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 述评 EDITORIAL

胰头十二指肠切除术

吴金术, 彭 创
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Experiences in 
pancreatoduodenectomy 

Jin-Shu Wu, Chuang Peng
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Surgery, People’s Hospital of Hunan Province, Changsha 
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Abstract
Pancreatoduodenectomy may be one o f 
the most complicated operations in general 
surgery. Over the past decade, performance of 
pancreatoduodenectomy to treat both malignant 
and benign disease has increased. This increase is 
in large part due to the decreasing perioperative 
mortality rate. On the one hand, recent advances in 
pancreatoduodenectomy have contributed to the 
earlier diagnosis and treatment. On the other hand, 
the decreasing mortality rate is also attributed to 
improvements in perioperative management and 
advances in surgical techniques. Between January 
1990 and December 2006, 604 patients underwent 
pancreatoduodenectomy in Department of 
Hepatobiliary Surgery, People’s Hospital of 
Hunan Province. The operative mortality rate was 
only 0.3% and a successful long-term outcome was 
achieved. The paper aims to review retrospectively 
the clinic data about these patients, and introduce 
our experiences in several key steps during 
pancreatoduodenectomy. 

Key Words: Pancreatoduodenectomy; Pancreatic 
cancer; Surgical operation
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摘要
胰头十二指肠切除术是普通外科最复杂的
手术之一. 近年来, 采用胰头十二指肠切除
治疗良恶性病变增加. 一方面, 放射学水平
的进展利于病变的精确诊断和治疗; 另一方
面, 也归功于围术期处理水平的提高和外科
手术技术的进步. 湖南省人民医院肝胆医院
1990-01/2007-12施行胰头十二指肠切除术604
例, 手术死亡率仅0.3%, 手术效果优良. 本文
以胰头癌手术为例, 介绍我们关于胰头十二指
肠切除术的一些经验.  

关键词: 胰头十二指肠切除术; 胰头癌; 外科手术

吴金术, 彭创. 胰头十二指肠切除术. 世界华人消化杂志  2008; 

16(13): 1369-1372

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1369.asp

0  引言

1935年, Whipple首先施行胰头十二指肠切除术. 
目前此手术已在世界各地广泛开展, 手术适应

症扩大, 手术数量逐年增长, 随着手术技术提高, 
手术后的并发症、死亡率明显下降[1]. 湖南省人

民医院肝胆医院胰头癌施行胰头十二指肠切除

的切除率95%, 1990-01/2007-12先后施行胰头

十二指肠切除术604例, 术中平均失血量212 mL, 
术中输血率4.7%, 平均手术时间6.1 h, 手术死亡

率0.3%(2/604). 胰头十二指肠切除术是一种危

险、复杂而安全的手术, 现以胰头癌为例, 介绍

胰头十二指肠切除术中的几个问题. 

1  切除可能性的评估

胰头十二指肠切除术是腹部最复杂的手术之一, 
对生理扰乱大, 应严格掌握手术指征、时机, 对
此应“六亲不认”, 要尽量减少阴性剖腹探查

率. 因此, 术前对切除可能性的准确判断至关重

要[2]. (1)临床表现: 年龄不是手术禁忌, 而顽固性

的胸背部疼痛, 尤以夜间为剧者; 腹部可扪及胰

肿块者; 出现腹水者多失去根治性切除的机会. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
1935年, Whipple
首 先 施 行 胰 头
十二指肠切除术. 
随着手术技术提
高, 手术后的并发
症、死亡率明显
下降. 目前, 此手
术已在世界各地
广泛开展, 但由于
手术复杂和困难, 
此手术仍然是一
种危险的手术.

■同行评议者
傅华群, 教授, 南
昌大学第二附属
医院普外科



合并肺、心、肾功能不全者, 多难于承受本手

术. (2)CT: 是目前判断胰头癌切除的可能性常用

的重要手段. 以下情况提示难以切除: 胰头癌肿

块直径>6 cm; 腹水; 肝内转移灶存在, 肠系膜血

管周及腹主动脉旁淋巴结肿大、转移; 门静脉、

肠系膜上静脉变形(血管阿米巴征), 受累的血管

越长, 血管变形越明显, 手术越困难; 胰头癌块巨

大, 门静脉、肠系膜上静脉位置推移越明显, 手
术难度越大. (3)十二指肠乳头腺癌多能切除, 胰
腺炎、胰腺结石多切除困难. 

2  过“三关”

过“三关”即通过胰头与下腔静脉、腹主动脉, 
胰头沟与肠系膜上静脉, 胰头沟与门静脉的间

隙. 一般情况下能否通过“三关”是术中确定

能否施行胰头十二指肠切除的标准. 过第一关: 
98%的病例能顺利通过. 过第二关: (1)发现肠系

膜上静脉是过第二关的关键步骤, 发现肠系膜

上静脉的途径有5条, 其中常用途径2条: 经右路

是显露肠系膜上静脉的捷径, 约85%的病例可获

得满意的快速显现; 结肠中静脉是显露肠系膜

上静脉的指路碑. (2)敞开肠系膜上静脉鞘, 是逆

行沟通第二关的诀窍. (3)当逆行显露胰头沟内

肠系膜上静脉困难时, 可顺行沟通门静脉与胰

头沟间隙, 而后顺逆结合, 显现胰头沟内肠系膜

上静脉段. 过第三关: 常因肝总动脉周围淋巴结

肿大、胰腺及胆管炎症致使过第三关困难. (1)
循肝固有动脉显现胃十二指肠动脉, 于其起始

处予以结扎切断. (2)牵开或横断总胆管, 显现门

静脉, 以直角弯钳紧贴门静脉前壁顺行沟通胃

十二指肠动脉与门静脉间隙, 显现游离胃十二

指肠动脉. (3)术者食指置于胰头沟上凹处门静

脉作引导, 以大弯钳逆行沟通胰头沟.

3  出血和止血

胰头十二指肠切除术中难免出血, 关键在于防止

出血及出血时采用恰当方法止血. 防止出血: (1) 
游离胰头十二指肠, 术者握其于手中, 是通过第

二、三关的安全的手段, 是防止出血的重要措施; 
(2)胰头“区域围堰”, 即在处理难于显现或难

于游离的肠系膜上静脉、门静脉之前, 先将门静

脉、肠系膜上静脉、脾静脉套带(图1), 便于在局

部形成一无血区域, 使肠系膜上静脉、门静脉的

显露剥离得以安全进行. 彭氏称为“胰门三头控

制术”[3]; (3)一旦肠系膜上静脉、门静脉破裂出

血, 宜先指压, 而不是在血泊里盲目钳夹, 否则将

造成血管更大的损伤, 甚至不可收拾. 出血的部位
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不同, 止血的方法亦不同: (1)胰钩突汇入静脉撕

裂出血. 胰钩突汇入静脉一般5-7支, 血管壁如塑

料薄膜, 而且十分脆, 一旦撕裂, 出血较多, 这些血

管周围多十分疏松, 宜结扎、切断. 出血后立即指

压, 看清门静脉侧出血点, 以4-0号无损伤线缝扎. 
胰腺侧出血点, 以圆针丝线“8”字缝扎. (2)门静

脉、肠系膜上静脉撕裂出血. 立即指压局部, 看清

出血点, 以血管艾利氏钳钳夹, 或心耳钳钳夹, 再
以4-0号无损伤缝线, 缝扎止血. (3)断胰颈出血. 为
防止出血, 胰头侧胰颈宜以7号圆针丝线作贯穿缝

扎, 胰体尾侧分别以4号圆针丝线缝扎胰颈上下缘

的胰腺背上下动脉, 以电刀断胰颈, 一般不出血, 
少数出血可电凝, 亦可缝扎. (4)离断胰纤维板出

血. 离断胰纤维板出血主要是胰十二指肠下动脉, 
胰十二指肠下动脉一旦撕裂, 出血较猛, 而且挛

缩, 处理不慎, 可损伤肠系膜上动脉, 致全部小肠

缺血、坏死. 首先在于防止出血, 方法是: 术者(站
左侧)左手握胰头向右牵拉纤维板, 助手持静脉拉

钩将门静脉牵向左侧, 显露肠系膜上动脉并切开

其动脉鞘, 在直视下钳夹或缝扎胰十二指肠下动

脉, 再切断之;  一旦出血, 扪触、辨清肠系膜上动

脉, 局部以血管艾利氏钳钳夹, 再以圆针丝线缝

扎. 如果止血效果不好, 宜钳夹出血处肠系膜上动

脉远近两端, 显露肠系膜上动脉及胰十二指肠下

动脉的断端, 予以修补、缝扎; 肠系膜上静脉或门

静脉毁损的长度<2 cm, 可作局部切除, 端-端吻合. 

4  断胰颈与纤维板

断胰颈: (1)约90%的病例过“三关”后断胰颈. 
以圆针丝线缝扎胰颈的二侧, 以大圆刀片刮切

或电凝切断; 95%的病例胰管在胰颈的中上1/3
交界处, 粗大的胰管不要急于插入导管, 以免妨

碍术野. 胰腺的导管插入的深度约为10 cm, 以
可吸收肠线固定. 当胰管过分纤细, 找不到, 亦
可不找. (2)胰头的良性病变. 只要辨清门静脉和
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■研发前沿
过“三关”即通
过胰头与下腔静
脉、腹主动脉, 胰
头沟与肠系膜上
静脉, 胰头沟与门
静脉的间隙. 一般
情况下能否通过
“三关”是术中
确定能否施行胰
头十二指肠切除
的标准.

门静脉套带

胰体套带

肠系膜上静
脉套带

图 1 胰头“围堰”.
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肠系膜上静脉右侧缘, 在其联线的右侧以电凝

切断, 化整为零, 再作胰颈的切除. 断胰纤维板: 
显现剥离门静脉、肠系膜上静脉是断胰纤维板

的前提, 断胰纤维板前一定要扪触清楚肠系膜

上动脉、胰十二指肠下动脉, 离断胰纤维方法

分“四边法”切断、钳夹法切断二种, 前者安

全、出血少, 后者快捷.

5  脉管的变异

这里所涉及的脉管变异是指胰管、动脉、肠系

膜上静脉、结肠中静脉、肠系膜下静脉的变

异, 其总的发生率约为35%, 临床工作者必须熟

悉这些变异情况. (1)胰管: 主要表现胰管位置的

变异, 有5%(30/604)的病例胰管位于胰颈下1/3; 
0.5%(3/604)胰颈部双胰管. (2)门静脉前壁为裸

区, 但有3%(18/604)的患者有1支胰颈的静脉汇

入门静脉前方. (3)肠系膜上静脉外科干长约3 
cm, 肠系膜下静脉汇入脾静脉. 结肠中静脉于胰

头沟下凹处汇入肠系膜上静脉, 约10%(61/604)
的病例表现出变异(61/604): 肠系膜上静脉外科

干短或消失; 肠系膜下静脉汇入肠系膜上静脉; 
结肠中静脉汇入口远离胰头沟下凹(图2). (4)门
静脉、肠系膜上静脉呈“弓”形, 这与胰头肿

块的压迫推移相关(图3). (5)肝右动脉、胰腺动

脉: 多数情况, 肝右动脉发自肝固有动脉, 胰动脉

来自肝总动脉和肠系膜上动脉, 但变异很大. 临
床上以肝右动脉发自肠系膜上动脉多见, 作者曾

遇到一例肝固有动脉源自肠系膜上动脉的二根

分支, 此二分支包绕肠系膜上静脉后合二为一行

于胰颈的腹面, 于胰的上缘分为肝左动脉和肝右

动脉, 术中险些将其行走于胰颈腹面的部分当胃

十二指肠动脉结扎. 因此结扎、切断胃十二指肠

动脉时, 一定要试夹、扪触是否继续有肝动脉的

博动存在, 弄清动脉的来龙去脉后才作处理. 

6  血管骨骼化

认真彻底地血管骨骼化, 能延长患者的生存期

已成共识[4-7]. (1)胰头癌, 施胰头十二指肠切除. 
血管骨骼化主要包括裸露门静脉、肝动脉、肠

系膜上静脉外科干以及肠系膜上动脉. 剔除其

周围的脂肪、淋巴结及纤维结缔组织, 甚至包

括下腔静脉、腹主动脉、肝总动脉、腹腔动脉

干、脾动脉的骨骼化[8]. (2)血管骨骼化, 一定要

打开血管鞘, 剥去血管的“外衣”, 骨骼化才方

便易行. (3)门静脉骨骼化: 分开门静脉与肝固

有动脉间的疏松结缔组织, 剥离裸露门静脉, 以
线带牵开, 注意在门静脉左侧常有胃右静脉汇

入, 应予以结扎、切断. (4)腹腔动脉干、肝总动

脉、肝固有动脉及肝左右动脉骨骼化: 一般先

打开肝固有动脉前壁的鞘膜, 紧贴血管壁剥离, 
套以线带牵拉, 然后顺藤摸瓜裸露其他血管, 剔
除周围的一切淋巴结、神经、脂肪组织. 注意

作肝总动脉、腹腔动脉干骨骼化时, 辨清胰腺

上缘, 仔细结扎淋巴结营养血管. (5)肠系膜上动

脉清理: 为防止淋巴漏、乳糜腹水, 作者主张裸

露肠系膜上动脉右侧. 具体操作应注意: 以静脉

拉钩或线带分别将门静脉、肠系膜上静脉向左

牵开, 以显露肠系膜上动脉; 切开肠系膜上动脉

前壁血管鞘, 顺势剥离、裸露其右侧; 直视下看

清胰十二指肠下动脉, 于起始部予以缝扎、切断. 

7  消化道重建

胰头十二指肠切除后, 消化道重建的方式很多, 
目前常用的方式是胰空肠或胰胃吻合、胆管空

■应用要点
本文介绍十二指
肠切除术中必须
注意的一些关键
问题, 为临床医生
施行此手术提供
借鉴.

IMV

CMV
SMV

IMV

CMVSMV
IMV

CMVSMV

A B C 图 2 肠系膜上静脉、结
肠中静脉、肠系膜下静脉
变异. A: 正常; B: 肠系膜上

静脉变异; C: 肠系膜下静

脉变异.

PV

SMV

图 3 弓形门静脉、肠
系膜上静脉.
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肠吻合及胃空肠吻合. (1)胰空肠或胰胃吻合: 我
们1990年至今施行胰胃吻合180例、胰空肠吻

合424例, 胰漏发生率各为1%, 两组无明显差别. 
胰空肠吻合又分胰空肠端-端吻合和端侧吻合、

胰胃为端侧吻合, 不管哪种方式吻合, 其成功的

关键在胰残端一定要套入空肠或胃内, 胰管内

置管外引流有助于防止胰漏的发生. (2)胆管空

肠吻合: 胆管空肠吻合为端-侧吻合, 宜以无损伤

缝线作一层、外翻、间断缝合, 只要情况允许, 
胆管内无须一律放置T形管引流. 湖南省人民医

院一组604例胰头十二指肠切除术, 胆管未放T
形管者占11%(67/604). (3)胃空肠吻合: 可以吻合

器进行, 但目前主要用手工吻合. 前者缩短手术

时间, 后者节省住院经费. (4)消化道重建: 应注

意采用微伤外科技术. 合理、正常使用医用创

面封闭胶, 可有效地降低手术的并发症.

8  扩大根治术

胰头十二指肠切除技术不断提高、完善, 许多

过去认为无法切除的病例, 现亦可顺利进行, 所
谓扩大根治术、超扩大根治术. 门静脉、肠系

膜静脉切除吻合[9], 在适当的病例可以进行, 但
“扩大根治或超根治术”并不延长患者的生存

期. 加强科间协作, 综合治疗, 可延长患者的生

存时间. 
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Abstract
AIM: To observe the c-Myc gene expression and 
apoptosis of HepG2 cells after SET and MYND-
domain containing 3 (SMYD3) silence induced 
by short hairpin RNA.

METHODS: Three short hairpin RNA interfer-
ence plasmids targeting SMYD3 were prepared 
as 3 groups: Pgenesil-1-s1 (with interfering ef-
fect), Pgenesil-1-s2 (with interfering effect), and 
Pgenesil-1-hk (negative control plasmid, without 
interfering effect). Meanwhile, an empty control 

group was also designed. Transfection was per-
formed using the Lipofectmine2000 liposome. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was employed to detect the expression 
of SMYD3 and c-Myc gene 24, 48 and 72 h after 
transfection. Flow cytometry (FCM) was used to 
detect cell apoptosis in each group.

RESULTS: SMYD3 and c-Myc gene were 
strongly expressed in HepG2 cells. The expres-
sion of SMYD3 gene was significantly inhibited 
after 24-, 48- and 72-h transfection (F = 67.46, P 
< 0.01; F = 176.79, P < 0.01; F = 175.28, P < 0.01). 
At the same time, c-Myc gene mRNA expression 
was down-regulated in the Pgenesil-1 transfect-
ed group as compared with that in the Pgenesil-
1-hk group (F = 11.58, P = 0.009; F = 126.41, P < 
0.01; F = 261.25, P < 0.01). Moreover, the early 
apoptosis rate was significantly higher in the 
Pgenesil-1-s1 or Pgenesil-1-s2 group than that in 
the Pgenesil-1-hk group (LSD-t = -13.58, -12.62; 
both P < 0.01) and the empty control group 
(LSD-t = -18.62, -17.67; P < 0.01).

CONCLUSION: Short hairpin RNA interference 
targeting SMYD3 may inhibit the expression of 
c-Myc gene in HepG2 cells, thus promoting the 
apoptosis of HepG2 cells.

Key Words: SET and MYND-domain containing 3; 
c-Myc; Short hairpin RNA; Apoptosis; Hepatoma

Liu X, Chen LB, Ye J, Jiang J, He J, Xu JY, Qian W. Effects 
of shRNA-induced SMYD3 silence on c-Myc expression 
and apoptosis of HepG2 cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(13): 1373-1377

摘要
目的: 观察SMYD3(SET and MYND-domain 
containing 3)基因沉默后c-Myc的表达及对
HepG2细胞凋亡的影响. 

方法: 构建针对SMYD3的shRNA干扰质粒
Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2和阴性对照质
粒Pgenes i l-1-hk, 同时设空白对照组, 采用
Lipofectamine2000脂质体介导转染法转染质
粒. 转染后24、48、72 h, RT-PCR检测HepG2
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■背景资料
SMYD3是一种具
有组蛋白甲基化
功 能 的 蛋 白 ,  能
够使H3K4发生2
倍(di-)和3倍(tri-)
的 甲 基 化 ,  激 活
下游基因的转录. 
c-Myc基因是一个
原癌基因, 有多种
癌的发生密切相
关, 但其表达调控
机制不十分清楚.

■同行评议者
陈建荣 ,  副教授 , 
南通大学第二附
属医院急诊医学
中心



细胞SMYD3和c-Myc的表达情况. 流式细胞术
法检测各组细胞的凋亡.

结果: SMYD3、c-Myc基因在HepG2细胞中
强表达. RT-PCR显示Pgenesil-1-s1、Pgenesil-
1-s2转染组与阴性对照质粒转染组Pgenesil-
1-hk转染24、48、72 h后相比, SMYD3基
因表达均明显受到抑制(F  = 67.46, P <0.01; 
F  = 176.79, P <0.01; F  = 175.28, P <0.01), 同
时c-Myc表达下调(三组之间: F  = 11.58, P  = 
0.009; F  = 126.41, P <0.01; F  = 261.25, P <0.01). 
Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2转染组细胞早期
凋亡率与Pgenesil-1-hk转染组(LSD-t  = -13.58, 
-12.62, 均P <0.01)、空白组(LSD-t  = -18.62, 
-17.67, 均P <0.01)相比有显著性差异.

结论: RNA干扰技术特异性沉默HepG2细胞
SMYD3基因后, 抑制了c-Myc的表达, 促进了
HepG2细胞的凋亡.

关键词: SMYD3基因; c-Myc; 短发夹RNA; 凋亡; 

肝癌
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0  引言

组蛋白修饰指通过对组蛋白特定残基进行翻译

后修饰, 如甲基化、乙酰化和磷酸化等, 调控

染色体的结构、调节基因的转录激活和抑制 
等[1-3]. 组蛋白甲基化是组蛋白修饰的一个重要

方式, 对基因转录的调控具有重要作用. 例如组

蛋白H3的第9赖氨酸残基(H3K9)的甲基化具有

抑制基因转录的作用, 而组蛋白H3的第4赖氨

酸残基(H3K4)的甲基化具有激活基因转录的功 
能[4-6].  SMYD3是一种具有组蛋白甲基化功能

的蛋白,  能够使H3K4发生2倍(di-)和3倍(tri-)的
甲基化, 激活下游基因的转录, 能够抑制肿瘤细

胞的凋亡、促进细胞增殖、促进细胞黏附和迁

移等[7-9]. 我们根据RNA干扰原理[10-11], 以强表达

SMYD3和c-Myc基因的HepG2细胞为研究对象, 
设计、构建、筛选针对SMYD3基因的shRNA, 
在体外研究肝癌细胞中SMYD3对c-Myc基因作

用以及对肝癌细胞凋亡的影响, 探讨shRNA沉

默SMYD3表达治疗肝癌的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株HepG2购自中国科学院上海
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细胞库, 细胞在含100 mL/L小牛血清(美国Gibco
公司)的DMEM培养基、20 mL/L CO2、37℃条

件下培养. 分为Pgenesil-l-sl转染组、Pgenesil-
1-s2和Pgenesil-1-hk, 空白组. 由徐鋆耀博士赠送

构建好并经酶切鉴定的重组质粒Pgenesil-1-s1、
Pgenesil-1-s2、Pgenesil-1-hk. 重组质粒图谱请参

考文献[12]. Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2分别干

扰SMYD3 mRNA 302-323、267-288之间核苷酸

Pgenesil-1-s1正义5'-GATCCATACTGTAGTGCTA
AGTGTTTCAAGACGACACACTTAGCACTAC
AGTATTTTTTTGTCGACA-3', 反义5'-AGCTTG
TCGACAAAAAAATACTGTAGTGCTAAGTGT
CGTCTTGAAACACTTAGCACTACAGTATG-3'; 
Pgenesil-l-s2正义5'-GATCCGCTGATGCGATGC
TCTCAGTTCAAGACGCTGAGAGCATCGCAT
CAGCTTTTTTGTCGACA-3'. 反义5'-AGCTTGT
CGACAAAAAAGCTGATGCGATGCTCTCAGC
GTCTTGAACTGAGAGCATCGCATCAGCG-3'; 
Pgenesil-1-hk不针对任何SMYD3 mRNA序列, 正
义: 5'-GATCCGACTTCATAAGGCGCATGCTT
CAAGACGGCATGCGCCTTATGAAGTCTTT
TTTGTCGACA-3', 反义: 5'-AGCTTGTCGACA
AAAAAGACTTCATAAGGCGCATGCCGTCT
TGAAGCATGCGCCTTATGAAGTCG-3'. 采用

Lipofectamine2000脂质体(美国Invitrogen公司)进
行转染, 转染前调整HepG2细胞密度为2×1010/L, 
以每孔2 mL接种于6孔板, 待细胞增至50%时, 将
质粒、脂质体复合物转染至细胞中, 具体操作参

照说明书.
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞中SMYD3和c-Myc基因mRNA
表达的测定: 用T R I z o l提取H e p G2细胞的总

mRNA, 逆转录反应: DEPC水5.5 μL, mRNA 
2 μg, Oligo(dt)2 μg, dNTP(10 mmol/L)2.0 μL, 
MMLV(200 MU/L)1.0 μL, Rnasin(40 MU/L)0.5 
μL, 5×Buffer 4.0 μL, 经42℃ 1 h, 95℃ 5 min反
应后, 收集cDNA -20℃保存. SMYD3、c-Myc、
β-actin引物用Primer5.0设计, 由上海英俊生物技

术有限公司合成. SMYD3上游: 5'-TATCCTCCA
GACTCCGTTCG-3', 下游: 5'-TCCATACTTGCT
CATCACCAG-3', PCR产物为562 bp; c-Myc上游: 
5'-GGGGCTTTATCTAACTCGCG-3', 下游: 5'-C
TATGGGCAAAGTTTCGTG-3', PCR产物为222 
bp; β-actin上游: 5'-GTGGACATCCGCAAAGAC
-3'. 下游: 5'-AAAGGGTGTAACGCAACTAA-3', 
PCR产物为192 bp. PCR反应体系为: DEPC水

www.wjgnet.com

■相关报道
2004年 ,  Hama-
moto et al 首次报
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组蛋白甲基酶活
性, 能结合靶基因
DNA启动子序列
5'-CCCTCC-3'、 
5'-GGAGGG-3'激
活靶基因的表达, 
与多种肿瘤发生
发展有关.

■创新盘点
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调控c-Myc基因参
与肝癌的发生发
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16.4 μL、10×Buffer 2.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 
2.0 μL, dNTP(10 mmol/L)1.0 μL, cDNA 2.0 μL, 
Taq酶(83.35 mkat/L)0.5 μL, 上游引物、下游引

物(50 umol/L)各0.3 μL. PCR仪进行反应, 参数设

置为: 94℃ 5 min, 变性94℃ 30 s, 退火SMYD3、
c-Myc均为53℃ 30 s、β-actin为56℃ 30 s, 延伸

72℃ 30 s, 循环35次, 最后72℃延伸7 min. 分别

取5 μL PCR产物加样至12 g/L琼脂糖凝胶上电

泳, 用凝胶图像成像系统拍摄并分析结果.
1.2.2 HepG2细胞凋亡率的检测: 瞬时转染24 h
后, 收集各组细胞, 加AnnexinⅤ-PE和7-AAD荧

光染料(晶美生物工程有限公司), 具体操作按操

试剂盒说明书进行. 1 h内流式细胞仪(FACSsort, 
Becton Dinkinson)检测细胞早期凋亡率.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS13.0软件进行方差分析(ANOVA)LSD-t检验.

2  结果

2.1 HepG2细胞中SMYD3、c-Myc的表达 RT-
PCR结果显示SMYD3、c-Myc基因在HepG2细
胞中强表达(图1A)HepG2细胞转染24 h后荧光

(图1B-C).
2.2 shRNA干扰SMYD3对c-Myc基因表达的影

响 粒转染HepG2细胞24、48、72 h后, 分别提

取RNA, 通过RT-PCR检测各组中两个基因的

表达情况, 结果示: shRNA转染后, SMYD3基
因表达均明显受抑, 同时c-Myc表达下调. 24、
48、72 h各组SMYD3 mRNA及c-Myc mRNA的

光密度值/β-actin mRNA的光密度值, 各时间点

Pgenesil-1-s1组、Pgenesil-1-s2组SMYD3基因

表达较Pgenesil-1-hk组均明显下调, 差异具有

统计学意义(24 h: 三组之间, 总F  = 67.46, s1与
hk组LSD-t = -0.300, s2与hk组LSD-t  = -0.300, P
均<0.01; 48 h: 三组之间, 总F  = 176.79, s1与hk
组LSD-t  = -0.378, s2与hk组LSD-t  = -0.370, P均
<0.01; 72 h: 三组之间, 总F  = 175.28, s1与hk组
LSD-t  = -0.376, s2与hk组LSD-t  = -0.380, P均

<0.01); 各时间点Pgenesil-1-s1组、Pgenesil-1-s2
组c-Myc基因表达较Pgenesil-1-hk组也都明显降

低, 有统计学差异(24 h: 三组之间, 总F  = 11.58, 
P  = 0.009, s1与hk组LSD-t  = -0.068, P  = 0.029, s2
与hk组LSD-t  = -0.113, P  = 0.003; 48 h: 三组之间, 
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图 1 HepG2细胞中SMYD3、c-Myc的表达. A: 电泳图; 1: 

SMYD3、c-Myc; 2: β-actin; M: marker 2000 bp; B: 质粒转

染24 h荧光倒置显微镜; C: 关闭可见光.
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果. A: 电泳图; B: SMYD3 mRNA表达量; C: c-Myc mRNA
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转染48 h; 7, 16: Pgenesil-1-s1转染72 h; 8, 17: Pgenesil-1-s2
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bP<0.01.
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■应用要点
本研究表明应用
RNA干扰技术下
调HepG2细胞中
S M Y D 3的表达 , 
可调控c - M y c基
因的表达, 促进肿
瘤细胞凋亡, 为将
来RNA干扰技术
应用于临床提供
依 据 ,  并 充 实 了
c-Myc基因表达调
控的理论基础.
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总F  = 126.41, s1与hk组LSD-t  = -0.175, s2与hk组
LSD-t  = -0.178, P均<0.01; 72 h: 三组之间, 总F  = 
261.25, s1与hk组LSD-t  = -0.117, s2与hk组LSD-t 
= -0.125, P均<0.01, 图2).
2.3 转染24h细胞凋亡的情况 Pgenesi l-1-s1、
P g e n e s i l-1-s2转染组细胞早期凋亡率分别为

27.16%±0.57%、26.20%±0.71%两组间无明

显差异(LSD-t  = -0.957, P >0.05), 与Pgenesil-1-
hk转染组13.58%±0.50%(LSD-t分别为-13.58、
-12.62, P均<0.01)和空白组8.53%±0.14%(LSD-t  
分别为-18.62、-17.67, P均<0.01)相比, 差异均有

显著性. Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2转染组早期

凋亡明显增加(图3).

3  讨论

组蛋白甲基化转移酶能够使DNA组蛋白的氨

基酸残基发生甲基化, 不但使染色质的结构发

生变化, 而且更为重要的是能够从表观遗传学

水平介导下游基因的转录激活或转录抑制. 新
近发现的SMYD3基因所编码的蛋白是一种能

够催化H3K4发生2倍和3倍的甲基化, 介导下

游基因的转录激活 ,  在胆管癌、乳腺癌和肝

癌组织中高表达 ,  与肿瘤的发生发展关系密

切[12-14]. SMYD3基因有两个重要的结构域SET
和zf-MYND, SET具有甲基化转移酶功能[15-16], 
SMYD3的SET结构域能特异性催化H3K4发生

甲基化, zf-MYND能够特异地与靶基因启动子

区域的基因序列5'-CCCTCC-3'和5'-GGAGGG-3'
相结合, zf-MYND结合靶基因后, SET结构域发

挥其H3K4甲基化转移酶功能使靶基因启动子

H3K4发生2倍(di-)和3倍(tri-)的甲基化, 激活靶

基因转录[7,17-18]. 
c-Myc基因是一个十分重要的原癌基因, 在

许多恶性肿瘤中被激活, 肿瘤组织中c-Myc基
因的表达显著增加[19]. 研究发现通过shRNA干

扰肝癌细胞HepG2细胞中c-Myc基因的表达, 可
以明显抑制细胞的增殖, 促进HepG2细胞的凋 
亡[20-21]. 但是c-Myc基因被转录激活的机制复杂, 
目前研究认为, 他是Wnt/β-catenin的靶基因之

一, β-catenin与T细胞转录因子4/淋巴增强因子

(TCF-4/LEF)等结合形成复合物后将c-Myc基因

激活[22-24], 但是该复合物对c-Myc基因表达的具

体调控机制还不清楚. 
我们通过应用短发夹RNA Pgenesil-1-s1、

Pgenesil-1-s2和阴性对照质粒Pgenesil-1-hk, 成
功转染HepG2细胞24、48、72 h后, 结果显示

Pgenesil-1-s1组、Pgenesil-1-s2组SMYD3表达明

显受抑制, 而Pgenesil-1-hk组SMYD3的表达水平

没有明显改变, 各组的β-actin没有明显变化, 说
明了shRNA干扰的有效性和特异性. 经Pgenesil-
1-s1、Pgenesil-1-s2转染的HepG2细胞, Annexin
Ⅴ-PE和7-AAD荧光染料双标后, 流式细胞仪

检测发现早期凋亡明显增加, 同时RT-PCR测得

c-Myc基因表达明显下降, 这意示着SMYD3基
因的沉默可以使肝癌细胞凋亡增加, SMYD3可
能通过直接或间接激活c-Myc基因, 促进肝癌细

胞的增殖和肿瘤发展. 所谓直接激活指SMYD3
通过其组蛋白甲基化功能使c-Myc基因的启动

子区域的H3K4发生了2倍或3倍的甲基化, 从
而使c-Myc基因激活, 因为在c-Myc基因的启动

子区域存在5'-CCCTCC-3'和5'-GGAGGG-3'序 
列[25]; 间接激活指SMYD3对c-Myc基因的上游

基因进行调控, 影响c-Myc基因的表达, 其具体

机制将是我们今后研究的重点. 结果也提示设

计和应用针对SMYD3的特异性shRNA治疗肝癌

的可行性, 为肝癌的治疗提供新的方向. 
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Abstract
AIM: To screen candidate hepatocyte binding 
proteins interacting with the surface antigen 

protein (SHBs) of hepatitis B virus.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) 
was used to amplify SHBs gene. The target gene 
of SHBs was cloned into the yeast expression 
plasmid pDEST32 to construct bait plasmid 
pDEST32-SHBs. Western blot was employed to 
test SHBs expression after pDEST32-SHBs was 
transformed into the yeast cell MaV203 by Liac-
mediated method. Both pDEST32-SHBs and pD-
EST22-cDNA were contemporarily transformed 
into MaV203 cells to screen the binding protein 
of SHBs. MaV203 cells were plated on synthetic 
dropout nutrient media (SC/-Trp-Leu-His-Ura) 
and X-gal containing media for selection and 
screening. After that, the prey plasmids from true 
positive colonies were extracted and sequenced. 
The partial cDNA sequences in prey plasmids 
were analyzed by bioinformatics software.

RESULTS: The yeast expression vector pD-
EST32-SHBs was successfully constructed. After 
screening, 3 pieces of cDNA in prey plasmids 
from true positive blue colonies were sequenced. 
The cDNA sequences were alpha-2-macroglobu-
lin, tubulin alpha 1a and ribosomal protein L3.

CONCLUSION: Yeast-two hybrid method is 
successfully used for screening out alpha-2-mac-
roglobulin, tubulin alpha 1a and ribosomal pro-
tein L3 as candidate binding proteins of SHBs.

Key Words: Hepatitis B virus; Yeast-two hybrid 
technique; Surface antigen protein; Binding pro-
tein; Polymerase chain reaction   

Zhou F, Ren JL, Lu YP, Chen MY, Chen JM, Liu M, Shi 
HX, Zhang B, Dong J. Screening of hepatocyte proteins 
interacting with the small surface protein of hepatitis B 
virus using yeast-two hybrid technique. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 1378-1382

摘要
目的: 自肝细胞cDNA文库中筛选与HBV主蛋
白(SHBs)相互作用的蛋白基因, 探讨主蛋白的
生物学功能.

方法: 利用PCR扩增S主蛋白基因, 定向克隆

®

■背景资料
近年来, 酵母双杂
交技术被成功的
引进于蛋白-蛋白
相互作用领域. 本
研究以SHBs为研
究靶蛋白, 利用酵
母双杂交技术寻
找其与肝细胞相
互作用的蛋白, 这
对于明确HBV致
病机制、进入细
胞机制具有着重
要意义.

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科
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技术将靶基因克隆到pDEST32构建出S主蛋
白的诱饵质粒; Western blot方法验证转化诱
饵质粒的酵母细胞表达SHBs; 将诱饵质粒与
人肝cDNA文库猎物质粒共同转化MaV203酵
母细胞, 在营养缺陷型培养基和X-gal上进行
三重筛选阳性菌落, 提取阳性酵母菌落的猎物
质粒进行DNA测序; 利用核苷酸数据库及生
物信息学技术, 对于筛选结果进行分析.  

结果: 构建S主蛋白及肝文库酵母细胞表达载
体, 进行酵母双杂交系统筛选人肝细胞cDNA
文库, 筛选出既能在缺陷培养基也能在X-gal的
检测下变成蓝色的真阳性菌落3个, 分别为核
糖体蛋白L3、微管蛋白α-1a和α-2巨球蛋白.

结论: 用酵母双杂交技术筛选出3个与SHBs相
互作用的肝细胞结合蛋白编码基因, 提示SHBs
可能参与到肝细胞内部的多种生物学反应.

关键词: 乙型肝炎病毒; 酵母双杂交技术; 主蛋白; 

结合蛋白; 聚合酶链式反应
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是引起

病毒性肝炎、肝硬化和肝细胞癌(hepatic cel l 
carcinoma, HCC)的重要病因[1-3]. 针对HBV基

因组的研究认为H B V S区通过3个启始密码

子(AT G)被人为的分为3个结构区, 前-S1, 前
-S2和S区, 编码3种长度的包膜蛋白, 即大蛋白

(LHBs)、中蛋白(MHBs)和主蛋白(SHBs). 我们

早期的研究认为中国HBV流行株还可能存在另

一启始密码子[4], 该密码子可以同框(in frame)与
下游LHBs表达. 目前研究认为SHBs为3种包膜

蛋白中含量最多的一种, 与 HBV的感染密切相

关[5-7], 但其具体的作用机制尚未明确. 本研究以

SHBs为研究靶蛋白, 利用酵母双杂交技术寻找

其与肝细胞相互作用的蛋白, 这对于明确HBV
致病机制、进入细胞机制具有着重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 Proquest2酵母双杂交系统、人肝细胞

cDNA文库(货号10422-020)、酵母细胞感受态、

醋酸锂、X-α-半乳糖苷酶(Gal)、酵母细胞质粒

提取试剂盒等均购自Invitrogen公司.  酵母YPAD
培养基、不含氨基酸的酵母氮碱基等购自Oxoid

公司, 各种氨基酸及质粒提取试剂盒均购自北京

博大泰克公司; 大肠埃希菌(DH5α)本实验室保存.
1.2 方法 
1.2.1 诱饵质粒载体的构建以及靶基因表达的验

证: 利用多聚酶链反应(PCR)法扩增靶基因, 根
据HBV中国流行病毒株基因序列, 设计上游引

物: 5'-ATGGTCGACAACATGGAGAACACAA
CATCAG-3', 下游引物5'-GTGCGGCCGCTAGG
TTCTAATGTATACCCAAAGAC-3', 上游引物画

线部分为SalⅠ内切酶位点, 下游引物画线部分

为NotⅠ内切酶位点; PCR扩增HBV S主蛋白编

码基因; PCR条件: 94℃ 3 min, 94℃ 30 s, 58℃ 
30 s, 72℃ 30 s, 72℃ 7 min, 35个循环; PCR产物

经NotⅠ/Sa lⅠ双酶切后连接入酵母表达载体

pDEST32中构建诱饵质粒, 经酶切及PCR鉴定

后, DNA测序验证, 命名为: pDEST32-SHBs. 将
重组质粒在大肠埃希菌中扩增, 提取诱饵质粒. 
按说明书步骤, 将诱饵质粒pDEST32-SHBs转化

入MaV203. 在缺亮氨酸培养基上培养2 d后, 挑
取培养阳性克隆, 用缺亮氨酸营养培养液培养, 
酵母裂解液裂解MaV203后, 保留上清备用.

Western blot方法验证靶基因的表达: 将样

品及阴性对照的酵母裂解液加入上样缓冲液后

煮沸5 min, 分别经120 g/L SDS-PAGE胶电泳, 积
层胶60 V, 30 min; 分离胶80 V, 90 min. 60 V电转

100 min将胶上的蛋白质电转移到PVDF膜. 5%
脱脂牛奶封闭1 h, 然后加入抗-HBs鼠mAb, 室温

孵育2 h, 用TBST在室温下脱色摇床上洗脱3次, 
每次10 min; 再与1∶1000羊抗鼠二抗室温孵育2 
h, 用TBST在室温下脱色摇床上洗脱3次, 增强化

学发光法进行放射自显影.
1.2.2 酵母双杂交筛选: 首先大量扩增猎物载

体, 按照文库扩增手册操作滴定肝细胞文库原

液, 使其浓度达到9×1012 cfu/L, 以大量质粒提

取试剂盒提取猎物质粒. 按照Invi t rogen公司

Proquest2酵母双杂交操作指南, 醋酸锂法将诱

饵质粒pDEST32-SHBs与肝细胞文库(克隆在

pDEST22中)共同转化酵母MaV203, 之后将酵

母细胞涂布在SC-leu/-trp以及SC-leu/-trp/-his+ 25 
mM 3AT培养基上(3AT终浓度筛检试验将另文

报道). 将生长在SC-leu/-trp/-his+3AT的阳性克隆

划线到SC-leu/-trp/-ura的培养基上, 最后将阳性

菌落接种于YPAD培养皿影印于硝酸纤维素膜

用液氮裂解后置于含X-gal的Z-buffer反应体系

上检查α-半乳糖苷酶活性, 变成蓝色的为真阳

性菌落.

■研发前沿
SHBs为3种包膜
蛋白中含量最多
的一种与HBV的
感染密切相关, 但
其具体机制尚未
明确.
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1.2.3 候选结合蛋白基因的克隆化与分析: 挑取

真正的阳性集落按照Invitrogen公司酵母细胞

提取试剂盒提供的操作指南提取酵母质粒. 提
取的质粒后验证后, 利用Invitrogen公司提供的

pDEST22质粒上, 插入文库序列两端的引物进

行PCR扩增验证, 上游引物5'-TCGATGATGAA 
GATACCCCACC-3', 下游引物5'-CTCGACGT
CTTACTTACTTAGC-3'; PCR条件: 94℃ 3 min, 
94℃ 30 s, 58℃ 50 s, 72℃ 80 s, 72℃ 7 min经35
个循环. 靶片段长度约为1200 bp; PCR产物经纯

化后送生物公司进行DNA测序. 阳性克隆DNA测

序结果提交GenBank比对, 进行生物信息学分析.

2  结果

2.1 诱饵质粒构建的验证 HBV S基因为本实验

室克隆并测序, GenBank号为: EU075334, C2亚
基因型. 将全S基因克隆到pDEST32中构建诱饵

质粒pDEST32-SHBs, Western blot法验证诱饵质粒

pDEST32-SHBs转化酵母后靶蛋白的表达(图1).
2.2 SHBs酵母双杂交结果 按照Invitrogen公司

Proquest2酵母双杂交操作指南方法, 我们将构

建并验证过的诱饵质粒pDEST32-SHBs与肝细

胞文库(克隆在pDEST22中)共转化酵母MaV203, 
之后利用不同缺陷培养基来筛选阳性克隆, 最
后筛选出的阳性克隆可以表达H i s+、U r a+、

LacZ报告基因(图2).
2.3 SHBs的结合蛋白基因的克隆化与分析结果 
利用Invitrogen公司提供的肝细胞文库载体pD-
EST22引物扩增结合蛋白基因片段, 利用PCR方
法验证并克隆酵母双杂交阳性克隆内猎物质粒

携带的cDNA片段(图3).
我们共挑选13个阳性克隆测序, 测序结果与

GenBank数据库进行初步比较, 获得3个SHBs候
选结合蛋白的基因序列见表1.

3  讨论

HBV慢性感染以及感染后导致肝硬化、原发性

肝癌的机制一直不明确, 目前研究认为HBV通

过其病毒蛋白调节癌基因/抑癌基因的表达、诱

导/对抗细胞凋亡、阻断细胞DNA损伤修复等方

式导致病情演进[8-11]. 在上述过程中, 除X基因、

截短型中蛋白具有的反式激活作用外, HBV干

预肝细胞功能的方式也可能是通过蛋白-蛋白相

互作用完成的[12-16]. 近年来, 酵母双杂交技术被

成功的引进于蛋白-蛋白相互作用领域, 国内成

军 et al探讨多种形态的表面抗原可能的结合蛋

白, 本研究着重探讨SHBs候选结合蛋白[17-20]. 
我们应用Proquest酵母双杂交系统对SHBs

进行了结合蛋白的筛选, 该系统的优点是假阳

性率低, 按照该系统, 将我们构建的诱饵质粒

pDEST32-SHBs与携带人肝cDNA文库的猎物

质粒共同转化酵母细胞, 只有表达His+、Ura+、

LacZ报告基因的阳性克隆才被纳入进一步研究. 
通过该系统, 我们筛选出肝细胞文库中与SHBs
相互作用蛋白, 共获得13个阳性克隆, 经过测序

分析及与GenBank数据库进行比较, 其中3个阳

性克隆测序结果为已知蛋白基因, 分别为核糖

体蛋白L3、微管蛋白α-1a、α-2巨球蛋白. α-2巨
球蛋白是具有多种生物活性的糖蛋白[21-22], 由肝

脏、淋巴细胞、单核细胞等合成, 为免疫调节

■创新盘点
本研究经过严格
的酵母双杂交筛
选 ,  通 过 对 阳 性
克 隆 的 测 序 ,  初
步提示核糖体蛋
白L3、微管蛋白
α-1a、α-2巨球蛋
白部分或全基因
编码产物可能与
HBV主蛋白相互
作用.

表 1 酵母双杂交法获得HBV全S基因的候选结合蛋白

     
                                       GenBank      长度(aa)        结合域

核糖体蛋白L3  NP_919369       449         217-414

微管蛋白α-1a  EAW60313       429             2-229

α-2巨球蛋白 AAA51552        643         304-558

+     -

anti-HBs

图 1 pDEST32-SHBs转化MaV203后Wester blot的结果. +: 

pDEST32-SHBs转化MaV203蛋白电泳; -: pDEST32转化

MaV203蛋白电泳结果.

A B C D

S主

SC-Leu-Trp
3AT 25 mM

BDS主

SC-Leu-Trp-Ura

S主
1S

2S 3S

4S 5S
6S 7S
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图 2 报告基因表达的结果. A: 检测转化效率; B: 表达His+报告基因; C: 表达Ura+报告基因; D: 表达LacZ报告基因.
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性蛋白, 属于正常血清中免疫反应抑制因子, 在
体外能调节淋巴细胞对各种致有丝分裂原刺激

和抗原性刺激反应, α-2巨球蛋白还能显著抑制

自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)和抗体依

赖性细胞毒素细胞(antibody dependent cellular 
toxin cell, ADCC)活性. 目前已经观察到临床上

慢性活动性肝炎和肝硬化患者α-2巨球蛋白血浓

度升高, 在病情迁延时α-2巨球蛋白升高可作为

急性肝炎演变为慢性的有用指标[23-26]. 这一发现

为HBV感染致肝损伤机制的研究开辟了新的思

路. α-2巨球蛋白全长643 aa, S主蛋白可与该蛋

白的304-558 aa相互作用, 相互作用区域位于α-2
巨球蛋白的下游. 另一个筛选出的SHBs候选结

合蛋白核糖体蛋白L3是肽基转移酶中心, 能促

进病毒在细胞中的繁殖[27-29], 核糖体蛋白L3编码

449 aa, 可能与SHBs的结合区域位于217-414 aa. 
筛选出的第三个结合蛋白为微管蛋白α-1a, 是一

种细胞结构蛋白, 编码429 aa, 能调节微小管激

活及细胞的分裂有关[30-31], 可能的与SHBs结合

的区域位于微管蛋白α-1a的羧基端2-229 aa处. 
总之, 我们自肝cDNA文库中应用酵母双杂

交方法筛选出3种可能与SHBs结合的蛋白基因, 
研究结果提示SHBs可能与上述蛋白相互作用, 
可能通过干扰上述蛋白的功能导致HBV感染的

持续化, 甚至影响到肝细胞功能, 其具体的作用

机制是下一步研究的重点. 这些候选结合蛋白

与靶蛋白结合的可靠性需要进一步通过反向酵

母双杂交、哺乳细胞双杂交、免疫共沉淀等方

法研究证实.

4      参考文献
1 Park NH, Song IH, Chung YH. Chronic hepatitis 

B in hepatocarcinogenesis. Postgrad Med J 2006; 82: 
507-515

2 Pollicino T, Squadrito G, Cerenzia G, Cacciola I, 
Raffa G, Craxi A, Farinati F, Missale G, Smedile A, 
Tiribelli C, Villa E, Raimondo G. Hepatitis B virus 
maintains its pro-oncogenic properties in the case 

of occult HBV infection. Gastroenterology 2004; 126: 
102-110 

3 Arbuthnot P, Kew M. Hepatitis B virus and 
hepatocellular carcinoma. Int J Exp Pathol 2001; 82: 
77-100

4 董菁, 成军. 乙型肝炎病毒基因组中前-前-S区编码基
因的界定. 世界华人消化杂志 2003; 11: 1091-1096  

5 Patient R, Hourioux C, Sizaret PY, Trassard S, 
Sureau C, Roingeard P. Hepatitis B virus subviral 
envelope particle morphogenesis and intracellular 
trafficking. J Virol 2007; 81: 3842-3851

6 Blanchet M, Sureau C. Analysis of the cytosolic 
domains of the hepatitis B virus envelope proteins 
for their function in viral particle assembly and 
infectivity. J Virol 2006; 80: 11935-11945

7 Bruss V, Ganem D. The role of envelope proteins in 
hepatitis B virus assembly. Proc Natl Acad Sci U S A 
1991; 88: 1059-1063

8 Ogden SK, Lee KC, Barton MC. Hepatitis B viral 
transactivator HBx alleviates p53-mediated 
repression of alpha-fetoprotein gene expression. J 
Biol Chem 2000; 275: 27806-27814

9 Oishi N, Shilagardi K, Nakamoto Y, Honda M, 
Kaneko S, Murakami S. Hepatitis B virus X protein 
overcomes oncogenic RAS-induced senescence 
in human immortalized cells. Cancer Sci 2007; 98: 
1540-1548 

10 Ou DP, Tao YM, Tang FQ, Yang LY. The hepatitis 
B virus X protein promotes hepatocel lular 
carcinoma metastasis by upregulation of matrix 
metalloproteinases. Int J Cancer 2007; 120: 1208-1214

11 Peng Z, Zhang Y, Gu W, Wang Z, Li D, Zhang F, 
Qiu G, Xie K. Integration of the hepatitis B virus X 
fragment in hepatocellular carcinoma and its effects 
on the expression of multiple molecules: a key to 
the cell cycle and apoptosis. Int J Oncol 2005; 26: 
467-473

12 Lupberger J, Hildt E. Hepatitis B virus-induced 
oncogenesis. World J Gastroenterol 2007; 13: 74-81

13 H i l d t E , M u n z B , S a h e r G , R e i f e n b e r g K , 
Hofschneider PH. The PreS2 activator MHBs(t) of 
hepatitis B virus activates c-raf-1/Erk2 signaling in 
transgenic mice. EMBO J 2002; 21: 525-535

14 Kim DG. Differentially expressed genes associated 
with hepatitis B virus HBx and MHBs protein 
function in hepatocellular carcinoma. Methods Mol 
Biol 2006; 317: 141-155

15 Hildt E, Saher G, Bruss V, Hofschneider PH. The 
hepatitis B virus large surface protein (LHBs) is a 
transcriptional activator. Virology 1996; 225: 235-239

16 Hildt E, Hofschneider PH. The PreS2 activators of 
the hepatitis B virus: activators of tumour promoter 
pathways. Recent Results Cancer Res 1998; 154: 
315-329

17 李志群, 马英骥, 成军. 酵母双杂交技术筛选肝细胞中
与羧基末端截短型乙型肝炎表面抗原中蛋白MHBst167

蛋白结合蛋白的研究. 胃肠病学和肝病学杂志 2006; 
15: 138-140

18 田江克, 成军, 刘妍, 崔玉芳, 纪冬, 王琳, 程勇前, 钟
彦伟, 徐东平. 乙型肝炎病毒截短型表面抗原中蛋
白结合蛋白的筛选. 世界华人消化杂志 2006 ; 14 : 
2382-2385

19 董菁, 王业东, 成军, 皇甫竞坤, 钟彦伟, 杨倩. 噬菌体
表面展示技术筛选乙型肝炎病毒前S1蛋白结合蛋白
基因. 解放军医学杂志 2004: 29: 13-15

20 陆荫英, 李克, 王琳, 刘妍, 王业东, 成军, 张玲霞. 乙型
肝炎病毒前S2蛋白结合蛋白基因的筛选. 中华肝脏病
杂志 2003: 11: 8-10

21 Zorina VN, Zorin NA, Lykova OF, Konysheva TV, 

■名词解释
结合蛋白: 与某种
蛋白发生物理相
互结合作用, 并可
能通过该结合作
用干扰、失活蛋
白原本的生物学
功能.

