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Abstract
The structure and function of the digestive 
system are complex and changeable, therefore 
it is readily susceptible to invasion and injury. 
The digestive system is closely interrelated with 
many important organs, and thus misdiagnosis is 
very common, and in about 50% of cases, critical 
digestive system diseases cannot be successfully 
treated in a timely manner. Critical illness often 
leads to gastrointestinal mucosa dysfunction and 
an imbalance of the intestinal microflora, which 
may cause multiple organ dysfunction syndrome. 
Therefore, it is important to improve the 
understanding and treatment of critical digestive 
system diseases. First, we need to fully recognize 
the structure and function of the digestive 
system. Second, we must improve the diagnosis 
of critical digestive system diseases and reduce 
misdiagnosis. Finally, we need to monitor and 
preserve the functions of intestinal microflora. 
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摘要
由于消化系统的结构和功能复杂多变, 易受各
种有害因素侵袭与损伤, 且与毗邻器官紧密相
联, 临床常可见危重急症误诊, 故50%以上的
危重急症得不到及时救治. 危重病常致胃肠黏
膜屏障功能障碍, 肠道微生态平衡失调, 从而
导致多脏器功能不全综合征. 由此可见加强对
消化系统危重病急症的认识与救治是十分重
要的. 首先要充分认识消化系统结构与功能特
点; 二是要提高对消化系统危重病急症诊断
水平, 减少误诊, 早诊治, 早抢救是提高消化系
统危重病急症存活率的基础; 三是要十分重
视危重病急症救治中的胃肠黏膜屏障功能的
监测与保护.

关键词: 消化系统; 多器官功能障碍综合征; 危重病

急症

李奇林, 熊俊. 加强对消化系统危重病急症的认识与救治. 世界

华人消化杂志  2007; 15(32): 3351-3356

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3351.asp

0  引言

消化系统疾病包括食管、胃、肠、肝、胆、胰

以及腹膜、肠系膜、网膜等脏器的疾病. 消化

系统疾病属于常见病. 由于消化系统的结构和

功能复杂多变, 受各种有害因素侵袭与损伤的

机会较多, 且与毗邻器官紧密相联, 故危重急症

较为常见, 误诊时有发生. 虽然医学科学技术进

步迅速, 但社会生活环境复杂, 饮食卫生难以得

到保证, 消化系统常常是人体抵御疾病的第1
道防线, 加之保健、救治措施还不能满足需要, 
50%以上的危重急症还得不到及时合理的抢救, 
病情严重者可危及患者的生命. 因此, 处理消化

系统危急重症是否及时正确, 对患者的预后至

关重要.  
危重病常致胃肠屏障功能障碍, 肠道微生

态平衡失调, 细菌和内毒素进入血液循环导致
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■背景资料
由于消化系统的
结构和功能复杂
多变, 易受各种有
害因素侵袭与损
伤, 且与毗邻器官
紧密相联, 临床常
可见危重急症误
诊, 故50%以上的
危重急症得不到
及时救治. 危重病
常致胃肠黏膜屏
障功能障碍, 肠道
微生态平衡失调, 
从而导致多脏器
功能不全综合征. 
但由于消化道症
状的复杂性和非
特异性, 常常会导
致误诊情况的发
生, 延误患者的病
情. 因此, 加强对
消化系统危重病
急症的认识与救
治是十分重要的.



炎症介质控性释放而引起全身炎症反应综合征

(SIRS), 从而导致多脏器功能不全综合征. 而大

量临床和实验室研究资料表明, 除消化系统危

重急症外, 在其他系统疾病导致的多器官功能

障碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)中, 胃肠道同样具有关键作用, 是MODS
的启动器官[1], 这一现象往往被人们所忽视. 因
此加强对消化系统危重病急症的认识与救治是

十分重要的.

1  充分认识消化系统结构与功能特点

消化和吸收是人体获得能源、维持生命的重要

功能. 食物在胃肠道内经过一系列复杂的消化

分解过程, 成为小分子物质, 被肠道吸收, 肝脏

加工变为体内物质, 供全身组织利用. 其余未被

吸收和无营养价值的残渣构成粪便, 被排出体

外. 这个过程要求具有完整的消化系统. 
由于消化道两端均直接开口于体外, 其黏

膜常常需要接纳体外的各种物质. 因此, 接触病

原体、致癌物质和有毒物质的机会很多. 如果

机体发生免疫和其他防御功能减弱等情况, 容
易发生感染、炎症、损伤, 甚至肿瘤等. 消化系

统疾病的发病率较高可能与此有关. 胃癌、食

管癌、肝癌、结肠癌、胰腺癌均是常见的恶性

肿瘤, 在全身恶性肿瘤的发生率中占了很大的

比例. 胃肠道与肝脏含有大量单核-巨噬细胞, 构
成消化道的免疫保护屏障, 保护胃肠道不受外

来致病因子的侵袭. 当这种功能受损时即可出

现相应的疾病. 
消化道是继呼吸道之后的第二大黏膜表面, 

占有面积250-400 m2. 人的一生中约有60吨的食

物从胃肠道经过, 他是维持机体健康所必需的, 
但同时也对胃肠道完整性及整个机体造成威胁, 
由此决定了胃肠道的如下特点: 肠道上皮细胞

快速更新、上皮结构特殊、表面被大量分泌物

覆盖、存在正常菌群及复杂的胃肠免疫系统等, 
以保证正常的胃肠功能及机体健康. 胃肠道有3
大屏障实现其功能. 
1.1 生物屏障-正常菌群 现在的观点认为人体携

带的微生物主要在肠道, 胃肠中的微生物量占

人体总微生物量的78%, 肠道正常菌群种类繁

多, 共有400余种. 肠道的优势菌群是专性厌氧

菌, 约占肠道细菌总数的99%, 需氧菌和兼性厌

氧菌占1%. 分析正常人的粪便菌群发现, 拟杆

菌、双歧杆菌、优杆菌及消化球菌是肠道中的

优势菌, 乳酸杆菌、大肠杆菌、链球菌数量仅
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为中等. 肠道细菌在肠道黏膜表面呈层次分布: 
肠黏膜表面为双歧杆菌、厌氧乳酸杆菌, 中层

为类杆菌、韦荣氏链球菌, 近肠腔的表层为大

肠杆菌、肠球菌. 肠道细菌与肠黏膜上皮细胞

上的特异性受体结合, 形成组分相当固定的正

常菌膜结构, 可以形成一种防止外袭菌定植于

肠道的定植抗力, 用来抵御外籍菌对机体的侵

袭. 正常情况下肠道菌群还是某些免疫细胞的

刺激剂, 激活机体免疫系统防御外袭菌的侵袭. 
人类肠道正常菌群中的某些细菌如腐物寄生菌

也可产生大量的免疫调节物质, 参与机体非特

异性免疫反应. 
1.2 机械屏障-非特异性黏膜屏障 肠道非特异性

黏膜屏障是指肠道靠其基本结构的物理和化学

特性阻止和杀灭有害物质的特性, 包括肠道的

酸碱环境、黏膜层、完整的上皮细胞层、正常

的胃肠蠕动等. 黏膜屏障可以覆盖上皮表面, 保
护上皮细胞不受肠腔渗透压的影响和有害物质

的毒害. 肠上皮细胞层通过不断更新过程中产

生的碎片和肠上皮细胞与上皮外周的紧密连接

组成屏障将外界与机体内环境分开, 防止许多

大分子物质包括细菌和抗原进入体内, 同时减

少体内液体和电解质漏入肠腔. 胃肠动力系统

保证胃肠道在正常情况下处于一种连续的、规

律的、各部位相互协调的定向运动状态, 他的

正常运行保证了食物运送、吸收. 食物残渣和

有害物质包括粘附于黏膜上的细菌及时从体内

排除, 保证了肠道内环境的稳定. 
1.3 免疫屏障-肠道相关性淋巴组织(GALT) 肠道

是体内含淋巴组织最多的器官. 肠道相关性淋

巴组织(GALT)指聚集在聚合淋巴结、固有层及

散在于上皮和固有层的肠淋巴组织的总称, 他
含有占体内总免疫效应细胞40%的免疫细胞, 
其中包括淋巴细胞、上皮内淋巴细胞、肥大细

胞、吞噬细胞. 这些细胞参与体内的免疫调节, 
具有抗原提呈、释放炎性介质及产生特异性抗

体等作用. GALT约占人体总体液免疫的80%, 细
胞免疫的50% [2].
1.4 肠道屏障功能在多器官功能障碍综合征中

的作用 越来越多的研究表明, 肠道屏障功能

障碍时, 通过肠道细菌、内毒素移位以及肠道

局部炎症介质释放入血循环, 诱导全身过度、

失控、自毁的炎症反应, 参与远隔器官损伤及

MODS的发生和发展. 
肠道是一个大的细菌库, 含有1012-1013的细

菌, 每克粪便含细菌约1010-1012. 如此大量的细
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■研发前沿
胃肠道屏障功能
和胃肠道免疫功
能的保护已经逐
渐引起人们的研
究兴趣.
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菌其产生的毒素也是巨大的, 但肠道却有选择

的只吸收机体所需要的养分和物质, 不发生疾

病, 依靠的就是肠黏膜的屏障功能. 任何因素导

致此屏障组成破坏, 均可发生细菌及内毒素易

位(BT)[3-4]. 
健康机体肠腔内的细菌与肠黏膜和整个机

体之间构成了微生态平衡(婴儿出生后数日肠道

菌群即达到正常定植). 二者任何一个环节的改

变将破坏这平衡, 即造成疾病状态, 如整体健康

状况的损害(免疫屏障的损害)、肠黏膜结构的

破坏(机械屏障的损伤)和肠腔内细菌过度生长

(生物屏障的破坏). 另外, 胃酸及胃肠道所有消

化液以及其他黏膜上皮分泌的生物活性物质也

参入肠黏膜屏障的组成, 也有人将其称之为化

学屏障[3]. 
1 .4 .1  危重症时胃肠屏障损伤、肠道细菌移

位: 在生理状态下胃肠道的血供为心输出量的

20%-25%, 其血管床的血液量占全身总量的30%, 
其中75%分布于肠, 小肠血流量为0.4 mL/(min·g), 
仅相当于心和脑血流量的一半[5]. 而肠道黏膜的

血流量为肌层的2-4倍. 因此, 肠道黏膜对血流量

减少更敏感, 易受损害, 同时对缺氧也高度敏感. 
在多发性创伤、脓毒症、休克和热力损伤后肠

道低灌注状态下, 肠黏膜受损, 尤其是肠黏膜微

循环逆流更易使绒毛受到缺血的打击. 肠黏膜通

透性增加, 出现细菌移位. Moore et al [6-7]认为, 细
菌移位导致早期难治性休克, 再灌注后的肠道

是促炎症反应递质的来源, 这些递质使早期的

全身炎症反应扩大并引起早期多器官功能衰竭

(MOF). 肠道低灌注还引起胃和小肠的梗阻, 后
者又进一步加重肠道功能的损害, 以致近段小

肠成了脓毒症相关性MOF的病原体和毒素的存

贮库. 后期的感染引起肠道功能的恶化, 肠道细

菌、内毒素移位可进一步激活单核巨噬细胞系

统过量地合成和释放炎性递质. 
1.4.2 肠道屏障功能障碍参与MODS的发病过程: 
胃肠道屏障损伤可导致持续的肠源性细菌、内

毒素血症而致MODS的发生、发展, 故有人称

胃肠道是MODS发生的“动力部位”. 在此过

程中, 内毒素除直接造成器官功能损害外, 更重

要的是激活白细胞系统(PMN、单核细胞、淋

巴细胞、血小板、内皮细胞和组织细胞等), 激
活纤溶、凝血和激肽系统, 启动细胞因子的链

锁级联反应, 导致大量细胞因子和炎性介质的

释放, 造成微循环障碍, 组织细胞缺氧, 并通过

多种途径造成远隔部位组织和器官损伤, 参与

MODS发病过程. 
生理功能完整的肠黏膜对肠道中的细菌和

内毒素构成屏障作用. 在创伤和感染等应激情

况下, 肠道的屏障功能受到削弱或损害, 可使大

量细菌和内毒素经由门静脉和肠系膜淋巴系统

侵入血循环, 造成肠源性内毒素血症和细菌移

位, 并在一定条件下激发细胞因子和其他炎症

递质的连锁反应, 引起全身多个器官的损害. 肠
源性内毒素能调节枯否细胞活动, 使之释放能

调节肝细胞功能的内源性递质. 而肝脏的网状

内皮系统在清除从门静脉来的细菌或内毒素中

起重要作用, 其损害后使肠源性细菌或内毒素

可以到达全身循环而增加肠屏障功能衰竭对全

身的影响. 肠道细菌移位的淋巴途径是由肠壁

小淋巴管到达肠系膜淋巴结, 再经胸导管进入

体循环. Magnotti et al [8-9]研究表明, 肠系膜淋巴

能成为肠源性炎症递质的通路, 包括中性粒细

胞的刺激、CDllb表达的增加和内皮细胞间黏附

分子-1(ICAM-1)表达的增加. 在动物实验中, 失
血性休克前肠系膜淋巴的移除将不再使肺脏受

到再灌注损伤. 他们的研究结果表明是肠系膜

的淋巴液而不是门静脉的血液增加了肠内皮细

胞的损伤, 从而推测肠系膜淋巴液中含有导致

全身炎症反应综合征(SIRS)进展并最终致MOF
的关键递质. Adams et a1 [10]发现大鼠在创伤失血

性休克后肠道淋巴液进入血循环会启动中性粒

细胞的呼吸爆发(respiratory burst). 而若预先将

淋巴管结扎处理, 则这一过程被阻止而使肺得

到保护.

2  提高对消化系统危重病急症诊断水平, 减少

误诊

消化系统疾病诊断一般不难, 但临床上不少疾

病都可出现恶心、呕吐、腹痛、腹泻等表现, 
容易产生混淆而导致误诊, 尤其是腹痛. 急性腹

痛是临床患者中最常见的主诉之一, 病因很多. 
常涉及内科, 外科、妇产科等, 有时准确诊断很

困难, 甚者会危及患者生命. 因此, 对这类患者

不仅要求医生全面了解急性腹痛的各种病因及

临床表现, 而且要求医生能尽快作出一个准确

的诊断以便及时、正确的治疗, 否则会延误患

者诊治, 极易引起医患纠纷. 
正确的诊断必须建立在认真收集临床资料

包括病史、体征、常规化验及其他特殊检查结

果, 并进行全面与综合分析的基础上, 而医生需

有较广博的临床基础知识包括生化、免疫、影

■创新盘点
本文对消化道的
功能与特点进行
了阐述, 结合消化
道危重急症的发
病机制、诊断要
点和救治中容易
忽视的一些问题
进行了探讨, 论述
了消化道在危重
急症发病中的中
心地位.
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像诊断、病理生理等方面的知识技能和应急反

应能力. 
消化系统疾病的诊断首先必须排除致命性

的疾病引起的消化系统症状. 消化系统疾病最常

见的症状是腹痛, 临床上有4种致命性的腹痛. 一
是急性下壁心梗. 急性心肌梗死导致腹部疼痛的

原因是: (1)急性心肌梗死时, 牵涉痛反射到腹部

而不是胸部; (2)迷走神经受坏死心肌刺激, 兴奋

性增高; (3)部分患者心肌梗死尤其是右室梗死

时, 以右心衰为主要表现, 出现胃肠道淤血、腹

部胀痛及其他症状; (4)急性心肌梗死时, 心排出

量降低, 引起组织灌注不足[11]; (5)急性心肌梗死

时, 冠脉和腹内脏反射引起消化道症状. 因此, 中
老年人以腹痛为首发症状就诊时应排除心肌梗

死. 二是急性出血坏死性胰腺炎. 急性出血坏死

性胰腺炎疼痛的特点是: (1)疼痛多位于中上腹

部, 与体位有关, 以仰卧位为甚, 坐位和向前倾可

减轻; (2)多呈持续性钝痛、钻痛或绞痛, 常阵发

性加剧; (3)每于腹痛发生不久呕吐即出现. 确诊

主要依靠血、尿淀粉酶, 腹穿和B超. 三是宫外孕

破裂出血. 凡是育龄妇女有腹痛征象均应检查尿

HCG排除宫外孕情况. 四是腹主动脉瘤破裂. 患
者常在短时间内出现进行性心功能不全, 甚至发

生休克, 产生高排、低灌注、充血综合征, 病情

进展迅速, 后果严重. 因此一旦怀疑有腹主动脉

瘤破裂, 应尽快行X线检查确诊, 尽快手术治疗. 
其次, 其他危重病症时出现消化系统症状

要全面分析, 去伪存真, 及时作出正确的诊断. 
应及时发现消化系统的危重病症出现的其他系

统表现. 如有研究发现, 重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)80%的死亡病例与SAP继
发感染有关[11]. SAP可通过多种途径损伤心脏, 
引起心功能改变、心律失常、心源性休克、中

毒性心肌炎、心包炎、心肌梗死等[12]. SAP伴有

中枢神经系统症状且在病程早期出现被认为是

胰性脑病(pancreatic encephalopathy, PE), 主要表

现为定向力障碍、烦躁、妄想、幻觉、意识不

清或反应迟钝、表情淡漠、抑郁等神经精神症

状. 在SAP患者发病率中占18%, 且死亡率高达

67%[13]. SAP并发肾损害高达53.9%, 病死率高达

50%[14]. 
最后, 造成急腹症误诊的原因主要是医务

人员缺乏详细的病史询问, 对病情观察及病情

发展分析不仔细, 临床的知识面较狭窄, 不善于

应用辅助检查来协助诊断, 对辅助检查的结果

缺乏科学的分析, 不能有机的结合临床资料进

行综合分析. 如将大叶性肺炎误诊为胃十二指

肠穿孔或急性胆绞痛等, 带状疱疹误诊为外科

急腹症, 急性心肌梗死误诊为急性胃炎. 笔者曾

会诊1例以急性胃炎行内镜检查时出现心律失

常和心源性休克, 经心电图及心肌酶学检查证

实为广泛前壁心肌梗死. 另外, 患者及家属对自

己的病情叙述不清, 有的因为经济问题不接受

医师提出的必要辅助检查而延误诊断也是误诊

的一个重要原因.

3  救治危重病急症值得重视的几个问题

近些年来, 随着危重病的深入研究, 人们逐渐认

识到胃肠道是机体最大的细菌及毒库, 是许多

感染的发生地, 不仅是消化系统危重病急症, 而
且其他系统的危重病急症与胃肠的关系也非常

密切. 已有学者称胃肠道为MODS的“始动器

官”. 因此在救治危重病急症中要加强对胃肠

功能的维护, 特别是对胃肠屏障功能的保护. 
3.1 胃肠功能与胃肠屏障保护问题 
3.1.1 胃肠道屏障功能损害在危重病发病中的意

义: 胃肠道屏障功能损害在MODS中的作用日益

受到重视, 生理情况下人体有3道生理屏障阻止

和清除进入体内的细菌和毒素. 在严重创伤、

休克、感染等许多病理情况下, 可造成胃肠黏

膜屏障功能损害, 导致胃肠道内的细菌移位和

内毒素吸收, 诱发白细胞系统释放大量炎性介

质和细胞因子, 引起全身炎症反应综合征(SIRS)
和MODS. 

在大量的临床病例观察中发现 :  (1)重危

患者无论其原发病因是否感染, 在其整个病程

过程中, 均可能出现感染, 而且感染的细菌大

都为肠道正常菌丛 .  (2)白血病、骨髓移植和

严重烧伤患者尽管置于无菌隔离病房, 仍然有

很高的感染率, 其细菌培养表明感染菌种基本

是肠道居留菌 .  (3)上述患者给予静脉抗生素

或SDD(selected digestive decontmamination, 选
择性消化道去污染)疗法可显著降低感染的发

生率. (4)过度应用广谱抗生素可导致“二重感

染” [3,15-16]. (5)有胃肠功能障碍的危重病患者

MODS发生率和病死率高于无胃肠功能障碍的

危重病患者[17]. 
同时, 在动物实验中也发现, (1)小肠和结肠

细胞增生快, 覆盖面积广, 故能量需求高, 代谢

快[18]. (2)免疫学研究发现肠道存在大量黏膜内

淋巴细胞、Peyer小结、分泌性IgA, 淋巴滤泡和

系膜淋巴结等(统称为GALT), 在受到应激刺激

时, 会发生剧烈地免疫反应[2]. (3)大量实验研究

■应用要点
本文可以增加读
者对于消化道危
重急症的认识和
处理能力, 减少临
床对于消化道危
重急症的误诊误
治, 提高消化道危
重病急症的治疗
效果.



www.wjgnet.com

李奇林, 等. 加强对消化系统危重病急症的认识与救治                                                                                                    3355

■名词解释
多器官功能障碍
综合征(multiple 
organ dysfunction 
s y n d r o m e , 
MODS): 指严重
创 伤 、 感 染 ( 休
克 、 重 型 胰 腺
炎)、急性中毒或
病理产科等原发
病发生24 h后, 同
时或序贯发生两
个或两个以上脏
器功能失常的临
床综合征. 患者在
发生MODS前机
体原有器官功能
基本良好, 功能损
害属可逆性, 一旦
发病机制阻断, 器
官功能可望恢复.

发现肠黏膜上皮吞噬细菌和细菌越过上皮进入

其他组织(即细菌易位)的现象, 说明了肠黏膜屏

障的客观存在[3]. (4)给予同样肠外营养的动物, 
切除肠道的动物较之未切除者, 对创伤和打击

耐受性强、存活时间长、感染率低[19]. (5)无菌

动物对应激刺激耐受较普通动物好, 感染发生

率低[19]. 
因此, 可以认为, 胃肠道是机体应激反应和

危重症发病的中心环节之一. 在治疗危重病急

症的过程中, 必须注意维护胃肠黏膜屏障功能

的完整, 防止胃肠功能障碍. 
3.1.2 胃肠黏膜屏障功能保护措施: 寻求保护胃

肠功能, 阻止因胃肠黏膜屏障功能障碍导致的

多脏器损伤的方法, 是防治危重病急症和MODS
的关键. 目前对于胃肠黏膜屏障功能保护的研

究主要集中在以下方面. (1)胃管注入胃肠黏膜

保护剂: 以往对于胃肠功能障碍传统采用抑酸

剂及胃肠动力药, 效果较差. 应用抑酸剂使胃酸

降低, 过度碱化, 反而促使胃肠道细菌过度繁殖, 
导致细菌易位, 引起肠源性肺损伤、肠源性脓

毒血症加剧MODS的发展[20]. 因此如无应激性

胃肠出血, 我们不建议使用抑酸剂. 黏膜保护剂

思密达可与黏蛋白结合成特殊黏膜保护层, 可
防止肠道菌群的移位, 吸附胃肠毒素. (2)尽早肠

内营养: 早期肠内营养尤其是带有免疫调节成

分如精氨酸、多不饱和脂肪酸、核糖核酸、谷

氨酰胺等的营养物质可防止肠黏膜萎缩, 减少

肠内细菌移位和脓毒性并发症的发生[21]. 在腹

部手术后如果病情容许, 宜尽早肠内营养. 南京

军区总医院黎介寿院士指出: “当胃肠道能够

被安全使用时, 使用他”. 危重患者在应激状态

下, 胃肠黏膜屏障功能更易受损, 更易发生细菌

及内毒素易位, 增加肠源性感染与MODS的发生

率. 而肠内营养的优势在于其有助于维持胃肠

黏膜细胞的结构和功能完整, 减少内毒素释放

与细菌易位, 保持胃肠道固有菌丛正常生长, 防
止发生菌群失调, 刺激sIgA以及胃酸与蛋白酶

的分泌, 从而维护其机械、免疫应激状态下与

生物屏障, 刺激消化性激素分泌, 促进胃肠蠕动, 
增加内脏血流, 改善胃肠道血流灌注与氧供应. 
(3)补充特殊营养物质如膳食纤维、谷胺酰氨、

精氨酸等: 谷胺酰胺作为短链脂肪酸的前体, 在
维持小肠运动和结肠黏膜的结构和功能中起到

重要作用, 可防止细菌穿过小肠, 增进结肠血流, 
保护胃肠黏膜屏障. 短链脂肪酸是结肠黏膜的

重要能源物质, 而且他可转化为包括谷胺酰氨

在内的多种氨基酸, 增加肠道血流量和刺激胰

腺分泌, 预防肠黏膜萎缩, 减少肠道细菌易位[22]. 
谷胺酰氨是肠道的主要能量来源, 占70%以

上, 肠道也是谷胺酰氨最主要的消耗器官. 大量

研究表明, 谷胺酰氨能促进氮平衡, 保持胃肠黏

膜完整, 防止细菌易位和肠道毒素进入血液. 
精氨酸是一种半必须氨基酸, 应激状态下

有降低蛋自质分解, 调节免疫, 提高巨噬细胞的

杀菌力和减少肠道细菌易位. (4)大黄粉胃管注

入或灌肠: 中医理论认为大黄有攻下泻火、荡

涤肠胃、清热解毒和凉血行淤等功能, 其主要

成分是大黄素、大黄酸、芦荟等. 研究表明, 大
黄能保护胃肠黏膜上皮细胞间的紧密连接, 提
高危重症患者胃肠黏膜内pH值, 改善胃肠黏膜

的血流灌注, 降低胃肠黏膜的通透性, 抑制胃肠

道细菌易位, 降低内毒素含量, 又能促进胃肠蠕

动, 保护胃肠黏膜屏障, 对危重症患者胃肠功能

的维护起到重要作用[23]. 大黄还可减轻毛细血

管的通透性, 改善其脆性, 并能增加血小板含量, 
促进血液凝固, 对消化道出血有止血作用. (5)大
剂量维生素C: 应用维生素C作为氧自由基清除

剂, 能降低应激状态下大量氧自由基产生, 对危

重症患者来说是有益的. 从胃肠功能维护上看, 
有动物实验表明, 维生素C对烫伤后大鼠胃肠黏

膜屏障有明显保护作用, 为危重症患者肠源性

感染的防治提供一个重要方法[24]. (6)丹参配合

肠内营养: 徐杰[25]发现, 丹参抗氧化和肠内营养

的协同作用不仅可以提供患者的营养底物, 同
时有利于减少机体的氧化应激, 保护肠道的屏

障功能, 从而减缓疾病的进展, 提高疾病的治疗 
效果. 
3.2 维持机体内环境稳定 处理好酸碱失调, 有利

于维持血压的稳定和细胞的正常代谢, 调整电

解质失衡, 尤其是血液中钾离子和钠离子浓度

的稳定. 
3.3 关注肝肾功能 当肝肾功能受损, 可造成机体

毒素排泄障碍, 免疫功能下降, 凝血机制障碍, 
水电解质代谢紊乱. 救治过程中避免使用对肝

肾功能有损害的药物, 防止肝功能衰竭, 尽早做

好“三利”: 利胆、利尿、利便和“三防”: 防
出血、防感染、防内环境紊乱. 
3.4 注意血糖的变化 危重病出现血糖增高可造

成机体感染机会增加和脑、肺、心等重要器官

的损害, 重点是观察血糖变化, 用好胰岛素, 调
节血糖. 
3.5 用好中医中药 通腑攻下法, 代表中药, 大黄, 
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可改善胃肠的微循环, 又可将残留在胃肠黏膜

的毒素及时排出. 清热解毒法, 代表中药, 血必

静、痰热清、醒脑静等, 可清除血液中的毒素

和感染并发症引起的高热不退等. 活血祛瘀法, 
代表中药复方丹参注射液, 可改善微循环障碍, 
实践中防治急性肾功能衰竭有较好的疗效. 补
气补阴扶正法, 代表药有生脉注射液, 对中毒性

心肌炎引起的低血压和机体抵抗力低下有较好

的帮助.
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Abstract
Helicobacter pylori infection and non-steroidal 
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely 
accepted as the most important factors in the 
pathogenesis of peptic ulcers. However, the 
proportion of H pylori-negative peptic ulcers 
without intake of NSAIDs appears to have 
increased in recent years. The reason is partly 
related to a decreased prevalence of H pylori 
among the population and more effective 
eradication of the bacterium, and it is also 
related to the defense measures for NSAIDs. 
The etiological factors involved in peptic ulcer 
disease not caused by H pylori or NSAIDs 
include altered acid secretion, abnormal 
gastric emptying, defective mucosal defense 
mechanisms, psychological stress, smoking, 
genetic predisposition and other chronic 
diseases. The main therapeutic measures 
include anti-secretory drugs and mucosal 
protectants.

Key Words: Helicobacter pylori ; Non-steroid anti-
inflammatory drugs; Peptic ulcer

Zhang XJ. Peptic ulcer disease not related to Helicobacter 
pylori or non-steroidal anti-inflammatory drugs. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 3357-3359

摘要
幽门螺旋杆菌(H pylor i )和非甾体类抗炎药
(NSAIDs)已被公认为消化性溃疡的两个最主
要的病因. 近年来, 越来越多的临床证据表明, 
非H pylori和非NSAID溃疡的发生比例正在逐
渐增加. 这可能与H pylori 感染率的降低以及
临床规范的根除H pylori 治疗有关, 同时也与
使用NSAIDs时注意防范其对胃肠道的损害有
关. 非H pylori和非NSAIDs溃疡病与胃酸分泌
变化、胃排空异常、胃黏膜防御机制下降、 
应激、吸烟、遗传以及其他慢性疾病有关. 在
治疗上抑制胃酸, 保护胃黏膜仍然是主要的手
段. 对这类溃疡病治疗上应更积极.

关键词: 幽门螺杆菌; 非甾体类抗炎药; 消化性溃疡
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0  引言

消化性溃疡病的病因目前还不是很清楚. 近年

来多认为胃酸分泌异常和幽门螺杆菌(H pylori )
感染引起的炎症是发生溃疡病的主要病因. 还
有一部分溃疡病是应用非甾体类抗炎(NSAID)
药引起. 目前李益农 et al [1]根据病因将溃疡病分

为H pylori相关性溃疡(H pylori  associated ulcer), 
NSAID引起的溃疡(NSAID-induced ulcer)和非 
H pylori非NSAID溃疡, 这有利于指导临床诊断

和治疗. 本文就非H pylori非NSAID溃疡的流行

病学、病因、发病机制和临床的处理等相关问

题进行讨论.

1  流行病学

有证据表明, 随着H p y l o r i 感染率的下降, 非 
H pylori非NSAID溃疡占消化性溃疡的比例正在

逐渐增加[2]. 美国一项回顾性分析表明, 在未使

用NSAID的溃疡病患者中, 47%白人和22%的非

白人H pylori检测结果阴性, 而这组患者溃疡病

总发病率为39%[3]. 另一份材料分析表明, 在美

国复发性十二指肠球部溃疡患者中, 非H pylori
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非NSAID溃疡占20%[4]. 还有一份荟萃分析指出, 
52%的十二指肠溃疡和47%的胃溃疡不是由于

H pylori感染引起[5]. 美国Ciociola et al [6]回顾性

荟萃分析6个临床试验的2910个病例的结果指

出, 大约有27%的溃疡患者是非H pylori感染和

非NSAID引起的. 西班牙Arroyo et al [7]的一项调

查发现, 在西班牙不同地区754例消化性溃疡病

的患者中, 非H pylori感染和非NSAID的十二指

肠溃疡占1.6%, 胃溃疡占4.1%. 日本Nishikawa 
et a l [8]分析了398例胃、十二指肠溃疡病例, 非
H pylori感染非NSAID溃疡仅占1.4%. 香港一

项较大规模的前瞻性研究发现977例上消化道

出血的患者中, 非H pylori感染非NSAID的患者

占4.1%[9]. Yakoob et al [10]的一组回顾性分析资

料表明, 217例溃疡患者中, 非H pylori感染和非

NSAID的患者62例, 占这组患者的29%. 人群中 
H pylori感染率的不同可以解释这种H pylori感染

非NSAID溃疡病发病率具有明显的东西方地域

差异. 我国目前尚没有这方面的流行病学数据. 
崔春吉 et al [11]报告了一组330例胃溃疡患者的内

镜分析, 其中H pylori阴性患者146例, 占44.24%, 
而且病因多样化. 

随着临床医师对H pylori感染和服用NSAID
药物引起的溃疡病的深入认识, 和根除H pylori
感染规范治疗在临床的广泛应用以及对服用

N S A I D预防措施的加强, 这两种主要病因引

起的溃疡病正在逐渐减少. 相应的临床诊断非 
H pylori感染非NSAID的溃疡病患者的比率将有

所增加, 在临床的诊断、治疗上应引起高度的 
重视.

2  病因

幽门螺旋杆菌感染和非甾体抗炎药是引起溃疡

的主要病因已经得到共识, 但并非所有溃疡病均

为这两种原因所致. 上述的流行病学资料提示, 
还应该考虑一些相对少见的其他因素. 在所有已

经明确的引起溃疡病的病因除外后的溃疡病, 被
称为所谓的“特发性溃疡病”. 目前认为所谓的

“特发性溃疡病”的发病是以下几种致病因子

相互作用的结果[12]. (1)应激状态: 包括身体的应

激(激烈运动、颅脑损伤、烧伤等), 心理的应激

(高度紧张、剧烈悲痛、情绪不良等), 机械损伤

(胃结石、异物等), 胃肠道严重的感染, 营养的严

重缺乏等[12-13]. (2)高酸分泌: 胃泌素瘤; 卓-艾氏综

合征(Zollinger-Ellison syndrome)等. (3)胃动力障

碍: 常见的是胆汁反流、还有胃排空异常(加快、
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减慢等). (4)其他较常见病因: 吸烟(吸烟者溃疡病

率与吸烟量呈正相关)、饮酒、遗传因素等[2,12,14]. 
(5)其他慢性疾病: 如克隆氏病、甲状旁腺功能亢

进、Billroth Ⅱ胃大部切除术后的胃窦旷置综合

征、肺气肿、冠心病、动脉硬化、慢性肝病等.

3  发病机制

无论何种病因引起的溃疡病, 其发病机制和病理

生理基础一直被认为是胃黏膜的攻击因子和防

御因子失去平衡所致, 即溃疡病发病的“天平学

说”. 目前认为无单一致病模式, 是多种因素综合

作用的结果. “无酸, 无溃疡”仍然是共识和治

疗溃疡病的基础. (1)应激状态: 人在应激状态下

可通过神经内分泌系统增加胃酸的分泌, 同时又

影响胃肠道黏膜的血液营养供应, 减弱胃黏膜的

防御功能从而引起溃疡病. 如临床上经常遇到一

些患者(包括运动员)在过度劳累或终日处于紧张

状态时出现消化道溃疡甚至出血. (2)胃动力障碍: 
目前认为, 幽门功能异常, 十二指肠内容物返流到

胃内, 其中胆酸(尤其是脱氧胆酸)、溶血磷脂酰

胆碱和抑肽酶, 均能对胃黏膜造成直接损伤而导

致溃疡. 胃排空障碍可以使食糜在胃窦潴留, 刺激

胃窦G细胞分泌胃泌素增加, 胃泌素又刺激胃壁

细胞分泌盐酸, 从而增加攻击因子对胃黏膜的损

伤作用. 相反, 胃排空过快, 也可导致胃酸对胃黏

膜的损伤加剧[12]. (3)吸烟和饮酒: 烟草中含有的

尼古丁成分有损伤胃黏膜的作用, 长期吸烟还可

使胃酸分泌过多, 使胆汁返流进入胃而破坏胃黏

膜, 抑制胰分泌HCO3
-, 中和胃酸的能力下降, 并

可造成黏膜中前列腺素含量降低, 而前列腺素有

保护胃肠道黏膜的作用. 酒精可刺激胃酸分泌, 对
胃黏膜也有直接损伤作用. 有饮酒嗜好同时又经

常吸烟者, 更易发生溃疡病. (4)遗传: 溃疡病患者

家庭中的再发率风险高, 单卵双胞胎同时发生溃

疡的几率在50%以上, 在十二指肠溃疡患者中O型

血较其他血型多见. (5)其他慢性疾病的影响: 患
肺气肿的患者, 十二指肠溃疡发生率比正常人高3
倍. 冠心病、动脉硬化会造成胃黏膜供血不佳, 可
影响溃疡的愈合. 肝硬化患者由于门静脉高压所

致的消化性溃疡发生率是普通人群的2-3倍, 乙肝

病患者表面抗原阳性, 胃溃疡发病率高达33%.

4  治疗

Quan et al [12]指出, 非H pylori感染非NSAID溃疡

的患者, 出现并发症的机率更高, 所以治疗上要

更积极, 有时需要长期维持治疗. 上文提到的 
“无酸, 无溃疡”仍然是治疗溃疡病的基础. 抑

www.wjgnet.com

■同行评价
本文论述全面, 内
容 丰 富 ,  层 次 清
楚, 有一定的科学
意义. 



张小晋. 非幽门螺杆菌非NSAID药物相关性溃疡                                                                                                             3359

www.wjgnet.com

制胃酸是治疗的基本方法和主要手段. 胃黏膜

保护剂可以保护胃及十二指肠黏膜屏障, 加强

黏膜防御功能, 也是消化性溃疡病治疗的重要

手段. 还可辅以促进胃动力药的治疗. (1)抑酸药: 
目前认为, 在抑制胃酸的治疗中, 质子泵抑制剂

(PPIs)是首选药物, 其治疗目的主要是充分抑制

胃酸分泌以促进溃疡愈合及预防复发[5]. 剂量可

因病情而异, 但不能少于常规剂量(如奥美拉唑

40-80 mg/d, 埃索美拉唑40-80 mg/d, 兰索拉唑

30-60 mg/d). H2-受体拮抗剂(H2-RA)也是经常选

择的抑酸药物, 但随着抑酸疗程的延长胃壁细

胞对其敏感性会逐渐下降. 一般睡前服用单剂

量H2-RA(如西咪替丁800 mg, 雷尼替丁300 mg, 
法莫替丁40 mg, 尼扎替丁300 mg)6-8 wk, 大部

分溃疡病可以愈合. PPIs则可使溃疡愈合时间缩

短至上述的1/2或1/3. (2)胃黏膜保护剂: 胶体铋

剂、硫糖铝、前列腺素、替普瑞酮(施维舒)、
生长抑素、表皮生长因子等可以中和胃酸, 改
进胃黏膜血流, 促进胃液中重碳酸盐、糖蛋白

等防御因子的分泌, 促进前列腺素和合成, 有强

烈的吸附作用等, 提高胃黏膜屏障对攻击因子

的防御作用. 大量临床资料已经充分显示, 胃黏

膜保护剂可使溃疡愈合质量提高, 并使其复发

率明显降低. (3)胃肠动力药物等: 在胃动力障碍, 
胆汁反流为主要病因的患者中, 在应用降低胃

酸药物的同时, 必须同时应用促胃肠动力药物, 
以促进胃内食物的排空, 增加食管下括约肌的

张力, 以减少反流. 常用的药物有: 甲氧氯普胺

(胃复安), 多潘立酮(吗丁啉), 西沙必利, 莫沙必

利, 替加色罗等. 铝碳酸镁可在酸性环境下结合

胃内胆汁酸, 持续阻止胆酸和胃蛋白酶对胃黏

膜的损伤, 迅速中和胃酸, 增强胃黏膜保护因子

的作用[15]. 另外, 熊去氧胆酸能抑制胆酸的合成, 
服用后胆汁中大量的胆酸排出, 使胃液中的胆

酸、石胆酸、脱氧胆酸含量明显降低, 使胆汁

对胃黏膜的损伤减少, 因此也可以应用. (4)原发

病治疗: 如消除和缓解身体和精神上的应激状

态, 戒烟戒酒, 手术清除胃泌素瘤. 积极治疗引

起溃疡病的心脏疾病、呼吸系统疾病、门脉高

压症、克隆氏病、甲状旁腺功能亢进等原发病

有利于溃疡病的痊愈[16]. 
由于对消化性溃疡发病机制的深入研究, 目

前非H pylori非NSAID溃疡正在引起重视和关注, 
在诊断和治疗上也有进一步的研究和认识. 由于

治疗药物的不断发展, 内科治疗溃疡病, 特别是

对非H pylori非NSAID溃疡可以取得良好的疗效.
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Abstract
AIM: To study the effect of Jiangzhi granules on 
non-alcoholic fatty liver disease in rats, and on 
the expression of leptin receptor mRNA, P-JAK2 
and P-STAT3 in the liver. 

METHODS: Sixty-eight male Sprague–Dawley 
rats were randomly divided into two groups: 
blank group (n = 8), fed a normal diet; Model 
group (n = 60), fed high fat diet, Fifty-eight rats 
in Model group were randomly divided into five 

groups: control group (n = 10), Jiangzhi gran-
ules low-dose group (n = 12), Jiangzhi granules 
moderate dose group (n = 12), Jiangzhi granules 
high-dose group (n = 12) and Dongbao Gantai 
(DB) group (n = 12). We examined the effect of 
traditional Chinese medicine and DB on liver/
body weight ratio, expression of leptin receptor 
mRNA (RT-PCR), P-JAK2 (Western blotting), 
P-STAT3 (Western blotting), triglyceride (TG) 
and total cholesterol (TC) in liver tissue. 

RESULTS: In the low-, moderate- and high-
dose groups, Jiangzhi granules significantly 
reduced liver lipid (TG, TC) levels, improved 
steatosis, reduced hepatitis, and significantly 
reduced the high level of serum leptin (193.02 
± 23.8 ng/L, 163.97 ± 31.38 ng/L, 147.83 ± 17.59 
ng/L vs 317.22 ± 39.26 ng/L, P < 0.01), improved 
leptin resistance, increased expression of leptin 
receptor mRNA (1.87 ± 0.06, 2.20 ± 0.04, 2.78 ± 
0.04 vs 1.50 ± 0.05, P < 0.01), P-JAK2 (119.88 ± 
2.98, 123.45 ± 0.68, 124.34 ± 3.42 vs 113.15 ± 1.27, 
P < 0.01) and P-STAT3 (94.15 ± 0.78, 100.18 ± 3.33, 
101.94 ± 2.20 vs 89.06 ± 0.69, P < 0.01). 

CONCLUSION: Jianghzhi granules effectively 
improve liver function, hepatitis and steatosis. 
Jiangzhi granules can increase expression of 
leptin receptor mRNA, p-JAK2 and p-STAT3 in 
liver tissue. 

Key Words: Jiangzhi granules; Dongbao Gantai; 
Non-alcoholic fatty liver disease; Leptin; Leptin re-
ceptor mRNA; P-JAK2; P-STAT3

Ma ZS, Liu T, Zheng PY, Xing LJ, Ji G. Effect of Jiangzhi 
granules on expression of leptin receptor mRNA, P-JAK2 
and P-STAT3 in rats with non-alcoholic fatty liver disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 3360-3366

摘要
目的: 观察降脂颗粒对非酒精性脂肪肝大鼠的
治疗作用及其对血清瘦素、肝组织瘦素受体
mRNA、P-JAK2/P-STAT3蛋白含量表达的影响. 

方法: 将60只SD♂大鼠, 随机分为空白组(正

®

■背景资料
随着人民生活水
平的提高, 脂肪肝
的发病率逐年上
升. 然而, 现代医
学对NAFLD的病
理机制尚不清楚, 
亦无理想的防治
药物, 而中医药对
防治NAFLD具有
较好的疗效, 越来
越被广大患者所
接受.
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常饮食)和造模组(高脂饮食). 待造模成功后
将造模组大鼠随机分为模型对照组、降脂颗
粒低、中、高剂量组和东宝甘泰组. 治疗4 
wk后行肝组织生化和病理学检测, 并同时应
用ELISA试剂盒检测血清瘦素, RT-PCR法检
测肝组织瘦素受体mRNA表达, 应用Western 
b lo t检测肝组织P-JAK2和P-STAT3蛋白的 
表达. 

结果: 低、中、高剂量组降脂颗粒能明显降
低非酒精性脂肪肝大鼠模型肝脂(TG和TC)水
平, 改善脂肪变性, 降低肝脏炎症反应, 并能明
显降低血清瘦素高水平状态(193.02±23.8 ng/
L, 163.97±31.38 ng/L, 147.83±17.59 ng/L vs  
317.22±39.26 ng/L, P <0.01), 改善瘦素抵抗, 
同时增加瘦素受体mRNA的表达(1.87±0.06, 
2.20±0.04, 2.78±0.04 vs  1.50±0.05, P <0.01), 
增加肝组织P-JAK2和P-STAT3蛋白的含量
(119.88±2.98, 123.45±0.68, 124.34±3.42 vs  
113.15±1.27, P <0.01; 94.15±0.78, 100.18±
3.33, 101.94±2.20 vs  89.06±0.69, P <0.01). 

结论: 降脂颗粒对非酒精性脂肪肝大鼠肝脏
脂质和炎症有较好的治疗作用, 其可能机制是
改善瘦素抵抗, 增加肝脏瘦素受体mRNA表达
及P-JAK2, P-STAT3蛋白含量.

关键词: 降脂颗粒; 东宝甘泰; 非酒精性脂肪肝; 

Leptin; 瘦素受体 mRNA; P-JAK2; P-STAT3
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0  引言

肝脏是脂肪代谢的主要场所 ,  非酒精性脂肪

肝(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)是
肝脏脂肪代谢异常所导致的肝内三酰甘油

(triacylglyceride, TG)蓄积过多的一种病理状 
态[1]. 该病与中心性肥胖、2型糖尿病、代谢综

合征(肥胖、血脂障碍、胰岛素抵抗和高血压

等)多囊卵巢综合征以及高三酰甘油血症等密

切相关[2]. 目前认为该病的发病机制主要是“二

次打击学说”, 第一次打击是胰岛素抵抗引起

的脂肪在肝细胞的沉积, 第二次打击是在脂肪

沉积的基础上的脂质过氧化、氧化应激和异常

的细胞因子等参与的炎症反应形成脂肪性肝炎. 
最近有临床研究显示, leptin在NAFL、肥胖、非

酒精性脂肪性肝炎患者中血清水平升高[3-5]. 动

物实验也提示leptin在NAFL、肝纤维化、非酒

精性脂肪性肝炎中表达增高, 在促进炎症、促

进肝纤维化中起主要作用[6-8]. 然而, 其确切机

制尚不清楚. 现代医学尚无特效药物治疗该病. 
因此, 寻找治疗NAFLD的有效药物亦是当务之

急. 降脂颗粒系龙华医院院内制剂, 全方由绞股

兰15 g、虎杖15 g、丹参9 g、茵陈9 g、干荷叶

6 g五味中药组成, 长期应用于临床, 安全而有

效. 我们通过高脂饮食诱导NAFLD大鼠模型, 观
察降脂颗粒对NAFLD大鼠的治疗作用及其对

血清瘦素、肝组织瘦素受体mRNA、P-JAK2、
P-STAT3蛋白含量表达的影响, 探讨降脂颗粒治

疗NAFLD的可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠68只, 体质量180±30 
g, 购于上海斯莱克实验动物有限责任公司. 胆
固醇, 购于国药集团化学试剂有限公司. TG和

TC试剂盒购于南京建成生物工程研究所, leptin 
试剂盒购于上海森雄科技生物有限公司, RT-
PCR试剂盒购于上海申能博彩生物科技有限公

司, P-JAK2和P-STAT3试剂盒购于Santa Cruz公
司, 降脂颗粒(绞股兰15 g, 虎杖15 g, 丹参9 g, 茵
陈9 g, 干荷叶6 g)上海龙华医院提供, 东宝甘泰

片, 通化东宝药业股份有限公司.
1.2 方法 大鼠适应性饲养1 wk, 按体质量随机分

为造模组60只, 空白对照组8只. 造模组给予高

脂饲料[9](880 g基础饲料+100 g猪油+20 g胆固

醇/kg), 空白组给予普通饲料, 自由饮食饮水. 第
4, 8周各处死1只造模组大鼠做肝脏病理HE染
色, 以判断造模情况. 造模组大鼠随机分成降脂

颗粒低(12只)、中(12只)、高剂量组(12只)、东

宝甘泰组(12只)和模型对照组(10只). 降脂颗粒

低、中、高剂量组分别以降脂颗粒干膏粉0.414 
g, 0.828 g, 1.656 g/kg每日ig; 东宝甘泰组以0.15 
片/kg每日ig; 空白对照组及模型对照组分别给

予等量的5 g/L CMC液. 治疗4 wk后取下肝脏, 
称质量, 备检. 制备肝组织匀浆, 比色法测定肝

脏TC和TG. 石蜡切片, HE染色, 光镜下观察肝脂

肪变性和炎症程度. 肝细胞脂肪变性程度判断

标准参照Diehl法[10], 炎症活动度计分标准参考

1981年Knodell提出的慢性肝炎组织学活动指数

(HAI)[11], 并结合王泰龄 et al [12]提出的慢性肝炎

炎症活动度计分方案. 血清瘦素水平检测严格

按照leptin ELISIA试剂盒说明书操作.
1.2.1 肝脏瘦素受体mRNA测定: 取肝组织100 

■研发前沿
Leptin在非酒精性
脂肪性肝中的作
用日益受到大家
的重视. 大部分临
床和实验研究显
示, leptin在非酒
精性脂肪性肝、

非酒精性脂肪性
肝炎、肝纤维化
中表达升高. 本实
验结果与此一致, 
并探讨降脂颗粒
对肝脏瘦素受体
及其相关信号的
影响. 
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mg按照TRIzol Reagent液说明书提取总RNA, 然
后用紫外分光光度计定量. 按照试剂盒说明书

进行cDNA的逆转录. 总RNA经RT反应后进行

PCR扩增, leptin receptor (LR) mRNA上游序列: 
CAGGCAACACTGAAGGGAAGACG, 382 bp, 
下游序列: CATCATCTGTGACTTCCATACGC  
822 bp; β-actin上游序列: TGTGATGGTGGGTAT
GGGTCAGAAG, 207 bp, 下游序列: TCACGGT
TGGCCTTAGGGTTCAGAG, 431 bp. 采用AMV 
49 μL体系, 1st strand cDNA 10×PCR Buffer各5 
μL, dNTP 1 μL, 目的基因正负链各2 μL, β-actin
正负链各2 μL, Taq酶1 μL, DEPC H2O 29 μL. 反
应条件为: 95℃预变性5 min, 95℃ 30 s, 59℃ 40 
s, 72℃ 1 min, 30次循环, 72℃延伸10 min. PCR
产物加样于20 g/L琼脂糖凝胶, 上样量10 μL,  
6×DNA loading Buffer 2 μL, 电压150 V, 电泳

35 min, 紫外灯下观察, 凝胶分析系统拍照. 用
密度扫描仪对特异性条带进行密度扫描, 测得

其灰度值, 与相应的β-actin灰度之比表示leptin 
receptor mRNA的相对水平.
1.2.2 肝组织P-JAK2和P-STAT3蛋白含量的检测: 
抗原蛋白提取后采用紫外分光光度计进行蛋白

质定量. 取总蛋白50 μg, 加等量SDS凝胶加样

缓冲液, 100℃变性3 min, 100 g/L十二烷基硫酸

钠一聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳后, 采用

半干式电转移仪(Bio-Rad公司), 参照厂家提供

程序进行转膜. 转移结束后, 室温下用含50 g/L
脱脂奶粉的PBS封闭2 h, 然后分别加入鼠抗人

P-JAK2或P-STAT3 mAb(购自Santa Cruz公司, 工
作浓度1∶1000)室温下振荡1 h, 再加入1∶5000
稀释的二抗(HRP-GAMG购自Bio-Rad公司)室
温下孵育1 h, 放射自显影: 曝光5 min, 用密度

扫描仪进行密度扫描, 测得其灰度值, 与相应的

β-actin灰度之比表示其蛋白含量. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 组

间比较采用方差分析; 等级资料采用秩和检验, 
用SPSS12.0软件包进行数据统计.

