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Abstract
The etiology of intestinal bleeding is complicated 
and its diagnosis is relatively difficult because 
clinical symptoms and signs commonly obscure 
alimentary tract bleeding. Present diagnostic 
methods include enteroscopy, barium and air 
double contrast X-ray examination, selective 
angiography, nuclear scintigraphy, and helical 
computed tomography. Application of double-
balloon enteroscopy and wireless capsule 
endoscopy offers new methods for the diagnosis 
of small intestinal bleeding. Such patients 
sometimes still need to undergo laparoscopy or 
exploration laparotomy even when advanced 
investigation methods are used. This paper 
reviews the etiology of small intestinal bleeding 
and evaluates the advantages and disadvantages 
of different diagnostic methods to provide 
clinicians with a reference for etiological analysis 
and clinical determination of small intestinal 
bleeding.                                    

Key Words: Small intestinal bleeding; Etiology; Di-
agnosis
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摘要
小肠出血的病因较复杂, 临床上常表现为原
因不明的消化道出血, 诊断比较困难. 目前常
用的诊断方法有纤维内镜、气钡双重对比造
影、选择性动脉造影、核素显像和螺旋C T
等. 双气囊小肠镜、胶囊内镜的应用, 为小肠
出血的诊断提供了新的手段. 尽管如此多的先
进检查方法, 一些病例仍不能明确病因, 需要
作腹腔镜检查或剖腹探查. 本文对小肠出血的
病因分类及各种诊断方法的优缺点进行综述, 
为小肠出血的病因分析及临床决策提供参考.

关键词: 小肠出血; 病因; 诊断方法
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0  引言

小肠出血通常是指Treitz韧带到回盲瓣之间肠道

的出血, 约占整个消化道出血的2%-15%[1]. 由于

小肠肠管长、系膜短、排列折叠、腹腔内活动

度大等解剖特点, 常规的胃镜或结肠镜不能对

小肠进行全面的检查, 其出血的病因和部位不

易得到确诊, 因而小肠出血的诊断长期以来是

临床工作的难点之一. 小肠出血的病因较多, 患
者在临床上常表现为原因不明的消化道出血, 
多次就诊以及进行胃镜或结肠镜检查均难以明

确病因, 各种X线检查、血管造影剂以及核素扫

描对小肠出血的诊断率也不尽如人意[2]. 近年来

小肠镜、胶囊内镜的应用, 为小肠出血的诊断

提供了新手段. 本文对小肠出血的病因分类及

各种诊断方法的优缺点进行综述, 为小肠出血

的病因分析及选择诊断方法提供参考.

1  小肠出血的病因

小肠出血的病因较多, 可以分为肿瘤、血管病

变、炎症性病变、小肠憩室、肠道寄生虫病、

www.wjgnet.com
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■背景资料
由于小肠的解剖
特点, 小肠出血的
诊断长期以来是
临床工作的难点
之一. 小肠出血的
患者在临床上常
表现为原因不明
的消化道出血, 多
次就诊以及进行
内 镜 检 查、X 线
检查、血管造影
以及核素扫描均
难以明确病因. 近
年来小肠镜、胶
囊内镜的应用, 显
著提高了小肠出
血的诊断率. 本文
对小肠出血的病
因分类及各种诊
断方法的优缺点
进行综述. 



克罗恩病等. 国内报道小肠出血病因与国外有所

不同. 国内报道小肠出血病因中肿瘤占首位, 依
次为血管病变、小肠憩室等. 国外报告则是血管

病变占首位, 然后是肿瘤、溃疡性疾病、小肠憩

室等[3]. 具体如下, (1)肿瘤, 小肠的长度约占整个

消化道的75%, 但仅2%的胃肠道肿瘤起源于小

肠[4]. 良性肿瘤、恶性肿瘤均可导致小肠出血. 文
献报告引起小肠出血的良性肿瘤有: 管状腺瘤、

平滑肌瘤、神经鞘膜瘤、腺瘤、脂肪瘤、嗜铬

细胞瘤、血管内皮瘤、家族性肠息肉病及胃肠

间质瘤等. 引起小肠出血的恶性肿瘤有: 平滑肌

肉瘤、恶性淋巴瘤、恶性胃肠间质瘤、恶性神

经鞘膜瘤、恶性组织细胞病、空肠癌和回肠癌

等. 小肠恶性肿瘤一般发生于间叶组织, 发生于

小肠上皮者较少, 以平滑肌肉瘤、恶性淋巴瘤、

恶性胃肠间质瘤为主, 空肠癌、回肠癌较少见. 
(2)血管病变, 引起小肠出血的血管病变包括血管

畸形、血管发育不良、血管扩张、动静脉瘘、

血管瘤、肠系膜上动脉血栓形成、肠系膜静脉

血栓形成等. 其中以血管畸形、血管发育不良、

血管扩张及血管瘤报道较多. (3)炎症性病变, 包
括小肠非特异性炎症、小肠结核、嗜酸细胞性

肠炎、急性出血性坏死性小肠炎、肠伤寒、小

肠黏膜糜烂或溃疡等. (4)Meckel憩室、多发性

小肠憩室均可引起小肠出血. 我院25例出血病例

中, 小肠憩室占11例. (5)克罗恩病是临床上较常

见的疾病, 同时也是小肠出血的病因之一. (6)小
肠钩虫病、粪类原线虫病均可以引起小肠出血. 
(7)小肠异位胰腺、小肠转移癌等也是小肠出血

的病因[5-6]. 

2  小肠出血的诊断方法

2.1 纤维内镜 对不明原因的消化道出血患者, 用
纤维胃镜检查排除食管、胃和十二指肠出血, 
以及用纤维结肠镜检查排除结直肠出血后, 则
可以诊断为小肠出血. 靠近Treitz韧带的空肠病

变, 或靠近回盲部的回肠病变, 有时可以经胃镜

或结肠镜发现. 刘国先 et al [7]报告采用一些特殊

手法, 可以使纤维胃镜进入Treitz韧带以下50 cm
的空肠, 使纤维结肠镜进入距回盲部100 cm的回

肠, 因此能够扩大纤维胃镜及纤维结肠镜的检

查范围. 由于纤维胃镜及纤维结肠镜已经广泛

应用于各级医院, 对临床上拟诊为小肠出血的

患者, 尽量争取用纤维胃镜或纤维结肠镜检查

部分小肠是有一定价值的, 因为出血病灶可能

正好位于被检查的肠段.
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2.2 气钡双重对比造影 消化道气钡双重对比造

影检查是目前应用很广的检查方法, 其操作简

单、安全、无创伤, 对诊断小肠肿瘤、憩室、

克罗恩病均有价值. 但小肠出血病灶多为外生

型生长, 消化道气钡双重对比造影时肿瘤不易

显影, 常表现为假阴性[8]. Ba et al [9]报告76例小肠

气钡双重对比造影, 发现13例病变, 主要为小肠

肿瘤和Meckel憩室. 在胃镜引导下将导管经口

插入空肠, 用稀钡经导管进行小肠钡灌肠, 能提

高小肠出血的诊断率. 我院气钡双重对比造影

检查对小肠出血的诊断率为23%[10]. 诊断率的高

低与造影的技术水平、钡剂的质量以及X线设

备的分辨力也有关系. 随着胶囊内镜、双气囊

小肠镜的发展, 气钡双重对比造影在小肠出血

诊断中的应用已逐渐减少.
2.3 肠系膜上动脉造影 适用于小肠活动性出血

的诊断. 有选择性肠系膜上动脉造影和选择性

肠系膜上动脉加腹腔动脉造影两种方式. 目前

认为该检查法具有定位和定性双重价值. 造影

剂外溢是出血部位的直接征象, 异常血管是小

肠出血的间接征象. 小肠血管病变活动性出血

期间除可见造影剂外溢, 还可见以下征象: 肠
壁内血管扩张扭曲, 动脉的分支末端呈异常血

管丛征象; 小肠良性肿瘤表现为局限、边缘清

楚的肿瘤染色; 小肠恶性肿瘤表现为典型的肿

瘤新生血管征、肿瘤压迫征和肿瘤侵犯血管

征. 选择性动脉造影的诊断率受出血速度的影

响, 当消化道出血速度达到0.5 mL/min以上时, 
选择性动脉造影对于出血部位的检出率达到

50%-72%, 而当出血速度低于0.5 mL/min时其检

出率为25%-50%[11]. Rollins et al [12]报告动脉造影

对小肠出血的诊断率为40%. 用数字减影血管造

影(digital subtraction angiography, DSA)检查19
例小肠出血患者, 发现阳性结果12例(63.2%), 其
中6例急诊DSA者5例阳性, 13例择期DSA者7例
阳性[13]. 虽然选择性动脉造影可以同时对部分

消化道出血进行介入性的止血治疗, 但是动脉

造影和介入治疗均是创伤性的操作, 有可能引

发一些严重的并发症, 因此临床上进行选择动

脉造影检查应严格掌握适应症, 并需注意预防

并发症的发生. 近年有人主张在出血间歇期作

选择性动脉造影时, 经导管注入血管扩张剂前

列腺素E、肝素、尿激酶等延长或诱发出血, 以
提高阳性率, 但有可能诱发致命性的出血[14]. 由
于存在较大风险, 同时有风险较小的其他检查

法可以选择, 因此这种注入血管扩张剂的检查

www.wjgnet.com

■研发前沿
小肠镜、胶囊内
镜、腹腔镜各自
都有其显著特点, 
对小肠出血的诊
断均有较大价值, 
目前国内外正在
深入研究这几种
检查方法的适应
证和优缺点.

■相关报道
国内报道小肠出
血病因中肿瘤占
首位, 依次为血管
病变、小肠憩室
等 .  国 外 报 告 则
是血管病变占首
位, 然后是肿瘤、

溃疡性疾病、小
肠 憩 室 等 .  纤 维
内镜、气钡双重
对比造影、肠系
膜上动脉造影、

核素显像、螺旋
CT、双气囊小肠
镜检查、胶囊内
镜腹腔镜检查均
对小肠出血有诊
断价值.
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法不宜提倡. 动脉造影对小肠活动性出血的诊

断意义是肯定的. 但动脉造影对非持续性出血

或大面积黏膜糜烂出血检出率低, 同时不能显

示小肠形态及小肠与出血之间的关系.
2.4 核素显像 99mTC标记红细胞核素扫描对少量

出血较为适用. 在出血速度为0.05-0.1 mL/min
时, 标记的红细胞可在出血部位溢出形成浓染

区, 可据此判断出血部位. 由于99mTC标记红细胞

在血管内有较长半衰期, 因此可以通过反复扫

描确定出血部位. 核素显像对诊断出血速度慢

的病变优于选择性动脉造影, 但定位不准确. 如
果进入肠道的同位素在两次扫描期间向肠道远

端移动, 将会出现定位假象. 采用此检查法应进

行动态观察, 以提高定位诊断率. Dusold et al [15]

报告153例消化道出血, 99mTC标记红细胞核素扫

描阳性率达59%. 总体来说核素显像对小肠出血

的诊断是一种较好的检查方法, 安全、可靠、

灵敏、无创伤, 但假阳性率和假阴性率均较高, 
定位准确率低, 不能单凭核素扫描结果来决定

手术或其他介入治疗[16].
2.5 螺旋CT 螺旋CT具有多通道的快速采集、iv
单次扫描覆盖范围大、微体素成像、亚毫米层

厚、更高的空间分辨力及强大的图象后处理功

能等优点, 可清晰显示小肠形态、小肠壁及腔

内病变. MSCT是非侵袭性检查, 可以同时显示

大范围的多支血管, 相对于DSA其对比剂用量

小, 经济安全, 影像质量及分辨力较高, 并可显

示血管与病灶、血管与临近解剖结构的关系. 
Ernst et al [17]报告螺旋CT对小肠出血的诊断率为

79%. Yoon et al [18]报告26例消化道出血, 螺旋CT
动脉相诊断的敏感性为90.9%. 但也有作者持不

同意见, Abbas et al [19]报告认为引起小肠出血的

间质瘤、小肠血管瘤或Meckel憩室的体积一般

较小, CT扫描诊断价值有限. 鉴于报道较少, CT
扫描对小肠出血的诊断价值还有待于观察更多

的病例.
2.6 双气囊小肠镜检查 双气囊小肠镜经口插入

可达回肠中下段, 部分病例可达回肠末端; 经肛

门插入可以检查回肠. 通过经口、经肛两条途

径, 双气囊小肠镜可以检查全部小肠, 因而极大

的提高了小肠疾病的诊断率. 其主要适应症为: 
不明原因的小肠疾病患者, 如消化道出血、腹

痛、腹泻等; 不完全性小肠梗阻者; 诊断明确但

不了解小肠病变范围者; 小肠疾病治疗后复查. 
Lewis[2]报告小肠镜对小肠出血性病变的检出率

为50%, 小肠镜术前的病灶定位与术中发现的病

变部位基本一致, 其临床价值值得肯定, 是一项

安全、直观、可靠的检查手段. Suzuki et al [20]报

告78.9%的患者经双气囊小肠镜检查发现了出

血部位. 目前双气囊小肠镜诊断小肠出血已得

到临床医师的认可. 存在的问题是: 双气囊小肠

镜发现的某些异常组织结构的外科意义尚不明

确, 如双气囊小肠镜发现的有些粗大的血管并

非出血原因, 进一步分析和归纳双气囊小肠镜

提示的异常征象, 探讨其临床意义是必要的. 另
外, 双气囊小肠镜诊断小肠出血需要较长时间, 
患者极度不适, 可引起出血、穿孔等并发症, 假
阴性率较高, 因而临床应用受到一定限制[21].
2.7 胶囊内镜 采用的仪器为以色列Given影像公

司生产的杰文诊断图象系统, 胶囊内镜为M2A
型, 尺寸为11 mm×26 mm, 质量约3.7 g. 图象

特征包括140度范围的视野, 1∶8的放大比例, 
1-30 mm的可视深度, 最小观察直径为0.1 mm, 
获取图象2祯/s, 记录时间8-10 h, 每例患者可获

取50 000张左右图象. 胶囊内镜是一种新的检查

手段, 与纤维电子内镜有很大的不同[22-23]. 胶囊

内镜经口吞服即可进行检查, 简便、安全、可

靠、受检者耐受性好, 对不明原因小肠出血的

病变检出率高、重复性好[24]. 但消化道狭窄或瘘

管形成、消化道梗阻、胃肠道功能障碍、小肠

憩室引起的小肠出血是胶囊内镜检查的禁忌证. 
李运红 et al [25]报告手术治疗17例小肠出血, 术中

诊断定位和术前胶囊内镜定位完全吻合. Viazis 
e t a l [26]报告96例小肠出血患者, 经胃镜、结肠

镜、小肠钡灌及双气囊小肠镜检查均为阴性, 
但胶囊内镜检查发现41.7%患者有小肠病变, 主
要为血管病变. Ersoy et al [27]报告39例胶囊内镜

检查, 其中26例发现小肠病变. 目前认为胶囊内

镜是很有价值的诊断工具, 患者容易接受, 有良

好的应用前景.
2.8 腹腔镜检查 腹腔镜能够检查小肠腔外的病

变, 在一定程度上弥补纤维内镜检查和影像学

检查的不足. Hahm et al [28]应用腹腔镜对12例小

肠出血进行检查, 12例患者都得到明确诊断, 其
中4例术前内镜检查和影像学检查均阴性, 但腹

腔镜检查都发现小肠病变. Ba et al [29]报告对22例
小肠大出血患者进行腹腔镜检查, 全部成功发

现出血部位, 并进行了处理. 腹腔镜检查的优点

是手术创伤小、恢复快、并发症发生率低, 还
可以同时进行病变处理. 腹腔镜和双气囊小肠

镜两种手段同时应用, 可能对提高小肠出血的

诊断率有更大意义. 但腹腔镜检查毕竟是一种

■应用要点
本文提出对于原
因不明的消化道
出血应首先采用
内镜检查排除食
管、胃十二指肠
及结、直肠病变, 
然后应用相关检
查明确小肠病变
的部位. 选择检查
方法一般应按照
从普通到特殊、

从简单到复杂、

从无创伤性检查
到创伤性检查的
程序. 同时应根据
患者的个体情况
选用合适的诊断
方法, 同时还应根
据所在医院的设
备和条件进行选
择.
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创伤性检查, 有可能引起一些并发症, 甚至严重

的并发症, 因此选择腹腔镜检查应权衡利弊, 严
格掌握适应证.
2.9 剖腹探查 剖腹探查是小肠出血定位诊断

中最终的选择方法. 具体操作主要包括逐段全

面视诊、触诊、肠壁透光试验、经肠系膜上

动脉注入亚甲蓝, 以及对可疑病变处切开肠壁

直接检查等 .  剖腹探查不仅能够对小肠进行

全面彻底的检查及对出血部位进行明确的定

位, 而且能够同时实施手术治疗. 单纯剖腹探

查对消化道出血的诊断率为31%-65%, 而术中

内镜辅助下剖腹探查对消化道出血诊断率达

50%-100%[30-31]. Wagner et al [32]报告9例剖腹探查

5例发现病变, 2例经术中小肠镜检查找到病灶. 
术中内镜的使用方法是在小肠中段切开肠壁一

个小口, 将纤维结肠镜或双气囊小肠镜插入肠

腔, 向上检查至十二指肠, 向下检查至回盲部, 
全部小肠都能进行细致充分的检查. 术中内镜

检查可明确小肠出血的原因、部位和病变性质, 
有助于确定手术方式和切除小肠的长度. 一般

来说, 剖腹探查适用于经各种检查未能发现病

变的小肠出血者; 出血不止、有肠梗阻、或疑

有恶变者; 急性大出血危及生命者.

3  小肠出血诊断方法的选择

原因不明的消化道出血应首先采用纤维胃镜和

纤维结肠镜检查排除食管、胃十二指肠及结、

直肠病变, 然后应用相关检查明确小肠病变的

部位 .  选择检查方法一般应按照从普通到特

殊、从简单到复杂、从无创伤性检查到创伤性

检查的程序. 由于各种诊断方法均有其适应症

和优缺点, 应根据患者的个体情况选用合适的

诊断方法. 同时还应根据所在医院的设备和条

件进行选择. 生命体征平稳的病例可先作消化

道气钡双重对比造影、双气囊小肠镜或胶囊内

镜检查. 胶囊内镜有其显著特点, 已经引起越来

越多的关注[33]. 关于胶囊内镜和双气囊小肠镜的

选择, 有作者认为对怀疑小肠出血的病例, 应选

择胶囊内镜作初步检查, 当出血部位确定之后, 再
用双气囊小肠镜作组织病理学诊断或者治疗[34]. 
生命体征不平稳的大出血患者应尽早进行肠系

膜上动脉造影、核素显像或腹腔镜检查以了解

出血的病因. 小肠反复出血经过各种检查仍未

能明确病因者应作剖腹探查, 必要时作术中内

镜检查以明确诊断. 对于出血不能控制、合并

休克和病情危重的病例, 在经急诊纤维内镜检

查判断为小肠出血以后, 在具备术中纤维内镜

协助检查技术的条件下, 应果断决策行急诊剖

腹探查术, 以免延误最佳诊治时机.
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种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅)
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Abstract
The early diagnosis of pancreatic carcinoma is 
very difficult, although molecular biological 
diagnosis by detection in pancreatic juice has 
promise. This article reviews progress in this 
area that includes analysis of oncogenes (k-ras), 
tumor suppressor gene (p53), telomerase activity 
and proteomes in human pancreatic juice.    

Key Words: Molecular biology; Diagnosis; Pancre-
atic juice; Pancreatic carcinoma
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摘要
胰腺癌早期诊断十分困难, 预后极差. 近年胰

液分子生物学检测对胰腺癌早期诊断带来了

希望, 包括胰液的癌基因、抑癌基因、微卫星

不稳定性、蛋白质组学分析等. 本文综述了上

述研究进展.

关键词: 分子生物学; 诊断; 胰液; 胰腺癌
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0  引言

胰腺癌恶性程度高, 转移早, 早期诊断困难, 手
术切除率与5 a生存率低. 目前临床上常用的血

清肿瘤标记物(如CA19-9)检测与影像学(如CT, 
MR)检查仍不能解决其早期诊断问题. 胰液作

为极有意义的研究对象, 具有高度的组织专一

性, 其蛋白质含量丰富, 不但可以体现胰腺外分

泌功能, 还包含了疾病状态下病变组织及其微

环境所特有的分泌入胰液的蛋白质. 胰腺癌95% 
以上起源于胰管上皮, 且癌细胞比正常细胞黏

附力弱, 容易剥离出现在胰液中, 因而通过收集

胰液进行分子生物学检测对诊断有重要意义. 
近年这方面的研究正在增加, 本文就此作一综述.

1  癌基因(k-ras 基因)检测

Bos et al [1]分析人体肿瘤中k-ras基因点突变的

发生率, 发现其在胰腺癌中发生率最高(阳性率

70%-90%), 其中以k-ras  12密码子点突变最常见. 
1993年Tada et al [2]首先在胰腺癌患者的胰液中

检测k-ras基因点突变, 突变率为50%-100%, 平均

72%(98/137). Ha et al [3]对胰液上清与沉淀部分同

时进行k-ras基因突变检测, 发现胰腺癌(n  = 19)
与慢性胰腺炎患者(n  = 25)胰液上清k-ras基因突

变率分别为89%和28%, 胰液沉淀部分突变率分

别为79%和20%, 认为胰液上清与沉淀部分联合

检测可提高胰腺癌诊断率. Boadas et al [4]对胰腺

癌(n  = 40)和慢性胰腺炎(n  = 50)患者胰液同时行

细胞学与k-ras基因突变检测, 阳性率分别为27%
和44%, 在11例细胞学阴性的胰腺癌中, 有4例患

者k-ras基因突变阳性. 因取材太小无法进行细胞

学诊断的2例患者中, 有1例k-ras基因突变阳性, 
k-ras基因突变检测诊断早期胰腺癌1例; 慢性胰

腺炎胰液k-ras基因突变率为16%(8/49), 其中1例

®

■背景资料
胰腺癌恶性程度
高 ,  早 期 诊 断 困
难. 目前临床上常
用的血清肿瘤标
记物(如CA19-9)
检测与影像学(如
CT, MR)检查仍不
能解决其早期诊
断问题. 胰液作为
极有意义的研究
对象, 具有高度的
组织专一性. 胰腺
癌95%以上起源
于胰管上皮, 且癌
细胞比正常细胞
黏附力弱, 容易剥
离出现在胰液中, 
因而通过收集胰
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学检测对诊断具
有重要意义. 近年
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发生癌变. 认为对出现k-ras基因突变的慢性胰腺

炎患者, 应视为胰腺癌高危人群定期进行随访. 
Queneau et al [5]检测36例慢性胰腺炎患者胰液, 
k-ras基因突变率为27.8%, 其中2例患者分别在随

访的第7个月和第17个月时发生癌变, 而无突变

者未出现癌变(P <0.03), 认为k-ras基因突变是发

生胰腺癌的危险因素. Lu et al [6]采用PCR-RFLP法
对201例患者胰液中k-ras基因进行分析(其中76
例分别被手术、病理、临床确诊为胰腺癌), 发
现k-ras基因点突变检出率为87.8%(36/41), 在胰

腺良性疾病中为23.5%(4/17)(P <0.0005), 诊断的

特异性、准确性和敏感性分别为76.5%(13/17)、
84.5%(49/58)和87.8%(36/41).

尽管k-ras基因点突变主要见于胰腺癌, 但胰

腺良性病变中也有k-ras基因突变[5]. 在胰腺癌众

多的癌基因中, k-ras突变被认为是出现于胰腺癌

发生的早期. 胰液中k-ras基因突变对胰腺癌的特

异性, 报道尚不一致. 对出现胰液k-ras基因突变

阳性的慢性胰腺炎患者长期随访结果, 提示突变

可能存在假阳性结果[7]. 因此, 胰液k-ras基因点突

变作为诊断胰腺癌的标志物, 仍需大样本前瞻性

研究证实[8].

2  抑癌基因(p 53基因)检测

p 53基因的失活与胰腺癌的发生发展密切相关. 
Yamaguchi et al [9]用PCR-SSCP法检测26例经手

术证实胰腺癌患者胰液p 53基因突变, 其中11例
检出p 53基因的突变(占42.3%). 突变位点均位于

外显子5, 6, 7, 8区内, 而16例慢性胰腺炎患者的

胰液中未检测到p 53基因的突变. 认为p 53基因突

变在胰腺癌中有较高的特异性. Sawabu et al [10]报

道, 胰腺癌患者胰液中p53基因突变率为4%-50%, 
慢性胰腺炎胰液中未检测到p 53基因突变; 在细

胞学诊断阴性的15例胰腺癌中有7例(47%)存在

p 53基因突变. Lu et al [6]对201例患者采用PCR-
SSCP方法对胰腺癌胰液中的p 53基因突变进行

分析(其中76例分别被手术、病理、临床确诊患

胰腺癌), 结果显示在胰腺癌患者胰液中p 53基因

突变率为47.4%(18/38), 诊断特异性为87.5%, 认
为p 53基因突变可作为诊断胰腺癌或鉴别慢性

胰腺炎的指标. Lohr et al [11]检测66例慢性胰腺炎

患者胰液, p 53基因突变率为7.5%, 这些患者胰

液肿瘤细胞学检测均为阴性, 在切除标本中未

见到癌细胞或癌前病变; 对患者随访(26±3)mo, 
无1例患者出现癌变.

总之, 胰液中p 53基因突变率虽较k-ras基因

之降低, 但特异性较强, 是诊断胰腺癌有价值的

分子生物学指标.

3  端粒酶活性检测

自1994年Kim建立TRAP方法检测端粒酶活性以

来, 对端粒酶在细胞增殖及恶性病变中的重要

作用有了更深入的研究, 发现恶性肿瘤组织中

端粒酶活性存在高表达. Uehara et al [12]在ERP下
收集胰腺癌(n  = 10), 慢性胰腺炎(n  = 3)和胰腺正

常对照个体(n  = 3)的胰液, 并对胰液中端粒酶活

性(TRAP法, 以端粒酶活性>5.0为临界值)进行

检测, 发现端粒酶活性对胰腺癌诊断的敏感性

为80%, 特异性为100%, 阳性预测值为100%, 阴
性预测值为75%. Seki et al [13]报道, 胰腺癌、慢

性胰腺炎及正常对照个体胰液中人端粒酶催化

亚单位(hTERT)mRNA表达存在显著差异, 分别

为88%(n  = 17), 17%(n  = 12)和0%(n  = 7). 认为胰

液hTERT mRNA表达是胰腺癌和慢性胰腺炎鉴

别的重要指标. Sawabu et al [10]报道, 胰腺癌与慢

性胰腺炎患者胰液中端粒酶活性阳性率分别

为>80%和<20%, 与上述结果相似. Mizumoto 
et a l [14]报道, 胰腺癌、慢性胰腺炎及胰腺腺瘤

患者胰液中端粒酶活性阳性率分别为83.3%(n  = 
24), 0%(n  = 23)和4.3%(n  = 23). Ohuchida et al [15]

的研究结果显示, 胰液中hTERT mRNA定量测

定对区分胰腺癌和导管内乳头状黏液瘤(IPMN)
更有价值, 当hTERT mRNA特异性设为100%, 两
者的区分敏感性为43.55%, 较肿瘤细胞学区分

的敏感性(22%)显著提高. Ohuchida et al [16]认为, 
通常用于测定端粒酶活性的TRAP法并不适合

临床应用, 因为存在操作复杂、测定时间长、

受检测标本中存在PCR反应抑制物的影响等, 而
杂交保护测定与TRAP联合(TRAP/HPA)应用, 
可使敏感性提高1000倍.

总之, 胰液端粒酶活性对胰腺癌有较高的敏

感性和特异性, 是诊断胰腺癌重要的分子指标. 
但应注意的是, 许多胰腺癌患者胰液中因癌细胞

数目较少而使端粒酶活性较低. 当应用TRAP法
使检测敏感性增高后, 来自淋巴细胞的端粒酶也

能被检测出来, 从而使检测的特异性降低[14].

4  分子生物学标记联合检测

为克服单项分子生物学指标检测存在敏感性、

特异性上的不足, 大多数学者对上述指标采用

联合检测的方法. Yamaguchi et al [9]报道, 单独检

测胰液中p 53基因诊断的敏感性较低, 如联合检

■研发前沿
胰腺癌的基因诊
断是当今研究的
热点. 所选研究材
料中血清所含成
分复杂, 特异性较
差, 检查组织学而
存在创伤性, 取材
较为困难. 因此对
胰液进行分子生
物学检测, 有可能
克服上述不足, 提
高胰腺癌的早期
诊断率.
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测k-ras基因则敏感性可提高到92%, 特异性为

100%. Yan et al [17]对146例患者胰液标本进行基

因联合检测, 胰腺癌(n  = 57)、慢性胰腺炎(n  = 
67)和胆管结石(正常对照)患者(n  = 61) k-ras基
因突变率分别为54%, 34%和21%, p 53基因突变

率分别为42%(20/48), 4%(2/49)和0%(0/49); 高水

平(>12%) p 16基因启动子甲基化检出率分别为

62%(26/42), 8%(2/26)和13%(3/24); p 53基因突变

或高水平p 16基因启动子甲基化在胰腺癌、慢

性胰腺炎与胆管结石阳性率分别为80%(29/36), 
13%(3/22)和13%(3/24). 认为联合检测可提高胰

腺癌与上述良性疾病的鉴别. Wang et al [18]对胰

液上清与沉淀部分同时行k-ras与p 53基因突变

检测, 胰腺癌患者胰液上清p 53基因与k-ras基因

突变率分别为42.9%(9/21)和81%(17/21), 胰液沉

淀部分突变率分别为28.6%和71.4%; 25例慢性

胰腺炎患者胰液上清与沉淀部分均未检出p 53
基因突变, 而k-ras基因突变率分别为28%和20%; 
胰液上清与沉淀部分联合检测, 胰腺癌患者p 53
基因突变率上升到52.4%(11/21), 且细胞学阴性

的胰腺癌患者46%(7/15)被检测到. Myung et al [19]

联合检测31例胰液k-ras基因突变率与端粒酶活

性, 胰腺癌患者(n  = 12) k-ras基因突变率为75%, 
慢性胰腺炎(n  = 11)为27%, 正常对照组(n  = 8)未
发现突变; 胰腺癌患者端粒酶阳性率为92%, 慢
性胰腺炎为18%. 两项指标同时检测, 特异性为

100%. 朱萱 et al [20]对58例胰腺癌高危患者内镜

抽取的纯胰液行细胞学、k-ras基因点突变及端

粒酶活性联合检测, 5例胰液中发现可疑恶性细

胞(8.62%), 点突变阳性率为37.9%, 端粒酶活性

弱阳性13.8%, 3例均阳性6.89%. k-ras基因点突

变及端粒酶活性两者阳性12.06%. Tada et al [21]

对经ERCP获取的胰液进行k-ras基因突变检测, 
并与EUS-FNA获取组织检测结果进行比较, 发
现胰液k-ras基因突变率为63%(12/19), EUS-
FNA获取组织突变率为77%(20/26). EUS-FNA
细胞学诊断阳性率为62%(16/26), 若与FNA穿

刺物k-ras基因突变联合检测, 诊断的阳性率为

81%(21/26); 上述两项指标再与胰液k-ras基因突

变联合检测, 诊断的阳性率增加到88%(23/26).
Futakawa et al [22]联合检测胰腺癌患者胰液k-ras
基因点突变、胰液CA19-9与CEA水平, 发现胰

液k-r a s 基因点突变率较胰腺良性病显著增加 
(P  = 0.0448), k-ras基因点突变对诊断的阳性预

测值为83%; 多变量分析显示, 胰液k-ras基因点

突变、胰液CA19-9与CEA水平是诊断胰腺癌的

独立指标, 3者联合检测诊断的准确性达90%. 刘
晓川 et al [23]对32例临床与手术证实的胰腺癌患者

ERCP胰液收集标本行PCR-SSCP分析, 发现k-ras  
12密码子点突变率为56.3%, 且与肿瘤的大小相

关(P<0.05); k-ras  12密码子点突变阳性与阴性表

达病例3 a复发率分别为66.7%和33.3%. 高血清

CA19-9水平且k-ras  12密码子点突变阳性病例3 a
复发率为69.2%, 低血清CA19-9水平且k-ras  12密
码子点突变阳性病例3 a复发率为20%(P<0.05). 认
为联合检测k-ras  12密码子点突变及血清CA19-9
水平可作为胰腺癌术后复发的有效指标.

5  蛋白质组学研究

应用蛋白质组学分析胰液中的蛋白成分和检测

生物学标记为胰腺癌的早期诊断提供了有用的

手段. Rosty et al [24]用蛋白质芯片和SELDI-MS
技术对胰腺癌(n  = 15)和胰腺良性病患者(n  = 7)
的胰液进行了比较, 发现67%胰腺癌患者胰液

样品中有分子质量为16 570 Da的蛋白表达, 而
只有1例其他胰腺疾病患者出现此种蛋白表达. 
蛋白质芯片免疫测定确定这种蛋白为HIP/PAP-
1(hepatocarcinoma-intestine-pancreas/pancreatitis-
associated-protein 1). 进一步定量ELISA检测胰

腺癌患者(n  = 53)和胰腺良性病患者(n  = 45)胰
液中HIP/PAP-1水平, 发现胰腺癌患者胰液中

HIP/PAP-1较胰腺良性病患者显著增高, 其敏感

性和特异性分别为75%和87%, 认为胰液中的

HIP/PAP-1可作为胰腺癌诊断的标志物. Gronborg 
et al [25]应用液相色谱和串联色谱(LC-MS/MS)分析

胰腺癌患者的胰液蛋白质变化, 共分离出170种
蛋白质, 其中包括已知的胰腺癌肿瘤标记物(如
CEA, MUC1). 同时, 他们对胰腺癌患者胰液中

突出高表达的HIP/PAP和lipocalin 2以及先前未

见报道的肿瘤排斥抗原pg96和azurocidin等蛋白

也进行了详细研究, 并鉴定出一种与HIP/PAP有
85%同源性的新蛋白质, 命名为PAP-2. 作者认为

上述在胰液中被确定的蛋白质可作为胰腺癌早

期诊断的新蛋白标记物.
总之, 胰液的分子生物学检测为胰腺癌的早

期诊断提供了新的途径. 单一的分子生物学检测

存在敏感性和特异性的不足, 联合检测(如胰液上

清和沉淀部分同时检测; k-ras基因, p53基因突变, 
端粒酶活性联合检测)可提高诊断的敏感性和特

异性. 胰液蛋白质组学的研究使胰腺癌的早期诊

断出现了希望, 将有助于发现胰腺癌新的特异性

标记物.

■创新盘点
国内外文献对胰
液进行分子生物
学的研究报道, 内
容相对单一, 即仅
对某一基因进行
检测. 本文对胰液
中癌基因、抑癌
基因、端粒酶、

蛋白质组学的研
究进行综述比较, 
在小结中提出自
己的观点, 对从事
这方面的研究者
具有一定的指导
作用.

■应用要点
本文指出对胰液
单一的分子生物
学检测存在敏感
性和特异性不足, 
联合检测可提高
诊断的敏感性和
特异性, 特别是胰
液蛋白质组学的
研究将有助于发
现胰腺癌新的特
异性标记物.
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■同行评价
本文总结了近年
来胰液中的分子
标记物检测和诊
断胰腺癌的研究
进展 ,  内容丰富 , 
结构严谨, 层次分
明, 有较好的临床
指导作用.
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Abstract
Recently, increasing evidence from cell biology 
and pharmacology demonstrates that cancer 
cells exhibit ion channel expression patterns, ion 
conductances and electric properties that are 
very different from those of resting cells. These 
peculiar properties are functionally involved in 
cancer pathogenesis. In particular, because of its 
oncogenic properties, distribution, modulation 
and pharmacology, human ether à go-go 
potassium channel (Eag1, Kv10.1, KCNH1) is 
considered a critical ion channel-encoding gene 
involved in the establishment and maintenance 
of neoplastic growth. This review summarizes 
most of the findings regarding Eag1 channels 
and malignant tumors, focusing on cellular 
mechanisms, mRNA and protein expression in 
tissues, oncogenic properties, modulation and 
pharmacology. 

Key Words: Ether à go-go potassium channels; Ma-
lignant tumor; Cell cycle; Targeted therapy

Ding XW, Luo HS. Ether à go-go potassium channel and 

malignant tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(26): 2772-2779

摘要
离子通道与恶性肿瘤的研究相关性日益受到
重视, 其中以钾通道的研究最为深入. Ether à 
go-go钾通道(Eag1)由于在体内局限性分布、

具有癌基因的特性以及在多种临床肿瘤组织
中高频率表达的特点, 已经成为前景乐观的恶
性肿瘤诊治的靶点. 本文综述Eag1钾通道与
细胞周期和增殖的关系、致癌性及其致癌机
制、在恶性肿瘤中的表达及其意义、分子成
像技术检测活体内Eag1以及Eag1作为治疗靶
点的实验研究进展.

关键词: Eag1钾通道; 恶性肿瘤; 细胞周期; 靶向治疗

丁祥武, 罗和生. Ether à go-go钾通道与恶性肿瘤. 世界华人

消化杂志  2007;15(26):2772-2779

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2772.asp

0  引言

10 a前Wonderlin的一篇优秀综述总结了钾通道

在细胞增殖和细胞周期G1期前进中的作用[1], 激
发了离子通道与肿瘤关系研究的极大兴趣. 近年

发表了约20篇精辟的综述, 总结了该研究领域的

最新进展[2-19]. Debes et al的一项前瞻性研究也证

实了长期服用钙通道阻断剂能降低发生前列腺

癌的风险[20]. 这些成果已经引起了广泛兴趣, 对
该领域的基础和临床前研究正在逐步深入. 

离子通道与肿瘤的相关性研究中, 以钾通道

的研究最为深入. 其中ether à go-go钾通道(Eag1, 
Kv10.1, KCNH1)由于在体内局限性分布、具有

癌基因的特性以及在多种临床肿瘤组织中高频

表达的特点, 已经成为前景乐观的恶性肿瘤诊

治的靶点. Camacho总结了2004年及此前Eag1和
HERG钾通道与癌相关性的研究进展, 如与细胞

周期的关系, 在肿瘤中的表达、致癌性及机制

和药物干预的影响等[7]. 本文将略述该综述的部

分内容, 并着重介绍近3 a Eag1钾通道与恶性肿

瘤的最新进展.

®

■背景资料
细胞膜离子通道
是跨膜蛋白, 作用
广 泛 ,  包 括 参 与
电信号、肌肉收
缩、激素分泌、

免疫调节、细胞
周期和代谢等过
程. 也与许多病理
过程有关, 可以是
原发病因(离子通
道病) ,  也可以在
疾病的发生过程
中起调节作用. 
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1  Eag1钾通道简介

2005年国际药理学联合会对Eag1钾通道作了简

要的介绍(表1, 稍修改和补充)[21]. 
Eag1是在对乙醚麻醉时出现腿震颤的黒腹

果蝇作突变检测时发现的一个独立基因位点, 
表现为缓慢节律性的腿震颤行为, 随后被命名

为ether à go-go[22-23]. 进一步研究表明Eag1基因

编码与细胞兴奋有关的蛋白电压门控钾通道, 
对K+和Ca2+有通透性[24]. Eag1钾通道具有特定的

电压依赖性和药理学特点, 该电流激活缓慢, 明
显依赖前脉冲电位激活, 不表现失活[25]; Cole-
Moore转换接近10 ms级, 比非Eag1家族慢; Eag1
的Cole-Moore转换比Eag2陡峭[26]; 生理范围内

提高细胞外镁离子浓度可增强Eag1通道的Cole-

Moore转换[27]. 根据这些特点(Eag1电生理指纹)
可以测定Eag1电流. 

Eag1在脑中表达丰富, 但在外周正常组织

的表达非常局限. 研究发现即将融合前的成肌

细胞和胎盘可检测到Eag1表达[28-29]. Hemmerlein 
et al [30]联合实时定量逆转录PCR和免疫组化检

测外周正常组织中Eag1的表达情况, 发现两种

方法的检测结果相符. 在胃肠道, 仅胃腺主细胞

和胰腺腺泡呈阳性表达; 男性生殖系统, 仅精原

细胞阳性表达; 女性生殖系统, 子宫颈内膜和子

宫内膜上皮细胞呈中度阳性表达, 尤其在有分

泌活性的内膜腺体; 正常乳腺组织的导管小叶

单位有不同程度的染色, 而导管上皮无染色(但
这些正常的乳腺组织来源于乳腺肿瘤或纤维

表 1 Ether-à-go-go钾通道(Eag1)简介

     
IUPHAR命名法       Kv10.1

人类基因命名法      KCNH1

其他名称                ether-à-go-go, EAG1a, EAG1b, KCNH1a, KCNH1b[22-23,25,28,61]

特点                电压门控钾通道, 延迟整流

分子信息                人类: 989aa, NM_172362, chr.:1q32-41, KCNH1, Gene ID: 3756[61]

                小鼠: 989aa, NM_010600, chr. 1 

                大鼠: 962aa, NM_031742, chr. 13q27 

相关亚单位             Hyperkinetic (Hk)[62], CaM[45-46] Slob[63], epsin[47], KCR1 (K channel regulator)[64] 

功能分析                电压门控

电流                延迟整流

电导                未确定

离子选择                K+和Ca2+[24], 对Cs+不确定

活化特点                细胞外Mg2+, Ca2+和其他二价阳离子可以剂量和电压依赖方式减慢其活化[27,65], 细胞外低pH 

                               也减慢其活化; 其作用也可不依赖离子流动, 在Eag1的电位感受器出现构象改变时, 难以用电流 

                               方式检测, 这种转变可能是Eag1在有或无细胞外Mg2+时出现激活的原因[39]. 

失活特点                未确定

活化调节                 超极化减慢活化动力学, 去极化加速活化动力学[25]

阻断剂                奎尼定(1.4 μM)[26]; Ca2+/CaM(480 nM)[45, 65] 

正常分布                 脑(扁桃腺、尾核、大脑皮质、小脑、壳核、海马、额叶、枕叶、颞叶、丘脑下核; 在黑质、丘 

                               脑和延髓髓质中无表达)、成肌细胞、骨骼肌、黑色素瘤细胞、大鼠螺旋韧带、间充质干细 

                               胞[33,50,66-69], 在外周局限分布[28-30,70]

生理作用                Eag1编码非失活延迟整流钾通道KNI, 在人成肌细胞分化启动前活化[28], r-Eag1可能参与调节 

                               神经元谷氨酸突触的突触后信号[33]

病理学                调节肿瘤细胞的周期进展和/或细胞增殖[29,37]; 与多数临床肿瘤相关[30,51-55]

药理意义                可被用作靶向治疗[29,41,51,58-60,71-72]

其他                该通道有GFG(不是常见的GYG)钾通道标记序列、PAS区域(位于胞浆N-末端远侧)、cNBD区域 

                               (位于C-末端近侧)、C末端装配区域、CaM结合区域和C-末端bNLS区域各一个, 通道装配需要 

                               C-末端区域[73]和正确完整的糖基化过程[31]; Kv10.1和Kv10.2的C末端TCC区决定多聚体形成 

                               的特异性, Kv10.1/Kv10.2可组成异源性多聚体, Kv10.x/Kv11.1不能组合[74]; 该C-末端TCC区 

                               域在多数其他通道中可检测, TCC突变与遗传性通道病有关联; 随细胞周期进展, 电导出现相应 

                               的变化[36]; 丙咪嗪和阿司咪唑以及多菲菜德(dofetilide)hEag1对阻断的机制不同, 他们有各自相 

                               应的结合位点[72]

aa, amino acids氨基酸; chr, chromosome染色体; CaM, calmodulin钙调蛋白; TCC, tetramerizing coiled-coiled缠绕的四聚体.

■相关报道
近10 a来的研究发
现, 钾、钠、氯、

钙等离子通道与
细胞增殖和/或癌
的密切相关是维
持癌细胞内环境
稳定的重要因素,
其中某些特定的
离子通道可调控
肿瘤细胞的膜电
压和Ca2+信号, 调
节胞质内离子浓
度、pH和细胞体
积, 与一些信号转
导途径之间有复
杂的相互作用, 参
与肿瘤细胞的增
殖和 /或凋亡 .  其
中以钾离子通道
与肿瘤的相关性
研究最深入. 
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囊性增生者术后病灶的临近正常标本, 而不是

正常乳腺的活检标本); 骨髓、脾、淋巴结、胸

腺、扁桃体均阴性表达; 反应性淋巴结淋巴滤

泡的生发中心可检测到阳性表达; 肥大细胞和

组织巨噬细胞中常呈强阳性表达(可作为染色的

内参照); 在内分泌系统, 垂体前叶和肾上腺的皮

质和髓质呈弱阳性表达[30]. 这些阳性表达的细胞

都是各系细胞的末期分化细胞, 基本上失去了

增殖的能力. 
Eag1的装配需要正确完整的糖基化过程, 

以正确的运送到质膜, 并且这种糖基化过程对

已插入质膜的Eag1钾通道发挥正常的功能也非

常重要[31]. 与其他多数钾通道类似, Eag1亚单位

装配成四聚体时形成功能性通道; 每个亚单位

有6个跨膜区域, 含电位感受器(富含带正电的

氨基酸序列), 其细胞内C-末端有一个PAS(Per-
Arnt-Sim)区域, N-末端有一个环状核苷酸结合

区域. PAS区域被认为是氧感受器, Eag1通道可

通过缺氧或者缺氧相关的蛋白调控[32]. 
Eag1在外周正常细胞中的功能可能与人成肌

细胞分化相关[28]. 尽管Eag1在脑大量表达, 但关于

他在神经系统中的功能的文献很少. Jeng et al [33]

发现Eag1和Eag2参与调节树状突细胞和体细胞

的兴奋性过程, 而Eag1可能还参与调节神经元

谷氨酸突触的突触后信号.