图  3  酵 母
双杂交阳性克
隆猎物质粒引
物 P C R 产 物 的
凝 胶 电 泳 .  1 : 

AD1; 2: AD2; 

3: AD3.

S主AD-PCR
M          1          2         3

2000
1000
750
500

250

100

bp



www.wjgnet.com

1382                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年5月8日      第16卷     第13期

Zorina RM. Alpha-2-macroglobulin ligands and 
their biotransport mechanisms. Biomed Khim 2007; 
53: 164-171

22 Meijer AB, Rohlena J, van der Zwaan C, van 
Zonneveld AJ, Boertjes RC, Lenting PJ, Mertens K. 
Functional duplication of ligand-binding domains 
within low-density lipoprotein receptor-related 
protein for interaction with receptor associated 
protein, alpha2-macroglobulin, factor IXa and factor 
VIII. Biochim Biophys Acta 2007; 1774: 714-722

23 黄唯, 龚飞跃. 血清生化指标对乙型肝炎肝硬化的诊
断价值. 第一军医大学学报 2002; 22: 1034-1036

24 宋育林, 杨文卓, 贾一韬, 陆伦根, 茅益民, 曹爱平, 朱
红音, 李恩灵, 万谟彬, 李成忠, 曾民德. 慢性肝病病理
分级、分期与血清学指标关系的初步研究. 胃肠病学 
2001; 6: 78-80

25 Morali G, Maor Y, Klar R, Braun M, Ben Ari Z, 
Bujanover Y, Zuckerman E, Boger S, Halfon P. 
Fibrotest-Actitest: the biochemical marker of liver 
fibrosis--the Israeli experience. Isr Med Assoc J 2007; 9: 
588-591

26 F i e l d e n M R , B r e n n a n R , G o l l u b J . A g e n e 
expression biomarker provides early prediction and 
mechanistic assessment of hepatic tumor induction 

by nongenotoxic chemicals. Toxicol Sci 2007; 99: 
90-100

27 Petrov A, Meskauskas A, Dinman JD. Ribosomal 
protein L3: influence on ribosome structure and 
function. RNA Biol 2004; 1: 59-65

28 Pringle M, Poehlsgaard J, Vester B, Long KS. 
Mutations in r ibosomal protein L3 and 23S 
ribosomal RNA at the peptidyl transferase centre 
are associated with reduced susceptibility to 
tiamulin in Brachyspira spp. isolates. Mol Microbiol 
2004; 54: 1295-1306

29 Meskauskas A, Dinman JD. Ribosomal protein L3: 
gatekeeper to the A site. Mol Cell 2007; 25: 877-888

30 Chang W, Webster DR, Salam AA, Gruber D, 
Prasad A, Eiserich JP, Bulinski JC. Alteration of 
the C-terminal amino acid of tubulin specifically 
inhibits myogenic differentiation. J Biol Chem 2002; 
277: 30690-30698

31 Purro SA, Bis ig CG, Contin MA, Barra HS, 
Arce CA. Post-translational incorporation of 
the antiproliferative agent azatyrosine into the 
C-terminus of alpha-tubulin. Biochem J 2003; 375: 
121-129

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本研究选题明确, 
设计思路清晰合
理 ,  方 法 简 单 可
靠, 具有一定的可
读性.
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Abstract
AIM: To reproduce an experimental rat model 
of alcoholic liver disease, and to investigate the 
effect of curcumin on lipid peroxidation induced 
by alcohol in rats.

METHODS: Forty Sprague-Dawley rats were 
randomly divided into 5 groups (n = 8): control 
group, model group, and three curcumin treat-
ment (40, 80, 160 mg/kg) groups. Rats in the 
control group were intragastrically infused with 
normal saline, and those in the other groups 
were intragastrically infused with 560 mL/L al-
cohol (6.72 g/kg per day). After 6 wk, curcumin 
was added to rats in the curcumin treatment 
groups at 40, 80, and 160 mg/kg, respectively. 
At the end of the 12th wk, all of the rats were 
killed. The levels of serum alanine aminotrans-
ferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) 
and alkaline phosphatase (ALP) were measured. 
Liver samples were collected for determination 

of superoxide dismutase (SOD), malondialde-
hyde (MDA) and nitric oxide (NO) contents and 
routine histological examination.

RESULTS: In comparison with those in the con-
trol group, the serum ALT, AST and ALP levels 
(86.4 ± 7.5 vs 33.5 ± 10.3; 201.0 ± 16.8 vs 116.5 ± 
12.0; 205.1 ± 20.0 vs 104.6 ± 9.4; all P < 0.01) and 
the tissue contents of MDA and NO (3.29 ± 0.34 
vs 1.35 ± 0.12; 4.37 ± 0.21 vs 2.72 ± 0.13; both P < 
0.05) were significantly increased in the model 
group, but SOD activity was markedly de-
creased (80.21 ± 4.55 vs 180.24 ± 27.53, P < 0.01). 
However, curcumin markedly down-regulated 
the levels of serum ALT, AST and ALP (40 
mg/kg: 66.5 ± 9.6, 171.4 ± 10.8, 176.4 ± 13.7; 80 
mg/kg: 52.4 ± 12.0, 145.8 ± 11.9, 146.9 ± 13.8; 160 
mg/kg: 40.9 ± 7.9, 135.0 ± 11.8, 127.1 ± 12.6; P < 
0.05 or P < 0.01), as well as the tissue contents of 
MDA and NO (40 mg/kg: 2.84 ± 0.27, 4.01 ± 0.17; 
80 mg/kg: 1.95 ± 0.23, 3.60 ± 0.16; 160 mg/kg: 1.65 
± 0.08, 3.22 ± 0.13; P < 0.05 or P < 0.01). Inverse-
ly, the activity of SOD was elevated (92.36 ± 6.47, 
117.69 ± 21.96, 146.70 ± 27.36; P < 0.05 or P < 0.01). 
Histological examination showed fatty degen-
eration, focal necrosis and inflammatory cell 
infiltration in the model group, but the changes 
were milder in the curcumin treatment groups 
at variable degrees.

CONCLUSION: Curcumin can prevent alcohol-
induced liver injury in rats by inhibiting lipid 
peroxidation.

Key Words: Alcoholic liver disease; Curcumin; Lipid 
peroxidation; Histopathology

Yin R, Wang Q, Fu CQ. Effect of curcumin on alcohol-
induced lipid peroxidation in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(13): 1383-1387

摘要
目的: 观察姜黄素对酒精性肝病大鼠肝脏氧
化应激指标SOD, MDA和NO及血清ALT, AST
和ALP水平的影响, 探讨姜黄素对酒精诱导的
大鼠脂质过氧化反应的影响. 

方法:  将40只S D大鼠随机分为对照组、模

www.wjgnet.com
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■背景资料
长期过量饮酒可
引起酒精性肝病, 
包括肝脂肪变及
炎症损伤, 严重者
可发展为肝硬化. 
在西方国家, 酒精
性肝病是慢性肝
病的主要类型, 近
年来, 中国也有发
病逐渐增加的趋
势 .  其病因复杂 , 
机制未明 .  因此 , 
对酒精性肝病的
发病机制及治疗
靶点的研究势在
必行.

■同行评议者
范 小 玲 ,  主 任 医
师, 北京地坛医院
综合科



型组、姜黄素治疗Ⅰ组(40 mg/kg)、姜黄素
治疗Ⅱ组(80 mg/kg)和姜黄素治疗Ⅲ组(160  
mg/kg), 每组8只. 除对照组用等量生理盐水灌
胃外, 其他组均采用56度白酒6.72 g/(kg·d)灌
胃的方法制作酒精性肝病大鼠模型, 6 wk后
姜黄素治疗Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组分别加用姜黄素ig, 
至12 wk末, 处死大鼠, 抽取血标本测定血清
ALT、AST及ALP水平; 留取肝组织标本测定
SOD活性、MDA及NO含量, 常规HE染色观
察肝脏病理变化. 

结果: 与对照组相比, 模型组大鼠血清ALT、
AST及ALP水平显著升高(86.4±7.5 vs  33.5
±10.3; 201.0±16.8 vs  116.5±12.0; 205.1±
20.0 vs  104.6±9.4; 均P <0.01); 肝组织SOD活
性明显下降(80.21±4.55 vs  180.24±27.53, 
P <0.01), MDA及NO含量显著升高(3.29±0.34 
vs  1.35±0.12; 4.37±0.21 vs  2.72±0.13; 均
P <0.01). 与模型组相比, 各姜黄素治疗组血清
ALT、AST及ALP水平(Ⅰ组: 66.5±9.6, 171.4
±10.8, 176.4±13.7; Ⅱ组: 52.4±12.0, 145.8
±11.9, 146.9±13.8; Ⅲ组: 40.9±7.9, 135.0±
11.8, 127.1±12.6)明显降低(P <0.05或P <0.01), 
肝组织MDA及NO含量(Ⅰ组: 2.84±0.27, 4.01
±0.17; Ⅱ组: 1.95±0.23, 3.60±0.16; Ⅲ组: 
1.65±0.08, 3.22±0.13)均显著降低(P <0.05
或P <0.01), 而SOD活性(92.36±6.47, 117.69
±21.96, 146.70±27.36)明显提高(P <0.05或
P <0.01), 其中以Ⅱ、Ⅲ治疗组较为显著. 模型
组大鼠肝细胞出现不同程度的脂肪变性, 伴有
点、灶状坏死, 炎性细胞浸润, 各姜黄素治疗
组肝脏病理变化不同程度的轻于模型组.

结论: 姜黄素能抑制脂质过氧化, 减轻或防治
酒精诱导的肝损伤.

关键词: 酒精性肝病; 姜黄素; 脂质过氧化; 组织病
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0  引言

姜黄素(curcumin)是从天然姜黄属植物根茎中

提取出来的一种酚类色素, 除广泛应用于食品

上色和佐味外, 姜黄素尚具有多种药理作用, 如
抗肿瘤、降脂和抗微生物等作用, 尤其在抗氧

化、清除自由基、抗炎和保护肝脏等方面效

果显著 [1-2].  本研究通过酒精灌胃法建立慢性

酒精性肝病大鼠模型, 观察姜黄素对酒精性肝
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病(alcoholic liver disease, ALD)大鼠肝组织超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)活
性、丙二醛(malondialdehyde, MDA)和一氧化

氮(NO)含量, 血清丙氨酸氨基转移酶(a lanine 
aminotransferase, ALT)、天门冬酸氨基转移酶

(aspartate aminotransferase, AST)和碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, ALP)水平的影响, 以探讨

姜黄素的抗氧化作用及对酒精诱导的肝损伤的

防治作用及可能的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD大鼠40只, 体质量180-220 g, 
雌雄各半, 甘肃省中医学院SPF级动物实验室饲

育. 市售56度二锅头白酒, 姜黄素(四川金郁金科

技开发有限公司, 含量95.3%). SOD, MDA, NO
试剂盒均购自南京建成生物制品公司, SOD活性

用黄嘌呤氧化酶法测定, MDA含量用硫代巴比

妥酸比色法测定, NO含量用硝酸还原酶法测定. 
UV-2401PC紫外分光光度计, 低温高速离心机, 
Beckman-LX-20全自动生化分析仪.
1.2 方法 40只SD大鼠按体质量、性别相近原

则随机分为5组(n  = 8): 对照组、模型组、姜黄

素治疗Ⅰ组(40 mg/kg)、姜黄素治疗Ⅱ组(80 
mg/kg)和姜黄素治疗Ⅲ组(160 mg/kg). 喂养适应

1 wk后, 除对照组以等量生理盐水ig外, 其余4组
参照李舒丹 et al [3]的造模方法, 以56度白酒约1.5 
mL/100 g体质量(折合成乙醇为6.72 g/kg体质量)
每日清晨ig 1次. 6 wk后, 各姜黄素治疗组在继

续酒精ig的基础上, 分别将姜黄素40、80、160 
mg/kg加入酒中ig. 各组大鼠在实验期间均予以

饮用水及全价营养颗粒喂养. 12 wk末, 所有大

鼠在末次ig 24 h后, 以30 g/L戊巴比妥麻醉, 股动

脉采血并处死. 血标本离心分装血清, Beckman-
LX-20全自动生化分析仪测定ALT, AST和ALP
水平; 留取肝组织, 部分制成100 g/L肝匀浆, 测
定SOD, MDA和NO, 具体步骤按试剂盒说明操

作; 部分肝组织40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋、切

片, 常规HE染色并观察.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行

One-way ANOVA分析, 组间比较用Tukey法, 结
果用mean±SD表示.

2  结果

实验期间, 对照组大鼠全部存活, 其余4组共有6
只死亡, 3只因酒精误灌入气管立即死亡, 2只尸

解发现胃扩张穿孔, 1只死因不明. 各实验组大

www.wjgnet.com

■相关报道
Nanji et al 发现姜
黄素也可通过抑
制核因子-κB(NF-
κB)的激活及其介
导的细胞因子的
释放; Kang et al提
出通过抑制胶原
合成和肝星状细
胞活化等作用, 从
而减轻肝脏炎症
和纤维化的发展.
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鼠较对照组, 出现不同程度毛色无光泽, 易掉毛, 
食欲减退, 体质量下降, 稀便等, 尤以模型组明显.
2.1 血清酶学指标及肝脏脂质过氧化检测结果 
模型组大鼠ALT, AST及ALP水平较对照组明显

升高(P <0.01); 各姜黄素治疗组与模型组相比, 
均有明显下降(P <0.05或P <0.01), 并呈剂量-效应

关系(表1). 与对照组相比, 模型组MDA、NO含

量显著升高, 而SOD活性明显下降(P <0.01); 各
姜黄素治疗组与模型组相比, 可以不同程度地

抑制MDA和NO水平, 提高SOD活性(P <0.05或
P <0.01), 并呈剂量-效应关系(表1).
2.2 肝脏组织病理 对照组可见正常的肝细胞以

■创新盘点
本研究选用安全
易得的植物提取
物姜黄素作为干
预药物, 基于其较
强的抗氧化、抗
炎特性, 研究其对
肝细胞结构及功
能 的 影 响 ,  探 讨
ALD的早期防治.

表 1 各组大鼠血清酶和肝组织中SOD、MDA和NO含量 (mean±SD)

     
分组              n

             ALT                       AST                     ALP            SOD                    MDA                   NO

                  (U/L)                     (U/L)                    (U/L)                (U/mgprot)       (nmol/mgprot)   (μmol/gprot)

对照组            8      33.5±10.3      116.5±12.0      104.6±9.4      180.24±27.53      1.35±0.12      2.72±0.13

模型组            6      86.4±7.5a       201.0±16.8a     205.1±20.0a     80.21±4.55a       3.29±0.34a     4.37±0.21a

姜黄素治疗Ⅰ组 6      66.5±9.6c       171.4±10.8c     176.4±13.7b     92.36±6.47        2.84±0.27b     4.01±0.17c

姜黄素治疗Ⅱ组 6      52.4±12.0c     145.8±11.9c     146.9±13.8c   117.69±21.96b     1.95±0.23c     3.60±0.16c

姜黄素治疗Ⅲ组 8      40.9±7.9c       135.0±11.8c     127.1±12.6c   146.70±27.36c     1.65±0.08c     3.22±0.13c

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.05, cP<0.01 vs  模型组.

图 1 各组大鼠肝组织HE染色切片(HE×100). A: 对照组; B: 模型组; C: 姜黄素治疗Ⅰ组; D: 姜黄素治疗Ⅱ组; E: 姜黄素治疗

Ⅲ组.

A B

DC

E
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中央静脉为中心呈放射状排列: 模型组大鼠肝

小叶结构紊乱, 肝细胞出现大、小泡性脂肪变, 
以大泡性为主, 病变主要见于中央静脉区及肝

包膜下, 伴有点、灶状坏死, 炎性细胞浸润; 各
姜黄素治疗组大鼠肝组织脂肪变性、坏死及炎

性改变较之模型组不同程度减轻(图1).

3  讨论

A L D的发病机制 ,  有人提出以氧应激和脂质

过氧化为中心的“二次打击”假说 [4-5].  酒精

可使细胞色素P4502E1(cytochrome P450 2E1, 
CYP2E1)活性增强, 在肝脏乙醇代谢中产生大

量的氧自由基(ROS), 引发脂质过氧化反应, 导
致微粒体和肝细胞损伤[6]. 而肝脏抗氧化剂, 如
SOD、谷胱甘肽、维生素E等含量下降[7]. 脂质

过氧化物使脂肪酸氧化受阻, 甘油三酯在体内

合成增加并堆积, 而脂质沉积增多又能加重脂

质过氧化反应, 形成恶性循环, 从而发生脂肪肝. 
MDA是最主要的脂质过氧化产物之一, 因而测

试MDA的量可反映体内脂质过氧化的程度, 间
接反映体内自由基的生成情况. SOD对机体的氧

化和抗氧化平衡起着至关重要的作用, 他能清

除自由基和过氧化物, 从而降低脂质过氧化物

的生成并加速其清除, 减少其对细胞和组织的

损伤. 本研究结果显示, 模型组大鼠SOD活性较

之对照组明显下降(P <0.01), MDA含量明显增加

(P <0.01), 提示肝组织中氧化应激明显, 促进肝

脂肪变性的发生.
乙醇可使诱导型一氧化氮合酶(iNOS)活性

增加, 催化生成过多的NO, 破坏了NO与超氧阴

离子(O2
-)间的平衡, 生成过量的过氧化亚硝离子

(ONOO-). ONOO-及其毒性产物可通过氧化细胞

膜上的多不饱和脂肪酸及胆固醇、氧化蛋白质

如SOD及GSH等多种途径增强肝脏中的氧化应

激水平. 另外, NO本身可抑制肝蛋氨酸腺苷转移

酶活性, 引起GSH合成障碍, 还可降低谷胱甘肽

过氧化物酶等抗氧化物酶活性, 导致脂质过氧

化物积聚[8]. NO也可通过抑制蛋白质的合成及

线粒体呼吸[9]使ALD加重. 本研究结果显示, 模
型组大鼠NO含量较之对照组显著增加(P <0.01), 
提示NO通过参与氧化应激在ALD的发生发展

中发挥重要作用.
姜黄素具有较强的抗氧化、清除自由基作

用, 既可以抑制ROS的产生[10], 又能清除氧化过

程中产生的O2
-, 过氧化氢(H2O2), NO等多种自

由基.本研究结果表明, 与模型组相比, 各姜黄素

治疗组均可降低血清ALT, AST, ALP水平, 提高

SOD活性, 抑制MDA和NO的产生, 减轻脂质过

氧化程度, 作用以Ⅱ、Ⅲ治疗组较为显著. 一些

研究显示, 姜黄素可通过抑制CYP450的活性[11]; 
减少iNOS mRNA的产生[12], 促进NO的清除而降

低NO水平[13]; 抑制黄嘌呤氧化反应[10], 从而减少

ROS和自由基的产生. 还能增加各种抗氧化酶, 
如SOD、过氧化氢酶、谷胱甘肽还原酶等的活

性, 有效地清除各种自由基[14]. 上述作用可使肝

组织中ROS和自由基生成减少, 肝脏抗氧化能力

增强, 氧应激减轻, 从而起到保护肝细胞的作用. 
此外, 姜黄素可以改善脂肪酸代谢[15], 减少脂肪

在肝脏的沉积, 本研究结果显示各姜黄素治疗

组大鼠肝脂肪变性较之模型组不同程度减轻, 
与文献相符. 另有报道, 姜黄素也可通过抑制核

因子-κB(NF-κB)的激活及其介导的细胞因子的

释放[16], 抑制胶原合成和肝星状细胞活化[17]等

作用, 从而减轻肝脏炎症和纤维化的发展. 一项

Ⅰ期临床证明, 姜黄素能安全po  4 mo而无副作 
用[18]. 因此, 基于姜黄素的多种药理作用, 其有

可能成为一种理想的防治ALD的药物, 具有较

好的临床应用前景.
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有一定的意义.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
taurine on the islets during culturing and its 
mechanism in rats. 

METHODS: Wistar rats were divided into 2 
groups: RPMI-1640 group and taurine group. 
The percentage of active Caspase-9-positive 
cells or phospho-Akt 473-positive cells was de-
termined by flow cytometry. The mRNA levels 
of tumor necrosis factor (TNF-α), interleukin-
1β (IL-1β), nuclear factor-κB (NF-κB), and heme 
oxygenase-1 (HO-1) were evaluated by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) in the isolated rat islets of both groups.

RESULTS: After 1-wk culture, the percentage of 
Caspase-9-positive cells was significantly higher 
in the taurine group than that in the RPMI-1640 
group (41.03% ± 4.46% vs 23.85% ± 3.09%, P < 

0.05). The mRNAs of TNF-α, IL-1β, NF-κB and 
HO-1 were significantly expressed after the is-
lets were isolated and purified. However, the 
mRNAs of TNF-α, IL-1β, NF-κB expression were 
decreased gradually while HO-1 expression was 
increased with the culturing time. After 6-h, 72-h 
and 1-wk culture, the mRNA levels of TNF-α, 
IL-1β, and NF-κB were significantly lower in the 
taurine group (TNF-α: 0.34 ± 0.02, 0.24 ± 0.01, 0.19 
± 0.02; IL-1β: 0.24 ± 0.09, 0.09 ± 0.01, 0.05 ± 0.01; 
NF-κB: 1.76 ± 0.30, 0.93 ± 0.15, 0.37 ± 0.02) than 
those in the RPMI-1640 group (TNF-α: 0.57 ± 0.1, 
0.39 ± 0.02, 0.29 ± 0.02; IL-1β: 0.34 ± 0.02, 0.24 ± 
0.01, 0.19 ± 0.02; NF-κB: 2.52 ± 0.24, 1.21 ± 0.14, 
0.76 ± 0.07) (all P < 0.05), but the HO-1 mRNA 
level was markedly higher in the taurine group 
(3.74 ± 0.10, 4.33 ± 0.29, 5.28 ± 0.29 vs 2.46±0.30, 
3.13 ± 0.07, 3.59 ± 0.22; all P < 0.05).  

CONCLUSION: Taurine can protect the islet 
cells from apoptosis by inhibiting the transcrip-
tion of TNF-α, IL-1β and NF-κB gene or by in-
creasing phospho-Akt activity. 

Key Words: Taurine; Tumor necrosis factor-α; Nu-
clear factor-κB; Interleukin-1β; Heme oxygenase-1; 
Islet cell; Flow cytometry; Reverse transcription-
polymerase chain reaction

Zhang KZ, Liu YF, Zhang JL. Protective effects of taurine 
on the islet viability and function in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 1388-1395

摘要
目的: 探讨牛磺酸(taurine, Tau)在大鼠胰岛培
养过程中对胰岛的保护作用及其机制. 

方法: 实验Wistar大鼠分为2组, RPMI 1640
组和牛磺酸组 ( Ta u组 ) .  流式细胞仪检测
Caspase-9和磷酸化Akt阳性细胞比例, 观察牛
磺酸对Caspase-9及Akt的影响. RT-PCR检测
单纯1640组和Tau组胰岛细胞的TNF-α、IL-
1β、NF-κB和HO-1基因的表达. 

结果: 胰岛单纯用RPMI 1640培养1 wk后激
活的Caspase-9与加入牛磺酸后相比有统计
学意义(41.03%±4.46% vs  23.85%±3.09%, 

®

■背景资料
糖尿病是一种自
身免疫反应性疾
病. 胰岛移植是治
疗糖尿病的最有
效手段之一, 但是
胰岛移植的长期
疗效较差, 胰岛移
植后的凋亡率是
正常胰腺内胰岛
的10倍, 移植胰岛
很 快 失 功 .  国 内
外研究资料表明
胰岛的分离、纯
化、培养、及胰
岛的保存均影响
胰岛活性和功能. 

■同行评议者
傅 志 仁 ,  主 任 医
师, 上海长征医院
器官移植科
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P <0.05). 胰岛分离纯化后有明显的T N F-α 
mRNA、IL-1β mRNA、NF-κB mRNA、HO-1 
m R N A表达 ,  随着培养时间的延长T N F-α 
mRNA、IL-1β mRNA、NF-κB mRNA表达逐
渐减弱, HO-1 mRNA表达逐渐增强. 加入牛磺
酸后胰岛TNF-α mRNA、IL-1β mRNA、NF-
κB mRNA表达明显减弱, 在6 h, 72 h及1 wk时 
(TNF-α: 0.34±0.02, 0.24±0.01, 0.19±0.02; 
IL-1β: 0.24±0.09, 0.09±0.01, 0.05±0.01; NF-
κB: 1.76±0.30, 0.93±0.15, 0.37±0.02)和单
纯培养组(TNF-α: 0.57±0.1, 0.39±0.02, 0.29
±0.02; IL-1β: 0.34±0.02, 0.24±0.01, 0.19±
0.02; NF-κB: 2.52±0.24, 1.21±0.14, 0.76±
0.07)比较差异具有显著性(均P <0.05). HO-1 
mRNA的表达较单纯培养组明显增强且随着
时间的延长表达更明显(3.74±0.10, 4.33±
0.29, 5.28±0.29 vs  2.46±0.30, 3.13±0.07, 
3.59±0.22; 均P <0.05).  

结论: 牛磺酸能抑制TNF-α、IL-1β和NF-κB
转录并活化Akt, 抑制细胞凋亡.

关键词: 牛磺酸; 肿瘤坏死因子-α; 核因子-κB; 白细

胞介素-1β; 血红素加氧酶-1; 胰岛细胞; 流式细胞

术; 逆转录-聚合酶链反应

张克忠, 刘永锋, 张佳林. 牛磺酸对大鼠胰岛活性和功能的保护

作用. 世界华人消化杂志  2008; 16(13): 1388-1395
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0  引言

糖尿病是由于自身免疫反应所导致的胰岛β-细
胞破坏所引起的一种自身免疫反应性疾病. 胰
岛移植是治疗糖尿病的最有效手段之一, 但是

胰岛移植的长期疗效较差, 胰岛移植后的凋亡

率是正常胰腺内胰岛的10倍[1], 移植胰岛很快

失功. 多种因素影响胰岛移植的效果: 胰岛的

分离、纯化、培养、及胰岛的保存均影响胰岛

活性和功能. 因此, 在胰岛的分离和培养过程中

加入不同的保护因素以提高胰岛的活性和功

能是我们的研究目标. 牛磺酸(taurine Tau)是一

种含硫氨基酸, 即2-氨基乙磺酸H2N-CH2-CH2-
SO3H(C2H7NO3S = 111.1343). 几乎全部以游离

形式存在, 细胞内外浓度比为100-50 000/1, 属于

β-氨基酸, 是一种细胞保护剂, 具有重要生物学

作用: 清除氧自由基, 抗脂质过氧化损伤, 抑制

细胞凋亡, 调节细胞钙稳态, 对线粒体结构和功

能起稳定作用, 维持细胞内外渗透压平衡, 抑制

细胞因子的产生[2-3]. 本实验通过RT-PCR检测胰

岛分离纯化过程中及短期培养后促炎性细胞因

子、核转录因子的表达以及对胰岛活性和功能

的影响. 观察牛磺酸对促炎性细胞因子、核转

录因子基因转录以及对体外培养胰岛的活性和

功能的影响; 探讨其对胰岛的保护作用及机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠60只, 雌雄不限, 体质量

180-220 g(购自中国医科大学动物部). 胶原酶

V型(C-9263)、双硫腙(Di thizone, DTZ)、丫

啶橙(Acridine Orange, AO)和溴乙啶(Ethidium 
B r o m i d e, E B)均购自S i g m a公司; 藻红蛋白

(PE)标记的抗大鼠胰岛Caspase-9抗体(Red-
LEHD-FMK)购自BioVision公司, 异硫氰酸荧

光素(FITC)标记的抗大鼠胰岛Akt磷酸化抗体

Phospho-Akt(Ser473)及A-11070 Alexa Fluor goat 
anti-rabbit lgG(荧光标记的二抗)购自CST公司; 
牛磺酸购自北京奥博星生物技术公司; RNA提

取试剂RNAout、逆转录PCR试剂盒购于天择基

因工程公司; 引物购于上海英俊生物技术公司; 
DNA marker购于大连宝生物公司. 
1.2 方法 将实验大鼠分为2组(n  = 6), 1640组: 培
养基为RPMI 1640+双抗(青霉素100 U/mL、链

霉素100 mg/L)+100 mL/L FCS; Tau组: 培养基为

RPMI 1640+双抗(青霉素100 U/mL、链霉素100 
mg/L)+100 mL/L FCS+20 mmol/L牛磺酸; 
1.2.1 大鼠胰岛的分离和纯化: (1)原位灌注: 胆
总管起始处插管, 冷胶原酶溶液(冷Hank's液配

制, 1.0 g/L)10-12 mL以3-4 mL/min的速度逆行注

入胰管内. (2)切取: 快速完整切取胰腺保持外膜

完整, 并尽量少带脂肪和淋巴组织. (3)胰腺消化

和胰岛纯化: 胰腺切取后37.5℃±1℃水浴消化

11-15 min. 通过肉眼观察, 消化液呈乳糜状外观

不透明时迅速倒入冷的Hank's液50 mL以终止消

化并且低温离心1次(800 r/min, 4℃-8℃, 2 min). 
再加入冷的Hank's液30 mL充分振荡混匀, 经
80目不锈钢筛网过滤, 再次离心(800 r/min, 4℃
-8℃, 2 min). 去除沉淀以上的液体后采用Ficoll
不连续密度梯度离心纯化胰岛 .  浓度分别为: 
270、250、230、205和110 g/L. 
1.2.2 胰岛计数、活性鉴定、培养及功能检测: 
将获取的胰岛用双硫腙(DTZ)染色. 胰岛细胞数 
= 3次样品中DTZ阳性细胞团数/3×20×样本总

量(mL). 用丫啶橙/溴乙啶(AO/EB)荧光染色法

显示细胞活率, 活率 = 活细胞总数/(活细胞总数

+死细胞总数)×100%. 胰岛分离纯化后分二组

■研发前沿
牛磺酸具有清除
氧自由基, 抑制细
胞凋亡, 调节细胞
钙稳态, 维持细胞
内外渗透压平衡, 
抑制细胞因子的
产生等药理学作
用, 在移植领域的
应用正日益受到
人们的关注.
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培养, 24孔培养板, 100 IEQ/每孔, 培养条件为: 
37℃、50 mL/L CO2、950 mL/L空气. 1 d后首

次换液, 为半量换液, 此后隔日换液. 计数20IEQ
胰岛, 用含低浓度葡萄糖(2.8 mmol/L)的Kreb's-
Hank's液孵育2 h, 然后用含有高浓度葡萄糖(16.7 
mmol/L葡萄糖)的Kreb's-Hank's液孵育1 h, 收集

第2小时和第3小时的培养液, 采用放免法检测

培养液中胰岛素含量, 计算胰岛素释放指数(SI): 
SI = 第3小时(高糖环境)的胰岛素含量/第2小时

(低糖环境)的胰岛素含量. 
1.2.3 胰岛细胞TNF-α mRNA、IL-1β mRNA、

NF-κB mRNA和HO-1 mRNA的检测: 根据天

泽基因公司的动物RNAout提取试剂说明提取

总RNA. RT-PCR法检测TNF-α、IL-1β、NF-
κB和HO-1基因的表达: (1)引 物 设 计: 根 据
GenBank中TNF-α、IL-1β、NF-κ和HO-1的基

因序列用引物设计软premier5.0设计引物, 上海

Invitrogen英俊生物技术有限公司合成primer, 
200度: TNF-α: F-5'GTC GTA GCA AAC CAC 
CAA G-3', R-5'GGT ATG AAG TGG CAA ATC 
G-3'扩增产物长度214 bp; IL-1β: F-5'GGG ATG 
ATG ACG ACC TGC-3', R-5'GTC CCG ACC ATT 
GCT GTT-3'增产物长度452 bp; NF-κB: F-5'TGG 
ATG GAC AGG CGT TGA-3', R-5'AGA CAG 
GAC CTC TGA GAA AGT-3'扩增产物长度224 
bp; HO-1: F-5'ACA GAA GAG GCT AAG ACC 
G-3', R-5'CAG GCA TCT CCT TCC ATT-3'扩增

产物长度441 bp; β-actin: F-5'CAC CCT GTG 
CTG CTC ACC GAG GCC-3', R-5'CCA CAC 
AGA TGA CTT GCG CTC AGG-3'扩增产物长度

690 bp; (2)RT(逆转录反应): 反应体系包括RNA, 
Dntp, RNA酶抑制剂, 随机引物. 反转录条件: 
65℃, 10 min; 30℃, 5 min; 65℃, 30 min; 98℃, 
5 min; 5℃, 5 min. (3)扩增TNF-α、IL-1β、NF-
κB、HO-1和β-actin建立反应体系, β-actin反应

条件为: 94℃预变性3 min, 然后按94℃变性30 
s、55℃退火1 min、72℃延伸1 min 30 s进行35
个循环, 最后72℃延伸7 min. TNF-α反应条件为: 
94℃预变性3 min, 然后按94℃变性40 s、54.5℃
退火1 min、72℃延伸1 min进行35个循环, 最后

72℃延伸7 min. IL-1β和HO-1反应条件为: 94℃
预变性3 min, 然后按94℃变性40 s、54℃退火

1 min、72℃延伸1 min进行35个循环. NF-κB反
应条件为: 94℃预变性3 min, 然后按94℃变性40 
s、54℃退火1 min、72℃延伸1 min进行35个循

环, 最后72℃延伸7 min. (4)PCR产物鉴定: 吸取

PCR产物10 μL与2 μL上样缓冲液混匀后, 加入

凝胶梳孔内, 行20 g/L琼脂糖凝胶电泳. 取 DNA 
maker同时电泳, 作为标准分子量参照. 凝胶放

入G: Box(美国)成像分析系统进行分析. (5)数据

处理: 凝胶分析系统测定各条带积分吸光度值. 
以同一管中样品与β-actin产物条带积分吸光度

值之比作数据分析, 以此反映样品的表达程度. 
1.2.4 流式细胞仪检测 :  (1)胰蛋白酶(0.25% 
EDTA 0.02%)1 mL于37℃-37.5℃消化, 7 min
左右, 使胰岛细胞单离; (2)Red-LEHD-FMK染

色: 将胰岛用不同培养液稀释成150 μL加到EP
管中, 每管中加入1 μL Red-LEHD-FMK, 孵箱

中孵育1 h; 离心移去上清液(1200 r/min, 6 min); 
(3)Phospho-Akt(Ser473)Antibody染色: 细胞离

心清洗后重新悬浮到0.5 m L P B S缓冲液, 加
入40 g/L的无醇甲醛37℃固定10 min; 冰浴1 
min; 加入100%甲醇(0℃-4℃)并轻轻震荡以致

使细胞通透性增加; 将细胞重新悬浮到100 μL 
PBS缓冲液室温下孵育10 min; 加入Phospho-
Akt(Ser473)Antibody(1∶25稀释)室温下孵育

1 h; 将细胞重新悬浮到100 uL PBS缓冲液(含
5% FCS), 加入二抗Alexa Fluor488F2fragment of 
goat anti-rabbit lgG(1∶1000稀释), 室温下孵育

30 min; 将细胞重新悬浮到0.3 mL PBS缓冲液进

行流式细胞仪检测. 
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  采

用S P S S11.5统计软件进行方差分析和t 检验 , 
P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 平均每只大鼠可获得约600-700 IEQ胰岛, 纯
度在60%左右. 胰岛YO/EB荧光染色(图1A)结果

显示刚分离后胰岛活率>95%. 培养1 wk后的胰

岛YO/EB荧光染色,  RPMI 1640培养基组的胰岛

较加入牛磺酸组的胰岛凋亡明显增加(图1B-C). 
胰岛素释放试验表明, 单纯用RPMI 1640培养基

组的胰岛素释放指数(SI)为1.64±0.28(高糖刺激

的胰岛素释放量/低糖刺激的胰岛素释放量), 在
培养基中加入牛磺酸后胰岛素释放指数(SI)为
2.45±0.24. 差异具有统计学意义(P <0.05).
2.2 RT-PCR检测各组胰岛细胞的基因表达 胰
岛分离纯化后在体外经过短暂的孵育有明显

的TNF-α mRNA、IL-1β mRNA表达, 但是随

着培养时间的延长TNF-α逐渐减弱, 其各时间

组的差异具有显著性(P <0.05); 加入牛磺酸后

TNF-α mRNA、IL-1β mRNA相对表达量明显的

■相关报道
研究表明, 在大器
官移植领域, 牛磺
酸能抑制移植术
后的缺血再灌注
损伤和细胞因子
的释放.
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降低, 随着培养时间的延长TNF-α mRNA、IL-
1β mRNA逐渐减弱, 其各时间组的差异具有显

著性(P <0.05); 在相同时限点比较两组的TNF-α 

mRNA、IL-1β mRNA相对表达量, 差异具有显

著性(P <0.05, 表1, 图2A-B).
单纯RPMI 1640培养组的胰岛细胞在培养6 

h、72 h、1 wk的NF-κB mRNA相对表达量分别

为2.52±0.24、1.21±0.14、0.76±0.07, 随着培

养时间的延长NF-κB逐渐减弱, 其各时间组的差

异具有显著性(P <0.05); 在培养基中加入牛磺酸

后各时间点的NF-κB mRNA相对表达量分别为

1.76±0.30、0.93±0.15、0.37±0.02, 而且同样

随着培养时间的延长NF-κB逐渐减弱, 其各时间

组的差异具有显著性(P <0.05); 在相同时限点比

较两组的NF-κB mRNA相对表达量, 差异具有显

著性(P <0.05); 可见牛磺酸能抑制NF-κB mRNA
的表达(表2, 图2C). HO-1是一种重要的细胞保

护因子, 实验中我们检测单纯RPMI 1640培养

组的胰岛细胞在培养6 h、72 h、1 wk的HO-1 
mRNA相对表达量分别为2.46±0.30、3.13±
0.07、3.59±0.22, 证明胰岛分离纯化后HO-1有
明显表达并且随着培养时间的延长HO-1逐渐增

强, 其各时间组的差异具有显著性P <0.05; 在培

养基中加入牛磺酸后各时间点的HO-1 mRNA相

对表达量分别为3.74±0.10、4.33±0.29、5.28
±0.29, 而且同样随着培养时间的延长HO-1逐
渐增强, 其各时间组的差异具有显著性(P <0.05); 
在相同时限点比较两组的HO-1 mRNA相对表达

表 1 各组TNF-α mRNA和IL-1β mRNA的表达

     
                                                 TNF-α mRNA                                                               IL-1β mRNA

                            6 h 　                72 h 　               1 wk                       6 h 　                72 h 　                1 wk

1640组       0.57±0.1a      0.39±0.02a        0.29±0.02a       0.34±0.02a       0.24±0.01a      0.19±0.02a       

Tau组         0.34±0.02     0.24±0.01         0.19±0.02        0.24±0.09         0.09±0.01       0.05±0.01 

aP<0.05 vs  相同时点Tau组.

■创新盘点
本研究首次证明
了在细胞分离液
和培养液中加入
牛 磺 酸 后 能 明
显抑制NF-κB、
TNF-α及IL-1β的
表达 ,  增加HO-1
的表达减轻胰岛
凋亡, 保护胰岛的
活性和功能.
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图 1 胰岛AO/EB染色(×200). A: 分离纯化后胰岛染色; B: 1640组; C: Tau组.
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图 2 胰岛RT-PCR结果. A: TNF-α mRNA; B: IL-1β mRNA; C: NF-κB mRNA; D: HO-1 mRNA.
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量, 差异具有显著性(P <0.05); 可见牛磺酸能上

调HO-1 mRNA的表达(表2, 图2D). 
2.3 流式细胞仪检测 胰岛单纯用RPMI 1640培
养1 wk后, 激活的Caspase-9为41.03%±4.46%, 
Caspase-9激活可以诱导细胞凋亡的级联放大

反应导致细胞凋亡, 与此同时Akt磷酸化细胞

占31.47%±4.08%, Akt磷酸化后能抑制procas-
pase-9激活或抑制细胞色素C释放抑制细胞凋

亡; 加入牛磺酸后激活的Caspase-9为23.85%
±3.09%, 较单纯培养组明显降低, 并且其差

异具有统计学意义(P <0.05); 磷酸化Akt细胞占

49.14%±6.73%, 较对照组明显的升高, 其差异

具有统计学意义(P <0.05); 本实验结果证实了

Akt磷酸化后能抑制procaspase-9激活, 保护细胞

免受凋亡(图3).

3  讨论

胰岛移植是治疗糖尿病的最有效手段之一 [4], 
但是, 研究表明在同基因系的胰岛移植模型中

接近60%的β-细胞经受凋亡, 其中一半发生在

移植后3 d, 而且主要是非特异性炎症反应的结

果[5-6]. 胰腺的保存、胰岛分离过程中诱导的应

激、将胰岛暴露于促炎性细胞因子、免疫学及

非免疫学炎症应答均促成了胰岛移植后早期阶

段的胰岛移植物丧失[7]. 胰岛移植物制备过程中

产生的促炎性细胞因子可以在体外导致胰岛凋

亡从而影响胰岛的活性和功能, 并且在移植后

早期细胞介导的和非细胞介导的排斥反应中扮

演重要角色[8]. 导致移植胰岛细胞发生凋亡的一

种重要的炎症介质是TNF-α[9], TNF-α是死亡受

体TNFR1的相应配体, TNF-α同TNFR1相结合

可以导致死亡受体(DR)多聚化或构象改变, 从
而使Caspase-8被水解而活化诱导细胞凋亡(死
亡受体途径). Caspase-8活化后还可以酶解Bid
为tBid从而使后者转位至线粒体通过Bax/Bak促
使细胞色素C释放入胞质, 并与凋亡蛋白酶激活

因子1(Apaf-1)和Caspase-9、ATP在胞质内形成

多蛋白复合物, 即凋亡体. 在凋亡体内Caspase-9
的Caspase聚集域(CARD)与Apaf-1的CARD结

合而活化, 继而激活效应Caspase, 最终导致细

胞凋亡(线粒体途径). TNF-α也可以与肿瘤坏死

因子受体相关因子-2(TRAF2)结合通过NF-κB
诱导激酶(NIK)激活IκB激酶(IKK)磷酸化IκB使
之降解从而活化NF-κB使其转位到核内导致一

系列的基因转录事件. IL-1β是造成移植胰岛失

功的另外一种重要的炎症介质. 主要由激活的

巨噬细胞和中性粒细胞分泌, 胰岛β-细胞受到

细胞因子的刺激后也能分泌促炎性细胞因子. 
IL-1β同胰岛细胞表面的受体IL-1βR相结合导

致一系列的基因转录事件, 使IL-1β受体相关激

酶(IRAK)[10]激活并由此激活TNF受体相关因子

6(TRAF6)[11-12]. IRAK及TRAF6通过NIK激活IKK
后磷酸化IκB使之从26S蛋白酶复合体上降解[13], 
导致NF-κB从胞质易位到细胞核内. NF-κB捆绑

■应用要点
牛磺酸作为药物
的单体成分, 其化
学结构、药代动
力学、药效学及
药理作用机制明
确 ,  副作用很小 ,
目前已用于临床.

图  3  流 式 细 胞 仪 检 测
Caspase-9活性和Akt磷酸
化. A: 1640组; B: Tau组.
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表 2 各组NF-κB mRNA及HO-1 mRNA的表达

     
                                                 NF-κB mRNA                                                                     HO-1 mRNA

                            6 h 　                  72 h 　                 1 wk                       6 h 　                 72 h 　                  1 wk

1640组       2.52±0.24a           1.21±0.14a        0.76±0.07a        2.46±0.30a        3.13±0.07a        3.59±0.22a

Tau组         1.76±0.30         0.93±0.15        0.37±0.02         3.74±0.10         4.33±0.29         5.28±0.29     

aP<0.05 vs  相同时点Tau组.
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到DNA调节多种基因的转录, 包括IL-1、IL-6、
TNF-α, ICAM-1[14-15], VCAM-1,  iNOS, PGE2和
EP3 mRNA[16-17]. 可见在细胞因子网络调节系统

中IL-1β、TNF-α同NF-κB互为因果, 即NF-kB活
化能够提高TNF-α和IL-1β转录, 而这两种细胞

因子反过来也能激活NF-κB从而形成一种恶性

循环. 另外IL-1β同胰岛细胞表面的受体IL-1βR
相结合激活NF-κB转位到细胞核内上调iNOS的
基因转录从而诱导NO的合成增加. NO能通过

抑制三羧酸循环中的顺乌头酸酶减少胰岛素的

合成, 同时通过诱导DNA条状断裂导致细胞死

亡或者导致细胞凋亡[18-19], 最终导致胰岛细胞

凋亡使移植物失功. 我们在实验中发现, 胰岛分

离纯化后经过短时间(6 h)的培养后存在明显的

TNF-α mRNA、IL-1β mRNA表达, 在培养1 wk
后Caspase-9阳性细胞率为41.03%±4.46%; 证实

了胰岛分离纯化过程中的应激导致了TNF-α、
IL-1β的释放并且启动细胞凋亡过程. 在培养基

中加入牛磺酸后TNF-α mRNA、IL-1β mRNA
表达明显减弱, Caspase-9阳性细胞率为23.85%
±3.09%, 胰岛凋亡明显减少可见牛磺酸可抑

制细胞调亡. Akt是已经证实的促使细胞生存的

蛋白激酶, 多种因素均可导致其激活, TNF-α、
IL-1β不仅可以促使NF-κB诱导凋亡还可以磷

酸化Akt使之激活[20-21]. 活化的Akt能直接磷酸

化procaspase-9的196位丝氨酸残基从而阻断其

激活而抑制细胞凋亡[22]. 我们在实验中也证实

胰岛分离纯化培养1 wk后Akt磷酸化胰岛细胞

数为31.47%±4.08%, Caspase-9阳性细胞率为

41.03%±4.46%, 加入牛磺酸后激活的Caspase-9
为23.85%±3.09%, 较单纯培养组明显降低, 并
且其差异具有统计学意义(P <0.05); 磷酸化Akt
占49.14%±6.73%, 较对照组明显的升高, 其差

异具有统计学意义(P <0.05); 本实验结果说明牛

磺酸能促进Akt磷酸化、抑制procaspase-9激活, 
通过阻断Caspase级联放大反应抑制胰岛细胞

凋亡. 胰岛素释放试验表明, 在培养基中加入牛

磺酸后胰岛素释放指数(SI)明显升高. 这说明胰

岛在体外经长时间的培养后对高糖刺激的胰岛

素分泌活性降低, 在培养过程中加入牛磺酸能

保护葡萄糖刺激的胰岛细胞分泌功能. 为了观

察牛磺酸对TNF-α mRNA、IL-1β mRNA和NF-
κB mRNA转录的影响, 我们在Hank's液、RPMI 
1640培养基中加入20 mmol/L的牛磺酸, 胰岛

分离纯化经相同时间培养后检测胰岛T N F-α 
mRNA、IL-1β mRNA和NF-κB mRNA转录水平, 

发现牛磺酸明显的下调促炎性细胞因子及核因

子的基因转录. 其机制可能为牛磺酸进入细胞后

阻止IκB-α降解, 从而阻止NF-κB从胞质向细胞核

易位从而降低其活性, 减弱TNF-α、IL-1β mRNA
和NF-κB的转录, 减少细胞因子的表达[23]. 牛磺

酸在细胞因子网络事件中或者通过下调TNF-α 
mRNA、IL-1β mRNA的转录从而抑制NF-κB的
核转位达到细胞保护功能, 或者通过下调NF-κB 
mRNA转录阻断促炎性细胞因子的合成和释放

达到细胞保护功能, 也可能两者都存在, 这有待

于进一步验证. 胰岛分离纯化过程的各种应激

导致NF-κB、IL-1β和TNF-α的转录增加从而诱

导胰岛易于发生凋亡并损伤胰岛的活性和功能. 
牛磺酸作为一种保护性氨基酸能进入细胞通过

阻断细胞因子网络的级联放大效应; 促使Akt磷
酸化并在核内对NF-κB进行修饰促进抗凋亡基

因的表达或者抑制Caspase级联放大反应抑制胰

岛细胞凋亡保护胰岛的活性和功能. 
胰岛在分离及培养过程中的各种应激还

可以启动胰岛的内源性保护机制. 血红素加氧 
酶(HO)就是其中的一种应激反应蛋白[24-25]. 其
中HO-1是可诱导性的属于热休克蛋白家族成

员(HSP32), 是一种膜结合酶, 能催化亚铁血红

素降解. 各种应激因素如亚铁血红素及各种应

激如紫外线照射、氧化应激、内毒素、激素和

重金属都能诱导HO-1的表达增加. HO-1能催化

血红素降解为一氧化碳、铁和胆绿素, 一氧化

碳通过诱导超氧化物歧化酶的释放抑制细胞凋

亡; 自有铁能刺激铁蛋白的产生, 铁蛋白能螯合

细胞内的自有铁从而阻止自由基的形成, 因此

防止自由基对DNA、蛋白质和脂质的损伤; 胆
红素属于强抗氧化剂能抑制不饱和脂肪酸的自

氧化或过氧化自由基诱导的氧化损伤, 并且还

能清除单线态氧能够阻止促炎症反应基因表达

的信号转导通路中的一个确定成分活性氧族的

产生从而抑制凋亡. 我们的实验表明胰岛在分

离及培养过程中HO-1表达明显增加. 但为什么

不能保护胰岛免受细胞因子所导致的细胞凋亡

呢? 有一种解释是HO-1的表达明显迟于细胞因

子的刺激时间, 当HO-1达到其保护剂量时细胞

损伤已经不可逆. IL-1β刺激HO-1的表达是比较

缓和的, HO-1的保护效应同IL-1β的损伤效应不

相平衡. 另外胰岛暴露于细胞因子的刺激下能

表达NO和前列腺素E2(PG-E2)[26-29], 此二者能抑

制HO-1的活性. 因此, 受损的HO-1不能保护胰

岛免受细胞因子引起的细胞毒性. 我们的实验

■同行评价
本文对提高胰岛
细胞的活性和临
床胰岛细胞移植
有一定的参考价
值, 但有关方法可
以再简洁些.
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结果与此相符合, 胰岛在培养7 d后其细胞凋亡

率非常高, 而且影响到葡萄糖刺激的胰岛素释

放功能. 如果在培养基中加入牛磺酸则可以看

到HO-1 mRNA的表达比单纯培养的胰岛明显的

上调, 培养胰岛凋亡率明显减低, 胰岛的分泌功

能及葡萄糖刺激的胰岛素分泌功能优于对照组. 
并且随着培养时间的延长HO-1 mRNA仍然在高

水平表达. 表明牛磺酸能使HO-1在短时间内高

强度表达, 从而实现细胞保护效应. 
分离纯化后的胰岛的数量和质量是决定

胰岛移植成功的关键, 胰岛在分离和纯化过程

中的丢失影响了胰岛获得的数量, 我们改进了

胰岛纯化过程中的Ficoll密度梯度离心方法, 分
为5层密度梯度:  分别为27%、25%、23%、

20.5%和11%, 保证胰岛获取的数量600-700 
IEQ/只大鼠. 另外, 有活性、功能完整的胰岛是

关键, 胰岛分离纯化过程中促炎性细胞因子的

释放不仅影响胰岛的质量而且通过促使胰岛凋

亡影响其数量; 实验证明牛磺酸确实能抑制促

炎性细胞因子的释放发挥其细胞保护功能, 在
胰岛移植前的胰岛培养阶段保护胰岛的活性和

功能, 为临床提高移植胰岛的活性和功能奠定

实验基础.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of exogenous 
insulin-like growth factor-Ⅰ (IGF-Ⅰ) on the 
intestinal mucosal epithelial cell apoptosis and 
the associated genes bax and bcl-2 in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP), and to explore 
the protective effect of IGF-Ⅰ on intestinal 
mucosal barrier function and its possible 
mechanisms.