2  结果

空白组大鼠精神充沛, 灵活好动, 饮食正常, 皮
毛整洁. 模型组大鼠精神萎靡, 性情较温顺, 不
喜动, 皮毛凌乱欠光泽. 用药组均有不同程度的

活动减少, 饮食减少, 皮毛欠光泽.
2.1 对NAFLD大鼠肝脏指数的影响 高脂饮食可

诱导大鼠NAFLD模型, 表现为模型大鼠肝质量

增加, 肝脏指数明显升高(4.20±0.20 vs  2.54±

0.23), 各组均能明显降低脂肪肝大鼠的肝脏指

数(3.87±0.43, 3.64±0.25, 3.58±0.29), 与模型

组比较有显著差异(P <0.05, P <0.01, P <0.01). 降
脂颗粒高剂量组明显优于东宝甘泰组(3.88±
0.39, P <0.05)和低剂量组(P <0.05).
2.2 肝脏病理学观察 空白对照组肝脏肉眼观察

呈鲜红色, 边缘锐利, 表面光滑. 模型组肉眼见

肝脏体积增大, 边缘变钝, 颜色呈土黄色, 质软, 
与周围组织有粘连, 切面油腻状. 给药组部分肝

脏接近正常, 表面呈浅黄色, 油腻状减轻, 指压

有弹性. 正常对照组大鼠肝组织切片HE染色未

见明显异常. 模型组大鼠所有标本的肝组织切

片均可见弥漫性肝细胞脂肪变性, 主要为大泡

性脂肪变性, 也有部分小泡性脂肪变性, 同时肝

小叶内和汇管区有以大量单个核细胞为主的炎

性细胞浸润, 以小叶内炎症为主, 部分大鼠肝组

织小叶内坏死灶融合成片. 用药组肝脏病理有

不同程度的改善, 轻度至中度脂肪变为主, 肝细

胞形态大致正常, 大小较一致, 肝内脂肪滴减

少, 散在分布, 核圆位于细胞中央. 在抗炎方面, 
降脂颗粒组与东宝甘泰组具有统计学的差异

(P <0.05, 图1, 表1).
2.3 对NAFLD大鼠肝脏脂质的影响 模型组大鼠

肝脏TG、TC明显升高. 各用药组均能降低肝组

织TG和TC水平(P <0.01, P <0.05), 降脂颗粒中、

高剂量组明显优于东宝甘泰组(P <0.01). 在肝

组织TG方面, 降脂颗粒高剂量组优于中、低剂

量组(P <0.05, P <0.01), 中剂量组优于低剂量组

(P <0.05), 高中低三组呈一定的量效关系(表1).
2.4 降脂颗粒对血清瘦素的影响 降脂颗粒和东

宝甘泰均能明显降低NAFLD大鼠血清瘦素水

平(P <0.01). 降脂颗粒中、高剂量组明显优于

东宝甘泰组(P <0.01), 高剂量组优于低剂量组

(P <0.01, 表2). LR mRNA在正常空白组肝组织

呈高水平表达, 模型组肝组织LR mRNA呈低水

平表达, 东宝甘泰及降脂颗粒各剂量均可增加

LR mRNA的表达(P <0.01), 降脂颗粒高剂量组

优于其他各组(P <0.01), 降脂颗粒中剂量组优于

东宝甘泰组及降脂颗粒低剂量组(P <0.01, 表2, 
图2).
2.5 降脂颗粒对肝组织P-JAK2和P-STAT3的影

响 模型组大鼠肝组织P-JAK2和P-STAT3的蛋

白含量均较正常组大鼠表达为低(P <0.05). 各
用药组均可增加P-JAK2和P-STAT3的蛋白含量

(P <0.05), 降脂颗粒高剂量组明显优于东宝甘泰

组和低剂量组(P <0.01, P <0.05, 表3, 图3).

■创新盘点
有研究显示提升
瘦素水平是治疗
脂肪肝的有效途
径 .  本 实 验 则 认
为血中瘦素水平
升高是致脂肪肝
的 危 险 因 素 ,  提
示降脂颗粒可以
降低血瘦素水平, 
并首次研究降脂
颗粒对肝脏瘦素
受体及P-JAK2和
P-STAT3的影响.
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3  讨论

NAFLD目前发病机制尚未完全搞清楚, 多数学

者认为其与肥胖、糖尿病、高血压、高脂血

症等胰岛素抵抗相关的代谢综合征有密切关

系. 新近的研究显示, NAFLD常伴有胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR)和高胰岛素血症, 并与机

体对瘦素(leptin)的敏感性降低有关[13]. 瘦素是机

体脂肪组织的主要调节因子, 由脂肪组织释放

入血, 通过血液循环分布到全身各种组织(主要

分布于骨骼肌、脂肪组织、外周淋巴组织、中

枢神经系统、胃肠道和肝脏等处), 并与其相应

受体相结合, 通过Janus家族酪氨酸激酶/信号转

导与转录激活因子(JAK/STAT). 其中最主要是

通过JAK2/STAT3途径[14-15]产生生物学效应, 发
挥其控制食物摄入和调节能量代谢的作用[16-17]. 
目前研究认为, 瘦素参与肝脏内糖及脂肪代谢

主要是通过调控肝脏磷酸烯醇式丙酮酸梭激酶

(phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK)的
基因表达和糖异生的效率, 促进肝脏对乳酸的摄

取, 刺激肝糖原产生; 同时通过蛋白激酶A激活

肉毒碱脂酰转移酶, 影响肝脏的脂肪代谢. 瘦素

能通过减少摄食(减少约50%)及提高机体能量消

耗即加强肝脏脂肪代谢而降低三酰甘油[18-19], 提
示瘦素在脂肪肝治疗中具有重要作用. 然而, 现
有研究结果表明, 非酒精性脂肪肝患者普遍存在

瘦素抵抗. 瘦素抵抗通过上调固醇调节元件结合

蛋白-1(sterol regulatory element binding protein-1, 
SREBP-1)基因的表达, 使瘦素特异性抑制肝脏

脂酰辅酶A去饱合酶-1(stearoyl-CoA desaturase-1 
SCD-1)mRNA表达的能力下降[20-21], 促进肝内脂

质合成, 导致脂肪肝的发生发展.
Tobe et al [22]在研究血浆瘦素水平与脂肪肝

关系的实验中发现, 脂肪肝患者血浆瘦素水平

明显高于对照组, 而且与转氨酶的升高平行. 经
多元回归分析表明, 瘦素是脂肪肝发生的独立

危险因素, 瘦素水平与BMI、血清胆固醇、低密

度脂蛋白(LDL)、三酰甘油水平相关. 而且, 肥

■应用要点
本 文 结 果 提 示
l e p t i n 在 非 酒 精
性脂肪性肝中表
达升高而肝组织
瘦素受体mRNA
表 达 降 低 ,  中 药
降脂颗粒有降低
leptin提高肝组织
瘦素受体mRNA
的 作 用 .  实 验 表
明 ,  降 脂 颗 粒 可
增 加 P - J A K 2 和
P-STAT3蛋白的
含 量 ,  提 示 降 脂
颗粒可能对瘦素
JAK2/STAT3信号
通路存在调节作
用, 这为我们对瘦
素的认识和中药
的应用提供了新
的内容.
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图 1 大鼠肝脏组织病理学(HE×400). A: 模型组4 wk; B: 模型组8 wk; C: 模型组12 wk; D: 空白组; E: 模型组; F: 东宝甘泰组; 

G: 低剂量组; H: 中剂量组; I: 高剂量组.
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图 2 降脂颗粒对NAFLD大鼠肝组织瘦素受体mRNA表达
的影响. K: 空白组; M: 模型组; G-ZD: 高, 中, 低剂量组; D: 

东宝甘泰组.
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图 3 降脂颗粒对NAFLD大鼠肝组织P-JAK2和P-STAT3表
达的影响. 1: 空白组; 2: 模型组; 3: 高剂量组; 4: 中剂量组; 5: 

低剂量组; 6: 东宝甘泰组.

表 1 降脂颗粒对非酒精性脂肪肝大鼠脂肪变, 病理炎症和肝脏脂质的影响

     
分组                   n                 脂肪变     病理炎症              肝脏TC(mmol/L)        肝脏TG(mmol/L)

空白组        8              0b            0b                 1.98±0.53b 0.11±0.04b

模型组      10     3.10±0.57  1.50±0.71 9.19±1.03 0.75±0.07

东宝甘泰组   12     2.50±0.67a  0.92±0.67a 7.94±1.17a 0.67±0.12a

低剂量组      12     2.42±0.52a  0.58±0.67b 6.90±1.26bc 0.58±0.09bc

中剂量组      12     2.42±0.67a  0.42±0.52b 5.83±1.52bde 0.51±0.07bde

高剂量组      12     2.00±0.60bc  0.33±0.49bc 5.61±1.35bde 0.43±0.12bdfg

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  东宝甘泰组; eP<0.05, fP<0.01 vs  低剂量组; gP<0.05  vs  中剂量组.

表 2 降脂颗粒对非酒精性脂肪肝大鼠血清瘦素和瘦素
受体mRNA的影响(mean±SD)

     
分组             n       leption(ng/L)        LR mRNA/β-actin(n  = 3)

空白组   8    131.12±17.23b          3.13±0.04b

模型组 10    317.22±39.26           1.50±0.05

东宝甘泰     12    213.56±19.97b          1.93±0.04b

低剂量 12    193.02±23.8b            1.87±0.06b

中剂量 12    163.97±31.38bdf        2.20±0.04bdf

高剂量 12    147.83±17.59bdf        2.78±0.04bdfh

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  东宝甘泰组; fP<0.01 vs  低剂量

组; hP<0.01  vs  中剂量组.

表 3 降脂颗粒对非酒精性脂肪肝大鼠肝组织P-JAK2、
P-STAT3表达的影响(灰度值, mean±SD, n  = 3)

     
分组                               P-JAK2        P-STAT3

空白组            127.32±3.52b             105.19±2.52b

模型组            113.15±1.27                89.06±0.69

东宝甘泰             118.37±1.25a               96.00±1.01b

低剂量            119.88±2.98bc              94.15±0.78b

中剂量            123.45±0.68bc            100.18±3.33bcf

高剂量            124.34±3.42bce           101.94±2.20bdf

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  东宝甘泰组; 
eP<0.05, fP<0.01 vs  低剂量组.

胖时, 瘦素的有效生物学作用明显下降, 而胰岛

素水平则明显升高, 出现胰岛素抵抗. 瘦素抵抗

可能参与肝脏脂肪变性的形成[23-24].
近年来, 有学者研究了瘦素抵抗的机制. 瘦

素是通过与其受体结合来传递其调节能量代谢

的信号, 当受体表达异常时, 可引起瘦素抵抗. 
Bartek et al [25]发现脂肪肝患者血清中的瘦素和

游离瘦素受体水平均显著增高, 提示瘦素与其

受体结合可能存在障碍. 肝组织瘦素受体mRNA
变异或表达异常, 使受体功能下调时, 血清中的

瘦素不能发挥生理作用, 从而产生瘦素抵抗[26]. 
有研究表明, 瘦素受体或受体后缺陷的存在[27-28]

即瘦素JAK2/STAT3信号转导发生障碍, 使瘦素

不能发挥生物学效应从而产生瘦素抵抗.
我们的实验结果表明, 模型组大鼠血清瘦

素浓度显著高于正常对照组. 然而, 尽管模型组

动物体内有很高的瘦素水平, 还是发生了脂质

代谢紊乱、NAFLD, 表明机体对瘦素的作用不

敏感或反应性降低, 存在瘦素抵抗. 降脂颗粒组

及西药东宝甘泰组血清瘦素水平与模型组相比

均有不同程度的下降, 具有显著的统计学差异. 
伴随着血清瘦素水平的下降, 脂肪代谢明显得

到改善, 脂肪肝程度也明显减轻, 得到了肝脏脂

质及病理结果的证实, 说明降脂颗粒可以改善

NAFLD大鼠体内的瘦素抵抗, 增强瘦素的敏感

性. 我们推测降脂颗粒有可能对瘦素受体以及

JAK2、STAT3的磷酸化产生影响, 因此我们测

定了肝脏瘦素受体mRNA和P-JAK2、P-STAT3 
的表达情况, 以证实我们假说的合理性. 我们的

结果表明, 模型组大鼠肝组织瘦素受体mRNA表

达较正常对照组明显减弱, 各用药组大鼠肝组

织瘦素受体mRNA表达均较模型组为高, 尤以降

脂颗粒组为显著, 与东宝甘泰组相比具有统计

差异. 我们推测高瘦素血症对瘦素受体的表达

■同行评价
本文实验设计合
理 ,  思路清晰 ,分
析有据, 科学性和
可读性较强. 
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有负反馈调节作用. 这与有关报道一致[29].  
为了研究降脂颗粒对瘦素JAK2/STAT3表达

的影响, 我们对P-JAK2和P-STAT3的含量进行了

测定, 这是因为瘦素生物学效应的发挥, 必须与

瘦素受体结合后使JAK2和STAT3磷酸化[30], 才能

使信号转导下去发挥瘦素的生物效应. 进一步

实验表明, 降脂颗粒可以增加P-JAK2和P-STAT3
蛋白的含量, 与模型组比较有显著性差异, 提示

降脂颗粒可能对瘦素JAK2/STAT3信号通路存在

调节作用. 目前, 国内外尚无有关非酒精性脂肪

肝肝组织瘦素JAK2/STAT3信号通路的报道. 我
们首次进行了这方面的探索, 当然, 还有很多内

容亟需进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To study the effects of matrine on the 
expression of inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) in carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
liver injury in mice.  

METHODS: Fifty mice were randomly divided 
into four groups: CCl4 group (group A, n = 15), 
CCl4 + matrine group (group B, n = 15), matrine 
control group (group C, n = 10), and saline con-
trol group (group D, n = 10). Mice in each group 
were sacrificed at 4 and 8 weeks, and the liver 
pathology was estimated by hematoxylin and 
eosin (HE) staining. The expression of iNOS in 

liver tissues of every group was detected by im-
munohistochemistry. 

RESULTS: The animals in group A at 4 weeks 
developed slight steatosis and obvious inflam-
mation. Prolonged CCl4 administration en-
hanced liver damage and pronounced steatosis, 
as well as spotty necrosis, which were mostly  
observed in the portal area. There was struc-
tural damage to the hepatic lobules in group A 
at 8 wk. Liver structure obviously improved in 
group B at all time points. The liver structure in 
groups C and D was integrated and clear. The 
score of iNOS-IR hepatocytes in group A was 
significantly higher than that in group B (2.20 ± 
0.12 vs 1.20 ± 0.02, P < 0.01; 1.2 ± 0.06 vs 0.60 ± 0.02, 
P < 0.01). No iNOS-IR hepatocytes were detected 
in groups C and D. 

CONCLUSION: iNOS is involved in CCl4-in-
duced hepatic fibrosis in mice. Matrine inhibits 
expression of iNOS in injured hepatocytes and 
relievs CCl4-induced liver injury.  

Key Words: Inducible nitric oxide synthase; Hepatic 
fibrosis; Matrine; Immunohistochemistry

Ma NF, Huang HS, Zhang C, Guo XZ, Li YL, Guo 
XC. Inhibitory effects of matrine on the expression of 
inducible nitric oxide synthase during hepatic fibrosis 
induced by carbon tetrachloride in mice. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 研究苦参碱对四氯化碳(CCl4)所致的小
鼠慢性肝纤维化肝组织诱生型一氧化氮合酶
(iNOS)表达的干预及意义. 

方法: 将健康昆明小鼠50只, 随机分为4组: 
CCl4组(A组, n  = 15)、CCl4+苦参碱治疗组(B
组, n  = 15)、生理盐水对照组(C组, n  = 10)、
苦参碱对照组(D组, n  = 10). 各组分别于造模4 
wk、8 wk后取材, 常规HE染色法观察比较不
同组别小鼠肝组织病理变化, 免疫组化方法检
测各组肝组织内iNOS的表达. 
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■背景资料
临床实验显示苦
参碱具有良好的
保护肝细胞、减
轻肝纤维化等作
用, 其确切机制不
明了. 研究表明诱
生型NOS(iNOS)
与 肝 细 胞 损 伤
有 关 ,  苦 参 碱 与
iNOS之间关系如
何目前未见相关
报道. 



结果: A组小鼠4 wk肝组织出现脂肪变, 随
CCl4给药时间延长, 肝组织损伤加重, 第8周出
现空泡样变及点状坏死, 多见于门管区, 小叶
结构紊乱. B组各时间点肝组织结构较A组有
明显改善, 肝细胞坏死和脂肪变性程度显著减
轻. C组、D组肝小叶结构完整, 肝细胞结构清
晰. 免疫组化结果显示, A组、B组各时间点受
损肝细胞均有iNOS表达, A组与B组iNOS表达
分值相比差异有显著性(2.20±0.12 vs  1.20±
0.02, P <0.01; 1.2±0.06 vs  0.60±0.02, P <0.01). 
C组、D组肝细胞iNOS表达阴性. 

结论: iNOS参与CCl4诱导的小鼠肝慢性纤维
化损伤. 苦参碱可通过干预受损肝细胞iNOS
表达, 有效降低CCl4所致肝脏损伤.

关键词: 诱生型一氧化氮合酶; 肝纤维化; 苦参碱; 

免疫组化
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0  引言

肝纤维化(fibrosis)是多种慢性肝病发展致肝硬

化的必经阶段. 现有的研究表明肝纤维化的病

理过程是可逆的. 因此在肝脏受损的早期阶段

进行合理治疗, 有望逆转肝纤维化进程, 进而缓

解乃至治愈肝纤维化, 防止肝硬化的形成[1]. 肝
损伤是肝纤维化的启动因素, 各种致病因素如

乙肝病毒、乙醇、血吸虫、化学毒物等所致的

肝细胞变性、坏死在肝纤维化形成过程中起到

较强的刺激和诱导作用, 故寻找合适的治疗靶

点以保护肝细胞是抗肝纤维化的关键. 一氧化

氮(nitric oxide, NO)为一种多生物活性物质. 机
体内NO合成酶(NOS)具有诱生型(iNOS)和结

构型(cNOS)两种. 内毒素和某些细胞因子如白

细胞介素(IL-1), 肿瘤坏死因子(TNF)、干扰素

(IFN)等可诱导iNOS合成分泌大量NO[2]. 临床资

料及动物实验结果显示, 血液中高浓度的NO与

肝细胞损伤有关[3], 但NO如何介导肝的慢性病

变过程, 目前很少报道. 苦参碱(matrine)是苦参

及其同属植物苦豆子等的主要有效成分, 临床

实验显示其具有良好的保护肝细胞、减轻肝纤

维化等作用[4-5]. 现有的研究认为苦参碱作用机

制可能与抑制HSC活化, 促进氧自由基清除等

有关[6-7]. 我们观察了小鼠肝纤维化形成过程中

肝组织iNOS的表达水平及苦参碱对iNOS表达
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的干预作用, 以进一步理解肝纤维化的病理机

制并探讨阻断肝纤维化发展的可能途径. 已知

TGF-β1与肝损伤、肝纤维化密切相关[8], 本文以

其做为肝损伤参考指标.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康成年昆明小鼠50只, 雌雄

各半, 体质量25-28 g, 购于中山大学医学院实验

动物中心(SCXK粤2004-0011). 苦参碱注射液为

广州明兴制药有限公司产品(5 g/L), 四氯化碳

(CCl4, 500 mL/瓶)为上海化学试剂一厂产品, 粟
米油市售, 兔抗iNOS多克隆抗体、兔抗TGF-β1
多克隆抗体为Santa Cruz产品, 兔两步法(非生

物素)检测试剂盒(Non-Biotin HRP Detection 
System)及DAB显色试剂盒为北京中杉金桥生物

技术有限公司产品.
1.2 方法 将CCl4溶于食用粟米油中, 配成500 
mL/L以备用.
1.2.1 造模及分组: 将所有小鼠随机分为4组: 
CCl4组(A组, n  = 15), 苦参碱治疗组(B组, n  = 
15), 苦参碱对照组(C组, n  = 10)及正常对照组

(D组, n  = 10). 所有小鼠饲养1 wk后, A组及B组
小鼠轮替背部皮下及四肢内侧注射500 mL/L
的C C l4粟米油混悬液 ,  首次注射C C l4原液(6 
mL/kg体质量), 隔4 d后sc 500 mL/L CCl4-粟米

油6 mL/kg体质量, 2次/wk, 共8 wk. C组、D组

单纯采用同体积的粟米油sc. 在造模的同时, B
组及C组分别加用100 mg/kg体质量苦参碱ip, 1
次/d. A组、B组造模过程中分别死亡小鼠5只
和2只, C、D两组无小鼠死亡. 4 wk末、8 wk末
分别于腹腔麻醉下取小鼠中叶肝组织, 置于40 
g/L中性甲醛固定, 常规方法制做肝石蜡切片备

用, HE染色, 光学显微镜下观察比较肝组织病理 
改变. 
1.2.2 免疫组化方法: 按试剂盒说明肝组织切片

依次经过60℃烤箱熔蜡、二甲苯脱蜡、酒精梯

度水化、30 mL/L过氧化氢溶液封闭、枸橼酸

缓冲液修复抗原、正常山羊血清封闭等步骤后, 
加一抗(兔抗iNOS 1∶100或兔抗TGF-β1)4℃冰

箱过夜, 次日取出切片PBS冲洗3次, 依次加二抗

(山羊抗兔)孵育、PBS冲洗DAB显色, 苏木素复

染、脱水, 中性树胶固定封片. 阴性对照用PBS
代替一抗. 根据iNOS及TGF-β1阳性细胞反应强

度及百分比设定免疫组化反应级别: 0级(阳性细

胞数<5%, 着色浅淡), 1级(阳性细胞数5%-20%, 
淡棕色), 2级(阳性细胞数20%-50%, 棕黄色), 3
级(阳性细胞数>50%, 深棕色). 采用双盲计分法
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■研发前沿
各种致病因素所
致 的 肝 细 胞 变
性、坏死在肝纤
维化形成过程中
起较强的刺激和
诱导作用, 寻找合
适的靶点保护肝
细胞是抗肝纤维
化的关键, 是目前
研究的热点之一. 
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由专业技术人员统计各组切片iNOS及TGF-β1
表达均值(每张切片随机选取5个视野). 

统计学处理 使用SPSS10软件对数据进行统

计学处理, 组间均数比较采用方差分析, 两组间

比较采用LSD-t检验, P <0.05表示统计学上差异

有显著性.

2  结果

2.1 肝组织病理学变化 A组4 wk肝组织肉眼未

见明显改变, 8 wk肝脏表面有细颗粒感, 质地较

硬. HE染色镜下可见4 wk肝组织汇管区及中央

静脉周围有炎细胞浸润, 肝细胞出现脂肪变. 8 
wk肝组织出现点状或灶状坏死, 多见于界板区, 
小叶结构紊乱. 门脉区及坏死区纤维组织增生,
有假小叶形成. B组肝脏色泽、大小、质地、表

面光滑度较A组有明显改善, 4 wk肝组织结构破

坏不明显, 肝细胞坏死和脂肪变性程度显著减

轻. 8 wk肝组织中央静脉和汇管区有少量纤维索

延伸, 间隔较薄, 无完全间隔形成(图1). C组、D
组各时间点肝组织表面光滑, 质脆软. 镜下可见

肝小叶结构完整, 中央静脉周围有放射状排列

的肝细胞索, 彼此连接成网状. 肝细胞呈多边形, 
界限清楚, 胞质丰富, 两组间结构无明显差别.
2.2 各组肝组织iNOS及TGF-β1表达 A组各时

间点肝实质内均可见iNOS免疫阳性细胞, 4 wk 
iNOS表达于肝枯否氏细胞及肝细胞胞质内, 呈
棕色颗粒状. 8 wk肝脏实质内同样可见iNOS免
疫阳性细胞, 界板及坏死肝组织周围肝细胞呈

高表达. B组iNOS免疫阳性细胞数量及总体反

应强度均低于A组, 与A组各时间点相比差异有

显著性(1.20±0.02 vs  2.20±0.12, P <0.01; 0.60±
0.02 vs  1.2±0.06, P <0.01; 图2, 表1). C组、D组

肝组织内iNOS表达为阴性. TGF-β1免疫组化显

示, A组4 wk肝细胞有广泛的TGF-β1表达, 8 wk
肝细胞TGF-β1表达减弱. B组各时间点TGF-β1
中、轻度表达, 而C组、D组肝细胞TGF-β1表达

为弱阳性或阴性(表1).

3  讨论

CCl4诱导肝纤维化是较为成熟的肝毒模型, 在
肝硬化动物实验中广泛应用. 研究表明, 各种慢

性致肝损伤因素通过诱导肝星状细胞(HSC)的
增殖与活化, 使细胞外基质(ECM)合成与降解

代谢失衡、肝脏内胶原纤维过度增生和广泛

沉积, 形成肝纤维化. 此过程涉及细胞、细胞

因子和ECM等多因素间相互作用和调节, 但不

论何种原因引起的肝纤维化, 最终都将因ECM
的大量沉积使肝组织结构破坏而影响肝脏功

能[9]. 在多种器官纤维化的研究中, 转化生长因

子-β(TGF-β1)是研究得最多、也是作用最强的

致纤维化因子[10-11]. 在哺乳动物中, TGF-β可分

为TGF-β1, TGF-β2和TGF-β3 3种亚型[12], 其中

TGF-β1的生物学活性最明显. 在生理状态下, 
TGF-β1主要由淋巴细胞、巨噬细胞和血小板表

达分泌, 组织间质细胞也有不同程度的表达, 而
实质细胞则不表达, 但在器官慢性炎症或纤维

化时, 实质细胞也启动TGF-β1表达[8], 故我们将

TGF-β1作为肝损伤的一个观察指标. 由于肝脏

的内源性生物素含量较高, 为避免假阳性, 本实

验免疫组化采用两步法非生物素检测系统. 结
果显示, A组各时间点肝细胞均有较强的表达, 
但8 wk肝细胞TGF-β1表达比４wk减弱, 可能与

8 wk大量的肝细胞坏死有关. B组TGF-β1中轻度

表达, 而C组、D组肝细胞TGF-β1表达为弱阳性

或阴性. 
国内外学者从化学药物、细胞因子及其

受体拮抗剂、基因治疗等方面对抗纤维化药

物进行了广泛的探索, 但大多由于副作用及安

全性问题而难以在临床广泛应用 .  我国的抗

肝纤维化研究结果表明 ,  苦参碱有较好的药

理活性和抗纤维化作用 [6-7].  目前认为苦参碱

抗肝纤维化的作用与其抑制H S C激活、抑制

肝内胶原合成有关, 但确切机制仍不明了. 本
文组织学检测结果显示, CCl4组小鼠肝组织出

■同行评价
本文整体设计基
本 合 理 ,  数 据 可
信, 具有一定的参
考价值.

表 1 各组肝细胞iNOS及TGF-β1表达均值(mean±SD)

     
分组

                                   iNOS                                                     TGF-β1

                       4 wk(n )                    8 wk(n )                4 wk(n )                     8 wk(n )

A            2.20±0.12(5)b       1.2±0.06(5)b       2.60±0.24(5)b        1.40±0.16(5)b  

B            1.20±0.02(5)      0.60±0.02(8)        1.60±0.14(5)         1.00±0.02(5)   

C                  0(5)bd                  0(5)bd        0.20±0.02(5)bd       0.20±0.02(5)bd 

D                  0(5)bd                  0(5)bd        0.20±0.01(5)bd            0(5)bd

bP<0.01 vs  B组; dP<0.01 vs  A 组.
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现明显的病理改变 ,  随C C l4给药时间的延长

肝组织损伤程度加重 ,  出现纤维组织增生和

假小叶形成 .  而给予苦参碱i p后 ,  B组各时间

点肝组织结构较A组有明显改善, 肝损伤程度

减轻, 表明苦参碱对CCl4诱导的小鼠肝纤维化

有良好的干预作用. N O是一种新型生物信使

分子, 由NOS催化L-精氨酸生成. 肝脏有两种

NOS类型, 原生型(cNOS)和诱生型(iNOS). 前
者由内皮细胞产生, 合成N O的生物效应以生

理状态下细胞间信息传递为主 .  后者由肝脏

多种细胞在内毒素及某些细胞因子诱导下产

生, 合成大量具有细胞毒性作用的NO, 参与各

图 1 不同组别小鼠肝脏结构(H&E染色, ×200). A: A组4 wk肝组织; B: A组8 wk肝组织; C: B组4 wk肝组织; D: B组8 wk肝组织.  

A B

C D

A

DC

B

图 2 不同组别小鼠肝组织iNOS免疫组化反应(×200). A: A组4 wk肝组织; B: A组8 wk肝组织; C: B组4 wk肝组织; D: B组8 

wk肝组织.  
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种肝病的病理过程 [3]. 临床资料显示, 在肝硬

化患者血清中, 呼出气体中的一氧化氮水平明

显升高, 且N O水平与内毒素水平有显著相关 
性[13-14], 提示肝病患者体内NO生物合成机制被

激活是其肝细胞损伤的重要机制之一. 细胞培

养实验显示, 肝脏枯否氏细胞在外界因素刺激

下可产生大量的NO, 已知巨噬细胞释放的NO
可通过抑制靶细胞线粒体中三羧酸循环、电子

传递和细胞DNA合成等途径, 发挥杀伤靶细胞

的效应[15]. 在肝损伤动物模型体内iNOS mRNA
和NO的细胞来源问题说法不一. 在CCl4作用

后, 肝脏枯否氏细胞产生NO, 胆管结扎致肝损

害甚至肝纤维化时肝脏所有非实质细胞均产生

NO, 即肝脏在不同损伤程度及不同类型损害时

其iNOS表达各异[16-18]. 我们用CCL4诱导小鼠慢

性肝纤维化过程中发现, 除了枯否氏细胞表达

iNOS外, 肝细胞自身也有明显的iNOS表达, 且
iNOS的表达水平与肝脏的损伤程度成正比, 提
示肝细胞高表达的iNOS与肝纤维化发生有关. 
受损肝细胞合成的NO与枯否细胞分泌的细胞

因子及HSC的激活和增殖之间有何内在关系值

得深入探讨. 苦参碱ip后能显著降低受损肝细

胞iNOS表达, 减轻肝细胞损伤, 表明苦参碱抗

肝纤维化的作用与其抑制受损肝细胞iNOS的
活性、减少NO合成有关, 提示血清NO水平可

作为判断苦参碱治疗肝纤维化、肝硬化疗效的

参考指标.
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects and 
mechanism of thalidomide on hepatic fibrosis in 
rats. 

METHODS: Liver fibrosis in rats was induced by 
intraperitoneal injection of carbon tetrachloride 
for 4 weeks. The rats were killed at 2, 4 and 6 
wk after treatment with 100 mg/kg intragastric 
thalidomide. Liver fibrosis score was assessed 
under the light microscope by H&E staining. Se-
rum hyaluronic acid (HA), laminin (LN), procol-
lagen type Ⅲ (PCⅢ) and collagen type Ⅳ were 
detected by radioimmunoassay. Expression of 
ICAM-1, VCAM-1 and E selectin were examined 
by immunohistochemistry. mRNA levels for 
ICAM-1, VCAM-1, and E selectin was detected 
by reverse-transcriptase polymerase chain reac-
tion. 

RESULTS: Compared with the liver fibrosis 
group, fibrosis score in thalidomide-treated rats 
(4 or 6 wk) was obviously improved (P < 0.05). 
Serum HA (176.6 ± 7.5 μg/L, 173.8 ± 6.7 μg/L 
vs 486.9 ± 12.4 μg/L), LN (38.4 ± 5.8 μg/L, 34.7 
± 7.3 μg/L vs 84.5 ± 5.2 μg/L), PCⅢ (44.3 ± 5.5 
μg/L, 40.2 ± 6.1 μg/L vs 65.0 ± 5.6 μg/L) and 

collagen Ⅳ (31.8 ± 6.7 μg/L, 30.4 ± 5.7 μg/L vs 
55.6 ± 6.5 μg/L) in rats treated with thalidomide 
for 4 or 6 wk were significantly lower than those 
in rats with liver fibrosis (P < 0.05). Expression 
of ICAM-1, VCAM-1 and E selectin protein and 
mRNA was significantly reduced in thalido-
mide-treated rats, compared with that in rats 
with liver fibrosis (P < 0.05). 

CONCLUSION: Thalidomide can reverse liver 
fibrosis in rats via down-regulation of the ex-
pression of ICAM-1, VCAM-1 and E selectin. 

Key Words: Liver fibrosis; Thalidomide; Cell adhe-
sion molecule

Xiao YJ, Luo HS, Lv P. Effects of thalidomide on adhesion 
molecules in rat liver fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(32): 3372-3376

摘要
目的: 观察沙利度胺对大鼠实验性肝纤维化
的治疗效果并探讨其作用机制. 

方 法 :  四 氯 化 碳 腹 腔 注 射 制 备 大 鼠 肝 纤
维化模型后, 应用沙利度胺(100 mg/kg) ig
分别治疗2、4、6  w k作为动态观察时相
点 .  H E染色观察肝组织病理变化 ,  放射免
疫法检测血清透明质酸 ( H A )、层粘连蛋
白 (L N)、Ⅲ型前胶原 (P CⅢ )和Ⅳ型胶原
(CⅣ)的表达 ,  免疫组织化学法检测细胞间
黏附分子 -1 ( I C A M-1)、血管细胞黏附分
子-1(V C A M-1)和E-选择素(E-s e l e c t i n)蛋
白质的表达 ,  逆转录聚合酶链反应法检测
ICAM-1、VCAM-1和E-select in mRNA的 
表达. 

结果: 与肝纤维化组相比 ,  沙利度胺治疗4 
wk、6 wk能显著降低大鼠肝组织纤维化积分, 
显著降低血清HA(176.6±7.5 μg/L, 173.8±
6.7 μg/L vs  486.9±12.4 μg/L)、LN(38.4±5.8 
μg/L, 34.7±7.3 μg/L vs 84.5±5.2 μg/L)、PC
Ⅲ(44.3±5.5 μg/L, 40.2±6.1 μg/L vs  65.0±5.6 
μg/L)、CⅣ(31.8±6.7 μg/L, 30.4±5.7 μg/L vs 
55.6±6.5 μg/L)的含量(P <0.05), 沙利度胺治

®

■背景资料
沙利度胺由于其
重要的抗炎, 免疫
调节及抗血管生
成作用, 近年来受
到重视, 沙利度胺
可以下调黏附分
子和选择素, 而肝
损伤时会表达细
胞间黏附分子, 利
用之以及只可用
来治疗肝纤维化. 
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疗2 wk, 4 wk, 6 wk组均可显著降低ICAM-1、
VCAM-1和E-select in蛋白和mRNA的表达
(P <0.05). 

结 论 :  沙 利 度 胺 可 通 过 下 调 I C A M - 1、 
VCAM-1和E-selectin表达水平而发挥抗肝纤
维化作用. 

关键词: 肝纤维化; 沙利度胺; 细胞黏附分子

肖艳菊, 罗和生, 吕鹏. 黏附分子在沙利度胺所致大鼠肝纤维化

中的作用机制. 世界华人消化杂志  2007; 15(32): 3372-3376
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0  引言

肝损伤时内皮细胞表型发生改变, 从而表达细

胞间黏附分子-1(ICAM-1)、血管细胞黏附分 
子-1(VCAM-1)、E-选择素(E-selectin)等, 能黏附

中性粒细胞、淋巴细胞和单核细胞或Kupffer细
胞, 加重炎症和免疫损伤[1-3]. 沙利度胺可以下调

黏附分子和选择素, 可利用这一机制用来治疗

肝纤维化.

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 实验动物: ♂Wistar大鼠, SPF级, 体质量

85-95 g, 由湖北省实验动物研究中心提供, 许可

证号: SCXK(鄂)2003-0005. 自由饮水, 饲以条杆

状动物饲料. 
1.1.2 主要试剂: 沙利度胺(常州制药厂有限公司

产品)与生理盐水配成1%溶液. 四氯化碳(郑州

试剂二厂产品), 国产分析纯, 与食用花生油按

1∶6比例配成溶液. 透明质酸(hyaluronic acid,  
HA), 层粘连蛋白(laminin, LN), Ⅲ型前胶原

(procollagen Type Ⅲ, PCⅢ), Ⅳ型胶原(Collagen 
Type Ⅳ, CⅣ)放免试剂盒为上海海军医学研

究所产品 ;  小鼠抗大鼠 I C A M-1抗体为美国

Santa Cruz公司产品; 兔抗大鼠VCAM-1抗体、

E-selectin抗体为武汉博士德生物工程公司产品; 
SP试剂盒为福建迈新公司产品; TRIzol RNA抽

提试剂为美国Invitrogen公司产品; M-MLV逆转

录酶为美国Promega公司产品; Taq DNA聚合酶

为日本TaKaRa公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 动物分组及处理: 将65只大鼠随机分为两

组, 正常对照组(N组)10只和模型组55只. 模型组

均用四氯化碳花生油溶液按2 mL/kg ip, 每周3次, 
N组ip等量的纯花生油. 4 wk后, 模型组中大鼠死

亡5只, 存活50只, 随机处死其中8只作为A组, 见
肝纤维化模型形成, 取血清及新鲜肝组织速冻

保存. 模型组中其他42只随机分成治疗组32只和

自动逆转组(B组)10只. 正常对照组和自动逆转

组改用等量的生理盐水ig, 6 wk后处死. 治疗组

大鼠改用沙利度胺溶液100 mg/kg体质量ig, 在
2 wk、4 wk和6 wk末随机处死12、10和10只, 作
为C、D和E组, 取血清及新鲜肝组织速冻保存. 
1.2.2 肝脏病理学检查: 每只大鼠均取肝右叶的

肝组织进行HE染色观察肝纤维化程度(S). S分期

参考2000年西安会议修订的病毒性肝炎防治方

案. S0期的积分为0, S1期的积分为1, 依次类推. 
1.2.3 放射免疫法检测血清HA、LN、PCⅢ和C 
Ⅳ的表达: 操作严格按试剂盒使用说明进行. 
1.2.4 免疫组织化学法检测ICAM-1、VCAM-1
和E-selectin的表达: 使用S-P法, DAB显色, 具
体步骤参照试剂盒说明书进行 .  I C A M-1、
VCAM-1和E-selectin的阳性表达位于胞质或胞

膜. 每例随机观察5个高倍视野(400倍), 每个视

野计数1000个细胞, 记录阳性细胞的百分比. 
1.2.5 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)方法测定

肝组织ICAM-1、VCAM-1、E-selectin mRNA的

表达: 取肝组织100 mg, 加入TRIzol 1 mL, 一步

法提取总RNA, 标本均经紫外分光光度计测定

其纯度及含量. 取总RNA 1 μg, 逆转录成cDNA. 
取1 μL cDNA用于PCR的扩增. 引物由上海赛百

盛生物工程公司合成. 序列为: ICAM-1(385 bp): 
上游, 5'-CTGCAGAGCACAAACAGCAGAG-3';
下游, 5'-AAGGCCGCAGAGCAAAAGAAGC-3'; 
VCAM-1(283 bp); 上游, 5'-TAAGTTACACAG
CAGTCAAATGGA-3'; 下游, 5'-CACATACAT
AAATGCCGGAATCTT-3'; E-selectin(506 bp): 
上游, 5'-CAACGTGCACGTTTGACTGT-3'; 
下游, 5'-AGGTCAAGGCTTGAACACTG-3'; 
GAPDH(309 bp): 上游, 5'-TCCCTCAAGATTG
TCAGCAA-3'; 下游, 5'-AGATCCACAACGGAT
ACATT-3'. PCR反应体系为25 μL, 反应条件为: 
ICAM-1(94℃ 60 s, 55℃ 60 s, 72℃ 60 s, 32个循

环), VCAM-1(95℃ 60 s, 55℃ 60 s, 72℃ 60 s, 32
个循环), E-selectin(94℃ 30 s, 53℃ 45 s, 72℃ 60 
s, 35个循环), GAPDH(94℃ 30 s, 53℃ 30 s, 72℃ 
45 s, 35个循环). 看家基因GAPDH作为内参照. 
PCR产物进行15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙淀

染色, 法国Vilber Lourmat凝胶成像分析系统照

相及测定条带的面积和灰度值. 以目的条带的

面积×灰度值/GAPDH条带的面积×灰度值的

■研发前沿
本 文 研 究 了 沙
利 度 胺 可 通 过
下 调 I C A M - 1、 
V C A M - 1 和
E-selectin表达水
平而发挥抗肝纤
维化作用, 对沙利
度胺老药新用有
一定的科研意义. 
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比值代表mRNA的表达水平.
统计学处理 全部数据采用SPSS11.5软件进

行统计分析. 实验数据均以mean+SD表示, 采用

单因素方差分析(one-way ANOVA),  P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝脏病理学变化 光镜下正常对照组肝脏形

态学基本正常. 模型组可见灶状坏死, 伴炎性细

胞浸润, 小叶结构紊乱, 肝内有纤维性间隔形

成, 形成稳定的完全性中心-中心和(或)中心-门
静脉性纤维间隔并存的肝纤维化. 治疗组(4 wk
组、6 wk组)大鼠肝纤维化程度较模型组明显减

轻, 表现为肝组织坏死不明显, 汇管区少量纤维

组织增生, 向小叶内延伸. 肝纤维化组较正常组

肝纤维化积分显著升高(P <0.05). 自动逆转组较

模型组肝纤维化积分有所降低, 但差别无统计

学意义(P >0.05). 沙利度胺治疗4 wk组、6 wk组
肝纤维化积分较肝纤维化组显著降低(P <0.05, 
表1). 
2.2 血清HA、LN、PCⅢ和CⅣ含量的变化 肝
纤维化组血清HA、LN、PCⅢ和CⅣ水平均显

著高于正常组(P <0.05). 自动逆转组血清HA、

LN、PCⅢ和CⅣ水平较肝纤维化组有所降低, 
但无显著性差异(P >0.05). 使用沙利度胺治疗后, 

治疗4 wk, 6 wk组大鼠的血清HA、LN、PCⅢ和

CⅣ浓度较肝纤维化组和治疗2 wk组均显著降

低(P <0.05, 表2). 
2.3 肝组织ICAM-1、VCAM-1和E-selectin蛋白

的表达 正常组大鼠肝组织仅血管内皮细胞有少

量ICAM-1表达, 肝窦周细胞表达较弱, 肝细胞

及胆管上皮细胞无表达. 肝纤维化组大鼠肝组

织ICAM-1表达较正常组明显增加, 除肝窦周细

胞、血管内皮细胞ICAM-1表达增强, 肝细胞也

出现ICAM-1的表达, ICAM-1阳性细胞多分布

在汇管区周围、肝小叶内炎性细胞浸润区和坏

死灶内. VCAM-1、E-选择素同样在正常组大

鼠几乎无表达, 在肝纤维化时的表达和分布与

ICAM-1类似(图1). 

表 1 大鼠肝纤维化程度及积分检测结果(mean±SD)

     
分组      n       S0       S1      S2     S3        S4     肝纤维化积分

N        10      10       0      0       0        0      0.00±0.00

A          8        0       0      2       6        0       2.75±0.46a

B        10        0       0      4       6        0       2.60±0.52a

C        12        0       2      4       6        0       2.33±0.78a 

D        10        0       3      6       1        0      1.60±0.52ceg 

E         10        0       5      5       0        0      1.50±0.53ceg

aP<0.05 vs  N; cP<0.05 vs A; eP<0.05 vs  B; gP<0.05 vs  C.

N A B C D E

N A B C D E

N A B C D E

图 1 大鼠肝组织ICAM-1、VCAM-1、E-selectin蛋白的表达(S-P, ×400). 1: ICAM-1; 2: VCAM-1; 3: E-selectin.  

1

2

3
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肝纤维化组大鼠肝组织 I C A M - 1 、

VCAM-1、E-select in阳性细胞百分数显著高

于正常组 (P <0.05) .  自动逆转组大鼠肝组织

ICAM-1、VCAM-1、E-selectin阳性细胞百分

数较肝纤维化组大鼠有所降低 ,  但无显著性

差异(P >0.05). 各治疗组ICAM-1、VCAM-1、
E-selec t in阳性细胞百分数较肝纤维化组显著

减少(P <0.05), 且治疗4 wk、6 wk组ICAM-1、
VCAM-1和E-selectin的表达下降较治疗2 wk组
更为显著(P <0.05, 表3). 
2.4 肝组织ICAM-1、VCAM-1和E-se l ec t in 
m R N A的表达  肝纤维化组大鼠 I C A M-1、
VCAM-1和E-se lec t in mRNA水平较正常组

明显升高 (P <0.05) .  自动逆转组大鼠肝组织

ICAM-1、VCAM-1和E-selectin mRNA较肝纤

维化组大鼠有所降低, 但无显著性差异(P >0.05). 
各治疗组的ICAM-1、VCAM-1和E-se lec t in 
mRNA水平较肝纤维化组显著下降(P <0.05), 且
治疗4 wk、6 wk组ICAM-1、VCAM-1和E-se-
lectin mRNA水平较治疗2 wk组下降更为显著

(P <0.05, 图2, 表3).

3  讨论

沙利度胺曾被广泛用于治疗失眠症和妊娠反

应. 近年研究发现, 沙利度胺致畸作用的证据并

不充分, 而且由于他重要的抗炎、免疫调节及

抗血管生成作用, 近年来又重新受到重视, 对其

作用机制的认识和临床适应症的研究进一步深 
入[4-5].  Yeh et al [6]证实沙利度胺能够治疗致死性

的肝脏坏死性炎症, 促进肝硬化的恢复. Muriel 
et al [7]在大鼠CCl4肝硬化模型中同时给予沙利度

胺, 发现羟脯胺酸含量显著降低、肝脏组织学

改变减轻、胶原带变细, 提示沙利度胺可以防

止CCl4引起的炎症和纤维化. 
我们的研究发现, 与肝纤维化组相比, 自动

逆转组大鼠肝组织病理学和血清肝纤维化指标

HA、LN、PCⅢ、CⅣ的浓度均无明显变化, 但
是沙利度胺治疗4 wk组、6 wk组可显著改善大

鼠肝组织病理学变化, 显著降低血清肝纤维化

指标HA、LN、PCⅢ、CⅣ的含量, 表明沙利度

胺可以有效地逆转实验性大鼠肝纤维化. 使用

沙利度胺4 wk时作用明显, 但是使用6 wk与使用

表 3 大鼠肝组织ICAM-1、 VCAM-1和E-selection蛋白
及mRNA检测结果(mean±SD, %)

     
分组        n       ICAM-1              VCAM-1            E-selectin

蛋白

    N      10    3.0±0.7            2.4±0.8            2.3±0.8

    A        8   60.8±6.4a        83.8±9.5a        76.1±0.4a

    B      10   57.6±7.1a        80.3±9.4a        74.7±7.5a

    C      12  49.6±6.8ace      20.8±6.5ace      64.2±8.6ace

    D      10    8.1±0.8aceg       9.0±1.0aceg     11.8±1.4aceg

    E       10    7.9±0.7aceg       8.9±1.1aceg       7.0±1.0aceg

mRNA

    N      10  0.35±0.07       0.58±0.08        0.26±0.06

    A        8  1.51±1.11a      1.24±0.10a      1.37±0.12a

    B      10  1.47±0.11a      1.21±0.10a      1.28±0.11a

    C      12  1.33±0.10ace    1.16±0.24ace    1.16±0.11ace

    D      10  0.69±0.09aceg   0.75±0.10aceg   0.42±0.11aceg

    E       10  0.60±0.10aceg   0.67±0.11aceg   0.36±0.11aceg

aP<0.05 vs  N; cP<0.05 vs  A; eP<0.05 vs  B; gP<0.05 vs  C.

