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Abstract
In 2007, Chinese Medical Association Digestive 
Branch constituted the Chinese consensus on 
diagnosis and treatment standard of inflammatory 
bowel disease (IBD). In this article, the diagnostic 
and therapeutic part of the consensus is analyzed. 
In addition, we also discuss the background of 
the consensus, the considerable revision and the 
cause, diagnosis and treatment of nonspecific 
colitis, selection of antibiotics, and wrong ways of 
hemostatic agent application. 

Key Words: Consensus; Diagnosis; Treatment; 
Standard; Inflammatory bowel disease; Analysis

Jiang XL, Cui HF. Analysis on Chinese consensus on 
diagnosis and treatment standard of inflammatory bowel 
disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 
1141-1143

摘要
本文对中华医学会消化病学分会炎症性肠病
协作组2007年制订的新的《对我国炎症性肠
病诊断治疗规范的共识意见》中关于溃疡性
结肠炎诊断和治疗部分作一解析, 对《共识》

出台的背景作了详细介绍, 对主要修改内容及
原因作说明, 对临床诊治中的一些热点问题如
非特异性结肠炎的命名诊断与治疗, 益生菌选
择, 促凝止血药物应用的误区作讨论. 
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0  引言

2007年, 中华医学会消化病学分会炎症性肠病

协作组制订了新的《对我国炎症性肠病诊断治

疗规范的共识意见》[1], 以下简称《共识》, 本
文对《共识》中溃疡性结肠炎诊断和治疗以及

临床诊治中的热点问题作一述评. 

1  出台背景

尽管我国在1956年就有关于溃疡性结肠炎的报

道, 但直到1978年杭州全国消化系统疾病学术会

议上才参照国外标准制定了第一个《特发性溃

疡性结肠炎诊断及治疗标准(草案)》, 该标准在

当时对规范溃疡性结肠炎的诊断起到了一定的

作用, 但对于鉴别诊断的要求欠明确, 组织学改

变描述不够具体, 后经1986年成都慢性腹泻会

议, 特别是经1993年太原全国慢性非感染性肠

道疾病学术研讨会讨论修订后的新标准(太原标

准), 经过7年多的应用, 证明具有科学性和实用

性, 同国际上比较通用的Lennard-Jones标准相比, 
尽管具体内容有所不同, 但在强调排除诊断、

综合诊断、完整诊断3方面是一致的, 而且比较

适合我国国情. 但该标准在黏膜活检诊断标准、

疗效标准等方面还存在不足, 特别在治疗方面缺

少一个规范化建议, 使本病的治疗没有一个共

同的尺度. 为此, 中华医学会消化学分会2000年
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在成都开会提出了《对炎症性肠病诊断治疗规

范的建议》, 与1993年标准相比, 主要修订内容

为: 增加了黏膜病理学检查缓解期的表现, 使病

理诊断指标更明确, 纠正了因标准模糊而致溃疡

性结肠炎诊断过宽的现象. 将疗效标准中的“近

期治愈”改为“完全缓解”, 更准确反映该病的

病程和实质. 增加了对“治疗建议”部分, 有利

于规范溃疡性结肠炎的治疗方案. 2000年以后, 
国内溃疡性结肠炎研究进一步深入, 有关溃疡性

结肠炎的专著陆续出版, 如《溃疡性结肠炎》[2]

和《溃疡性结肠炎现代诊疗手册》[3]等, 溃疡性

结肠炎专业学术网站如溃疡性结肠炎网(http://
www.chinaibd.com.cn), 结肠炎和溃疡性结肠炎

网(http://www.ibdcn.com.cn)陆续开通, 文献报告

病例数激增, 并于2006年成立了中华医学会消化

病学分会IBD协作组, 开展了全国多中心住院病

例调查, 召开了多次IBD学术会议. 国际方面, 基
于循证医学的诊治指南陆续出台, 如英国胃肠病

学会制订的《成人炎症性肠病治疗指南》[4]等. 
因此, 有必要根据国内外的研究进展, 根据循证

医学的原理, 对2000年的《对炎症性肠病诊断治

疗规范的建议》进行修改补充, 使其在诊治方面

更加规范, 具有先进性、科学性、实用性和普及

性. 为此, 2007年中华医学会消化学分会IBD协作

组组织有关专家反复讨论, 提出了《对我国炎症

性肠病诊断治疗规范的共识意见》[1].

2  《共识》主要修改内容

在临床表现部分增加了“病程多在4-6 w k以
上”, 强调了时间, 有利于排除常见感染性疾病; 
增加了“结肠镜检查发现的轻度直肠、乙状结

肠炎不能与UC等同, 应观察病情变化, 认真寻找

病因”, 对不典型病例强调了随诊的重要性. 在
临床类型方面, 关于暴发型描述增加了“血便

每天10次以上”这一量化指标; 在临床严重程

度方面, 建议采用Truelove and Witts分度, 而在

在病情分期方面, 增加了Sourtherland疾病活动

指数(DAI), 也称Mayo指数, 较为简单实用. 并且

增加了“慢性活动性或顽固性UC指诱导或维持

缓解治疗失败, 通常为皮质激素抵抗或依赖的

病例. 前者指泼尼松龙足量应用4 wk不缓解, 后
者为泼尼松龙减量至10 mg/d即无法控制发作或

者停药后3 mo复发者”, 明确了皮质激素抵抗或

耐药的概念; 关于病变范围, 删掉了“区域性结

肠炎”, 明确脾曲以远为左半结肠炎, 脾曲以近

为广泛结肠炎. 增加了鉴别诊断部分, 详细列出

了需要鉴别的疾病及如何鉴别, 强调排除一切

1142                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年4月18日    第16卷    第11期

有因可查的疾病. 诊断步骤: 增加了“病史中注

意病程, 腹泻腹痛多在4-6 wk以上, 应特别注意

新近肠道感染史、抗生素和NSAIDs等用药史, 
戒烟与应急因素等”. 为了安全, 建议对重症患

者结肠镜检查可缓做或者仅做直肠、乙状结肠

镜检查, 不推荐钡剂灌肠, 常规的实验室检查可

根据情况增加腹部平片或者超声检查以有助于

确定疾病的严重程度. 处理的原则意见: 将缓解

期应继续控制发作, 预防复发改为缓解期应继

续维持缓解, 预防复发; 增加了溃疡性直肠炎治

疗原则和方法与远段结肠炎相同, 局部治疗更

为重要, 优于口服药物. 活动期的治疗: 增加了

氨基水杨酸类药物之间剂量计算, 其剂量基于

5ASA克分子计算, SASP1克相当于美沙拉嗪0.4 
g, 巴沙拉嗪1 g相当于美沙拉嗪0.36 g, 奥沙拉秦

1 g相当于美沙拉嗪1 g. 便于临床治疗选择合适

剂量. 条件允许患者尽量选用相当剂量的5-氨基

水杨酸制剂, 以减少药物不良反应. 缓解期的治

疗: 强调了维持治疗, 特别是长期维持治疗的重

要性. 维持治疗的时间尚无定论, 可能3-5年甚至

终生用药, 诱导缓解后6 mo内复发者也应维持

治疗. 已经公认皮质类固醇激素无维持治疗效

果, 在症状缓解后逐渐减量, 应尽可能过渡到用

氨基水杨酸维持治疗. 可用与诱导缓解相当剂

量的新型5-氨基水杨酸类药物. 6-硫基嘌呤或硫

唑嘌呤等用于对上述药物不能维持或对皮质类

固醇激素依赖者. 其他治疗: 5ASA与免疫抑制

剂均无效者, 应考虑新型生物制剂, 如肿瘤坏死

因子α mAb, 宜可用益生菌维持治疗. 中药方剂

中不乏抗炎、止泻、黏膜保护、抑制免疫等多

种药物, 作为替代治疗的重要组成部分, 可以辩

证施治, 适当选用, 多种中药灌肠制剂也有一定

的疗效, 但需要进一步按现代的原理进行科学总

结. 治疗中应注重对患者的教育, 以提高治疗的

依从性, 早期识别疾病发作与定期随访.

3  临床诊治中应注意的问题

3.1 非特异性结肠炎的命名诊断与治疗 非特异

性结肠炎是指原因不明的结肠非特异性炎症

性病变, 但不包括溃疡性结肠炎、克罗恩病、

嗜酸性结肠炎、显微镜下结肠炎、一过性结肠

炎、孤立性直肠溃疡和白塞病等相对独立的疾

病. 由于原因不明是一个相对的和暂时的概念, 
因此, 非特异性结肠炎可能是一类疾病, 在目前

阶段, 尚没有一个统一的标准. 非特异性结肠炎

在临床实践中并不少见, 该型结肠炎既不同于
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溃疡性结肠炎和克罗恩病, 也不同于临床上常

见的慢性感染性结肠炎. 但由于目前还没有一

个统一的标准, 诊断和治疗很不规范, 国内临床

医师经常诊断为“慢性结肠炎”, 《共识》中

对单纯直肠、乙状结肠炎症只是建议随访, 但
究竟随访多长时间, 如何命名, 如何诊断及治疗

等问题还没有达成一致, 我们根据自己的实践, 
提出了非特异性结肠炎的诊断和治疗建议[2-3,5], 
供参考. 

该型结肠炎一般预后良好, 但要注意随访, 诊
断强调排除性和综合性的原则, 治疗方面可给予

对症治疗和非特异性抗炎治疗(如5-氨基水杨酸

类药物), 中医中药也有较好疗效. 预后一般较好. 
3.2 益生菌应用 近年来, 益生菌制剂在UC中

的作用日益受到人们的重视. 多项研究结果表

明益生菌不但可以治疗U C, 而且能预防其复

发.《共识》中在其他治疗部分也提到可以用益

生菌维持治疗[1], 但选择何种益生菌, 以及益生

菌治疗UC的最佳剂量、疗程及安全性等都是目

前尚不清楚而又具有探讨价值的热点问题[6-7]. 
其中, 用产丁酸的酪酸梭菌微生态制剂治疗UC
开始引起研究者的重视[8]. 酪酸是结肠能量代

谢、再生修复和免疫平衡必需的重要物质. 分
泌酪酸不足, 一方面会引起结肠能量代谢和再

生修复障碍, 另一方面又会引起免疫功能紊乱, 
TNF-α、IL-8等致炎症因子异常表达, 造成肠黏

膜发炎、溃疡, 因此, 补充酪酸有望成为治疗溃

疡性结肠炎的新选择, 阿泰宁的有效成分酪酸

梭菌CGMCC0313-1进入肠道能产生大量酪酸, 
新近的药理实验也证实阿泰宁对实验性溃疡性

结肠炎有一定的治疗作用[9], 我们最近的临床观

察表明, 阿泰宁联合美沙拉嗪治疗慢性反复发

作型溃疡性结肠炎患者的疗效及其安全性优于

单纯应用美沙拉嗪, 并且可降低复发. 这可能与

阿泰宁通过下调多种致炎细胞因子的表达, 消
除肠道炎症, 促进肠上皮组织的再生和修复等

机制, 治疗溃疡性结肠炎[9]. 而且我们还发现阿

泰宁和美沙拉秦有协同作用, 联合应用具有提

高缓解率、减少复发、副反应少、耐受性好、

改善生活质量等优点, 为UC治疗开辟了的新方

法. 由于益生菌制剂是一种安全有效无副作用

的治疗方法, 应用于临床治疗UC的前景充满希

望, 值得进一步研究.
3.3 止血药应用误区 便血是活动期溃疡性结肠

炎主要症状之一, 为了减少出血或止血, 国内很

多医生常规给患者应用止血敏、止血环酸、止

血芳酸等促凝药物, 而活动期溃疡性结肠炎患

者常伴有血小板活化和高凝状态, 这些促凝止

血药物应用又会进一步加重高凝状态, 容易导

致血栓形成, 加重肠黏膜缺血缺氧. 其实, 溃疡

性结肠炎血便主要是由于肠黏膜炎症、糜烂、

溃疡所致, 而非凝血功能低下引起, 只要炎症控

制, 便血症状就会缓解. 因此, 溃结患者出现便

血症状时不要乱用止血药, 相反, 对于伴有高凝

状态的患者, 可以用肝素类抗凝药物治疗[10].

4  结论

这次《共识》参考国外新近诊治指南并征求国

内专家的意见, 对我国以前诊治规范作了进一

步修改, 希望该建议能得到贯彻执行并能得到

广泛的应用, 只有这样才能既有利于患者诊治, 
又有利于学术交流, 并且在应用中使标准更加

完善实用. 当然, 由于国内高质量的临床资料不

多, 而且对于一个幅员辽阔的国家也很难达到

以一概全的治疗效果, 今后应当特别加强循证

医学资料的搜集, 逐步完善和更新规范的内容

使之深化细化, 加强实用性和指导性. 
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Abstract
AIM: To humanize and optimize the single 
chain variable fragment (scFv) DM specific 
against hepatocellular carcinoma (HCC), and 
simultaneously to get humanized scFvs with 
high affinity and low immuogenicity. 

METHODS: The amino acid sequence and the 

model structure of scFv DM were investigated 
to identify murine framework residues that 
most likely contribute to the integrity of bind-
ing site. All the residues that were difficult to 
decide were included as human and murine al-
ternatives in the combinatorial library. The full-
length humanized scFv gene fragments were 
synthesized with splicing overlap extension-
polymerase chain reaction (SOE-PCR). Phage 
display technique was used to construct a 
humanized combinatorial library. Hepatocarci-
noma cell-specific scFvs were selected by pan-
ning with HCC cell line, and the specificity of 
those selected scFvs for HCC was detected by 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 
The relative affinities of phage antibodies of 
the positive clones and the primitive clone DM 
were measured by ELISA using thiocyanate 
elution. 

RESULTS: A humanized combinatorial library 
was constructed successfully, and the real con-
tent of the library was 4.77 × 105 and contained 
a total of 128 variant humanized DM consisting 
of 25 different heavy chains and 22 different light 
chains. Three selected positive clones HDM1, 
HDM2, and HDM3 were obtained after two 
rounds of panning and ELISA detection, and 
their relative affinities were 1.6, 1.2 and 2.2 mol/
L, respectively. 

CONCLUSION: Combinatorial library strategy 
is an effective and simple method for humaniza-
tion of antibodies. All of the selected positive 
clones, HDM1, HDM2 and HDM3, have high 
specificity and affinity against HCC as the primi-
tive clone DM. 

Key Words: Humanization; Combinatorial antibody 
library; Single chain variable fragment; Hepatocel-
lular carcinoma; Overlap extension-polymerase 
chain reaction; Thiocyanate elution; Enzyme 
linked immunosorbent assay; Phage display tech-
nique
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■背景资料
单链抗体(scFv)分
子质量小, 容易进
入病灶组织的周
围循环及在肾内
清除快; 缺少恒定
区(Fc段), 不与具
有Fc受体的非靶
细胞结合, 因此在
体内定位诊断时
背景低、图像清
晰, 在肿瘤的影像
分析、导向治疗
和新药设计等多
个领域具有广阔
的应用前景. 

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师, 上海市复旦大
学公共卫生中心



叶刚, 等. 抗体库优化策略对特异性抗肝癌单链抗体的人源化                                                                                         1145

www.wjgnet.com

摘要
目的: 对特异性抗肝癌单链抗体(single chain 
variable fragment, scFv)DM同步进行人源化和
优化, 以获得亲和力高和免疫原性低的人源化
抗肝癌单链抗体. 

方法: 通过分子结构和序列分析, 确定对抗原
结合位点的构象有重要影响的骨架区(FR)残
基, 把难以判断回复突变残基的人、鼠源副本
同时编入人源化抗体序列中; 通过重叠延伸
PCR技术合成人源化抗体全基因, 利用噬菌体
展示技术构建人源化组合抗体库; 通过肝癌
细胞筛选阳性克隆, ELISA方法测定各个克隆
抗原结合活性; 用硫氰酸盐洗脱法测定并比
较亲本抗体和人源化scFv的相对亲和力. 

结果: 成功构建人源化组合抗体库, 实际库容
4.77×105, 包含由25不同重链和22不同轻链组
成的128种人源化DM; 经过筛淘及ELISA鉴
定, 获得HDM1、HDM2和HDM3 3个阳性克
隆, 相对亲和力指数分别为HDM1 1.6 mol/L、
HDM2 1.2 mol/L和HDM3 2.2 mol/L. 

结论:  抗体库优化法是一个高效、简便的
人源化方法; 获得的3株阳性克隆H D M1、
HDM2、HDM3与亲本抗体DM同样具有良好
的抗原结合特异性和较高的亲和力.

关键词: 人源化; 单链抗体; 组合抗体库; 肝癌; 重叠

延伸PCR; 硫氰酸盐洗脱法; 酶联免疫吸附试验; 噬

菌体展示技术

叶刚, 杨冬华, 汤绍辉, 黄卫, 丁世华, 罗静兰. 抗体库优化策略
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0  引言

肝癌是一种常见的恶性肿瘤, 起病隐匿, 进展快, 
转移早, 预后差, 目前临床早期诊治仍较难. 单
链抗体(single chain variable fragment, scFv)分子

质量小, 容易进入病灶组织的周围循环及在肾

内清除快; 缺少恒定区(Fc段), 不与具有Fc受体

的非靶细胞结合, 因此在体内定位诊断时背景

低、图像清晰[1], 在肿瘤的影像分析[2]、导向治

疗[3-4]和新药设计[5]等多个领域具有广阔的应用

前景. 但由于鼠源性抗体会诱导人体产生针对

鼠源性蛋白的人抗鼠抗体(HAMA), 影响治疗效

果, 又可能诱发过敏反应, 鼠源性抗体必须经过

人源化改造方可应用于临床[6-7]. 我们在2001年

构建成鼠抗人肝癌噬菌体scFv库[8]后, 成功利用

噬菌体抗体库技术成功筛选出特异性抗肝癌单

链抗体HscFv 4-16(GenBank登录号: DQ640759), 
并在体外进行亲和力成熟改造, 获得具有高亲

和力抗肝癌scFv DM[9-10]. 现采用组合抗体库优

化法[11]的人源化策略对scFv DM进行人源化改

造, 以获得特异性强、亲和力高、免疫原性低

的人源化抗肝癌scFv, 为肝癌的导向诊断和治疗

提供新手段和新方法.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞特异性单链抗体DM的核苷

酸序列由本课题组提供; 同源蛋白分析借助基

因数据库(EMBL+GenBank+DDBJ), 参考蛋白

的结构坐标来源于蛋白质晶体结构数据库(the 
Protein Data Bank, PDB); 所有分子模建、能量

优化均在Sgi图形工作站上, 采用Accelrys公司

的Insight lI 98商用软件包完成; 高保真Pyrobest 
DNA聚合酶、SfiⅠ内切酶、NotⅠ内切酶均购

自TaKaRa公司; Lingation High DNA连接酶购

自ToYoBo公司; 凝胶回收试剂盒、质粒提取

试剂盒、DNA片段纯化试剂盒均购自Omega
公司; 大肠杆菌TG1、大肠杆菌HB2151、载体

pCANTAB 5E、辅助噬菌体M13K07和HRP标记

抗M13 mAb均购自Amershan公司; 人肝癌细胞

株(Bel-7402, HepG2, SMMC7721)和正常人胎肝

细胞株(L-02)由本室保存, 购自武汉大学中国典

型培养物保藏中心. 引物由上海英骏生物技术

公司合成.
1 . 2  方 法  通过 I g B l a s t 搜索基因数据库

(EMBL+GenBank+DDBJ+Kabat Database)[12], 确
定与DM单链抗体FR同源性最高的人VH和VL
胚系基因序列[13]. 将鼠源抗体CDR插入到已选

择好的人FR, 然后检查FR序列, 确定鼠、人序

列之间不同的氨基酸残基. 采用同源模建方法

模建鼠源单链抗体DM的三维结构[14], 按文献

[15-16]结合分析抗体结构和鼠源抗体FR重要残

基, 评价每个不同残基对抗原结合的重要性, 对
应该回复突变的残基做出判断. 最后将难以确

定对抗原结合的重要性残基的鼠源、人源副本

均编入人源化抗体序列.
1.2.1 人源化抗肝癌噬菌体单链抗体全基因的

合成: 分别将重链和轻链拆分为大小约60 bp的
寡核苷酸序列, 片段之间重叠约20 bp, 采用重

叠延伸PCR(splicing overlapping extension-PCR, 
SOE-PCR)方法[17-18]合成scFv. (1)轻、重链寡核

■研发前沿
近年来对肝癌单
克隆抗体在肝癌
检测诊断及导向
治疗的深入研究, 
为肝癌的诊疗带
来了新的前景. 但
鼠源性抗体, 作为
异种蛋白应用于
人体有很强的免
疫原性, 临床反复
多次用药, 会使人
体内产生人抗小
鼠抗体(HAMA), 
可使临床疗效减
弱甚至消失, 或诱
发过敏反应, 临床
应用受限.
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苷酸链引物1-9(表1)各5 pmol与0.25 μL Pyrobest
高保真DNA聚合酶进行PCR反应(50 μL). PCR
反应程序设置: 94℃ 30 s, 58℃ 45 s, 72℃ 60 s, 
32个循环后, 72℃ 10 min. 凝胶电泳检测并回收

PCR产物. (2)扩增P1-2, P3-4, P6-7, P8-9: 将P1和
P2, P3和P4, P6和P7, P8和P9 PCR产物等摩尔混

合, 加入上下游引物, 98℃ 10 s, 63℃ 60 s, 6个循

环后, 98℃ 30 s, 63℃ 45 s, 72℃ 90 s, 32个循环

后, 72℃ 10 min. (3)扩增重链(P1-2-3-4)和轻链

(P6-7-8-9): PCR设置同上一轮反应. (4) 将重链, 
Linker(P5), 轻链PCR产物等摩尔混合, 按相同反

应条件进行重叠延伸PCR反应. (5)在PCR产物加

上酶切位点, PCR反应条件: 95℃ 5 min, 94℃ 30 
s, 63℃ 45 s, 72℃ 90 s, 32个循环后, 72℃ 10 min. 
凝胶电泳检测并回收基因片段 ,  产物纯化后 
备用.
1.2.2 抗肝癌噬菌体scFv的人源化组合抗体库的

构建: 将scFv PCR产物予SfiⅠ、NotⅠ双酶切后, 
按scFv基因与载体pCANTAB 5E 3∶1的摩尔比

进行连接. pCANTAB 5E-scFv经电穿孔转化入

电感受态大肠杆菌TG1. 用SOBAG(含100 g/L
的氨苄青霉素)平板筛选并测定库容量. 随机挑

取10个克隆接种培养, 次日抽提质粒DNA, 以质

粒DNA为模板进行PCR反应检测, 测目的基因

插入率. 再进一步以其中一个质粒DNA为模板, 

分别取F1up/R2down, F1up/R4down, F1up/R6, 
F3up/R9down, F1up/R8, F1up/R9down为引物, 进
行PCR扩增. 对噬菌体突变库进行2轮“挽救-吸
附-洗脱-扩增”富集筛选. 从最后1轮洗脱的噬

菌体抗体库中挑选共90个克隆制备噬菌体抗体. 
以肝癌细胞(浓度为108/L)包被ELISA板, 正常

肝细胞作为阴性对照, 经1 g/L BSA封闭后加入

待测噬菌体抗体上清, 同时设3个复孔; 然后以 
1∶5000 HRP标记的抗M13为Ⅱ抗, 孵育, 洗涤

后OPD底物显色, 标本A 490值大于阴性对照2倍
以上者为阳性将阳性克隆送上海英骏生物技术

有限公司进行scFv基因序列测定, 采用S1, S6测
序引物进行测序. 
1.2.3 人源化抗肝癌scFv的分泌表达: 3个阳性克

隆表达的噬菌体抗体10 μL加到400 μL对数生

长期的HB2151细胞400 μL中, 37℃振荡培养30 
min; 将每个克隆的培养物接种于SOBAG-N平

板上, 30℃培养过夜. 挑单菌落, 接种2×YT-AG
中, 30℃培养过夜; 将过夜培养菌加入2×YT-AG
中, 30℃培养1 h. 离心, 去上清, 加入50 mL 2×
YT-AI(I为终浓度1 mmol/L IPTG), 30℃培养16 h. 
离心15 min, 取上清, 即为含诱导表达的抗肝癌

scFv抗体片段的培养上清, 置4℃保存备用[19]. 
1.2.4 相对亲和力测定: 参照文献[20-21]的方

法, 将肝癌细胞(Bel-7402, HepG2, SMMC7721)

表 1 引物序列表

     
引物名称                                                                        引物序列

F1

R1

F2

R2

F3

R3

F4

R4

F5

R5

F6

R6

F7

R7

F8

R8

F9

R9

测序引物S1

测序引物S6

5'<atggcccaggtg(a/c)agctggtgcagtctggggctgag gtg aag aag cct ggg gcc tca gtg a>3'

5'<acttgtggagatgtatccagaagccttgcaggagaccttcactgaggccccaggcttc>3'

5'<gga tac atc tcc aca agt tat gat ata gac tgg gtg cga cag gcc cct gga caaggg c>3'

5'<agtactcccctctccaggaaaaatccatccaatccactcaagcccttgtccaggggcc>3'

5'<ttt cct gga gag ggg agt act gaa tac aat gag aag ttc aag ggc aggg(c/t)c acc ctg  a>3'

5'<ctccatgtaggctgtgctgatggac(t/g) tgtctac(a/g)(c/a) tcagggtg(g/a)ccctgcccttgaac>3'  

5'<agc aca gcc tac atg gag ctg a(c/g)(t/c)agg ctg aga tct gac gac acg gccgtg tat t>3'

5'<ccacaagtcaaagtagagcctatagtagtcccctctcgcacagaaatacacggccgtgt>3'

5'<ctc tac ttt gac ttg tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gtc tct tca ggt ggaggc g>3'

5'<gatgtcagatccgccaccgccagagccacctccgcctgaaccgcctccacctgaagag>3'

5'<ggt ggc gga tct gac atc gag ttg acc cag tct cca gcc acc ctg tct ttg tctcca gg>3'

5'<tgt act tga gct ggc act gca gg(t/a) gag ggt ggc tct ttc ccc tgg aga caaaga cag g>3'

5'<agt gcc agc tca agt aca cgt tac ata tat tgg tac caa cag aaa cct  ggc caggct c>3'

5'<agccacgttggatgtgtcatagatgaggagcctgggagcctggccaggtttctgttggt>3'

5'<tat gac aca tcc aac gtg gct cct ggc(g /a)tc cca ttt agg ttc agt ggcagt ggg tct g>3'

5'<ttcaggctctaggctgctgatggtgagagtataagatgtcccagacccactgccactga>3'

5'<agc agc cta gag cct gaa gat ttt gcc gtt tat tac tgt cag gag cgg agt ggttat c>3'

5'<tcgtttgatctccagcttggtccctccgccgaacgtgtacggataaccactccgctcct>3'

5'-caa cgt gaa aaa att att cgc-3' 

5'-gta aat gaa ttt tct gta tga gg-3'

■相关报道
截至2007年 ,  12
个人源化抗体被
批准上市.  1986
年Jones et al 首次
采用CDR移植技
术, 将鼠源抗体的
CDR移植到人的
重链FR上 ,  使免
疫原性降低为原
来的10%, 开创了
真正意义的人源
化抗体-改形抗体
(RAb). 
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加入96孔培养板, 培养24 h; 0.5 g/L戊二醛固定, 
PBS/20 g/L脱脂牛奶封闭后加入抗体, 每个阳

性克隆或原始克隆各加9个孔; 再加入不同浓度

硫氰酸铵, 浓度依次为0、0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5、3.0、3.5、4.0 mol/L, 各孔内加入1∶5000 
HRP标记抗M13 mAb. 孵育, 洗涤后OPD底物显

色. 以未加硫氰酸铵溶液孔的A值为100%, A值

降低50%时所对应的硫氰酸铵溶液的浓度, 即为

此抗体的相对亲和力指数.

2  结果

2.1 人源化抗肝癌噬菌体单链抗体全基因的合

成 (1)通过分析抗体结构和鼠源抗体FR重要残

基, 将人、鼠VH和VL的FR序列的20个和23个
不同残基, 划分为28个人源化残基、8个回复突

变残基和7个难以确定残基; (2)将人源化单链抗

体序列拆分为F1-9和R1-9共18个大小约60 bp, 
以F1/R1, F2/R2, F3/R3, F4/R4, F5/R5, F6/R6, F7/
R7, F8/R8, F9/R9互为引物和模板, 经过首轮重

叠延伸PCR, 获得大小约为100 bp的片段(图1); 
(3)经过第2轮重叠延伸PCR, 将P1和P2, P3和P4, 

P6和P7, P8和P9拼接, 获得大小约为180 bp的
片段(图2); (4)经过第3轮重叠延伸PCR, 将P1-2
和P3-4, P6-7和P8-9拼接, 获得P1-2-3-4(重链)、
P6-7-8-9片段(轻链), 大小约340 bp(图3); (5)经过

第4轮重叠延伸PCR, 将P1-2-3-4、P5、P6-7-8-9
片段拼接为P1-9, 大小约750 bp, 与理论值相符

(图4).
2.2 抗肝癌噬菌体scFv人源化组合抗体库的构

建 转化的细菌在含有氨苄青霉素的平板上均

生长良好, 基因插入率为90%. 再进一步以其

中一个质粒DNA为模板, 分别取F1up/R2down, 
F1up/R4down, F1up/R6, F3up/R9down, F1up/R8, 
F1up/R9down为引物, 进行PCR扩增, 获得PCR
产物P1-2, P1-4, P1-6, P3-9, P1-8, P1-9, 经15 g/L
琼脂糖凝胶电泳, 结果显示条带与理论值200、, 
360、520、600、680、770 bp基本一致(图5). 将
其中4个克隆的质粒DNA送上海英骏公司测序, 
序列正确. PCR鉴定和测序结果证明人源化组

合抗体库的构建成功, 实际库容为4.77×105. 从
构建的抗肝癌噬菌体scFv人源化组合库中随机

挑选出90个克隆, 经ELISA鉴定, 有24个克隆的

A 490值高于阴性对照的A 490值2倍以上, 提示这24
个单克隆菌株是能特异性结合肝癌细胞的阳性 
克隆.
2.3 阳性克隆测序结果 23个特异性抗肝癌人源

M    1   2    3   4    5    6    7   8   9

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

图 1 P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8和P9的PCR产物. M: 

marker; 1: P1; 2: P2; 3: P3; 4: P4; 5: P5; 6: P6; 7: P7; 8: P8; 9: 

P9.

M      1    2     3    4

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

图 2 P1-2、P3-4、P6-7和P8-9 PCR产物. M: marker; 1: 

P1-2; 2: P3-4; 3: P6-7; 4: P8-9.

 1     M     2 

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

图  3  P 1 - 2 - 3 - 4 、
P6-7-8-9片段PCR产物. 1: 

P1-2-3-4; M: marker; 2: 

P6-7-8-9. 

■创新盘点
本研究通过不同
的人源化策略将
抗体进行人源化
改造, 可明显降低
甚至完全消除抗
体的免疫原性. 

M       1

1500 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

图 4 P1-9 PCR产
物. M: marker ;  1 : 

P1-9.
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化scFv的基因序列被成功测出, 获得3个不同的

基因序列, 分别命名为HDM1、HDM2、HDM3. 
借助NCBI的BL2seq, 将3条基因序列与亲本抗

体scFvDM序列比对, 结果提示人源化后VH骨架

区的同源性由原来的76%提高到91%, VL骨架区

的同源性从79%提高到83%. 将3条人源化抗体

的骨架区氨基酸序列作比较结果见表2.
2.4 相对亲和力测定 以硫氰酸盐洗脱法对亲

本scFv DM及3株阳性克隆HDM1、HDM2、
HDM3的可溶性抗体进行相对亲和力测定. 亲本

scFv DM可溶性抗体对应的NH4SCN浓度即相

对亲和力指数为3.0 mol/L, HDM1为1.6 mol/L, 
HDM2为1.2 mol/L,  HDM3为2.2 mol/L(图6). 
HDM1、HDM2和HDM3的相对亲和力指数分

别为亲本抗体的0.54、0.40和0.74.

3  讨论

抗体人源化后亲和力常较原亲本抗体的明显减

弱, 可降低为亲本抗体的1/2-1/100[22]. 研究结果

显示, 其具有支持作用的FR的某些氨基酸残基

参与CDR的空间构象, 甚至直接与抗原相互作

用[23-24], 单纯将鼠源抗体的CDR移植到人抗体的

FR所获得的人源化抗体很难保持亲本抗体的亲

和力和特异性[25]. 学者常根据已发表的信息, 确
定FR中起关键作用的氨基酸, 通过逐次试着将

一些FR残基回复突变为鼠残基, 使抗体恢复亲

和力[26], 这样既繁琐, 效率也低. 我们采用抗体库

优化FR的策略对scFv进行人源化, 先通过分子

结构分析找出可能影响抗原结合部位立体结构

的骨架区残基, 将这些残基的鼠源副本和人源

副本同时组合到一个抗体库中, 构建人源化组

合抗体库, 借助噬菌体展示技术强大的筛选能

力寻找最佳组合, 确定哪些位置需要保留亲本

鼠源残基, 达到优化的作用. 本实验通过重叠延

伸PCR技术合成人源化抗体全基因, 并克隆到噬

菌粒载体pCANTAB 5E, 通过电穿孔转化到大肠

杆菌, 利用抗体库技术成功构建抗肝癌scFv人源

化组合抗体库, 库容4.77×105, 包含了由25不同

重链和22不同轻链组成的128种人源化DM. 
噬菌体展示技术的优越性在于具有极强的

筛选功能, 是一种极高效的表达、筛选体系. 噬
菌体抗体的抗体分子以融合蛋白的形式表达在

噬菌粒外膜上, 相当于体内B细胞的膜型表达, 
使我们能在体外模拟体内的抗原对特异性抗体

的克隆选择过程[6]. 通过与抗原的结合, 洗涤除

去不结合的噬菌体, 将结合于抗原的噬菌体洗

脱下来, 同时由于噬菌体对大肠杆菌的感染性, 
使噬菌体抗体库技术能够以淘洗的方式, 达到

富集的目的, 为快速选择特异性抗体提供了简

便而高效的筛选系统[18]. 一般每一轮的筛选可

富集50-1000倍[27], 因此我们按库容大小设计为

仅筛淘2次, 然后在最后1次筛淘后, 随机挑取90
克隆制备噬菌体抗体, 以肝癌细胞包被作固相

抗原, 通过ELISA鉴定出24个阳性克隆, 送去测

序, 获得3个克隆的序列. 以硫氰酸盐洗脱法对

亲本scFv DM及3株阳性克隆HDM1、HDM2、
HDM3的可溶性抗体进行相对亲和力测定. 亲本

scFv DM对应的NH4SCN浓度即相对亲和力指

数为3.0 mol/L, HDM1为1.6 mol/L, HDM2为1.2 
mol/L, HDM3为2.2 mol/L, 提示获得的3株阳性

克隆HDM1、HDM2、HDM3与亲本抗体DM同

样具有良好的抗原结合特异性和较高的亲和力. 
分析3个阳性克隆HDM1、HDM2、HDM3的氨

基酸序列发现, 3个克隆的轻链均包含了人抗体

残基SerL22, 重链H67, H70残基均为人抗体残

基, 分别是Val和Thr; 重链H73, H82A均为鼠抗

体残基, 分别是Lys和Thr; 3个克隆的H5和L58号
残基人、鼠残基都有, 提示H5和L58残基不是必

M     1       2       3       4       5       6 

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

图 5 重组子质粒DNA的PCR鉴定图. M: marker; 1: P1-2; 2: 
P1-4; 3: P1-6; 4: P3-9; 5: P1-8; 6: P1-9.

■应用要点
抗体库优化FR法
为实现人源化和
优化FR, 快速获
取高亲和力的人
源化抗体提供了
一种新手段. 
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0
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0百
分

率

0.0   0.5    1.0    1.5    2.0   2.5   3.0     3.5   4.0
NH4SCN浓度(mol/L)

图 6 硫氰酸盐洗脱法比较亲本克隆DM和阳性克隆HDM1, 
HDM2, HDM3相对亲和力.
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HDM1
HDM2
HDM3
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须回复突变残基. L22和H70残基的暴露度分别

为0.69、0.79, 属于大部分暴露残基; H5的暴露

度为0.82, 属暴露残基, 3个阳性克隆的L22, H70
都是人抗体残基, H5人、鼠残基都有, 表明L22, 
H5, H70均可人源化, 提示将暴露残基或大部分

暴露残基人源化, 对抗原抗体结合没有不利影

响, 与Padlan et al [28]的推论相符. H73, H82A均为

部分包埋残基, 3个阳性克隆的H73, H82A均为

鼠残基, 提示H73和H82A的重要性, 人源化可能

对抗原抗体的结合有影响. L58, H67均为包埋

残基, H67在3个阳性克隆中均为人抗体残基Val, 
L58在HDM3以人抗体残基I le出现, 在另两个

克隆中则为鼠抗体残基Val, 提示包埋残基L58, 
H67为可人源化残基. Rosok et al [29]的实验结果

也证明了在人源化时不是所有的包埋残基都必

须回复突变. 本实验借助抗体库对多样化抗体

的强大筛选能力, 通过筛选确定需保留的亲本

残基, 达到优化人源化抗体的目的. 
总之, 本实验通过抗体库优化法, 成功对抗

肝癌scFv DM进行人源化, 获得3株与亲本抗体

具有同样良好的抗原结合特异性和较高的亲和

力的阳性克隆, 并帮助判断必须回复突变的重

要残基, 证明抗体库优化法是一个高效、实用

的人源化方法, 可一步就实现人源化和优化FR
的目的, 为快速获取高亲和力的人源化抗体提

供了新手段.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of pseudolaric 
acid B (PAB) on the cel l cycle arrest and 
apoptosis of human hepatocellular carcinoma 
cell line BEL-7402 and the related mechanism. 

METHODS: Hepatocellular carcinoma line 
BEL-7402 cultured in vitro was treated with vari-
ous concentrations (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 μmol/L) of 
PAB at various intervals. Cell proliferation was 
examined by MTT assay. Cell cycle and apopto-
sis were analyzed by flow cytometry, and nucle-
ar condensation in BEL-7402 cells was examined 
with acridine orange staining. The change of 

mitochondrial trans-membrane potential was 
measured by JC-1 staining and cyclooxygenase-2 
(COX-2) protein expression was detected by 
Western blot.  

RESULTS: Various concentrations of PAB inhib-
ited the growth of BEL-7402 cells in a dose- and 
time-dependent manner. PAB induced apoptosis 
and cell cycle arrest at G2/M phase. BEL-7402 
cells treated with 2.0, 4.0 μmol/L PAB for 24 
h showed significantly enhanced apoptosis as 
compared with the control cells (19.06% ± 3.87%, 
31.19% ± 1.46% vs 0.10% ± 0.08%, P < 0.05). With 
acridine orange staining, we observed apoptotic 
body after the cells were treated with 1.0 μmol/
L PAB for 24 h. After the cells were treated with 
0.5 μmol/L PAB for 24 h, the mitochondrial 
membrane potential declined significantly. The 
expression of COX-2 protein in BEL-7402 cells 
decreased in a dose-dependent manner. 

CONCLUSION: PAB may inhibit the prolifera-
tion and induce the apoptosis of BEL-7402 cells 
by depolarization of the mitochondrial mem-
brane potential and down-regulation of the 
COX-2 expression. 

Key Words: Pseudolaric acid B; Apoptosis; Mito-
chondrial membrane potential; Cyclooxygenase-2; 
Methyl thiazolyl tetrazolium assay; Flow cytometry; 
Western blot

Ju XH, Xu YH, Li Y. Effects of pseudolaric acid B on 
the apoptosis, mitochondrial membrane potential and 
cyclooxygenase-2 expression in hepatocellular carcinoma 
cell line BEL-7402. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(11): 1151-1156

摘要
目的: 探讨土槿皮乙酸(PAB)对人肝癌细胞株
BEL-7402增殖和凋亡的影响及其影响机制. 

方法: 体外培养肝癌BEL-7402细胞, 用不同浓
度PAB作用不同时间后, MTT比色法检测PAB
对细胞增殖的影响; 流式细胞仪分析PAB对
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■背景资料
土槿皮是松科植
物金钱松的根皮, 
土槿皮乙酸(PAB)
是土槿皮中主要
的生物活性成分, 
与雷公藤总甙同
属于二萜类化合
物. 近年来研究发
现PAB可抑制胃
癌、肺癌、结肠
癌、宫颈癌及黑
色素瘤等多种肿
瘤细胞的增殖、

诱导细胞凋亡, 抗
肿瘤血管生成和
抑制P-糖蛋白过
表达引起的肿瘤
耐药, 因此, 受到
人们的广泛关注.

■同行评议者
吴志勇, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
普外科



细胞周期和凋亡的影响; 吖啶橙染色荧光显
微镜下观察PAB引起的肝癌细胞株BEL-7402
形态学变化; JC-1检测线粒体膜电位的变化; 
Western blot方法检测PAB对COX-2表达的 
影响.
 
结果: PAB作用细胞24, 48, 72 h, 细胞增殖
受到抑制, 且表现为剂量依赖性和时间依赖
性; PAB使肝癌细胞细胞周期阻滞于G2/M期; 
与对照组相比, 2.0, 4.0 μmol/L PAB作用24 h
后, 细胞凋亡率明显增加, 差异显著(19.06%
±3.87%, 31.19%±1.46% vs  0.10%±0.08%, 
P <0.05); 吖啶橙染色发现1.0 μmol/L PAB作
用24 h, 细胞内即有凋亡小体出现; 与对照
组相比, 0.5 μmol/L PAB作用24 h即可降低
BEL-7402线粒体膜电位(P <0.05); 不同浓度
PAB作用24 h后, 随PAB浓度增加COX-2蛋白
表达递减. 

结论: PA B通过降低B E L-7402线粒体膜电
位、减少COX-2的表达抑制细胞生长, 诱导细
胞凋亡.

关键词: 土槿皮乙酸; 细胞凋亡; 线粒体膜电位; 环

氧化酶; MTT比色法; 流式细胞术; 免疫印迹
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0  引言

土槿皮是松科植物金钱松的根皮, 土槿皮乙酸

(pseudolaric acid B, PAB)是土槿皮主要的生物活

性成分, 与雷公藤总甙同属于二萜类化合物, 分
子式为C23H28O8. 近年研究发现PAB具有抗肿瘤

作用, 其可以抑制胃癌、肺癌、结肠癌、宫颈

癌及黑色素瘤等多种肿瘤细胞的增殖并诱导细

胞凋亡[1-4], 但其具体机制尚不完全清楚, 并可能

因为细胞类型的不同而存在差异[5-8].
目前, 随着对细胞凋亡机制研究不断深入, 

线粒体在细胞凋亡中的作用受到关注. 在凋亡过

程中, 线粒体有两个重要作用, 首先他以ATP的
形式提供细胞凋亡所需的能量. 其次, 在细胞尚

未发生形态改变时, 细胞内线粒体已开始一系

列活动, 如线粒体跨膜电位(△ψm)降低、膜发

生渗透性转换、线粒体释放凋亡特异性酶激活

物细胞色素C及凋亡诱导因子(apoptosis inducing 
factor, AIF)等, 最终决定细胞凋亡发生与否. 因
此, 线粒体被认为是细胞凋亡的调控器[9-10]. 
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本研究观察PAB对肝癌细胞BEL-7402增殖

及凋亡的影响, 探讨线粒体膜电位及COX-2在
PAB诱导细胞凋亡过程中的变化, 旨在认识PAB
抗肿瘤作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 PAB(中国药品生物制品检定所, 分子量

432.5 g/mol, 批号110880-200502). RPMI 1640 培
养基(Hyclone公司), 胎牛血清(天津灏洋生物制

品公司), 胰酶(Amresco公司), 噻唑蓝MTT (南京

凯基生物发展有限公司), Hoechst 33258 (Sigma
公司), 碘化丙啶(propidium iodide, PI, Sigma公
司), 线粒体膜电位检测试剂盒JC-1(南京凯基

生物发展有限公司), COX-2, actin羊抗人多克

隆一抗和辣根酶标记兔抗山羊IgG(Santa Cruz 
Biotechnology). 人肝癌细胞株BEL-7402由中国

医科大学细胞生物教研室提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞系及细胞培养: 细胞接种在含100 mL/L
胎牛血清、100 U/mL青链霉素的RPMI 1640培
养基中, 在37℃、体积分数为50 mL/L CO2、

95%湿度培养箱中培养 .  细胞单层贴壁生长 , 
48-72 h传代.
1.2.2 MTT比色法检测细胞增殖: 人肝癌细胞株

BEL-7402细胞密度调整为4-5×107/L, 接种于96 
孔培养板, 每孔100 μL. 培养12 h, 分别加入浓度

为0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 μmol/L PAB, 培养24, 48, 72 
h, 每孔加入MTT 15 μL(5 g/L), 继续培养4 h 后, 
弃上清, 每孔加入150 μL二甲基亚砜, 避光振荡

15 min后, 酶标仪于590 nm波长下检测各孔吸光

度值(A值), 绘制量效曲线. 细胞抑制率(%) = (1-
加药组平均A值/对照组平均A值)×100%.
1.2.3 流式细胞仪分析细胞周期和凋亡率: 分别

收集被0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 μmol/L PAB作用24 h
的肝癌细胞, 调整细胞数约为1×106, PBS洗涤

细胞2次, 加入700 mL/L乙醇, 置4℃固定过夜.检
测时用PBS洗涤细胞两次, PI复合染液避光染色

20 min后行流式细胞仪检测. Cell Quest软件获

取单个细胞104个, 用Mod Fit LT软件分析细胞

周期和凋亡率.
1.2.4 细胞形态学观察: 10 mg吖啶橙溶于100 mL 
pH为6.8的PBS中, 滤过, 4℃避光保存. 收集药物

作用后的各组细胞, PBS液洗涤2遍, 制成活细胞

悬液, 浓度为1010 cells/L, 取95 μL细胞悬液, 加入

5 μL吖啶橙储存液混匀, 吸1滴混合液点于洁净玻

片上, 直接用盖玻片封片, 荧光显微镜观察, 摄片.
1.2.5 检测△ψm PAB作用24 h的肝癌细胞, 用
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■研发前沿
PAB可抑制多种
肿瘤细胞的增殖
并诱导细胞凋亡, 
但其具体机制尚
不完全清楚, 并可
能因为细胞类型
的不同而存在差
异. 
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PBS洗涤细胞2次, 收集不多于1×106的细胞; 取
500 μL 10×incubation Buffer加4.5 mL灭菌去离

子水稀释成1×incubation Buffer, 混匀并预热至

37℃; 吸取2.5 mL 1×incubation Buffer, 加入5 μL 
JC-1, 涡旋混匀配成JC-1工作液; 取500 μL JC-1
工作液将细胞均匀悬浮, 37℃, 50 mL/L CO2的

培养箱中孵育15-20 min; 室温离心(2000 r/min, 5 
min)收集细胞, 用1×incubation Buffer洗两次; 吸
取500 μL 1×incubation Buffer重新悬浮细胞; 流
式细胞仪(Ex = 488 nm; Em = 530 nm)检测细胞

凋亡的情况. 荧光显微镜观察: 滴1滴上述细胞

悬液于载玻片, 盖上盖玻片, 于荧光显微镜下观

察, 照相.
1.2.6 检测COX-2表达: 收集BEL-7402细胞, 用
冰冷的PBS洗涤细胞2次, 4℃, 3000 r/min离心

5 min, 去上清, 立即置于冰上; 加入细胞裂解液

及蛋白酶抑制剂混合液, 吹打均匀, 冰上放置20 
min; 4℃离心, 14 000 r/min, 10 min; 将上清液转

移至另一干净的离心管中, 取部分上清液测定

蛋白质浓度. 取等蛋白量样品上清液与2×样品

缓冲液混匀后于沸水浴中煮沸3 min, 上样, 用
SDS-PAGE进行电泳, 转膜, 加入actin山羊多克

隆抗体和COX-2山羊多克隆抗体, 室温孵育2 h, 
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG二抗和兔抗

山羊IgG二抗室温孵育1 h; 混合等体积的A液和

B液, 与PVDF膜共孵育5 min, 于暗室中进行曝

光、显影、定影; 以凝胶成像系统进行成像及

数据采集. 
统计学处理 所有实验数据均采用mean±

SD表示, 用SPSS13.0软件进行t检验.

2  结果

2.1 BEL-7402生长的抑制作用 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 
μmol/L PAB对细胞作用24, 48, 72 h, 抑制细胞生

长, 且表现出明显的剂量依赖性和时间依赖性. 
2.0 μmol/L PAB对BEL-7402作用72 h, 抑制率接

近100%(图1).
2.2 细胞周期和凋亡率 PAB对BEL-7402细胞作

用24 h, 随着浓度的增加, G0/G1、S期细胞逐渐

减少, G2/M期细胞逐渐增多, 提示细胞周期阻滞

于G2/M期; 与对照组相比, 2.0, 4.0 μmol/L PAB
作用24 h后, 细胞凋亡率明显增加(表1).
2.3 吖啶橙染色 吖啶橙荧光染色可较清楚地显

示凋亡细胞的胞体与胞核形态. 正常细胞核结

构正常、均呈绿色荧光(图2A). 1.0 μmol/L PAB
作用24 h后, 荧光显微镜下观察到典型的细胞凋

亡特征性变化: 凋亡细胞胞核呈固缩状的或半

月形绿色荧光或橘黄色荧光(图2B).
2.4 △ψm JC-1在正常细胞内聚集在线粒体内, 
形成多聚体, 呈鲜红色荧光, 但在凋亡细胞内, 
由于△ψm的破坏, 不能聚集到线粒体内, 以单

体的形式存在于胞质发绿色荧光. 荧光强度的

变化反映△ψ m的变化. 流式细胞仪用红色荧

光降低的百分比表示△ψ m的降低. 该试验发

现PA B处理细胞后线粒体由黄绿色变为绿色. 
BEL-7402细胞经0.5, 1.0, 2.0, 4.0 μmol/L PAB
作用24 h后, 线粒体膜电位降低, 分别是33.46%
±0.87%、51.97%±1.42%、63.34%±2.67%、

70.78%±7.39%和77.62%±8.13%, 提示线粒体

■相关报道
Tong et al 研究发
现PAB作为一种
新的微管蛋白结
合剂, 通过不同于
长春新碱和秋水
仙素微管蛋白结
合位点的直接作
用, 可使微管蛋白
解聚, 显著抑制人
微血管内皮细胞
的增殖、迁移和
腔管形成, 而且可
清除动物体内新
形成的内皮腔管
和微血管. 这说明
PAB可以抑制肿
瘤血管生成.