METHODS: Seventy-two male Wistar rats were 
randomly divided into 3 groups: sham opera-
tion (SO) group, SAP group and IGF-Ⅰ treat-

ment group. Eight rats were killed in each group 
at 6, 12, and 24 h, respectively. Serum amylase 
level was detected by iodine-starch colorimetry. 
Pathological changes in the small intestine were 
observed. Apoptosis of mucosal cells was de-
tected by TUNEL methods, and the variation of 
the bax and bcl-2 gene expression in small intes-
tinal tissue was detected by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: In the IGF-Ⅰ treatment group, the 
apoptosis index of intestinal epithelial cells was 
decreased significantly as compared with that in 
the SAP group (6 h: 13.88 ± 1.73 vs 19.00 ± 2.78; 
12 h: 10.13 ± 1.55 vs 17.63 ± 1.60; 24 h: 9.50 ± 1.07 
vs 17.25 ± 2.76; all P < 0.05), and the pathological 
changes in intestinal tissues were obviously im-
proved. Compared with that in the SAP group, 
the bax mRNA expression was notably reduced 
in the IGF-Ⅰ treatment group (6 h: 1.10 ± 0.02 vs 
1.19 ± 0.04; 12 h: 0.97 ± 0.04 vs 1.16 ± 0.02; 24 h, 0.87 
± 0.03 vs 1.14 ± 0.03; all P < 0.05), while, the bcl-2 
mRNA expression was increased significantly in 
the IGF-Ⅰ treatment group (6 h: 0.65 ± 0.02 vs 0.57 
± 0.02; 12 h: 0.69 ± 0.04 vs 0.57 ± 0.01; 24 h: 0.72 ± 
0.02 vs 0.58 ± 0.01; all P < 0.05).

CONCLUSION: Exogenous IGF-Ⅰ may allevi-
ate SAP-induced injury of intestinal mucosa by 
altering the transcription of bax and bcl-2 genes.

Key Words: Insulin-like growth factor-Ⅰ; Severe 
acute pancreatitis; Mucosal barrier; Apoptosis; Bax ; 
Bcl-2 ; Reverse transcription polymerase chain reac-
tion
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Xu QJ. Effects of insulin-like growth factor -Ⅰ on bax and 
bcl-2 mRNA expression in intestinal mucosal epithelial 
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摘要
目的:  研究外源性胰岛素样生长因子 - Ⅰ
(insulin-like growth factor-Ⅰ, IGF-Ⅰ)对重症
急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)大

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)是临床上常
见的急腹症之一, 
其起病急、进展
快、病情危重、
并发症多、治疗
棘手、医疗费用
昂贵, 死亡率高达
20%-30%. 大量的
证据表明, 多种因
素造成的肠屏障
功能不全是细菌
和内毒素大量易
位的前提条件, 而
肠道细菌易位也
是胰腺炎发生感
染的主要来源, 同
时加重SIRS, 导致
MODS甚至MOF
的发生. 本文应用
外源性IGF-Ⅰ对
SAP大鼠进行干
预治疗, 观察IGF-
Ⅰ对SAP大鼠小
肠黏膜上皮细胞
凋亡和凋亡相关
基因表达的影响, 
以期了解其对肠
屏障保护作用的
机制. 

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第三医院消化内
科
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鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡及凋亡相关基因
bax、bcl-2  mRNA表达的影响, 探讨其对肠道
屏障保护作用的机制. 

方法: 72只♂Wistar大鼠按照随机数字表法
分为假手术组(SO组, n  = 24)、重症急性胰腺
炎组(SAP组, n  = 24)、IGF-Ⅰ治疗组(IGF-Ⅰ
组, n  = 24). 各组动物分别于术后6、12、24 h
各处死8只, 检测血浆淀粉酶, 观察小肠组织病
理学变化, TUNEL法检测小肠黏膜上皮细胞
凋亡, RT-PCR检测小肠上皮细胞中bax和bcl-2 
mRNA的表达.  

结果: 与SAP组各时相点相比, IGF-Ⅰ治疗组
大鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡指数显著降低(6 
h: 13.88±1.73 vs  19.00±2.78; 12 h: 10.13±
1.55 vs  17.63±1.60; 24 h: 9.50±1.07 vs  17.25
±2.76; 均P <0.05), 小肠组织病理变化明显改
善; 小肠组织中bax  mRNA的表达在IGF-Ⅰ组
的各时相点较SAP组明显减弱(6 h: 1.10±0.02 
vs  1.19±0.04; 12 h: 0.97±0.04 vs  1.16±0.02; 
24 h: 0.87±0.03 vs  1.14±0.03, 均P <0.05); 
bcl-2 mRNA的表达在IGF-Ⅰ组各时相点与
SAP组相比明显增强(6 h: 0.65±0.02 vs  0.57
±0.02; 12 h: 0.69±0.04 vs  0.57±0.01; 24 h: 
0.72±0.02 vs  0.58±0.01, 均P <0.05). 

结论: 外源性IGF-Ⅰ可以减轻SAP时肠黏膜
的损伤.

关键词: 胰岛素样生长因子-Ⅰ; 重症急性胰腺炎; 

肠黏膜屏障; 凋亡; Bax ; Bcl-2 ; 逆转录-聚合酶链

反应
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
时多种因素造成的肠黏膜屏障功能障碍是细菌

和内毒素大量移位的前提条件, 也是胰腺炎发

生感染的主要来源. 肠道细菌移位, 造成内毒素

血症或菌血症, 加重全身炎症反应, 最终发展为

多器官功能障碍, 这也是SAP死亡率居高不下的

主要原因[1-2]. 细胞凋亡在维持肠黏膜上皮细胞

稳态中起着重要作用, 研究表明肠黏膜上皮细

胞过度凋亡参与了SAP时肠黏膜屏障功能障碍

的发生, 是造成肠黏膜屏障损伤的原因之一[3]. 

胰岛素样生长因子-Ⅰ(insulin-like growth factor-
Ⅰ, IGF-Ⅰ)通过调节bcl-2家族基因表达而具有

明显的抗凋亡作用[4-6]. 我们应用外源性IGF-Ⅰ
对大鼠实验性SAP进行干预治疗, 以期了解IGF-
Ⅰ对SAP大鼠小肠黏膜上皮细胞凋亡和凋亡相

关基因表达的影响及对SAP大鼠肠屏障功能保

护作用的机制. 

1  材料和方法

1.1  材料 健康♂Wistar大鼠72只, 体质量200±
20 g, 购自兰州大学医学实验动物中心. 牛磺胆

酸钠购自Sigma公司, 用生理盐水配制成浓度为

50 g/L的溶液. TGF-Ⅰ(Biovision公司), 用生理盐

水配制成浓度20 mg/L, 且分装后-20℃保存待用. 
TRIzol试剂及RT-PCR相关试剂购自大连宝生物

公司.  细胞凋亡原位检测(TUNEL)试剂盒购自德

国Roche公司.  bcl-2和bax引物由大连宝生物公

司合成. PCR扩增仪(Elmper perkin 2004).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将大鼠按照随机数字表法分为假手

术组(SO组)、重症急性胰腺炎组(SAP组)和IGF-
Ⅰ治疗组(IGF-Ⅰ组), 每组24只; 各组再分为3个
时相点(6, 12, 24 h), 每个时相点8只. 动物术前禁

食12 h, 自由饮水. 采用20 g/L戊巴比妥钠溶液腹

腔内注射麻醉(0.25 mL/100 g体质量). 常规消毒, 
沿腹白线切开入腹, 采用胰胆管逆行注射法制

作动物模型, SAP组和IGF-Ⅰ治疗组向胰胆管内

逆行推注50 g/L牛磺胆酸钠溶液, SO组推注生理

盐水, 剂量均为0.1 mL/100 g体质量(推注速度为

0.2 mL/min), 注射完毕后, 停留4 min. 观察SAP
组和IGF-Ⅰ治疗组胰腺出现水肿伴出血灶后, 缝
合腹壁各层. IGF-Ⅰ治疗组分别于术前30 min和
术后3 h经后肢内侧皮下注射IGF-Ⅰ生理盐水溶

液50 mg/kg体质量(浓度20 mg/L), 即2.5 mL/kg体
质量, 而SO组和SAP组则于相同时间点经上述

途径注射生理盐水2.5 mL/kg体质量. 术后禁食,
自由饮水.
1.2.2 标本采集及预处理: 各组动物分别于术后

6、12、24 h 3个时相点各取8只用20 g/L戊巴比

妥钠溶液腹腔内注射麻醉(0.25 mL/100 g体质量)
后, 无菌条件下取右心室血5 mL加入灭热源的

肝素抗凝管, 分离血浆后保存于-70℃待检. 开腹

取距回盲部2 cm处回肠组织, 置于冰冷的生理盐

水中, 沿纵轴剪开肠管, 冲洗干净肠内容物, 用
滤纸吸干水后, 分别用100 g/L中性甲醛和25 g/L
戊二醛固定做病理形态学检查, 另一部分装入

■研发前沿
国内外关于IGF-
Ⅰ在SAP中的作
用的研究内容主
要是SAP时IGF-
Ⅰ在各组织器官
中的表达以及外
源性IGF-Ⅰ在改
善胰腺微循环、
对相关细胞因子
的相互影响等方
面 ,  然 而 外 源 性
IGF-Ⅰ对重症急
性胰腺炎时肠黏
膜屏障功能及肠
黏膜上皮细胞凋
亡的研究较少.
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用DEPC处理过的冻存管后即刻投入液氮内保

存待检. 用全自动生化分析仪测定检测血浆淀

粉酶.
1.2.3 小肠组织病理形态学观察: 小肠组织石蜡

切片行HE染色, 由专一病理医师光镜下观察组

织损伤程度. 采用Chiu氏6级评分法[7]评估损伤

程度. 用25 g/L戊二醛溶液固定的小肠组织, 经
脱水、包埋、超薄切片后于JEM-1230型透射电

镜上观察.
1.2.4 肠黏膜上皮细胞凋亡检测: 采用末端脱

氧核苷酸转移酶介导的d U T P缺口末端标记

(TUNEL)法, 检测小肠组织切片中凋亡细胞的核

酸断裂片断并计算凋亡指数(AI). 结果判断: 以
肠上皮细胞核内发现棕色颗粒为阳性. 光镜下

计数每100个上皮细胞中凋亡细胞个数, 每张切

片任选5个视野, 求其平均值, 即凋亡指数.
1.2.5 凋亡相关基因bax、bcl-2  mRNA表达的检

测: 从液氮内取出小肠组织样本放入用DEPC预
处理过的研钵, 迅速加入液氮研磨成粉末, 采用

TRIzol试剂提取总RNA, 在20 mL体系中分别用

目的引物(下游引物)反转录合成cDNA后应用

聚合酶链式反应(PCR)检测bax、bcl-2  mRNA表

达, 以β-actin为内参, 取10 mL PCR产物在10 g/L
琼脂糖凝胶上电泳. 引物序列(Primer Premier 5.0
设计, 大连宝生物公司合成)及反应条件分别为: 
bax , 上游引物: 5'-GAAGCTGAGCGAGTGTC
TCCG-3', 下游引物: 5'-TGGTCACTGTCTGCC
ATGTGG-3'(扩增产物524 bp); bcl-2 , 上游引物: 
5'-CGGGCTGGGGATGACTTCTCT-3', 下游引

物: 5'-GCATCCCAGCCTCCGTTATCC-3'(扩增

产物296 bp); β-actin, 上游引物: 5'-ATGGATGAC
GTATCGCTG-3', 下游引物: 5'-ATGAGGTAGTT
GTCAGGT-3'(扩增产物445 bp); 反应条件: 变性

94℃、退火为bax  57℃, bcl-2为60℃, β-actin为
54℃, 延伸72℃, 循环次数34. 取10 mL PCR产物

在10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 用DNA半定量扫描

仪测定电泳带面积和光密度值, bax、bcl-2与内

参照基因β-actin的比值,代表组织bax , bcl-2相对

表达量. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用SPSS11.0进行统计学处理, 多组间比较采用单

因素方差分析, 组间两两比较采用Bonferroni或
Tamhane法, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 血浆淀粉酶 SAP组血浆淀粉酶在各时相点

较SO组显著升高(P <0.05), 虽然在6 h相点IGF-Ⅰ
组与SAP组血浆淀粉酶无显著差异, 但在12和24 
h两组差异显著(P <0.05), IGF-Ⅰ组与SO组比较

各时相点均无明显差异(表1). 
2.2 小肠组织病理学检查及评分结果 光镜示SO
组小肠黏膜结构基本正常; SAP组6 h时即有小

肠壁充血、水肿、伴少量炎症细胞浸润, 少部

分绒毛融合、脱落、缺损, 此后上述改变更明

显; IGF-Ⅰ组上述病理变化明显减轻. 肠组织病

理学评分显示SAP组较SO组各相应时相点明显

增高(均P <0.05), 而IGF-Ⅰ组则较SAP组各相应

时相点明显降低(P <0.05, 表1).
电镜示S O组小肠上皮细胞间连接结构完

整, 偶见凋亡细胞; SAP组肠上皮细胞间紧密连

接基本正常, 吸收细胞肿胀明显, 微绒毛紊乱, 
稀疏、长短不一, 同时可见明显细胞凋亡及凋

亡后坏死现象, 表现为核沿细胞膜浓缩、染色

质凝集等核边界现象, 12 h后微绒毛稀疏、脱落

及线粒体肿胀更加明显. 经IGF-Ⅰ治疗后微绒毛

虽较稀疏, 但无明显缺损, 吸收细胞肿胀明显减

轻, 凋亡细胞数量亦明显减少(图1). 
2.3 肠黏膜上皮细胞凋亡检测 TUNEL法显示

SAP组各时相点即可见较多的凋亡上皮细胞, 凋
亡指数较SO组和IGF-Ⅰ组明显增高, 以6 h达高

峰(P <0.01). IGF-Ⅰ组各时相点凋亡细胞明显减

少, 凋亡指数虽高于SO组, 但两组各时相点间均

没有明显的统计学差异(表1).
2.4 小肠组织中bax 和bcl-2  mRNA的表达 bax  
mRNA在SAP组表达强于其他各组, 术后6 h即
达峰值, 且变化与细胞凋亡指数呈显著的正相

关(r  = 0.56, P <0.05), 而在IGF-Ⅰ组则呈明显下

降, 与SAP组各时相点相比差异均有统计学意

义(P <0.01); bcl-2  mRNA的表达在SO组较弱, 
SAP组表达虽有所增强, 但与SO组差别无统计

学意义, 而在IGF-Ⅰ组的表达则明显增强均(均
P <0.05), 以24 h最明显(P <0.01), 且与SO组和

SAP组各相应时相点的差异均有统计学意义(均
P <0.05). bax , bcl-2  mRNA表达的比值在SAP组
明显高于SO组, 在IGF-Ⅰ组明显低于SAP组, 差
异均有统计学意义, 而IGF-Ⅰ组与SO组相比, 比
值虽然均低于各相应时相点, 但只在24 h差异有

统计学意义(表2, 图2).

3  讨论

既往对于细胞凋亡和凋亡相关基因的研究表

明, 凋亡失调参与了病理状态下肠黏膜的病变

■相关报道
Pugazhenthi et al
发现IGF-Ⅰ能通
过激活核转录因
子cAMP反应元件
结合蛋白在转录
水平上调bcl-2 , 并
增强bcl-2 启动子
活性; Metsuzaki  
et al 认为IGF-Ⅰ
可能通过PI3激酶
/Akt信号途径来
抑制凋亡.
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过程. 王兴鹏 et al [3]研究发现, 肠黏膜上皮细胞

凋亡参与了SAP时肠屏障功能障碍的发生, 肠
上皮细胞过度凋亡是损伤黏膜屏障的原因之一. 
肠黏膜屏障功能受损, 通透性增加, 其为SAP时
肠道细菌移位及内毒素血症的形态学基础[8]. 另
外许多基因参与细胞凋亡的调控, bcl-2基因家

族就是最主要的凋亡调控基因, 包括两大类: 抑
制凋亡的基因如bcl-2、bcl -xl、bcl -w等和促进

凋亡的基因如bax、bad、bak等. Bcl-2蛋白作用

于线粒体膜通透转运孔(permeability transition 
pore, PTP)复合体, 阻止PTP的开放, 维持内膜跨

膜电位及线粒体膜的稳定性, 同时抑制细胞色

素C自线粒体释放至胞质, 阻止胞质细胞色素C
对caspase蛋白酶的激活, 阻止凋亡诱导因子等, 
从而发挥抑制细胞凋亡的作用. 而bax是个可溶

性蛋白质, 当受到凋亡刺激时构象发生变化, 从
细胞浆转位于线粒体并与线粒体外膜结合, 直
接降低线粒体外膜稳定性或与bcl-2结合形成异

源二聚体的结构, 阻断bcl-2的抑制细胞凋亡功

能, 或者通过促进caspase、细胞色素C等的释放

而发挥促进细胞凋亡的作用. 既然肠黏膜上皮

细胞的过度凋亡是造成SAP早期肠黏膜屏障功

能损害并发生内毒素和肠道细菌移位的原因之 
一[9], 是SAP早期肠屏障功能障碍的一个重要的

分子生物学基础[10], 因此如果能够阻断这种过

度凋亡, 则有助于保护肠黏膜屏障功能.  
IGF-Ⅰ是对机体生长发育起着重要调节作

用的单链多肽. 有人研究了SAP状态下回肠IGF-
Ⅰ mRNA表达的变化, 发现肠道局部IGF-Ⅰ水

平的降低与肠黏膜屏障受损有关. 对放射性肠

表 2 小肠组织bax 和bcl-2  mRNA表达及bax /bcl-2 变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组

                                        bax                                        bcl-2                               bax /bcl-2

         6 h            12 h             24 h                  6 h     12 h               24 h               6 h                12 h              24 h

SO组      0.85±         0.86±         0.83±         0.54±         0.56±         0.54±         1.59±        1.55±         1.55±

                     0.04             0.03            0.03             0.04            0.05             0.03             0.14            0.15            0.11

SAP组      1.19±         1.16±         1.14±         0.57±         0.57±         0.58±         2.24±        2.10±         2.06±

                     0.04b            0.02b           0.03b            0.02             0.01             0.01             0.11a           0.10a           0.16a

IGF-Ⅰ组      1.10±         0.97±         0.87±         0.65±         0.69±        0.72±         1.69±        1.41±        1.21±

                     0.02d            0.04d           0.03d            0.02d           0.04c            0.02d           0.08d           0.11d           0.07d 

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组相应时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组相应时间点.

表 1 血浆淀粉酶、小肠组织病理学评分及凋亡指数 (n  = 8, mean±SD)

     
分组

                                 血浆淀粉酶(U/L)                  肠组织病理学评分             凋亡指数

         6 h                12 h     24 h                6 h             12 h             24 h            6 h              12 h            24 h

SO组   1287.50±     1290.63±       1091.50±       0.63±       0.75±       0.63±       8.00±       8.13±       8.13±

     109.11          155.72            178.05       0.53        0.46          0.52           1.31           2.03           2.03

SAP组   3063.38±     2777.00±       2336.38±       2.38±       2.88±       2.75±     19.00±      17.63±     17.25±

                    676.33a          262.25b           279.92b         1.06b         0.99b          0.71b         2.78b          1.60b         2.76b

IGF-Ⅰ组   2262.38±     1572.50±       1322.75±       1.63±       1.38±       1.25±     13.88±     10.13±       9.50±
     760.19          635.90c            334.64d          0.52           0.52d         0.46c          1.73d          1.55d          1.07d

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组相应时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组相应时间点.

A B C D E F

图 1 SAP组及IGF-Ⅰ组12 h小肠组织透射电镜图. A: SAP组(×12 000); B: IGF-Ⅰ组(×8000); C: SAP组(×15 000); D: IGF-

Ⅰ组(×25 000); E: SAP组(×5000); F: IGF-Ⅰ组(×5000).

■创新盘点
本研究通过在大
鼠SAP早期使用
外源性IGF-Ⅰ, 探
讨其对肠黏膜上
皮细胞凋亡、凋
亡相关基因的影
响, 以期为SAP的
治疗寻找新的途
径并提供理论依
据.
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炎、小肠切除、烧伤等所致的肠黏膜损伤实验

研究发现, 给予外源性IGF-Ⅰ恢复循环中IGF-Ⅰ
水平后, 肠上皮细胞DNA、蛋白合成增加, 肠黏

膜结构和功能均得到不同程度恢复[11]. 另外有

研究表明IGF-Ⅰ对多种细胞凋亡均有一定的抑

制作用[12-15]. 本研究发现, SAP时肠黏膜上皮细

胞存在着明显的凋亡, 并且凋亡指数与肠损伤

病理评分呈正相关, 另外SAP组bax  mRNA表达

明显增强, 在6 h达峰值, 与小肠黏膜上皮细胞凋

亡指数和病理评分的变化相一致. bcl-2  mRNA
在SO组呈低表达, 在SAP组表达虽然有所增强, 
但与SO组各时间段间差异无统计学意义, 这说

明机体可能存在某种调节机制, 当某种因素致

使肠黏膜上皮细胞过度凋亡时, 机体通过这种

自身的调节作用使凋亡抑制基因表达增强来抑

制过度凋亡, 但这种作用还不足以对抗严重损

伤所致的过度凋亡. 经IGF-Ⅰ治疗后, 大鼠小肠

黏膜细胞凋亡率明显下降, 小肠组织结构显著

改善, bax  mRNA表达明显减弱, 而bcl-2  mRNA
表达则明显增强. 相应bax , bcl-2  mRNA表达的

比值在SAP组也明显增高, 而在IGF-I组则明显

下降且低于对照组, 这说明经IGF-I治疗后, 在
bax  mRNA下降的同时也存在bcl-2  mRNA表达

的增强. 提示外源性IGF-Ⅰ对SAP时小肠黏膜

上皮细胞凋亡的抑制作用部分是与其对bcl-2与
bax双方的调节相关, 即通过上调凋亡抑制基因

的表达, 同时抑制促凋亡基因的表达, 从而抑制

SAP时肠黏膜上皮细胞的过度凋亡, 对肠黏膜

屏障起到保护作用. 另外, bax , bcl-2  mRNA表达

的比值能更好地反映在凋亡促进基因与凋亡抑

制基因双方力量的抗衡中机体组织细胞的凋亡

状态, 即上调意味着促进凋亡, 下调意味着抑制

凋亡. Pugazhenthi et al [16]发现IGF-Ⅰ能通过激活

核转录因子cAMP反应元件结合蛋白在转录水

平上调bcl-2 , 并增强bcl-2启动子活性. Metsuzaki  
et al [17]认为IGF-Ⅰ可能通过PI3激酶/Akt信号途

径来抑制凋亡. 那么IGF-Ⅰ到底通过何种途径对

SAP时小肠黏膜上皮细胞bcl-2与bax的表达起调

节作用, 还有待于进一步的探讨. 
总之, 使用外源性IGF-Ⅰ能够减轻SAP大鼠

小肠组织的损伤, 但本研究只是从外源性IGF-Ⅰ
对凋亡相关基因bax和bcl-2  mRNA水平的影响

一个侧面来了解他对肠黏膜屏障的保护作用机

制, 但他对bax与bcl-2蛋白水平的影响以及他对

其他凋亡相关基因(如bcl -xl、bcl -w、bad、bak
等)的影响, 同时对GH-IGF-Ⅰ轴、胰岛素及血

糖水平的影响及最佳剂量、副作用等方面的问

题也有待于进一步探讨.
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图 2 各组大鼠小肠组织mRNA的表达. A: bax  mRNA; B: bcl-2  mRNA; C: β-actin mRNA. 1, 4, 7: 6 h; 2, 5, 8: 12 h; 3, 6, 9: 

24 h; 1-3: SO组; 4-6: SAP组; 7-9: IGF-Ⅰ组; M: marker.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
Fab' against endotoxin on intestinal mucosa 
during the early stage in severely burned gut-
derived endotoxemia mice, and to explore a 
new method for preventing and curing burn 
sepsis.

METHODS: The severely burned gut-derived 
endotoxemia mice model was used, and the 
mice were divided into 3 groups: control group 
(group A), burn group (group B) and Fab' treat-
ment group (group C). At the 6th, 12th, 24th and 
48th h after burn injury, the levels of serum tu-
mor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β 

(IL-1β) and interleukin-10 (IL-10) were deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay. 
Intestinal tissues were collected for pathological 
examination.  

RESULTS: In comparison with those in group 
A, the levels of serum TNF-α, IL-1β and IL-10 
in group B increased significantly and reached 
the peak 24 h after burn injury (TNF-α: 242.06 ± 
3.93 ng/L vs 14.98 ± 1.13 ng/L; IL-1β: 37.86 ± 5.88 
ng/L vs 14.39 ± 2.43 ng/L; IL-10: 324.78 ± 65.82 
ng/L vs 97.63 ± 20.48 ng/L; all P < 0.01). The 
levels of TNF-α, IL-1β and IL-10 at 6, 12, 24 and 
48 h in group C (6 h: 99.69 ± 10.67, 19.19 ± 1.17, 
160.44 ± 24.99 ng/L; 12 h: 172.07 ± 22.47, 22.29 
± 3.32, 185.44 ± 22.30 ng/L; 24 h: 125.98 ± 6.93, 
28.39 ± 2.59, 237.11 ± 30.28 ng/L; 48 h: 107.88 ± 
5.24, 26.23 ± 2.51, 207.86 ± 20.35 ng/L) were sig-
nificantly different from those in group B (all P < 
0.05). Pathological examination showed a lower 
degree of intestinal mucosal injury in group C 
than in compared with group B. 

CONCLUSION: The Fab' against endotoxin can 
significantly decrease the level of serum TNF-α, 
IL-1β and IL-10 during the early stage in severe-
ly burned gut-derived endotoxemia mice, and 
consequently alleviate the endotoxin-induced 
injury. 

Key Words: Egg yolk antibody; Tumor necrosis 
factor-α; Interleukin-1β; Interleukin-10; Gut-de-
rived sepsis; Enzyme-linked immunosorbent assay

Zhuang Y, Zhang YP, Ma SY. Protective effect of Fab' 
in immunoglobulin Y against lipopolysaccharide on 
intestinal mucosa during the early stage in severely 
burned gut-derived endotoxemia mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 1402-1406

摘要
目的: 观察抗内毒素Fab'对严重烧伤早期肠源
性内毒素血症小鼠肠道损伤的保护作用, 探讨
防治烧伤脓毒症的新措施. 

方法: 采用严重烧伤早期肠源性内毒素血症
小鼠模型, 分为对照组(A组)、烧伤组(B组)和
治疗组(C组), 分别于6、12、24和48 h 4个时

®

■背景资料
肠道在全身性炎
症反应综合征、
脓毒症和MODS
的连续发生发展
中起重要作用, 保
护肠道功能是防
御MODS和降低
危重病患者病死
率的关键之一. 严
重烧伤早期, 内毒
素与肠道损伤密
切相关. 但目前尚
无有效的拮抗内
毒素的药物应用
于临床, 因此寻求
一种能有效拮抗
内毒素并抑制其
对机体损伤作用
的治疗措施具有
广泛意义.
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相点测定血清肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)、白细胞介素-1β(interleukin-
1β, IL-1β)、白细胞介素-10(interleukin-10, 
I L-10)的含量 ;  肠黏膜组织病理检测损伤 
情况. 

结果: 与A组相比, 烧伤后血清TNF-α、IL-1β
和IL-10含量明显增高, 24 h达到高峰(TNF-α: 
242.06±3.93 ng/L vs  14.98±1.13 ng/L; IL-
1β: 37.86±5.88 ng/L vs  14.39±2.43 ng/L; 
IL-10: 324.78±65.82 ng/L vs  97.63±20.48 
ng/L, 均P <0.01); C组TNF-α、IL-1β、IL-10
含量, 在6、12、24和48 h 4个时相点时(99.69
±10.67 ng/L, 19.19±1.17 ng/L, 160.44±
24.99 ng/L; 172.07±22.47 ng/L, 22.29±3.32 
ng/L, 185.44±22.30 ng/L; 125.98±6.93 ng/L, 
28.39±2.59 ng/L, 237.11±30.28 ng/L; 107.88
±5.24 ng/L, 26.23±2.51 ng/L, 207.86±20.35 
ng/L)较烧伤组显著降低(均P <0.01). 病理检
查结果提示C组较B组肠黏膜损伤有不同程
度减轻. 

结论: 抗内毒素Fab'能抑制内毒素所诱导的
TNF-α、IL-1β产生, 同时调节血清中的IL-10
水平, 减轻内毒素对机体的损害, 从而起到对
严重烧伤后肠源性脓毒症的防治作用.

关键词: 鸡卵黄免疫球蛋白; 肿瘤坏死因子-α; 白

细胞介素-1β; 白细胞介素-10; 肠源性脓毒症
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0  引言

脓毒症是严重烧伤患者最常见并发症, 也是多

器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS)的主要诱因之一. 许多研究

表明肠道在全身性炎症反应综合征(sys temic 
inflammatory response syndrome, SIRS)、脓

毒症、M O D S的连续发生、发展中起重要作

用 ,  被认为是危重病应激的“中心器官”和

MODS的“启动器”[1]. 目前肠源性脓毒症的

防治已成为危重病研究的热点. 内毒素/脂多糖

(lipopolysacharides, LPS)是引起严重创伤和烧

伤并发SIRS、脓毒症以及MODS的重要因素之

一[2]. 本研究采用小鼠的严重烧伤早期肠源性

内毒素血症模型, 观察抗内毒素Fab'对血清肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, INF-α)、

白介素-1β(i n t e r l euk in-1β , IL-1β)和白介素

-10(interleukin-10, IL-10)水平的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 纯系昆明种小鼠97只, 25 wk龄雌雄

不限, 体质量28-32 g, 由中国人民解放军第三

军医大学实验动物中心提供, 常规喂养, 室温

15-25℃, 自然采光. LPS(E.coli O55: B5菌株)购自

Sigma公司. 抗内毒素Fab'由本所制备. TNF-α、
IL-1β、IL-10 ELISA试剂盒为美国R&D公司原

装产品,由深圳晶美生物有限公司上海分公司提

供. 酶标仪ELX808系美国Biotek公司产品, 严格

按照说明书进行操作定量测定.
1.2 方法 
1.2.1 造模和分组: 禁食水8 h, 背部脱毛后称体

质量, ig 10 g/L NaHCO3 0.2 mL, 按照文献得到

的LD50值[3]ig LPS 0.5 mL; 备皮区涂3%凝固汽

油1 mL, 燃烧14 s致30% Ⅲ度烧伤, 烧伤面积计

算方法: 小鼠体表总面积计算公式: S  = 0.0913×
W 2/3, 其中S代表小鼠体表面积(cm2), W代表小

鼠体质量(g), 则30% Ⅲ度烧伤小鼠模型烧伤面

积为: S×30%. 伤后立即ip等渗盐水2 mL/只抗

休克, 创面涂碘伏抗感染, 伤后常规饲养. 动物

随机分为3组, 假伤组(A组), 10只, 除不烧伤外, 
其他处理同模型制作; 烧伤模型组(B组), 45只, 
烧伤后ig等渗盐水0.5 mL, 以后每6 h重复1次; 治
疗组(C组), 42只, 烧伤后ig抗内毒素Fab'等渗盐

溶液0.5 mL, 以后每6 h重复1次. 模型组及治疗

组分为伤后6、12、24、48 h组, 每组随机分配

10-12只小鼠. 
1.2.2 指标检测和病理检查: 处死各时相点存活

的小鼠,无菌条件下取血, 3000 r/min, 离心10 min
后取血清置-80℃保存待测. 采用鲎试剂偶氮显

色基质法测定内毒素. 双抗体夹心酶联免疫吸

附法(ELISA)测定TNF-α、IL-1β和IL-10的含量. 
取距回盲部1 cm处的回肠1 cm, 剖开清洗干净

后, 经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋、切片、

HE染色后, 光镜下观察黏膜损害情况.
统计学处理 各分组所得计量数据采用mean

±SD表示, 用SPSS13.0软件处理数据, 两组间均

数比较用t检验. 检验水准α = 0.05, P <0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1 死亡率 在伤后6、48 h, 烧伤组与治疗组的死

亡率差异无统计学意义(P >0.05); 其中伤后12、

■研发前沿
烧伤脓毒症往往
来势凶猛, 进展迅
速, 死亡率高, 一
直是国内外烧伤
医学界研究的热
点、重点和亟待
解决的重大疑难
问题. 
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24 h, 治疗组死亡率依次为18.18%、20.00%, 低
于烧伤组对应时间死亡率, 差异具有统计学意

义(P <0.05); 治疗组总死亡率为16.67%, 低于烧

伤组的48.89%, 差异具有显著性(P <0.01, 表1).
2.2 LPS、TNF-α、IL-1β和IL-10检测结果 严
重烧伤早期小鼠血清LPS、TNF-α、IL-1β及

IL-10迅速升高, 各时相点含量均显著高于A组

(P <0.01). C组也体现出相似趋势, 但其含量较B
组均显著降低(P <0.01, 表2). 
2.3 病理结果 肠源性内毒素血症小鼠早期肠黏

膜即出现中央乳糜管扩张, 上皮下间隙形成, 肠
绒毛顶端上皮剥脱, 固有层裸露, 间质广泛性充

血、水肿、大量中性粒细胞浸润等损伤性改变. 
治疗组动物黏膜病变明显缓解(图1).

3  讨论

烧伤脓毒症往往来势凶猛, 进展迅速, 死亡率高, 
一直是国内外烧伤医学界研究的热点、重点和

亟待解决的重大疑难问题[4]. 肠道是人体最大的

细菌及毒素库, 肠道黏膜是抵御入侵的重要屏

障且极易受损, 因此保护肠道功能是防御MODS
和降低脓毒症患者病死率的关键之一[5-7]. 严重

烧伤后肠黏膜机械屏障破坏, 肠道内固有菌群

失调, 肠道免疫功能受抑, 导致肠腔内毒素易位

入血; 内毒素又可通过缺氧、炎症介质释放、

自由基增多使肠黏膜屏障进一步受损, 大量细

菌和毒素易位, 引起体内抑炎性和促炎性炎症

介质平衡失调, 导致恶性循环加重损伤, 最终造

成MODS, 甚至死亡[8-9]. 目前尚无满意的拮抗内

毒素的药物应用于临床. 自从鸡卵黄免疫球蛋

白Y技术问世以来, 卵黄抗体就以其成本低、产

量高、易制备、均一性及稳定性好、特异性强

等独特的优点引起人们的广泛关注和研究. 目
前已成功提取出抗小分子蛋白质、病毒、细菌

的IgY, 并发现其具有良好的抗病毒抗细菌的生

物学效应, 用于口服防治肠道病原体已取得良

好效果[10-12]. 我们以内毒素为抗原免疫产蛋母

鸡, 提纯IgY并酶切去除易引起过敏反应的Fc段, 
得到抗内毒素Fab'. 我们前期体外实验表明抗内

毒素Fab'具有广谱的抗G-菌内毒素作用. 本实验

遂以严重烧伤后肠源性内毒素血症小鼠为模型, 
探讨Fab'对烧伤小鼠肠源性脓毒症的防治作用. 

细胞因子在体内形成统一网络系统, 他们相

互协调、相互拮抗, 调节机体的生理活动. 在正

常的免疫应答中, 各种相关的细胞因子通常协调

和谐, 在某种情况下某些细胞因子产生或其受体

表达异常, 均会导致病理改变. 炎症介质失衡在

脓毒症的病理生理过程中起决定性作用[13-17]. 研
究表明LPS能降低上皮细胞的抵抗力、促进细

胞凋亡的产生并疏松紧密连接而增加上皮细胞

通透性, 促进细菌易位, 损伤肠黏膜屏障, 引起肠

炎症改变, 包括固有层水肿和绒毛结构的丢失, 
炎性细胞浸润[18-19]. 在一定条件下还可激发细胞

因子和其他炎性介质如TNF-α、IL-1β和IL-6的
连锁反应, 引起全身各器官的损害[20]. 

TN F-α主要来源于内毒素刺激的单核-巨
噬细胞, 通过诱导其他细胞因子如IL-1β、IL-6
和IL-8等的产生和释放, 在造成机体损伤的同

时, 可通过再激活炎症效应细胞释放更多的炎

性因子, 使炎症信号进步放大和加强, 产生“级

联放大”作用[21-23]. IL-1是急性期免疫反应的主

■相关报道
有研究表明胃蛋
白酶酶切IgY后产
生的Fab '片段仍
然具有结合相应
抗原和发挥拮抗
效应等生物学活
性的能力.

表 1 各组小鼠死亡率观察(%)

     
分组        时点(h)          n             死亡率       总死亡率

B组   6 10 20                     

 12 12 33.33               
48.89

 24 12 66.67

 48 11 72.73

C组   6 10   0                    

 12 11 18.18a                       

16.67b

 24 10 20a

 48 11 27.27

aP<0.05, bP<0.01 vs  B组.

A B

图 1 光镜下肠组织病理切片(HE×100). A: 烧伤组48 h; B: 治疗组48 h; C: 烧伤皮肤组织, Ⅲ度烧伤.

C
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■应用要点
抗内毒素Fab '对
哺乳动物严重烧
伤早期肠道损伤
及肠源性内毒素
损害具有显著的
保护和治疗作用, 
从而为将来通过
进一步的研究和
开发, 使其成为一
种有效的预防和
治疗哺乳动物严
重烧伤后肠源性
内毒素损害和肠
粘膜损伤的药物
提供了新的理论
依据.

要调节因子, 可与TNF-α等其他细胞因子协同

作用引起发热, 诱导肝细胞合成急性期蛋白, 引
起代谢紊乱; 促进炎性蛋白合成炎性介质释放, 
加重炎症反应; 活化内皮细胞, 引起血液凝固、

增加黏附分子表达, 参与休克的病理过程; 使血

管通透性增加, 造成低血压等[24-25]. 体内多种细

胞可分泌IL-10, 包括单核/巨噬细胞、CD4+ T细
胞、CD8+ T细胞和B细胞等, 在体内IL-10合成

晚于促炎症细胞因子[26-27]. IL-10又称“细胞因

子合成抑制因子”, 可抑制单核/巨噬细胞等产

生TNF-α、IL-1、IL-6和IL-8等促炎症细胞因

子, 引起细胞免疫抑制[28]. IL -10对炎症免疫应

答有抑制作用, 起负性调控作用, 抑制或减少这

些炎症细胞因子的产生和释放, 在一定程度上

对机体起了保护作用, 有助于全身炎症反应的

控制和病情的好转[29]. 但过量的IL-10对机体的

组织器官又会造成损害. Lehmann et al [30]发现血

清中IL-10的水平与促炎性细胞因子的浓度呈正 
相关. 

本研究采用严重烧伤后肠源性内毒血症动

物模型, 结果显示: (1)烧伤后血清LPS含量显著

升高, 远高于正常小鼠, 病理检查结果也表明肠

黏膜的损伤情况, 本模型具有稳定性和重复性

好的特点, 可以满足实验需要. (2)通过对动物死

亡率的观察, 经ig抗内毒素Fab'治疗, 小鼠死亡率

明显降低, 可能与抗内毒素Fab'拮抗LPS并减轻

其诱导的SIRS及脏器功能损害. (3)模型组小鼠

血清LPS、TNF-α、IL-1β和IL-10烧伤后水平明

显升高, 提示LPS诱导了损伤的炎性反应, 促炎

介质TNF-α、IL-1β和抗炎介质IL-10均参与了脓

毒症时的病理变化过程. 促炎与抗炎的相互作

用, 导致了损伤的发生和发展. (4)烧伤后LPS含
量大幅升高, 在伤后12 h达到高峰, 然后缓慢下

降, 治疗组的变化趋势与烧伤组基本一致, 但升

高幅度明显降低, 与烧伤组比较, 差异具有显著

性(P <0.01); TNF-α和IL-1β的含量变化与LPS相
似, 在伤后24 h达到高峰, 说明了内毒素与炎性

介质之间相互关联的密切关系. (5)抑炎性细胞

因子IL-10的含量变化与TNF-α和IL-1β有相似

的趋势, 提示严重烧伤早期抑炎性细胞因子的

水平与促炎性细胞因子的浓度呈正相关, 抗内

毒素Fab'具有调节小鼠血清中TNF-α、IL-1β和

IL-10水平的作用, 通过抑制高水平的炎症细胞

因子对机体的损害, 实现肠道保护作用. (6)本实

验给予外源性抗内毒素Fab'发现对小鼠血清中

炎性介质的释放有明显的抑制作用, 病理结果

提示肠黏膜组织损伤也有显著减轻, 我们可以

推测通过抗内毒素Fab'与LPS的特异性结合, 阻
止LPS与受损的肠黏膜细胞结合并易位, 影响了

LPS的生物学活性, 从而减轻其在脓毒症中的源

头作用. 
我们的研究表明抗内毒素Fab'可抑制LPS 

诱导的促炎性细胞因子和抗炎性细胞因子的释

放, 降低内毒素作用下小鼠肠组织的炎症反应, 
对肠黏膜损伤具有一定的保护作用, 为抗内毒

素Fab'的进一步开发研究提供了重要的实验依

据, 为严重烧伤后肠道损伤的保护和脓毒症的

治疗探索了一条新措施.
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Abstract
AIM: To detect the hypermethylation status of 
the 5’CpG island locating in the promoter region 
of hMLH1 (mismatch repair genes, MMR) 
gene, and to investigate the role of hMLH1 
methylation in gastric carcinogenesis.

METHODS: Methylation specific polymerase 
chain reaction (MS-PCR) was used to examine 
the methylation status of hMLH1 promoter in 60 
gastric carcinomas and 60 caner-adjacent normal 
tissues, and reverse transcription PCR (RT-PCR) 
was used to detect the mRNA expression of 
hMLH1 in the above tissues.

RESULTS: The expression of hMLH1 mRNA 

was significantly lower in cancer tissues than 
that in cancer adjacent tissues (t = 4.082, P < 0.01). 
The incidence of hMLH1 promoter methylation 
occurred in 30% (18/60) cases. No methylation 
of hMLH1 promoter was found in cancer-adja-
cent normal tissues. The methylation of hMLH1 
promoter did not correlate with the clinico-
pathological characteristics of gastric carcinoma. 
Seventeen of 21 (81%) hMLH1 mRNA-negative 
cases exhibited prominent methylation, but 1 of 
39 (2.5%) hMLH1 mRNA-positive cases showed 
methylation. There existed a significant correla-
tion between hMLH1 methylation and mRNA 
decrease (χ2 = 8.0182, P = 0.0046).

CONCLUSION: Promoter methylation of hMLH1 
is closely related to the expression loss of hMLH1 
mRNA, which is involved in gastric carcinogenesis.

Key Words: Gastric carcinoma; Mismatch repair gene; 
Methylation; hMLH1; Polymerase chain reaction

Wu AC, Liu XS, Yang K. Relationship between mismatch 
repair gene hMLH1 promoter methylation and gastric 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 
1407-1411

摘要
目的: 通过研究散发性胃癌中错配修复基因
hMLH1 mRNA的表达及其启动子区5'CpG岛
甲基化状态, 探讨hMLH1基因异常甲基化在
胃癌发生过程中的作用. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(methy lat ion 
specific PCR, MSP)检测60例胃癌组织及其癌
旁黏膜组织中hMLH1基因启动子区的甲基化
状态, 逆转录PCR(RT-PCR)检测两种组织中
hMLH1 mRNA表达情况. 

结果: 胃癌组织hMLH1 mRNA表达水平明显
低于癌旁组织(t  = 4.082, P <0.01), hMLH1基因
启动子区高甲基化18例(30%), 其癌旁黏膜组
织中未发现有甲基化. hMLH1基因启动子区
甲基化与胃癌的临床病理参数之间无明显的
相关性. hMLH1 mRNA表达阴性的21例病例
中, 17例(81%)发生甲基化, 而hMLH1 mRNA
表达阳性的39例中仅有1例(2.5%)发生甲基化, 
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■背景资料
hMLH1是一种重
要的错配修复基
因, 其功能缺陷与
多种肿瘤的发生
密切相关. 错配修
复基因启动子区
的甲基化是肿瘤
抑癌基因失活的
主要途径, 也可能
是错配修复基因
功能丧失的主要
原 因 .  本 研 究 通
过研究散发性胃
癌中错配修复基
因hMLH1 mRNA
的表达及其启动
子区5 ' C p G岛甲
基 化 状 态 ,  探 讨
hMLH1基因异常
甲基化在胃癌发
生过程中的作用.

■同行评议者
王小众, 教授, 福
建医科大学附属
协和医院消化内
科



hMLH1 mRNA表达降低与甲基化之间存在明
显的相关性(χ2 = 8.0182, P  = 0.0046).

结论: 胃癌组织中h M L H1基因启动子区甲
基化与其mRNA表达缺失密切相关, 是导致
hMLH1基因错配修复功能缺陷的重要原因
之一.

关键词: 胃肿瘤; 错配修复基因; 甲基化; hMLH1; 
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0  引言

消化系肿瘤是我国常见的恶性肿瘤, 以胃癌最

为常见. 作为多基因相关性肿瘤, 目前认为多

种基因在不同阶段参与了胃癌的发生, 但发病

机制仍不明确. 已有研究发现, 错配修复基因

hMLH1的甲基化与胃癌有密切的关系[1], 但目

前的研究多集中在已建立的胃癌细胞系或遗传

家系上, 而对散发性肿瘤的相关研究相对较少. 
为了弄清楚散发性胃癌中基因甲基化状态的改

变及其与hMLH1 mRNA表达的关系, 本研究应

用甲基化特异性PCR(methylation specific PCR, 
MSP)方法和逆转录PCR(reverse transcripition 
PCR, RT-PCR)方法, 检测60例胃癌组织及其癌

旁黏膜组织中hMLH1基因启动子区的甲基化状

态及mRNA表达情况, 探讨hMLH1基因异常甲

基化在胃癌发生、发展过程中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 自2005年青岛大学医学院附属医院普

外科胃癌手术切除标本60例, 其中, 男42例, 女
18例, 男女比2.3∶1, 年龄35-80(平均62)岁. 经病

理诊断低分化腺癌56例, 中分化腺癌2例, 印戒

细胞癌2例. 患者术前均未接受放化疗和免疫治

疗. 标本离体后, 在无菌条件下30 min内分别切

取肿瘤实质部位及肿瘤远端(距癌组织3-5 cm)相
对正常的癌旁胃组织各一份, 迅速放入液氮速

冻并转至-80℃超低温冰箱冻存. DNA抽提试剂

盒购自上海华舜生物工程有限公司. PCR试剂盒

及RT-PCR试剂盒购自大连宝生生物工程有限公

司. 10 mmol/L的氢醌(Sigma公司产品)和3 mol/L 
pH5.0的亚硫酸氢钠自制. Wizard DNA纯化柱购

自Promega公司(Madison, WI, USA). 引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成(表1).
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1.2 方法 
1.2.1 MSP检测hMLH1基因甲基化: 组织基因

组DNA的提取按照DNA抽提试剂盒的说明操

作. 甲基化修饰步骤为将2 μg DNA溶于50 μL双
蒸水中, 加入2 mol/L NaOH 5.5 μL, 37℃水浴10 
min, 再加入33 μL的10 mmol/L氢醌(对苯二酚)
和520 μL的3 mol/L亚硫酸氢钠, 50℃水浴过夜

16 h. 去除DNA杂质, 经Wizard DNA纯化柱过滤, 
80 g/L异丙醇2 mL冲洗, 离心后向纯化柱内加入

50 μL预热双蒸水(85℃), 放置1 min, 离心后保留

洗脱液. 醋酸钠和纯乙醇沉淀DNA, 适量70%的

冰乙醇洗脱1次, 空气干燥后加20 μL双蒸水溶

解, 置-80℃冰箱保存备用. 然后运用巢式PCR扩
增目的基因, 同一标本以甲基化引物和非甲基

化引物分别扩增, 各基因的引物序列及PCR产物

片段的大小见表1. PCR反应体系为50 μL, 其中: 
10×PCR缓冲液5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 4 μL, 甲
基化上下游引物和去甲基化上下游引物分别为

1 μL, 甲基化模板DNA5 μL, Taq酶0.25 μL, 加
水至总体积50 μL. 反应条件: 95℃预变性1 min, 
95℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 1 min共35个循环, 最
后72℃延伸5 min. 以水作为阴性对照. 取PCR产
物5 μL, 与1 μL上样缓冲液混合, 进行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳检测, 紫外光凝胶成像系统观察

结果. 若基因启动子区发生甲基化, 则用甲基化

特异性引物可扩增出相应大小的条带; 若未发

生甲基化, 则用非甲基化特异性引物可扩增出

相应大小的条带.
1.2.2 RT-PCR检测hMLH1 mRNA表达: 按TRIzol
试剂盒说明提取总RNA, 用紫外分光度仪测定

A 260/A 280在1.9-2.0之间, 计算RNA含量. 经逆转录

后再以cDNA为模板扩增. hMLH1 PCR反应条件: 
94℃ 3 min, 以94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 60 s循环

36次, 72℃延伸10 min; GAPDH PCR反应条件: 
94℃ 3 min, 以94℃ 40 s, 58℃ 30 s, 72℃60 s循环

32次, 72℃延伸10 min. 20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
凝胶成像系统拍照并检测吸光度值, 将hMLH1
与GAPDH吸光度比值作为其mRNA水平的相对

值(相对值<1者定为hMLH1基因mRNA阴性表

达; 其他为阳性表达), 重复实验2次, 取均值.
统计学处理 用SPSS12.0进行统计学分析. 

hMLH1 mRNA表达水平的差异用t检验, 甲基化

频率的差异及甲基化频率与肿瘤临床病理特征

之间的关系用χ2检验.

