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Abstract
L u m b a r i n j u r y a n d o p e r a t i o n c a n l e a d 
to different stomach intestine functional 
disturbances and severe conditions can lead 
to enteroparalysis and peritonitis owing to 
retroperitoneal hematoma and stimulation of 
the coeliac plexus, causing severe abdominal 
distention, abdominal pain and an inability to 
take food. These are the main factors associated 
with antibiotic-associated diarrhea and severe 
pseudomembranous col i t is owing to the 
use of antibiotics. The reasons for death are 
generally due to osteopathic incognizanting 
pseudomembranous colitis and the doctors of 
gastrointestinal departments for not recognizing 
or treating in a timely manner intra-abdominal 
hypertension leading to pseudomembranous 
colitis, which is the best period to save a 
patient. Abdominal compartment syndrome 
is also a reason. Therefore, attention should 
be paid to early gastrointestinal symptoms 
after lumbar injury and operation, specifically, 
antibiotic-associated diarrhea and severe 
pseudomembranous colitis, to effectively 

treat  intra-abdominal hypertension, prevent 
abdominal compartment syndrome and reduce 
mortality.
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摘要
腰椎外伤和腰椎手术患者由于腹膜后血肿和
手术刺激腹腔神经丛导致不同程度的胃肠功
能障碍. 严重者出现肠麻痹和腹膜炎, 患者出
现严重腹胀、腹痛、不能进食. 在此基础上术
后应用抗生素时易出现抗生素相关性腹泻, 严
重者出现重度伪膜性肠炎. 由于骨科医师对伪
膜性肠炎不认识, 消化科医师又对伪膜性肠炎
可出现腹腔内高压甚至腹腔间隔室综合征不
认识或重视观察处理不够, 错过了在腹腔内高
压时段抢救的最佳时机, 导致患者死亡, 因此
对腰椎外伤和腰椎手术患者要高度重视早期
胃肠道症状, 及时发现抗生素相关性腹泻, 尤
其重度伪膜性肠炎的出现. 重视腹腔内高压的
有效处理, 防止腹腔间隔室综合征的出现, 降
低死亡率. 
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0  引言

腰椎外伤和腰椎手术患者由于腹膜后血肿和

手术刺激腹腔神经丛导致不同程度的胃肠功

能障碍, 表现为腹胀、腹痛、停止排气、排便

等肠麻痹症状, 不能进食. 而目前这类患者无

论是术前还是术后又常规使用抗生素, 尤其是

在老年患者应用广谱抗生素, 很容易出现抗生

素相关性腹泻. 严重的患者出现重度伪膜性肠

炎(pseudomembranous colitis, PMC), 甚至出现
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■背景资料
腰椎外伤和手术
可引起胃肠功能
障碍, 患者因腹胀
不能进食, 在老年
患者应用抗生素
时易出现重度伪
膜性肠炎, 死亡率
比较高. 本文通过
死亡病例分析和
CT阅片并查阅有
关腹腔内高压或
腹腔间隔室综合
征的有关知识, 认
识了重度伪膜性
肠炎存在腹水的
患者往往存在腹
腔内高压. 如果认
识不足, 处理不及
时可很快出现腹
腔间隔室综合征, 
导致多器官功能
衰竭、感染中毒
性休克而死亡. 近
来我们在腹腔内
高压时段给予患
者有效的处理, 死
亡率明显下降. 



腹腔内高压(intra-abdominal hypertension, IAH)
或腹腔间隔室综合征(abdominal compartment 
syndrome, ACS). 如果重视和观察治疗不及时, 
可危及患者的生命. 我院是以骨科为主的一家

综合性医院, 每年接收大量的腰椎外伤和腰椎

疾病的患者. 少数患者在住院过程中出现严重

腹胀、腹泻和腹痛等胃肠道症状, 由于骨科医

师对PMC不认识, 消化科医师又对IAH或ACS不
认识或观察重视处理不够, 导致患者死亡. 因此

要高度重视这类患者, 加强防治, 以挽救患者的

生命.

1  重视早期胃肠道症状的处理

腰椎外伤和腰椎手术的患者早期出现腹胀、腹

痛、停止排气、排便等肠麻痹症状十分常见, 临
床骨科医师要给予积极的处理, 尤其是对中老年

患者, 要尽早恢复胃肠道功能, 让患者能够进食, 
以防更严重的情况出现. 如可能出现的抗生素相

关性腹泻, 尤其是PMC. 重度PMC时炎症可累及

浆膜层导致腹腔积液, 感染肿胀的肠壁及腹腔积

液可引起IAH, 引起肾脏、肺、心脏、肝脏、脑

等发生生理功能改变, 进一步可导致器官功能衰

竭, 出现ACS. 如不能立即给予有效的腹腔减压, 
患者可很快死亡. 因此, 早期胃肠道症状是导致

严重后果的基础, 临床要积极的给予调整和改善

胃肠功能的治疗, 有报道[1-2], 表明应用开塞露灌

肠和中药配合肌注新斯的明可收到良好的效果.

2  重视抗生素相关性腹泻, 警惕重度伪膜性肠

炎的出现 
在应用抗生素的过程中出现非特异性腹泻时应

考虑抗生素相关性腹泻. 临床有4种情况, 需加

以鉴别. (1)单纯抗生素相关性腹泻: 大便为稀水

样, 每日3-5次, 体温多正常或低于38℃, 无脱水,  
酸中毒表现, 血白细胞正常, 便细菌总数可正常

或减少, 球菌/杆菌基本正常, 便常规正常, 结肠

镜检查结肠黏膜无明显的炎症表现, 艰难梭菌

(clostridium difficile, CD)检出率约15%-25%. (2) 
抗生素相关性结肠炎: 大便为黏液便, 每日5-20
次, 体温多正常或达38℃, 可伴脱水, 酸中毒. 血
白细胞: (10-15)×109/L, 便细菌总数减少, 球菌>
杆菌, 便常规中可有白细胞或脓球, 结肠镜检查

结肠黏膜有炎症表现, 但无明显伪膜形成, CD检

出率约50%-70%. (3)抗生素相关性的伪膜性肠

炎: 大便多为绿色黏液便, 表面附果冻样物, 可
见白色膜状物排出, 每日>20次, 体温>39℃, 亦
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可正常, 脱水, 酸中毒明显, 或出现感染中毒性

休克、中毒性巨结肠等, 血白细胞记数>15×
109/L, 便细菌总数明显减少, 球菌>杆菌, 便常

规中可有白细胞或脓球和红细胞, CD检出率约

95%-100%. (4)药物性出血性结肠炎: 大多发生

于内服抗生素10 d内, 突然腹痛, 水样便, 继之出

现番茄汁样血便, 每日10余次, 严重时可10 min 
1次, 可有低热, 血白细胞记数>10×109/L, 便细

菌学检查较多出现的是克雷白杆菌或CD, 结肠

镜检查多在横结肠及肝曲有弥漫性浅表出血, 
水肿, 很少有溃疡和伪膜形成.  

P M C是一种主要发生于结肠的急性渗出

坏死性炎症, 主要累及结肠远端, 也可出现在小

肠. 病损的黏膜有伪膜形成. 病情较严重时, 如
处理不当, 病死率甚高. 1977年证实绝大多数

(95%-100%)PMC是由CD的产毒菌株产生的毒

素所引起. CD是一种革兰阳性厌氧菌, 主要产

生A和B两种毒素, A毒素是肠毒素, B毒素是细

胞毒素. 肠毒素是主要的致病因子, 通过激活巨

噬细胞、肥大细胞及其后的中性粒细胞, 释放

强效的炎症递质和细胞因子, 引起局部黏膜血

管通透性增加, 黏液分泌, 炎性细胞浸润, 出血

及绒毛损害, 甚至黏膜坏死, 细胞毒素在肠毒

素的基础上加重黏膜损害. 但是健康成人粪便

中仅有1%-5%存在CD[3], 也就是仅有1%-5%健

康成人是CD携带者. 因此, 如果不存在交叉感

染, 只有CD携带者在某些易患因素的情况下发

生PMC. 临床常见的易感因素有腰椎外伤和腰

椎疾病手术后以及腹部、盆腔手术, 尤其是中

老年患者. 另外也见于肿瘤放疗或化疗、尿毒

症、糖尿病晚期患者.  
绝大多数伪膜性肠炎的出现由抗生素激

发, 由CD引起. 临床几乎所有的抗生素都可诱发

PMC, 依次为阿莫西林(氨苄青霉素)、克林霉素

(氯林可霉素)和头孢菌素类. 不常引起的是青霉

素、红霉素、复方新诺明, 偶可引起的药物有

氯霉素、四环素和氨基糖苷类. po、静脉或单剂

抗生素治疗都可发生PMC. 因此对重症或手术

后患者, 在应用抗生素过程中发生非特异性腹

泻时应考虑本病的可能性. PMC可发生于抗生

素使用期间或停药后近期内出现. 多数患者于

使用抗生素的第1-2周发病, 多发生于5-10 d, 也
可早到数小时或迟至停药后6 wk. 突然起病者可

以发生爆发性结肠炎, 出现感染中毒性休克和

ACS, 如处理不及时, 患者可很快死亡. 因此, 重
度PMC除停用相关抗生素, 给予po甲硝唑或万
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■研发前沿
随着广谱抗生素
的广泛应用, 社会
人口的老龄化, 全
球范围内伪膜性
肠炎的发生率不
断增加, 有必要进
一步深入研究这
一疾病的生理病
理过程和临床分
期, 个体化采取及
时有效的治疗, 降
低死亡率.
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古霉素针对CD药物治疗外, 尚需积极得当的内

科综合处理.  
为了早期诊断和及时有效的治疗PMC, 结

肠镜检查简便可行, 在一般医院均可进行. 由于

腹泻和病变多在左半结肠, 无需做特殊肠道准

备, 安全性大, 必要时还可做病理活检证实. 因
此如怀疑PMC可尽早行结肠镜检查.

3  重视腹腔内高压和腹腔间隔室综合征的出现

腹腔内压力(intra-abdominal pressure, IAP)是腹

腔封闭腔隙内稳定状态下的压力, 主要由腹腔

内脏器的静水压产生. 其数值随呼吸而变化, 吸
气时上升, 呼气时下降. 正常腹内压在5 mmHg 
(1 mmHg = 0.133 kPa)左右, 肥胖及术后会相对

高一些. 临床上能够引起腹腔内容物急剧增加. 
导致腹内压增加的因素有空腔脏器创伤、肠道

感染性炎症、小肠或结肠梗阻、弥漫性腹膜

炎、重症急性胰腺炎等. 实验和临床研究均已

证实, IAH确可单独作为多器官功能损害的致病

因素, 导致胃肠道、心血管、肾脏、呼吸和中

枢神经系统障碍. 在Sugrue的综述中表明[4], 如
不了解腹腔内高压, 使其得不到及时处理的后

果是增加肾损害、内脏小肠缺血、呼吸衰竭和

死亡的危险性. 
2004-12 ACS世界联合会(World Society of 

the Abdominal Compartment Syndrome, WSACS)
将IAH定义为间隔4-6 h分别进行至少3次标准测

压中记录到的数值稳定≥12 mmHg, ACS是IAH
进一步发展所致. WSACS定义ACS为腹腔内高

压在间隔1-6 h分别进行至少3次标准测量中, 腹
腔内压力逐渐稳定上升, 并≥20 mmHg, 同时合并

单个或多个器官功能衰竭. Serpytis et al [5]报道, 腹
腔内压增加可引起几乎所有器官功能受损, 即
使轻微的腹腔内压增加也可对呼吸、心血管、

脑、胃肠、肝脏和肾脏功能产生负面影响. IAH
可导致内脏器官血流灌注不足, 引起肠缺血, 进
一步导致细菌易位、细胞因子释放和氧自由基

的产生. 在这些因素的作用下导致患者多器官

功能衰竭. 因此, 提高对IAH/ACS的认识水平, 
有利于早期发现IAH, 防止ACS. 如果能针对性

地采取适当治疗方法, 将会明显改善患者预后. 
目前公认直接测量腹腔内压力是直接测压

法的“金标准”, 而间接测压法的“金标准”

则是简单易行的膀胱内测压法. 当膀胱内容量

<100 mL时, 膀胱仅作为一个被动储存库, 可以

传递腹腔内压力而不附加任何一点来自其自

身肌肉的压力. 测量方法是在膀胱内置入一根

Foley导管, 排空膀胱内尿液, 注入50-100 mL生
理盐水, 通过导管与压力换能器相连. 在患者完

全平卧位, 消除腹肌收缩影响的情况下, 以腋中

线为零点, 取呼气末的数值, 单位为mmHg. 
腰椎外伤和腰椎手术的患者如出现PMC, 

尤其是重度PMC时, 炎症可累及浆膜层导致大

量腹腔积液. 急性感染肿胀的肠壁和腹腔积液

可引起IAH, 患者出现呼吸急促, 心率增快, 尿量

减少, 烦躁, 中心静脉压升高. 这时如果认识到

IAH, 及时给予腹腔减压如腹腔穿刺放腹水, 胃
肠减压, 应用利尿剂等, 可有效的缓解症状, 阻
止病情的进一步恶化, 从而挽救患者的生命. 如
果对IAH认识不足, 病情进一步发展可导致肾

脏、肺、心脏、肝脏、脑等发生器官功能衰竭, 
出现ACS. ACS早期患者出现呼吸困难, 呼吸道

阻力增加和高碳酸血症(如气道压>45 cm H2O, 
PaCO2>50 mmHg), 尿量减少. 后期体征包括严

重的腹胀, 腹壁顺应性降低、紧张度增加, 少尿

或无尿和氮质血症, 呼吸衰竭及心输出量减少. 
腹部CT表现有下腔静脉狭窄, 肾脏直接受压移

位, 肠壁水肿增厚, 腹腔前后径增大,  圆形腹征

阳性(肾静脉、下腔静脉同时显影层面, 不包括

皮下脂肪: 前后径比横径的比值大于0.80). 
胃肠道对IAP升高最敏感, 是受IAH/ACS

影响最早的器官, 其血流灌注对腹内压力非常

敏感. 小肠黏膜血流灌注在IAP达到10 mmHg, 
20 mmHg时, 分别减少17%, 36%. IAP达到40 
mmHg, 小肠黏膜血流灌注减少67%, 此时肠系

膜上动脉血流减少69%, 胃组织血流减少45%. 
胃肠缺血造成肠壁通透性增高, 细菌易位. 20世
纪90年代初, 国外有学者在动物模型中观察到

IAH与细菌易位到肠系膜淋巴结、肝脏和脾密

切相关. 即使IAP升高时间不足1 h, 细菌易位发

生率也显著增加. IAH也使肠系膜静脉受压, 加
重肠壁水肿和内脏肿胀, 形成恶性循环. 早期腹

腔减压可有效逆转器官功能障碍, 常用的减压

治疗措施有穿刺引流、胃肠减压、促进肠蠕

动、血液超滤和手术减压等.

4  结论

为防止腰椎外伤和腰椎手术的患者出现PMC, 
尤其是重度PMC, 从而危机患者生命, 现需要广

大医师做到以下几点: (1)合理应用抗生素, 严格

控制用药指征, (2)掌握PMC的发病情况和特点, 
(3)密切观察患者腹部症状和大便情况, (4)及时

化验检查并及时分析和正确处理, (5)加强患者

■应用要点
重视伪膜性肠炎, 
及时发现腹腔内
高压, 采取有效的
治疗措施, 防止腹
腔间隔室综合征.
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的管理, 防止院内交叉感染.  
Malbrain et al [6]强调是重视ACS的时候了.  

有研究表明[7], 腹腔内压力越大, 病死率越高. 为
防止腰椎外伤和腰椎手术的患者出现重度PMC
时进一步出现IAH, 临床医生必须尽力缓解IAH, 
防止最后演变为ACS. 这就需要消化科每一位

医师要学习和掌握IAH和ACS, 密切观察病情变

化, 把更多的注意力放在诊断及治疗介于正常

IAP与ACS之间狭窄的腹内高压区上. 因为胃肠

对低血流状态非常敏感, 在压力10-15 mmHg时
就可出现内脏缺血及酸中毒. 治疗越早, 效果越

好, 尤其在少尿初期给予积极有效的减低腹压

治疗, 可明显改善患者的预后, 降低病死率.
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Abstract
AIM: To observe the protective effects of taurine 
and vitamin C on liver DNA damage in mice 
chronically exposed to arsenic (As).

METHODS: Forty mice were divided into 4 
groups: As group (4 ppm As2O3), taurine pro-
tective group (4 ppm As2O3 + 150 mg/kg tau-
rine), vitamin C protective group (4 ppm As2O3 

+ 45 mg/kg vitamin C), and normal saline 
group as controls. Liver tissues were obtained 
and HE staining was performed, 8-OH-dG ex-
pression was examined by immunohistochem-
istry. 

RESULTS: Liver cells in mice in the As-treated 
groups showed swelling and ballooning degen-
eration. 8-OH-dG was strongly expressed in 
these groups compared with the control group  
(P < 0.01). The two protective groups showed 
mild damage with lower 8-OH-dG levels than 
the As group. The total optical density of 8-OH-
dG immunohistochemical staining in the taurine 
protective group was lower than that in the vita-
min C protective group (0.824 ± 0.1062 vs 246.7 ± 
61.81, P = 0.012).

CONCLUSION: Mouse livers showed severe 
tissue injuries and DNA oxidative damage after 
long-term As exposure. Taurine and vitamin C 
alleviated this damage significantly, with the 
taurine group showing better recovery than the 
vitamin C group.

Key Words: Arsenic; Liver; 8-hydroxy-2’-deoxygua-
nine; Taurine; Vitamin C; Immunohistochemistry

Liu S, Piao FY, Qu SX, Sun XC, Yao XF, Ye JX, Li 
QJ. Protective effects of taurine and vitamin C on 
liver DNA damage in mice chronically exposed to 
arsenic. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(34): 
3567-3571

摘要
目的: 观察牛黄酸与维生素C对慢性砷暴露小
鼠肝组织DNA损伤的保护作用. 

方法: 将小鼠40只随机分为4组, 即: 染砷组(4 
ppm As2O3)、牛黄酸保护组(4 ppm As2O3)+150 
m g /k g牛黄酸 )、维生素C保护组 (4  p p m 
As2O3+45 mg/kg维生素C)以及生理盐水对照
组, 用HE染色法进行组织病理学观察, 用免
疫组化及图像分析检测肝组织内8-OH-dG的 
水平. 

结果: 染砷组小鼠肝组织出现胞质疏松化和
气球样变等病理学改变, 牛黄酸和维生素C保
护组肝组织上述病理学变化较轻. 免疫组化
结果表明, 染砷组肝组织呈现8-OH-dG的高表

www.wjgnet.com

®

■背景资料
砷是一种常见的
环境毒物, 全世界
有超过200万人饮
用砷超标的水(我
国现行饮水卫生
标准<0.05 ppm)
而造成各种疾病. 
因此, 其损伤机制
和防治的研究十
分重要.



达(P <0.01). 两保护组小鼠肝组织8-OH-dG的
表达显著低于染砷组(P <0.01), 其中牛黄酸保
护组小鼠肝组织8-OH-dG免疫染色总光密度
值(0.824±0.1062)显著低于维生素C保护组
(246.7±61.81, P  = 0.012).

结论: 牛黄酸和维生素C对慢性砷暴露小鼠肝
组织DNA损伤具有保护作用, 其中牛黄酸的
保护作用更明显.

关键词: 三氧化二砷; 肝脏; 8-羟基脱氧鸟嘌呤; 牛

黄酸; 维生素C; 免疫组化方法
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0  引言

砷是一种常见的环境毒物和已知的人类致癌

物. Lu et al[1]对贵州燃煤型砷中毒患者的肝脏活

检中发现, 肝组织有明显退化、变性等病理变

化. Santra et al [2]对248例饮水型砷中毒患者调研

发现, 190例有肝脏肿大, 91.3%显示有非硬化性

汇管区纤维化的改变. 但是, 砷对肝脏的毒性作

用机制尚不清楚. 目前认为, 过量砷暴露可使机

体产生过量活性氧族(Reactive oxygen species, 
ROS), 导致组织细胞的DNA损伤很可能是砷的

毒作用机制之一. 因此, 通过拮抗剂对砷的毒性

作用进行干预, 使机体生物大分子免受损伤是

预防砷的毒性作用的研究重点. 本研究以小鼠

为研究对象, 以8-羟基脱氧鸟嘌呤(8-OH-dG)作
为砷毒性导致DNA损伤标志物, 以牛黄酸和维

生素C作为拮抗剂, 通过免疫组化方法, 观察拮

抗剂对砷暴露小鼠肝组织DNA损伤的保护作用, 
为砷毒性损伤肝脏的预防和治疗提供实验动物

依据.

1  材料和方法

1.1 材料 As2O3(Sigma, 美国), 牛黄酸(北京奥

博星生物技术责任有限公司 ) ,  抗8-O H-d G 
mAb(Fukuroi, 日本), UltrasensitiveTM S-P超敏

试剂盒及DAB显色试剂盒(福州迈新生物技术

开发有限公司), 其他试剂均为分析纯. 石蜡切

片机(YD-1508B, 浙江省金华市益迪医疗设备

厂)、万用光学显微镜(Olympus BX-51, 日本)、
数码相机(Kodak DC290, 日本)、图像分析处

理系统(Image-pro plus 4.5). 健康昆明种小鼠40
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只, 雌雄各半, 体质量20±2 g, 由大连医科大学

实验动物中心提供. 按体质量将小鼠随机分为4
组: 染毒组 (4 ppm As2O3), 牛黄酸保护组(4 ppm 
As2O3+150 mg/kg牛黄酸), 维生素C保护组(4 
ppm As2O3+45 mg/kg维生素C), 生理盐水对照组. 
小鼠正常饮食, 室温18-22℃, 通过自然饮用含不

同浓度As2O3蒸馏水的方式使小鼠暴露于砷. 保
护剂是以灌胃方式投给, 每星期2次. 每天换水, 
连续染毒60 d, 断头处死小鼠后立即取肝组织

固定.
1.2 方法

1.2.1 组织形态学观察: 肝组织经40 g/L甲醛固定

后, 常规石蜡包埋, 5 μm连续切片, 在65℃ 温箱

中烤片60 min, 苏木素-伊红(HE)染色, 光镜下进

行组织形态学观察.
1.2.2 免疫组织化学观察: 按照S-P免疫组化染

色法, 将未经H E染色的切片常规二甲苯脱蜡

后 ,  在肝组织切片上滴1∶300稀释的鼠抗人

8-OH-dG mAb, 在4℃条件下孵育过夜, 然后按

UltrasensitiveTM S-P超敏试剂盒的步骤进行, 
DAB显色, 苏木素复染细胞核, 自来水冲洗返

蓝. 常规脱水、透明, 中性树胶封片. 阅片时, 先
观察整张切片, 再随机选择不同区域的五个高

倍视野, 显微镜下拍照, 并应用图像分析软件对

8-OH-dG表达的总光密度值进行定量的分析.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件, 计

量资料用mean±SD表示. 用单因素方差分析

(ANOVA)比较各实验组与对照组间的统计学差

异, 以P <0.05表示差异显著.

2  结果

2.1 肝组织病理学观察 光镜观察的结果显示, 对
照组小鼠肝组织病理变化未见异常, 而染砷组

小鼠肝组织出现不同程度的肝细胞变性, 可见

肝细胞明显肿大, 胞质疏松呈网状、半透明, 肝
细胞索排列紊乱、拥挤, 肝窦受压变窄, 偶见细

胞核固缩等病理学改变. 牛黄酸和维生素C保护

组小鼠肝细胞肿胀较轻, 未见核固缩(图1). 
2.2 小鼠肝组织抗8-OH-dG免疫组化的观察结果 
对照组小鼠肝组织细胞中几乎无8-OH-dG的表

达, 染砷组细胞核内出现较多的棕褐色抗8-OH-
dG阳性颗粒, 表明8-OH-dG呈现明显的高表达

(图2). 而两保护组小鼠肝组织8-OH-dG的表达

较少. 各组小鼠肝细胞抗8-OH-dG免疫组化染色

总光密度检测结果如表1所示. 染砷组抗8-OH-
dG免疫组化染色总光密度值明显高于对照组, 
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■应用要点
本文以8-羟基脱
氧鸟嘌呤作为砷
毒性导致DNA损
伤的标志物, 观察
到氧化损伤是砷
肝损伤的机制之
一. 牛黄酸和维生
素 C 有 较 好 的 保
护作用, 为砷损害
的防治提供了依
据.
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砷毒性作用的靶器官之一[3-6]. Guha Mazumder发
现, 长期摄入高砷水可引起氧化性损伤, 导致小

鼠肝脏脂肪浸润和纤维化[7]. Gupta也报道了小

鼠腹膜内砷暴露可引起氧化性指标的升高并伴

随多种抗氧化酶水平的降低[8]. 但关于慢性低剂

量砷暴露与小鼠肝脏DNA氧化损伤之间的关系

还未见报道.

具有显著性差异(P <0.01), 而牛黄酸及维生素C
保护组的总光密度值明显低于染砷组(P <0.01).
其中牛黄酸的保护效果明显好于维生素C 
(P  = 0.012). 

3  讨论

慢性砷暴露可造成机体多器官损伤, 而肝脏是

图 2 小鼠肝组织8-OH-dG免疫组化染色(×200). A: 对照组; B: 染砷组; C: 牛黄酸保护组; D: 维生素C保护组.

A B

C D

■同行评价
本文选题新颖, 设
计基本合理, 统计
方法正确, 有一定
创新. 获得的结果
对砷暴露肝损伤
的防治提供了一
定的理论和实践
价值的参考资料, 
但文章撰写的严
谨性和逻辑性方
面稍有欠缺.

图 1 小鼠肝组织病理(HE×400). A: 对照组; B: 染砷组; C: 牛黄酸保护组; D: 维生素C保护组.

A B

C D
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动物细胞在应激条件下可以产生ROS. 当
其生成作用大于机体的清除作用时, ROS升高

并造成细胞的膜脂质、蛋白质和DNA的氧化损

伤[9-10]. 由于DNA的抗氧化能力不如膜脂质和蛋

白质, DNA氧化产物的测定对于体内氧化损伤

程度的估计是比较敏感的[11]. DNA中的脱氧鸟

嘌呤最容易被ROS氧化而生成8-OH-dG, 因此

8-OH-dG可作为由ROS诱导的DNA损伤的特异

性标记物. 本实验发现慢性砷暴露小鼠肝组织

8-OH-dG的水平增高, 提示砷可通过ROS引起肝

组织DNA损伤. 而8-OH-dG主要集中在细胞核

内, 细胞质内染色很少, 这是因为dG主要在细胞

核内表达.
病理学观察可见染砷组小鼠肝组织出现

细胞变性 ,  胞质疏松化和气球样变及核固缩

等病理学改变. 使用牛黄酸和维生素C保护组

小鼠肝组织的病理变化相对较少 ,  肝细胞水

肿程度较轻、范围较小, 未见核固缩. 结果显

示, 染砷组8-OH-dG表达较强, 病理损伤也较

重 ,  提示砷可能通过氧化性损伤造成肝脏的

病理损害.
由于我们之前的研究已表明氧化应激参

与砷的神经毒性作用[12], 因此抑制或改善氧化

应激是一种合理的干预途径. 近期有报道将维

生素C加入透析用水可明显降低血液透析患者

体内OX-LDL水平, 改善氧化应激状态[13]. 我
们用灌胃的方式给小鼠补充维生素C, 观察到

小鼠肝细胞8-OH-dG表达较砷暴露组少, 说明

维生素C能增强染砷小鼠的抗氧化能力. 维生

素C减轻氧化应激的机制可能为 ,  维生素C作

为自由基的清除剂, 可能与超氧阴离子(O2-)、
过氧化氢(H2O2)和羟自由基(O H-)反应 ,  保护

机体免受内源性氧自由基的损伤 .  在本实验

中, 牛黄酸较维生素C对肝组织的保护作用强, 

8-OH-dG的表达也显著降低. 牛黄酸是一种含

硫的β氨基酸 ,  有多种生物效应 ,  如降低小鼠

脑组织中脂褐质的含量, 清除脂质过氧化物代

谢产物丙二醛(M D A), 提高超氧化物歧化酶

(SOD)的活性等[14]. 可能SOD通过清除氧自由

基起到对DNA的保护作用. 此外, 在胆汁的合

成过程中, 牛黄酸的巯基也可能与组织中的砷

发生螯合作用, 促进砷硫化合物在肝脏中的排

泄[15]. 
总之, 使用牛黄酸和维生素C可以缓解砷介

导的机体氧化性肝损伤, 并且进一步证实了ROS
在肝脏砷毒性中的作用. 所以及早投放保护剂

可以减轻或预防慢性低剂量砷暴露所致的机体

损伤.
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Abstract
AIM: To inhibit the expression of cyclin D1 in 
a human colorectal cancer cell line using RNA 
interference, and to examine its effect on the 
growth and proliferation of colorectal cancer cells. 

METHODS: Human colorectal cancer HT-29 
cells were divided into three groups: antisense 
group transfected with antisense siRNA against 
cyclin D1, sense group transfected with sense 
siRNA against cyclin D1, and control group. The 
inhibitory effect of antisense siRNA on cyclin 

D1 protein expression was detected by immuno-
precipitation and Western blotting. MTT assay 
was used to detect the effect of antisense siRNA 
on the growth and metabolism of HT-29 cells. 
3H-TdR incorporation assay and flow cytometry 
were used to test the metabolism and cell cycle 
changes in HT-29 cells transfected with antisense 
siRNA against cyclin D1. 

RESULTS: The expression level of cyclin D1 was 
clearly decreased in HT-29 cells in the antisense 
group. MTT assay showed a significant decrease 
in the metabolism of HT-29 cells in the antisense 
group, between 12 h and 72 h, compared with 
that in the control and sense groups (P < 0.01). 
3H-TdR incorporation was lower in the antisense 
group than that in the control and sense groups 
(3H-TdR: 1181.8 ± 117.97 vs 1798.4 ± 55.36, 1851.4 
± 83.46; P < 0.01; G0/G1: 79.31% vs 60.87%, 59.14%; 
S: 13.67% vs 26.42%, 27.93%; P < 0.01). 

CONCLUSION: RNA interference can effectively 
inhibit the expression of cyclin D1, and inhibition 
of cyclin D1 expression causes a decrease in the 
growth, metabolism and proliferation of colorec-
tal cancer cells, due to a delay in the progression 
of the cell cycle from G1 to S phase. 

Key Words: Small RNA interference; Colorectal can-
cer; Cyclin D1; Cell cycle; Proliferation; MTT assay; 
Flow cytometry

Ding J, Li D, Wang CD, Wu T, Wang XZ, Yu JP. RNA 
interference inhibits the proliferation of human colorectal 
cancer cells by blocking the expression of cyclin D1. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(34): 3572-3576

摘要
目的: 使用RNA干扰技术阻断人结肠癌细胞
cyclin D1的表达, 检测其对细胞生长增殖的影
响和机制. 

方法:  将人结肠癌细胞株H T-29分成3组 , 
antisense组(转染反义链组)、sense组(转染正
义链组)和对照组. 免疫沉淀和蛋白质印迹法
观察cyclin D1 siRNA对细胞cyclin D1蛋白质
表达的影响, 并对蛋白质电泳图像进行分析, 
MTT比色法绘制细胞生长曲线, 3H-TdR技术

®

■背景资料
肿瘤细胞不同于
正常细胞的重要
特点在于其生长
和增殖的失控. 细
胞的生长增殖受
细胞周期蛋白的
调节, 现有资料证
实多种肿瘤表达
异常增多的细胞
周 期 蛋 白 ,  其 中
报道最多是cyclin 
D1, cyclin D1已被
证实是调节肿瘤
细胞生长增殖的
关键信号分子. 
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和流式细胞技术观测细胞周期变化. 

结果: 反义siRNA有效抑制了cyclin D1蛋白
质表达, MTT实验显示, 转染反义siRNA的细
胞, 生长代谢减慢, 与对照组细胞差异显著
(P <0.01). 而antisense组细胞24 h的3H-TdR渗
入量, G0/G1期和S期细胞较对照组和sense组明
显减少(3H-TdR: 1181.8±117.97 vs  1798.4±
55.36, 1851.4±83.46; P <0.01; G0/G1期: 79.31% 
vs  60.87%, 59.14%; S期: 13.67% vs  26.42%, 
27.93%; P <0.01).  

结论: RNA干扰技术能有效减弱cyclin D1蛋
白质表达, 使细胞周期受阻, 并抑制结肠癌细
胞的生长增殖.

关键词: 小干扰RNA; 结肠癌; cyclin D1; 细胞周期; 

细胞增殖; MTT比色法; 流式细胞技术
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0  引言

哺乳动物细胞的生长增殖受到细胞周期蛋白的

调控. 其中cyclin D1在细胞从G1期进入S期的过

程中发挥关键作用, 决定细胞是否继续生长和

增殖[1-6]. 肿瘤细胞的生长同样受到cyclin D1调
控, 在许多肿瘤细胞内发现cyclin D1的过表达, 
比如肝癌[7-10]、食管癌[11-14]、胰腺癌[15]、乳腺

癌[16]、喉癌[17-18]、膀胱癌[19]、纤维肉瘤[20]和肺

癌[21]. 使用细胞转录因子Cdx1可以降低细胞内

cyclin D1的含量, 达到抑制结肠癌增殖的目的[22]. 
因此, 通过降低cyclin D1表达来抑制肿瘤的发

生和转移成为肿瘤治疗的一个新思路. RNA干

扰(RNA interference, RNAi)是由双链RNA分子

介导的序列特异性转录后的基因静默过程, 是
一种高效的基因阻断技术[23]. 本研究选择cyclin 
D1作为靶基因, 使用RNA干扰技术, 合成小干

扰RNA(small interfering RNA, siRNA), 并将其

转导人结肠癌细胞株HT-29细胞, 观察siRNA对

cycling D1的阻断效果, 检测随之而来结肠癌细

胞增殖和细胞周期的变化, 对cyclin D1的生物学

作用进行补充, 同时为结肠癌的治疗探求一条

新的途径.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株HT-29购自上海生物

细胞研究所, Lipofectamine2000是Invitrogen公
司产品, 兔抗人cyclin D1抗体购自Santa Cruz公
司, 电化学发光法检测试剂盒(包括二抗)购自

武汉博士德公司, RPMI1640、小牛血清试剂为

GIBCO-BRL公司产品, 蛋白A、噻唑蓝(MTT)
和二甲基亚枫均为S i g m a公司产品 ,  3H-T d R
为美国A m e s h a n公司产品 ,  液体闪烁技术仪

BeckmanL-9800型为美国贝克曼公司, 流式细胞

仪FACSCalibur型是美国BD公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人结肠癌细胞株HT-29使用含

100 mL/L小牛血清的1640培养液, 置于37℃、

100%湿度和50 mL/L CO2的培养箱中培养.
1.2.2  s i R N A的设计和合成:  根据G e n B a n k
检索 c y c l i n  D 1的m R N A序列 ,  使用美国

A m b i o n公司 s i R N A设计软件设计 ,  由大

连Ta K a R a公司合成双链小R N A .  正义链 : 
UGACCCCGCACGAUUUCAU t t, 反义链: 
AUGAAAUCGUGCGGGGUCAtt. G/C含量: 
47.6%, 在GenBank中使用同源序列查询, 确定与

人类基因外显子无同源性. 
1.2.3  s i R N A的转染和细胞分组 :  人结肠癌

细胞株H T-29细胞生长至80%融合时 ,  使用

Lipofectamine2000将siRNA转染入细胞, 操作过

程按Lipofectamine2000的说明书进行. 根据转染

siRNA的不同和对照组一起, 建立3个细胞组: 转
染: antisense组、转染: sense组和对照组即正常

HT-29细胞组. 转染结束后, 即进入下一步实验.
1.2.4 免疫沉淀和蛋白质印迹法检测cyclin D1蛋

白质表达: 转染48 h后, 取各细胞组细胞, 裂解, 
离心后上清液蛋白定量. 三组细胞各取等量蛋

白加兔抗人cyclin D1抗体和琼脂糖交联的蛋白

A沉淀蛋白质, 振荡过夜后, 离心取沉淀. 行SDS-
PAGE电泳, 之后以电转印法将蛋白转印到硝酸

纤维素膜上, 封闭后加兔抗人cyclin D1抗体, 使
用电化学发光法试剂盒进行显影. 使用图像分

析软件Image-Pro Plus对蛋白质电泳图像进行分

析. 为方便直观比较, 将蛋白质表达的最大值定

义为100%.
1.2.5 MTT比色法检测细胞增殖实验: 使用胰蛋

白酶消化antisense组、sense组和对照组细胞. 以
每孔104个细胞的密度将细胞接种于96孔板中, 
每组接种5孔. 置于37℃、50 mL/L CO2细胞培养

箱中, 分别于12、24、36、48、60、72 h每孔加

入5 g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养4 h, 吸去上

清液, 每孔加入二甲基亚枫150 μL, 振荡10 min. 

■研发前沿
本 文 使 用 R N A
干 扰 技 术 ,  封 闭
cyclin D1表达, 观
察随之而来的细
胞生物学功能的
变化, 旨在进一步
了解cyclin D1在
人结肠癌发生发
展过程中的作用, 
并试图通过阻断
细胞生长和增殖
过程中的信号传
导, 达到治疗结肠
癌的目的. 
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在酶联免疫监测仪上, 使用595的波长进行检测, 
记录吸光值. 以时间为横坐标, 吸光值为纵坐标

绘制细胞生长曲线. 
1.2.6 3H-TdR掺入法实验检测细胞周期的变化: 
转染24 h后, 使用胰蛋白酶消化antisense组、

sense组和对照组细胞. 以每孔104个细胞的密度

将细胞接种于96孔板中, 每组5孔, 每孔加入2.0 
μL的3H-TdR(3.7×1013 Bp/L)继续培养24 h. 使用

胰蛋白酶消化细胞, 收集细胞. 破膜后使用液体

闪烁计数仪测定3H-TdR渗入量的CPM值.
1.2.7 流式细胞技术检测细胞周期的改变: 细
胞转染后48  h后 ,  使用胰蛋白酶消化并收获

antisense组、sense组和对照组细胞. 用4℃预冷

的700 mL/L乙醇固定1 h, 然后使用PBS洗涤细

胞3次. 将细胞重悬于50 mg/L的PI染液(含20 g/L 
RNase)中, 室温孵育1 h, 使用流式细胞仪对细胞

周期进行分析. 
统计学处理 其他数据与最大值的比率定义

为表达量. 使用成组t检验对实验数值进行分析.

2  结果

2.1 免疫沉淀和蛋白质印迹法检测cyclin D1蛋白

质表达 转染反义siRNA的antisense组细胞cyclin 
D1表达明显低于sense组和对照组. Image-Pro 
Plus图像分析显示: antisense组细胞cyclin D1的
表达只有对照组的24.77%, 而转染正义siRNA的

sense组和对照组cyclin D1表达相似(图1A-B).
2.2 MTT比色法检测细胞增殖 开始检测时, an-
tisense组、对照组和sense组细胞吸光度无差别

(P >0.05). 从12 h开始, antisense组细胞的吸光度

显著低于对照组和sense组(P <0.01). 在此后的每

一个检测时间, 即24、36、48和72 h, antisense
组细胞的吸光度均显著低于对照组和sense组
(P <0.01)(表1, 图2).
2.3 3H-TdR渗入实验检测细胞增殖 对照组和

sense组24 h的3H-TdR渗入量分别为1798.4±
55.36和1851.4±83.46, 而antisense组细胞24 h
的3H-TdR渗入量为1181.8±117.97, 较对照组和

sense组明显减少(P <0.01). 对照组和sense组24 h
的3H-TdR渗入量无差别(P >0.05)(图3).
2.4 流式细胞技术检测细胞周期的改变 正常

细胞组即对照组细胞有60.87%处于G0/G1期 , 
26.42%处于S期, s ense组细胞有59.14%处于 
G0/G1期, 27.93%处于S期, 而转染反义siRNA的

antisense组细胞有79.31%处于G0/G1期, 13.67%
处于S期. 与对照组和sense组相比, 处于G0/G1

期的细胞和处于S期的细胞, 均有显著性差异

(P <0.01, 表2, 图4).

3  讨论

在细胞周期中, G1到S期的转变非常重要. 细胞

一旦从G 1期跨入S期就可以不再依靠外来信

■相关报道
研究证实许多抑
制肿瘤细胞生长
和增殖的转录因
子, 其作用是通过
降低cyclin D1表
达来实现的. 研究
者发现Cdx1通过
干扰cyclin D1转
录, 减少结肠癌细
胞中cyclin D1的
蛋 白 质 水 平 ,  使
细胞生长停滞于
G0/G1期;  而不表
达Cdx1的变异株
则无此作用. 

■创新盘点
本文寻找到了高
效阻断cyclin D1
表达的基因序列
和随之而来的系
统化研究是对现
有相关资料的补
充.

表 1 MTT法检测cyclin D1 siRNA对HT-29细胞增殖的影响(mean±SD, n  = 5)

     
                                  0 h                   12 h              24 h  36 h             48 h   60 h             70 h

对照组      0.043±0.003  0.200±0.005    0.391±0.017   0.497±0.011   0.631±0.009    0.765±0.006    0.866±0.021

sense组      0.042±0.004  0.198±0.005    0.401±0.006   0.512±0.031   0.614±0.011    0.733±0.009    0.835±0.017

antisense组  0.041±0.003  0.124±0.004b  0.206±0.008b  0.365±0.050b  0.516±0.007b   0.583±0.010b   0.676±0.016b

bP<0.01 vs  对照组.

表 2 流式细胞技术检测cyclin D1 siRNA对HT-29细胞周
期的影响(mean±SD, n  = 5)

     
                                  G0/G1            S            G2/M

对照组       60.87±5.23    26.42±4.65   12.91±3.13

sense组       59.14±8.67    27.93±3.64   13.93±2.65

antisense组   79.31±7.34b    13.67±4.32b    7.32±1.65b

bP<0.01 vs  对照组和Sense组.
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图 1 免疫沉淀和蛋白质印迹法检测RNA干扰对HT-29细胞
cyclin D1表达影响. 1: 对照组; 2: sense组; 3:  antisense组.
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■应用要点
本文针对肿瘤细
胞生长周期进行
抑制, 达到治疗肿
瘤生长增殖的目
的 ,  为 类 似 的 研
究打下基础, 提供
了新思路. 高效的
s iRNA序列将来
可以用来进行动
物实验和临床前
期实验, 并可以试
验用于其他肿瘤
细胞.

息的刺激而自动完成分裂过程. 与G1期相关的

细胞周期素主要是cycl in D, 他包括三个亚型: 
D1、D2和D3, 其中D1和肿瘤细胞的关系最为密

切. cyclin D1基因位于人染色体11q13上, 全长15 
kb, 共5个外显子. cDNA全长4.2 kb, 编码295个
氨基酸残基组成的蛋白质, 分子量为36 kDa[24]. 
cyclin D1于G1期最先合成, 形成cyclin D1-CDK4
或cyclin D1-CDK6复合物, 激活CDK磷酸化底

物pRB, 使之释放出结合的转录因子E2F, 促进

DNA转录, 使细胞从G1期进入S期, 从而促进细

胞生长和增殖[25]. 目前已在多种肿瘤细胞内发

现cyclin D1表达增多, 提示cyclin D1在肿瘤的

发生过程中发挥重要作用. 通过抑制其基因的

表达达到抑制肿瘤生长的目的已经引起人们重 
视[26]. 

在现有抑制基因表达技术中, RNA干扰技

术是被公认为最有效果的手段. 干扰RNA合成

的方法有化学合成、体外转录、长片段双链

RNA消化和体内表达等方法[27-31]. 其中化学合成

法具有快捷, 方便, 使用剂量容易控制, 转染效

果稳定, 可重复性强等优点. 
本实验选择化学合成cyclin D1的siRNA对

cyclin D1基因表达进行封闭, 观察cyclin D1蛋白

质表达被部分封闭后, 结肠癌HT-29细胞生物学

功能变化. 转染cyclin D1的反义siRNA后, 使用

免疫沉淀和蛋白质印迹法证实cyclin D1蛋白质

表达明显下降, 只有对照组的24.77%. 蛋白质是

基因的最终表达产物, 此结果说明反义siRNA有

效封闭了cyclin D1基因, 造成cyclin D1蛋白质量

的减少. cyclin D1-CDK4或cyclin D1-CDK6复合

物可以促使细胞从G1期进入S期, 完成分裂增殖. 
本实验试图观察cyclin D1表达被有效降低后, 细
胞的生长增殖情况. MTT实验和3H-TdR渗入实

验证实了cyclin D1降低会导致细胞活性和增殖

能力的下降, 同时3H-TdR渗入实验还说明了生

长代谢减慢与细胞从G1进入S期受阻有关. 本实

验使用了流式细胞技术, 进一步明确转染siRNA
细胞出现活性减低和增殖能力下降是因为在G1

期受阻. 此结果和cyclin D1作用特点相符. 总之, 
本实验成功设计合成cyclin D1 siRNA, 转染后有

效阻断cyclin D1表达并减弱结肠癌细胞的生长

增殖明显, 出现细胞周期停滞. 一方面进一步验

证cyclin D1是细胞周期进展中的关键信号分子, 
发挥重要生物学功能. 另一方面证实, 封闭cyclin 
D1表达可以抑制结肠癌增殖, 为肿瘤的基因治

疗开辟一条新思路.
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Abstract
AIM: To induce hepatocyte-like cells from mouse 
bone marrow mesenchymal stem cells, and 
improve their differentiation rate in vitro.

