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Abstract
Hilar cholangiocarcinoma has always been the 
focus attracting the attention of surgeons because 
of its special anatomic location and poor prognosis. 
At the present time, complete tumor resection has 
been recognized as the most effective therapy for 
hilar cholangiocarcinoma. However, the risk of 
operation is very high, and there also are many 
technical difficulties and exploratory progress in 
attempting to remove the tumor. This article will 
analyze and discuss the perioperative management 
and the development and controversy of surgical 
skills in the treatment of hilar cholangiocarcinom 
in order to help clinical surgeons take an active 
part in improving their practice skills.  

Key Words: Hilar cholangiocarcinoma; Surgical op-
eration

Xu GL. Development and controversy of surgical therapy 
for hilar cholangiocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(25): 2793-2796

摘要
肝门胆管癌由于位置的特殊和不良的预后一

直是外科医生关注的重点. 目前手术是唯一可
以治愈肝门胆管癌的手段, 但是其面临的风险
很大, 难点较多, 探索性的进步也很快. 本文就
目前在围手术期的处理和手术技能的发展与
争论作一述评, 以期帮助临床外科医生积极投
身到提高技能的实践中去.  

关键词: 肝门胆管癌; 手术

许戈良. 肝门胆管癌手术进展与争论.  世界华人消化杂志  

2008; 16(25): 2793-2796
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0  引言

肝门胆管癌由Klatskin在1965年首次描述. 目前

手术是仅有治愈的手段. 但是, 由于肝门部解剖

的特殊复杂和肿瘤对周围重要结构的侵犯, 这
一部位肿瘤的手术治疗一直挑战着外科医生. 
近10多年由于肝脏外科技能的提高, 肝门胆管

癌的治疗发生了很大的变化. 更加积极扩大的

肝叶切除, 尤其是完整切除和切缘阴性R0(病理

证实切缘无癌细胞残留)给患者提供了长期生存

的机会. 虽然, 扩大的肝脏切除虽然可以提高胆

管切缘阴性率(R0), 但是肝功能衰竭的风险增加. 
如果减少肝脏的切除量可能会增加切缘阳性, 
如何平衡还是个困难的问题. 

1  肝门胆管癌黄疸的术前处理

肝门胆管癌最常见的临床症状就是黄疸, 扩张的

胆管可能会对门静脉造成压迫, 导致肝脏的贫血

和肝细胞的坏死, 长期的黄疸和并发胆管炎, 术
后常常遇到肝脏功能不良, 包括肝衰在内的并发

症发生率增高, 手术缓解压力也可引起贫血再灌

注损伤. Kondo et al [1]认为术前的胆管减压, 降低

血清胆色素浓度在34.2 mmol/L以下, 有助控制局

限性胆管炎. 他们对40例患者扩大的肝切除没有

出现肝衰和术后的死亡, 可能与术前适当的胆管

减压降低黄疸, 恢复损伤的肝脏功能, 早期治疗

肝段胆管炎有关. 在日本进行积极的手术之前胆

管减压几乎成了常规, 以缓解黄疸. Tabata et al [2]

www.wjgnet.com
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在75例手术患者中, 术前胆管引流占63例, 76%
的患者接受了肝叶切除, 没有围手术期死亡率的

发生. 
在术前黄疸的引流技术上多数中心的研究

认为逆行胰胆管镜检查(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)和支架置放原则

上不推荐. 虽然在这样的患者中30%胆汁中有菌, 
但是发热或胆管炎并不常见. 如果胆管树被管子

插入并置放支架, 由于这种方式置放的支架引流

往往不全面, 特别是尾状叶分支胆管, 几乎100%
的患者都会发生菌胆症(bacterbilia), 胆管炎的发

生率也明显增高. 肝门胆管癌的无效引流往往

导致败血症. Liu et al [3]将不同时段的2组患者进

行了比较, 前组阻塞性黄疸的缓解主要是ERCP
和内镜下支架引流, 后组的处理主要靠经皮肝

穿胆管引流(percutaneous transhepatic cholangial 
drainage, PTCD)进行减黄. 结果后组的肝功能状

况好于前组, 手术切除率也高于前组. 因此, 为了

保留预留肝的功能, 改善黄疸, 常规的PTCD作为

标准的方法正在被推荐已经获得普遍的认同. 
但是, 术前胆管引流是有争议的. 虽然他可

以改善肝功能, 降低肝衰发生率, 但是增加细菌

定殖和围手术期的感染. Sewnath et al [4]总结了一

个近年的Meta分析: 关于是否术前胆管引流可以

降低术后致病率, 由于缺乏对照组还不能得到肯

定的回答. 我们的实践表明, 没有常规的胆管引

流同样也可以获得70%以上的切除率并改善结

果, 关键是手术能力和技巧, 他和良好的结果具

有高度的相关性. 肝门胆管癌手术切除率的提高

正是近20年肝脏外科手术技术的发展, 而不仅仅

是由于黄疸的引流. 虽然术前胆管引流的益处讨

论仍然在进行, 但是, 最佳的术前引流应该是准

备做扩大的肝叶切除和肝功能储备较差的患者.

2  扩大肝叶切除的手术安全性

由于肝门胆管癌患者长期黄疸或并发胆管炎, 
在进行肝切除时, 术后的并发症和肝功能不良

成了一个严重的问题. 虽然肝衰和术后死亡率

已经明显降低, 但是手术的并发症仍没有下降, 
可能与肝脏切除量的增大有关. 一些研究中心

认为门静脉栓塞可以使被栓塞段肝脏进入凋

亡, 而未栓塞段肝脏进入增殖[5]. 当肿瘤需要广

泛切除肝脏的时候需要进行胆管引流以保留肝

脏的最大功能, 同时可以通过术前的门静脉栓

塞(preoperative portal vein embolisation, PVE)使
得预留肝脏肥厚, 增加大范围手术的安全性. CT
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容量分析法可以对将要预留的肝脏量进行测量, 
从而了解预留肝脏量的变化. 

PVE方法通常在术前的4-6 wk进行. 或者是

通过由Nagino et al [6]描述的使用同侧经皮肝穿入

路的介入放射学技术或者通过Makuuchi et al [7]描

述的经回结肠静脉途径的微型剖腹术, 将5.5Fr
三腔球囊导管通过上述2种途径置入门静脉系

统, 并通过造影成像证实. 然后将球囊打开, 用
纤维蛋白胶合剂和乳化碘剂, 对切除侧门静脉

分支进行栓塞. 停止注射后球囊仍然保持3 min
以防止门静脉主干或其他支异位栓塞. 此法可

增加预留肝量的10%-15%, 降低术后肝功能的

不良. 但是, 老年患者或肝功能损害较重并不

都能通过PVE来实现扩大的肝切除. Kawarada  
e t a l [8]对于肝功能不良、不适合扩大切除的患

者, 采用了Taj Mahal法切肝. 理由是: (1)这种方

法可以较为容易的切除整个尾状叶包括腔静脉

周围的肝脏; (2)肝脏切面很象一本打开的书, 具
有很好的视野, 易于进行肝肠吻合; 右叶肝管的

切端(Ⅵ, Ⅶ, Ⅷ)的切缘更加易于检查以达到阴

性切缘, 特别适于Ⅰ、Ⅱ和部分双侧胆管受侵

犯Ⅳ型. 术后很少有严重的并发症, 生存期也长

于PVE术后的扩大右半肝患者. 
但是, 也有学者认为对于术前进行PVE需要

很好的设计前瞻性的研究方案. 在选择PVE的时

候是否能够准确判断出肿瘤的可切除性? 是否

能明确肿瘤是单侧侵犯而不是双侧? 残肝量到

多大才是应该达到的目的? 假如在4-6 wk后没

有达到一定的量是否拒绝手术再次栓塞或使用

其他的方法? 有无患者在栓塞期间肿瘤进一步

发展[9]? 尽管目前还没有更多的Meta分析资料

来证实术前PVE可以有效改善预留肝脏肝功能

的储备量, 提高手术的安全性. 但是, 自1990年
Makuuchi et al开始在术前进行PVE并取得了较

好的结果, 在这个基础上, 这种方法已经在日本

逐渐被推开, 现在已成为扩大右半肝术前的常

规工作并被引入美国等 [2,5,11]. 因此, 我们认为

实践并不违反原理, 尤其在肝叶扩大切除的患

者中.

3  尾状叶是否常规切除

一些研究已经表明, 对于长期生存者最重要的

预后因素之一是彻底切除肿瘤(R0). 由于肝门胆

管癌在浸润胆管周围邻近的组织之前常常沿着

胆管壁生长, 而且容易侵犯尾状叶, 所以日本和

美国的经验认为肝门胆管肿瘤合并肝叶以及尾
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状叶的切除的确可以提供较高的切缘阴性率. 
Tabata et al [2]将75例肝门胆管癌患者按时间先

后顺序分为3组, 其中12例为早期组(1976-1981), 
主要是胆管切除; 50例为中期(1981-1994), 扩
大的肝切除加尾状叶切除 ;  1 3例为后期组

(1994-1998), 开始引进了PVE技术, 以增加手术

的安全性, 所有的患者都切除了尾状叶. 治愈性

切除率(R0)在3组中分别是16.7%, 64%, 84.6%. 
Kawarada et al的研究发现42.3%的患者的尾状

叶受到肿瘤的侵犯, 肝脏的4段胆管分支在肝门

胆管癌中也常常受侵犯, 因此, 根治性的手术必

须将尾状叶连同4a段肝脏一并切除[8]. 一些作者

认为Bismuth分型只是考虑了肿瘤侵入右或左肝

管, 没有考虑到向前侵犯方叶以及向后侵犯尾

状叶, 如果肿瘤位于中央或肿瘤扩散到左肝管, 
尾状叶累及的可能性非常大. 同样, 在Bismuth
分型的Ⅲa中, 由于肿瘤常常侵犯生长进入肝脏

前、后段, 所以外科治疗应该包括方叶和尾状

叶的切除. 甚至有些作者提倡将尾状叶在内整

块切除作为根治的标准手术[12]. 但是也有人认为

对于起源于右肝管而没有侵犯到肝门板的一般

不需要切除尾状叶. 我们认为对于BismuthⅠ型和

术中证实肿瘤仅位于右肝管的不需要常规切除

尾状叶.

4  肿瘤累及到血管, 门静脉和肝动脉的切除技

术及对预后的影响

许多情况下, 肝门胆管癌常侵犯门静脉和(或)肝
动脉, 如一侧肝动脉及同侧门静脉分支均有浸

润, 而对侧的肝管、门静脉、肝动脉分支正常, 
为了取得切缘阴性, 必须进行门静脉分叉处的

切除. 
在部分门静脉的切除过程中, 当有足够的

长度可以从肝脏中解剖出来没有遇到肿瘤的时

候, 门静脉重建可以在切肝前. 如果困难则在肝

切除后, 留有适量的长度. 在门静脉的切除过程

中尽量不要碰触切除的肿瘤以及邻近的组织, 
无瘤技术对预后很重要. 当完成了左三叶切除, 
需要对门静脉分叉处的右支进行切除, 由于血

管相对较短, 可能技术上更为困难, 少数情况下

可能会借助人工移植物. 所有门静脉的重建都

是用6-0 prolene线端端吻合. 在静脉重建期间, 
动脉的供血要保持通畅. 假如动脉同样受侵犯

也应该一并切除和重建或修补. 多数情况下, 在
肝门部狭小复杂的区域, 在没有切除肿瘤之前, 
探明血管内是否受累很困难. 德国柏林的医生

对肝门肿瘤采用非接触技术将肝门部与扩大的

右半肝以及门静脉分叉部的切除一起整块完成, 
避免在肿瘤的周围进行解剖分离. 切除后左侧

门静脉与门静脉主干端端吻合重建. 依据这些

原则他们完成了R0切除, 患者术后5年生存率达

到了72%[13]. 
但是, 也有作者认为他们的结果在生存期上

并没有明显的改善. 认为肿瘤累计到了血管, 即
使血管切除, 由于手术风险的增加, 患者预后并

不能改善甚至更坏[1]. Ebata et al也报告需要门静

脉切除的患者长期生存差. 但是, Meta分析证明

门静脉切除本身并不影响预后, 但腔内有肿瘤

或切缘阳性预后不好. Alan et al认为, 虽然对于

标准的手术, 门静脉的切除并不是必须的, 但是, 
对于治愈性的切除, 门静脉切除并不是禁忌. 获
得阴性切缘是延长生存期最重要的因素, 假如

需要门静脉的切除来达到这个目的应该毫不犹

豫, 5年生存期可达45%[10]. 我们的经验不多, 但
是, 同意门静脉切除的风险评价与门静脉切除

的经验有关, R0切除可以改善患者的预后. 
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Abstract
AIM: To explore the inhibition of different grugs 
on the hepatic echinococcus granulosus infection 
in mice, and to investigate the influence on 
the infection after enhancing the host immune 
function.

METHODS: After immunization with echino-
coccus granulosus cyst fluid for 3 wk, mice with 
positive IgG seroresponses were divided into 
drug-treated group and model control group. 

One week before infection and one month after 
infection with prostoscolex, the mice in the for-
mer were treated with single liposomal alben-
dazole (L-Alb), single huaier extract, and huaier 
extract with L-Alb, respectively. The prostosco-
lex was dealed with 750 mL/L alcohol, 200 g/L 
hypertonic saline, L-Alb and balanced solution 
when the mice were inoculated. After infection 
for 90 d, the pathological changes, spleen index, 
the levels of IgG and IgE in peripheral blood were 
observed; meanwhile, the levels of CD4+ and 
CD8+ cells were determined by flow cytometry.

RESULTS: Pathological examination showed 
that the germinal layer and corneous layer of 
echinococcus granulosus were severely damaged 
in the mice with combined treatment. There 
were significant differences in the spleen index 
and the levels of serum IgE between the drug-
treated groups and the model control group (3.84 
± 0.86, 3.95 ± 1.01, 3.27 ± 0.52 vs 5.46 ± 0.52; 0.06 
± 0.08 µg/L, 0.07 ± 0.08 µg/L, 0.03 ± 0.03 µg/L vs 
0.20 ± 0.02 µg/L; all P < 0.01); the difference was 
the most significant between the combined treat-
ment group and the model control group. The 
level of IgG had no marked difference between 
the drug-treated groups and the model control 
group. The level of CD8+ cells was significantly 
lower (16.60 ± 3.89, 18.18 ± 3.90, 15.38 ± 2.63 vs 
32.90 ± 4.71; all P < 0.01), but the level of CD4+/
CD8+ cells was higher (3.21 ± 0.70, 3.05 ± 0.66, 3.53 
± 0.57 vs 1.57 ± 0.26; all P < 0.01) in the drug-
treated groups than that in the model control 
group; the most significant change was observed 
in the mice with combined treatment.

CONCLUSION: L-Alb combined with huaier ex-
tract may obviously enhance immune function, 
inhibit the growth of echinococcus granulosus, 
and reduce the post-operative infection of echi-
nococcus granulosus in mice.

Key Words: Hepatic echinococcus granulosus; Post-
operative infection; Liposomal albendazole; Huaier 
extract
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■背景资料
肝细粒棘球蚴病
是一种在我国西
北部牧区广泛流
行的人畜共患寄
生虫病. 由于目前
尚无特效药物. 外
科治疗仍为首选. 
彭心宇在外科实
践中发现肝包虫
周围纤维性囊壁
的病理组织结构
与传统理论不符. 
外囊可分为内层
和外层. 两层之问
有可分离间隙存
在, 沿此间隙可完
整摘除包虫. 首创
了“闭合式肝包
虫外膜内完整摘
除术”, 并根据手
术操作的差异衍
生出“开放式肝
包虫外膜内完整
摘除术”、“ 开
放式肝包虫外膜
内部分摘除术”,  
尽可能作到完整
摘除, 尽可能减少
外囊在肝内的残
留 ,  达 到 降 低 复
发、减少残腔并
发症, 提高术后生
命质量的目的.

■同行评议者
王怡 ,  主任医师 , 
天津市传染病医
院天津市肝病研
究所肝病一科



on the post-operative infection of hepatic echinococcus 
granulosus in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
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摘要
目的: 探讨不同药物对小鼠肝细粒棘球蚴感
染的抑制作用, 了解增强宿主免疫功能对小鼠
肝细粒棘球蚴感染的影响. 

方法: 取包虫囊液成功免疫小鼠, 分为药物治
疗组和模型对照组. 肝脏接种原头蚴前1 wk及
接种后1 mo, 药物治疗组分别用阿苯哒唑脂质
体、槐耳浸膏及阿苯哒唑脂质体联合槐耳浸
膏治疗, 接种头节时各药物治疗组再分为4组, 
每组头节分别使用750 mL/L乙醇、200 g/L高
渗盐水、阿苯哒唑脂质体及平衡液处理后接
种, 模型对照组头节用平衡液处理后直接接
种, 接种后3 mo观察小鼠肝细粒棘球蚴大体
和病理变化, 检测小鼠脾脏指数、外周血IgG
和IgE水平, 并用流式细胞仪检测小鼠外周血
CD4+和CD8+淋巴细胞的百分率. 

结果: 联合治疗组中小鼠肝细粒棘球蚴生发
层和角质层破坏较严重. 各药物治疗组小鼠脾
脏指数、IgE水平明显低于模型对照组(3.84
±0.86, 3.95±1.01, 3.27±0.52 vs  5.46±0.52; 
0.06±0.08 µg/L, 0.07±0.08 µg/L, 0.03±0.03 
µg/L vs  0.20±0.02 µg/L, 均P <0.01), 其中联合
药物治疗组降低最为明显; 药物治疗组IgG水
平与模型对照组相比无显著性差异. 药物治
疗组CD8+水平明显低于模型对照组(16.60±
3.89, 18.18±3.90, 15.38±2.63 vs  32.90±4.71, 
均P <0.01), CD4+/CD8+明显高于模型对照组
(3.21±0.70, 3.05±0.66, 3.53±0.57 vs  1.57
±0.26, 均P <0.01), 其中联合治疗组变化最为
明显.

结论: 阿苯哒唑脂质体与槐耳浸膏联合用药
可以明显增强小鼠免疫功能, 抑制细粒棘球
蚴的生长, 使小鼠肝细粒棘球蚴病术后感染
率降低.

关键词: 肝细粒棘球蚴; 术后感染; 阿苯哒唑脂质

体; 槐耳浸膏
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0  引言

肝细粒棘球蚴病又称囊型肝包虫病, 是畜牧地
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区常见的地方性疾病, 目前尚无有效药物治疗, 
确诊后需手术治疗[1]. 在细粒棘球蚴感染高发区, 
人和羊对其感染均具有一定的抵抗力[2], 包虫幼

虫侵入宿主组织后生长缓慢, 往往数年后才出

现症状, 但是小儿感染包虫囊肿生长较快, 多发, 
免疫血清测定的阳性率较成人低[3]. 宿主在感染

细粒棘球蚴3-5 d即可出现巨噬细胞和中性粒细

胞的浸润, 随后主要是嗜酸性粒细胞、淋巴细

胞和巨噬细胞水平升高; 在人工动物感染包虫

实验中, 宿主各抗体水平升高, 仅有不到5%的虫

卵可逐渐在宿主体内存活并形成包囊[4], 国外也

有学者报道了包虫病患者自愈的病例[5]. 由此可

见, 细粒棘球蚴在体内感染与宿主的免疫能力

相关, 宿主体内包虫囊的形成有赖于宿主免疫

应答. 
彭心宇1999年发现, 在肝包虫外囊与邻近

肝脏组织之间存在一层纤维膜, 沿此间隙即可

完整剥离包虫外囊, 从根本上解决了包虫复发

和残腔并发症[6]. 当包虫体积较大或临近重要管

道时, 术中需选择开放式肝包虫外膜内外囊完

整或部分摘除术, 如果溢出或残留原头节, 则会

增加术后复发的风险. 包虫外囊屏障在包虫免

疫逃避中起着重要作用[7], 肝包虫外膜内外囊完

整摘除术术后复发率降低, 可能与外囊切除后, 
残留的头节直接暴露肝脏创面, 宿主通过免疫

应答杀灭寄生虫有关. 如果我们在术前及术后

加强宿主免疫功能, 抑制原头蚴的生长, 可能会

进一步降低手术后复发率. 因此, 我们采用动物

模型, 模拟开放式肝包虫外膜内外囊完整摘除

术的手术处理过程, 先对小鼠进行抗原免疫产

生抗体, 然后在小鼠肝脏直接接种细粒棘球蚴, 
接种时头节分别使用不同药物处理, 术前及术

后运用不同药物进行治疗, 了解提高宿主免疫功

能对肝包虫外膜内外囊完整摘除术后复发的影

响, 为临床治疗肝包虫术后复发提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 从自然感染的绵羊肝棘球蚴囊中, 无菌

抽取含原头节的囊液, 离心后弃上清, 沉淀的原

头节用0.15 mol/L的灭菌磷酸缓冲液(PBS, pH7.2) 
清洗3遍. 取0.1 mL在显微镜下观察原头节活动

情况并计数, 用染料排斥实验检查原头节活力

在85%以上, 制成每毫升含有20 000个原头节的

混悬液, 即可作动物体内接种. ♀昆明种小鼠200
只, 体质量18-20 g, 购自石河子大学医学院实验

动物中心. 阿苯达唑脂质体10 g/L, 购自新疆医科

www.wjgnet.com

■研发前沿
由于细粒棘球蚴
抗原成分较多, 且
在生活史的不同
阶段表达特定的
抗原, 产生不同的
特异性免疫应答, 
因此免疫应答机
制较为复杂, 宿主
体内包虫囊的形
成有赖于宿主免
疫应答.
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大学; 槐耳清膏呈褐色糊状, 溶于水, 由南京中医

学院药用菌研究室提供, 每毫升含槐耳菌质0.8 g
提取清膏.
1.2 方法 取我院已制备好的人肝包虫囊液抗原, 
小鼠ip免疫原制剂3次, 每次注射0.1 mL, 2 wk后
重复ip免疫原制剂. 末次注射1 wk后取鼠血做

ELISA, 检测小鼠IgG抗体, 模拟人感染肝包虫

体内产生抗体. 外周血IgG抗体为阳性小鼠, 分
为药物治疗组(3组, 每组40只)和模型对照组(1
组, 10只), 药物治疗组分别用阿苯哒唑脂质体75 
mg/kg(10 g/L, 稀释成5 g/L, 按20 g小鼠1次用量

1.5 mg配制, 每次0.3 mL), 免疫增强剂槐耳浸膏

0.4 mL, 槐耳浸膏0.4 mL联合阿苯哒唑脂质体75 
mg/kg, 灌胃口服治疗, 用药3 次/wk. 另设1组(8
只)正常小鼠空白对照. 

治疗1 wk后, 各药物治疗组再分为4组(每
组10只), 进行肝脏注射接种原头节0.3 mL, 模拟

术中原头节脱落或残留, 各组原头节分别用750 
mL/L乙醇、200 g/L高渗盐水、阿苯哒唑脂质体

和平衡液进行处理20 min后接种. 然后继续用上

述3种药物治疗1 mo, 模型对照组(10只)灌服同

体积蒸馏水, 模型对照组头节行平衡液处理后

直接接种. 接种3 mo后解剖. 空白对照组不作任

何处理. 随机抽取各组棘球蚴囊, 用50 g/L甲醛

溶液固定, 石蜡包埋, HE染色及切片, 观察棘球

蚴囊壁组织病理形态改变. 小鼠治疗3 mo后, 取
脾脏称重并计算脾脏指数. 脾脏指数的计算: 脾
脏指数 = 脾脏质量(g)/体质量(g)×1000. 摘眼球

取血, 离心取血清, 应用免疫比浊法测IgG的含

量, 酶联免疫吸附试验测定血清中IgE的含量. 
另取小鼠血液100 μL, 分别加入抗小鼠PE-CD4, 
PE-CD8, FCM检测T淋巴细胞亚群的比例.

统计学处理 应用SPSS13.0 for Windows统
计软件, 对实验数据进行方差分析.

2  结果

2.1 肝棘球蚴大体观察 阿苯达唑脂质体、槐耳

浸膏、及联合用药组小鼠肝细粒棘球蚴复发率

分别是17.1%, 24.2%和5.7%(图1). 阿苯哒唑治疗和5.7%(图1). 阿苯哒唑治疗5.7%(图1). 阿苯哒唑治疗

组棘球蚴的生长为单发, 体积较小, 色泽浑浊, 多
数呈半透明状或结节状(图2A); 槐耳浸膏治疗组

棘球蚴的生长为单发或多发, 可见多个相互融

合, 体积相对较大, 包囊光滑透明, 部分呈结节状

(图2B); 联合治疗组中, 感染棘球蚴均为单发, 色
泽发白, 体积较小, 呈结节状(图2C), 对照组棘球

蚴生长相对良好, 包囊光滑透明, 体积较大, 数量

单发或多发, 个别包囊组织浑浊灰暗(图2D).
2.2 病理观察 在3个治疗组中, 小鼠肝细粒棘球

蚴囊均受到不同程度的损害, 阿苯哒唑脂质体

组中囊壁生发层和角质层出现断裂、脱落甚至

缺损, 角质层变薄, 结构模糊甚至消失, 大量空

泡形成, 生发层细胞肿胀且数量减少, 部分出现

细胞变性(图3A). 槐耳浸膏组中囊壁角质层结构

均匀、清晰, 呈板层状排列, 部分结构模糊空泡

形成, 生发层细胞可见(图3B). 联合治疗组棘球

蚴的病理组织学变化相对较严重, 角质层变薄, 
出现断裂、缺损, 结构模糊消失, 囊壁与周围肝

组织分离, 生发层细胞肿胀, 消失, 结构断裂, 卷
曲, 残存细胞发生变性, 还有的囊内内囊塌陷, 
卷曲, 在囊泡内可见急性出血现象(图3C). 光镜

下可见模型对照组肝棘球蚴组织基本正常, 多
数囊生发层和角质层生长良好, 生发层细胞清

■创新盘点
本研究采用动物
模型, 模拟开放式
肝包虫外膜内外
囊完整摘除术的
手术处理过程, 在
小鼠肝脏直接接
种细粒棘球蚴, 接
种时头节分别使
用不同药物处理, 
术前及术后运用
不同药物进行治
疗, 了解提高宿主
免疫功能对小鼠
肝细粒棘球蚴感
染的影响.

表  1  不同药物治疗小鼠感染细粒棘球蚴后脾脏指数、IgG及IgE变化 (mean±SD)

     
分组        		    n         	       脾脏指数      	           IgG(g/L)   	           IgE(mg/L)

阿苯哒唑组	 35	    3.84±0.86b	       2.43±0.10	       0.06±0.08b

槐耳浸膏组	 33	    3.95±1.01b	       2.44±0.12	       0.07±0.08b

联合治疗组	 35	    3.27±0.52b	       2.42±0.11	       0.03±0.03b

模型对照组	   8	    5.46±0.52	       2.52±0.19	       0.20±0.02

空白对照组	   8	    3.34±0.26	       2.25±0.07	       0.02±0.07

bP<0.01 vs  模型对照组.
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图  1  不同药物治疗后小鼠肝脏细粒棘球蚴感染率. 1: 

L-ABZ组; 2: 槐耳浸膏组; 3: 联合用药组; 4: 模型组.
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晰可见, 角质层板层结构均匀(图3D).
2.3 脾脏指数、IgG和IgE水平 IgG阳性抗体组小

鼠与空白对照组比较, 脾脏指数、IgG和IgE水
平值均有意义(P <0.05). 各药物组治疗后小鼠脾

脏指数、IgE水平明显低于模型对照组(P <0.01,
表1), 但联合治疗组降低最为明显, IgG水平经药

物治疗后与模型对照组变化不大(P >0.05). 在药

物治疗组中, 进行两因素2×2析因分析结果, 两
种药物阿苯达唑脂质体和槐耳浸膏, 在降低脾

脏指数和IgE水平上具有明显交互作用(P <0.05, 
图4A).
2.4 T淋巴细胞亚群分类 IgG阳性抗体组小鼠与

空白对照组比较, T淋巴细胞亚群和CD4+/CD8+ 
水平值均有意义(P <0.05). 各组小鼠T细胞CD4+

值在各用药组变化不大(P >0.05, 表2), 药物治

疗组C D8+水平明显低于模型对照组(P <0.01, 
表2), CD4+/CD8+明显高于模型对照组(P <0.01, 
表2);  在阿苯达唑脂质体和槐耳浸膏药物治

疗组中, CD4+、CD8+和CD4+/CD8+水平变化

不大(P >0.05); 但联合治疗组中C D8+降低、

CD4+/CD8+水平升高变化最为明显. 在对药物

治疗组中进行两种药物完全随机两因素2×2析
因分析, 结果显示两种药物在降低CD8+水平和

提高CD4+/CD8+水平上同样具有明显交互作用

(P <0.05, 图4B).

3  讨论

机体感染细粒棘球蚴后, 免疫反应在抗感染过

程中发挥重要作用. 细粒棘球蚴在未成熟阶段

即开始释放抗原刺激机体产生抗体, 通过检测

抗体可早期诊断包虫病. 不同组织器官寄生的

包虫, 诱导宿主所产生的抗体类型和抗体水平

存在着差异, 特异性IgG按检出率的高低, 依次

为肝脏和肺脏. 在包虫抗原刺激下, 机体感染初

期先产生IgM抗体, 随着IgG抗体产生, 其替代

IgM并成为抗包虫特异性免疫球蛋白的主要组

■应用要点
棘球蚴的免疫逃
逸作用是引起肝
包虫术后复发的
主要原因, 因此在
棘球蚴形成之前
进行有效地药物
干预, 恢复和增加
宿主的免疫功能, 
对于残留原头蚴
的生长可能会起
到一定的抑制作
用, 以减少术后的
复发.

表  2  不同药物治疗小鼠感染细粒棘球蚴后T淋巴细胞亚群检测 (mean±SD)

     
分组     		    n         	          CD3+        	          CD4+         	         CD8+       	  CD4+/CD8+

阿苯哒唑组	 35	 67.98±9.05	 50.85±7.87	 16.60±3.89b	 3.21±0.70b

槐耳浸膏组	 33	 71.60±8.34	 53.18±6.14	 18.18±3.90b	 3.05±0.66b

联合治疗组	 35	 70.62±7.88	 54.22±6.33	 15.38±2.63b	 3.53±0.57b

模型对照组	   8	 86.33±7.30	 50.92±4.90	 32.90±4.71	 1.57±0.26

空白对照组	   8	 61.09±8.22	 45.59±7.03	 14.73±2.15	 3.16±0.60

bP<0.01 vs  模型对照组.

A B

C D

图  2  棘球蚴肉眼观. A: 阿

苯哒唑组; B: 槐耳浸膏组; 

C: 联合治疗组; D: 模型组.
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分. 绵羊和小鼠分别感染棘球蚴后1 wk和2 wk, 
即可测出囊液抗原的IgG抗体反应[8]. 我们通过

制作动物模型, 用肝包虫囊液粗抗原免疫小鼠, 
使其产生一定的IgG抗体, 从而模拟人类感染肝

包虫后机体抗体的产生. IgG阳性者作为实验对

象进行分组, 分组时选用临床治疗包虫常用药

物阿苯哒唑以及增强机体免疫力药物, 了解通

过围手术期药物治疗和增强小鼠的免疫能力前

提下, 小鼠肝细粒棘球蚴的感染情况. 实验小鼠

感染时选择小鼠肝脏直接接种头节, 使宿主免

疫应答直接作用于虫体, 模拟“肝包虫外膜下

外囊完整摘除术”术中头节脱落或残留头节, 
手术前1 wk和术后1 mo分别选用分组药物阿苯

哒唑脂质体、免疫增强剂槐耳浸膏以及联合阿

苯哒唑脂质体和槐耳浸膏用药进行治疗, 观察

增强小鼠免疫功能对细粒棘球蚴生长的抑制作

用, 以及免疫增强剂与阿苯哒唑脂质体的协同

作用效果, 为临床实践中治疗肝包虫术后复发

筛选有效治疗药物. 
阿苯哒唑被认为是治疗棘球蚴病最有效的

药物之一, 他通过抑制虫体摄取葡萄糖, 致使虫

体生发层细胞糖原耗竭、内质网小体和线粒体

变性, 溶酶体增加, 最终导致虫体死亡[9], 脂质体

可作为抗寄生虫药物的载体, 进入体内后可迅

速被网状内皮细胞摄取, 而包虫病多发于网状

内皮细胞丰富的组织和器官, 如肝脏和肺部. 阿
苯达唑被脂质体包封后集中于网状内皮系统, 
在心脏、肾脏中的累积量比游离药物低得多, 
因此可降低药物对心脏、肾脏的毒性作用; 脂
质体作为异物被肝、肺、脾等网状内皮系统吞

噬, 对这些脏器具有明显的靶向性, 并可增加药

物在靶组织滞留时间和滞留量, 延长药物有效

■名词解释
肝包虫病: 属于自
然疫源性疾病, 人
类作为中间宿主
而受感染, 绝大多
数细粒棘球绦虫
的幼虫致病, 以形
成寄生虫性肝包
虫囊为特征. 传统
术式由于包重外
囊的残留复发率
及并发症较多, 目
前已被纳入国家
免费救治的疾病
之一.

A B
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图  3  棘球蚴的病理观(HE×400). A: 阿苯哒唑组; B: 槐耳浸膏组; C: 联合用药组; D: 模型对照组.

图   4   两 种 药 物
治疗过程中的交
互作用. A: IgE; 

B: CD4+/CD8+. 

1: 使用L-ABZ; 2: 

不使用L-ABZ.
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作用时间[10]. 阿苯哒唑脂质体可使靶细胞周围的

药物浓度高于其他部位, 改变阿苯哒唑亚枫在

小鼠肝脏的代谢作用, 从而提高治疗效果[11], 在
术前及术后运用阿苯哒唑进行治疗, 可以明显

减少育囊和术后复发[12]. 槐耳是我国民间重要药

用真菌, 槐耳菌质所提取的清膏及进一步提取

的多糖是一种良好的生物反应调节剂, 对小鼠

腹腔巨噬细胞的吞噬功能有非常明显的促进作

用, 是一种有效的免疫增强剂[13]. 本实验表明阿

苯哒唑脂质体、槐耳浸膏对细粒棘球蚴生长具

有明显的抑制作用, 阿苯哒唑脂质体与槐耳浸

膏联用抑制效果更好. 用药组各组小鼠感染肝

细粒棘球蚴体积明显小于模型对照组, 多数呈

现结节状, 在同一生长周期中说明各用药组均

对肝细粒棘球蚴的生长起到不同程度的抑制作

用. 我们首次使用槐耳浸膏治疗小鼠肝细粒棘

球蚴, 感染率为24.2%, 这可能与槐耳浸膏改善

因棘球蚴寄生造成的免疫抑制, 增强机体免疫

功能有关. 阿苯达唑脂质体组小鼠肝细粒棘球

蚴感染率为17.1%, 显示阿苯达唑脂质体确有抑

制小鼠肝细粒棘球蚴生长作用. 通过与模型组

对比同一生长周期内包虫囊的大小, 各用药组

均可以抑制肝细粒棘球蚴的生长. 观察本实验

包虫感染的病理变化, 在各药物治疗组中, 均可

以看见生发层细胞减少, 角质层紊乱, 并出现空

泡结构, 其中阿苯达唑脂质体联合槐耳浸膏组

对包虫囊壁破坏效果明显强于单独使用槐耳浸

膏或阿苯哒唑脂质体, 感染率为5.7%, 说明槐耳

浸膏通过增强机体免疫能力, 可以抑制小鼠肝

细粒棘球蚴生长作用, 但作用效果不能完全替

代阿苯哒唑脂质体. 联合用药能可以增强阿苯

哒唑脂质体对虫体囊壁的破坏作用. 
细粒棘球蚴病同其他寄生虫病一样 ,  在

CD4+两种细胞类型Thl和Th2产生的独特型细胞

因子的调控下刺激体液免疫和细胞免疫反应. 
在大多数寄生虫感染过程中, Thl细胞活化与保

护性免疫有关, Th2细胞活化与疾病的易感有关. 
IgE介导的局部速发型变态反应在宿主抗寄生虫

中起着有益的作用, 但高强度的全身性速发型

过敏反应, 会对宿主会产生免疫病理损伤[14]. 同
时脾脏是重要的免疫器官, 脾脏指数变化影响

体液免疫的状况. 本实验中, 模型对照组中小鼠

与空白对照组相比, 小鼠脾脏指数及IgE水平明

显增高, 反映棘球蚴病Thl/Th2细胞失衡, 体液免

疫功能亢进, 从而造成IgE合成增加, 由此引起的

超敏反应导致发生的免疫病理损伤, Th2细胞占

优势, 有利于包虫的生长, 小鼠感染率较高. 经
药物治疗后, 各用药组脾脏指数和IgE均降低, 证
明超敏反应被抑制, 免疫状况有所改善, 各组感

染率均降低, 尤以联合用药组最为明显. 联合用

药组与阿苯哒唑脂质体组、槐耳浸膏组相比较, 
脾脏指数和IgE水平降低, 两种药物有明显的交

互作用, 说明联合用药可以加强和进一步调节

宿主的免疫功能, 降低包虫引起的超敏反应和

体液免疫亢进, 减小对组织的免疫损伤. 本实验

中各组之间IgG水平变化不大, 可能是由于在包

虫感染宿主的血清中, 其中主要的特异性抗包

虫免疫球蛋白为IgG类, 而肝脏包囊主要产生的

是IgG抗体, 接种前1 mo包虫囊液抗原皮下接种

和头节接种刺激机体产生保护性抗体, IgG水平

逐渐升高. 但在感染包虫小鼠体内, 在IgG免疫球

蛋白中, 仅IgG3和IgG4与治疗有相关性[15]. IgG4
抗体应答与囊肿的发展、生长和疾病的进展有

关, 而IgG1, IgG2和IgG3应答主要发生在囊肿被

宿主浸润或破坏[16], 且IgG浓度在体内升高所持

续的时间较长, 亚类的变化对于血清总IgG水平

可能影响不大. 血清中IgG3和IgG4的比例较低, 
其浓度的变化可能不致影响血清总IgG水平. 

T淋巴细胞按其功能可分为CD4(TH/TDTH)
和CD8(TS/TC)等细胞亚群. CD4+ T细胞具有辅

助和诱导功能, CD8+ T细胞具有抑制和细胞毒

性功能, 各功能亚群之间是相互联系、相互促

进、相互制约的. CD4+/CD8+比值的动态平衡反

映了机体免疫调控状态和免疫水平, CD4+/CD8+ 
比值降低标志着机体免疫功能抑制. Riganò et al [17]

发现抗原B可使外周血单个核细胞产生Th1/Th2
细胞因子比值改变, 倾向与病理免疫相关的Th2, 
CD8+数量明显上升, 机体免疫功能受到抑制. 我
们利用F C M对细粒棘球蚴感染小鼠外周血淋

巴细胞中CD4+和CD8+细胞亚群进行动态观察, 
在模型组与空白组相比, CD8+明显增高, CD4+/
CD8+比值下降, 机体免疫功能受到抑制, Th2细
胞免疫应答增强, 免疫逃避机制形成, 小鼠肝包

虫囊肿得以生长, 肝细粒棘球蚴感染率较高. 阿
苯哒唑脂质体在治疗包虫患者中, 不仅能够提

高药物(代谢)动力学和生物利用度, 而且能够刺

激Th1型IFN-γ细胞因子的表达和巨噬细胞功能

的效应器, 恢复T淋巴细胞和B淋巴细胞增殖反

映[18]. 本实验结果显示, 阿苯哒唑脂质体组、槐

耳浸膏组CD8+值、CD4+/CD8+比值变化不大, 与
模型组相比CD8+值降低, CD4+/CD8+比值升高, 
说明两种药物均可以恢复宿主的机体免疫功能, 

■同行评价
本研究选材较好, 
分组明确, 条理清
晰, 目的性强, 用
图与表说明问题, 
有理有据, 具有较
好的理论指导意
义.
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恢复T淋巴细胞增殖反应, 从而起到抑制棘球蚴

生长作用, 降低小鼠肝细粒棘球蚴感染率, 两种

药物对于宿主免疫功能恢复作用相近, 但是感

染率有所不同, 这可能与阿苯哒唑脂质体本身

药理作用有关; 联合用药组中CD8+、CD4+/CD8+

比值明显不同于模型对照组, 与阿苯哒唑组及

槐耳浸膏组相比, 虽然CD4+值变化不大, CD8+值

降低, CD4+/CD8+比值升高, 两种药物交互作用

明显, 本实验证实联合用药能够明显增强小鼠

免疫功能恢复, 治疗效果较单独用药更加明显. 
本实验表明, 阿苯哒唑脂质体与槐耳浸膏联

合用药可以提高小鼠免疫功能, 抑制细粒棘球

蚴生长, 使小鼠肝包虫感染率降低. 免疫增强剂

槐耳浸膏可以协同阿苯哒唑脂质体增加小鼠免

疫功能, 进一步证明了宿主免疫功能与棘球蚴

生长密切相关, 宿主免疫的增强可以抑制包虫

的生长. “肝包虫外膜下外囊完整切除术”术

后复发率低, 可能与外囊切除后, 包虫头节直接

脱落于肝脏裸露的创面, 机体通过免疫应答作

用直接将其杀死有关. 因此在棘球蚴形成之前

通过药物干预, 恢复和增加宿主的免疫功能, 对
于术中残留原头蚴的生长可能会起到抑制作用, 
以减少或避免肝包虫手术后的复发. 

致谢: 感谢石河子大学医学院寄生虫教研室刘
振忠、李永祥老师及石河子大学医学院一附院
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Abstract
AIM: To explore the roles of nuclear factor-
kappa B and its downstream factors such as 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) and Bcl-2 in 
acute hepatic injury and their machanisms.

METHODS: A total of 90 male Wistar rats were 
randomly and averagely divided into normal 
group, TAA (thioacetamide) model group and 
PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate) pretreated 
group. The rats in each group were killed 6, 24 
and 48 h after induction of the model, 10 rats for 
each time point. Chromogenic substrate limulus 
amebocyte lysate method was used to examine 
the level of plasma endotoxin, and radioim-
munoassay was performed to detect the level of 
plasma TNF-α. Liver tissues were collected for 
pathological examination by immunohistochem-

istry, and the apoptotic index of hepatic cells 
was also measured.

RESULTS: As compared with those in the 
normal group, the levels of plasma endotoxin 
(EU/mL) and TNF-α (μg/L) were significantly 
increased (endotoxin: 0.64 ± 0.08 vs 0.23 ± 0.02, P 
< 0.01; 0.96 ± 0.14 vs 0.25 ± 0.02, P < 0.01; 1.15 ± 
0.17 vs 0.25 ± 0.03, P < 0.01; TNF-α: 5.97 ± 1.07 vs 
1.44 ± 0.52, P < 0.01; 12.52 ± 2.09 vs 1.57 ± 0.62, P 
< 0.01; 10.76 ± 1.95 vs 1.49 ± 0.57, P < 0.01), and 
the activities of NF-κB and Bcl-2 in liver tissues 
were enhanced (NF-κB: 87.11% ± 8.23% vs 4.64 
%± 1.82%, 78.55% ± 6.82% vs 4.58% ± 1.91%, 
74.27% ± 6.26% vs 4.73% ± 1.89%, all P < 0.01; 
Bcl-2: 51.11% ± 4.23% vs 6.74% ± 3.93%, 71.59% ± 
6.82% vs 6.68% ± 3.88%, 82.19% ± 8.54% vs 6.81% 
± 4.14%, all P < 0.01) in the TAA group. With 
prolonging of TAA treatment, the apoptotic 
index of hepatic cells were increasing, and the 
pathological changes becoming notable. After 
the activity of NF-κB was inhibited by PDTC, 
the pathologcal injury was alleviated. 

CONCLUSION: TNF-α is activated in TAA-in-
duced acute liver injury, and NF-κB aggravates 
hepatic injury by regulating its downstream 
gene expression.

Key Words: Acute liver injury; Nuclear factor-kappa 
B; Tumor necrosis factor-α; Bcl-2; Immunohisto-
chemistry; Radioimmunoassay
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nuclear factor-kappa B, tumor necrosis factor-α and 
Bcl-2 in acute hepatic injury and their mechanisms. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(25): 2804-2808

摘要
目的: 探讨核因子-κB(nuclear factor-kappa B, 
NF-κB)及其下游因子TNF-α、Bcl-2在急性肝
损伤的作用及机制. 

方法: ♂Wistar大鼠90只随机分为正常组, 硫
代乙酰胺(TAA)造模组及脯氨酸二硫代氨基

®

■背景资料
核因子-κB是一种
广泛存在于体内
多种细胞的核转
录因子. 除能介导
多种炎性介质转
录表达外, 他也参
与细胞凋亡的调
控, 主要通过调控
凋亡相关的重要
基因表达. 研究表
明NF-κB及其调
控产物的过度表
达在肝脏慢性炎
症、肝纤维化的
发生及发展中起
重要作用. 但NF-
κB在急性肝损伤
中作用及机制研
究较少.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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甲酸酯(PDTC)预处理组(n  = 30). 三组大鼠分
别于造模完成后6、24、48 h 3个时间点处死, 
每个时间点各取10只大鼠. 鲎试剂显色基质法
测定大鼠血浆内毒素, 放免法测定血浆TNF-α
水平, 取肝脏行病理学及免疫组化检测, 制备
肝脏单细胞悬液检测肝细胞凋亡指数.

结果: 与正常组相比, TAA组在6、24、48 h时间
点均可见血浆内毒素(EU/mL)及TNF-α(μg/L)水
平明显升高(内毒素: 0.64±0.08 vs  0.23±0.02, 
P <0.01; 0.96±0.14 vs  0.25±0.02, P <0.01; 1.15
±0.17 vs  0.25±0.03, P <0.01; TNF-α: 5.97±
1.07 vs  1.44±0.52, P <0.01; 12.52±2.09 vs  1.57
±0.62, P <0.01; 10.76±1.95 vs  1.49±0.57, 
P <0.01), 肝组织NF-κB及Bcl-2明显活化(NF-
κB: 87.11%±8.23% vs  4.64%±1.82%, 78.55%
±6.82% vs  4.58%±1.91%, 74.27%±6.26% 
vs  4.73%±1.89%, 均P <0.01; Bcl-2: 51.11%±

4.23% vs  6.74%±3.93%, 71.59%±6.82% vs  
6.68%±3.88%, 82.19%±8.54% vs  6.81%±

4.14%, 均P <0.01). 随着时间延长, 肝细胞凋
亡指数增加, TAA组肝脏病理变化明显, 抑制
NF-κB活性后, 可见肝脏病理变化减轻.

结论: TAA所致急性肝损伤中, TNF-α水平明
显升高, 发挥了促炎及诱导凋亡作用. 其促凋
亡作用相对拮抗Bcl-2抗凋亡作用. NF-κB通
过调控其下游基因加重肝脏损伤.