2  Eag1钾通道的活性及其与细胞周期和增殖的

关系

最初证实大鼠Eag1(r-Eag1)的激活依赖于钳制电

位, 超极化可减慢其激活动力学, 而去极化加快

其激活动力学[25]. 果蝇Eag1钾通道对K+和Ca2+有

通透性, 并依赖于膜电压和环腺苷酸调控. 这种

介导钾外流和钙内流的电流对于调节中枢和外

周神经系统的突触传递非常重要[24]. 另外, 大鼠

Eag1的活化强烈依赖于细胞膜静息电位和细胞

外Mg2+浓度, 从而可精确调节神经细胞钾通道

功能; 降低细胞外pH, 也可减慢其激活[27]. 
细胞周期是各类细胞进行有丝分裂的关键

过程. Arcangeli et al [34]首先在成神经细胞瘤细胞

系发现细胞周期依赖性的内向整流钾通道, 并证

实为Eag1通道. 随后, Bruggemann et al [35]发现有

丝分裂促进因子(mitosis-promoting factor, MPF)
也抑制Eag1通道的活性, 进一步证实Eag1通道

具有细胞周期敏感性. 他们继续深入研究发现了

细胞周期M期Eag1电流的3个特点: 电流密度减

少、对细胞内钠离子阻断作用的敏感性增加和

对钾离子的选择性增加[36]. 而Camacho et al [37]发

现Eag1钾通道与细胞骨架成分有复杂的相互作

用, 细胞周期G2/M转换时, 细胞骨架的重排具有

调节Eag1钾通道电流的作用. 
Meyer et al [38]证实人成神经细胞瘤细胞以

细胞周期依赖的方式表达Eag1钾通道, 并依赖

于细胞外Mg2+浓度, 细胞内Ca2+对其有阻断作用. 
Bannister et al [39]研究表明, Eag1的电位感受器出

现构象改变时, 难以用电流方式检测, 这种转变

可能是Eag1在有或无细胞外Mg2+时出现激活的

原因. Hegle et al [40]发现Eag1钾通道也可依赖电

位感受器的构象变化调节细胞内信号转导(不依

赖电流的变化)而引起细胞增殖, 证实Eag1钾通

道除通过电流变化方式引起细胞增殖外, 其增

殖作用还可能与非电流变化的MAP激酶信号途

径有关.

3  Eag1的致癌性及其致癌机制

Pardo et al [29]在1999年发表的一项研究成果, 是
Eag1与癌相关性研究的里程碑. 他们将Eag1转染

乳腺癌的几种细胞株, 证实其过表达促进细胞增

殖, 抑制其表达则减少增殖. Eag1转染的细胞可

以在无血清的培养基中生长, 在琼脂培养基的生

长缺乏接触抑制, 注入裸鼠能促进肿瘤生长, 从
而证实他是致癌因子. Ouadid-Ahidouch et al [41]的

研究也表明Eag1钾通道对乳腺癌细胞的增殖和

细胞周期进展非常重要. 
新近Ousingsawat et al [42]用化学致癌剂建

立小鼠结肠癌变模型, 发现电压门控通道(包括

Kv1.3、Kv1.5、Kv3.1和Eag1等)mRNA和蛋白在

癌变过程中的表达增多, 其中以Eag1的增多最

为明显. 这项动物实验进一步验证了Eag1在癌

变过程中的作用. 鉴于Eag1钾通道具有原癌基

因的特点, 其致癌机制的研究也在逐步深入. 
缺氧在肿瘤进展中起重要作用, Eag1通道可

通过缺氧来调节癌细胞的适应性. Murata et al [43]发

现人神经母细胞瘤表达肿瘤抑制基因VHL(von 
Hippel-Lindau)时Eag1介导的电流完全关闭, 抑
制VHL表达时可激活Eag1通道. 而缺氧诱导因

子(hypoxia-inducible factor, HIF)在VHL蛋白缺

失的肿瘤形成过程起关键作用, VHL蛋白缺失

时, HIF可稳定的诱导其靶基因表达, 调节血管

形成、细胞增殖和成活[44]. 
Schonherr et al [45]在爪蟾卵细胞克隆人Eag1

基因, 发现细胞内Ca2+可抑制Eag1电流, 这是通

过Ca2+依赖的钙调蛋白CaM与Eag1的C-末端结

■创新盘点
目前, 有些学者倾
向于将恶性肿瘤
划归到“离子通
道病”的范畴. 离
子通道将成为恶
性肿瘤非常有价
值的诊治靶点. 
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合来实现的. Ziechner et al [46]的研究也证实Ca2+/
CaM可与Eag1钾通道的胞质内N-末端和C-末端

结合, 从而抑制其活性. 
Piros et al [47]认为epsin蛋白可与Eag1通道结

合并调节其电压门控特性. Epsins是质膜细胞内

吞作用过程执行内化步骤的功能蛋白, epsin与
Eag1结合, 提示细胞功能与Eag1通道有密切关

系, 值得深入研究. 
Borowiec et al [48]也证实胰岛素样生长因子

(insulin-like growth factor, IGF-1)可通过Akt依赖

信号途径激活乳腺癌细胞Eag1钾通道. 他们发

现: (1)IGF-1可在短时间内增加MCF-7细胞钾电

流的密度并激发细胞超极化; (2)IGF-1以剂量依

赖的方式增加Eag1 mRNA的表达, 其增加的水

平与促进细胞增殖的作用同步; (3)IGF-1诱导的

MCF-7细胞增殖作用能被Eag1抑制剂, 如阿司咪

唑或奎尼定, 以及特异性很高的Eag1-siRNA抑

制; (4)IGF-1短时间的作用能迅速刺激MCF-7细
胞Akt磷酸化; (5)Wortmannin能阻断IGF-1对钾电

流的作用, 而且Wortmannin抑制Akt磷酸化或特

异性抑制Akt激酶的活性, 能降低Eag1 mRNA水

平. 这项研究证实IGF-1可通过Akt依赖途径上调

Eag1通道的表达和活性, 促进细胞增殖. 
E a g1电流受到细胞周期和细胞骨架相互

作用的调节[37]. 基于细胞外基质(extracellular 
matr ix, ECM)和细胞骨架和癌进展中的作用, 
Toral et al [49]对野生型和外源性表达Eag1钾通道

的CHO细胞进行研究, 发现ECM成分是Eag1阳
性表达细胞的重要调节因素. 由此推测, Eag1可
能与EMC相互作用, 促进癌细胞的浸润和转移.

4  Eag1在恶性肿瘤中的表达及其意义

Pardo et al [29]率先用RT-PCR检测发现Eag1在实体

癌细胞系, 如宫颈癌HeLa细胞、神经母细胞瘤

SHSY-5Y细胞、乳腺癌MCF-7和EFM-19细胞中

呈阳性表达, 但是乳腺癌COLO-824细胞和乳腺

导管癌BT-747细胞的Eag1表达非常微弱. Meyer 
et al [38,50]发现黑色素瘤细胞IGR1和IPC298细胞以

及神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞中Eag1呈阳性表

达. Mello et al [51]证实横纹肌肉瘤TE-671和A-204
细胞、纤维肉瘤HT-1080和Hs 633t细胞呈阳性

表达. 我们也发现结肠癌LoVo和HT-29细胞[52], 
以及胃癌SGC-7901和BGC-823细胞Eag1呈阳性

表达[53]. 
关于E a g1在临床癌症中的表达 ,  F a r i a s  

e t a l [54]率先对子宫颈癌进行了研究. 他们检测

取自人子宫颈的新鲜标本: 5例癌活检标本的原

代培养细胞、1例癌新鲜组织、12例对照正常

组织活检标本(巴氏涂片阴性). 通过逆转录PCR
和Southern印迹实验, 发现6例癌标本全部阳性

表达, 正常对照活检标本33%呈阳性表达. 免
疫组化显示原代培养呈阳性者, 其宫颈活检标

本也呈阳性表达. 在原代培养细胞中可检测出

Eag1介导的电流, 该电流受Mg2+调节, 呈现明显

的Cole-Moore转换. 他们还观察到1例巴氏涂片

阴性的Eag1阳性表达患者, 术前无宫颈癌的证

据, 术后病检证实为癌. 另外, Eag1呈阳性表达

者中, 1例证实人乳头状瘤病毒感染, 其他均为

不典型性腺瘤增生(癌前状态). 因此Eag1阳性

表达可能是肿瘤发展的早期表现, 并且可作为

其诊断标志. Patt et al [55]也检测到Eag1 mRNA
在神经胶质瘤中呈阳性表达, 并与其恶性程度 
有关. 

随后Mello et al [51]用免疫组化检测210例软

组织肉瘤Eag1的表达. 所有肿瘤的阳性率为71%, 
其中各种组织类型的阳性率分别为: 脂肪肉瘤

56%(18/32)、纤维肉瘤67%(8/12)、平滑肌肉瘤

73%(19/26)、滑膜肉瘤75%(9/12)、恶性纤维组

织细胞瘤81%(18/22)、横纹肌肉瘤82%(14/17). 
Eag1蛋白表达水平与组织类型有关, 但与性别、

年龄、肿瘤分级或大小无相关性. 他们同时开始

进行前瞻性研究, 分析Eag1钾通道对预后判断的

价值. 在短暂的2 a随访期间, 共有19例患者死亡, 
其中17例Eag1呈强阳性表达. 在32例脂肪肉瘤

病例(18例阳性表达, 其中13例强阳性、5例弱阳

性)中, 6例(19%)在2 a内死亡, 其中的5例Eag1阳
性表达; 死亡率占强阳性表达患者的38%(5/13), 
而93%(13/14)阴性表达者在2 a随访期内存活. 他
们还发现Eag1阳性表达者的复发率(13%)明显高

于阴性表达者(6%). 因此, Eag1钾通道的阳性表

达可能是有价值的预后判断因素. 鉴于随访时间

短, 随访的样本数少, 有必要继续进行长时间的

随访研究. 
Hemmerlein et al [30]用免疫组化检测了多种

正常组织和临床肿瘤Eag1钾通道的表达(表2). 
所用的一抗分别为Eag1全抗体(Whole antibody)
和重组的单链抗体(Recombinant PhoA scFv). 应
用重组的单链抗体是为了避免非特异性染色. 两
种抗体对正常组织染色的结果相似; 对于肿瘤标

本, 重组单链抗体染色的阳性率稍低. 对相应标

本作实时定量逆转录PCR检测的结果类似.
我们也检测了Eag1在大肠癌的表达: Eag1

■应用要点
Pardo和Stuhmer
研 究 小 组 所 在
的 研 究 所 ( M a x -
Planck Institute 
of Experimental 
Med i c ine ,  Got -
tingen, Ger-many)
率先开展Eag1钾
通道与癌相关的
研究, 证实了Eag1
钾通道是癌基因, 
并且是恶性肿瘤
有效的诊治靶点. 
他们开创和深入
了Eag1钾通道与
恶性肿瘤相关性
的研究, 为Eag1将
来的临床应用提
出了重要的理论
基础和证据.  



www.wjgnet.com

2776                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年9月18日    第15卷   第26期

这些药物的特异性较差, 有必要开发特异

性抑制剂来研究Eag1钾通道对细胞增殖的作用. 
Pardo et al [29]用反义寡脱氧核糖核苷酸(ODN)技
术抑制Eag1钾通道, 发现SH-SY5Y细胞的Eag1
电流密度明显下降, 细胞增殖受到显著的抑制. 
他们应用基因沉默技术对多个肿瘤细胞进行研

究, 发现Eag1 siRNA能在mRNA、蛋白和电流

水平抑制Eag1钾通道的表达, 并且多个细胞系

在Eag1 siRNA干预后, 细胞增殖能力被显著抑 
制[59]. 最近, Gomez-Varela et al [60]用特异性hEag1 
mAb阻断肿瘤细胞的Eag1钾通道, 明显抑制了体

外和体内肿瘤细胞的生长. 该研究为开发对离子

通道具有拮抗作用的功能性mAb提供了初步的

经验. 因此, 不管是从基因水平, 还是从蛋白水平, 
Eag1都有可能成为恶性肿瘤诊治有价值的靶点.

总之, Eag1是膜蛋白, 可在细胞膜表面接触, 
参与细胞的信号转导, 在正常组织和恶性肿瘤中

有独特的表达特点, 因此Eag1也定会成为癌症诊

治的有效靶点. 
与其他已确定的治疗方法比较, Eag1的靶向

治疗有其独到的优势. 首先, 由于Eag1在绝大多

数肿瘤中有很高的阳性表达率, Eag1的靶向治疗

可应用于绝大多数肿瘤患者; 其次, Eag1在正常

组织的表达非常局限: Eag1主要在脑中表达, 血
脑屏障可发挥其保护作用; Eag1在外周局限性表

蛋白阳性表达率为76.3%(58/76),  m R N A为

77%(10/13); 对应正常组织均阴性表达. 免疫组

化检测9例腺瘤性息肉, 1例染色阳性. Eag1蛋
白表达半定量表达水平与性别、年龄、发病部

位、分化程度等无相关性, 而与肿瘤大小、淋巴

结转移、远处转移和Dukes'分期有关. 因此Eag1
不仅与肿瘤的浸润和转移关系密切, 而且可能与

肿瘤发生的早期事件有关[52]. 我们对胃癌的检测

结果也与此相似[53]. 同样, Ousingsawat et al [42]近

期也证实了Eag1在结肠癌中的表达.

5  分子成像技术检测活体内Eag1

近期近红外线荧光成像技术 (n e a r- i n f r a r e d 
fluorescent, NIF)的进展, 联合应用特异性抗体, 
已能对小动物体内进行分子成像[56-57]. 该方法所

用的抗体需用红外线发射性染料如AlexaF luor 
680或Cy5.5来标记, 对肿瘤动物模型的研究更为

便利, 既可反复观察肿瘤在体内的生长和转移, 
又可观察靶向治疗对肿瘤的效果, 而不会伤害活

体的模型动物. 
Pardo et al [2,17]应用该方法作了相关研究. 他

们用AlexaFluor 680标记特异性单克隆Eag1抗体, 
将该标记的抗体100 μg注射入接种乳腺癌MBA-
MB-413S细胞(Eag1阳性表达)、并在形成肿瘤的

裸鼠肿瘤模型体内, 24 h后检查发现原发性肿瘤

和哨兵淋巴结清晰的成像, 证实标记的抗体能与

肿瘤细胞表面的Eag1表位结合.

6  Eag1作为治疗靶点

Ouadid-Ahidouch et al [41]对MCF-7的研究证实

Eag1钾通道在调控细胞增殖和/或细胞周期进程

中起重要作用. 他们发现经典的钾通道阻断剂四

乙胺可完全抑制MCF-7细胞去极化期的外向整

流电流, 同时抑制细胞增殖. 与细胞周期G1期进

展的细胞比较, G0/G1期停滞的细胞呈去极化表

现, 其IK电流密度小; 这种IK电流对Mg2+、阿司

咪唑和四乙胺很敏感; Eag1 mRNA在细胞周期过

程中也有相应的变化. 
Gavrilova-Ruch et al [58]对人恶性黑色素瘤的

模型细胞IGR1中离子通道对细胞增殖的影响进

行了研究, 发现丙咪嗪可减少细胞DNA的代谢和

合成, Eag1钾通道对丙咪嗪最敏感; Eag1对黑色

素瘤细胞的增殖最重要, 而钾钙通道和氯通道对

其增殖几乎不发挥作用. 我们应用丙米嗪干预胃

癌细胞SGC-7901和BGC-823, 发现这两种细胞的

增殖受到抑制[53]. 

表 2 免疫组化检测Eag1在恶性肿瘤中的表达

     
肿瘤类型

                        全抗体               重组的单链抗体

                                 n            阳性n              n          阳性n

食管癌              8             8               12          8

胃癌             10             9               14          6

结肠癌                  8             6               40         31

肝癌                    10           10                 8          5

胰腺癌                  8             6                 1           1

肾细胞癌              9              9                9           6

移行细胞癌           9             8                 6          4

前列腺癌            56            55                1           1

宫颈癌                  9             7                － 

子宫内膜癌         10           10                － 

卵巢囊腺癌         10           10                － 

乳腺癌          230         195             116        95

支气管癌            10             9               73        41

甲状腺乳头           9             9                 3          2

状癌

基底细胞癌、     10              1               － 

脊细胞癌

恶性黑色素瘤     59            22                1           1

总计                  470         378 (80%)  286       202 (71%)

■同行评价
本文详细综述了
Eag1钾通道与恶
性肿瘤的关系和
意义 ,  立题新颖 , 
内容丰富, 层次清
晰, 对临床和基础
研究都有较强的
指导意义和参考
价值. 
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达于分化终末期细胞, Eag1靶向治疗的副作用很

小. 应该继续深入Eag1与肿瘤的相关性研究, 为
早日利用他作为临床癌症的诊疗工具提供可靠

的临床前依据.
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Abstract
AIM: To observe the effects of the inhalation or 
intraperitoneal infusion of a low concentration 
of carbon monoxide (CO) on lipopolysaccharide 
(LPS)-induced rat small intestine injury, and to 
identify the roles of the p38 mitogen-activated 
protein kinase (p38 MAPK) pathway in these 
effects. 

METHODS: Sprague-Dawley rats with small 
intestine injury induced by a 5 mg/kg LPS in-
travenous injection or an equal volume of NS 
were divided into six groups: A, control group 
(inhalation of room air); B, CO group (inhala-
tion of 2.5 × 10-4 V/V CO ); C, CO intraperitoneal 
infusion group (intraperitoneal infusion of 2.5 × 
10-4 V/V CO); D, LPS group (inhalation of room 
air); E, LPS + CO group (inhalation of 2.5 × 10-4 
V/V CO); and F, LPS + CO intraperitoneal infu-
sion group (intraperitoneal infusion of 2.5 × 10-4 
V/V CO). Rats were sacrificed by exsanguination 
and small intestinal tissues were homogenized 

for testing. The levels of platelet activator fac-
tor (PAF) and intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1) were determined by enzyme-linked 
immunosorbent assay. Maleic dialdehyde (MDA) 
content and myeloperoxidase (MPO) activity 
were determined by chemical methods. The 
extent of cell apoptosis was determined by flow 
cytometry. The expression level of the heme 
oxygenase-1 (HO-1) gene was analyzed by semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction and the level of phosphorylated 
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
activity was determined by Western blot. Pathol-
ogy was determined by light microscopy. 

RESULTS: The levels of PAF, ICAM -1, MDA 
and MPO (P < 0.05), and the rates of apoptosis, 
were lower in groups E (0.87 ± 0.18 ng/g, 2.96 
± 0.39 ng/g, 1.74 ± 0.17 mmol/g, 35.34 ± 14.67 
μkat/g, 30.56% ± 6.33%) and F (0.82  ±  0.16 ng/
g, 2.69 ± 0.23 ng/g, 1.71 ± 0.24 mmol/g, 33.01 ± 
12.84 μkat/g, 34.45% ± 5.77%) than in group D 
(1.15 ± 0.21 ng/g, 3.48 ± 0.36 ng/g, 2.75 ± 0.76 
mmol/g, 68.01 ± 18.67 μkat/g, 41.52% ± 3.36%, 
P < 0.05). The levels of HO-1 mRNA and phos-
phorylated p38 MAPK were higher in groups 
E (6.29 ± 1.56, 14 219 ± 1724) and F (7.21 ± 1.78, 
13 774 ± 1886) than in group D (3.97 ± 1.16, 10 227 
± 1312; P < 0.05). In contrast to group D rats, the 
small intestine injury in rats in groups E and F 
was ameliorated. There were no significant differ-
ences between groups E and F. 

CONCLUSION: Low-concentration CO inhalation 
and intraperitoneal infusion exert similar protec-
tion against LPS-induced rat small intestine injury 
via anti-oxidant, anti-inflammatory and anti-
apoptotic mechanisms, as well as through the up-
regulation of HO-1 expression. This may involve 
the p38 MAPK pathway. 

Key Words: Carbon monoxide; Lipopolysaccharide; 
Platelet activator factor; Intercellular adhesion 
molecule-1; Maleic dialdehyde; Myeloperoxidase; 
Heme oxygenase-1; Mitogen-activated protein ki-
nase; Enzyme lined immunosorbent assay; Semi-

®

■背景资料
与一氧化氮类似
的一氧化碳(CO)
的研究如火如荼, 
数项动物和人体
观察表明, 低浓度
CO有重要的细胞
保护作用, 但其机
制、量 - 时 - 效关
系等尚待阐明. 本
文观察了CO不同
给予方式对脂多
糖诱导大鼠小肠
损伤的影响、及
p38 MAPK信号传
导通路的作用. 
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quantitative reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Western blotting

Liu SH, Ma K, Xu B, Xu XR. Low-concentration carbon 
monoxide protects against lipopolysaccharide-induced 
rat small intestine injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(26): 2780-2785

摘要
目的: 观察低浓度一氧化碳(CO)吸入和腹腔
给予在防止脂多糖(LPS)诱导大鼠小肠损伤中
的作用, 探讨其可能的信号转导机制. 

方法: 6组SD大鼠ip 5 mg/kg体质量LPS或等
容量生理盐水1 h后, 对照组(A)吸入室内空
气, CO组(B)吸入体积分数为2.5×10-4 CO, CO
腹腔组(C)腹腔通入体积分数为2.5×10-4 CO, 
LPS组(D)吸入室内空气, LPS+CO组(E)吸入
体积分数为2.5×10-4 CO, LPS+CO腹腔组(F)
腹腔通入体积分数为2.5×10-4 CO. 观察3 h放
血处死, 取小肠, 酶联免疫吸附法测定血小板
活化因子(PAF)、细胞间黏附分子-1(ICAM-1)
水平; 化学比色法测定丙二醛(MDA)含量及
髓过氧化物酶(MPO)活性; 流式细胞仪测定
细胞凋亡率; 半定量逆转录聚合酶链反应测
定血红素氧合酶-1(HO-1)mRNA, 蛋白印迹法
测定磷酸化p38 MAPK表达; 光镜观察形态学 
变化. 

结果: E和F组PAF、ICAM-1、MDA、MPO
的表达(0.87±0.18 ng/g, 0.82±0.16 ng/g vs  
1.15±0.21 ng/g; 2.96±0.39 ng/g, 2.69±0.23 
ng/g vs  3.48±0.36 ng/g; 1.74±0.17 mmol/g,  
1.71±0.24 mmol/g vs  2.75±0.76 mmol/g; 
35.34±14.67 μkat/g, 33.01±12.84 μkat/g vs  
68.01±18.67 μkat/g; P <0.05)以及细胞凋亡率
均明显低于D组(30.56%±6.33%, 34.45%±

5.77% vs  41.52%±3.36%; P <0.05), 而HO-1 
mRNA及磷酸化p38 MAPK的表达显著高于
D组(6.29±1.56, 7.21±1.78 vs  3.97±1.16, 
14219±1724, 13774±1886 vs  10227±1312; 
P <0.05), E和F组小肠损伤较D组减轻, 组间比
较, 差异无统计学意义. 

结论: 低浓度C O吸入和腹腔给予通过抗氧
化、抗炎、抑制细胞凋亡及上调HO-1表达, 
在防止大鼠小肠避免LPS诱导损伤中的保护
作用; p38 MAPK可能参与CO保护作用的信
号转导.

关键词: 一氧化碳; 脂多糖; 血小板活化因子; 细胞

间黏附分子-1; 丙二醛; 髓过氧化物酶; 血红素氧合 

酶-1; 丝裂原活化蛋白激酶; 酶联免疫吸附法; 半定

量逆转录聚合酶链反应; 蛋白印迹法
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0  引言

我们以前的研究观察到低浓度一氧化碳(CO)吸
入可以抑制细菌脂多糖(LPS)诱导的大鼠肺和肠

组织过氧化、炎症性损伤及细胞凋亡从而起保

护作用[1-3]. 丝裂原活化蛋白激酶p38(p38 MAPK)
信号转导通路已被广泛证明参与抑制LPS诱导

的炎性损伤及细胞凋亡[4-5]. 因此推测p38 MAPK
通路可能参与CO的上述保护作用. 本文在前述

研究基础上, 观察CO给予方式改变的影响、及

影响过程中磷酸化p38 MAPK表达的变化, 探讨

其可能的信号转导机制.

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康♂SD大鼠, 南京医科大学动物

实验中心提供, 体质量200-250 g, 清洁级, 合格证

号: NMXK(苏)2004-0018. LPS (E.coli  O111: B4, 
Sigma公司), 血小板活化因子(PAF)和细胞间黏附

因子-1(ICAM-1)测试盒(上海晶美生物公司), 丙
二醛(MDA)、髓过氧化物酶(MPO)和考马斯亮兰

蛋白定量测试盒(南京建成生物工程有限公司), 
膜联蛋白-V-异硫氢酸萤光素(Annexin-V-FITC)、
碘化吡啶(PI)(美国BD Pharmingen公司), 流式细

胞仪(FACS Vantage SE, 美国BD公司), TRIzol总
RNA提取试剂、反转录和PCR扩增所需酶(美
国Promega公司), 硝酸纤维素膜(美国Amersham
公司), 小鼠抗大鼠actins mAb,  FITC-羊抗小鼠

IgG(二抗), 均购自美国Santa Cruz公司, DAB显色

系统(武汉博士德), CO气体(南京特种气体厂, 储
存浓度的体积分数分别为1.0、2.5×10-4, 后者平

衡气体为空气). 
1.2 方法 36只大鼠按照随机数字表法分为对照, 
CO, CO腹腔, LPS, LPS＋CO吸入和LPS＋CO
腹腔6组. 1 g/L戊巴比妥钠30 mg/kg ip麻醉, 后3
组iv 5 mg/kg LPS, 前3组iv等容量生理盐水. 1 h
后, 对照组吸入室内空气, CO组吸入体积分数为 
2.5×10-4 CO, CO腹腔组腹腔通入体积分数为 
2.5×10-4 CO, LPS组吸入室内空气, LPS+CO吸

入组吸入体积分数为2.5×10-4 CO, LPS+CO腹

腔组腹腔通入体积分数为2.5×10-4 CO. 采用有

明显组织形态学改变为肠道损伤的判断标准. 

■相关报道
继一氧化氮作用
的全面阐示, 与其
有类似作用而非
自由基的一氧化
碳(CO)的研究成
为 近 年 热 点 .  数
项动物和人体观
察 表 明 ,  低 浓 度
C O 有 抗 氧 化 、

抗炎、抗凋亡作
用, 并开始临床应
用于脂多糖(LPS)
诱导的炎症、高
浓度氧及机械通
气相关肺损伤、

器官移植、血管
炎 、 缺 血 - 再 灌
注 损 伤 等 ,  取 得
了令人鼓舞的效
果. 在动物肺损伤
研究中还观察了
50-1000 ppm及较
长时间(6-72 h)CO
吸入有相似的保
护 作 用 ,  其 机 制
可能与MAPK、

JNK的转导有关. 
但对L P S诱导肠
道损伤的作用及
其机制, 量-时-效
关系尚未阐明. 
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CO给予参照文献[6]并作改进, 预先准备一

只两端开口、充满空气的36 L密闭容器, 向内

注入9 mL体积分数为1.0的CO, 充分混匀, 自一

端开口以2 L/min持续通入CO体积分数为2.5×
10-4的压缩气体, 另一端接管向室外排气; 分别

在大鼠右下及左上腹穿刺小孔, 自右下腹孔以

2 L/min持续通入体积分数为2.5×10-4 CO, 左上

腹孔接管向外排气. 实验过程中随机3次气体采

样, 经CO浓度测定仪(Interscan Co., CA)证实容

器及大鼠腹腔内CO浓度的体积分数基本稳定在 
2.5×10-4, 继续下列实验. 

大鼠置入容器及腹腔内持续通气3 h, 观察

结束时, 予10 g/L戊巴比妥钠20 mg/kg ip麻醉, 剖
腹自腹主动脉放血处死, 取回盲部上小肠, 4℃
生理盐水冲洗干净, 组织匀浆, 离心(3000 r/min, 
10 min), 取上清液, 考马斯亮兰法测定蛋白含量, 
结果以毫克蛋白中的含量表示.
1.2.1 PAF, ICAM-1, MDA和MPO测定 肠组织匀

浆离心后的上清液, 按测试盒说明书用酶联免

疫吸附法测定PAF, ICAM-1含量, 化学比色法测

定MDA含量和MPO活性.
1.2.2 细胞凋亡测定 参照文献[7], 用Annexin-V/
P I双染色流式细胞仪法测定. 将制备的单细胞

悬液0.5 mL, 在0℃-4℃, 用700 mL/L乙醇固定30 
min, 1500 r/min离心4 min, 去除上清液, 加入1 g/
L的Rnase 0.2 mL, 37℃孵育30 min, 磷酸盐缓冲

液(PBS)清洗1次, 再加入碘化丙啶(PI) 1 mL(浓
度50 mg/L), 0℃-4℃暗处放置48 h, 以480 nm氩

激光激发, 流式细胞仪双通道接受Annexin-V和

PI, 检测10 000个细胞, Mod Fit 2.3分析软件绘制

细胞周期分布图, 计算正常二倍体峰前凋亡细

胞峰曲线下面积占整个分布曲线下面积的比例, 
用百分比表示细胞凋亡程度. 
1.2.3 肠组织HO-1 mRNA 参照文献[7], 用半定

量逆转录聚合酶联反应检测. 一步法提取小肠

组织匀浆总RNA后先进行逆转录, 扩增(65℃, 10 
m in)后置于冰上冷却, 再次提取总RNA后扩增 
(42℃, 90 min, 94℃, 2 min)及PCR. HO-1上游引

物5'-AAGATTGCCCAGAAAGCCCTGGAC-3', 
下游引物5'-AACTGTCGCCACCAGAAAGCTG
AG-3', 经PCR扩增后, 目的片段长395 bp. β-actin
上游引物5'-ATGGATGATGATATCGCCGCG-3', 
下游引物5'-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3', 
经PCR扩增后, 目的片段长240 bp. 本实验中, 使
用0.5 μg总RNA, HO-1和β-actin PCR的具体循环

参数为: HO-1: 94℃×4 min, 94℃×50 s, 63℃×

50 s, 72℃×1 min, 32个循环, 末次延伸时间72℃
×10 min; β-actin: 94℃×3 min, 94℃×1 min, 
55℃×1 min, 72℃×1 min, 72℃×10 min, 32个
循环, 取10 μL PCR产物进行电泳, 摄像, 产物半

定量用Tiger 920G图像分析系统扫描电泳图的

HO-1和相应的β-actin, 测得积分光密度值, 结果

以HO-1积分光密度与相应的β-actin积分光密度

的比值表示表达强度.
1.2.4 组织形态学观察 组织经40 g/L多聚甲醛溶

液固定24 h, 石蜡包埋, 6 μm切片HE染色, 由本

院病理科医师用光镜观察形态学变化.
1.2.5 Western blot法检测磷酸化p38 MAPK 组
织采用裂解液4℃下制作匀浆, 12 000 g,  4℃
离心30  m i n ,  吸取上清液 .  定量蛋白后 ,  取 
20 μg样品蛋白行120 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(100 V, 4 h)后, 转入硝酸纤维素膜. 用30 g/L
的脱脂奶粉(PBS稀释)、室温封闭硝酸纤维素膜

30 min, 加入1∶100的磷酸化小鼠抗大鼠mAb, 
4℃过夜. PBS洗膜后, 用辣根过氧化物酶标记的

羊抗小鼠mAb及DAB显色系统进行反应, 以出现

棕黄色条带为阳性结果, 其强度用密度扫描仪并

经Chem Image 5500计算机软件(UVP, USA)定量

分析(单位: densitometery unit, DU).
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  经

SPSS11.0统计软件处理, 采用单因素方差分析和

最小显著法检验.

2  结果

2.1 PAF, ICAM-1, MDA和MPO变化 前3组间比

较, 差异无统计学意义; LPS组明显高于前3组
(P <0.05); LPS+CO组及LPS+CO腹腔组显著低于

LPS组(均P <0.05), 组间比较, 差异无统计学意义

(表1). 
2.2 细胞凋亡率变化 前3组间比较, 差异无统

计学意义; L P S组明显高于前3组(均P <0.01); 
LPS+CO组及LPS+CO腹腔组显著低于LPS组(均
P <0.05), 组间比较, 差异无统计学意义(表1).
2.3 HO-1 mRNA变化 前3组间比较, 差异无统计

学意义; LPS组高于前3组(均P <0.01). LPS+CO
组及LPS+CO腹腔组进一步升高, 高于LPS组(均
P <0.05)(表1), 组间比较, 差异无统计学意义.
2.4 组织形态学变化 对照组肠绒毛结构完整, 无
炎症细胞浸润(图1A); CO吸入及腹腔给予组无明

显形态学改变(图1B-C); LPS组大量肠绒毛脱落, 
广泛炎症细胞浸润(图1D). LPS+CO组及LPS+CO
腹腔组有相似但减轻的形态学改变(图1E-F).

■创新盘点
本文的创新在于
观察了CO不同给
予方式对L P S诱
导大鼠肠道损伤
的影响、及影响
过程中p38 MAPK
信号转导通路的
作用. 
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2.5 磷酸化p38 MAPK表达的变化 前3组表达极

少, 强度相似; LPS组表达增加, 强度(10 227±
1312)DU高于前3组(均P <0.01); LPS+CO组及

LPS＋CO腹腔组表达进一步增加, 强度(14 219
±1724)DU和(13 774±1886)DU高于LPS组(均
P <0.05), 组间比较无差异(表1, 图2). 

3  讨论

本实验结果显示, LPS诱导大鼠小肠损伤时, 肠
组织PAF、ICAM-1、MDA、MPO及细胞凋亡

率显著升高, 提示过氧化、促炎介质表达及细

胞凋亡增加参与了LPS诱导的肠道损伤; 而给予

CO在减轻损伤的同时, 明显降低损伤肠PAF、

表 1 PAF, ICAM-1, MDA, MPO, 细胞凋亡率, HO-1 mRNA及磷酸化p38 MAPK表达的变化(mean±SD, n  = 6)

     
分组

                      PAF              ICAM-1                MDA                 MPO                细胞凋亡率            HO-1             P-p38 MAPK

                             ng/g              ng/g                 μmol/g              μkat/g                       (%)                  mRNA                   (DU)

对照             0.43±0.08    1.69±0.19      0.61±0.06     27.51±4.67         8.02±2.10      1.00±0.00       2142±539

CO               0.49±0.04    1.71±0.19      0.57±0.07     26.07±2.67         7.71±1.50      1.12±0.04       3176±420

CO腹腔        0.39±0.06    1.57±0.21      0.58±0.06     28.67±5.17       10.60±3.16      1.08±0.03       2347±465

LPS              1.15±0.21a     3.48±0.36a        2.75±0.76a    68.01±18.67a    41.52±3.36b     3.97±1.16b   10 227±1312b

LPS+CO吸入 0.87±0.18ac   2.96±0.39ac      1.74±0.17ac   35.34±14.67ac   30.56±6.33bc    6.29±1.56bc  14 219±1724bc

LPS+CO腹腔 0.82±0.16ac   2.68±0.23ac      1.71±0.24ac   33.01±12.84ac    34.45±5.77bc   7.21±1.78bc  13 774±1886bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照、CO吸入及CO腹腔给予组; cP<0.05 vs  LPS组.

A

F

D

B

E

C

图 1 肠组织形态学变化 (HE×200). A: 对照; B: CO吸入; C: CO腹腔给予; D: LPS注入; E: LPS注入+CO吸入; F: LPS注入

+CO腹腔.

■名词解释
1 MAPK: 丝裂原
活化蛋白激酶, 是
细胞内3条主要信
号转导通路(Janus
激 酶 - S T A T 、

MAPK、NF-kB)
之一, 活化后在细
胞浆及细胞核内
协同或拮抗, 共同
完成信号转导, 介
导病理生理作用. 
2 HO-1: 为3种血
红素氧合酶之一
(诱导型), 是人类
和其他哺乳动物
器官和组织中广
泛存在的一种加
氧酶, 调节细胞内
血红素的稳态, 降
解血红素为强抗
氧化作用的胆绿
素、一氧化碳和
铁离子, 有重要细
胞保护作用. 
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活化而非抑制p38 MAPK参与其细胞保护作用. 
Otterbein et al [19]观察到MKK3/p38 MAPK通路

活化, 介导LPS损伤小鼠吸入250 ppm CO后促炎

介质产生的抑制和肺细胞凋亡, 增加IL-10合成. 
Reunanen et al [23]和Ranganathan et al [24]研究发现, 
p38 MAPK参与CO调控LPS诱导的氧化/抗氧化

失衡. Brouard et al [15]认为HO-1源性CO活化p38 
MAPK, 抑制TNF-α诱导的内皮细胞凋亡. 结合

我们的观察, 有理由相信, CO的抗氧化、抗炎及

抑制细胞凋亡依赖MAPK参与. CO给予活化p38 
MAPK, 改变后续信号传导通路, 调控介质、酶

等的表达[22,25], 或通过能与p38 MAPK活化后启

动子区不同反应元件结合的中间分子, 介导不

同蛋白合成[26]. Otterbein et al [19]认为CO与p38 
MAPK上游激酶内的血红素结构单元结合而起

抗炎作用. 
总之, 过氧化损伤、促炎介质失控表达及

细胞凋亡增多在LPS诱导肠道损伤的发生发展

中起重要作用. 外源性低浓度CO吸入和腹腔给

予通过抗氧化、抗炎症、抑制细胞凋亡和上调

HO-1表达而起相似的保护作用; p38 MAPK信号

转导通路可能参与了这一过程. 
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ICAM-1、MDA、MPO及细胞凋亡率, 这提示

CO可抑制LPS诱导的小肠过氧化物、促炎细胞

因子产生及细胞凋亡而起保护作用. 
肠道既是重症感染最易受损的部位, 又是

阻止继发感染和多器官功能障碍的关键. LPS
诱导肠道损伤时, 炎症细胞通过呼吸爆发, 产
生大量氧自由基, 损伤肠道屏障功能. MDA是

氧自由基攻击生物膜中不饱和脂肪酸的代谢

产物, 间接反映氧自由基生成量及活性. LPS注
入时, MDA升高, 损伤严重[1,3,6,8-10]. 中性粒细胞

含有MPO, 他还原过氧化氢, 减少自由基生成. 
测定MPO, 反映中性粒细胞数量和活性. LPS
诱导肠道损伤时 ,  肠微循环内扣留粒细胞增

多, 活性增强, 使MPO升高[1,3,8-10]. PAF是内源性

脂类介质, 可导致微循环血运障碍和通透性增

高, 增加炎症细胞及血小板黏附和活化, 介导损 
伤[6,8,10-12]. ICAM-1参与粒细胞趋化作用及细胞

间黏附, 继而引起炎症损伤、血栓形成和细胞

凋亡[6,8,10-13]. LPS诱导小肠细胞凋亡增加, 使黏膜

萎缩、通透性增高、浅表溃疡形成[1,3,8,10]. 
CO抗氧化、抗炎症和抑制细胞凋亡作用, 

已在我们 [1-3]和许多学者研究 [6-17]中得到证实. 
CO阻止氧自由基生成、增加其清除, 降低组织

过氧化物含量, 增强对抗自由基诱导的细胞凋 
亡[1-3,6,8-10]. CO下调促炎介质表达, 增加抗炎细

胞因子生成, 抑制白细胞活化及与内皮细胞黏

附, 减少炎症细胞浸润和细胞凋亡[1-3,6,9-17]. 许
多学者还发现, CO吸入抑制促凋亡基因Fax、
Bax和P 53的转录, 增加抗凋亡蛋白Bcl-2、IAP
等的表达, 抑制凋亡蛋白酶活性, 减少细胞凋 
亡[6,8-10,14-17]. 吸入CO升高IL-10和SOD, 增强组织

抗炎、抗氧化能力[9,18-19]. HO-1的细胞保护作用

亦得到研究证实[2,7,20]. 本实验中我们发现, 吸入

或腹腔给予CO 3 h, 肠组织HO-1表达增加, 提示

CO可反馈上调HO-1, 这与Nakao et al [6]和Moore 
et al [8]的观察一致. HO-1及其降解血红素代谢产

物均具有抗氧化、抗炎作用, 协同增加CO的细

胞保护作用[2,7,20]. 
本研究结果还显示, CO给予使LPS诱导表

达增加的磷酸化p38 MAPK进一步增强, 提示

p38 MAPK通路可能参与了CO给予后LPS诱导

小肠损伤的保护作用. p38 MAPK通路活化参

与LPS诱发的氧化、炎症损伤及细胞凋亡[4-5], 
C O有抗氧化、抗炎及抑制细胞凋亡作用, 因
此习惯认为CO可能抑制LPS对p38 MAPK的激

活. 但本文及许多学者观察[9,18-28]表明, CO给予

1           2          3          4          5          6 

图 2 肠组织磷酸化p38 MAPK表达的变化. 1: 对照; 2: CO

吸入; 3: CO腹腔给予; 4: LPS注入; 5: LPS注入+CO吸入; 6: 

LPS注入+CO腹腔.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of propofol on 
apoptosis of intestinal epithelial cells in rats with 
gut ischemia-reperfusion (I/R) injury. 

METHODS: Ninety-six Wistar rats were ran-
domly divided into three groups: sham opera-
tion, control (I/R + saline) and propofol (I/R + 
propofol) groups. Propofol (0.1 mg/kg) was in-
jected into the guts of rats in the I/R + propofol 
group immediately after the superiormesenteri-
cartery (SMA) was clipped. The rate of apopto-
sis of intestinal epithelial cells was determined 
using the TdT-mediated d-UTP-biotin nick end-
labeling (TUNEL) method. The expression of 
Caspase-3 and bcl-2 proteins in intestinal epithe-
lial cells was examined by immunohistochemis-
try. Pathological changes in gut epithelial cells 
were assessed by Chiu’s scores. Measurements 
were taken at 0, 30, 60, 120 and 240 minutes after 
reperfusion. 

RESULTS: The rate of apoptosis of intestinal 
epithelial cells (P < 0.01) and the levels of Cas-
pase-3 protein were significantly lower in the 

I/R + propofol group than that in the control 
group at 0, 30, 60, 120 and 240 minutes after re-
perfusion (104.4 ± 5.3 vs 146.4 ± 7.6; 97.4 ± 6.2 vs 
130.4 ± 7.4; 134.4 ± 5.1 vs 170.4 ± 8.1; 125.4 ± 6.2 
vs 160.4 ± 9.5; and 101 ± 5.8 vs 120.4 ± 8.2, respec-
tively, all P < 0.01), whereas the levels of bcl-2 
protein increased dramatically (13.34 ± 4.12 vs 
6.72 ± 2.59; 14.96 ± 4.85 vs 8.24 ± 3.13; 15.29 ± 5.28 
vs 9.63 ± 2.89; 10.39 ± 3.61 vs 9.63 ± 2.89; 10.39 
± 3.61 vs 5.96 ± 1.93; 11.08 ± 4.83 vs 6.87 ± 2.43, 
respectively, all P < 0.01). Pathological injures 
were seen to have been alleviated.  

CONCLUSION: Enteral administration of pro-
pofol reduces apoptosis of intestinal epithelial 
cells in rats with gut ischemia-reperfusion in-
jury. 

Key Words: Ischemia-reperfusion; Propofol; Epi-
thelial cells; Apoptosis; TdT-mediated d-UTP-biotin 
nick end-labeling

Zhao JY, Hao JH, Li P, Guo H. Effects of propofol on 
apoptosis of intestinal epithelial cells in rats with gut 
ischemia-reperfusion injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 研究缺血再灌流时异丙酚对肠上皮细
胞凋亡的影响及可能机制. 

方法: 96只成年♂Wistar大鼠, 随机分为假手
术组、缺血再灌流+生理盐水组(I/R+NS)和I/
R+异丙酚组(I/R+Pr). 采用夹闭肠系膜上动脉
(SMA)的方法制作肠缺血再灌流模型. 以上各
组分别在再灌流后0, 30, 60, 120和240 min(每
时间点8只)处死动物取肠袋组织. 采用病理学
方法观察肠上皮细胞损伤指数; 原位DNA末
端标记法(TUNEL)检测肠上皮细胞凋亡率的
变化; 免疫组化法检测肠上皮细胞Caspase-3, 
bcl-2表达的变化. 

结果: I/R+Pr组与I/R+NS组相比, 肠上皮细
胞病理变化较轻, 肠上皮细胞的凋亡率明显
下降(P <0.01), 再灌流后0, 30, 60, 120和240 
min肠上皮细胞中Caspase-3阳性细胞数明显

®

■背景资料
肠上皮细胞和细
胞间紧密连接是
构成肠黏膜机械
屏障的重要组成
部分, 直接与外界
细菌及毒素直接
接 触 .  严 重 应 激
状 态 下 ,  肠 上 皮
细胞的损害使肠
黏膜的通透性增
加, 造成细菌及内
毒素的移位, 引起
肠源性内毒素血
症和脓毒症. 这一
过程与脓毒症和
MODS的发生有
密切关系 .  为此 , 
减轻肠上皮细胞
损害一直是临床
研究热点之一. 
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减少(104.4±5.3 vs  146.4±7.6; 97.4±6.2 vs  
130.4±7.4; 134.4±5.1 vs  170.4±8.1; 125.4±
6.2 vs  160.4±9.5; 101±5.8 vs  120.4±8.2, 均
P <0.01), 而bcl-2阳性细胞数明显增加(13.34±
4.12 vs  6.72±2.59; 14.96±4.85 vs  8.24±3.13; 
15.29±5.28 vs  9.63±2.89; 10.39±3.61 vs  9.63
±2.89; 10.39±3.61 vs  5.96±1.93; 11.08±
4.83 vs  6.87±2.43, 均P <0.01).  

结论: 异丙酚能抑制缺血再灌流时肠上皮细
胞Caspase-3表达, 而增加bcl-2表达, 减少肠上
皮细胞的凋亡.