2  结果

2.1 hMLH1基因mRNA表达 60例胃癌标本39例
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■研发前沿
错配修复基因启
动子区甲基化成
为近来研究抑癌
基因失活的热点. 
检测hMLH1异常
甲基化有可能成
为判断胃癌发生
的一项新指标.
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(65%)hMLH1 mRNA正常表达, 21例(35%)表达

明显降低, 60例癌旁组织hMLH1 mRNA均正常

表达. 胃癌组织hMLH1 mRNA表达水平明显低

于癌旁组织(t  = 4.082, P <0.01). 胃癌及癌旁组织

hMLH1基因mRNA表达见图1.
2.2 胃癌hMLH1甲基化状态 60例癌旁组织未见

hMLH1基因启动子区甲基化现象, 所有癌旁组织

hMLH1-U(hMLH1基因非甲基化)扩增均为阳性, 
hMLH1-M(hMLH1基因甲基化)扩增都为阴性; 60
例胃癌中发现高甲基化18例, 占30%, 而且均为甲

基化和非甲基化并存, 即hMLH1-U和hMLH1-M
扩增都为阳性. 胃癌组织和癌旁组织甲基化修饰

DNA MSP产物的琼脂糖凝胶电泳结果见图2.
2.3 hMLH1基因mRNA表达与启动子区甲基化

的关系 hMLH1基因mRNA表达阴性的21例病

例中, 17例(81%)发生了甲基化, 而hMLH1基
因mRNA表达阳性的39例仅有1例发生甲基化

(2.5%), hMLH1基因mRNA表达降低与甲基化之

间存在明显的相关性(χ2 = 8.0182, P  = 0.0046). 
如图1所示, 其中前4例即第3、5、25、60号肿

瘤组织标本均发现hMLH1基因启动子区存在甲

基化, 其mRNA表达比第5号癌旁正常组织(n5)
明显降低.
2.4 hMLH1基因启动子区甲基化与胃癌临床病

理参数间的关系 hMLH1基因启动子区甲基化

与胃癌临床病理参数(肿瘤大小、癌肿部位、

TNM分期和淋巴结转移)以及与年龄和性别间

无明显相关性(表2).

3  讨论

错配修复基因MMR是一组高度保守的看家基

因, 已发现的人类错配修复基因有9种, hMLH1
基因是研究较广泛的一种, 在多种组织中均有

表达. 70%的hMLH1基因突变可形成终止密码, 
导致翻译过早终止而产生不完全的hMLH1蛋白, 
致使错配修复基因的表达在人类各种肿瘤细胞

中的不同, 最终导致肿瘤的发生[2]. DNA甲基化

作为一种生化修饰过程, 主要指在DNA甲基化

转移酶作用下, 胞嘧啶第五位碳原子上被加上

一个甲基基团. 通常情况下, DNA甲基化发生在

CpG重复序列中. DNA甲基化常导致基因转录

抑制, 其机制可能与以下两个因素有关: (1)胞嘧

啶甲基化可能阻止转录因子与他们识别部位中

的CpG序列结合; (2)这种转录抑制可能与两种

蛋白质复合体(MeCP1和MeCP2)有关. 这两种蛋

白质复合体能够特异性地与发生甲基化的CpG
序列结合, 从而阻止转录因子与后者结合. 

近年来, 在一些肿瘤及细胞系研究中发现, 
hMLH1启动子区甲基化与蛋白表达缺失直接

相关, hMLH1基因启动子继发转录缺失是许多

人类散发性肿瘤发生的一个重要事件, 与该基

因启动子区甲基化密切相关[3-4]. Herman et al [5]

用MSP法对37个结肠癌细胞株研究发现, 8株
出现hMLH1基因甲基化, 占21.6%; 在34例原发

性结肠癌中, 甲基化占32.4%; 39例对照组织(正

表 1 引物序列及扩增条件

     
hMLH1引物     引物序列(5'-3')   产物长度(bp)   温度(℃)

甲基化(M)      正义 ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC        115            55

甲基化(M)      反义 CCTCATCGTAACTACCCGCG         115            55

非甲基化(U)   正义 TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT        124            55

非甲基化(U)   反义 ACCACCTCATCATAACTACCCACA        124            55

RT-PCR         正义 GACAGAGGAAGATGGTCCCAAAG        396            58

RT-PCR         反义 AGAATGTGTGAGCGCAAGGC         396            58

GAPDH         正义 TCATGGGTGTGAACCATGAGAA        146            58

GAPDH          反义 GGCATGGACTGTGGTCATGAG        146            58

1     2       3      4       5        6       7     8600
400
300
200
100

图 1 肿瘤组织mRNA表达降低与癌旁正常表达组织对照. 
1-6: 第3、5、25、60、53、35、28号肿瘤组织标本; 7: 癌旁

正常组织第5号标本.

bp
Marker  M   U      M    U     M     U    M     U

N5         T28         T5         H2O

600

300
200
100

bp

图 2 MSP法检测胃癌及癌旁正常组织hMLM1启动子区甲
基化的电泳图. T5: 第5号肿瘤组织标本; T28: 第28号肿瘤组

织标本; N5: 第5号正常标本; H2O: 阴性对照; M: 甲基化引物

扩增(产物为115 bp); U: 非甲基化引物扩增(产物为124 bp).

■相关报道
国内外已有研究
表 明 胃 癌 中 存
在 h M L H 1 基 因
甲 基 化 ,  且 发 生
hMLH1基因甲基
化的胃癌仅表达
少量的hMLH1蛋
白, 而未发生甲基
化的胃癌表达丰
富的hMLH1蛋白.
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常黏膜、淋巴结和痰细胞)无甲基化, 提示在结

肠癌中hMLH1常见5'CpG岛的过度甲基化与癌

症的发生有着密切的关系. Fleisher et al [6]检测

了65例胃癌, 发现29例存在hMLH1异常甲基化, 
发生hMLH1基因甲基化的胃癌仅表达少量的

hMLH1蛋白, 而未发生甲基化的胃癌表达丰富

的hMLH1蛋白. 故认为在胃癌中通常有hMLH1
蛋白表达缺失, 且主要与hMLH1启动子区CpG
岛甲基化有关. 本研究对60例胃癌组织检测发

现有18例存在hMLH1启动子区甲基化, 甲基化

发生率为30%, 而60例癌旁组织中未发现有甲

基化, 两者存在显著性差异(P <0.01). 国内也开

展了对肿瘤组织中hMLH1启动子区甲基化状

态的一系列研究. 陈国安 e t a l [7]对肺癌组织中

hMLH1启动子区甲基化状态及其与蛋白表达

的关系进行分析, 在50例肺癌组织中甲基化发

生率为32%, 14例hMLH1蛋白表达阴性者中, 有
11例(78.6%)甲基化, 认为甲基化与hMLH1蛋白

不表达有明显的相关性, 可能是导致hMLH1蛋
白不表达的重要机制. 这充分表明甲基化在癌

症的发生中扮演极为重要的角色. 在正常状态

下基因启动子区一般是非甲基化的, 当其发生

甲基化时, 常导致基因转录沉默, 使重要基因如

DNA错配修复基因等功能丧失, 从而导致损伤

的DNA不能被及时修复, 这与多种肿瘤的形成

相关. 有研究发现甲基化与饮食[8]、年龄[9]、吸

烟[10]和环境等[11]因素有关, 荷兰的一项队列研究

表明, 叶酸摄入过低可导致甲基化状态紊乱, 这
种变化可被过量饮酒所加剧. 陈国安 et al [7]统计

了hMLH1启动子区甲基化与性别、吸烟状态、

临床病理间的关系, 未发现有明显的相关性. 本

研究也统计了甲基化与肿瘤大小、癌肿部位、

淋巴转移和TNM分期等临床病理间的关系, 也
未发现有明显的统计学意义. 这提示hMLH1启
动子区甲基化可能是胃癌发生过程中的早期分

子事件, 可望成为胃癌早期诊断的指标之一[12-14]. 
Nakajima et al [9]研究发现hMLH1甲基化频率随

着年龄的增长而显著增高, 认为hMLH1甲基化

在老年胃癌患者发病机制中起重要作用. 本文

亦研究了甲基化频率与年龄的关系, 但未发现

有明显的相关性, 可能与样本例数过少有关.          
我们研究发现: 60例胃癌组织中hMLH1基

因mRNA阴性表达21例, 60例癌旁组织中未发

现有mRNA表达缺失. 在21例表达缺失的胃癌

中有17例检测出甲基化(占81%), 而hMLH1基因

mRNA表达无缺失的39例中仅有1例发生甲基化

(占2.5%), 两者差异有显著性, 这与国内外研究

结果相符[15-16]. 这提示hMLH1基因启动子区CpG
高甲基化可使hMLH1基因沉默, 导致其mRNA
表达缺失, 因此不能表达错配修复蛋白, 使其错

配修复基因功能丧失, 最终导致胃癌的发生和

发展. CpG岛高甲基化可能通过抑制CBF转录

因子结合到相应的CCAATbox使hMLH1基因沉

默. Veigl et al [17]人用去甲基化制剂5'氮杂胞嘧啶

(5-azacytidine)处理因甲基化导致hMLH1失活的

肿瘤细胞系, 成功地恢复了hMLH1的表达, 其表

达水平取决于药物的剂量. 相反, 对hMLH1启动

子未甲基化及由体细胞突变或生殖细胞缺陷引

起的hMLH1表达缺失却无复活作用. 由此可见

hMLH1启动子甲基化是基因表达关闭的主要原

因, 进一步证实了异常甲基化与基因表达抑制

和肿瘤的发生有着密切的关系. 

表 2 hMLH1基因启动子区甲基化与胃癌的临床病理参数间的关系

     
病理参数          分组                     n            hMLM1甲基化n (%)    χ2                     P

年龄(岁)        >60  30                10(33)               0.3175    0.5731

        <60  30                  8(27)  

肿瘤大小(cm)  >5  29                12(41)               3.4610    0.0628

        <5  31                  6(19)  

性别        男  42                11(26)               0.9675    0.3253

        女  18                  7(39)  

癌肿部位        胃窦  26                  6(23)               1.0472    0.3062

        胃体及贲门 34                12(35)  

淋巴结转移     有    9                  4(44)               1.0520    0.3051

        无  51                14(27)  

TNM分期       ⅠⅡ期 22                  5(23)               0.8749    0.3496

       ⅢⅣ期 38                13(34)  

■应用要点
通过对hMLH1基
因蛋白表达及甲
基化的检测判断
胃癌的发生与否, 
有助于胃癌的早
期诊断.
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在本试验中还发现1例CpG存在甲基化而

mRNA表达却正常, 考虑可能原因是在同一胃癌

组织中的部分癌细胞存在甲基化, 而另外一部分

未被甲基化, 未甲基化部分表达正常的mRNA. 
研究中还发现, 不论hMLH1基因的表达低下抑或

缺失, 一个样本中非甲基化条带常与甲基化条带

同时出现, 这与既往研究的结果一致[18-19]. 由于没

有通过微切割取组织细胞, 因此癌肿组织中可能

存在正常组织或者是肠化组织, 加之MSP方法极

度敏感, 导致1例样本同时扩增出甲基化和非甲

基化条带. Bai et al [20]认为这种现象是由于CpG岛

甲基化在等位基因内的异质性, 或者是等位基因

之间甲基化的差异所致, 可能提示hMLH1基因部

分甲基化已足以使该基因转录沉默. 
总之, 我们初步证实了hMLH1 mRNA在胃

癌组织中表达减少或缺失, 并与启动子高度甲

基化显著相关. 由于DNA甲基化状态可被逆转, 
同样hMLH1启动子去甲基化可以恢复肿瘤细胞

hMLH1 mRNA的再表达, 进而恢复MMR活性[21], 
从而达到治疗的目的. 因此针对基因甲基化的

靶向治疗已引起人们的重视. 
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hMLH1基因甲基
化在胃癌发生, 发
展中的作用有一
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Abstract
AIM: To explore the effect of preoperative 
chemotherapy on repair mechanism.

METHODS: EnVision immunohistochemical 
method was used to detect the expression of hu-
man 8-oxoGuanine DNA glycosylase-1 (hOGG1) 
and poly ADP-ribose polymerase (PARP) in 
normal liver tissues (n = 41), hepatocellular car-
cinoma (HCC) and its surrounding tissues (n = 
187; preoperative chemotherapy, n = 88; without 
preoperative chemotherapy, n = 99). 

RESULTS: The expression levels of hOGG1 in 
nuclei were increased ordinally, while those of 
PARP were decreased ordinally in HCC tissues 
without preoperative chemotherapy, HCC tis-
sues received preoperative chemotherapy, and 
normal liver tissues, and there were marked dif-
ference between the three groups (all P < 0.05). 
COX multivariate analysis of prognosis indi-
cated that the risk factors for HCC recurrence 
included the positive degree of PARP expression 
(P = 0.038), alanine aminotransferase (ALT) level 
(P = 0.001), and histological grades (P = 0.040), 
while the protective factors included the periph-
eral blood lymphocyte count (P = 0.026) and 
chemotherapy (P = 0.049).

CONCLUSION: Preoperative chemotherapy pro-
mote the ability of DNA repair in HCC tissues.  

Key Words: Human 8-oxoGuanine DNA glycosy-
lase-1; Poly ADP-ribose polymerase; Hepatocellular 
carcinoma; Chemotherapy; DNA repair

Su ZX, Peng T, Ye XP, Xiao KY, Shang LM, Su M, Li LQ. 
Effect of preoperative chemotherapy on hOGG1 and 
PARP in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(13): 1412-1416

摘要
目的: 探讨术前化疗对损伤修复机制的影响. 

方法: 应用EnVision免疫组化法检测41例正
常肝组织、187例(术前未做化疗患者99例和
术前行经肝动脉插管化疗患者88例)原发性
肝癌患者的肝癌组织和癌旁组织中hOGG1和
PARP的表达.  

结果: 正常肝组织、术前化疗组与术前未化疗
组肝癌组织中, hOGG1蛋白细胞核表达阳性
分度依次递增, 而PARP蛋白细胞核表达阳性
分度依次递减, 三者之间差异均有显著性差异
(均P <0.05). PARP癌旁组织阳性表达强度(P  = 
0.038)、ALT(P = 0.001)、病理分级(P = 0.040)是
肿瘤复发的危险因素, 外周血淋巴细胞数(P  = 
0.026)、化疗(P = 0.049)是肿瘤复发的保护因素.

®

■背景资料
肝细胞性肝癌是
我国最常见的恶
性肿瘤之一. 研究
表明, DNA损伤修
复机制与多种肿
瘤的发生、发展
以及预后有关, 本
研究通过检测正
常肝组织、肝癌
组织和癌旁组织
中hOGG1、PARP
蛋白的表达, 探讨
术前化疗对肿瘤
损伤修复机制的
影响, 为临床治疗
肝癌提供理论依
据. 

■同行评议者
刘 彬 彬 ,  副 研 究
员, 复旦大学附属
中山医院、复旦
大学肝癌研究所
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结论: 术前化疗可以杀伤对氧化损伤敏感的
肝癌细胞. 

关键词: hOGG1; 聚ADP核糖聚合酶; 原发性肝癌; 

化疗; DNA损伤修复
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0  引言

肝细胞性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是我国最常见的恶性肿瘤之一. 研究表明, DNA
损伤修复机制与多种肿瘤的发生、发展以及

预后有关[1], 而且其中某些重要因子很可能成

为未来肿瘤治疗的靶向分子. hOGG1(human 
8-oxoGuanine DNA glycosylase-1, hOGG1)基因

产物hOGG1蛋白具有DNA糖苷酶和AP裂解酶

活性, 可特异切除修复8-oxoG以及自发碱基丢

失、或因DNA糖苷化作用产生的阻断DNA复

制的脱嘌呤或脱嘧啶(AP)位点[2-4]. DNA损伤后, 
聚ADP核糖聚合酶(poly ADP-ribose polymerase, 
PARP)被DNA缺口激活, 并与之结合, 通过合成

并转运长链ADP-核糖多聚体到DNA修复蛋白

上, 完成对DNA的修复[5]. 我们通过检测正常肝

组织、肝癌组织和癌旁组织中hOGG1、PARP
蛋白的表达, 探讨术前化疗对肿瘤损伤修复机

制的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-10/2006-07在我院接受手术治疗

经病理证实的原发性肝癌患者187例, 其中术前

未行化疗患者(Ⅰ组)99例, 术前7-14 d行经肝动

脉插管化疗患者(Ⅱ组)88例, Ⅰ组: 男86例, 女
13例, 年龄23-75岁; Ⅱ组男79例, 女9例, 年龄

22-68岁. 两组间性别构成、年龄大小、肿瘤大

小、HBsAg状态、AFP大小、血红蛋白、白蛋

白、总胆红素、肝硬化程度差异无统计学意义. 
兔抗人hOGG1为英国Abcom公司产品, 兔抗人

PARP和EnVision免疫组化试剂盒均为迈新生物

技术开发有限公司产品. 
1.2 方法 用药方案: 表阿霉素(ADM)75 mg/m2; 顺
铂(PDD)40 mg/m2; 5氟尿嘧啶(5-FU)500 mg/m2. 
取手术切除的肝癌和距肿瘤2 cm以上癌旁组织

制作石蜡标本, 常规光镜检查获得病理诊断. 另
选取HBsAg阴性血管瘤患者正常肝组织及肝移

植供肝41例做正常对照. 标本均经40 g/L甲醛固

定, 石蜡包埋. 
正常肝组织、癌组织、癌旁组织中hOGG1、

PARP蛋白的测定用EnVision免疫组化法测定. 具
体步骤: 石蜡切片脱蜡, hOGG1蜡块不进行抗原

修复, PARP蜡块0.01 mol/L枸橼酸钠高压热修

复抗原. 30 mL/L H2O2溶液室温孵育15 min. 滴
加一抗、聚合物增强剂及酶标鼠/兔聚合物, 同
时设阴性对照,  DAB显色, 苏木素复染. 70℃烤

片20 min. 中性树胶封片. 必须同时具备肝组织

弥漫性纤维化及假小叶形成, 才能作出肝硬化

病理诊断[6]. 免疫组化阳性信号为棕黄色细小

颗粒状, 定位于细胞核和/或细胞质. 染色结果

参照Mark Ke1ley实验室的标准[7]进行肿瘤细胞

阳性计分, 首先在高倍镜下计数1000个肿瘤细

胞, 避开肿瘤边缘及坏死区域. 根据阳性细胞数

目所占百分比得出细胞核或细胞质标记指数

(labeling index, LI), 即细胞核或细胞质LI = 阳性

瘤细胞数/1000个肿瘤细胞×100%. 分为以下四

级计分: Ⅰ: 0分, <10%; Ⅱ: 1分, 11%-25%; Ⅲ: 2
分, 26%-50%；Ⅳ: 3分, 51%以上. 染色强度按瘤

细胞着色的深浅计分: 0分, 阴性; 1分, 弱阳性; 2
分, 中等阳性; 3分, 强阳性. 将2个分值相加即得

出该例标本的免疫组化阳性分度: 0-1分为阴性, 
记为(-); 2-4分为弱阳性, 记为(+); 5分以上为阳

性, 记为(++).  
统计学处理 SPSS10.0统计软件包处理, 率

的比较用χ2检验; P <0.05为有统计学显著性. 

2  结果

2.1 hOGG1和PARP蛋白表达 hOGG1细胞核阳性

分度在正常对照组、Ⅱ组癌旁组织、Ⅰ组癌旁

组织、Ⅱ组癌组织、Ⅰ组癌组织中呈依次递增

趋势,  PARP细胞核程递减趋势. 正常对照组与

Ⅰ组癌组织、Ⅱ组癌组织比较, Ⅰ组癌组织与

Ⅱ组癌组织比较均有临床意义的差异(表1, 图1). 
2.2 病例随访 分别在术前化疗组和术前未化疗

组中, 取2005-05以前病例进行随访, 其中术前化

疗组38例, 术前未化疗组44例, 肿瘤复发时间为

手术日期到影像学发现复发日期. 
用Life Table法将化疗组与未化疗组复发时

间进行比较, 其复发率差异有统计学意义(P = 
0.049). 化疗组中位未复发时间是905.6 d, 未化

疗组中位未复发时间是614.6 d(图2). 术前化疗

组及未化疗组hOGG1蛋白表达阴性(-)和阳性(+)
病例, 与hOGG1蛋白表达阳性(++)病例复发时间

比较, 其癌组织、癌旁组织复发率差异无统计

学意义. 术前化疗组、术前未化疗组PARP蛋白

■研发前沿
hOGG1蛋白表达
高的肝癌细胞是
否就对化疗药物
敏感, 有待进一步
研究. 
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表达阴性(-)病例, 与PARP蛋白表达阳性(+、++)
病例复发时间比较, 其癌组织、癌旁组织复发

率差异无统计学意义. 按统计软件要求整理数

据(表2). Cox回归分析结果, PARP癌旁组织阳性

表达强度(P  = 0.038)、ALT(P = 0.001)、病理分

级(P  = 0.040)是肿瘤复发的危险因素, 外周血淋

巴细胞数(P = 0.026)和介入治疗(P = 0.049)是肿

瘤复发的保护因素(表3). 

3  讨论

各种环境致癌和致突变物质均可引起DNA损

伤．这些物质与超过1/3的肿瘤发生有关[8]. 细胞

在生理或病理状态下产生的活性氧也可以造成

DNA损伤. DNA损伤得不到及时有效的修复, 细
胞将发生基因突变和癌变. 因此, 由各种因素导

致的DNA氧化损伤, 可能参与肝癌的发生和发展. 
hOGG1基因编码的蛋白产物具有DNA糖苷

酶和AP裂解酶活性, 可以特异切除DNA氧化损

伤的重要产物8-羟基鸟嘌呤(8-oxoG), 从而避免

表 1 各组肝癌组织和癌旁组织中hOGG1和PARP蛋白表达(n , %)

     
                                                                hOGG1细胞核                                                     PARP细胞核

                                                             -  +       ++  -       +             ++

正常对照组     41  29(70.7)             9(22.0)             3(7.3)              12(29.3)           28(68.3)           1(2.4)

Ⅰ组癌组织 99  22(22.2)           32(32.3)           45(45.5)            70(70.7)           21(21.2)           8(8.1)

Ⅰ组癌旁组织 99  54(54.5)           36(36.4)             9(9.1)              41(41.4)           49(49.5)           9(9.1)

Ⅱ组癌组织 88  29(33.0)           31(35.2)            28(31.8)           48(54.5)           32(36.4)           8(9.1)

Ⅱ组癌旁组织 88  51(58.0)           27(30.7)           10(11.3)            36(40.9)           46(52.3)           6(6.8)

组织类型                     n 

A B

图 1 hOGG1和PARP蛋白表达. A: hOGG1阳性表达; B: PARP阳性表达.

图 2 化疗组与未化疗组复发时间.
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表 2 可疑复发因素量化

     
复发因素             变量             数量化及编码

复发天数

hOGG1癌组织阳性表达

hOGG1癌旁组织阳性表达

PARP癌组织阳性表达

PARP癌旁组织阳性表达

年龄

白细胞

淋巴细胞

总胆红素

白蛋白

ALT

HBsAg

甲胎蛋白

介入治疗

肿瘤大小

有否肝硬化

病理分级

Y

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10

X11

X12

X13

X14

X15

X16

具体数值

- = 0、+ = 1、++ = 2

- = 0、+ = 1、++ = 2

- = 0、+ = 1、++ = 2

- = 0、+ = 1、++ = 2

具体数值

具体数值

具体数值

具体数值

具体数值

具体数值

阴性 = 0、阳性 = 1

具体数值

否 = 0、是 = 1

具体数值

无 = 0、有 = 1

    Ⅰ = 0、Ⅱ = 1、

Ⅲ = 2、Ⅳ = 3

■应用要点
本文应用EnVision
免 疫 组 化 法 检
测 D N A 修 复 酶
hOGG1及PARP在
原发性肝癌及癌
旁组织中的表达, 
探讨术前化疗对
损伤修复机制的
影响, 为术前行肝
动脉插管化疗提
供理论依据. 
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在DNA复制过程中因错配而导致的G:C→T:A颠

换突变[2]. 8-oxoG是氧化自由基攻击DNA形成的

主要产物, 是一种重要的致癌性致突变性损伤[9]. 
Kondo et al研究发现在结肠癌组织中hOGG1蛋
白表达明显升高, 并与8-oxoG含量呈明显正相

关[10]. 但在人类肺癌和肾癌组织中未发现癌组织

和癌旁组织hOGG1蛋白表达的差异[11]. hOGG1
可以修复由阿霉素等化疗药物所致的线粒体

DNA损伤和防止突变发生[12]. hOGG1蛋白表达

增高间接说明细胞氧化损伤加重. 本研究结果

显示, hOGG1蛋白表达细胞核阳性分度在正常

对照组、化疗组癌组织、未化疗组癌组织中呈

依次递增趋势. 未化疗组癌组织hOGG1蛋白表

达高于化疗组癌组织. 表明肝癌组织在化疗药

物作用下氧化损伤的修复活性降低. 这可能是

肝癌组织经化疗药物作用后, hOGG1蛋白表达

高的细胞对化疗药物敏感, 首先凋亡, 余下的相

对耐药的肝癌细胞hOGG1蛋白表达低有关; 有
研究显示TACE诱导肝癌细胞凋亡是其最主要

的治疗机制, 这种作用以早期最为明显[13]. 是否

hOGG1蛋白表达高的肝癌细胞对化疗药物敏感, 
有待进一步研究. 

PARP是一类存在于多数真核细胞中的蛋白

质翻译后修饰酶. 主要存在于细胞核内, 少量存

在于细胞质内. 目前研究发现, PARP家族至少

有6个成员, 分别是: PARP-1, PARP-2, PARP-3, 
PARP-4/VPARP, Tankyrase-1和-2等. PARP具有

保持染色体结构完整、参与DNA复制和转录

的功能, 在维持基因组稳定和细胞凋亡过程中

发挥作用. PARP在DNA损伤断裂时被激活, 作
为DNA损伤的分子感受器, 识别、结合到DNA
断裂处, 激活、催化受体蛋白的聚ADP核糖基

化作用, 参与DNA的修复. PARP与组蛋白H1结
合, 影响核小体的正常结构, 使染色体形成开

放、松散结构, 有利于DNA修复[14]. PARP抑制

或基因缺陷小鼠的研究可以肯定PARP在维持

基因组稳定方面起着关键的作用. 研究发现, 化
学性PARP抑制剂增加了姐妹染色体交换(sister 
chromsome exchang, SCE)的几率, 表明在DNA
损伤剂的作用下, 增加基因重组的发生率. 把
PARP的DNA结合域导入Hela细胞, 结果增加

了自发性和损伤诱导的SCE. PARP-/-小鼠在没

有DNA损伤、微核和染色体损伤的情况下, 受
烷化剂和放射刺激后SCE的几率增加. DNA断

裂可以激发基因重组, PARP的作用是结合到受

损DNA的断端减少重组发生, 并避免损伤DNA
受核酸外切酶的作用产生重组中间物. PARP在
DNA损伤时被激活, 识别并结合到DNA断裂部

位, 从而保护裸露的DNA末端免遭核酸酶的分

解[15]. 本研究结果显示, PARP蛋白表达细胞核阳

性分度在正常对照组、化疗组癌组织、未化疗

组癌组织中呈依次递减趋势. 未化疗组癌组织

PARP蛋白表达低于化疗组癌组织. 表明肝癌组

织在化疗药物作用下DNA损伤修复能力上调, 
经过术前化疗药物筛选的DNA损伤修复能力加

强的癌细胞如果逃避了手术切除可能成为术后

表 3 多因素Cox回归分析

     
变量 回归系数            标准误 Waldχ2值          自由度 P 值              相对危险度

X1    0.509                0.414                1.516                1                0.218                1.664

X2 -0.566                0.523                1.170                1                0.279                0.568

X3 -0.483                0.628                0.592                1                0.442                0.617

X4    1.120                0.540                4.305                1                0.038                3.065

X5 -0.028                0.029                0.975                1                0.323                0.972

X6 -0.040                0.218                0.033                1                0.855                0.961

X7 -1.461                0.654                4.986                1                0.026                0.232

X8   0.039                0.041                0.890                1                0.346                1.040

X9   0.045                0.072                0.402                1                0.526                1.046

X10     0.020                0.006              11.697                1                0.001                1.021

X11 -0.388                0.642                0.366                1                0.545                0.678

X12   0.000                0.000                1.763                1                0.184                1.000

X13 -1.086                0.552                3.865                1                0.049                0.338

X14 -0.001                0.067                0.000                1                0.987                0.999

X15 -0.246                0.612                0.162                1                0.688                0.782

X16    0.905                0.440                4.234                1                0.040                2.471

■名词解释
hOGG1: 蛋白具
有DNA糖苷酶和
A P 裂 解 酶 活 性 , 
可特异切除修复
8-oxoG以及自发
碱基丢失、或因
DNA糖苷化作用
产生的阻断DNA
复制的脱嘌呤或
脱嘧啶(AP)位点. 
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复发的来源. 是否化疗药物可减少肝癌细胞抑

制PARP活性能力, 从而增加肝癌细胞凋亡, 有待

进一步研究. 
单因素分析发现介入治疗可以降低肝癌

的复发, 但未发现hOGG1、PARP蛋白在癌或

癌旁组织表达对复发的影响 .  多因素分析显

示, PARP癌旁组织阳性表达强度高的患者, 肝
癌复发的可能性增加, 提示PARP在癌细胞和

癌旁细胞扮演两个不同的角色, PARP在癌细

胞可能扮演凋亡角色, PARP在癌旁细胞可能

扮演DNA损伤修复角色, 有研究表明PARP在
细胞的凋亡以及DNA损伤修复方面起作用[11]. 
PARP在癌旁细胞修复活性加强是否对肿瘤细

胞有保护作用值得进一步研究. PARP也许可

以成为提示肝癌患者预后的新指标. 多因素分

析还显示淋巴细胞数高的患者, 肝癌复发的可

能性降低, 这可以从免疫方面考虑, 这可能是

淋巴细胞数高的患者, 免疫功能较强, 从而减

少肿瘤复发. 另外ALT高, 说明患者肝细胞损

伤重, 可能损伤/修复的病生理过程有促进肝癌

复发的作用. 而病理等级越高, 肿瘤分化越差, 
肝癌越易于复发. 

总之, 术前化疗可以杀伤对氧化损伤敏感

的肝癌细胞, 表现为未化疗组癌组织h O G G1
蛋白表达高于化疗组癌组织, 未化疗组癌组织

PARP蛋白表达低于化疗组癌组织. PARP癌旁

组织阳性表达强度高的患者, 肝癌复发的可能

性增加, PARP也许可以成为提示肝癌患者预后

的新指标. 
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Abstract
AIM: To observe the clinical efficacy of ursodeo-
xycholic acid (UDCA) in combination Tongdan 
Decoctioin in the treatment of patients with 
primary biliary cirrhosis (PBC). 

METHODS: A total of 60 PBC patients were 
randomly divide into control group (n = 30) and 
treatment group (n  = 30), treated with UDCA 
alone and UDCA combined with Tongdan De-
coction, respectively. The clinical symptoms, liver 
function, immunologic index and side effect were 
observed 4, 12 and 24 wk after treatment, and 
most patients were followed up for 1 to 3 years. 

RESULTS: After 24 wk, 25 patients (83.3%) in 

the treatment group and 17 patients (56.7%) in 
the control group showed complete responses, 
and there was a significant difference between 
the two groups. The clinical symptoms were im-
proved, especially in the treatment group after 4 
wk (P < 0.05), and over 90% patients had no clini-
cal symptoms after 12 wk in the treatment group. 
Combined therapy was superior to UDCA mono-
therapy in lowering cholestasis and aminopher-
ase (P < 0.05); the immunologic indexes such as 
IgM, IgG and IgA were decreased at 96 wk in the 
treatment group as compared with those in the 
control group (1.93 ± 1.71 g/L vs 2.16 ± 1.81 g/L; 
10.25 ± 6.23 g/L vs 12.45 ± 5.98 g/L; 1.86 ± 1.72 
g/L vs 2.78 ± 2.12 g/L; all P < 0.05). The common 
side-effects were diarrhea and occasional pruritus 
induced by increased serum TBA level, which 
was alleviated by decreasing the dose. 

CONCLUSION: UDCA combined with Tongdan 
Decoction can effectively treat PBC, and im-
prove the biomarkers. 

Key Words: Ursodeoxycholic acid; Primary biliary 
cirrhosis; Traditional Chinese Medicine; Combined 
treatment

Tang HH, Chen YJ, Tong GD, Zhou DQ, He JS, Zhou XZ, 
Zheng YJ. Efficacy of ursodeoxycholic acid combined 
with Tongdan Decoction in treatment of patients with 
primary biliary cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(13): 1417-1424

摘要
目的: 观察熊去氧胆酸(ursodeoxycholic acid, 
UDCA)联合通胆汤治疗Ⅱ、Ⅲ期原发性胆汁
性肝硬化患者30例的临床疗效. 

方法: 60例入组的患者被随机分配到对照组
(n  = 30)和治疗组(n  = 30), 分别给UDCA和
UDCA联合中药通胆汤治疗. 在治疗4-24 wk
分别记录患者的临床症状、肝功能、免疫指
标及不良反应, 并随访1-3年.  

结果: 24 wk后, 治疗组25例(83.3%)完全反
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■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化(PBC)是一种
病因未明, 由自身
免疫机制介导的, 
以肝内小胆管进
行性非化脓性炎
症为特征的慢性
胆汁淤积性疾病. 
过去在我国人群
中少见, 随着国内
外对该病研究和
诊断技术的不断
提高, PBC在我国
肝病患者中的检
出率也逐渐提高. 

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科



应, 对照组17例(56.7%)(P <0.05); 治疗组第4
周临床症状阳性率低于对照组(P <0.05), 12 
w k后90%的患者症状基本消失 ;  在降低胆
汁淤积及转氨酶上治疗组均明显优于单用
UDCA(P <0.05); 治疗组IgM、IgG及IgA在治
疗96 wk后较治疗前明显降低, 与对照组比较
有明显差异(1.93±1.71 g/L vs  2.16±1.81 g/L, 
10.25±6.23 g/L vs  12.45±5.98 g/L, 1.86±1.72 
g/L vs  2.78±2.12 g/L, P <0.05). 不良反应主要
是腹泻与总胆汁酸升高所导致偶发皮肤瘙痒, 
减量后很快缓解. 

结论: UDCA联合通胆汤治疗原发性胆汁性
肝硬化, 较单用UDCA能更有效改善临床症状
与生化指标.

关键词: 熊去氧胆酸; 原发性胆汁性肝硬化; 中药; 联

合治疗
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)是一种病因未明, 由自身免疫机制介导的, 
以肝内小胆管进行性非化脓性炎症为特征的慢

性胆汁淤积性疾病, 主要累及中年或老年妇女, 
进一步可发展至肝纤维化与肝硬化[1-2]. PBC在

世界各地均有分布, 50-70岁之间的人较常见, 而
青少年很少发生[3], 西方国家患病率高低不等, 
约为6.7-940/100万, 年发病率约为0.7-49/100万[4], 
近年来国内外报道PBC发病率有上升趋势[5]. 过
去在我国人群中少见, 随着国内外对该病研究

和诊断技术的不断提高, PBC在我国肝病患者

中的检出率也逐渐提高[6-7]. 在治疗上, 熊去氧胆

酸(ursodeoxycholic acid, UDCA)[8-10]被确认为常

规、有效的药物, 但其对PBC的症状、生化、疾

病进程及生存指标的改善多个对照研究其结果

存在差异. Poupon et al [11]研究表明UDCA可改善

患者的胆汁淤积的生化指征(胆红素、γ-GT、
ALP)、免疫指标(IgM), 并且减轻炎症(转氨酶), 
改善患者的组织状况, 但Heathcote et al [12]研究表

明UDCA虽可改善生化指标, 但无明显改善临

床症状的作用, 在延长患者生存期及肝移植的

时间方面却无明显差异. Lindor et al [13]研究表明

UDCA可延缓患者的疾病进程, 但对症状及组

织学改善无明显影响. Batts et al [14]2年的研究表
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明UDCA对患者的炎症及组织学改善无明显作

用, 加大剂量似乎可以改善炎症; 更有一项大样

本Meta分析显示UDCA作为标准治疗需要重新

评价[15]. 尤其是在延缓疾病进展成严重的肝纤

维化或肝硬化及延长PBC患者存活时间上, 大多

数文献存在不同观点, 虽然大多数观点支持疾

病早期应用UDCA可以显著延缓组织分期的进 
展[16-17], 但也有学者提出, UDCA虽可改善碎屑

样死、门管和小叶间炎症、胆汁淤积及胆管缺

失, 然而根据Ludwig标准, UDCA不能改变肝纤

维化和组织学分级[18-19]. 这些研究结果的差异, 
提示UDCA临床疗效有限性与不确定性, 其次, 
可能与研究者选择PBC病例分期不同, 病情的轻

重有关. 
PBC临床表现繁杂, 很难归属于某一固定

的中医病证, 可在病程的不同阶段分别归属于

“黄疸”,“胁痛”,“鼓胀”, 以及“皮肤瘙

痒”等内、妇、皮肤科等中医病证[20]. 近年有

采用中医药治疗PBC的文献报告, 如苏经格[21]

对30例PBC进行中医临床分型, 常廷民 et al [22]用

复方甘草酸苷联合茵栀黄治疗黄疸与肝功不正

常的PBC, 李林 et al [23]研究采用UDCA联合中医

辨证的治疗, 以提高疗效. 不过这些研究刚开始, 
样本小, 设计不规范. 为此, 近年来我们对早中

期(Ⅱ、Ⅲ期)PBC采用经验方通胆汤联合UDCA
进行临床治疗研究, 其目的是解决UDCA在治疗

中存在的问题, 努力减少因分期不同导致资料

差异, 提高PBC临床疗效与整体生存率.

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 病例: 收集2002-05/2007-05在我科就诊的

患者, 符合入选条件病例共60例, 男6例, 女54例, 
男女比例为1∶9. 年龄25-62(平均52.1±7.2)岁. 
病程0.5-20(4.2±3.3)年. 60例PBC患者, 一旦被

确诊, 便随机分为治疗组和对照组, 每组各30例, 
治疗方案被放在不透光密封信封里, 信封上标

明由计算机随机产生的连续随机码, 根据下面

提到的分期标准, 共有9例早期病例, 51例中期, 
进行随机化分层, 治疗组有早期患者4例, 中期

患者26例, 男患者4例, 对照组早期患者5例, 中
期患者25例, 男患者2例. 该试验所有患者亲自

签署知情同意书, 并且获得医院伦理委员会批

准. 治疗组采用通胆汤加UDCA治疗, 对照组单

用UDCA治疗. 治疗前, 入选患者的基线体征无

统计学差异, 具体见表1. 
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■研发前沿
PBC临床分期不
同 ,  影 响 治 疗 效
果 的 判 断 ,  解 决
UDCA在治疗存
在 的 问 题 ,  提 高
PBC临床疗效与
整体生存率, 是目
前学术界关注的
问题. 
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诊断标准: 参考美国肝病学会(AASLD)于
2000年发表的PBC建议诊断程序[24].             

确诊PBC, 且血清ALP和γ-GT水平高于正常

值上限的2倍(Ⅱ期以上), 血清抗线粒体抗体阳

性(AMA)和/或肝组织活检有PBC的特异性病变, 
及肝功能异常者, 排除病毒性、药物性、酒精

性肝炎及其他自身免疫性肝损害. 
纳入标准: (1)首次症状发作或肝生化异常

正式确诊后, 4 wk内未使用过本方案有关药物治

疗者; (2)开始治疗时TBil<51 μmol/L(<3 ULN), 
ALB>35 g/L, B超提示无门静脉高压、腹水等肝

硬化失代偿表现. (3)年龄在18-65岁之间. 
排除标准: (1)合并有心、脑、肝、肾和造

血系统疾病及精神病患者; (2)有感染、大量顽

固性腹水等终末期并发症者; (3)依从性差及连

续治疗时间不足4 wk者; (4)PBC-AIH重叠综合

征、Ⅰ及Ⅳ期PBC患者. 
临床分期: 第Ⅰ阶段: 无临床症状, 肝脏生

化检查正常, 但AMA阳性, 大多数在病理学上已

有PBC的表现; 第Ⅱ阶段: 无明显临床症状, 但血

清肝脏生化异常(如γ-GT、ALP等升高), 临床属

早期; 第Ⅲ阶段: 除生化异常外, 已出现临床症

状如乏力、皮肤瘙痒等, 属中期; 第Ⅳ阶段: 已
出现肝功能失代偿的表现如血清胆红素升高、

白蛋白降低或者伴门静脉高压等, 属晚期[25]. 

1.1.2 通胆汤: (1)组成: 瓜蒌皮、丝瓜络、橘络、

青皮、明矾、生地等; (2)制剂: 由广州一方制药

厂提供的单味中药免煎颗粒剂; (3)质量控制: 一
方药业为国家GMP认证的高新科技产业, 所有

免煎中药均由其提供. UDCA由德国福克大药厂

生产, 商品名为优思弗,  250 mg/粒. 
1.1.3 检测: 血清生化指标采用日本产Olympus 
2700型全自动生化仪检测, 试剂由上海科华生

物工程股份有限公司提供; 血清病毒学指标采

用酶联免疫吸附试验(ELISA)方法, 试剂由上海

科华生物工程股份有限公司提供; 血清自身抗

体检测由深圳市中医院荧光室采用免疫荧光法

检测, 试剂由德国欧蒙公司提供, 所用仪器为美

国Beckman-Coulter Array 360 CE特定蛋白分析

仪和日本Olympus BX60荧光显微镜.
1.2 方法 
1.2.1 分组治疗: 基础治疗: (1)门诊患者: 口服复

方甘草酸苷片(美能): 50 mg,  3 次/d, 多烯磷酯酰

胆碱胶囊(易善复): 0.456 g, 3 次/d; (2)住院患者: 
静滴甘草酸二铵(甘利欣)150 mg, 1 次/d+硫普罗

宁(凯西莱)0.3 g, 1 次/d, 出院后改口服方法同门

诊患者. 对照组: 基础治疗+UDCA; 治疗组: 基础

治疗+UDCA+通胆汤. 
1.2.2 用量、方法和疗程: (1)用法、用量: 治疗

组: UDCA 15-20 mg/d体质量, 3 次/d, 最多每日

不超过1000 mg, 温开水送服, 另外加服通胆汤; 
通胆汤用法为将上述免煎中药颗粒倒入杯中, 
以约200 mL开水将其充分溶解后温服, 一日1剂, 
上下午各喝100 mL, 与UDCA胶囊隔开1 h服用, 
中药每周只服5 d. 对照组: 单用UDCA治疗, 剂
量、疗程及药品生产厂家同治疗组; (2)疗程: 2
组患者治疗后的4、12及24 wk时复测相应指标; 
两组患者按所设计方案治疗24 wk后, 进入长期

维持治疗阶段. 其中治疗组患者继续服用UDCA
及通胆汤治疗(每月不少于15剂), 而对照组仍继

续单服用UDCA, 对部分ALT、AST仍然异常的

患者继续予基础治疗, 分别于48、96及148 wk予
复查2组患者的相关指标. 
1.2.3 疗效观察: (1)临床症状及体征: 乏力、口干

眼干、皮肤瘙痒、肝区疼痛、纳差、腹胀、尿

黄、脾大等; (2)血清生化指标: 60例患者全部测

定晨起空腹时肘静脉血清TBil、ALT、AST、
ALP、TBA、Alb、γ-GT、CHOL、TG, 每份血

清标本均复测; (3)血清病毒学指标: 采肘静脉血

清进行ELISA, 检测患者血清甲、乙、丙、丁、

戊型肝炎病毒标志, 以及抗EBV-IgM 和抗CMV-

■相关报道
Lindor et al 研究
表明UDCA可延
缓患者的疾病进
程 ,  但 对 症 状 及
组 织 学 改 善 无
明显影响 .  Bat ts  
et al  2年的研究表
明UDCA对患者
的炎症及组织学
改善无明显作用, 
加大剂量似乎可
以改善炎症. 

表 1 入选时两组的基本体征 (n  = 30)

     
基本特征                     治疗组                 对照组            P 值

性别(男/女)                 4/26                     2/28        0.3894

年龄(岁)              51.20±6.20       53.20±6.80     0.2387

诊断时间(年)         4.10±3.10         4.30±3.40    0.8127

ALP(U/L)           425.31±95.52   433.59±84.32  0.7232

GGT(U/L)          403.25±86.23   412.33±80.23   0.6744

ALT(U/L)           261.38±119.76  253.62±121.63  0.8042

AST(U/L)           277.32±146.31  270.91±143.22  0.8644

TB(μmol/L)          35.56±10.15     34.61±11.59  0.7368

Alb(g/L)               41.34±6.91       40.17±7.63     0.5360

TBA(μmol/L)       40.34±18.91      39.17±19.61  0.8149               

TG(mmol/L)          1.98±1.12          1.83±1.21    0.6202

CHOL(mmol/L)     6.23±3.16          6.43±3.91    0.8283

IgM(g/L)               2.98 ±1.76         2.89±2.01    0.8543

IgG(g/L)               15.65±5.62       15.26±6.22    0.7998      

IgA(g/L)                 3.56±1.89          3.61±1.86   0.9181 

AMA阳性率              28/30                  27/30         0.6404

M2阳性率                 26/30                  27/30        0.6876

M4阳性率                   5/30                    4/30        0.7177

M9阳性率                 17/30                  18/30        0.7934

ANA阳性率               11/30                  13/30        0.5982
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IgM. 复测每份标本; (4)血清自身抗体: 采肘静

脉血清进行抗线粒体抗体(AMA)、抗线粒体抗

体M2亚型(M2)、抗线粒体抗体M4亚型(M4)、
抗线粒体抗体M9亚型(M9)、抗核抗体(ANA)、
IgM、IgG、IgA. 复测每份标本. (5)不良反应观

察4、12及24 wk各查B超1次, 24 wk查甲胎蛋白

(AFP)1次. 
1.2.4 疗效评定: 参照邱德凯[19]《自身免疫性肝

病基础与临床》. (1)完全反应: 症状显著改善, 
肝生化指标在治疗第1 mo至少改善50%, 在24 
wk内AST和r-GT ALP水平持续下降到正常上限

的两倍以内, 或48 wk肝生化指标恢复正常, 维持

治疗时持续正常24 wk; (2)部分反应: 经过标准

治疗仍未达到满意的缓解者, 这些患者的临床

症状、实验室检查结果和组织学改变, 有部分

改善; (3)无反应: 临床症状、实验室或组织检查

恶化; (4)复发: 完全反应后, 症状重现以致需加

强治疗, 并且伴血清AST和r-GT ALP水平升高.
统计学处理 对于计量资料, 2个或多个独立

组间的比较采用Mann-Whitney和Kruskal-Wallis 
ANOVA检验, 对于计数资料, 采用卡方检验, 操
作由我院DME专业人员采用SAS 6.12版统计分

析软件进行统计学处理(检验水平α取0.05). 