表 1 不同浓度PAB作用24 h对BEL-7402细胞周期和凋亡率的影响 (mean±SD, %)

     
PAB浓度

(μmol/L)              
G0/G1               S                              G2/M       凋亡率

0.0  

0.5 

1.0 

2.0 

4.0 

aP<0.05 vs  对照组.

73.62±1.38

70.97±2.97

60.06±1.40a

28.66±2.31a

0.61±0.12a

26.28±0.83

22.82±2.63

20.11±2.31

15.47±3.17a

  1.96±0.07a

  0.10±1.48

  6.21±0.36

13.83±4.67a

55.87±3.87a

97.43±1.46a

  0.10±0.08

  0.23±0.16

  5.39±2.67

19.06±3.87a

31.19±1.46a

100.00

80.00

60.00

40.00

20.00

0.00

24 h

48 h

72 h

图 1 不同浓度PAB作用不同时间对BEL-7402生长的抑制. 

          PAB(μmol/L)
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膜电位发生去极化(图3).
2.5 COX-2蛋白表达 BEL-7402细胞随药物浓度

的增加, COX-2蛋白表达减少, 2.0, 4.0 μmol/L 
PAB处理组尤为明显(图4).

3  讨论

PAB是从金钱松的根皮提取出来的二萜类化合

物. 在民间PAB主要用于治疗皮肤真菌感染、终

止早期妊娠, 近年来研究发现PAB具有抗肿瘤及

抑制肿瘤血管发生的作用, 从而引起人们的广

泛关注. PAB主要抑制增殖活跃的肿瘤细胞的生

长, 对源于正常组织生长缓慢的细胞影响甚微, 
在移植瘤动物模型中, 有效剂量内并未观察到

毒性反应, 而且PAB可以抑制P-糖蛋白过表达引

起的肿瘤耐药[1]. PAB作为一种新的微管蛋白结

合剂, 通过不同于长春新碱和秋水仙素微管蛋

白结合位点的直接作用, 可使微管蛋白解聚, 显
著抑制人微血管内皮细胞的增殖、迁移和腔管

形成, 而且可清除动物体内新形成的内皮腔管

和微血管[8]. 
我们采用不同浓度的PAB对人肝癌细胞株

BEL-7402作用不同时间, 发现细胞增殖受到明

显抑制, 细胞周期阻滞于G2/M期; 同时吖啶橙染

色观察到典型的凋亡细胞, JC-1染色流式细胞

仪检测表明PAB作用后线粒体膜电位降低. Ko 
et al [3]的研究亦发现PAB通过使人结肠癌细胞株

HT-29细胞周期阻滞于G2/M期, 调节细胞周期蛋

白的表达, 下调c-myc, 从而抑制肿瘤细胞的生

长, 诱导细胞凋亡. 这与本实验的结果一致.
我们发现PAB可使肝癌细胞BEL-7402阻滞

于G2/M期, 从而抑制细胞的有丝分裂. 这可能是

由于PAB裂解细胞微管网状系统, 抑制有丝分裂

纺锤体的形成[1]. △ψm是线粒体发挥正常生理

A B

A B

图 2 BEL-7402凋亡细胞胞体与胞核形态. A: 正常BEL-7402细胞; B: 1.0 μmol/L PAB作用24 h.

图 3 BEL-7402的JC-1染色. A: 正常BEL-7402细胞; B: 0.5 μmol/L PAB对BEL-7402作用24 h.

A 1             2            3             4              5

B

图 4 不同浓度PAB作用BEL-7402细胞24 h后COX-2蛋白表
达情况. A: β-actin蛋白表达情况; B: COX-2蛋白表达情况; 

1-5: 0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 μmol/L PAB.

■创新盘点
本 研 究 收 集 不
同 浓 度 土 槿 皮
乙酸处理24 h的
BEL-7402细胞 , 
应用JC-1染色、

流式细胞仪检测
线粒体膜电位的
变化, 发现随药物
浓度的增加, 线粒
体膜电位降低.
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功能所必需的, 线粒体膜完整的脂质双层结构

保障了△ψm的存在, 一旦膜完整性遭到破坏, 将
致使△ψm下降, 从而使线粒体氧化还原状态失

常, 引发呼吸链的解耦联等. 这些因素足以使细

胞因无法得到正常能量供给而发生凋亡或坏死. 
本实验应用JC-1染色, 通过流式细胞仪检测△

ψm的变化, 发现△ψm随PAB药物浓度的增加而

下降. PAB降低△ψm诱导凋亡的机制尚不明确, 
可能是PAB降低线粒体膜电位后直接激活线粒

体途径的凋亡通路[11-13]. 由于△ψm下降, 从线粒

体外室释放的AIF激活caspase-3, 同时从线粒体

释放出来的细胞色素C与凋亡蛋白酶激活因子

-1(apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1)
和caspase-9形成复合体, 活化caspase-3, 从而引

起细胞凋亡[14-15].
近年来研究表明, COX-2除在炎症反应中起

重要作用外, 尚与肝癌、结肠癌等肿瘤的发生密

切相关[16-17]. COX-2通过其催化产物PGE2刺激肿

瘤细胞的增殖[18]; 阻断细胞色素C释放, 抑制肿瘤

细胞凋亡[19]; 上调bcl-2的表达, 增强AKt激酶介导

通路抑制细胞凋亡[20]; 诱导肿瘤细胞产生PGE2、
VEGF等, 促进肿瘤血管发生[21-22]; 活化基质金属

酶(matrix metalloproteinases, MMP)-9[23],增加肿

瘤细胞的侵袭力[24]; COX-2诱导P-糖蛋白表达, 
导致肿瘤细胞耐药[19]. 选择性COX-2抑制剂可诱

导高表达COX-2的肿瘤细胞凋亡, 抑制肿瘤血

管发生、侵袭和转移, 并可与化疗药起协同作

用, 说明COX-2是治疗肿瘤的一重要靶点[17,25-26]. 
BEL-7402强表达COX-2[27-28]. 我们发现2.0 μmol/L 
PAB作用24 h后, COX-2蛋白表达即明显减少, 
同时吖啶橙染色和线粒体膜电位检测发现明显

的凋亡征象, 说明PAB通过减少COX-2的表达, 
诱导肿瘤细胞凋亡.

可见, PAB通过使细胞周期阻滞于G2/M期抑

制BEL-7402细胞生长; 通过降低线粒体膜电位、

减少COX-2蛋白表达诱导BEL-7402细胞凋亡. 但
目前有关PAB抗肿瘤作用的研究较少, 且多为体

外实验, 体内实验也仅限于动物; 有关其诱导凋

亡, 抑制肿瘤血管发生的机制尚未完全明确, 不
同学者的研究结论也不一致. Gong et al [29]的研究

发现PAB通过活化HeLa细胞的c-Jun氨基端激

酶(c-Jun N-terminal kinase, JNK)和caspase-3诱
导细胞凋亡, JNK部分参与调整PAB引起的P53
表达. Liu et al的研究发现PAB可以抑制小鼠体

内移植瘤的生长; 通过上调p53, 下调Bcl-2, 活
化caspase-3诱导体外培养的肿瘤细胞凋亡, 但 

Wong et al [1]认为PAB的细胞毒性与p53状态无关. 
因此, 我们仍需深入研究PAB的抗肿瘤作用机

制, 从而为肿瘤的治疗以及为中药的开发和临

床应用提供更多的依据.
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Abstract
AIM: To explore the in vitro effect of human 
growth hormone (GH) on the proliferation of 
pancreatic carcinoma cell line (BXPC-3 cells) as 
well as the possible mechanism. 

METHODS: BXPC-3 cells during exponential 
growth stage were harvested and divided into 
experimental group and control group. The ex-
perimental group was separated into four sub-
groups according to the doses of GH (50, 100 
μg/L) and culture time (2, 24 h). Insulin-like 
growth factors 1, 2 (IGF-1, IGF-2) were detected 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA). BXPC-3 cells cultured for 24 h with vari-
ous GH concentrations were made into single 

cell suspensions and the samples underwent 
subsequent cell cycle evaluation. IGF-1 receptor 
mRNA and IGF-2 receptor mRNA were tested 
with in situ hybridization.

RESULTS: The GH-stimulated cell growth in 
vitro and the cell proliferation index (PI) were 
significantly increased after 24-h culture (cell 
number: 8.44 ± 1.25, 7.50 ± 0.64 vs 5.26 ± 0.65, P < 
0.05; PI: 0.60 ± 0.06, 0.57 ± 0.04 vs 0.50 ± 0.04, P < 
0.05), while the number of S-phase cells was also 
markedly increased (47.62% ± 6.74%, 54.60% ± 
7.59% vs 38.37% ± 4.99%, P < 0.05). The quantity 
of IGF-1 was significantly increased after 2-h cul-
ture in the experimental group, but there was no 
statistical significance between the two groups 
after 24-h culture. The IGF-1 receptor mRNA 
and the IGF-2 receptor mRNA were positively 
expressed in BXPC-3 cells. Furthermore, the ex-
pression of IGF-1 receptor mRNA was increased 
after GH induction, but the expression of IGF-2 
receptor mRNA was not. 

CONCLUSION: GH can stimulate the prolifera-
tion of pancreatic carcinoma cells in vitro and the 
possible mechanism may be related to the axis of 
GH-IGF-1. 

Key Words: Growth hormone; Pancreatic carcino-
ma; Proliferation; Cell cycle; In situ  hybridization; 
Enzyme-linked immunosorbent assay; Flow cytom-
etry

Cai HH, Sun YM, Bai JF, Lu WX, Shi Y, Zhao HL, Miao 
Y. Effect of human recombinant growth hormone on 
proliferation of pancreatic carcinoma cell line BXPC-3 
and its possible mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(11): 1157-1161

摘要
目的: 探讨生长激素(growth hormone, GH)在
体外对胰腺癌细胞株BXPC-3增殖及其可能
机制. 

方法: 将胰腺癌细胞随机分为实验组(GH组)
和对照组(NS组), GH组按剂量和培养时间分
为4个亚组(50 μg/L: 2, 24 h; 100 μg/L: 2, 24 h), 
分别吸取上清用ELISA法检测类胰岛素生长
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■背景资料
自 从 生 长 激 素
(GH)重组并应用
于临床以来, 取得
良好的效果. 最近
有学者将GH应用
于胃肠道恶性肿
瘤术后患者, 能明
显改善营养、促
进蛋白质合成、

增强免疫力, 减少
术后并发症和延
长患者的生存期. 
本实验以胰腺癌
细胞BXPC-3为研
究对象, 探讨GH
在体外能否促进
增值及其机制. 

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科



因子1、2(IGF-1和IGF-2)并将细胞计数; 胰腺
癌细胞用50和100 μg/L GH培养24 h后固定, 
以流式细胞仪测定细胞周期; 同时在不同浓
度GH干预的培养液进行细胞爬片、固定, 用
原位杂交的方法检测类胰岛素生长因子1、2
受体mRNA (IGF-1R mRNA和IGF-2R mRNA).  

结果: 加入G H培养24 h后细胞数目增加明
显(8.44±1.25, 7.50±0.64 vs  5.26±0.65, 
P <0.05) ,  且G H组的增殖指数明显高于对
照组(0.60±0.06, 0.57±0.04 vs  0.50±0.04, 
P <0.05), S期细胞数与对照组相比也显著增多
(47.62%±6.74%, 54.60%±7.59% vs  38.37%
±4.99%, P <0.05). 2 h后实验组的IGF1的量明
显增加(P <0.05), 但24 h后各组的IGF-1之间无
统计学意义. IGF-1、IGF-2R mRNA在肿瘤细
胞中均呈阳性表达, 且GH可诱导细胞IGF-1R 
mRNA表达增强, 而IGF-2R mRNA则没增加. 

结论: GH在体外能促进胰腺癌BXPC-3细胞
的增殖, 其机制可能是通过GH-IGF1轴发挥作
用的. 

关键词: 生长激素; 胰腺癌; 增殖; 细胞周期; 原位杂

交; 酶联免疫吸附试验; 流式细胞术
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0  引言

自Serono公司研制的重组人生长激素(recom-
binant human growth hormone, rhGH)应用于生长

激素(growth hormone, GH)缺乏的替代治疗获得

成功以来, 其应用范围不断扩大. 国内一些学者[1]

认为, 胃肠道恶性肿瘤术后的患者通过围手术期

肠内和/或肠外营养支持可安全度过术后营养难

关, 而在给患者营养的同时加用rhGH后可明显促

进蛋白质合成和组织修复, 增强免疫功能, 从而

减少术后并发症. 但GH在改善患者营养、缓解

蛋白丢失、减轻恶病质的同时也可能增加某些

细胞的恶性转化素质, 或加剧肿瘤细胞的恶性生

物学行为. GH在肿瘤患者术后的应用仍存在一

定的争议[2-3]. 本实验通过观察体外BXPC-3的数

量、细胞周期和的胰岛素生长因子1、2(insulin-
like growth factor-1, 2, IGF-1, 2)及胰岛素生长因

子1、2受体mRNA(IGF-1, 2R mRNA)的表达情

况, 来探讨GH对胰腺癌细胞是否有增殖作用及

其可能机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 BXPC-3细胞购自中科院上海细胞研

究所, 生长激素购自瑞士Serono公司, IGF1, 2的
ELISA试剂盒购自R&B公司, IGF1, 2R mRNA的

原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞周期的检测: 将胰腺癌BXPC-3细胞用

含100 mL/L的胎牛血清、1×105 U/L青霉素和1
×105 U/L链霉素的DMEM完全培养液在37℃、

50 mL/L CO2孵箱中培养. 培养至对数生长期时

收集, 调整浓度为2.5×108/L, 接种于25 cm2一次

性培养瓶中, 每瓶加培养液至5 mL, 实验组给予

GH, 使其终浓度为50 μg/L及100 μg/L, 对照组加

足培养液, 培养24 h, 2.5 mg/L的胰酶(含2 mg/L
的EDTA)消化, 吹打成悬液后离心, 去上清, 1
×PBS(0.01 mol/L, pH7.4)漂洗3次, 加入1 mL,  
-20℃, 800 mL/L乙醇吹打成细胞成单细胞悬液

固定-20℃过夜, 次日用PBS漂洗2次, 调整为1 
mL, 加入RNA酶A, 37℃水浴30 min, 制冷到4℃, 
加入碘化丙锭, 300目滤网过滤后用流式细胞

仪及Multicycle软件分析细胞周期(激发波长为

488 nm), 计算增殖指数(PI)值[PI = (S+G2M)/(G0/
G1+S+G2M)].  
1.2.2  I G F1 ,  2的检测:  收集指数生长期中的

BXPC-3细胞, 调整浓度为2.5×108/L, 接种于6孔
板中, 每孔加培养液至2 mL, 实验组给予GH使

成终浓度为50 μg/L及100 μg/L, 对照组加足培养

液, 在培养2 h和24 h后计数并收集上清1 mL, 按
试剂盒说明书步骤进行ELISA检测.  
1.2.3 IGF1, 2R mRNA的检测: (1)细胞爬片制作: 
盖玻片在涂有10 mL/L多聚赖氨酸后烘干, 高压

蒸汽灭菌, 置于6孔板中, 同时将调整指数生长

期、浓度为5×108/L的BXPC-3细胞于移于其中, 
每孔加培养液至2 mL, 实验组给予GH使成终浓

度为50 μg/L及100 μg/L, 对照组加足培养液, 再
于37℃、50 mL/L CO2孵箱中培养. 24 h后吸去

培养液, 用PBS洗5 min×3次, 加入4 g/L多聚甲

醛固定30 min. 再以PBS洗涤5 min×3次, ddH2O
充分洗涤, 晾干后用中性树胶将盖玻片无细胞

面粘在载玻片上, 晾干后-20℃冰冻保存待检. 
(2)原位杂交检测: 在室温晾干的细胞爬片上加

H2O2-甲醇(1∶50)50 mL 30 min灭活内源性酶, 
蒸馏水洗5 min×3次; 3 g/L柠檬酸新鲜胃蛋白酶

消化1 min以暴露mRNA核酸片段, 10×PBS(0.1 
mol/L, pH7.4)洗5 min×3次; 1 g/L多聚甲醛后固

定, 室温10 min, 蒸馏水洗涤3次; 加入预杂交液, 
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■研发前沿
在GH广泛应用于
临床的同时, 有学
者质疑GH会否增
加某些细胞的恶
性转化素质, 或加
剧肿瘤细胞的恶
性生物学行为. 现
在认为GH在体外
能促进肿瘤细胞
的增殖, 但体内不
促进肿瘤的生长, 
其机制不明. 
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20 μL/片, 湿盒40℃ 3 h; 加入杂交液, 20 μL/片, 
湿盒40℃过夜; 37℃ SSC梯度洗涤; 滴加封闭液, 
37℃ 30 min后加入生物素化鼠抗地高辛, 37℃ 
60 min; 10×PBS洗5 min×4次; 滴加SABC, 37℃ 
20 min, PBS洗5 min×3次; 加入生物素化过氧化

物酶, 37℃ 20 min, PBS洗5 min×4次后DAB显
色20 min, 充分水洗; 酒精脱水, 二甲苯透明, 封
片. 以PBS代替一抗作空白对照. (3)结果判定: 细
胞质内无着色为阴性, 淡黄色代表弱阳性, 黄色

代表阳性, 深黄色和棕黄色代表强阳性. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 用

软件SPSS11.0进行数据统计. 

2  结果

2.1 GH对BXPC-3的增殖作用 在给予GH后, 与
对照组相比, 培养2、24 h的细胞计数明显增多

(P<0.05), 但不同浓度GH组(50 μg/L组及100 μg/L
组)之间无差别(表1). GH对BXPC-3细胞周期的

影响, 显示GH在体外能提高S(%)及PI(P <0.05). 
但50 μg/L组及100 μg/L组差异无显著性(表2). 
2.2 GH对BXPC-3分泌IGF1, 2的影响 GH干预

后2 h后, 实验组细胞分泌的IGF1比对照组明

显增多(P <0.05), 而GH 50组与GH 100组间无

明显差别, 而24 h后IGF1在各组之间没有差别. 
IGF2在肿瘤上清中呈阳性表达, 但不受GH调控 
(图1-2). 

2.3 GH对BXPC-3的IGF1R mRNA、IGF2R 
mRNA表达的影响 IGF1R mRNA阳性表达的细

胞胞质着色为黄色, 少量细胞核亦可着色. 本组

实验中空白组细胞不着色, 对照组细胞染成淡

黄色, 而GH组则染成深黄色或棕黄色(图3). IG-
F2RmRNA在各组中均有表达, 胞质着色为黄色, 
GH干预组表达无明显增强(图4). 

3  讨论

GH是由脑垂体前叶嗜酸性细胞分泌的一种分子

质量为22 ku的单一肽链的蛋白质激素, 有191个
氨基酸组成, 其生理功能主要是刺激所有机体

组织的发育, 增加体细胞的体积和数目. GH的功

能主要通过两种可能的机制发挥其功能: (1)直
接作用假说, GH可以直接与靶细胞表面的GHR
和/或催乳素受体(PRLR)结合, 刺激靶细胞的生

长; (2)经IGFs等生长介质(somatomedin, SM)介
导假说, 该假说认为GH刺激肝细胞和释放IGFs, 
再经过I G F s作用于靶细胞促进细胞的增殖和

生长. 除了肝脏, 身体其他组织细胞均能通过内

分泌、旁分泌和自分泌IGFs. IGFs包括IGF1和
IGF2, 他们与人体多种肿瘤的发生发展有一定

的关系, 是很强的丝裂原[4-7]: IGF1通过与他的受

体(IGF1R)结合介导GH的作用促靶细胞分裂增

殖; 而IGF2则与两个不同受体(IGF1R和IGF2R)

表 1 GH对BXPC-3增殖的作用 (×108/L, n  = 7, mean±SD)

     
                                     细胞数

                               0 h                  2 h                        24 h

对照组                 2.5          3.00±0.40         5.26±0.65              

GH 50组              2.5          3.10±0.35a        7.50±0.64a

GH 100组            2.5          3.35±0.64a        8.44±1.25a

aP<0.05 vs  对照组.

分组             

表 2 GH对BXPC-3细胞周期的影响 (n  = 7, mean±SD)

     
分组                    G1(%)            G2M(%)          S(%)              PI

对照组              49.88           11.75        38.37         0.50  

                       ±3.87         ±4.31       ±4.99     ±0.04               

GH 50组           43.19            9.19         47.62         0.57

                       ±4.07         ±2.98       ±6.74a    ±0.04a 

GH 100组         39.57            5.83         54.60         0.60 

                       ±6.58         ±1.35       ±7.59a    ±0.06a

aP<0.05 vs  对照组.

图 1 胰腺癌各组IGF1的浓度. aP<0.05 vs  对照-2 h组.
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图 2 胰腺癌各组IGF2的浓度. 
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■相关报道
有研究表明 ,  GH
除能促进小肠吸
收营养, 还能调整
细胞增殖期, 增强
化疗药物的效果. 
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的亲合力几乎相同, 通过IGF1R介导胞内信号转

导而发挥细胞增殖作用,通过IGF2R则介导溶酶

体内吞噬溶酶体对IGF2进行降解使其灭活, 有
人提出IGF2R是某些肿瘤的抑制基因[8-9].  

国内学者石毅 et al [10]经研究后发现, GH在

体外促进胰腺癌细胞SW-1990的生长, 而GHR
在细胞中呈弱阳性表达(低于正常淋巴细胞的表

达), 说明GH-GHR不是GH促SW-1990细胞增殖

分化的主要途径, 但其机制未行进一步的阐明. 
由于胰腺癌恶性程度高, 早诊断率低, 预后

差, 患者总的5年生存率多在5.0%以下[11-12]. 石
毅 et al [13]在体内实验时发现, GH不能改变胰腺

癌在体肿瘤的细胞增殖特性, 但有利于维持小

肠黏膜的形态. 如果将外源性GH应用于胰腺癌
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图 4 胰腺癌细胞株BXPC-3 IGF2R mRNA原位杂交图. A: 空白组; B: 对照组; C: GH 50组; D: GH 100组.

A B

C D

图 3 胰腺癌细胞株BXPC-3 IGF1R mRNA原位杂交图. A: 空白组; B: 对照组; C: GH 50组; D: GH 100组.

A B

C D

■创新盘点
本文以胰腺癌细
胞BXPC-3为研究
对象 ,  在体外GH
干预下, 观察细胞
的数量、细胞周
期和的IGF1, 2及
IGF1, 2R mRNA
的表达情况, 探讨
GH对BXPC-3细
胞是否有增殖作
用及其可能机制.
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患者, 使其延缓机体总蛋白及细胞群的丢失, 改
善营养, 增加体质量, 增进细胞及体液免疫功能, 
减轻恶病质, 减少病死率, 从而最终使宿主受益. 

为了观察GH对胰腺癌细胞增殖的影响, 该
实验研究参照Izadyar et al [14]的方法, 细胞培养

中采用的GH浓度选择为50 μg/L和100 μg/L, 药
物暴露时间选为2 h和24 h. 结果显示GH可使

BXPC-3细胞增殖加快、S期百分比及P I升高, 
在实验组细胞培养2 h的上清中IGF1的浓度比

对照组明显增高, 而24 h无明显差异, 这可能与

GH半衰期短有关, 24 h后在实验组爬片的胰腺

癌细胞的胞质中IGF1RmRNA表达增强, 而IGF2 
RmRNA表达无增强, 提示GH在体外对QBC939
细胞有促进分裂、增加DNA合成的作用, 机制

可能是通过GH-IGF1轴发挥作用的. 本实验认

为, 在体外GH通过GH-IGF1轴能促进胰腺癌

BXPC-3细胞的增殖和分化, 但GH能否应用于临

床恶性肿瘤术后患者, 有待于进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic efficacy of 
attenuated salmonella typhimurium carrying 
human hepatocyte growth factor (Typl-HGF) 
gene in rats with ulcerative colitis (UC) induced 
by 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS).  

METHODS: Forty ulcerative colitis model rats 
were induced by TNBS enema, and then ran-
domly divided into 4 groups (n = 10): simple 
attenuated salmonella typhimurium (Ty) control 
group, Typl-HGF group, attenuated salmonella 

typhimurium carrying green fluorescent pro-
tein (Typl-GFP) gene group and model control 
group. Another 10 rats were intrarectally ad-
ministered with normal saline, serving as nor-
mal control group. After 3-6 times of treatment, 
the colons were removed and scored by appear-
ance, and then the specimens were subjected 
to HE staining for histological observation and 
scoring. The expression of target gene in colon 
tissues was observed under fluorescence micro-
scope. 

RESULTS: The weights of rats treated 3 times 
with Typl-HGF had a little increase, but those 
of rats treated 6 times with Typl-HGF showed a 
significant increase (9.75 ± 2.07 g) (P < 0.05). The 
common symptoms of colitis were not obviously 
ameliorated in Ty group and model control 
group. Grossly, mucosal hyperemia and thicken-
ing of colonic wall were evidently ameliorated, 
and the colon appearance scores of rats treated 
with Typl-HGF 3 or 6 times were significantly 
lower than those of rats in Ty group and model 
control group (2.20 ± 0.90 vs 5.10 ± 1.70, 5.30 ± 1.30; 
1.70 ± 1.10 vs 4.00 ± 1.50, 4.30 ± 1.20; all P < 0.01); 
there was a significant difference between rats 
treated with Typl-HGF 3 and 6 times (P < 0.05). 
Histopathologically, in Typl-HGF-treated 3-time 
group, the score was not significantly different 
from that in Ty group or model control group, 
but the score in Typl-HGF-treated 6-time group 
was significantly higher than that in model con-
trol group (1.60 ± 0.30 vs 3.50 ± 0.70, P < 0.05). 
GFP expression was observed in colon tissues 
after intragastric administration of Typl-GFP. 

CONCLUSION: Typl-HGF can dramatically 
ameliorate mucosal inflammation and symptoms 
of TNBS-induced colitis as well as promote the 
repair of mucosal damage and ulcer in rats. 

Key Words: Ulcerative colitis; Attenuated salmo-
nella typhimurium; Hepatocyte growth factor gene
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YW. Gene therapy of hepatocyte growth factor mediated 
by attenuated salmonella typhimurium for TNBS-induced 
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■背景资料
溃疡性结肠炎黏
膜损伤无法修复
的原因还未阐明, 
至今无特异性的
治疗方法, 造成该
疾病病程迁延、

无法治愈. 氨基水
杨酸类药物及皮
质类固醇激素是
目前治疗溃疡性
结肠炎的主要方
法, 这些非特异性
抗炎和免疫抑制
药物, 只能暂时的
控制和缓解症状, 
不能从根本上治
愈该病, 长期应用
不良反应增多, 停
药后容易复发, 部
分激素耐药或抵
抗的难治性患者
效果更不理想, 因
此, 必须寻找更加
特异的治疗方法.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科
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摘要
目的: 评价携带肝细胞生长因子基因的减毒
沙门氏菌(Typl-HGF)对TNBS诱发大鼠溃疡性
结肠炎模型的治疗效果. 

方法: 40只Wistar大鼠经TNBS灌肠诱发溃疡
性结肠炎模型, 并随机分为减毒沙门氏菌株
(Ty)治疗组、Typl-HGF治疗组、携带绿色荧
光蛋白基因的减毒沙门氏菌株(Typl-GFP)观
察组和模型对照组4组, 每组10只; 另设生理
盐水灌肠正常对照组10只. 3次和6次ig 1 wk
后, 分别观察各组大鼠的一般情况、结肠大体
观及评分、结肠组织学变化及评分和目的基
因表达. 

结果: Typl-HGF治疗组3次ig后体质量略有增
加, 但差异无统计学意义; 6次Typl-HGF治疗
后动物体质量较模型对照组平均增加9.75±
2.07 g, 差异有统计学意义(P <0.05), Ty治疗组
与模型对照组大鼠症状均无明显缓解. 3次和6
次Typl-HGF治疗组结肠大体标本积分明显低
于同期Ty治疗组和模型对照组(2.20±0.90 vs  
5.10±1.70, 5.30±1.30; 1.70±1.10 vs  4.00±
1.50, 4.30±1.20, 均P <0.01), 且3次和6次Typl-
HGF ig治疗相比较有统计学意义(P <0.05). 3
次ig后Typl-HGF治疗组组织学评分与Ty治疗
组和模型对照组无明显差别; 6次Typl-HGF
治疗后组织学评分与同期模型组标本积分相
比, 二者之间差异有统计学意义(1.60±0.30 vs  
3.50±0.70, P <0.05). Typl-GFP ig后在结肠组
织可见GFP强表达. 

结论: Typl-HGF能明显减轻TNBS诱发溃疡性
结肠炎模型大鼠的症状及炎症, 对已形成的黏
膜损伤及溃疡有促修复作用. 

关键词: 溃疡性结肠炎; 减毒沙门氏菌; 肝细胞生长

因子基因
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢性

进展性疾病, 是世界卫生组织公认的临床难治性

疾病, 也是结肠肿瘤发生的主要危险因素之一, 
其发病率近年来呈逐年增高趋势. UC的病因和

机制至今尚未明确, 主要与感染、遗传因素、免

疫因素及精神因素有关[1]. 病变主要表现为炎症

和溃疡. 此病确诊后一般采用综合性治疗措施, 
但目前现有的各种疗法不能改变UC的自然病程, 
致使病情迁延, 难以根治, 患者长期痛苦, 甚至出

现大量便血、肠狭窄、肠穿孔、中毒性肠扩张

和结肠癌等严重并发症. 因此探索一种毒副作用

小而有效的治疗新方法十分必要. 
近年来研究表明生长因子在细胞的增殖、

运动、损伤修复、溃疡愈合及免疫调节等方面

起重要作用. 肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)是一多功能生长因子, 可促进肠上皮

细胞增殖, 抑制细胞凋亡, 加快结肠上皮重建[2-3], 
减轻炎症细胞浸润, 减轻症状及黏膜损伤, 促进

局部血管形成, 加快肠道黏膜损伤愈合[4-5]. HGF
被证明还具有免疫调节作用, 对自身免疫性疾

病具有治疗潜能[6-7], 可抑制瘢痕形成[8]. 这提示

应用外源性HGF可能抑制胶原的合成和沉积, 
减少愈合后的溃疡瘢痕, 从而可能阻止UC并发

症的发生. 
本研究旨在利用HGF的多功能结合减毒沙

门氏菌作为基因传递载体的优势及对肠黏膜组

织强嗜性的特性, 拟将HGF基因的真核表达载

体转入减毒的沙门氏菌中, 制备成一种基因治

疗药物, 为UC的治疗探索一条切实、可行、有

效的治疗方法.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠50只, 体质量220-250 
g, 雌雄各半 ,  由中国人民解放军兰州军区兰

州总医院动物中心提供. 三硝基苯磺酸(2, 4, 
6-trinitrobenzene sulphonic acid, TNBS)为Sigma
公司产品, 乙醇(安徽安特集团, 分析纯), 卡那霉

素(Amresco), 酵母提取物由北京索莱宝科技有

限公司提供, 胰蛋白胨(Oxoid)为Sigma公司产品, 
NaHCO3(分析纯)购自北京化学试剂公司. 减毒

沙门氏菌株(Ty)、携带绿色荧光蛋白基因的减

毒沙门氏菌株(Typl-GFP)、携带人肝细胞生长

因子基因的减毒沙门氏菌株(Typl-HGF)均由本

实验中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 所有大鼠实验前禁食不禁水48 h, 随
机取40只, 实验开始大鼠吸入乙醚麻醉, 仰卧

位, 将一根聚乙烯管(直径约2 mm)经肛门插入肠

道, 深度8 cm, 将30 mg(150 mg/kg)TNBS与500 
mL/L乙醇等体积溶液注入肠道, 保持肛门高位

5 min, 防止液体流出, 余10只大鼠以等量生理盐

水取代TNBS灌肠液灌肠, 其余过程均相同. 

■研发前沿
UC是一种以黏膜
和黏膜下层浸润
为主, 特发于大肠
的非特异性炎症
性慢性肠病. 结肠
黏膜炎症持续活
动以及黏膜修复
功能失调, 是造成
UC治疗困难的主
要原因. 
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1.2.2 分组及治疗: 将TNBS灌肠的40只大鼠随机

分为4组: Ty治疗组、Typl-HGF治疗组、Typl-
GFP观察组和模型对照组(n  = 10). 灌肠后d 3开
始ig治疗, 隔日一次, 每只0.5 mL菌液. 将Ty、
Typl-HGF、Typl-GFP菌液分别接种于含卡那霉

素的LB培养基中振荡过夜, 9 h后收集菌体, PBS
洗涤后, 用100 g/L NaHCO3溶液悬浮, 调整细菌

数为2×1011 cfu/L, 立即ig. 模型对照组和正常对

照组给予同体积100 g/L NaHCO3. 每日观察大鼠

的精神、进食、活动、体质量、大便数量及大

便的性状改变等. 
1.2.3 结肠组织目的蛋白的表达: 取Typl-GFP ig
组大鼠结肠组织一部分, 沿结肠横轴剪开, 冷生

理盐水冲洗干净, 将其制作冰冻切片, 用荧光显

微镜观察目的蛋白的表达. 
1.2.4 肠标本积分: 取各组大鼠肛门至盲肠段结

肠(约8 cm)沿肠结膜纵轴剪开, 冷生理盐水冲洗

干净, 观察黏膜损伤并按Wallace et al [9]报道的评

分标准评分. 大致正常: 0分; 无溃疡, 局部充血: 
1分; 可见溃疡, 但无充血: 2分; 仅1处溃疡和炎

症: 3分; 2处或更多处的溃疡和炎症: 4分; 溃疡

长于2 cm: 5分; 大于2 cm的溃疡, 每增加1 cm多

计1分: 6-10分. 
1.2.5 肠道组织学观察及评分: 参照文献[10], 取
肠组织一部分以40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, HE
染色后光学显微镜下观察组织病理改变, 并对

结肠组织学损伤进行评分: 无明显炎症: 0分; 少
量淋巴细胞浸润(≤10%高倍视野), 并无结构的

改变: 1分; 中量淋巴细胞浸润(10%-25%高倍视

野), 隐窝变长, 肠壁增厚, 但未透过黏膜层, 无溃

疡形成: 2分; 明显淋巴细胞浸润(25%-50%高倍

视野), 血管密度增加, 肠壁增厚, 透过黏膜层: 3
分; 大量淋巴细胞浸润(≥50%高倍视野), 血管

密度增加, 隐窝变长并扭曲, 肠壁全层增厚, 可
见溃疡形成: 4分.

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 用
SPSS11.5统计软件进行方差齐性检验后用t检验

进行统计学处理. 

2  结果

2.1 模型观察 TNBS灌肠3 d后, 大部分大鼠出现

稀便, 甚至稀水、脓血, 肛门周围潮湿、污秽, 
精神萎靡, 活动倦怠. 造模1 wk后随机取2只大鼠

处死, 取其部分结肠, 病理分析示: 黏膜糜烂, 黏
膜层可见炎性渗出坏死物, 各层均见炎性细胞

浸润. 2 wk后取2只大鼠结肠病理分析示: 黏膜脱

落, 溃疡明显; 3 wk后大部分大鼠可见稀便或黏

液便、精神萎靡等症状. 模型大鼠结肠病理分

析示: 仍有明显溃疡, 腺体及肠壁各层可见大量

急、慢性炎性细胞, 镜下可见血管增生、炎性

肉芽肿及淋巴滤泡结构, 表明造模成功. 
2.2 一般情况 TNBS灌肠后, 模型组平均3-5 d出
现典型症状, 如大便不成形、腹泻、便血和体

质量下降等, 正常对照组则体质量增加. Typl-
HGF治疗组大鼠3次ig后症状稍缓解, 体质量略

有增加, 较模型对照组平均增加5.31±1.13 g, 但
差异无统计学意义(P >0.05); Typl-HGF治疗6次
后动物黏液脓血便、粪便稀等溃疡性结肠炎常

见症状均明显好转, 精神萎靡减轻, 无便中带血, 
体质量较模型对照组平均增加9.75±2.07 g, 差
异有统计学意义(P <0.05), 经6次治疗后, 模型对

照组和Ty治疗组症状无明显缓解. 
2.3 结肠组织目的蛋白的表达 Typl-GFP ig 3次和

6次后1 wk分别取结肠做冰冻切片, 在荧光显微

镜下均可观察到GFP强表达(图1).
2.4  结肠组织大体形态和组织学观察 
2.4.1 大体形态改变: 正常对照组大鼠肠管黏膜

皱襞纹理清晰, 未见糜烂及溃疡(图2A); 模型对

照组及Ty治疗组大鼠肠管变粗, 肠壁部分甚至

膨胀巨大变薄, 肠壁外周黏连严重, 肠管黏膜坏

死组织、溃疡及糜烂面的上面有黑黄色膜状物

附着, 其附近黏膜充血、水肿明显(图2B-E); Ty
治疗组大鼠肠壁与正常大鼠接近, 尤其是6次ig
治疗后(图2F-G). 结肠病变主要集中在远端结肠, 
Typl-HGF治疗组3次ig后大体标本积分为2.20±
0.90, 明显低于同期Ty治疗组(5.10±1.70)和模型

对照组(5.30±1.30, P <0.01); Typl-HGF治疗组6
次ig后大体标本积分为1.70±1.10, 明显低于同

期Ty治疗组(4.00±1.50)和模型组(4.30±1.20, 
P <0.01), Typl-HGF治疗组3次和6次ig相比较差

异有统计学意义(P <0.05); Ty治疗组3次和6次ig
后与模型对照组相比无明显改变.
2.4.2 组织学变化: 光镜下观察大鼠结肠组织可

见, 正常对照组黏膜、腺体结构清晰,黏膜下血

管丰富(图3A); 模型对照组黏膜糜烂、剥脱程度

较重, 溃疡数量多, 溃疡面大, 黏膜及黏膜下层

有大量炎性细胞浸润, 腺体破坏, 组织坏死, 未
见明显增生现象(图3B); Ty治疗组与模型对照组

相比无明显差别(图3C); Typl-HGF治疗组结肠

黏膜炎症充血、水肿、炎性细胞浸润程度减轻, 
溃疡面明显缩小或完全愈合, 肠腺增生, 溃疡底

■相关报道
研究表明, 肝细胞
生长因子 (HGF)
是一多功能生长
因子, 可促进肠上
皮细胞增殖, 抑制
细胞凋亡, 加快结
肠上皮重建, 减轻
炎症细胞浸润, 减
轻症状及黏膜损
伤, 促进局部血管
形成, 加快肠道黏
膜损伤愈合. HGF
被证明还具有免
疫调节作用, 对自
身免疫性疾病具
有治疗潜能, 且可
抑制瘢痕形成.
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部可见黏膜下层有新生肉芽组织增生, 毛细血

管增生明显(图3D). 各组组织学评分见表1, Typl-
HGF治疗6次后肠组织病理检查较模型组明显

好转, 组织评分明显低于同期Ty治疗组和模型

对照组(P <0.05), 经6次治疗后Ty治疗组和模型

对照组无明显差别(P >0.05).

3  讨论

UC是一种以黏膜和黏膜下层浸润为主, 特发于

大肠的非特异性炎症性慢性肠病. 结肠黏膜炎

症持续活动以及黏膜修复功能失调, 是造成UC
治疗困难的主要原因. 目前对于UC的治疗, 临床

上用得较广泛的是抗炎剂、皮质类固醇类、免

疫抑制剂以及抗菌素、局部麻醉剂、尼古丁、

肝素等. 这些药物起效快, 短期疗效肯定, 但长

期疗效不佳, 副作用明显. 所以探索一种毒副作

用小而有效的治疗新方法十分必要. 
近年来研究表明生长因子在细胞的增殖、

运动、损伤修复、细胞外基质形成、血管形

成、溃疡愈合及免疫调节等方面起重要作用. 
已有研究表明, 表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)在溃疡病发病、治疗和抗复发方面

均有一定意义, 国外已有基因重组的用于治疗

溃疡病和烧伤的EGF制剂, 是一个有希望的新

型黏膜保护剂[11]. 研究表明HGF: (1)可促进肠上

皮细胞增殖, 减轻炎症细胞浸润, 促进肠道黏膜

损伤愈合[4-5]; (2)HGF有强的促血管形成的功能, 
局部应用HGF可促进结肠局部血液供应, 减少

氧自由基的产生, 从而减轻黏膜损伤, 促进损伤

黏膜修复[12]; (3)HGF具有免疫调节作用, 通过诱

导Th2细胞分泌细胞因子、抑制树突状细胞功

能等来治疗自身免疫性疾病, 如系统性红斑狼

疮、移植排斥反应、自身免疫性心肌炎等[13-14], 
而UC病因中免疫系统异常是造成炎症和组织

损伤的内在因素, 也认为是一种自身免疫性疾 
病[15]; (4)我们以往的研究已证明HGF可抑制组

织修复过程中瘢痕的形成, 从而HGF可能阻止

UC迁延过程中某些并发症的发生, 鉴于HGF以
上优势, 本研究中我们选用HGF用于治疗UC. 另
外由于直接应用HGF蛋白存在一些缺陷, 所以本

研究我们利用Ty作为基因传递载体的优势及对

表 1 各组结肠组织学评分 (mean±SD)

     
分组                              Ⅰ                               Ⅱ

正常对照组 

模型对照组

Ty治疗组

Typl-HGF组

aP<0.05 vs  Ty治疗组, 模型对照组.

        0

4.63±0.98

4.13±0.52

3.87±0.76

        0          

3.50±0.76          

3.24±0.41           

1.60±0.33a

A B

图 1 结肠组织GFP的表达(×40). A: Typl-GFP ig 3次后1 wk; B: Typl-GFP ig 6次后1 wk.

■创新盘点
本研究利用减毒
沙门氏菌作为基
因传递载体的优
势及对肠黏膜组
织强嗜性的特性, 
将HGF基因的真
核表达载体转入
减毒的沙门氏菌
中, 制备成一种以
减毒的沙门氏菌
为细胞载体的基
因治疗药物(Typl-
HGF), 用于UC的
治疗从而可能阻
止UC并发症的发
生.

A B C D E

图 2 各组大鼠结肠大体形态. A: 正常对照组; B: 3次ig后１wk模型对照组; C: 6次ig后１wk模型对照组; D: 3次ig后Ty治疗

组; E: 6次ig后Ty治疗组; F: 3次ig后Typl-HGF治疗组; G: 6次ig后Typl-HGF治疗组.

F G
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肠黏膜组织强嗜性的特性, 将HGF基因的真核表

达载体转入Ty中, 制备成一种以Ty为细胞载体的

基因治疗药物(Typl-HGF), 用于UC的治疗.  
本实验采用TNBS加乙醇灌肠造成大鼠UC

模型, 该模型持续时间较长(8 wk), 体现急性炎

症向慢性转化的动态过程并伴以溃疡形成, 在
组织学变化上与人类UC有一定的相似. 实验发

现Typl-HGF ig对TNBS+乙醇法模型有较好的治

疗作用, 大鼠症状减轻及黏膜损伤的修复, 表现

为体质量增加、减轻腹泻、血便、体质量下降

等症状, 镜下溃疡面积缩小, 炎性细胞浸润显著

减少, 病变深度明显减轻, 这与Mukoyama et al [16]

研究的HGF能降低结肠的黏膜损伤和增加体质

量一致. 
同时, 我们的研究还发现, HGF对UC大鼠免

疫功能也有影响. UC模型外周循环CD4+/CD8+T
比值上升 ,  说明全身及局部免疫反应处于亢

进状态. 予以Typl-HGF隔日6次治疗后CD4+和

CD4+/CD8+T均明显低于模型对照组表明此时机

体免疫耐受逐步修复. 免疫复合物与补体的活

化与溃疡性结肠炎的活动性密切相关, 由IgG抗

体形成的免疫复合物, 均可与细胞表面相应受

体结合, 从而使这些细胞活化, 在溃结病肠道病

变中起到了损伤性的作用, 我们研究发现Typl-
HGF能明显降低IgG1的产生, 从而降低免疫复

合物的形成. 我们初步认为Ty携带肝细胞生长

因子基因能抑制T细胞的增殖和免疫球蛋白尤

其是CD4+T细胞的增殖, 可能代表一种新的策略

用于治疗自身免疫性疾病. 可见Typl-HGF在治

疗溃疡性结肠炎过程中, 发挥多重功效, 从而达

到有效治疗的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of melatonin 
on the colon inflammatory injury of rats with 
TNBS-induced colitis and determine whether 
this effect is associated with chemoattractant 
molecules interleukin-8 (IL-8) and monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1).  

METHODS: Rat colitis models were established 
by 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) 
enema. The animals were randomized into 5 
groups: normal group, model group and three 
melatonin groups (2.5, 5.0, and 10.0 mg/kg), in-
trarectally treated with saline, TNBS, and TNBS 
plus melatonin, respectively. At the end of the 
4th wk, macroscopic and histological changes of 
the colon were examined and mucosal myelo-
peroxidase (MPO) activities were assayed. IL-8 
and MCP-1 protein expression in colon tissues 
were examined by Western blot and immuno-
histochemistry. 

RESULTS: The levels of IL-8, MCP-1 expression 
and MPO activity were significantly higher in 
model group than those in normal group (80.3 ± 
13.6 vs 12.2 ± 5.4; 87.2 ± 7.4 vs 17.3 ± 4.6; 3450.7 ± 
135.0 nkat/g vs 416.8 ± 73.0 nkat/g; all P < 0.01), 
but they were significantly lower in melatonin 
treatment groups (33.5 ± 9.3, 37.7 ± 7.2, 2150.4 
± 129.0 nkat/g, P < 0.01). Melatonin reduced 
colonic lesions (macroscopical and histological 
damage indices: 1.6 ± 0.7 vs 6.3 ± 1.4; 1.4 ± 0.5 vs 
6.24 ± 1.04; P < 0.01) and improved colitis symp-
toms. 

CONCLUSION: Melatonin reduces colonic in-
flammatory injury of rats with ulcerative colitis 
through down-regulating the expression of IL-8 
and MCP-1. 

Key Words: Ulcerative colitis; Melatonin; 2, 4, 
6-trinitrobenzene sulfonic acid; Interleukin-8; 
monocyte chemoattractant protein-1

Liu K, Zhou W, Li JH. Effects of melatonin on the 
expression of interleukin-8 and monocyte chemoattractant 
protein-1 in rats with TNBS-induced colitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 1168-1172

摘要
目 的 :  探 讨 褪 黑 素 对 大 鼠 溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, UC)炎性损伤的保护作用及
对肠组织趋化因子的影响. 

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)制备大鼠UC
模型, 将动物随机分为正常对照组、模型组
及褪黑素治疗组(2.5, 5.0, 10.0 mg/kg)5组. 采用
Western blot法及免疫组织化学法检测肠组织
IL-8和MCP-1蛋白表达, 生化方法检测MPO含
量, 并观察肠道大体形态和和组织学改变. 

结果: U C模型组I L-8、M C P-1蛋白表达及
MPO含量较正常组显著增高(80.3±13.6 vs  
12.2±5.4, 87.2±7.4 vs  17.3±4.6, 3450.7±
135.0 nkat/g vs  416.8±73.0 nkat/g, 均P <0.01), 
褪黑素治疗组IL-8、MCP-1蛋白表达, MPO含
量(33.5±9.3, 37.7±7.2, 2150.4±129.0 nkat/g)

®

■背景资料
炎症性肠病是肠
道的慢性非特异
性炎症性疾病, 包
括溃疡性结肠炎
和克罗恩病. 其病
因及发病机制尚
未 完 全 明 了 ,  可
能与多种因素相
关, 包括遗传、免
疫、感染、精神
心理等, 其病程常
反复迁延, 在我国
的发生率呈上升
趋势, 严重危害人
们健康. 其治疗也
是临床难题之一. 
近年来, 研究者在
不断探求溃疡性
结肠炎新的治疗
方法及药物, 但其
疗效及具体作用
机制多不十分明
确. 

■同行评议者
白 爱 平 ,  主 治 医
师, 南昌大学第一
附属医院消化内
科; 张锦生, 教授, 
复旦大学上海医
学院病理学系
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均明显低于UC模型组(均P <0.01), 褪黑素治
疗组形态和组织损伤评分指数明显降低(1.6
±0.7 vs  6.3±1.4, 1.4±0.5 vs  6.24±1.04, 均
P <0.01). 

结论: 褪黑素对UC具有良好的保护作用, 抑制
趋化因子表达可能是其主要的作用机制之一.