关键词: 缺血-再灌流; 异丙酚; 肠上皮细胞; 凋亡; 

原位DNA末端标记法
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0  引言

以往认为肠上皮细胞坏死是造成肠黏膜结构破

坏, 屏障功能受损的细胞学基础, 但近来研究表

明, 肠道缺血再灌流损伤细胞凋亡是肠上皮细

胞死亡的主要形式[1-2]. 我们旨在通过大鼠肠缺

血再灌流模型, 观察异丙酚对缺血再灌流时小

肠上皮细胞凋亡率、凋亡相关基因Caspase-3、
bcl-2的表达及病理形态学的影响, 探讨异丙酚

对肠上皮细胞凋亡的作用及可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠96只, 由军事医学科学院

实验动物中心提供, 体质量230-250 g. TUNEL试
剂盒(德国宝灵曼公司), 采用Power Vision TM两

步法进行免疫组织化学检测试剂盒(北京天来生

物医学科技公司), 其他试剂均为分析纯. 异丙酚

(山东正大福瑞达制药有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 动物模型分组 实验前适应性饲养1 wk, 
术前12 h禁食, 自由饮水. 巴比妥钠腹腔麻醉 
(30 mg/kg), 麻醉成功后, 仰卧固定于手术台上, 常
规备皮消毒铺无菌洞巾. 取腹部正中切口长约3- 
4 cm, 将肠管外置并覆盖温盐水纱布, 外用烤灯加

温, 保持肠管的湿润和温度. 在距离十二指肠悬

韧带后10 cm和18 cm处, 分别用两根一号丝线结

扎肠管, 造成长约8 cm肠袋. 无损伤动脉夹夹闭异

丙酚, SMA起始部, 阻断SMA血流45 min后, 松夹

恢复肠系膜血流, 制成肠缺血再灌流模型. 动物

随机分为缺血再灌流+生理盐水组(I/R+NS组)、
缺血再灌流+异丙酚组(I/R+Pr组)和假手术组. 
I/R+Pr组阻断SMA血流45 min后肠袋内注射异丙

酚(0.1 mg/kg), I/R+NS组注射等体积生理盐水. 
假手术组行上述操作, 而未夹闭SMA. 以上各组

分别在再灌流后0, 30, 60, 120和240 min(每时间

点8只)处死动物取肠袋组织. 冲洗后用40 g/L的
甲醛溶液固定48 h, 脱水, 常规石蜡包埋, 切片. 
1.2.2 苏木素-伊红染色 石蜡切片常规脱蜡至水

后, 进行HE染色, 用于光镜下观察病理变化和肠

上皮损伤. 每份切片在400倍光镜下随机选择10
个视野由病理医师观察, 根据Chiu's[4]评分方法

进行肠上皮损伤测定.  
1.2.3 肠黏膜上皮细胞凋亡检测 应用TUNEL
法进行细胞凋亡的检测, 在末端脱氧核苷酸转

移酶介导下, 使生物素标记的脱氧尿苷三磷酸

(dUTP)掺合在凋亡细胞DNA片段的3-OH末端, 
利用标记过氧化物酶的链酶抗生物素蛋白与生

物素的特异结合, 加入底物, 通过DAB染色, 在
显微镜下凋亡细胞核呈棕黄色. 连续观察10个
绒毛、隐窝的高倍视野, 以平均每100个细胞含

凋亡细胞个数为凋亡指数(AI).
1.2.4 Caspase-3和bcl-2在凋亡细胞中表达的检

测 对凋亡细胞采用Power Vision TM两步法进行

免疫组织化学双染检测, 操作按说明书进行. 石
蜡切片常规脱蜡至水, 经过氧化氢处理后, 进行

酶修复, 然后用1∶100稀释的抗体, 4℃过夜孵

育, DAB显色, 甲基绿复染, 常规脱水, 透明, 封
片, 显微镜下观察. 以PBS代替一抗作为阴性对

照. 在同一放大倍数下观察, 细胞浆棕色者为阳

性, 每个时相点随机取10个视野(400×)进行计

数, 计算阳性细胞数. 
统计学处理 数据均以均数±标准差(mean±

SD)表示, 用SPSS11.0软件进行t检验.

2  结果

2.1 光镜下病理改变 正常组肠上皮细胞呈柱状, 
刷状缘清晰, 排列整齐. 对照组从再灌流开始时

肠上皮细胞略有肿胀, 再灌流时间延长, 肠上皮

细胞肿胀逐渐加重, 并出现坏死, 脱落. 黏膜层

炎症细胞浸润, 固有层红细胞增多. 治疗组损伤

变化趋势同对照组, 但病变程度明显减轻.
2.2 TUNEL染色结果 TUNEL标记阳性染色为

棕褐色, 主要位于胞核. 检测表明缺血再灌流组

各时间点凋亡指数明显高于假手术组(P <0.01), 

■创新盘点
外科手术中选用
适当的麻醉剂非
常重要, 本文通过
观察异丙酚对肠
缺血再灌注时的
上皮细胞凋亡基
因及病理变化的
影响, 发现异丙酚
能抑制缺血再灌
注时肠上皮细胞
Caspase-3的表达
等 ,  设 计 恰 当 简
单, 思路较新颖.
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治疗组时间点凋亡指数明显低于缺血再灌流组

(P <0.01), 但比假手术组高(P <0.01, 图1).
2.3 Caspase-3和bcl-2表达 Caspase-3和bcl-2阳性

染色为胞质黄染. Caspase-3的表达在I/R组远高

于假手术组(P <0.01), 治疗组的表达明显低于I/R
组(P <0.01, 表1). bcl-2在I/R组的表达较假手术组

低(P <0.01), 治疗组的表达远高于I/R组(P <0.01, 
表1).

3  讨论

肠道既是创伤、休克后损伤发生的靶器官, 又
是SIRS的“启动器官”, 肠黏膜缺血再灌流损

伤是最终导致MODS的重要病因学基础及中心

环节[3-5]. 休克、创伤及复苏过程中脏器尤其是

肠道的缺血再灌流损伤的防治已成为相关学科

研究的热点和难点. 新近研究表明在小肠的缺

血再灌流损伤发生时除坏死外, 还存在另一种

细胞死亡形式—细胞凋亡, 而且证实凋亡是肠

黏膜上皮细胞死亡的主要方式, 占死亡细胞总

数的80%[6].       
异丙酚是一种新型静脉麻醉药, 除了麻醉

作用外, 现认为对缺血再灌流损伤有较强的保

护作用 .  首先异丙酚可减少自由基的生成和

维持细胞膜及线粒体功能稳定等作用 ,  对缺 
血/再灌流损伤具有保护作用[7]. 在化学结构上

与内源性抗氧化剂维生素E和已知的抗氧化剂

丁化羟基甲苯十分相似. 其抗氧化作用的结构

基础也正是这种类似的酚羟基结构. 异丙酚可

直接与自由基反应, 生成2, 6二异丙基苯氧基团, 
同时使自由基灭活. 其次, 异丙酚能抑制细胞因

子的产生和释放. 大量研究证明, 异丙酚能够影

响TNF-α的产生和释放, 且在低浓度时便有较强

的抑制作用[8]. 另外, 异丙酚能抑制细胞内钙离

子浓度. 有研究表明异丙酚对心肌细胞钙离子

通道有抑制作用, 降低细胞内钙超载. 目前, 肠
缺血再灌流损伤细胞凋亡的具体发生机制尚未

完全阐明. 缺血再灌流损伤引起肠上皮细胞凋

亡的发生可能包括以下机制: 氧自由基直接损

伤DNA或攻击蛋白质使许多具有酶活性的蛋白

质功能丧失而诱导细胞凋亡; 缺血再灌流期间

多种因素造成细胞内钙离子超载而导致细胞凋

亡; 受损的小肠上皮细胞及内皮细胞释放细胞

因子和炎症介质, 同时加重炎症反应和细胞凋

亡; 缺血再灌流期间线粒体功能改变而诱导凋

亡的发生. 进一步研究证实, 细胞凋亡的发生主

要受凋亡相关基因和酶的调控, 这些基因和酶

包括起诱导作用的如Caspase家族的酶类、P53
等与起抑制作用的如bcl-2等, 这些促凋因素和

抑凋因素相互作用, 决定了凋亡的启动和抑制. 
其中Caspase为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶(cysteine-requiring aspartate protease, Caspase)
家族成员, 被认为是各种凋亡刺激因子激活的

Caspase家族中的关键酶, 活化的Caspase-3可作

分组 

表 1 缺血再灌流期间Caspase-3和bcl-2阳性细胞数变化(mean±SD)

     
                                                                                             再灌流时间

                                               0 min      30 min                 60 min                120 min                    240 min

Caspase-3

    假手术组                    57.4±4.7  54.9±4.9           55.9±4.4           58.4±3.4             55.4±4.8

    I/R+NS组                 146.4±7.6b         130.4±7.4b        170.4±8.1b        160.4±9.5b           120.4±8.2b

    I/R+Pr组                   104.4±5.3d          97.4±6.2d        134.4±5.1d        125.4±6.2d             101±5.8d

bcl-2

    假手术组                  18.51±7.73       19.92±8.01        18.74±7.39       20.15±6.85         18.27±7.29

    I/R+NS组                    6.72±2.59b        8.24±3.13b        9.63±2.89b        5.96±1.93b          6.87±2.43b

    I/R+Pr组                   13.34±4.12bd     14.96±4.85bd        15.29±5.28bd     10.39±3.61bd       11.08±4.83bd

bP<0.01 vs  假手术组; dP<0.01 vs  I/R+NS组.

分组

45
40
35
30

25
20
15
10
5
0

凋
亡
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t /h

图 1 凋亡指数的变化.

■同行评价
本文观察了异丙
酚对肠缺血再灌
流时上皮细胞凋
亡基因及病理变
化的影响, 设计简
单, 层次分明, 对
基础研究和临床
研究有一定的参
考意义. 
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用于一些其他Caspase成员而产生瀑布式级联

反应, 引起细胞形态上的改变, 使凋亡最终得以

完成[9-10]; 同时, Caspase-3直接酶解bcl-2片段使

其功能发生根本转变, 使后者从抑制凋亡转为

触发凋亡. 本实验观察到大鼠肠缺血再灌流期

间肠黏膜组织Caspase-3表达在缺血再灌流组明

显升高, 而在治疗组其表达显著降低, Caspase-3
阳性表达与TUNEL染色结果基本一致; 且治

疗组肠黏膜病理损伤明显减轻, 提示缺血再灌

流时肠黏膜上皮细胞凋亡的发生与促凋亡因

素的增强有关. 异丙酚能通过抑制促凋亡基因

Caspase-3表达, 从而抑制缺血再灌流期间肠黏

膜上皮细胞凋亡的发生, 防治缺血再灌流期间

肠黏膜的损伤. 本实验结果表明, bcl-2的表达在

I/R组降低, 而I/R+Pr组bcl-2表达较I/R组显著增

高, 且I/R+Pr组肠黏膜病理损伤明显减轻, 提示

缺血再灌流时肠黏膜上皮细胞凋亡的发生与促

凋亡因素的增强和抑凋亡因素的减弱有关, 异
丙酚可能通过抑制促凋亡基因Caspase-3表达同

时增加抑凋亡基因bcl-2的表达, 从而抑制缺血

再灌流期间肠黏膜上皮细胞凋亡的发生, 防治

缺血再灌流期间肠黏膜的损伤. 此外, bcl-2表达

与Caspase-3表达的反向趋势变化现象, 亦可能

与一定量的bcl-2蛋白被Caspase-3酶解有关. 
我们的研究结果表明, 肠缺血再灌流损伤

期间, Caspase-3高水平表达和bcl-2降低可能是肠

黏膜上皮细胞发生异常凋亡的重要机制; 而异

丙酚通过下调Caspase-3和上调bcl-2表达, 从而抑

制肠黏膜缺血再灌流时肠黏膜上皮细胞的异常

凋亡, 减轻肠黏膜缺血再灌流损伤. 但异丙酚对

Caspase-3和bcl-2的具体调控机制, 有待进一步 
研究.

4      参考文献
1 盛新华, 石汉平. 肠道在多器官功能障碍综合征中的

作用. 世界华人消化杂志 2005; 13: 2029-2032
2 Deitch EA, Xu D, Kaise VL. Role of the gut in the 

development of injury- and shock induced SIRS 
and MODS: the gut-lymph hypothesis, a review. 
Front Biosci 2006; 11: 520-528 

3 Mole DJ, Taylor MA, McFerran NV, Diamond T. 
The isolated perfused liver response to a 'second 
hit ' of portal endotoxin during severe acute 
pancreatitis. Pancreatology 2005; 5: 475-485

4 张喜平, 张宇. 急性胰腺炎肠道屏障损害机制的研究
进展. 世界华人消化杂志 2006; 14: 417-421  

5 胡森, 姜小国, 石德光, 吕艺, 黎君友, 孙丹, 盛志勇.卡
巴胆碱对缺血再灌注损伤时肠道局部炎症反应的影
响. 中国危重病急救医学 2003; 15: 748-750

6 Yoo KY, Yang SY, Lee J , Im WM, Jeong CY, 
Chung SS, Kwak SH. Intracoronary propofol 
attenuates myocardial but not coronary endothelial 
dysfunction after brief ischaemia and reperfusion 
in dogs. Br J Anaesth 1999; 82: 90-96

7 Gi l l i land HE, Armstrong MA, Carabine U, 
McMurray TJ. The choice of anesthetic maintenance 
technique influences the antiinflammatory cytokine 
response to abdominal surgery. Anesth Analg 1997; 
85: 1394-1398

8 Ikeda H, Suzuki Y, Suzuki M, Koike M, Tamura J, 
Tong J, Nomura M, Itoh G. Apoptosis is a major 
mode of cell death caused by ischaemia and 
ischaemia/reperfusion injury to the rat intestinal 
epithelium. Gut 1998; 42: 530-537

9 Wang JX, Zheng S. Caspase-3 and survivin 
expression in pediatric neuroblastoma and their roles 
in apoptosis. Chin Med J (Engl) 2004; 117: 1821-1824

10 Zhan Y, van de Water B, Wang Y, Stevens JL. The 
roles of caspase-3 and bcl-2 in chemically-induced 
apoptosis but not necrosis of renal epithelial cells. 
Oncogene 1999; 18: 6505-6512

           编辑  王晓瑜  电编  郭海丽  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志的同行评价

本刊讯 《世界华人消化杂志》对所有文章进行在线同行评价, 采用匿名方式. 通常每篇文章邀请2-3位专家审

阅, 至少2人通过方可录用, 否则退稿. 每期最后一页致谢本期所有审稿人(含退稿). 文章等级评定: ○A级  ○B

级  ○C级  ○D级  ○E级  ○不清楚. 其中A和B属于很好, C和D不算太好, E是很差, 还有一部分是不清楚. 



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年9月18日; 15(26): 2790-2795
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

慢性乙型肝炎患者CD4+CD25+Treg细胞的检测及意义

沈俊辉, 李 宁, 范学工

沈俊辉, 范学工, 中南大学湘雅医院感染病科 湖南省长沙市 
410008
李宁, 中南大学湘雅医院输血科 湖南省长沙市 410008
沈俊辉, 2004年郧阳医学院学士, 现为中南大学湘雅医院在读
硕士, 主要从事病毒性肝炎的研究.
湖南省科技厅科研基金资助项目, No. 06SK3024
通讯作者: 范学工, 410008, 湖南省长沙市湘雅路87号, 中南大
学湘雅医院感染病科. xgfan@hotmail.com
电话: 0731-4327392 传真: 0731-4327332
收稿日期: 2007-06-19   修回日期: 2007-08-13

Significance of CD4+CD25+ 
regulatory T cells in peripheral 
blood of chronic hepatitis B 
patients

Jun-Hui Shen, Ning Li, Xue-Gong Fan

Jun-Hui Shen, Xue-Gong Fan, Department of Infectious 
Diseases, Xiangya Hospital of Central South University, 
Changsha 410008, Hu’nan Province, China
Ning Li, Department of Blood Transfusion, Xiangya Hospi-
tal of Central South University, Changsha 410008, Hu’nan 
Province, China
Supported by: the Scientific Research Foundation of Sci-
ence and Technology of Hu’nan Province, No. 06SK3024
Correspondence to: Xue-Gong Fan, Department of Infec-
tious Diseases, Xiangya Hospital of Central South Univer-
sity, 87 Xiangya Road, Changsha 410008, Hu’nan Province, 
China. xgfan@hotmail.com
Received: 2007-06-19    Revised: 2007-08-13 

Abstract
AIM: To investigate the frequency of CD4+CD25+ 
regulatory T cells (Tregs) in peripheral blood of 
patients with chronic hepatitis B (CHB) and those 
with chronic severe hepatitis B (CSHB).

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) from 19 patients with CHB, 28 with 
CSHB, 19 hepatitis B carriers, and 19 healthy 
controls were analyzed for Treg frequency using 
flow cytometry. The expression of forkhead/
winged helix transcription factor (FOXP3) pro-
tein in PBMCs was examined by immunohisto-
chemistry. The correlations between Treg fre-
quency and total bilirubin (TBIL), prothrombin 
activity (PTA) or HBV-DNA were also analyzed.

RESULTS: Results were evaluated for Tregs/
PBMCs. The number of Tregs in patients with 

CSHB (4.80% ± 1.50%) significantly exceeded 
that in CHB (1.67% ± 0.87%), hepatitis B carriers 
(0.59% ± 0.37%) and normal controls (0.50% ± 
0.34%) (P < 0.01). The same results were found 
between CHB and hepatitis B carriers as well 
as normal controls (P < 0.01). The expression of 
FOXP3 protein also increased in CSHB and CHB, 
which paralleled the variation in the number of 
Tregs. The variation in the number of Tregs cor-
related positively with that of TBIL (r = 0.43, P < 
0.01) but negatively with that of PTA (r = –0.57, 
P < 0.05). There was no correlation between the 
difference in the number Tregs and that of HBV 
DNA levels (r = 0.22, P > 0.05). 

CONCLUSION: The results indicate that varia-
tions in the number of Tregs are the result of 
excessive immune and inflammatory reactions. 
However, the function of Tregs in CSHB and 
CHB may be defective. The expression of FOXP3 
protein also increases in CSHB and CHB patients, 
paralleling the variations in the number of Tregs.

Key Words: Chronic hepatitis B; Chronic severe 
hepatitis B; Regulatory T cell; Forkhead/winged he-
lix transcription factor

Shen JH, Li N, Fan XG. Significance of CD4+CD25+ 
regulatory T cells in peripheral blood of chronic 
hepatitis B patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(26): 2790-2795

摘要
目的 :  探 讨 慢 性 乙 型 肝 炎 患 者 外 周 血
CD4+CD25+T调节细胞(regulatory T cel l, 
Treg)的变化及其意义. 

方法:  采 用 流 式 细 胞 术 对 6 6 例 乙 肝 病 毒
(hepatitis B virus, HBV)感染者和19例健康对照
者外周血CD4+CD25+Treg细胞进行检测, 并观
察CD4+CD25+Treg细胞与患者总胆红素(total 
bilirubin, TBIL)、凝血酶原活动度(prothrombin 
activity, PTA)和病毒复制指标HBV DNA水
平的关系. 免疫组化检测叉状头/翅膀状螺旋
转录因子(forkhead/winged helix transcription 
factor, FOXP3)蛋白的表达水平. 

®

■背景资料
CD4+CD25+T调
节细胞(regulatory 
T cell, Treg)是近年
来发现的一种新
型免疫抑制性调
节细胞, 他一方面
能保护机体免受
过激炎症的损伤, 
另一方面亦减轻
巨噬细胞等对病
原体的杀伤作用, 
使机体处于感染
的慢性化过程中. 
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结果: 慢性重型肝炎组CD4+CD25+Treg细胞
(4.80±1.50)%分别高于慢性肝炎组(1.67±
0.87)%、HBV携带者组(0.53±0.37)%和正常
对照组(0.50±0.34)%, (P <0.01); 慢性肝炎组
与H B V携带者组和正常对照组相比有显著
性差异(P <0.01); 慢性重型乙型肝炎患者和
慢性乙型肝炎患者FOXP3蛋白表达也相应增
高, 且与CD4+CD25+Treg细胞的变化相平行. 
CD4+CD25+Treg细胞的变化与TBIL的变化成
正相关(r  = 0.43, P <0.01), 与PTA的变化成负相
关(r  = -0.57, P <0.05), 与HBV-DNA水平的变化
没有相关性(r  = 0.22, P >0.05).

结 论 :  在 慢 性 乙 型 肝 炎 发 病 过 程 中 , 
CD4+CD25+Treg细胞水平相应增高, FOXP3
蛋白变化与CD4+CD25+Treg细胞的改变相 
平行.

关 键 词 :  慢 性 乙 型 肝 炎 ;  慢 性 重 型 肝 炎 ; 

CD4+CD25+Treg细胞; 叉状头/翅膀状螺旋转录 

因子
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0  引言

CD4+CD25+T调节细胞(regulatory T cell, Treg)
是近年来发现的一种新型免疫抑制性调节

细胞, 1995年由S a k a g u c h i e t a l [1]首次报道. 
CD4+CD25+Treg细胞具有低反应性和免疫抑制

性两大功能特征[2]. 而叉状头/翅膀状螺旋转录

因子[3](forkhead/winged helix transcription factor, 
FOXP3)在CD4+CD25+Treg细胞上特异性表达, 
是CD4+CD25+Treg细胞发育和产生功能效应的

主要因素.
基于C D4+C D25+Tr e g细胞独特的免疫

效应 ,  我们认为在慢性乙型肝炎发病过程中 , 
CD4+CD25+Treg对机体的免疫反应可能起着

一定的调节作用. 因此, 本研究旨在通过检测慢

性乙型肝炎患者CD4+CD25+Treg细胞数量及

FOXP3的表达, 来探讨CD4+CD25+Treg细胞在

慢性乙型肝炎发病机制中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-06/12湘雅医院感染科门诊及住

院乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染

者66例, 男46例, 女20例, 年龄17-69(平均43)岁. 
慢性乙型肝炎组19例, 慢性重型乙型肝炎组28

例, HBV携带者组19例. 另收集健康志愿者组

19例, 作为正常对照. 诊断符合2000-09中华传

染病与寄生虫病学分会、肝病学分会西安会议

标准[4]. 排除其他病毒性肝炎、慢性酒精性肝

病、药物性肝炎、自身免疫性肝病、遗传性

肝病等; 同时排除合并有严重感染、败血症、

脓毒症以及近6 mo接受过免疫调节剂和/或抗

病毒治疗的患者. PE标记抗CD4和F ITC标记

抗CD25(Ebioscience公司, 美国); 流式细胞仪

(FACSAriaTM Cell Sorter, BD公司, 美国); 流式

细胞分析软件(FACSDiva Software, BD公司, 美
国); 免疫组化所用一抗是小鼠抗人FOXP3抗体

(BioLegend公司, 美国); SABC-AP免疫组化试

剂盒SA1051(武汉博士德生物工程有限公司, 中
国); 倒置显微镜IX-70和高分辨摄像显微镜BX-
41(Olympus公司, 日本).
1.2 方法 
1.2.1 免疫荧光标记和流式细胞分析 采集慢性

重型乙型肝炎患者组 ,  慢性乙型肝炎患者组 , 
HBV携带者组, 正常对照组肝素抗凝血5 mL, 淋
巴细胞分离液分离外周血单个核细胞(peripheral 
blood mononuclear cell, PBMC), 采用免疫荧光

双标记方法标记细胞表面CD4和CD25分子, 室
温中避光孵育30 min. 同型对照管另取1 mL细
胞加入鼠抗人CD4-PE 10 μL, 鼠抗人IgG1-FITC 10 
μL. 流式细胞仪分析细胞表面CD4, CD25分子

表达水平. 由全自动生化分析仪测定肝功能、 
PTA等. 
1.2.2 免疫组化检测和涂片法制成PBMC切片 经
消除内源性过氧化物酶处理后, 参照免疫组化

三步法试剂盒说明书进行免疫组化染色. 最后

在高分辨摄像显微镜下摄片, 再用Motic3.2图像

分析软件测量免疫阳性灰度值. 
统计学处理 数所有数据处理均在SPSS11.0

软件包上进行均数t检验和ANOVA检验. 各组间

比较用多个样本均数间的多重比较, 假设检验

采用LSD-t检验, 组内比较采用配对t检验, 两组

数据间的相关关系用直线相关分析方法, P <0.05
为有显著性差异.

2  结果

2.1 CD4+CD25+Treg细胞数量的变化 实验结

果以CD4+CD25+/PBMC来评价. 正常对照组、

H B V携带者组、慢性乙型肝炎组和慢性重型

乙型肝炎组C D4+C D25+Tr e g细胞表达水平

分别为(0.50±0.34)%, (0.53±0.37)%, (1.67±
0.87)%和(4.80±1.50)%. 慢性重型肝炎组分别

■相关报道
1995年Sakaguchi 
e t  a l 首 次 报 道
CD4+CD25+Treg
调节细胞是一种
新型免疫抑制性
调节细胞 ;  2003
年 H o r i  e t  a l 均
证 明 F O X P 3 在
CD4+CD25+Treg
细胞上特异性表
达 ,  且FOXP3在
CD4+CD25+Treg
细胞的发育和功
能 上 是 必 需 的 ; 
2005年Stoop et al
报 道 慢 性 H B V
感 染 者 外 周 血
CD4+CD25+Treg
细 胞 数 量 较 正
常 人 增 多 ,  去 除
CD4+CD25+Treg
细胞后, HBV特异
性增殖反应增强. 
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高于慢性肝炎组、HBV携带者组和正常对照组

(P <0.01); 慢性肝炎组高于HBV携带者组和正常

对照组(P <0.01); 与正常对照组相比, HBV携带

者组CD4+CD25+Treg细胞的变化无明显差异

(P >0.05)(表1, 图1). 在19例慢性肝炎患者中, 其
中包括慢性重度肝炎、慢性中度肝炎和慢性

轻度肝炎, 他们的CD4+CD25+Treg细胞分别为

(4.00±0.90)%, (1.03±0.15)%, (0.48±0.30)%. 
慢性重度肝炎组分别高于慢性中度和慢性轻度

肝炎组(P <0.01); 慢性中度肝炎组高于慢性轻度

肝炎组(P <0.01, 表1).
追踪观察 2 8例慢性重型肝炎患者 ,  其

中12例患者病情恶化 ,  未恢复 ,  其在发病期

CD4+CD25+Treg细胞为(3.40±0.90)%; 16例患

者恢复好转, 其在发病期CD4+CD25+Treg细胞

为(4.00±1.10)%, 这两者之间比较差异无显著

性意义(P >0.05, 表1).
2 .2  免疫组织化学检测F O X P3的表达  根据

Motic3.2图像分析软件测量结果, 免疫阳性反

应越强其灰度值则越低, 即FOXP3表达越强则

灰度值越低. 慢性重型肝炎组免疫阳性灰度值

(117.80±25.54)分别低于慢性肝炎组(147.30
±13.36)、HBV携带者组(154.70±18.18)和正

常对照组(165.10±6.21)(P <0.01, 表1, 图2). 在
慢性肝炎患者组中, 慢性重度肝炎组免疫阳性

灰度值(133.04±7.66)分别低于慢性中度肝炎

组(143.98±3.03)和慢性轻度肝炎组(156.94±
11.3)(P <0.01); 慢性中度肝炎组免疫阳性灰度值

(143.98±3.03)低于慢性轻度肝炎组(156.94±
11.30)(P <0.01, 表1). 慢性重型肝炎恢复组免疫

阳性灰度值(123.16±30.09)和未恢复组(112.42
±20.99)比较, 差异无显著性意义(P >0.05, 表1).

2.3 C D4+C D25+Tr e g细胞的变化与F O X P3, 
T B I L, P TA, H B V-D N A的直线相关性分析 
CD4+CD25+Treg细胞的变化与FOXP3水平的

变化没有相关性[n = 47(包括慢性肝炎组和重型

肝炎组), r = -0.22, P >0.05]; 与TBIL的变化成正

相关[n = 47(包括慢性肝炎组和重型肝炎组), r = 
0.43, P <0.01]; 与PTA的变化成负相关[n = 47(包
括慢性肝炎组和重型肝炎组), r = -0.57, P <0.05]; 
与HBV-DNA水平的变化没有相关性[n = 47(包
括慢性肝炎组和重型肝炎组), r = 0.22, P >0.05] 
(图3).

3  讨论

免疫应答时序和强弱的调节是保证机体自稳的

重要机制. 在长期的进化过程中, 机体的免疫系

统形成了精密的调节机制, 以控制免疫应答的

质和量. 20世纪70年代免疫学家就发现机体存

在抑制性T细胞, 是维持外周免疫耐受的重要因

素, 然而由于缺乏特异性标志, 难以得到认同. 
近年来有关CD4+CD25+Treg细胞的研究使得人

们逐渐接受调节性T细胞的概念[5-8]. 
国外报道了CD4+CD25+Treg细胞在慢性乙

型肝炎发病机制中的作用, 该细胞可以通过抑制

HBV特异性的CD8+T细胞的激活, 一方面抑制

过度免疫病理损伤, 另一方面也可能有利于病

毒的持续感染[9-11]. 2005年Stoop et al [12]报道慢性

HBV感染者外周血CD4+CD25+Treg细胞数量较

正常人增多, 去除CD4+CD25+Treg细胞后, HBV
特异性增殖反应增强. 我们起初认为, 慢性乙型

肝炎发病过程中可能存在CD4+CD25+Treg细胞

数量减少和/或功能的缺陷, 以至于不能抑制机

体的过强的免疫反应从而导致肝细胞的损害. 我
们的实验结果显示: 慢性重型乙型肝炎患者和慢

表 1 各组CD4+CD25+Treg细胞, 肝功能指标和免疫阳性的灰度值(mean±SD)

     
分组                                n                CD4+CD25+Treg           TBIL(μmol/L)                        PTA(%)                          灰度值
                                                                细胞(%) 

正常对照    19      0.50±0.34bd      11.20±2.34         87.70±8.84         165.10±6.21b

HBV携带者   19      0.53±0.37bd      11.60±2.32         83.80±7.42         154.70±18.18b

慢性乙型肝炎   19      1.67±0.87b      70.42±36.4         53.70±8.17         147.30±13.36b

  轻度       6      0.48±0.30f      25.00±4.61          67.70±2.73         156.94±11.30f

  中度        6      1.03±0.15fh      71.70±16.57         58.00±5.40         143.98±3.03fh

  重度       7      4.00±0.90    107.70±11.11         50.30±4.23         133.04±7.66

慢性重型乙型肝炎   28      4.80±1.50    487.30±119.10         34.70±4.42           117.8±25.54

  未恢复    12      3.40±0.90    500.00±120.92         35.10±4.28         112.42±20.99

  恢复    16      4.00±1.10    475.80±116.27         34.40±4.66         123.16±30.09

bP<0.01 vs  慢性重型乙型肝炎; dP<0.01 vs  慢性乙型肝炎; fP<0.01 vs  重度肝炎; hP<0.01 vs  轻度肝炎.

■应用要点
本文研究结果再
一次证实了检测
乙型肝炎患者外
周血CD4+CD25
细胞的临床意义,
对深入探讨乙型
肝炎的发病机制,
寻求有效治疗措
施具有指导意义
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性乙型肝炎患者CD4+CD25+Treg细胞水平明显

高于HBV携带者和正常人. 在19例慢性肝炎患

者中, 慢性重度肝炎组高于慢性中度和慢性轻度

肝炎组, 慢性中度组高于慢性轻度肝炎组. 目前

CD4+CD25+Treg细胞水平增高的原因仍然不明

确, 我们考虑可能的原因有: (1)慢性的HBV感染

过程中宿主出现过度的免疫病理损伤和炎症反

应, 导致CD4+CD25+Treg细胞水平相应增高, 使
得二者之间在一个新的高度达到平衡; (2)虽然在

慢性重型乙型肝炎患者和慢性乙型肝炎患者中

的CD4+CD25+Treg细胞水平明显增高, 但是他

的功能可能存在缺陷, 所以仍然不能有效抑制机

体过度的免疫反应; (3)还有其他很多因素参与肝

损伤的发病过程, 例如肝损伤后继发引起肠源性

内毒素血症, 内毒素介导产生细胞因子和炎症介

质对肝脏产生毒性作用, 造成微循环障碍等. 这
些因素的共同作用可能超过CD4+CD25+Treg细
胞的免疫抑制作用, 所以出现了肝损伤. 总之, 目
前CD4+CD25+Treg细胞水平增高的原因仍不明

确, 有待于日后的研究进一步探讨. 
我 们 的 研 究 发 现 ,  H B V 携 带 者 的

CD4+CD25+Treg细胞水平变化和正常对照组

无明显差异, 考虑可能的原因是: 虽然HBV携

带者的临床免疫状态是非消除性免疫, 但是机

体免疫系统仍处于一个相对平衡的状态. 所以

HBV携带者的CD4+CD25+Treg细胞数量和功

能基本正常. 本组资料显示, CD4+CD25+Treg
细胞水平与外周血浆T B I L呈显著正相关, 与
PTA呈负相关, 说明CD4+CD25+Treg细胞水

平与病情的严重程度相关. 此外, 我们还发现, 
CD4+CD25+Treg细胞水平与HBV-DNA的水平

变化无相关关系, 提示CD4+CD25+Treg细胞水

平与HBV复制是否活跃不存在相关关系. 
追踪观察23例慢性重型肝炎患者, 发现未

恢复的患者发病期CD4+CD25+Treg细胞表达水

平与恢复的患者CD4+CD25+Treg细胞表达水

平差异无显著性意义. 提示CD4+CD25+Treg细
胞表达水平不能反应慢性乙型肝炎患者的预后. 
有多种因素可以影响慢性乙型肝炎患者的预后.

2003年Hori et al [13-15]研究小组均证明FOXP3
在C D4+C D25+Tr e g细胞上特异性表达 ,  且
FOXP3在CD4+CD25+Treg细胞的发育和功能上

图 1 流式细胞仪检测各组的CD4+CD25+Treg细胞示意图. A: 正常对照; B: HBV携带者; C: 慢性肝炎; D: 重型肝炎. 右上

角表示CD4+CD25+Treg细胞/PBMC. CD4+CD25+Treg细胞数由低到高依次为: 正常对照组<HBV携带者组<慢性乙型肝炎 

组<慢性重型肝炎组.
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本 文 研 究 慢 性
乙 型 肝 炎 患 者
CD4+CD25+Treg
的检测及意义, 文
章层次清楚, 数据
可信 ,  结果客观 , 
有一定的学术和
实际应用价值. 
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是必需的. 然而FOXP3表达和CD4+CD25+Treg
细胞并不完全一致. 实验证实[16], 缺失功能性的

FOXP3可导致CD4+CD25+Treg细胞种群全部

丧失对自身反应细胞的抑制功能, 从而大大加

剧自身免疫性疾病的某些症状, 以至Scurfy鼠迅

速死亡, 而通过去除鼠的CD4+CD25+Treg细胞

引起的自身免疫性疾病不会导致鼠的迅速死亡. 
由此可见, 目前CD4+CD25+Treg细胞和FOXP3
的对应关系还存在争议. 我们的研究也发现, 慢
性乙型肝炎及慢性重型乙肝患者FOXP3蛋白

的表达均高于HBV携带者组和正常人组, 其变

化与CD4+CD25+Treg细胞数量的改变相平行. 
但是二者之间没有相关关系(r = -0.22, P >0.05). 
其确切原因不清楚 ,  可能还有其他细胞表达

FOXP3 mRNA和/或FOXP3 mRNA的表达受到

其他基因调控的影响.
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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.
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Abstract
Since peritoneoscopic surgery was first carried 
out, this minimal trauma surgery has become 
widely applied. Recently, endoscopic surgeries 
from a natural orifice into the abdominal cavity 
have become a reality, especially for transgastric 
surgery of the abdomen. Various animal studies, 
such as those involving transgastric endoscopic 
gastrojejunostomy and cholecystectomy, trans-
gastric abdominal tissue biopsy, transgastric 
cholecystic surgery, transgastric ligation of 
fallopian tubes, transgastric endoscopic spleen 
resection, endoscopic appendectomy and 
transgastric peripancreatic necrosis debridement, 
have been reported. Some of these surgical 
procedures have been performed in patients, 
indicating the emergence of this form of minimal 
trauma abdominal surgery. However, these 
surgical techniques are still at a primary stage. 
Further coordination between specialists should 
help overcome any remaining deficiencies and 
enable perfection of this technique, leading to its 
eventual clinical application. 

Key Words: Laparoscope; Endosurgery

Sun T, Wang SX. Advances in experimental studies of 
peroral transgastric endosurgery. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(26): 2796-2799

摘要
自从人类首次行腹腔镜胆囊手术以来, 微创手
术已有了巨大发展. 近2 a来人们又开始了由
天然管腔(natural orifice)进入腹腔进行一系列
内镜下的手术操作, 特别是由胃腔进入腹腔. 
人们已先后在动物完成了经胃内镜胃空肠吻
合术和胆囊切除术; 经胃腹腔内组织活检; 经
胃胆道系统内镜手术; 经胃输卵管接扎; 经胃
内镜脾切除; 经胃阑尾切除; 经胃内镜腹膜后
胰腺清创术等手术. 其中一些手术已在人类完
成, 这为腹部手术进入真正微创提供了一个新
平台. 但此项技术仍处于早期发展阶段, 他涉
及多专科的合作, 仍需要克服许多不足, 不断
使之完善, 最终服务于临床.

关键词: 腹腔镜; 腹腔内镜手术
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0  引言

自从1987年首次行腹腔镜胆囊手术以来, 微创

手术领域已有了巨大发展. 当前“微创”所要

求的不仅仅是如何减轻痛苦和缩短恢复时间, 
更重要的是如何最大限度的减少创伤, 避免一

切并发症. 由天然管腔“natural orifice”进入腹

腔进行的一系列镜下手术操作过程部分地解决

了这一难题, 这一新技术预示着腹部手术正进

入微创的新阶段. 

1  内镜下经胃腹腔手术

1.1 内镜胃空肠吻合术和胆囊切除术 1991年由

Swain et al [1]在动物实验中首次描述了采用弹簧

压缩扣(spring compression button)或(magnets)
进行胃空肠吻合术, 在此项实验中利用的是微

小腹腔镜进入空肠. 此后该研究组又报道了活

体猪在超声内镜引导下由胃进入空肠和胆囊

腔, 并最终完成吻合术的实验研究[2]. 12只实验

猪中, 其中6只动物成功的进行了胃空肠吻合术, 
而其他6只动物成功进行了胃胆囊吻合. 在术

®

■研发前沿
当前“微创”所
要求的不仅仅是
如何减轻痛苦和
缩短恢复时间, 更
重要的是如何最
大限度的减少创
伤, 避免一切并发
症. 经口经胃进入
腹腔进行的一系
列镜下手术操作
过程部分地解决
了这一难题.
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后第4天、第1、2周中进行的内镜检查和死后 
21 d和28 d进行的尸检中均证实了手术切口的完

全吻合, 直径在3-9 mm之间. 而Bergstrom et al [3]

仅采用双腔内镜下即完成了对12只猪进行的胃

空肠吻合术的研究. 将猪用流食喂养3 d后行全

身麻醉, 采用可曲式内镜经口伸入胃中、用针

刀将胃壁切开, 括约肌切开刀将切开口扩大至 
1.5 cm, 双孔道内镜由此伸入腹腔中, 通过胃镜

将腹腔充气, 待腹腔视野清晰后, 对邻近小肠用

钳子后面的勒除器(snare-over-forceps)将空肠拖

入胃内, 并在胃的深层肌肉中进行成对缝合, 将
小肠与胃牢固地连接在一起, 进入胃内的小肠

再用针刀切开、以便使吻合口开放, 随后观察

10 d, 实验猪均存活良好. 整个实验证实了单独

采用新型双腔内镜完成经胃内镜下胃空肠吻合

术是可行的. 而且随着仪器设备的改进, 通过内

镜途径减轻梗阻性肿瘤、如胰腺癌的压迫症状, 
进而缓解患者病情将是非常具有发展潜力的. 
1.2 经胃腹腔内组织活检 2004年由Kalloo et al [4]

研究组首次报道了经口内镜下腹腔内肝活检的

研究. 对12只50 kg猪先在胃造口前用抗生素溶

液灌洗胃, 然后用针刀造成急性胃穿孔, 后胃切

口由牵拉型扩约肌牵张器或球囊扩张器扩大. 
腹腔内由内镜注气以便看清右半肝区, 再用内

镜活检钳进行肝活检, 然后用4到6个内镜夹将

切口关闭. 所有猪均在此过程后24 h内恢复进食, 
在14 d的内镜检查中显示胃切口完全恢复. 同时

被处死动物的尸检表明肝活检部位完全愈合, 
无腹腔感染的证据. 此项研究表明, 在猪模型中

可以安全的采用内镜技术经胃进入腹腔, 并完

成组织观察和器官活检等操作. 但若在人完成

上述工作, 还需要进一步的研究, 以确立此项技

术的安全性和适应性. 
1.3 经胃胆系内镜手术 2005年来自于伦敦的

Park et al [5]在猪身上采用单腔和双腔内镜进行

了经胃胆囊切除术和胆囊胃吻合术, 并报道了

相关研究结果, 检验了为配合此项实验设计的

内镜设备、内镜缝合器以及针刀, 导丝组合装

置进行实验的可行性. 在胃体或胃窦部利用针

刀产生胃切口, 并在导丝引导下进入腹腔. 引导

丝利用18 mm直径球囊扩张肌层, 随后内镜被推

进腹腔, 注气产生并维持气腹, 然后利用内镜夹

拖胆囊壁进入胃中进行了胆囊胃的吻合, 再利

用内镜缝合器完成整个吻合过程. 整个过程需

要的时间从40 min到2.5 h不等, 8只猪的存活研

究被相继完成, 所有猪均存活14-28 d. 采用经球

囊扩张肌层的方法, 相对于括约肌切开更有益

于当内镜撤除时自发关闭气腹, 而后者则要求

整个关闭过程更为精细. 内镜缝合器由新式缝

针、标志线组成, 并通过2.8 mm的内镜辅助孔

径完成, 整个胃壁切口的关闭只需2到4个缝线

即可完成. 此研究结果预示随着此项技术的发

展成熟, 减肥手术将成为可能. 
1.4 经胃输卵管接扎 2005年Jagannath et al [6]完成

了对6只动物进行的经口内镜下行经胃输卵管

接扎的可行性和安全性的研究. 术前首先对内

镜设备进行严格消毒(戊二醛灭菌和环氧乙烷消

毒), 并用新霉素/硫酸多黏菌素-B溶液灌胃, 然
后对子宫输卵管进行基础造影摄片. 胃壁用针

刀切开并由一个球囊扩张至20 mm, 进入腹腔后

由内镜注气并维持气腹, 再通过开放的内圈套

放置抓取钳, 以便抓取输卵管. 两个内圈套被放

置在一个单独的输卵管上, 而另一个输卵管进

行对照. 在无需关闭胃壁切口的情况下内镜被

撤除. 操作后的子宫输卵管造影摄片表明输卵

管完全闭塞. 在进行输卵管接扎后, 1只猪被立

即处死, 而其他5只猪则分别在2-3 wk后先后进

行尸检. 尸检结果证实所有动物均无腹腔内感

染的征象, 接扎管腔闭塞、并无脓肿存在. 此项

研究证实了在猪模型中经胃内镜下输卵管接扎

的安全性和有效性. 但在人类还缺乏一定的研

究结果加以证实, 一旦此安全性和技术问题被

解决, 此项技术将很快应用到需行避孕措施的

人群[7].
1.5 经胃内镜脾切除 2006年Kantsevoy et al [8]对

3只猪成功的实施了经胃脾切除的可行性研究. 
利用一双腔内镜和一扩约器, 产生了1.5 cm的胃

壁切口. 内镜由此切口进入, 并由内镜注气造成

气腹, 在左上腹找到脾脏, 由内镜辅助管腔伸入

内圈套接扎脾血管, 用钝性电烙器切除脾脏. 术
后3只猪均未发现明显出血等并发症, 实验的安

全性得到证实. 但此项手术是否可在人类进行

尚无研究证实. 
1.6 经胃阑尾切除 自1976年Wirtschafter et al [9]

首次施行镜下切除阑尾残端手术并获得成功以

来, 关于内镜下阑尾切除术已有多家报道, 但多

于结肠镜下进行. 2005年由Unger et al报道的一

项结肠镜下行腔内阑尾切除术的研究中证实了

在人类此方法也可进行. 在11例人尸体结肠中, 
将导丝通过内镜辅助管腔伸入顶端、利用反转

装置将阑尾反转入盲肠腔, 在阑尾基底部利用

内圈套、夹子或线打结关闭阑尾腔, 最后采用

■应用要点
经胃腹腔内镜手
术可以成功识别
大多数腹腔内脏
器官, 并顺利完成
器官和病灶的手
术操作过程, 技术
上可行、并发症
少. 随着此项技术
的逐步完善, 有望
逐渐代替传统的
开腹手术. 
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勒除器透热法完成整个阑尾切除过程. 而Ponsky  
et al [10-11]则报道了胃镜下实施阑尾切除术的成

功, 内镜进入腹腔的方法与前类似, 入腹腔后在

内圈套和内镜夹的协作下阑尾被切除, 并由胃

切口移除, 术后未见并发症发生. 
1.7 经胃内镜腹膜后胰腺清创术 Seifert et al [12]报

道了利用Dormia取石网在3位患者行经胃内镜

下坏死胰腺清创术的研究, 而其中的一位患者

同时还进行了经胃坏死脾脏的切除. 对胰腺邻

近胃壁切开造口, 内镜下直接进入腹腔内, 再将

感染的坏死胰腺组织用Dormia取石网清除, 术
后3位患者均获得症状上较快的临床缓解、并

无严重的并发症发生. 经胃内镜手术的操作过

程不同于开放清创术具有较高的发病率和死亡

率, 而是一种新型可替代的微创技术.

2  经胃腹腔内镜手术的优势

尽管内镜手术需要产生的穿孔曾被认为是内镜

检查的主要并发症, 然而近来的多项研究表明

采用传统内镜经口经胃途径进入腹腔在技术上

是安全、有效的, 手术范围明显扩大, 而且此方

法避免了腹部切口、使传统手术中可能出现的, 
如伤口感染、疝膨出、腹壁瘢痕、慢性腹壁疼

痛、粘连等并发症减少到最低, 具有降低病死

率的潜力. 另一方面, 由于此过程中减轻了麻醉

深度、使相应的麻醉风险也大大降低, 康复时

间明显缩短. 同时鉴于此过程的创伤小, 可能更

有利于在肥胖、衰弱患者以及需要重复操作监

测腹腔内转移癌种植等患者中进行, 当然此类

潜在优势还有待进一步长期研究. 在人们对减

少手术创伤和降低术后并发症的要求愈来愈高

的今天, 为避免各种额外创伤, 经天然管腔进行

手术不能不说是一项理想的选择.