表 2 各组大鼠血清肝纤维化标志物检测结果(mean±SD, μg/L)

     
分组        n                      HA                            LN                            PCⅢ               C Ⅳ

N          10           109.8±7.1              29.1±4.0                 7.2±0.7                 23.9±7.0   

A             8           486.9±12.4a           84.5±5.2a             65.0±5.6a                55.6±6.5a

B           10           483.7±14.4a           81.4±6.2a             63.6±6.3a                52.9±6.6a

C           12           481.1±13.3a           80.3±5.5a             61.4±5.6a                52.5±6.9a 

D          10           176.6±7.5ceg           38.4±5.8ceg           44.3±5.5ceg             31.8±6.7ceg

E           10           173.8±6.7ceg           34.7±7.3ceg           40.2±6.1ceg             30.4±5.7ceg

aP<0.05 vs  N; cP<0.05 vs  A; eP<0.05 vs  B; gP<0.05 vs  C.

385 bp

283 bp

506 bp

308 bp

ICAM-1

VCAM-1

E-selectin

GAPDH

1     2     3      4     5     6     7

图 2 各组大鼠肝组织ICAM-1、VCAM-1、E－selectin 
mRNA的表达. 1: marker; 2: 正常对照组; 3: 肝纤维化组; 4: 自

动逆转组; 5: 沙利度胺治疗2 wk组; 6: 沙利度胺治疗4 wk组; 

7: 沙利度胺治疗6 wk组.  

■同行评价
本文立题新颖, 选
用指标先进, 数据
准确, 设计方法合
理, 对沙利度胺老
药新用有一定的
科研意义. 
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4 wk并无显著性差异, 表明沙利度胺治疗肝纤维

化存在明显的时间窗. 
肝星状细胞(HSC)的活化和增殖是肝纤维

化发生的中心事件. 研究发现, 静息的HSC不

表达ICAM-1, 而活化的HSC则可增加ICAM-1
基因表达及其表达产物. 这从细胞水平上提示

ICAM-1的表达与HSC的活化及肝纤维化的发生

密切相关. 炎症细胞表面的LFA-1、MAC-1与靶

细胞膜上的ICAM-1结合, 从而导致肝细胞和窦

周细胞损伤而致纤维化. VCAM-1可能不仅促进

中性粒细胞, 而且也促进单核细胞及T淋巴细胞

浸入肝实质, 与炎症的发生及发展有密切的关

系. E-selectin参与外周血白细胞与血管内皮细胞

黏附过程的起始黏附. 肝组织血管内皮细胞表

达的E-selectin可介导炎性细胞和免疫细胞的浸

润, 引起肝组织炎症, 促使肝星状细胞激活, 故
可促进纤维化的发生及发展. 

本实验发现, 在正常组和模型组大鼠肝组

织中均有ICAM-1、VCAM-1和E-selectin mRNA
的表达, 但模型组的表达强度显著增加. 模型

组大鼠肝组织ICAM-1、VCAM-1、E-选择素

蛋白表达较正常组明显增加, 除肝窦周细胞、

血管内皮细胞表达增强, 肝细胞也出现阳性表

达, 说明黏附分子的表达增强可能与肝纤维化

的发病机制有关. Teo[8]发现, 沙利度胺可以减少

TNF-α诱导的人脐静脉内皮细胞上的细胞表面

黏附分子ICAM-1、VCAM-1和E-selectin的表

达密度. Geitz et al [9]也证实, ICAM-1、VCAM-1
和E-selectin参与中性粒细胞和内皮细胞黏附的

瀑布效应, 沙利度胺可阻断这些黏附分子的上

调. 本研究发现, 使用沙利度胺治疗实验性大

鼠肝纤维化, 可明显减弱ICAM-1、VCAM-1、
E-selectin mRNA和蛋白的表达, 且随着沙利度

胺作用时间的延长, 抑制ICAM-1、VCAM-1、
E-selectin表达的作用逐步增强, 呈一定的时间

效应关系. 本实验观察到ICAM-1、VCAM-1、
E-selectin mRNA表达与蛋白表达的水平一致, 

说明其转录和翻译在同一水平. 沙利度胺对大

鼠肝纤维化的治疗作用可能是通过同时下调

ICAM-1、VCAM-1和E-selectin的转录和翻译水

平来实现的. 
此项研究表明 ,  沙利度胺可通过下调

ICAM-1、VCAM-1和 E-selectin表达水平而发挥

抗纤维化作用. 这将有助于揭示沙利度胺治疗

肝纤维化的机制, 也为肝纤维化的治疗提供新

的思路.

4      参考文献
1 Huang YS, Wu JC, Chan CY, Chao Y, Chang 

FY, Lee SD. Circulating intercellular adhesion 
m o l e c u l e - 1 i n c h r o n i c l i v e r d i s e a s e a n d 
hepatocellular carcinoma. Zhonghua Yi Xue Za Zhi 
(Taipei) 1999; 62: 487-495

2 Ho JW, Poon RT, Tong CS, Fan ST. Clinical 
significance of serum vascular cell adhesion 
molecule-1 levels in patients with hepatocellular 
carc inoma. World J Gas t ro ent e ro l 2004 ; 10 : 
2014-2018 

3 Cervello M, Virruso L, Lipani G, Giannitrapani L, 
Soresi M, Carroccio A, Gambino R, Sanfililippo 
R, Marasa L, Montalto G. Serum concentration of 
E-selectin in patients with chronic hepatitis, liver 
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. J Cancer Res 
Clin Oncol 2000; 126: 345-351

4 Rajkumar SV. Current status of thalidomide in the 
treatment of cancer. Oncology (Williston Park) 2001; 
15: 867-874; discussion 877-879  

5 E l e u t h e r a k i s - P a p a i a k o v o u V , B a m i a s A , 
Dimopoulos MA. Thalidomide in cancer medicine. 
Ann Oncol 2004; 15: 1151-1160

6 Yeh TS, Ho YP, Huang SF, Yeh JN, Jan YY, 
Chen MF. Thalidomide salvages lethal hepatic 
necroinflammation and accelerates recovery from 
cirrhosis in rats. J Hepatol 2004; 41: 606-612

7 Muriel P, Fernandez-Martinez E, Perez-Alvarez 
V, Lara-Ochoa F, Ponce S, Garcia J, Shibayama 
M, Tsutsumi V. Thalidomide ameliorates carbon 
tetrachloride induced cirrhosis in the rat. Eur J 
Gastroenterol Hepatol 2003; 15: 951-957

8 Teo SK. Proper t ies o f tha l idomide and i t s 
analogues: implications for anticancer therapy. 
AAPS J 2005; 7: E14-19

9 Geitz H, Handt S, Zwingenberger K. Thalidomide 
selectively modulates the density of cell surface 
molecules involved in the adhesion cascade. 
Immunopharmacology 1996; 31: 213-221

           编辑  何燕  电编  郭海丽  



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年11月18日; 15(32): 3377-3384
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

应用基因芯片技术筛选肝硬化相关基因

黄东凤, 黄介飞, 张 弘, 黄晓平, 鲍柏军, 魏 群, 华婷琰

黄东凤, 黄介飞, 张弘, 黄晓平, 鲍柏军, 魏群, 华婷琰, 南通
大学附属医院消化内科 江苏省南通市 226001
黄东凤, 硕士研究生, 主要从事消化系肿瘤基础及临床研究.
江苏省卫生厅医学科研资助项目, No. H200330
通讯作者: 黄介飞, 226001, 江苏省南通市西寺路20号, 南通大
学附属医院消化内科. jiefeihuang@163.com
电话: 0513-85806629 传真: 0513-85519820
收稿日期: 2007-04-10   修回日期: 2007-10-23

Screening hepatocirrhosis-
related genes by GeneChip 

Dong-Feng Huang, Jie-Fei Huang, Hong Zhang, 
Xiao-Ping Huang, Bai-Jun Bao, Qun Wei, Ting-Yan Hua

Dong-Feng Huang, Jie-Fei Huang, Hong Zhang, Xiao-
Ping Huang, Bai-Jun Bao, Qun Wei, Ting-Yan Hua, De-
partment of Gastroenterology, Affiliated Hospital of Nan-
tong University, Nantong 226001, Jiangsu Province, China
Supported by: the Health Department of Jiangsu Province, 
No. H200330
Correspondence to: Dr. Jie-Fei Huang, Department of 
Gastroenterology, Affiliated Hospital of Nantong Univer-
sity, Nantong 226001, Jiangsu Province, 
China. jiefeihuang@163.com
Received: 2007-04-10    Revised: 2007-10-23 

Abstract
AIM: To ascertain the effectiveness of GeneChip 
for screening hepatocirrhosis-related genes. 

METHODS: Total RNA was isolated from tis-
sues of two cases of hepatic cirrhosis and one 
normal liver by the TRIzol method, and then 
purified, reverse-transcribed to cDNA incorpo-
rating biotin-labeling probe, hybridized with 
GeneChip (covering 18 400 transcripts, repre-
senting 14 500 distinct genes). Picture signals 
of fluorescence in gene array were scanned and 
compared by computer analysis of differential 
expression of the genes in two tissues. 

RESULTS: Same differentially expressed 
genes were 1424 (9.82%) and same up regu-
lated and down regulated genes were 980 and 
444 respectively, in two hepatic cirrhosis and 
tissue specimens one normal liver tissue speci-
men. These genes were initially classified ac-
cording to their function, and further analysis 
showed they played an important role in the 

pathogenesis of hepatic cirrhosis. 

CONCLUSION: The analysis of gene expres-
sion profile of hepatic cirrhosis using GeneChip 
can rapidly select associated abnormal genes, 
while further analysis of the obtained genes can 
help to elucidate the pathogenesis of hepatic 
cirrhosis.

Key Words: GeneChip; Hepatic cirrhosis; Gene ex-
pression

Huang DF, Huang JF, Zhang H, Huang XP, Bao BJ, Wei 
Q, Hua TY. Screening hepatocirrhosis-related genes by 
GeneChip. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 
3377-3384

摘要
目的: 探讨基因表达谱芯片技术在筛查肝硬
化相关基因群表达中的作用. 

方法: 按TRIzol法抽提肝硬化及正常肝脏组
织总RNA, 分离纯化两种组织的mRNA. 经
逆转录合成掺入生物素标记的cDNA合成探
针, 与基因芯片(涵盖18 400个转录本, 代表
14 500个明晰的基因)杂交, 扫描芯片荧光信
号图像, 计算机分析, 比较二种组织基因表达
谱差异. 

结果: 2例肝硬化组织与正常肝脏组织相比, 
有1424条基因(9.82%)共同表达差异, 其中
共同上调基因980条和共同下调基因444条. 
对1424条共同差异表达基因作了初步功能
分类, 这些基因与肝硬化的发病机制存在相 
关性. 

结论: 基因表达谱芯片技术可以筛选出肝硬
化表达异常的相关基因群, 对其进一步研究有
助于认识肝硬化的发病机制.

关键词: 基因芯片;  肝硬化;  基因表达谱
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■背景资料
各种病因尤其乙
肝所致的肝脏损
伤都可引起局部
的炎症, 继而成纤
维细胞增生并由
此导致肝内细胞
外基质异常沉积
形成肝纤维化, 肝
纤维化进一步发
展 为 肝 硬 化 .  肝
硬化早期无症状, 
不 易 诊 断 ,  且 肝
硬化与肝细胞癌
(HCC)的发生发
展 密 切 相 关 ,  被
视为肝癌的癌前
病, 严重危害人们
健康; 目前对肝硬
化尚缺乏有效的
诊断治疗手段, 因
此, 阐明肝硬化发
生的分子机制并
寻求有效的治疗
方法具有重要的
临床意义, 对肝硬
化的研究就成为
近20年世界医学
攻关的一个热点.



0  引言

各种病因所致的肝脏损伤都可引起局部的炎症, 
继而成纤维细胞增生并由此导致肝内细胞外基

质(extracellular matrix, ECM)异常沉积形成肝纤

维化, 肝纤维化可进一步发展为肝硬化. 目前对

肝硬化尚缺乏有效的治疗手段, 因此对肝硬化

的研究成了近20年世界医学攻关的一个热点. 
阐明肝硬化的发生机制并寻求有效的治疗方法

具有重要的临床意义. 本实验主要通过基因表

达谱芯片技术检测肝硬化和正常肝脏组织中基

因群表达的不同, 筛选出相关的基因群, 为进一

步深入研究其在肝硬化的发生、发展中的作用

提供新的线索.

1  材料和方法

1.1 材料 2例肝硬化标本由南通大学附属医院手

术活检组织提供, 1例正常肝组织由上海生物芯

片有限公司-生物芯片上海国家工程研究中心

提供. 分别于标本切取后立刻(10 min内)将所取

组织放入液氮中冻存备用, 所有标本均由病理 
证实.

所用基因芯片为美国A ff y m e t r i x公司的 
U133 A 2.0基因表达谱芯片, 由上海生物芯片有

限公司-生物芯片上海国家工程研究中心提供. 
Affymetrix U133 A 2.0基因表达谱芯片涵盖了

18 400个转录本(RNA), 代表了145 00个明晰的

基因.
1.2 方法 按TRIzo l试剂使用说明书提取总肝

RNA. 肝组织中加入TRIzol试剂后, 于冰浴中匀

浆, 加入氯仿、异丙醇, 离心, 抽提总RNA. 用
琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的28S和18S比例,
以评估总RNA的完整性; 紫外分光光度计测定

260 nm和280 nm的吸收峰计算总RNA的纯度. 
按QIAGEN Oligotex Direct mRNA kit提供的操

作手册提取Poly(A)+mRNA. 按要求取1-8 μg总
RNA反转录得到cDNA, 纯化双链DNA, 并将其

片段化处理. 严格按QIAGEN RNeasy Total RNA 
Isolation kit试剂盒提供的操作手册纯化生物素

标记的cRNA. 用分光光度计分析RNA浓度. 芯
片使用前需平衡至室温, 杂交炉中45℃, 60 r/min
预杂交芯片10 m in. 加等体积处理好的杂交液, 
然后在杂交炉中45℃, 60 r/min杂交芯片16 h. 把
杂交好的芯片进行洗脱、染色, 最后扫描芯片. 
用Affymetr ix扫描仪扫描芯片后, GCOS1.2软
件读取、处理数据. 差异基因筛选标准: change
为Increase或Marginal Increase, log ratio(实验组

和对照组比值取log2后的值)≥1, 实验组(肝硬

3378                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年11月18日    第15卷   第32期

化)Detection为Present的为上调基因; 为Decrease
或Marginal Decrease, log ratio≤-1, 对照组(正常

组)Detection为Present的为下调基因.
统计学处理 经Affymetrix扫描仪扫描芯片

后, 用Affymetrix公司的GCOS1.2软件读取、处

理数据. 

2  结果

2.1 基因芯片样品总RNA的质量鉴定 所抽提的

总RNA, 经分光光度计检测A 260, A 280的吸光度, 
确定样品的浓度和纯度. 算得A 260/A 280均>1.9, 表
明所提取总RNA纯度较高, 而且没有蛋白质和

DNA残留. RNA样品的具体信息见表1. 经10 g/L
甲醛变性琼脂糖凝胶电泳后, 18S和28S电泳条

带清晰, 28S条带无明显降解(图1), 说明总RNA
质量完好, 结果合格, 可以进行芯片实验.
2.2 基因芯片检测结果 2例基因芯片检测结果显

示, 符合质控标准, 信号强度达到要求, 5'/3'比值

正常. 正常肝组织cRNA、肝硬化组织cRNA分

别与含18 400条转录本的芯片杂交.
图2(A-B)以散点图的形式描述了肝硬化组

织/正常肝组织对应的18 400条转录本的信号平

均强度. 按差异显著性标准筛选出在肝硬化组

织中共同差异表达基因有1424条, 占筛选项基

因总数的9.82%. 其中上调表达的基因有980条, 
下调表达的基因有444条.
2.3 2例肝硬化组织中共同差异表达的基因 2例
肝硬化组织中共同差异表达的基因有980条基

因上调和444条基因下调. 对共同差异表达为上
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■研发前沿
基因芯片技术, 可
同时检测成百上
千个基因的表达, 
已被成功地应用
于基因功能研究
的各个领域. 进行
大规模基因表达
已成为研究病理
生理过程的卓有
成效的方法. 有关
基因芯片技术研
究肝硬化发病机
制的研究报道却
比较少. 

表 1 RNA样品的基本信息

     
实验编号          样品编号         RNA浓度(g/L)        cRNA A 值

A         肝硬化1   1.311             1.93

B         肝硬化2   2.312             1.98

C         正常肝组织   1.806             1.94

C           A        B 图 1 RNA的琼脂糖凝胶电泳
检测图. A: 肝硬化1; B: 肝硬化

2; C: 正常肝组织.
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■创新盘点
本 文 利 用 美 国
Affymetr ix公司 
U133 A 2.0基因表
达谱芯片基因芯
片技术检测肝硬
化差异基因的表
达并进行了功能
分类. 基因初步功
能共分16类. 

表 2 肝硬化组织中共同差异表达的部分上调和下调基因

     
功能分类                       GenBank ID                                基因名称                      基因代码       染色体定位

       Signal

                                                                                                                                                                                                    log Ratio

上调       抗氧化活性相关     NM_006793       peroxiredoxin 3                                     PRDX3      chr10q25-q26       1.1

              M12523             白蛋白                                     ALB           chr4q11-q13   2.3

              凋亡或肿瘤相关     NM_004396       DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp)box多肽5      DDX5     chr17q21   2.1

              NM_003292       活化MET致癌基因已易位的启动子区    TPR     chr1q25   3.4

              NM_007315       信号传导子及转录激活子1                     STAT1     chr2q32.2   2.3

              NM_000245       met原癌基因                                          MET     chr7q31   1.2

              NM_000596       胰岛素样生长因子结合蛋白1     IGFBP1     chr7p13-p12   6.4

              NM_003299       肿瘤排斥抗原(gp96)1                     TRA1         chr12q24.2-q24.3     1.6

              BC002704          信号传导子及转录激活子1, 91 kDa     STAT1     chr2q32.2   2.8

              NM_021960       髓样细胞非白血性白血病序列1      MCL1     chr1q21   1.7

              结合蛋白相关         NM_004539       天冬酰胺酰-tRNA合成酶                     NARS       chr18q21.2-q21.3     1.8

              NM_003472       DEK致癌基因                                      DEK     chr6p23   2.1

              NM_005381       核仁素                                     NCL     chr2q12-qter   1

              NM_004859       笼形蛋白重肽(Hc)                     CLTC          chr17q11-qter       1

              NM_018834       基质蛋白3                                     MATR3     chr5q31.2              1.6

              NM_002156       热休克蛋白60 kDa 1                     HSPD1      chr2q33.1   1.3

              NM_006585       伴侣素封闭物TCP1, 亚单位8     CCT8        chr21q22.11           2.3

              NM_003144       信号序列受体, α                                     SSR1      chr6p24.3   1.7

              代谢相关             NM_004539       天冬酰胺酰-tRNA合成酶                     NARS        chr18q21.2-q21.3    1.8

              NM_004939       DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp)盒多肽1        DDX1        chr2p24   1.4

              NM_005154       泛素特异蛋白酶8                     USP8        chr15q21.2   2

              N54448       热应激反应蛋白12                     HRSP12   chr8q22                 1.4

              NM_004728       DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp)盒多肽21      DDX21      chr10q21                2.1

              NM_001239       细胞周期蛋白H                                     CCNH       chr5q13.3-q14      1.9

              NM_006910       视网膜母细胞瘤结合蛋白6                     RBBP6     chr16p12.2             4.9

              NM_015675       DNA-损伤诱导生长停滞β                     GADD45B   chr19p13.3             2

              酶活性调节相关     NM_002734       蛋白激酶, cAMP-依赖调节子I型α         PRKAR1A   chr17q23-q24        2

              NM_002923       G蛋白信号系统调节子2                     RGS2       chr1q31   2.4

              NM_000293       磷酸化酶激酶激酶β                     PHKB       chr16q12-q13   1.7

              NM_012294       Rap鸟嘌呤核苷酸交换因子5     RAPGEF5   chr7p15.3               2.3

              NM_001735       补体成分5                                     C5             chr9q33-q34         1.6

              NM_014495       血管生成素-类似物3                     ANGPTL3  chr1p31.1-p22.3        2.3

              分子马达相关         BF432550          肌球蛋白IB                                     MY01B     chr2q12-q34   2

              营养储备相关         NM_005637       染色体18滑膜肉瘤易位                     SS18        chr18q11.2             2.5

              分子功能退化相关  NM_012433       剪接因子3b, 亚单位1                     SF3B1       chr2q33.1               2.6

              NM_003092       核内小分子核糖核蛋白多肽B     SNRPB2   chr20p12.2-p11.22     1.6

              NM_005872       乳房癌放大序列2                     BCAS2     chr1p21-p13.3   1.6

              信号传导相关         NM_000245       met原癌基因                                     MET     chr7q31   1.2

              NM_007315       信号传导子及转录激活子1              STAT1     chr2q32.2   2.3

              NM_002296       核纤层蛋白B受体                     LBR     chr1q42.1   1.5

              NM_001166       颗粒症病毒IAP(基因)重复封闭物2     BIRC2     chr11q22   1.7

              NM_004124       神经胶质成熟因子β                     GMFB     chr14q22.2   1.2

              NM_001338       柯萨奇病毒和腺病毒受体                     CXADR     chr21q21.1   1.5

              AL096842           线粒体肿瘤抑制基因1                     MTUS1    chr8p22   1.1

              结构分子相关         NM_004859       笼形蛋白重肽(Hc)                     CLTC     chr17q11-qter   1

              NM_018834       基质蛋白3                                     MATR3     chr5q31.2   1.6

              NM_000971       核糖体蛋白L7                                     RPL7     chr8q21.11   1.3

              NM_002291       层粘连蛋白β1                                     LAMB1     chr7q22   2.5

              转录调控相关         NM_000971       核糖体蛋白L7                                     RPL7     chr8q21.11   1.3

              NM_014739       BCL2-关联转录因子1                     BCLAF1   chr6q22-q23   2

              NM_001964       早期生长应答1                                     EGR1     chr5q31.1   3
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■应用要点
本文应用基因芯
片技术从2例肝硬
化组织中筛选出
共同差异表达的
基因中上调基因
980条和下调基因
444条, 为阐明肝
硬化复杂的生物
学特性与基因表
达之间可能存在
内在联系及对肝
硬化机制进一步
研究及进行干预
治疗提供了可能.

     
              NM_005935       髓样/淋巴样或混合性白血病易位子2 MLLT2 chr4q21                   1.6

              NM_001310       cAMP应答元件结合蛋白-类似物2 CREBL2 chr12p13                   1.8

              NM_016614       TRAF和TNF受体相关蛋白                 TTRAP chr6p22.3-p22.1   1.6

              翻译调控相关         NM_014670       基本亮氨酸拉链和W2域1                   BZW1 chr2q33                   1.7

              NM_001412       性连锁真核翻译起始因子1A EIF1AX chrXp22.12   1.3

              NM_015904       真核翻译起始因子5B                   EIF5B chr2p11.1-q11.1   3.2

              NM_004730       真核翻译终止因子1                 ETF1 chr5q31.1    2.7

              NM_024863       转录延伸因子A(SII)-类似物4 TCEAL4 chrXq22.2   1.8

              NM_002453       线粒体翻译起动因子2                 MTIF2 chr2p14-p16   1.8

              物质运输相关         NM_001829       氯化物途径3                                 CLCN3 chr4q33                   1.2

              NM_004896       空泡的蛋白质分选26                 VPS26 chr10q21.1   1.3

              NM_003715       小囊泡停靠蛋白质p115                 VDP chr4q21.1                   1.8

              NM_002223       肌醇1, 4, 5-三磷酸根受体2型 ITPR2 chr12p11                    2

下调       凋亡或肿瘤相关     NM_005022       抑制蛋白1                                 PFN1 chr17p13.3 -1.9

              NM_002634       阻抑蛋白                                 PHB chr17q21                 -1.2

              NM_005745       B-cell受体相关蛋白31                 BCAP31 chrXq28                 -1.1

              NM_004343       钙网织蛋白                                 CALR chr19p13.3-p13.2 -1.4

              NM_000358       转化生长因子β                                 TGFBI chr5q31                 -1.6

              NM_002011       纤维母细胞生长因子受体4                 FGFR4 chr5q35.1-qter -1

              NM_005538       抑制素βC                                 INHBC chr12q13.1 -2.7

              NM_018468       早老素增强子2同系物                 PSENEN chr19q13.12 -1.5

              结合蛋白相关         X07868        胰岛素样生长因子Ⅱ                  IGFⅡ chr11p15.5 -1.4

              NM_003752       真核翻译起始因子3, 亚单位8 EIF3S8 chr16p11.2 -1.3

              NM_004343       钙网织蛋白                                 CALR chr19p13.3-p13.2 -1.4

              NM_001916       细胞色素c-1                                 CYC1 chr8q24.3                 -1.3

              NM_003321       线粒体的Tu翻译延伸因子                 TUFM chr16p11.2 -1.2

              NM_005538       抑制素βC                                 INHBC chr12q13.1 -2.7

              NM_014868       环指蛋白10                                 RNF10 chr12q24.31 -1.1

              代谢相关             NM_002065       谷氨酸氨连接酶(谷氨酰胺合酶) GLUL chr1q31                 -3.5

              NM_001428       烯醇酶1                                 EN01 chr1p36.3-p36.2 -1.2

              NM_006623       磷酸甘油酸脱氢酶                 PHGDH chr1p12                 -1.2

              NM_000075       周期素依赖性蛋白激酶4                 CDK4 chr12q14                 -1.3

              NM_004390       组织蛋白酶H                                 CTSH chr15q24-q25 -1.7

              NM_005035       线粒体的DNA定向RNA多聚酶 POLRMT chr19p13.3 -1.1

              NM_001069       微管蛋白, β2                                  TUBB2 chr6p25                 -1.3

              NM_000060       生物素化物酶                                 BTD chr3p25                 -1

              细胞周期相关         NM_002950       (内质网)核糖体结合糖蛋白I RPN1 chr3q21.3-q25.2 -1.6

              NM_001916       细胞色素c-1                                 CYC1 chr8q24.3                 -1.3

              NM_000244       多发性内分泌腺瘤综合征I    MEN1 chr11q13                 -1.2

              NM_001150       膜内氨酰氨基肽酶                 ANPEP chr15q25-q26 -1.2

              酶活性调节相关     NM_001320       酪蛋白激酶2β-多肽                           CSNK2B   chr6p21-p12|6p21.3   -1

              NM_004491       糖皮质激素受体DNA结合因子1         GRLF1     chr19q13.3 -1.8

              NM_004127       G蛋白途径抑制子1                 GPS1 chr17q25.3 -1.8

              分子马达相关         NM_004082       动力蛋白激活蛋白1                 DCTN1 chr2p13                 -1.2

              NM_001614       肌动蛋白γ1                                  ACTG1 chr17q25                 -1

              分子功能退化相关  NM_004343       钙网织蛋白                                 CALR chr19p13.3-p13.2 -1.4

              信号传导相关         NM_002840       蛋白酪氨酸磷酸酶受体型F  PTPRF chr1p34                 -1.1

              NM_005745       B-cell 受体相关蛋白31        BCAP31 chrXq28                 -1.1

              NM_014748       分选连接蛋白17                    SNX17 chr2p23-p22 -2.1

              NM_002205       纤维连接因子受体α多肽                 ITGA5 chr12q11-q13 -1.7

              NM_002162       细胞间黏附分子3                 ICAM3 chr19p13.3-p13.2 -1.1

              NM_004633       白介素1受体, II型                 IL1R2 chr2q12-q22 -1.8

              NM_000024       肾上腺素能的β-2-受体表面 ADRB2 chr5q31-q32 -1

              结构分子相关         NM_001614       肌动蛋白γ1                                  ACTG1 chr17q25                 -1
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■名词解释
基 因 表 达 谱 :  常
被称为是某一生
理或病理现象的
分 子 图 像 ,  研 究
对象是细胞中的
mRNA的稳定水
平, 可以从RNA水
平探讨基因与疾
病的关系, 直接筛
选表达差异的基
因.

调的基因初步功能共分16类. 在2例组织中发现

共同上调的包括抗氧化活性相关基因、凋亡或

肿瘤相关基因、结合蛋白相关基因、代谢相关

基因、细胞周期相关基因、酶活性调节相关基

因、分子马达相关基因、营养储备相关基因、

分子功能退化相关基因、信号传导相关基因、

结构分子相关基因、转录调控相关基因、翻译

调控相关基因和物质运输相关基因. 在2例组织

中未发现共同上调的包括分子伴娘调控相关基

因、未知分子功能相关基因. 对其中部分分类

基因列表如表1. 而对共同差异表达为下调的基

因初步功能分类(共分16类), 在未发现共同下调

的较共同上调的增加了抗氧化活性相关基因, 
对其中部分分类基因列表如表1.

很多基因具有多功能, 参与细胞周期, 信号

传导, 结合蛋白, 转录, 翻译, 凋亡. 这些基因均

至少参与两种不同的细胞活动过程. 对其中部

分分类基因列表如表2.

3  讨论

众所周知, 肝硬化的发生、发展是一个复杂的

多因素、多步骤的过程, 是许多肿瘤相关基因

表达失常或多种基因失活所致. 因此肝硬化组

织中相关基因及基因组的变化研究显得更为重

要. 本实验中我们采用了美国Affymetrix公司的 
U133 A 2.0基因表达谱芯片, 检测到肝硬化组织

与正常肝脏组织间有1424条(9.82%)存在差异表

达的基因, 其中上调表达的基因有980条, 下调

表达的基因有444条. 
这些差异基因初步分为16类, 包括抗氧化活

性相关、凋亡或肿瘤相关、结合蛋白相关、代

谢相关、细胞周期相关、酶活性调节相关基因

等. 我们的结果表明, 肝硬化的发生发展是一个

多基因参与的复杂变化过程, 涉及到许多相关

基因群的变化.
首先, 肝纤维化是指慢性肝病晚期的组织

学变化, 是一种在损害因子持续作用下渐进的

病理过程. 以ECM增加为特征, 同时伴有肝实质

的广泛破坏、再生, 导致肝小叶和肝血管结构

的紊乱, 是继发于包括慢性乙型(丙型)病毒肝炎

等几乎所有的慢性肝病, 最终发展形成肝硬化. 
HSC(肝星状细胞)是肝纤维化ECM的主要来源

细胞. 生长因子在调控HSC形态演变及功能变化

中起的作用更是日益受到重视[1]. HSC的激活是

肝纤维化发生发展的中心环节, 可分为“启动

阶段”和“持久化阶段”. 在“启动阶段”, 肝
细胞受损后释放丝裂原, 旁分泌作用于HSC, 引
起HSC的增殖, 并使肝细胞生长丧失接触抑制. 
随后活化的枯否(Kupffer)细胞、内皮细胞及血

小板释放细胞因子, 如转化生长因子(TGF)、血

小板衍生生长因子(PDGF)、肝细胞生长因子

(HGF)等, 促进HSC激活转化为肌成纤维细胞

(MFB), 继而进入激活的“持久化阶段”, HSC
维持激活状态并产生纤维化. 其中肝细胞生长

因子随肝纤维化进程逐渐升高, 在早期有促进

肝细胞再生, 具有抗纤维化作用. HGF最初是从

血浆中获得, 是一种来源于肝脏间质细胞, 亦可

由肝外组织产生, 是强烈的肝细胞增殖刺激因

子. Stoker et al [2]发现成纤维细胞分泌一种能促

进上皮细胞集落扩散的细胞因子, 称为离散因

子(SF). 通过对这两种细胞因子的结构和功能的

     
              NM_004927       线粒体核糖体蛋白L49                  MRPL49  chr11q13                   -1.3

              NM_002949       线粒体核糖体蛋白蛋白L12                  MRPL12  chr17q25    -1

              转录调控相关         NM_001428       烯醇酶1                                  EN01  chr1p36.3-p36.2   -1.2

              NM_004491       糖皮质激素受体DNA结合因子1          GRLF1     chr19q13.3   -1.8

              NM_003195       转录延伸因子A(SII), 2                  TCEA2  chr20q13.33   -2.6

              NM_005693       细胞核受体亚科1, 团H, 成员3  NR1H3  chr11p11.2   -1.3

              NM_000457       肝细胞核因子4, α                  HNF4A  chr20q12-q13.1   -2.1

              翻译调控相关         NM_003752       真核翻译起始因子3, 亚单位8  EIF3S8  chr16p11.2   -1.3

              NM_003321       线粒体的Tu翻译延伸因子     TUFM  chr16p11.2   -1.2

              NM_004927       线粒体核糖体蛋白L49                  MRPL49  chr11q13                   -1.3

              物质运输相关         NM_006148       LIM and SH3蛋白1                  LASP1  chr17q11-q21.3   -1

              NM_001916       细胞色素c-1                                  CYC1  chr8q24.3   -1.3

              NM_002631       磷酸葡萄糖酸脱氢酶                  PGD  chr1p36.3-p36.13   -1.9

              NM_006623       磷酸甘油酸脱氢酶                  PHGDH  chr1p12                   -1.2

              NM_006066       乙醛还原酶                                  AKR1A1  chr1p33-p32   -1.1

              NM_003365       泛醇-细胞色素C还原酶核心蛋白I  UQCRC1  chr3p21.3   -1.4
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研究, 发现HGF和SF为同一物质[3]. HGF/SF通过

与细胞膜上特异受体即原癌基因c-Met[4]编码的

一种跨膜酪氨酸蛋白激酶结合, 引起酪氨酸蛋

白激酶活化, 激活细胞内多个信号级联反应, 如
磷脂酰肌醇3激酶、磷脂酶c、Ras-GTP激酶活

性蛋白, 是一种多效性生长因子, 并非肝特异性

生长因子, 能刺激多种类型细胞分化、增殖、

再生、运动、迁移扩散及形态的发生[5-8]. cMet
是原癌基因, 其编码的蛋白, 是一类具有自主性

磷酸化活性的跨膜受体. HGF与cMet结合后激

活受体发生自身磷酸化, 进而导致多种底物蛋

白磷酸化, 从而引起细胞内一系列信号传导, 最
终发挥HGF/SF的生物学功能, 除引起正常细

胞的生物学行为外, 还可以刺激肿瘤细胞的离

散、增殖、血管形成、转移、侵袭等[9-10]. 在既

往的关于cMet的研究中, 大多数集中于结肠直

肠癌、甲状腺癌、鼻咽癌、肺癌、乳腺癌、肝

癌等恶性肿瘤[11-15]. 魏文芸 et al [16]报道显示, 在

■同行评价
本 文 设 计 合 理 ,  
实验结果丰富可
信, 有一定的参考
价值. 

慢性肝病、肝硬化、肝癌的患者中, HGF的水

平有所增高, 以肝硬化的血清HGF的增高最为

显著, 显著高于慢性肝病组和肝癌组(P <0.001), 
并与肝硬化病理变化相符合. 肝硬化主要病理

变化是肝细胞坏死, 肝间质细胞增生, 而HGF在
肝脏主要是由肝间质细胞所分泌. Kim et al [17]发

现静止HSC未检测到c-Met表达, 培养3 d后表达

增加. Cramer et al [18]也在体内外实验研究中发

现, 活化HSC能表达c-Met. 在肝纤维化过程中, 
间质细胞低表达转为高表达, HGF不仅作用于

正常上皮细胞, 而且作用于病理情况下由间质

细胞转化而成的肌成纤维细胞, 促进纤维化. 而
现有不少实验报道[19-20], HGF在受损早期即明

显升高并有抗纤维化作用. 在本实验中HGF、
c-Met、TPR(已易位的活化MET癌基因启动子)
全部上调, 与部分报道一致, 部分不一致. 推断

HGF、c-Met、TPR在肝纤维化不同时段发挥一

定作用, 且作用可能不同. 因此, HGF/SF可能成

表 3 肝硬化组织中共同差异表达且具有多功能的部分上调和下调基因

     
功能分类  GenBank ID                       基因名称                              基因代码        染色体定位                  Signal Log Ratio

上调      NM_004396      DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp) box多肽5           DDX5           chr17q21                          2.1

             NM_007315      信号传导子及转录激活子1                            STAT1         chr2q32.2                          2.3

             NM_003299      肿瘤排斥抗原(gp96)1                            TRA1          chr12q24.2-q24.3               1.6

             NM_021960      髓样细胞非白血性白血病序列1             MCL1         chr1q21                          1.7

             NM_000596      胰岛素样生长因子结合蛋白1            IGFBP1       chr7p13-p12          6.4

             NM_007315      信号传导子及转录激活子1, 91 kDa            STAT1        chr2q32.2                          2.3

             NM_003292      活化MET致癌基因已易位的启动子区           TPR             chr1q25                          3.4

                                                                                                                               chr9q12-q21.2|

             NM_000700      膜联蛋白A1                                            ANXA1        9q12-q21.2                        3.2

             NM_003810      肿瘤坏死因子超家族, 成员10           TNFSF10     chr3q26                          1.2

             NM_006910      视网膜母细胞瘤结合蛋白6                            RBBP6        chr16p12.2                          4.9

             BC004490         v-fos FBJ鼠骨肉瘤病毒致瘤基因同系物      FOS            chr14q24.3                          6.6

             NM_004859      笼形蛋白重肽(Hc)                            CLTC          chr17q11-qter          1

             NM_002156      热休克蛋白60 kDa 1(伴侣素)            HSPD1       chr2q33.1                          1.3

             NM_003472      DEK致癌基因(DNA结合)                               DEK            chr6p23                          2.1

下调      NM_002634      阻抑蛋白                                            PHB            chr17q21                        -1.2

             X07868        胰岛素样生长因子Ⅱ                             IGFⅡ          chr11p15.5                        -1.4

             NM_004343      钙网织蛋白                                            CALR          chr19p13.3-p13.2        -1.4

             NM_001916      细胞色素c-1                                            CYC1          chr8q24.3                        -1.3

             NM_002997      多配体1                                            SDC1          chr2p24.1                        -1.4

             NM_001654      v-raf鼠肉瘤3611病毒致瘤基因同系物          ARAF          chrXp11.4-p11.2        -1.6

             NM_000075      周期素依赖性蛋白激酶4                            CDK4          chr12q14                        -1.3

             NM_030662      促分裂原活化蛋白激酶激酶2            MAP2K2     chr19p13.3          -1.2

             NM_001328      C末端结合蛋白1                             CTBP1        chr4p16                        -1.2

             NM_004364      CCAAT/增强子结合蛋白α                            CEBPA        chr19q13.1                        -1.5

             NM_003156      间质相互作用分子1                            STIM1         chr11p15.5                        -1

             NM_001654      v-raf鼠肉瘤3611病毒致瘤基因同系物         ARAF           chrXp11.4-p11.2        -1.6

             NM_001150      膜内氨酰氨基肽酶                            ANPEP        chr15q25-q26        -1.2

表 3 肝硬化组织中共同差异表达且具有多功能的部分上调和下调基因
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为肝硬化早期诊断指标及潜在治疗靶点, 而其

在肝硬化向肝癌转变过程中的作用有待进一步 
研究.

在我们筛选出的共同差异表达基因中, 还
有一些基因在肝硬化组织中参与细胞内信号传

递和基因表达调控等多种细胞过程, 如STAT1、
DDX5等. STAT(signal transducer and activator of 
transcription)是一类新型细胞内信号传递和基因

表达调控因子家族, 由9个成员构成. 自从在干

扰素对培养细胞基因转录诱导研究中发现该家

族以来, 他一直是细胞因子研究领域的热点. 他
与炎症、肿瘤、免疫性疾病的关系日益受到人

们的重视[21]. 其家族成员参与许多细胞因子、生

长因子的信号转导, 调节人体免疫反应、炎症

反应和细胞的生长、分化等. 近年来研究发现, 
STAT具有强烈的抑制细胞凋亡、促进细胞增殖

的作用, 参与人类恶性肿瘤的发生、发展和演

变. 细胞因子通过JAK/STAT途径, 激活STAT而
诱导目的基因表达[22]. 在正常生理状态下, STAT
的激活仅持续数分钟至几小时, 对于正常细胞

的生理功能, 如胚胎发育、器官形成、免疫功

能的完善、细胞的生长、分化等, 起着关键性

作用[23]. STAT1(signal transducer and activator of 
transcription 1)位于染色体chr2q32.2, 多种细胞

因子可以诱导STAT1的激活, 主要包括干扰素

(IFN)、表皮生长因子(EGF)、血小板衍生生长

因子(PDGF)、白介素-6(IL-6)等[24]. 亦有研究认

为, STAT1通过调节iNOS及NO的表达发挥其在

炎症反应中的作用[25]. 有研究发现[26], 在博莱霉

素(BLM)致大鼠肺纤维化模型中, 其肺泡巨噬

细胞(AM)内存在STAT1的异常活化. 提示BLM
组的AM内存在STAT1的异常活化; 异常活化的

STAT1可引起包括ICAM-1及STAT1本身在内的

多种STAT1依赖性免疫反应基因的表达增加, 增
加表达的ICAM-1可诱导炎性细胞在肺内募集, 
分泌细胞因子, 引起肺部炎症反应, 参与肺泡炎

及随后的肺纤维化的形成. 本实验中STAT1上
调, 可能是因为肝脏慢性炎症激活JAK/STAT信
号通路或STAT信号通路引起级联反应, 促进肝

纤维化形成. 
目前, 基因芯片技术我们正在被广泛地应用

于对肝硬化复杂的发生、发展过程的研究及通

过基因表达谱的分析来认识肝硬化的发病机制, 
为肝硬化的诊断和治疗提供了科学依据. 本研

究结果表明, 共有16类基因群1424条基因在肝

硬化组织中异常表达, 表明肝硬化中很可能存

在互相协调共同表达的基因群. 因此利用基因

表达谱芯片技术对肝硬化进行基因群水平研究, 
筛选在肝硬化相关的多个环节上起重要作用的

分子和起关键调节作用的基因, 以揭示肝硬化

在基因水平上的本质, 为肝硬化的早期诊断和

早期治疗提供理论依据.
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Abstract
AIM: To design pSilencer3.1-H1hygro plasmid 
expressing small interfering RNA (siRNA) that 
targets the coding region of cyclinE, and to 
evaluate the inhibitory effect of this siRNA on 
HepG2 cells after transfection. 

METHODS: pSilencer3.1-H1hygro vector of the 
siRNA based on the coding region of cyclinE 
was constructed. The plasmid and liposome 
metafectene were cotransfected into HepG2 
cells, which overexpressed cyclinE. Cell prolif-
eration and apoptosis were assessed by MTT 
assay and flow cytometry, respectively, and ex-

pression of cyclinE was detected by RT-PCR and 
Western blotting. 

RESULTS: The plasmid expressing siRNA 
targeted on the coding region of cyclinE was 
successfully constructed. Expression of cyclinE 
mRNA and protein was suppressed by up to 
79% and 65%, respectively. 

CONCLUSION: siRNA targeted on cyclinE can 
silence cyclinE overexpression, and subsequent-
ly suppress proliferation and promote apoptosis 
of HepG2 cells.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; cyclinE; RNA 
interference

Tian XF, Huang Y, Zhu C, Xiao Z, Guo YL. Effects of small 
RNA interference to target cyclinE gene on apoptosis and 
proliferation of HepG2 hepatocellular carcinoma cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 3385-3389

摘要
目的: 以cyclinE基因编码区为靶位, 构建表达
小干扰RNA(siRNA)的质粒载体, 观察转染后
对HepG2细胞的影响. 

方法: 针对cyclinE基因序列构建表达siRNA
的真核表达载体pSilencer3.1-H1hygro, 利用脂
质体Metafectene转染cyclinE基因高表达的肝
癌细胞株HepG2. 流式细胞仪检测细胞周期及
凋亡率, MTT法检测细胞增殖活性, RT-PCR
和Western blot法观察转染后细胞cyclinE基因 
表达. 

结果: 成功构建了表达siRNA的真核质粒载
体, 转染后cyclinE基因mRNA及蛋白表达水平
分别下降了79%和65%. 

结论: 靶向cyclinE基因的siRNA可有效沉默
HepG2细胞高表达的cyclinE基因, 从而抑制肝
癌细胞的增殖并促进凋亡.

关键词: 肝癌; 细胞周期蛋白E; RNA干扰
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■背景资料
癌基因的高表达
是HCC患者病情
进展的重要原因. 
cyclinE基因在肝
癌细胞HepG2中
整个细胞周期高
表 达 .  目 前 肝 癌
基因治疗有基因
在肝癌组织中表
达的特异性不高, 
靶向性不强及毒
副 作 用 等 不 足 , 
RNAi技术以其高
特异性, 高效率等
优点, 已成为抗肿
瘤研究的热点.
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0  引言

细胞周期蛋白E(cyclinE)基因表达的cyclinE蛋
白可与细胞周期依赖性激酶2(cyclin dependent 
kinase 2, CDK2)结合形成cyclinE-CDK2复合物, 
在G1晚期调控细胞从G1期进入S期[1]. cyclinE的
表达随细胞周期波动出现精确的周期性合成与

降解, 从而保持基因复制的稳定性[2]. cyclinE的
过表达使细胞过多从G1期进入S期, 导致细胞

恶性增殖. Reynolds et al报道肝细胞癌组织中

cyclinE呈过表达现象[3], 并与晚期肝癌患者总生

存率及病情的恶化预后相关[4]. 我们利用RNA
干扰(RNA interference, RNAi)技术, 设计了靶

向cyclinE的短片段双链RNA(small interfering 
RNA, siRNA)表达质粒载体, 并观察转染后对

cyclinE高表达的肝癌细胞株HepG2的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2由本研究室引进

并保存, 含H1启动子的转录载体pSlilencer3.1-
H1hygro质粒购自Ambion公司, 真核绿色荧光

蛋白表达载体pEGFP质粒由中南大学湘雅医院

朱才博士馈赠, 转化受体菌为E.coli  DH5α菌株. 
脂质体转染试剂Metafectene为德国Biontex公司

产品, 大量质粒提取试剂盒为德国Qiagen公司

产品,  TRIzol RNA提取试剂为美国Gibco公司

产品, 小量质粒提取试剂盒、RT-PCR相关试剂

及引物合成为大连宝生物工程有限公司产品, 
鼠抗人cyclinE mAb及羊抗人actin mAb为美国

Santa Cruz公司产品, 蛋白质分子量标准、化学

增强发光试剂盒、辣根过氧化物酶标记的抗鼠

二抗为美国Cell Signaling Technology公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 靶位的选择及s iRNA的设计及表达载体

的构建: siRNA设计原则参照文献[5]. siRNA干

扰作用靶点对应于人cyclinE基因编码区71-90 
nt(GenBank序列号No. XM_049430). 靶位序列

为GCAGGATCCAGATGAAGAA, 经Blast分析, 
未发现同源序列. siRNA表达载体插入序列: 上
游限制位点为Bam HⅠ, 下游限制位点为Hin d
Ⅲ, Loop序列为TTCAAGACG. 人工合成各单链

DNA片段, 退火形成发夹状siRNA DNA双链, 插
入到pSilencer3.1-H1hygro的Bam HⅠ和Hin dⅢ
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之间. 重组体转化大肠杆菌DH5α, 筛选hygro抗
性克隆, 提取质粒并测序鉴定. 另外合成非同源

无义序列作为无义siRNA对照组. siRNA真核表

达载体的构建及鉴定由武汉晶赛公司完成(图1).
1.2.2 质粒转染: 待细胞生长融合达60%-80%
后, 表达siRNA的pSilencer3.1-H1 hygro质粒与

脂质体Metafectence共转染, 混合比例为1∶4(质 
量/体积), 转染步骤按说明书进行. 转染后6 h, 换
为含100 mL/L小牛血清(FBS)的DMEM培养基. 
建立两个试验对照组, 即无义siRNA组和空白质

粒组. Metafectence的转染效果评价: 含绿色荧光

蛋白的表达质粒pEGFP转染HepG2细胞, 转染后

培养72 h, 用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤细胞, 荧光

显微镜观察细胞, 随机选取10个视野, 荧光细胞

数与总细胞数之比为转染效率.
1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡: 转染后

培养72 h, 胰酶消化细胞, 1000 r/min离心5 min, 
弃上清, 750 mL/L乙醇4℃固定24 h. 调整细胞

浓度为109 /L, 取1 mL细胞悬液, PBS洗2次, 加入

PBS染色液(PI 50 mg/L, RNase 100 mg/L), 4℃避

光染色30 min, 上机检测.
1.2.4 细胞生长、增殖抑制试验: 向24孔板中分

别接种细胞数约为1×104的HepG2细胞, 置50 
mL/L CO2中培养, 分别于24 h, 48 h, 72 h检测每

组(每组5个孔)每个孔的细胞总数, 取5个孔的平

均值, 根据上述数据绘制细胞生长曲线图. 取对

数生长期转染后HepG2细胞接种96孔板, 每孔接

种5×103个细胞, 分别于培养24 h, 48 h, 72 h后
每孔加入5 g/L MTT 10 μL, 37℃条件下继续培

养4 h, 弃上清, 每孔加入二甲基亚砜(DMSO)100 
μL, 酶标仪波长490 nm处检测吸光度A值, 试验

重复3次. 按下列公式计算细胞抑制率: 细胞生

长抑制率 = (对照孔A值–试验孔A值)/对照孔A
值×100%.
1.2.5 cyclinE mRNA及蛋白表达检测: 转染后培

养72 h, 收集细胞. 总RNA提取按TRIzol试剂盒

说明进行, 紫外分光光度计测定总RNA浓度与

纯度, -70℃保存备用. 逆转录取2 μL总RNA, 10 
mmol/L Oligo dT 1 μL, 用DEPC水补至总体积

12 μL后70℃ 5 min, 冰上骤冷后加入5×Buffer 
4 μL, 20 mU/L RNA酶抑制剂1 μL, 10 mmol/L 
dNTP 2 μL,  200 mU/L M-MLV 1 μL, 37℃反应

60 min, 94℃灭活5 min. PCR序列根据GenBank
中人cyclinE、β-actin cDNA序列进行设计(表
1). 细胞总蛋白提取: 1×106个细胞用P B S洗
涤3-4次后, 加入细胞裂解液(50 mmol/L Tris-

www.wjgnet.com

■研发前沿
本文采用s iRNA
表 达 框 架 构 建
siRNA表达载体, 
以cycleE为靶基
因设计短片段双
链RNA(siRNA)使
之发生基因沉默. 
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HCl, 1 mmol/L EDTA, 2% SDS, 5 mmol/L DTT, 
10 mmol/L PMSF)200 μL, 冰上放置30 min裂
解, 最大功率脉冲超声粉碎30 s, 13 000 r/min
离心30 min去除细胞碎片, 留含总蛋白的上清

液, Bradford法测定蛋白浓度, Western blot检
测cyclinE的表达. PCR及Western blot条带应用

Eagle Eye Ⅱ图像分析处理系统分析结果.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 

采用单因素方差分析处理, 组间两两比较采用

SNK-q检验. 全部数据经SPSS10.0统计软件处

理, P <0.05表示差异有显著性.