关键词: 急性肝损伤; 核因子-κB; 肿瘤坏死因子

-α; Bcl-2; 免疫组化; 放免法
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0  引言

核因子-κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)是一

种广泛存在于体内多种细胞的核转录因子, 参
与多种疾病的病理生理过程, 在机体的免疫和

炎症反应及凋亡调控等方面发挥着重要作用[1]. 
NF-κB除了能介导多种炎性介质转录表达外, 他
也参与了细胞凋亡的调控, 主要是通过调控凋

亡相关的重要基因表达. 其对细胞凋亡的调控

具有两种截然不同的作用: 抗凋亡或促凋亡. 细
胞类型和刺激的类型、凋亡诱导因素不同导致

NF-κB发挥不同的作用. TNF-a, Bcl-2为NF-κB
下游2个重要的与凋亡相关基因. 目前NF-κB及
其下游因子TNF-κ, Bcl-2在急性肝损伤中的作用

及机制的相关研究较少, 故本实验采用硫代乙

酰胺造模方法就此问题进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 硫代乙酰胺(TAA)购自天津市大茂化学

仪器供应站. 脯氨酸二硫代氨基甲酸酯(PDTC) 
购于Sigma公司. 内毒素试剂盒购于湛江海洋生

物制品厂. TNF-α放免试剂盒购于北京尚柏生物

医学技术有限公司. DAB试剂盒购自福州迈新生

物技术开发有限公司. NF-kB P65 mAb购自北京

中山生物技术有限公司. Bcl-2 mAb购自武汉博

士德生物工程有限公司. 其余化学试剂均为市售

分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: ♂Wistar大鼠90只随机分为正

常组(30只), TAA造模组(30只)及PDTC预处理组

(30只). TAA造模组大鼠予硫代乙酰胺(TAA)300 
mg/kg sc, 24 h后以相同剂量重复皮注1次, 48 h
造模完成; PDTC预处理组于建立急性肝损伤模

型前1 h ip PDTC 100 mg/kg; 正常组予同等剂量

生理盐水皮注. 三组大鼠分别于造模完成后6、
24、48 h 3个时间点处死, 每时间点各取10只
大鼠. 
1.2.2 检测指标: 血浆内毒素测定: 采用鲎试剂显

色基质法; 血浆TNF-α检测采用放免法测定; 肝
脏病理学检测: 将经处理的肝脏组织制成常规

石蜡切片, HE染色后进行组织学检查. SP法(链
霉素抗生物素蛋白-过氧化酶)免疫组化检测肝

脏组织中NF-kB及Bcl-2活性. 结果判定: NF-kB
细胞染色呈黄色或棕黄色为阳性, 定位于细胞

核和(或)细胞质. Bcl-2细胞染色呈黄色或棕黄色

为阳性, 定位于细胞质. 每张切片取5个高倍镜

视野(每个视野>500个细胞), 分别计算阳性率, 
阳性率 = 阳性细胞数/总细胞数×100%. 肝细胞

凋亡指数检测: 将肝脏组织制备成单细胞悬液, 
按1∶3体积加入冷乙醛内固定, 4℃, 过夜. 次日

首先600转离心5 min, 洗去乙醛, 弃上清, 用PBS
反复洗3次, 弃上清, 调整细胞数为1×109/L, 过
350目纱网. 加入RNASE 100 mL混匀, 37℃水浴

30 min, 然后加入碘化丙锭(PI)400 mL, 室温下避

光染色30 min. 送流式细胞仪待测.
统计学处理 采用SPSS12.0软件处理数据. 

实验数据以mean±SD表示, 组间比较用t检验, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组肝组织NF-κB和Bcl-2免疫组化结果 

■研发前沿
目前, NF-κB及其
下游基因TNF-a, 
Bcl-2在硫代乙酰
胺所致急性肝损
伤中作用及机制
的研究尚未见报
道.
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TAA造模组各时间点均可见NF-κB明显活化, 于
造模后6 h升高即达到峰值, 至24-48 h NF-κB活
性仍保持在较高水平. PDTC组各时间点NF-κB
活化抑制. TAA造模组各时间点Bcl-2表达显著

升高, 随着时间的延长, Bcl-2表达也随之升高. 
PDTC组各时间点Bcl-2表达明显降低(表1).表1).).
2.2 各组血浆内毒素及T N F-α含量检测分析 
TAA造模组各时间点血浆内毒素含量明显升高, 
随着时间的延长, TAA组内毒素的含量也随之升

高. PDTC组各时间点血浆内毒素含量降低. TAA
组各时间点TNF-α水平显著升高, 于造模后6 h
开始升高, 24 h达到最高峰; PDTC组各时间点

TNF-α水平明显降低(表2).表2).).
2.3 各组肝细胞凋亡指数结果 TAA组各时间点

肝细胞凋亡指数明显增加. 随着时间的延长, 肝
细胞凋亡指数也随之增加. PDTC组各时间点肝

细胞凋亡指数降低(表3).表3).).
2.4 各组肝组织病理结果 正常组大鼠肝组织, 肝
小叶结构正常, 清晰. 肝窦清晰无扩张, 无明显

炎性细胞浸润. TAA 6 h组大鼠肝组织, 灶状坏

死, 肝细胞肿胀, 肝细胞质疏松, 偶见细胞空泡

样变性, 炎性细胞浸润, 肝小叶尚清晰. TAA 24 
h组大鼠肝组织, 片状坏死, 肝细胞高度肿胀, 体
积变大, 部分细胞空泡变性, 可见肝细胞核碎裂, 
炎性细胞明显浸润, 肝小叶尚清晰, 肝索排列不

整齐. TAA4 8 h组大鼠肝组织, 大片状坏死, 出
血, 肝小叶不清, 结构紊乱, 肝索排列紊乱. 可见

少数尚存肝细胞, 肝细胞核碎裂或消失, 大量炎

性细胞浸润. PDTC各组肝组织病理改变较TAA
组同时间点明显减轻(图1).

3  讨论

越来越多的证据表明, 一种转录调节因子可以

在不同类型的细胞中表现出多种各异的生物学

效应, 通过这一机制, 使纷繁复杂的基因表达控

制趋于最经济, 又不失其特异性; 细胞核因子

NF-κB正是这样一种具有多向性调节作用的蛋

白质因子. NF-κB除了能介导多种炎性介质转录

■相关报道
研究表明, 一种转
录调节因子可以
在不同类型的细
胞中表现出多种
各异的生物学效
应 ,  通 过 这 一 机
制, 使纷繁复杂的
基因表达控制趋
于最经济, 又不失
其特异性.

表  1  各组肝组织NF-κB及Bcl-2免疫组化结果 (mean±SD, %)

     
分组

			                    NF-κB		   		               Bcl-2

		         6 h		   24 h	           48 h		     6 h	                24 h	          48 h

对照组	                4.64±1.82          4.58±1.91        4.73±1.89         6.74±3.93          6.68±3.88         6.81±4.14

TAA组	              87.11±8.23b       78.55±6.82b     74.27±6.26b      51.11±4.23b       71.59±6.82b      82.19±8.54b

PDTC预处理组      31.88±4.14bd     27.58±3.44bd   26.67±3.88bd     27.45±3.37bd     32.58±3.91bd     35.94±4.67bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  TAA组.

表  2  各组血浆内毒素含量检测结果 (mean±SD)

     
分组

			                 内毒素(EU/mL)		   	         TNF-α(mg/L)

		         6 h		   24 h	           48 h		     6 h	                24 h	          48 h

对照组	                0.23±0.02          0.25±0.02        0.25±0.03         1.44±0.52          1.57±0.62         1.49±0.57

TAA组	                0.64±0.08b         0.96±0.14b       1.15±0.17b        5.97±1.07b       12.52±2.09b      10.76±1.95b

PDTC预处理组        0.42±0.05bd       0.54±0.07bd     0.65±0.07bd      3.52±0.90bd       5.47±0.99bd       4.36±0.95bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  TAA组.

表  3  各组肝细胞凋亡指数结果比较 (mean±SD, %)

     
分组			    6 h		      24 h		               48 h

对照组		            3.11±0.42	               3.67±0.51	          	       3.40±0.49

TAA组		          19.26±1.83b	             43.25±3.91b	     67.43±7.04b

PDTC预处理组	         18.54±1.79b	             29.21±2.81bd	     41.73±3.94bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  TAA组.
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表达外, 也参与了细胞凋亡的调控. 主要是通过

调控凋亡相关的重要基因表达. 其对细胞凋亡

的调控具有2种截然不同的作用: 抗凋亡或促凋

亡. TNF-a, Bcl-2为NF-κB的下游基因, 在两者的

启动子上存在着NF-κB的结合位点[2-3]. PDTC是
一种抗氧化剂, 对NF-κB的活化有明显的抑制作

用. 本实验通过PDTC抑制NF-κB活性, 动态研究

下游基因TNF-a及Bcl-2的变化来探讨NF-κB的
作用及机制. 

TAA所致的急性损伤同时伴有内毒素血症

形成[4]. 血浆内毒素水平升高, 刺激细胞内的NF-
κB, 使之活化. NF-κB激活后可促进多种炎症介

质如细胞因子、黏附分子、趋化因子等基因的

转录, 在炎症反应中起重要作用[5]. NF-κB活化在

炎症反应时复杂的细胞因子网络中可能是中心

环节, 生成大量炎性介质[6], 从而产生炎性级联

放大作用. 在这个过程中, TNF-a是最关键的促

炎介质, 在内毒素性急性肝损伤和其他炎性细

图  1  肝组织病理结果. A: 正常肝脏组织(×200); B: TAA 6 h组; C: TAA 24 h组; D: TAA 48 h组; E: PDTC 6 h组; F: PDTC 

24 h组; G: PDTC 48 h组.

A B

C D

E F

G

■应用要点
本文通过动态观
测NF-kB及其下
游 因 子 T N F - α , 
B c l - 2表达变化 , 
探讨其在急性肝
损伤中作用及机
制, 为今后临床肝
衰竭的治疗提供
一定的理论基础. 
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胞因子的产生中起重要作用[7]. 同时, TNF-a也发

挥着促凋亡效应, 主要由TNF-R1介导. TNF-R1
的激活导致了多种凋亡途径的激活, 包括促凋

亡的Bcl-2家族蛋白、活性氧、c-Jun NH2-末端

激酶、组织蛋白酶B、酸性鞘磷脂酶及中性鞘

磷脂酶. 这些途径密切相关并主要作用于线粒

体, 线粒体释放致凋亡因子及其他物质, 导致细

胞凋亡[8]. NF-κB通过调控TNF-a发挥着促炎及

促凋亡作用. 
同时, 活化的NF-κB激活其下游基因Bcl-2, 

Bc l-2过度表达后可与NF-κB在细胞质内形成

Bcl-2-NF-κB复合物. 一方面, 该复合物限制NF-
κBp65-P50进入细胞核, 另一方面他可与NF-
κBp65-P50在细胞核内竞争结合位点. Bcl-2蛋白

是最重要的抗凋亡物质, 其抗凋亡机制是: (1)抑
制凋亡蛋白酶Caspase的激活, 阻止凋亡事件的

发生; (2)直接的抗氧化作用; (3)抑制线粒体释放

促凋亡的蛋白质, 如细胞色素C; (4)抑制促凋亡

蛋白Bax、Bak的细胞毒作用[9]. NF-κB通过调控

Bcl-2发挥抗凋亡作用. 
分析本试验结果: (1)TAA造模组各时间点

血浆内毒素含量明显升高 ,  随着时间的延长 , 
TAA组内毒素的含量也随之升高. 说明急性肝

损伤出现内毒素血症, 且随着造模时间的延长

而逐渐加重. (2)TAA造模组各时间点均可见NF-
κB明显活化, 于造模后6 h升高即达到峰值, 至
24-48 h NF-κB活性仍保持在较高水平. 血浆

TNF-a于造模后6 h开始显著升高, 24 h达到最

高峰, 高峰时间滞后于NF-κB. 分析急性肝损伤

伴发内毒素血症, 血浆内毒素升高, 刺激细胞内

的转录因子NF-κB, 使之活化. 活化后的NF-κB
可增强TNF-a、IL-6等炎症因子的转录, 促进

TNF-a、IL-6等细胞因子生成和释放增多, 进而

持续激活NF-kB, 保持NF-kB在较高活化水平. 
(3)TAA造模组各时间点Bcl-2表达显著升高. 随
着时间的延长, Bcl-2表达也随之升高. 分析活化

后的NF-kB一直维持于较高活化水平, 其促进了

Bcl-2表达. (4)TAA所致急性肝损伤早期, NF-kB
及下游基因TNF-a, Bcl-2表达即明显增加, 提示

肝脏受到损伤信号刺激时, NF-kB活化并启动

下游促凋亡和抗凋亡基因的表达, 同时也启动

了损伤和修复程序. 随着时间的延长, 肝细胞凋

亡指数增加, 提示在急性肝损伤过程中, 诱导凋

亡机制占优势. (5)造模组肝脏病理变化提示NF-
kB加重肝脏损伤. (6)用PDTC抑制NF-kB的活性

后, TNF-a水平明显下降, Bcl-2表达降低, 肝细

胞凋亡指数降低, 肝脏病理改变减轻. 
总之, NF-kB加重肝脏损伤的机制可能为: 

细胞中的NF-kB在未受到适当刺激时与IkB抑制

蛋白结合在一起, 处于未活化状态. 内毒素刺激

细胞内转录因子NF-kB活化, 激活枯否氏细胞和

肝内单核细胞释放TNF-a. NF-kB表达增强, 激
活下游基因Bcl-2, 通过调控Bcl-2发挥其抗凋亡

作用. TNF-a作为炎症细胞因子, 不仅可激活细

胞因子级联反应, 而且可促进氧自由基、NO、

细胞色素C等物质生成, 诱导肝细胞凋亡, 其促

凋亡作用相对抑制Bcl-2的抗凋亡作用, 最终诱

导肝细胞大量凋亡. 故NF-kB通过调控其下游基

因发挥着促凋亡作用, 同时促进炎症因子的大

量释放, 发挥促炎作用, 使肝脏的损伤越来越严

重, 终致肝功能衰竭. 
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Abstract
AIM: To the inf luence of lept in on l ipid 
degeneration of hepatocytes and its mechanism.

METHODS: The model of hepatocyte fatty de-
generation was prepared using human L-02 

liver cells. This experiment included the follow-
ing groups: normal hepatocytes group, fatty 
degeneration model group, positive control 
group (treated with gemfibrozil), and leptin 
treatment groups I, II and III (using 10-8, 10-7 and 
10-6 mol/L leptin, respectively). After 24-hour 
incubation, cell morphology and the formation 
of intracellular lipid droplets were observed by 
oil red O staining and the content of intracellu-
lar triglyceride (TG) was detected through high 
performance liquid chromatography (HPLC). 
Besides, the mRNA expression levels of peroxi-
some proliferator activated receptor α (PPARα) 
and its target gene carnitine palmitoyltransfer-
ase-I (CPT-I) were detected by semi-quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). 

RESULTS: The intracellular lipid droplets were 
increased in the model group and leptin group I 
as compared with those in the other groups. The 
contents of intracellular TG were 1.063 ± 0.146, 
0.648 ± 0.023 and 0.553 ± 0.045 mmol/g protein 
respectively when leptin was used at concentra-
tions of 10-8, 10-7 and 10-6 mol/L. In comparison 
with that in the positive control group, the 
mRNA expression of PPARα was increased sig-
nificantly in the leptin groups II or III (P < 0.01); 
but PPARα mRNA expression was not remark-
ably different between the leptin group I and the 
positive control group. There was no marked 
difference between the model group and the 
normal group in CPT-I mRNA expression, but it 
was significantly elevated after leptin treatments 
(P < 0.01). 

CONCLUSION: Leptin decreases the content of 
TG in human L-02 hepatocytes with fatty de-
generation in a dose-dependent manner, and its 
mechanism may be related to the up-regulation 
of PPARα and its target genes. 

Key Words: Leptin; Human L-02 hepatocyte; Per-
oxisome proliferator activated receptor α; Lipo-
protein lipase; Carnitine palmitoyltransferase-I; 
High performance liquid chromatography; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
指除酒精和其他
明确的损肝因素
所 致 的 ,  以 弥 漫
性肝细胞脂肪变
为主要特征的临
床 病 理 综 合 征 . 
NAFLD的发病率
和早期诊断率逐
年上升, 该病是胃
肠病中最常见的
疾病之一, 发病年
龄年轻化, 已成为
全球性的公共卫
生问题, 但其发病
原因和发病机制
至今尚不完全明
了. 

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵州省贵阳市贵
阳医学院附属医
院感染科
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摘要
目的: 探讨瘦素对肝细胞脂质变性的作用及
其机制. 

方法: 以离体人肝L-02细胞株制备肝细胞脂
肪变性模型. 实验分为正常肝细胞组、人肝
L-02细胞脂肪变性模型组、瘦素不同浓度处
理Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组(浓度分别为10-8、10-7、10-6 
mol/L)和阳性对照组. 孵育24 h后, 油红O染
色观察细胞形态和细胞内脂滴的形成, 高效
液相色谱法(HPLC)检测细胞内甘油三酯(TG)
的含量, RT-PCR检测过氧化物酶体增殖物激
活受体α(PPARα)及其目标基因肉碱转移酶
-I(CPT-I) mRNA水平的表达.  

结果: 模型组和瘦素Ⅰ组细胞质中有较多的
脂滴形成, 而瘦素Ⅱ、Ⅲ组、正常组、阳性对
照组胞质中脂滴较少. 瘦素浓度为10-8、10-7、

10-6 mol/L时, 肝细胞中TG的含量为1.063±
0.146、0.648±0.023、0.553±0.045 mmoL/g
蛋白, 呈细胞依赖性减少. 瘦素Ⅱ、Ⅲ组与阳
性对照组比较, PPARα的mRNA表达上升更为
明显, 差别有统计学意义(P <0.01); 但瘦素Ⅰ
组与阳性对照组之间无显著性差异. 模型组
与正常组比较, CPT-I mRNA表达无明显改变, 
经瘦素处理后, 较模型组相比, CPT-I mRNA
表达明显上升(P <0.01). 

结论: 瘦素能降低人肝L-02脂变细胞内TG的
含量, 呈剂量依赖关系, 其降低细胞内TG作用
可能与PPARα及其目标基因表达上调有关. 

关键词: 瘦素; 人肝L-02细胞; 过氧化物酶体增殖

物激活受体α; 肉碱转移酶-I; 高效液相色谱法; 逆

转录-聚合酶链反应
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种肝组织病理学改变与

酒精性肝病相似但无过量饮酒史的临床综合
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征, 表现为肝细胞脂肪变性, 伴轻重不等的炎症

和肝纤维化. 目前, NAFLD的发病率和早期诊

断率逐年上升, 发病年龄年轻化, 已成为全球性

的公共卫生问题[1-2]. 瘦素作为肥胖基因(obese 
gene, ob gene)编码的蛋白产物, 其主要功能是

调节能量平衡, 参与肝脏糖原及脂肪的代谢调

节, 对NAFLD的发生、发展具有一定作用. 本
实验旨在观察瘦素对脂变人肝L-02细胞的甘油

三酯(TG)含量、脂滴形成的影响, 并通过测定

PPARα及其目的基因CPT-I mRNA表达, 初步

探讨瘦素对肝细胞脂质变性的防治作用及其可

能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640为Gibco公司产品, 胎牛血清

为杭州四季青公司产品, 无支原体级, 瘦素、胰

蛋白酶、油红O试剂均为美国Sigma公司产品, 
MMLV第一链cDNA合成试剂盒、即用PCR扩
增试剂盒为上海生物工程公司产品, PPARα、

CPT-I、GAPDH引物均由上海生物工程公司合

成, 人肝L-02细胞购自武汉细胞典藏中心, CO2

培养箱为美国Fisher, Scientific 1168751H型, 倒
置相差显微镜为日本产N i k o n T M S, 美国产

Beckman J6-HC型低温离心机, 美国Beckman公
司LE-80型低温超速离心机, 美国Agilent1100LC
高效液相色谱仪. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝L-02细胞用含100 mL/L胎
牛血清的RPMI 1640完全培养液, 于37℃、50 
mL/L CO2条件下常规培养. 用胰蛋白酶消化后

收集细胞并传代.  
1.2.2 肝细胞脂肪变性模型的建立: 人肝L-02细
胞达1×109个/L时用完全培养基重新悬浮, 并以

1∶3的比例传代, 取对数生长期细胞, 更换新鲜

培养液后, 用含100 mL/L医用脂肪乳注射液和

100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640完全培养基孵育

人肝L-02细胞24 h, 低倍镜下每单位面积见1/3以
上的肝细胞脂肪变性, 细胞内出现脂滴或泡沫样

物沉积, 则制成肝细胞脂肪变性模型(镜像比较

造模前后细胞内的脂滴变化, 组织学上低倍镜下

每单位面积见1/3以上的肝细胞脂肪变性和脂肪

储积, 无其他明显组织学改变). 将所得细胞改置

于含1 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基中, 使
其静止24 h后, 再按实验分组做相应的处理.  
1.2.3 实验分组: 实验分为正常肝细胞组(培养48 
h)、人肝L-02细胞脂肪变性模型组(造模24 h后, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
瘦素作为肥胖基
因编码的蛋白产
物, 其能调节能量
平衡, 参与肝脏糖
原及脂肪的代谢
调节 ,  对NAFLD
的发生、发展具
有很大作用. 从而
瘦素的研究成为
热门课题, 而瘦素
的作用机制是其
中的研究热点 . 

 

■相关报道
目前的研究认为, 
NAFLD的发生肝
脏脂质合成与排
泄 失 衡 ,  引 起 肝
细胞内甘油三酯
(TG)堆积, 最终导
致中性脂肪在肝
细胞内过度沉积
而形成脂肪肝. 
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再孵育24 h)、瘦素Ⅰ组(造模24 h后, 加瘦素使

其终浓度为10-8 mol/L, 共同孵育24 h)、瘦素Ⅱ

组(造模24 h后, 加瘦素使其终浓度为10-7 mol/L, 
共同孵育24 h)、瘦素Ⅲ组(造模24 h后, 加瘦素

使其终浓度为10-6 mol/L, 共同孵育24 h)、阳性

对照组(造模24 h后, 加吉非罗齐使其终浓度为4 
mmol/L, 共同孵育24 h). 实验重复5次, 结果取平

均值. 
1.2.4 油红O染色观察细胞内脂滴变化: 将细胞

培养于放有无菌盖玻片的6孔培养板, 细胞被

处理后, 用PBS洗3次, 6.53 mol/L异丙醇固定

1 min, 油红O染色液染色10 min, 蒸馏水冲洗3
次, 每次1 min, 苏木素染色5 min, 蒸馏水冲洗3
次, 27.4 mmol/L盐酸分色及氨水返蓝, 明胶封片, 
HPIAS-1000型图像分析系统收集图像.  
1.2.5 HPLC测量细胞内TG含量: 参照文献[3-4]
方法 ,  细胞培养瓶中细胞达到109个 /L时 ,  弃
去培养基, 加2 mL生理盐水吹打细胞, 1500转
离心5 min, 弃上清液, 加细胞裂解液200 μL, 
3000 r/min 10 min, 取上清, 即得细胞样品. 取
细胞裂解液10 μL进行BCA蛋白定量. 采用美

国Agilent1100LC高效液相色谱仪, Hypers i l 
ODS 4.6 mm×250 mm色谱柱, 柱温25℃, 检测

波长230 nm, 流速0.7 mL/min, 流动相A为1%
水的乙腈溶液, 流动相B为1%乙腈水溶液; 采
用两相梯度洗脱, 梯度洗脱时间为0-12 m i n: 
75%A-95%A; 12-18 min: 75%A. 以峰面积对甘

油浓度绘制标准曲线, 并进行线性回归, 所得结

果除以细胞蛋白定量值, 计算出细胞内游离甘

油与总甘油的含量, 总甘油与游离甘油之差即

为细胞内TG的量, 以mmol/g细胞蛋白为单位.  
1.2.6 RT-PCR检测PPARα、CPT-I mRNA: 收集

培养的细胞, 按TRIzol试剂的说明书, 分别提取

总RNA, 用紫外分光光度计定量后, 调整RNA的

浓度为0.2 g/L. RT-PCR的反应体系为: 两对引物

各1.0 μL、10×Buffer 5 μL、25 mmol/L MgSO4 
1 μL、10 mmol/L dNTP mix 0.5 μL、DNA聚

合酶0.5 μL及逆转录酶0.5 μL, 用去离子水补至

25 μL. PPARα上游引物5'-CAA GTG CCT TTC 
TGT CGG-3', 下游引物5'-TGT TTC CAT CTT 
CGC TGT-3', 扩增产物长度374 bp, 反应条件为: 
94℃ 1 min、50℃ 1 min、72℃ 1 min, 共30个循

环, 于72℃再延伸10 min. CPT-I上游引物5'-TCC 
AGT TGG CTT ATC GTG GTG-3', 下游引物

5'-CGT TTC CAG AGT CCG ATT GAT TT-3', 扩
增产物长度102 bp, 反应条件为: 94℃ 1 min、

56℃ 1 min、72℃ 1 min, 共30个循环, 72℃再

延伸10 min. GAPDH上游引物5'-TCA CCA TCT 
TCC AGG AGC GAG-3', 下游引物5'-TGT CGC 
TGT TGA AGT CAG AG-3', 扩增产物长度697 
bp. 紫外灯下凝胶成像分析系统记录结果, 待测

基因mRNA相对表达量以其扩增带吸光度值与

相应内参照扩增带吸光度值的比值表示. 
统计学处理 计量资料均以mean±SD表示, 

先进行方差齐性检验, 如具有方差齐性, 采用方

差分析, 多个样本均数间的两两比较采用SNK-q
检验; 方差不齐则采用秩和检验. 全部资料均用

SPSS13.0统计软件进行分析. 

2  结果

2.1 瘦素处理后脂滴形态数量的变化 在显微镜

下, 观察到模型组和瘦素10-8 mol/L组细胞质中有

较多的脂滴形成, 而瘦素10-7 mol/L、10-6 mol/L
组、正常组、阳性对照组胞质中脂滴较少, 说
明瘦素10-7 mol/L、10-6 mol/L组瘦素对细胞内的

脂肪沉积有一定的抑制作用, 而瘦素10-8 mol/L
组的作用不明显(图1). 
2.2 不同浓度瘦素对细胞内TG含量的影响 不同

浓度的瘦素(10-8 mol/L, 10-7 mol/L, 10-6 mol/L)分
别加入模型组中, 处理24 h后高效液相色谱分析

结果发现, 瘦素在浓度为10-8 mol/L到10-6 mol/L
范围内, 肝细胞中TG的含量呈细胞依赖性减少

(表1). 
2.3 不同浓度瘦素对肝细胞PPARα mRNA表达

的影响 为研究瘦素对细胞PPARα在转录水平的

影响, 我们采用了半定量RT-PCR法检测了正常

肝细胞、模型组肝细胞及不同浓度瘦素处理组

肝细胞, 结果显示: 模型组与正常组比较, PPARα
的mRNA表达无明显差异, 经瘦素处理后, 与模

型组相比, PPARα的mRNA表达明显上升, 且呈

浓度依赖性, 有统计学意义(图2, P <0.01). 瘦素

(10-7 mol/L, 10-6 mol/L)处理组与阳性对照组比较, 

表  1  不同浓度瘦素对细胞内TG含量的影响

     
分组  			              TG(mmol/g蛋白)

正常肝细胞组		             0.417±0.045

模型肝细胞组		             1.612±0.104a

吉非罗齐组		             0.865±0.143b

瘦素   10-8 mol/L		             1.063±0.146

          10-7 mol/L		             0.648±0.023b

          10-6 mol/L		             0.553±0.045b

aP<0.05 vs  正常组; bP<0.01 vs  模型组.

■创新盘点
本文通过研究人
肝L-02细胞的甘
油 三 酯 含 量 和
PPARα及其目的
基因CPT-I mRNA
表达变化的关系, 
初步探讨瘦素对
肝细胞脂质变性
的防治作用. 
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PPARα的mRNA表达上升更为明显, 差别有统计

学意义(P <0.01); 但瘦素10-8 mol/L处理组与阳性

对照组之间无显著性差异. 
2.4 不同浓度瘦素对肝细胞CPT-I mRNA表达

的影响  为进一步研究瘦素降低细胞内T G与

CPT-I mRNA水平上表达的关系. 我们采用了半

定量RT-PCR法检测了人肝L-02细胞的CPT-I的
mRNA水平. 结果显示, 模型组与正常组比较, 
CPT-I mRNA表达无明显改变, 经瘦素处理后, 
较模型组相比, CPT-I mRNA表达明显上升, 有
统计学意义(图3, P <0.01). 

3  讨论

瘦素是人类肥胖基因(obese gene, ob gene)编码

的一个由167个氨基酸组成的蛋白质, 具有广泛

的生物学效应. 瘦素作为一种脂源性“脂肪调

节激素”, 是调节能量平衡的重要因子, 研究发

现瘦素的缺乏及瘦素受体基因敲除可导致高胰

岛素血症、脂肪肝的形成[5]; Shimomura et al [6]通

过先天性脂肪营养不良(CGL)大鼠模型观察到

了瘦素的缺乏可引起胰岛素抵抗, 从而造成高

胰岛素血症、高血糖及肥胖, 促进脂肪肝的发

生; 给CGL大鼠连续滴注重组瘦素, 可以改善胰

岛素抵抗, 逆转肝脏脂肪沉积. 肝细胞有大量瘦

素受体表达, 瘦素的作用不仅限于调节体内能

量代谢和脂肪沉积, 还参与了多种肝病的发生

发展. 
本研究用重组人瘦素作为处理因素, 处理细

胞后, 油红O染色结果显示: 正常组细胞形态正

常, 无明显脂滴形成; 模型组细胞质内可见大量

红色的小泡性脂滴; 瘦素(10-8 、10-7、10-6 mol/L)
处理组及阳性对照组细胞质内只有少量红色的

小泡性脂滴; 高效液相色谱分析结果发现: 正常

组与模型组比较, 细胞内TG含量由0.417±0.045 
mmol/g蛋白上升至1.612±0.104 mmol/g蛋白, 明
显增高, 差别有统计学意义(P <0.01); 瘦素(10-8、
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图  1   不同浓度瘦素对肝细胞脂肪沉积的影响(油红O染色×400). A: 正常组; B: 模型组; C: 瘦素10-8 mol/L处理组; D: 瘦素

10-7 mol/L处理组; E: 瘦素10-6 mol/L处理组; F: 阳性对照组.

A B

C D

E F

■应用要点
人肝L-02细胞的
甘油三酯含量减
少与PPARα及其
目 的 基 因 C P T- I 
mRNA表达变化
有关, 为探讨瘦素
影响肝细胞甘油
三酯代谢, 改善肝
细胞脂肪变性提
供了新的依据. 
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10-7、10-6 mo l/L)处理组及阳性对照组细胞内

TG含量分别为1.063±0.146 mmol/g蛋白, 0.648
±0.023 mmol/g蛋白和0.553±0.045 mmol/g蛋
白, 0.865±0.143 mmol/g蛋白, 与模型组比较

均明显降低, 差别有统计学意义(P <0.01), 说明

细胞内TG含量随瘦素剂量的增高而降低. 瘦素

(10-7 mol/L, 10-6 mol/L)处理组与瘦素(10-8 mol/L)
处理组及阳性对照组比较, 前两者细胞内TG含

量下降较后两者更为明显, 差别有统计学意义

(P <0.01); 说明增加瘦素的剂量可增强降细胞内

TG的效果, 当其剂量达到一定时, 其降TG的效

果可高于阳性对照组, 但瘦素处理组10-7 mol/L
与10-6 mol/L之间无显著性差异. 说明外源性瘦

素可直接作用于肝细胞, 能降低肝细胞内TG含

量, 减轻肝细胞脂肪变性, 其作用呈剂量依赖性. 
PPARα由468个氨基酸残基组成, 位于鼠的

15号染色体, 人的22号染色体[7]. 他高表达于具

有丰富线粒体和β氧化活性的组织如肝、肾皮

质、肠黏膜和心脏, 而在一些其他组织也发现

了PPARα的低水平表达. 近年研究发现PPARα
可通过调节编码肝脂肪酸结合蛋白、载脂蛋白

Al等基因的转录、活化, 影响脂肪酸的摄取、

结合及脂质转运[8], PPARα还可通过与活化蛋白

-1(activator protein-1, AP-1), 核因子-κB(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)相互作用, 抑制炎性因

子的表达, 阻止泡沫细胞的形成[9], 当PPARα表

达受抑会影响肝细胞线粒体和过氧化物酶体的

氧化、减少脂肪组织消耗, 引起肝细胞脂肪变

性、坏死和炎性细胞浸润[10], 越来越多的证据表

明PPARα具有调节脂肪代谢和调节炎症、免疫

以及细胞分化等作用, 从而参与脂肪性肝病的

发病机制, 越来越多的证据表明PPARα是代谢

综合征的一个重要调节因子. 
P PA R α主要在肝脏表达, 被配体激活后, 

可引起乙酰辅酶A合酶(acetyl CoA synthetase, 
A C S)、肉碱转移酶 I (C P T-I )、脂蛋白脂酶

(lipoprotein lipase, LPL)的转录增强[11], 其中

CPT-I是长链脂肪酸进入线粒体进行β氧化的第

1个限速酶, 表达水平与体脂含量相关, 表达水

平升高有助于增加脂肪酸分解, 降低体脂肪含

量[12], 具有对抗肝脂肪变、延缓脂肪肝形成的

作用; 本实验中我们采用了半定量RT-PCR法检

测了人肝L-02细胞的PPARα及目标基因CPT-I的
mRNA表达, 结果显示肝细胞在高脂环境造模过

程中, PPARα及目标基因CPT-I的mRNA呈弱表

达, 当予以瘦素干预后, 较模型组相比, RT-PCR
显示PPARα及目标基因CPT-I的mRNA表达增

强, 有统计学意义(P <0.01), 且与瘦素呈剂量依

赖性关系. CPT-I基因是在转录水平上受到调控, 
PCR扩增肝脏组织CPT-I基因的5'-端证明了这一

片段具有转录活性, 而且该区域存在有PPARα
的反应元件, 他的表达受脂肪酸和过氧化物酶

体增殖剂的调节[13]. CPT-I是脂酸α氧化的限速

酶, 其表达增加, 可增强脂肪酸的氧化代谢, 可
见瘦素能促进PPARα及目标基因CPT-I的mRNA
的表达, 起对抗肝脂肪变、延缓脂肪肝形成的

作用. 本实验通过高效液相色谱分析也显示瘦

素处理后脂肪变肝细胞内TG量明显减少. 本课

题组其他成员观察了瘦素能上调肝细胞内微粒

体TG转移蛋白(microsmal triglyceride transfer 
protein, MTP)mRNA的表达, MTP对VLDL自肝

细胞中组装和分泌是必须的, 能加速TG排泄及

极低密度脂蛋白的合成. 因此, 瘦素可能是通过

多个途径影响肝细胞TG代谢, 减轻肝细胞脂肪

变性. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of long-acting release 
octreotide (Sandostatin LAR) on the genesis of 
portal hypertension in rats with liver fibrosis 
induced by carbon tetrachloride (CCl4).

METHODS: Forty SD rats were assigned ran-
domly into 3 groups: normal control group (n = 
8), fibrosis with portal hypertension group (n = 
16) and Sandostatin LAR group (n = 16). Except 
those in the normal control group, the rats in 
the remaining two groups were subcutaneously 
injected with 400 mL/L CCl4 (3 mL/kg) for 
induction of fibrosis with portal hypertension. 
Sandostatin LAR (0.8 mg/kg) was used intra-
muscularly once every 4 weeks. After 8 weeks, 
the pressures of portal vein were measured 
before pathological evaluation including macro-
scopic features of the liver, and plasma glucagon 
as well as endothelin was determined by radio-
immunoassay.

RESULTS: The portal pressure, plasma glu-
cagon and endothelin levels were significantly 
lower in the Sandostatin LAR group than those 
in the fibrosis with portal hypertension group 
(t = 2.5, P < 0.05; t = 2.088, P < 0.05; t = 2.102, P 
< 0.05), but still higher than those in the normal 
control group (t = 5.152, P < 0.01; t = 2.896, P < 
0.01; t = 2.770, P < 0.05). In the normal control 
group, liver morphology and histology were 
had no abnormal changes; in the fibrosis with 
portal hypertension group and Sandostatin LAR 
group, fibrotic changes were observed, and 
moreover, the severity was higher in the former 
group (P < 0.05).

CONCLUSION: Long-acting octreotide can re-
markably decrease the pressures of portal vein, 
which may be attributed to reduced liver fibrosis 
and decreased plasma glucagon and endothelin 
levels.

Key Words: Long-acting octreotide; Portal pressure; 
Glucagon; Endothelin
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摘要
目的: 探讨长效奥曲肽对四氯化碳(CCl4)诱发
大鼠肝纤维化门静脉高压的影响和机制. 

方法: SD大鼠40只, 随机分为正常对照组(n  = 
8)、肝纤维化门脉高压组(n  = 16)和长效奥曲
肽组(n  = 16). 以400 mL/L CCl4 sc(3 mL/kg)建
立大鼠肝纤维化门脉高压症模型, 长效奥曲肽
组同时给以长效奥曲肽(0.8 mg/kg), 每4 wk肌
肉注射1次. 8 wk后检测门静脉压力、肝脏组
织形态学改变、血浆胰高血糖素和内皮素等. 

结果: 长效奥曲肽组门静脉压、胰高血糖素
和内皮素较肝纤维化门脉高压组显著降低
(t  = 2.5, P <0.05; t  = 2.088, P <0.05; t  = 2.102, 
P <0.05), 但仍高于正常对照组(t  = 5.152, 
P <0.01; t  = 2.896, P <0.01; t  = 2.770, P <0.05). 
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正常对照组大鼠肝脏大体形态和组织学无
异常改变; 肝纤维化门脉高压组及长效奥曲
肽组大鼠肝脏组织形态学表现为肝纤维化
改变, 但后者的病理损害指标显著轻于前者
(P <0.05).

结论: 长效奥曲肽组大鼠门静脉压力显著低
于肝纤维化门脉高压组, 其机制可能与肝脏组
织损害减轻、血浆胰高血糖素和内皮素降低
等有关.

关键词: 长效奥曲肽; 门静脉压; 胰高血糖素; 内皮素
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0  引言

肝硬化门脉高压症并发食管胃底静脉曲张破裂

(esophageal varicis bleeding, EVB)和/或门脉高压

性胃病(portal hypertension gastropathy, PHG)可
以引起致命性上消化道大出血. 能有效防治这

些并发症的药物及其效果有限. 以普萘洛尔为

代表的β-受体阻滞剂药物疗效肯定[1], 但至少有

30%的门脉高压症患者服药后仍然出现门静脉

压力增高, 并发再出血. 生长抑素及其类似物(奥
曲肽)控制急性出血有效[2]. 然而, 这类药物半衰

期短, 只能短期应用于急诊抢救, 不作为预防用

药. 新近推出的以缓释技术生产的长效奥曲肽, 
弥补了药效短促缺点, 但这一制剂目前临床上

仅用于肿瘤, 尚未有防治肝硬化(肝纤维化)门脉

高压症并发食管胃底静脉曲张破裂出血方面的

研究. 为此, 本研究应用长效奥曲肽干预大鼠肝

纤维化门脉高压形成, 观察这一药物对肝纤维

化病理组织学损伤、门静脉血液动力学以及血

浆相关激素的影响, 评价其降低门脉压力的效

果和作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠40只, 体质量162±10 g, 
购买于中国人民解放军第二军医大学动物实验

中心(SPF级动物实验室). 上述大鼠的饲养以及

整个动物实验在中国人民解放军第二军医大学

动物实验中心进行. 长效奥曲肽(商品名善龙, 诺
华制药), 20 mg/支, 4℃冰箱内保存, 注射前24 h
室温放置, 给药前用生理盐水配制成0.5 g/L; 四
氯化碳(CCl4, 上海化学制剂厂, 化学纯), 用橄榄
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油配制成浓度为400 mL/L; 胰高血糖素放免试剂

药盒(北京北方生物技术研究所); 血管内皮素放

免试剂药盒(中国人民解放军总医院科技开发中

心)等.
1.2 方法 SD大鼠称质量并标记后, 根据SAS软件

随机分组数据分为正常对照(n  = 8)、肝纤维化

门脉高压症(n  = 16)和长效奥曲肽(n  = 16)3组. 肝
纤维化门脉高压组每周2次 sc 400 mL/L CCl4 3 
mL/kg, 首剂sc 5 mL/kg; 每4 wk肌肉注射生理盐

水1次; 长效奥曲肽组每周2次 sc 400 ml/L CCl4 
3 mL/kg(首剂5 mL/kg), 同时每4 wk给予长效奥

曲肽肌肉注射1次(0.8 mg/kg); 正常对照组仅给

以橄榄油和生理盐水, 注射方法及剂量与其他2
组相同. 3组大鼠均于8 wk后经腹腔注射30 g/L
戊巴比妥钠(2 mL/kg)麻醉后开腹, 暴露门静脉

主干, 测定门静脉压力(用L型毛细玻璃测压管); 
腹主动脉采集血用放免法检测胰高血糖素和内

皮素; 同时采集肝脏组织标本, 以40 g/L甲醛固

定、脱水、常规石蜡包埋, 连续切片行HE染色

和Masson三色染色并参照有关标准进行纤维化

程度评定[3].
统计学处理 各组测定值计量数据用mean

±SD表示, 组间比较采用t检验; 计数资料组间

比较采用卡方检验. 检验水准α = 0.05; 当P <0.05
时, 组间差异具有统计学显著性意义.

2  结果

2.1 门静脉压力 肝纤维化门脉高压组与长效

奥曲肽组大鼠门静脉压显著高于正常对照组

(20.9±3.6 cmH2O 18.2±1.9 cmH2O vs  14.3±0.9 
cmH2O, t  = 5.054, 5.152, P <0.01), 长效奥曲肽组

大鼠门静脉压力低于肝纤维化门脉高压组(t  = 
2.5, P <0.05).
2.2 血浆胰高血糖素、内皮素 肝纤维化门脉高

压组大鼠血浆胰高血糖素、内皮素水平显著高

于正常对照组(P <0.01); 长效奥曲肽大鼠血浆

胰高血糖素、内皮素水平也较正常对照组高

(P <0.01, P <0.05), 但显著低于肝纤维化门脉高压

组(P <0.05; 表1).
2.3 肝脏病理组织学 正常对照组大鼠肝脏组织

切片HE和Masson染色见肝脏小叶结构正常, 未
见脂肪变性、坏死和纤维组织增生(图1A, 图
2A). 肝纤维化门脉高压组大鼠肝脏质地变硬, 
边缘变钝, 表面呈明显结节状. 肝脏切片HE和
Masson染色可见肝细胞脂肪变性、坏死, 有纤

维组织增生, 肝脏正常结构被破坏, 假小叶形成
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(图1B, 图2B). 长效奥曲肽组大鼠肝脏质地变

硬, 边缘变钝, 表面呈明显结节状, 肝脏组织切

片HE和Masson染色可见肝脏细胞脂肪变性、

坏死, 纤维组织增生. 但与肝纤维化门脉高压

组相比较 ,  肝脏细胞脂肪变性、坏死数量减

少, 纤维组织增生减轻, 肝脏组织正常结构破

坏少[4](P <0.05, 图1C, 图2C).

3  讨论

长效奥曲肽在目前主要用于某些恶性肿瘤的治

疗. 但是, 20多年来生长抑素及其类似物有效地

用于抢救门脉高压症并发食管胃底静脉曲张破

裂出血的事实, 启迪本课题组去探讨他能否具

有降低或阻止门脉压力增高、预防并发再次出

血的作用. 本研究的结果显示, CCl4诱发的大鼠

肝纤维化模型, 经长效奥曲肽干预后, 门静脉压

力显著低于肝纤维化组. 不仅如此, 肝脏纤维化

损害的程度也明显减轻; 与门静脉高压形成相

关的激素或细胞因子如胰高糖素和内皮素也显

著低于肝纤维化组. 长效奥曲肽显示了缓慢而

持久地减少门静脉系统血流、降低门静脉压力

的特征, 而且还表现为一定程度上抑制了肝组

织损害和门静脉高动力循环的形成. 这些结果

强烈提示, 长效奥曲肽有可能是用于预防门脉

■相关报道
门脉高动力循环
病理生理的另一
特征是血管收缩
因子的异常. 动物
实验及临床研究
均证实了外源性
内皮素可以引起
门静脉高压.

表  1  三组大鼠血浆胰高血糖素与内皮素测定结果及比
较 (mean±SD)

     
分组	             n 	  胰高血糖素(mg/L)  血管内皮素(ng/L)

正常对照             8     375.36±60.52      72.91±15.47

肝纤维化	          16     513.67±70.81    125.45±25.20

门脉高压

长效奥曲肽       15     460.77±65.24ab  104.60±28.21ce

t  = 2.088, aP<0.05 vs  肝纤维化门脉高压组; t  = 2.896, bP<0.01 

vs  正常对照组; t  = 2.77, cP <0.05 vs  正常对照组; t  = 2.102, 
eP<0.05 vs  肝纤维化门脉高压组.

图  1  肝脏组织病理(HE染色×400). A: 正常对照组; B: 肝纤

维化门脉高压组; C: 长效奥曲肽组.

A

B

C

图  2  肝脏组织病理(Masson染色×200). A: 正常对照组; B: 

肝纤维化门脉高压组; C: 长效奥曲肽组.

A

B

C
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高压症并发食管胃底静脉曲张破裂出血的又一

选择.
生长抑素及其类似物具有抑制多种激素的

释放, 抑制激素和多种细胞因子对靶细胞的作

用, 同时具有广泛的抑制细胞增殖活性的作用[5], 
对肝脏慢性炎症、肝纤维化以及门脉高压相关

的多种细胞因子、激素具有调控或抑制作用[6-7]. 
慢性肝病及肝纤维化其细胞外基质代谢的异常, 
关键在于肝星状细胞异常活化和异常分泌, 致
使大量胶原沉积, 肝脏发生重构异常, 形成再生

结节和假小叶, 从而使肝内血管阻力增加. 有些

学者研究了生长抑素及其类似物对慢性肝脏损

害、抑制肝纤维形成的影响后发现, 生长抑素

及其类似物给药后, 不仅有肝星状细胞活化的

抑制, 而且还出现了与肝星状细胞活化相关的

多种细胞因子调控异常的改善[8]. 这些细胞因子

包括转化生长因子β1(TGF-β1)、血小板衍生生

长因子(PDGF)以及结缔组织生长因子(CTGF) 
等[9]. 本研究虽然没有进一步作上述相关指标的

检测, 但长效奥曲肽组大鼠肝脏纤维化病理组

织学的明显改善, 足以证明该药在抑制门脉高

压症形成的机制中, 可以减轻肝纤维化组织损

害, 进而降低门脉系统血管阻力.
体内许多血管活性因子参与并且维持了门

静脉高动力循环[10]. 根据这些血管活性因子的

功能, 大致可以分为扩血管因子和缩血管因子

两类. 扩血管因子以胰高血糖素、一氧化氮、

前列腺素E2等为代表; 缩血管物质有内皮素、神

经肽Y等. 本研究检测的两个代表性因子胰高血

糖素和内皮素, 结果都显示了肝纤维化门脉高

压组这两个血管活性因子显著增高, 而应用长

效奥曲肽后, 上述两种血管活性因子的水平显

著低于前者. 早在20年前, 生长抑素及其类似物

就已经被证实为可以显著抑制血中胰高血糖素

水平, 并用于胰高糖素瘤的治疗. 事实上, 胰高

糖素在体内除了具有升高血糖的作用外, 又是

一个作用很强的内脏血管扩张剂, 与其他相关

生物因子一起, 促成并维持了门脉高压症血液

学的高动力循环特征. 所以, 有人提出, 胰高糖

素血症直接的后果就是门脉系统等血管的扩张, 
高动力循环形成. 当然, 肝硬化胰高糖素血症的

形成, 还与慢性肝功能损害, 肝脏降解胰高血糖

素发生障碍等多种因素有关. 所以, 血浆胰高血

糖素水平升高的程度与肝功能损害的程度成正

相关. 这与本研究的结果完全一致. 另外, 胰高

糖素增高也与体内许多激素分子等有关, 例如

胃泌素、胆囊收缩素(CCK)、乙酰胆碱、胰岛

素以及胰泌素等. 这些激素或细胞因子恰恰都

受生长抑素及其类似物靶向负调节的影响[11], 本
研究中长效奥曲肽组出现的血浆胰高血糖素和

门脉压低于肝纤维化组的事实就是例证.
门脉高动力循环病理生理的另一特征是血

管收缩因子的异常. 动物实验及临床研究均证

实了外源性内皮素可以引起门静脉高压[12]. 本
研究也显示肝纤维化大鼠血浆内皮素含量明显

升高. 在参与门脉压力调节的多种血管活性因

子中, 内皮素是目前已知最强的内源性缩血管

活性肽. 肝纤维化时, 活化的肝星状细胞大量分

泌内皮素; 而内皮素又能刺激肝星状细胞[13]. 肝
星状细胞具有收缩性, 使肝内血管阻力增加. 内
皮素亦可直接刺激肾小球旁细胞合成和释放肾

素、血管紧张素, 使血中醛固酮潴留, 从而使血

管收缩、钠回吸收增加[14], 这正是高动力循环

的重要物质基础. 生长抑素及其类似物能抑制

肝星状细胞的活化, 抑制其分泌内皮素, 这也可

能是长效奥曲肽抑制门脉高压形成重要机制[15], 
而缓释的药理作用特征使得这种抑制机制得以

持续而充分地发挥.
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Abstract
AIM: To construct an adenovira l vector 
expressing human interferon γ (IFNγ) for 
transfecting human monocyte-derived dendritic 
cells (Ad-IFNγ-DC), and then to detect the 
anti-hepatic cancer ability of whole cell lysates 
pulsed Ad-IFNγ-DC acting as adjuvant.