3  经胃内镜手术存在的局限性

1995年以来已有多个研究组证实了可曲式内镜

行经胃腹腔手术的可行性, 包括器官的活检、

切除、输卵管接扎以及脏器间的吻合等. 但在

前沿技术的飞速发展中, 早期的不成熟不可避

免的将要面临一些不合理因素, 必须解决这些

技术上的缺憾. 
3.1 术后感染 众所周知, 由于胃具有较好的血

运、而且器官壁较厚, 胃损伤后会很快恢复. 只
要胃pH值在3到4之间细菌的种植就会非常低, 
空腹时胃穿孔, 腹腔的细菌感染是很少见的. 而
如果对胃腔进行抗生素灌洗处理则可能使pH值

持续上升, 引起细菌如肠杆菌, 念珠菌和假单孢

菌的过度生长. Merrifield et al [13]在实验中为了

促进胃切口的愈合使用的抗酸和质子泵抑制剂

可能对经胃手术过程非常不利. 而且所有术中

内镜均必须通过口腔下行沿口咽管和食道进入

胃, 不可避免的传播了细菌, 内镜顶端是工作内

镜出口部位也会被污染, 尽力避免术后感染, 则
须大量实验来证实其安全性. 
3.2 内镜装置的不完善 在由Merrifield et al [13]进

行的研究中2/5猪由于胃切口未完全闭合而呈现

出脓毒并发症, 在经口食物摄入后胃内细菌负

荷增加了, 胃内污染成分的持续渗漏和溢出导

致了腹膜炎. 当前实验研究中对胃切口的关闭

多采用内镜夹进行, 而内镜夹主要用途在于止

血, 若胃切口有较大间隔和组织血肿, 可能使切

口的关闭非常困难, 改进有效的内镜缝合器、

吻合器或内镜夹对于严密关闭胃切口是非常必

要的, 否则会造成严重的并发症, 若能够改进和

使用安全性良好、令人信服的胃关闭设备, 在
人类实施简单的经胃手术将很快实现. 另一方

面, 当前使用的内镜过于屈曲不能提供有力的

抓取和/或吻合部位的回缩, 限制了一些复杂手

术的进行. 手术中大多数被处理的病理标本都

有较大尺寸, 常合并感染、癌变等, 而可曲式内

镜设备孔径有限, 经胃、经食管、最终经口取

出标本的最大尺寸也受限; 感染或癌性器官在

切除和取出过程中还可能引起腹腔渗漏和肿瘤

出血, 增加手术过程的复杂性, 在当前辅助设备

的帮助下还不能保证其完全进入内袋, 将标本

取出, 需进行精细调整方可很好控制, 大大延长

了操作时间和增加其复杂性[14]. 因此, 改进当前

内镜设备, 使之能够在腹腔内或胃内将组织压

缩或处理才能方便手术. 
3.3 组织损伤 在内镜手术中由于内镜较长又比

较屈曲, 操作过程中前端触感会明显降低, 直接

和间接邻近器官的撕裂或不慎出血都可能发

生, 而即使较少的出血也有引发感染血肿的危

险. 而且屈曲的内镜不能够提供强有力的抓取, 
使腹腔内内镜复杂操作和固定都很困难, 在手

术过程中对邻近器官组织的损伤有时是不可避 
免的. 
3.4 学科界定 经胃内镜手术进入腹腔后所进行

的无论手术或活检操作, 已超出目前胃镜医生所

涉及范围. 他累及腹腔所有器官, 不光是内外科

还涉及其他多学科, 由谁来完成操作, 是否需专

科医生指导, 临床上仍将是需进行界定的问题．

■同行评价
本文较全面的综
述了经胃腹腔内
镜手术的研究进
展, 内容新颖, 行
文 流 畅 ,  论 述 全
面, 层次清晰, 有
一定的可读性. 
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人们对手术条件和预后要求的不断增加, 
有力的刺激了对手术方法的改进, 未来手术毫

无疑问的将继续集中于微创领域. 采用较小的

手术切口可以减轻术后疼痛和缩短术后恢复时

间, 内镜下经胃行腹盆腔手术巧妙地利用了潜

在的天然管腔达到诊断治疗目的, 使微创理念

得到了合理的延伸. 实验研究表明采用此方法

可以成功识别大多数腹腔内脏器官, 并顺利完

成器官和病灶的手术操作过程, 技术上可行、

并发症少. 随着此项技术的逐步完善, 有望逐渐

代替传统的开腹手术. 但此项技术仍处于早期

发展阶段, 仍具有一定的局限性, 还有待进一步

研究改进.
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Abstract
In hepatocytes, agonists of calcium oscillations 
induce regular oscillations. Cooperation among 
the inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor (IP3R) of 
the endoplasmic reticulum (ER), calcium channels 
and Ca2+-Mg2+ ATPases of the plasma membrane is 
involved in the mechanism underlying oscillations 
of [Ca2+]i. The characteristics and means of 
propagation of Ca2+ oscillations are different 
between single cells and multicellular systems 
(for example, vasopressin, ATP and agonists of 
α-adrenergic receptors) and inhibitors (such as 
cations, niflumic acid, U73122, SK&F96365, 2-APB 
and tetrandrine) are often used to investigate 
calcium oscillations. Calcium oscillations play an 
essential role in several physiological functions. 

It is significant to regulate it to improve the 
physiological functions.  

Key Words: Hepatocytes; Calcium oscillations; Ago-
nists; Inhibitors

Zhang YL, Zhang ZM. Advances in calcium oscillations 
of hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 
2800-2804

摘要
肝细胞在受到激动剂刺激后出现规律性钙振
荡, 其发生机制与肝细胞内质网膜上的IP3R、
质膜上的钙离子通道及钙泵有关. 单个肝细胞
的钙振荡与耦合肝细胞群的钙振荡具有各自
的特征及传播方式. 常用的肝细胞钙振荡激动
剂有血管加压素、三磷酸腺苷、α受体激动
剂等. 常用的肝细胞钙振荡抑制剂有阳离子、

尼氟灭酸、U73122、SK&F96365、2-APB、
粉防己碱等. 肝细胞钙振荡参与肝细胞的多种
生理功能, 对钙振荡进行有效调节, 对提高肝
细胞生理功能有着重要的意义.

关键词: 肝细胞; 钙振荡; 激动剂; 抑制剂
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0  引言

钙振荡是胞质游离钙的一种较为普遍的运动形

式. 肝细胞是一种非兴奋性细胞, 不存在自发钙

振荡, 但在受到激动剂刺激后出现规律性的钙

振荡. 胞质内钙离子通常以浓度振荡的方式转

导多种生理学信息, 影响细胞分化、成熟和凋

亡等各种生理过程. 肝细胞钙振荡与肝细胞的

多种生理功能相关, 因此研究肝细胞钙振荡具

有重要的基础医学理论和临床医学实际意义, 
现将肝细胞钙振荡的研究进展综述如下:

1  肝细胞钙振荡发生机制

关于兴奋性细胞钙振荡的发生, 一般认为与细

胞质膜的去极化和电压依赖性钙离子通道有

®

■背景资料
钙振荡是胞质游
离钙的一种较为
普遍的运动形式. 
肝细胞在受到激
动剂刺激后出现
规律性的钙振荡, 
其发生机制仍有
许多未知环节. 肝
细胞钙振荡参与
肝细胞的多种生
理功能, 对其进行
深入研究, 具有重
要的基础医学理
论和临床医学实
际意义.
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关. 对于非兴奋性细胞, 目前比较认可的钙振荡

发生机制理论是: 激动剂在胞外与细胞膜上的G
蛋白耦联受体结合后, 胞内G蛋白的Gα亚基被

激活, 进而激活磷脂酶C(PLC); 活化的PLC催化

膜脂肌醇二磷酸(PIP2)水解产生三磷酸肌醇(IP3)
和甘油二酯(DG); IP3与内质网(ER)膜上的特异

性受体结合, 导致胞内钙池的Ca2+通道开放, 引
起钙池内的Ca2+大量释放, 胞质Ca2+浓度升高; 
起始阶段的Ca2+释放可以促使质膜的Ca2+通道

(CRAC通道, Ca2+ release-activated Ca2+通道)开
放, 引起胞外的Ca2+内流, 当胞质Ca2+浓度上升

到一定程度时, Ca2+通道被阻断; 通过位于质膜

上的钙泵将胞质Ca2+泵出细胞外, 或者通过位于

内质网膜上的钙泵泵入钙池内, 胞质Ca2+浓度又

逐渐降低. 如此循环形成周期性变化, 即细胞质

钙离子浓度振荡. 迄今, 该理论仍有许多未知环

节, 如上述起始阶段的Ca2+释放如何促使质膜的

Ca2+通道开放, 质膜Ca2+通道的特性及胞内调节

机制如何, 有待进一步深入研究. 新近的研究指

出, Orai1蛋白和STIM1蛋白在CRAC通道激活过

程中具有重要作用[1-10], 为上述问题的解决提供

了新线索和途径. 

2  肝细胞钙振荡的基本特征

2.1 波型和振幅 钙振荡的波型大致可分为3类: 尖
峰型、正弦波型及“钙指纹”型. 胡清华 et al [11]

最先使用苯肾上腺素、三磷酸腺苷诱导鼠肝

细胞产生钙振荡, 呈尖峰波型, 且振幅恒定于

600-800 nmol/L; 峰宽不依赖激动剂浓度, 而随

激动剂种类变化, 如苯肾上腺素诱导的峰宽约

为7 s, 而三磷酸腺苷则为40 s. 实验还发现激动

剂诱发肝细胞钙振荡时, 尖峰的下降期随激动

剂的种类而变化, 此现象被称为激动剂特异性

波型. 
正弦波型钙振荡的振幅比尖峰波型小, 使

用浓度为1 µmol/L和10 µmol/L的去甲肾上腺素

刺激大鼠肝细胞诱发的钙振荡接近于正弦波型. 
有些细胞的钙振荡既不是尖峰型, 也不是正弦

波型, 他们的波型根据不同的激动剂而呈现不

同的波型, 于是有人将这种钙振荡波型多样化

的特点描述为“钙指纹”[11]. 
2.2 频率 钙振荡的频率依赖于胞外Ca2+浓度, 且
受Ca2+内流能力的影响. Green et al [12]发现钙振

荡最初产生的位置是位于靠近质膜的一个特定

的区域, 认为质膜的钙离子内流是决定钙振荡

频率的关键. 

2.3 单个肝细胞钙振荡的特征 对于单个肝细胞

而言, 应用作用于磷酸肌醇系统的激素作为激

动剂所诱导产生的Ca2+振荡, 其频率显著依赖于

激动剂的浓度. 对于培养的肝细胞, 通过钙成像

技术, 发现胞内钙波是源于细胞膜下的一个特

异的位点, 然后以20-25 µm/s稳定的速度在肝细

胞内进行传播, 这个速度是不依赖于激动剂浓

度的[13]. 
2.4 耦合肝细胞群钙振荡的特征 在耦合肝细胞

群, 甚至是对于完整的肝脏来说, 他们之间的钙

振荡是具有同步性和并列性的, 对于这种具有

缝隙连接结构的细胞而言, 其钙振荡的产生可

能是依赖于Ca2+或者IP3的扩散[14]. 
对于细胞间钙波的传播, Gaspers et al [15]提

出两种模型: (1)激素激发整个肝小叶IP3水平上

升, 最初的Ca2+上升与IP3一起进一步促使Ca2+从

内质网中释放出来(CICR). Ca2+通过缝隙连接来

激活邻近细胞的IP3R从而产生钙波. 此处Ca2+浓

度的上升和胞间钙波的传播率是不依赖于激动

剂的浓度的. (2)最初Ca2+浓度的上升, 刺激PLC
激活, 从而使得IP3大量产生, 继而触发内质网释

放Ca2+.          
Combettes et al [13]通过对肝细胞耦合细胞群

的研究证明: 钙信号先起源于1个细胞, 继而按

顺序传播到与其连接的细胞. 这种从第一个发

生钙振荡的细胞开始, 顺序激活其余细胞产生

钙振荡的机制, 是肝细胞耦合细胞群的内在特

性. Combettes et al [13]同时还观察到以下的现象: 
(1)对于同一个肝细胞, 反复使用激素会重复引

发钙振荡; (2)反复加入激素, 不会改变耦合细胞

群内激活的先后顺序; (3)即使把血管加压素和

去甲肾上腺素浓度增加100倍也不会改变耦合

细胞群中细胞激活的先后顺序; (4)耦合细胞群

内钙振荡的激活速度与激动剂的浓度是显著相

关的; (5)抑制耦合细胞群内处于中间位置的细

胞, 是不会影响到剩余细胞的激动顺序; (6)耦合

细胞群比单个肝细胞对激素的作用更为敏感. 

3  常用的肝细胞钙振荡激动剂

钙振荡的激动剂主要是增加三磷酸肌醇浓度的

药物, 比较常用的有血管加压素、三磷酸腺苷

和α受体激动剂等. 
3.1 血管加压素(vasopressin) 血管加压素通过与

肝细胞膜上的G蛋白受体结合, 进而激活PLC, 
通过磷脂酰肌醇系统, 动员胞内钙池释放, 使胞

内Ca2+浓度增加[16]. 通常使用的能够有效引发规

■研发前沿
肝细胞钙振荡的
发生机制与肝细
胞内质网膜上的
IP3R、质膜上的
钙离子通道及钙
泵有关, 但仍有诸
多具体环节不清. 
单个肝细胞的钙
振荡与耦合肝细
胞群的钙振荡具
有各自的特征及
传播方式.
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律钙振荡的浓度为20-500 pmol/L, 频率为0.3-0.8
次/min, 幅度为600-800 nmol/L. 
3.2 三磷酸腺苷(ATP) 细胞外ATP作为一种重要

的信号分子, 通过作用于细胞膜上的特异性受体

来调控细胞内的各种生理活动, 其效果具有时间

和浓度依赖性. ATP作用的细胞膜受体是P2嘌呤

受体, 目前分为P2X和P2Y两大类, P2X属配体门控

通道离子型, 生理条件下对Na+、K+和Ca2+具有

选择性通透作用. P2Y属G蛋白偶联受体[17]. 胞外

P2Y受体的信号传递机制是通过激活PLC信号系

统, 产生第二信使物质IP3, 激活IP3R, 从而动员胞

内钙池释放, 使胞内Ca2+浓度增加. 肝细胞中, 高
浓度100 µmol/L的ATP能够耗竭胞内钙库, 从而

打开胞外钙离子内流的通道. 通常使用的能够有

效引发规律钙振荡的浓度为0.5-1.2 µmol/L, 频率

约为0.2次/min, 幅度为600-800 nmol/L. 
3.3 α受体激动剂 肝细胞膜上主要的肾上腺素体

为α1和β2亚型. 有报道称, 大鼠肝细胞膜上Ca2+内

流主要由α1b肾上腺素受体介导[18]. 去甲肾上腺

素, 作为代表性的α受体激动剂, 也是通过激活

PLC信号系统, 产生第2信使物质IP3, 激活IP3R, 
从而动员胞内钙池释放, 使胞内Ca2+浓度增加. 

4  常用的肝细胞钙振荡抑制剂

针对肝细胞钙振荡的发生机制, 使用抑制剂抑

制该产生过程中的相对应的步骤, 即可抑制钙

振荡. 常用的药物为阳离子、花生四烯酸抑制

剂、PLC的抑制剂、胞外钙离子内流钙通道抑

制剂等. 
4.1 阳离子 最简单的肝细胞钙振荡抑制剂是

Ca2+模仿物, 如3价镧系阳离子和某些2价阳离

子 ,  他们可以与肝细胞的钙池操纵的钙通道

(store-operated calcium channels, SOC)Ca2+结合

位点结合而抑制Ca2+内流. 例如Gd3+, 他是Ca2+ 
模拟物, 在肝细胞中, 1 µmol/L的Gd3+可以抑制

肾上腺素和血管加压素所诱发的钙振荡[18]. 
4.2 花生四烯酸酶抑制剂 花生四烯酸可抑制肝

细胞钙离子内流[19], 环氧合酶参与花生四烯酸的

代谢, 尼氟灭酸(niflumic acid)是环氧合酶的抑制

剂. 抑制花生四烯酸的代谢酶可以抑制SOC的机

制目前不清楚, 可能与他们抑制线粒体ATP的合

成, 从而抑制SOC及干扰胞质内pH值有关[20]. 
4.3 PLC的抑制剂 U73122是PLC的阻断剂之一, 
可以通过作用于P L C而进一步影响钙离子的

浓度. 但Berven et al [21]发现25 µmol/L的U73122
能够完全抑制甘油磷酰肌醇二磷酸(GPIP2)和

thapsigargin诱导肝细胞胞外钙离子内流, 而这个

钙内流过程是不需要PLC参与的. 他们提出, 对
于肝细胞而言, U73122抑制SOC钙离子内流的

机制与抑制PLC活化机制是不同的. U73122的
抑制作用, 可能是由于抑制了SOC介导的钙内流

过程中的一个环节, U73122对于SOC钙离子内

流的抑制作用比他对PLC的抑制作用更敏感. 
4.4 胞外钙离子内流阻断剂 SK&F96365是咪唑

类化合物, 最初将其定义为受体介导的钙内流 
通道抑制剂, 并可抑制电压依赖性钙离子通道

(voltage-dependent calcium channels, VDCC), 在
人白细胞、血小板及内皮细胞上均发现其可抑

制激动剂激活的钙内流(IC50约为10 µmol/L)[22]. 
后来有实验陆续报道其可以抑制HL-60、淋巴

细胞等多种细胞的SOC. 所以, 应用SK&F96365
作为SOC抑制剂, 限用于没有VDCC的非兴奋

性细胞[20]. 肝细胞中, 50 µmol/L的SK&F96365
能够抑制血管加压素和肾上腺素诱导的钙振 
荡[18]. 

2-A P B是一种具有多种作用的具有细胞

膜通透性的有机复合物, 在 H4-I IE肝细胞中,  
75 mmol/L的2-APB并不抑制IP3诱发的Ca2+释放, 
100 mmol/L的2-APB对垂体后叶素诱导的钙池

内钙释放亦无影响, 但对SOC却有抑制作用, 提
示2-APB抑制SOC的同时并不抑制IP3诱导的钙

池内钙释放[20]. 在肝细胞中, 75 µmol/L的2-APB
可以抑制完全血管加压素和肾上腺素诱导的钙

振荡[18], 并发现2-APB的抑制作用是可逆的, 提
示2-APB可能直接作用于SOC.  

粉防己碱(tetrandrine)是从防己科植物粉防

己根中提取的生物碱, 为双苄基异喹啉衍生物, 
之前认为其是磷脂酶A2(PLA2)的抑制剂. 有实验

证明, 粉防己碱可提高四氯化碳损伤的肝细胞

活力, 减少丙二醛形成和乳酸脱氢酶释放, 减低

细胞内钙离子浓度[23]. 但是, Rychkov et al [19]通过

膜片钳试验提出, 粉防己碱可能不是PLA2的抑

制剂, 因为粉防己碱对于肝细胞SOC电流(Isoc)
具有迅速以及可逆的抑制作用.

5  肝细胞钙振荡的生理和病理学意义

5.1 细胞自身保护作用 细胞Ca2+振荡既触发了相

应的生理或病理效应, 又最大限度地利用、节

约了能量, 同时还限制细胞过分摄钙, 避免磷酸

酶、蛋白酶等活化造成的细胞损伤, 维护细胞

对刺激的反应性. 
5.2 周期性生理效应 胞质游离Ca2+是细胞内第2

■创新盘点
有关肝细胞钙振
荡的综述尚未见
报道. 本文较全面
地总结了肝细胞
钙振荡的发生机
制、波形特征、

常用激动剂和抑
制剂, 并对其生理
和病理学意义进
行了系统总结.
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信使, 其浓度的周期性升降, 必然引起他所介导

的生物效应如分泌等过程呈周期性起伏. 胰岛

素分泌与钙振荡之间有着密切的关系[24], 肝脏

也是人体的一个重要的分泌器官, 对于肝细胞

分泌与其钙振荡之间的关系, 也有待进一步的 
研究. 
5.3 调控肝细胞糖原代谢 肝糖原降解可由去甲

肾上腺素和血管加压素等激素促发, 而去甲肾

上腺素、血管加压素能够导致反复性的钙离子

振荡. 糖原降解是通过磷酸化-去磷酸化动力学

过程进行的, 他是通过肝细胞内糖原磷酸化酶

完成. 糖原磷酸化酶的功能是控制糖原降解, 他
能感应细胞中的血糖水平, 在需要时降解糖原

释放葡萄糖. 钙振荡频率越高, 磷酸化蛋白的转

化率也越高, 促进糖原的分解. 频率降低, 会减

缓糖原的分解. 
5.4 调控肝细胞增殖 Thy-1是一种具有生长抑

制作用的细胞膜表明糖蛋白, 可抑制ras基因引

起的细胞恶变. Sugimoto et al [25]通过实验发现, 
Thy-1通过抑制有丝分裂原诱发的钙振荡而发挥

效应. 钙信号的变化可引起细胞生长缺陷, 从而

可牵涉到某些癌症的成因机制. 与之相应地, 通
过干扰钙振荡, 就能减少细胞的增殖. 
5.5 调控肝细胞线粒体代谢 Hajnoczky et al [26]通

过比较肝细胞胞质钙振荡与线粒体内还原型辅

酶Ⅰ/Ⅱ浓度变化之间的关系, 提出线粒体内氧

化还原反应也存在与胞质钙振荡同步的振荡现

象, 并且当胞质钙振荡的频率低于0.2次/min时, 
可以在线粒体内观察到还原型辅酶Ⅰ/Ⅱ浓度的

变化. 当胞质振荡频率增加时, 这种振荡波开始

相互融合, 当胞质钙振荡频率达到0.5-1.0次/min
时, 线粒体内的振荡波完全融合消失, 表现为还

原型辅酶Ⅰ/Ⅱ浓度增加, 并维持在一定水平上. 
该实验还提出这样一个概念: 相比较而言, 对于

线粒体代谢的调节, 胞质钙离子浓度的频率变

化比其幅度变化更重要. 
5.6 调节肝细胞基因表达 肝细胞胞内钙振荡的

主要涉及肝脏的代谢和基因的转录. 实验研究

发现, Ca2+振荡作用可使T细胞在较弱的抗原刺

激下即可被激活, 这相当于降低了有效Ca2+的阈

值, 钙信号可通过不同的振荡频率活化不同的

转录因子, 从而精细调控T细胞活化后各种细胞

因子基因的表达[27]. 
另外, 钙振荡的频率通过刺激各种转录因

子(NF-AT, NF-κB和OAP)诱发不同的基因表 
达[15], 从而可以调节Ras和MAP激酶通路[28].

总之, 肝细胞的钙振荡参与肝细胞的多种

生理功能. 深入探讨肝细胞钙振荡的发生机制

和特征, 积极探寻影响其发生、发展的细胞内

外因素, 并针对有关影响因素加以有效的干预, 
对提高肝细胞生理功能、降低肝细胞病理损害

具有重要意义.
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Abstract
How to reduce liver graft ischemia-reperfusion 
injury is one of the unresolved problems in the 
field of liver transplantation. In this paper the 
results achieved with different preservation 
solutions in preservation solutions, preservative-
related complications and factors affecting 
preservation are reviewed by analyzing the 
pertinent literature. Methods that reduce liver 
graft ischemia-reperfusion injury by improving 
the preservation of liver grafts are explored. 

Key Words: Liver transplantation; Preservation so-
lution; Ischemia-reperfusion injury
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摘要
如何减少肝脏移植物缺血再灌注损伤是肝移
植领域待解决问题之一, 而肝脏移植物缺血再
灌注损伤轻重与保存过程密切相关. 保存液的
发展经历了一个漫长的过程, 现阶段保存液通
过改善配方能明显提高移植物的保存质量, 减
少相关并发症. 移植肝的保存除需高质量的保
存液, 与之相关的其他保存因素也影响着移植

物的保存质量和手术预后. 本文通过分析比较
了目前常用的保存液的利弊及其相关并发症, 
探讨更好保存供肝, 降低供肝缺血再灌注损伤
的方法. 
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0  引言

自1963年肝脏移植的先驱Starzl成功地进行了世

界上首例人体肝移植, 经过40多年的努力, 肝脏

移植已经被公认为治疗终末期肝脏疾病的一种

理想方法. 在这40多年的发展过程中, 决定着肝

脏移植成功与否的一个重要因素就是肝脏移植

物的活力. 但在肝脏循环停止到在受体体内重

新恢复循环之前往往有一段时间, 使得肝脏保

存显得至关重要. 良好的肝脏保存使得肝移植

术成为半择期手术, 术中发现受者无法进行肝

移植时能为下一个肝移植患者赢得时间, 进行

必要的术前准备[1].

1  保存液

目前常用的3种保存液成分见表1[2].
1.1 UW保存液 优点: (1)含足量的抗氧化成分

和能量底物, 能给肝脏提供很好的营养, 减少缺 
血/再灌注损伤. (2)合理的渗透压和缓冲系统, 防
止细胞水肿和细胞酸中毒. 其已经成为肝脏的

标准保存液. 缺点: (1)引起较高的缺血型胆道损

坏发生率(ITBLS)[3]. (2)含有高分子量成分羟乙

基淀粉, 高黏滞度, 不能充分灌注各肝窦, 导致

循环紊乱并因此影响移植后移植物功能[4]. 
1.2 HTK保存液 优点: 对肝细胞的保护效果和

UW保存液相同. 低黏滞度, 能更好的灌注肝脏. 
低钾, 再灌注前不需冲洗[5]. 缺点: 若保存时间超

过10 h, 与UW保存液相比原发移植物无功能的

发生率会大幅度升高[6]. Moray et al [7]报道UW保

存液和HTK保存液在活体肝移植物的灌注上, 
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■背景资料
肝移植是根治终
末期肝病的主要
手段之一. 供肝移
植时的再灌注损
伤难以避免. 减少
供肝再灌注损伤
是移植术成败的
关键, 供肝的保存
又决定了再灌注
损伤的轻重.



有着相同的效应和安全性. 但用HTK保存液能

节省不少费用. 
1.3 Celsior保存液 细胞外类型保存液, 本来用于

心脏保存, 后来才用于腹部器官保存[8]. 在低温

保存期和UW保存液相比能更好的抑制细胞凋

亡. 在动物实验中表明Celsior组中的ALT、α谷

胱甘肽转移酶水平比UW组低. 还发现Celsior组
中的内皮素1也比较低, 而内皮素1在缺血再灌

注损伤中起主要作用[9]. 这表明Celsior比UW有

更好的肝脏保存效果. 还需要进一步临床实验

来证明Celsior比UW保存效果更好.

2  保存液与并发症的关系

2.1 胆道并发症 胆道并发症在肝移植术后的发生

率为10%-30%. 虽然胆道并发症的真正原因尚未

清楚, 但很多研究表明缺血型胆道损坏(ITBLs)在
胆道并发症发生中发挥了重要作用. Li et al [3]报

道ITBL在UW保存组中的发生率高于低黏滞度

Collins保存组. 其原因可能是高黏滞度保存液不

能充分灌注胆道系统和小动脉, 使得胆管得不

到充足的养分. 随后有研究表明当使用更高的

灌注压力时ITBL的发生率有所下降[10], 这更进

一步支持了这解释. 
    虽然普遍认为HTK和Celsior保存液与UW保存

液相比能更好的冲洗胆道系统, 但Cascales et al [11]

表示UW保存液能更好的保护肝细胞, 这可能与

其含有高养分有关. Pirenne et al [12]报道使用低

黏滞度保存液通过肝动脉进行灌注, 用高黏滞

度但营养充足保存液(如UW保存液)从门静脉

灌注, 既可以减少胆道并发症又能更好的给肝

细胞提供能量. 这或许是解决这一矛盾的最好 
方法. 
2.2 肝脏微循环紊乱 目前不少研究关注肝脏的

微循环. 这些研究显示接触保存液后红细胞的

可变形性会遭到破坏. 这些红细胞能堵塞窦状隙

从而损坏肝脏小管道影响微循环. Chmiel et al [13]

报道在室温下分别用HTK保存液和UW保存液

培育洗涤红细胞30 min, UW组红细胞的可变形

性下降较严重. 这说明对于肝脏微循环的保护

HTK保存液更好些. 该实验还发现当血液接触

UW保存液中的羟乙基淀粉后, 红细胞聚集成直

径18-30 μm的颗粒, 其能堵塞直径为10 μm的窦

状隙. van der Plaats et al [4]报道UW保存液和血液

混合时, 红细胞聚集程度升高了9倍, 而用去除

羟乙基淀粉的UW保存液时使得红细胞聚集程

度比原来反而有所下降. 所以基于保护肝脏微
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循环考虑, 应该用一种低黏滞度并且没有羟乙

基淀粉的保存液来代替UW保存液.

3  影响保存的因素

目前, 移植肝常用的保存方法是: 原位或离体状

态下, 将冷灌洗液(0℃-4℃)以80-100 cm的高度

经门静脉及肝动脉以80-100 mL/min速度灌入供

肝, 使该肝脏迅速而又均匀地降温到10℃以下; 
再将供肝充分浸泡在冷保存液中然后将其置入

冰盒中保持温度为1℃-4℃直到移植[14]. 当温度

由37℃降至0℃时, 代谢率可降低12-13倍. 肝脏

可耐受30 min的热缺血不致完全丧失功能, 而低

温可延长保存时间至6 h; 低温另一个好处是保

存了线粒体的功能, 从而保证了移植后的能量

代谢. 
3.1 机器灌注保存 近来关于使用机器灌注保存

的研究获得了很大的重视. Le(1770–1814)曾经

说过如果谁能找到一种类似心脏的注射器, 并有

动脉血, 这血可以是天然的或人造的, 那么谁就

能轻易保存身体的任何器官. 使用机器灌注有可

能实现这一设想. 机器灌注保存与简单冷保存相

比, 主要优点是能持续给肝细胞提供维持其基本

功能的能量底物, 所以使用灌注机能更长时间

的保存器官[14]. 但使用机器灌注所需设备复杂繁
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■研发前沿
保存液的配方既
要能为肝脏提供
足够的养分又要
能充分灌注脏器. 
但这往往是矛盾
的. 所以除了要改
善保存液的配方
外还要从影响保
存液保存效果的
因素上考虑, 把这
一矛盾调和.

表 1 保存液成分比较

      
种类                              UW             HTK           Celsior

制造年份                         1988          1975          1994

产地                         美国          德国            法国

成分

    钠(mmol/L)        25-30         15           100

    钾(mmol/L)      125-130       10             15

    镁(mmol/L)          5               13              4

    钙(mmol/L)          0                 0.25           0.015

    甘露醇(g/L)          0           30            60

    乳酸盐(mmol/L)      100                 0            80

    羟乙基淀粉(g/L)        50                 0              0

    木棉糖(mmol/L)        30                 0              0

    组氨酸(mmol/L)          0             180            30

    磷酸盐(mmol/L)        25                 0              0

    氢氧基(mmol/L)          0                 0          100

    谷胱甘肽(mmol/L)         3                 0              3

    别嘌呤醇(mmol/L)         0                 1              0

    腺苷(mmol/L)          5                 0              0

    二氯代丙酮(mmol/L)     0                 1              0

    色氨酸(mmol/L)          0                 2              0

    谷氨酸(mmol/L)            0             0            20

    pH                                 7.4             7.2            7.3

    渗透浓度(mOsm/L)   320             310          320
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多, 费用昂贵, 限制了其在临床的运用. 
3.2 保存温度 控制缺血性损伤的关键是使ATP消
耗保持在最低. 低温保存的主要原则是减慢需要

消耗ATP的活动. 虽然每降低10℃代谢降低1.5-2
倍, 但即使温度降低到1℃仍然有不小的新陈代

谢活动. 随着冷保存时间的延长, 内皮细胞出现

进行性损坏, 细胞是否激活, 这可能是冷保存后

导致移植失败的原因. 肝窦细胞在冷保存4 h出现

损坏和部分消失, 在8 h时全部消失[15]. 在使用机

器灌注时, 低温灌注使得器官的需氧量低, 灌注

液的流速要求也低. 但低温能使得血管收缩甚至

闭塞, 使得灌注不充分. Bessems et al [16]报道使用

机器对无心跳供体进行灌洗的最佳温度为37℃. 
使用常温灌注保存的主要问题是现在常用的

UW溶液和HTK溶液在常温下不稳定. 为此新的

保存液Polysol保存液问世, Bessems et al [16]在大

鼠上用该保存液进行常温机器灌注保存, 保存

效果比使用UW、HTK保存液冷保存都好. Hata  
et al [17]报道使用Polysol保存液对脂肪肝进行低

温保存, 结果与HTK组相比, 能更好的抑制线粒

体的氧化, 使脂肪肝的功能趋于完整. Polysol保
存液适用于机器灌注和冷保存. 如果能实现常

温保存对降低缺血再灌注损伤有非常巨大的意

义, 值得进一步深入研究. 
3.3 缺血预处理 1986年, Reimer在做狗的心脏实

验时发现, 反复短暂缺血(5 m in)所造成的心肌

ATP消耗并不累加, 反而可使心肌坏死面积减少

25%, Murry et al [18]将这一现象定义为缺血预处

理(ischemic preconditioning, IPC), 即: 组织在经

过短暂的重复缺血后, 能增加其对缺血的耐受

性. 1993年, Lloris-Carsi et al [19]首次在热缺血动

物模型上进行了肝脏缺血预处理的实验. 随后

又有多个小组[20-22]进行了缺血预处理的动物实

验, 发现缺血5-10 min然后再恢复血流10-15 min, 
能明显降低肝脏在随后的热缺血或冷缺血中的

损伤. Serafin et al [23]证明预处理生成大量IL-10, 
从而抑制IL-1β的释放, 最终降低肝脏的缺血再

灌注损伤. 但当把缺血预处理用于临床肝移植

时, 不同的小组有不同的结果, 难以下肯定结 
论[24]. 本人认为缺血预处理在临床肝移植中难以

开展, 特别是尸体肝移植占主导的今天. 但可以

研究缺血预处理的机制, 从而找出减少再灌注

损伤的办法.
总之, 在肝脏移植的发展中, 移植排异和再

灌注损伤一直是两个待解决的领域. 目前众多

研究专注于免疫排异的研究. 移植肝恢复血流

随即发生再灌注损伤, 若不预防移植后的免疫

排异更难处理. 所以要进一步研究对移植肝的

保存, 减少其再灌注损伤, 使其在受体中发挥最

大的功能. 在目前常用的保存液中, UW保存液

虽然存在种种缺陷, 但由于其使用时间较长, 在
临床上的运用经验丰富, 仍是保存液的金标准. 
新研制出的各种保存液需要进一步的临床实验

才有替代其的可能性. 保存液引发的并发症与

其高黏滞度有很大关系, 但降低黏滞度必然会

降低保存液的养分, 这一矛盾难以解决, 需要

根据所需保存时间长短来决定取舍. 为了更大

的发挥保存液的功效, 不得不在影响其保存效

果的因素上研究, 寻找一个最佳的灌注保存条

件, 这需要不断的探索. 移植肝的保存要在保存

液、其相关并发症和影响因素上努力, 寻找一

个最佳策略, 为临床工作更好的服务.
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■同行评价
本文对肝脏保存
液和影响保存的
相关因素做了系
统 分 析 ,  论 点 清
晰, 论据充分, 并
提出了有价值的
个人观点, 对进一
步提高肝脏保存
液质量研究和指
导临床合理应用
具有指导意义, 有
一定的学术价值. 

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

• 消息 •

世界华人消化杂志关于作者署名的声明

本刊讯 世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝酿和设

计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对文章的知识性内容作批

评性审阅. 第三方面是工作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)

支持性贡献. 每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者. 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年9月18日; 15(26): 2809-2813
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

干扰素治疗肝纤维化机制的研究进展

胡 静, 李智伟

胡静, 李智伟, 中国医科大学附属盛京医院感染科 辽宁省沈
阳市 110004
通讯作者: 李智伟, 110004, 辽宁省沈阳市和平区三好街36号, 
中国医科大学附属盛京医院感染科. lizw@cmu2h.com
电话: 024-83955360
收稿日期: 2007-06-22   修回日期: 2007-09-04

Therapeutic mechanism 
of interferon's anti-hepatic 
fibrosis action 

Jing Hu, Zhi-Wei Li  

Jing Hu, Zhi-Wei Li, Department of Infectious Diseases, 
the Affiliated Shengjing Hospital of China Medical Univer-
sity, Shenyang 110004, Liaoning Province, China
Correspondence to: Zhi-Wei Li, Department of Infectious 
Diseases, the Affiliated Shengjing Hospital of China Medi-
cal University, 36 Sanhao Street, Heping District, Shenyang 
110004, Liaoning Province, China. lizw@cmu2h.com
Received: 2007-06-22    Revised: 2007-09-04 

Abstract
Hepatic fibrosis is a common pathological 
change occurring in chronic liver disease which 
is induced by a variety of etiological factors. 
Hepatic fibrosis is a dynamic process, and 
a reversible pathological change. However, 
when it has progressed to hepatic cirrhosis, 
i t i s i r revers ib le . Therefore , to b lock or 
reverse the course of hepatic fibrosis is a very 
significant target for the treatment of chronic 
liver disease. Interferon (IFN) has extensive 
functions, including anti-viral, anti-tumor 
and immunological roles. Recent research 
has reported that IFN possesses an anti-
hepatic fibrosis function, with potential clinical 
application. However, the exact mechanism 
underlying its anti-hepatic fibrosis action 
remains unknown. Some scholars believe that 
this mechanism involves interferon’s anti-
viral effects, the inhibition of hepatic stellate 
cell (HSC) activation, the promotion of HSC 
apoptosis, the inhibition of extracellular matrix 
(ECM) synthesis and the promotion of ECM 
degradation.

Key Words: Interferon; Hepatic fibrosis; Extracel-
lular matrix; Hepatic stellate cell
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摘要
肝纤维化是多种病因导致慢性肝病共有的病
理改变, 肝纤维化为一动态过程, 属可逆性病
变, 但若进一步发展至肝硬化阶段, 则不可逆, 
因此阻断抑制或逆转肝纤维化是治疗慢性肝
病的一个十分重要的目标. 干扰素(interferon, 
IFN)具有广泛的抗病毒、抗肿瘤和免疫调节
作用. 目前有许多研究认为干扰素(IFN)具有
抗肝纤维化作用, 并已在临床应用中取得一定
效果, 但其抗肝纤维化的确切机制尚不明了, 
有学者认为可能与其抗病毒, 抑制肝星状细胞
的活化增殖, 促进肝星状细胞的凋亡, 抑制细
胞外基质(ECM)合成, 促进细胞外基质降解等
作用有关.

关键词: 干扰素; 肝纤维化; 细胞外基质; 肝星状细胞
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0  引言

抗肝纤维化是慢性肝炎治疗中的一个关键性问

题, 目前治疗肝纤维化的药物大多数尚处于动

物实验阶段, 干扰素(IFN)是抗肝纤维化药物之

一. 本文复习了近年来有关文献, 对IFN与肝纤

维化的关系综述如下.

1  材料和方法

干扰素(interferon, IFN)是细胞受某些反应刺激而

产生的一类蛋白质, 干扰素按分子结构和抗原性

可分α、β和γ型. IFN-α主要由单核细胞和B细胞

经病毒感染诱生, 免疫活性弱而建立抗病毒状态

快; IFN-β主要由成纤维细胞和上皮细胞产生, 在
病毒感染反应中最早出现; IFN-γ由自然杀伤(NK)
细胞和致敏的T淋巴细胞产生, 是可溶性细胞外信

号蛋白, 免疫活性强而建立抗病毒状态缓慢[1]. IFN
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■背景资料
抗病毒, 抗肝纤维
化治疗是近年来
慢性病毒性肝炎
治 疗 的 关 键 .  目
前, IFN已广泛应
用于慢性肝炎的
抗病毒治疗中, 但
其作用机制尚不
清 楚 .  最 近 研 究
表明可能与其抗
病毒, 抑制肝星状
细胞 ( H S C )的活
化增殖, 促进肝星
状细胞 ( H S C )的
凋亡, 抑制细胞外
基质(ECM)合成, 
促进细胞外基质
(ECM)降解等作
用有关.



都具有广泛的抗病毒, 抗肿瘤和免疫调节作用. 
肝纤维化的形成机制目前多数认为是各种

致病因素造成肝脏损伤, 激活枯否细胞(KC)分
泌多种细胞因子如转化生长因子-β(TGF-β)、
血小板衍生生长因子 (P D G F)、肿瘤坏死因

子-α(T N F-α)、表皮生长因子(E G F)、白介 
素-1(IL-1)等, 随同血小板、肝窦内皮细胞和肝细

胞等分泌的多种细胞因子, 共同作用于肝星状细

胞(HSC), 使静止期HSC转化为肌成纤维样母细

胞(MFB)的活化形式并大量增殖, 活化HSC通过

旁分泌与自分泌作用合成分泌多种细胞外基质

(ECM), 同时合成、释放大量基质金属蛋白酶抑

制剂(TIMPs), 抑制胶原酶、明胶酶等基质金属蛋

白酶(MMPs)活性, 减少ECM降解, 导致ECM合成

大于降解, 最终过量积聚在肝内形成肝纤维化[2-3]. 
早在80年代初就已发现IFN具有抗纤维化作

用, 而肝纤维化是慢性肝炎向肝硬化发展的必经

病理过程, 随着进一步研究, 目前认为IFN具有抗

肝纤维化作用并已在临床应用中取得一定效果, 
具有远大的研究前景.