关键词: 溃疡性结肠炎; 褪黑素; 三硝基苯磺酸; 白

介素-8; 单核细胞趋化蛋白-1
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是肠道的慢性非特异性的炎症性疾病, 包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD). IBD病因及发病机制尚未

完全明了, 可能与多种因素相关, 包括遗传、免

疫、感染、精神心理等, 但肠道持续炎症损伤

是其主要特征[1]. 近年研究发现趋化因子, 前炎

症细胞因子及黏附分子等表达异常与UC的发病

关系密切[2-3], 许多资料表明趋化因子IL-8和单核

细胞趋化蛋白-1(MCP-1)在UC患者发病中起重

要作用[4-6]. 褪黑素(melatonin)在人体主要由松果

腺分泌, 具有广泛的生物学功能, 包括抗氧化、

抗炎及免疫调节等作用[7-9], 可能对UC具有保护

作用. 我们观察褪黑素对实验性大鼠UC肠组织

病理改变, 炎性损伤及结肠组织中IL-8和MCP-1
的影响, 探讨褪黑素对UC的保护作用及可能的

机制, 为UC的临床治疗探寻新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠50只由湖北省医学科学

院实验动物中心提供, 雌雄不限, 体质量200±
30 g, 正常喂养; 三硝基苯磺酸(TNBS), 褪黑素

(Sigma USA); IL-1和MCP-1 mAb(Santa Cruz 
Biotechnology公司); Western blot显色试剂盒为

Cell Signal公司产品; SP试剂盒为北京中山公司

产品; 髓过氧化物酶(MPO)检测试剂盒为南京建

成生物工程研究所产品; 其他试剂为进口或国

产分析纯.
1 .2  方法  将50只大鼠随机分为正常对照组

(Control group), 模型组(Model group)及褪黑素

组(MT group, 2.5, 5.0及10.0 mg/kg)5组, 正常对

照组不作任何处理; 模型组以TNBS灌肠, MT组
造模后给予褪黑素ig. 以TNBS诱导UC形成[10]. 
SD大鼠术前禁食24 h, 自由饮水, 实验时乙醚麻

醉, 用一直径2.0 mm长约12 cm的硅胶管由肛门

轻缓插入深约8 cm, 除正常对照组外, 各组以含

150 mg/kg TNBS的500 mL/L乙醇溶液缓慢推入

结肠, 让动物保持平躺自然清醒, 5-ASA组、MT
组造模后分别以2.5, 5.0及10.0 mg/kg剂量褪黑

素ig, 1次/d, 4 wk后分别随机处死3只模型组及

正常对照组大鼠, 取结肠标本作病理检查, 以确

定造模成功, 处死所有大鼠. 取肛门至回盲部结

肠(约8 cm), 沿肠系膜纵轴剪开, 用冷生理盐水

冲洗干净后40 g/L多聚甲醛固定, 进行肉眼大体

形态和组织学形态评分, 肠组织一部分以40 g/L
多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片, HE染
色镜下评价炎症和溃疡, 相同部位的另一部分

组织-70℃冻存, 用以MPO检测及蛋白检测. 结
肠组织损伤大体形态损伤评分指标包括粘连、

局部充血、溃疡及炎症. 粘连及充血按有无及

轻重分别计0、1、2分, 出现炎症、溃疡数目增

加1个、溃疡面积>2 cm时范围每增加1 cm计分

均加1; 组织学指标包括溃疡、炎症、肉芽肿、

纤维化及病变深度, 按有无及轻重分别计0、
1、2分, 病变深度达黏膜下层、肌层、浆膜层

分别计1、2、3分, 各项相加得总分[11-12]. 
1.2.1 IL-8和MCP-1表达的检测: 取石蜡切片(4 
μm)常规脱蜡、水化, 置0.05 mol/L柠檬酸缓冲

液中进行微波抗原修复, 凉至室温; 30 g/L H2O2

孵育10 min以消除内源性过氧化物酶活性, 滴
加100 mL/L正常血清封闭非特异性抗原; 倾去

血清, 滴加1∶100稀释的IL-8和MCP-1抗体, 4℃
放置过夜, PBS冲洗3×5 min, 滴加生物素化二

抗, 37℃孵育10 min, PBS冲洗3×5 min; 滴加辣

根过氧化物酶标记的卵白素工作液, 37℃孵育

15 min; DAB显色, 苏木素复染, 中性树脂封片. 
阳性对照为已知的IL-8和MCP-1蛋白, 以PBS代
替一抗作阴性对照. 以16D目镜测微网(面积为

0.1024 mm2)在400倍放大下计数阳性细胞数, 每
张切片计算10个网格取平均值为阳性细胞密度. 
1.2.2 肠组织IL-8和MCP-1蛋白表达的检测: 组
织匀浆后加入裂解液(含1 m g/L L e u p e t i n、
Aprotinin、Pepstalin, 17.42 mL/L PMSF), 冰上

孵育10 min, 移入微量离心管中并置于冰上孵育

1 h; 4℃, 12 000 r/min离心裂解产物5 min, 将上

清转移至一个新的微离心管中于-70℃保存备

用. 蛋白浓度采用Bradford法测定. 将细胞蛋白

■研发前沿
溃疡性结肠炎目
前尚无特异性治
疗药物, 内科常用
治疗药物主要包
括5-ASA类, 激素
及免疫抑制剂, 其
疗效并不十分理
想且毒副作用明
显, 患者病情常反
复 迁 延 加 重 .  因
此, 寻找高效低毒
副作用的治疗药
物已成为目前研
究的重点和热点. 

■相关报道
B u b e n i k 的 研 究
表明褪黑素具有
显 著 的 抗 炎 ,  抗
氧化损伤等作用; 
Dong et al 的研究
表明褪黑素可抑
制实验性结肠炎
中炎症因子iNOS
及COX-2的表达
从而减轻肠道炎
症损伤. 
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20 μg和上样缓冲液混合后, 上样在100 g/L分离

胶50 g/L积层胶上进行SDS-PAGE. 应用电转移

将电泳分离后的蛋白转移至硝酸纤维素滤膜上. 
滤膜经50 g/L脱脂奶粉, TBS溶液于室温封闭1小
时后, 分别加入IL-8和MCP-1一抗(1∶1000)4℃
孵育过夜. 滤膜经TBST缓冲液清洗3次后, 再
与HRP(horseradish peroxidase)交联的二抗(1∶ 
2000)于室温孵育1 h. TBST缓冲液清洗3次后, 
应用增强的化学发光法显影, 暗室爆光于X线片

上, 显影定影. 图像采用美国Image PC alpha 9图
像分析系统分析. 
1.2.3 结肠组织MPO含量测定: 采用生化方法测

定MPO含量, 具体操作按试剂盒说明书(南京建

成生物工程研究所提供)进行.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 

采用单因素方差分析, 组间差异采用q检验, 以
P <0.01为有统计学意义.

2  结果

所有造模大鼠在TNBS灌肠12 h后出现腹泻, 呈
黄色稀便和/或肛周体毛被稀便沾染, 6-7 d体质

量明显下降, 毛色失去光泽, 精神倦怠, 活动及进

食明显减少; 褪黑素ig后大鼠一般状况及消化道

症状逐渐好转, 用药1 wk后大便基本成形, 情况

明显好于模型组. 模型组大鼠结肠标本表现为黏

膜充血水肿、溃疡形成, 结肠组织与周围组织粘

连, 可见近端肠腔扩张. 溃疡呈线状和灶状, 周围

可见黏膜增厚. 光镜下可见溃疡及炎性渗出物, 
炎症累及肠壁全层, 可见上皮细胞坏死、脱落, 
有淋巴组织增生, 大量中性粒细胞浸润, 可见数

量不等的单个核细胞和嗜酸性粒细胞, 也可见增

生的纤维母细胞, 褪黑素组黏膜水肿少见, 无溃

疡和炎性渗出物, 光镜下腺体排列整齐, 仅见少

量淋巴细胞和中性粒细胞浸润, 损伤指数明显低

于模型组(P <0.01); 模型组大鼠结肠组织MPO含

量较正常组明显增高(P <0.01), 给予褪黑素保护

后MPO含量明显下降(P <0.01, 表1). 
2.1 IL-8和MCP-1表达 IL-8和MCP-1阳性表达细

胞表现以胞质呈棕褐色为主, 胞核也有少量着

色. 阳性表达细胞有中性粒细胞、单个核细胞

等, 多集中于靠近肌层的黏膜固有层内, 肠上皮

细胞仅有少量阳性表达. 模型组结肠组织阳性

染色的阳性细胞密度明显高于正常组(P <0.01); 
褪黑素组的阳性细胞密度明显低于模型组 
(P <0.01, 表2, 图1-2.)
2.2 Western blot蛋白印迹结果 与正常组相比, 

IL-8和MCP-1蛋白表达在大鼠模型组中明显升

高(P <0.01), 褪黑素可剂量依赖性地降低IL-8
和MCP-1表达, 10 mg/kg效果最明显(P <0.01,  
图3, 表2).

3  讨论

TNBS诱导的UC模型具有类似人类IBD的大体

病理及组织学改变, 并由免疫系统所介导; 此外, 
该模型体现了急性炎症向慢性转化的动态过程, 
且能对肠道炎症损伤进行定量评分, 有利于评

价药物疗效, 因此TNBS诱导的结肠炎仍是研究

IBD最常用的模型. 在本实验中, 褪黑素能剂量

依赖性的减轻TNBS诱导的大鼠UC的肠道炎症

损伤, 抑制肠道炎症细胞浸润. UC是肠道非特异

性炎性疾病, 肠道局部炎性损伤是其重要病理

改变, 以大量炎性细胞浸润肠壁和持续活化为

特征[13-17]. 肠道炎性细胞的募集和活化是一复杂

的过程, 研究表明趋化因子及其他前炎性细胞

因子在此过程中起着重要的作用[2-3], 趋化因子

能快速诱导炎性细胞应答和介导免疫细胞募集

和活化, 与IBD的发病及发展关系密切[18-20]. 多
种细胞均能产生趋化因子, 如组织巨噬细胞, 肥
大细胞, 纤维母细胞, 内皮细胞及上皮细胞等, 

■创新盘点
本 文 通 过 研 究
CXC和CC趋化因
子的代表 IL-8及
MCP-1在褪黑素
治疗溃疡性结肠
炎中的作用, 深入
探讨了褪黑素对
溃疡性结肠炎治
疗作用的具体机
制.

表 2 大鼠肠组织IL-8及MCP-1的表达 (mean±SD,  n  = 10)

     
分组

        剂量        
IL-8              MCP-1         IL-8(A)       MCP-1(A)

              (mg/kg)

                  -      12.2±5.4b    17.3±4.6b    2.4±0.4b    2.9±1.4b

对照组

模型组     -      80.3±13.6   87.2±7.4     7.6±2.5     8.0±3.2

褪黑素组   2.5    72.5±14.9   79.3±11.4   7.5±4.7     7.6±5.4

                 5.0    60.9±10.3b  52.2±9.3b    5.8±2.5b    5.2±4.0b

               10.0    33.5±9.3b    37.7±7.2b    3.8±2.4b    3.5±2.2b

bP<0.01 vs  模型组.

表 1 大鼠损伤指数及肠组织MPO含量 (mean±SD,  n = 10)

     
分组

  剂量        形态损  组织损     MPO活性

                  (mg/kg)      伤评分         伤评分            (nkat/g)

   -          0.8±0.7b    1.1±0.8b  416.8±73.0b

对照组

模型组   -          6.3±1.4     6.2±1.0    3450.7±135.0

褪黑素组   2.5       5.7±1.2     5.9±0.8    3167.3±98.0

    5.0       3.0±0.8b    3.9±1.0b   2583.9±237.0b

  10.0       1.6±0.7b    1.4±0.5b   2150.4±129.0b

bP<0.01 vs  模型组.
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■应用要点
本研究探讨了褪
黑素对大鼠结肠
炎的治疗作用及
机制, 为褪黑素临
床治疗溃疡性结
肠炎提供了理论
基础.

浸润的炎性细胞也能产生大量的趋化因子. 在
静息状态下, 细胞分泌的趋化因子水平很低或

者无趋化因子分泌, 但在炎症过程中其分泌能

快速上调. IL-8主要介导中性粒细胞的活化而

MCP-1主要诱导单核细胞活化[6,21-23], 大量的研

究结果表明在IBD患者病变组织中存在高表达

的IL-8和MCP-1[25-28]. 本实验结果证实在TNBS
诱导的UC大鼠肠组织中IL-8和MCP-1表达水平

明显高于正常对照组, 支持了趋化因子参与UC
发生、发展的观点. 

褪黑素主要由人松果体分泌, 胃肠道亦含

有丰富的褪黑素[7], 发挥着抗炎, 抗氧化及调节

免疫应答等多种作用[7-9]. 先前的研究表明褪黑

素能减轻实验性大鼠UC肠道炎性损伤程度, 可

能与其清除氧自由基, 抗氧化、抗炎等能力有

关, 但具体的机制尚不十分确定[24-25]. 本实验结

果发现, 褪黑素能明显改善TNBS诱导的大鼠UC
的肠道损伤的病理及大体形态评分, 同时明显

降低MPO的含量, 并呈剂量依赖关系. MPO是中

性粒细胞中含量较高的一种酶, 其含量的增高

可以反映中性粒细胞在某一组织中的增高, 间
接反映炎症在组织的存在, 因此MPO活性可以

提示组织炎性细胞的浸润程度, 被认为衡量炎

症程度最敏感和可靠的指标[26], 实验结果证明

褪黑素对大鼠UC具有明显的保护作用. 
为了进一步观察褪黑素对UC大鼠的作用

机制, 我们观察了褪黑素对肠道IL-8和MCP-1
表达的影响. IL-8和MCP-1在UC的炎症发生发

展过程中起重要作用. 免疫组织化学和Western 
blot结果均表明, 褪黑素能明显降低UC炎症局部

IL-8和MCP-1蛋白表达. 提示褪黑素能通过抑制

趋化因子的表达减轻UC的肠道炎症损伤, 从而

发挥对UC的保护作用. 其他资料表明, 褪黑素尚

能减轻其他炎性因子及其上游的调控基因核因

子-κB[27-28], 核因子-κB同样能调控IL-8和MCP-1
的基因转录及蛋白表达[29], 褪黑素是否通过这

一途径调节U C的炎症过程, 还有待进一步的 
研究. 

图 2 MCP-1在大鼠肠组织表达(S-P法×200). A: 模型组; B: 褪黑素(10 mg/kg)组.

A B

A

B

1            2           3             4            5

图 3 IL-8和MCP-1蛋白表达结果. A: IL-8; B: MCP-1. 

1-5: 模型组, 正常对照组, 褪黑素(2.5, 5.0, 10 mg/kg)组.

图 1 IL-8大鼠肠组织的表达(S-P法×200). A: 模型组; B: 褪黑素(10 mg/kg)组.

A B
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Abstract
AIM: T o c o n s t r u c t t h e H D A C 1 s p e c i f i c 
recombinant plasmid vector and investigate its 
effects on the apoptosis, proliferation and cell 
cycle distribution of colorectal cancer cells.  

METHODS: HDAC1 specific short hairpin 
RNA (shRNA) plasmid vector was construct-
ed and then transfected into the cultured 
SW480 cell l ine with l ipofectamine 2000. 
Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and Western blot were used 
to detect the expression of HDAC1 mRNA 
and protein, respectively, and p21/WAF-1/CIP-1, 
CdK2, and Cyclin E proteins were detected 
by Western blot, too. The growth inhibition 
of SW480 cells was evaluated by MTT as-
say. Cell apoptosis and cell cycle distribution 
were determined by flow cytometry. 

RESULTS: The levels of HDAC1 mRNA and 

protein in HDAC1-shRNA group were sig-
nificantly lower than those in negative control 
group (30.4% ± 4.5% vs 64.6% ± 4.4%, P < 0.01; 
27.4% ± 4.5% vs 58.1% ± 3.3%; both P < 0.01). 
In comparison with negative control group, 
HDAC1 silence led to a significant increase of 
p21/WAF-1/CIP-1 protein (97.4% ± 2.6% vs 62.6% ± 
3.4%, P < 0.01) and decrease of CdK2 and Cyclin 
E protein (27.7% ± 6.0% vs 42.6% ± 4.1%, P < 0.01; 
42.0% ± 8.5 % vs 82.8% ± 3.7%, P < 0.01). MTT as-
say revealed that transfection of HDAC1-shRNA 
inhibited the growth of SW480 cells, and the 
inhibitory rates were markedly higher at 24, 48, 
72, and 96 h time points than those in negative 
control group (24 h: 35.9% ± 4.9% vs 1.2% ± 0.6%, 
P < 0.01; 48 h: 47.5% ± 7.0% vs 1.3% ± 0.6%, P < 
0.01; 72 h: 45.7% ± 6.2% vs 1.0% ± 0.5%, P < 0.01; 
96 h: 48.2% ± 4.7% vs 1.2% ± 0.7%, P < 0.01). The 
percentage of apoptosis cells in HDAC1-shRNA 
group was significantly higher than that in nega-
tive control group (31.3% ± 2.8% vs 3.9% ± 0.7%, 
P < 0.01) and the cells were increased at G0/G1 
and G2/M phase (G0/G1: 64.5% ± 0.9% vs 57.8% 
± 1.8%, P < 0.01; G2/M: 17.4% ± 1.3% vs 14.5% ± 
0.6%, P < 0.05), but decreased at S phase (17.5% 
± 1.0% vs 27.7% ± 1.5%, P < 0.01). 

CONCLUSION: HDAC1 silence by shRNA 
can inhibit the growth of colorectal cancer cells 
through inducing apoptosis and cell cycle arrest. 

Key Words: HDAC1; Short hairpin RNA; Colorectal 
cancer; Apoptosis; Proliferation; Reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction

Zhang MX, Han N, Yu SY. Effects of HDAC1 silence by 
RNA interference on the apoptosis and proliferation of 
colorectal cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(11): 1173-1178

摘要
目的: 研究下调HDAC1的表达对大肠癌细胞
增殖、凋亡和细胞周期的影响. 

方法: 设计合成HDAC1的特异性shRNA, 将
其插入至p S i l e n c e r载体中, 并将重组后的
pSilencer质粒载体经脂质体包裹转染SW480

www.wjgnet.com
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■背景资料
肿瘤的发生是多
因素、多阶段和
多种基因改变协
同作用的过程. 在
这个过程中, 涉及
许多癌基因的激
活和/或抑癌基因
的失活. 而在基因
的表达调控中, 表
观遗传修饰有着
重要的作用, 其中
组蛋白乙酰化是
修饰的主要方式
之一. 当某些组蛋
白去乙酰化酶分
子过度表达时, 组
蛋白乙酰化水平
降低, 染色质结构
发生改变, 抑制某
些抑癌基因的转
录, 可导致癌症的
发生. 因此组蛋白
去乙酰化酶已经
成为人们抗肿瘤
治疗的一个新靶
点.

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科



细胞株. 用RT-PCR和Western blot检测shRNA
对细胞内HDAC1基因表达的影响, 同时采用
Western blot对细胞周期相关基因进行检测. 
采用MTT法检测生长抑制作用. 运用流式细
胞术检测细胞的凋亡情况和细胞周期分布.
 
结果: 成功构建和筛选出H D A C1特异性的
shRNA质粒载体, 与空白对照组相比, 转染
HDAC1-shRNA的大肠癌细胞HDAC1 mRNA
蛋白质表达水平明显下降(30.4%±4.5% vs  
64.6%±4.4%, P <0.01; 27.4%±4.5% vs  58.1%
±3.3%, P <0.01), p21/WAF-1/CIP-1表达增加(97.4%
±2.6% vs  62.6%±3.4%, P <0.01), CdK2和
Cyclin E蛋白下降(CdK2: 27.7%±6.0% vs  
42.6%±4.1%, P <0.01; Cyclin E: 42.0%±8.5% 
vs  82.8%±3.7%, P <0.01), 细胞生长抑制率增
加(24 h: 35.9%±4.9% vs  1.2%±0.6%, P <0.01; 
48 h: 47.5%±7.0% vs  1.3%±0.6%, P <0.01; 72 
h: 45.7%±6.2% vs  1.0%±0.5%, P <0.01; 96 
h: 48.2%±4.7% vs  1.2%±0.7%, P <0.01), 凋
亡率明显增加(31.3%±2.8% vs  3.9%±0.7%, 
P <0.01), G0/G1期和G2/M期细胞比例增加(G0/
G1: 64.5%±0.9% vs  57.8%±1.8%, P <0.01; G2/
M: 17.4%±1.3% vs  14.5%±0.6%, P <0.05), S
期细胞比例相应下降(17.5%±1.0% vs  27.7%
±1.5%, P <0.01).  

结论: HDAC1特异的shRNA能够有效下调
HDAC1基因, 诱导大肠癌细胞发生凋亡和细
胞周期阻滞, 从而抑制细胞的增殖.

关键词: HDAC1基因; 短发卡状RNA; 大肠癌; 凋亡; 

增殖; 逆转录聚合酶链反应

张孟贤, 韩娜, 于世英. RNA干扰沉默HDAC1基因对大肠癌

细胞增殖和凋亡的影响. 世界华人消化杂志  2008; 16(11): 

1173-1178
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0  引言

在真核细胞中 ,  乙酰化和去乙酰化之间的平

衡对基因转录和不同蛋白质的功能发挥重要

的作用 .  组蛋白乙酰化水平由组蛋白乙酰化

酶(histone acetylase, HAT)和组蛋白去乙酰化

酶(histone deacetylase, HDAC)共同调节. 根
据他们与酵母蛋白的同源性 ,  将H D A C分为

4类, 每类又包括若干H D A C分子 [1-2]. 当某些

HDAC分子过度表达时, 组蛋白乙酰化水平降

低, 染色质结构发生改变, 抑制某些抑癌基因

的转录, 导致癌症的发生. 组蛋白去乙酰酶抑
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制剂(histone deacetylase inhibitor, HDACI)作
为新一代的抗肿瘤药物, 在国外已成为研究热 
点[3-4]. 研究表明, HDACI可通过细胞周期阻滞、

诱导分化和凋亡等机制对血液系统肿瘤[5-6]和一

些实体肿瘤[7-9]有明显抑制作用. 但目前常用的

HDAC抑制剂选择性差, 效能较低, 将会被具有

更高选择性的HDAC抑制剂所取代[10]. 许多研究

表明, 不同的类型的肿瘤可能具有不同的HDAC
靶点[11], 因此明确某一肿瘤的HDAC靶点是发展

高选择性HDAC抑制剂的关键. RNA干扰技术

为此提供了最好的研究工具. 我们运用RNA干

扰技术使人大肠癌细胞SW480中HDAC1基因沉

默, 来研究HDAC1对大肠癌细胞凋亡、增殖、

细胞周期分布的影响及其可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 pSilencerTM2.0-U6质粒(Ambion公司)
含氨苄青霉素Ampr抗性基因和人U6启动子. 质
粒在埃希菌DH5α菌株(Gibco)中扩增. T4 DNA
连接酶购自Ambion公司; Lipofectamine 2000
脂质体为Invitrogen公司产品. DNA片段由上海

生工生物工程公司合成. 根据GenBank中报道

的HDAC1 cDNA(accession no.NM_004964)完
整序列, 参考siRNA的设计策略, 利用Ambion
公司提供的在线工具 ,  设计一对s h R N A序列

的模板DNA和不针对任何mRNA的模板DNA
作为对照, 序列如下: HDAC1-shRNA: 正义

链: 5'-GATCCG CTAATGAGCTTCCATACAA 
TTCAAGAGA TTGTATGGAAGCTCATTAGTT  
TTTTGGAAA-3'; 反义链: 5'-AGCTTTTCCAAAA  
A A C T A A T G A G C T T C C A T A C A A 
TCTCTTGAA TTGTATGGAAGCTCATTAG  
CG-3'. control-shRNA: 正义链: 5'-GATCCG 
CCGGATGTCGAGAACTTCA TTCAAGAGA 
T G A A G T T C T C G A C A T C C G G T T  
TTTTGGAAA-3'; 反义链: 5'-AGCTTTTCCAAAA  
AACCGGATGTCGAGAACTTCA TCTCTTGAA 
TGAAGTTCTCGACATCCGG CG-3'. 以上模板

序列包括Bam HⅠ酶切位点、19 nt正义序列、9 
nt loop接头序列、19 nt反义序列、RNA PolⅢ终

止子和Hin dⅢ酶切位点.
1.2 方法 取1 g/L正义和反义shRNA模板DNA各

2 μL以及退火缓冲液(DNA annealing solution)46 
μL充分混匀, 加热至90℃, 3 min后自然冷却至室

温. 每条正义链分别与其反义链退火后, 可形成

一个限制性核酸内切酶Bam HⅠ及Hin dⅢ的黏性

www.wjgnet.com

■研发前沿
组蛋白去乙酰酶
抑制剂作为新一
代的抗肿瘤药物, 
在国外已成为研
究热点.
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末端. pSilencer 2.0-U6表达质粒由供应商分别以

BamHⅠ及HindⅢ酶切处理, 形成线性化片段, 并
除去酶切下来的小片段而纯化, 不会发生自身连

接. 按照说明, 应用T4 DNA连接酶将退火后的双

链核苷酸片段插入线性化的载体: 退火DNA片段

(8 mg/µL)1 µL+PsilencerTM2.0-U6载体1 µL+10
×T4 DNA Ligase Buffer 1 µL+T4 DNA Ligase 1 
µL+ Nuclease-free water 6 µL充分混匀, 室温16℃
水浴反应过夜. 各取连接产物5 µL转化感受态细

胞DH5α, 涂布于含Ampr抗性(终浓度100 mg/L)
的LB平板上, 37℃恒温培养过夜. 从每个培养皿

上各挑取4个单克隆菌落接种于含Ampr抗性(终
浓度100 mg/L)的LB培养液3 mL中, 37℃恒温摇

床培养过夜. 挑选阳性克隆送上海博亚生物技

术有限公司进行DNA测序分析加以确认. 构建

的重组质粒命名为pshRNA-HDAC1和pshRNA-
control. 
1.2.1  HDAC1 mRNA的表达: 大肠癌细胞SW480
购自中国典型培养物保藏中心 ,  采用含100 
mL/L小牛血清的RPMI 1640(Gibco)培养液, 在
37℃, 50 mL/L CO2孵育箱中培养. 调整细胞浓

度, 接种无菌6孔板, 每孔约1×106个细胞. 待
其生长至80%-90%融合时, 按照Lipofectamine 
2000脂质体转染试剂盒说明书进行转染操作, 
同时设立空白对照孔. 细胞转染48 h后收集细

胞, 按TRIzol试剂说明书操作提取细胞总RNA, 
用于扩增人HDAC1 cDNA. PCR引物(上海生

工生物工程公司合成)序列如下: HDAC1上游

序列: 5'-GAATCCGCATGACTCATAAT-3', 下
游序列: 5'-GCTGTGGTACTTGGTCATCT-3'. 
同时以人GAPDH为内参照, 引物的上游序列: 
5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3', 下游序列: 
5'-TGATTTTGGAGGGATCTCGC-3'. PCR扩增

条件如下: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 60℃
退火30 s, 72℃延伸60 s, 35个循环; 72℃延伸10 
min. HDAC1和GAPDH的PCR片段大小为107 bp
和250 bp. PCR产物采用图象扫描仪拍照并进行

条带灰度分析, 以HDAC1/GAPDH的比值代表

其相对含量. 
1.2.2 HDAC1、p21、Cdk2及Cyclin E蛋白检测: 
细胞转染48 h后收集各孔细胞, 加入细胞裂解

液, 提取细胞总蛋白, 用BCA试剂盒(美国Bio-
Rad)检测蛋白质浓度, 灌制100 g/L SDS-PAGE 
凝胶, 每孔上样50 μg, 经电泳, 转膜, 封闭, 加
入HDAC1(Santa Cruz)、P21/WAF-1/CIP-1、Cdk2和
Cyclin E(晶美公司)一抗, 工作液浓度为1∶500, 

加入辣根过氧化物酶标记的二抗(Santa Cruz), 
工作液浓度1∶1000, 化学发光法(ECL)曝光显

影, 冲洗胶片, 用紫外分光光度计扫描条带灰度

值反应蛋白质表达水平. β-actin为内参. 
1.2.3 MTT法: 收集转染后不同时间段的各组细

胞, 调整细胞密度至1×108/L, 每孔100 μL接种

于96孔培养板内, 每组各设3个复孔. 每孔加入5 
g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养4 h, 离心后小心

吸弃孔内培养液, 再加200 μL DMS0, 酶标仪测

定490 nm波长处吸光度值(A ). 以空白对照调零, 
计算: 肿瘤细胞生长抑制率(%) = (1-实验组A /对
照组A )×100%. 
1.2.4 细胞凋亡及细胞周期的检测: 细胞转染48 
h后收集各孔细胞, 按AnnexinV-FITC凋亡检测

试剂盒(晶美公司)说明书操作, 简要步骤如下: 
将细胞悬浮在结合缓冲液中, 调整细胞密度为

1×109/L, 取细胞100 μL加入FITC标记Annexin 
V 5 μL和PI 10 μL混合, 室温避光孵育15 min后
FACSsort流式细胞仪检测, CellQuest软件(BD公

司)获取并分析数据. 另细胞转染48 h后收集各

孔细胞, 经胰酶消化, 制成单细胞悬液, 冰乙醇

固定, 加入终浓度为100 mg/L的Rnase A 10 μL, 
37℃水浴30 min后移入冰浴中停止酶反应, 再加

入终浓度为5 mg/L的PI染色剂10 μL, 4℃避光保

存, 孵育过夜, 用流式细胞仪检测细胞周期分布.
统计学处理 采用SPSS10.0软件进行t检验, 

数据以mean±SD表示, P<0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 SW480细胞HDAC1 mRNA的表达 在空白对

照组和pshRNA-control组均可见明显的HDAC1
目的DNA条带, 2组间HDAC1 mRNA的表达丰

度差异无显著性(64.6%±4.4% vs  58.3%±4.6%, 
P >0.05). pshRNA-HDAC1转染SW480细胞后,  
HDAC1基因mRNA水平较空白对照组明显下调

(图1), 两组间差异有统计学意义(30.4%±4.5% 
vs  64.6%±4.4%, P <0.01). 
2.2 HDAC1、p21/WAF-1/CIP-1、Cdk2和Cyclin E蛋

白的表达 Western blot检测结果显示, HDAC1,  
p21/WAF-1/CIP-1, Cdk2和Cyclin E蛋白的表达在空白

对照组和pshRNA-control组之间差异无统计学

意义(58.1%±3.3% vs  55.2%±3.8%, 62.6%±

3.4% vs  58.5%±1.7%, 42.6%±4.1% vs  44.2%±

1.9%, 82.8%±3.7% vs  89.9%±5.95%, P >0.05, 
图2). p s h R N A-H D A C1转染S W480细胞后 , 
HDAC1基因表达明显被抑制, p21/WAF-1/CIP-1明显

■相关报道
Archer et al 研究
表明HDAC抑制
剂丁酸钠能够以
p21/CIP1/WAF1依赖方
式抑制HT-29细胞
Cyclin B1的表达
水平, 从而导致肿
瘤细胞的生长抑
制.
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响 流式细胞术检测检测结果显示, p shRNA-
HDAC1转染SW480细胞48 h后, G0/G1期和G2/M
期细胞比例增加, S期细胞比例相应下降, 差异

有统计学意义, 而pshRNA-control组和空白对照

组细胞的细胞周期分布差异无统计学意义(表2). 

3  讨论

染色质核心组蛋白的乙酰化和去乙酰化与基因

表达调控密切相关, 调节组蛋白乙酰化状态有两

种酶, 即HAT和HDAC. HAT将乙酰辅酶A上的疏

水乙酰基转移到组蛋白N端赖氨酸残基, 中和掉

一个正电荷, 使DNA与组蛋白之间的静电引力和

空间位阻增大, 二者之间的相互作用减弱, 染色

表 1 转染不同时间SW480细胞生长抑制率 (%, mean±SD)

     
分组                                      24 h                    48 h                   72 h                   96 h

空白对照组                   1.2±0.6           1.3±0.6           1.0±0.5           1.2±0.7 

pshRNA-control组       1.3±0.8           1.1±0.5            1.2±0.6            1.2±0.7 

pshRNA-HDAC1组    35.9±4.9b        47.5±7.0b        45.7±6.2b        48.2±4.7b

bP<0.01 vs  空白对照组, pshRNA-control组.

M           1              2             3

GAPDH (250 bp) 

HDAC1 (107 bp) 

图 1 癌细胞CXCR4 mRNA表达(RT-PCR). M: marker; 1: 空白

对照组; 2: pshRNA-control组; 3: pshRNA-HDAC1组. 

上调, CDK2和Cyclin E蛋白则明显下调. 与空

白对照相比差异有统计学意义(27.4%±4.5% vs  
58.1%±3.3%, 97.4%±2.6% vs  62.6%±3.4%, 
27.7%±6.0% vs  42.6%±4.1%, 42.0%±8.5% vs  
82.8%±3.7%, P <0.01). 
2.3 HDAC1基因沉默抑制SW480细胞生长和凋

亡的影响 MTT检测结果显示, pshRNA-HDAC1
转染SW480细胞24 h后及就已经出现明显的生

长抑制, 48 h后达到抑制高峰, 维持至96 h细胞

抑制作用未出现下降趋势(表1). 通过AnnexinV-
FITC和PI双重标记后上流式细胞仪检测结果显

示, pshRNA-HDAC1转染细胞48 h后出现大量

的凋亡细胞, 较空白对照组明显增加, 差异有显

著性(31.3%±2.8% vs  3.9%±0.7%, P <0.01), 而
pshRNA-control组和空白对照组细胞凋亡率差

异无统计学意义(图3).
2.4 HDAC1基因沉默对SW480细胞周期的影

表 2 转染48 h后细胞周期的分布 (%, mean±SD)

     
分组                       G0/G1                S                 G2/M

空白对照组              57.8±1.8   27.7±1.5     14.5±0.6

pshRNA-control组   56.1±0.2    28.6±0.5     15.0±0.6

pshRNA-HDAC1组  64.5±0.9b   17.5±1.0b    17.4±1.3a

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组, pshRNA-control组.

蛋
白

表
达
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空白对照组

pshRNA-control组

pshRNA-HDAC1组

图 2 癌细胞HDAC1, p21/WAF-1/CIP-1, Cdk2, Cyclin E蛋白表达
(Western blot).
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■创新盘点
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质呈转录活性结构, DNA易于解聚、舒展, 有利

于转录因子与DNA模板的结合, 激活转录. 相反, 
HDAC在组蛋白N端赖氨酸的εNH3+上引入乙酰

基, 通过组蛋白N端的去乙酰化, 使组蛋白带正

电荷, 从而与带负电荷的DNA紧密结合, 染色质

呈致密卷曲的阻抑结构, 抑制转录[12]. 组蛋白去

乙酰酶作为调控基因的关键蛋白酶, 其功能异常

被证实与肿瘤的发生和发展密切相关[13]. 目前发

现在哺乳动物中, HDAC家族至少有HDAC 7种, 
他们之间具有高度的同源性, 其中HDAC1与癌

症的关系最具代表性. HDAC抑制剂对多种肿瘤

具有抗瘤活性, 其中包括淋巴瘤、肺癌、肝癌、

前列腺癌及乳腺癌等[14-18]. 目前认为, 大肠癌的

发生是多因素、多阶段和多种基因改变协同作

用的过程. 在这个过程中, 涉及许多癌基因的激

活和/或抑癌基因的失活. 而在基因的表达调控

中, 表观遗传修饰有着重要的作用, 其中组蛋白

乙酰化是修饰的主要方式之一. 研究表明, 多种

HDAC抑制剂能够诱导大肠癌细胞凋亡和细胞

周期阻滞, 抑制肿瘤细胞的生长[19-20]. 但选择性

抑制某种特定的HDAC对大肠癌细胞的影响却

少有报道. RNA干扰技术为此提供了最好的研究

工具. 
RNA干扰是最近发展起来的一种基因调控

技术, 能够特异性地降解相应序列的mRNA[21-22], 
为哺乳动物基因功能的研究提供了强大的工具, 
在功能基因组学研究领域得到越来越多的重视. 
许多研究表明shRNA在哺乳动物细胞中可以显

著抑制内源性基因和外源性基因表达[23-24]. 本研

究设计并构建HDAC1特异的shRNA真核表达质

粒载体. 将重组载体转染大肠癌细胞系SW480, 
在转染H D A C1 s h R N A后分别检测H D A C1 
mRNA和蛋白质水平, 发现HDAC1的表达明显

受抑. SW480大肠癌细胞转染HDAC1 shRNA 24 
h后就已经出现明显的生长抑制, 48 h后达到抑

制高峰, 维持至96 h细胞抑制作用未出现下降

趋势. 本文主要从细胞凋亡和细胞周期阻滞角

度对其作用机制方面进行探讨. 流式细胞仪检

测结果显示HDAC1转染48 h后, SW480细胞发

生G0/G1和G2/M期阻滞, 其中以G0/G1期阻滞更

为明显. 真核细胞的细胞周期行进受细胞周期

依赖性蛋白激酶亚单位和周期素调节亚单位调

控, 时相性激活是细胞周期调控机制的核心, 在
细胞周期行进的不同时期, 由不同Cyclin蛋白的

表达驱动[25]. Cdk2与Cyclin E结合是S期启动的

必要条件. Cyclin E/Cdk2复合体使Rb磷酸化, 释
放核转录因子E2F, 激活Cyclin转录, 加速细胞周

期跨过G1/S检查点, 进入S期. p21/WAF-1/CIP-1作为

细胞增殖的重要调节因子, 是细胞周期内通用

性抑制物, 他能与多种CDK/cyclin复合物直接结

合, 抑制CDK的激活, 阻滞G1/S的过渡. 现认为

p21/CIP1/WAF1在肿瘤细胞中的沉默机制可能由其

染色质的表观遗传修饰所致, 其表达可被组蛋

白的乙酰化水平所调节[26-29]. 
为进一步探讨HDAC1基因沉默引起G0/G1

期细胞周期阻滞的机制, 我们检测了可能涉及

细胞周期调控的几个关键基因的表达. 结果发

现, SW480大肠癌细胞转染HDAC1 shRNA 48 h
后HDAC1基因的mRNA和蛋白质水平的下降

与p21/WAF-1/CIP-1蛋白质水平的升高相一致. 相反, 
Cdk2与Cyclin E蛋白表达水平上调. 结合以上

分析结果, 认为HDAC1 shRNA可能通过上调

p21/WAF-1/CIP-1的表达抑制Cdk2与Cyclin E的表达

达到阻止细胞周期进程, 影响细胞增殖的目的. 
细胞凋亡是由内在基因精确调节的一种程序性

死亡, 他同坏死有着本质的区别[30]. 细胞发生凋

亡时, 细胞膜的改变之一是磷脂酰丝氨酸从细

胞膜的内侧转移到细胞膜的外侧, Annexin V可

以特异性结合于细胞膜表面的磷脂酰丝氨酸. 
PI为膜非通透性核酸嵌入型染料, 不能穿过完
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图 3 AnnexinV、PI双标流式细胞术检测细胞凋亡. A: 空白对照组; B: pshRNA-control组; C: pshRNA-HDAC1组. 
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■应用要点
s h R N A 介 导 的
HDAC1基因沉默
能够阻滞大肠癌
细胞SW480于细
胞周期的G0/G1期, 
诱导细胞凋亡的
发生, 从而显著抑
制细胞的增殖, 为
开发HDAC1高选
择性HDAC抑制
剂应用于大肠癌
治疗提供理论依
据. 
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整的细胞膜, 仅穿过死细胞膜, 从而使之染色, 
AnnexinV、PI双标可以区分凋亡和坏死的细胞. 
我们采用AnnexinV、PI双标经流式细胞术检

测发现, SW480大肠癌细胞转染HDAC1 shRNA 
48 h后出现大量凋亡细胞(AnnexinV+PI-). 说明

HDAC1基因沉默可能通过细胞凋亡而非直接的

细胞毒作用产生抗肿瘤活性. 
我们通过转染HDAC1 shRNA体外作用于

大肠癌细胞SW480, 初步发现HDAC1基因沉默

可以阻滞大肠癌细胞SW480于细胞周期的G0/G1

期, 诱导细胞凋亡的发生, 从而抑制细胞的增殖, 
为开发HDAC1高选择性HDAC抑制剂应用于大

肠癌治疗提供理论依据.
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Abstract
AIM: To explore the inhibitory effect of peptide 
nucleic acid (PNA) on the telomerase activity 
and the growth of colorectal cancer cells.  

METHODS: LS-174T cells were transfected with 
the mixture of PNA-DNA at different concentra-
tions (25, 50, 100, 200, 400 nmol/L) mediated by 
LipfectamineTM. Cell cloning experiment was 
used to select the best inhibition concentration 
of PNA, and then LS-174T cells were transfected 
with this concentration. At the same time, lipo-
some (using LipfectamineTM) group and empty 
control group were established. The clone for-
mation rate, cancer cell morphology and group 
growth difference were compared between 
groups.  

RESULTS: Cell cloning experiment identi-
fied that the best inhibition concentration was 
200 nmol/L. The telomerase activity and clone 
formation rate were notably lower in PNA-

transfected group than those in LipfectamineTM 
and empty control group (0.003 ± 0.001 vs 2.334 
± 0.025, 2.528 ± 0.032, P < 0.01; 5.20% vs 45.45%, 
47.13%, P < 0.01). In the PNA-transfected group, 
cancer cells showed typical morphological 
changes, such as becoming round, membrane 
shrinkage, and nucli concentrating at karyothe-
ca, etc. Group growth curve manifested that the 
inhibition emerges 11 d after transfection and 
became notable 15 d or 17 d later.  

CONCLUSION: PNA can inhibit the growth of 
LS-174T cells obviously through suppressing 
telomerase activity. 

Key Words: Peptide nucleic acid; Telomerase; 
Transfection; Colorectal cancer

Zhao XH, Wang GY, Wang YH, Jiang SX, Wang XS. 
Inhibitory effect of peptide nucleic acid on the growth 
of colorectal cancer LS-174T cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(11): 1179-1183

摘要
目的: 探讨肽核酸(peptide or polyamide nucleic 
acid, PNA)对大肠癌细胞端粒酶活性的抑制作
用及对大肠癌细胞生长的影响.  

方法: 应用脂质体LipfectamineTM介导不同浓
度(25, 50, 100, 200, 400 nmol/L)PNA-DNA杂
交混合物转染LS-174T细胞, 通过细胞克隆生
长抑制试验来测定PNA对细胞生长的最佳抑
制剂量; 选用最佳抑制剂量PNA转染LS-174T
细胞, 同时设置脂质体组(LipfectamineTM)组和
空白对照组, 观察克隆形成率、细胞形态及群
体生长差异.  

结果: PNA对LS-174T细胞最佳抑制浓度为
200 n m o l/L. P N A实验组端粒酶活性和克
隆形成率明显低于脂质体组和空白对照组
(0.003±0.001 vs  2.334±0.025, 2.528±0.032, 
P <0.01; 5.20% vs  45.45%, 47.13%, P <0.01). 
PNA组癌细胞生长出现典型形态学改变, 细胞
变圆、胞膜皱缩、细胞核边集于核膜, 通过群
体生长曲线, 转染后11 d出现抑制作用, 15、
17 d抑制作用最显著.   

www.wjgnet.com
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■背景资料
大肠癌的发病率
有逐年上升的趋
势, 目前传统的治
疗方法无法根治
大肠癌 .  “端粒-
端粒酶-肿瘤”理
论提出后, 国内外
学者一直在探索
以端粒酶为靶点
治疗恶性肿瘤的
新方法, 端粒酶抑
制剂是近年抗肿
瘤领域研究的新
热点, 是恶性肿瘤
治疗中最有前途
的基因治疗试剂. 
PNA因分子量较
大且不带电荷, 不
易进入细胞内, 影
响了抗癌作用的
发挥. 本研究首次
采用脂质体作为
载体, 成功地转染
大肠癌LS-174T细
胞, 抑制了细胞端
粒酶活性并明显
地抑制其生长繁
殖, 为大肠癌及其
他恶性肿瘤的基
因治疗奠定了实
验基础. 

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科



结论: 体外试验中PNA对大肠癌LS-174T细胞
生长有明显的抑制作用, 其作用机制可能是
PNA对大肠癌细胞端粒酶活性的抑制.

关键词: 肽核酸; 端粒酶; 转染; 大肠癌
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0  引言

端粒酶是一种核糖核蛋白酶, 在体细胞的表达

很少, 但85%以上的恶性肿瘤细胞存在有端粒

酶活性, 以端粒酶为靶点的端粒酶抑制剂研究

是近年抗肿瘤领域研究的新热点[1-4]. 在诸多端

粒酶抑制剂中, Nielsen et al [5-8]人工合成的肽核

酸(peptide nucleic acids, PNA), 因其生物稳定性

高和对核酸的高度亲和力, 是恶性肿瘤治疗中

最有前途的基因治疗试剂. 本研究首次采用脂

质体LipfectamineTM作为载体[9-10], 成功地转染

大肠癌LS-174T细胞, 抑制了细胞端粒酶活性并

明显地抑制其生长繁殖. PNA为大肠癌及其他

恶性肿瘤创立新的基因治疗方法奠定了实验基 
础[11-15]. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠癌LS-174T细胞系, 购于中国科

学院上海细胞研究所; 肽核酸(PNA): 结构为

5'-TAGGGTTAGGACAA-3', 由派德公司合成; 
PNA寡核苷酸: 结构为5'-TTGTCT-3', 由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成; 脂质体

(LipfectamineTM)、端粒酶PCR-ELISA试剂盒和

MEM培养基等.
1.2 方法 
1.2.1 PNA对LS-174T细胞提取液端粒酶活性的

抑制试验: 提取LS-174T细胞裂解液, 应用PCR-
ELISA方法检测LS-174T细胞端粒酶活性. 并
将裂解液随机分成5份, 加入PNA, 浓度分别为

12.5、25、50、100、200 nmol/L. 然后进行PCR
扩增, 按端粒酶PCR-ELISA试剂盒说明书操作, 
制备的样本用酶标仪测450 nm和690 nm波长的

A值. A差值ΔA  = A 450-A 690代表细胞端粒酶活性. 
1.2.2 PNA-DNA寡核苷酸嵌合体脂质体转染剂

的制备: 将浓度为200 μmol/L的PNA和DNA寡

核苷酸液各100 μL混合杂交后[2-3,16-17], 与脂质

体LipfectamineTM混合, 制成终浓度为1 μmol/L
的PNA-DNA和脂质体转染剂 [5], 即为转染细
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胞试验的工作液. 同时配制浓度为12 mg/L的
LipfectamineTM工作液1.5 mL, 作为转染试验中

脂质体的对照样品. 
1.2.3 PNA转染LS-174T细胞及最佳剂量试验: 
取对数生长的LS-174T细胞稀释至浓度4×105

个/L. 接种24孔板, 每孔500 μL, 分6组, 每组4
孔. 对照组每孔加500 μL培养基. 实验组加PNA-
DNA杂交体混合液, 分5个浓度25、50、100、
200、400 nmol/L, 连续培养15 d. 实验结束时, 用
Giemsa染色, 在相差显微镜下, 计数50个细胞以

上的克隆数. 根据细胞集落形成抑制情况选择

PNA最佳作用剂量. 
1.2.4 PNA对LS-174T细胞集落形成和细胞形态

影响试验: 将LS-174T细胞消化计数成8×105个

/L细胞浓度, 接种3块六孔板, 分3组. 空白对照

组, PNA-DNA转染组, LipfectamineTM组, 每组

6孔. 每孔加1 mL细胞悬液. 空白对照组各孔加

PBS 400 μL; 转染组各孔加PNA-DNA转染剂工

作液(浓度为1 μmol/L) 400 μL; 脂质体组各孔加

浓度为12 mg/L的LipfectamineTM 400 μL. 各孔终

体积用MEM补至2 mL培养15 d, 隔日换液加药. 
并从第6天起观察各组细胞生长状况和细胞形

态变化并拍摄照片. 培养停止后计数细胞克隆形 
成率. 
1.2.5 PNA对LS-174T细胞群体生长抑制试验: 
将LS-174T细胞消化稀释成2×107个/L, 接种3
块24孔培养板, 每孔0.5 mL细胞数1×104个. 分
3组, 分别加PBS, 1 μmol/L PNA-DNA工作液, 
12 mg/L的LipfectamineTM各200 μL, 并用MEM
补足终容积为1 mL/孔. 隔日每组取2孔细胞进

行台酚兰染色, 计数活细胞数, 取2孔平均数, 其
余孔换液加药, 最后绘制生长曲线. 同时对生长

第11, 15天的PNA实验组细胞进行端粒酶活性 
测定.

统计学处理 实验结果经方差分析、t检验

进行统计学分析, 数值以mean±SD表示. 

2  结果

2.1 PNA对LS-174T细胞端粒酶活性的影响

2.1.1 PCR-ELISA检测结果: LS-174T细胞端粒

酶PCR-ELISA检测端粒酶活性为阳性. PNA在

12.5、25、50、100、200 nmol/L浓度下对LS-
174T细胞端粒酶提取液端粒酶活性均有明显的

抑制作用, 并且对PNA浓度(在200 nmol/L范围

内)具有依赖性, 即PNA浓度越高其抑制越明显; 
PNA转染LS-174T细胞后11-15 d范围, LS-174T

www.wjgnet.com

■研发前沿
端粒酶普遍存在
于恶性肿瘤中, 是
肿瘤细胞获得永
生性的关键和肿
瘤组织无限增殖
的 必 要 条 件 .  目
前, 以端粒酶为靶
点、以端粒酶抑
制剂作为肿瘤治
疗药物的研究已
经得到广泛开展, 
并显示出非常乐
观的应用前景. 
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细胞端粒酶活性阴性, 200 nmol/L PNA-DNA实

验组细胞端粒酶活性明显低于PBS对照组和Lip-
fectamineTM组(P<0.01, 表1).
2.2 PNA抑制LS-174T细胞生长最佳剂量选择 将
细胞集落分成如表2中A、B、C、D 4组进行实

验, 可见PNA在低浓度下对LS-174T细胞集落形

成有抑制作用且与剂量成正比. 在200 nmol/L浓
度下, PNA对LS-174T细胞集落形成抑制率达到

87.8%. 因此我们选择200 nmol/L作为PNA作用

的最佳剂量.  
2.3 PNA对LS-174T细胞系集落形成及细胞形态

影响 将细胞集落分成如表3中A、B、C、D、

E、F 6组进行实验, 可见200 nmol/L PNA-DNA
实验组的LS-174T细胞集落形成率明显低于PBS
对照组和LipfectamineTM组(P <0.01). Lipfectami-
neTM组集落形成率与PBS对照组比较无显著差

异(P >0.05). PNA对LS-174T细胞具有很强的抑

制作用, 抑制率达88.95%. 镜下观察实验组细胞

有明显的形态学改变(图1), 在培养过程中, 细胞

逐渐变圆, 细胞膜皱缩, 细胞核边集于胞膜, 有

凋亡样的改变, 也有部分细胞变圆, 脱壁, 漂浮

死亡, 主要表现集落细胞少, 不紧密.
2.4 PNA对LS-174T细胞群体生长的影响 200 
nmol/L PNA-DNA与LS-174T细胞共同培养, 隔
日计数细胞数, 第11天出现抑制, 第13天明显, 第
15天至第17天抑制作用最强, 而LipfectamineTM

对LS-174T细胞生长没有明显影响(图2). 同时

对第11天和第15天的细胞进行端粒酶活性检测, 
发现PNA组端粒酶活性已被抑制, 而Lipfectami-
neTM对端粒酶活性无抑制作用(表1).

3  讨论

大肠癌的发病率呈逐年上升的趋势[18], 尽管传统

的外科手术治疗、化疗和放疗以及中药治疗在

恶性肿瘤治疗中发挥了重要作用, 但迄今仍无

法根治大肠癌[19-21]. 上述治疗进程均会对正常细

胞及免疫系统造成损伤, 使预后较差. 分子生物

bP<0.01 vs  对照组.