2  结果

2.1 治疗的反应与结局 2组患者在经过24 wk治
疗与48 wk的维持治疗后, 在24 wk时, 治疗组

83.3%得到完全反应, 与对照组相比有显著差异,
但48 wk时两组无差异. 两组在治疗过程中的复

发皆因减量而引起, 其中对照组1例因妊娠所致

复发, 恢复或加大剂量, 仍有效(表2).
2.2 临床症状 治疗组和对照组患者乏力、尿

黄、纳差、厌油、皮肤瘙痒、腹胀和肝区痛等

症状在4 wk均有一定程度的缓解, 其中乏力、口

干眼干、皮肤瘙痒及肝区疼痛方面, 治疗组患

者的常见症状阳性率低于对照组(P <0.05), 治疗

组90%以上大部分患者12 wk后症状基本消失, 
而对照组30%的患者仍有一些常见临床症状存

在; 在24 wk时, 对照组与治疗组相比, 尿黄现象

仍有显著差异(表 3, P <0.05).
2.3 主要生化指标 治疗组分别在4、12及24 wk
时所测ALP、GGT 、ALT、AST及TB值均较

上次检测前显下降, 与治疗前相比在统计学上

有显著差别(P <0.05), 其中TBA水平在治疗后4 
wk却升高, 直到12 wk时TBA才开始下降(表4); 
TRIG在12 wk时明显降低, CHOL在24 wk时明

显降低; 在24 wk时, 80%以上患者的主要观测生

化指标除TBA外均恢复正常. 对于治疗组患者

48-148 wk的随访结果显示: 患者48 wk时ALP值
较24 wk时进一步下降(P <0.05), 但GGT、ALT
及AST值较前无明显变化; 48 wk时90%以上的

患者ALP、GGT、ALT及AST值在正常范围, 至
148 wk为止, 总体均数均在正常范围小幅度波

动; 患者48 wk时所测TRIG及CHOL仅2例有轻

度异常, 余均正常, 以后均值在正常范围内小幅

波动; 48 wk时仅1例患者存在轻度黄疸, 余均恢

复正常(表4). 
对照组患者经UDCA治疗后, 在4 wk、12 

wk及24 wk所测ALP、GGT、ALT及AST的值

较上次检测前的数值均有明显下降, 与治疗组

相比, 在4 wk、12 wk、及24 wk时所测值均高

于同期治疗组所测值(P <0.05); TB在12 wk时开

始较治疗前明显下降, 48 wk时达到最低值(表
4). 对于对照组随访, 48 wk时大部分对照组患者

ALP、GGT、ALT及AST水平接近正常, 但仍有

16.7%左右的患者未达到完全反应; 48 wk时TG
及CHOL值较治疗前明显降低(P <0.05), 在以后

的随访中, 其均值在正常范围内波动.  
整个过程查AFP及Alb均无明显临床意义, 

B超显示有2例患者脾大减小, 2例新发脾大患者, 
无新发肝癌出现.
2.4 一般性免疫指标 治疗组患者IgM、IgG、

IgA在96 wk时较治疗前明显降低(P <0.05); 对照

组IgG及IgA在148 wk时明显降低(P <0.05), 在
148 wk时患者IgM(P = 0.0856)亦有所下降, 但无

统计学意义. 
2.5 特异性免疫指标 治疗前60例患者AMA的阳

性率91.7%(55/60), M2阳性率88.3%(53/60), M4

表 2 两组对治疗的反应及结局 (n  = 30)%

     
治疗的反应　  时间(wk)　   治疗组       对照组           P 值

完全反应   　      24 　      25(83.3)     17(56.7)     0.0242

                           48           28(93.3)     25(83.3)     0.2276

部分反应  　　   24             5(16.7)     12(40.0)     0.0449

                           48             2(6.9)         5(16.7)     0.2276

无反应                24             0                1(3.3)       0.3132

                           48             0                0              -

任何复发             24             2(6.7)         1(3.3)       0.5536

                           48             2(6.7)         3(10)   　 0.6404

死亡                    24             0                0             -

                           48             0                0             -

新发肝硬化         24             0                0             -

                           48             0                0             -

■创新盘点
本研究采取通胆
汤联合UDCA治
疗, 重点考虑了通
胆汤具有利胆和
双向调节机体的
整体功能作用.
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表 3 两组临床症状改善情况 (mean±SD, n  = 30, %)

     
分组         时间(wk)

　　　　　　　                                                      常见症状及体征

                                         乏力           口干眼干       皮肤瘙痒      肝区疼痛          纳差               腹胀              尿黄              脾大

治疗组　       0           24(80.0)        20(66.7)        16(53.3)        15(50.0)       8(26.7)         6(20.0)        16(53.3)        4(13.3) 

                     4             7(23.3)           4(13.3)          4(13.3)          3(10.0)       2(6.7)           2(6.7)            3(10.0)        3(10.0) 

　                12             1(3.3)             1(3.3)           -                   -                 -                  -                  1(3.3)          3(10.0) 

                   24             -                  -                   -                   -                 -                  -                   -               2(6.7) 

对照组          0           22(73.3)        19(63.3)        15(50.0)        14(46.7)       9(30.0)         6(20.0)        15(50.0)        3(10.0) 

                     4           14(46.7)        12(40.0)        11(36.7)        10(33.3)       4(13.3)         3(10.0)          5(16.7)       3(10.0)

　                12             6(20.0)           6(20.0)          5(16.7)           1(6.7)        3(10.0)         2(6.7)            4(13.3)       3(10.0)

                   24             3(10.0)          2(6.7)            3(10.0)          4(13.3)       3(10.0)         2(6.7)            5(16.7)       3(10.0)

表 4 两组患者主要生化指标功能与随访比较 (mean±SD, n  = 30)

     
分组          n       

时间                                                                           生化指标

                          (wk)          ALP(U/L)      GGT(U/L)      ALT(U/L)      AST(U/L)     TB(μmol/L)      TBA(μmol/L)      TG(mmol/L)       CHOL(mmol/L)

治疗组    30      0 

对照组    30       0 

  

治疗组   30       4

对照组   30       4 

治疗组   30     12

对照组   30     12

  

治疗组   30     24

对照组   30     24

治疗组   30     48

对照组   30     48

治疗组   27     96

对照组   28     96

治疗组  25   148

对照组  25   148

425.31±  403.25±   261.38±  277.32±    35.56±         40.34±          1.98±            6.23±

  95.52        86.23      119.76      146.31         10.15           18.91              1.12               3.16

433.59±  412.33±   253.62±  270.91±    34.61±         39.17±          1.83±            6.43±

  84.32        80.23      121.63      143.22       11.59             19.61              1.21               3.91

256.25±  176.53±     79.21±    91.65±    23.33±         52.33±          1.51±            4.98±

  68.81        70.32        51.26        53.56          9.21            20.19              1.02               2.96

301.36±  249.25±   132.39±  138.67±    30.51±         63.57±          1.72±            5.98±

  91.23        84.21        75.31        72.25       11.94             21.29              1.22               3.76

159.37±    75.37±     37.88±    35.37±    18.11±         39.51±          1.34±            4.69±

  75.32        42.61        10.44          9.36       10.22             15.63              0.89               3.09

201.51±  109.37±     68.69±    60.27±    23.95±         51.55±          1.53±            5.23±

  83.36        56.36        30.29        26.31       11.60             22.19              1.12               3.81

115.32±    40.31±     31.62±    29.65±    12.85±         27.12±          1.38±            4.16±

  68.63        30.31          8.18          7.31         8.87             19.92              0.83               2.19

151.31±    58.61±     53.34±    43.38±    21.63±         43.11±          1.55±            4 .96±

  73.12        46.31        21.36        16.25         8.93             17.92              1.19               3.92

  79.31±    32.56±     32.67±    28.69±    10.32±         25.36±          1.35±            4.46±

  49.21        23.63        19.36        13.65         7.98             18.23              0.69               2.65

121.26±    45.61±     49.36±    38.25±    16.32±         38.37±          1.43±            4.51±

  68.62        36.92        22.35        11.26         7.36             21.96              0.96               3.05

  81.37±    31.34±     33.67±    30.69±    11.39±         27.91±          1.41±            4.36±

  42.95        20.71        15.84        13.54         8.55             17.20              0.75               2.71

128.61±    43.18±     51.54±    43.35±    19.11±         41.65±          1.52±            4.65±

  59.54        31.80        21.67        15.21       11.65             26.39              1.06               3.12

  85.61±    35.25±     36.20±    32.61±    12.24±         27.54±          1.36±            4.61±

  45.57       16.67         16.64        14.15         8.60             21.55              0.81               2.95

130.99±    46.84±     54.55±    46.94±    20.11±         43.36±          1.49±            4.46±

  62.60        29.98        19.83        14.71       10.14             29.34              1.31               2.85

■应用要点
UDCA联合通胆
汤治疗原发性胆
汁性肝硬化, 较单
用UDCA能更有
效改善临床症状
与生化指标.

阳性率15%(9/60), M9阳性率58.3%(35/60), 经过

24 wk的治疗, 以及148 wk的维持治疗随访, 两
组患者AMA、M2阳性4例阴转, 其中治疗组3
例, 对照组1例, 有5例患者M2阳性转为弱阳性, 
其中治疗组3例, 对照组2例; M4治疗组有1例转

阴, 1例转为弱阳性, 对照组仅1例转为弱阳性, 
M9治疗组有6例转阴, 1例转为弱阳性, 对照组

仅3例转阴, 1例转为弱阳性, ANA有6例转阴, 其
中治疗组4例, 对照组2例, 上述皆无统计学意义

(P >0.05, 表5). 
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2.6 主要不良反应 最常见的不良事件为TBA升

高, 腹泻及瘙痒, 总共有32例患者出现TBA升高

(升高值>2倍上限值), 8例患者出现腹泻, 8例患

者出现瘙痒(表6). 

3  讨论

本研究中, 所有患者组织学皆证实为Ⅱ-Ⅲ期的

PBC. 其主要的病理表现为肝内胆汁淤积, 肝内

胆汁淤积是指肝细胞和胆管细胞对胆汁摄取、

转运和排泄功能障碍 ,  以致胆汁成分(如胆汁

酸、胆红素、胆固醇)在血液中潴留, 肝内胆汁

淤积一开始即可有血清ALP、γ-GT及胆固醇水

平的升高, 而黄疸发生相对缓慢, 所以早中期患

者可黄疸很轻或无黄疸, 一般黄疸指数在正常

值3 ULN以下; 大多数患者的血清ALT和AST水
平中度升高, 一般在正常值上限3-10 ULN, 而患

者血清ALP和GGT水平却明显升高在正常值上

限的3-12 ULN左右. 
PBC患者的胆汁淤积可以导致血清CHOL

明显升高, 但本研究对60例患者的CHOL及TG
进行分析, 约有35%的患者这2项指标存在不同

程度的升高, 与国外一些文献提到的85%的PBC
患者合并高脂血症[26]有一定的不同, 这可能和我

■同行评价
本研究设计合理, 
概念清楚, 统计学
处理正确, 具有较
好的临床参考价
值. 

国患者肥胖率及高脂血症发病率低于国外有关, 
且国内不同地区也会因为人群的体质、工作及

生活不同而导致基础血脂水平的差异[27]; 同时可

能与我们选择早中期的病例有关[19]. 
PBC以中年妇女为主, 免疫学指标治疗前

AMA阳性率为91.7%, M2阳性率为88.3%, M9
阳性率为58%, 而M4阳性较低15%, 这些基本

资料除M4及M9以外, 其与近年报道[28-30]相符

一致. 目前已发现线粒体膜上存在9种自身抗原

(M1-M9), 与PBC有关的包括M2、M4、M8、
M9, 其中以AMA-M2诊断PBC的特异性最高. 
M2、M4、M8、M9可能与病情轻重程度及早

晚分期有关 [31]. 一般认为M9可能是反映早期

PBC的一项指标, 预示转归良好, M4阳性往往多

见于PBC严重类型[32], 本研究资料选择早中期病

例, 所以M4率低符合目前的认识水平. 
从我们收治的PBC患者观察的结果发现, 早

期PBC患者按中医辨证, 大多属肝胆湿热证, 并
夹有阴虚、血瘀、脾虚等证; 病机属本虚标实, 
本虚以肝肾阴虚为主, 标实以肝胆湿热为主, 并
夹气郁、血瘀等. 为此, 我们在全国名老中医朱

良春治疗慢性胆囊炎胆石症的经验基础上[33], 结
合我科长期的临床观察, 初步摸索出以行气疏肝

化湿为主, 佐以滋阴健脾、化瘀利湿、清热祛风

之法, 采取通胆汤联合UDCA治疗, 疗效良好. 
通胆汤由瓜蒌皮、丝瓜络、橘络、青皮、

明矾、生地等组成基本方, 功能疏肝利胆、化

瘀利湿, 滋阴养肝. 方中瓜蒌皮性甘寒, 有润肺

化痰、利气宽胸之功; 丝瓜络性甘平, 有祛风通

络、化痰散结之功, 与瓜蒌皮合用, 再予青皮以

行气引经, 疏肝利胆之功更著; 橘络味辛微苦, 
有理气化痰之功; 早在《金匮要略》中就有硝

石矾石散方以治女劳疸兼瘀血证, 而且《医门

法律》中也提到了明矾可治黄疸, 故配明矾入

表 6 两组不良反应 (n  = 30)

     
                                                 治疗组                         对照组

腹泻                                         6                                2 

皮肤瘙痒                                  3                                5

关节疼痛                                  0                                0

腹痛                                          3                                1

心悸                                          1                               1

头晕头痛     　                          1                 　　       1

呼吸道症状  　                          0                    　        0

TBA升高    　                         15                  　        17

表 5 两组主要免疫指标与随访比较 (mean±SD)

     
分组         n       

时间                                                                               免疫指标

                         (wk)         IgM(g/L)           IgG(g/L)          IgA(g/L)      AMA阳性(n)   M2阳性(n)   M4阳性(n)    M9阳性(n)     ANA阳性(n)

治疗组      30        0 

对照组      30        0 

治疗组      30      48 

对照组      30      48 

治疗组      27      96 

对照组      28      96 

治疗组      25    148 

对照组      25    148 

2.98 ±1.76    15.65±5.62    3.56±1.89          28               26                5                17                 11

2.89±2.01     15.26±6.22    3.61±1.86          27               27                4                18                 13

2.49±1.96     13.68±5.98    2.95±2.02          27               25                5                16                 10

2.56±1.92     14.05±6.32    3.11±2.03          27               27                4                18                 13

1.93±1.71     10.25±6.23    1.86±1.72          23               22                3                13                   8

2.16±1.81     12.45±5.98    2.78±2.12          25               25                4                15                 11

1.53±1.26     11.16±5.11    1.96±1.51          21               20                3                  9                   6

1.88±1.78     11.26±5.63    2.28±2.09          22               23                3                13                   9
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气分以化湿兼活血; 生地可滋养肝肾之阴以固

本. 本方配伍精当, 契合PBC肝胆湿热为主, 夹有

阴虚、血瘀之病机, 从肝胆入手, 双向调节机体

的整体功能因而取得良效. 
在本研究中, 通胆汤联合UDCA治疗早中

期患者, 明显的缩短了完全反应时间, 治疗组24 
wk, 有25例(83.3%)完全反应, 对照组只有17例 
(56.7%, P <0.05). 两组患者皆因减量、中药停后

或其他如妊娠等出现复发, 继用仍可缓解. 所以

PBC维持治疗期间, 是否需要UDCA减量, 甚至

停药, 通过以上3年资料显示, 减量与停药可能

导致复发. 另外有两例复发是, 24 wk时停用美能

等保肝降酶后出现复发, 美能为甘草酸制剂, 有
稳定肝细胞膜与类固醇样的作用, 突然停药有

反弹作用, 因此当PBC的联合美能类保肝药治疗

时, 需注意逐渐减量撤药, 或长期维持. 
UDCA可以有效的改善患者的胆汁淤积指

标及转氨酶, 经过4 wk的治疗, ALP、GGT值即

较治疗前有所降低, 随着胆汁淤积状况的改变, 
肝脏炎症的缓解, 患者的ALT、AST亦开始好

转, 这也可能和部分转氨酶较高患者加用基础

治疗有关, 患者经UDCA治疗12 wk时, TB值较

治疗前明显降低(P <0.05), 在随访当中, 大部分

患者可以保持TB值在正常范围内小幅度波动. 
治疗组由于加用了通胆汤, 患者在降低胆汁淤

积指标值及转氨酶的速度、程度及这些指标的

维持上均明显优于单用UDCA, 胆红素的降低及

控制方面亦明显优于对照组(P <0.05). 
在临床症状的改善上, 治疗组和对照组患

者乏力、尿黄、纳差、厌油、皮肤瘙痒、腹

胀、肝区痛等症状在4 wk均有一定程度的缓解, 
在乏力、口干眼干、皮肤瘙痒及肝区疼痛方

面, 治疗组患者的常见症状阳性率低于对照组

(P <0.05), 治疗组90%以上患者12 wk后症状基本

消失, 而对照组有30%的患者仍有一些常见临床

症状存在. 
本研究中, 患者免疫球蛋白升高者占61.7%, 

免疫蛋白升高患者以IgM升高为主达80%, 但一

般高值都在上限的2倍左右, IgG也有40%的患

者升高, IgA也有20%患者升高, 其中有部分患

者免疫球蛋白是同时升高的. 经过治疗后, 观测

两组患者免疫指标均有所改善, 特别是治疗组

在改善免疫指标速度及程度上明显优于对照组

(P <0.05). 在3年的随访当中, 个别患者出现AMA
及M2亚型转阴及M9的转阴, 并有统计学意义. 

胆汁酸是胆固醇在肝脏分解代谢的产

物, 是胆汁中的主要成分, 各种肝脏疾病导致

肝脏摄取、合成与排泄功能受损, 均可能引起

血清总胆汁酸升高[34], 国内有文献报道TBA结

果与ALT、AST、GGT测定结果高度相关(r  = 
0.994、0.834, P均<0.01)[35]. 

本研究中, 两组患者治疗前TBA均值均在正

常上限4倍以上, 随着ALT、AST、GGT及ALP
值的降低, TBA的值应该下降, 但统计结果显示

TBA在前12 wk内两组中50%以上的患者均有不

同程度的升高(具体见不良反应), 甚至出现瘙痒

症状; 患者前12 wk时, 血中TBA水平维持在较高

水平, 可能是由于给予UDCA外源性的胆汁酸时, 
肝脏对胆汁的摄取与排泄功能较差, 从而导致血

胆汁酸升高或维持高水平, 但随着病情的改善, 
肝脏在转运TBA功能逐渐恢复所致. 不良反应包

括腹泻的发生率在13%左右, 在整个治疗过程中

没有新发肝癌出现, 对照组有2例新发脾大. 
总之, UDCA能起到很好的缓解早中期PBC

患者病情作用, 这与国外大样本长期随访研究

的结果基本一致. 加用中药通胆方, 可以明显缩

短UDCA完全反应的时间, 改善症状与提高生化

指标复常率. 因此可以认为通胆汤对UDCA有一

定的增效作用. 由于本研究随访的时间较短, 我
们3年数据显示, 采用UDCA合通胆汤治疗仍需

要维持治疗, 目前尚没有明确的疗程, 因而任何

对PBC治疗的评估还需要建立长期随访.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
survivin expression and the indexes of apoptosis 
and proliferation in pancreatic carcinoma tissues. 

METHODS: Sixty-four pairs of pancreatic carci-
noma and cancer-adjacent tissues were included 
in this study. TUNEL method was used to mea-
sure the cell apoptosis index, and immunohis-
tochemistry was used to detect ki-67 expression 
(standing for the cell proliferation index) and Sur-
vivin expression. The relations of apoptosis index 
and proliferation index with Survivin expression 
and pathological features were analyzed. 

RESULTS: The apoptosis index had no correla-

tion with the age and gender of patients and 
tumor location, increased with the elevation 
of carcinoma differentiated degrees, and was 
markedly higher in cancer-adjacent tissues than 
that in cancer tissues (30.47% vs 1.64%, P < 0.001). 
The proliferation index had no correlation with 
the age and sex of patients, tumor location and 
lymphatic metastases, increased with the reduc-
tion of carcinoma differentiated degrees. From 
the view of differentiation, Survivin expression 
was negatively correlated with the apoptosis in-
dex (r = -0.85), but positively correlated with the 
proliferation index (r = 0.87) in pancreatic carci-
noma tissues. From the view of metastases, the 
apoptosis index was negatively correlated with 
Survivin expression (  = -0.81). 

CONCLUSION: Survivin gene plays an impor-
tant role in the pathogenesis and development 
of pancreatic carcinoma. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; Survivin; Ki-67; 
Apoptosis index; Proliferation index; Immunohisto-
chemistry; TUNEL method

Ni JL, Chen XX, Zhang GX, Hao B, Shi RH, Wang XH. 
Relationship between Survivin expression and indexes of 
cell apoptosis and proliferation in pancreatic carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 1425-1429

摘要
目的: 观察胰腺癌组织Survivin的表达与细胞
凋亡、增殖的关系. 

方法: 采用TUNEL法和免疫组化法检测64
例胰腺癌及癌旁组织的细胞凋亡指数(AI)与
增殖指数(PI)及Survivin表达, 分析AI、PI与
Survivin表达和临床病理因素的相关性. 

结果: Survivin蛋白在癌旁组织无表达, 在胰
腺癌组织阳性率为87.9%, 两者比较差异显著
(P <0.001). AI与年龄、性别及肿瘤部位无关, 
随胰腺癌组织分化程度的增加而增加, 癌旁
组织显著高于胰腺癌组织(30.47% vs  1.64%, 
P <0.001); PI与年龄、性别、肿瘤部位及淋巴
结转移无关, 而与癌组织的分化程度相关, 随
着胰腺癌分化程度的降低而增加. 从分化程
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■背景资料
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库 获 得 的 凋 亡
抑制蛋白 ( IAP) . 
Survivin是迄今已
鉴 定 的 8 个 I A P s
家族成员中分子
质量 (16.5 kDa)
最小和最具有基
础与临床意义而
倍受关注的分子. 
现在一般都认为
Survivin在胰腺癌
组织中呈高表达, 
并与胰腺癌的分
化程度、分期、
淋巴结转移等生
物学行为和临床
特征有关, 对胰腺
癌的诊断和预后
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度观察, 胰腺癌组织AI与Survivin表达水平呈
负相关(r  = -0.85), PI与Survivin表达水平呈正
相关(r  = 0.87); 从有无转移来看, 胰腺癌AI与
Survivin表达水平呈负相关(r  = -0.81). 

结论: Survivin凋亡抑制基因在胰腺癌发生和
发展中起重要作用.

关键词: 胰腺癌; Survivin; Ki-67; 凋亡指数; 增殖

指数; 癌旁组织; 免疫组化; TUNEL法
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0  引言

Surv iv in是1997年耶鲁大学Altieri[1]实验室利

用效应细胞蛋白酶受体(effector cell protease 
recepror 1, EPR-1)cDNA筛选人类基因组文库

获得的凋亡抑制蛋白(inhibitory of apoptosis 
protein, IAP). Survivin是迄今已鉴定的8个IAPs
家族成员中分子质量(16.5 kDa)最小和最具有基

础与临床意义而倍受关注的分子. Survivin除了

能以特征性的结构直接或间接抑制Caspase依赖

或Caspase非依赖的凋亡途径之外, 更重要的是

他表达的特异性与功能的多样性. Survivin在几

乎所有的人类肿瘤中高表达, 在正常终末分化

的成年组织或细胞中不表达[1-2]. 现在一般都认

为Survivin在胰腺癌组织中呈高表达, 并与胰腺

癌的分化程度、分期、淋巴结转移等生物学行

为和临床特征有关, 对胰腺癌的诊断和预后判

断有价值[2-5]. 
因为Surv iv in是目前所知最强的凋亡抑制

基因之一, 因此Surv iv in表达水平与某些恶性

肿瘤的凋亡水平呈负相关, 但是在胰腺癌细胞

中Surv iv in与细胞凋亡水平之间的关系研究较 
少[6-8]. 本研究通过标记胰腺癌组织Ki-67基因及

应用TUNEL法测定的凋亡指数比较了胰腺癌组

织中增殖指数(PI)与凋亡指数(AI)的水平、二者

与Survivin的关系, 并探讨胰腺癌细胞凋亡水平

与肿瘤临床特征之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 64例胰腺导管细胞癌手术切除的石蜡

标本, 均为南京医科大学第一附属医院近10年
手术切除标本, 均包括癌组织和癌旁组织, 由
本院病理科处理并诊断. 抗人Survivin多抗购自

Santa-Cruze公司; 抗人Ki-67多抗购自长岛公司; 
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HRP标记通用型二抗、DAB显色液为长岛公司

产品; 枸橼酸盐缓冲液、PBS缓冲液为迈新公司

产品; 防脱片剂购自迈新公司; 乙醇、苏木素、

二甲苯、中性树胶均为本科实验室常备. TACS-
BLUE TUNEL原位凋亡检测试剂盒购自美国

R&D公司, 包含: 蛋白酶K, TdT标记缓冲液, TdT
终止缓冲液, dNTP混合液, TdT酶, 链菌素-过氧

化物酶, TACS蓝色标记液, Mg2+溶液, 核快红溶

液. 其他实验仪器为本实验室常备.
1.2 方法 64例胰腺导管细胞癌组织及癌旁组织, 
按年龄、性别、肿瘤部位、分化程度和有无淋

巴结转移等临床及生物学特征进行分析. 免疫

组化采用SP一步法, Surv iv in一抗的工作浓度

为1∶200. 以PBS代替一抗作为空白对照. 免疫

组化的阳性表达程度通过计数高倍视野下1000
个特定细胞的染色结果判定, 染色阳性细胞为

胞质或胞核内出现棕褐色深染区或颗粒样深染

区. 以图像扫描仪分析阳性染色区域百分比作

为Survivin的表达程度, 空白对照的染色灰度作

为阴性对照. 采用免疫组化标记胰腺癌组织的

Ki-67基因, Ki-67在胰腺导管细胞癌的工作浓

度为1∶25, 染色后计数1000个癌细胞, 细胞核

出现棕褐色深染为染色阳性, 根据阳性染色结

果的百分比计算PI. TUNEL法测定胰腺癌组织

的AI, 按TACS-BLUE试剂盒说明进行, 染色后

观察1000个癌细胞, 细胞核蓝色深染为阳性细

胞染色, 根据阳性染色结果的百分比计算AI. 以
PBS代替TdT酶的步骤作为空白对照.

统计学处理 SAS统计软件处理数据, AI与PI
按率的比较作方差分析, Survivin、AI与PI的相

关性按Spearman等级相关分析.

2  结果

2.1 胰腺癌组织和癌旁组织Surv iv in表达 Sur-
v iv in蛋白在癌旁组织无表达, 而胰腺癌组织可

见大量的棕褐色深染区, 阳性率为87.9%, 与癌

旁组织比较(图1, P <0.001).
2.2 胰腺癌组织AI和PI TUNEL染色可见空白对

照组未见阳性的蓝色深染区, 注意红色染色为

阴性. 胰腺癌组织可见数量不等的少量凋亡细

胞: 低分化胰腺癌见散在细胞核染成深蓝色阳

性, 中分化组可见较多细胞核染成深蓝色, 高分

化组见胰腺癌细胞蓝色深染区增加; 而胰腺癌

旁组织可见大量的凋亡细胞染色. 由此分析得

到的AI表明, 胰腺癌旁组织的AI明显高于胰腺

癌组织(30.47% vs  1.64%, P <0.001, 图2, 表1). 64
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■研发前沿
Survivin是目前所
知最强的凋亡抑
制基因之一, 其表
达水平与某些恶
性肿瘤的凋亡水
平程负相关, 但在
胰腺癌细胞中的
研究较少. 
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例胰腺癌按不同年龄、性别、部位分组, 各组

之间的AI无显著差异(P >0.05); AI与胰腺癌的分

化程度和转移有关, 随着分化程度的的增加, 凋
亡细胞数增加, 胰腺癌细胞AI增加(P <0.01, 图2, 
表1); 有淋巴结转移组胰腺癌的AI亦低于无淋巴

结转移组(P <0.01, 表1). 
K i-67阳性染色为细胞核部位呈棕褐色深

染, 阴性者为苏木素染成蓝色. Ki-67在癌旁组

织中无表达, 在胰腺导管细胞癌中的表达率为

94.4%, 明显高于癌旁组织(P <0.001, 图3). 染色

结果表明PI与年龄、性别、肿瘤部位及淋巴结

转移无关, 而与肿瘤分化程度有关, 随着胰腺癌

分化程度的降低则PI增加(P <0.01, 表1). 
2.3 胰腺癌组织Survivin表达与AI、PI相关性 从
分化程度观察, 胰腺癌组织AI与Survivin表达水

平呈负相关(r  = -0.85); PI与Survivin表达水平呈

正相关(r  = 0.87); 从有无转移来看, 胰腺癌AI与
Survivin表达水平呈负相关(r  = -0.81, 表2).
2.4 胰腺癌组织与癌旁组织AI比较 不同年龄、

性别、部位、分化程度和有无淋巴结转移组的

胰腺癌, 其癌旁组织的AI无显著性差异; 而胰腺

癌的癌旁组织的AI显著高于癌组织(P <0.001).

■相关报道
Kawasaki et al 报
道了Surv iv i n在
结直肠癌的表达
情况 ,  其中 9 1 例
(53.2%)阳性, 癌
旁正常组织均无
表达.

A B
图 1 Survivin在胰腺癌
和癌旁组织的表达(苏木
素复染×200). A: 胰腺导

管细胞癌组织; B: 癌旁

组织.

A B C

D E

图 2 胰腺癌TUNEL染色(×200). A: 空白对照; B: 低分化胰腺癌; C: 中分化胰腺癌; D: 高分化胰腺癌; E: 胰腺癌旁.

A B
图 3 Ki-67在胰腺导管
细胞癌和癌旁组织的表
达(苏木素复染×200). A: 

胰腺导管细胞癌组织; B: 

癌旁组织.
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■应用要点
本研究为胰腺癌
的基因治疗选择
靶基因提供了初
步的理论依据. 

3  讨论

细胞凋亡是一种基因调控下的细胞生理性死亡

过程, 该过程受凋亡促进因子和凋亡抑制因子

的共同调节. 凋亡的主要路径有二条, 即外源性

和内源性路径[1,9]. 前者通过与TNF相关蛋白, 如
Fas、Fas-L等细胞的死亡受体结合, 通过FADD
激活起始Caspase-8, 经效应Caspase即Caspase-3
和/或Caspase-7执行凋亡作用; 后者通过化疗药

物、电离辐射(IR)等基因毒促使细胞线粒体释

放细胞色素C, 经Apaf-1激活起始Caspase-9及
经Bid激活起始Caspase-8, 再激活效应Caspase
即Caspase-3和/或Caspase-7执行凋亡作用. 可见

Caspase-3(-7)是内外源性凋亡途径的共同信号

途径[9]. 
IAPs是近10年来发现的抑制细胞程序性死

亡的一组蛋白因子, 对肿瘤的发生和耐受治疗

起重要的作用[9]. IAPs广泛存在于各种恶性肿

瘤中, 属于凋亡抑制因子家族, 所抑制凋亡启

动因子的种类比目前已知的包括bc l-2 家族在

内的所有凋亡抑制基因更多. Survivin是目前所

知相对分子质量最小的IAP成员, 仅由142个氨

基酸和N-末端一个单独的杆状病毒凋亡抑制

因子重复序列(baculoviral inhibitor of apoptosis 
repeat, BIR)结构域构成. Survivin具有强大的

抑制凋亡的功能, 能够直接抑制内外凋亡途径

的共同信号分子Caspase-3和Caspase-7的活性, 
使Caspase-3不能有效地水解微管结构蛋白, 因
而维持了纺锤体的完整性, 使细胞有丝分裂得

以进行, 同时Surv iv in与周期蛋白激酶cdk4、
p34cdc2相互作用阻断凋亡信号转导通路这二条

途径来抑制细胞凋亡. Survivin抑制Fas、Bax、
Caspases及多种化疗药物诱导的凋亡. 已证实

Survivin表达阳性与凋亡抑制和肿瘤的复发呈正

相关, 而Survivin的高表达也与多种肿瘤对放疗

和化疗的敏感性和预后呈负相关. 
肿瘤组织内Survivin的表达具有普遍性, 胃

肠道恶性肿瘤中也存在着Survivin的高表达. Lu 
et al [10]用免疫组化的方法分析了174例胃癌, 其
中60例(34.5%)呈不同程度的阳性表达, 癌旁正

常组织均无表达. 其表达与p53和Bcl-2的表达正

相关, 与胃癌凋亡指数负相关. Kawasaki et al [11]

报道了Survivin在结直肠癌的表达情况, 其中91
例(53.2%)阳性, 癌旁正常组织均无表达. 该作者

还发现Survivin在低度异常增生腺瘤、高度异常

增生腺瘤和腺癌组织中的表达依次增高, 凋亡

指数依次降低, Ki-67标记的增殖指数和血管密

度依次增高, 从而认为Survivin在人类结直肠肿

瘤由低恶性到高恶性的发展过程中起着重要的

作用. Satoh et al [12]用免疫组化、RT-PCR等方法

对4株胰腺癌细胞株、56例不同的胰腺病变组

织标本进行了Survivin与胰腺癌关系的研究. 结
果表明胰腺癌阳性率为76.9%, 而非癌组织均为

阴性, 在IPTM组织中为56.3%. 近来, 有学者发

现胰腺导管上皮上皮内瘤变也有Survivin少量表

达, 并且随着瘤变级别增高, Survivin的表达水平

也逐渐增高, 则提示Survivin在胰腺癌的发病早

期可能也有作用, 有待进一步的研究[13]. 
在胰腺癌中高表达的Surv iv in与凋亡指数

(AI)呈负相关. 提示胰腺癌早期发病和进展过程

中Survivin的表达即上调, 而凋亡受抑制. Sarela 
et al [14]研究发现52例胰腺癌中Survivin的阳性率

为88%, p53阳性率为54%, bcl-2为12%. Survivin
的表达与细胞的增殖与凋亡指数均相关. 多种

研究结果表明, Survivin阳性时, 凋亡指数显著下

降, 而凋亡指数低者其预后明显差于凋亡指数高

者. Survivin表达阳性与否及对凋亡的抑制程度

是评判胃肠道恶性肿瘤发展及预后的重要指标. 
本研究采用TUNEL法和免疫组化观察和比

较了胰腺癌和癌旁组织的AI和PI, 并与Survivin
的相关性进行了比较. 我们的结果表明AI与胰

表 2 胰腺导管细胞癌组织Survivin表达与AI、PI相关性(%)

     
指标                    n      Survivin表达率         AI    PI

分化程度       高      25           63.6    2.66 70.8

                      中      17           71.2    1.28 89.7

                      低      22           94.3    0.75 98.5

淋巴结转移    有      33           93.1    0.69 97.9

                      无      31           78.6    1.72 94.3

表 1 胰腺导管细胞癌组织AI和PI的检测

     
分组                               n      AI(%)      PI(%)     癌旁组织AI(%)

年龄(岁)     ≥55   35     1.52     92.3           28.7

                  <55   29     1.61     95.7           27.2

性别           男   30     1.48     91.8           32.9

                  女   34     1.55     96.6           31.8

分化程度   高   25     2.66     70.8           28.9

                  中   17     1.28     89.7           31.5

                  低   22     0.75     98.5           27.6

部位           胰头   41     1.61     94.3           29.5

                  体尾部   23     1.54     92.5           32.1

淋巴结       有   33     0.69     97.9           32.7

转移           无   31     1.72     94.3           30.6
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■同行评价
本文论述条理, 内
容 全 面 ,  结 论 可
靠, 国内期刊物无
类似文章, 是一篇
较好的论著. 

腺癌的分化程度有关, 随着分化程度的降低, 胰
腺癌细胞AI下降(P <0.01); 有淋巴结转移组胰腺

癌的AI亦低于无淋巴结转移组(P <0.01). PI也与

分化程度有关, 随着胰腺癌分化程度的降低则PI
增加; 而胰腺癌Survivin表达与AI和PI的相关性

结果提示, 从胰腺癌分化程度观察, 胰腺癌组织

AI与Survivin表达水平呈负相关(r  = -0.85); PI与
Survivin表达水平呈正相关(r  = 0.87); 从有无淋

巴结转移观察, 胰腺癌AI与Survivin表达水平呈

负相关(r  = 0.81); 各分组的胰腺癌, 其癌旁组织

的AI均显著高于癌组织(P <0.001). 以上结果进

一步表明了胰腺癌Surv iv in与凋亡之间的密切

关系, 与文献报道基本一致[12,14]. 提示Survivin这
一凋亡抑制基因在胰腺癌发生和发展中的重要

作用, 也为我们研究胰腺癌的基因治疗时选择

Survivin作为靶基因提供了理论依据. 已有学者

研究利用反义寡核苷酸、mRNA剪切和DNA疫

苗等技术, 抑制Survivin的转录与表达, 从而降低

培养癌细胞的恶性表型, 甚至抑制肿瘤的生长

等[15-18], 探索Survivin的临床应用价值. 
本研究TUNEL染色采用TACS-BLUE试剂

盒, 阳性显色为蓝色, 而Ki-67阳性染色为棕褐色, 
两者对比鲜明, 非常易于分析. 因胰腺癌旁组织

几乎无Ki-67表达, 所以无法检测癌旁组织的PI. 
今后可以考虑使用其他反映增殖水平的分子标

志如增殖细胞核抗原(PCNA)或溴化脱氧尿嘧啶

核苷(BrdU)染色, 在正常组织中也有表达, 不过

他们可能不具备如Ki-67与Survivin的密切关系. 
不同年龄、性别、分化程度和有无淋巴结转移

组的胰腺癌旁组织的AI无显著性差异, 表明胰腺

癌旁组织的AI与肿瘤的临床与生物学特征无关.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical value of partial 
splenic embolization (PSE) with different 
embolic materials for hypersplenism.  

METHODS: Forty-three patients with hyper-
splenism were treated with PSE and followed up 
for 6 mo. According to the difference of embolic 

materials in PSE, 43 patients were divided into 3 
groups. Silk suture segments were used in group 
A (n = 14), while polyvinyl alcohol (PVA) par-
ticle and gelatin sponge were used in group B (n 
= 13) and C (n = 16), respectively. The follow-up 
indices included white blood cell (WBC) count, 
platelet (PLT) count and postoperative responses 
after PSE.

RESULTS: In 3 groups, WBC and PLT counts 
were significantly higher after PSE than those 
pre-embolization 1 wk, 1 mo, and 6 mo (WBC: 
tA1wk = 22.405, tA1mo = 11.145, tA6mo = 11.522; tB1wk 
= 16.284, tB1mo = 11.956, tB6mo = 8.496; tC1wk = 
15.113, tC1mo = 10.342, tC6mo = 7.233; all P < 0.01; 
PLT: tA1wk = 13.708, tA1mo = 12.399, tA6mo = 11.622; 
tB1wk = 14.609, tB1mo = 12.284, tB6mo = 10.727; tC1wk 
= 14.056, tC1mo = 10.590, tC6mo = 8.388; all P < 0.01), 
but there was no marked difference in curative 
effect among the 3 groups. Abdominal pain 
and fever were the most frequent postoperative 
responses, and the occurrence rate of fever up 
to 38.5℃ was higher in group A than that in 
group B or C (c2 = 6.725, P < 0.05). The degree 
of abdominal pain was higher while the dura-
tion was longer in group B (F = 13.783, P < 0.05). 
Complications occurred less frequently in all 
the patients.  

CONCLUSION: Silk suture segments, PVA 
and gelatin sponge can be used as the embolic 
materials of PSE in patients with hypersplen-
ism, and they are proximate in curative effect 
and differential in postoperative responses. 

Key Words: Hypersplenism; Embolization; Therapy; 
Embolic materials

Xiao YP, Xiao EH, Liu TS, Luo JG, Shang QL, Yan RH. 
Curative effect and postoperative responses after partial 
splenic embolization with different embic materials for 
hypersplenism: a comparative analysis. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨不同栓塞材料在部分性脾栓塞术

®

■背景资料
部分性脾栓塞术
已广泛应用于临
床治疗脾功能亢
进 ,  目 前 明 胶 海
绵、真丝线段和
PVA颗粒是最常
用的3种栓塞剂 , 
如何选用安全、
有效、价廉的栓
塞材料及有针对
性处理术后反应
是临床面临的问
题之一. 本文基于
上述问题进行回
顾性研究. 

■同行评议者
吕明德, 教授, 中
山大学附属第一
医院肝胆外科
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(partial splenic embolization, PSE)治疗脾功能
亢进(脾亢)中的临床价值. 

方法: 43例脾功能亢进行PSE患者, 依据PSE术
所采用的栓塞材料不同分为3组: A组14例, 栓
塞材料为00000真丝线段; B组13例, 栓塞材料
为300-500 μm的聚乙烯泡沫醇(PVA)颗粒. C
组16例, 栓塞材料为明胶海绵颗粒. 随访观察
3组外周血白细胞、血小板计数变化及术后
反应. 

结果: 各组术后1 wk、1 mo和6 mo内白细胞
计数均较术前明显升高(t A1wk = 22.405, t A1mo 
= 11.145, t A6mo = 11.522; t B1wk = 16.248, t B1mo 
= 11.956, t B6mo = 8.496; t C1wk = 15.113, t C1mo = 
10.342, t C6mo = 7.233; 均P <0.01), 血小板计数均
较术前明显升高(t A1wk = 13.708, t A1mo = 12.399, 
t A6mo = 11.622; t B1wk = 14.609, t B1mo = 12.284, 
t B6mo = 10.727; t C1wk = 14.056, t C1mo = 10.590, 
t C6mo = 8.388; 均P <0.01), 但各组同一时间段疗
效差异无显著性. PSE术后各组患者均出现不
同程度的疼痛和发热, A组38.5℃以上发热的
发生率较B、C组更高(c2 = 6.725, P <0.05), B
组较A、C组疼痛的程度重、持续时间长(F  = 
13.783, P <0.05). 3组病例严重并发症均较少.

结论: 真丝线段、PVA颗粒及明胶海绵颗粒
均可作为PSE治疗脾功能亢进的栓塞材料, 三
者近期临床疗效相近, 术后反应有差异.

关键词: 脾功能亢进; 栓塞; 治疗性; 栓塞材料
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0  引言

部分性脾栓塞术(partial splenic embolization, 
PSE)是指选择性插管至脾动脉, 注入栓塞物质造

成部分性脾梗塞, 获得“部分性脾切除术”的效

果. 该方法创伤性小、效果好、并发症低, 在改

善脾功能亢进(脾亢)所致血细胞异常同时, 又保

留了脾脏的免疫功能和贮血功能, 已逐步取代传

统的脾切除术而广泛应用于临床中. 本文报道43
例脾亢患者, 对比分析真丝线段、聚乙烯泡沫醇

(polyvinyl alcohol, PVA)及明胶海绵颗粒作为栓

塞材料在PSE中的临床疗效及术后反应. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-01/2007-02中南大学湘雅二

医院及广西柳州市人民医院43例肝硬化伴脾功

能亢进患者, 其中男38例, 女5例; 年龄29-72(平
均43.5)岁. Child分级Ａ级22例, Ｂ级18例, Ｃ级3
例. 本组病例不包括血清总胆红素>81.4 μmol/L
及严重感染的终末期肝癌伴肝硬化患者; 对于

大量腹水患者, 术前需经积极的支持治疗使腹

水降至中至低量. 有上消化道出血史7例, 有牙

龈及皮下出血史8例, 所有病例根据P S E使用

不同栓塞材料分组, A组14例, 栓塞材料为长约

1 cm的00000真丝线段; B组13例, 栓塞材料为

300-500 μm的PVA颗粒; C组16例, 栓塞材料为经

高压消毒、抗生素浸泡大小约1 mm×1 mm×

1 mm的明胶海绵颗粒. 两组性别、年龄、Child
分级及术前白细胞及血小板水平无显著性差异, 
具有可比性. 
1.2 方法 43例患者术前3 d po常规剂量抗生素

及肠道清洁准备, 所有患者均行1次PSE. 采用

Seldinger技术用脾管超选择性插管至脾动脉主

干远端, 避开胰背动脉和胃短动脉进行栓塞. 栓
塞前均经导管注入地塞米松10 mg, 然后采用低

压漂流法技术缓慢注入混有造影剂的栓塞剂, 
根据脾动脉主干血流速度变化及栓后造影时外

周脾动脉分支的栓塞情况来控制栓塞范围. 栓
塞范围视脾脏大小、脾亢程度及肝功能状况而

定, 一般控制在50%-70%之间, 3组栓塞范围无

统计学差异. 术后应有地塞米松(10 mg/d)3 d, 注
射广谱抗生素3-7 d. 分别于术前及术后1 wk和
1 mo观察外周血WBC、PLT的计数变化. 观察

PSE术后反应及并发症发生情况, 术后疼痛评估

根据主诉疼痛分级法(VRS)来分级, 0度: 无痛, 
Ⅰ度: 轻度, 可耐受, 不影响睡眠, 可正常生活. 
Ⅱ度: 中度, 疼痛明显, 睡眠受干扰, 需用一般止

痛、镇静、安眠药. Ⅲ度: 重度疼痛剧烈, 伴有

自主神经功能紊乱, 睡眠严重受干扰, 需用麻醉

性药物.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件处理. 

包括单因素方差分析、配对t检验、c2检验等. 

2  结果

原有上消化道出血、牙龈及皮下出血等症状多

消失, 有腹水者术后近期腹水多减少. 
P S E术后1 w k、1 m o及6 m o 3组外周

血W B C及P LT变化见表1. 各组术后1 w k、
1 m o、6 m o内W B C计数均较术前明显升高

(t A1wk = 22.405, t A1 mo = 11.145, t A6 mo = 11.522; t B1 

wk = 16.284, t B1 mo = 11.956, t B6 mo = 8.496; t C1 wk = 

■研发前沿
新型栓塞剂的选
择及临床应用一
直是临床研究的
热点, 如何选用和
研制更安全、更
有效的栓塞剂是
脾栓研究的重要
内容, 特别在如何
提高远期疗效及
预防严重并发症
等方面是今后亟
待解决的问题.
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15.113, t C1 mo = 10.342, t C6 mo = 7.233; 均P <0.01), 
P LT计数均较术前明显升高(t A1w k = 13.708, 
t A1mo = 12.399, t A6mo = 11.622; t B1wk = 14.609, t B1mo 
= 12.284, t B6mo = 10727; t C1wk = 14.056, t C1mo = 
10.590, t C6mo = 8.388; 均P <0.01), 但同一时间

各组间差异WBC计数均无显著性(F  = 0.624、
1.694、0.958、1.485, 均P >0.05), 同一时间各组

间差异PLT计数均无显著性(F  = 1.669、1.805、
1.458、0.916, 均P >0.05); 文献报道[1-2], 脾栓前后

红细胞及免疫功能无明显变化, 所以本组未作

统计. 
各组所有患者均出现不同程度的疼痛和发

热, 体温在37.5℃-39.4℃间, 经对症治疗可缓解. 
术后各组患者疼痛情况见表2, B组较A、C组疼

痛的程度重、持续时间长(F  = 13.783, P <0.05). 
各组患者术后发热在38.5℃以上者22例(51.2%), 
其中A组11例(78.6%),  B组4例(30.8%), C组7例
(43.8%); A组38.5℃以上发热的发生率较B、C
组更高(c2 = 6.725, P <0.05). 3组患者术后1 mo内
发生较严重并发症A、B组各1例, 分别为上消化

道出血1例, 脾脓肿1例; C组2例, 为急性胰腺炎1
例, 肝昏迷1例, 3组发生严重并发症无显著性差

别(c2 = 0.303, P >0.05). 

3  讨论

脾脏是人体的重要储血器官, 并且具有吞噬和

破坏血细胞的功能. 肝硬化门脉高压时, 由于大

量的血细胞在肿大的脾脏中停留而被巨噬细胞

所破坏, 临床表现是脾脏明显增大、一种或多

种外周血细胞显著减少. 脾动脉节段性分布特

征, 即每支脾叶、段、亚段动脉供应相应区域

的脾脏组织, 各叶、段、亚段间血管吻合极少, 
为PSE术提供了解剖学基础. PSE通过栓塞部分

脾动脉分支, 使之缺血梗死, 减少了血细胞在脾

脏的滞留和破坏. 脾栓塞术后, 相应区域的脾脏

组织就会发生缺血梗死, 梗死区的脾组织最终

将被纤维组织增生所代替. 这种不可逆性的病

理改变, 破坏了脾内血管, 减少了血细胞的滞留, 
削弱了脾脏的吞噬和破坏血细胞的能力, 使外

周血像得到改善. 由于是部分性栓塞, 免疫功能

不受影响, 这对于增强患者的免疫能力和预防

感染的能力有着十分重要的意义, 这也是取代

外科脾切除的重要原因. 另外, 因为门脉高压时

门脉内70%的血流量来自脾静脉, 行PSE后脾脏

血供减少, 脾静脉的回流血量随之减少, 减少门

脉血流量和降低门脉压力[3-4], 食管胃底静脉曲

张出血可得到缓解或控制, 脾血流减少后, 肝及

肠系膜上动脉血流量增加, 肝脏血流灌注增加, 
同时由于门脉压力降低, 使肠系膜上静脉回流

改善, 提高了肝组织的营养, 从而使前白蛋白、

白蛋白等肝功能得以改善[5]. 
脾栓塞常用的材料有明胶海绵、真丝线段

和PVA颗粒, 本组研究结果提示上述3种栓塞材

料对缓解肝硬化脾功能亢进均具有较好的临床

疗效, 且3者的近期临床疗效差异无显著, 考虑

为3者均为较细的栓塞材料, 其栓塞水平为脾

动脉末梢, 接近脾窦, 脾功能区完全梗死确保

了PSE疗效. 真丝线段为永久性栓塞材料, 采用

0000-00000号线段经导管注入脾动脉, 随血流漂

至脾脏红髓小动脉并停留于此形成血栓, 达到

选择性脾脏红髓区栓塞之目的[6]. PVA是一种惰

性的聚己烯己醇海绵, 能侵犯纤维母细胞, 在海

绵周围形成致密的纤维性组织, 并引起邻近血

管壁产生炎性反应, 这样在栓塞的同时有血管

壁的纤维化, 500 μm以下的PVA颗粒可较均匀地

表 1 不同栓塞材料PSE前后外周血WBC和PLT计数变化 (mean±SD,×109)

     
观察                                  WBC计数                                                               PLT计数

时间                A组                    B组               C组                            A组                            B组                             C组

术前        2.87±0.49          2.66±0.51          2.73±0.47            44.11±11.01          49.58±9.79             51.60±12.98

术后           

    1 wk  10.15±1.26        11.42±1.92        10.68±2.08         156.05±27.10         167.24±30.86  148.07±23.50

    1 mo    6.53±0.98          7.21±1.24          6.92±1.49         109.21±13.85         120.38±20.82  115.13±16.08

    6 mo    5.38±0.80          5.69±1.04          5.05±1.12           99.14±12.73         103.54±18.81    96.06±12.69

表 2 不同栓塞材料PSE术后疼痛比较 (mean±SD)

     
分组

         疼痛严重程度n (%)     
中重度疼痛持续时间(d)

              轻度      中度       重度

A组    4(28.6)  8(57.1)   2(14.3)             4.26±1.23

B组    1(7.7)    7(53.8)   5(38.5)             9.21±2.27

C组    3(18.7)  9(56.3)   4(25.0)             6.52±1.93

■相关报道
目前, 有关脾栓的
研究在新型栓塞
剂的应用、栓塞
面积的控制及栓
塞的技术等方面
的文献较多, 如应
用褐藻胶微球作
为栓塞剂, 应用微
导管技术进行超
选择性栓塞, 在临
床中进行了有益
尝试, 并取得较好
的效果. 
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■应用要点
本文通过回顾性
分析明胶海绵、
真丝线段和PVA
颗粒3种栓塞材料
P S E前后外周血
WBC和PLT变化
及发热、疼痛等
术后反应的差异, 
在总结相关文献
基础上, 分析了其
原因, 以便临床根
据患者的不同情
况选用不同的栓
塞剂, 并对术后反
应进行针对性处
理. 

