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Abstract
Decompensated cirrhosis complicated with hy-
persplenism and hypocytosis are related and in-
fluence each other, with the latter being an impor-
tant aggravating cause of the disease. Peripheral 
blood cells of some patients with cirrhosis after 
splenectomy not only do not increase, but actual-
ly decrease gradually. These results indicate that 
declining peripheral blood cells in patients with 
cirrhosis may be the result of factors in addition 
to the spleen and viral factors. Current research 
shows that various immune cytokine changes 
and hematopoietic stem cells states are likely 
to be involved and regulate the process of de-
creasing the number of peripheral blood cells in 
decompensated cirrhosis. It is suggested that in-
ducing peripheral blood cells to cause a decrease 
in decompensated cirrhosis is worthy of more in-
depth study as a potential therapy.
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摘要
肝硬化失代偿期并发的脾功能亢进和血细胞
减少, 互为因素, 相互影响, 是造成病情进展的
重要原因. 部分患者脾脏切除后, 外周血细胞
不仅无增加, 反而出现进行性下降的表现, 表
明在肝硬化时外周血细胞减少, 除了脾脏及病
毒因素外也存有其他因素参与这一病程. 各种
免疫细胞因子变化、造血干细胞的状态都可
能参与和调节肝硬化失代偿期外周血细胞减
少这一过程, 阐释肝硬化失代偿期外周血细胞
减少成因机制对治疗意义重大, 值得深入研究.
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0  引言

以病毒型肝炎为主的肝病在国内呈高发状态, 
决定了目前肝病晚期肝硬化的发生率居高不下. 
长期以来, 肝病发展到了肝硬化失代偿期, 在临

床上不论是内科综合治疗、还是外科手术治疗

往往只能是保肝、对症支持、保守治疗, 疗效

有限, 大多预后不良. 与此同时, 在肝硬化失代

偿期时, 并发的脾功能亢进(hypersplenism, 简称

脾亢)和血细胞减少互为因素, 相互影响, 是造成

病情进展加快、加重的重要原因. 因此, 在病理

情况下探讨影响肝硬化所致脾亢与外周血细胞

减少之间的相关联因子或因素, 对于揭示中晚

期肝病外周血细胞减少的成因意义重大. 其研

究结果为肝硬化时并发症的防治、延缓或停止

肝病发生病理进程提供科学依据.
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■背景资料
肝硬化处于失代
偿期时, 并发的脾
功能亢进和血细
胞减少互为因素, 
相互影响, 是造成
病情进展加快、
加重的重要原因. 
已引起临床高度
重视, 但目前对于
外周血细胞减少
的成因研究不多, 
应予以重视. 



1  肝硬化时血象的异常变化引起临床医生及学

者的高度关注

肝硬化门静脉高压患者由于门静脉压力增高引

起脾静脉血液回流阻力增高, 因而都有不同程度

的脾肿大进而发展成脾功亢进, 脾脏的破血功能

增强, 患者出现外周血细胞减少的症状. 肝硬化- 
脾功能亢进-外周血细胞减少, 这是我们的一般

认识或共识. 大部分肝硬化并脾功能亢进患者在

脾脏切除后, 外周血细胞即可增加; 但部分患者

脾脏切除后, 外周血细胞不仅无增加, 而且出现

进行性下降的表现. 这种现象在国外也有报道, 
据国外资料, 91%酒精性肝硬化患者出现外周血

异常和骨髓造血组织高度分化[1]. 我们总结了124
例肝硬化患者骨髓增生情况: 其中88例增生活跃

(占70.96%); 增生一般者占19例(占15.32%); 17例
增生低下, 其中红、粒、巨核三系均低下者8例
(占6.45%), 粒、巨核二系低下者7例(占5.64%), 
单纯粒系低下者2例(占1.61%). 结果与国外资料

大体一致. 国内张伟辉 et al [2], 对脾切除术后外周

血细胞的变化进行观察发现肝炎相关性再障并

不是肝炎后肝硬化患者骨髓增生不良的主要原

因, 提示在肝硬化时, 除了脾脏及病毒因素外也

存有其他因素参与外周血细胞减少这一过程. 由
此推测在肝脏与骨髓之间存在某种紧密的关联, 
是何种因素在牵手两脏器值得思考, 值得探讨.

2  肝、脾、骨髓与造血密不可分, 动态观察造

血干细胞状态对于了解外周血象变化意义重大

肝、脾、骨髓在胚胎期就与造血密切相关. 胚
胎时, 造血干细胞(hematopoietic stem cell, HSC)
起源于胚胎时期卵黄囊壁上的间充质细胞. 随
着胚体内外血循环建立, 在人胚第6周开始造血, 
HSC被播散到肝, 继肝造血后, 脾也表现短暂的

造血功能, 人脾在生后产生全血细胞的功能基

本消失, 当机体严重缺血或某些病理状态下, 脾
可以恢复造血功能. HSC最后主要定居在骨髓并

维持机体终身造血. 以上显示肝、脾、骨髓在

胚胎期就与造血密切相关, 并由HSC传导发生. 
这一理论提示我们, 造血细胞尤其是HSC的某种

动态变化可能会对肝脏发生病理损伤所引导的

脾脏与骨髓的病理变化起到某种提示作用.
CD34抗原是临床上应用最多的HSC标志

物, 了解CD34+在肝硬化时的动态变化, 对于阐

释肝脏、脾及骨髓间相互影响应有意义, 同时

为脾功能亢进手术者提供指导意见. CD34是一

种属于Ⅰ型跨膜蛋白的磷酸糖蛋白, 是细胞表
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面的糖蛋白, 研究发现他首先见于骨髓(BM)的
一小群细胞, 随后大量研究证实他是一个非常

有价值的指标, 可用来标记造血干/祖细胞, 其主

要选择性表达于造血干(祖)细胞(hematopoietic 
stem/progenitor cell, HSC/HPC)及血管内皮细胞

(EC)表面. CD34可以协助骨髓的CD34+造血干

/祖细胞黏附于骨髓基质, 还可抑制造血细胞分

化, 促进造血祖细胞形成, 参与细胞内信号转导

等[3], CD34+细胞群是一个异质性细胞群, 含有阶

段造血祖细胞, 随干细胞的分化成熟而逐渐丢

失. 因此测定CD34+细胞数可作为造血干/祖细

胞数量检测的可靠指标.
近年来, 随着基础医学科学的发展及干细

胞研究的深入, 尤其是证实了骨髓来源细胞能

形成肝细胞, 现认为肝脏中存在干细胞, 而且

初步认为肝脏干细胞位于胆管系统, 包括终末

胆管、所有胆上皮细胞及所谓的胆管内的基底

细胞[4]. Crosby et al [5]在肝硬化患者肝脏内发现

CD34+细胞,经分离进行体外培养, 这些具有造

血干细胞表面标志的细胞开始分化成胆管细胞, 
表达胆管细胞的表面标记CK19, 而c-kit, CD34+ 
逐渐消失, 说明胆管上皮前体细胞也可能来源

于骨髓. 由此推测, 如果肝损伤是广泛的和慢性

的, 肝脏干细胞、造血干细胞都很可能参与肝

损伤的病理生理过程.
在临床上诊断与治疗过程当中, 我们观察

发现脾功能亢进时可导致三系细胞减少, 而同

时骨髓往往有代偿性增生改变, 骨髓中CD34+细

胞增多. 然而, 某些肝硬化脾切除患者血细胞却

不能回升, 骨穿证实骨髓中CD34+细胞大多是降

低的. 因此, 对于肝硬化患者行骨穿, 检测骨髓

中CD34+细胞的变化, 对于外科脾切除手术治疗

脾功能亢进可能会有重大的指导意义. 如果骨

髓CD34+表达明显增高, 则切脾后血象有望恢复

正常, 反之, 如骨髓CD34+细胞没有代偿性增高, 
则切脾后对改善血象可能意义不大.

3  免疫细胞因子在失代偿期肝硬化时对外周血

细胞的影响

脾脏是人体内最大的免疫器官, 也是直接连接

血液循环的较大型淋巴器官. 他既是连通血液

的过滤器, 又是制造淋巴细胞、巨噬细胞的组

织. 脾脏的主要功能有: 产生免疫抗体, 吞噬作

用及贮积血细胞的能力. 骨髓也具有明显的免

疫作用. 其骨髓造血微环境包括骨髓的神经成

分、微血管系统与纤维、细胞外基质与骨髓基

www.wjgnet.com

■相关报道
张伟辉 et al 对脾
切除术后外周血
细胞的变化进行
观察发现肝炎相
关性再障并不是
肝炎后肝硬化患
者骨髓增生不良
的主要原因; 林果
为 et al 发现乙型
肝炎病毒对骨髓
有一定抑制作用; 
Forbes et al 报道
91%酒精性肝硬
化患者出现外周
血异常和骨髓造
血组织高度分化.

■创新盘点
本文提出以造血
干细胞为研究靶
点 ,  观 察 在 肝 硬
化失代偿期时肝
脏、脾脏、骨髓
三脏器造血干细
胞的变化, 同时结
合探讨细胞因子
的调控, 试图为阐
释肝硬化外周血
减少的机制提供
依据.
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质细胞. 造血基质细胞是造血微环境的核心成

分, 他是混合型的细胞群体, 包括成纤维细胞、

巨噬细胞、内皮细胞、网状细胞和载脂细胞等, 
他们不仅是造血细胞生长的支架, 还可通过细

胞间通信、分泌多种造血调控因子、产生细胞

外基质等多种途径调控血细胞的生成. 无论哪

种原因引起骨髓的病理改变, 导致骨髓造血床

明显减少, 均可导致骨髓有效造血量减低, 故骨

髓的异常病变是肝硬化脾功亢进患者全血细胞

下降的重要原因之一. 肝脏在人体免疫应答系

统中的作用日益引起人们的重视, 已有学者提

出了“肝脏是一个免疫器官”的观点. 肝脏对

各种物质能区别对待, 对适合人体需要的各种

营养成分及人体代谢产物常形成免疫耐受, 偶
尔形成免疫应答, 则表现为对食品的过敏反应; 
而对各种感染性物质, 可通过先天性免疫或获

得性免疫清除感染. 在某些条件下, 也可形成免

疫耐受, 如乙型肝炎的慢性感染或无症状性病毒

携带者. 由此可见, 在病理情况下, 由于三个不同

特性的免疫器官的互相影响, 三个脏器免疫功能

的变化难免会对造血调控产生一定的影响.
近年来研究发现, 不论是在肝脏的纤维化, 

脾脏的淤血性硬化、脾纤维化进程中, 还是在

骨髓造血细胞的生长, 复杂的免疫网络所参与

的多个环节调控中, 细胞间通信、细胞因子网

络调控对其产生和发展都起到核心与关键的作

用. 例如GM-CSF, SCF, IL-11, IL-6, IL-18, IFN, 
TNF, LIF和TGF-β(转化生长因子β)等细胞因子[6]. 
这些众多细胞因子中, 不少学者都给予关注与

研究, 但都显得零乱不系统, 没有进行全面的分

析和总结. 希望有更多的学者参与探讨.
新近发现致炎因子IL-18, 不仅参与免疫调

控, 而且其过度表达可能引起免疫系统紊乱和

组织器官的免疫炎性损害.
O k a m u r a  e t  a l [7 ]对感染疮疱棒状杆菌

(P.acnes)小鼠肝脏提取物用脂多糖(LPS)加强刺

激, 可诱导出使IFN-γ高水平表达的因子, 最初

把该因子称作IFN-γ诱导因子(IGIF), 进一步研

究发现这是一种新的细胞因子, 对多种组织有

免疫活性, 最后命名为白介素18(IL-18). IL-18有
亲多种组织的免疫活性, 分布全身多个脏器和

组织. Ushio et al用Northern杂交技术, 对成年人

不同组织的mRNA进行分析, 发现肝脏、脾、

骨骼肌等均有IL-18 mRNA的高表达, 研究证实

在体外IL-18最大的生物学作用之一是诱导T细
胞和NK细胞产生IFN-γ; 在体内IL-18可增强NK

细胞和CTL的细胞毒素活性, 所以白细胞介素- 
18(IL-18)这个新近发现的细胞因子, 不仅是免疫

细胞因子的一部分, 更重要的是其参与机体体

液免疫与体液免疫反应的调控[8], 为此近年来得

到学者们高度关注. 初步研究发现, 在细菌、病

毒、寄生虫和真菌感染时, 血清中可以检测到

高浓度的IL-18, 说明IL-18能增强机体的抗感染

能力, 但有证据表明其过度表达可能引起免疫

系统紊乱和组织器官的免疫炎性损害[9]. 提示在

肝脏的长期炎症环境中, 脾功能亢进、骨髓造

血功能逐步下降时, IL-18可能促进病情的进展. 
动态检测IL-18水平, 对于了解病情的进展可能

会有很重要的价值.
 TGF-β是一种生物活性很强的细胞因子, 主

要是促进细胞外基质的再生, 调节炎症反应, 抑
制免疫功能, 同时与造血也密不可分.

现已证实生理状态下脾脏能抑制TGF-β的
表达, 而肝硬化过程中却促进其表达, 脾功能亢

进时, TGF-β等多种物质呈过表达状态. 因此脾

脏在肝硬化过程中对多个环节的调控很可能通

过TGF-β来实现[10]. 此外, TGF-β不仅具有抑制树

突状细胞(dendritic cell, DC)成熟并且促进CD34+

前体细胞向DC分化, 增加不成熟DC产量. DC广
泛分布于血液、肝、脾、淋巴结及其他非免疫

器官组织中, 是目前所知功能最强的专职抗原

呈递细胞(antigen presenting cell, APC), 也是唯

一能刺激童贞T细胞反应的APC, 在免疫反应中

起着关键的引导和调节作用. 而1, 25-二羟维生

素D3则抑制DC细胞分化和成熟, 下调CD1a和
CD40、CD80和MHCⅡ表达, 并具有抑制肿瘤

坏死因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)诱导

DC成熟, 导致T细胞耐受的作用. 同时, TGF-β负
调控因子可阻止细胞分化[11], 推测TGF-β与抑制

早期血细胞生成有关. 因此, 了解TGF-β在肝硬

化时的动态变化, 对于揭示TGF-β对肝硬化的发

展进程, 脾功能亢进时对血象的影响及骨髓造

血状况具有临床意义.
根据以上的分析, 从解决临床实际问题出

发, 选用动物模型和以临床肝硬化脾功能亢进

并血细胞减少患者血清或活检组织为材料, 动
态观察CD34+及细胞因子TGF-β和IL-18的水平

变化, 通过分析, 试图从免疫学方面揭示肝硬化

患者血象减少的成因, 初步了解在肝硬化失代

偿期肝、脾及骨髓三个脏器相互影响的调控机

制, 为终末期肝病的治疗和进展提供有效参考

实验依据.

■应用要点
本文关注肝硬化
失代偿期外周血
细胞变化的成因, 
将为指导脾切除
术提供参考依据, 
同时为干预和治
疗失代偿期肝硬
化提供理论基础.

■名词解释
1  造 血 干 细 胞
(HSC): 又称多能
造血干细胞, 他是
从卵黄囊全能间
叶细胞分化而来
的最原始的造血
细胞, 是体内所有
血细胞的前体, 具
有高度自我更新
或自我复制并进
一步分化为各系
祖细胞的能力.
2 童贞T细胞: 在
骨髓内产生还没
有接触过任何抗
原的T淋巴细胞.
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值得提出的是, 由于HBV引起骨髓再生障

碍的问题虽然已经有较明确的认识[12], 但其机制

研究有待进一步深入.

4  结论

失代偿期肝硬化并外周血细胞减少, 在临床治

疗中最有效的治疗还是脾切除术, 通过手术不

仅可以解决脾亢对血细胞的破坏, 也可以降低

门静脉的压力. 但事实上一切并不完全顺应人

们的愿望, 不少患者术后恢复并不理想, 部分

甚至病情进一步加重. 通过动态观察骨髓、脾

脏、肝脏在肝病发生发展过程中血象的变化, 
探讨外周血细胞减少的成因, 及相关调控因素

对其的影响, 将为阐释肝硬化病情的进展, 可对

肝硬化的防治提供重要理论依据.
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■同行评价
本文全面论述了
肝硬化失代谢期
外周血细胞减少
成因机制, 立题新
颖, 层次清楚, 论
述全面, 有一定的
参考价值和临床
指导意义.
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2007年15卷26期和27期中存在的问题

世界华人消化杂志是一本办得很有特色的杂志. 为提高其质量, 该杂志坚持吸收国外优秀杂志的优点, 不断创

新, 和国内中文版科技杂志相比, 其文字编辑质量比较好, 图表的安排更趋合理, 尤其是其英文摘要的文字水平

在国内科技杂志中堪称一流, 尚无一能及.

当然, 这并不是说该刊已十全十美, 他还有许多需要完善和改进的地方, 如在2007年15卷26期和27期中, 

还存在以下问题: 汉语表达不确切, 不符合汉语的语法规范, 特别是在引用国外文献中的观点时, 表达得不中不

洋; 错字和漏字也时而可见, 如将机制写成机理, 将进食写成尽食, 将分布写成分不等; 漏字也不少, 如病理显

示漏掉显, 肿瘤治疗漏掉治疗等等; 至于中文表述不规范, 则是本刊编辑中的一个通病, 如也是最重要的判断

预后因素之一(应为也是判断预后的最重要因素之一); 可能通过adiponectin缓解从而改善NAFLD有关(应为与

adiponectin缓解和NAFLD改善有关). (审读: 王先林教授 2007-09-25). 
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Abstract
Recent research on autoimmune liver diseases 
has revealed that many of these diseases show 
features of more than one disease, known as 
overlap syndrome. Research on various aspects 
of overlap syndrome in autoimmune liver 
diseases, such as its higher incidence, unknown 
pathogenesis, variable clinical manifestation, 
diagnostic normality and stopping time of 
therapy, can improve to our understanding of 
these diseases. 

Key Words: Primary liver cirrhosis; Autoimmune 
hepatitis; Primary sclerosing cholangitis; Overlap 
syndrome
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摘要
随着自身免疫性肝病研究的不断深入, 发现许
多自身免疫性肝病同时具有或随后表现出其
他自身免疫性肝病的特征, 临床上称为自身免
疫性肝病重叠综合征. 由于发病率越来越高以

及本组疾病的病因不明、临床表现多样、诊
断标准及治疗终点等诸多方面均有待于进一
步探讨, 因而加强对本组疾病的探索具有重要
的意义. 

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 自身免疫性肝炎; 原

发性硬化性胆管炎; 重叠综合征
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0  引言

随着现代免疫、生化等实验诊断技术的不断进

步和提高, 我国人群中自身免疫性肝病的检出

率近年来有所增高. 自身免疫性肝病是一组以

异常自身免疫反应为基础的慢性肝、胆疾病综

合征, 包括自身免疫性肝炎(AIH)、原发性胆汁

性肝硬化(PBC)和原发性硬化性胆管炎(PSC)
等, 本组疾病的确切发病机制不清, 可能涉及的

因素有遗传、免疫、感染、环境等, 使问题更

为复杂的是这组疾病的临床表现、生化、免疫

及组织学变化常常交叉重叠, 给临床诊断和治

疗带来了挑战. 与此同时, 相关的文献显示近1/5
的自身免疫性肝病患者具有不同于典型AIH、

PBC及PSC特征的综合征, 因此提高对自身免疫

性肝病重叠综合征的认识, 必将有助于提高诊

断和治疗本组疾病的水平.

1  自身免疫性肝病的免疫机制

虽然自身免疫性肝病在病因、致病抗体、靶抗

原等方面各不相同, 但其共同的特征是自身免

疫调节失衡. 具体表现在免疫细胞和/或细胞因

子在质或量上出现异常, 即细胞免疫和/或体液

免疫异常导致自身组织的损伤. 无论病因如何, 
抗原递呈细胞(APC)上的MHC的抗原肽和T细
胞免疫受体(CTCR)结合后, 形成免疫细胞活化

所必需的两个共激信号的第一信号[1-2], 抗原递

呈细胞上的跨膜蛋白B7与免疫细胞上的CD28
分子结合构成免疫细胞活化的共刺激信号-第2
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■背景资料
自身免疫性肝病
是一组以异常自
身免疫反应为基
础的慢性肝、胆
疾病综合征, 其确
切发病机制不清, 
且临床表现、生
化、免疫及组织
学变化常常交叉
重叠, 给临床诊断
和治疗带来了挑
战, 因此, 必须提
高对该病的认识.



信号, 两者共同激活细胞内信号传导通路, 促使

神经钙蛋白(Calcineurin)活化在细胞因子转录中

起主要作用的核因子-κB(NF-κB), NF-κB进入

细胞核结合于IL-2基因的启动子, 启动IL-2的转

录及产生, IL-2反过来结合于淋巴细胞的IL-2受
体, 促使淋巴细胞增殖, 同时影响其他细胞因子

IL-4、IL-5、IL-6、IL-12、IFN-γ、TNF-α等细

胞因子的产生[3]. 机体的自身免疫调节失衡导致

免疫损伤而引起自身免疫性肝病, 而药物通过

阻断上述某一环节可抑制免疫反应的继续而起

治疗作用.

2  常见自身免疫性肝病重叠综合征的类型和特点

临床上常见的自身免疫性肝病重叠综合征以

AIH-PBC、AIH-PSC和PBC-PSC重叠者常见, 亦
有文献报道上述自身免疫性肝病系自身免疫性

胆管炎(AIC)的重叠综合征, 但因有关AIC的研

究有限而又无明确统一的诊断标准, 大多数研

究表明AIC不是一种独立的疾病, 可能是其他自

身免疫性肝病的早期阶段或变异. 
AIH-PBC患者一般临床症状和单纯的PBC

或AIH无特殊之处, 主要有乏力、纳差、黄疸、

皮肤瘙痒等非特异性症状. 生化上PBC-AIH重

叠综合征既有PBC胆汁淤积性生化指标(GGT、
ALP)的增高, 又有AIH肝实质破坏的生化指标

(AST、ALT)的增高. 同时具有较高的ANA、

SMA和AMA/AMA-M2抗体阳性率是PBC-AIH
重叠综合征的免疫学特征. 组织学上PBC-AIH
重叠患者中可有PBC的小叶间胆管炎、汇管区

小叶间胆管消失、汇管区周边部细小胆管增生

等病理学病理变化, 也可有AIH的界面性肝炎、

小叶性肝炎、玫瑰花结样改变等, 但两者的阳

性率均较低[4-8]. 
AIH-PSC重叠综合征主要发病于青少年, 

临床上主要表现为乏力、黄疸、腹痛以及反复

的胆道感染, 其一般的临床表现和PSC并无显

著的差别, 但Floreani et al [9]近来的研究结果表

明, AIH-PSC重叠综合征发病年龄小于PSC患者

(21.4±5.0岁 vs  32.3±10岁), 同时AIH-PSC重叠

发病的患者与单纯的PSC患者相比具有较高的

ALT、AST和IgG水平, 其在生化和免疫学方面

的异常接近于AIH. 组织学上本病亦可出现碎

屑样坏死、淋巴细胞浸润、玫瑰花结等. 总之, 
AIH-PSC重叠综合征在临床症状、体征和影像

学上的表现类似于PSC, 而其生化、免疫及组织

学的改变类似于AIH[10-16]. 

PBC-PSC重叠综合征临床上报道的较少, 
虽然理论上两者均引起胆汁淤积性的生化改变, 
但两者在发病年龄、临床表现、影像学改变、

免疫学变化及组织学异常等诸多方面均有很大

的不同, 因此PBC-PSC重叠综合征有待于对更

多病例的进一步研究.

3  重叠综合征的诊断

关于自身免疫肝病重叠综合征的诊断, 目前尚

没有国际或国内统一的标准, 大多数文献把本

组疾病解释为自身免疫性肝病变异综合征或不

完全符合AIH、PBC或PSC任一诊断标准的自

身免疫性肝病. 本组重叠疾病临床表现为两种

类型, 一种是交叉患者在完全满足一种自身免

疫性肝病诊断标准的同时存在其他自身免疫性

肝病的临床、生化、免疫或组织学的部分特点, 
而未达到诊断另一自身免疫性肝病的标准; 另
一表现形式为真正的重叠综合征患者同时或在

疾病过程中的不同阶段完全符合两种自身免疫

性肝病的临床、免疫或组织学诊断标准[17]. 目
前有关AIH/PBC综合征的研究较多, 关于PBC-
AIH重叠综合征的诊断, 大多数的研究表明对

PBC患者是否同时患有AIH而进行AIH评分诊

断是不可行的, Joshi et al [18]和Lohse et al [4]的研

究显示AIH/PBC综合征可参照如下标准进行诊

断: (1)ALT≥5×UNL(正常值上限); (2)免疫球

蛋白G(IgG)≥2×UNL; (3)SMA阳性和/或ANA
滴度≥1∶1000; (4)治疗前肝活检有中到重度的

汇管区周围炎和/或小叶性肝炎. PBC患者符合

上述条件中的两条或两条以上诊断为PBC-AIH
重叠综合征. AIH-PSC的诊断标准是相加的, 可
参照如下标准进行诊断: 当患者行ERCP检查影

像上符合PSC的诊断标准时, 满足以下条件可诊

断AIH/PSC综合征[9]: (1)AIH诊断积分>15分; (2)
抗核抗体(ANA)或抗平滑肌抗体(ASMA)滴度

≥1∶40; (3)组织学检查有碎屑样坏死、肝细胞

玫瑰样花结形成以及中度到重度小叶性肝炎等

AIH组织学变化. 由于有关PSC-PBC重叠发病

的报道少见, 虽然PSC在ERCP影像学上与PBC
有很大的不同, 但两者的组织学和免疫学特征

有很多相似的方面, 因此目前还没有文献报道

有关PSC-PBC重叠综合征的定义或诊断标准. 
自身免疫性肝病的重叠综合征并不少见, 诊断

需综合临床、生化、自身抗体和病理组织学等

指标, 但目前尚无各自重叠肝病综合征敏感性

髙、特异性强的诊断标准.
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■相关报道
相关的文献显示
近 1 / 5 的 自 身 免
疫性肝病患者具
有 不 同 于 典 型
AIH、PBC及PSC
特 征 的 综 合 征 , 
Floreani et al 研究
表明, AIH-PSC重
叠综合征发病年
龄小于PSC患者 , 
且其发病的患者
与单纯的PSC患
者相比具有较高
的ALT、AST和
IgG水平, Joshi et 
al 和Lohse et al 的
研究显示了AIH/
PBC综合征的参
照诊断标准.
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4  治疗

本组疾病的治疗非常棘手. 原则上对无症状、

无黄疸的患者密切进行监测, 有症状或有黄疸

者进行治疗. 早、中期患者以药物或介入治疗

为主, 晚期患者需进行手术治疗. 
4.1 药物治疗

4.1.1 针对病因和发病机制的药物治疗 根据自

身免疫性肝病的病因和发病机制有关的假说, 
治疗本组的药物包括糖皮质激素、熊去氧胆酸

(UDCA)、免疫抑制剂、青霉胺、抗生素等, 治
疗本组疾病的基本原则为PSC-PBC的治疗, 以
UDCA为主; AIH-PSC的治疗应联合应用糖皮质

激素和UDCA; AIH-PBC重叠综合征的治疗根据

ALP、GGT水平的不同而区别对待. 若ALP<2 
UNL则应用糖皮质激素试验治疗, 若ALP≥2 
UNL及GGT>5UNL则联合应用糖皮质激素和

UDCA. 总体上讲, 上述治疗可使大部分患者取

得较好的近期疗效[17]. 
4.1.2 并发症的药物治疗 由于本组疾病大多伴

有胆汁淤积, 因而患者可出现皮肤瘙痒、脂溶性

维生素缺乏、代谢性骨病、脂肪泻等多种并发

症, 应根据轻、重、急、缓的不同对这些异常表

现进行相应的处理. 脂肪泻可给予中链脂肪酸补

充能量. 脂溶性维生素缺乏时应行替代治疗. 维
生素A补充应从小剂量开始以防加重肝脏损伤. 
补充维生素D应注意有无钙缺乏. 维生素E缺乏

少见, 但一旦缺乏其引起的神经系统症状很难

纠正, 因而应密切观察, 及早补充维生素D. 治疗

皮肤瘙痒可根据病情和条件应用消胆胺、利福

平、离子交换树脂及鸦片受体拮抗剂[19-20]. 关于

代谢性骨病的治疗, 目前尚无有效的药物能明

显改善本组疾病引起的骨质疏松, 女性可考虑

激素替代治疗, 长期应用皮质激素治疗的患者

可考虑口服维生素D和钙剂. 
4.2 内镜和放射介入治疗 主要用于防治自身免

疫性肝病的并发症, 主要是PSC与其他自身免

疫性肝病重叠综合征的并发症. 根据病变的部

位、范围和性质可行壶腹括约肌切开术、狭窄

扩张放置支架术、网篮取石术和内镜下鼻胆管

引流及灌洗术等. 内镜和放射介入治疗的目的

是解除胆道梗阻, 减轻继发性损害. 虽有文献表

明可以改善临床、生化和胆管影象学异常, 但
对患者的生存期却无明显的影响[21-23]. 
4.3 外科治疗 分为姑息性手术和肝移植两类手

术治疗. 姑息性手术的目的是解除胆道梗阻及

治疗其他并发症, 可延长患者的生存期, 但手术

本身亦可引起并发症, 增加胆道感染机会. 同时, 
广泛的手术吻合给以后的肝移植增加难度, 降
低移植成功率. 因此随着肝移植技术的不断提

高姑息性手术已大大地减少. 
在有效的药物治疗出现以前, 肝移植是晚期

慢性肝病患者的首选治疗方法. 肝移植患者的

生存期超过姑息性手术患者和具有可比性非手

术患者的生存期[24]. 虽然门脉高压并发症是晚期

肝病患者肝移植的主要指征, 但患者出现顽固

性瘙痒、严重消瘦、持续性胆红素升高等情况

时, 即便肝活检证实尚未发展为肝硬化, 仍应建

议患者进行肝移植.

5  结论

由于自身免疫性肝病的发病机制不明、起病隐

匿, 加上本组疾病的发生和发展都有一个相对

缓慢的过程, 给本组疾病的基础和临床研究工

作带来了极大的困难. 成功建立本组疾病的实

验动物模型、制订各自身免疫性肝病重叠综合

征的诊断标准、探索并确立疾病的治疗终点等, 
均是研究本组疾病所急需解决的问题. 

由于了解上述自身免疫性肝病的免疫发病

机制可知, 在信号传道通路上进行位点特异性

阻断传导在理论上可终止疾病的发生. 可利用

人工合成肽与T细胞免疫受体(CTCR)结合, 竞
争抑制抗原递呈细胞(APC)上的MHC Ⅱ类抗

原与CTCR的结合, 从而阻断第1共刺激信号所

引起的免疫细胞的活化. 另外, 也可阻断依赖于

calcineurin活化的传导通路, 从而阻断主要细胞

因子的转录. 
细胞毒T淋巴细胞抗原-4(CTLA-4)与CD28

结合可竞争性地抑制B7与CD28的结合, 降低第

2共刺激信号的传导抑制免疫细胞的活化, 可溶

性的CTLA-4已被应用于血液性疾病以减轻自身

免疫反应, 不难想象对于自身免疫性肝病, 他亦

有潜在的光辉前景[25]. 
通过应用T细胞疫苗使某一特定表型的活

化细胞毒T淋巴细胞耗尽消失, 可以阻断细胞毒

T淋巴细胞所引起的免疫损伤. T细胞疫苗已被

应用于鼠科动物的自身免疫性肝炎, 疫苗能防

止小鼠患自身免疫性肝炎并能减轻已患病小鼠

的病情[26]. 成功治疗人类自身免疫性肝病的关键

是正确认识各自身免疫性肝病靶向T淋巴细胞

的细胞表型. 
基因治疗是目前医学研究的热点, 对于各自

身免疫性肝病, 在理论上可导入特定的基因抑

■同行评价
本文评论了如何
加强对自身免疫
性肝病重叠综合
征的认识, 内容丰
富, 层次清楚, 有
一定的科学性. 
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制某一调控细胞因子的过度产生, 延缓纤维化

或促进肝细胞再生[27].
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Abstract
AIM: To investigate the effect of rosiglitazone 

on insulin resistance and adiponectin in non-
alcoholic fatty liver disease induced by high-fat 
diet in rats.

METHODS: Thirty Wistar rats were randomly 
divided into three groups of 10 rats each: model 
group (high-fat diet + intragastric distilled wa-
ter); control group (normal diet + intragastric 
distilled water); and rosiglitazone group [high-
fat diet + intragastric rosiglitazone, 3 mg/(kg•d)]. 
The levels of triglyceride (TG), total cholesterol 
(TC), aspartate transaminase (AST) and alanine 
transaminase (ALT), and homeostasis model as-
sessment of insulin resistance (HOMA-IR) were 
investigated. Histological liver sections were ob-
served by HE and Sudan Ⅲ staining. Adiponec-
tin mRNA in the liver was detected by real-time 
fluorescent quantitative RT-PCR. Adiponectin 
protein in the liver was detected by Western 
blotting.

RESULTS: There were significant differences in 
TG (1.51 ± 0.37 mmol/L vs 0.98 ± 0.51 mmol/L, 
P < 0.01), TC (2.74 ± 0.65 mmol/L vs 1.71 ± 0.37 
mmol/L, P < 0.05), ALT (450.20 ± 244.12 U/L 
vs 264.56 ± 48.44 U/L, P < 0.01), AST (460.30 ± 
310.13 U/L vs 196.11 ± 52.23 U/L, P < 0.01) and 
HOMA-IR (3.46 ± 1.16 vs 1.07 ± 0.26, P < 0.01) 
between the model and control groups. Rosi-
glitazone obviously decreased the level of TG 
(1.27 ± 0.50 mmol/L), ALT (360.26 ± 244.37 U/L), 
AST (300.20 ± 233.13 U/L) and HOMR-IR (1.44 
± 0.37) (all P < 0.05). The effects were confirmed 
by histopathology. The mRNA (552.40 ± 268.13 
vs 215.95 ± 135.87, P < 0.05) and protein content 
of adiponectin in the rosiglitazone group was 
higher than that in the model group.

CONCLUSION: High-fat diet may induce non-
alcoholic fatty liver disease and insulin resis-
tance, and may lead to abnormal increases in 
aminopherase and blood fat level. Rosiglitazone 
can improve the fatty liver and insulin resistance 
induced by high-fat diet. The mechanism may 
be related to adiponectin.

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Insulin 
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一 种 肝 组 织 学
改 变 ,  与 酒 精 性
肝病 (ALD)相类
似 ,  但 无 过 量 饮
酒史的临床病理
综合征 .  近年来 , 
N A F L D 的 发 病
率 不 断 增 高 ,  欧
美及日本普通成
人 N A F L D 的 患
病率为10%-30%, 
而 肥 胖 者 则 高
达 5 7 % - 7 4 % . 
NAFLD 现已替代
慢性病毒性肝炎
和酒精性脂肪性
肝病 (ALD)成为
欧美等发达国家
的第一大肝病, 在
我国也呈快速增
长趋势, 是健康体
检人群肝酶学异
常的常见原因, 更
严重的是其预后
不容乐观, 28%的
患者发生肝硬化, 
其中半数患者因
门脉高压而需肝
移植, 因此积极治
疗NAFLD将有深
刻的社会和经济
意义, 亦是当今研
究的热点. 
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摘要
目的: 探讨罗格列酮对高脂饮食所致的非酒
精性脂肪肝大鼠模型胰岛素抵抗及脂联素的
影响. 

方法: 30只大鼠随机分为3组, 即模型组(高
脂饮食+蒸馏水ig), 空白对照组(正常饲料+蒸
馏水ig)和罗格列酮组[高脂饮食+罗格列酮3 
mg/(kg•d)ig]. 观察各组血脂、肝功、胰岛素
抵抗指数(HOMA-IR)的变化和各组肝组织HE
染色与脂肪特异性的苏丹Ⅲ染色的变化. 采用
实时荧光定量聚合酶链式反应(PCR)和免疫
印迹(western blot)检测各组肝组织的脂联素
水平.  

结果: 模型组与空白对照组相比, 甘油三酯
(TG)(1.51±0.37 mmol/L vs  0.98±0.51 mmol/L, 
P <0.01), 总胆固醇(TC)(2.74±0.65 mmol/L 
vs  1.71±0.37 mmol/L, P <0.05), ALT(450.20
±244.12 U/L vs  264.56±48.44 U/L, P <0.01), 
AST(460.30±310.13 U/L vs  196.11±52.23 
U/L, P<0.01)和HOMA-IR(3.46±1.16 vs  1.07±
0.26, P <0.01)均显著升高. 罗格列酮治疗可使
TG(1.27±0.50 mmol/L), ALT(360.26±244.37 
U/L), AST(300.20±233.13 U/L)以及HOMR-
IR(1.44±0.37)得到明显改善(均P <0.05). 从
组织病理学亦可得到证实 .  肝组织实时荧
光定量P C R及免疫印迹显示罗格列酮组的
Adiponectin mRNA(552.40±268.13 vs  215.95
±135.87, P <0.05)和蛋白表达均较模型组 
升高.

结论: 高脂饮食可诱导大鼠NAFLD和IR发
生, 并使肝功, 血脂异常升高. 罗格列酮可以改
善高脂饮食大鼠的脂肪肝及IR情况, 可能与
Adiponectin缓解IR和NAFLD改善有关.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 胰岛素抵抗; 罗格列酮; 
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0  引言

随着人们饮食结构、生活方式的改变, 日常膳

食中以脂肪为代表的高热量食物成分所占比

例明显增加 [1-3],  使与代谢异常密切相关的非

酒精性脂肪肝(non alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)的发病率大幅上升, 并已成为医学关注

和研究的焦点[4-7]. 目前NAFLD的发病机制仍尚

未阐明, 亦缺乏有效的治疗手段. 已知NAFLD的

发生与胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)密切相

关[8-11], 而脂联素(adiponectin)与2型糖尿病的胰

岛素抵抗可能有密切联系[12-15], 因此, 我们通过

高脂饮食诱导大鼠NAFLD, 观察其胰岛素抵抗

及adiponectin在肝组织中的表达情况, 采用胰岛

素增敏剂罗格列酮对其进行干预, 观察罗格列

酮对NAFLD胰岛素抵抗的治疗效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠30只, 2级, 购自中山大

学医学院实验动物中心. 体质量180±10 g, 鼠
龄4-6 wk, 分笼饲养在温度22℃-28℃动物室

中, 明暗各12 h(6 am-6 pm), 实验前适应性饲养

1 wk, 天黑前投食, 自由饮水. 胆固醇购自上海

生工生物有限公司, 猪油自制. 马来酸罗格列

酮(roglitazone)片: 葛兰素史克(天津)有限公司

生产(批号: 05110012). 血糖、三酰甘油(TG)、
胆固醇(TC)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、
低密度脂蛋白-胆固醇(L D L-C)、丙氨酸氨基

转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)测
定试剂盒: 北京中生生物工程高技术公司产品; 
RNA提取试剂盒为RNeasy® Lipid Tissue Mini 
Kit, 购于美国Qiagen公司. RealMasterMix新型

荧光定量PCR试剂盒(SYBR)购于Tiangen公司. 
DNAEngine OPTICONTM实时荧光定量PCR仪
为MJ Research公司产品. 蛋白分析仪为Beckman
公司产品. Adiponectin mAb购于美国R&D公司, 
β-actin mAb购于美国Santa Cruz公司, HRP标记

二抗来自武汉博士德, ECL化学发光试剂购于广

州展晨公司. 大鼠适应性饲养1 wk后分为空白对

照组、模型组和罗格列酮组, 每组10只, 空白对

照组喂饲普通饲料(中山大学医学院实验动物中

心提供), 其蛋白质、脂肪、碳水化合物提供能

量分别为21%, 19%和60%; 模型组[16]喂饲高脂饲

料(普通饲料加20%猪油和1%胆固醇, 中山大学

医学院实验动物中心提供), 其蛋白质、脂肪、

碳水化合物提供能量分别为18%, 63%和19%. 每
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■研发前沿
目 前 ,  用 于 非 酒
精性脂肪肝治疗
的药物并不多见. 
原因在于非酒精
性脂肪肝的发病
机制仍不完全清
楚. 最近的研究表
明 ,  几 乎 所 有 的
NAFLD患者都存
在周围组织和肝
脏的胰岛素抵抗, 
而且不一定伴有
糖耐量异常或肥
胖, 但胰岛素抵抗
的严重程度却与
NAFLD的病情进
展相关. 罗格列酮
常用于糖尿病患
者的胰岛素抵抗
的治疗, 可明显改
善糖尿病患者的
胰岛素抵抗. 但是
该药仍未用于脂
肪肝患者胰岛素
抵抗的治疗, 究其
原因, 乃缺乏完善
的基础研究和大
规模的临床实验. 
因此, 此方面的研
究也成为近来临
床与基础研究的
热点.
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天测定大鼠的摄食量, 每周测定大鼠体质量. 实
验开始后, 罗格列酮组每天定时以罗格列酮3 
mg/(kg•d)剂量ig. 模型组和空白对照组每日灌等

量蒸馏水, 共进行8 wk.
1.2 方法 
1.2.1 肝功、血脂及胰岛素(INS)测定 葡萄糖氧

化酶法测定血糖; Gpo-Pap法测定TG; Chod-Pap
法测定TC; Ifcc推荐法测定AST、ALT; 放免法

测定INS, 均严格按药盒说明书进行检测. 胰岛

素抵抗指数(HOMA-IR) = FINS×FBG/22.5.
1.2.2 HE及苏丹Ⅲ染色 取各组大鼠肝脏同一部

位固定于40 g/L中性甲醛缓冲液中, 常规切片行

HE染色, 光镜下观察. 另取部分肝脏做冰冻切

片, 行苏丹Ⅲ染色, 光镜观察. 
1.2.3 实时荧光定量RT-PCR测定Adiponectin的

基因表达 取肝组织迅速投入液氮中保存, 按
照RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit的说明书提取

总RNA, A 280/A 260比值均在1.8-2.0之间, 所提取

的总RNA经琼脂糖凝胶电泳鉴定, 可见明显的

28S, 18S两条区带, 且28S约为18S的2倍, 证明其

完整性. -70℃保存待用. RNA先行反转录后, 以
SYBR GreenⅠ作为荧光染料, 进行实时定量RT-
PCR. Adiponectin的PCR 引物: 5'-TTT CCT ACC 
ACA TCA CGG TGT A-3'(上游), 5'-TGC ATA 
GAG TCC ATT GTT GTC C-3'(下游); β-actin
的PCR引物: 5'-CGT GCGTGA CAT TAA AGA 
GAA G-3'(上游), 5'-GGC ATA GAG GTC TT 
ACG GAT G-3'(下游).  20 μL体系中含有Master-
Mix(含SYGB, Hotstart Taq酶, dNTPs, Buffer)9 
μL,  25 mmol/L dNTPs 0.2 μL, 25 μmol/L的引

物各0.5 μL, 逆转录产物1 μL. 反应条件: 94℃ 2 
min; 94℃ 25 s, 58℃ 30 s, 68℃ 30 s, 40 cycles(每
个循环后自动读板1次), 68℃延伸5 min, 做55℃- 
95℃的融解曲线分析, 12℃终止反应. 对扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳分析特异性. 根据绘制

的标准曲线得到Adiponectin及β-actin基因表达

的相对浓度, 以Adiponectin与β-actin相对浓度的

比值来反映Adiponectin表达量. 每个样品做3个
平行管.  
1.2.4 Western blot方法测定Adiponectin的蛋白

表达 常规方法提取组织蛋白, 各样本组织在裂

解液(20 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/LNaCl, 1 
mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGTA, 10 g/L Triton, 
0.001 g/L leupeptin和1 mmol/L PMSF, pH 7.5)中
匀浆, 离心取上清. BCA法蛋白质定量. 取20 μL
样本组织蛋白, 常规SDS-PAGE电泳, 然后电转

到硝酸纤维素膜上. 50 g/L脱脂奶粉封闭. 加入

Adiponectin mAb(1∶2000)或β-actin mAb, 4℃孵

育过夜. HRP标记二抗(1∶2000)孵育, PBST洗
脱, ECL化学发光后检测目的蛋白浓度.  