METHODS: The recombinant adenoviral vector 
carrying IFNγ gene (Ad-IFNγ) was constructed 
and transfected into Ad-IFNγ-DC. After trans-
fection, the IFNγ protein expression and cyto-
kines secretion by DC were detected and DC 
phenotypes were assayed with flow cytometry; 
the phagocytic ability of DC was assayed using 
FITC-dextran uptake method. Subsequently, the 
capability of antigen pulsed Ad-IFNγ-DC to pro-
mote T cell proliferation and differentiation was 
detected using 3H-TdR incorporation and RT-
PCR/ELISA method respectively. Finally, the 
ability of T cells to kill HepG2 cells was detected 
with lactate dehydrogenase release assay. 

RESULTS: Ad-IFNγ did not impact the phago-
cytic function of DC 24 h after transfection (F = 
2.31, P = 0.13). DC transfected with Ad-IFNγ ex-
pressed IFNγ protein successfully (P < 0.01). An-
tigen pulsed Ad-IFNγ-DC stimulated T cell pro-
liferation and enhanced expression of interleu-
kin-2 (IL-2) and T-bet from the T cells (P < 0.01). 
Finally, the abilities of tumor antigen loaded Ad-
IFNγ-DC primed T cells to kill HepG2 cells were 
43.64% ± 3.51% and 48.87% ± 4.83% as the ratio 
of E/T was 20：1 and 50：1, respectively, which 
were stronger than those in the Ad-LacZ-DC 
and NTDC primed T cells (P < 0.01).  

CONCLUSION: Ad-IFNγ transfection can pro-
mote DC maturation, enhance its capacities of 
antigen presentation and T cell stimulation, 
induce Th1 polarization and strengthen anti-
HepG2 cell immunities. 

Key Words: Interferon γ; Dendritic cell; Hepatic 
cancer; Cytotoxicity

Xue G, Cheng Y, Cao YK, Wang PH, Zhang GH, Gong JQ, 
Huang WL, Tian FZ. Use of interferon γ gene modified 
dendritic cells in immunotherapy for hepatic cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(25): 2820-2825

摘要
目的: 研究IFNγ修饰的树突状细胞(dendritic 
cell, DC)对T淋巴细胞增殖和分化的影响以及
后者对肝癌HepG2细胞的杀伤作用. 

®

■同行评议者
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■背景资料
新近发现 ,  IFNγ
具有促进DC的分
化和成熟以及上
调DC分泌 IL-12
的能力 .  而DC摄
取、加工和递呈
抗原给淋巴细胞
从而引起和维持
原发免疫反应的
功能使其成为肿
瘤免疫治疗(肿瘤
疫苗)的最佳选择, 
体外分离和繁殖
DC技术的发展又
令DC作为肿瘤疫
苗的制备成为可
能. 
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方法: 构建携带人IFNγ基因的重组复制缺陷
型腺病毒载体(Ad-IFNγ), 用其感染人外周血
单个核细胞来源的DC, 观察后者表型和吞噬
功能的变化. 再用反复冻融裂解法提取的肝癌
HepG2细胞抗原致敏DC, 将其与自身T淋巴细
胞共同培养, 观察T淋巴细胞的增殖和分化情
况以及活化T细胞对HepG2细胞的杀伤作用.  

结果: Ad-IFNγ转染后24 h, 各组DC的吞噬
能力差异无统计学意义(F  = 2.31, P  = 0.13). 
Ad-IFNγ转染的DC培养上清中有IFNγ的高表
达, 其表达量显著高于另外两组(P <0.01). Ad-
IFNγ-DC促进T细胞增殖的能力明显强于Ad-
LacZ-DC和NTDC(P <0.01). 以HepG2细胞抗
原致敏时, Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对
HepG2细胞的杀伤率在E∶T = 20∶1和E∶
T = 50∶1时分别为43.64%±3.51%和48.87%
±4.83%, 显著高于Ad-LacZ-DC和NTDC组
(P <0.01). 

结论: IFNγ的修饰能促进DC成熟, 增强DC促
进T淋巴细胞增殖的作用, 诱导细胞免疫, 增
强T细胞的细胞毒作用, 使T细胞能有效地杀
伤肿瘤细胞. 

关键词: γ干扰素; 树突状细胞; 肝癌; 细胞毒性
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0  引言

γ-干扰素(IFNγ), 又称免疫干扰素, 具有抑制病毒

复制、抑制细胞分裂和免疫调节的作用, 在机

体免疫应答和抗肿瘤免疫反应中发挥着极其重

要的作用. 本文旨在探讨IFNγ基因修饰对DC表
型和功能的影响, 以及后者作为佐剂对T细胞增

殖分化的影响和活化T细胞对肝癌HepG2细胞

的免疫杀伤作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 Ficoll-PlqueTM Plus密度梯度离心液

(Amersham Bio., Sweden), CD14标记的免疫

磁株(Miltenyi Biotec, Germany), PE-CD14(BD.
Pharmigen, USA), PE-CD14、PE-CD3、FITC-
CD86、FITC-CD83、FITC-HLA-DR、FITC-
CD14、PE-CD80、PE-CD1a、PE-CD11c及
PE-CCR7(BD.Pharmigen, USA), 重组人GM-
CSF(Peprotech Inc.UK), RPMI 1640(Invitrogen, 

USA), 6孔培养板中、25 cm2培养瓶(Falcon, 
USA), 流式细胞仪(Beckman Coulter, USA), 
IFNγ、IL-12p70、IL-10液相芯片法检测试剂

盒(Linco Research, Inc. USA), 乳酸脱氢酶释

放法检测试剂盒(CytoTox 96® Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay kit, Promega, USA). 
1.2 方法 
1.2.1 人外周血单个核细胞来源DC的分离和培

养: 抽取健康志愿者外周静脉血50 mL, 肝素抗

凝, 用Ficoll-PlqueTM Plus和CD14标记的免疫

磁株分离CD14+和CD14-的外周血单个核细胞

(PBMC), 收集CD14+细胞, 取少量用PE-CD14标
记后流式细胞仪检测纯度. 其余细胞用含5%人

AB血清、100 U/L青霉素、100 mg/L链霉素、

2 mmol/L谷氨酰胺、30 µg/L重组人IL-4和100 
µg/L重组人GM-CSF的RPMI 1640重悬成2×109

细胞/L, 于6孔培养板中、37℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养, 培养第3天半量补充IL-4和GM-
CSF. 
1.2.2 T淋巴细胞的分离和培养: 制备尼龙毛柱

(nylon-wool column), 将前一步中分离的CD14-

的PBMC用尼龙毛柱分离出T淋巴细胞, 取少量

细胞用PE-CD3标记, 流式细胞仪检测T细胞的

纯度. 其余细胞用含20 kU/L重组人IL-2(IL-2,  
Peprotech Inc. UK)和5%人AB血清的RPMI 1640
重悬, 25 cm2培养瓶中维持培养.  
1.2.3 Ad-IFNγ转染对DC吞噬功能和表型的影

响: 体外连接法构建Ad-IFNγ并鉴定[1]. 收集培

养第6天的DC, 无血清、无抗生素RPMI 1640重
悬, 按MOI(感染复数) = 50、离心法[2]转染Ad-
IFNγ(Ad-IFNγ-DC), 以Ad-LacZ作无关病毒对照

组(Ad-LacZ-DC, 实验室保存, 携带β-半乳糖苷酶

基因), 用无血清、无抗生素RPMI 1640作非病毒

转染对照组(NTDC). 转染后24 h, 收集部分细胞, 
用FITC-Dextran摄取法检测DC的吞噬功能. 转
染后48 h, 收集各组细胞, 分别用FITC-CD86、
FITC-CD83、FITC-HLA-DR、 FITC-CD14、
PE-CD80、PE-CD1a、PE-CD11c和PE-CCR7等
荧光抗体标记, 流式细胞仪检测DC的表型. 
1.2.4 Ad-IFNγ转染后DC分泌细胞因子的变化:  
Ad-IFNγ转染后48 h, 收集细胞培养上清, 液相芯

片法检测各组DC培养上清中IFNγ、IL-12p70和
IL-10的含量. 
1.2.5 Ad-IFNγ-DC作为佐剂对T淋巴细胞的刺

激作用: 收集转染后24 h的DC, 用含IL-4和GM-
CSF的培养基重悬细胞成5×108/L, 加入HepG2

■相关报道
2004年, Pan et al
报道IFNγ作为一
种自分泌因子可
促 进 D C 的 成 熟 . 
2008年, 薛刚 et al
报道IFNγ修饰的
DC可增强T细胞
对结肠癌LoVo细
胞的杀伤作用. 
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全细胞裂解物100 mg/L[3], 继续培养24 h, 加入

丝裂霉素A 25 mg/L, 37℃孵育30 min. 重悬DC
为1×108/L, 与T淋巴细胞在96孔培养板中按

DC∶T = 1∶20混合培养, 每组设3个复孔. 96 h
后3H-TdR(上海原子能研究所)掺入法检测T淋
巴细胞的增殖程度, 计算刺激指数SI = (实验组

cpm-机器本底cpm)/(对照组cpm-机器本底cpm). 
ELISA法检测混合细胞培养上清中IL-2的浓度; 
半定量RT-PCR法检测培养细胞中T-bet的表达. 
1.2.6 Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对HepG2细

胞的杀伤作用: 以肝癌HepG2细胞株为靶细胞, 
HepG2细胞裂解物(以结肠癌LoVo细胞裂解物作

非特异抗原对照, 以结肠癌LoVo细胞为对照杀

伤细胞)致敏的Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细胞为

效应细胞, 按操作指南, 以效靶比分别为20∶1
和50∶1、乳酸脱氢酶释放法检测T淋巴细胞对

HepG2细胞的杀伤效应, 计算杀伤率.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 应

用SPSS11.5统计软件分析, 各实验组之间的比较

采用单因素的方差分析和多组均数间的多重比

较. P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 D C和T淋巴细胞的分离和培养 外周静脉

血经密度梯度离心和免疫磁珠阳性选择出的梯度离心和免疫磁珠阳性选择出的离心和免疫磁珠阳性选择出的

CD14+的PBMC纯度可达92.4%. 上述CD14+的

PBMC在IL-4和GM-CSF的诱导下第3天, 可见细

胞形态不规则, 大小不一致, 部分细胞聚集成团, 
边缘出现毛刺状外观. 培养第6天, 更多的细胞

出现更为明显的毛刺状外观, 呈现出树突状细

胞的典型光镜下改变. CD14-的PBMC经过尼龙

毛柱分离纯化所得T淋巴细胞的纯度可达94.8%, 
可以满足下一步实验的需要. 
2.2 Ad-IFNγ转染后DC的吞噬功能和表型 Ad-
IFNγ转染后24 h, FITC-Dextran摄取法检测发现

各组DC的吞噬能力分别为: Ad-IFNγ-DC: (80.83
±7.98)%、Ad-LacZ-DC: (82.57±6.95)%、

NTDC: (86.23±4.90)%, 其差异无统计学意义

(F  = 2.31, P  = 0.13). 流式细胞仪检测发现各组

DC(未经抗原物质刺激)中共刺激分子CD80和
CD86、主要组织相容性复合物HLA-DR以及

CD11c的表达均维持在较高的水平, CD14则呈

低表达. 与其他两组相比, CD83、CCR7在Ad-他两组相比, CD83、CCR7在Ad-两组相比, CD83、CCR7在Ad-
IFNγ-DC的表达明显上调, 同时其CD1a的表达

则有明显的降低(P <0.05, 图1).
2.3 Ad-IFNγ转染后DC对细胞因子的分泌 液相

芯片检测发现, 在Ad-IFNγ转染的DC培养上清中

有IFNγ的高表达, 其表达量显著高于另外两组

(P <0.01, 图2). 此外, Ad-IFNγ-DC组培养上清中

增强免疫的细胞因子IL-12p70的表达也明显高

于Ad-LacZ组和NTDC组; 而抑制免疫的细胞因

子IL-10的表达则明显低于后两组(P <0.01, 图2). 
2.4 Ad-IFNγ-DC作为佐剂对T细胞的刺激 3H-
TdR掺入法检测T细胞的增殖状况, 结果显示, 
Ad-IFNγ-DC促进T细胞增殖的能力明显强于Ad-
LacZ-DC和NTDC(P <0.01, 图3). 半定量RT-PCR
检测T-bet的表达, 发现Ad-IFNγ-DC刺激的T细胞

表达T-bet的水平明显高于Ad-LacZ-DC和NTDC
刺激的T细胞(P <0.01, 图3); ELISA法检测混合

细胞培养上清中IL-2的含量也发现Ad-IFNγ-DC
刺激的T细胞分泌IL-2的能力明显高于Ad-LacZ-
DC和NTDC刺激的T细胞(P <0.01, 图3). 
2.5 肿瘤抗原致敏的Ad-IFNγ-DC激活的T淋巴

细胞对肝癌HepG2细胞的杀伤作用 乳酸脱氢酶

(LDH)释放法检测T淋巴细胞对肿瘤细胞的杀

伤率, 结果显示, 以HepG2细胞抗原致敏时, Ad-
IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对HepG2细胞的杀

伤率在E∶T = 20∶1和E∶T = 50∶1时分别为∶T = 20∶1和E∶T = 50∶1时分别为T = 20∶1和E∶T = 50∶1时分别为∶1和E∶T = 50∶1时分别为1和E∶T = 50∶1时分别为∶T = 50∶1时分别为T = 50∶1时分别为∶1时分别为1时分别为

(43.64±3.51)%和(48.87±4.83)%, 显著高于Ad-
LacZ-DC和NTDC组, 而对LoVo细胞的杀伤率在

各组之间无显著性差异(P <0.01, 图4); 以LoVo
细胞抗原冲击时, Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细

胞对HepG2细胞的杀伤率在E∶T = 20∶1和∶T = 20∶1和T = 20∶1和∶1和1和 
E∶T = 50∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±∶T = 50∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±T = 50∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±
1.82)%, 与Ad-LacZ-DC和NTDC组相比无显著

差异(P >0.05, 图4). 此外, HepG2细胞抗原致敏时

各组的杀伤率均明显高于LoVo细胞抗原致敏时

(P <0.01, 图4). 

3  讨论

DC是体内功能最强大的专一性抗原递呈细胞, 
其摄取、加工和递呈抗原给淋巴细胞从而引起

和维持原发免疫反应的功能使其成为肿瘤免疫

治疗(肿瘤疫苗)的最佳选择[4]. 体外分离和繁殖

DC技术的发展又令DC作为肿瘤免疫治疗疫苗

成为可能[5]. 
一般来说, 将CD14+的单核细胞(前体DC)在

含GM-CSF和IL-4的培养基中培养5-7 d可以得

到未成熟DC, 后者在含细菌促炎因子或T细胞

来源的刺激物如TNFα、IL-1β、IFNα、IFNγ和

PGE2等的培养基中继续培养2-3 d就能获得成

熟DC. 我们发现, Ad-IFNγ基因转染后, IFNγ蛋白

■创新盘点
本 文 首 先 应 用
IFNγ修饰的DC刺
激T淋巴细胞, 发
现 IFNγ -DC可促
进T细胞增殖, 并
诱导T细胞向Th1
分化. IFNγ的修饰
可明显增强肝癌
细胞抗原负载的
DC所活化的T细
胞对肝癌细胞的
杀伤作用. 
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■应用要点
本研究通过基因
修饰的方式增强
了DC的功能 ,  为
基于DC的肿瘤免
疫治疗和生物治
疗提供了新的方
向 ,  为DC抗肿瘤
作用的研究和临
床应用奠定了基
础.

图  1  重组腺病毒转染对人PBMC来源DC表型的影响. A-C: CD83; D-F: CD14; G-I: CD86; J-L: HLA-DR; M-O: CD80; 

P-R: CCR7; S-U: CD11c; V-X: CD1a; A、D、G、J、M、P、S、V: Ad-IFNγ; B、E、H、K、N、Q、T、W: Ad-LacZ; 

C、F、I、L、O、R、U、X: NTDC. 

能在DC中得到高水平的表达, 同时Ad-IFNγ-DC
表面有高水平的CD80、CD86、CD11c和HLA-
DR表达, 成熟DC的标志物CD83和CCR7在其表

面的表达也有明显的上调, 提示Ad-IFNγ-DC分
泌的IFNγ蛋白能够作为一种自分泌因子在一定

程度上促进DC的表型成熟, 这与其他学者的研

究结果-IFNγ能介导DC的成熟一致[6]. 这种Ad-
IFNγ的转染能上调DC表面共刺激分子和MHC
表达和促进DC成熟的能力将有助于DC向T淋巴

细胞传递抗原信息(第一信号)和第二信号, 有利

于促进T细胞的增殖和活化. 
此外, 与NTDC相比, 病毒转染后24 h, DC对

FITC-Dextran的吞噬作用无明显变化, 提示在转

染Ad-IFNγ后24 h内, 腺病毒的转染及其所携带

的基因并不明显地影响DC的吞噬功能, 此结果

使在病毒转染后24 h给予DC抗原冲击成为可能. 
在既往的研究中, 我们发现肝癌HepG2细胞全细

胞裂解物致敏的DC所活化的T淋巴细胞对该肿
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图  2  Ad-IFNγ-DC培养上清中IFNγ的表达和细胞因子的分泌. A: Ad-IFNγ-DC表达IFNγ; B: Ad-IFNγ-DC分泌IL-10; C: 

Ad-IFNγ-DC分泌IL-12p70. I: Ad-IFNγ-DC; L: Ad-LacZ-DC; N: NTDC.

瘤细胞有明显的杀伤效应[2]. 因此, 在本研究中, 
我们再次用HepG2细胞株的全细胞裂解物来致

敏被IFNγ修饰的DC, 结果发现, Ad-IFNγ转染能

显著提高抗原冲击的DC分泌细胞因子IL-12p70, 
同时也能显著能减少IL-10的分泌. IL-12是一

种具有促进炎症和免疫调节功能的多效细胞因

子, 能增强T细胞和NK细胞的增殖和毒性, 诱导

IFNγ、TNFα、IL-2、IL-3、IL-8以及CSF的生

成, 是一种强有力的Ⅰ型免疫反应的诱导剂, 能
直接和间接地诱导CD4+和CD8+的Ⅰ型细胞的增

殖, 进而启动特异性T淋巴细胞反应并抑制Th2
细胞的生成[7]. 而IL-10则能阻碍DC的分化成熟, 
抑制DC在肿瘤内的聚集, 下调IL-12的产生以及

共刺激分子、黏附分子和MHCⅡ的表达, 并能
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图  3  HepG2细胞抗原致敏的Ad-IFNγ-DC促进自体T淋巴
细胞的增殖和分化作用. A: Ad-IFNγ-DC促进T细胞分泌

IL-2的作用; B: Ad-IFNγ-DC促进T细胞的增殖作用; C: 

Ad-IFNγ-DC促进T细胞表达T-bet的作用. I: Ad-IFNγ-

DC; L: Ad-LacZ-DC; N: NTDC.
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■名词解释
IFNγ: 又称免疫干
扰素, 除了抑制病
毒复制, 抑制细胞
分裂的作用外, 还
具有免疫调节作
用 ,  可上调MHC
Ⅰ和MHCⅡ的表
达、促进Th1细胞
增殖、促进抗原
的递呈、促进可
诱导的一氧化氮
合酶(iNOS)的合
成、调节白细胞-
内皮细胞的相互
作用等. 
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图  4  肿瘤细胞裂解物致敏的Ad-IFNγ-DC活化的自体T细
胞对HepG2细胞的杀伤作用. A: HepG2细胞抗原致敏的Ad-

IFNγ-DC活化的T细胞对HepG2细胞的杀伤效应; B: LoVo

细胞抗原致敏的Ad-IFNγ-DC活化的T细胞对HepG2细胞

的杀伤效应; C: HepG2细胞抗原致敏的Ad-IFNγ-DC活化

的T细胞对LoVo细胞的杀伤效应. I: Ad-IFNγ-DC; L: Ad-

LacZ-DC; N: NTDC.
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■同行评价
本研究设计合理, 
文章撰写条理清
晰, 具有一定的学
术价值. 

抑制Th1型细胞因子的产生和T细胞的增殖[8]. 因
此Ad-IFNγ能诱导DC分泌IL-12p70, 抑制DC分
泌IL-10的功能提示Ad-IFNγ的修饰可诱导免疫

反应向Th1型分化, 增强T细胞的溶细胞活性. 
进一步研究发现, Ad-IFNγ-DC能明显促进

T淋巴细胞的增殖, 这个结果可能是DC表达的

IFNγ蛋白直接引起的, 也可能是IFNγ促进DC成
熟或上调IL-12p70等细胞因子分泌而导致的. 此
外,  Ad-IFNγ-DC能上调T细胞对T-bet和IL-2的表

达, 再次提示其能使T细胞向Th1分化, 有利于诱

导出强有力的细胞免疫. 
最后, 我们发现携带肿瘤抗原信息的A d-

IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对肿瘤细胞有明显地

特异性杀伤作用, 该作用强于Ad-LacZ-DC组和

NTDC组, 提示Ad-IFNγ-DC作为免疫佐剂可有

效提高T细胞的抗肿瘤免疫反应, 为进一步研究

其在体功能和临床应用提供了依据. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of cell apoptosis 
and gene expression profile of human colon 
carcinoma cell line Lovo after sulindac treatment.

METHODS: Transmission electron microscopy 
and flow cytometry were used to observe the 
apoptosis changes of LoVo cells 48 and 72 h after 
sulindac treatment; meanwhile, cDNA microar-
ray was used to detect the genes differetially 
expressed in LoVo cells.  

RESULTS: Apoptotic bodies were found and 
the apoptotic rates of LoVo cells increased great-
ly after treatment with 0.6, 0.9 and 1.2 mmol/L 

sulindac in comparison with those of control 
cells (48 h: 4.2 ± 1.04, 4.26 ± 0.28, 7.51 ± 2.09 vs 
1.81 ± 0.91; 72 h: 6.21 ± 0.56, 7.48 ± 1.45, 10.40 ± 
1.30 vs 2.06 ± 1.43; all P < 0.05). Hybridization 
with cDNA microarray containing 17101 genes 
screened 1013 differetially expressed genes, of 
which 178 genes (17.87%) were associated with 
cell apoptosis. Of the 178 genes, 82 were up-
regulated while 96 were down-regulated.

CONCLUSION: Sulindac can induce apoptosis 
of LoVo cells, and its mechanism may attribute 
to up-regulation or down-regulation of some 
apoptosis-related genes. 

Key Words: Colon carcinoma; Sulindac; cDNA 
microarray; Flow cytometry

Nie JY, Huang JA, Tang GD, Liu SQ. Effect of sulindac on 
apoptosis and related gene expression profile of human 
colon cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(25): 2826-2830

摘要
目的: 观察舒林酸对人结肠癌Lovo细胞株凋
亡的影响, 以及舒林酸作用后的该细胞基因表
达谱改变. 

方法: 应用透射电镜, 流式细胞仪观察舒林酸
作用48 h、72 h对Lovo细胞凋亡的影响; 基因
芯片法检测舒林酸作用前后Lovo细胞的差异
表达基因.  

结果: 经舒林酸处理后细胞有典型的凋亡小
体形成; 经舒林酸0.6、0.9、1.2 mmol/L作用
后 ,  细胞凋亡率与对照组比较明显升高(48 
h: 4.2±1.04, 4.26±0.28, 7.51±2.09 vs  1.81
±0.91; 72 h: 6.21±0.56, 7.48±1.45, 10.40±
1.30 vs  2.06±1.43; 均P <0.05). 与含有17101
个cDNA的基因芯片杂交, 筛选出差异表达基
因1013条, 其中178条为凋亡相关基因(表达上
调82条, 下调96条), 占所有差异表达基因的
17.87%. 

结论: 舒林酸具有诱导Lovo细胞发生凋亡的
作用, 上调或下调某些凋亡相关基因的表达可

www.wjgnet.com
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■背景资料
结肠癌作为危害
人类健康的恶性
肿 瘤 之 一 ,  在 我
国 ,  其 发 病 率 呈
逐年上升趋势, 然
其发病率还不是
很 清 楚 .  近 年 来
NSAIDs治疗消化
系肿瘤是人们十
分关注的话题, 并
且取得了一定的
疗效.

■同行评议者
张声生, 教授, 首
都医科大学附属
北京中医医院消
化中心
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能是其诱导凋亡的分子机制之一. 
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0  引言

结肠癌作为严重危害人类健康的常见恶性肿瘤

在经济发达的欧美国家仅次于肺癌, 列恶性肿

瘤死因的第2位. 在我国随着生活方式和饮食结

构的改变, 其发病率逐年上升[1], 然而其发病机

制还不是很明确. 近年来NSAIDs治疗消化系肿

瘤是人们十分关注的话题, 并且取得了一定的疗

效. 流行病学资料显示, 长期服用NSAIDs可以降

低40%-60%结直肠癌的发生[2]. 在家族性腺瘤性

息肉病(familial adenomatous polypsis, FAP)的小

鼠实验模型中发现舒林酸可减少肿瘤的形成[3]. 
我们的前期研究结果显示, 舒林酸可使结肠癌

Lovo细胞生长明显减慢, 使Lovo细胞周期阻滞

于G0/G1期
[4]. 国外大量学者进行体外细胞培养

干预实验也证实, NSAIDs具有抑制肿瘤细胞生

长增值的作用, 而且其对正常细胞毒性作用小, 
认为其机制可能与诱导细胞凋亡或直接的细胞

毒作用等多方面有关[5-7]. 本研究检测舒林酸对

细胞凋亡的影响, 同时利用基因芯片技术检测

基因的表达, 以探讨其体外抗肿瘤的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞Lovo株由上海复旦大学

惠赠, 舒林酸、过氧化氢酶PI、RnaseA、NP-40
均为美国Sigma公司产品. 标准胎牛血清, 杭州

四季清生物技术有限公司产品; NaCl、KCl、
Na2HPO4·H2O、KH2PO4、NaHCO3、酚红等其他

试剂均为国产分析纯, 基因芯片购自上海生物芯

片有限公司, 含有17 101个cDNA. 
1.2 方法 
1.2.1 透射电镜观察: 取对数生长期细胞, 实验

组加入舒林酸(0.9 mmol/L), 对照组加入新鲜培

养液, 作用48 h, 收集细胞, 离心10 min, 4℃预冷

PBS(0.01 mol/L)再次离心, 弃上清, 加入100 mol/L
胎牛血清蛋白1滴, 混合离心5 min, 弃上清, 加入

4℃预冷的0.2 mol/L戊二醛固定液固定30 min, 
4℃ PBS(0.1 mol/L)洗3次, 按电镜常规制作超薄

切片, 双重染色, 观察照相.  

1.2.2 流式细胞仪Annexin V/PI双染法检测细胞

凋亡: 取对数生长期细胞, 实验组加不同浓度

(0.6、0.9、1.2 mmol/L)的舒林酸, 对照组加入新

鲜培养液, 分别作用48、72 h, 结合缓冲液调整

细胞浓度, 上流式细胞仪检测细胞凋亡情况(具
体按试剂盒说明进行).  
1.2.3 总RNA抽提: 取对数生长期细胞, 实验组加

入舒林酸(0.9 mmol/L), 对照组加入新鲜培养液,  
CO2培养箱中继续培养48 h后, 收集细胞, 每2×
106细胞加入1 mL TRIzol, 用移液器反复吹打, 液
氮保存送上海生物有限公司. 总RNA的质量检

测、芯片探针制备、杂交及洗涤、数据分析、

标准化处理由上海生物有限公司合作完成. 

2  结果

2.1 透射电镜观察 对照组的Lovo细胞核形态规

则, 核仁清晰, 核染色质均匀分布细胞核内. 经
舒林酸处理后细胞体积缩小, 染色质高度凝聚, 
边缘化浓缩呈境界分明的细小团块状沿核膜内

侧排列, 部分细胞核解体, 核仁消失, 包膜下陷, 
形成由质膜包裹内含完整的细胞器、核碎片等

细胞内容物的凋亡小体(图1). 
2.2 流式细胞仪检测 经舒林酸0.6、0.9、1.2 
mmol/L作用48/72 h后, 细胞凋亡率分别为4.2
±1.04/6.21±0.56、4.26±0.28/7.48±1.45和
7.51±2.09/10.40±1.30, 而对照组仅为1.81±
0.91/2.06±1.43, 处理组与对照组比较差异均有

统计学意义(P <0.05), 细胞凋亡率(AR)逐渐上升, 
且呈时间－剂量依赖性(图2).
2.3 总R N A提取的定性定量分析及c D N A分

析 实验组和对照组的总RNA定量以及紫外分

光光度法测得RNA在260nm和280nm的A值比

值即A 260/280见表1; 琼脂糖凝胶电泳结果分

18srRNA 和28srRNA 条带清晰, 两条带的亮度

之比约为1∶2(图3), 以上说明所提取组织的总

RNA完整性好没有降解, 纯度高可以用于杂交

探针制备. 
2.4 芯片杂交体系验证结果 点样杂交后,对芯片

进行Cy3和Cy5荧光扫描显示: 芯片信号强度高, 
片内信号均一, 基因点清晰,没有基因点漏点、

表  1  实验样品总RNA质量测定

     
分组	 纯化前总量(μg)	    A 260/280	        电泳检测

处理组	      1203		     2.06	          合格

对照组	      2131.02	    2.12	          合格

■研发前沿
NSAIDs药可以抑
制肿瘤细胞的增
殖, 但其作用机制
一直是研究的热
点, 其在基因水平
上如何抑制肿瘤
细胞的生长仍有
待进一步的研究. 



www.wjgnet.com

2828                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年9月8日      第16卷     第25期

图  2  舒林酸对细胞凋亡率AR的作用.

点重叠、以及不正常荧光的情况; Cy3、Cy5的
背景值均匀, 符合要求(图4). 实验中对处理组

探针标记Cy3荧光素(呈红色), 对照组探针标记

Cy5荧光素(呈绿色), 则红绿色的差异就表示该

基因在处理组和对照组中表达水平上的差异, 
黄色代表水平无差异, 各组探针信号值的散点

分布图(图5), 显示大部分基因位于回归线内, 表
明大部分基因在两种组织中表达接近, 少部分

基因产生表达差异, 且随着差异基因倍数逐渐

增加, 差异基因数量逐渐减少(图5). 
2.5 芯片杂交结果 本实验按照差异显著阳性的

标准, 以Ratio(Cy3/Cy5)值≥2或≤0.5作为差异

表达基因点, >2表示基因表达上调, <0.5表示

基因表达下调. 在与含有17101个cDNA的基因

芯片杂交, 筛选出差异表达基因1013条, 其中

表达上调基因434条(占42.84%), 表达下调的基

因579条(占51.76%); 根据Affymetrix分析中心

GO(Gene Ontology)分类数据库中基因生物学过

程的描述对差异表达基因进行功能分类, 其中

178条为凋亡相关基因(表达上调的有82条, 下调

的有96条), 占所有差异表达基因的17.87%, 未
知分子功能的有30条(上调13条, 下调17条). 将
舒林酸作用Lovo细胞后诱导与凋亡相关的上

调基因(cy3/cy5>3)以及下调明显的基因(cy3/
cy5<0.2)从小到大排列见表2.<0.2)从小到大排列见表2.0.2)从小到大排列见表2. 

图  4  基因芯片部分荧光图.
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图  5  基因芯片Cy3/Cy5 杂交信号相关性散点图.

■创新盘点
本研究在基因水
平上探讨舒林酸
抗Lovo细胞增殖
的作用机制, 不同
于以往仅仅在分
子生物学研究其
作用机制. 

图  1  电镜观察舒林酸处理后Lovo细胞形态学变化. A: 对照组细胞(×2500); B-D: 舒林酸(0.9 mmol/L)作用72 h, 其中, B: (×

4800); C: (×3600); D: (×7700).

A B C D
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3  讨论

近年来, 大量研究发现肿瘤的发生不仅是增殖

和分化异常的疾病, 也是细胞凋亡异常的疾病, 
也即肿瘤的发生不仅与细胞的生长速度有关, 
也与死亡速度有关, 许多抗肿瘤药物可以通过

触发肿瘤细胞发生凋亡从而达到治疗肿瘤的目

的[8-10]. 本实验采用定性检测凋亡的金标准-“透

射电镜”进行形态学观察, 并用流式细胞仪对

凋亡做定量检测. 实验发现, 经舒林酸处理的细

胞出现了核固缩、核裂解等典型的凋亡形态

学改变.流式细胞仪结果也显示, 舒林酸能诱导

Lovo细胞发生凋亡, 且凋亡率呈时间和剂量依

赖性增加. 以上说明舒林酸具有诱导Lovo细胞

发生凋亡的作用, 而且这种作用可能是其抗肿

瘤生长增殖的作用机制之一, 这与以往的报导

一致[11]. 
众所周知, 肿瘤的发生、发展是一个多基

因、多因素参与的过程, 因此从基因水平上研

究药物抗肿瘤作用具有十分重要的意义, 我们

应用基因芯片技术检测舒林酸诱导结肠癌细胞

Lovo基因表达谱的改变, 结果显示, 舒林酸通过

上调或下调某些凋亡相关基因从而发挥其诱导

凋亡的作用. 分析与凋亡相关上调显著的基因, 
GDF15(growth and differentiation factor 15, 生长

分化因子15)上调最为显著, cy3/cy5为13.88, 其
本身是一个与信号转导相关的基因, 属于TGF-β
超家族成员之一, 在胎盘和前列腺中高表达, 在
其他组织和器官(包括心脏)中的表达量很低

或几乎不表达[12], 在结肠癌、前列腺癌、乳腺

癌、胰腺癌等癌症中, GDF15基因在病灶部位

的表达显著上调, 国外学者研究发现, GDF15在
HCT-116结肠肿瘤细胞中高表达完全消除了该

细胞在裸鼠中引发的肿瘤生长[13-14]. 本实验中, 
GDF15基因上调显著, 说明舒林酸可能通过诱

导其高表达从而发挥抗肿瘤的作用.
上调同样明显的 C D C 1 6 ,  作为 A P C 

(anaphase-promoting complex)核心亚基之一, 被
认为其磷酸化程度与细胞周期有关 [15]. JunB, 
属于AP-l(activator protein-1)的亚单位, 与同

属于AP-l亚单位正性调节生长的c-jun[16]相比, 
JunB(可能还有JunD)则可负性调节细胞增生, 抑
制肿瘤生长. 来源于JunB过度表达小鼠的纤维

母细胞, 其细胞G1周期延长, 细胞过早老化而显

示增生减缓[17]. CDKN1A、EGR1是两种重要的

表  2  表达水平上调或下调明显且与凋亡或肿瘤相关的基因

     
GenBank			   基因名称					                      基因简写	 Ratio(Cy3/Cy5)

NM_001946	 Dual specificity phosphatase 6					    DUSP6            4.084

NM_000389	 Cyclin-dependent kinas inhibitor 1A (p21, Cip1)			   CDKN1A         4.139

NM_002203	 Integrin, alpha 2(CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)		  ITGA2             4.151

AF332558	 BCL2 binding component 3					     BBC3              4.383

NM_002818	 Proteasome (prosome, macropain) activator subunit 2 (PA28 beta)	 PSME2           5.277

NM_003330	 Thioredoxin reductase 1					     TXNRD1          5.36

NM_002229	 Jun B proto-oncogene					     JUNB              5.649

NM_005980	 S100 calcium binding protein P				    S100P             6.143

NM_001964	 Early growth response 1					     EGR1               8.357

NM_016270	 Kruppel-like factor 2 (lung)					     KLF2                9.428

NM_001657	 Amphiregulin (schwannoma-derived growth factor)		  AREG            11.54

NM_004864	 Growth differentiation factor 15				    GDF15          13.88

NM_001168	 Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin)			   BIRC5             0.113

NM_012291	 Extra spindle poles like 1 (S. cerevisiae)				    ESPL1             0.119

NM_007019	 Ubiquitin-conjugating enzyme E2C				    UBE2C            0.122

NM_001237	 Cyclin A2							      CCNA2            0.127

NM_002658	 Plasminogen activator, urokinase				    PLAU               0.144

AF220267	 Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1		  UHRF1            0.155

NM_004217	 Aurora kinase B						      AURKB           0.158

AF070648	 Caveolin 1, caveolae protein, 22 kDa				    CAV1              0.159

NM_005030	 Polo-like kinase 1 (Drosophila)				    PLK1               0.167

NM_014750	 Discs, large homolog 7 (Drosophila)				    DLG7              0.184

NM_016426	 G-2 and S-phase expressed 1				    GTSE1            0.192

■应用要点
本研究为舒林酸
抗结肠癌作用机
制在基因水平上
提供了线索, 有助
于加深对舒林酸
抗肿瘤机制的认
识.
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抑癌基因, 其编码的抑制因子能使细胞周期阻

滞于G1期
[18], 以上相关基因均可使细胞周期阻滞

于G0/G1, 这与我们前期的实验结果一致[4], 说明

舒林酸能抑制有增殖能力的静止细胞进入增殖

周期, 肿瘤细胞从此脱离细胞周期进入凋亡程

序, 增殖受到抑制, 从而有效控制肿瘤的发展.
在下调基因中 ,  与凋亡相关最密切的是

BIRC5, 此基因编码的蛋白为凋亡抑制剂, 在细

胞周期G2/M期表达, BIRC5与有丝分裂纺锤体

微管以及抑制凋亡活性有关. PLK1是一种高度

保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白酶, G1期几乎不能检

出, 于S期开始积累, G2及M期表达水平较高, 分
裂完成后急剧下降[19]. 大量研究发现其在许多肿

瘤中如肺癌[20]、乳腺癌[21]卵巢癌[22]等存在过表

达. Takahashi et al [23]研究认为, PLK1在大肠癌中

的过表达与肿瘤侵犯深度、淋巴结转移、Duke'
分期有关. 但也有研究发现, PLK1基因在结肠癌

淋巴结转移中成低表达[24]. 本研究中, 经舒林酸

处理后的结肠癌细胞PLK1基因低表达, 从一定

程度上说明了PLK1基因通过抑制凋亡从而促进

肿瘤细胞的生长, 而舒林酸则可抑制这种作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) 
antisense oligonucleotide (ASODN) on human 
colorectal cancer cell line HT-29 in vitro.

METHODS: Human colorectal cancer HT-29 
cells were transfected with VEGF ASODN and 
scrambled oligodeoxynueleotide (SODN) by 
LipofectamineTM2000. The expression of VEGF 
mRNA in HT-29 cells was detected using semi-
quantitive reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and the excretion of 
VEGF protein was measured by Western blot 48 

and 72 hours after transfection. The proliferation 
and apoptosis of HT-29 cells were measured us-
ing MTT assay and flow cytometry respectively.

RESULTS: The expression of VEGF mRNA 
in HT-29 cells transfected with ASODN was 
significantly lower 48 h after transfection than 
that in the plasmid controls or SODN controls 
(0.455 ± 0.032 vs 0.934 ± 0.031, 0.915 ± 0.004; both 
P < 0.01). There was no marked difference be-
tween the two control groups. The expression 
of VEGF protein in HT-29 cells was confirmed 
and the specific band on PVDF membrane in the 
ASODN group was obviously weaker than that 
in the control groups. VEGF ASOND inhibited 
the proliferation of HT-29 cells in a dose- and 
time-dependent manner (P < 0.05); the apoptotic 
index of HT-29 cells in the ASODN group was 
obviously higher than that in the control groups 
(P < 0.05) 72 h after transfection.

CONCLUSION: VEGF ASODN can inhibit the 
proliferation and induce the apoptosis of HT-29 
cells in vitro by inhibiting VEGF gene expression.

Key Words: Antisense oligodeoxynucleotide; Vas-
cular endothelial growth factor; Colorectal cancer; 
MTT assay; Flow cytometry; Reverse transcription-
polymerase chain reaction; Western blot

Jiao DC, Wu AG, Shao GL, Ji SF. Inhibitory effect of VEGF 
antisense oligonucleotide on HT-29 human colorectal 
cancer cells in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(25): 2831-2835

摘要
目的: 探讨血管内皮生长因子(V E G F)反义
寡核苷酸(ASODN)对体外生长的人大肠癌
HT-29细胞的抑制作用. 

方法: 实验设空白对照组、脂质体转染组、

错义链转染组(SODN组)和不同浓度反义链转
染组(ASODN组). 用LipofectamineTM2000介导
的VEGF ASODN和错义寡核苷酸(SODN)转
染人大肠癌细胞株HT-29, 半定量RT-PCR检测

www.wjgnet.com
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■背景资料
V E G F 是 肿 瘤 治
疗中抗血管生成
治疗具有良好前
景的靶点, 目前已
有大量针对该靶
标的药物进入临
床实验阶段或已
应用于临床, 随着
对VEGF研究的深
入, 越来越多的学
者发现VEGF除了
在肿瘤血管生成
方面发挥作用外, 
还能够诱导肿瘤
细胞分裂增殖.

■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科



各组细胞VEGF mRNA的表达; Western blot测
定转染48、72 h后VEGF蛋白表达; MTT法和
流式细胞术检测细胞增殖和凋亡. 

结果: 转染48 h后, ASOND组的VEGF mRNA
表达水平明显低于脂质体对照组和SODN组
(0.455±0.032 vs  0.934±0.031, 0.915±0.004, 
P <0.01); 脂质体对照组与SODN组之间无显
著差异. 细胞转染48、72 h后, ASODN组蛋白
表达明显弱于脂质体对照组和SODN组, 且72 
h弱于48 h. 与对照组比较, VEGF ASODN对
HT-29细胞有明显的生长抑制作用, 并且抑制
呈剂量和时间依赖性(P <0.05). 

结论: VEGF ASODN通过抑制VEGF的基因
表达, 对体外生长的人大肠癌HT-29细胞的增
殖进行抑制.

关键词: 反义寡核苷酸; 血管内皮生长因子; 大肠

癌; MTT法; 流式细胞术; 聚合酶链反应; 免疫印迹
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0  引言

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)是肿瘤血管生成研究领域的中心

焦点, 他不仅在肿瘤的生长和转移中发挥重要

的作用, 而且对肿瘤细胞本身的增殖和凋亡也

有一定的影响[1-4]. 反义核酸技术是近年来兴起

的一种新的基因治疗技术, 反义技术中的反义

寡核苷酸技术是目前最有可能应用于临床的

基因治疗方法. 他具有高度靶特异性、设计容

易、多样且合成简单的特点, 这都是常规药物

设计、生产和作用所不可比拟的, 因而具有巨

大的研究价值. 本实验运用LipofectamineTM 2000
介导的VEGF ASODN转染体外生长的人大肠癌

HT-29细胞, 观察HT-29细胞VEGF mRNA和蛋白

的表达, 测定其对HT-29细胞增殖和凋亡的影响, 
以探讨VEGF在肿瘤细胞生长中的作用, 从而为

反义核酸应用于大肠癌的治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌HT-29细胞株由广东省人民医

院细胞室惠赠; RPMI 1640培养基和胎牛血清购

自莱德尔公司; LipofectamineTM 2000为Invitrogen
公司产品; 小鼠抗人mAb及羊抗小鼠IgG为Santa 
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Cruz公司产品; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试

剂盒购自凯基生物公司; 反义及错义寡核苷酸

链由上海生物工程公司合成, ASODN序列为: 
5'-TGGCTTGAAGATGTACTCGAT-3'; SODN序

列为: 5'-TACGTAGTATGGTGTACGATC-3', 均采

取全程硫代磷酸化修饰.
1.2 方法 
1.2.1 细胞的培养、转染和分组: HT-29细胞用含

100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基(含青霉

素和链霉素浓度均为1×105 U/L), 培养于37℃、

50 mL/L CO2的培养箱中. 取对数生长期的HT-29
细胞以每孔3×105接种于6孔板内, 约80%细胞

融合时开始实验. 设置空白对照组、脂质体转

染组、1000 nmol/L错义链转染组和不同浓度

(200、600、1000 nmol/L)反义链转染组, 每组设

6个复孔. 细胞转染按LipofectamineTM 2000试剂

盒说明书进行.
1.2.2 RT-PCR法检测细胞VEGF mRNA的表达: 
(1)细胞总RNA的提取及浓度的测定: 细胞转染

48 h后, 按TRIzol试剂盒说明书提取总RNA, 经
氯仿处理, 异丙醇沉淀, 750 mL/L乙醇洗涤后, 
略干燥, 无RNA酶水溶解, -70℃保存. 以核酸

紫外分析仪检测A 260/A 280值为1.9, 计算RNA浓

度, RNA浓度(g/L) = A 260×稀释倍数×0.04. 用
DEPC水定量到1 g/L. (2)RT-PCR: 提取的RNA按

照MMLV第一链合成试剂盒说明书合成cDNA. 
VEGF上游引物: 5'-GTGCCCACTGAGGAGTC
CAACAT-3', 下游引物: 5'-CGGCTTGTCACATC
TGCAAGTAC-3', GAPDH上游引物: 5'-CGGGA
AGCTTGTCATCAATGG-3', 下游引物: 5'-GGC
AGTGATGGCATGGACTG-3'. 反应体系体积为

50 μL, PCR反应条件为94℃, 2 min, 反转录酶灭

活和RNA/cDNA引物预变性; 94℃ 30 s, 59.8℃ 
30 s, 72℃ 2 min, 39个循环, 最后72℃延伸7 min. 
产物于20 g/L琼脂糖进行凝胶电泳, 拍照记录电

泳结果, 图像分析仪测定电泳产物灰度值A , 以
同一标本的GAPDH mRNA作为内参进行校正, 
对VEGF PCR产物相对定量. 
1.2.3 Western blot检测VEGF蛋白表达: 转染

48、72 h后, 提取各组细胞的总蛋白质, 用紫外

分光光度法测定其浓度. 取50 μg蛋白经120 g/L 
SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 常规湿法转膜后, 与 
1∶1000小鼠抗人VEGF mAb 4℃孵育过夜,  
1∶2000辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG
室温轻摇1 h. EMC显色, 常规显影和定影, 观察

结果.
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■研发前沿
目前肿瘤基因治
疗的研究热点主
要集中在靶基因
的选择、如何提
高基因药物的靶
向性以及载体的
选择和制备等几
个方面.

■相关报道
Masood et al 通过
对AIDS-Kaposi肉
瘤的研究发现, 反
义VEGF寡核苷酸
可以自分泌的方
式抑制肉瘤细胞
的生长; Mercurio 
et al 证实VEGF有
阻碍乳腺癌细胞
程序性死亡的功
能, 可通过直接作
用于肿瘤细胞本
身而发挥作用.
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1.2.4 MTT法观察细胞增殖抑制情况: 各组细胞

在96孔板内分别培养24、48和72 h后进行实验. 
每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 37℃、50 mL/L 
CO2培养箱中继续孵育4 h后, 弃去孔内培养液, 
每孔加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 用酶联免

疫检测仪测定A 490. 每组取各复孔的平均值, 计
算细胞增殖抑制率: 抑制率 = (1-处理组A /细胞

对照组A )×100%.
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡比率: ASODN组

和脂质体对照组的细胞分别培养72 h后, 每组

计数3×105个细胞用于实验, 用500 μL Binding 
Buffer(1×)垂悬细胞, 每组加入Annexin V-FITC 
5 μL, 避光反应15 min, 加入PI 10 μL, 15 min内
上机进行流式细胞检测.

统计学处理 应用SPSS11.0统计软件进行统

计学分析, 实验数据中计量资料以mean±SD表

示, 采用方差分析, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 VEGF ASODN对HT-29细胞VEGFmRNA表

达的影响 脂质体对照组、SODN组和ASODN

组成功扩增出相应目的基因的PCR产物, 条带

与Marker比较证实扩增的目的片段大小完全吻

合(图1). 电泳条带经凝胶电泳图像扫描仪扫描, 
测各条带的灰度值, 经同一标本的GAPDH条

带的灰度值校正后进行比较. ADODN组(0.455
±0.032)对HT-29细胞VEGF mRNA的表达有明

显的抑制作用, 与脂质体对照组(0.934±0.031)
和SODN组(0.915±0.004)比较有统计学意义

(P <0.01). 脂质体对照组与SODN组之间无显著

差异(P >0.05).
2.2 转染后细胞VEGF蛋白的表达结果 细胞转染

48、72 h后, ASODN(1000 nmol/L)组蛋白表达条

带明显弱于脂质体对照组和SODN(1000 nmol/L)
组, 72 h弱于48 h(图2).
2.3 VEGF ASODN对HT-29细胞增殖的影响 
MTT法测定结果显示, 与对照组比较, VEGF 
ASODN对HT-29细胞有明显的生长抑制作用, 
并且抑制呈剂量和时间依赖性(P <0.05, 图3). 
2.4 VEGF ASODN对HT-29细胞凋亡的影响 流
式细胞检测结果显示, VEGF ASODN对HT-29细
胞有一定的凋亡诱导作用, 与对照组比较有统

计学意义(P <0.05, 图4). 