表 1 PCR-ELISA检测LS-174T细胞端粒酶活性结果

     
分组                                          实验性质 端粒酶活性A值

293肾细胞

三蒸水

LS-174T细胞裂解液

LS-174T细胞裂解液

加入不同浓度的PNA

200 nmol/L浓度PNA转染

LS-174T细胞

脂质体LipfectamineTM对照

阳性对照

阴性对照

空白对照

  12.5 nmol/L

  25 nmol/L

  50 nmol/L

100 nmol/L

200 nmol/L

第11天提取物

第15天提取物

第11天提取物

第15天提取物

2.749±0.042

0.001±0.001

2.528±0.032

0.405±0.003

0.115±0.015

0.071±0.006

0.028±0.001

0.003±0.001

0.065±0.005b

0.038±0.006b

2.466±0.036

2.334±0.025

表 2 不同浓度PNA对LS-174T细胞集落形成的抑制作用

     
PNA-DNA                 克隆数       

mean±SD    抑制率(%)
(nmol/L)          A       B       C      D

0                118   120  107  106  112.75±7.27

25                78    75     82    86    80.25±4.78     28.82

50                72    77     70    68    71.75±3.86     36.36

100              36    30     40    38    36.00±4.32     68.07

200              17    13     15    10    13.75±2.99     87.80

400              10      6       8    11      8.75±2.22     92.24
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图 2 LS-174T细胞生长曲线图. 

PAN         Lipfectamine       PBS

■应用要点
肽核酸分子质量
较 大 ,  且 不 带 电
荷, 因此不易进入
细胞内, 这为其成
为端粒酶抑制剂
带来障碍, 但应用
寡核苷酸杂交, 脂
质体转染成功地
使其成为理想的
端粒酶抑制剂. 

图 1 LS-174T细胞形态(放大倍数10×20). A: 对照组; B: PNA组.

A B
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学技术的飞跃发展, 特别是肿瘤生物治疗方法

的研究和应用, 为人类抗癌治疗带来了新的曙

光. 其中, 基因治疗又是国内外学者研究的热门

课题. 
自从“端粒 -端粒酶 -肿瘤”理论的提 

出[22-25], 国内外学者一直致力于探索以端粒酶为

靶点治疗恶性肿瘤的新方法[26-27]. 本研究的结果

显示, 无论在细胞水平(胞内转染)还是在分子水

平,  PNA对LS-174T细胞端粒酶活性均有显著的

抑制作用, 且呈现剂量依赖模式; 同时PNA在细

胞内的抑制作用有一定的潜伏期, 即在LS-174T
细胞中约10-15 d左右, 癌细胞发生凋亡或死亡. 
PNA结构稳定, 不易被核酸酶和蛋白酶降解, 杂
交特异性高而且杂交速度快, 因此在恶性肿瘤

治疗方面具有光明的前景. 但是PNA分子质量

较大, 且不带电荷[28-30], 因而不易进入细胞内, 影
响抗癌作用的发挥. 应用脂质体介导在体内情

况下是否可行? 有无毒副作用? 如何选择给药途

径等一系列问题尚待进一步研究解决. 
本实验结果证实, PNA在体外能有效地抑

制大肠癌LS-174T细胞的生长增殖, 其作用的

靶点是癌细胞的端粒酶; 作用的机制是通过抑

制端粒酶活性, 使癌细胞端粒缩短而导致癌细

胞的凋亡和消失, 达到抗肿瘤的目的; 脂质体

LipfectamineTM介导PNA转染大肠癌LS-174T细
胞是解决PNA不易进入肿瘤细胞的有效方法, 
体外试验的成功为体内试验和应用奠定了一定

的理论和实践基础. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of Ki67 and 
C-erbB-2 in esophagogastric mucosal diseases, 
and conclude their significances. 

METHODS: Using tissue microarray technique 
(TMA), 140 specimens of mucosa at esopha-
gogastric junction were divided into 6 groups: 
Barrett’s esophagus (BE) group, cardiac adeno-
carcinoma (CA) group, esophageal adenocarci-
noma (EA) group, antrum intestinal metaplasia 

(AIM) group, cardia intestinal metaplasia (CIM) 
group, and normal control (NC) group. Ki67 and 
C-erbB-2 expression were examined by immu-
nohistochemistry (IHC). 

RESULTS: The positive staining of Ki67 in BE, 
EA or CA group was significantly higher than 
that in NC group (40.9%, 69.6%, 61.9% vs 0.0%; 
all P < 0.01), even than that (11.5%) in CIM 
group (P < 0.05). Ki67 expression was not mark-
edly different between CIM and AIM group as 
well as between EA and CA group, but the posi-
tive rate of Ki67 expression in EA and CA group 
was higher than that in BE group (P < 0.05). The 
positive staining of C-erbB-2 in BE, EA or CA 
group was significantly higher than that in NC, 
CIM or AIM group (31.8%, 52.1%, 52.4% vs 0.0%, 
0.0%, 3.6%; P < 0.01 or P < 0.05). McNemar’s test 
showed a significant correlation between Ki67 
and C-erbB-2 expression in these diseases at 
esophagogastric junction (P = 0.001).

CONCLUSION: Ki67 and C-erbB-2 may play 
stimulative roles in the occurrence and develop-
ment of Barrett’s esophagus and adenocarci-
noma at the esophagogastric junction. 

Key Words: Tissue microarray; Esophagogastric 
junction; Intestinal metaplasia; Ki67; C-erbB-2; Im-
munohistochemistry

Chang Y, Liu GS, Zhang J, Gong J. Investigation of Ki67 
and C-erbB-2 expression in esophagogastric disease and 
their significances by tissue microarray. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 1184-1189

摘要
目的: 研究Ki67和C-erbB-2在各类胃食管黏膜
病变中的表达及意义. 

方法: 采用TMA制作140例各类胃食管黏膜
病变的组织芯片, 分成Barrett食管(BE)组、贲
门癌(CA)组、食管腺癌(EA)组、和胃窦肠化
(AIM)组、贲门肠上皮化生(CIM)组和正常对
照(Control)组, 共6组, 采用免疫组织化学方法

®

■背景资料
胃食管连接处腺
癌 发 病 率 近 年
来 有 上 升 趋 势 , 
Barrett食管被认
为是其发生的重
要危险因素而倍
受关注. 近来研究
发现胃贲门部黏
膜处也可出现肠
上皮化生, 起源于
食管黏膜的肠化
和起源于贲门部
黏膜的肠化是否
具有共同的发病
机制以及是否均
为腺癌的危险因
素 ,  目 前 尚 不 清
楚.

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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检测Ki67和C-erbB-2的表达. 

结果: B E 组 ,  E A 组和 C A 组 K i 6 7 的阳性
率均显著高于C o n t r o l组(40.9%, 69 .6%, 
61.9% vs  0.0%, 均P <0.01), 明显高于CIM组
11.5%(P <0.05); CIM组和AIM组以及EA组
和C A组之间无显著性差异; E A和C A组中
Ki67的阳性率高于BE组(P <0.05); BE组, EA
组和C A组C-e r b B-2的阳性率均显著高于
Control组和CIM组(31.8%, 52.1%, 52.4% vs  
0.0%, P <0.01), 明显高于AIM组3.6%(P <0.05). 
C-e r b B-2与K i67在各类胃食管黏膜病变组
织中的表达统计学上具有紧密关联性(P  = 
0.001). 

结论: Ki67和C-erbB-2可能在Barrett食管和胃食
管连接处腺癌的发生发展中起重要的促进作用.

关键词: 组织芯片; 胃食管连接处; 肠上皮化生; 

Ki67; C-erbB-2; 免疫组织化学
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1184-1189
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0  引言

胃食管连接处腺癌发病率近年来有上升趋势, 
Barrett食管(barrett's esophagus, BE)被认为是其

发生的重要危险因素而倍受关注. 目前对于BE
的临床诊断仍不理想, BE癌变风险的监测尚缺

乏有效的手段和有用的分子生物学指标. 组织

芯片技术为医学分子生物学提供了一种高通

量、大样本以及快速的分析工具[1]. 我们采用组

织芯片技术结合免疫组织化学技术研究了Ki67
和C-erbB-2在各类胃食管连接处黏膜病变中的

表达, 探索BE及其相关腺癌早期诊断的分子生

物学指标.

1  材料和方法

1.1 材料 西安交通大学第二医院病理科提供石

蜡包埋正常贲门组织对照组20例, 贲门肠化组

织(cardia intestinal metaplasia, CIM)组26例, BE
组织组22例, 胃窦肠化组织(AIM)组28例, 食管

腺癌组织(esophageal adenocarcinoma, EA)组23
例, 贲门癌组织(cardia adenocarcinoma, CA)组21
例. BE的诊断标准为内镜下远端食管出现柱状

上皮样黏膜, 可呈全周型、岛型及舌型等, 同时

活检存在肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM); 

CIM的诊断标准为发生在位置正常的胃食管连

接处(gastroesophageal junction, EGJ)远端2 cm范

围内即贲门的肠化; EA的诊断标准为癌中心在

胃食管连接处1 cm以上的食管肿瘤, 经病理证

实癌细胞呈腺管结构和/或有细胞内、外黏液, 
取材部位均在食管, 而不在贲门处, 并经病理证

实癌灶边缘至标本上下切端之间存在鳞状上皮; 
CA, 即癌中心位于胃食管连接处上下2 cm内范

围内的肿瘤[2-5]. 所有标本均经中性甲醛溶液固

定, 按病理常规方法制成蜡块后保存备用.
1.2 方法 组织芯片制作由陕西超英生物医学研

究开发有限公司协助制作构建两张组织芯片分

别含70个位点. 常规病理切片并做HE染色行病

理诊断. 阵列制作应用美国Beecher阵列仪先在

一受体块(空白蜡块)上打一孔(直径1.5 mm), 然
后根据HE片上所画出的精确范围, 在供体块(组
织蜡块)的相应位置上准确取出所要的组织芯放

入受体块的孔中, 详细记录每一孔中所放组织

的编号, 重复上述操作, 制成阵列块. 切片用德

国Leica切片机连续切片, 切片厚度4 µm捞片、

烤片后做常规HE染色, 然后由病理专家检查组

织芯片中的每一种组织是否与设计相符. 组织

点阵列模块排列整齐, 经HE染色后, 个别组织点

发生了脱片、易位和皱折, 但组织学可观察率

仍为96.6%(图1). 另免疫组织化学染色采用超敏

S-P法DAB显色. Ki-67与CerbB-2抗体免疫组化

试剂盒购自华美生物技术有限公司, 阳性对照

乳腺癌芯片2张. 一抗孵育条件为37℃ 1 h. 阴性

对照用PBS代替一抗, 其余条件同实验片. 组织

处理: Ki67, 抗原修复以0.01 mol/L枸橼酸盐缓

冲液(pH6.0)高温高压15 min, C-erbB-2, 抗原修

复微波处理; 均以30 g/L H2O2封闭内源性过氧

化物酶, 以非免疫羊血清封闭非特异性位点, 以
生物素封闭试剂封闭内源性生物素. 染色阳性

信号呈棕黄色, 采用显微摄像计算机图像分析

系统. 采用二级计分法, 阳性细胞计数: <5%, 0
分; 5%-25%, 1分; 26%-50%, 2分; 51%-75%, 3分; 
>75%, 4分. 染色强度分类: 淡黄色, 1分; 黄色, 2
分; 褐色, 3分. 两者计分相乘大于1者为阳性. 

统计学处理 所有数据应用SPSS11.0软件分

析, 各组间率的比较采用χ2检验, 计数资料采用

McNemar test分析.

2  结果

2.1 Ki67的表达 免疫组化标记显示Ki67阳性信

号均位于细胞质和细胞核, 呈现粗大棕黄色颗

■研发前沿
Barrett食管及其
相关腺癌的发生
机制尚未完全明
了, 可能与多种基
因的改变及异常
表达造成食管上
皮细胞增生与分
化失常有关. 近年
来研究的热点是
寻找Barrett食管
癌变的敏感性及
特异性高的生物
学指标.
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粒. 阴性细胞核呈蓝色, 细胞质和细胞核均未着

色. 各组中Ki67的阳性率见表1. Ki67的阳性率

在BE组40.9%, EA组69.6%和CA组61.9%中均显

著高于对照组0.0%(P  = 0.0079, 0.0051, 0.0055); 
并且BE组、EA组和CA组中Ki67的阳性率均明

显高于CIM组11.5%(P  = 0.0435, 0.0268, 0.0275); 
BE组、EA组和CA组中Ki67的阳性率均明显高

于AIM组14.3%(P  = 0.0468, 0.0352, 0.0362); EA
和CA组中Ki67的阳性率高于BE组(P  = 0.0374, 
0.0417); CIM组和AIM组及EA组和CA组之间之

间无显著性差异(P  = 0.1583, 0.2153)(表1, 图2).
2.2 C-erbB-2的表达 免疫组化染色显示C-erbB-2
蛋白的阳性表达位于细胞质和细胞膜, 呈灶状

和弥漫分布, 部分以腺腔缘明显. 阴性细胞核

呈蓝色, 细胞质和胞膜未着色. C-erbB-2的阳

性率BE组31.8%、EA组52.1%和CA组52.4%均

一致显著高于对照组0.0%和CIM组0.0%(均P  = 
0.0086, 0.0057, 0.0052, 表1, 图3). BE组、EA组

和CA组的C-erbB-2阳性率均明显高于AIM组

3.6%(P  = 0.0373, 0.0219, 0.0215).
2.3 C-erbB-2与Ki67表达的相关性 McNemar test
检验, Ki67阳性表达中C-erbB-2的阳性表达率

高于Ki67阴性表达中C-erbB-2的阳性表达率,  
C-erbB-2与Ki67在胃食管连接处黏膜病变中的

表达密切相关(P  = 0.001, 表2).

3  讨论

近年来GEJ腺癌发病率逐渐增高. Barrett食管BE
被认为是其发生的重要危险因素而倍受关注. 
国外研究报道BE的癌变率约为1/104人年, 较一

般人群高出30-125倍, 80%的EA产生于BE, 而
40%的CA与BE有关, 因此, 国外对BE的研究高

度重视, 投入了大量的人力和物力. 近来研究发

现, 在没有典型的BE内镜表现的患者, 在其GEJ
活检也可发IM. 虽然有报道指出IM是早期EA和

CA的癌旁组织常见的现象, 并且认为GEJ腺癌

可能起源于CIM, 但尚无证据证明CIM是癌前病

变. CIM在组织学上与远端胃黏膜IM和BE的IM
相似. 起源于食管黏膜的IM和起源于贲门黏膜

的IM是否均为EA和CA的癌前病变, 目前尚不 
清楚. 

组织微阵列(tissue microarray, TMA), 又称

组织芯片(tissue chip), 是1998年由Kononen et al

■相关报道
有研究表明, 贲门
部肠上皮化生的
发生较Barrett食
管肠化相对常见, 
随年龄增长其发
生率明显增加, 与
幽门螺杆菌相关
性胃炎以及胃内
多处萎缩肠化有
关. 

图  2  B E 组 K i 6 7 表 达 ( ×
200). A: 阳性; B: 阴性.

A B

图 1 组织芯片.
A B

表 1 各种黏膜病变中Ki67和C-erbB-2的表达

     
分组            n

                     Ki67

                               (+)        阳性率(%)

对照组 20         0             0

CIM 26         3           11.5

AIM 28         4           14.3

BE 22         9           40.9ab 

EA            23       16           69.6abc

CA 21       13           61.9abc

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  CIM组; cP<0.05 vs  BE组.

      C-erbB-2

(+)        阳性率(%)

  0             0

  0             0

  1            3.6

  7           31.8ab

12           52.1ab

11           52.4ab
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在cDNA微阵列的基础上发明的, 一张组织芯

片有序地固定着成百甚至上千个组织样本, 每
个样本为圆盘状, 直径为0.6-2.0 mm, 可被用于

特定的分子生物学分析, 如DNA、mRNA的原

位杂交(ISH)和蛋白质的免疫组织化学(IHC)染
色. 与传统方法相比, 即一张载玻片对一个患者

组织样本相比, TMA的高通量是显而易见的, 而
且还可以克服传统技术方法可能造成的样本和

实验间的误差, TMA克服了传统病理学技术步

骤繁琐、试验速度慢和效率低的缺点, 使其结

果更为客观可靠. 具有小体积、多样本、大信

息、可同时分析数百种组织样品的优点, 对于

胃镜钳取的较小的食管黏膜标本尤其适合. 
Ki67基因位于人类染色体10q25上, 分子质

量为345 kDa, 在细胞G1、S、G2、M期中均有表

达, 与增殖细胞核抗原(PCNA)一样为调节细胞

周期存在于细胞核内的蛋白, 其表达与细胞的

增生周期有关. PCNA为DNA聚合酶δ的附属蛋

白, 在正常细胞中与细胞周期蛋白、CDK及P21
组成复合物调节细胞由G1期向S期过渡, 而Ki67
则在G1/S及G2/M转换期都可检测到变化[6-9]. 已
有研究发现, Ki67抗原半衰期比PCNA明显的缩

短, 检测Ki67是评估细胞增殖状态的简便方法, 
比PCNA更可靠, 可作为确定癌前人群高危个体

的生物标志物[10-11]. 有研究表明, Ki67异常表达

与食管癌癌变过程显著相关. 靳玉兰 et al用免疫

组化方法在正常组织中未发现Ki67的表达, 在
轻度不典型增生的细胞中Ki67的阳性表达率为

40.5%, 多分布在内基底层和外基底层, 在原位

癌细胞中其阳性表达率上升到90%, 且阳性表达

Ki67的细胞逐渐增多并延伸到上皮的中层及浅

层[12]. Ki67表达程度与组织学分级之间等级相关

分析结果呈正相关, 在正常黏膜中的表达与其

在不典型增生及原位癌组织中的表达有显著性

差异. 提示细胞增殖活性的提高在轻度不典型

增生阶段就已发生, 而且增殖性的提高与癌变

过程正相关. Reid et al [7]的前瞻性研究发现Ki67
在BE高度异型增生上皮中阳性率最高, 其次为

低度异型增生, 无异型增生的BE中Ki67表达水

平最低. 所以推测Ki67表达改变的时相分布, 可
成为在食管癌癌前人群中确立高危个体和选择

重点化学预防个体的分子生物学标志. 我们研

究显示: 在正常胃食管黏膜上皮组织中未发现

Ki67的表达, 但是由肠化生到到腺癌的过程中, 
Ki67的阳性率渐增, BE组中Ki67的阳性表达率

高达40.9%, 明显高于AIM组和CIM组, 多在基底

和副基底层, 提示细胞增殖活性的改变在BE病
变阶段就部分发生, 表明BE与胃食管连接处腺

癌的发生密切相关. Ki67阳性表达的BE患者应

当密切内镜随访, 以期发现重度不典型增生和

早期腺癌, 及时采取内镜下治疗或者手术. Ki67
的阳性率在EA和CA组时已递增到60%以上, 且
阳性细胞数逐渐增多到上皮的中层及浅层, 提
示Ki67在胃食管连接处腺癌的发生发展过程中

起重要的作用, 因此有可能成为EA和CA的早期

重要基因标记之一. 另外CIM组和AIM组Ki67的
表达均明显低于BE组, 显示AIM和CIM增殖活

性不高, 癌变危险性相对较低, 不必进行长期随

访, 以免加重患者经济及心理负担. 虽然解剖部

位及组织学上CIM组与和BE肠化相似, 但本研

究结果提示他们是两个不同的来源并且可能具

有不同的发病机制, CIM是否为EA和CA的癌前

病变, 仍需进一步研究. 
Shih et al于1981年在乙基亚硝脲诱发的大

图 3 CA组C-erbB-2
表达(×200). A: 阳

性; B: 阴性.

A B

表 2 Ki67与C-erbB-2表达的相关性分析

     
Ki67

                        C-erbB-2                  
合计

                              阳性       阴性

阳性             30                         15                  45

阴性               1                         94                  95

合计             31                       109                140

■创新盘点
本研究将组织芯
片 技 术 应 用 于
Barrett食管癌变
风险监测及相关
腺癌早期诊断的
研 究 ,  构 建 了 较
大样本Barrett食
管、贲门肠化组
织及相关腺癌组
织芯片, 并进行了
Ki67和C-erbB-2
的免疫组织化学
研究, 为今后胃食
管连接处黏膜病
变相关的其他特
定分子的研究提
供了一个高效率
的技术平台. 
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鼠神经胶质瘤中发现了癌基因neu. 其后又发现

了neu基因在人类的同源基因C-erbB-2. C-erbB-2
原癌基因定位于人类染色体17q21上, 其蛋白产

物为p185蛋白[13-14]. C-erbB-2原癌基因在受到体

内外某些因素作用下, 引起基因序列的大量扩

增, 从而导致p185蛋白的过度表达, 导致肿瘤的

发生、发展. C-erbB-2癌基因的蛋白产物p185蛋
白与表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor, EGFR)间有着密切的关系. EGFR是由

1186个氨基酸组成的单链跨膜蛋白, 其结构由

细胞外区、跨膜区和含有酪氨酸激酶活性的细

胞内区组成. 对表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)具有高度亲和性, 二者特异结合后, 
激活酪氨酸激酶, 酪氨酸激酶可激活其他信息

传递体系, 如: 激活膜上的磷脂酶C使磷脂分解, 
释放出磷酸肌醇和1, 2-二脂酰甘油, 后者又可

进一步激活蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)和
促使钙离子自细胞内钙库释出. PKC和钙离子

均可将来自生长因子的刺激进一步传递, 起到

信号扩增作用. 此外生长因子与受体结合后, 还
可以增加细胞内cAMP水平. 通过cAMP和PKC
等将来自生长因子的信息传至细胞内, 起到调

节细胞的生长和分化作用[15]. C-erbB-2癌基因

的产物p185蛋白类似一个“截断的EGFR”, 因
缺乏膜外的EGFR结合区和膜内部自身磷酸化

部位, 使其类似活化的EGFR, 无需与EGF结合

便可被激活, 传导促细胞分裂信号, 同时由于

不能和EGF结合进而在细胞内降解, 以致表达

后导致细胞的无节制生长. C-erbB-2癌基因被

激活后, 导致p185蛋白过度表达, 产生类似EGF
的作用, 增强细胞的有丝分裂, 导致细胞过度增

生转化成肿瘤细胞. C-erbB-2结构改变如扩增

导致过度表达, 增强有丝分裂, 在癌瘤启动阶段

后期, 这种机制使某些不正常的细胞获得不受

机体控制的独立生长能力. Kim et al用免疫组

织化学的方法检测出C-erbB-2癌基因在高度异

型增生的BE内(31%)及AE中(10%)的表达; 另
一研究却发现C-e r b B-2蛋白过度表达仅发生

在EA中(11%), 且与EA的预后差有关, 而其周

围的异型增生及BE上皮内均无表达[16]. 米建强  
et al [17]对C-erbB-2癌基因产物的表达与胃癌发生

的关系进行研究发现, 正常胃黏膜为阴性, 仅在

腺体颈部偶见弱阳性表达, 在异型增生病变中

则有较高的表达率, 并随异型增生程度的增加, 
表达率逐渐升高, 轻 、中、重度异型增生表达

率分别为50%, 83.3%, 85.7%, 早期及进展期胃

癌中的表达率分别为22.2%和56.7%, 重度异型

增生表达率显著高于早期胃癌, 进展期胃癌表

达率显著高于早期胃癌, 提示C-erbB-2癌基因可

能参与正常胃黏膜的增殖、修复过程并在胃黏

膜异型增生及胃癌形成中充当一定角色[10]. 我们

在正常组织和CIM组中未发现C-erbB-2表达, 在
AIM组中较少表达(3.6%), BE组中C-erbB-2的阳

性率显著高于CIM组, 提示BE发展腺癌的危险

性明显高于CIM, 应加强内镜随访, CIM是否也

增加胃食管连接处腺癌发生的危险性, 目前看

法不一. 本研究结果示C-erbB-2表达CIM和AIM
之间无显著性差异, CIM的发生可能与H pylori
相关性胃炎以及胃多灶性萎缩肠化有关, 这一

结果也提示临床对BE与CIM患者应当采取不同

的随访策略. Chandrasoma et al研究也发现CIM
比较Barrett食管进展成腺癌的风险低[18], 与我们

的研究结果一致. 另外由AIM到CIM、BE再到

EA和CA组织C-erbB-2表达也呈逐步增高趋势, 
提示C-erbB-2与肿瘤的发生发展过程密切相关. 

C-erbB-2与Ki67表达的相关性分析结果提

示, 二者表达呈正相关, 提示异常增殖的细胞中

可能有p185蛋白过度表达, 产生类似EGF的作

用, 增强细胞的有丝分裂, 导致细胞过度增生转

化成肿瘤细胞, 可以推测二者可能对细胞癌变

具有相互促进作用. 
我们制作的由正常黏膜上皮、BE、CIM、

AIM、CA、EA等多种病变在一起的胃食管黏

膜各类病变组织芯片, 样品排列整齐, 圆形或类

圆形, 较少的皱折和掉片现象, 仅用2张芯片即

完成了全部实验, 极大地降低了在病理切片等

操作过程中的误差, 在极短的时间内获得了胃

食管黏膜各类病变中Ki67和C-erbB-2表达的诸

多数据. 我们在应用cDNA微阵列技术对BE和
CIM的基因表达谱差异的研究基础上[19], 进一步

应用组织芯片技术对其结果进行验证, 结果提

示Ki67和C-erbB-2在BE、EA、CA的发生、发

展中可能起重要的促进作用, 这个结果使临床

工作者面临内镜难以确诊的Barrett食管时, 可以

联合动态监测Ki67和C-erbB-2的表达, 对目前临

床工作中BE的正确诊断, 以及监测其癌变危险

性具有客观的参考价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between the 
expression of p53 and MDM2 proteins in human 
gastric cancer. 

METHODS: Tissue microarray and immuno-
histochemical method were used to detect the 
expression of p53 and MDM2 proteins in 47 
patients with gastric cancer. The correlation 
between the two proteins was correspondingly 
analyzed using the SPSS11.5 software.

RESULTS: The positive rates of p53 and MDM2 
protein expression were 34.0% (16/47) and 
42.5% (20/47), respectively. MDM2 positive ex-
pression was predominant in the p53-negative 

samples and MDM2 negative expression corre-
sponded to p53 positive expression (P = 0.012).
 
CONCLUSION: p53 mutation is a significant 
step in gastric carcinogenesis, during which 
MDM2 protein may take an active part. 

Key Words: Gastric cancer; p53 protein; MDM2 pro-
tein; Correspondence analysis; Tissue microarray

Li HL, Chen XY, Liu F, Huang ZP, Chu HJ, Wang 
X, Zhang G, Zhao T. Correspondence analysis and 
simultaneous detection of p53 and MDM2 protein 
expression in human gastric cancer using tissue 
microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 
1190-1193

摘要
目的: 探讨胃癌组织中p53和MDM2蛋白表达
的相互关系. 

方法: 47例石蜡包埋胃癌组织制成组织阵列, 
应用免疫组织化学方法检测其p53和MDM2蛋
白表达, 并运用统计软件SPSS11.5对两个蛋白
之间的相互关系进行对应分析. 

结果: p53与MDM2蛋白阳性表达率分别为
34.0% (16/47)和42.5% (20/47). p53蛋白与
MDM2蛋白表达呈负相关(P  = 0.012). 

结论: p53突变是胃癌发生发展中重要的一步, 
MDM2可能在胃癌的恶性增生过程中起重要
作用.

关键词: 胃癌; p53蛋白; MDM2蛋白; 对应分析; 组

织微阵列
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0  引言

p53是一种肿瘤抑制基因, 许多肿瘤中可以发现

®

■背景资料
p53是一种肿瘤抑
制基因, 许多肿瘤
中可以发现有野
生型p53的突变 . 
野 生 型 p 5 3 在 维
持基因组稳定性
方面起着重要作
用, 其突变或功能
丧失是癌症发生
或发展中的重要
一步, 然而在部分
肿瘤中没有p53基
因的突变, 表明可
能还有其他基因
参与到这一过程; 
而鼠双微体基因
MDM2编码的蛋
白质可以和p53结
合, 可以抑制p53
的功能并能与p53
形成作用反馈环, 
其可能参与这一
过程. 

■同行评议者
赵 景 民 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第302医院病理
科 
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有野生型p53的突变[1-6]. 野生型p53在维持基因

组稳定性方面起着重要作用, 可以抑制一些与

细胞增生和恶性增殖有关的促进因子活性, 是
一种有效的肿瘤抑制基因[7]. 其突变或功能丧失, 
显然是癌症发生或发展中的重要一步[8]. p53突
变可以见于大多数肿瘤中, 然而在部分肿瘤中

没有p53基因的突变, 这表明可能还有其他的基

因参与到这一过程; 而鼠双微体基因MDM2编
码的蛋白质可以和p53结合[9-10], 抑制p53的功能

并能与p53形成作用反馈环[11-14]. 因此本文同步

检测了胃癌组织中p53和MDM2蛋白表达, 并比

较分析二者之间的对应关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2002-05/2006-05南方医院手术切

除胃癌标本47例, 其中腺癌35例, 印戒细胞癌7
例, 黏液腺癌5例, 全部中性甲醛固定, 石蜡包埋. 
免疫组化抗体(p53与MDM2均为鼠抗人mAb), 
SP试剂盒和DAB显色试剂盒均购自福州迈新生

物技术开发公司.
1.2 方法 
1.2.1 制作组织阵列: 对胃癌蜡块组织的苏木素-
伊红染色切片作形态学观察, 选择有代表性的

肿瘤区域, 在相应位置进行标记; 然后使用组织

微阵列仪制作受体蜡块并打孔, 根据原有切片

的标记部位, 用供体针在蜡块相应部位取样, 所
用组织芯直径为0.6 mm, 将供体组织芯放入受

体蜡块. 每例标本在标记区域内随机取3条组织

芯. 在组织样本填入蜡孔时记录每个样本在二

维阵列中的具体位置, 并在一定位置上标记出

组织微阵列的方位(图1).
1.2.2 免疫组织化学染色: 采用链霉菌抗生物素

过氧化酶(Streptavidin-Peroxidase, SP)免疫组化

法. 按SP试剂盒操作说明进行试验, 所有样本经

40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 制成厚4 μm的

切片, 60℃烘烤, 脱蜡,  高压修复抗原, 3%过氧

化氢灭活内源性过氧化物酶, 10%非免疫血清封

闭, 加入1∶50稀释的第一抗体, 室温孵育1小时,  
PBS冲洗, 滴加1 ∶300生物素标记二抗, 室温下

10 min, 冲洗, 滴加1∶40稀释的SP溶液, 室温下

10 min, 冲洗后DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶

封片. 突变型p53阳性定位于细胞核, MDM2在
核与胞质均可见表达. 免疫组化染色设阳性与

阴性对照, 以乳腺癌阳性标本作为阳性对照, 以
PBS液代替一抗作为阴性对照. 
1.2.3 免疫组织化学染色阳性判定标准: p53以

细胞核中出现棕黄色颗粒为阳性细胞, 阳性细

胞>10%为阳性(+)结果, 阳性细胞在10%-5%
之间为弱阳性(+/-)结果, 5%-0%为阴性(-)结果. 
MDM2以细胞质和/或细胞核中出现棕黄色颗

粒为阳性细胞, 阳性细胞>10%为阳性(+)结果, 
阳性细胞在10%-5%之间为弱阳性(+/-)结果 , 
5%-0%为阴性(-)结果.

统计学处理 应用S P S S11.5统计软件, 对
p53与MDM2表达之间的相关性, 差异性和相

似性采用对应分析 ,  并借助图形表示其对应 
关系.

2  结果

2.1 p53和M D M2蛋白在胃癌组织中的表达 
p53和M D M2蛋白在组织中的阳性表达、弱

阳性表达和阴性表达情况见图2与图3. p53蛋
白阳性表达率为34.0%(16/47); 弱阳性表达率

为17.0%(8/47); MDM2蛋白阳性表达率42.5% 
(20/47), 弱阳性表达率为21.3%(10/47, 表1). 
2.2 p53和MDM2蛋白表达的对应分析 对p53
和MDM2蛋白表达进行对应分析, 自由度为4, 
P  = 0.012. p53阳性点与MDM2阴性点接近, 而
MDM2阳性点与p53阴性点接近, 两者的弱阳性

点接近. 说明p53蛋白突变型阳性表达与MDM2
蛋白阴性表达呈对应关系, p53蛋白突变型阴性

表达与MDM2蛋白强阳性表达呈对应关系(图4).

3  讨论

p53是一种肿瘤抑制基因, 许多肿瘤中可以发现

有野生型p53的突变[15-16]. 野生型p53基因编码的

蛋白能抑制细胞增殖, 使细胞停在G1期, 有利于

受损的DNA进行修复, 若修复失败, 则p53蛋白

诱发凋亡以阻断突变DNA的遗传. p53基因突变

后, p53蛋白失去对细胞的监控作用, 细胞容易带

着受损伤的DNA进入S期, 使细胞因遗传不稳定

而产生突变和染色体畸变导致细胞恶性变, 形
成肿瘤. p53突变可以见于大多数肿瘤中,  而在

部分肿瘤中没有p53基因的突变, 人们试图了解

■研发前沿
MDM2是近年来
发现的癌基因, 在
体内最重要的作
用是抑制野生型
p53的激活转录功
能和抗肿瘤活性. 
MDM2是p53的转
录靶基因, 直接结
合p53, 与p53形成
一个精细的负反
馈调节环, MDM2
表达过强则可封
闭p53介导的反式
激活作用, 使p53
功能丧失, 抑制其
抗肿瘤活性. 

图 1 胃癌组织阵列. 

■相关报道
李凤歧 et al 对尿
路肿瘤的观察和
薄爱华 et al 在胃
癌食管癌中的研
究表明MDM2与
p 5 3 表 达 呈 负 相
关; 孙迎娟 et al报
道在胃癌组织中
MDM2与p53表达
呈正相关; 而有些
研究则显示p53蛋
白与MDM2蛋白
的表达无明显相
关性. 
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这些肿瘤中野生型p53失去抑制肿瘤的作用是

否与其他一些生物学机制有关. 高水平的MDM2
基因产物可以使p53的功能失活是其中的一 
种[17-18]. MDM2是近年来发现的癌基因, 在体内

最重要的作用是抑制野生型p53的激活转录功能

和抗肿瘤活性[19]. MDM2是p53的转录靶基因, 直
接结合p53, 与p53形成一个精细的负反馈调节 
环[20-21], 野生型p53基因诱导MDM2蛋白高表达, 
后者与p53结合形成复合物, 反过来抑制p53的转

录活性, 严格控制p53蛋白水平[22-23]. MDM2表达

过强则可封闭p53介导的反式激活作用, 使p53
功能丧失[24-25], 抑制其抗肿瘤活性. 我们发现在

胃癌组织内p53蛋白突变型阳性表达与MDM2
蛋白阴性表达呈对应关系, p53蛋白突变型阴性

表达与MDM2蛋白强阳性表达呈对应关系, 说
明MDM2参与与p53有关的肿瘤的发生过程, 部
分肿瘤虽然没有p53突变, 但是MDM2高表达在

某种程度上起到了使野生型p53失活的作用, 使
p53失去对细胞的监控作用, 导致细胞恶性变, 
形成肿瘤. 这一结论与p53蛋白和MDM2蛋白表

达呈负相关的报道相符. 关于MDM2与p53的相

关性, 有不同的报道. 李凤歧 et al [26]对尿路肿瘤

的观察表明MDM2与p53表达呈负相关; 薄爱华 

et al [27]在胃癌食管癌中的研究发现p53与MDM2
蛋白表达呈负相关性; 孙迎娟 et al [28]报道在胃

癌组织中MDM2与p53表达呈正相关; 而有些研 
究[29-30]则显示p53蛋白与MDM2蛋白的表达无明

显相关性. 
我们还发现47例胃癌病例中有6例(12.8%)

出现了p53蛋白和MDM2蛋白的过表达, 肿瘤同

时具有p53蛋白和MDM2阳性表达, 这说明少部

分肿瘤发生过程中的p53与MDM2负反馈调节

环可能被破坏, 提示了细胞核内的精细调节可

能出现了紊乱, 这与肿瘤发展中出现各种各样

细胞核内的失调相符. 有文献也报道, 这种同时

具有p53蛋白和MDM2阳性表达的病例具有更

差的预后. 
总之, p53突变是胃癌发生发展中的重要一

步, 部分没有发现p53突变的胃癌组织MDM2
蛋白过表达 ,  反映了胃癌的恶性增生过程中

MDM2可能起重要作用.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
aberrant methylation of T-cadherin promoter 
and T-cadherin protein expression in human 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Methylation-specific PCR (MSP), 
immunohistochemistry and Western blot were 
used to detect the methylation status of T-cad-
herin promoter and T-cadherin protein expres-
sion in tissue samples of HCC and cancer-ad-
jacent mucosa. HepG2 cells were cultured, and 

then treated with demethylating agent 5-aza-
2-deoxycytidine. Western blot was used to mea-
sure the re-expression of T-cadherin in HepG2 
cells, and cell growth suppression induced by 
5-aza-2-deoxycytidine was also observed.
 
RESULTS: The methlylation of T-cadherin 
promoter existed in HCC (40%), the T-cadherin 
expression was significantly decreased in com-
parison with that in HCC without methylation 
(expression score: 0.227 ± 0.875 vs 0.188 ± 1.667, 
P < 0.05). When HepG2 cells with aberrant meth-
ylation of T-cadherin promoter were treated 
with 5-aza-2-deoxycytidine, T-cadherin was re-
expressed, and the proliferation of HepG2 cells 
was significantly suppressed as compared with 
that of cells without treatment. 

CONCLUSION: The promoter aberrant methyla-
tion plays a key role in down-regulating T-cad-
herin expression, and demethylation agents can 
restore T-cadherin expression so as to suppress 
the growth of HepG2 cells. 

Key Words: T-cadherin; Methylation; Hepatocelular 
carcinoma; Western blot; Methylation-specific PCR; 
Immunohistochemistry

Zhang ZF, Huang ZY, Chen XP, Yan Q, Xaio ZY, Wu ZD. 
Relationship between aberrant methylation of T-cadherin 
promoter  and T-cadherin expression in  human 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(11): 1194-1198

摘要
目 的 :  探 讨 T- c a d h e r i n 启 动 子 甲 基 化 与
T-cadherin在肝细胞癌中表达的关系. 

方 法 :  采 用 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应
(methylation-specific PCR, MSP)、免疫组织
化学(immunohistochemistry, IHC)和免疫印迹
(Western blot)检测T-cadherin在肝细胞癌中启
动子甲基化的状态及其对T-cadherin表达的影
响. 培养肝癌HepG2细胞, 采用去甲基化药物
5-aza-2-deoxycytidine处理后, Western blot检测
T-cadherin表达, 并观察T-cadherin表达对肝癌
细胞株HepG2细胞增殖的影响. 

®

■背景资料
原发性肝癌的实
验研究取得了较
大进展, 但临床治
疗效果却不理想. 
从分子水平深入
探讨其发生、发
展机制对指导临
床治疗显得尤为
迫切.

■同行评议者
季国忠 ,  副教授 , 
南京医科大学第
二附属医院消化
科
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结果: T-cadherin在肝细胞癌中存在启动子甲基
化(40%), 肝细胞癌组织中T-cadherin启动子甲
基化导致其表达明显下调(表达评分: 0.227±
0.875 vs  0.188±1.667, P<0.05); 对存在T-cadherin
启动子甲基化的HepG2细胞应用去甲基化药
物5-aza-2-deoxycytidine培养能诱导HepG2细胞
T-cadherin分子的重新表达, T-cadherin分子重新
表达能抑制HepG2细胞增殖. 

结论: T-cadher in启动子的甲基化导致其表
达下调; 去甲基化药物5-aza-2-deoxycytidine
能恢复HepG2细胞T-cadherin的表达, 并抑制
HepG2细胞增殖.

关键词: T-cadherin; 甲基化; 肝细胞癌; 免疫印迹

法; 聚合酶链反应; 免疫组织化学
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0  引言

原发性肝癌为高度恶性肿瘤, 其死亡率居我国

肿瘤死亡率第二位. 手术切除是治疗肝癌的首

选方法. 我国原发性肝癌与乙肝感染引起的肝

硬化密切相关, 且易发生早期转移和播散, 手术

切除率低和术后转移及复发是制约手术疗效的

重要因素. 因此, 研究肝细胞癌发生、发展的分

子机制, 对我们制定新的治疗方案, 控制其转移

及复发有着重要的临床意义. 近年来研究发现

黏附分子与恶性肿瘤的生物学特征如肿瘤细胞

的恶性增殖、侵袭及转移有密切的相关性. 黏
附分子家族中T-cadherin在乳腺癌[1]、肺癌[2]、

结直肠癌[3]、卵巢癌[4]等中表达下调, 其下调机

制和T-cadherin启动子甲基化明显相关[2,5]. 转染

T-cadherin cDNA的乳腺癌细胞增殖和侵袭能力

减弱[1], 证实T-cadherin具有肿瘤抑制的功能, 且
T-cadherin作为肿瘤抑制因子的推测在裸鼠体内

也得到了进一步证实[6]. 在人肝细胞癌中是否存

在T-cadherin启动子甲基化对T-cadherin的表达

的影响尚无研究报道. 深入研究人肝癌组织中

T-cadherin的表达与T-cadherin启动子甲基化的

关系, 对揭示其发生、发展的精确分子机制, 设
计合理的药物治疗, 进一步提高我国肝癌的治

疗水平具有重要的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-08/2006-01同济医院肝脏外

科中心行手术切除的原发性肝细胞癌及远离癌

灶边缘2 cm以上的癌旁肝组织共20例. 所取标本

部分置于-70℃超低温冰箱中保存, 另一部分作

石蜡切片, 所有诊断均经病理学诊断证实为肝

细胞肝癌.
1.2 方法 
1.2.1 甲基化特异性聚合酶链式反应(MSP): 用
Genomic DNA Purification Kit从20例肝癌组

织、癌旁组织和1例肝癌细胞株中提取基因组

DNA, 提取步骤按照试剂盒的说明进行. 然后取

1 μg的基因组DNA用Chemicon CpGWIZTM DNA 
Modification Kit进行处理, 将基因组DNA上所

有非甲基化的胞嘧啶转换成尿嘧啶, 同时那些

甲基化的胞嘧啶则保持不变[8], 修饰过程按试剂

盒说明书进行. 修饰后的DNA保存在TE缓冲液

(pH7.5)中. 用上述修饰的DNA作为模板, 按照

T-cadherin启动子甲基化和非甲基化两种可能

设计两对引物, 引物序列按照Sakai et al [9]所述. 
T-cadherin启动子非甲基化的引物序列是: 上游

引物: 5'-TTGTGGGGTTGTTTTTTGT-3', 下游引

物: 5'-AACTTTTCATTCATACACACA-3', 扩增

出242对碱基产物. 针对T-cadherin启动子甲基化

的引物序列是: 上游引物: 5'-TCGCGGGGTTCG
TTTTTCGC-3', 下游引物: 5'-GACGTTTTCATT
CATACACGCG-3', 扩增出243个碱基对, PCR扩
增的产物在20 g/L的琼脂糖凝胶验证.
1.2.2 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR): 用TRIzol
分别从20例肝细胞癌组织和其对应的癌旁组织

中提取总RNA, 提取步骤按照TRIzol试剂的说

明进行. 用2 μg RNA作为模板进行逆转录反应. 
PCR反应的引物序列按Wang et al [8]和Sakai et al [9]

所述. 上游引物: 5'-TTCAGCAGAAAGTGTTC
CATAT-3', 下游引物: 5'-GTGCATGGACGAAC
AGAGT-3'. 内参GAPDH做为对照, 上游引物: 
5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3', 下游引物: 
5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3'. 循环过程

包括: 94℃ 5 min;  94℃ 30 s;  50℃ 1 min;  72℃ 
1 min; 共32个循环; 最后72℃ 10 min. PCR的产

物在20 g/L琼脂糖凝胶电泳验证.
1.2.3 蛋白质免疫印迹杂交: 用三去污裂解液从

10例肝癌组织和癌旁组织提取蛋白(用单去污裂

解液从肝癌细胞株中提取蛋白), 每孔加入80 μg
蛋白, 以10% SDS-PAGE凝胶电泳分离, 电转印

将蛋白质转移到硝酸纤维膜(NC膜), 用含5%脱

脂奶粉的TBST缓冲液37℃下封闭NC膜1 h, 将
兔抗人T-cadheirn一抗和β-actin用含5%脱脂奶粉

■研发前沿
黏附分子cadherin
参与机体内许多
生物过程, 包括调
节钙介导的细胞
黏附、细胞极性
及形态的形成, 细
胞的聚集和迁移, 
细胞的识别和信
号的传导机制. 但
T-cadherin在肝细
胞癌的发生、发
展过程扮演什么
角色一直不被人
们了解.
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的TBST缓冲液以1∶1000和1∶200稀释后分别

置入含有NC膜的杂交袋中4℃孵育过夜, TBST
漂洗数次后, 再以1∶5000稀释的HRP标记羊抗

兔IgG中于37℃孵育1 h, TBST漂洗数次, 采用

ECL化学发光试剂于暗室中进行放射自显影.
1.2.4 免疫组织化学: 组织标本行4 μm厚连续切

片, 组织切片常规脱蜡、水化, 抗T-cadherin一抗

用磷酸盐缓冲液(PBS)以1∶100稀释后孵育过

夜, 余后采用上海基因公司代理Dako公司二步

法抗兔/鼠通用型免疫组化检测试剂盒的步骤. 
PBS代替一抗作为阴性对照. 结果判断根据阳性

细胞所占百分比进行评分, T-cadherin阳性细胞

为细胞膜被染成棕黄色,  100倍镜头下任意选取

10个视野, 400倍镜头下在每一视野中连续记数

100个癌细胞, 记录其中阳性细胞数, 计算阳性

细胞百分数, 取平均数后从0到4评分. 0: ≤5%阳

性细胞数; 1: 6%-25%阳性细胞数; 2: 26%-50%
阳性细胞数; 3: 51%-75%阳性细胞数; 4: ≥76%
阳性细胞数.
1.2.5 细胞增殖实验: 肝癌细胞株HepG2被培养

在含有100 mL/L的胎牛血清、青霉素和链霉

素的DMEM培养液中. 104个细胞被种植在直径

为6 cm的18个培养皿中, 18个皿被分成两组, 每
组9个皿. 一组细胞被种植在上述普通的培养液

中, 另一细胞被种植在含去甲基化药物终浓度

为2 μmol/L的培养液中, 培养液每3 d换1次. 两
组细胞在第3、5、7天各计数一次, 每次每组选

3个皿计数取平均值. 分别以0、1、2、4、8、
10、20、40 μmol/L的药物浓度培养细胞, 在2 
μmol/L的药物浓度时观察到既能让细胞保持较

好的生长状态又能保证不因药物剂量过大而致

的细胞毒性作用. 每次细胞计数结束, 收集细胞

做Western blot分析.
统计学处理 所有数据均采用mean±SD表

示, 以α = 0.05为检验水准. 应用SPSS11.5对实验

结果进行统计学处理.

2  结果

2.1 启动子甲基化导致T-cadherin在肝细胞癌中

表达下调 对20例肝细胞癌组织、癌旁组织中

T-cadherin甲基化的状态及其表达水平的研究

表明: 在肝细胞癌组织中有8例出现甲基化, 而
在癌旁组织中没有出现甲基化, 均表现出非甲

基化(图1). 证明T-cadherin启动子的甲基化与

肝癌恶性转化相关. 8例甲基化肝细胞癌组织

中T-cadherin mRNA的表达显著低于癌旁组织 
(图2); Western blot结果表明8例甲基化的肝组织

中T-cadherin蛋白水平低于对应的癌旁组织(图
3); 免疫组织化学结果也表明: 这8例存在甲基

化的癌组织中T-cadherin蛋白较没有甲基化的12
例癌组织中T-cadherin蛋白表达低, 其表达评分

分别为0.875±0.227和1.667±0.188, 有显著性

差异(P <0.05, 图4), 表明启动子的甲基化是导致

T-cadherin在肝细胞癌中表达下调的机制之一.
2.2 去甲基化药物能重新诱导肝癌细胞株HepG2

■创新盘点
本研究通过MSP
技 术 证 实 了
T-cadherin分子在
肝细胞癌中存在
启动子甲基化, 以
及用去甲基化药
物能抑制HCC细
胞的恶性生物学
特征的现象, 有助
于从基因水平上
了解肝细胞癌的
发展规律.

  T     N    T     N     T     N    T    N      
m u m u m u m u m  u m u m u m u m  u m  u

case2     case6     case9    case17  HepG2 H2O

243 bp
242 bp

←
←

图 1 4例肝癌存在T-cadherin启动子甲基化. m: 代表甲基

化产物; u: 非甲基化产物; T: 肿瘤组织; N: 癌周组织.

    2          6            9          17
N    T    N     T     N    T     N    T H2O

T-cahderin

GAPDH

208 bp

258 bp

图 2 T-cahderin启动子甲基化与T-cadherin mRNA表达. 
T: 肿瘤组织; N: 癌周组织.

T-cahderin

β-actin

    2            6             9            17
N     T    N     T      N     T      N     T 

105 kDa

43 kDa

图 3 T-cahderin启动子甲基化和T-cahderin蛋白表达的关
系. T: 肿瘤组织; N: 癌周组织.

图 4 T-cadherin蛋白在伴T-cadherin启动子甲基化和非甲
基化肝细胞癌组织中的表达. aP<0.05.
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■应用要点
本 研 究 证 实
T-cadherin分子参
与肝癌发生、发
展过程, 为下一步
的实验提供可靠
理论基础.

中T-cadherin的表达, 并能抑制HepG2细胞生

长  前期实验证实肝癌细胞株H e p G2中存在

T-cadheirn启动子甲基化现象. 为进一步验证启

动子甲基化对T-cadheirn表达的影响, 实验组中

将HepG2细胞以浓度为2 μmol/L的去甲基化药

物5-aza-2-deoxycytidine培养, 对照组中仅用常

规培养基培养, 培养7 d后收集细胞HepG2检测

T-cadherin表达, 结果发现, 用去甲基化药物处理

过的细胞中T-cadherin蛋白的量明显高于没有

用药物处理的细胞(图5). 同时还发现, 以去甲基

化试剂培养的HepG2细胞培养第5, 7天计数显

著少于以常规培养基培养的细胞(P <0.05, 图6). 
表明去甲基化药物5-aza-2-deoxycytidine能恢复

T-cadherin表达, 且能抑制HepG2细胞的增殖.