统计学处理 数据以mean±SD表示, 组间差

异显著性分析采用单因素方差分析.

2  结果

2.1 肝功、血脂及HOMA-IR 模型组的TG, TC, 
LDL-C, ALT, AST及HOMA-IR均较空白对照组

明显升高(P <0.05或P <0.01), 罗格列酮治疗后, 该
组的TC与模型组并无显著性差异, 而TG, ALT, 
AST以及HOMR-IR得到明显改善(P <0.05)(表1). 
2.2 HE及苏丹Ⅲ染色 空白对照组肝小叶结构完

整, 中央静脉周围有放射状排列的肝细胞索, 窦
间隙均匀、清晰, 肝细胞体积较大, 呈多边形, 
大圆形核居中, 胞质丰富, 汇管区清晰可辨, 无
明显炎细胞浸润(图1-A1). 苏丹Ⅲ染色后未见明

显橙红色染色(图1-A2). 罗格列酮组HE染色可

见少量小泡性脂肪变性, 未见明显肝细胞坏死

和炎性细胞浸润(图1-B1). 苏丹Ⅲ染色仅见少量

橙红色脂肪小液泡沉积(图1-B2). 模型组肝组织

HE染色可见弥漫性肝细胞大泡或小泡性的脂肪

变性, 以大泡性变性为主. 肝细胞脂肪变性面积

达到2/3以上, 部分肝组织在脂肪变的基础上伴

有肝细胞坏死和炎性细胞浸润, 未见明显的肝

纤维化(图1-C1). 苏丹Ⅲ染色后, 同样可见模型

组肝组织呈弥散性脂质蓄积, 肝细胞内充满较

■相关报道
最 近 的 研 究 表
明 ,  几 乎 所 有 的
N A F L D 患 者 都
存在周围组织和
肝脏的胰岛素抵
抗 ,  而 且 不 一 定
伴有糖耐量异常
或 肥 胖 ,  但 胰 岛
素抵抗的严重程
度与NAFLD的病
情 进 展 相 关 .  此
外 ,  胰 岛 素 抵 抗
与 N A F L D 的 预
后 也 可 能 有 关 . 
Perlemuter et al
的 研 究 显 示 ,  胰
岛素通过上调集
落 生 长 因 子 ,  在
NAFLD发病机制
中起关键作用.

表 1 三组大鼠肝功、血脂及HOMA-IR的水平

     
分组

                 TC     TG               HDL-C             LDL-C                   ALT                           AST                  
HOMA-IR

            (mmol/L)          (mmol/L)        (mmol/L)         (mmol/L)                (U/L)                         (U/L)

空白对照组     1.71±0.37a   0.98±0.51b    0.64±0.15   0.17±0.09b  264.56±48.44       196.11±52.23      1.07±0.26b

模型组        2.74±0.65    1.51±0.37     0.47±0.16   0.54±0.23   450.20±244.12b    460.30±310.13b   3.46±1.16

罗格列酮组     2.34±0.41c   1.27±0.50a   0.53±0.16   0.28±0.09c  360.26±244.37ac   300.20±233.13ac  1.44±0.37ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组.
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大橙红色脂肪液泡(图1-C2). 
2.3 实时荧光定量RT-PCR 模型组Adiponectin 
m R N A的表达明显低于空白对照组(P <0.05), 
罗格列酮治疗后 ,  A d i p o n e c t i n的表达增多

(P <0.05)(表2). 
2.4 Western blot 模型组Adiponectin的蛋白表达

低于空白对照组, 罗格列酮治疗后, Adiponectin
的表达增多(图2).            

3  讨论

脂肪肝是各种原因导致的肝脏脂肪蓄积过多的

一种病理状态, 非酒精性脂肪肝已被认为是隐

源性肝硬化的常见原因, 最常见的病因乃高脂

饮食导致IR, 从而诱发NAFLD的发生[17]. 建立IR
动物模型是研究IR机制的基础. 目前IR大鼠模

型主要分为3类[18-22]: 遗传性肥胖模型、特殊药

物模型和特殊膳食喂养模型. 特殊膳食喂养法

主要有高脂肪和高果糖2种饲料, 其中高脂肪饲

料喂养法因具有可靠性强、饲养方便且价格相

对较低等优点常常被研究者采用. 高脂饮食使

肝脏的TG含量增加, 胰岛素抑制肝糖产生的能

力降低, 肝糖产生和肝糖输出增加, 产生IR. 当

表 2 肝组织中Adiponectin的mRNA表达

     
分组      相对比值 

空白对照组               666.12±273.45a 

模型组                215.95±135.87 

罗格列酮组               552.40±268.13a 

aP<0.05 vs  模型组.

■应用要点
本 文 提 示 ,  在 非
酒精性脂肪肝的
发 病 过 程 中 ,  胰
岛 素 抵 抗 发 挥
重 要 作 用 ,  并 且
Adiponectin的下
降可能直接或间
接的促进了全身
以及局部IR的发
生 ,  而 罗 格 列 酮
可以改善胰岛素
抵 抗 ,  其 原 因 可
能 与 通 过 增 多
Adiponectin从而
缓解内脏组织的
IR相关, 因而提示
罗格列酮可以用
于非酒精脂肪肝
的治疗.

图  1  肝 组 织 的
HE(×200)及苏丹Ⅲ
染色(×400). A1-2: 

空白对照组; B1-2: 

罗格列酮组; C1-2: 

模型组.

A1

B1

C1

A2

B2

C2

图 2 肝组织中Adiponectin蛋白的表达. 1: 模型组; 2: 罗格

列酮组; 3: 空白对照组.

           1                    2                       3

30 kDa
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IR发生后又可加重脂肪肝, 因为IR时胰岛素抑

制脂肪组织的脂解作用减弱, 造成脂质外溢增

加, 使肝脏脂肪增加. 本实验采用主要为饱和脂

肪酸的动物脂肪的高脂饮食饲养Wistar大鼠, 喂
养8 wk后, 大鼠的体质量明显增加, 出现高胰岛

素、高脂血症, 肝功异常. 肝组织病理学显示弥

漫性肝细胞大泡或小泡性的脂肪变性, 以大泡

性变性为主. 肝细胞脂肪变性面积达到2/3以上. 
同时大鼠的HOMA-IR指数升高, 表明高脂饮食8 
wk能成功诱发大鼠NAFLD合并IR.

Adiponectin是目前发现惟一的由WAT分
泌的细胞因子[23-28]. 当脂肪体积增大时其分泌

反而减少. Ad iponec t in在人体的血浆浓度为

5-30 mg/L, 为其他常见激素的3倍, 且女性高于

男性, 无昼夜节律的变化. Adiponectin与体质量

指数、体脂百分比、血糖及空腹胰岛素水平呈

负相关, 与胰岛素敏感性、高密度脂蛋白水平

呈正相关. Adiponectin水平在正常人、糖调节

受损(IGT)及2型糖尿病患者体内逐渐减少, 且
存在显著差异, 发生2型糖尿病后脂联素进一步

下降, Adiponectin水平的降低与胰岛素敏感性

的下降相平行[29-32]. 本实验显示NAFLD模型大

鼠IR明显, 并随IR的加重而加重. 而NAFLD组

Adiponectin水平降低, 且与胰岛素敏感性的下降

相平行, 提示高脂饮食导致大鼠体内脂肪细胞

的增多和分泌功能失调. 其中, Adiponectin的下

降可能直接或间接的促进了全身以及局部IR的

发生.  
噻唑烷二酮类(Thiazolidinediones, TZDs)药

物的作用机制是降低脂肪细胞游离脂肪酸(FFA)
和肿瘤坏死因子(TNF-α)的释放, 增加葡萄糖

的利用, 同时提高胰岛素的敏感性, 调节血糖和

FFA的水平, 能抑制脂质过氧化和TNF-α的活

性, 并能选择性的将脂肪从内脏转移到皮下组

织. 代表性的药物有曲格列酮、罗格列酮和匹

格列酮[33]. Caldwell et al [34]应用曲格列酮治疗非

酒精性脂肪肝患者证明有确切的疗效, 但由于

曲格列酮可诱导致死性的肝毒性, 已经撤出市

场. Belfort et al [35]给糖耐量减低或2型糖尿病, 经
活检证实患非酒精性脂肪性肝炎的患者在低卡

路里饮食的基础上po匹格列酮每天45 mg, 共计

6 mo. 患者TG、糖耐量及转氨酶明显改善, 肝脏

炎症程度也明显减轻, 但是该药长期使用的安

全性需要进一步临床研究. 罗格列酮是PPAR-γ
激动剂, PPAR-γ在脂肪组织表达和调控的特异

性最强, 对脂肪细胞的分化和参与糖、脂代谢

酶的基因有调控作用. Yamauchi et al [36]在动物试

验中发现罗格列酮能明显减少肝脏、肌肉等非

脂肪组织的脂肪堆积, 减轻IR, 与本实验的结果

类似. 值得一提的是罗格列酮组大鼠体质量高

于正常对照组, 但是肝湿重和肝脏在体质量中

所占的比例却明显下降, 提示罗格列酮还可促

使脂肪重新分布, 特别是减少内脏脂肪蓄积, 这
可能是通过增多Adiponectin从而缓解肝脏等内

脏组织的IR完成的.
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■名词解释
1 非酒精性脂肪
性肝病(NAFLD): 
是指除外酒精和
其他明确的损肝
因素所致的, 以弥
漫性肝细胞大泡
性脂肪变为主要
特征的临床病理
综合征. 
2 脂联素(Adipo-
nectin): 主要由脂
肪细胞分泌的一
种蛋白质 .  1995
年首先从鼠的脂
肪细胞分离出来. 
相对分子质量为
30 kDa,  故又名
ACRP30, 是脂肪
组织中最多的转
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Abstract
More and more ev idence indica tes that 
interstitial cells of Cajal are pacemaker cells that 
generate slow waves and spontaneous rhythmic 
contractions in the gastrointestinal tract. Although 
research on the pacemaking mechanism has 
progressed rapidly, there are some differing 
results. This paper reviews research progress of 
the mechanism of pacemaker currents and their 
propagation.

Key Words: Interstitial cells of Cajal; Pacemaker 
currents; Non-selective cation channels; IP3-
induced calcium release; Mitochondria

Zhang Y, Han YF, Xu WX. Progress of research on 
the mechanism of pacemaker currents generated by 
gastrointestinal smooth muscle. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(27): 2875-2879

摘要
越来越多的研究结果表明, Cajal间质细胞是

胃肠道平滑肌慢波电位和自发性节律性收缩
活动的起搏细胞. 关于Cajal间质细胞起搏电
流产生机制的研究近来进展很快, 但仍存在一
些分歧. 本文就目前关于起搏电流的产生及传
播机制的研究进展作一综述.

关键词: Cajal间质细胞; 起搏电流; 非选择性阳离

子通道; IP3介导的钙释放; 线粒体
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0  引言

即使是在缺少任何刺激的情况下, 在胃肠道的

许多区域内, 都可以记录到慢波和节律性的收

缩活动. 因此, 慢波的存在是胃肠平滑肌自身

所具有的特征性反应. 而近年的研究结果表明, 
存在于胃肠道内的Cajal 间质细胞(interstitial 
cell of Cajal, ICC)才是平滑肌慢波活动的起搏

细胞[1-3]. 根据ICC在胃肠道内分布位置的不同, 
可以将ICC分为以下四类[4-5]: 肌层间ICC(inter 
muscular layer, ICC-MY)位于环形肌和纵形肌之

间; 肌间ICC(intramuscular ICC, ICC-IM)位于肌

束内; 深肌层内ICC(deep muscular plexus ICC, 
ICC-DMP)位于环形肌深肌层内的ICC-IM; 黏膜

下ICC(submucosal ICC, ICC-SM)位于黏膜下层. 
ICC-MY在胃、小肠和结肠均有分布, 而ICC-
DMP只存在于小肠, ICC-SM只存在于结肠, 而
ICC-IM的分布却表现出较强的区域性差异.

1  胃肠平滑肌起搏电流起源于ICC-MY

证明在胃肠平滑肌产生节律性慢波的过程中

ICC-MY起起搏细胞作用的最直接的证据由基

因突变小鼠得到. 小鼠W基因表示皮毛颜色为白

色的基因, 他与决定ICC发育的c-kit基因位于同

一基因座. 纯合子的Wv/Wv突变为致死性突变, 
而杂合子W/WV可以存活, 然而ICC的发育受到

影响, ICC-MY发育与起搏活动有着密切关系[6]. 
在W/W V小鼠的小肠I C C-M Y缺失 ,  而I C C-
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■背景资料
众所周知, 慢波是
消化道平滑肌产
生自动节律性运
动的起源, 长期以
来消化道纵行肌
被认为是慢波的
起源, 近年来的研
究, 已经普遍接受
Cajal间质细胞为
产生自律性的起
搏细胞, 但其产生
起搏电流的机制
还存在分歧, 本文
重点综述了Cajal
间质细胞起搏电
流产生机制的研
究进展. 



IM发育正常[1], 与野生型不同, 杂合子W/WV
鼠的小肠记录不到慢波 [1-2 ,7].  在豚鼠的胃窦

组织原位记录表明 ,  I C C-M Y所在的区域可

以记录到大幅度、长时程起搏电流 ,  而这种

起搏电流频率与相邻环行肌和纵行肌记录

到的慢波频率一致 [8].  在上述实验中 ,  I C C-
M Y产生的起搏去极化电位 ,  总是先于环行

肌和纵行肌的慢波去极化电位 .  在分离的

I C C-M Y, 可以记录到自发性的电活动, 然而

分离的平滑肌细胞却记录不到这种电活动 [9]. 
上述结果表明, ICC-MY是起搏电流的启动者, 
而ICC-IM与相邻的肌细胞、神经元以电藕联形

式存在. 因此, ICC-IM可以参与神经-肌肉信息

传递过程并把信息传给相邻的肌细胞[10-11]. 

2  起搏电位的电生理学特性

在进行组织原位记录时, 在ICC-MY所在的区

域记录到的起搏电位由具有不同药理学特性

的两时相组成. 第一相, 电位的快速上升期, 持
续时间约1 s, 当细胞外Ca2+浓度降低或者应用

镍离子可以使第一相消失; 第二相, 也可称为

平台期, 在胃窦部可以持续5-10 s, 而在小肠

仅持续1 s[12-13]. 在胞内钙泵抑制剂, 4-氯苯氧

乙酸(C PA)、氯通道抑制剂(D I D S)、咖啡因

(Caffeine)存在时, 第二相消失, 但他却不受胞

外钙离子浓度的影响[12-14]. 要想将ICC-MY产

生的这种自发性活动消失 ,  必需将这两相全

部阻断才能实现 [12-13]. 这表明, 起搏电流在生

理条件下可能是由两种独立而又相互协调的

机制共同产生的. 在所有被检测的ICC-MY上

均可记录到自发性、持续性、小幅度的去极

化电位, 即单位电位(unitary potential)[13-14]. 组
织原位记录表明, 单位电位的产生是因为Ca2+

从胞内钙库释放, 直接激活了ICC-MY膜上的

离子选择性通道[12]. 在胃平滑肌, 两个起搏电

位之间的间隔期 ,  单位电位发放频率逐渐增

加 ,  直至达到可以形成下一个起搏电位第一

相的条件. 第一相的形成, 可以使I C C网络去

极化, 加速了单位电位的发放频率, 而高频发

放的单位电位构成了起搏电位的第二相 .  当
单位电位发放频率减慢时, 平台期消失.  这样

的步骤重复进行, 起搏单位就不断的形成[14-15]. 
因此, 可以认为单位电位低频发放构成了起搏

电位的第一相, 而高频发放形成了起搏电位的

第二相. 然而, 起搏电位之间的间隔并非均一, 
当两个起搏电位间隔期较短时, 第二个起搏电

位平台期持续时间也较短, 反之, 两个起搏电位

间隔较长时, 第二个起搏电位平台期持续时间

也较长. 有的研究者认为, 这种现象可能是因为

胞内钙库在起搏电位间隔期间需要重新充盈, 
而胞内钙库的充盈量又会影响起搏电位持续时

间, 所以胞内钙库可释放的钙离子量与起搏电

位持续时间成正比[16]. 但每一个起搏电位无论

他持续时间是长是短, 复极化所需要的时间却

是一致的.

3  起搏电流产生机制

尽管ICC-MY具有自发性的起搏活动已经是不

争的事实, 但不同的实验室对于ICC-MY的起

搏机制, 却给出了不同的解释. 关于ICC-MY产

生起搏电流的机制目前存在两种学说, 分别是

钙激活氯通道(calcium-activated chloride channel)
学说和低钙敏感的非选择性阳离子通道(low 
calcium-sensitive non-selective cation channel)学说. 
3.1 Ca2+激活Cl-通道学说 虽然氯通道通常通过

被动扩散和容积调节起稳定可兴奋细胞膜电位

的作用, 然而, 目前被认为在可兴奋细胞电生理

特性方面起关键而特殊的作用[17]. 在平滑肌细

胞, 尤其ICC, 氯离子平衡电位比静息电位要大, 
说明氯通道开放可以使膜电位去极化. 药理学

分析表明, 细胞内游离Ca2+浓度增高时被激活的

Cl-选择性通道参与起搏电流的形成过程. 当胞

外Cl-浓度降低时, 平台期的电位辐度可以瞬时

增加, 而胞外Cl-浓度长时间维持在低水平时, 会
导致胞内Cl-浓度的下降, 平台期会被抑制, 就
如同应用C l-通道阻断剂后所观察到的结果一

样[12,18]. 在小鼠小肠新鲜分离的ICC上也证实

了Cl-选择性通道参与起搏电流的形成过程[19].  
所以, 单位电位的产生可能由于胞内Ca2+浓度升

高后激活了胞膜上的Cl-选择性通道, 驱动胞内

Cl-外流造成. 胞内Ca2+浓度升高激活的Cl-选择

性通道既参与起搏电位第一相的形成, 也参与

起搏电位第二相的形成. 最近的研究表明, 在豚

鼠胃窦环行肌钙激活的氯电流参与慢波产生过

程[20]. 在小鼠小肠培养的ICC上通过全细胞和单

通道膜片钳也观察到内向整流性氯电流(inward 
rectifying chloride current), 并认为与起搏活动

有关[21].
虽然 ,  支持上述观点的研究者们都认同

Ca2+从IP3依赖性钙库的释放、线粒体以及Ca2+

激活的C l-选择性通道引起的内向电流均参与

起搏电流的形成过程, 但对于上述三者在起搏

www.wjgnet.com

■相关报道
目前关于Cajal间
质细胞的研究可
以归纳为四个方
面 :  一 是 胃 肠 动
力障碍性疾病与
I C C 形 态 学 与 功
能改变; 二是Cajal
间质细胞与消化
道肿瘤关系的研
究 ;  三是Cajal间
质细胞起搏电流
产生与传播机制; 
Cajal间质细胞与
神经传递关系研
究.
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活动中各自发挥的作用及先后的时序关系却未

达成共识. 
3.2 非选择性阳离子通道学说 主张ICC起搏电流

产生与非选择性阳离子通道有关的学者们认为, 
ICC起搏电流是由细胞内IP3受体介导的钙库、

线粒体和细胞膜非选择性阳离子通道三个要素

组成的起搏单位(pacemaker unit)共同完成的. 研
究结果表明[22-25], 在IP3受体基因缺失的基因突

变鼠, 平滑肌的慢波活动消失; 在野生型小鼠

ICC上IP3受体高表达, 在分布上与线粒体和胞

膜相邻接, 应用IP3受体阻断剂可以抑制起搏电

流的形成, 表明IP3受体介导的钙库参与了起搏

电流的形成过程. 他们认为, 当ICC-MY产生起

搏电流时, 首先IP3依赖性钙库释放钙引起胞浆

局部区域内Ca2+浓度升高, 胞内高钙刺激线粒体

吸收Ca2+, 线粒体内Ca2+浓度的摆动频率与起搏

电流的形成频率一致, 而且线粒体内Ca2+浓度的

升高总是先于起搏电流的出现. 当用高浓度Ca2+

溶液透析入ICC胞内时, 在ICC上记录到了持续

性的外向性电流, 而不是内向性的电流, 相反, 
低浓度Ca2+溶液却记录到了持续性的内向非选

择性非电压依赖性阳离子电流[26]. 实验表明, 应
用药物干预自发性的内向性电流时, 培养的ICC
和完整的平滑肌组织自发性电活动均消失, 而
且在不同物种的胃肠平滑肌均可以得到同样的

结果[22]. 采用膜片钳不同钳制模式观察到, ICC
单通道周期性开放频率与起搏电流形成频率一

致, 并检测到单通道的电导为13.5 pS; 钙调蛋白 
(calmodulin)可抑制这一通道的活性, 而钙调蛋

白抑制剂则可使通道的活性增强. 分子生物学

研究结果表明, 该通道与TRPC4类通道具有较

多的共性, 都可以被胞内低Ca2+浓度所激活或被

钙调蛋白抑制剂激活, 产生非选择性阳离子电

流, 只是表达在HEK293细胞表面的TRPC4的单

通道的电导为17.5 pS[27]. 因此, 这种在ICC-MY
上检测到的细胞内低钙敏感的非选择性阳离子

通道的激活被认为是形成ICC起搏电流必需的

通道[28-29]. 值得注意的是, 肌浆网上不仅有IP3受
体诱导的钙库也有Ryanodine受体诱导的钙库, 
用Ryanodine受体诱导钙释放的抑制剂可以降低

胞内钙离子浓度波动辐度和频率. 所以, 也有学

者认为, Ryanodine受体和IP3受体诱导的钙库均

参与胞内钙离子浓度波动形成的起搏活动[30-31].
上述两种离子通道的激活机制与ICC产生

起搏电流的机制自然出现了一些分歧. 主张低

钙敏感的非选择性阳离子通道学说的学者们对

于Ca2+激活Cl-选择性通道参与起搏电流形成提

出了一些疑议: (1)关于Cl-通道阻断剂, 他们认为

很可能是非特异性作用. 因为, 在降低胞内Ca2+

浓度时, Cl-通道阻断剂也可以阻断非选择性阳

离子通道的内向电流[26]. 因此, 利用Cl-通道阻断

剂很难正确区分非选择性阳离子电流和钙激活

Cl-电流. 另外, 当胞内Ca2+浓度升高时, 并没有记

录到内向性的电流. (2)通过降低胞外Cl-浓度造

成胞内外Cl-浓度梯度降低时引起的起搏电流辐

度变化, 是支持Ca2+激活Cl-选择性通道参与起搏

电流形成的证据, 他们也持反对意见. 他们认为, 
胞外Cl-浓度降低会使Cl-的平衡电位向0 mv靠近, 
促进胞内Cl-外流, 会导致起搏电流辐度增大. 迄
今为止, 没有人实际测量过胞内外Cl-浓度变化对

ICC起搏活动产生什么影响. 因此, 认为Cl-通道

在起搏电流形成中的作用还需进一步深入研究.

4  起搏电流传播机制

I C C具有产生起搏活动的能力是毋庸置疑的. 
ICC与平滑肌细胞之间电藕联的存在, 使得ICC
产生的起搏电流可以传播到平滑肌上, 通过平

滑肌细胞上存在的多种电压依赖性离子通道产

生被动性兴奋, 即形成慢波, 最终引发平滑肌自

发性收缩[15]. 然而, 在胃肠组织慢波可以长距离

传播却不会衰减, 表明慢波的传播是一种再生

性的传播[33]. 研究结果表明, 平滑肌细胞不存在

形成慢波再生性传播所必需的相应离子通道或

细胞内机制[33]. 其次, 缺失了ICC网络的区域, 慢
波无法传播或者传播辐度衰减[34]. 这些结果表

明, 慢波可以长距离传播却不会衰减的原因是

因为起搏电流在ICC网络内传播的结果. 在ICC
网络内每一个ICC细胞都具有固有的自发性产

生起搏电流的能力. 因此, 起搏电流的传播可以

看做是ICC网络内每一个起搏单位自发性活动

的结果. 由于初始起搏细胞的去极化激活了相

邻ICC的起搏单位. 其可能的机制为[35]: 在起搏

单位的间隔期, 足够量的钙离子经电压依赖性

的离子通道流入与初始起搏细胞相邻的ICC细

胞, 激活了IP3依赖性的钙库, 引起钙离子释放. 
而IP3依赖性钙库的激活, 既可以受胞内IP3浓
度变化的调节, 也可以受胞内钙离子浓度变化

的调节[35]. 因此, 电压依赖性钙离子的流入引起

胞内钙离子浓度变化, 影响ICC网络内与初始起

搏细胞相邻ICC兴奋性完成起搏电流的传播过

程. 然而, 这种钙离子浓度的变化只局限于起搏

单位区域内, 而不会引起整个胞质内钙离子浓

度的变化. 在豚鼠的胃窦组织, 用荧光标记法记

■应用要点
本 文 对 I C C 临 床
和基础研究提供
有价值的信息, 有
助于了解Cajal间
质细胞起搏电流
产生和传播机制
相关的基本理论
和趋势.



www.wjgnet.com

录胞内钙离子浓度变化时, 可以记录到胞内钙离

子浓度波动, 最先在ICC-MY胞内产生, 随后ICC-
IM与平滑肌细胞内的钙离子波动同时出现[36]. 
实验表明[37], L-型钙离子通道抑制剂并不能完全

阻断起搏波的传播, 说明除了L-型钙离子通道外

还存在着其他可以传播起搏波的离子通道. 在
狗结肠新鲜分离的ICC, 小鼠小肠、结肠培养的

ICC, 检测到了与起搏电流传播所必需的电压依

赖性钙离子通道. 这种钙通道只是部分被双氢

吡啶类物质抑制, 因此, 称双氢吡啶抵抗电压依

赖性钙电流, 他与平滑肌的L-型钙离子通道具有

不同的动力学特点, 但他的分子结构尚不清楚. 
目前研究对ICC参与胃肠道神经传递作用引起

关注, 从形态学上观察到ICC-MY分布在肌间神

经丛周围主要负责产生起搏电流, 而ICC-IM分

布在肌层内并兴奋性和抑制性神经末梢部位分

布密度很高, 提示, ICC-IM在胃肠平滑肌神经传

递中起重要的作用[10-11,38].
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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.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年9月28日; 15(27): 2880-2884
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

Wnt信号通路与消化道肿瘤关系的研究进展

杨 升, 卢辉山

杨升, 卢辉山, 福建医科大学附属协和医院肿瘤科 福建省福
州市 350001
通讯作者: 卢辉山, 350001, 福建省福州市,  福建医科大学附属
协和医院肿瘤科. lhs801@163.com
电话: 0591-83357896 
收稿日期: 2007-06-14   修回日期: 2007-09-13

Progress of research on 
the relationship between 
Wnt signal transduction and 
digestive tract tumors 

Sheng Yang, Hui-Shan Lu

Sheng Yang, Hui-Shan Lu, Department of Oncology, the 
Affiliated Union Hospital of Fujian Medical University, Fu-
zhou 350001, Fujian Province, China
Correspondence to: Hui-Shan Lu, Department of Oncology, 
the Affiliated Union Hospital of Fujian Medical University, 
Fuzhou 350001, Fujian Province, China. lhs801@163.com
Received: 2007-06-14    Revised: 2007-09-13 

Abstract
The Wnt signal transduction pathway plays 
an important role in control l ing embryo 
development; its abnormal elevation is involved 
in many types of human tumorigenesis, and 
it has a close relationship with digestive tract 
tumors. Wnt antagonists can block Wnt signal 
transduction and inhibit its abnormal elevation, 
and therefore may provide a potential new anti-
cancer therapy.

Key Words: Wnt signal transduction; Digestive tract 
tumor
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摘要
Wnt信号通路对控制胚胎发育起着重要作用, 
其异常激活参与了人类多种肿瘤的发病过程, 
与消化道肿瘤有着密切关系. 而Wnt信号通路
的拮抗剂能阻滞信号转导, 抑制Wnt2信号通
路的异常激活, 可望为将来抗肿瘤治疗提供一
条新的途径. 

关键词: Wnt信号转导; 消化道肿瘤
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0  引言

细胞信号通路是当今生物医学领域最前沿、最

活跃的主题之一[1]. Wnt信号通路由一系列癌基

因和抑癌基因编码的蛋白质组成, 各种蛋白质

之间彼此联系、相互制约. 目前, 大量研究表明

Wnt信号通路在胚胎发育与肿瘤发生、发展等

关键的生理、病理过程中起着重要作用, 备受

广大学者的关注[2-3]. 本文着重就Wnt信号通路与

消化道肿瘤关系的研究进展作一综述. 

1  Wnt信号通路的来源

最早关于Wnt信号通路的了解来自对致癌病毒

和果蝇发育机制的研究. Nusse et al用小鼠乳头

瘤病毒(mouse mammary tumor virus, MMTV)
诱导小鼠产生乳腺癌的过程中发现 ,  M M T V
常常固定整合于宿主染色体的特定位置, 激活

这一位点的基因, 故此结合位点的基因被命名

为int-1. 随后发现该基因与果蝇胚胎发育基因

wingless(wg)同源, wg基因突变将导致成年果蝇

无翅, 遂将二者名称简并, 该基因被重新命名为

Wnt. 而Wnt蛋白为Wnt信号通路的启动蛋白, 此
即Wnt信号通路的由来[4]. 

2  Wnt信号通路的组成

当前认为W n t信号通路主要由以下几种蛋白

构成: Wnt家族分泌蛋白(Wnt)、特异受体卷曲

蛋白(Frizzled, Frz)、辅助受体低密度脂蛋白受

体相关蛋白5/6(1ow density lipoprotein receptor 
related protein5/6, LRP5/6)、散乱蛋白(Dishev-
elled, Dsh)、结直肠腺瘤性息肉(adenomatous 
polyposis coli, APC)基因产物、糖原合成酶激酶- 
3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)、轴蛋

白或转导蛋白(Axin or Conductin)、β-连环蛋白

(β-catenin)、核内转录因子T细胞因子(T cell factor, 

®

■背景资料
消化道肿瘤的发
生、发展是一个
多 因 素 、 多 基
因、多阶段渐进
性累积的演变过
程, 而Wnt信号通
路相关分子的异
常改变与消化道
肿瘤的始发有着
密切关系, 因此开
发针对该通路关
键成分为靶标的
药物, 可望使抗消
化道肿瘤防治有
一个新的突破. 本
文将近年来关于
W n t信号通路与
消化道肿瘤的关
系及其相关分子
机制的研究进展
作一简要的概述.
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TCF)/淋巴样增强因子(lymphoid enhancing fac-
tor, LEF)和泛素蛋白(Ubiquition, Ub)[5-6]. 

3  Wnt信号通路的作用机制

Wnt-β-catenin信号通路是常见且研究得较为透

彻的Wnt信号通路, 常称之为Wnt经典或正规途

径[7]. 当细胞分泌的Wnt蛋白同时与细胞跨膜受

体Frz及辅助受体LRP5/6结合后, 即触发细胞内

的信号转导, 活化细胞质内Dsh, Dsh的活化抑制

了细胞质内β-catenin与Axin-APC-GSK-3β等形

成降解复合物, 导致β-caten in在细胞质内积累

并转移至细胞核内, 继而与转录因子TCF/LEF
相结合, 刺激Wnt信号靶基因c-myc 、cyc l in 
D1、MMP-7、CD44和Claudin-1等的转录, 调
控细胞生长[8-9]. 在没有Wnt信号刺激的情况下, 
β-catenin与Axin-APC-GSK-3β等形成降解复合

物, 结合后的β-catenin发生磷酸化, 进而与Ub结
合被泛素化降解, 从而维持细胞质内β-catenin的
低水平状态[10]. 目前, 尽管有证据说明Wnt信号

主要通过卷曲蛋白来实现, 但也有资料表明Wnt
信号可通过其他蛋白起作用. 在Wnt信号通路中, 
β-catenin是正向调节因素, Axin、APC、GSK-
3β、Ub等则是负向调节因素, 而c-myc是核内受

异常Wnt信号通路调控最关键的目标基因. 

4  Wnt信号通路的分类

根据W n t家族在体外培养的细胞系及体内的

作用方式显示, Wn t作用机制有两种: 经典途

径和非经典途径[11-13]. 经典Wnt途径, 即Wnt-β-
catenin-信号通路, 非经典Wnt途径, 即Wnt只与

Wnt受体复合体亚基Frz作用, 而不需要LRP5/6
参与, 其主要有两分支: (1)Wnt/Ca2+信号通路. 通
过钙依赖性激酶、钙调蛋白和转录因子NF-AT
而发挥作用; (2)Wnt/Jnk信号通路. 通过Dsh激活

Jun-N末端激酶(Jnk), 并迁移入核, 调节转录因

子c-jun、ATF2、Elk1、DPC4、P53等的活性而

起作用. 现已发现一些Wnt通过经典途径发挥作

用, 一些Wnt则通过非经典途径发挥作用, 而另

一些Wnt既通过经典途径也通过非经典途径发

挥作用, 其中非经典途径可拮抗经典途径, 但至

今非经典Wnt途径在癌症中的具体作用尚不清 
楚[14-16].

5  Wnt信号通路与消化道肿瘤的关系

Wnt信号通路是一条在生物进化过程中极为保

守的通路, 从低等生物果蝇直至高等哺乳动物, 
其成员都具有高度的同源性, Wnt信号通路在正

常成熟的细胞中处于关闭状态, 其主要在胚胎

发育过程中被激活, 参与多种发育模式, 如在脊

椎动物的胚胎发育过程中参与形成背-腹部的中

轴、中枢神经系统发育等. 因此, 在早期Wnt信
号通路的缺陷可导致多种生物发育缺陷, 而癌

基因、抑癌基因或Wnt信号通路成分(如APC、
β-catenin、Axin等)的突变致其不恰当的激活与

肿瘤的发生、发展有关, 尤其与消化道肿瘤紧

密相关[17-19]. 
5.1 结直肠癌(colorectal cancer, CRC) 研究发

现家族性腺瘤样息肉病(familial adenomatous 
p o l y p o s i s ,  FA P)的A P C基因突变发生率约

90%-95%, 散发CRC的APC基因突变为85%以

上, 而Axin突变率可达11%, β-catenin本身基因

(CTNNB1)突变则有10%, 此外也观察到了TCF
突变, 以上结果均可导致β-catenin稳定性增加,
引发细胞异常增殖、恶变, 最终导致CRC的发

生[20-22]. Roh et al [23]实验显示, 特异地阻断裸鼠

体内人APC突变的CRC细胞系β-catenin表达后,
明显抑制裸鼠体内肿瘤生长, 部分肿瘤可消失. 
Satoh et al [24]研究表明, 在结肠癌细胞中导入野

生型Axin后, 可以引发部分肿瘤细胞的凋亡. 由
此可见W n t信号通路的激活在结直肠癌的发

生、发展变中占据着重要地位. 
5.2 肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)  
HCC占所有肝脏肿瘤的75%, Kondo et al [25]研

究发现在24%与12%-41%的HCC中可以检测到

CTNNB1突变. Giles et al [26]实验显示HCC中, 有
HCV感染的CTNNB1突变尤为普遍, 可达41%, 
且CTNNB1突变同预后相关. Suzuki et al [27]研究

表明HCC中CTNNB1突变在分化好的肿瘤组织

中就出现β-catenin的异常表达, 认为β-catenin在
细胞质中蓄积极可能是HCC发生的早期改变. 
而Joo et al [28]研究发现β-catenin的过表达可出现

于58.4%与HBV相关的HCC中, 并和肿瘤大小、

组织分化程度等病理因素有关, 与其下游靶基

因c-myc和cyclinD1的表达显著相关. Ishizaki 
et al [29]研究则发现HCC中β-catenin升高可伴随

Axin突变, 产生缩短蛋白, 导致β-catenin的核累

积. Ban et al [30]研究还发现在HCC中, GSK-3β的

活性通常是被抑制的. 长期以来, 学者们在人类

的任何肿瘤中都未发现GSK-3β本身的突变, 这
应意味着GSK-3β在细胞内Wnt信号传递中起着

潜在的重要作用[31]. 
5.3 胃癌(gastric carcinoma, GC) CTNNB1突变

可使GSK-3β对其编码的磷酸化位点无法起作

■相关报道
信号传导通路研
究是整个生命科
学研究中最活跃
的热点之一, 目前
W n t 信号通路已
渐成为消化道肿
瘤分子细胞生物
学的研究重点, 并
取得了较为迅速
的进展, 但不少问
题仍亟待解决, 例
如, Fz受体如何传
递Wnt信号? Dsh 
在信号传递中的
确切作用? Wnt信
号通路诱导的促
进细胞增生和/或
抑制凋亡的基因
有哪些? 
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用, 可致游离β-catenin含量在细胞质内异常的增

加, 产生与激活Wnt信号通路相似的作用. 胃癌

中存在β-catenin磷酸化位点突变, 但发生频率并

不高. Nabais et al [32]研究发现胃癌中β-catenin的
异常表达似乎和病理学分型更相关, β-caten in
异常染色和弥散型胃癌有着密切联系. Saikawa  
e t a l [33]研究显示胃癌中W n t信号通路靶基因

cyclin D1过度表达, 将反义寡核苷酸探针导入裸

鼠的胃癌细胞内抑制cyclin D1后, 细胞生长受明

显控制, 致瘤性消失. Bebb et al [34]研究表明胃癌

中MMP-7表达增高, 其中与胃癌有着密切关系

的幽门螺旋杆菌亦促进了MMP-7的高度表达. 
因此Wnt信号通路相关基因的异常表达在胃癌

的诊治中有着积极意义. 
5.4 食管癌(esophageal carcinoma, EC) APC已
被公认为是促进CRC发生发展的重要基因, 其
突变可抑制β-catenin降解, 并致其蓄积, 但在食

管癌中APC突变少见, β-catenin突变也极低下. 
Os terheld et al [35]研究发现部分食管腺癌患者

β-catenin表达, 预后较好, 且浸润深度浅的肿瘤

组织更易有β-catenin的异常表达, 这与其他肿瘤

研究结果截然不同, 提示β-catenin在肿瘤发生、

发展中作用的多样性. Nakajima et al [36]研究显

示81例食管鳞状细胞癌中均未见Axin基因突变, 
但有5例患者存在Ax in基因多态现象以及Ax in
蛋白表达减少, 而Ax in蛋白表达减少程度与食

管鳞状细胞癌浸润深度、淋巴结转移以及淋

巴系统浸润相关, 与患者年龄、性别、分化程

度、血管侵犯等不相关. 结果提示Ax in基因异

常表达及表达水平与食管癌临床病理特性有关, 
而Axin基因表达减少可成为预测肿瘤患者预后

的一个指标.

6  Wnt信号通路拮抗剂及其作用机制

近期Wnt信号通路在肿瘤发生发展中作用机制

研究的深入, 不仅为抗肿瘤药物的药理作用提

供了有效的理论支持, 而且促进了对已有药物

的优化和新药的研发. 新近实验研究发现部分

药物可针对Wnt信号通路所涉及的靶位或因子

发挥作用, 能阻滞信号转导, 产生良好的抗肿瘤

效果[37-38]. 
流行病学和临床研究表明非甾体类抗炎药

(nonsteroidal antiinflammatory drugs, NSAIDs)
是Wnt信号通路抑制剂. Dihlmann et al [39]实验证

实阿司匹林及吲哚美辛均可通过干扰β-catenin/
TCF复合物的功能而发挥抑瘤作用. Rice et al [40]

研究提示应用舒林酸(sulindac)代谢物处理结肠

癌细胞株, β-catenin可呈剂量依赖性减少, 并在

肿瘤细胞中观察到激酶依赖的蛋白降解和细

胞凋亡. Boon et al [41]实验表明在体内外实验中

Sulindac均可抑制肿瘤细胞β-catenin到细胞核的

转位以及β-catenin/TCF的活性. 丙戊酸(valproic 
ac id, VPA)原应用于癫痫的长期治疗, 但在体

内、外实验中皆能抑制Wnt信号通路GSK-3β, 
从而诱导肿瘤细胞分化[42]. 内皮抑素(endostatin, 
ES)是血管生成抑制剂, 研究发现其在Wnt信号

通路中可促进β-catenin降解, 抑制cyclin D1转
录, 诱导G1期阻滞和细胞凋亡[43]. Dillard et al [44]

应用维生素A(vitamin A, Retinol)处理对全反式

维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)耐药的三种

大肠癌细胞株HCT-116, WiDr和SW620, 结果显

示维生素A可通过调节视黄醇类X受体(retinoid 
X receptor, RXR)等作用促进β-catenin经蛋白酶

体途径降解, 减弱TCF/LEF活性及cyclin D1和
c-myc转录, 控制肿瘤细胞增殖. 甲磺酸伊马替尼

(格列卫, imatinib mesylate, Gleevec)是一种选择

性酪氨酸激酶抑制剂, 临床上可以明显缓解慢

性粒细胞性白血病及控制胃肠道间质瘤. 研究

表明其不仅可选择地抑制血小板衍生生长因子

(platelet-derived growth factor, PDGF)受体、干细

胞受体c-Kit66, 增强β-catenin/E-cadherin结合, 还
可重新调整β-catenin在细胞核内与膜上分布,下
调β-catenin水平, 并能降低TCF/LEF活性与cyclin 
D1转录, 影响Wnt信号传导而发挥抗癌用[45-46]. 