3  讨论

大肠癌是世界范围内四大最常见恶性肿瘤之一, 
近年来我国的大肠癌的发病率呈上升趋势, 且
以每年4%的幅度递增, 递增速度为世界水平的2
倍. 传统的治疗方法效果并不理想. 基因治疗是

当代医学和生物学的一个新的研究领域, 随着

分子生物学及基因工程的发展, 基因治疗已成

为研究重点, 也成为提高大肠癌患者预后的一

种有前景的途径. 
血管生成是实体肿瘤生长和转移必不可少

的条件, 多种血管生长因子在肿瘤血管的生成

中发挥作用, VEGF家族是目前研究最深入的血

管生长因子家族, 也被越来越多的研究者作为

抗肿瘤血管生成基因治疗的靶点. VEGF家族包

M      1       2      3

400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

GAPDH
VEGF

图  1  VEGF ASODN对大肠癌HT-29细胞VEGF mRNA表达
的影响. M: 标准参照物; 1: 脂质体对照组; 2: SODN(1000 

nmol/L)组; 3: ASODN(1000 nmol/L)组.

1              2              3             4

b-actin

图  2  VEGF ASODN对大肠癌HT-29细胞VEGF蛋白表达的影
响. 1: 脂质体对照组转染48 h; 2: SODN(1000 nmol/L)组转染

48 h; 3: ASODN(1000 nmol/L)组转染48 h; 4: ASODN(1000 

nmol/L)组转染72 h.

VEGF

图  3  VEGF ASODN对人大肠癌HT-29细胞的抑制作用.
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■创新盘点
本文从反义VEGF
寡核苷酸对体外
生长的大肠癌细
胞的增殖和凋亡
的影响入手, 探讨
VEGF在肿瘤细胞
生长中的作用以
及以VEGF为靶点
的药物的作用机
制.
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括VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、

VEGF-E、胎盘生长因子[5-7]和新近从蛇毒中发

现的VEGF-F[8], 通常所说的VEGF即VEGF-A, 其
分子质量为34-45 kDa, 以5种不同的亚型出现, 
即VEGF121、VEGF165、VEGF189、VEGF206
和VEGF145, 体内以VEGF165最常见[9]. VEGF
表达量与癌细胞的浸润、淋巴结的转移及肝转

移等多种生物学行为有关[10-12]. 对多种肿瘤中

VEGF的作用机制的研究发现, VEGF可以通过

旁分泌和自分泌两种方式对肿瘤细胞的生长和

转移产生影响. VEGF受体包括VEGFR-1(flt-1)、
VEGFR-2(KDR/flk)和VEGFR-3(flt-4). 另外, KDR
还有一个辅助受体Neuropilin-1(NP-1), 他可使

KDR与VEGF165的结合增加. flt-4主要分布在淋

巴管内皮细胞, 而flt-1和KDR主要在血管内皮细

胞表达, 但现在也有在肿瘤细胞表面发现[13-14]. 
以往的研究多集中在VEGF对血管的发生

和生成的作用上, 现在随着VEGF自分泌作用途

径的发现, 越来越多的研究证实, 除了通过改变

血供来影响肿瘤细胞的生长外, VEGF可以通过

抑制肿瘤细胞凋亡等途径对肿瘤细胞的生物学

行为造成影响. 
用VEGF ASODN抗大肠癌的治疗比传统

的治疗方法有很大的优势. 首先, 反义脱氧寡核

苷酸的设计和批量生产较容易, 硫代磷酸化修

饰后可使其稳定性增加, 利用脂质体转染的方

法可使转染效率提高; 其次, 给药方式也较反义

RNA载体传递途径简单, 更方便应用于临床. 另
外, 脂质体转染法在短期应用的基因治疗中也

有明显的优点, 他可以靠静电作用结合寡核苷

酸链形成“寡核苷酸链-脂质体”复合物, 同时

又吸附于带负电的细胞膜表面, 增加了转染的

效率[15-16]. 
本实验把VEGF ASODN的靶序列定位于

VEGF基因的第三外显子[17], 体外合成的寡核苷

酸序列经过全硫代修饰, 在不影响其与靶序列

特异性结合的同时, 又增加了其稳定性. 
RT-PCR和Western blot结果显示, 与对照组

比较, VEGF ASODN能够明显抑制HT-29细胞

mRNA及蛋白的表达, 同时发现其对蛋白的抑制

作用在72 h较强. 脂质体对照组和SODN组则无

此作用, 说明此效应是序列特异的. 
MTT结果显示, 利用VEGF ASODN封闭

VEGF基因后, HT-29细胞的增殖率明显降低, 且
这种抑制作用具有剂量和时间的依赖关系. 流
式细胞结果证明, 与脂质体对照组比较, VEGF 
ASODN对体外生长的HT-29也有一定的凋亡诱

导作用. 
以上结果证实VEGF ASODN能够通过降低

VEGF基因的表达, 抑制人大肠癌HT-29细胞的

体外增殖, 并对其具有一定的凋亡诱导作用. 同
时也提示HT-29细胞可以表达VEGF受体, VEGF
可以通过自分泌的方式发挥作用 .  但V E G F 
ASODN在对体内大肠癌细胞是否也具有这些作

用尚有待动物实验和临床实验证实. 本实验的

结果为以后VEGF ASODN用于大肠癌的基因治

疗提供了一定的理论依据. 
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封闭基因的表达.
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从体外细胞水平
研 究 提 示 V E G F
除传统认为的血
管作用外, 可能还
有对肿瘤细胞的
直接作用, 值得探
讨, 有一定的学术
价值.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e p r e v a l e n c e o f 
hepatic steatosis and its correlation with the 
expression of leptin in patients with acquired 
immunodeficiency syndrome (AIDS) in Beijing 
district.

METHODS: A total of 18 Chinese AIDS patients 
were included in this study. Immunohistochem-
istry was used to detect the expression of leptin, 
CD68 and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in 
liver specimens of these patients. The hepatic 
steatosis and histopathological changes of these 
liver specimens were evaluated. Meanwhile, we 
also analyzed the relations of age, gender, body 
mass index (BMI), liver function, fasting blood 
glucose, cholesterol, triglyceride, HIV load, CD4+ 
count and CD8+ count with hepatic steatosis.

RESULTS: In this group of AIDS patients with 
AIDS, the prevalence of hepatic steatosis was 
61.1% (11/18). Macrovesicular steatosis was 
72.7% (8/11). The patients complicated with 
liver disease-associated opportunistic infections 
accounted for 22.2% (4/18). The positive rate of 
leptin was 44.4% in AIDS patients, and the posi-
tive rates of leptin and CD68 in steatosis patients 
were higher than those in non-steatosis patients 
without statistical significances. The positive ex-
pression of TNF-α in AIDS patients with steato-
sis was significantly higher than those in patients 
without steatosis (100% vs 42.9%, P = 0.012), but 
the CD8+ cell count (���×��106 cells/L) was just the 
opposite (142.0 ± 93.0 vs 515.6 ± 320.7, P = 0.026). 
Hepatic steatosis had no correlations with the 
patients’ age, gender, BMI, liver function, blood-
fasting sugar, cholesterol, triglyceride, HIV load, 
CD4+ count and coinfection of hepatitis C virus.

CONCLUSION: Hepatic steatosis is highly prev-
alent in AIDS patients and shows no significant 
relations with leptin expression, which seems to 
associate with the mechanism of injury-repair in 
liver.

Key Words: Acquired immunodeficiency syndrome; 
Human immunodeficiency virus; Hepatic steatosis; 
Leptin; Tumor necrosis factor-α; Immunohisto-
chemistry
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■背景资料
肝脂变是非酒精
性 脂 肪 性 肝 病
(NAFLD)主要的
组 织 学 表 现 .  目
前, 有较多的��
探讨了NAFLD的
发生, 发展及发病
机制. 随着我国艾
滋病感染者由高
危人群向一般人
群扩散, 脂肪肝也
成为艾滋病患者
较常见的肝脏组
织学表现. 但我国
艾滋病感染者的
肝脂变发生率及
肝脂变发生的相
关因素��则少
有报道.

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科; 宣世英, 教
授, 山东省青岛市
市立医院肝病内
科
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摘要
目的: 调查北京地区艾滋病患者肝脂变的发
生率, ��艾滋病患者肝组织中瘦素与肝脂变
的关系. 

方法: 应用免疫组织化学法检测18例国人艾
滋病患者肝组织中瘦素、CD68及TNF-α的表
达, 评价这些患者肝脏的组织学改变及脂变状
况, 分析性别、年龄、肝功能、血脂水平、

空腹血糖、HIV病毒载量、CD4+细胞计数和
CD8+细胞计数与肝脂变的关系. 

结果: 本组病例艾滋病患者肝脂变的发生率
为61.1%(11/18), 其中大泡脂变占72.7%(8/11), 
合并肝病相关性机会性感染者占22.2%(4/18). 
18例肝组织中瘦素检出率为44.4%, 有肝脂变
的肝组织其瘦素及CD68表达的阳性率高于
无脂变组, 但无统计学意义, 脂变组TNF-α的
阳性率显著高于无脂变组(100% vs  42.9% P  
= 0.012). 除CD8+细胞计数(×10(×10×10106个/L)在脂变/L)在脂变在脂变
组显著低于无脂变组(142.0±93.0 vs  515.6±
320.7, P  = 0.026)外, 其余因素如年龄, 体质量
指数、肝功能、血脂水平、空腹血糖、HIV
载量、CD4+细胞计数及是否合并丙型肝炎感
染均与肝脂变的发生无显著相关.

结论: 艾滋病患者中肝脂变发生率较高, 肝脂
变的发生与瘦素的表达未见明显相关, 可能与
肝组织损伤修复机制有关.

关键词: 艾滋病; HIV感染; 肝脂变; 瘦素; 肿瘤坏死

因子-α; 免疫组化
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0  引言

肝脂变是非酒精性脂肪性肝病(nona lcohol ic 
fatty liver disease, NAFLD)常见的和重要的组织

学改变. 慢性人类免疫缺陷病毒(human immuno-
deficiency virus, HIV)感染者可能成为越来越多

的NAFLD的危险因素之一[1]. 由脂肪细胞分泌

的瘦素是一种具有多种生理功能的内分泌调节

激素[2]. 瘦素水平的升高, 可促进肝细胞内脂肪

酸堆积, 从而促进肝脂变的发生[3]. 艾滋病患者

中肝脂变的发生率及其相关因素国内研究尚少. 
本研究应用免疫组织化学法检测艾滋病患者肝

组织中瘦素的表达, 探讨肝组织中瘦素的表达

与肝脂变的关系以及肝脂变的相关因素.  

1  材料和方法

1.1 材料 1995-03/2007-07在北京地坛医院就诊的

艾滋病患者18例, 14例尸解患者发病前均有性乱

行为史, 入院时均已是艾滋病临终期患者, 其中

男13例, 女1例, 年龄22-53(平均38.4±9.8)岁, 其
外周血CD4+细胞计数5-97/µL, 2例HBV血清学标

志物阳性. 4例肝活检患者中, 男3例, 女1例, 年龄

11-36岁, 2例有明确输血史, 3例血清抗-HCV及

HCV RNA阳性, 外周血CD4+细胞计数25-356/µL. 
仅1例患者接受高效抗逆转录病毒治疗(highly 
active antiretroviral therapy, HAART)3 wk, 其他病

例均未接受抗病毒治疗.
1.2 方法 
1.2.1 肝组织学检查: 14例患者为尸体解剖取得

肝组织标本, 4例为活检获得肝组织, 肝活检采

用美国Bard Magnum型穿刺枪, 16G穿刺针实行

1 s快速肝穿刺术, 获取长度为1.5-2.5 cm之肝组

织于40 g/L的中性甲醛溶液中固定, 石蜡包埋, 4 
µm厚连续切片, 分别做HE、网状纤维、Masson
染色. 肝组织学评价应用Knodell[4]HAI评分系

统. 肝脂变程度的分类参照文献[5]: 脂变肝细胞

少于肝小叶的5%为阴性; 超过5%为阳性, 其中

5%-25%为轻度; 大于26%为重度.
1.2.2 免疫组织化学检测: 瘦素, CD68及肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)的检测应用EnVision两步法. 
具体步骤如下: 石蜡切片常规脱蜡至水, 应用

0.3%双氧水室温孵育10 min以消除内源性过氧

化物酶活性, EDTA缓冲液高压抗原修复后, 分
别滴加CD68 mAb(购自北京中杉生物技术有限

公司, 1∶160稀释); 兔抗人-TNF-α抗体(购自北

京中杉生物技术有限公司, 1∶200稀释); 兔抗人

-瘦素抗体(购自武汉博士德生物技术有限公司, 
1∶180稀释), 4℃过夜, 磷酸盐缓冲液(PBS)洗片

后滴加辣根过氧化物酶标志的二抗(购自北京基

因公司), 湿盒37℃孵育30 min, 3, 3'-二氨基联苯

胺(购自北京基因公司)显色, 苏木素复染, 封片. 
在以上步骤中以PBS代替一抗作为空白对照.  

瘦素表达的评价参考卢建华 et al [6]的评价

方法: 肝组织中细胞内有瘦素信号表达者为阳

性, 未见阳性信号者为阴性. TNF-α表达的半定

量评价方法参考丁效蕙 e t al [7]并加以修改: 未
见阳性信号者为阴性, 阳性细胞占间质细胞数

的1%-5%为+, 超过5%为++. CD68的半定量评

价方法: 阳性细胞占间质细胞数的1%-10%为+, 
10%-20%为++, 超过20%为+++.
1.2.3 血清学检测: 乙肝五项、抗-H C V采用

■研发前沿
脂 肪 因 子 在
NAFLD中的作用
及其机制��是
该领域中的��
热 点 .  有 � � 表
明 ,  NAFLD患者
往往伴有高瘦素
血症, 而瘦素水平
与肝脏的脂肪变
性程度呈正相关. 
艾滋病感染者的
肝脂变是否与瘦
素原位高表达有
关, 值得探讨.
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M E I A(微粒子酶免分析 )方法 ,  试剂为美国

Abbott公司生产. 血清丙氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)、天门冬氨酸氨基转移

酶(aspartate aminotransferase, AST)、总胆红

素(TBIL)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 
A L P)、γ-谷氨酰转肽酶(g a m m a-g l u t a m y-
ltransferase, GGT)、甘油三酯(triglyceride, TG)、
总胆固醇(cholesterol, CHO)采用HITACHI-7180
型全自动生物化学分析仪检测. 空腹血糖(FBS)
采用美国德灵公司Dimension-RXL型全自动生

物化学分析仪检测.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 应

用Student t , Mann-Whitney U检验, 比较脂变组

与无脂变组之间的差异; 计数资料应用χ2检验或

Fisher精确检验, P <0.05表示差异有统计学意义. 
所有统计处理均使用SPSS13.0统计软件.

2  结果

2.1 艾滋病患者的肝组织学变化 18例肝组织标

本中, 13例患者出现点灶性坏死, 8例出现轻至

中度的肝细胞水肿, 个别患者出现肝细胞气球

样变, 8例出现汇管区炎症, 炎症细胞以淋巴细

胞为主, 未见显著的淋巴细胞聚集或淋巴滤泡

形成, 17例出现轻至中度的汇管区纤维化. 典型

的肝硬化表现1例(例5); 合并肝病相关性机会性

感染者4例, 占22.2%, 其中3例尸解肝组织中发

现肉芽肿及干酪样坏死, 抗酸染色证实为结核

分枝杆菌感染(例7, 10, 14,  表1), 1例尸解肝组织

中发现巨细胞病毒感染(例3, 表1). 应用Knodell 
HAI评分系统评价, 本组18例患者肝组织HAI分
值0-13分, 中位数为3分, 按是否存在肝脂变分

组, 肝脂变组与无脂变组比较, 其HAI值无显著

性差异(4.8±3.6 vs  3.9±2.1, P  = 0.531, 表2).
2.2 艾滋病患者肝组织脂变检出率及脂变分布

特点 18例艾滋病患者肝组织中, 伴有肝脂变占

61.1%(11/18), 其中轻度脂变者占33.3%(6/18), 
重度脂变者占27.8%(5/18), 无脂变者仅7例. 在
脂变患者肝组织中, 大泡脂变8例, 微泡脂变6例, 
混合脂变4例. 在4例肝活检组织中, 有3例血清

抗-HCV及HCV RNA阳性, 但均无肝脂变出现. 
合并有肝脂变的肝组织中, 脂变的肝细胞多见

于肝小叶的3区带, 伴肝细胞气球样变.
2.3 艾滋病患者肝组织中瘦素的表达 瘦素表达

的阳性细胞主要位于汇管区及肝窦纤维化部位, 
位于肝窦间质细胞的胞质中(图1A). 18例肝组

织中, 瘦素表达的总阳性率为44.4%(8/18). 有肝

脂变的肝组织中, 瘦素阳性表达占54.5%(6/11), 
而无脂变的肝组织中 ,  瘦素阳性表达的仅占

28.6%(2/7)(表2), 但两组比较无统计学差异

(P >0.05).
2.4 艾滋病患者肝组织中CD68, TNF-a的表达 肝
组织中枯否氏细胞可以应用CD68 mAb标志. 18

■相关报道
国外Sutinen et al
报 道 H A R RT 治
疗可能增加脂肪
性肝病的发生的
危 险 因 素 如 肥
胖 ,  脂 肪 性 营 养
失调及胰岛素抵
抗. 另外, 美国学
者Gasl igh twala  
et al 的��认为: 
肝脂变在HIV合
并HCV感染者中
更常见及更严重.

表  1  艾滋病患者肝组织学变化

     
序号     病历号       性别

        年龄     Knodell        机会性

		               (岁)      HAI分值         感染

1          68584         男          53          7         无

2          66579         男          22          3         无

3          63385         男          45          3         巨细胞病毒

4          62436         男          41          3         无

5          58862         女          37	        13         无

6          57513         男          35          3         无

7          55897         男          36          5         分枝杆菌

8          49075         男          42	          0         无

9          53671         男          51	          3         无

10        82279         男          27          4         分枝杆菌

11        82623         男          26          8         无

12        82589         男          47          8         无

13        87752         男          29          1         无

14        94676         男          47	          3         分枝杆菌

15        89306         男          36          6         无

16        78096         男          36	          2         无

17        92178         女          11          4         无

18        59801         男          35	          4         无

A

B

图   1   艾 滋 病 患 者 肝 组 织 中 瘦 素 蛋 白 及 T N F -a的 表 达
(EnVision法). A: 瘦素蛋白(×200); B: TNF-a(×100).
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例肝组织中均可见CD68阳性细胞, 主要分布于

肝窦中, 汇管区也可见到. 脂变组中72.7%的肝

组织CD68阳性细胞增生活跃, 在脂变区较显著, 
但增生程度在这两组中无显著性差异. TNF-a表
达的阳性细胞主要见于单个核细胞及活化的肝

星状细胞. 有肝脂变的肝组织中均可见TNF-a的
表达(图1B), 其中TNF-a弱表达的有8例(72.7%), 
TNF-a强表达的有3例(27.3%), 而无脂变的肝组

织中, TNF-a弱表达的有3例(42.9%)(表3), 两组

比较差异显著(P <0.05).
2.5 艾滋病患者肝脂变相关因素 本研究对这些患

者的一般人口学资料, 如性别、年龄等, 临床及

实验室资料, 如体质量指数、肝功能、血脂水平,体质量指数、肝功能、血脂水平,指数、肝功能、血脂水平, 
空腹血糖, HIV载量, CD4+细胞计数, CD8+细胞计

数, 是否合并丙型肝炎感染与肝脂变的发生进行

了相关性分析, 其中TNF-a, CD8+细胞计数在脂

变组显著低于无脂变组外(P <0.05), 其余因素均

与艾滋病患者的肝脂变发生无显著相关性(表2).

3  讨论

肝脂变是脂肪性肝病的组织学改变之一, 脂肪

性肝病包括酒精性肝病和非酒精性脂肪性肝

病, 其中非酒精性脂肪性肝病的发病率不断增

加. 目前, 我国的艾滋病感染者已由高危人群向

一般人群扩散, 脂肪肝也成为艾滋病患者较常

见的肝脏组织学表现. 在欧美国家, 通过艾滋病

患者的肝活检及尸解研究发现脂肪肝的发生率

超过30%[9-10]. 而国内艾滋病患者的肝脂变发生

率则未见报道. 本研究通过对14例艾滋病患者

的尸解资料及4例肝活检资料的研究发现脂肪

肝的发生率为61.1%, 较欧美国家的报道明显增

加, 分析原因包括: (1)本组资料多为艾滋病尸解

资料, 而艾滋病尸解患者多为艾滋病终末期. (2)
这些尸解患者普遍存在恶液质及严重营养不良, 
从而引起脂肪代谢紊乱. (3)这些患者常合并多

种机会性感染, 感染引发的毒血症及脓毒血症

可加剧营养不良及脂肪代谢紊乱.  
Sutinen et al [11]报道HARRT治疗可能增加脂

肪性肝病的发生的危险因素如肥胖, 脂肪性营

养失调及胰岛素抵抗. 本研究中的艾滋病尸解

患者多为2001年以前的患者, 那时我国尚罕有

使用HARRT治疗者. 本组病例中仅有1例患者接

受过HARRT治疗. 另外, 美国学者Gaslightwala 
et al [12]的研究认为: 肝脂变在HIV合并HCV感染

表  3  18例艾滋病患者中, TNF-a的表达与肝脂变的关系 n(%)

     
TNF-a	 肝脂变组(n  = 11)	 无脂变组(n  = 7)	 P 值

-	         0(0)		         4(57.1)	

+	         8(72.7)	        3(42.9)	

++	         3(27.3)	        0(0)	               0.012

■创新盘点
本��为国内首
次��艾滋病患
者的肝脂变的特
点及脂肪因子在
肝脂变中的作用
及意义.

表  2  18例艾滋病肝脂变与无脂变的临床及实验室资料比较

     
		             肝脂变组(n  = 11)	          无脂变组(n  = 7)		           P 值

年龄(岁)		               37.5±8.1		             34.7±14.5		         0.600

性别(男%)	              10(85.7)		               6(90.9)		         0.641

BMI(kg/m2)	              17.5±2.1		             17.1±2.4		         0.676

ALT(U/L)		               40.5±35.8		             49.4±49.1		         0.684

AST(U/L)		             122.8±93.2		             50.6±16.7		         0.408

TBIL(mmol/L)	              28.3±37.2		             10.1±4.1		         0.606

ALP(U/L)		             388.7±810.8	          135.8±73.9		         0.465

GGT(U/L)		             202.6±287.7	          111.6±113.1		         0.478

TG(mmol/L)	                1.9±1.1		               1.5±0.6		         0.504

CHO(mmol/L)	                3.6±1.5		               2.9±0.7		         0.426

BFS(mmol/L)	                5.7±4.4		               4.6±3.0		         0.597

Log(HIV load)	                6.1±0.6		               6.0±0.5		         0.862

CD4+计数(×106 个/L)           35.1±28.4		             83.2±137.1		         0.434

CD8+计数(×106 个/L)         142.0±93.0		           515.6±320.7		         0.026

HAI分值		                 4.8±3.6		               3.9±2.1		         0.531

瘦素(阳性％)	                6(54.5)		               2(28.6)		         0.278

BMI: 体质量指数; ALT: 血清丙氨酸氨基转移酶; AST: 天门冬氨酸氨基转移酶; TBIL: 总胆红素; ALP: 碱

性磷酸酶; GGT: γ-谷氨酰转肽酶; TG: 甘油三酯; CHO: 总胆固醇; BFS: 空腹血糖; HIV load: HIV病毒载量; 

HAI: 组织学活动指数.
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者中更常见及更严重. 本组病例中有3例患者合

并HCV感染, 但合并HCV感染对肝脂变未见明

显影响. 这可能与本组病例较少有关, 因此尚需

要积累更多的资料.  
瘦素是瘦素基因的产物, 通过与瘦素受体结

合发挥其生理效应, 增加能量消耗, 抑制脂肪合

成[2]. 有研究表明, NAFLD患者往往伴有高瘦素

血症, 这与一些刺激脂肪细胞瘦素合成和(或)分
泌的因素, 如细胞因子、性激素、胰岛素和皮

质醇的水平增加有关, 从而调节脂肪细胞瘦素

基因表达的信号机制, 使脂肪组织释放瘦素增

加, 而瘦素水平与肝脏的脂肪变性程度呈正相

关[13-14]. 但瘦素引起肝脏脂肪变性的机制尚不明

确, 可能的原因是当瘦素水平升高时, 引起胰岛

素抵抗, 脂肪变性呈渐进性加重[15], 同时, 瘦素还

能增强肝脏枯否细胞对TNF-a, 白介素6(IL-6), 
IL-12等细胞因子的分泌, 促进肝细胞的变性坏

死[16]. 卢建华 e t a l [6]应用免疫组织化学法研究

HBV感染者肝组织中瘦素的表达, 发现肝脂变

对瘦素表达无影响, 说明肝组织原位瘦素的表

达不是脂变所导致, 而可能是肝组织损伤修复

机制所引起. 本研究的结果显示, 艾滋病患者肝

组织瘦素的原位表达虽然脂变组阳性率高于无

脂变组, 但统计学处理未显示差异. 进一步检

测肝组织中CD68及TNF-a的表达, 发现脂变组

CD68及TNF-a的阳性表达显著高于无脂变组, 
提示艾滋病患者肝脂变可能与炎症因子TNF-a
的分泌增加有关. 由于本组病例未检测患者血

清胰岛素水平, 无法测算是否存在胰岛素抵抗; 
而且本组病例较少, 增加研究病例数是否增加

艾滋病患者中肝脂变与瘦素的原位表达的相关

性, 尚需进一步研究.
另外 ,  本研究中还发现一个有趣的现象 : 

CD8+ T淋巴细胞胞计数在脂变组显著低于无脂

变组. CD8+细胞为细胞毒性T淋巴细胞, 在艾滋

病感染者中能够杀死被艾滋病病毒感染的细胞, 
因此CD8+细胞在艾滋病病毒清除中起重要作用. 
因此, 艾滋病患者的脂变是否与HIV病毒的复制

及机体免疫状态有关, 尚需要进一步研究.  
总之, 本研究的结果表明, 本组病例艾滋病

患者中肝脂变发生率较高, 肝脂变的发生与瘦

素的表达未见明显相关, 而可能与肝组织损伤

修复机制有关.
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Abstract
Stent placement is widely used for palliation 
of dysphagia caused by advanced esophageal 
carcinoma. As the development of technology, 
many new stents are being used for clinical 
therapy. Some stents are added with anti-
reflux valve or retrievable device, some are 
loaded with 125I; the biodegradable stent are 
even invented. Improvement of sents can 
decrease many complications while elevate 
survival rates. Several nonsurgical palliative 
modalities including endoluminal laser therapy, 
photodynamic therapy, electrocoagulation 
and brachytherapy are available to recanalize 
malignant stenosis, but the fastest palliative 
method is stent placement. Reports about 
treating benign esophageal stricture with 
stents are increasing, and temporary and 
biodegradable stents have a better effect. 

Key Words: Esophageal stenosis; Stent; Biodegrad-
able stent

Li F, Cheng YS. Application progress of stent placement 
in esophageal malignant and benign stenosis. Shijie 
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摘要
支架成形术目前已广泛用于改善晚期食管癌
所致的吞咽困难. 随着食管支架的不断改进, 
现在有许多新的支架用于临床治疗. 这些支架
在原来的基础上增加抗反流瓣膜、装有可回
收装置或载有125I颗粒等以及出现生物可降解
支架. 支架的改进能减少并发症并提高生存
率. 许多非手术性姑息方法如腔内激光治疗、

光动力疗法、电凝及腔内近距离放射治疗都
用来治疗食管狭窄, 但最迅速缓解症状的方法
就是食管支架成形术. 支架治疗良性食管狭窄
的报道也不断增多, 应用暂时性支架及生物可
降解支架可以很好地改善效果.

关键词: 食管狭窄; 支架; 生物可降解支架
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0  引言

在我国食管癌是常见的胃肠道肿瘤, 中晚期食

管癌患者由于进行性吞咽困难, 造成营养不良, 
严重影响生活质量. Atkinson et al [1]于20世纪70
年代介绍了内镜下插入塑料假体治疗吞咽困

难, 但那些支架的直径较小(10-12 mm), 导致很

多患者很难恢复正常饮食. 塑料假体的并发症

发生率相对较高, 而自膨式金属支架(SEMS)有
更小的引导器, 他们更灵活并有更大的内径[2]. 
Frimberger et al [3]1983年首次描述在内镜引导下

放置扩张的螺旋式支架, 而Domschke et al [4]则首

次应用Wallstent支架治疗食管癌性狭窄. 
食管良性狭窄的治疗一般采用食管扩张术, 

其可分为球囊扩张和探条扩张两种. 对于球囊

扩张难以治疗的食管良性狭窄, 可考虑使用支

架治疗. 现在有越来越多的文献报道使用支架

成形术治疗顽固性良性狭窄, 由于长期放置并
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发症较多, 因而需要一段时间后取出支架. 对于

良性狭窄, 更重要的是要预防长期并发症的发

生, 因为患者的预后与狭窄的原因无关[5]. 如果

支架能在保持扩张的同时可以逐渐降解, 那将

是治疗良性狭窄的理想方法. 从这点来说, 生物

可降解材料制成的支架则是处理良性狭窄的最

好的方法之一[5-7]. 

1  食管支架成形术的适应证和禁忌证

1.1 适应证 恶性食管狭窄、食管支气管瘘[8-12]、

食管胃吻合口瘘或狭窄[9,12]、食管以及贲门癌放

化疗后狭窄[13]、球囊扩张无效和不适合手术的

食管良性狭窄、内镜下黏膜下层剥离所致狭窄

(ESD)[14]、贲门失弛缓症[15]、食管穿孔和纵隔或

气管肿瘤引起的食管受压[16]. 
1.2 禁忌证 食管支架置入没有绝对的禁忌证, 相
对禁忌证有: 严重心、肺功能衰竭、严重恶液

质、凝血功能障碍、接近声带的高位食管狭

窄、胃十二指肠梗阻[2]、预期寿命很短或病情严

重的患者、近期(3-6 wk)实施过大剂量放、化疗

的患者, 因其可加重出血和穿孔[2].

2  食管支架成形术在食管恶性狭窄中的应用

2.1 支架的类型与选择 食管支架成形术是治疗

恶性肿瘤所致食管狭窄的一种非常安全和有

效的方法, 他可以持久缓解吞咽困难并提高患

者的生活质量(QOL). Maroju et al [17]用SEMS治
疗后患者的生存质量评分由治疗前的62-94分
提高到80-133分. 支架置入后多会产生相应的

并发症, 如支架移位、肿瘤长入或(和)肉芽组

织的过度生长、食团阻塞、食管瘘、再狭窄

和反流等, Homann et al [18]应用支架治疗时产

生迟发性并发症的发生率达53.4%. 并发症产

生的原因有两类, 一类是与支架有关, 另一类

是因为肿瘤的病理生理过程. 为了减少并发症

的产生, 支架的设计与选择也非常重要. 支架

根据其材料的不同有金属支架和塑料支架两

种. 金属支架有镍钛合金支架(Ultraflex支架、

Niti-S支架、Choo-支架、Do-支架和Song-支
架)和不锈钢支架(Flamingo支架和Gianturco-
Rosch Z-支架). 支架腔内外表面被覆覆膜的称

为覆膜支架(covered stent), 有全覆膜和部分覆

膜两种. 如覆膜型SEMS(Ultraflex支架)的中间

部分有聚氨基甲酸酯薄层覆膜, 近端和远端则

裸露. 而SEPS(Polyflex支架)是一种聚酯网状支

架, 其内表面全部内垫有硅胶膜而两端也无裸

露部分, 硅胶膜可以预防黏膜增生或肿瘤长入. 
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虽然Ultraflex支架和Polyflex支架都能有效地解

决吞咽困难, 但Polyflex支架由于材料的特性不

同, 其并发症的发生率很高, 目前临床上已很少

再使用[19-20]. 对于肿瘤引起的食管狭窄, 为了防

止支架置入后因新生物长入而形成再狭窄, 应
优先选择覆膜支架[21], 现在也几乎很少再使用

无覆膜支架来治疗恶性食管狭窄. 对于食管气

管瘘或食管穿孔的患者则毫无疑问使用覆膜支

架. 不管是全覆膜还是部分覆膜支架, 支架移位

的发生率比无覆膜支架要高. 大口径的支架可

以减少因支架移位、食物阻塞引起再发吞咽困

难, 但他增加与支架相关的并发症[13]. 特殊设计

的Ultraflex支架和Niti-S支架可明显减少支架移 
位[19], 特别是Niti-S支架, 他的近端和远端口径

宽而中间窄, 成哑铃状, 其双层设计使网丝嵌入

食管壁而更好地防止支架移位, 文献称Niti-S支
架移位的发生率为7%-12%[19-22]. 普通支架一般

不能达到对肿瘤本身治疗的目的, 只是对症治

疗, 而放射性支架和药物缓释食管支架可以有

望解决这个问题. 早期Won et al [23]将放射性核素

166Ho浸透到自膨支架外层的聚氨酯膜上进行

动物实验, 最近有学者将125I粒子固定在支架的

外面做成放射性支架[24-26]用于临床取得了较好

的效果. 药物缓释支架[27](drug-eluting stent)是一

种可携带药物的支架, 现已经广泛应用于冠心

病的介入治疗. 药物缓释食管支架理论上是能

够对食管病变进行药物治疗, 但目前没有任何

相关临床试验的报道, 他可能有望成为支架成

形术需改进的另一个方向. 
2.2 支架成形术在食管恶性狭窄中的应用进展 
食管癌最多发生于食管中段, 其次为下段, 上段

最少. 对于食管中段的食管狭窄, 支架置入非常

安全、有效[16-20]. 而在食管上、下括约肌附近的

肿瘤, 由于解剖学上的原因, 在支架置入时与中

段相比有着更高的危险性或并发症. 在食管远

端或食管贲门交界处的病变, 通过食管支架产

生有症状的胃食管反流是很常见的, 而且据报

道食管远端支架移位的比率比食管上2/3部位高

出40%[28]. 为了解决这些问题, 许多学者发明了

许多带有抗反流机制的新支架. Dua et al [29]设计

出一种改进的带有“风向袋”样防反流瓣膜的

自膨式Z-支架(Dua-支架), 而且报道认为他可以

和常规支架一样减轻吞咽困难并可以有效防止

反流. Wenger et al [30]通过随机试验支持Dua-抗反

流支架可实用于临床实践, 因为他与普通支架

相比没有更多增加并发症、降低生存率、恶化
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食管病变的治疗.
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临床症状或降低生存质量的风险. Shim et al [31]

设计的新型支架(S-型长叶片瓣膜)比普通支架

及Do-支架明显更有效地预防食管反流. Power 
et al [32]通过随机对照临床试验表明抗反流支架

比普通支架更好地减轻胃食管反流症状并能很

好地缓解吞咽困难, 得到较好的生活质量. 虽然

抗反流支架可以防止反流和误吸, 但支架移位

却仍是个没有解决的问题, 这也限制了他的使

用. Schppmeyer et al [33]通过长期随访发现胃食管

交界处放置支架有很高的并发症(主要是支架移

位、反流), 因而他们认为对于食管胃交界处的

肿瘤并不推荐使用抗反流支架, 需要进一步对

支架进行改进或应用其他方法如腔内放疗来治

疗, 但对于期望寿命小于6 mo需要快速缓解症

状则使用支架治疗[33]. 也许随着支架的改进使得

并发症不断减少, 抗反流支架会被首选用于治

疗食管胃交界处的肿瘤. 
颈段食管狭窄的处理是一个很有挑战性的

问题, 处理方法也很局限. 颈段食管定义为咽食

管交界处(C6水平)到胸廓入口(T1水平). 在C6水
平有一段3 cm长的高压力区域称食管上括约肌. 
由于操作困难, 在这一区域支架置入非常受限. 
患者由于有异物感和因操作相关的并发症而感

到很不适. 支架置入位置越高, 异物感越强. 基
于这个原因, 早期把近食管入口(离食管上括约

肌2 cm以内)的病变做为支架置入时的禁忌证, 
近来有报道称不应再把这个区域当成禁忌证[34]. 
很多文献称支架成形术可以很好地解决吞咽困

难而且手术相关并发症也很低[34-39]. 颈段食管放

置支架时主要有两个需要考虑的主要问题: 异
物感和支架移位. 异物感产生的机制是复杂的, 
他虽存在但是患者是可以耐受的, 而且随着时

间推移异物感会减少[34-35,39]. 支架近端移位如穿

破食管, 则可以造成很严重的并发症, 有人报道

支架移位形成食管主动脉瘘及侵入左颈总动脉

形成动脉瘤致大出血[40-41]. 虽然这种并发症不常

见, 但却是致命的. Ultraflex支架用于颈段食管

相对其他的金属支架要理想, 他的形态和特性

可以减少移位, 但目前仍没有一种理想的支架

可以彻底解决支架移位这个问题. 虽然有相当

的并发症, 但对于晚期肿瘤患者, 他们的期望寿

命比较短, 支架置入可以很快地缓解吞咽困难

症状, 相对改善生活质量, 是颈段食管癌晚期患

者的主要治疗方法. 
晚期食管癌患者行食管支架成形术能提高

患者的生活质量, 解决吞咽困难, 但对生存期的

延长并不显著, 是一种治标不治本的方法. 外放

疗疗效确定, 但并发症高, 特别是安置支架后再

行外放射术则更增加并发症的发生率, 与支架

成形术前放疗或不放疗相比要大[42]. 钴-60和镭

-192腔内近距离放疗也广泛用于治疗食管癌. 
腔内近距离放疗和支架置入术的对照研究表 
明[43-44], 支架置入可以快速缓解吞咽困难, 而前

者长期效果较好, 可以给一些生存期相对较长

的患者提供更好的生活质量, 产生较少的并发

症. 食管内照射支架(esophageal irradiation stent)
则把这两者的优点很好地结合了起来. 这种支

架把自膨式支架和125I放射性粒子结合在一起, 
其技术上的可行性和安全性已经在兔子模型上

得到了很好的证实[24]. 国内有学者将其初步用

于临床治疗晚期食管癌患者得到了很好的效果, 
除与普通支架一样可以快速缓解吞咽困难外, 
患者中位生存期明显延长[25-26], 并且随访发现近

一半患者有肿瘤缩小[25]. 用食管内照射支架治疗

食管癌是一种标本兼治的方法, 很有潜力, 期待

进一步研究来证实和完善.

3  食管成形术在食管良性狭窄中的应用  
3.1 支架的类型与选择 金属支架广泛用于食管

恶性狭窄, 而极少用于良性狭窄. 大部分金属支

架是非外科手术无法取出的, 长期放置产生的

后果也还不能确定, 而且可以产生致命并发症

如移位、穿孔甚至穿破颈动脉及主动脉[40-41]. 用
于良性狭窄的支架应是暂时性的, 在病变修复

的过程中可以维持在合适位置, 随后很容易取

出, 并且避免再狭窄的发生. 目前有以下一些支

架可以用于良性狭窄:  (1)金属支架: 永久性镍钛

合金支架由镍钛记忆合金丝编成, 无覆膜或部

分覆膜. 不管有无覆膜, 由于支架移位、反流、

再狭窄等并发症, 永久性镍钛合金支架治疗食

管良性功能性狭窄的中长期效果较差[15], 现已很

少应用永久性金属支架治疗食管良性狭窄; (2)
可回收自膨覆膜镍钛合金支架[42,45-47]由0.2 mm
的单根镍钛记忆合金丝编成, 并覆盖聚氨脂, 其
近端和远端的直径较中间宽, 成喇叭口状或哑

铃状. 在支架的近端, 有环绕管腔的2根尼龙绳

由尼龙环固定在合金丝的内缘. 回收时用由钩

丝和鞘组成的特制的支架回收系统, 在透视下

抓住尼龙绳使支架近端缘塌陷而较易取出. 暂
时性镍钛记忆合金支架是一种部分覆膜支架, 
在导丝和透视帮助下置入, 3-7 d后用活检钳在

内镜下取出, 取出前通过内镜注入500-1000 mL

■相关报道
Tanaka et al 用聚
乳酸单纤丝编成
的支架最初将其
用于2例患者 (腐
蚀性狭窄和吻合
口狭窄各1例 )取
得很好的效果.
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冰水缩小支架的直径[15,48-50]. (3)生物可降解支 
架[5,14,51]是由聚乳酸(左旋聚乳酸)单纤丝编织而

成, 支架的径向力比那些常用的市售的金属支

架还大. 支架在几个月内逐渐降解并随着粪便

排出, 不用取出, 也没有发生再狭窄. 他是一种

新型的很有前途的用于良性食管狭窄的支架. 
3.2 支架成形术在食管良性狭窄中的应用进展 
对于良性食管狭窄的治疗, 扩张术一直是最常

用的方法. 虽然他可以有效缓解症状, 但不能持

续很长时间, 患者因为再发狭窄而需多次行扩

张术. 狭窄的类型不同, 其发生再狭窄的可能性

也不一样, 因此, 区分简单性狭窄和复杂性狭窄

是很有必要的[52]. 简单性狭窄定义为狭窄是局限

的, 较直的且直径可以通过常规的内镜. 复杂性

狭窄则为较长的(>2 cm), 扭曲的或直径不能通

过常规内镜的狭窄. 如果复杂性狭窄不能扩张

到足以通过固体食物, 在每隔2-4 wk内就会发生

再狭窄或需要持续扩张(>7-10次), 则他们就被

认为是顽固性狭窄[52]. 特别是放射性或酸碱腐蚀

性损伤引起的狭窄和吻合口狭窄, 对扩张术是

最抵抗的[52]. 对于简单狭窄, 则很适合球囊扩张. 
对于复杂性、顽固性或球囊扩张失败的良性狭

窄, 暂时性支架置入则是一种很好的方法. 
国内外许多学者应用不同的支架治疗良

性狭窄都取得了很好的效果[5,14-15,45-55]. 早期Song  
et al [53]通过随访发现用可膨式金属支架治疗食

管良性狭窄长期效果不好而且因支架移位和新

狭窄形成而引起的并发症的发生率很高. 无覆

膜支架置入后最常见的并发症就是肉芽组织

通过支架网长入, 最早可发生在支架置入后2-6 
wk[45]. Song et al [47]设计的可回收覆膜镍钛记忆

合金支架可以较有效地克服常规金属支架带来

的问题, 患者很好地耐受支架置入和取出. 初步

应用于25名患者后最初的缓解率为100%, 在支

架取出后7 wk累积缓解率呈现出平稳状态, 在
支架的两端由于增生可引起新的狭窄, 新狭窄

在支架取出后可以改善, 且对球囊扩张的反应

较好[47]. 虽然支架置入后4-8 wk曾被认为是取出支

架最合适的时间, 因为那段时间很少发生新的狭

窄[53], 但Song et al [47]的研究中近一半患者的新狭

窄却发生在支架置入后2-6 wk. 因此, Song et al
认为支架取出的最适宜时间仍是不确定的, 他
们常规选择在狭窄形成时取出支架, 为了观察

狭窄形成, 患者需要每2 wk做1次内镜或食管

造影[47]. Siersema et al [45]用部分覆膜Ultraflex支
架治疗良性狭窄, 一般放置4-6 wk后取出. 国内

生产的暂时性镍钛记忆合金支架取出更为方

便, 暂时放置3-7 d后从内镜孔中注入500-1000 
mL冰水, 使支架直径变小再经内镜取出. Cheng  
et al [48]在研究中发现支架移位多发生在1 wk以
内, 支架在第3-4天还容易取出, 在第5天就比较

难, 第6-7天变得非常难以取出. 暂时性金属支架

取出的最适宜时间也尚不确定. 研究中发现, 支
架的直径越大, 中远期的治疗效果越好, 但要确

定最理想的直径尚需进一步研究[15]. 对用暂时

性贲门支架成形术治疗贲门失驰缓症的远期随

访发现, 30 mm直径暂时性贲门支架是最佳的选

择[55]. 暂时性支架在体内一般放置3-7 d, 放置后

随着体内温度的上升, 支架逐渐扩开, 可以引起

平滑肌的慢性撕裂, 而且平滑肌的撕裂相对比

较规则, 相对形成较少的疤痕组织, 因此, 再狭

窄的发生率比较低[48-50]. 再者, 暂时性部分覆膜

支架近端1-2 cm为无覆膜区, 可以有效增加支架

的稳定性. 对于食管良性狭窄, 尤其是对贲门失

驰缓症患者的治疗, 暂时性部分覆膜支架成形

术是首选的方法[48-50]. 许多研究表明[15,45,47-50,54-55], 
可回收覆膜镍钛记忆合金支架和暂时性部分

覆膜金属支架都是治疗良性食管狭窄(包括儿 
童[54])的一种安全、有效的方法, 而暂时性放置

的部分覆膜支架比无覆膜和全覆膜支架更能有

效地防止支架移位和肉芽组织长入, 中远期治

疗效果都很好, 他将成为非外科方式处理胃肠

道良性狭窄的最好的方法之一[15,48-50]. 
生物可降解支架[5,14,51]是治疗良性狭窄理想

的方法, 他可以让患者免除支架再取出. Tanaka 
et al [5]用聚乳酸单纤丝编成的支架最初将其用于

2例患者(腐蚀性狭窄和吻合口狭窄各1例)取得

很好的效果. 在支架置入过程中没有并发症, 在
10-15 d支架移位并随粪便一起经肠道排出, 没
有任何并发症, 在随后的6 mo的随访中也没有

再狭窄发生. Saito et al [51]应用生物可降解支架

治疗13例食管良性狭窄患者取得同样类似的效

果. 10例支架在10-21 d自发移位并随肠道排出, 
没有任何并发症, 随访7 mo-2年没有患者有再狭

窄症状. 特别是对于早期食管癌行内镜下黏膜下

剥离(ESD)后引起的狭窄有很好的效果[14]. 支架

移位在研究中都可发现, 自发支架移位可能与

支架逐步降解后其径向力减小有关[5,51]. 要防止

在还没达到足够的治疗效果前支架就自发移位, 
因此, 也许有必要将支架固定在合适位置至少

2 wk[5]. 虽然支架移位后经肠道排出没出现并发

症, 但是因支架移位带来可能的并发症如肠梗

■创新盘点
本文根据国内外
最新资料, 介绍食
管支架成形术在
食管良恶性狭窄
中的应用进展, 特
别是生物可降解
支架和食管内照
射支架的最新临
床应用.
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阻还是要值得注意的.

4  食管支架成形术的并发症及处理

食管支架成形术并发症的发生与支架的材料、

结构、操作者的操作技术以及病变的部位、性

质和患者本身的因素有关. 文献报道SEMS成形

术并发症的发生率为26%-52%, 操作相关的死

亡率为2%-3%[56]. 其主要并发症及处理如下: (1)
疼痛及异物感: 疼痛多由于支架对食管壁的机

械刺激和支撑作用造成的, 食管上端神经丰富, 
更为敏感[57], 且颈段食管支架成形术后5%-15%
的患者有异物感[45]. 症状轻者无须特殊处理, 严
重者可服用镇痛剂. 对于高位食管病变, 使用

Ultraflex支架是比较好的选择[45]. (2)支架移位: 
这是一种常见并发症,支架移位的发生率与支

架的设计和置入的部位有关[18-22], 文献称覆膜

Wallstent支架在胃食管交界处置入时支架移位

的发生率高达50%[18], 而Niti-S支架移位的发生

率远低得多[19-22]. 对移位的支架可采用内镜下

调整、取出或重新置入第二个支架[19]. Homann  
et al [18]则支持一种观察-等待策略, 因为移位的

支架可能通过肠道自发排出. (3)再狭窄: 肿瘤组

织、肉芽组织、纤维组织在覆膜支架两端过度

生长或沿无覆膜支架网孔向内长入均可导致管

腔再狭窄的发生. 组织长入或过度生长引起再

狭窄的发生率为19%-31%[18-19,45]. 处理方法可以

采用腔内放疗、微波、激光、局部注射化疗药

物, 也可以置入第二枚支架[18,45,57-58]. (4)反流性食反流性食性食

管炎: 多发生在吻合口或食管胃交界处, 目前有

多种抗反流支架, 此症状发生较少, 术后可配合反流支架, 此症状发生较少, 术后可配合支架, 此症状发生较少, 术后可配合

抑酸抗反流治疗. (5)食物嵌顿: 多为吞咽大块食反流治疗. (5)食物嵌顿: 多为吞咽大块食治疗. (5)食物嵌顿: 多为吞咽大块食

物、过早进食粗食所致, 嵌顿食物可用内镜取

出或推入. (6)其他并发症: 如出血、穿孔等, 这
些并发症的发生率非常低, 但却是致命的并发

症[59]. 如果支架穿破动脉引起大出血, 几乎没有

抢救机会[40-41,57]. 一般的出血多为食管本身的出

血, 可推注止血药、血管收缩药甚至介入栓塞

治疗. 支架置入后引起的食管穿孔可以采用取

出先前的支架而放置另一枚支架来处理[59].