栓塞外周脾组织, 脾外周形成“盔甲”样的纤

维化, 限制术后脾脏增生, 减少复发, 能获得较

好的末梢栓塞及远期疗效[1-2]. 明胶海绵颗粒为

最常用的中期栓塞剂, 14-90 d就被组织吸收, 血
管再通后, 势必影响疗效, 明胶海绵组6 mo内白

细胞、血小板数量上升较前两者低, 可能与其

有关, 但三组临床疗效差异并无显著性, 考虑明

胶海绵颗粒经导管注入后可停留在直径约1 mm
的脾动脉分支内, 因为脾脏为终末供血器官, 短
时间的栓塞阻断血液供应后即可造成其永久性

梗死, 而明胶海绵颗粒被机体吸收时时则部分

性梗死早已形成, 另外, 经高温高压处理后的明

胶海绵颗粒在水溶液里分解时间延长, 可延长

栓塞时间[1]. 有作者[7]将丝线线段与明胶海绵两

种栓塞剂联合进行栓塞效果更佳, 复发率更低. 
本组对三种栓塞材料的远期临床疗效如何, 我
们在追踪随访中. 

栓塞综合征为PSE常见的术后反应, 主要

包括发热、脾区疼痛 ,  可能与脾组织缺血坏

死、脾包膜紧张有关[8]. 本组病例栓塞综合征

的发生率达到100%, 栓塞综合征的严重程度与

栓塞程度密切相关, 当栓塞程度>50%时, 栓塞

综合征发生率明显上升, 且持续时间延长. 栓塞

面积过小血象恢复情况却不理想, 复发及再次

栓塞的机率明显增高[9], 本研究显示三组术后

反应有差异, 手术线段以发热突出, 考虑真丝线

段组织相容性较差, 发热为机体组织反应性增

高和吸收所致. PVA颗粒组以疼痛最为突出, 疼
痛出现时间早, 持续时间长, 疼痛程度较重, 其
原因可能与PVA颗粒小, 分布均匀, 更接近脾外

周栓塞[10], 引起脾周缺血梗死、炎性渗出及脾

包膜肿胀有关, 大范围栓塞还有可能导致脾包

膜下积液. PVA颗粒组发热的发生率较少, 可能

与PVA颗粒在体内不存在重吸收过程有关, 而
且更接近脾功能区栓塞, 脾功能区的完全梗死

(干性梗死)减少了发热及脾脏感染的机会[11]. 有
学者认为采用脾下极动脉栓塞能减轻术后栓塞

反应[12-13]. 术后严重并发症有脾脓肿, 大量胸腔

积液、门静脉血栓、肝肾功能衰竭、消化道出

血等[9-14], 本组病例显示上述严重并发症与栓塞

材料的选用无明显关系, 可能主要取决于栓塞

方法、程度及患者术前的肝功能状态. 李璐 et 
al [15]报道PSE术后重型肝炎发生率与Child分级

有关, 而与栓塞面积无关, 其他严重并发症与

Child分级以及栓塞面积无相关性, Zhu et al [2]报

道栓塞面积超过70%组与栓塞面积低等于70%

组合并严重并发症的几率有显著差异性. 因此, 
PSE时应依据患者的肝功能个体差异掌握合适

的栓塞范围, 脾栓塞范围不宜过大, 以安全为

主, 一般认为栓塞范围在60%-70%之间为宜[16], 
因为随着栓塞程度提高, 术后反应也随之加重, 
患者可能因剧烈的脾区疼痛和炎症渗出导致腹

腔感染和消化道出血, 从理论上讲栓塞范围是

与疗效成正相关的, 即范围越大疗效越明显, 但
栓塞后综合症亦越重, 因此需要根据病情掌握

适度. 另外, 还应加强术后支持治疗及保持大便

通畅, 减少肠道毒素吸收及肠道细菌逆行感染

的机会[1]. 
总之, 真丝线段、PVA颗粒及明胶海绵颗粒

均作为PSE治疗脾亢的栓塞剂, 三者近期疗效无

明显差别; 术后反应方面, PVA疼痛更明显, 丝线

段发热更明显; 从经济方面考虑, PVA颗粒使用

方便、栓塞更彻底, 但价格较贵, 真丝线段及明

胶海绵颗粒取材方便, 价格低廉. 
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Abstract
A l o n g w i t h t h e d e v e l o p m e n t o f n e r v e 
imaging, brain function imaging technique is 
gradually used in the research of functional 
g a s t r o i n t e s t i n a l d i s o r d e r s ( F G I D ) , a n d 
i t  p r o v i d e s a n e w m e t h o d f o r f u r t h e r 
investigation of the relationship between brain 
cortex function, gut function and FGID, as well 
as the relationship between brain and digestive 
tract. This review focuses on the major progress 
in the overseas s tudy of i rr i table bowel 
syndrome using positron emission tomography 
and functional magnetic resonance imaging, 
the problems and application prospect. 

Key Words: Irritable bowel syndrome; Brain func-
tion imaging; Functional gastrointestinal disorder
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摘要
近年来, 随着神经影像学的发展, 功能性脑
成像技术逐步用于功能性胃肠病(functional 
gastrointestinal disorders, FGID)研究中, 为进
一步研究皮质功能、肠功能和FGID之间的相
关性, 探索脑与消化道之间的联系提供了新的
方法. 本文重点介绍近年来国外运用正电子发
射断层扫描和功能性磁共振技术进行肠易激
综合征研究的主要进展、存在的主要问题和
应用前景. 

关键词: 肠易激综合征; 脑功能成像; 功能性胃肠病
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)
是功能性胃肠病(functional gastrointest inal 
disorders, FGID)最常见的类型之一. 近年来, 随
着神经影像学的发展, 功能性脑成像技术逐步

用于FGDI研究中, 这为进一步研究皮质功能、

肠功能和FGID之间的相关性, 探索脑与消化道

之间的联系提供了新的方法. 我们将对近年来

国外运用正电子发射断层扫描(positron emission 
tomography, PET)和功能性磁共振(functional 
magnetic resonance imaging, fMRI)技术进行IBS
研究的情况作一综述. 

1  IBS脑功能成像

1.1 IBS与脑肠轴 人们很早就发现, 情绪的改变

常常会导致腹泻、腹痛和便秘等消化系统症状, 
进而推测脑与消化道之间存在某种功能的联系. 
神经胃肠病学的研究表明[1-2], 肠道经肠神经系统

(ENS)与中枢神经系统(CNS)相联系, 肠道的活动

受CNS的调控. 这种相互作用被称为脑肠互动, 
是通过脑肠轴来实现的. 生理学研究[3]则为中枢

神经系统调控处理消化道传入信息的病理生理

机制, 及其如何影响胃肠运动、感觉功能和产生

各种肠道刺激后的情绪和行为反应提供了新的

认识. 虽然, 临床研究证实CNS对FGID的临床表
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现有着重要的影响[1]. 然而, 由于无法在人体直接

评价脑肠轴的功能, 对中枢神经系统在FGID中

作用的研究显得非常困难. 这就使脑功能成像技

术成为研究者们瞩目的焦点. 
多个研究小组利用脑功能成像技术研究健

康受试者大脑皮质对内脏刺激的处理, 记录了刺

激胃肠道不同部位, 如食管[4]、胃远端[5]和直肠[6]

时大脑皮质激活模式. 综合这些研究可以发现, 
在接受内脏刺激后, 皮质中的几个区域如岛叶和

前扣带回皮层(anterior cingulate cortex, ACC)的背

侧始终被激活, 而大脑皮层第一躯体感觉区(SⅠ
区)、第二躯体感觉区(SⅡ区)、丘脑、边缘系统

和旁边缘系统则呈现出不同的激活程度. 在此基

础上, 有关IBS患者接受内脏刺激后脑区激活情

况的研究也相继开展. 研究者们描述和确定了

IBS患者和健康受试者在接受疼痛性和非疼痛

性刺激后, 大脑皮层的激活在脑区分布上的不

同. 这个领域开展的第一项研究是由Silverman  
et al [7]利用H215O-PET技术完成的. 他们观察IBS
患者在接受内脏疼痛性刺激后大脑的激活情况

并发现, 与健康受试者相比, IBS患者ACC膝部

对直肠扩张刺激呈低反应而前额叶(与注意力和

警惕性反应有关)皮层反应增强. 自此以后, 几项

运用PET或FMRI进行的研究[8-12]也显示IBS患者

和健康受试者大脑皮质对刺激的反应存在差异. 
然而报道的结果并不完全一致. 例如, 有研究 
者[8]用相似的实验方案复制Silverman et al的PET
研究, 发现在疼痛性直肠扩张刺激后IBS患者

ACC处呈低反应, 而丘脑部激活. 然而同样的刺

激并不能引起正常人丘脑的激活. 但该研究结

果不能确定IBS患者前额叶的激活是否比正常

人更加显著. Mertz et al [9]用fMRI发现, 非疼痛性

和疼痛性直肠扩张时均可以激活IBS患者和正

常人的ACC、额前皮质、岛叶和背侧丘脑. 但
在IBS患者中, 疼痛性刺激引起的ACC激活比非

疼痛性刺激引起的显著增强, 而健康受试者无

此表现. 此外, 一些脑功能成像的研究[13-14]显示, 
IBS患者和其他功能性胃肠病如炎症性肠病患

者脑区激活不同. 尽管这类研究结果并不一致, 
但都证实IBS患者与健康受试者在大脑皮层激

活上存在差异. 
1.2 IBS与内脏高敏感性 在IBS脑功能成像研究

中, 内脏高敏感性引起了研究者兴趣. 多项研究

表明[15-19], 与健康对照组相比, IBS患者存在内脏

敏感性增高的表现. 他们对胃肠道充盈扩张、肠

肌收缩等生理现象极为敏感, 较易感到疼痛, 即
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痛阈下降. 例如在直肠气囊扩张实验中, IBS患者

的耐受性低于正常对照组, 在较低的压力和容积

下就感觉疼痛或不适. 结果提示, 内脏敏感性的

异常增强可能是IBS的重要病理生理机制之一[20]. 
虽然内脏高敏感性的确切机制尚不清楚, 但有进

一步的证据表明由各种社会心理因素介导的中

枢作用比外周信号更能影响痛阈. 最近Naliboff 
et al [21]研究发现, 当反复给予IBS患者直肠扩张刺

激后, 患者接受内脏刺激后的感知反应逐渐减轻. 
有研究显示[22], 当患者适应反复的内脏刺激后, 
处理内脏传入信息的相关脑区仍处于持续的激

活状态, 而与觉醒、警惕相关的脑区则呈现出与

内脏刺激后的感知反应减轻相平行的适应状态. 
1.3 IBS与性别差异 IBS患者通常以女性多见, 女
性与男性之比约为2∶1, 且女性患者发生便秘、

腹胀和结肠外症状的可能性较男性患者大. 因而

研究者推测, 这是否与不同性别的患者大脑皮

质处理胃肠信息的方式不同有关[23]. 初步证据显 
示[24]IBS患者对内脏刺激的知觉反应存在性别差

异, 内脏传入信息的大脑皮层处理过程亦可能存

在性别差异. Naliboff et al [25]用PET研究IBS患者

内脏刺激引起中枢应答过程的性别相关差异, 通
过对无便秘的23位女性IBS患者和19位男性患者

进行内脏刺激, 结果发现,对内脏刺激的反应, 女
性患者额前皮质的腹内侧、ACC和左杏仁体区

被显著激活; 而男性在额前皮质的右背侧、岛叶

和脑桥背侧/导水管周围灰质被显著激活. 这一

结果显示IBS患者脑区激活存在性别差异. Nakai 
et al [26]运用PET对IBS患者脑内5-HT的合成进行

研究. 结果第1次显示, IBS患者脑内5-HT合成率

与年龄、性别匹配组存在差异. 且女性IBS患者

5-HT的合成率高于对照组. 有趣的是, 有研究发

现, 5-HT在IBS组患者不同脑区内的合成也存在

性别差异[27]. 如Nakai et al [28]发现, 在Alosetron治
疗中, 男性IBS患者多个脑区5-HT的合成高于女

性患者, 而女性患者无任何脑区5-HT的合成高于

男性患者. 在5-HT的合成中, 扣带回、尾核、苍

白丘和小脑呈现出显著的性别-治疗之间的相互

作用. Alosetron对脑内5-HT合成的影响效应所呈

现出的性别差异性可能是与Alosetron在体内发

挥功效的性别差异有关. 这些结果提示, 5-HT的
合成在IBS病理生理机制中发挥着重要的作用, 
这可以帮助人们解释IBS临床表现和预后中存在

的性别差异问题.

2  脑功能成像研究问题

在对目前开展的IBS脑功能成像研究结果进行

www.wjgnet.com
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分析后, 可以发现很多研究结论存在差异, 甚至

相互矛盾. 各种研究结论的差异性可能与不同

的方法学, 例如运用PET或fMIR等不同的仪器设

备, 不同的流程、研究目的和对感兴趣区域进行

精确定位的难度等有关[29]. 在诸多的影响因素中, 
影像技术的选择和样本量的多少显得尤为突出.
2.1 脑影像技术的选择 目前常见的运用于消化

道功能的脑影像技术包括: PET[30]、fMRI[31-32]、

单光子发射断层扫描 (S P E C T) [33]、脑电图

(EEG)[34]、脑诱发电位(CEP)[35]和脑磁图(MEG)
等. 各种技术都有自身的优点和适应范围. 例
如: PET的优点是可以在活体上显示生物分子代

谢、受体及神经介质活动. 在脑研究中, 用PET
可以确定局部脑血量增多的部位或葡萄糖代谢

增强的部位, 从而发现脑结构和功能的空间联

系[36]. 运用于PET的发射性核素有上百种, 最常

用于胃肠研究的是15O. fMRI与PET相比, 具有安

全、无需注射任何放射性核素, 信号直接反映

脑组织的功能状态和成像速度快、时间分辨率

高、价格低廉的优点, 但其信号易受检测结构

和血流方向影响. 由于研究技术手段的成像原

理不同以及研究者对感兴趣区的定位不同, 研
究结果也就存在一定的差异. 此外仪器设备的

性能对研究结果也产生一定的影响. 
2.2 样本量 样本量过小是导致研究结果出现差

异的常见原因. 在FGID的脑功能成像研究中这

一问题显得尤为突出. 一方面, 脑功能成像技术

价格昂贵, 研究者受到研究经费的限制, 往往难

以进行大样本的研究; 另一方面, FGID是一组消

化系统综合征, 其病理生理机制体现了社会、

心理、生物模式的综合作用[37]. 无论是胃肠功

能、神经、内分泌、免疫、心理因素等任何环

节出现问题可能都可能会发病, 而不同的环节

紊乱就会产生不同的表现, 形成不同的亚型. 在
样本量过小的情况下, 通常难以考虑疾病的亚

型等因素. 有研究者推测, 接受内脏刺激后, 脑
区激活的不同可能是由于不同的病理生理机制

使得IBS患者大脑皮层对内脏疼痛刺激的反应

存在很强的可变性[38]. 所以, 在今后的研究中, 要
尽量进行大样本研究, 制定和实施严格的纳入

和排除标准, 重视疾病亚型的鉴别和区分以及

抑郁、焦虑等不同情绪的影响, 尽量减少和避

免研究结果的差异.

3  IBS脑功能成像研究的前景

脑功能成像技术极大地提升了人们探索脑肠相

关性和评定中枢神经系统在内脏疼痛刺激中作

用的能力. 脑功能成像技术在IBS研究中的运用

不仅表明IBS患者与健康受试者在大脑激活区

域和程度上存在不同. 近年来, 脑功能成像技术

还被用于FGDI产生的病理生理机制以及治疗效

应研究等方面. 这些研究都提示, 脑功能成像技

术在FGDI研究的重要运用价值[39-43]. 虽然脑功

能成像价格昂贵, 也并不能解决FGDI研究中的

所有问题, 人们对将其作为FGDI患者的常规检

测评估手段尚持怀疑态度, 但其在FGDI疼痛产

生机制评价中地位却不容置疑, 若与神经生理

和心理技术等联合应用, 他仍将是胃肠研究者

的重要工具. 此外, 脑功能成像技术将在FGDI
药物和心理治疗评价中发挥重要的作用 .  如
Lieberman et al [44]运用PET技术对运用安慰剂之

前和运用安慰剂3 wk后大脑对肠道不适的反应, 
发现右侧前额叶腹外侧的激活预示自觉症状有

所改善, 并且这种相关性由与不良性疼痛感觉

直接相关的dACC区的变化介导. Lackner et al [45]

最近运用H215O-PET技术就认知行为疗法对

IBS患者区域性脑活化的影响进行了研究. 治疗

后的脑影像显示, 与警惕性和调节情绪有关的

边缘系统活性降低, 更为重要的是边缘系统的

活性变化与患者疼痛、肠道不适、焦虑抑郁情

绪等症状的改善情况平行. 这一结果可能是认

知行为疗法改善IBS患者症状的可能机制.

4  结论

我们相信脑功能成像技术在帮助我们认识胃肠

道疼痛产生的神经生理机制、心理因素的调节

作用、外伤或炎症引起的内脏高敏感性和评价

药物或非药物的治疗效应方面都具有相当的应

用潜力.
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Abstract
Systematic evolution of ligand by exponential 
enrichment (SELEX) is a new combinational 
chemical methodology for in vitro selection 
of specific aptamers. Aptamers are artificial 
oligonucleotide ligands with high affinity 
binding to target molecules. They are isolated 
from combinational libraries of synthetic 
oligonucleotide by an iterative process of affinity 
selection, recovery and amplification. Several 
properties of aptamers such as convenient affinity 
selection and high affinity and specificify make 
them widely used. Their affinity and specificity 
for a given protein are superior to antibodies 
and make it possible to isolate a matching ligand 
and adjust its bioactivity. This article reviews the 
development and potentially clinical application 
of aptamers targeting at hepatitis C virus. 

Key Words: Aptamer; Heptitis C virus; Systematic 
evolution of ligand by exponential enrichment

Xu D, Cao JN. Advances in research of aptamers targeting 
at hepatitis C virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(13): 1440-1445

摘要
指数富集配基的系统进化(systematic evolution 

of ligand by exponential enrichment, SELEX)技
术是一类新的组合化学技术, 应用人工合成的
随机寡核苷酸文库, 通过体外筛选、分离、富
集获得能与靶物质特异性结合的寡核苷酸适
配子. 具有实用范围广、筛选过程简便、适配
子有高特异性和高亲和性等特点. 适配子的选
择性在很多方面优于抗体, 在分子识别研究中
具有重要价值, 可用于靶物质的测定、阻断靶
物质的生物活性. 本文综述SELEX技术及寡
核苷酸适配子在丙型肝炎病毒诊断和治疗领
域的最新进展, 并且对其前景进行分析和预测.  

关键词: 适配子; 丙型肝炎病毒; 指数富集配基的系

统进化技术

徐冬, 曹俊娜. 丙型肝炎病毒相关适配分子的研究进展. 世界华

人消化杂志  2008; 16(13): 1440-1445

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1440.asp

0  引言

Tuerk et al [1]和Ellington et al [2]在1990年分别研究

出一种新型体外筛选技术, 即建立人工设计的

随机寡核苷酸库, 从这类随机序列库中筛选出

与靶分子高度特异结合片段, 此过程称为配体

系统进化的指数富集过程(systematic evolution 
of ligands by exponential enrichment, SELEX), 经
SELEX筛选出的配体称为aptamer, 即适配子(适
配分子). Shtatland和Singer et al [3]又创造性地发

挥此技术, 建立了基因组筛选技术, 将筛选形式

从单靶物质筛选扩展到多靶物质筛选, 为生物

界、生物化学界、医学界提供了高效、快速的

检测手段和治疗方法. 本文就与丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus, HCV)相关的适配分子作一综述. 

1  适配分子筛选的一般程序和要点

各种分子的适配分子筛选的程序大同小异, 多采

用亲合方法, 即固定配体, 使其与扩增的寡核苷

酸库混合培养, 待配体与寡核苷酸结合后洗去

非结合核酸, 然后洗脱配体-适配分子复合物, 回
收核酸, 扩增, 再进入下一轮筛选. 筛选适配分子

最重要的是如何保证核酸库的多样性. 从理论上

®

■背景资料
丙型肝炎易发生
慢性化并可能进
展为肝硬化和肝
细胞癌. 目前针对
HCV的研究及诊
治方法并不多, 一
些研究开始转向
HCV相关的适配
子的研究. 本文介
绍了SELEX技术
的原理、适配子
的技术优势, 并就
目前国际上针对
HCV的适配子的
最新研究成果作
一综述.
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讲, 自由核酸的长度越大, 库容就越大, 但一般说

来与蛋白或其他分子相互作用的核酸序列不会

超过100 bp, 多集中于15-45 bp之间. 对双链DNA
来说, 库容达1013便可进行有效筛选, 单链DNA
及RNA库容要求更低. 为保证PCR扩增的效果, 
寡核苷酸两端应为AT丰富区且不应有对称结构. 
PCR扩增时, 为防止某些特殊序列的超比例扩增, 
循环次数一般不超过20次.

2  寡聚核苷酸适配子的特性和优点

寡聚核苷酸适配子容易形成各种形状的二级结

构和三级结构, 如发夹、口袋、假结、凸环和

G-四聚体等空间结构, 通过这些空间结构与靶

分子间通过氢键、范德华力等相互作用形成稳定

的复合物. 有研究表明当靶目标存在时, 单链DNA
或RNA发生适应性折叠, 与靶分子相互识别[4]. 

SELEX技术所筛选的靶分子广泛, 可包括

蛋白质、小分子有机物、金属离子、多糖、有

机染料, 甚至可以是完整的细胞、病毒和孢子

等[5-7]. 
寡聚核苷酸适配子对靶物质的识别具有高

亲和力. 寡聚核苷酸作为拮抗剂时解离常数为50 
pmol/L-10 nmol/L, 与细胞因子与受体结合常数

基本相同[8]. 适配子对靶物质的结合具有高特异

性. 核苷酸、氨基酸的寡聚核苷酸适配子能将

他们与突变体、镜像体区分开来. 适配子甚至

能够分辨出靶分子结构上1个甲基或1个羟基的

差别, 如茶碱特异性RNA适配子对茶碱的亲和力

比对咖啡因(与茶碱仅差1个甲基)高10 000倍[9]. 
与抗体相比寡聚核苷酸适配子的筛选周期

很短, 一般只需要8-15个循环, 约2-3 mo, 而制备

mAb至少需要3-6 mo. 目前已建立多种用于适配

子筛选的自动化系统[10], 其筛选效率大大提高. 
在合成过程中, 各种报告分子和功能基团能够

很容易地被精确地标记到适配分子上的特定部

位. 同时适配分子的性质是可逆的, 变性后可以

很快地复性, 他可以长期保存并可在常温下运输.

3  寡聚核苷酸适配子的优化

目前已有多种方法对适配子进行优化, 以增加

其抗核酸酶能力, 或使其更加稳定. 如镜像异构

适配子(spiegelmer aptamer)以L-核糖代替D-核
糖合成的寡核苷酸抗核酸酶的能力明显增强[11]. 
将适配子联接到大分子载体上, 可使其血浆中

的存留时间更长[12]. 引入锁核酸(locked nucleic 
acid)的杂合DNA适配子也明显增强了抗核酸酶

的能力[13]. 环状DNA适配子在血清或血浆中的

半衰期超过10 h[14]. 对寡聚核苷酸适配子进行化

学修饰(如荧光染料、放射性核素的标记、糖

基化和硫代等)[15-16], 也可以提高他的稳定性, 增
加他的生物利用度, 使其更易于检测. 在血浆中, 
未经修饰的RNA适配子的半衰期是几秒钟, 将
核糖的五碳环上的第二位进行化学修饰可以使

适配子的半衰期延长到5-15 h[17-18].

4  HCV相关的适配分子研究进展

HCV被认为是引起输血后肝炎的主要致病因子, 
丙型肝炎易发生慢性化并可能进展为肝硬化和

肝细胞癌. HCV属于人类黄病毒属, 是一单股、

正链RNA病毒, 基因组全长约9.5 kb, 由5'非编码

区, 3'非编码区及中间一单一开放阅读框架组成. 
单一开放阅读框架编码约3010-3030个氨基酸的

多蛋白前体(NH2 C E1 E2/NS1 NS2 NS3 NS4A 
NS4B NS5A NS5B COOH), 其中C E1 E2在宿主

信号肽酶作用下裂解成核心蛋白和包膜蛋白; 
而NS2 NS5是非结构蛋白区, 在NS2 NS3蛋白酶

和NS3编码的丝氨酸蛋白酶的作用下裂解产生

成熟的NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B蛋
白. 在这些蛋白中, NS5B是一条重要的RNA依赖

的RNA聚合酶(RNA-dependent RNA polymerase, 
RDRP), 其对HCV的复制起重要作用. 

Vo et al [19]使用SELEX技术得到了8组NS5B
特异的RNA适配分子, 60%在40 nt长的随机区

内的5'端有保守序列YGUAGR(Y = 嘧啶, R = 
嘌呤), 并且74%的配体分子在3'端以(A/C)U结

尾, 适配分子与NS5B形成的特异结合解离常数

极低. 但是, 这些适配子必须以包括两端的保守

核苷酸在内的整体才能与NS5B形成极强的结

合, 研究发现其结构中包含三个茎环结构, 带
有内凸出部分, NS5B的结合区域在5'端的两个

茎环结构之间. 针对HCV亚型3a的NS5B Jones  
e t  a l [20]筛选得到两种D N A适配子 r10/43和 
r10/47, 均能抑制NS5B的RDRP活性. 其解离常

数据估计分别为1.3±0.3 nmol/L(r10/43)和23.5
±6.7 nmol/L(r10/47), 而抑制常数分别为1.4±
2.4 nmol/L和6.0±2.3 nmol/L. 这两种适配子显

示极高的特异性, 仅能对HCV亚型3a的NS5B起
作用, 而不能抑制HCV亚型1a和1b的NS5B多聚

酶活性. Bellecave et al [21]利用SELEX技术得到

两种适配子, 可特异性抑制HCV NS5B的多聚酶

活性, 而不能抑制脊髓灰质炎病毒3D多聚酶的

活性. 其中被标记为27v的适配子的35 nt长的可

■研发前沿
HCV的治疗一直
是医学界的难题, 
HCV相关的适配
子的研究刚刚起
步, 其应用大都在
实验室检测方面. 
对HCV有治疗作
用且能投入实用
的适配子是一亟
待研究的问题. 适
配子与抗体相比
优点不少, 但其自
身也有缺点, 如何
降低生产成本, 增
加稳定性, 加强靶
向性, 将是今后适
配子治疗领域的
研究重点.
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变区与其和NS5B结合及抑制能力有关, 他能与

RNA模板竞争结合到HCV多聚酶上. 而Biroccio 
et al [22]针对NS5B进行筛选, 得到2条有特异性高

亲和力的适配子, 其解离常数到达nmol级, 并且

与GB病毒B的NS5B根本不结合. 通过变异分析

发现这2条适配子有相同的茎环结构, 此结构与

适配子和NS5B之间的紧密结合有关, 并且这2条
适配子可抑制NS5B的多聚酶活性, 与模板RNA
之间不存在竞争性, 表明适配子与模板RNA并

没结合在同一位点上. 这些适配子有助于研究

NS5B的空间结构与功能之间的关系, 作进一步

的修饰后具有潜在的治疗应用价值. 
HCV非结构蛋白3(HCV NS3)具有蛋白酶、

NTP酶和RNA解旋酶活性, 在病毒的复制及病

毒体的成熟和装配中起着重要作用. 
Kumar et al [23]筛选得到适配分子G6-G16和

G6-G19, 动力学研究表明G6-G16和G6-G19均
能抑制NS3的RNA解旋酶活性, 而且G6-G16还
能抑制NS3的蛋白酶活性, 抑制常数为3 µmol/L. 
Nishikawa et al [24]从一个随机DNA库得到数种适

配分子, 其共同特点为都有一5'端单链区及一有

保守序列(5'-GGA(U/C)GGAGCC-3')的茎环区. 
其中适配子5在体外实验中表现了很强的抑制

解旋酶活性的能力, 其含有保守序列的茎环区

相当重要, 若其结构被破坏则适配子5失去抑制

解旋酶活性的能力. 
Fukuda et a l [25]在一个有30个核苷酸可变

核心区的RNA库中得到一批NS3蛋白酶活性区

(DeltaNS3)特异性的适配子. 这些适配分子被

分被分成3组: G9-Ⅰ, -Ⅱ和-Ⅲ, 其结合常数大

致为10 nmol/L, 可抑制大约90%的DeltaNS3和
MBP-NS3(融合了麦芽糖结合蛋白的全长NS3)
蛋白酶活性. 进一步研究发现这些适配子有共

同序列5'-GA(A/U)UGGGAC-3', 这一序列通过

二级结构形成一个环[26]. 其中G9-Ⅰ对NS3蛋白

酶活性的抑制是非竞争性的, 通过蛋白酶抑制

试验分析表明Del taNS3的161位精氨酸和130
位精氨酸对于NS3与G9-Ⅰ的结合起着基本作 
用[27]. 在G9-Ⅰ中发现一个51 nt长的片段(NEO-
Ⅲ)是G9-Ⅰ发挥抑制能力的最小有效片段, 并
利用此片段发现G9-Ⅰ抑制酶活性需要适配子

的茎Ⅰ, 茎Ⅲ和环Ⅲ的参与[28]. Fukuda et al [29]将

(U)14加到G9适配分子NEO-Ⅲ的3'端, 形成的

NEO-Ⅲ-14U比原适配分子更有效的抑制了NS3
的蛋白酶活性, 并且也能抑制解旋酶活性. 在细

胞中也证实NEO-Ⅲ-14U能抑制NS3的蛋白酶活

性, 可能是通过降低NS3与HCV正链的3'非编码

区(3'-UTR)的特异性结合来发挥作用. Umehara 
et al [30]将解旋酶适配子的结构域#5Delta通过寡

核苷酸U链连接于双功能适配子NEO-Ⅲ-14U 
和蛋白酶适配子G9-Ⅱ的3'端. 通过优化间隔

序列的长度得到了两种适配子NEO-35-s41和
G925-s50, 这两种适配子在体外都更有效的抑制

了NS3的蛋白酶和解旋酶活性, 特别是与NEO-
Ⅲ-14U相比对解旋酶活性的抑制能力上升了4-5
倍. 其中G925-s50在细胞内抑制了NS3的蛋白酶

活性, 在体外实验中抑制了HCV复制. Umehara 
et al [31]在此基础上又设计和构建了新的双功能

适配子NEO-35-sX和G925-sX (X: 5-51 nts), 这些

适配子通过寡U区与HCVNS3区结合, 其对NS3
蛋白酶及解旋酶活性均有抑制, 对NS3解旋酶活

性的抑制能力较前面的适配子增强了10倍. 
Nishikawa et al [32]构建了一个G9适配子表达

系统, 其中使用了巨细胞病毒增强子和鸡beta-
肌动蛋白(CAG)启动子, 将丁型病毒(hepatitis D 
virus, HDV)核酶与G9-Ⅱ适配子相结合, 构建了

一个HDV核酶-G9-Ⅱ适配子嵌合体(HA), 这个

嵌合体能在体内产生稳定的RNA从而产生串联

的功能单位重复序列. 为将转录成的RNA适配

子运送至胞浆中去, 对来自逆转录病毒的转运

构成单位作了一个小改动后连接到H A的3'端
(HAC), 而从HA(n)和HAC(n)形成的转录本RNA
都被HDV核酶处理成G9-Ⅱ适配子单位. HDV核

酶-G9-Ⅱ适配子表达质粒被导入HeLa细胞中后

成功抑制了NS3的蛋白酶活性. 
U r v i l e t a l [33]筛选得到一个R N A适配子

10G-1, 其与NS3的结合常数为650 nmol/L, 在体

外能抑制NS3的蛋白酶活性. 通过磷酸盐修饰干

扰分析发现10G-1结合至NS3过程中G28-U34和
A47-A55的磷酸化起着关键作用. 

HCV的5'非编码区(341 nt)在所有HCV分离

株中是最保守的区域, 高度有序, 有发夹型结构, 
形成稳定的二级结构, 且含有帽非依赖性mRNA
翻译所必须的内部核糖体进入位点(i n t e r n a l 
ribosomal entry site, IRES). IRES包括HCV5' 
NCR和部分C区基因, 有稳定的空间构象, 含有

核糖体的有效结合部位和与内部翻译起始相关

的起始因子的结合部位, 以内部起始调控介导

HCV蛋白的翻译启动, 在翻译调控中具有重要

作用[34-36]. 据推测IRES的二级结构是由四个结

构区(Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ)组成, 对翻译的起始十分重

要. 从44到118位的核苷酸是构成Ⅱ区的关键结

■相关报道
SELEX技术是一
种新型体外筛选
技 术 ,  近 年 在 不
同方面进行了改
进 ,  向 着 高 效、
自动化、筛选更
高亲和力适配子
的 方 向 发 展 .  适
配子在医药、基
础研究、疾病诊
治和分子识别等
领域有广泛应用. 
Stoltenburg et al对
SELEX技术的发
展、适配子的优
缺点和应用进行
了详细论述.
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构, 研究表明这个区的结构的完整性对IRES指
导的翻译的有效性十分重要. Da Rocha Gomes 
S et al [37]筛选出一种RNA适配分子, 此分子形成

一个不完全的发夹结构, 带有一个内环, 与Ⅱ区

的顶端环相互作用, 形成一个顶端环-内环复合

体, 通过分析发现的这类RNA-RNA的相互作用

中由富含鸟嘌呤、胞嘧啶的上端和下端茎组成

的互补环起着至关重要的作用. HCV IRES的Ⅲ

d亚单位对IRES与核糖体40 s亚单位的结合有

关. 针对Ⅲd亚单位Toulmé et al [38]筛选出特异的

适配分子, 不论是与核糖体40 s亚单位一起加入

IRES中, 或是加入已经形成的40 s亚单位-IRES
复合体中, 适配分子在8 nmol/L浓度下使得IRES
的保持率减少50%. Romero-López et al [39]通过新

的体外筛选方法得到10个RNA适配子, 能结合

到IRES上抑制翻译启动, 其抑制效率高达95%. 
Kikuchi et al [40]得到的RNA适配子结合于IRES的
Ⅱ区及Ⅲ-Ⅳ区, 在体外实验中成功抑制了IRES
依赖性翻译, 其中结合于Ⅲd区的3-07适配子的

抑制能力特别强.

5  HCV相关适配分子的应用

HCV相关的适配分子目前主要用于实验室检测

HCV的存在. Cho et al [41]将NS3特异性适配子嵌

合入锤头状核酶茎Ⅰ和茎Ⅲ中构成适配核酶, 
并制成生物感应器, 可用于检测HCV的存在. 而
Lee et al [42]将通过基于蛋白芯片分析得到HCV
核心抗原特异性适配子制成生物感应器, 用于

HCV诊断, 结果其特异性在HCV感染患者的血

清中得了很好的证实. Cho et al [43]将HCVNS5B
特异性的适配子应用于HCV检测, 可以从含有

96 fmol NS5B的800 nL HCV患者血清中检测出

NS5B的存在, 其检测极限被推测为9.6 fmol/L. 
Hwang e t a l [44]通过纳米工程微悬臂技术使用

R N A适配子作为受体分子可以探测极微量的

HCV解旋酶的存在. 随着HCV适配子的研究进

展, 相信高特异性及高灵敏度的HCV生物感应

器很快可投入临床使用. 

6  结论

HCV的治疗一直是医学界的难题, 随着SELEX
技术的发展, 适配子已从寡聚核苷酸适配子发

展到多肽适配子, 目前已发现一种能抑制NS3解
旋酶活性的多肽适配子[45]. 随着越来越多的针对

HCV的适配分子被发现, 对适配分子及与相应

HCV成分的研究必将导致对HCV的进一步的了

解, 相信对HCV的诊断和治疗会有一个新的突

破. 虽然前景非常乐观, 适配子的大量应用也存

在一些限制性因素: 早期的主要问题是适配子

的稳定性, 通过努力目前已克服了药物代谢动

力学的限制, 适配子在血液中的半衰期有望达

到24 h以上; 与其他制药方法相比, 适配子制备

的成本较高; 而且与抗体一样, 适配子很难独立

接近和穿透靶组织; 适配子的高特异性使针对

动物靶物质的特异性适配子不能用于人体, 如
与牛凝血酶高特异性结合的寡核苷酸配基不能

识别人凝血酶[46]; SELEX的筛选条件与天然条

件不可能完全相同, 因此, 获得的适配子的结合

位点与天然条件下的结合位点可能不一致 [47]. 
如何降低生产成本, 增加稳定性, 加强靶向性, 
将是今后适配子治疗领域的研究重点. 
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Abstract
Necrotic pancreatic infection is the most serious 
complication of severe acute pancreatitis (SAP). 
Although prophylactic antibiotics are widely 
used to reduce its death rate, its practical 
efficiency still remains controversial. Therefore, 
the clinical experiences with prophylactic use 
of antibiotics are summarized in this paper, 
hoping to offer certain guides to its treatment. 
However, results from recent studies do not 
support prophylactic use of antibiotics in 
all cases of necrotic pancreatic infection and 
suggest that only imipenem or meropenem 
can be used for no more than three weeks in 
patients with their pancreatic necrosis area 
>30% or in patients with biliogenic pancreatitis 
to decrease the risk of necrotic infection and its 
mortality rate.  

Key Words: Antibiotics; Acute pancreatitis; Pancre-
atic necrosis
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摘要
胰腺坏死感染是重症急性胰腺炎(severe acute 
pancreatitis, SAP)最为严重的并发症, 尽管预
防性使用抗生素被广泛应用以期降低病死率, 
但其实际的作用却仍然存在争议. 在此问题
的基础上, 我们总结了最近的研究SAP预防
性使用抗生素的临床试验和指南. 其结果并
不支持所有的胰腺坏死均预防性抗生素, 而
仅推荐有大于30%胰腺坏死或胆源性患者使
用<3 wk的亚胺培南或美罗培南, 以降低感染
性坏死和病死率. 

关键词: 抗生素; 急性胰腺炎; 胰腺坏死

夏庆, 黄伟, 杨晓楠. 重症急性胰腺炎预防性使用抗生素的认识

和评价. 世界华人消化杂志  2008; 16(13): 1446-1451

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1446.asp

0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)占
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)的10%-25%[1-4], 
病程中容易出现全身炎性反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)而导致继

发的多器官功能障碍(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS)和(或)胰腺坏死, 病死率约

为17%(8%-39%)[4-8], 急性坏死性胰腺炎(acute 
necrotizing pancreatitis, ANP)中有33%(16%-47%)
会发生感染性坏死 [7-13], 而中后期死亡病例的

40%-80%与胰腺或胰外器官感染有关[14-17], 因此临

床上普遍预防性使用抗生素以期降低SAP感染并

发症. 然而SAP是否应预防性使用抗生素, 使用什

么抗生素以及抗生素应用的时间仍颇具争议[18]. 

1  SAP预防性使用抗生素的实验研究

一般认为病程第2-3周左右是ANP患者胰腺感染

高峰期, 但de Souza et al [19]在动物AP造模成功后

6 h就在胰腺组织中发现了细菌. Schwarz et al [20]

也在介导AP后8-16 h观察到了动物胰腺坏死组

织中有移位的细菌. 这为预防性使用抗生素提

®

■背景资料
英国及爱尔兰问
卷调查结果显示: 
使用预防性抗生
素治疗胰腺炎的
医师 ,   占医师总
数的约88%, 其中
有24%的医师将
预防性抗生素治
疗应用于所有病
例 .  国 内 医 师 使
用抗生素更为普
遍, 包括轻型胰腺
炎也普遍应用. 其
中, 有相当一部分
应属于对抗生素
的不合理应用. 不
合理应用抗生素
的后果, 必然是造
成二重感染及耐
药菌株产生, 从而
增加了患者的医
疗费用, 造成了医
疗资源的浪费. 

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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供了证据, 已完成的多个动物实验研究提示: AP
预防性使用抗生素能减少胰腺感染发生率, 并
降低动物死亡率[21-24]. 

2  SAP预防性使用抗生素的临床研究

2.1 抗生素的使用 在1993-2004年期间发表的预

防性抗生素治疗ANP的研究中有10个设计质量

较高的临床随机对照试验, 均选用了能穿透血-
胰屏障的抗生素(表1)[7,9,25-32], 但在胰腺感染发生

率、手术率、脓毒症发生率以及病死率方面结

论各异. 
影响临床试验质量和结论可信度的主要因

素包括: 早期死亡的病例, 难于区分死亡是否由

于胰腺感染, 或是由于其他原因引起的, SIRS或
MODS等是早期死亡的常见原因; 各临床试验

的基线不一致, 如: 纳入患者的病情程度不一致, 
评估病情轻重的指标不一致, 诊断胰腺感染的

方法学差异, 治疗手段的多样性, 如抗生素的种

类和使用时间的不同, 营养支持方法不同, 手术

干预的指征和时机不一致. 此外, 大部分临床随

机对照试验的样本量过小, 证据强度低. 
最近的一篇荟萃分析纳入了上述10个临床

试验, 结果提示在ANP中预防性使用抗生素能

降低胰腺感染性坏死发生率、手术率、脓毒症

发生率和病死率. 但对抗生素进行亚组分析显

示, 除碳青酶烯类以外的其他抗生素对上述指

标的影响均为阴性结果, 而碳青酶烯类抗生素

能降低胰腺感染性坏死发生率、手术率和脓毒

症发生率, 但仍不能明显降低病死率[33]. 因而该

研究结论倾向于肯定预防性抗生素使用的价值, 
但主要指碳青酶烯类抗生素. 

相反, 新近在北美和欧洲32个医学中心实

施的一项随机双盲安慰剂对照临床试验, 纳入

ANP患者100例, 治疗组预防性使用碳青酶烯类

抗生素美罗培南(3 g/d, 疗程7-21 d), 结果显示治

疗组和安慰剂对照组在胰腺或胰周感染、中转

手术率及病死率等方面均无统计学差异[34]. 该
研究结论不推荐预防性使用抗生素, 有可能对

预防性抗生素的价值引起新一轮更大的争论. 
2.2 ANP预防性抗生素应用的认识 大部分指南

都支持有胰腺坏死的患者应早期使用抗生素

(表2)[35-46]. 国际胰腺病学会支持对C T证实的

A N P患者预防性使用广谱抗生素以期降低感

染率, 推荐程度为A级[35]. 尽管临床试验中抗生

素的种类、疗程和运用方法不尽相同, 但Bassi 
et al [37]的循证结论支持静脉预防性使用抗生素

10-14 d能降低ANP胰腺感染率和病死率. 虽然

支持预防性使用抗生素的指南占多数[34-36,40-44], 

表 1 1993-2004年ANP预防性使用抗生素的临床研究(n , %)

      临床研究                          年份                 分组                           n          胰腺感染               手术                    脓毒症             病死率

Pederzoli et al [9]           1993   亚胺培南(14 d)对照             41        5/41(12.2)      12/41(29.3)        11/41(26.8)a       3/41(7.3)

                                                                                           33      10/33(30.3)      11/33(33.3)        26/33(78.8)        4/33(12.0)

Sainio et al [25]                1995   头孢呋辛(14 d)对照             30        9/30(30.3)        7/30(23.3)          4/30(13.3)        1/30(3.3)a

                                                                                           30      12/30(40.0)      14/30(46.6)          8/30(26.6)        7/30(23.3)

Delcenseri et al [26]         1996   头孢噻甲羧肟+(10 d)m对照  11        0/11(0.0)               -                   0/11(0.0)          1/11(9.1)    

                                                                                           12        3/12(25.0)                                   7/12(58.3)         3/12(25.0)

Schwarz et al [27]            1997   氧氟沙星+甲硝唑(早期)      13        8/13(62.0)             -                   4/13(31.0)        0/13(0.0)  

                                                氧氟沙星+甲硝唑(>10 d)   13        7/13(54.0)                                   6/13(46.0)        2/13(15.0)

Bassi et al [28]                 1998   培氟沙星(14 d)                   30       10/30(34.0)             -                  13/30(44.0)        7/30(24.0)

                                                亚胺培南(14 d)                   30        3/30(10.0)a                                  6/30(20.0)        3/30(10.0)

Takeda et al [29]              2001   亚胺培南+酶抑制剂          156      20/156(12.8)           -                        -              29/156(18.6)

                                                (动脉使用对照静脉使用)                     

Nordback et al [30]           2001   亚胺培南(早期)                   25         2/25(8.0)a        2/25(8.0)a                 -                2/25(8.0)

                                                亚胺培南(怀疑感染时)        33      14/33(42.0)     14/33(42.0)           5/33(15.0)

Manes et al [31]                2003   美洛培南(>14 d)                 88      10/88(11.4)     15/88(17.0)         19/88(21.6)        2/88(13.6)

                                                亚胺培南                            88       12/88(13.6)    16/88(18.2)         10/88(11.4)

Maravi-Poma et al [32]   2003   亚胺培南/西司他丁(14 d)    46      13/46(28.0)              -                  5/46(11.0)        9/46(19.6)   

                                                亚胺培南/西司他丁(>14 d)  46      14/46(30.4)       7/46(15.0)           8/46(17.4) 

Isenmann et al [7]          2004   坏丙沙星+甲硝唑(14 d)        37        7/37(18.9)         8/37(21.6)                -                3/37(8.1)  

                                                安慰剂                                 33        5/33(15.2)        5/33(15.2)                                 3/33(9.1)

aP<0.05; m: 头孢噻甲羧肟+阿米卡星+甲硝唑, -: 文献中没有报道.

■研发前沿
重症急性胰腺炎
(SAP)病情凶险 , 
病 死 率 高 .  目 前
由于重症监护及
治疗措施的进步, 
SAP早期由于循
环、呼吸及肾脏
并发症而死亡的
患者减少, 使其总
的病死率有一定
程度下降. 但SAP
并发感染发生率
仍居高不下. 
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2005年发表的英国指南则认为当胰腺坏死小

于30%时其感染的机率小[38], 推荐在胰腺坏死

大于30%时预防性使用抗生素, 而后美国最新

的两个指南也提出没有证据支持无胰腺坏死的

SAP能从预防性应用抗生素治疗中获益[45-46], 和
英国的指南意见一致. 基于以上指南的意见, 我
们可以认为不提倡盲目预防性使用抗生素, 而
当SAP患者有30%以上的胰腺坏死时尽早使用

是对预后有益的. 
2.3 抗生素的选择 临床上选择抗生素遵循覆盖

SAP常见感染菌群和能穿透血-胰屏障在胰腺组

组织保持较高浓度的原则. 有研究证实胰腺及胰

周组织常见的致病菌依次是大肠杆菌(27%-35%), 
肠球菌(24%-26%), 金黄色葡萄球菌(14%-16%), 
表皮葡萄球菌(15%), 克雷白杆菌(15%), 铜绿假单

孢菌(7%-11%), 链球菌(4%-7%)[47-49]. 而抗生素在

胰腺的浓度则受抗生素成分、胰腺的解剖和生

理、胰腺内pH值和离子浓度、胰酶和激素的调

节、胰腺病理改变和感染等因素影响[50]. 氨苄西

林已被实验证实不能很好的穿透血-胰屏障[51-52], 
而环丙沙星、氧氟沙星、亚胺培南和甲硝唑则

具有较好的穿透力[50]. 尽管如此, 在已发表的临

床试验中, 可能改善SAP患者预后的仅有碳青

酶烯类抗生素, 如亚胺培南、美罗培南等, 而氟

喹诺酮或头孢类抗生素联合甲硝唑没有有效作

用[33]. 意大利最近的一次治疗AP的多中心调查显

示: 最常使用的预防胰腺坏死感染的抗生素是亚

胺培南(43.1%)[53]. 
2.4 预防性抗生素应用的时机和疗程 合理有效

地应用预防性抗生素治疗SAP的重要环节包括

给药时机和疗程. 根据目前现有证据, 我们认为

较为明确的胰腺-胰周感染的危险因素是胰腺

坏死的面积>30%或胆源性SAP. 因此, 早期行增

强CT检查对尽早明确胰腺坏死面积以及是否合

并胆系结石有积极的意义. 一般应在入院3 d内
完成CT评估, 争取早期对具有感染高危因素的

患者即开始应用经验性预防性抗生素干预. 之
后, 有条件应在CT或B超介导下细针穿刺胰腺病

灶作细菌培养明确有无感染及感染细菌[45,54-57]. 
24% ANP患者感染并发症发生在第1周, 71%发

生在第3周以后[14,57], 而早期胰腺及胰周组织的

感染是导致SAP患者死亡最重要的独立因素之

一[58]. Schwarz et al [59]在动物实验中发现早期或

晚期使用抗生素均能降低胰腺感染率, 但是只

有早期能降低胰外感染率. 因此Bassi et al [37]提

出, 在SAP在发病1-3 wk内是预防性使用抗生素

的最佳时机. 病情的严重程度是决定初始治疗

的重要因素, 在有感染征象的时候尽早使用抗

生素可能对SAP患者更有益. Nordback et al [30]试

验发现早期使用亚胺培南比晚期使用对ANP患
者的预后更有益; Manes et al [60]将215例AP患者

分成两组, A组108例(30例ANP), B组107例(29例
ANP), 两组分别于1.1±0.6 d和4.6±1.2 d开始预

防性使用亚胺培南, 结果A组胰腺感染率(13.3%)
小于B组(31.0%), 但无统计学差异, 病死率两组

亦无统计学差异, 但A组胰外感染率、手术率及

住院时间明显低于B组. 总体看来, 早期对感染

高危SAP患者进行预防性抗生素干预可能在一

定程度上改善其预后. 
关于预防性应用抗生素的疗程目前尚有争

议, 时间太短不足以达到防治感染的目的, 时间

过长又可能出现继发的真菌感染、耐药菌株, 
及增加G+菌株感染几率. 真菌感染可能是不利

于AP患者预后的因素[57], 另外耐药菌株出现的

表 2 各级指南对预防性使用抗生素的推荐意见

     
作者    年份  来源                                   推荐

Toouli et al [35]   2002     J Gastroenterol Hepatol                  是

Uhl et al [36]    2002     Panceatology   是

Bassi et al [37]   2003      Cochrane Database Syst Rev  是

Nathens et al [38]   2004     Crit Care Med    否

UK working party[39]  2005     Gut                不一致

Clancy et al [40]   2005     J Gastrointest Surg   是

Werner et al [41]   2005     Gut    是

Chinese pancreatic disease group[42]          2005      Chin J of Dig Dis   是

Takeda et al [43]   2006     J Hepatobiliary Pancreat Surg  是

Otsuki et al [44]   2006     World J Gastroenterol     是

Banks et al [45]   2006     Am J Gastroenterol   否

AGA[46]                  2007    Gastroenterology                        不一致

■相关报道
意大利最近的一
次治疗AP的多中
心 调 查 显 示 ,  最
常使用的预防胰
腺坏死感染的抗
生素是亚胺培南
(43.1%). 
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几率虽然仅2.9%, 但一旦出现后果极为严重[50]. 
目前虽尚无针对预防性抗生素应用疗程的相关

文献, 但多个指南和会议比较一致的意见是预

防性应用抗生素10-14 d是合理的[37,39-40,42]. 国内

的研究[58]认为使用抗生素21 d后耐药菌和真菌

感染率明显上升, 且抗生素应用时间延长对败

血症发生率和死亡率并无明显影响. 因此一般

考虑预防性抗生素应用时间不应超过21 d. 作者

认为应根据每一个患者的具体情况来分析, 抗
生素的应用至少应覆盖SAP病程中容易发生感

染的时期, 高度怀疑有真菌感染时, 可给予经验

性抗真菌治疗. 