总之, 恶性肿瘤是严重危害人类健康的疾病

之一, 其发生、发展是一个多因素作用、多基

因参与和多阶段经历才最终形成的极其复杂的

生物学过程, 但目前尚无非常理想的抗肿瘤药

物. 虽然原有药物不断改进发展, 新药不断开发

问世, 但其疗效、安全性等仍未能达到令人满

意的效果, 寻找新的抗肿瘤分子靶位、提高肿

瘤治疗的临床疗效愈益受到关注. Wnt信号通路

在肿瘤发生、发展中起着重要作用, 故继续进

一步探究其各组分及相互作用机制, 开发该通

路特定靶点有效拮抗剂, 无疑将对抗肿瘤药物

的发展产生巨大的影响, 有望开拓肿瘤治疗的

一个新局面[47-48]. 
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Abstract
Hepatic fibrosis is a pathological process 
with excessive deposition of extracellular 
matrix (ECM) throughout the liver. Hepatic 
stellate cells (HSCs) are thought to be a major 
source of ECM and play a crit ical role in 
the process of hepatic fibrosis. In addition, 
when various pathogenic changes lead to 
hepatocyte damage, Kupffer’s cells and liver 
sinus endothelial cells, among others, excrete a 
series of cytokines. These affect adjacent HSCs 
in a paracrine and autocrine manner, which 
influences the proliferation and inversion of 
HSCs and the metabolism of ECM. Therefore, 
there is a very close relationship between 
HSCs, cytokines and the course of hepatic 
fibrosis. Elucidating this relationship will 
benefit research on the role of HSCs in hepatic 
fibrosis. 

Key Words: Hepatic stellate cell; Cytokine; Hepatic 
fibrosis

Yang YJ, Huang F. Role of hepatic stellate cells and 
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摘要
肝纤维化(hepatic fibrosis)是指肝脏内弥漫性
细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过度
沉积的病理过程. 肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSC)被认为是ECM的主要来源细胞, 在
肝纤维化发生发展中起着关键作用. 另外, 各
种病因引起肝细胞损伤时, Kupffers细胞(KF), 
肝窦内皮细胞等分泌一系列细胞因子, 通过旁
分泌和自分泌方式作用于邻近的HSC, 影响其
增殖, 趋化和ECM代谢. 因此, HSC及细胞因
子与肝纤维化的发生发展关系极为密切, 阐明
其关系, 有助于以HSC为靶点的肝纤维化方面
的研究, 现就其关系分别综述如下. 

关键词: 肝星状细胞; 细胞因子; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化的形成机制是一个有众多因素参与复

杂的病理过程, 包括外界刺激后, 引起细胞因

子的释放, 细胞因子-细胞-细胞外基质相互作

用, 最终使大量纤维组织沉积于肝脏. 肝纤维

化实质是慢性肝病损伤修复反应, 肝星状细胞

(hepatic stellate cells, HSC)在肝纤维化过程中起

核心作用. 在进展期肝纤维化中, 活化的HSC在
肝损伤部位移行、增殖, 表达各种细胞外信号

外转导通路蛋白, 产生大量以胶原为主的细胞

外基质(ECM)成分和细胞因子, 是肝纤维化形成

的中心环节. 另外, 在 HSC 的激活、致纤维化

以及与其他细胞的相互作用的过程中, 细胞因

子扮演着重要角色. HSC活化后可以合成、分

泌大量的细胞因子如: TGF-β、PDGF、IGF-1、
EGF、FGF等. 下面分别阐述HSC和细胞因子在

肝纤维化形成中的作用.

1  肝星状细胞与肝纤维化

1.1 HSC的基本特征和功能 HSC又称I to细胞, 

www.wjgnet.com
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■背景资料
慢性肝脏疾病是
一类严重危害人
们健康的主要疾
病其中肝纤维化
(HF)是这个过程
的中间及关键环
节 .  肝 星 状 细 胞
(HSC)是启动整个
事件的开端, 在肝
纤维化过程中扮
演着重要的角色. 
另外, 各种细胞因
子与HSC相互作
用 ,  在HF过程中
也发挥着重要作
用. 



贮脂细胞, 位于Disse间隙, 正常状态下, HSC主
要贮存和代谢维生素A脂滴, 肝受损时, H S C
在多种因素下被激活 ,  转化为肌成纤维细胞

(myofibroblast, MFB)表达多种细胞因子和受

体, 进一步增殖, 合成并分泌大量ECM, 并表达

α-平滑肌肌动蛋白(alpha smooth muscle actin, 
α-SMA), 具有收缩功能[1]. Gressner et al [2]根据已

有的研究结果, 提出了HSC激活的“三级级联

反应模式”(1)炎症前期阶段, 肝细胞受损通过

释放丝裂原及旁分泌等多种环节促使HSC活化

增殖. (2)炎症阶段, 坏死的肝细胞, 炎症细胞被吸

收到局部, 活化的Kupffer细胞, 单核细胞以及血

小板释放多种细胞因子促使HSC转化成MFB, 这
些细胞因子包括: 转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β), 血小板源性生长因子

(platelet-derived growth factor, PDGF)及表皮生

长因子(epidermal growth factor, EGF)等. (3)炎症

后期阶段, MFB增生合成TGF-β和PDGF等, 通过

自分泌和旁分泌促进本身增殖, 继续产生各种

ECM成分, 此时, 即使致病因子去除, MFB的自

分泌和旁分泌仍可继续进行, 肝纤维化仍可持

续发展. 
1.2 HSC与ECM的合成 目前认为, HSC是产生

ECM最重要的细胞, 各种原因肝损伤时, 引起肝

ECM合成增加, 降解减少, 进而造成肝内ECM不

断积聚, 最后导致肝纤维化甚至肝硬化. ECM主

要成分包括胶原、糖蛋白、蛋白聚糖和糖胺多

糖. ECM本身并非单纯作为一种组织结构存在, 
他具有广泛的生理功能. 肝细胞的正常功能和

HSC保持静止状态均有赖于Disse间隙的正常间

质成分. 肝纤维化时大量细胞外基质在Disse间
隙沉积以胶原为主, 尤以Ⅰ型胶原为主, 这些间

质成分的改变不但激活HSC, 也影响肝细胞的功

能[3]. (1)胶原, HSC能产生Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型胶原, 各
种胶原类型在正常肝脏和纤维化肝脏中所占比

例, 目前尚无统一认识, 肝纤维化早期, Ⅳ型胶

原增多, 发展至肝硬化时, Ⅰ、Ⅲ型胶原明显增

加, 以Ⅰ型胶原为主. (2)糖蛋白, 糖蛋白包括纤

连蛋白(fibronectin, FN)、层连蛋白(laminin, LN)
等, 肝纤维化时, 上述成分增加, FN有两种异质

体EⅢA和EⅢB, 肝脏损伤早期, 即可出现两者

表达, 蛋白质水平也如此, 损伤后的肝窦内皮细

胞所沉积的FN加速正常HSC向MFB的转化, LN
沉积是肝窦毛细血管化的改变之一, 血清中LN
抗原水平与肝纤维化程度之间有密切关系. (3) 

蛋白聚糖和糖胺多糖, 主要包括透明质酸, 硫酸

软骨素, 硫酸角质素等. 肝纤维化时, 上述成分

不同程度增加, 糖胺多糖主要来源于HSC. 近年

来, 核心蛋白聚糖的研究受到广泛关注, 他有调

节细胞黏附、迁移、增殖和胶原纤维形成的作

用, 对防止组织和器官纤维化有重要意义.  
1 . 3  H S C 与 E C M 的 降 解  参与E C M降解

的胶原酶主要是基质金属蛋白酶 ( m a t r i x 
metalloproteinase, MMPs), 激活的HSC在细

胞因子的作用下 ,  可直接或间接调控M M P s, 
使M M P s活性受抑制 ,  E C M降解减少 ,  在肝

内沉积增加. Mont fo r t e t a l分别用鼠和猪血

清诱导大鼠肝硬化 ,  结果提示正常的胶原酶

/胶原比例失调 ,  胶原降解活性相对于实际

胶原含量而言明显降低 .  上述研究表明 :  肝
纤维化的形成是由于细胞外基质的合成超

过降解的综合作用所致 .  纤维化的发展还

与金属蛋白酶组织抑制物(t issue inhibitor of 
metalloproteinases, TIMPs)增加密切相关[4], 
T I M P s是M M P s的专一抑制剂 ,  可与活性的

MMPs不可逆结合, 抑制其对ECM的降解活性, 
导致肝纤维化的发展. 对体外培养的HSC进行

检测证实, HSC激活、转化和表现MFB表型后, 
表达TIMP-1 RNA迅速增加, 超过了HSC间质性

胶原酶表达的水平, 肝内ECM降解进行性减少, 
过剩的间质性胶原酶逐渐积累, 从而造成肝纤

维化.  
1.4 HSC的凋亡 HSC凋亡是激活的HSC减少的

主要途径, 许多体内外调节因子或因素对这一

过程进行着精密调节, 主要有FasL介导的途径, 
神经生长因子途径, 黏附分子途径, 线粒体途

径及活性氧途径[5]等. 在酒精性肝病中肝细胞

凋亡与HSC凋亡之间还存在着相互影响, 相互

促进的作用. DeBlesser et al [6]研究发现, 激活的

HSC可通过表达激活素A(activin A)从而诱导

邻近肝实质细胞凋亡. HSC凋亡的机制有待进

一步研究.  

2  细胞因子与肝纤维化

与肝纤维化发生有关的细胞因子简称肝纤维化

相关性细胞因子, 根据细胞因子对HSC增殖、

分化和ECM合成的影响, 可将肝纤维化相关性

细胞因子分为刺激因子和抑制因子两大类. 刺
激因子又分为(1)直接刺激因子, 包括TGF-β、
PDGF、IGF-1、EGF、FGF等, 其中TGF-β在肝

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝纤维化的形成
机制和HSC功能
调控及其复杂, 但
不同水平的研究
都说明了HSC在
肝纤维化中的关
键作用, HSC的激
活增殖迁移转化
和凋亡的复杂网
络调控途径以及
潜在的生物学功
能是今后研究的
重点和方向.
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纤维化形成中的作用最重要. 这些细胞因子主

要通过增加HSC的ECM基因表达和翻译或刺激

HSC增殖、分化起作用; (2)间接刺激因子, 包
括TNF-α、IL-4、IL-6 、IL-8、PAF等, 通过促

进炎症反应或作为巨噬细胞、HSC增殖和活化

的刺激物, 间接促进肝纤维化形成. 抑制因子主

要通过抑制HSC增殖和ECM合成而起作用, 如
IFN-α、IFN-β、IFN-γ及IL-10等, 其中γ-干扰素

(interferon-γ, IFN-γ)的作用最为突出. 现就国内

外研究较多的细胞因子简要介绍如下.
2.1 转化生长因子-β(transforming growth fac-
tor, TGF-β) TGF-β是目前已知的重要致肝纤

维化的细胞因子之一[7]. 他既可促进细胞外基

质的合成, 又可抑制其降解, 在HSC激活过程

中亦起重要作用[8]. 动物活体实验表明, 敲除了

Smad3(TGF-β受体的下游转录因子)的大鼠没

有发展为肝纤维化[9]. 另外, 阻断TGF-β1的活

性能有效地抑制各种器官对损伤所产生的纤

维化反应. 同样, 在转基因动物中, TGF-β1的表

达可以增强器官的纤维化反应[10-12]. 因此, 阻断

TGF-β1活性的试剂, 如可溶性TGF-β1受体等

被认为可能是抗肝纤维化治疗的潜在方法 [13]. 
TGF-β不仅可以促进ECM的合成, 还可以协调

与纤维化相关的各种关键性蛋白的表达. 这包

括下调间质胶原酶和其他基质金属蛋白酶, 上
调抗蛋白酶[14]. 
2.2 血小板源生长因子 PDGF是目前已知的HSC
最强的促分裂素, 以激活HSC并促进其增殖、

转化为主, 也可促进其产生胶原[15]. 他的主要作

用是使处于静止期的G0细胞通过转化进入G1
期及S1期, 继而进行DNA复制. 研究证实, 静止

的HSC无PDGF受体表达, 只有活化的HSC才表

达PDGF受体. 除促使HSC增殖外, 也促使HSC
向损害部位迁移, 诱导ECM合成与分泌TGF-β
等细胞因子. PDGF是sis原癌基因表达产物, 由
A、B两条肽链组成, 形成3种亚型, 其中PDGF-
BB对促进肝纤维化形成的作用尤为突出[16]. 抑
制PDGF的产生或对其作用进行拮抗是抗肝纤

维化的重要途径. 对HSC体内、外研究证实选择

性的以PDGF受体作为靶标, 拮抗其作用被认为

是延缓肝纤维化进展方面很有价值的策略[17-19]. 
Borkham-Kamphorst et al [20-21]的研究发现, 可溶

性PDGF受体可以降低Ⅰ型胶原信使核糖核酸

(RNA)的表达, 抑制PDGF-BB 产生的自分泌, 有
效抑制HSC的活化. 因而认为, 采用抗PDGF治

疗可能干预肝纤维化的过程. 
2.3 表皮生长因子 EGF是一种强烈的促多种细

胞增殖的有丝分裂原, 当其与受体结合后, 可诱

导受体蛋白聚合形成二聚体, 发挥一系列的生

物学作用. 肝硬化时, EGF表达上调是一主要特

征, 而且上调的EGF主要分布于再生的肝小叶和

胆管上皮细胞, 说明硬化肝脏中肝小叶的再生

可能是一个自分泌过程. EGF除了刺激肝细胞和

胆管上皮细胞增殖外, 也具有促进HSC分裂增殖

的能力. 
2.4 肝细胞生长因子(HGF) HGF由非实质细胞

如HSC, 窦状内皮细胞产生, 他作为肝细胞的有

丝分裂蛋白和c-Met原癌基因产物的配体, 在刺

激肝细胞增殖上起重要作用. 在mRNA水平上, 
HGF可下调前胶原TGF-β1, 并能抑制TGF-β1表
达, 促进肝细胞再生, 抑制肝细胞凋亡[22]. HGF
不但能增加沉积胶原的转移, 加速肝脏功能的

正常化, 还可促进转录调节因子ets的表达, 通过

其上调胶原酶Ⅰ, 尿激酶原基因的表达并增强

其活性, 从而促进ECM的降解. 已有的研究表明, 
应用HGF转基因治疗肝硬变具有良好的应用前

景, 他通过抑制TGF-β表达, 减少前胶原产生, 降
解已形成的胶原纤维及抑制肝细胞凋亡, 刺激

肝细胞再生, 从而提高生存率[23]. 
2.5 结缔组织生长因子(connective tissue growth 
fac tor, CTGF) CTGF是一种36-38 kDa的新

型细胞因子 ,  正常肝组织中仅在门管区梭状

细胞中检测到少量C T G F m R N A[24]. 有研究

发现 ,  与正常肝组织比较 ,  硬化的肝组织内

CTGF mRNA 与 TGF-β mRNA表达分别增

加6.5倍和7.8倍 ,  二者上升水平与病理上肝

硬化进展程度呈平行关系 .  C T G F是T G F-β

的下游效应介质 ,  可以介导T G F-β的促细胞

外基质效应 .  实验研究提示 ,  C T G F能诱导

成纤维细胞增生和分泌细胞外基质 ,  参与调

节细胞增生、分化、胚胎发育以及伤口愈

合 .  目前认为 ,  H S C是C T G F的重要来源 [25], 
原位杂交结果显示, CTGF mRNA在肝纤维间

隔和窦状的HSC内均有高度表达, 且明显受控

于HSC. 在体外研究中, 采用DNA印迹法发现, 
CTGF mRNA的表达在培养大鼠的HSC活化过

程中逐渐升高; 蛋白质印迹法也可以证实, 经培

养并已活化的HSC比刚分离的HSC分泌更多的

CTGF. 
2.6 肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor , 
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TNF-α) TNF-α主要由单核巨噬细胞、HSC、

Kupffer 细胞等产生, 具有促炎症活动及细胞毒

性作用. TNF-α是一个重要的细胞因子, 在各种

原因引起的肝脏损伤、HSC活化以及肝细胞再

生过程中均发挥重要作用[26-27]. TNF-α与其他细

胞因子如TGF-β、PDGF、IL-1等形成调节网络, 
对肝纤维化的启动及调控起重要作用[28]. TNF-α
可促进肝内纤维母细胞增殖, 并促使其向肌纤

维母细胞的转化, 对纤维母细胞的胶原合成有

促进作用[29]. TNF-α[30]是一种有免疫活性的细

胞因子, 他不仅与IL-6、IL-1形成重要的炎症介

质, 而且还能刺激HSC细胞的增殖, 促使HSC产
生ECM. 据报道TNFα能促使活化的HSC自分

泌多种细胞因子如: IL-6、IL-1、EGF、ET1、
TGF等, 后者活化HSC , 使其产生大量的ECM, 
加重肝纤维化的进展[31-32]. 因此减少TNF-α的合

成或拮抗他的作用可以显著降低各种原因所致

的肝脏损伤程度, 这在动物实验中得到验证[33-34]. 
另外 Prosser et al [35]报道TNF-α可以诱发细胞凋

亡[36-37]. 凋亡过程进一步加重肝脏损伤, 其中有

毒性的细胞因子或化学因子在损伤过程中发挥

重要的调解作用[38-40]. 因此抑制凋亡的发生可

以减轻肝脏损伤, 同时延缓或阻止肝纤维化的

进展[41-42]. 
2.7 内皮素(endothelins, ET) ET是一种内皮衍生

的血管收缩因子, 共有3种亚型, 即ET-1、ET-2和
ET-3. 作为一种旁分泌和/或自分泌激素, 其生物

学效应, 首先是与靶细胞上内皮素受体结合, 然
后启动一系列细胞化学过程. 肝脏内多数细胞

可以表达ET受体, 包括HSC、内皮细胞和枯否

细胞, 其中HSC上受体数目最多. ET及其受体在

肝脏中发挥多种生物学效应. 首先, ET作为一种

强烈的血管收缩因子, 在肝脏的血流调节中发

挥重要作用, ET-1也可以引起肝窦的直接收缩. 
其次, ET在肝脏生化反应中也具有重要作用, 可
引起肝糖原分解减少, 胆汁流减少, 肝脏缺血缺

氧等. 此外, ET在细胞生长和DNA合成中也具有

明显作用. 
2.8 干扰素(interferon, IFN) IFN是可溶性细胞外

信号蛋白. 以前仅知他干扰病毒复制的作用, 现
在他的多种作用被发现. IFN分为Ⅰ型(IFN-α, 
IFN-β, IFN-ω)和Ⅱ型(IFN-γ). Ⅰ型IFN共用一种

受体, Ⅱ型IFN结合另一种受体. 当机体遭受病

毒感染时, 白细胞合成IFN-α和IFN-β; 当机体遭

受各种抗原及有丝分裂原(如葡萄菌肠毒素A)

刺激时, T淋巴细胞分泌IFN-γ. 对人和动物大量

实验研究证实, IFN还具有抗肝纤维化作用[43]. 
一些体内试验研究证实, IFN可以抑制HSC活化,
促进HSC凋亡. 人MFB体外研究证实, IFN-α或
IFN-γ还能够降低转型HSC增殖和/或ECM成分的

合成. 另外, IFN-γ也可以抑制大鼠HSC的增殖和

活化, 同时可以抑制ECM中蛋白的合成, 包括腔

隙基质蛋白(纤维连接蛋白、腱蛋白、Ⅲ型胶原)
和基质膜蛋白(Ⅳ型胶原、巢蛋白、层连蛋白). 
2.9 IL-10 IL-10是1989年Fiorentino et al发现的, 
主要由Th2细胞、巨噬细胞和活化的B细胞产

生. HSC活化后也具有分泌IL-10的作用, 并且

其IL-10 mRNA表达明显高于静止的HSC. 在
受TNF-α、TNF-β等刺激后表达进一步上升. 
IL-10与间质胶原酶表达呈正相关, 而与Ⅰ型胶

原mRNA呈负相关. 用IL-10抗体与HSC共同培

养, 其合成胶原能力明显增强, 而用IL-10表达载

体转染HSC后, 其合成胶原能力受抑制, 表明活

化的HSC可通过自分泌IL-10抑制Ⅰ型胶原转录

并刺激胶原酶产生而对肝纤维化产生负调节作

用[44]. 丙型肝炎的肝纤维化患者中, 随着纤维化

的进展, IL-10水平逐渐下降, 提示IL-10有抗纤

维化作用[45]. 持这个观点通过阻断IL-10的来源, 
致使大鼠损伤模型纤维化加重. 翁山耕 et al [46]用

ELISA方法检测ICAM-1蛋白在HSC中的表达, 
结果显示: 传代培养的HSC表达ICAM-1, TNF-α
能明显上调HSC表达ICAM-1, 这与Hellerbrand 
et al [47]报道相符; IL-10对TNF-α诱导的HSC表达

ICAM-1有明显抑制作用, 并且呈量效依赖关系. 
IL-10抗肝纤维化的机制可能是: (1)抑制枯否细

胞和炎症介质、细胞因子、氧自由基的释放. 
(2)调节ECM的生成. 体外试验证明IL-10可抑制

成纤维细胞Ⅰ型胶原的产生, 其机制可能是通

过诱导细胞核内蛋白的合成, 阻断转录因子与

胶原基因启动子结合, 而在转录水平上抑制Ⅰ型

胶原的产生, 但对组织金属抑制因子-1(TIMP-1)
基因表达无影响[48]. (3)影响HSC的功能: 活化的

HSC可分泌IL-10而抑制其胶原合成, 阻断或封

闭HSC自分泌的IL-10可导致HSC胶原合成增加

和Ⅰ型胶原mRNA表达上升. (4)下调TGF-β等致

肝纤维化因子产生. (5)肝细胞保护作用. IL-10
对半乳糖胺/脂多糖造成的肝损伤模型具有保护

作用, 可能是通过包括TNF-α在内的亲炎性细胞

因子的分泌而介导[49]. 有报道IL-10用于对干扰

素无反应的慢性丙型肝炎患者, 可减轻肝脏的
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炎症及纤维化程度, 同时患者对IL-10 sc具有良

好的耐受性[50]. 在不久的将来, IL-10有望成为抗

纤维化治疗的一个全新途径. 总之, IL-10作为一

种负反馈调节因子, 在控制局部炎症介质的释

放、NF-κB活性等途径阻止肝纤维化的发生、

发展[51]. 目前IL-10抗纤维化作用已被公认, 但其

抗纤维化具体机制及临床应用前景还需要更深

入的研究和探索. 
总之, 在慢性肝损害过程中, 大量细胞因子

通过介导细胞-细胞间, 基质-细胞间相互作用来

影响HSC, 激活并促使HSC大量合成ECM, 导致

ECM过分沉积出现肝纤维化. 鉴于HSC在肝纤

维化发病机制中的主导作用, 大多数抗纤维化

研究都以HSC为靶标, 通过抑制炎症反应, 对抗

氧化应激, 调节相关细胞因子的活性, 干扰细胞

因子信号转导等途径抑制HSC增殖、活化, 诱导

HSC凋亡, 而呈现良好的抗纤维化效应.
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Abstract
The chemokine stromal-derived factor-1 
(SDF-1) and CXC chemokine receptor 4 
(CXCR4) axis, and its signaling transduction 
pathway in liver diseases, have been the focus 
of intense investigation worldwide. It has been 
demonstrated that the SDF-1/CXCR4 signaling 
pathway has implications for many liver diseases, 
including hepatic regeneration, hepatitis, cirrhosis, 
and liver tumor, but the exact mechanism remain 
unclear. Furthermore, the interaction of SDF-1 
and CXCR4 promotes hepatoma cell growth, 
enhances tumor migration and invasion, and 
contributes to tumor metastasis within the tumor 
microenvironment. In this review, we consider the 
pathological characteristics and mechanism of the 
SDF-1/CXCR4 pathway in hepatic regeneration, 
hepatitis and liver tumors.

Key Words: Stromal cell-derived factor-1; CXC 
chemokine receptor 4; Liver diseases; Metastasis

Mou XY, Zhou HF, Lei ZM. Relationship between stromal 
cell-derived factor-1/CXC chemokine receptor 4 axis and 
liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(27): 
2891-2896

摘要
基质细胞衍生因子-1(SDF-1)/CXCR4轴及其
介导的细胞信号转导通路在肝脏疾病中的
作用是国内外研究的热点. 研究发现SDF-1/
CXCR4信号转导途径与肝脏再生、炎症、肝
硬化以及肿瘤等疾病有关, 但其具体机制尚未
完全清楚. 在细胞微环境中, SDF-1/CXCR4相
互作用促进肝癌细胞生长, 增强肿瘤的迁移、

浸润以及转移能力. 本文就SDF-1/CXCR4通
路在肝再生、炎症、肿瘤疾病中的病理特征
和致病机制的研究进展作一综述. 

关键词: 基质细胞衍生因子-1/SDF-1; CXCR4; 肝

脏疾病; 转移

牟晓洋, 周浩锋, 雷正明. 基质细胞衍生因子-1/CXCR4轴与肝脏

疾病. 世界华人消化杂志  2007;15(27):2891-2896
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0  引言

趋化因子(chemokine)是一大群由机体内淋巴细

胞、巨噬细胞、间质细胞等多种组织细胞分泌

的低分子质量细胞因子. 根据其一级结构N端四

个保守的Cys之间的相互位置及功能键的情况

将其分为CC, CXC, C, CX3C家族. 趋化因子受

体(chemokine receptor)是一类表达于不同类型

细胞上的能与趋化因子结合的含有七个跨膜区

的G蛋白耦联受体. 趋化因子是具有激活、促

进相应靶细胞沿其浓度梯度定向运动的生物活

性分子, 与相应的受体结合后形成复杂的生物

信号传导网络系统, 参与多种生理和病理过程, 
如细胞生长、分化、凋亡, 组织损伤修复, 肿
瘤的生长和转移等. 一种趋化因子通常可以结

合多种受体, 同一趋化因子受体也可以与一种

以上的趋化因子结合. 但是基质细胞衍生因子- 
1(chemokine stromal-derived factor, SDF-1)例外, 
SDF-1具有专一性, 将CXCR4作为其唯一受体.  
SDF-1与其受体CXCR4形成的生物轴系统, 是少

数几个具有点对点定向信号转导的趋化因子系

统之一. 因此相比其他趋化因子及受体, SDF-1/
CXCR4 轴具有更重要生物学作用.

www.wjgnet.com
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■背景资料
趋化因子受体及
其配体广泛参与
机体各种病理生
理过程 ,  SDF-1 /
CXCR4 轴具有点
对点定向信号转
导 特 点 ,  其 介 导
的细胞信号转导
通路参与肝脏炎
症、免疫以及损
伤修复等, 特别是
肝脏肿瘤的生长
和转移, 是近来的
研究热点.



近来研究证实SDF-1/CXCR4轴及其介导

的细胞信号转导通路参与多种肝脏疾病的发生

发展, 主要涉及炎症、免疫、肿瘤以及损伤修

复等, 但其具体机制尚未完全清楚. 本文主要对

SDF-1/CXCR4轴在肝脏的损伤修复、炎症发

展、肿瘤的浸润转移方面的研究进展进行综述.

1  SDF-1/CXCR4轴概述

SDF-1又称之为CXCL12, 通过与其受体CXCR4
间的信号传递作用维持内环境稳态, 在造血、发

育和免疫等方面起重要作用[1]. SDF-1是一种高

度保守的趋化因子, 人和鼠具有99%的同源性.  
CXCR4是SDF-1的唯一受体, 为G蛋白偶联七次

跨膜受体, 可在CD34+造血干细胞、单核白细胞

和多种基质细胞表达. 因其配体SDF-1为CXC家
族成员, 故按CXC受体编号命名为CXCR4[2].

SDF-1/CXCR4广泛地表达于多种细胞和

组织中, 包括免疫细胞、骨髓、脑、心、肾、

肝、肺和脾等. SDF-1和CXCR4相互作用可触

发产生多种细胞内信号传递, 包括钙动员和磷

酸化, 如细胞外信号调节激酶1/2(extracellular 
signal-regulated kinases 1/2, ERK1/2)、黏着

斑激酶(focal adhes ion kinase, FAK)、磷酸

肌醇-3激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)
和蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)等的磷

酸化 [3-4].  在一些生物如斑马鱼和小鼠的进化

发育过程中 ,  S D F-1 /C X C R4轴具有重要作

用, C X C R4表达是生殖细胞向S D F-1表达阳

性的生殖腺定向迁移的必备条件 [ 5 - 6 ] .  在人

类, SDF-1/CXCR4轴参与多种生理和病理过

程 ,  其生物学作用主要有 :  (1)参与胚胎发育

过程 [7-8]; (2)调控造血干细胞迁移及归巢 [9-11]; 
(3)介导免疫及炎性反应[1,12-13]; (4)诱导新生血管

形成[14-16]; (5)介导HIV感染[17-19]; (6)调节恶性肿

瘤的生长、浸润转移等[20-24].

2  SDF-1/CXCR4轴与肝脏疾病的相关性

2.1 SDF-1/CXCR4轴参与肝脏损伤的修复 肝脏

损伤时, SDF-1和CXCR4相互作用, 一方面动员

骨髓中造血干细胞迁移至肝实质[25], 更重要的是

诱导肝脏内源性卵圆细胞的增殖. 通过研究大

鼠2-乙酰氨基芴加部分肝切除(2-acetylaminoflu-
orene/partial hepatectomy, 2AAF/PH)模型, 发现

在大范围的肝损伤模型中表达CXCR4的卵圆细

胞参与修复肝损伤[26]. Mavier et al [27]也通过研究

2-AAF/PH模型, 发现门静脉周围存在大量的卵

圆细胞, 在部分肝切除术后9-14 d达到高峰, 随
后下降, 卵圆细胞明显表达SDF-1蛋白和SDF-1 
mRNA. 原位杂交显示卵圆细胞也表达CXCR4 
mRNA, 肝内CXCR4表达水平与卵圆细胞数量

平行. Zheng et al [28]证实了上述观点, 经siRNA处

理后的肝组织SDF-1表达下降, 卵圆细胞活化机

制受损, 影响肝脏的再生修复. 以上研究结果提

示SDF-1/CXCR4可通过自分泌或旁分泌, 促进

休眠的肝干细胞活化形成卵圆细胞, 或者直接

刺激内源性卵圆细胞增殖, 促进肝再生.
上述研究证实适宜的细胞微环境有助于

卵圆细胞的增殖、分化. SDF-1/CXCR4轴参与

肝脏损伤修复的机制可能为: 在受损肝组织 , 
SDF-1从肝小叶中央静脉周围至汇管区形成由

高到低的浓度梯度, 通过SDF-1/CXCR4信号传

导途径, 靠近中央静脉的表达CXCR4的卵圆细

胞优先增殖修复肝脏. 其具体生物学机制有待

进一步研究证实.
2.2 SDF-1/CXCR4轴介导肝脏炎症 与炎症细胞

介导的细胞毒杀伤作用是产生肝脏炎症的主

要原因. Terada et al [29]研究75例包括正常对照

组、病毒性肝炎、肝硬化、原发性胆汁性肝硬

变、原发性硬化性胆管炎以及自身免疫性肝炎

患者, 发现SDF-1的表达出现在小叶间汇管区

的胆管上皮细胞以及增生的胆小管, 流式细胞

分析发现大多数肝脏炎症浸润的淋巴细胞可表

达CXCR4, 其表达强度与受浸润的淋巴细胞数

量有关, 且明显高于外周血淋巴细胞. 正常肝

组织中胆管上皮细胞也可少量表达SDF-1, 但
慢性HBV和HCV感染后产生胆管增殖和肝纤

维化, 导致肝组织中SDF-1重新分布[30]: 活化的

炎性病灶的新生血管内皮SDF-1表达上调, 肝
脏炎症浸润的淋巴细胞表达CXCR4. 除肝脏组

织自身SDF-1/CXCR表达上调外, 肝炎患者外

周血中SDF-1表达水平显著高于正常对照组[29], 
晚期肝硬化患者血浆中可显著检测到SDF-1[30]. 
动物实验也证实SDF-1/CXCR4轴与肝脏炎症

相关, 阻断SDF-1/CXCR轴则可能减轻或逆转

肝脏炎症反应, Kaneko et al [31]研究发现刀豆素

a(concanavalin A)致肝损伤模型中, 鞘氨醇-1-
磷酸(sphingosine-1-phosphate, S1P)受体激动

剂KRP-203, 优先将CXCR4表达阳性的外周血

CD4+ T淋巴细胞作为靶细胞, 阻止刀豆素a介导

的肝炎发生,有效降低血清转氨酶峰值.
肝移植排斥反应产生的肝脏炎症中, 局部

活化的趋化因子触发部分特殊亚群的效应子与

www.wjgnet.com

■研发前沿
SDF-1/CXCR4信
号转导途径与肝
脏再生、炎症、
肝硬化以及肿瘤
等疾病有关, 但其
具体机制尚未完
全清楚. 需进一步
从分子生物学、
基因学、蛋白组
学 等 水 平 研 究
SDF-1/CXCR4轴
调控肝脏疾病的
机制.
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移植物产生排斥. Goddard et al [32]通过免疫组织

化学检测, 发现CXCR4在循环系统和肝移植物

浸润的淋巴细胞中表达增强, 但仅胆管上皮能

检测到SDF-1, 认为在肝移植排斥反应中SDF-1
介导淋巴细胞的动员和定向分布, 而CXCR4则
可能涉及记忆和储存淋巴细胞.

因此SDF-1/CXCR4通路对肝脏炎症中免疫

细胞的补充、储存起重要作用, 其机制可能为: 
肝脏炎症组织中胆管上皮细胞分泌的SDF-1增
加, 导致SDF-1重新分布, 激活SDF-1/CXCR4信
号通路, 动员募集CXCR4+炎症细胞, 通过细胞

免疫机制介导肝脏炎症. 但是肝脏炎症刺激是

否也强化SDF-1/CXCR4的表达和如何调节其信

号传导通路, 尚需进一步研究证实.
2.3 SDF-1/CXCR4轴与肝脏恶性肿瘤 
2.3.1 SDF-1/CXCR4轴与原发性肝癌 研究也发

现多种实体肿瘤细胞中SDF-1/CXCR4表达上

调. Schimanski et al [33]发现肝细胞癌中CXCR4
表达与肿瘤的进展程度、淋巴道转移、远处播

散以及3年生存率下降显著相关. 有学者在肝

癌细胞株Huh7检测到SDF-1和CXCR4 mRNA, 
认为SDF-1能识别肝癌细胞株Huh7的细胞骨

架, 诱导FAK酪氨酸磷酸化, 激活基质金属蛋白

酶-9(matrix metalloproteinase-9, MMP-9)增强

Huh7的迁移和浸润能力[34]. 但也有研究结果表

明SDF-1/CXCR4表达水平与其功能不一致, 低
转移潜能的肝癌细胞株HepG2可检测到CXCR4
表达, 但结合了SDF-1后却不能激发下游信号产

生钙内流、磷酸化以及CXCR4内吞, HepG2上
的CXCR4对SDF-1存在功能性无应答[35]. 不同进

展期的肝细胞癌、不同类型的肝细胞癌细胞株, 
其SDF-1/CXCR4表达可能不一致, CXCR4表达

强度可能与肝细胞癌的进展程度密切相关, 其
蛋白表达增加可能预示癌细胞的转移能力增强.

有研究报道癌细胞能够阻止S D F - 1和
CXCR4结合所介导的信号传递, 但确切机制尚

不清楚. 国内Xue et al [36]通过RT-PCR分析侵袭转

移潜能逐渐增强的人肝癌细胞株SMMC-7721、
MHCC97-L、MHCC97-H和HCCLM6趋化因子

受体谱, 发现随着转移潜能增加, 肝癌细胞株的

CXCR4表达水平逐渐降低. 肝细胞癌株的体外

实验研究结果与肝细胞癌的临床研究结果不

一致. 肿瘤细胞在动物体内的侵袭转移是个多

步骤多因素的过程, 所以体内肝癌原发灶以及

转移灶局部微环境可能会引起肝癌细胞SDF-1/
CXCR4功能性改变, SDF-1/CXCR4与原发性肝

癌的关系值得进一步研究.
2.3.2 SDF-1/CXCR4轴与转移性肝癌 临床上

恶性肿瘤的肝转移比较常见. 研究肠癌的肝转

移机制, 发现正常肠黏膜、息肉至肠癌及肠癌

肝转移灶CXCR4表达呈渐进性增长[37]. SDF-1/
CXCR4生物学轴在非小细胞肺癌的器官特异性

转移中发挥重要作用, 在其转移性肝癌组织中

SDF-1的表达比原发肿瘤及血清中高, 且形成浓

度梯度, 促进肿瘤细胞的迁徙、转移[38]. Rubie 
et al [39]通过临床研究11例肝细胞癌和23例结直

肠肝转移癌(colorectal liver metastases, CRLM)
标本和癌周组织的SDF-1基因表达, 与癌周组织

相比, 肝细胞癌中CXCR4表达无明显差异, 而
CRLM的CXCR4表达却显著上调. 因此, SDF-1
和CXCR4在CRLM中的表达相反, CXCR4在肝

细胞癌和CRLM的表达也存在明显不同. 在恶性

肿瘤的肝转移中, SDF-1/CXCR4轴发挥着极其

重要作用, 其机制可能为表达CXCR4的肿瘤细

胞沿SDF-1浓度梯度迁移至表达SDF-1的器官组

织, 形成转移灶.
2.3.3 SDF-1/CXCR4轴参与原发性肝癌浸润转移

的机制 肿瘤细胞转移到远处, 局部特定的细胞

微环境能防止肿瘤细胞凋亡, 并形成转移瘤[21]. 
研究证实SDF-1/CXCR4相互作用参与多种实

体肿瘤的浸润转移, 肿瘤细胞的动员、转移、

归巢、增殖、扩散是一个多级联过程: (1)动员

肿瘤细胞从原始肿瘤脱落, 被动员的肿瘤细胞

内源性SDF-1浓度下降、CXCR4表达上调[40]; 
(2)受趋化因子作用经血循环或淋巴道定向转

移, SDF-1增加细胞的定向运动性和趋化性[41]; 
(3)接受趋化信号黏附于内皮组织, SDF-1增加肿

瘤细胞的黏附能力[42], CXCR4信号传递和黏附

分子存在相互促进作用[43]; (4)肿瘤细胞浸润生

长, SDF-1/CXCR4在浸润组织促进新生血管形

成[16,44]; (5)在特定的微环境存活、增殖和扩散, 
SDF-1能提高肿瘤细胞的存活率, 提高肿瘤细胞

的增殖能力[45]. 肿瘤细胞在脱离细胞外基质黏附

和细胞间接触后, 通过自分泌或旁分泌机制抗

失巢凋亡而获得存活能力, 从而得以扩散, 侵袭

和转移[46-47]. 由此可见, SDF-1/CXCR4轴参与癌

细胞播散转移的全部过程, 阻断SDF-1和CXCR4
间的信号传递可有效防止恶性肿瘤的转移.

不同肿瘤实体CXCR4的表达可能与肿瘤的

播散和预后相关, 肝癌也有类似现象[33]. 有研究

发现CXCR4与SDF-1结合后激活ERK1/2和PI3K
信号传递途径, 提高肌动蛋白聚合水平, 诱导胆

■创新盘点 
目前国内外针对
S D F - 1 / C X C R 4
轴与肝脏疾病的
研 究 甚 少 .  本 文
通过介绍SDF-1/
C X C R 4 轴 信 号
传导通路在肝脏
疾病中的双重作
用 ,  重 点 阐 述 了
SDF-1/CXCR4轴
依靠SDF-1蛋白
表达的浓度梯度
进 行 信 号 传 导 , 
参与肝脏损伤修
复、炎症发展、
肿瘤的浸润转移
等方面的可能机
制.
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管癌细胞的浸润侵袭[48]. 肝脏恶性肿瘤细胞的转

移机制可能为: 在特定的病理条件下(如创伤、

手术、机体免疫力下降等), CXCR4表达增强的

肿瘤细胞迁移侵袭能力增加, 易受肿瘤细胞侵

犯的组织或细胞表达SDF-1也增加, 通过SDF-1/
CXCR4轴作用, 表达CXCR4的肿瘤细胞倾向于

沿SDF-1浓度梯度转移至SDF-1高浓度的组织

或细胞, 通过自分泌或旁分泌机制抗失巢凋亡, 
形成转移灶. 原发性肝癌的转移特点是易侵犯

门静脉分支, 癌栓经门静脉系统形成肝内播散. 
SDF-1/CXCR4轴在肝癌浸润转移的作用机制能

否解释癌细胞进入门静脉后并不随血流离开而

在门静脉局部停留、生长形成癌栓, 则需进一

步研究证实.

3  结论

总之, SDF-1/CXCR4轴信号传导通路在肝脏疾

病中可能有双重作用, 一方面增强机体自身防

御能力, 不仅能动员骨髓造血干细胞、内源性

卵圆细胞等修复受损肝脏, 而且募集炎症浸润

的淋巴细胞, 通过细胞免疫机制介导肝脏炎症; 
另一方面增强肝脏恶性肿瘤细胞的浸润侵袭能

力, 导致癌细胞的转移. 研究不同病理生理条件

下SDF-1/CXCR4轴信号传导机制, 有助于进一

步积极治疗肝脏疾病.
SDF-1和CXCR4可有效地诱导、活化、趋

化免疫效应细胞, 正确调控这些免疫细胞分子

生物学机制, 阻断异常的信号传导通路, 将进一

步有效治疗肝炎, 促进肝再生修复, 防止肝移植

后排斥反应. SDF-1/CXCR4轴如何调控肝脏肿

瘤的侵袭、转移, 是否还存在肿瘤组织特异性

或靶向器官特异性的其他趋化因子/趋化因子

受体生物学轴, 他们与SDF-1/CXCR4轴有何联

系等, 这些问题都有待于进一步研究和论证. 抑
制CXCR4活化的小分子化合物、小分子干扰

RNA、核酶、反义核酸等将成为针对SDF-1/
CXCR4轴的抗肿瘤新药研究的重点[49-50]. 已证实

高转移和高侵袭性的肿瘤细胞多可表达CXCR4, 
将表达SDF-1的细胞作为载体, 将抗肿瘤药物、

抑癌基因、放射性核素或细胞毒素与SDF-1融
合, 对高表达CXCR4的肿瘤细胞的分子靶向治

疗有望成为新的抗肿瘤方法. 
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Abstract
Hepatitis C virus is an RNA virus that can 
cause liver disease, including cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma. Since cases of HCV 
infection have been increasing annually, HCV 
infection has become a global health problem. 
Six different genotypes of HCV and more 
than 70 subtypes have been identified, and 
patients infected with different HCV genotypes 
show different responses to antiviral therapy. 
Therefore, determination of the HCV genotype 
by accurate and sensitive methods will have 
a significant impact on clinical therapy. This 
review summarizes the information about 
hepatitis C genotyping and global distribution, 
its clinical symptoms and treatment methods, 
genotype evidence, the relationship between 
the genotype and quantity, and genotyping 
assays. 