3  讨论

肝癌是我国常见的恶性程度极高的肿瘤之一, 手
术切除率低. 肝癌对放疗、化疗均不敏感, 对手

术切除后复发和转移的病例及不能手术切除的

肝癌, 目前尚无有效的治疗手段, 因此, 深入研究

肝癌的发生、转移的分子机制, 探索新的药物

治疗靶点对肝癌治疗具有重要意义. T-cadherin
是黏附分子家族较为特殊的一种类型 ,  因为

缺失经典cadherin分子所具有的跨膜区而经糖

基磷脂酰肌醇分子附着于细胞膜上[9], 故命名

truncated-cadherin(即T-cadherin, 又称CDH13或
H-cadherin), 他主要介导同种细胞间的黏附[11]

和迁移[11]. 研究已经发现重新表达T-cadherin的
乳腺癌细胞其增殖特性受抑[1], 而在成神经细

胞瘤中, T-cadherin的高表达也能抑制由表皮生

长因子诱导的细胞生长、侵袭性反应[13], 说明

T-cadherin黏附分子参与了肿瘤的发生、发展

过程. 启动子甲基化是导致肿瘤抑制基因沉默

的重要原因之一, 这在卵巢癌[14]、胰腺癌[15-16]中

已得到证实, 而因启动子甲基化导致T-caderhin
在众多的肿瘤中表达下调或缺失已有诸多报道, 
在胰腺癌[8]中约58%的T-cadherin的下调表达是

由于启动子甲基化引起的, 说明在恶性肿瘤中

启动子的甲基化和T-cadherin的表达下调中有直

接的相关性.
我们的研究结果表明在20例肝细胞癌中8

例存在启动子甲基化, 这8例甲基化的癌组织中

T-cadherin的表达水平显著低于其他12例没有甲

基化的肝细胞癌组织(P <0.05), 表明T-cadherin
甲基化在肝癌中是影响T-cadherin的表达下调

的重要机制. 为进一步证实上述结论, 利用肝

癌细胞株HepG2中存在T-cadherin启动子甲基

化这一特征, 我们应用去甲基化药物来研究是

否去甲基化试剂能恢复T-cadher in的表达. 结
果表明, HepG2细胞通过去甲基化药物培养后, 
T-cadherin在HepG2细胞株中的表达上调, 且恢

复T-cadherin表达对的HepG2细胞增殖有明显受

抑作用.
我们前期研究表明, 将T-cadherin基因导入

缺失表达的T-cadherin分子的大鼠胶质母细胞

C6细胞使其过度表达T-cadherin分子, C6细胞

的增殖及侵袭能力显著受抑, 证实T-cadher in
在大鼠胶质母细胞中的肿瘤抑制功能, 并进一

步揭示起抑制机制是T-cadherin分子通过诱导

p21CIP/WAF1表达致使肿瘤细胞于细胞周期G2期阻

滞. 本研究证实在人肝细胞癌中启动子甲基化

对T-cadherin的表达下调有密切的相关性, 而去

甲基化的药物能恢复T-cadherin在HepG2细胞株

中的表达, 并能抑制他的增殖, 证明T-cadherin启
动子甲基化导致T-cadherin表达缺失是肝癌恶

性转化的机制之一, p21CIP/WAF1基因是否参与肝

T-cahderin

β-actin

105 kDa

43 kDa

1                       2

图 5 5-aza-2-deoxycytidine处理后肝癌细胞HepG2 
T-cadherin的表达. 1: 对照组; 2: 5-aza-2-deoxycytidine处

理组.
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癌的发生、发展是需要进一步研究. 深入研究

T-cadherin基因表达下调或缺失与肝癌的关系, 
以及影响T-cadherin表达的分子机制,对进一步

探索T-cadherin基因在肝癌发生、发展过程中的

作用, 进而发展通过调节T-cadherin基因表达来

抑制肿瘤生长的肿瘤治疗研究具有重要意义.
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摘要
胆道外科微创技术的发展, 对传统胆道外科构
成挑战, 使胆道外科诊治观念面临更新和拓
展. 胆道外科疾病的诊治现状: (1)胆囊结石的
手术指征目前尚无统一标准, 对无症状胆囊结
石患者是否需要行预防性胆囊切除术也缺乏
随机对比研究; (2)肝内胆管结石的治疗原则
已形成共识, 但对早期肝内胆管结石的手术指
征、时机和方法尚无统一标准; (3)胆囊息肉
样病变的手术指征逐渐规范; (4)肝门部胆管
癌的早期诊断和根治性手术切除是其当前的
主攻目标, 扩大肝切除范围似乎是当前提高肝
门部胆管癌治疗效果的必然趋势; (5)内镜在
胆道疾病的诊断和治疗中的作用受到高度重
视, 尤其是肝外胆管结石和不能手术切除的胆
道梗阻性疾病的内镜治疗对传统胆道外科手
术治疗构成挑战; (6)腹腔镜胆道外科手术范
围逐渐扩大, 除对单纯胆囊结石、胆囊息肉的
LC已成为其治疗的“金标准”外, 对肝外胆
管结石的腹腔镜手术治疗已广为接受, 并正在
向胆总管囊肿、左肝内胆管结石的腹腔镜手
术扩展; (7)医源性胆管损伤仍时有发生, 对其
有效预防和及时、恰当的处理需要引起时刻
重视. 

关键词: 胆道外科; 内镜; 腹腔镜; 医源性胆管损伤
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0  引言

1882年德国医师Carl Langenbuch首次施行胆囊

切除术, 标志着胆道外科的创立. 一个多世纪来, 

随着胆道外科基础研究的深入, 医学影像学的

发展, 腹腔镜技术的问世和与消化内镜技术的

结合, 使胆道外科疾病的诊断和治疗取得了长

足进步. 近年来, 肝内胆管结石、肝门部胆管癌

等传统疑难和复杂胆道外科疾病的诊治水平显

著提高, 胆道外科微创技术迅速发展, 对传统胆

道外科构成严峻挑战, 使胆道外科诊治观念迫

切面临更新和拓展. 现就胆道外科疾病的诊治

进展与现状综述如下. 

1  胆囊结石

胆囊结石是一种常见、多发病, 发病率在西方国

家为10%-20%[1], 我国为7%[2]. 随着社会老龄化趋

势的发展, 其发病率亦在逐渐增加. B超扫描是

最可靠的首选检查方法, 其敏感性和特异性均大

于90%. 胆囊结石的手术指征目前尚无统一标准, 
我们的临床体会是有下述情况之一者应积极考

虑手术治疗: (1)曾有典型胆绞痛发作; (2)结石直

径<1 cm或>2 cm; (3)B超脂餐试验或口服胆囊造

影示胆囊功能差; (4)伴发胆管炎或胰腺炎. 胆囊

切除术是目前治疗胆囊结石的最佳选择, 有开腹

胆囊切除和腹腔镜胆囊切除(LC)两种方法, 后者

自1987-03法国Phillipe Mouret医生首次实施人体

LC成功以来, 以其创伤小、恢复快等优点迅速

在全世界得以普及、推广与提高. 而保留胆囊的

各种术式, 由于术后复发率高, 如经皮胆囊切开

取石(percutaneous cholecystolithotomy, PCCL)术
后10年的胆石复发率为41.46%[3], 体外震波碎石

(extracorporeal shock-wave lithotripsy, ESWL)术后

10年的胆石复发率为54%[4], 因此通常认为保留

胆囊的各种取石、碎石术不具有临床推广应用

价值. 但也有报道[5]用内镜保胆取石方法治疗胆

囊结石2100例, 术后随访11年, 胆石复发率仅为

2%-7%, 因而提出“新式内镜保胆取石”理论和

方法, 有待进一步深入探讨和总结. 
无症状胆囊结石患者在全部胆囊结石患者

中占50%-70%, 由无症状发展到有症状的患者

仅占10%-25%[1]. 我国经B超普查发现的胆囊结

石患者中无症状者占34%[6], 在2-6年内出现临床

®
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拓展.
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症状占24.3%[7]. 对无症状胆囊结石患者是否需

要行预防性胆囊切除术尚未见随机对比研究报 
道[8], 一般认为, 如果这类患者的自然病程中出现

严重并发症(包括胆绞痛、急性胆囊炎、急性化

脓性胆管炎、急性胆源性胰腺炎、继发性胆总

管结石、胆囊积脓和胆囊坏疽并穿孔等)和胆囊

癌发生机会增大, 宜考虑手术, 否则应定期随防. 

2  肝内胆管结石

我国胆石病的特点是肝内胆管结石常见而且治

疗困难, 远期疗效差, 一直是我国外科医师注意

的焦点. 肝内胆管结石对患者的主要危害是阻

塞胆管引起急性化脓性胆管炎, 胆管炎急性发

作给患者带来痛苦甚至危及生命. 因此, 治疗的

目的在于制止胆管炎的复发, 为了达到这个目

的, 迄今广为接受的治疗原则是: (1)取净结石: 
需直接暴露肝内胆管; (2)去除病灶: 行局部肝

段、叶切除; (3)解除狭窄: 切开(除)狭窄、扩大

胆管成形; (4)通畅引流: 采用各种胆肠内引流. 
行包括肝内胆管结石病灶在内的肝段、叶

切除术是治疗肝内胆管结石的最佳选择[9-10], 但
近50%的患者不能或难以采用肝部分切除术来

治疗, 即使采用了肝切除术治疗的病例中, 也有

约57%需要附加胆管肠吻合术. 因此, 有必要对

胆管肠吻合术的治病机制和手术方法探讨如下: 
50-60年代用胆总管肠吻合术作“内引流”, 原
意是想以此避免肝内胆管结石下降后阻塞胆总

管下端而引起急性化脓性胆管炎的反复发作, 
术后疗效为“优”的几率并不比T管引流术后

高, 而胆管炎复发的程度却更重, 普遍认为这种

手术应当废止. 后来, 用跨过狭窄环的大口径胆

肠吻合术处理第1级肝内胆管的狭窄, 其主要目

的是用Y型空肠襻对肝胆管的狭窄环切开后遗

留的胆管前壁缺损进行修复和成形, 胆管成形

术不仅在术中清除了已有的结石, 还解除了狭

窄, 除去了结石和胆管炎复发的温床, 远期效果

属“优”者达61%; 后有人将以上原则推广到

第2、3级肝胆管狭窄和结石的处理, 称为“肝

胆管盆”空肠吻合术, 其远期效果属“优”者

达65%[11], 后被广泛采用. 其后的研究发现, 在
用Y型空肠袢完成狭窄胆管成型的同时, 也废除

了胆总管下端的括约肌机制, 对吻合口上游还

有肝内病变(胆管狭窄和结石)残留者, 带来逆行

感染的问题; 人工“抗返流装置”未能解决此

问题; 对此, 不少医院用带蒂的空肠壁、胃窦浆

肌层、胆囊壁、或圆韧带等组织瓣作为狭窄肝

胆管成型的材料并相继获得成功, 在此基础上, 
出现了保留Oddi括约肌功能的空肠皮下通道型

狭窄胆管成型术[12]: 取带血管蒂的空肠段12-15 
cm, 肛侧端与肝胆管盆吻合以修复其前壁的缺

损, 口侧端缝闭后留置腹壁皮下, 这样, 在完成

狭窄胆管成形的同时, 既恢复了胆汁入肠的正

常途径以保留括约肌功能, 又建立了一个皮下

至胆管的空肠通道, 作为日后随时可用的胆道

镜入路, 遇胆管炎复发、残留结石、或再生结

石时, 在局麻下经空肠通道引流或胆道镜取石

等小手术取代了开腹大手术; 也有用胆囊代替

游离空肠段获得类似结果. 
近年来, 由于影像学诊断技术的发展, 一些

临床症状较轻的早期肝内胆管结石被发现, 但
因缺乏早期单纯性肝内胆管结石的自然过程的

资料, 对早期肝内胆管结石的手术指征、时机

和方法尚无统一标准, 需要深入研究, 以期在广

泛积累临床治疗经验的基础上制定统一的标准.

3  胆囊息肉样病变

胆囊息肉样病变(polypoid lesions of gallbladder, 
PLG)[13]是一组向胆囊腔内突出的局限性息肉样

隆起性病变的总称, 分肿瘤性和非肿瘤性息肉样

病变两类, 以后者占大多数, 常见的如炎性息肉、

胆固醇息肉和腺肌性增生等. 常在B超检查时发

现, 有资料报告B超健康普查时, PLG的发现率为

0.82%. 
PLG的治疗原则是: 良性者可定期随访, 疑为

恶性或有明显临床症状者应行胆囊切除术. 具有

下述临床特点时, 恶变的可能性明显增加, 应积极

手术: (1)50岁以上患者; (2)直径>1 cm; (3)基底宽; 
(4)单个结节; (5)位于胆囊颈部; (6)增大趋势明显; 
(7)合并胆囊结石. 对于暂不具备上述手术指征的

PLG, 应进行定期动态随访, 一般开始每3-6 mo复
查1次B超[14], 2年后每6 mo-1年复查1次B超, 必要

时行CT 扫描检查.  

4  肝门部胆管癌

肝门部胆管癌(hilar cholangiocarcinoma, HCC)
是指位于肝总管上1/3、肝管分叉部、左或右

肝管的癌, 也称近端胆管癌, 占肝外胆管癌的

58%-75%, 由于其早期临床表现不明显, 常疏于

早期发现. 肝门部胆管癌的早期诊断和根治性

手术切除是其当前的主攻目标. 扩大肝切除范

围似乎是当前提高肝门部胆管癌治疗效果的必

然趋向. 
目前, 由于现代影像技术的进步, 早期诊断

■研发前沿
近年来, 内镜在胆
道外疾病的诊断
和治疗中的应用
不断拓展, 腹腔镜
胆道外科手术范
围逐渐扩大, 医源
性胆管损伤的有
效预防和处理受
到高度重视.
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肝门部胆管癌已较容易. 经典的诊断胆管癌的

方法是直接胆道造影, 如PTC或ERCP, 在造影成

功的病例, 由于显示清晰、分辨率高, 常作为诊

断的“金标准”. 但是, 由于该诊断方法为有创

性, 并有发生严重并发症的可能, 故目前多以间

接胆道造影(主要是MRCP)所取代[15]. 需要指出

的是, 在提高肝门部胆管癌早期诊断率方面, 须
加大对其早期表现的重视和宣传力度, 我们的

体会是对上腹部疼痛不适、食欲不振、乏力、

消瘦和皮肤瘙痒的患者应考虑到该病的可能, 
积极的B超、CT、MRCP和血清肿瘤标志物(如
CA19-9、CEA)检查, 多能明确该病诊断, 必要

时可行PTC或ERCP进一步检查, 以了解肿瘤的

确切部位和大小[16]. 
肝门部胆管癌除血行和淋巴转移外, 尚有

神经侵犯和跳跃式转移、局部软组织侵犯和胆

管壁黏膜下浸润的特点, 因而手术后局部复发

率极高; 目前强调胆管癌不仅是一个局部性病

变, 更是一个区域性病变. 
肝门部胆管癌手术方式的选择主要取决于

癌肿局部浸润范围, 如能够切除, 应首选根治性

切除术, 包括肝外胆道切除、肝十二指肠韧带

上血管“骨骼化”及广泛切除肝十二指肠韧带

上的纤维脂肪、神经、淋巴组织, 必要时切除

一侧肝叶(包括尾状叶), 重建肝管空肠吻合. 要
求达到切缘无癌组织或细胞残留, 因此, 扩大

肝切除范围似乎是当前提高肝门部胆管癌治

疗效果的必然趋势. 门静脉若受侵犯, 可行部

分切除和修复, 但门静脉切除并不提高治疗效 
果[15,17]. 即使不能行根治性切除, 给予行姑息性切

除, 必要时辅以“架桥式”肝管空肠内引流[15], 对
于提高患者的生活质量和延长生命时间也具

有积极意义, 其疗效显著优于各种胆道内、外

引流术. 胆肠吻合内引流术、内镜鼻胆管引流

术(endoscopic nasobiliary drainage, ENBD)和内

镜胆道内引流术(endoscopic retrograde biliary 
drainage, ERBD)疗效相似. U形管或T形管外引

流疗效较差. 因此, 肝门部胆管癌术前评估甚为

重要, 其目的是确定根治性手术切除的可行性

和切除范围, 术前评估的主要内容包括: (1)明确

肿瘤的部位和大小; (2)了解肿瘤与肝门部血管

的关系, 尤其是门静脉是否受侵及其侵犯程度; 
(3)肝内胆管受浸润范围; (4)肝储备功能检测. 新
近有报道高分辨率CT可以准确预测肝门部胆管

癌的可切除性[18], 值得重视. 对于无法行根治性

切除的姑息性切除或内、外引流患者, 术后辅

助性放疗、化疗[19-20], 也能起到明显延长患者生

存时间的作用.

5  胆道外科疾病的内镜诊断和治疗

ERCP于1968年由McCune首次成功应用, 并于

1973年由陈敏章在国内率先开展, 由于其在胆

胰疾病的诊断和鉴别诊断方面的独到之处, 很
快成为胆道外科中的一项重要检查手段 ,  并
越来越受到重视[21]. 1974年德国的Classen和
日本的Kaiwa i发表了内镜与高频电流技术相

结合行十二指肠乳头括约肌切开(endoscopic 
sphincterotomy, EST)治疗胆道残留结石和十二

指肠乳头括约肌狭窄, 开创了内镜外科治疗的

先例. 
5.1 胆管结石的内镜处理 EST是胆管结石治疗的

一场革命, 经过30余年的应用与发展, 目前已成

为较为安全、疗效可靠的成熟技术, 近90%的肝

外胆管结石可通过EST清除结石[22]. 我国是胆道

结石的高发国家, 但国内肝外胆管结石的治疗

仍以手术为主, 这其中有设备和技术上的原因, 
而医生观念的原因可能也是不容忽视的. 

EST治疗胆总管结石的最佳适应证是胆囊

已切除、不伴有明显胆管狭窄的中老年患者. 
对于胆囊存在的病例, EST适合于高龄或手术高

危的患者. 对于合并胆囊结石的患者, 如考虑实

施LC者, 也可先行或术中同时行EST. 对于伴有

急性化脓性胆管炎的病例, 如果病情基本稳定, 
结石不大且数量不多, 可急诊行EST; 如果病情

不稳定或估计取石耗时较多时, 可以先行鼻胆

管引流术(ENBD), 待炎症控制后再行EST. 
值得指出的是急性胆源性胰腺炎(a c u t e 

biliary pancreatitis, ABP)的治疗, 目前认为内镜

治疗(EST或ENBD)可作为首选治疗. 对于重症

ABP, 发病早期(72 h内)内镜治疗, 疗效显著优于

晚期治疗; 对于轻症ABP, 可以不必在急性发作

期实施内镜治疗, 经保守治疗稳定后再行内镜

治疗更为妥善[21]. 
目前还应警惕EST使用过滥的倾向, 要注

意以下几点: (1)对于年龄较轻的胆总管结石病

例, 尽量少行EST; (2)如果结石较小(<0.5 cm)、
数量不多(≤5枚), 选择经内镜气囊导管扩张

(endoscopic papillary balloon dilation, EPBD)+网
篮取石术, 可减少对十二指肠乳头括约肌的损

伤, 保留其功能; (3)对于结石直径0.5-1.5 cm、数

量3枚以下者[23], 可行EST+网篮取石术; 有学者

主张该术式对结石直径<1.0 cm者, 效果较好[24]; 
(4)对于结石直径大于1.5 cm者, 在有机械碎石网

篮条件下, 也能够粉碎后成功取出, 否则不宜采

■创新盘点
本文全面介绍胆
囊结石、肝内胆
管结石、胆囊息
肉样病变和肝门
部胆管癌的诊治
现状及面临的问
题, 深入分析了内
镜、腹腔镜在胆
道外科的应用前
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用EST; (5)如果胆管上段尤其是肝门部存在狭

窄, 即使清除了胆总管结石, 括约肌切开后的反

复反流性感染将大大降低远期疗效, 因而不适

宜行EST; (6)合并门脉高压者, 行EST应格外慎

重, 尤其要避免行较大的切开, 否则可能招致大

出血. 
5.2 胆道梗阻性疾病的内镜治疗 良恶性原因引

起的胆道梗阻(或狭窄)在临床十分常见, 不同程

度的梗阻性黄疸是其主要表现, ERCP诊疗的意

义在于能及时明确胆管梗阻的性质、部位和范

围, 同时内镜下胆管引流术具有创伤小、对患

者生理干扰少等优点, 可作为手术或其他治疗

前的准备, 对于无法根治的肿瘤, 解除胆道梗阻

本身就是重要的姑息性治疗手段. 
内镜下胆管引流术分为E N B D和E R B D, 

ENBD作为一种临时性的引流措施, 适合于术

前短期引流、急性胆管炎的胆道减压和预防性

引流, 但不适合于有重度食管静脉曲张或伴有

精神症状、不合作的患者. ERBD主要用于恶性

胆道梗阻的姑息性引流, 也可用于良性胆道狭

窄、胆漏等的治疗. 近年来新兴的可膨式金属

胆道支架[25-26], 具有口径大、支撑效果好、定位

准确等优点, 金属支架完全扩张后的口径可达

7-12 mm, 远非标准的塑料支架可比, 加之金属

材料表面光洁度高, 可被胆道上皮细胞覆盖, 使
得细菌和胆泥不易黏附, 不易发生阻塞和移位, 
持久通畅性能较佳. 目前认为其适应证主要是: 
(1)不能根治性切除的恶性胆管梗阻; (2)引流胆

系至少占全肝胆系的40%; (3)无其他重要器官

功能障碍; (4)至少可存活3 mo.

6  腹腔镜胆道外科手术

对于单纯胆囊结石、胆囊息肉, 腹腔镜胆囊切

除术已成为其治疗的“金标准”, 成功率已达

99.5%, 合并急性胆囊炎甚至坏疸性胆囊炎者也

可达95%. 
对于肝外胆管结石, 可根据具体病情采用

以下微创方案: (l)单发胆总管结石(直径<0.5 
cm), 如果不合并胆囊结石, 可行EPBD+网篮取

石术; 如合并胆囊结石, 可行LC+经胆囊管胆

道镜取石术; (2)单纯性胆总管结石, 结石直径

0.5-1.5 cm、数量3枚以下[23], 可先行EST+网篮

取石术; 如果取石未成功, 且胆总管直径>1.0 
cm, 可先放置ENBD导管, 后行腹腔镜胆总管探

查、胆道镜取石术, 利用ENBD导管支撑胆道, 
一期缝合胆总管; (3)如果胆总管结石直径大于

1.5 cm, 且胆总管直径>1.0 cm, 可行腹腔镜胆总

管控查、胆道镜取石、T管引流术, 如果术中胆

道镜证实胆总管下端通畅, 在结石确实取净条

件下可一期缝合胆总管而不置放T管, 但因有术

后十二指肠乳头水肿或Oddi括约肌痉挛引起胆

道高压而造成胆漏的风险, 因此宜慎重选择应用. 
腹腔镜肝切除术和胆道镜、内镜等技术的有

机结合, 使腹腔镜治疗肝内胆管结石成为可能[27], 
为左侧肝内胆管结石的治疗提供了新选择. 

随着腹腔镜技术的广泛应用和有关仪器设

备的更新完善, 腹腔镜胆总管囊肿切除、胆肠

吻合术成功实施的报道逐渐增多.

7  医源性胆管损伤

腹部外科手术时因各种原因造成的肝外胆管损

伤称医源性胆管损伤, 据报道其中92%发生于胆

囊切除术, 其次发生于胆管探查术和胃手术, 也
有发生于肝脏手术、胰腺手术者, 但较少见. 

医源性胆管损伤根据其损伤的部位和程度, 
发现的早晚和处理方法的不同而有不同的后果. 
倘若发现及时、处理得当, 预后还是比较好的; 
但如果术中未能及时发现, 确诊后的处理方法

不当, 不仅使病情复杂化, 给患者带来多次手术

的痛苦, 甚至还可危及患者的生命. 因此, 有必

要就医源性胆管损伤的预防和处理探讨如下. 
开腹手术致胆管损伤的预防, 应着眼于胆

囊、胆管、胃手术的术中操作, 警惕解剖、病

理及手术3种危险因素, 控制这些危险因素可大

大减少胆管损伤. 解剖性危险因素的预防在于

手术中严密观察胆囊管的毗邻关系, 及时了解

可能存在的胆囊管、右侧肝管、胆囊动脉变异. 
病理性危险因素的预防在于, 对急性胆囊炎, 尤
其是坏疽、穿孔性胆囊炎时充血水肿、组织脆

弱的Calot三角的仔细解剖; 对硬化萎缩性胆囊

可切开囊腔配合解剖Calot三角, 必要时行胆囊

次全切除加残留部分胆囊黏膜烧灼术; 对十二

指肠穿透性溃疡切除有困难时, 宜行溃疡旷置

的Bancroft术式等. 手术危险因素的预防重点在

于, 必须坚持胆囊切除的固有模式, 即仔细解剖

Calot三角、清楚分出胆囊管; 胆囊管的处理一

定是在松弛状态下完成; 避免过多剥离胆管周

围组织, 注意保护胆管周围血管丛, 以防止胆管

缺血性损伤; 接近胆管处禁用电刀作电凝止血

或组织分离, 以防止胆管热源性损伤; 选用合适

的T管及细针线缝合胆总管. 
腹腔镜胆囊切除术致胆管损伤的预防重点

是: 正确掌握LC的手术指征及LC中转开腹指征, 
清楚显露和仔细解剖Calot三角, 分离Calot三角

■应用要点
本文介绍的胆囊
结石、肝内胆管
结石、胆囊息肉
样病变和肝门部
胆管癌的治疗原
则, 及医源性胆管
损伤的预防和处
理原则, 对指导胆
道外科临床实践
具有重要意义.
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■同行评价
本文选题准确, 论
述条理, 具有较好
的学术价值.

时尽量避免使用电凝、电钩, 有困难时应及时

中转开腹手术. 
胆管损伤的处理应根据发现的时间、损伤

程度、损伤胆管及周围组织的炎症情况、患者

的肝功能及全身情况采用不同的治疗方法和手

术方式[28]. (1)术中发现胆管损伤的处理: 小裂伤

(<3 mm)或部分管壁切除, 用5-0可吸收线或6-0
无损伤线直接缝合修补, 可不必放置内支撑管; 
较大裂伤或横断伤, 胆管壁缺损长度<2 cm, 应争

取施行胆管对端吻合术, 并通过吻合口放置内

支撑管6 mo以上; 胆管损伤范围大、缺损长度

>2 cm、对端吻合张力大或组织缺血等情况, 应
施行胆管空肠Roux-en-Y吻合术, 并放置吻合口

内支撑管6 mo以上. (2)肝外胆管横断损伤并结

扎, 术中未发现, 术后出现梗阻性黄疸, 应在手

术3 wk后再手术, 以使胆管被动扩张, 便于再次

手术吻合. 一般施行肝总管空肠Roux-en-Y吻合

术, 术中应切除不健康的胆管组织及瘢痕, 用可

吸收线连续或间断缝合, 线结扎在吻合口外, 并
放置吻合口内支撑管6 mo以上. (3)肝外胆管损

伤致胆管狭窄, 术后反复发作胆管炎, 合并不同

程度的黄疸, 需手术处理. 建立大口、无张力、

黏膜对黏膜的近端扩张胆管与空肠Roux-en-Y
吻合术, 同时取出狭窄上方可能存在的结石, 冲
洗出脓性胆汁. 少数肝外胆管短段狭窄, 也可采

用经皮经肝穿刺置管扩张狭窄段胆管并放置记

忆合金支架治疗, 远期疗效尚待观察. 
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摘要
1988-09/2007-10我院共收治胆道复杂疑难结
石患者98例(其中男42例, 女56例), 均手术后
胆道放置T管等引流管. 术后胆道造影发现
266胆管内嵌顿结石, 用PSWL和胆道镜碎石, 
PSWL所用电伏为2.5-3 kV, 能量输出为2-3 J. 
击碎的结石用胆道镜取出, 并观察碎石的安全
性和效果. 本文就结合自己的临床体会, 观察
并比较对胆道复杂疑难结石不同非手术方法
治疗的效果.

关键词: 胆道嵌顿结石; 非手术治疗; 等离子体冲击

波碎石; 胆道镜
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0  引言

原发性胆管结石, 特别是肝内胆管结石, 为亚洲

常见疾病, 也是胆道外科难以解决的问题之一[1]. 
有关肝内外胆管结石的手术治疗方式和治疗原

则, 报道较多. 本文主要讨论肝内外胆管巨大和

嵌顿结石的非手术治疗. 
在外科治疗结石方面, 胆管内巨大和嵌顿结

石的处理是胆道外科医师术中和术后面临的难

题[2]. 巨大和嵌顿结石使得常规手术中胆道器械

取石碎石无法完成, 用活检钳通过胆道镜操作

孔一点点啃碎嵌顿或巨大的结石, 既费时又易

失败. 即使在胆道镜下看到结石, 嵌顿的结石用

常规胆道镜下取石网抓取结石难以完成, 若结

石巨大即使抓住结石也难以从胆道内拉出, 造
成看见结石而无法取出, 网住结石又无法拉出

的尴尬局面. 有时强行拉取结石可造成网篮损

坏、胆管损伤, 利用T管窦道取石时可造成窦道

撕裂, 胆汁性腹膜炎等, 甚至不得不把网篮剪断

而把网住的结石再放开. 为解决此难题, 胆道外

科医师与从事物理专业的科学家一起进行研究, 
找出一些解决办法.  

1  等离子体冲击波碎石

等离子体冲击波碎石(p l a s m a s h o c k w a v e 
lithotripsy, 简称PSWL)是用磁压(F  = B2/8π)发放

冲击波. PSWL是通过磁压衍生而来. 总的磁能是

个常数. 在磁场B存在条件下, 减小面积可以增

加B的磁性, 给予低能量就可获得一个较强的波. 
PSWL有3个优点: (1)在腔内发放PSWL击碎结石

时, 波不击向管壁; (2)PSWL与胆道镜合用时, 由
于用的是低能, 故无热损伤, 既不损伤胆道镜, 也
不产生蒸汽模糊视野; (3)当PSWL作用于弹性缓

冲体时, 他是有选择性的. PSWL发放冲击波击

碎结石, 当冲击波作用于弹性体时, 击碎的作用

有选择. 所以PSWL可以击碎无弹性的结石同时

使得有弹性的软组织完整无缺[3]. 本院同中国科

学院物理所通过动物实验和初步临床应用, 把
PSWL和胆道镜联合应用, 观察其碎石的效果和

安全性, 并逐步从动物实验过渡到临床实施[4-6]. 
为验证PSWL的效能及安全性, 在兔小肠内

放置人胆石, 用PSWL进行碎石实验, 控制电压

2.5-3.5 kV, 每次发放能量在2-3 J, 发放PSWL不到

20次就可以成功击碎结石而对周围肠壁不产生

肉眼可见损伤; 即使把PSWL探头直接对肠壁发

放PSWL也不造成肠壁损伤, 偶尔可在肠黏膜上

出现点状出血点. 这充分说明PSWL的安全性和

击碎结石的效果都是可靠的. 如果把电压提高至

10 kV, 把能量输出提高至4 J, PSWL可以击穿兔

肠壁[4]. 在设计PSWL碎石仪时, 根据动物实验结

果, 把电压和能量输出固定在2.5-3.5 kV, 每次发

放能量在2-3 J, 然后进行临床试用和应用. 
我院1988-09/2007-10共用PSWL和胆道镜

联合治疗患者98例, 其中男42例, 女56例, 年龄

25-83(平均52±3)岁. 其中3例患急性胆囊炎合并

胆囊结石, 曾行胆囊造瘘术; 42例患胆总管结石

行胆总管切开取石, T管引流术; 53例患肝内胆管

结石(合并或不合并肝外胆管结石), 行胆总管切
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■背景资料
肝内外胆管巨大
和嵌顿结石的非
手术治疗取得了
长足的进步, 手段
和方法较多, 可以
根据各自的实际
情况选用不同的
方法 ,  扬长避短 , 
使对肝内外胆管
复杂难取结石的
治疗更安全、更
有效.

■同行评议者
程 爱 群 ,  主 任 医
师, 上海华东医院
普外科



开探出, 取石钳取石, 必要的肝切除、T管引流及

不同形式的胆肠吻合术. 本组患者中有49例转院

至本院, 其中有患者已行8次胆道镜取石均未成

功. 49例为本院患者. 所有患者用PSWL碎石和胆

道镜取石都未试用麻醉和镇静剂. 拔除胆囊引流

管或T管, 从窦道内置入可弯曲的CHF-T20纤维

胆道镜(Olympus, 外径6 mm, 操作孔2.6 mm). 一
旦发现嵌顿结石, 可经胆道镜操作孔置入PSWL
探头(探头长100 cm, 外径2 mm, 同取石篮一样可

弯曲, 由中国科学院物理所和北京大学第三医院

共同研制), 把探头尖端对准结石, 保持5 mm的

距离. 根据PSWL碎石仪的设定, 每次发放冲击

波所用电伏为2.5-3 kV, 能量输出为2-3 J. 击碎每

个嵌顿结石所需用的PSWL发放次数因人而异. 
PSWL爆破直至结石破碎可用取石篮取出或用

生理盐水经Oddi括约肌冲入十二指肠为止. 整个

操作过程中, 经胆道镜操作孔注入生理盐水(500 
mL加庆大霉素4 μ)使操作视野清楚. 

98例患者中, 共发现266枚胆管内嵌顿结石. 
结石部位分布见表1. 肉眼观察肝内外胆管嵌顿

结石符合胆固醇结石特征的占19.2%(51/266); 符
合胆色素结石特征的占80.8%(215/266). 在胆道

造影片及直视下测定结石大小. 结石直径在5-50 
mm之间, 其中<10 mm结石24枚; 10-20 mm结石

216枚; 21-30 mm结石23枚; >30 mm结石3枚. 
本研究中266枚结石, 有264枚被PSWL击碎

后用取石网取出. 每次PSWL操作需几分钟至半

小时不等. PSWL碎石成功率为99.2%(264/266). 
在所有病例中, 击碎结石所需PSWL发放次数

<10次的30块结石; 11-50次的110块; 51-100次的

83块; >100次的43块. 发放次数最多为700次, 最
少仅2次, 平均52±52次. 

266块结石中, 有两块结石未被PSWL击碎. 
其中1块进行了4次共发放PSWL 1063次但仍无

法击碎结石. 该患者进行再次手术, 术中发现一

枚直径50 mm巨大结石嵌顿在左肝内胆管, 用取

石钳无法取出, 切开左肝管嵌顿处胆管方取出. 
另一块结石嵌顿在胆囊颈部, 经2次共发放PSWL 
84次, 结石没有击碎, 患者拒绝再行PSWL碎石, 
最后行再次胆囊切除术切开胆囊颈部方取出直

径30 mm胆固醇结石. 虽然有2例失败, 我们还是

认为PSWL是体内碎石的一种有效的方法. 
98例患者中 ,  有96例P S W L碎石后用取

石网经胆道镜操作孔成功取出 .  取石成功率

98%(96/98). 仅1次胆道镜取净结石者55例; 2-5次
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取净者35例; 6-10次者7例; 用18次者1例; 平均次

数2±24. 共行胆道镜220次. 
在经胆道镜PSWL碎石过程中, 所有患者都

有振动感. 其中16例患者有右上腹轻微疼痛但能

忍受. 13例患者肝内或肝外胆管壁上有轻微的点

状出血, 估计可能是发放PSWL时击到胆管壁上

所致. 出血很短暂, 用生理盐水冲洗2 min内自动

停止. 操作中及其后无相关严重并发症发生. 
由于肝内胆管分叉、狭窄和成角, 有时很

难把胆道镜放到结石嵌顿的部位. 所以, 有时在

用PSWL碎石时不可避免地把冲击波既发放到

结石上又发放到胆管壁上. 在本研究中, 有11处
肝内胆管被PSWL直接击中, 该部位的炎症管壁

有少许出血并在2 min内自动停止. 在整个治疗

中和治疗后, 无其他严重并发症发生. 我们认为

用PSWL在体内击碎结石是一种十分安全的方

法. PSWL探头可弯曲, 可以通过胆道镜操作孔很

容易地放到嵌顿结石的部位直接对准结石击碎. 
PSWL探头尖端可以前后调节. 最佳位置为距结

石5 mm, 在此位置能发放最大有效能量. 
PSWL的安全性和效果都是肯定的. 而正是

过分强调安全, 所以能量可能不是特别大, 致使

有的结石无法击碎取出. 从动物实验可以看出, 
工作安全电压和能量输出之间有一个较大的空

间, 能否再增加电压和输出能量又不造成胆道损

伤值得进一步研究.

2  体外冲击波碎石

体外冲击波碎石(extracorporeal shock wave 
lithotripsy, ESWL)作用原理是通过在液体中放

电产生高振幅的不同波长的液压成功击碎体内

www.wjgnet.com

■研发前沿
在外科治疗结石
方面, 胆管内巨大
和嵌顿结石的处
理是胆道外科医
师术中和术后面
临的难题.

表 1 嵌顿或巨大结石分布部位

     
部位                                                                嵌顿结石 (n (%))

远端胆管                                 38(14.3)

胆总管                                   19(7.1)

胆囊管                                      3(1.1)

肝门部胆管                               14(5.3)

左肝管                                   30(11.3)

左肝内胆管                               72(27.1)

左肝外胆管                               12(4.5)

右肝管                                   18(6.8)

右前叶肝管                                  7(2.6)

右后叶肝管                               47(17.7)

尾状叶肝管                                 6(2.3)

总计                                  266(100)



徐智. 胆道复杂疑难结石的非手术治疗                                                                                                                           1207

www.wjgnet.com

外结石. 体外碎石器利用椭圆形反射器反射冲

击波到体内部位而击碎结石. 这种反射器有两

个焦点, 一个焦点在体外, 描向通过放电释放

冲击波处, 另一焦点在体内, 描向结石所在部

位. 对胆囊结石的ESWL治疗效果较好, 但其远

期复发率很高, 在服用熊去氧胆酸预防结石形

成的情况下, 3、5和10年复发率分别在27%、

41%和54%, 从长期随访结果看效果不满意, 故
只能用于特殊病例[7]. 对高危患者合并胆囊颈部

结石嵌顿, 先用ESWL击碎结石再用胆道镜取

出结石碎片虽费时但是为一种安全的处理办法
[8]. 对胆管下端的嵌顿结石, ESWL常常也难以

击碎结石使其排出[9]. 而对于经内镜乳头切开机

械碎石失败的胆总管结石, 在X线透视或超声

定位下, 用高能量ESWL可以把90%(281/313)的
巨大胆管结石击碎, 再经内镜用取石器械取出

(80%)或让其自然排出(10%). 其中有4例出现胆

管炎, 1例出现急性胆囊炎, 并发症的发生率不

高[10]. 由于ESWL需要用X线透视或超声定位方

能进行碎石, 操作十分不便, 且对肝内胆管结石

罕见有ESWL碎石的报道, 故经过改进, ESWL
已经有经过胆道镜操作孔的探头直接对准结

石进行碎石的碎石仪问世, 且已经应用到临床. 
国外有用液电碎石(electrohydrautic lithotripsy)
治疗肝内胆管结石的报道, 击碎结石清除率在

76%(13/17)[11] -92%(46/50)[12]之间. 至于安全性, 
用ESWL总的并发症发生率在13.2%(12/90)[13]-
22%(11/50)[12]. 操作过程中需注意: (1)电极应离

开镜端3-5 mm, 以防损伤内镜, 且利于碎石. (2)
电极应尽量对准结石的中心部位, 而将电极置

于结石的裂隙中或结石与胆管壁之间都被认为

是危险的. (3)ESWL应在充满生理盐水的胆道

中进行, 努力保持视野清晰, 防止损伤胆管壁. 
(4)碎石的大小以能用网篮拉出或用水能冲出胆

道为宜. (5)胆管内感染严重不易碎石取石, 需等

炎症好转后再进行[10]. 王卫东 et al [14]对1246例
患者进行了ESWL碎石取石, 成功率高达97.9%, 
说明ESWL的碎石效果是肯定的. 本组40%患者

有发热, 且20%患者需用抗生素或退热处理, 提
示ESWL后发热的风险还是很大的. ESWL操作

过程中最担心的并发症是出血和穿孔的问题. 
本组镜下出血占11.1%, 需镜下滴注加肾上腺素

的生理盐水后方能止血, 并有1例击穿胆管引起

大出血、1例撕裂胆管引起大出血而需急诊手

术的病例发生. 而引起这些并发症的原因可能

■相关报道
Chang et al对304
例胆总管内巨大
结 石 ,  直 径 > 1 5 
mm, 或用常规的
取石网蓝或气囊
无法取出的结石, 
先经内镜用刀切
开十二指肠乳头
(endoscopic papil-
lotomy, EPT), 再
用日本O l y m p u s 
B M L - 4 0机械碎
石 器 进 行 碎 石 , 
89.5%的巨大难取
结石成功碎石并
取出, 32(10.5%)
例碎石失败而改
行手术取石.

是ESWL能量较强, 既可以击碎结石, 又可以损

伤胆管壁之故. Harrison et al [15]建议为避免出现

严重并发症, ESWL探头不准直接接触胆管壁.

3  激光碎石术

激光碎石术(laser lithotripsy)的原理是激光产生

的机械能和热能, 使激光光纤和结石之间的水

产生汽化, 形成微小的气泡, 把能量传至结石使

结石碎裂. 激光碎石功率设置一般在28-30 W, 能
量输出在40 J/s. 因激光可以切割可凝固组织, 所
以激光碎石术中要保持视野清晰, 及时清除碎

石过程中所泛起的气泡、胆泥和炎性絮状物. 
必须持续快速地向胆管内灌注生理盐水降温, 
注水流速<40 mL/min, 并适当调整两次发射激光

的时间间隔, 以避免激光热效应灼伤周围肝胆

组织. 光纤照射中心应对位在结石中心, 避免置

于胆管壁和结石之间, 防止误伤胆管壁. 应避免

不要把结石击穿, 防止无法控制的胆管壁损伤, 
且激光光纤和胆管壁之间必须保留1 mm安全利

用激光的距离, 免得损伤胆管. Orii et al [16]报告

用钇-铝激光可以产生足够的能量击碎胆色素结

石(8例), 但是击碎胆固醇结石的能量就显得不

够(3例). Prat et al [17]报告16例难取的胆管结石用

激光碎石. 激光碎石清除结石总的成功率87.5% 
(14/16), 并发症18.8%(3/16), 包括胆血症、发热

和出血. 根据Harris et al [18]最好的结果, 激光碎

石成功率96%(24/25), 并发症28%(7/25), 包括出

血、发热和寒战. 这些并发症可能是由激光纤

维的尖端顶到胆管壁上所致[17]. 因此, 放置激光

丝通过镜的末端时要格外小心, 并把镜身伸直

才能把激光丝拉出体外. 如果在镜身弯曲的情

况下外拉, 这种相对硬、锐的激光丝可能损伤

操作孔的侧壁. 在激光丝位于操作孔内时发放

激光也有可能损伤操作孔内衬. 这些缺点限制

了激光碎石的效果. 由于激光碎石必须使激光

光纤放置到结石所在得部位, 且成角胆管和细

小胆管都无法进入, 所以Hochberger et al [19]强烈

建议激光碎石只能用在胆囊和胆总管, 不能用

在肝内胆管. 随着激光纤维技术的改进, 现有外

径3 mm能通过粗胆道镜操作孔的激光光纤供临

床应用[20], 可能会使激光碎石的应用范围扩大, 
安全性提高, 效果更好. 

4  超声碎石术

超声碎石技术早期是应用到胆囊结石经皮胆

镜取石、碎石, 后应用到肝内外胆管结石的治
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疗. 也属于硬质镜. 他的好处在于边冲洗、边碎

石、边吸出. 超声碎石在清除结石的同时, 通过

镜鞘或超声碎石头部的扩张以及超声的作用, 
可以解除胆管的膜状狭窄. 由于超声碎石的作

用较强大, 所以巨大难取结石、嵌顿结石或肝

内胆管充满的塑型结石只要超声探头能进入, 
碎石的效果好, 速度快. 缺点是超声碎石对结石

和胆管无选择性, 故有胆管损伤的危险, 同时探

头较大, 只能通过硬质镜, 无法通过纤维胆道镜

的操作孔, 对较细小分支、有角度的胆管无法

进入碎石, 应用有一定的局限性[20].

5  机械碎石术

Chang e t a l对304例胆总管内巨大结石, 直径

>15 mm, 或用常规的取石网蓝或气囊无法取出

的结石, 先经内镜用刀切开十二指肠乳头(en-
doscopic papillotomy, EPT), 再用日本Olympus 
BML-40机械碎石器进行碎石, 89.5%的巨大难

取结石成功碎石并取出, 32(10.5%)例碎石失败

而改行手术取石. 在碎石取石成功的272例患

者中, 其中211例一次碎石取石成功, 61例进行

了多次碎石取石. 共有8例出现了胆管炎, 21例
出现了胰腺炎, 10例出现了延迟出血, 均保守

缓解, 并发症发生率为10.7%(39/272), 没有死 
亡[21]. 经十二指肠镜的机械碎石器械力量较强, 
关键问题是EPT能否成功, 碎石网能否套住胆管

内结石并把结石夹碎, 失败的几率较高, 并发症

较多, 并需有EPT所需要的成套设备, 也限制了

其应用范围. 虽然有利用活检钳咬碎结石; 用1% 
利多卡因注入含残石胆管, 使胆管壁松弛, 结石

松动, 再用取石网套住结石拉出; 用生理盐水加

压冲洗胆道使结石松动, 再用网蓝碎石取石; 经
胆道镜操作孔注入H2O2于结石表面, 使之被腐

蚀变小而取出的报告, 但在局麻组因结石大而

撕裂T管窦道引起局限性腹膜炎的发生率高达

13/17(76.5%)[22], 也属不可用之列. 胆道镜下的

机械碎石力量较小, 取石网多是抓取结石外拉, 
而难以夹碎, 用活检钳咬夹结石效率极低, 既费

时又费力, 必须借助其他碎石手段击碎结石再

拉出比较合适.

6  气压弹道碎石术

该技术最早应用于泌尿外科. 其原理是借助输

尿管镜通过一台高压气泵间歇地传出高压气流, 
作用在一个子弹头样的装置上, 再通过该装置

撞击冲击杆撞击结石, 将结石击碎. 同时该装置

还配备有加压冲水泵, 工作时间间断冲水, 碎石

屑顺水流出. 该技术的局限性在于: (1)因是硬镜, 
可转角度受限, 尤其是在T管窦道操作时更是如

此. 故T管窦道要求尽可能近、短、直, 操作要

轻柔, 避免撕裂胆管. (2)冲击杆碎石时要掌握好

分寸, 否则有可能击穿胆管壁. (3)输尿管镜视野

有限, 在扩张的胆管内看不见整个管腔, 碎石时

结石易漂移, 给碎石造成困难[23]. 
总之, 肝内外胆管巨大和嵌顿结石的非手

术治疗取得了长足的进步, 手段和方法较多, 可
以根据各自的实际情况选用不同的方法, 扬长

避短, 使对肝内外胆管复杂难取结石的治疗更

安全、更有效. 
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摘要
肝内胆汁淤积症(intrahepatic cholestasis, IC), 
又称内科黄疸, 是因各种原因导致肝细胞排
泌胆汁障碍, 引起肝内胆汁淤滞和血中胆汁成
分增多, 但患者胆道无明显阻塞. 其临床表现
与肝外阻塞性黄疸类似, 二者均表现为重度黄
疸、皮肤瘙痒、大便颜色变浅、血胆红素升
高, 以直接胆红素升高为主. 如不认真分析, 可
将其误诊为外科黄疸, 进而误行手术. 因此, 深
入探讨肝内胆汁淤积症的临床表现特征及发
生机制, 对其诊断和治疗具有重要意义. 本文
就肝内胆汁淤积症的临床表现特征、发生机
制及诊断与治疗简述如下. 
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宿砚明, 张宗明. 肝内胆汁淤积症的诊断和治疗. 世界华人消化

杂志  2008; 16(11): 1210-1214

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1210.asp

0  引言

肝内胆汁淤积症(intrahepatic cholestasis, IC), 又
称内科黄疸, 是因各种原因导致肝细胞排泌胆

汁障碍, 引起肝内胆汁淤滞和血中胆汁成分增

多, 但患者胆道无明显阻塞. 其临床表现与肝外

阻塞性黄疸类似[1], 二者均表现为重度黄疸、皮

肤瘙痒、大便颜色变浅、血胆红素升高, 以直

接胆红素升高为主. 如不认真分析, 可将其误诊

为外科黄疸, 进而误行手术. 因此, 深入探讨肝

内胆汁淤积症的临床表现特征及发生机制, 对
其诊断和治疗具有重要意义. 本文就IC的诊断

与治疗简述如下. 

1  病因和发病机制

IC常见病因有感染(包括病毒、细菌、脓毒血

症、毒素和寄生虫), 代谢(如药物、酒精性肝

病、囊性纤维化、妊娠、TPN、脂肪肝), 免疫

(如原发性胆汁性肝硬化、原发性硬化性胆管

炎、自身免疫性肝炎), 遗传(如家族性肝内胆汁

淤积), 其他(如肝硬化、肝移植后的急慢性排

异、原发性淀粉样变、特纳综合征、肝癌)等. 
其发生原因可能因自身免疫导致小胆管周围纤

维组织增生和小叶间胆管萎缩; 肝细胞内滑面内

质网功能障碍, 从而使胆盐依赖性胆汁流减少; 
某些药物抑制细胞质膜Na+-K+-ATP酶, 从而抑制

了非胆盐依赖性胆汁流; 另有某些药物或酒精中

毒影响毛细胆管微丝的结构和功能障碍, 导致毛

细胆管收缩障碍, 胆汁淤积[2]. 由于肝细胞与毛细

胆管的胆汁排泌障碍, 胆汁外溢入窦周隙, 进而

进入血窦, 导致血中结合胆红素增高, 出现黄疸. 
近年来的研究发现, 肝内胆管转运系统基因突变

能引起遗传性胆汁淤积综合征, 一些外源性致病

因素(如药物、激素、感染)可使肝内胆汁产生和

排泌系统功能改变, 导致获得性肝内胆汁淤积[3]. 
在肝细胞毛细胆管膜上还存在多耐药P糖蛋白

1、2、3、4(MDR1、MDR2、MDR3 、MDR4), 
这些转运蛋白基因表达及功能的异常将导致各

种胆汁淤积症的发生. 细胞核受体、孕烷X受

体、雄烷受体、以及细胞极性的变化、胆盐排

泄泵变化均与多种胆汁淤积有关[4-6]. 但迄今为

止, 肝内胆汁淤积的发病机制尚未完全清楚, 一
般认为主要是由致病因子引起的肝细胞的细胞

器和毛细胆管的损害, 造成胆汁排泄障碍, 或毛

细胆管内胆栓形成, 直接胆红素逆行入血而发生

黄疸.