2  结果

2.1 细胞周期及凋亡 空白质粒与无义s i R N A
两组间各期细胞所占比例均无统计学差异

(P >0.05). cyclinE siRNA组中S期、G2-M期细

胞所占比例与空白质粒及无义siRNA两组比较

明显下降, 统计学差异显著(P <0.01). 凋亡细胞

(Sub-G1期)所占比例明显高于空白质粒及无义

siRNA两组, 差异有统计学意义(P <0.01, 表2).
2.2 siRNA抑制HepG2细胞增殖作用 与空白质

粒及无义siRNA组比较, cyclinE siRNA转染后

48 h、72 h, HepG2细胞数显著减少(P <0.01)(图
2A). 从MTT法检测的生长抑制率结果也可以看

出, 转染后24 h三组间差异无统计学意义, 转染

后48 h, cyclinE siRNA组生长抑制率开始增加, 
转染后72 h则显著高于空白质粒及无义siRNA
组(P <0.01)(图2B). 空白质粒与无义siRNA转染

对HepG2细胞均无明显生长抑制作用, 两组间差

异无统计学意义(P >0.05).
2.3 s iRNA对HepG2细胞cycl inE表达的抑制 

HepG2细胞转染表达cyclinE siRNA的质粒后72 
h, 与空白质粒及无义siRNA组比较, RT-PCR检测

结果显示HepG2细胞中cyclinE mRNA表达水平

显著降低(P<0.01), 下降了79%(图3, 表3),  West-
ern blot检测结果也显示CyclinE蛋白表达含量明

显减少(P <0.01), 比空白质粒组相比, 下降了65%
以上(图4, 表3). 而siRNA对cyclinE表达无抑制 
作用.

3  讨论

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是临床

常见的恶性肿瘤之一. 
癌基因的高表达是HCC患者病情进展的重

要原因[6], 因此, 如何将正常或治疗基因导入靶

■创新盘点
本文采用RNAi技
术特异性地抑制
肝癌癌基因, 癌相
关基因或突变基
因的过度表达, 有
望成为临床HCC
基因治疗的新手
段.

表 1 PCR引物序列、反应条件及扩增的目的片段大小

     
基因                      引物序列                                 PCR反应条件  目的片段大小

cyclinE   CGTTGCTTCACTTCTCCT           94℃ 1 min, 55℃ 45 s, 72℃ 45 s      369 bp

   GAAGGGCTTCAACTGTTCC           35 cycles 

β-actin   CAAAGACCTGTACGCCAACA                                        255 bp

   GAAGCATTTGCGGTGGAC  

表 2 转染后培养72 h cyclinE siRNA对肝癌细胞HepG2生长周期及凋亡的影响(mean±SD, n  = 3)

     
分组                    G0-G1期(%)         S期(%)    G2-M期(%) Sub-G1期(%)

空白质粒   58.97±2.27 16.23±1.84 22.93±1.04 1.87±0.21

无义siRNA 57.93±2.05 17.63±1.07 22.27±1.16 2.17±0.15

cyclinE siRNA 62.33±1.15   7.37±0.50b 10.13±0.95b          20.17±0.72b

bP<0.01 vs  空白质粒组和无义siRNA组.

 BamHⅠ                    Sense                   Loop          Antisense                 Terminator  HindⅢ
5'-GATCCGCAGGATCCAGATGAAGAATTCAAGACGTTCTT CATCTGG ATCCTGC TT TT TT GGAAA-3'
         3'-GCGTCCTAGGTCT ACTTC TTAAGTTCTGGAAGAAGTAGACCTAGGACGAAAAAA CCTTTTCGA-5'

BamHⅠ HindⅢ
SV40Promoter

Hygromycin

SV40 pA

Ampicillin

Expression

ColE1 origin

    5'-GCAGGAUCCAGAUGAAGAA
3'-UU CGUCCUAGGUCUACUUCUU

U CU
A

A

AG
G

C

图 1 cyclinE siRNA设计示意图. 

pSilencer3.1-h1
     4552 bp
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■应用要点
本 文 应 用 的 以
cycleE为靶基因
设 计 的 s i R N A
表 达 框 架 构 建
s iRNA表达载体
转染后可通过抑
制肝癌细胞增殖, 
促进肝癌细胞的
凋亡而发挥抗肿
瘤作用. 

细胞纠正缺陷基因的表达, 已成为HCC基因治

疗的探索热点. 但肝癌基因治疗面临的难题之

一是目的基因在肝癌组织中表达的特异性不高, 
靶向性不强, 有的基因产物可引起全身严重的

毒副作用[7]. 相对于基因敲除技术长期抑制基因

功能, RNAi使基因表达暂时降低或抑制, 基因

组的信息仍保持完整. 已有研究证明siRNA能抑

制多种癌基因表达, 因此可设计针对特定癌基

因的siRNA阻止肝癌的形成与进展, 如靶向原癌

基因Bcl-2[8], p28GANK[9], surviving[10], 以及新一

类癌基因, 凋亡调控基因Mcl-1[11]等. RNAi技术

的应用为肝癌基因治疗提供了广阔的临床应用 
前景. 
    cyclinE定位于人19q12-13, 含有一个与CDKs
相互作用的细胞周期素盒. 通常cyclinE在G1期

合成, S期至峰值后逐渐消失, G2-M期不表达, 
而在肝癌细胞H e p G2中可在整个细胞周期表

达. cyclinE可与CDK2结合形成复合物, 促进细

胞G1-S期进程, 使细胞进入S期后就不再依赖

于细胞外促生长因子而顺序完成整个细胞周

期[2]. 虽然Li et al [12]采用化学合成siRNA瞬时转

染cyclinE高表达的肝癌细胞株, 也获得了明显

的基因沉默效果, 但采用siRNA表达框架构建

siRNA表达载体更有利于进行稳定表达siRNA
和长效抑制的研究. 从转染到细胞的DNA模板

中在体内转录得到siRNAs, 从而不需要直接进

行RNA的操作, 故能提高siRNA的稳定性[13], 并
可使s i R N A的体内实验维持较长时间的基因

沉默[14]. 本研究设计靶向cyclinE编码区基因的

siRNA, 构建了cyclinE siRNA的真核表达质粒, 
可高特异性地下调癌基因表达, 使转染后HepG2
细胞cyclinE mRNA及蛋白表达水平分别下降

79%和65%. 对细胞增殖活性的进一步检测显示, 

cycl inE基因沉默使细胞生长抑制率明显增高, 
促进细胞凋亡, 细胞S期, G2-M期比例减少, 使细

胞周期阻滞于G0-G1期. 空白对照和无义siRNA
均无抑制作用, 表明siRNA作用具有序列特异

性. 结果表明, cyclinE基因高表达具有促进肝癌

细胞增殖恶变的作用, 抑制cyclinE基因可达到

抑制肝癌细胞增殖的效果. 此外, 我们曾在靠近

编码区末端选择靶位点设计siRNA, 下调cyclinE
基因表达的效果并不明显, 推测siRNA的基因沉

默效果除了严格遵从编码碱基的选择设计原则

外, 可能还与基因编码区域的选择靶点相关. 

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

cyclinE 369 bp
β-actin 255 bp

图 3 RT-PCR 扩增肝癌细胞HepG2 cyclinE基因表达.

M       1      2      3     4      5

cyclinE

Actin

1            2            3          4           5

图 4 Western blot检测肝癌细胞HepG2 CyclinE蛋白表达.

表 3 转染后培养72 h肝癌细胞HepG2 cyclinE mRNA与
蛋白表达(mean±SD, n  = 6)

     
分组                    mRNA表达         蛋白表达

空白质粒                 0.53±0.05      0.99±0.04

无义siRNA 0.52±0.06      1.01±0.04

cyclinE siRNA 0.11±0.01b      0.36±0.08b

bP  <0.01 vs  空白质粒组和无义siRNA组.
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图 2 cyclinE siRNA对肝癌细胞HepG2的生长抑制作用. A: bP<0.01 vs  空白质粒及无义siRNA组比较; B: cP<0.05, dP<0.01 vs  

空白质粒及无义siRNA组比较. 
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尽管近年来在H C C的手术治疗及介入治

疗等方面取得了长足进步, 但其总体疗效仍不

尽人意. 可重新激活抑癌基因的DNA甲基化抑

制剂5-氮-2'-脱氧胞苷(5-Aza-CdR), 由于缺乏特

异性, 细胞毒性以及可能激活“沉默”的癌基

因等原因使临床应用受到限制[15]. 病毒介导的

基因治疗方法的靶向特异性与安全性尚待进一

步考证. RNAi技术以其高特异性, 高效率等优

点, 已成为抗肿瘤研究的热点. 其在肝癌研究

中的应用也不断拓展, 如沉默癌基因过表达相

关的信号传导通路Wnt/beta-catenin[16], 设计靶

向尿激酶型血浆酶原激活物(u-PA)、骨桥蛋白

(Osteopontin)等的siRNA降低肝癌细胞的侵袭转

移能力[17-18], 钙黏蛋白T(T cadherin)在肝癌中基

因功能的探索[19], 甚至对非编码(nc)RNAs的遗

传物质进行研究等[20]. 采用RNAi技术特异性地

抑制肝癌癌基因, 癌相关基因或突变基因的过

度表达, 有望成为临床HCC基因治疗的新手段.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of baicalin 
on adhesion, apoptosis and cel l cycle of 
hepatocellular carcinoma (HCC) cell l ine 
BEL-7402, and to discuss the relationship 
between them.

METHODS: HCC cell line BEL-7402 adhesion 
assay was conducted in a Boyden chamber. 
Expression of integrin β1 and E-cd proteins of 
cell line BEL-7402 was determined by flow cy-
tometry (FCM). The effects of baicalin on cell 
cycle and apoptosis were also observed by FCM. 
Changes in morphology and ultrastructure were 
observed by inverted microscopy and electron 
microscopy.

RESULTS: The adhesion capacity was 52.38 ± 
3.83, 35.63 ± 2.32 and 26.58 ± 1.13 at 5, 10 and 

20 mg/L baicalin, respectively, and was lower 
than that in the control group (84.32 ± 6.74; P < 
0.05). In the treated group, the HCC cells became 
smaller and remained round with relatively few-
er pseudopods, and microvilli were fewer and 
shorter. After treatment with 5, 10 and 20 mg/L 
baicalin, expression of integrin β1 was decreased 
(354.07 ± 18.17, 319.44 ± 15.21 and 291.49 ± 12.88 
vs 407.54 ± 20.58; P < 0.05), and expression of 
E-cd was increased significantly (335.5 ± 20.18, 
376.4 ± 22.36 and 393.8 ± 25.68 vs 251.72 ± 12.34, 
P < 0.05). G0/G1 phase cells were significantly in-
creased as baicalin concentration increased, and 
S phase cells were decreased. Baicalin induced 
BEL-7402 cell apoptosis, in a concentration-
dependent manner.

CONCLUSION: Baicalin inhibits cell adhe-
sion, accompanied by increased apoptosis and 
major changes in the cell cycle of HCC cell line 
BEL-7402.

Key Words: Baicalin; Hepatocellular carcinoma; Ad-
hesion; Apoptosis; Cell cycle

Guo Y, Guo X, Yao JF, Cui DL, Yao SK. Effect of baicalin 
on adhesion, apoptosis and cell cycle of hepatocellular 
carcinoma cell line BEL-7402. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 研究黄芩甙对人肝癌BEL-7402细胞系
黏附、细胞凋亡及细胞周期的影响, 探讨三者
之间的关系. 

方法: 应用细胞培养技术培养BEL-7402细胞, 
不同浓度黄芩甙处理肝癌细胞, 通过Boyden
小室模型测定其黏附力, 同时观察细胞形态, 
流式细胞术测定肝癌细胞integrinβ1、E-cd表
达的改变及细胞凋亡率. 

结果: 5, 10, 20 mg/L黄芩甙处理组细胞黏附
力与对照组相比均有显著降低(52.38±3.83, 
35.63±2.32, 26.58±1.13 vs  84.32±6.74, 
P <0.05). 对照组表现出纤维母细胞样形态, 伸

®

■背景资料
黄芩甙是黄芩的
主要有效成分之
一, 近年来发现其
具有抗肿瘤作用, 
表现为抑制肿瘤
细胞增殖, 对其抗
肿瘤机制尚不甚
清楚. 本研究旨在
观察黄芩甙对肝
癌细胞黏附、细
胞凋亡及细胞周
期的影响, 探讨三
者之间的关系. 
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出形态各异的伪足. 而黄芩甙组细胞形态较
圆, 伪足数目相对较少, 电镜下显示细胞微绒
毛明显减少, 甚至消失. 5, 10, 20 mg/L黄芩甙
组细胞integrinβ1表达较对照组降低(354.07±
18.17, 319.44±15.21, 291.49±12.88 vs  407.54
±20.58; P <0.05), E-cd的表达则增加(335.5±
20.18, 376.4±22.36, 393.8±25.68 vs  251.72±
12.34, P <0.05). 黄芩甙作用后, 随黄芩甙浓度
增加肝癌细胞G0/G1期比例逐步增高, S期细胞
减少, 同时细胞凋亡率增加.

结论: 黄芩甙对肝癌BEL-7402细胞发挥抗黏
附作用, 其机制可能与抑制黏附分子E-cd的表
达, 促进integrinβ1表达有关. 在抗黏附的同时
细胞周期发生改变, 细胞凋亡增多.

关键词: 黄芩甙; 肝细胞癌; 黏附; 凋亡; 细胞周期
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0  引言

肿瘤细胞的侵袭与转移是恶性肿瘤的基本特征, 
肿瘤的侵袭转移是涉及多步骤、多环节的极复

杂过程. Liotta et al从分子水平将这一过程分为

黏附、降解、运动三步. 恶性肿瘤细胞在侵袭

和转移过程中, 与宿主组织成分发生多次黏附, 
抗黏附治疗与其他包括化疗在内的治疗联合应

用, 不但可以产生协同作用, 降低用药剂量, 而
且可以在多个环节上阻断肿瘤的侵袭和转移, 
弥补彼此之间的不足.

黄芩甙是从唇形科植物黄芩中提取、分离

出来的一种黄酮类化合物, 是黄芩的主要有效

成分之一, 具有解热、降压、利胆、保肝、镇

静、抗菌等药理作用. 近年来随着国际上对黄

芩甙研究的持续升温以及认识的逐步深入, 发
现黄芩甙具有抗肿瘤作用, 表现为抑制癌细胞

增殖, 促进癌细胞凋亡[1-2]. 我们在体外观察了黄

芩甙对肝癌细胞BEL-7402黏附、细胞凋亡及细

胞周期的影响, 探讨三者之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌BEL-7402细胞株由河北医科大

学细胞室冻存, 黄芩甙购自四川世坤植化有限

公司, Matrigel基质为美国Becton Dickinson公司

产品, Boyden小室为Coster公司产品, 兔多抗和

羊抗鼠FITC-IgG为北京中山生物技术有限公司

产品, 上皮钙黏附素(E-cd)单抗和抗β1-整合素

(integrinβ1)为Santa公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及分组: 人肝癌BEL-7402细胞株

常规培养于含10 g/L小牛血清、100 U/L青霉

素、100 μg/L链霉素的RPMI 1640培养液中, 在
37℃、50 mL/L CO2培养箱内培养. 实验分为4
组: 黄芩甙5 mg/L组, 黄芩甙10 mg/L组, 黄芩甙

20 mg/L组, 对照组(只加培养基). 药物作用48 h, 
收集细胞, 做以下检查. 每组设3个复孔.
1.2.2 黏附测定: 本研究引入Matrigel基质胶, 模
拟体外黏附模型中细胞外基质(ECM)的作用, 
观察黄芩甙对肝癌细胞黏附力的影响. 96孔培

养板覆以Matrigel 100 μg/孔, 胶干后, 加入预处

理的细胞悬液50 μL(5×105/孔), 37℃摇床100 
r/min, 作用30 min. 每孔加无血清RPMI 1640培
养液150 μL及MTT(1 g/L)50 μL, 37℃继续作用4 
h. 弃上清, 每孔加入100 μL DMSO原液, 10 min
后上酶标仪, 在490 nm单波长下测定A值. 细胞

黏附率 = (试验组A值/对照组A值)×100%. 将对

照组与处理组细胞置于倒置显微镜下观察. 生
长在盖玻片上的细胞, 10 mg/L黄芩甙处理组及

空白对照组, 作用48 h, 取出盖玻片, 用PBS洗3
遍, 25 g/L戊二醛4℃前固定2 h, 10 g/L锇酸后固

定, 系列乙醇脱水, 扫描电镜下观察.
1.2.3 Integrinβ1、E-cd的测定: 取单细胞悬液1×
109/L, 加入鼠抗人mAb工作液0.1 mL, 室温孵育

30 min, 加入PBS 10 mL洗涤一次. 弃上清, 加入

羊抗鼠FITC-IgG二抗工作液100 μL, 避光室温孵

育30 min. 加入PBS 10 mL, 500 r/min离心2 min. 
弃上清以除去未结合的荧光二抗. 上机检测前

加入PBS 0.1 mL经500目铜网过滤后, 采用美国

Beckman Coulter公司生产的Epics-XLⅡ流式细

胞仪测定integrin and E-cd的含量, 激发光源为

15 mW氩离子激光器, 激发波长为488 nm. 应用

Expo 32 ADC进行免疫荧光数据分析, 以均道值

表示蛋白含量.
1.2.4 细胞周期测定: 将细胞进行同步化处理24 
h后, 换含小牛血清的新鲜培养液, 待细胞长至

80%融合时, 收获细胞, PBS洗2次, 700 mL/L乙
醇固定, 然后用碘化丙啶染色, 流式细胞仪进

行检测. 空白对照组和1.25 mg/L、2.5 mg/L、5 
mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L黄芩甙处理

组分别作用48 h后, 制备各细胞悬液, PI染色流

式细胞计数测定凋亡率.
统计学处理 全部数据用SPSS10.0软件包进

■研发前沿
肿瘤细胞的侵袭
与转移是恶性肿
瘤的基本特征. 恶
性肿瘤细胞在侵
袭和转移过程中, 
与宿主组织成分
发生多次黏附, 抗
黏附治疗与其他
包括化疗在内的
治疗联合应用, 不
但可以产生协同
作用, 降低用药剂
量, 而且可以在多
个环节上阻断肿
瘤的侵袭和转移, 
弥补彼此之间的
不足.
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行统计处理. 计量资料用mean±SD表示. 各组及

组间比较用t检验.

2  结果

2.1 黄芩甙对人肝癌细胞黏附力及integrinβ1、

E-cd表达的影响 黄芩甙组肝癌细胞黏附力明显

下降, 黄芩甙显示出显著的抗黏附作用, 该作用

呈剂量效应关系. 黄芩甙组细胞integrinβ1表达较

对照组降低, E-cd的表达则增加. 黄芩甙5 mg/L
组即呈现上述显著变化(P <0.05), 10 mg/L组、20 
mg/L组与5 mg/L黄芩甙组相比integrinβ1、E-cd
的表达呈量效关系(表1).
2.2 黄芩甙对人肝癌细胞形态的影响 倒置显微

镜下见, 对照组细胞表现出纤维母细胞样形态, 
伸出形态各异的伪足; 而黄芩甙组细胞形态较

圆, 伪足数目相对较少. 扫描电镜下见对照组细

胞形态不规则, 有多个细长的突起, 微绒毛较多, 
体积较大; 黄芩甙处理组细胞变小, 突起减少, 
形态变圆, 微绒毛减少甚至消失, 有的细胞表面

有凹陷, 胞质可见有穿孔或空洞, 可见凋亡小体

(图1).
2.3 黄芩甙对肝癌细胞细胞周期和凋亡的影响 黄
芩甙作用后, 随黄芩甙浓度的增加肝癌细胞G1/G0

期比例逐步降低, S期细胞减少, 说明黄芩甙将肝

癌细胞阻滞在G1期(表2). 1.25 mg/L、2.5 mg/L、5 
mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L黄芩甙分别

作用肝癌细胞48 h后, 凋亡百分率分别为2.32%±

0.72%, 2.42%±0.68%, 9.86%±1.98%, 17.59%±

3.26%, 17.59%±3.26%, 17.59%±3.26%, 17.59%
±3.26%, 22.27%±3.89%, 24.34%±3.79%, 与对

照组(2.18%±0.66%)相比有显著性意义(P <0.01), 
呈量效关系.

3  讨论

肿瘤转移是肿瘤治疗的主要障碍, 控制转移是

决定肿瘤患者预后的关键因素. 研究发现肿瘤

细胞的高转移性与其高黏附特性有关, 抗黏附

治疗可阻断肿瘤转移. 恶性肿瘤细胞在侵袭和

转移过程中, 与宿主组织成分发生多次黏附. 新
近资料表明, 这一现象与细胞黏附分子的作用

有密切关系[3]. 其中引人注目的是钙黏附素、整

合素家族成员[4]. 钙黏附素主要介导正常和肿瘤

组织中细胞与细胞间的黏附. E-cd属钙黏附素

超家族经典Ⅱ族成员, 依赖细胞外Ca2+介导同

种亲和性的细胞与细胞间的黏附, 在相邻细胞

间形成钙黏附拉链, 参与建立和维持细胞间连

接, 在同种细胞间起相互联系、相互制约的作

用. 他的表达程度及功能活性直接影响细胞的

脱离和再附着. 多数学者认为, 如果E-cd介导的

黏附功能受损或表达减少, 肿瘤细胞连接松散, 
易脱落. 许多癌组织中均出现E-cd的表达缺失或

基因突变[5]. 某些恶性肿瘤导入E-cd基因后, 能
明显降低肿瘤细胞侵袭和转移的能力. Kuefer  
e t a l [6]首先报道了在进展期和伴有转移的前列

■相关报道
多数学者认为, 如
果E-cd介导的黏
附功能受损或表
达减少, 肿瘤细胞
连 接 松 散 ,  易 脱
落, 许多癌组织中
均出现E-cd的表
达缺失或基因突
变 .  某 些 恶 性 肿
瘤导入E-cd基因
后, 能明显降低肿
瘤细胞侵袭和转
移的能力. Kuefer 
et  a l 首先报道了
在进展期和伴有
转移的前列腺癌
患者血清中E-cd 
明 显 升 高 ,  其 可
作为预测肿瘤进
展和转移的指标. 
Strobel et al 的实
验研究表明阻断
卵巢癌integrinβ1
可以有效抑制肿
瘤的腹膜播散.

表 1 黄芩甙对肝癌细胞BEL-7402黏附和integrinβ1、E-cd表达的影响(mean±SD)

     
分组        黄芩甙(mg/L)    黏附                    integrinβ1                             E-cd

对照组             0             84.32±6.74             407.54±20.58 251.72±12.34

黄芩甙组             5             52.38±3.83a            354.07±18.17a 335.5±20.18a

           10             35.63±2.32a            319.44±15.21a 376.4±22.36a

           20             26.58±1.13a            291.49±12.88a 393.8±25.68a

aP<0.05 vs  对照组.

图 1 黄岑甙对人
肝癌细胞形态的影
响. A: 对照组 (×

5000); B: 黄芩甙组

(×6500).

A B
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腺癌患者血清中E-cd明显升高, 其可作为预测

肿瘤进展和转移的指标. integrinβ1是由α、β亚

单位通过二硫键形成的二聚体跨膜蛋白, 可以

同时与细胞基质成分及细胞骨架结合而形成配

体-integrinβ1-细胞骨架跨膜信息系统, 介导肿

瘤细胞的黏附和转移. Fujita et al研究了包括肝

癌在内的27种癌细胞系, 结果表明全部细胞均

不同程度的表达integrinβ1. Strobel et al [7]的实验

研究表明, 阻断卵巢癌integrinβ1可以有效抑制

肿瘤的腹膜播散. 褚忠华 et al [8]研究表明, 肝癌

多种黏附分子基因mRNA表达量与肿瘤大小、

有无转移, 结节数目有关. E-cd与肿瘤大小、有

无转移, 结节数目呈负相关, integrinβ1与之呈正

相关. 我们的研究结果表明, 黄芩甙作用后光学

显微镜下肝癌细胞形态发生明显改变, 细胞变

小、变圆, 突起明显减少. 进一步电镜观察, 对
照组细胞表面微绒毛密集、细长, 为转移和附

着于其他组织提供方便. 黄芩甙组微绒毛稀疏, 
甚至消失. 经检测黄芩甙组细胞黏附力也明显

降低, 表明黄芩甙具有抗肝癌细胞黏附的作用. 
同时发现黄芩甙处理组E-cd表达增多, integrinβ1

表达下降, 认为黄芩甙通过促进E-cd表达, 抑制

integrinβ1表达而使癌细胞间连接紧密, 从而避免

癌细胞从原发灶处的脱落、游离, 达到抑制肿

瘤侵袭、转移的作用. 
细胞周期是细胞生命活动的基本过程. 细

胞的增殖、凋亡、分化均是细胞周期依赖性

的 .  细胞周期的调控是一个复杂的生物学过

程, 许多癌基因、抑癌基因直接参与细胞周期

的调控, 或者本身就是细胞周期调控复合体的

主要成分[9-10]. 这些基因变异的结果, 导致细胞

周期的失控, 失去控制的细胞无限制增殖, 形成

的克隆群体便是肿瘤. 因此, 有学者认为肿瘤是

一类细胞周期疾病. 调节细胞周期为策略将是

今后抗肿瘤治疗的新途径之一[11-12]. 细胞周期

的长短主要决定于G1期, G1期阻滞可使细胞增

殖周期延长. S期可反映细胞的增殖情况, S期占

细胞周期比例高, 则提示DNA合成活跃. 一般

而言, 肿瘤细胞的S期比例较正常细胞要高, 其
增殖活性也较正常细胞高. 目前的研究表明, 肿
瘤细胞的黏附作用增强, 可诱导产生一些蛋白

质, 如p21Cip1/Wafl, 血管内皮生长因子等, 并
通过某些信号转导机制来调控细胞周期蛋白的

表达, 进而影响细胞周期. 有研究证明, EMT-6
细胞转染黏附分子后, 细胞间黏附作用加强, 同
时伴有P27的高表达, 细胞大量滞留于G1期. 我

们用PI标记流式细胞仪分析黄芩甙作用后肝癌

细胞BEL-7402细胞周期的变化, 结果发现随着

黄芩甙药物浓度的增加, 细胞黏附力降低, 细胞

周期中G0/G1期的比例逐渐增加, S期比例逐渐

减少. 与上述结果不一致, 可能与细胞系不同有

关. Chang et al [13]研究发现, 黄芩甙影响肝癌细

胞周期, 而且细胞系结果不一致. 黄芩甙作用于

HepG2细胞, G2/M期显著增多, 作用于Hep3B细
胞G1期细胞增多. 本研究与Yano et al研究结果

一致[14], 表明黄芩甙主要作用于G1/S节点, 使细

胞停滞于G1期, S期细胞减少, 反映细胞增殖活

性降低, 趋于分化成熟.
在抗肿瘤治疗过程中, 化疗药物除直接杀

伤肿瘤细胞外, 更主要的作用是诱导肿瘤细胞

进入凋亡程序. 在许多哺乳动物细胞系统中, 细
胞之间可通过传递一种“生存信号”来避免

进入凋亡程序. 许多研究表明, 这种“生存信

号”可通过细胞-细胞和细胞-基质之间的黏附

作用进行传递. 肿瘤细胞相互间也通过上述黏

附作用传递“生存信号”, 以避免发生凋亡, 对
抗化疗药物的致凋亡作用. 研究发现, 运用mAb
阻断E-cd介导的细胞-细胞间黏附作用后, 可促

进细胞凋亡. 当细胞与细胞外基质失去正常的

黏附作用后, 细胞发生凋亡, 这种现象被称为 
“anoikis”. 本研究结果显示, 黄芩甙在发挥抗

黏附作用的同时, 肝癌细胞凋亡增多, 证实了上

述观点.
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Abstract
AIM: To observe the effect of recombinant 
human granulocyte colony stimulating factor 
(rhG-CSF) on repair of CCl4-induced liver injury 
in mice, and to investigate the homing ability of 
peripheral blood stem cells mobilized by rhG-
CSF to localize in the injured liver.

METHODS: Liver injury was induced by 400 
mL/L CCl4 2 mL/kg in clean BALB/c mice 
twice a week and then treated. Then, with rhG-
CSF 200 µg/kg sc. The mortality rate and liver 
pathology changes and liver functions and other 

factors were analyzed. Detection of CD34+ and 
Thy-1+ cells were performed with flow-cytome-
try and immunohistochemical staining respec-
tively. The situ hybridization for Y chromosome 
in liver was tested to determine the homing 
ability of the peripheral blood stem cells of male 
mice mobilized by rhG-CSF to the injured liver 
of female mice.

RESULTS: Compared with the liver injury 
group, the mortality rate and changes in liver 
histology and function in the rhG-CSF preven-
tion group were significantly lower (P < 0.05). 
Alanine aminotransferase and aspartate ami-
notransferase were significantly lower in the 
rhG-CSF treatment group at 30 days after CCl4 
discontinuation than in the control group (1033.5 
± 350.1 nkat/L vs 1983.7 ± 616.8 nkat/L, P < 0.01; 
1817.0 ± 483.4 nkat/L  3017.3 ± 811.2 nkat/L, 
P < 0.05). Compared with the control group, 
Thy-1+ and CD34+ cells in the liver of the rhG-
CSF treatment group were increased on days 
8 and 15 (P < 0.05). In situ hybridization in the 
liver of female mice transplanted with periph-
eral stem cells from male mice revealed that 
Y-chromosome- positive cells were found in the 
injured liver, which were mainly seen around 
the duct area and central vein, and a few in the 
spleen. 

CONCLUSION: rhG-CSF prevention and treat-
ment significantly promote recovery and im-
prove survival after CCl4-induced liver injury.

Key Words: Granulocyte colony stimulating factor; 
Bone marrow stem cell; Liver injury; Liver repair; Y 
chromosome

Wang JP, Sun DX, Li BS, Li MR, Guo ZR, Kang JW, Li 
WY. Effect of granulocyte colony stimulating factor on 
repair of CCl4-induced liver injury in mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 3395-3402

摘要
目的: 观察重组人粒细胞集落刺激因子(rhG-
CSF)对CCl4所致小鼠肝损伤的保护和治疗作
用以及探讨rhG-CSF动员的外周血干细胞在
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■背景资料
肝硬化在我国是
常见病, 但由于其
病情危重, 而目前
又缺乏有效的药
物 治 疗 ,  最 终 的
解决需要做肝移
植. 但由于肝移植
来源因难, 免疫排
斥反应及经费高, 
在众多的患者中
也只有少数人得
以治疗, 所以目前
病死率仍很高. 骨
髓干细胞的研究
为之提供了新希
望. 通过rhG-CSF
动员骨髓干细胞, 
并验证动员到外
周血的干细胞在
肝内沉积、转化
对肝组织损伤的
修复作用, 寻求一
种在重型肝炎、

肝硬化治疗上方
便、可行、有效
的新方法. 



受损肝组织内定植的能力. 

方法: 清洁级BALB/c小鼠, ip 400 mL/LCCl4,  
2 mL/kg, 每周2次, 诱导肝损伤, sc rhG-CSF 
200 µg/kg进行预防和治疗. 观察各实验组小
鼠的生存率、肝组织病理变化、肝功能等指
标. 分别用免疫组化及流式细胞术观察肝组
织中Thy-1和CD34阳性细胞变化, 用Y染色体
原位杂交法观察rhG-CSF动员的♂小鼠外周
血干细胞在肝受损伤的♀小鼠肝脏内的定居 
能力. 

结果: rhG-CSF预防组小鼠的生存率、肝组织
病理改变、肝功能的酶学指标均好于模型组
(P <0.05). 治疗后30 d, rhG-CSF治疗组小鼠血
清中肝功能酶学指标ALT和AST与对照组相
比分别有显著性意义(1033.5±350.1 nkat/L vs  
1983.7±616.8 nkat/L, P <0.01; 1817.0±483.4 
nkat/L vs  3017.3±811.2 nkat/L, P <0.05). 治疗
后8 d、15 d rhG-CSF组肝脏组织中Thy-1+和
CD34+细胞明显多于对照组(P <0.05). 接受♂

小鼠外周血干细胞移植的♀小鼠肝组织可见
Y染色体阳性的细胞, 主要位于汇管区与中央
静脉周围, 少数位于脾脏.

结论: rhG-CSF预防和治疗均能促进CCl4所致
的小鼠肝损伤修复, 提高生存率.

关键词: 粒细胞集落刺激因子; 骨髓干细胞; 肝损伤

修复; Y染色体
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0  引言

在我国重型肝炎、肝硬化是常见病, 其病情危

重, 而目前又缺乏有效的药物治疗, 最终的解决

需行肝移植. 但由于肝移植来源因难, 免疫排斥

反应及经费高, 在众多的患者中也只有少数人

得以治疗, 所以目前病死率仍很高. 我们设计由

CCl4诱导小鼠肝损伤, 通过血清学、肝组织病理

等指标变化及异性干细胞移植原位杂交实验来

分析干细胞动员剂-重组人粒细胞集落刺激因子

(rhG-CSF)对肝损伤的修复作用及机制.

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠113只, ♂101只、♀12只, 
购自河北医科大学实验动物中心. rhG-CSF由华
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北制药金坦生物技术股份有限公司馈赠, CCl4由

北京化工厂生产, 橄榄油为欧蕾特纯冷榨橄榄

油, 大鼠抗小鼠CD34抗体、兔抗小鼠Thy-1抗体

购自Santa Cruz公司, FITC-羊抗大鼠IgG抗体、

羊抗兔I g G抗体购自中杉生物技术有限公司 , 
Ficoll细胞分离液、小鼠Y染色体荧光探针染色

试剂盒购自天津灏洋生物制品公司.
1.2 方法 
模型组52只, 400 mL/L CCl4 2 mL/kg, ip, 每周2
次, 持续70 d制备动物模型, 然后随机分为治疗

组和对照组, 各16只. 治疗组每日给予rhG-CSF 
200 µg/kg, sc, 连续7 d. 对照组应用等量生理盐

水, 分别于肝硬化模型制备终止8 d、15 d、30 d
分批处死小鼠. 另rhG-CSF预防组25只, 在应用

CCl4前先每日给予rhG-CSF 200 µg/kg, sc, 连续7 
d. 应用CCl4过程中, 每隔20 d连续应用rhG-CSF 
5 d. 模型组应用等剂量的生理盐水, 正常组6只.
1.2.1 外周血干细胞定居于受损伤肝脏的能力: 
取♂小鼠18只, 每日用rhG-CSF 200 µg/kg, sc, 连
续5 d, 每次3只. 然后处死♂小鼠并取外周血, 分
离单个核细胞, 每周2次(星期二、五), 经尾静脉

注射给经400 mL/L CCl4 2 mL/kg, ip, 每周2次(星
期一、四)肝损伤的♀小鼠10只. 上述♀小鼠应

用400 mL/L CCl4每周2次共3 wk, 接受♂小鼠外

周血单个核细胞尾静脉注射也是每周2次共3 wk. 
另外2只♀小鼠为对照, 400 mL/L CCl4应用剂量、

次数同上述10只♀小鼠, 但尾静脉注射同剂量的

生理盐水. 自最后一次移植30 d后处死♀小鼠.
1.2.2 观察指标: 小鼠肝功能由白求恩国际和

平医院检验科自动生化分析仪检测. 透明质酸

(HA)和层粘连蛋白(LN)用固相放射免疫法, 由
白求恩国际和平医院同位素科专业人员检测. 
肝组织病理标本用40 g/L甲醛固定, 应用常规HE
染色. 肝纤维化程度分期诊断标准按2000年中

华医学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分

会联合修订《病毒性肝炎防治方案》[1]. Y染色

体原位杂交、Thy-1免疫组化(应用冰冻切片)及
CD34流式细胞分析均按有关试剂盒说明或常规

方法进行. Thy-1免疫组化结果分析: 每张片子随

机观察5个高倍视野, 每个视野计100个细胞中

的阳性细胞数, 取均值, 以百分数表示. 
统计学处理 使用SAS8.0统计软件处理实验

数据, 有关资料的指标采用mean±SD表示. 两样

本均数的比较采用t检验, 等级资料、非参数检

验采用秩和检验, 生存率或死亡率的比较采用

对数秩和检验. P <0.05, 为差异有显著性.

www.wjgnet.com

■创新盘点
肝干细胞及骨髓
干细胞移植治疗
肝病是近来研究
的热点. 但干细胞
分离方法复杂, 移
植途径的多样, 移
植后血栓形成等
有关问题, 阻碍了
干细胞移植的临
床应用. 本实验用
rhG-CSF动员自
体骨髓干细胞对
肝损伤的保护及
修复作用, 不存在
上 述 问 题 ,  是 一
种治疗肝病更方
便、可行的新方
法.
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2  结果

2.1 肝功能, HA和LN rhG-CSF预防组25只, 死
亡1只, 死亡率为4%. 模型组52只, 死亡12只, 死
亡率为23%. 两组小鼠的生存率有显著性差

异(P <0.05, 图1). 预防组与模型组肝功能相比, 
ALT(2908.9±86.9 nkat/L vs  4764.3±46.7 nkat/L, 
P <0.001)以及AST(3464.0±80.0 nkat/L vs  5789.5
±140.0 nkat/L, P <0.001), ALB(22.0±0.8 g/L 
vs  20.3±1.0 g/L, P <0.01)均有显著性差异, 但
TBIL(34.5±0.7 µmol/L vs  37.5±0.4 µmol/L, 
P >0.05)两组相比无差异性. 预防组HA和LN均

低于模型组, HA(927.5±72.0 µg/L vs  1155.5±
163.2 µg/L, P <0.05), LN(250.5±54.6 µg/L vs  
475.6±90.3 µg/L, P <0.001)均有显著性差异. 肝
损伤在rhG-CSF治疗后30 d时, 治疗组与对照组

肝功能相比, ALT(1033.5±350.1 nkat/L vs  1983.7
±616.8 nkat/L, P <0.01)以及AST(1817.0±483.4 
nkat/L vs  3017.3±811.2 nkat/L, P <0.05)有显著性

差异, 但ALB和TBIL两组相比无差异性.
2.2 肝组织中Thy-1及CD34细胞 Thy-1阳性细胞

着色定位于细胞膜与细胞质, 呈棕黄色均匀弥

漫. 正常肝脏组织未发现Thy-1阳性细胞. 在肝硬

化模型制备终止时, rhG-CSF预防组肝脏组织可

见较多Thy-1阳性细胞, 主要在汇管区, 中央静脉

周围, 肝脏组织内Thy-1阳性细胞, 相对含量为

8.3%±1.2%. 模型组在汇管区发现少量的Thy-1
阳性细胞, 相对含量为2.8%±0.6%, 两组相比有

显著差异(P <0.01, 图2, 表1). 预防组小鼠肝组织

和模型组小鼠肝组织的CD34+细胞数与正常组

相比, 均有显著性差异(P <0.01), 预防组与模型

组小鼠肝组织中CD34+细胞数相比也有显著性

差异(P <0.05, 表1). 治疗后8 d和15 d, 治疗组与对

照组小鼠肝组织中Thy-1阳细胞数分别为5.1%

±1.3% vs  3.3%±0.8%和7.5%±1.4% vs  3.4%±

0.9%, 均有显著性差异(P <0.05), 30 d时两组小

鼠肝组织中Thy-1阳细胞数均下降但无明显差异

(3.2%±0.6% vs  2.3%±0.6%, P>0.05, 图3). 治疗

组小鼠肝组织CD34+细胞数高于对照组, 且8 d、
15 d时治疗组与对照组小鼠肝组织中的CD34+细

胞数相比均有显著性差异(P <0.05). 但30 d时两

组小鼠肝组织中的CD34+细胞数均有所下降, 且
无明显性差异(P >0.05, 表1).
2.3 对肝脏病理变化的影响 模型组中可见典型

的假小叶形成, 预防组与模型组相比肝脏纤维

化程度明显较轻(P <0.05, 图4). 治疗组与对照组

相比, 于8 d、15 d时, 两组的纤维化程度比较无

显著性差异. 但于30 d时, 对照组肝脏纤维增生

仍明显, 仍有纤维隔, 部分肝组织小叶结核紊乱. 
而治疗组明显改善, 治疗组肝脏恢复明显好于

对照组(P <0.05, 图5). 

■相关报道
国外有研究粒细
胞集落刺激因子
直接动员造血干
细胞到外周血对
肝损伤可起到明
显的改善作用的
个别报道, 但国内
未见类似动物实
验研究报道.

图 2 小鼠肝组织中Thy-1的表达(ABC×400). A: 正常组; B: 

预防组; C: 模型组.
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图 1 小鼠生存率曲线.
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2.4 外周血干细胞在受损伤肝组织内定植的研

究 未接受♂小鼠外周血干细胞移植的♀小鼠肝

组织为阴性对照, 未见Y染色体阳性细胞. 设♂

小鼠肝组织为阳性对照, Y染色体原位杂交阳性

细胞为黄绿色荧光. 在正常♂小鼠肝组织Y染色

体荧光着色明显增强、增多, 在接受移植的受

体♀小鼠肝组织内发现Y染色体阳性的肝细胞, 

主要位于汇管区与中央静脉周围. 同时做心、

肺、肾、脾Y染色体原位杂交, 心脏、肺脏、肾

脏组织内未发现Y染色体阳性细胞, 脾脏可见数

个Y染色体阳性细胞(图6).

3  讨论

肝脏是一个结构与功能相对复杂、再生能力极

■应用要点
通过验证重组人
粒细胞集落刺激
因子直接动员造
血干细胞到外周
血, 并具有预防肝
损伤和促进肝损
伤的修复作用, 为
临床治疗重型肝
炎、肝硬化等终
末期肝脏疾病提
供更方便、经济
和更有效的新方
法, 有较好临床应
用前景.

表 1 肝损伤小鼠肝组织中Thy-1及CD34细胞数的比较(mean±SD, %)

     
                                                                                     CD34+细胞数            

                                                                               n               8 d             15 d                 30 d     

模型组          5.2±1.0b         2.8±0.6          

预防组        11.0±3.0bc        8.3±1.2d

正常组          2.2±0.8

对照组                                                           4        5.4±1.0      4.5±0.8        4.7±0.4

治疗组                                                           4        9.5±2.2e     8.2±1.9e      5.7±1.8

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组; eP<0.05 vs  对照组.

分组            CD34(n = 4)        Thy-1(n = 6)

A A'

B B'

C C'

图 3 小鼠肝组织中Thy-1表达于胞膜与胞质, 呈棕黄色均匀弥漫(AB×400). A: 治疗组8 d; A': 对照组8 d; B: 治疗组15 d; B': 

对照组15 d; C: 治疗组30 d; C': 对照组30 d.
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强的器官. 成体肝脏损伤后, 肝实质的维持和再

生主要有3个细胞来源: 成熟的肝细胞、肝脏

内的干细胞和肝外来源的干细胞(血液循环或

骨髓来源的细胞)[2-3]. 以上这3种细胞处于动态

平衡中. 当肝损伤严重时, 成熟肝细胞增生会受

到限制, 骨髓干细胞及肝脏内的干细胞才会被

活化、增殖, 然后迁移到受损伤的肝脏实质, 并
进一步分化为肝细胞和胆管细胞, 修复和重建

肝脏[4-6]. 骨髓干细胞(bone marrow stem cells , 
BMSCs)主要有两类干细胞群体: 造血干细胞和

间充质干细胞, 而他们都具有多种分化潜能, 具
有分化为肝细胞的能力. 王韫芳 et al [7]用丙烯醇

致肝损伤微环境, 经门静脉输入标记好的骨髓

干细胞, 移植3 d后, 在肝组织切片汇管区周围发

现大量标记的阳性细胞, 7-10 d出现环状分布的

外源性细胞, 至14-21 d进一步增多, 这些外源性

的细胞大量高表达白蛋白. 而把骨髓干细胞移

植于正常肝脏的大鼠体内, 则几乎未见阳性细

胞表达. Sakaida et al [8]建立小鼠CCl4肝损伤模型, 
尾静脉注射标记了绿色荧光蛋白的骨髓干细胞, 
5-8 wk后发现所有细胞均到达肝脏, 并进一步论

证了骨髓来源的干细胞有助于减轻CCl4诱导的

小鼠肝纤维化. 史明霞 et al [9]也用CCl4制备肝纤

维化模型, 经尾静脉注射分离的FIKI+间充质干

细胞, 5 wk后, 注射FIKI+间充质干细胞组的小鼠

肝纤维程度明显减轻, 认为可能是由于FIKI+间

充质干细胞启动的肝细胞内源性修复程序而起

作用, 这都说明骨髓干细胞具有向肝损伤部位

迁移, 并在受损伤的肝脏定居、转化, 减轻肝损

伤的作用.
rhG-CSF动员自体骨髓干细胞治疗急性心

肌梗死和脑中风的有效性、安全性、可行性已

■名词解释
骨髓干细胞: 是重
要的成体干细胞. 
研究表明成体干
细胞具有多向分
化潜能, 可以演变
成为与其组织发
育或与其再生来
源无关的多种组
织的细胞. 骨髓干
细胞在特定的环
境下可分化为多
种组织细胞, 如心
肌细胞、神经细
胞、肝细胞等.图 4 小鼠肝组织学改变(HE×100). A: 预防组; B: 模型组.

A B

图 5 小鼠肝组织学改变(8 d, HE×200; 30 d, HE×100). A: 治疗组8 d; A': 对照组8 d; B: 治疗组30 d; B': 对照组30 d.