Key Words: Hepatitis C virus; Genotype

Wang J, Wang LN. Research progress in hepatitis C virus 
quantity and genotyping assays. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(27): 2897-2902

摘要
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是一种

RNA病毒, 可以引发各种慢性肝病, 其中包括
肝硬化和肝细胞癌. 全球每年HCV感染的患
者数呈上升趋势, 他已成为人类亟待解决的公
共卫生难题. HCV可以分为6种主要的基因型
以及70多种亚型, 不同的基因型对抗病毒治疗
的效果不同. 如果在治疗前能通过准确灵敏的
检测手段确定HCV的基因型, 将会对临床治
疗有重要的意义. 本文对HCV基因型全球分
布、临床表症与治疗、分型依据以及基因型
与定量关系进行了概述, 并重点阐述HCV基
因分型的检测技术.
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0  引言

HCV是单股正链RNA病毒, 全长9.6 kb. HCV
病毒基因组由5'非编码区(5'UTR)、3'非编码区

(3'UTR)、包膜区(E1和E2)、核心区(C)以及非结

构区(NS2-NS5)组成. 其中包膜区和核心区编码

病毒颗粒, 非结构区在病毒复制和病毒蛋白合成

中起重要作用. HCV与瘟病毒和黄病毒的基因组

结构相似, 与这些病毒同属于黄病毒族病毒.
由于HCV复制所依赖的RNA聚合酶缺乏校

正功能, HCV病毒常表现出高度的变异性. 不同

的基因结构区变异的程度也不同[1-2]. 5'UTR是病

毒基因组中最保守的区域, NS5A的高度可变区

(the hypervariable regions, HVRs)和包膜区最不

保守. HVRs的突变可引发免疫逃逸, 并与慢性感

染的产生有十分重要的关系[2-3].

1  HCV基因型全球分布及流行病研究

不同地区的HCV基因型也有所不同. 毒品静脉

注射者一般为1a型, 该类型一般在美国和欧洲

很普遍. 1b型分布于世界各地是当前最主要的

基因型[4]. 2a和2b型在北美、欧洲和日本比较普

遍, 2c型在意大利北部地区较多. 3型分布于印度

次大陆地区、东南亚以及印度尼西亚地区. 4型
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丙型肝炎病毒是
一 种 R N A 病 毒 , 
能引发多种肝病. 
HCV根据序列间
的差异可分为6种
主要的基因型和
一系列的亚型, 不
同基因型其定量
检验的结果不同, 
同时对治疗的效
果也不同. 



在北非和中东比较多, 南非和香港分别发现5型
和6型[5]. 中国主要的基因亚型是1b型占66%, 其
次是2a型占14%, 在广州和昆明地区还发现了少

量的6型患者[6]. 总体来看1、2和3型分布广, 但
是由于受到人口流动和毒品注射者增多的影响, 
这种地区分布不是固定不变的.

HCV基因型的地区分布为流行病学研究提

供了帮助[7]. 从基因型分布中我们可以跟踪到人

群中HCV爆发的来源. 此外, 种系分析和群体遗

传学的联合应用还能估算出不同基因型的存在

时间和传播速率[8-9].

2  HCV基因型与临床表症及治疗的关系

感染了HCV的患者通常会引发各种严重的肝病, 
例如肝硬化和肝细胞癌. 目前主要的治疗手段

是用α干扰素或者与利巴韦林联合使用. 如果在

治疗后期患者血清中的HCV RNA被清除并能维

持6 mo, 就有持续病毒学应答(the sustained viral 
response, SVR), 说明治疗是有效的[10]. 抗病毒治

疗的效果受到多方面因素的影响, 例如HCV基

因型、病毒载量以及患者年龄、性别和肝纤维

化的程度. 其中HCV基因型被认为在临床治疗

方面影响最大. 大量的临床试验表明, 当利巴韦

林和α干扰素联合治疗时, 1型患者的治疗效果

没有2、3型的效果好[11]. 联合治疗24 wk后, 只
有16%的1型患者对联合治疗有持续病毒学应

答(SVR), 而2、3型能达到70%. 治疗48 wk后, 1
型能提高到30%, 2、3型仍能保持70%左右. 4、
5、6型以及各种HCV亚型的治疗效果没有1-3型
的明显, 原因仍需进一步研究.

为什么对一些HCV基因型的治疗效果好, 
而另一些治疗效果却不好, 目前还没有明确的

理论依据. 丙肝病毒复制所依赖的无校正功能

的RNA聚合酶可产生不同的HCV基因型. 各种

HCV基因组序列不同, 所编码的蛋白质结构及

功能也存在差异, 可能造成对α干扰素治疗敏感

度的不同[12-13]. 有研究指出HCV基因组的某些区

域及其编码蛋白质可能对α干扰素的治疗有抑

制作用, 但是目前还没确定是哪个区域起作用, 
仍需要进一步研究.

3  HCV基因分型的依据

自从1991年Choo et al发现丙型肝炎病毒并确定

基因组后, 陆续有大量的HCV分离株被发现, 他
们有不同的核酸序列. 确定这些病毒株的归属

对于今后的研究工作有很大的帮助. HCV由多

个区域组成, 选择哪个区域作为分型依据成为

问题的关键. 5'UTR的序列保守, 种系变化程度

以及进化率都很低[14], 用于区分HCV主要基因

型. 但是, 1型和6型在5'UTR的序列相似, 需要通

过其他的区域进行区分, 这一点对6型经常出现

的东南亚国家应该引起重视[15]. 同时也有研究

表明, 在5'UTR序列中会发生113或116 bp缺失, 
缺失区域从126或129位到124位[16]. 该区域部分

碱基的缺失对病毒复制和蛋白合成影响不大. 
NS5b区域的变异大, 可以很容易区分不同HCV
病毒株, 常作为区分亚型的主要选择区域[14-15]. 
1993年, Simmonds et al [1]选择NS5B作为分型

区域, 利用核酸测序方法和种系分析最终确立

HCV分为6种主要基因型以及70多种亚型, 这也

是目前国际通用的HCV分型命名. 除此以外, 还
有用两个以上的不同区域同时检测, 使分型的

范围更广, 例如core与E1, 5'UTR与core[17-18].

4  HCV基因型与定量检测的关系

目前, 评价α干扰素或利巴韦林治疗丙型肝炎

效果的主要依据是临床治疗前、中、后期HCV 
RNA病毒载量变化. 可靠的HCV定量方法对病

毒监测与临床治疗起至关重要的作用. 常见的

HCV定量仪器按检测原理可以分为4类: (1)竞争

性定量PCR, 如Roche的Amplicor HCV Monitor
和COBAS Amplicor HCV Monitor. (2)不依赖于

PCR的信号放大检测系统, 如Bayer的bDNA. (3)
以及real time PCR, 如Abbott的RT-PCR和Roche
的RT-PCR. (4)依赖核酸序列的扩增NASBA[19].

竞争性定量PCR是逆转录和聚合酶链反应

一步完成的检测HCV RNA的方法. 用已知拷贝

数R N A作为内标物与患者样品用同一对引物

(其中一个引物标记荧光)扩增, 两模板序列大致

相同, 扩增效率也相同, 但扩增存在竞争性. 由
于内标物与待测模板内切酶位点或部分序列不

同, 扩增后PCR两种产物可通过限制性内切酶

消化PCR产物或用不同的探针进行杂交而分开. 
Roche Monitor是国际公认的分子诊断金标准, 
线性范围是从6×105 IU/L到8×108 IU/L[20]. 但是

不同基因型检测的灵敏度不同, 2和3型的检测

灵敏度分别只有1型的11%和8%[21]. Bayer的分

枝DNA(bDNA)是信号放大方法, 利用大量捕获

探针和带有大量报告分子的信号探针放大HCV 
RNA的信号. 该方法对HCV各种基因型的定量

检测结果是可信的[22]. 但也有研究表明, bDNA 
1代和2代检测系统对H C V 1-3型的结果不 
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■相关报道
PCR限制性片段
长度多态性方法
(RFLP)和亚型特
异PCR方法是较
早出现的HCV基
因分型检测方法, 
但在实验室中并
没有广泛应用, 目
前相关的文献报
道较少. 
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同[21]. bDNA-1与bDNA-2定量检测1型的效率相

似(比率是1.04), 而定量检测2、3型的比率分别

是0.22和0.46, 都低于预期值. bDNA的检测范围

从6.15×105 IU/L到7.70×109 IU/L, 在线性范围

内重复性很好, 是获得FDA批准的HCV RNA定

量检测方法. Real time PCR定量检测HCV RNA
有更宽的线性范围1×103 IU/L到1.07×105 IU/L, 
以及完整的自动化检测系统. 他被认为是定量

DNA或RNA灵敏度较高的检测手段. 但在检测

不同基因型时也会有差异. 当检测HCV1-4型不

同基因型时, Abbott的RT-PCR与bDNA检测1-3
型的结果一致, 而Roche的RT-PCR与bDNA只有

2个基因型(1型和2型)的检测结果一致. NASBA
是90年代建立的一种核酸扩增技术, 最早用于

HIV RNA定量检测. 与传统的PCR不同, NASBA
是由一对引物引导的, 连续均一的体外特异核

酸序列等温扩增的酶促反应. 他与bDNA的检测

结果有很好的一致性, 并且敏感性比bDNA2.0还
高出10倍. 当检测HCV1-5型以及1a和1b亚型时, 
检测效率不同. 2型的检测效率最低, 1b型的最

高, 两者的差别达到9.7%.
不论是同一种方法检测不同基因型, 还是

不同方法检测同一基因型或亚型, 定量结果会

出现不一致的情况. 像Real time RT-PCR的定

量检测要经过复杂的过程, 核酸的提取、扩增

和检测各环节都可能出现问题[23]. 引物或探针

与模板的错配、区分不同型依赖的靶区域二

级结构的差别都可能导致定量不准确. 两种不

同原理的定量仪器检测同一基因型时结果不

一致, 还有可能受到线性检测范围的影响. 因
此, 在应用某种检测方法定量HCV RNA时, 要
充分考虑到所选的检测方法以及不同基因型

或亚型的影响.

5  早期基因分型技术

PCR限制性片段长度多态性方法(RFLP)和亚型

特异PCR方法是较早出现的HCV基因分型检测

方法. RFLP利用RT-PCR扩增具有不同酶切位点

的各种HCV基因型, 再用3-5种不同的限制性内

切酶消化PCR产物, 电泳结果与已知限制性片

段数据库比较确定基因型. PCR-RFLP扩增的区

域可以是5'UTR、核心区以及NS5B[24-26]. 扩增

5'UTR的PCR-RFLP在检测HCV主要基因型时

效果最好. 亚型特异PCR[27]其引物扩增HCV的

NS5B或核心区, 扩增产物再进行电泳, 根据是否

出现特异条带分析结果. 由于其扩增的是HCV

种系信息区域, 在区分亚型方面比扩增5'UTR的
方法准确, 同时又比测序的方法简单快速. 但是, 
每种亚型只用一对引物扩增, 若基因组突变就

无法检测. 由于检测准确性低、成本高等原因, 
这两种方法并没有在临床实验室中得到广泛 
使用.

6  商品化分型技术

自线性探针反向杂交技术(LiPA)是临床实验室

普遍使用的分型技术之一. 他是利用RT-PCR通
过生物素标记的引物扩增HCV 5'UTR, 得到生

物素标记的DNA. DNA变性后, 再与固定在纤

维素膜上的基因型特异探针杂交, 同时加入碱

性磷酸酶和显色剂, 通过LiPA条带放射自显影

就能检测HCV基因型. 检测结果与金标准有很

好的一致性. 早期的LiPA只扩增5'UTR, 不能区

分1a和1b亚型、4型的亚型以及东南亚6型的变

种[28-30]. 而目前新一代的LiPA(Bayer VERSANT 
HCV genotype 2.0)可以准确区分1型与东南亚

6c-6l亚型, 并可以根据核心区的序列更准确的

区分1a和1b型[18]. 该技术与之前基因分型检测

结果比较其一致性很高, 是可以信赖的分型方 
法[31-32]. LiPA对HCV低载量患者的检测结果不好, 
Bayer公司的Comanor和他的同事开发了一种更

敏感的转录介导扩增(TMA)-LiPA技术解决这个

难题. 他把Bayer HCV TMA技术与LiPA技术联合

使用[33]. 这种方法利用TMA反应中扩增RNA时

产生的少量双链DNA副产物, 与生物素标记的引

物退火延伸, 扩增产物再与LiPA条带杂交. TMA
技术的高敏感性(5-10×103 IU/L)使低载量HCV
病毒也能检测, 并且研究者还证明了TMA-LiPA
与LiPA在检测基因型方面有很好的一致性.

近年出现的Invader HCV是一种荧光探针与

内切酶联用的基因分型检测技术. 在1 h内便可检

测HCV 1-6型在5'UTR的序列变异, 但不能区分

亚型[34]. 由于是新技术, 相关的文献报道较少.
实时荧光PCR是根据荧光共振能量转移的

原理检测基因型[35-36]. 检测探针多是Taqman探
针, 也有MGB探针等, 检测结果与LiPA一致[37-39]. 
目前多数检测技术扩增的都是保守的5'UTR. 虽
然可以很好的区分HCV主要基因型, 但限制了

亚型的检测. Abbott公司最新上市的Abbott HCV 
ASR是一种多色三管Real-time RT-PCR技术[40]. 
他扩增5'UTR和NS5B 2个区域, 不但可以检测

HCV主要的基因型, 还能区分1型中的1a和1b 
亚型.

■创新盘点
本文从HCV基因
型的角度出发, 较
全方面的介绍了
HCV基因型的全
球分布、与治疗
的关系、分型依
据以及与定量检
测的关系, 并概述
了HCV基因分型
所用的检测技术.
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上述三种商品化的分子生物学检测方法各

有其优缺点. LiPA的检测成本最低, 但操作时间

长, 会有鬼带出现的情况; Abbott HCV ASR操作

时间短, 但检测成本高, 对4型的检测缺乏特异

性; Invader HCV的操作时间和检测成本居于两

者之间. 因此, 在检测HCV基因型时, 要充分考

虑不同方法的特点后再选用某种方法检测.
在血清学方法中Chiron公司的RIBA SIA

检测NS4和核心区编码的抗原, 可用来区分1-3 
型[41]. Murex公司的Murex HCV利用基因型特异

抗体直接检测NS4编码的抗原表位, 能区分1-6
型[42]. 血清学技术污染低、方法简单, 适用于大

样本量的流行病筛查.

7  其他扩增5'UTR的分型法

此外, 还有检测HCV混合基因型感染方面很突

出的特异引物延伸分析法(PSEA)[43-44], 与金标

准在基因型和亚型上的一致性分别达到96%和

87%的变性高效液相色谱法[45], 能准确区别1-3
型的单链构象多态性(SSCP)和低说服力单个特

异引物(LSSP)-PCR[46], 质谱分析法等[47].

8  金标准

目前对于临床实验室来说只需检测出H C V主

要基因型就能为临床治疗提供充足的信息. 但
是, 若想进行流行病研究或亚型检测, 就不能

用HCV 5'UTR的分型方法, 而要考虑其他的区

域. 利用RT-PCR扩增HCV基因组种系信息区

(NS5B、核心区或E1)并测序, 测序的结果再与

已知基因型序列比较是HCV基因型检测的金标

准[48-49]. Bayer的TRUGENE 5'NC HCV是已商品

化的测序试剂, 有其专门的试剂盒、测序系统

以及分析软件. 检测区域在5'UTR, 区分主要基

因型与LiPA有很好的一致性[50-52], 但不能准确检

测亚型. NS5B区域的检测试剂还没有上市, 只能

作为TRUGENE 5'NC的内参照[53].
测序检测的成本高 ,  需要专业人员的操

作, 检测混合感染方面也不如其他方法好. 由于

HCV种系信息区域的高度可变性, 引物的结合

位点也可能发生变异, 引物不能与模板结合, 无
法进行RT PCR和测序, 可最终导致实验失败.

9  结论

丙型肝炎及其并发症日益受到人们的关注 .  
HCV基因型作为重要的流行病学指标, 对指导

HCV临床治疗具有十分重要的意义. 早期的检

测方法由于准确性和经费等问题, 并没有广泛

的应用于临床实验室. 目前, 常见的是一些商品

化的分型试剂盒. 分子生物学的试剂盒虽然检

测原理各有不同, 但扩增的区域主要是5'UTR. 
5'UTR具有高度保守性, 可以避免由于引物结

合位点序列的突变而导致实验失败. 但是由于

5'UTR不具有HCV其他区域的高度异质性, 扩增

5'UTR的方法也只能检测HCV主要基因型, 在亚

型方面的检测结果就差一些. 作为临床指导治

疗的指标, 扩增5'UTR检测主要基因型就足够了. 
血清学方法检测试剂主要用于大量流行病研究, 
但其在特异性、灵敏度以及准确性方面没有分

子生物学方法好. 检测HCV基因型的金标准是

对NS5B、核心区或是E1区测序. NS5B、核心

区以及E1区都是种系信息区, 异质性高, 能精确

检测出亚型. 但是这些区域的序列存在很大差

异, 有时无法顺利进行RT-PCR和测序. 最近几

年, 又出现了一批新技术应用于HCV基因型检

测, 对这些方法各项性能的研究刚刚起步, 今后

还需要做更多的研究工作. 总之, 理想的临床检

测HCV基因型的方法除了能准确区分基因型和

亚型外, 还应具备实验成本低、易于操作并能

检测低载量HCV RNA等特点.
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Abstract
Colorectal cancer metastasis is a complex and 
multistep process that may involve many genes. 
One of the hottest research topics concerning 
the mechanism of metastasis of colorectal 
cancer is to identify metastasis-associated genes 
and proteins. In this article, we review the 
differential expression of metastasis-associated 
proteins of colorectal cancer, colorectal cancer 
lymph node metastasis-associated proteins, and 
colorectal cancer liver metastasis-associated 
proteins.

Key Words: Colorectal cancer; Metastasis; Proteins
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摘要
大肠癌转移是一个多步骤、多基因参与的复
杂过程, 明确大肠癌转移相关基因和蛋白质是

现在大肠癌转移机制的研究热点. 本文从不同
转移潜能大肠癌细胞差异表达蛋白、大肠癌
淋巴转移相关蛋白、大肠癌肝转移相关蛋白
三个方面综述大肠癌转移相关蛋白.

关键词: 大肠癌; 转移; 蛋白质
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0  引言

大肠癌是我国常见的肿瘤, 恶性程度较高, 易发

生血行、淋巴转移和肝转移. 肿瘤浸润和转移

不仅影响着临床疗效,也是肿瘤复发、死亡的主

要原因. 肿瘤的转移是一个多步骤、多基因参

与的复杂过程. 明确大肠癌转移相关蛋白能为

阐明大肠癌转移机制提供有价值的理论基础.

1  不同转移潜能大肠癌细胞差异表达蛋白研究

进展

大肠癌转移是一个多步骤的复杂过程, 需要多

种不同蛋白质表达改变的积累. 近年来, 国内外

文献对不同转移潜能细胞株差异蛋白表达研究

都有报道, 利用蛋白质组学研究的方法较多, 认
为在不同转移潜能细胞株中确实存在不同的

蛋白表达差异. 这些差异蛋白包括酶类(α-烯醇

化酶、磷酸丙糖异构酶、羧太酶A5、依赖细

胞周期素激酶1), PGAM1(磷酸甘油酸变位酶

1)、PBP(磷脂酰乙醇胺结合蛋白)、HMGB1(高
迁移率族蛋白B-1)、HSP27(热休克蛋白27)、
ANXⅠ(膜联蛋白Ⅰ)、MTAP(甲硫腺苷磷酸

化酶)、C P O X(线粒体粪卟啉原Ⅲ氧化酶)、
E-FABP(表皮型脂肪酸结合酶)、PD-ECGF1(血
小板源性内皮细胞生长因子)、RTKN(Rho下
游靶分子)、s e p t i n 1、C O F1(切丝蛋白1)、
siglecs、酪氨酸酶相关蛋白-2、t ransl in-l ike
蛋白、唾液酸酶结合类似免疫球蛋白凝集素 
11、ILKAP(整合素连接激酶相关蛋白质磷酸

酶2C)、M H CⅠ(主要组织相容性复合体I)、

www.wjgnet.com
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■背景资料
大肠癌转移是患
者的主要致死原
因, 明确大肠癌转
移相关蛋白, 筛选
和鉴定大肠癌转
移标志物是大肠
癌研究的热点之
一 .  近来 ,随着蛋
白质学技术的应
用和飞速发展, 利
用蛋白质组学技
术查找和鉴定大
肠癌转移相关蛋
白已逐渐成为研
究大肠癌转移的
最前沿领域和热
点之一.



PR53(蛋白磷酸酯酶2A调节亚基B53)、锌指蛋

白79、载脂蛋白B-48、PAX(双链复合)转录因

子和膜连蛋白A2[1-11, 15-16]等(表1). 
Katayama et al [1]利用蛋白质组学技术分析

比较了SW620和SW480的蛋白质表达谱, 结果

发现, α-烯醇化酶[2-3]、磷酸丙糖异构酶[4-5]、膜

连蛋白A2[6-8]三种蛋白存在显著性差异表达. α-
烯醇化酶和磷酸丙糖异构酶在高转移潜能细胞

株S W620中表达显著高于低转移潜能细胞株

SW480, 而膜连蛋白A2在SW480中的表达显著

高于SW620. 随后将两种肿瘤细胞分别注射入

裸鼠的脾被膜下. 结果发现在注射SW620的裸

鼠(A组)中, 70%出现了脾脏肿瘤, 40%的裸鼠出

现了肝转移, 20%的裸鼠出现了腹腔播散, 而在

SW480注射的裸鼠(B组)中则未出现肝转移和

腹腔播散. Western blot法验证了A组裸鼠脾种植

癌、肝转移癌和腹腔扩散肿瘤中3种蛋白的表

达. 发现在A组裸鼠的肝转移癌中, α-烯醇化酶

和磷酸丙糖异构酶的表达明显高于原位种植癌,
而在种植癌中膜连蛋白A2表达明显高于肝转移

癌. 提示α-烯醇化酶和磷酸丙糖异构酶在大肠癌

转移中起着积极的作用, 而膜连蛋白A2可能在

抑制肿瘤的侵袭转移中发挥作用.
α-烯醇化酶不仅是糖酵解酶, 而且是低氧诱

导因子1-α(HIF-1-α)的靶基因[2]. HIF-1-α为一种

转录因子, 他能激活编码葡萄糖载体、糖酵解

酶和血管内皮生长因子(VEGF)的转录基因. 新
血管生成、糖酵解增加这两个实体瘤的广泛特

性被认为在肿瘤适应低氧环境过程中起着重要

的作用. 而低氧分压的适应是肿瘤发生侵袭和

转移的一个重要步骤. α-烯醇化酶可能通过在基

质复合物选择性降解过程中酶原的激活, 从而

促进肿瘤的转移[3]. 磷酸丙糖异构酶是糖酵解和

糖代谢的关键酶. 糖酵解是细胞生长和维持所

必需的. 最近研究表明磷酸丙糖异构酶与肺腺

癌的侵袭密切相关[4].
国内学者赵亮 et al [22]利用蛋白质组学技术

分析了大肠癌细胞株SW620和SW480的蛋白

质表达谱. 通过双向凝胶电泳进行蛋白分离, 经
相应软件分析后选取11个差异表达蛋白质点进

行质谱分析, 成功鉴定了10种蛋白质. 在这些

差异蛋白中, SW620细胞株表达上调的蛋白质

有PGAM1、PBP[9]、HMGB1[11], 而HSP27[10]、

ANXⅠ[12-13]、MTAP[16-19]、CPOX和E-FABP[14-15]

在SW620中表达下调, 其中PGAM1仅出现在

SW620细胞株中, COF1仅出现在SW480中. 蛋

白质印迹验证蛋白质表达水平发现S W480中
COF1(切丝蛋白1)和HSP27表达下调与双向凝胶

电泳分析结果一致.
另有学者[23]利用蛋白质组学技术分析鉴定

了LS174T和SW480的差异表达蛋白, 结果发现

仅在高转移潜能的LS174T细胞中表达的蛋白

有PD-ECGF1[20-21]、RTKN[24-25]、依赖细胞周期

素激酶1[26]、septin 1、siglecs、酪氨酸酶相关

蛋白-2、translin-like蛋白、唾液酸酶结合类似

免疫球蛋白凝集素11, 而仅在低转移潜能细胞

SW480中表达的蛋白有ILKAP(整合素连接激

酶相关蛋白质磷酸酶2C)[27]、MHCⅠ、PR53、
羧太酶A5、锌指蛋白79、载脂蛋白B-48[28-29]、

PAX转录因子.
大肠侧向发育型肿瘤(CLST)与普通大肠癌

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文从蛋白质组
学技术和免疫组
化技术这两个角
度综述了最近发
现的一些与大肠
癌转移相关的蛋
白质, 文章内容新
颖.

2904                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2007年9月28日      第15卷     第27期

表 1 不同转移潜能细胞株差异表达蛋白比较

     
                            高转移潜能细胞株     低转移潜能细胞株 

                              Sw620      LS174T                Sw480

α-烯醇化酶          ↑                                    ↓

磷酸丙糖异构酶    ↑                                    ↓

PBP                       ↑                                    ↓

HMGB1                 ↑                                    ↓

HSP27                   ↓                                    ↑

ANXⅠ                   ↓                                    ↑

MTAP                    ↓                                    ↑

CPOX                    ↓                                    ↑

E-FABP                ↓                                    ↑

膜连蛋白A2           ↓                                    ↑

PGAM1                  M 

PD-ECGF1               M 

RTKN                               M 

依赖细胞周期素激酶1            M 

septin 1                               M 

siglecs                               M 

酪氨酸酶相关蛋白-2             M

translin-like蛋白                    M

唾液酸酶结合类似免              M

疫球蛋白凝集素 11

COF1                                       N

ILKAP                                       N

MHCⅠ                                       N

PR53                                       N

羧太酶A5                                       N

锌指蛋白79                       N

载脂蛋白B-48                       N

PAX转录因子                       N

↑: 在该细胞系中表达上调; ↓: 在该细胞系中表达下调; M: 仅

在高转移细胞系中表达; N: 仅在低转移细胞系中表达.

差异表达蛋白



黄龙, 等. 大肠癌转移相关蛋白差异表达的研究进展                                                                                                        2905

www.wjgnet.com

的深层侵袭高转移特性迥异, 该病变特点是沿

黏膜表面浅表扩散而很少向肠壁深层直接侵犯. 
其细胞系LST-R1, 经体外实验证实其侵袭力相

对弱于人大肠癌SW480和LOVO细胞株. 国内学

者童华生 et al利用蛋白质组学技术分析鉴定了

这3种细胞株的差异表达蛋白质, 发现β半糖结

合蛋白(GAL1)只表达于LST-R1细胞. 已知GAL1
是GALS家族成员之一. 据报道, GALs在乳腺

癌、前列腺癌、甲状腺癌和皮肤癌以及胃肠道

肿瘤包括胃癌、肝细胞癌和大肠癌的恶性转化

和转移中扮演着重要的角色[32]. GAL1在普通大

肠癌中主要表达于细胞外基质, 而在LST-R1细
胞中主要表达于细胞膜和细胞质, 研究者推测

GAL1在LST-R1细胞表达可能抑制CLST病变的

侵袭而呈浅表性扩散特性, GAL1是调整LST-R1
细胞生长、黏附侵袭的重要蛋白质分子之一.

2  大肠癌淋巴转移相关蛋白表达差异研究进展

淋巴转移是肿瘤侵袭的前兆, 也是判断预后的

最重要因素之一. 当肿瘤扩散至淋巴结, 患者的

5年存活率会显著下降. 当大肠癌患者癌灶局

限于肠壁时(Ⅰ期或者Ⅱ期), 5年生存率>75%, 
而当出现淋巴转移时, 患者5年存活率则降至

30%-60%[33]. 淋巴转移与大肠癌差异蛋白表达相

关性也备受学者关注, 研究方法以蛋白质组学

技术和免疫组化技术为主. 这些差异蛋白包括

GST(谷胱苷肽S转移酶)、VEGF-C(血管内皮生

长因子C)、COX-2(环氧化酶2)、钙黏蛋白、β-
连环蛋白、CD44V6等(表2).
2.1 应用蛋白质组学技术分析鉴定淋巴转移蛋

白表达差异 国内学者裴海平 et al [34]应用蛋白质

组学技术分别对有淋巴转移的大肠癌组织(转
移组)、无淋巴转移的大肠癌组织(非转移组)和
正常肠粘膜(对照组)进行分析鉴定, 结果确定转

移组中有5种蛋白质表达高于非转移组, 分别是

肝型脂肪酸结合蛋白(L-FABP)[30]、热休克蛋白

27(HSP27)、谷胱甘肽S转移酶(GST)、Annexin 
Ⅳ、Annexin A2. 其中GST在对照组、非转移

组、转移组、淋巴转移灶中的表达阳性率分别

为25%, 57.5%, 90%, 95%, 方差分析提示多组间

比较差异有统计学意义(P <0.01). 两组间比较发

现, 对照组与转移组、对照组与转移灶组、转

移组与非转移组、非转移组与淋巴转移灶组的

GST阳性表达率差异均有统计学意义(P <0.01).
提示GST的表达可能与大肠癌淋巴结转移相关.
2.2 应用免疫组化染色方法发现的大肠癌淋巴

转移相关差异表达蛋白 采用免疫组织化学方

法检测特异性蛋白在大肠原位癌和淋巴转移灶

的表达差异, 从而帮助分析判定其与大肠癌淋

巴转移的关系. 与大肠癌淋巴转移相关的蛋白

有: 生长因子(包括VEGF-C、VEGF-D等, 转化

因子、基质溶解因子)、黏附分子(包括钙黏连

蛋白、α-连环蛋白、β-连环蛋白、细胞间黏附

分子1、CD44等)、酶类(基质金属蛋白酶、组

织蛋白酶、COX-2、胸腺苷酸合酶)等, 其中以

VEGF和黏附分子最为多见.
研究者认为V E G F-C[31]通过刺激淋巴管

增生, 改变淋巴管内皮的一些生物学活性, 激
活Fl t4(血管内皮细胞生长因子受体)启动淋巴

管增生,从而促进肿瘤淋巴转移[35]. J ia e t a l [36]

采用免疫组化方法检测了5 6例大肠癌标本

中的V E G F-C的表达 ,  发现V E G F-C阳性表

达率为66.7%(37/56), VEGF-C表达阳性的病

例中81.1%发生淋巴转移, 而VEGF-C表达阴

性的病例中只有42 .1%发生淋巴转移 ,  差异

有统计学意义(P <0.05). 提示VEGF-C的表达

差异与大肠癌淋巴转移显著相关. Soumaoro 
e t a l [37]应用免疫组化方法检测了150例大肠

癌标本的V E G F-C、C O X-2的表达 .  在这些

标本中 ,  V E G F-C和C O X-2在原位癌中阳性

表达率分别是68%, 72 .7%, 而在淋巴转移灶

的阳性表达率分别为93 .3%, 80% .  V E G F-C
和C O X - 2的表达相关性有显著统计学意义

(P <0.0001). 研究表明VEGF-C和COX-2共表达

与大肠癌淋巴转移显著相关. Batistatou et al [38] 

应用免疫组化染色方法检测了78例大肠癌标本

及其淋巴转移灶中钙黏蛋白的表达, 发现钙黏

连蛋白表达于所有正常肠黏膜, 而在原位癌中

只有45%表达, 在淋巴转移灶中阳性表达率为

表 2 大肠癌原位癌、淋巴转移灶和肝转移灶差异表达
蛋白

     
差异表达蛋白           原位癌        淋巴转移灶       肝转移灶

GST1                 57.5%             95% 

VEGF-C1                             68%                93.3% 

钙粘蛋白1                 45%                 81% 

载脂蛋白A12                +                              +++

β-珠蛋白                     -                                         ++

β-连环蛋白1             42.0%                                   21.9%

CD44V61                   20%                                      56%

1为免疫组化染色阳性表达率; 2为免疫组化染色强度.

■应用要点
大肠癌转移过程
有众多的基因和
蛋白参与, 筛选及
鉴定与大肠癌转
移密切相关的基
因及其蛋白质对
阐明大肠癌转移
机制、大肠癌转
移早期诊断、预
后判断及药物治
疗新靶点均有重
要意义.
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81%, 并且所有阳性表达钙黏蛋白的原位癌的

淋巴转移灶均表达钙黏连蛋白, 提示钙黏连蛋

白在原位癌表达降低而在淋巴转移灶中重复表

达可能与大肠癌的淋巴转移相关. Gu et al [39]应

用免疫组化染色方法检测了32例大肠癌标本的

CD44V6和钙黏连蛋白的表达. 结果发现钙黏连

蛋白在正常肠黏膜上皮中强表达,在原位大肠癌

中阳性表达率降低(阳性表达率为46.9%), 而在

淋巴转移灶中阳性表达率显著降低, 仅为20%. 
研究者推断钙黏连蛋白的表达差异与大肠癌淋

巴转移显著相关. 

3  大肠癌肝转移相关蛋白研究进展

肝转移仍然是大肠癌治疗失败的主要原因之

一, 大肠癌肝转移是一个复杂的过程. 在各种蛋

白作用下, 癌细胞之间黏附力降低, 穿过血管内

皮及基底膜, 进入门脉系统, 最终形成肝转移

灶. 在这过程中, 一些特异蛋白质表达差异对肝

转移的发生有重要意义. 这些差异表达蛋白有

载脂蛋白A1、钙调节蛋白、核糖核苷酸酶6前
体、甘露糖苷酶-α、β-珠蛋白、β-连环蛋白、

钙黏蛋白和CD44等(表2).
3.1 应用蛋白质组学技术分析鉴定大肠癌肝转

移相关差异表达蛋白 Tachibana et al [40]应用蛋白

质组学技术分析比较了大肠腺癌原发灶组织与

其肝转移灶组织差异表达蛋白, 发现载脂蛋白

A1仅在肝转移灶组织中特异性表达. 随后应用

RT-PCR及免疫组化检测载脂蛋白A1表达发现, 
正常肠黏膜组织不表达载脂蛋白A1, 而原发灶

组织中载脂蛋白A1弱表达, 表达随着肿瘤分期

的提高而增强, 因此提示载脂蛋白A1表达增强

与大肠癌的肝转移相关.
Brunagel et al [41]利用蛋白质组学技术将大

肠癌肝转移灶及其邻近正常肝组织、正常肝组

织、正常肝细胞的所有蛋白质分离, 并将4种标

本与已知的大肠癌蛋白质图谱中的核基质蛋白

PMF进行比较分析, 发现核基质蛋白在大肠癌

肝转移灶中特异性表达, 而在正常肝组织和肝

细胞中不表达, 提示其与大肠癌肝转移相关. Ro-
blick et al [42]人利用蛋白质组学技术分析比较了

原位癌和肝转移癌的差异表达蛋白后发现, 肝
细胞癌相关抗原66表达有显著差异性, 推断其

为大肠癌肝转移相关蛋白. Yu et al [43]应用蛋白质

组学技术分析比较原位癌、正常肠黏膜和大肠

癌肝转移组织的蛋白质表达谱, 和正常肠黏膜

相对比, 在原位癌和大肠癌肝转移组织的蛋白

质表达谱中, 大量表达在25-40 ku范围内蛋白质

点缺失, 而在14-21 ku范围内蛋白质点增加. 对9
种差异蛋白质进行鉴定, 发现其中3种仅在正常

肠黏膜中表达, 分别是钙调节蛋白、核糖核苷

酸酶6前体、甘露糖苷酶-α. β-珠蛋白在正常肠

黏膜和大肠癌肝转移组织中表达, 而在原位癌

中不表达. 研究者推断其可能与大肠癌肝转移

相关.
3.2 应用免疫组化方法检测大肠癌肝转移相关

蛋白差异表达 采用免疫组织化学方法检测特

异性蛋白在大肠原位癌和肝转移灶的表达差

异, 从而分析判定其与大肠癌肝转移的关系. 据
报道, 与大肠癌淋巴肝相关的蛋白有黏附分子

(CD44、钙黏蛋白、层黏连蛋白、β-连环蛋白

等)、生长因子(VEGF、转化生长因子)、酶(基
质金属蛋白酶、组织蛋白酶、前蛋白转化酶).

Nanashima et al [44]利用免疫组化染色方法

分析了44例大肠癌肝转移标本及39例原位癌

的钙黏蛋白和CD44的表达发现, 钙黏蛋白在转

移组中原位癌的阳性表达率(26%)显著低于非

转移组的阳性表达率(62%), 差异有统计学意义

(P <0.05), 而在肝转移癌中的阳性表达率为40%. 
所有标本的正常肠黏膜上皮均不表达CD44V6, 
而在转移组中的原位癌阳性表达率(56%)显著

高于非转移组阳性表达率(20%), 表达差异有统

计学意义(P <0.01), 其在肝转移癌中的阳性表达

率为59%, 提示这两种黏附分子与大肠癌肝转移

相关. Han et al [45]应用免疫组化染色方法分别检

测正常肠黏膜、大肠原位癌、肝转移灶中β-连
环蛋白的表达时发现, 原位癌和肝转移灶的β-连
环蛋白阳性表达率分别为42.0%和21.9%. 肝转

移灶的表达率显著低于原位癌, 差异有统计学

意义(P <0.05). 提示β-连环蛋白与大肠癌肝转移

相关.
鉴定大肠癌转移相关蛋白能为大肠癌淋巴

转移、肝转移的早期诊断和治疗以及预后提供

丰富的理论基础. 随着研究的深入. 大肠癌转移

相关蛋白作用机制的明确, 大肠癌转移机制也

将逐步明确.
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 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

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

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
Since Warren and Marshall first separated 
Helicobacter pylori from gastric mucus in 
patients with chronic gastritis in 1983, our 
understanding of gastrointestinal tract diseases 
has risen greatly. The incidence of one of 
the inflammatory bowel diseases, ulcerative 
colitis (UC), has gradually risen worldwide, 
particularly among young people. Twenty 
research centers in Europe have shown that the 
annual incidence of UC is 11.2/100 000, that it 
can occur in every age group, may be related to 
colon cancer, and has a long disease course and 
different degrees of severity. There has been 
a lot of research on UC and H pylori but little 
has been done on the relationship between the 
two. This paper summarizes the current state of 
related research and development. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Ulcerative colitis; 
Pathogenesis
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摘要
自1983年Warren和Marshall从慢性胃炎患者胃

黏膜中分离出幽门螺杆菌(Helicobacter pylor i, 
H pylori )以来, 人类对胃肠道疾病的认识有
了革命性的变革. 溃疡性结肠炎(u lcera t ive 
colit is, UC)作为炎症性肠病(inflammatory 
bowel diseases, IBD)的一大类型, 近年来在国
内外发病率有逐渐上升且向年轻化发展的趋
势. 欧洲20个调查中心显示: UC的年发病率为
11.2/100 000, 该病可发生于任何年龄的患者, 
与结肠癌的发病有关, 且病程长, 病变程度轻
重各异. 国内外同行对H pylori和UC分别做过
大量的研究, 对于H pylori和UC的关系论述不
多, 我们就有关H pylori和UC关系的研究现状
和进展作一综述.

关键词: 幽门螺杆菌; 溃疡性结肠炎; 致病机制
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)作为炎症性

肠病(inflammatory bowel diseases, IBD)的一大类

型, 近年来逐渐成为国内外研究者研究的热点. 
他是一类病因不明的肠道慢性非特异性炎症, 
主要发生于结肠、直肠等下消化道. 而人们对

于幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )的研

究大多局限于食管、胃等上消化道, 所以有关 
H pylori和UC的关系论述不多. 我们就H pylori
和UC关系的研究现状和进展作一综述. 

1  H pylori 致病机制的研究进展

全世界约有50%的人患有H p y l o r i 相关性胃

肠疾病[1]. 现已证实, H pylori是一种具有多种

复杂致病因子的病原菌, 在胃黏膜定植后, 主
要借助于致病因子发挥其致病作用 ,  通过毒

素的直接作用及诱导炎性反应等间接作用而

损害宿主组织. 其中, 尿素酶、空泡形成毒素

(vacuolating cytotoxin, VacA)、细胞毒素相关

蛋白(cytotoxin associated protein, CagA)、脂

多糖(1ipopolysacchride)等都是主要的致病因 
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与上消化道常见
致病菌幽门螺杆
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子[2]. (1) 尿素酶: 所有的H pylori均产生尿素酶, 
尿素酶分解尿素产生氨(NH3), 除对H pylori本
身有保护作用外, 还能直接或间接造成胃黏膜

屏障的损害[3-4]. (2)空泡形成毒素(VacA): VacA
对胃上皮有直接的毒性作用, 损伤上皮细胞, 使
胞质内形成空泡, 造成胃黏膜的损伤和延缓胃

上皮的修复[5-6]. (3)细胞毒素相关蛋白(CagA)约
有60%的H pylori具有cagA基因, 至于CagA的致

病机制, 目前尚不清楚. 有人认为CagA是VacA
的标志物, 是胃黏膜炎性反应的标志物, 是菌株

具有较强毒力的一个信号和标志[7-9]. (4)脂多糖

(1ipopolysacchride, LPS): 一种高效的免疫调节

剂, 能抑制层粘连蛋白和嵌有脂质体的层粘连

蛋白受体的结合, 干扰硫酸黏蛋白合成, 促进胃

蛋白酶分泌, 造成胃黏膜的损害[10]. 

2  UC病因的研究进展

UC又称非特异性溃疡性结肠炎, 是一种病因不

明的慢性直肠和结肠炎性疾病. 该病可发生于

任何年龄, 与结肠癌的发病有关, 病程长, 病变

程度轻重各异. 由于病因不明, 临床上常常反复

发作而治愈难度大, 被世界卫生组织列为现代

难治性疾患之一. 目前普遍认为UC是免疫、遗

传、环境及肠道细菌、氧自由基和一氧化氮等

多因素共同作用的结果. 
2.1 免疫因素 自身免疫异常目前已被普遍认为

是UC的病因之一. 大部分UC患者的病史或家族

史中常合并有结节性红斑、关节炎、眼葡萄膜

炎及血管炎、系统性红斑狼疮等, 均提示其发

病机制中可能有免疫因素的参与[11]. 
2.2 遗传因素 流行病学调查结果显示, UC病例

具有家族聚集性, 提示其发病有一定的遗传因

素. 大多数调查发现血缘关系越近, 发病率越高, 
兄弟姐妹间的发病率大约占40%, 父母遗传子女

者占32.6%[12]. 
2.3 感染因素 Isolauri et al [13]报道从UC患者的肠

黏膜及粪便检查中都发现过类杆菌和梭状芽胞

杆菌, 在活动期二菌群明显增多. 最近提出大肠

杆菌在克隆恩病(Crohn's disease, CD)发病中有

致病作用[14]. 然而, 至今还没有发现与UC有明确

关系的致病微生物. 
2.4 氧自由基和一氧化氮的作用 UC发生时, 大
量的吞噬细胞被激活, 耗氧量增加, 在NADPH
氧化酶、NADH氧化酶、黄嘌呤氧化酶、花生

四烯酸作用下产生大量超氧阴离子自由基, 使
膜的液态性和流动性减弱, 通透性增强, 细胞外

Ca2+内流, 激活磷脂酶活性, 促进膜磷脂分解, 使

肠黏膜细胞受到损伤[15]. 