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem 
cells were collected from C57 mice, and cultured 
in differentiation medium including HGF, FGF4, 
EGF, OSM, Dex and ITS. Expression of hepato-
cyte specific genes, such as AFP, Alb, CK18, TAT 
and CYP2b9 was detected by RT-PCR. Cells 
expressing Alb and CK18 proteins were identi-
fied by immunofluorescence staining and flow 
cytometry.

RESULTS: In the differentiation group, some 
polygonal cells appeared on day 3 in culture, 
cobblestone-shaped epithelial-like cells ap-
peared after 5 to 7 days and increased in number 
until day 14, while control group cells retained 
their spindle morphology. AFP, Alb and CK18 
mRNA could be detected on days 7, 14 and 21. 
TAT and CYP2b9 mRNA were also detected on 
days 14 and 21. However, Alb, CK18, TAT and 

CYP2b9 mRNAs were not detected in the con-
trol group, and only low levels of AFP mRNA 
were detected. In the differentiation group, Alb 
protein was detected by immunofluorescence on 
days 7, 14 and 21. The percentages of cells that 
were Alb-positive were 75.0%, 79.7% and 81.1% 
on days 7, 14, 21 respectively, and the percent-
ages that were CK18-positive were 71.4%, 75.9% 
and 80.6%, respectively.

CONCLUSION: Bone marrow mesenchymal 
stem cells can differentiate into hepatocyte-like 
cells in vitro, which provides a solid experimen-
tal basis for hepatocyte transplantation.

Key Words: Differentiation; Bone marrow mesen-
chymal stem cells; Hepatocyte; Growth Factor

Yu RJ, Liu HL. Differentiation of mouse bone marrow 
mesenchymal stem cells into hepatocyte-like cells in vitro. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(34): 3577-3582

摘要
目的: 体外诱导小鼠骨髓间充质干细胞分化
(BMSCs)为肝样细胞, 提高分化效率. 

方法: 将第一代BMSCs随机分为诱导组和对
照组. 诱导组加肝细胞生长因子、成纤维生长
因子、表皮生长因子、抑瘤素M等进行诱导
培养, 观察细胞形态, 检测甲胎蛋白(AFP)、白
蛋白(Alb)、细胞角蛋白18(CK18)、酪氨酸氨
基转移酶(TAT)和细胞色素P450 2b9(CYP2b9)
的mRNA表达, Alb合成以及Alb和CK18蛋白标
记细胞阳性率. 

结果: 诱导组第3天出现多边形细胞, 5-7 d上
皮样细胞呈岛状分布, 14 d呈铺路石状. 对照
组细胞为长梭形. 第7, 14, 21天, 诱导组细胞
AFP, Alb, CK18 mRNA和Alb蛋白检测阳性; 
第14, 21天, 细胞表达TAT和CYP2b9 mRNA. 
对照组除AFP mRNA呈弱阳性外, 其余均为阴
性. 第7, 14, 21天, 诱导组CK18阳性率分别为
71.4%, 75.9%, 80.6%; Alb阳性率分别为75.0%, 
79.7%, 81.1%. 而对照组第7天CK18和Alb阳
性率仅2.3%, 1.7%, 与诱导组相比有显著差异

®

■背景资料
缺乏足量的、具
有良好生物学特
性的肝细胞是阻
碍肝细胞移植治
疗在临床中得以
实行的关键原因
之一. BMSCs采集
方便 ,  容易培养 , 
能大量扩增, 具有
多向分化潜能等
特性, 使其可能成
为肝细胞移植所
需的细胞重要来
源途径之一.
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(P CK18 = 1.97×10-5, P Alb = 3.08×10-6).

结论: BMSCs在体外可以被诱导分化为肝样
细胞, 诱导率最高可达80%以上.

关键词: 诱导分化; 骨髓间充质干细胞; 肝细胞; 生

长因子

俞瑞珺, 刘海林. 体外诱导小鼠骨髓间充质干细胞分化为肝样细

胞. 世界华人消化杂志 2007; 15(34): 3577-3582

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3577.asp

0  引言

骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BMSCs)是成体干细胞中最易获得的

干细胞之一, 具有多向分化潜能[1-4], 并且采集方

便、容易培养、增殖能力强、性质稳定[5], 适合

自体移植[6-9]. 研究表明BMSCs可以分化为上皮

样细胞[10-11], 如肺泡上皮支气管上皮细胞[12-13]、

皮肤[14]、肾[15]、胰腺[16]和胃肠[17]等. 在适当条

件下可以向肝脏细胞分化[18-28], 移植入体内可改

善肝功能[29-30]. 但对提高诱导分化的效率和稳定

性尚有待进一步研究. 我们选择在肝脏细胞发

育成熟过程中发挥关键性作用的细胞因子肝细

胞生长因子(HGF)、成纤维生长因子4(FGF4)、
抑瘤素M(OSM)、表皮生长因子(EGF)组成诱

导体系, 对体外培养的BMSCs进行定向诱导, 
通过观察细胞形态变化, 检测肝细胞相关标志

如甲胎蛋白(AFP)、白蛋白(Alb)、细胞角蛋白

18(CK18)、酪氨酸氨基转移酶(TAT)、细胞色素

P4502b9(CYP2b9)的表达, 评价其诱导BMSCs分
化为肝细胞的效率, 为开展肝细胞移植奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 1周龄C57小鼠(上海中科院实验动物

中心), Ficoll分离液(Pharmacia公司), L-DMEM
培养液(Gibco公司), MCDB-201培养液(Sigma
公司), HGF(R&D systems公司), FGF4(R&D 
s y s t e m s公司) ,  O S M(R&D s y s t e m s公司) , 
EGF(Chemicon international公司), ITS(Gibco
公司), Alb抗体(Rockland 公司), TRIzol试剂盒

(Sigma-Aldrich公司), TaKaRa RNA PCR试剂盒

(Biotech公司), RT-PCR引物(上海生工生物工程

公司合成), CK18(Santa Cruz 公司).
1.2 方法

1.2.1 BMSCs标本的分离培养和诱导: 从C57小
鼠股骨和胫骨获取骨髓细胞, Ficoll分离液密度

梯度离心900 g , 30 min. 收集单个核细胞, PBS洗
涤2次, 台盼兰染色、计数, 按密度2.5×105/cm2

接种于培养皿, 加入基础培养液, 37℃、50 mL/L 
CO2, 饱和湿度培养. 将第一代BMSCs, 以5×103/
cm2密度接种于培养皿中, 随机分为诱导组和

对照组. 对照组为基础培养液(L-DMEM, 含100 
mL/L胎牛血清、NaHCO3、L-谷氨酰胺、青霉

素和链霉素), 诱导组培养液为540 g/L L-DMEM, 
360 g/L MCDB-201, 其他同基础培养液, 另加20 
μg/L HGF, 20 μg/L FGF4, 10 μg/L EGF, 20 μg/L 
OSM, 10-8 mol/L地塞米松和1×ITS(胰岛素铁硒

传递蛋白).
1.2.2 形态学观察: 应用倒置相差显微镜, 每天观

察细胞的生长情况和形态特征变化. 免疫细胞

化学: 细胞爬片, 丙酮固定5 min, 羊血清封闭30 
min, 加兔抗鼠的Alb抗体, 4℃过夜, 加FITC标记

抗兔二抗, 37℃孵育30 min, 900 mL/L的丙三醇

封片, 荧光显微镜观察.
1.2.3 逆转录-聚合酶链反应: 采用TRIzol试剂

盒分别提取细胞和小鼠肝组织总RNA, TaKaRa 
RNA PCR试剂盒进行RT-PCR反应. 逆转录反应

体系由MgCl2 4 μL, 10×RNA Buffer 2 μL, RNase 
Free双蒸水7.5 μL, dNTP 2 μL, 逆转录酶1 μL, 
Oligo dT-Adaptor primer 1 μL, RNase inhibitor 
0.5 μL, RNA样品2 μL组成, 30℃ 10 min, 42℃ 
60 min, 99℃ 5 min, 5℃ 5 min. PCR反应体系由

MgCl2 1.6 μL, 10×RNA PCR Buffer 2 μL, 灭菌

蒸馏水14.05 μL, TaKaRa Taq 0.25 μL, dNTP0.5 
μL, cDNA 1 μL, 上游引物0.3 μL, 下游引物0.3 
μL组成, 94℃ 3 min变性, 然后94℃ 30 s, 55℃  
30 s, 72℃ 1 min, 共35个循环, 72℃ 5 min终止反

应. 反应产物经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, GIS-2800
凝胶图像处理系统测定mRNA水平. 引物序列 
见表1.
1.2.4 流式细胞仪检测: 制备细胞数量为0.5×106

单细胞悬液, 加入1.5 mL Eppendorf管中, 1 g/L 
Triton破膜1 min, PBS洗涤, 用100 μL含40 mL/L 
FCS的PBS重新悬浮, 分别加入CK18, Alb抗体

各10 μL, 4℃孵育30 min, PBS 冲洗, 沉淀细胞用

100 μL 含40 mL/L FCS的PBS重新悬浮, 分别加

入藻红蛋白(PE)标记的羊抗鼠二抗和羊抗兔二

抗各5 μL, 4℃孵育30 min, PBS冲洗, 流式细胞

仪检测. 每组测定3个样本, 取平均值.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 双样本

等方差t检验进行比较, P <0.01为有显著性差异.

■研发前沿
研究领域中的热
点、重点主要集
中在如何有效的
诱导BMSCs具有
肝脏细胞特性. 亟
待研究的问题主
要是提高BMSCs
的诱导效率、诱
导后细胞的纯度, 
保证诱导扩增后
能提供足够数量
的细胞, 同时能保
持良好的肝细胞
特性.
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2.4 流式细胞仪检测诱导细胞 BMSCs诱导组第

7, 14, 21天, CK18蛋白表达阳性率分别为71.4%
±5.0%, 75.9%±2.2%, 80.6%±2.1%; Alb蛋白

表达阳性率分别为75.0%±3.3%, 79.7%±3.0%, 
81.1%±3.0%, 对照组第7天, CK18和Alb蛋白表

达阳性率分别为2.3%±1.2%, 1.7%±0.9%. 与
诱导组相比, 均P <0.001(P CK18 = 1.97×10-5 P Alb = 
3.08×10-6, t检验), 有非常显著的差异.

3  讨论

在肝脏发育过程中, 需要经过几个阶段, 每个

阶段参与的细胞因子不同. 哺乳动物从胚胎发

育到5-7体节期开始, 相当于人类胚胎发育的

第4周左右. 在邻近的心源中胚层细胞产生的

FGF作用下, 前肠内胚层末端腹侧壁上皮增生

至14-20体节期形成一个向外突出的肝原基, 并
在其他生长因子(如骨形成蛋白)的共同作用下, 

2  结果

2.1 细胞形态学 未诱导的对照组第一代BMSCs
呈梭形或成纤维样. 诱导组第3天, 细胞变小, 出
现多边形细胞; 第7天出现类圆形、多角形, 形
成岛状铺路石; 第14天细胞呈典型的铺路卵石

状; 第21天, 细胞排列混乱, 局部细胞形态不规

则、边界不清(图1). 
2.2 白蛋白免疫荧光细胞化学染色 BMSCs在诱

导第7, 14, 21天诱导组细胞Alb染色均为阳性, 
第21天, 可见双细胞核和多细胞核现象. 而对照

组细胞Alb染色为阴性(图2). 
2.3 逆转录-聚合酶链反应 BMSCs诱导7 d Alb, 
CK18, AFP等mRNA表达阳性; 诱导14, 21 d, Alb, 
CK18, AFP, TAT, CYP2b9等mRNA表达阳性. 未
诱导BMSCs除AFP的mRNA弱阳性外, 其余的均

为阴性; 肝组织Alb, CK18, AFP, TAT和CYP2b9
等mRNA表达均阳性(图3).

表 1 RT-PCR引物序列

      基因Gene             正向引物Sense primer          反向引物Reverse primer 产物大小Product size(bp)

Alb GCATGAAGTTGCCAGAAGACATCC TCTGCAGTTTGCTGGAGATAGTCG 412

CK18 CGATACAAGGCACAGATGGA CTTCTCCATCCTCCAGCAAG 177

AFP GTGAAACAGACTTCCTGGTCCT GCCCTACAGACCATGAAACAAG 148

TAT GACGAGGAAGGCTTTGTGAG CTTCATGGCTTGGGTCACTT 315

CYP2b9 GATGATGTTGGCTGTGATGC CTGGCCACCATGAAAGAGTT 152

β-actin CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC 587

A B

C D

图 1 BMSCs细胞形态学(×40). A: 第一代BMSCs; B: 诱导7 d; C: 诱导14 d; D: 诱导21 d.

■相关报道
研究表明BMSCs
在HGF、OSM、
FGF、EGF等细
胞因子的作用下, 
可以向肝细胞分
化 .  但对BMSCs
向肝细胞分化效
率研究甚少 .  Shi 
et  al 的报道显示
BMSCs分化的比
例只有69.45%, 分
化效率低 .  因此 , 
在 B M S C s 纯 度 , 
诱导方案等方面
还需进一步研究, 
以提高诱导效率.
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完成肝脏的早期发育决定. FGF不仅能促进细

胞生长和分裂, 也是形态发生和分化的诱导因 
子[31-34]. 在肝脏成熟和终末分化阶段, HGF, OSM
以及糖皮质激素和血管内皮细胞等都起着重要

作用[35-38].
HGF主要由Kupffer细胞和肝窦内皮细胞产

生, 是肝细胞最强的促有丝分裂原, 并且在出生

后对肝细胞的继续发育成熟发挥作用. 在地塞

米松存在情况下, HGF可以促进肝脏葡萄糖6-磷
酸酶、酪氨酸氨基转移酶、氨基甲酰磷酸合成

酶等表达及糖原合成[39]. OSM是肝干细胞分化

成熟的强力诱导因子, 能促使肝细胞表达分化

标志物酪氨酸氨基转移酶等, 引起细胞形态学

变化, 上调肝细胞的特异功能(如氨清除、脂肪

合成、糖原合成和解毒功能), 增强同种细胞之

间黏附等[40]. OSM在胎肝中由CD45+造血细胞

旁分泌, 通过OSM受体激活信号传导和转录激

活因子3途径发挥生物学效应[41]. 糖皮质激素对

OSM具有强烈的协同和促进作用. EGF促进上

皮细胞增殖和分化, 对肝脏的发育成熟以及再

生有明显促进作用[42]. 
我们选择肝脏细胞发育成熟过程中发挥关

键性作用的细胞因子HGF, FGF4, OSM和EGF等
作为诱导因素, 结果表明能够有效诱导BMSCs
分化为肝样细胞, 合成Alb, 表达肝细胞的相关

标志物AFP, CK18, TAT和CYP2b9. 
AFP是内胚层分化和早期胚胎肝细胞的标

志性蛋白质, 随着肝脏的发育成熟, 其表达逐渐

降低. CK18为肝细胞中间丝细胞骨架, 从胚胎肝

细胞开始到分化的肝细胞持续表达. 合成Alb则
是肝细胞特有的功能. TAT是围产期和出生后肝

细胞特异性分化的一个主要的标志酶, CYP2b9
在小鼠肝细胞具有相对特异性表达. 两者均为

成熟肝细胞的标志. 这些指标能够反映肝细胞

的特异性功能和结构成分 ,  具有良好的代表 
性[43-45]. 因此, 我们采用联合检测作为判断诱导

图 3 不同时间β-actin, Alb, CK18, AFP, TAT和CYP2b9 mRNA
的表达.

β-actin 
(587 bp)

Alb 
(412 bp)

CK18 
(177 bp)

AFP 
(148 bp)

TAT 
(315 bp)

CYP2b9
(152 bp)

■创新盘点
以 往 相 关 研 究
主 要 以 原 代 的
BMSCs为主. 本文
利用传代的、经
过纯化的BMSCs. 
在文献报道HGF, 
OSM, FGF, EGF
联合诱导方案的
基础上, 调整了相
关诱导因子的用
量, 提高了BMSCs
向肝细胞分化的
诱导效率.

 7 d        14 d        21 d      MSC     肝细胞

A B

C D

图 2 肝样细胞特异性免疫荧光检测(×40). A: 未诱导的BMSCs; B: 诱导7 d; C: 诱导14 d; D: 诱导21 d.

←

←

←
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分化为肝细胞的依据. 在诱导分化过程中, 与体

内肝脏发育过程相似. 首先检测到AFP等早期标

志物的表达, 14 d后再出现TAT, CYP2b9等代表

肝细胞成熟期的标志物. 而未诱导的BMSCs只有

AFP mRNA表达呈弱阳性, 与文献[46]报道一致. 
诱导前及未诱导组BMSCs细胞形态为长梭

形, 类似成纤维细胞[47-48]. 诱导后细胞形态转变

为多角形, 生长速度加快, 达到融合时细胞呈典

型的铺路石状排列, 并在诱导21 d的时候观察到

双细胞核和多细胞核现象, 符合肝细胞在体外

培养时的细胞形态变化[25,49]. 关于这些细胞是否

由骨髓中所含的极少量内皮细胞增殖而来, 我
们认为基本可以排除, 因为体外内皮细胞的生

长以及大量扩增需要特定的内皮细胞培养环境, 
而且经联合检测肝细胞特异性的结构和功能标

志物均为阳性. 
通过流式细胞仪检测CK18和Alb蛋白阳性

细胞数, 在诱导第21 d阳性细胞分别为80.6%和

81.1%, 高于同类实验[50]. 这可能与BMSCs经过

淋巴分离液密度梯度离心和差速贴壁法培养得

到进一步纯化有关[51-53]. 
我们采用的诱导方法能够在体外将BMSCs

成功地诱导为肝样细胞, 并使诱导率有所提高, 
从而为今后进一步开展BMSCs诱导分化为肝细

胞以及肝细胞移植奠定了实验基础.
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Abstract
With the development of endoscopic techniques, 
more and more early gastric cancers can be 
treated endoscopically. The history of en-
doscopic treatment of early gastric cancer is 
introduced simply in this article. The cha-
racteristics, adaptations and complications 
associated with this technique are discussed. The 
method of endoscopic submucosal dissection 
(ESD) is described, since it is currently the most 
advanced method with which to treat early 
gastric cancer under an endoscope.

Key Words: Early gastric cancer; Endoscopic mu-
cosal resection; Endoscopic submucosal dissection
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摘要
随着内镜技术的不断进步, 越来越多的早期胃
癌可经内镜下治疗. 本文简要地介绍了早期胃
癌内镜下治疗的发展史. 重点介绍了目前早期
胃癌内镜下治疗最先进的方法-黏膜剥离术的
特点、适应征、并发症及处理对策.

关键词: 早期胃癌; 内镜下黏膜切除术; 内镜下黏膜

剥离术
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0  引言

随着内镜诊断及治疗技术的不断提高, 越来越

多的早期胃癌被发现并在内镜下进行治疗. 由
于内镜治疗的微创性, 掌握好适应征可取得与

开腹手术一样的治疗效果 ,  已经引起人们的

高度重视 .  内镜治疗技术也从内镜下黏膜切

除(endoscopic mucosal resection, EMR)更进一

步发展为内镜黏膜下层剥离术[1-7](endoscopic 
submucosal dissection, ESD). 可以预测, 随着医

疗水平的提高, 早期胃癌的内镜下治疗将占有

更重要的地位. 现将早期胃癌内镜下治疗技术

作一综述.

1  内镜下治疗历史

早期胃癌内镜下治疗最初是从息肉切除术开

始的. 1968年日本的常冈[8], 1969年丹羽[9]分别

报告了内镜下胃息肉切除技术. 此后该技术在

1960年代后期及1970年代逐渐普及, 使隆起性

病变可以在内镜下得到治疗, 但对平坦型病变

却无能为力. 直到1979年水岛 et al [10]报告了激

光疗法, 使平坦型病变可以进行内镜下治疗. 但
激光疗法是一种对组织进行凝固气化的破坏性

疗法, 因此无法取得病理组织切片, 不能确定胃

癌浸润深度, 同时设备昂贵, 术后再发率高. 为
了对平坦型病变进行完整切除并取得病理组

织切片, 1980年代初出现了EMR. 1983年平尾  
et al [2]开发了ERHSE(endoscopic resection ultilizine 
local injection of hypertonic saline-epineephrine 
solution), 即用高渗盐水行黏膜下局部注射后, 用
针状切开刀切开病变周围黏膜, 然后用圈套器

将病变全部切除. 但因该技术操作困难, 未能普

及. 紧接着1984年多田 et al [3]开发了黏膜大活检

术(strip biopsy), 即生理盐水局部黏膜下注射后, 

®

■背景资料
在可能的情况下, 
对患者进行微创
治疗是医学的发
展方向, 也标志着
医学发展的水平. 
随着内镜技术的
进步, 越来越多的
早期胃癌被发现
并可经内镜下治
疗. 本文就早期胃
癌内镜下治疗的
发展作一阐述.
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使用双孔道内镜, 一个孔道通过钳子把持提起病

变, 另一孔道通过圈套器将病变切除. 该方法简

便易行, 很快在日本普及开来. 这期间在EMR基
础上, 出现了多种新技术, 如透明帽吸引法[11-12] 

(EMRC), 结扎法[13](EMRL)等, 使这一时代成为

EMR时代. 但EMR最大的问题也是切除不完全, 
出现残留及再发. 熊井 et al [14]经过长期病例随

访, 其再发率可以达到5%-15%. 同时对于大的病

变, 虽然可以进行分割切除, 但对病理诊断造成

困难, 也容易残留. 对于大病变(直径大于2 cm)
能进行彻底治疗的强烈要求, 需要新的工具及

治疗方法的开发. 在这种情况下, 1998年细川 et 
al [4]首先报道了用IT刀进行早期胃癌切除. 这种

IT刀是在针状切开刀的先端装上绝缘球, 使黏膜

切开剥离更加安全, 为更大病变的治疗提供了有

利武器. 其后小野 et al [6]应用IT刀进行黏膜下层

剥离, 确立了目前最先进的早期癌内镜治疗方法

-ESD. 几乎在同时或先后又开发研制了勾型切

开刀(hook knife)[15-18]及通过snare衍变而来的可

伸缩性切开刀(flex knife)[19-20]等, 并产生了相应

的ESD法. 

2  内镜下早期胃癌治疗适应征

随着内镜治疗方法的不断改进, 早期胃癌治疗

的适应征也在不断的发生变化. 日本于2001年
制定了早期胃癌内镜下治疗适应征, 并于2004
年进行了修订[21]. 其EMR适应征的原则是: (1)几
乎没有淋巴结转移可能的病变, (2)病灶能完全

切除的病变. 具体标准的适应征病变为: (1)病灶

在2 cm以下, 内镜诊断为m癌的病变, (2)组织分

化型为高分化(pap, tub1, tub2), (3)凹陷型病变表

面未形成溃疡. 以上为标准适应征. 
对标准适应征进行的临床观察显示[21], 该标

准适应征可能过于严格, 导致对一些病例进行

了不必要的手术. 同时随着ESD技术的开发, 适
应征不断扩大. 不同作者使用不同的ESD技术

总结了不尽相同的适应征. 石后冈 et al [22]采用

S-ERHSE法的适应征为: (1)分化型黏膜内癌. 如
果表面未形成溃疡, 则病变大小不受限制都可

切除. (2)一般ERHSE法切除困难的病变(如直径

大于2 cm, 特殊部位), 也是S-ERHSE的适应征. 
滨中 et al [23]应用IT刀的适应征为: (1)黏膜内癌

(内镜下无明显浸润征象). (2)内镜下如无溃疡存

在, 则大小不受限制, 如有溃疡则病变在3 cm以

下. (3)病理为高分化型腺癌者. Gotoda et al [24]对

日本国立癌中心及癌研究会附属医院超过5000

例以上的早期胃癌手术资料的分析, 确立了目

前ESD的适应征为: (1)分化型黏膜内癌. 如果表

面未形成溃疡, 则病变大小不受限制. (2)分化型

黏膜内癌, 如果表面已经形成溃疡, 则病变直径

大小在3 cm以下. (3)未分化型黏膜内癌, 如果表

面未形成溃疡, 则病变直径大小在2 cm以下. (4)
微小黏膜下浸润癌(500 nm以内). 如果病理组织

学为分化型, 没有溃疡形成及血管浸润, 则病变

直径大小在3 cm以下. 以上也成为扩大适应征. 
虽然比较明确的界定了E M R及E S D的适

应征, 但在实际的工作中, 还要注意很多问题. 
术前要取得患者充分的理解并同意. 术前正确

的诊断特别是浸润深度的诊断, 对治疗方法的

选择尤为重要. 并要对EMR及ESD治疗后的残

留、再发及淋巴结转移情况做长期追踪研究, 
并与开腹与腹腔镜手术相对照. 在日本多个中

心正在对EMR及ESD扩大适应征治疗后的结

果进行研究. 最近已有日本学者通过内镜、X
线等临床资料对内镜治疗适应征的扩大进行了

报道[25-27]. 但仍有很多问题还需要进一步探讨: 
(1)对于适应征的高分化的黏膜内癌, 溃疡(-), 如
果大小不受限制, 则必须确定是否有小部分黏

膜下浸润. (2)对于适应征的高分化的黏膜内癌, 
溃疡(+), 直径3 cm以下, 是否能明确黏膜内癌的

诊断. (3)对于低分化型、直径2 cm以下的病变, 
是否适于ESD. (4)对于黏膜下层癌到底在多大

范围可为适应征等. 适应征是否适当, 需要长期

病例的观察. 小山 et al [28]通过对111例早期胃癌

ESD后3年以上的追踪观察(包括标准适应征68
例、扩大适应征43例), 结果显示, 去除其他病因

死亡的病例, 其3年生存率为100%. 池原 et al [29]

对588例ESD后病例也进行了3年以上的观察, 其
中1例因病变范围大进行分割切除的病例出现

局部再发, 仍健在. 只有3例因出现远处转移而

死于胃癌, 说明ESD有非常高的治愈率. 

3  ESD的优缺点

ESD有以下优点: (1)对范围大的病变可整体切

除, 使病理诊断容易, 可对病变浸润深度及有无

血管侵犯做出正确判断. (2)因ESD为黏膜下层

的剥离, 理论上不会出现病灶残留及局部再发. 
(3)病变局部注射后不需要牵引、吸引. 有溃疡

斑痕的病变也可以切除. (4)对于黏膜大活检困

难的部位, 如小弯、后壁的病变也非常有效. 
虽然ESD有很多优点, 但缺点也不容忽视. 

其主要的缺点是操作技术比较复杂, 要求熟练

■研发前沿
目前本领域中的
研究热点是应用
IT刀(一种先端带
绝缘层的刀)对病
灶进行黏膜下剥
离术(ESD), 较黏
膜切除术 (EMR)
更加进步, 亟待研
究的问题是内镜
下切除适应征的
问题.
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程度高. 手术时间过长, 出血及穿孔率高, 即使

经验丰富, 穿孔率也在3%-4%[30-31].

4  ESD切除困难病例的特征、并发征及处理对策

小野 et al [32]对353例早期胃癌ESD的资料进行分

析, 认为病变范围大、伴有溃疡的病例, 以及病

变部位位于胃上部及中部的病例, 切除困难. 贝
濑满 et al [33]也得出了类似结论. 现就ESD并发症

及其处理对策, 分别叙述如下. 
4.1 出血 (1)术中出血. ESD术中肯定会发生出

血 ,  但一般都会通过止血处理而不影响手术 . 
Tajiri et al [34]根据胃壁黏膜血管网分布不同, 将
出血部位分为胃窦部、胃体小弯及胃体前后壁

三大区域. 胃窦部、胃体小弯血管密度低, 不易

出血; 而胃体前后壁血管密度高, 则易发生出血. 
对于细小血管的出血, 可直接通过IT刀电凝止

血; 对于较粗大的血管(直径大于1 mm), 可用活

检钳把持血管进行电凝, 可使血管烧灼、消失. 
因出血使视野不清时, 先用清水冲洗, 明确出血

部位, 一一明确进行止血. (2)术后出血. ESD术

后出血多发生在2 wk内, 其发生率比EMR高, 特
别是在ESD导入初期. 随着技术的提高, 发生率

减少. 对于溃疡底的出血, 可用止血夹子, 也可

以电凝止血, 但要注意过度凝固可能导致迟发

性穿孔. 一般在行ESD第2天, 常规第二次检查, 
对可能出血的部位进行处理. 
4.2 穿孔 (1)术中穿孔. 一般都是在进行黏膜下剥

离时发生, 黏膜切开时也可以发生. 从技术层面

看, ESD初期发生率较高. 对于萎缩明显的大弯

及小弯病变, 前切开时也可发生穿孔. 一旦穿孔

发生, 应迅速使用银夹闭锁穿孔部位, 尽量少送

气. 小的穿孔易闭锁, ESD可继续进行. 但大的穿

孔出现大量气腹时, 可能出现生命体征异常, 应
根据不同情况中止ESD, 改为EMR分割切除或

外科手术[35]. 在确认穿孔完全闭锁的情况下, 术
后禁食2-3 d, 一般预后良好. 也有小的穿孔当

时没有发现而形成气腹而出现腹痛、发热的情

况[36]. (2)迟发性穿孔. 主要由于穿透性烧灼、坏

死区域脱落引起[37] , 发生率较低. 
4.3 术中呼吸循环的管理 ESD治疗时间比较长, 
平均时间在1 h左右, 最长可达4-6 h. 需镇静、呼

吸循环监测, 保持血压大于80/60 mmHg, 血氧饱

和度应在96%以上. 过度镇静血氧饱和度下降

时, 应首先呼唤患者, 嘱深呼吸, 必要时吸氧, 使
用拮抗剂. 手术时间长及镇静剂的使用偶可引

起吸入性肺炎、褥疮、深部静脉血栓形成等. 

年龄大合并动脉硬化者要注意脑梗塞及心肌梗

塞的发生. 
随着诊断技术的不断提高和完善, 健康体

检人数的增加, 早期胃癌的发现率会越来越高. 
为了患者的QOL, 要选择一个最适合的治疗方

法, 即应尽可能地采用微创的治疗方法. 目前在

日本国立癌中心, 早期胃癌的内镜下治疗已经

超过了外科手术而成为了早期胃癌主要的治疗

方法[38]. 现在已经有将ESD与低创伤外科手术融

合的趋势. 通常的做法是先行ESD, 对切除标本

行病理组织学检查. 如判定淋巴结转移可能性

大, 则再行淋巴结廓清的外科手术(如腹腔镜手

术). 随着ESD技术的不断提高, 新的治疗工具的

开发研制, 早期胃癌的内镜治疗必将步入一个

新的台阶.
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Abstract
Mesenchymal stem cells, a type of multipotent 
stem cells, can differentiate into heptocytes. 
Recently, more and more studies have shown 
that mesenchymal stem cells are anti-fibrotic 
and immune-tolerant when transplanted into 
liver fibrosis models, which brings about a 
new treatment strategy for liver fibrosis and 
cirrhosis.
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摘要
骨髓间充质干细胞是一种多能干细胞, 具有分
化成肝细胞的潜力. 近年研究表明, 骨髓间充
质干细胞还具有很强的抗肝纤维化的作用, 并
且不发生同种异体移植排斥反应, 这为肝纤维
化、肝硬化的治疗带来了新的策略.

关键词: 骨髓间充质干细胞; 肝纤维化; 细胞替代治

疗; 基因治疗
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0  引言

肝纤维化、肝硬化是多种慢性肝脏疾病的终末

期病理表现, 目前传统的治疗手段难以从根本

上修复肝脏的不可逆变化[1-3]. 肝脏原位移植是

治疗各种终末期肝病的有效方法, 但是由于供

体来源不足、操作复杂、移植后免疫排斥、治

疗费用昂贵等问题, 限制了临床肝移植的发展[4-5]. 
随着细胞移植技术的成熟, 肝细胞移植治疗有

望从根本上治疗肝脏疾病. 而干细胞方面的研

究为解决肝细胞来源问题带来了希望. 
间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 

MSCs)是一类具有自我增殖和分化潜能的多能

干细胞. 由于骨髓来源的间充质干细胞易于取

材, 未涉及伦理, 而被广泛应用于实验研究[6-10]. 
现将骨髓来源的间充质干细胞(MSCs)治疗肝纤

维化的实验进展及机制研究作一综述.

1  MSCs治疗肝纤维化的可行性

现在认为骨髓含有多种干细胞、祖细胞, 包括造

血干细胞和间充质干细胞. 早期实验报道造血干

细胞能高效植入肝脏, 并分化为肝细胞和胆管上

皮细胞, 但最近发现这种现象发生几率很低. 核
酸水平研究显示造血干细胞只表达少量肝细胞

mRNA, 并不能高效地向肝细胞分化[11]. 而注入

体内的MSCs则可广泛分布于肝脏、骨髓、脂肪

组织等, 并且可特异地分化成相应的组织细胞[12-13]. 
MSCs不仅能分化成中胚层组织, 而且越来越多

的体内外实验表明MSCs也向功能性肝细胞(非
中胚层组织)“横向分化”[14-16]. 这种定位特性和

分化潜力为MSCs局部治疗肝脏疾病提供了可

行性.

2  MSCs治疗肝纤维化的实验研究

2.1 动物实验研究 通过骨髓MSCs体外培养和

体内移植, 外源性的MSCs可替代机体骨髓的

®

■背景资料
我国有近10%的
人感染肝炎病毒, 
罹患不同程度的
肝脏损害, 以致形
成肝纤维化、肝
硬化 ,  甚至肝癌 . 
通过自体干细胞
移植阻止和逆转
肝纤维化是当前
研究的热点, 其中
以骨髓间充质干
细胞的研究最多. 
本文就骨髓间充
质干细胞抗肝纤
维化的实验研究
进展、作用机制
及亟待解决的问
题方面作一综述. 
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M S C s的一部分, 进入正常的生物循环, 并且

能掺入肝脏组织向该组织细胞分化[14-18]. 这为

MSCs细胞治疗和基因治疗肝纤维化提供了细

胞基础. 
Peterson et al [16]用大鼠先后做了三个用不同

细胞标记、性别交叉的骨髓移植实验, 证实移

植的大鼠骨髓干细胞能够迁移到受损的肝脏组

织中, 并能向肝脏实质细胞分化. 但Peterson所用

干细胞并未明确为MSCs. Yamamoto et al [19]近年

用Liv8-抗体分选骨髓干细胞. 由于Liv8-抗体可

以结合E11.5小鼠胎肝上的造血祖细胞, 也可以

结合骨髓内CD45阳性造血干细胞, 因此可将骨

髓干细胞分成造血干细胞和非造血干细胞. 然
后分别将Liv8-阳性和阴性的骨髓干细胞分别植

入肝损伤的小鼠体内. 4 wk后, 对照发现Liv8-阴
性亚群的骨髓干细胞(非造血干细胞)能更有效

地向肝细胞方向分化. 
Lee et al [20]采用阴性免疫分选系统高效分离

出hMSCs, 并且首次采用HGF和Oncostain M二

步诱导法体外培养hMSCs. 4 wk后可以看到细胞

呈立方形和肝细胞特异的基因标记, 并且具有

正常肝细胞功能特性, 包括合成白蛋白、贮存

糖原、分泌尿素、摄取低密度脂蛋白, 具有巴

比妥诱导的细胞色素P450活性等. 将这些细胞

注入肝损伤部位后, 是否也能发挥正常细胞的

作用? Oyagi et al [21]在体外将MSCs和HGF共同

培养2 wk, 然后将其注入CCl4致肝损伤的大鼠体

内. 4 wk后检测到体内白蛋白水平仍稳定, 转氨

酶水平和纤维化程度均下降, 实验肯定了HGF
诱导后MSCs的治疗作用. 

最近, Oe et al [22]应用转染HGF和VEGF基因

的重组腺病毒治疗肝损伤, 用E.coli的β-半乳糖

苷基因对照. 结果与对照组相比, HGF和VEGF
组的cycl in E表达增加, 显著加快肝卵圆细胞

生成, 提高肝脏修复效率, 促进肝脏再生. Hung  
e t a l [23]用增强绿色荧光(EGFP)技术研究显示, 
腺病毒(A d V)在h M S C s上具有很高的转导率

(>90%), 并且转导AdV的hMSCs保持多向分化

潜能, 4 wk后hMSCs亚群甚至分化成特化细胞系

仍有转基因表达[23-25]. 可见, 骨髓间充质干细胞

在体外传代后仍有多向分化潜力, 且分化后仍

能稳定表达目的基因, 还可避免外源性转染载

体进入受体产生的不良影响. 所以MSCs是理想

的治疗基因载体[23].  
那么是否可应用基因转染技术, 把HGF转

染到其他代谢活跃组织让其表达, 以高效诱导

移植的骨髓MSCs向肝细胞分化? 由于MSCs被
认为是良好的基因载体, 是否可以把HGF转染

给MSCs, 从而发挥两者的修复肝损伤作用? 这
些问题还有待进一步实验研究.   
2.2 临床实验研究 Theise et al [26]把男性的骨髓移

植给2名女性患者, 又把女性的肝脏移植给4名
男性患者. 结果发现男女患者的肝脏内均有Y染

色体阳性的肝细胞和胆管细胞, 首次得出人骨

髓干细胞同种移植后也能归巢分化为肝细胞的

结论. 
最近, Terai et al [27]报道了9名接受从周围静

脉输注自体骨髓细胞治疗的肝硬化患者, 在移

植24 wk后, 血清白蛋白、总蛋白水平明显改善

(P <0.05), 显著改善Child-Pugh分级(P <0.05), 并
未观察到任何副作用. 可见自体骨髓间充质干

细胞移植可以作为肝纤维化肝硬化的一种新的

治疗方法. 但MSCs治疗肝纤维化的临床实验证

据颇少, 临床广泛应用尚存距离. 

3  MSCs治疗肝纤维化机制

上述实验中MSCs治疗肝纤维化的具体机制尚

不清楚, 当前推测主要有以下几个方面.  
3.1 MSCs分化形成正常肝细胞, 补充肝细胞数

量, 改善肝功能 维持人体正常肝脏功能约需 
2.5×1010个肝细胞. 在肝纤维化特别是肝硬化

时, 因过量纤维结缔组织增生挤压, 正常功能的

肝细胞数量大为减少. MSCs通过体外诱导然后

输注体内, 可随循环植入肝脏增殖分化成肝细

胞[20]. Sakaida et al [28]实验也表明, 应用MSCs移
植可补充大量的肝细胞和胆管细胞(4%-43%), 
从而改善肝功能. 
3.2 MSCs分泌细胞因子/生长因子、抑制炎症

反应 MSCs分泌多种细胞因子和生长因子, 如
HGF、ILs、SCF、SDF-1α、TGF-β、TNF-α
等. 其中HGF不但具有诱导MSCs自身向肝细胞

分化功能, 还抑制TGF-β1产生, 阻止肝脏纤维

化, 抗肝细胞凋亡的活性, 从而提高存活率[22,29]. 
IL-10能破坏TNF的纤维化信号传导通路, 减少

纤维化[30-31]. TGF-β1却促进肝星形细胞(hepatic 
stellate cells, HSCs)的纤维化反应[32], 是肝纤维

化最主要的致病因子, 可以激活转录因子NF-κβ, 
引起一系列靶基因的激活. 而Di et al [33]用骨髓细

胞与异体树突状细胞或外周血淋巴细胞共同培

养, 结果表达的TGF-β1和HGF显著抑制CD4+和

CD8+细胞的增殖活性(65%±5%、75%±15%), 
表明MSCs具有很强的抑制免疫排斥和炎症反

■同行评价
本文内容丰富, 语
句 流 畅 ,  层 次 清
楚, 是一篇较好的
综述, 有一定的可
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应作用. 
总之, 在肝损伤环境中MSCs分泌不同水平

的细胞因子相互影响[29-39], 表现出抗纤维化、抗

炎症反应作用. 
3.3 MSCs抑制肝星形细胞活化、阻止细胞外基

质的生成 肝星形细胞是正常肝和纤维化时合成

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的主要细

胞. HSCs的过度激活导致肝纤维化的发生. 研究

发现, HSCs与MSCs体外共培养后, HSCs增殖活

性明显受抑制, 说明MSCs具有分泌细胞因子抑

制HSCs增殖活性的潜能, 这在治疗肝纤维化中

发挥作用[40]. Kim et al [34]认为其机制是MSCs可
能通过HGF阻断细胞外信号调节激酶的磷酸化

作用, 抑制α-SMA阳性细胞的增殖, 使门脉区成

纤维细胞的生长抑制、凋亡增加, 从而缓解肝

纤维化进展.  
3.4 MSCs激活卵原细胞, 促进肝细胞再生 卵圆

细胞被认为是肝细胞的前体细胞. 当肝脏轻微

损伤时肝脏可通过自身的肝细胞增殖修复, 严
重时则通过卵圆细胞修复再生 [16].  最近发现 , 
TGF-β/INF-α无论体内外都阻止肝细胞增殖, 而
对于卵圆细胞增殖影响不大, 可能TGF/INF-α作
用于两种细胞的信号转导机制不同. 实验发现, 
SDF-1α可以激活卵圆细胞, 在肝细胞再生过程

中发挥作用. 因而MSCs在分泌上述细胞因子时

起到激活卵圆细胞、促进肝细胞再生作用.  
3.5 M S C s降解肝内过量的E C M 近年认为基

质金属蛋白酶(M M P s)具有较强的降解E C M
作用[31]. Zhao et al [41]发现肝纤维化时, MMP-2, 
MT-MMP-2的mRNA和相关抗原表达均升高, 而
MMP-2和MT-MMP-2对肝纤维化的逆转起重

要作用, 进一步研究证实MSCs是MMP-2和MT-
MMP-2抗原的主要来源, 并且其表达水平与肝

纤维化密切相关. Sakaida et al [28]实验表明, 骨髓

干细胞通过表达高水平的MMPs特别是MMP-9, 
降解胶原纤维, 减少实验小鼠的肝纤维化程度, 
从而明显改善生存率.

4  目前MSCs应用中亟待解决的问题 
4.1 体内MSCs数量少, 需要体外扩增 实施肝细

胞移植的前提和关键在于获得大量功能正常的

肝细胞, 并且不引发移植排斥反应. 维持人体正

常肝脏功能约需2.5×1010个肝细胞, 肝细胞的数

量和体积约占肝实质的70%-80%. 然而MSCs在
骨髓中含量极少, 大约每5万个骨髓单个核细胞

中才有1个MSC. 因此需经过体外扩增才能满足

应用要求. 
现在有人提出应用来源丰富的脂肪间充质

干细胞[6], 但这一领域还有待深入研究. 
4.2 MSCs特异性表面标志不确定 虽然Dominici 
et al [42]提出了间充质干细胞的界定标准, 但对其

特征性的表面标志还不甚明了. SSEA-4抗原一

直被用来鉴定人胚胎干细胞. 最近研究[43]发现

他也可作为间充质干细胞的表面标志, 为提高

MSCs的分离鉴定效率和特异性提供帮助. 正常

肝细胞标记包括c-kit, CD34, OV6, CK7, CK19, 
chromogranineA, CD56等. 但因为他们并非特异

性标记, 所以确定MSCs是否向肝细胞分化仍存

困难. 
4.3 MSCs分化过程具有癌变可能 干细胞应用于

临床治疗的一种风险就是可能导致干细胞的恶

性增殖. 最近Wu et al [44]认为肝癌可能源自骨髓

细胞的转分化. 骨髓干细胞可以分化为卵圆细

胞, 卵圆细胞可以分化为肝细胞和胆管上皮细

胞, 而不同阶段的肝干细胞的分化谱系都可能

有肝癌细胞产生. Russo et al [45]提出MSCs还可能

有促进肝纤维化的作用. 在他们的肝纤维化模

型中, 骨髓间充质干细胞转分化为肝细胞的量

很少(0.6%). 相比之下, 大部分转分化为肝星状

细胞和肌成纤维细胞(68%, 70%). 所以对于骨髓

细胞治疗的临床应用要慎重. 
总之, 由于当前对骨髓间充质干细胞治疗肝

纤维化的机制在很大程度上未知, 骨髓间充质

干细胞的临床治疗存在疑虑和潜在的危险. 但
是随着生物技术的发展, 利用MSCs的生物学特

性, 在分子水平上将外源细胞因子和目的基因

用于细胞归巢和定向分化的调控, 有望使骨髓

间充质干细胞广泛应用于临床肝纤维化的治疗.
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Abstract
RNA interference (RNAi) is a process that exists 
widely in eukaryotes. Silencing of a target gene is 
induced by a double-stranded RNA (dsRNA) at the 
post-transcription level, partially or fully. This paper 
is to review the main mechanisms of RNAi and the 
progress in hepatocarcinoma treatment with RNAi. 
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ference
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摘要
RNA干扰(RNA interfcrence), 即RNAi, 是一种
在真核生物体中广泛存在的通过双链RNA分
子在mRNA水平上诱导特异性序列基因表达
部分或完全抑制的过程. 本文主要对RNAi的
机制及其在肝癌研究治疗中的应用作一综述.
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0  引言

RNA干扰(RNA interference), 是一种在真核生物

体中广泛存在的通过双链RNA分子在mRNA水

平上诱导特异性序列基因表达部分或完全抑制

的过程[1-2], 已经成为研究基因功能、新基因筛

选、基因治疗和寻找药物靶点的重要工具. 原
发性肝癌是全世界最高发的恶性肿瘤之一, 是
多因素、多阶段、多基因相互作用的结果, 包
括病毒感染、致癌物的作用、癌基因的激活和

抑癌基因的失活、细胞的凋亡和增殖调节失控

等[3]. 在其癌变增殖转移等一系列过程中伴随着

不同阶段的癌基因或抑癌基因变异, 引起相关

因子表达的紊乱. 针对这些生物学特性, 已经有

许多新型技术应用于肝癌的基因治疗. RNAi因
其特有的高效性、特异性、低毒性, 为肝癌基

因治疗的研究开辟了一条新的途径.