A A'

B B'
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被许多基础研究所证实[10-13]. 目前在临床上已应

用G-CSF治疗急性心肌梗死、急性缺血性脑卒

中患者在国内外均有报道, 并取得满意疗效[14-16]. 
在本实验中, 我们研究rhG-CSF动员自体骨髓干

细胞对肝损伤的作用, 发现rhG-CSF预防组小鼠

死亡率明显低于模型组小鼠, 肝组织病理损伤

程度及肝功能指标均好于模型组小鼠, 说明rhG-
CSF可降低CCl4所致肝损伤小鼠死亡率, 减轻肝

损伤, 对肝损伤具有保护作用, 这与文献报道结

果一致[17-19]. rhG-CSF直接动员骨髓干细胞到外

周血可提高实验性小/大鼠的生存率、保护肝功

能、明显改善肝损伤, 并认为这种作用与rhG-
CSF启动肝再生的内源性程序、改善肝再生有

关. 具体机制尚不清楚.
HA是由间质细胞合成分泌的, 其代谢大部

分由肝脏内皮细胞完成. 慢性肝病时由于肝脏

代谢能力下降, 肝窦内皮细胞清除减少, HA释

放入血. 肝硬化时因肝功能损害累及内皮细胞

功能, 摄入和分解HA的能力下降, 均使血清HA
水平增高. LN是构成基底膜的主要成分, 在细胞

黏附、分化和基因表达起重要作用, 其血清含

量与肝组织汇管区和小叶内炎症相关, 与肝纤

维化程度平行. 血清中的HA、LN的含量能较好

地反映肝脏的状况及慢性肝病的严重程度, 且
随着肝纤维化程度的加重而升高. 在本实验中, 
rhG-CSF预防组小鼠血清中HA和LN均低于模型

组小鼠, 反映了rhG-CSF预防组小鼠肝损伤程度

轻, 说明rhG-CSF可以减轻CCl4所致小鼠肝损伤

的肝纤维化程度, 从另一方面也说明了rhG-CSF
对肝损伤具有保护作用. rhG-CSF作为骨髓干细

胞动员剂, 具有同时动员骨髓造血干细胞及间

充质干细胞的能力[20]. 间充质干细胞可以抑制

肝星状细胞的增殖和活化, 而肝星状细胞的增

殖与活化是肝纤维化形的关键因素[21-23], 这也从

一个方面解释了rhG-CSF预防组的肝纤维化程

度轻的原因.
Huling et al [24]证明, 把G-CSF动员后的外

周血干细胞经门静脉注入肝切除70%的F344大
鼠体内, 可以提高肝再生的细胞数, 并促进肝脏

功能的恢复. 在本实验中, 治疗组小鼠的肝组织

病理变化、肝功能与对照组相比, 治疗后8 d、
15 d时两组无明显变化, 但在30 d时治疗组肝功

能、肝组织病理变化等有关指标明显好于对照

组, 说明rhG-CSF可以加速CCl4所致小鼠肝损伤

的修复. CD34+细胞在正常肝组织中的小血管

内皮细胞表达, Thy-1+在正常成年肝脏中并不

表达, 但他们两者均在活化的肝卵圆细胞(肝的

干细胞)和骨髓造血干细胞表达[25-26]. 在肝损伤

实验中, 预防组的CD34+细胞数及Thy-1+细胞数

都显著高于模型组, 这是因为rhG-CSF动员干

细胞的作用. rhG-CSF治疗组与对照组CD34+和

Thy-1+细胞数变化趋势, 一方面说明CCl4所致

图 6 Y染色体原位杂交阳性细胞为黄绿色荧光(ABCD×400). A: 未接受移植组; B: 正常♂组; C: 接受移植肝组织组; D: 接

收移植脾组织组.

A B

C D

■创新盘点
本文阐述重组人
粒细胞集落刺激
因子直接动员造
血干细胞到外周
血, 利用干细胞具
有向肝脏定向迁
移的特性, 并在损
伤部位沉积、转
化 为 肝 细 胞 ,  并
促进肝损伤的修
复, 且具有操作方
便、无副作用、

无排斥反应、成
本低、便于临床
应用的优点. 
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的小鼠慢性肝损伤本身也具有动员骨髓造血干

细胞和/或肝的干细胞参与肝损伤的修复, 但是

这种自发的作用是很小的, 而rhG-CSF动员后这

种作用明显增加. 另一方面也说明rhG-CSF动
员后, 较多骨髓造血干细胞进入损伤的肝组织 
和/或较多的肝干细胞被活化参与肝细胞再生. 
随着时间的推移, 骨髓造血干细胞和/或肝的干

细胞渐向成熟的肝细胞分化, 肝组织内CD34+和

Thy-1+细胞数表达渐减少, 从而改善肝功能、促

进肝损伤修复. 刘峰 et al [27]研究发现, G-CSF动
员自体骨髓干细胞可以促进部分肝移植物的再

生, 在移植后第3-14 d动员组汇管区可见较多的

CD34+细胞, 且动员组的受体生存率明显提高, 
移植肝再生明显, 肝损伤轻, 考虑可能与造血干

细胞参与肝再生有关.
已证实骨髓干细胞可在受损伤的肝脏内

定植、转化为肝细胞参与肝损伤的修复. 在本

实验中, 我们把经rhG-CSF动员的♂小鼠的外

周血干细胞经尾静脉移植给肝受损伤的♀小

鼠, 然后通过原位杂交, 在接受移植的受体♀小

鼠肝组织内发现Y染色体阳性的肝细胞, 主要

位于汇管区与中央静脉周围, 同时做心、肺、

肾、脾Y染色体原位杂交, 心、肺、肾组织未

发现Y染色体阳性细胞, 脾组织内可见数个Y
染色体阳性细胞, 证明外周血干细胞具有向肝

损伤部位迁移、归巢并在损伤部位定居的特

性. 同时也对我们前面实验的结果即rhG-CSF
具有对肝损伤的保护作用以及促进肝损伤恢

复作用的有效性提供了有力的依据. 而直接用

rhG-CSF动员自体干细胞更简便, 且不存在伦

理问题与组织配型和免疫排斥问题, 具有操作

方便、无损伤、成本低、便于临床应用的等 
优点.

rhG-CSF对肝损伤具有保护作用以及加速

肝损伤的恢复, 减轻肝纤维化程度, 可能与下列

因素有关. 除了前面提到的rhG-CS动员间充质

干细胞从而抑制肝星状细胞增殖与活化外, 间
充质干细胞还可减少肝组织胶原沉积, 减少平

滑肌动蛋白和转化生因子β受体表达[28]. r hG-
CSF动员骨髓干细胞, 而骨髓干细胞在肝纤维

化形成环境中向肝细胞定向分化, 不向肌成纤

维样细胞分化. 这样, 通过骨髓干细胞分化可能

有助于补充肝纤维化形成环境中丧失的肝细胞, 
而不会使肝纤维化形成的关键细胞—肌成纤样

细胞大量增加, 从而减轻肝纤维化[29]. 骨髓干细

胞在肝损伤、肝纤维化环境中存活、增殖并向

肝细胞分化, 表达肝脏特异的角蛋白CK-18. 同时

骨髓细胞通过分泌细胞因子刺激受体肝细胞再

生, 间接影响某些胶原降解因子表达, 如uPA(激
酶样纤溶酶原活化物), 促进胶原和ECM的降解, 
逆转肝纤维化, 促进肝小叶结构的恢复[30]. rhG-
CSF作用于机体后, 启动内源性肝干细胞再生, 保
护肝功能、加速损伤的恢复. rhG-CSF通过激活

其受体和细胞内的一些信号传导途径如Akt(蛋白

激酶B)等而直接作用于受损伤的组织[31-32], 而发

挥其保护作用和促进肝细胞的再生.
rhG-CSF动员使损伤的肝脏加速恢复, 这既

有骨髓干细胞参于肝损伤修复的作用, 也可能

有肝内源性肝再生参于损伤修复所起的作用, 
其详细机制尚需要进一步研究. 但rhG-CSF可减

轻CCl4所致的小鼠肝损伤, 并可改善肝功能、加

速肝损伤修复的作用, 将为临床上治疗重症肝

炎及难治性肝硬化患者提供了一个更方便、经

济、有效的新方法.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
prostaglandin E1 against hepatic ischemic 
reperfusion injury and effect on expression of 
interleukin-1β in rats with obstructive jaundice. 

METHODS: Male Wistar rats were divided ran-
domly into two groups: PG group received pros-
taglandin E1 (n = 18) and NS group received 
normal saline served as controls (n = 18). All 
rats underwent ligation and division of common 
bile duct to establish obstructive jaundice model 
according to Yoshidome’s maneuver. After 1 
wk, total liver ischemia for 15 min according to 
Pringle’s maneuver and internal biliary drain-
age during hepatic reperfusion were performed. 

The hepatoprotective effect of prostaglandin E1 
in PG group was studied throughout treatment 
with PGE1 by continuously pumping via portal 
vein from 15 min before hepatic ischemia to 60 
min after reperfusion, while rats of NS group 
were only treated with normal saline. All rats 
were sacrificed at 1, 6, and 24 h after reperfusion. 
IL-1β expression was determined by ELISA, and 
glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) 
in liver tissue homogenate, activities of alanine 
transaminase (ALT) and aspartate transaminase 
(AST) in serum, in addition to serum level of 
bilirubin (total and conjugated) were evaluated. 
Liver tissue sections were examined to observe 
histopathological changes. 

RESULTS: Analysis of data showed that treat-
ment with prostaglandin E1 significantly at-
tenuated hepatic IL-1β expression (1 h: 304.1 
± 67.9 ng/L vs 362.8 ± 137.1 ng/L; 6 h: 376.8 ± 
74.6 ng/L vs 618.8 ± 217.8 ng/L; 24 h: 273.0 ± 
69.0 ng/L vs 373.0 ± 71.7 ng/L), and lowered 
serum activities of ALT (1 h: 1939 ± 1427 nkat/L 
vs 5596 ± 2975 nkat/L; 6 h: 3409 ± 1708 nkat/L 
vs 9279 ± 4404 nkat/L; 24 h: 1434 ± 274 nkat/L 
vs 2264 ± 630 nkat/L), AST (1 h: 21 746 ± 12 083 
nkat/L vs 37  552 ± 12 382 nkat/L; 6 h: 55 039 ± 
35  471 nkat/L vs 98 811 ± 11 126 nkat/L; 24 h: 
9394 ± 1662 nkat/L vs 27 664 ± 15 856 nkat/L) 
and MDA (1 h: 0.89 ± 0.18 μmol/g vs 1.21 ± 0.24 
μmol/g; 6 h: 1.08 ± 0.23 μmol/g vs 1.45 ± 0.13 
μmol/g; 24 h: 1.03 ± 0.08 μmol/g vs 1.45 ± 0.26 
μmol/g) levels in tissue homogenate while el-
evating GSH (1 h: 945.1 ± 121.2 mg/g vs 720.0 
± 80.1 mg/g; 6 h: 753.5 ± 118.6 mg/g vs 553.6 
± 140.0 mg/g; 24 h: 768.0 ± 135.9 mg/g vs 596.3 
± 36.4 mg/g, P < 0.05) levels, while there was no 
difference in serum bilirubin levels between PG 
group and NS group (P > 0.05). Additionally, his-
tological evaluation revealed improvement of liver 
damage in PG group compared with NS group.  

CONCLUSION: The data indicate that pros-
taglandin E1 administered via the portal vein 
reduces expression of IL-1β in hepatic tissue and 
protects against hepatic ischemia/reperfusion 
injury in rats with obstructive jaundice.
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■背景资料
如何防护梗阻性
黄疸肝脏缺血再
灌注损伤是肝脏
外科面临的一个
重要临床问题, 但
至今仍缺少有效
的防护手段. 
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Xu F, Dai CL, Zhao C, Jia CJ, Xu YQ, Peng SL, Gu X, Zhao 
Y. Effect of prostaglandin E1 on expression of interleukin-
1β in hepatic ischemic reperfusion injury in rats with 
obstructive jaundice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(32): 3403-3407

摘要
目的: 探讨前列腺素(PG)E1对梗阻性黄疸肝
脏缺血再灌注损伤的保护作用以及对IL-1β表
达的影响.

方法: 将♂Wistar大鼠随机分为PGE1处理组

(PG组, n  = 18)和生理盐水对照组(NS组, n  = 
18). 参照Yoshidome法结扎并切断胆总管建
立梗阻性黄疸模型, 1 wk后Pringle法阻断肝
门15 min, 再灌注后建立胆道再通. 于缺血前
15 min至再灌注60 min, PG组经门静脉持续
泵入PGE1 0.5 μg/(kg•min), NS组给予等量生
理盐水. 于再灌注1、6和24 h 3个时点取材, 
检测血清ALT, AST, 总胆红素(total bilirubin, 
TBIL), 直接胆红素(direct bilirubin, DBIL)水
平, 测定肝组织GSH, MDA含量. ELISA法测
定肝组织IL-1β表达, 并观察肝脏病理组织学
改变. 

结果: 再灌注各时点PG组血清ALT水平(1 h: 
1939±1427 nkat/L vs  5596±2975 nkat/L; 6 
h: 3409±1708 nkat/L vs  9279±4404 nkat/L; 
24 h: 1434±274 nkat/L vs  2264±630 nkat/L)
和AST(1 h: 21746±12083 nkat/L vs  37552
±12382 nkat/L; 6 h: 55039±35471 nkat/L 
vs  98811±11126 nkat/L; 24 h: 9394±1662 
nkat/L vs  27664±15856 nkat/L)、肝组织MDA
含量(1 h: 0.89±0.18 μmol/g vs  1.21±0.24 
μmol/g; 6 h: 1.08±0.23 μmol/g vs  1.45±0.13 
μmol/g; 24 h: 1.03±0.08 μmol/g vs  1.45±0.26 
μmol/g)以及肝组织IL-1β表达水平(1 h: 304.1
±67.9 ng/L vs  362.8±137.1 ng/L; 6 h: 376.8
±74.6 ng/L vs  618.8±217.8 ng/L; 24 h: 273.0
±69.0 ng/L vs  373.0±71.7 ng/L)均显著低于
NS组(P <0.05), 而肝组织GSH含量显著高于
NS组(1 h: 945.1±121.2 mg/g vs  720.0±80.1 
mg/g; 6 h: 753.5±118.6 mg/g vs  553.6±140.0 
mg/g; 24 h: 768.0±135.9 mg/g vs  596.3±36.4 
mg/g, P <0.05), 但两者胆红素水平无明显差异
(P >0.05). PG组肝脏病理组织学损伤程度也较
NS组明显减轻.

结论: PGE1下调肝组织IL-1β表达, 对梗阻性
黄疸肝脏缺血再灌注损伤具有保护作用.
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0  引言

胆道恶性肿瘤引起的梗阻性黄疸正逐年增加. 
为了彻底根除病灶和延长生存期, 越来越多的

患者在解除胆道梗阻的同时需联合切除部分肝

脏. 切肝时常用肝门阻断法控制出血, 当解除

阻断后不可避免地会发生肝脏缺血再灌注损伤

(hepatic ischemia reperfusion injury, HIRI). HIRI
常导致患者术后肝功能衰竭甚至死亡, 但目前

对此仍缺少有效的防护方法. HIRI时肝脏非实

质细胞产生的细胞因子如IL-1β介导肝细胞损伤, 
甚至导致肝功能衰竭. 近来研究发现, 前列腺素

E1(prostaglandin E1, PGE1)能有效地治疗肝移植

后原发性无功能, 说明对肝脏具有保护作用[1-4]. 
因此我们通过梗阻性黄疸大鼠肝脏缺血再灌注

损伤模型探讨PGE1抑制肝组织IL-1β表达, 达到

对梗阻性黄疸HIRI的保护作用, 为临床应用提

供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠, 体质量270±20 g, 中国

医科大学盛京医院实验动物中心提供. I L-1β 
ELISA试剂盒购自上海森雄科技实业有限公司, 
谷胱甘肽(GSH)及丙二醛(MDA)试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所, PGE1购自北京赛生

药业有限公司.
1.2 方法 将36只♂Wistar大鼠随机分为PGE1处理

组(PG组, n  = 18)和生理盐水对照组(NS组, n = 18). 
参照Yoshidome et al [5]和Wang et al [6]报道的方法

建立梗阻性黄疸模型, 稍加改动. 各组大鼠用100 
g/L水合氯醛(按3 μL/g)ip麻醉, 取正中切口入腹, 
5/0丝线结扎并切断胆总管. 术后大鼠均单笼饲

养, 常规进食水. 造模1 wk后再次麻醉, 取正中及

右肋缘下联合切口入腹, 游离扩张的胆总管, 离
断肝周韧带. PG组PGE1按0.5 μg/(kg•min)(100 μg 
PGE1溶于20 mL生理盐水)经门静脉持续泵入15 
min, NS组生理盐水按相同速度给予. 随后用无

创伤动脉夹Pringle法完全阻断肝门15 min, 移除

动脉夹恢复肝脏血供. 肝脏再灌注后再持续泵

入PGE1或生理盐水60 min, 并用硬膜外导管连

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝脏缺血再灌注
损伤的防护方法
有多种, 其中应用
药物防护是目前
的研究热点, 也更
符合临床实际.
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通胆总管与十二指肠, 建立胆道再通. 分别于肝

脏再灌注后1, 6, 24 h 3个时点(各6只)取材, 自腹

主动脉采血3 mL, 静置20 min, 3000 r/min离心10 
min. 将血清转移至塑料弹头中, 置于-20℃冰箱

中保存, 待测血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天

冬氨酸氨基转移酶(AST)、总胆红素(TBIL)以及

直接胆红素(DBIL)水平(用Hitachi 7600全自动

生化分析仪检测上述血清指标)方法如下: 快速

夹取肝组织, 用锡箔纸包裹后置于液氮中, 再转

至-80℃冰箱中保存, 待做肝组织GSH和MDA含

量测定和白介素-1β(IL-1β)ELISA检测. 处死大

鼠, 取1 cm×1 cm×1 cm大小肝组织置于40 g/L
甲醛中固定, 待做病理组织学检查.
1.2.1 肝组织IL-1β、GSH、MDA含量测定: 称取

-80℃冰箱保存的肝组织, <100 mg, 加生理盐水

使其浓度为1 kg/L, 冰水中匀浆, 4℃ 16 000 r/min
离心10 min, 取上清液. 按试剂盒说明书操作, 测
定GSH和MDA含量. 建立IL-1β标准曲线, 待测

品孔每孔加入待测样品100 μL, 将反应板充分混

匀后置37℃水浴120 min, 用洗涤液将反应板充

分洗涤4-6次, 向滤纸上印干. 每孔中加入一抗体

50 μL, 置37℃水浴60 min, 洗板: 每孔加酶标抗

体100 μL, 将反应板置37℃水浴60 min. 洗板; 每

孔加底物100 μL, 置37℃暗处反应5-10 min. 每
孔加1滴终止液, 混匀, 于492 nm处用全自动酶

标仪测定吸光度A值和IL-1β含量. 
1.2.2 肝组织病理组织学检查: 肝组织块常规石

蜡包埋, 切片, HE染色, 光镜下观察肝病理组织

学变化. 
统 计 学 处 理  所有数据采用统计软件

SPSS11.5进行t检验分析, P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 血清生化酶和胆红素水平  P G组再灌注

各时点血清ALT和AST水平均显著低于NS组
(P <0.05). 肝组织损伤虽以再灌注6 h最明显, 但
随再灌注时间延长呈逐渐恢复趋势. PG组血清

TBIL和DBIL水平虽较NS组有下降, 但无统计学

差异(P >0.05, 表1).
2.2 肝组织GSH和MDA含量 PG组再灌注6 h肝组

织GSH水平虽达低值, 但再灌注各时点GSH水平

均显著高于NS组(P<0.05). PG组再灌注6 h肝组织

MDA水平虽达峰值但随再灌注时间延长, MDA
水平有逐渐下降趋势, 且再灌注各时点MDA水

平均显著低于NS组水平(P<0.05). 而NS组再灌注

24 h肝组织MDA则仍维持于较高水平(表2).

■应用要点
本文提示前列腺
素E1对梗阻性黄
疸肝脏缺血再灌
注损伤具有保护
作用, 因此在临床
上可以适度地推
广应用. 

表 1 大鼠肝IR血清ALT、AST、TBIL和DBIL水平(mean±SD, n  = 6)

     
指标                            分组                  再灌注1 h                         再灌注6 h                       再灌注24 h

ALT(nkat/L)             NS组              5596±2975                  9279±4404                   2264±630     

                                PG组              1939±1427a                  3409±1708a                  1434±274a      

AST(nkat/L)             NS组           37 552±12 382             98 811±11 126              27 664±15 856   

                               PG组            21 746±12 083a            55 039±35 471a               9394±1662a    

TBIL(μmol/L)           NS组              123.3±24.8                    65.2±10.2                     83.6±30.1    

                               PG组              101.1±31.0                    58.8±26.9                     81.9±9.1    

DBIL(μmol/L)          NS组              100.4±20.0                    51.9±8.7                      70.2±24.4    

                               PG组                83.2±24.8                    46.4±23.7                    70.0±8.6   

aP<0.05 vs  NS组.

■创新盘点
本文以梗阻性黄
疸肝脏缺血再灌
注损伤的肝脏微
循环障碍为切入
点, 应用前列腺素
E1对微循环的作
用进行研究, 具有
一定的创新性.

表 2 大鼠肝IR肝组织GSH、MDA和IL-1β含量(mean±SD, n  = 6)

     
指标                     分组                 再灌注1 h                      再灌注6 h                  再灌注24 h

GSH(mg/g)        NS组           720.0±80.1               553.6±140.0            596.3±36.4

                          PG组           945.1±121.2a            753.5±118.6a           768.0±135.9a

MDA(μmol/g)    NS组             1.21±0.24                 1.45±0.13                1.45±0.26

                          PG组             0.89±0.18a                1.08±0.23a                1.03±0.08a

IL-1β(ng/L)       NS组           362.8±137.1             618.8±217.8            373.0±71.7

                          PG组           304.1±67.9              376.8±74.6a              273.0±69.0a

aP<0.05 vs  NS组.
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2.3 肝组织IL-1β含量 PG组再灌注各时点肝组织

IL-1β水平均低于NS组, 且再灌注6, 24 h两组肝

组织IL-1β水平均有统计学差异(P <0.05). 再灌注

24 h PG组肝组织IL-1β水平已明显低于再灌注1 
h水平, 而NS组却仍高于再灌注1 h水平(表2). 
2.4 肝组织病理形态学 PG组再灌注各时点肝组

织损伤均较NS组轻, 表现为肝细胞肿胀较轻、

肝细胞索排列较规则、肝窦结构较宽且较清

晰、肝细胞坏死较少. 而NS组肝组织结构不清, 
肝细胞索排列紊乱, 肝窦明显变窄, 肝细胞坏死

明显, 尤其再灌注6 h中央静脉周围出现大量肝

细胞坏死(图1).

3  讨论

如何减轻梗阻性黄疸患者肝脏缺血再灌注损伤

是肝脏外科面临的一个重要临床问题. 虽然目

前对梗阻性黄疸肝脏缺血再灌注损伤的作用机

制进行了初步研究[5,7-12], 但至今仍无有效的防护

方法. 研究发现, PGE1具有扩张血管、增加肝脏

血流量作用, 能改善再灌注时微循环障碍所致

的无复流现象. 治疗原发性肝移植物无功能[1-4]. 
但PGE1经外周静脉给药后约70%在肺部被迅

速代谢, 此外动脉和肠道也可利用一部分[4]. 这
势必需要加大剂量才能使PGE1对肝脏产生满意

的作用, 由此也容易出现低血压等全身不良反

应. 如利用肝脏独特的供血系统, 采用经门静脉

途径给药, PGE1可直接经肝脏循环对肝细胞产

生作用, 则可减少药物用量. 但至今为止, PGE1
经门静脉途径给药在梗阻性黄疸HIRI中作用尚

无研究报道. 本研究显示PGE1治疗组再灌注后

各时点血清ALT和AST水平均显著下降, 且肝

脏病理组织学改变也明显减轻, 提示应用PGE1
可减轻缺血再灌注对瘀疸肝脏的损伤, 具有保

护作用. HIRI时肝细胞内还原性GSH显著下降, 
且其损伤程度与缺血前细胞内G S H含量成反

比, GSH水平可作为组织损伤严重程度的敏感

指标之一[13-14]. 缺血再灌注时产生的氧自由基是

造成肝脏损伤的一个重要因素. GSH作为体内

重要的抗氧化剂, 可对抗氧自由基的损害, 减轻

对肝脏组织的损伤[15-16]. MDA则是自由基连锁

反应-脂质过氧化的最终产物, 测定其含量可反

映机体内脂质过氧化的程度, 间接反映细胞膜

损伤的程度, 两者的变化可反映肝脏的抗氧化

能力[17-18]. 我们发现, PG组, 再灌注后GSH水平

虽有下降但明显高于NS组, 且MDA水平虽有增

加但不明显, 提示应用PGE1可通过提高肝组织

GSH水平, 降低MDA水平, 增强肝脏的抗氧化能

力, 有效地清除氧自由基, 从而减轻HIRI. 这与

Bulbuller et al [15]实验结果类似. 
瘀疸肝脏缺血再灌注后肝细胞肿胀进一

步加重, 压迫微血管, 肝脏白细胞浸润增加, 并
通过ICAM-1表达增加黏附于内皮细胞, 进而嵌

顿、阻塞肝窦; 肝窦内大量白细胞黏附、附壁

的同时, 释放大量IL-1β等炎性介质, 从而进一步

加重肝脏损伤[5,7-12,19]. 我们应用PGE1后, 再灌注

各时点肝组织白细胞浸润减少, IL-1β表达水平

显著下降. 这可能与以下因素有关: (1)PGE1具
有直接舒张血管平滑肌作用, 增加肝脏血流量, 
并阻止缩血管物质的释放, 降低血管平滑肌对

血管收缩物质的敏感性, 抑制白细胞黏附, 从而

减少IL-1β等细胞因子介导的损伤, 稳定溶酶体

膜及抑制溶酶释放, 保护细胞膜[20-24]. (2)PGE1具
有阻止血小板聚集的作用, 抑制血小板聚集, 减
少血小板释放TXA2, 防止微血栓形成, 减少白

细胞黏附[25-27]. (3)PGE1直接提高Kupffer细胞内

cAMP含量, 抑制IL-1β等炎性介质的合成和释

放[20]. (4)PGE1可通过激活腺苷酸环化酶, 提高

肝细胞内cAMP含量, 明显抑制肝窦ICAM-1等
黏附分子表达, 抑制白细胞与肝窦内皮细胞的

黏附和渗出, 增加红细胞的变形能力, 改善肝窦

微循环障碍[28-30]. 总之, PGE1可减少梗阻性黄疸

HIRI时肝组织IL-1β表达、减轻肝脏损伤, 但其

具体的分子机制仍有待进一步研究.
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图 1 大鼠肝IR 6 h肝组织改变(HE×400). A: NS组; B: PG组. 

A

B

■名词解释
梗阻性黄疸: 指外
科黄疸. 由于肝外
胆道梗阻, 导致胆
汁返流, 血中胆红
素水平升高, 并出
现黄疸表现的一
类疾病. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression and signi-
ficance of four members (4.1B, 4.1R, 4.1G and 
4.1N) of membrane skeleton protein 4.1 family 
in human gastric carcinoma tissues. 

METHODS: Expression of 4.1B, 4.1R, 4.1G and 
4.1N was examined by immunohistochemistry 
(Envision+ assay) in archival paraffin-embedded 
gastric carcinoma tissues from 104 patients (77 
males, 27 females, median age 61.7 years). Each 
case had detailed clinical data and surgical re-
cords. None of the patients were treated by ra-
diotherapy or chemotherapy before surgery.  

RESULTS: In gastric carcinoma, the expression 
of 4.1B, 4.1R, 4.1G and 4.1N was significantly 
different from that in normal gastric tissue (P < 
0.01). The expression of 4.1B, 4.1G and 4.1N was 
significantly reduced when tumor differentia-
tion became lower, which suggested these three 

members were significantly correlated with tu-
mor differentiation status (PB < 0.05, PG < 0.01, 
PN < 0.01). In gastric carcinoma with lymph node 
metastasis, the expression of 4.1B and 4.1N was 
significantly lower than that in tumors without 
lymph node metastasis (PB < 0.05, PN < 0.01). 

CONCLUSION: Abnormal expression of 4.1B, 
4.1G and 4.1N is related to the degree of tumor 
malignancy. Abnormal expression of 4.1N and 
4.1B is related to lymph node metastasis of gas-
tric cancer. 

Key Words: Gastric carcinoma; Protein 4.1; Immu-
nohistochemistry

Xu JJ, Chen LX, Zhai WJ, Feng WP, Qi YM. Expression 
and significance of membrane skeleton protein 4.1s in 
gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(32): 3408-3412

摘要
目的: 研究细胞骨架4.1蛋白家族成员(4.1 B、
4.1R、4.1G和4.1N)在胃癌组织中的表达及 
意义.  

方法: 应用Envision+免疫组织化学的方法检
测104例胃癌(男77例、女27例, 中位年龄61.7
岁, 每例均有详细的临床资料和手术记录. 所
有病例术前均未进行放疗、化疗)中4.1蛋白
家族成员的表达情况. 

结果: 在胃癌组织中, 4.1B, 4.1R, 4.1G和4.1N
的表达程度和其在癌旁对照组织中的表达程
度均有明显差异(P <0.01), 4.1B, 4.1G和4.1N
的表达程度随着胃癌组织的分化程度降低而
减弱, 与癌组织分化程度显著相关(P B<0.05, 
P G<0.01, P N<0.01), 在有淋巴结转移的胃癌中, 
4.1B, 4.1N的表达程度明显低于无淋巴结转移
者(P B<0.05, P N<0.01). 由于仅浸润黏膜层的病
例过少, 4.1蛋白家族成员的表达与浸润均无
相关性(P >0.05). 

结论: 4.1B, 4.1G和4.1N参与胃癌的分化调节, 
4.1B和4.1N则在胃癌的淋巴结转移过程中发
挥作用.

®

■背景资料
蛋白4 . 1 (指红细
胞膜蛋白经SDS-
PAGE 后第4.1条
显 色 带 ) 是 红 细
胞中以血影蛋白
(spectrin)为基础
的细胞膜骨架的
一 个 基 本 成 分 , 
在维持红细胞正
常的形态和生物
物理特性方面有
重 要 作 用 .  蛋 白
4.1基因的缺失会
导致红细胞畸形
和溶血 .  蛋白4.1
家族包括4.1R、

4 . 1 N、 4 . 1 G 和
4 .1B .  他们都具
有一些相同的结
构域: SABD结构
域(spectrin–actin-
binding domain). 
FERM结构域(在
f o u r. o n e / e z r i n /
radixin/moesin及
merlin/NF2蛋白
中都有该结构域)
或 称 膜 结 合 结
构域 (membrane 
binding domain, 
M B D )和C T D结
构域(C-terminal 
domain). 
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0  引言

蛋白4.1(指红细胞膜蛋白经SDS-PAGE后第4.1
条显色带)是红细胞中以血影蛋白(spectrin)为基

础的细胞膜骨架的一个基本成分[1], 在维持红

细胞正常的形态和生物物理特性方面有重要作

用. 蛋白4.1基因的缺失会导致红细胞畸形和溶 
血 [2].  蛋白4.1家族包括4.1R、4.1N、4.1G和

4.1B[3]. 他们都具有一些相同的结构域: SABD
结构域(spectrin–actin-binding domain), FERM
结构域(在four.one/ezrin/radixin/moesin及merlin/
N F2蛋白中都有该结构域)或称膜结合结构域

(membrane binding domain, MBD)和CTD结构域

(C-terminal domain)[4]. 
研究发现, 在脑膜瘤[5]、室管膜瘤[6]、非小

细胞肺癌[7]和乳腺癌[8]等多种肿瘤中, 4.1蛋白的

表达缺失, 并且越来越多的临床和实验证据证

实编码4.1蛋白的基因在多种肿瘤中表现出抑癌

基因的作用[9], 表明4.1蛋白与肿瘤的发生和发

展有着密切的关系. 目前国内外尚没有关于4.1
蛋白家族成员在胃癌标本中的表达情况, 及其

与胃癌发生、发展之间相关性的报道. 我们用 
Envision+免疫组织化学[10]的方法来检测4.1蛋白

家族成员在胃癌中的表达情况, 并探讨4.1蛋白

家族成员的表达与胃癌发生、发展的关系, 以
期为胃癌诊断、治疗和判断预后提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005/01-2006/06郑州大学附属医院胃

癌手术标本蜡块共104例, 男77例、女27例, 中
位年龄61.7(35-88)岁. 将104例癌旁组织中符合

对照原则的68例做为对照组. 每例均有详细的

临床资料和手术记录. 所有病例术前均未进行

放、化疗. 伴有淋巴结转移者51例. 参照1981年
WHO推荐的分化分级标准: 高分化腺癌30例, 中
分化腺癌28例, 低分化腺癌46例. 兔多抗4.1R、
4.1N、4.1G、4.1B抗体由美国纽约血液中心安

秀丽博士馈赠, Envision+免疫组化试剂盒为美国

Dako公司产品.
1.2 方法 
所有蜡块做4 μm连续切片, 每个蜡块均切5-6张, 

1张行HE染色, 作组织学诊断, 其余做免疫组化

染色. 程序按Dako Envision+免疫组化试剂盒说

明书进行. 4.1R、N、B染色前行热抗原修复, G
行酶抗原修复. DAB显色, 苏木素轻度复染. PBS
代替一抗做阴性对照, 癌旁组织做阳性对照. 免
疫组化染色阳性结果为质膜或胞质, 胞核内出

现棕褐色颗粒或染色. 结果判定按半定量评分

标准进行, 具体如下: 在高倍镜下, 与周围间质

相比, 无着色记为0分, 浅褐色记为1分, 褐色为

2分, 深褐色为3分; 阳性细胞百分率<10%记为0
分, 10%-50%记为1分, 50%-75%记为2分, 75%以

上记为3分, 两者相加为综合染色强度评分. 0-1
分为阴性, 记为“-”, 2分为弱阳性, 记为“+”, 
3-4分为阳性, 记为“++”, 5-6分为强阳性, 记为

“+++”. 每张切片均判读癌组织及癌旁组织的

染色强度.
统计学处理 采用SAS 9.13分析软件包行统

计学处理. 应用卡方检验分析4.1B, 4.1R, 4.1G和

4.1N表达与临床病理的关系.

2  结果

2.1 癌组织4.1的表达 4.1B, 4.1R, 4.1G和4.1N在

胃癌组织中的表达程度明显低于癌旁对照组(图
1), 两者之间差异显著(P <0.01, 表1).   
2.2 4.1B, G, N表达与组织分化 4.1B、4.1G和

4.1N的表达程度随着癌组织分化的降低而减弱

(P B<0.05, P G<0.01, P N<0.01), 4.1R的表达程度随

着癌组织分化程度降低而减弱的趋势, 但是差

异无统计学意义(P R>0.05, 表1). 
2.3 4.1B, G, N的表达与淋巴结转移和浸润深度 
4.1B和4.1N的表达程度在伴有淋巴结转移和未

伴有淋巴结转移的病例中的差异有统计学意义

(P B<0.05, P N<0.01). 4.1R和4.1N的表达程度在伴

有淋巴结转移的病例和未伴有淋巴结转移的病

例中的差异无统计学意义(P >0.05, 表1). 由于浸

润深度仅限于黏膜层的病例过少, 4.1B、4.1R、
4.1G和4.1N的表达程度在不同浸润深度的病例

中差异无统计学意义(P >0.05).

3  讨论

胃癌是严重威胁人类健康的消化道恶性肿瘤, 
发病率位居肿瘤类疾病的第2位[11]. 深入研究胃

癌的发病机制以及早期诊断、预后评估的方

法具有十分重要的临床和社会价值. 胃癌的发

生涉及原癌基因的激活与抑癌基因的失活所

造成的异常细胞增殖及分化调控[12], 而且胃癌

■相关报道
研究发现, 在脑膜
瘤、室管膜瘤、

非小细胞肺癌和
乳腺癌等多种肿
瘤中 ,  4.1蛋白的
表达缺失, 并且越
来越多的临床和
实验证据证实编
码4.1蛋白的基因
在多种肿瘤中表
现出抑癌基因的
作用.
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的发生、发展过程与E-cadherin和CD44等黏附

分子密切相关[13-14]. Charboneau et al [15]发现, 将
4.1B/DAL-1蛋白基因导入缺失4.1B/DAL-1蛋
白的乳腺癌细胞系后, 其生长受到抑制, 且细

胞与细胞之间的粘连性增强, 表明4.1B/DAL-1
蛋白基因可能起到抑癌基因的作用. 作为细胞

膜蛋白与细胞骨架之间的连接子, 4.1B蛋白能

够与E-cadherin和CD44等多个隶属于不同家族

的黏附分子结合[16-17], 和细胞转移[18]存在相关

性. 4.1蛋白家族的另一成员, 4.1R蛋白能够和

NuMA(核有丝分裂器)相互作用, 参与细胞的有

丝分裂[19], 同时还参与调节细胞的mRNA翻译, 
是联系翻译装置和细胞骨架的桥梁分子[20]. 这些

研究均证明4.1R参与对细胞增殖分裂的调节. 已
有研究表明, 4.1R蛋白和脑膜瘤的发生发展密切

相关[21], 推测4.1R蛋白在脑膜瘤中起到肿瘤抑制

因子的作用. 
4.1G蛋白是第1个被发现的可与亲免素家族

成员FKBP13结合的有生理活性的蛋白质[22], 而
亲免素家族[23]是一个高度同源的伴侣分子蛋白

家族, FKBP13就参与内质网蛋白的分泌[24]提示

4.1G可能起到分子伴侣的作用, 催化蛋白质在内

质网进行折叠、聚集和分泌, 对蛋白质的功能

起到调节作用. 而其是否能通过影响其他调节

胃癌发生、发展过程的蛋白质的功能而参与胃

癌的进展尚需要进一步研究. 4.1N与4.1R的结构

较为类似. Ye et al [25]研究发现, 4.1N的CTD结构

域可与NuMA(核有丝分裂器)[26]结合, 抑制4.1N
的入核可阻止NGF介导的细胞分裂停滞, 而4.1N
的过量表达, 则可逆转该过程. 因此推测, 4.1N
可通过拮抗NuMA在有丝分裂中的作用来介导

NGF的抗增殖作用, 而4.1N这种参与有丝分裂的

功能在我们的研究中也有所体现. 迄今为止, 对
4.1G和4.1N蛋白在肿瘤发病过程中所起作用的

研究鲜有报道. 考虑到4.1蛋白家族成员间的分

子结构[27]具有很高的同源性, 推测他们在功能

上可能也具有相似性. 本研究对4.1蛋白家族不

同成员在胃癌组织中表达情况及其与胃癌发病

机制的相关性进行了深入的研究并证实了这种 
推断. 

本研究的结果表明 ,  4.1蛋白家族的成员

4.1B, 4.1R, 4.1G和4.1N的阳性表达程度在癌和

癌旁对照组织中都存在明显的差异, 4.1蛋白家

族成员的表达程度在胃癌组织中明显降低甚至

消失, 提示4.1蛋白与胃癌的发生、发展密切相

关. 4.1B、4.1G和4.1N蛋白的表达程度均随着肿

瘤分化程度的降低而降低, 提示这3个蛋白可能

参与胃黏膜上皮分化的调节过程. 伴有淋巴结

转移的病例中, 4.1B和4.1N的阳性表达程度明显

低于无淋巴结转移的病例, 提示4.1B和4.1N可能

参与胃癌的淋巴结转移过程. 4.1蛋白作为重要

的膜骨架成分[28], 可能在细胞黏附因子和细胞

■创新盘点
目前国内外尚没
有 关 于 4 . 1 蛋 白
家族成员在胃癌
标本中的表达情
况, 及其与胃癌发
生、发展之间相
关性的报道.

表 1 胃癌组织中4.1蛋白的表达意义

     
抗体 表达程度

       胃癌       癌旁       低分化      中分化       高分化       有转移        无转移

                                        n  = 68    n  = 68      n  = 46       n  = 28        n  = 30         n  = 51          n  = 47

4.1B      -       11      0   15     6       2    16          6

   +         9      0   10     1       4      7          7

   ++       37    14   15   13     22    21        25

   +++       11    54b     6     8       2a      7          9a

4.1R   -       19      5   16     8       6    16        13

   +         8      6     6     3       3      8          4

   ++       34    27   21   16     18    24        26

   +++         7    30b     3     1       3      3          4

4.1G   -       11      3   13     5       2    10          6

   +       12      3     9     5       3      9          7

   ++       34    27   22   13     16    26        30

   +++       11    35b     2     5       9b      6          4

4.1N   -       15      4   19     4       3    20          4

   +         9      2   11     1       4      7          9

   ++       38    20   15   19     19    21        29

   +++         6    42b     1     4       4b      3          5b

aP<0.05, bP<0.01.
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可以和NuMA相互作用而参与细胞的有丝分裂, 
而4.1R蛋白具体是通过何种途径参与胃癌的发

生、发展过程, 仍需要进一步研究. 
总之, 本研究表明, 4.1蛋白家族成员在胃癌

的发生、发展的过程中起到重要作用, 可以作

为衡量胃癌分化、预后的指标, 但还需要做进

一步的工作以阐明其作用的机制. 而进一步阐

明4.1蛋白在胃癌浸润、转移过程中的作用机制

内信息传导中[29]处于“信号中转站”的关键性

作用, 并因此在肿瘤的发生、发展的过程中起

到重要作用. 本研究关于4.1蛋白与胃癌发病相

关性研究的结果证实了这种推断. 值得注意的

是, 4.1R蛋白的表达虽然在癌和癌旁组织中有明

显差异, 但未发现其与癌组织的分化、转移和

浸润有任何关系, 可认为4.1R的表达降低乃至

缺失是胃癌发生的早期事件[30]. 研究表明, 4.1R

■应用要点
本文用Envision+

免疫组织化学的
方法来检测4.1蛋
白家族成员在胃
癌中的表达情况, 
并探讨4.1蛋白家
族成员的表达与
胃癌发生、发展
的关系, 以期为胃
癌诊断、治疗和
判断预后提供依
据.

图 1 胃癌, 癌旁组织中4.1蛋白的表达(Envision+, ×400). A: 4.1B在癌旁组织中的免疫染色; B: 4.1B在癌组织中的免疫染色; 

C: 4.1R在癌旁组织中的免疫染色; D: 4.1R在癌组织中的免疫染色; E: 4.1G在癌旁组织中的免疫染色; F: 4.1G在癌组织中的

免疫染色; G: 4.1N在癌旁组织中的免疫染色; H: 4.1N在癌组织中的免疫染色.

A B

C D

E

G H

F
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也将为胃癌发病机制的研究提供新的依据并且

有可能为胃癌的治疗提供一个新的靶点.
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Abstract
AIM: To investigate the expression and loca-
lization of metallothionein (MT) and their 
association with clinicopathological characteristics 
in hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Four hundred histological speci-
mens of HCC with corresponding non-cancer-
ous liver tissues were immunohistochemically 
stained for MT (E9), P53 and Ki-67 by EnVision 
Plus staining using tissue microarrays. 

RESULTS: Down-regulated expression of MT 
protein was detected in HCC, compared with 
non-cancerous liver tissues. The frequency of 
MT positivity was significantly lower in cases 
positive for hepatitis B surface antigen than in 
those that were negative (P = 0.042). The positive 
rate of MT expression was higher in tumors ≤ 

2 cm than > 2 cm in diameter (P = 0.007). There 
was a tendency for MT expression to decrease 
with the progression of histological grade (P = 
0.004). Nuclear expression of MT was closely 
correlated with poorly differentiated HCC. No 
statistical correlation was found between P53, 
Ki-67 and MT expressions. 

CONCLUSION: Down-regulated expression of 
MT in HCC may play a role in hepatocarcino-
genesis and be a marker of hepatocellular differ-
entiation. Hepatitis B virus infection may be cor-
related with down-regulated expression of MT. 
The mainly nuclear MT immunostaining may 
reflect aggressive behavior in poorly differenti-
ated HCC. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Metal-
lothionein; Immunohistochemistry; Tissue microarray

Zhang SH, Xu AM. Down-regulated expression of 
metallothionein and its clinicopathological significance in 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(32): 3413-3417

摘要
目的: 研究MT在肝细胞癌(HCC)中的表达和
定位及其与临床病理特征.  

方法: 对400例外科切除的HCC及相应非癌肝
组织标本构建组织芯片, 用EnVision Plus法进
行MT, P53和Ki-67免疫组织化学染色. 

结果: 与相应的非癌肝组织相比, HCC组织
MT的表达显著下调, HBsAg阳性患者MT阳
性率显著低于阴性者(P  = 0.042), 肿瘤直径≤

2 cm的MT阳性率显著高于肿瘤直径>2 cm者
(P = 0.007). 随着组织学分级进程, MT表达呈
降低趋势(P  = 0.004), MT核内表达与低分化
HCC密切相关. MT与P53及Ki-67的表达无统
计学相关性. 

结论: HCC中MT表达下调在肝癌的发生过程
中有一定作用, 可能是肝细胞分化的一个标志
物, HBsAg与MT表达下调有关, 以核染色为主
的MT表达可能反映了低分化HCC的一种侵
袭性行为.

®

■背景资料
金属硫蛋白(MT)
是一组富含半胱
氨酸的低分子量
胞内蛋白质, 在人
体多种肿瘤如乳
腺、肺、肾、鼻
咽、卵巢、唾液
腺、睾丸、甲状
腺及膀胱癌等表
达增加, 但在肝细
胞癌 (HCC)、前
列腺癌和大肠癌
等表达下调.
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0  引言

金属硫蛋白(Metallothionein, MT)是一组富含半

胱氨酸的低分子量胞内蛋白质, 其编码的基因

家族位于16q13, 由10个功能亚型(MT-1A、MT-
1B、MT-1E、MT-1F、MT-1G、MT-1H、MT-
1X、MT-2A、MT-3、MT-4)和7个非功能亚型

(MT-1C、MT-1D、MT-1I、MT-1J、MT-1K、

MT-1L、MT-2B)组成. 一系列的证据表明MT参
与许多病理过程, 包括金属离子稳态和解毒、

保护氧化损伤、细胞增殖和凋亡、药物和放

射治疗耐受和致癌的某些过程[1-2]. 多项研究显

示MT表达与人类多种肿瘤发生和发展的不同

阶段密切相关, 在人体多种肿瘤如乳腺、肺、

肾、鼻咽、卵巢、唾液腺、睾丸、甲状腺及

膀胱癌等表达增加, 但在某些肿瘤如肝细胞癌

(HCC), 前列腺癌和大肠癌表达下调[1-2]. 由于以

往对HCC中MT表达研究的病例较少, 因此其在

HCC中意义仍不明了[3-5]. 王葵 et al [6]对HCC的
cDNA微阵列基因表达谱研究显示, 与相应的非

癌肝组织相比, HCC组织中MT-2A表达显著下

调. 为了评价在HCC中MT作为肿瘤标记物的潜

在价值, 我们用组织芯片技术, 对肝癌组织和非

癌肝组织中MT表达和定位进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 400例肝癌切除标本来自第二军医大

学东方肝胆外科医院, 所有患者术前未接受任

何治疗. 男286例, 女114例, 年龄27-78(中位数

为50.7)岁, 305例患者血清HBsAg阳性, 261例患

者血清甲胎蛋白(AFP)>20 μg/L, 肿瘤平均直径

6.8(1.0-17.5) cm, 57例为直径≤2 cm的单结节肿

瘤, 343例肝癌>2 cm. 组织病理诊断根据2000年
WHO肝及肝内胆管肿瘤病理学分类, 高分化95
例、中分化236例、低分化69例. 321例肿瘤无

包膜或包膜不完整, 274例有肝内转移(门静脉浸

润和/或肝内扩散), 275例伴有肝硬化, 89例慢性

肝炎和36例正常肝组织.
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片制备: 首先在苏木精-伊红(HE)染

色切片上进行定位. 选取癌及癌旁组织位点, 应
用Instrumedics公司生产的组织芯片制作仪, 取样

针直径2 mm, 共制作10个组织芯片蜡块, 以4 μm
厚度连续切片, 敷贴于10 g/L多聚赖氨酸处理的

载玻片上, 各取1张进行HE染色供形态学观察.
1 . 2 . 2  免疫组化染色 :  免疫组化采用D a k o 
EnVision Plus法, 鼠抗人MT mAb(E9克隆系, 与
MT-1及MT-2反应, Dako, 1∶100)、鼠抗人P53 
mAb(DO-7, Dako, 1∶50)、鼠抗人Ki-67核抗原

mAb(MIB-1, Dako, 1∶500)均购于基因公司. 抗
原修复用0.02 mol/L(pH8.0)乙二铵四乙酸钠液

微波处理10 min, 共2次, 用已知的阳性切片作阳

性对照, PBS液代替一抗作阴性对照. 染色切片

由两名事先未了解患者临床资料的病理医师按

以往介绍的方法独立评估[3]. MT阳性细胞包括

胞质、胞核或胞质和胞核三种表达模式, 无染

色为阴性, <10%为低表达, ≥10%为高表达. P53
和Ki-67阳性细胞仅胞核出现棕黄色颗粒, Ki-67
标记指数为阳性细胞百分数, P53染色超过10%
视为阳性. 