3  H pylori 和UC的关系

对于H pylori和UC的关系国内外同行论述不多. 
目前主要存在2种观点: H pylori的感染与UC的发

生呈负相关; H pylori感染和UC的发生没有关系. 
3.1 H pylori 的感染与UC的发生呈负相关 最新

研究发现了两种抗菌肽Defensins和cathelicidins, 
主要通过自身的杀菌和诱导免疫反应来调节肠

道菌群, 他们主要由小肠潘氏细胞分泌, 当胃肠

道感染后, 致病菌释放的脂多糖和胞壁酰二肽

可刺激潘氏细胞的分泌. H pylori的脂多糖可诱

发潘氏细胞产生抗菌肽Defensins[16-22], 从而抑制

其他致病菌引发炎症性肠病(inflammatory bowel 
diseases, IBD). 同时, 基于发展中国家H pylori的
感染率较发达国家高, 而UC的患病率却比发达

国家低[39], 伊朗H pylori的感染率高达90%, IBD
的患病率相对较低[23], 有研究者认为H pylori的
感染与UC的发生呈负相关[24-27]. 

何晋德 et al [24]通过分析45例IBD患者(UC患
者40例, CD患者5例), 慢性胃炎患者45例, 运用

酶联免疫法检测IBD和慢性胃炎患者血清的抗 
H pylori -IgG. 结果显示: UC组抗H pylori -IgG阳

性率较对照组低(42.5% vs  65.0%, P <0.05), 进而

认为H pylori感染对UC的发生可能起保护作用. 
Halme et al [28]通过研究IBD患者200例(CD患

者100例, UC患者100例)和急性菌疾患者100例, 
通过酶联免疫法测定血清中H pylori的IgG、IgA
抗体滴度. 结果显示, IBD的H pylori血清阳性率

为15%, CD患者H pylori血清阳性率为13%, UC
为18%, 对照组的H pylori血清阳性率为43%, 相
对于对照组, IBD组的H pylori感染率要低, 具有

统计学意义(P <0.005), 且与是否用柳氮磺胺吡

啶无关, 这与Pearce et al [29]的研究结果相吻合．

Pronai et al [30]从5260例体检者中随机挑选IBD和

慢性阻塞性肺病(COPD)患者的年龄匹配对照组

分别200例和210例, 研究了IBD患者133例(UC患
者82例, CD患者51例)和COPD患者135例, 通过
13C呼气试验来测定H pylori的有无. 所有的IBD
患者至少接受过5-氨基水杨酸治疗1年, 44例
IBD患者和所有的COPD患者均使用过甲硝唑或

环丙沙星. 结果显示: 133例IBD患者中17例感染 
H pylori , UC的H pylori感染率为12.2%(10/82), 
CD的H pylori感染率为13.7%(7/51), COPD患

者感染率为66.7%(90/135), UC患者年龄匹配组

中H pylori感染率为39%(78/200), COPD患者组

感染率为55%(110/210)．进而得出结论, IBD

www.wjgnet.com

■相关报道
目 前 为 止 ,  国 内
对于幽门螺杆菌
和溃疡性结肠炎
的关系的报道不
多, 何晋德 et al通
过分析45例炎症
性肠病患者(溃疡
性结肠炎患者40
例 ,  克 隆 恩 病 患
者 5 例 ) 血 清 抗H 
pylori -IgG, 进而
认为H pylori 感染
对溃疡性结肠炎
的发生可能起保
护作用.
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患者H pylori感染率较低, 且与抗生素的应用无

关. Tursi et al [31]接诊过1例十二指肠溃疡患者, 
根除H pylori后引发了CD的发生．研究者认为 
H pylori的根除破坏了患者的免疫平衡是该患者

发病的主要原因. H pylori可以激发体内T辅助

细胞(Th)系的表达, 根除H pylori后可引起Th1和
Th2失衡, 使Th1占优势, 从而引起CD的发生, 也
支持了的H pylori感染与UC呈负相关．

3.2 H pylori 的感染和UC的发生没有关系 缠绕

杆菌属主要包括H pylori , H felis , H muridarum , 
H bilis , H heilmannii , Hcinaedi和H hepaticus . 缠
绕杆菌属16S rDNA在CD中发现, 预示着缠绕杆

菌属在IBD的发生中起的作用不容小觑[32]. Bell 
et al [33]通过研究认为UC的发生与H pylori感染

无关. 他们提取了30例被研究者的结肠活检组

织(CD患者9例, UC患者11例, 正常者10例). 将
组织置于-70℃的温度下, 提取组织基因再经

PCR方法扩增. 结果显示, 提取的基因扩增物与

上述缠绕杆菌属特征基因的杂交均呈阴性反应. 
同时 ,  经过常规苏木精和伊红染色组织检查 , 
也没有发现缠绕杆菌属. 故认为缠绕杆菌属在

IBD的发生中不起作用, 进而说明H pylori感染

和UC的发生没有关系, 但研究者指出发生阴性

反应不能排除测量方法不够灵敏的可能; 组织

活检未发现缠绕杆菌属, 不能排除感染密度小

而被漏检的可能. el-Omar et al [34]通过检测IBD
患者110例(UC患者63例, CD患者47例)血清中 
H pylori的IgG抗体, 发现IBD患者中H pylori的
IgG抗体阳性率为22%, 而对照组为52%, 两者

比较有统计学意义(P <0.002)．进一步研究发

现, 在接受过或正在接受柳氮磺胺吡啶治疗的

IBD患者H pylor i的IgG抗体的阳性率明显较

低, 分别是7%和10%. 而只接受过偶氮水杨酸

或5-氨基水杨酸, 从未接受过柳氮磺胺吡啶治

疗的IBD患者H pylori的IgG抗体的阳性率基本

接近对照组, 为45%, 进而推测IBD患者较低的 
H pylori感染率可能与使用了柳氮磺胺吡啶有

关, H pylori感染和UC的发生本身无明显关系. 
但研究者也同时发现, 单用柳氮磺胺吡啶不能

根除H pylori , 似与其结论相悖. Piodi et al [35]通

过研究IBD患者72例(UC患者40例, CD患者32
例), 通过13C呼气试验来检测H pylori , 也发现了

相同的现象, 但他们认为起作用的是5-氨基水

杨酸而不是柳氮磺胺吡啶(应用两药后H pylori
感染率分别为34%、65%). 
3.3 其他观点 无菌小鼠不易患IBD, IBD患者及

时应用抗生素治疗和隔离其粪便可减轻症状, 

均支持了细菌在IBD中扮演了重要角色[19]. 缠绕

杆菌属与人类和动物的UC和小肠结肠炎的发

生有关[36-39]. 有报道称, 免疫缺陷类小鼠感染缠

绕杆菌属后可引起IBD[36]. 类似于人类UC症状

的绢毛猴(cotton-top tamarins)模型也已建立[37], 
其临床症状包括消瘦、腹泻、直肠出血等. 绢
毛猴是哥伦比亚热带雨林里的灵长类动物, 曾
被用于疱疹病毒、EB病毒的研究, 其发生UC病
因不明, 可能是多因素促成的, 有很多资料显示

其发病与物种的易感性及病原感染有关[39]. 最
近, 新英格兰灵长类动物研究中心发现环境因

素, 包括微生物感染, 可能与该病有关. 他们被

置于不同环境下饲养, 一部分被隔离饲养, 一部

分常态下饲养, 结果发现常态下饲养的绢毛猴

易患结肠炎, 提示免疫系统紊乱和环境应激可

能是病因之一[37,40]. Danese et al [39]研究了绢毛猴

类存在的缠绕杆菌属. 他们从200只绢毛猴中选

出34只确诊有非特异性肠炎者, 其年龄为2-19
岁, 结果在这类绢毛猴肠道和粪便中发现了一

种新的尿素酶反应阴性、梭形的微生物. 分析

其形态学、生物化学特性及16S rDNA系列, 认
为他属于缠绕杆菌属. 这种新的细菌有别于H 
pylori , 他缺乏尿素酶活性, 不能水解碱性磷酸

酶．超微结构显示, 他拥有胞质和双极鞭毛, 形
态学与H pylori相似. 在种系进化中, 他更接近于 
H fennelliae . 分析这些被分离出细菌的限制性内

切酶多态性, 显示这些绢毛猴所感染的均系同

一缠绕杆菌属[34]. 最近有研究发现免疫缺陷小鼠

感染H bilis或H hepaticus后, 也可患IBD. 另外两

种缠绕杆菌属, H cinaedi和H fennelliae也被发现

和人类的直肠炎、大肠炎和菌血症有关. 
Streutker et al [41]活检了IBD和非IBD者的黏

膜组织, 从其中获取DNA, 然后经过PCR扩增技

术以探测是否有缠绕杆菌属的DNA系列, 结果

发现, 60例IBD患者黏膜提取的DNA中, 6例经测

定为阳性. 其中, 33例UC者5例阳性, 而对照组29
例中没有阳性者, 具有统计学意义(P <0.04), 且
提取的DNA系列经PCR扩增后与H pylori比较, 
大于或等于99%的基因系列具有同源性. 这一结

果亦支持缠绕杆菌属可能是UC的病因之一.  
CD患者中易感基因核苷酸聚合域(NOD2)

的发现进一步证实了肠道菌在 I B D中的作 
用[42-43]. NOD2为细胞内脂多糖的编码基因, 后者

与肠道菌的间接免疫反应有关. 同时, CD动物模

型中缠绕杆菌属16S rDNA系列的发现, 也提示

缠绕杆菌属可能在IBD中起重要作用[32]. H pylori
属于缠绕杆菌属, 基于缠绕杆菌属与IBD的发生

■应用要点
有关幽门螺杆菌
和溃疡性结肠炎
关系的报道不多, 
本文系统地总结
了临床、实验中
国内外研究者的
研究结果, 旨在进
一步揭示溃疡性
结肠炎的病因, 以
指导临床治疗.  
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有关, 以及H pylori与慢性活动性胃炎、消化性

溃疡、胃癌及胃淋巴瘤等上消化道疾病关系密

切. 有人推测H pylori可能是UC的病因, 但目前

尚没有确切的证据. 

4  结论

尽管人们对UC和H pylori的关系进行过一些动

物实验和临床研究, 但存在诸多问题亟待解决. 
目前为止, 他们之间的关系尚无定论. 大多数学

者认为H pylori的感染与UC的发生呈负相关; 亦
有学者认为, 他们之间没有明确关系, 还有人认

为H pylori所在的缠绕杆菌属中另一种细菌可能

与UC的发生有关, 且各研究者仅仅得出了动物

试验和临床研究的结果, 而对于产生这种结果

的原因未做进一步阐述, 提示这一领域有大量

未知因素尚须进一步的研究.
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Abstract
AIM: To screen for serum binding proteins in 
patients with primary hepatocellular carcinoma 
and to invest igate the tumor molecular 
mechanisms of the primary hepatocellular 
carcinoma.

METHODS: Serum protein of the primary he-
patocellular carcinoma was used as the selective 
molecule and the T7 select phage display system 
from a human liver cDNA library was screened 
through adsorption, elution and amplification 
for 5 cycles. After polymerase chain reaction of 
bacteriophage plaques, the DNA fragments of 
the screened clones were sequenced, and the 
amino acid sequences of target proteins were 
compared with the GenBank protein sequence 
database using basic local alignment search tool 
(BLAST).

RESULTS: After amplification for 5 cycles, 5 
positive clones were obtained from 48 randomly 
screened clones. The sequences of positive 
clones were investigated for homology. Homo 
sapiens nucleolar and coiled-body phosphopro-

tein 1 (NOLC1), Homo sapiens high-mobility 
group nucleosome binding domain 1 (HMGN1), 
Homo sapiens ligase I (LIG1), A-kinase anchor 
protein 9 isoform, and Homo sapiens small 
EDRK-rich factor 2 (SERF2) were identified as 
proteins binding to the serum protein in patients 
with primary hepatocellular carcinoma.

CONCLUSION: The current results of screening 
for proteins binding to serum protein in patients 
with primary hepatocellular carcinoma are use-
ful for further studies of the molecular mecha-
nisms of primary hepatocellular carcinoma.

Key Words: Phage display system; Primary hepato-
cellular carcinoma; Serum binding protein; Screen; 
Basic local alignment search tool
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摘要
目的: 通过筛选原发性肝癌血清蛋白结合蛋
白, 探究肝癌的分子发病机制. 

方法: 应用噬菌体展示技术, 以肝癌患者的血
清作为固相筛选分子, 对T7 Select 噬菌体人肝
细胞cDNA文库进行5轮“吸附-洗脱-扩增”

的筛选过程, 经噬斑的聚合酶链式反应(PCR)
扩增后, 对阳性PCR产物直接进行序列测定和
同源性分析.

结果: 噬菌体经富集后, 随机挑取48个噬斑进
行PCR扩增, 得到5种大小不同的PCR片断, 序
列测定后经序列同源性分析, 结果发现与肝癌
患者血清蛋白结合的蛋白有以下5种: 人核仁
螺旋体磷酸化蛋白NOLC1, 人高度迁移基核
小体结合域1(HMGN1), 人依赖ATP的DNA连
接酶1(LIG1), 人小EDRK-丰富因子2(SERF2)
和A-kinase anchor protein 9 isoform.

结论: 用噬菌体人肝cDNA文库筛选得到了肝
癌血清蛋白结合蛋白, 为进一步阐明肝癌的发
生及发病机制奠定了基础.

®

■背景资料
肝癌是世界上最
常见的恶性肿瘤
之一 ,  迄今为止 , 
尚没有发现行之
有效的治疗方案, 
肝癌的诊断和治
疗是肿瘤研究领
域的一个主要焦
点. 
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0  引言

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 占
癌症死亡率的第2位. 导致肝癌的主要因素包括

HBV和HCV慢性感染, 食物中的黄曲霉毒素及

嗜酒等. 多种遗传和后天因素参与了HCC的分

子发病机制, 如p53抑癌基因的突变和WNT信号

转导途径的激活等[1], 肝癌的分子发病机制是当

前肝癌研究的重点所在. 
噬菌体展示技术是一种基因表达产物和亲

和选择相结合的技术, 他以改构的噬菌体为载

体, 把待选基因片段定向插入噬菌体外壳蛋白

质基因区, 使外源多肽或蛋白质表达并展示于

噬菌体表面, 进而通过亲和富集法表达有特异

肽或蛋白质的噬菌体. cDNA 文库的表达筛选系

统除利用λ噬菌体、酵母双杂交系统外, 噬菌体

表面展示技术也可达到同样的目的[2-4]. 本研究

中, 我们用正常人血清做筛选对照, 用人肝细胞

cDNA文库对肝癌患者血清蛋白进行特异性筛

选, 为研究肝癌的发生与发病机制提供了线索.

1  材料和方法

1.1 材料 T7Select人肝细胞cDNA 文库、受体菌

BLT5615(Novagen 公司), 10份人肝癌血清标本

均来自我院住院肝癌患者, 符合第4届全国肝癌

学术会议制订的肝癌诊断标准; 另取10份健康

人血清做正常对照, 血清经静脉采血获得.
1.2 方法 
1.2.1 文库扩增 动物术前禁食12 h, 自将BLT5615 
接种于3 mL LB/Amp, 220 r/min, 37℃过夜; 在
3 mL LB/Amp内加入振摇细菌30 μL, 将细菌浓

度摇至A 600 = 0.5, 加入1 mol/ L IPTG 3 μL诱导, 
37℃振摇30 min 后加入噬菌体文库5 μL; 37℃振

摇1-3 h直到观察到细菌裂解; 8000 g离心10 min, 
将上清移至另一无菌管中, 4℃保存. 
1.2.2 生物筛选 分别将10份等量肝癌患者血清

和健康人血清混匀后分装成100 μL/份, 贮存在

-20℃冰箱内. 取混合好的肝癌血清80 μL, 加
入NaHCO3(pH9.6)包被液320 μL中, 混匀, 包被

24孔聚丙烯酰胺培养板, 4℃放置48 h; 加入T7 

Select人肝细胞 cDNA 文库250 μL, 4℃过夜. 吸
弃上清液, 加入1×TBST(成分为三羟甲基氨基

甲烷-HCl-吐温20, pH 7.5) 缓冲液1 mL洗液漂洗

5次, 10 g/L SDS洗脱液400 μL室温孵育20 min, 
反复吹打洗涤包被板, 将洗脱液移至另一无菌

管中. 将洗脱噬菌体10 μL加入对数生长期的细

菌培养液3 mL, 37℃振摇培养, 直到看到细菌裂

解. 8000 g离心10 min, 将上清移到一新管, 4℃
保存备下一轮筛选用. 再取混合后的正常血清

80 μL, 加入包被液320 μL震荡混匀, 包被于24
孔板4℃ 48 h后, 1×TBST洗涤5遍, 加入前一步

细菌裂解液用于筛选. 上述两步生物筛选为1轮. 
每轮筛选后, 均做噬斑分析. 按上述步骤重复筛

选5 次. 计算产出率, 产出率 = 洗脱的噬菌体数

量/所用的噬菌体数量.
1.2.3 噬斑PCR扩增及分析 选择第5轮正常对照

10-8稀释梯度的30个阳性噬斑, 进行噬菌体裂解, 
裂解液进行PCR扩增, 引物序列: 5'-TTATCGG
ATAACCCTTTATA-3'(上游), 5'-CCCTCAAGA
CCCGTTTAGAG-3'(下游), 一部分PCR产物用 
10 g/L琼脂糖凝胶电泳. 另一部分PCR产物直

接送上海生工公司进行序列测定, 序列结果发

到美国国立卫生院GenBank数据库(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov), 由BLAST n软件完成.  

2  结果

2.1 肝细胞cDNA文库的筛选 以肝癌患者血清为

固相分子, 对人类正常肝脏噬菌体cDNA细胞文

库进行5轮“包被-结合-洗脱-扩增”筛选, 噬菌

体的富集结果见表1.
2.2 目的基因的PCR扩增 经过5轮筛选, 随机挑

选30个噬斑为模板进行PCR扩增, 序列测定和同

源性分析后, 得到5个与肝癌患者血清蛋白结合

的蛋白 (图1, 表2).

3  讨论

肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 迄今为

止, 尚没有发现行之有效的治疗方案, 肝癌的诊

表 1 亲和筛选对噬菌体的富集

     
筛选次数      投入量(nfu/L)      产出量(nfu/L)       产出率(%)

1                     2×109               8×1010                40

2                     3×1010              6×1010                  2

3                     3×1010              4×1010                  1.3

4                     2×1010              8×109                   0.4

5                     6×109               3×109                   0.5

■相关报道
国内研究小组曾
报道HCV NS5A
反式激活蛋白, 命
名为NS5ATP13, 
进一步用基因表
达谱芯片技术对
HCV NS5ATP13
的研究证实上调
的基因中包括细
胞生长、炎症发
生、肿瘤发生的
相关调节基因, 陈
京龙 et al 发现隐
源性肝炎患者血
清中NS5ATP13的
表达上调, Jin et al
用抗癌药阿霉素
做固相包被物, 用
T7肝细胞cDNA
文库筛选与其特
异 结 合 蛋 白 ,  证
实hNopp140的C
端能与阿霉素特
异 结 合 ,  提 示 阿
霉素有可能破坏
hNopp140在细胞
内的功能.
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断和治疗是肿瘤研究领域的一个主要焦点. 本研

究中, 我们用正常人血清做筛选对照, 用噬菌体

表面展示技术筛选了肝癌患者血清特异结合蛋

白, 我们发现了包括NOLC1、HMGN1、Homo 
sapiens ligase I、SERF2、A-kinase anchor protein 
9 isoform在内的5种肝癌血清特异结合蛋白. 

有效的修复D N A的损伤是保证基因表达

忠实性和防止突变而导致疾病的关键因素 . 
HMGN1是一个核仁结合蛋白, 属于核小体结

合高速迁移蛋白家族(A family of High Mobility 
Group Proteins that bind to Nucleosomesn, HMGN)
含量丰富的蛋白 ,  能稳定染色质的二级结构 , 
可以修复紫外线诱导的染色质D N A损伤 [5 ]. 
Birger et al [5]提出HMGN1的缺失可导致细胞增

殖和生长发生紊乱, 通过打乱细胞的生长控制

机制使裸鼠对一些致癌因素更为敏感并发生恶

性转化. 最近研究表明, HMGN1在细胞核内是

动态表达, 与细胞的新陈代谢有关. HMGN1蛋
白和核仁的相互作用可改变染色质的结构, 并
且能调节各种与DNA相关的包括转录的细胞核

作用[6]. 本研究中, 我们用肝癌患者血清做固相

包被物, 筛选出与肝癌患者血清蛋白特异结合

蛋白HMGN1, 根据已报道的HMGN1的功能, 推
测肝癌患者血清里某种或某几种蛋白与核仁的

HMGN1蛋白发生了特异作用, 导致了HMGN1
的维护染色质结构的功能失常而导致了细胞非

正常的生长和增殖作用. 该蛋白的发现为进一

步研究肝癌的发病机制提供了重要的线索, 但
是何种蛋白还需进一步验证和考核. 

人核仁磷酸化蛋白NOLC1, 又名hNopp140, 
是一个高度磷酸化的哺乳动物蛋白 ,  参与核

仁的发生, 调节rDNA的转录[7]; 国内研究小组

曾报道为H C V N S5A反式激活蛋白 ,  命名为

NS5ATP13[8], 进一步用基因表达谱芯片技术对

HCV NS5ATP13的研究证实, 上调的基因中包括

细胞生长、炎症发生、肿瘤发生的相关调节基

因[9]. 陈京龙 et al [10]发现隐源性肝炎患者血清中

NS5ATP13的表达上调, Jin et al [11]用抗癌药阿霉

素做固相包被物, 用T7肝细胞cDNA文库筛选与

其特异结合蛋白, 证实hNopp140的C端能与阿霉

素特异结合, 提示阿霉素有可能破坏hNopp140
在细胞内的功能. 本研究中用肝癌患者血清做

固相包被物, 同样用T7人肝细胞cDNA文库筛选

技术, 再次发现NOLC1的C末端能与肝癌血清发

生特异结合. 结合近期国内外关于该领域的研

究, 提示NOLC1与肝癌的发生、发展或者治疗

具有密切的关系, 但其生物学作用还有待深入

的研究探讨. 
在筛选出的已知功能蛋白中, 还有人DNA

连接酶I(Homo sapiens ligase Ⅰ, LIG1), LIG1编
码DNA 连接酶Ⅰ, 其功能是参与DNA的复制和

碱基修复过程, LIG1突变可导致DNA连接酶I的
缺乏进而导致免疫缺陷并且能提高DNA对损伤

抗原的敏感度[12]. Landi et al [13]报道参与DNA错

配修复的LIG1的基因多态性与肺癌的发生有很

强的相关性; 同时Narayan et al [14]用DNA微阵列

的方法发现宫颈癌患者体内LIG1基因表达明显

上调. 结合本研究初步筛选结果, 提示LIG1与癌

表 2 与肝癌患者血清蛋白结合的蛋白

     
同源序列编码蛋白                                  GenBank收录号            核苷酸位置(nt)                同源性

NOLC1                                                 NM_004741.1               1219-1869                 99%

LIG1                                                     NM_000234.1                 107-530                   99%

HMGN1                                               NM_004965                   128-668                  100%

A-kinase anchor protein 9 isoform     NT_007933                     529-749                   99%

SERF2                                                  NM-001018108.1            28-485                 100%

图 1 阳性噬斑裂解液PCR扩增. 1: 人DNA连接酶1(Homo 

sapiens l igase I ,  LIG1);  2:  A-激酶锚定蛋白九机构体

(A-kinase anchor protein 9 isoform); 3: 人高度迁移基核小

体结合域1(Homo sapiens high-mobility group nucleosome 

binding domain 1, HMGN1); 4: 人小EDRK丰富因子(Homo 

sapiens small EDRK-rich factor 2, SERF2); 5: 人类核仁螺

旋体磷酸化蛋白1(Homo sapiens nucleolar and coiled-body 

phosphoprotein 1, NOLC1).

M      1     2       3      4     5       3      5

2000 bp

1500 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

■创新盘点
本文首次将10份
原发性肝癌患者
的血清混合后用
噬菌体展示技术
筛选肝癌血清特
异结合蛋白.

■名词解释
噬菌体展示技术:
是一种基因表达
产物和亲和选择
相结合的技术, 他
以改构的噬菌体
为载体, 把待选基
因片段定向插入
噬菌体外壳蛋白
质基因区, 使外源
多肽或蛋白质表
达并展示于噬菌
体表面, 进而通过
亲和富集法表达
有特异肽或蛋白
质的噬菌体.
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细胞的增殖有着密切的联系. 
此外本实验还发现了SERF2(Small EDRK-

rich factor 2, 小EDRK丰富因子2)和A-kinase 
anchor protein 9 isoform等肝癌血清特异结合蛋白, 
但在肝癌发展中的具体作用还需进一步研究. 

4      参考文献
1 Hussain SP, Schwank J, Staib F, Wang XW, Harris 

CC. TP53 mutations and hepatocellular carcinoma: 
insights into the etiology and pathogenesis of liver 
cancer. Oncogene 2007; 26: 2166-2176

2 McGregor JC, Pollock JG, Anton HC. The value 
of ultrasonography in the diagnosis of abdominal 
aortic aneurysm. Scott Med J 1975; 20: 133-137

3 Crameri R, Walter G. Selective enrichment and high-
throughput screening of phage surface-displayed 
cDNA libraries from complex allergenic systems. 
Comb Chem High Throughput Screen 1999; 2: 63-72

4 Crameri R, Kodzius R. The powerful combination 
of phage surface display of cDNA libraries and high 
throughput screening. Comb Chem High Throughput 
Screen 2001; 4: 145-155

5 Birger Y, Catez F, Furusawa T, Lim JH, Prymakowska-
Bosak M, West KL, Postnikov YV, Haines DC, 
Bustin M. Increased tumorigenicity and sensitivity to 
ionizing radiation upon loss of chromosomal protein 
HMGN1. Cancer Res 2005; 65: 6711-6718

6 Hill DA, Peterson CL, Imbalzano AN. Effects of 
HMGN1 on chromatin structure and SWI/SNF-
mediated chromatin remodeling. J Biol Chem 2005; 
280: 41777-41783

7 Meier UT, Blobel G. Nopp140 shuttles on tracks 

between nucleolus and cytoplasm. Cell 1992; 70: 
127-138

8 党晓燕, 成军, 刘妍, 邓红, 杨倩, 王建军, 纪冬, 王
春花. 丙型肝炎病毒非结构蛋白5 A反式激活基因
NS5ATP13的克隆化研究. 胃肠病学和肝病学杂志 
2003; 12: 260-262

9 张黎颖, 邓红, 成军, 党晓燕, 刘妍, 蔺淑梅, 黄燕萍, 
纪 冬, 吴顺华, 纪泛扑, 邵清. 应用表达谱芯片技术
研究NS5ATP13的反式调节基因. 世界华人消化杂志  
2004; 12: 2757-2761

10 陈京龙, 魏红山, 刘霞, 张黎颖. 噬菌体表面展示技术
筛选隐源性肝炎血清蛋白结合蛋白. 世界华人消化杂
志 2006; 14: 3509-3512

11 Jin Y, Yu J, Yu YG. Identification of hNopp140 as 
a binding partner for doxorubicin with a phage 
display cloning method. Chem Biol 2002; 9: 157-162

12 Tomkinson AE, Chen L, Dong Z, Leppard JB, Levin 
DS, Mackey ZB, Motycka TA. Completion of base 
excision repair by mammalian DNA ligases. Prog 
Nucleic Acid Res Mol Biol 2001; 68: 151-164

13 Landi S, Gemignani F, Canzian F, Gaborieau V, 
Barale R, Landi D, Szeszenia-Dabrowska N, Zaridze 
D, Lissowska J, Rudnai P, Fabianova E, Mates D, 
Foretova L, Janout V, Bencko V, Gioia-Patricola L, 
Hall J, Boffetta P, Hung RJ, Brennan P. DNA repair 
and cell cycle control genes and the risk of young-
onset lung cancer. Cancer Res 2006; 66: 11062-11069

14 Narayan G, Bourdon V, Chaganti S, Arias-Pulido 
H, Nandula SV, Rao PH, Gissmann L, Durst M, 
Schneider A, Pothuri B, Mansukhani M, Basso K, 
Chaganti RS, Murty VV. Gene dosage alterations 
revealed by cDNA microarray analysis in cervical 
cancer: identification of candidate amplified and 
overexpressed genes. Genes Chromosomes Cancer 
2007; 46: 373-384

 编辑  何燕  电编  李军亮  

■同行评价
本文研究方法恰
当, 采用的技术较
先进, 结果结论较
可信, 有一定的学
术价值.
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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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Abstract
AIM: To develop a model of acute intestinal 
injury in rats treated with 2, 4, 6-trinitrobenzene 
sulfonic acid (TNBS).

METHODS: Sixty-four Sprague–Dawley rats 
were randomly divided into three groups: 
model, mock model and control groups. TNBS 
(ethanol-diluted), 500 mL/L ethanol and physi-
ological saline were administered per rectum 
to each of the three groups, respectively. Feces, 
psychosis, appetite and mortality were ob-
served in each group. Rats were killed after 1, 
3, 5, 7 and 10 d, and the colon was removed for 
gross observation and histopathological evalu-
ation. By combining the pathological scores, we 
summarized the rule of gut pathological change 
of rats after TNBS treatment and evaluated the 
feasibility of using the model in the study of 
intestinal injury.

RESULTS: On the first day, rats in the model 
group had thin and bloody stools until the end 
of the experiment. During the study, the rats 
were lazy, chilled and had loss of appetite. The 
symptoms lasted for 7–10 d, and alleviated 
thereafter. Four rats died (4/34) during 7–9 d 
after TNBS treatment. Pathological changes in 
the intestine showed up on d 1, acute intestinal 
injury appeared on d 5, and reached a peak on 
d 7. In the mock model group, the rats had thin 
stools on d 1, which persisted for 1–2 d. Patho-
logical changes were mild and vanished on d 3. 
In the control group, the rats looked normal and 
there was no pathological change. The patho-
logical score reflected the pathological changes. 

CONCLUSION: Intestinal injury emerged at the 
initial stage and reached a peak 7 d after treat-
ment with TNBS. After that, the pathological 
changes became chronic. The first 5 d after the 
rats were treated with TNBS they were suitable 
for studying acute intestinal injury.

Key Words: Intestinal injury; 2, 4, 6-trinitrobenzene 
sulfonic acid; Animal model

Xing R, Ma GF, Yang XQ, Wu JB, Chen XQ, Zhang ZS. 
Establishment of a rat model of acute intestinal injury. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(27): 2918-2922

摘要
目的: 用三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitrobenzene 
sulfonic acid, TNBS)复制大鼠急性肠道损伤的
动物模型. 

方法: S D大鼠64只随机分为制模组、制模
对照组及正常对照组, 分别用TNBS(乙醇稀
释)、500 mL/L乙醇及生理水灌肠; 观察各组
大鼠制模后的粪便、精神状态、进食及存活
情况; 分别在第1、3、5、7及10天处死大鼠, 
取结肠组织, 进一步观察肠道的大体病理变化
和组织病理变化; 再结合病理评分, 总结大鼠
TNBS制模后肠道病理改变的规律, 评价该模
型用于实验性肠道损伤研究的可行性.

结果: TNBS制模组在制模后第1天即表现出
明显的肠道稀便和血便, 持续至实验结束; 进

®

■背景资料
肠道损伤是临床
常见的综合征, 有
多种表现形式, 既
有急性病变, 也有
慢性病变; 既可以
是肠道本身病变,  
也可以是全身病
变的局部表现. 复
制不同形式的肠
道损伤的动物模
型, 有利于针对性
地开展实验性研
究. 
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食减少、懒动、畏寒, 持续7-10 d后缓解; 4只
在制模后第7-9天死亡(4/34); 制模后第1天即
出现肠道病理改变, 第5天出现急性肠道损伤, 
第7天病理改变最严重. 制模对照组大鼠在制
模后第1天部分出现稀便, 持续1-2 d后消失; 
制模后第1天肠道出现轻度病理改变, 3 d后病
变减退; 正常对照组大鼠未见异常, 各组大鼠
肠道病理评分与病变程度一致.

结论: 大鼠TNBS制模后早期即表现出肠道损
伤, 制模后第7天病理改变达到高峰, 此后向慢
性炎症转化; TNBS制模后5 d内可用于急性肠
道损伤的实验性研究.

关键词: 肠道损伤; 三硝基苯磺酸; 动物模型
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0  引言

肠道损伤是临床常见的综合征, 有多种表现形

式, 既有急性病变, 也有慢性病变; 既可以是肠

道本身病变, 也可以是全身病变的局部表现. 复
制不同形式的肠道损伤的动物模型, 有利于针

对性地开展实验性研究. 我们用三硝基苯磺酸

复制了大鼠肠道损伤模型, 并在制模后连续观

察了制模大鼠的病变过程.

1  材料和方法

1.1 材料 64只SD大鼠, 雌雄不限, 体质量130-150 
g, 由南方医科大学实验动物中心提供; TNBS为
Sigma公司产品, 购自南方医科大学试剂中心, 
浓度为5 g/L, 与纯乙醇按1∶1体积混合, 配制成

含500 mL/L乙醇的TNBS溶液, 终浓度为2.5 g/L; 
Olympus BX40光学显微镜是Olympus公司产品; 
其他为国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组及处理集 60只SD大鼠随机分为

3组, 制模组30只, 制模对照组24只, 正常对照

组6只; 用30 g/L戊巴比妥钠ip麻醉后, 上述3组
大鼠分别经肛门灌肠缓慢注入1 mL的2.5 g/L 
TNBS、500 mL/L乙醇及生理盐水, 制模后大鼠

平躺, 自然清醒, 常规饲养. 制模组和制模对照

组大鼠分别于制模后第1、3、5、7天麻醉后各

处死6只, 制模组大鼠制模后第10天再处死6只, 
正常对照组大鼠制模后第1天全部处死; 全部动

物处死前用戊巴比妥钠麻醉. 处死后剖腹观察

腹腔及腔管病变, 并剖开肠腔, 观察肠黏膜病变, 
进行大体病理评分; 取病变最明显部位肠组织

一块, 甲醛固定、包埋、切片、HE染色后行病

理组织学观察和评分.
1.2.2 观察和病理评分方法 每天记录大鼠一般

情况变化, 包括粪便性状、进食情况、精神状

态及死亡发生情况. 大体病理评分参考王皓 et al 
标准 [1](表1); 病理组织学评分参考A r a k i[2]及

Gulpinar et al [3]评分标准制定, 根据黏膜损伤、隐

窝破坏、黏膜出血、间质水肿及炎性细胞浸润

轻、中、重程度分别计1、2、3分, 每个标本组

织损伤评分取上述5项指标的总和. 
统计学处理 结果以mean±SD表示, 所测数

据用SPSS12.0统计软件进行单因素方差分析的

LSD检验, 以P≤0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠一般情况变化 制模组大鼠制模后第1天
即出现稀便、懒动、畏寒及进食减少, 大部分

出现血便, 稀便和血便持续至第10天, 精神状态

和进食减少, 7 d后逐渐改善; 死亡4只, 发生于制

模后7-9 d, 剔除下一步试验, 再补充制模4只; 制
模对照组部分大鼠制模后第1天出现稀便, 仅持

续1-2 d, 精神状况基本正常, 1 d后进食正常, 无
死亡发生; 正常对照组大鼠未见异常.
2.2 大体病理观察 制模组大鼠在制模后第1天见

结肠黏膜充血; 3 d出现腹腔渗出, 肠腔扩张, 结
肠黏膜出现溃疡和糜烂, 有出血病灶; 5 d腹腔

渗出增多, 结肠黏膜出现多溃疡和出血病灶; 7 
d病变最严重, 结肠黏膜出现大的融合性溃疡和

广泛出血病灶; 制模后10 d见腹腔渗出减少, 部
分大鼠出现腹腔粘连, 大部分大鼠溃疡变小或

■研发前沿
复制稳定的动物
模型是研究肠损
伤 的 必 要 条 件 . 
复制肠损伤动物
模 型 方 法 多 ,  用
TNBS灌肠方法制
作炎症性肠道损
伤是实验研究中
应用较多和较方
便的方法, 广泛用
于人类各种肠道
病变的发病机制
的研究, 但TNBS
诱导的肠损伤模
型制模后的系列
病理变化过程的
研究尚较少见报
道, 连续的病理变
化研究有利于肠
道损伤的发生机
制和防治措施的
研究.

表 1 结肠损伤大体评分标准

     
大体形态                                                                       评分

粘连

    无                                                                         0

    轻度                                                                      1

    重度                                                                      2

溃疡及炎症

    无                                                                         0

    局部充血, 无溃疡                                                  1

    1处溃疡不伴充血或肠壁增厚                                2

    1处溃疡伴炎症                                                     3

    2处溃疡伴炎症                                                     4

    >2处溃疡和/伴炎症>1 cm                                    5

    溃疡和/伴炎症>2 cm, 病变每增加1 cm加1分       6-8
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消失, 结肠黏膜充血和水肿减轻. 制模对照组大

鼠腹腔未见病变, 制模后第1天出现肠黏膜轻度

充血或毛细血管网消失, 未见溃疡和糜烂形成; 
制模3 d后肠道病变消失. 正常对照组大鼠未见

异常.
2.3 组织病理变化 制模组大鼠制模后第1天黏

膜充血, 肠黏膜上皮中度受损, 黏膜下层见中

量中性炎性细胞浸润, 轻度水肿, 未见出血病

灶, 隐窝结构轻度受损(图1A); 第3天出现黏膜

溃疡形成, 隐窝中度破坏, 黏膜下见中量中性

粒细胞炎性细胞浸润, 黏膜下水肿明显(图1B); 
第5天出现黏膜多处溃疡形成, 隐窝变浅, 有出

血病灶、坏死病灶形成, 腺体破坏明显, 多处

溃疡形成, 伴有黏膜缺损, 全层肠壁炎症浸润, 
浆膜有炎性细胞渗出, 黏膜下水肿明显(图1C); 
第7天黏膜上皮细胞广泛脱落, 溃疡加深增大, 

形成融合性溃疡, 广泛黏膜出血病灶, 肠壁全

层炎性细胞浸润, 水肿明显, 有脓肿形成, 隐窝

破坏(图1D); 第10天黏膜上皮细胞中度受损, 
隐窝破坏减轻, 肠壁全层炎性细胞浸润, 以黏

膜和黏膜下层明显, 溃疡病变未加重, 出血和

坏死病灶有吸收(图1E). 制模对照组大鼠第1天
出现黏膜轻度损害, 黏膜下层轻度水肿, 见中

性粒细胞浸润至肌层, 腺体结构未见明显异常, 
无出血病灶形成(图1F); 第3天后见黏膜上皮基

本完整, 隐窝结构完整, 水肿减轻, 黏膜下层炎

性细胞浸润减少(图1G). 正常对照组大鼠组织

病理未见明显变化(图1H). 
2.4 病理评分 制模组大鼠大体及病理评分均在

制模后第7天达到病理改变的高峰; 制模对照组

大鼠病理评分仅在制模后第1天明显, 以后病理

改变消退(图2A-B).

■相关报道
Yamamoto、Onori 
et al 用TNBS复制
大鼠结肠损伤的
模型进行 I B D 发
病机制的分子和
遗传学、非炎症
部位肠道肌肉收
缩功能障碍, 以及
不同时间点的病
理变化等研究, 提
示肠损伤随着时
间的增长, 大鼠肠
道病理变化加重, 
但有一定的时限
性. 本文的研究发
现制模后第1天就
表现出明显的肠
道损伤, 并且在制
模后第7天病理改
变达到高峰.
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图 1 大鼠组织病理图片(HE×100). A: 制模后第1天; B: 制模后第3天; C: 制模后第5天; D: 制模后第7天; E: 制模后第10天; F: 

制模对照组第1天; G: 制模对照组第3天; H: 正常对照组.
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3  讨论

复制稳定的动物模型是研究肠损伤的必要条

件. 复制肠损伤动物模型方法多, 但不同的肠损

伤动物模型表现出不同的病理特点. 用TNBS灌
肠方法制作炎症性肠道损伤是实验研究中应用

较多和较方便的方法[4]. TNBS诱导的大鼠肠损

伤模型广泛用于人类各种肠道病变发病机制的

研究, 如Yamamoto用TNBS鼠结肠损伤的模型

进行IBD发病机制的分子和遗传学研究[5]; Onori 
et al [6]将TNBS大鼠肠损伤动物模型用于研究非

炎症部位肠道肌肉收缩功能障碍; TNBS肠损伤

动物模型还用于肠道各种神经和炎症介质表达

和传导的研究[7]; 用TNBS肠损伤模型进行的多

个研究, 如抗氧化应激[8]、抑制过度的炎症表

达[9]、调节免疫平衡等[10]也取得了效果, 所以, 
TNBS诱导的肠损伤模型涉及多种机制参与其

中, 弄清TNBS制模后病理变化过程, 有利于从各

个方面研究肠道损伤的发生机制和防治措施.
TNBS是一种是弱有机弱酸, 属于半抗原类

物质, 单一使用并不造成组织损害, 但与乙醇联

合应用就能导致各种免疫应答, 其机制是乙醇

造成黏膜损伤, 使TNBS与组织蛋白结合, 成为

完全抗原, 诱导机体发生自身免疫性损伤[11]. 本
研究中的病理变化过程也同样证明了这种机制, 
假制模对照组大鼠病理改变程度较轻, 且仅在

结肠注入乙醇后第1天有一定程度的病理改变, 
此后肠道病变逐渐消失. 这个现象说明, 该模型

早期结肠病变是乙醇的化学损伤所致, 而继发

的肠道损伤是TNBS协同作用的结果.
从病理变化过程发现, TNBS制模后第1天

就表现出明显的肠道损伤, 病理改变在第3-5天
后明显加重, 并且在制模后第7天病理改变达到

高峰, 以后病理改变开始逐渐减轻, 变成慢性肠

道炎症, 这与有关文献报道是一致的[12]. 因此, 
TNBS制模后7 d内可用于急性炎症性损伤的研

究, 10 d后也可用于复制慢性结肠炎症性损伤动

物模型[13], 这在一定程度上反应了人类炎性肠

病(inflammatory bowel disease, IBD)不同时期的

病理改变和免疫损伤的特点[14]. 从研究中我们

注意到, 在制模7 d后大鼠有一定的死亡率(4/34), 
而在制模后5 d肠道急性损伤的特点已很明显, 
没有动物死亡发生, 因此, 选择在制模后5 d进行

急性肠道损伤的研究是适合的. 分析大鼠制模后

一般表现情况, 与肠道病理变化过程是相符的.
肠道损伤的病理评分包括大体病理评分和

组织病理评分, 评分方式较多, 应注意结合动

物模型病变程度和特点以及实验周期的制定

等多方面因素, 根据实验的具体情况, 有目的

地制定有实用意义的评分标准. 我们在Araki及
Gulpinar et al报道的评分标准基础上进行了适

当修改, 目的是使评分标准能详细体现出TNBS
制模后急性期肠道病理改变的特点. 在本实验

模型的急性期, 不同程度的黏膜上皮层受损、

肠壁全层的炎症和水肿以及出血病灶均能在评

分标准中得到体现. 病理评分与肠道损伤的病

理变化过程也是一致的.
从已有的文献报道和我们的实验结果可以

看出, TNBS作为肠损伤的动物模型实验周期短, 
方法简单, 费用低廉, 动物耐受性好, 制模成功

率高. 
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■同行评价
本文从连续系列
的病理检测这个
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复制大鼠结肠损
伤 的 模 型 ,  对 模
型在不同时间的
可利用性进行评
估, 为肠道损伤的
模型制作和实际
应用提供了理论
依据. 本研究手段
较先进, 病历资料
完整. 立题目的明
确, 结论客观真实
可靠. 是一篇较好
的科研论文.
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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
AIM: To evaluate the safety of exogenous carbon 
monoxide inhaled during intestinal ischemia/
reperfusion (IR) in rats, and to monitor its 
effect on carboxyhemoglobin (COHb) blood 
concentration.