1  RNAi概述

1.1 RNAi现象的发现 1995年美国康奈尔大学

Guo et al在阻断秀丽新小杆线虫(C.elegans)中
par-1基因表达时发现, 给对照实验组线虫注射

正义RNA不但不增加该基因的表达, 反而产生

与反义RNA同样的结果即特异性阻断该基因的

表达[4]. 该现象与传统的关于反义RNA的认知出

现矛盾. Fire et al [5]证实, 正义RNA抑制基因表

达的现象是由于体外转录的RNA中污染了少量

dsRNA而引起, 并发现纯化后的dsRNA具有比

正义链或反义链更强的基因沉默效应, 故将这

一现象首次称为RNAi. 随后陆续在植物如拟南

芥、烟草和低等无脊椎动物中发现RNAi效应

存在[6], 但在哺乳动物细胞中发现特异性RNAi
的过程颇为曲折. 早期研究者采用较长序列的

dsRNA总是导致基因的非特异性抑制, 以致认

为在哺乳动物细胞中不能以RNAi技术诱导特

®

■背景资料
有关肝癌的各方
面的研究一直是
医学的热点和难
点. 近年来, 随着
分子生物学、基
因组学及蛋白质
组学的发展, 使得
肝癌的研究达到
了一个新的高度. 
RNAi作为一种新
的工具, 因其特有
的高效性、特异
性、低毒性, 在肝
癌的基因治疗研
究中发挥了重要
的作用.
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异性基因抑制[7-8]. 2001年, Elbashir et al [9]将人工

合成的l9-21 nt的siRNA通过阳离子脂质体转入

人胚肾293细胞和HeLa细胞, 成功地在哺乳动物

细胞产生了特异性的基因沉默, 解决了长片段

dsRNA在哺乳动物细胞内引起非特异性干扰的

问题. 从此RNAi技术得以广泛应用于哺乳动物

和人类细胞研究.
1.2 RNAi的机制 在RNAi过程中, 内源性或外源

性dsRNA被dsRNA特异性核酸内切酶(dsRNA 
specific endonuelease, Dicer)切割成约21-23 nt的
由正义序列和反义序列组成的小干扰RNA, 即
siRNA. s iRNA中的反义序列指导形成一种核

蛋白体, 被称为RNA诱导的沉默复合物(RNA 
induced silencing complex, RISC). 以此作为模

板识别靶mRNA, 然后通过碱基互补配对的原

则, mRNA与siRNA进行结合; 同时RISC切割靶

mRNA分子中与siRNA反义序列互补的区域, 导
致其降解, 阻断相应基因的表达[10-11]. s iRNA还

可作为一种特殊引物, 在RNA依赖RNA聚合酶

(RNA dependent RNA polymerase, RdRp)作用

下, 以靶mRNA为模板合成dsRNA. 后者再次被

Dicer切割成siRNA, 新生成的siRNA又可进入上

述循环. 这一过程称为RNAi的放大效应. 新生成

的dsRNA被反复合成与降解, 不断产生大量新

的siRNA, 从而使靶mRNA渐进性减少, 有效抑

制靶向基因蛋白质或多肽合成, 呈现基因沉默

现象[12]. 与其他基因敲除技术相比, RNAi技术因

其高度的序列特异性、基因沉默的高效性以及

对细胞的低干扰性等优点而成为基因功能研究, 
肿瘤预防和治疗的重要工具[13-16]. 

2  RNAi在肝癌研究中的进展

肝癌与肝炎病毒感染密切相关. 因此采用RNAi
技术不仅可以干扰肝炎病毒复制, 也使清除肝

炎病毒成为可能, 从而为慢性肝炎向肝癌的演

变提供了新的防治手段. 
乙型肝炎病毒感染是肝癌病因学的主要

因素. Weinberg et al [17]为了进一步研究RNAi对 
HBV病毒的抑制, 设计了靶向HBV病毒保守开

放读码框, 他的能转录长发夹RNA的含有两个

U6启动子的载体, 结果显示在转染的细胞中以

及体外应用大鼠模型中表达长发夹RNA的载体

的减低了70%-90%病毒的复制, 而没有发现干

扰素途径. 近年来, 人们发现了HBV基因编码17 
kDa的多功能蛋白, 命名为x蛋白, 也称为HBx-
Ag, 是病毒基因组转录所必需, 经常在人的肝癌

细胞中检测到其表达, 能影响肝癌形成和发展

的多个环节, 与慢性HBV感染者发展为肝癌密

切相关. Chan et al [18]构建了靶向HBx的小发夹载

体并研究了他对PLC/PRF/5肝癌细胞增殖和凋

亡的影响. 结果显示RNAi可以抑制HBx mRNA
及HBx蛋白的表达, 抑制率为50%-95%, 并可以

明显的抑制细胞的增殖以及大鼠体内肿瘤的生

长. 因此认为HBx在肿瘤形成和抗凋亡方面具有

重要的作用. 
除了乙型病毒性肝炎之外, 还有一些对丙

肝的研究[19-21]. 这些研究为我们从病因上预防肝

癌的发生有很重要的参考意义.

3  RNA干扰在肝癌治疗中的应用

肝癌的发生、发展是多因素、多阶段、多基

因相互作用的结果, 包括病毒感染、致癌物的

作用、癌基因的激活和抑癌基因的失活、细

胞的凋亡和增殖调节失控等. 通过RNAi技术

作用于肝癌的发生、发展的各个相关因素, 多
个阶段中其重要作用的物质, 调节各个基因间

的相互作用是目前RNAi治疗肝癌的主要方向. 
根据RNAi作用, 主要有以下几个方面的应用.
3.1 增殖相关基因的RNA 肝癌发生与肝细胞的

增殖调节失控有关. 肝细胞增殖活性的持续升

高是导致肝脏损害并最终发生肝癌的重要危险

因素之一. 细胞增殖导致的DNA突变得以保留,
并迅速克隆性扩张, 最后导致肝癌的发生[22]. 通
过RNAi敲除与肝癌增殖相关的因子, 可在一定

程度抑制肝癌细胞的增殖. 
Salvi et al [23]通过RNAi方式敲除了尿激酶

型纤溶酶原激活剂(urokinase type plasminogen 
activator, uPA)在肝癌细胞中的表达后, 能明显

抑制荷瘤裸鼠体内肿瘤的生长. 因此发现u-PA
与细胞的增殖有很重要的关系, 并认为u-PA有

可能作为肝癌治疗的分子靶点. sFRP1(secreted 
frizzled-related proteins)是一种分泌型糖蛋白, 
他可能与受体竞争结合Wnt蛋白, 或直接与Wnt
蛋白结合, 由此阻断了Wnt信号传导通路, Shih 
e t a l [24]在β细胞骨架蛋白缺乏的细胞系中使用

RNAi的手段阻断sFRP1的表达从而刺激Wnt信
号传导通路, 并促进细胞的增殖, 干扰SFRP1的
表达, 来研究其对肝癌细胞增殖的影响. Huang 
et al [25]使用RNAi抑制HepG2, Hep3B和HuH-7细
胞中DLK1(delta-like 1 homolog)的表达, 进而观

察到这些肿瘤细胞的生长, 克隆形成和致瘤性

也被明显抑制, 并指出DLK1具有促进肿瘤形成

■研发前沿
RNAi目前主要处
于细胞水平的研
究, 也有少数体内
研究以及临床研
究, 并取得了一定
的进展. 但是受肿
瘤发病机制, 基因
导入细胞的策略, 
体 外 给 药 ,  以 及
RNAi机制等研究
的限制 ,  RNAi目
前主要作为一种
研究基因的功能
及信号传导通路
的工具. 
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的作用. 因此通过RNAi可以发现促肝癌细胞增

殖的基因并抑制其表达, 加速肝癌治疗的进程.
3.2 凋亡相关基因的RNAi 细胞凋亡(apotopsis), 
是在细胞内和细胞外因子的严格控制下, 经过

多种途径的信号传递, 导致体细胞产生一系列

形态和生物化学方面的改变而引起的细胞程序

性死亡, 是细胞衰老和死亡过程的主要形式. 凋
亡机制失活导致的癌细胞无限制增殖是HCC发
生的重要发病机制之一. 细胞凋亡的相关调控

基因包括促进细胞凋亡的基因和抑制细胞凋亡

的基因两大类. 凋亡促进基因包括野生型P53、
ICE、TGFβ、Fas、C-myc、Ced-3、Ced-4、
Bax等, 凋亡抑制基因包括Bcl-2、Rb、eed-9、
突变型P53等[26]. 而这些基因通过不同的途径控

制肝癌细胞的凋亡. 通过RNAi技术控制这些基

因的功能是重要的研究方向. 国内外研究人员

通过RNAi手段抑制了在凋亡的信号转导中起

重要作用的细胞内外因子, 为RNAi调控肝癌细

胞的凋亡提供了实验依据. Bcl-xL是Bcl-2家族

成员之一. Li et al [27]在研究IFN-gamma/LIGHT
介导细胞凋亡信号通路机制的同时, 通过RNAi
手段阻断Hep3B细胞中Bc l-XL的过表达, 发现

在Hep3B细胞中Bcl-XL的过表达能增强对IFN-
gamma/LIGHT介导凋亡的抵抗, Bcl-XL的下调

则减弱这种抵抗. 基于上述发现, 他认为高表达

Bc l-XL的肝癌可选择更好的治疗策略. Sirach 
et al [28]使用RNAi的方法在体外明显抑制了KLF6 
(Kruppel-like factor)的表达, 并使细胞处于G1期, 
并发现KLF6的沉默可导致P53的上调和Bcl-xL
的抑制, 表明KLF6是肝癌细胞逃避凋亡的重要

因子.
3.3 侵袭及转移相关基因的RNAi 侵袭及转移是

恶性肿瘤的重要生物学特性. 遏制恶性肿瘤的

侵袭和转移, 就可以大大降低肿瘤的恶性程度. 
一些细胞内外因子与恶性肿瘤细胞的侵袭和转

移有着重要的联系. 通过RNAi技术来抑制这些

因子的表达是肝癌治疗的一个理想方向. 
CCR1(C-C Chemokine receptor 1)在白细胞

向炎症处聚集中起重要作用. 肿瘤细胞的转移

同白细胞的转运有许多相同的地方, 而CCR1在
肝癌细胞和组织内高表达, 其具体功能还不明

确. Wu et al [29]在研究中发现microRNA介导的

RNAi能沉默人肝癌细胞系HCCLM3中CCR1的
表达, 并且检测了沉默掉CCR1的HCCLM3细胞

的侵袭和增殖能力, 发现CCR1表达的明显下调

能抑制HCCLM3细胞的侵袭力, 但是对细胞的

增殖影响不大. 这些发现表明CCR1在HCCLM3
的侵袭中有重要的作用, 可能CCR1将成为肝

癌治疗新的靶点. MEK/ERK引起的级联反应是

肝癌转移和侵袭的重要机制之一. 而事实证明

MAPK是控制肝癌细胞转移和侵袭的主要信号

传导通路. Bessard et al [30]通过使用丝裂霉素c和
RNAi介导的ERK2的抑制, 控制了细胞的转移, 
并使用RNAi特异地抑制了uPAR的表达, 完全抑

制了肝癌的转移. 因此, Bessard et al认为uPAR和
/或MEK/ERK/S6K的RNAi是将来治疗肝癌侵袭

的重要方法. Zhu et al [31]通过化学合成的siRNA
敲除了肝癌细胞内骨桥蛋白的表达 ,  并发现

mRNA和蛋白在HCC-LM3 细胞的表达分别抑

制了79%和81%, 且转染了siRNA的HCC-LM3细
胞的体外克隆及转移的数目均明显减低.
3.4 癌基因的RNAi 目前, 尽管一些肝癌的抑癌

基因已经被鉴定, 如P53和P16 (INK4A), 并明确

了他们在肝癌中的特异性失活, 但是在肝癌发生

中特异性激活的癌基因却少见报道. Higashitsuji  
et al [32]应用消减杂交法在人肝细胞癌组织高表

达的基因中筛选出一条编码重复gankyrin序列

的新基因, 命名为gankyrin. 杨诏旭 et al [33]通过

RNAi抑制了肝癌细胞株HepG2中gankyrin的表

达, 表明在HepG2细胞中抑制gankyrin的表达可

有效抑制细胞生长并导致细胞周期的阻滞, 认
为利用RNAi抑制gankyrin的表达可能会成为一

种有效的肝癌基因治疗手段.
3.5 肿瘤相关抗原的RNAi 肿瘤抗原可分为肿瘤

特异性抗原和肿瘤相关抗原, 但肝癌的肿瘤特异

性抗原至今仍未发现和分离成功. 目前的肿瘤抗

原都是肿瘤相关抗原, 主要有甲胎蛋白、乙肝病

毒表面抗原、黑素瘤抗原等. 抑制这些抗原的产

生可在一定程度上抑制肿瘤的发生和生长[34]. 
A F P是哺乳动物胚胎期由肝及卵黄囊合

成的胚胎期血清蛋白. 在成年期, 主要来源于

内胚层恶性肿瘤 ,  如肝癌、胃癌和性腺肿瘤

等. AFP在HCC组织中的阳性率为44%-70%. 
Wang et al [35]成功构建了pSilencer3.0-H1-AFP
载体并将其转染SMMC-7721细胞. 通过实时

RT-PCR、免疫检测、MTT以及细胞流式等方

法进行了相关检测,发现pSilencer3.0-H1-AFP
载体下调了A F P的表达, 约为34%, 并抑制了

SMMC-7721细胞的增殖, 但是并未引起明显

的凋亡. 乙肝病毒表面抗原(HBsAg)是乙型肝

炎病毒包膜蛋白中的主要蛋白 .  血液H B s A g
阳性者比H B s A g阴性者其肝癌发病率高100

■相关报道
VEGF是肿瘤治疗
一个重要靶点. 国
内外研究人员已
经使用RNAi方法
降低了宫颈癌、
卵巢癌、胃癌、
结肠癌、视网膜
母细胞瘤以及乳
腺癌等恶性肿瘤
中VEGF的表达 ,
并一定程度的抑
制了肿瘤的生长.
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倍, 在某种意上可称之为肝癌的“肿瘤相关抗

原”[36]. HBx的特异敲除能明显抑制细胞的生

长和肿瘤模型中肿瘤的发生[18].
3.6 生长因子及其受体相关基因的RNAi 细胞生

长因子及其受体与肝癌发生、发展有一定的关

系. 这些生长因子主要有: 肝细胞生长因子(he-
patocyte growth factor, HGF)及其受体C-met,
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
fac tor, VEGF)及其受体VEGF-R, 表皮生长因

子(epidemal growth factor, EGF), 转化生长因

子(transforming growth factor, TGF), 胰岛素生

长因子(insulin-like growth factor, IG)[37]. 肝细

胞生长因子H G F最早是从肝部分切除的大鼠

血清中分离得到, 并被证实是一种很强的刺激

肝细胞增殖的分裂原. 其受体c-Met主要在各种

上皮细胞中表达, HGF/c-Met信号传导系统在

肝细胞癌的侵袭和转移中发挥着重要作用 [38]. 
Salvi et al [39]通过RNAi抑制了c-Met的表达, 进
而抑制了SKHep1C3细胞的转移. VEGF是具有

强大的刺激血管生成能力的一种生长因子, 可
增加微血管的通透性, 刺激内皮细胞分裂以及

增加组织因子和一些蛋白酶的产生, 在肝癌的

发生、发展、转移中起促进作用[40]. 研究者已

经使用RNAi方法降低了宫颈癌[41]、卵巢癌[42]、

胃癌 [43]、结肠癌 [44]、视网膜母细胞瘤 [45]以及

乳腺癌[46]等恶性肿瘤中VEGF的表达, 并在一

定程度上抑制了肿瘤的生长. 但目前尚无通过

RNAi手段抑制肝癌细胞中VEGF及其受体表

达的报道.
3.7 MDR相关基因的RNAi 化疗仍是肝癌综合

治疗的重要手段之一. 但是肿瘤的多药耐药性

成为化疗的障碍[47], 其中MDR1基因及其产物

的过度表达是多耐药的重要机制之一[48]. 胡礼

仪 e t a l [49]构建了针对多药耐药基因MDR1的
pshRNA-MDR1重组质粒, 转染肝癌耐药细胞株

Be1-7402/R, 结果明显地抑制了MDR1 mRNA的

表达.

4  结论

原发性肝癌是我国常见恶性肿瘤之一, 居我国

癌症发病率的第二位[50], 每年约有13万人死于肝

癌, 并且近些年来其发病率和死亡率有逐年升

高的趋势. 由于其具有侵袭性强、易复发、转

移等生物学特性, 目前手术、放疗、化疗等治

疗办法虽然不断提高, 但效果仍不佳. 因此有关

肝癌的各方面的研究一直是医学的热点和难点. 
近年来, 随着分子生物学、基因组学及蛋白质

组学的发展, 使得肝癌的研究治疗达到了一个

新的高度. RNAi作为一种新的工具, 因其特有的

高效性、特异性、低毒性, 在肝癌的基因治疗

的研究中发挥了重要的作用. 
RNAi目前主要处于细胞水平的研究. 也有

少数体内研究以及临床研究, 并取得了一定的

进展. 但是受肿瘤发病机制, 基因导入细胞的

策略, 体外给药, 以及RNAi机制等研究的限制, 
RNAi目前主要作为一种研究基因的功能及信号

传导通路的工具. 相信随着肿瘤发病及RNAi机
制的深入研究, 基因导入及体外给药策略的完

善, RNAi一定会在肿瘤的治疗研究中发挥其重

要作用.
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Abstract
Chronic pancreati t is (CP) is a persistent 
in f lammatory d i sease charac ter ized by 
irreversible morphological changes in the 
pancreas and, typically, by pain and permanent 
impairment of exocrine and endocrine pancreatic 
functions. In recent years, the prevalence of 
CP has increased around the world. Although 
endoscopy, pancreatic enzyme drugs, pancreas 
imaging diagnosis and laboratory techniques 
have developed fast, the etiological factors and 
pathogeneses of CP remain unclear. There are 
no common guidelines for the diagnosis and 
treatment of CP. Thus, further research on the 
epidemiology, etiology, diagnosis and treatment 
of CP must be carried out to understand the 
development of pancreatic diseases. 

Key Words: Chronic pancreatitis; Pancreatic fibro-
sis; Pancreatic calcification
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摘要
慢性胰腺炎以胰腺慢性纤维化、钙化、胰管
慢性炎症和胰管结石为主要病理改变, 其发病

率在国内外有逐年升高的趋势. 虽然内镜治
疗技术的飞速发展、胰酶替代药物的广泛应
用、影像学和实验室技术的发展使慢性胰腺
炎的内科诊断和治疗措施有了较大的进展, 但
确切的病因和发病机制尚不清楚, 其诊断和治
疗也尚未达成共识. 因此, 迫切需要开展慢性
胰腺炎的流行病学、病因学、诊断学和治疗
学等相关基础与临床研究, 为慢性胰腺炎的诊
治提供理论和实践依据, 并尽快制定出科学、

客观的慢性胰腺炎诊治规范, 指导其诊断和
治疗. 

关键词: 慢性胰腺炎; 胰腺纤维化; 胰腺钙化
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2007; 15(34): 3598-3603

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3598.asp

0  引言

慢性胰腺炎(CP)是由于各种原因引起的以胰腺

细胞破坏, 进行性纤维化为主的病变. 临床主要

表现为反复腹痛, 胰腺内、外分泌功能降低, 从
而导致脂肪泻、糖尿病. CP病程迁延, 临床表现

多样, 严重影响患者的日常生活. 但是, 目前对

CP的病因、发病机制尚不甚清楚. 并且有报道

认为CP是胰腺癌的危险因素之一. 因此迫切需

要加强CP的基础和临床研究, 改善CP的诊治现状. 

1  慢性胰腺炎病因及发病机制

CP是一种难以确切定义的胰腺慢性炎症性病变. 
在1963年将胰腺炎症性病变分为急性、急性复

发性、慢性复发性和慢性胰腺炎[1], 1980年起根

据内镜下逆行胰胆管造影(ERCP)所见的胰腺形

态学表现对CP进行分期(表1). 1984年马赛和剑

桥会议上专家达成共识, 即CP是由于进展性炎

症而导致的伴有持续性胰腺结构改变和/或功能

损害的胰腺慢性疾病. 剑桥按照ERCP典型改变

把慢性胰腺炎分为: 正常, 主胰管及侧枝正常; 
可疑, 侧枝扩张/阻塞少于3个, 主胰管正常; 轻
度, 侧枝扩张/阻塞超过3个, 主胰管正常; 中度, 
主胰管以外狭窄及扩张; 重度, 主胰管以外重度

®

■背景资料
慢性胰腺炎发病
率逐年上升, 其诊
断和治疗还存在
很多难点. 本文检
索近期国际上发
表的慢性胰腺炎
相关报道, 就其研
究的进展进行综
述, 以期能够全面
了解国际上慢性
胰腺炎研究情况, 
指导进一步开展
深入的研究. 
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阻塞、囊肿、狭窄、钙化. 
CP在国外以慢性酒精中毒为主要病因[1]. 而

我国CP最常见病因是胆道系统疾病[2], 其次为酒

精性, 部分无明显病因者称为特发性. 国外较常

见的热带性胰腺炎在我国极少见, 可能与我国

地理位置有关. 国外学者近期将病因归类为: (1)
毒性代谢产物(如酒精、烟草), (2)有机毒素, (3)
基因突变, (4)自身免疫性疾病, (5)复发性急性胰

腺炎、重症胰腺炎, (6)外伤及术后胰腺损伤. CP
的发病机制中, 多数学者倾向于蛋白质分泌过

度导致梗阻和坏死-纤维化的假说[1], 即酒精刺

激胰腺分泌, 增加胰腺对胆囊收缩素(CCK)刺
激的敏感性, 使胰液中胰酶和蛋白质的含量增

加, 导致小胰管内蛋白栓形成, 引起胰管阻塞并

发生钙化, 腺泡萎缩, 小导管周围炎症浸润并

发展至纤维化. 此过程中, 一种生理情况下可防

止胰液中碳酸钙沉淀的胰石蛋白(lithostatin)起
关键作用, 若分泌不足则导致蛋白栓钙化. 然
而, 最近认为此假说存在缺陷. 如长期摄入酒

精者中发生CP比例小于10%[3], 动物模型中胰

腺在大剂量乙醇诱导后形态改变不明显. 因此

Pandol et al [4]认为酒精只是炎症增敏剂, 可协同

其他病因促进炎症发生. 

2  慢性胰腺炎的流行病学

CP发病率的地区差异极大, 欧美国家发病率较

高, 而我国发病率较低. 但近年来有升高的趋

势. 各国学者报道CP流行病学情况见表1[5-8]. 各
国学者报道的CP发病率存在明显地区差异, 原
因可能是不同地区或国家酒精摄入量不同. 但
发病率的不同反映了各国的诊断方法和标准

各异. 由于缺乏公认的诊断标准, 因此难以比

较各国CP的流行病学调查结果. 我国目前尚无

CP的流行病学调查资料, 对CP的发病率报道很

少. 北京协和医院统计1952-1989年住院患者中

确诊CP132例, 占同期内外科住院患者总数的

0.15%[2]. 而随着开展胰腺外分泌功能检查和多

种影像检查, 确诊的病例也逐年增多. 2002年上

海长海医院王洛伟 et al [9]报道CP262例, 占同期

住院总人数的0.63%, 多见于中老年人, 男女比

为2.8∶1, 诊断时平均年龄55岁. 随着人们生活

习惯和饮食结构的改变, 今后CP的发病率将不

断上升. 2007年全国多中心CP临床流行病学调

查共收集CP1994例, 我国CP发患者数从1995年
的48例逐年上升到2003年的346例, 发病年龄在

5-85岁之间, 平均年龄(48.9±15.0)岁, 高峰在60
岁, 男女性别比例为1.86∶1[10]. 

3  慢性胰腺炎的诊断与鉴别诊断

腹部X线平片发现胰腺钙化即可确诊CP, 但CP
的早期诊断则较困难, 临床确诊CP常需数月至

数年的随访[11]. 目前尚无被广泛接受的CP诊断

“金标准”. 经皮穿刺胰腺活检危险性大, 不能

列为临床常规应用, 因此CP的诊断仍主要依靠

影像学检查和胰腺外分泌功能试验. 
3.1 影像学检查 腹部超声是了解胰腺的基本方

法, 为首选的影像学检查, 但对CP诊断敏感性

低, 仅60%-70%[12]. 且由于检查结果过于依赖检

查者的经验, 难以作为标准化的检查方法. CT是
发现胰腺钙化的最佳影像学手段, 而胰腺钙化

是CP的特征性改变, 其敏感性和特异性分别为

74%和85%[12], 但CT难以发现小胰管和胰腺实质

早期改变. ERCP被认为是CP影像学检查中的金

标准, 也是仅次于组织学检查的最佳标准[12]. 大
量研究提示, ERCP的诊断准确性优于腹部超声

和CT, 可清晰显示胰管的改变, 但具有侵入性, 
可能出现并发症[13]. 磁共振胰腺成像(MRCP)可
清晰显示胰管扩张和胰管结石, 但显示胰管侧

枝的改变不如ERCP准确, 对CP的早期病变不够

敏感. 超声内镜(EUS)对晚期CP的诊断准确性与

ERCP相同, 对胰管和胰腺实质早期病变有极高

敏感性, 已成为当前诊断早期CP的重要手段, 有

表 1 CP流行病学资料

     
作者                                                  年份    发病率(1/10万)     流行率(1/10万)     男/女

O'Sullivan JN                              1940              1.9                 未报道         未报道

O'Sullivan JN                              1969              3.5                 未报道         未报道

Copenhagen pancreatitis study  1981              8.2                   27.4           3.0∶1

Lin Y                                            1994              5.4                   28.5           3.5∶1

Lin Y                                            1999              5.8                   32.9           2.0∶1

Lankisch                                      2002              6.4                 未报道         未报道

■研发前沿
目前国际上对慢
性胰腺炎的研究
主要集中在慢性
胰腺炎的病因和
发病机制, 慢性胰
腺炎简便、有效
的诊断方法和治
疗措施. 内镜治疗
和外科手术治疗
的对比研究是目
前研究较多的方
面. 
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望成为检出早期CP的首选方法[11,14-17]. EUS引导

下穿刺可以获得组织学诊断. 虽然目前EUS引导

下穿刺获得组织标本量不够多, 诊断的准确性

尚不够高, 但仍不失为重要的诊断方法之一[18-21]. 
胰胆管腔内超声(IDUS)可发现胰管壁和实质的

改变及结石, 胰管镜直接观察胰管腔, 对诊断CP
均有一定的价值. 但两者均为侵入性检查, 且设

备昂贵, 不易普及. 
3.2 胰腺外分泌功能测定 胰腺外分泌功能试验

分直接试验和间接试验. 直接试验包括促胰泌

素试验和促胰液素-胆囊收缩素(CCK)/铃蟾素

刺激试验, 通过促胰泌素刺激而测定胰液量、

HCO3
-浓度和胰蛋白酶浓度, 对诊断CP有一定

敏感性和特异性 .  前者对C P诊断的敏感性为

75%-90%, 特异性为80%-90%; 后者的敏感性和

特异性均>90%[12]. 但在轻度胰腺外分泌功能障

碍时, 这两项试验结果均可正常, 因此无法作为

早期CP的诊断依据. 目前日本胰腺学会已将胰

腺功能测定作为诊断CP的主要指标之一, 其诊

断CP的总敏感性为90%, 特异性为90%-100%[22]. 
但这些侵入性检查操作复杂, 费用高, 只能在专

科中心进行. 间接试验有Lundh试餐试验、血、

尿苯甲酰-酪氨酰对氨基苯甲酸(BT-PABA)试
验、胰月桂基试验(PLT)、粪便试验(苏丹三染

色、粪便脂肪定量测定和糜蛋白酶测定)及核

素胰腺外分泌功能试验(131I-甘油三脂/油酸吸收

试验、双标记Schilling试验及13C-呼气试验). 近
年来PLT和BT-PABA试验的诊断准确性得到了

提高. 但由于受小肠疾病、黄疸、胃排空异常

或胃大部切除等上消化道解剖及功能异常的影

响, 不能仅凭PLT和BT-PABA试验的异常结果诊

断CP, 因此其临床应用受到一定限制. 粪便脂肪

定量测定的敏感性和特异性较低, 糜蛋白酶测

定方法简单易行, 但诊断准确性有欠缺. 目前的

研究热点是粪弹性蛋白酶1(E1)的测定. E1是一

种具有蛋白分解活性的胰腺分泌的糖蛋白, 在
消化道内高度稳定, 不易失活, 粪便中E1浓度是

胰液中E1浓度的5倍, 因而可极敏感和特异的检

测胰腺外分泌功能. 其结果不受胃切除术和小

肠吸收不良的影响, 可在临床上常规进行. 但须

注意的是, 因分泌性腹泻的稀释效应而产生假

阳性. 最近有学者采用13C-呼气试验测定胰腺外

分泌功能[1], 发现对早期或中期CP诊断准确性较

低, 尚待今后的进一步技术改进. 以上多种试验

在我国均有研究与报道, 但目前用于临床的仅

有尿BT-PABA试验、粪便苏丹三染色和粪便(48 

h)脂肪定量测定[2]. 
3.3 CP的诊断标准 我国CP的诊断一直延用1987
年中华内科杂志编委会提出的诊断标准, 也有

人参考日本的CP临床诊断标准. 在最近的亚太

地区专家共识会议上确认, 符合下列任何一项

或一项以上者可诊断为CP: (1)ERCP显示有胰管

改变, (2)促胰泌素试验阳性, (3)胰腺钙化, (4)提
示CP的EUS异常, (5)组织学检查显示CP特征(如
进行组织学检查)[22]. 
3.4 CP的鉴别诊断 CP与胰腺癌的临床表现、实

验室、影像学检查相似, 常规检查难以鉴别. 近
来, 胰腺癌的细胞和分子生物学的研究取得了

较大的进展. 虽然至今尚无1种标志物检测有足

够的敏感性和特异性筛选、发现早期病例, 但
由于这一方法快速简便, 其研究仍在不断深入. 
CA19-9是目前临床上最有诊断价值也是应用最

多的1种肿瘤相关抗原. 不少作者报道CA19-9诊
断胰腺癌的敏感性超过90%, 准确性可达80%, 
但特异性较低, 约75%. 近年又研制了一些肿瘤

标志物, 如CA494、CA242、CAM17.1、胰岛

淀粉样肽(islet amyloid polypeptide, IAPP)等均

是有希望的新的肿瘤标志物[23], 但仍需进一步

临床研究. 
影像学鉴别诊断也困难重重, 腹部超声、

CT等检查常缺乏敏感性及特异性. 内镜检查在

鉴别诊断中的作用日益受到重视. 在胰腺癌影

像学诊断中, ERCP具有最高的诊断敏感性和准

确性. EUS的准确性可与ERCP媲美, 明显优于

CT和腹部超声. 经过改进已能检出小胰癌. 对直

径<2 cm的小胰癌, EUS是最敏感的影像学检查

方法[23]. 而EUS引导下细针穿刺活检可提供有确

定意义的组织学证据. 
联合影像学检查可提高胰腺癌诊断率. 单独

采用B超、CT诊断率较低, 但如与ERCP联合可

提高诊断敏感性达90%-95%以上. 当与胰腺癌

难以鉴别时, 可做经皮针吸活组织检查, 必要时

剖腹探查作活组织检查. 

4  慢性胰腺炎的治疗

CP的治疗以控制疼痛、糖尿病和脂肪泻为主. 
疼痛可能是治疗中最为棘手的难题, 内科、外

科和内镜治疗均可控制疼痛. 
4.1 内科治疗 包括戒酒、积极治疗胆道疾病、

必要时补充维生素和中、短链脂肪酸等. 胰酶

替代治疗可反馈抑制胰腺外分泌, 可能机制是

CCK-释放肽调控CCK释放介导的. 对6项随机前

■创新盘点
本文全面检索了
近期国际上慢性
胰腺炎的研究报
道, 内容全面, 时
限性较新, 很多是
2007年刚刚发表
的文献. 
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瞻性双盲研究进行荟萃分析发现, 2项应用胰酶

片剂的研究显示有效, 而4项应用胰酶肠溶胶囊

的研究无效[24]. 原因可能为肠溶胶囊中的胰酶

不能在十二指肠中释放, 以致无法作用于CCK
释放肽. 因此, 胰酶治疗可尝试作为CP治疗的起

始, 特别适用于有小胰管疾病的患者或特发性

胰腺炎者, 尤其是女性. 
4.2 外科治疗 具有下列适应征者可考虑手术: (1)
内科治疗无效的严重腹痛, (2)内科及微创外科

治疗无效的胰腺囊肿、胰腺脓肿、胰瘘, (3)合
并梗阻性黄疽, 十二指肠、结肠梗阻, (4)可能

合并胰腺癌, (5)胰源性门静脉高压症. 外科减压

术的前提是主胰管扩张. 侧向胰腺-空肠造口术

是应用最广的胰管减压术, 其疗效十分满意[25]. 
循证医学研究表明, 保留十二指肠或幽门的胰

十二指肠切除术可缓解90%患者的疼痛, 而且改

善患者生活质量[26]. 然而对于无胰管扩张者, 切
除大部分胰头部组织后将导致相当严重的并发

症, 并有发生糖尿病和胰腺外分泌不足的长期

危险,手术的效果并不满意. 近期瑞士的一项长

期研究显示, 手术与内科治疗的长期结果并无

显著差异, 其原因极可能是“胰腺耗竭”[27]. 但
手术仍被视为内科与内镜治疗失败者的有效治

疗手段. 
4.3 内镜治疗 随着内镜治疗技术的不断发展, 
胰腺疾病的内镜治疗也已广泛开展. 与外科治

疗相比, 内镜治疗创伤轻, 具有较低的死亡率, 
将其作为缓解胰管梗阻引起腹痛的首选方法

已被广泛接受. 对胰管狭窄可采用胰管扩约肌

切开术(EPS)、气囊扩张术及胰管支架置放术. 
Jakobs et al [28]对171例CP患者行EPS, 操作成功

率为97.7%, 仅7例出现并发症, 无1例死亡. 作者

认为EPS对CP伴腹痛患者疗效明显, 安全且成

功率高. 胰管狭窄内镜下放置胰管支架治疗疼

痛的有效率可达75%-94%, 但是最近的报道认

为其有效率没有那么高[29-34]. 对胰管结石可行

内镜下网篮取石、碎石后气囊取石、体外震波

碎石和胰管放置内支架引流. 内镜治疗胰管结

石的疼痛缓解率短期可达77%-100%, 长期可达

54%-86%[35-37]. Rosch et al [38]对1000余例患者长

期随访的多中心研究表明, 内镜治疗可使2/3的
腹痛型梗阻性CP疼痛完全或部分缓解, 但必须

指出的是只有疼痛型CP患者才适于行内镜治

疗. 外科手术引流曾是治疗胰腺假性囊肿的唯

一手段. 近几年来, 经EUS腔内引流假性囊肿已

成为重要治疗方法, 并取得较好疗效[39-40]. 一项

400例CP合并胰腺假性囊肿内镜治疗的研究结

果显示, 治疗成功率为80%-95%, 并发症发生率

低于手术治疗[41]. 
总之, 内镜治疗在CP中应用广泛. 严格掌握

适应证和选用合适的内镜治疗方法是取得最佳

疗效的保证. 

5  慢性胰腺炎的研究热点与难点

目前C P研究的集中在以下几点: (1)基因突变

在CP发生中的作用逐渐受到学者关注. Hanck 
et al [42]发现CFTR(囊性纤维化跨膜转导调节因

子)和SPINKI(Kazal 1型丝氨酸蛋白酶抑制剂)基
因突变可增加CP发病风险. Mitchell et al [43]认为

急性胰腺炎和CP从基因学角度而言是一种病变

的连续发展而非两种不同的疾病. 因此患者对CP
的遗传易感性日益受到重视. (2)研究发现胰腺纤

维化的原因可能是胰腺损伤后正常修复机制的

调节障碍, 如转化生长因子(TGF-β)等细胞因子表

达异常与胰腺组织的纤维化程度有关[44]. 这些细

胞因子的异常表达可造成胰腺细胞生理状态

下的功能丧失. (3)在药物治疗方面, 胃肠激素

和抗氧化剂是今后开发和研究方向之一. CCK
受体拮抗剂的研究正引起人们的关注. Tandon  
e t a l [22]的研究显示, 酒精性胰腺炎患者的抗氧

化剂水平低于正常, 难以抵御自由基介导的组

织损伤. 补充抗氧化剂使患者镇痛剂需求量明

显降低. 
但是, CP研究仍有许多难点: (1)我国学者与

欧美学者在胆道系统疾病是否是CP主要病因这

个问题上一直存在争议. (2)在缺乏组织学证据

时, CP与胰腺癌的鉴别诊断亦较困难, 一些学者

致力于寻找可以早期发现胰腺纤维化的血清标

记物, 然而研究结果不能令人满意. (3)对药物治

疗无法控制的疼痛和并发症, 常需手术干预或

内镜介入治疗, 但两者的长期疗效和实际效果

尚待前瞻性随机对照研究予以确认[45-46]. 

6  结论

目前我们对CP的病因和发病机制的认识较前有

很大进步. 在将来, 我们可能建立理想的动物模

型, 取得一些基因研究和细胞因子研究的突破

性进展, 使CP的发病机制得以不断阐明. 多种影

像学联合胰腺外分泌功能检查有望早期诊断CP
和鉴别胰腺癌, 而胃肠激素和抗氧化剂等新一

类药物可降低胰管内压力, 减轻胰腺内氧应激, 
是将来的治疗策略之一. 

■应用要点
本文全面综述了
慢性胰腺炎的研
究的热点和难点, 
对进一步开展慢
性胰腺炎的相关
研究有一定的指
导意义. 
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Abstract
Pancreatic carcinoma is an almost uniformly 
lethal disease of humans and is associated with 
the lowest survival rate for any solid cancer, 
with only 5% of patients surviving 5 years after 
the diagnosis of pancreatic cancer. However, few 
effective methods can detect this kind of cancer 
at its early stage. The term “tumor marker” has 
been defined as “a naturally occurring molecule 
that is measured in serum or plasma, or other 
body fluids or in tissue extracts or in paraffin-
embedded tissue to identify the presence of 
cancer, to assess patient prognosis, or to monitor 
a patient’s response to therapy with the overall 
goal of improving the clinical management of 
the patient.” The greatest limitation of most 
studies of serum markers is that they fail to limit 
their analyses to patients with small, potentially 
curable pancreatic cancers. Therefore, it appears 
to be particularly urgent to explore new markers 
and establish novel diagnostic methods so as to 
achieve sufficient sensitivity and specificity. We 
discuss the advantages and disadvantages of 
different pancreatic tumor markers in improving 

the the diagnosis and treatment of pancreatic 
carcinoma. 
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摘要
胰腺癌早期诊断困难, 预后差, 患者5年生存率
小于5%. 新近研究报道, 早期发现并切除的胰
腺癌患者5年生存率为15%-40%, 因此早期诊
断胰腺癌能够有效挽救患者生命. 目前一些常
用的肿瘤标志物在胰腺癌的诊断、治疗监测
及预后评估中起到了重要作用, 但这些指标的
特异性和敏感性尚不能满足临床的需要. 因此
迫切需要寻找新的肿瘤标志物并建立联合诊
断的方法来进一步提高胰腺癌的诊疗水平. 

关键词: 胰腺炎; 肿瘤标志物
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0  引言

肿瘤标志物(tumor markers, TM)是细胞在肿瘤

发生、发展、浸润及转移过程中分泌产生的

活性物质. 通过检测其在血清、血浆或其他体

液、组织提取物以及石蜡切片中的存在或量

变可以提示肿瘤的性质, 借以了解肿瘤的组织

发生、细胞分化、细胞功能, 以帮助肿瘤的诊

断、分类, 进而有效评估患者的预后或监测患

者的治疗达到提高临床诊疗水平的总体目标[1]. 
目前胰腺癌相关肿瘤标志物主要可以分为3类: 
A类: 已经进入临床应用并被广泛接受, 有确凿

证据表明该标志物具有临床实用价值. B类: 有
大量研究肯定其在肿瘤诊断中的作用, 但目前

还没有明确的证据提示其临床实用价值. C类: 
主要指已经公布的尚处于研究阶段, 仍需要进

一步大规模对照研究才能确定其应用价值. 本

®

■背景资料
胰腺癌是一种凶
险的恶性肿瘤, 早
期诊断困难, 预后
差, 给患者及其家
庭造成了巨大创
伤. 胰腺肿瘤标志
物在胰腺癌的诊
断、治疗中发挥
了重要作用. 本文
就目前肿瘤标志
物在胰腺癌的诊
断、治疗中的研
究进展作一综述. 
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文就近年来胰腺癌肿瘤标志物的研究进展作一 
综述.