2  临床特征

IC临床表现一般以深度黄疸、皮肤瘙痒、消化

道症状较轻、大便颜色变浅为主要症状; 肝肿

大多以剑突下为主, 质地较硬, 压痛不明显, 随
病情好转可缩小, 急性期脾不肿大; 临床症状

与黄疸加深无明显正相关[7]. 慢性肝内胆汁淤

积症可出现包括皮肤抓痕、亮甲、皮肤色素陈

着、黄斑瘤体征. 急性肝内胆汁淤积症的生化

检查表现为血清总胆红素增加, 主要是直接胆

®

■背景资料
肝内胆汁淤积症
的临床表现与肝
外阻塞性黄疸类
似, 但治疗方法截
然不同, 二者均表
现为重度黄疸、

血胆红素升高, 并
以直接胆红素升
高为主, 易误诊为
外科黄疸, 进而误
行手术. 因此, 深
入探讨肝内胆汁
淤积症的临床表
现特征及发生机
制, 对其诊断和治
疗具有重要意义.

■同行评议者
陈积圣, 教授, 中
山大学孙逸仙纪
念医院肝胆外科
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红素增加, 尿胆素阳性, 尿胆元阴性; 黄疸重但

肝功能损害轻, 特别是凝血机制损害轻, AKP、
C-GT、5-核苷酸酶(5-NT)、ALT等轻中度升高. 
阻塞性脂蛋白X(LP-X)测定对肝内胆汁淤积症

的鉴别诊断价值较大(肝内胆汁淤积症的LP-X
多在210 g/L以下; 肝外阻塞性黄疸的LP-X则常

超过310 g/L). 肝组织病理学检查可见肝内广泛

胆汁淤积, 肝细胞的细胞器和毛细胆管有结构

改变, 小叶间胆管以前的胆管、毛细胆管可见

淤胆. 激素或苯巴比妥治疗有效[7].

3  诊断

当临床出现黄疸表现时 ,  应行B超、C T检查

以初步判断是肝内胆汁淤积还是肝外胆道梗

阻. 如发现胆道扩张, 应进一步给予内镜逆行

性胆胰管造影(endoscopic retrograde cholangio-
pancreatography, ERCP)或经皮经肝胆道造影

(transhepatic cholangiography, THC)或核磁共

振胆胰管成像(magnetic resonance cholangio- 
pancreatography, MRCP), 一旦胆道占位病变被

排除, 就应考虑IC可能. 胆汁淤积发生于中老年

人, 应首先怀疑药物性肝损害所至肝内胆汁淤

积性黄疸; 如果发生在年轻人, 又有致病因素存

在时, 应首先考虑胆汁淤积性病毒性肝炎; 妊娠

的前3 mo, 胆汁淤积可出现在剧烈妊娠呕吐的

孕妇, 在妊娠的后3 mo出现胆汁淤积性黄疸, 就
要高度怀疑妊娠IC; 有复发性肝内胆汁淤积症

家族史的患者, 首先要考虑良性复发性肝内胆

汁淤积症; 中年妇女出现肝内胆汁淤积, 通常提

示为原发性胆汁性肝硬化; 然而, 发生在年轻男

性患者且伴有感染性肠道疾病时, 应首先考虑

原发性硬化性胆管炎; 如果出现血管蜘蛛痣、

腹水、并有酗酒史, 常提示有酒精性肝炎; 婴儿

期胆汁淤积包括CMV、弓浆虫、外伤感染或代

谢缺陷如肝脏囊性纤维化, α1-抗胰蛋白酶缺乏, 
胆汁酸合成不足或胆道闭锁. 

对I C病因的诊断是给予有效治疗的前提, 
临床上对于没有明显肝外胆道梗阻的黄疸患者, 
都要考虑到肝内胆汁淤积性黄疸, 要认真询问

病史(包括用药史), 给予详细的体格检查、血清

病毒学、细菌学、生物化学、免疫学(免疫球蛋

白、各种自身抗体)及组织病理学检查, 尽可能

做出病因学诊断.

4  引起IC的几种常见疾病

4.1 药物性肝损害(drug induced liver disease, 
DILD) 肝脏是大多数药物在体内进行代谢转化

的场所, 因此药物及其代谢产物很容易导致肝

损害. 1997年, Maria et al [8]提出了药物性肝损害

诊断临床评分系统: (1)用药与临床表现的时间

关系: 用药至出现临床症状或化验检查异常的

时间, 4 d-8 wk(再次用药时间<4 d)加3分; <4 d或
>8 wk加1分; 停药至出现临床症状或化验检查

异常的时间, 0-7 d加3分; 8-15 d不加分; >15 d(需
除外胺碘酮等停药后在体内的持续作用)减3分; 
停药至转氨酶降至正常上限两倍以下的时间, 
<66 mo(淤胆型或混合型); <2 mo(肝细胞型)加3
分; >6 mo(淤胆型或混合型)或>2 mo(肝细胞型)
不加分. (2)排除其他致病因素: 病毒性肝炎、酒

精性肝病、已有肝病和其他(妊娠, 急性低血压)
完全排除加3分; 部分排除不加分; 可能存在减1
分; 很可能存在减3分. (3)肝脏外表现: 皮疹、发

热、关节痛、嗜酸性粒细胞增多(>6%)、血细

胞减少, 有>4项加3分; 有2-3项加2分; 仅有1项
加1分; 无不加分. (4)再次用药: 再次用药出现临

床症状或化验检查异常加3分; 未再出现临床症

状或化验检查异常不加分. (5)既往有关该药引

起药物性肝损害的报道: 有加2分; 无且该药上

市不足5年不加分; 无且该药上市超过5年减3分. 
总分大于17分可确诊为药物性肝损害; 10-13可
能为药物性肝损害; 6-9药物性肝损害的可能性

很小; <6可排除药物性肝损害. 
我国常用的诊断标准包括[9]: (1)用药后1-4 

wk内出现肝损害(睾酮类、肾上腺皮质激素等

除外); (2)初发症状可有发热、皮疹、瘙痒等过

敏征象; (3)末梢血嗜酸性粒细胞比例超过6%; 
(4)有肝细胞损害或肝内淤胆的病理改变和临床

表现; (5)药物淋巴细胞转化试验或巨噬细胞移

动抑制试验阳性; (6)病毒性肝炎血清标志物均

为阴性; (7)有药物性肝损害史, 再次应用相同的

药物可诱发(有危害, 不可用). 目前, 凡具备上述

第1条再加上2-7条中任何2条即可考虑药物性肝

损害. 
4.2 原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC) PBC是以肝内细小胆管非化脓性进行性破

坏, 伴门脉炎症性改变为主要特征, 并有长期持

续性肝内胆汁淤积、最终导致纤维化和肝硬化

的慢性进展性自身免疫性疾病. PBC在中老年女

性多见, 男女比例为1∶8[10], 近年来该病在城市

人口中有增高趋势[11]. 该病除有肝内胆汁淤积的

特征外, 其诊断要点为: ALP升高, 血胆固醇升

高, 抗线粒体抗体(AMA)阳性, 典型的组织学改

变, ERCP正常. 近年来对该病的认识和诊断技术

■研发前沿
近年来对肝内胆
汁淤积症的研究
已进入分子水平, 
诊断技术不断提
高, 特别是自身免
疫性肝病相关自
身抗体筛选的临
床应用有了很大
的进展. 越来越多
的自身抗体被发
现, 为诊断和治疗
提供了重要手段, 
一些学者正在研
究快速而准确的
突变基因检测方
法以便用于临床
诊断.

■创新盘点
本文系统总结肝
内胆汁淤积症的
临床表现特征及
发生机制, 对其诊
断和治疗新进展
进行了阐述.
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不断提高, 特别是自身免疫性肝病相关自身抗

体筛选的临床应用有了很大的进展. AMA已成

为诊断PBC的重要检测项目, 约占PBC患者中的

95%, 高滴度AMA是PBC患者的重要血清学标

志[12]. 抗核抗体(ANA)在许多研究中已证明是诊

断PBC的重要标志, 约50% PBC患者有ANA, 尤
其是在AMA阴性时可作为其诊断的另一重要标 
志[13]. 抗平滑肌抗体(SMA)以及其他越来越多的

自身抗体被发现, 为PBC的诊断和治疗提供了重

要手段[14-17]. 
4.3 原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing 
cholangitis, PSC) PSC是一种病因不明的慢性胆

汁淤积综合征. 多发于中青年男性, 75%左右的

病例合并炎性肠病, 主要是溃疡性结肠炎[18-19]. 
病理特点为胆管纤维化炎症 ,  肝内外胆管分

别或同时受累, 部分(约10%-20%)病例可并发

胆管癌和结肠癌[18]. 目前尚未发现具有诊断价

值的自身抗体, ANCA阳性支持本病诊断, 诊
断本病主要依靠ERCP的典型表现 [20-21], 肝组

织病理学检查有助于除外其他病因和进行分 
期[22]. 诊断PSC主要依据: (1)临床症状、体征和

病史(乏力、瘙痒、黄疸、肝脾肿大及炎性肠病

的表现); (2)血清生化改变(ALP升高); (3)胆道造

影有硬化性胆管炎的典型改变(肝内外胆管狭窄

与扩张相间而呈串珠样改变); (4)除外引起PSC
的其他病因(胆系肿瘤、结石、创伤、手术史、

先天性胆管发育异常). 
4.4 妊娠肝内胆汁淤积症(intrahepatic cholestasis 
of pregnancy, ICP) ICP是妊娠特发的肝脏功能

紊乱疾病, 已引起国内外学者的密切关注, 成为

近年产科研究的热点之一. 近20年来很多学者

致力于发病机制的研究, 到目前为止发病原因

尚未完全清楚. 多年来的研究提示, 除与雌激素

升高、微量元素硒缺乏、母体免疫失调相关以

外, 其发病原因与遗传因素有密切关系, 这是目

前普遍接受的观点. 近年, 由于其他胆汁淤积疾

病发病机制研究的深入, 促进了学者们对患者

肝细胞转运蛋白基因的探索, 越来越多的证据

表明, MDR3突变与ICP有关[23]. 从这些研究来

看, ICP发病原因是复杂的、多因素的, ICP的理

论尚需在更广领域、更深层次进一步完善. 国
际上尚无统一的诊断标准, 部分纳入标准存在

明显差异. 临床表现及分度标准: ICP主要以妊

娠中后期皮肤瘙痒、黄疸为主要症状, 伴有胆

酸、肝酶升高等生化指标异常. 分娩后逐渐恢

复正常. 少数发展为肝硬化. 甘胆酸(CG)是目前

认为最灵敏, 最能体现ICP和妊娠肝功能损害的

指标, 比血清胆汁酸(TBA)、转氨酶、胆红素升

高灵敏, 尤其CG≥10倍者必须提早住院治疗、

动态观察. CG与围生儿不良预后的关系尚有争

论, 部分认为二者无关; 部分认为CG水平, 是估

计孕妇病情和预测围生儿预后的敏感指标.  
4.5 进行性家族性肝内胆汁淤积(progress ive 
familial intrahepatic cholestasis, PFIC) PFIC是一

组常染色体隐性遗传性肝细胞内胆汁淤积症, 
是基因突变所至胆汁分泌和排泄障碍形成的综

合征, 以严重的皮肤瘙痒为特征. 分3型: PFIC1
型又称Byler病、致死性家族性肝内胆汁淤积

症、婴儿胆汁黏稠综合征, 起源于ATP8B1基因

突变, 目前认为该基因突变也是良性复发性肝

内胆汁淤积(BRIC)的病因[24-25]; PFIC2型起源于

胆盐排泄泵(BSEP)基因突变; PFIC3起源于多糖

黏蛋白(MDR3)基因突变[25]. 诊断以基因诊断最

准确, 但基因诊断较复杂, 目前还不能广泛应用

于临床. 还要根据临床表现、家族史及基因分

析最后诊断, 除了肝内胆汁淤积的表现外, 典型

的临床特征是幼儿时期就出现严重的皮肤瘙痒, 
长链脂肪、脂溶性维生素吸收障碍营养不良, 
黄疸进行性加重, 肝脾肿大. 血生化检查ALP升
高、GGT在PFIC1及PFIC2不高、PFIC3显著升

高, 甘油三酯升高, 总胆固醇不高、LDL不高、

氧化LDL显著升高[26]. GGT不高可与其他肝内胆

汁淤积相鉴别、PFIC3可在成人发病. 肝活体组

织学检查门脉纤维化、慢性炎症、胆汁淤积、

中心静脉壁硬化、肝细胞肿胀、胆汁淤积、

PFIC1胆汁淤积在肝毛细胆管; PFIC2胆汁淤积

在肝细胞内. 一些学者正在研究快速而准确的

突变基因检测方法以便用于临床诊断[27]. 

5  肝内胆汁淤积症的治疗

(1)去除病因: 停用肝损害的药物、戒酒、抗感

染(包括脓毒血症严重的胆道感染、MCV、肝

炎病毒等). (2)对症及保肝治疗: 瘙痒IC患者非

常痛苦的症状, 失眠、精神抑郁甚至自杀. 瘙痒

的原因仍未阐明, 其程度与血清或皮肤胆汁酸

水平高低无明确相关性. 止痒用消胆胺, 消胆胺

是一种阴离子交换树脂, 对控制瘙痒有良好疗

效, 是一线治疗药物. 消胆胺可阻断胆汁酸的肠

肝循环, 从而降低血清胆汁酸水平. 利福平是酶

诱导剂, 属二线治疗药物. 利福平缓解瘙痒的确

切机制尚未阐明, 但可能是通过诱导肝细胞内

的酶发挥作用. 利福平300 mg/d, 可在6 wk内使

■应用要点
通过对肝内胆汁
淤积症的全面了
解, 可以更好地进
行黄疸的鉴别诊
断, 减少误诊, 进
而避免误治.
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50%患者的瘙痒消失. 但使用利福平后患者尿色

变红, 还可出现中毒性肾损害、肝毒性, 偶有溶

血发生, 应引起注意. 内源性阿片物质与瘙痒的

发病机制有关, 阿片受体拮抗剂, 如纳美芬、纳

曲酮对缓解瘙痒和疲劳有效, 只能作为治疗瘙

痒的三线药物. 多种保肝药包括一些中药有一

定疗效. (3)减少毒性物质的吸收、促进排泄, 包
括血液净化、人工肝治疗. (4)并发症治疗, 包括

骨质疏松及纠正脂溶性维生素缺乏[28]. 激素治疗

对于免疫原因导致的IC有益, 但可加重骨质疏

松. (5)特异性治疗, 大多数研究表明熊去氧胆酸

(UDCA)对于IC有效, 与S-腺苷蛋氨酸(思美泰)
合用效果很好[29-31]. 近年来临床上应用UDCA治

疗肝脏囊性纤维化、妊娠肝内胆汁淤积、进展

性家族性肝内胆汁淤积以及药物和胃肠外营养

支持所致的肝内胆汁淤积, 获得很好的疗效, 有
学者认为还可预防和减轻肝移植术后的排异反

应和移植物抗宿主反应的胆汁淤积. S-腺苷蛋

氨酸是蛋氨酸和三磷酸腺苷在腺苷合成酶作用

下产生的化合物, 其对体内转甲基和转硫基化

过程起关键作用, 目前临床上已用于治疗妊娠

期肝内胆汁淤积、药物性胆汁淤积、病毒性肝

炎、酒精性肝病和肝硬化等所致的胆汁淤积, 
并显示有一定疗效; 此外, 其尚可改善胆汁淤积

所致的瘙痒、乏力等症状和血清生化指标. (6)
肝移植是肝内胆汁淤积终末期唯一的治疗手段. 
越来越多的研究证实肝移植对于胆汁淤积症的

治疗效果满意[22]. 原发性硬化性胆管炎、妊娠

期肝内胆汁淤积、药物性胆汁淤积、进行性家

族性肝内胆汁淤积、病毒性肝炎终末期均有肝

移植的报道. 但肝移植后仍可发生IC, 例如MCV
感染、PBC复发、急慢性排斥反应等, 而且供体

有限, 因此应慎重选择肝移植. (7)外科手术: 对
于药物治疗无效的IC患者, 有人采用胆道外引

流治疗, 其机制是减少胆汁肝肠循环, 收到良好

效果. 但因样本少, 无法确定此方法疗效. 近十

几年出现了部分胆道外分流术(PEDB)和回肠旁

路术(IB)两种外科术式治疗PFIC, 其有利于体内

蓄积的胆汁排出. 有人认为能够延迟甚至取代

肝移植. 部分胆道外分流术和回肠旁路术对于

PFIC都有效, 但从远期疗效看PFIC比IB更有效. 
总之, 临床上对黄疸患者、尤其是有阻塞

性黄疸表现者, 要考虑到IC可能, 全面分析、认

真鉴别, 以免误诊误治. 尽管对肝内胆汁淤积症

的认识已经取得很大进步, 但对其发生机制仍

然不很清楚, 治疗上也存在争议, 对其终末期患

者行肝移植虽可取得较好的疗效, 但仍有一部

分患者复发. 因此, 对IC的认识, 还需要进行更

加深入细致的研究.
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Abstract
With increased knowledge on pancrea-
ticobiliary maljunction (PBM), more and more 
researchers start to pay their attention to PBM. 
Now we know that PBM is closely related to 
pancreaticobiliary diseases such as congenital 
choledochal cyst, bile duct stones, acalculous 
cholecystitis, bile duct carcinoma and biliary 
pancreatitis, but the pathogenic mechanisms 
of PBM-associated diseases and therapeutic 
strategies are still controversial. This article 
reviews the progress in the study of PBM.  

Key Words: Pancreaticobiliary maljunction; Patho-
genic mechanism; Treatment
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摘要
随着人们对胰胆管合流异常(pancreaticobiliary 
maljunction, PBM)的认识增加, PBM得到了越来
越多的重视. PBM与先天性胆管囊肿、胆道结
石、非结石性胆囊炎、胆道肿瘤及胆源性胰腺
炎等胆胰疾病关系密切, 但目前对于胰胆管合
流异常相关疾病的发病机制以及治疗等方面还

没有完全统一的观点. 本文就目前对胰胆管合
流异常的研究进展作一综述.

关键词: 胰胆管合流异常; 发病机制; 治疗
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0  引言

随着内镜逆行性胰胆管造影术 ( m a g n e t i c 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)和
磁共振胰胆管成像(endoscopic retrograde chol
angiopancreatography, MRCP)等影像学检查的

广泛应用, 以及解剖学的发展, 胰胆管合流异常

(pancreaticobiliary maljunction, PBM)的检出率有

增多趋势. 因PBM与先天性胆管囊肿、胆道结

石、非结石性胆囊炎、胆道肿瘤及胆源性胰腺

炎等胆胰疾病关系密切, PBM得到了越来越多

的重视. 但是, 现在对于PBM相关疾病的发病机

制以及治疗等方面还没有完全统一的观点. 现
结合文献对PBM的研究进展综述如下.

1  PBM概念及诊断

1916年Kozumi首先提出PBM这一概念, 1991年
日本胰胆管合流异常研究会指出, PBM是指解

剖上胰管与胆管在十二指肠壁外合流, 功能上

由于胰液与胆汁相互混合及逆流入胆管, 导致

胆道及胰腺的各种病理变化. 多数研究认为成

人共同通道长度≥15 mm, 小儿≥5 mm, 即可诊

断为PBM[1-3]. 虽然胆胰共同通道长度与是否合

并PBM密切相关, 但Oddi括约肌的收缩段与胆

胰管汇合的关系同样对于诊断PBM有所帮助. 
Kimura et al观察到PBM患者的收缩段明显短于

共同通道, 所有患者括约肌位于胆胰管汇合部

的远侧; 相反正常人括约肌段较共同通道长, 并
一直延伸到其近侧. Tatsuya et al发现有些病例

虽然其共同通道长度超过15 mm, 但是在ERCP
时发现其Oddi括约肌收缩段位于胆胰管汇合部

近侧, 其并不存在胆胰汇合部流体力学异常[4-5]. 
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■背景资料
随着内镜逆行性
胰胆管造影术和
磁共振胰胆管成
像等影像学检查
的广泛应用, 胰胆
管合流异常的检
出率有增多趋势. 
因PBM与先天性
胆管囊肿、胆道
结石、非结石性
胆囊炎、胆道肿
瘤及胆源性胰腺
炎等胆胰疾病关
系密切, PBM得到
了越来越多的重
视.

■同行评议者
刘作金 ,  副教授 , 
重庆医科大学附
属第二医院肝胆
外科; 吴泰璜, 教
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肝胆外科



所以仅凭共同通道长度来诊断PBM并不可靠, 
PBM确诊还是依赖于影像学诊断标准: Oddi括
约肌收缩段位于胆胰管汇合部远侧. ERCP因可

直接观察胆胰系统, 显示其解剖异常而成为诊

断PBM的金标准, 然而作为一种有创检查, 难以

应用于普查. 而近年来随着MRCP 技术的发展

以及应用的普及, MRCP能清晰显示PBM的共

同通道长度, 结构以及是否合并胆管扩张, 其在

PBM的发现及诊断方面起着越来越重要的作用.

2  PBM病理生理特征

PBM由于十二指肠乳头部Oddi括约肌不能控制

和调节汇合部而引起胆胰汇合部流体力学异常, 
发生胰液和胆汁过早混合及胰液逆流入胆管, 
最终导致胆道和胰腺发生各种病理生理变化. 
由于胰管内压高于胆管内压, 导致胰液逆流入

胆道, 因胆汁含有多种酶激活剂, 各种胰酶(如磷

脂酶和蛋白酶)在胆道被激活, 导致胆总管上皮

弹力纤维断裂、破坏脱落, 胰液长期刺激胆总

管引起胆总管壁慢性炎症、胆总管上皮增生及

管壁增厚纤维化. 在胆道黏膜的破坏→修复→

破坏过程中发生化生而癌变. 胆管纤维化导致

胆汁排出不畅, 胆总管内压增高和胆总管扩张. 
当胆管内压高于胰管内压时, 胆汁逆流入胰管, 
胰管内压增高, 损害胰小管和腺泡, 使胰液渗入

腺实质, 激活胰酶, 胰酶又可激活弹性蛋白酶及

磷脂酶A2等, 引发胰腺炎[6-7].
PBM患者的一系列症状是由于在过长的共

同通道中形成的蛋白栓子引起胆道及胰管的梗

阻所引起. 虽然这些蛋白栓子的形成机制仍然

不清楚, 但是胰腺结石蛋白(pancreatic stone pro-
tein, PSP)被认为是形成这些蛋白栓子的一个关

键蛋白. Ochiai et al [8]对PBM患者的胆汁中的活

化胰酶和PSP进行了研究, 他们分析了13位PBM
患者以及2位正常人的胆汁, 测量了活化的胰酶

以及PSP在胆汁中的浓度. 在PBM患者中PSP在
胆管中的浓度是76.9±0.9 μg/L, 在胆囊中的浓

度是 76.9±29.8 μg/L. 而在正常人的胆汁中并没

有测得PSP(P <0.05). 在PBM患者中, 9例胆管胆

汁中测得了胰蛋白酶, 其中7例为活化胰蛋白酶, 
12例胆囊胆汁中测得了胰蛋白酶, 其中9例为活

化胰蛋白酶. 而在正常人中既没测得活化胰蛋

白酶也没测得胰蛋白酶原. 活化胰蛋白酶能够

将可溶性的PSP转化为非可溶性的PSP. 推测那

些蛋白栓子很可能就是由这些非可溶性的胰腺

结石蛋白所形成.
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Kamisawa et al [9]对于那些副胰管优势的

PBM患者进行了研究. 他们回顾性地研究78例
PBM病例, 其中69例为正常胰管系统, 9例为副胰

管优势型(副胰管直径大于或等于主胰管直径), 
在69例正常胰管系统患者中发现了40例胆道系

统癌肿(58%), 而在9例副胰管优势型患者中仅发

现了1例胆囊癌患者(11%, P <0.01). 与正常胰管

系统相比副胰管优势型胆汁中的胰酶浓度明显

要低很多. 在副胰管优势型中大部分副胰管中的

胰液都直接通过十二指肠小乳头排入十二指肠, 
而返流入胆管的胰液大大减少, 也就造成了与

PMB相关的胆道系统肿瘤发生率的下降.

3  PBM相关疾病

1969年Babbitt首次提出PBM为胆管囊肿的病理

基础, 认为胆管囊肿是由于PBM患者胰液逆流

入胆管而形成. 现在大多数学者认为PBM病理

状态下胰液逆流入胆道, 使胆管炎反复发作, 内
膜遭破坏, 纤维变性, 胆管壁变薄弱, 加上共同

通道部位的梗阻, 导致胆管囊性扩张, 形成胆管

囊肿[10-11].
与胆管非扩张型PBM相关的疾病有胆道肿

瘤、胆石症、慢性胰腺炎和急性胰腺炎等. 另
外, 也有合并其他部位恶性肿瘤者, 如胰腺癌或

肝癌等. 胆管非扩张型PBM中胆道恶性肿瘤患

病率很高, 尤其以胆囊癌为最高. 田代征记 et al
对1517例PBM患者的分析表明, 胆管非扩张型

胆道癌患病率为39.3%, 明显高于胆管扩张型的

10.4%; 其中后者的胆囊癌占68.3%, 胆管癌占

31.7%; 前者胆囊癌占92.8%(128例), 胆管扩张型

1151例中胆管癌占3.3%(38例), 而胆管非扩张型

351例中胆管癌占1.1%(4例), 低于胆管扩张型,
但与一般胆管癌发生率的0.003%-0.01%相比仍

明显增高[11].
目前对PBM患者胆道癌变机制的研究还不

多. Tanno et al [12]研究发现, 63%(15/24)PBM患者

伴有胆囊黏膜上皮过度增生, 并且不合并胆管

扩张的PBM患者胆囊黏膜上皮过度增生比率比

合并胆管扩张的PBM患者明显增高, 在过度增

生的胆囊黏膜上Ki-67表达上调, 伴有K-ras突变. 
吴高松 et al [13]研究发现, PBM患者胆汁中次级胆

酸和自由胆酸浓度增高, 具有潜在致癌作用, 并
且这种促癌活性通过前列腺素E2和环氧合酶-2
途径. Matsubara et al [14]在27例PBM患者的肿瘤

病灶以及非癌胆管上皮中发现了p53突变基因

的增加、杂合性基因的缺失和p53的过度表达.
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■研发前沿
随着生物科学技
术的发展以及人
们对胰胆管合流
异常及其相关疾
病的重视, 目前对
胰胆管合流异常
相关疾病的发病
机制以及治疗等
方面的有了进一
步的认识.

■相关报道
目前对胰胆管合
流异常相关疾病
的发病机制以及
治疗等方面的研
究越来越多, 也越
来越深入, 尤其是
胰胆管合流异常
相关胆道系统肿
瘤方面.
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4  PBM的治疗

目前对于合并胆管囊肿的P B M患者 ,  临床上

认为胆管囊肿是癌前病变, 完全切除扩张的胆

管、关闭远侧胆总管残端、肝管空肠R o u x-
en-Y吻合的胆胰管分流术式已成为治疗先天性

胆管囊肿的标准术式.
但对无胆管扩张的胆管非扩张型PBM, 治

疗上是否同样需要切除胆管、重建胆道的分流

术, 目前尚无统一的观点. 胆管非扩张型PBM的

最主要的问题是并发胆道系统的恶性肿瘤, 尤
以胆囊癌为著. 胆管扩张型PBM中, 反流液中

的次级胆汁酸等致癌物, 需在胆管内滞留一定

的时间. 而胆管非扩张型PBM中致癌物虽然反

流到胆管内但不引起淤积, 可迅速排入十二指

肠内, 但胆囊内的致癌物, 由于胆囊的浓缩、吸

收导致胆囊壁内蓄积, 可能长期滞留, 易引起癌 
变[11,13,15-16].
　　Ohuchida et al [17]回顾性的研究了196例PBM
的患者, 其中152例伴有胆管扩张, 44例不伴胆

管扩张. 胆管非扩张型中19例(43.2%)合并胆囊

癌, 而胆管扩张型中9例(5.9%)合并胆囊癌. 在这

44例胆管非扩张型PBM病例中23例有着胆囊或

胰腺癌的患者已经去世, 还有2例失去了随访, 
剩余的19例患者在进行了单纯胆囊切除术后都

存活至今, 而且在术中以及术后平均9年的随访

期中都没有发现胆管癌. 他们认为对于那些胆

管非扩张型胰胆管合流异常病例进行预防性的

胆囊切除术是最好的处理方法.
吾妻司 et al报告243例PBM中胆管非扩张

型47例, 其中合并胆囊癌24例(51.1%), 未发现胆

管癌; 而胆管扩张型胆囊癌和胆管癌患病率分

别为10.7%和8.2%. 胆管非扩张型中合并胆囊癌

患者从30岁年龄段开始出现, 到40岁年龄段急

剧增多. 在没有合并胆囊癌的23例中单纯胆囊

切除18例, 同时行胆囊切除和肝外胆管切除术

5例, 术后随访3年5 mo-15年1 mo, 平均年龄为

44.3岁, 其中10例年龄在40岁以上的均未发生胆

管癌, 术前有症状的11例术后症状消失. 对22例
切除的胆囊, 病理学观察有黏膜增生或化生占

20例(90.9%); 另外5例胆管切除的胆囊全部有同

样改变, 但胆管黏膜未见上述变化. 他们认为对

没有胆管炎、胰腺炎等的胆管非扩张型PBM, 
可行单纯胆囊切除术, 并严密观察病情变化[11].

主张同时切除胆管的学者认为, 胆管非扩

张型胰胆管合流异常的胆管癌患病率虽然低于

胆囊癌, 但明显高于一般人群的胆道癌患病率, 

故应行胆管切除的分流术.
Kobayashi et al [18]对PBM病例为预防胆道

系统肿瘤而行预防性手术的适合年龄进行了探

讨研究. 在这个研究中共有165例PBM病例, 其
中92例儿科病例(≤15岁), 其中63例囊状扩张, 
29例梭形扩张, 73例成人患者, 其中45例囊状扩

张, 18例梭形扩张, 10例不伴扩张, 他们被进行

了肝外胆管切除或者胆囊切除术. 在儿科患者

中在术前和术后都没有发现癌变患者(术后平均

随访期11.7年). 在成人组中, 在45例囊状扩张病

例中发现了6例胆管癌(13.3%)(3例术前, 3例术

后). 在他们中最年轻的是1位在3年前进行过1次
肝外胆管切除术的21岁的女性. 一共发现了17
例胆囊癌, 其中45例囊状扩张病例中发现了3例
(6.7%), 18例梭形扩张病例中发现了6例(33.3%), 
10例不伴胆管扩张病例中发现了8例(80.0%), 在
他们中最年轻的是1位伴有胆管梭形扩张的41
岁女性. 他们认为为了预防PBM患者胆道系统

恶变, 对于那些胆管囊状扩张的患者, 在儿童阶

段在其发展成癌前病变前行胆管切除胰胆分流

术; 而对于那些伴胆管梭形扩张和不伴胆管扩

张的患者在40岁之前的成人早期行预防性的胆

囊切除术是十分必需的.
虽然切除胆管、重建胆道的胰胆管分流

术可以纠正异常的胆胰汇合部胆流动力学紊

乱, 防止胰液和胆汁过早混合及胰液逆流入胆

管导致的胆道和胰腺发生各种病理生理变化, 
但是胰胆管分流术并不是绝对安全的, 存在着

胆瘘, 胰瘘及吻合口狭窄等一系列手术并发症, 
还有术后的生活质量问题. 因此对于胆管非扩

张型PBM病例是否需要行胰胆管分流术, 这还

需要术者的慎重选择, 还需要在临床实践中来

验证.
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Abstract
Colorectal cancer is one of the most common 
malignancies, and has become one of the 
main diseases that threaten people’s health 
and influence the quality of people’s life due 
to its rising incidence. With the significant 
improvements in adjuvant therapy for colorectal 
cancer and the refinements in surgical technique, 
the accurate preoperative staging becomes very 
important for clinical doctors to choose the 
optimal therapy. Imaging diagnosis plays an 
important role in the preoperative staging and 
postoperative assessment of colorectal cancer, 
providing the accurate information of the tumor 
for clinical doctors makeing treatment decisions 
and surveillance after surgery. Recently, rapid 
developments in imaging techniques and 
modifications of the machines provide magnetic 
resonance imaging (MRI) with great advantages 
and enhanced status in the evaluation of colorectal 
cancer.   

Key Words: Colorectal cancer; Barium enema; 
Endoscopic ultrasound; Computed tomography; 
Magnetic resonance imaging; Positron emission to-

mography
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摘要
结直肠癌是胃肠道最常见的恶性肿瘤之一, 其
发病率呈逐年上升趋势, 已成为影响人们健康
和生活质量的主要疾病之一. 伴随结直肠癌治
疗方法的优化及外科手术的改良, 结直肠癌术
前的准确分期, 对于临床医生从众多治疗方法
中选出最佳治疗方案显得格外重要. 影像学诊
断在结直肠癌的术前应用及术后评估中发挥
了重要作用, 他能提供有关癌肿比较准确的信
息, 从而帮助临床医生制定治疗方案和选择外
科手术术式以及监测预后. 近年来MRI仪器的
快速更新和成像技术的发展, 使得MRI在结直
肠癌评估中发挥了显著优势和作用.

关键词: 结直肠癌; 钡剂灌肠; 腔内超声; 计算机体

层摄影; 磁共振成像; 正电子发射体层摄影

梁新梅, 程英升. 结直肠癌的影像学诊断进展. 世界华人消化杂

志  2008; 16(11): 1220-1227
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0  引言

结直肠癌是胃肠道常见的恶性肿瘤之一, 随着

人们饮食结构的变化: 高热量、高蛋白、低纤

维食物的摄入, 生活方式及生活环境的变化, 其
发病率呈逐年上升趋势, 发病年龄也趋向年轻

化, 结直肠癌已成为威胁人们健康和影响生活

质量的主要疾病之一[1]. 早在2003年, 全世界每

年新增病例就已超过50万[2]. 有学者报道, 结直

肠癌在恶性肿瘤的发病率和死亡率中, 在中国

占第4位[3]; 在美国占第3位[4]. 结直肠癌的传统治

疗方法主要是外科手术加化疗, 在过去的30年
中, 结直肠癌的辅助治疗发生了巨大改进, 目前

治疗方法包括新辅助治疗、改良后的外科手术

和系统的辅助疗法[5]. 结直肠癌治疗的主要问题

是肿瘤复发, 早期局部肿瘤患者可以只经外科

®

■背景资料
结直肠癌的发病
率逐年增高, 且患
者趋于年轻化, 他
已成为威胁人们
健康生活的主要
疾病之一. 早期发
现和准确诊断对
于有效治疗十分
重要. 影像学诊断
在结直肠癌的发
现和诊断中发挥
着重要作用.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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手术治疗加术后化疗, 而晚期肿瘤发生转移的

患者则需要系统长期的放化疗及外科手术切除
[5-6]. 结直肠癌术前的准确分期, 对于从众多治疗

方法中选出最佳治疗方案是非常必要的, 也是

非常重要的; 影像学诊断在明确结直肠癌的诊

断、确定系统治疗方案、选择外科手术术式及

监测预后等方面中, 都发挥了重要的作用, 受到

越来越多临床医生的重视[6-10]. 准确的影像学分

期、最佳的外科术式、细致的病理组织评定结

合系统的术前术后辅助治疗, 是目前也是将来

治疗结直肠癌方案的基础[5,11].
结直肠癌的影像学诊断方法, 包括: 钡剂灌

肠(barium enemas, BE)、腔内超声(endoscopic 
ultrasound, EUS)、计算机体层摄影(computed 
t o m o g r a p h y, C T)、磁共振成像(m a g n e t i c 
resonance imaging, MRI)和正电子发射体层摄影

(positron emission tomography, PET)等. 以下将

对结直肠癌的影像学诊断方法进行分别介绍. 

1  BE

大多数结直肠癌是由直肠腺瘤或息肉发展而来

的, 腺瘤或息肉的大小是预测他们是否恶变的

主要指标, 直径小于5-6 mm到直径大于2 cm的

腺瘤或息肉, 其恶变率由0%上升到40%-50%[12], 
早期发现具有恶变征象的病灶, 有助于积极治

疗和预后. BE是筛选结直肠癌高危人群和有息

肉相关病史人群的有效方法, 可以排除结直肠

癌多发癌和息肉病[13]. 
B E分为单对比钡灌肠(s i n g l e-c o n t r a s t 

barium enemas, SCBE)和双对比钡灌肠(double-
contrast barium enemas, DCBE), 前者主要用于

对中晚期癌肿及肠梗阻的检查, 对小息肉的检

查不敏感; 后者检出息肉及肿瘤方面均优于前

者, 尤其是对早期的癌肿. BE可以发现大部分

恶性征象, 观察病变的大小、蒂的有无、形态

及表面结构, 具有一定的临床价值. 与SCBE相
比, DCBE检查出直径小于10 mm的病灶, 具有

更高的敏感性和准确性; 对大于10 mm的病灶的

敏感性可达33%-100%, 对结直肠癌的敏感性达

到62%-100%[14-15]. 有文献报道[16], 对于50岁以上

的结直肠癌常危人群进行检测时, DCBE对结直

肠息肉的发现率可达26.8%, 其中对直径大于10 
mm的息肉发现率为11.6%, 直径在6-9 mm的为

5.4%, 直径在0-5 mm的为9.8%. Tawn et al [17]通过

对5454例检查结果研究发现, DCBE对结直肠癌

的发现率为92.9%, 诊断率可达85.9%. 对于怀疑

有结直肠癌的患者, 先进行DCBE检查, 可以使

90%的非结直肠癌患者免去做直肠镜检查的需

要, 并且可以对真正结直肠癌患者进行快速简

易的初步诊断和分期[18]. 
BE是一项运用广泛的常规放射学检查方法. 

DCBE在结直肠癌检查方面的局限性, 主要在于

不能对肿瘤的进行细致的TNM分期, 但是, 至今

DCBE仍是结直肠癌检查的一个简单有效、敏

感而特异且价格便宜的诊断方法[19].

2  EUS

EUS自1983年引入临床以来[20], 用于结直肠癌

的分期已有多年 ,  成为结直肠癌术前分期中

的重要方法. 其中直肠内超声(endorectal ultra-
sound, ERUS)能显示出结直肠肠壁的各层结

构, 判断出肿瘤浸润的程度及淋巴结受累的情

况, 从而为临床医生提供准确的分期信息, 指
导治疗方案的制定和外科手术的选择. Savides  
et al [21]总结了EUS在直肠癌方面的主要应用: (1)
当经EUS评估为T1期时, EUS检查帮助临床医生

决定大息肉或小癌灶患者是选择经内镜行黏膜

切除还是经肛门行切除术; (2)当直肠癌癌灶大

时, EUS检查帮助临床医生决定患者在接受外科

手术前是否需要化疗和或放疗; (3)用于直肠癌

术后的监测. 
EUS分硬、软两种超声探头, 超声换能器可

以提供直肠壁360度全方位的图象, 能够较好的

显示病变的全貌. 硬式探头能够检查直肠远段

最远12 cm处的病变, 使用3.5-4.0 MHz的低频探

头只能显示直肠的2-3层结构, 而7.5 MHz可鉴

别直肠的5层结构, 分别为充盈水的球囊与黏膜

层所产生的界面回波、黏膜层、黏膜下层、肌

层、肌层与脂肪层的界面. 第1、3、5层为高回

声, 第2、4、6层为低回声. 使用高频探头, 还可

显示直肠的7层结构, 即固有肌层又被分为内侧

的环层肌和外侧的纵行层以及二者之间的界面. 
ERUS对肿瘤的分期按照TNM标准. 超声声像图

上, 肿瘤边缘破坏和穿透直肠层表明局部分期, 
T1局限于前3层, 即没有突破固有肌层, 关键的鉴

别为肌层中央的高回声层存在, 代表完整的黏

膜下层; T2突破固有肌层, 黏膜下层消失, 但是肌

层最外层仍保持完整; T3期超出肌层, 进入周围

脂肪层; 侵犯比邻的组织器官为T4, 但只要肿瘤

侵犯腹膜返折和腹膜表面也为T4期. 据报道[22], 
EUS预测直肠癌局部浸润(即T分期)的准确性为

80%-95%, 而对淋巴结分期的准确性要低一些

■研发前沿
CTC、MRI、PET
及PET-CT是当今
结直肠癌影像学
诊断的研究热点. 
在不同时期如何
选择恰当的检查
方法是临床医生
面临的一个问题.
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为70%-75%. 
EUS对淋巴结的显示较差, 不如对肿瘤浸

润程度的判断那样准确. 正常淋巴结显示为卵

圆形低回声团块, 位于直肠周围的脂肪内; 淋
巴结受累表现为正常淋巴结形态失常和回声改 
变[21,23]. 但淋巴结大小、形态及边界轮廓不具有

特征性; 淋巴结回声模式表现为低回声、高回

声及混合回声. 高回声多为非特异性炎性, 淋巴

浸润多为低回声或混合回声. 这种标准被大多

数研究者所采纳, 准确性为73%-83%[24-26], Nes-
bakken et al [26]对118例患者研究发现, EUS对N
期的分期准确性为65%, 敏感性和特异性分别为

41%和68%. EUS对位于原发灶周围微小转移灶

的检出准确性下降, 而远离原发灶的淋巴结, 由
于超出换能器的探测范围不能被发现. 超声引

导下的细针穿刺(EUS-FNA)可以提高淋巴结分

期的准确性, 但仅适用于非原发灶附近的淋巴

结, 原因在于EUS-FNA经过原发灶时会导致假

阳性和不真实的结果, 所以他在结直肠癌的治

疗方案中发挥的作用较小[27]. 
三维超声图像重建, 可以提高EUS的准确性

并降低分期的误差. Kim et al [28]比较了三维超声

与二维超声及CT在直肠癌分期方面的准确性, 
结果三维超声的T分期准确性为78%, 而二维超

声为69%, CT为57%; 三者在淋巴结受累分期的

准确性分别为65%, 56%和53%. EUS对肿瘤诊断

准确性与操作者的经验有很大程度的相关, 在
二维超声检查时为47%, 在三维超声检查时为

65%; 如果能祛除操作者的误差, T分期及淋巴结

分期的准确性在二维超声检查时将分别提高到

88%和76%, 在三维超声检查时会提高到91%和

90%[27]. 另外, EUS存在不能检查整个肿瘤的限

度, 尤其当肿瘤位置较高或肠腔狭窄, 超声探头

不能通过狭窄的肠腔无法完成检查, 有时肿瘤

位于近肛管处的直肠壶腹后方也存在盲区. 

3  CT

CT在结直肠肿瘤中的主要优势在于显示肿瘤的

部位、大小、形态和周围组织受侵、淋巴结受

累及远处脏器的转移等. 近年来, 随着CT仪器

的更新及CT成像技术的发展, CT对微小病灶检

出的敏感性和特异性大为增加, 在结直肠癌术

前分期及术后监测中发挥了重要重用. 结直肠

癌的CT检查可分为平扫、增强薄层扫描、CT
结肠成像(CT colongraphy, CTC)等. 结直肠癌在

CT上主要表现为肠壁局部不规则环周或偏心

性增厚、肠腔狭窄, 肠腔内息肉状或菜花状肿

块, 其内可见坏死区和钙化区以及肠壁增厚和

肿块异常强化. 多层螺旋CT(MSCT)在减少运动

伪影和更好地显示动态增强效果方面较普通CT
具有优势, 尤其16排和64排螺旋CT具有扫描速

度快、重建图像质量高等优势, 对小的肿瘤病

灶具有很高的敏感性和特异性. 常规CT对结直

肠癌分期准确性可达64%-76%[29], 而MSCT可达

86%以上, 其敏感性、特异性可达87%和88%[30]. 
在对肠壁浸润深度检测方面, Kulinna et al [30]研

究发现, MSCT动态双对比检查的敏感性、特

异性、阳性预测值、阴性预测值和准确性分别

为85%、87%、88%、84%和86%, 高于EUS的
59%、63%、72%、48%和60%. 结直肠癌的淋

巴结转移通常转移到腹股沟、腹膜后主动脉旁, 
直肠远端的肿瘤及肛门管的肿瘤通常多转移到

腹股沟. CT以淋巴结形态或大小异常作为诊断

的依据, 对结直肠癌淋巴结受累的检出率较EUS
明显要高, 其敏感性、特异性、阳性预测值、

阴性预测值和准确性可达75%、85%、75%、

85%和81%, 而EUS则为55%、71%、50%、74%
和65%[30]; CT对低位直肠癌附近淋巴结受累判

断的准确性则更高, 其敏感性可达95%, 特异性

可达94%[31]. 
结直肠癌患者发生肺转移与发生肝转移的

机率一样普遍[32], T分期较高的患者发生肺转移

的机率更高, 通过胸部CT扫描可以发现早期的

微小转移病灶, 从而指导临床医生制定治疗计

划[33]. 近来三项大型多中心临床研究报道了结直

肠癌患者从肝脏CT检查中受益非浅, 并将CT检
查推荐为结直肠癌患者的检查项目[34-36]. 美国临

床肿瘤协会(ASCO)[37]指出, 结直肠癌术后高危

复发患者及经外科手术可治愈的患者, 应当在

初始治疗3年后进行每年一次的胸部和腹部CT
检查进行监测, 而盆腔CT检查应被列为直肠癌

的监视检查项目. CT的缺陷在于不能像超声那

样显示肠壁的多层结构, 因而鉴别T1与T2期肿瘤

不够准确. 但是, 在评价局部或区域癌肿扩散、

远处肺及肝的转移方面具有重要的价值. 
CTC是利用单层或多层螺旋CT快速扫描获

得一系列结直肠区域的容积数据, 然后经计算

机软件进行多平面重组和三维表面重建、腔内

导航等后处理技术, 获得结直肠相关信息的成

像技术; 常用的图像后处理方法有3种, 即CT仿
真结肠镜(CT virtual colonoscopy, CTVC), 空气

透影成像( air cast imaging, ACI)或称三维表面

■相关报道
有 研 究 表 明 , 
PET对大于1 cm
的 肝 脏 转 移 灶
最明确, 对小于
1 cm的转移灶, 
由 于 受 分 辨 率
的限制, 与术中
超声(US)相比 , 
其 准 确 性 明 显
下降.
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覆盖成像(SSD), 容积显示或容积重建(volume 
render ing, VR)及多层面重建技术(mul t ip le 
planner reconstruction, MPR)与CTVC的融合图

像[38]. CTVC具有类似电子结肠镜检查效果, 检
查前要求充分的肠道准备、足够的气体充盈、

薄层扫描; 适合对高危人群进行普查, 且具有安

全、易耐受、痛苦小、不受肠腔狭窄的限制等

优点, 尚未见有关并发症的报道. ACI也称大肠

三维表面覆盖成像, 能对大肠分布的全部区域

进行表面覆盖成像, 得到类似大肠充气像, 显示

病灶的部位及形态. VR可获得比较真实的三维

重建图像, 从不同的角度和水平显示病灶及病

灶的大小, 具有立体直观的效果, 可与常规双对

比BE图像相比. MPR-CTVC融合图像是将MPR
的二维图像与CTVC的三维图像相结合的一种

成像技术, 对病灶的显示具有独特的优越性. 大
量研究表明, CTC对大于10 mm病变诊断的准确

性与纤维结肠镜相当, Iannaccone et al [39]对158
例患者研究发现, 结直肠CTC对直径大于等于10 
mm息肉的敏感性为100%, 对直径在6-9 mm的

息肉为83.3%, 对5 mm以下的息肉为51.3%; 总的

敏感性、特异性分别为96.0%和96.6%, 阳性预

测值为94.1%, 阴性预测值为97.7%; 而对所有的

结直肠癌均能诊断, 敏感性100%. Morrin et al [40]

对100例高危患者研究发现CTC对结肠癌的敏

感性为100%, 对直径大于10 mm, 6-9 mm, 小于

5 mm的息肉病变的敏感性分别为91%、82%及

55%. 与DCBE比较, CTC对直径在6-10 mm结直

肠息肉的检出率可达63%-86%, 明显高于DCBE
的39%-71%; 而对于直径小于6 mm的结直肠息

肉, CTC的检出率为56%左右, 而DCBE则低于

44%[41-44]. 
随着计算机与影像技术的发展, CTC的准确

性、可靠性将进一步得到提高, CTC将成为结直

肠癌普查的主要手段之一. 但是CTC显示的是肠

腔内结构和病变的影像表现, 不能进行活检, 因
此, 缺乏组织特异性, 对黏膜的充血、水肿、浅

表隆起及凹陷等病变的检查, 不如肠镜敏感[3]; 
对结直肠息肉检查的特异性较DCBE稍差[44].