METHODS: Thirty-two male Wistar rats weigh-
ing 220–260 g were randomly divided into four 
groups of eight rats each: group Ⅰ, sham opera-
tion (control group); group Ⅱ, small intestinal 
IR; group Ⅲ, 100 μL/L carbon monoxide (CO) 
inhalation; and group Ⅳ, 250 μL/L CO inhala-
tion. Superior mesenteric artery (SMA) was iso-
lated and clamped for 60 min, followed by 120 
min reperfusion. In groups Ⅲ and Ⅳ, different 
doses of CO were continuously inhaled from 
the time of the SMA being clamped to the end of 
the experiment. In groups Ⅰ and Ⅱ, air was in-
haled instead of CO. Blood samples were taken 
before the SMA was clamped, at 15 min before 
ischemia (T1), 1 h (T2) after ischemia, and 1 h (T3) 

and 2 h (T4) after reperfusion, for determination 
of COHb blood concentrations.

RESULTS: The COHb blood concentration 
increased significantly after CO inhalation in 
groups Ⅲ and Ⅳ when compared with group Ⅱ 
at T2 , T3 and T4 (4.1% ± 1.3% and 10.1% ± 3.0% vs 
1.0 ± 0.2%; 5.8% ± 1.1% and 13.1% ± 2.8% vs 1.2% 
± 0.3%; 6.8 ± 1.2 and 13.3% ± 3.1% vs 1.1% ± 0.2%; 
P < 0.05).

CONCLUSION: It is safe to inhale 100 μL/L and 
250 μL/L CO during intestinal IR in rats.

Key Words: Small intestine; Reperfusion injury; 
Carboxyhemoglobin; Carbon monoxide

Han N, Chen WM. Effect of exogenous carbon monoxide 
on carboxyhemoglobin blood concentration during intes-
tinal ischemia/reperfusion in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(27): 2923-2926

摘要
目 的 :  通 过 检 测 大 鼠 血 中 碳 氧 血 红 蛋 白
(COHb)浓度的变化, 探讨小肠缺血再灌注过
程中外源性应用不同浓度一氧化碳的安全性. 

方法: ♂Wistar大鼠32只, 随机分为假手术对照
组(Ⅰ组)、小肠缺血再灌注组(Ⅱ组)及缺血时

吸入浓度分别为100、250 μL/L一氧化碳(CO)
的Ⅲ、Ⅳ组;制作小肠缺血再灌注模型 .  分别

于缺血前15 min(T1), 缺血后1 h(T2), 再灌注后1 
h(T3)、2 h(T4)取动脉血测定COHb浓度. 

结果: Ⅰ组及Ⅱ组缺血再灌注前后各时点COHb
浓度无明显差异, Ⅲ、Ⅳ组缺血后的T2(4.1%
±1.3%, 10.1%±3.0% vs  1.0%±0.2%)、
T3(5.8%±1.1%, 13.1%±2.8% v s  1.2%±

0.3%)、T4(6.8%±1.2%, 13.3%±3.1% vs  1.1%
±0.2%)时点与Ⅱ组相应时点比较, COHb浓度
升高(P <0.05).

结论: 大鼠小肠缺血再灌注过程中外源性应
用100 μL/L和250 μL/L的CO均是安全的.
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■背景资料
过去一直被认为
是毒性气体的一
氧化碳(CO)现被
发现其作为细胞
信使在人体各种
生理和病理过程
中发挥着重要调
节作用. 而作为内
源性CO补充的外
源性CO的应用问
题开始越来越受
到人们的关注.  
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0  引言

研究发现, 过去一直被认为是毒性气体的一氧

化碳(CO, carbon monoxide)作为细胞信使在人体

各种生理和病理过程中发挥着重要调节作用[1-4]. 
本文通过复制大鼠小肠缺血再灌注 ( I I R , 
intestinal ischemia-reperfusion)模型, 检测IIR过程

中给予外源性CO时血中碳氧血红蛋白(COHb)
的变化, 确定外源性CO应用于此病理生理过程

的安全性, 为进一步研究外源性CO防治IIR所致

多器官损伤的作用提供可行性依据.

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物健康♂Wistar大鼠32只, 体质

量220-260 g; 由中国医科大学实验动物中心提

供. 实验试剂和药品: 标准一氧化碳气体(大连大

特气体有限公司提供, 钢瓶号: 982910/9200219,
压力: 9.0 MPa, 浓度: 250×10-6/100×10-6, 空
气平衡); 乌拉坦(200 g/L). 实验器材: CIBA-
CORNING238型血气分析仪, Detax压力监测仪, 
B-D微量输液泵和B-D动静脉留置套管针(美国), 
大鼠气管插管和带单向活瓣T型管(自制); 小动

物手术器械等.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组 大鼠实验前禁食12 h, 自由饮水. 
随机分为假手术对照组(Ⅰ组)、小肠缺血再灌注

组(Ⅱ组)及吸入浓度分别为100 μL/L、250 μL/L
一氧化碳的Ⅲ、Ⅳ组. 每组8只.
1.2.2 动物模型制作 采用肠系膜上动脉(Superior 
Mesenteric Artery, SMA)夹闭-开放方式复制IIR模
型[2]. 大鼠ip乌拉坦(1.0 g/kg)麻醉, 开放股静脉持

续微泵输注乳酸钠林格氏液(10 mL/kg·h). 行颈动

脉置管(用于测定动脉压及采血), 气管切开插管

后接带单向活瓣T型管(活瓣能保证吸入气为所

需气体, 呼出气进入大气), 保留自主呼吸. 常规消

毒后取腹正中切口3-4 cm, 游离SMA, 血压平稳10 
min后用显微手术用无损伤动脉夹关闭SMA起始

部, 造成肠缺血; 缝合切口, 60 min后经原切口入

腹腔, 去除动脉夹, 恢复小肠血供120 min即为IIR
模型. Ⅰ组除不阻断SMA外, 操作与其他组相同. 
Ⅲ、Ⅳ组于缺血前10 min开始时分别吸入相应

浓度的CO. 再灌注时为防止血压急剧下降, 快速

补充乳酸钠林格氏液1-2 mL/次. 
1 . 2 . 3  观察指标和检测方法  实验中连续监

测大鼠动脉压(M A P)变化 ,  分别于缺血前15 
min(T1), 缺血后1 h(T2), 再灌注后1 h(T3)、2 h(T4)
记录M A P值 .  Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组分别于T1、T2、 
T3、T4时点取颈动脉血0.3 mL; Ⅰ组于相应时点

取血. 以血气分析仪测定血气值及血中COHb值. 
统计学处理 本实验所有数据以均数±标准

差(mean±SD)表示. 采用SPSS13.0专业统计软

件对数据进行单因素方差分析和t检验. P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 动物基础情况 各组动物体质量、基础血气

值、基础血红蛋白值(Hb)均在正常范围内, 组间

无显著性差别(P >0.05, 表1).
2.2 各组动物MAP的变化Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组同Ⅰ组

相应时点比较, 再灌注后的T3、T4时点MAP下
降显著(P <0.01); Ⅲ、Ⅳ组同Ⅱ组相应时点比较, 
CO吸入后的T2、T3、T4时点MAP变化无明显差

异(P >0.05)(表2).
2.3 各组动物血中COHb的变化 Ⅰ组各时点、Ⅱ

组缺血及再灌注前后各时点COHb浓度无明显

差异(P >0.05). Ⅲ、Ⅳ组缺血后(即吸入CO后)的
T2、T3、T4时点与Ⅱ组相应时点比较, COHb浓
度升高(P <0.05), 且Ⅳ组升高更显著(P <0.01). 与
本组缺血前的T1时点相比, Ⅲ组COHb浓度升高

(P<0.05); Ⅳ组COHb浓度升高显著(P<0.01)(表2). 

3  讨论

CO无色、无味、无刺激性, 过去一直被认为是

一种毒性气体分子, 因此对他的研究多局限在

毒理学领域. 其中毒机制是: CO与人体红细胞内

Hb分子的原卟啉的亚铁复合物发生紧密而可逆

的结合, 形成COHb, 妨碍Hb与O2的结合与解离, 
从而造成组织缺氧. 神经系统由于对缺氧最敏

感且耐受最差, 因此毒性伤害发生最早也最重. 
判断CO对生物体产生的毒性伤害程度有许多生

理学、神经学和病理学指标, 而测定血中COHb
浓度是其中最重要和最直接的方法之一. 研究

显示: 当人体血中COHb超过10%时, 可引起头

痛、头晕、心悸、呕吐等轻度中毒症状; 超过

50%时, 可出现持续昏迷、各种反射消失, 甚至

死亡[5]. 与导致大鼠神经行为改变和脑血管损伤

相对应的最低COHb阈值是15%-20%[6]. 而随着
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■应用要点
本文通过检测大
鼠小肠缺血再灌
注过程中给予外
源 性 C O 时 血 中
碳 氧 血 红 蛋 白
(COHb)的变化 , 
确定外源性CO应
用于此病理生理
过程的安全性, 为
进一步研究外源
性CO 防治IIR所
致多器官损伤的
作用提供可行性
依据.
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近年对细胞间信使分子研究的深入, 发现哺乳

动物在生理条件下体内普遍存在内源性CO分

子, 他们大多由血红素氧合酶(HO)催化血红素

降解时产生[7-8], 部分能结合和激活可溶性鸟苷

酸环化酶(SGC), 通过调节环磷酸鸟苷(cGMP)的
生成起到细胞信使的作用[7].　

越来越多的研究发现, CO作为一种细胞信

使分子在生物体内具有舒张血管和支气管平

滑肌、抑制血小板聚集、抑制炎症反应、抗

凋亡、抗增殖等多种生理学作用, 在神经、呼

吸、循环等生理过程和抑制急性肺损伤、脏器

缺血再灌注损伤、器官移植排斥反应等病理过

程中发挥着重要调节作用[9-11]. 由于在严重病理

生理过程中内源性CO的产生有限, 不能达到对

机体组织的保护作用, 于是作为内源性CO补充

的外源性CO的应用问题开始受到人们的关注. 
有关“外源性应用CO能否在不引起毒性反应

的情况下抑制部分严重病理生理过程的发生和

发展”这一课题已经成为危重症治疗领域研究

的热点之一. 如Otterbein研究发现, CO可明显提

高大鼠对高氧性肺损伤的耐受性: 吸入24 h高浓

度氧的大鼠全部死亡, 而同时吸入CO的大鼠全

部存活; 吸入CO能明显减轻高氧所致的胸腔积

液、肺水肿、PMN在肺中的扣留及肺泡支气管

灌洗液中蛋白含量, 使肺细胞凋亡指数下降, 未
发现任何副作用[12]. Neto和Nakao et al给接受肾

和小肠移植的大鼠从移植前1 h开始至移植IR后
24 h连续吸入CO, 与未吸入CO组相比, 围移植

期吸入CO可使移植器官减轻IR损伤、改善移植

器官功能、发挥抗排斥效应并提高存活率[13-14]. 
在鼠心脏移植模型中, 连续2 d吸入一定浓度的

CO, 其抑制排斥反应的作用可持续达50 d.
本研究对外源性CO应用在大鼠IIR过程中

的安全性进行了探索. I I R是机体遭受严重创

伤、大手术、烧伤和感染等打击后最早发生的

病理生理过程之一, 可以导致肠道屏障功能不

全, 引起大量原存在于肠腔内的细菌和内毒素

发生移位, 严重时可激发全身性炎症反应(SIRS)
的形成, 并最终导致多器官功能衰竭(MODS)[15]. 
为避免对大鼠产生毒性作用, 本实验选择的外

源性CO的浓度极低, 是CO大鼠半数致死剂量

(LD50∶1807 μL/L/4 h)的1/20-1/7, 是用于测定

人肺弥散功能所用CO浓度(3000 μL/L)的1/12, 甚
至低于吸烟时接触的CO浓度(400 μL/L). 实验结

果显示: 在整个IIR过程中, 大鼠吸入100 μL/L和 
250 μL/L的CO, 对MAP没有明显影响. 吸入100 
μL/L CO时, 血内COHb升高; 当吸入250 μL/L 
CO时, 血内COHb虽升高明显, 但最高也仅达到

13.3%, 没有超过引起大鼠神经行为改变和脑血

管损伤的最低阈值. Otterbein et al [12]的研究也认

为正常大鼠持续接受≤250 μL/L的CO并不能引

起不良反应的发生. 本研究在大鼠IIR前后测定

表 1 各组动物基础情况(n  = 8, mean±SD)

分组          体质量(g)                 pH                 PaO2(mmHg)         PaCO2(mmHg)          Hb(g/L)

  I组          240±13            7.2±0.1            55.2±3.8             44.5±5.5            133±16

 II组          236±15            7.2±0.1            53.6±4.0             42.6±6.3            122±17

III组          238±16            7.2±0.1            56.3±2.6             46.2±5.3            132±10

IV组          237±15            7.2±0.0            54.6±3.0             43.7±5.4            131±19

     

表 2 各组动物MAP变化和各时点COHb值情况(n  = 8, mean±SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs  II组相应时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  本组T1时点, fP<0.01 vs  I组相应时点.

分组                                      T1                          T2                            T3                              T4

MAP(mmHg)  I组       115±15               95±12                 90±7                   83±8

                     II组        120±9               91±10           72±9f                  65±8f

                    III组        118±7               92±7           71±6f        68±5f

                    IV组        121±8              102±13                 78±6f       72±4f

COHb(%)       I组         1.3±0.4            1.1±0.3              1.3±0.2      1.3±0.6

                     II组         1.1±0.3            1.0±0.2               1.2±0.3      1.1±0.2

                    III组         0.9±0.3            4.1±1.3ac             5.8±1.1ac             6.8±1.2ac

                    IV组         0.9±0.2          10.1±3.0bd           13.1±2.8bd           13.3±3.1bd

■同行评价
本文设计合理, 思
路 清 晰 ,  论 证 有
据, 对临床有一定
的指导意义和参
考价值.
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的血中COHb结果表明, 我们选择的两种浓度的

CO 均可以安全地应用在大鼠IIR过程中, 不会

产生毒性作用. 至于外源性应用100 μL/L、250 
μL/L CO是否能在大鼠IIR过程中对多器官损伤

起到防治作用且防治程度有何不同, 还有待于

进一步研究.　
血中COHb浓度的变化表明, 大鼠IIR过程中

吸入浓度为100 μL/L和250 μL/L的CO均是安全

的. 这为进一步研究外源性CO防治IIR所致多器

官损伤的作用奠定了安全性基础. 
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Abstract
AIM: To establish a new method for the detection 
of human carcinoma-embryonic antigen (CEA) 
using fluorescent amplification catalyzed by T7 
polymerase technique (FACTT).

METHODS: Avidin was used to bridge biotinyl-
ated detection antibody and biotinylated DNA. 
T7 RNA polymerase was added to perform RNA 
amplification. RNA products were quantified by 
adding the RNA intercalating dye RiboGreen. 
CEA was determined by the enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The detection limit of FACTT for 
human CEA was 2 × 10-3 mg/L, which was 125 
times more sensitive than ELISA (0.25 mg/L), 
which was performed in parallel.

CONCLUSION: The FACTT has a higher sensi-
tivity than sandwiched ELISA for the detection 
of human CEA, and may be a powerful and very 

sensitive tool for early stage clinical diagnosis.

Key Words: T7 RNA polymerase; Fluorescent am-
plification; Carcinoma-embryonic antigen; Enzyme-
linked immunosorbent assay

Zhu ZM, Li SY, An P, Bai X, Yu B. Detection of human 
carcinoma-embryonic antigen using fluorescent 
amplification catalyzed by T7 polymerase technique. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(27): 2927-2930

摘要
目的: 建立检测人癌胚抗原(CEA)的T7 RNA
聚合酶催化的荧光扩增技术(f l u o r e s c e n t 
amplification catalyzed by T7 polymerase 
technique, FACTT).

方法: 以亲和素作为连接分子, 连接生物素化
的检测抗体和生物素化的DNA, 加入T7RNA
聚合酶进行转录扩增反应, 对生成的RNA产
物进行荧光检测, 并同时进行夹心酶联接免疫
吸附剂测定(ELISA)方法检测人CEA.

结果: 成功的建立了检测人CEA的T7 RNA聚
合酶催化的荧光扩增技术, 其检测CEA的灵敏
度达2×10-3 mg/L, 比夹心ELISA 方法灵敏度
(0.25 mg/L)高125倍.

结论: T7 RNA聚合酶催化的荧光扩增技术较
夹心ELISA方法具有更高的敏感性, 有可能作
为一种新的检测方法用于临床的早期诊断.

关键词: T7 RNA聚合酶; 荧光扩增技术; 癌胚抗原; 

酶联接免疫吸附剂测定
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0  引言

T7 RNA聚合酶催化的荧光扩增技术(fluorescent 
amplif icat ion catalyzed by T7 polymerase 
technique, FACTT)是由Zhang et al [1]建立的一种

新的抗原检测方法. 他将抗原抗体的反应的特
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®

■背景资料
CEA(癌胚抗原 )
是 一 种 糖 蛋 白 , 
是由Gold(戈德 )
和F r e e d m a n (弗
里 德 曼 ) 在 结 肠
癌患者和内胚层
( 胃肠道 ) 的上皮
肿瘤中首次发现 
的 ,  FACTT即T7 
RNA聚合酶催化
的荧光扩增技术, 
原理与免疫PCR
相似, 目前临床上
均使用酶联免疫
吸附试验检测肿
瘤标志物.



异性、T7 RNA聚合酶的线性扩增能力以及荧光

检测的敏感性结合在一起, 提高了对抗原检测

的敏感性, 而且整个实验过程均在室温下进行, 
而免疫PCR则需要不断改变反应体系的温度, 所
以本实验的重复性更好. 目前临床上均使用酶

联免疫吸附试验(enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)检测肿瘤标志物, 检测极限范围大

多在0.01-50 mg/L之间[2]. 本研究通过建立检测

人CEA的T7 RNA聚合酶催化的荧光扩增方法, 
并与夹心ELISA方法比较其灵敏度, 为进一步使

用该方法检测其他肿瘤标志物奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 CEA捕获抗体、检测抗体、生物素

化抗体及C E A标准品, C E A夹心E L I S A检测

试剂盒均购自C a n a g公司;  亲和素、生物素 , 
RiboGreen购自Invitrogen公司, DNA模板pGEM® 
购自Promega公司(含有T7启动子及T7终止子), 
NTP、T7 RNA polymerase plus购自Ambion公司. 
引物序列: F: 5'CTCTTCGCTATTACGCCAGG  
3'; R: 5'CAATACGCAAACCGCCTC3', 由鼎国公

司合成, 其中上游引物5'端碱基上带有生物素标

记. 荧光连续测读仪Thermo Ascent公司.
1.2 方法 生物素化DNA指示分子的构建按文

献报道进行[3-5]. 根据DNA的核苷酸序列用DNA 
Star软件设计1对引物, 其中上游引物的5'端碱基

上带有生物素标记. 以pGEM®为模板进行PCR
扩增, 扩增产物回收后纯化并定量测定, 保存在

-20℃. 夹心ELISA方法严格按照说明书进行操

作. FACTT方法检测人CEA按文献进行[1]. 取96
孔板一块, 每孔加60 µL捕获抗体(用碳酸盐－

碳酸氢盐包被缓冲液稀释成5 mg/L)4℃过夜. 加
10 g/L酪蛋白封闭液, 22℃ 1 h. 加20 µL待检抗

原(包括对照品, 位于1 mL/L的FBS中)22℃孵育

1 h. 加20 µL稀释的生物素化检测抗体(180 mg/

L)22℃孵育1 h. 加5 mg/L链亲和素22℃孵育1 h. 
加500 mg/L生物素化DNA(扩增模块)22℃孵育

1 h. 洗板液PBST(含1 mL/L Tween20的PBS)洗
板6次, 在每次结合孵育后. 洗板后, 每孔加20 µL
反应混合液, 组成: 60 U T7RNA聚合酶(ambion), 
1.25 µmol NTP, 1×T7缓冲液. 37℃孵育3 h. 加入

RNase抑制剂, 加20 µL RiboGreen(1∶200稀释, 
按说明书进行). 在荧光光谱仪上测量(激发波长

485 nm, 发射波长535 nm). 

2  结果

2.1 双抗夹心ELISA 法检测人CEA的结果 取
2 mg/L的人CEA标准品, 以稀释液倍比稀释后

得系列稀释度的待测品, 浓度分别是2 mg/L、
1 mg/L、0.5 mg/L、0.25 mg/L、0.125 mg/L、
0.0625 mg/L, 每个浓度设3个复孔. 检测极限的

判定: 大于阴性对照组的平均A值加上其3倍的

标准差所对应的浓度值. 结果双抗夹心ELISA 
法最低可检测出0.25 mg/L的人CEA(图1).
2.2 FACTT方法检测人CEA的敏感度 取2 mg/L
的人CEA标准品, 以稀释液作10倍系列稀释后

获得系列稀释度的待测品, 浓度分别是2 mg/L、
0.2 mg/L、2×10-2 mg/L、2×10-3 mg/L、2×10-4 
mg/L、2×10-5 mg/L, 每个浓度设3个复孔. 检测

极限的判定: 大于阴性对照组的平均A值加上其

3倍的标准差所对应的浓度值. FACTT方法最低

可检测出2×10-3 mg/L的人CEA(图2).

3  讨论

FACTT(fluorescent amplification catalyzed by T7 
polymerase technique), 即T7 RNA聚合酶催化的

荧光扩增技术[1], 原理与免疫PCR相似[6], 只是用

T7 RNA聚合酶代替免疫PCR中的Taq聚合酶, 终
产物为RNA分子. 通过1个对DNA和检测抗体具

双重活性的连接分子, 使作为标志物的DNA分

www.wjgnet.com

■名词解释
FACTT: T7 RNA
聚合酶催化的荧
光扩增技术, 是一
种新的抗原检测
方 法 ,  他 将 抗 原
抗体反应的特异
性、T7RNA聚合
酶的线性扩增能
力及荧光检测的
敏感性结合在一
起, 较ELISA具有
更高的敏感度. 

图 1 双夹心ELISA方法检
测人CEA的结果.
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子特异地结合到抗原-抗体复合物, 作为标志物

的DNA分子含有T7启动子及T7终止子[7-8], 随后

加入的T7 RNA聚合酶以DNA标志物为模板生

成线性的RNA, 线性RNA产物的存在标明DNA
标志物分子特异地与抗原-抗体复合物发生了连

接, 进而证明抗原的存在; 而RNA产物的定量分

析可间接反映被测抗原的浓度. FACTT实验体

系的基本组成包括待检测抗原、一对抗体(针对

待检测抗原不同表位的捕获抗体及检测抗体)、
连接分子、DNA指示分子、T7 RNA聚合酶和

RNA荧光检测染料[9].
C E A (癌胚抗原 )是一种糖蛋白 ,  是由

Gold(戈德)和Freedman(弗里德曼)在结肠癌患

者和内胚层(胃肠道)的上皮肿瘤中首次发现 
的[10-11]. 免疫学检测发现体内存在许多CEA样的

分子. 所以本实验采用针对人CEA的一对mAb, 
可克服这些交叉反应性CEA样分子的干扰, 其
中检测mAb针对Gold抗原决定簇Ⅳ, 捕捉mAb
针对Gold抗原决定簇Ⅴ[12]. 

FACTT中作为标志物的DNA分子应包含有

T7启动子及T7终止子, 而且长度应足够, 还要保

证DNA分子的纯度, 不选用待检测样品中可能

存在的DNA分子. 本研究选用含有T7启动子及

T7终止子的pGEM®线性载体作为DNA模板, 根
据其序列设计一对引物, 其中上游引物的5'端生

物素化, 进行PCR获得大量生物化的DNA指示

分子, 纯化并定量后使用, 实验结果表明所产生

的生物素化DNA完全能满足实验的需要. 确定

了生物素化DNA及生物化抗体的最佳浓度. 
FACTT的终产物是通过T7 RNA聚合酶扩增

的RNA分子, Ribogreen荧光染料能特异性地检测

线性RNA分子, 不与游离的核糖核酸分子结合, 
因此能极大地提高检测RNA分子的灵敏度[9]. 

我们建立了检测人CEA的T7 RNA聚合酶催

化的荧光扩增方法, 实验中采用亲和素作连接

分子, 生物素化抗体和生物素化DNA分子是以

游离的方式加入, 使亲和素与生物素结合, 冲洗

后, 再加入生物素化的DNA. 结果表明, FACTT
方法可检测到2×10-3 mg/L的人CEA, 比夹心EL 
ISA 检测方法灵敏度高125倍.

FACTT是新近发展的一种免疫检测技术, 
他提高了E L I S A检测的灵敏度 ,  可以检测出

ELISA测不出的抗原物质, 而且FACTT均在室温

下进行, 反应条件温和, 有别于免疫PCR, 需要改

变反应的条件, 所以FACTT的重复性更好. 
FACTT作为一种新的检测抗原方法, 虽然

具有灵敏度高的优点, 但是操作步骤较多, 洗板

次数频繁, 而且实验的最终产物为RNA. 由于

RNA酶的无处不在, 所以RNA容易受到污染而

降解. 为了避免RNA酶的污染, 实验操作要严谨, 
注意实验环境及所有使用液体的无RNA酶处理, 
可以避免或减少终产物RNA分子的降解. 如果

将检测抗体与DNA分子预结合成复合物或者直

接连接, 则可以大大减少实验步骤, 节约实验时

间, 减少污染的机会, 将有助于临床大规模使用. 
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• 消息 •

第二届北京国际消化疾病高峰论坛在京举行

本刊讯 第二届北京国际消化疾病高峰论坛于2007-09-21/23在北京昆仑饭店举行(图1), 作为消化疾病的国际性

期刊, World Journal of Gastroenterology (WJG )应邀参加了此次会议, 并与GUT主编Robin Spiller教授(图2)、副

主编William Grady教授(图3)亲切合影, 并赠送了最新出版的WJG期刊.

本届论坛由中国医学论坛报社、北京大学医学部消化疾病研究中心、英国医学杂志集团以及GUT杂志

社共同主办, 是继2005年“首届北京国际消化疾病高峰论坛”成功举办后的第二次东西方消化领域的高层学

术交流. GUT主编Robin Spiller教授、北京大学医学部第三医院消化科周丽雅教授等18位消化疾病领域的著名

中外专家, 就炎性肠病、功能性肠病、脂肪肝与肝纤维化、门静脉高压与肝硬化、病毒性肝炎、Barrett食管

与非糜烂性反流病(NERD)、幽门螺杆菌(H pylori )与胃癌、结直肠癌、胰腺炎及其遗传学消化疾病, 分为9个

热点主题, 中西方专家两两组合进行报告, 然后面对面交流和讨论, 指出面临的新问题, 预测消化疾病的发展和

演化趋势, 并分析和比较消化疾病发病特点与发展变化趋势在中国与西方国家的异同.

参加论坛的代表500多位中, 部分特邀发言专家任职WJG编委.

从本届国际性消化疾病大会可以看出, WJG作为消化疾病学领域的国际性唯一一本周刊, 栏目设置和刊

登内容紧密跟踪消化疾病国际研究前沿, 论坛的9个主题都是WJG长期以来和最新关注的重点和热点. 报告专

家报道和述评了各自及其他相关研究组发表的最新研究成果, 其中WJG发表论文被国内外专家引用4篇, 显示

了WJG作为消化疾病领域的国际性和发表论文的高质量.

WJG以本届国际性消化疾病论坛为窗口, 及时动态的跟踪消化疾病研究的难点和重点, 将最前沿的

科研成果吸引到WJG以第一时间发表, 同时, 也适时调整设置栏目, 适应消化疾病发展的新特点、新趋势. 

(科学编辑: 长有德 2007-09-25)

图 1 北京国际消化疾
病高峰论坛会场.

图 2  GUT主编Robin 
Spiller教授(右)和WJG 科
学编辑长有德博士(左).

图 3 GUT副主编Wil-
liam Grady教授(左)和
WJG 科学编辑长有德博
士(右).
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Abstract
AIM: To explore a potential treatment for 
carcinoma by observing the therapeutic effects 
of elemene and chemotherapy in tumor-bearing 
mice (LT). 

METHODS: Pharmaceuticals were injected into 
the centers of tumors in tumor-bearing mice, and 
the expression of the multidrug resistance gene 
(mdr1) was determined by reverse transcription-
polymerase chain reaction. The rate of inhibition 
of tumor growth, the pathology of the tumor 
and mortality were noted. 

RESULTS: The expression levels of mdr1 
i n c h e m o t h e r a p y ( C ) , e l e m e n e ( E ) a n d 
chemiotherapy+elemene (CE) groups were 
100%, 16.67% and 8.33% of the levels in the tu-
mor-bearing (LT) group, respectively, and there 
was statistical significance between the E (or CE) 

and LT groups (P < 0.05). The rates of inhibition 
of tumor growth in mice in groups C, E and CE 
were 24.3%, 29.7%, and 39.5%, respectively, and 
there was statistical significance when compared 
with LT mice, P < 0.05. The mortality of mice in 
groups C, E and CE was 20%, 10%, and 10%, re-
spectively, and there was statistical significance 
when compared with LT mice (40%) (P < 0.05). 
Tumor necrosis was outstanding in CE mice, 
and these mice were more energetic than the 
mice in other groups.  

CONCLUSION: Elemene can reduce the expres-
sion of the mdr1 gene and is effective in killing 
tumors. Further, it is more effective when com-
bined with a chemotherapeutic agent. 

Key Words: Carcinoma; Elemene; Multidrug resist-
ance gene 1; Mice; Combination therapy

Zou DW, Ba J, Ji YT, Lu P. Therapeutic effects of elemene 
and chemotherapy in tumor-bearing mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(27): 2931-2933

摘要
目的: 观察榄香烯结合化疗药对荷瘤小鼠的
治疗作用, 为临床肿瘤的治疗提供理论依据. 

方法: 构建荷瘤小鼠动物模型, 肿瘤内注射给
药, 用逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)方法
测其多药耐药基因(multidrugs resistance gene, 
mdr1)的表达, 同时观察抑瘤率、肿瘤坏死情
况和小鼠死亡率. 

结果: 荷瘤组(LT)、化疗组(C)、榄香烯组
(E)、化疗药+榄香烯组(CE)的mdr1的表达
分别为(100%、100%、16.67%、8.33%), 其
中E、C E与LT组的m d r1比较有显著性差
异(P <0.05); C、E、C E组抑瘤率(24.3%、

29.7%、39.5%)和死亡率(20%、10%、10%)
分别与LT组 (0、40%)比较有显著性差异
(P <0.05). 病理显示, CE组肿瘤坏死明显, 大体
见肿瘤腐肉状, 色晦暗, 质软, 小鼠生存活跃. 

结论: 榄香烯可降低mdr1的表达并有良好的抗
肿瘤的作用, 与化疗药合用抗肿瘤作用更佳.

www.wjgnet.com
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■背景资料
从 B B I 生物碱中
寻找逆转耐药作
用强、特异性高
而毒副作用小的
药物很有希望, 其
中榄香烯的抗肿
瘤效果和机制是
目前研究的热点.
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0  引言

癌细胞的多药耐药(multidrugs resistance, MDR)
影响了肿瘤化疗的进行, 研究证实中药可以应

用于逆转多药耐药[1-3]. 目前部分研究报道榄香

烯可能具有抗肿瘤作用[4-6], 为进一步证实这一

论点, 本研究采用肿瘤内注射给药, 观察4组荷

瘤小鼠的多药耐药基因(mdr1)的表达率、抑瘤

率、肿瘤的病理及死亡率, 探讨榄香烯的抗肿

瘤效果.

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c纯系小鼠, 鼠龄6-8 wk, 体质量

18-20 g, 雌雄各半; 小鼠腹水型肝癌低转移株

H c a-A2/p由大连医科大学病理教研室提供 .   
mdr1引物、内参引物、mRNA提取及反转录试

剂, 均由宝生物公司合成; 榄香烯由大连金港制

药有限公司生产, 阿霉素、丝裂霉素由浙江海

正制药公司生产.
1.2 方法 取传代7 d Hca-A2/p的Balb/c小鼠腹水, 
分离肿瘤细胞, 加入Hank's液稀释成5×1010个细

胞/L, 取100只纯系Balb/c小鼠于右前肢皮下每

只接种0.2 mL, 合1×106个细胞/只, 第6天肉眼

可见肿瘤生长良好, 随机取肿瘤组织镜下观察, 
证实为原肝癌细胞株细胞, 荷瘤小鼠80只随机

均分为4组, 当日开始用1 mL注射器予肿瘤中心

注射药物, 药液均为0.5 mL. 荷瘤组(LT)用生理

盐水0.5 mL; 化疗组(C)用Mitomycinum C 0.025 
mg, Adriamycin 0.125 mg; 榄香烯组(E)Elemene 
0.5 mL; 化疗药+榄香烯组(CE)Mitomycinum C 
0.025 mg, Adriamycin 0.125 mg+Elemene 0.5 mL. 
分别在第6、10、13、18、23天给药, 第28天制

取标本. 按用药后24 h为第7天, 以次类推, 记录

各组小鼠死亡的日期及数量. 脱颈处死后, 每只

小鼠称质量及切取全瘤称质量, 取0.5 cm3肿块

备测mdr1, 其余部分浸泡于140 g/L甲醛液中, 抑
瘤率按下列公式计算: 抑瘤率(%) = (对照组平

均瘤质量-治疗组平均瘤质量)/(对照组平均瘤质

量)×100%. 放大镜下摄片, 分析病理变化. 随机

取各组存活小鼠12只测mdr1 mRNA的表达情况; 
RNA的提取、cDNA的合成、PCR扩增及电泳

PCR产物均按试剂说明书进行. 通过扫描计算机

处理得出各标本mdr1/control cDNA比值, 结合

电泳中荧光条带强弱, 将mdr1/control cDNA比

值分为: (1)mdr1/control cDNA<0.1以(-)表示; (2)
比值在0.1-1之间可见mdr1阳性带但较弱用(+)表
示; (3)比值在1.0以上用(++)表示.

统计学处理 计量资料采用q检验和计数资

料采用χ2检验, 在软件SPSS12.0上进行.

2  结果

2.1 各组mdr1表达情况 瘤株Hca-A2/p的mdr1的
自然表达率占100%. 榄香烯单独或其和化疗药

同时应用, 瘤株的mdr1表达率均有明显的降低

(表1).
2.2 各方案用药后肿瘤组织病理学改变 荷瘤组

(LT)肿瘤细胞密集成团, 间质甚少, 癌细胞异形

性明显, 核大, 核胞比例失调, 深染, 染色质不均, 
核分裂多见, 可见病理性核分裂像, 未见明显肿

瘤细胞坏死. E组、C组镜下可癌细胞不同程度

的变性、坏死. CE组: 大体见肿瘤色晦暗, 呈腐

肉状, 镜下见癌细胞数量明显减少、变性、坏

死, 胞质肿胀红染、疏松, 出现大小不等的空泡, 
胞核肿胀、溶解、裂解、碎裂、固缩, 大量细

胞核消失, 少量中性粒细胞坏死.
2.3 各方案的抑瘤率及死亡率 E组、C组、CE组
的抑瘤率分别为24.3%, 29.7%, 39.5%. 用药后LT
组、C组、E组、CE组死亡率分别为40%, 20%, 
10%, 10%.

3  讨论

多药耐药的形成是肿瘤细胞免受药物攻击的最

有效防御机制, 其形成机制很复杂, 其中以mdr1
及其编码蛋白pgp高表达的研究最为重要[7]. pgp
为单向药物能量依赖外排泵, 他可将肿瘤细胞

内的化疗药物排出细胞外, 致细胞内药物浓度

下降, 因而肿瘤细胞耐药, 也就影响了临床肿瘤

化疗的进行. 近几年, 中药应用于逆转多药耐药, 
因为他的药理作用广泛, 副作用小, 从中药中筛

选MDR逆转剂有广阔前景. 

www.wjgnet.com

表 1 各组mdr1表达情况(n )

     
分组                                 -          ＋         ++       阳性率 (%)

LT                      0 4           8             100ac

C                      0 2         10             100ac

E                                 11 1           1               16.67

CE                    11 1           0                 8.33

aP<0.05 vs  E组; cP<0.05 vs  CE组.

■相关报道
目前部分报道提
示: 榄香烯可防止
肿瘤细胞从S期进
入G2, M期, 并诱
导其凋亡, 而其逆
转mdr1作用尚存
在争议. 部分学者
认为榄香烯与肿
瘤细胞mdr1表达
关系不大, 而有些
学者证实榄香烯
在阿霉素较高浓
度情况下有逆转
mdr1作用.
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潘启超 e t a l [8]研究了11种具有钙阻滞作

用的中药单体 ,  发现对长春新碱天然耐药的

BCL-7402细胞株, 大多数中药单体都有类似钙

通道阻滞剂维拉帕米的体外细胞毒增效作用; 
还研究了属双苄基异喹啉(BBI)生物碱的中药单

体, 例如粉防已碱、蝙蝠葛碱等具有较好的耐

药逆转作用. 结果提示从BBI生物碱中寻找逆转

耐药作用强、特异性高而毒副作用小的药物是

很有希望的, 其中榄香烯的作用尤其得到了肯

定. 榄香烯是从中药莪术中提取的抗癌药, 临床

观察其对恶性肿瘤有较好的疗效和较小的副作

用, 对肿瘤细胞的DNA, RNA和蛋白的合成均有

明显的抑制作用, 防止肿瘤细胞从S期进入G2, 
M期, 降低肿瘤的分裂增值, 并诱导其凋亡, 而其

逆转mdr1作用尚存在争议[9-11]. 
王宝成 et al [12]采用肝癌细胞株BEL-7402对

榄香烯能否促进mdr1的产生以及对产生MDR
肿瘤细胞的生长抑制作用进行了研究, 发现榄

香烯与肿瘤细胞mdr1表达关系不大, 对已产生

MDR肿瘤细胞仍有抑制作用, 未能使敏感株诱

发mdr1的高表达. 而有些学者用化疗药与榄香

烯合用作用于K562及K562/Dom证实榄香烯在

阿霉素较高浓度情况下有逆转mdr1作用, 且有

浓度和时间依赖性. 对此矛盾的结论, 本实验LT
组的mdr1 mRNA表达率为100%. 榄香烯单独在

体内应用测其mdr1 mRNA表达率为16.67%与LT
组100%有显著差异, 提示榄香烯单独应用即可

诱使mdr1逆转, 而CE组的mdr1与C组比较有显

著的差异, 进一步证实榄香烯有逆转mdr1的作

用. 另外观察E组的抑瘤率24.3%、死亡率10%
这两个指标与LT组比较都有明显差异, 与离体

细胞培养结论相一致, 证明榄香烯单独应用就

有良好的抗肿瘤作用. 从病理上看, C组、E组、

CE组肿瘤都有坏死情况, 但CE组肿瘤坏死的严

重和CE组的抑瘤率较C组、E组有差别, 提示榄

香烯和化疗药联合应用抗肿瘤的效果好. 部分

文章报道低浓度榄香烯促进肝癌细胞凋亡, 高
浓度加速肝癌细胞坏死. 总之, 榄香烯和化疗药

联合应用可能有良好的抗肿瘤作用, 其具体机

制尚需进一步的临床研究证实[13-15].
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■应用要点
榄香烯和化疗药
联合应用可能在
临床上会取得良
好的抗肿瘤效果.

■同行评价
本文研究了榄香
烯联合化疗对荷
瘤小鼠抗肿瘤作
用, 设计简单, 内
容易懂, 有一定的
临床意义. 
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Abstract
AIM: To developed a new suicide plasmid, 
pUC19-SacB, for Brucella mutant construction. 

METHODS: The counter-selection gene sacB, 
released from plasmid pKOBEG-SacB by diges-
tion with NdeⅠ, was inserted into the same site 
of plasmid pUC19 to produce pUC19-SacB. This 
plasmid was then applied to the construction of 
a Brucella mutant. DNA sequencing and sucrose 
selection were used.

RESULTS: The counter-selection gene sacB was 
successfully released from pKOBEG-SacB and 
cloned into pUC19 to produce pUC19-SacB. Us-
ing DNA sequencing and sucrose selection, the 
pUC19-SacB plasmid was shown to have coun-
ter-selection capability. Using pUC19-SacB, we 
successfully constructed an unmarked deletion 
mutant of the VirB operon, showing that this 
plasmid can be efficiently used to modify the 
Brucella chromosome.

CONCLUSION: The successfully constructed 
new suicide plasmid pUC19-SacB can be used to 
construct a Brucella unmarked mutant.

Key Words: Brucella ; Counter-selection; Suicide 
plasmid

Wang YF, Chen ZL, Qiao F, Wang ZJ, Du XY, Yuan XT, 
Huang LY. Development of a new suicide plasmid and its 
application to Brucella mutant construction. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(27): 2934-2937

摘要
目的: 改建布鲁氏菌自杀载体.