2  IFN抗肝纤维化的机制 
经过体内、外实验研究, 目前认为IFN抗肝纤维

化机制主要包括: (1)IFN抗病毒作用与抗肝纤

维化作用密切相关; (2)抑制肝星状细胞(HSC)
的活化和增殖; (3)诱导激活的HSC凋亡; (4)抑
制ECM合成; (5)促进ECM降解. 目前, 对IFN-α
的抗肝纤维化机制研究较为深入, 而对IFN-β、
IFN-γ的研究较少. 
2.1 IFN-α
2.1.1 IFN-α抗病毒作用 IFN-α通过抗病毒而发

挥抗纤维化作用可能通过以下两个方面: (1)减
轻炎症反应. 持续的抗病毒作用使肝内乙型肝

炎病毒(HBV)或HCV载量下降, 病毒蛋白表达水

平降低, 进而肝内炎症反应减轻. 炎症反应是刺

激肝内纤维增生的主要因素, 炎症反应减轻可

改善肝内纤维化. (2)可能通过抑制肝内病毒复

制而降低肝纤维化发生和进展. Shindo et al [4]报

道, IFN-α抗纤维化疗效与病毒载量的下降、肝

组织内炎症得到控制等有直接的相关性. 对于

IFN-α治疗呈完全病毒学反应者, 其肝纤维化指

标及炎症活动度(HAI)积分有好转. 
2.1.2 IFN-α抑制ECM的合成, 促进ECM的降解 
IFN-α能直接抑制ECM的形成, 对已经形成的肝

纤维化 ,  使E C M降解是抗肝纤维化的重要策

略[5-8]. 参与ECM降解的主要是MMPs及TIMPs, 
提高MMPs的表达和/或抑制TIMPs的水平都可
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促进ECM的降解[9-10]. Watanabe et al [11]报道IFN-α
可提高MMP活性, 促进ECM降解. Ninomiya 
e t a l [12]用IFN-α对27例CHC患者治疗6 mo后, 
发现有部分人肝纤维化明显改善. 在这些人中

MMPs/TIMPs的比率升高, 而无效者中则比例下

降, 表明IFN-α可以直接影响MMPs及TIMPs的
比率, 从而促进胶原的降解, 使患者的肝纤维化

改善. 
2.1.3 抑制HSC的活化和增殖 HSC是产生ECM
的主要细胞, 其活化是肝纤维化形成的关键[13-14]. 
许多实验研究证实IFN-α有抑制HSC活化和增

殖作用[15-16]. Inagaki et al [17]对带有COLIA2基因

启动子序列的转基因小鼠进行IFN-α处理, 发现

IFN-α能明显抑制CCL4引起的肝纤维化. 进一

步分析发现IFN-α能抑制TGF-β/Smad3引起的

COLIA2复制, 抑制COLIA2启动子的活化, 从
而抑制肝星状细胞的活化. TGF-β1可使HSC激
活、增殖, 而且TGF-β1还诱导HSC转录TGF-β1 
mRNA, 成逐级放大作用[18-19]. Tsushima et al [20]对

43例丙型肝炎患者用IFN-α治疗6 mo, 治疗前后

检测血浆TGF-β1水平, 并对其中13例患者做治

疗前后肝组织活检, 结果显示: (1)无论对于SR、
NR或复发者, 治疗后血浆TGF-β1水平较治疗前

明显下降; (2)肝组织内TGF-β1表达水平与血浆

内TGF-β1浓度高度相关; (3)肝内纤维化程度与

血浆TGF-β1水平相关. 
2.1.4 诱导激活的HSC凋亡 HSC的凋亡具有重

要意义: 一方面HSC数量的减少使细胞外基质

(ECM)分泌减少, 更重要的是由活化的HSC分泌

的金属蛋白酶抑制物减少从而降低对基质金属

蛋白酶的抑制作用, 促进ECM的降解. 凋亡不引

起溶酶体等细胞器的破坏, 凋亡细胞在数小时

内被周围的细胞所吞噬, 很少引起微环境的炎

症反应, 是一种理想的清除活化HSC的方式[21]. 
Iredale et al [22]认为肝纤维化的恢复期, 激活状态

的HSC减少主要通过凋亡机制, 而不是表型的转

化. IFN-α可通过诱导活化的HSC凋亡阻断肝纤

维化的瀑布式效应, 其作用机制是通过细胞因

子的作用或肝细胞的作用间接促进HSC的凋亡, 
尚有待进一步研究. 
2.2 IFN-β IFN-β与IFN-α有许多相似之处, 两者

的氨基酸组成有26%-30%的同源性. 和IFN-α
一样, IFN-β不仅具有抗肝炎病毒的作用, 还具

有抗肝纤维化的作用. Shen et a l [23]发现IFN-β
能抑制培养的HSC增殖以及BrdU(Bromo-2'-
deoxyurindne)融合, 减少α-平滑肌机动力蛋白

(α-SMA)的表达以及HSC的数量. 但IFN-β抑制
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■研发前沿
抗肝纤维化是慢
性肝炎治疗中的
一个关键性问题, 
目 前 研 究 认 为 , 
IFN具有抗肝纤维
化作用, 但其作用
机制尚未完全清
楚. 因此, IFN抗肝
纤维化的作用机
制是目前研究的
热点之一.
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肝脏纤维化的具体机制以往的研究尚未阐明. 
α-SMA是HSC激活的标志, 在静止的HSC

中不表达, 可以用来衡量HSC的激活程度. Rao 
et al [24]的研究显示, IFN-β能明显抑制α-SMA的

表达, 并呈量效依赖关系. IFN-β还能明显抑制Ⅰ

型胶原和Ⅲ型胶原的表达, 因此IFN-β能明显抑

制HSC的激活, 从而抑制肝纤维化的进展. 
HSC的激活过程十分复杂, 是多种细胞因

子的旁分泌和自分泌协同作用的结果[25], 其中

TGF-β以及PDGF是2个最重要的因子[26-28]. Rao 
et al [24]的研究显示, IFN-β能下调HSC的TGF-β
活化通路中TGF-β1以及TGF-β1下游信号分子

Smad4的蛋白表达, 并能上调Smad7的蛋白表达. 
在Smad分子中Smad4是TGF-β活化通路中关键

的核心分子, 而Smad7却抑制TGF-β1的信息传

递, 从而阻断TGF-β1所诱导的合成ECM以及阻

断HSC的激活[29]. IFN-β能抑制TGF-β1和Smad4
的表达, 增加Smad7的表达, 表明IFN-β能通过

抑制TGF-β通路的信号传导来抑制HSC的激活. 
同TGF-β一样, PDGF也以正反馈的方式作用于

HSC, 形成放大效应, 进一步促进HSC的激活. 因
此抑制HSC合成PDGF-BB, 阻断PDGF-BB的放

大效应, 无疑有助于抑制HSC的激活, 从而有助

于减轻肝纤维化. Rao et al [24]的研究显示, IFN-β
能下调P D G F-BB的蛋白表达, 从而通过抑制

PDGF-BB的信号转导来抑制HSC的激活, 抑制

肝纤维化的发生. 
以上所述, IFN-β能明显抑制α-SMA、Ⅰ型

胶原和Ⅲ型胶原的表达, 提示IFN-β能明显抑制

HSC的激活. 进一步研究发现, IFN-β能通过下调

TGF-β1、TGF-β1下游信号分子Smad4、PDGF-
BB的蛋白表达, 上调Smad7的蛋白表达, 抑制

HSC的激活, 发挥抗肝纤维化的作用. 这为临床

应用IFN-β进行抗肝纤维化治疗提供了理论依据. 
2.3 IFN-γ 研究显示IFN-γ具有抗肝纤维化作

用[30-32], 主要由以下几个方面: (1)通过抑制HSC
的激活, 降低ECM的沉积. IFN-γ可减少增殖和

激活的HSC数量, 降低由肝损伤诱导的HSC的

激活. Baroni et al [33]动态观察了分别用二甲基

亚硝胺(DMN)、IFN-γ、DMN+IFN-γ及生理盐

水处理后的大鼠的HSC增殖、活化及各种ECM
成分的表达情况, 认为IFN-γ通过减少HSC在局

部的增殖、活化和对ECM的合成, 抑制DMN诱

导的肝纤维化的发展, 而且可持续到肝纤维化

后期. (2)与抗炎作用有关. Du et al [31]用IFN-γ治
疗慢性乙型肝炎肝纤维化20例, 将治疗前后肝

活检结果进行比较发现, 治疗后的炎症坏死程

度较治疗前好转, 炎症积分由治疗前约12.78±
5.19降至6.57±2.95(P <0.01), 提示肝纤维化有的

逆转. (3)直接抑制肝脏胶原的合成及促进其降

解[34-35]. (4)刺激其他促胶原降解的细胞因子(如
PGE2)的释放, 产生抗纤维化. (5)拮抗TGF-β1. 
Masuhara et al [36]研究证实, IFN-γ对TGF-β1促
进ECM成分的合成有抑制作用. (6)抗脂质过氧

化作用. Liu et al [37]用DMN ip诱导大鼠肝纤维

化, 经IFN-γ治疗后, 其血清谷丙转氨酶(ALT)降
低, 肝组织羟脯氨酸(Hyp)及丙二醛(MDA)含量

减少, 奥古蛋白(SOD)活性增加, MDA与Hyp呈
正相关(r  = 0.880, P <0.01). 但IFN-γ亦可启动巨

噬细胞生成IL-1, TNF-α, 而后两者能刺激HSC
的DNA合成与增殖, 使ECM合成增多, 因此, 其
综合效应有待进一步研究.

3  影响IFN抗肝纤维化的因素

IFN对在体内抗肝纤维化虽有一定疗效, 但还达

不到体外试验的水平, 这可能与体内环境及试

验条件存在一定差异有关, 此外还可能受到下

列各种因素的影响.   
3.1 病毒基因型 近年来的研究表明, 病毒基因型

与IFN-α的治疗有一定关系. 病毒基因型不仅影

响临床过程, 与抗纤维化治疗也密切相关. HCV
基因分为1a、1b、2a、2b、3a、3b型, 受2a和2b
型基因病毒感染的肝硬化患者对治疗的反应较

佳, 而受1b型基因病毒感染的患者则反应较差. 
Collier et al [38]报道IFN联合利巴韦林治疗CHC合
并肝纤维化的患者时, 无论是剂量大小和疗程长

短, 基因型为2和3型的都好于1型. Farrell et al [39]对

56例CHC合并肝硬化的患者用IFN-α治疗24 wk
后随访48 wk, 发现基因型为2a和3a型者对IFN-α
的治疗效果好. 以上实验说明, 病毒基因型直接

影响IFN-α抗肝纤维化的疗效. 
3.2 肝汇管区铁的沉积 慢性丙型肝炎患者肝内

铁沉积和铁贮存量增高不利于IFN产生疗效. 去
铁疗法有利于患者血清转氨酶的降低, 但并不

能改善IFN治疗的应答率[40].  
3.3 血清中抗IFN抗体 IFN治疗过程中(也有在治

疗之前)部分患者血清中可出现抗IFN抗体, 他
可能会中和IFN的生物活性, 从而导致治疗失败, 
这时换用其他亚型的IFN可能会奏效. 因此IFN
抗体的测定对治疗有一定指导意义[41].  
3.4 剂量、疗程及其他因素 许多研究表明, IFN
治疗可减轻肝纤维化, 但效果与剂量、疗程有

■相关报道
TGF-β在肝纤维
化形成过程中起
极其重要的作用, 
研 究 发 现 I F N 能
抑制TGF-β的表
达, 至于IFN-α对
TGF-β/Smad信号
传导通路中Smad
蛋白家族的影响
尚在研究中.
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关[42-43]. Guerret et al [44]用IFN-α治疗24例CHC患
者, 剂量由313万单位至791万单位不等, 疗程由

7.5 mo至21.8 mo不等, 结果发现5 a后肝纤维化

程度较治疗前均有不同程度的减轻, 与IFN-α的
剂量和疗程无关, 但大多数学者认为大剂量、

长疗程的IFN-α治疗对抗纤维化效果更好. Abe 
et al [45]用测定80例CHC患者血清PⅢNP和Ⅳ7S
水平来论证大剂量IFN-α抗纤维化效果, 先用10
万单位IFN-α每天im 1次, 连续10 d, 然后改为

3次/wk, 共24 wk, 并将患者分为3组: 完全反应

组, 部分反应组和无反应组, 结果发现大剂量的

IFN-α治疗6 mo, 可抑制完全反应组和部分反应

组患者5 a内肝纤维化的进展. 国内有人用新近

上市的聚乙二醇化IFN-α治疗CHC, 结果发现有

组织应答者的比例与IFN-α-2a比较差异无显著

性(44% vs  51%), 但在治疗合并肝硬化的CHC
时发现180 μg的聚乙二醇化IFN-α的组织应答

率为54%(37/68), 而IFN-α-2a的组织应答率为

31%(17/55), 两者比较差异有显著性[46-47], 提示

聚乙二醇化IFN-α治疗CHC时抗肝纤维化和延

缓肝硬化效果更佳. 临床及动物实验研究显示

IFN-α的治疗疗效亦与剂量有关[31,35,48].  
总之, 在进入肝硬化之前的肝纤维化过程

具有一定的可逆转性, 因此抗肝纤维化治疗至

关重要. 干扰素是目前被公认有效的抗肝炎病

毒药物之一. 目前对干扰素治疗肝纤维化的研

究已取得不少令人瞩目的成就, 但是对其认识

还没有完全清楚, 仍有许多问题尚未解答或有

待进一步阐明, 如(1)肝纤维化的分子调节机制; 
(2)不同类型肝病的肝纤维化的具体发病机制; 
(3)肝纤维化逆转的控制因素; (4)干扰素抗肝纤

维化治疗的剂量、疗程及影响因素; (5)对干扰

素的有效性和安全性的临床实验评估. 因此, 干
扰素抗纤维化的机制尚待进一步明确. 可以预

见, 随着干扰素抗肝纤维化作用研究的进一步

深入, 这方面的问题将会得到更深一步地阐明.
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■同行评价
本文对干扰素抗
肝纤维化机制的
研究进展进行了
介绍, 有实验研究
结果, 也有临床应
用的报道, 从多方
面阐述其抗肝纤
维化的作用, 并对
干扰素治疗肝纤
维化的影响因素
和临床问题进行
了总结, 文章有一
定的科学性, 可读
性和实际临床意
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Abstract
Colorectal carc inoma is one of the most 
frequently seen malignant tumors of the gastric 
tract. Colorectal adenomas are considered to be 
precancerous lesions of colorectal carcinoma. 
T h e a d e n o m a - c a r c i n o m a s e q u e n c e h a s 
traditionally been characterized as a uniform 
progression from normal mucosa to adenoma to 
carcinoma through an underlying homogenous 
carcinogenic pathway. Current research 
indicates that some proteins are differentially 
expressed in colorectal adenomas during their 
carcinomatous changes. These proteins include 
cell skeleton-related proteins, intracellular 
enzymes and proteins involved in cellular 
signal transduction. The functional roles of 
these proteins in the carcinomatous changes of 
colorectal adenomas differ greatly from each 
other and have not yet been fully clarified. This 
article reviews these differentially expressed 
proteins and briefly describes the possible 
mechanism by which these proteins cause the 
malignant transition from colorectal adenoma 
to colorectal carcinoma. Furthermore, proteomic 
technology has developed rapidly and has been 

simultaneously applied to the detection and 
characterization of various kinds of proteins due 
to its high throughput and convenient nature. 
This article also introduces the utilization of 
proteomics to identify and compare proteins that 
are differentially expressed between colorectal 
adenoma and colorectal carcinoma. Research on 
these proteins may lead to the identification of 
cancer markers that could subsequently facilitate 
the early diagnosis and further understanding of 
colorectal carcinoma.  

Key Words: Colorectal carcinoma; Colorectal ad-
enoma; Proteomics

Peng JY, Qin HL. Differential expression of proteins 
during the canceration of colorectal adenoma cells. Shijie 
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摘要
大肠癌是消化道常见的恶性肿瘤, 而大肠腺瘤
被认为是大肠癌的癌前病变之一, 腺瘤－腺癌
序列(正常大肠上皮-腺瘤-腺癌)也被认为是经
典的大肠癌发病过程. 研究表明, 大肠腺瘤恶变
的过程中, 多种蛋白的表达水平会发生变化, 某
些蛋白发生结构的变化, 这些蛋白涉及许多种
如细胞内酶蛋白、骨架相关蛋白、信号蛋白
等. 其致癌机制也有很大差别, 并且还未完全明
确. 本文就近年来这些差异表达的蛋白质进行
综述, 并对其可能的致癌机制进行简要描述. 近
年来蛋白组学技术也得到了快速发展, 由于其
检测手段先进, 高通量而且可以同时检测多种
蛋白, 已经被逐步应用于差异蛋白的检测和定
性, 所以本文就大肠腺瘤与腺癌之间的差异蛋
白组学也做了简要介绍, 有助于早期发现大肠
癌的标志物, 早期诊断及了解其发病机制. 

关键词: 大肠腺癌; 大肠腺瘤; 蛋白质组学
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0  引言

大肠癌是人类最常见的肿瘤之一, 其病因复杂. 

®

■背景资料
大肠癌是人类最
常见的肿瘤之一, 
其病因复杂. 从正
常黏膜到大肠癌
形成是一个多环
节的受多种因素
影响的复杂转变
过程. 目前大肠腺
瘤被公认为是大
肠癌的癌前病变
之一, 腺瘤发展为
腺癌的过程中, 细
胞许多蛋白的表
达发生变化, 目前
免疫组化及蛋白
组学技术不断发
展, 为筛选这些差
异蛋白提供了有
效的手段. 
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从正常黏膜到大肠癌形成是一个多环节的受多

种因素影响的复杂转变过程. 目前大肠腺瘤被

公认为癌前病变之一, 腺瘤发展为腺癌的过程

中, 细胞许多蛋白的表达发生变化. 本文就大肠

腺瘤与大肠癌细胞之间差异表达的蛋白质进行

归类综述, 找出这些差异蛋白既有助于明确结

肠癌病因也利于大肠癌的早期诊断.

1  大肠腺瘤的病理及癌变

按照病理分型, 大肠腺瘤可以分为管状腺瘤、

绒毛状腺瘤以及混合性腺瘤[1]. 管状腺瘤体积较

小, 可以多发, 直径1-2 cm左右, 大的可达数厘

米, 表面光滑, 颜色接近正常黏膜, 常带蒂. 镜检

发现管状腺瘤含有不同程度的腺体增生或上皮

细胞的不典型增生. 绒毛状腺瘤常体积较大, 单
发, 广基而无明显蒂, 表面粗绒毛状, 常有黏液

覆盖. 镜下可见腺瘤含有许多乳头状分枝, 轴心

为血管结缔组织, 表面为单层柱状上皮或假复

层上皮以及杯状细胞, 腺体成分较少. 混合性腺

瘤含有上述两种腺瘤的病理特点. 
   目前认为大肠腺瘤与腺癌关系密切, 主要体现

在以下4个方面: (1)1/3的大肠癌患者同时患有一

个或几个腺瘤. (2)大肠腺瘤患者的腺癌发病率

高. (3)腺瘤与腺癌的解剖分布相似, 都主要发生

于远端结肠、直肠和盲肠. (4)术后病理往往提

示腺瘤与腺癌成分互含. 一般来说腺瘤恶变与

腺瘤的大小、病理类型以及年龄等因素有关, 管
状腺瘤直径<1 cm者, 癌变机率1%; 1-2 cm者为

10%; >2 cm者为35%. 绒毛状腺瘤较管状腺瘤容

易恶变, <1 cm者癌变机率10%; 1-2 cm者为10%; 
>2 cm者为53%. 从癌变的时间来讲, 腺瘤癌变是

一个长期缓慢的过程, 平均10 a左右. 从分子水

平的研究发现, 从正常黏膜发展到腺瘤的过程中

较早发生改变的基因为APC基因(adenomatous 
polyposis coli), 该部位基因失活导致上皮增生乃

至发展为腺瘤, 随后为一系列的基因发生改变, 
如C-myc、K-ras、DCC、P53等, 这些基因的激

活或者突变使腺瘤逐渐转变为浸润性腺癌直至

发生肝转移. 按照国际抗癌联合会(UICC)的分

期, 大肠腺瘤的癌变过程如下: 轻度异型增生腺

瘤(adenoma with mild dysplasia)→中度异型增生

腺瘤(adenoma with moderate dysplasia)→重度异

型增生腺瘤(adenoma with severe dysplasia)→浸

润癌.

2  腺瘤癌变过程中差异表达的蛋白质

许多研究表明, 除了基因水平的改变, 腺瘤与腺

癌在许多蛋白质的表达上存在差异, 这些差异

包括表达水平的差异和结构上的差异. 这类差

异蛋白涉及许多种类, 有些是细胞骨架蛋白, 有
些是细胞内部的酶, 另一些为细胞的表面跨膜

蛋白等. 目前, 对这类差异蛋白的研究手段以免

疫组化染色和蛋白质组学为主, 下面按照这两

种研究手段进行分类综述. 
2.1 应用免疫组化染色发现的差异蛋白 
2.1.1 细胞骨架相关蛋白 该类蛋白主要通过作

用于细胞的某些骨架蛋白, 如肌动蛋白等, 调控

细胞运动、分化、细胞间黏附等活动, 从而引

起肿瘤细胞发生、脱落和转移. β-catenin蛋白

是一种多功能糖蛋白, 是细胞黏附素家族的成

员. 按照不同的生理条件或者内环境而分布于

不同的亚细胞结构, 基本有两种细胞内的存在

形式, 一种是胞膜连接的β-catenin, 另一种是胞

质内游离的β-catenin[2]. 前者与细胞膜黏附蛋白

E-cadherin的胞内段互相作用, 共同介导细胞之

间的正确黏附, 并且胞膜连接的β-catenin通过

α-catenin蛋白为媒介与肌动蛋白的肌丝连接从

而构成细胞骨架. 而胞质内游离的β-catenin蛋
白是Wnt信号转导途径的重要组成成分, 其细

胞内降解需要结肠腺瘤性息肉病(adenomatous 
polyposis coli, APC)蛋白参与, 正常情况下, APC
与胞质内β-catenin构成蛋白复合体. Wnt信号途

径被激活后, APC蛋白缺乏磷酸化, 不能正常降

解β-catenin, 导致后者在胞质内大量堆积并且转

移入细胞核, 引起细胞核内聚集, 并与TCF/LEF
蛋白一起构成转录复合体(β-catenin-TCF/LEF 
transcription complex), 该复合体能够激活某些

基因的表达, 而这些基因的产物具有调控细胞

周期、细胞间黏附、细胞分化等作用. 这也是

肿瘤可能发生的机制之一[3-5]. 
Herter et al [6]选用结肠癌标本60例和结肠

腺瘤标本45例(其中30例为轻度和中度异型增

生腺瘤, 15例为高度异型增生腺瘤)的β-catenin
进行免疫组化染色来检测其表达差异. 结果提

示, 在多数轻度和中度异型增生的腺瘤上皮中, 
β-catenin主要分布于细胞间接触的胞膜侧, 同时

胞质内有少量的β-catenin染色, 而15例高度异

型增生的腺瘤上皮中, 除了细胞间接触的胞膜

侧的分布, 细胞质以及细胞核内同时存在较强

染色. 而在结肠腺癌的病例中, β-catenin分布和

染色强度与高度异型增生的腺瘤上皮类似, 同
时在肿瘤边缘的癌细胞以及脱落发生侵袭或

转移的单个癌细胞中, 常可见细胞内有很强的

■相关报道
大肠腺瘤目前被
公认为大肠癌的
癌前病变, 以往国
内外研究两者之
间差异表达蛋白
主要通过免疫组
化染色, 现今, 随
着蛋白组学、组
织芯片等技术的
快速发展, 检测差
异蛋白的手段更
为先进, 许多新蛋
白被检测出, 目前
研究主要集中于
研究这些蛋白的
机制和意义, 寻找
可能的早期诊断
标志物.
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β-catenin染色, 提示胞核和胞质内β-catenin的异

常积累可能与癌细胞恶性特征的形成与发展有

关, 例如肿瘤的浸润与侵袭. 作者还发现个别中

度异型增生腺瘤中某些小区域的免疫染色的强

度与分布和结肠癌细胞相似, 提示结肠癌可能

起源于结肠腺瘤组织中的恶性隐窝(malignant 
foci). 此外, 研究表明部分结肠癌细胞的免疫荧

光强度与正常结肠黏膜相似, 不存在异常的胞

质和细胞核内的β-catenin的异常积累, 这种现象

可能与同一肿瘤存在异质性的亚群(subpopula-
tion)有关. Iwamoto et al [7]则用免疫组化的方法

同时检测完整长度APC蛋白(full-length APC pro-
tein)和β-catenin在结肠腺瘤及腺癌标本表达情

况, 结果发现所有腺瘤和腺癌标本都有β-catenin
蛋白积聚, 主要分布于胞质和胞核中且腺癌的

荧光强度大于腺瘤. 而完整长度APC蛋白的免疫

荧光在83%的腺癌标本和29%的腺瘤标本中缺

如, 也就是说, APC蛋白缺失与β-catenin蛋白在

胞内积聚有关. 
2.1.2 细胞内酶蛋白 该类蛋白可以通过降解细

胞外基质引起肿瘤细胞转移或者间接调节细胞

的分化和增殖而引起结肠黏膜的恶变. Cathepsin 
B(CB)和Cathepsin D(CD)蛋白为两种溶酶体蛋

白水解酶. CB是半胱氨酸蛋白水解酶的1种, 几
乎分布于所有类型细胞的溶酶体中, 具有广泛

的底物特异性, 参与多种蛋白的降解, 包括基底

膜的某些蛋白. 同时CB还可能参与其他蛋白水

解酶的级联激活[8-9]. CD属于天冬氨酸蛋白水

解酶家族, 分布于大多数哺乳动物细胞的溶酶

体中. 一般细胞先合成CD的前体, 然后通过酶

切, 形成具有活性的酶蛋白, 后者能够降解细胞

外基质. 有研究表明, 在某些肿瘤如食管癌[10]、

乳腺癌[11]、前列腺癌[12]中, CB和CD蛋白表达增

加, 导致细胞外基质蛋白降解, 引起肿瘤的浸润

和转移. Talieri et al [13]用免疫组化方法来检测结

肠腺瘤向结肠癌进展时CB和CD蛋白的表达情

况, 结果发现正常结肠黏膜和结肠腺瘤的CB和

CD为阴性染色或仅仅微弱的颗粒状染色, 分布

于细胞核旁或顶部胞质, 而腺癌的CB具有强染

色, 呈颗粒状弥漫分布于胞质或极化分布于胞

质的基底侧. Campo et al [14]对CB的研究也有相

同结果. 另外, Talieri et al [13]还发现CB染色同样

出现在肿瘤间质的成纤维细胞和巨噬细胞中, 
后两者常与肿瘤的侵袭有关. 而CD在腺癌细胞

呈粗颗粒状染色, 分布于核周和核旁, 同时间质

细胞也有相似染色. 多因素相关分析发现CB和

CD染色强度与肿瘤级别、Dukes分期、淋巴结

转移呈正相关[13]. Iacobuzio-Donahue et al [15]采用

Western blots, enzyme assay以及免疫组化等方法

发现结肠癌与结肠腺瘤表达的CB在结构上有差

别(P <0.01), 62例结肠腺癌中, 多数(79%)结肠腺

癌表达的CB的重链发生糖基化(分子量28 kDa); 
而18例腺瘤中, 绝大多数(94%)的CB的重链未发

生糖基化(分子量27 kDa). 同时作者研究了CB的
表达水平与肿瘤进展的关系, 发现中晚期腺瘤

(直径>1 cm)高于早期腺瘤(直径<1 cm); 而Dukes 
A和B期腺癌高于Dukes D期腺癌(P <0.03); Dukes 
A和B期腺癌高于所有的腺瘤(P <0.003). 

环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)是非

甾体类抗炎药作用的靶物, 环氧合酶在体内能

将花生四烯酸转变为前列腺素、血栓素、前列

环素等等. COX有两种亚型, COX-1和COX-2, 各
自由独立的基因编码. COX-1在人体组织内组成

型表达; 而COX-2在受到某些外源性或内源性

刺激诱导时表达增强, 如细菌内毒素、肿瘤坏

死因子、丝裂原等[16]. COX-2的致肿瘤机制可以

分为前列腺素E2(PGE2)依赖[17]的和非PGE2依 
赖[18]两种. 前者主要是由PGE2触发, PGE2可能

通过继发于表皮生长因子受体转录激活而调控

细胞的增殖, 或通过增强Bcl-2的表达而抑制调

亡从而引起肿瘤; 非PGE2依赖的机制则与PGE2
无关, 主要通过COX-2直接激活致癌原或者通

过其产物前列腺素H2(PGH2)发挥作用, PGH2
可转变为致癌原丙二醛(malondialdehyde)而产

生致癌作用. Sheehan et al [19]用免疫组化的手段

检测异型增生程度不同的结肠腺瘤中C O X-2
的表达情况. 结果发现异型程度越高, COX-2
表达增加 ,  其中轻度、中度、重度异型增生

的标本中COX-2的表达率分别为36.3%, 50%, 
66.6%(P <0.001). 此外COX-2的表达与腺瘤大

小及病理分型有关, 在较大的腺瘤中表达增加

(P <0.0001), 绒毛状腺瘤的COX-2水平显著高于

管状腺瘤(P = 0.05). Eberhart et al [20]也发现14例
腺癌标本中有12例(86%)COX-2 mRNA水平显

著增高, 而14例腺瘤中只有6例检测到了COX-2 
mRNA的转录, 两者差别有统计学意义(P <0.05). 
糖原磷酸化酶(glycogen phosphorylase, GP)在机

体糖原分解利用上发挥重要作用, 在哺乳动物

体内糖原磷酸化酶有3种同工酶, 即肌肉型(mus-
cle-type)、肝脏型(liver-type)和脑型(brain-type), 

■创新盘点
本文首次比较全
面的综述了近年
对于大肠腺瘤癌
变过程差异表达
的蛋白的研究成
果, 并且对其进行
归类描述, 同时对
于蛋白组学所发
现的蛋白做简要
介 绍 ,  内 容 较 新
颖, 论述较全面. 
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其中脑型糖原磷酸化酶(brain-type glycogen 
phosphorylase, BGP)主要与机体发生应激情况

下的糖原分解有关. 关于BGP与肿瘤发展之间的

具体联系目前知之甚少, 有研究表明, 在肿瘤组

织及胚胎中发现的糖原磷酸化酶主要是BGP, 提
示BGP可能与甲胎蛋白、癌胚抗原等肿瘤标志

物类似[21-22]. Tashima et al [23]选取151例结直肠腺

瘤和腺癌患者的标本, 对组织进行BGP的免疫组

化染色, 结果发现正常结直肠黏膜未发现有BGP
的染色; 轻度、中度、重度异型增生腺瘤及含

有微小癌灶的腺瘤(microcarcinoma in adenoma)
中的BGP染色阳性率分别为7.7%, 61.1%, 87.5%
和93.8%. 轻度异型增生的腺瘤与中度和重度异

型增生及微小癌灶的腺瘤在BGP染色阳性率上

有明显的统计学差异(P <0.05, P <0.001). 而结直

肠腺癌的标本中BGP阳性染色率达83.3%, 且与

肿瘤的发生部位无关. 
2.1.3 细胞核内蛋白质 该类蛋白主要位于细胞

核内, 可以通过干扰细胞的有丝分裂或者抑制

细胞凋亡、调节某些肿瘤相关基因的表达等引

起肿瘤. 
Survivn蛋白属于凋亡抑制蛋白家族(family 

of inhibitor of apoptosis, IAP), 分子量16.5 kDa,
免疫组化发现survivn蛋白主要分布于细胞内两

个不同的区域, 一是细胞核内, 位于有丝分裂中

期染色体的着丝粒上以及分裂后期的中心纺锤

体中部; 二是胞质内, 分布于有丝分裂间期的微

管、中心体、纺锤体的两极以及分裂中后期的

纺锤体微管上[24]. survivn蛋白主要有两大功能: 
调节细胞分裂和抑制凋亡. 在G2/M期中, survivn
表达显著增加, 并和微管系统相互作用, 维持有

丝分裂器官的正常两极化(bipolar), 调节细胞有

丝分裂[25]. 在抑制凋亡方面, 他能够直接抑制凋

亡蛋白酶caspase-3和caspase-7的活性或者通过

共价结合caspase-9而发挥抑制凋亡的作用[26]. 此
外, survivn与甲胎蛋白等肿瘤标志物类似, 在胎

儿发育期间表达水平较高. 出生后, survivn在正

常组织中的水平降低, 而在某些肿瘤患者中的

表达有所增高[27]. 
Lin et al [28]用免疫组化染色研究结肠黏膜、

腺瘤以及腺癌中survivn的表达水平的差异. 正
常结肠黏膜中无免疫染色 ;  低度异型增生腺

瘤、高度异型增生腺瘤、腺癌的survivn阳性率

分别为31.7%, 56.7%和63.2%. 统计检验发现低

度异型增生腺瘤与高度异型增生腺瘤以及低度

异型增生腺瘤与腺癌的survivn表达有显著差异

(P <0.05); 而高度异型增生腺瘤与腺癌的survivn
表达差异无统计学意义. 由此作者推断, survivn
的表达发生在结肠癌变的早期(低度异型增生腺

瘤), survivn也可能成为一种新的结肠癌早期诊

断和治疗的靶蛋白. 
2.1.4 细胞信号传导相关的蛋白分子 这类蛋白主

要包括细胞跨膜信号受体、与受体作用的相关

蛋白以及胞质内或胞核内的信号转导分子. 上述

各种蛋白可以通过增强、抑制或干扰正常的细

胞传导来引起或抑制肿瘤的发生和发展. 
KAI1蛋白(CD82)是Ⅲ型跨膜蛋白, 属于Tet-

raspanin超家族, 而Tetraspanin家族成员常参与某

些细胞生物学功能的调节如细胞迁移、融合、

黏附、增殖等[29]. KAI1蛋白结构上包括胞外段

的大小两个茎环结构(loop)、典型的Tetraspanin
跨膜结构域、胞内段的茎环结构以及胞质结构

域[30]. KAI1蛋白主要功能之一是通过抑制肿瘤

细胞的迁移(migration)而抑制肿瘤转移, 可能的

机制有二: 一是直接触发某种信号转导机制, 降
低细胞的运动力[31]; 二是与Tetraspanin家族的成

员(例如CD9和CD81)、整合素(integrin)、MHC
等细胞表面分子相互作用, 触发多种信号转导途

径而发挥效应, 例如削弱尿激酶型纤溶酶原激活

物(uPA)的溶蛋白活性、降低细胞表面的整合素

及表皮生长因子受体(epidermal growyh factor-
receptor, EGFR)水平、抑制细胞突起(protrusion)
和足板(lamellipodia)的形成, 最终抑制肿瘤细胞

转移[32-33]. Lombardi et al [34]用Western blot和免疫

组化手段分析正常10例结肠腺癌同时伴有结肠

腺瘤的标本的KAI1表达情况, 作者按照KAI1
免疫组化染色的强度级别和染色细胞的百分

比计算KAI1平均分(KAI1 mean score, KMS)以
便量化KAI1在标本中的表达水平, 结果发现正

常黏膜、结肠腺瘤、腺癌的K M S分别为237, 
174和62分, 统计检验表明3者之间有显著差异

(P <0.0167), 说明正常结肠黏膜→结肠腺瘤→腺

癌的过程中, KAI1表达水平逐渐降低. 
EGFR属于酪氨酸激酶家族的细胞表面受

体. EGFR能够通过与相关配体(如生长因子、

TGF-α)作用、胞内胞外段结构域的结构改变以

及与其他信号传导通路协同作用而完成其本身

的细胞信号传导作用, 主要参与调控细胞的增

殖、分化等等. EGFR的错误激活引发异常的信

号传导可能最终导致细胞的恶变而引起多种癌

■应用要点
由于腺瘤恶变过
程中有许多蛋白
的参与, 寻找这些
差异表达的蛋白
将有助于大肠癌
的早期诊断、判
断患者的预后以
及开发新型的抗
癌药物, 对深入了
解大肠癌的发病
机制具有重要意
义.



www.wjgnet.com

2818                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年9月18日    第15卷   第26期

度以及淋巴结或静脉侵犯有关(P <0.05). 
2.2 应用蛋白质组学发现的差异表达蛋白 蛋白

质组指的是细胞、组织和基因组所表达的全

部蛋白质总和. 蛋白质组学研究具有观察由多

基因事件引起的多蛋白组分整体变化的独特优

势. 国内外蛋白组学研究表明, 正常结肠黏膜、

结肠腺瘤、结肠癌原发病灶之间存在差异表达

的蛋白质, 这些蛋白种类繁多, 有些尚未完全定

性, 在此作简要介绍. Roblick et al [46]提取正常结

肠黏膜、结肠腺瘤、腺癌、肝转移灶的蛋白作

双向电泳, 共发现了112个差异蛋白斑点, 72个
斑点被鉴定出来, 其中46种蛋白在结肠癌进展

过程中表达增强, 26种表达下调. 这些蛋白包括

细胞周期相关蛋白、细胞的骨架蛋白以及调节

代谢的蛋白等. Kim et al [47]将14例结肠癌组织标

本与远处正常结肠黏膜作差异蛋白组学研究发

现14个蛋白斑点在癌组织种表达水平有显著变

化, 其中硒连蛋白(selenium-binding protein)水平

在85%的癌组织中明显降低, 而在结肠腺瘤中

硒连蛋白含量丰富, 同时研究者用组织微阵列

技术研究了240例Ⅱ期、Ⅲ期结肠癌患者的生

存率, 发现其与硒连蛋白水平有一点关系, 硒连

蛋白水平正常的患者的累积生存率(85.3%)高
于硒连蛋白水平降低者(71.5%)(P = 0.021). 因此

研究者提出硒连蛋白与结肠黏膜恶变以及结肠

癌患者生存率降低相关. Stulik et al [48]收集正常

结肠黏膜、结肠腺瘤及结肠癌的标本, 分别提

取蛋白质作2-DE电泳和质谱分析, 共发现3组可

以定性的差异表达蛋白: A组包括两种蛋白: 肝
脂肪酸连接蛋白(liver-fatty acid binding protein, 
L-FABP)和碳酸酐酶Ⅰ(carbonic anhydraseⅠ, 
CAHⅠ), 两者在腺瘤和腺癌组织中表达水平很

低, 而在正常黏膜中表达很高; B组包含7种蛋白: 
钙连蛋白S100A11、碱性肽基脯氨酰顺反异构

酶(PPIASE)、膜联蛋白lii(annexin lii)、二甲基

精氨酸水解酶(DDAH)、膜联蛋白IV、抑制素

(prohibitin)、细胞角蛋白. 这些蛋白在腺瘤和腺

癌中的表达水平较正常黏膜高; C组包含以下几

种蛋白: S100A9、S100A8、溶血磷脂酶(lyso-
phospholipase)、酸性PPIASE、细胞周期蛋白、

锰超氧化物岐化酶(MnSOD)、nm23H1G(一种

与肿瘤转移相关的蛋白, 机制尚未完全明确)、
延长因子2(EF-2). 这些蛋白在结肠癌组织中的

表达水平较腺瘤和正常黏膜都高, 故作者认为C
组蛋白可能为结肠癌标志物. 

■名词解释
大肠腺瘤是大肠
良性肿瘤. 按照病
理分型, 大肠腺瘤
可以分为管状腺
瘤、绒毛状腺瘤
以及混合性腺瘤. 
管状腺瘤含有不
同程度的腺体增
生或上皮细胞的
不典型增生; 绒毛
状腺瘤含有许多
乳头状分枝, 轴心
为血管结缔组织, 
表面为单层柱状
上皮或假复层上
皮以及杯状细胞, 
腺体成分较少; 混
合性腺瘤含有上
述两种腺瘤的病
理特点.

症[35-36]. 表皮生长因子受体相关蛋白(ERRP)是一

种EGFR的负调节蛋白[37], Yu et al [38]的研究表明, 
在核苷酸序列和氨基酸序列上, ERRP与EGFR
胞外配体结合区域分别有84%和89%的同源性, 
同时ERRP的mRNA水平在胃肠道和肝脏很高, 
提示ERRP主要调节胃肠道的EGFR. 用ERRP的
cDNA分别转染结肠癌细胞株HCT116和Caco-2
后, 其增殖明显减弱, 提示ERRP能够抑制肿瘤

的增殖. 深入研究表明, ERRP的表达往往伴随酪

氨酸激酶活性的减弱以及EGFR磷酸化的抑制, 
提示ERRP的抗肿瘤作用与其抑制EGFR的功能

有关, 这与Wang et al [39]的研究相似. Jaszewski  
et al [40]用免疫组化染色研究正常黏膜经腺瘤到

腺癌发展过程中ERRP的水平, 正常结肠黏膜隐

窝充满ERRP染色伴有核上染色, 且从肠腔面到

基底面染色逐渐减弱. 10例分化程度不同的管

状绒毛状腺瘤中, 随着异型增生程度增加, ERRP
的染色逐渐减弱并且ERRP典型的核上染色也

丧失, 而在腺癌细胞中, 胞质内染色广泛减弱, 
且分化程度越差免疫染色越弱(P = 0.002). 综上

所述, 研究者认为在结肠黏膜癌变过程中, ERRP
的表达水平逐渐减弱同时分布也趋于异常. 

信号转导因子和转录激活因子(signal tran-
ducers and activator of transcriptions, STATs)是
胞质内转录因子, 参与细胞因子和生长因子信

号转导途径. 目前一共有7种哺乳动物的STAT
基因被检测出来, STAT-3就是其中1种. 这些蛋

白含有1个保守的结构, 由750-850个氨基酸组

成. 细胞因子与其相应受体结合后, 通过JAK蛋

白激酶作用而使受体的酪氨酸磷酸化, 磷酸化

的酪氨酸为STATs提供结合位点, 与后者结合

后发生自身磷酸化, 并且从受体中释放并转入

细胞核, 调节靶基因的表达. 研究表明, 信号转

导因子和转录激活因子-3(signal tranducer and 
activator of transcription 3, STAT-3)在许多肿瘤

组织组成型表达[41-42], 其可能通过作用于周期蛋 
白-D(Cyclin-D)或者调节Bcl-xL的表达来干扰细

胞周期或抗凋亡而引起肿瘤的发生发展[43-44]. 
K u s a b a e t a l [45]用免疫组化的方法研究

p-STAT-3(STAT-3的激活形式)在结肠腺瘤和

腺癌的表达情况 .  结果发现44例腺瘤标本中

8例出现p-STAT-3染色, 而95例腺癌标本中有

69例有p-STAT-3染色, 两者有明显统计学差异

(P <0.001). 同时研究者发现p-STAT-3的表达与肿

瘤的分化程度无明显相关, 但与肿瘤浸润的深
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总之, 大肠腺瘤是结肠内最常见的良性肿

瘤, 目前认为大肠腺瘤可能是大肠腺癌的癌前

病变, 其癌变过程伴随多种蛋白的表达发生改

变, 免疫组化等方法已经检测出多种表达差异

的蛋白, 为大肠癌的发病机制研究以及早期诊

断治疗提供理论依据. 现今蛋白组学和蛋白芯

片技术高速发展, 并且已经逐步应用于结肠肿

瘤发生发展过程中差异表达蛋白的研究. 相信

随着这些技术的不断成熟, 人们会对大肠腺瘤

恶变过程蛋白表达差异有更深入的了解.
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Abstract
AIM: To investigate the signaling pathways 
involved in the action of Qigesan in treating 
esophageal cancer, the effects of Qigesan and 
its different individual components on tyrosine 
phosphorylation of PDGFR-PLC-γ1 were studied 
in primary cultured esophageal carcinoma cells. 

METHODS: Cells from surgically resected hu-
man esophageal carcinoma specimens were pri-
mary cultured and treated with PDGF and the 
water extracts from Qigesan and its individual 
components. Total protein and tyrosine phos-
phorylated levels of PDGFR and PLC-γ1 were 
assessed by Western blotting.
 
RESULTS: There was no difference in the lev-
els of PDGFRβ and PLC-γ1 proteins before and 

after treatment of primary cultured esophageal 
carcinoma cells with water extracts from Qigesan 
and its separated components for 15 minutes 
and PDGF-BB for 4 minutes. The tyrosine phos-
phorylation levels of PDGFRβ and PLC-γ1 were 
markedly increased by stimulation with PDGF-
BB, and markedly decreased in cells treated with 
Qigesan and its separated components, which 
showed the best effects for promoting blood 
circulation group, while the second best was a 
whole prescription of Qigesan.  

CONCLUSION: Inhibiting growth signaling via 
inhibition of tyrosine phosphorylation of PDGFR 
and PLC-γ1 is an important mechanism in the 
treatment of esophageal cancer with Qigesan and 
its separated components. 

Key Words: Qigesan  prescription; Esophageal carci-
noma; Phospholipase C-γ1; Platelet-derived growth 
factor receptor; Tyrosine phosphorylation; Western 
blotting

Si FC. Inhibitory effects of Qigesan and its individual 
components on tyrosine phosphorylation of PDGFR-
PLC-γ1 in primary cultured esophageal carcinoma cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 2821-2824

摘要
目的: 观察启膈散及其活血和化痰2个拆方对
原代培养的食管癌细胞血小板衍生生长因子
受体(PDGFR)和磷脂酶C-γ1(PLC-γ1)酪氨酸
磷酸化的影响, 以探讨启膈散治疗食管癌的作
用机制. 

方法: 从外科切除的原发性食管癌组织中采
集食管上皮细胞进行原代培养, 加入PDGF
和启膈散及其活血和化痰2个拆方的水提物, 
免疫印迹法(Western blotting)测定PDGFR-
PLC-γ1蛋白表达和酪氨酸磷酸化水平. 

结果: 用PDGF-BB刺激4 min和启膈散及其
拆方处理15 min前后, 原代培养食管癌细胞
P D G F R β和P L C-γ1蛋白表达没有变化; 但
PDGF-BB刺激后PDGFRβ和PLC-γ1蛋白酪氨

www.wjgnet.com
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■背景资料
自 1 9 8 9 年 报 道
PLC-γ1是PDGF
受 体 酪 氨 酸 激
酶 的 底 物 以 来 , 
已发现 P D G F R - 
PLC-γ1信号转导
在多种生理和病
理过程中起关键
作用, 已成为肿瘤
病理和药物研究
重要的信号转导
通路, 但有关在食
管癌病变中的作
用尚未报道.



酸磷酸化明显增强, 启膈散及其拆方能不同程
度地降低其蛋白磷酸化水平, 其中以活血组作
用最好, 全方组次之. 

结论: 食管癌病变与PDGFR-PLC-γ1蛋白酪氨
酸磷酸化增强有关, 启膈散及其拆方通过抑制
PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸化从而抑制生长
信号转导是其治疗食管癌重要机制.

关键词: 启膈散; 食管癌; 磷脂酶C-γ1; 血小板衍生

生长因子受体; 蛋白酪氨酸磷酸化; 免疫印迹法

司 富 春 .  启 膈 散 及 其 拆 方 抑 制 原 代 培 养 食 管 癌 细 胞

P D G F R-P L C- γ 1酪氨酸的磷酸化.  世界华人消化杂志  

2007;15(26):2821-2824
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0  引言

血小板衍生生长因子(platelet-derived growth 
factor, PDGFs)包括PDGF-AA、PDGF-AB、 
PDGF-BB、 PDGF-CC和PDGF-DD, 分别通过

与相对应的受体(platelet-derived growth factor 
receptorα/β, PDGFR)结合而对细胞发生作用[1-4]. 
PDGFR有1个细胞外配体结合区、1个跨膜区

和1个细胞内区, 细胞内区为酪氨酸蛋白激酶[5].  
PDGF与细胞表面受体结合引起受体聚合成二

聚体和PDGF受体多肽链上特异酪氨酸残基磷

酸化[6]. 受体自磷酸化激活其酪氨酸激酶活性, 
向细胞内底物传导促细胞有丝分裂的信号[7]. 这
些磷酸化的酪氨酸残基是细胞蛋白质结合的位

点, 这种结合是通过与效应蛋白质的SH2区相

互作用而实现[8]. PDGF受体的底物包括磷脂酶

C-γ1(PLC-γ1)、ras GTPase激活蛋白、PI3K调

节单位P85、蛋白酪氨酸激酶P60src家族成员、

Nck、Grb-2等[9-10].
PDGF及其受体参与各种各样生理活动, 例

如胚胎发育和伤口愈合. PDGF异常高的活性在

某些病理生理发生中起关键作用[11]. PDGF B链
对急性转染猿猴肉瘤病毒的sis癌基因是必需的, 
PDGF类生长因子在猿肉瘤感染细胞或转染sis
癌基因的细胞中表达, 由于对PDGF受体持续的

自分泌刺激, 导致这些细胞转型[12]. PDGF和其

受体在多种肿瘤如肺癌、前列腺癌、视网膜神

经细胞瘤中起重要作用, 参与了肿瘤的自分泌

刺激生长、刺激血管生成和转移[13]. 
P L C-γ1作为P D G F受体细胞内底物 ,  被

PDGF受体酪氨酸磷酸化激活, 是PDGF产生促

细胞有丝分裂信号的重要通路[14-15]. 我们研究发

2822                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R         世界华人消化杂志     2007年9月18日    第15卷   第26期

现食管癌组织中PLC-γ1和PDGFR受体超量表

达, PLC-γ1介导的信号转导增强, 中医复方启膈

散及其拆方可以抑制人食管癌肿瘤细胞Eca109
细胞和原代培养的人食管癌细胞PLC-γ1介导

的信号作用, 并能降低PDGFR受体表达. 为了

深入研究PDGF-PLC-γ1信号转导在食管癌病变

中的作用和启膈散的作用机制, 我们观察了启

膈散及其拆方对原代培养食管癌细胞PDGFR- 
PLC-γ1酪氨酸磷酸化的影响.