4  MRI

结直肠的位置相对固定, 肿瘤与周围的脂肪组

织之间形成良好的对比, 且很少受到由于呼吸

度影响造成的伪影的干扰, 加上MRI多参数及多

脉冲序列的选择, MRI在结直肠癌分期中具有

很好的优势. 近年来, 随着MRI设备的快速更新, 

以及高磁场梯度、成像参数及各种线圈(腔内

线圈、体部线圈、相控阵线圈等)的应用, MRI
在直肠癌的准确分期中显示出巨大优势并发挥

出了重要作用. MRI在结直肠癌分期中最突出

的优势是: 能清楚的描述出肿瘤与包绕结直肠

系膜筋膜的关系[45-49], 该范围在1 mm内都能在

MRI上显示, 因此外科手术时确定的环周切缘

(circumferential resection margin, CRM)可从中判

断得出[50]. 病理学研究表明, 当CRM大于1 mm
时, 肿瘤切缘的阳性率及复发率明显降低[51], 因
而CRM的准确判断有助于提高结直肠癌分期的

准确性、外科手术的质量及患者的预后. Mathur 
et al [52]通过对36例直肠癌患者的研究, 发现MR
在判断直肠系膜筋膜受侵方面有较高的敏感性

和特异性, 分别为80%和84%, 其阳性预测值和

阴性预测值分别为44%和96%. 
MRI显示结直肠肠壁的各层为: (1)黏膜层, 

较薄, 呈低信号强度; (2)黏膜下层, 较厚, 呈较高

信号强度; (3)肌层, 呈低信号强度, 有时环行肌

和纵行肌会不同; (4)肠周脂肪层, 呈高信号强

度; (5)肠周筋膜层, 细微, 呈低信号强度, 他包绕

肠周脂肪层和结直肠[45]. 结直肠系膜在T1WI上
呈等信号强度, 在T2WI上呈低信号强度[47]. T1WI
有助于评价结直肠周围的脂肪浸润, T2WI有助

于显示肠壁的浸润深度和固有肌层与直肠系膜

筋膜的关系; 冠状位和矢状位有助于显示盆腔

侧壁和筋膜、肛管与盆底结构的关系, 为外科

保肛手术提供可靠的客观依据; 压脂的冠状、

矢状和轴位T2WI可以显示结直肠周围脂肪间隙

的水肿和浸润. 肿瘤在T1WI像上呈现低信号的

改变, 增强后病变显著强化; T2WI像上, 肿瘤表

现为局部或弥漫性肠壁增厚与肿块, 与固有肌

层比信号轻微增高. 固有肌层表现为环绕肠腔

的低信号环状带. T分期是以肿瘤浸润到肠壁不

同层及相关肠周筋膜来判断的, 低于T2期的肿瘤

固有肌层保持完整或部分完整; 肠腔外广基底

的软组织影与腔内的软组织肿块具有相同的信

号变化特征, 是诊断T3期肿瘤的可靠征象[47], 肿
瘤旁肠壁内的肠周脂肪层呈连续的针刺状, 被
认为是T3期病变的特征表现[45]; T4期为肿瘤侵犯

周围组织器官或侵犯腹膜表面. 
MRI通常根据淋巴结大小来判断是否转移, 

因存在一些缺陷, 敏感性及特异性均低. Brown 
et al [53]研究发现: 从淋巴结的形态和信号上判断

则具有较好的可信度; 转移淋巴结为边缘不规

则和中央存在低信号区, 其敏感性为85%, 特异

■创新盘点
本文综述了结直
肠癌影像学诊断
的基本知识及最
新进展, 与其他相
关或类似文章相
比 ,  信 息 量 较 全
面 ,  参 考 文 献 较
新.
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性为97%. Koh et al [54]根据T2WI淋巴结的信号特

点, 把淋巴结分为4类: 均匀低信号、中央低信

号、偏心高信号和均匀高信号, 研究发现96%的

非癌性淋巴结为均匀低信号或中央低信号, 47%
的反应性淋巴结为中央低信号, 淋巴结的中央

低信号比均匀的低信号更常见于反应性淋巴结

增生(P <0.01), 阳性预测值67%; 95%的偏心高信

号和均匀高信号见于直径1 mm以上的转移性淋

巴结, 认为SPIO增强T2WI可以对淋巴结的良恶

性做出鉴别. 均匀低信号和中央低信号为良性, 
中央低信号多为反应性淋巴结. 

MRI结合腔内线圈, 可显示肠壁的多层结

构, 内层的黏膜和黏膜肌层呈高信号, 中层为高

信号的黏膜下层和低信号的固有肌层, 最外层

是高信号的脂肪层. 多数学者在此基础上的前

瞻性研究发现术前腔内线圈MR分期与病理符

合率为72%-100%[55-56], 对T1-T2的准确性达92%, 
T3期的准确性达94%, 对淋巴结的准确性为69%, 
敏感性和特异性为82%和55%[55]; 与EUS相比, 
腔内MR在判断肿瘤浸润深度和淋巴结转移方

面的准确性优于EUS. 但腔内线圈具有与EUS同
样的限度, 不适于肠腔狭窄较重者和不能显示

肿瘤的全貌和肠系膜筋膜以及盆腔其他比邻组

织结构, 且有腔内线圈存在伪影和线圈不能正

确放置等缺点[55]. 目前研究表明, 尽管腔内线圈

能够显示肠壁的多层结构, 但在分期的准确性

方面不如相控阵线圈[56]. 
MRI结合相控阵线圈或体部线圈, 能够显

著提高信-噪比 ,  提供高分辨率、大范围的视 
野[57-58], 对结直肠筋膜及系膜的情况和盆腔其他

邻近组织结构显示更加清楚, 能更好地评价肿

瘤对周围组织器官的侵犯情况[47], 通过此方法, 
MRI预测复发危险因素CRM的准确性得到了很

大提高[5,52,57,59]. Ferri et al [60]研究发现, 术前MRI
结合相控阵线圈检查, 在肿瘤浸润分期方面的

准确性为88%(k  = 0.75), 对淋巴结转移分期的准

确性为59%(k  = 0.26), MRI正确评估了87%的患

者的肛门括约肌浸润. 
近年来功能性磁共振成像 ( f u n c t i o n a l 

magnetic resonance imaging, fMRI)在国内外倍

受关注, 他既能反映病变的形态学改变, 又能

发现病变局部功能状态的变化, 在影像诊断中

显示出巨大的潜能. 其中动态增强磁共振成像

(dynamic contrast-enhanced magnetic resonance 
imaging, DCE-MRI)可以提供病变组织内的血

管密度、血管通透性等相关信息, 具备了在分

子水平上对肿瘤血管进行描述的能力, 从而提

供更为可靠的信息来表述肿瘤与结直肠周围

组织的关系, 即表述出全直肠系膜切除术(Total 
mesorectal excision, TME)的CRM. 结直肠癌患

者复发和增加发生转移危险的最重要的引发因

素是CRM 1 mm内出现了微小肿瘤细胞, CRM的

预测能够主导外科手术的准确性, 并使TME越
来越完善且更多的应用于临床当中[61]. 3.0T高场

磁共振仪的引入及相控阵线圈的改进, 使得MRI
更加准确的显示出CRM, 其预测的准确性与术

后标本的病理组织学评定结果相当[9,10,62-63]. 有文

献报道[62], 经认真细致的评估, MRI在0.5 mm的

范围内对直肠癌肿瘤肠壁浸润深度的预测, 同
病理组织学分析的结果是不相上下的.  

5  PET

CT、EUS和MR是根据病变的解剖位置关系的

改变做出判断, 当病变太小或手术、放化疗等

使正常解剖关系发生变化时, 他们检查的准确

性会受到影响. PET检查侧重于脏器功能变化的

显示, 与CT, EUS, MR不同, 他以18-氟脱氧葡萄

糖(18-FDG)为示踪剂, 揭示肿瘤细胞的糖代谢

异常改变, 从而对肿瘤进行定性、定位、分期

及监测疗效. PET对远处脏器不论是淋巴区域还

是淋巴结以外的转移的检出都具有优势[64]. PET
在结直肠癌分期的主要优势是对全身脏器的检

查, 1次PET检查可以发现全身各部位如肝脏、

肺脏、腹膜及腹膜后和盆腔的情况, 可以同时

发现是否有远处转移, 尤其对肝脏转移的发现

敏感, 这点优于CT、MR等1次只能检查局部脏

器. CT或MR是根据肝脏的密度或信号的差异和

淋巴结的大小作为诊断良恶性的标准, 他们不

能区分有无活性的癌组织, 尤其在病变较小时, 
存在过低或过高估计肿瘤的情况, 而PET不仅能

提供病灶的活性, 有助于选择治疗方案, 而且其

敏感性高达89%[65], 尤其对较小的转移灶其敏感

性、特异性为100%[66]. PET有助于结直肠癌的

分期, 并能指导治疗方案. Heriot et al [67]研究发

现: 39%的患者由于PET检查而改变分期, 22%的

患者改变治疗方案, Whiteford et al [65]也有类似的

结论, 发现26%的患者因此改变治疗方法. 
PET由于空间分辨率低和不能对解剖结构

进行准确定位, 因而不能显示肿瘤对肠壁的浸

润深度和确切的侵犯范围, 但对于结直肠周围

出现示踪剂, 其诊断的特异性可高达96%; 对区

域淋巴结诊断的特异性高, 但由于淋巴结转移

■应用要点
本文介绍并指出
了结直肠癌各种
不同影像学诊断
方法的特点及优
劣势, 对临床医生
在不同时期选择
恰当的检查方法
有一定的帮助. 
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多位于结直肠周围, 与原发灶的距离较近, 因而

敏感性较低, 有文献报道其敏感性仅为29%[64]. 
另有研究表明, PET对大于1 cm的肝脏转移灶最

明确, 对小于1 cm的转移灶, 由于受分辨率的限

制, 与术中超声(US)相比, 其准确性明显下降[68]. 
近来, PET-CT的出现, 克服了PET空间分

辨率低和不能对解剖结构准确定位的缺点, 提
高了以往单纯PET检查和单纯CT检查的功能, 
能同时完成代谢显像与解剖显像, 在结直肠癌

术前分期及术后评估中显示出了优势, 尤其对

结直肠癌的N, M分期具有独特的优越性. PET-
CT的融合效应较单纯的PET检查能更早的检

测出早期的转移灶, 从而更有效的指导结直肠

癌的治疗方案[69]. 有研究报道增强PET-CT在结

直肠癌淋巴结分期中具有较高的准确性, 优于

非增强PET-CT, 前者的敏感性, 特异性, 阳性预

测值及阴性预测值分别为85%, 68%, 83%, 72%
和79%, 后者的依次为85%, 42%, 73%, 62%和

70%[70]. 而FDG-PET-CT检查能为低位直肠癌患

者提供分期的辅助信息, 可辨别经EUS和MRI分
期不一致的结果, 从而在一定程度上指导临床

医生更准确的制定不同时期的治疗方案[71]. 
总之, 结直肠癌的影像学检查方法各有优

劣势. BE适合于筛选高危人群和有息肉相关病

史的患者, 可以作为一种普查的手段. CT在判断

远处转移方面具有很高的诊断价值, 但在局部

浸润分期方面略受限制. PET在系统及局部分期

中具有辅助作用, 尤其适用于结直肠癌复发时, 
但仍未广泛用于术前分期. EUS是目前结直肠癌

术前局部分期中广泛运用的检查方法, 且其准

确性高. 近来, 随着MRI仪器及技术的快速发展, 
他在结直肠癌术前局部分期中显示出了巨大优

势, MRI结合相控阵线圈的应用, 其检查结果的

准确性与EUS相当, 部分结果甚至与病理组织学

检查结果相当, 成为结直肠癌诊断及分期的很

有潜力的检查手段, 被誉为目前结直肠癌术前

分期检查的最佳方法. 在临床实践中, 我们应当

结合实际情况来选择有效、准确的检查方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes of hepato-
cellular apoptosis and hepatic function in pigs 
with intestinal perforations due to abdominal 

firearm wound in dry-heat environment of 
desert, and to explore the correlation between 
hepatocellular apoptosis and liver injury. 
 
METHODS: A total of 84 Chang-Bai piglets were 
divided equally into normal temperature envi-
ronment group and dry-heat desert environment 
group. Each group was equally divided into 7 
subgroups randomly: control group and wound-
ed 1-, 2-, 4-, 8-, 12-, and 24-h groupa. A model of 
intestinal perforations due to abdominal firearm 
wound was established in wounded groups. 
Paraffin-embedded liver sections were assayed 
for apoptosis using terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate 
nick-end labeling (TUNEL) assay. Serum sam-
ples were analyzed for alanine aminotransferase 
(ALT) at the same time. 

RESULTS: Hepatocellular apoptosis indexes in 
the wounded groups were significantly elevated 
as compared with those in the control group 
(dry-heat of desert: 21.18% ± 2.23%, 49.51% ± 
4.18%, 42.61% ± 3.20%, 76.47% ± 3.64%, 72.26% ± 
4.98%, 61.41% ± 3.98% vs 2.98% ± 0.74%, P < 0.05; 
normal temperature: 60.37% ± 3.99%, 73.40% ± 
2.93%, 48.97% ± 1.73%, 32.17% ± 1.50%, 42.92% 
± 1.98%, 19.04% ± 0.72% vs 2.65% ± 0.37%, P < 
0.05). The first apoptosis peak appeared at 2 h in 
the wounded groups, while the second one ap-
peared at 2 and 12 h in the dry-heat desert envi-
ronment group and normal temperature group, 
respectively. The change of ALT level was just 
as the trend of apoptosis in both groups. Cor-
relation analysis indicated that the apoptosis 
indexes were positively correlated with the level 
of ALT both in the dry-heat desert environment 
group and normal temperature group (r = 0.91, 
0.93; both P < 0.01). 

CONCLUSION: Pretreatment with anti-apoptosis 
agent under dry-heat environment of desert may be 
an effective measure for diminishing liver injury.  

Key Words: Abdomen; Firearm wound; Liver injury; 
Apotosis; Dry-heat desert environment 
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■背景资料
腹部火器伤具有
肠穿孔率高、多
脏器功能失调综
合征(MODS)发生
率高的特点, 肠道
是机体最大的细
菌及毒素储库, 是
MODS的始动器 
官. 炎症过程的失
调和细胞凋亡在
脓毒症介导的各
器官功能损害过
程中起重要作用. 
本文在沙漠环境
腹部肠管火器伤
动物模型的基础
上, 重点对伤后肝
细胞凋亡和肝功
能变化的规律进
行探讨.
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摘要
目的: 观察沙漠干热环境下猪腹部肠管火器
伤后肝细胞凋亡和肝脏功能的变化, 并探讨肝
细胞凋亡和肝脏损害的关系. 

方法: 沙漠干热环境组和常温环境组各健康
长白仔猪42头随机等分为对照组和伤后1、
2、4、8、12和24 h组, 实验组建立腹部肠管火
器伤动物模型后, 采用TUNEL法观察肝细胞
凋亡情况, 同时测定各时间点血清ALT水平. 

结果: 伤后各组肝细胞凋亡指数明显高于对
照组(沙漠干热环境: 21.18%±2.23%, 49.51%
±4.18%, 42.61%±3.20%, 76.47%±3.64%, 
72.26%±4.98%, 61.41%±3.98% vs  2.98%±

0.74%, P <0.05; 常温环境: 60.37%±3.99%, 
73.40%±2.93%, 48.97%±1.73%, 32.17%±

1.50%, 42.92%±1.98%, 19.04%±0.72% vs  
2.65%±0.37%, P <0.05), 并于伤后2 h出现第1
个高峰, 沙漠干热环境组和常温环境组分别于
伤后8 h和12 h出现第2个高峰; 血清ALT的变
化趋势与肝细胞凋亡的趋势一致; 在沙漠干
热环境和常温环境下, 肝细胞凋亡指数和ALT
均呈正相关(r  = 0.91, 0.93; 均P <0.01). 

结论: 肝细胞凋亡在肝脏的损害过程中起重
要作用, 干预肝细胞凋亡可能是腹部肠管火器
伤后减少肝损伤的有效措施.

关键词: 腹部; 火器伤; 肝损伤; 凋亡; 沙漠干热环境
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0  引言

腹部火器伤创伤机制的研究较少 ,  沙漠干热

环境下腹部火器伤的研究尚属国际研究领

域的空白 .  腹部火器伤具有肠穿孔率高、多

脏器功能失调综合征(multiorgan dysfunction 
syndrome, MODS)发生率高的特点, 肠道是机

体最大的细菌及毒素储库, 是MODS的始动器 
官[1]. 炎症过程的失调和细胞凋亡在脓毒症介

导的各器官功能损害过程中起重要作用[2]. 本

研究在先前建立的沙漠干热环境腹部火器伤动

物模型的基础上[3], 动态观察伤后肝细胞凋亡

和肝脏功能的变化, 并对其变化规律进行探讨, 
为沙漠干热环境腹部火器伤创伤机制的研究奠

定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 选用中国人民解放军63650部队提供的

健康长白仔猪84头, 2-3 mo龄, 体质量27-33 kg, 
雌雄不限, 随机分为沙漠干热组和常温组, 每
组均为42头, 每组又随机等分为对照组、伤后

1、2、4、8、12和24 h组7个亚组. 沙漠干热环

境组实验场地位于新疆塔克拉玛干沙漠边缘, 
时间在最热的7 mo下旬到8 mo初, 实验从中午

12:00开始, 沙漠干热组实验动物在沙漠干热环

境下预热3 h后致伤, 平均气温41.2℃±0.9℃, 平
均相对湿度22.3%±1.3%, 辐射热强度>4.184 
J/(cm2·min); 常温组实验动物在常温环境下致伤, 
常温及实验室环境: 平均温度23.7℃±0.4℃, 平
均相对湿度55.6%±1.4%. 沙漠干热组和常温组

动物在致伤后15 min内转移到实验室进行观察.
1.2 方法 
1.2.1 腹部火器伤模型: 参照文献[3]的方法建立

腹部肠管火器伤模型, 并切取肝组织, 常规甲醛

固定, 石蜡包埋肝组织. 沙漠干热组和常温组中

的对照组除不致伤外, 其余步骤与实验相同, 并
作为0 h组进行各项指标检测.
1.2.2 细胞凋亡的原位检测: 将肝组织切片按

TUNEL试剂盒(福建迈新公司)提供的方法进

行检测, 随机选取5个不重叠的高倍镜视野(×
400)BI-2000医学图像分析系统分别拍照. 计算5
个高倍视野下的凋亡细胞数, 用5个高倍视野下

的凋亡细胞总数除以细胞总数来计算凋亡指数, 
凋亡指数以凋亡细胞数/100个细胞表示.
1.2.3 血清肝生化测定: 实验各组分别于伤后1、
2、4、8、12和24 h各时间点抽取猪耳缘静脉血, 
对照组回实验室后立即抽血, 静置30 min后离

心, 东芝全自动生化分析仪(TBA-40FR)测血清

中ALT水平.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 用

SPSS11.5行单因素方差分析, LDS-t检验进行两两

比较, 两变量相关分析用Pearson直线相关分析.

2  结果

2.1 动物存活情况 常温组中伤后1 h组、2 h组、

4 h组、12 h组动物全部存活, 伤后8 h组、24 h组
各死亡1头; 干热组中2 h组、4 h组、8 h组、24 

■研发前沿
腹部火器伤创伤
机制的研究较少, 
沙漠干热环境下
腹部火器伤的研
究尚属国际研究  
领域的空白.
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h组各死亡1头, 12 h组死亡2头.   
2.2 肝组织细胞凋亡变化 凋亡细胞以肝细胞为

主, 也有少量枯否细胞和血管内皮细胞(图1), 阳
性细胞胞核为棕色. 伤后各组肝细胞凋亡指数

均较对照组有明显增加(P <0.05), 沙漠环境组除

8 h和12 h之间无显著性差异外, 其余各时间点及

常温环境各组的细胞凋亡指数均与前一时间点

之间有显著差异(P <0.05); 各实验组在相应的时

间点, 沙漠环境组的细胞凋亡指数明显高于常

温环境组(P <0.05); 沙漠环境组和常温环境组的

细胞凋亡指数均在2 h出现第1个峰值, 第2个峰

值分别出现在第8 h和12 h, 第2个峰值均>第1个
峰值(P <0.05, 表1).
2.3 血清A LT的变化 干热环境实验组和常温

环境实验组在伤后各时间点A LT均高于对照

组(P <0.05); 各实验组的细胞凋亡指数均与前

一时间点之间有显著差异(P <0.05); 沙漠环境

组的ALT在1、4、8 h均明显高于常温环境组

(P <0.05); 沙漠环境组和常温环境组的ALT均
在2 h出现第1个峰值, 第2个峰值分别出现在

第8 h和12 h, 第2个峰值均>第1个峰值(P <0.05, 
表1).
2.4 相关性分析 Pearson直线相关分析表明, 沙漠

干热环境和常温环境下, 细胞凋亡率和ALT均呈

正相关, 相关系数分别为0.91和0.93(P <0.01).

3  讨论

我们的研究发现, 在常温环境和沙漠干热环境

下腹部火器伤肠管穿透后猪肝细胞凋亡率迅速

增高, 并于伤后2 h达到第1个高峰值, 沙漠干热

环境组的第2个肝细胞凋亡高峰出现在8 h组, 而
常温环境组第2个肝细胞凋亡高峰出现在12 h组, 
ALT是反映肝功能损害的经典指标, 我们研究发

现, ALT的变化趋势与肝细胞凋亡趋势一致, 表
明腹部肠管火器伤后肝细胞凋亡可能是造成肝

功能损害的主要原因. 近年来的研究认为肝细胞

凋亡是肝功能衰竭的重要分子生物学机制[4]. 脓
毒症的发生与肝细胞凋亡密切相关: Eipel et al [5]

研究发现, LPS-相关的细胞凋亡可能起因于黏

附在肝脏的血小板和白细胞等, 这些循环细胞

可能在维持细胞间的炎症反应过程中起重要作

用. 抑制p38 MAPK活性可减少内毒素诱导的白

细胞浸润和肝细胞凋亡, 认为干预p38 MAPK
通路可能成为脓毒症性肝损害的治疗策略 [6]. 
Ashare et al [7]认为脓毒症的发展过程可伴随肝脏

对细菌清除能力的降低, 应用凋亡的终末效应

表 1 肝脏凋亡指数和ALT平均值(U/L)

     
分组

                                细胞凋亡指数(%)                                                       ALT(U/L)

                        沙漠干热环境            常温环境         沙漠干热环境                常温环境

对照组            2.98±0.74         2.65±0.37         49.62±3.82            48.00±0.97

1 h组            21.18±2.23ac       19.04±0.72         71.54±3.32ac            63.00±1.25 

2 h组            49.51±4.18ac       42.92±1.98        110.34±12.38c            99.20±3.27 

4 h组            42.61±3.20ac       32.17±1.50         94.05±6.03ac            68.75±2.18

8 h组            76.47±3.64ac       48.97±1.73       141.57±3.93ac            80.96±1.11 

12 h组          72.26±4.98a       73.40±2.93        129.32±5.36c          133.07±5.99 

24 h组          61.41±3.98ac       60.37±3.99       104.07±5.33c          105.56±3.41 

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  常温环境组.

A B

图 1 肝组织TUNEL凋亡图(×400). A: 常温对照组; B: 干热环境8 h组.

■应用要点
本研究为沙漠干
热环境腹部火器
伤创伤机制的研
究奠定基础.
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因子caspase的抑制剂可保持肝脏对细菌的清除

力. Fas/Fas配体系统是激发凋亡的主要通路之

一, 其在器官损害过程中起重要作用, 抑制Fas/ 
Fas配体通路可能成为脓毒症过程中保持器官灌

注并避免肝损害的新治疗模式[8].
本研究发现在干热环境下腹部肠管火器

伤后肝细胞凋亡和肝功能受损较常温组严重

并且在发生时间上提前, 表明沙漠干热环境可

促进肝细胞凋亡和肝功能损害. Park et al [9]研究

认为严重的热应激可诱导细胞周期停滞和凋

亡. 热应激可增加细胞对某些凋亡刺激因子如

TNF-α的敏感性, 从而促进细胞凋亡[10]. 除莠霉

素A(Herbimycin A)是一种酪氨酸激酶抑制剂, 
可诱导热休克蛋白(HSPs), 将Herbimycin A作用

于热应激大鼠可明显减少肝细胞凋亡, 并降低

caspase-3活性, 可有效提高大鼠对热的耐受性, 
因而减少大鼠因热应激带来的器官功能损害[11].

沙漠干热环境和常温环境腹部火器伤后由

于枪伤应激、肠屏障受损以及子弹的远达效应

导致了肝细胞凋亡和肝脏的急性损伤, 使细胞

凋亡率和ALT在2 h时迅速达第1个峰值. 第2个
峰值产生的原因可能是在原来急性创伤的基础

上由于肠穿孔所致腹腔感染导致了脓毒症, 大
量LPS经门静脉入血, 沙漠干热环境组峰值提

前, 可能是由于在高热环境的热应激状态下, 细
菌繁殖和生长加快, 热应激诱导的细胞凋亡使

肝脏对细菌的清除率下降, 更加速了脓毒症的

发生和LPS的入血. 然而伤后24 h时, 肝细胞凋亡

和ALT有所下降, 可能是由于抗炎症反应或抗细

胞凋亡因子被充分激活所致[12], 或可能与肝细胞

膜开始修复有关. 由于肝损伤机制的复杂性使

ALT在伤后24 h内有波动, 但仍为升高趋势, 与
肝脏组织结构损伤的逐渐加重趋势基本一致[13].

尽管沙漠干热环境腹部火器伤肠管穿透后

继发性肝损伤的发生机制有待进一步研究, 但
本研究提示肝细胞凋亡在肝脏的损害过程中起

重要作用, 提示在沙漠干热环境下干预肝细胞

凋亡可能是腹部肠管火器伤后减少肝损伤, 进
而减少全身炎症反应、防止脓毒症和多器官功

能衰竭发生的有效措施.
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■同行评价
本文对特殊情况
下的肝细胞调亡
和肝损伤进行了
观 察 ,  有 一 定 的
实 用 意 义 .  但 干
热本身对肝组织
亦可以有损伤作
用, 故应有干热相
应时间的无损伤
对照组. 鉴于内容
较少, 但有其特殊
意义, 建议短文发
表. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
percutaneous para-toluenesulfonamide (PTS) 
injection on hepatocarcinoma in rats.  

METHODS: Rat models with subcutaneous 
transplanted hepatocarcinoma were made, and 
then 60 tumor-bearing rats were randomly di-
vided into 4 groups, subcutaneously injected 
with 330 g/L PTS, absolute alcohol, 500 mL/L 
acetic acid and normal saline, respectively. The 
pathological changes in tumor, heart, liver, lung 
and kidney tissues were observed, and tumor in-
hibition rate and survival time of tumor-bearing 
rats were compared between groups. 

RESULTS: PTS, absolute alcohol and acetic acid 
caused the necrosis of cancer cells, but there 
were residual cancer cells in the necrosis areas 
of both absolute alcohol group and acetic acid 
group. On the 14th day after treatment in the 
PTS group, the tumor inhibition rate was higher 
than that in the absolute alcohol group (74.4% vs 

52.0%, P < 0.05), and on the 21st day it was sig-
nificantly higher than that in the absolute alco-
hol group or acetic acid group (92.0% vs 68.7%, 
75.9%, P < 0.05). The mean survival time in the 
PTS group was significantly longer than that in 
the alcohol group or acetic acid group (55 ± 4.2 d 
vs 45 ± 3.2 d, 46 ± 2.2 d, P < 0.05).  

CONCLUSION: Local injection of PTS at a con-
centration of 330 g/L has better effect in the 
treatment of hepatocarcinoma than absolute al-
cohol and 500 mL/L acetic acid in rats. 

Key Words: Hepatocelluar carcinoma; Therapy; 
Para-toluenesulfonamide; Absolute alcohol; Acetic 
acid

Li MY, Meng H, Zhou SZ, Li HY, Zhu WL, Zhang JR. 
Effect of percutaneous para-toluenesulfonamide injection 
in treatment of hepatocarcinoma in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 1232-1236

摘要
目的: 观察对甲苯磺酰胺(para-to luenesul-
fonamide, PTS)瘤内局部注射对大鼠移植性肝
癌的治疗作用. 

方法: 制作SD大鼠皮下移植性肿瘤模型, 将
60只荷瘤大鼠随机分为4组, 即PTS组、无水
乙醇组、乙酸组和对照组, 分别经皮瘤内注射
330 g/L PTS、无水乙醇、500 mL/L乙酸和生
理盐水, 观察大鼠肿瘤及心肝肺肾等组织病理
变化、抑瘤率和生存时间.  

结果: 330 g/L PTS、无水乙醇和500 mL/L乙
酸均致肿瘤坏死, 无水乙醇组和乙酸组坏死
区内可见残留癌细胞; PTS治疗14 d后肿瘤抑
瘤率与无水乙醇组比较, 差别有统计学意义
(74.4% vs  52.0%, P <0.05), 治疗21 d后肿瘤抑
瘤率明显高于无水乙醇组和乙酸组, 差别有显
著性(92.0% vs  68.7%, 75.9%, P <0.05); PTS组
荷瘤大鼠生存时间与无水乙醇组和乙酸组比
较, 明显延长(55±4.2 d vs  45±3.2 d, 46±2.2 
d, P <0.05). 

结论: 330 g/L PTS用于局部注射治疗大鼠移

®

■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
手术切除是目前
最有效的治疗手
段, 但手术切除率
低、复发率高. 因
此, 非手术治疗方
法治疗肝癌的研
究有着极其重要
的临床意义. 

■同行评议者
梁力建, 教授, 中
山大学附属第一
医院肝胆外科; 禄
韶英 ,  主治医师 ; 
西安交通大学医
学院第一附属医
院普外科
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植性肝癌, 肿瘤消融效果优于无水乙醇和500 
mL/L乙酸.

关键词: 肝细胞性肝癌; 治疗; 对甲苯磺酰胺; 无水

乙醇; 乙酸
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0  引言

局部化学消融治疗肝癌, 具有侵袭性小、可在

影像引导下经皮完成操作等优势, 近10多年来

得到较大发展. 应用最为广泛的局部消融剂为

无水乙醇和500 mL/L乙酸等, 但还存在肿瘤灭

活不彻底导致局部复发, 或伴患者无法忍受的

局部疼痛等不良反应, 因此, 人们仍在不断探索

新的消融剂. 本实验应用330 g/L对甲苯磺酰胺

(para-toluenesulfonamide, PTS)瘤内局部注射治

疗大鼠肝癌, 评价其疗效, 为临床应用提供实验

依据.

1  材料和方法

1.1 材料 CBRH-7919大鼠肝癌细胞株和Balb/
c(nu/nu)♂裸鼠均由中山大学医学部实验动物中

心提供, Balb/c(nu/nu)♂裸鼠3只, 体质量18-22 g; 
♂SD大鼠80只, 体质量180-220 g, 南方医科大学

实验动物中心提供. 330 g/L PTS为北京健达康

新药开发公司惠赠; 无水乙醇为广州洛辛宝化

学试剂有限公司生产, 分析纯; 冰乙酸为广州市

番禺力强化工厂生产, 分析纯; 100 g/L水合氯醛

(动物麻醉用)为珠江医院制剂室制备.
1.2 方法 
1.2.1 造模: (1)收集培养的CBRH-7919鼠肝癌细

胞, 调整细胞浓度为107/L, 取0.1 mL细胞悬液注

入裸鼠背部皮下, 放置SPF级环境饲养, 7-10 d
裸鼠背部长出直径为0.8-1.0 cm大小的肿瘤; (2)
取出皮下肿瘤, 剔除筋膜, 选用其中鱼肉样部分, 
加入生理盐水2 mL, 用眼科剪剪成糊状备用; (3)
取SD大鼠, 参照程文 et al [1]的方法予以免疫抑

制; (4)于全身照射当天, 采用100 g/L水合氯醛麻

醉(5 mL/kg, ip), 80 g/L Na2S脱去背部体毛, 常规

消毒, 用2 mL注射器将上述备用糊状肿瘤组织

注入大鼠背部皮下, 每只注射0.1 mL, 放置清洁

级环境饲养. 种植后2-3 wk大鼠背部皮下长出直

径1 cm左右类圆形肿瘤, 形成大鼠皮下移植肿瘤

模型. 

1.2.2 分组及处理: 取荷瘤大鼠60只, 按随机表法

将其随机分为PTS组、无水乙醇组、乙酸组和

对照组, 每组15只. 
用药前用精密游标卡尺测量肿瘤长径(a)和

横径(b), 分别计算使肿瘤完全灭活所需要注射

330 g/L PTS、无水乙醇和500 mL/L乙酸的总量. 
330 g/L PTS注射总量计算公式采用我们预实验

的结果: PTS注射总量Y(mL) = 4/3π[(a+b)/4]3×

0.4. 无水乙醇和500 mL/L乙酸的注射总量计算

公式按照文献[2]报道. 注射方式: 将总量均分3
次瘤体内注射, 3天1次, 多点注射. 对照组瘤内

注射生理盐水, 0.1 mL/次, 3天1次, 共3次. 
1.2.3 观测指标: 各组随机抽取10只大鼠用于生

存期的观察. 自首次用药当天起计算, 记录大

鼠的生存天数, 观察截至期限为60 d. 同时, 用
精密游标卡尺测量用药前和首次用药后第7、
14、21天肿瘤最长径及横径. 按体积公式V = 
4/3π[(a+b)/4]3计算肿瘤体积, 进行肿瘤抑制率的

比较. 肿瘤抑制率 = (对照组肿瘤平均体积-实验

组肿瘤体积)/对照组肿瘤平均体积×100%. 各组

余下的5只大鼠, 于末次注射后24 h处死, 取出整

个肿瘤及心、肝、肺、肾组织, 100 g/L甲醛溶

液固定, 石蜡包埋, 制片, HE染色, 光镜下观察肿

瘤组织及心肝肺肾组织的病理变化; 同时取肿

瘤中央及周边组织, 25 g/L戊二醛溶液固定, 超
薄切片, 透射电镜下观察肿瘤细胞的超微结构

变化. 
统计学处理 统一采用SPSS10.0统计软件进

行处理, 计量资料用mean±SD表示; 多组间均

数比较采用F检验, P <0.05差异有统计学意义; 采
用Kaplan-Meier法进行生存时间分析.

2  结果

2.1 一般情况 荷瘤大鼠均可耐受治疗, 处理过程

中无死亡. PTS组、无水乙醇组和乙酸组大鼠于

用药当天均出现食欲差、行为迟缓、毛发耸立

等, 第2天即恢复正常; 处理后对照组无异常表

现, 但2-3 wk后因肿瘤增大而逐渐消瘦. 
2.2 病理变化 光镜下对照组瘤细胞染色深, 大
小、形态不一, 核大深染, 异形性明显, 核分裂

像多见, 肿瘤保持了原接种癌细胞的特点(图
1A). PTS组、无水乙醇组和乙酸组肿瘤组织光

镜下为均质红染的坏死; 其中PTS组5个样本均

发生完全坏死(图1B); 无水乙醇组有4个样本坏

死区周边可见肿瘤细胞残留, 乙酸组3个样本见

肿瘤细胞残留(图1C-D). 电镜下PTS组肿瘤坏

■研发前沿
经皮酒精注射治
疗 肝 癌 疗 效 肯
定、易于操作而
经济, 已广泛应用
于临床, 但其组织
弥散能力有限, 需
反复多次治疗, 且
治疗效果不一. 为
进一步提高疗效, 
探索一种高效低
毒的消融剂成为
近年来局部化学
消融治疗领域研
究的热点和重点.
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死区中心瘤细胞呈溶解样坏死, 基本为无结构

的中等电子密度物质所取代; 边缘区细胞膜、

核膜断续, 胞质明显空泡化, 细胞核染色质浓缩

成块、边集(图2); 无水乙醇组和乙酸组肿瘤周

边可见正常肿瘤细胞残留; 对照组瘤细胞膜性

结构完整, 细胞器形态、结构良好. 光镜下心、

肝、肺、肾组织未见病理改变. 
2.3 3种消融剂对大鼠肝肿瘤生长的影响 用于

生存期观察的各组荷瘤大鼠治疗前和治疗后

7 d、14 d、21 d肿瘤体积大小(表1). 治疗前各

组肿瘤体积无显著性差异, (P >0.05), 具有可比

性. 治疗后7 d, PTS组、无水乙醇组、乙酸组肿

瘤抑瘤率分别为29.3%、24.8%、25.6%, 3组间

无显著性差别(P >0.05); 治疗后14 d肿瘤抑瘤率

分别为74.4%、52.0%、60.2%, PTS组与乙酸组

之间、乙酸组与无水乙醇组之间差别无显著性

(P >0.05), 而PTS组与无水乙醇组之间差别有统

计学意义(P <0.05); 治疗后21 d分别为92.0%、

68.7%、75.9%, PTS组肿瘤抑制率明显高于无

水乙醇组和乙酸组, 差别有显著性(P <0.05), 用
药后21 d PTS组有5只大鼠肿瘤体积比治疗前缩

小50%以上, 3只肿瘤完全消失; 无水乙醇组和乙

酸组分别有1只和3只大鼠肿瘤缩小为治疗前的

50%以上, 两组未见肿瘤完全消失. 
2.4 3种消融剂对荷瘤大鼠生存期的影响 对照

组、PTS组、无水乙醇组和乙酸组荷瘤大鼠生

存时间分别为30±4.7 d、55±4.2 d、45±3.2 d
和46±2.2 d. PTS组、无水乙醇组和乙酸组荷瘤

大鼠生存时间与对照组相比均明显延长, 而PTS
组大鼠生存期又明显长于无水乙醇组和乙酸组

(P <0.05), 各组荷瘤大鼠生存曲线见图3. 

3  讨论

目前经皮局部消融是无法手术切除的原发性

肝癌的主要治疗方法之一 .  其中 ,  最早应用

于临床的经皮酒精注射(percutaneous ethanol 

■创新盘点
本研究重点观察
P T S 瘤内注射后
肿瘤组织病理变
化, 对其肿瘤消融
效果进行初步评
价.

A B

C D

图 1 肿瘤组织光镜观察(HE染色×200). A: 生理盐水对照组; B: PTS治疗后; C: 无水乙醇治疗后; D: 500 mL/L乙酸治疗后.

表 1 各组荷瘤鼠治疗前及治疗后7 d、14 d、21 d肿瘤体积 (n  = 10, cm3)

     
分组                          治疗前

                                                    治疗后

                                                                     7 d                          14 d                           21 d

对照组              0.585±0.15         1.273±0.34          3.474±0.78           6.717±0.78

PTS组               0.679±0.14         0.899±0.13          0.889±0.44           0.534±1.00

无水乙醇组       0.648±0.10         0.957±0.16          1.670±0.59           2.106±0.83

乙酸组              0.654±0.12         0.947±0.16          1.381±0.64           1.623±1.10
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■应用要点
P T S是一种新的
抗肿瘤药物和致
肿瘤坏死制剂,主
要用药途径为瘤
内注射, 局部消融
效果好, 毒副作用
小, 具有良好应用
前景. 

injection, PEI), 始于1980年代[3-6], 系在超声引

导下经皮穿刺将无水乙醇直接注入瘤灶内, 引
起细胞脱水和蛋白质变性 ,  导致癌细胞发生

凝固性坏死 .  这一方法在临床上已得到广泛

应用并取得了较好效果 [7-11]. 但无水乙醇在组

织内弥散难以确定边界, 对纤维分隔无效, 需
要多次治疗, 增加患者痛苦, 甚至出现严重并

发症, 单次大剂量注射又可增加死亡率[12]. 近
期有文献 [10,13-14]报道, P E I联合经肝动脉栓塞

化疗(transcatheter arterial chemoembolization, 
TACE)或射频消融(radiofrequency ablation, 
R A F)治疗肝癌可提高疗效 .  乙酸p H值低 ,能
引起隔膜中的纤维肿胀 ,  破坏肿瘤内部的分

隔. 文献资料显示其肿瘤灭活作用强于无水乙 
醇[15-17], 但其并发症也随之增加[18-19]. 至今, 仍无

确切证据说明乙酸的安全性及有效性. 
本实验结果显示, 无水乙醇和500 mL/L乙酸

治疗大鼠肝肿瘤, 均取得了明显疗效, 但部分瘤

体内仍有肿瘤细胞残留. 分析其原因, 一方面考

虑两者在消融效力上可能存在不足, 另一方面不

排除本实验使用普通注射针头注射药物导致药

物在瘤体内呈偏心弥散的可能. 
330 g/L对P T S注射液是以对甲苯磺酰胺

(PTS)为活性成分的一种新的抗肿瘤药物和致肿

瘤坏死制剂, 分子式为C7H9NO2S. 其突出优点是

具有一定的克服肿瘤耐药作用和选择性地杀伤

肿瘤细胞的特性 [20]. 本实验结果显示, 瘤体内直

接注射330 g/L对PTS注射液, 24 h后发现肿瘤组

织呈现凝固性坏死, 坏死区内未见瘤细胞残留; 
电镜观察肿瘤坏死区域中心瘤细胞呈溶解样坏

死, 基本为无结构的中等电子密度物质所取代, 
边缘区细胞质膜、核膜断续, 胞质明显空泡化, 
细胞核染色质浓缩成块、边集. 从用药前后肿

瘤体积大小来看, 用药后7 d、14 d, PTS组、无

水乙醇组和乙酸组肿瘤体积比用药前都略有增

大, 可能因肿瘤坏死后其周围出现炎性水肿而

致. 用药后21 d, PTS组肿瘤体积较治疗前明显缩

小, 有30%(3/10)肿瘤完全消失; 而此时, 无水乙

醇组和乙酸组肿瘤体积仍大于治疗前体积, 且
未见有肿瘤完全消退, 可能主要是由于肿瘤未

能被彻底灭活的缘故. PTS组荷瘤大鼠治疗后生

存期明显长于无水乙醇组和乙酸组. 
总之, 330 g/L对PTS对大鼠肝肿瘤的灭活作

用优于无水乙醇和500 mL/L乙酸. 采用他作为

一种新的化学消融剂进行局部消融治疗肝肿瘤, 
将具有良好的临床应用前景, 值得进一步深入

研究.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
methylation status of DLC-1 gene and metastasis 
of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Seventy-three surgical specimens 
of human HCC were divided into high- and 
low-invasion groups according to their clinico-
pathological features. The methylation status 
of DLC-1 gene was detected in both groups by 
methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP).

RESULTS: The methylation level of DLC-1 
gene in HCC specimens with high invasion was 
significantly higher than that in specimens with 
low invasion (χ2 = 4.3567, P < 0. 05). The double-
positive rate of alpha-fetoprotein (AFP) and 

hepatitis B virus (HBV) was significantly differ-
ent between methylation-positive and -negative 
specimens (χ2 = 4.4224, P < 0.05). The methyla-
tion status of DLC-1 gene was also related to 
TNM stages (χ2 = 10.8478, P < 0.05). After short-
term following-up, the median survival time 
was significantly different between HCC pa-
tients with positive- and negative methylation of 
DLC-1 gene (9.45 mo vs 36 mo, P < 0.05). 

CONCLUSION: The aberrant methylation of 
DLC-1 gene may not only offer an effective 
method for the early auxiliary diagnosis of inva-
sion and metastasis, but also serve as an new 
target for HCC therapies.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Metastasis; 
Methylation; DLC-1; Methylation-specific polymer-
ase chain reaction

Liu JB,  Zhang SQ, Shi MX, Shao BF,  Zhang YX. 
Relationship between methylation status of DLC-1 gene 
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摘要
目的: 研究DLC-1基因甲基化检测与肝细胞癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)复发转移的关系.

方法: 73例HCC标本依据临床以及病理学特
征被分为高侵袭组和低侵袭组; 采用甲基化
特异性PCR对不同侵袭组HCC之间DLC-1基
因甲基化表达进行分析. 

结果: DLC-1甲基化表达率高侵袭组明显高于
低侵袭组, 二者之间有明显差异(χ2 = 4.3567, 
P <0.05). DLC-1甲基化阳性与阴性患者之间
AFP、HBV双阳性率有明显差异(χ2 = 4.4224, 
P <0.05); TNM分期越后DLC-1甲基化程度越
高(χ2 = 10.8478, P <0.05); 短期随访发现DLC-1
甲基化的HCC患者中位生存期低于非甲基化
患者(9.45 mo vs  36 mo, P <0.05). 

结论: DLC-1基因甲基化可作为HCC复发转
移监测指标, 并可作为靶向治疗HCC复发转
移的新靶点. 
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■背景资料
目前随着治疗手
段的提高, 肝癌患
者的生存期明显
延长, 肝癌的转移
复发, 对于肝癌患
者和医务工作者
是个迫切需要解
决的问题.  

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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0  引言

肝癌是严重危害人类生命健康的重大疾病, 肝
癌手术切除后, 生存率约40%左右, 但仍然有

50%左右的患者手术后出现转移复发. DLC-1
基因定位于人类染色体8p21.3-22[1]. 研究发现

DLC-1基因在肝癌、乳腺癌、结直肠癌中常低

表达或表达缺失[2]. 而DNA启动子甲基化的改变

通常是作为肿瘤抑制基因未被激活的机制[3-4]. 
研究显示甲基化是在肝癌, 乳腺癌, 肠癌和前列

腺癌中DLC-1表达低下的原因[5]. DLC-1基因甲

基化在HCC复发转移的作用未见有报道. 通过

甲基化特异性PCR技术检测分析DLC-1基因甲

基化在不同转移潜能临床手术标本中的表达, 
为进一步研究DLC-1基因甲基化在肝细胞癌复

发转移中的作用奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-03/2006-10南通大学附属肿

瘤医院73例肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
H C C及癌旁正常组织(其中12例含癌栓)手术

切除标本 ,  标本均经过病理证实 .  标本离体

10 min内取材, 液氮速冻5 min后放置-80℃保

存 .  H C C依据临床以及病理学特征被分为高

侵袭组和低侵袭组, 肿瘤病灶局限、肉眼以及

镜下均无肝内播散和门静脉浸润为低侵袭组, 
共32例; 肿瘤组织伴有多发性肝内播散和(或)
门静脉主干癌栓者为高侵袭组, 共41例. 德国

Biometra温度梯度PCR扩增仪; ECPS3000/150
电泳仪; 美国Beckman AllegraTM RA 64R高速

低温离心机; 美国BIO-RAD公司凝胶图像分析

仪. 参考Wong et al [7]根据GenBank的DLC-1甲
基化引物由上海生工公司设计合成, DLC-1甲
基化引物为(从-31到+147 bp): 5'-TTTAAAGAT 
C G A A A C G A G G G A G C G-3 ' ( f o r w a r d )和
5'-CCCAACGAAAAAACCCGACTAACG-
3'(reverse). 非甲基化引物为(从-28到+144 bp): 
5'-TTTTTTAAAGATTGAAATGAGGGAGTG-
3'(forward)和5'-AAACCCAACAAAAAAACCCA
ACTA ACA-3'(reverse).
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1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: DNA提取试剂盒采用上海闪晶

生物公司临床标本基因组DNA抽提试剂盒. 严
格按照操作说明, 具体如下: (1)用手术剪将标

本剪成小块, 用液氮将50 mg左右样品碾碎转

移, 加入200 mL LB, 电动匀浆, 然后将样品转移

到1.5 mL离心管中, 彻底混匀室温10 min. (2)加
入200 mL氯仿, 剧烈振动20 s, 然后15 000 r/min
离心5 min, 取上清液转入吸附柱, 9000 r/min离
心1 min, 弃滤液. (3)在吸附柱内加500 mL清洗

液, 9000 r/min离心1 min, 弃滤液. (4)再15 000 
r/min离心2 min, 以彻底去除残余. (5)将吸附柱

重新放在一新离心管中, 加入50 mL洗脱液EB. 
(6)10 000 r/min离心1 min, 收集到管内的溶液即

为核酸溶液, 紫外分光光度计测定DNA含量, 吸
光度A 260 /A 280≥1.8, 4℃保存备用.
1.2.2 DNA甲基化处理: DNA甲基化处理采用美

国Zymo Research公司的EZ DNA Methylation-
Gold KitTM试剂盒. 严格按照操作说明, 实验前

混匀CT保存试剂, 即加900 mL水M-Dissolving缓
冲液和300 mL M-Dilution缓冲液到一个试管. 加
130 mL CT保存试剂和20 mL DNA样品混合. 按
照以下温度程序步骤操作, 98℃ 10 min, 64℃ 2.5 
h, 最后放置4℃备用. 加660 mL M-Binding缓冲

液到Zymo-spin IC吸附柱中, 再加样品盖紧盖子, 
颠倒混合几分钟. 全速10 000 r/min离心1 min, 倒
掉离心液. 加20 mL M-Desulphonation缓冲液到

吸附柱中, 放置15-20 min. 全速10 000 r/min离心

1 min. 加200 mL M-Wash缓冲液到吸附柱中, 重
复这种步骤多次. 加10 mL M-Elution缓冲液直

接到吸附柱基质, 放置到1.5 mL试管全速10 000 
r/min离心2 min, 直至分离出所需处理DNA.
1.2.3 MSP反应: 甲基化PCR反应体系为10×
PCR缓冲液2.5 mL, 2.0 mmol/L 4×dNTP混合

物0.5 mL, 引物3 mL, TaKaRaTM热启动Taq酶0.5 
mL, 25 mmol/L MgCl2 2 mL, 模板3 mL, 总体积25 
mL, 甲基化扩增体系为预变性95℃ 12 min, 随后

94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环, 最后

延伸72℃ 10 min, 非甲基化扩增体系除了退火

温度提高到58℃外其他均相同. 扩增产物1%琼

脂糖凝胶电泳, 紫外光照显带.
对进行MSP反应的全部HCC患者进行随访, 

生存期计算从治疗开始日起到死亡或2006-03末
次随访结束. 

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件分析, 
卡方检验, P <0.05有统计学意义.
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■研发前沿
DLC-1基因是一
个与肝癌发生, 转
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密切的肿瘤抑制
基 因 .  目 前 有 关
DNA甲基化与肿
瘤之间的关系已
成为近年来肿瘤
学研究的热点.
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一 ,  大 范 围 硬 癌
和血液恶性病变
DLC-1甲基化的
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义的.
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2  结果

2.1 不同侵袭组DLC-1甲基化表达 73例HCC临
床标本中, 41例高侵袭组中12例DLC-1甲基化

表达阳性, 阳性率为29.3%, 32例低侵袭组中3例
DLC-1甲基化表达阳性, 阳性率为9.375%; 二者

之间有明显的差异(χ2 = 4.3567, P <0.05, 图1). 
2.2 DLC-1甲基化阳性与AFP(+), HBV(+)的关

系 73例HCC患者中, 17例DLC-1甲基化阳性占

23.3%; 癌旁正常组织组均无1例甲基化阳性. 17
例DLC-1甲基化阳性患者中AFP, HBV双阳性者

为16例占94.11%; 56例DLC-1甲基化阴性患者中

AFP, HBV双阳性者为42例占73.0%; 二者之间有

明显的差异(χ2 = 4.4224, P <0.05).
2.3 DLC-1甲基化与HCC TNM分期 73例HCC患
者中, Ⅰ期14例, 甲基化阳性1例(7.14%); Ⅱ期

18例, 甲基化阳性2例(11.1%); Ⅲ期20例, 甲基

化阳性5例(20.0%); Ⅳ期21例, 甲基化阳性7例
(33.3%). 因Ⅰ期, Ⅱ期甲基化阳性太少需要合并

统计处理, 合并后三者之间有明显的差异(χ2 = 
10.8478, P <0.05). 