统计学处理 所有统计学处理采用SPSS11.0
软件. MT表达与HCC临床病理特征关系分析采

用χ2检验, MT与Ki-67和P53的相关性分析采用

Spearman检验, P <0.05视为差异有显著性.

2  结果

2.1 肝细胞癌MT表达与临床病理特征的关系 所
有阴性对照切片均无MT阳性着色, 表明本实验

所用小鼠抗人MT mAb(E9)的特异性. 图1A显示

一个肿瘤及相应的非癌肝组织MT表达组织芯

片. 在正常肝、肝炎和肝硬化组织的肝细胞中

MT呈一致强阳性表达(图1B), 肝硬化组织中透

明细胞的胞质和胞核呈弱阳性(图1C), 周围结缔

组织、血管和胆管无MT阳性着色.
与相应的非癌肝组织相比, HCC中MT表达

显著下调. HCC组织MT呈异质性表达, 弥漫阳

性57例(14.3%)、灶性阳性203例(50.8%)和阴性

140例(35%). 高、中分化HCC中MT表达以胞质

染色为主, 而胞核呈弱阳性或阴性(图1D-E). 低
分化HCC中MT染色以胞核为主, 而胞质呈弱阳

性或阴性(图1F). 低分化HCC胞核MT染色的频

率显著高于高、中分化者(16/36 vs  59/224, P  = 
0.026). 

肝细胞癌MT、P53和Ki-67表达与临床病理

特征的相关性HBsAg阳性患者MT阳性率显著

低于阴性者(P  = 0.042), 肿瘤直径≤2 cm的MT阳

■相关报道
cDNA微阵列基因
表达谱研究显示
HCC组织中MT-
1X和MT-2A表达
显著下调
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性率显著高于肿瘤直径>2 cm者(P  = 0.007), MT
阳性率与组织学分级进程显著相关 (P = 0.004), 
MT表达与患者年龄、血清甲胎蛋白浓度、肝

硬化、包膜及肝内转移无显著差异(表1).
2.2 MT表达与P53的关系 肝细胞癌P53表达的阳

性率为43%(172/400), 肿瘤直径≤2 cm的P53阳
性率显著低于肿瘤直径>2 cm者(P = 0.030), P53
阳性率与组织学分级进程显著相关(P = 0.002), 
肝内转移者P53阳性率明显高于无明显肝内转

移者 (P  = 0.046), P53和MT染色之间无统计学相

关性.

2.3 MT表达与Ki-67的关系 肝细胞癌高Ki-67
标记指数(≥50%)为57.8%(231/400), 高Ki-67
标记指数与H C C的组织学分化进程显著相关 
(P<0.001), Ki-67和MT染色之间无统计学相关性.

3  讨论

研究表明, M T可参与细胞增殖、发育、肿瘤

发生和细胞周期调节. 在正常肝组织中M T含
量丰富, 是肝脏参与金属解毒功能的物质基础. 
MT是细胞内一种重要的自由基清除剂, 在灭活

体内自由基等过氧化物方面起重要作用, 因其

■创新盘点
H C C 组 织 M T 的
表达显著下调与
肿瘤大小和组织
学分级进程密切
相关, HBsAg可能
与MT表达下调有
关, 以核染色为主
的MT表达可能反
映了低分化HCC
的一种侵袭性行
为. 

表 1 肝细胞癌金属硫蛋白、P53和Ki67表达与临床病理学的关系

     
参数                             n

                      金属硫蛋白                            P53                                        Ki67

                                                         －     +(低, 高)            P          －(<10%)  +(≥10%)        P          <50%      ≥50%           P

性别          

    男                      286   97         189(156, 33)    0.472        164         122    0.826      127         159         0.167

    女                      114   43           71(47, 24)                         64         50                     42   72 

年龄          

    ≤中位数      184   62         122(94, 28)      0.614        103           81       0.703        80         104         0.646

    >中位数      216   78         138(109, 29)        125         91      89        127 

血清AFP水平(μg/L)           

    <20                           137   56           81(61, 20)      0.075          72           65       0.195        62          75          0.380

    ≥20                      263        84        179(142, 37)                     156       107    107 156 

血清HBsAg          

    阳性                      305     115         190(171, 19)    0.042        179       126    0.222   130        175          0.787

    阴性                        95   25          70(32, 38)           49         46     39   56 

肿瘤直径          

    ≤2 cm         57   11           46(30, 16)      0.007          40         17    0.030     22   35          0.546

    >2 cm                      343 129         214(173, 41)        188       155    147 196 

组织学分级          

    高分化                        95   22  73(41, 32)      0.004         68            27       0.002         56         39        <0.001

    中分化                      236   85 151(134, 17)                   129       107      93 143 

    低分化                        69   33  36(28, 8)           31         38      20   49 

肝硬化          

    无                      125   44  81(59, 22)      0.955          70           55    0.785     55   70          0.633

    有                      275   96         179(144, 35)        158       117    114 161 

肿瘤包膜          

    完整                        79   21  58(38, 20)      0.08          49         30    0.338     36   43          0.505

    无或不完整      321 119         202(165, 37)        180       141    133 188

肝内转移          

    未发现                      126   35  91(65, 26)      0.125          81         45    0.046     57   69          0.412

    发现                      274 105         169(138, 31)                     147       127    112 162 

P53          

    +                      172   53        119(91, 28)       0.127            -           -                     79   93          0.196

    -                      228   87         141(112, 29)            -           -      90 138 

Ki67          

    ≤50%                      169   58         111(88, 23)      0.807          90         79    0.196       -    - 

    >50%                      231   82         149(115, 34)                     138         93        -    - 

合计                      400 140         260(203, 57)        228       172    169 231 
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分子上含有丰富的巯基(SH), 起重要的细胞保

护功能. 而哺乳动物细胞内基因突变最重要的

原因是内源性氧化损伤, M T表达的下降将导

致细胞内氧化物的堆积, 从而引起某些原癌基

因的激活或抑癌基因的失活而引发肝细胞癌 
变[1-2]. 本研究结果显示, 与相应的非癌肝组织相

比, HCC中MT表达显著下调, 且与HBsAg、肿

瘤大小和肿瘤分化明显相关. 这一结果表明, MT
表达下降可能在致癌过程中发挥作用, 并可能

是一个相对早期事件和肝细胞分化的标记.
我们的研究结果显示, HBV感染与MT表达

下调相关, 其机制尚不清楚. 有文献报道MT能
与HBV的多种抗原成分结合, 在致肝细胞损伤

过程中可能起重要作用[7]. 因此我们推测, HBV
感染后与肝脏内MT结合, 导致肝细胞内MT表
达和功能降低, 最终导致HCC的发生, 但确切的

机制需要进一步研究.
MT是一种胞质蛋白. 最近的研究表明, 他

存在于正常和恶性肿瘤细胞的胞质和胞核内, 
且核内表达似乎与对顺铂的耐药有关[8-9]. 我们

的结果显示, 在高、中分化HCC中MT阳性细

胞位于胞质和胞核, 而低分化HCC则以胞核为

主, 提示其可能与其侵袭性行为有关, 但是否与

HCC对化疗效果差和预后不良有关, 尚需进一

步加以研究. 此外, 研究显示乳腺和鼻咽癌MT
表达与细胞增殖活性相关[10-11]. 我们的研究结果

显示高Ki-67指数与肿瘤分级进程显著相关, 但
与MT表达无明显相关性.

肝细胞癌中MT下调的机制尚不清楚, 可能

与MT启动子甲基化或其他基因如P53的突变有

关[12-13]. 体外研究显示, P53和雌激素受体影响上

皮性肿瘤细胞MT的表达和诱导, 提示MT与P53

■应用要点
H C C 中 M T 表 达
下调在肝癌的发
生过程中可以起
一定作用, 可能是
HCC一个潜在的
诊断、预后及化
疗标记.

A B

C D

FE

图 1 肝细胞癌及其癌周组织金属硫蛋白表达情况. A: 金属硫蛋白表达组织芯片; B: 肿瘤周肝组织弥漫阳性; C: 肝硬化组

织透明变性, 肝细胞胞质和胞核呈弱阳性; D: 高分化肝细胞癌弥漫阳性; E: 中分化肝细胞癌局灶阳性; F: 低分化肝细胞癌阳

性细胞主要位于核内.
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之间的功能关系[14]. MT和P53阳性的食管鳞状

细胞癌对化疗的反应较差, 提示联合MT和P53
检测可能有助于寻找治疗中晚期食管鳞状细胞

癌术前化疗药物[15]. 我们的研究结果也证实P53
表达与较大肿瘤和组织学分级进程密切相关, 
支持P53基因突变是HCC一个相对晚期事件, 但
MT与P53表达之间无相关性. 因此, MT的生物

学功能以及表达下调作为H C C一个潜在的诊

断、预后及化疗标记仍需进一步加以研究.

4      参考文献
1 Theocharis SE, Margeli AP, Kli janienko JT, 

Kouraklis GP. Metallothionein expression in human 
neoplasia. Histopathology 2004; 45: 103-118

2 Cherian MG, Jayasurya A, Bay BH. Metallo-
thioneins in human tumors and potential roles in 
carcinogenesis. Mutat Res 2003; 533: 201-209 

3 Deng DX, Chakrabarti S, Waalkes MP, Cherian 
MG. Metallothionein and apoptosis in primary 
human hepatocellular carcinoma and metastatic 
adenocarcinoma. Histopathology 1998; 32: 340-347

4 Cai L, Wang GJ, Xu ZL, Deng DX, Chakrabarti S, 
Cherian MG. Metallothionein and apoptosis in 
primary human hepatocellular carcinoma (HCC) 
from northern China. Anticancer Res 1998; 18: 
4667-4672  

5 Ebara M, Fukuda H, Hatano R, Saisho H, Nagato 
Y, Suzuki K, Nakajima K, Yukawa M, Kondo F, 
Nakayama A, Sakurai H. Relationship between 
copper, zinc and metallothionein in hepatocellular 
carcinoma and its surrounding liver parenchyma. J 
Hepatol 2000; 33: 415-422

6 王葵, 沈锋, 丛文铭, 施乐华, 吴孟超. 肝癌伴门静脉癌
栓的基因表达研究. 癌症进展杂志 2005; 3: 417-422

■同行评价
本文所用方法成
熟, 设计合理, 临
床标本量大, 有一
定的学术价值. 

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

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志的同行评价

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

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

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

7 Lu YY, Liang YD, Cheng J, Chen TY, Wang L, Liu Y, 
Li K, Zhang LX, Yang YP. Mutual interaction between 
hepatitis B virus antigen and metallothionein. 
Zhonghua Gan Zang Bing Za Zhi 2004; 12: 540-542

8 K o n d o Y , K u o S M , W a t k i n s S C , L a z o J S . 
Metallothionein localization and cisplatin resistance 
in human hormone-independent prostatic tumor 
cell lines. Cancer Res 1995; 55: 474-477

9 Kondo Y, Yamagata K, Satoh M, Himeno S, Imura 
N, Nishimura T. Optimal administration schedule 
of cisplatin for bladder tumor with minimal 
induction of metallothionein. J Urol 2003; 170: 
2467-2470

10 Pastuszewski W, Dziegiel P, Krecicki T, Podhorska-
Okolow M, Ciesielska U, Gorzynska E, Zabel M. 
Prognostic significance of metallothionein, p53 
protein and Ki-67 antigen expression in laryngeal 
cancer. Anticancer Res 2007; 27: 335-342

11 J in R , Chow VT, Tan PH, Dheen ST , Duan 
W, Bay BH. Metallothionein 2A expression is 
associated with cell proliferation in breast cancer. 
Carcinogenesis 2002; 23: 81-86

12 Deng D, El-Rifai W, Ji J, Zhu B, Trampont P, Li 
J, Smith MF, Powel SM. Hypermethylation of 
metallothionein-3 CpG island in gastric carcinoma. 
Carcinogenesis 2003; 24: 25-29 

13 Ostrakhovitch EA, Olsson PE, Jiang S, Cherian MG. 
Interaction of metallothionein with tumor suppressor 
p53 protein. FEBS Lett 2006; 580: 1235-1238

14 Ostrakhovitch EA, Olsson PE, von Hofsten 
J , Cherian MG. P53 mediated regulat ion of 
metallothionein transcription in breast cancer cells. 
J Cell Biochem 2007   

15 Sunada F, I tabashi M, Ohkura H, Okumura 
T . p53 negat iv i ty , CDC25B posi t iv i ty , and 
metallothionein negativity are predictors of a 
response of esophageal squamous cell carcinoma to 
chemoradiotherapy. World J Gastroenterol 2005; 11: 
5696-5700

           编辑  程剑侠  电编  郭海丽  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年11月18日; 15(32): 3418-3422
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

重症急性胰腺炎并发感染的菌谱和耐药性

何馥倩, 黄宗文, 郭 佳, 樊景云, 陈 燕, 李永红, 刘义刚

何馥倩, 黄宗文, 郭佳, 樊景云, 陈燕, 四川大学华西医院中
西医结合科 四川省成都市 610041
李永红, 四川大学华西基础与法医学院生物医学工程 四川
省成都市 610041
刘义刚, 四川大学华西医院实验医学科 四川省成都市
610041
何馥倩, 四川大学硕士研究生, 主要从事急性胰腺炎及急腹症的
研究.
通讯作者: 黄宗文, 610041, 四川省成都市国学巷37号, 四川大
学华西医院中西医结合科. huangzongwen@medmail.com.cn
电话:  028-81812725
收稿日期: 2007-05-15   修回日期: 2007-10-16

Spectrum and susceptibility 
of bacterial isolates from 
complicated infections among 
patients with severe acute 
pancreatitis

Fu-Qian He, Zong-Wen Huang, Jia Guo, Jing-Yun Fan, 
Yan Chen, Yong-Hong Li, Yi-Gang Liu

Fu-Qian He, Zong-Wen Huang, Jia Guo, Jing-Yun Fan, 
Yan Chen, Department of Integrated Traditional Chinese 
and Western Medicine, West China Hospital, Sichuan Uni-
versity, Chengdu 610041, Sichuan Province, China 
Yong-Hong Li, Department of Biomedical Engineering, 
School of West China Basic Medicine and Forensics, Sich-
uan University, Chengdu 610041, Sichuan Province, China
Yi-Gang Liu, Department of Laboratory Medicine, West 
China Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, Sich-
uan Province, China 
Correspondence to: Zong-Wen Huang, Department of 
Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, 
West China Hospital, Sichuan University, 37 Guoxue Lane, 
Chengdu 610041, Sichuan Province, 
China. huangzongwen@medmail.com.cn
Received: 2007-05-15    Revised: 2007-10-16 

Abstract
AIM: To investigate the spectrum of complicated 
infections among patients with severe acute 
pancreatitis in West China Hospital, and analyze 
the antimicrobial susceptibility of common 
pathogens, to assist in choosing the right 
antibiotics both for prophylaxis against infection 
and for treating established infections. 

METHODS: One hundred and seventy-two 
pathogens were isolated from a total of 56 pa-
tients with acute pancreatitis in West China 
Hospital during the period between January 

2004 and December 2006 (mean age 52 years; 
39 males and 17 females). Detailed investiga-
tions were carried out to identify infections and 
antibiotic sensitivity in patients with suspected 
infection. These investigations included cultures 
of blood, urine, bile, stool, fluid drained from 
the abdominal cavity, indwelling cannulae and 
catheter tips. Pancreatic tissue and pus were 
obtained by needle aspiration guided by CT or 
ultrasound during operation. Susceptibility of 
pathogens was assayed with MicroScan Walk-
Away 40 Blood Culture Analyzer (Dade, USA). 
Extended-spectrum of beta-lactamases (ESBLs) 
was first detected by MicroScan WalkAway 40, 
and then confirmed by disk diffusion method 
tests. 

RESULTS: The main infected sites were the 
pancreas and respiratory and abdominal cavi-
ties, as well as the blood. Acinetobacter bau-
mannii, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
and Pseudomonas aeruginosa accounted for 
19.19%, 15.70%, 9.30% and 8.72%, respectively. 
Gram-negative bacilli made up the majority of 
strains (61.05%), and had resistance to several 
antibiotics. 93.75% of S. aureus were methicillin-
resistant strains, and sensitive to vancomycin 
and trimethoprim–sulfamethoxazole.

CONCLUSION: Pathogens of complicated in-
fections among patients with severe acute pan-
creatitis are mostly Gram-negative bacilli with 
high-level and multi-drug resistance. A microbi-
ological survey is important for guiding clinical 
therapy. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Complicated 
infections; Antibiotic resistance

He FQ, Huang ZW, Guo J, Fan JY, Chen Y, Li YH, Liu 
YG. Spectrum and susceptibility of bacterial isolates from 
complicated infections among patients with severe acute 
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 
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摘要
目的: 分析我院重症急性胰腺炎患者感染菌

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
是临床常见的急
腹症, 临床表现复
杂, 并发症多, 死
亡率高. 80% SAP 
死亡患者与并发
感染有关 .  目前 , 
SAP的治疗虽基
本有章可循, 国内
外学者也就SAP
并发感染的防治
做了大量研究, 但
效果不甚满意. 
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谱及药敏情况以便更加合理的应用抗生素.

方法: 从我院2004-01/2006-12住院治疗的56
例SAP感染患者中分离出172株病原菌.标本
包括痰液、血液、尿液、中心静脉导管、胆
汁、大便、腹腔穿刺液或引流液及CT或B超
下细针穿刺取得的胰周脓液和术中取下的胰
腺坏死组织及脓液. 菌株鉴定和药敏试验检
测采用革兰阴性菌的NC21或革兰阳性菌的
PC12测试板.

结果: 感染部位主要是呼吸系统、胰腺及腹
腔、血液. 分离数居前4位的病原菌是鲍曼不
动杆菌(19.19%)、大肠埃希菌(15.70%)、金黄
色葡萄球菌(9.30%)、铜绿假单胞菌(8.72%). 
革兰阴性菌在病原菌中占优势(61.05%), 且对
多种抗生素有不同程度耐药, 对亚胺培南相对
敏感. 93.75%金葡菌为耐甲氧西林菌株，仅
对万古霉素和复方新诺明敏感度高. 

结论: 重症急性胰腺炎感染以革兰阴性菌为
优势菌株, 具有高度耐药和多重耐药的特点.
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床常见的急腹症, 临床表现复杂, 并发症

多, 死亡率高. 80% SAP死亡患者与感染有关[1]. 
目前, SAP的治疗虽基本有章可循, 国内外学者

也就SAP并发感染做了大量研究, 但效果仍不

甚满意. 发现近年来国内缺乏对SAP并发感染

的菌谱及耐药情况的报道. 为给临床抗感染治

疗提供有益信息及减少抗生素不合理应用带来

的不良后果, 我们对2004-01/2006-12我院住院

的SAP并发感染患者进行了病原菌培养, 对分

离出的病原菌进行统计和分析耐药情况, 现报

告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 从2004-01/2006-12我院住院治疗的56
例SAP感染患者中分离出172株病原菌. 这56例
病例满足如下条件: (1)患者SAP和感染的诊断

均符合中华医学会外科学会胰腺外科学组制

定的《重症急性胰腺炎诊治草案》[2]. (2)入院

时未出现感染临床表现. 男39例, 女17例, 中位

年龄52(24-80)岁. 同一患者, 分离的病原菌来

自1个部位的为26例(46.4%), 2个部位的为16例
(28.6%), 3个及以上的为14例(25.0%). 标本包括

痰液(85/172, 49.41%)、血液(25/172, 14.54%)、
尿液(2/172, 1.16%)、中心静脉导管液(9/172, 
5.23%)、胆汁(8/172, 4.65%)、大便(5/172, 
2.91%)、腹腔穿刺液或引流液及C T或B超下

细针穿刺取得的胰周脓液和术中取下的胰腺

坏死组织及脓液(38/172, 22.09%). 质控菌株为

大肠埃希菌ATCC 25 922, 肺炎克雷伯菌ATCC 
700 603, 铜绿假单胞菌ATCC 27 853, 金黄色葡

萄球菌ATCC 25 923. MicroScan WalkAway-40
全自动微生物鉴定和药敏系统及配套Negative 
Combo Panel Type21(NC21测试板)和Positive 
Combo Panel Type12(PC12测试板)为美国DADE
公司产品. 
1.2 方法 将疑似S A P感染患者的相关标本送

检 .  菌株鉴定和药敏试验检测采用革兰阴性

菌的NC21或革兰阳性菌的PC12测试板. 超广

谱β-内酰胺酶(ESBLs)检测经美国DADE公司

MicroScan鉴定得到初筛结果, 再采用纸片扩散

法试验确证. 严格按照美国国家临床实验室标

准化研究所(CLSI/NCCLS)2004版标准, 根据其

微量稀释法测得MIC值, 判定细菌药敏结果为敏

感(S)、中介(I)、耐药(R). 
统计学处理 数据统计采用Excel 2003进行

结果的录入和分析. 同一病例、同类标本出现

相同的病原菌不重复计算.

2  结果

2.1 重症急性胰腺炎患者并发感染的部位 感染

部位依次为呼吸系统、胰腺及腹腔、血液、胆

道、消化道、泌尿道. 
2.2 重症急性胰腺炎并发感染的菌谱 在病原菌

中, 革兰阴性菌占优势(61.05%), 主要来源于假

单胞菌属、肠杆菌科; 革兰阳性菌(22.10%)多为

葡萄球菌属; 真菌(16.86%)有增加趋势, 以念珠

菌和似酵母样菌常见. 排在前4位的病原菌是鲍

曼不动杆菌、大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、

铜绿假单胞菌(表1).
2 . 3  产 生 超 广 谱 β - 内 酰 胺 酶 ( E S B L s ) 的 细

菌  大肠埃希菌13/27(48.15%),  肺炎克雷伯

菌5/7(71.43%), 耐甲氧西林的金色葡萄球菌

(MASA) 15/16(93.75%). 重症急性胰腺炎并发感

染常见G-细菌的耐药率见表2, 重症急性胰腺炎

并发感染常见G+细菌的耐药率见表3. 

■相关报道
G a rg  e t  a l 报 道
了 印 度 某 医 院
1997-2000年急性
胰腺炎患者感染
细菌的发生率和
菌谱特点及药敏
情况 ,  其结论是 : 
铜绿假单胞菌和
大肠埃希菌是最
常见的病原菌, 分
离出的大多数病
原菌都对三代头
孢和喹诺酮类抗
生素敏感. 这是目
前为数不多的前
瞻性观察急性胰
腺炎感染情况及
耐药性的临床试
验之一. 
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3  讨论

我们的资料显示, SAP患者感染的主要部位是呼

吸道, 腹腔和胰周, 血液也是感染的较常见部位. 
这与国内陈敏英 et al [3]2002年报道的结果基本

一致, 说明SAP易感染部位没有发生变化. SAP
患者并发肺部感染与诸多因素有关, 包括: SAP
病情危重、高龄、免疫力下降、卧床时间长、

机械通气的使用、全身炎症反应综合征对肺等

胰腺远端脏器的打击等[4-5]. 本资料中, 革兰阴性

菌在病原菌中占优势, 病原菌分离数居前4位的

分别是鲍曼不动杆菌、大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌、铜绿假单胞菌, 其中有3位是革兰阴性

菌. 从表2可看出, 革兰阴性菌普遍耐药. 其中, 
鲍曼不动杆菌对一代、二代头孢菌素及头霉素

表 1 重症急性胰腺炎并发感染的菌谱

     
G-       n %            G+ n  %          真菌 n        % 

鲍曼不动杆菌 33         19.19 金黄色葡萄球菌 16  9.3 白色念珠菌 9        5.23
大肠埃希菌 27         15.7 肠球菌 4    2.33 似酵母样菌 9        5.23
铜绿假单胞菌 15  8.72 屎肠球菌 4    2.33 热带念珠菌 6        3.49
肺炎克雷伯菌 7  4.07 表皮葡萄球菌 2    1.16 曲霉菌 1        0.58
阴沟肠杆菌 6  3.49 棒状杆菌 2    1.16 光滑念珠菌 1        0.58
洋葱伯克霍尔德菌 3  1.74 木糖葡萄球菌 1    0.58 克柔念珠菌 1        0.58
黏质沙雷菌 3  1.74 模仿葡萄球菌 1    0.58 光滑球似酵母菌 1        0.58
嗜麦芽假单胞菌 3  1.74 溶血葡萄球菌 1    0.58 白吉利毛孢子菌 1        0.58
产气肠杆菌 2  1.16 松鼠葡萄球菌 1    0.58
木糖氧化产硷杆菌 2  1.16 人葡萄球菌 1    0.58
xylo亚种 novo亚种
嗜水气单胞菌属 1  0.58 粪肠球菌 1    0.58
短黄杆菌 1  0.58 D群链球菌 2    1.16
多雷极氏普罗威登 1  0.58 B群无乳链球菌 1    0.58

氏菌 微球菌属细菌 1    0.58
总计           105         61.05 38 22.1   29      16.86

表 2 重症急性胰腺炎并发感染常见G-细菌的耐药率(%)

     
                                    鲍曼不动杆菌       大肠埃希菌     铜绿假单胞菌     肺炎克雷伯菌     阴沟肠杆菌

氨苄青霉素                      100.0                 100.0                 80.0                   80.0                100.0

氨苄青霉素/舒巴坦            66.7                   87.0                 75.0                    85.7                100.0

头孢哌酮/舒巴坦                42.9                     -                      -                        -                     -

头孢唑啉                              -                     91.3          100.0      83.3            100.0

头孢噻吩                              -                     91.7                 50.0                   85.7            100.0

头孢泊肟                              -                     89.5          100.0                   83.3                -

头孢西丁                              -                     29.6          100.0                   57.1            100.0

头孢他啶                            60.0    76.0            40.0                   85.7              83.3

头孢三嗪                            75.8                    78.6            73.3                   85.7              66.7

头孢呋辛                              -                     79.2          100.0                   83.3            100.0

头孢噻肟                           75.0                    80.0            64.3                   85.7              50.0

头孢吡肟                           75.0                    78.3            15.4                   83.3              50.0

哌拉西林                           76.7                    96.0            58.3                   85.7              85.7

哌拉西林/他唑巴坦            86.7    33.3            46.2                   28.6              83.3

氨曲南霉素                        71.9    77.8            40.0                   85.7              85.7

丁胺卡那霉素                     66.7    14.8            13.3                   28.6              28.6

庆大霉素                            87.9    81.5            60.0                   71.4              85.7

妥布霉素                               75.0    76.9            73.3                   71.4              85.7

亚胺培南                            48.4    11.1            46.7                     0.0                0.0

复方新诺明                        87.9    88.9          100.0                   28.6              71.4

环丙沙星                            74.1    95.8            42.9                   57.1              50.0

氧氟沙星                            87.5       -            50.0                      -              33.3

■研发前沿
SAP并发感染是
目前国内外研究
的 热 点 ,  研 究 涉
及了病理机制、

危险因素、预防
性使用抗生素的
RCT、抗生素的
药理学研究等方
面, 并深入到了分
子水平和基因层
面. 但是, SAP并
发感染仍是临床
治疗的难题. 
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几乎全部耐药[6]; 对头孢哌酮/舒巴坦、亚胺培

南耐药率稍低, 但已接近50%; 对其他抗生素耐

药率超过60%. 其中对头孢三代、四代耐药率在

75%左右, 对复方新诺明和庆大霉素耐药率已接

近90%. 该菌的高度耐药和多重耐药可能与其

78%来源于重症监护室(ICU)有一定关系. 大肠

埃希菌和肺炎克雷伯菌是产超广谱β-内酰胺酶

(ESBLs)的典型细菌, 除了碳青霉烯类和头霉素, 
ESBLs可以抵抗其他所有β-内酰胺类药物[7]. 本
资料中, 产ESBLs的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌

分别高达13/27(48.15%)和5/7(71.43%). 因肺炎

克雷伯菌在本资料中仅7株, 该数据可能与实际

情况存在偏差. 大肠埃希菌对哌拉西林/他唑巴

坦耐药率低, 对亚胺培南、丁胺卡那霉素、头

孢西丁耐药率也低, 显示出碳青霉烯类、氨基

糖苷类、头霉素抗生素对肠杆菌科细菌有良好

的抗菌活性, 可能与其不被细菌产生的ESBLs
破坏有关. 铜绿假单胞菌与鲍曼不动杆菌一样, 
同属条件致病菌, 有多重耐药的趋势. 铜绿假单

胞菌对四代头孢菌素和头孢吡肟以及丁胺卡那

较敏感, 而对亚胺培南敏感性不高, 对复方新诺

明高度耐药. 总之, 分离到的革兰阴性菌对多种

抗生素有不同程度耐药, 对亚胺培南相对敏感, 
但其仍面临鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌的挑

战. 与Garg et al [8]2001年报道的药敏结果相比, 
本研究反映出病原菌的耐药形势相当严峻. 耐

甲氧西林的金黄色葡萄球菌(MASA)在本资料

的金黄色葡萄球菌中高达15/16(93.75%), 金葡

菌对复方新诺明耐药率低, 万古霉素的耐药率

为0, 我院尚未发现耐万古霉素的金葡菌.  
胰腺坏死感染是急性胰腺炎最严重的局部

并发症, 发生率达40%-70%[9]. 细菌侵入胰腺或

胰周坏死组织的途径是: 血行播散, 结肠内细菌

易位, 胆道系统细菌侵袭, 十二指肠内细菌通过

胰腺主胰管侵袭[10]. 肠道菌群易位是其主要原

因. 已有实验研究证实, 细菌可穿过结肠壁直接

到达胰腺[11]. 经学者们多年的研究, 总结出胰腺

炎患者抗生素应用应遵循的三大原则[12-13]: 抗菌

谱以革兰阴性菌和厌氧菌为主、脂溶性强、有

效透过血胰屏障. 现临床首推亚胺培南、三代头

孢、喹诺酮类抗生素作为预防及治疗用药. 发生

肠道菌群易位的主要是G-菌, 但本资料分析显示

G-菌对环丙沙星敏感率低, 尤其是大肠埃希菌对

环丙沙星耐药率高达95.83%, 这与近年来喹诺

酮类抗生素被高频率使用有相当大的关系. 故是

否将喹诺酮类抗生素继续作为预防及治疗感染

的一线用药值得探讨. 替加环素(Tigecycline)是
美国食品和药物管理局(FDA)2005年批准的首

个甘氨酰四环素类抗菌素, 用于治疗并发的腹内

感染和皮肤及皮肤结构感染的成人患者, 有广谱

的抗菌活性, 对抗耐甲氧西林的病原菌有效. 国
外多中心RCT证实, 替加环素治疗腹腔感染的疗

效不亚于泰能[14], 但没有治疗SAP感染的RCT报
道, 仅有个案报道了替加环素治疗胰腺感染的情

况. Swoboda et al [15]单一使用替加环素成功治疗

了1例胰腺外科术后耐万古霉素肠球菌(VRE)败
血症休克的患者. Taccone et al [16]报道了1例急性

胰腺炎并发腹腔脓肿的患者, 感染的鲍曼不动杆

菌全线耐药, 美罗培南和多黏菌素治疗无效, 加
用替加环素后治疗感染有效. 替加环素对SAP胰
腺感染疗效究竟如何, 有待进一步研究.  

近年来, 随着抗生素(特别是广谱抗生素)在
SAP患者中的预防性使用, 使耐药菌株增加, 包
括革兰阴性菌、革兰阳性菌以及真菌[17-18]. 学术

界一直就是否在SAP患者中预防性使用抗生素

争论不休. 有meta分析结果表明, 预防性应用抗

生素可降低胰腺炎患者的死亡率[19-21]. 但最新的

多中心随机对照双盲试验报道, 试验组和安慰

剂组在胰腺感染、死亡率、转外科治疗方面差

异无统计学意义, 不支持SAP患者预防性使用抗

生素[22]. 
总之, 随着SAP并发感染的菌群改变、菌种

表 3 重症急性胰腺炎并发感染常见G+细菌的耐药率(%)

     
                                金黄色葡萄球菌     其他葡球    肠球菌

阿莫西林/棒酸C              92.3                100.0          -

氨苄青霉素                   100.0                100.0        87.5

苯唑青霉素                     93.3                100.0        75.0

复方新诺明                       7.7                  42.9 -

环丙沙星                         92.3                  80.0        80.0

红霉素                            93.3                  75.0        87.5

克拉霉素                         84.6                  80.0 -

克林霉素                         93.3                  71.4 -

利福平                            93.8                  42.9        60.0

庆大霉素                       100.0                  83.3 -

青霉素                          100.0                100.0        83.3

四环素                            93.3                  42.9        66.7

头孢唑啉                         92.9                100.0 -

头孢噻肟                         93.3                100.0 -

头孢噻吩                         90.9                100.0 -

万古霉素                           0.0                    0.0          0.0

亚胺培南                         92.9                100.0 -

氧氟沙星                           -                  100.0 -

■应用要点
本文旨在给临床
SAP感染的防治
提供有益信息, 减
少抗生素不合理
应用带来的不良
后果. 
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增加、耐药性增强, SAP的临床治疗难度也在增

加, 对抗生素的合理应用提出了更高要求. 唯有

进行更深入的研究, 才能攻克SAP并发感染这一

难题, 进一步降低SAP死亡率. 
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Abstract
AIM: To examine the expression of MUC1, 
MUC2, MUC5AC and TFF1 in intraductal 
papillary mucinous neoplasms (IPMNs) of the 
pancreas and its significance. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of MUC1, MUC2, MU-
C5AC and TFF1 in nine surgically resected 
specimens with different histological subtypes 
of IPMN. 

RESULTS: The positive rates of MUC1, MUC2 
and MUC5AC in all IPMNs were 44.4%, 66.7% 
and 100%, respectively. The common expression 
patterns of MUCs in different histological subtypes 
were: gastric type (MUC1–, MUC2–, MUC5AC+), 
intestinal type (MUC1–, MUC2+, MUC5AC+), and 
oncocytic type (MUC1+, MUC2+, MUC5AC+). 
Ductal type invasive carcinomas associated with 
IPMNs were MUC1+, whereas colloid carcinomas 
were MUC2+. MUC5AC and TFF1 were co-local-
ized in IPMNs, and reduced expression appeared 
in invasive components. Gastric type IPMNs 

sometimes merged with other IPMN subtypes, 
and transition between different epithelia was 
present, implying that the gastric type might be a 
precursor of the other subtypes. 

CONCLUSION: Different IPMN subtypes have 
their own MUC expression pattern. MUC1 sug-
gests aggressive behavior, MUC2 is associated 
with colloid carcinoma, and MUC5AC and TFF1, 
which were co-expressed, might be protective 
factors. 

Key Words: Pancreatic neoplasms; Intraductal pap-
illary mucinous neoplasms; Mucin; Trefoil factor 1

He D, Zhang XH. Expression of MUC1, MUC2, MUC5AC 
and TFF1 in intraductal papillary mucinous neoplasms of 
the pancreas and its significance. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(32): 3423-3429

摘要
目的: 了解胰腺导管内乳头状黏液性肿瘤
(IPMN)中MUC1, MUC2, MUC5AC及TFF1的
表达意义. 

方法: 采用免疫组织化学方法, 检测IPMN手
术切除标本9例中MUC1, MUC2, MUC5AC及
TFF1的表达, 分析不同组织学类型及不同性
质IPMN之间黏液蛋白及TFF1表达的差异. 

结果: M U C1表达率为44 .4%,  M U C2为
66.7%, MUC5AC和TFF1为100%. 胃型IPMN
黏液蛋白表达模式主要为MUC1-, MUC2-, 
MUC5AC+. 肠型IPMN为MUC1-, MUC2+, 
MUC5AC+. 嗜酸性细胞型IPMN为MUC1+, 
MUC2+, MUC5AC+. IPMN相关管状癌MUC1
阳性, 胶质癌MUC2阳性. MUC5AC和TFF1共
同表达, 在浸润癌中表达下降. 胃型IPMN常与
其他类型IPMN同时出现并且不同上皮之间出
现移行过渡, 提示胃型可能是其他类型IPMN
的前期病变. 

结论: 不同组织学亚型的IPMN具有不同的黏
液蛋白表达模式. MUC1表达提示侵袭性生物
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■背景资料
胰腺导管内乳头
状 黏 液 性 肿 瘤
(IPMN)是发生在
胰腺主导管或其
主要分支导管的
乳头状黏液分泌
肿瘤, 近20年来被
逐渐认识. IPMN
是胰腺外分泌肿
瘤的一种独特类
型, 包括多种组织
学形态和不同性
质的肿瘤, 其5年
生存率显著高于
普通胰腺导管癌. 
目前IPMN被认为
是侵袭性胰腺癌
的癌前病变之一, 
但其肿瘤发生途
径与胰腺上皮内
肿瘤－导管癌的
途径不完全相同. 
黏液蛋白(MUC)
免疫组化研究发
现不同组织学亚
型的IPMN存在不
同的表达模式, 并
且在鉴别胰腺囊
性肿瘤及提示肿
瘤生物学行为方
面具有重要作用. 



学行为, MUC2与胶质癌浸润有关, MUC5AC
与TFF1协同表达, 可能起保护作用.

关键词: 胰腺肿瘤; 导管内乳头状黏液性肿瘤; 黏液

蛋白; 三叶因子1
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0  引言

胰腺导管内乳头状黏液性肿瘤( i n t r a d u c t a l 
papillary mucinous neoplasm, IPMN)是发生在

胰腺主导管或其主要分支导管的乳头状黏液分

泌肿瘤[1], 占胰腺囊性肿瘤的第2位, 仅次于胰腺

实性假乳头状肿瘤[2]. 其发病率自1990年代后

期开始明显增加[3]. IPMN作为胰腺外分泌肿瘤

的一种独特类型, 包括多种组织学形态及不同

性质的肿瘤, 其导管起源、组织学形态、生物

学行为及肿瘤发生途径与普通胰腺导管癌存在

较大差别. IPMN的5年生存率(浸润型60%, 非
浸润型100%)明显比普通胰腺导管癌高[4]. 黏液

蛋白(mucin, MUC)是一类大分子量糖蛋白, 在
正常生理状态下, 黏液蛋白的表达具有明确的

组织特异性和时间特异性, 其表达稳态容易受

到损伤因子的破坏. 黏液蛋白表达异常是许多

炎症及肿瘤的显著特征 ,  在多种恶性肿瘤中 , 
黏液蛋白参与肿瘤的发生[5]. MUC1, MUC2及
MUC5AC与IPMN关系密切, 对IPMN的诊断、

鉴别、分型及生物学行为的提示具有重要作

用. 三叶因子1(trefoil factor 1, TFF1)又称雌激

素诱导蛋白pS2, 是三叶因子家族成员之一, 与
黏液蛋白关系紧密. 人类TFF1直接与MUC5AC
相互作用[6], 在正常胃肠道中TFF1与MUC5AC
协同表达[7]. TFF1具有保护胃黏膜, 促进黏膜修

复的功能[8], 还可能是肿瘤抑制基因[9]. 我们对

IPMN进行临床病理分析, 目的在于了解不同类

型IPMN中MUC1, MUC2, MUC5AC及TFF1的
表达及意义, 并对TFF1及MUC5AC在IPMN中

的关系进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 1998-2006年四川大学华西医院手术切

除胰腺IPMN 9例, 按照WHO分类标准[1], 包括良

性3例, 交界性1例, 恶性5例. 根据2005年国际专

家组达成的IPMN组织学分型标准[10], 将病例分

为胃型3例, 肠型4例和嗜酸性细胞型2例(本组

3424                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年11月18日    第15卷   第32期

病例中无胰胆管型). 由于在某些病例中存在一

种以上的IPMN组织学类型, 因此将主要成分和

次要成分同时列出, 另外将IPMN相关的浸润型

癌成分也一并列出. 肿瘤周围正常胰腺组织5例
作为正常对照. 患者年龄24-62(平均49.9)岁, 男5
例, 女4例. 肿瘤部位: 胰腺头部6例, 尾部2例, 体
部1例. 肿瘤最大直径1.2-9(平均4.41) cm. 大体多

为囊性(7/9), 囊内容物为黏液, 其余2例表现为副

胰管内新生物及胰管周变硬. 5例伴主胰管扩张, 
2例无扩张, 2例主胰管有无扩张不清楚. 临床

表现以腹痛、腹胀及腹部不适最常见(5例), 其
次为腰背部胀痛不适或慢性腹泻. 2例无IPMN
的相关症状, 其中1例是在行胃癌胃大部切除

时, 术中发现脾动脉干处一“肿大淋巴结”. 病
理检查显示其来源胰腺的囊性肿瘤, 另1例为B
超体检时意外发现胰腺后方占位. IPMN常伴胰

外器官肿瘤, 本组中2例合并胰外器官肿瘤, 其
中1例伴有十二指肠PJ息肉(临床诊断为Peutz-
Jeghers综合征), 另1例伴胃窦癌(表1).
1.2 方法 采用免疫组化LsAB法. 标本经中性甲

醛固定, 石蜡包埋, 切片厚4 μm. 分别进行HE染
色及免疫组织化学标记, 其中1例进行AB-PAS
染色. 切片常规脱蜡梯度水化, 过氧化氢处理切

片25 min, 抗原修复, 血清封闭, 滴加一抗(表2). 
一抗37℃孵育2 h, PBS洗片, 二三抗使用北京中

杉金桥生物有限公司SP-9002试剂盒, 孵育时间

均为45 min. PBS洗片, DAB显色, 苏木素复染, 
脱水, 中性树胶封片. PBS代替一抗作为空白对

照. MUC1及MUC5AC定位于细胞质和或细胞

膜, MUC2及TFF1定位于细胞质; 阳性细胞数＜

10%为阴性, ≥10%为阳性. 细胞染色结果按照

阳性强度分级: -(阴性), +(弱阳性), ++(中等强度

阳性), +++(强阳性). 细胞外黏液染色强度按照

阳性面积百分比分级: -(阴性), +(<1/3阳性), ++ 
(1/3-2/3阳性), +++(>2/3阳性).

2  结果

2.1 IPMN的类型 IPMN的组织学亚型分别为: 
胃型3例, 肠型4例(包括2例肠型+胃型), 嗜酸性

细胞型2例(包括1例嗜酸性细胞型+胃型). 4例
为良性及交界性, 5例为恶性浸润型, 与IPMN
相关的浸润成分为胶质癌(3/5)和管状癌(2/5) 
(表3). 
2.2 MUC1, MUC2, MUC5AC及TFF1的表达  
MUC1表达率为44.4%(4/9), 均为浸润型IPMN, 
包括1例胃型, 1例嗜酸性细胞型, 1例嗜酸性细
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■创新盘点
本 文 验 证 了
M U C 1 ,  M U C 2 , 
MUC5AC及TFF1
在不同组织学亚
型 I P M N 中 的 表
达意义, 观察到胃
型IPMN与其他类
型IPMN在组织学
上存在移行过渡, 
并 发 现 T F F 1 与
MUC5AC的表达
具有一致性.
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胞型+胃型及1例肠型+胃型, 良性和交界性病变

不表达. MUC1在高中分化的浸润管状癌的顶

端细胞膜上呈中-强阳性表达, 并出现胞质阳性

表达. 低分化癌MUC1胞质表达增强呈中等强

度阳性, 1例出现细胞外黏液阳性, 3例IPMN相

关胶质癌MUC1呈阴性. MUC1在嗜酸性细胞型

IPMN的胞质中呈中-强阳性表达, 细胞膜呈阴

性表达. 正常胰腺组织内的小叶间导管及小叶

内导管的上皮细胞顶端细胞膜MUC1呈细线状

表达, 胞质阴性. MUC2阳性率为66.7%(6/9), 2
例(2/4)为良性和交界性, 4例(4/5)为浸润型, 阳
性信号定位于细胞质. 细胞膜及细胞外黏液(除
1例外)均未见表达. 阳性IPMN包括2例肠型, 2
例肠型+胃型, 1例嗜酸性细胞型及1例嗜酸性细

胞型+胃型. 在1例良性肠型+胃型IPMN中, 肠
型区域呈低乳头状生长, MUC2呈强阳性, 胃型

区域MUC1和MUC2呈阴性. 浸润性管状癌呈阴

性或部分阳性表达, 胶质癌(3/3)均呈强阳性表

达. MUC2在正常胰腺的小叶间导管及小叶内

导管均不表达. 所有IPMN呈MUC5AC阳性表

达, 阳性定位于细胞质、顶端细胞膜及细胞外

黏液(图1A). 然而管状浸润癌的表达下降, 部分

低分化癌表达丧失. MUC5AC在正常胰腺的小

叶间导管及小叶内导管上皮细胞中呈阴性或个

别细胞质阳性. TFF1在所有IPMN的细胞质呈

强阳性表达, 2例管状癌及1例胶质癌中表达部

分丧失, 正常胰腺小叶间导管及小叶内导管上

皮细胞呈阴性或个别上细胞阳性, 增生性病变

呈阳性表达. TFF1与MUC5AC在表达强度和表

达的细胞类型上具有相似性(图1B-C).
胃型IPMN多为良性病变, 常与其他类型

IPMN同时出现, 某些区域的不同上皮细胞之间

出现移行过渡(图1D), 提示胃型是其他类型的

前体病变. 单纯胃型IPMN黏液蛋白表达模式

主要为MUC1-, MUC2-, MUC5AC+(图2A-D). 
肠型IPMN为MUC1-, MUC2+, MUC5AC+(图
2E-H). 嗜酸性细胞型IPMN为MUC1+, MUC2+, 
MUC5AC+(图2I-L). 当肿瘤发生癌浸润时, 胃型

IPMN出现MUC1表达.

3  讨论

近年来胰腺导管內乳头状黏液性肿瘤逐渐

被认识, 在我国并不常见. Sohn et a l [3]回顾了

1987-2003年Johns Hopkins Hospital因IPMN手

■应用要点
不同组织学亚型
的 I P M N 存 在 不
同 的 M U C 表 达
模 式 ,  M U C 1 与
管状浸润癌有关, 
MUC2与胶质癌
浸润有关 .  TFF1
与 M U C 5 A C 在
IPMN中高表达 , 
两者表达的区域
一致. 对机体而言
两者可能是保护
因素, 但有待于进
一步深入研究.