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, 经鉴定

皆为正品. 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10 g, 煎煮、浓缩、5000 g离心、

0.22 μm滤膜过滤, 取部分干燥称重, 换算出浓

度, 用时调至所需浓度. 人食管癌组织来源于河

南省肿瘤医院, 经病理确诊的患者, 病理类型为

鳞癌. RPMI 1640培养基(Gibco公司); 胎牛血清

(Hyclone公司); PMSF和Leupeptin (Amresco公
司); 丙烯酰胺(Biomol公司); 胰蛋白酶、山羊抗

小鼠IgG-HRP和山羊抗兔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); rhPDGF-BB(R&D公司); PDGFRβ多克隆

抗体(Santa Cruz公司); 抗phosphotyrosine mAb 
4G10(UBI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).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 外科切除的原发性食管癌组织, 
从肉眼可见的肿瘤组织和标本末端2个部位采

集食管上皮组织, 用不含血清的RPMI 1640培养

液10 mL冲洗3次, 去除其表面的凝血块及坏死

组织, 一部分组织直接用于检测, 一部分用于体

外培养. 将体外培养的组织剪成泥状, 加入5 mL  
trypsine消化液, 37℃消化15 min, 用60目不锈钢

网筛过滤, 1000 g离心10 min, 用10 mL不含血清

的RPMI培养液洗3次, 台盘兰染色检测活细胞数

在90%以上, 用含100 mL/L胎牛血清的RPMI培
养液悬浮细胞, 按实验分组要求分配于96孔培

养板中和Φ60培养皿中, 37℃、50 mL/L CO2培

www.wjgnet.com

■相关报道
PDGFR- PLC-γ1
信号转导在对肝
细胞、成骨肉瘤
细胞、肾小球膜
细胞和星状细胞
等 研 究 中 已 有
报 道 ,  P D G F R - 
P L C - γ 1 信 号 转
导机制除已知的
PDGFR受体酪氨
酸激酶使PLC-γ1
酪 氨 酸 磷 酸 化
外 ,  近 年 还 发 现
PDGFR与PLC-γ1
直接结合的相互
作用途径.

■创新盘点
本 文 首 次 发 现
食 管 癌 病 变 与
PDGFR- PLCγ1蛋
白酪氨酸磷酸化
增强有关, 启膈散
及其拆方通过抑
制PDGFR-PLCγ1
酪氨酸磷酸化从
而抑制生长信号
转导是其治疗食
管癌的重要机制.
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养箱培养.
1.2.2 PDGFR-PLC-γ1蛋白表达及酪氨酸磷酸化

水平检测 Western blot[16]检测蛋白表达. 用启膈

散及其拆方水提物处理15 min后, 然后用PDGF-
BB(30 μg/L)处理4 min, 再用裂解液裂解细胞(裂
解液组成: 20 mmol/L HEPES, pH7.2, 100 mL/L
甘油, 150 mmol/L NaCl, 10 mL/L TritonX-100, 1 
mmol/L Na3VO4, 10 mg/L Leupeptin和1 mmol/L 
PMSF), 提取蛋白, 用Bradford法测定蛋白浓度. 
用80 g/L SDS-PAGE电泳, 同一个凝胶左右上

两套同样样品. 分离的蛋白质转移到硝酸纤维

素膜, 丽春红染色后, 将硝酸纤维素膜剪成左右

两部分. 50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液封闭滤膜30 
min(TTBS: 10 mmol/L,  Tris, pH7.6, 150 mmol/L 
NaCl, 0.5 mL/L Tween 20), 一部分用PLC-γ1 
mAb或PDGFRβ多抗反应, 另一部分用抗磷酸酪

氨酸mAb(4G10)反应, 再用辣根过氧化物酶偶联

的抗鼠IgG抗体或抗兔IgG抗体检测和ECL底物

显影. 

2  结果

启膈散及其拆方抑制PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸

化Western blot分析显示用PDGF-BB刺激4 min和
用启膈散及其拆方处理15 min前后, 原代培养食

管癌细胞PDGFRβ和PLC-γ1蛋白表达没有变化; 
但PDGF-BB刺激后PDGFR-PLC-γ1蛋白酪氨酸

磷酸化明显增强, 应用启膈散及其拆方处理的原

代培养食管癌细胞磷酸化水平与对照组相比显

著降低. 说明启膈散及其拆方对PDGFR-PLC-γ1
蛋白酪氨酸磷酸化具有不同程度的抑制作用, 其
中以P组作用最好, W组次之(图1).

3  讨论

PDGFR是自磷酸化的酪氨酸蛋白激酶, 与其配

体结合后, 受体发生空间构象改变, 酪氨酸残基

相互作用发生磷酸化而激活, 并磷酸化多种下

游分子, 启动级联信号传导[17]. 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[18]. PLC-γ1通过SH2
区与PDGFR相互作用, 是以PDGFR为中心的多

级蛋白质复合物的一个重要组成成分, 直接被

PDGFR酪氨酸残基磷酸化而活化. PLC-γ1酶活

化后, 催化PIP2分解成产物IP3和DAG作为第2
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[19-20]. 通过这两条

通路和其他未知通路从而激活多种细胞反应. 
PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸化是PDGFR介导的

PDGFR-PLC-γ1信号传导的前提条件.
食管癌细胞以自分泌PDGF的形式促进生存

和增殖[21]. 我们研究发现, 食管癌组织中PDGFR
超量表达、PDGFR-PLC-γ1磷酸化水平升高、

PLC-γ1介导的信号转导增强, 中医复方启膈散

及其拆方可以抑制PDGFR-PLC-γ1的表达, 减弱

PLC-γ1介导的信号转导. 为了进一步研究该方对

PDGF受体介导的生长信号转导的影响, 我们用

rhPDGF-BB刺激原代培养的食管癌细胞, 观察启

膈散及其拆方对其PDGFR-PLC-γ1酪氨酸磷酸化

的作用, 发现启膈散及其拆方可以不同程度地抑

制PDGFR-PLC-γ1的酪氨酸磷酸化, 用中药短时

间处理食管癌细胞, 并不影响PDGFR-PLC-γ1蛋
白表达. 上述结果表明启膈散及其拆方可以通过

抑制酪氨酸蛋白激酶受体的酪氨酸磷酸化而抑

制PLC-γ1介导的信号转导, 这也是启膈散治疗食

管癌的部分重要机制.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of tegaserod on 
gastric emptying and the expression of ghrelin 
and substance P (SP) in diabetic rats, and to 
explore the therapeutic effect of tegaserod 
on diabetic gastroparesis and its possible 
mechanism. 

METHODS: Fifty Wistar rats were randomly 
divided into five groups: a normal control group 
(NC group, n = 10), a diabetes mellitus group 
(DM group, n = 10), a low dose tegaserod-
treated group (TEG-L group, n = 10), a moderate 
dose tegaserod-treated group (TEG-M group, n 
= 10) and a high dose tegaserod-treated group 
(TEG-H group, n = 10). Diabetes was induced by 
intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ). 
After 8 weeks, tegaserod was administered by 
intraperitoneal injection at doses of 0.1 mg/kg, 
0.5 mg/kg and 1 mg/kg in TEG-L, TEG-M and 
TEG-H groups, respectively, for 3 days. Gastric 
emptying was measured by intragastric admin-

istration of phenol red. The expression of ghrelin 
in the gastric mucosa and SP in the gastric an-
trum was detected by immunohistochemistry.  

RESULTS: The staining intensities for ghrelin 
and SP in all TEG groups were significantly de-
creased compared with those in the NC group 
(ghrelin: 34.721 ± 6.759, 33.547 ± 6.255, 35.141 ± 
5.987 vs 43.514 ± 5.323, P < 0.05, P < 0.01, P < 0.01; 
SP: 13.548 ± 1.078, 13.952 ± 1.246, 11.845 ± 1.567 
vs 16.383 ± 2.275, all P < 0.01) and increased 
compared with the DM group (ghrelin: 26.626 ± 
4.596, all P < 0.05; SP: 9.257 ± 1.636, all P < 0.01). 
However, the differences in ghrelin staining 
intensities among TEG groups were not statisti-
cally significant. The staining intensities for SP 
in the TEG-L and TEG-M groups were increased 
compared with the TEG-H group (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Tegaserod may improve de-
layed gastric emptying in diabetic rats by en-
hancing the expression and release of ghrelin 
and SP. 

Key Words: Diabetes gastroparesis; Gastric empty-
ing; Ghrelin; Substance P
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摘要
目的: 研究替加色罗对糖尿病大鼠胃排空功
能及胃组织Ghrelin、P物质表达的影响, 探讨
替加色罗对糖尿病胃轻瘫的治疗作用及其可
能的机制. 

方法: 50只清洁级♂Wistar大鼠随机分为正
常对照组(NC组, n  = 10)、糖尿病组(DM组, 
n  = 10)、低剂量替加色罗治疗组(TEG-L组, 
n  = 10)、中剂量替加色罗治疗组(TEG-M组, 
n  = 10)和高剂量替加色罗治疗组(TEG-H组, 
n  = 10). ip链脲佐菌素(STZ)制备糖尿病大鼠
模型, 8 wk后分别以0.1, 0.5和1 mg/kg的剂量
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■背景资料
糖尿病慢性并发
症已成为糖尿病
患者致残致死的
主 要 原 因 ,  对 于
糖尿病胃肠动力
紊 乱 及 其 危 害
往 往 被 忽 视 .  据
报 道 , 糖 尿 病 胃
轻瘫发生率高达
30%-50%, 该并发
症不仅影响糖尿
病患者的生活质
量, 还可以造成饮
食及口服降糖药
的吸收和排空障
碍, 导致无规律的
血糖波动, 从而影
响患者的营养状
况和治疗效果.



给予TEG-L, M和H组大鼠ip替加色罗连续3 d, 
采用酚红灌胃法检测胃排空, 免疫组化技术
检测各组大鼠胃黏膜Ghrelin与胃窦组织SP的 
表达. 

结果: TEG各组大鼠Ghrelin(34.721±6.759, 
33.547±6.255, 35.141±5.987)与SP的积分光
密度(13.548±1.078, 13.952±1.246, 11.845±
1.567)均低于NC组(Ghrelin: 43.514±5.323, 
P <0.05, P <0.01, P <0.01; SP: 16.383±2.275, 
均P <0.01)而高于DM组(Ghre l in: 26.626±
4.596, 均P <0.05; SP: 9.257±1.636, 均P <0.01); 
Ghre l in积分光密度在TEG各组之间无显著
性差异, 而TEG-L, M组SP积分光密度均高于
TEG-H组(均P <0.05). 

结论: 替加色罗可通过促进胃组织Ghrelin与SP
的表达释放来改善糖尿病大鼠延迟的胃排空.

关键词: 糖尿病; 胃轻瘫; 胃排空; Ghrelin; P物质
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0  引言

糖尿病胃轻瘫(diabetic gastroparesis, DGP)是指

糖尿病患者无机械性梗阻时并发的胃动力障碍

和排空延迟[1-6], 其发病机制主要与高血糖导致

的自主神经病变、胃肠激素分泌异常、胃肠平

滑肌变性、微血管病变及代谢紊乱等有关[7-11], 
治疗上主要包括积极控制血糖以及促胃肠动力

药的使用[1-6]. Ghrelin是近年来新发现的一种主

要由胃底黏膜分泌的、可促进胃肠运动的脑肠

肽[12-18], 而P物质(substance P, SP)是一种广泛分

布于胃肠道的兴奋性神经递质, 对胃运动和排

空有促进作用[19]. 替加色罗(Tegaserod)是一种5-
羟色胺4(5-HT4)受体部分激动剂, 用于治疗便秘

型肠易激综合征并显示出良好疗效. 近年来研

究发现替加色罗可以增加上消化道动力, 促进

胃排空[20]. 我们通过研究替加色罗对糖尿病大鼠

胃排空功能及胃组织Ghrelin、P物质表达的影

响来探讨替加色罗对糖尿病胃轻瘫的治疗作用

及其可能的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂Wistar大鼠50只, 体质量100 g
左右, 购自青岛市动物实验中心, 链脲佐菌素
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(streptozotocin, STZ)购自美国Sigma公司. 替加

色罗原粉由北京诺华公司惠赠. Ghrelin、SP一
抗(兔抗鼠血清), 分别购自美国凤凰公司和北

京中山生物技术有限公司, 二抗购自北京中山

生物技术有限公司, VIDAS计算机图像分析系

统由德国OPTON公司生产, 1-甲基-2-吡咯烷酮

(1-methyl- 2-pyrrolidinone)购自Sigma公司. 
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的制作 随机分为正常对照组(NC
组)、糖尿病组(DM组)、低剂量替加色罗治疗

组(TEG-L组)、中剂量替加色罗治疗组(TEG-M
组)、高剂量替加色罗治疗组(TEG-H组), 每组

10只. 大鼠适应性饲养1 wk后, 禁食8 h. NC组大

鼠以6 mL/kg的剂量ip 0.1 mmol/L, pH4.4的柠檬

酸缓冲液, 其他各组大鼠以60 mg/kg的剂量一次

性ip上述柠檬酸缓冲液配制而成的10 g/L STZ, 
注射后72 h剪尾取血, 血糖仪测随机血糖≥16.7 
mmol/L且稳定1 wk确定为糖尿病模型建立. 模
型建立后第9周进行实验. 替加色罗原粉在1-甲
基-2-吡咯烷酮中溶解后用生理盐水稀释成0.1, 
0.5和1 g/L 3种浓度. NC组与DM组大鼠以1 mL/
kg的剂量ip 1-甲基-2-吡咯烷酮; TEG-L, M和H
组分别以0.1, 0.5和1 mg/kg的剂量给大鼠ip替加

色罗, 连续3 d. 第4天测定胃排空.
1.2.2 胃排空的测定 给予1.5 mmol/L的酚红溶液

2 mL ig, 15 min后处死大鼠, 剖腹, 结扎贲门和幽

门, 取出整个鼠胃, 沿胃大弯切开, 以蒸馏水冲

洗胃内容物, 定容为20 mL. 而后加入0.5 mol/L 
NaOH 20 mL搅拌混匀, 静置1 h, 取5 mL上清液

加入200 mL/L三氯乙酸0.5 mL去蛋白, 以3500 
r/min(离心半径0.1 m)离心10 min, 取上清液用分

光光度计在560 nm波长下测定光密度值; 另取酚

红溶液2 mL, 先后加入蒸馏水18 mL, 0.5 mol/L 
NaOH 20 mL, 200 mL/L三氯乙酸4 mL搅拌混匀, 
测定光密度值[21]. 大鼠胃排空率 = (1-实测酚红

光密度/标准酚红光密度)×100%. 
1.2.3 免疫组化法检测Ghrel in和SP的表达 取
1 cm×0.3 cm大小的胃底、胃窦组织各1块置

于40 g/L中性甲醛中固定, 石蜡包埋后切片、

脱蜡, PBS溶液浸泡、微波修复抗原, 分别滴

加Ghrelin、SP一抗及二抗, DAB显色, 苏木素

复染. 高倍镜下观察Ghre l in与SP阳性产物的

表达情况, 并随机选取互不重叠的5个视野, 用
VIDAS计算机图像分析系统测定每个视野阳性

染色的积分光密度(积分光密度 = 染色强度×染

色面积), 取其平均值作为该切片Ghrelin与SP表
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■研发前沿
相关研究发现约
半数糖尿病患者
存在胃排空障碍 . 
胃固体排空的核
素测定表明,不同
阶段糖尿病的胃
排空功能不同, 有
胃 肠 症 状 和 ( 或 )
合并其他脏器并
发症的糖尿病患
者的胃排空延迟, 
胃液体排空则有
排空延迟、加速
和无明显变化等. 
目前认为, 糖尿病
患者发生胃排空
障碍的机制主要
认为与高血糖及
其导致的自主神
经病变、胃肠平
滑肌变性、Cajal
间质细胞异常、

胃肠激素分泌调
节失衡、微血管
病变以及代谢紊
乱等有关.



魏良洲, 等. 替加色罗对糖尿病大鼠胃排空功能及Ghrelin、P物质表达的影响                                                                  2827

www.wjgnet.com

达的定量指标.
统计学处理 数据均以均数±标准差(mean

±SD)表示, 应用SPSS11.0统计软件进行处理, 
多组资料间比较采用单因素方差分析, P <0.05为
有显著性差异.

2  结果

2.1 大鼠一般状况 大鼠ip STZ 3 d后开始出现多

饮、多食、多尿症状, 模型建立后1 wk糖尿病大

鼠出现精神萎靡, 活动迟缓; 至第9周时糖尿病

大鼠仍有多饮、多食、多尿, 但明显消瘦、懒

动, 毛色干枯, 无光泽. 实验期间大鼠死亡6只.
2.2 各组大鼠胃排空率的比较 DM组大鼠胃排

空率较NC组明显降低(q  = 18.21, P <0.01); TEG
各组大鼠胃排空率虽然也低于NC组(q  = 8.54, 
P <0.01; q  = 10.80, P <0.01; q  = 14.75, P <0.01), 
但较DM组明显增加(q  = 9.70, P <0.01; q  = 7.56, 
P <0.01; q  = 3.28, P <0.05); 其中TEG-L组与

TEG-M组大鼠胃排空率无明显差异(q  = 2.20, 
P >0.05), 均高于TEG-H组(q  = 6.32, P <0.01; q  = 
4.19, P <0.01)(表1).
2.3 各组大鼠胃底黏膜Ghrelin阳性表达的变化 
如图1和表1所示, 大鼠胃底黏膜Ghrelin阳性染

色主要位于固有层腺体内, 为棕黄色颗粒沉积. 
DM组大鼠胃黏膜腺体内Ghrelin阳性染色较NC
组明显变淡, 其积分光密度较N C组显著降低

(q  = 8.61, P <0.01); 而TEG各组大鼠胃黏膜腺体

内Ghrelin阳性染色强度与积分光密度均较DM
组显著增加(q  = 4.03, P <0.05; q  = 3.45, P <0.05; 

q  = 4.12, P <0.05), 但仍低于NC组(q  = 4.63, 
P <0.05; q  = 5.25, P <0.01; q  = 4.27, P <0.01), 其
中TEG-L、TEG-M和TEG-H 3组之间差异无显

著性.
2.4 各组大鼠胃窦组织SP阳性表达的变化 如图2
和表1所示, 免疫组化染色显示大鼠胃窦组织SP
阳性产物呈棕色沉淀, 在黏膜层、腺腔内及黏

膜下层表达较多,而在肌层、肌间神经丛中表达

较少. 图像分析结果表明, DM组大鼠胃窦组织

SP阳性产物的积分光密度较NC组显著降低(q  = 
12.99, P <0.01); 而TEG各组大鼠胃窦组织SP阳性

产物的积分光密度均较DM组显著增加(q  = 7.64, 
P <0.01; q  = 8.36, P <0.01; q  = 4.48, P <0.01), 但
仍低于NC组(q  = 5.34, P <0.01; q  = 4.58, P <0.01;  
q  = 8.28, P <0.01), 其中TEG-L组与TEG-M组大

鼠胃窦组织SP阳性产物的积分光密度无明显差

异(q  = 0.74, P >0.05), 均高于TEG-H组(q  = 3.03, 
P <0.05; q  = 3.75, P <0.05).

A C

E

B

D

图 1 各组大鼠胃底黏膜Ghrelin的表达(×400). A: NC组; B: DM组; C: TEG-L组; D: TEG-M组; E: TEG-H组.

表 1 各组大鼠胃排空率及Ghrel in、SP阳性表达的比较
(mean±SD)

     分组         n    胃排空率(%)   Ghrelin积分光密度  SP积分光密度

NC        10  68.35±2.07    43.514±5. 323   16.383±2.275

DM         8  49.71±3.59b   26.626±4.596b    9.257±1.636b

TEG-L    9  59.88±3.16bdf 34.721±6.759ac 13.548±1.078bde

TEG-M   9  57.64±3.43bdf 33.547±6.255bc 13.952±1.246bde

TEG-H    8  53.25±2.94bc  35.141±5.987bc 11.845±1.567bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  NC; cP<0.05, dP<0.01 vs  DM; eP<0.05, 
fP<0.01 vs  TEG-H.

■相关报道
糖尿病胃肠功能
障碍的治疗一直
是困扰临床医生
的一个难题, 药物
治疗仍然是一些
应用已久的促动
力药. 胃复安仍是
唯一的由FDA批
准的治疗糖尿病
胃轻瘫的药物, 多
潘立酮有较高的
安全性和较少的
迟发性运动障碍. 
红霉素由于具有
一定的快速过敏
和心脏毒性等问
题使其应用价值
受到了限制, 小剂
量的三环类抗抑
郁药物常被用来
控制恶心或呕吐.
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3  讨论

大鼠ip STZ可选择性破坏胰腺β细胞, 制备的模

型具有高血糖、体质量减轻、多饮、多食、多

尿的特点, 可用于糖尿病慢性并发症的研究. 目
前关于糖尿病患者胃液体排空研究的结果尚存

在争论, 可表现为排空延迟、加速和无明显变

化等, 可能与糖尿病的病程有关[4,6,21]. 而胃肠激

素可通过血液循环以内分泌的形式作用于胃肠

道平滑肌细胞相应的受体或作为肽能神经递质

通过迷走神经介导, 在中枢和外周水平上对胃

运动进行调节. 糖尿病长期高血糖引起的诸多

胃肠激素分泌异常及调节失衡可导致胃动力学

异常, 与糖尿病胃轻瘫的发病密切相关[1-4]. 
Ghrelin是近年来新发现的一种由28个氨基

酸残基组成的脑肠肽, 主要由胃底部黏膜泌酸

腺X/A细胞合成并分泌入血[12-13,17]. Ghrelin与其

受体结合后通过中枢和(或)外周途径来调节胃

肠运动, 表现出与胃动素类似的加速胃排空的

作用[22-27]. Rauma et al [28]研究发现糖尿病小鼠胃

肠道Ghrelin阳性细胞密度较正常对照组下降, 
认为这种变化有助于解释糖尿病胃肠病变中的

胃排空延迟和肠运动减慢. 而Murray et al [29]研究

发现, 静脉给予Ghrelin可明显加快糖尿病胃轻

瘫患者的胃排空. SP是调节胃肠运动的一种兴

奋性神经递质, 可直接作用于平滑肌或间接通

过释放乙酰胆碱引起胃肠道平滑肌收缩. 由于

SP对胃平滑肌的兴奋作用大于对幽门括约肌的

收缩作用, 因此可促进胃排空[19]. 在本实验中, 我
们发现糖尿病大鼠模型建立后第9周时, DM组

大鼠胃排空率较NC组明显降低, 同时DM组大

鼠胃黏膜Ghrelin与胃窦组织SP的积分光密度也

均较NC组显著降低, 因此糖尿病大鼠胃排空延

迟可能与促运动的胃肠激素Ghrelin与SP的表达

减少有关. 
国外研究发现, 替加色罗作为一种5-羟色胺

4(5-HT4)受体部分激动剂可促进健康志愿者、

胃轻瘫及消化不良患者的胃排空, 减少餐后胃

内潴留[20,30]. James et al [31]研究发现糖尿病胃轻

瘫小鼠胃底运动减弱而幽门收缩增强是糖尿病

胃排空延迟的重要原因之一; 替加色罗对正常

小鼠和糖尿病小鼠都有促进胃收缩的效应, 且
胃底的收缩要比胃窦明显. 而Crowell et al [32]通

过实验证实低剂量的替加色罗(0.1 mg/kg)ip较
中、高剂量更能明显改善糖尿病小鼠延迟的胃

排空. 
在本实验中, 我们发现TEG各组大鼠胃排

空率均较DM组明显增加, 而胃黏膜Ghrelin与胃

窦组织SP的积分光密度也均较DM组增加, 说明

替加色罗可能通过促进胃组织Ghrelin与SP的表

达释放来改善糖尿病大鼠延迟的胃排空. 替加

色罗可选择性激活胃肠道的5-HT4受体, 通过胆

碱能通路释放降钙素基因相关肽(CGRP)、P物
质(SP)、血管活性肠肽(VIP)及乙酰胆碱(Ach)
等神经递质, 触发胃肠蠕动反射、减少时相性

收缩、增加推进性运动[33]. 同时我们还得到了

与Crowell et al [32]相似的结论, 即低、中剂量的

替加色罗较高剂量更能明显改善糖尿病大鼠延

迟的胃排空, 其原因可能与以下几方面有关: (1)
替加色罗可剂量依赖性的增加SP的表达释放. 
较多的SP可使幽门括约肌收缩过强, 影响了胃

A C

D

B

E

图 2 各组大鼠胃窦组织SP的表达(×400). A: NC组; B: DM组; C: TEG-L组; D: TEG-M组; E: TEG-H组.

■创新盘点
本文以动物模型
为研究对象, 实验
条件控制严格, 其
实验方法为国际
公认. 药物的剂量
分组合理, 有利于
观察到最为合理
的药物剂量, 为探
索治疗糖尿病胃
肠功能障碍的方
法提供了新的研
究思路.
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窦、十二指肠的协调运动. (2)替加色罗对胃排

空的促进作用可能不直接依赖于血药浓度, 而
取决于替加色罗在肠肌丛的生物利用度[32]. (3)
高剂量替加色罗对胃平滑肌受体起抑制作用, 
而低剂量替加色罗可激活肠肌丛特定的神经 
元[34]. 此外, TEG各组大鼠胃黏膜Ghrelin积分光

密度无明显差异, 提示替加色罗促进Ghrelin表
达的机制与SP不同, 可能不依赖于胆碱能通路, 
有待于进一步研究. 

通过以上研究我们认为, 替加色罗可通过

促进胃组织Ghrelin与SP的表达释放来改善糖

尿病大鼠延迟的胃排空 .  对其作用机制的进

一步研究有助于更好的探讨糖尿病胃轻瘫的

治疗方法, 推动新的促胃肠动力药物的开发与 
应用.
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■同行评价
本文探讨了5-羟
色胺受体部分激
动 剂 替 加 色 罗
对 糖 尿 病 大 鼠
胃 排 空 功 能 及
Ghrelin、P物质表
达的影响. 结果表
明替加色罗既可
促进糖尿病大鼠
胃排空, 又可促进
胃组织Ghrelin与
SP的表达, 有一定
的参考价值. 
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Abstract
AIM: To screen for genes regulated by gamma 
aminobutyric acid (GABA) in hepatic stellate 
cells (HSC) using suppression subtractive 
hybridization (SSH), and to investigate the 
biological function of GABA in the liver. 

METHODS: The hepatic stellate cell line 
HSC-T6 was co-cultured with 10 μmol/L 
GABA for 24 hours, after which mRNA was 
extracted and reverse transcribed into cDNA. 
HSC-T6 cells co-cultured with phosphate buf-
fer saline (PBS) were used as controls. mRNAs 
upregulated by GABA were identified by 
SSH. Thirty one randomly selected clones 
were sequenced and analyzed bioinformati-
cally. 

RESULTS: Fifteen genes were found to be 
significantly up-regulated, including genes 
involved in DNA synthesis, apoptosis, mito-
chondrial function and tumor suppression. 
These results showed that GABA might pro-
mote HSC-T6 cell proliferation and inhibit 

apoptosis. 

CONCLUSION: SSH technology successfully en-
abled the identification of genes that are differ-
entially expressed in the presence and absence 
of GABA, demonstrating that GABA can affect 
the gene expression profiles of HSCs. 

Key Words: Gamma aminobutyric acid; Hepatic 
stellate cell; Suppression subtractive hybridization

Fan WM, Li GL, Wei HS. Screening for genes regulated by 
gamma aminobutyric acid in hepatic stellate cells using 
suppression subtractive hybridization. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 2831-2834

摘要
目的: 应用抑制性消减杂交技术(SSH)筛选γ-
氨基丁酸(GABA)作用肝星状细胞系HSC-T6
后的差异表达基因. 

方法: 10 μmol/L的GABA作用于HSC-T6细胞
24 h, 提取mRNA, 用分光光度计进行定量分
析. 以GABA处理和未处理的T6细胞mRNA为
模板逆转录合成双链cDNA(dscDNA), 并分别
标记为Tester和Driver, 酶切后与接头连接, 经
两次杂交, 构建消减杂交文库, 将消减文库的
扩增产物进行转化、克隆分析后应用生物信
息学技术将测得序列再进行同源性分析. 

结果: 15种基因表达上调, 其中包括与DNA合
成、线粒体、肿瘤抑制以及凋亡相关的4类基
因, 结果显示GABA可能促进HSC-T6细胞增
殖而抑制凋亡.  

结论: 用SSH技术可以成功获得GABA刺激肝
星状细胞基因上调的监测, 证明GABA能够影
响肝星状细胞的基因表达谱. 

关键词: γ-氨基丁酸; 肝星状细胞; 抑制性消减杂交

樊文梅, 李国力, 魏红山. 抑制性消减杂交技术筛选γ-氨

基 丁 酸 调 节 的 肝 星 状 细 胞 系 靶 基 因 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2007;15(26):2831-2834

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2831.asp

www.wjgnet.com

®

■背景资料
临床研究表明, 在
急慢性肝病患者
中, 血清GABA水
平升高, 肝再生活
性下降, GABA受
体拮抗剂促进肝
再 生 ,  还 可 改 善
临 床 转 归 ;  肝 性
脑病患者血清中
GABA水平亦升
高. 



0  引言

肝星状细胞(HSC)位于肝窦周Disse腔内, 在肝纤

维化的病理过程中HSC充当了重要的角色, 静
止状态的HSC主要参与视黄醇的代谢调节, 活
化后具有增殖、收缩调节肝窦张力与血流、分

泌细胞因子、产生基质金属蛋白酶及其抑制

物(TIMPs)、合成大量细胞外基质(ECM)等功

能, 是肝纤维化时ECM的主要来源细胞[1-2]. 因
此, HSC的活化是肝纤维化发生的核心环节, 许
多因素参与了该过程的调节, 其中细胞因子起

主要作用. γ-氨基丁酸(GABA)是一种天然存在

的功能性氨基酸, 是哺乳动物大脑的主要抑制

性神经递质, 由肠道细菌产生. 近年在暴发性肝

衰竭和肝性脑病的动物模型中发现GABA血浓

度增高, 血脑屏障的通透性也增高, 大脑突触后

神经元的GABA受体显著增多. 临床研究表明, 
在急慢性肝病患者中, 血清GABA水平升高, 肝
再生活性下降, GABA受体拮抗剂促进肝再生, 
还可改善临床转归, 提示GABA可能抑制肝再 
生[3-4]. 肝性脑病患者血清中GABA水平亦升高[5]. 
GABA可能与肝纤维化的发生相关. 抑制性消减

杂交技术(SSH)是一种简便有效、以抑制PCR
和消减杂交为基础的分离差异表达基因的新技 
术[6]. 该技术的操作流程包括2轮杂交和2轮PCR
扩增, 对低丰度基因的扩增非常敏感. 本研究以

一定浓度的GABA刺激HSC-T6, 用SSH技术筛

选GABA对肝星状细胞上调的靶基因.

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠肝脏星状细胞系T6细胞及大肠

杆菌DH5a(本室保存), mRNA Purification试剂

盒(Amersham Pharmacia Biotech), PCR-Select 
cDNA Subtraction试剂盒(Clontech), 50×PCR 
Enzyme Mix、Advantage PCR Cloning试剂盒

(Clontech), High Pure PCR Product Purification试
剂盒(Boehringer Mannheim), T7、SP6通用引物

及pGEM-T载体(Promega). DNA序列测定由上

海生物工程公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 药物处理及mRNA提取 培养瓶中常规培

养T6细胞, 细胞生长至对数期时用2 g/L胰酶

消化平均分成两瓶, 将10 μmol/L的GABA加入

细胞培养液中,  24 h后收获细胞. 使用mRNA 
Purification试剂盒, 直接提取GABA处理的T6细
胞mRNA, 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计分别

进行定性、定量分析.
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1.2.2 消减杂交文库的建立 采用PCR-Se lec t 
cDNA Subtraction Kit, 常规SSH方法按说明书进

行: 以GABA处理和未处理的T6细胞mRNA为模

板逆转录合成双链cDNA(dscDNA), 并分别标记

为Tester和Driver, dscDNA经RsaⅠ(一种识别4碱
基序列的内切酶)消化, 产生相对较短的平端片

段, 纯化酶切产物. 将Tester的dscDNA分为2份, 
分别连接试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接

头Adapter 1和Adapter 2, 然后与过量的Driver 
dscDNA进行杂交; 合并两种杂交产物后再与

Driver dscDNA作第2次杂交; 然后将杂交产物做

选择性PCR扩增, 使Tester dscDNA中特异性表

达或高表达的片段得到特异性扩增. 
1.2.3 消减文库扩增及克隆分析  扩增产物与

pGEM-T easy载体连接, 转化DH5α感受态细

菌, 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上, 
37℃培养18 h. 挑取白色菌落, 增菌, 以pGEM-T 
easy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进行菌落

PCR扩增, 证明含有插入片段后(200-1000 bp), 
测序. 应用生物信息学将测得序列与GenBank数
据库进行同源性分析.

2  结果

2.1 m R N A的定性、定量分析 使用高质量的

mRNA是保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检

测显示, GABA处理和未处理的T6细胞mRNA
分别为13.08 mg/L和9.84 mg/L, A 260/A 280分别为

2.031和2.067. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳见mRNA
为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带, 证实mRNA质

优量足.
2.2 dscDNA两端连接效率检测 dscDNA与接头

连接效率的高低是决定抑制性消减杂交成败

的最关键步骤. 将连接有Adaptor l和Adaptor 2
的2组dscDNA分别用不同的特异性引物(看家

基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH引物)进行28个
循环扩增, 产物用20 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. 
结果显示2组dscDNA扩增产物浓度相当, 说明

dscDNA已与接头高效率连接.
2.3 cDNA消减文库消减效率的鉴定 分别以消

减及未消减PCR产物为模板, 用G3PDH引物进

行PCR扩增, 分别在18, 23, 28和33次循环结束

时从体系中吸取5 mL进行电泳鉴定. 结果显示: 
与未消减组PCR产物相比, 消减组PCR产物中

G3PDH基因产物大大减少, 说明所构建的消减

文库具有很高的消减效率(图1).
2.4 差异表达cDNA片段的扩增及克隆 杂交产
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■研发前沿
最 新 研 究 发 现 , 
GABA可以逆转
乙醇诱导的大鼠
肝 细 胞 毒 性 ,  乙
醇以剂量依赖的
方式使细胞生存
力下降, 而GABA
处理能够恢复乙
醇诱导的细胞毒
性 ,  多 胺 也 能 逆
转乙醇诱导的细
胞 毒 性 ( A m i n o 
ac id ,  2007,  32 : 
4 1 9 - 4 2 3 ) .  提示 
GABA可能与肝
纤维化的发生相
关, 但机制不明. 

■创新盘点
肝星状细胞的激
活是肝纤维化发
生 的 中 心 环 节 , 
GABA与肝性脑
病的发生密切相
关. 本文把两个似
乎毫不相干的领
域联系起来, 科研
思路具有创新性.
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物经2轮PCR扩增后, 菌落PCR扩增结果显示为

200-1000 bp大小不等的插入片段, 所获得的85
个克隆中几乎均含有插入片段, 这些条带可能

代表差异表达的基因片段(图2).
2.5 cDNA测序与同源性分析结果 随机挑选31个
克隆测序, 与GenBank数据库进行初步比较. 应
用生物信息学技术分析发现, 均与已知基因的

部分序列高度同源(94%-100%), 共编码15种基

因(表1).

3  讨论

GABA为主要的抑制性神经递质, 在肝性脑病中

血清GABA水平升高, 预示GABA与肝脏疾病的

相关性. SSH技术是通过消减杂交除去实验组和

对照组之间的共有序列, 并使低丰度基因得到

富集, 再通过抑制PCR使实验组和对照组之间

差异表达的序列得到扩增, 是消减杂交与抑制

性PCR的完美结合, 在克隆差异基因表达中具

有绝对优势[7-8]. 自从SSH技术建立以来, 在不同

疾病中筛选差异表达基因中已得到了广泛的应 
用[9-10]. 

本研究利用抑制性消减杂交技术筛选

GABA刺激的肝星状细胞差异表达基因, 随机挑

选31个克隆, 测序分析获得15种基因, 这些基因

可分为4类: (1)与DNA合成、蛋白质降解有关的

蛋白. 包括DNA聚合酶δ催化亚基、核糖体蛋白

S 25、蛋白酶体亚基β4、蛋白酶体26S亚基非

ATP酶7和核结合素1(Nucb1), 表明GABA刺激肝

星状细胞的DNA合成和蛋白的降解. 蛋白酶体

既存在于细胞核中又存在于细胞质溶胶中, 是
溶酶外的蛋白水解体系, 显示多种肽酶的活性, 
能够从碱性、酸性和中性氨基酸的羧基侧水解

多种与泛素蛋白连接的蛋白质底物. 蛋白酶体

可能通过对病毒抗原的加工而调节乙型肝炎病

毒的适应性免疫[11]. 核结合素Nuc, 也叫CalNuc, 
是钙结合蛋白, 定位于核内、高尔基体和内质

网中, Nucb1大小为63 kDa, 可能参与调节骨髓

成熟[12-13]. (2)与肿瘤抑制有关的蛋白. 大鼠肿瘤

抑制因子ST13, 介导热休克蛋白HSP70和HSP90
的接头蛋白, 并参与糖皮质激素受体的装配过

程, 在结肠癌直肠癌中其水平下调, 提示他可能

是肿瘤抑制基因[14]. 钙蛋白酶(Calpain)是一类

钙依赖性的高度保守的蛋白水解酶, 参与细胞

骨架蛋白重整、细胞转化和迁移, 加快细胞循

环. 研究发现, 钙蛋白酶抑制剂可以改善大鼠肝

脏炎症[15-16]. Calpain 1参与了凋亡诱导因子的释

放[17]. (3)与凋亡相关的蛋白. 电压依赖的离子通

道2(Vdac2)是线粒体膜蛋白, 在哺乳动物中低丰

度表达, Vdac2缺陷的细胞中, 增加BAK的寡聚

化而更易于凋亡. 反之, 过表达Vdac2选择性抑

制BAK激活, 并抑制线粒体的凋亡通路[18]. 然而, 
最近的报道发现电压依赖的离子通道对于线粒

体的凋亡并不是必不可少的[19]. 在GABA刺激的

肝星状细胞中Vdac表达上调的机制还需进一步

的研究. CD48抗原在本研究中筛出5个克隆, 表
明CD48抗原上调较普遍, CD48可以保持T细胞

和巨噬细胞的炎症反应[20]. (4)线粒体相关蛋白. 
COX1在所有正常细胞中都有表达, 但在发生

■名词解释
抑 制 性 消 减 杂
交: 是一种以抑制
性PCR反应为基
础, 将标准化测试
cDNA单链步骤和
消减杂交步骤合
为一体的技术. 通
过合成两个不同
的接头, 接于经限
制性内切酶消化
后 的 测 试 c D N A 
片段的5'末端, 将
测试和驱动进行
两轮杂交. 标准化
步骤均等了测试
中的cDNA单链丰
度, 消减杂交步骤
去除测试和驱动
之间的共同序列. 
利用抑制性PCR
选择性扩增目的
cDNA片段, 同时
抑制非目的cDNA 
的扩增. 因此, 抑
制性消减杂交技
术显著增加了获
得低丰度差异表
达基因的cDNA的
概率.

表 1 阳性克隆与Genbank同源序列比较结果

     
同源蛋白基因                           相同克隆数    同源性

1, 4-α葡聚糖分支酶                                4               99%

肿瘤抑制因子13(St13)                2               99%

CD48抗原                                5               99%

核糖体蛋白S25                                1               99%

蛋白磷酸酯酶4调节亚基2                2             100%

精氨酸-丝氨酸二肽富含性剪切因           2               94%

子1(SFRS1)

核结合素1(Nucb1)                                1               99%

电压依赖的离子通道2(Vadc2)                6               99%

钙蛋白酶小亚基1(Capns1)                1               97%

蛋白酶体亚基β型4(proteasome)             2                99%

蛋白酶体26S亚基非ATP酶7                1             100%

DNA聚合酶δ催化亚基                1               99%

类KIAA0877蛋白                                1             100%

细胞色素氧化酶亚基Ⅰ部分序列及         1               99%

tRNA-丝氨酸基因 (CoxⅠ)

核糖体蛋白L23                                1             100%

1      2     3      4      5      6     7      8      M

500 bp
250 bp

图 1 消减效率分析结果, 引物为G3PDH 5'3'. M: Marker; 

1-4: 消减组, PCR循环次数分别为18, 23, 28, 33;  5-8: 未消

减组, PCR循环次数分别为18, 23, 28, 33.  

1     2     3     4    5    6    7     8    9    10   M

1000 bp
500 bp

图 2 部分克隆(1-10)菌落PCR鉴定电泳图.  
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肝硬化的星状细胞中COX1的表达水平高于正

常肝脏星状细胞[21]. 蛋白磷酸酶4是蛋白磷酸酶

2A(PP2A)家族的重要成员之一, 他与多个调节

亚基形成各种复合体参与诸多重要的细胞进程, 
具有抗凋亡活性[22]. 精氨酸－丝氨酸二肽富含性

剪切因子1(SFRS1), 具有与DNA、RNA以及蛋

白质的结合活性, 参与选择性剪切, 同时有致癌

潜力[23]. 类KIAA0877蛋白功能尚不清楚. 总之, 
GABA可能促进HSC细胞增值和细胞凋亡过程, 
但其具体机制还有待于进一步的研究.
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■同行评价
本文应用抑制性
消 减 杂 交 技 术
筛选 γ -氨基丁酸
( G A B A ) 作 用 下
肝 星 状 细 胞 系
(HSC-T6)差异表
达基因. 研究结果
表明GABA作用
下的HSC-T6有15
种基因表达上调, 
涉及DNA合成相
关蛋白、肿瘤抑
制相关蛋白、凋
亡相关蛋白及线
粒体相关蛋白. 研
究方法新颖, 所研
究的内容具有实
际意义, 有一定的
参考价值. 
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Abstract
AIM: To explore the expression of the CXC 
chemokine receptor 3 (CXCR3) and its ligands 
(IP-10, Mig) in the livers of ischemia/reperfusion 
(I/R) injured rats. 

METHODS: Thirty-two Wistar rats were ran-
domly divided into four groups, with 8 rats in 
each group: sham operation (SO) and 6-, 12- and 
24-hour I/R groups. The level of tumor necrosis 
factor (TNF)-α in liver tissue was measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The expression levels of CXCR3 and its ligands 
(IP-10, Mig) were assessed by semi-quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The serum levels of alanine transami-
nase (ALT) and aspartate transaminase (AST) 
were also analyzed. 

RESULTS: Low expression levels of CXCR3, 
IP-10 and Mig mRNAs were observed in the 

SO group. The expression levels of CXCR3 and 
IP-10 mRNAs in the ischemic tissues of I/R 
animals were significantly higher than those in 
SO animals (CXCR3: 0.925 ± 0.109, 0.786 ± 0.074, 
0.606 ± 0.082 vs 0.125 ± 0.028, all P < 0.01; IP-10: 
0.863 ± 0.091, 0.680 ± 0.075, 0.543 ± 0.284 vs 0.128 
± 0.027, all P < 0.01). The expression levels of 
CXCR3 and IP-10 mRNAs in the ischemia tissues 
of 6-hour I/R animals were higher than those 
in the ischemic tissues of 12-hour I/R animals  
(P < 0.01). There was no difference in the level of 
Mig mRNA between the I/R group and the SO 
group. Compared with the SO group, the level 
of TNF-α was significantly increased in the I/R 
groups (154.88 ± 14.35 ng/L, 258.88 ± 13.73 ng/L, 
182.87 ± 10.95 ng/L vs 23.63 ± 4.00 ng/L, all P < 
0.01), reaching a peak at 12 hours after reperfu-
sion.  

CONCLUSION: The expression levels of mRNAs 
for CXCR3 and its ligand IP-10 are rapidly up-
regulated in liver ischemia/reperfusion tissue, 
suggesting that CXCR3 plays an important role 
in liver injury induced by I/R. 

Key Words: Liver transplantation; Reperfusion; 
Chemokine receptor

Liu Z, Xu WX, Zhang XB, Liu BL, Cui DX. Expression 
of the CXC chemokine receptor 3 and its ligands in the 
livers of ischemia/reperfusion injured rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 2835-2838

摘要
目的: 探讨CXC趋化因子受体3(CXCR3)及其
配体IP-10和Mig在大鼠肝脏缺血/再灌注(I/R)
损伤中的表达及作用. 

方法: 32只Wistar大鼠随机分成4组, 每组8
只. 即假手术组, 部分肝脏缺血再灌注6, 12和
24 h组. 应用酶联免疫吸附实验(ELISA)法检
测肝组织肿瘤坏死因子(TNF)-α水平. 应用半
定量聚合酶链式反应(RT-PCR)法测定肝组织
CXCR3及其配体IP-10, Mig mRNA的表达. 同
时检测血清丙氨酸转氨酶(ALT)及天冬氨酸
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■背景资料
肝缺血再灌注损
伤是肝切除术、

肝移植和低血容
量休克中影响肝
脏功能的一个主
要因素, 这一损伤
主要是急性炎症
性应答的结果. 趋
化因子是一类控
制免疫细胞定向
迁移的细胞因子, 
其中CXC趋化因
子受体3(CXCR3)
及其配体是介导
炎症反应的主要
趋化因子, 因此可
能在肝脏I/R损伤
中起调节作用.



转氨酶(AST)的含量. 

结果:  假手术组肝组织中C X C R3, I P-10, 
Mig mRNA低表达. 缺血再灌注各组肝组织
中CXCR3和IP-10 mRNA表达水平均明显
高于假手术组(CXCR3: 0.925±0.109, 0.786
±0.074, 0.606±0.082 vs  0.125±0.028, 均
P <0.01; IP-10: 0.863±0.091, 0.680±0.075, 
0.543±0.284 vs  0.128±0.027, 均P <0.01), 6 h
组高于12 h组(P <0.01), 12h组与24h组无明显
差别(P >0.05). Mig mRNA水平较假手术组相
比，无显著差异(P >0.05). 缺血再灌注各组
TN F-α水平较假手术组明显升高(154.88±
14.35 ng/L, 258.88±13.73 ng/L, 182.87±10.95 
ng/L vs  23.63±4.00 ng/L, 均P <0.01), 再灌注
12 h达高峰.

结论: CXCR3及其配体IP-10在肝脏缺血再灌
注早期表达上调, 在缺血再灌注损伤中起重要
的作用.

关键词: 肝移植; 再灌注; 趋化因子受体
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0  引言

肝缺血再灌注(ischemia/reperfusion, I/R)损伤是

肝切除术、肝移植和低血容量休克中影响肝

脏功能的一个主要因素, 他导致局部和广泛的

细胞损伤和器官功能下降. 这一损伤主要是急

性炎症性应答的结果. 炎症性应答由炎性介质

的级联反应诱导, 引起白细胞聚集于缺血后组

织, 导致间质细胞损伤. 内源性调节机制试图控

制这种炎症应答. 炎症性反应在缺血再灌注损

伤中起重要作用[1]. 趋化因子是一类控制免疫

细胞定向迁移的细胞因子, 对白细胞的发育、

分化、定位具有重要的调节作用[2-3]. 我们研究

CXC趋化因子受体3(CXCR3)及其配体IP-10、
Mig在肝脏I/R损伤时的表达, 了解他们在I/R损
伤中是否起调节作用.