方法: 用Nde Ⅰ将pKOBEG-SacB质粒中的反
向筛选基因sac B切下来, 与同样酶切处理的
pUC19质粒连接, 得到pUC19-SacB, 经测序和
蔗糖筛选实验证实.

结果: 成功将SacB从pKOBEG-SacB中切下来
并插入到pUC19质粒中, 构建得到了pUC19-
SacB. 测序和蔗糖筛选实验证实, 插入的sac B
基因具有较好的反筛功能. 我们利用该质粒, 
成功的构建了布鲁氏菌Ⅳ型分泌系统的突变
株, 改建的载体能高效的应用于布鲁氏菌染色
体的精确修饰. 

结论: 构建了一个新的自杀质粒pUC19-SacB, 该
质粒能用于布鲁氏菌无痕缺失突变株的构建.

关键词: 布鲁氏菌; 反向筛选; 自杀载体
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0  引言

布鲁氏菌病(Brucellosis)是由布鲁氏菌(Brucella )
引起的一种人畜共患病, 在世界各地都有广泛

流行[1]. 在我国, 布鲁氏菌病曾在一段时间内得

到了较好的控制, 人间和畜间布鲁氏菌病的发

®

■背景资料
布鲁氏菌危害严
重, 在世界各地都
有广泛流行. 一直
以来, 致病机制研
究都是布鲁氏菌
研究的重点, 而突
变株的构建是致
病机制研究的前
提.
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病率下降到了一个较低的水平. 但是, 由于没有

较好的监测畜间疫情并及时采取控制措施, 近
年来, 布鲁氏菌病在我国有重新抬头的趋势. 一
直以来, 致病机制研究都是布鲁氏菌研究的重

点和热点[2]. 目前, 病原菌的致病机制研究主要

是通过失活或缺失特定的基因, 然后分析突变

株各种表型的变化, 从而解析目标基因的功能[3]. 
因此, 突变株的构建是致病机制研究的前提. 在
以往的研究中, 常以克隆载体pUC19等作为自杀

载体来构建布鲁氏菌的插入失活突变株, 而精

确的缺失则是采用经典的自杀载体构建的, 如
pCVD442等[4]. 但是, 由于这类载体的分子操作

需要在特殊的宿主菌中进行, 并且克隆的效率

较低, 突变株的构建往往比较困难, 已成为后基

因组时代大规模功能研究的一个限速步骤[5-6]. 
为了进一步提高布鲁氏菌突变株的构建效率, 
我们对布鲁氏菌的常用自杀载体pUC19质粒进

行了改建, 在其中插入反向筛选基因sac B, 得到

pUC19-SacB. 并且, 利用该质粒成功的构建Ⅳ型

分泌系统编码基因vir B的无痕缺失突变株.

1  材料和方法

1.1 材料 布鲁氏菌B. melitensis  55 009购自中国

药品生物制品鉴定所, DH5α和pUC19质粒及

pKOBEG-SacB质粒均为本室保存[7]. DNA胶回收

试剂盒及质粒提取试剂盒购自Promega公司, 各
种限制性内切酶均购自TaKaRa公司, T4 DNA连

接酶购自NEB公司.
1.2 方法 
1.2.1 自杀质粒pUC19-SacB的改建 pKOBEG-
SacB质粒用NdeⅠ进行酶切后, 胶回收sac B片

段, 与同样酶切处理的pUC19质粒连接, 得到

pUC19-SacB. 对质粒进行PCR和酶切鉴定, 并送

Invitrogen公司进行测序. 测序正确后, 为进一步

验证sac B基因的有效性, 将携带有pUC19-SacB
质粒的DH5α在无抗性培养基中培养4 h, 稀释后

分别等量涂布含有氨苄青霉素和含有50 g/L蔗
糖的平板. 比较两块平板上的克隆数, 如果蔗糖

板上的克隆数远远低于抗性板, 则说明sac B基因

是有效的. 
1.2.2 利用pUC19-SacB载体构建Ⅳ型分泌系统

缺失突变株

1.2.2.1 缺失引物的设计 设计两对缺失引物分别

用于扩增Ⅳ型分泌系统启动子的上游和下游片

段, 并通过融合PCR将这两个片段融合在一起, 
从而得到缺失启动子区域511bp(-510-+1)的缺失

突变盒. 此外, 设计一对引物PRO-F和PRO-R用
于确定启动子的缺失; 一对引物针对31 kDa蛋白

基因, 用于鉴定布鲁氏菌; 一对引物针对pUC19-
SacB质粒上的sac B基因, 用于确定质粒的消除. 
设计的引物见表1.
1.2.2.2 缺失突变载体的构建 用IVB-N-F和IVB-
N-R扩增Ⅳ型分泌系统启动子的上游片段, 用
IVB-C-F和IVB-C-R扩增下游片段, 切胶回收

PCR产物, 等量混合, 稀释后作为第二轮PCR反
应的模板. 第二轮扩增的引物为IVB-N-F和IVB-
C-R, 扩增产物切胶回收, 得到缺失突变盒IVB-
NC. 用Hin dⅢ和Eco RⅠ对IVB-NC进行双酶切, 
然后与构建好的自杀载体pUC19-SacB质粒连

接, 得到缺失突变载体pUCSacB-IVB.
1.2.2.3 缺失突变体的构建与鉴定  将0.8 μg 
pUCSacB-IVB质粒与100 μL布鲁氏菌感受态

细胞充分混合以后, 预冷10 min, 随后将混合物

加入冷却的电击杯狭缝中, 电击转化参数为1.8 
KV/cm, 400 Ω. 电击以后, 迅速向电击杯中加入

1 mL SOC培养基, 转移至试管中37℃振摇20 h, 
随后涂含100 mg/L氨苄青霉素的TSA平板, 37℃
培养3-4 d, 对长出的抗性克隆进行菌落PCR鉴

定. PCR鉴定的靶标基因包括布鲁氏菌特异的31 
kDa蛋白的基因、质粒DNA的sac B基因和突变

盒的IVB片段, 并用PRO-F和PRO-R鉴定启动子

的缺失情况. 四者均能扩增出预期大小的片段

即为阳性重组克隆. 为获得无痕缺失突变体, 将
重组克隆转接至无抗性的TSB液体培养基中, 培
养5 h后进行倍比稀释, 涂布蔗糖平板, 37℃培养

3-4 d, 随机挑取16个蔗糖抗性克隆, 用上述4对
引物进行鉴定. sac B基因扩增结果为阴性, 而其

余3对引物均能扩出预期大小片段的克隆即为

我们所需的无痕缺失突变体.

2  结果

2.1 自杀质粒pUC19-SacB的构建 为了提高布鲁

氏菌遗传操作的效率, 我们对pUC19质粒进行

了改建, 在该质粒中插入一个反向筛选基因, 使
其能用于染色体的精确修饰. 用NdeⅠ内切酶从

pKOBEG-SacB质粒中切下sac B基因, 胶回收后

与同样酶切处理的pUC19质粒连接, 转入大肠

杆菌DH5α中, PCR、酶切鉴定以及测序结果表

明sac B正确插入到了pUC19质粒中, 我们成功的

构建了自杀载体pUC19-SacB. 图1是改建得到的

pUC19-SacB的质粒图谱.
2.2 SacB反向筛选效率分析 观察氨苄青霉素

■相关报道
克隆载体pUC19
主要用于布鲁氏
菌插入突变株的
构建, 而精确的缺
失则是采用经典
的自杀载体来构
建的, 如pCVD442
等. 但是, 这类载
体的分子操作比
较困难.
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平板和蔗糖平板上的克隆数, 发现蔗糖平板上

的克隆数远远低于抗性平板的克隆数, 大约为

0.01%(图2), 表明改建的pUC19-SacB质粒中的

sac B基因具有非常高的反向筛选能力.
2.3 pUC19-SacB在布鲁氏菌无痕缺失突变株构

建中的应用 为了验证pUC19-SacB自杀质粒的

功能, 我们利用pUC19-SacB成功的构建了布鲁

氏菌Ⅳ型分泌系统编码基因vir B的无痕缺失突

变株. 按照材料方法中描述的步骤, 我们构建了

vir B的缺失突变载体, 将其通过电转化导入布鲁

氏菌中, 经过两轮筛选, 成功的筛选到了vir B启
动子缺失的无痕缺失突变株. PCR和DNA测序

结果证实, vir B无痕缺失突变株构建正确. 

3  讨论

布鲁氏菌是一个比较特殊的胞内寄生菌, 他没

有质粒, 而且大多其他来源的质粒也不能在布

鲁氏菌中复制. 据此推理，很多质粒都可作为

自杀载体来构建布鲁氏菌的突变株. pUC19是
一种常见的克隆载体, 主要用于布鲁氏菌插入

突变株的构建[8]. 虽然其重组效率较高, 但是插

入失活的策略不能用于分析染色体特定区域

的功能, 特别是分析操纵子中的个别基因的功

能, 因为插入的外源载体序列会影响基因其他

部分的功能, 从而不能确定表型的变化是否真

实[9-10]. 对于这类情况, 需要缺失目的基因编码

框的一部分, 并且不能带有载体序列, 即必须构

建无痕缺失突变株. 一般来说, 细菌无痕缺失

突变株的构建主要是利用带有反向筛选基因的

自杀质粒来实现的[11]. 我们在前期的研究中采

用经典的自杀质粒来构建无痕缺失突变株. 但
是, 这些自杀载体存在一定的不足, 如: 分子操

作需要在特殊的宿主菌中进行、重组的效率较

表 1 本研究设计的引物及序列

     
引物名                                                                 引物序列(5'-3') 

IVB-N-F                         CTGCGAAGCTTGCAAATTCCCGTCCGGTTCG 

IVB-N-R                        GAGGACAAGGAATGGCACCACGACGCAGGACGGAAAGGAC 

IVB-C-F                         GTCCTTTCCGTCCTGCGTCGTGGTGCCATTCCTTGTCCTC 

IVB-C-R                         CGACCGGAATTCGAAGCCGCCCGTAAAGTTGC 

PRO-F                         GAGCGGCTGGAACTGCAAAC 

PRO-R                         GACCAACCGCCCACCAACGAC 

31KD-F                           GGCGGCAAGTTCAAGCATC 

31KD-R                         GGTCGGTGTAGAGGTATTCC 

sacB-F                         TCGCATTATCCGAACCATCC 

sacB-R                         CACCCAGTCCCAGACGAAGC

SacBpUC19-SacB
(4557 bp)

bla

rep

MSC(SacⅠ, SmaⅠ, BamHⅠ, XbaⅠ, SalⅠ, PstⅠ)

图 1 pUC19-SacB质粒图谱.

■应用要点
为了提高布鲁氏
菌遗传操作的效
率, 本文对pUC19
质粒进行了改建, 
在该质粒中插入
一个反向筛选基
因, 使其能用于染
色体的精确修饰. 

图 2 50 g/L蔗糖平板(A)和氨苄青霉素平板(B).

A

B
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低, 因此, 布鲁氏菌无痕缺失突变株的构建往往

比较困难. sac B作为反向筛选基因, 在革兰氏阴

性菌突变株的构建中应用非常广泛. 表达该蛋

白的革兰氏阴性菌在含有蔗糖的培养基中生长

时, 会将蔗糖分解为对细菌有毒的产物, 从而杀

死表达该蛋白的细菌. 因此, sac B作为反筛基因

常与抗性基因等正向筛选基因联合, 用于构建

细菌的无痕缺失突变株[12]. pEX18Gm是一种含

有反向筛选基因sac B的克隆载体[13], 在前期的

研究中, 我们利用该载体作为自杀载体成功的

构建了布鲁氏菌的突变株. 但是, 我们在应用该

载体时发现了一些问题, 利用蔗糖抗性消除质

粒得到的无痕缺失突变株由于一些不清楚的原

因在体外培养一段时间后部分克隆又丢失了蔗

糖抗性. 为此, 在本研究中, 我们对布鲁氏菌常

用质粒pUC19进行了改建, 在该质粒中插入一

个反向筛选基因sac B, 构建了pUC19-SacB. 蔗
糖敏感性实验证实构建的载体反向筛选效率很

高. 我们利用改建的载体, 成功的构建了vir B无
痕缺失突变株, 这不仅证实了pUC19-SacB自杀

质粒的功能, 也为深入研究VirB操纵子的功能

奠定了基础. 此外, 利用改建的载体, 我们还构

建了多个其他基因的无痕缺失突变株, 包括双

组分系统BvrR/BvrS的突变株和Omp 25基因的

突变株. 这些突变株的稳定性较好, 没有发生

蔗糖抗性丢失的情况. 试验结果表明, pUC19-
SacB不仅保持了pUC19的高效重组效率, 而且

反筛效率也很高, 是一个非常高效的自杀质粒, 
可以为布鲁氏菌基因功能的研究提供了一个有

力的分析工具. 有了快速高效的构建突变株的

方法, 必将大大加速布鲁氏菌基因功能研究的

步伐. 
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■同行评价
本文构建pUC19-
SacB载体, 并证实
其反向筛选效率
很高, 且利用其构
建布鲁氏菌的突
变株, 技术方法先
进, 有一定的参考
价值和指导意义.
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Abstract
AIM: To explore the clinical features, diagnosis 
and treatment of Dieulafoy’s lesion.

METHODS: Thirteen cases of Dieulafoy’s lesion 
were reviewed and analyzed on the basis of 
clinical features, diagnosis, treatment and effect.

RESULTS: In this series, 6 cases showed he-
matemesis, 2 showed melena and 5 showed both 
symptoms. All cases underwent endoscopic 
examination after being hospitalized; 11 cases re-
ceived a positive diagnosis by endoscopy (11/13, 
85%), the success rate of first endoscopic therapy 
was 91% (10/11), and 4 cases were treated by 
laparotomic surgery (4/13, 31%). Among them, 
definitive surgery was performed under the guid-
ance of endoscopic hemoclipping in 2 patients 
who failed to be treated by endoscopy. In another 
2 cases, diagnosis was missed by endoscopy and 
definite diagnosis was made only following ex-
ploratory operation or on the basis of pathology 
after the operation. None of 10 patients showed 
recrudescence by follow-up study.

CONCLUSION: It is necessary to understand 
the clinical pattern and pathological characteris-
tics of Dieulafoy’s lesion in order to improve the 
diagnosis rate. Endoscopic therapy is the first-
choice method for diagnosis, with good security, 
validity and long-term results.

Key Words: Dieulafoy’s lesion; Diagnosis and treat-
ment; Endoscope; Operation
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摘要
目的: 探讨Dieulafoy病的临床特点、诊断及
治疗. 

方法: 回顾性分析总结13例Dieulafoy病的临

床特点、诊断与治疗方法和疗效. 

结果: 13例患者临床表现为单纯呕血者6例, 
呕血伴黑便者5例, 单纯黑便者2例, 所有病
例入院后均行内镜检查 ;  其中11例经内镜
确诊(11/13, 85%), 首次内镜治疗成功率为
91%(10/11). 4例经手术治疗(4/13, 31%), 其中
2例内镜治疗失败者在内镜钛夹指引下实施确
定性手术, 另2例内镜漏诊者靠手术探查或术
后病理确诊. 10例随访患者无1例复发.

结论: 掌握本病的临床表现和病理特征是提
高诊断率, 减少误诊和漏诊的关键; 内镜为该
病诊断和治疗的首选方法, 具有良好的安全
性、有效性和远期效果. 

关键词: Dieulafoy病; 诊断和治疗; 内镜; 手术
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0  引言

Dieulafoy病(Dieulafoy' Lesion, DL)是消化道大

出血的少见病因, 近年来由于诊断技术的提高, 
这一疾病的报道逐渐增多. 其特点为发病急骤、

®

■背景资料
Dieulafoy病是消
化道出血的少见
病因, 特点为发病
急骤、出血部位
隐匿, 常因休克危
及生命, 此病可以
发生于消化道的
任何部位, 甚至于
呼吸道, 而最多见
于胃的近端 1 / 3 , 
本病的病理基础
主要是滋养此部
位的动脉在进入
浆膜后, 以异常粗
大的直径直抵黏
膜 下 ,  并 形 成 高
压力的突起及扩
张, 故此病又常称
为“恒径动脉破
裂”. 
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出血量大且迅猛, 常迅速出现休克而危及生命, 
采用内外科各种治疗措施后, 仍有较高的复发率. 
并且因其缺乏特异性病史, 出血病灶小, 部位隐

匿, 给诊断带来困难, 临床上误诊或漏诊的现象

并不少见. 国外报道DL约占急性非静脉曲张上消

化道出血(acute non-variceal upper gastrointestinal 
bleeding)病因的0.3%-6.7%[1]. 我院近10年来共收

治DL 13例, 结合国内外文献分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 13例患者中男11例, 女2例, 男女比例为

5.5∶1; 年龄25-72(平均56.8)岁. 本组病例临床表

现单纯呕血者6例, 呕血伴黑便者5例, 单纯黑便

者2例, 伴有上腹部不适者7例, 伴有失血性休克

者5例. 发病前3例有饮酒史, 2例有服用NSAIDs
药物史.
1.2 方法 
1.2.1 内镜及血管造影 13例患者中有11例在入院

24 h之内行内镜检查, 2例在处理休克后入院48 h
内行内镜检查; 共11例经内镜确诊, 其中8例为1
次检查确诊, 3例为两次检查确诊. 治疗上采用高

频电凝、微波射频、氩气刀、套扎止血等, 并可

以同时应用止血钛夹或局部喷洒凝血酶. 9例患

者经内镜治疗成功. 1例患者因症状仅表现为黑

便, 行血管造影发现出血部位, 先后经栓塞术、

电凝+钛夹止血均未奏效, 中转手术; 1例经氩气

刀+钛夹止血2 d后再发出血, 中转手术; 另外2例
内镜检查漏诊, 后经术中探查或术后病理确诊.
1.2.2 手术 共4例患者行手术治疗. 2例为内镜治

疗无效后, 术中于胃前壁进胃镜或胆道镜探查, 
在钛夹指引下行胃楔形切除术. 有2例患者术前

内镜检查未发现出血部位, 靠手术探查及术后

病理确诊. 其中1例内镜见胃内大量暗红色血液

及血凝块, 十二指肠内为少量咖啡样液体, 反复

冲洗均未发现出血灶, 并且患者有出血性休克

表现, 故手术探查. 术中打开胃前壁后, 发现胃

体有新鲜血块, 冲洗血块后发现汗渗样出血点, 
周围黏膜正常, 予以胃大部切除, 术后病理确诊; 
另1例术中探查未发现出血灶, 因合并十二指肠

球溃疡, 故行胃大部切除术, 毕Ⅰ式吻合, 术后1 
wk再发出血, 经非手术止血未奏效, 不得不再次

手术, 切除原吻合口及部分胃, 改行毕Ⅱ式吻合, 
术后病理诊断为胃DL. 

2  结果

全部13例患者的病变位于胃底、胃体上、中、

下、胃窦部、十二指肠球、十二指肠降部各

5、2、2、1、1、1、1例. 其中8例位于距贲门

齿状线6 cm以内. 10例患者胃内有大量暗红色液

体及血凝块, 另3例胃内只有少量咖啡色液体或

暗红色液体残留. 病灶均为孤立圆形或椭圆形

黏膜糜烂或浅表小溃疡, 直径2-6 mm. 病灶可见

血管裸露者5例, 见活动性搏动样喷血者4例, 有
新鲜血块覆盖者2例, 另外1例手术中发现汗渗

样出血灶, 1例仅靠术后病理诊断确诊. 本组13
例患者全部治愈出院, 无1例死亡. 其中11例经

内镜确诊(11/13, 85%), 首次内镜治疗成功率为

91%(10/11), 4例经手术治疗(4/13, 31%). 除3例
失访, 其余患者随访9个月到8年, 无1例复发.

3  讨论

该病最早由Gallard于1884年描述, 他报道了2例
“胃黏膜下粟粒样动脉瘤”, 14年后法国外科

医生Georges Dieulafoy报道了3例继往无症状的

男性患者发生的致命性上消化道出血, 并将其

命名为“单纯性溃疡”(exulceratio simplex). 以
后许多作者相继命名为曲张动脉瘤、黏膜下动

脉畸形、胃黏膜下动脉硬化、胃黏膜下微小动

脉瘤、Gallard-Dieulafoy溃疡、胃黏膜下恒径动

脉破裂等. 近年来随着对该病病理生理改变的

深入认识, 以上命名已被摒弃, 因Dieulafoy报道

此病时的资料较翔实、准确, 故将这种病命名

为Dieulafoy病. 现该命名现已被广泛接受, 甚至

还将胃外的十二指肠、空肠及结肠, 甚至是呼

吸道的类似病变并发出血者亦归为DL[2]. 
胃周动脉(大多数发生于胃左动脉)分支进

入浆膜和肌层后, 缺乏逐渐变细的过程, 而以

异常粗大的直径直抵黏膜下, 血管口径恒定这

一变异就是该病的病理基础, 称之为“恒径动

脉”(Caliber-persistent artery)[3]. DL的61%-82%
发生于胃, 而98%发生于胃近端1/3(距贲门6 cm
范围内), 并且主要分布于胃小弯侧, 这可能与该

区域的血供直接由胃左/右动脉供应有关[4]. 该动

脉直径约比正常的黏膜肌层血管粗10倍, 加之

其从黏膜下折返, 形成垂直袢, 故在黏膜下形成

高压力的锐角状血管突起. 该血管搏动的结果

一方面使表面黏膜受压, 形成急性压迫性溃疡, 
血管裸露; 另一方面使折返顶部血管继发性扩

张. 动脉破裂出现之前即可因压迫性溃疡出现

慢性失血, 动脉破裂后出血量大, 故多表现为呕

血. 由于血压下降或血栓形成, 出血可暂时停止, 
原来裸露的血管可“潜入”黏膜下, 导致胃镜

检查甚至手术时漏诊, 这也是其诊断困难的重

要原因. 本组便有1例患者内镜及两次手术术中

■相关报道
以往此病的诊断
和治疗基本借助
于手术, 而国外近
年来的相关文献
报道大多数集中
在内镜对于此病
的诊断和治疗效
果的探讨上. 目前
的观点认为, 内镜
具有的安全性、
高确诊率、可靠
的疗效以及满意
的随访, 低复发率
而成为Dieulafoy
病诊断和治疗方
面的首选, 从而改
变了过去几乎完
全依靠手术的局
面.
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均未发现出血灶, 所庆幸的是第2次手术将病灶

切除. 一些情况, 如NSAIDs药物、阿司匹林、酗

酒可能是导致出血的诱因, 但目前仍缺乏具有

说服力的证据[4]. DL的病理表现有如下特点: (1)
胃和肠黏膜局限性浅表性缺损糜烂伴基底部纤

维素样坏死; (2)缺损糜烂的基底部有一较大动

脉环, 动脉壁增厚, 黏膜下可见扭曲增生的动脉, 
动脉无瘤样扩张, 也无动脉炎存在; (3)与黏膜下

动脉伴行的静脉管壁也增粗, 静脉管壁内膜下

纤维素沉着; (4)Verhoeff弹力纤维染色, 病灶处

裸露的动脉壁变薄, 部分区域弹力纤维消失[5-6]. 
由于病理上常见动脉硬化表现, 故可能是该病

常见于中老年男性的原因之一. 
D L的临床特点为复发性、突发性、无痛

性、凶险的消化道大出血伴有低血压. 可以发

生于任何年龄段, 最多见于中老年男性, 少有前

驱症状、溃疡病史或家族史; 出血呈周期性变

化. DL仍具有较高的死亡率, 国外报道在20%左

右, 主要与合并症及患者年龄有关[7]. 
临床诊断主要依靠内镜, 血管造影和手术

探查, 在上世纪90年代之前, 本病只靠手术探

查, 但往往因病灶隐匿, 手术时处于出血静止期

及术者对DL缺少认识而致漏诊或误诊. 随着对

本病的深入研究及内镜诊断水平的提高, 内镜

已经成为DL诊断和治疗的标准手段[8]. 至今没

有临床研究表明急症内镜检查会增加患者的死

亡率, 而其对于严重出血的快速准确定位作用

已获得公认[9]. 内镜检查的成败关键取决于检

查者对本病的认识及操作技术. 胃镜检查可见

浅表溃疡和裸露、迂曲、异常粗大的黏膜下血

管, 血管直径1-2 mm, 偶见搏动, 出血期呈喷射

状出血, 静止期呈息肉样突起, 此为附着的血凝

块. 我们对上消化道出血(UGIB)胃镜检查的体

会包括: (1)只要无严重禁忌症, 应尽早行胃镜检

查; (2)检查过程中尽量多变换体位移动黏液湖, 
减少漏诊机会; (3)检查过程中留意残留血液的

颜色变化; (4)对小的血凝块反复冲洗, 并观察是

否存在浅表溃疡, 从而发现静止期出血灶; (5)对
于活动的喷射样出血由于视野不清晰, 急于止

血往往适得其反, 应首先喷洒凝血酶或局部注

射去甲肾上腺素使之形成血凝块或减少出血量, 
然后再采用准确的高频电凝、钛夹、氩气刀或

套扎; (6)对于出血快, 治疗失败, 并且呈周期性

静止者, 应在出血灶放置钛夹, 尽快手术, 并在

钛夹指示下行局部胃切除. 近10年国外多主张

行血管造影以明确诊断, 但该技术条件要求较

高. 手术优点在于明确诊断后即可以行有效彻

底的治疗. 
诊断主要依靠病史、临床表现和上述辅助

检查. 对于能排除门脉高压的消化道出血, 应警

惕DL. 上消化道大出血有“静脉曲张性出血”

和“非静脉曲张性出血”两种方式, DL是一种

酷似静脉曲张的非静脉曲张性的出血性疾病. 
该病还应与溃疡病急性大出血鉴别. 

DL的治疗最主要依靠内镜与手术, 单纯药

物治疗只能作为辅助手段. (1)内镜止血: 随着内

镜检查和治疗的广泛开展, 内镜止血是目前首

选的治疗方法, 国外学者认为内镜治疗不但安

全、有效, 并且完全可以达到永久止血目的, 首
次治疗的成功率可在90%以上, 并具有良好的长

期预后[10-11]. 主要包括注射疗法、电凝止血、激

光凝血和套扎止血等方法, 单用或全用均有效, 
各种治疗方法尚未发现有疗效及安全性方面的

差别[12], 但Chung et al [13]认为套扎和止血夹等机

械止血方法较之注射疗法具更高的有效性和更

低的复发率. 我们认为内镜治疗即使不成功, 也
对随后的剖腹手术有指导意义, 本组有2例患者

手术时在内镜放置的钛夹指引下很快找到出血

灶并实施确定性手术, 大大缩短了手术时间, 避
免了出血灶的漏诊及相对盲目的胃切除. (2)手
术治疗: 手术是治疗DL的可靠方法, 特别对诊断

不明确的患者尤其重要. 上世纪80年代以前, 许
多学者曾认为这是唯一的治疗方法, 而目前主

张对内镜治疗无效者再选择此方式. 术式有胃

大部切除术、胃窦切除术、胃局部楔形切除或

广泛切除术和血管缝扎术. 手术时应切开胃壁

检查全胃黏膜面, 特别注意贲门下6 cm范围内的

区域, 对可疑部位要反复擦试并注意黏膜面的

表浅溃疡. 手术死亡的重要原因是在于没有明

确出血部位时, 盲目行胃大部切除术且未能止

血所致. DL的本质是异常血管行径畸形血管破

裂, 故血管缝扎也是一种简便有效的方法. 胃底

或胃体的病灶可行胃楔形切除, 位于胃窦则可

行胃窦切除术. 最近国外先后报道应用术中胃

镜定位下腹腔镜胃楔形切除术, 以及术前内镜

染色剂或金属夹定位后行腹腔镜胃楔形切除

术 [14], 这标志着该病的手术治疗逐渐向着精确

定位和微创发展. (3)血管造影栓塞: 该方法应用

于内镜治疗失败者; 出血部位特殊, 内镜治疗困

难者; 无手术耐受力者. 造影血管栓塞治疗较内

镜治疗再出血率高, 且检测设备要求条件高, 诊
断率却不高, 故限制了其临床的应用. 目前国内

外尚无DL的大宗血管造影栓塞治疗病例报导, 
其安全性、有效性还有待于更多的研究做出评

■应用要点
本 文 通 过 1 3 例
Dieulafoy病的总
结发现内镜在诊
断和治疗中发挥
了重要作用, 其中
一小部分病例病
变隐匿致漏诊或
内镜治疗无效者, 
仍需手术探查或
切除, 即使内镜无
法解决的出血也
可以对之后的手
术提供良好的指
引, 降低切除的盲
目性.
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价, 但是其作为最终选择手术之前的一项微创

手段具有良好的临床前景[15].
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■同行评价
本文总结了内镜
在Dieulafoy病的
诊断与治疗中发
挥的重要作用, 论
文资料较齐全, 讨
论 分 析 全 面 ,  细
致, 有一定的临床
指导意义.
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Abstract
AIM: To explore the relationship and differences 
between the one step fecal occult Blood Test and 
2-aminotoluene assay to detect occult blood in 
gastric juice from patients who did not consume 
a meal.

METHODS: Fifty-eight samples of gastric juice 
were collected from gastric catheterization pa-
tients who had fasted for at least 24 h (parenteral 
nutrition), and who had not consumed meat, Vi-
tamin C or iron for 3 d. The one step fecal occult 
Blood Test and 2-aminotoluene assay were used 
to examine occult blood in human gastric juice.

RESULTS: The positive rate for the one step fe-
cal occult Blood Test was 53.4% and 75.9% for 
the 2-aminotoluene assay. This difference was 
significant (P < 0.005).

CONCLUSION: The positive rate for the one 
step fecal occult Blood Test is lower than that for 
the 2-aminotoluene assay from the patients who 
have fasted.

Key Words: One step fecal occult blood test; 2-Ami-

notoluene; Gastric juice; Occult blood

Huang CY, Hu HJ, Xin Y. Comparison between two 
methods for examining occult blood in human gastric 
juice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(27): 2942-2944

摘要
目的: 探讨胶体金法和邻甲苯胺法检测空腹

患者胃液潜血的差异. 

方法: 收集58例大于24 h未进饮食(为肠外营
养)、3 d内未吃肉类食品、未服用Vc、铁剂
等影响邻甲苯胺法检测药物的胃插管患者的
胃液标本, 用胶体金法和邻甲苯胺法同时检测
潜血.

结果: 胶体金法有31例阳性, 阳性率为53.4%, 
邻甲苯胺法有44例阳性, 阳性率为75.9%, 两
者有显著性差异(P <0.005).

结论: 邻甲苯胺法检测空腹患者胃液潜血优
于胶体金法.

关键词: 胶体金法; 邻甲苯胺法; 胃液; 潜血

黄彩英, 胡海军, 辛颖. 两种方法检测胃液潜血的比较. 世界华
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0  引言

临床上对于消化道快速和大量出血的患者常通

过体征就可以判断是否有出血, 然而对于慢性

和少量出血则不容易判断, 常需通过检测呕吐

物、胃液以及大便潜血来判断. 若能取到患者

的胃液直接做潜血检查对于疾病的诊断和疗效

具有重要意义, 而且会使检测结果更直接和快

捷. 目前常用的检测潜血方法是胶体金法和化

学法. 不同的方法受不同的因素影响, 所以在检

测结果上也存在不一致. 为了探讨这两种方法

在检测胃液潜血时有无差异, 现将近2年收集的

我院住院患者的胃液标本58例, 同时用胶体金法

和邻甲苯胺法检测的结果报告如下. 

®

■背景资料
检测胃液潜血是
临床上判断上消
化道是否出血的
一种有效方法, 在
检验工作中, 常用
的胶体金法和化
学法存在着较大
的差异, 胶体金法
阳性率低于化学
法. 
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1  材料和方法

1.1 材料 58例标本均来自我院内科和外科病房

的患者进行胃肠减压时经插管引流出的胃液. 
留取标本时患者均大于24 h未进饮食, 为肠外营

养, 3 d内未吃肉类食品, 未服用Vc、铁剂等影响

邻甲苯胺法的检测药物. 且标本无肉眼可见的

新鲜血液并通过适当处理可以用胶体金法直接

层析者. 胶体金是万华普曼生物有限公司生产; 
0.15 L/L邻甲苯胺冰乙酸液为新配制试剂. 
1.2 方法 胃液用无菌小玻璃瓶收集. 胶体金法 
将胶体金试纸下端直接插入混匀胃液中, 用竹

签不时刮去吸附在胶体金试纸条上的黏稠物. 
阳性者直接报阳性, 阴性者做5、10、20、40、
稀释80倍后再检测, 阳性者报阳性, 阴性报阴性. 
邻甲苯胺法用无菌棉签中上2/3直接蘸取混匀后

的胃液标本, 旋转滴加邻甲苯胺冰乙酸液2-3滴, 
再与旋转中滴加30 mL/L H2O2 2-3滴, 立即变蓝

黑、黑褐、蓝褐及滴加试剂10 s后变蓝均记录

为阳性, 滴加试剂2 min后仍然不变色记录为

阴性.
统计学处理 采用χ2检验, P <0.05为有统计学

差异.

2  结果

胶体金法有31例阳性, 阳性率: 53.4%(31/58); 
邻甲苯胺法有44例阳性, 阳性率: 75.9%(44/58). 
共同阳性31例, 阳性符合率: 70.5%(31/44); 共
同阴性14例, 阴性符合率: 51.9%(14/27). 胶
体金法阳性率低于邻甲苯胺法 (χ 2 =  11 .08, 
P <0.005)(表1). 

3  讨论

不同的方法存在着不同的影响因素, 致使检测

结果也存在差异. 邻甲苯胺法在化学法中灵敏

度较高, 能检测到1 mg/L的Hb, 但较胶体金法灵

敏度0.2 mg/L低[1]. 化学法试验设计原理基本相

同. Hb中的亚铁血红素有类似过氧化物酶的活

性, 邻甲苯胺作为一种供氢(电子)体, 本身无色, 
亚铁血红素能催化邻甲苯胺等药物脱氢, 其分

子结构中出现了色基而显色[2]. 所以外源性食物

如含有血红蛋白、肌红蛋白, 其他血红素均可

使试验呈阳性. 肉和绿叶蔬菜、铁剂也可以使

邻甲苯胺法检测结果出现假阳性, Vc等还原性

药物可使结果假阴性[1]. 本检测中对留取标本的

患者严格询问饮食及服药史, 均为24 h以上未进

饮食, 3 d内未吃肉类食品, 未服用Vc、铁剂等, 
排除了这方面的影响. 否则, 胶体金法检测空腹

胃液潜血阳性率低于邻甲苯胺法可能是邻甲苯

胺法对结果造成的假阳性.
胶体金法是胶体金试纸条利用其下端的吸

水材料吸收水和Hb抗原后, 利用毛细现象向上

扩散溶解了胶体金标记的mAb Hb(抗人Hb抗
体)并与之结合, 利用毛细现象向上与测试区的

固相Hb抗体结合(夹心法), 此时胶体金聚集呈

红色线条. 胶体金法自应用临床以来, 因其利用

的mAb针对的是人Hb抗原, 对人Hb有高度专一

性, 此法不受饮食限制及药物干扰, 特异性强[3]. 
检测下限可达到0.2 mg/L, 灵敏度高[1], 被临床

越来越多地应用, 特别是检测下消化道出血, 在
大肠癌普查中也起着重要的作用[4]. 然而胶体

金法也存在着一定的不足, 检测上消化道潜血

约40%-50%不能检出. 因为(1)Hb经过消化酶降

解变性或消化殆尽已不具有原来的免疫原性; 
(2)过量大出血而致使反应体系中抗原过剩出

现带现象; (3)患者Hb抗原与mAb不匹配[1]. 在
检测上消化道出血时胶体金法阳性率低于化学

法; 在检测下消化道出血时胶体金法敏感度高

于化学法[5]. 
在检测胃液潜血时胶体金法阳性率低于化

学法, 也有相关的报道[6]. 其原因可能是(1)黏
液的影响. 胃液内有黏液成份, 空腹时黏液大

量存在. 黏液黏附并堵塞了胶体金条的纤维膜

分子筛使其毛细作用减弱, Hb抗原无法进入抗

体区, 可造成假阴性[7]. 表现为检测过程中层析

缓慢, 有的甚至难以层析. 另外黏液是碱性的

具有吸附和保护胃黏膜的作用, 也可吸附RBC
保护其不被胃液中的盐酸破坏, 这样真正游离

在胃液中的Hb抗原就会减少, 加之盐酸的破坏

作用就可造成假阴性. 而这对化学法没有影响. 
正常空腹胃液为无色或略带乳白色. 在试验中

有9例为咖啡色, 胶体金法阴性, 稀释后仍为阴

表 1 两种方法检测胃液潜血结果(n )

     
胶体金法

                           邻甲苯胺法                  
合计

                   ＋             － 

＋                 31             0                   31

－                 13           14                   27

合计                 44           14                  58

■创新盘点
胶体金法阳性率
低于化学法时, 常
把其归为是化学
法受到饮食及药
物影响造成的假
阳性, 本文去除了
饮食及药物的因
素, 胶体金法阳性
率仍低于化学法. 
胶体金法检测胃
液潜血时存在假
阴性.

■应用要点
胶体金法是目前
检测潜血最常用
的方法, 然而在检
测胃液潜血时, 存
在大量假阴性, 所
以在胶体金法检
测胃液潜血阴性
时应用其他方法
复查, 当两种方法
结果不符时, 应与
临床联系, 以便做
出正确判断.
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性, 化学法为强阳性. (2)盐酸的影响. 健康成人

平均每日胃液分泌量为1000-1500 mL, 盐酸浓

度约40 mmol/L, 十二指肠溃疡患者平均每日胃

液分泌量往往超2000 mL, 盐酸浓度约为40-80 
mmol/L. 空腹时胃液呈酸性, 正常胃液pH值为

0.9-1.8[1]. 日常工作中胃液pH集中在1-3范围内, 
Hb经胃酸作用后, 结构被破坏, mAb无法识别, 
可产生假阴性[8]. 经过用盐酸作用Hb实验, 当盐

酸浓度为10-40 mmol/L, Hb浓度(与盐酸作用

后的浓度)≤200 mg/L时均为阴性. 然而盐酸对

化学法则不产生影响[7]. 这也是胶体金法产生

假阴性的一个重要原因. (3)另外因潜血试纸中

mAb Hb的量是一定的, 因而有一定的线性范

围, 当上消化道大量出血时, Hb浓度远远大于

抗体浓度可出现带现象, 造成假阴性[9]. 在本试

验中均对胶体金法阴性标本做了适当稀释, 58
例标本中未发现抗原过剩现象. 这可能是在选

取试验标本时去除了肉眼可见新鲜血液标本的

缘故. (4)还有患者的Hb与mAb不匹配也是造成

胶体金法检测结果假阴性的一个原因[1], 本次

试验对27例胶体金法检测结果阴性的患者均抽

取了用EDTA-K2抗凝的全血, 适当稀释后用胶

体金法检测均阳性, 说明这27例患者的Hb抗原

与mAb相匹配.  
以上可以看出用胶体金法检测胃液潜血时, 

当结果阴性时应当再用其他方法检测. 目前由

于胶体金法特异性强, 灵敏度高(体外试验), 方
便快捷无污染, 大有取代其他方法的趋势, 在一

些医院只用一种试剂, 然而对于潜血实验国内

外尚无统一公认的推荐方法, 无法达到实验室

的标准化[1], 不同方法都有不同的影响因素, 因
此建议化验室发出检验报告的同时标出检测方

法, 以便于临床参考, 临床医生也应了解一些检

测方法的影响因素. 
本文旨在讨论胶体金法和化学法在检测胃

液时的差异, 对于在非空腹状态下的胃液及呕

吐物潜血鉴别也有一定参考的意义. 另外还有

一些检测潜血的方法, 如酶联免疫吸附试验、

免疫乳胶凝集试验、免疫化学法、便潜血自动

分析仪等. 这些方法在检测便潜血方面都有了

相应的研究和报告, 但在胃液潜血方面的检测

在国内还未发现相关报道, 有待于进一步的研

究和探讨.
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■同行评价
本文总结出邻甲
苯胺法检测空腹
患者胃液潜血优
于胶体金法, 选题
实用 ,  语言通俗 , 
有较强的临床意
义和参考价值.
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Abstract
AIM: To study the rules in the treatment of 
severe acute pancreatitis (SAP) with Chinese 
herbal drugs.

METHODS: We reviewed all articles on the 
use of herbal medicine in SAP published in 
key journals between 1970 and 2006, and 83 
herbal formulations fit to screening standards 
were selected for evaluation. The status of 
herb use in the treatment of SAP is discussed 
by evaluation of their mean effective rate and 
efficiency.

RESULTS: The important methods for curing 
SAP were purgation, regulating vital energy, 
eradicating phlegmonosis, and promoting 
blood flowing. The most frequently used sub-
stance is dahuang, which appears in all herbal 
formulas studied. The mean effective power 
of herbs used for the treatment of SAP was 
89.12%, and its main mode of administration 
was via nasal feeding with retained herbal for-
mulas. The average course of treatment was 8.7 
days. The curative effect of herbs was mainly to 
improve symptoms.

CONCLUSION: The main methods of TCM to 
cure SAP are purgation, regulating vital energy, 
eradicating phlegmonosis, and promoting blood 
flow. Herbal use is effective in treating SAP, but 
more normalization about the performance of 
herbs is needed.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Traditional 
Chinese Medicine; Purgation; Therapeutic effect 
evaluation
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acute pancreatitis with Chinese herbal medicines. Shijie 
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摘要
目的: 总结中药复方治疗重症急性胰腺炎
(SAP)的用药经验和特点, 探讨其用药规律, 并
评价其疗效. 

方法: 收集1970-2006年核心期刊中治疗重症

急性胰腺炎的临床研究文献, 共入选复方83
首, 再对出现频率较高的中药进行分析; 通过
总结有效率及疗效评价指标等探讨中医药治
疗SAP现状. 

结果: 目前治疗SAP以泻下、理气、清热、

活血为主. 应用最多的是大黄, 应用频率达到
100%. 中医药在治疗重症胰腺炎方面, 效果是
肯定的, 平均有效率89.12%; 固定方剂鼻饲为
主, 随证加减占39.66%; 平均疗程8.7 d; 治疗
效果以症状改善为主.

结论: 泻下法是治疗重症急性胰腺炎的主要
方法, 理气、清热、活血常与其联合应用. 中
药治疗SAP效果肯定, 但需规范化.