5  结论

目前食管支架成形术广泛用于食管恶性狭窄, 
其缓解吞咽困难的效果是明显的. 但支架移位

和肿瘤生长或(和)肉芽组织长入引起的再狭窄

仍是2个最主要的问题. 食管内照射支架理论上

是标本兼治, 目前却还不能准确测定载有125I粒

子支架的放射剂量, 而且也没有相关放射治疗

的标准定量数据[25], 有待以后更多的研究来解决

这些问题. 暂时性放置可回收金属覆膜支架可

以安全有效地治疗良性狭窄, 但支架取出的最

适宜的时间尚未能确定. 药物缓释支架目前临

床上还没有应用到对食管病变的治疗. 生物可

降解支架治疗良性狭窄效果显著, 潜力很大, 并
有望用于药物传递系统. 但目前应用较少, 未来

需要更多研究和长期随访来评估这些支架的有

效性, 以及研究这些支架降解消失与狭窄开放

之间的关系[14]. 
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Abstract
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is 
a common liver disease and its incidence rate 
is increasing year by year. In this paper, we 
investigated and summarized the studies on the 
mechanisms of NAFLD in recent years, aiming 
at illustrating the roles of genes in NAFLD and 
their molecular mechanisms.  
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lecular mechanism
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摘要
非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种常见肝病, 且发病率
有逐年增加的趋势. 本文概述近年来国内外
学者在NAFLD发病机制方面的主要成果和观
点, 探讨在NAFLD发病中基因的作用, 旨在阐
明NAFLD发病的分子机制.  

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 分子机制

钱林, 胡小宣. 非酒精性脂肪肝分子发病机制的研究进展.  世界

华人消化杂志  2008; 16(25): 2848-2852

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2848.asp

0  引言

随着社会经济的发展, 非酒精性脂肪肝病(non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)成为常见肝

病. 其最早由Ludwig et al [1]于1980年定义, 指女

性肥胖症伴2型糖尿病的患者, 虽无饮酒史, 但
肝脏病理类似于酒精性肝炎的综合征. 现在定

义为: 遗传-环境-代谢应激相关因素所致, 以肝

细胞内脂肪堆积为主的临床病理综合征[2], 包
括肝细胞的脂肪沉积、脂肪性肝炎、肝纤维化

和肝硬化. 其发病具体机制尚未清楚, 目前普遍

认为与胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)密切相 
关 [3].  本文对近年来在N A F L D发病中瘦素基

因、细胞色素P450基因、脂联素基因、肿瘤坏

死因子基因、脂肪酸转运蛋白基因和解偶联蛋

白基因的作用综述如下, 旨在探讨NAFLD发病

的分子机制. 

1  瘦素基因

1994年, Zhang et al [4]发现了肥胖基因(ob基因)及
其表达产物瘦素. 人类的肥胖基因位于7号染色

体长臂31带的7亚带, 长20 kb, 由3个外显子和2
个内含子组成. 主要是由脂肪细胞分泌的肽类

激素, 其前体由166-167个氨基酸组成, 分泌入血

的过程中去除由21个氨基酸组成的N端21信号

肽, 形成145-146个氨基酸分泌型蛋白质瘦素, 即
成熟瘦素. Oral et al [5]观察到脂肪肝患者血中瘦

素浓度有所降低, 肝细胞脂肪沉积. 经补充瘦素

后, 患者症状缓解, 肝脂肪沉积好转. 说明瘦素缺

乏是患者发生NAFLD的原因. 瘦素基因主要在

白色脂肪组织中表达, 在棕色脂肪组织中表达

较少, 在其他不少组织也有表达. 瘦素通过转录

因子SREBP[6]或神经肽(neuropeptide Y, NPY)[7-8]

发生作用, 抑制硬脂酰CoA去饱和酶-1(stearoyl-
CoA desaturase, SCD, E.C. 1.14.99.5)基因的表达. 

®
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瘦素还可以增加外周组织的糖摄取及更新, 从
而降低流入肝脏的葡萄糖. Mammès et al [9]研究

报道在肥胖人群中, 含瘦素基因-2548G/A等位

基因G的血清瘦素水平比含等位基因A的明显

增高, 因此等位基因A为NAFLD的保护基因. 瘦
素受体的结构和功能的改变直接影响着瘦素的

生物学功能. 陈韶华 et al [10]通过研究发现LERP
基因Lys109携带者腹壁脂肪厚度和体脂含量较

Lys109Arg和Arg109Arg携带者明显升高, 而总胆

固醇水平明显降低, 提示Lys109Lys基因型可能

肥胖者脂质代谢起着保护性作用, 但至于瘦素受

体基因Lys109Arg多态性是否与NAFLD的发病

机制有关, 目前尚未明确. 另外, 与肥胖相关的基

因还有编码11β-羟基类固醇脱氢酶-1(11βHSD-1)
基因. Masuzaki et al [11]发现在实验中转基因鼠中

过度表达11βHSD-1, 动物血中糖皮质激素浓度

明显升高, 从而引起腹型肥胖和一系列代谢综合

征. SCD是单不饱和脂肪酸(monounsaturated fatty 
acid, MUFA)生物合成的限速酶, 是瘦素作用目

的基因之一,  在脂肪酸代谢及能量平衡中起重

要的调节作用[12]. SCD是脂质代谢和体质量调节

的关键控制点. 陆元善 et al [13]发现经一段时间喂

养脂饮食大鼠肝SCD-1 mRNA水平下降, SCD-1 
mRNA水平下降可能与高脂喂养引起的内源性

高瘦素血症有关.

2  细胞色素P450基因

细胞色素P450是一族相对非特异性酶, 广泛存

在于机体内, 但主要存在于肝细胞内质网上, 负
责外来物及某些体内代谢物质的生物转化, 此
酶可被某些化合物(包括药物)诱导或抑制, 影
响化合物在体内的代谢速度. 参与内源性和外

源性物质(包括药物和环境污染物)代谢的细胞

色素P450(CYP)主要有CYPlA、2E和3A. 史洪

涛 et al [14]利用免疫组织化学和Western blot方法

测定肝细胞色素P4501A1表达变化, 逆转录聚

合酶链反应测定肝细胞色素P4501A1 mRNA表

达变化, 结果显示肝细胞色素P4501A1基因及

蛋白表达随着脂肪肝程度的加重明显增强, 表
明了NAFLD大鼠肝细胞色素P4501A1基因的

表达变化与脂肪肝引起的肝脏损害程度密切相

关, 肝细胞色素P4501A1参与了NAFLD的发生. 
细胞色素P450ⅡE1(CYPⅡE1)是二甲基亚硝胺

D-脱甲基酶, 主要在肝脏表达[15-16], 参与许多内

源性及外源性化合物的代谢. CYPⅡE1存在6种
限制性内切酶片段长度多态性, 其中c2基因与

酒精性脂肪肝发病有关[17-19]. 细胞色素氧化酶

(cytochrome oxidase, COX)是线粒体内呼吸链

电子传递的终末复合物, 是电子传递链的限速

酶, 在线粒体氧化能力调节中起关键作用. COX
与线粒体功能及细胞能量的产生密切相关, 其
编码基因的改变、表达及酶活性的发挥对细胞

在生理和病理情况下的机能、代谢和形态结构

有直接影响. 已知COX有6-13个亚基, 所有哺乳

动物真核细胞均由13个亚基组成, 其中最大的3
个亚基(COXⅠ、Ⅱ和Ⅲ)来源于线粒体. 史洪涛 
et al [20]研究发现NAFLD大鼠肝细胞COXⅠ表达

变化与脂肪肝引起的脂质过氧化反应以及肝脏

损害程度密切相关, 肝细胞COXⅠ可能参与了

NAFLD的发生.

3  脂联素基因

脂联素(adiponectin)是Scherer et al [21]近年发现

的一种脂肪细胞特异性细胞因子 ,  其编码基

因位于染色体3q27, 包括3个外显子和2个内

含子, 其编码的蛋白质命名为Ac rp30, 即小鼠

Adiponection. 脂联素以5-30 nmol/L的浓度存在

于人类血清中, 他的空间构架有二聚体、三聚

体和6个三聚体组成的多聚体高分子化合物. 脂
联素是目前已知的唯一一个与肥胖呈负性相关

的脂肪分泌蛋白. 肥胖者脂肪组织的脂联素基

因表达明显降低[22]. 脂联素降低与肥胖和IR存

在密切联系, 可能是导致NAFLD发生的因素之

一[23]. Yamauchi et al [24]发现脂联素通过降低肥

胖鼠肌肉和肝脏中TG浓度, 可减轻IR. 脂联素

基因敲除大鼠FFA清除率减慢, 肌肉脂肪酸转运

蛋白-1的mRNA水平降低, 脂肪组织TNF-α水平

升高, IRS-1相关的PI-3K活性降低, 而给予脂联

素后则可改善. Menzaghi et al [25]在评价脂联素

基因的变异性是否与IR相关中, 通过对413个非

糖尿病的高加索患者的两种SNPs进行分析, 发
现45位的T变为G, 276位的G变为T, 此脂联素多

态性与IR关系密切. 而IR对于非酒精性脂肪肝

炎(nonalcohoic steatohepatitis, NASH)的发生发

展来说至关重要[26]. Kaser et al [27]对13个NASH
和9个单纯脂肪肝的患者的脂联素及其受体RI
和RII基因的mRNA表达进行FBRT-PCR分析, 结
果发现相对于单纯性脂肪肝, NASH患者的脂联

素及其受体RII基因的mRNA显著减少, 而患者

血清中未发现; RI基因的mRNA与对照组无明

显差异. 此研究显示NASH与脂联素及其受体

RII基因在病理生理中存在相关性. Vuppalanchi  
et al [28]也得出相同的结论. NAFLD原发于IR相关

的超重、肥胖、2型糖尿病和高脂血症等代谢

■研发前沿
由于缺乏足够的
统计数据、没有
统一的表型标准
以及适合人群的
选择, 对于目前所
研究的基因存在
极大的阻碍.
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紊乱性疾病, 所以这些因素显得越发重要. Hara 
et al [29]对糖尿病易感轨迹进行基因扫描, 发现其

定位于3q27, 而这正是脂联素基因(APM1)所在. 
从而证明了APM1和2型糖尿病在45和276位点

上存在着相关性. 间接地反映了脂联素基因和

NAFLD相关. 

4  肿瘤坏死因子基因

人类肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)基
因属HLA-Ⅲ类基因, 定位于6号染色体P21.3上, 
至少包含5种多态性的微卫星. 其中TNF-a基因

和TNF-β基因片段各长约3000个碱基对, 都包含

4个外显子和3个内含子. TNF-a和TNF-β发挥生

物学效应的天然形式是同源的三聚体. TNF-a以
两种形式存在, 即结合于细胞膜的26D的TNF-a
前体和可溶性的17D TNF-a活性型. 后者以三聚

体形式与细胞表面的TNF受体(TNFR)结合, 介
导多种生物学活性. 

TNF-a在NAFLD的发病机制中发挥重要作

用. 近年来的研究发现TNF-a参与肥胖相关的

IR, 肥胖者机体过度地表达TNF-a, 并且与IR的
程度呈正相关. Hui et al [30]对正常肝脏、单纯脂

肪肝以及NASH的标志进行测量, 发现NASH中

中心性肥胖较普遍, 患者血清中TNF-a水平较

高. TNF-a可能是初次打击(IR)发生的重要中介

环节. 实验发现, TNF-a基因敲除小鼠在诱发肥

胖后不能产生IR, 胰岛素受体底物1(IRS1)丝氨

酸磷酸化下调IRS1信号是其潜在的作用机制[31]. 
而Castro et al [32]研究发现, TNF-a可促进脂肪细

胞分解和FFA释放, TNF-a基因的促进区不同而

导致脂肪组织的脂解程度不同, TNF-a基因敲除

小鼠由于体内缺乏TNF-a, 其促进脂肪分解的作

用消失, FFA水平也降低. 近年研究发现TNF-启
动子区域中的两个位点(-238、-308)发生鸟嘌呤

(G)向腺嘌呤(A)的突变, 原来可被限制性内切酶

NcoⅠ、MspⅠ识别的位点缺失, 核苷酸序列不

能被切断, 因此产生3种基因型: GG(无突变)、
GA(突变杂合子)、AA(突变纯合子), 其直接结

果就是影响TNF-α的体外表达量[33]. 在NAFLD 
的研究中, Valenti et al [34]报道NAFLD(特别是其

中NASH)患者中-238的A等位基因频率较对照

组相比显著升高, 并与IR密切相关. TNF-α为影

响脂联素水平的重要因素, 导致脂联素水平下

降并进一步引发NAFLD[35].

5  脂肪酸转运蛋白基因

脂肪酸转运蛋白(fatty acid transport protein4, 

FATP4)是跨膜转运蛋白超家族中的一员, 存在

于肝细胞和小肠黏膜细胞胞膜, 对长链脂肪酸

具有高度亲和力, 从而参与脂肪酸的摄取与转

运[36]. 人FATP4的基因高度保守, 定位于第七号

染色体的q11.2, 有15个外显子, 长32 kb, 含有471
个氨基酸残基. 由于糖基化不同, 在不同的细胞

中具有不同的分子质量, 约为78-88 kb. 大量研

究报道其在肥胖、糖尿病的形成过程中具有重

要的作用[37].

6  解偶联蛋白基因

目前发现的解偶联蛋白(uncoupl ing prote in, 
UCP)家族共有5种, 分别为UCP1、UCPn2、
UCP3、StUCP和AtUCP. UCP都是由3个U型跨

膜单位组成, 每个单位由100多个氨基酸组成, 
形成6个由α螺旋组成的跨膜结构域, 这些氨基

酸结构域都有线粒体载体信号基序. UCP的功能

单位是二聚体. UCP1早在1978年就被纯化, 人类

UCP1基因于1985年克隆成功, 定位于4号染色体

长臂. UCP1是位于线粒体内膜上的一个二聚体

蛋白, 含306个氨基酸, 分子质量32 kDa, 由6个C质量32 kDa, 由6个C32 kDa, 由6个C
或N末端朝向胞液的跨膜区组成. UCPn2基因位

于人类11号染色体上, UCPn2基因全长8.7 kb, 由
8个外显子和7个内含子组成. UCPn2在体内分布

广泛, 如白色脂肪组织(WAT)、BAT、骨骼肌、

心脏、脾脏、肾脏、肝、胰及淋巴结等. 某些

情况如肥胖患者的肝细胞[38]以及内毒素、脂多

糖刺激均可以诱导肝细胞内UCPn2 mRNA表 
达[39]. UCPn2是一种位于线粒体内膜上的载体蛋

白, 具有多种功能: (1)介导质子的跨膜内流, 降
低线粒体内膜的电化学梯度, 使ATP合成酶催

化ADP磷酸化为ATP所需要的△MH+降低, 导致

线粒体合成ATP能力下降, 肝细胞线粒体ATP 储
备降低; (2)调节脂肪酸的β氧化. 介导脂肪酸的

跨膜转运, 有利脂肪酸在线粒体氧化利用, 减轻

蓄积脂质毒性; (3)限制ROS的合成; (4)有一定

的抗凋亡、促坏死作用, 线粒体能量储备降低

使肝细胞对坏死敏感性增加, 易致肝细胞坏死. 
UCPn2具有调节脂质代谢的作用, 并受脂质的

反馈调节, 从而抑制肥胖或脂质代谢障碍时脂

质在肝脏沉积, 阻止肝细胞脂肪变性, 在脂肪肝

的发生过程中起保护作用. 但是, 顾小红 et al [40]

在实验中发现, 随着NAFLD的形成和程度加重, 
UCPn2表达逐渐增强, 其介导的酶活性显著增

高, 启动脂质过氧化反应, 促进脂肪肝的形成和

发展. 因此, 在脂肪肝中UCPn2表达增加是一把

■相关报道
H u a n g  e t  a l 对
NAFLD的一般基
因标志物进行研
究 ,  分 别 对 编 码
DDX5和MTP基
因的SNP进行分
析, 发现DDX5和
MTP在NAFLD患
者发展为 N A S H
具有相关性, 但是
还是需要行进一
步的大规模的人
群调查.



www.wjgnet.com

钱林, 等. 非酒精性脂肪肝分子发病机制的研究进展							                 2851

“双刃剑”[41]. UCP3基因位于11q13, 与UCPn2
紧密连锁, 相隔仅6000 bp.

7  结论

除上述研究较多之外, Huang et al [42]对NAFLD
的一般基因标志物进行研究 ,  分别对编码

DEAD box polypeptide 5(DDX5)和microsomal 
triglyceride transfer protein(MTP)基因的SNP进
行分析, 发现DDX5和MTP在NAFLD患者发展

为NASH具有相关性, 但是还是需要行进一步

的大规模的人群调查. Namikawa et al [43]报道在

NAFLD患者中锰超氧化物歧化酶(manganese 
superoxide dismutase, MnSOD)基因表现为多态

性, 而这种基因在限制线粒体氧化应激反应中

发挥重要作用. 基因多态性在血管紧张素原和

转化生长因子-β1这两种基因中的表现, 导致了

凋亡的脂肪细胞大量纤维化. 所有的研究相当

令人振奋, 但是需要大量的研究才能将其中的

机制阐述清楚. 
生物技术的出现和发展为医学研究领域带

来了巨大变化. 基因的检测手段多种多样, 可以

直接对DNA进行定性和定量分析, 也可以采用

基因芯片技术. 基因表达最强大的工具就是基

因芯片, 可以动态观察各相关基因在不同的时

间中的表达以及各产物之间量的对比关系, 具
有高信息量、并行性、集成化等优点, 但是却

存在着可靠性和无法解释的变化性, 故目前很

多手段是直接针对其产物进行检测的. 在RNA
水平上对基因表达产物进行定性或(和)定量分

析的方法主要包括Northen印迹、RT-PCR、实

时RT-PCR、RNA酶保护试验和cDNA芯片技

术等. 范建高 et al [44]就是用免疫组化和RT-PCR
的方法检测肝脏解偶联蛋白2 mRNA转录及其

蛋白表达. 实时RT-PCR是目前最好的定量分

析mRNA的方法, 可以检测实时积累的特异性

PCR产物, 而且能够监测一个DNA分子或RNA
分子, 不少学者运用这一途径进行检测. PCR、
PCR-RFLP对基因多态性进行分型, 免疫组化和

Western blot方法测定基因表达变化, 都是根据

DNA产物采用的相关的实验手段. 而对于存在

于血液中的微量产物, 则用ELISA、放射免疫

法方法测定. 国内外很多学者通过ELISA、放

射免疫法方法测量出血液当中瘦素、脂联素、

TNF-α的含量, 从而揭示他们与NAFLD之间的

关系. 这些方法廉价、简单、直接, 值得推广. 
总之, NAFLD的发病机制具有多样性, 除上

述因素外, 还仍有广阔的研究空间. 但是由于缺

乏足够的统计数据、没有统一的表型标准以及

适合人群的选择, 对于目前所研究的基因存在极

大的阻碍. 随着对NAFLD发病机制研究的深入, 
利于开发出更有效的药物, 从而进行针对性治疗. 
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Abstract
Natural killer T (NKT) cells are a unique subset 
of lymphocytes, which express both T and 
NK cell surface markers as well as functional 
characteristics. They connect innate and acquired 
immunity, and restrictedly recognize glycolipid 
antigens presented by CD1d molecule. NKT 
cells secrete a great quantity of cytokines rapidly 
which regulate human immune response after 
being activated. For there are abundant NKT 
cells in human liver, researchers have a great 
interest in their roles.

Key Words: Natural killer T cells; Immunoregulation
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摘要
自然杀伤T细胞(natural killer T cells, NKT细
胞)是一种同时具有NK细胞和T细胞部分表型
及功能的细胞亚群. 他能将先天性免疫应答和
获得性免疫应答连接起来, 限制性识别CD1d-
糖脂抗原、活化后迅速分泌大量细胞因子从

而调节机体的免疫应答. 人体的肝脏内富含
NKT细胞, 因此, NKT细胞在肝脏中的作用引
起了人们的广泛兴趣. 

关键词: NKT细胞; 免疫调节

汤伯宗, 高月求. NKT细胞在肝脏疾病中的作用.  世界华人消化

杂志  2008; 16(25): 2853-2858

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2853.asp

0  引言

NKT细胞作为一类新型的免疫调节细胞, 其主

要特征为T细胞受体(TCR)基因表达的恒定性, 
CD1d的限制性以及细胞因子产生的迅速、高水

平性. NKT细胞既能增强免疫反应又能抑制免

疫反应, 从而在抗感染、抗肿瘤、抑制自身免

疫性疾病及移植耐受中发挥重要的作用. 现就

近年来有关NKT细胞的研究进展综述如下. 

1  NKT细胞的命名

1987年, 美国国立卫生研究院与瑞士的两个研

究小组同时在小鼠的胸腺中发现一种TCR中等

水平表达、Vβ8.2高表达、同时又缺乏CD4和
CD8分子的aβTCR+ T细胞的存在. 这类细胞大

多表达NK细胞的表面标志NKl.l(鼠NKR-P1C或
人CD161C), 并具有大量分泌IL-4、IFN-γ和TNF
的潜力[1]. 随后的研究发现NKl.l+CD4+ T细胞也

具有此潜能, 这两类细胞都表达TCRVα14Jα28, 
并且他们的发育都依赖于MHC样、b2球蛋白相

关分子CDld. 这些发现强有力证明NK1.1+αb双

阴性(double negative, DN)和NK1.1+CD4+ T细胞

属于同一细胞系[2]. 由此, NKT细胞的概念第1次
提出, 并引起人们的广泛关注. 随着研究的逐渐

深入, 发现此命名并不准确, 因为人类并不是所

有表达CD161的T细胞都是NKT细胞, 也并不是

NKT细胞均表达CD161. 在小鼠中除C57BL/6小
鼠外其他品系的小鼠也不表达NK1.1, 而一些其

他的T细胞(包括传统的病毒特异性的CD8+ T细
胞)也能诱导性表达NK1.1. NKT细胞虽然能表达

穿孔素、FasL及其他受体(例如NKG2D), 但自然

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝脏作为一个重
要的免疫器官已
经被广泛接受, 因
此肝脏内免疫细
胞的功能与肝脏
疾病的发生有重
要关系. 肝脏内富
含NKT细胞, 因此
其免疫功能在肝
脏病的发生、发
展与转归中起重
要作用.

■同行评议者
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杀伤活性并不是NKT细胞的主要效应作用, 而免

疫调节是其主要作用, 因此更为准确的命名应为

CD1d依赖的自然杀伤样T细胞(CD1d-dependent 
natural killer-1ike T ce11s)[3].

2  NKT细胞的分化发育

NKT细胞确切的发育来源目前仍处于探索阶段, 
大部分研究显示NKT细胞的发育是胸腺依赖的. 
NKT细胞与传统αbT细胞一样都来源于双阳性

胸腺细胞, 这群细胞是由表达CD1d的CD4+CD8+

胸腺细胞介导识别自身糖脂完成阳性选择[4]. 阳
性选择后NKT细胞经历一个独特的成熟过程, 从
CD44lowTCRhighNK1.1-到CD44highTCRintNK1.1-再

到CD44highTCRintNK1.1+的发育顺序[5-7]. 同时, 活
化受体由CD69-CD122low转化为CD69+ CD122high, 
分泌的细胞因子由Th2型向Th1型偏离. 阳性选

择阶段D O C K2调节T细胞前体进一步分化为

NKT细胞[8]; Tec家族酪氨酸激酶Itk和rlk选择性

上调NK1.1[9], 细胞因子γ链(γc)也在NK1.1期开始

表达[10], 表明Itk以及γc相关信号传导对于NKT细
胞后期功能成熟至关重要. NKT细胞的完全成熟

多发生在胸腺外[11]. 蛋白激酶Cq、维生素D受体

及CD1d的表达也能够影响NKT的发育及在外周

的进一步成熟和功能的发挥[12-14]. 
NKT细胞的TCR先于NKR的表达方式有其

独特意义, CD1d与未成熟NKT细胞的TCR相互

作用在共刺激分子CD80/CD86和/或B7h的辅助

下上调转录因子T-bet、GATA-3的表达使NKT
细胞活化并增殖[15-16]. 随后表达的NKR削弱这种

增殖反应以避免成熟NKT细胞潜在的自身反应

性, 这与细胞在胸腺中停止分化或长期定居于

外周有关[17].

3  NKT细胞的分布

在传统T细胞分布的地方均有N K T细胞的分

布, 但以胸腺、肝为主; 脾、骨髓次之; 淋巴

结、皮肤黏膜和外周血最少见[18]. NKT细胞占

肝脏固有淋巴细胞的30%-50%、骨髓总T细胞

的20%-30%、胸腺T细胞的0.3%-0.5%、脾脏

淋巴细胞的0.5%-1%、外周淋巴结淋巴细胞

的0.1%[19]. 人NKT细胞约占外周血T淋巴细胞

的0.09%[20], 小鼠NKT细胞占外周血T细胞的

1%-2%、骨髓T细胞的30%[21]. 

4  NKT细胞的分类

Godfrey et al [3,22]根据NKT细胞是否表达恒定

TCR(小鼠Vα14-Jα18, 人类Vα24-Jα18)将其分
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为经典和非经典两大类. 通常所说的NKT细胞

为经典型NKT细胞(小鼠Vα14-Jα18+ NKT细胞

和人Vα24-Jα18+ NKT细胞). 经典NKT细胞表

达恒定的TCR, 限制性识别CD1d提呈的糖脂抗

原如α-半乳糖基神经酰胺(a-galactosylceramide, 
a-GalCer). 
4.1 经典N K T细胞 根据N K1.1的表达与否将

NKT细胞分为以下2型: (1)NK1.1+ NKT细胞: 根
据CD4、CD8的表达与否, 小鼠的此类NKT细
胞分为CD4+和(CD4-CD8-)DN 2个亚群. 人类的

NKT细胞分为CD4+、CD8+和(CD4-CD8-)DN 3
个亚群[3,23-24]. (2)NK1.1- NKT细胞: 此类细胞大

多为C D4+细胞 [25], 目前研究认为胸腺N K1.1-

NKT细胞是NK1.1+ NKT细胞的前体, 可以在外

周血进一步发育成熟[5]. 然而在体外实验中观

察到NK1.1+ NKT细胞在α-GalCer刺激后出现

NK1.1的表达下调而表现为NK1.1-, 所以NK1.1- 
NKT细胞又可能为体内接受刺激后的细胞. 基
于上述研究, 目前发现NK1.1的表达与否与下列

因素有关: 遗传背景、NKT细胞是否成熟、是

否被刺激以及组织定位. 
4.2 非经典NKT细胞 小鼠非经典NKT细胞主要

是表达多样性TCR或恒定的Vα3.2-Jα9/Vα8和
Vb8.2[3,26-27]CD1d依赖性Vα14- NKT细胞, 此外还

包括gdTCR+ T细胞[3,28], 分为CD4+和DN两个亚

群. 小鼠非经典NKT细胞对α-GalCer无应答, 不
能被负载α-GalCer的CD1d四聚体所识别[3]. 人类

也存在CD1d依赖性Vα24-Vb11- NKT细胞, 多表

达CD8α+CD8b+, 在体外具备CD8依赖的细胞毒

作用. 然而与小鼠不同的是, 人类非经典NKT细
胞具有α-GalCer反应性[3].

5  NKT细胞的抗原识别和活化

NKT细胞的抗原识别与传统的T细胞不同, 不能

识别由经典的MHC-Ⅰ、Ⅱ类分子提呈的抗原

肽, 而只识别由细胞表面CD1d分子提呈的糖脂

类抗原[28]. 
5.1 CD1分子 CD1分子主要在骨髓来源的细胞

上表达, 存在于内体和细胞表面, 是一条约50 
kDa的糖基化蛋白重链, 与β2微球蛋白以非共价

键连接[29]. 人CD1基因家族有CD1A至CD1E五
种基因, 而小鼠只有CD1D1和CD1D2两种非常

相似的基因. 根据氨基酸序列同源性, 将CD1a、
b、c归为Ⅰ类, CD1d为Ⅱ类[30]. 
5.2 CD1反应性T细胞 根据细胞特性和TCR可将

CD1反应性T细胞分为3大类[21]: (1)对Ⅰ类CD1

www.wjgnet.com

■研发前沿
NKT细胞在肝脏
疾病中的确切作
用还处于探索阶
段, 以激活NKT细
胞功能为主的治
疗方法主要应用
于肿瘤的治疗, 这
也是目前研究的
热点. 
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分子提呈的微生物脂类抗原应答, 表达高度多

样性αbTCR, 主要防御分支杆菌感染. (2)对Ⅰ或

Ⅱ类CD1分子提呈的自身糖脂抗原应答, 表达多

样性αbTCR或gdTCR, 细胞功能不明, 可能涉及

免疫调节或自身免疫性疾病的发生. (3)CD1d限
制性NKT细胞, 是CD1反应性T细胞的主要组成

部分. 
5.3 抗原递呈 CD1蛋白是第三类抗原递呈分子. 
与MHC分子不同, CD1为非多态性, 在细胞表面

表达时无需功能性TAP(抗原加工相关转运体). 
CD1分子抗原结合槽为疏水性, 能提呈多种脂类

抗原. Ⅰ类CD1分子提呈分支杆菌细胞壁糖脂以

及自身糖脂, Ⅱ类CD1分子的天然配体至今仍

不明确. 但己发现CD1d分子能提呈α-GalCer, 这
种海绵来源的糖脂在体内并不存在, 表明他不

是CD1d反应性T细胞的天然配体[31]. 小鼠CD1d
分子有2个亚型, 具有不同的抗原加工提呈机

制. Vα14+ NKT细胞识别的CD1d分子具有内体

取向基序, 通过内体途径加工抗原[31-32]; 而Vα14- 
NKT细胞识别的CD1d分子不含内体取向基序, 
是以可溶性分泌形式通过分泌性途径加工内源

性抗原[32-33]. 
5.4 CD1d依赖性NKT细胞的特异识别 α-Galcer
是半乳糖基与含有酰基和神经鞘氨醇链的

神经酰胺醇通过α连接形成的糖脂的总称 [34]. 
α-GalCer的神经酰胺部分经疏水键结合至CD1d
两个疏水口袋区A'和F', 糖基部分则与CD1d分
子α-螺旋的亲水氨基酸相互作用. 糖基的2-OH
和3-O H残基对于α-G a l C e r与C D1d的A s p79, 
Asp80和G1u83之间、神经鞘氨醇的3-OH残基与

CD1dα1-螺旋上Val149之间、以及脂酰链上氨基

氮与CD1dα2-螺旋上Asp153之间的稳定结合十分

重要[35]. b-GalCer也能特异激活NKT细胞, 可能

在NKT细胞天然识别抗原的生成和/或组装上起

重要作用[36]. 
5.5 NKT的活化信号 使NKT细胞活化并迅速分

泌细胞因子除了需要CD1d提呈的抗原信号外, 
还需要共刺激信号的辅助. CD28介导的共刺激

途径是Va14NKT细胞生成IFN-γ和IL-4所必需

的, 而CD40介导的共刺激途径只是生成IFN-γ
所必需[37]. IL-2[38]、雌二醇[39]和活化NK1.1特异

性抗体促进NKT细胞生成IFN-γ, IL-18[40]以及

CD86[41]和CD40L特异性封闭抗体促进NKT细胞

生成IL-4. 但识别MHC-I类分子的Ly49家族(小
鼠)/KIR受体(人类)活化后能抑制NKT细胞分泌

细胞因子[42].

6  NKT细胞在肝脏疾病中的作用

人体的肝脏内富含N K T细胞, N K T细胞在病

毒、细菌等糖脂类抗原的刺激下被激活迅速产

生IL-4、IFN-γ、IL-10等细胞因子, 从而在抗感

染、抗肿瘤、抑制自身免疫性疾病及移植免疫

中发挥重要的作用. 
6.1 HBV感染 肝脏内NKT细胞在HBV感染中的

抗病毒作用已经得到肯定. 当HBV感染时, 肝脏

内存在的大量NKT细胞一方面可以接受CD1d细
胞提呈的脂类抗原而活化, 而这些脂类抗原来

源于HBV及亚病毒颗粒中的糖脂及磷脂; 另外

在病毒诱导产生的细胞因子作用下, NKT细胞

可以间接地被活化. 活化的NKT细胞通过两个

方面来发挥抗HBV的作用, 一方面通过其分泌

的细胞因子; 另一方面通过活化其他淋巴细胞. 
Kakimi et al [43]在研究中发现, 在注射α-GalCer 
24 h的HBV转基因小鼠的肝内可检测到IFN-γ和
IFN-α/b, HBV的复制被终止. 这种现象与肝内

NKT细胞的迅速消失和激活的NK细胞向肝内

短暂的募集相关. 当用抗体去除CD4+和CD8+ T
细胞时, 不影响α-GalCer诱导的抑制HBV复制, 
表明传统的T细胞不参与此免疫应答. 另外在

IFN-g或IFN-α受体缺陷的小鼠中, 这种效应也丧

失. 以上实验表明α-GalCer首先直接激活NKT细
胞, 使其分泌细胞因子进一步激活NK细胞, 再通

过NK细胞释放抗病毒复制的细胞因子来抑制病

毒的复制. NKT细胞介导的抑制病毒复制反应

优于通过病毒抗原特异性介导的获得性免疫应

答. 首先, 他不用考虑MHC分子的差异; 其次, 他
不需要抗原特异的效应细胞的活化和扩增, 也
不需要将这些效应细胞募集到肝脏. 但在慢性

HBV感染中, 由于免疫耐受的存在, 还不能成功

获得HBV特异的T细胞应答. 因此, 通过激活先

天性免疫应答来治疗HBV感染具有一定的应用

前景. 
6.2 HCV感染 Agrati et al [44]研究发现, HCV感染

时, HCV的包装糖蛋白E能激活NK表面的CD81, 
而CD81在肝脏内又反过来抑制NK的功能, 这
可能是肝脏病毒清除缺失及感染慢性化的机制

之一. 因此, CD1d/NKT和糖蛋白E2/CD81之间

的相互作用, 在HCV免疫发病机制中发挥着重

要的作用. Durante-Mangoni et al [45]研究发现在

HCV感染时, 被感染肝细胞周围的炎性细胞和

胆管细胞上调CDld的表达, 而肝细胞表面只要

少量的CDld就能被CDld反应性的T细胞识别. 
CD161+CD56+/- NKT亚型识别提呈的脂质抗原, 

■应用要点
本文阐述了NKT
细胞在肝脏不同
疾病中的作用, 为
探讨NKT疗法防
治肝脏疾病, 尤其
是病毒性肝炎和
肝肿瘤提供了理
论基础.
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从而正向或负向调节炎性应答反应. 由于肝内

固有的Thl型CDld反应性T细胞的监视, 被病毒

感染的肝细胞能有效处理CDld递呈的抗原, 这
一功能有助于急性期病毒的清除, 但在慢性感

染时则会产生肝脏损害. 
6.3 肝硬化和肝肿瘤 乙肝或丙肝病毒感染机体

后, 主要的病理表现特征是肝内散在的炎性坏

死并伴有纤维瘢痕形成, 进一步可发展为肝硬

化和肝癌. de Lalla et al [46]研究发现, 在肝纤维

化进一步发展为肝硬化的特征是NKT细胞高表

达2型促纤维化细胞因子IL-4和IL-13, 并高表达

CD1d. 并且在体外通过CD1d限制性的活化健康

自愿者NKT细胞能够诱导出IL-4和IL-13, 进一

步证实NKT细胞可以通过诱导2型细胞因子的

产生加重肝纤维化转变为肝硬化. 在肿瘤免疫

中NKT细胞也发挥重要的作用, 在抗肿瘤免疫

的过程中活化的NKT细胞通过分泌各种细胞因

子和肝脏内其他免疫细胞相互联系可以达到共

同抗肿瘤的目的. 在原发性肝细胞癌(hepatic cell 
carcinoma, HCC)的患鼠肝内的NKT细胞增加, 
同时CD8+/CD4+淋巴细胞比率也升高, 这与NKT
细胞和CD8+/CD4+淋巴细胞是通过分泌IFN-γ发
挥抗肿瘤作用有关[47]. Tatsumi et al [48]研究发现, 
与p53脉冲树突状细胞相比, 向鼠类CMS4肝肿

瘤模型肝内注射α-GalCer脉冲树突状细胞能够

完全的排除肿瘤并建立长期存活的动物模型. 
其主要机制是通过α-GalCer激活肝内NKT细胞, 
迅速产生大量IFN-g, 然后进一步活化肝内NK细

胞产生抗肿瘤作用. 
6.4 肝移植及肝细胞再生 肝移植是各类肝脏疾

病发展到终末期的一种有效的治疗手段, 具有

双重免疫调节功能的NKT细胞在移植免疫中的

作用日益引起人们的重视, 越来越多的实验表

明NKT细胞与同种异体移植耐受之间存在密切

关系. 
Kiyomoto et al [49]证实, 大鼠原位肝移植耐受

组(BN鼠为供体, LEw鼠为受体)与移植排斥组

(DA鼠为供体, LEw鼠为受体)相比, 移植术后7 d
供肝来源的NKT细胞前者较后者显著增多. 去
除供肝中的NKT细胞后, NKT细胞缺乏组出现

急性排斥反应的时间比正常组明显提前. 耐受

组中NKT细胞产生的细胞因子以IL-10与TGF-β
为主, IL-4的产生减少, 而排斥组IFN-g明显升高. 
表明NKT细胞与IL-10在大鼠原位肝移植免疫耐

受的形成中有重要作用.
无论是慢性肝损伤还是肝移植后, 肝细胞

再生是对受损肝脏的一种修复机制, 其在肝病

病理生理中具有重要作用. Nakashima et al [50]

证实活化的N K T能促进部分肝切除的肝脏再

生. 他们在70%肝切除术后36 h, 给大鼠注射

a-GalCer 8 h后, 肝细胞的有丝分裂比对照组要

显著增强, 老年大鼠组比青年大鼠组增殖要快, 
并且肝脏内NKT细胞的TNF受体1及Fas配体

(FasL)的表达都增强. 在部分肝切除术3 d前或肝

切除术后立即注射抗-NK1.1抗体能够明显抑制

a-GalCer的促有丝分裂和肝再生作用. 而且在注

射a-GalCer 1 h前用TNF1抗体或FasL抗体处理

大鼠, 肝细胞的增殖基本被抵消. 这说明NKT细
胞加速肝细胞有丝分裂及肝脏的再生, 主要通

过TNF和Fas/FasL途径实现的. 然而Dong et al [51]

的报道却截然相反, HBV转基因小鼠部分肝切

除术后, 肝脏内聚集大量高表达IFN-g和CD69
的NKT细胞削弱肝脏的再生能力. 进一步研究

证实阻断CD1d-NKT相互作用能够明显减轻因

NKT细胞活化产生的抑制肝细胞再生作用, 中
和IFN-g能够减轻细胞周期停滞. 并且将HBV转

基因小鼠的NKT细胞过继性转输给受体小鼠能

够明显抑制受体小鼠的肝细胞再生, 进一步证

明活化肝NKT细胞能够抑制HBV转基因小鼠部

分肝切除术后肝细胞的再生.

7  结论

人体肝脏内富含NKT细胞, 表达恒定的TCR可

变区和NK细胞受体; 限制性识别CDld-糖脂类

抗原; 激活后可迅速分泌大量Thl和Th2型的细

胞因子. 这些特点使NKT细胞以双刃剑的方式

调节着免疫系统, 越来越引起人们的关注, 随着

分子免疫学和分子生物学技术的不断进展以及

对NKT细胞认识的逐步深入, NKT细胞疗法将

不断完善并应用于临床, 必将为病毒性肝炎、

肝硬化、肝癌的预防和治疗开辟一条新的途径.
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Abstract
Recently, many studies reported that bone mar-
row stem cells (BMSCs) had the ability to dif-
ferentiate into hepatocytes and cholangiocytes 
in normal livers or in some pathologic environ-
ments and to generate functional hepatocytes to 
restore the injured livers by cell transplantation. 
This review is designed as a state-of-the-art sur-
vey taking into account current knowledge and 
published work, including the evidence from 
animal models, the possible mechanisms and 

conditions, future application modalities for the 
clinical use of cellular-derived therapeutics for 
patients with liver diseases.

Key Words: Liver disease; Bone marrow cells; 
Transplantation
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摘要
最近诸多研究已经报道了骨髓干细胞在正常
肝脏及一些肝脏病理条件下能够分化为有功
能的肝细胞和胆管细胞且可修复受损肝脏. 
本综述就当前骨髓源性肝脏干细胞研究水平
进行回顾, 涵盖了最新的知识和已发表的文
献, 包括: 来自动物模型的证据、可能的机制
和条件, 未来临床应用细胞移植治疗肝病的
方式等.

关键词: 肝脏疾病; 骨髓细胞; 移植
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0  引言

自从Berry和Friend于1969年借助胶原酶消化

技术分离出肝细胞以来, 实验动物研究已经证

实肝细胞移植具有治疗肝衰竭以及肝脏先天

性代谢病的潜能. 当前, 临床上肝细胞移植具

有了替代原位肝移植治疗肝衰竭的趋势 ,  然
而, 健康人成体肝细胞来源的缺乏限制了其临

床应用. 大多数情况下, 移植肝细胞来源于手

术丢弃的肝组织, 往往合并有过度的脂肪沉积

而不适合移植. 更为重要的是其分离步骤本身

就加重了细胞破坏, 导致肝细胞调亡. 因此, 临
床上需要寻找新的肝细胞源 .  人骨髓分离的

间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, 
BMSCs)具有在活体内外分化为肝细胞的潜能, 
有望成为新的肝细胞源治疗肝脏疾病[1-5]. 本文
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■背景资料
当前原位肝移植
是治疗终末期肝
病及肝衰竭的主
要方法, 但因正常
肝脏供体的缺乏
使人们将注意力
转向肝脏干细胞. 
骨髓干细胞是研
究最为广泛的肝
脏干细胞, 近期研
究证实骨髓干细
胞移植能够修复
受损肝脏, 为提高
肝功能衰竭的防
治水平提供了新
的思路.

■同行评议者
余宏宇, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
长征医院病理科



就BMSCs移植治疗肝脏疾病的研究进展及目

前存在的问题作一综述. 

1  BMSCs分化为肝细胞的证据

BMSCs作为肝脏干细胞的直接证据是其在活体

内、外均能够分化为具有肝细胞功能的细胞. 实
验已证实骨髓中含有能够直接分化为肝细胞的

细胞成分, 即为起源于骨髓的肝脏干细胞. Avital 
et al [6]就从骨髓中直接分离出β2m-/Thy+细胞,此
类细胞不仅能表达白蛋白、AFP、细胞角蛋白

(cytokeratins, CK)8、CK18等肝系细胞特异性标

志, 也具有胆管细胞特性. Schwartz et al [7]发现细

胞生长环境(如生长因子及细胞外基质)对调节

BMSCs向肝细胞系特异性分化起至关重要的作

用. 他们将体外培养的BMSCs中加入肝细胞生长

因子(HGF)及成纤维细胞生长因子-4(FGF-4)后
同样诱导分化出具有肝细胞特异性标志及超微

结构的肝样细胞. 此外, Okumoto et al [8]发现体外

将BMSCs与肝细胞共同培养也有利于其向肝细

胞分化. 他们将BMSCs与肝细胞在体外共同培养

后, 发现BMSCs不仅可以分化为肝细胞系, 并且

与成熟肝细胞一样表达肝细胞特异因子mRNA, 
包括白蛋白. 

诸多动物模型实验证实BMSCs移植到活

体损伤肝组织内也可分化为有功能的肝细胞, 
活体肝损伤的诱导分化是目前主要的研究方

向. Petersen et al [9]对一组受到致死性照射的小

鼠予以骨髓移植, 在移植前给予2-乙酰氨基芴

(2-acetylaminofluorene, 2-AAF)抑制宿主肝细

胞再生同时给予四氯化碳(carbon tetrachloride, 
C C l4)诱导肝损伤, 检查发现在受体鼠肝脏内

存在有来自于供体骨髓衍生的肝细胞. Theise 
et al [10]将♂小鼠的骨髓注入到受照射损伤的雌

鼠体内, 检测发现所有♀肝组织内均有显著表

达Y染色体和白蛋白mRNA的雄鼠骨髓细胞衍

生的肝细胞. Oh e t a l [11]将二肽基肽酶IV阳性

(DPPIV(+))的鼠骨髓移植到2-AAF联合70%肝

切除诱导的DPPIV(-)小鼠肝损伤模型后, 在受体

肝脏内发现有数量约20%的DPPIV(+)肝细胞以

及卵圆细胞. Zhan et al [12]将自体BMSCs移植到

CCl4诱导的鼠肝纤维化模型内, 6 wk后检测发现

植入的细胞分化为表达肝系细胞特异性标志物

的细胞. 

2  BMSCs在肝内分化的条件

临床及实验动物研究[13-14]均表明BMSCs的增殖

分化大多数情况下发生在严重的肝损伤或慢性
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肝病的肝脏内, 在正常肝组织中很少发现. 从
而推测肝脏损伤是BMSCs迁移活化的先决条

件. Lagasse et al [15]的研究除发现移植的BMSCs
仅在受损的肝脏中具有生存优势以外, 还证实

了肝内移植的BMSCs转分化的水平随着肝脏

损伤程度的加重(中度到重度)也相应增加. 此
外, Hong et al [16]发现体外培养的BMSCs在受损

肝血清的诱导下同样可分化为肝细胞. 他们将

2-AAF/CCl4联合诱导的鼠肝损伤血清诱导培养

BMSCs后, 发现其表达幼稚肝细胞的标志物-丙
酮酸激酶的同功酶M2(M2-PK)及肝脏发育的标

志物integrin-β1, 而无血清刺激或正常血清培养

的BMSCs均未表达上述标志物. 
然而, BMSCs分化是否仅发生在受损的肝

脏内也存在争议, Wagers et al [17]研究发现移植的

BMSCs在正常肝脏内仍可以分化为肝细胞, 只
是处于较低的水平. 他们将鼠BMSCs移植到无

特异性肝损伤的小鼠体内, 在受体肝脏内仍可

检测出BMSCs衍生的肝细胞, 但发生率较低, 约
为1/70 000. 尽管目前大多数研究支持肝损伤调

节植入干细胞的分化, 但正如上述所报道的结

果仍存在显著的差异, 究其原因分析可能与各

实验模型应用的不同干细胞亚群有关. 最初的

研究主要是未分群的骨髓细胞, 随后发现CD34+

的细胞具有显著的肝脏再生能力[10]. 以后发现

SP亚群也具备相似的多向分化能力[18], 然而SP
亚群却富含CD34-细胞[19]. 由此可见实验方法的

不同可能也与报道结果的差异有关. 