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzol试剂、IP-10、Mig、CXCR3和
β-actin引物购自大连宝生物工程公司. TNF-α检
测用ELISA试剂盒购自北京邦定泰克生物技术

有限公司.
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1.2 方法 
1.2.1 模型建立  ♂Wi s t a r大鼠32只 ,  体质量

200-250 g, 每组8只, 即假手术组(Sham operation, 
SO)及I/R 6 h, 12 h, 24 h组.  并将I/R各组未行I/R
的肝脏作为自身对照. 术前禁食12 h, 不禁水. 乙
醚吸入麻醉, 由阴茎背静脉注入肝素200 U/kg ,
腹部正中切口入腹, 将供应肝中叶、左叶的肝

动脉、门静脉、胆管用微血管夹阻断, 而不阻

断供应肝右叶、右外侧叶及尾状叶的动、静脉

及胆管[4]. 待肝叶缺血达90 min, 再次开腹移去血

管夹后关腹, 并给予乳酸林格液20 mL/kg, 以补

充液体的丢失. SO组术前肝素化, 未结扎血管, 
余操作相同. 在灌注6, 12, 24 h分别处死动物取

静脉血及肝组织标本.
1.2.2 CXCR3及其配体mRNA水平检测[5] 采用逆

转录-多聚酶链反应(RT-PCR)半定量法检测. 采
用异硫氰酸胍一步法提取RNA. 取1.5 µg RNA
逆转录合成cDNA. 引物序列: IP10: 5'-ccgcgcctat
cgccaatgagctgcgc-3', 5'-cttggggacaccttttagcatcttttg
g-3'; Mig: 5'-gaactcagctctgccatgaa-3', 5'-ttgccgagtc
cggatctagg-3'; CXCR3: 5'-tcatcttcctgtcagccagc-3', 
5'-caccaccaccaccaccacta-3'; β-actin: 5'-gcgacgaggc
ccagagcaagagaggc-3', 5'-gctaggagccagggcagtaatct
cc-3'. 扩增条件: 首先95℃ 2 min, 56℃ 30 s, 72℃ 
1 min, 之后95℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 1 min, 33
次循环. 扩增产物上样于10 g/L琼脂糖凝胶电

泳, EB染色20 min, 凝胶成像分析系统测定DNA
光密度. β-actin作为内参照. 以各实验组各电泳

条带密度与相对的内参照密度之比表示相对表 
达量. 
1.2.3 肝组织TNF-α水平和血清ALT, AST测定检

测 肝组织应用超声粉碎仪粉碎后, 离心, 留取上

清, 应用ELISA试剂盒, 酶标仪测定450 nm吸光

度检测. 血清ALT, AST测定采用日立全自动生

化仪检测.
统计学处理 所有数据均通过SPSS13.0软件

处理. 以mean±SD表示, 采用One-Way ANOVA
方法检验, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组肝功能变化 SO组及6, 12, 24 h I/R组ALT 
值分别为97.38±8.83 U/L, 1486.88±196.45 U/L, 
2272.63±208.50 U/L和3517.13±235.04 U/L. SO
组及6,12, 24 h I/R组AST值分别为86.75±8.60 
U/L, 1221.63±105.93 U/L, 1984.38±104.27 U/L
和2942.88±202.93 U/L. I/R组, 随着再灌注时间

的延长, ALT、AST逐渐升高, 于24 h达最高, 各
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■研发前沿
肝缺血再灌注损
伤与细胞因子的
关系是目前研究
的热点之一, 但相
关研究报道较少.
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时段间比较, 差异显著(P <0.01). 同假手术组比

较, 缺血再灌注组各时段ALT、AST均显著升高

(P <0.01, 表1).
2.2 TNF-α水平 SO组、6 h, 12 h, 24 h I/R组

TNF-α分别为23.63±4.00 ng/L, 154.88±14.35 
ng/L, 258.88±13.73 ng/L, 182.87±10.95 ng/L, 
再灌注后肝组织TNF-α水平升高, 12 h达高峰, 
同6 h相比, 差异显著(P <0.01), 至24 h下降,但仍

明显高于假手术组(P <0.01). SO组、6 h、12 h、
24 h I/R组未缺血肝组织TNF-α水平为21.13±
4.05 ng/L, 25.63±4.60 ng/L, 23.63±4.57 ng/L, 
24.63±4.98n g/L, 各组之间比较无明显差别 
(表2).
2.3 CXCR3及其配体mRNA水平 实验组再灌注

后, 肝组织CXCR3和IP-10 mRNA表达水平明显

升高, 再灌注6 h达高峰, 6 h, 12 h, 24 h同SO组比

较, 差异显著(P <0.01). 实验组再灌注12 h同6 h
相比, CXCR3和IP-10 mRNA表达水平明显下降

(P <0.01), 而同24 h相比, 无统计学差异(P >0.05). 
Mig mRNA在再灌注后有所升高, 但同对照组比

较, 无明显差别(P >0.05)(表2). 

3  讨论

肝缺血再灌注损伤是复杂的肝切除、肝外伤和

肝移植等手术中不可避免的病理过程[6]. 由缺血

再灌注引起的肝损伤的确切生化机制非常复杂, 
至今仍未完全清楚. 研究显示MCP-1、MIP-1、
2在缺血再灌注损伤中表达明显升高[7-8], 他们主

要作用于中性粒细胞. 近年研究表明, 急性炎症

性应答在这一过程中起重要的作用. 免疫抑制

剂引起的全身性免疫抑制可以减轻缺血再灌注

损伤, 而且无胸腺小鼠的肝脏缺血再灌注损伤

下降, 这些都提示T淋巴细胞在其中可能起重要

的作用[9-10]. 多种途径参与淋巴细胞的活化, 趋化

因子受体途径是其中的重要途径. 最近研究结

果也显示淋巴细胞在缺血再灌注损伤中起重要

的作用[11]. 实验发现淋巴细胞在再灌注早期在肝

脏窦周聚集, 从而损伤组织. 
趋化因子是一类控制免疫细胞定向迁移的

细胞因子, 对白细胞的发育、分化、定位具有

调节作用. 其属于小分子的分泌蛋白超家族, 根
据N端半胱氨酸残基的数目和排列方式, 将趋化

因子分为CXC、CC、C、CX3C 4个亚家族. 其
中CXC趋化因子受体3(CXC chemokine receptor 
3, CXCR3)及其配体IP-10、Mig与T细胞应答密

切相关[12]. 我们实验结果显示缺血再灌注后随

着再灌注时间延长, 血清ALT、AST不断升高, 
显示出肝细胞损害加重. 同时, 我们检测了缺血

再灌注时CXCR3及其配体IP-10、Mig mRNA
在肝脏中的表达, 发现缺血区肝组织再灌注后

CXCR3、IP-10 mRNA表达增加, 于再灌注后6 h
达最高峰, 之后表达水平逐渐下降, 6 h和12 h比
较, 差异显著(P<0.01), 而12 h和24 h之间无明显

差别. 未缺血肝组织CXCR3、IP-10 mRNA水平

无明显升高. 这表明CXCR3、IP-10在再灌注的

早期即参与了肝脏损伤. Mig mRNA的表达水平

在缺血肝组织虽有升高, 但与未缺血肝组织比

较, 无显著差异(P>0.05), 表明Mig在缺血再灌注

bP<0.01 vs  SO; dP<0.01 vs  6 h组; eP<0.01 vs  非缺血组.

表 2 肝组织中CXCR3、IP-10、Mig mRNA及TNF-α比较(mean±SD, n  = 8)

     
组织                                                        SO                           I/R 6 h                           I/R 12 h                      I/R 24 h

CXCR3 mRNA   缺血组织        0.125±0.028       0.925±0.109be        0.786±0.074bde        0.606±0.082be

                          非缺血组织        0.133±0.041       0.159±0.046        0.155±0.057        0.161±0.043

IP-10 mRNA     缺血组织        0.128±0.027       0.863±0.091be        0.680±0.075bde        0.543±0.284be

                          非缺血组织        0.128±0.041       0.140±0.040        0.136±0.037        0.128±0.047

Mig mRNA        缺血组织        0.105±0.024       0.104±0.023        0.123±0.020        0.114±0.025

                          非缺血组织        0.104±0.033       0.111±0.032        0.124±0.034        0.114±0.025

TNF-α(ng/L)    缺血组织        23.63±4.00     154.88±14.35b      258.88±13.73bd      182.87±10.95b

                          非缺血组织        21.13±4.05       25.63±4.60        23.63±4.57        24.63±4.98

■应用要点
CXCR3趋化因子
受体及其配体若
在肝缺血再灌注
损伤中起促进作
用, 此趋化因子受
体途径可作为阻
断靶位和减轻缺
血再灌注损伤的
新途径. 

表 1 肝脏缺血再灌注损伤后血清ALT、AST含量变化
(U/L, mean±SD)

     
分组                                ALT                                AST

SO组                  97.38±8.83                86.75±8.60

I/R 6 h组         1486.88±196.45b       1221.63±105.93b

I/R 12 h组       2272.63±208.50bd      1984.38±104.27bd

I/R 24 h组       3517.13±235.04be      2942.88±202.93be

bP<0.01 vs  SO组; dP<0.01 vs  6 h组; eP<0.01 vs  12 h组.
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损伤中无明显作用. 在实验中, 我们应用ELISA
监测各时段肝脏TNF-α水平. 结果显示, 缺血再

灌注后TNF-α水平升高, 再灌注12 h达最高峰, 
之后逐渐下降, 各时段比较差异显著(P <0.01). 
本实验显示CXCR3、IP-10 mRNA表达高峰早

于TNF-α, 表明在缺血再灌注损伤早期T细胞即

起了一定的作用. 这与Khandoga et al [11]提出的

淋巴细胞在再灌注早期即在肝脏窦周聚集, 从
而损伤肝组织的研究结果一致. 本研究发现趋

化因子受体途径参与了肝脏缺血再灌注早期T
细胞活化, 继之引起TNF-α等细胞因子的释放, 
导致肝组织进一步受损伤, 但确切作用机制还

需进一步探讨. 
由此可见, 趋化因子IP-10及其受体CXCR3

促进了淋巴细胞在缺血再灌注损伤中的作用, 
若阻断此作用途径, 可能减轻早期肝脏缺血再

灌注损伤.
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Abstract
AIM: Transcriptional silencing induced by 
hypermethylat ion of CpG is lands in the 
promoter regions of genes is believed to be an 
important mechanism underlying tumorigenesis. 
This study explored the correlation of p16 
hypermethylation with tumorigenesis and the 
development of gastric cancer.  

METHODS: Methylation-specific polymerase 
chain reaction (MSP) was used to detect meth-
ylation of the p16 gene in 41 specimens of gastric 
cancer, 40 specimens of premalignant lesions 
and 38 normal control specimens. The expres-
sion of p16 protein was detected by immunohis-
tochemistry. 

RESULTS: The positive rate of p16 gene meth-
ylation was significantly higher in gastric cancer 
than in premalignant lesions and normal con-
trol specimens (56.1% vs 17.5%, 2.63%, both P < 
0.05). The positive rate of p16 gene expression 
was significantly lower in gastric cancer than in 
premalignant lesions and normal control speci-

mens (51.2% vs 90.0%, 100.0%, both P < 0.05). 
The positive rate of p16 gene methylation was 
significantly higher in poorly differentiated can-
cer than in well-differentiated cancer (81.2% vs 
40.0%, P < 0.05). The positive rate of p16 gene 
methylation was significantly higher in gastric 
cancers with metastasis to the lymph node than 
in those without metastasis to the lymph node 
(80.9% vs 30.0%, P < 0.05). The positive rate of 
p16 gene methylation was higher in gastric can-
cers with invasion to the serosa than in those 
without invasion to the serosa (60.0% vs 52.4%,  
P > 0.05). The positive rate of p16 protein expres-
sion in gastric cancers with p16 gene methyla-
tion was significantly lower than that in gastric 
cancers without p16 gene methylation (26.1% vs 
83.3%, P < 0.05).  

CONCLUSION: Hypermethylation of CpG is-
lands in the promoter of the p16 gene exists in 
gastric cancer and can downregulate p16 expres-
sion. The level of hypermethylation of these 
CpG islands increases from premalignant lesions 
through lower degrees of malignancy to higher 
degrees of malignancy, and might be involved 
in tumorigenesis and the development of gastric 
cancer. 

Key Words: Gastric neoplasm; Premalignant le-
sions; DNA methylation; p16; Methylation-specific 
polymerase chain reaction; Immunohistochemistry

Liu WT, Jiao HL, Yang YL, Wang D, Zhang WM. 
Correlation of p16 hypermethylation with tumorigenesis 
and the development of gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 2839-2843

摘要
目的: 通过检测胃癌、癌前病变和正常对照
组中p16基因启动子区CpG岛甲基化水平及其
表达, 并结合临床病理资料, 分析他们在胃癌
发生、发展中的作用. 

方 法 :  用 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应
(methylation-specific PCR, MSP)检测41例胃癌
组织、40例癌前病变组织和38例正常对照组
织中p16基因启动子5'CpG岛甲基化; 应用免
疫组化检测基因的蛋白表达. 
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■背景资料
胃癌是常见的消
化道恶性肿瘤之
一, 多种癌基因的
活化和/或多种抑
癌基因的失活导
致了胃癌的发生. 
基因的表达不仅
仅取决DNA碱基
排列顺序的改变, 
还受DNA序列以
外的机制所调节, 
其中基因启动子
区CpG岛高甲基
化在调控抑癌基
因的表达中具有
重要的作用, 也成
为胃癌研究的热
点.



结果: 胃癌组织中p16基因甲基化阳性率为
56.1%(23/41), 癌前病变组织中为17.5%(7/40), 
而正常对照组织中为2.6%(1/38), 前组与后两
组之间的差异有显著性(P <0.05). 胃癌组织中
p16基因表达阳性率为51.2%, 癌前病变组织
中为90.0%, 正常对照组织中为100.0%, 前组
与后两组之间的差异有显著性(P <0.05). 低分
化型胃癌组织中的p16基因甲基化阳性率明
显高于高分化型(81.3% vs  40.0%, P <0.05). 有
淋巴结转移的胃癌组织中, p16基因甲基化阳
性率与无转移组的差异有显著性(81.0% vs  
30.0%, P <0.05). 浸润深达浆膜层的胃癌组织
中, 甲基化阳性率与未达浆膜层组无统计学差
异(60.0% vs  52.4%, P >0.05). 胃癌组织中p16
基因甲基化阳性组的蛋白表达阳性率显著低
于甲基化阴性组(26.1% vs  83.3%, P <0.01). 

结论:  胃癌组织中存在有p16基因启动子
5'CpG岛高甲基化, 并导致其基因表达率显著
低于正常对照及癌前病变组织. p16基因的高
甲基化与胃癌分化程度、淋巴结转移相关. 
p16基因甲基化的发生, 从正常、癌前病变到
胃癌有逐渐增加的趋势, 提示其基因CpG岛高
甲基化有可能作为诊断早期胃癌的一项较为
敏感的指标.

关键词: 胃癌; 癌前病变; DNA甲基化; p16基因; 甲

基化特异性聚合酶链反应; 免疫组化
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0  引言

现认为胃癌的发病是许多基因异常表达的结

果 .  基因的表达异常包括基因序列即遗传学

(genetics)改变和基因表型遗传学(epigenetics)改
变[1-2], 而表型遗传学是研究在DNA序列没有改

变的情况下所发生的遗传性基因表达的改变. 
这种基因表达的改变可通过DNA甲基化来实现. 
p16, p21等基因, 是一类抑制细胞增殖重要的抑

癌基因, 在肿瘤的发生中起重要作用. 目前对这

些肿瘤相关基因高甲基化与胃癌发病关系的研

究还很少[3]. 本实验采用甲基化特异性聚合酶链

反应(methylation-specific PCR, MSP)[4]及免疫组

织化学方法研究胃癌及癌前病变中p16基因启

动子区甲基化状况及其蛋白表达, 旨在了解胃

癌中p16基因启动子区域甲基化与蛋白表达的

关系, 以及甲基化与胃癌临床病理指标之间的

关系, 以认识p16基因高甲基化与胃癌发生、发
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展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 天津医科大学总医院2004-11/2005-03
胃镜活检标本. 胃癌41例, 男23例, 女18例, 中
位年龄54(38-72)岁, 高分化型(乳头状腺癌、管

状腺癌)25例, 低分化型(黏液腺癌、印戒细胞

癌)16例 .  癌前病变40例中慢性萎缩性胃炎伴 
中-重肠上皮化生28例, 慢性萎缩性胃炎伴中-
重不典型增生24例, 中-重肠上皮化生合并中-
重不典型增生12例; 其中男22例, 女18例, 中
位年龄53岁(38-64岁); 对照组(正常胃黏膜及

慢性浅表性胃炎)38例, 男21例,女17例, 中位

年龄53(44-68)岁. 将标本一部分立即置液氮, 
然后放入-70℃的低温冰箱中保存, 采用M S P
检测甲基化 .  另一部分标本用40 g/L甲醛固

定 ,  行常规病理及免疫组化检测 .  p16基因甲

基化(M)和非甲基化(U)序列的特异性引物(上
海生物工程有限公司合成)序列如下: p16(M): 
5'TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC3'(上
游), 3'CAACCCGAACCGACCGTAA5'(下
游), 扩增片段长度为151 bp; p16(U): 5'TTA
TTAGAGGGTGGGGTGGATTGT3'(上游),   
3'CAACCCCAAACCACCATAA5'(下游), 扩增

片段长度为150 bp. dNTP, 10×Taq  Buffer, Taq  
DNA聚合酶均为天为时代公司. 生物素化羊抗

兔IgG(北京中山生物技术有限公司),  DAB显色

液(武汉博士德生物工程有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 P C R扩增p16基因  P C R反应体系为D M S O  
0.7 μL, dNTP混合物2.0 μL(终浓度200 μmol/L), 10
×Taq  Buffer 2.5 μL, Taq  DNA聚合酶0.6 μL (1.2 
U), 引物0.7 μL, DNA 1.0 μL (0.2 μg), 加纯水至 
25 μL. 循环条件: 94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 54℃ 30 s, 
30个循环, 72℃ 7 min. 琼脂糖凝胶电泳判定PCR
产物.
1 .2 .2  免疫组化法检测  采用链霉素 -抗生物

素蛋白过氧化物酶连结法(S P法) .  切片浸入 
0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH6.0), 微波炉加

热, 使之维持在92℃-98℃ 15 min, 室温冷却 
20 min, 0.1 mol/L PBS洗2次. 滴加正常山羊血

清封闭液, 室温20 min, 甩去多余液体, 加1∶50
稀释的一抗, 以正常山羊血清代替一抗做阴性

对照, 37℃孵育2 h后, 室温恢复20 min, 置4℃冰

箱中过夜. 取出切片, 室温恢复20 min, 0.1 mol/L 
PBS洗2 min× 3次, 加生物素化羊抗兔IgG, 37℃
孵育0.5 h, 0.1 mol/L PBS洗2min×3次. 滴加SP
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■研发前沿
DNA甲基化作为
表遗传学研究的
重要部分, 调控许
多肿瘤抑制基因
表达, 已成为肿瘤
预防、早期诊断
和治疗的重要途
径, 具有广泛的前
景. 
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试剂, 37℃孵育0.5 h, 0.1 mol/L PBS洗5 min×3
次. 滴加DAB显色液, 室温下显色, 镜下控制显

色时间, 蒸馏水洗. 苏木素复染, 脱水, 透明, 中
性树胶封片, 镜下观察结果. p16蛋白在黏膜上皮

细胞膜着色呈棕黄色, 胞质也有很弱的着色, 为
阳性表达. 取5个高倍视野计算阳性细胞占总细

胞数的百分率作为阳性比例. 

2  结果

2.1 p16基因甲基化检测结果 胃癌与癌前病变样

品甲基化特异性引物扩增出151 bp的片段, 而正

常对照样品非甲基化特异性引物扩增出150 bp
的片段(图1).
2.2 p16基因的高甲基化及蛋白表达与胃癌临

床病理特征的关系  p16蛋白表达在正常黏膜

上皮及间质淋巴细胞中胞核阳性着棕黄色, 病
变细胞的胞核着色很弱时判定为蛋白表达异

常(图2). 胃癌、癌前病变和正常胃黏膜组p16
甲基化阳性率分别为56.0%, 17.5%及2.6%, 各
组检测阳性率比较见表1. 未分化型胃癌甲基

化阳性率(81.2%)较高分化型(40.0%)增高, 且
两组间比较有统计学意义(P <0.05), 伴淋巴结

转移的胃癌甲基化阳性率(80.9%)较不伴淋巴

结转移的甲基化阳性率(30.0%)增高, 且两组间

比较有统计学意义(P <0.05). 浸润深达浆膜层

的胃癌甲基化阳性率(60.0%)较未达浆膜层的

甲基化阳性率(52.4%)增高, 但两组间比较无统

计学意义(P >0.05). p16蛋白在正常对照组, 癌
前病变组和胃癌组表达阳性率分别为100.0%, 
90.0%, 51.2%, 且逐渐降低. 胃癌组与正常对

照组及癌前病变组p16表达阳性率比较有显著

性差异(P <0.05). 胃癌中p16基因甲基化阳性组

p16蛋白表达阳性率为26.1%, 而阴性组p16蛋

白表达阳性率为83.3%. 两组间比较有显著差异

(P <0.05)(表1).

3  讨论

胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一, 多种癌基

因的活化和/或多种抑癌基因的失活及多种外源

致癌物的刺激因素的作用导致了胃癌的发生[5]. 
基因的表达不仅仅取决于DNA碱基排列顺序的

改变, 还受DNA序列以外的机制所调控. DNA甲

基化主要是由DNA甲基转移酶(DMT)催化, S-腺
苷蛋氨酸(SAM)提供甲基给胞嘧啶, 形成5-甲基

胞嘧啶. 5-甲基胞嘧啶是真核细胞中唯一存在的

天然修饰方式, 约占整个胞嘧啶的3%-4%. 启动

子区富含CpG序列, 故易发生甲基化. 基因启动

子区甲基化可以在转录水平抑制基因表达. 在
正常细胞中抑癌基因启动子区保持非甲基化状

态, 基因可以正常转录、表达, 而在肿瘤细胞中, 
抑癌基因启动子区甲基化, 转录受到抑制, 基因

不能表达. 在肿瘤组织中常常有与DNA损伤修

复、细胞周期等有关的肿瘤抑制基因失活, 从
而导致恶性肿瘤的发生发展. 迄今已发现许多

恶性肿瘤存在一个或多个肿瘤抑制基因CpG岛

甲基化. 肿瘤抑制基因CpG岛甲基化是当今肿瘤

分子生物学研究的热点[6]. 
p16基因的功能产物p16蛋白是重要的细胞

周期抑制因子. p16基因变异或失活, 将失去对细

胞周期的调控作用, 引起细胞周期中G1期缩短, 
过早地进入S期, 从而使细胞无控制地增殖. p16

■相关报道
有 关 p 1 6 基 因 甲
基化与胃癌的关
系的研究目前已
有所报道, 如Tang 
et  al 报道胃癌中
p16基因甲基化阳
性率为30%-60%. 
K ang  e t  a l 报道
p16、COX-2等基
因在慢性胃炎, 肠
化中甲基化水平
较低, 但在胃癌中
有较高的甲基化
率.

■创新盘点
本研究应用MSP
方法及免疫组化
方法对胃癌前病
变和胃癌组织中
p16基因甲基化及
基因的蛋白表达
进行了研究, 发现
由癌前到胃癌的
发展过程中甲基
化水平呈逐步增
高的趋势, 而其表
达水平呈减低趋
势, 提示p16基因
甲基化有可能作
为早期胃癌诊断
和监测的手段.

表 1 p16基因高甲基化及蛋白表达与胃癌临床病理特征
的关系n (%)

     
分组                 n         p16甲基化阳性率       p16表达阳性率

胃癌组          41           23(56.0%)a               21(51.2%)a         

    高分化      25           10(40.0%)                              

    低分化      16           13(81.2%)e

淋巴结转移      

    有             21           17(80.9%)                             

    无             20             6(30.0%)g

浸润

    达浆膜      20           12(60.0%)                               

    未浆膜      21           11(52.4%)

甲基化

    阳性          23                                            6(26.1%)       

    阴性          18                                          15(83.3%)h 

癌前病变组   40             7(17.5%)c              36(90.0%)      

正常对照组   38             1(2.6%)                 38(100%)

aP<0.05 vs  癌前病变; cP<0.05 vs  正常对照组;  eP<0.05 vs  高

分化; gP<0.05 vs  有淋巴结转移; hP<0.05 vs  甲基化阳性. 

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Marker
     M      U        M      U         M       U

                   T                 P                  N

151 bp            151 bp                    150 bp

图 1 p16的MSP分析. Marker: 标准品; U: 非甲基化扩增; M: 

甲基化扩增; N: 正常对照; P: 癌前病变; T: 胃癌.
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基因的失活存在于大多数肿瘤中, 失活机制包

括基因的缺失和高甲基化[7-8]. 本研究通过检测

了p16基因启动子CpG岛甲基化的水平发现, 胃
癌中pl6基因启动子CpG岛甲基化率达56.1%, 而
Tang et al [9]报道胃癌中p16基因甲基化阳性率为

30%-60%, 两项结果相一致. 通过对p16基因高

甲基化与胃癌病理特征的分析发现, 胃癌p16基
因高甲基化与分化程度和淋巴结转移有关, 而
与浸润深度无关. 未分化型胃癌p16基因启动子

甲基化阳性率明显高于分化型, 提示伴随着p16
基因启动子甲基化程度增加, 对基因表达的抑

制程度增加, 从而使肿瘤细胞的恶性程度增加. 
pl6基因启动子甲基化多发生于低分化、有淋巴

结转移病例, 因此p16基因甲基化有可能作为评

估胃癌预后的一个重要指标. 由于胃癌的发病

从癌前病变发展而来, 在癌前病变中p16基因甲

基化状态的研究也成为近年来较为有价值的方

向[10-12], 所以本研究对胃癌前病变的p16基因甲

基化状态进行了检测, 发现胃癌p16基因甲基化

阳性率显著高于癌前病变及正常对照, 但在癌

前病变中p16基因甲基化阳性率为17.50%, 在由

正常、癌前病变到胃癌的转化过程中p16基因

甲基化阳性率呈逐步增加的趋势, 提示p16基因

启动子CpG岛甲基化可能是发生于胃癌早期的

分子事件. 对p16基因甲基化与蛋白表达的关系

研究发现, p16基因启动子区甲基化与蛋白表达

缺失有密切的关系, 在p16基因高甲基化组pl6蛋
白表达明显减低, 在正常对照、癌前病变、胃

癌中pl6蛋白表达阳性率呈逐渐降低趋势, 表明

启动子区甲基化是p16基因在胃癌中失活的主

要机制.  
总之, 肿瘤相关基因的甲基化状态异常可

能是受损细胞的一种适应生存反应, 在肿瘤发

生的启动、促进和进展阶段均发挥着重要作

用. 这种CpG岛高甲基化异常在肿瘤预防和治疗

中均有重要的应用价值. DNA甲基化在肿瘤诊

断、化疗敏感性和预后评价等方面的应用价值

已得到重视[13]. 发生DNA甲基化的肿瘤比DNA
序列突变肿瘤, 遗传性损伤容易纠正, 经去甲基

化治疗特异性地纠正过来, 继而恢复其表达状

态, 已被认为是极有潜力的肿瘤基因治疗的新

手段[14-16].
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and adverse 
effects of a regimen of paclitaxel and Xeloda in 
the treatment of patients with advanced gastric 
cancer. 

METHODS: Paclitaxel (175 mg/m2) was admin-
istered by intravenous drip for 3 h in the first 
day of the experiment; Xeloda (1000 mg/m2) 
was administered po, twice between the first 
day and the fourth day, and then every 21 or 
28 days. Each patient was treated for more than 
two circles and evaluated four weeks later. 

RESULTS: Among the 31 evaluable patients, 
1 (3.2%) showed complete remission (CR), 
15 (48.4%) showed partial remission (PR), 10 
(32.3%) showed stable disease (SD) and 5 (16.1%) 
showed disease progression (PD). The overall 
response rate was 51.6% with a 95% confidence 
interval (CI) (range: 33%-70%); and 26 (83.9%) of 
the patients benefited (CR + PR + SD) from the 
clinical therapy with a 95% CI (range: 66%-90%). 
The mean time to tumor progression (TTP) was 
5.32 ± 1.85 months, and the mean survival time 

(MST) was 11.40 ± 1.68 months. The main side 
effects were nausea and vomiting, myelosup-
pression, diarrhea, hand-foot syndrome and alo-
pecia. 

CONCLUSION: A regimen of paclitaxel and Xe-
loda has a definite effect with acceptable toxicity 
in the treatment of patients with advanced gas-
tric cancer.

Key Words: Advanced gastric cancer; Paclitaxel; 
Xeloda

Wu XP, Zhuang YZ, Jiang H, Wu YH, Dai WX, Ai XH, Tang 
SY. Treatment of patients with advanced gastric cancer 
with paclitaxel combined with Xeloda: an analysis of 31 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 2844-2846

摘要
目的: 观察紫杉醇联合希罗达治疗31例晚期
胃癌患者的疗效和副作用. 

方法: 紫杉醇175 mg/m2, 静脉滴注3 h, 第1天; 
希罗达1000 mg/m2, po , 2次/d, 第1-14天, 每21
或28天为1个周期. 每例患者治疗至少2个周
期, 2个周期化疗4 wk后评价疗效. 

结果: 在可评价疗效的31例患者中, 完全缓解
(CR)1例(3.2%), 部分缓解(PR)15例(48.4%), 稳
定(SD)10例(32.3%), 进展(PD)5例(16.1%), 总有
效率(CR+PR)51.6%, 95%可信区间为33%-70%; 
临床获益者(CR+PR+SD)共26例(83.9%), 95%
可信区间为66%-94%; 平均肿瘤进展时间
(TTP)为5.32±1.85 mo; 平均生存期(MST)为
11.40±1.68 mo. 不良反应主要为恶心呕吐、骨
髓抑制、腹泻、手足综合征及脱发. 

结论: 紫杉醇联合希罗达治疗晚期胃癌疗效
好, 副作用小, 患者耐受性好.

关键词: 晚期胃癌; 紫杉醇; 希罗达
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■背景资料
在我国, 胃癌发病
率及死亡率高, 治
愈率低, 每年死于
胃癌者达160 000
人 ,  占 全 部 恶 性
肿瘤死亡人数的
23%. 我国的胃癌
患者在确诊时大
多数是晚期, 术后
很快复发或根本
失去手术机会难
以治愈.

■研发前沿
化疗在治疗晚期
胃癌中的地位已
得到公认, 但目前
胃癌化疗尚无标
准方案. 以往化疗
基本上是采用以
5–FU为主的方案, 
进入21世纪多种
新药组成联合化
疗方案来治疗晚
期胃癌, 疗效得到
了一定的提高, 但
副作用大, 患者难
以耐受, 且5-Fu是
采用长期持续静
脉滴注, 给患者的
生活带来诸多不
便. 
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 我国胃癌的死

亡率仅低于肺癌, 占各种恶性肿瘤的第2位, 每
年约有超过160 000人死于胃癌[1]. 在我国大多数

胃癌患者就诊时已是晚期, 失去了手术根治切

除的时机. 因此化疗在晚期胃癌的治疗中有重

大的临床意义. 本文收集2004-07-01/2006-12-01
我科以紫杉醇联合希罗达治疗31例晚期胃癌患

者的资料, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组31例患者中, 男19例, 女12例, 年龄

30-72(中位年龄54)岁. 17例因有远处转移未行手

术治疗, 14例为手术后复发转移, 所有患者均通

过手术或胃镜活检取得病理确诊, 所有患者的

病灶均可通过测量评价疗效, 预计生存期超过 
3 mo, 都为初次应用化疗, 血常规、心脏、肝肾

功能均正常, Karnofsky评分≥60分.
1.2 方法 紫杉醇175 mg/m2, 静脉滴注3 h, 第1天, 
使用紫杉醇前先行预防过敏反应的预处理; 希
罗达1000 mg/m2, po , 每天2次, 第1-14天, 每21或
28天为1个周期. 每例患者治疗至少2个周期, 2
个周期化疗4 wk后评价疗效. 每个周期化疗前

后复查血常规、心电图、肝肾功能. 31例患者

共接受142个周期化疗, 每例患者平均疗程数为

5(3-8)个周期. 疗效评定根据WHO关于实体瘤

的客观疗效评定标准分为: 完全缓解(CR), 部分

缓解(PR), 稳定(SD), 进展(PD). 有效率(RR)为
CR+PR病例数占可评价疗效的百分数. 不良反

应按WHO关于抗癌药物常见毒副反应分级标准

分为0-Ⅳ度. 平均肿瘤进展时间(TTP)指治疗开

始到肿瘤进展的平均时间; 平均生存期(MST)指
化疗开始至死亡的平均时间. 采用电话随访, 最
后随访时间2006-12-01, 全部病例均获随访.

统计学处理 数据分析利用SPSS10.0统计软

件包进行处理, 计算有效率及临床获益率的95%
可信区间、TTP及ST的均数.

2  结果

2.1 临床疗效 在可评价疗效的31例患者中, CR 1
例(3.2%), PR 15例(48.4%), SD 10例(32.3%), PD 
5例(16.1%), 总有效率(CR+PR)51.6%, 其95%可

信区间为33%-70%; 临床获益者(CR+PR+SD)共
26例, 占83.9%, 其95%可信区间为66%-94%. 紫
杉醇联合希罗达方案治疗31例晚期胃癌患者的

ST, TTP情况见图1. MST为11.40±1.68 mo, TTP
为5.32±1.85 mo.

2.2 不良反应 本组患者化疗副作用分析见表1. 

3  讨论

在我国, 胃癌的发病率及死亡率均居恶性肿瘤

之首, 每年死于胃癌者达160 000人, 占全部恶

性肿瘤死亡人数的23%[2]. 目前我国胃癌的防

治现状是“三低一高”, 即早期诊断率低, 手术

切除率低, 5 a生存率低, 根治术后复发转移率

高[3]. 患者在确诊时大多数已存在不同程度的

转移, 术后很快复发或根本失去手术机会, 晚期

胃癌难以治愈, 故晚期胃癌的治疗是以达到延

长生存期, 提高生活质量的姑息治疗为目的. 而

■相关报道
进 入 2 1 世 纪 以
来, 紫杉类、草酸
铂、伊立替康及
希罗达等新药用
来治疗晚期胃癌, 
使得晚期胃癌患
者的生存期得以
明显地改善.

■创新盘点
本文采用两种新
药联合治疗晚期
胃癌, 取得了理想
的 疗 效 .  且 副 作
用 轻 微 ,  尤 其 是
患者难以耐受的
Ⅲ/Ⅳ度副作用发
生率低(主要为骨
髓抑制、手足综
合症及脱发, 发生 
率>10%), 副作用
经支持对症处理
后都能消失, 不影
响下一周期化疗
的进行, 且患者只
需住院1 d输液化
疗, 简易方便, 患
者医从性好.

表 1 紫杉醇联合希罗达方案治疗31例晚期胃癌患者的
副作用

     
副作用                 0      Ⅰ     Ⅱ     Ⅲ  Ⅳ(n )

  总发生Ⅲ-Ⅳ度

                                                                        率(％)  比例(％)

恶心呕吐          16    12      2     1     0       48.4       3.2          

骨髓抑制          14      3      5     5     4       54.8     29.0

腹泻                 17      6      5      3     0       45.2       9.7

手足综合征       15      7      5     4     0        51.6     12.9

黏膜炎              23      3      3     2     0       25.8       6.4

脱发                    2    10    11     7     1       93.5     25.8

肌肉关节痛       21      6      4     0     0       32.2       0
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图 1 紫杉醇联合希罗达治疗31例晚期胃癌患者的ST和TTP. 
A: ST; B: TTP.
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全身化疗在晚期胃癌姑息治疗中的作用优于最

好支持治疗早有定论, 只进行最佳的支持治疗

(BSC)而不接受化疗的晚期胃癌患者MST为3-5 
m o, 而接受化疗的晚期胃癌患者的M S T可达

9-11 mo, 可见化疗较最好支持治疗能明显延长

生存期[4]. 然而化疗药物的副作用较大, 而晚期

胃癌患者的一般情况较差, 对化疗的耐受性较

差, 因此对晚期胃癌患者行联合化疗时要充分

考虑到化疗的疗效, 副作用及患者耐受性之间

的平衡. 
晚期胃癌以全身化疗为主, 胃癌是对化疗相

对敏感的恶性肿瘤, 但目前胃癌治疗依然没有所

谓的“金标准”化疗方案[5]. 以往化疗基本上是采

用以5–FU为主的方案(如FAM、ECF等), 进入21世
纪多种新药(如紫杉类、草酸铂、伊立替康及希

罗达等)组成联合化疗方案(如TCF、FOLFOX等)
来治疗晚期胃癌, 疗效得到了一定的提高, 但副作

用大[6], 患者难以耐受, 且方案中的5-FU是采用持

续静脉滴注, 要求使用该方案的患者中心静脉置

管带化疗泵, 给患者的生活带来诸多不便, 对于姑

息治疗的患者来说一般难以接受, 医从性差. 
紫杉醇是一种新型抗微管药, 通过促进微

管蛋白装配成微管, 并抑制其解聚, 从而影响细

胞的有丝分裂和增殖. 1994年美国MDAnderson
癌症中心的著名学者Ajani首先报道用于治疗

晚期胃癌 ,  紫杉醇治疗胃癌的单药有效率为

20%-24%[7], 联合用药的有效率可达68%[8]. 希罗

达通用名是卡培他滨, 化学名N 4-戊基羧酸-5'-脱
氧-5-氟胞嘧啶, 是新一代po选择性氟尿嘧啶甲

氨酸盐抗肿瘤药, 是5-FU的前体药物, po后经胃

肠道以原形吸收, 经过独特的3步激活计划, 最
后在到达肿瘤组织后转化为5-FU而发挥细胞毒

作用, 作用于细胞周期的S期, 对肿瘤细胞具有

很强的靶向性, 希罗达每天po两次可保持恒定

的血药浓度, 与5-FU相比抗癌作用增强, 毒副作

用少[9], 且希罗达是po给药, 可免除使用5-FU时

长期静脉置管带泵之不便. 紫杉类药物联合方

案化疗增加了疗效, 但骨髓抑制仍是最大问题. 
近年人们不断探索其他新药与紫杉醇联用或改

变给药方法以期保证疗效或降低毒性, 而5-FU
类po药希罗达以其方便、低毒符合晚期胃癌患

者的体质特点(消化功能差、耐受性差等)受到

关注. 紫杉类药物与希罗达联合应用, 两药作

用靶点部位不同, 紫杉醇可上调肿瘤组织内的

TP酶而增强希罗达疗效, 虽未加用DDP但临床

初步观察其疗效并未降低, 而不良反应明显降 

低[10]. 所以本方案有充分的理论依据, 方便患者, 
疗效并得到本组临床观察的支持. 

我组临床观察紫杉醇联合希罗达方案治疗

晚期胃癌, 总有效率为51.6%, 95%可信区间为

33%-70%; 临床获益率为83.9%, 95%可信区间

为66%-94%; 平均TTP为5.32±1.85 mo; MST为
11.40±1.68 mo, 化疗的近期有效率高, 化疗后

晚期胃癌患者的生活质量得到提高, 生存期明

显延长, 且不良反应小, 主要副作用为恶心呕

吐、骨髓抑制、腹泻、手足综合征及脱发等, 
尤其是患者难以耐受的Ⅲ/Ⅳ度副作用发生率低

(主要为骨髓抑制、手足综合症及脱发, 发生率

>10%), 副作用经支持对症处理后都能消失, 不
影响下一周期化疗的进行, 且患者只需住院1 d
输液化疗, 简易方便, 患者医从性好. 

总之, 紫杉醇联合希罗达方案对晚期胃癌疗

效确切, 副作用小, 患者的化疗耐受性好, 用药

简便易行, 患者医从性好, 很好地达到晚期胃癌

姑息治疗的目的, 值得临床推广. 
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■应用要点
晚期胃癌患者具
有消化功能差、

耐受性差等体质
特点, 而本文所研
究的方案毒副作
用小, 应用起来简
易方便, 近期及远
期疗效好, 值得临
床推广使用.

■同行评价
本文阐述了紫杉
醇联合希罗达治
疗晚期胃癌疗效
好, 副作用小, 患
者耐受性好, 设计
简单 ,  数据可信 , 
有一定的临床意
义. 
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Abstract
AIM: To study the expression of hypoxia-
inducible factor-1α (HIF-1α) and its regulator 
phosphatase and tensin homolog deleted in 
chromosome 10 (PTEN) in gastric cancer and 
their relationship with tumor angiogenesis and 
clinicopathologic features.

METHODS: Immunohistochemistry was per-
formed to detect the expression of HIF-1α and 
its regulator PTEN in 54 cases of gastric cancer. 
The relationships among the expression of HIF-
1α and PTEN, tumor angiogenesis and clinico-
pathologic features of patients were analyzed.

RESULTS: The positive expression rate of HIF-
1α in gastric cancer (74.07%) was significantly 
higher than that in normal gastric tissue (0%, 

P < 0.01); the expression of HIF-1α in gastric 
cancer was significantly associated with TNM 
stage (P < 0.05), invasive depth (P < 0.01) and 
lymph-node metastasis (P < 0.05); the positive 
expression rate of PTEN in gastric cancers was 
low (51.9%), and reduced with increased inva-
sive depth (38.5% vs 86.7%, P < 0.01) and clinical 
stage (28.6% vs 76.9%, P < 0.01), reduced histo-
logical differentiation (22.2% vs 70.6%, 63.2%,  
P < 0.01) and the occurrence of lymphatic (28.0% 
vs 72.4%, P < 0.01) and long distance metastases 
(16.7% vs 61.9%, P < 0.05). There was a negative 
correlation between the expression of HIF-1α 
and PTEN (r = -0.41, P < 0.05).

CONCLUSION: HIF-1α and its regulator PTEN 
play a very important role in the development 
of gastric cancer and could be useful factors in 
the diagnosis of gastric cancer and estimation of 
prognosis.

Key Words: Hypoxia-inducible factor-1α; Phos-
phatase and tensin homolog deleted in chromo-
some 10; Gastric cancer; Immunohistochemistry

Sun W, Zhang DD, Guo L, Wang Q. Expression and 
significance of hypoxia-inducible factor-1α and its 
regulator phosphatase and tensin homolog deleted in 
chromosome 10 in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(26): 2847-2851

摘要
目的: 探讨缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)及其调
控基因PTEN在胃癌及正常胃组织中表达的相
互关系以及他们在胃癌的发生发展、浸润和
转移中的作用. 

方法: 应用免疫组化SP法检测54例胃癌组织
中HIF-1α和PTEN的表达情况, 探讨他们与胃
癌临床病理因素的关系. 

结果: HIF-1α在胃癌中的表达率(74.07%)明
显高于正常胃组织(0%)(P <0.01); HIF-1α的表
达与胃癌TNM分期(P <0.05)、肿瘤浸润深度
(P <0.01)和淋巴结转移显著相关(P <0.05). 胃
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■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 虽
然综合治疗使得
胃 癌 的 5  a 生 存
率 有 所 改 善 ,  但
其 预 后 仍 不 理
想 ,  5 a生存率总
体来说仍徘徊在
20%-30%之间. 肿
瘤侵袭转移是肿
瘤治疗失败的主
要原因. 胃癌的发
病机制目前仍然
不是很清楚. 缺氧
因素在肿瘤的研
究中越来越被重
视. 



癌中PTEN低表达(51.9%), 且在肿瘤浸润深
(38.5% vs  86.7%, P <0.01)、有淋巴(28.0% vs 
72.4%, P <0.01)和远隔转移(16.7% vs  61.9%, 
P <0.05)、临床分期高 (28.6% v s  76.9%, 
P <0.01)、病理分化低(22.2% vs  70.6%, 63.2%, 
P <0.01)的胃癌组织表达明显降低. 胃癌组织
中HIF-1α与PTEN的表达呈负相关(r  = -0.41, 
P <0.05).

结论: HIF-1α和PTEN在胃癌的发生发展中起
重要作用, 联合检测可作为判断胃癌恶性程度
和预后的指标.

关键词: 缺氧诱导因子-1α; PTEN; 胃癌; 免疫组织
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 虽然综合治疗

使得胃癌的5 a生存率有所改善, 但其预后仍不

理想, 5 a生存率总体来说仍徘徊在20%-30%之

间. 肿瘤侵袭转移是肿瘤治疗失败的主要原因[1]. 
缺氧诱导因子-1α(hypoxia-inducible factor-1 α, 
HIF-1α)是新近发现的一种转录因子, 研究发现

他在多种恶性肿瘤中可表达、并与肿瘤血管生

成、肿瘤细胞的增殖、凋亡等过程密切相关, 
PTEN作为抑癌基因对HIF-lα具有调控作用. 迄
今为止, 国内外关于胃癌中HIF-lα与PTEN表达

的关系报道甚少. 本研究采用免疫组织化学法, 
检测HIF-1α、PTEN在胃癌中的表达, 探讨他

们与胃癌肿瘤生物学行为的关系及二者之间的

相关性, 为临床上进一步了解胃癌的生物学行

为、判断预后提供帮助.