1  胰腺肿瘤标志物在临床诊疗中的应用价值

1.1 A类标志物 
1.1.1 血清分子标志物: 主要包括肿瘤相关抗

原CA19-9、CA50(34-40)、CA195[2], 胰岛淀

粉样多肽(islet amyloid polypeptide, IAPP)[3], 
肿瘤相关胰蛋白酶抑制剂(TATI)[4], 胰腺癌抗

原(P O A)[5]、Y K L-40 [6], 肿瘤型M2丙酮酸激

酶(TUM2-PK)[7], HIP/PAP[8]. 诊断价值尚不确

定的指标包括癌胚抗原(C E A)[9], C A72-4 [10], 
DUPAN-2[11]和Span-1[12]. 这些指标将不再进一步

讨论. 
C A19-9仍是目前诊断胰腺癌的标准血清

肿瘤标志物. 欧洲肿瘤标志物组织(EGTM)与美

国胃肠病协会(AGA)[13-14]推荐将其用于胰腺癌

的处理, 美国食品暨药物管理局(FDA)已批准

CA19-9测定用于胰腺癌患者治疗监测. CA199
在胰腺癌临床诊断、筛查、预后判断及治疗监

测中的实用性价值如下. 
诊断 :  大量回顾性与前瞻性研究已对

CA19-9在胰腺癌诊断中的应用进行了广泛的调 
查[15-16], 并评估了其最佳诊断临界值. 一项大样

本研究检测了胰腺疾病患者160例(胰腺癌90例, 
良性病变70例), 胆道疾病患者322例(胆道癌152
例, 良性病变170例)和无症状对照志愿者20035
例血清的CA19-9水平, 发现无症状人群CA19-9
的血清浓度平均值在9.42+/-9.95 U/L, 37 U/L的
临界值可准确区分胰腺癌和胰腺良性疾病(灵
敏度和特异度值分别为77%和87%)[17]. 在胰腺

癌可疑人群中CA19-9的诊断价值有所提高, 但
仍只有适度的灵敏度. 在一项对261例胰腺癌可

疑患者的研究中, 血清CA19-9的敏感度为70%, 
特异度为87%, 阳性预测值为59%, 阴性预测值

为92%[18]. 1994年一个Meta分析研究报道, 血清

CA19-9的平均灵敏度为81%(范围69%-93%), 特
异性度为91%(范围76%-99%), 诊断临界值采用

37 U/L水平[15].  有关研究报道, 采用100 U/L水平

时CA19-9的诊断特异度为97%[19], 采用1000 U/L
水平时其特异度接近100%[15,20]. 另外, CA19-9的
抗原决定簇为唾液酸化的血型抗原Lewisa(Lea), 
他只对分子的非还原端含唾液酸化的Lea结构

起特异反应, 而Lewis红细胞表型Le(a-b-)者糖链

的合成多停留在CA19-9的前体CA50的阶段. 缺
乏这样的非还原端, 因而肿瘤患者中的Le(a-b-)

血清会表现为CA19-9阴性而CA50阳性. Le(a-b-)
的人群占白种人口的5%-10%左右, 而有关中国

人Le(a-b-)型的比例报道较少, 约在5.9%-23.1%
之间[21]. 在这类人群中可能产生CA19-9的假阴

性, 但如果将Lewisa抗原因素考虑进去, CA19-9
在有症状的胰腺癌患者中的整体诊断灵敏度可

达92%[21]. 结合影像学检查(腹部超声和CT)可提

高血清CA19-9的阳性预测值[19]. 
CA19-9在胰腺癌诊断中的局限性表现在以

下方面. 首先, CA19-9的诊断性与患者胰腺癌的

进展程度有关[9,15]. 对于直径<3 cm的胰腺肿瘤

CA19-9的诊断灵敏度显著降低(约55%)[15]. 因此

CA19-9不能满足对小的可治愈肿瘤的早期发

现. 其次, CA19-9在其他非胰腺的胃肠道恶性肿

瘤以及多种良性疾病中也可升高. 例如梗阻性

黄疸, 胆囊炎, 胆管炎, 肝硬化, 急性和慢性胰腺

炎等都是CA19-9升高的常见原因[15]. 鉴于上述

原因美国临床生物化学学会(NACB)不主张血清

CA19-9检测用于诊断胰腺癌, 欧洲肿瘤标志物

组织(EGTM)认为CA19-9检测可以作为胰腺癌

影像学诊断的补充手段[13-14].
筛查: 胰腺癌发病率低, 在无症状者人群中

大规模使用高灵敏度的肿瘤标志物进行胰腺癌

筛查, 将产生大量的假阳性反应. 最近的一份研

究报告中, 70 940例无症状受试者接受CA19-9筛
查, 筛选出4例胰腺癌患者的同时出现了1059例
假阳性反应, CA19-9阳性预测值仅为0.9%[22]. 在
高危人群筛查中, 许多影像学上发现癌前病灶的

患者其血清CA19-9往往处于正常水平[23]. 例如, 
在一项研究中, 14例高风险受检者影像学发现异

常并进行全胰腺切除术, 病理提示不典型增生, 
但其CA19-9浓度均在正常范围内[24]. 大量研究

证明, 胰腺导管腺癌起源于癌前病变胰腺上皮内

瘤变(pancreatic intraepithelial neoplasia, PanIN), 
而影像学及血清肿瘤标志物都不能及时发现这

种微小病变[25]. 但血清肿瘤标记检测对早期无症

状的浸润性胰腺癌的诊断仍非常有价值. 
预后判断: 血清CA19-9检测可作为胰腺癌

手术选择[9,20]及预后判断[23]的独立预测指标. 在
一项队列研究中(n = 347), 肿瘤分期相同的患者

经手术治疗后, CA19-9正常组的中位生存期长

于非正常组[21]. 另一项研究提示, 治疗前CA19-9
水平是判断生存期一个独立的、显著的指标, 远
优于治后的CA19-9反应值(P  = 0497)[26]. 最近研

究表明, 术前低CA19-9水平(测不出)预示胰腺癌

患者术后较长的生存期. 因此潜在的可手术切除

■研发前沿
胰腺癌中存在许
多蛋白质的差异
表达. 目前, 基因
表达谱分析, 以及
液相质谱等新研
究工具的出现, 为
发掘新的胰腺肿
瘤标志物开辟了
广 阔 空 间 .  新 的
肿瘤标志物可能
具有更高的灵敏
度、特异度. 
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的胰腺癌患者伴有低CA19-9水平(测不出)时, 不
论分期应考虑手术治疗[27]. 欧洲肿瘤标志物组织

(EGTM)提出, CA19-9具有评估胰腺癌预后的潜

在价值, 但其临床实用价值还未被证实[14]. 
治疗监测: 大量研究表明, CA19-9可作为评

估胰腺癌姑息化疗的监测指标. 最近的两项研

究(n  = 89, 2个研究合并)发现, 化疗8 wk(2个周

期)后CA19-9跌幅>20%相对影像学能更好的反

应化疗疗效[28]. 在其他化疗药物的姑息治疗研究

中, 也将连续检测CA19-9水平作为判断预后的

独立指标[29]. 相关研究中, 4例行胰腺全切的患者

采用吉西他滨和顺铂治疗后得到完全缓解, 其
CA19-9水平回降至正常范围; 而4例胰腺部分切

除的患者达到部分缓解, 其CA199水平下降[30]. 
连续检测CA19-9水平的变化相对单次检测具有

更好的灵敏度和特异度. 有研究报道, 连续下降

的CA19-9水平反应疗效的敏感度为67%, 预测

病程进展的灵敏度为86%[30]. 另一项研究结果表

明, 吉西他滨化疗期间CA19-9水平下降提示肿

瘤进展停滞、治疗有效, 应继续治疗; 而CA19-9
水平升高提示预后很差, 化疗效果不明显, 进一

步化疗值得商榷[28]. 类似的研究也见于预测胰腺

癌放射治疗的疗效反应[31]. 但由于放射治疗疗

程短, 连续检测CA19-9水平不太可行. 当用于跟

踪患者放化疗的预后时, 连续检测CA19-9预测

疾病复发的灵敏度和特异度较高分别为100%和

88%[31], 但现行准则不主张连续检测CA19-9作
为胰腺癌疗效的监测指标. 美国临床生物化学

学会(NACB)建议CA19-9连续检测结合影像学

检查用于监测患者的治疗反应. 
1.1.2 基因分子标志物: 个体遗传易感基因突变

是进展为遗传性胰腺癌的高危因素, 常常表现

为BRCA2、STK11p(Peu tz-Jeghers综合征)、
16基因(家族性非典型性多痣性黑色素瘤)、
阳离子胰蛋白酶基因PRSS I(遗传性胰腺炎)、
FANCC、FANCG以及DNA配修复基因等的缺

陷(如遗传性非息肉性结肠癌)[32-34]. 约10%的家

族性胰腺癌患者与BRCA2基因的生殖系突变

(germ-line mutation)有关[35]. 因此, 许多专家建议

对有较强胰腺癌家族史特别是其家族中胰腺癌

患者存在BRCA2突变的成员要进行BRCA2的生

殖系突变检测[35]. 这样不但可以预防乳腺癌和卵

巢癌, 也可通过检测预防胰腺肿瘤的发生[36]. 有
极少数的家族性胰腺癌以及家族性非典型性多

痣性黑色素瘤的患者可能存在P16基因生殖系

突变, 但目前尚没有足够证据支持对此类患者

进行P16基因的检测[37]. 
1.1 .3  组织分子标志物 :  监测胰腺癌中异常

表达的特异性分子标志物有助于胰腺癌的

诊断 .  如胰腺癌细胞均能表达细胞角蛋白

cytokerat in(CK), 其中CK7、CK8、CK18、
CK19可表达于70%-100%的胰腺癌组织[37]; 而
CK17表达阳性率仅为50%-70%, CK20<20%[38]. 
此外, 大部分腺瘤特别是高分化的内分泌腺瘤

不表达CK7. 因此, CK表达谱可有助于胰腺肿

瘤类型的诊断. 胰腺导管腺癌(PDAC)也表达

上皮膜抗原(epithelial membrane antigen, EMA)
和多种肿瘤抗原, 包括癌胚抗原(CEA)、癌抗

原19-9(19-9)、CA125和DuPan2等[38-40]. 约30%
的胰腺癌血清C E A升高 ,  故C E A可作为胰腺

癌术后复发和转移的预测指标. 另外, 胰腺组

织还表达几种黏蛋白(Muc ins), 包括MUC1(相
当于胰腺上皮膜抗原EMA), MUC3, MUC4和
MUC5AC(胃小凹黏蛋白)[41]. 1/4的胰腺癌还表

达MUC6(幽门腺黏蛋白), 少于10%的胰腺癌表

达MUC2. 黏蛋白表达谱有助于区分胰腺导管

腺癌和其他类型的胰腺肿瘤. 比如, 导管内乳

头状黏液性肿瘤(IPMNs)表达MUC2而不表达

MUC1[41-42]. MUC4表达目前正处于研究中, 他在

胰腺上皮内瘤变PanIN中随瘤变级别的升高而

增强[43], 可有助于鉴别胰腺癌和慢性胰腺炎组 
织[44]. 抑癌基因DPC4基因失活可见于55%的胰

腺癌而少见于其他肿瘤. Smad4的异常表达提示

胰腺癌预后较差[45-46]. 
1.2 B类标志物

1.2.1 CA242: CA242是一种唾液酸化的糖脂类

抗原, CA242抗原决定簇在唾液酸化的路易氏抗

原的Sialy lewis(sLea)黏蛋白上表达. 正常人体胆

管细胞、胰管细胞中含少量CA242. CA242主要

存在于胰腺和结肠的恶性肿瘤细胞中, 胰腺肿

瘤细胞CA242免疫荧光明显强于邻近正常胰腺

细胞. 总之, 其在胰腺癌中的诊断价值与CA19-9
相似[47-48]. 有研究报道, CA242检测诊断胰腺癌

的敏感度为41%-75%, 特异度为85-95%[47,49]. 一
项对42例胰腺癌患者的研究中, CA19-9(诊断临

界值为37 kU/L)和CA242(诊断临界值为20 kU/L)
表现出相似的性能, CA242具有更高的特异度

(>90%), 而CA19-9具有更好的敏感度(>70%)[50]. 
CA242水平检测还可判断预后. 在一项研究中, 
排除手术方式和CA19-9水平两个因素后发现, 
术前CA242<25 kU/L的患者术后疗效优于术前

CA242高水平患者[51]. CA242与CA19-9相比, 其

■创新盘点
本文讨论内容充
分, 肿瘤标志物涵
盖范围广, 阐述深
入, 从科研及临床
应用等不同层面
讨论了各自的应
用价值. 
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优势在于CA242表达不受Lewis抗原和胆汁分

泌的影响. 总之, CA242已被证明具有类似但

不优于CA19-9的诊断性能. 在某些情况下如易

出现CA19-9假阴性的Le(a-b-)肿瘤患者可采用

CA242. 
1.2.2 CAM 17.1: CAM 17.1是最近研制的一种

IgM抗体, 他是一种黏液型标志物, 对胰液中的

黏液糖蛋白有很高的特异性 .  相关研究报道 , 
CAM17.1诊断胰腺癌的敏感度为67%-78%, 特
异度为76%-91%, 其诊断灵敏度与CA19-9相似

但可能有较高的特异性(未得到证实)[52-53]. 另一

项大型的前瞻性研究(n  = 250)发现, CAM 17.1
诊断胰腺癌的敏感度和特异度分别为86%和

91%, 在无黄疸的患者中其敏感度和特异度分别

为89%和94%[54], 结合腹部超声其敏感度可进一

步增加至94%. 还发现高水平CAM17.1, 提示肿

瘤晚期而不能手术切除, 因CAM17.1的表达受

Lewisa抗原的影响[55], 与CA19-9相似, 但其在7% 
-10% Le(a-b-)肿瘤患者中的作用受限. 
1.2.3 组织多肽特异性抗原: 组织多肽特异性抗

原(tissue polypeptide specific antigen, TPS)是细胞

角蛋白18片段上的M3抗原决定簇. 血清中TPS含
量的高低是衡量肿瘤细胞分裂和增殖活性的1个
较为特异的指标. 研究表明, TPS在肿瘤的早期诊

断、预示复发和转移和评价预后方面有独特的

价值. 有两项回顾性队列研究探讨了TPS在晚期

胰腺癌姑息治疗中的作用. 其中一项研究显示, 
TPS相比CA19-9具有更高的敏感性[56], 但其样本

例数较少. 另一项研究检测122例怀疑胰腺肿瘤

或慢性胰腺炎的患者血清TPS、CA19-9的水平, 
发现46例胰癌患者100%(46/46)TPS升高(>100 
U/L), 而70% (32/46) CA19-9升高(>37 kU/L). 74
例慢性胰腺炎患者中TPS和CA19-9升高, 阳性率

分别为22%和19%. 如果TPS采用200 U/L的临界

值, 其在鉴别胰腺癌和慢性胰腺炎时的敏感性为

97%, 特异性为98%[57]. 这些数据表明, TPS可能

在检测早期胰腺癌和监测治疗反应中发挥作用, 
但需进一步研究加以明确. 
1.3 C类标志物

1.3.1 巨噬细胞抑制因子1: 巨噬细胞抑制因子

1(MIC-1)可在胰腺癌、大肠癌、前列腺癌等肿

瘤中过度表达. 血清MIC-1水平检测可反映大肠

癌的进展及预后[58]. 最近, 一项研究采用ELISA
方法检测326例患者(可切除的胰腺癌患者80例, 
可切除的壶腹与胆管癌患者30例, 其他胰腺肿

瘤患者42例, 慢性胰腺炎77例和正常对照97例)

血清标本中MIC-1、CA19-9水平, 发现MIC-1
在胰腺肿瘤诊断中的敏感度为71%, 特异度为

78%(诊断临界值为1070 ng/L), 而CA19-9有相似

的性能(受试者工作特征曲线, ROC; ROC曲线

下的面积, AUC: MIC-1为0.81, CA19-9为0.77). 
结合MIC-1和CA19-9可显著提高诊断的准确性

(ROC为0.87). 改良后的MIC-1与CA19-9及其他

指标相比较, MIC-1升高在可切除的胰腺癌患者

中阳性率为96%, 在慢性胰腺炎患者中为42%. 
ROC曲线分析其诊断的准确性显著优于CA19-
9(Koopmann et al , 未发表). 
1.3.2 骨桥蛋白: 骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是
一种具有多种生物学活性的分泌型磷酸化糖蛋

白, 分子量为41.5 kDa. OPN基因的表达具有组

织细胞特异性并且受多种激素、生长因子、原

癌基因表达产物的调控. 骨桥蛋白可以促进肿

瘤细胞的趋化、黏附和迁移. 近年来, 大量研究

发现OPN在肿瘤的复发与转移过程中起重要作

用, 被认为是肿瘤早期诊断、复发和预后判断

的1个新指标[59]. 骨桥蛋白在肺癌、乳腺癌、前

列腺癌、胃癌、食道癌和卵巢癌中高表达 [60]. 
基因表达谱芯片技术发现胰腺癌中OPN基因在

mRNA水平高表达[61]. 作为分泌型蛋白, ELISA
可检测患者血清中OPN蛋白. 一项针对50例胰

腺癌和22例正常对照的研究发现, OPN蛋白对胰

腺癌的诊断作用优于CA19-9, 敏感度为80%, 特
异度为97%(临界值为334 μg/L).
1.3.3 金属蛋白酶抑制剂-1: 血浆1型组织基质金

属蛋白酶抑制剂(TIMP-1)在胰腺癌组织中过度

表达, 被认为是胰腺癌的潜在分子标志物[62]. 血
浆TIMP-1水平升高在判断大肠癌和乳腺癌患

者预后上有重要作用. ELISA检测胰腺癌患者

(n  = 85)和正常人(n  = 98)血清TIMP-1水平发现, 
TIMP-1的诊断性能并不优于CA19-9. 相关研究

联合检测血清TIMP-1、CA19-9和CEA水平发

现, TIMP-1诊断特异度为100%时其敏感度仅为

60%(特异性优化临界值), 特异度为95%时的敏

感度为81%(灵敏度优化临界值), 提示TIMP-1为
潜在的联合检测指标[62]. TIMP-1在不同体液中

的检测(血浆与血清)及其在胰腺癌诊断中的价

值仍需进一步研究.

2  胰腺肿瘤标志物的研究现状

胰腺癌中存在许多蛋白质的差异表达. 如间皮

素(mesothelin)在将近100%胰腺癌中表达, 被
证明是一个有效的肿瘤抗原[63]. 其他在胰腺癌

■应用要点
本文以相关研究
为基础, 评价了不
同类型肿瘤标志
物在胰腺癌及胰
腺炎临床实际应
用的价值, 对临床
实际工作具有较
好的参考价值. 
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中过表达的蛋白包括前列腺干细胞抗原PSCA, 
Fascin蛋白(95%), Claudin-4蛋白, 14-3-3σ蛋白, 
谷氨酰胺转移酶2(transglutaminase), CDC25B, 
ADAM9, cdc2/p34, 热休克蛋白HSP47, 三叶因

子2(trefoil factor 2, TFF2)[64]和DNA拓扑异构酶

Ⅱalpha(TopoⅡα) (95%)[65]. 若干S100蛋白家族

成员[66-67]和有丝分裂激酶Aurora家族成员以及2
个kallikreins基因家族成员KLK6和KLK10在胰

腺癌中的表达均大幅上调[68]. 这些指标的临床

实用性还没有得到证实. 目前, 基因表达谱分析

已成为发掘判断胰腺癌预后指标的工具, 但由

于胰腺癌预后极差, 并没有被广泛研究. 有些标

志物可以用于预测, 如术前检测Claudin-4蛋白, 
S100A4, Mesothelin可以预测IPMN的良恶性[68], 
有助于手术方式的选择. COX-2是Hegdgehog通
路的调节分子, 在大多胰腺癌中过表达, 已被认

为胰腺癌治疗的潜在靶标[67-68]. 
确定新的分子靶标来建立胰腺癌诊疗的新

方法日趋重要. 例如, 研究发现范科尼贫血通路

中的基因在一小部分胰腺癌细胞中失活, 而这

些细胞对特定的化疗药物, 如丝裂霉素高敏感, 
这也许可以解释临床上丝裂霉素治疗的间断反

应[69]. 预计随着更多治疗方案的出现, 我门需要

发掘更加准确的分子标志物来评估不同信号通

路的状态, 进而帮助确定某一特定疗法是否适

合胰腺癌的个体化治疗. 
总之, 虽然CA19-9仍是目前最常用的胰腺

肿瘤标志物, 但多个新的指标正处于研究中. 这
些标志物将不仅方便胰腺癌的早期诊断而且还

有助于诊断胰腺癌的癌前病变. 随着我们对胰

腺肿瘤发病机制认识的逐渐深入, 发掘新的分

子标志物并结合影像学检查定能帮助我们突破

胰腺癌的诊治难关.

3      参考文献
1 Fleisher M, A.M. D, Sturgeon CM, Lamerz R, Witliff 

JL. Tumor markers: Physiology, Pathobiology, 
Technology and Clinical Applications. Chicago: 
AACC press; 2002. 32

2 Hyoty M, Hyoty H, Aaran RK, Airo I, Nordback I. 
Tumour antigens CA 195 and CA 19-9 in pancreatic 
juice and serum for the diagnosis of pancreatic 
carcinoma. Eur J Surg 1992; 158: 173-179 

3 Chari ST, Klee GG, Miller LJ, Raimondo M, 
DiMagno EP. Islet amyloid polypeptide is not a 
satisfactory marker for detecting pancreatic cancer. 
Gastroenterology 2001; 121: 640-645

4 Pasanen PA, Eskelinen M, Partanen K, Pikkarainen 
P, Penttila I, Alhava E. Tumour-associated trypsin 
inhibitor in the diagnosis of pancreatic carcinoma. J 
Cancer Res Clin Oncol 1994; 120: 494-497  

5 Shahangian S, Fritsche HA Jr, Hughes JI, Gelder 

FB. Pancreatic oncofetal antigen and carbohydrate 
antigen 19-9 in sera of patients with cancer of the 
pancreas. Clin Chem 1989; 35: 405-408

6 Fukushima N, Koopmann J, Sato N, Prasad N, 
Carvalho R, Leach SD, Hruban RH, Goggins M. 
Gene expression alterations in the non-neoplastic 
parenchyma adjacent to infiltrating pancreatic 
ductal adenocarcinoma. Mod Pathol 2005; 18: 
779-787

7 Schneider J, Schulze G. Comparison of tumor M2-
pyruvate kinase (tumor M2-PK), carcinoembryonic 
antigen (CEA), carbohydrate antigens CA 19-9 and 
CA 72-4 in the diagnosis of gastrointestinal cancer. 
Anticancer Res 2003; 23: 5089-5093

8 Rosty C, Christa L, Kuzdzal S, Baldwin WM, 
Zahurak ML, Carnot F, Chan DW, Canto M, 
Lillemoe KD, Cameron JL, Yeo CJ, Hruban RH, 
Goggins M. Identification of hepatocarcinoma-
intest ine-pancreas/pancreati t is-associated 
protein I as a biomarker for pancreatic ductal 
adenocarcinoma by protein biochip technology. 
Cancer Res 2002; 62: 1868-1875

9 Schlieman MG, Ho HS, Bold RJ. Utility of tumor 
markers in determining resectability of pancreatic 
cancer. Arch Surg 2003; 138: 951-955; discussion 
955-956

10 Carpelan-Holmstrom M, Louhimo J, Stenman UH, 
Alfthan H, Haglund C. CEA, CA 19-9 and CA 72-4 
improve the diagnostic accuracy in gastrointestinal 
cancers. Anticancer Res 2002; 22: 2311-2316

11 Kawa S, Oguchi H, Kobayashi T, Tokoo M, Furuta 
S, Kanai M, Homma T. Elevated serum levels of 
Dupan-2 in pancreatic cancer patients negative for 
Lewis blood group phenotype. Br J Cancer 1991; 64: 
899-902

12 Frena A. SPan-1 and exocrine pancreatic carcinoma. 
The clinical role of a new tumor marker. Int J Biol 
Markers 2001; 16: 189-197 

13 DiMagno EP, Reber HA, Tempero MA. AGA 
technical review on the epidemiology, diagnosis, 
and treatment of pancreatic ductal adenocarcinoma. 
American Gastroenterological Association. 
Gastroenterology 1999; 117: 1464-1484

14 Tumour markers in gastrointestinal cancers--EGTM 
recommendations. European Group on Tumour 
Markers. Anticancer Res 1999; 19: 2811-2815  

15 Steinberg W. The clinical utility of the CA 19-9 
tumor-associated antigen. Am J Gastroenterol 1990; 
85: 350-355

16 Sawabu N, Watanabe H, Yamaguchi Y, Ohtsubo 
K, Motoo Y. Serum tumor markers and molecular 
biological diagnosis in pancreatic cancer. Pancreas 
2004; 28: 263-267

17 Kim HJ, Kim MH, Myung SJ, Lim BC, Park ET, Yoo 
KS, Seo DW, Lee SK, Min YI. A new strategy for 
the application of CA19-9 in the differentiation of 
pancreaticobiliary cancer: analysis using a receiver 
operating characteristic curve. Am J Gastroenterol 
1999; 94: 1941-1946

18 Pleskow DK, Berger HJ, Gyves J, Allen E, McLean 
A, Podolsky DK. Evaluation of a serologic marker, 
CA19-9, in the diagnosis of pancreatic cancer. Ann 
Intern Med 1989; 110: 704-709

19 Ritts RE Jr, Nagorney DM, Jacobsen DJ, Talbot RW, 
Zurawski VR Jr. Comparison of preoperative serum 
CA19-9 levels with results of diagnostic imaging 
modalities in patients undergoing laparotomy 
for suspected pancreatic or gallbladder disease. 

■同行评价
本文选题新颖, 内
容 丰 富 ,  条 理 清
楚, 思路清晰, 分
析全面, 有一定的
科学性和较强的
可读性. 



www.wjgnet.com

王伟, 等. 胰腺肿瘤标志物的研究进展                                                               3609

Pancreas 1994; 9: 707-716
20 Forsmark CE, Lambiase L, Vogel SB. Diagnosis of 

pancreatic cancer and prediction of unresectability 
using the tumor-associated antigen CA19-9. 
Pancreas 1994; 9: 731-734

21 Safi F, Schlosser W, Falkenreck S, Beger HG. CA 
19-9 serum course and prognosis of pancreatic 
cancer. Int J Pancreatol 1996; 20: 155-161

22 Kim JE, Lee KT, Lee JK, Paik SW, Rhee JC, Choi 
KW. Clinical usefulness of carbohydrate antigen 
19-9 as a screening test for pancreatic cancer in an 
asymptomatic population. J Gastroenterol Hepatol 
2004; 19: 182-186 

23 Canto MI, Goggins M, Hruban RH, Petersen GM, 
Giardiello FM, Yeo C, Fishman EK, Brune K, 
Axilbund J, Griffin C, Ali S, Richman J, Jagannath 
S, Kantsevoy SV, Kalloo AN. Screening for early 
pancreatic neoplasia in high-risk individuals: a 
prospective controlled study. Clin Gastroenterol 
Hepatol 2006; 4: 766-781; quiz 665

24 Brentnall TA, Bronner MP, Byrd DR, Haggitt 
RC, Kimmey MB. Early diagnosis and treatment 
of pancreatic dysplasia in patients with a family 
history of pancreatic cancer. Ann Intern Med 1999; 
131: 247-255  

25 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

26 Saad ED, Machado MC, Wajsbrot D, Abramoff R, 
Hoff PM, Tabacof J, Katz A, Simon SD, Gansl RC. 
Pretreatment CA 19-9 level as a prognostic factor 
in patients with advanced pancreatic cancer treated 
with gemcitabine. Int J Gastrointest Cancer 2002; 32: 
35-41

27 Berger AC, Meszoely IM, Ross EA, Watson JC, 
Hoffman JP. Undetectable preoperative levels of 
serum CA 19-9 correlate with improved survival for 
patients with resectable pancreatic adenocarcinoma. 
Ann Surg Oncol 2004; 11: 644-649

28 Ziske C, Schlie C, Gorschluter M, Glasmacher A, 
Mey U, Strehl J, Sauerbruch T, Schmidt-Wolf IG. 
Prognostic value of CA 19-9 levels in patients with 
inoperable adenocarcinoma of the pancreas treated 
with gemcitabine. Br J Cancer 2003; 89: 1413-1417

29 Stemmler J, Stieber P, Szymala AM, Schalhorn 
A, Schermuly MM, Wilkowski R, Helmberger 
T, Lamerz R, Stoffregen C, Niebler K, Garbrecht 
M, Heinemann V. Are serial CA 19-9 kinetics 
helpful in predicting survival in patients with 
advanced or metastatic pancreatic cancer treated 
with gemcitabine and cisplatin? Onkologie 2003; 26: 
462-467

30 Heinemann V, Schermuly MM, Stieber P, Schulz 
L, Jungst D, Wilkowski R, Schalhorn A. CA19-9: a 
pedictor of response in pancreatic cancer treated 
with gemcitabine and cisplatin. Anticancer Res 1999; 
19: 2433-2435

31 Micke O, Bruns F, Kurowski R, Horst E, deVries 
AF, Hausler JW, Willich N, Schafer U. Predictive 
value of carbohydrate antigen 19-9 in pancreatic 
cancer treated with radiochemotherapy. Int J Radiat 
Oncol Biol Phys 2003; 57: 90-97

32 Klein AP, Beaty TH, Bailey-Wilson JE, Brune KA, 

Hruban RH, Petersen GM. Evidence for a major 
gene influencing risk of pancreatic cancer. Genet 
Epidemiol 2002; 23: 133-149 

33 van der Heijden MS, Yeo CJ, Hruban RH, Kern SE. 
Fanconi anemia gene mutations in young-onset 
pancreatic cancer. Cancer Res 2003; 63: 2585-2588

34 Petersen GM, Hruban RH. Familial pancreatic 
cancer: where are we in 2003? J Natl Cancer Inst 
2003; 95: 180-181  

35 Hahn SA, Greenhalf B, Ellis I, Sina-Frey M, Rieder 
H, Korte B, Gerdes B, Kress R, Ziegler A, Raeburn 
JA, Campra D, Grutzmann R, Rehder H, Rothmund 
M, Schmiegel W, Neoptolemos JP, Bartsch DK. 
BRCA2 germline mutations in familial pancreatic 
carcinoma. J Natl Cancer Inst 2003; 95: 214-221

36 Canto MI, Goggins M, Yeo CJ, Griffin C, Axilbund 
JE, Brune K, Ali SZ, Jagannath S, Petersen GM, 
Fishman EK, Piantadosi S, Giardiello FM, Hruban 
RH. Screening for pancreatic neoplasia in high-
risk individuals: an EUS-based approach. Clin 
Gastroenterol Hepatol 2004; 2: 606-621

37 Rutter JL, Bromley CM, Goldstein AM, Elder DE, 
Holly EA, Guerry D 4th, Hartge P, Struewing JP, 
Hogg D, Halpern A, Sagebiel RW, Tucker MA. 
Heterogeneity of risk for melanoma and pancreatic 
and digestive malignancies: a melanoma case-
control study. Cancer 2004; 101: 2809-2816

38 Canto MI, Goggins M, Yeo CJ, Griffin C, Axilbund 
JE, Brune K, Ali SZ, Jagannath S, Petersen GM, 
Fishman EK, Piantadosi S, Giardiello FM, Hruban 
RH. Screening for pancreatic neoplasia in high-
risk individuals: an EUS-based approach. Clin 
Gastroenterol Hepatol 2004; 2: 606-621

39 Balague C, Audie JP, Porchet N, Real FX. In situ 
hybridization shows distinct patterns of mucin 
gene expression in normal, benign, and malignant 
pancreas tissues. Gastroenterology 1995; 109: 953-964

40 Shimizu M, Sai toh Y, Ohyanagi H, I toh H. 
Immunohistochemical staining of pancreatic 
cancer with CA19-9, KM01, unabsorbed CEA, and 
absorbed CEA. A comparison with normal pancreas 
and chronic pancreatitis. Arch Pathol Lab Med 1990; 
114: 195-200

41 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

42 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 

43 Swartz MJ, Batra SK, Varshney GC, Hollingsworth 
MA, Yeo CJ, Cameron JL, Wilentz RE, Hruban RH, 
Argani P. MUC4 expression increases progressively 
in pancreatic intraepithelial neoplasia. Am J Clin 
Pathol 2002; 117: 791-796

44 Andrianifahanana M, Moniaux N, Schmied BM, 
Ringel J, Friess H, Hollingsworth MA, Buchler MW, 
Aubert JP, Batra SK. Mucin (MUC) gene expression 
in human pancreatic adenocarcinoma and chronic 
pancreatitis: a potential role of MUC4 as a tumor 
marker of diagnostic significance. Clin Cancer Res 



www.wjgnet.com

3610                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2007年12月8日      第15卷     第34期

2001; 7: 4033-4040  
45 Tascilar M, Skinner HG, Rosty C, Sohn T, Wilentz 

RE, Offerhaus GJ, Adsay V, Abrams RA, Cameron 
JL, Kern SE, Yeo CJ, Hruban RH, Goggins M. The 
SMAD4 protein and prognosis of pancreatic ductal 
adenocarcinoma. Clin Cancer Res 2001; 7: 4115-4121

46 Wilentz RE, Iacobuzio-Donahue CA, Argani P, 
McCarthy DM, Parsons JL, Yeo CJ, Kern SE, Hruban 
RH. Loss of expression of Dpc4 in pancreatic 
intraepithelial neoplasia: evidence that DPC4 
inactivation occurs late in neoplastic progression. 
Cancer Res 2000; 60: 2002-2006

47 Haglund C, Lundin J, Kuusela P, Roberts PJ. CA 
242, a new tumour marker for pancreatic cancer: 
a comparison with CA 19-9, CA 50 and CEA. Br J 
Cancer 1994; 70: 487-492

48 Plebani M, Basso D, Navaglia F, D'Angeli F, 
Panozzo MP, Del Giudice G, Battistel M, Meggiato 
T, Del Favero G. Is CA242 really a new tumour 
marker for pancreatic adenocarcinoma? Oncology 
1995; 52: 19-23

49 Ventrucci M, Ubalducci GM, Cipolla A, Panella 
MA, Ligabue A. Serum CA 242: the search for a 
valid marker of pancreatic cancer. Clin Chem Lab 
Med 1998; 36: 179-184

50 Banfi G, Bravi S, Ardemagni A, Zerbi A. CA 19.9, 
CA 242 and CEA in the diagnosis and follow-up of 
pancreatic cancer. Int J Biol Markers 1996; 11: 77-81

51 Lundin J, Roberts PJ, Kuusela P, Haglund C. 
Prognostic significance of serum CA 242 in 
pancreatic cancer. A comparison with CA 19-9. 
Anticancer Res 1995; 15: 2181-2186

52 Gansauge F, Gansauge S, Parker N, Beger MI, Poch 
B, Link KH, Safi F, Beger HG. CAM 17.1--a new 
diagnostic marker in pancreatic cancer. Br J Cancer 
1996; 74: 1997-2002 

53 Parker N, Makin CA, Ching CK, Eccleston D, 
Taylor OM, Milton JD, Rhodes JM. A new enzyme-
linked lectin/mucin antibody sandwich assay (CAM 
17.1/WGA) assessed in combination with CA 19-9 
and peanut lectin binding assay for the diagnosis of 
pancreatic cancer. Cancer 1992; 70: 1062-1068

54 Yiannakou JY, Newland P, Calder F, Kingsnorth 
AN, Rhodes JM. Prospective study of CAM 17.1/
WGA mucin assay for serological diagnosis of 
pancreatic cancer. Lancet 1997; 349: 389-392  

55 Eccleston DW, Milton JD, Hoffman J, Bara J, Rhodes 
JM. Pancreatic tumour marker anti-mucin antibody 
CAM 17.1 reacts with a sialyl blood group antigen, 
probably I, which is expressed throughout the 
human gastrointestinal tract. Digestion 1998; 59: 
665-670

56 Glimelius B, Hoffman K, Einarsson R, Pahlman L, 
Graf W. Monitoring palliative chemotherapy in 
advanced gastrointestinal cancer using serial tissue 
polypeptide specific antigen (TPS) measurements. 
Acta Oncol 1996; 35: 141-148

57 Slesak B, Harlozinska-Szmyrka A, Knast W, 
Sedlaczek P, van Dalen A, Einarsson R. Tissue 
polypeptide specific antigen (TPS), a marker for 
differentiation between pancreatic carcinoma and 
chronic pancreatitis. A comparative study with CA 
19-9. Cancer 2000; 89: 83-88

58 Brown DA, Ward RL, Buckhaults P, Liu T, Romans 
KE, Hawkins NJ, Bauskin AR, Kinzler KW, 
Vogelstein B, Breit SN. MIC-1 serum level and 

genotype: associations with progress and prognosis 
of colorectal carcinoma. Clin Cancer Res 2003; 9: 
2642-2650

59 Rittling SR, Chambers AF. Role of osteopontin in 
tumour progression. Br J Cancer 2004; 90: 1877-1881

60 Furger KA, Menon RK, Tuck AB, Bramwell VH, 
Chambers AF. The functional and clinical roles of 
osteopontin in cancer and metastasis. Curr Mol Med 
2001; 1: 621-632

61 Iacobuzio-Donahue CA, Maitra A, Shen-Ong GL, 
van Heek T, Ashfaq R, Meyer R, Walter K, Berg 
K, Hollingsworth MA, Cameron JL, Yeo CJ, Kern 
SE, Goggins M, Hruban RH. Discovery of novel 
tumor markers of pancreatic cancer using global 
gene expression technology. Am J Pathol 2002; 160: 
1239-1249

62 Zhou W, Sokoll LJ, Bruzek DJ, Zhang L, Velculescu 
VE, Goldin SB, Hruban RH, Kern SE, Hamilton SR, 
Chan DW, Vogelstein B, Kinzler KW. Identifying 
markers for pancreatic cancer by gene expression 
analysis. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 1998; 7: 
109-112 

63 Thomas AM, Santarsiero LM, Lutz ER, Armstrong 
TD, Chen YC, Huang LQ, Laheru DA, Goggins M, 
Hruban RH, Jaffee EM. Mesothelin-specific CD8(+) 
T cell responses provide evidence of in vivo cross-
priming by antigen-presenting cells in vaccinated 
pancreatic cancer patients. J Exp Med 2004; 200: 
297-306

64 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  

65 Guo J, Kleeff J, Li J, Ding J, Hammer J, Zhao Y, 
Giese T, Korc M, Buchler MW, Friess H. Expression 
and functional significance of CDC25B in human 
pancreatic ductal adenocarcinoma. Oncogene 2004; 
23: 71-81

66 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

67 Maitra A, Ashfaq R, Gunn CR, Rahman A, Yeo 
CJ, Sohn TA, Cameron JL, Hruban RH, Wilentz 
RE. Cyclooxygenase 2 expression in pancreatic 
adenocarcinoma and pancreatic intraepithelial 
neoplasia: an immunohistochemical analysis with 
automated cellular imaging. Am J Clin Pathol 2002; 
118: 194-201

68 Berman DM, Karhadkar SS, Maitra A, Montes 
De Oca R, Gerstenblith MR, Briggs K, Parker AR, 
Shimada Y, Eshleman JR, Watkins DN, Beachy 
PA. Widespread requirement for Hedgehog ligand 
stimulation in growth of digestive tract tumours. 
Nature 2003; 425: 846-851

69 van der Heijden MS, Brody JR, Gallmeier E, 
Cunningham SC, Dezentje DA, Shen D, Hruban 
RH, Kern SE. Functional defects in the fanconi 
anemia pathway in pancreatic cancer cells. Am J 
Pathol 2004; 165: 651-657

           编辑  何燕  电编  郭海丽  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年12月8日; 15(34): 3611-3616
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

VEGF/VEGFR2信号转导通路在抗肿瘤血管生成中的
作用

杨 军, 陈明清, 董 坚

杨军, 陈明清, 董坚, 昆明医学院第一附属医院 云南省昆明
市 650032
云南省自然科学基金资助课题, No. 2005C0073M
昆明医学院创新群体基金资助课题, No. KMC2005DG01 
通讯作者: 陈明清, 650032, 云南省昆明市西昌路295号, 昆明医
学院第一附属医院肿瘤科. yougjen@yahoo.com.cn
电话: 0871-5361621  传真: 0871-5361621
收稿日期: 2007-08-13   修回日期: 2007-10-25

Progress in anti-tumor 
angiogenesis research with 
VEGF/VEGFR2 pathway as a 
target

Jun Yang, Ming-Qing Chen, Jian Dong

Jun Yang, Ming-Qing Chen, Jian Dong, the First Af-
filiated Hospital of Kunming Medical College, Kunming 
650032, Yunnan Province, China
Supported by: the Natural Science Fund of Yunnan Prov-
ince, No. 2005C0073M and the Inaugurate Colony Research 
Fund of Kunming Medical College, No. KMC2005DG01
Correspondence to: Dr. Ming-Qing Chen, Department of 
Oncology, the First Affiliated Hospital of Kunming Medi-
cal College, 295 Xichang Road, Kunming 650032, Yunnan 
Province, China. yougjen@yahoo.com.cn
Received: 2007-08-13    Revised: 2007-10-25 

Abstract
The strategy of inhibiting angiogenesis by 
targeting tumor vascular endothelial cells, 
thereby blocking the blood supply to tumors, 
has become a hot topic in the field of anti-tumor 
growth and metastasis. The VEGF/VEGFR2 
pathway plays a central role in tumor vascu-
lature. Blocking it may achieve the purpose of 
inhibiting the growth and metastasis of cancer. 
This paper reviews the progress in studies of the 
VEGF/VEGFR2 signaling pathway in terms of 
anti-tumor growth and metastasis.

Key Words: Vascular endothelial growth factor/Vas-
cular endothelial growth factor recepor 2 pathway; 
Anti-tumor angiogenesis
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摘要
以肿瘤血管内皮细胞为靶点抑制肿瘤血管生
成从而阻断肿瘤血液供应已成为当前抗肿瘤
生长和转移的研究热点. 其中, VEGF/VEGFR2
信号转导通路在肿瘤周围血管生成起主要作
用. 阻断该信号通路, 能够抑制实体瘤的生长
和转移. 本文就VEGF/VEGFR2信号通路在抗
肿瘤生长和转移中的研究进展作一概述.

关键词: 血管内皮生长因子/血管内皮生长因子受体

信号通路; 抗肿瘤血管生成

杨军, 陈明清, 董坚. VEGF/VEGFR2信号转导通路在抗肿瘤血管
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0  引言

肿瘤的生长和转移依赖其周围新生血管的形成, 
阻断肿瘤组织的血液供应以达到抑制实体瘤的

生长和转移的方法由folkman首先提出, 这为肿

瘤的治疗提供了一条新的思路. 已有研究表明, 
血管内皮细胞生长因子(VEGF)受体信号转导途

径参与肿瘤周围新生内皮细胞的迁移、增殖、

生存, 在肿瘤周围血管新生过程中具有重要的

作用. 因此, VEGF受体信号转导途径可作为抗

肿瘤治疗方案的理想靶点, 本文针对血管内皮

生长因子受体2(VEGFR2)及其信号转导途径与

肿瘤治疗的研究现状予以综述.

1  血管生成与肿瘤

早期肿瘤在很长一段时间内处于休眠期, 仅仅

依靠周围组织液渗透维持其生长[1-3]. 当肿瘤生

长到1.0-2.0 mm3时, 周围组织已经不能满足肿

瘤生长需要的氧供, 营养物质供应和代谢物的

清除. 在肿瘤组织缺氧的情况下, 缺氧诱导因子

(hypoxia inducible factor, HIF)表达增强, 促进自

身促血管生长因子如VEGF等的表达上调, 刺激

内皮细胞活化, 分泌出其他血管生成所需要的

®

■背景资料
血管生成对于肿
瘤的生长及转移
具有极重要的作
用. 研究证实可以
通过抑制肿瘤周
围新生血管生成
以到达抗肿瘤的
目的. 血管内皮细
胞生长因子受体
信号转导途径在
肿瘤周围新生内
皮细胞的迁移、
增殖、生存以及
肿瘤周围血管新
生过程中具有重
要的作用 .  因此 , 
VEGF受体信号转
导途径可作为抗
肿瘤治疗方案的
理想靶点.
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蛋白酶以降解基底膜和细胞外基质, 使内皮细

胞呈游离状态, 游离的内皮细胞向刺激因子迁

移, 在迁移过程中, 破坏前进端的基底膜, 并开

始形成血管的雏形, 同时, 内皮细胞在VEGF等
刺激因子作用下增殖, 大量增殖的内皮细胞重

新排列形成条索状, 刺激成纤维细胞分泌细胞

外基质, 形成新的血管.

2  VEGF/VEGFR2信号通路

迄今为止, 已发现两种信号转导途径的VEGF
受体: 酪氨酸激酶受体和非酪氨酸激酶受体 . 
前者包括血管内皮生长因子受体-1(VEGFR1, 
F l t-1)、血管内皮生长因子受体-2(V EG F R2, 
KDR)及血管内皮生长因子受体-3(VEGFR3), 
后者包括肝素样分子、神经纤毛蛋白-1受体和

神经纤毛蛋白2受体[4-6]. 研究证实, VEGFR2在
VEGF的信号转导及血管内皮生成中起主导作

用. 因此, VEGFR2成为当前抗肿瘤血管生成研

究中的热点.
V E G F R2是V E G F的主要功能受体 ,  人

的VEGFR2称为KDR(kinase inserted domain-
containing receptor), 鼠的VEGFR2称为flk-1(fetal 
liver kinase-l). VEGFR2作为一种酪氨酸激酶受

体, 由一个胞外结构域, 一个跨膜结构域和一个

胞质内酪氨酸激酶结构域组成, 其胞外结构域

含7个免疫球蛋白样袢[7]. 研究证实, VEGFR2胞
外段是VEGFR2与其配体VEGF相结合的部位, 
VEGFR2胞外第1个袢是与VEGF结合的必要部

位, 第2-3袢是与VEGF紧密结合的主要部位, 受
体通过第4个Ig样区形成同源二聚体的活性形

式, 而第5-7袢与VEGF结合的关系不密切[8].
VEGFR2与VEGF结合, 形成二聚体及酪氨

酸发生自身磷酸化, 激活并将细胞膜/细胞质激

酶级联反应信号传递到细胞核, 可引发内皮细

胞的一系列变化, 包括钙离子内流、I P3的增

加、VonWillebrand因子的释放以及胎儿血管

内皮金属蛋白酶、凝血酶的产生, 诱导整合素

的表达, 调节与纤维蛋白溶解和凝固相关的因

子在内皮上的表达, 如Vwf、组织因子. 这些级

联反应通过抗凋亡等机制调节内皮细胞的存

活, 促进新生血管形成并维持其完整性. 另外, 
VEGF刺激VEGFR2, 介导肿瘤血管内皮细胞

DNA合成和增殖. VEGF诱导内皮细胞的增殖、

迁移. 此外, VEGFR2还参与由VEGF介导的血管

通透性改变[9-11]. 