表 1 IPMN 9例的临床资料

     
编号   年龄    性别

    肿瘤                
大体

            大小      主胰       
相关症状

                       
病理类型(WHO)                 胰外肿瘤

                                   部位                                    (cm)     管扩张

1         24       女        头      囊性                       5     是        腹痛7 mo           导管内乳头状黏液瘤                肠PJ息肉

2         56       男        头      副胰管内新生物     1.2                  无                        导管内乳头状黏液瘤                胃窦癌

3         50       男        头      胰管周质硬            1.5     是        腹痛           导管内乳头状黏液瘤 

4         51       男        头      囊性          3     是        腹泻14 mo          交界性导管内乳头状黏液瘤 

5         40       男        尾      囊性          9     否        腹痛6 mo           浸润型导管内乳头状黏液癌 

6         62       男        头      囊性          5                腹胀3 mo           浸润型导管内乳头状黏液癌 

7         62       女        尾      囊性          8     否        无           浸润型导管内乳头状黏液癌 

8         48       女        体       囊性          2          是        腹部不适72 mo   浸润型导管内乳头状黏液癌 

9         52       女        头       囊性          5     是        腰背部痛5 mo     浸润型导管内乳头状黏液癌 

表 2 一抗来源, 修复方式及阳性对照组织

     
一抗         克隆类型        克隆系      工作浓度      抗原修复方法                     购买公司   阳性对照组织

MUC1           鼠抗人mAb     Ma695       即用型    高压锅; 枸櫞酸缓冲液;      北京中杉金桥生物有限公    乳腺癌

                                                                              pH = 6.0                           司(Zymed公司产品) 

MUC2           鼠抗人mAb     Ccp58        即用型    高压锅; 枸櫞酸缓冲液;      北京中杉金桥生物有限公    十二指肠

                                                                              pH = 6.0                           司(Zymed公司产品)         

MUC5AC      鼠抗人mAb     45M1         即用型    高压锅; 枸櫞酸缓冲液;      福州迈新生物技术开           胃

                                                                              pH = 6.0                           发有限公司 

TFF1      鼠抗人mAb     BC04         1∶50     100℃水浴; EDTA缓冲液;  北京中杉金桥生物有限公   已知阳性乳腺癌

                                                                              pH = 9.0                           司(Zymed公司产品) 
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术切除病例136例, 发现自1990年代末期以后

IPMN的发病率明显增加. 过去常将其归为胰

腺黏液性囊性肿瘤(mucinous cystic neoplasm, 
M C N). 两者形态学相似, 但胰腺黏液性囊性

肿瘤几乎均发生在女性, 位于胰腺体尾部, 卵
巢型间质(ovarian-type stroma, OS)是目前区

别两者的严格组织学指标[11]. 胰腺上皮内肿瘤

(pancreatic intraepithelial neoplasia, PanIN)常发

生于直径≤5 mm的导管[12], 常形成乳头状结构, 
但高级别PanINs常进展成为恶性程度较高的

胰腺导管癌(pancreatic ductal adenocarcinoma, 
PDAC). IPMN, MCN和PanIN均包括不同级别

的病变, 在生物学行为及遗传学上具有异同, 3
者都是侵袭性胰腺导管癌的癌前病变[13]. 黏液

蛋白(mucin, MUC)是一类大分子糖蛋白, 在正

常消化道、呼吸道及生殖道的上皮中广泛表

达, 迄今为止已发现19种人类黏液蛋白 [5]. 根
据结构特点和生理学功能, 黏液蛋白分为两大

类: 分泌型(secreted)和膜结合型(membrane-
bound)[5]. 其分布具有器官、组织及时间特异

性. 在疾病状态下, MUC异常表达或异常糖基

化. 在肿瘤的演进过程中, MUC影响细胞的生

长、分化、黏附、运动和机体的免疫监视功

能. IPMN具有4种组织学亚型: 胃型、肠型、胰

胆管型和嗜酸性细胞型. 每种亚型具有各自独

特的MUC表达模式, 除形态学标准外, 2005年
制定的新分型标准将MUC作为另一重要的辅

助诊断标准, 不同组织学类型代表不同级别的

IPMN[10].
MUC1是一种膜结合型黏液蛋白, 表达于

正常乳腺上皮顶端细胞膜, 维持腺腔结构的稳

定性[14], 在正常胰腺小叶间导管及小叶内导管

的上皮细胞顶部呈细线状表达. 过表达MUC1
导致细胞转化, 抑制损伤诱导的细胞凋亡[14-15]. 
MUC1削弱E-cadherin介导的细胞与细胞之间的

黏附[16], 参与肿瘤浸润. 过表达MUC1使肿瘤细

胞逃避细胞毒性效应细胞的杀伤作用[17]. MUC1
阳性常见于胰胆管型和嗜酸性细胞型IPMN[18], 
胃型及肠型MUC1常呈阴性[18], 当进展为管状

浸润癌时, MUC1常为阳性[13]. 本组中2例浸润

型IPMN的浸润成分为管状癌, 均有不同程度

MUC1表达. 高-中分化管状癌的腺管上皮细胞

顶端呈强阳性表达, 胞质呈阴性或弱阳性表达, 
低分化癌胞质表达增强, 呈中等强度阳性. 2例
嗜酸性细胞型IPMN, MUC1呈细胞质内中-强阳

性表达, 细胞膜不表达, 提示此型为高级别肿瘤. 
MUC2为分泌型黏液蛋白, 正常组织的杯

状细胞高表达, 在正常胰腺的小叶间导管和小

叶内导管不表达. 当MUC2基因敲除后, 小鼠发

生胃肠道的腺瘤及腺癌, 提示MUC2是一种肿瘤

表 3 在不同IPMN组织学亚型中MUC1, MUC2, MUC5AC和TFF1的表达

     

编号

       
 IPMN类              肿瘤组

                                  MUC1                      MUC2                         MUC5AC                      TFF1

               
型(WHO)           织学构成

                 
胞膜     胞质       

胞外    
胞质

       胞外   
胞膜 

          
胞质

         胞外          
胞质

                                                                                                     黏液                   黏液                                        黏液

1           瘤                  胃型IPMN                -            -          -  - -     +++        ++        +++    +++

2           瘤                  胃型IPMN                -            -          -  - -     +++        +++        +++    +++

3           瘤                  肠型(主)+                 -            -          -  -/+++ -     +++        +++        +++    +++

                                  胃型(次)IPMN

4           交界性 肠型IPMN                -            -          -  +++ -     -        +++        +++    +++

5           浸润型癌 胃型IPMN                +++       -          ++  - -     +++        ++        +++    +++

  管状癌(高中分化)     +++       +          ++  - -     -~+++     -~+++     +++    -~+++

6           浸润型癌 肠型IPMN                -            -          -  +++ +     +++        +++        ++    +++

  胶质癌                -            -          -  +++ -     -~+++     -~+        +    -~+++

7           浸润型癌 肠型(主)＋                -            -~++    -  +~+++ -     +++        +++        +++    +++

                                  胃型(次)IPMN

  管状癌(中低分化)     -~++    -~++    -  -~+ -     -~+++     -~+        +++    -~+++

8           浸润型癌 嗜酸性细胞型           -            ++        -  +++ -     +++         -~++        +++    +++

                                  IPMN

  胶质癌                 -            -          -  +++ -     +++        ++        +++    +++

9           浸润型癌 嗜酸性细胞型(主)     -            +++      -  +++ -     +++        +++        +++    +++

                                  +胃型(次)IPMN

  胶质癌                 -            -          -  +++ -     +++        +++        +++    +++

■同行评价
本文内容详尽, 资
料丰富, 对提高胰
腺癌的认识具有
重要意义, 有一定
的可读性. 
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抑制因子[19]. MUC2在肠型IPMN中常为阳性, 而
MUC2在PanIN及胰腺导管癌中几乎不表达[13]. 
除散在的杯状细胞外, MCNs不表达MUC2[20], 说
明MUC2是IPMN的诊断、分型及提示生物学

行为的重要指标. 嗜酸性细胞型IPMN非常少见, 
MUC2的表达情况各家报道不一. Terris et al [21]报

道此型IPMN缺乏MUC2表达, 但Luttges et al [22]发

现MUC1及MUC2均表达. 本组中4例肠型IPMN
和2例嗜酸性细胞型IPMN均呈阳性表达, 3例
IPMN相关性胶质癌MUC2呈强阳性表达, 而
MUC1阴性. 由于胰腺胶质癌的预后明显较胰腺

导管癌好, 两者MUC1和MUC2的表达模式恰恰

相反, 因此Adsay et al [13]提出MUC1和MUC2代
表两种不同的肿瘤演进方式: MUC2是“惰性”

途径标志(代表IPMN和胶质癌), MUC1是“侵

袭性”途径标志(代表从PanIN到导管腺癌). 本
组中, 2例浸润型IPMN由肠型和胃型混合构成, 
1例浸润型IPMN由嗜酸性细胞型和胃型(胃型

MUC1+, MUC2+)混合构成. 随着肿瘤级别增高, 
胃型IPMN出现MUC1及MUC2的表达, 提示胃

型可能是其他类型IPMN的前期病变.
MUC5AC为胃型黏液蛋白, 与MUC2同属于

分泌型黏液蛋白, 导管上皮细胞不表达或仅少

数细胞表达. Jinfeng et al [23]发现浸润型胰腺导管

癌的MUC5AC阳性表达率为63.6%, MUC5AC失
表达与淋巴结转移和血管浸润相关, MUC5AC

阳性病例的预后较好. 本研究9例IPMN均为阳

性, 阳性率与其他报道一致[22-24]. 与IPMN相关的

1例胶质癌及2例管状浸润癌部分区域MUC5AC
表达丧失, 分化越低MUC5AC丧失越明显. 在所

有病例中均发现肿瘤细胞外黏液MUC5AC强表

达. 以上结果提示MUC5AC可能具有抑制肿瘤

侵袭的功能.
T F F1在正常胃黏膜、慢性浅表性胃炎及

胃溃疡中全部表达 ,  在不典型增生胃黏膜的

表达率下降, 胃癌阳性率仅为20%[25]. Lefebvre  
et al [9]研究发现所有TFF1纯合子突变小鼠发生

了胃窦幽门腺瘤, 30%小鼠发生上皮内或黏膜

内癌, 提示TFF1可能是肿瘤抑制基因. Madsen 
et al [26]检测到正常胰腺组织中有中等水平TFF1 
mRNA表达. TFF1蛋白在慢性胰腺炎导管上皮

细胞中均呈强阳性[27], 在PanINs中随着其级别增

高TFF1表达率降低[28], 在胰腺导管癌中仅半数

表达TFF1[29]. 利用基因芯片技术已检测到IPMN
存在多种基因表达异常, 其中TFF1和MUC5AC
基因显著上调[30-31]. 人类TFF1能与MUC5AC结
合, 稳定MUC5AC[6]. 我们通过免疫组化检测发

现TFF1蛋白在正常导管中不表达或仅少数上

皮细胞表达, IPMN的TFF1阳性率为100%. 在
IPMN相关的2例管状癌及1例胶质癌中部分区

域TFF1表达丧失, 其表达丧失区域与MUC5AC
表达丧失区域的部位相似, 集中在低分化癌处, 

图 1 胰腺导管内乳头状黏液性肿瘤. A: 细胞外黏液MUC5AC呈强阳性表达(×30); B: 肿瘤细胞质MUC5AC呈强阳性表达

(×300); C: 肿瘤细胞质TFF1呈强阳性表达(×300); D: 嗜酸性细胞型与胃型有移行过渡(HE, ×300), ↙所示.  

A

C D

B

←
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提示TFF1与MUC5AC协同参与胰腺IPMN的发

生, 共同抑制肿瘤侵袭.
我们的研究证实, 不同组织学亚型的IPMN

具有其特有的黏液蛋白表达模式. MUC1是提示

浸润型IPMN的有用指标, 与管状侵袭成分相关. 
MUC2提示“惰性”侵袭途径, 是肠型IPMN及胶

质癌的标记, 且嗜酸性细胞型IPMN同样可表达. 
MUC5AC与TFF1共同表达于所有IPMN, 在浸润

癌中表达不同程度丧失, 对机体而言两者可能是

保护因素. 但TFF1与MUC5AC在IPMN中具体作

用机制以及功能尚不清楚, 有待进一步深入研究.

4      参考文献
1 Hami l ton SR, Aal tonen LA. Wor ld Heal th 

Organization classification of tumours. Pathology 
and genetics of tumors of the digestive system. 
Lyon: IRAC Press, 2000: 237-240

2 Kosmahl M, Pauser U, Peters K, Sipos B, Luttges 
J, Kremer B, Kloppel G. Cystic neoplasms of 

the pancreas and tumor-like lesions with cystic 
features: a review of 418 cases and a classification 
proposal. Virchows Arch 2004; 445: 168-178 

3 Sohn TA, Yeo CJ, Cameron JL, Hruban RH, 
Fukushima N, Campbell KA, Li l lemoe KD. 
Intraductal papillary mucinous neoplasms of the 
pancreas: an updated experience. Ann Surg 2004; 
239: 788-797; discussion 797-799

4 Salvia R, Fernandez-del Castillo C, Bassi C, Thayer SP, 
Falconi M, Mantovani W, Pederzoli P, Warshaw AL. 
Main-duct intraductal papillary mucinous neoplasms 
of the pancreas: clinical predictors of malignancy 
and long-term survival following resection. Ann Surg 
2004; 239: 678-685; discussion 685-687  

5 Andrianifahanana M, Moniaux N, Batra SK. 
Regulation of mucin expression: mechanistic aspects 
and implications for cancer and inflammatory 
diseases. Biochim Biophys Acta 2006; 1765: 189-222

6 Ruchaud-Sparagano MH, Westley BR, May FE. The 
trefoil protein TFF1 is bound to MUC5AC in human 
gastric mucosa. Cell Mol Life Sci 2004; 61: 1946-1954

7 Longman RJ , Douthwai te J , Sy lves ter PA, 
Poulsom R, Corfield AP, Thomas MG, Wright NA. 
Coordinated localisation of mucins and trefoil 

图 2 MUC1, MUC2, MUC5AC在不同组织学类型IPMN中的表达. A-D: 胃型呈MUC1-, MUC2-, MUC5AC+; E-H: 肠型

呈MUC1-, MUC2+, MUC5AC+; I-L: 嗜酸性细胞型呈MUC1+, MUC2+, MUC5AC+. A, E, I(HE); B, F, J(MUC1); C, G, K 

(MUC2); D, H, L(MUC5AC)(A-I:×150; J-L:×300).  

A B C D

HGFE

LKJI



www.wjgnet.com

何度, 等. 胰腺导管内乳头状黏液性肿瘤组织中MUC1, MUC2, MUC5AC和TFF1的表达意义                                         3429

peptides in the ulcer associated cell lineage and 
the gastrointestinal mucosa. Gut 2000; 47: 792-800

8 Taupin D, Podolsky DK. Trefoil factors: initiators of 
mucosal healing. Nat Rev Mol Cell Biol 2003; 4: 721-732

9 Lefebvre O, Chenard MP, Masson R, Linares J, 
Dierich A, LeMeur M, Wendling C, Tomasetto C, 
Chambon P, Rio MC. Gastric mucosa abnormalities 
and tumorigenesis in mice lacking the pS2 trefoil 
protein. Science 1996; 274: 259-262

10 Furukawa T, Kloppel G, Volkan Adsay N, Albores-
Saavedra J, Fukushima N, Horii A, Hruban RH, Kato 
Y, Klimstra DS, Longnecker DS, Luttges J, Offerhaus 
GJ, Shimizu M, Sunamura M, Suriawinata A, Takaori 
K, Yonezawa S. Classification of types of intraductal 
papillary-mucinous neoplasm of the pancreas: a 
consensus study. Virchows Arch 2005; 447: 794-799 

11 Tanaka M, Chari S, Adsay V, Fernandez-del Castillo 
C, Falconi M, Shimizu M, Yamaguchi K, Yamao 
K, Matsuno S. International consensus guidelines 
for management of intraductal papillary mucinous 
neoplasms and mucinous cystic neoplasms of the 
pancreas. Pancreatology 2006; 6: 17-32

12 Hruban RH, Takaori K, Klimstra DS, Adsay NV, 
Albores-Saavedra J, Biankin AV, Biankin SA, 
Compton C, Fukushima N, Furukawa T, Goggins 
M, Kato Y, Kloppel G, Longnecker DS, Luttges J, 
Maitra A, Offerhaus GJ, Shimizu M, Yonezawa S. An 
illustrated consensus on the classification of pancreatic 
intraepithelial neoplasia and intraductal papillary 
mucinous neoplasms. Am J Surg Pathol 2004; 28: 977-987  

13 Adsay NV, Merati K, Andea A, Sarkar F, Hruban 
RH, Wilentz RE, Goggins M, Iocobuzio-Donahue 
C, Longnecker DS, Klimstra DS. The dichotomy in 
the preinvasive neoplasia to invasive carcinoma 
sequence in the pancreas: differential expression 
of MUC1 and MUC2 supports the existence of two 
separate pathways of carcinogenesis. Mod Pathol 
2002; 15: 1087-1095

14 Li Y, Liu D, Chen D, Kharbanda S, Kufe D. Human 
DF3/MUC1 carcinoma-associated protein functions 
as an oncogene. Oncogene 2003; 22: 6107-6110

15 Yin L, Li Y, Ren J, Kuwahara H, Kufe D. Hu-man 
MUC1 carcinoma antigen regulates intracellular 
oxidant levels and the apoptotic response to 
oxidative stress. J Biol Chem 2003; 278: 35458-35464

16 Wesseling J , van der Valk SW, Hilkens J . A 
mechanism for inhibition of E-cadherin-mediated 
cell-cell adhesion by the membrane-associated mucin 
episialin/MUC1. Mol Biol Cell 1996; 7: 565-577

17 van de Wiel-van Kemenade E, Ligtenberg MJ, de 
Boer AJ, Buijs F, Vos HL, Melief CJ, Hilkens J, Figdor 
CG. Episialin (MUC1) inhibits cytotoxic lymphocyte-
target cell interaction. J Immunol 1993; 151: 767-776

18 Adsay NV, Merati K, Basturk O, Iacobuzio-
Donahue C, Levi E, Cheng JD, Sarkar FH, Hruban 
RH, Klimstra DS. Pathologically and biologically 
distinct types of epithelium in intraductal papillary 
mucinous neoplasms: delineation of an "intestinal" 
pathway of carcinogenesis in the pancreas. Am J 
Surg Pathol 2004; 28: 839-848

19 Velcich A, Yang W, Heyer J, Fragale A, Nicholas C, 
Viani S, Kucherlapati R, Lipkin M, Yang K, Augenlicht 

L. Colorectal cancer in mice genetically deficient in the 
mucin Muc2. Science 2002; 295: 1726-1729

20 Luttges J, Feyerabend B, Buchelt T, Pacena M, 
Kloppel G. The mucin profile of noninvasive 
and invasive mucinous cystic neoplasms of the 
pancreas. Am J Surg Pathol 2002; 26: 466-471 

21 Terris B, Dubois S, Buisine MP, Sauvanet A, 
Ruszniewski P, Aubert JP, Porchet N, Couvelard 
A, Degott C, Flejou JF. Mucin gene expression in 
intraductal papillary-mucinous pancreatic tumours 
and related lesions. J Pathol 2002; 197: 632-637

22 Luttges J, Zamboni G, Longnecker D, Kloppel 
G. The immunohistochemical mucin expression 
pattern distinguishes different types of intraductal 
papillary mucinous neoplasms of the pancreas and 
determines their relationship to mucinous noncystic 
carcinoma and ductal adenocarcinoma. Am J Surg 
Pathol 2001; 25: 942-948  

23 Jinfeng M, Kimura W, Hirai I, Sakurai F, Moriya T, 
Mizutani M. Expression of MUC5AC and MUC6 
in invasive ductal carcinoma of the pancreas and 
relationship with prognosis. Int J Gastrointest Cancer 
2003; 34: 9-18

24 Handra-Luca A, Flejou JF, Rufat P, Corcos O, 
Belghiti J, Ruszniewski P, Degott C, Bedossa 
P, Couvelard A. Human pancreatic mucinous 
cystadenoma is characterized by distinct mucin, 
cytokeratin and CD10 expression compared 
with intraductal papillary-mucinous adenoma. 
Histopathology 2006; 48: 813-821

25 李俊美, 罗和生, 姚宏昌. 雌激素诱导基因PS2/TFF1
在胃癌及癌前病变中的表达. 世界华人消化杂志 2003; 
11: 1302-1305

26 Madsen J, Nielsen O, Tornoe I, Thim L, Holmskov U. 
Tissue localization of human trefoil factors 1, 2, and 
3. J Histochem Cytochem 2007; 55: 505-513

27 Ebert MP, Hoffmann J, Haeckel C, Rutkowski 
K, Schmid RM, Wagner M, Adler G, Schulz 
HU, Roessner A, Hoffmann W, Malfertheiner P. 
Induction of TFF1 gene expression in pancreas 
overexpressing transforming growth factor alpha. 
Gut 1999; 45: 105-111

28 Prasad NB, Biankin AV, Fukushima N, Maitra A, 
Dhara S, Elkahloun AG, Hruban RH, Goggins M, 
Leach SD. Gene expression profiles in pancreatic 
intraepithelial neoplasia reflect the effects of 
Hedgehog signaling on pancreatic ductal epithelial 
cells. Cancer Res 2005; 65: 1619-1626

29 Collier JD, Bennett MK, Bassendine MF, Lendrum 
R. Immunolocalization of pS2, a putative growth 
factor, in pancreatic carcinoma. J Gastroenterol 
Hepatol 1995; 10: 396-400

30 Terris B, Blaveri E, Crnogorac-Jurcevic T, Jones M, 
Missiaglia E, Ruszniewski P, Sauvanet A, Lemoine 
NR. Characterization of gene expression profiles 
in intraductal papillary-mucinous tumors of the 
pancreas. Am J Pathol 2002; 160: 1745-1754 

31 Sato N, Fukushima N, Maitra A, Iacobuzio-
Donahue CA, van Heek NT, Cameron JL, Yeo CJ, 
Hruban RH, Goggins M. Gene expression profiling 
identifies genes associated with invasive intraductal 
papillary mucinous neoplasms of the pancreas. Am 
J Pathol 2004; 164: 903-914

           编辑  程剑侠  电编  郭海丽  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年11月18日; 15(32): 3430-3434
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

病毒性肝炎后肝硬化发生的临床危险因素研究进展

叶华曦, 张焜和

叶华曦, 南昌大学第三附属医院消化内科 江西省南昌市 
330008
张焜和, 南昌大学第一附属医院消化内科 江西省南昌市 
330006
通讯作者: 张焜和, 330006, 江西省南昌市, 南昌大学第一附属
医院消化内科. yfyzkh@sina.com
电话: 0791-8692507
收稿日期: 2007-08-21   修回日期: 2007-10-29

Advances in research of 
clinical risk factors for the 
development of cirrhosis due 
to viral hepatitis

Hua-Xi Ye, Kun-He Zhang

Hua-Xi Ye, Department of Gastroenterology, the Third Af-
filiated Hospital, Nanchang University, Nanchang 330008, 
Jiangxi Province, China
Kun-He Zhang, Department of Gastroenterology, the 
First Affiliated Hospital, Nanchang University, Nanchang 
330006, Jiangxi Province, China
Correspondence to: Kun-He Zhang, Department of Gas-
troenterology, the First Affiliated Hospital, Nanchang Uni-
versity, Nanchang 330006, Jiangxi Province, 
China. yfyzkh@sina.com
Received: 2007-08-21    Revised: 2007-10-29

Abstract
Patients infected with hepatitis viruses may 
have different clinical outcomes, some of whom 
develop liver cirrhosis. Understanding the risk 
factors for liver cirrhosis is of importance in 
clinical practice. Recent studies have shown that 
the development of liver fibrosis and cirrhosis 
is correlated with the type of hepatitis virus and 
its genotype, clinical features of viral hepatitis, 
alcohol consumption, and liver steatosis. These 
risk factors may contribute independently or 
jointly to the development of cirrhosis due to vi-
ral hepatitis.

Key Words: Liver cirrhosis; Risk factor; Hepatitis 
virus; Alcohol; Steatosis

Ye HX, Zhang KH. Advances in research of clinical risk 
factors for the development of cirrhosis due to viral 
hepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(32): 
3430-3434

摘要
肝炎病毒感染患者有着不同的临床转归, 其中
一部分将发展为肝硬化. 了解肝硬化发生发展
的临床危险因素对临床实践具有重要的指导
意义. 近年来研究显示, 肝炎病毒类型及其基
因型、病毒性肝炎的临床特点、饮酒、肝脂
肪变性等临床因素与肝纤维化和肝硬化的发
生发展密切相关, 这些因素可独立或共同促使
病毒性肝炎后肝硬化的发生. 

关键词: 肝硬化; 危险因素; 肝炎病毒; 酒精; 肝脂肪
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0  引言

病毒性肝炎患者有不同的转归, 其中一部分将

发展为肝炎后肝硬化. 2002年全球的死亡率预

测数据显示, 92.9万人死于慢性乙型肝炎病毒

(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染所致的肝病, 
其中包括44.6万人死于肝硬化(HBV相关者23.5
万, HCV相关者21.1万)[1]. 近年来, 病毒性肝炎后

肝硬化发生危险因素的研究已引起人们的重视, 
国内外学者在这方面做了不少工作. 本文拟就

病毒性肝炎后肝硬化发生的临床危险因素进展

作一综述. 

1  肝炎病毒类型与肝炎后肝硬化

1.1 乙肝病毒 HBV感染是肝炎后肝硬化的主要

病因. 刘伟 et al [2]统计了病毒性肝炎后肝硬化的

病因, 发现HBV占86.88%, 远高于HCV(6.38%)
和丁肝病毒(HDV, 0.71%). 乙肝后肝硬化患者的

乙肝病毒血清标志物检测有一定的特点. 白宪光 
et al [3]研究表明, 乙肝后肝硬化患者中HBsAg、
HBeAg及抗-HBc均阳性者占59.0%, 抗-HBs阳性

者1.5%, 余为HBsAg、抗-HBe和抗-HBc阳性, 或
HBsAg和抗-HBc阳性. 吴君 et al [4]对乙型肝炎患

者5年追踪随访发现, 肝硬化的发生率为16.54%, 
HBeAg、抗-HBe和HBV DNA持续阳性是肝

®

■背景资料
人群中肝炎病毒
感染者众多, 但发
展为肝炎后肝硬
化者毕竟是少数, 
宿主因素及环境
因素可能都会影
响肝炎后肝硬化
的发生发展. 近年
来研究表明, 肝炎
病毒类型及其基
因型、病毒性肝
炎的临床特点、

饮酒、肝脂肪变
性等因素都与肝
炎后肝纤维化和
肝硬化的发生发
展密切相关. 
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硬化发生的危险因素, 相对危险度(RR)分别为

5.67、1.21和9.82. 血循环HBV病毒载量与肝脏

疾病转归之间的关系已引起研究人员的广泛重

视[5-8]. 台湾的一项研究显示[9], 随着血循环HBV
病毒载量从低于3×105拷贝/L至109拷贝/L, 肝硬

化发生率从4.5%升至36.2%. 
HBV的基因型分为8型(A-H型)[10]. 研究发

现, 亚洲HBV感染者中C型比B型更易发生肝

硬化, 而D型则较少发生肝硬化. 林裕龙 et al [11]

对广东地区H B V感染者中无症状携带者、肝

癌和肝硬化3组患者中的H B V基因型分析显

示, B型分别占45.0%、30.0%和33.9%, C型分别

占33.3%、65.0%和60.7%, D型分别占21.7%、

3.4%和5.4%. 张汉荣 e t a l [12]除发现肝硬化患

者C型检出率(69.0%)显著高于慢性乙型肝炎

(43.2%)外, 还发现CP双变异(n t 1762 A-T和
l764 G-A)检出率(72.4%)也显著高于慢性乙型

肝炎(45.5%), 且CP双变异在C型(69.2%)显著

高于B型感染者(44.1%), 认为CP双变异与C基

因型密切相关 ,  并且导致病情向肝硬化发展 . 
Yotsuyanagi et al [13]和Song et al [14]的研究结果也

与上述报道相似. 而印度人群中以HBV基因A型

和基因D型最为常见, 其基因A型的患者比基因

D型的患者更容易发生肝硬化[15]. 
1.2 丙肝病毒 据世界卫生组织统计, 全球HCV的

平均感染率约为3%, 约1.7-2.0亿人感染HCV[16]. 
我国一般人群抗-H C V阳性率为3.2%, 北方

(3.6%)高于南方(2.9%). 感染HCV后有60%-80%
的患者发展成为慢性携带者, 在其后的10-20
年的时间内有20%-30%发展为肝硬化 .  我国

较大规模的追踪资料显示 ,  H C V慢性化率为

70.99%[17]. 与HCV相关的肝纤维化几乎与HCV
感染持续时间呈线性关系, 慢性丙型肝炎自然

发展过程中HCV准种构成相对稳定[18]. 在日本, 
HCV感染后发展成肝硬化平均为21.2年; 在美

国, 平均为21±10年[19]. 
HCV RNA水平与病情的关系文献报道不

一. Zechini et al [20]研究认为, HCV RNA水平与血

清ALT呈正相关, 而HCV复制常伴随肝细胞损伤

及病情加重. 但Anand et al [21]研究认为, 血清ALT
水平并不一定与病毒水平相平行, 肝脏病变程

度也不一定和病毒水平相关. Jang et al [22]报道肝

内的HCV RNA水平与肝脏组织学活动密切相关

而与抗病毒治疗的反应无关, 而血清HCV RNA
水平则与肝脏组织学活动水平无关. 

根据HCV基因变异状况可将HCV分为6个

主要基因型和50多个基因亚型, 以1a、1b基因

型最常见, 几乎呈全球分布. 其中1a基因型主要

见于欧美国家, 我国HCV的主要基因型为1b、
2a和6型(见于香港). HCV基因型与肝损伤、疾

病进展和转归密切相关. 已有不少研究结果显

示, 1b基因型感染与肝炎的慢性化进程和严重

的肝脏疾病有关[23]. 国内研究表明[24], 1b基因

型在慢性肝炎、肝硬化和肝癌中占绝大多数

(80%以上), 同时多表现为血清ALT升高, 导致

肝细胞损伤. 塞尔维亚最近的一项调查显示[25], 
该国西南部地区慢性HCV感染患者中1b型和

3a型占优势, 1b型与肝脏疾病进展、高病毒载

量相关. 
1.3 丁肝病毒 HDV是一种缺陷病毒, 需在HBV
感染的基础上才能复制, 以慢性患者与携带者

为主. 在美国, 约有7万例HDV携带者, HDV感染

所致肝炎约占所有急性肝炎的2%, 所有慢性肝

脏疾病的6%. HDV与HBV同时感染和重叠感染

后的慢性转化率不同, 前者约5%发展为慢性, 而
后者则高达70%. 60%-70%的慢性丁肝发展为肝

硬化, 从HDV感染至发展为肝硬化一般需2-15
年[26]. Moatter et al [27]研究发现, HDV感染可以发

生在任何年龄, 但是通常见于年轻成年男性, 基
因Ⅰ型常见, 多数患者HBV DNA复制被抑制, 
49%的患者出现临床肝硬化. 

HDV分为3种基因型, Ⅰ型分布最广泛, Ⅱ
型分布于东亚, Ⅲ型主要流行于南美洲地区. Ⅰ
型HDV感染及合并HBV持续复制容易导致肝

硬化、肝癌甚至死亡等不良临床结局[28]. 台湾

学者[29]的研究显示, 年龄大、HDV基因Ⅰ型和

HBV基因C型的双重感染患者更容易发生肝硬

化或肝癌. 
1.4 肝炎病毒的混合或重叠感染 慢性乙型肝炎

患者同时感染HCV或HIV是病情恶化的危险因

素. 大约有10%-25%的患者同时合并有HBV和

HCV感染, 尤其是吸毒者. 在蒙古的慢性肝病

患者中, HBV/HCV二重病毒感染占7.7%, HBV/
HCV/HDV三重病毒感染占30.0%[30]. HBV和

HCV混合感染者比单病毒感染者肝脏损害更严

重, 预后更差. 吴君 et al [4]对乙肝合并HCV感染

患者的5年随访结果表明, HBV和HCV重叠感染

更容易发生肝硬化(RR 5.50). 
合并HIV感染的慢性乙肝同性恋者与HIV

感染患者比较有以下特点[31-34]: (1)HBV复制处

于高水平状态, (2)HBeAg自然阴转率降低, (3)增
加患肝硬化的机率. Piroth et al [35]随访HBV/HIV

■研发前沿
本文较为系统地
综述了近年来关
于病毒性肝炎后
肝硬化发生的主
要临床危险因素, 
包括了病毒的基
因分型、与H IV
等病毒的重叠感
染、目前越来越
突出的肝脂肪变
性和代谢综合征
等.
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混合感染患者5年, 发现HBeAg转阴率更低, 肝
纤维化更明显 .  联合使用替诺福韦或阿德福

韦、干扰素抗HBV治疗前后病原学、免疫学或

生化指标方面的改善不及单纯HBV感染者. 

2  病毒性肝炎的临床特点与肝硬化的发生

病毒性肝炎的临床特点与肝硬化的发生有一定

的关系. 白宪光 et al [3]对一组546例肝炎后肝硬

化患者统计分析, 将肝炎后肝硬化的发展模式

归为4类: (1)反复发作型, 即肝炎症状反复出现, 
肝功反复异常, 占41.8%; (2)间歇型, 即有明确

肝炎病史, 间歇数年后发展为肝硬化, 占13.2%; 
(3)HBV携带型, 即HBV标志物阳性, 肝功正常, 
隐匿进展为肝硬化, 占15.1%; (4)无症状型, 即平

素无症状, 或血清标志物阴性, 起病或体检即发

现为肝硬化, 占30.0%. 他们的统计还表明, 从肝

炎至肝硬化, 病程最短1年, 最长38年, 其中肝炎

反复发作型为(6.2±4.7)年，间歇型为(9.1±7.4)
年, 表明肝炎反复发作者更易发展为肝硬化, 所
需时间也更短. 不过, 无症状病毒携带者发展为

肝硬化也很常见. 
肝炎后肝硬化的发生有明显的年龄及性别

特点. 白宪光 et al [3]统计高峰年龄在31岁-60岁, 
占77.6%; 25岁以下和65岁以上者发病较少, 男女

比例为4.31∶1. 吴君 et al [4]发现5年间1850例乙

肝患者中有306例出现肝硬化(16.54%), 男性发

生率为20.61%, 女性9.26%, 男女之比为2.23∶1. 
研究表明[36], HCV感染时的年龄是影响慢

性丙型肝炎进展的一个主要因素. 感染时的年

龄越小, 发展至肝硬化的时间越长, 一般在30
年以上, 发展至肝硬化的机会也越低. 相反, 感
染时的年龄越大, 发展至肝硬化的危险性明显

增加, 病程进展也明显加快. Bialek et al [37]指出, 
HCV感染后达到20年以上将会面临慢性感染的

各种并发症包括肝硬化和肝癌, 其危险因素包

括感染病毒时的年龄、感染持续时间、大量饮

酒、合并HIV或HBV感染以及男性患者. 但也有

报道认为[38], 患者的年龄、性别、酒精消耗等因

素对肝纤维化的预测结果与组织学的相关性很

弱(Kappa = 0.13).

3  饮酒与病毒性肝炎后肝硬化

酒精摄入对乙肝后肝硬化的发生作用是比较肯

定的. 吴君 et al [4]对贵州省5家医院2250例乙肝

患者进行5年的追踪调查显示, 饮酒(250 mL/d以
上)是肝硬化发生的危险因素(RR值9.82). Ribes 
et al [39]对地中海地区HBsAg阳性的2352例患者

20年的随访结果也显示, 酒精摄入量是促进肝

病进展的危险因素之一, OR值为6.3(3.1-12.8). 
Hutchinson et al [40]通过对感染HCV的患者

摄入酒精量的多少与发展为肝硬化的危险性做

量化Meta分析发现, 大量酒精摄入(定义为至少

210-560 g/wk)与肝硬化相关的合并相对危险度

为2.33(95% CI 1.67-3.26), 大量酒精摄入相关的

HCV肝病的危险性与病程严重程度同步增加即 
肝纤维化最低(1.63, 95% CI 1.22-2.17), 失代偿

性肝硬化最高(3.54, 95% CI 2.14-5.85), 表明慢

性HCV感染患者同时饮酒会导致病情恶化. 以
往研究表明, 女性HCV感染者往往比男性患者

存活时间长, 但是Chen et al [41]最近研究发现过

量饮酒会使这一优势荡然无存. 在众多HCV相

关肝纤维化的危险因素中, 饮酒似乎并不十分

重要. Monto et al [42]单因素分析显示, 重度饮酒

(>50 g/d)与肝纤维化相关, 而中度和少量饮酒则

无明显相关. 多因素分析显示, 相对于年龄、血

清ALT、炎症活动这些独立危险因素来说, 酒精

摄入尚不是肝纤维化的决定因素.

4  肝脂肪变性与肝炎后肝硬化

近年来, 肝脂肪变性、代谢综合征、糖尿病等

与肝炎后肝硬化的关系引起人们的重视[43-44]. Hu  
et al [45]对324例美国慢性丙肝患者进行了回顾性

调查, 显示肝脂肪变性的发病率为66.0%, Ⅱ/Ⅲ
级脂肪变性与Ⅲ/Ⅳ级纤维化和较高组织学活动

指数相关. 多因素分析发现肝脂肪变性, 尤其是

Ⅱ/Ⅲ级脂肪变性是Ⅲ/Ⅳ级纤维化的独立危险因

子. Vadan et al [46]对无或仅有适度酒精摄入(<40 
g/d)的慢性丙肝者肝纤维化的相关因素进行研

究, 单因素和多因素分析均显示高级别(Ⅱ、Ⅲ

级)纤维化与肝脂肪变性有关. 但Perumalswami 
et al [47]对美国国家临床健康研究中心病理数据库

中1980-2003年有肝脏活检资料的慢性丙肝患者

进行统计, 单变量分析显示肝脂肪变性与组织学

坏死炎症活动度和纤维化有关, 而多变量分析发

现肝脂肪变性与纤维化无关. 有二次肝活检且纤

维化加重者也只与年龄大、门静脉周围炎症、

ALT增高相关, 与肝脂肪变无关. 
有关肝脂肪变性与乙肝后肝硬化的报道不

多, 两者的关系尚不够明确. Bondini et al [48]观察

了慢性HBV感染者的非酒精性脂肪肝情况, 肝
脏活检显示19%的患者合并有非酒精性脂肪肝, 
13%的患者合并有非酒精性肝炎, 86%的患者有

不同程度的肝纤维化, 39%的患者有严重的肝

纤维化. 相关因素的分析显示, HBV感染合并非

■应用要点
通过对肝炎后肝
硬化临床危险因
素研究进展的了
解, 更新现有的相
关知识结构, 了解
相关的危险因素
和保护因素, 对高
危患者实施有效
的提前干预, 把肝
炎后肝硬化的临
床防治关口提前.
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酒精性肝炎与代谢综合征的几个要素(肥胖、

高血压和高脂血症)相关 ,  肝纤维化除与宿主

和病毒因素有关以外, 还与腹部肥胖相关. Kim  
et al [49]研究显示, HBV表达的x蛋白(HBx)能上调

肝细胞内的脂质基因合成脂酶类的表达, 认为

可能是乙肝相关的脂肪肝分子机制. 但也有研

究显示肝脂肪变性与乙肝后肝硬化的关系并不

密切. Thomopoulos et al [50]调查了233例单纯性慢

性HBV感染患者(排除合并其他病毒感染、其他

原因的肝病及大量饮酒), 发现肝脂肪变性与空

腹血糖水平和超重(体质量指数≥25)独立相关, 
而与肝纤维化分期、炎症分级及少量酒精摄入

等不相关. 

5  结论

人群中肝炎病毒感染者众多, 但发展为肝炎后

肝硬化者毕竟是少数, 其机制尚未完全阐明. 宿
主因素及环境因素都是决定肝炎后肝硬化发生

的重要危险因素. 从临床角度而言, 了解和掌握

肝炎病毒感染后发展为肝硬化的各种危险因素, 
特别是临床危险因素, 对于预防和治疗肝炎后

肝硬化有深远的意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
delayed gastric emptying and gastric leptin 
expression at different stages of diabetes.

METHODS: Forty Wistar rats were randomly 
divided into four groups: 1-wk normal control 
group (NC1 group, n = 6), 4-wk normal con-
trol group (NC2 group, n = 6), 1-wk diabetes 
mellitus group (DM1 group, n = 14), and 4-wk 
diabetes mellitus group (DM2 group, n = 14). 
Diabetes was induced by intraperitoneal injec-
tion of streptozotocin (STZ). One and 4 wk after 
STZ injection, gastric emptying was measured 
by intragastric administration of phenol red, and 
expression of serum and gastric leptin was de-
tected by radioimmunoassay. 

RESULTS: One week after STZ injection, body 
weight did not differ between the DM1 and NC1 
groups. The level of serum leptin in the DM1 
group decreased compared with that in the NC1 
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血糖变化对糖尿病大鼠胃排空功能与leptin表达的影响

卢 静, 魏良洲, 田字彬, 杨振中

group (0.6 ± 0.40 μg/L vs 2.9 ± 0.32 μg/L), but gas-
tric emptying (72.07% ± 9.67% vs 33.04% ± 4.07%) 
and gastric leptin level (11.041 ± 1.422 μg/L vs 
8.529 ± 1.450 μg/L) in the DM1 group increased 
significantly compared with the NC1 group. Four 
weeks after STZ injection, body weight, gastric 
emptying rate, serum and gastric leptin levels in 
the DM2 group decreased significantly compared 
with those in the NC2 group (162.25 ± 19.74 g, 
15.81% ± 3.55%, 0.4 ± 0.22 μg/L, 7.772 ± 1.751 
μg/L vs 329.42 ± 11.06 g, 31.87% ± 2.87%, 3.3 ± 0.25 
μg/L, 11.433 ± 1.799 μg/L; P < 0.05).

CONCLUSION: The decreased serum leptin lev-
els in short-term hyperglycemia may participate 
in rapid gastric emptying and increase ingestion, 
which can maintain energy balance in the body. 
Long-term hyperglycemia may inhibit the expres-
sion and release of serum and gastric leptin, to 
stimulate food intake to maintain energy balance.

Key Words: Diabetes mellitus; Gastroparesis; Gas-
tric emptying; Leptin

Lu J, Wei LZ, Tian ZB, Yang ZZ. Effect of blood glucose 
variation on gastric emptying and leptin expression in 
diabetic rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(32): 
3435-3438

摘要
目的: 探讨不同病期糖尿病胃排空延迟与
leptin表达的关系.

方法: 将40只Wistar大鼠随机分为对照饲养
1 wk组(NC1组, n  = 6)、对照饲养4 wk组(NC2
组; n  = 6)、糖尿病造模1 wk组(DM1组, n  = 
14)和糖尿病造模4 wk组(DM2组, n  = 14). 腹
腔注射链脲佐菌素(STZ)制备糖尿病大鼠模
型, 分别于给药1 wk和4 wk后用酚红灌胃法检
测胃排空, 采用放射免疫法检测大鼠血清及胃
组织leptin表达.

结果: 注射STZ 1 wk后, 与NC1组相比, DM1
组大鼠的体质量无显著变化, 胃排空率显著
加快(72.07%±9.67% vs  33.04%±4.07%), 血
清leptin含量减少(0.6±0.40 μg/L vs  2.9±0.32 
μg/L), 胃组织leptin含量显著增加(11.041±

®

■背景资料
糖尿病胃轻瘫可
严重影响患者的
生活质量. leptin
与糖尿病关系密
切 ,  并 有 资 料 表
明leptin可通过中
枢和外周作用抑
制胃排空. 本文通
过研究血糖变化
对糖尿病大鼠胃
排空功能与leptin
表达的影响来探
讨不同病期糖尿
病胃排空延迟与
leptin表达的关系. 
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1.422 μg/L vs  8.529±1.450 μg/L). 注射STZ 4 
wk后, 与NC2组相比, DM2组大鼠的体质量
(162.25±19.74 g vs  329.42±11.06 g)和胃排
空率显著下降(15.81%±3.55% vs  31.87%±

2.87%), 血清leptin含量(0.4±0.22 μg/L vs  3.3
±0.25 μg/L)和胃组织leptin的表达显著减少
(7.772±1.751 μg/L vs  11.433±1.799 μg/L).

结论: 短期血糖升高可能通过降低血清瘦素
水平来增加摄食, 加快胃排空以补充热量摄
入, 维持能量平衡, 而胃组织leptin的增加可能
是机体反馈性的作用. 长期高血糖可能通过抑
制血清及胃组织leptin的表达和释放以增加摄
食, 维持能量平衡.

关键词: 糖尿病; 胃轻瘫; 胃排空; 瘦素
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0  引言

糖尿病胃轻瘫(diabetic gastroparesis, DGP)是指

糖尿病患者无机械性梗阻存在时并发的胃动力

障碍和胃排空延迟, 临床上出现恶心、呕吐、

早饱、腹胀、腹痛、食欲不振等症状[1]. 据报

道,糖尿病胃轻瘫的发病率高达30%-50%[2], 严重

影响患者的生活质量. 其病理生理机制相当复

杂, 大多学者认为糖尿病胃轻瘫与多种因素有

关, 如高血糖、自主神经病变、胃肠激素分泌

异常、胃肠平滑肌变性等, 至今尚未完全阐明. 
瘦素 (leptin)是近年来新发现的一种主要由脂肪

分泌的脑肠肽, 广泛分布于全身各组织器官, 具
有调节能量平衡和代谢水平等多种生物学作用. 
目前, 众多学者认为leptin与糖尿病关系密切[3], 
并有资料表明leptin可通过中枢和外周作用抑制

胃排空[4]. 本文通过研究血糖变化对糖尿病大鼠

胃排空功能与leptin表达的影响来探讨不同病期

糖尿病胃排空延迟与leptin表达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 S P F级♂Wi s t a r大鼠40只 ,  体质量 
160-180 g, 购自青岛市动物实验中心, 随机分为

对照饲养1 wk组(NC1组, n = 6)、对照饲养4 wk
组(NC2组, n = 6)、糖尿病造模1 wk组(DM1组, 
n = 14)和糖尿病造模4 wk组(DM2组, n = 14).  
大鼠适应性饲养1 wk后, 禁食8 h. DM组大鼠

以60 mg/kg的剂量一次性ip 10 g/L链脲佐菌素

(streptozotocin, STZ; 购自美国Sigma公司, 用 

0.1 mmol/L、pH4.4的柠檬酸缓冲液配制而成), 
NC组大鼠注射相同体积的柠檬酸缓冲液. 注射

72 h后剪尾取血, 用血糖仪测随机血糖, 血糖值

≥16.7 mmol/L确定为糖尿病模型建立. 注射STZ 
1 wk后取NC1组和DM1组大鼠进行实验, NC2组
和DM2组大鼠继续喂养3 wk.
1.2 方法 大鼠禁食不禁水16 h, 称体质量, 断尾

测空腹血糖. 胃排空的测定: 给予大鼠50 mg/dL
的酚红溶液2 mL ig, 15 min后将其处死, 剖腹, 结
扎贲门和幽门, 取出整个鼠胃, 沿胃大弯切开, 
以蒸馏水冲洗胃内容物, 定容为20 mL. 而后加

入0.5 mol/L NaOH 20 mL搅拌混匀, 静置1 h, 取
5 mL上清液加入200 mL/L三氯乙酸0.5 mL去蛋

白, 3500 r/min 4℃离心10 min. 取上清液用分光

光度计在560 nm波长下测定吸光度值, 另取酚

红溶液2 mL, 先后加入蒸馏水18 mL、0.5 mol/L 
NaOH 20 mL、20 mL/L三氯乙酸4 mL搅拌混匀, 
测定吸光度值. 大鼠胃排空率 = (1-实测酚红吸

光度值/标准酚红吸光度值)×100%.
血清和胃组织leptin测定, 处死大鼠, 剖胸, 

心脏取血5 mL, 不抗凝, 在4℃环境下静置2 h,  
3000 r/min 4℃离心10 min, 留取上清液, -20℃冰

箱保存待测. 取约100 mg的胃组织, 称质量后立

即置于煮沸的生理盐水1 mL中煮沸3 min, 加入

0.1 mol/L冰醋酸0.5 mL于匀浆器中进行匀浆, 用
0.1 mol/L NaOH 0.5 mL中和, 3500 r/min 4℃离

心20 min, 取上清液贮于-20℃待测. 采用放射免

疫法测定血清和胃组织leptin含量(leptin测定试

剂盒由北京华英生物技术研究所提供).
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 应用

SPSS11.5统计软件进行分析, 组间比较采用t检
验法, 显著性水平取P <0.05. 

2  结果

2.1 大鼠一般状况 大鼠ip STZ 3 d后开始出现多

饮、多食、多尿症状. 与NC1组大鼠相比, DM2
组大鼠出现明显精神紧张、躁动不安、体质量

下降, 至4 wk时DM2组大鼠出现精神萎靡、活

动迟缓、明显消瘦、懒动、毛色干枯无光泽, 
仍有多饮、多食、多尿, 且有2只出现白内障. 
实验期间DM2组大鼠死亡1只, DM1组造糖尿病

模型不成功3只.
2.2 各组大鼠体质量、空腹血糖及胃排空率的

比较 注射STZ 1 wk后, 与NC1组相比, DM1组
大鼠空腹血糖显著升高(P <0.01), 体质量无明显

改变(P >0.05), 胃排空率显著加快(P <0.01). 注射
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STZ 4 wk后, 与NC2组相比, DM2组大鼠空腹血

糖显著升高(P <0.01), 体质量明显下降(P <0.05), 
胃排空率显著下降(P <0.01)(表1) . 
2.3 各组大鼠血清瘦素及胃组织瘦素表达的变

化 如表1所示, 注射STZ 1 wk后, 与NC1组大鼠

比较, DM1组大鼠血清leptin表达减少(P <0.05), 
胃组织leptin的表达明显增加(P <0.01). 注射STZ 
4 wk后, 与NC2组大鼠比较, DM2组大鼠血清

leptin及胃组织leptin的表达均明显减少(P <0.01).