1  材料和方法

1.1 材料 2001-01/2002-03手术切除后病理证实为

腺癌, 临床病理及随访资料齐全的胃癌蜡块标本

54例, 患者术前均未行化疗或放疗. 男37例, 女17
例; 年龄38-78岁; 肿瘤的原发灶大小、深度(T)、
淋巴结转移(N)由病理确定, 远处转移(M)由病理

学和临床确定. 其中肿瘤直径<5 cm 37例, ≥5 cm 
17例; 肿瘤浸润深度在浆膜下者15例, 浸透浆膜

者39例; 高分化19例, 中分化17例, 低分化18例; 
局部淋巴结无转移29例, 有转移25例; 远隔无转

移42例, 有转移12例. 根椐1997年国际抗癌联盟
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(IUCC)制定的TNM分期标准进行临床分期, Ⅰ
期12例, Ⅱ期14例, Ⅲ期16例, Ⅳ期12例. 另取正

常胃组织15例作对照, 标本取自胃溃疡或十二指

肠溃疡手术标本中正常的胃组织, 并经病理观察

证实且排除重度不典型增生. 男10例, 女5例, 年
龄44-77岁. 浓缩型兔抗人HIF-lα mAb、浓缩型

PTEN鼠抗人mAb购于北京中山生物制品有限

公司; SP试剂盒及DAB显色试剂盒购自福州市

迈新生物技术开发公司. 枸橼酸盐缓冲液(0.01 
mol/L, pH6.0)、磷酸氢二钠、氯化钠、二甲苯、

乙醇、过氧化氢、苏木素等, 普通实验室冰箱、

切片机、烤片机、高压锅、温育箱、湿盒、恒

温振荡器、Olympus BX41显微镜、显微数码照

相机Olympus BX40F4等, 均由中国医科大学盛京

医院病理科提供.  
1.2 方法 常规HE染色, 确定标本的组织分化程

度. 采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶连接

(SP)免疫组织化学方法检测HIF-1α和PTEN在

胃癌及正常胃组织中的表达. 具体操作步骤按

常规进行, 其一抗工作稀释度均为1∶75. 用已

知阳性的乳腺癌切片作为阳性对照, PBS缓冲

液代替一抗作阴性对照. HIF-1α阳性表达部位

主要在胞核, 而PTEN阳性表达部位主要在胞

质. 以细胞质内出现明显棕黄色颗粒为阳性细

胞. 先于低倍镜下观察, 排除肿瘤坏死出血区及

边缘反应区, 于肿瘤内染色相对密集区选取5个
视野分别进行细胞记数, 高倍镜下进行观察, 以
阳性细胞数占同类记数细胞的百分比为阳性细

胞率. 阴性(-): 阳性细胞率<5%; 弱阳性(+): 阳
性细胞率为5%-25%; 阳性(++): 阳性细胞率为

25%-50%; 强阳性(+++): 阳性细胞率>50%.
统计学处理 采用SPSS12.0软件包进行统计

分析. HIF-1α、PTEN各指标间的相关性研究采

用相关分析, 各检验方法皆以P <0.05为差异显著

标准.

2  结果

2.1 HIF-1α在胃癌组织中的表达及与临床病理

因素的关系 HIF-1α阳性表达的黄色颗粒或棕黄

色颗粒见于细胞核及胞质中, 正常胃组织中未

见HIF-1α的阳性表达. 本组54例胃癌患者中14 
例(-), 8 例(+), 11例(++), 12例(+++), 9例(++++); 
总阳性表达率为74.07%(40/54). HIF-1α在胃癌

中的表达明显高于胃正常组织, 差别有统计学

意义(P <0.01). HIF-lα在胃癌TNM Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ、

Ⅳ期的阳性表达率分别为61.5%和85.7%, 2组间

www.wjgnet.com

■研发前沿
HIF-1α是新近发
现的一种转录因
子, 研究发现他在
多种恶性肿瘤中
表达、并与肿瘤
血管生成、肿瘤
细胞的增殖、凋
亡等过程密切相
关, PTEN作为抑
癌基因对HIF-lα
具有调控作用. 目
前 ,  国 内 外 关 于
胃癌中HIF-lα与
PTEN表达的关系
报道甚少.
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比较有显著性差异(P <0.05); 胃癌浸润深度的不

同(浆膜下和浆膜外), HIF-1α阳性表达率也明

显不同(46.7%, 84.6%), 两组间比较有显著性差

异(P <0.01); 淋巴结转移组的HIF-lα阳性表达率

92.0%, 显著高于淋巴结未转移组58.6%(P <0.05). 
H I F-lα的表达与患者的性别、年龄、肿瘤大

小、分化程度及有无远隔转移无明显关系

(P >0.05)(表1).
2.2 PTEN在胃癌组织中的表达及与临床病理

因素的关系 PTEN在正常胃组织中的阳性表达

率(+-+++)为100%, 位于胞质. 在胃癌组织中的

阳性表达率为51.9%, 明显低于在正常胃组织

中的表达(P <0.01). PTEN与胃癌的肿瘤浸润深

度、淋巴转移、远隔转移、临床分期呈负相关

(P <0.05), 随肿瘤浸润深度的加深、淋巴转移的

产生、远隔转移的发生、临床分期的提高而降

低; 与肿瘤的病理分化程度呈正相关(P <0.05), 
随肿瘤病理分化程度的降低而降低. 与患者的

性别、年龄、肿瘤大小无相关性(P >0.05)(表1).
2.3 胃癌组织中HIF-1α与VEGF的表达呈负相关

(r  = -0.41, P <0.05).

3  讨论

缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible factor-1, 
HIF-1)是由HIF-1α及HIF-1β亚单位构成的异

二聚体[2]. 在非缺氧细胞核和胞质中, 可检测到

HIF-1β, 不能检测到HIF-1α. 细胞缺氧时, HIF-
1β从胞质转移到核, 而HIF-1α在核中显著增加. 
暴露于正常氧浓度, HIF-1β重新出现在胞质中, 
而核中高水平的HIF-1α很快降解[3], 因此, HIF-
1α对缺氧更具有敏感性. 研究表明HIF-1α在多

数恶性肿瘤组织中都有表达[4], 已有学者证实

HIF-1α在肝癌、乳腺癌、脑肿瘤等多种肿瘤组

织中表达并调节其生物学行为[5]. 在常氧条件下, 
88%的正常人体组织不表达HIF-1α, 53%的恶性

肿瘤组织表达HIF-1α, 在相应的良性肿瘤中没

有检测到HIF-1α[6], 而且HIF-1α表达水平与肿瘤

患者的预后呈负相关[7]. HIF-1α对氧的依赖性较

强, 当周围环境的氧浓度下降时, HIF-1α表达增

加, 并且其表达增加表现在多个水平上, 包括转

录和蛋白等水平, 但主要是蛋白水平的表达改

变[8]. 因为, 在明显的缺氧或低糖状态下, 编码翻

译HIF-1α的mRNA水平并没有显著增高. HIF-
1α在细胞内水平的增高仅仅只是因为在缺氧

或低糖的环境下HIF-1α的稳定性明显提高而在

胞内积聚, 当缺氧或低糖得到改善时, HIF-1α被

迅速降解[9]. 肿瘤组织生长迅速, 必然会处于缺

氧状态而诱导HIF-1α表达. 因此, 癌基因的激活

及抑癌基因的失活可导致瘤细胞中HIF-1α的表

达升高及活性的增强. Zhong et al [6]利用HIF-1α 
mAb检测了HIF-1α在多种肿瘤中的表达, 发现

90%的结肠癌、肺癌及前列腺癌组织中HIF-1α
表达升高, 而在肿瘤附近正常组织中则不表达.  

本组实验中, 采用免疫组化的方法对HIF-
1α进行标记, 结果证实HIF-1α主要表达于胞核, 
胞质也有表达, 肿瘤坏死明显的区域和肿瘤浸

润的边缘HIF-1α表达明显增多, 周围正常组织

及肿瘤间质无HIF-1α的表达. 这表明HIF-1α在
肿瘤的发生、发展中具有重要作用, 他不仅调

节血管形成, 调节众多的下游基因以维持或促

进肿瘤的发展, 而且他可反馈接受肿瘤生长过

程中所产生的因子或在缺氧环境中上调表达, 
如此形成恶性循环促进肿瘤生长, 调节肿瘤的

生物学特性[10]. 肿瘤的生长必须有新生毛细血

表 1 HTF-1α和PTEN在胃癌中的表达与临床病理因素的
关系n (%)

     
临床病理困素              n                    HTF-1α               PTEN 

年龄(岁)

    ≤60                     41               31(75.6)         21(51.2)

    >60                      13                 9(69.2)           7(53.8)

性别

    男                         37               28(75.7)         20(54.1)

    女                         17               12(70.6)           8(47.1)

肿瘤大小(cm)

    ≤5                       37               27(73.0)         19(51.4)

    >5                        17               13(76.5)           9(52.9)

组织学分型

    高分化                  19               12(63.2)         12(63.2)

    中分化                  17               13(76.5)         12(70.6)

    低分化                  18               13(72.2)           4(22.2)b

浸润深度

    浆膜下                  15                 7(46.7)         13(86.7)

    浆膜外                  39               33(84.6)b        15(38.5)b

淋巴结转移

    无                         29               17(58.6)         21(72.4)

    有                         25               23(92.0)a          7(28.0)b

远隔转移

    无                         42               30(71.4)         26(61.9)

    有                         12               10(83.3)           2(16.7)a

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ期              26               16(61.5)         20(76.9)

    Ⅲ、Ⅳ期              28               24(85.7)a          8(28.6)b

aP<0.05, bP<0.01.

■应用要点
本文提示我们关
于胃癌缺氧及其
调控基因PTEN的
深入研究与人为
干预可能是胃癌
治疗的一个新的
方向. 为临床上进
一步了解胃癌的
生物学行为和判
断预后提供了帮
助.
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管形成以供应生长快, 代谢旺盛的肿瘤细胞和

组织, 另外大量的代谢产物需要运走, 也需要有

新生血管形成. 肿瘤细胞快速生长所造成的缺

氧环境都可诱导HIF-1α的表达, 而HIF-1α又可

调节其下游基因表达而促进血管形成和肿瘤生

长[11]. 因此, 肿瘤坏死明显的区域和肿瘤浸润的

边缘HIF-1α表达明显增多. 癌基因及抑癌基因

突变, 通过各种途径导致HIF-1α在体内聚集, 后
者可诱导各种低氧反应基因转录导致VEGF、
GLUT等升高, 另外, HIF-1α与各种生长因子如

IGF2的相互作用使细胞增生并且存活, 这些因

素使肿瘤细胞在不断增殖的同时, 获得浸润和

转移的能力[12-13]. 因此HIF-1α表达水平随临床分

期的升高而增加, 两者呈显著的正相关, 有转移

者HIF-1α阳性率较无转移者显著增高.  
PTEN即与张力蛋白同源的、第10染色体

丢失的磷酸酶(phosphatase and tensin homolog 
deleted in chromosome 10, PTEN)基因[14-16], 定位

于人类染色体10q23.3, 编码由403个氨基酸残基

组成的蛋白质. PTEN蛋白包括氨基端的磷酸酶

结构域、C2结构域和羧基端结构域[17], 通过脂

质磷酸酶活性特异性的去除磷脂酰肌醇-3, 4, 5-
三磷酸(phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate, 
P I P3)3'位上的磷酸基团 ,  负性调控P I3K/蛋
白激酶B(P K B/A k t)通路, 使细胞周期依赖性

激酶(C D K)抑制剂p27去磷酸化, 并可以提高

caspase-3活性, 使细胞周期停滞在G1期, 促进细

胞凋亡, 抑制细胞外基质和基底膜的降解而发

挥其抑癌作用[18-19]. 研究发现, PTEN在多种良

恶性肿瘤中均可以检测到突变与缺失, 胃癌中

也可以检测到PTEN表达的异常[20-23]. 将野生型

PTEN基因转导到肿瘤细胞中, 会发现肿瘤细

胞的生长明显受到抑制[24]. Weng et al [25]发现, 
PTEN蛋白表达高低与患者的病理分级及预后

有关, 预后越差, 恶性程度越高, PTEN蛋白表达

水平越低. 我们发现, PTEN在胃癌组织中的表达

率明显低于在正常胃组织中的表达, 并随肿瘤

病理分化程度的降低、浸润深度的加深、淋巴

转移的发生、远隔转移的产生及临床分期的增

高而降低(P <0.05), 与文献报道相符, 提示PTEN
基因表达的缺失与胃癌的发生发展、浸润和转

移密切相关, 而且可能为判断胃癌的恶性程度提

供依据.  
如前所述, HIF-1α在胃癌中表达显著高于

正常胃组织, 并与胃癌肿瘤生物学行为关系密

切. 但影响肿瘤发生、发展的因素很多, 而且各

种因素交互作用, 相互关联. 目前认为, 调节肿

瘤细胞内HIF-1α的机制非常复杂, 主要包括氧

依赖的信号传导机制及遗传变异作用[26]. 近几

年, 癌基因、抑癌基因对HIF-1α表达及活性的

影响已成为研究的热点.  
PTEN主要通过PI(3)k/Akt通路, 在抑制细胞

周期进展, 介导细胞凋亡的过程中发挥作用[27]. 
PTEN基因的突变或缺失可影响HIF-1α蛋白的

表达和转录活性[28]. 在PTEN异常的胶质细胞肿

瘤中, PI(3)k/Akt因PTEN的负调控作用丧失而呈

现高活化状态, 使HIF-1及靶基因的表达上调. 调
节发生在HIF-1α蛋白质水平, 对HIF-1α mRNA
几乎没有影响[29]. 此外, Akt活化可稳定HIF-1α
蛋白水平, 而PTEN蛋白则降低HIF-1α的稳定

性[27]. Huang et al [30]报道, PTEN突变或缺失可以

使PI(3)k/Akt途径失去调控, 促进VEGF介导的血

管内皮细胞增殖和肿瘤血管的形成, 从而提高

了肿瘤细胞的侵袭、转移能力. 而野生型PTEN
过表达可抑制PTEN缺失的细胞表达HIF-1α和
VEGF. 在前列腺癌中, 血管形成与PTEN功能丧

失诱导表达HIF-1α密切相关; 而在前列腺癌细

胞株PC3中导入野生型PTEN则可明显抑制HIF-
1α蛋白的表达, 并可抑制VEGF的活性, 抑制血

管形成[31]. 本试验相关性研究表明, 胃癌中HIF-
1α与PTEN呈负相关, 即随着HIF-1α表达水平的

增高, PTEN的表达呈下降趋势. 结合文献, 我们

认为PTEN基因在胃癌中存在突变或缺失, PTEN
失表达使PIP3去磷酸化, 通过PI(3)K/Akt信号通

路继而使HIF-1α蛋白的表达水平升高.  
总之, 肿瘤的发生是一个多步骤多阶段的

复杂过程, 这一过程涉及多个细胞因子的作用

及多个原癌基因的激活与多个肿瘤抑制基因的

失活. HIF-1α和PTEN基因及其表达产物与胃

癌发生发展密切相关. HIF-1α的表达与胃癌的

TNM分期、浸润深度和淋巴结转移有明显的相

关性. HIF-1α的过表达与抑癌基因PTEN缺失或

突变有关.
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■同行评价
本文对54例胃癌
患者的癌组织和
15例正常胃组织
采用免疫组化方
法检测了HIF-1α
和PTEN的表达 , 
并且分析了HIF-
1α和PTEN与胃
癌临床病理的关
系, 立题新颖研究
样本量大, 得出的
结论较可信, 有一
定的先进性和科
学意义.
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Abstract
AIM: To analyze the parameters related to 
adolescent hepatectomy.

METHODS: Twenty-three adolescent hepatecto-
mies performed in the Union Hospital Hepato-
biliary Surgery Center were analyzed. 

RESULTS: Among the 23 adolescent hepatec-
tomies, 6 were for hepatocellular carcinoma, 7 
for hepatoblastoma, 3 for lymphoma, 2 for sar-
coma, 3 for cavernous hemangioma, and 2 for 
focal nodular hyperplasia. Five received right-
half hepatectomy, 6 left-half hepatectomy, 1 
right trisegemetectomy, 2 left-half and caudate 
hepatectomy, 1 isolated caudatectomy, and 10 
segementectomy. The mean postoperative hos-
pital stay was 8.3 ± 2.4 days, and 21 patients re-
covered to a preoperative liver function level at 
7 d after operation. There was no liver failure or 
perioperative mortality.   

CONCLUSION: Adolescent liver disease pa-
tients with diverse etiology, good liver com-
pensation, can accept radical hepatectomy with 
rare postoperative complications, and recover 
quickly.

Key Words: Hepatectomy; Adolescent; Postopera-
tive complications

Chen LB, Wang GB. Adolescent hepatectomy: an analysis 
of 23 cases . Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(26): 
2852-2855

摘要
目的: 分析18岁以下青少年肝病患者肝脏切
除的相关因素. 

方法: 对2004-06/2007-03在我中心接受手术
的23例18岁以下青少年肝脏疾病患者的病因
学, 手术方式, 相关情况进行分析, 以明确该年
龄组肝脏切除的相关规律. 

结果: 23例中, 原发性肝癌6例, 肝母细胞瘤7
例, 肝淋巴瘤3例, 肝肉瘤2例, 肝海绵状血管瘤
3例, 局灶性结节性增生2例; 行右半肝切除5
例, 左半肝切除4例, 右三叶肝切除1例, 肝左叶
加尾叶切除2例, 单独尾叶切除1例, 肝段切除
10例. 手术后平均住院时间8.3±2.4 d; 手术后
7 d肝功能指标恢复至手术前水平21例, 无肝
功能衰竭、围手术期死亡病例.

结论: 18岁以下青少年肝脏疾病患者肝脏原
发病较为分散, 肝脏储备与代偿功能好, 可以
接受极限性肝切除, 手术后并发症少, 手术后
恢复快.

关键词: 肝切除; 青少年; 并发症

陈立波, 王国斌. 18岁以下青少年肝病患者肝脏切除23例. 世界

华人消化杂志  2007;15(26):2852-2855
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0  引言

近年来, 青少年患肝脏疾病行外科手术治疗者明

显增加. 与成年患者相比, 青少年肝脏疾病的种

类不同; 另外青少年由于肝脏再生能力强、手术

后恢复时间明显缩短、手术后并发症的发生率

较低. 我们对2004-2007年在我科接受肝脏切除

手术的青少年肝病患者相关情况进行分析, 以初

®

■背景资料
18岁以下青少年
具有自身发育特
点, 肝脏及其他器
官储备功能好, 肝
脏病因学也存在
特 殊 规 律 .  本 文
拟对18岁以下青
少年组肝病患者
肝脏疾病发病学
以及手术治疗效
果、安全性进行
初步总结. 
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步明确青少年外科肝脏疾病及治疗的相关特征.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-06/2007-03在本中心接受肝

脏手术的18岁以下肝脏疾病患者23例, 占同期

接受肝脏手术患者的5.68%(23/405). 青少年肝

病患者年龄8-18(平均年龄16.4)岁, 男10例, 女13
例. 按病因学分类: 原发性肝癌6例, 其中合并乙

型肝炎5例, 肝母细胞瘤7例, 肝淋巴瘤3例, 肝肉

瘤2例, 肝海绵状血管瘤3例, 局灶性结节性增生

2例, 肿瘤直径5-17(平均直径8.12±2.47)cm. 肝
功能按Child-Pugh分级, 23例患者均为A级. 选择

2006-03/08在我科行手术治疗的肝脏疾病患者

109例作为对照, 年龄23-74(平均年龄41.55)岁, 男
72例, 女37例, 病因学分类: 肝细胞性肝癌61例, 
其中合并肝炎、轻度肝硬化53例, 继发性肝癌2
例, 胆管细胞癌19例, 肝脏淋巴瘤2例, 肝脏海绵

状血管瘤11例, 肝内胆管结石14例. 肝脏恶性肿

瘤直径3-31(平均直径大小9.35±5.1) cm. 肝功

能A级82例、B级27例.
1.2 方法 对青少年组和成人组肝脏疾病病因学

分类、手术方式、输血量、手术后肝功能恢复

时间、术后住院时间、并发症发生率等进行对

比分析.

2  结果

2.1 青少年组与成年组肝脏疾病病因学差异 
青少年病例组中 ,  恶性肝脏疾病占肝脏疾病

的78.26%(18/23), 与成年组肝脏疾病77.06% 
(84/109)相比无显著差异, 从恶性疾病分类看, 青
少年组以肝母细胞瘤最多见(30.43%), 其次为原

发性肝癌(21.74%), 肝脏间叶组织性恶性肿瘤

如淋巴瘤、肝肉瘤等亦较多见. 与成年组相比, 
青少年组恶性肝脏疾病的病因较为分散, 肝脏

良性肿瘤以海绵状血管瘤和局灶性结节性增生 
多见.

成年组以原发性肝细胞性肝癌最多见

(55.97%), 其次为胆管细胞癌(17.43%), 而肝脏

间叶组织肿瘤较为少见, 成年组肝脏良性病变

病因与青少年组亦有明显差异, 以肝内胆管结

石并发部分肝脏病变最为常见, 占12.84%, 其次

为海绵状血管瘤.
2.2 肝脏切除的相关分析 青少年组中行右半肝

切除5例, 左半肝切除4例, 右三叶肝切除1例, 肝
左叶+尾叶切除2例, 单纯尾叶切除1例, 肝段切

除10例; 术中全部行选择性、超选择性出入肝

血管阻断15例, 余8例未阻断血管, 无第一肝门

阻断; 术中未输血19例, 4例输血患者为右半肝

切除1例、右三叶切除1例, 肝左叶+尾叶切除

2例. 3例输血量400-600 mL, 1例尾叶13 cm肿

瘤患者行尾叶+左半肝切除术中输血4500 mL 
(图1). 

成年组行右半肝切除25例, 左半肝切除18
例, 尾叶切除4例, 右三叶切除3例, 左外叶肝切

除15例, 肝段、联合肝段切除28例, 肝脏局部切

除16例, 合并脾切除11例; 行第一肝门间断阻断

31例, 平均阻断时间23 min; 选择性、超选择性

出入肝血管阻断43例; 术中接受输血者48例, 输
血量400-2200 mL. 

青少年组手术后住院时间7-10(平均住院时

间8.3±2.4)d; 手术后7 d肝功能指标恢复至手术

前水平21例(91.3%), 无肝功能衰竭, 无围手术期

相关死亡病例. 成年组手术后住院时间8-24(平
均住院时间14.7±4.5)d; 术后7 d肝功能恢复至

术前水平者48例(47.44%), Ⅰ-Ⅱ级肝性脑病者8
例, 胸腔、腹腔中度以上积液13例(11.93%), 腹
腔感染2例, 胆漏1例, 切口愈合延迟4例, 总并发

症发生率为18.35%, 围手术期死亡2例, 死亡原

因为肝功能衰竭. 

3  讨论

肝脏肿瘤在青少年中属于罕见疾病, 但近年来

■相关报道
对青少年组肝脏
疾病发病和诊疗
规律的相关研究
少, 少数研究认为
儿童组肝脏疾病
以肝母细胞瘤等
较为多见, 儿童组
恶性肝脏疾病外
科治疗效果差.

■应用要点
对青少年外科肝
脏疾病的病因学
和 外 科 治 疗 预
后、并发症进行
总结, 发现青少年
肝脏疾病病因较
为分散, 肝脏储备
功能好, 可以耐受
极量肝切除, 术后
并发症少, 患者恢
复快.

图 1 青少年肝病患者尾叶切除的巨大肿瘤. A: 肝尾叶巨大

肿瘤(13 cm×13 cm); B: 切除巨大肝肿瘤(肉瘤).

A

B
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有高发趋势. 青少年组肝脏疾病的病因学和治

疗学与成年及儿童患者相比均存在显著差异, 
因而有必要明确青少年肝脏疾病的特点. 我们

对近年在我科接受肝切除的青少年肝病患者

进行分析, 以初步明确该年龄组外科肝脏疾病

的相关规律. (1)青少年肝脏肿瘤的病因学特点: 
非成年人肝脏良恶性肿瘤少见 .  据国外资料 , 
美国20岁以下原发性肝脏肿瘤年发生率低于

3/1 000 000, 其中肝脏良性肿瘤少于1/3, 主要为

血管瘤(海绵状血管瘤、血管内皮瘤)、腺瘤、

局灶性结节性增生、间质错构瘤等. 20岁以下

肝脏恶性肿瘤年发生100-150例, 年发生率约为

1.6/1 000 000, 其中60%为肝母细胞瘤, 33%为肝

癌, 其他为少见肉瘤[1]. 我国尚缺乏相关统计资

料, 据有关报道, 小儿原发肝肿瘤是继肾胚瘤及

神经母细胞瘤后第3位常见的腹腔恶性肿瘤, 儿
童组以肝母细胞瘤最多见[2-3]. 

本组资料中, 青少年肝脏原发恶性肿瘤以

肝母细胞瘤最为多见. 与其他资料不同的是, 原
发性肝癌也较为常见, 这可能与本组患者年龄

分布较儿童组大有关. 但与成年组、儿童组相

比, 青少年组恶性肝脏肿瘤病因较为分散, 肝母

细胞瘤、肝癌、间叶组织恶性肿瘤等都较为

多见, 成年人少见的肝肉瘤、肝脏淋巴瘤在青

少年组中也较为常见, 与小儿常见的肝母细胞

瘤、血管内皮肉瘤等也有显著差异, 说明青少

年阶段肝脏肿瘤的发生有其独特的规律. 
青少年组原发性肝癌的发生与乙肝病毒感

染的关系极为密切, 本组中肝癌合并乙肝病毒

感染率为83.33%, 与成年组肝癌合并乙肝病毒

感染率接近. 与成年患者不同的是, 青少年肝癌

合并乙肝病毒感染往往为母婴垂直传播, 因而

有效乙肝病毒疫苗接种、阻断母婴传播对青

少年肝癌的预防有极为重要的意义. 由于本组

中肝癌病例较少, 尚无法比较青少年组肝癌与

成年组肝癌生物学的差异性. 有文献对35岁以

下年龄组肝癌与成年组肝癌生物学特性进行比

较, 发现青年组肝癌恶性程度高于成年组, 表现

在青年人弥漫型肝癌高于成年人, 门静脉癌栓

率高, 手术切除率低; 青年人肝癌中, HBsAg阳
性率率显著高于成年人(P <0.05). 按肝炎→肝硬

化→肝癌模式, 表明青年人肝癌多数发生于乙

肝病毒感染基础；背景肝病严重, 预后较差, 提
示我们青少年肝癌的恶性生物学特性可能更高, 
预后更差[4]. 某些类型白血病在青少年组的预后

明显差于其他年龄组[5], 都提示青少年组肿瘤的

发生发展有其独特规律. 
肝脏良性疾病的病因在成年组与青少年组

亦有较大差别. 本组中, 成年组良性肝脏疾病依

次为肝内胆管结石、肝脏海绵状血管瘤, 偶见

肝脏腺瘤、脂肪变性、局灶性结节性增生等; 
而青少年组以海绵状血管瘤、局灶性结节性增

生最为常见. 小儿肝脏良性肿瘤则以间叶性错

构瘤、血管瘤等最为多见[2]. (2)青少年组肝切

除的相关特征: 与成年组相比, 青少年组肝脏疾

病患者接受肝切除手术的安全性明显增加. 成
年恶性肝脏疾病患者多合并有肝功能异常, 部
分合并有肝硬化等; 而青少年组肝脏疾病往往

仅表现为肝脏包块, 而不合并肝功能异常或肝

脏的弥漫性损害. 由于青少年肝脏储备功能强

大, 肝脏代偿增生能力强, 可以耐受极量肝切

除, 因而对于青少年组肝脏肿瘤患者, 只要肿瘤

没有肝内外广泛播散、主要血管侵犯, 应首选

肝切除治疗. 青少年组肝脏疾病患者可以耐受

70%-80%的极量肝切除, 手术后残余肝脏可以

迅速代偿, 术后并发症少. 
本组中最大1例肝脏切除为右三叶切除, 术

中最多1例肝脏手术输血4500 mL为17岁女性患

者, 因肝脏尾状叶巨大肿瘤(13 cm×13 cm)行左

半肝+尾状叶切除, 术中因显露肿瘤困难, 先在

左半肝出入肝血管阻断下行左半肝切除; 由于

肿瘤包裹肝中、肝左静脉, 行肝中、左静脉切

除, 肿瘤与肝右静脉紧密黏连, 术中小心保留肝

右静脉基础上完整切除肿瘤, 该患者术后一般

情况稳定, 肝功能恢复迅速, 并在术后7 d治愈

出院. 
由于青少年组患者的心肺肾等生命器官也

具有良好的代偿功能, 这类患者手术中主要以

维持循环功能的稳定为主要目的, 术后较少出

现器官功能失代偿等并发症. 本组切除病例中, 
所有病例术后均未出现明显并发症, 均于术后

1-2 wk顺利出院. 对于青少年组肝脏恶性肿瘤, 
如一期切除有困难, 也可以行化疗后再切除. 据
国外资料报告, 术前化疗有助于减少肿瘤体积, 
提高肿瘤完整切除率[6-8]. 对于恶性肝脏肿瘤, 术
后定期化疗也有助于提高存活率. 与成年组相

比, 18岁以下组肝癌远期生存率低于成年患者, 
可能与病情发现较晚、肿瘤恶性程度高[9-10]有

关. 本组由于病例数少, 随访时间短, 尚缺乏相

关资料. 
尽管缺乏大宗病例资料, 本组资料表明, 青

少年患者肝脏外科疾病的病因与治疗都有其自

■名词解释
极 量 肝 切 除 :  指
健康人可以耐受
的最大体积肝切
除量. 一般认为没
有肝病背景的健
康肝脏可以耐受
75%肝切除, 而没
有严重并发症的
发生.
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身特点, 病因分布较为分散, 肝脏及其他器官储

备功能好, 能耐受极量肝切除, 术后并发症少, 
患者恢复快, 近期效果满意.
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■同行评价
本文从病因学, 手
术方式以及术后
并发症全面的分
析了18岁以下青
少年肝病患者的
肝脏切除情况, 立
意 新 颖 ,  结 构 严
谨, 讨论充分, 有
较强的临床意义.
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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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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

腹腔镜和开腹直肠癌保肛手术对机体应激反应的影响  

周保军, 张国建, 段国强, 张占学, 闫庆辉, 宋伟庆, 蔡建辉

周保军, 张国建, 段国强, 张占学, 闫庆辉, 宋伟庆, 蔡建辉, 
河北医科大学第二医院胃肠外科 河北省石家庄市  050000
河北医科大学第二医院科研基金资助, No. 2006038
通讯作者: 周保军, 050000, 河北省石家庄市和平西路215号, 河
北医科大学第二医院胃肠外科. zhoubaojun67@hotmail.com
电话: 0311-66002983
收稿日期: 2007-05-23   修回日期: 2007-09-03

Clinical comparison of 
systemic stress responses 
between laparoscopic or open 
anterior resection in rectal 
cancer patients with anal 
sphincter preservation  

Bao-Jun Zhou, Guo-Jian Zhang, Guo-Qiang Duan, 
Zhan-Xue Zhang, Qing-Hui Yan, Wei-Qing Song, 
Jian-Hui Cai
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Abstract
AIM: To compare systemic stress responses 
after laparoscopic and open anterior resection 
for rectal cancer patients with anal sphincter 
preservation to ascertain if the laparoscopic 
approach causes less stress than an open 
operation.

METHODS: Seventy-six patients seen from 
December 2004 to April 2007 were randomized 
into laparoscopic (36 patients) and open anterior 
resection (35 patients) groups. Body tempera-
ture, white blood cell (WBC) count, and plasma 
levels of cortisol (COR), interleukin-6 (IL-6) and 
C-reactive protein (CRP) were measured before 
and after surgery. Visual analogue scale (VAS) 
scores were also recorded after operation.

RESULTS: Body temperature, WBC counts (×
109/L), COR and IL-6, measured on the first 
postoperative day, showed significant differ-
ences between the laparoscopic and open groups 
(37.3 ± 0.3℃ vs 37.5 ± 0.2℃; 11.02 ± 2.53 vs 12.66 
± 2.93; 745 ± 159 nmol/L vs 998 ± 148 nmol/L; 
and 33.61 ± 6.15 ng/L vs 50.31 ± 10.83 ng/L; 
respectively, P < 0.01). However, there were no 
significant differences between the two groups 
before surgery and on the third and fifth days 
postoperatively (P > 0.05). The postoperative 
plasma levels of the CRP and VAS scores were 
significantly decreased in the laparoscopic group 
compared to the open group on the first, third 
and fifth days postoperatively (7.05 ± 2.08 mg/L 
vs 124.8 ± 31.2 mg/L, 10.43 ± 1.29 mg/L vs 156.2 
± 36.0 mg/L, and 5.68 ± 2.35 mg/L vs 85.3 ± 30.9 
mg/L, P < 0.01; and 5.2 ± 2.0 vs 9.2 ± 2.8, 2.7 ± 1.2 
vs 4.6 ±1.9, and 1.6 ± 1.1 vs 2.2 ± 1.3, P < 0.05). 

CONCLUSION: These findings suggest that 
there is less systemic stress response after lapa-
roscopic anterior resection than after open ante-
rior resection for rectal cancer patients with anal 
sphincter preservation. 

Key Words: Laparoscopy; Rectal cancer; Stress re-
sponse
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摘要
目的: 探讨腹腔镜和开腹直肠癌保肛手术对
机体应激反应的影响. 

方法: 前瞻性随机选取2004-12/2007-04可以
行保肛手术直肠癌患者76例, 随机分为腹腔镜
手术组A(36例)和开腹手术组B(35例)进行手
术, 分别对两组患者术前、术后体温、白细胞
计数、皮质醇(COR)、C-反应蛋白(CRP)、白
细胞介素-6(IL-6)以及术后疼痛视觉模拟评分
(VAS)情况进行比较. 

®

■背景资料
腹腔镜手术由于
其创伤小、恢复
快在临床上开展
的种类越来越多, 
同时与其相关的
基础研究报道也
相应增多, 但不同
腹腔镜手术对机
体的影响不尽相
同, 本文通过对腹
腔镜直肠癌保肛
手术和常规开放
手术对机体应激
反应的影响对比
探讨直肠癌保肛
微创手术的优越
性. 
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结果: A与B组相比, 术后1 d体温变化(37.3
±0.3℃ vs  37.5±0.2℃)、WBC计数×109/L 
(11.02±2.53 vs  12.66±2.93), COR(745±159 
nmol/L vs  998±148 nmol/L)、IL-6(33.61±
6.15 ng/L vs  50.31±10.83 ng/L)均存在显著性
差异(P <0.01), 术后1 d、3 d、5 d VAS, CRP测
定结果A组与B组相比均存在显著性差异(5.2
±2.0 vs  9.2±2.8, 2.7±1.2 vs  4.6±1.9, 1.6±
1.1 vs  2.2±1.3, P <0.05; 7.05±2.08 mg/L vs  
124.8±31.2 mg/L, 10.43±1.29 mg/L vs  156.2
±36.0 mg/L, 5.68±2.35 mg/L vs  85.3±30.9 
mg/L, P <0.01), 术前1 d CRP测定结果A组与B
组相比也存在显著性差异(0.29±0.30 mg/L vs  
2.5±2.4 mg/L).

结论: 腹腔镜直肠癌保肛术对机体应激反应
的影响明显小于常规开腹组, 显示了微创的优
越性.

关键词: 腹腔镜; 直肠癌; 应激反应
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0  引言

随着科学技术的发展和腹腔镜技术的提高, 腹
腔镜结直肠手术成为日益成熟的手术方法, 因
其创伤小、痛苦少、恢复快等优势在临床的

应用越来越广泛, 同时与之相关的基础研究已

逐渐成为人们关注的焦点 .  本研究通过观察

腹腔镜和常规直肠癌保肛手术患者不同时期

C-反应蛋白(CRP)、皮质醇(COR)、白细胞介 
素-6(IL-6)、疼痛视觉模拟评分(VAS)、白细胞

(WBC)计数及体温的变化, 说明不同手术方式对

机体应激反应的影响, 探讨腹腔镜下直肠癌保

肛手术的优越性.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2004-12/2007-04直肠癌患者76例, 
入选标准: 直肠癌诊断明确非急诊手术患者、

肿瘤下缘距肛缘5 cm以上, 术前检查无肝脏等远

隔器官转移, 适合行保肛手术. 将患者随机分为

A组(腹腔镜手术组)和B组(开腹手术组). 剔除标

准: 术前新辅助治疗患者、术中探查肿瘤累及膀

胱、子宫或盆腔内广泛转移不能行根治性手术

和术后发生吻合口瘘的患者. 其中A组有2例患

者、B组有3例患者由于以上原因被剔除. 全组患

者共71例, 其中A组36例, B组35例. A组患者男19
例, 女17例, 年龄17-80(平均56)岁. B组患者男16
例, 女19例, 年龄19-79(平均年龄55)岁. 根据术后

病理结果进行Dukes分期,  A期、B期、C1期、

C2期, 腹腔镜手术组中患者分别对应为2、17、
10、7例; 开腹手术组分别为2、15、12、6例; 两
组患者在性别、年龄及临床病理分期等统计学

上均无明显差异.
1.2 方法 两组分别采用腹腔镜直肠前切除或开

腹直肠前切除进行直肠癌保肛手术. 术前和术

后1、3、5 d分别测定患者体温, 3次/d, 取平均

值. 于术后1、3、5 d对患者的疼痛情况进行评

估, 采用视觉模拟评分法(visual analogue scales, 
VAS): “0”代表无痛, “10”代表最剧烈的疼

痛. 两组患者分别于术前1 d, 术后1、3、5 d清晨

6时采集外周静脉血8 mL, 分别测定WBC、C-反
应蛋白(CRP)和皮质醇(COR), 采用酶联免疫法

(ELISA)测定IL-6水平.
统计学处理 数据处理采用SPSS13.0统计软

件包, 均数表达为mean±SD, 用t检验进行统计

学分析, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 两组患者术前、术后体温、WBC、VAS测

定结果比较 两组患者术前、术后3、5 d体温变

化、WBC计数相比较均无显著性差异(P >0.05); 
术后1 d体温变化、WBC计数, 术后1、3、5 d视
觉模拟评分(VAS)测定结果两组均存在显著性

差异(P <0.01, P <0.05, 表1).
2.2 两组患者术前、术后COR、CRP、IL-6测

定结果比较 术前和术后3 d、5 d测定COR、

IL-6, 结果表明两组之间无显著性差异(P >0.05), 
而术后1 d测定COR、IL-6结果显示两组之间

存在显著性差异(P <0.01). 术前和术后1、3、
5 d测定CRP两组结果之间均存在显著性差异

(P <0.01)(表2).

3  讨论

任何手术方式对机体都存在一定程度的创伤, 
腹腔镜手术比常规手术减少了对机体的创伤, 
具有术后疼痛轻, 恢复快、并发症少、住院时

间短等优点[1-2]. 相关研究表明腹腔镜结直肠癌

手术不但在肿瘤切除的范围以及淋巴结清除数

量上与开腹手术相同, 能够达到根治术的要求[3-4], 
而且腹腔镜结直肠癌手术对机体免疫功能的影

响同开腹手术比较没有显著性差异[5]. 伴随着腹

腔镜器械的发展和手术技术的不断提高, 腹腔

■创新盘点
本文通过分别对
WBC、C-反应蛋
白(CRP)和皮质醇
(COR), IL-6水平
等指标的测定发
现腹腔镜直肠癌
保肛手术对机体
应激状态的影响
明显小于常规开
放性手术.
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镜结直肠癌手术得到了推广和发展, 成为日益

成熟的手术方式.
手术创伤首先会造成机体的应激反应, 除

造成局部疼痛外, 还会使巨噬细胞系统释放和

激活细胞因子, 刺激下丘脑体温调节中枢, 引起

神经内分泌变化的改变而导致发热反应、血白

细胞增多等. 同时手术还会造成的组织损伤、

坏死刺激骨髓中白细胞的释放, 使外周血中计

数明显升高. 创伤所致的炎症反应可引起体温

和血WBC水平升高, 两者对手术对机体的应激

反应影响的估计和预后判断均有参考价值[6]. 本
研究表明手术后1 d两组患者体温、WBC明显

高于术前水平, 但腹腔镜手术组体温及WBC明

显低于常规开腹手术组, 提示腹腔镜直肠癌保

肛手术引起的机体应激反应较常规开腹手术轻

微, 此结果同国外文献报告相似[7]. 另外, 疼痛程

度也是反映机体应激状况的指标之一, 疼痛程

度同创伤程度成正比, 本研究结果显示术后腹

腔镜手术组视觉模拟评分(VAS)明显低于常规

开腹手术组, 从另一个角度说明腹腔镜直肠癌

保肛手术比常规开腹手术对机体的应激反应影

响较小.
手术创伤可引起下丘脑-垂体-肾上腺皮质

激素轴反应并涉及到2种重要的应激激素: 促肾

上腺皮质激素(ACTH)和皮质醇, 两者在各种应

激后均增高, 尤以后者更为明显, 其升高幅度和

持续时间与手术创伤的大小成正比, 其高峰期

多出现在术后第1天, 因而临床上常将其作为判

断创作反应强度的主要指标. 本研究结果显示

腹腔镜和开腹直肠癌保肛手术均可以引起血浆

中皮质醇浓度的明显升高, 但术后第1天腹腔镜

组患者的皮质醇浓度明显低于开腹手术患者, 
这同国外学者的研究结果一致[8-10]. 同时研究发

现术后第3、5 天两组患者皮质醇浓度无明显差

异, 说明腹腔镜组皮质醇反应较开腹组轻微, 但
血浆中皮质醇的浓度维持时间短, 回落快.

手术创伤可以刺激机体细胞产生一系列

细胞内信息转导和相关基因的激活, 表达相应

的蛋白质 ,  如多种急性期反应蛋白、细胞因

子等. 相关研究表明, 手术后血清中白细胞介

素6(IL-6)、C-反应蛋白(CRP)、肿瘤坏死因子

α(TNF-α)等相关应激因子水平与手术损伤大小

呈正相关, 可较敏感地反映组织损伤程度, 其中

CRP的升高与创伤应激程度比较密切. CRP由肝

脏合成, 在应激状态下可以明显升高, 其含量与

所受到的创伤成正比, 创伤越严重, 血CRP的升

高越明显. CRP是一种敏感的指标, 分析CRP浓
度, 是证明创伤程度较为理想的方法之一. 外周

血中IL-6在手术或创伤的早期则有表达, 而且是

最敏感的组织损伤标记物, 他是一种具有多功

表 1 两组患者术前、术后体温、WBC、VAS测定结果比较(mean±SD)

     
测定时间

   体温(℃)                      白细胞计数(WBC×109/L)  视觉模拟评分(VAS)

         A(n  = 36)      B(n  = 35)  A(n  = 36)          B(n  = 35)  A(n  = 36)   B(n  = 35)

术前1 d      36.5±0.2    36.4±0.3        5.64±1.16     5.83±1.46               -              -

术后1 d      37.3±0.3    37.5±0.2b     11.02±2.53   12.66±2.93b 5.2±2.0 9.2±2.8b

术后3 d      37.1±0.2    37.2±0.3        8.93±2.08     9.43±2.65 2.7±1.2 4.6±1.9b

术后5 d      36.8±0.2    36.7±0.2        5.91±1.32     6.21±1.56 1.6±1.1 2.2±1.3a

aP<0.05, bP<0.01 vs  A.

表 2 两组患者术前、术后COR、CRP、IL-6测定结果比较(mean±SD)

     
测定时间

               皮质醇(nmol/L)                     C-反应蛋白(mg/L)                       白细胞介素-6(ng/L)

        A(n  = 36)       B(n  = 35) A(n  = 36)          B(n  = 35)             A(n  = 36)            B(n  = 35)

术前1 d      533±138     513±112      0.29±0.30        2.5±2.4          5.08±1.67       4.89±1.37 

术后1 d      745±159     998±148b     7.05±2.08    124.8±31.2b     33.61±6.15     50.31±10.83b

术后3 d      561±151     583±134    10.43±1.29    156.2±36.0b     11.03±5.61     13.36±7.32 

术后5 d      549±108     562±109      5.68±2.35      85.3±30.9b       6.39±2.81       8.12±3.05 

bP<0.01 vs  A.

■应用要点
本研究表明腹腔
镜直肠癌保肛手
术对机体应激状
态的影响明显小
于常规开放性手
术, 为开展腹腔镜
直肠癌保肛手术
提供理论支持.
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能的细胞因子, 主要由T细胞、B细胞、单核巨

噬细胞以及造血循环中的基质细胞分泌, 其对

手术创伤的急性期起重要作用, 与手术创伤程

度密切相关[11-12]. 本研究显示常规开腹手术组术

后CRP浓度明显高于腹腔镜手术组(P <0.01), 虽
然术后3、5 d两组患者血浆中IL-6浓度相比无明

显差别, 但是术后1 d常规开腹手术组的IL-6升
浓度明显高于腹腔镜手术组(P <0.01), 说明两种

手术方式均对机体应激反应造成一定影响, 常
规开腹手术组的影响更大, 但均在短时间内恢复. 

总之, 腹腔镜直肠癌保肛手术与常规开腹

手术比较其机体的应激反应轻, 显示了腹腔镜

手术微创的优越性.
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■同行评价
本文通过前瞻性
随机研究探讨腹
腔镜和开腹直肠
癌保肛手术对机
体应激反应的影
响, 结果证实了腹
腔镜手术在这方
面的优越性, 设计
合理 ,  数据可信 , 
有一定的临床意
义.
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第四届哈尔滨全国消化内镜学术会议通知

本刊讯 为促进消化内镜诊治技术的发展和学术交流, 由中华消化内镜学分会、黑龙江省医学会、黑龙江省

医院、黑龙江省临床消化病研究所联合举办的第四届全国消化内镜学术会议定于2007-12-22/23在哈尔滨召

开. 大会将邀请国内外著名专家作消化内镜进展方面专题报告及内镜演示, 并制定中华消化内镜学会消化内镜

消毒指南(讨论稿). 欢迎消化届同仁积极投稿及参与, 参会代表授予国家继续教育Ⅰ类学分. 

1      投稿要求

论著要求800字以内摘要(目的、方法、结果、结论), 电脑打印(WORD格式), 网上投稿. 截稿时间: 2007-10-31.

2      联系方式

朱春兰, 150001, 哈尔滨和平邨宾馆(中山路171号), 哈尔滨市果戈里大街405号, 黑龙江省医院, 电话: 

13845048249或0451-88025055, 传真: 0451-53625617,  E-mail: zhuchulan@medmail.com.cn
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陈克能 主任医师 
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