3  针对VEGF/VEGFR2信号转导通路的抗肿瘤策略

肿瘤特有的微环境刺激VEGF和VEGFR2在肿瘤

细胞和肿瘤周围内皮细胞特异性表达, 使之较

正常组织中VEGF和VEGFR2的表达明显增加. 
而很多抗肿瘤药物如奥曲肽、干扰素、中草药

及其衍生物等也具有抑制VEGF、抗血管生成

的作用[12-15]. 这提示, 通过阻断VEGF/VEGFR2信
号转导通路抑制肿瘤新生血管生成是一种有效

的抗癌治疗方案. 目前开展的阻断VEGF/VEG-
FR2信号转导通路的抗肿瘤研究策略如下. 
3.1 在基因水平下调VEGF的表达 在基因水平上

降低体内VEGF的表达水平, 可以减少VEGF对
于肿瘤周围新生血管的刺激, 以达到降低新生

血管生成的目的, 目前常用以下几种方法. 
3.1.1 反义核苷酸抑制VEGF基因的表达: 在肿瘤

的基因治疗方案中反义核酸技术是很有吸引力

的手段之一. VEGF反义核苷酸(VEGF-ODN)是
根据VEGF mRNA碱基序列第3个外显子单链区

互补设计而成, VEGF-ODN通过与VEGF mRNA
上特定的靶序列结合阻断VEGF mRNA翻译以

抑制或阻断肿瘤细胞VEGF蛋白质的表达从而

抑制肿瘤血管的生成[16]. 王宏光 et al [17]采用人工

合成反义核苷酸导入能表达VEGF的人肝癌细

胞系7721. 结果证实, VEGF反义核苷酸能有效

抑制VEGF的表达. VEGFR-ODN进入细胞后与

VEGFR mRNA特异性结合后产生空间位阻效

应, 从而阻止mRNA的翻译并激活体内RNase酶
降解mRNA, 最终阻断VEGF和VEGFR的结合从

而下调VEGF. 任娟 et al [18]用KDR反义核苷酸作

用于人胃腺癌细胞, 观察发现KDR反义核苷酸

能够抑制细胞内KDR基因的表达, 并显著抑制

胃癌细胞的增殖. 
3.1.2 利用核酶降低VEGF的表达: 核酶(ribozyme, 
Rz)是一类具有生物催化活性的RNA分子, 能够

定点切割特定的mRNA靶分子, 从而有效地阻断

特定基因的表达, 发挥其生物学作用. 研究发现

核酶可特异作用于VEGF mRNA的某些位点, 使
其断裂成核苷酸片段, 从而降低VEGF的表达[19].  
Gong et al [20]检测了抗VEGF核酶对VEGF基因

外显子的作用. 将其导入HLF细胞系后, 发现该

核酶不仅能降低VEGF mRNA的水平, 还导致

VEGF蛋白合成减少. 
3.1.3 利用抑癌基因调控VEGF的表达: 抑癌基

因P 53在调控肿瘤血管生成中具有重要作用[21]. 
Blagosklonny et al [22]证实, 抑癌基因产物P 53通过

■研发前沿
当前, 以肿瘤周围
新生血管生成的
各个环节及其发
生过程中的生化
改 变 为 靶 点 ,  研
制血管生成抑制
剂 ,  控 制 肿 瘤 生
长 和 转 移 .  针 对
VEGF/VEGFR2
信号转导通路的
各类新药的研制
以及临床前期应
用研究是当前的
研究热点. 虽然应
用此类新药进行
治疗性血管生成
的研究已取得了
可 喜 的 成 果 ,  但
仍有许多问题亟
待 解 决 ,  如 运 用
VEGF及VEGFR2
进行基因治疗的
疗效对比、局部
用药和全身用药
的比较、用药剂
量的确定以及如
何在提高疗效的
同时降低潜在的
风险等问题都还
有待进一步研究.
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将VEGFR2胞外1-3片段扩增以后插入真核载体

pcDNA3.1(+), 通过肌注观察其抗皮下小鼠肝癌

模型作用, 结果发现其对小鼠皮下肿瘤有明显

的抑制作用. 
3.2.3 阻断VEGF与VEGFR2结合后的信号传导: 
由于VEGFR2为酪氨酸激酶受体, 当VEGF与
VEGFR2结合后, 受体首先自身磷酸化, 继而激

活磷脂酰肌醇代谢的信号转导通路和丝裂原活

化的蛋白激酶, 表现出VEGF的有丝分裂原特

性, 诱导血管内皮细胞的增殖[38]. 因此, 通过抑

制酪氨酸激酶的活性来阻断肿瘤血管生成因子

的信号传导途径成为人们研究的热点, 而酪氨

酸激酶受体抑制物也相继进入临床实验[39-41]. 由
Sugen公司开发的SU5416是第一个进行临床试

验的VEGFR激酶抑制剂, 是针对KDR/Flk-1受体

酪氨酸激酶信号途径的小分子抑制物, 在Ⅰ/Ⅱ
期临床试验中分别与顺铂和健择联合. 但由于

该药易出现意外的严重血栓栓塞并发症, 导致

试验终止[42]. 随后, Sugen公司开发了另一种以

KDR/Flk-1, PDGF受体和FGF受体为靶点的广

泛RTK抑制剂SU6668. Ⅰ期临床试验中每天一

次的剂量具有良好的耐受性, 但每天两次的剂

量却发生严重不良反应如乏力、呼吸困难、胸

痛、心包积液, 且没有显示出临床疗效[43]. 此后, 
新一代广谱的口服酪氨酸激酶抑制剂SU11248
问世, 他能够抑制VEGF, PDGF, c-Kit和Flt-3的激

酶活性, 并在临床前的模型中显示出显著疗效, 
目前已进入Ⅲ期临床试验[44].

此外, 在VEGF/VEGFR2信号转导通路中的

关键蛋白质如接头蛋白PLC-γ[45-46], Sck[47-48]及信

号分子PI3K, p38MAPK和DAG等[49-50]在肿瘤血

管生成中也发挥重要作用. 阻断肿瘤组织中这

些分子可下调血管内皮细胞体外血管生成, 有
可能起到抗肿瘤作用. 
3.3 导向治疗以破坏血管内皮细胞 将VEGF与
小分子毒性物质结合或将V E G F R m A b与药

物交联, 进行内皮细胞导向治疗, 从而杀伤或

抑制表达VEGFR的血管内皮细胞生长. Wi ld  
et al [51]将白喉毒素DT385与VEGF121结合形成

共价复合体, 实验表明该复合体在体外可抑制

内皮细胞株的生长, 在体内能特异性抑制肿瘤

细胞的血管生成, 明显抑制裸鼠移植瘤的生长. 
且这种抑制作用呈现剂量依赖性, 同时在瘤内

还可发挥毒素的杀伤作用, 直接破坏肿瘤细胞

和肿瘤局部的血管床, 现已进入Ⅰ期临床试验.

结合HIF2-A/P300和促进MDM2介导的HIF-1A
的泛素化和失活, 最终导致VEGF表达量下降, 
说明抑癌基因在肿瘤从无血管期向血管期过渡

的关键环节中发挥作用, 且这一作用与VEGF表
达显著相关[23]. 
3.2 在蛋白水平阻断VEGF/VEGFR2的结合 
3.2.1 中和抗体阻断V E G F/V E G F R2的结合: 
VEGF抗体与VEGFR2具有高亲和力, 可以阻碍

VEGF与VEGFR2的结合而抑制VEGF的活性. 
Borgstrom et al [24]将人横纹肌肉瘤细胞A673种植

于小鼠, 肿瘤细胞用荧光染料VITAL标记, 然后

ip VEGF mAb, 观察VEGF抗体对小鼠肿瘤新生

血管及生长状况的作用. 结果发现肿瘤新生血

管完全被抑制, 肿瘤体积<1 mm3, 处于休眠状态, 
表明VEGF mAb对肿瘤新生血管的抑制作用很

明显. 杨治华 et al [25]用具有中和活性的抗VEGF 
mAb进行抑瘤动物实验, 观察发现VEGF mAb能
阻断肿瘤血管的形成, 显著抑制乳腺癌的生长

和转移.
抗VEGFR2抗体是通过阻止VEGF与受体

的结合而发挥作用. 实验研究表明, 直接针对

V E G F受体的m A b可以抑制肿瘤的生长和转 
移[26-28]. 由美国纽约ImClone研制出的针对鼠

flk-1的mAb DC101[29], 可以与受体的细胞外结

构域结合, 强有力地拮抗VEGF与VEGFR-2的结

合以及产生的信号传导, 还能在体外拮抗VEGF
诱导的内皮细胞生长. 鉴于DC101在动物实验

中所显现的抗癌疗效[30-33], 人KDR mAb的研制

工作也被大大推进. IMC-1C11[34]便是具有高亲

和力的抗KDR二聚体, 能够特异性阻断VEGF和
KDR的相互作用, 中和VEGFR的活性, 抑制血管

内皮细胞有丝分裂[35]. 
3.2.2 可溶性受体阻断VEGF与VEGFR2的结

合: 研究发现, 采用基因重组的方法可以诱导

可溶性受体的产生. 由于可溶性受体(so lub le 
VEGFR, sVEGFR)仅具有与VEGF结合的能力, 
而无信号传导功能, 因此可用sVEGFR竞争性结

合VEGF. sVEGFR与VEGF结合后, 耗竭肿瘤细

胞产生的VEGF, 从而抑制VEGF诱导的生物学

活性, 阻断VEGF与VEGFR2的结合, 达到抑制

肿瘤生长的目的. Niethammer et al [36]将VEGFR2
全长cDNA序列插入真核载体pcDNA3.1(+)构建

重组质粒, 再将重组质粒转化减毒鼠沙门氏菌

SL7207, 通过胃饲小鼠, 发现其对于实体瘤血管

生成以及肿瘤生长有明显抑制作用. Lu et al [37]

■应用要点
本文比较全面的
综述了近年来对
于 V E G F 及 其 信
号转导途径在抗
肿瘤基础研究以
及临床实验方面
的最新研究成果, 
并且对其进行了
归 类 介 绍 .  针 对
VEGF/VEGFR2
信号通路抗血管
生成研究是当前
抗肿瘤研究热点, 
很多针对VEGF以
及VEGFR2的药
物已经进入临床
试验甚至进入市
场.
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4  结论

肿瘤微生态系统理论认为, 肿瘤细胞的生物学

行为是肿瘤微生态系统重建其系统内营养联系

的结果, 而肿瘤的血管化是其重建营养联系的

一种表现. 因此, 干扰肿瘤的血管化过程是抑制

肿瘤的有效途径. 而开发血管生成抑制剂治疗

肿瘤已经成为当前抗肿瘤研究领域的一大热点. 
随着人们对血管生成调节因子及其功能认识的

不断深入, VEGF/VEGFR2及其介导的信号转

导通路在肿瘤发生、发展中的关键作用逐渐被

人们所认识, 并在该领域取得较大的研究进展. 
尽管如此, 许多问题仍有待于进一步的阐明. 如
VEGFR2除了在血管内皮细胞和淋巴管内皮细

胞表达外, 也在造血干细胞和巨核细胞中表达. 
对于其在后两者中分布的生物学意义及相关信

号转导通路尚欠了解. VEGF与VEGFR2结合后, 
VEGFR2的激活涉及一系列复杂的信号转导和

程序性基因表达. 其中, 他们如何衔接并相互作

用, 最终介导VEGF引起血管新生仍需进一步研

究. 但我们相信, 随着蛋白质组学和基因芯片等

高通量筛选技术的逐步完善, 对于发现信号转

导中新的调控蛋白及其基因, 为最终解决以上

问题并发现新的药物靶点可提供大量信息. 同
时, 以VEGFR2及其信号转导通路作为抗肿瘤靶

点, 与直接杀伤肿瘤细胞相比, 他们更倾向于阻

滞肿瘤的生长及转移. 故可将其与细胞毒性化

疗药物或放疗联合使用, 从不同治疗策略出发, 
有可能起到高效的抗肿瘤作用.
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Abstract
AIM: To investigate the gastroprokinetic effect of 
ghrelin in diabetic mice and its mechanism.

METHODS: The effects of ghrelin (50, 100 and 
200 μg/kg) on gastric emptying in diabetic mice 
were after intragastric application of phenol red 
in vivo. The effects of ghrelin on the spontane-
ous contraction of fundic stomach muscle strips 
in the presence of ghrelin on the spontaneous 
contraction of fundic muscle strips from the 
stomachs of diabetic mice were studied in vitro. 
The effects of atropine and NG-nitro-L-arginine 
methyl ester hydrochloride (L-NAME) were also 
investigated.

RESULTS: Ghrelin accelerated gastric emptying 
in diabetic mice with a significant dose-response 
relationship. Administration of ghrelin to tissue 
increased the spontaneous contraction of fundic 
stomach muscle strips from diabetic mice (1.11 ± 0.03, 
1.22 ± 0.02, 1.36 ± 0.04 vs 1.00, all P < 0.05). In the 
presence of atropine or L-NAME, ghrelin failed to 

increase the spontaneous contraction of these strips.

CONCLUSION: Ghrelin can accelerate gastric 
emptying in diabetic mice, perhaps by activating 
the GHS-R cholinergic excitatory pathways and 
nitrergic nervous pathways in the enteric ner-
vous system.

Key Words: Gastric emptying; Ghrelin; L-NAME; 
Growth hormone secretagogue receptor; Diabetic mice

Qiu WC, Wang WG, Wang ZG, Zheng Q. Effect of ghrelin 
on gastric emptying in diabetic mice and its mechasnism. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(34): 3617-3620

摘要
目的: 探讨ghrelin对糖尿病小鼠胃排空的影响
及其作用机制.

方法:  采用四氧嘧啶建立糖尿病小鼠模型 , 
用灌食phenol red的方法研究糖尿病小鼠胃
排空的改变, 并观察注射不同剂量ghrelin(50, 
100和200 μg/kg)对糖尿病小鼠胃动力的影
响. 糖尿病小鼠胃底环形平滑肌条安置在恒
温灌流肌槽中并用SMUP-E生物信号处理系
统记录肌条的自发收缩活动, 观察不同浓度
ghrelin(0.1, 1和10 μmol/L)对肌条自发收缩活
动的影响, 并研究其作用机制.

结果: 糖尿病小鼠的胃排空率显著低于正常
小鼠的胃排空率(22.90%±1.42% vs  28.10%±

1.28%, P<0.05). ghrelin能显著提高糖尿病小鼠
的胃排空, 具有明显的量效关系. Ghrelin在0.1, 
1和10 μmol/L均能显著增加糖尿病小鼠离体
胃底环形平滑肌肌条的自发收缩幅度(1.11±
0.03, 1.22±0.02, 1.36±0.04 vs  1.00, 均P<0.05), 
而atropine和L-NAME均能抑制ghrelin增加糖
尿病小鼠肌条自发收缩幅度的效应.

结论: Ghrelin能提高糖尿病小鼠的胃排空能
力, 作用机制可能是通过肌间丛神经系统的硝
基能神经和胆碱能神经上的受体而起作用.

关键词: 胃排空; Ghrelin; N ω-硝基-L -精氨酸甲酯; 

生长激素促分泌素受体; 糖尿病小鼠

®

■背景资料
Ghrelin作为生长
激素促分泌素受
体 (GHS-R)的第
一个被发现的内
源性配体, 研究发
现其除在摄食与
能量代谢、心血
管功能等方面具
有调节作用外, 还
具有控制胃酸分
泌、调节胃肠动
力和胃黏膜保护
作用. 糖尿病胃轻
瘫概念提出已近
半世纪, 其研究工
作取得了很大的
进 展 ,  但 对 于 糖
尿病胃轻瘫的治
疗 ,  仍 无 较 好 办
法, 本研究探讨了
ghrelin对糖尿病
小鼠胃轻瘫的治
疗作用及机制. 
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0  引言

G h r e l i n作为生长激素促分泌素受体(g r ow th 
hormone secretagogue receptor, GHS-R)的第一个

被发现的内源性配体, 除在摄食与能量代谢、

心血管功能等方面具有调节作用外, 还具有控

制胃酸分泌、调节胃肠动力和胃黏膜保护作用. 
糖尿病胃轻瘫概念提出已近半世纪, 其研究工

作取得了很大的进展, 但对于糖尿病胃轻瘫的

治疗, 仍无较好办法. 本实验旨在研究不同浓度

ghrelin对糖尿病小鼠胃排空的影响及作用机制. 
现将结果报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 C57小鼠, ♀♂不拘, 体质量25±5 g, 购
自上海中国科学院实验动物中心. 大鼠ghrelin、
一氧化氮合酶抑制剂N ω-硝基-L -精氨酸甲酯

(L-NAME)购自Tocris公司, 阿托品、四氧嘧啶

购自Sigma公司. 小鼠胃排空生理试验及离体肌

条试验均在上海交通大学医学院生理学教研室

完成.
1.2 方法 
1.2.1 糖尿病小鼠模型的建立: 小鼠禁食12 h后, 
腹腔注射(ip)四氧嘧啶200 mg/kg, 72 h后取血测

血糖. 选取血糖值在11.1 mmol/L以上的小鼠, 不
予胰岛素控制血糖, 饲养4 wk, 作为糖尿病小鼠

模型进行后续研究.
1.2.2 各组小鼠胃排空率的检测: 糖尿病小鼠

20只禁食不禁自由饮水12 h后随机平均分为4
组, 每组5只, 分别ip生理盐水1 mL, ghrelin(50  
μg/kg), ghrelin(100 μg/kg)和ghrelin(200 μg/kg). 5
只正常小鼠禁食不禁自由饮水12 h后, ip生理盐

水1 mL. 每只小鼠注射全部完成后立即以15 mg/
kg酚红溶液(0.5 g/L, 双蒸水溶解)ig. ig 20 min后
将小鼠脱臼法处死, 立即结扎贲门和幽门, 抽取

胃液置离心管中, 再用0.1 mol/L NaOH溶液2.5 
mL分5次冲洗胃内容物. 将冲洗液一并转移至离

心管中, 量取体积后800 g离心10 min. 取上清液

在分光光度计λ = 546 nm处读取光密度, 由酚红

标准曲线求出酚红含量, 按下式计算胃排空率: 
酚红胃排空率(%) = (注入量-胃内剩余量)/注入

量×100%. 
1 . 2 . 3  各 组 小 鼠 离 体 胃 底 环 形 平 滑 肌 肌 条

自发收缩活动的检测 :  将小鼠断颈处死 ,  平

铺于实验台上 ,  沿腹中线开腹取出胃 .  放入

台氏缓冲液中清洗后 ,  移入氧饱和的台氏

缓冲液中 ,  在解剖显微镜下仔细去除胃底

黏膜层 ,  显露出肌层 ,  沿环行肌走向剪取宽 
2.0 mm, 长8.0 mm的肌条, 置于含有950 mL/L氧
和50 mL/L二氧化碳饱和台氏液的垂直灌流槽

内. 灌流槽内的液体通过恒温装置(WC/09-05)
使温度保持在(37.0±0.5)℃ .  肌条一端固定

于玻璃小钩上 ,  另一端同S M U P-E生物信号

处理系统连接的张力换能器相连 ,  记录肌条

自发收缩幅度. 肌条自发收缩活动平稳后, 灌
流槽内分别通入不同浓度的ghre l in(0.1, 1和
10 μ m o l/L), 药理机制实验是分别加入阻断

剂阿托品(5 μmol/L), L-NAME(300 μmol/L 后 
2 m i n, 再通入不同浓度g h r e l i n(0.1, 1和10  
μmol/L), 记录自发收缩幅度的变化. 更换药物浓

度或药物种类时, 用台式液充分冲洗. 待肌条自

发收缩活动平稳后, 再加入另外1组浓度或另外1
种药物. 胃底肌条加药后收缩幅度变化以不加药

物情况下, 肌条自发收缩活动稳定后的收缩幅度

为对照表示. 
统计学处理 所有数据采用mean±SE表示, 

实验结果采用同体对照的t检验, P <0.05为显著

性差异.

2  结果

2.1 ghre l in对糖尿病小鼠胃排空的影响 与正

常小鼠胃排空率(28.10±1.28)%相比较, 糖尿

病小鼠胃排空显著降低为(22.90±1.42)%(图1, 
P <0.05). ghrelin注射剂量为50, 100和200 μg/kg
时, 糖尿病小鼠胃排空率与未给药糖尿病小鼠

相比显著提高, 分别为(27.80±0.97)%, (32.90

■研发前沿
进一步从组织水
平上研究ghrelin
对胃肠动力的影
响及其机制, 仍是
目前研究的热点. 

图 1 Ghrelin对糖尿病小鼠胃排空的影响. aP <0.05 vs  正常

组; cP<0.05 vs  糖尿病模型对照组.
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±1.20)%和(38.50±1.10)%, 有明显量效关系

(P <0.05).
2.2 ghrelin对糖尿病小鼠离体胃底环形平滑肌

条自发收缩活动的影响 在糖尿病小鼠胃底肌

条出现稳定的自发性收缩后, 分别给予0.1, 1和
10 μmol/L的ghrelin均可显著增加小鼠胃底肌条

的自发收缩的幅度, 分别增加为1.11±0.03, 1.22
±0.02和1.36±0.04(表1, n = 5, P <0.05). 在预先

用5 μmol/L的atropine或300 μmol/L的L-NAME
预处理孵育肌条后, 与相应的正常组相比, 各浓

度ghrelin均不能显著增加肌条的自发收缩幅度 
(表1, P >0.05).

3  讨论

胃轻瘫作为糖尿病的一种慢性并发症, 多见于

长期血糖控制欠佳的糖尿病患者[1]. 目前认为与

植物神经病变和代谢[2]、激素异常[3-4](高血糖, 
胆囊收缩素)有关. ghrelin是1999年Kojima et al [5]

发现的第一个生长激素促分泌素受体的内源性

配体, 由28个氨基酸组成的小分子多肽. 研究表

明, ghrelin除在摄食与能量代谢、心血管功能等

方面具有调节作用外, 还具有控制胃酸分泌、

调节胃肠动力和胃黏膜保护作用. GHS-R主要分

布在中枢神经系统中, 胃、小肠、胰腺、甲状

腺、性腺、肾上腺、肾、心脏、脉管系统、内

分泌器官、内分泌肿瘤[6]和免疫细胞[7]中也有分

布. ghrelin功能的广泛性可能与其受体分布的组

织广泛性有关[8]. 我们通过建立糖尿病小鼠模型, 
研究ghrelin对糖尿病小鼠胃轻瘫的治疗意义, 结
果表明ghrelin能显著增加糖尿病小鼠的胃排空

能力, 有明显的量效关系. 通过对糖尿病小鼠胃

离体肌条的进一步研究表明, ghrelin可能是通过

作用于胃肌间神经丛的硝基能神经和胆碱能神

经上的受体而起作用. 
Dass et al [9]发现, GHS-R免疫反应阳性在大

鼠胃和结肠的神经细胞上表达, 在平滑肌细胞

和上皮细胞无表达, 提示在大鼠ghrelin可能通过

肠神经系统发挥作用. Xu et al [10]将豚鼠的肠神

经元分离出来, 发现并证实有motilin、ghrelin及
其受体的存在. Fukuda et al [11]发现辣椒辣素能

阻断ghrelin的促大鼠胃肠运动作用, 提示ghrelin
通过肠神经通路将辣椒辣素敏感的感觉传入神

经元, 调节胃肠运动. Murray et al [12]观察了外源

性ghre l in对糖尿病胃轻瘫患者胃排空的影响. 
在ghrelin注入90 min时, 血浆ghrelin水平达到峰

值, 且与生长激素血浆峰值相对应. 在10例患者

中, ghrelin使7例患者胃排空增快(P <0.05), 受损

的迷走神经张力与餐后胰多糖峰值呈负相关, 但
与胃排空率无明显关联. 因而认为ghrelin促进

糖尿病胃轻瘫患者的胃排空, 不依赖于迷走神

经张力. 但也有相反的研究结果. De Smet et al [13]

应用ghrelin基因敲除小鼠ghrelin(-/-)模型, 观察

到ghrelin存在对胃排空无影响, 外源性ghrelin
引起胃排空加速的效应曲线在ghre l in(+/+)和
ghrelin(-/-)小鼠并无变化. 因而认为ghrelin并不是

一种必须的胃排空调节因素. Masuda et al [14]发现

小鼠静脉注射ghrelin可增加胃酸分泌和增强胃

动力. 此效应被阿托品或双侧迷走神经切除所阻

断, 因此认为ghrelin也通过迷走神经影响胃动力. 
Ghrelin可以通过中枢和外周神经促进胃肠

动力, 所以ghrelin将是极具潜力的治疗胃动力的

药物. 发现GHS-R及其内源性配体ghrelin后, 其
对胃肠运动影响及机制的研究给胃肠道动力相

关性疾病的治疗开拓了新的研究方向, 提供了

极具潜力的应用前景. 
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Abstract
AIM: To observe the effects of Salviae mil-
tiorrhizae (SM) on the splanchnic blood flow in 
rats with severe acute pancreatitis (SAP), and to 
elucidate the underlying mechanism.

METHODS: Thirty-two rats were randomly 
divided into SM group (n = 16) and SAP group 
(n = 16). Jejunotomy was performed in all. The 
SM group received indomethacin and the SAP 
group received saline. Another 8 normal rats 
were used as controls. At 12 and 24 hours after 
the induction of SAP, 8 rats in each group were 
sacrificed. Serum amylase was measured. The 
regional pancreatic blood flow was measured by 
Doppler ultrasound. The blood flow in the por-
tal vein, spleen artery and superior mesenteric 
artery was also measured.

RESULTS: The levels of serum amylase at 12 
and 24 hours after the induction of SAP were 
lower in the SM group than in the SAP group 

(8091.2 ± 1574.9 vs 15 142.8 ± 2900.5, 8312.5 ± 
981.1 vs 16 987.1 ± 1584.6, P < 0.01). The regional 
pancreatic blood flow, and the blood flow in the 
portal vein, spleen artery and superiormesen-
teric artery were decreased significantly in the 
SAP and SM groups compared with the control 
group (P < 0.01), and continued to decrease after 
24 hours. There were significant differences in 
blood flow levels in the portal vein, spleen artery 
and superiormesenteric artery between 12 and 
24 hours. The blood flow levels in the regional 
pancreatic artery portal vein, spleen artery and 
superiormesenteric artery at 12 and 24 hours 
were also decreased in the SM group compared 
with the SAP group (12 hours: 0.49 ± 0.04 vs 0.33 
± 0.06, 0.60 ± 0.04 vs 0.39 ± 0.08, 0.53 ± 0.04 vs 0.42 
± 0.08; 0.57 ± 0.08 vs 0.42 ± 0.06; 24 hours: 0.38 ± 
0.04 vs 0.29 ± 0.04, 0.59 ± 0.04 vs 0.41 ± 0.01, 0.54 ± 
0.06 vs 0.32 ± 0.02, 0.49 ± 0.05 vs 0.38 ± 0.04, P < 0.01).

CONCLUSION: Enteral administration of SM 
might increase splanchnic blood flow in SAP 
rats.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Salviae milti-
orrhizae ; Blood flow; Rat; Doppler ultrasound

Song YP, Wang CG, Lu JG. Effects of Salviae miltiorrhizae 
on the splanchnic blood flow in rats with severe acute 
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(34): 
3621-3624

摘要
目的: 研究丹参对重症急性胰腺炎(SAP)大鼠
腹腔器官血流, 特别是胰腺血流的影响及其作
用机制. 

方法: 将大鼠随机分成丹参治疗组(SM)和重
症急性胰腺炎组(SAP). 各组分别有数只大鼠
于术后12、24 h处死, 观察血浆淀粉酶的变化. 
另设正常对照组. 运用多普勒超声测定胰腺局
部动脉(相当于胰头、体交界处)、门静脉血
流、脾动脉及肠系膜上动脉血流. 

结果: 丹参组12、24 h的血浆淀粉酶明显低于
相同时点的SAP组(8091.2±1574.9 vs  15 142.8
±2900.5, 8312.5±981.1 vs  16 987.1±1584.6, 

®

■背景资料
目前对重症急性
胰腺炎的发病机
制和治疗研究很
多, 但发病机制至
今未能完全阐明, 
本文利用丹参对
该病的发病机制
等进行初步的研
究. 
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P <0.01). 丹参组和SAP组大鼠胰腺局部动脉, 
门静脉、脾动脉及肠系膜上动脉中的血流在
术后12 h时与对照组相比明显下降(P <0.01). 
随胰腺炎的病程进展, 其24 h局部血流相比12 
h时的下降更趋严重. 丹参组12、24 h大鼠胰
腺局部动脉, 门静脉、脾动脉和肠系膜上动脉
的血流量与SAP组相同时点相比明显增加(12 
h: 0.49±0.04 vs  0.33±0.06, 0.60±0.04 vs  0.39
±0.08, 0.53±0.04 vs  0.42±0.08; 0.57±0.08 
vs  0.42±0.06; 24 h: 0.38±0.04 vs  0.29±0.04, 
0.59±0.04 vs  0.41±0.01, 0.54±0.06 vs  0.32±
0.02, 0.49±0.05 vs  0.38±0.04, P <0.01).

结论: 丹参能促使SAP大鼠胰腺血流量增加.

关键词: 急性胰腺炎; 丹参; 血流动力学; 大鼠; 多普

勒超声
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP) 
是一种并发症较多, 病死率很高的急腹症. 他发

展迅速, 病理生理表现复杂多变[1-3]. 研究证实, 
其病理过程突出地表现为以组织缺血为特征

的胰腺血液循环障碍, 持续的局部组织的血液

循环障碍可使胰腺水肿转化为坏死[4-7]. 而丹参

(salviae miltiorrhizae , SM)对SAP大鼠胰腺血流

影响的研究[8-11], 目前尚未见相关报道. 本实验通

过应用丹参, 观察其对SAP大鼠胰腺血流的影响, 
并探讨其作用机制, 为进一步探讨临床上应用该

药治疗SAP的可能性提供了理论和实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sprague-Dawiey(SD)大鼠47只, 清洁

级2级, 体质量200-280 g, 由第四军医大学实验

动物中心提供. 适应性喂养24 h后用于实验. 丹
参(北京大学药学院), 牛磺胆酸钠(Sigma公司), 
淀粉酶试剂盒(Roche公司), Imexlab 9100多普勒

超声诊断仪(美国Imex公司), 多普勒超声诊断仪

专用的8 MHz探头(产品号X1-M008)(美国Imex
公司).
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的制作: 大鼠术前禁食12 h, 盐酸

氯胺酮(80 mg/kg)ip麻醉, 常规消毒, 上腹部正

中切口进腹, 找到胰腺, 分离后用小号平针头于

胰腺包膜下广泛多点注射40 g/L牛磺胆酸钠约1 
mL(200 mg/kg). 于近端空肠造瘘, 置入空肠造瘘

管, 隧道式包埋, 腹壁固定. 将其经皮下隧道由

背部肩胛区引出体外, 以弹簧螺旋保护装置固

定[12-13], 并保护导管, 置大鼠于代谢笼内. 大鼠可

自由活动, 术后禁食, 但可饮水. 造模后的32只
SAP大鼠采用随机数字表法分为丹参组(n  = 16)
和SAP组(n = 16). 各组又分为2个亚组, 分别于

术后12, 24 h处死. 另设不进行任何手术操作的

正常对照组(n  = 8). 所有动物术后可自由饮水, 
术后24 h进颗粒饮食. 丹参组大鼠术后3 h经空肠

造瘘管给药, 剂量为10 mg/kg, 1次/6 h, 1-2次. 配
制时, 药物溶于生理盐水中, 即刻使用. SAP组大

鼠经空肠造瘘管给予等量的DMSO, 对照组动物

仅作开腹手术.
1.2.2 血浆淀粉酶的测定: 取血3 mL, 4℃, 3500 
r/min离心20 min, 取上清液, -70℃冰箱保存. 使
用Reflotron仪器测定淀粉酶, 按试剂盒说明书, 
结果以U/L表示.
1.2.3 胰腺局部动脉、门静脉、脾动脉和肠系膜

上动脉血流的测定: 大鼠麻醉下剖腹, 在相当于

胰头、胰体交界处相对固定的位置找到与胰管

平行之胰腺血管, 涂少量耦合剂, 以多普勒超声

诊断仪专用的8 MHz探头正对血流方向, 与血管

成30度-45度夹角, 探查胰腺血流, 记录波形并测

量波幅. 同法分别于SAP术后12, 24 h测定胰腺

局部动脉血流、门静脉、脾动脉和肠系膜上动

脉的血流.
统计学处理 由本校统计教研室采用SPSS 

12.0统计软件分析完成. 所有数据以mean±SD
表示, 行ANOVA方差分析, P <0.05为差异有显著

性意义.

2  结果

实验共纳入47只动物, 对40只进行了结果分析, 
并无脱落情况发生.
2.1 血浆淀粉酶测定结果 SAP组血浆淀粉酶在

各时点与对照组相比均显著升高(P <0.01), 并随

时间延长继续升高(P <0.05). 各实验组较对照组

均显著升高(P <0.01). SAP组血浆淀粉酶明显高

于丹参组, 各时点相比有极显著差异(P <0.01, 
表1).
2.2 胰腺局部动脉血流、门静脉血流、脾动脉血

流及肠系膜上动脉血流测定结果 丹参组、SAP
组各时点胰腺局部动脉、肠系膜上动脉、门静

脉和脾动脉血流较对照组均明显下降(P <0.01). 

■研发前沿
目前重症急性胰
腺炎的发病机制
是研究热点, 其机
制非常复杂急需
研 究 清 楚 .  而 对
SAP的治疗是重
点, 但疗效好的药
物尚未发现.

■创新盘点
本文第一次使用
检测腹腔血管的
血 流 变 化 情 况
来观察丹参治疗
SAP的疗效, 并取
得较好的结果.
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丹参组各时点胰腺局部动脉、肠系膜上动脉、

门静脉和脾动脉血流较相应时点SAP组均明显

升高(P <0.01). 在丹参组, 随胰腺炎病程进展, 胰
腺局部血流的下降更明显(P<0.05, 表1).

3  讨论

SAP的发病机制至今未能完全阐明. 以往研究认

为除了胰腺内胰酶激活后引起自身消化外, 多
项研究还发现SAP时胰腺血流和胰腺微循环灌

注量减少, 胰腺微循环障碍可使轻症水肿型急

性胰腺炎转化为SAP[1-5,14-17]. SAP时的微循环障

碍又成为病情恶化的一个重要因素. 目前观察

胰腺微循环常用的方法有: (1)红细胞标记后体

内显微术: 该方法虽能直接观察微循环变化, 生
动直观, 但技术设备的要求很高[18]. (2)多普勒超

声测定: 是通过测定血管血流来间接反映微循

环状况, 该方法简单、有效[19]. 我们通过Imexlab 
9100多普勒超声诊断仪测定大鼠胰腺血管显示

有良好的敏感性. 研究发现, SAP大鼠模型建立

后12 h, 胰腺局部血流明显下降, 同时伴肠道、

门静脉和脾动脉血流量明显下降, 提示在SAP早
期就存在着内脏器官血流下降. 本实验发现SAP
时24 h血流量明显低于12 h, 提示胰腺血液循环

障碍是SAP发展过程中加剧胰腺损伤的一个重

要因素. 对于SAP发展的不同阶段, 均有不同程

度的胰腺缺血和组织灌注不足或微循环淤滞, 
特别是红细胞的强烈聚集可加重病情[6,20]. 

丹参是我国具有代表性的活血化瘀中药, 
具有扩张血管、改善血液循环的作用, 价格低

廉、应用广泛. 据文献报道, 丹参有效成分丹参

酮ⅡA、丹参素和丹酚酸, 经体内外试验证明均

是有效的抗氧化剂, 尤其以丹酚酸的抗氧化作

用最强[21-23]. 丹参水溶性成分能显著抑制动物的

心、脑、肝、肾、睾丸的脂质过氧化[6-7]. 本研

究结果显示, 丹参能在SAP时扩张内脏血管, 增
加内脏血流量[6-7], 减轻胰腺的病理损害, 阻止病

变的继续发展. 本实验应用丹参来治疗SAP, 是
第一次系统的在微循环系统变化上了解丹参对

SAP的影响, 还有进一步研究的必要.
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关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

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

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

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

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅)
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Abstract
AIM: To construct a yeast two-hybrid bait 
vector of intestinal trefoil factor (ITF/TFF3) and 
identify its self-activation.

METHODS: T h e o p e n r e a d i n g f r a m e o f 
I T F g e n e  c o n t a i n i n g N c oⅠa n d X h oⅠ 
endoenzyme sites was obtained by RT-PCR 
from normal human intestinal mucosa and li-
gated into pGEMT vector from a TA clone. The 
hTFF3 gene was then transferred into the vector 
pENTR11 by enzyme digestion and ligation to 
obtain the entry clone pENTR11-hTFF3. Subse-
quently, pDEST32-hTFF3, the yeast two-hybrid 
bait vector of hTFF3, was constructed by the LR 
reaction. Finally, pDEST32-hTFF3 and pDEST22 

were transfected into MaV203 yeast and ampli-
fied by yeast in 3AT plates with SC/-leu/-trp/-
his.

RESULTS: The fragment of the hTFF3 gene was 
found in the reconstituted plasmid pDEST32-
hTFF3 by sequencing. Yeast two-hybrid tests 
showed that MaV203 transfected with pDEST32-
hTFF3 and pDEST22 didnot grow in SC/-leu/-
trp/-his plates with 3AT concentrations higher 
than 30 mmol/L.

CONCLUSION: The constructed plasmid pD-
EST32-hTFF3 is competent for yeast two-hybrid 
experiments.

Key Words: Trefoil factor 3; Yeast two-ybrid vector; 
Self-activation

Lu YP, Dong J, Zhou F, Wang L, Chen MY, Lian YM, 
Zhang B, Ren JL. Construction of a human intestinal 
trefoil factor yeast two-hybrid vector and identification 
of its self-activation in yeast cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2007; 15(34): 3625-3628

摘要
目的: 构建人肠三叶因子(hITF/hTFF3)酵母双
杂交诱饵载体并鉴定其自激活作用. 

方法: 从人结肠黏膜提取总RNA. RT-PCR制
备总cDNA, PCR扩增hTFF3基因, TA克隆至
pGEMT载体并测序鉴定. 经Nco Ⅰ/Xho Ⅰ双
酶切, 连接到pENTR11质粒构建入门克隆. 
LR反应获得酵母双杂交诱饵载体pDEST32-
hTFF3, 测序正确后与酵母双杂交空猎物载体
pDEST22共同转化Mav203酵母细胞, SD/-Leu/-
Trp固体培养基上生长. 挑取单克隆划线接种
到分别含有不同浓度氨基三唑(3AT)的SD/-
Leu/-Trp/-His培养基上, 观察重组诱饵载体的
自激活情况. 

结果: 从人正常结肠黏膜成功克隆了hTFF3基
因, 构建了pDEST32- hTFF3酵母表达质粒. 转
化pDEST32- hTFF3和pDEST22的Mav203酵
母细胞可在3AT浓度为30 mmol/L以下的SD/-
Leu/-Trp/-His培养基上生长, 在3AT浓度为30 

®

■背景资料
TFF3是胃肠黏膜
保护和胃肠道肿
瘤研究领域中的
一种重要的蛋白
质 ,  但 其 具 体 作
用机制迄今尚不
清 楚 .  为 进 一 步
研究人肠三叶因
子3(hTFF3)的功
能、作用机制和
相互作用蛋白, 本
文构建了hTFF3
酵母双杂交诱饵
载体以用于筛选
hTFF3相互作用
蛋白.

■研发前沿
近 年 来 ,  国 外 很
多学者在寻找三
叶因子结合蛋白
方面做了大量的
工 作 ,  也 获 得 了
一些TFF3结合蛋
白 ,  但一致性差 . 
若能筛选到真正
的TFF3结合蛋白, 
将有利于进一步
揭示TFF3的作用
机制. 这也是目前
TFF3研究中亟待
解决的问题.
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mmol/L以上的培养基上则未见酵母细胞生长.

结论: 所构建的pDEST32-hTFF3可作为酵母
双杂交的诱饵质粒.

关键词: 肠三叶因子; 酵母双杂交载体; 自激活作用

卢雅丕, 董菁, 周飞, 王琳, 陈美娅, 廉亚美, 张波, 任建林. 人肠

三叶因子酵母双杂交载体的构建及其自激活作用鉴定. 世界华

人消化杂志 2007; 15(34): 3625-3628
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0  引言

肠三叶因子(intestinal trefoil factor, ITF/TFF3)是
三叶因子家族(trefoil factor family, TFF)成员之

一, 分子质量约6.7 kDa, 1991年由Suemori et al [1]

在大鼠空肠黏膜中发现. 生理条件下, TFF3在
胃肠道呈细胞特异性表达, 主要由小肠和结肠

的杯状细胞分泌. 但在病理条件下, 这种特异性

消失, TFF3可出现于胃肠道的任一病变部位[2]. 
TFF3可通过促进细胞增殖、移行和抗细胞凋亡

而促进胃肠损伤黏膜的重建修复, 是一种胃肠

黏膜保护因子. 体外实验显示, 重组TFF3能刺激

肠道上皮细胞的迁移, 促进伤口愈合, 改变上皮

细胞钙粘蛋白(E-cadherin)的表达和细胞定位[3],  
但这一特性同时促进肿瘤的侵袭扩散[4]. 有学

者甚至提出, TFF3可作为胃癌预后不良的标志 
物[5]. 因此, TFF3是胃肠黏膜保护和胃肠道肿瘤

研究领域中的一种重要的蛋白质, 但其具体作

用机制迄今尚不清楚. 为进一步研究人肠三叶

因子3(hTFF3)的功能、作用机制和相互作用蛋

白, 我们构建了hTFF3酵母双杂交诱饵载体以用

于筛选hTFF3相互作用蛋白.

1  材料和方法

1.1 材料 Proquest2酵母双杂交系统(含Mav203
酵母感受态细胞、pDEST32质粒、pDEST22
质粒、pEXP32/Krev1质粒和pEXP22/RalGDS-
wt质粒等)、pENTR11质粒、LR反应试剂盒和

TRIzol Reagent为Invitrogen公司产品, pMD 19T
载体和RT-PCR试剂盒为TakaRa公司产品, 限制

性内切酶、T4 DNA连接酶、Taq酶、dNTP和
DNA marker为TakaRa公司产品, DNA凝胶回收

试剂盒为厦门鹭隆生物技术有限公司产品, 小
量质粒DNA提取试剂盒为博大泰克公司产品, 
PCR引物由上海英骏公司合成. 本研究所取标本

已告知被采取人, 并知情同意签字.

1.2 方法

1.2.1 人结肠黏膜总RNA提取: 经结肠镜检查钳

取人正常肠黏膜组织一块(约10 mg), 立即置于

液氮中保存. 将肠黏膜组织置于研钵中研成粉

末, 随后严格按TRIzolTM试剂说明书提取组织总

RNA, 溶于DEPC水中, -80℃保存.
1.2.2 RT-PCR获得hTFF3基因: 取1 mg总RNA
进行逆转录, 取4 uL总逆转录产物(总cDNA)
进行P C R扩增 .  根据已知的h T F F3基因序列

(G e n B a n k: N M_003226)来设计合成h T F F3 
ORF引物, 上、下游引物分别添加了NcoⅠ和

XhoⅠ酶切位点. 上游引物: 5'-ACCATGGTCA 
TGCTGGGGCTGGTCCTG-3', 下游引物: 5'-TC
TCGAGTGGAAGGTGCATTCTGCTTCCTG-3', 
扩增片段长度预计为237 bp. 反应体系25 uL, 
94℃预变性2 min, 94℃, 58℃, 72℃各30 s, 共35
个循环, 延伸10 min. 扩增产物10 g/L琼脂糖凝胶

电泳后切胶, 按DNA凝胶回收试剂盒说明书纯

化回收目的基因.
1.2.3 TA克隆及重组质粒鉴定: 按照pMD19T载
体及T4 DNA连接酶说明书进行TA克隆, 获得重

组质粒pMD19T-hTFF3. CaCl2法小量制备大肠

杆菌DH5a感受态细胞, 将重组质粒转化DH5a, 
采用蓝白筛选法及氨苄青霉素抗性筛选阳性克

隆, 按照博大泰克小量质粒DNA提取试剂盒说

明书提取质粒, 采用原引物PCR法和DNA序列

测定法鉴定阳性克隆. DNA测序送上海英骏生

物技术有限公司完成.
1.2.4 酵母双杂交载体的构建和鉴定: 分别将

pMD19T-hTFF3重组质粒及pENTR11质粒用Nco
Ⅰ和XhoⅠ双酶切. 酶切产物经10 g/L琼脂糖凝

胶电泳后, 切胶回收, 用T4 DNA连接酶16℃连

接过夜, 连接产物称为pENTR11-hTFF3. 经测

序验证后将其转化D H5a感受态细胞, 提取质

粒, 分别经NcoⅠ/XhoⅠ酶切鉴定和PCR鉴定. 
按照LR反应试剂盒说明书, 将pENTR11-hTFF3
和酵母双杂交空诱饵质粒pDEST32进行LR反

应, 将hTFF3克隆至含有DNA结合域(DBD)的
pDEST32中. 重组质粒送上海英骏生物技术有

限公司进行DNA测序.
1.2.5 pDEST32-hTFF3自激活作用的鉴定: 按照

Invitrogen公司酵母双杂交说明, 将pDEST32- 
hTFF3及酵母双杂交猎物质粒pDEST22共同

转化到M av203酵母感受态细胞中, 转化菌液

于SD/-Leu/-Trp固体培养基上生长3 d. 挑取

生长出的单克隆, 接种到含有0, 5, 10, 15, 20, 

■相关报道
Chinery et  a l 用
重组 r T F F 3 分别
与人乳腺癌细胞
系MCF-7及结肠
直肠腺癌细胞系
Colony-29的细胞
膜蛋白及大鼠小
肠组织细胞膜蛋
白进行交联, 经免
疫共沉淀及免疫
印迹技术获得一
种分子质量约为
45 kDa的复合物, 
考虑这是TFF3及
其结合蛋白的复
合物 .  假设TFF3
与其结合蛋白以 
1∶1的比例结合, 
那么, rTFF3的结
合蛋白分子质量
应为38 kDa. Tan  
et  al 使用配体印
迹技术, 从小肠细
胞膜成分中鉴定
出了一种结合于
TFF3的分子质量
为50 kDa的糖基
化蛋白质, 考虑其
可能是TFF3在胃
肠道中的受体. 这
些研究都证实了
TFF3结合蛋白或
受体的存在, 但未
进一步明确TFF3
结合蛋白的结构
及氨基酸序列.
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克隆阳性重组子测序结果一致, 提示pDEST32-
hTFF3酵母表达载体构建成功.
2.4 pDEST32-DBD-hTFF3自激活作用的鉴定 
按照Invi t rogen公司操作指南, 将共同转化了

pDEST32-hTFF3与空猎物载体pDEST22的酵母

细胞MaV203, 经过梯度浓度3AT培养基培养, 发
现共转化的酵母细胞MaV203可在3AT浓度为30 
mmol/L以下的SD/-Leu/-Trp/-His培养基上生长, 
在3AT浓度为30 mmol/L以上的培养基上则未见

生长. 阴性对照在所有3AT浓度培养基上均不能

生长, 阳性对照在所有3AT浓度培养基上均能正

常生长.