17例甲基化阳性的HCC患者中, 12例复发

或转移, 占70.6%; 56例非甲基化阳性者中, 21例
复发或转移, 占37.5%, 二者之间有明显的差异

(χ2 = 5.7641, P <0.05). HCC患者生存期1-20(中
位生存期11.52) mo, 其中甲基化患者中位生存

期9.45 mo, 非甲基化患者中位生存期14.36 mo, 
DLC-1甲基化的HCC患者中位生存期低于非甲

基化患者(P <0.05).

3  讨论

DLC-1全称为肝癌缺失基因1, 是一种肿瘤抑制

基因; 位于人类染色体8p21.3-22位置, 在人类许

多肿瘤中发现在这个位置上是缺失的. DLC-1 
cDNA全长为7.5 kb编码1083个氨基酸的分子

量122 kDa的一种蛋白, 与大鼠p122 RhoGAP
基因有86%的同源, 后者是GTP酶的激动蛋白, 
通过刺激GTP酶的活性调控Rho蛋白[7]. Durkin  
et al [12]研究认为DLC-1与小鼠p122同源, 与调控

细胞增殖和黏附的信号传导通路关系密切. Ng 
et al [6]在 DLC-1缺失的肝癌细胞系中转染DLC-1 
cDNA后发现其明显的抑制了肿瘤细胞的生长

并且降低了克隆信息. DLC-1在原发性HCC中

发挥抑制癌细胞增殖的功能. Wong et al [7]研究

显示Rho GTP酶信号传导通路在HCC的侵袭转

移中有重要作用. 现已发现DLC-1基因表达产

物为RhoA和Cdc42特异性的GTP酶激活蛋白, 

与调控细胞增殖和黏附的信号传导通路关系

密切, 主要通过下调Rho的活性而抑制肿瘤. 研
究发现DLC-1基因在肝癌、乳腺癌、结直肠癌

中常低表达或表达缺失. 而DNA启动子甲基化

的改变通常是作为肿瘤抑制基因未被激活的

机制. Esteller et al [13]在多种类型的肿瘤中发现

了其基因的过甲基化. Kim et al [14]运用Northern
和Southern blot研究发现在9例人类消化系肿

瘤细胞系中有7例没有表达DLC-1 mRNA而不

是DLC-1基因. 为此该学者使用甲基化特异性

PCR(MSP)和Southern blot研究DLC-1的甲基化, 
发现在7例中有5例没有表达DLC-1 mRNA的消

化系肿瘤细胞系中DLC-1 CpG岛发生了甲基

化. 研究发现甲基化是在肝癌, 乳腺癌, 肠癌, 和
前列腺癌中DLC-1表达低下的原因. Good ison  
e t a l [8]研究发现DLC作为转移抑制基因, 通过

GTP酶活性抑制肿瘤的转移. Ueki et al [15]研究发

现在细胞系中抑癌基因DNA发生甲基化的, 其
来源的原代细胞中也同样发生了甲基化. Yuan  
et al [5]认为DNA甲基化改变是癌变早期发现, 早
期预测和癌症风险预后的最可能的指标之一, 
大范围硬癌和血液恶性病变DLC-1甲基化的检

测是有警示意义的. 结合众多学者的研究, 我们

推测DLC-1基因甲基化在肝细胞癌侵袭转移中

发挥着重要的作用. 目前有关DNA甲基化与肿

瘤之间的关系已成为近年来肿瘤学研究的热点. 
启动子区CPG岛甲基化可影响基因表达, 对于肿

瘤细胞, 甲基化异常可通过多种途径影响基因

转录与表达, 导致细胞分化与增殖异常. CpG位

点甲基化异常可作为恶变的生物学指标, MPCR为
肿瘤研究提供了一种快速、简便、灵敏的方法. 

影响肝癌侵袭转移的因素有很多, 目前仍

未有较为客观的标准. 本研究采用宋丽洁 et al [9]

采取的比较公认的影响肝癌侵袭转移的主要因

素门静脉癌栓的有无(或)肝内有无播散结节作

为划分标准, 将临床标本划分为高低侵袭组. 本
研究发现肝癌组织甲基化的DLC-1大约为180 
bp, 且DLC-1甲基化表达率高侵袭组明显高于

低侵袭组, 二者之间有明显的差异(P <0.05). 此

图 1 在肝癌组织甲基化的DLC-1基因.

180 bp

■应用要点
检 测 肝 癌 患 者
DLC-1基因甲基
化可以预测可能
的 转 移 、 复 发 . 
技术成熟推广容
易, 不需要特殊仪
器, 只要开展临床
PCR工作的医院
均可以使用.
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结果提示DLC-1甲基化可能是肝癌侵袭转移的

机制之一. 采用陈龙邦 et al [10]研究方法研究与

AFP(+), HBV(+)的关系分析发现: DLC-1甲基

化阳性与DLC-1甲基化阴性患者二者之间有明

显的差异(P <0.05); 说明DLC-1甲基化与AFP(+), 
HBV(+)有关. 研究DLC-1甲基化与HCC TNM
分期的关系发现分期越后DLC-1甲基化程度越

高. 由于随访时间短只能简单说明DLC-1甲基

化的HCC 患者中位生存期低于非甲基化患者

(P <0.05). 但长期随访是否支持此结论有待长期

观察. 
早期发现, 早期预测可能出现的转移复发, 并

且给予及时的预防与治疗, 对于肝癌患者至关重

要. 通过以上研究本文作者认为DLC-1基因甲基

化检可作为肝细胞癌复发转移监测指标, 并可作

为靶向治疗肝细胞癌复发转移的新的靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the indications, method 
and prognosis of emergency liver resection for 
spontaneous rupture of primary hepatocellular 
carcinoma. 

METHODS: A retrospective clinical analysis 
was performed for 58 patients who underwent 
emergency liver resection due to spontaneous 
rupture of primary hepatocellular carcinoma. 

RESULTS: Spontaneous rupture of primary 
hepatocellular carcinoma was found in 49 men 
and 9 women with a mean age of 56.5 years. 
Preoperative CT scan was performed for all 
the patients. The postoperative mortality rate 
and complication rate were 3.4% and 24.1%, 
respectively. All the patients received com-
prehensive treatment, and the estimated 1-, 3-, 
and 5-year survival rates were 84%, 52% and 
46%, respectively.   

CONCLUSION: CT scan is essential to estimate 
the resectability for patients with spontaneous 

rupture of primary hepatocellular carcinoma. A 
favorable prognosis may be achieved by emer-
gency liver resection.
 
Key Words: Liver neoplasm; Emergency liver resec-
tion; Prognosis; Spontaneous rupture

Zhou XY, Shao CH, Hu XG, Zhang XH. Emergency 
liver resection for spontaneous rupture of primary 
hepatocellular carcinoma: an analysis of 58 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 1241-1243

摘要
目的: 探讨急诊肝切除术治疗肝癌自发性破
裂的适应证、方法和疗效.  

方法: 回顾性分析58例肝癌自发性破裂行急
诊肝切除术的临床资料. 

结果: 入组患者58例, 男49例, 女9例, 平均
年龄56.5岁, 术前均行CT检查, 手术死亡率
3.4%(2/58), 术后并发症发生率24.1%(14/58).  
术后均行TAE等综合治疗, 1、3、5年生存率
分别为84%、52%和46%.   

结论: 术前影像学评估是判断能否行急诊肝
切除术的重要依据, 完善的围手术期处理可以
降低手术死亡率和并发症发生率, 急诊肝切除
术治疗肝癌自发性破裂可能获得良好预后.

关键词: 肝脏肿瘤; 肝切除术; 预后; 自发性破裂
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0  引言

肝癌自发性破裂出血是其严重并发症之一, 病
情凶险, 常因出血性休克和继发性肝功能衰竭

导致患者死亡, 死亡率高达40%以上, 预后极

差. 肝癌破裂出血的治疗有多种选择, 如输血、

止血、急诊肝动脉介入栓塞等非手术方法, 也
可选择急诊剖腹探查、肝动脉结扎、急诊肝切

除、或延期肝切除等手术治疗. 由于肝癌自发

性破裂发病突然, 患者全身状况较差, 肝功能状

www.wjgnet.com
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况不明, 既往多倾向于选择非手术治疗. 我院普

外科肝胆专业组1998-01/2006-12共收治肝癌自

发性破裂119例, 其中58例行急诊一期肝部分切

除术, 占48.7%. 回顾性分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 入组患者为58例急诊一期肝部分切除

患者, 男49例, 女9例, 年龄42-64(平均56.5)岁. 46
例有乙型肝炎病史或乙型肝炎抗体阳性史, 均
无严重腹部外伤史. 主要临床症状: 突发上腹部

胀痛不适52例, 占89.6%, 腹胀、心慌26例, 突发

意识不清11例. 体格检查: 有休克表现16例、收

缩压低于90 mmHg, 腹部压痛48例, 肌紧张34例, 
移动性浊音阳性29例. 
1.2 方法 所有患者均行床边B超检查, 均提示有

一侧肝脏占位性病变和腹腔积液, 腹腔穿刺抽

出不凝血. 所有患者通过积极输血、输液处理, 
改善血液循环后, 行急诊肝脏增强CT扫描. 
1.2.1 术前评估和处理: 该组病例发病前均无严

重黄疸、大量腹水和肝昏迷发作病史. 肝功能

Child A级46例, B级12例. 鉴于肝癌自发性破裂

出血的患者常常合并肝硬化、凝血功能差, 拟
急诊手术前, 常规与血库联系血小板、冷沉淀

等备术中、术后使用. 术前输血、血浆维持循

环稳定, 避免低血压状态下手术. 
1.2.2 手术过程: 均采用右侧肋缘下斜切口, 快速

进腹后初步探查明确出血部位, 暂用大纱垫压

迫填塞止血. 吸净积血后常规放置肝门阻断带, 
游离肝周韧带, 充分显露病灶, 距肿瘤2 cm处采

用指捏或吸引器吸刮法离断肝实质, 结扎肝内

管道, 切除肿瘤后肝断面缝扎止血, 尽可能对拢

缝合肝断面. 术中处理的关键是维持血压平稳, 
麻醉时和腹腔打开后多数患者会出现血压下降, 
宜加快补液速度, 适当应用缩血管药物, 术中尽

可能维持血压平稳, 以保护重要脏器尤其是肾

脏灌注. 

2  结果

肿瘤位于左肝27例, 行左外叶切除12例, 不规

则左肝部分切除15例 ;  位于右肝31例 ,  行不

规则右肝部分切除27例, 有4例直径在10 c m
以上的巨块型肝癌行右半肝切除术 .  平均

手术时间105(60-165) m i n, 术中出血量平均

1250(650-2800) mL, 术中平均输血1200 mL. 关
腹前常规应用蒸馏水和1g5-FU灌洗腹腔. 肿瘤

直径3-14(平均6.4) cm, 其中10 cm以上者有4例,  
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肝细胞癌52例, 胆管细胞癌4例, 混合性癌2例. 
全组无术中死亡, 术后30 d内死亡2例: 1例行右

半肝切除患者术后24 d死于肝昏迷, 另1例右半

肝切除术后18 d死于严重全身感染. 余56例均获

随访, 并发症发生14例次: 右侧胸腔积液6例, 肺
部感染5例, 腹腔感染2例, 肝昏迷1例. 术后生存

9-106 mo. K-M法计算1、3、5年生存率分别为

84%、52%和46%.

3  讨论

原发性肝癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤, 
而肝癌破裂出血是原发性肝癌最严重的并发症, 
其发生率约为10%左右. 肝癌破裂出血发生突

然, 处理不及时, 死亡率可高达100%, 故原发性

肝癌破裂出血的治疗仍是目前肝外科中较为棘

手的难题. 
急诊肝切除治疗肝癌自发性破裂一直存有

争议. 但是, 肝癌自发性破裂出血不仅可因严重

的出血性休克导致患者死亡, 而且即使通过保

守止血方法暂时止血, 低血压、低灌注所导致

继发性肝功能衰竭和再次破裂出血仍然是导致

患者死亡的重要原因. 由于肝癌破裂出血多见

于结节型和块状型肝癌, 弥漫型肝癌少见. 在现

代肝外科技术进步和围手术期处理更为完善的

条件下, 肿瘤病灶的切除是最好的止血和改善

预后的措施. 有较多学者倾向于选择急诊肝切

除术[1]. Yeh et al [2]认为, 肝切除是控制出血和治

疗原发病最有效的方法, 在有效彻底止血的同

时, 可以切除原发病灶, 部分患者还可以达到根

治的目的, 可获得较好的远期效果. 有报道一期

肝切除1, 3, 5年生存率分别为88%, 54%, 51%, 
急诊行根治切除与择期手术疗效相当[3-4]. 我院

同期收治的肝癌自发性破裂119例, 48.7%经过

严格评估和积极准备后急诊探查、病灶获得一

期切除, 预后良好. 
尽管急诊肝切除术可以获得满意的预后, 

但是, 并非所有的肝癌自发性破裂出血均适合

急诊手术, 严格掌握手术适应证是提高切除率

和降低手术死亡率和并发症发生率的关键. 我
们认为, 急诊肝切除术的病例选择有以下几方

面: (1)患者评估: 破裂前患者一般状况良好, 没
有黄疸、腹水、消瘦等晚期表现 ;  肝功能在

Child B级以上; 急诊室内给予快速输血、输液

后低血压能很快纠正、循环状况稳定、尿量能

够维持在40 mL/h以上. (2)影像学评估: B超因简

单易行, 可以作为初步的筛选方法, 只有限于一

www.wjgnet.com
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侧肝脏的病变才考虑急诊手术治疗. B超也可作

为床边动态评估腹腔出血量的方法、监控出血

速度的方法. 肝脏增强CT扫描能对肝癌自发性

破裂作出准确的诊断, 还可以评价肝脏的整体

状况, 包括肿瘤的位置、单发或多发、肝脏体

积、肿瘤与门静脉、肝静脉、下腔静脉等重要

血管的关系以及门静脉系统、胆管系统内有无

癌栓等, 为治疗的选择提供较为全面的信息. 我
们认为, 肝癌自发性破裂患者只要循环状况稳

定, 就应该尽快行肝脏增强CT扫描, 以明确肿瘤

的位置和做出可切除性判断. (3)技术条件评估: 
急诊肝切除术不同于常规肝切除术, 要求尽可

能减少手术时间, 相对固定的肝胆外科手术组

人员、熟练的配合是减少手术时间、减少术中

出血量的重要保证; 其次要准备足够的血源, 保
证术中及时、足量输血、保持血压平稳是减少

术后并发症的关键. 
对于有严重黄疸、大量腹水等肝功能差、

Child C级的患者、或两侧肝脏均有病变、或肿

块巨大、侵犯大血管手术切除困难者, 或出血

量大、休克纠正困难者, 该类患者死亡率高, 均
不宜选择急诊肝切除术, 而应该先行肝动脉栓

塞等非手术治疗方法止血后, 再考虑能否有延

期手术机会. 
急诊手术与择期手术不同, 不宜行大范围

肝切除术, 如右半肝切除. 本组早期有4例右肝

巨块型肝癌行急诊右半肝切除, 术后死亡2例, 
死亡率达50%, 死亡原因为肝衰和感染. 我们在

后期遇到过6例类似病例均选择先行肝动脉栓

塞止血, 再择期手术, 仅1例死亡, 手术安全性明

显提高. 急诊肝切除术病例术后均有不同程度

的黄疸、腹水和低蛋白血症. 积极保肝治疗、

纠正低蛋白血症等是减少并发症发生率的重要

保证. 除术中应用蒸馏水灌洗腹腔以延迟肿瘤

的复发外, 本组56例患者术后1 mo后均行多次接

受肝动脉插管栓塞化疗、口服化疗药物等, 部
分病例获得了长期生存[6]. 
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Abstract
AIM: To discuss the clinical features, diagnostic 
method and surgical treatment of hepatobiliary 
cystadenoma and cystadenocarcinoma.

METHODS: The clinical data of patients with 
hepatobiliary cystadenoma (n = 3) or hepatobili-
ary cystadenocarcinoma (n = 4) admitted to our 
hospital from February 2003 to February 2007 
were analyzed.

RESULTS: All the 3 patients with hepatobili-
ary cystadenoma were female. Abdominal pain 
and distention were common symptoms. Two 
of them had an elevated of CA19-9 level, but 
not AFP level. CT scan showed cyst occupying 
lesions with separations and calcifications in all 
the 3 patients. Mean maximal diameter of the 
cysts was 17 cm. All of themunderwent hepa-
tectomy and no recurrence was found after fol-
lowing up for 26 mo. Hepatobiliary cystadeno-

carcinoma was found in 1 male and 3 females. 
Two of the 4 cases had an elevated CA19-9 lev-
el. CT scan showed cyst occupying lesions with 
separations as well as cyst wall fibrosis. The 
mean maximal diameter of the cysts was 13 cm. 
Three of them underwent hepatectomy without 
recurrence or metastasis after following up for 
12 mo.

CONCLUSION: Tumor markers and imaging 
findings may help to make early diagnosis and 
differential diagnosis of hepatobiliary cystade-
noma and cystadenocarcinoma. Complete resec-
tion is a better choice so far.

Key Words: Hepatic bile duct neoplasm; Cystad-
enoma; Cystadenocarcinoma; Tumor markers

Li X, Zhang JL, Song SW, Wang FS, Shi R, Liu YF. 
Diagnosis and treatment of hepatobiliary cystadenoma 
and cystadenocarcinoma: an analysis of 7 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 1244-1247

摘要
目的: 探讨肝胆管囊腺瘤和囊腺癌临床特
征、诊断方法及外科治疗.  

方法: 回顾性分析2003-02/2007-02中国医科
大学附属第一临床医院收治的肝胆管囊腺瘤
患者3例及肝胆管囊腺癌4例的临床资料. 

结果: 肝胆管囊腺瘤3例均为女性, 右上腹部
隐痛不适, 剑突下疼痛和腹胀. 肿瘤标志物
CA19-9升高(2/3), AFP无升高, 肝脏囊性占位
性病变, 伴有分隔以及钙化影, 平均最大直径
17 cm. 术后随访26 mo, 未见复发. 肝胆管囊腺
癌4例, 男性1例, 女性3例, 右上腹部隐痛和腹
胀. 肿瘤标志物CA19-9升高(2/4), AFP无升高, 
肝脏的囊性占位性病变伴有不规则分隔外, 囊
壁结节以及乳头状突起, 平均最大直径13 cm. 
其中3例行根治性切除术, 已随访12 mo, 无复
发或转移.

结论: 肝胆管囊腺瘤和囊腺癌早期诊断困难, 
肿瘤标志物及影像学检查有助于其诊断和鉴
别, 手术切除为最有效的治疗手段.  

®

■背景资料
肝胆管囊腺瘤和
囊腺癌临床较为
罕见, 占肝脏囊性
病 变 的 5 % 左 右 . 
因其临床表现缺
乏特异性, 难以做
出早期诊断及进
行恰当的治疗. 

■同行评议者
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0  引言

肝胆管囊腺瘤(hepatobiliary cystadenoma)和囊

腺癌(cystadenocarcinoma)临床较为罕见, 占肝脏

囊性病变的5%左右[1]. 因其临床表现缺乏特异

性, 难以做出早期诊断及进行恰当的治疗. 我院

2003-02/2007-02诊治肝胆管囊腺瘤3例和肝胆管

囊腺癌4例. 结合国内外文献分析其临床特征、

诊治经验及预后如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝胆管囊腺瘤3例, 均为女性, 年龄

19-56(平均年龄41.3)岁; 肝胆管囊腺癌4例, 男1
例, 女3例, 年龄36-66(平均年龄51.3)岁. 7例患者

均因上腹部或右上腹部不适而就诊. 肝胆管囊

腺瘤3例中, 出现上腹部剑突下隐痛1例, 右上腹

部不适2例, 腹胀1例, 腹水1例, 右上腹部包块2
例, 剑突下包块1例; 肝胆管囊腺癌4例中, 出现右

上腹部隐痛2例, 腹胀2例, 腹水1例, 上腹部包块

1例. 从出现临床症状到就诊的平均时间为10.5 
mo. 体检时3例肝胆管囊腺瘤中均发现右上腹部

膨隆, 并于肋缘下触及包块, 其中1例移动性浊音

为阳性. 
所有病例均行肿瘤标志物检查, 在肝胆管

囊腺瘤3例中, CA19-9升高2例, 平均值为713.2 
kU/L(参考值为0-33 kU/L), CA125升高2例, 平均

值为42.5 kU/L(参考值1.9-35 kU/L); 4例肝胆管

囊腺癌中, CA19-9升高2例, 平均值1123.6 kU/L, 
CA125升高1例(60.4 kU/L), CEA升高1例(34.8 
μg/L, 参考值0-6.2 μg/L). 7例患者AFP均正常(平
均值2.56 μg/L, 参考值0-5 μg/L). 除1例肝胆管囊

腺瘤病例血清总胆红素轻度升高为23 μmol/L, 
其余6例患者的肝功能指标均在正常范围. 7例
病例的乙肝标志物指标均为阴性. 

肝胆管囊腺瘤3例均为无回声, 腔内不均匀

并可见分隔, 1例见密集点状回声, 1例肝右叶受

压向上移位. 1例囊腔周边见条片状高回声; 肝胆

管囊腺癌4例均为无回声, 腔内不均匀并可见分

隔, 1例在囊壁可见乳头样强回声, 1例见密集点

状回声, 1例囊腔周边见纤维条索回声. CT检查

肝胆管囊腺瘤3例均为囊性低密度影, 均为多房

性, 内见分隔, 囊壁及分隔可见强化, 2例在囊壁

见钙化影, 2例腹腔内周围组织器官受压移位, 1
例在肝脏周围的肠间见“水样”低密度区; 肝胆

管囊腺癌4例亦均为囊性低密度影, 其中2例均为

多房性, 内见分隔, 增强后囊腔部分无强化, 而囊

壁及分隔可见强化, 另有2例为单房性, 增强后囊

壁可见强化, 有1例可见囊壁结节, 增强后壁结节

强化, 1例局部囊壁可见钙化, 1例肿瘤压迫周围

胆管, 其远端胆道扩张, 1例腹腔内大量积液. 肝
胆管囊腺瘤2例术前曾在外院诊断为肝囊肿, 1例
诊断为腹腔巨大肿瘤; 肝胆管囊腺癌1例曾在外

院诊断为肝囊肿, 2例术前诊断为肝脏囊性占位

性病变. 在我院3例肝胆管囊腺癌术前得到正确

诊断.
1.2 方法 回顾性分析2003-02/2007-02在我院就

诊的3例肝胆管囊腺瘤和4例肝胆管囊腺癌, 均
经手术治疗以及病理确定. 系统回顾临床资料, 
包括一般情况、症状体征、实验室和影像学检

查、术前诊治情况、手术方式, 并复习病理切

片. 对所有病例进行随访.

2  结果

2.1 手术所见 肝胆管囊腺瘤3例均行手术切除, 
其中1例为二次手术, 术式选择不规则肝段或肝

叶切除(表1), 术中见囊腺瘤中最大径为12-20(平
均为17) cm, 内有多个分隔, 形成多个囊腔, 可见

扩张胆管, 囊液浑浊, 颜色从淡黄色至灰褐色不

等, 局部钙化1例; 肝胆管囊腺癌中3例行不规则

肝段或肝叶切除, 且肝切缘距离肿瘤组织边缘

距离大于1-2 cm, 术中见囊腺癌(图1)最大径为

4-25(平均为13) cm, 3例多房性, 1例为单房性, 1
例囊液为黄白色浑浊液, 内混有豆渣样固体物, 
2例内壁附有乳头样物.
2.2 临床病理 肝胆管囊腺瘤中3例均为黏液性囊

腺瘤, 内衬单层柱状或立方上皮, 细胞核为圆形

或椭圆形, 胞质均匀, 无异型性, 2例在上皮下见

卵巢样间质(ovarian-like stroma), 为致密的索形

细胞束; 肝胆管囊腺癌癌细胞排列不规则, 1例
排列成乳头状, 3例腺样排列. 肝胆管囊腺瘤, 平
均随访时间26 mo, 无复发迹象; 肝胆管囊腺癌, 
平均随访时间12 mo, 均无复发及转移迹象. 3例
根治性切除的病例, 术后效果良好, 无复发及转

移的迹象. 1例姑息性切除的患者出院随访6 mo, 
目前仍带瘤存活.

3  讨论

肝胆管囊腺瘤和囊腺癌被认为是一类较为少见

的肝脏肿瘤, 迄今国外有文献报道的肝胆管囊

■相关报道
肝胆管囊腺瘤和
囊腺癌被认为是
一类较为少见的
肝脏肿瘤, 迄今国
外有文献报道的
肝胆管囊腺瘤有
200例左右, 肝胆
管囊腺癌的报道
仅有百余例. 国内
尚缺乏大宗病例
报道.
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腺瘤有200例左右[2], 肝胆管囊腺癌的报道仅有

百余例[3]. 国内尚缺乏大宗病例报道. 肝胆管囊

腺瘤的好发年龄段在40-50岁, 但亦可发生于年

轻人, 本组19岁1例; 80%-85%发生在女性, 罕见

于男性, 本组3病例均为女性. 囊腺癌的高发年

龄段在50-60岁, 性别比例的报道差别较大[4], 本
组男女比为1∶3. 肝胆管囊腺瘤组织来源尚不

清, 多数认为来源于胚胎期发育异常所形成的

肝内迷走性胆管, 也有人认为是来源于异位卵

巢或胚胎前肠残余[5]. 大体所见病变为囊性或

囊实相间, 有包膜, 本组均为单发性, 有报道部

分病例可为多发性[6]. 囊液形状可为透亮或黏

液状, 颜色从淡黄色直至灰棕色. 囊腔内面光

滑, 偶可见索条状或息肉状物突入囊腔[7]. 在光

镜下, 典型的囊壁可分为3层: (1)内衬上皮为单

层柱状或立方上皮, (2)上皮下为类似于卵巢样

间质的致密梭形细胞束, (3)由胶原组织构成的

外膜. Wheeler et al [7]最先描述了上述特征, 并称

这种肝胆管囊腺瘤为含有间充质基质的囊腺瘤

(cystadenoma with mesenchymal stroma, CMS). 
CMS占肝胆管囊腺瘤的85%左右, 全部见于女

性. 而非CMS特点是缺乏上皮下缺乏卵巢样间

质, 见于男性及女性. 肝胆管囊腺癌是一种起源

于肝内胆管上皮的囊性恶性肿瘤, 大多数来自

于肝胆管囊腺瘤的恶变, 亦可来自于肝囊肿及

胆管扩张. 大体所见为囊性肿物, 可为多房或单

房性, 腔内多为黏液, 也可混有豆渣样物以及血

性液. 可分为非侵袭型和侵袭型. 非侵袭型的肿

瘤生长局限在囊腔内, 而本组1例为侵袭型, 即
已突破囊壁向周围肝组织及邻近组织(本例为膈

肌)侵犯. 光镜下肿瘤细胞排列不规则, 可成乳头

状或腺管状结构, 并可见间质浸润. 
肝胆管囊腺瘤早期缺乏特异性临床症状. 当

瘤体逐渐增大而压迫正常肝脏组织及周围器官

时, 即可表现出上腹部或右上腹部包块, 并且多

伴有腹胀和上腹部或右上腹部隐痛不适. 此时

查体多可发现右上腹部膨隆并触及上腹部或右

上腹部包块. 本组2例是以腹部包块为主诉就诊, 
全部3例在查体时均可触及包块. 本组1例出现

顽固性腹水, 其特点是肝功能无异常却无法控

制, 其原因为肝胆管囊腺瘤部分破裂, 致囊液流

入腹腔. 另外, 囊腺瘤压迫肝内外胆道也可出现

黄疸[8-10]. 肝胆管囊腺癌在临床表现上很难与肝

胆管囊腺瘤相鉴别. 部分病例因肿瘤短期内迅

速生长, 而出现上腹部或右上腹部疼痛. 实验室

检查血清肿瘤标志物对其诊断意义目前仍在研

究中, 文献报道部分病例CA19-9水平升高, 但并

不能鉴别肝胆管囊腺瘤与囊腺癌[11], 而AFP通常

在正常水平, 这一点可与肝细胞癌相鉴别. 本组

肝胆管囊腺瘤CA19-9升高占2/3, 而肝胆管囊腺

癌占2/4. 表明肿瘤标志物CA19-9对肝胆管囊腺

瘤和囊腺癌的诊断有一定的帮助, 但对鉴别肿

瘤的良恶性质意义可能不大[12-13]. 本组7例AFP
均在正常参考值范围. 除少数病例因瘤体压迫

肝内外胆道可致血清胆红素升高外, 大多数病

例的肝功能指标均正常. 
影像学检查对肝胆管囊腺瘤和囊腺癌诊断

有着重要意义. 超声检查多提示为肝内无回声

表 1 肝胆管囊腺瘤和囊腺癌的手术术式

     
病例 性别 年龄          诊断    位置                大小 (cm)  术式

1  女 56岁 肝胆管囊腺瘤 肝左叶          12×8×10   肝Ⅲ, Ⅳ段不规则切除术

2  女 19岁 肝胆管囊腺瘤 肝右叶          19×13×14   肝Ⅴ, Ⅵ段不规则切除术

3  女 49岁 肝胆管囊腺瘤 肝左叶          20×18×15   左半肝切除术

4  男 44岁 肝胆管囊腺癌 肝左叶            8×7×6   左半肝切除术

5  女 36岁 肝胆管囊腺癌 肝右叶          15×12×10   姑息性肝部分切除术

6  女 59岁 肝胆管囊腺癌 肝左叶            4×3×3   左外叶切除术

7  女 66岁 肝胆管囊腺癌 肝左叶          25×20×15   左外叶切除术

图 1 肝胆管囊腺瘤大体所见(例7). 肿瘤有包膜, 囊液3000 

mL为黄白色浑浊液体, 剖开肿瘤, 见多个分隔, 内壁有扩张

胆管, 沿胆管剖开, 内有黄褐色陈旧胆汁样液体.

■应用要点
本文提出重视术
前肿瘤标志物和
影像学检查(特别
是CT)结合术中进
行常规冰冻病理
检查, 可提高此病
的确诊率. 手术完
整切除为最有效
的治疗手段. 
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区, 其内有分隔以及不规则的高回声. 文献报道

肝胆管囊腺癌还可表现为囊实相间病灶, 即肿

块内有实质性强回声区和不规则的无回声区. 
CT可提供更多的信息: 有分隔囊性占位病变, 囊
壁可见钙化影, 以及内壁有结节和(或)乳头状突

起; 而后二者多见于囊腺癌的影像. 但影像学检

查对于术前鉴别肝胆管囊腺瘤与囊腺癌尚存在

困难. 在本组病例中, 初次就诊时有3例在外院

误诊为肝囊肿, 并行囊壁部分切除术. 究其原因

在于: (1)临床医生对本病的认识不足; (2)缺乏

必要肿瘤标志物尤其CA19-9检查以及对影像学

(超声或和CT)资料详尽分析. 提高对本病的认知

水平, 将极大改善术前确诊率. 另外, 应强调术

中肝脏囊性肿物探查, 注意观察囊肿液性状、囊

肿有无分隔以及有无结节或乳头状突起, 必要时

切取囊肿壁“增厚”、分隔或乳头状突起部分

行术中冰冻病理, 获得更加准确的信息[14-15]. 可
使部分病例在术中得到确诊. 

肝胆管囊腺瘤在确诊后即应手术治疗. 手
术原则是需要完整的切除肿瘤. 具体术式可选

择肝部分切除或不规则肝叶切除术. 本组3例均

采用上述术式, 术后平均随访26 mo, 均无复发. 
同样肝胆管囊腺癌, 根治性手术切除是有效的

治疗手段. 可采用各种肝切除术, 要保证肝切缘

距离肿瘤组织边缘1-2 cm. 肝胆管囊腺癌相比于

肝细胞癌及肝胆管细胞癌, 恶性程度较低, 进展

慢, 根治性切除预后相对良好. 有文献报道肝胆

管囊腺癌手术切除5年生存率可达87%[16]. 应尽

可能争取根治性手术机会. 本组3例手术切除的

病例, 术后平均随访时间12 mo, 无复发或转移. 
术后取得了满意效果. 
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■同行评价
本研究中对胆管
囊腺瘤和胆管囊
腺癌的诊断和治
疗有特点, 具有一
定的临床参考价
值.
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Abstract
AIM: To systematically assess the diagnostic 
performance of MUC1 for pancreatic ductal 
adenocarcinoma.  

METHODS: A comprehensive search was per-
formed to retrieve relevant studies on detecting 
immunohistochemical expression of MUC1 in 
the diagnosis of pancreatic ductal adenocarcino-
ma. Data on accuracy of included studies were 
extracted for further heterogeneity exploring, 
statistical pooling and SROC (summary receiver 
operating characteristics) analyzing using the 
MetaDiSc1.4 software. 

RESULTS: Seventeen studies were selected, 
with 1363 patients involved. The heterogeneity 
(except for threshold effect) was found in these 

studies. The pooled accuracy indicators like 
sensitivity, specificity, and diagnostic odds ratio 
(DOR) were 0.83 (95% CI: 0.81-0.86), 0.63 (95% 
CI: 0.59-0.66), and 20.44 (95% CI: 9.53-43.85), re-
spectively. The area under of SROC curve was 
0.8879 and the Q index was 0.8185.
 
CONCLUSION: The meta-analysis indicates a 
moderate diagnostic accuracy of MUC1 for pancre-
atic ductal adenocarcinoma. It can be an optional 
method in the examination of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic ductal adenocarcinoma; 
MUC1; Immunohistochemistry; Meta-analysis

Jiang ZM, Yang Q, Chen DL, Bi ZF, Lin XG, Liu TH, 
Li ZH, Xie DR. Diagnostic performance of MUC1 for 
pancreatic ductal adenocarcinoma: a meta-analysis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(11): 1248-1253

摘要
目的: 系统评价MUC1对胰腺导管腺癌的诊断
价值.

方法: 通过检索获得公开发表的研究免疫组
化技术检测MUC1诊断胰腺导管腺癌的文献, 
筛选文献, 评价文献质量并提取纳入文献中
有关准确度的数据, 采用MetaDiSc1.4软件检
验研究间的异质性、对诊断准确度指标进行
Meta分析并进行综合受试者工作特征分析. 

结果: 17篇文献符合纳入标准, 涉及研究对象
1363例. 异质性检验无阈值效应, 但存在其它
异质性. Meta分析的结果显示MUC1诊断胰腺
癌的总敏感度0.83(95% CI 0.81-0.86)、总特
异度0.63(95% CI 0.59-0.66)、总诊断优势比
20.44(95% CI 9.53-43.85). 综合受试者工作特
征曲线下面积0.8879, Q*指数为0.8185.

结论: MUC1检测对胰腺癌的诊断准确度中
等, 可作为胰腺癌筛查的检查方法.

关键词: 胰腺导管腺癌; M U C1; 免疫组织化学; 

Meta分析

江志敏, 杨琼, 陈邓林, 毕卓菲, 林显敢, 刘天浩, 李志花, 谢德荣. 

®

■背景资料
胰腺癌的早期确
诊率低, 现有影像
学检查难以早期
发现病灶, 而血清
肿瘤标志物缺乏
特 异 性 ,  有 必 要
探索更敏感而特
异的胰腺癌标志
物 .  研 究 显 示 在
肿瘤细胞可存在
MUC1异常表达, 
而正常腺上皮细
胞仅有较低水平
的MUC1表达, 其
可成为一种潜在
的肿瘤生物学标
志物.

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科
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0  引言

胰腺癌的发病率呈逐年升高的趋势且预后极差, 
早期难以诊断, 确诊时约80%以上的患者属于晚

期, 总体5年生存率不足10%[1]. 在胰腺恶性肿瘤

中, 90%以上为导管腺癌. 尽管影像诊断技术日

益进步, 如何早期确诊胰腺癌仍是一个难题. 研
究显示黏液素-1(MUC1)与胰腺癌密切相关, 但
各家报道不一, 并且样本量较少其结果难以完

全信服. 因此, 本文通过Meta分析, 探讨MUC1对
胰腺癌的诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 以MEDLINE数据库、EMBASE数据

库、中国生物医学文献数据库(CBMd isc)、中

国期刊网全文数据库(CNKI)等为主要来源进行

检索, 并对纳入研究的参考文献进行二次检索. 
文献截止时间为2007-11-31. 中文检索词为“胰

腺肿瘤”、“胰腺癌”和“黏液素-1”等; 英
文检索词为“pancreatic cancer”, “pancreatic 
n e o p l a s m s”, “p a n c r e a t i c c a r c i n o m a”, 
“pancreatic adenocarcinoma”, “pancreas”, 
“MUC1”和“mucin 1”等.
1.2 方法 
1.2.1 纳入与排除标准: 纳入标准: (1)研究类型

为公开发表的应用免疫组化技术检测胰腺癌

MUC1的诊断试验研究; (2)研究对象为经病理组

织学证实的胰腺导管腺癌患者; (3)必须能从文

献全文或摘要中获得完整的四格表数据以计算

敏感性、特异性. 排除标准: (1)金标准不是病理

组织学证据; (2)研究对象为导管腺癌以外的恶

性胰腺肿瘤或转移性胰腺癌; (3)检测MUC1方法

不是应用免疫组化技术; (4)无法获得诊断四格

表数据; (5)综述类文章. 
1.2.2 研究的筛选和质量评价: 因诊断试验大多

是非随机临床试验, 本文参照STARD(standards 
for reporting studies of diagnostic accuracy)声
明[2], 及Devillé et al [3]关于诊断试验Mata分析的

指南, 同时结合本研究自身特点制作量表, 对
MUC1在胰腺癌的诊断试验的质量进行评价, 见
表1. 量表分为内部质量标准及外部质量标准两

部分. 内部标准主要是分析是否设立金标准(病
理学证据)、诊断试验与金标准的结果判读是

否互相独立解释、是否由两个或多个病理科医

生独立阅片、文献的设计类型、样本量的大小, 
外部参照标准则针对原发疾病(胰腺导管腺癌)
的临床分期分级、选择偏倚、诊断试验的实施

过程、阈值的具体描述. 就每个条目给予评分

(0.5/1是; 0否或未知). 由2位研究者独立进行方

法学质量评价, 交叉核对, 共同讨论及取得共识. 
1.2.3 诊断效能评价指标: 诊断效能(准确度)评
价指标包括 :  敏感度、特异度、诊断优势比

(diagnostic odds ratio, DOR)以及综合受试者工作

特征(summary receiver operating characteristics, 
SROC)曲线下面积(area under curve, AUC)
和Q*指数. 其中Q*指数为S R O C曲线与直线

(TPR+FPR = 1, 即敏感度 = 特异度)相交处的敏

感度, Q*指数越大, 表示诊断试验的准确度越大.
统计学处理 提取纳入研究的诊断四格表和

临界值等数据, 将其录入到MetaDiSc1.4软件, 然
后进行统计学处理. Spearman相关分析检查有

无阈值效应(threshold effect)引起的异质性; 对其

他异质性、敏感度和特异度采用卡方检验, 如
P >0.05, 且I2≤50%时无异质性, 采用固定效应模

型, 反之存在异质性, 则采用随机效应模型对准

确性指标进行汇总处理. 检验水准为α = 0.05. 汇
总处理Meta分析获取上述准确性指标的汇总值

及其95%可信区间.

2  结果

2.1 筛选文献 最初检索得相关文献211篇, 经筛

选、补充和二次检索, 18篇文献符合纳入标准, 
其中1篇文献[4]因其灵敏度 = 1-特异度, 理论上

属于完全无价值的诊断[5], 统计软件自动删除不

纳入统计分析, 最后共17篇文献纳入研究, 其中

中文3篇, 英文14篇[6-22], 包括病例组和对照组病

例1363例. 各研究的基本特征见表2.
2.2 方法学质量评价 共17篇文献纳入研究, 按文

献质量评估量表(表1)评估标准, 具体评分见表3. 
从内部标准看, 所有研究均设立金标准(病理学

证据). 所有研究的金标准的诊断未参考MUC1
结果的判读, 但MUC1结果的判读未能提示是在

没有参考临床资料或病理诊断的情况下作出诊

断的. 仅有4个研究明确是两位阅片人, 余研究

均未提及. 所有研究均为回顾性研究. 其中2个
研究的样本量偏少(<40). 从外部资料看, 大多数

研究均未报道胰腺癌的分期、分级. 所有研究

均未能显示是连续选择病例. 仅3个研究未详细

描述免疫组化技术方法, 但研究间采用的试剂

和仪器不尽相同. 3个研究未详细报道阈值的界

定, 但研究间阈值设定的数值或方法不完全相

■研发前沿
胰腺癌确诊时多
属 晚 期 ,  如 何 提
高胰腺癌早期确
诊 率 是 一 道 难
题. 研究提示黏液
素-1(MUC1)与胰
腺癌密切相关, 但
各家报道不一, 并
且样本量较少其
结果难以完全信
服.
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rs  = 0.270, P  = 0.295, 提示敏感度与1-特异度呈

阴性关联, 不存在阈值效应. 然后对其他来源的

异质性进行检验, 结果提示各研究之间敏感度( 
χ2 = 118.69, P  = 0.000, I2  = 86.5%)、特异度(χ2 = 
180.66, P  = 0.000, I2  = 91.1%)、DOR(Cochran-Q 
= 67.92, P  = 0.000, I2  = 76.4%)均存在异质性.
2.4 Meta分析 由于异质性检验提示各研究之间

敏感度、特异度和DOR结果之间均存在异质性, 
故Meta分析合并效应量时采用随机效应模型. 
最后得到的敏感度、特异度、和DOR等汇总值

分别为0.83(95% CI: 0.81-0.86)、0.63(95% CI: 
0.59-0.66)、20.44(95% CI: 9.53-43.85). SROC  
AUC为0.8879, Q*指数为0.8185(图2).

3  讨论

胰腺癌是相对高发且预后极差的肿瘤, 确诊时

多属晚期, 如何早期确诊胰腺癌是临床医生的

一道难题. B超、CT和MRI等对小于1.0 cm的病

灶显示较差; 最常用的临床检查是血清肿瘤标

志物的免疫分析, 如CA199、CEA、CA125和
CA153等糖蛋白, 这些抗原属肿瘤相关抗原, 在
消化道、呼吸道和泌尿-生殖道上皮细胞中广泛

合成、分泌和表达, 在胰腺炎、胰腺良性病变

及其他肿瘤性病变中均有不同程度的表达, 缺
乏特异性[23]. 因此有必要探索更敏感而特异的胰

表 1 文献质量评估量表

     
标准                                                                                 评分

内部 

金标准 

    病理标准                                                               1/0

金标准未参考MUC1结果的判读                               1/0

MUC1结果的判读未参考金标准                               1/0

≥2人阅片对MUC1进行评价                                    1/0

设计类型 

    前瞻性                                                                  1

    回顾性/不确定                                                      0.5

样本量 

    ≥40                                                                      1

    <40                                                                       0.5

外部  

肿瘤分期分级 

    分期                                                                     0.5/0

    分级                                                                     0.5/0

选择偏倚 

    连续性                                                                  1/0

MUC1免疫组化技术 

    具体描述方法过程                                                1/0

阈值的解释 

    具体描述MUC1阈值的界定                                  1/0
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图 1 ROC平面散点图.

表 2 纳入研究的特征

     
第一作者

        发表    
国家

      阳性 假阳   假阴  阴性  临界

                        年份                    TP   性FP   性FN   TN       值

王义[6]            2007   China      31      4         7      12      5%

高志强[7]        2006   China      29      3       14       12       10%

张海生[8]        2005    China      40    10      12     20   10%

Giorgadze[9]   2006    USA       25      7            5         6         

Okada[10]        2006   Japan       9      3        5     30   10%

Ohuchida[11]   2006   Japan     23   18         0      21         

Tajiri[12]           2005   Japan     10      0        0        8   30%

Ueda[13]          2005   Japan     21     6         0       18          

Chhieng[14]     2003   USA       23      1         1      10         

Terris[15]         2002   France    79    11      11      46         

Kim[16]            2002    USA       51    94       13      37   10%

Adsay[17]        2002    USA       86    23       50     92   10%

Yonezawa[18]  2002   Japan      44     4        2      29      5%

Lüttges[19]      2001   Germany 35   20         0     29   10%

Masaki[20]      1999     Japan      55      3       0       6         

Terada[21]       1996    Japan      25    25       0       2    33%

Osako[22]        1993    Japan       33      0      3     11       5%

部分临界值未提及或联合着色细胞百分比及着色强度分级
综合得分.

同. 内外质量评分汇总分数在3.5-6.5之间, 平均

5.4分.
2.3 异质性检验 由于临界值不同导致敏感度、

特异度、诊断优势比等的差异而产生阈值效应, 
因此首先检验是否存在阈值效应. 当存在阈值

效应时, 敏感度与特异度呈阴性关联(与1-特异

度呈阳性关联), 从而ROC平面散点分布呈典型

的“肩臂形”样式(shoulder arm); Spearman相
关分析提示强阳性关联. 本研究中, 可见Meta-
DiSc1.4软件输出的ROC平面散点图不是典型的

“肩臂形”外观(图1), 同时Spearman相关系数

■相关报道
目前有关MUC1
在不同胰腺癌组
织 分 型 、 胰 腺
炎、胰腺上皮内
瘤变等胰腺疾病
的表达有不同报
道, 因为导管腺癌
占胰腺恶性肿瘤
的90%以上.
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腺癌标志物.
MUC1是一种高糖基化、高分子量的糖蛋

白, 起润滑和保护上皮组织的作用, 并且参与上

皮细胞的更新、细胞黏着的调节和细胞信号的

表 3 文献质量评估得分

     
                                                          内部IV                                                      外部EV                                            总分 

                              IV1        IV2       IV3       IV4        IV5         IV6            EV1      EV2      EV3    EV4              IV           EV         

王义[6]                    1         1         0         0         0.5         1             0         0         0         1             3.5         1         4.5

高志强[7]               1         1         0         0         0.5         1             0.5       0         1         1             3.5         2.5      6

张海生[8]               1         1         0         0         0.5         1             0.5       0         1         1             3.5         2.5      6

Giorgadze[9]          1         1         0         0         0.5         1             0         0         1         1             3.5         2         5.5

Okada[10]               1         1         0         1         0.5         1             0          0         1         1             4.5         2         6.5

Ohuchida[11]           1         1         0         0         0.5         1             0         0         1         1             3.5         2         5.5

Tajiri[12]                  1         1         0         0         0.5         0.5          0          0         1         1             3            2         5

Ueda[13]                 1         1         0         0         0.5         1             0          0         1         1             3.5         2         5.5

Chhieng[14]            1         1         0         1         0.5         0.5          0         0         1         0             4            1         5

Terris[15]                1         1         0         0         0.5         1             0         0          0         0             3.5         0         3.5
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Yonezawa[18]         1         1         0         0         0.5         1             0          0         1         1             3.5         2         5.5
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Terada[21]              1         1         0         0         0.5         1             0          0         1         1             3.5         2         5.5

Osako[22]               1         1         0         0         0.5         1             0             0         1         1             3.5         2         5.5
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图 2 诊断效能评价. A: 敏感度森林图; B: 特异度森林图; C: 诊断比值(DOR)森林图; D: SROC曲线.
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传导[24]. 正常腺上皮细胞有较低水平的MUC1
表达,但在肿瘤细胞可存在MUC1异常表达和糖

基化的异常, 从而成为一种潜在的肿瘤生物学

标志物[25]. 目前有关MUC1在不同胰腺癌组织分

型、胰腺炎、胰腺上皮内瘤变等胰腺疾病的表

达有不同报道, 因为导管腺癌占胰腺恶性肿瘤

的90%以上, 本文希望通过Meta分析定量描述

MUC1在胰腺导管腺癌诊断中的应用价值.
本研究经文献检索共17篇文献纳入研究, 

经质量评分平均分为5.4分, 属于中等质量.经异

质性检验提示各研究之间敏感度、特异度、

DOR均存在异质性. 采用随机效应模型统计得

到的敏感度为0.83(95% CI: 0.81-0.86), 特异度为

0.63(95% CI: 0.59-0.66), DOR为20.44(95% CI: 
9.53-43.85); SROC曲线下面积(AUC)为0.8879, 
Q*指数为0.8185. 敏感性较高, 但特异性中等, 
Q*指数在0.7-0.9之间表示诊断价值为中等. 但
本文的分析仍存在以下问题: (1)所有研究的

MUC1结果的判读未能独立于金标准, 即缺乏

盲法, 且存在选择偏倚, 这些都可能会导致诊断

偏倚从而过高估计了诊断效能. (2)研究的临界

值设定不尽相同. 虽然不存在阈值效应, 纳入的

研究临界值从5%-33%不等, 有少数研究只要有

散在细胞着色即判断为阳性或未提及具体临界

值. (3)各个研究结果判断的标准不一. 研究间免

疫组化结果的判定有联合着色细胞百分比及着

色强度分级综合进行评价的, 也有仅凭着色细

胞百分比数值进行评价的. 部分研究强调MUC1
着色部位位于胞质才能判断为阳性, 其他研究

则着色胞膜和/或胞质即为阳性. (4)研究间对照

组病例设定不均质, 疾病类型包括正常胰腺组

织、慢性胰腺炎、胰腺上皮内瘤变(PanN)、胰

腺导管内乳头状黏液肿瘤(IPMN)、胰腺黏液性

囊性肿瘤(MCN)等. (5)各研究的设计和试验方

法不同, 研究间采用的诊断试剂和检测仪器来

源不同. (6)研究间采用的金标准准确度不一, 3
个研究[6,9,14]采用胰腺穿刺组织, 其结果可能受到

穿刺操作者和病理医师水平、经验的影响. 另
MUC1结果的判定采用目视法易受观察者主观

因素的影响. (7)少数研究的样本量偏少. (8)部分

研究采用的组织蜡块跨越时间较长, 可能存在

抗原丢失难以修复从而影响试验结果的诊断.
本文定量综合分析MUC1对胰腺导管腺癌

的诊断研究结果, 系统评估MUC1的诊断价值, 
结果提示MUC1诊断胰腺导管腺癌效能属于中

等, 可作为胰腺导管腺癌筛查的可选检查之一, 

以提高胰腺癌的早期诊断.但MUC1免疫组化检

测须要获得脏器组织, 带有创伤性, 有必要进一

步研究非创伤性检查手段, 如设计靶向载体介

导MUC1特异性表达于胰腺脏器等, 以便广泛推

广临床应用.
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■同行评价
本文采用Meta分
析研究MUC1对
胰腺导管腺癌的
诊 断 效 能 ,  方 法
合理, 数据真实可
信, 具有较好的科
学性.
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