3  动物模型实验应用到临床的依据

尽管干细胞的生物学特性在动物模型的研究方

面已经明确, 但其临床应用需要提供人干细胞

具有相同特性的确凿证据. 已有报道显示人类

肝脏干细胞在多种急、慢性肝病的表型和组织

反应与先前在动物模型观察到的结果相似 [20]. 
Alison et al [21]对人同种干细胞移植的观察中发

现, 人BMSCs可以衍生为肝细胞和胆管上皮细

胞. 他们对接受性别错配的骨髓移植或肝移植

的患者进行肝组织活检, 通过对Y染色体荧光原

位杂交检测发现有供体骨髓衍生的肝细胞和胆

管上皮细胞. Theise et al [22]的报道也显示, 在接

受骨髓移植患者的肝内, 约4%-43%的肝细胞和

4%-38%的胆管细胞来源于BMSCs的横向分化. 
不仅如此, 体外分离的人BMSCs移植到活体动

物模型内也可分化为肝细胞, 进一步证实了人

BMSCs的肝细胞分化潜能, 为临床应用BMSCs
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■研发前沿
骨髓干细胞移植
治疗肝脏疾病是
目前医学领域研
究的热点.



吴海军, 等. 骨髓干细胞移植治疗肝脏疾病的若干问题			               				              2861

www.wjgnet.com

移植治疗肝病奠定了理论基础. Newsome et al [23]

将人脐血干细胞植入非致死性照射的非肥胖性

糖尿病/重度联合免疫缺陷病(NOD/SCID)的小/重度联合免疫缺陷病(NOD/SCID)的小重度联合免疫缺陷病(NOD/SCID)的小

鼠体内, 处死后检查发现鼠肝内存在有人肝细

胞. Ishikawa et al [24]将人BMSCs同样植入到鼠

NOD/SCID模型, 通过RT-PCR检测出植入细胞

产生的人血白蛋白mRNA. Kakinuma et al [25]将人

脐血干细胞植入到1/3肝脏切除联合2-AAF诱导

的肝损伤动物模型后, 受体肝脏内也鉴定出人脐

血干细胞衍生的有功能的肝细胞. Wang et al  [26]

将人HSC移植到鼠肝免疫损伤模型,同样在模型

鼠肝内检测出表达人血白蛋白mRNA的肝细胞. 

4  植入干细胞分化为肝细胞的机制

在对于肝脏内干细胞分化机制的研究中, 植入

干细胞是转分化(transdifferentiation)成为宿主

细胞还是与宿主细胞融合(cell fusion)也是近期

争论的焦点. 转分化可以定义为一类定型细胞

在周围环境的诱导下直接转变为另一细胞类

型. 上述报道均支持转分化的观点, 尤其是体外

试验. 体内试验因转分化的细胞数量有限且无

法解释宿主细胞的去向问题而备受争议. 因为

假如BMSCs能够分化为另一组织的干细胞, 那
么从理论上说这些少数的起始细胞也能够再生

出整个器官. 对移植供体细胞的基因学分析已

经揭示了另一种可能的机制, 那就是供体与宿

主的细胞融合产生了成熟的组织细胞, 其间没

有转或去分化发生. 融合产生的异核体细胞能

够治愈一些致命的基因缺陷病并且似乎不易发

生癌变[27]. 诸多实验也证实了细胞融合的观点. 
Terada et al [28]将标记的鼠骨髓细胞与胚胎细胞

体外共同培养, 结果发现传代的细胞群落表达

骨髓细胞标记物的同时又与胚胎细胞的形态及

生长动力学相似. 故认为融合促进了转分化. 另
一项研究显示将野生型的雄鼠骨髓细胞植入到

延胡索酸乙酰乙酸酶(FAH)缺乏的雌鼠体内, 结
果雌鼠肝脏内产生了表达FAH的肝脏结节. 结
节切除后提取基因组DNA并通过探针检测FAH
序列和Y染色体序列的基因数量, 发现所有宿主

肝脏结节的基因数量(约为26%)均低于供体骨

髓细胞DNA的基因数量(>90%), 提示供体骨髓

细胞不能直接转化为肝细胞[29]. Wang et al [30]将

BMSCs移植到鼠肝损伤模型, 通过对受体肝细

胞DNA检测发现超过一半的细胞染色体组与受

体相同或是与受体融合的产物, 同样支持干细

胞移植后与宿主细胞融合的观点. Dahlke et al  [31]

将BMSCs移植到T细胞免疫介导的鼠肝炎模型

后, 发现骨髓衍生的肝细胞的细胞核包含有供

体和受体两种细胞核成分, 提示BMSCs对免疫

介导的肝炎的修复是通过细胞融合完成的. 
与上述观点相反研究也见报道, 在人类肝脏

干细胞移植到鼠模型的实验中, 通过对鼠及人细

胞核染色并未显示细胞融合的任何证据[23-24], 提
示细胞融合对转分化几乎不起作用. Jiang et al [32]

将HSCs与受损肝组织共同培养, 免疫荧光检测

HSCs失去了正常的表型并且开始表达白蛋白, 
上述结果细胞融合同样无法解释. 

5  BMSCs移植治疗肝脏疾病的动物实验证据、

临床证据和疗效

肝纤维化既是大多数慢性肝病的主要特征, 也
是慢性肝病向肝硬化、肝癌和肝功能衰竭发展

的必经过程. 通常认为肝纤维化是进行性加重

的病程, 然而已有研究证实自体BMSCs移植可

有效逆转其病程, 促进肝纤维化的消退. 将有望

成为顽固性肝纤维化的新的治疗策略. Higashi-
yama et al [33]将表达增强绿色荧光蛋白(EGFP)的
鼠BMSCs移植到CCl4诱导的鼠肝损伤模型, 不
同时间观察发现大量EGFP(+)细胞定位于肝纤

维化的中心区域, 并且发现其数量随着肝纤维

化的修复而减少. Wu et al [34]报道将中药归元方

联合自体BMSCs移植到大鼠肝纤维化模型, 结
果显示肝损伤区域减小, 肝功能及肝纤维化评

分均有改善, 肝组织羟脯氨酸的含量降低, 免疫

组化显示移植的骨髓干细胞能在肝损伤、肝纤

维化形成环境中存活、增殖, 并向肝细胞分化. 
BMSCs移植对肝纤维化的修复除通过分化为肝

细胞改善肝功能外, 尚可通过减少肝脏内胶原

沉着发挥抗纤维化效应. Abdel Aziz et al [35]将鼠

BMSCs细胞通过尾静脉移植到CCl4诱导的鼠肝

纤维化模型内, 结果显示模型鼠肝脏胶原基因

的表达及羟脯氨酸的含量均降低, 表现了显著

的抗肝脏纤维化效应. Zhan et al [12]将自体BM-
SCs移植到鼠CCl4诱导的肝纤维化模型, 发现植

入干细胞可有效地分化为肝细胞, 但不能表达α-
平滑肌动蛋白, 即不能分化为肝星形细胞, 后者

在肝纤维化形成中起到关键作用. 间接证实了

自体BMSCs移植有助于治疗肝纤维化. 所有上

述动物模型的报道解决了临床细胞移植需要的

健康原代细胞的问题, 也进一步明确了BMSCs
具有多向分化潜能, 有望成为细胞移植治疗的

靶细胞. 

■相关报道
Oertel et al 认为受
损肝脏再生发生
在3种相对独立的
水平: 肝细胞、肝
内干细胞(卵圆细
胞)和肝外干细胞. 
前两种细胞在肝
组织损伤后增殖
能力有限, 而外生
性的肝脏干细胞
来源于骨髓干细
胞, 可以对烯丙醇
损伤以及肝癌形
成后的肝损伤作
出应答. 虽然数量
较少, 但此类细胞
可以多向分化且
具有非常强的增
殖潜能, 对肝细胞
再生意义重大.
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临床上干细胞移植通常需要在体外培养扩

增, 体外培养过程中干细胞是否会发生自发性

分化甚至发生突变将直接影响着治疗的安全

性, 这就要求我们寻找人干细胞体外培养安全

性的直接证据. Sawada et al [36]观察人BMSCs体
外培养从原代到12代的3 mo中, 增殖率逐渐下

降, 细胞形态未见明显变化, 细胞增殖基因的表

达也显著不同于癌细胞. 由此可见Child-Pugh评
分体外培养1-2 mo很少发生自发性转化, 适用

于临床干细胞移植治疗. 研究BMSCs对肝脏的

修复作用至少应该包括两个方面: 即对受损肝

脏功能的恢复以及促进受损肝脏的再生. Fürst 
et al [37]证实自体BMSCs移植可促进受损肝脏再

生. 他们将CD133(+)的BMSCs移植到实施了扩

大右肝切除术的肝脏恶性肿瘤患者的残肝内,患者的残肝内,的残肝内, 
CT测量移植后残肝体积及平均每日肝脏体积增

长数均显著高于未予细胞移植的对照组. Terai 
et al [38]报道将9名肝硬化患者的自体BMSCs通
过外周静脉灌注到患者体内, 移植24 wk后观

察发现所有患者血清白蛋白、总蛋白及Child-
Pugh评分均有显著提高(P <0.05). Levicar et al [2]

将CD34(+)BMSCs通过门静脉及肝动脉移植到5
名慢性肝病患者肝脏内, 移植细胞数量范围为1
×106至2×108之间, 连续随访12-18 mo显示所有

接受细胞移植的患者均较好的耐受了移植治疗, 
未见严重的并发症和副反应发生. BMSCs除可

用于治疗肝损伤性疾病外, 还可用于肝脏代谢

性疾病以及基因遗传缺陷病的治疗. Wilson's病
是肝脏铜代谢异常的疾病, 已有应用BMSCs移
植治疗该病的报道. Allen et al [39]将同窝出生的小

鼠BMSCs移植到46只小鼠Wilson's模型(通过亚

致死性照射后给予铜负荷饮食制备), 观察发现

11只模型鼠肝内显示有肝脏基因型的再生, 肝脏

铜水平显著下降, 铜负荷逆转水平与常规同系

肝细胞移植相似. Lagasse et al [15]证实BMSCs诱
导产生的肝细胞可能重新构建延胡索酸乙酰乙

酸酶(FAH)缺陷小鼠的肝脏, 他们将骨髓移植到

FAH-缺乏的致死性遗传性Ⅰ型高酪氨酸血症的

小鼠模型中, 观察发现骨髓衍生的细胞重建了

大部分(达30%-50%)肝组织, 同时发现大量供体

衍生的能够表达FAH酶的形态正常的肝细胞, 生
化机能鉴定显示骨髓衍生的细胞几乎完全修复

了正常肝细胞的功能. 另外, 最近研究显示粒细

胞集落刺激因子(granulocyte colony-stimulating 
factor G-CSF)可有效地促进受损肝脏修复, 利用

G-CSF动员自体BMSCs治疗终末期肝病也代表

了未来干细胞治疗的研究方向. 此法较BMSCs
移植具有显著的优势, 是真正意义上的无创治

疗. Gaia et al [40]为评估G-CSF动员自体BMSCs
治疗终末期肝硬化的可行性和安全性进行了

一项研究. 他们对8名严重肝硬化的患者(Child-
Pugh评分B-C, 脾脏直径<170 mm)给予G-CSF(5<170 mm)给予G-CSF(5170 mm)给予G-CSF(5 
μg/kg, 3 次/d, 连续3 d) 动员BMSCs, 结果发现所

有患者的CD34患者的CD34的CD34+细胞和骨髓CFU-GM前体细胞

均增加, 脾脏直径较前显著逆转. 所有患者均可患者均可均可

对G-CSF耐受, 没有不良反应发生. 
上述研究成果为我们揭示了BMSCs治疗终

末期肝病的美好蓝图, 但上述报道是否能够真

正意义上促进细胞移植大规模应用于临床却并

未得到广泛认同. 与上述研究的结果相反, 尚有

报道显示移植的BMSCs并不能改善受损肝脏功

能及提高生存率, 甚至可能参与受体肝纤维化

的形成. Dahlke et al [41]将BMSCs移植到CCl4联合

惹卓碱诱导的啮齿动物肝损伤模型, 结果显示

移植后并未改善动物的生存率. 组织学检查发

现浸润到肝脏的植入细胞大部分是粒细胞系的, 
仅代表肝坏死的炎症反应. Cantz et al [42]将BM-
SCs移植到肝损伤鼠的脾脏内, 检测发现骨髓衍

生的细胞对肝损伤再生作用很少或几乎没有作

用.  Kisseleva et al [43]的研究结果除提示骨髓干细

胞移植除不能改善受损鼠肝功能外, 尚有潜在

地促进肝纤维化形成的作用. 由此可见BMSCs
对肝病潜在的治疗作用必须谨慎的评估. 

6  BMSCs与肝癌的关系

干细胞和肿瘤细胞具有相同的特性即可以无限

增殖, 这同时也引发一个疑问, 那就是肝脏干细

胞是否具有癌变的潜能. 许多肝癌的动物模型

均证实肿瘤起源于卵圆细胞, 人们不禁提出了卵圆细胞, 人们不禁提出了细胞, 人们不禁提出了

假说, 认为这些细胞对人肝脏肿瘤的发生具有

潜在的促进作用. 最近, 研究者已经证实一些癌

瘤干细胞也是由成人干细胞分化而来, 如胃癌

可以直接起源于BMSCs. 肝癌的起源是否也与

成体干细胞有关尚不明确. 当前通过形态学和

表型已在肝硬化的不良结节和肝腺瘤内鉴定出

肝脏干细胞, 加之肝细胞癌和胆管细胞癌都存

在过渡型以及结合型的肝-胆管细胞癌, 若假设

这些类型的癌均起源于肝脏干细胞则更容易解

释[36]. 有学者提出了新的肝癌遗传学模型, 阐述

了干细胞与肝癌形成的关系. 其观点为: 慢性肝

损伤可以动员骨髓干细胞到肝脏, 进而分化为

卵圆细胞和干细胞促进肝脏再生. 持续再生导细胞和干细胞促进肝脏再生. 持续再生导
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致过度增生, 转化突变率也随之增加, 细胞外基

质重塑触发了抑制肝脏特异性转录因子转活潜

能的级联反应, 干细胞的成熟受阻, 最终导致肝

癌发生[44]. 
最近亦有研究显示肝脏肿瘤细胞即为成熟

肝细胞与同时具有胆管细胞及肝细胞表型的未

分化细胞融合而成. Cerec et al [45]研究发现肝脏

干细胞具有极强的可塑性, 其在转分化为肝细

胞和增殖的同时具有分化为肿瘤细胞的潜能. 
Chiba et al [46]研究发现肝脏干细胞的自我更新失

调可能是肝癌发生的早期改变. 他们将Bmi1及
β-连环蛋白突变体基因转导入肝脏干细胞以促

进干细胞自我更新, 结果导致单个干细胞显著

扩增出子代同源细胞, 进而形成同时具有肝细

胞癌及胆管细胞癌特征的肿瘤. 

7  BMSCs肝内移植方式的选择

BMSCs移植到肝脏可供选择的移植途径较多, 
肝脏、脾脏及腹膜腔均是可供选择的移植部

位, 且已被报道用于动物模型实验. 影像设备导

引下腹膜腔穿刺移植创伤较小且可以移植较大

的数量, 但其缺点是肝细胞在腹膜腔内较难存

活. 门静脉内移植BMSCs应用较多, 此途径移

植也更符合肝脏组织学及生理学特点, 与其他他

途径相比, 细胞更易进入肝窦. 动物模型已经证

实门静脉输注BMSCs在肝脏内有更高的首次

通过率[47]. 此外, 门静脉是肝脏的营养静脉, 门
静脉血中的营养成分对植入的细胞有益, 加之分对植入的细胞有益, 加之对植入的细胞有益, 加之

肝脏本身的微环境也可调节植入细胞的分化. 
门静脉移植大致可分为直接和间接两种途径, 
直接途径为经皮肝内门静脉穿刺套管插入术, 
间接途径是剖腹肠系膜静脉插入套管或借助腹

腔镜[48]门静脉插管移植. 间接门静脉途径细胞

移植需通过开腹将导管插至肠系膜下静脉或脐

静脉, 创伤较大, 应用较少. 经皮肝内门静脉穿

刺套管插入术属于介入放射学范畴, 技术成熟

且创伤相对较小, 已有较多报道应用于肝内胰

岛细胞移植[49]. 具体方法是在超声、CT或透视

引导下经皮穿刺到肝内门静脉, 造影明确后引

入套管, 同时缓慢输注移植细胞, 注入细胞期间

密切监测门静脉压力, 注完后给予肝素抗凝以

防止门静脉血栓形成. 术后予以凝血酶饱和的

明胶海绵栓塞针道. Goss et al [49]通过上述途径

移植胰岛细胞, 术后随访未见门静脉栓塞及内

出血等并发症. Weimar et al [50]也报道了44例经

皮穿刺肝内门静脉插管移植胰岛细胞的病例, 

其中39例1次穿刺成功, 4例穿刺2次, 1例穿刺4
次成功. 所有病例仅1例出现包膜下血肿. 

肝动脉介入插管途径也可将细胞直接输注

至肝脏, 但从肝脏的组织超微结构来看, 并不利

于细胞向肝窦内迁移. 但其优点是符合介入移

植的动脉插管途径, 临床上也见经肝动脉细胞

移植的报道[51-53]. 
脾脏被认为是肝细胞移植的理想部位, 植入

脾内的肝细胞可长期存活、增殖并保持肝细胞

的形态和功能. 脾内移植后50%-60%的植入肝

细胞位于肝脏内, 15%仍在脾内, 5%入肺. 但其

缺点同样是移植的细胞数量受限, 脾脏仅能容

纳不超过3%的正常肝组织, 且可引起门静脉高

压症及右心房压力升高等并发症. 目前, 脾脏内

肝脏干细胞移植亦有较多报道[53-56].  

8  BMSCs肝内移植数量

门静脉内植入细胞的数量也是值得探讨的问题, 
如果细胞移植数量过少, 则达不到治疗效果. 但
若经门静脉输注过多的细胞即可导致死性的门

静脉栓塞及肝坏死. 移植细胞的数量应参照人

体肝细胞总数, 通常的计算方法是每千克体质千克体质

量大概是4×10大概是4×109个肝细胞. 人体大约需要2.5×
1010个肝细胞才能维持人体正常肝脏功能. 由于

肝功能衰竭患者体内尚有部分残存的肝细胞,患者体内尚有部分残存的肝细胞,体内尚有部分残存的肝细胞, 
故移植相当于3%-5%肝细胞总量(3-5×109个肝

细胞)即可起到较好的支持作用[2]. Levicar et al [2]

将数量为1×106至2×108个CD34(+)BMSCs通过

门静脉或肝动脉移植到5名慢性肝病患者肝脏

内, 连续随访12-18 mo未见严重的并发症和副

反应发生. Muraca et al [57]研究证实门静脉栓塞

的发生率与植入的细胞数量呈正相关. 他们通

过门静脉插管移植猪肝细胞, 以2.5×108个/min
的速度注入, 发现当注入细胞数量达4×108-2.4
×109个时, 门静脉压也随之增加, 二者呈线形

关系. 此时门静脉血流量逐渐降低, 与门静脉压

呈反线性关系. 当门静脉压>40 mmHg时门静脉

血流量接近于零, 血小板降至原来的22%-58%. 
肝段内及门静脉小分支内均见包含有肝细胞的

血栓形成. 
为降低门静脉栓塞等并发症的发生率, 应严

格控制植入细胞的数量. 但究竟细胞数量控制在

什么范围内才可避免并发症的发生尚无明确标

准. 报道移植成功的病例移植的细胞数量也不尽

一致. 王平 et al [58]将105个BMSCs通过门静脉移

植到正常大鼠肝脏内, 发现移植后4 wk仍见存活

■应用要点
本文较全面的总
结论述了骨髓源
性肝脏干细胞研
究水平, 对骨髓干
细胞移植治疗肝
脏疾病的实验及
临床研究具有一
定的参考价值.
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的移植细胞, 且向肝实质内迁移. am Esch et al [59]

通过门静脉插入5-F cobra导管, 将最大细胞数量

达1.23×107个自体CD133+ BMSCs输注到肝右

段门静脉栓塞术后的患者肝脏内, 4 min注完. 期
间未见门静脉栓塞. Gordon et al [51]通过门静脉将

最高达2×108个CD34+ BMSCs移植到肝功能不

全的患者肝脏内, 亦未见门静脉栓塞等并发症发

生. 已有报道显示门静脉内少量多次细胞移植可

降低门静脉栓塞等的发生率. Rozga et al [60]通过

实验研究发现, 与一次性大量细胞植入比较(一
次性输注2×107个肝细胞), 门静脉内多次少量细

胞移植(分6批植入, 每批5×106个肝细胞)可明显

降低肝损害的发生率(P<0.05). Dunn et al [61]也提

出经多次脾内移植, 可减少了一次大量移植产生

的并发症且增加了移植细胞的总量. 

9  结论

BMSCs应用于临床前景广阔, 然而, 临床上成功

的应用干细胞治疗肝脏疾病必须包括对患者进

行严密的治疗风险预测, 严格的把握适应症以

及建立长期的疗效观察. 这一切都将决定治疗

的利弊[62]. 肝癌的起源是否与成体干细胞有关也

尚不明确. 尽管对BMSCs移植存在这些困难、

疑问以及潜在的危险, 当前对BMSCs新的试验

模式的研究仍在继续, 如移植时同时给予细胞

因子和化学增活素以利于细胞在肝内有效的定

位及分化等[4,63]. 相信随着成人肝脏干细胞研究

的深入及上述问题的解决, 将使人们更好的了

解肝脏内环境的稳态和再生的机制, 也必将开

启细胞移植治疗肝脏疾病的大门. 
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Abstract
C o n f o c a l e n d o m i c r o s c o p e i n t e g r a t e s a 
miniaturized confocal microscope in the 
distal tip of a conventional endoscope, and 
enables subsurface analysis of gastrointestinal 
mucosa and in vivo histology during ongoing 
endoscopy. The diagnostic spectrum of confocal 
endomicroscopy is currently expanding from 
screening and surveillance for colorectal cancer 
towards ulcerative colitis, Barrett's esophagus, 
Helicobacter pylori, early gastric cancer, oral 
carcinoma and so on. It’s tempting to speculate 
that confocal endomicroscopy will play an 
important diagnostic role in gastrointestinal 
diseases in the future.� 

Key Words: Confocal endomicroscopy; Diagnosis; 
Gastrointestinal disease

Huang J, Sun G, Yang YS. Current research status of 
confocal endomicroscopy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(25): 2867-2870

摘要
共聚焦显微内镜(confocal endomicroscopy)整

合了激光共聚焦显微镜和传统内镜, 实现了进
行内镜检查的同时进行黏膜的共聚焦显微观
察, 在对消化系疾病的诊断方面有着独特的
优势, 已经应用于结直肠癌, 溃疡性结肠炎、

Barrett食管、幽门螺杆菌及早期胃癌等疾病
的诊断, 本文对近年来共聚焦显微内镜的研究
现状作一综述.

关键词: 共聚焦显微内镜; 诊断; 消化系疾病
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0  引言

电子内镜问世以来, 已经在消化系疾病的诊断

和治疗等方面得到了广泛的应用. 随着光学、

视频、计算机等技术的迅速发展, 又诞生了将

激光共聚焦显微镜结合于标准电子内镜的共聚

焦内镜, 不仅具备传统电子内镜的特点, 更能同

时生成共聚焦图像, 在内镜检查的过程中对体

内组织实时显微成像, 提供放大1000倍的图像, 
其在临床上的应用具有深远的意义. 

1  共聚焦内镜的结构及成像原理

共聚焦内镜是在标准电子内镜的头端整合了激

光共聚焦显微镜[1-2]. 其头端和插入镜管直径为

12.8 mm, 包含一个水和气体喷嘴、两个光导

束、一个辅助喷水孔道和一个2.8 mm的工作孔

道. 激光显微内镜检查时, 发射至组织表面的氩

离子激光激发波长为488 nm, 最大激光输出功率

≤1 mW. 共聚焦图像的扫描速度为0.8帧/s(1024
像素×1024像素)或1.6帧/s(1024像素×512像
素). 每次扫描光学层面厚度为7 μm, 侧面分辨

率为0.7 μm. 表层下Z轴范围(自黏膜表面至黏膜

下的深度)为0-250 μm. 共聚焦内镜的单根光纤

同时充当照明点光源和检测针孔. 在单点扫描

的共聚焦显微镜中, 以光栅模式扫描某点, 测量

从连续的点返回至检测器的光波并将其数字化, 
从而构成扫描区域的图像, 每一个图像代表组

织中的一个光学切面. 操作时共聚焦图像可以
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■背景资料
共聚焦显微内镜
在内镜检查的同
时对体内组织实
时显微成像, 达到
光学活检的目的, 
不需要活检和组
织病理学检查即
可获得消化系黏
膜层高度放大的
横断面图像. 进行
即时高分辨率的
组织学诊断, 在对
消化道疾病的诊
断方面有着独特
的优势, 避免了重
复内镜检查及多
次活检, 是快速准
确的诊断工具. 

■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



与内镜图像同时生成. 
进行共聚焦内镜检查时, 为了增加对比度, 

往往需要使用荧光对比剂. 目前应用较广泛的

主要是静脉注射剂荧光素钠和局部应用的盐酸

吖啶黄. 荧光素钠[3]是一种微酸性、亲水的荧光

染色剂, 常用于眼科, 静脉注射后20 s, 可以广泛

结合于血清清蛋白, 未结合的染色分子可随静

脉输入逐渐渗透入黏膜全层, 标记表面上皮的

细胞外基质和基底膜, 显示结肠隐窝结构、上

皮细胞、固有膜的结缔组织基质、血管和红细

胞, 使固有膜的结缔组织基质与微血管系统产

生强烈对比, 并可以持续30 min. 但由于荧光素

钠不能穿过细胞的类脂膜与细胞核的酸性物质

结合, 故不能清楚显示细胞核. 盐酸吖啶黄局部

喷洒数秒钟即可被吸收, 能够穿过细胞膜与细

胞核的酸性物质结合, 更适于标记表层上皮细

胞、显示细胞核. 但是只局限于黏膜表层(0-100 
μm)不能逐渐渗入黏膜全层产生上皮下深层对

比, 且其分布随时间的变化小, 因此二者的联合

应用可以更清晰的显示胃肠黏膜的结构, 这些

图像与同一部位的活检组织横切面的病理图像

有很好的一致性.

2  共聚焦显微镜的应用

2.1 在消化系疾病中的应用系疾病中的应用疾病中的应用

2.1.1 Barrett食管及Barrett食管相关的瘤变: 共
聚焦激光显微内镜在食管疾病研究中应用最

早、最多的是Barrett食管, 由于杯状细胞存在, 
Barrett食管在共聚焦图像中有特征性的形状[4-6]. 
Kiesslich et al [7]用共聚焦内镜对63例存在长期胃

食管反流症和已知存在Barrett食管的患者进行

检查, 并同时对可疑病灶取活检进行对照, 将共

聚焦内镜诊断结果与活检组织病理学结果对照

显示: 共聚焦内镜对Barrett食管及Barrett食管相

关瘤变诊断的敏感性分别是98.1%和92.9%; 特异

性分别是94.1%和98.4%; 准确性分别为96.8%和

97.4%; 且不同内镜医师之间的诊断一致性较好. 
2.1.2 食管鳞状细胞癌: Deinert et al [8]通过共聚焦

显微内镜检测到食管血管和细胞结构上的改变, 
诊断了一位63岁的早期食管鳞状细胞癌患者. 
Pech et al [9]研究了共聚焦显微内镜对21例早期

食管鳞状细胞癌患者诊断的价值, 结果显示, 通
过共聚焦显微内镜发现了21位患者的43处病变, 
共聚焦显微内镜的诊断准确率高达95%, 敏感性

和特异性分别为100%和87%. 该项研究提示, 共
聚焦显微内镜可以成为诊断早期食管鳞状细胞
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癌的有利工具. 
2.1.3 幽门螺杆菌(H pylori ): 应用共聚焦显微内

镜可以观察到经吖啶黄染色后H pylori的典型形

状, 单个或聚集成群的白色明亮的光点, 经共聚

焦内镜图像放大后可清楚地观察到包括菌体和

鞭毛的特征性形态. Kiesslich et al的研究[10]首次

报道在体内直接观察到H pylori , 为H pylori检测

提供了一种更为直观的方法. 这种技术也可以

应用于H pylori相关性胃炎的诊断. 
2.1.4 早期胃癌: 共聚焦内镜在早期胃癌的诊断

价值已被多项研究证实. Kitabatake et al [11]对27
例早期胃癌患者进行共聚焦内镜检查, 将共聚

焦图像与病理组织学横断面图像进行对比, 由
2名病理医师分别对正常和癌组织的共聚焦图

像进行诊断, 结果显示共聚焦图像与组织学图

像对应性好, 2名病理医师的诊断准确率达到

94.2%和96.2%, 提示依据共聚焦图像完全可以

进行实时体内组织学诊断. Kakeji et al [12]对内镜

下切除的早期胃癌黏膜体外涂抹0.05%吖啶黄

后用图像分析软件计算其核面积, 显示胃癌尤

其是分化型胃癌黏膜细胞核面积明显高于正常

黏膜, 提示吖啶黄进行细胞核染色效果好, 并且

可以依据共聚焦图像和细胞核面积诊断早期胃

癌. 由于共聚焦内镜的显微放大作用, 结合染色

剂增加对比度, 可在内镜检查的同时进行实时

模拟组织学检查, 对黏膜粗糙及可疑部位进行

检查并靶向活检, 更易于检出黏膜内早期癌变. 
2.1.5 结直肠癌: 共聚焦内镜可直接对可疑病灶

进行检测, 大大提高了内镜对结直肠癌的检出

率, 而且这种快速的优化诊断对于临床内镜下

治疗如肿瘤组织的内镜黏膜切除术有重要的意

义. Kiesslich et al [13]对42例具有行结直肠癌普查

或检测指征的患者进行共聚焦内镜和普通肠镜

检查, 并对可疑病灶取活检, 结果显示共聚焦内

镜可准确地检测出瘤样病变, 敏感性为97.4%, 
特异性为99.4%, 准确性为99.2%. 
2.1.6 溃疡性结肠炎: 大量临床研究应用共聚焦

显微内镜联合色素内镜对溃疡性结肠炎及其上

皮内瘤样变进行早期诊断. 先给予亚甲蓝或靛

胭脂, 内镜下显示病变区域, 再行共聚焦显微内

镜检查以发现早期肿瘤. 亚甲蓝的应用对共聚

焦内镜激光扫描系统无影响, 这种病变区域的

靶向活检以及内镜检查过程中实时病理检查可

发现早期瘤样变. Kiesslich et al [14]选择153例有8
年以上溃疡性结肠炎病史并处于缓解期的患者, 
按1∶1的比例随机进行共聚焦内镜和常规肠镜
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■研发前沿
共聚焦激光显微
内镜问世以来, 已
经在消化系疾病
的诊断中显示出
了良好的应用前
景, 有望成为替代
传统内镜检查的
有利工具. 

■相关报道
Kiesslich et al对于
共聚焦内镜的应
用进行了深入和
广泛的研究, 提供
了非常有价值的
数据. 
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的检查. 在进行共聚焦内镜检查前, 用1 g/L的亚

甲蓝全肠染色, 明确病变部位后, 用共聚焦内镜

进行靶向活检, 且自肛门至盲肠每隔10 cm肠黏黏

膜做随机活检. 结果表明共聚焦内镜可准确预做随机活检. 结果表明共聚焦内镜可准确预

测瘤样病变, 敏感性为94.7%, 特异性为98.3%, 
准确性为97.8%. Sakashita et al [15]研究也取得了

类似的结果. 
2.2 在其他疾病中的应用 随着共聚焦内镜的发

展, 在其他领域也得到了应用. Thong et al [16]将

共聚焦内镜应用于口腔的恶性肿瘤诊断, 他们

通过大鼠模型检测正常鼠舌及鳞状细胞癌的鼠

舌, 结果显示, 通过共聚焦内镜结合5-ALA(5-氨
基乙酰丙酸)及荧光素, 可以显示正常组织及病

变组织的形态学差异, 共聚焦内镜有望成为无

创的诊断口腔恶性肿瘤的新手段. Goetz et al [17]

的研究显示共聚焦探针可以用于腹腔镜及腹腔

脏器的研究. 共聚焦图像可以辨认正常和病变

组织细胞、亚细胞及分子结构的特征, 有望实

现腹腔实时分子诊断[18].

3  共聚焦内镜的局限性

共聚焦内镜在临床上的应用具有划时代意义, 
但目前该技术主要处于研究阶段, 仍有很多问

题亟待解决. 由于共聚焦内镜的硬性部件较普

通内镜长、弯曲角度小, 故操控性不如常规内

镜. 另外共聚焦图像质量也是影响组织学诊断

的重要原因. Kitabatake et al [19]对早期胃癌患者

进行共聚焦内镜检查, 发现影响诊断准确性的

主要因素是图像的质量. 影响共聚焦图像质量

的最大的问题是存在伪影, 许多伪影是因为内

镜的头端与 黏膜表面没有平坦的接触, 有些是

胃肠蠕动引起, 应用解痉剂及通过工作通道吸

引一下使黏膜表面与内镜的头端正确接触可以

减少此类伪影. Becker et al [20]的研究通过video 
mosaicing来解决伪影, 取得了一定效果. 对比剂

荧光素钠和盐酸吖啶黄的应用, 目前尚无严重

不良反应报道, 但其临床风险需进一步评估. 其
他对比剂如白蛋白、甲紫酚、四环素、光卟啉

等显像效果不十分理想, 亟需研究新型的对比

剂, 可以显示特定分子在黏膜内的分布, 以拓宽

共聚集内镜的应用.

4  结论

共聚焦内镜作为一种目前最新开发的诊断工具, 
使内镜检查与在体组织学检查同步, 标志着内

镜检查从表层走向深层, 从形态学到机能组织

学的质的飞跃. 相信, 随着光学显微镜技术、激

光扫描技术和生物计算机图像处理技术及相关

技术的进一步完善与结合, 共聚焦内镜的扫描

深度可加大, 不再局限于黏膜层, 可以进行内镜

下的实时肿瘤分级分期, 慢性炎症程度和活动

度的分级诊断, 及对黏膜萎缩和化生进行分级

分型. 同时, 对比剂的改进可以使细胞核、其他

亚细胞结构或特定的分子基团清晰的显示, 将
抗体及分子标志物与荧光素结合, 在共聚焦内

镜下可实现识别肿瘤细胞. 可以预测, 未来的共

聚焦内镜更加容易操作, 可能替代很多的病理

检查, 观察各种细胞器的微细结构, 发挥更加重

要的诊断治疗作用.
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Abstract
Apoptosis is a physiological process that an 
organism selectively eliminates cells that are 
no longer needed, or have been damaged, or 
are dangerous. Bcl-xL, an important member of 
the Bcl-2 family that plays indispensable roles 
in regulating cell survival and apoptosis, is 
frequently over-expressed in various kinds of 
human cancers. The inhibition of this molecule 
is associated with decreased tumorigenesis and 
resistance to conventional chemotherapy. This 
article briefly reviews some progresses in the 
study of Bcl-xL in the past few years.� 

Key Words: Bcl-xL; Cell apoptosis; Tumor 
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摘要
Bcl-xL是Bcl-2家族的重要成员, 在抑制细胞
凋亡中发挥了重要作用. 凋亡是由基因调控的
细胞主动自杀过程, 机体通过凋亡将衰老畸

变的细胞从体内清除掉以维持内环境的稳定. 
Bcl-xL抑制凋亡的作用在肿瘤的发生、发展
及耐药性中发挥了重要作用. 本文就Bcl-xL的
结构表达、调控、功能、与肿瘤关系以及在
耐药性中所起的作用作一综述.

关键词: Bcl-xL; 凋亡; 肿瘤
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0  引言

凋亡又称程序性细胞死亡(p rogrammed ce l l 
death, PCD), 其异常可以引起许多人类疾病, 如
肿瘤和退行性病变等. 目前已发现的Bcl-2家族

成员超过25种[1], 根据其结构和功能可以分为三

类: 第Ⅰ类具有抑制凋亡的作用, 包括Bcl-2、
Bcl-xL、Bcl-w、Mcl-1、A1/Bfl-1、Boo/Diva/
Bcl-B 、NR-13、ORF16、LMW5-HL、ELB-19
和CED-9等, 这些蛋白含有4个Bcl-2同源结构域

BH1、BH2、BH3、BH4. 第Ⅱ类具有促进凋亡

的作用, 包括Bax、Bak、Bok/Mtd和Bax-xs. 第
Ⅲ类只含有BH3结构域, 因此被称为BH3-only
蛋白, 包括Bid、Bad、Noxa、Puma、Bmf、
Biml/Bod、Bik/Nbk和EGL-1等. 近年来, Bcl-xL
在抑制细胞凋亡, 促进肿瘤发生中的作用引起

了人们的广泛重视. 本文就Bcl-xL的结构表达、

调控、功能、与肿瘤关系以及在耐药性中所起

的作用作一综述.

1  Bcl-xL的结构及表达

Bcl-xL是从禽类的互补DNA(cDNA)文库中鉴定

出来的, 属于Bcl-2家族Ⅰ类成员, 具有抑制细胞

凋亡的作用. 其开放读码框架ORF(open reading 
frame)有44%与人和鼠的Bcl-2相同. Bcl-x基因有

两个剪接变体: 长链mRNA编码具有抑制细胞凋

亡作用的Bcl-xL, 由233个氨基酸组成的Bcl-2同
系物; 短链mRNA编码170个氨基酸构成的Bcl-
xs, 缺少构成BH1和BH2区域的63个氨基酸, Bcl-
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xs可能通过抑制Bcl-2和Bcl-xL发挥其促进凋亡

的作用[2]. 
Bc l-xL是第一个阐明空间结构的Bcl-2家

族成员, Muchmore et a l利用X射线晶体衍射

(X-ray crystallography)和核磁共振分光术(NMR 
spectroscopy)相结合的方法分析Bcl-xL的结构[3]. 
其分子中由长度可变的环状结构连接8个α螺旋

结构. BH4、BH3结构域对应着第一和第二个α 
螺旋, BH1结构域对应着第五个α螺旋及其上游

的环状结构, 而BH2结构域则与第六个α螺旋及

其下游的环状结构相对应. 分析显示, Bcl-xL的
26-83位的氨基酸残基被丙氨酸取代后, 该突变

型较野生型更有利于抑制细胞凋亡, 说明该环

并不有利于Bcl-xL的抗凋亡作用, 而可能发挥相

反的作用. 同样, Bcl-2也有类似的长环结构, 当
其70位的丝氨酸被磷酸化后抑制凋亡的作用消

失[4]. 进一步研究发现caspase-3切割Bcl-2的34位
天冬氨酸后, 抑制凋亡的作用消失反而显示促

进凋亡的作用[5]. 
三维结构显示, BH1、BH2、BH3结构域彼

此近邻构成了疏水环的顶部, α3、α4构成疏水

环的底部. 这种疏水环类似于受体, 通过他可与

Bcl-2家族中促凋亡蛋白如Bad、Bak等分子表面

的配体结合, 形成异源二聚体[6]. 
在正常细胞中, Bcl-xL分布于胞质和膜上, 

在凋亡信号作用下, Bcl-xL转位到线粒体外膜和

其他细胞器膜上. 在线粒体外膜上可以与其他促

凋亡蛋白如Bad结合或形成离子通道维持线粒

体外膜的完整性. Bcl-xL的离子通道与可溶性的

N末端结构的重排有关, 与C末端跨膜区无关, 因
此Bcl-xL的活性可以通过N末端结构域可逆性地

插入线粒体膜进行调节[7]. 到目前为止, 线粒体

膜上是否存在针对Bcl-2家族蛋白特异性的蛋白

受体还不确定. 体外试验表明: 构象的变化与酸

性PH值和酸性脂质有关[8], 这与许多细菌毒素如

大肠杆菌素A、白喉毒素相似. 因此这些毒素与

Bcl-2家族蛋白之间可能存在相似的膜整合机制. 

2  Bcl-xL的表达调控

Bcl-xL基因的表达主要在转录水平进行调节, 大
量转录因子如: Sp1, AP-1, Oct-1, Ets, Rel/NF-κB, 
STATs和GATA-1等, 可以对Bcl-x启动子区域的

共同基序进行调节, 其中NF-κB, STATs和Ets发
挥了重要作用. 有研究表明, NF-κB可以被TAX
刺激所激活, 从而进一步促进Bcl-xL基因的表

达. 人和鼠的Bcl-xL启动子中均含有NF-κB的结
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合位点, 在B细胞中可以由CD40激活, 在T细胞

中则是由TAX的过度表达激活[9]. 在对人的多发

性骨髓瘤细胞系的研究中发现, IL-6介导的信号

通路能够激活Stat3和Janus激酶, 进而诱导了Bcl-
xL的表达, 导致凋亡减少引起多发性骨髓瘤[10]. 
NF-κB和STAT3的激活可以上调Bcl-xL的表达, 
NF-κB或STAT3的抑制以及P53的过度表达则下

调Bcl-xL的表达, 导致Bax/Bcl-xL比例的增加, 
从而促进细胞凋亡. 并且有研究认为, NF-κB和
STAT3的抑制、P53的过度表达三者的相互配合

是目前调节Bax/Bcl-xL的比例并使之恢复正常

最为有效的方式[11]. Boon-Unge et al在吐根素对

人前列腺癌细胞系的研究中发现, 蛋白磷酸酶

-1通过对Bcl-x mRNA外显子2选择剪接, 下调了

Bcl-xL mRNA水平的同时增加Bcl-xs mRNA水

平[12].  Alfano et al在尿激酶对人视网膜色素上皮

细胞凋亡的研究中发现, MEK/ERKHE和PI3K/
Akt途径可以激活Bcl-xL的转录, 从而在细胞黏黏

附、迁移、转移中发挥了重要作用[13]. 另外, 类
固醇激素受体包括糖皮质激素和黄体激素受体

也可以通过与Bcl-x启动子结合来促进其表达[14]. 
在转录后调节的研究中发现, c-jun氨基末

端激酶可以使Bcl-xL本身的状态影响其抗凋亡

活性, 例如c-jun氨基末端激酶可以使Bcl-xL磷酸

化而抑制其抗凋亡活性.

3  Bcl-xL的功能

3.1 Bcl-xL的生物学活性 尽管Bcl-xL和Bcl-2在
抗凋亡中均发挥了重要的作用, 但在不同的细

胞类型和不同的死亡信号作用过程中, 两者发

挥的作用并不相同[15]. Bcl-xL不仅可以抑制细胞

凋亡, 而且可以抑制细胞坏死[16]. 例如, 在活性T
细胞的凋亡过程中, 是由Bcl-2的表达上调发挥

主要作用, 而在NK细胞中, 则是由Bcl-xL表达上

调发挥主导从而抑制其凋亡发生[17]. 在过度肝

切除和Fas/CD95配体导致的肝细胞凋亡中, 胰
岛素和前列腺素通过增加Bcl-xL的表达发挥抗

凋亡作用[18]. Bcl-xL在鼠的T细胞中抑制Fas诱导

的细胞凋亡, 也可以抑制Fas诱导的B细胞凋亡. 
CD4+ T细胞中, 调节IKKB活性和Bcl-xL的表达

可以调节T细胞克隆的寿命和增值率. 催乳素可

以通过增加Bcl-xL的表达促进胰岛Beta细胞的

存活. 
3.2 Bcl-xL与细胞凋亡 大量研究表明Bcl-xL参
与多种蛋白质-蛋白质相互作用发挥其抑制凋

亡功能. 在内源性凋亡途径中, Bcl-xL通过阻断
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Bax对线粒体外膜的破坏发挥抗凋亡作用[19]; 在
死亡配体诱导的外源性凋亡途径中, Bcl-xL通过

干扰死亡诱导信号复合体DISC(death-inducing 
signing complex)的组装, 从而抑制了半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶Caspase-8(Cysteinylasparate 
specific proteinase-8)的活性[20]. 在哺乳动物中, 
Bcl-xL和Bcl-2通过干扰Caspase-3的活性阻止凋

亡, 也可以通过维持线粒体膜电位和控制活性

氧ROS(reactive oxygen species)的毒性发挥其抗

凋亡的作用[21]. 因此, Bcl-xL通过多种蛋白质-蛋
白质的相互作用发挥其抗凋亡功能, 但是细胞

色素C转移到胞质的具体机制尚不清楚[22]. 在早

期的免疫沉淀研究中, 细胞色素C通过与Bcl-xL
特异的相互作用作为对离子辐射和遗传毒性效

应的应答反应. Bcl-xL也可以通过不依赖细胞色

素C的途径发挥其抗凋亡作用. 
Bcl-xL的三维立体结构与白喉毒素、大肠

杆菌毒素的膜插入区非常相似, 都含有两个疏

水的α螺旋可以插入脂质双分子层中形成离子

通道[23]. 抗凋亡蛋白形成的通道为阳离子选择

性, 促凋亡蛋白形成的通道为阴离子选择性, 导
致了他们对细胞色素C的释放起相反的调控作

用. Caspase-9的激活需要细胞凋亡蛋白酶活化

因子Apafs的激活, 激活的Caspase-9再激活下游

的效应分子Caspase-3引起细胞凋亡, 而Bcl-xL可
以与Apaf-1、Caspase-9结合形成三元复合物, 阻
断了级联反应, 从而发挥抑制凋亡的作用[24-25].  
Caspase切割Bcl-xL、Bcl-2等抗凋亡蛋白, 可以

使他们无功能或转变为促凋亡分子, 因此诱导

细胞凋亡. 
3.3 Bcl-xL与其他Bcl-2家族成员的关系 Bcl-xL
通过BH1、BH2、BH3结构域空间上邻近形成

的疏水口袋与Bcl-2家族成员相互作用, BH3结
构域是二聚体形成中的配体. BH3的疏水区插

入BH1、BH2、BH3形成的疏水口袋, 介导分子

间的二聚化发挥其抑制凋亡的生物学功能. 当
受到外界凋亡信号刺激时, BH3-only家族中的

成员如: Bad、Bid、Bim等以其自身的BH3结
构域与Bcl-xL结合, 使得原来与Bcl-xL相结合的

Bax释放出来, 通过引起线粒体通透性转变孔道

PTP(permeability transition pore)的开放[26]或增

加线粒体膜的通透性[27]引起细胞色素C等一系

列物质的释放导致细胞的凋亡. Bcl-xL的52、66
位天冬酰胺脱酰胺后其抗凋亡作用减弱, 但也

有实验显示: 包含这两个位点的序列缺失, Bcl-
xL的抗凋亡作用反而增强, 可能的解释是这两

个位点的氨基酸所带的负电荷在维持其空间结

构中发挥了重要的作用. Bcl-xL与促凋亡蛋白的

BH3结构域结合, Bim与未脱酰胺基的Bcl-xL的
结合力远大于与脱酰胺基的Bcl-xL的结合. 视
网膜母细胞瘤抑制基因Rb是在细胞周期转录调

控和细胞分化中起重要作用的转录调节因子, 
处在细胞生长和分化的中心环节. Rb的抗凋亡

活性即通过抑制Bcl-xL的脱酰胺基作用来发挥 
的[28]. Puma通过与Bcl-xL结合促进其降解. Bcl-
xL与Bax在结构上相似, 但生物学行为截然不同. 
研究表明, 他们在功能上相似, 只是Bcl-xL缺乏

增加膜通透性的能力, 因此, Bcl-xL在功能上类

似显性负相Bax[29-30]. 
3.4 Bcl-xL与P53的关系 P53蛋白是由抑癌基因

p53转录翻译得到的一种肿瘤抑制蛋白, 有“基

因卫士”之称. 其本质是一种核磷酸蛋白, 以转

录因子的形式调节相关基因表达, 促进细胞周

期停滞, 诱导细胞凋亡, 促进细胞终末分化. P53
可通过与Bcl-xL结合, 对抗后者的抑制凋亡的作 
用[31]. 其结合位点不同于Bcl-xL与Bcl家族其他成

员的位点. 两者的结合受Bcl-2柔性区的调节, Bcl-
xL柔性区是位于BH3和BH4区域之间的32-87的
一段氨基酸序列, 其中32-68部分的氨基酸对Bcl-
xL与P53的结合起正调节作用, 即结合之后促进

细胞的凋亡; 而69-87部分的氨基酸主要对P53与
Bcl-xL的结合起负调节作用, 去除这一段能够加

强两者的结合, 从而促进细胞凋亡[32]. 
3.5 Bcl-xL的其他作用 Nakamura et al报道在大

鼠心脏缺血/灌注模型中注射HGF(肝细胞生长

因子, 是肝细胞和内皮细胞的强有力的促有丝

分裂因子)后能够减少梗死面积并明显减少心肌

细胞凋亡. 他们的进一步研究发现: 损伤的心肌

注射HGF后迅速上调Bcl-xL, 而不是Bcl-2, 因此

认为Bcl-xL在HGF对心脏保护过程中起核心作

用. 鼠B细胞转基因表达Bcl-2或Bcl-xL可以增强

体内多聚糖对链球菌肺炎的应答反应[33]. Bcl-xL
在B细胞中过表达, 促进了Th1应答反应并加剧

胶原诱导的关节炎[34]. Bcl-xL基因转移抑制Bax
转位并延长鼠心肌冷藏时间[35]. Bcl-xL在体内对

树突状细胞的存活起重要作用并对效应T细胞

和记忆T细胞的产生发挥重要作用[36-37].