3  讨论

三叶因子家族是一群主要由胃肠道细胞分泌的

小分子多肽. 目前在哺乳动物体内发现的三叶

因子有3种, 即乳癌相关肽(pS2/TFF1)、解痉多

肽(SP/TFF2)和肠三叶因子(ITF/TFF3), 均含一特

殊的P结构域, 由38-39个氨基酸通过6个高度保

守的半胱氨酸残基经由3个分子内的二硫键相

互联接, 使整个肽链扭曲、折叠形成三叶状结

构[6]. 这一家族在胃肠道黏膜完整性和持续性的

维护方面具有重要的作用[7]. hTFF3是胃肠黏膜

保护和胃肠道肿瘤研究领域中的一种重要蛋白

质, 但其作用机制迄今尚不清楚. 其结合蛋白或

受体及在细胞中的信号转导途径尚未明确, 仍
需进一步深入研究. 

为了避免病理条件下基因变异的可能性, 我
们采用RT-PCR技术从人正常结肠黏膜中获得了

生理条件下的hTFF3基因. 我们采用TA克隆技术

对PCR产物进行TA克隆, 先构建pMD19T -hTFF3
重组质粒, 经测序鉴定后进行NcoⅠ/XhoⅠ双酶

切, 定向克隆予质粒pENTR11中, 再经由LR反应

将靶基因克隆到质粒pDEST32中. 为保证实验结

果的可靠性, 分别对pMD19T-hTFF3, pENTR11-
hTFF3和pDEST32- hTFF3的插入部分进行了测

序. 结果提示三者的插入序列与GenBank中的

hTFF3序列(NM_003226)完全一致. 
本实验采用的Proquest2酵母双杂交系统中

的诱饵载体pDEST32和入门克隆载体pENTR11
中均含有ccdB基因, 其表达产物为一种可干扰

大肠杆菌促旋酶从而对大肠杆菌具有致死性效

应的蛋白[8-9]. 转化了该载体的大肠杆菌将无法

存活. 当pENTR11与携带目的基因的目的载体

进行LR反应后, 携带有ccdB基因的片段可被目

的基因片段取代. 因此, 只有正确插入目的基因

25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100 mmol/L氨基三唑

(3-Aminotriazole, 3AT)的SD/-Leu/-Trp/-His培
养基上, 观察Mav203细胞的生长情况. 分别以

pEXP32/Krev1+pDEST32和pEXP22/RalGDS-
wt+pDEST22转化Mav203细胞作为阴性对照及

阳性对照.

2  结果

2.1 RT-PCR获得hTFF3基因 RT-PCR反应产物10 
g/L琼脂糖凝胶电泳, 在近250 bp处可见特异性

扩增条带, 与预期相符(图1). 
2.2 TA克隆阳性重组子的筛选和鉴定 TA克隆

后, 以重组质粒p MD19T-hTFF3为模板进行原

引物PCR. 产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 在近

250 bp处出现特异性条带. 重组质粒经测序, 得
到的序列为: ATGCTGGGGCTGGTCCTGGCC
TTGCTGTCCTCCAGCTCTGCTGAGGAGTAC
GTGGGCCTGTCTGCAAACCAGTGTGCCGT
GCCAGCCAAGGACAGGGTGGACTGCGGC
TACCCCCATGTCACCCCCAAGGAGTGCAA
CAACCGGGGCTGCTGCTTTGACTCCAGGA
TCCCTGGGGTGCCTTGGTGTTTCAAGCCC
CTGCAGGAAGCAGAATGCACCTTCTGA. 该
序列与已知的hTFF3基因ORF序列(GenBank: 
NM_003226)完全一致, 证实hTFF3基因成功克

隆到pMD19T质粒中. 
2.3 pDEST32-DBD-hTFF3酵母表达载体的构建

和阳性重组子的鉴定 经NcoⅠ/XhoⅠ双酶切, 电
泳回收, T4连接酶连接, 将靶片段定向克隆入

pENTR11质粒中. 经DNA测序鉴定验证, 将重组

质粒命名为pENTR11-hTFF3. 按照Invitrogen公
司指南, 通过LR反应将pENTR11-hTFF3中的靶

片段转移到pDEST32中. 提取重组质粒用原引

物进行PCR鉴定, 阳性重组质粒送上海英骏生物

技术有限公司行DNA测序鉴定. 测序结果与TA

■应用要点
本文所构建的酵
母双杂交诱饵载
体可进一步用于
进行酵母双杂交
实验, 筛选人肠三
叶因子结合蛋白.

图 1 RT-PCR扩增人TFF3.
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的pENTR11-hTFF3及和DEST32-hTFF3才可导

致大肠杆菌存活. 携带有ccdB基因的未反应载

体或保留有ccdB基因副产品的细胞将不会生

长, 这个特点有利于阳性克隆的筛选. 构建诱饵

质粒过程中经过pENTR11和pDEST32两次筛选, 
且该系统含有组氨酸(His)、尿嘧啶(Ura)和LacZ
三种报道基因, 进一步有利于阳性相互作用克

隆的筛选, 使这一系统可以最大限度的减少酵

母双杂交实验的假阳性结果. Gateway克隆技 
术[10-12]是为了快速有效地在载体之间进行高流

通量DNA转移而采用的一种基因重组技术, 能
够克隆一个或多个基因进入到任何蛋白表达系

统, 包括LR反应和BP反应两种反应. 这项强大

的体外技术大大地简化了基因克隆和亚克隆的

步骤, 典型的克隆效率高达95%或更高. 当基因

在目的表达载体之间快速简便的穿梭时, 还可

以保证正确的方向和阅读框, 因而反应后不必

再进行新的表达克隆的测序. LR反应操作简便

快速、效率高、对位准确, 是Gateway克隆技术

中的一种重要反应. 本实验采用了这种方法, 获
得了满意的结果. 

诱饵蛋白常对报道基因具有一定的自激活

作用, 这将影响阳性相互作用克隆的筛选, 导致

假阳性结果. 诱饵载体pDEST32含有亮氨酸基

因, 猎物载体pDEST22含有色氨酸基因, 同时转

化了这两种载体的酵母细胞可在缺乏亮氨酸与

色氨酸的SD/-Leu/-Trp培养基上生长. 若两者存

在相互作用, 可启动报道基因转录及表达. 因此, 
阳性相互作用克隆可在SD/-Leu/-Trp/-His培养

基上正常生长. 本实验构建的pDEST32-hTFF3
与空猎物载体pDEST22共同转化Mav203酵母细

胞, 发现阳性转化子可在SD/-Leu/-Trp/-His培养

基上生长, 提示hTFF3具有自激活报道基因His
的作用. 为了消除这种自激活作用, 我们将转化

子接种到含不同浓度3AT的SD/-Leu/-Trp/-His培
养基上, 发现其可在3AT浓度30 mmol/L以下的

培养基上生长, 在含30 mmol/L及以上浓度 3AT
的培养基上则未见生长, 提示hTFF3的自激活

报道基因作用可被30 mmol/L浓度的3AT所抑

制. 因此, 所构建的pDEST32- hTFF3可作为酵母

双杂交的诱饵载体可用于进一步的研究, 筛选

hTFF3相互作用蛋白. 
本研究初步构建了pDEST32-hTFF3酵母表

达载体, 拟进一步行酵母双杂交筛选其相互作

用蛋白, 为阐明hTFF3的作用机制奠定基础.
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Abstract
AIM: To explore the effects of heparin on the 
expression of transforming growth factor β1 and 
typeⅠcollagen in rat hepatic stellate cells (HSCs).

METHODS: HSCs were seeded at a density of 
1 × 108 cells/L per well in 96-well plates, and 
grouped as follows: heparin groupⅠ(10 mg/L), 
group Ⅱ (100 mg/L), group Ⅲ (1000 mg/L), 
and NS control group. The incubation liquid 
was extracted after cells were cultured for 48 
hours, and frozen until later use. Type Ⅰcolla-
gen and transforming growth factor β1 (TGF-β1) 
were detected by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA), and HSC proliferation was 
measured by MTT assay.

RESULTS: The mean levels of TGF-β1 in the 

heparin Ⅱ and Ⅲ groups were significantly 
lower than those in the control group (4.59 ± 
1.27 ng/L, 3.34 ± 1.13 ng/L vs 5.95 ± 1.72 ng/L, 
P < 0.01). The mean levels of typeⅠcollagen in 
groupsⅠ, Ⅱ and Ⅲ were significantly lower 
than those in the control group (87.20 ± 9.30 ng/L, 
73.17 ± 12.04 ng/L, 63.31 ± 10.93 ng/L vs 95.61 
± 12.55 ng/L, P < 0.05). The mean absorbency 
of cells in heparin group Ⅲ was significantly 
lower than that in heparin groupⅠand the con-
trol group (0.29 ± 0.07 vs 0.42 ± 0.12, 0.46 ± 0.17,  
P < 0.05).

CONCLUSION: The heparin can decrease ex-
pression of type I collagen and TGF-β1 in HSCs, 
and inhibit the proliferation of HSCs.

Key Words: Heparin; Hepatic stellate cell; Trans-
forming growth factor β1; TypeⅠcollagen; Enzyme-
linked immunosorbent assay

Chen YP, Lu CS, Wang HJ, Xu ZW, Chen JY, Shi HF, Di 
JB. Effects of heparin on the expression of type I collagen 
and transforming growth factor β1 in rat hepatic stellate 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(34): 3629-3632

摘要
目的: 研究肝素与大鼠肝星状细胞(hepa t i c 
stellate cells, HSC)作用后转化生长因子β1 
(transforming growth factor β1, TGF-β1)和Ⅰ型
胶原表达的变化及意义. 

方法: 大鼠肝星状细胞以1×108/L浓度接种于
96孔培养板, 每孔100 μL. 实验分组为肝素Ⅰ
组、肝素Ⅱ组、肝素Ⅲ组, 加入肝素使各组
培养液中肝素浓度分别是10, 100, 1000 mg/L, 
加生理盐水为对照组(每组6孔重复3次)培养
48 h. 培养终止后吸取上清液-20℃冰冻保存, 
ELISA法检测其上清液TGF-β1和Ⅰ型胶原水
平, MTT法观察细胞增殖情况. 

结果:  肝 素 Ⅱ 组 和 Ⅲ 组 H S C 培 养 上 清 液
TGF-β1水平均显著低于对照组(4.59±1.27 
ng/L, 3.34±1.13 ng/L vs  5.95±1.72 ng/L, P均

®

■背景资料
肝星状细胞(HSC)
活化并合成大量
的 细 胞 外 基 质
(ECM)在肝内沉
积是肝纤维化形
成、发展的核心
环节 ,  TGF-β1是
肝纤维化病理形
成中具有重要意
义的细胞因子,Ⅰ
型胶原蛋白是细
胞外基质的主要
成分, 抗纤维化治
疗的主要靶点是
活化的HSC及其
密切相关的细胞
因子.

■研发前沿
在抗纤维化的实
验研究中  T G F - 
β1、细胞外基质
的变化及相关机
制仍是学者们探
讨和研究的重点.
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<0.01), 肝素各组Ⅰ型胶原水平均低于对照组
(87.20±9.30 ng/L, 73.17±12.04 ng/L vs  95.61
±12.55 ng/L, 63.31±10.93 ng/L vs  95.61±
12.55 ng/L, P 均<0.05), 肝素Ⅲ组平均吸光度
低于肝素Ⅰ组和对照组(0.29±0.07 vs  0.42±
0.12, 0.46±0.17, P均<0.05).

结论: 大鼠肝星状细胞在肝素作用下TGF-β1
和Ⅰ型胶原分泌受抑制, 其增殖减少.

关键词: 肝素; 肝星状细胞; 转化生长因子β1; Ⅰ型

胶原; 酶联免疫吸附测定
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0  引言

近年研究证实, 肝素除了公认的抗凝血和抗血

栓作用外 ,  还具有抗炎、免疫调节、调节多

肽生长因子和抑制细胞增殖等多种生物学活

性, 并在抗肝纤维化方面有一定用[1-2]. 肝星状

细胞(hepatic stellate cells, HSC)活化并合成大

量的细胞外基质(extra cellular matrix, ECM)在
肝内沉积导致肝纤维化形成 .  转化生长因子

β1(transforming growth factor β1, TGF-β1)是肝

纤维化病理形成中具有重要意义的细胞因子,Ⅰ
型胶原蛋白是细胞外基质的主要成分. 我们用

肝素作用于大鼠HSC, 观察对其TGF-β1与Ⅰ型

胶原分泌的变化, 初步探讨肝素抗纤维化的作

用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠肝星状细胞系rHSC-99由北京大

学人民医院肝胆外科中心冷希圣教授惠赠 [3]. 
Rat TypeⅠcollagen ELISA检测试剂盒为Biomol 
Research labs Inc.公司产品, TGF-β1 ELISA试剂

盒为美国TPI公司产品, 胰蛋白酶(Trypsin)为美

国Gibco产品, 四甲基偶氮唑蓝(MTT)及二甲基

亚枫(DMSO)购于Sigma公司, 胎牛血清为杭州

四季清产品, D-Hank's液自配.
1.2 方法

1.2.1 大鼠肝星状细胞的培养: 大鼠肝星状细胞复

苏后接种在100 mL塑料培养瓶中, 于50 mL/L二
氧化碳, 950 mL/L潮湿空气的培养箱里培养, 24 h
细胞完全贴壁后换液, 以后每2 d换1次培养液.
1.2.2 ELISA法检测: TGF-β1与Ⅰ型胶原培养瓶

中细胞长成单层后, 弃去培养液, 加入2.5 mL/L
胰蛋白酶的消化液, 收集消化液, 2200 r/min, 离
心7 min, 弃上清液, 再用DMEM培养液离心洗涤

一次, 细胞团块用含200 mL/L胎牛血清DMEM
培养液悬浮并计数. 用含DMEM培养液稀释细

胞悬液, 以1×108/L接种于96孔培养板, 每孔100 
μL. 24 h后吸去培养液再用含10 mL/L小牛血清

的DMEM培养液同步化细胞,使细胞同步化于静

止期. 实验分为对照组(生理盐水), 肝素Ⅰ组、

肝素Ⅱ组、肝素Ⅲ组, 加入肝素使得各组培养

液中肝素浓度分别是10, 100, 1000 mg/L(每组

6 孔重复3次), 培养48 h. 作用48 h后吸取上清液

-20℃冰冻保存待检. ELISA检测TGF-β1和Ⅰ型

胶原.
1.2.3 MTT法检测肝素对rHSC-99增殖: 上述在

培养48 h时终止培养的标本, 分别在每孔加入5 
mg/L MTT 20 μL,再培养4 h, 加入DMSO 150 μL
振荡10 min, 用酶标仪(波长570 nm)测定HSC吸
光度.

统计学处理 统计数据以mean±SD表示, 
P <0.05为有统计学意义. 数据经SPSS13.0软件进

行单因素方差分析(Oneway ANOVA), 组间两两

比较采用LSD和Dunnett T3检验.

2  结果

肝素组与对照组的rHSC-99培养48 h, 测定上清

液的TGF-β1与Ⅰ型胶原结果见表1. 对照组与肝

素Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ组测定的TGF-β1水平组间变异F值为

12.86, P<0.01, 说明四组之间比较有显著差异, 组
内两两比较: 肝素 Ⅱ, Ⅲ组的TGFβ1显著低于对

照组(P<0.01), 肝素Ⅲ组TGFβ1浓度显著低于肝素

Ⅱ, Ⅰ组(P<0.01). 对照组与肝素Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ组测定

的Ⅰ型胶原水平组间变异F值为29.30, P<0.01, 说
明四组之间比较有显著差异; 组内两两比较: 肝
素Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ组显著低于对照组(P<0.05). 

肝素组与对照组的rHSC-99培养48 h, 测定

的平均吸光度变化结果见表1. 对照组与肝素Ⅰ, 
Ⅱ, Ⅲ组测定的平均吸光度水平组间变异F值为

6.11, P <0.01, 说明四组之间比较有显著差异. 

3  讨论

肝素基本结构是带有硫酸基团和乙酰化基团的

高度硫酸化的蛋白多糖. 近年研究证实, 肝素

除了公认的抗凝血和抗血栓作用外, 还具有抗

炎、免疫调节、调节多肽生长因子和抑制细胞

增殖等多种生物学活性[1-2]. 石军 et al临床用肝

■创新盘点
肝素在抗肝纤维
化作用在临床与
动物实验研究得
到证实, 本实验是
通过肝素作用体
外培养的星状细
胞观察相应变化, 
进一步探讨分子
生物学机制.
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现同样有肝素的作用, 但肝素浓度较低的Ⅱ组、

Ⅰ组的吸光度和对照组比较无显著差异, 而这两

组分泌Ⅰ型胶原水平均明显低于对照组, 说明

肝素抑制HSC的Ⅰ型胶原分泌除了引起HSC增
殖抑制外可能还有其他的因素. 文献[5,10]认为

TGF-β1与HSCⅠ型胶原表达关系密切. TGF-β1
通过活化Smad信号途径能诱导ECM基因的表

达上调, 刺激ECM的合成, 而促进肝纤维化进程. 
如果阻断TGF-β1合成和(或)信号途径显著降低

动物纤维化. 实验证明用TGF-β1抑制物可抑制

HSC的活化及其功能[11]. 本实验中对照组HSC的
TGF-β1浓度较高, 检测到Ⅰ型胶原也相应较高. 
加入肝素作用后, 随着肝素的浓度增加, TGF-β1
下降同时Ⅰ型胶原随之减少, 且剂量越大, 抑制

作用越强. 因此HSC在肝素的作用下TGF-β1的分

泌下降进而抑制HSCⅠ型胶原的表达. 
肝纤维化过程中 ,  细胞与细胞间(激活的

Kupffer细胞、损伤的肝细胞、内皮细胞、血小

板等与HSC之间), 基质与HSC间除TGF-β1外还

有多种细胞因子如结缔组织生长因子(connect 
tissue growth factor, CTGF)、胰岛素样生长因子

(insulin-like growth factor, IGF)、TNF-α、表皮

生长因子(epidermal growth factor, EGF)、纤维

生长因子(fibrogrowth factor, FGF)、IL-6、IL-1
等构成复杂的调节网络. HSC活化的信号传导、

HSC凋亡的启动因素、凋亡信号的传递途径、

凋亡因子之间的相互作用及细胞因子网络在

HSC活化和凋亡中的调控等也参与肝纤维化过

程[12-14]. 因此抗肝纤维化的药物也是多途径、多

环节、多靶位的作用结果. 肝素抗肝纤维化作

用机制比较复杂[15]. 本实验发现肝素可能参与影

响HSC的TGF-β1等细胞因子的分泌和胶原的合

成而产生抗肝纤维化作用. 这只是其中错综复

杂的机制的一小部分, 其更深层次的作用及相

关机制有待探索和研究. 明确肝素抗纤维化机

素治疗乙型肝炎患者后, 发现肝素可显著降低

慢性乙型肝炎患者血清透明质酸型Ⅳ型胶原水

平, 治疗后肝组织胶原纤维增生减轻, 肝星状细

胞恢复正常, 显示肝素有抗肝纤维化的效果[2]. 但
肝素抗纤维化作用机理目前尚未完全明了, 认
为可能与其影响HSC及一些细胞因子有关[1,4]. 
在肝纤维化时HSC是TGF-β1产生的主要细胞, 
TGF-β1是促进肝纤维化重要的细胞因子[5]. 各
种致病因素作用于肝脏引起的损伤时, 可即刻

诱导TGF-β1的表达. 在TGF-β1的作用下激活的

HSC向损伤部位迁移和产生胶原, 并促进自分

泌TGF-β1, 形成正反馈效应, 导致=Extra cellular 
matrix, ECM不断的产生, 同时抑制ECM的降解, 
导致肝纤维化的发生发展[5-7]. 我们发现HSC在

体外培养48 h后, 在其培养的上清液中可以检测

到TGF-β1, 肝素作用48 h后, 除低浓度肝素组外, 
HSC分泌TGF-β1水平均明显低于对照组, 说明

一定浓度肝素可以抑制HSC的TGF-β1的分泌. 
肝纤维化是一种对坏死脱落的肝组织进行

修复的代偿反应. HSC可分泌Ⅰ, Ⅲ, Ⅳ型胶原, 
层黏蛋白(laminin, LN)、纤维连接素(fibronectin, 
FN)、透明质酸等多种ECM成分, 用以修补坏

死脱落的肝组织缺损空间, 并最后导致肝纤维

化. 其中Ⅰ型胶原是ECM的主要成分. Stefanovic  
et al [8]发现HSC活化时Ⅰ型胶原mRNA为静止时

的60-70倍, 本实验发现, HSC在肝素作用48 h后, 
其分泌Ⅰ型胶原水平均明显低于对照组, 说明肝

素可以抑制HSC的Ⅰ型胶原的产生, 呈现一定浓

度依赖性. 肝素抑制HSC的Ⅰ型胶原分泌的机制

与HSC的增殖受抑制有关[9]. 我们通过MTT比色

法测定吸光度的变化反应肝素对培养的肝星状

细胞增殖情况. 结果发现加入肝素48 h, 随着肝素

浓度的增加, 平均每孔的吸光度随之下降, 说明

肝素对HSC增殖有抑制作用. HSC增殖抑制, 促
进其凋亡可减慢或停止纤维化的发展. 本实验发

■应用要点
肝素抗纤维化临
床有效. 本实验通
过体外细胞深入
研究, 为肝素抗肝
纤维化的分子生
物学机制提供了
理论参考.

表 1 肝素对rHSC-99Ⅰ型胶原TGF-β1水平以及增殖的影响(n  = 18, mean±SD)

      分组     肝素浓度(mg/L)    TGF-β1 (ng/L)      Ⅰ型胶原浓度(ng/L) 平均吸光度

对照组                0     5.95±1.72                  95.61±12.55  0.46±0.17

肝素Ⅰ组              10     5.49±1.23                  87.20±.9.30a      0.42±0.12

肝素Ⅱ组            100     4.59±1.27b                 73.17±12.04a     0.33±0.14

肝素Ⅲ组          1000     3.34±1.13bd                 63.31±10.93ac  0.29±0.07a

F                       12.86                       29.30        6.11

P                       <0.01              <0.01          <0.01

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  肝素Ⅱ组、肝素Ⅰ组.
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制, 对肝纤维化的治疗有重要指导意义.

致谢: 感谢北京大学人民医院肝胆外科中心冷

希圣教授对本课题的支持.
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Abstract
AIM: To analyze the findings of X-ray radio-
graphy in abnormal stoma of oesophageal 
carcinoma after operation and summarize the 
examination values. 

METHODS: Post-operative imaging results from 
50 cases of abnormal stoma of oesophageal car-
cinoma were analyzed retrospectively.

RESULTS: Among the 50 cases, anastomotic 
stenosis was seen in 21 cases, tumor recurrence 
in the stoma in 15 cases, stoma fistula in 9 cases, 
stoma ulcer in 3 cases, and a retained foreign 
body in the stoma in 2 cases. 

CONCLUSION: X-ray radiography may have an 
important diagnostic value for the detection of 
abnormal stoma of oesophageal carcinoma after 
operations, and it offers reliable clinical data.

Key Words: Oesophageal carcinoma; Stoma; X-ray 
radiography; Diagnosis
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radiography for the detection of abnormal stoma of 
oesophageal carcinoma after operation: an analysis of 
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摘要
目的: 分析食管癌术后吻合口异常的X线造影
表现, 总结X线造影检查价值. 

方法: 回顾性分析50例食管癌术后吻合口异
常患者的X线造影检查影像表现. 

结果: 50例食管癌术后吻合口异常患者, 发生吻
合口狭窄21例, 吻合口肿瘤复发15例, 吻合口瘘
9例, 吻合口溃疡3例, 吻合口处异物滞留2例.

结论: X线造影检查对食管癌术后吻合口异常
具有重要的检查诊断价值, 并为临床提供可靠
的检查资料.

关键词: 食管癌; 吻合口; X线造影; 诊断
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0  引言

食管癌在临床工作中非常常见, 是消化道常见

的恶性肿瘤之一. 外科手术治疗为其首选治疗

方法, 文献对其报道较多[1-5]. X线(钡餐或泛影葡

胺)造影检查是食管癌术后患者常用的检查方

法, 文献对其报道较少. 笔者搜集我院50例食管

癌术后吻合口发生异常患者的X线造影检查影

像资料, 分析其影像学表现, 总结X线造影检查

诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-2007年间食管癌术后吻合口

发生异常的50例患者, 所有患者均行X线造影

检查, 其中男31例, 女19例, 年龄32-75(平均年龄

53.5)岁. 临床表现为吞咽困难20例, 吞咽不适5
例, 胸痛15例, 反酸呕吐34例, 声嘶5例, 呛咳9例.

®

■背景资料
食管癌是临床工
作中非常常见的
消化道恶性肿瘤
之一, 外科手术治
疗为其首选治疗
方法 ,  X线 (钡餐
或泛影葡胺)造影
检查作为一种简
单、经济实用的
检查手段, 是食管
癌术后患者常用
的检查方法, 通过
检查可观察吻合
口异常情况, 为临
床治疗提供可靠
的检查依据. 
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1.2 方法 X线造影检查采用PHILIPS数字胃肠机, 
所有患者均行X线造影检查. 造影时根据患者梗

阻情况灵活选择造影剂(钡剂)浓度, 适时采用低

张双对比检查. 对吞咽梗阻较为严重的病例立

即换用稀钡并行低张双对比检查, 对怀疑有吻

合口瘘者及腹部肠道有梗阻征象者采用po泛影

葡胺造影检查. 

2  结果

50例食管癌术后吻合口异常患者均行X线造影

检查. 其X线表现为: (1)吻合口狭窄21例(42%), 
X线造影表现为吻合口管径不同程度的狭窄(图
1A). (2)吻合口肿瘤复发15例(30%), 表现为吻合

口区管壁不规则增厚, 并形成软组织块影(与吻

合口邻近残胃及残段食管界限显示不清)(图1B). 
(3)吻合口瘘9例(18%), 可见造影剂经吻合口处

瘘口进入胸腔内, 形成不规则的造影剂积聚影, 
可为单发或多发瘘口(图1C). (4)吻合口溃疡3例
(6%), 在吻合口处见龛影形成(图1D). (5)吻合口

处异物滞留2例(4%), 表现为吻合口处上方见类

圆形充盈缺损影, 其上缘呈杯口状改变(图1E).

3  讨论

食管癌目前治疗方式有外科手术治疗、放射治

疗、介入治疗和内科化疗[1-7], 外科手术治疗为

其首选治疗方法. 食管癌多沿食管浸润生长, 手
术切除时其肿块上下方需要切除一定长度的食

管, 以保证彻底切除肿瘤. 食管癌经外科手术后, 
胃提至胸腔与残留食管吻合, 因此食管癌术后

患者应注意密切随访观察吻合口的改变. 食管

癌术后复查首先应选择进行X线(钡餐或泛影葡

胺)造影检查[8], 观察造影剂通过吻合口情况, 了
解有无并发症发生. 常见异常其X线造影表现常

见有以下几种异常情况. 
第一, 吻合口狭窄[9-10]. 吻合口狭窄是食管癌

术后常见的并发症. 食管癌术后吻合口狭窄程

度决定了患者的生存质量. X线造影检查是确诊

吻合口狭窄的常用方法, 可以了解吻合口狭窄

的原因、位置及程度. 吻合口狭窄的上方残段

食管可见不同程度扩张征象, X线造影时吻合口

壁光整, 柔软度及黏膜未见确切异常. X线造影

检查将吻合口狭窄程度分为轻度、中度及重度. 
轻度狭窄指吻合口宽度为5-10 mm, 造影时造影

图 1 食管癌术后吻合口异常X线表现. A1-3: 轻、中、重度狭窄; B1-2: 肿瘤复发; C1-2: 多发、单发瘘; D: 肿瘤复发并溃

疡形成; E: 吻合口处异物滞留(手术证实为肉块).

A1

B1

C2

A2

B2

D

A3

C1

E

■创新盘点
本文从医学影像
学角度分析食管
癌 术 后 吻 合 口 X
线造影表现, 为临
床治疗提供了可
靠的检查资料, 从
而加强了临床医
学与影像医学学
科之间的联系.
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剂充盈吻合口, 稍有凹陷切迹改变; 中度狭窄吻

合口宽度为3-5 mm, 造影剂通过稍显受阻, 其上

食管可见扩张征象; 重度狭窄吻合口宽度为<3 
mm, 造影剂通过时呈线样改变, 其上食管明显

扩张. 本组病例中为轻度狭窄者12例, 中度狭窄

者6例, 重度狭窄者3例. 吻合口狭窄需与肿瘤复

发所致狭窄及吻合口瘢痕性狭窄相鉴别[11]. 吻合

口肿瘤复发所致的狭窄可见吻合口壁增厚或吻

合口肿块影像改变, 瘢痕性狭窄无软组织肿块

及周围侵犯, 必要时可行胃镜检查鉴别. 
第二, 吻合口肿瘤复发[11-12]. 食管癌术后肿

瘤复发包括吻合口复发, 胸腔胃复发, 纵隔淋巴

结转移[13]. 复发最常见于吻合口复发, 表现为吻

合口壁局限性增厚, 或吻合口软组织肿块. 常见

以下几种情况: (1)切缘残存癌细胞复发; (2)如切

除长度不够可导致局部复发, 常在吻合口处. 吻
合口肿瘤复发时, 癌细胞侵及黏膜, 可出现黏膜

增粗、紊乱、破坏中断; 侵及肌层时, 可见吻合

口壁毛糙、僵硬、吻合口器质性狭窄. 胸腔胃

复发造影时发现胸腔胃内有充盈缺损及黏膜破

坏中断, 应考虑胸腔胃复发可能. 当放射医师发

现或怀疑吻合口及胸腔胃有复发征象, 此时要

行胃镜及病理检查确诊. 纵隔淋巴结复发, 纵隔

淋巴结复发X线造影较难发现, 有时仅见纵隔内

半弧形突出影, CT检查是诊断纵隔淋巴结复发

的可靠检查方法. 早期发现吻合口肿瘤复发对

患者早期治疗有着重要的临床意义. 
第三, 吻合口瘘[14-16]. 吻合口瘘是食管癌术

后最严重的并发症之一 [17-18], 发生率约为3%- 
5%. 其发生时间早, 手术后起至术后1 wk左右

为其高发时间, 手术结束即应高度警惕. 按其发

生时间早晚可分为早期瘘(<3 d)、中期瘘(4-10 
d)、晚期瘘(10 d以上). X线造影最好选用60%泛

影葡胺. 当发生食管吻合口与气管瘘时, 患者可

出现明显呛咳、呼吸困难等症状; 发生食管与

胸腔瘘时, 患者可出现术侧胸腔积液、高热、

胸痛、呼吸困难等症状. X线造影检查可明确诊

断吻合口瘘, 并了解吻合口瘘口情况. 瘘口可为

单发或多发, 造影时可见造影剂经瘘口进入气

管或胸腔内, 进入气管者可见支气管及分支显

影, 进入胸腔者可见胸腔内不规则的造影剂积

聚影. 临床上有些小瘘道, 站立位情况下造影剂

通过快, 不易显示, 此时应取卧位或俯卧位观察. 
尤其是临床高度怀疑有瘘存在情况下, 患者体

温持续偏高, 此时放射科医师更应该多体位、

多角度观察, 以明确诊断. 

第四, 吻合口溃疡. X线造影发现吻合口处

规则或不规则钡斑影时, 应考虑吻合口处溃疡

发生. 吻合口溃疡与常见消化道溃疡一样, 有良

性与恶性之分. 良性者表现为吻合口处规则的

钡斑影. 恶性者表现为吻合口处不规则的钡斑

影, 邻近吻合口管壁僵硬毛糙, 可见不同程度的

狭窄及充盈缺损征象, 黏膜破坏中断. 良性及恶

性溃疡有时在X线造影上难区分, 此时应结合胃

镜及病理检查鉴别. 
第五, 吻合口处异物滞留. 吻合口处异物滞

留, X线造影表现为吻合口上方可见类圆形充盈

缺损影, 其上缘呈杯口状. 异物滞留最常见于患

者饮食大块食物后. 吻合口处异物滞留, 常见的

原因有两种: 一种是吻合口发生狭窄, 表现为食

物难以通过狭窄的吻合口; 另一种是吻合口肿

瘤复发, 表现为吻合口管壁增厚, 管腔变窄. 如
食用大块食物容易发生吻合口处异物滞留. 

X线造影(钡餐或泛影葡胺)检查是食管癌

术后复查的一种经济实用的检查方法. 他可及

时早期发现食管癌术后吻合口异常改变, 其X线

造影表现有一定的特征性. X线造影检查结合胃

镜及病理检查, 可为临床治疗提供可靠的检查

资料.
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Abstract
AIM: To observe whether humoral immunity 
reactions participate in acute fatty liver during 
pregnancy (AFLP).

METHODS: The deposition of all kinds of im-
munoglobulin and complements was observed 
in three cases of AFLP by immunohistochemical 
staining.

RESULTS: In cases 1 and 2, many rough par-
ticles of IgG, C1q or C4c were deposited in he-
patic sinusoidal endothelial cells, while Kupffer 
cells swallowed many positive particles of IgG, 
IgM, IgA and C1q. Different amounts of C1q and 
C4d were deposited in the portal area and ves-
sel endothelial cells, respectively in case 3, many 
IgG, IgM and IgA molecules were deposited in 

hepatic sinusoidal endothelial cells and portal 
area, but very few complements were deposited.

CONCLUSION: The hepatic tissue of AFLP pa-
tients has various degrees of humoral immunity 
reaction, which may be important factors in the 
development of AFLP.

Key Words: Acute fatty liver during pregnancy; Im-
munoglobulin; Complement; Immunohistochemistry

Zheng ZY, Wang C, Qu LJ, Yang CS, Zeng L, Feng CY. 
Humoral immunity reactions in the liver tissues of 
patients with acute fatty liver during pregnancy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(34): 3637-3640

摘要
目的: 观察妊娠急性脂肪肝(AFLP)发病有无
体液免疫反应参与. 

方法: 采用免疫组化染色方法, 观察3例AFLP
肝组织中各种免疫球蛋白和补体的沉积. 

结果: 例1, 2肝小叶的肝血窦内皮细胞上均有
大量IgG、C1q或C4c粗颗粒状沉积, 血窦内
枯否氏细胞吞噬IgG、IgM、IgA及C1q阳性
颗粒, 汇管区有不等量C1q沉积和血管内皮细
胞C4d. 例3肝血窦内皮细胞和汇管区有较多
IgG、IgM、IgA沉积, 但补体沉积很少.

结论: AFLP肝脏组织中存在不同程度的体液
免疫反应, 可能是其重要的发病因素.

关键词: 妊娠急性脂肪肝; 免疫球蛋白; 补体; 免疫

组化
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0  引言

妊娠急性脂肪肝(a c u t e f a t t y l i v e r d u r i n g 
pregnancy, AFLP)是妊娠晚期发生的一种少见的

致命性疾病, 发病机制不明. 目前认为此病与胎

®

■背景资料
妊娠急性脂肪肝
(acute fatty liver 
o f  p r e g n a n c y , 
AFLP)是一种罕
见 且 病 因 不 明
的 妊 娠 晚 期 并
发 症 ,  发 病 率 为
1/7000-1/16 000, 
死亡率极高. 主要
病理变化是肝细
胞内出现大量的
细小脂肪空泡.

■研发前沿
对AFLP多从脂肪
酸代谢、酶的研
究、基因表达和
临床实验检查等
方面研究. 目前主
流意见认为其发
病与胎儿或母体
脂肪酸代谢障碍
有关. AFLP中存
在体液免疫反应
的研究未见报道.
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儿脂肪酸运转以及线粒体氧化障碍有关[1-2]. 为
了解AFLP发病是否也有体液免疫反应参与, 我
们对1997年以来我院确诊为AFLP的3例肝穿标

本, 采用免疫组化染色方法, 观察肝组织中各种

免疫球蛋白和补体的沉积情况.

1  材料和方法

1.1 材料 临床资料参见表1. 病例1, 22岁, 因“妊

娠36 wk, 全身黄疸5 d, 牙龈出血10 d, 加重5 d”, 
于1997-01-20入院. 给予保肝、抗凝、输新鲜血

浆和血小板、利尿、抗感染及对症支持治疗, 次
日静滴催产素, 臀牵引助产1死婴. 产后持续阴道

出血, 无尿, 病情逐渐加重, 出现血性泡沫痰, 叹
气样呼吸, 血压测不到, 于入院后第6天经抢救治

疗无效死亡. 死后1 h内行肝穿刺, 送病理检查. 病
例2, 26岁, 双胎妊娠37 wk, 疲乏, 眼黄5 d, 腹部

阵痛3 h, 于2006-06-20入院. 入院后给予保肝、

保肾、降酶、止血、补充凝血因子等处理, 次
日会阴侧切助娩出一大一小男婴, 大的抢救无

效死亡, 小的转儿科治疗后存活. 产后胎盘胎膜

部分残留, 出血不止, 行次全子宫切除术, 同时肝

活检. 术后给予保肝、利胆、利尿、抗感染、

抗肝性脑病、改善微循环及营养支持等治疗, 
但病情逐渐加重, 呼吸急促, 呈昏迷状, 出现高

热. 入院后第8 d经抢救治疗无效死亡. 病例3, 26
岁, 孕37 wk, 恶心、呕吐5 d, 皮肤黄染、眼黄4 d, 
2007-02-09入院. 主要体征为血压160/115 mmHg, 
下肢浮肿, 全身皮肤、双眼巩膜黄染. 当日行急

诊剖腹产术, 娩一男婴, 存活. 术后血压明显下降

(105/60 mmHg), 术后4 d内黄疸进行性加深, 出现

凝血功能障碍、肾功能损害和低血糖, 考虑妊娠

期急性脂肪肝, 转入肝内科诊治. 行肝穿活检术, 
给予保肝、退黄、静滴血浆、抗感染等治疗, 症
状逐渐消失, 皮肤黄染消退, 肝功明显好转. 住院

8 d后出院, 随访月余, 痊愈. 
第一抗体兔抗人IgG、IgA、IgM、C3c、

C4c、C1q均为Dako公司产品, 兔抗人C4d为
Biomedica公司产品, 兔抗HBsAg和HBcAg购于

中杉金桥公司. 免疫组化试剂盒用Maixin.Bio公
司EliVisionTM plus广谱试剂盒.
1.2 方法

1.2.1 标本处理: 3例AFLP光镜标本用中性福尔

马林固定, 石蜡包埋, 连续切片2 μm, 分别行HE, 
PAS, 网状纤维染色和二步法免疫组化染色. 电
镜标本按常规制片, JEM 1200EX型电镜观察.
1.2.2 免疫组化染色: 石蜡切片脱蜡入水, 0.01 

mol/L 柠檬酸盐缓冲液(pH6.0)中高温高压修复

抗原. HBsAg和HBcAg染色不消化, C4d染色用

0.1%胰酶消化0.5 min, 其余染色用0.1%胰酶消

化1.5 min. 浸入30 mL/L过氧化氢10 min, 滴加

一抗37℃孵育2 h, 滴加辣根过氧化物酶标记的

二抗37℃孵育30 min, AEC显色. 各步骤间均用

PBS(pH7.2)洗涤切片. PBS代替一抗作为阴性

对照. 观察各例免疫组化染色片中IgG、IgM、

IgA、C3c、C4c、C4d、C1q和纤维蛋白原(Fg)
的阳性显色在肝组织中的分布情况, 按汇管区、

肝小叶分别记录阳性范围. 阳性范围: 阴性为0
分, <25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, 
>75%为4分.

2  结果

2.1 光镜下病变 3例均有肝细胞弥漫性小泡状脂

肪变性(图1A), 少量大泡性脂肪变性, 肝细胞内

中度淤胆, 灶性肝细胞坏死, 肝血窦狭窄, 枯否

氏细胞增生. 例1汇管区有少量淋巴、单核细胞

浸润. 例2汇管区水肿, 中等量淋巴、单核细胞

浸润, 中等量碎屑样坏死, 轻度桥形坏死. 
2.2 电镜下病变 3例均见肝小叶结构存在, 肝细

胞质内可见大量小泡性脂滴, 有时脂滴呈大泡

性, 部分肝细胞基质内亦有无包膜的脂滴. 线粒

体形态、大小、结构无明显异常, 糖原不多, 少

图 1 AFLP. A: 肝细胞弥漫性小泡状脂肪变性(HE染色×

400); B: 血窦内皮细胞上C1q大量粗颗粒状沉积(免疫组化染

色, AEC显色, 苏木精套染×400).

A

B

■创新盘点
本文通过免疫组
化染色证实妊娠
急性脂肪肝中存
在显著的体液免
疫反应. 体液免疫
反应可能是AFLP
发病的重要因素.
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的方法检查了3例AFLP患者肝组织中免疫球蛋

白和补体沉积情况. 
结果发现, 例1, 2肝组织中均有大量的IgG

及C1q沉积于肝血窦壁内皮细胞上. 例3肝组织

有IgG、IgM和IgA沉积, 但补体沉积很少. 前两

者肝功损害、凝血功能障碍和脂肪变性均较重, 
最终死亡. 第三例病情相对较轻, 最终治愈. 这
一现象提示, AFLP患者肝脏组织中存在不同程

度体液免疫反应, 并造成肝组织损伤. 补体系统

大量激活是造成肝脏严重损害的重要因素[16-20], 
体液免疫反应可能是AFLP发病的重要因素. 本
组例1, 2入院后通过产道分娩, 例3行急诊剖腹

产术, 两种治疗方案结果完全不同. 因此, 及时

终止妊娠对阻断AFLP病情的发展和挽救病人生

命可能有重要意义. 
Nowoslawski et al [21]曾经报道过, 乙型病毒

性肝炎的肝组织中有免疫复合物沉积, 尤其在

亚急性重症肝炎中有明显补体激活. 本组第2
例有碎屑样坏死、轻度桥形坏死, 以及HBsAg
和HBcAg阳性, 提示患者原有乙型中度慢性肝

炎. 但是, 该例中肝细胞大量小泡性脂肪变性不

能用乙型肝炎解释. 结合临床其他指标, 此例

诊断为AFLP伴有慢性乙型肝炎. Hamid et al [22]

曾提出, 病毒性肝炎可能与AFLP发病有关. 然
而AFLP十分罕见, 慢性乙型肝炎孕妇却并不少 
见[23-26]. 因此两种病之间可能没有因果关系. 