3  讨论

大鼠ip STZ可选择性破坏胰腺β细胞, 制备的模

型具有高血糖、体质量减轻、多饮、多食、多

尿的特点, 可用于糖尿病慢性并发症的研究. 本
实验制备的模型表现与此完全相符. 相关研究

显示, 约半数糖尿病患者存在胃排空障碍[2]. 高
血糖是胃排空障碍的一个重要发病因素. 高血

糖可抑制消化间期移行性复合运动(migrating 
motor complex, MMC)的产生, 并通过抑制迷 
走-迷走反射减慢固体及液体的胃排空速度, 其
减慢程度与血糖水平有关[5].

l ep t in是近年来新发现的一种由肥胖基因

编码, 主要由白色脂肪组织分泌的蛋白类激素. 
leptin及其受体广泛存在于全身各组织器官, 如
脂肪组织、心脏、胰腺等 .  近年来研究发现

leptin及其受体也存在于胃黏膜中[6-7]. leptin可
能主要通过两条途径抑制胃排空, 一是分泌到

血液及通过血脑屏障主要作用于下丘脑的OB-
Rb, 进而抑制下丘脑弓状核表达和分泌神经肽

Y(NPY)从而抑制食欲, 延缓胃排空. 二是通过内

外分泌作用到消化道与其受体OB-Rb结合, 与胆

囊收缩素(CCK)协同作用及刺激CCK分泌来抑

制胃排空, 他们通过激活迷走神经从而延缓信

号向脑的传导. 胃组织leptin的这种途径可能为

食物摄取后CCK介导的早期胃排空作用有密切

关系[4,9]. Martinez et al [10]将3 mg leptin注入大鼠

脑室,可使5 h累积食物摄入量减少39%, 胃转运

减少50%, 提示leptin对胃排空有一定的抑制作

用. 一些研究表明, 向大鼠右侧脑室及胃内注入

leptin后, 胃排空均延缓, 且证实leptin对胃运动

的外周作用可能是通过与胆囊收缩素(CCK)协
同作用并刺激CCK分泌, 进而激活迷走神经, 延
缓信号向脑的传导, 共同抑制胃排空和短时间

的摄食[4,9]. leptin除了抑制胃肠动力和摄食外, 还
可以调节能量代谢, 并与长期高血糖引起的高

胰岛素水平具有密切相关性, 表现为高胰岛素

血症常常伴有瘦素水平的升高[11-12]. 
在我们的实验中, 注射STZ 1 wk后, 与NC1

组大鼠相比, DM1组大鼠胃排空速率明显加快, 
血清leptin减少而胃组织leptin明显增加. 由于

leptin可抑制胃肠运动、延缓胃排空, 因此在糖

尿病早期血清leptin表达减少将直接减弱瘦素在

中枢对POMC/CORT神经元和NPY/AgRP神经元

的效用, 引起近端胃舒张功能和远端胃运动收

缩功能减弱, 最终可导致胃对液体的胃排空加

快[13]. 推测血清leptin表达的减少可能是引起急

性高血糖期胃排空加快的原因之一. 此外胃组

织leptin明显增加可能为机体的一种保护机制, 
对明显加快的胃排空起一定的抑制作用, 从而

减少摄食的过度增加, 防止血糖进一步升高. 
注射STZ 4 wk后, 与NC2组大鼠相比, DM2

组大鼠胃排空率显著减慢, 血清leptin及胃组织

l ep t in含量显著减少, 说明长期高血糖可抑制

leptin的表达和释放. 血清及胃组织leptin表达

的减少将可能直接减弱瘦素中枢及外周对胃排

空的影响, 因此糖尿病晚期胃排空延缓可能与

leptin无显著相关性. 糖尿病晚期胃排空减慢, 其
影响因素可能与长期高血糖及其导致的一系列

并发症相关, 内脏植物神经病变、胃肠平滑肌

病变及其他胃肠激素的紊乱等相关[5,12]. 
此外, 在糖尿病早期胃组织leptin的增加可

能与机体的自我保护机制密切相关, 代偿性地

表 1 各组大鼠体质量、空腹血糖及胃排空率的比较(mean±SD)

     

aP<0.05, bP<0.01与NC1相比; cP<0.05, dP<0.01与NC2组相比.

分组
           样本量               体质量                    空腹血糖                 胃排空率                    血清leptin                胃组织leptin

                        n                        (g)                          (mmol/L)                      (%)                              (μg/L)                         (μg/L)

NC1              6           168.85±19.91            5.90±0.94          33.04±4.07               2.9±0.32              8.529±1.450

DM1           11           161.63±17.18          22.99±4.15b         72.07±9.67b              0.6±0.40a           11.041±1.422b

NC2              6           329.42±11.06            6.38±1.50          31.87±2.87               3.3±0.25            11.433±1.799

DM2           13           162.25±19.74c         25.51±4.08d         15.81±3.55d              0.4±0.22d             7.772±1.751d 
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刺激leptin分泌增加. 晚期leptin显著减少的影响

因素可能为: (1)DM2组大鼠较NC2组大鼠体质

量明显下降, 体内脂肪含量可能相应减少, 而脂

肪组织是分泌leptin的主要场所, 故相应的leptin
含量减少. (2)1型糖尿病大鼠模型其正常胰腺遭

到破坏不能代偿或代偿不良, 因此高血糖不能

刺激胰岛分泌大量胰岛素, 胰岛素水平下降, 不
能有效地刺激脂肪组织分泌leptin[11-12]. (3)糖尿

病晚期大鼠明显消瘦, 机体处于能量负平衡状

态, 机体可能代偿性的下调leptin的表达, 进而增

加摄食, 维持能量平衡. (4)糖尿病大鼠模型出现

明显的血清leptin水平的下降, 循环leptin的减少

使得外部到达胃组织的leptin减少. 
通过以上研究我们认为, 1型糖尿病早期可

能通过降低血清leptin水平来增加摄食, 加快胃

排空以补充热量摄入, 维持能量平衡. 而胃组织

lept in的增加可能是机体的一种反馈性的保护

机制. 长期高血糖可能通过抑制血清及胃组织

leptin的表达、释放来增加摄食, 维持能量平衡. 
目前关于糖尿病时瘦素受体的变化尚不完全清

楚, 对其进一步研究有助于更好的了解leptin在
糖尿病胃轻瘫发病机制中的作用.
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Abstract
AIM: To obtain intestinal pacemaker cells through 
dissection of the myenteric plexus of mouse 
jejunum, and to identify interstitial cells of Cajal 
(ICC) AP through selective staining with methylene 
blue for further electrophysiological study. 

METHODS: Jejunum was removed from new-
born CD-1 mice. The longitudinal muscle layer 
containing the myenteric plexus was cut into 
small pieces for culture. Live cells were stained 
with methylene blue and c-kit antibody. 

RESULTS: Cells grown from explant culture 
and characterized by phenotypic features were 
identified as pacemaker cells, i.e. ICC-AP. Cells 
stained with methylene blue were also positive 
for c-kit antibody, whereas live neurons, smooth 
muscle cells and other types of ICC were not 
stained with methylene blue. 

CONCLUSION: Pacemaker cells, i.e. ICC-AP, 
can be obtained through selective dissection. 
Methylene blue can be used for live staining 
identification of ICC-AP and, therefore, provides 
a model for further functional study. 

Key Words: Jejunum; Interstitial cells of Cajal; Ex-
plant culture; Methylene blue
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摘要
目的: 探讨组织解剖剥离小鼠空肠起博细胞
的培养和亚甲蓝选择性标记鉴定方法, 为区分
Cajal间质细胞亚型及其功能研究提供条件. 

方法: 取CD1新生小鼠的空肠组织, 采用精细
快速剥离, 取含有肌间丛及肌间丛Cajal间质
细胞的纵行肌组织块进行培养. 新生发的细胞
在成活状态下用亚甲蓝和c-kit特异性抗体标
记, 证实细胞类型. 

结果: 剥离组织所含Cajal间质细胞主要为肌
间丛Cajal间质细胞(ICC-AP), 即起博细胞, 并
具有其固有特征, 着色亚甲蓝细胞被c-ki t抗
体荧光染色证实为Cajal间质细胞, 而神经细
胞、平滑肌细胞及其他亚型Cajal间质细胞在
成活状态下均不被亚甲蓝着色. 

结论: 组织解剖剥离能选择性获取空肠肌间
丛起博细胞, 活染亚甲蓝标记能特异性区分出
肌间丛起博细胞并可用于进一步的功能研究.

关键词: 空肠; Cajal间质细胞; 分离培养; 亚甲蓝

祝炼, 余保平, 吴志轩, 夏虹. 小鼠空肠Cajal间质细胞的分离、

培养和亚甲蓝活染选择性标记. 世界华人消化杂志  2007; 

15(32): 3439-3442

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3439.asp

0  引言

消化道Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, 

®

■背景资料
胃肠道Cajal间质
细胞(ICC)的原代
培养是进行发育
和电生理功能研
究的基础. 传统的
酶解法, 破坏了细
胞表面的kit蛋白, 
且不能区分 I C C
的亚型. 
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ICC)因分布于管壁的不同层面而被相应命名[1-2]. 
不同区域的Cajal间质细胞有不同的结构和功能. 
位于空肠肌间丛的Cajal间质细胞有起搏功能, 能
产生节律性慢波而直接决定胃肠的蠕动及频律, 
同时还参与神经肌肉间的信号传递和调节, 与多

种消化道动力障碍性疾病密切相关[3]. 目前国内

外学者虽可以成功的进行胃肠Cajal间质细胞的

分离和培养, 但所采用的酶解法破坏了该细胞表

面的kit蛋白, 并且不能区分Cajal间质细胞的亚

型. 我们尝试新生小鼠空肠肌间丛Cajal间质细

胞(ICC-AP)的分离、培养, 并采用亚甲蓝选择性

标记及c-kit特异性染色, 为进一步开展消化道动

力障碍性疾病研究积累了重要经验.

1  材料和方法

1.1 材料 CD-1小鼠(2-6 d), 购自北京维通利华

实验动物技术有限公司, 雌雄不拘. PSS的成分

(mmol/L): NaCl 134.8, KCl 4.5, HEPES 10, CaCl2 
2, MgCl2 1, Glucose 10, 以NaOH调节pH值至

7.35. M-199培养基、胎牛血清购自Gibco公司, 
Alexa488标记的大鼠抗小鼠c-kit抗体购自Santa 
cruz公司, 亚甲蓝购自Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离和培养: 取新生鼠近端空肠约1.5 
cm, 固定两端, 于横径两侧经浆膜各剪一小切

口, 用镊子沿管壁将口端边缘轻轻提起牵拉, 呈
脱套式剥离. 被剥离的肌块随即放置于M-199培
养基中, 快速切成约0.5 mm2小块, 然后分别移

至含有盖玻片的12孔培养板中, 在37℃含氧950 
mL/L、二氧化碳50 mL/L的温箱内孵育. 培养基

中含有100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L青、链霉素

和2 mmol/L谷氨酸胺.
1.2.2 亚甲蓝和c-kit抗体活染: 经过3-4 d的孵育, 
种植肌块新生细胞向四周生发. 置换培养液体为

含亚甲蓝(Methylene blue, 0.1 mmol/L)的PSS, 室
温下连续充氧1 h后于倒置显微镜下观察. 然后加

入荧光Alexa488标记的鼠c-kit mAb以证实亚甲

蓝活染着色的特异性. 其主要方法如下, 50 mL/L
的羊血清孵育30 min, PSS冲洗5 min×3 次, 加荧

光标记的c-kit抗体室温下孵化1 h, PSS冲洗5 min
×3次, 然后在荧光显微镜下观察. 

2  结果

培养3 d后的组织块形成细胞界限清楚、层次明

显的细胞团. 新生发的细胞沿细胞团向周边蔓

延而形成单层或多层, 其中Cajal间质细胞与平

滑肌细胞伴行. 经亚甲蓝活染, 细胞团中的Cajal

间质细胞着色, 呈现出特有的网状结构(图1A),  
而外周Cajal间质细胞则易于聚焦, 表现出胞体

呈三角形, 核大、胞质少、胞体多突起、细胞

之间相互连接形成网络, 与平滑肌细胞伴行. 在
亚甲蓝活染中呈均匀粉红或黑蓝色, 依时间长

短而异, 着色部位在突起、胞体和胞核, 相邻着

色的细胞经突起连接呈网络状, 镜下可见收缩

运动. 少数坏死细胞的胞核可见亚甲蓝不均匀

着色且胞膜缺损, 易于鉴别. 其他细胞如神经细

胞、平滑肌细胞在成活状态下均不着色(图1B). 
直接免疫荧光染色后 ,  在荧光显微镜下可见

Cajal间质细胞呈c-kit阳性, 其同时也着色亚甲蓝

(图2). 为进一步应证亚甲蓝活染Cajal间质细胞

的特异性和敏感性, 我们急性分离成年小鼠肌

条组织, 并采用亚甲蓝活染. 结果显示在肌间丛

神经节干支之间及其四周富含Cajal间质起搏细

胞的区域, 亚甲蓝着色阳性, 而其他细胞不着色

(图3).

3  讨论

Caja l间质细胞的分离和培养不仅是研究和了

解起搏细胞功能和特性的基础, 也是研究Cajal
间质细胞发生发育过程的基本模型. 因此, 正确

掌握Cajal间质细胞的培养和标记方法, 认清不

同方法中的优势和弊端, 方能扬长避短. 酶解法

■研发前沿
原代培养ICC后 , 
研究神经递质等
对 I C C 生 长 发 育
和电生理功能的
调节是当前的研
究热点. 但如何研
究某一特定类型
I C C 是 亟 需 解 决
的问题. 

A

B

图 1 亚甲蓝活染组织块培养3 d的Cajal间质细胞(×400). 
A: 在成活状态下亚甲蓝选择性标记细胞团中的Cajal间质细

胞; B: 亚甲蓝选择性标记细胞团四周的Cajal间质细胞.
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■应用要点
亚甲蓝活染能特
异性研究肌间丛
I C C 的 发 育 和 电
生 理 功 能 调 节 . 
亚甲蓝活染标记
ICC特异性强, 较
荧光抗体染色简
便易行, 为进一步
的功能研究提供
基础. 

图 2 亚甲蓝活染后, c-kit标记的Cajal间质细胞(×400). 

图 3 成年小鼠肌条组织的亚甲蓝活染(×400).

←

←

←

←

←

神经节

可以获得业已生长之后的Cajal间质细胞, 如在

培养液中加入干细胞因子可以帮助一定数量的

Cajal间质细胞再生[4]. 但这种方法因多次反复

的机械牵拉, 极易损伤Cajal间质细胞. 多种消

化酶和诸多培养因子的作用, 会改变分离出和

再生出Caja l间质细胞所固有的某些功能和特 
性[5-6]. Zhu et al [7]和Park et al [8]先后摸索出新生鼠

和胎鼠在无酶消化条件下培养消化道Cajal间质

细胞的方法. 近来也有学者采用原位法解决此

问题[9-10], 即在组织上将肌间丛和肌间丛Cajal间
质细胞进行暴露并用膜片钳进行功能试验. 我
们采用组织解剖剥离法, 成功分离、培养出肌

间丛Cajal间质细胞. 该方法极大程度上避免了

牵拉, 新生鼠又含有大量自己所固有的生长因

子, 避免了外加的化学反应, 使培养所得的Cajal
间质细胞基本为原位, 富有原本生理特征. 因此

他是目前研究Cajal间质细胞功能特性和发育过

程比较理想的模型. 
鉴定Cajal间质细胞特异的染色方法, 即c-kit 

(CD117和CD34)抗体的免疫组化检测已广泛用

于Cajal间质细胞的分布、定性定量、Cajal间质

细胞之间和Cajal间质细胞与其他类型细胞之间

的相互关系[11-12]. 但是, 正如人们所知, 酪氨酸激

酶的细胞表面跨膜受体c-kit不仅仅只在Cajal间
质细胞中表达. 而且不同部位和不同功能特性

的Cajal间质细胞也不能以c-kit抗体而进行区分. 
免疫电镜也提示部分Cajal间质细胞c-kit(CD117)
抗体反应呈阴性[13]. 而且, 在酶解法条件培养下, 
Cajal间质细胞还会在短期内衍生为平滑肌细胞

或转化为介入Cajal间质细胞与平滑肌细胞两种

特性皆有的c-kit阳性细胞[14]. 因此, c-kit阳性细胞

并不一定就是Cajal间质细胞, 更不代表一定就

是起博细胞. 在CD117抗体出现之前, 亚甲蓝是

用于鉴定酵氏间质细胞的主要方法之一, 但因其

应用的浓度、温度、时间、pH和溶液而使得着

色细胞类型发生变化. Cajal本人, 作为发现和命

名Cajal间质细胞者, 正是用亚甲蓝鉴定出Cajal
间质细胞. Thuneberg首先发现Cajal间质细胞具

有慢波起搏功能及在肌肉神经间具有传递信息

作用, 也正是在亚甲蓝的鉴定中才认识并向人们

推荐Cajal间质细胞[1], 并使之成为当今的一个热

门研究领域. 我们采用亚甲蓝活染培养的Cajal
间质细胞, 发现其能显现该细胞典型的形态学特

征及网络状结构. 而神经细胞、平滑肌细胞在成

活状态下均不着色, 从而能简单的将Cajal间质

细胞与其他细胞鉴别. 免疫荧光染色显示c-kit阳

性细胞同时也着色亚甲蓝, 进一步证实了该方法

具有很高的特异性和敏感性. Zhu et al [7]的研究

表明, 组织解剖剥离法所获得Cajal间质细胞为

ICC-AP. 结合组织结构定位和特异性抗体标记, 
我们认为亚甲蓝是鉴定ICC-AP的特异性标记物. 
亚甲蓝活染培养的ICC-AP能更好的应用于随后

的电生理功能研究. 
我们在研究中发现, 亚甲蓝仅仅只着色于

Cajal间质细胞中的起搏细胞. 据文献报导[9,15],  
亚甲蓝着色ICC-AP可能是其染料在内质网不可

逆沉积所至. 但在电镜研究中, 由于固定剂处理

组织或细胞后, 会导致亚甲蓝大量脱色, 从而无

法进行结构定位. 有关亚甲蓝着色的机制和可

能存在的功能影响亟待进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To find an effective treatment for advanced 
cancer patients with esophageal fistula. 

METHODS: From 1998 to 2006, we studied 
42 patients with advanced esophageal cancer 
and 5 with carcinomatous esophageal fistula (3 
females, 44 males, aged 29–92 years old). Ten 
patients with both esophageal cancer stricture 
and fistula were first dilated by endoscopy, then 
a memory stent with a membrane was placed 
in the esophageal lumen. Others were treated 
with a memory stent with a membrane, three of 
whom with a large fistula (diameter > 1.5 cm) 
were treated with bio-protein glue after place-
ment of an esophageal metal tent.

RESULTS: The fistulas were covered by a stent 
and the patients could eat and drink immediate-
ly, their quality of life was improved and their 
survival was prolonged, with 44 of 47 patients 
living for > 3 mo.

CONCLUSION: Placement of esophageal stent 
with membrane was put in only or in combination 
with bio-protein through endoscope is an effective 
method for treating the branco-esophageal fistula.

Key Words: Esophageal fistula; Endoscopic treat-
ment; Palliative treatment

Zhang JC, Zhang LJ. Palliative endoscopic therapy for 
cancer patients with esophageal fistula: an analysis of 47 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 3443-3445

摘要
目的: 探讨癌性食管瘘的有效治疗方法. 

方法: 1998-2006病理证实的食管癌性瘘肿瘤
患者47例, 女3例, 男44例, 年龄29-92岁. 食管
癌42例, 肺癌5例, 全部存在食管瘘. 10例伴有
食管狭窄的患者先行内镜下食管扩张, 随后行
食管内带膜支架置入术. 其余37例则直接行食
管带膜支架置入术, 并对其中瘘口较大者3例
(超过1.5 cm)附加蛋白胶黏堵. 

结果: 患者的食管癌性瘘口即刻被封堵住, 患
者可进食进水, 提高生活质量, 延长生存期, 
70%(33/47)患者生存超过3 mo.

结论: 胃镜下食管内支架置入术或支架置入
附加黏堵术为治疗支气管瘘的有效方法.

关键词: 食管气管瘘; 内镜治疗; 姑息治疗
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0  引言

晚期食管癌支气管瘘的患者饮水后呛咳, 不能进

食进水, 整日靠输液维持生命, 生活质量很差, 瘘
口较大者可出现高烧, 剧烈咳嗽, 十分危重, 难以

生存. 对于此类患者我们采用了胃镜下扩张及

食管支架置入术, 对于有的患者还进行了蛋白

黏堵治疗, 收到了一定的治疗效果延长患者的

生存期[1]. 本文报告此方法的操作及疗效.

®

■背景资料
食管支气管瘘患
者尤其是癌性支
气管瘘形成后, 患
者滴水不进, 肺部
感染不易控制, 高
烧不退, 病情十分
危急, 在未出现食
管支架置入术前, 
患者只能接受胃
造瘘术. 如果在影
像介入条件下行
支架治疗, 由于难
于鉴别食管狭窄
口和气管瘘口, 操
作极难成功. 相反
在胃镜直接观察
下可达到安全方
便地行食管狭窄
扩张及置放支架, 
迅速改善患者的
生存质量. 
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1  材料和方法

1.1 材料 1998-2006病理证实的食管支气管癌

性瘘肿瘤患者47例, 食管癌42例, 肺癌5例. 女
3例, 男44例, 年龄29-92岁. 所用设备包括日本

Olympus GIF 130电子镜, 美国Cook公司生产的

食道沙氏扩张器外径0.6-1.4 cm, 国产内窥镜彩

色数字成像系统, 国产食管带膜支架及推进器, 
日本Olympus公司生产的内镜注射针.
1.2 方法 对此类患者首先行泛影匍胺食管造影, 
了解瘘口部位及大小, 胃镜下治疗食管支气管

瘘全程无需X线监测. 下胃镜至瘘口部位, 然后

寻找食管狭窄口, 找到狭窄口后, 经胃镜活检口

置入导丝通过食管狭窄口. 用沙氏扩张器逐级

将狭窄口扩张至1.2 cm, 进胃镜观察食管狭窄长

度及瘘口大小, 以便选定支架长短及口径大小. 
支架长度应能覆盖瘘口上下各4-5 cm, 为宜. 将
已装好支架的推进器沿导丝推至病变部位以下

4-5 cm后, 退出推进器同时释放支架. 如低于所

要求部位可以用鼠齿钳进行调整, 如高于所要

求部位可以用鼠齿钳将支架取出, 再重新置入. 
置入支架至满意位置后, 经内镜活检口以内镜

喷管喷少量温度较高的生理盐水, 令支架充分

膨胀, 并可检验瘘口是否已有效封住. 如瘘口封

堵仍不满意, 可以内镜喷管沿支架上缘喷洒生

物蛋白胶以便达到更满意的封堵效果. 此治疗

组中5例为肺癌合并支气管瘘患者仅行支架治

疗, 42例食管癌合并支气管瘘患者其中29例直

接置入支架治疗, 10例伴食管高度狭窄则先行

食管狭窄扩张再行支架治疗, 3例支气管瘘口较

大则行支架置入加黏堵术.
此类治疗一般在内镜室, 患者处于清醒状

态下进行, 未采用X线监测. 与影象学治疗方法

不同[1,15-16], 对于个别体质敏感者采用异丙酚浅

全麻下行内镜治疗. 采用了扩张囊和沙氏扩张

器结合扩张的方法, 当狭窄口过小时下泥鳅导

丝将瘘口稍扩大后, 再采用扩张囊进一步扩张, 
然后进行支架置入术. 方法简便安全, 迅速, 值
得进一步推广.

对于太复杂的食管支气管瘘, 由于食管口高

度狭窄, 置入导丝应在确定无阻力时进行. 否则

应注意调节导丝方向, 以确保导丝通过狭窄口后

方能进行扩张治疗. 逐级扩张时, 可多次在胃镜

下观察或多次扩张治疗, 必要时再次泛影葡胺造

影后扩张. 总之, 扩张是成功的关键, 正确充分的

扩张(一般1.2-1.4 cm)才能保证支架的顺利置入.
内镜合并症仍以穿孔、出血、疼痛3项评

定, 出血少于50 mL为无出血, 多于50 mL为有出

血. 疼痛可忍受为轻度疼痛, 需镇疼治疗为中度

疼痛, 需强镇痛药才能止痛为重度疼痛.

2  结果

经置入支架后, 患者生存期多数超过3 mo, 可进

食进水, 部分患者可进普食. 个别治疗前发高烧

的患者, 经抗感染治疗后缓解. 少数患者经化疗

后, 生存期达1年以上. 1例患者经再次支架置入

生存期也超过2年. 1例原发病为肺癌患者, 其右

支气管与食管形成癌性瘘口, 经两次支架治疗

生存期仅为2 mo. 1例食管气管高位瘘(瘘口位于

食管距门齿18 cm)的患者在支架置入后2 wk仍
不能进食进水, 经2次蛋白生物胶黏堵未效, 生
存期不到2 mo(表1). 对3例瘘口超过1.5 cm的患

者我们采用了置入支架及蛋白胶封堵, 收到了好

的效果. 在治疗食管支气管癌性瘘时多数患者经

食管狭窄扩张后, 置入支架, 少数食管狭窄不严

重的患者直接置入了带膜支架. 我们为1例食管

管径正常但存在多个瘘口的患者定制了大口径

支架, 成功的将瘘口封堵, 防止了支架脱落. 在胃

镜下扩张及支架置入过程中, 未遇到出血和穿孔

等重大合并症. 置入后无疼痛症状患者约为20%, 
其他的80%患者出现不同程度的疼痛症状(表2).

3  讨论

食管支气管瘘内镜治疗的合并症并不高于未合

并瘘的晚期食管癌的内镜治疗. 合并支气管瘘

的患者往往合并不同程度的感染, 易于出血, 按
照以往的方法计算的出血率稍高于晚期食管癌

未合并支气管瘘患者的. 但以前将出血定在10 
mL以上计算合并出血, 该标准比较严格. 如果定

在50 mL以上则可认为内镜治疗无出血这一合

并症[1-2,6-8], 因此内镜治疗的出血率仍低于文献

■研发前沿
近几年来, 国内外
开展食管扩张及
支架置入术仍以
影像介入条件为
主, 胃镜下行扩张
或支架虽有报告, 
但方法不尽相同, 
无一定标准. 本文
不用X线监视, 采
用胃镜监视进行
食管支气管瘘治
疗较多, 在此进行
总结希望能将此
治疗方法进一步
规 范 ,  并 大 力 推
广.

表 1 食管支气管瘘支架治疗后生存期n (%)

     
分组           n

                                  生存期

              <3 mo          >3 mo         >1年

食管癌        42              2(5)          40(95)         3(7)

肺癌                  5              1(20)          4(80)         1(20)

表 2 食管支气管瘘的内镜治疗后合并症n (%)

     
分组         n         穿孔       出血

                疼痛程度

               轻度    中度    重度

扩张加支架    10         0            0        5(50)   2(20)  1(10)

支架               29    0  0        9(30)   3(10)  1(3)
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报告的3%-5%.
在内镜治疗中未遇到穿孔合并症, 该结果

也低于文献报告的3%左右[6-12]. 在扩张前及进

镜后我们认真辨认食管狭窄口, 找到食管狭窄

后再置入导丝, 支气管瘘口经常位于上方, 而且

多数情况下大于食管狭窄口. 如果急于下导丝

势必会将支气管瘘口扩大, 个别情况下根本看

不见食管狭窄口. 此时术前泛影葡胺造影片可

以提示大概的方向, 可在支气管瘘口下方偏左

侧下导丝进行扩张, 逐级扩张后, 进镜至胃窦, 
重新置入导丝才能引导推进器将支架置入. 此
时应注意支架上下缘覆盖瘘口上下各4 cm, 否则

不能将瘘口完全覆盖. 因此如果支气管瘘口高

于距门齿20 cm, 以带膜支架治疗效果不完全, 或
瘘口较大超过1 cm可配合附加生物胶黏堵会收

到一些效果. 对于存在支气管瘘口但无狭窄的

患者应考虑到置入支架的脱落问题. 针对1例支

气管多发瘘口无支气管狭窄的病例, 我们定置

了大口径支架, 并成功地用于此患者, 既将瘘口

堵住又防止支架脱落, 在国内外尚无报道.
支架置入后疼痛症状出现机率与无支气管

瘘的食管支架置入患者无大差别[6,13-14,19], 原因在

于高位支气管瘘可能会引起置入后疼痛, 而采

用小口径支架, 可成功地预防此类患者的疼痛

合并症. 我们实验中1例患者由于食管无狭窄而

置入了大口径支架后, 曾一度出现较严重疼痛, 
给予吗啡类镇痛药后缓解.

肺癌合并主支气管与食管瘘, 一般均伴有

食管外压性狭窄. 置入带膜支架后, 患者症状改

善, 生活质量提高, 肺部感染容易得到控制. 但
肺癌合并左右支气管瘘口时, 置入食管支架后, 
效果不很满意. 是否应同时置入支气管带膜支

架还有待于探索[17].
我们此组患者经内镜治疗后, 多数可进食

进水, 部分患者可进半流食和普食, 生活质量

明显改进, 患者大部分生存期达3 mo以上. 少
数患者营养改善后进行了成功的化疗, 从而生

存期延续了2年以上, 远远超过了文献报告的1
年[3-5,7-10,15-18].
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■应用要点
本文对食管支气
管癌性瘘的治疗
有一定的参考意
义和临床应用价
值.

■同行评价
本文有一定的学
术参考价值和社
会效益.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of preoperative 
oral capecitabine combined with radiation (RT) 
on locally advanced low rectal cancer. 

METHODS: Patients with T3/T4 tumors located 
3 to 7 cm from the anal verge, without distant 
metastases or extension to the anal canal, were 
stratified according to clinical staging and 
subjected to oral capecitabine 1250 mg/(m2•
d) + pelvic radiation 40-46 Gy at 2 Gy per day. 
Surgery was carried out 6-8 weeks following 
completion the radiation, under the rule of TME 
for curative resection, and oral capecitabine was 
taken persistently during the interval leading up 
to surgery.  

RESULTS: One hundred and five patients 
were enrolled in this study. Thirteen patients 

showed a clinical complete response and 
were followed up without surgery. Ninety 
two patients received curative (RO) resection, 
including low anterior resections in 71 cases. 
Parks’ coloanal anastomosis was performed 
in 17 cases and abdominoperineal excision 
was in 4 cases, with an overall sphincter 
preservation in 101 patients (96.19%). Patho-
logically, 11 patients showed a complete re-
sponse plus clinical complete response, with 
an overall complete response rate of 22.86%. 
There was no disease progression. Accord-
ing to Dworak’s tumor regression grading, 
there were 5 cases of TGR0, 18 of TGR1, 
11 of TGR2, 46 of TGR3 and 24 of TGR4. 
The pathologic response rate (TGR2 + 3 + 
4 ) or downstaging occurred in 78.09% of pa-
tients. All patients were followed up with a 
median follow-up time of 39 months (16–67 
months). Local recurrence occurred in 4 pa-
tients (3.81%), lung metastases in 4 patients 
and liver metastases in 2 patients, with a dis-
tant metastatic rate of 5.71% and overall recur-
rence rate of 9.52%. The disease-free survival 
(DFS) was 82.81% and overall survival (OS) 
was 96.16%. Grade 3 toxicities occurred only, 
in 2 cases (1.9%) of hand-foot syndome. 

CONCLUSION: Preoperative radiochemothera-
py with capecitabine is highly effective and safe, 
and the results from this study are extremely 
encouraging. Downstaging occurred in this se-
ries, including complete (TGR4) and intermedi-
ate pathologic responses (TGR2 + 3), resulting 
in improved DFS and OS after preoperative 
capecitabine combined with radiotherapy, 
meanwhile preoperative radiochemotherapy 
significantly increased curative resectability and 
sphincter preservation, with an apparent im-
provement in local control and overall long term 
survival. 

Key Words: Rectal cancer; Neoadjuvant radioche-
motherapy; Down-staging

Yu BM, Zhang M, Wu WQ. Significance of down-staging 
following neoadjuvant radiochemotherapy for low 
rectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(32): 
3446-3450
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■背景资料
局部进展期直肠
癌采用单纯手术
治疗, 局部复发率
高、根治性切除
率低、保肛机率
小、5年生存差 . 
近年来推行术前
放化疗结合TME
手术操作可明显
提高疗效, 已被国
际公认为标准治
疗方案, 国内尚未
见临床报道. 
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摘要
目的: 评估口服卡培他滨与放疗联合治疗局
部进展低位直肠癌的疗效.  

方法: 按临床分期属T3/T4、距肛缘3-7 cm、

无远处转移或侵犯肛管的局部进展期低位直
肠癌病例给予卡培他滨1250 mg/m2·d, 分2次po
和盆腔放射总剂量40-46 Gy, 每次2 Gy. 放疗
结束后休息6-8 wk, 按TME操作原则进行根治
性切除术, 在休息期间继续服用卡培他滨直至 
手术. 

结果: 本研究共105例, 13例临床肿瘤完全消
退, 未手术予以随访. 92例进行根治性切除术
(RO)包括直肠前切除71例, Parks'结肠肛管吻
合术17例和腹会阴切除术4例, 实际保留肛
门括约功能者101例(96.19%). 病理上11例肿
瘤完全消退, 加上临床肿瘤完全消退, 肿瘤
完全消退率(CR)达到22.86%, 未见疾病进展
(PD). 按Dworak's肿瘤消退分级(TRG), TRG 
0 5例, TRG1 18例, TRG2 11例, TRG3 47例和
TRG4 24例. 病理有效率或降期(TGR2+3+4)
为78.09%. 全部病例获得随访 ,  中位随访
39(16-67) mo. 局部复发4例(3.81%), 肺转移
4例和肝转移2例, 远处转移率5.71%, 总复发
率9.52%. 3年无病生存(DFS)82.81%, 总生存
(OS)96.16%. 3级毒副反应仅见于手足综合征
2例(1.9%).  

结论: 采用卡培他滨的新辅助放化疗是高度
有效和安全的. 通过术前卡培他滨与放射联
合, 绝大多数肿瘤降期包括完全消退(TGR4)
和中度消退(TGR3+2), 使DFS和OS增高, 同时
术前放化疗又明显增加了切除率和保肛手术
率, 并提高了局部控制和长期生存, 疗效确切.

关键词: 直肠癌; 新辅助放化疗; 肿瘤降期
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0  引言

目前在我国直肠癌是发病率呈上升趋势的常见

恶性肿瘤, 其治疗结果常不能令人满意. 问题的

症结在于复发率高和常需牺牲肛门致术后生活

质量差. 因而降低局部复发率和改善术后生活

质量已成为当前直肠癌治疗的两大目标, 也是

检验治疗质量的重要指标. 因为我国直肠癌的

特点之一是低位直肠癌占大多数, 所以上述二

项指标尤为重要. 自直肠根治性切除采用全直

肠系膜切除(TME)操作原则后总体治疗效果虽

已有明显提高, 但局部复发率尚有10%左右. 为
此, 我们对局部进展期低位直肠癌患者采用手

术前的新辅助放化疗后再进行手术, 以观察其

在提高手术的近远期疗效和改善生活质量方面

是否有更好的效果.

1  材料和方法

1.1 材料 2001/05-2005/08随机对105例局部进展

期(T3T4期)低位直肠癌(距肛缘≤7 cm)患者先给

予手术前辅助性放化疗, 再行手术. 全部病例需

经直肠手指检查、直肠腔内B超扫描、盆腔CT
或MRI、纤维结肠镜检、活组织病理切片检查

确诊为腺癌, 病变符合T3或T4期. 经腹部B超和

CT以及胸部X线摄片确认无肝、肺等远处器官 
受累. 
1.2 方法 本文入组病例年龄在31-86岁, 男59例, 
女46例, 年龄32-77岁. T3期78例, T4期27例. 全
部病例统一给予术前放射治疗, 剂量为40-46 
Gy/4-5 wk, 每周5天, 每次2 Gy. 放射治疗结束后

休息6 wk复查决定手术治疗. 在开始放射时给予

卡培他滨1250 mg/m2·d, 分两次po , 持续服用至

决定手术. 如无3/4级毒副反应, 中间不中断给药. 
放疗结束休息6 wk后应通过直肠指检、直肠腔

内B超、盆腔CT或MRI、纤维结肠镜, 必要时再

次活组织病理切片检查以及肝脏B超、CT和胸

片等检查, 当然还有血液常规、肝肾功能、肿瘤

指标物等检测, 对患者进行全面的评估以决定是

否手术以及选用何种术式. 
全部直肠切除手术均按全直肠系膜切除

(TME)操作要求进行, 低位前切除术均采用双钉

合器完成吻合, 部分超低位前切除术则按Parks
结肠肛管吻合术经肛门完成手法吻合. 

本组病例疗效评判首先按WHO标准分为

CR: 肿瘤完全消退, 切除标本中已无肿瘤存在, 
完全消失; PR: 肿瘤部分缓解, 切除标本肿瘤较

术前缩小>50%, 病理显示肿瘤浸润变浅; SD: 病
情稳定, 无变化, 切除标本肿瘤缩小<25%, 病
理中浸润深度无改变; PD: 疾病进展、肿瘤增

大, 病理中肿瘤浸润深度增加. 同时为了更精确

地了解放化疗对肿瘤的作用, 本组标本还参照

Dworak's肿瘤消退分级(tumor regression grading)
进行评定: TRG0为肿瘤无消退, 肿瘤细胞无变

化; TRG1为肿瘤轻微消退, 肿瘤组织中伴明显纤

维化, 但不超过肿瘤的25%; TRG2为中度消退, 
肿瘤组织中伴明显纤维化, 纤维化占26%-50%; 
TRG3为肿瘤消退良好, 纤维化细胞长出肿瘤外, 
占50%以上; TRG4为肿瘤完全消退, 已经完全找

■相关报道
由于放疗方案、

化疗方案以及放
化疗结束后间歇
期长短上存在的
差异, 加上T3、T4

和N0、N1病期病
例比例的不同. 因
而各家报道疗效
亦尚存在着一定
的差距, 新一代化
疗药物的出现更
为疗效的提高提
供了希望. 
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不到肿瘤细胞, 仅见纤维组织. 
统计学处理 本组资料采用Kaplan-Meier法

统计分析无瘤生存与总生存率.

2  结果

全部患者按计划完成放化疗. 在手术前复查时

发现13例肿瘤临床完全消退(c C R)占12.38%, 
未行手术 .  其余92例均进行了根治性切除术

(RO), 包括低位前切除术(LAR)71例, 超低位前

切除术(ULAR)-Parks'结肠肛管吻合术17例, 腹
会阴切除术4例, 完成保肛手术88例, 占直肠根

治性切除手术的95.65%, 全组实际保肛率达

96.19%(101/105例), 无疾病进展, 无手术死亡. 
术后发生吻合口漏5例, 发生率5.68%(5/88例), 
包括直肠阴道漏3例. 2例单纯吻合口漏经保守

治疗痊愈, 3例直肠阴道漏需再次行近端结肠失

功性造口加一期漏口修补后痊愈. 
放化疗期间36例(34.29%)出现各种毒副反

应, 包括手足综合征, 肛门疼痛, 肛周皮肤糜烂,
白细胞减少, 腹泻, 恶心等. 各种毒副反应的严

重程度详见表1, 绝大多数反应均属1和2级. 
3级反应仅2例, 均表现在手足综合征, 发生

率1.9%. 
术前复查发现13例肿瘤消失, 均通过直肠指

检, 直肠腔内B超, 肠镜和活组织检查等多项检

查确认. 术后标本的病理检查有11例经反复切片

未发现癌细胞, 确认为肿瘤完全消退(pCR)加上

临床肿瘤消退, 总的肿瘤消退共24例占22.86%, 
T2N0为23例, T3N0为43例, T4N0为2例, T2N1为5例, 
T3N1为8例. 按WHO评判标准应为CR 24例, PR
为28例, SD为53例, PD为0. 根据Dworak's肿瘤消

退分级, TRG0为5例, TRG1为18例, TRG2为11
例, TRG3为47例, TRG4为24例. 而肿瘤降期应为

TRG4+TRG3+TRG2, 故本组肿瘤降期共82例占

78.09%. 本组标本淋巴结检出数平均4.8个, 明显

较同期术前未作放化疗病例的平均检出数11.8
个为少. 本组病例100%获随访, 随访时间16-67 
mo, 中位时间为39 mo, 24例CR最长已67 mo至
今尚无复发出现. 在随访期间出现肺转移4例, 肝
转移2例和局部复发4例(3.81%), 总的复发率为

9.52%. 在远处转移6例患者中3例最终死于癌肿, 
局部复发病例中1例经局部切除手术处理后又出

现复发, 建议作腹会阴切除. 1例再行腹会阴切除

术. 后来在复发, 随访中, 2例需作腹会阴切除术, 
但患者拒绝永久性结肠造口, 目前带瘤生存情况

良好. 故本组无瘤生存率(DFS)为82.81%. 总生存

率为(OS)96.16%.

3  讨论

新辅助放化疗与TME联合对局部进展期低位直

肠癌的疗效究竟如何? 自直肠癌切除术遵循全

直肠系膜切除(TME)操作原则[1-2]以来, 局部复

发率有了明显下降. 保肛手术成功率也有所提

高, 5年生存率得到了改善. 与传统外科手术操

作的结果相比, 无疑已前进了一大步. 从我们自

己的经验来看, 局部复发率在4%, 5年生存率为

78%[3], 与Heald et al [4]报道的结果基本一致. 就国

内外各家报道而言, TME手术的局部复发率在

10%以下, 5年生存率在70%以上[5-8], 各家结果的

差异与各组病例的病期是密切相关的. 众所周

知, 在影响预后的诸多因素中, 病期永远是一个

决定性因素, 即使在TME手术操作原则下依然

摆脱不了病期的影响. 作者的资料显示, Dukes'B
期的局部复发率为2.3%, Dukes'C期为12.5%, 
Dukes'D期为53.9%[9], 显然病期的早晚对局部复

发具有决定性作用. 然而病期既不是患者本人

所能决定, 更不是医师主观愿望所能左右, 完全

取决于发现和诊断的早晚, 也许更重要的是患

者和诊治医师的警惕性. 鉴于直肠癌起病隐匿, 
又缺乏特异症状, 多数患者一旦发现已非早期, 
这就是局部复发率和5年生存率难以改善的关

键所在. 因此改变这种局面的根本在于早期发

现和早期诊断. 
放射治疗是可用于治疗恶性肿瘤的另一种

手段. 对直肠癌而言, 单纯放疗达不到根治目

的,但用作辅助治疗则具有降低手术后局部复

发的效用. 考虑到放疗可能引起的毒副反应, 故
作为辅助放疗其适用对象仅限于T3和T3以上或

Ⅱ期和Ⅱ期以上的直肠癌, 即进展期直肠癌病 
例[10]. 通过大量临床研究证明, 唯有手术后放疗

与化疗联合应用才能既降低局部复发率, 可使5
年生存率比单纯手术有较为明显的提高[11-12], 但

表 1 化疗的毒副反应

     
                                    Ⅰ   Ⅱ    Ⅲ     Ⅳ

腹泻                        11  4

呕吐                          4   2

恶心                          3  1

白细胞减少             12  6

脱发                          1  1

发热                          2  1

手足综合征             15  9    2

口腔黏膜炎               2

■应用要点
本文采用中等剂
量放疗(40 Gy-46 
Gy)和新一代口服
氟嘧啶类药物卡
培他滨相结合, 间
歇期为6 wk, 强调
间歇期口服化疗
药物不能停止, 一
直服用到手术, 而
且卡培他滨采用
小剂量持续服用, 
中间不休息, 较常
规静脉给药既方
便又安全、依顺
性好、不良反应
轻.
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远处转移率并未减少, 因而无瘤生存率(DFS)与
总的生存率(OS)并无明显改善[13-14]. 美国在研究

手术后放射治疗+化疗的时候, 欧洲研究却集中

在术前辅助治疗. 德国CAO/ARO/AIO 94研究肯

定了包括疗效、毒副反应和保肛成功率等多方

面术前放化疗优于术后放化疗, 因而当前在欧

洲和美国术前放化疗已成为进展期直肠癌的标

准治疗[10]. 自卡培他滨问世并被证实具有疗效

优于5-FU/CF, 毒副反应低, 用药方便等优点后, 
我们先后探索了以卡培他滨取代5-FU/CF与放

疗结合作为新辅助放化疗的可能性, 安全性及

其疗效[15-16]. 在得出确切的结论后, 我们进一步

进行了本研究. 从本组病例的治疗结果中可以

清晰地看到经过手术前的放化疗的105例中, 13
例(12.38%)肿瘤完全消退, 避免了手术, 92例完

成根治性切除, 保肛手术达到88例(95.65%), 仅4
例需作AP切除术. 经中位3年随访, 局部复发率

3.81%, 远处转移率5.71%, 总复发率9.52%, 3年
无瘤生存率82.81%, 总生存率96.16%. 这一结果

比以往我们单纯强调TME手术操作原则的疗效

又提高了一大步. 因此新辅助放化疗对局部进

展期低位直肠癌的疗效应予完全肯定, 并值得

在更大范围更多合适病例中推广采用, 本组结

果与国际报道的结果完全一致. 
肿瘤降期 ( d o w n s t a g i n g )和肿瘤缩小

(downsizing)是新辅助放化疗取得突出疗效的基

础, 对于新辅助放化疗的疗效已有大量临床资

料予以证明, 归纳起来具有以下几大疗效: (1)可
使大量原先不能手术切除的肿瘤转变为可以切

除. (2)约有13%-20%的病例在病理上可达到肿

瘤完全消退(pCR), 显然这是提高无病生存的基

础. 是与改善术后生存率相关的. (3)可使许多原

先术前判断需行腹会阴切除术的病例最终完成

保留括约肌功能的手术. (4)局部复发率有进一

步的下降. (5)术前放化疗在产生上述疗效的同

时, 与单纯术前放疗或术后放化疗相比并未增

加其他不良副反应, 甚至更轻[10]. 
所有这些优点都在本组资料中得到体现. 

这些优点在不同的术前放化疗方案中将会有不

同的反应. 例如在施行术前短期单次大剂量放

疗时, 由于放疗结束后短期即行手术, 因此对提

高切除率、保肛手术成功率. 以及肿瘤完全消

退率方面都看不到有什么改变. 反之, 由于放疗

对组织的作用-反应尚未消退, 手术并发症将明

显增加. 尽管局部复发率可以降低, 但术前放化

疗的优点就表现得不那么突出, 放疗剂量过高

同样会产生较大副反应, 同时术前放疗结束后

需休整的时间也需相应延长, 否则会影响手术

的操作, 增加手术并发症. 因此, 当前国际上采

用的术前放射剂量多在45 Gy(40-50.4 Gy), 称
为中等剂量的范围内, 治疗的目标是争取最佳

疗效和最小副反应. 在取得上述疗效中, 术前放

化疗所产生的肿瘤降期(down-staging)是最关键

的作用. 对一个进展期癌肿患者的群体而言, 术
前治疗如不能产生肿瘤降期的效果, 切除率、

保肛率、局部复发率和无病生存率这一切都不

会有令人满意的结果. 病期下降的程度和比率

则是最终决定效果的主要因素, 这是不言而喻

的事实. 究竟产生多少病期的下降是件极为重

要的事. 以往对治疗反应的判断都是沿用WHO
的标准, 术前根据直肠指检、直肠腔内B超, CT
或MRI扫描来判断病期, 这种主要依赖影像学

诊断的病期带有一定的主观判断, 缺乏精确的

定量. 除了CR外, 对PR和SD的判断相对是比较

粗略的. Dworak[17]提出了根据病理切片中肿瘤

细胞数量和纤维组织比例的半定量分级系统来

进行评定, 正确性相对较高. 本组采用了这一评

定系统发现肿瘤完全消退(TRG4, 相当pCR)24
例(22.86%), 全组肿瘤降期(TRG4+3+2)[17]82例
(78.09%), 正是由于本组病例经术前放化疗后

有3/4以上的病例出现了肿瘤降期, 在临床检查

中明显感到肿瘤较治疗前缩小了, 因而达到了

90%以上的根治性切除和保留了完整排便控

制功能, 并取得了较低的局部复发率和较高的

3年中位无瘤生存率和总生存率. 作者认为, 这
种肿瘤降期和肿瘤缩小既是术前放化疗的作用

和效益, 也是我们追求的目标. 因为唯有产生这

样的效益, 才能达到提高疗效的目的. 由于肿瘤

缩小, 原先不能切除变为可以切除; 原先肛门

无法保留的, 结果可完全地保留下来, 环切缘阳

性的机率降低了, 局部复发的风险也相应减少

了. 病期的降低为长期生存的提高提供了坚实

的基础. 作者认为, 术前放化疗结束后休整期不

中断化疗, 则是防止出现肿瘤进展, 特别是发生

远处转移的重要措施. 本组未出现1例PD就是一

个见证, 这也是本组采用中等放射剂量, 放疗后

休整6-8 wk, 等肿瘤充分降期后再行手术的理 
由[10,18]. 肿瘤降期表现最突出的是肿瘤的完全消

失CR. 在巴西一组260例随访长达10年的资料

中, 不论是临床肿瘤消失或病理肿瘤完全消失, 
复发率和癌肿相关死亡率在二者间并无差异. 
总的10年生存率可高达97%, 10年无病生存率

84%. 有4例死亡为非癌肿原因, CR组无盆腔复

发, 全组局部复发率5%, 盆腔复发5.7%, 全身性

■同行评价
本文资料可靠, 数
据可信, 有一定的
参考价值和临床
应用价值. 
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复发13%[19], 这一结果堪称满意. 该组资料指出, 
在低位直肠癌中不论其原始临床和放射学分期

如何, 最终的病理分期对决定患者的总生存率

和无病生存率是一个重要的预后因素. 从术前

辅助放化疗所产生的肿瘤降期给我们传送了一

个新信息, 即原来以为病期是无法改变的现在

已被推翻. 
人们不得不承认, 通过积极有效的措施可以

使大部分患者的病期发生变化, 从而彻底改变患

者的命运. 对一个肿瘤患者不是首先进行手术, 
而是先进行综合治疗来改变病期, 应该说是一个

新理念. 如果这一理念确实能使疗效得到明显提

高, 那么广泛地采纳这种理念, 将会使整个肿瘤

治疗的效果提高到一个新的水平. 当然真正推广

和实现这样一种新理念的治疗还有许多工作需

做, 有待通过大量临床研究加以证实, 但给中后

期病变患者提供了一个希望和方向. 
总之, 本组结果再次显示, 对局部进展期低

位直肠癌采用术前放疗与卡培他滨相结合, 继
之按TME原则进行手术可取得比单纯根治性切

除手术更好的疗效, 值得进一步推广应用.
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