4  Bcl-xL的表达与恶性肿瘤

4.1 Bcl-xL与消化系统肿瘤 Bcl-xL与Bcl-2有着

高度的序列同源性并且在许多肿瘤中共同表达, 
但有着不同的生物学作用. 结肠癌是一种异型

■相关报道
Alfano et al 在尿
激酶对人视网膜
色素上皮细胞凋
亡的研究中发现, 
MEK/ERKHE和
PI3K/Akt途径可
以激活Bcl-xL的
转录, 从而在细胞
黏附、迁移、转
移中发挥了重要
作用.
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性肿物, 由不同生长速率和转移潜能的癌细胞

组成. 在正常结肠黏膜中, Bcl-2主要表达于隐窝

底部的上皮细胞中, 表面的Bcl-2表达缺失. 在肿

瘤组织中, 其表达弥散且位于胞质中[38]. Bcl-2表
达的增高与结直肠癌的发生有关. 与Bcl-2的表

达相比, Bcl-xL表达于大多数结肠癌中. 在正常

的结肠黏膜中, Bcl-xL弥散地表达在隐窝的全

层; 在结肠癌组织中为胞质弥散性颗粒状染色. 
尽管Bcl-2和Bcl-xL都发挥了抗凋亡作用, 但其

途径不同. Bcl-xL对凋亡的抑制作用强于Bcl-2, 
因为Bcl-xL的过度表达可以抑制凋亡通路. 

在结直肠癌中, Bcl-xL mRNA表达明显增

强, 占83%, Bcl-xL/Bax的比值明显升高[39], Bcl-
xL过度表达会引起多重耐药性. 以目的基因Bcl-
xL为靶点的siRNA(small interfering RNA)使得

Bcl-xL基因转录后沉默, 降低了Bcl-xL蛋白的

表达,可以增加细胞的凋亡, 抑制细胞生长, 从
而达到治疗肿瘤的目的. 最近研究表明, 表达

针对Bcl-xL的含有U6启动子的小分子发卡样

RNA(Ad/Bcl-xL shRNA)重组腺病毒可以有效的

降低Bcl-xL在结肠癌中的表达并降低癌细胞的

活性, 且增加了对化疗药物如五氟尿嘧啶的敏

感性. 
在食管鳞状细胞癌中 ,  B c l-x L的表达升

高导致了对肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

TRAILD的抵抗, 因此阻断Bcl-xL的过度表达可

以使其对TRAIL联合化疗药物的敏感性增加. 
在肝癌中, Bcl-xL的表达亦明显升高, 过度

表达的Bcl-xL有效地阻断了大剂量阿霉素诱导

的凋亡, 但不影响小剂量阿霉素诱导的细胞凋

亡. 因此, 小剂量的阿霉素可以用于Bcl-xL过
度表达的肝癌的治疗[40]. 另外, Bcl-xL通过阻止

ERK和 PKB的失活以抑制凋亡. 十字孢碱通过

PKB/MAPK信号途径诱导肝细胞凋亡, 因此, 
Bcl-xL的过表达可以抵消十字孢碱引起的肝细

胞凋亡. 
4.2 Bcl-xL与泌尿系统肿瘤 膀胱癌组织中普遍

表达Bcl-xL基因, 其阳性率和基因的表达水平均

明显高于正常的膀胱组织. Bcl-xL的过度表达与

膀胱癌的发生、发展和复发有关. Li et al报道, 
前列腺癌细胞系PC-3瘤细胞中Bcl-xL过表达, 他
在蛋白激酶抑制剂十字孢碱(STS)诱导瘤细胞凋

亡的作用中起重要的拮抗作用, 下调Bcl-xL表达

则恢复PC-3瘤细胞对STS的敏感性, 提示前列腺

癌细胞对药物介导的凋亡产生耐受性与Bcl-xL
有关[41], 而且其表达与肿瘤的进展有关. 在培养

的前列腺癌细胞系LNCaP研究发现, 雄激素受

体可以与Bcl-xL启动子结合, 从而促进Bcl-xL的
表达. 在培养的前列腺癌细胞系LNCaP中, 雄激

素通过雄激素受体依赖机制, 明显地增加Bcl-xL
在mRNA和蛋白质水平的表达, 导致体外细胞增

殖和体内肿瘤生长. 另外, Bcl-xL的表达明显增

加了细胞周期蛋白D2的表达, 这可能是Bcl-xL
诱导细胞增殖和肿瘤生长的原因. 

恶性肿瘤中, 凋亡机制的失调是其耐药性

产生的重要机制. 凋亡抑制蛋白如Bcl-2、Bcl-
xL表达量的增加是恶性肿瘤对放化疗敏感性降

低的重要原因. 在移行细胞癌中两者的表达增

加, 从而降低了其对放化疗药物的敏感性[42]. 针
对Bcl-2和Bcl-xL的AS-ODNs可以增加化疗药

物2, 2-二氟脱氧胞嘧啶核苷、顺铂、丝裂霉素

C、紫杉醇等的敏感性. 在蛋白质水平, 小分子

的抑制物结合Bcl-xL蛋白, 干扰了Bcl-xL与促凋

亡蛋白的BH3结合, 因此诱导细胞死亡. 与Bcl-
xL有亲和力的小分子蛋白因其廉价且便于运送, 
成为有潜力的治疗肿瘤的物质. 
4.3 Bcl-xL与血液系统肿瘤 细胞外信号调节激

酶ERK1/2信号通(Raf-MEK1/2-ERK1/2)是经典

的MAPK信号转导路径, ERK1/2可以激活Bcl-xL
的表达. 在NHL B细胞淋巴瘤中, 利妥昔单抗通

过下调Bcl-xL和Bcl-2的表达使肿瘤细胞对药物

的敏感性增加. Raf-1激酶抑制蛋白RKIP通过与

Raf-1结合, 抑制下游的信号转导. RKIP的过量

表达明显的降低了Raf-1激酶域BXB的转化率和

减少了激活蛋白AP-1依赖的转录. 利妥昔单抗

通过上调RKIP的表达进而抑制ERK1/2通路, 降
低Bcl-xL的表达, 增加了NHL耐药B细胞对化疗

药物的敏感性. 利妥昔单抗抑制细胞分裂素(丝
裂原)活化蛋白激酶MEK1/2进而降低ERK1/2通
路(Raf-1, MEK1/2和ERK1/2)和降低AP-1DNA结

合活性和Bcl-xL基因的表达. 因此, 利妥昔单抗

可以通过调节ERK1/2信号通路中的多个位点促

进淋巴瘤细胞对化疗药物的敏感及凋亡[43]. 
4.4 Bcl-xL与其他系统恶性肿瘤 恶性胸膜间皮

瘤中Bcl-xL的表达升高, 对传统的化疗药物产

生耐药性, 因此针对Bcl-xL的特异性AON可以

促进凋亡, 也可以增加对传统化疗药物的敏感 
性[44]. 通过AON15999和顺铂的联合疗法, 可以

显著的降低B c-x l的表达, 引起胸膜间皮瘤的

凋亡[45]. 黑色素瘤细胞高表达Bcl-xL, 可以用

Bcl-xL的反义寡核苷酸来治疗, 但正常的黑素

细胞也表达Bcl-2和Bcl-xL, 因此在某种程度上

■创新盘点
本文总结了近年
来关于Bcl-xL基
因的研究进展, 并
重点探讨了其表
达调控与肿瘤发
生、发展的关系, 
为进一步深入研
究Bcl-xL基因提
供了重要的文献
参考. 
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限制了该方法的应用. 除了直接促进凋亡作用

外, Bcl-xL的反义寡核苷酸可以增加对化疗药

物的敏感性, 而且反义寡核苷酸可以将Bcl-x前
mRNA切割为Bcl-xs, 进一步促进了细胞的凋亡. 
由于Bcl-2和Bcl-xL的同源性, 设计针对Bcl-2和
Bcl-xL的反义寡核苷酸可以同时抑制两者的表

达, 促进癌细胞的凋亡[46]. 
舒林酸和三氧化二砷以协同作用的方式通

过c-JunN末端激酶依赖的Bcl-xL磷酸化诱导人

类肺癌H1299细胞的凋亡[47]. 在小细胞肺癌细胞

中, 成纤维细胞生长因子2通过激活胞外信号调

节激酶上调Bcl-2和Bcl-xL使得癌细胞免于依托

泊甙引起的凋亡[20].

5  结论

目前, 面对肿瘤发病率的提高及其在化疗过程

中的耐药性问题, 要求从分子水平深入研究肿

瘤的发生、进展机制. 大量的研究表明, Bcl-xL
在肿瘤的发生过程中发挥了重要的作用, 通过

对Bcl-xL的研究, 探讨其在凋亡过程中所起的作

用, 与其他Bcl-2家族成员的关系, 有利于了解其

与肿瘤的发生以及耐药性的关系, 对肿瘤的临

床治疗提供重要理论依据. 
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Abstract
Murine double minute 2 (MDM2), an oncogene 
discovered in recent years, can enhance cell sur-
vival activity, prolong cell survival duration, 
promote cell proliferation and stimulate tumor 
growth. In recent years, it was shown that MDM2 
participated in the genesis and development of 
various tumors. In addition, MDM2 is associated 
with the invasion, metastasis and poor prognosis 
of malignant tumors, especially gastrointestinal 
tumors such as esophageal cancer, gastric cancer, 
colon cancer, liver cancer, etc. So it is significant  
to study the relationship between MDM2 and 
gastrointestinal tumors for tumor prevention and 
treatment. In combination with domestic and 
overseas literatures, this article provides a brief 
review of the research progress in the roles of 
MDM2 in the genesis, development and metasta-
sis of gastrointestinal tumors. 

Key Words: Murine double minute 2; Gastrointesti-

nal tumor; p53
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摘要
MDM2为小鼠双微体基因, 是近几年发现的一
种癌基因, 对细胞生长有调节作用. 其生物学
作用是增强细胞的生存活力, 使细胞生存期延
长, 促进细胞增生及肿瘤的生长. 近年来, 许多
研究显示MDM2参与了许多肿瘤的发生发展, 
且该基因与恶性肿瘤的浸润、转移和不良预
后有关, 尤其与食管癌、胃癌、结肠癌和肝癌
等消化系肿瘤关系密切. 因此, 研究MDM2与
消化系肿瘤的关系在肿瘤防治中具有重要的
意义. 本文结合国内外文献就MDM2在消化系
肿瘤发生发展及其转移过程的研究进展作一
综述. 

关键词:  MDM2; 消化系肿瘤; p53
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0  引言

MDM2(murine double minute 2)为小鼠双微体基

因, 是近几年发现的一种癌基因. 该基因最初是

由Cahilly-Snyder et al [1]在自发肿瘤鼠Balb/c 3�3
成纤维细胞系(3�3DM)中鉴定出来, 他在进化

过程中很保守, 人和鼠的许多组织中都有表达. 
人类的MDM2编码区约为1467 bp, 编码蛋白质

分子量为90 kDa. 近年来, 许多研究显示MDM2
参与了许多肿瘤的发生和发展, 如在肉瘤、胶

质瘤、膀胱肿瘤、输尿管肿瘤、子宫肿瘤、乳

腺肿瘤及肺肿瘤等中均发现有MDM2基因的改

变[2-7]. 并且该基因与恶性肿瘤的浸润、转移和

不良预后有关[8-13], 尤其与食管癌、胃癌、结肠

癌和肝癌等消化系肿瘤的关系密切[14-17]. 所以研

究MDM2与消化系肿瘤的关系在肿瘤防治中具
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有重要的意义. 本文结合国内外文献就MDM2
在消化系肿瘤发生发展及其转移过程的研究进

展作一综述. 

1  MDM2基因的结构和功能

1.1  M D M2基因的结构  人类M D M2定位于

12q13-14, 其表达的调节相当复杂, 并且有不同

的mRNA剪接形式[18]. 将鼠、人、蟾蜍、斑鱼的

MDM2序列进行比较, 发现4个保守区. Ⅰ区包括

N端大约100个氨基酸残基, 是MDM2与p53基因

相互结合的部位, 也可能直接结合到细胞基因启

动子上, 激活基因该区还有核定位序列(NLS)和
核输出信号(NES); Ⅱ区为一个高度酸性区域, 能
与核糖体L5、L11蛋白以及5SrRNA结合; Ⅲ区

则含有一个锌指结构, 能结合到基因, 激活基因, 
使细胞由G1期进入S期; Ⅳ区含有一个环指结构, 
可介导蛋白质-蛋白质相互作用, 也能与DNA或

RNA作用, 参与细胞调控, 促进细胞增长[19-21]. 
在MDM2基因内鉴定出两个启动子p1和p2, 

p1在编码基因的上游, 可组成性地表达, p2存在

于第一个内含子中, 由p53通过其附近的2个p53
结合位点进行控制, 这使得MDM2有多种转录产

物[22]. 有研究表明在培养细胞中至少存在p90、
p85、p76、p75、p58和p57共6种MDM2异构体, 
在体内仅有全长的p90-95和p57能与p53结合[23]. 
人类MDM2与p53发生结合的区域为第17至125
位氨基酸残基, p53上与MDM2结合的区域为第

15-29位氨基酸残基. MDM2的p53结合区域含有

14个保守的疏水性芳香性氨基酸残基, 通过两性

α-螺旋和中等β折叠形成一深的疏水性狭缝. p53
上的结合部位与MDM2接近时被其诱导形成两

圈半的两性α-螺旋其疏水面深深插入MDM2的
狭缝中, 以多范德华力进行结合. 这种结合在进

化过程中相当保守[24-26]. 
1.2 MDM2基因的功能 研究显示MDM2在人和

鼠的各种组织中有广泛表达, 提示其参与细胞

的基本生理过程[10,27]. MDM2作为一种癌基因, 
对细胞生长有调节作用. 其生物学作用是增强

细胞的生存活力, 使细胞生存期延长,促进细胞

增生及肿瘤的生长[28-31]. 作用方式为: (1)与p53结
合, 抑制p53的抑癌功能. Jones et al [32]的基因敲

除实验发现MDM2基因完全缺失的小鼠不能存

活, 而p53和MDM2都缺失的小鼠则能存活. 而这

种抑制作用在胚胎发育的最早期就存在, 所以

有人将MDM2称作p53的“大哥”. MDM2本身

半衰期很短, 也通过泛素-蛋白酶体途径被降解. 
这样一旦应激信号消除, p53和MDM2都通过相
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似的蛋白质水解机制被迅速清除, 之后细胞很

快恢复到无应激的基本状态[21];  (2)其酸性激活

区和锌指区直接结合到细胞基因启动子上, 激
活基因使细胞由G1期进入S期; (3)激活E2F-1, 使
E2F-1与pRb分离, 解除pRb的生长阻滞作用使细

胞由G1期进入S期; (4)MDM2蛋白与p21结合, 终
止p21被p53活化的抑制细胞增生的作用[33-34]. 

2  MDM2基因与p53 基因的相互作用

p53的上游过程涉及多种成分, 存在诱导p53表达

的多种途径. p53抑制细胞生长或诱导凋亡的能

力在正常情况下就始终存在. MDM2以两种形式

实现对其功能的调节, 即介导降解和抑制其转

录活性. 
2.1 MDM2介导p53穿过核膜进入胞质胞质 目前认为

MDM2可能是通过调控p53的核输出途径介导

其降解, 使p53在细胞中保持较低水平, 处于无

活性状态. p53是一个动态的分子, 其特有的亚细

胞定位决定着自身的活性. 研究表明, p53只在核

内发挥作用, 他通过C2末端固有的核定位信号他通过C2末端固有的核定位信号通过C2末端固有的核定位信号

(NLS)将自己定位于核内. 遗传毒性应激反应可

以刺激刚刚稳定的和已经磷酸化的p53进入胞

核, 在核内被激活的p53又以具有细胞类型特异

性的方式反式激活各种靶基因, 发挥其功能. 并
且作为整个过程的一部分最终离开胞核, 在胞胞

质中降解.中降解. 
p53从核内向外输出可能依赖MDM2的途

径调控. p53可被MDM2捕获, 并在MDM2的介

导下穿过核膜进入胞质. 人类MDM2含有一个胞质. 人类MDM2含有一个. 人类MDM2含有一个

核输出序列(NES), 可以介导MDM2蛋白或一个

融入该序列的异源性运输因子从细胞核进入胞胞

质[35]. Grossman et al [36]则认为, MDM2需与p300
转录共同激活因子/组蛋白甲基化酶结合方能

介导p53降解. MDM2的NES受损后不再具有促

进p53降解的能力, 说明MDM2的核输出作用与

P53蛋白的稳定性有着内在的联系. 既然p53的
核输出是决定其降解的关键, 可以推测p53在核

与胞质的分布状态是决定其稳定性的关键因素.胞质的分布状态是决定其稳定性的关键因素.的分布状态是决定其稳定性的关键因素. 
2.2  M D M2对p53 转录活性的直接抑制作用 
MDM2是p53的转录靶基因, 含有一个p53基因

结合位点, 可在野生型p53基因的诱导下转录增

强, 致使细胞中MDM2蛋白水平升高; 并转而与

p53结合形成复合物, 封闭其转录活性, 抑制其

功能. 即p53 /MDM2负反馈调节环在生理状态

下, 既可调节p53蛋白活性又可调节MDM2基
因的表达. 野生型p53水平升高, 能阻滞细胞在
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径.
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G1期末的限制点进入增殖周期, 同时又可诱导

MDM2表达并形成p53 /MDM2复合物, 使细胞克

服G1期末限制点的控制进入S期[37]. 在各种损伤

因素刺激下, P53蛋白急剧增加, 并表现出转录

激活特性, 诱导其负调节子MDM2的转录和表

达[38]. MDM2表达过强则可封闭p53介导的反式

激活作用, 使p53功能丧失, 导致基因的不稳定

及细胞增生, 表现出癌基因蛋白的作用, 参与肿

瘤形成[16,39-41],39-41]39-41]. 

3  MDM2基因与消化系肿瘤

3.1 MDM2基因与食管癌 食管癌的发生和发展

涉及多种病因学机制, 癌基因异常可能是食管

癌发生、发展的一个重要原因. 动物实验证明, 
MDM2癌基因能使细胞转化和具有成瘤性, 并
可使移植瘤快速出现. 赵仲生 et al [42]利用免疫组

化SP法检测了68例食管鳞状细胞癌中MDM2蛋
白的表达. 研究发现食管鳞癌中有MDM2蛋白过

表达, 且MDM2蛋白阳性率在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级间比

较, 有显著性差异(P <0.01), 提示MDM2癌基因产

物的过表达与食管癌的发生, 发展有关, 并与肿

瘤的分化程度密切相关, 高分化者MDM2蛋白表

达高于低分化者. 这与李灵敏 et al [43]的研究结果

相一致. 52.3%(23/44)的Ⅰ、Ⅱ期食管鳞癌表达

MDM2蛋白, Ⅲ、Ⅳ期食管鳞癌中仅25.0%(6/24)
表达M D M2蛋白 ,  两组比较 ,  有显著性差异

(P <0.05), 提示早期(Ⅰ、Ⅱ期)食管鳞癌MDM20.05), 提示早期(Ⅰ、Ⅱ期)食管鳞癌MDM2
蛋白表达比晚期(Ⅲ、Ⅳ期)高. 分化高的食管癌

(Ⅰ、Ⅱ级)MDM2蛋白表达比低分化癌(Ⅲ级)高, 
这进一步说明MDM2蛋白表达状况与食管癌的

生物学行为有关, 可作为食管癌的病理分级和预

后评估的参考指标之一. 
3.2 MDM2基因与胃癌 Günther et al [44]对43例进

展期胃癌检测MDM2原癌基因表达, 结果显示, 
MDM2基因扩增阳性率为41.9%(18/43). MDM2
基因扩增与胃癌扩散相关, 与患者性别和年龄

无关. 同时证实MDM2/p53途径与胃癌的发生密

切相关, 仅有约20%的胃癌组织中不存在MDM2
和(或)p53改变. 原癌基因MDM2的激活和抑癌

基因p53失活在弥漫性胃癌中具有更为重要的

作用. 刘远廷 et al [26]采用流式细胞术和免疫荧

光技术对胃癌及癌前病变的细胞中MDM2蛋白

表达进行定量检测, 结果显示, MDM2在胃黏膜黏膜膜

不典型增生中出现表达, 但蛋白表达量及阳性

表达率均较低. 在胃癌中, MDM2蛋白表达量及

阳性表达率均显著高于不典型增生等癌前病变. 
MDM2表达与胃癌分化程度、浸润深度及淋巴

转移有关; MDM2表达越高的胃癌, 分化程度越

低, 浸润能力越强, 越易出现淋巴转移. 随访18
例MDM2阳性的胃癌患者, 术后3年中有16例出

现了复发和转移. 提示MDM2过表达是胃癌发

生发展中的相对晚期事件, 检测MDM2蛋白可

成为诊断癌变、确定胃癌恶性程度、预测预后

和潜在淋巴转移的一个指标, 在临床治疗上有

一定的指导意义. 但Blok et al [45]的研究结果则表

明, 胃癌组织中未检测到MDM2的过表达, 因此

认为MDM2与胃癌的发生无相关性. 
3.3 MDM2基因与结肠癌 大肠癌是我国常见的恶

性肿瘤之一, 其死亡率呈增长趋势. 在其发生发

展过程中抑癌基因的失活、突变与原癌基因的

异常激活可能发挥了重要作用. 郭洁 et al [46]应用

免疫组化的方法初步探讨了MDM2和P14ARF在
结肠肿瘤发生发展中的作用, 提示MDM2 的上

调, p14ARF的下调可能与结肠癌的发生发展有关. 
阎再宏 et al [47]采用流式细胞术(FCM)对经病理证

实的63例大肠癌和11例正常对照组结肠标本进

行MDM2蛋白的检测, 实现了细胞定量分析. 结
果亦显示大肠癌的发生与MDM2高表达有关, 表
明MDM2基因可能与其他癌基因一起参与大肠他癌基因一起参与大肠癌基因一起参与大肠

癌的发生[48-51]. 
3.4 MDM2基因与肝癌 原发性肝细胞癌是我国

一种常见的恶性肿瘤, 其侵袭性强, 预后差, 居我

国癌症死因第2位, 而其发生发展机制尚未完全

阐明. 许多研究表明癌基因激活及抑癌基因的缺

失或失活是癌变的分子基础, 他引起基因的转录他引起基因的转录引起基因的转录

和翻译功能异常, 使细胞恶性增殖, 最终形成肿

瘤. 程玲 et al [52]应用免疫组织化学、原位分子杂

交方法和细胞图像分析技术, 检测原发性肝细胞

癌组织中MDM2蛋白及其mRNA的表达情况. 结
果显示在肝细胞癌组织、癌旁肝组织和正常肝

组织中MDM2蛋白免疫组织化学阳性反应颗粒

的平均吸光度分别为0.404±0.005, 0.302±0.067吸光度分别为0.404±0.005, 0.302±0.067分别为0.404±0.005, 0.302±0.067
和0.087±0.034. 肝细胞癌组织与癌旁肝组织、

正常肝组织相比, MDM2蛋白表达的差异均有显

著性意义(P <0.05). MDM2mRNA在肝细胞癌组0.05). MDM2mRNA在肝细胞癌组

织中呈阳性表达, 而癌旁肝组织及正常肝组织均

呈阴性表达, 提示MDM2蛋白及其mRNA在原发

性肝细胞癌中呈高表达变化. MDM2基因转录的

异常启动可能是MDM2蛋白异常表达的关键因

素, MDM2的过度表达与肝细胞癌发生发展密切

相关. 王华曦 et al [53]的研究表明, MDM2蛋白及

突变型p53的表达可作为原发性肝细胞癌预后判

断的指标. 有资料表明MDM2的过度表达预示肝

■相关报道
MDM2在肿瘤发
病机制中的研究
是近几年研究的
热点, 目前有大量 
文献报道了消化
系肿瘤和MDM2
的相互关系, 特别
是食管、胃和结
肠的研究较多. 胰
腺肿瘤的研究相
对较少.
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癌预后差[54]. 
3.5 MDM2与胰腺癌 胰腺癌的发生和发展涉及

到多种病因学机制. 癌基因的异常可能是胰腺

癌发生和发展的一个重要因素. MDM2属于癌

基因, 其编码的蛋白质可以和P53结合, 并抑制

p53的功能[55-57]. MDM2在体内最重要的作用是

抑制野生型p53的激活转录功能和抗肿瘤活性. 
MDM2是p53的转录靶基因, 直接结合p53 , 与
p53形成一个精细的负反馈调节环, 野生型p53
基因诱导MDM2蛋白高表达, 后者与p53结合形

成复合物, 反过来抑制p53的转录活性, 严格控

制P53蛋白水平. MDM2表达过强则可封闭p53
介导的反式激活作用, 使p53功能丧失[58], 抑制其

抗肿瘤活性. 马刚 et al [59]应用免疫组织化学方法

检测59例胰腺癌标本中P53和MDM2蛋白表达,
结果显示P53与MDM2蛋白阳性表达率分别为

67.8%和28.8%, MDM2蛋白的表达与性别、年

龄、肿瘤部位、�NM分期及分化程度无明显关

系. MDM2蛋白阳性表达组与其他组相比, 生存

时间明显缩短. 提示P53和MDM2蛋白的过表达

可能反映了胰腺癌的恶性增生过程, 导致胰腺

癌的恶性发展, 联合检测两者的表达有助于判

定肿瘤的预后. 胡磊 et al [60]采用流式细胞仪检测

MDM2蛋白的表达, 包括胰腺癌组的癌组织68
例和对照组的癌旁非肿瘤胰腺组织20例. 结果

示胰腺癌中MDM2基因表达明显增高, 亦提示

其在胰腺癌的发病中起着重要作用. 

4  结论

诸多的研究都为MDM2在消化系肿瘤的发生、

发展中的重要作用提供了有力的证据, MDM2将
成为消化系肿瘤防治研究的一个新靶点. 但是

目前的研究尚在实验室阶段, 如何将这些研究

应用于临床, 为众多的肿瘤患者带来希望,是目

前亟待解决的问题. 此外, p53与MDM2在消化

系肿瘤中表达状态的差异, 是否具有特异性, 是
否有某些因素影响这种表达的差异, 仍需进一

步研究. 据报告[61-65]MDM2不仅与癌的发生发展

有关, 而且对癌细胞敏感性也有很大影响. 目前

医药界利用MDM2-P53为抗癌靶点进行了积极

研发, 如Chène et al [66]根据MDM2-P53晶体复合

物的结构, 合成了与MDM2有高亲和性的八肽. 
倪虹 et al [67]利用MDM2转染卵巢癌细胞, 提高癌

细胞对抗癌药物的敏感性, 使之对顺铂的抗癌

效果明显提高. 因此, 对MDM2基因的进一步研

究和对他在肿瘤发生发展中的作用的深入认识, 

必将为消化系肿瘤的预防和治疗开创新的思路

和途径. 
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Abstract
AIM: To explore the incidence, prevention and 
treatment of esophageal diseases in Shantou 
residents.

METHODS: We retrospectively analyzed the 
data (e.g. gastroscopic findings, pathological 
results, imaging manifestations and surgical 
treatments) of 1476 patients endoscopically di-
agnosed with esophageal diseases.

RESULTS: Of the 1476 cases, 714 were diag-
nosed with esophageal cancer, 455 with esopha-
gitis, 120 with esophageal varices, 85 with be-
nign esophageal stenosis, 46 with esophageal 
mucosal laceration, 34 with esophageal foreign 
bodies, 23 with esophageal diverticulum, 6 with 
esophageal polyps, and 3 with esophageal acha-
lasia. Conservative treatment was performed 
in 840 cases; endoscopic treatment was used in 

124 cases; surgical treatment was achieved in 
512 cases. Of the 714 patients with esophageal 
cancer, 218 cases (152 received operation and 66 
with non-surgical treatment) were followed up, 
and the 1- and 3-year death rates of those with 
operation or non-operation were 40% and 90%, 
or 95% and 100%, respectively. Of the cases with 
esophagitis, 150 recovered while 10 died.

CONCLUSION: Esophagitis and esophageal 
cancer constitute the majority of esophageal dis-
eases. The incidence of esophageal cancer is rela-
tively high in this region, and residents should 
strengthen the sense of prevention.

Key Words: Electronic gastroscope; Multi-slice spiral 
computed tomography; Magnetic resonance imag-
ing; Esophageal cancer

Ma PJ, Lin MH, Li WF, Shi GS. Esophageal disease in 
Shantou area: an analysis of 1476 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(25): 2883-2886

摘要
目的: 探讨汕头地区居民食管病发病情况及
预防治疗策略. 

方法: 回顾性分析1476例经内镜诊断为食管
病患者的胃镜、病理、影像学及手术治疗等
资料. 

结果: 1476例食管病患者中发生食管癌714例, 
食管炎445例, 食管静脉曲张120例, 食管良性
狭窄85例, 食管黏膜撕裂症46例, 食管异物34
例, 食管憩室23例, 食管息肉6例, 食管贲门失
弛缓症3例. 保守治疗840例, 内镜治疗124例, 
手术治疗512例. 食管癌患者随访218例, 其中
手术152例、非手术66例, 其1、3年期死亡率
分别为40%、90%和95%、100%. 食管炎患者
康复150例, 死亡10例.

结论: 食管病主要以食管癌与食管炎为主, 且
食管癌在本地区的发病率较高, 增强居民预防
食管病的意识, 可降低疾病的发生.

关键词: 电子胃镜; 多层螺旋CT; 磁共振成像; 食管癌
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■背景资料
内镜与影像学技
术的发展使食管
癌的诊疗水平有
了很大的提高, 汕
头是食管癌高发
区, 分析本地区近
年来食管病的发
病及治疗情况, 突
显食管癌在本地
区预防和治疗的
重要性.

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科
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0  引言

食管病是常见的消化系统疾病, 内镜和病理活

检、影像学技术是食管病常用的诊疗手段. 汕
头地区是食管癌的高发区, 通过分析经内镜和

病理活检诊断食管病的汕头地区居民共1476例, 
并结合MSCT、MRI等影像学检查结果, 以及保

守或手术治疗等资料, 从而了解本地区目前食

管病发病情况; 食管癌在食管病中所占有的比

例、发病原因和治疗情况; 影像学技术在食管

病诊断、治疗中的应用价值. 从而提高食管病

的预防及诊疗水平. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2007-12汕头市第二人民医院和

汕头市中心医院经胃镜诊断食管病的汕头地区

居民1476例, 其中城镇居民808例; 农村居民668
例. 男785例, 女691例, 年龄在9-85(平均年龄56.7
±13)岁. 所有病例常规查血、粪常规; 粪潜血、

凝血功能、血生化及胸片、心电图. 部分病例需

要超声波检查.
1.2 方法 采用Olympus260电子胃镜检查, 必要

时行病理活检. MSCT检查方法[5-7]: 利用MSCT
行薄层扫描, 扫描时层厚选择5-10 mm, 螺距为

1, 上至锁骨上肺尖区, 下至肾上腺上极(包括全

肝脏). 扫描结束后, 利用工作站对图像进行后处

理, 其中包括多平面重建、三维成像及CT仿真

内窥镜等.  MRI检查方法[7-10]: 常规行冠状位、

矢状位及轴位扫描, 扫描区域与CT相同. 饮食因

素、食管慢性刺激、亚硝胺前体、遗传等调查

(主要针对食管癌患者).

2  结果

2.1 1476例食管病 食管癌714例; 食管炎445例
(包括霉菌性食管炎19例)食管静脉曲张120例; 
食管良性狭窄85例; 食管黏膜撕裂症46例; 食管

异物34例; 食管憩室23例; 食管息肉6例; 食管贲

门失弛缓症3例. 食管癌714例: 中段396例; 下段

234例; 上段84例. 病理分类: 鳞状细胞癌604例; 
腺癌68例; 鳞腺癌36例; 未分化癌6例. 临床分 
期[1]: 0-1期39例; 2期204例; 3-4期471例. MSCT
检查571例, 食管癌CT分期Ⅲ-Ⅳ期[1]; MRI检查

435例. 饮食因素与食管慢性刺激(包括进食过
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快、过烫, 浓茶, 食管慢性病变等)647例; 亚硝胺

及其前体(咸菜、咸鱼等)705例; 一级或二级亲

属中患食管癌或其他消化系统恶性肿瘤329例.
2.2 治疗情况 保守治疗840例, 包括抗感染、抗

真菌; 抑制胃酸分泌、抗反流; 降低门脉压力、

减少内脏血流、止血; 食管癌放射疗法与化学

疗法. 内镜治疗124例, 包括胃镜下异物钳除34
例; 沙氏扩张器食管狭窄扩张术86例; 胃镜下食

管息肉钳除4例. 手术治疗512例, 食管贲门失迟

缓征经胸的Hell-er肌层切开术加抗反流手术2
例; 门腔静脉分流术、脾切除+脾肾或脾腔静脉

分流术34例; 食管癌切除术436例; 食管癌食管

腔内置管术23例; 食管癌胃造瘘术15例; 食管息

肉恶性变切除2例.
2.3 预后及随访 食管黏膜撕裂症46例、食管异

物34例共80例全部康复. 食管贲门失弛缓症2例
术后随访2年, 疗效显著; 食管息肉6例均随访3
年, 内镜治疗4例, 术后无复发, 2例第2年病理活

检恶性变行手术治疗; 食管憩室23例, 10例随访

半年无合并憩室炎或憩室出血; 食管良性狭窄

85例, 随访38例, 其中20例3年内行扩张术2-3次; 
食管静脉曲张120例, 5例合并大出血死亡, 随访

69例, 3年均有反复多次出血; 食管炎445例, 康
复150例, 死亡10例, 为恶性肿瘤合并霉菌性食

炎, 1例情况不详(HIV合并霉菌性食管炎); 食管

癌714例, 随访218例, 其中手术152例、非手术

66例, 其1年、3年期死亡率分别为40%、90%; 
95%、100%.

3  讨论

食管疾病主要症状有咽下困难、胸骨后灼热感

或疼痛、食物反流、呕血、发热、消瘦等, 其
中咽下困难、胸骨后疼痛、消瘦尤为重要[1]. 在
食管病中食管炎、食管癌占绝大部分. (1)食管

癌: 闽、粤交接地区是食管癌高发区, 对有吞咽

梗阻感、胸骨后疼痛、消瘦等报警症状的就诊

者应注意食管癌的排查, 尤其对年龄>60岁; 一
级或二级亲属中有食管癌或其他消化系肿瘤

病史者应高度重视, 同时注意到有小部分患者

临床上并无明显症状与体征, 只是因为一级或

二级亲属中有食管癌患者而要求检查发现. 本
研究显示, 食管癌在本地区仍然有较高的发病

率, 应再次引起注意, 通过对饮食因素、食管慢

性刺激、亚硝胺前体、遗传等调查表明进食过

快、过烫, 饮浓茶, 食用咸菜、咸鱼等含有亚硝

胺及其前体食物在食管癌的发病中有重要的意

义. Lyronis et al [3]研究显示HPV感染、吸烟与滥

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来内镜技术
较多应用于食管
癌的早期诊断与
治疗, CT/MRI等
影像学技术在食
管癌诊治中有重
要 的 意 义 ,  食 管
癌的综合治疗(手
术、化疗、放疗
等)大大改善了患
者的预后.
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用酒精在食管癌发病中也有一定的意义. 彭仙

娥 et al [2]研究显示基因和环境因素的交互作用

与食管癌的发病有关. 本地居民大多有进食过

快、过烫, 饮浓茶, 食用咸菜、咸鱼等含有亚硝

胺及其前体食物等饮食习惯, 表明改变饮食习

惯是本地区食管癌一级预防的一个重要措施, 
同时应治疗食管慢性病变、感染, 加强易感人

群(食管癌、或其他癌瘤家族史等)的监测, 普及

防癌知识, 提高防癌意识. 近年来食管癌的综合

治疗已日益受到临床的重视, 放疗、化疗、手

术三者的结合是食管癌综合治疗的趋势[14-16]. 手
术治疗仍然是食管癌治疗的重要手段, 早期发

现, 早期治疗, 甚至可能使患者得到长期存活, 
上述结果显示, 本地区食管癌患者手术切除率

不高(61.06%), 影响本地区食管癌患者手术切除

的原因有[1]: 临床分期, Ⅲ期中的T4; 任何NM0及
Ⅳ期. 经济状况, 年龄大, 体质差. 心脏、肺等脏

器功能不全者. 思想陈旧落后. 食管癌常规放射

治疗的长期生存率为4.3%-16.4%. 非常规分割

方法将食管癌放射治疗的5年生存率提高了15%
以上, 同期放化疗结合治疗食管癌也显示出其

优势. 治疗方案的个体化可进一步增加疗效, 降
低并发症, 提高生活质量. 生物学方法可能为非

手术治疗食管癌个体化治疗方案的选择提供思

路[15]. 合理而有效的综合治疗, 已取得较单一方

法更为满意的疗效, 提高了患者的长期生存率. 
新的化疗药物的应用、对新辅助化疗的认识、

和对辅助性化疗的再认识是食管癌内科治疗领

域近年来发展的亮点. (2)食管炎是另外一个常

见病, 包括感染、反流、化学物刺激、物理性

损伤及继发于食管憩室、肿瘤或贲门失弛缓症

等, 表现吞咽不适、疼痛、反流、发热等症状. 
霉菌性食管炎多继发于肿瘤、应用免疫抑制剂

(包括器官移植术后)等, 另一个值得引起注意的

病因是HIV, 本组1例, 男性, 35岁, 因持续发热住

院, 胃镜和病理检查诊断霉菌性食管炎, 进一步

查找病因确诊HIV. 故此对于高危人群应提起注

意. 反流性食管炎近年来颇受重视, 治疗食管反

流可改善患者的生活质量, 减少食管良性狭窄

甚至是食管下段癌变的发生. (3)食管静曲张临

床上较为多见, 大多数患者有肝硬化病史, 因呕

血就诊行胃镜检查确诊. (4)食管良性狭窄表现

进食梗阻、呕吐. 食管黏膜撕裂症出现呕吐、

呕血. 临床上两种疾病较为常见. (5)食管异物多

在耳鼻喉科就诊, 但有部分病例行胃镜检查及

治疗. (6)食管憩室、食管息肉、食管贲门失弛

缓症本组病例较少, 食管息肉有恶变可能, 应定

期随访.  
电子胃镜在食管病诊疗中的价值: 胃镜与

组织学检查在食管病的诊断中有其他检查不可

代替的位置. 通过内镜直视下观察食管黏膜表

现特点同时进行病理取材, 是诊断食管癌的一

种有效方法. 食管黏膜色素染色可清楚显示病

变范围, 增强病变黏膜与正常黏膜的对比度, 对
提高早期食管癌的诊断率; 从而做到早诊断、

早治疗有重要意义[11-12]. 近年来, 超声内镜对于

食管疾病的诊断, 在临床上应用非常广泛. 超声

内镜对于食管黏膜下病变的鉴别诊断和食管癌

的深度、分期有重要的价值, 对于其他食管疾

病的诊断也具有重要意义[4]. 食管病的胃镜治疗: 
Ⅰ: 食管静脉曲张硬化剂治疗; 组织粘合剂注射

治疗; 金属夹内镜治疗; 套扎术. Ⅱ: 食管狭窄治

疗, 包括沙氏扩张器; 球囊扩张; 内镜下高频电

刀或微波切开法. Ⅲ: 内镜下食管小息肉钳除与

异物取出. Ⅳ: 对病灶直径<2 cm或小于食管半

周的范围, 浸润深度未大黏膜下层的食管癌可

行内镜下黏膜切除术; 进展期食管癌不愿行手

术、放疗、化疗可行内镜下激光、微波治疗, 
或放支架治疗[11-13]. 

影像学技术在食管癌中的应用价值: CT与
MRI都可用于食管癌可切除性的判断. 有研究结

果表明, 从敏感性、特异性和准确率方面将CT
和MRI对食管癌术前TNM分期(以术后大体病

理结果作为金标准)比较没有差异[7-10]. CT的优

势在于成像技术简单、参数较少、易于被临床

医生所掌握; 价格较为低廉. 增强CT扫描还能显

示肿块与心脏大血管的关系, 弥补传统X线检查

的不足, 绝大多数病例具备X线和CT结果就可

以得出比较明确的诊断. 但对某些特殊病例常

规CT扫描有局限性, 进行MRI检查就成为必须. 
MRI具有多方位(轴位、矢状位、冠状位甚至斜

位)、显示肿瘤构成成分以及肿瘤与血管的关系

和肿瘤内血管的优势, 缺点是成像参数多、易

受外界(呼吸、心跳)因素干扰、价格昂贵. 同时

有文献报道也证实CT和MRI存在较高的假阴和

假阳性率[7-9], 值得注意. 术前影像学检查判断中

晚期食管癌不可切除的标准为主动脉、气管支

气管或左心房受侵, 肝、肺或其他远处转移[7]. 此
外PET和PET/CT从代谢功能方面判断病变的良

恶性, PET和PET/CT的应用为食管癌的诊断、

分期和疗效评价提供了新的方法, 为影像学开

辟了新的研究领域, 展示了广阔的应用前景[6]. 

■创新盘点
本研究通过分析
汕头地区居民食
管病发病情况, 重
点在于分析食管
癌的发病和病因, 
探讨内镜和影像
学技术在食管癌
诊断与治疗中的
应用价值. 从而提
高高发区居民对
食管癌的认识, 提
倡重在预防、早
期诊断、早期治
疗的观点.
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本地区居民中食管癌病例仍然是所有食管

病中最重要最应该值得重视的一部分, 应提高

本地区居民对食管癌的认识, 做好预防措施. 合
理内镜及影像学检查, 有利于提高食管病的诊

疗水平, 改善患者的预后. 
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Abstract
AIM: To compare the H pylori eradication rates 
of two 7-day moxifloxacin-based therapies.

METHODS: In this parallel control study, 52  
H pylori-positive patients were divided into EMT 
(esomeprazole 20 mg bid, moxifloxacin 0.4 g qd, 
tinidazole 0.5 g bid) group and RMA (ranitidine 
bismuth citrate capsules 0.4 g bid, moxifloxacin 
0.4 g qd, amoxicillin 1.0 g bid) group. The pa-
tients in both groups were treated for 7 days.  
H pylori status was assessed 4 weeks after the 
end of treatment by 13C urea breath test.

RESULTS: The treatment was completed in all 
the 52 patients. The rates of H pylori eradication 
in group EMT and RMA were 83.3% and 79.4%, 
respectively, and there was no difference be-
tween them (χ2 = 0.117, P = 0.521).

CONCLUSION: Seven-day moxifloxacin-based 
triple therapy is a feasible H pylori eradication 
regimen.

Key Words: Helicobacter pylori ; Moxifloxacin; Sev-
en-day triple therapy

Zhou J,  Zhang M, Sun LD. Comparison between  
H pylori eradication rates of two moxifloxacin-based triple 
therapies. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(25): 
2887-2890

摘要
目的: 比较两种以莫西沙星为基础的7 d三联
疗法对H pylori感染的根除率. 

方法: 采用平行对照实验设计, 52例H pylori  
(+)患者分为2组 ,  E M T组 :  埃索美拉唑20 
m g b i d、莫西沙星0.4 g q d、替硝唑0.5 g 
bid; RMA组: 枸橼酸铋雷尼替丁0.4 g bid、
莫西沙星0.4 g qd、阿莫西林1.0 g b id, 治
疗7 d, 治疗结束4 w k后通过13C-U B T检查 
H pylori是否根除. 

结果: EMT组H pylori根除率为83.3%, RMA组
根除率为79.4%. 两组之间的H pylori根除率没
有显著性差异(χ2 = 0.117, P  = 0.521).

结论: 以莫西沙星为基础的7 d三联疗法是可
供选择的H pylori根除方案.

关键词: 幽门螺杆菌; 莫西沙星; 7 d三联疗法

周俊, 张玫, 孙立东. 两种莫西沙星三联疗法对幽门螺杆菌的根

除率的比较.  世界华人消化杂志  2008; 16(25): 2887-2890
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylor i )在慢性胃炎、消化性溃

疡、胃GALT淋巴瘤和胃癌的发病中有重要的

作用. 根据Maastricht-Ⅲ及我国的H pylori共识意

见, 根除H pylori感染是治疗上述疾病的重要目

的. 此外, 还有一些疾病支持根除H pylori治疗. 
标准一线三联7 d疗法根除H pylori方案多样, 都
需要两种抗生素(克拉霉素、阿莫西林、甲硝唑

等), H pylori根除率为70%-85%. 由于H pylori逐
渐产生的对克拉霉素和甲硝唑等的耐药性、患

www.wjgnet.com
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■背景资料
H pylori 感染与慢
性胃炎、消化性
溃 疡、胃 G A LT
淋巴瘤、胃癌等
有关 ,  应该根除 ; 
H pylori 根除率逐
渐降低, 在寻找新
的抗生素和方案
时, 发现以莫西沙
星可用于H pylori
的根除治疗.

■同行评议者
白文元, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科; 陈
卫昌, 教授, 苏州
大学附属第一医
院消化内科



者的依从性等原因, H pylori根除率逐渐降低. 因
此有学者致力于寻找新的抗H pylori药物和治

疗方案, 在寻找新的抗生素时, 有学者发现莫西

沙星(moxifloxacin)有抗H pylori的作用. 莫西沙

星单用和二联疗法对H pylori的根除率分别为

22.5%和33.3%; 而以莫西沙星为基础的三联疗

法对H pylori有较高的根除率[1]; 国外有研究以

其为基础的一线治疗方案和二线治疗方案. 国
内目前还没有关于用莫西沙星治疗H pylori的报

道. 本文比较两种以莫西沙星为基础的三联疗

法作为一线治疗方案对H pylori的根除率. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-01/2008-01我院门诊患者中, 以上

腹痛、反酸、烧心等主要症状就诊者52例, 胃
镜下快速尿素酶检测及病理标本Giemasa染色

法(+)或空腹6 h以上13C-呼气实验(13C-UBT)实验 
H pylori (+)的患者作为入选对象. 所有患者均符

合Maastricht-Ⅲ及我国共识意见中的H pylori根
除指征. 所有患者均为第1次根除H pylori治疗, 
治疗前4 wk内未使用PPI、H2RA、铋剂、抗菌

药; 无相关药物过敏史; 无严重心、肝、肾功能

障碍及其他消化系疾病; 并且不是哺乳期妇女及

孕妇. 埃索美拉唑由无锡阿斯利康公司生产; 莫
西沙星片由拜耳医药保健股份公司生产; 阿莫西

林由联邦制药厂有限公司生产; 枸橼酸铋雷尼替

丁由丽珠集团丽珠制药厂生产: 替硝唑由丽珠集

团丽珠制药厂生产.
1.2 方法 采用平行对照实验设, 患者分成2组, 接
受7 d的口服给药治疗. (1)EMT组: 埃索美拉唑

20 mg bid、莫西沙星0.4 g qd、替硝唑0.5 g bid; 
(2)RMA组: 枸橼酸铋雷尼替丁0.4 g bid、莫西沙

星0.4 g qd、阿莫西林1.0 g bid.
所有患者停药4 wk后复查13C-UBT, 其DOB

值(delta over baseline)小于2.5%为阴性, 判断为

根除治疗成功; 阳性为根除治疗失败. 记录患者

的药物不良反应, 尤其是消化系和神经系统副

作用. 
统计学处理 采用SPSS13.0进行统计分析. 

两组间的比较采用χ2检验、t检验、Fisher's精确

检验. P <0.05为差异有显著性意义.