本文报道的现象与目前AFLP发病机制的研

究观点有冲突. 这种现象是否在AFLP中普遍存

在, 仍有待于对更多病例进行研究.
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表 1 3例AFLP入院时化验指标

      ALT 
U/L

AST 
U/L

  DBIL
μmol/ L

   TBil
μmol/ L

CREA
μmol/ L

UA
mmol/L

WBC
109/L

  N
  %

 PLT
109/L

HGB 
 g/L

  FIB
  g/L

  PT
   s

TT
s

PT-INR
GLU

 mmol/L

例1 30 -    - 171 323 453 22.5 88   97   95    - 74 - - 3.4

例2 344 345   71.3 151.3 207 637 17.58 68.6 158 130 <0.35 36.60 － 3.94 3.0

例3 275 284 118 138 223 640 10.8 74.4 102 164    1.2 30 14.4 2.41 3.4

例1: HBsAg阴性; 例2: HBsAg, HBeAg和HBcAb均阳性; 例3: HBV, HAV, HCV, HEV血清标志物均阴性.

表 2 AFLP免疫组化染色结果

      
抗体

          肝血窦壁                                 汇管区  

A              B            C A             B            C

IgG 4 3 4 0 0 4

IgM 0 0 2 0 0 2

IgA 0 1 3 0 0 4

C3c 0 0 2 0 0 1

C4c 0 3 0 0 0 0

C4d 1 1 0 2 1 2

C1q 4 4 1 2 2 0

Fg 0 2 0 0 0 0

A为例1; B为例2; C为例3.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical value of combined 
CA199 and spiral CT in the diagnosis of gall-
bladder carcinoma.

METHODS: Clinical data on 33 patients with 
gallbladder carcinoma were analyzed retrospec-
tively and assessed for the presence of CA199 
with chemoluminescence and spiral CT.

RESULTS: The diagnostic rates of 16-slice spiral 
CT, serum CA199 and their combination were 
72.73%, 81.82% and 66.67%, respectively, with no 
significant difference (c2 = 1.98, P > 0.05). Using 
spiral CT, 24 patients were diagnosed as having 
gallbladder carcinoma before treatment, including 
10 cases of soft-tissue mass type, 6 cases of cystic 
wall thickening and 6 cases of intra-cystic type.

CONCLUSION: Determining the presence of se-
rum CA199 may contribute to an early diagnosis 
of gallbladder carcinoma, and spiral CT data 
and its typing may provide scientific evidence 
for making suitable treatment plans. Combined 
serum CA199 and spiral CT has no effect on the 

sensitivity, but can improve the specificity of 
gallbladder carcinoma diagnosis. 

Key Words: Gallbladder carcinoma; Tumor markers 
CA199; 16-slice spiral CT

Lin C, Liao Y, He CY. Clinical value of combined serum 
tumor marker CA199 and spiral CT in the diagnosis of 
gallbladder carcinoma: an analysis of 33 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(34): 3641-3643

摘要
目的: 探讨肿瘤标志物CA199测定联合螺旋
CT检查对胆囊癌的诊断价值. 

方法: 回顾性分析胆囊癌33例, 所有患者术前
测定血清CA199含量, 并行螺旋CT检查. 

结果: 术前CT、CA199、CT联合CA199诊断
符合率依次为72.73%、81.82%和66.67%, 差
异无统计学意义(c2 = 1.98, P >0.05). 16层螺旋
CT术前诊断胆囊癌24例, 包括肿块型10例、

壁厚型8例、腔内型胆囊癌6例.

结论: CA199测定有利于胆囊癌的早期发现, 
螺旋CT检查及其分型可为术前制订治疗方案
提供依据, 两者联合对胆囊癌诊断的灵敏性无
影响, 但可以提高特异性.

关键词: 胆囊癌; 16层螺旋CT; 肿瘤标志物CA199; 

化学发光法

林翀, 廖彦, 何长有. 肿瘤标志物CA199联合螺旋CT检查胆囊

癌33例. 世界华人消化杂志. 世界华人消化杂志  2007; 15(34): 

3641-3643
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0  引言

胆囊癌(gallbladder carcinoma)多与胆囊结石、

炎症并存, 其早期症状不明显, 临床表现无特异

性. 当患者出现消瘦、腹痛加剧、右上腹包块

及黄疸时, 已属晚期. 患者开始出现症状后平均

生存时间约6 mo, 明确诊断后1年的死亡率约为

88%, 5年生存率低于5%[1-3]. 因此, 胆囊癌的诊断

与治疗是目前胆道外科迫切要解决的问题之一. 

®

■背景资料
胆囊癌早期症状
不明显, 临床表现
无特异性. CA199
为血清肿瘤标志, 
用于癌症的早期
诊断 ,  螺旋CT检
查及其分型可为
术前制订治疗方
案提供依据. 
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本文回顾性分析我院33例胆囊癌患者的临床资

料, 探讨血清肿瘤标志物CA199测定联合螺旋

CT检查对胆囊癌的诊断价值, 结果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组33例胆囊癌患者均经手术病理证

实, 男8例, 女25例, 年龄19-67(平均54.2)岁. 50岁
以上的患者24例(女18例), 占72.73%. 所有患者

中腺癌23例、鳞癌5例、黏液癌5例, 合并胆囊

结石18例. 临床症状多以右上腹不适、伴腹痛

为主, 部分病例伴发热、腹胀、乏力、消瘦、

纳差和黄疸.
1.2 方法 
1.2.1 血清CA199测定: 采集患者晨起空腹静脉

血3 mL, 离心后取血清置美国雅培公司AXSY
全自动免疫分析仪上, 用微粒体发光法测定血

清CA199含量, 操作严格按说明书进行. 血清

CA199正常参考范围为0-27 kU/L. 
1.2.2 螺旋CT检查: 患者禁食6 h以上, 开始检

查前服温开水1000-1500 mL. 使用LightSpeed 
Ultra 16层螺旋CT扫描机, 扫描条件: 120 kV, 
100 mA, 层厚3.75 mm, 螺距1-1.5 mm, 速率 
3 mL/s. 增强扫描用65%泛影葡胺或碘普罗胺

注射液80-100 mL, 快速静脉滴注或高压注射器 
2.0-2.5 mL/s注射40-60 s后开始扫描, 于5 min
后再行延迟扫描. 将采集到的原始数据输入GE 
advantage workstation 4.0工作站进行图像后处

理, 保存立体感最强图像. 
统计学处理 结果用excel录入, 用SPSS10.0统

计软件包进行处理, 计数资料比较c2检验.

2  结果

本组33例患者中血清CA199阳性者27例, 诊断符

合率81.82%; 术前CT检查诊断为胆囊癌24例, 诊
断符合率为72.73%; 有22例患者术前血清CA199
阳性, CT检查诊断为胆囊癌. 联合术前CT检查和

CA199均诊断为胆囊癌的诊断符合率为66.67%. 
CA199和CT联合诊断符合率的差异无统计学意

义(c2 = 1.98, P>0.05).
术前C T检查诊断为胆囊癌24例 ,  包括三

种类型: (1)肿块型10例, 胆囊形态不完整或未

见胆囊正常形态, 胆囊被圆形或不规则肿块充

填, 仅剩余少量胆囊腔, 侵及胆囊管(图1A). 平
扫密度不均匀, 内见低密度区, 增强后见正常肝

组织与病灶分界清晰. (2)壁厚型8例, 胆囊壁局

限性或弥漫性不规则增厚, 甚至呈结节状, 厚度 

0.8-1.5 cm, 内缘呈波浪状(图1B). (3)腔内型6例, 
胆囊明显增大但形态完整, 局部胆囊壁增厚, 胆
囊壁内侧结节状或蕈伞状软组织肿块突向腔内, 
平扫密度均匀, 增强后密度欠均匀(图1C). 33例
中有9例术前CT检查误诊为胆囊炎, 其中胆囊结

石者7例, 肝门胆管癌1例, 胰头部占位1例.

3  讨论

胆囊癌是胆道系统常见的恶性肿瘤, 在我国消

化道肿瘤中居第5-6位, 多见于东北和西北地区, 
在黑龙江省同期普外科疾病中占0.6%[4]. 邹声

泉(2000年)回顾性分析全国3922例胆囊癌流行

病学资料, 提出胆囊癌发生与年龄、性别、职

业、饮食和地区等因素有关, 发病的高峰年龄

为50-70岁, 男女发病比例约为1∶1.98[4]. 本组

33例, 54.55%合并胆囊结石, 50岁以上的患者占

72.73%, 男女比例为1∶3.125. 经病理确诊腺癌

23例, 占全部病例的69.7%. 

A

B

C

图 1 胆囊癌螺旋CT图像. A: 肿块型; B: 壁厚型; C: 腔内型.

■应用要点
本文应用先进的
1 6 层 螺 旋 C T 技
术结合传统的血
清 肿 瘤 标 志 物
CA199诊断胆囊
癌, 可提高诊断的
特异性.
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血清肿瘤标志物在临床症状、体征或影像

学改变出现前, 就呈现在患者血清或组织中, 对
于癌症的筛选、辅助诊断、疗效评价及预后监

测等具有重要的意义. CA199是一种黏液型糖

蛋白, 在正常人血液中含量很低, 但在胰腺癌、

胃癌、结直肠癌、胆管癌、卵巢癌、宫颈癌等

患者血清中均会升高, 以胰腺癌中升高最为明

显, 其次为胆囊癌[5-14]. 由于CA199并非胆囊癌

的特异性肿瘤标记物, 且CA199是Lewisa血型抗

原的组成部分, 有些人由于缺少这种基因, 即使

发生胆囊癌, 外周血CA199仍表现为假阴性[15]. 因
此, CA199需要结合影像学检查并经临床全面

系统分析, 才能进一步提高胆囊癌诊断的特异

性. 本文33例胆囊癌患者, CA199诊断符合率为

81.82%, CT诊断符合率为72.73%, CT和CA199
联合诊断符合率为66.67%, 差异无统计学意义

(P <0.01). 
影像学检查是诊断胆囊癌的主要方法. 传

统X线造影检查已基本被淘汰. 皮肝穿胆道造影

(PTC)及逆行胰胆管造影(ERCP)因具有创伤性, 
且不能显示腔外情况, 临床诊断具有一定的局

限性[16]. B超检查虽简单、实用、经济，但易受

腹壁肥厚、肠管积气的影响, 并且不易判定结

石充满型及萎缩型胆囊壁情况[17]. 近年来, 螺旋

CT及三维重建技术被用于胆囊癌的术前诊断, 
CT检查可清晰地显示胆囊形态、大小、血供、

胆道改变及局部解剖关系, 对胆囊癌的定性诊

断和分型有重要价值. 本文应用螺旋CT检查胆

囊癌患者, 术前诊断符合率达72.73%. 其中肿块

型10例, 占41.67%, 多为晚期, CT表现为胆囊形

态不完整, 胆囊腔大部分或完全消失, 胆囊窝内

为软组织肿块充填, 肿块边缘不清. 壁厚型8例, 
占33.33%. 此型胆囊癌由于肿瘤广泛浸润导致

胆囊壁不对称、不均匀增厚, 胆囊多变形、不

规则. 腔内型胆囊癌6例, 占25%, CT表现为胆囊

形态完整, 向腔内生长的分叶状结节边界清晰. 
各型胆囊癌CT特征为临床制定治疗方案具有重

要意义. 
总之, CA199测定对胆囊癌的早期发现具有

重要作用, CT检查对于病灶的发现、形态及分

型必不可少. 采用CT和CA199联合诊断可明显

提高诊断的特异性, 且不降低胆囊癌的诊断符合

率, 有利于临床制订治疗方案, 建议推广应用. 
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■同行评价
本文用16层螺旋
CT和CA199联合
诊断胆囊癌具有
一定的科学性和
实用性.
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Abstract
AIM: To evaluate the value of serum macrophage 
inhibitory cytokine-1 (MIC-1) as a novel marker 
for diagnosing pancreatic cancer.

METHODS: Serum MIC-1 levels were measured 
by sandwich ELISA assay in 101 patients with 
pancreatic adenocarcinomas, 10 patients with 
benign pancreatic tumors, and 50 healthy con-
trol subjects. The diagnostic performance of se-

rum MIC-1 as a marker of pancreatic cancer was 
compared with that of serum CA199.

RESULTS: MIC-1 levels were significantly high-
er in patients with pancreatic adenocarcinoma 
than in those with benign pancreatic neoplasms 
or in healthy controls (1427 ± 1056 ng/L vs 362 ± 
177 ng/L, 299 ± 159 ng/L). The diagnostic accu-
racy of MIC-1 (sensitivity 81.2%, specificity 94%, 
positive predictive value 96.5%, negative predic-
tive value 71.2%; AUC 0.92) at detecting pancre-
atic adenocarcinomas was higher than that of 
CA199 (sensitivity, 72.4% specificity 89.6%, posi-
tive predictive value 93.4%, negative predictive 
value 61.4%; AUC 0.86), and the combination of 
MIC-1 and CA199 significantly improved diag-
nostic sensitivity (91.1%).

CONCLUSION: MIC-1 can become a novel tu-
mor marker and aid in the diagnosis of pancre-
atic adenocarcinoma.

Key Words: Pancreatic adenocarcinomas; Macro-
phage inhibitory cytokine-1; CA199; Enzyme linked 
immunosorbent assay

Shao CJ, Wang XB, Wang Y, Li M, Tian HM, Shan Y, Zhao 
P, Zhang W. Value of macrophage inhibitory cytokine-1 
as a novel marker for detecting and diagnosing pancreatic 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(34): 
3644-3648

摘要
目的: 探讨MIC-1作为新的肿瘤标志物在胰腺
癌临床血清学诊断中的应用价值. 

方法: 采用酶联免疫方法检测101例胰腺癌、

10例胰腺良性病变患者及50例正常人血清中
的MIC-1表达水平, 并与肿瘤标记物CA199进
行比较. 

结果: 胰腺癌患者血清中M I C-1表达水平
(1427±1056 ng/L)显著高于胰腺良性肿瘤
(362±177 ng/L)和正常人血清水平(299±159 
ng/L)(P <0.001). MIC-1检测胰腺癌的敏感性、

®

■背景资料
胰腺癌一种发病
隐 匿 的 高 度 恶
性 肿 瘤 ,  死 亡 率
极 高 .  建 立 对 早
期胰腺癌的有效
诊断方法是目前
提高胰腺癌疗效
的唯一有效的方
法. 目前广泛使用
的胰腺癌标志物
CA199的敏感性
只有70%左右, 对
早期胰腺癌的检
出价值较低. 因此
临床急需新的肿
瘤标记物以提高
早期胰腺癌的诊
断率. 随蛋白质组
学的发展对找寻
胰腺癌肿瘤标志
物有了很大促进
作 用 ,  但 有 效 的
肿瘤标记物仍寥
寥 无 几 .  目 前 仅
有MIC-1显示出
了可以应用于临
床以提高对胰腺
癌诊断率的潜力. 
虽然早在1997年
MIC-1即被发现, 
但只在近年来才
作为肿瘤标记物
进行研究. 
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特异性、阳性预测值、阴性预测值和AUC分
别为81.2%、94%、96.5%、71.2%和0.92, 分
别高于CA199的相应对应值72.4%、89.6%、

93.4%、61.4%和0.86. 与CA199联合检测时, 
敏感性可提高至91.1%.

结论: MIC-1有可能成为用于胰腺癌临床诊断
的新肿瘤标记物.
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0  引言

胰腺癌是一种高度恶性肿瘤, 具有发病隐匿、

恶性度高、预后差、生存率低等特点, 其发病

率呈上升趋势, 死亡率与发病率之比接近于1. 
由于胰腺癌早期缺乏特异的临床表现, 80%以

上的胰腺癌患者在确诊时已有局部扩散和远

处转移而不能进行手术治疗, 中位生存期只有

3-6 mo, 5年生存率小于5%. 早期胰腺癌手术治

疗是目前唯一提高胰腺癌疗效的有效方法, 术
后5年生存率可提高到19%-41%. 因此胰腺癌的

早期诊断对其手术治疗及预后至关重要[1-2]. 目
前广泛使用的胰腺癌标志物CA199的敏感性只

有70%左右, 对早期胰腺癌的检出价值较低. 因
此临床急需开发新的肿瘤标记物以提高早期胰

腺癌的诊断率. 巨噬细胞抑制因子-1(MIC-1)是
近期发现的肿瘤标志物[3-4], 作为TGF-β家族的

成员, 广泛参与细胞凋亡、侵袭及转移等生物

学过程. 正常人血清中的MIC-1是经剪切成熟

的含有TGF-β家族保守的7-半胱氨酸结构域同

源二聚体蛋白(约为25 kDa), 呈低水平稳定的表

达. Koopmann et al [5]发现, 在胰腺癌患者血清中

MIC-1的表达水平显著升高, 具有用于临床诊断

胰腺癌的价值.
本文通过检测胰腺癌、良性胰腺肿瘤患者

和正常人血清中MIC-1表达水平, 进一步探讨

MIC-1作为胰腺癌临床诊断新标志物的可行性.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医学科学院肿瘤医院2003-12/ 
2006-12期间经细胞或病理学诊断的胰腺癌患者

术前血清样本101例, 男68例, 女33例, 平均年龄

为58.77岁. 按UICC 2002年胰腺癌TNM分期标准

分为Ⅰ期4例, Ⅱ期8例, Ⅲ期52例, Ⅳ期37例; 按
肿瘤位置分为胰头49例, 胰尾37例, 胰体部13例, 
全胰2例. 另外还收集良性胰腺实性假乳头状瘤

10例, 正常人50例(男26例, 女24例, 平均年龄为

40.89岁). 采集正常人及患者术前静脉血, 所有

血清样本均无溶血、脂血, 收集血清后立即置

于-70℃冰箱中保存. MIC-1检测试剂盒为美国

R&D公司生产(Lot4301), 高吸附酶标板为Biomat
公司生产, TMB显色剂(LotFL001)及浓缩洗涤剂

(LotFL017)为晶美公司生产, 伯乐450酶免疫分析

仪为美国伯乐公司生产, 水浴箱为天津泰斯特

仪器有限公司生产, CA199试剂盒为美国Roche
生产.
1.2 方法 CA199测定按照试剂盒说明书进行. 
MIC-1浓度测定采用生物素-亲和素放大系统的

ELISA双抗体夹心两步法, 每个样品均设有平

行孔. 实验步骤如下: (1)标准品的制备: 以10 g/L 
BSA-VI(20 mmol/L、pH7.4 PBS)为稀释液将标

准抗原从浓度500 ng/L开始倍比稀释7次. (2)包
被: 50 mmol/L、pH9.6的碳酸盐缓冲液将包被

抗体稀释至2 mg/L, 然后以100 μL/孔加入96孔
微孔板中, 4℃过夜, 弃包被液并洗涤2次, 以300 
μL/孔加入封闭液(10 g/L BSA-VI、20 mmol/L 
PBS), 室温2 h, 弃封闭液并洗涤2次后备用. (3)
加样: 将血清按1∶10稀释, 按100 μL/每孔加入

孔中, 室温2 h. 洗涤3次后每孔加入100 μL生物

素化兔多抗(50 μg/L), 室温2 h, 洗涤3次, 再以

50 μL/孔加入亲和素化辣根过氧化物酶, 室温40 
min, 洗涤4次. (4)显色: 每孔分别滴加入A液和B
液各50 μL, 室温20 min, 加入1 mol/L H2SO4 50 
μL终止反应, 测A 450值. (5)参考值和阳性判断值: 
CA199参考值为0-37 kU/L, CA199>37 kU/L判断

为阳性. 以MIC-1浓度(ng/L)为横坐标, A值为纵

坐标, Log-Log拟合曲线, MIC-1的cutoff值设定

为正常人浓度值的mean±2SD. 大于cutoff值判

断为阳性.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS12.0统计软件, 进行t检验、方差分析及相

关性分析等统计分析.

2  结果

2.1 胰腺癌患者血清中MIC-1表达水平 胰腺癌

患者101例和正常对照组血清MIC-1浓度分别为

1427±1056 ng/L、299±159 ng/L, 两者差异显

著(P <0.001). 胰腺良性肿瘤病变患者10例血清

■相关报道
Koopmann et al
研 究 表 明 血 清
MIC-1对胰腺癌
检测的敏感性、
特 异 性 分 别 为
90%和94%, 在8
例T1-T2的早期胰
腺癌患者中有6例
MIC-1表达水平
升高, 而CA199升
高的只有3例.
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MIC-1浓度为362±177 ng/L, 与胰腺癌相比差异

性显著(P <0.001). 此外, 分析胰腺癌临床各期患

者血清MIC-1表达水平, 结果显示与正常组相比

均具有显著性差异, 而各期之间无明显差异(表1). 
2.2 MIC-1与CA199在胰腺癌临床诊断中的比较 
MIC-1的阈值为617 ng/L, MIC-1检测胰腺癌的

敏感性、特异性、阳性预测值、阴性预测值依

次为81.2%、94%、96.5%和71.2%, 高于CA199
的72.4%、89.6%、93.4%和61.4%(表2). ROC曲
线分析MIC-1、CA199的曲线下面积(AUC)分
别为0.92和0.86(图1). MIC-1与CA199联合检测

胰腺癌的敏感性可以提高至91.1%. 在区分胰腺

良性与恶性肿瘤方面, MIC-1的鉴别能力优于

CA199. 10例胰腺实性假乳头状瘤患者只有1例
MIC-1检测呈弱阳性, 与正常对照组无明显差异

(P  = 0.891), 而CA199呈阴性例数为7例.
2.3 胰腺癌患者血清中MIC-1表达水平与胰腺癌

临床病理各参数的相关性分析 胰腺癌患者血清

中的MIC-1表达水平与肿瘤大小、分期、转移

等因素无相关性. 在肿瘤体积小于2 cm的4例胰

腺癌早期患者中, 2例患者血清MIC-1含量大于

1400 ng/L, 呈现强阳性. 在12例Ⅰ-Ⅱ期胰腺癌患

者中, 有5例患者血清MIC-1含量大于617 ng/L, 
11例患者血清MIC-1表达水平高于正常组平均

值, 差异显著(P  = 0.005).

3  讨论

MIC-1是bootcov于1997年从人髓系白血病细胞系

U937中的cDNA文库中分离出来的新基因[6], 又
称为GDF-15、NAG-1、PDF、PLAB、PTGFB. 
辐射、缺氧、多种抗癌药物如维甲酸(RA)、非

甾类抗炎药物(NASID)以及细胞因子TNF-α、
IL-1α、IL-6都能够增加MIC-1的表达. MIC-1是
其前肽经furin样蛋白酶剪切后形成的同源二聚

体, 作为分泌型细胞因子分泌到细胞外[7]. 在生

理状态下, MIC-1高表达于胎盘组织和中枢神经

系统上皮组织, 如脉络丛、室管膜, 在前列腺、

结肠、肾、脑、肝、胰腺等组织中呈低表达. 
然而在病理状态下如肿瘤、急性损伤及炎症, 
MIC-1表达水平可显著升高[8]. MIC-1具有促进

细胞凋亡[9-10]、抑制上皮细胞生长、降低细胞黏

附[11]及增强肿瘤细胞的侵袭与转移[12-13]等生物

学功能, 在调节肿瘤细胞与生长环境相互作用

中发挥重要功能. 
Koopmann et al [14]率先报道了血清中MIC-1

表达水平对诊断胰腺癌的价值, 结果表明胰腺

癌患者血清中MIC-1表达水平显著高于正常人, 
检测的敏感性、特异性分别为90%和94%[14]. 本
研究表明, MIC-1在胰腺癌患者血清中的表达

水平显著高于正常人, 诊断胰腺癌的敏感性、

特异性、阳性预测值、阴性预测值、A U C依

次为81.2%、94%、96.5%、71.2%和0.92, 高于

CA199的72.4%、89.6%、93.4%、61.4%和0.86, 
其中敏感性略低于Koopmann et al的报道. 值得

关注的是, MIC-1与CA199联合检测胰腺癌敏感

性可提高至91.1%, 说明两者具有很好的联合诊

断胰腺癌的价值. MIC-1可以有效的区分胰腺良

性肿瘤与恶性肿瘤(P <0.001). 10例胰腺实性假

乳头瘤中只有1例检出呈现弱阳性. 在早期胰腺

癌诊断方面, 4例肿瘤最大径小于2 cm的早期胰

腺癌患者, MIC-1和CA199的检出率同为50%, 与

表 1 胰腺病变患者与正常对照组血清中MIC-1和CA199测定结果(mean±SD)

     
分组

                                            MIC-1(ng/L)                                          CA199 (kU/L)

                                      n                                      P 值                n                                         P 值

正常                  50        299±159        48         10.0±13.8 

胰腺癌                101      1427±1056   0.000       98     1621.0±4570.1     0.016

   Ⅰ+Ⅱ期                 12      1107±1139   0.005       12       276.3±324.2       0.000

   Ⅲ期                       52      1366±986   0.000       49       987.3±3243.4     0.002

   Ⅳ期                       37      1057±1021   0.000       37     3037.2±6412.7     0.040

胰腺假乳头状瘤 10         362±177   0.001       10       168.6±478.9       0.021

表 2 血清MIC-1对胰腺癌的临床诊断价值(%, n /n )

     
        MIC-1                 CA199 MIC-1+CA199

敏感性    81.2%(82/101)  72.4%(71/98)  91.1%(92/101)

特异性    94%(47/50)       89.6%(43/48)  88%(44/50)

阳性预    96.5%(82/85)    93.4%(71/76)  93.9%(92/98)

测率

阴性预    71.2%(47/66)    61.4%(43/70)  83.0%(44/53)

测率

■应用要点
本 文 研 究 表 明 , 
在 临 床 血 清 学
诊 断 胰 腺 癌 中
MIC-1敏感性高于
CA199, 与CA199
联合检测可以有
效提高检出率, 进
一步表明MIC-1
有可能成为用于
胰腺癌临床诊断
的新肿瘤标记物.
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Koopmann et al [14]报道的检出率(6/8)相一致. 在
12例Ⅰ期和Ⅱ期患者血清中MIC-1显著高于正

常组(P  = 0.005), 提示连续测定高危人群血清

MIC-1, 有可能预警和发现早期癌变, 在评估胰

腺癌的早期发病风险方面具有价值. 本文也表

明, 血清MIC-1表达水平与胰腺癌TNM分期、转

移、肿瘤大小无相关性. 除胰腺癌外, MIC-1在
其他一些肿瘤患者血清中如前列腺癌和结肠癌

表达水平也显著升高, 但检测敏感性较胰腺癌

低[3-4]. 
目前研究表明, MIC-1在肿瘤发展进程中

具有抑制与促进的双重作用. 一方面高表达的

MIC-1具有抑制肿瘤生长的作用, 例如高表达的

MIC-1能够抑制化学和遗传等因素诱发小鼠消

化道肿瘤的发生[15]. 转染MIC-1基因可以使某些

肿瘤细胞系丧失了体内致瘤能力[16]. 另一方面高

表达的MIC-1也具有促进肿瘤侵袭、转移的作

用, 例如转染MIC-1基因的胃癌细胞侵袭能力有

明显增强[12]. MIC-1参与调控肿瘤发生的机制十

分复杂. MIC-1受P53、NF-κB、EGR-1和AKT/
GSK-3β等基因的调控, 也是PKC下游的靶基因[17]. 
MIC-1被P53诱导表达后, 能够抑制cyclin D1的
表达, 介导细胞凋亡. 高表达的MIC-1能够通过

ERK1/2通路上调uPA和uPA受体, 使肿瘤细胞黏

附性降低、侵袭性增强[11-12]. 高表达的MIC-1还
能够抑制巨噬细胞的活性, 降低炎性与免疫反

应, 利于肿瘤细胞的生存. 因此, 可以推测MIC-1
在肿瘤发生的早期中起正常机体抵抗肿瘤的抑

瘤作用, 而在肿瘤进展晚期中起促进肿瘤侵袭

和转移的作用. 

本文表明 ,  在临床血清学诊断胰腺癌中 , 
MIC-1敏感性高于CA199, 与CA199联合检测可

以有效提高检出率, 并可以有效地鉴别胰腺癌

和胰腺良性肿瘤. 此外, MIC-1能否用于早期胰

腺癌临床检测及高危人群的筛查, 还需扩大样

本进一步的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the expression profile of 
Cdk3 in colon poplyp, adenoma and its adjacent 
tissues and its significance in the evolution of 
colon cancer.

METHODS: Using immunohistochemistry and 
in situ hybridization, Cdk3 protein and mRNA 
expressions were detected in 22 cases of colon 
cancer, 22 cases of colonic adenoma and 24 cases 
of colonic polyp.

RESULTS: Immunohistochemistry and in situ 
hybridization showed Cdk3 protein in the cyto-
plasts and cytoplasms of colonic polyp, colonic 
adenoma and cancer tissues. Cdk3 was mainly 
expressed in cytoplasm. Image analysis revealed 
that the mean optical density of Cdk3 protein in 

colon cancer tissue (0.80 ± 0.36) was significantly 
higher than that in colon adenoma (0.48 ± 0.22) 
and polyp tissues (0.25 ± 0.13, P < 0.05), and the 
mean optical density of colonic adenomas was 
significantly higher than that of colon polyps 
(P < 0.05). The results of in situ hybridization 
showed significantly more cells expressing Cdk3 
mRNA in colon cancer tissue (266.5 ± 40.2) than 
in colon adenoma (132.0 ± 37.4) and polyp tis-
sues (129.3 ± 26.7, P < 0.05).

CONCLUSION: Cdk3 expression gradually in-
creases during the course of colon cancerization. 
Cdk3 may be involved in colon carcinogenesis.

Key Words: Cdk3; Colon cancer; Immunohisto-
chemistry; In situ hybridization assay

Huang DM, Wang WW, Mo L, Feng DY, Yan YH, Jiang 
HY, Tang FQ. Expression of Cdk3 in colon carcinogenesis 
and its significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(34): 3649-3653

摘要
目的: 研究Cdk3在结肠息肉、结肠腺瘤、结
肠癌组织中的表达, 探讨Cdk3在结肠癌变过
程中的演变规律及其意义. 

方法: 用免疫组织化学和原位杂交的方法检测
22例结肠癌组织、22例结肠腺瘤组织、24例
结肠息肉组织中Cdk3蛋白和mRNA的表达. 

结果: Cdk3蛋白和mRNA在结肠息肉、结肠
腺瘤、结肠癌组织中的表达呈核-质型, 以质
为主. 图像分析结果显示, 结肠癌组织中Cdk3
蛋白表达平均光密度值(0.80±0.36)明显高于
结肠腺瘤组织(0.48±0.22)和结肠息肉组织
(0.25±0.13)(P <0.05), 结肠腺瘤组织中Cdk3蛋
白表达平均光密度值明显高于结肠息肉组织
(P <0.05), 结肠癌组织中的阳性细胞数(266.5
±40.2)明显高于结肠腺瘤组织(132.0±37.4)
和结肠息肉组织(129.3±26.7).

结论: Cdk3在结肠癌变过程中表达逐步增强, 
在结肠癌组织中异常高表达, 可能在结肠癌变
过程中发挥重要作用.

www.wjgnet.com
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■背景资料
Cdk3基因在乳腺
癌等肿瘤组织中
高度重排, 在体外
能够促进细胞转
化, 但是否参与癌
变以及作用机制
并不十分清楚. 研
究Cdk3在结肠癌
等肿瘤组织中的
表达有助于寻找
Cdk3在肿瘤组织
中异常活化的证
据 ,  为研究Cdk3
与肿瘤的关系提
供新的实验依据.



关键词: Cdk3; 结肠癌; 免疫组织化学; 原位杂交
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0  引言

Cdk3是一种新的与CDC2相关的细胞周期依赖

性蛋白激酶, 在细胞周期中发挥重要作用[1-3]. 作
为一种细胞正性调控因子, Cdk3不仅参与细胞

周期G1/S转换[4-6]和促进G0期退出[4], 而且能够

促进细胞停泊非依赖性生长[7]. 在大多数正常

组织或细胞中Cdk3表达极低, 而在肿瘤组织中

表达以及异常活化情况目前尚不清楚. 结肠癌

(colon cancer)是胃肠道常见的恶性肿瘤. 我们研

究Cdk3在结肠癌变过程中的表达, 以获得Cdk3
在结肠癌变过程中的表达规律及其在结肠癌中

高表达证据, 为研究Cdk3在肿瘤发生、发展过

程中的作用提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 中南大学湘雅医院病理科2005/06-10
的住院和门诊患者送检标本68例, 其中结肠癌

22例, 男12例, 女10例, 平均年龄(49.3±15.3)岁; 
结肠腺瘤22例, 男13例, 女9例, 平均年龄(57.8±
12.1)岁; 结肠息肉24例, 男13例, 女11例, 平均年

龄(53.8±14.0)岁, 均经临床诊断和病理诊断确

诊. 兔抗人Cdk3 mAb(Santa Cruz, CA), SABC免
疫组化染色试剂盒、Cdk3原位杂交试剂盒、

DAB购于武汉博士德公司, HPIAS-1000高清晰

度彩色病理图文报告分析系统购于同济千屏影

像公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化法检测Cdk3蛋白: 实验操作严

格按照S A B C免疫组化染色试剂盒说明书进

行. 一抗稀释度为1∶100, 用0.01 mol/L柠檬酸

盐缓冲液进行微波抗原修复, DAB显色, 苏木

素复染, 干燥后中性树脂封片. 实验结果采用

HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文报告分析系

统进行分析. 每张组织切片随机选取15个高倍

视野(×400)测量光密度, 计算平均光密度值.
1.2.2 原位杂交实验检测Cdk3 mRNA: 对同一标

本用原位杂交的方法检测Cdk3 mRNA表达, 实
验操作严格按照Cdk3原位杂交试剂盒说明书

进行. 用30 g/L柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶暴露

mRNA核酸片段, 然后进行后固定、预杂交和
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杂交, 滴加生物素化鼠抗地高辛和生物素化过

氧化物酶后DAB显色, 苏木素复染, 干燥后中性

树脂封片, 显微镜下观察结果. 以细胞核或细胞

质出现浅黄色至深棕黄色颗粒为阳性反应细胞. 
实验结果采用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图

文报告分析系统进行分析. 每张组织切片选取

15个高倍视野(×400)计数阳性细胞数.
统计学处理 资料采用SPSS10.0统计软件对

数据进行统计学分析, 数值用mean±SD表示. 多
组间均数比较采用方差分析.

2  结果

2.1 68例结肠息肉、结肠腺瘤和结肠癌组织中

Cdk3蛋白和mRNA检测 显微镜下观察结果显

示, C d k3蛋白和m R N A在结肠息肉、结肠腺

瘤、结肠癌组织中的表达呈核-质型, 以质为主

(图1). 以细胞核或细胞质出现浅黄色颗粒为弱

阳性, 出现黄色颗粒至深棕黄色颗粒为阳性, 不
出现上述显色颗粒为阴性(表1). 结果显示, 结肠

息肉、腺瘤、癌组织中Cdk3蛋白表达阳性率分

别为29.17%, 45.45%和81.82%; 结肠息肉、腺

瘤、癌组织中Cdk3 mRNA表达阳性率分别为

33.33%, 45.45%和86.36%. 其中免疫组化和原

位杂交均阴性26例(38.24%), 均阳性(包括弱阳

性)31例(45.59%). 结果表明, Cdk3蛋白和mRNA
在结肠息肉、结肠腺瘤和结肠癌阳性率呈逐步

上升的趋势.
2.2 Cdk3蛋白和mRNA表达的量化分析 结果显

示, 结肠癌组织中的Cdk3蛋白平均光密度(0.80
±0.36)明显高于结肠腺瘤组织(0.48±0.22)和结

肠息肉组织(0.25±0.13, P <0.05), 结肠腺瘤组织

中的平均光密度明显高于结肠息肉组织(P <0.05, 
图2A), 结肠癌组织中的Cdk3 mRNA阳性细胞

数(266.5±40.2)明显高于结肠腺瘤组织(132.0±
37.4)和结肠息肉组织(129.3±26.7, P <0.05, 图
2B).

3  讨论

Cdk3是一种重要的细胞周期依赖性蛋白激酶, 
在细胞周期调节过程中起着重要作用[8-10]. Cdk3
通过DP-1与E2F1-3结合增强他们的转录活性而

参与G1/S转换[4-6]. 作为一个蛋白激酶, Cdk3与
cyclin C结合使pRb Ser 807/811位磷酸化而促进

G0期退出, Cdk3-DN能够导致G1期阻止[6]和抑制

pRb Ser 807/811位磷酸化而阻止G0期退出[4]. Cdk3
与CDC2(Cdk1)和Cdk2有高度的同源性, 但在细

www.wjgnet.com

■研发前沿
Cdk3是一种细胞
周期正性调控因
子, 其生物学功能
研究是当前细胞
周期研究的热点. 
是否与其他细胞
周期正性调控因
子(如Cdk4, cyclin 
D1等)一样具有致
癌潜能是目前有
关Cdk3研究的难
点 .  为明确Cdk3
是否参与癌变, 首
先考察其在癌变
过程的异常表达
和异常活化.
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胞周期调节中的作用又截然不同[6,11-12]. Cdk3显
性负性突变体(Cdk3 dominant-negative mutant, 
Cdk3-DN)介导的G1期阻止能够被野生型Cdk3
解除[7], 却不能被Cdk2解除[6]. 另外Cdk3介导ik-3 
Ser 274位磷酸化而参与细胞周期的调节[13-15]. 
Cdk3参与细胞周期的调控的研究取得了一定进

展, 而Cdk3的确切生物学功能和在肿瘤发生、

发展中的作用并不十分清楚. 
Cdk3参与G1/S转换以及促进G0期退出等都

表明Cdk3具有促进细胞增殖的功能. Cdk3也是

一种细胞周期正性调控因子[16-17], 许多细胞周期

正性调控因子具有致癌潜能[18]. 但是Cdk3是否

与其他细胞周期正性调控因子一样具有致癌潜

能却并不清楚. 要研究Cdk3的致癌潜能, 我们首

先要考察其在肿瘤组织中异常表达情况. 在正

常生理状况下, Cdk3在大多数细胞和组织中活

性极低[4]. 然而当受到EGF刺激或在细胞癌变过

程中基因高度重排时Cdk3活性显著升高[19]. 另

■相关报道
国外研究发现高
水平的Cdk3可以
促进Myc介导的
细胞增殖和细胞
停泊非依赖性生
长, Cdk3基因在乳
腺癌以及其他肿
瘤组织中高度重
排.

A1 B1 C1

A2 B2 C2

A3 B3 C3

图 1 结肠息肉, 腺瘤和癌组织的表达(A1-C1: HE×400; A2-C2: 蛋白免疫组化×400; A3-C3: 原位杂交). A1-A3: 结肠息肉; 

B1-B3: 结肠腺瘤Cdk3蛋白; C1-C3: 腺癌Cdk3 mRNA.
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外研究表明Cdk3能够促进Myc介导的细胞停泊

非依赖性生长[5]. 这些都强烈提示Cdk3可能参与

肿瘤的形成. 而目前有关Cdk3在肿瘤组织中的

表达和异常活化情况国内外尚未见报道. 结肠

癌发生、发展的演进过程具有明显的形态学时

相. 正常的结肠黏膜由最初的上皮增生发展成

为良性腺瘤, 再经腺癌转变为具有浸润转移潜

力的结肠癌. 细胞形态学上, 由单纯性增生发展

为异型增生, 再转化为癌[20]. 这为我们研究Cdk3
在癌变过程中表达规律提供了良好的模型. 因
此, 我们分别用免疫组化和原位杂交的方法检

测结肠癌组织、结肠腺瘤组织、结肠息肉组织

中的Cdk3蛋白和mRNA的表达, 结果显示, Cdk3
蛋白和mRNA在结肠息肉、腺瘤、癌组织中表

达逐步升高, 而且蛋白和mRNA的表达呈现高度

的一致性, 结肠癌组织中Cdk3蛋白和mRNA表

达明显高于结肠息肉和腺瘤组织. 这表明Cdk3
在结肠癌变过程中的表达逐步增强, 在结肠癌

组织中异常活化, 因而Cdk3可能在结肠癌变过

程中发挥重要作用. Cdk3在结肠腺瘤组织的高

表达, 说明C d k3异常活化发生在结肠癌变的

早期, 可能为结肠癌的早期诊断提供新的分子

靶标. 
本研究发现, Cdk3在结肠癌变过程中异常

活化以及在结肠癌组织中高表达. 因此, 我们认

为Cdk3可能参与结肠癌变. 这为研究Cdk3在肿

瘤发生、发展过程中的作用提供了实验依据, 
也为结肠癌变的分子机制研究提供了新的思路. 

表 1 68例结肠息肉、腺瘤和癌组织中Cdk3蛋白和
mRNA表达

     
编号          病理号

            病理             免疫组          原位杂

        类型             化结果          交结果

1 643966      息肉              -                 -

2 643251      息肉              -                 -

3 642889      息肉              -                 -

4 641810      息肉              +                 +

5 641763      息肉              ± +

6 641605      息肉              +                 -

7 640714      息肉              -                 -

8 640551      息肉              -                 ±

9 640179      息肉              +                 +

10 640002      息肉              -                 -

11 639610      息肉              +                 ±

12 639098      息肉              +                 ±

13 638864      息肉              ±                -

14 638783      息肉              -                 -

15 638094      息肉              -                 +

16 636821      息肉              -                 -

17 636474      息肉              -                 -

18 635248      息肉              -                 -

19 635128      息肉              -                 -

20 634783      息肉              -                 -

21 633969      息肉              -                 -

22 633373      息肉              -                 -

23 633344      息肉              -                 -

24 633156      息肉              +                 +

25 641971      腺瘤              +                 +

26 644139      腺瘤              -                 -

27 644044      腺瘤              +                 +

28 639941      腺瘤              ±                -

29 643179      腺瘤              -                 -

30 640587      腺瘤              -                 -

31 641092      腺瘤              -                 +

32 640584      腺瘤              -                 -

33 638863      腺瘤              -                 -

34 638782      腺瘤              -                 +

35 638334      腺瘤              +                 +

36 637900      腺瘤              -                 -

37 637258      腺瘤              +                 ±

38 636767      腺瘤              +                 +

39 636475      腺瘤              -                 -

40 636059      腺瘤              -                 -

41 635997      腺瘤              +                 +

42 639943      腺瘤              ± +

43 635378      腺瘤              -                 -

44 633637      腺瘤              +                 +

45 640600      腺瘤              +                 -

46 643033      腺瘤              -                 -

47 643912      腺癌              +                 +

48 643640      腺癌              +                 +

49 643517      腺癌              +                 +

     

+为阳性; ±为弱阳性; -为阴性.

50 643465      腺癌              -                 -

51 642925      腺癌              ±                +

52 642534      腺癌              +                 +

53 642535      腺癌              +                 +

54 642211      腺癌              +                 +

55 642188      腺癌              +                 +

56 642160      腺癌              -                 -

57 641643      腺癌              ±                ±

58 640839      腺癌              +                 +

59 640040      腺癌              +                 +

60 639884      腺癌              +                 ±

61 639419      腺癌              -                 +

62 639158      腺癌              +                 ±

63 638836      腺癌              +                 +

64 638790      腺癌              ±                +

65 638565      腺癌              +                 -

66 638475      腺癌              -                 +

67 638403      腺癌              +                 ±

68 638174      腺癌              +                 +

■应用要点
Cdk3在结肠癌变
早期结肠腺瘤中
就开始高表达, 可
能为结肠癌的早
期诊断提供新的
分子靶标.
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而Cdk3参与癌变的作用机制尚需进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the clinicopathological and 
immunophenotypical features of hepatic 
metastatic gastrointestinal stromal tumors 
(GISTs).

METHODS: Clinical and pathological data of 
15 patients with hepatic metastatic GISTs were 
analyzed, and the related literature was re-
viewed.

RESULTS: The tumors mainly originated from 
the small bowel (6/15) and stomach (5/15). The 
length of time after surgical treatment of the pri-
mary tumor to detection of a hepatic metastatic 
tumor was 0 d-86 mo (mean 25 mo ± 9 mo). Tu-
mor size varied from 1.5 cm to 30.0 cm (mean 7.1 
cm ± 1.2 cm). Cystification, hemorrhage or ne-
crosis was observed in 6 tumors. Histologically, 
11 were of the spindle cell type, 2 the epithelioid 
cell type and 2 mixture type. CD117 and CD34 
showed diffuse expression, with a positive rate 
of 86.7% and 46.7%, respectively. Some cases 
were focally positive for SMA (33.3%) and S-100 

(20%). Desmin was negative in all the 15 tumors.

CONCLUSION: The liver is the most metastatic 
site of GISTs. The most common primary sites of 
hepatic metastatic GISTs are the small bowel and 
stomach. Hepatic metastatic GISTs have similar 
clinical and pathological features as primary 
GISTs, and a poor prognosis. The combination 
of CD117 and CD34 is helpful for differential di-
agnosis.

Key Words: Hepatic tumor; Gastrointestinal stromal 
tumors; Clinical and pathological features

Zhu HB, Zhang XH, Liao DY, Li FY. Clinicopathological 
analysis of hepatic metastatic gastrointestinal stromal 
tumors: an analysis of 15 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(34): 3654-3659

摘要
目的: 探讨肝转移性胃肠道间质瘤(GISTs)的
临床病理、免疫组化特点. 