3  结论

SAP患者是否应该预防性使用抗生素、使用抗

生素的种类、干预的时机及疗程等还无定论. 
当前证据更倾向于推荐对胰腺坏死面积>30%或

胆源性SAP患者早期开始预防性使用碳青酶烯

类抗生素, 一般使用不超过3 wk. 但尚需进一步

的高质量大样本随机对照试验以及卫生经济学

评价来探索预防性抗生素应用在重症急性胰腺

炎综合治疗中价值. 
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; 消化系良性

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求
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Abstract
Effective circulating blood volume deficiency or 
even hypovolemic shock, due to large quantities 
of body fluid loss, can occur in the early stage of 
severe acute pancreatitis. This is induced by multiple 
factors, including losses from the digestive tract and 
shifts to the third space. Thus, it is critical to correct 
hypovolemic shock and prevent complications by 
early fluid resuscitation, which is closely related 
to the implementation of nursing care. This article 
describes the abnormal fluid distribution, fluid 
resuscitation and nursing care of patients with early-
stage sever acute pancreatitis, providing a reference 
for the safe and efficient fluid resuscitation. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Fluid resus-
citation; Treatment; Nursing care
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and nursing of patients with severe acute pancreatitis. Shijie 
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摘要
重症急性胰腺炎早期, 大量体液从消化道丢失

及转移到第三间隙等多种因素导致有效循环
血容量不足甚至低血容量性休克. 早期积极的
液体复苏对及时纠正低血容量性休克, 防治全
身并发症至关重要, 而液体复苏的实施与护理
工作密切相关. 本文就重症急性胰腺炎早期液
体异常分布的特点、早期液体复苏治疗及护
理进行了评述, 为对重症急性胰腺炎早期实施
安全、有效的液体复苏提供参考. 

关键词:  胰腺炎; 液体复苏; 治疗; 护理
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)是目

前临床公认的危重难治性疾病[1]容易并发多脏器

功能障碍进而引起多脏器功能衰竭, 后者是患者早

期死亡的主要原因[2-5]. SAP早期, 大量体液从消化

道丢失及转移到第三间隙等多种因素导致有效循

环血容量不足甚至低血容量性休克是本期重要的

病理生理改变, 早期积极的液体复苏是及时纠正低

血容量性休克, 防治多脏器功能不全的关键因素之

一[6-8], 而液体复苏的实施与护理工作密切相关. 

1  SAP早期液体异常分布特点

SAP早期由于炎症介质和血管活性物质的产生

和释放, 毛细血管通透性明显增加, 大量液体丢

失到组织间隙、胸腹腔及肠腔等第三间隙, 丢
失的液体量可达到血容量的20%-30%, 甚至更

多, 造成有效循环血容量锐减[9-13]; 同时, 由于发

热出汗、频繁呕吐、胃肠减压等造成体液和电

解质的额外丢失, 使有效循环血容量进一步减

少, 全身血液浓缩, 红细胞压积(hematocrit, HCT)
升高, 甚至发生低血容量性休克, 导致严重的胰

腺微循环障碍, 并作为一种持续性损伤机制贯

穿于SAP整个病程中[14-18]. 

2  SAP早期液体复苏治疗

SAP早期血容量严重不足, 积极的液体复苏极为

®

■背景资料
SAP起病急、进
展 快 、 并 发 症
多、病死率高, 是
目前临床公认的
危重难治性疾病. 
SAP早期, 大量体
液从消化道丢失
及转移到第三间
隙等多种因素导
致有效循环血容
量不足甚至低血
容量性休克是本
期重要的病理生
理改变, 也是患者
早期死亡的主要
原因之一. 

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
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第三医院消化内
科
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重要. 2002年曼谷会议指南把液体复苏列为SAP
治疗措施之首, 要求在发病数小时内即补充足

够的液体, 快速有效的液体复苏是预防SAP全身

并发症的关键措施[19-21]. 由于SAP病情程度不一, 
体液失衡的类型和程度也有很大的差异, 因而

液体复苏应遵循个体化原则. 诸多临床指标对

于体液失衡的判断、指导补液方案的制定具有

重要的临床意义, 一些特殊情况下的液体复苏

更为复杂[22]. 
2.1 有效循环血容量判断的临床指标 准确判断

患者的血容量状态是容量复苏的前提 ,  但对

S A P患者的容量状态的临床估计常常是不足

的 [23].  及时的血压、心率、尿量、尿比重和

末梢灌注的监测、HCT和中心静脉压(central 
venous pressure, CVP)等血流动力学监测, 有助

于判断患者的血容量状态[24]. 另外, 因SAP患者

病情复杂, 还需充分考虑以下影响因素: (1)SAP
早期体液大量丢失, 血容量明显减少, 有效循环

血容量急剧下降, 平均动脉压可低于60 mmHg, 
但病程早期因血管过度收缩可出现血压升高过

程[25]; (2)在肾功能正常的情况下, 尿量可作为

判断血容量状况简便、实用、可靠性较强的指

标, 但应注意排除高血糖渗透性利尿作用, 而误

以为血容量已经补足; (3)CVP是在右心功能正

常时判断血容量状况最好的指标, 但其测定受

胸腔负压的影响较大, 机械通气压力较高、腹

水、腹腔间室隔综合征导致腹内高压, 胸腔负

压显著下降, CVP可明显升高[26-28]; (4)机械通气

压力不足、合并急性肺损伤、气道阻塞致呼吸

增强、增快, 胸腔负压显著升高, 可致CVP明显

降低[29]; (5)在SAP早期, 由于患者烦躁、急性肺

损伤等因素而出现张口呼吸, 加之血糖升高等

因素使血浆渗透压升高, 即使血容量补足, 患者

仍可表现出明显口渴及舌质干燥等症状; (6)因
SAP呈高分解代谢状态, 部分患者虽有休克早

期的表现但皮温不低甚至偏高, 这与其他低血

容量休克导致的外周循环灌注不足有明显区 
别[22,30]. 因此, 判断SAP患者的血容量状态, 不能

单看某一项指标, 而必须综合分析上述指标才

能准确判断. 
2.2 SAP早期液体复苏治疗 SAP早期血液浓缩持

续时间越长, 对微循环、胰腺组织的损害越重, 
预后可能越差. 因此, 对已明确诊断或疑为SAP
患者, 在其治疗之初无论是否存在低血压, 均应

进行积极的早期液体复苏治疗, 及时纠正血液

浓缩状态[31-33], 以维持良好的胰腺血运, 改善胰

腺组织微循环, 避免胰腺继发性缺血坏死, 为
SAP综合治疗打下良好的基础[34-35]. 

SAP早期水、电解质及酸碱失衡较复杂, 且
变化快, 液体治疗需考虑以下问题[36]: (1)补什么, 
首先应分析患者有无水、电解质和酸碱失衡, 
是何种类型的失衡; (2)补多少, 应根据临床判断

和实验室检查结果计算补液总量和各种电解质

补充量, 补液总量包括已丢失量、继续丢失量

和当日需要量3个部分. 特别是采用中西医结合

治疗时, 在治疗的前3 d, 因采用了较强的通里

攻下中药治疗, 患者大便次数和量均较多, 必然

会增加液体的丢失, 故准确评估大便次数及量, 
准确记录患者的继续丢失量, 对指导补液有重

要参考意义. (3)掌握好补液的程序和速度: SAP
早期液体治疗的特点是量大, 种类多, 加之患者

的病情复杂, 因此补液的程序和速度需要个体

化, 注意边治疗、边监测、边调整; 补液程序

上, 应先扩容, 尽快恢复有效循环血容量, 继而

适当纠酸, 再酌情调整K+、Ca2+、Mg2+等紊乱; 
补液种类上, 应先盐后糖, 先晶后胶, 维持正常

体液渗透压, 见尿补钾, 有研究表明[37]在SAP发
病3-5 d内患者多处于全身炎症反应期上调阶

段, 应以平衡盐等晶体液补充为主, 病情严重者

需输入适量血浆代用品如贺斯和万汶等, 既可

扩容亦能防止液体渗漏, 同时应注意补充维生

素、微量元素; 补液速度上, 应先快后慢, 注意

监测调整. 
2.3 液体复苏要达到的指标 判断液体复苏的

标准是以血液动力学稳定为基础, 以纠正氧代

谢紊乱和防止多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunetion syndrime, MODS)为目的, 目
前尚缺乏简单、客观的方法来判断液体复苏是

否达标. 以往临床常依据生命体征、CVP、尿

量等判断灌注是否充分, 但其并非敏感也不具

特异性[30]. 目前心脏前后负荷、心肌收缩力的

间接测定常作为指导液体复苏的准确指标, 从
而达到氧的供需平衡[38]. 而混合静脉血氧饱和

度(SvO2)、血乳酸、碱缺乏、pH值则被认为是

复苏成功的标志[39], 尤其SvO2被认为是早期复

苏治疗达到血流动力学稳态的可靠指标[40], 其
可以通过肺动脉漂浮导管采右心房血进行检测, 
但若患者无法下漂浮导管则可通过中心静脉导

管测量中心静脉血饱和度(ScvO2), 其与SvO2相

关性甚好[30]. 
一旦临床诊断循环血容量不足 ,  应尽快

积极液体复苏, 6 h内达到复苏目标: CVP 8-12 

■研发前沿
早期积极的液体
复苏对及时纠正
低血容量性休克, 
防治全身并发症
至关重要, 而液体
复苏的实施与护

理工作密切相关. 
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cm H2O, 平均动脉压≥65 mmHg, 尿量≥0.5 
mL/(kg·h), 中心静脉或混合静脉血氧饱和度≥

70%[30]. 机械通气和腹高压可导致患者胸腔内压

增高, 使CVP升高, 对于这些患者, CVP 12-15 cm 
H2O作为复苏目标[41]. 
2.4 特殊情况下的液体复苏问题

2.4.1 间质性肺水肿、脑水肿: 对SAP合并间质

性肺水肿、脑水肿患者, 原则上应限制液体量, 
由于间质性肺水肿、脑水肿可发生在循环血容

量尚未补足、已补足或容量过多等情况下, 故
应采取不同的治疗方案: (1)当CVP高于正常时, 
应给予静脉扩张剂如硝酸甘油, 待血流动力学

稳定后再给予强利尿剂; (2)CVP低于正常时, 应
先给予大剂量激素及胶体溶液, 迅速将CVP升至

正常, 然后给予强利尿剂; (3)CVP在正常范围时, 
强利尿剂和胶体溶液可同时应用[42]. 原则上应保

持每日出量大于入量的负平衡状态, 负平衡的

量目前没有具体的参考标准, 应根据患者的生

命体征和CVP等综合分析, 有作者[22]认为一般在

500-2000 mL/d左右较为合适. 间质性脑水肿还

应给予20%甘露醇或25%甘油果糖以迅速降低

颅内压. 
2.4.2 急性肾功能障碍: SAP患者并发急性肾功

能障碍的机制目前尚未完全明了, 与早期有效

循环血容量不足, 肾缺血有有密切关系[43-47]. 液
体复苏治疗应根据血压、CVP、尿量的变化来

确定补液量和速度, 如尿量未增加而容量负荷

过度扩张, 易出现肺水肿、脑水肿, 并可能加重

稀释性低钠血症, 水分向细胞内转移, 肾组织细

胞内水分增加, 影响肾小球循环血量, 进一步

加重肾损害. 可适量选择胶体液, 并在液体给

足的同时使用大剂量利尿药(速尿)和收缩内脏

血管药(血管加压素)及直接扩张肾血管药(多巴

胺)[48-49]. 
2.4.3 液体的负平衡: SAP早期, 尤其是全身炎症

上调期, 严重的全身毛细血管渗漏综合征(sys-
tematic capillary leak syndrome, SCLS)导致机体

液体异常分布, 大量体液潴留于“第三间隙”, 
导致有效循环血量锐减, 临床表现为低血容量

性休克、急性肾功能不全甚至循环衰竭等一系

列相应的症状, 因此, 为了维持循环的稳定和充

足的尿量, 输入的液体量必然多于排出量, 临床

上表现为液体正平衡[50]. 液体正平衡是SAP早期

多脏器功能不全和诸多并发症发生及加重的重

要因素之一, 且正平衡持续时间和程度与预后

直接相关[30,51]. 随着急性期炎症反应逐渐消退, 

血管通透性逐渐改善, 早期外渗的液体大量回

入血管内, 若疾病并未严重损害到心肺肾功能, 
血管内容量的增加会引起机体的自发性利尿, 
血容量趋于稳定. 此时, 临床上出现总出量大于

总入量的液体负平衡, 提示液体复苏的终点. 临
床一旦出现液体负平衡, 应控制输液量, 而不是

盲目的追加液体量[22,52]. 

3  SAP早期液体复苏治疗的护理

SAP早期充分的液体复苏对于防止全身并发症

至关重要, 而液体复苏的实施与护理工作密切

相关, 护理的目的在于加强病情观察, 遵医嘱及

时完成液体复苏治疗计划, 以维持水、电解质

及酸碱平衡, 防治休克[53], 为SAP综合治疗建立

良好的基础, 其护理重点如下:  
3.1 快速开通静脉补液通路 SAP患者入院后应

立即开通两路以上静脉同时输液, 有条件者尽

可能开通中心静脉通路, 及时给予补液扩容抗

休克治疗. 中心静脉置管(CVC)的途径有锁骨

下静脉、颈内静脉和股静脉. 由于锁骨下静脉

穿刺置管较颈内静脉易于固定, 监测的CVP较
股静脉准确、可靠, 故以锁骨下静脉穿刺置管

应用较多[54]. 近年来, 在SAP患者中采用了经外

周静脉置人中心静脉导管(peripherally inserted 
centralcatheter, PICC)的方法. PICC较锁骨下静

脉穿刺置管简单、安全、方便、操作容易、患

者痛苦小, 可直接由护士操作, 既可作为早期快

速补液的通路及测量CVP[55-56], 又因其留置时间

长, 静脉炎的发生率较低[57-60], 可作为SAP整个

病程的输液通路, 同时也是进行全胃肠外营养

治疗的良好途径[61-64]. 因此, PICC已逐渐广泛应

用于SAP治疗中. 
3.2 补液过程中的监护 S A P患者液体治疗量

大、种类多, 加之患者病情重、变化快, 应注意

补液过程中的监护, 避免不良反应. 监护内容有:  
(1)密切观察患者生命体征的变化, 注意患者的

神志、皮肤黏膜湿度、外周静脉充盈度、皮肤

弹性、口干口渴、舌质舌苔、肺部啰音等. 如
患者出现心悸、气紧、咯泡沫痰、双肺满布湿

啰音、心率快等表现, 提示心功能不全或补液

过快, 需立即减慢输液速度, 及时给予强心、利

尿等处理. (2)准确记录出入量, 观察小时尿量及

尿比重, 为补液计划的制定提供参考依据. (3)
监测血液电解质、渗透压及血气分析, 了解电

解质及酸碱失衡的纠正情况. (4)监测CVP, 更精

确地指导和调整输液量及输液速度. SAP患者

■相关报道
2002年曼谷会议
指南把液体复苏
列为S A P治疗措
施之首, 要求在发
病数小时内即补
充足够的液体, 快
速有效的液体复
苏是预防S A P全
身并发症的关键
措施.
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由于各种炎症因子的影响, 肺毛细血管通透性

增加, 极易在急性肺损伤基础上并发急性呼吸

窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome, 
ARDS), 大量快速补液可能会加速ARDS的发

展, 并促发心衰, 因此在快速补液的同时必须监

测CVP. 动态监测CVP的变化和密切观察患者

的呼吸功能, 在快速补液和防止心功能不全两

方面做好平衡[65]. (5)监测HCT, 了解早期血液浓

缩的纠正情况, 并对预测SAP具有重要意义. 研
究发现[15,66-69], 入院24 h HCT如果不下降, 则发生

SAP的可能性将大大增加. (6)若患者末梢转暖, 
口干、口渴、舌苔干裂好转, 脉搏变慢、有力, 
血压上升、稳定或正常, 尿色逐渐转清和尿量

增加, CVP正常, 提示体液补足, 循环改善. 
3.3 加强输液通路的管理 加强输液通路的管理, 
尤其是CVC和PICC的管理, 防止管道堵塞、滑

脱、感染及空气栓塞的发生, 保证液体复苏治

疗的顺利实施. 

4  结论

SAP早期, 大量体液从消化道丢失及转移到第

三间隙等多种因素导致有效循环血容量不足甚

至低血容量性休克, 早期积极的液体复苏对及

时纠正低血容量性休克, 防治全身并发症至关

重要, 而液体复苏的实施与护理工作密切相关. 
准确判断患者的血容量状态是容量复苏的前

提, 血压、心率、尿量、尿比重、末梢灌注、

HCT、CVP等的及时监测, 有助于判断患者的血

容量状态, 但影响SAP患者血容量的因素较多, 
故不能单一分析某项指标, 而必须综合分析上

述指标才能准确判断其血容量状况. 液体复苏

应遵循个体化原则, 注意一些特殊情况下的液

体复苏, 并加强补液过程中的监护及输液通路

的管理, 使SAP早期液体复苏能有效、安全地实

施, 为SAP综合治疗建立良好的基础. 
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Abstract
Intra-abdominal hypertension due to severe 
acute pancreatitis (SAP) has attracted more and 
more attention of clinicians. It directly influences 
the treatment and prognosis of SAP and, more-
over, becomes an important marker for judging 
the prognosis of SAP. The mechanism of intra-
abdominal hypertension due to SAP is consis-
tent with that of primary intra-abdominal hy-
pertension. In this article, the definition, patho-
physiology, and prognosis of intra-abdominal 
hypertension are reviewed. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Intra-ab-
dominal hypertension
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摘要
重症急性胰腺炎中的腹内高压已引起越来越
多临床医生的关注, 其直接影响着重症急性胰
腺炎本身的治疗和预后, 并且已经作为判定重
症急性胰腺炎预后的重要指标之一. 重症急性
胰腺炎并发腹内高压的发生机制与原发性腹

内高压相符合. 本文就腹内高压的定义、病理
生理以及预后等相关概念进行综述. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 腹内高压
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0  引言

腹腔间隙综合征(a b d o m i n a l c o m p a r t m e n t 
syndrome, ACS)常见于各种危重疾病, 他影响

心、肺、肝、肾、神经等全身各系统及腹腔脏

器的血流, 并进一步影响各器官功能. 外科危重

病状态是发生ACS的主要原因, 其发生发展具有

一定的隐匿性, 常被原发病或其他征象所掩盖; 
膀胱压(UBP)测定是诊断ACS的重要指标, UBP
≥20-25 mmHg, 伴有少尿、无尿, 呼吸困难, 吸
气压增高, 血压降低时应诊断为ACS. 在重症急

性胰腺炎发生多器官功能不全综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS)过程中起重

要作用. 降低腹内压对改善症状、逆转器官功

能, 以提高患者的存活率. 

1  腹内高压和ACS的认识

随着最近10年临床医师对腹内压力的关注, 关
于腹内高压的认识也不断深化. 2004-12在澳大

利亚举行的腹腔间隙综合征国际会议, 就腹内

高压和ACS的相关问题达成了一致[1]. 
1.1 腹内压力(intraabdominal pressure, IAP) 指来

自腹腔内的压力, 可随着呼吸运动变化. 在生理

情况下, IAP的正常值大约为5 mmHg, 肥胖可使

IAP增高. IAP的检测需要在呼气末和仰卧体位, 
并且腹肌要松弛. 在检测腹内压时, 传感器需要

在腋中线调零. 直接检测IAP的金标准是细针的

腹腔穿刺直接检测IAP, 可通过腹膜透析或腹腔

镜实现; 间接检测IAP的金标准是通过对膀胱

压力的检测, 间接反映IAP; 间接持续监测腹内

压力可通过胃管或膀胱的持续液体灌入, 通过

液体传导IAP. 腹腔灌注压(abdominal perfusion 
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大帮助. 
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pressure, APP) = 平均动脉压-IAP. 
1.2 定义和分类 腹内高压至少满足以下两个条

件之一: (1)IAP≥12 mmHg(至少用上述三种检

测方法之一检测4-6 h以上)分级标准Ⅰ级: 12-15 
mmHg ; Ⅱ级: 16-20 mmHg; Ⅲ级: 21-25 mmHg; 
Ⅳ级: >25 mmHg. (2)腹腔灌注压≤60 mmHg; 
(至少用上述3种检测方法之一检测1-6 h以上). 
ACS为IAP≥20 mmHg伴有或不伴有腹腔灌注

压≤50 mmHg(至少用上述3种检测方法之一检

测1-6 h以上)并且继发有一个或多个器官功能衰

竭. 我们可以看出相对于腹内高压, ACS除了在

程度上升高以外, 更强调伴随有器官衰竭, 并且

ACS不能分级, 呈全或无现象. 
腹内高压按发生时间可分为: (1)超急性: 多

数为生理状态, 持续几秒或几分钟, 包括笑、咳

嗽、打喷嚏、排便等; (2)急性: 一般在1 h以内发

生: 包括创伤、腹腔内出血和其他任何原因(例
如腹主动脉瘤破裂); (3)亚急性: 一般在1 d以内

发生, 多数为医源性因素, 包括液体复苏和毛细

血管渗漏; (4)慢性: 一般在几个月或几年发生: 
包括病理性肥胖、腹腔内巨大肿瘤(卵巢巨大囊

肿或纤维瘤)、慢性腹水患者(肝硬化、长期接

受腹膜透析的患者)或怀孕. 
ACS按病位可分为: (1)原发性: 疾病或创伤

来自于腹腔-骨盆区域, 如重症急性胰腺炎、脾

破裂和骨盆出血等; (2)继发性: 疾病不是来源于

腹腔, 如肺炎引起的败血症和毛细血管渗漏, 大
面积烧伤或其他需要大量液体复苏(24 h>5000 
mL)的疾病等; (3)第三类: 通过内科或外科治疗

仍不能缓解,如通过外科开腹减压术仍然存在或

属于原发性、继发性仍旧复发.  
1.3 病理生理和器官功能评估 生理情况下, 腹壁

具有很好的顺应性, 可耐受一定的液体或气体

负荷. 但由于各种病因(炎症或液体复苏等)造成

腹腔间隙容量超过负荷, 使腹腔的这种顺应性

减弱, 可发生腹内高压以致ACS. 腹内高压能导

致多种器官的病理生理改变, 甚至器官衰竭, 可
按一定的标准评价器官的功能, 了解器官的损

伤程度. (1)神经系统: 有多个动物实验证实两者

存在正相关[2-5]. 但是具体机制不明, 目前的假说

认为腹内高压造成横隔上移, 胸膜压力增高, 中
心静脉压增高, 脑静脉流量降低, 造成脑实质的

充血水肿, 颅内压增高. 神经系统的损伤程度可

用格拉斯哥昏迷指数(glasgow coma scale)评价, 
格拉斯哥昏迷指数<10为器官衰竭的表现, 格拉

斯哥昏迷指数<13是器官功能不全的表现. (2)心
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血管系统: 腹内高压造成了回心血量和心输出量

减少, 全身静脉尤其是肺静脉的容量增加, 心率

可以正常或增加, 平均动脉压先增加后降低, 肺
动脉压力增加, 左心室的顺应性和动力降低. 可
导致左心衰竭、水肿和肺动脉栓塞等并发症[6]. 
心血管系统损伤程度由血管活性药物的使用

评价, 心功能衰竭以多巴胺使用>5 mg/(kg·min)
或者为标准, 心功能不全以多巴胺使用>5 mg/
(kg·min). (3)呼吸系统: 腹内高压是造成患者发

生急性肺损伤或急性呼吸衰竭最重要的病因[7-9]. 
病理生理机制主要包括腹内高压可造成胸部弹

性降低和胸膜压力增高, 肺顺应性降低, 气道阻

力增加, 潮气量降低. 即使已经接受呼吸机支持

治疗的患者, 在腹内高压或者腹腔间隙综合征

的状态下也有继续发生急性肺损伤或急性呼吸

衰竭的危险. PaO2/FiO2比值<200并且有呼吸机

支持的必要为呼吸衰竭的评价标准, PaO2/FiO2

比值<300不需要呼吸机支持为呼吸功能障碍的

评价标准. (4)肾脏: 腹内高压造成的肾功能损害

是众多器官中最早被认识的, 腹内高压可以减

少肾脏血流量和血浆滤过率, 还能减少肾脏灌

注压和滤过梯度[6]. 但是确切的腹内高压造成肾

功能损害的机制仍不清楚, 有学者观察到许多

患者在腹内压力升高之前肾功能已经发生了损

害[10]. 肾功衰竭的标准以血肌酐>3.5 mg/dL(300 
mmol/L), 肾功能不全以血肌酐≥2 mg/dL(170 
mmol/L)为标准. (5)胃肠系统: 腹内高压可造

成胃肠组织的渗透压增高, 内脏缺血, 加快细

菌移位. 在动物实验中证实增高腹内压力, 可在

肠系膜淋巴结、肝脏、脾脏发现增高的菌落计 
数[11-12]. 学者们也在动物实验中发现当腹内压

力>20 mmHg, 包括胃肠在内的多个消化器官

都会缺血[13]. 由于腹内高压可以引起细菌移位

和内脏缺血, 所以可释放大量的炎症因子, 可造成

二次打击引起多器官功能不全或多器官衰竭[14]. 
腹内高压合并内脏缺血释放的炎症因子, 远远

大于单独腹内高压或者单独内脏缺血再灌注

损伤释放的炎症因子[15]. 胃肠系统功能衰竭目

前无特异性的评价标准, 我们在临床工作中常以

监测患者胃肠动力是否恢复作为胃肠功能的评

价标准. (6)肝脏: 腹内高压多数学者认为可以降

低肝脏门静脉血流量[16], 降低肝动脉血流[17], 还
可由于门脉高压引起肝硬化和食道静脉曲张[18], 
肝功衰竭的评价指标以血 浆中的总胆红素≥6 
mg/dL(102 mmol/L)为标准, 肝功不全以血浆中

的总胆红素≥2 mg/dL(33 mmol/L)为标准, 但 
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■研发前沿
腹内压力的动态
监测的临床普及, 
以及腹内高压的
治疗手段的丰富, 
是该领域研究的
热点. 传统的中药
口服和灌肠治疗
能否治疗腹内高
压是亟待解决的
问题. 

■创新盘点
本文详细介绍了
腹内高压引起器
官衰竭的病理生
理, 为中西结合治
疗重症急性胰腺
炎提出腹内压力
这个新的临床指
标. 
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需要排除各种肝胆基础疾病引起的黄疸. 

2  重症急性胰腺炎合并腹内高压或ACS

2.1 病因和病理生理特点 重症急性胰腺炎并发

腹内高压的发生机制符合原发性腹内高压的特

点, 是由于胰腺炎症和医源性大量的液体复苏

引起腹腔广泛的炎性渗出导致的内脏水肿、麻

痹性肠梗阻和胰源性腹水, 引起的腹腔顺应性

改变[19]. 腹内高压在重症急性胰腺炎的发生率大

约为40%, ACS的发生率大约为10%. 腹内高压

已经作为判定重症急性胰腺炎预后的重要指标

之一[20]. 重症急性胰腺炎合并腹内高压最易发生

衰竭的器官依次是肺(95%), 心血管(91%), 肾脏

(86%)[21]. 发生器官衰竭机制除了腹内高压本身

导致的病理生理改变外, 还包括重症急性胰腺

炎本身的炎症级联反应引起的多器官功能损害, 
有动物实验证明炎症反应合并腹内高压比单纯

炎症反应或单纯腹内高压释放的炎性介质多[15]. 
所以重症急性胰腺炎合并腹内高压导致的器官

损害机制可能不是分别两者作用的累加, 可能

有放大的作用. 
2.2 治疗方法和循证医学证据级别 重症急性胰

腺炎合并腹内高压或ACS的治疗方法包括: A
级证据: 开腹减压手术或腹腔镜减压手术[22]; C
级证据: (1)经皮导管引流[23], (2)血液滤过[24]; E级
证据: (1)生长抑素[25], (2)腹腔穿刺术, (3)保留胃

管, (4)灌肠, (5)胃肠动力药(红霉素、胃复安、

西沙比利、吗丁啉), (6)结肠动力药(新斯的明), 
(7)利尿药或联用20%人体白蛋白, (8)镇静, (9)箭
毒化, (10)改变体位, (11)肉毒杆菌毒素肛门括约

肌注射.
目前手术仍然是缓解腹内高压的首选治疗

方法. 但手术本身也有很多的并发症和很高的

死亡率, 有报道死亡率高达49%[26], 且很难选择

明确的手术指针. 而重症急性胰腺炎合并腹内

高压的保守治疗方法循证证据级别都较低, 对
临床指导意义不大, 高质量的关于重症急性胰

腺炎合并腹内高压的保守治疗方法的临床试验

是目前迫切需要的. 

3  结论

单纯重症急性胰腺炎或单纯腹内高压的造模方

法较成熟, 但重症急性胰腺炎并发腹内高压的

动物模型面临许多问题. 如果在重症急性胰腺

炎动物模型的基础上通过向腹腔打气或注水等

方法建立腹内高压模型, 一方面会加速实验动

物的死亡, 另一方面也违背重症急性胰腺炎并

发腹内高压的病理生理过程. 结合腹内高压的

病因, 给重症急性胰腺炎动物模型进行大量的

液体复苏应该是可以尝试的一种方法. 我们知

道腹内高压在重症急性胰腺炎中发生的流行病

学, 但什么样的重症急性胰腺炎才会发生腹内

高压? 与本身重症急性胰腺炎的全身损害释放

入血的炎性因子有关还是和重症急性胰腺炎局

部的腹腔损害有关? 以及腹内高压和胃肠麻痹

的关系? 重症急性胰腺炎合并腹内高压还有很

多不清楚的病理生理机制需要动物实验去解决. 
英国一项腹腔压力监测调查表明, 在全英国ICU
病房93.2%患者都进行了腹腔压力监测, 3.8%患

者急诊腹部手术后进行了监测, 2.9%患者在急

诊手术和大量液体复苏的情况下进行了监测[27]. 
而我国腹腔压力的监测还未普遍开展起来. 其
次是重症急性胰腺需要大量液体复苏的情况下, 
如何通过适度的补液来预防或减轻腹内高压? 
再次, 在重症急性胰腺炎合并腹内高压的保守

治疗方法上, 我科普遍采用的中西结合方法, 例
如中药灌肠或新斯的明穴位注射等方法虽然有

很好的临床疗效, 但能否改善腹内高压? 
总之, 重症急性胰腺炎并发腹内高压或腹腔

间隙综合征还有很多的基础和临床问题需要我

们不断的摸索和探索, 我们需要在实践中不断

加深认识. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of propofol on 
intestinal mucosa in rats with gut ischemia-
reperfusion (I/R).

METHODS: Ninety-six Wistar rats were ran-
domized into 3 groups: sham operation (SO) 
group, control group (I/R + saline) and treat-
ment (I/R + propofol) group. Propofol (0.1 
mg/kg) was injected into gut immediately after 
superior mesenteric artery occlusion in the treat-
ment group. The pathological changes in intesti-
nal mucosa were assessed by Chiu's scores. The 
contents of diamine oxidase (DAO) and tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) in gut tissues were de-
termined. All measurements were done 0, 30, 60, 
120 and 240 min after reperfusion.

RESULTS: Pathological changes were observed 
both in the control group and in the treatment 
group, but those in the latter were lighter. In 
comparison with the control group, the TNF-α 
content was decreased dramatically in the treat-
ment group, and the decrease was the most sig-
nificant at 60 min (9.52 ± 2.82 vs 12.08 ± 3.64, P < 
0.01); the content of DAO in the treatment group 
was decreased obviously, and a significant de-

crease also occurred at 60 min (2.34 ± 0.42 vs 0.98 
± 0.49, P < 0.01).

CONCLUSION: Enteral administration of pro-
pofol can protect intestinal mucosa  against I/R 
injury in rats.

Key Words: Ischemia-reperfusion; Propofol; Intesti-
nal mucosa

Li L, Zhang L, Zhao JY, Hao JH, Li P. Protective effect of 
propofol on intestinal mucosa in rats with gut ischemia-
reperfusion. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 
1461-1464

摘要
目的: 研究缺血再灌注时异丙酚对大鼠肠黏
膜的保护作用及可能机制. 

方法: 96只成年雄性Wistar大鼠, 随机分为假
手术组、缺血再灌注(I/R)+生理盐水组和I/R+
异丙酚组. 再灌流后0、30、60、120、240 
min(每时间点8只)处死动物取肠袋组织, 采用
病理学方法观察肠黏膜损伤指数, ELLSA检
测检测肠黏膜TNF-α中含量变化; 分光光度法
测定肠组织中DAO含量的变化. 

结果: 与I/R+生理盐水组相比, I/R+异丙酚组肠
黏膜病理变化较轻, 肠黏膜中TNF-α含量明显
减少, 60 min最明显(9.52±2.82 vs  12.08±3.64, 
P<0.01), 肠袋组织DAO含量显著增加, 60 min
时差异显著(2.34±0.42 vs  0.98±0.49, P<0.01). 

结论: 异丙酚能抑制缺血再灌注时肠黏膜中
TNF-α的表达, 减轻病理损害, 对肠黏膜具有
保护作用.

关键词: 缺血再灌流; 异丙酚; 肠黏膜
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0  引言

缺血再灌流是烧(创)伤后常见的病理生理过程, 
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■背景资料
肠黏膜是肠屏障
的重要组成部分, 
直接与外界细菌
及毒素直接接触. 
严重应激状态下, 
肠黏膜的通透性
增加, 造成细菌及
内毒素的易位, 引
起肠源性内毒素
血症和脓毒症. 这
一过程与脓毒症
和MODS的发生
有密切关系.

■同行评议者
黄志勇, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
普外科



持续缺血再灌流造成肠上皮细胞损害, 从而造

成肠黏膜屏障功能下降, 通透性增加, 后者与脓

毒症和多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS)的发生有密切关

系[1-4]. 如何减轻肠黏膜损伤, 减少细菌和内毒素

易位一直是临床防治脓毒症和MODS亟待研究

的重要课题. 异丙酚是一种新型麻醉剂, 除镇痛

作用外, 还有抗氧化损伤抑制钙超载, 稳定细胞

膜的作用. 但肠异丙酚对缺血再灌注肠黏膜的

影响尚无研究, 本实验探讨缺血再灌注时异丙

酚对肠黏膜的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠96只, 由军事医学科学院

实验动物中心提供, 体质量230-250 g. 异丙酚(0.1 
mg/kg)为山东正大福瑞达制药有限公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 造模与分组: 大鼠实验前适应性饲养1 wk, 
术前12 h禁食, 自由饮水. 30 g/L戊巴比妥钠腹腔

麻醉(30 mg/kg), 麻醉成功后, 仰卧固定于手术

台上, 常规备皮消毒铺无菌洞巾. 取腹部正中切

口长约3-4 cm, 将肠管外置并覆盖温盐水纱布, 
外用烤灯加温, 保持肠管的湿润和温度. 在距离

十二指肠悬韧带后10 cm和18 cm处, 分别用两

根一号丝线结扎肠管, 造成长约8 cm肠袋. 无损

伤动脉夹夹闭肠系膜上动脉(superior mesenteric 
artery, SMA)始部, 阻断SMA血流45 min后, 松夹

恢复肠系膜血流, 制成肠缺血再灌注模型. 大鼠

随机分为缺血再灌注+生理盐水组、缺血再灌

注+异丙酚组和假手术组. 缺血再灌注+异丙酚

组阻断SMA血流45 min后肠袋内注射异丙酚, 缺
血再灌注+生理盐水组注射等体积生理盐水. 假
手术组行上述操作, 而未夹闭SMA. 以上各组分

别在再灌流后0、30、60、120和240 min(每时

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

后, 进行HE染色, 用于光镜下观察病理变化和肠

上皮损伤. 每份切片光镜下随机选择10视野(400
×)由病理医师观察, 根据Chiu's评分方法进行肠

上皮损伤测定. 采用黎君友 et al [5]建立的分光光

度法测定肠组织中DAO含量. 准确称取组织质

量, 按质量∶体积为1∶9加生理盐水制备组织

匀浆, 然后2500 r/min, 离心10 min, 取上清, 按试

剂操作步骤进行测定.
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 用

SPSS11.0软件进行t检验.
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2  结果

2.1 光镜下病理改变 正常组肠黏膜呈柱状, 刷状

缘清晰, 排列整齐. 对照组从再灌流开始时肠黏

膜略有肿胀, 再灌流时间延长, 肠黏膜肿胀逐渐

加重, 并出现坏死, 脱落. 黏膜层炎症细胞浸润, 
固有层红细胞增多. 治疗组损伤变化趋势同对

照组, 但病变程度明显减轻.
2.2 肠黏膜上皮损伤指数 缺血再灌注+生理盐水

组肠黏膜组织的损伤主要发生在缺血再灌注120 
min和240 min, 以再灌流120 min组最明显. 缺血

再灌注+异丙酚组的损伤的变化趋势与缺血再

灌注+生理盐水组的基本相同, 但损伤程度较缺

血再灌注+生理盐水组轻(P <0.01, 表1).
2.3 肠组织DAO的含量 缺血再灌注+生理盐水

组肠组织DAO含量再灌流后前60 min稍有升高, 
后迅速降低, 再灌流后120 min后最低, 后逐渐上

升, 到再灌流240 min, 基本接近正常. 缺血再灌

注+异丙酚组血浆DAO含量变化基本同缺血再

灌注+生理盐水组相同, 但程度要较缺血再灌注

+生理盐水组小(P <0.01, 表2).
2.4 肠黏膜中TNF-α的含量 I/R+生理盐水组肠黏

膜组织中TNF-α含量从再灌流0 min开始逐渐升

高, 到再灌流60 min达到顶峰12.08 ng/g pro, 后
逐渐下降. 各时间点I/R+生理盐水组肠黏膜组织

中TNF-α含量要显著高于假手术组TNF-α含量. 
I/R+异丙酚组肠黏膜组织TNF-α含量变化基本

同I/R+生理盐水组相同, 但各时间点程I/R+异丙

酚组肠黏膜组织TNF-α含量要明显较I/R+生理

盐水组低(P <0.01, 表3), 到再灌流240 min与假手

术组无明显差异.

3  讨论

肠道既是创伤、休克后损伤发生的靶器官, 又
是全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)的“启动器官”, 肠黏

膜缺血再灌注损伤是最终导致MODS的重要病

因学基础及中心环节[6]. 休克、创伤及复苏过

程中脏器尤其是肠道的缺血再灌注损伤的防治

已成为相关学科研究的热点和难点. 为此, 寻找

减轻肠黏膜损害的方法, 对于临床上治疗全身

SIRS和MODS有重要的意义.       
异丙酚是一种新型静脉麻醉药, 其除了麻

醉作用外, 现认为对缺血再灌注损伤有较强的

保护作用. 首先异丙酚可减少自由基的生成和

维持细胞膜及线粒体功能稳定等作用, 对缺血

再灌注损伤具有保护作用[7-9]. 在化学结构上与

www.wjgnet.com

■研发前沿
严重的烧伤、创
伤时, 肠黏膜功能
的保护是当前研
究的一个热点, 其
涉及多个研究领
域. 
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内源性抗氧化剂维生素E和已知的抗氧化剂丁

化羟基甲苯十分相似. 其抗氧化作用的结构基

础也正是这种类似的酚羟基结构. 异丙酚可直

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

子的产生和释放. 大量研究证明, 异丙酚能够影

响TNF-α的产生和释放, 且在低浓度时便有较强

的抑制作用[10]. 另外, 异丙酚能抑制细胞内钙离

子浓度. 有研究表明异丙酚可以心肌细胞钙离

子通道有抑制作用, 降低细胞内钙超载.         
DAO是人类和哺乳动物肠黏膜绒上皮细胞

代谢不可缺少的酶, 是肠上皮细胞的标志酶, 其
活性与上皮细胞的核算和蛋白合成有密切关系, 
因此通过测定DAO在肠组织中的变化, 可以反

映肠黏膜上皮细胞的损伤和修复情况[5]. 肠上皮

细胞是肠黏膜的重要组成部分. 本实验发现缺

血再灌注+生理盐水组大鼠肠组织中DAO含量

显著降低. 其原因可能是缺血再灌注时, 肠上皮

细胞损伤、坏死, 肠上皮细胞脱落进入肠腔. 缺
血再灌注+异丙酚组肠组织中DAO含量较缺血

再灌注+生理盐水组显著升高, 提示异丙酚对肠

上皮细胞具有保护, 从而减轻肠黏膜缺血再灌

注损伤. 
国内外研究表明肠缺血再灌注时, 肠组织

可分泌TNF-α, 引起局部和全身的炎症, 导致远

隔器官的损伤, 促进MODS的发生. TNF-α在局

部可以加重肠上皮细胞的损害. van Lanschot  
et al研究发现, 给大鼠注射外源性重组TNF-α可
引起肠上皮细胞剥落、坏死, 肠黏膜固有层中

性粒细胞浸润[11-12]. 如果应用小鼠抗人TNF-α 

mAb被动免疫大鼠1 h后再注射TNF-α, 则黏膜

害明显减轻, 说明TNF-α可引起肠黏膜的损伤. 
本实验结果显示, 缺血再灌注+异丙酚组大鼠肠

黏膜组织中TNF-α含量明显低于缺血再灌注+生
理盐水组, 显示减少肠黏膜TNF-α的含量是异丙

酚减轻肠黏膜的一条重要途径. 

■应用要点
异丙酚不但可以
作为麻醉药, 更可
以作为一种抗氧
化剂, 具有减轻对
缺血再灌注损伤
的作用.

表 1 肠缺血再灌注时肠黏膜上皮损伤指数 (mean±SD)

     
分组

                                              再灌流时间(min)

                            0                  30          60                  120          240 

假手术组  0.80±0.12       0.83±0.13       0.81±0.12       0.79±0.10       0.81±0.17

I/R+生理盐水组 8.34±2.34a      7.54±2.25a      7.40±2.10a      9.45±2.11a      8.50±2.13a

I/R+异丙酚组 8.29±1.34       4.84±1.23b      4.64±1.30b      6.25±1.11b      5.90±1.42b

aP<0.01 vs  假手术组; bP<0.01 vs  I/R+生理盐水组.

表 2 肠缺血再灌注时肠组织DAO含量 (U/g pro, mean±SD)

     
分组

                                              再灌流时间(min)

                            0                  30          60                  120          240 

假手术组  3.54±0.98       3.52±0.85       3.58±0.96       3.57±0.86       3.58±0.89

I/R+生理盐水组 1.11±0.47c      1.20±0.35c      0.98±0.49c      1.31±0.40c      1.54±0.36c

I/R+异丙酚组 1.52±0.43       2.67±0.48d      2.34±0.42d      2.71±0.44d  3.20±0.49d

aP<0.01 vs  假手术组; bP<0.01 vs  I/R+生理盐水组.

表 3 各组肠黏膜组织TNF-α的含量 (ng/g pro, mean±SD)

     
分组

                                              再灌流时间(min)

                            0                  30          60                  120          240 

假手术组  5.43±0.7         5.50±0.92       5.48±1.01       5.71±1.11       5.78±0.79

I/R+生理盐水组 8.61±1.5         9.25±2.86e    12.08±3.64e      9.42±2.31e  8.20±2.53e

I/R+异丙酚组 7.81±1.4         6.34±1.23f      9.52±2.82f      7.62±2.31f      5.80±1.89f

eP<0.01 vs  假手术组; fP<0.01 vs  I/R+生理盐水组.
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本实验结果显示, 缺血再灌注+异丙酚组与

缺血再灌注+生理盐水组相比DAO含量明显升

高, 而缺血再灌注+异丙酚组肠黏膜中TNF-α含
量明显低于缺血再灌注+生理盐水组, 说明异丙

酚可通过抑制炎症介质的释放减轻肠缺血再灌

注时肠上皮细胞的损害, 从而保护肠黏膜. 因此

异丙酚在防治肠缺血灌流引起的失控炎症反应

和脓毒症中具有潜在的临床应用前景. 
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世界华人消化杂志外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2008-05-08)
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理清晰, 具有一定
的临床应用价值.
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Abstract
AIM: To observe the eff icacy of i topride 
hydrochloride in recovering the gastrointestinal 
funct ion of postoperat ive pat ients with 
compound trauma.

METHODS: Forty-four postoperative patients 
with compound trauma were randomly divided 
into groups A (n = 24) and B (n = 20), treated 
with IHC (50 mg, 3 times per day) and dom-
peridone (10 mg, 3 times per day) for 1 wk. The 
efficacy and adverse reaction were observed and 
the data were processed by chi-square test.

RESULTS: Symptoms of the digestive system 

were improved in both groups, and there was no 
significant difference between them (χ2 = 0.761, 
P > 0.05). Compared with group B, the gastric 
emptying rate of patients in group A significant-
ly increased (χ2 = 6.704, P < 0.05). The incidence 
rate of adverse reaction was 17% in group A and 
10% in group B, and there was also no marked 
difference between the two groups (P > 0.05).

CONCLUSION: Itopride hydrochloride can ef-
fectively and safely improve the gastrointestinal 
function in postoperative patients with com-
pound trauma.

Key Words: Itopride hydrochloride; Domperidone; 
Compound trauma; Gastrointestinal motility disorder

Wang SW, Yin CM, Zou YH, Liu D, Li CX, Zhang H, 
Guo J, Sang HQ. Role of itopride hydrochloride in 
gastrointestinal function recovery of postoperative 
patients with compound trauma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(13): 1465-1467

摘要
目的: 探讨胃肠动力药伊托必利在复合外伤
的患者术后恢复胃肠动力的效果. 

方法: 复合外伤术后入ICU患者44例, 随机分
为伊托必利治疗组(n  = 24), 多潘立酮对照组
(n  = 20). 治疗组每次po (鼻饲)盐酸伊托必利片
50 mg, 3 次/d; 对照组每次po (鼻饲)多潘立酮
片10 mg, 3 次/d. 两组均连续用药1 wk, 观察有
效率和不良反应发生率. 各指标之间相关因素
的差异性比较采用χ2检验. 

结果: 伊托必利可使复合外伤患者术后消化
道功能明显改善, 其疗效与多潘立酮相似(χ2 = 
0.761, P >0.05); 伊托必利可显著改善胃排空功
能, 与多潘立酮相比差异有显著性(χ2 = 6.704, 
P <0.05). 药物不良反应发生率分别为17%和
10%, 二者比较差异无显著性(P >0.05).

结论: 伊托必利能快速恢复复合外伤术后患
者的胃肠动力并且安全.

关键词: 盐酸伊托必利; 多潘立酮; 复合外伤; 胃肠

动力障碍
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■背景资料
肠内营养(EN)在
危重病患者中的
应用日益增多, 但
应用不当, 也会出
现各种不良反应, 
其中以胃肠道反
应多见. 盐酸伊托
必利是新一代全
胃肠动力药, 能显
著改善消化不良
的症状, 加快胃排
空.

■同行评议者
李奇林, 教授, 南
方医科大学附属
珠江医院急诊部
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0  引言

随着营养支持研究的深入及对肠道在创伤应激

中的重要作用的认识, 肠内营养(enteral nutrition, 
EN)在危重病患者中的应用日益增多[1]. 总体而

言, EN支持较肠外营养(parenteral nutrition, PN)
支持更符合生理需求, 并且EN组患者感染性并

发症发生率低于PN组[2-3]. 但应用不当, 也会出

现各种不良反应. 其中以胃肠道反应多见, 如腹

胀、腹泻、恶心、呕吐等. 在危重病科腹泻发

生率高, 其他如营养液的反流及误吸也有报道. 
盐酸伊托必利是新一代全胃肠动力药, 能显著

改善消化不良的症状, 加快胃排空. 我们对复合

外伤术后入ICU的患者在开通EN的同时, 采用

伊托必利并与多潘立酮对照, 观察患者的消化

功能[4].