关键词: 重症急性胰腺炎; 中药治疗; 泻下法; 疗效
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0  引言

急性胰腺炎(AP), 现代中医学上属“胰瘅”范
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■背景资料
急性胰腺炎是临
床常见的急腹症
之一, 尽管近年来
在国内外学者的
共同努力下, 有关
胰腺炎的基础及
临床研究取得了
较大进展, 其病死
率及并发症发生
率明显下降, 但其
病因复杂, 发病机
制至今未完全阐
明. 中西医结合治
疗重症急性胰腺
炎明确写入指南. 
经实践证明, 中医
药可避免发生严
重的并发症, 治疗
效果远胜于单纯
西药. 中医药治疗
胰腺炎以固定方
剂为主, 此种状况
似乎有悖于中医
辨证施治的特点, 
但从另一方面体
现出SAP临床用
药的规律性和可
行性, 适用于SAP
的固定方剂便于
临床重复和推广. 



畴, 因酗酒或暴食, 或情志刺激, 或继发于胆

石、蛔厥等病之后, 湿热邪毒壅积于胰所致. 以
急起上腹剧痛, 伴恶心呕吐, 发热, 尿血淀粉酶

增高为主要表现的内脏瘅病类疾病[1]. 在临床上, 
AP可根据程度不同分为轻型和重型[2]. 重症急

性胰腺炎(SAP)病程凶险, 其发病率占急性胰腺

炎发病人群的20%-30%[3], 死亡率为14%-30%[4]. 
中医药在SAP的治疗过程中, 起着举足轻重的作

用. 但目前治疗方剂庞杂, 限制其进一步推广应

用. 我们拟通过对相关文献总结分析, 找出用药

规律, 分析用药特点, 更好指导临床用药.

1  材料和方法

1.1 材料 收集1970-2006年核心期刊中治疗重症

急性胰腺炎的临床研究文献. 入选标准是: (1)针
对重症急性胰腺炎的中药治疗; (2)重症急性胰

腺炎诊断标准必须符合指南规定[5]; (3)所应用的

方剂均是复方; (4)筛选中药为主方中药物, 随症

加减用药不入选; (5)所选方剂均是SAP急性反应

期(自发病至2 wk左右, 常可有休克、呼衰、肾

衰、脑病等主要并发症)[5]用药.
1.2 方法 以“重症胰腺炎、中西医结合疗法、

保守治疗、急症、中医药疗法”等作为关键

词、自由词, 利用CDM光盘, 重庆维普、清华同

方、万方数据等资料数据库, 检索了236篇, 对
其进行一步筛查. 所涉及中药的分类、功效均

根据雷载权主编的《中药学》(第六版教材)进
行归纳, 对出现频率较高的中药进行量化处理. 
总结中药治疗SAP的有效率, 计算其平均有效

率. 分析目前临床治疗SAP过程中应用中药的方

式、疗程、治疗效果等状况.

2  结果

通过筛选, 共入选方剂83首, 应用中药79味. (1)
应用频次最多的前20位中药见表1. 目前治疗重

症急性胰腺炎所用中药以泻下、理气、清热、

活血类为主. 大黄应用最多, 频率达到100%. 其
次是芒硝、柴胡、厚朴等; (2)83首方剂均证明

有疗效, 最低为79%, 最高为100%, 平均有效率

89.12%; (3)从方剂应用情况来看, 大部分为固定

处方, 随证加减占39.66%; (4)19首方剂明确提出

控制大便次数, 最少1 次/d, 最多10 次/d, 平均控

制至4.3 次/d. 39首方剂在应用中提出疗程, 最短

7 d, 最长21 d, 平均8.7 d; (5)56首方剂指明用药

方式. 临床上应用中药治疗SAP首选胃管内注

入, 使用频率69.64%; 其次是鼻饲和灌肠合用, 

使用频率23.21%; 单用灌肠频率5.36%; 腹腔盥

洗目前只见1例报道; (6)58首方剂(69.90%)明确

提出中药治疗SAP疗效评价指标. 其中, 应用腹

痛指标58.62%, 其次是淀粉酶占53.45%, 治愈率

占41.38%, 腹胀占37.93%, 腹部压痛、呕吐、发

热分别占29.31%、27.59%、27.59%; APACHII
评分、Rasson评分客观指标使用率均低.

3  讨论

重症急性胰腺炎急性期最常见的系统并发症是

肺功能不全, 急性肾衰竭和休克. 急性呼吸窘迫

综合征是AP最严重的呼吸系统并发症, 死亡率

超过60%[6]. 肾衰竭的发病机制复杂, 死亡率超

过50%[7]. 休克提示预后不良[8], 一旦休克发生, 
水肿型胰腺炎将转变为坏死型胰腺炎[9]. 因此治

疗关键是使患者度过急性期, 降低死亡率. 目前, 
中药治疗SAP降低死亡率的文献报道不多, 患者

的观察例数及治疗措施的差异性, 起到一定影

响作用, 所以, 大规模固定方剂的临床试验有待

于进一步开展. 
目前, 国内研究较透彻且普遍得以应用的

中药复方是清胰汤和柴芩承气汤. 清胰汤系南

开医科大学吴咸中院士在20世纪70年代根据急

性胰腺炎的证候辨证施治而创设的方剂; 柴芩

承气汤是巫协宁教授取小柴胡汤中几位药合大

承气汤而成, 其临床效果及作用机制研究较透

彻[10-12]. 实验研究表明, 泻下理气法治疗急性胰

腺炎, 可增强胃肠道运动功能; 改善腹腔脏器血

供和毛细血管通透性, 改善微循环; 保护肠道屏

障功能, 减少内毒素吸收, 防治细菌移位; 抑制

细胞因子和炎性介质的产生和活性, 控制全身

炎症反应, 保护组织器官; 菌毒并治. 清热法的

作用是增强腹腔脏器血液量, 改善微循环; 抗内

毒素、保护组织器官; 利胆、利胰, 降低胰酶活

性; 保护胰腺细胞, 维护其正常功能. 活血法则

可增强肠壁和腹腔脏器血供, 改善微循环, 改善

血液流变性, 抗炎、促进腹膜炎症吸收, 抑酶及

抗氧化作用[13]. 对大黄在重症急性胰腺炎治疗

中的作用机制的研究颇多. 大黄素是从大黄中

提纯的蒽醌类衍生物, 可抑制厌氧菌感染, 抑制

胰酶活性、导泻、解除Oddi括约肌痉挛, 保护

肠黏膜屏障, 防止细菌移位, 清除氧自由基, 降
低血浆内毒素水平, 有效抑制血管活性物质如

二十碳烯酸类的异常代谢而改善微循环、抗

凝、抗血栓等, 还可干预凋亡调控基因, 诱导胰

腺腺泡细胞凋亡, 从而避免或减少胰酶及炎症

www.wjgnet.com

■应用要点
本文通过对中药
治疗疗程、用药
途径及疗效评价
指标等情况的分
析, 有助于找到能
够科学说明中药
效果的指标, 筛选
有效中药, 中医药
治疗SAP将会进
一步规范化.
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介质释放, 阻断发病环节; 通过诱导细胞因子基

因表达增强, 调控细胞增殖和分化, 刺激多种细

胞外基质成分合成, 增加胰腺组织DNA合成和蛋

白含量, 加速胰腺组织的再生和修复[14]. 楼恺娴 
et al [14], 袁耀宗 et al [15]发现, SAP大鼠经大黄素

治疗后血清淀粉酶显著下降, 胰腺细胞转化生

长因子β1(TGFβ1)和表皮生长因子(EGF)mRNA
表达均较非治疗组显著增强, 总蛋白质、DNA
合成明显增加; 胰腺细胞凋亡指数显著高于未

治疗组, 凋亡调控基因Bak mRNA的表达与未治

疗组之间差异无显著性, 而Bax mRNA的表达显

著高于未治疗组. 尚东 et al [16]发现大黄素能够

诱导、促进SIRS患者外周血中性粒细胞(PMN)
的凋亡, 对PMN凋亡的延迟具有调节作用. 满晓

华 et al [17]通过动物实验发现, 大黄素可抑制胰腺

内IκBs/NF-κB信号转导通路活化, 从而抑制炎

性细胞因子和黏附分子基因表达, 发挥其对SAP
的治疗作用. 陆宏伟 et al [18]发现重症急性胰腺

炎肺组织caspase-1表达水平的增强可引起血清

IL-113、IL-18水平升高, 并加重肺组织的损伤, 
大黄对重症急性胰腺炎肺组织caspase-1的表达

水平具有抑制作用. 由此可见, 把中药在SAP中
的治疗作用看作单纯的泻下通便是很不全面的, 
通便只是其效果之一. 只有完全纠正这一错误

观念, 才能对中药作用做出客观评价, 以进一步

推广其临床应用. 
中医药治疗重症急性胰腺炎的平均有效率

89.12%, 效果肯定. 可能由于有效率评价方式不

一致, 造成其数值相差很大. 从临床用药经验看, 
单纯灌肠以通大便为主, 药物有效成分吸收少, 
适用于合并剧烈呕吐或肠麻痹严重长时间未解

大便者. 鼻饲和灌肠同用, 效果明显, 但患者往往

排便次数过多. 腹腔盥洗报道不多, 但应用前景

广泛, 值得进一步探讨研究. 应用疗程平均8.7 d, 
这与SAP急性反应期时段相吻合, 同时也符合中

药起效时间慢, 作用时间长的特点. 明确提出评

价指标的文章数目不多(69.90%), 其真实性及科

学性值得怀疑, 从另一方面也反映出中医药治疗

SAP临床试验质量尚低[19], 主观指标占多数, 说
服力度小. 血清淀粉酶的水平及升高的程度与胰

腺的损伤程度和AP的严重程度没有相关性[20-22], 
而这类指标在中医药临床试验中还在广泛应用, 
值得我们注意. 

通过对中药治疗SAP的初步分析, 我们发

现, 虽然各方剂不尽相同, 但治则基本统一, 即
以清热泻下, 理气活血为主. 据此, 为了方便临

床应用, 筛选几味中药制成固定复方制剂, 应用

前景广泛. 当然, 具体方药的选择不能仅凭总结

结果推断, 但可以在此基础上, 通过临床验证, 
找到疗效显著的方剂. 中医药治疗SAP效果是肯

定的, 其主要作用机制及实验研究有了一定进

展[23]. 但如何设计科学可行的临床试验仍是目前

需要解决的问题. 通过对中药治疗疗程、用药

途径及疗效评价指标等情况的分析, 我们期待

找到能够科学说明中药效果的指标, 同时期待

中医药治疗SAP能够进一步规范化.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of drainage of an 
abscess cavity using the Seldinger technique for 
the treatment of severe acute pancreatitis.

METHODS: Twenty patients diagnosed with se-
vere acute pancreatitis were treated by drainage 
of the abscess cavity using the Seldinger tech-
nique. 

RESULTS: Symptoms in 17 patients were allevi-
ated after 2 to 8 d; the amylase levels in blood 
and urine decreased to normal levels in these 
patients. One patient died, while the other two 
left the hospital due to financial reasons. The 
death rate was 5.89%.

CONCLUSION: Drainage of abscess cavities us-
ing the Seldinger technique is an effective non-
surgical treatment for severe acute pancreatitis. 

Key Words: Seldinger technique; Non-surgery; 
Drainage of abscess cavity; Severe acute pancreatitis 

Zheng QH, Lu J, Li XF, Zou JR. Drainage of an abscess 
cavity using the Seldinger technique for the treatment 

of 20 cases of severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(27): 2949-2950

摘要
目的: 探讨Seldinger置管法腹腔引流术治疗重
症胰腺炎的疗效. 

方法: 用中心静脉导管Seldinger置管法腹腔引
流术治疗非胆源性重症胰腺炎20例.

结果: 20例患者未经手术, 17例患者2-8 d后腹
部症状减轻, 血尿淀粉酶下降至正常, 病情好
转, 1例患者死亡, 2例患者因住院经费问题自
动出院, 死亡率为5.89%.

结论: Seldinger置管法腹腔引流术可作为重症
胰腺炎非手术引流方法.

关键词: Seldinger置管法; 非手术; 腹腔引流术; 重

症胰腺炎
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0  引言

急性重型胰腺炎, 起病急、病情重、并发症多, 
常引起多脏器功能障碍综合征(MODS)及多脏

器功能衰竭(MOF), 死亡率高达40%-70%, 早期

以保守治疗为主, 必要时手术引流加坏死组织

清除及腹腔减压[1-2]. 传统保守治疗具有无手术

创伤的优点, 但不能起到引流坏死组织及腹腔

减压的作用; 而外科手术治疗有引流坏死组织

及腹腔减压的作用, 但手术创伤大, 特别是年老

体弱患者不能耐受, 术后并发症多, 死亡率高[3-5]. 
而Seldinger置管法腹腔引流术在保守治疗的基

础上起到引流清除部分坏死组织的作用, 及腹

腔减压作用, 创伤小, 具有一定优点. 我科运用

Seldinger置管法腹腔引流术治疗20例重症急性

胰腺炎疗效如下.

www.wjgnet.com
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■背景资料
重症急性胰腺炎
传统保守治疗具
有无手术创伤的
优 点 ,  但 不 能 起
到引流坏死组织
及腹腔减压的作
用; 而外科手术治
疗有引流坏死组
织及腹腔减压的
作用, 但手术创伤
大, 特别是年老体
弱患者不能耐受.  
而Seldinger置管
法腹腔引流术相
对弥补了两者的
不足.



1  材料和方法

1.1 材料 自2003-01/2006-10运用Seldinger置管

法腹腔引流术治疗20例重症胰腺炎患者, 年龄

30-68岁, 男7例, 女13例, 体质量偏胖, 发病1-2 d, 
根据病史, 体征, 血淀粉酶, B超, CT确诊为非胆

源性重症急性胰腺炎, 住ICU 第1 天时APACHE 
Ⅱ 评分>7分.
1.2 方法 患者均常规以禁食, 胃肠减压, 解痉, 
抗感染, 营养、脏器支持治疗, 及生长抑素6 mg 
24 h持续静脉泵入, 通过B超探到腹腔积液并

定位引导, 床旁腹部常规消毒、铺巾, 以2%利

多卡因局部麻醉, 用美国ARROW生产带侧孔

(0.32 英寸)中心静脉导管, 先以穿刺针穿刺进入

腹腔积液处, 穿刺时应注意防止损伤腹腔脏器, 
再放入导丝到达积液位置, 拔出穿刺针, 再顺导

丝放入导管于积液位置, 固定导管接引流袋, 引
流液做常规检查、细菌培养、药敏、淀粉酶测

定. 如果多个部位积液可放置多根引流管. 根据

病情可用生理盐水反复冲洗腹腔并引流. 若有

脓肿, 巨大假性囊肿, 经床旁B超定位引导, 以同

样方法穿刺置管引流, 积液做细菌培养、药敏, 
指导抗生素使用.

2  结果

17例患者经常规治疗及腹腔引流术后2-8 d, 共
引流出淡血性腹腔液100-2000 mL, 腹部症状减

轻, 血尿淀粉酶下降至正常, 再转普通病房治疗, 
最后康复出院. 1例患者死亡. 2例患者因住院经

费问题自动出院. 死亡率为5.89%.

3  讨论

重症急性胰腺炎时, 胰腺和胰周组织广泛充血, 
水肿, 甚至出血, 坏死, 并在腹腔和腹膜后渗出

大量的液体. 大量胰酶及有毒物质被腹膜吸收

入血后可导致心, 脑, 肺, 肝, 肾等器官的损害, 
引起多器官功能障碍综合征. 胰酶的外溢, 酶
原的被激活, 毛细血管通透性增加, 组织水肿, 
腹腔内及腹膜后间隙大量渗出, 富含大量炎症

介质, 肠壁水肿, 肠管积液, 腹腔高压, 引起腹

腔室隔综合症[6]. 所以腹腔减压、坏死组织引

流是非常重要的, 不仅减轻腹胀, 而且减少毒

素的吸收, 减少炎症介质和细胞因子对机体的

损害, 从而可有效减轻机体的全身炎症反应[7]. 
但是外科手术进行腹腔减压、坏死组织引

流 ,  对机体创伤大 ,  特别是年老体弱患者不

能耐受手术, 术后并发症多, 死亡率高[8-10]. 而
传统的保守治疗不能起到引流坏死组织及

腹腔减压的作用. S e ld inge r置管腹腔引流法

相对弥补了两者的不足 ,  通过B超引导定位

进行腹腔减压引流 ,  起到了一定疗效 ,  而且

具有创伤小 ,  方法简单的特点 ,  尤其适用于

年老体弱患者 .  近年来 ,  国内外也相继报道

了采用超声引导和C T引导经皮引流方法治

疗胰腺周围积液或积脓、胰腺假性囊肿 [11], 
具有良好的效果[12-14]. 所以, 重症急性胰腺炎患

者早期常规以禁食, 胃肠减压, 解痉, 抑制胰酶

分泌, 抗感染, 营养、脏器支持治疗, 通过B超定

位, 用中心静脉导管以Seldinger置管法放置引流

管引流, 起到一定引流清除部分坏死组织及腹

腔减压的作用, 具有创伤小, 方法简单灵活, 根
据病情变化必要时仍可以行外科手术治疗, 是
介于内科保守治疗和外科手术治疗之间较好的

治疗方法, 特别是对于年老体弱不能耐受手术

的患者更具有实际应用价值[15-16]. 
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■应用要点
Seldinger置管法
腹腔引流术起到
一定引流清除部
分坏死组织及腹
腔减压的作用, 具
有创伤小, 方法简
单灵活, 在B超定
位引导穿刺中应
注意防止损伤腹
腔脏器及血管, 引
流中应保持引流
管通畅, 定时冲洗, 
防止引流管堵塞.

■同行评价
据本文有较强的
临床应用价值和
指导意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic value of spiral 
CT for detecting colon carcinoma in senile 
patients. 

METHODS: One hundred and sixty-two senile 
colon cancer patients were confirmed by opera-
tion and histological examination. All of them 
received spiral CT or colonoscopy examination. 
The diagnostic value of spiral CT was compared 
with that of colonoscopy.

RESULTS: All patients received spiral CT scan 
and 75.3% of the patients received colonoscopy 
examination. A total of 40 patients did not fin-
ish the colonoscopy examination; 27 of these 
(16.67%) were intolerant of colonoscopy exami-
nation because of coronary heart disease and 
hypertension. The accuracy rate of spiral CT in 
the diagnosis of colon carcinoma was 80.86%, 
which was significantly higher than that of colo-
noscopy examination (70.37%, P < 0.05).

CONCLUSION: Spiral CT is a safe, painless and 
convenient method for detecting colon cancer 

and its metastasis. It is more suitable for the di-
agnosis of colon carcinoma in senile patients.

Key Words: Spiral CT; Senile patients; Colon carci-
noma

Zhu D, Liu XF, Liang PX, Xu YQ. Diagnostic value of 
spiral CT for detecting colon carcinoma in senile patients: 
an analysis of 162 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(27): 2951-2954

摘要
目的: 探讨螺旋CT对老年大肠癌的诊断价值. 

方法: 分析经外科手术加病理检查证实的162
例老年大肠癌患者的螺旋CT扫描图像, 比较
螺旋CT检查与结肠镜检查对老年人结肠癌的
诊断符合率. 

结果: CT检查受检率100%, 电子肠镜受检率
75.3%, 40例患者未能完成结肠镜检查, 其中
包括冠心病、高血压病27例(16.67%), CT检查
对老年大肠癌的诊断检出率为80.86%, 与电
子结肠镜(70.37%)比较有显著提高(P <0.05).

结论: 螺旋CT检查不仅能发现病变, 还能确
定病变侵犯范围及转移情况, 且无痛苦, 对老
年患者更安全、方便易行, 可作为老年大肠癌
诊断的常规手段.

关键词: 螺旋CT; 老年患者; 结肠癌

朱东, 刘小方, 梁丕霞, 徐有青. 螺旋CT诊断老年大肠癌162

例. 世界华人消化杂志  2007;15(27):2951-2954
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0  引言

目前大肠癌的诊断仍以结肠镜检查为主, 但由

于痛苦大, 并发症多, 使一部分患者特别是老年

人不愿意接受或不能耐受大肠镜检查; 既往有

腹部和盆腔病变, 会使结肠镜检查操作困难; 另
外, 老年人多合并心、脑血管病, 结肠镜检查则

存在一定风险. 螺旋CT无痛苦, 容易被接受, 适
合于老年患者大肠癌的诊断, 但螺旋CT对结肠

www.wjgnet.com
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■背景资料
结肠癌是消化道
最常见恶性肿瘤
之一, 主要诊断方
法有结肠气钡双
重造影、结肠镜
检 查 和 C T 检 查 . 
结肠气钡双重造
影常因肠道内粪
块、肠道重叠影
响结果, 且不能做
活检, 对于早期癌
诊断效果不佳; 本
文对结肠镜检查
与CT检查进行了
比较研究, 如前所
述, 两者具有互补
性, 尤其对于老年
人、心肺功能不
全者 ,  CT检查更
具优势. 



癌的诊断价值仍有待于评价[1]. 本文总结了我院

1998-02/2006-08期间经病理检查证实为结肠癌

的老年患者162例, 与结肠镜检查结果对比, 观
察螺旋CT对结肠癌的诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 1998-02/2006-08期间经病理检查证实

为结肠癌的老年结肠癌患者162例, 男95例, 女67
例, 年龄60-84(平均69.7)岁, 临床表现有腹痛、腹

泻、便血、贫血、腹部包块、排便习惯及大便

性状改变等. 病程1-360 d. 
1.2 方法 162例患者均进行螺旋CT检查, 其中

133例进行了CT增强扫描; 122例完成结肠镜检

查, 110例完成手术切除. CT检查扫描前12 h禁
食水, 检查前20 min口服30 g/L泛影葡胺750 mL. 
应用东芝XpressGX螺旋CT扫描, 层厚10 mm, 
层距10 mm, pitch为1, 对重点区域加3-5 mm薄

层扫描 ,  增强扫描应用非离子性造影剂(碘佛

醇)80-100 mL, 应用高压注射器以2 mL/s速度经

肘前iv. 扫描条件为120 kV, 160 MAS. 扫描范围

从膈顶至耻骨联合上. 应用Olympus CF240电子

肠镜, 术前常规清洁肠道准备, 应用330 g/L硫酸

镁200 mL或200 g/L甘露醇250 mL导泻, 有肠梗

阻征象患者应用生理盐水灌肠. 其中有47例行

无痛结肠镜检查, 127例进行了生命体征监护.
统计学处理 CT检查与结肠镜检查的符合率

比较应用χ2检验.

2  结果

40例患者未能完成结肠镜检查, 合并冠心病、

高血压病27例(16.67%), 既往有慢性腹部或盆腔

疾病而不能耐受检查者9例(5.56%), 肠道准备不

充分者2例(1.23%), 其他原因2例(1.23%).
2.1 CT结果 162例老年患者均进行CT平扫检查, 
受检率100%, 其中133例进行增强扫描, 诊断结

肠癌131例, 检出率为80.86%. 乙状结肠53例, 降
结肠36例, 横结肠21例, 升结肠12例, 回盲部9例
(表1). 病变长度3-15(平均5.6) cm, 环形或半环

形增厚119例, 厚约0.6-2.4(平均1.8) cm, 密度均

匀, CT值30-50 HU, 增强后均匀强化, CT值50-60 
HU; 分叶状肿块突向肠腔内外116例, 肿块大小

约1.0-9.5(平均4.3) cm, 密度不均匀, CT值20-46 
HU, 增强后不均匀强化, CT值30-61 HU; 局部

或广泛僵硬74例; 浆膜面毛糙、条索状影116例; 
肠腔不同程度狭窄102例, 肠梗阻征象(病变近端

扩张, 肠腔积气、积液)76例. 与邻近组织器官粘

连、侵犯107例, 腹腔淋巴结肿大91例, 其中76
例经手术后病理检查证实为淋巴结转移, CT显
示腹腔大血管和肠系膜血管旁及腹膜后淋巴结

肿大, 其结节影部分相互融合, 大小1.0-4.5(平均

2.0) cm. 腹腔积液39例, 远处转移18例(表2). 
2.2 肠镜结果 162例老年患者中, 有122例完成

肠镜检查, 受检率75.3%, 其中病理检查诊断结

肠癌114例, 检出率占总人数的70.37%. 乙状结

肠42例, 降结肠31例, 横结肠21例, 升结肠12例,
回盲部8例(表1). 69例患者(56.56%)完成病变长

度描述, 3-10(平均4.6) cm. 7例早期癌(6.14%)
表现为隆起型和浅表隆起形. 107例进展期癌

(93.86%), 其中隆起型59例(55.14%), 溃疡型

39例(36.45%), 浸润型5例(4.67%), 胶样型4例
(3.74%). 

3  讨论

老年人大肠癌发病率高, 其早期无特异性表现, 
就诊时多为中晚期癌, 故对老年人大肠癌的诊断

应特别重视. 目前对于大肠癌的诊断主要是以结

肠镜检查为主, 他是结肠癌诊断首选方法[2-3]. 但
由于个体差异, 如年龄、体质、合并其他疾病, 
以及既往有腹部或盆腔病变手术史等, 使得一

部分老年人不能耐受结肠镜检查, 甚至不能到

达回盲部; Mcfarland和Fenlon et al报道10%-35%
的结肠镜检查达不到盲肠[4-6]. 特别是老年人心

肺功能差, 多存在慢性疾病, 使内镜操作存在较

大风险. 本文通过对162例老年结肠癌的CT扫描

与结肠镜检查结果进行比较, 对CT诊断老年大

肠癌的价值进行了探讨. 
本文162例老年结肠癌CT扫描受检率100%, 

www.wjgnet.com

表 1 螺旋CT与结肠镜检查的病变部位和检出率比较n (%)

     
  乙状结肠          降结肠           横结肠             升结肠         回音部       合计        检出率

CT 53(40.46)       36(27.48)       21(16.03)       12(9.16)       9(6.87)        131       80.86%a

肠镜 42(36.84)       31(27.19)       21(18.42)       12(10.53)     8(7.02)        114       70.37%

aP<0.05.

■相关报道
M S C T 具有检查
快速、简便、辐
射低、组织结构
分辨率高、无创
的特点, 已应用到
结肠癌的筛查.
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诊断检出率80.86%; 结肠镜受检率75.3%, 检出

率70.37%, 二者比较(P <0.05)有显著性差异. 本
文认为, 虽然结肠镜检查是诊断结肠癌最主要

的方法, 但在老年人这一特定人群中, 存在很多

不利因素, 如心肺功能不全、各种原因所致操

作困难等, 使该检查有明显局限性. 研究表明, 
螺旋CT对老年患者大肠癌诊断的检出率优于结

肠镜检查, 同时他又不受上述不利因素影响, 安
全、无痛苦, 易于操作. 结肠镜检查虽然能够直

观描述病变, 能获得明确病理结果, 但他对于肿

瘤突破浆膜向外直接侵犯情况以及淋巴结、肝

脏等转移情况均不能很好显示. 而CT检查能够

发现和显示病变的部位、大小和形态, 有学者

报道CT显示肿瘤部位的准确率为100%[7-8], 增强

扫描时变换不同体位可以消除因肠道清洁不佳

所致误诊和漏诊[9-10], 并且能够显示病变的外侵

范围和转移情况, 有助于肿瘤分期、确定临床

治疗方案、判断预后, 在老年结肠癌诊断中具

有重要意义. 
本研究认为螺旋C T具有以下优点: (1)诊

断部位明确, 与内镜比较无显著性差异; (2)可
以准确描述病变肠管长度. 有学者认为与结肠

癌病灶相邻肠段可因黏膜下水肿, 炎症等出现

肠壁增厚[11], 而按传统CT诊断标准, 肠壁增厚

的肠段即为癌组织所在部位[12]. 本文根据肠壁

厚度, 测得病变长度平均5.6 cm, 手术证实病变

长度与之相同. 而结肠镜观察病变长度平均仅

为4.6 cm, 表明CT在描述结肠癌病变长度方面

优于内镜; (3)可以准确描述肠壁的浸润深度. 
富含血管的肿瘤, 其内部血管横断面面积增大, 
可导致血管内阻力下降, 血流灌注增加[13], 因
此肿瘤组织早期强化程度高, 增强后更易鉴别

癌组织的浸润. 正常结肠壁厚度一般不超过0.5 
cm, 超过0.5 cm为可疑, 超过1.0 cm则可确定异

常[14]. 本研究发现: 病变肠壁环形或半环形增厚

占73.46%, 平均厚度1.8 cm, 突向肠腔内外肿快

占71.60%, 增强扫描后肿块密度不均匀, 边界

不清呈毛刺状, 这对病变的判断具有重要意义; 
(4)螺旋CT所见浆膜面毛糙影占71.6%, 病变与

邻近组织器官粘连占66.05%, 经CT增强扫描其

强化程度与原发灶相同或相近, CT值相差5 HU
以内, 据此判断癌组织局部外侵具有重要意义; 
(5)螺旋CT诊断淋巴结转移的敏感性和特异性

有显著提高. 有学者认为CT对淋巴结转移的敏

感性很低可能与使用的标准有关[15], 通常认为

CT测得淋巴结短径超过0.6 cm为增大[16], 而本

文淋巴结转移检出率为62.96%, 据此认为多层

螺旋CT对老年结肠癌患者淋巴结转移的敏感性

和特异性有显著提高, 并可避免普通CT检查时

肠道运动伪影对淋巴结显示的影响, 提高了检

出率. 
总之, 本文总结了162例老年结肠癌的螺旋

CT检查结果, 并与结肠镜检查比较, 认为螺旋

CT对结肠癌的检出率高. 其中, 肠壁增厚, 增强

扫描后密度呈不均匀肿块影, 肠管周围浸润, 淋
巴结及远处转移可作为结肠癌特征性的CT表
现; 肠壁僵硬、肠腔狭窄、肠梗阻及腹水可作

为结肠癌诊断的间接征象, 对确定诊断有较大

的参考价值. 同时, CT检查安全、方便、无痛苦, 
这些优点使得螺旋CT检查更适合对老年人结肠

癌的诊断.
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■同行评价
本文探讨了螺旋
CT对老年人患者
大肠癌的诊断价
值 ,  研 究 目 的 明
确, 样本量大, 实
验设计合理可靠, 
统计学处理方法
使用恰当, 得出的
结论较可靠, 有一
定的实用价值.
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Abstract
AIM: To observe the characteristics of autonomic 
nervous activity before and after meals in 
individuals with obesity, and to discuss the 
relationship between autonomic nervous activity 
and gastric motility .

METHODS: One hundred and two subjects 
with obesity and 49 controls were studied with 
24-hours dynamic electrocardiography, and the 
electrocardiograms were recorded 1 hour be-
fore and after meals. Heart rate variability was 
analyzed.

RESULTS: Before a meal, SDNN index, RMSSD, 

high frequency power (HF) and ultra-low fre-
quency power (ULF) in subjects with obesity 
were higher than those in control subjects (87.31 
± 15.64 ms, 82.50 ± 67.19 ms, 31 168.60 ± 6361.00 
ms2, 22 814.17 ± 4083.90 ms2 vs  79.38 ± 12.28 
ms, 56.04 ± 10.15 ms, 12 999.4 ± 5995.00 ms2, 
16 595.75 ± 5615.09 ms2, P  < 0.05, P  < 0.01), and 
L/H was lower in subjects with obesity than in 
the controls (0.65 ± 0.43 vs  0.99 ± 0.42, P  < 0.01). 
After a meal, RMSSD and HF were higher in 
subjects with obesity than in the controls (87.90 
± 57.21 ms, 36 158.56 ± 6361.00 ms2 vs  39.25 ± 
11.15 ms, 6570.50 ± 5995.80 ms2, P  < 0.01). SDN-
Nindex, ULF and low-frequency power (LF)/HF 
were lower in the subjects with obesity than in 
the controls (79.59 ± 32.54 ms, 14 135.7 ± 8083.90 
ms2, 0.63 ± 0.34 vs  141.67 ± 10.28 ms, 22 785.63 
± 9615.20 ms2, 1.11 ± 0.32, P < 0.01). Compared 
with before meals, SDNNindex, ULF and LF/
HF after meals increased significantly in the con-
trols (P  < 0.01), and RMSSD and HF decreased 
markedly (P  < 0.01). In subjects with obesity, af-
ter meals, SDNNindex and ULF decreased, and 
RMSSD and HF increased significantly (P < 0.01); 
LF/HF did not differ between before and after 
meals (P  > 0.05).

CONCLUSION: In fasting and post-prandial 
states, people with obesity have abnormal auto-
nomic nervous activity. This may be one mecha-
nism of hypermotility in obesity.

Key Words: Obesity; Autonomic nervous activity; 
Heart rate variability; Electrocardiography 
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摘要
目的: 观察单纯性肥胖者进餐前后自主神经活
动特征, 探讨其与肥胖者胃动力异常的关系. 

方法: 采用十二导联动态心电记录仪, 记录102
例单纯性肥胖者和49例正常体重健康志愿者, 
餐前和餐后1 h心电信号, 进行心率变异分析. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肥胖的患病率不
断升高, 已成为当
前最广泛的严重
威胁人类健康的
疾病之一. 其发病
机制的研究及防
治工作已经受到
高度重视, 胃动力
异常在肥胖形成
中可能起重要作
用, 而胃动力由神
经、体液和肌电
活动调控. 交感神
经抑制胃运动, 迷
走神经促进胃运
动. 肥胖者可能存
在自主神经功能
异常.



结果: 餐前肥胖组 R R 间期标准差的平均
值(S D N N i n d e x)和R R间期差值的均方根
(R M S S D)、高频功率 (H F)、超低频功率
(U L F)显著高于对照组(87.31±15.64 m s, 
82.50±67.19 ms, 31 168.60±6361.00 ms 2, 
22 814.17±4083.90 ms2 vs  79.38±12.28 ms, 
56.04±10.15 ms, 12 999.4±5995.00 ms 2, 
16 595.75±5615.09 ms2, P<0.05, P<0.01), L/H
显著低于对照组(0.65±0.43 vs  0.99±0.42, P < 
0.01); 餐后肥胖组RMSSD, HF显著高于对照
组(87.90±57.21 ms, 36 158.56±6361.00 ms2 
vs  39.25±11.15 ms, 6570.50±5995.80 ms2, 
P<0.01), SDNNindex, ULF, LF/HF显著低于对
照组(79.59±32.54 ms, 14135.7±8083.90 ms2, 
0.63±0.34 vs  141.67±10.28 ms, 22 785.63±
9615.20 ms2, 1.11±0.32, P <0.01); 对照组餐
后SDNNindex, ULF较餐前升高, RMSSD, HF
较餐前降低, LF/HF餐后较餐前升高; 肥胖组
SDNNindex, ULF较餐前降低, RMSSD, HF较
餐前升高; LF/HF餐后和餐前无差异(P>0.05).

结论: 单纯性肥胖者餐前餐后均存在自主神
经活动异常, 自主神经活动异常可能是导致肥
胖者胃动力亢进的主要原因之一.

关键词: 单纯性肥胖; 自主神经; 心率变异; 心电记
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0  引言

目前全球超过10亿的成人和10%的儿童属于

超重和肥胖 .  每年与肥胖相关的死亡人数在

11.2-28万之间. 肥胖问题已成为亟需解决的严

重影响人类健康的重大医学问题和社会问题. 
肥胖与胃排空过速或胃动力亢进有关 [1-2].  而
胃运动受自主神经调控, 且自主神经对食物摄

入、产热、能量消耗有双向调节作用. 本研究

观察了单纯性肥胖者进餐前后1 h自主神经活动

变化特征, 探讨了其与肥胖者胃动力的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 单纯性肥胖者(体质量指数BMI≥30 
kg/m2)102例, 男53例, 女49例, 平均年龄(27.8±
8.4)岁, BMI为(32.2±1.6) kg/m2为肥胖组. 正常

体质量(BMI 18-24.9 kg/m2)健康志愿者49例为

对照组, 男25例, 女24例, 平均年龄(25.6±8.2)

岁, BMI为(22.3±2.6) kg/m2. 所有受试对象年龄

≥18岁, 没有胃肠道疾病史, 没有消化道手术史, 
无高血压及冠心病, 哮喘、呼吸暂停综合征, 无
吸烟及饮酒史. 受试者未曾应用任何药物. 排除

(1)继发于神经-内分泌-代谢紊乱基础上的多种

疾病中伴肥胖症: 下丘脑病; 垂体病; 胰岛疾病; 
甲状腺功能减退症; 肾上腺皮质功能亢进症; 性
腺功能低下症; 其他: 水钠贮留性肥胖症等, 除
外糖尿病胃轻瘫, 除外功能性消化不良. (2)女性

受试者在妊娠期、哺乳期.
1 .2  方法  禁食12 h,  采用美国P I(P r e i d e a l 
Instruments)公司生产的十二导联动态心电记录

仪, 记录受试者餐前静息状态心电信号1 h, 进餐

(康师傅方便面127 g: 碳水化合物88 g, 脂肪25 g, 
蛋白质14 g, 总热量633 kcal)后静卧, 再记录心电

信号1 h, 观察下列指标: (1)时域指标: 每5 min正
常R-R间期的标准差(SDNN, 单位ms)、平均值

(SDNNindex, 单位ms)、差值的均方根(RMSSD, 
单位ms). (2)频域指标: 高频功率(HF, 单位ms2)、
超低频功率(ULF, 单位ms2)、低频功率(LF, 单位

ms2)、低频功率/高频功率比值(LF/HF).
统计学处理 计量资料数据以mean±SD表

示, 采用STATA 8.0软件, 两个样本均数间比较采

用t检验, 方差不齐采用t '检验.

2  结果

2.1 餐前和餐后心率变异参数比较 餐前肥胖组

SDNN, SDNNindex, RMSSD, ULF, LF, HF显著

高于对照组, LF/HF肥胖组显著低于对照组; 餐
后肥胖组SDNN, RMSSD, LF, HF显著高于对照

组, SDNN index, ULF显著低于对照组, LF/HF肥
胖组显著低于对照组(表1). 
2.2 餐后与餐前HRV参数变化规律 正常体质

量组SDNNindex, ULF餐后较餐前显著增高, 
SDNN, RMSSD, LF, HF餐后较餐前显著降低, 
L F/H F餐后较餐前显著增高; 肥胖组S D N N, 
SDNNindex, ULF餐后较餐前显著降低, RMSSD, 
LF, HF餐后较餐前显著增高, 餐后与餐前LF/HF
无显著差异, P >0.05. 

3  讨论

WHO公布BMI≥30 kg/m2即为肥胖[3], 胃动力亢

进或胃排空加快在肥胖形成中可能起重要作用. 
胃肠动力受自主神经影响. 交感神经兴奋抑制

胃肠蠕动, 迷走神经兴奋促进胃肠蠕动. 心率变

异系统能够反映患者的自主神经活动情况[4-7]. 
SDNNindex, ULF反映交感神经活性, RMSSD, 

www.wjgnet.com

■应用要点
本文观察了肥胖
者餐前和餐后自
主神经功能变化
特征, 探讨了肥胖
者自主神经功能
变化与胃动力的
关 系 ,  为 开 发 药
物、针灸治疗肥
胖提供科学依据. 
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著差异, P >0.05. 进餐后, 正常体质量者交感神经

活性增加, 迷走神经活性降低; 而肥胖者这种节

律发生紊乱, 交感神经活性降低, 迷走神经活性

增强, 提示自主神经功能紊乱可能是导致肥胖

者食欲增强, 胃动力亢进的重要因素. 
肥胖形成非单一因素所致, 自主神经功能异

常可能仅是肥胖形成的其中一个环节, 亦有可

能是肥胖导致交感和迷走神经活动异常. 二者

的确切关系有待进一步研究探讨. 
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HF反映迷走神经活性, SDNN, LF反映迷走和交

感的综合效应; L/H反映迷走和交感神经的平衡

功能. 国内外有关肥胖者自主神经功能活动与

胃动力相关性的研究极少, 有文献报道肥胖者

与非肥胖者相比, 存在交感神经活性减弱[8-10], 迷
走神经活性增强[11]. 也有相反报道肥胖者存在交

感神经活性增强, 迷走神经活性减弱[12-17]. 考虑

这些矛盾报道与肥胖者病例入选标准不一有关, 
如肥胖者是否为青少年或儿童; 处于肥胖发展

期还是静止期, 是否伴有功能性消化不良, 是否

伴发高血压、糖尿病、心脑血管疾病、呼吸暂

停综合征以及是否有饮酒或吸烟嗜好等[5,7].  
本研究入选标准剔除上述人群, 结果发现

餐前1 h肥胖组SDNN, SDNNindex, RMSSD, 
ULF, LF, HF显著高于对照组, LF/HF肥胖组显

著低于对照组 ,  说明空腹状态肥胖组迷走神

经功能和交感神经功能均较正常体质量者活

跃, 但以迷走神经功能变化更明显. 餐后1 h肥
胖组SDNN, RMSSD, LF, HF显著高于对照组, 
SDNNindex, ULF, LF/HF肥胖组显著低于对照

组, 说明餐后肥胖组迷走神经功能较正常体质

量者亢进, 交感神经功能减弱, 导致肥胖者进食

量增大, 胃排空加快, 胃动力亢进, 产热减少, 能
量消耗减少, 脂肪堆积. 

正常体质量者SDNNindex, ULF餐后较餐

前显著增高, RMSSD, LF, HF餐后较餐前显著

降低, LF/HF餐后较餐前增高, P <0.01; 肥胖组

SDNNindex, ULF餐后较餐前显著降低, RMSSD, 
LF, HF餐后较餐前增高, 餐后与餐前LF/HF无显

表 1 肥胖组与对照组餐前餐后HRV参数比较(mean±SD)

      参数   对照组(n = 49) 肥胖组(n = 102)

餐前     
    SDNN  112.38±22.61 133.71±46.75a

    SDNNindex    79.38±12.28   87.31±15.64a

    RMSSD    56.04±10.15   82.50±67.19b

    ULF 16 595.75±5615.09 22 814.17±4083.90b

    LF  12 915.88±54.70 20 286.80±6717.30b

    HF    12 999.4±5995.00 31 168.60±6361.00b

    L/H    0.99±0.42   0.65±0.43b

餐后     
    SDNN    82.75±20.86 100.11±45.75a

    SDNNindex  141.67±10.28   79.59±32.54b

    RMSSD    39.25±11.15   87.90±57.21b

    ULF 22 785.63±9615.20   14 135.7±8083.90b

    LF    7332.75±5454.70   22 868.3±6717.30b    
    HF    6570.50±5995.80 36 158.56±6361.00b

    L/H    1.11±0.32   0.63±0.34b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■名词解释
单纯性肥胖症: 是
指没有发生明显
的神经系统, 内分
泌系统疾病, 而是
机体摄入的热量
超过了消耗的能
量, 造成体内脂肪
堆积过多, 体质量
增加或脂肪分布
异常的一种常见
的代谢性疾病. 

■同行评价
本文探讨了单纯
性肥胖者进餐前
后自主神经活动
与肥胖者胃动力
异常的关系, 立题
新颖 ,  分析合理 , 
有相当的学术价
值和可读性.
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