方法: 复习文献, 分析15例肝转移性GISTs的
临床表现、组织学及免疫组化特征. 

结果: 本组15例肝转移性GISTs, 原发灶分别
位于小肠(6例)、胃(5例)及网膜(2例), 余2例
来源不明. 发现肝转移灶与原发肿瘤手术相
距时间为0 d-86 mo(平均25 mo±9 mo). 肿瘤
大小为1.5-30.0(平均7.1±1.2) cm. 6例伴有出
血、坏死或囊性变. 组织学分型: 梭形细胞型
11例, 上皮样细胞型2例, 混合型2例. 免疫组
化结果: 肿瘤细胞弥漫表达CD117(86.7%)、
C D34(46.7%),  灶性表达S M A(33.3%)、
S-100(20%), Desmin均为阴性.

结论: 肝脏是GISTs最常见的转移部位, 原发
部位多为小肠和胃. 其临床表现、组织形态及
免疫组化表型与原发灶基本一致, 预后较差. 
CD117和CD34联合应用有助于鉴别诊断.

关键词: 肝脏肿瘤; 胃肠道间质瘤; 临床病理特征
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■背景资料
GISTs因其为消化
道最常见的间叶
性肿瘤而成为近
年来研究的热点, 
其好发部位为胃
和小肠, 最常见的
转移部位为肝脏. 
肝脏转移性GISTs
仅依赖组织形态
特征易与其他梭
形细胞肿瘤混淆, 
需结合临床病史
和免疫组织化学
染色确诊, 其预后
较原发性 G I S Ts
差, 临床应随访和
复查.
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)这一概念最早是由Mazur和Clark在1983
年提出[1], 后又发现少数原发于腹腔软组织的

胃肠道外间质瘤(extra-gastrointestina1 stromal 
tumors, EGISTs)[2]. 国内多于20世纪九十年代中

后期才开始在临床实践中引入GISTs概念. 关
于GISTs的临床病理研究集中于胃肠道原发灶, 
转移性GISTs的研究仅限于个案报道. 肝脏是

GISTs最常见的转移部位. 本文总结了15例肝转

移性GISTs, 以探讨其临床病理特征.

1  材料和方法

1.1 材料  收集华西医院病理科1995-01-01/ 
2006-12-31诊断为GISTs病例共185例. 所有病例

均参照GISTs目前公认的组织形态学特点并行免

疫组化染色确诊, 其中肝转移性GISTs 15例.
1.2 方法 对15例肝转移性GISTs患者的临床病

理及随访资料进行回顾性分析. 肿瘤组织标本

经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋切片(4 μm), 
HE染色, 并采用EnVision二步法进行免疫组化

染色. 抗体选用CD117(c-KIT)、CD34、SMA、

Desmin及S-100. CD117、CD34、SMA、Desmin
及EnVision试剂盒购自丹麦DAKO公司, S-100
购自北京中杉公司. 用已购阳性切片作阳性对

照, PBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 染色步

骤和抗体稀释度均按产品说明书进行. 结果判

定: 结构清晰, 着色明显强于背景, 在相应部位

(CD117: 细胞膜, CD34: 细胞膜, SMA: 细胞质, 
S-100: 细胞核/质, Desmin: 细胞质)出现棕黄色

颗粒者为阳性细胞; 不着色或显色强度与背景

无差别者为阴性细胞. 每例切片随机选择5-10个
高倍镜视野(×400), 统计阳性细胞数, 取平均值: 
无着色或<10%为阴性(-), 10%-25%为弱阳性(+), 
26%-50%为中等强度阳性(++), >50%为强阳性

(+++).
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行分

析. 数据用mean±SD表示, 采用计数资料的χ2

检验及Spearman等级相关分析, P <0.05有统计

学意义.

2  结果

2.1 临床资料 185例GISTs中, 良性27例, 其余

为交界性或恶性. 经手术切除行病理检查确诊

转移的29例, 转移部位分别为: 肝脏15例, 网
膜10例, 腹膜后4例, 腹壁皮下3例, 脾脏1例. 15

例肝转移性GISTs中, 男9例, 女6例, 男女比为 
1.5∶1, 年龄35-73(平均56±3)岁, ≥50岁11例, 
占73.3%. 多数病例表现为腹部疼痛或不适, 极
少数患者无症状, 于体检、腹部其他手术或复

查时偶被发现. 原发部位为小肠6例、胃5例、

网膜2例, 另2例未发现明确原发灶. 6例为原发

部位肿瘤与肝脏转移瘤同时诊断, 7例为原发部

位肿瘤诊断后1 mo-86 mo发现肝脏转移. 原发

部位肿瘤初次诊断为GISTs 9例、恶性外周神经

鞘瘤(MPNSTs)2例、平滑肌瘤1例、平滑肌肉瘤

1例. 本组有随访资料者6例(40%), 随访时间从

3 mo-7年, 生存时间为术后0 d-65 mo(平均25±9 
mo), 5年生存率为16.7%(1/6)(表1).
2.2 病理观察

2.2.1 肉眼: 13例为多发, 2例为单发结节状肿物, 
均为肝内浸润性生长. 直径1.5-30.0(平均7.1±
1.2) cm, 切面灰白、灰红色, 多为鱼肉状, 质地

较软. 6例伴明显出血坏死(5例直径≥10 cm), 其
中3例囊性变(表2).
2.2.2 镜下: 11例以梭形细胞为主, 2例以上皮样

细胞为主, 余2例为两种成分混合存在. 多数病

例瘤细胞呈长梭形、短梭形和圆形, 胞质弱嗜

酸, 常见核端空泡, 有时呈印戒样或透明细胞样

(图1A); 排列呈漩涡状、栅栏状、巢状或弥漫性

分布, 部分区细胞稀少, 胶原丰富, 可有血管外

皮瘤样改变(图1B); 核分裂为6-118/50HPF; 间质

血管丰富, 管周易见玻璃样变及黏液样变. 部分

病例出血坏死较明显(表2).
2 .2 .3  免疫组化 :  肿瘤细胞弥漫表达C D1l7 
(86.7%)(图1C)、CD34(46.7%)(图1D), 灶性表达

SMA(33.3%)、S-100(20%), Desmin均为阴性. 2
例原发灶与转移灶肿瘤细胞免疫表型不一致

(表2).

3  讨论

肝脏是GISTs最常见转移部位. Bauer et al [3]报

道90例转移性GISTs中, 肝转移占62例. 国内报

道GISTs发生肝转移的数据略高于国外. M. D. 
Anderson肿瘤中心研究显示, GISTs的肝转移率

为17%[4]. 国内李俊霞 et al [5]报道31例原发GISTs
的肝转移率为25.8%, 蔡国响 et al [6]报道99例原

发GISTs的肝转移率为29%. 本研究中, GISTs各
部位的转移率分别为肝脏8.1%, 网膜5.4%, 腹膜

后2.2%, 腹壁皮下1.6%, 脾脏0.5%. 肝脏与网膜

转移率明显高于其他部位(P <0.05). 但本组肝转

移率明显低于国内外报道数据, 原因可能为仅

■研发前沿
目前GISTs相关研
究主要集中于分
子生物学水平, 基
因靶向治疗将成
为未来研究的重
点.
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影像学提示转移而未行病理检查的病例未被纳

入, GISTs病例失访率较高, 临床诊断和治疗水

平提高. 肝原发GISTs国内外未见报道, 故一般

认为肝脏的GISTs均为转移性.
肝转移性GISTs见于各年龄段. 本组年龄

35-73(平均56±3)岁, ≥50岁者11例, 占73.3%, 
差异显著(P <0.05). 男女比为1.5∶1. 临床常见症

状为腹部疼痛或不适, 仅极少数患者无症状, 偶
于体检、腹部其他手术或复查时被发现.

其肿瘤大体表现以多发结节为主(86.7%), 
大小不等, 最大直径可达30 cm. 6例伴出血、坏

死或囊性变的病例中, 5例直径≥10 cm(P <0.05). 
镜下依据梭形细胞和上皮样细胞的比例可将

GISTs分为梭形细胞型(上皮样细胞<10%)、上

皮样细胞型(上皮样细胞>50%)和混合型(上皮

样细胞10%-50%). 原发GISTs中多为梭形细胞型

(70%), 常见于结肠、直肠, 上皮样细胞型(20%)
主要见于胃, 混合型(10%)多见于胃和小肠. 本
组15例中各型分别占73.3%、13.3%和13.3%, 与
原发性GISTs无明显差异(P >0.05), 提示GISTs组

织形态与转移无明显相关.
临床病理诊断中常需要借助免疫组化鉴

别G I S Ts与其他梭形细胞肿瘤 ,  常用标记有

CD117、CD34、SMA、S-100、Desmin. 其
中CD117、CD34对诊断GISTs有特异性. 本组

CD117的表达率为86.7%, 与原发性GISTs一致

(84.2%-98.9%)(P >0.05); CD34为46.7%, 明显低

于原发性GISTs(70.8%-95.4%)(P <0.05)[7-10]. 有文

献[11]提出CD34与Desmin阴性的GISTs侵袭、

转移能力更强. 本组研究结果较支持这一观点. 
我们观察到部分肝转移性GISTs也可灶性表达

SMA和S-100, 说明其与原发性GISTs相似, 可有

肌样或神经样分化. 但本组中2例转移灶肿瘤细

胞与原发灶的免疫表型不一致, 提示GISTs在转

移的过程中可能发生免疫表型的变化.
CD117是GISTs诊断中的重要标记, 但GISTs

也存在CD117阴性[12]. 本组2例CD117阴性, 此时

可通过外显子的检测来确定[13-14]. 但目前该检测

在临床的应用尚未成为常规病理检测手段, 所
以仍有大约5%左右的G I S Ts有待于进一步确

表 1 15例肝转移性GISTs的临床资料

     
编号   性别    年龄(岁)             临床表现

                                      原发部位情况                             
随访结果

                      部位     初次诊断距     肝转移时间(mo) 

1          男         66         腹膜包块术后复查,  网膜       MPNSTs            31                 术后4 mo再发, 

                      CT发现肝脏占位      再次手术3 mo后死亡

2          男        73         腹膜包块术后复查,  网膜       GISTs            12                 术后失访

                      CT发现肝脏占位

3          女        69         右上腹不适15 d  胃           平滑肌瘤            50                 术后化疗12 mo后再发,  

         3 mo后死亡

4          男        62         右上腹不适7 d,   小肠       MPNSTs            86                 术后失访

                      CT发现肝脏占位

5          男        67         发现腹部包块1年  小肠       GISTs              0                 术后失访

6          男        59         反复黑便2年, 加重1 mo 小肠       GISTs              0                 术后6 mo复发, 

         再次术后2 mo死亡

7          女        39         小肠间质瘤术后复查,  小肠       GISTs              1                 术后失访

                      CT发现肝脏占位 

8          女        58         发现腹部包块8 mo 不明    术后失访

9          男        67         小肠肿瘤术后复查,  小肠       GISTs            60  术后失访

                      CT发现肝脏占位

10        女        38         体检发现肝脏占位 胃           平滑肌肉瘤           84  术后失访

11        男        35         体检发现肝脏占位 小肠       GISTs              0  术后2 d死亡

12        女        45         右上腹不适1 mo  胃           GISTs              0  术后失访

13        男        55         右上腹不适10 d  胃           GISTs              0  术后65 mo健在

14        男        55         右上腹不适6 mo,   胃           GISTs              0  术后失访

                      加重1 mo

15        女        53         上腹不适1年,   不明    术中死亡

                      发现腹部包块1 mo

■创新盘点
以往 G I S Ts 研究
多集中于胃肠道
原发灶. 本文通过
总结肝脏转移性
GISTs的临床病理
资料、免疫组化
特点及预后, 配合
国内外文献的学
习, 归纳出肝脏转
移性GISTs的临床
病理特征.
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诊. 另一方面, 有文献报告精原细胞瘤、肥大细

胞瘤、恶性黑色素瘤均表达CD117[15]. 某些透

明细胞肉瘤、Ewing肉瘤、原始神经外胚层肿

瘤、Kaposi肉瘤、血管肉瘤、隆突性皮肤纤维

肉瘤、肌纤维母细胞瘤、孤立性纤维瘤、纤维

瘤病、分化良好脂肪肉瘤和转移性小细胞癌都

可不同程度表达CD117, 这增加了GISTs诊断的

难度.
肝转移性GISTs与肝脏其他肿瘤的鉴别同

样要依靠免疫组化: (1)平滑肌瘤和平滑肌肉

瘤: 是最常与GISTs相混淆的肿瘤, 主要由梭

形细胞呈束状排列而成, 特征为核似“雪茄烟

样”. SMA和Desmin弥漫强阳性, CD117阴性. 
(2)MPNST: 当GISTs出现神经分化时, S-100可为

阳性, 易误诊为MPNSTs, 但MPNSTs CD117阴
性. 本组中2例初诊为MPNSTs, 行CD117检测后

修正为GISTs. (3)肉瘤样肝细胞癌: 是肝脏梭形

细胞肿瘤中最常见的类型, 多处取材可见小梁

状肝细胞和肉瘤样成分的移行, 且CK阳性. (4)
血管肉瘤: 部分肝脏血管肉瘤可表现为梭形细

胞形态, 且CD117和CD34可不同程度表达. 但仔

细查找, 可见特征性的胞质内血管腔形成, 腔内

偶见红细胞. (5)恶性黑色素瘤: CD117、SMA也

可呈阳性, 其特征性标记为HMB45阳性. 此外, 
还应鉴别一些肝脏少见的肿瘤如孤立性纤维性

肿瘤、炎症性肌纤维母细胞瘤、Kaposi肉瘤、

恶性纤维组细胞瘤等.
Masuoka et al [16]研究显示, GISTs多在原发

部位诊断后出现肝转移, 肝转移距原发肿瘤手

术的中位时间为12 mo. 国内研究[17]提出, 在原发

性GISTs术后1年内应密切注意肝脏的变化. 但
本研究结果与之有较大差异. 原发肿瘤与肝转

移同时发现者6例, 非同时发现者7例, 且后者肝

转移距原发肿瘤手术的时间多在1年以上(6/7), 
最长者达86 mo. 这可能与病例的选择和临床检

查治疗手段有关. 文献曾报道1例胃GISTs和1
例直肠GISTs分别于术后11年和12年发生肝转

移[16,18]. 因此, 临床应对GISTs术后患者进行长期

观察和随访.
肝转移性GISTs的5年生存率较原发GISTs

低, 为10%-20%[19]. 本组仅6例患者有随访资料, 
随访率为40%, 随访时间3 mo-7年不等, 生存时

表 2 15例肝转移性GISTs的病理资料

     
编号

                       肉眼                                                     镜下                                                    免疫组化

 数目          大小(cm)           类型         核分裂数/50HPF      CD117      CD34      SMA      S-100      Desmin

1 多发 最大5×4×3    梭形细胞型   58        +++        +++       + +1 -

2 多发 直径0.5-1    梭形细胞型   17          +        ++     - - -

3 多发 最大4.5×3.8×3.8    混合型    22        +++        +++     - - -

4 多发 最大10×8.5×6    上皮细胞型   22         ++         -     - - -

  出血坏死 

5 多发 最大14×11×10    梭形细胞型     8        +++         -     - - -

  出血坏死囊性变

6 多发 最大7×5.5×5.5    梭形细胞型   32        +++         -     +1 - -

7 多发 最大10×8×5    上皮细胞型   12        +++       +++     - - -

8 多发 最大15×10×9    梭形细胞型   16        +++         -     +1 - -

  出血坏死囊性变

9 多发 最大7×5×4    梭形细胞型   47         ++       +++     - - -

10 多发 最大14×10×4    梭形细胞型     9          -2       +++1     - -2 -

  出血坏死

11 多发 最大5×4×3    梭形细胞型 118        +++         -     +1 - -

  出血坏死

12 多发 最大6×5.6×4    梭形细胞型   20          -        ++     - -2 -

13 单发 1.5×1.5×1    混合型      6         ++         -     +1 - -

14 单发 2×1.6×1.6    梭形细胞型   54        +++         -     -         ++ -

15 多发 最大30×17×10     梭形细胞型   34        +++         -     - +1 -

  出血坏死囊性变

1灶性表达; 2肝转移灶与原发部位免疫组织化学结果不一致.

■应用要点
本文总结了肝脏
转移性GISTs的临
床病理资料, 有助
于临床医生提高
对该病的认识, 加
强随访和复查, 避
免漏诊误诊.
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间为术后0 d-65 mo, 1例超过5年(16.7%). 多数文

献认为, 小肠GISTs的恶性程度最高, 发生肝转

移的概率最高, 预后最差[20]. 目前手术治疗的进

展使这一状况得到一定改善. DeMatteo et al [21]对

34例行肝转移灶完全切除的GISTs患者进行生

存分析, 5年生存率可达30%, 中位生存时间为39 
mo. 临床正确认识肝转移性GISTs, 加强GISTs患
者随访和复查, 早期诊断, 及时治疗, 有利于提

高患者的生存质量, 延长生存期.
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路清晰, 有一定的
临床意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the detection rate and safety of 
the Pillcam capsule endoscope in the diagnosis 
of digestive tract disease. 

METHODS: Patients suffering from unex-
plained gastrointestinal bleeding, abdominal 
pain and chronic diarrhea were enrolled in this 
study and underwent capsule endoscopy. Our 
results were compared with those achieved with 
conventional diagnostic procedures (including 
gastroscope, colonoscope, and digestive tract 
barium meal) to assess the detection rate and 
safety of the capsule endoscope in the diagnosis 
of digestive tract disease.

RESULTS: Examinations were completed in 
one hundred and two cases, with no complica-
tions. The capsule remained in the esophagus, 
stomach and small intestine for an average 
of 2.46 min, 37.8 min and 275.82 min, respec-
tively. The quality of photos was excellent. 
The diseases detected included esophageal 
varices, gastritis xanthoma, duodenal ulcer, 

intestinal erosion, Crohn’s disease, angiodys-
plasia and polyps. 

CONCLUSION: Capsule endoscopy is pain-free 
and has the advantages of excellent visualiza-
tion, high safety and detection rate, precise local-
ization, and better diagnostic value for intestinal 
disease and upper gastrointestinal disease than 
other conventional procedures. 

Key Words: Capsule endoscope; Digestive tract dis-
ease; Diagnosis

Zhong HM, Wang QY, Qu XJ, Yao P, Dong WZ, Song 
J. Value of the Pillcam capsule endoscope in the diagnosis 
of digestive tract disease: an analysis of 102 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(34): 3660-3663

摘要
目的: 探讨胶囊内镜在消化道疾病中的诊断
价值和安全性. 

方法: 对不明原因的消化道出血, 腹痛和慢性
腹泻患者进行Pillcam胶囊内镜检查, 部分患
者行传统检查(胃镜、结肠镜和全消化道钡
餐), 进行对比分析. 

结果: 102例受检者在胶囊内镜检查过程中
无任何不适和并发症, 均顺利完成检查. 胶囊
1-4 d自然排出, 食道排空平均时间2.46 min, 
胃排空平均时间37.8 min, 小肠转运时间平均
275.82 min, 其中3例胶囊未达结肠. 所得图像
清晰, 检出食道静脉曲张、慢性胃炎、十二指
肠溃疡、小肠炎症、克罗恩病、血管畸形、

息肉和间质瘤等. 

结论: 胶囊内镜检查无痛苦, 成功率高, 对病
变检出率高, 定位较准确. 与其他方法相比, 
对小肠疾病和上消化道病变有较好的诊断
价值. 

关键词: 胶囊内镜 ; 消化道疾病; 诊断
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化道疾病102例. 世界华人消化杂志  2007; 15(34): 3660-3663
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®

■背景资料
胶囊内镜可以动
态、清楚显示消
化道各部位, 特别
是克服了全小肠
内镜检查的盲区, 
将为消化管道疾
病的认识做出很
大的贡献. 



钟慧闽, 等. 胶囊内镜诊断消化道疾病102例                                                                            3661

www.wjgnet.com

0  引言

不明原因的消化道出血、腹痛和腹泻等是消

化道疾病中常见的疑难问题, 通过传统方法(胃
镜、结肠镜和全消化道钡餐检等)不能确诊. 这
些患者大多是小肠疾病. 长期以来小肠一直是消

化道检查的盲区, 小肠疾病很难早期确定, 胶囊内

镜的面市正解决了这一难题. 自胶囊内镜2002-09
进入我国, 愈加显示了他的优越性 [1].  我院于

2005-05引进以色列Given Imaging Ipllcam第二

代胶囊内镜. 现对102例患者的检查资料, 进行

总结分析, 进一步探讨其临床诊断意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2005-05/2007-05以来接受检查者

102例, 男75例, 女27例, 年龄32-87(平均年龄

49.53)岁. 其中不明原因消化道出血19例, 反复

腹泻史31例, 慢性腹痛和消化不良史等52例. 经
过胃镜检查10例, 经过结肠镜检查5例, 经过全

消化道钡餐检查等7例, 无检查禁忌病例. 胶囊

内镜, 含pillcam胶囊、数据记录仪套件和RAPI 
D工作站. 该胶囊视角为125度, 每秒摄像2帧, 放
大8倍, 工作时间450-508 min. 胶囊的微阵传感

器能接受来自胶囊的信号, 并转换为二维定位

图像. 
1.2 方法 受检者检查前1天16时, 口服甘露醇

250 mL, 清洁肠道, 晚餐简食. 检查当天空腹, 8
时行胶囊内镜检查. 阵列传感器与数据记录仪

连接, 固定于受检者身上. 检测胶囊工作状态良

好后, 吞服胶囊, 胶囊工作期间不能接近强磁场

检查, 结束将数据下载入电脑, 由2名内镜专业

医师分析. 
102例中78例采用吞服胶囊后左侧卧位和

平卧位各10 min再自由活动的检查方法, 另25例
站立吞服胶囊后自由活动. 

2  结果

2.1 检查质量及安全性 102例受检者完成胶囊

内镜检查, 无任何不适和并发症, 胶囊分别于第

1-4天排出. 99例胶囊在工作时顺利通过回盲瓣

进入结肠, 1例胶囊一直滞留于胃内. 后重做. 2
例滞留于胃内约1 h, 手法按摩或胃镜推入胃内, 
后来分析其中2例患者使用了生长抑素等, 可能

对胃排空有影响. 还有5例胶囊达回盲瓣前, 未
通过回盲瓣. 胶囊达结肠平均工作时间为4.64 h,
最短工作时间为2.08 h, 最长工作时间为8.48 h. 
胃、十二指肠、空、回肠清洁度好71例, 清洁

度一般13例. 所得上消化道和小肠图像清晰, 能
够反映黏膜像. 结肠部位因肠腔较宽, 多数患者

其内有黄色粪水存留, 掩盖黏膜, 成像效果欠佳, 
且因结肠蠕动慢, 不能完全显示全结肠肠腔黏

膜像. 
2.2 胶囊通过消化道各段时间 食道排空时间为

2.46(0.5-21.38) min, 胃排空(包括1例胃内滞留

8.5 h)时间为47.4(11.73-510) min. 排除1例胃内

滞留8.5 h胃排空时间为37.8(11.73-221) min, 小
肠转运时间为275.82(124.8-508.8) min. 其中3例
未达结肠. 
2.3 病变检出情况 102例受检者中, 94例有不同

病变, 占92.2%. 检出的病变为1种病变者8例, 2
种病变者32例, 3种病变者33例, 3种以上的29例. 
检出病变约17种(表1). 
2.4 与传统检查方法比较 部分受检者接受胃镜

或/和结肠镜或/和全消化道钡餐. 与10例胃镜相

比, 胶囊内镜对胃部弥漫性炎症病变检出率为

100%. 其中4例球部溃疡, 胃镜检出3例. 与7例全

消化道钡餐检查结果比较, 胶囊内镜发现非特

异性小肠炎症5例, 炎症性肠病2例, 血管病变4
例, 小肠间质瘤1例和小肠息肉2例, 上述病变在

消化道钡餐中均未发现, 表明胶囊内镜对小肠

炎症、血管病变、间质瘤和息肉等病变的检出

率较钡餐高. 受检者中胶囊内镜多数到达升结

肠, 并有1例到达横结肠. 因其对结肠的检查范

围有限, 胶囊内镜对结肠病变的诊断价值不如

结肠镜. 

3  讨论

近半个世纪以来, 消化内镜的发展, 使消化道疾

病的诊治产生了巨大飞跃. 但是由于小肠特殊

的曲度和长度, 小肠镜插入困难, 而其他检查难

以达到内镜的观察效果, 所以, 小肠疾病的诊断

一直是临床的难点, 极大地困惑着广大医生和

患者. 胶囊内镜是一种最先进的无创的数码技

术在消化道内镜中的应用典范. 国内外资料证

实, 其图像可以清晰地显示以往难以见到的全

部小肠黏膜, 对小肠疾病的诊治有极大的价值, 
且安全无痛苦, 实属消化内镜发展史上的又一

个里程碑. 但是胶囊内镜的应用仅5年多的时间, 
其应用进展尚需要不断探讨提高. 

朱森林 et al [2]报道胶囊内镜对病变的检出

率是86.8%. 我们病变检出率达92.2%, 可能与

检查者多有病史有关 .  本文共检出19种病变 , 
患2种以上病变者94例, 发病的频率依次为胃

■研发前沿
目前研究初步阶
段, 许多问题如相
关疾病检出率、
诊断标准、诊断
技术等有待进一
步探索. 
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炎40.2%, 非特异性小肠炎30.3%, 肠血管病变

30.3%, 十二指肠炎, 炎症性肠病, 肠息肉, 十二

指肠溃疡和肿瘤等. 王晓艳 et al [3], 张冰凌 et al [4]

报道小肠疾病的检出率是62%-81.8%. 我们检出

小肠病变81例, 占79.4%, 主要检出非特异性小

肠炎、炎症性肠病、血管病变和肠息肉等. 胶
囊内镜的镜头摄影焦距适合小肠肠腔的宽度, 
所以小肠的图像清晰. 正如Hara et al [10]报道, 胶
囊内镜与钡透、血管造影比较, 小肠病变的发

现率明显增高. 
胶囊内镜对不明原因消化道出血的检查具

有重要价值[9]. 李运红 et al [5]报道传统方法诊断

率27.3%, 胶囊内镜诊断率可达67.7%. 我们观察

不明原因消化道出血19例, 检出病变率100%, 诊
断率63%(指病变可明确解释出血原因). 其中小

肠多发炎症并渗血5例, 散在胃和小肠多处糜烂

渗血3例, 重度胃糜烂并渗血2例, 空肠肿物并活

动性渗血1例, 活动期十二指肠球后溃疡1例, 克
罗恩病2例. 胃镜检查未发现十二指肠球后溃疡

和胃糜烂. 这几例患者还合并其他疾病, 回肠息

肉1例, 淋巴增生和血管畸形等1例. 小肠疾病如

炎症、血管畸形、癌、淋巴瘤、息肉、类癌、

克罗恩病和憩室等, 常是造成原因不明的消化道

出血的主要根源. 常规小肠钡剂造影对小肠出血

的诊断率仅为5%-25%, 但对黏膜和血管性平坦

型病变几乎没有诊断意义. 锝99标记的红细胞可

在1-2 h内显示放射性核素痕迹, 肠道出血时可

呈现阳性结果. 靶向标记红细胞扫描, 对伴有活

动性出血的小肠病变有一定诊断价值, 阳性率达

50%, 小肠镜阳性率50%, 说明胶囊内镜检查有较

高的确诊率, 并可以鉴别有多种疾病时实际出血

的原因. 目前认为胶囊内镜是检查不明原因消化

道出血的首选方法, 将使大部分不明原因消化道

出血的病因得到明确诊断[6]. 
克罗恩病是一种侵犯小肠结肠的肉芽肿病

变, 近年来发病率呈上升趋势, 目前尚缺乏有效

手段对其作出较为满意的诊断. 小肠X线检查

对黏膜炎症病变及扁平病灶一般不易显示, 腹
部CT无法显示肠腔黏膜的炎症改变, 仅能发现

黏膜的全层增厚和一些腔外并发症. 近年双气

囊小肠镜改进很大, 但毕竟是一种侵入性的检

查手段, 操作过程约需6-8 h, 伴有极度不适和

疼痛感, 常需要在镇静镇痛条件下完成, 很难到

达全部小肠, 术中小肠镜需在剖腹探查和全身

麻醉下进行, 而受到更大限制, 所以克罗恩病早

期诊断困难. 本文资料中10例不明原因的慢性

腹泻、腹痛患者, 部分经全消化道钡透未见异

常. 胶囊内镜检查诊断克罗恩病6例, 其中轻型3
例. 表现为小肠充血水肿, 黏膜皱襞样息肉样增

生, 散在糜烂、口苍样溃疡, 不规则溃疡, 肉芽

肿性结节样病变, 部分黏膜片状萎缩, 胶囊内镜

容易发现, 患者可以得到早期诊治. 资料提示克

罗恩病在胶囊内镜下的特征有黏膜增厚水肿、

糜烂、溃疡、肉芽增生至肠腔狭窄等各种改变, 
病灶均呈节段性和不对称性分布[7-8]. 结合临床

表现为大便隐血阳性、缺铁性贫血、发热和腹

痛等可以诊断克罗恩病. 虽然胶囊内镜无法对

病灶进行活检(活检的确诊意义仅在33%左右), 
但结合对上述典型病灶进行的相关鉴别诊断、

辅助检查和治疗试验, 可有效诊断. 胶囊内镜在

表 1 胶囊内镜检查的病变检出数

     
上消化道疾病                              n                              小肠疾病                             n

食道胃底静脉曲张                   2                       肠血管病变例                31(30.3%)

胃炎                                       41(40.2%)          非特异性小肠炎             31(30.3%)

胃单发息肉                               1                       克罗恩病                         6

胃黄色瘤                                  4                       肠单发息肉                     7

胃溃疡                                      2                        多发息肉                         3

十二指肠炎                             13                       小肠间质瘤                     2

十二指肠溃疡                           4                      回肠淋巴增生                  8

十二指肠肿瘤                           1                      吸收不良综合症               2

                                           结肠黑病变                     5

                                           小肠憩室                           2

                                           结肠炎                             5

                                           结肠癌                             2

合计                                       68                                                             73

■应用要点
较全面报道部分
疾病胶囊内镜诊
断状况, 如克罗恩
病、上消化道病
等 ,  疾 病 检 出 率
高, 采用吞服胶囊
的新体位等, 对胶
囊内镜的发展应
用起着积极的作
用. 
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对传统方法未能检出的克罗恩病有较高的检出

率, 尤其对早期和轻型患者的诊断具有很大优

越性, 从而可以临床早诊断早治疗, 对克罗恩病

预后改善有很重要的意义. 
息肉是小肠常见疾病. 我们发现7例小肠单

发息肉, 均为0.2-0.3 cm, 值得随访. 另有3例多发

息肉, 空肠起始部和回肠末段分布密集. 胶囊内

镜定位准确, 可指导手术部位. 另外胶囊内镜对

早期小肠肿瘤的检出具有重要的意义. 临床小

肠肿瘤的发现往往已属晚期, 失去根治机会. 胶
囊内镜可以发现癌前期病变(如息肉和早期小肠

肿瘤), 从而对患者随访或及时治疗. 
胶囊内镜对血管畸形有独特的诊断价值, 

检出率较高. 血管畸形可随年龄多发, 常由于肠

黏膜下静脉间断的梗阻和缺氧造成. 血管畸形

有静脉扩张、动脉扩张、毛细血管扩张、血管

发育不良、动静脉畸形和血管瘤等, 胶囊内镜

可以清楚地发现及分类, 小肠X线检查等无法

比拟. 本研究胶囊内镜发现静脉扩张、动脉扩

张、毛细血管扩张和血管瘤. 
胶囊对上消化道(食道、十二指肠)疾病诊

断也有一定的诊断价值. 胃镜诊断虽然是金标

准, 但胶囊内镜检查时在采用一定体位增加其

在胃内的停留时间后, 可以清楚地显示胃黏膜

充血、水肿、糜烂、溃疡、胆汁反流、胃动力

甚至贲门、幽门的收缩等, 作出较准确的诊断. 
如果胃腔较大, 胶囊内镜运行较快, 可能漏检部

分病变, 应特别注意. 胶囊通过食道、十二指肠

球的时间较短, 通常仅有几帧图像, 所以对该处

病变检出率较低, 但也发现了食道静脉曲张、

十二指肠炎和溃疡等. 胶囊内镜在上消化道疾

病的诊断中有一定的价值, 可避免部分胃镜检

查的风险和痛苦. 特别对于有严重心、肺疾病

胃镜检查有禁忌证的患者, 无疑是一种可取的

检查筛选方法. 胶囊内镜检查还可以观察到胃

肠动力, 贲门、幽门、回盲瓣的开关, 对消化道

的运动观察有一定参考意义. 
总之, 胶囊内镜对小肠疾病诊断具有目前

一些传统检查无法比拟的优势, 对胃部病变也

有一定的诊断价值. 其应用范围广, 依从性好, 
轻松吞服一粒胶囊, 即可早期诊断一些疾病. 其
仅仅应用3年, 已发现多种其他检查不能发现的

小肠疾病, 确实能解决临床问题. 他为小肠疾病

诊断提供了有实用价值的检查方法, 将为小肠

疾病基础研究、临床研究作出贡献, 并且将促

进内镜诊断学的发展. 随着胶囊内镜的进一步

开发、应用与探讨, 消化道特别是小肠疾病的

诊治将会出现一个较大的进展. 
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Abstract
AIM: To investigate the polymorphic backgrounds 
of the cystic fibrosis trans-membrane conductance 
regulator gene (CFTR) in Chinese people and 
the correlation between these polymorphisms 
and those in Caucasians and other Asian 
populations.

METHODS: Polymerase chain reaction was used 
to amplify Exon 10 of the CFTR gene. HphⅠ was 
used to detect the M470V polymorphism.

RESULTS: The M/V polymorphism at position 
470 was similar to that in Caucasians and other 
Asian populations. The V allele was slightly more 
frequent than the M allele (50.00% vs 43.94%). The 
frequency of genotypes MV, VV and MM was 
45.5%, 33.3% and 21.21%, respectively.

CONCLUSION: The data on the M470V poly-

morphism in exon 10, provide genotype infor-
mation for the CFTR gene.

Key Words: Cyst ic f ibros is t ransmembrane 
conductance regulator gene; Polymorphism; M470V 
genotypes

Huang Q, Ding W, Wei MX. Polymorpholisms of 
M470V genotypes of  the cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator gene in 132 healthy people in 
Jiangsu Province of China. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(34): 3664-3667

摘要
目的: 研究中国人CFTR基因外显子10 M470V
等位基因背景并与亚洲其他各国及高加索人
种对比. 

方法: 应用PCR技术对无亲缘关系的132位中
国江苏地区健康人外周血样品进行CFTR外显
子10片段扩增及Hph Ⅰ限制性内切酶酶切方
法分析M470V基因型及等位基因型. 

结果: 中国江苏地区健康人CFTR基因外显子
10 M470V等位基因与亚洲其他国家及高加
索人相似, V470等位基因频率(56.06%)高于
M470等位基因频率(43.94%), MV基因型频率
最高为45.45%, 其次为VV基因型33.33%, MM
基因型21.21%.

结论: 通过此次筛查, 首次获得了中国江苏地
区CFTR Exon 10 M470V等位基因分型数据, 
为中国CFTR基因及其相关疾病的研究提供了
重要的遗传学资料.

关键词: CFTR基因; 多态性; M470V基因型
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0  引言

囊性纤维化跨膜传导调节因子(cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator, CFTR)是
位于上皮细胞顶膜的氯离子通道. CFTR广泛

®

■背景资料
囊性纤维化跨膜
传 导 调 节 因 子
(CFTR)是广泛分
布于上皮细胞顶
膜的氯离子通道. 
CFTR基因突变引
起CFTR蛋白缺失
或异常可导致囊
性纤维化(CF), CF
在白种人中是最
常见的常染色体
隐性遗传性疾病. 
M470V是外显子
10上470位点碱基
氨基酸发生替换
属于错义突变, 引
起CFTR蛋白氯离
子通道活性改变
导致疾病. 本文分
析了江苏地区132
名健康人CFTR基
因M470V多态性. 
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分布于人体组织, 如胆管上皮、呼吸道、消化

道、生殖道及尿道等组织, 对于跨上皮细胞的

盐类运输、液体流动及离子浓度调节等具有重

要的作用[1]. CFTR基因突变引起CFTR蛋白缺失

或异常可导致囊性纤维化(cystic fibrosis, CF). 
CF在白种人中是最常见的致死性常染色体隐性

遗传性疾病, 而在亚洲人中却较少发生. M470V
多态性是CFTR基因在外显子10上470位点A→

G多态导致的氨基酸替换, 其突变等位基因M/V
多态性能够影响CFTR蛋白氯离子通道功能[2-5]. 
CFTR基因是重要的氯离子通道, M470V多态

性与CFTR蛋白氯离子通道功能相关. 在国外, 
CFTR基因突变及多态性一直是研究热点. 而我

国却较少对其研究, 可能与CFTR基因的突变在

亚洲人中少见有关, M470V多态性在我国人群

中的分布未见报道. 为了解中国人群中CFTR基
因背景, 我们首次分析了江苏地区132名健康人

CFTR基因M470V多态性, 为中国CFTR基因及

其相关疾病的研究提供重要的遗传学资料.

1  材料和方法

1.1 材料 根据知情同意原则, 男女不限, 在江苏

地区采集132例外周血样品. 每份样品均为健康

个体外周血液标本, EDTA抗凝, -80℃保存.
1.2 方法 
1.2.1 模板DNA制备和PCR扩增反应体系: 应用

QIAamp Blood DNA Mini Kit(德国Qiagen公司)
提取外周血基因组DNA, 操作步骤按说明书进

行. 根据参考文献[2]设计CFTR Exon 10上游引

物: 5'-TTGTGCATAGCAGAGTACCTGAAA-3', 
下游引物: 5'-GCTTCTTAAAGCATAGGTCAT
GTG-3', 扩增产物506 bp. 引物由上海英俊生

物公司合成、纯化及鉴定 .  P C R反应液总体

积为50 µL, 基因组DNA 100 ng, 10×Ex Taq 
Buffer(Mg2+ Plus)5 µL, dNTP Mixture(各2.5 
mmol)4 µL, 50 µmol/L的上下游引物各1 µL, Ex 
Taq Polymerase(5×106 U/L)0.3 µL(TaKaRa大连

生物工程有限公司), 加灭菌去离子水至终体积

50 µL. 反应参数为: 94℃预变性5 min, 94℃ 30 
s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环, 72℃延伸10 
min. PCR扩增产物5 µL, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
电压为120 V, 时间约30 min, 凝胶成像系统(美
国BLO-RAD公司)分析结果(图1). 用High Pure 
PCR Product Purification kit(Roche公司)纯化

PCR阳性扩增反应液, 操作步骤按说明书进行.
1.2.2 Hph Ⅰ限制性内切酶酶切鉴定: M470V基

因型20 µL反应体积, 其中纯化PCR反应产物5 

µL, 10×NE Buffer 2 µL, HphⅠ 0.5 µL(NEB公
司), 灭菌去离子水12.5 µL, 37℃孵育过夜, 20 µL
酶切产物上样电泳, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 电
压为100 V, 时间约50 min. 凝胶成像系统(美国

BLO-RAD公司)分析并记录、保存实验结果, 鉴
定M470V基因分型(图2).

2  结果

2.1 CFTR基因M470V多态位点基因型与等位

基因频率 CFTR基因外显子10 M470V有3种基

因分型, 分别为MM、MV、VV基因型. 我们分

析了132例研究对象, 发现MV基因型频率最高

(45.5%), 其次为VV基因型(33.3%), MM基因型

(21.2%). 264条DNA链中, V470等位基因频率高

于M470等位基因频率, 分别为56.1%和43.9%.
2.2 中国江苏地区人群与其他国家CFTR基因

M470V多态位点基因型与等位基因频率 中国人

CFTR基因外显子10 M470V等位基因与亚洲其

他国家及高加索人相似, V470等位基因频率均

高于M470等位基因频率, MV、VV、MM三种

基因型分布频率也与亚洲其他国家及高加索人

相似(表1).

3  讨论

CFTR基因是一种重要的氯离子通道. 1989年, 

■研发前沿
C F T R 基 因 是 重
要的氯离子通道,  
M470V多态性与
CFTR蛋白氯离子
通道功能相关, 在
国外, CFTR基因
突变及多态性一
直是研究热点, 而
我国却较少对其
研究,  M470V多
态性在我国人群
中的分布未见报
道.

1000 bp

506 bp500 bp

300 bp

M       1         2        3       4       5

图 1 Exon 10 PCR扩增结果.

图 2 M470V Hph Ⅰ酶切结果.
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200 bp
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305 bp
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■相关报道
C F T R 基 因 突 变
频率及热点因地
域、种族不同而
有差异, CFTR基
因的突变在亚洲
人中少见. 日本、
韩国、越南等国
家对本国人群的
C F T R 基 因 做 了
大量筛查, 未发现
白种人中常见的
CFTR基因严重突
变, 而M470V突变
表型与类CF疾病
的发生相关.
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Riordan et al [6]首次克隆了CFTR基因, 其位点

在第七对常染色体的长臂上(7q31), 全长250 
kb, 共有27个外显子和26个内含子; cDNA全长

6129 bp, 含1480个氨基酸, 分为12个跨膜片段

(M1-M12). 目前已报道CFTR基因有1000多种

突变和200多种多态现象[7]. 其中最常见的突变

为△F508, 即外显子10上3-bp缺失引起蛋白质

508位点苯丙氨酸丢失, △F508约占CFTR基因

突变的35%[8]. CFTR基因突变引起CFTR蛋白缺

失或异常可导致囊性纤维化(CF). CF是白种人

中最常见的常染色体隐性遗传性疾病, 发病率

以西欧、北欧及北美人群为高, 约为1/2500, 而
在亚洲人种中发病率很低, 约1/100 000[9]. CF患
者几乎所有的外分泌功能都会受影响, 但变异

很大, 多以肺和胰腺受累为主. 由于外分泌液

黏性增大, 可阻塞分泌管腔, 从而引起相应的

临床表现. 如在肺部, 可阻塞气道, 引起肺部感

染, 最后引起严重的、弥漫性的支气管扩张; 在
胰腺, 由于胰液分泌受阻, 引起消化不良、胰腺

自身消化、慢性胰腺炎、胰腺纤维化. CFTR
基因突变频率及热点因地域、种族不同而有

差异, C F T R基因的突变在亚洲人中少见. 日
本、韩国、越南等国家对本国人群的CFTR基

因做了大量筛查, 均未发现在白种人中常见的

CFTR基因严重突变, 如△F508、N1303K、△

I507、W1282A、R117A、R334W、R1162X、

2789+5G-A等[2,4,10-12]. CFTR基因突变可分以下

5种[13]: (1)无义突变, (2)错义突变, (3)移码突变; 
(4)剪接位点突变, (5)密码子缺失如△F508. 这
些突变可分为如下5级: 1级: 蛋白生物合成缺

陷, 2级: 蛋白加工成熟缺陷, 3级: 氯离子通道

调控缺陷, 4级: 氯离子传导或门控功能下降, 5
级: 蛋白质合成功能下降. 这一级突变包括启动

子突变、核苷酸和氨基酸替换, 他们减少了结

构及功能正常的CFTR蛋白数量. 一般认为1、
2或3级较4或5级有更严重的表型后果. M470V
属于错义突变, 是外显子10上470位点碱基氨

基酸发生了替换. 研究表明M470V多态现象能

够影响CFTR蛋白氯离子通道活性, V470等位

基因型CFTR蛋白通道活性低于M470等位基因

型蛋白通道活性[3]. 日本、韩国、越南等亚洲

国家均对CFTR基因突变及多态性做了人群背

景研究, 而我国对该基因的研究却较少. 有学者

认为, 虽然中国人CF发病率较高加索人低, 但
突变等位基因的绝对量可能相当大[14]. 如果按

中国人CF发病率为1/100万计, 至少有200万以

上的CFTR突变基因携带者. 目前我国尚未见对

CFTR基因M470V多态位点的研究报道. 我们首

次分析了中国江苏地区132例正常人群CFTR基
因M470V多态性, 结果显示我国以MV基因型

为主(45.45%), 其次为VV型(33.33%)、MM型

(21.21%), V470等位基因频率为56.06%, 分别低

于日本人群65%及高加索人群60%. 我国M470V
基因型及等位基因频率与越南相似, 可能与我

国同越南地域差异不大有关 .  通过此次筛查 , 
我们首次获得了中国江苏地区CFTR Exon 10 
M470V等位基因分型数据, 为我国CFTR基因及

其相关疾病的研究提供了重要的遗传学资料. 
本实验仅筛查了外显子10 M470V基因分型,  至
于其与CFTR常见突变相关性及CFTR蛋白功

能异常所致疾病如支气管扩张、慢性胰腺炎、

CBAVD(congenital bilateral absence of the vas 
deferens)等相关性仍有待进一步研究.
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