1  材料和方法

1.1 材料 本组为我院2006-03/2007-10 ICU患者. 
入选标准: 年龄18-64岁, 性别不限. 急性生理与

慢性健康状况评分系统Ⅱ(APACHEⅡ)>15分. 
排除标准: 有胃肠、肝、胆基础疾病, 应激性溃

疡上消化道出血及本次患病后开腹手术者. 符
合标准44例, 其中男性37例, 女性7例(包括脑外

伤颅骨骨折、硬膜下血肿、脑出血; 颌面外伤

软组织挫裂伤、下颌骨骨折; 多发肋骨骨折肺

挫伤、血气胸; 四肢骨折、胸、腰椎骨折等). 随
机原则分为治疗组(伊托必利组), 对照组(多潘

立酮组). 治疗组24例, 男20例, 女4例, 平均年龄

36.1±8.5岁, 平均APACHEⅡ 21.7±9.4分; 对照

组20例, 男17例, 女3例, 平均年龄36.4±10.6岁, 
APACHEⅡ 20.5±10.1分. 盐酸伊托必利片(为
力苏, 雅培制药有限公司提供), 多潘立酮片(吗
丁林, 西安杨森制药有限公司生产).
1.2 方法 两组患者均给予常规治疗如抗感染、

补液、改善微循环、保护重要脏器功能等措施,
在生命指标稳定后24-48 h开始EN. 患者取半卧

位, 床头抬高30-45度, 均给予瑞先营养液(华瑞

制药). 温控、泵控以20 mL/h速度开始, 经鼻饲

管连续均匀输注. 根据个体营养状况, 耐受程度, 
逐渐增加剂量. 同时治疗组给予盐酸伊托必利

片50 mg po (鼻饲), 3 次/d; 对照组给予多潘立酮

片10 mg po (鼻饲), 3 次/d. 
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患者于术后入ICU 24-48 h后开始EN, 平均

2.7 d. 治疗1 wk, 观察消化系统症状(呃逆、呕

吐、腹胀、腹泻)变化. 对清醒患者询问有无腹

痛等. 症状评估为[5-6]良好: 无消化不良症状; 明
显改善: 有症状, 随用药时间延长而消失; 轻度

改善: 症状存在, 但有所减轻; 无变化: 消化不良

症状无改善; 恶化: 有明显症状, 立即停止EN, 无
效: 无变化及恶化. 有效率为良好、明显改善、

轻度改善之和与总数的百分比. 胃排空功能判

定[7-8]: 每4 h测1次胃残余量. 胃残余量≤200 mL, 
维持原速度; 胃残余量≤100 mL, 增加速度20 
mL/h; 胃残余量≥200 mL/h, 停止输入. 显效: 治
疗后4 h胃排空率≥50%, 有效: 治疗后4 h胃排空

率≥30%但<50%; 无效: 治疗4 h胃排空率<10%. 
显效与有效之和与总数的百分比为有效率. 实
验室检查: 治疗前和治疗后验血、尿、便常规

(便球/杆比)、肝、肾功能、血糖及心电图. 不良

反应包括呃逆、呕吐、腹胀、腹泻等.
统计学处理 对所有统计资料都采用SPSS 

10.0软件包进行统计分析, 各指标之间相关因素

的差异性比较采用χ2检验.

2  结果

2.1 两组临床症状改善比较 伊托必利可使复合

外伤患者术后消化道功能明显改善, 其疗效与

多潘立酮相似(χ2 = 0.761, P >0.05, 表1).
2.2 两组胃排空功能比较 伊托必利可以显著改

善胃排空功能, 与多潘立酮相比差异有显著性

(χ2 = 6.704, P <0.05, 表2).
2.3 不良反应和实验室检查 治疗组: 腹泻4例; 对
照组: 反流3例, 腹泻2例, χ2 = 0.466, P >0.05. 治
疗前和治疗后血、尿、便常规、肝、肾功能、

血糖及心电图两组比较无显著差异.

www.wjgnet.com

表 1 两组临床症状疗效比较

     
分组   n        良好

    明显    轻度       
无效    有效率(%)

                                         改善     改善

治疗组 24        8         7   6           3          87.50

对照组 20        7         4   5           4          80.00

表 2 两组胃排空观察结果

分组   n         显效         有效         无效        有效率(%)

治疗组 24        12            10            2             91.67

对照组 20          5               7            8             60.00

■应用要点
伊托必利在改善
功能性消化不良
中没有明显副作
用, 可临床推广使
用.
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3  讨论

早期EN作为一种治疗手段, 因其更符合机体的

生理状态, 能更有效地促进肠道功能恢复而被

危重病医学领域广泛接受和采用[9-11]. 本组试验

危重症患者, 胃肠道功能存在, 但不能经口正常

进食, 估计短时间的管饲可过渡到经口饮食. 但
在管饲初期, 又往往存在胃肠道动力障碍, 如呃

逆、呕吐、胃潴留, 严重者有误吸风险. 所以在

开通EN的同时, 给予促胃肠动力药(伊托必利、

多潘立酮), 目的是通过增加胃肠运动, 促进胃排

空; 能改善腹胀、呕吐、反流症状. 目前对危重

病患者出现胃肠动力障碍者, 首选促胃肠动力

药物治疗已达成共识[8,12]. 伊托必利和多潘立酮

都是新型的胃肠动力药. 伊托必利有独特的双

重药理作用机制, 既通过拮抗多巴胺D2受体和

乙酰胆碱脂酶活性发挥促动力作用. 在动物实

验中耐受性好, 毒性低, 能增强胃和十二指肠运

动作用, 还具有中等强度的止吐作用[13]. 多潘立

酮为外周多巴胺D2受体阻滞剂, 直接作用于胃

肠壁, 可使食管下部扩约肌张力升高, 防止胃内

容物向食管反流, 并增强胃蠕动, 协调胃与十二

指肠运动, 抑制恶心、呕吐[14-15]. 本研究结果显

示伊托必利能有效改善危重患者消化不良症

状, 治疗1 wk后总有效率(87.50%)与多潘立酮有

效率(80.00%)结果相似(χ2 = 0.761, P >0.05). 多
潘立酮作为胃肠动力药已应用较长时间, 其疗

效已得到肯定. 胃排空监测结果显示伊托必利

有效率91.67%, 多潘立酮有效率60%; 故伊托必

利在促胃排空功能上优于多潘立酮(χ2 = 6.704, 
P <0.05). 本组试验观察到患者对伊托必利耐受

性好, 仅有4例腹泻(17%)但便常规正常. 多潘立

酮出现反流3例(15%), 腹泻2例(10%). 药物不良

反应(腹泻)二者差异无显著(χ2 = 0.466, P >0.05). 
治疗组与对照组出现的腹泻, 考虑一方面给予

胃肠动力药后促进肠蠕动而引起排便次数增加; 
另一方面由于机体受到创伤打击后, 处于应激

状态而出现消化功能紊乱. 本实验由于病例数

少故不良反应发生率高, 以后需要进行多病例

的观察总结. 其他实验室检查未见明显异常. 伊
托必利对危重病患者在促胃肠动力上效果确切, 
无严重不良反应.
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讨论深入, 对临床
应用有一定的指
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Abstract
AIM: To observe the efficacy and safety of 
adefovir in combination with lamivudine in the 
treatment of lamivudine-resistant patients with 
decompensated liver cirrhosis.  

METHODS: Fourteen decompensated liver cir-
rhosis patients with lamivudine-resistant hepa-
titis B virus (HBV) mutants, positive HBsAg, 
HBeAg, and HBcAb, and HBV DNA level >108 

copies/L were treated with lamivudine in com-
bination with adefovir. The clinical efficacy after 
6 mo and the adverse reaction during treatment 
were observed.  

RESULTS: The levels of alanine aminotrans-
ferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), 
total bilirubin (TBIL), albumin (Alb), and 
prothrombin activity (PTA) were improved 
distinctly after 6-mo combined treatment. The 
levels of serum ALT, AST and TBIL became 
normal in 57.1%, 42.8%, and 50.0% of patients, 
respectively. The percentages of patients with 
undetectable HBV DNA levels (<105 copies/L), 
seropositive HBeAg and seroconversion were 
50.0%, 28.4% and 7.1%, respectively. Ascites 
was retrogressed in those accompanied with 
ascites. There were no obvious renal toxicity 
and adverse reation. No adefovir-related HBV 
mutations were identified.

CONCLUSION: Combined treatment with lami-
vudine and adefovir is stable and safe for lami-
vudine-resistant patients with decompensated 
liver cirrhosis. 

Key Words: Decompensated cirrhosis; Adefovie; 
Lamivudine

Wang F, Zhang J, Zhang XG, Zhang J, Li DM. Adefovir 
combined with lamivudine in treatment of lamivudine-
resistant patients with decompensated liver cirrhosis: an 
analysis of 14 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(13): 1468-1470

摘要
目的: 观察阿德福韦酯(贺维力)联合拉米夫丁
治疗拉米夫丁耐药的慢性乙型肝炎肝硬化失
代偿期患者的疗效和安全性. 

方 法 :  选 择 拉 米 夫 丁 治 疗 后 产 生 耐 药 的
H B s A g、H B e A g和H B c A b阳性、H B V 
DNA>108 copies/L的肝硬化失代偿期患者14
例, 加用阿德福韦联合抗病毒治疗, 于治疗6 
mo后观察疗效及不良反应.  

结果: 联合治疗6 m o后患者A LT、A S T、
TBIL、Alb、PTA水平较联合治疗前明显改
善, ALT、AST和TBIL复常患者的比例分别
为57.1%、42.8%、50.0%; HBV DNA<105 

®

■背景资料
慢性乙型肝炎患
者如不进行抗病
毒治疗, 常进展到
肝硬化, 最终死于
各种各样的并发
症. 临床实践已经
证实, 对于肝硬化
失代偿期的患者, 
拉米夫丁抗病毒
治疗可以有效抑
制病毒复制, 改善
肝功能, 提高生存
质量, 但在治疗过
程中病毒容易产
生变异而耐药, 使
病情反复甚至加
重.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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copies/L、HBeAg转阴、HBeAg/抗HBeAb转
化的患者比例分别为50.0%、28.4%和7.1%; 
产生腹水的患者腹水全部消退, 对肾功能无
明显影响, 治疗期间未观察到阿德福韦相关
的变异. 

结论: 阿德福韦联合拉米夫丁治疗拉米夫丁
耐药的肝硬化失代偿期患者的疗效肯定, 安
全性好. 

关键词: 失代偿期肝硬化; 阿德福韦酯; 拉米夫丁; 

耐药
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0  引言

慢性乙型肝炎患者如果不进行抗病毒治疗, 常
进展到肝硬化, 最终死于各种各样的并发症. 临
床实践已经证实, 对于肝硬化失代偿期的患者而

言, 拉米夫丁抗病毒治疗可以有效抑制病毒复

制, 改善肝功能, 提高生存质量[1-5], 但在治疗过程

中病毒容易产生变异而耐药, 使病情反复甚至加

重[6-7]. 据国外文献报道在慢性活动性乙型肝炎患

者, 阿德福韦对于拉米夫丁耐药后产生的YMDD
变异株有效[8-9], 拉米夫丁耐药后如联合使用阿德

福韦酯(贺维力)抗病毒, 可降低阿德福韦耐药的

发生率[10-13]. 但对于慢性乙型肝炎肝硬化失代偿

期的患者, 拉米夫丁联合阿德福韦的疗效及安全

性国外文献未见报道. 本研究用阿德福韦联合拉

米夫丁治疗发生拉米夫丁耐药的肝硬化失代偿

期患者, 观察其疗效及安全性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我科2004-10/2007-10门诊和住

院部治疗的肝硬化失代偿期患者14例, 肝功能

B-C级, 全部符合2000年西安会议《病毒性肝

炎防治方案》诊断标准, 肝硬化分级按Chi ld-
Push改良分级法. 其中男性10例, 女性4例, 年龄

26-72(平均46)岁. 全部患者拉米夫丁治疗在9 mo
以上, 已经发生全部和部分应答, 病毒变异后出

现反跳, HBV DNA>108 copies/L, HBeAg阳转, 生
化指标出现异常, 肝功能ALT: 205.1±67.5 IU/L, 
AST: 286.0±109.8 U/L, TBIL: 93.3±42.1 μmol/
L, ALB: 23.8±2.3 g/L, PTA: 35%±6.4%. 部分患

者临床症状恶化, 9例患者出现明显乏力、纳差

症状, 7例患者出现腹水. 排除合并其他的嗜肝

或非嗜肝病毒感染.  
1.2 方法 全部患者继续服用拉米夫丁100 mg ig, 
1次/d, 并在此基础上加用阿德福韦酯(贺维力)10 
mg口服, 1次/d联合抗病毒治疗. 治疗后密切监

测肝功(ALT、AST、TBIL、Alb)、凝血酶原

活动度(采用雅培公司的全自动生化仪)、HBV 
D N A定量(采用罗氏公司荧光定量P C R仪)、
HBV血清标记物(采用上海复兴生物公司试剂), 
观察患者临床症状改善和腹水消退情况. 

统计学处理 计数资料采用mean±SD表示, 
组间比较用成对资料t检验. P <0.05为统计学上

有显著性差异. 

2  结果

2.1 肝功能和凝血酶原活动度的变化 抗病毒治

疗6 mo后患者ALT、AST 、TBIL、Alb和PTA分

别为40.4±17.3 IU/L、53.7±23.6 IU/L、31.1±
8.2 μmol/L、32.3±3.2 g/L、43.4%±11.5%, 与治

疗前相比有显著性差异(P<0.05, 表1).  ALT、AST
和TBIL复常的患者比例分别为57.1%(8/14)、
42.8%(6/14)、50.0%(7/14). 
2.2  HBV DNA定量、HBeAg转阴及HBeAg
转换情况 治疗3 mo时患者HBV DNA逐渐下

降, 6 mo时HBV DNA<105 copies/L、HBeAg转
阴、HBeAg/抗HBeAb转化的患者比例分别为

50.0%(7/14)、28.4%(4/14)和7.1%(1/14). 
2.3  临床症状改善和腹水消退情况 9例出现明

显乏力、纳差患者治疗1 mo后症状明显缓解; 7
例出现腹水的患者治疗3 mo时6例患者腹水完

全消退, 6 mo时全部患者腹水消退. 

3  讨论

阿德福韦是一种单磷酸腺苷的无环核苷类似物, 
在细胞激酶的作用下被磷酸化为有活性的代谢

产物即阿德福韦二磷酸盐. 阿德福韦二磷酸盐

通过下列两种方式来抑制HBV DNA多聚酶(逆
转录酶); 一是与自然底物脱氧腺苷三磷酸竞争, 
二是整合到病毒DNA后引起DNA链延长终止, 
抑制HBV病毒复制, 使患者HBV DNA水平下降. 
国外临床研究资料表明, 阿德福韦酯能有效地

抑制拉米夫定耐药变异株的复制. Schiff et al [14]

报道226例等待肝移植的拉米夫丁耐药的慢性

肝病患者, 用阿德福韦酯治疗48 wk和96 wk后血

清HBV DNA水平<106 copies/L的患者比例分别

是59%和65%, 48 wk时, ALT、Alb、TBIL和PTA

■相关报道
据国外文献报道
在慢性活动性乙
型肝炎患者, 阿德
福韦对于拉米夫
丁耐药后产生的
YMDD变异株有
效, 拉米夫丁耐药
后如联合使用阿
德福韦酯(贺维力)
抗病毒, 可降低阿
德福韦耐药的发
生率.
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正常率分别是77%, 76%, 60%和84%. Dai  et al [15]

报道出现YMDD变异的患者, 单用阿德福韦酯

治疗52 wk后HBeAg转阴率、HBeAg转化率及

HBV DNA<2×105 copies/L的患者比例分别是

23.5%、11.8%和48.3%, 其中20.7%的患者血清

中YMDD变异株检测不到. 同时国外的资料报

道耐药后在拉米夫丁基础上联用阿德福韦比单

用阿德福韦酯抗病毒的效果要好, 而且阿德福韦

酯的耐药发生率更低[10-13]. Perrillo et al [12]报道拉

米夫丁耐药后的代偿性慢性肝病患者分别用阿

德福韦酯联合拉米夫丁治疗和单用阿德福韦酯

治疗52 wk, HBV DNA下降<108 copies/L或下降

>2 log(10)的患者比例分别是85%和11%, ALT正
常的患者比例分别是31%和6%, 可见联用效果

明显优于单用. Rapti et al [13]报道YMDD变异的

HBeAg阳性的慢性乙型肝炎患者叠加阿德福韦

酯治疗3年的时间尚未发现阿德福韦酯耐药者. 
我们的这14例失代偿期肝硬化患者因为出

现耐药后病情有加重的趋势, 为增强抗病毒效

果, 一直未停用拉米夫丁, 在拉米夫丁100 mg/d
的基础上联合阿德福韦酯(贺维力)10 mg/d治
疗. 治疗6 mo时, 肝功能ALT、TBIL、PTA和

ALB等指标较治疗前明显好转, ALT 、AST和
TBIL复常的比例分别为57.1%、42.8%、50.0%; 
HBV DNA转阴率为50.0%; HBeAg转阴率28.4%, 
HBeAg/抗HBeAb转化率7.1%. HBeAg/抗HBeAb
转化率较低, 可能与疗程短有关. 治疗后大部分

患者乏力、纳差等症状明显改善, 腹水消退, 表
明失代偿期肝硬化患者在拉米夫丁耐药后联合

阿德福韦酯抗病毒治疗有效. 
治疗过程中未观察到阿德福韦酯10 mg/d的

剂量对肾功能有明显影响, 也未观察到阿德福

韦相关的耐药发生. 综上所述, 应用阿德福韦酯 
(贺维力)联合拉米夫丁治疗拉米夫丁耐药的失

代偿期肝硬化疗效明显, 安全性好, 无明显不良

反应. 
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表 1 肝功能各项指标及PTA在联合抗病毒治疗前后的变化(mean±SD)

     
                      ALT(IU/L)                AST(IU/L)            TBIL(μmol/L)           Alb(g/L)                 PTA(%)

治疗前     205.1±67.5        286.0±109.8       93.3±42.1        23.8±2.3         35.0±6.4

治疗后       40.4±17.3c         53.7±23.6c        31.1±8.2b         32.3±3.2a         43.4±11.5a 

aP<0.05 , bP<0.01, cP<0.005 vs  治疗前.
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Abstract
AIM: To study the sequence var iance of 
human cytomeglovirus (HCMV) UL141 in 
clinical isolates from infants with jaundice or 
Hirschsprung’s disease (HD), and to find the 
relationship between the variance and the above 
two diseases. 

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) 
was performed to amplify the entire UL141 re-
gion of clinical isolates, which were proven posi-
tive for HCMV-DNA by real time PCR. The PCR 
products were sequenced and analyzed

RESULTS: There was a nucleotide deletion 
at the site 227 in clinical isolates and two new 
UL141 open reading frames, named UL141A 

and UL141B, were found. In clinical isolates, the 
predicted proteins of UL141A were hypervari-
able after the position 75 of amino acid sequence. 
The predicted protein of UL141B was highly 
conserved.

CONCLUSION: There are two new UL141 open 
reading frames in clinical isolates from infants 
with jaundice or HD. The two open reading 
frames have no specific variation between the 
two groups of isolates. 

Key Words: Jaundice; Hirschsprung’s disease; Hu-
man cytomeglovirus; UL141; Polymerase chain re-
action

Ma YP, Ruan Q, He R, Qi Y, Sun ZR, Ji YH. Sequence 
analysis of human cytomeglovirus UL141 A and B 
genes in strains isolated from infants with jaundice or 
Hirschsprung’s disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(13): 1471-1475

摘要
目的: 分析来自黄疸和先天性巨结肠(hirsch-
sprung's disease, HD)患儿的人巨细胞病毒临
床分离株UL141片段的序列变化, 以及这种变
化与人巨细胞病毒感染导致不同消化系疾病
之间的关系.  

方法: 对荧光定量PCR方法检测HCMV-DNA
阳性的临床低传代分离株进行UL141基因全
序列PCR扩增, 对扩增阳性的标本进行测序及
分析. 

结果: 15株临床低传代分离株在To l e d o株
UL141基因227位均缺失一个碱基T, 因此产
生两个新的O R F(U L141A和U L141B). 与
Toledo株相应片段比较, UL141A预测蛋白质
第75位氨基酸后序列和翻译后修饰位点产生
大量变异. UL141B的核苷酸和氨基酸序列均
高度保守. 

结论: 来自黄疸和先天性巨结肠患儿的人巨
细胞病毒临床分离株的UL141片段产生两个
新的ORF, 这两个ORF在黄疸和先天性巨结肠
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■背景资料
人 巨 细 胞 病 毒
(HCMV)是导致
小儿先天畸形和
出生缺陷的主要
病原体. HCMV感
染的不同临床表
现可能与宿主免
疫状态有关, 也可
能与不同临床分
离株基因及其编
码产物的多态性
有关. 
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分离株之间均未发现特异性变异.
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0  引言

人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV)
属于β-疱疹病毒亚科, 人群中大多数呈现不显性

感染或潜伏感染. 孕妇原发或复发感染均可引

起新生儿宫内感染或围生期感染, 可导致小儿

多个器官和系统受累, 消化系统是常见HCMV
侵袭部位[1-2]. HCMV感染的不同临床表现一方

面可能与宿主免疫状态有关, 亦可能与不同临

床分离株基因及其编码产物的多态性有关[3-5]. 
实验室株AD169的全部基因组测序工作已经完

成. 1996年Cha et al [6]在Toledo的低传代分离株

基因组UL/b'区中发现在AD169株中不存在的19
个开放阅读框架(open reading frame, ORF), 依次

命名为UL133-UL151. 推测, 实验室株AD169在
细胞培养反复传代中出现了UL/b'区遗传信息的

丢失, 引起了该区基因的缺失, 从而导致HCMV
实验室株的复制水平、毒力和致病力明显减弱. 
因此, 这19个基因可能在病毒潜伏、复制、逃

避机体免疫和不同组织细胞嗜性等方面起重要

作用. 我们应用PCR和DNA测序的方法, 分析来

自黄疸和先天性巨结肠患儿的HCMV临床分离

株UL141片段及其编码蛋白氨基酸序列的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 23株低传代临床分离株均来自1988- 
1993年住院患儿, 其中黄疸患儿(J)分离株17株, 
先天巨结肠患儿(C)分离株6株. 年龄<14 mo. 标
本取自HCMV分离实验, -70℃保存. 2000年应用

荧光定量PCR方法[7]检测HCMV DNA, 结果均为

阳性.
1.2 方法 取HCMV低传代分离株接种细胞的培

养上清液与等量裂解液(华美生物工程公司)混
合, 煮沸15 min, 作为扩增模板. 按照Toledo株序

列(参考株, GenBank accession numberU33331), 
应用引物设计软件Primer premier5.0设计用于扩

增HCMV UL141片段的全序列引物、鉴定引物

及分段PCR扩增分段引物(表1). 引物合成由北
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京奥科公司完成. 引物也用于UL141基因测序. 
应用全序列引物及搭配引物(全序列及鉴定引

物之一)和分段PCR引物扩增UL141基因全序列. 
rTaq酶、10×Buffer、dNTP mixture为TaKaRa
公司产品. 制备反应体系如下: 1×Buffer, MgCl2 
1.5 mmol/L, dNTP mixture 0.2 mmol/L, 上下游

引物各150 ng, rTaq酶0.5 U, 模板3.5 µL, 用双蒸

水补至总反应体积50 µL. PCR循环条件见表1. 
PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳后, 紫外检测

仪下观察扩增结果. 测序前所有扩增产物应用

TaKaRa公司的PCR Fragment Recovery kit切胶

回收目的DNA片段, 以去除非特异产物带的干

扰. PCR扩增阳性标本测序由上海联合基因公

司完成. 通过正反两个方向分别对目的基因的

正链及负链进行测序,以增加实验结果的可信

性. 应用生物信息学软件DNAClub、BioEdit、
Genedoc、DNASis、DNAStar等完成序列分析. 
用Sequin软件向GenBank提交整理后的HCMV 
UL141 ORF序列. 

2  结果

2.1 UL141片段在临床分离株中的存在及ORF
的变化 对23株来自黄疸、先天性巨结肠患儿

的低传代临床分离株进行HCMV UL141全序列

PCR扩增, 15株阳性(图1), 其中黄疸11株, 巨结

肠4株. 总阳性率65.21%. 15株阳性临床分离株

均完成HCMV UL141基因全序列测定, HCMV 
UL141 ORF序列均已被GenBank收录, 序列号

为AY496548, AY496550-AY496555, AY600459-
AY600461, AY600464-AY600468.

应用BioEdi软件对Toledo株及15株临床分

离株进行U L141基因核苷酸序列线形化比较, 
结果表明所有低传代临床分离株UL141基因在

Toledo株UL141序列的核苷酸位点227均有核

苷酸T的缺失, 产生两个新的ORF, 分别命名为

UL141A、UL141B. Toledo株UL141 ORF全长

1278 bp, 所有临床分离株UL141A位于Toledo株
UL141核甘酸序列第1-316位, 全长309 bp或315 
bp, UL141B位于Toledo株UL141核甘酸序列第

262至1278位, 全长1017 bp.
2.2 核苷酸和氨基序列分析 因所有临床分离株

UL141A在Toledo株227核苷酸位点均缺失碱

基T, 造成移码突变, 使预测编码蛋白质第76位
以后的氨基酸产生大量变异(图2).  其中, 来自

黄疸分离株7个和先天性巨结肠分离株2个, 在
Toledo株第78-83核苷酸位点有6个碱基的缺失, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
HCMV UL/b'区19
个基因可能在病
毒潜伏、复制、
逃避机体免疫和
不同组织细胞嗜
性等方面起重要
作用. 这一区域的
基因结构特点和
编码产物的功能
是目前HCMV 致
病机制研究的一
个热点.
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使预测编码蛋白质第26位氨基酸产生突变, 由
天冬氨酸突变为谷氨酸, 而27、28位的甘氨酸

和谷氨酸缺失. 其他变异均为核苷酸的替换. 临
床分离株UL141A核苷酸和氨基酸与Toledo株
相应区域比较, 同源性分别为95.9%-98.7%和

70.2%-74.0%. 临床分离株UL141B核苷酸和氨

基酸与Toledo株相应序列比较, 均高度保守, 同
源性分别为97.6%-98.5%, 98.5%-99.4%. 核苷酸

变异均为碱基替换, 多分布在ORF的中部和3'端.
2 . 3  编码蛋白质翻译后修饰位点分析  应用

Genedoc软件及Pros i t e数据库预测编码产物

的翻译后修饰位点, UL141A包括硫酸化位点

(SUL)、蛋白激酶C磷酸化位点(PKC)、酪蛋白

激酶Ⅱ磷酸化位点(CKP)、N相连豆寇酰化位点

(MYR)和酰胺化位点(AMID). 与Toledo株比较, 
临床分离株UL141A在第75位氨基酸后的修饰

位点产生大量变异(图2). 与Toledo株相应区域比

较, 除分离株10j第138-144位MYR位点变为CK2
位点外, 其余分离株UL141B预测蛋白质的翻译

后修饰位点均高度保守.
2.4 编码蛋白质性质预测 Toledo株UL141基因

预测编码蛋白质含有425个氨基酸, 临床分离

株UL141A预测编码蛋白质含有102或104个氨

基酸, UL141B预测编码蛋白质含有338个氨基

酸. 编码蛋白质等电点预测值分别为, Toledo株
8.95, 临床分离株UL141A 10.36-11.54, UL141B 
7.99-8.18, 均为碱性蛋白质.
2.5 黄疸和先天性巨结肠分离株在进化树的分布 应
用DNAStar软件包中的MegAlign软件进行UL141A
和UL141B的进化树分析(图3). 未发现来自黄疸和

先天性巨结肠患儿的HCMV临床分离株在UL141A
和UL141B基因进化树中的分布具有明显规律.

3  讨论

HCMV在体内具有多种组织趋向性, 可以感染

多种器官和组织, 产生不同的临床表现. 先天和

围生期感染会造成较严重后果. HCMV侵犯肝细

胞或肝内外胆管系统, 可破坏肝细胞或胆管上

皮细胞, 造成直接和间接胆红素增高[2-8]. 另有研

究表明, HCMV先天感染侵犯肠壁组织, 使其发

育不良, 造成先天性巨结肠. 
HCMV感染的不同临床表现, 一方面可能

与宿主的免疫状态有关, 另一方面可能与不同

临床分离株基因及其编码产物多态性有关. Cha 
et al [6]发现Toledo株大约有19个ORF在实验室株

AD169中不存在, 却广泛存在于低传代的临床分

离株中. 这些基因的编码产物可能与HCMV的

致病性有关. UL144基因编码一种Ⅰ型跨膜糖蛋

白, 是TNFR超家族成员之一, 很可能具有免疫

调节功能, 并可能与HCMV的免疫逃避机制有

关[9]. 不同研究人员对UL144的基因分型基本一

致. 并证明UL144不同基因型可能与HCMV先天

感染的类型和预后有关[10-12]. 
研究表明UL141基因能够下调CD155分子

的表达, 从而逃避NK细胞的杀伤作用[13-14]. 因
此UL141基因可能在HCMV致病过程中发挥重

要作用. 我们主要探讨UL141基因在来自黄疸

和先天性巨结肠患儿的临床低传代分离株中序

列变化, 并分析些变化与临床致病性的关系. 对
Toledo株及15株来自黄疸和先天性巨结肠患儿

的临床分离株进行核苷酸线形化比较分析, 结
果表明, 所有临床分离株在Toledo株UL141的核

■创新盘点
本 文 首 次 报 道
U L 1 4 1 基 因 的
多 态 性 及 其 与
HCMV先天感染
致病性的关系. 且
研究中的标本均
来自先天和围产
期感染的分离株.

表 1 HCMV UL141基因PCR扩增引物和循环条件

     
引物                                 序列             位置(nt)     产物长度(bp)                      扩增条件

Ul141 上游   5'CGTTCCTTCTTAAACATCCGA3'             5070    1418 96℃ 4 min, 95℃ 45 s, 53℃ 1 min
 下游   5'ACAAAGTATCCGAATAACCACC3'         6488                       72℃ 2 min, 35 cycles, 72℃ 10 min
Ul141a1 上游   5'CGTTCCTTCTTAAACATCCGA3'             5070   617 95℃ 4 min, 94℃ 45 s, 53℃ 1 min
 下游   5'CGGTACTGGAGTCCGTTCAT3'             5687  72℃ 1 min, 35 cycles, 72℃, 10 min
Ul141b1 上游   5'CTGTTCTGGGTGCTGTTGAG3'             5395 1055 95℃ 4 min, 94℃ 45 s, 52℃ 1 min
 下游   5'CAACGGATGACACAAAGTATC3'           6450  72℃ 1 min, 35 cycles, 72℃ 10 min
UL141a2 上游   5'CGTTCCTTCTTAAACATCC3'                  5070   742 95℃ 4 min, 94℃ 45 s, 49℃ 1 min
 下游   5'GCGTGAGAATTACGAAGC3'             5842  72℃ 1 min, 35 cycles, 72℃ 10 min
Ul141b2 上游   5'TCGGCTGATGAACGGACT3'             5661   874 95℃ 4 min, 94℃ 45 s, 50℃ 1 min
 下游   5'CCAAGTGGTAACGATAGGAT3'             6535  72℃ 1 min, 35 cycles, 72℃ 10 min

图 1 PCR产物电泳图. 1-2: 10J扩增产物; 3-4: 14J扩增产

物; 5-6: 25J扩增产物; 7-8: 51C扩增产物; 9-10: 13J扩增产

物;11-20: 2J、8J、9J、27C、29C、32C、33J、39J、45J、

63J扩增产物. M: marker DL 2000; 1, 3, 5: 874 bp; 2, 4, 6: 742 

bp; 7, 9: 1055 bp; 8, 10: 617 bp; 11-20: 1418 bp.

2000
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  100
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苷酸位点227均有碱基T的缺失, 造成移码突变, 
产生两个新的ORF(UL141A、UL141B), 预测编

码两种蛋白质. 国外的相关研究表明, 在HCMV
其他分离中也存在227位碱基T的缺失, 并且预

测了与UL141B 一致的ORF[14]. 那么, 这两个新

的ORF哪个具有真正编码蛋白质的能力, 尚需要

实验证实. 
在临床分离株的UL141A中, 由于移码突变, 

使预测编码蛋白质第76位以后的氨基酸几乎全

部发生突变. 临床分离株与Toledo株进行线性

化比较, 核苷酸水平虽高度保守, 氨基酸水平却

发生较大变异. 预测编码蛋白质第75位氨基酸

以后的翻译后修饰位点也产生大量变异. 但这

些变异在黄疸和先天性巨结肠分离株中均存在, 
并且未发现与疾病相关的特异性变异, 表明这

种变异不会影响HCMV在肝胆系统和肠壁组织

之间的组织趋向性. 
15株来自黄疸和先天性巨结肠患儿的临床

分离株UL141B无论在核苷酸水平或氨基酸水

平, 与Toledo株相应片断比较均高度保守. 这一

保守性是在受到生物进化选择压力下被保留下

来的, 说明UL141B可能在HCMV生存、复制过

程中具有重要意义. 
对UL141A和UL141B的核苷酸序列进行

进化树分析, 发现两个基因均未能按照疾病类

型分组, 也未发现黄疸和先天性巨结肠分离株

在进化树中分布的明显规律, 表明UL141A和

UL141B基因可能不是决定HCMV感染导致黄

疸或先天性巨结肠的关键基因. 
HCMV感染具有复杂的致病机制, 基因的

多态性很可能是造成HCMV感染致病性差异的

重要原因. Toledo株中19个ORF的发现为揭示

HCMV的致病机制提供了一条重要线索. 在本

研究中, 发现来自黄疸和先天性巨结肠患儿的

HCMV低传代病毒分离株UL141片段与Toledo
株比较发生变异, 产生了两个新的ORF. HCMV
可能具有更广泛的基因多态性. 因此, 全面了解

HCMV基因组中每一个基因的结构和功能, 以
及他们之间的联系, 是探讨HCMV致病机制的

重要途径.
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Abstract
Esophageal superficial mucosal exfoliation is a 
quite rare disease in clinical practice. We report 
a young female who vomited out a strip of pale 
soft tissue like a strand with one end in the mouth 
and the other free with a little blood after taking 
food. After being admitted, the patient was given 
conventional therapies such as fasting and acid-
suppression by proton pump inhibitor. Six days 
later, the patient was discharged with liquid diet. 
After a 2-mo to 1-year following up, no abnormal 
findings were observed under endoscope after 
two months and one year later. 

Key Words: Esophageal superficial mucosal exfolia-
tion; Esophageal benign disease

Li PY, Wang NX, Tian DA. One-case analysis of 
esophageal superficial mucosal exfoliation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 1476-1478

摘要
食管黏膜表层剥脱症较为罕见. 本文报告1例

年轻女性, 因进食火锅后上腹部不适入院. 入
院后予以禁食、质子泵抑制剂抑酸等内科保
守治疗, 住院6 d后恢复流质饮食出院. 2 mo至
1年后, 随访复查内镜未见明显异常.

关键词: 食管黏膜表层剥脱症; 食管良性疾病

黎培员, 王南下, 田德安. 食管黏膜表层剥脱症1例. 世界华人消

化杂志  2008; 16(13): 1476-1478
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0  引言

食管黏膜表层剥脱症(esophageal superficial 
mucous exfoliation)是一种临床上甚为少见的食

管良性疾病, 表现为食管黏膜表层鳞状上皮部

分或全部从食管剥脱. 大部分患者表现为一条

索样膜管状物随鲜血一同呕出于口腔外, 一端

可仍残留于口腔内, 小部分患者系因呕血内镜

检查发现食管黏膜剥脱于管腔内. 对于前者患

者常十分惊惧, 且少有接诊医生能正确认识和

诊断. 我们收治由市级医院转诊而来的食管黏

膜表层剥脱症典型病例1例, 报告如下, 并对相

关文献进行复习. 

1  病例报告 

患者22岁, 女性, 2006-09入院. 患者于入院前5 d
进食火锅后开始出现上腹部不适, 为间断隐痛, 
不伴烧心、胸痛、吞咽困难、反酸等不适, 未予

以特殊处理. 入院前12 h进食少量稀饭后出现呕

吐, 约4-6次, 为胃内容物及胆汁样物, 同时有胸

骨后阻塞感. 入院前8 h左右呕吐出一灰白色条

索样膜管状软组织, 类似鸡肠子, 长约20 cm, 一
端悬于口腔外, 一端仍残留于口腔内. 伴有鲜血

呕出, 量约100 mL. 患者感咽部、胸骨后及剑突

下疼痛. 急送当地医院, 耳鼻喉科医生自咽部剪

去此膜管状软组织, 予以抑酸、补液等治疗后转

入我院. 患者曾于两年前因上腹不适在当地医院

行胃镜检查, 诊断为“慢性糜烂性胃炎”, 予以

抑酸治疗后症状好转, 未再复查. 无其他既往病

史. 入院后查体, 体温37.7℃, 急性病容, 因咽痛

®

■背景资料
食管黏膜表层剥
脱症是一种临床
上甚为少见的食
管良性疾病, 表现
为食管黏膜表层
鳞状上皮部分或
全部从食管剥脱.
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程 英 升 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
附属第六人民医
院放射科、上海
交通大学影像医
学研究所
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及紧张不愿言语, 咽稍充血, 口腔内未见明显软

组织残留. 心肺腹查体无特殊发现. 入院后急查

血常规, WBC 21.52×109/L, 中性粒细胞占88.2%, 
Hb 123 g/L. 尿常规、生化常规、出凝血时间无

特殊. 发病次日喉镜检查, 见咽部黏膜稍充血, 环
后隙见淡黄色伪膜样物附着(图1A). 胃镜见食管

全段条片状充血、糜烂、渗血, 下段有白色黏稠

分泌物附着, 齿状线不清晰, 贲门开闭尚可, 余无

特殊(图1B-C). 将呕吐出的软组织分段多处取材, 
全包制片, HE染色, 为环形的复层鳞状上皮黏膜

组织, 未见明显炎性细胞(图1D). 入院后予以禁

食、质子泵抑制剂抑酸、止血、预防感染、补

液支持、安慰镇静等处理. 入院次日患者体温正

常, 4 d后患者咽痛及胸骨后疼痛好转, 复查血常

规正常, 开始流质饮食. 住院6 d后予以出院. 嘱患

者逐渐恢复至半流质饮食. 2 mo及1年后两次随

访, 患者无不适, 复查内镜未见明显异常.

2  讨论

食管黏膜表层剥脱症最早于1895年由Schavunos
描述, 国内于1941年由张仓祥 et al首先报道. 此
病临床上一直没有统一的命名, 又称为(表层)剥
脱性食管炎(esophagitis dissecans superficialis)、
食管管型(esophageal cast)、食管黏膜撕脱和食

管黏膜管型剥脱等. 
食管黏膜表层剥脱症发生的原因和机制目

前仍不是十分清楚. 发病者多为健康青壮年, 大
多无明确的基础疾病. 如食管下段有炎性病变, 
或食管黏膜上皮层与固有层结合较为松弛, 可
能更易于发病. 还有作者认为和细胞桥粒病变

有关. 推测分析发病机制, 患者一般以进食硬粗

热食为诱因, 在机械力刺激作用下食管黏膜表

层(复层鳞状上皮层)与固有层分离, 二层之间血

管断裂, 发生血肿. 如果此时剧烈呕吐, 血肿逐

渐增大, 最后使整个食管表层与固有层分离. 呕
吐时食管内负压, 食管下括约肌产生高压性收

缩, 上皮层下端发生断裂, 断裂的食管黏膜表层

向上翻转, 随吐出物及血液等吐出口外. 因上端

仍附着, 所以呈条管状悬于口外[1-2]. 
此病大多为单次散发, 多发生于青壮年, 儿

童及老年人亦有报道[3-4]. 目前仅有1例报告为反

复4次发生者[5]. 患者大多于进食干硬、粗糙、

热的食物过程中或之后即刻发病, 出现呕吐, 可
合并有咽及胸骨后疼痛不适, 吞咽梗阻感. 几乎

均有呕血发生, 量多不大. 典型者可呕出一段白

色条索膜管样物, 一端悬于口外, 一端系于咽部. 
大多由医生自咽部剪断或由患者自行扯出. 因
不明是何物, 患者常十分紧张. 少数患者系因呕

吐、上消化道出血就诊, 内镜下发现食管黏膜

部分剥脱[1,6]. 而体格检查患者腹部常无明显阳

性体征, 偶有剑突下压痛. 喉镜检查可见咽部充

血水肿, 少部分可见膜性残留. 行钡餐或食管碘

水造影可见食管中下段黏膜不规则, 狭窄, 不连

续, 少数可无明显异常. 而胃镜检查可发现黏膜

部分或全部剥脱缺如, 剥脱处有糜烂渗血, 可有

膜状物残留. 极少有肌层外露. 脱出物病理检查

多为食管黏膜正常复层鳞状上皮, 少有炎性改

变及坏死. 极少见固有层及黏膜下组织脱出[7]. 
一般根据典型的病史即可作出诊断, 而确诊有

赖于内镜和病理检查. 
对于此病的治疗, 一般采取内科保守治疗

即可, 如止血、抑酸、保护黏膜、预防感染等, 
主要是预防并发症, 促进黏膜表层再生修复. 而
食管黏膜表层修复常十分迅速, 一般7-10 d剥脱

处内镜检查即无明显异常[8]. 部分患者未经特

殊处理而痊愈, 亦提示黏膜修复迅速, 有自愈倾 
向[9]. 对于脱出口外的部分, 应齐咽部剪断, 或嘱

患者吞入, 切勿强行拉出, 增加损伤和出血. 一
般经内科处理后预后良好, 几无食管狭窄等发

生. 但有文献报道3例发生食管黏膜表层剥脱

者, 有2例行空肠造瘘术, 后于2 mo内拔管, 经食

道逐渐恢复正常饮食[10]. 1例患者空肠造瘘半年, 
后食管前后壁粘连行结肠代食管手术[11]. 此3例
患者剥脱物病理检查均为鳞状上皮, 均未报告

见有上皮下组织. 而接诊医师仍对其采用了空

肠造瘘以减轻食物刺激食管的治疗方法, 对此

图 1 内镜及病理学检查. A: 喉镜检查; B 胃镜检查(食管中段); C: 胃镜检查(食管下段); D: 病理检查(HE染色×100).

A B C D ■名词解释
食管黏膜表层剥
脱 症 :  是 一 种 临
床上甚为少见的
食管良性疾病, 表
现为食管黏膜表
层鳞状上皮部分
或全部从食管剥
脱. 患者起病多有
进食诱因, 大部分
患者表现为一条
索样膜管状物随
鲜血一同呕出于
口腔外, 一端可仍
残留于口腔内, 小
部分患者系因呕
血内镜检查发现
食管黏膜剥脱于
管腔内. 内科保守
治疗有效, 预后良
好.
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处理尚有争议. 因此对于外科治疗, 绝大多数作

者认为除非有穿孔等并发症发生, 否则没有必要. 
本病预后良好, 1例于12岁-43岁反复4次发

生食管黏膜表层剥脱者[5], 及1例单发病例最长

随访5年者 [12], 均未发现有食管粘连、狭窄等

病变.
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Abstract
A male patient of fifty-two years old was 
admitted with hepatic space-occupying lesion 
found by ultrasound examination. He had no 
history of liver disease, and no positive physical 
sign was identified by physical examination. 
The alpha-fetoprotein (AFP) level was normal. 
Hepatic space-occupying lesion was further 
confirmed by computerized tomography and 
contrast-enhanced ultrasound. The patient 
underwent liver resection, and hepatic peliosis 
was diagnosed by post-operative pathologic 
method. 

Key Words: Hepatic peliosis; Diagnosis; Therapy
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摘要
患者, 男, 52岁, 因体检查B超发现肝占位性病
变10 d入院, 既往无肝病史, 无明显阳性体征, 
AFP正常, CT增强及超声造影提示肝内占位
性病变, 行手术切除, 病检证实为肝紫癜, 此病
罕见.

关键词: 肝紫癜; 诊断; 治疗
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0  引言

肝紫癜(poliosis hepatis)是指在肝切除或活检标

本中, 看到一些大小不等的小囊, 内充满血液, 
是一种罕见的肝脏疾病[1]. 2007-11我院收治1例
肝紫癜患者, 现报道如下.

1  病例报告

患者, 男, 52岁, 因体检查B超发现肝占位性病

变10 d, 于2007-11-12入院. 无发热、腹痛、腹

泻、腹胀, 无其他不适. 无乙肝史及血吸虫病史. 
既往30年每日饮酒250-500 g. 体格检查无明显

异常. 肝功能: ALT 69 U/L, AST 19 U/L, 总蛋白

64.6 g/L, 白蛋白38.4 g/L, 总胆红素9.2 μmol/L, 一
分钟胆红素3.40 μmol/L. 乙肝检查: HbsAg(-)、
HBsAb(+)、HbeAg(-)、HbcAg(-)、HbcAb(-); 凝
血功能: 凝血酶原时间10.6 s, 凝血酶原活动度

128%, 国际标准化值0.99, 纤维蛋白原3.57 g/L, 
活化部分凝血活酶时间31.4 s, 凝血酶时间14.4 
s; 输血全套: HIV(-)、HCV(-)、梅毒抗体(-); 肿
瘤标志物: AFP 4.9 μg/L, CEA 4.3 μg/L, CA12-5 
5700 U/L, CA19-9 4400 U/L. CT增强: 肝右叶后

段见一片状低密度影, 大小约为1.9 cm×1.1 cm, 
周围欠清, 增强后轻度强化, 其内呈低密度, 延迟
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■背景资料
肝紫癜是指在肝
切除或活检标本
中, 看到一些大小
不等的小囊, 内充
满血液, 是一种罕
见的肝脏疾病. 肝
紫癜的临床诊断
很困难, 影像学检
查无特异性, 需要
与原发性肝癌、
转移性肝癌、肝
血管瘤、肝包虫
病、炎性假瘤等
鉴别.

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科 复旦
大学肝癌研究所



期仍呈低密度. 诊断为肝右叶低密度占位性病变

(图1). B超: 肝脏切面形态正常, 肝右叶内见一大

小为4.3 cm×3.1 cm的低回声区, 边界尚清, 周边

呈低回声区, 中央呈高回声. 超声造影检查: 经左

侧肘部静脉分两次分别注入SonoVue 2.4 mL; 动
脉相: 上述区域开始增强, 回声强度高于周围肝

组织; 门脉相: 上述增强区域开始减退, 回声强度

低于周围肝组织; 实质相: 上述区域回声强度低

于周围肝组织. 提示肝内实质性肿块(图2). 患者

于2007-11-20行肝右后叶下段部分切除术(图3). 
术中顺利, 术后恢复良好, 2007-12-07痊愈出院. 
术后病理检查示: 送检肝组织9 cm×8 cm×5 cm, 
切面见一直径3 cm的灰黄色结节, 多处取材制片, 
镜下见结节区肝组织小叶内中央静脉及肝窦严
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重淤血扩张, 部分融合形成“血池”, 肝细胞索

单层排列, 无异型性, 部分区域肝细胞因淤血显

著萎缩, 结节周围肝组织不同程度水变性, 脂肪

变性, 结合肉眼、组织学特点及临床病史, 考虑

为肝紫癜(图4).

2  讨论

1861年Tsokos et al [2]首先使用“pelios”描述这

种肝疾病的切面的肉眼观, 其病因不甚明确, 可
能与下列情况有关: 进展期的肺结核、长期消

耗性疾病、肾移植术后、炎性肿瘤、服用甾体

类激素、以及长期血液透析等. Zafrani et al [3]认

为3种可能的发病机制: (1)肝静脉会合处的肝窦

流出道梗阻; (2)一种毒性物质对肝窦壁的影响; 

www.wjgnet.com

■相关报道
Tóth et al 对1例肝
破裂导致的腹腔
内出血的患者, 先
采用高选择性动
脉插管栓塞控制
出血, 再行肝肿瘤
切除的方法, 治愈
了 1 例 肝 紫 癜 患
者; Tsirigotis et al
采用肝右动脉插
管栓塞出血部位
成功地处理了1例
严重被膜下出血
的肝紫癜患者.

A B

图 1 CT增强影像表现. A: CT增强后轻度强化, 其内呈低密度(箭头示); B: 延迟期呈低密度(箭头示).

0

5

10

T1: 0:28

A 0

5

10

T1: 1:05

B 图 2 超声造影影像表现. 
A: 超声造影动脉相低回声

区开始增强, 回声强度高于

周围肝组织(箭头示); B: 门

脉相上述增强区域开始减

退, 回声强度低于周围肝组

织(箭头示).

图 4 镜下见结节区肝组织小叶内中央静脉及肝窦严重淤
血扩张, 部分融合形成“血池”(箭头示).

图 3 肝组织切面见一直径3 cm的灰黄色结节 .
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(3)肝细胞坏死导致囊腔形成. 本病例无肝炎史

及血吸虫史, 家族中无类似疾病患者, 肿瘤标志

物正常, 肝功能除AST轻度增高(69 U/L)外, 其他

均正常. 患者最显著的特点是长期大量饮酒, 既
往30年平均饮酒250-500 g/d, 酒精对肝脏的损伤

是否是该患者的病因, 值得考虑. 
肝紫癜的临床诊断很困难, 影像学检查无

特异性 ,  需要与原发性肝癌、转移性肝癌、

肝血管瘤、肝包虫病、炎性假瘤等鉴别. Kim  
et al [4]对8例肝紫癜患者的影像学资料进行回顾

性分析, 显示局灶性肝紫癜在增强CT和MRI上
可以表现为不同的增强模式, 他的最终诊断依

靠病理学检查. 本病例的增强CT显示: 增强后轻

度强化, 其内呈低密度, 延迟期仍呈低密度. 其
增强CT与典型肝癌的“快进快出”的模式有所

区别, 与血管瘤的“慢进慢出”的模式也有区

别. 其超声造影表现: 动脉相有增强, 门脉相出

现了减退, 与典型肝癌的“快进快出”模式相

比, 动脉相增强的强度较弱, 门脉相减退的时间

延迟. 这种超声造影表现与部分类型的肝癌、

炎性假瘤等难以鉴别 .  考虑到本病例无肝病

史、甲胎蛋白不升高, 结合影像学检查, 术前认

为患者良性肿瘤的可能性大, 但不能排除恶性

肿瘤, 决定行手术切除, 术后病理检查证实为肝

紫癜. 
该病临床上一般无明显的症状, 往往是因

其他原因作肝组织活检时偶然发现. 少数患者

可出现不同程度的肝功能不全改变. 也有报道, 
患者由于大量的血囊而使肝脏增大, 个别患者

可能由于血囊穿孔, 导致致命性出血. 所以该

病的最大危险是肝破裂致腹腔内大出血. Tóth  
e t a l [5]对1例肝破裂导致的腹腔内出血的患者, 
先采用高选择性动脉插管栓塞控制出血, 再行

肝肿瘤切除的方法, 治愈了1例肝紫癜患者. Tsi-
rigotis et al [6]采用肝右动脉插管栓塞出血部位成

功地处理了1例严重被膜下出血的肝紫癜患者. 
我们认为对于该病, 首先要明确诊断, 若无肝病

史, AFP不升高, 影像学检查不支持肝癌, 可行肝

穿刺活检; 若证实为肝紫癜, 可根据病灶情况确

定治疗方案. 若病灶不大, 可暂不处理, 严密观

察; 若病灶增大可采用微波固化、射频消融等

方法治疗. 若肿瘤巨大, 有出血危险, 可采用肝

动脉插管栓塞治疗或手术切除.
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