2  结果

EMT组和RMA组在性别、年龄疾病构成方面

的无统计学意义的差异(P >0.05), 具有可比性

(表1). EMT组的H pylori根除率为83.3%(15/18), 
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而RMA的H pylori根除率为79.4%(27/34)(表2). 
两组之间的H pylori根除率没有显著性差异(χ2 
= 0.117, P  = 0.521). EMT组有2例患者出现为恶

心、腹泻等不良反应. RMA组出现不良反应者

有4例, 表现为食欲减退、腹泻等.

3  讨论

抗生素阿莫西林、甲硝唑、克拉霉素、红霉

素等药有杀菌抑菌作用, 联合质子泵抑制剂、

H2受体阻断剂、枸橼酸铋雷尼替丁等药组成

的各种三联疗法可使H pylori的根除率提高到

70%-85%. 但是由于H pylori的耐药性等原因, 其
根除率逐渐降低. 

莫西沙星为第4代氟喹诺酮类药物, 对G-菌

和厌氧菌有抗菌活性, T1/2为9-16 h, 可每天1次
给药, 老年人和轻中度肾功能损害患者不需要

调整剂量. 应用于临床的时间较短. 既往主要用

于社区获得性肺炎、急性细菌性鼻窦炎、泌

尿生殖系感染、继发性腹膜炎、于肺结核的

早期及延长早期间治疗、强直性脊椎炎、皮

肤和皮肤组织感染等[2]. 研究发现莫西沙星对 
H pylori有杀灭作用, Sánchez et al [3]的研究发现

莫西沙星对H pylori的MIC50为0.12 mg/L, MIC90

为2 mg/L; Cattoir et al [4]的研究中, MIC50为0.5 
mg/L, MIC90为16 mg/L. 国外有以莫西沙星为基

础的三联疗法作为H pylori的一线治疗方案或者二

线治疗方案的报道[5], 尤其以韩国学者报道居多.  
Nista et al [5]报道以莫西沙星为基础的一线

治疗方案, EMA方案对H pylori的根除率为89%, 
EMT方案的根除率为92%, 高于对照组. Bago 
et al [6]报道: 277例H pylori (+)非溃疡性消化不良

患者随机分成如下4组治疗7 d: MML组、MAL 
组、CML和CAL组. 265患者完成实验. 各组 
H pylori的清除率分别是: MML组96.7%; MAL
组90.5%; CML组75.8%; CAL组80.2%. 他们的

研究提示莫西沙星三联疗法比克拉霉素三联疗

法明显有效, 可用于H pylori感染的杀菌治疗. 
Cheon et al [7]对于一线治疗方案根除H pylori失
败的患者, 以EMA方案作为二线治疗方案, 对 
H pylori的根除率为83.3%. 

上述研究提示以莫西沙星为基础的三联

疗法对H pylor i的根除率较高, 但是有土耳其

的学者报告以莫西沙星为基础的三联疗法对

H pylori的根除率较低. Sezgin et al的研究中, 
患者服药14 d, 泮托拉唑40 mg b id、莫西沙

星0.4 g qd、阿莫西林1 g bid, H pylori的清除

www.wjgnet.com

■研发前沿
莫西沙星单用和二
联疗法对H pylori
的 根 除 率 较 低 , 
以莫西沙星为基
础的三联疗法对 
H pylori 有较高的
根除率; 国外有研
究以其为基础的
不同的三联方案, 
但H pylori 的根除
率不一.
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率仅为47.6%. 有研究报告韩国不同的机构中 
H pylori耐药性不同[8], 推测不同的国家H pylori
耐药性亦可不相同 ;  也有可能为不同地区H 
pylori菌株毒力明显不同[9-10]; 亦有可能为泮托拉

唑与埃索美拉唑的差异所导致. 
我们的研究中, 以莫西沙星为基础的三联

疗法对H pylori根除率为EMT组为83.3%, RMA
组为79.4, 两组之间的根除率没有显著性差异. 
与文献报道的H pylori根除率相似[6-7]. 与其他实

验不同的是PPI、RBC的组成有所不同. 
以色列学者对7373进行13C-UBT的患者(女

4531, 男2842)进行研究, 发现10-80年龄组中

女性DOB值(24.7±17.4)明显高于男性DOB值

(17.6±11.8)(P <0.001), 年龄调整的性别差异是

7.1(95% CI: 6.4-7.9)[11]. 一些研究认为高DOB值
意味着较低的H pylori根除率, 但Zullo et al [12]

将基线D O B值分类为低值组(<16)、中值组

(16-35)、高值组(>35), 多因素分析显示DOB值
不影响H pylori根除. 我们的实验病例数少, DOB
值、年龄对H pylori根除率的影响还不能得出明

确的结论. 
莫西沙星的副作用主要表现在消化系统

和神经系统方面, 口服给药容易引起恶心、呕

吐, 静滴给药更易导致肝功能异常[13]. 我们的实

验中, 患者口服莫西沙星, 出现的不良反应有恶

心、纳差、腹泻; 没有神经系统和心血管系统

副作用. 两组患者的不良反应程度均不重, 均坚

持服完所有的药物. 由于没有监测肝肾功能, 不
能明确是否有肝肾副作用. 

总之, 以莫西沙星为基础的7 d三联疗法有

较好高的H pylor i根除率, 是可供选择的根除 
H pylori的一线治疗方案; 两组间的根除率无显

著性差异. 
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表  2  EMT组和RMA组的H pylori 根除率比较
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RMA组	            34		  7	     27	          79.4



www.wjgnet.com

2890                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年9月8日      第16卷     第25期

moxifloxacin-based treatment: a randomized 
controlled trial. Wien Klin Wochenschr 2007; 119: 
372-378

7	 Cheon JH, Kim N, Lee DH, Kim JM, Kim JS, Jung 
HC, Song IS. Efficacy of moxifloxacin-based triple 
therapy as second-line treatment for Helicobacter 
pylori infection. Helicobacter 2006; 11: 46-51

8	 Kim N, Kim JM, Kim CH, Park YS, Lee DH, Kim 
JS, Jung HC, Song IS. Institutional difference of 
antibiotic resistance of Helicobacter pylori strains in 
Korea. J Clin Gastroenterol 2006; 40: 683-687

9	 Yamazaki S, Yamakawa A, Okuda T, Ohtani 
M, Suto H, Ito Y, Yamazaki Y, Keida Y, Higashi 
H, Hatakeyama M, Azuma T. Distinct diversity 

of vacA, cagA, and cagE genes of Helicobacter 
pylori associated with peptic ulcer in Japan. J Clin 
Microbiol 2005; 43: 3906-3916 

10	 Salih BA, Ipek FM. Global research on Helicobacter 
pylori. Dig Dis Sci 2007; 52: 147-148

11	 Shmuely H, Yahav J, Samra Z, Chodick G, Ofek 
I. Elevated 13C urea breath test values females 
infected with Helicobacter pylori. Dig Dis Sci 2007; 
52: 402-404

12	 Zullo A, Perna F, Ricci C, Hassan C, Tampieri A, 
De Francesco V, Morini S, Vaira D. 13C-urea breath 
test values and Helicobacter pylori eradication. Dig 
Dis Sci 2008; 53: 370-374

13	 胡明礼. 国内莫西沙星不良反应文献分析. 药学服务
与研究 2007; 7: 281-283

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-09-08)

■同行评价
本研究实用性较
强, 结果可信, 具
有一定的临床参
考价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年9月8日; 16(25): 2891-2894
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃十二指肠壁非肿瘤性病变超声图像特点的比较

陶春梅, 刘东屏, 王学梅, 阙艳红

陶春梅, 王学梅, 阙艳红, 中国医科大学附属第一医院超声
诊断科 辽宁省沈阳市 110001
刘东屏, 中国医科大学附属第一医院消化内科 辽宁省沈阳
市 110001
通�����讯����作者��: 陶春梅, 110001, 辽宁省沈阳市和平区南京北街155
号, 中国医科大学第一附属医院超声中心. 
dpl19632003@yahoo.com.cn
电话: 024-81532777/83282097
收稿日期���������������  ���������������� : ������������� ���������������� 2008-03-20   ���������������� 修回�������������� 日期������������ : ����������2008-07-29
接受�����������������  ������������������ 日期���������������  ������������������ : ������������� ������������������ 2008-08-04   在线出版日期������������ : ����������2008-09-08

Comparative analysis on 
sonograms of non-tumorous 
lesions in gastric and duodenal 
wall   

Chun-Mei Tao, Dong-Ping Liu, Xue-Mei Wang, 
Yan-Hong Que

Chun-Mei Tao, Xue-Mei Wang, Yan-Hong Que, Depart-
ment of Ultrasound, the First Affiliated Hospital of China 
Medical University, Shenyang 110001, Liaoning Province, 
China
Dong-Ping Liu, Department of Gastroenterology, the First 
Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 
110001, Liaoning Province, China
Correspondence to: Chun-Mei Tao, Department of Ul-
trasound, the First Affiliated Hospital of China Medical 
University, 155 Nanjing North Street, Heping District, 
Shenyang 110001, Liaoning Province, 
China. dpl19632003@yahoo.com.cn
Received: 2008-03-20    Revised: 2008-07-29 
Accepted: 2008-08-04    Published online: 2008-09-08

Abstract
AIM: To assess the value of gastric ultrasound in 
the diagnosis of common non-tumorous lesions 
in gastric and duodenal wall.

METHODS: A total of 247 patients with gastric 
or duodenal diseases underwent both gastric 
ultrasound and gastroscopic examinations. The 
sonograms were compared with the results of 
gastroscopic or pathological examination.

RESULTS: Of the 247 cases, the coincidence 
rates of gastric sonography and gastroscopy 
were 75% for acute gastritis, 81.14% for chronic 
gastritis, 90.47% for gastric ulcer, and 82.05% for 
duodenal ulcer. The sonograms of these gastric 
diseases had marked differences.

CONCLUSION: The sonograms of non-tumor-
ous lesions have their own characteristics and 
are valuable in the diagnosis of lesions in gastric 
and duodenal wall.

Key Words: Stomach; Duodenum; Non-tumorous 
lesion; Gastric sonography

Tao CM, Liu DP, Wang XM, Que YH. Comparative 
analysis on sonograms of non-tumorous lesions in gastric 
and duodenal wall. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(25): 2891-2894

摘要
目的: 探讨胃超声在常见胃、十二指肠壁非
肿瘤性病变中的诊断价值.  

方法: 247例胃、十二指肠疾病患者同时进行
胃超声和胃镜检查, 以胃镜结果和/或病理为
标准, 与胃超声检查结果对比分析. 

结果: 247例胃超声检查结果与胃镜结果同步
对比符合率分别为: 急性胃炎75.00%, 慢性胃
炎81.14%, 胃溃疡90.47%, 十二指肠球部溃疡
82.05%. 各种疾病胃壁超声图像改变有明显
差异.

结论: 胃、十二指肠壁非肿瘤性病变超声检
查声像图有各自特点, 差异较大, 在胃壁病变
的判定中有一定的诊断价值.

关键词: 胃; 十二指肠; 非肿瘤性病变; 胃超声检查

陶春梅, 刘东屏, 王学梅, 阙艳红. 胃十二指肠壁非肿瘤性病

变超声图像特点的比较. 世界华人消化杂志  2008; 16(25): 

2891-2894
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0  引言

胃、十二指肠疾病诊断的主要手段是胃镜和胃

钡餐透视检查, 但是, 临床对于高龄, 近期消化

道出血, 幽门梗阻, 有心肺功能不全等患者, 不
适于上述检查; 有些胃部轻度不适患者或对胃

镜检查有恐惧心里的患者不愿接受上述检查. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃、十二指肠疾
病诊断的主要手
段是胃镜和胃钡
餐 透 视 检 查 ,  但
是 ,  临 床 对 于 高
龄, 近期消化道出
血, 幽门梗阻, 有
心肺功能不全等
患者, 不适于上述
检查; 近年来经腹
对胃的超声检查
作为一种简便易
行的检查手段, 已
经被临床医生所
认识.
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近年来经腹对胃的超声检查作为一种简便易行

的检查手段, 已经被临床医生所认识[1-3]. 临床常

见的胃、十二指肠非肿瘤性疾病有急、慢胃炎, 
胃溃疡, 十二指肠溃疡. 现对247例胃、十二指

肠非肿瘤性疾病的患者, 经腹胃超声检查、同

时进行胃镜, 对其检查结果进行对比分析, 探讨

胃超声检查在胃、十二指肠壁非肿瘤性病变的

诊断中的应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-01/2006-05, 于我院门诊和住院的

247例患者, 均同时进行胃超声检查和胃镜检查, 
排除胃、十二指肠肿瘤性病变、肝胆胰病变. 其
中男151例, 女96例, 年龄16-90(平均年龄48.5)岁. 
所有患者均有胃部不适、隐痛等症状, 经胃镜检

查和/或活检病理证实急性胃炎12例, 慢性胃炎

175例, 胃溃疡21例, 十二指肠球部溃疡39例. 
1.2 方法 凸阵探头: 3.5-5.0 MHz, 高频探头: 8-10 
MHz, 患者检查前禁食水8-12 h, 先空腹检查, 观
察胃腔内有无潴留, 询问病史, 排除胃、十二指

肠穿孔, 大致按胃解剖位置顺序扫查, 再饮水检

查. 饮水600 mL左右, 使胃腔适度充盈. 根据需

要取仰卧位、左右侧卧位或半卧位, 顺序观察

腹段食道至贲门、胃底、胃体、胃角、胃窦、

幽门、十二指肠各部; 变换探头方向分别取得

胃各部位纵切面、横切面的图像. 观察内容为

胃壁厚度、结构、连续性, 有无凹陷、隆起等

形态学改变, 胃腔有无狭窄, 胃壁的蠕动情况.

2  结果

胃超声检查结果与胃镜和/或病理活检结果有一

定的差异(表1). 247例胃超声检查结果与胃镜结

果同步对比符合率分别为: 急性胃炎75.00%, 慢
性胃炎81.14%, 胃溃疡90.47%, 十二指肠球部溃

疡82.05%. 几种常见胃、十二指肠壁病变超声检

查声像图有各自特点, 差异较大, 可作出初步诊

断(图1). 各种疾病超声所见及与胃镜比较见表2.图1). 各种疾病超声所见及与胃镜比较见表2.). 各种疾病超声所见及与胃镜比较见表2.见表2.表2. 

3  讨论

根据胃、十二指肠壁声像图的不同, 可以初步

判定胃、十二指肠病变的部位、性质, 能够发

现胃镜下无法观察到的胃壁整体变化 ,  如厚

度、病变浸及的深度, 还可以了解胃周围淋巴

结和毗邻器官有无转移, 弥补胃镜和X线钡餐检

查的不足[4-7]. 以上各种胃、十二指肠壁病变超

声检查声像图有各自特点, 差异较大, 可以作出

较明确的临床诊断, 或给临床提供有用的信息. 
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急性胃炎超声检查可见病变部位胃壁全层增厚, 
黏膜层及下层呈隆起状, 黏膜明显不光滑, 胃壁

结构可分辨, 回声减低, 可伴有不同程度的幽门

梗阻, CDFI血流信号可明显增多. 慢性胃炎超

声检查可见病变部位胃黏膜不光滑、略增厚、

呈小毛刺状或称小锯齿状, 表面附着物增多, 回
声可稍低. 慢性萎缩性胃炎胃体部好发, 可见胃

黏膜变薄、欠光滑、胃壁略薄. 而慢性疣状胃

炎可见乳头状突起, 胃壁增厚, 黏膜、黏膜下层

及肌层为主, 回声可稍低, 黏膜较急性胃炎光滑. 
胃溃疡超声检查可见病变部位局部黏膜呈固定

高回声, 增厚或凹陷, 可清晰显示病变浸及深度, 
急性期可见病变周围胃壁增厚、隆起, 回声减

低. 陈旧性溃疡病变周围胃壁无明显的增厚, 一
般回声正常. 如病变下方和周围胃壁结构不清

晰或消失不均匀, 应考虑溃疡有恶变倾向. 十二

指肠球部溃疡在其充盈时显示清晰, 可见局部

的黏膜呈固定高回声, 多隆起, 相对应的球壁及

周边略厚, 回声稍低, 病变处蠕动受限. 十二指

肠球部以下结构, 受充盈度的影响, 超声检查显

示不清. 
胃的超声检查也有一定的局限性, 特别是

早期胃癌检出率很低, 本组病例中有9例胃溃疡

病例经活检病理证实为早期胃癌或癌前病变, 
超声检查无特异性表现, 无法诊断. 本组十二指

肠球部溃疡病例中有3例降部伴有溃疡, 超声无

法检出. 胃超声检查过程中应注意: 胃腔内的充

盈济随胃的蠕动和消化而排出, 因此检查应该

选择在饮水后短时间内进行; 如果首次检查不

满意, 或有时胃, 特别是十二指肠黏膜高回声不

能确定时, 可再次饮用充盈剂; 检查过程中应不

断变换体位, 同时可以反复适量的加压, 促进胃

的蠕动, 观察病变部位的情况. 
胃镜对胃黏膜病变的诊断仍然是最主要的

检查手段, 即可直接观察病变部位的变化, 同时

可以取得病变组织, 进行病理诊断. 胃镜无法观

察胃壁全层变化, 以及病变浸及的深度. 如果胃

www.wjgnet.com

■研发前沿
超声对胃病诊断
的报道多局限在
胃癌方面, 对非肿
瘤性胃壁增厚的
研究较少.

表  1  胃镜和/或活检病理诊断结果与胃超声结果比较 n(%)

     
诊断                胃镜和或病理    超声提示           符合率

急性胃炎	              12	     9               9/12(75.00)

慢性胃炎	            175	  142        142/175(81.14)

胃溃疡                   21	    19            19/21(90.47) 

十二指肠溃疡        39	    33            33/39(82.05)

总符合率             247	  203        203/247(82.18)
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超声检查和胃镜检查两者能够结合应用, 对胃

壁病变的检出率会大大提高. 
本研究中采用不含气饮用水进行胃超声检

查, 替代了以往口服胃显影剂的方法[3], 使胃超

声检查更简便, 经济易行, 其诊断的总符合率

82.18%, 值得临床医生重视. 胃超声检查对于临

床胃镜检查受限, 或不愿接受胃镜检查的患者, 
能够给临床医生提供有价值的疾病信息. 随着

A B

C D

E F

图  1  急慢性胃炎
和胃溃疡十二指肠
溃 疡 的 超 声 图 像 . 
A: 慢性胃炎黏膜呈

小毛刺状; B: 慢性

疣状胃炎黏膜呈乳

头状突起; C: 急性

胃炎胃壁增厚, 黏

膜下为主, 回声减

低, 黏膜明显不光

滑; D: 急性胃炎病

变胃壁血流信号增

多; E: 胃窦小弯侧

溃疡, 黏膜凹陷, 其

下 胃 壁 结 构 清 晰 : 

F: 十二指肠球部溃

疡 黏 膜 呈 高 回 声 , 

无凹陷. 

表  2  常见非肿瘤性胃、十二指肠壁病变超声检查图像特点与胃镜比较

     
病变处壁变化  	   急性胃炎                           慢性胃炎                               胃溃疡                                十二指肠溃疡

黏膜层		  增厚、突起	 不光滑呈小毛刺状	             中断, 呈固定		      局部增厚, 呈固

		  明显不光滑	 或锯齿状		              高回声, 增厚		      定高回声

				    表面隆起或变薄

各层结构界限	 清晰或模糊	 清晰或较清晰	             病变后方清晰	      模糊或不清晰

胃壁厚度		  增厚		  不明显略厚或变薄	             病变周围可增厚	      病变处及两侧可增厚

正常结构		  清晰或可辨认	 清晰或较清晰	             病变后方结构清	      病变浸及深度结构

						                  晰或较清晰		       消失, 后方显示不清

病变好发部位	 胃体至胃窦	 胃体窦		              小弯侧, 胃窦部    	      球部前后壁

病变处回声	 稍低		  变化不大或稍低	             病变及周围稍低	      周围稍低 

血流信号		  增多		  变化不大		              周边可增多		       不明显

病变相邻壁	 略厚		  正常		              周围可呈隆起状	      略厚 

胃镜所见		  充血、发红	 呈网状或苍白少血管            周围可充血		       周围可充血 

		  明显不光滑	 凹凸不平或不光滑	             凹陷、周边可隆起	      凹陷、周边可隆起

■应用要点
本文总结了非肿
瘤性胃壁疾病超
声检查, 胃壁图像
的不同特点, 提出
超声在上述疾病
诊断中, 有意义的
临床检查信息, 对
上述疾病的诊断
有一定的临床诊
断价值. 



www.wjgnet.com

2894                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年9月8日      第16卷     第25期

超声技术的不断提高和操作者的丰富经验, 其
临床实用价值也得到临床医生的认同. 
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-09-08)

■同行评价
本文较详细的阐
述了非肿瘤性胃
病的超声图像特
点, 值得临床医生
借鉴.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of inducible 
nitric oxide synthase (iNOS) and hypoxia-inducible 
factor-1α (HIF-1α) as well as their correlation in 
gastric cancer, and to explore their roles in the 
genesis, invasion and metastasis of gastric cancer.

METHODS: Immunohistochemical technique 
was used to detect the expression of iNOS and 
HIF-1α in 54 cases of gastric cancer and 15 cases 
of normal gastric tissues. The relationships be-
tween the expression of iNOS, HIF-1α and tu-
mor angiogenesis, clinical pathologic features of 
patients were analyzed.

RESULTS: The expression levels of iNOS and 

HIF-1α in gastric cancer were significantly 
higher than those in the normal gastric tissues 
(66.67% vs 6.67%, P < 0.05; 74.07% vs 0%, P < 0.01); 
iNOS and HIF-1α expression in gastric cancer 
were significantly associated with TNM staging, 
invasive depth and lymph node metastasis (P < 
0.05 or 0.01). There was a positive correlation be-
tween iNOS and HIF-1α expression (r = 0. 596, P 
< 0.05).

CONCLUSION: Inducible NOS and HIF-1α play 
very important roles in the genesis and develop-
ment of gastric cancer, and they may serve as 
markers in the diagnosis of gastric cancer and 
estimation of prognosis.

Key Words: Inducible nitric oxide synthase; Hypox-
ia-inducible factor-1α; Gastric cancer; Immunohis-
tochemistry

Wei F, Sun W, Chai W, Guo L. Relationship between 
hypoxia-inducible factor-1α and inducible nitric oxide 
synthase expression in gastric cancer and its clinical 
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(25): 
2895-2899

摘要
目的: 研究诱导型一氧化氮合酶(iNOS)与缺氧
诱导因子-1α(HIF-1α)在胃癌中表达的相互关
系, 探讨他们在胃癌的发生发展、浸润和转移
中的作用. 

方法: 2001-01/2002-03手术切除, 病理证实为
腺癌的胃癌标本54例, 患者术前均未行化疗
或放疗, 另取正常胃组织15例作对照. 应用免
疫组化SP法检测胃癌及正常胃组织中iNOS和
HIF-1α的表达, 光镜下观察iNOS及HIF-1α蛋
白表达, 分析iNOS与HIF-1α的表达关系及临
床意义. 

结果: 胃癌中iNOS和HIF-1α的表达明显高于
正常胃组织(66.67% vs  6.67% P <0.05; 74.07% 
vs  0% P <0.01), 其表达与胃癌TNM分期、肿
瘤浸润深度和淋巴结转移显著相关(P <0.05或
0.01). 胃癌组织中iNOS与HIF-1α的表达呈正
相关(r  = 0.596, P <0.05).
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■背景资料
iNOS可在大多数
肿瘤组织中高表
达, 通过产生NO
而增加血管的通
透 性 ,  加 速 肿 瘤
血管的形成, 促进
肿瘤的生长和转
移, 此外, 过多的
iNOS也能抑制肿
瘤细胞凋亡. 转录
因子HIF-1通过与
靶基因上的缺氧
反应元件 (HRE)
结合, 可诱导下游
靶基因(VEGF)的
转录, 从而产生一
系列代偿反应, 此
外, 他还可以上调
多种基因的表达, 
如 iNOS, 最终影
响肿瘤细胞的生
长, VEGF和iNOS
都是促进血管生
成的重要因子, 而
HIF-1α是缺氧状
态下血管生成的
核心调控因子.

■同行评议者
葛海燕, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院普通外
科; 关玉盘, 教授, 
首都医科大学附
属北京朝阳医院
消化科



结论: iNOS和HIF-1α在胃癌的发生发展中起
重要作用, 联合检测可作为判断胃癌恶性程度
和预后的指标.

关键词: 缺氧诱导因子-1α; 诱导型一氧化氮合酶; 

胃癌; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是消化系发病率很高的恶性肿瘤之一, 且
发病率和死亡率呈上升趋势, 肿瘤细胞生长的

无限性和浸润转移是肿瘤的最重要的特征, 是
胃癌治疗失败导致死亡的主要原因, 而肿瘤细

胞生长及浸润转移受多种因子的调控[1]. 因此寻

找一条正确的途径预测胃癌的发生发展并控制

浸润与转移, 已经成为迫切需要解决的问题. 缺
氧是实体肿瘤生长微环境的一个共同特征[2], 缺
氧可触发机体产生一系列应急性保护反应, 使
得肿瘤细胞适应缺氧微环境. 研究表明诱导型

一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, iNOS)为一

种诱生型酶其活性与许多肿瘤的血管生成密切

相关. 有研究表明低氧上调iNOS表达, NO在内

皮细胞中诱导有丝分裂, 在癌细胞中诱导血管

内皮生长因子的表达和肿瘤中新生血管的形成, 
以及肿瘤生长、转移[3]. 研究表明缺氧诱导因

-1α(hypoxia-induciblefactor-1α, HIF-1α)是介导

细胞对缺氧微环境进行适应性反应的关键性转

录调控因子, 可促进肿瘤血管的生成, 在肿瘤生

长、浸润和转移中起重要作用. 基础和临床研

究均表明肿瘤生长依赖于血管形成, 肿瘤血管

形成是肿瘤生长和转移的基础. 本研究采用免

疫组织化学法, 检测iNOS、HIF-1α在胃癌中的

表达, 探讨他们与胃癌肿瘤生物学行为的关系

及二者之间的相关性, 为临床上进一步了解胃

癌的生物学行为、判断预后提供帮助.

1  材料和方法

1.1 材料 2001-01/2002-03手术切除, 病理证实为

腺癌, 临床病理及随访资料齐全的胃癌蜡块标本

54例, 术前均未行化疗或放疗. 其中男37例, 女17
例; 年龄38-78岁; 肿瘤的原发灶大小、深度(T)、
淋巴结转移(N)由病理确定, 远处转移(M)由病

理学和临床确定. 其中肿瘤直径<5 cm 37例, ≥
5 cm 17例; 肿瘤浸润深度在浆膜下者15例, 浸透
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浆膜者39例; 组织学分型: 高分化19例, 中分化

17例, 低分化18例; 局部淋巴结无转移29例, 有转

移25例; 远隔无转移42例, 有转移12例. 根椐1997
年国际抗癌联盟(IUCC)制定的TNM分期标准进

行临床分期, Ⅰ期12例, Ⅱ期14例, Ⅲ期16例, Ⅳ
12例. 另取正常胃组织15例作对照, 男10例, 女5
例, 年龄44-77岁, 标本取自胃溃疡或十二指肠溃

疡手术标本中正常的胃组织, 并经病理观察证实

且排除重度不典型增生. 浓缩型兔抗人iNOS抗
体、兔抗人HIF-1α mAb购于北京中山生物制品

有限公司; S-P试剂盒及DAB显色试剂盒购自福

州市迈新生物技术开发公司. 免疫组织化学染

色所需的常规试剂:枸橼酸盐缓冲液(0.01 mol/L 
p H6.0)、磷酸氢二钠、氯化钠、二甲苯、乙

醇、过氧化氢、苏木素等, 普通实验室冰箱、切

片机、烤片机、高压锅、温育箱、湿盒恒温振

荡器、Olympus BX41显微镜、显微数码照相机

Olympus BX40 F4等, 均由中国医科大学附属盛

京医院病理科提供.
1.2 方法 常规HE染色, 确定标本的组织分化程

度. 采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶连接

(SP)免疫组织化学方法检测iNOS和HIF-1α在

胃癌及正常胃组织中的表达. 具体操作步骤按

常规进行, 其一抗工作稀释度分别为1∶75和 
1∶50. 用已知阳性的乳腺癌切片作为阳性对照, 
PBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 

光镜下以肿瘤细胞胞质内有棕黄色细颗粒

为iNOS及HIF-1α蛋白表达阳性. 先于低倍镜下

观察, 排除肿瘤坏死出血区及边缘反应区, 高倍

镜下(400倍)对每张切片随机选择5个视野, 每个

视野计数200个细胞, 共计1000个. iNOS阳性细

胞数<10%为阴性(-), 阳性细胞数≥10%为阳性

(+). HIF-1α阳性细胞数<5%为阴性(-), 阳性细胞

数≥5%为阳性(+).
统计学处理 采用SPSS13.0软件包进行统计

分析. HIF-1α、iNOS各指标间的相关性研究采

用相关分析. 各检验方法皆以P <0.05为差异显著

标准.

2  结果

2.1 iNOS免疫组化染色结果 iNOS主要表达于

胃癌细胞胞质中, 呈颗粒状分布. 巨噬细胞、中

性粒细胞等炎性细胞中亦有部分表达, 肿瘤坏

死区域和肿瘤浸润边缘表达尤为强烈. iNOS在
正常胃组织中的阳性表达率为6.67%, 显著低

于在胃癌中的表达阳性率为66.67%, P <0.01. 54
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■研发前沿
寻找一条正确的
途径预测胃癌的
发生发展并控制
浸润与转移, 已经
成为迫切需要解
决的问题.
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例胃癌中, iNOS在不同组织学分型组中阳性表

达率无显著性差异(P >0.05), 而在无浆膜浸润

组与有浆膜浸润组中阳性表达率有显著性差异

(P <0.05), 在无淋巴结转移组与有淋巴结转移组

中阳性表达率亦有显著性差异(P <0.05). iNOS与
胃癌的淋巴转移、浸润深度、临床分期显著相

关(P <0.05), 随淋巴转移的产生、浸润深度、临

床分期的提高而明显升高. 与患者的性别、年

龄、肿瘤大小、组织学分型(P >0.05, 表1).
2.2 HIF-1α HIF-1α阳性表达的黄色颗粒或棕黄

色颗粒见于细胞核及胞质中, 正常胃组织中未

见HIF-1α的阳性达. 本组54例胃癌患者中(-)14
例, (+)40例; 总阳性表达率为74.07%(40/54). 
HIF-1α在胃癌中的表达明显高于胃正常组织,
差别有显著统计学意义(P <0.01). HIF-1α在胃

癌TNMⅠ、Ⅱ和Ⅲ、Ⅳ期的阳性表达率分别

为61.5%和85.7%, 两组间比较有统计学差异

(P <0.05); 胃癌浸润深度的不同(浆膜下和浆膜

外), HIF-1α阳性表达率也明显增加(46.7%、

87.6%), 两组间比较显著性差异(P <0.01); 淋巴

结转移组的HIF-1α阳性表达率92%, 显著高于淋

巴结未转移组58.6%(P <0.05).
2.3 iNOS与HIF-1α在胃癌组织中的表达相互关

系 胃癌组织中iNOS与HIF-1α的表达呈正相关(r  
= 0.596, P <0.05). 

3  讨论

20世纪80年代, 一氧化氮(nitric oxide, NO)才被

认识到是人体内的一种具有生物活性的分子. 
人体内的NO有两种来源, 一种为非酶生(non-
enzymstigenese)即来自于体表或摄入的无机

氮的化学降解和转化. 一种为酶生型(enzym-
stigenese)即由NO合酶(nitric oxide synthase, 
NOS)催化合成. 内源性NO是由NOS催化左旋

-精氨酸(L-Arg)与氧分子经多步氧化还原反应

产生的[4]. NOS是催化左旋精氨酸转变为NO的

关键酶. 与eNOS(内皮型)和nNOS(神经型)不同, 
iNOS呈诱导性表达, 当细胞接触TNF-α、LPS等
炎症因子后iNOS以Ca2+非依赖方式被诱导, 从
而促进NO释放. NO对肿瘤的生长具有双重作

用, 其促肿瘤作用主要与引起DNA损伤并抑制

DNA修复酶、促进野生型P53突变、促进VEGF
表达及抑制Caspase酶活性等途径有关[5]. NO为

一种双功能酶, 不仅参与机体多个系统、多种

细胞的多种生理作用, 并且也参与多种疾病发

生发展的病理过程. NO既有细胞保护功能又具

有细胞毒性的双重作用, 其作用方向取决于生

成的NO的量. 
大量研究表明, iNOS可在大多数肿瘤组织

中高表达, 通过产生NO而增加血管的通透性, 加
速肿瘤血管的形成, 促进肿瘤的生长和转移, 此
外, 过多的iNOS也能抑制肿瘤细胞凋亡. 目前已

在多种肿瘤组织中检测到iNOS的表达明显高于

正常组织, 例如在胃癌、前列腺癌、肺腺癌、

结肠癌、喉癌、咽癌及口腔癌表达均是增加的. 
由iNOS催化产生的高浓度的NO则可通过以下

作用参与炎症的发展及肿瘤的形成: (1)产生有

致癌作用的亚硝胺, 诱发DNA碱基脱氨基和基

因突变. (2)过量的NO可引起膜脂质过氧化的细

胞毒性作用. (3)NO在VEGF促血管内皮细胞增

殖和迁移中起重要作用[6]. 由iNOS催化合成的

大量NO及其衍生物可能在致癌多阶段中起重要

作用. 如NO与其代谢产物活性氧类可氧化DNA, 
造成链断裂、交叉联结等多种DNA损伤; 或通

■相关报道
近期的研究指出
转 录 因 子 H I F - 1
通过与靶基因上
的缺氧反应元件
( H R E ) 结 合 ,  可
诱导下游靶基因
(VEGF)的转录 , 
从而产生一系列
代偿反应 ,  此外 , 
他还可以上调多
种基因的表达, 如
iNOS, 最终影响
肿瘤细胞的生长, 
VEGF和iNOS都
是促进血管生成
的 重 要 因 子 ,  而
HIF-1α是缺氧状
态下血管生成的
核心调控因子.

表  1  iNOS和HIF-1α在胃癌中的表达与临床病理因素的
关系 n (%)

     
临床病理因素    	  n                      iNOS                HIF-1α

年龄(岁)

　≤60		  41	 28(68.29)	         31(75.6)

　>60		  13	   8(61.53)	           9(69.2)

性别

    男		  37	 26(64.86)	         28(75.7)

　女		  17	 10(58.82)	         12(70.6)

肿瘤大小(cm)

　≤5		  37	 24(64.86)	         27(73.0)

　>5		  17	 12(70.59)	         13(76.5)

组织学分型

　高分化		  19	 14(73.68)	         12(63.2)

　中分化		  17	 10(58.82)	         13(76.5)

　低分化		  18	 12(66.67)	         13(72.2)

浸润深度

　浆膜下		  15	   5(33.33)	           7(46.7)

　浆膜外		  39	 31(79.49)a	         33(84.6)

淋巴结转移

　无		  29	 15(51.72)	         17(58.6)

　有            	 25	 21(84.00)a	         23(92.0)a

远隔转移

　无            	 42	 32(76.19)	         30(71.4)

　有           	 12	   4(33.33)a	         10(83.3)

TNM分期

　Ⅰ、Ⅱ期      	 26	 12(46.15)	         16(61.5)

　Ⅲ、Ⅳ期       	 28	 24(85.71)b	         24(85.7)

aP<0.05, bP<0.01.
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过氧化应激形成过氧化亚硝酸盐造成DNA损伤, 
从而引起基因突变. 此外, 过多的iNOS也能抑制

肿瘤细胞凋亡[7]. 由于NO在体内的半衰期极短, 
可通过检测iNOS来间接反映NO的生成. 

 iNOS参与肿瘤发生发展的机制仍不十分清

楚, 目前认为可能与下列因素有关: 细胞增殖/凋
亡失衡, 肿瘤新生血管形成, 抑制机体对肿瘤细

胞的免疫作用等. 本实验结果显示: iNOS在胃癌

中亦呈高表达状态, 与正常胃黏膜组织相比, 差
异有显著性(P <0.05), 且其表达与胃癌组织学分

型无关(P >0.05), 而与胃癌浸润深度、淋巴结转

移及临床分期有关(P <0.05). 结果提示, iNOS可
能参与了胃黏膜癌变形成的整个过程, 是胃癌

发生发展转移中的危险因素之一. 
缺氧诱导因子HIF-1是细胞缺氧状态下稳定

表达的中心调节因子, 可在转录水平调控诸多靶

基因的表达, 导致细胞对缺氧应激的耐受[8]. 缺
氧诱导因子-1(hypoxia-inducible factor-1, HIF-1)
是由H I F-1α及H I F-1b亚单位构成的异二聚 
体[9]. 每个亚单位均有氨基酸末端的bHLH-PAS
结构, 他是两个亚单位聚合所必需的结构[10]. 研
究表明, HIF-1α是唯一的氧调节亚单位, 他决定

HIF-1的活性[11]. 在非缺氧细胞核和胞质中, 可
检测到HIF-1β, 不能检测到HIF-1α. 细胞缺氧时, 
HIF-1b从胞质转移到核, 而HIF-1α在核中显著

增加. 暴露于正常氧浓度, HIF-1b重新出现在胞

质中, 而核中高水平的HIF-1α很快降解[12]. 因此, 
HIF-1α对缺氧更具有敏感性. 研究表明HIF-1α
在多数恶性肿瘤组织中都有表达, 已有学者证

实HIF-1α在肝癌、乳腺癌、脑肿瘤等多种肿瘤

组织中表达并调节其生物学行为[13]. 在常氧条件

下, 88%的正常人体组织不表达HIF-1α, 53%的

恶性肿瘤组织表达HIF-1α, 在相应的良性肿瘤

中没有检测到HIF-1α[14], 而且HIF-1α表达水平

与肿瘤患者的预后呈负相关[15]. 当周围环境的氧

浓度下降时, HIF-1α表达增加, 并且其表达增加

表现在多个水平上, 包括转录和蛋白等水平, 但
主要是蛋白水平的表达改变[16]. 肿瘤组织生长迅

速, 必然会处于缺氧状态而诱导HIF-1α表达, 因
此, 癌基因的激活及抑癌基因的失活可导致瘤

细胞中HIF-1α的表达升高及活性的增强. 
本组实验中, 采用免疫组化的方法对HIF-

1α进行标志, 结果证实HIF-1α主要表达于胞核, 
胞质也有表达, 肿瘤坏死明显的区域和肿瘤浸

润的边缘HIF-1α表达明显增多, 周围正常组织

及肿瘤间质无HIF-1α的表达. 这表明HIF-1α在

肿瘤的发生、发展中具有重要作用, 他不仅调

节血管形成, 调节众多的下游基因以维持或促

进肿瘤的发展, 而且他可反馈接受肿瘤生长过

程中所产生的因子或缺氧环境上调表达, 如此

形成恶性循环促进肿瘤生长, 调节肿瘤的生物

学特性. 肿瘤细胞快速生长所造成的缺氧环境

都可诱导HIF-1α的表达, 而HIF-1α又可调节其

下游基因表达而促进血管形成和肿瘤生长 [17]. 
因此, 肿瘤坏死明显的区域和肿瘤浸润的边缘

HIF-1α表达明显增多. 
由近期的研究指出转录因子HIF-1通过与

靶基因上的缺氧反应元件(hypoxia resp-onde 
element, HRE)结合, 可诱导下游靶基因(VEGF)
的转录, 从而产生一系列代偿反应, 此外, 他还

可以上调多种基因的表达, 如iNOS, 最终影响肿

瘤细胞的生长, VEGF和iNOS都是促进血管生

成的重要因子, 而HIF-1α是缺氧状态下血管生

成的核心调控因子[18]. 缺氧条件下, 瘤细胞内许

多基因的转录和表达发生变化, 对缺氧作出应

激反应, HIF-1α水平主要依赖于细胞间的氧供, 
决定了HIF-1的活性, 他通过与靶基因特定序列 
DNA结合而调控他们的转录. 这些基因包括血

管内皮生长因子(VEGF)及其受体(VEGFR-1)、
促红细胞生成素(EPO)、诱导型一氧化氮合酶

等. 研究认为在肿瘤缺氧条件下HIF-1α表达水

平增高, 诱导iNOS表达, 而iNOS催化精氨酸产

生的NO则诱导HIF-1α表达, 形成正反馈环[19], 
我们的研究显示, 胃癌组织中iNOS与HIF-1α蛋

白表达之间存在显著性正相关, 这提示: HIF-1α
可能通过上调iNOS的蛋白表达促进肿瘤血管生

成而促进胃癌的转移. 同时iNOS催化精氨酸产

生的NO也能控制HIF-1α的表达, 同缺氧一样能

增加HIF-1α的结合活性和HIF-1α蛋白的量. 此
外, iNOS和HIF-1α均可通过刺激VEGF来促进

肿瘤新生血管的生成, 故我们认为iNOS可能和

HIF-1α之间存在正反馈的关系. 
通过iNOS、HIF-1α在胃癌中相互关系的

研究, 我们发现在胃癌中iNOS、HIF-1α表达呈

正相关, 并且均与肿瘤的TNM分期和淋巴结转

移程度有关. HIF-1α可能通过上调iNOS的蛋白

表达水平促进肿瘤血管生成而促进胃癌的转移. 
胃癌组织中iNOS、HIF-1α表达增高可以作为

胃癌浸润、转移的重要判定指标, 这些可能为

胃癌的早期诊断及临床判断预后提供理论依据.  
由此我们认为iNOS、HIF-1α均在胃癌的发生发

展和浸润转移过程中起重要作用, 但其作用途

■应用要点
iNOS和HIF-1α在
胃癌的发生发展
中起重要作用, 联
合检测可作为判
断胃癌恶性程度
和预后的指标.
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径和形式复杂且相互关联, 需要进一步研究其

作用机制.
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Abstract
AIM: To compare advantages and disadvantages 
between conventional cholecystectomy and 
laparoscopic cholecystectomy in the treatment of 
Mirizzi’s syndrome. 

METHODS: Thirty-four cases of Mirizzi’s syn-
drome were selected from patients with chole-
cystolithiasis and acute or chronic cholecystitis 
in our hospital from January 2002 to January 
2006. The operating time, post-operative hos-
pital stay and  complications were compared 
between conventional cholecystectomy and 
laparoscopic cholecystectomy in treatment of 
Mirizzi’s syndrome; meanwhile, we analyzed 
the relations of pre-operative ultrasonogra-
phy and liver function with the diagnosis of  
Mirizzi’s syndrome.  

RESULTS: The operating time was not signifi-
cantly different between conventional cholecys-
tectomy and laparoscopic cholecystectomy, but 
the post-operative hospital stay after laparoscop-
ic surgery was shorter than that after open cho-
lecystectomy for type Ⅰ Mirizzi syndrome (4.57 
d vs 9.33 d, P < 0.01). There were no complica-
tions in both therapies. The gallstone impaction 
in the cystic duct or gallbladder neck by pre-
operative ultrasonography and liver dysfunc-
tion had close relations with the diagnosis of  
Mirizzi’s syndrome (P < 0.001). 

CONCLUSION: Laparoscopic cholecystectomy 
may shorten the post-operative hospital stay in 
treating type Ⅰ Mirizzi’s syndrome, and pre-
operative ultrasonography is very helpful for 
the diagnosis of Mirizzi’s syndrome.  

Key Words: Cholecystolithiasis; Cholecystectomy; 
Laparoscope; Mirizzi’s syndrome

Wang H, Li JC, Luo JG, Yi XH. Comparision between 
conventional cholecystectomy and laparoscopic 
cholecystectomy in treatment of Mirizzi’s syndrome. 
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摘要
目的: 比较开腹与腹腔镜胆囊切除术处理
Mirizzi综合征的利弊. 

方法: 对2002-01/2006-01收住我院胆囊结石、

急慢性胆囊炎患者中的34例Mirizzi综合征进
行回顾性分析. 比较开腹与腹腔镜胆囊切除处
理Mirizzi综合征的手术时间、术后住院天数
和术后并发症; 分析术前B超和肝功能检查与
Mirizzi综合征的关系.   

结果: Ⅰ型Mirizzi综合征腹腔镜手术时间与开
腹手术比较无明显差异, 术后住院天数短于开
腹手术(9.33 d vs  4.57 d, P <0.01), 两组均未出
现并发症. 术前B超发现胆囊颈管结石嵌顿伴
肝总管扩张和肝功能异常者与Mirizzi综合征
密切相关(P <0.001).  

结论: 腹腔镜胆囊切除处理Ⅰ型M i r i z z i综

®

■背景资料
随着腹腔镜胆囊
切除术在外科领
域的广泛应用和
发展, 对Mirizzi综
合征在腹腔镜胆
囊切除术术前、

术中和术后的认
识已受到越来越
多外科医师的重
视. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属瑞金医
院肝胆胰外科中
心
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合征可缩短术后住院天数. 术前B超可提高
Mirizzi综合征的诊断率. 

关键词: 胆囊结石; 胆囊切除; 腹腔镜; Mirizzi综合征
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0  引言

Mirizzi综合征是胆囊结石所继发的一种不太常

见的并发症, 手术治疗容易发生胆管损伤. Rust 
e t a l [1]曾认为其是腹腔镜胆囊切除的绝对禁忌

证, 但近年来随着腹腔镜技术的发展, 对Mirizzi
综合征患者行腹腔镜胆囊切除术的报告日见

增多. 为比较传统开腹胆囊切除术与腹腔镜胆

囊切除术对Mirizz i综合征处理的利弊, 我们就

2002-01/2005-12收住我院行手术治疗的胆囊结

石、急慢性胆囊炎中的Mirizzi综合征作一回顾

性分析, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-01/2005-12手术治疗Mirizzi综合

征34例. 除1例为术前MRCP检查明确诊断外, 33
例均为术中探查所证实.
1.2 方法 腹腔镜胆囊切除均由同组医生担任手

术者, 开腹胆囊切除均由经验丰富的高年资医

生担任手术者. 开腹胆囊切除处理Mirizzi综合征

共18例, 男13例, 女5例, 平均年龄47.1岁, 其中Ⅰ

型13例, Ⅱ型2例, Ⅲ型2例, Ⅳ型1例; 腹腔镜胆

囊切除处理Mirizzi综合征共10例, 男4例, 女6例, 
平均年龄49.1岁, 其中Ⅰ型9例, Ⅱ型1例; 腹腔镜

中转开腹共6例, 男3例, 女3例, 平均年龄50.7岁, 
其中Ⅰ型2例, Ⅱ型4例. 

2  结果

对开腹与腹腔镜胆囊切除处理22例Ⅰ型Mirizzi
综合征进行比较, 其平均手术时间为1.97 h vs  
1.42 h(P >0.05, t  = 1.4659), 术后住院天数9.33 d 
vs  4.57 d(P <0.01, t  = 2.9078). 两组均无一例出现

术后并发症. 
对本组34例Mirizz i综合征均行B超和肝功

能检查. 27例B超发现有胆囊颈管结石嵌顿或肝

总管扩张, 这27例中肝功能异常者24例, 3例无

异常. 7例B超仅发现胆囊结石、胆囊炎, 无胆囊

颈管结石嵌顿或肝总管扩张, 7例中2例肝功能

异常, 5例正常. 采用Fisher确切概率法进行统计

学分析, 以分析术前B超检查和肝功能异常与

Mirizzi综合征的关系, 发现P  = 0.0001368<0.001, 
这表明术前B超发现胆囊颈管结石嵌顿伴肝总

管扩张和肝功能异常可帮助提高Mirizzi综合征

的诊断率. 

本组1例患者术前出现黄疸, 行MRCP检查, 发现

肝总管有压迹, 压迹上方胆管轻度扩张, 诊断为

Mirizzi综合征Ⅰ型(图1). 经手术探查证实. 

3  讨论

对Mirizzi综合征的认识是一个逐步加深的过程. 
Kehr首先描述了这类疾病, 认为是由于胆囊管

结石导致胆囊颈和肝十二肠韧带炎症压迫肝总

管而致. 1948年, Mirizzi首先提出是由于肝管中

生理性的括约肌存在导致胆汁郁滞和胆管炎而

引起的“功能性肝脏综合征”, 后来他又发现

胆囊管结石也是造成这类征合征的原因之一. 
现在认为, Mirizzi综合征是因为胆囊管或胆囊颈

部结石压迫肝总管所致. 1982年McSherry et al根
据炎症的程度将Mirizzi综合征分成二型, Ⅰ型是

胆囊结石压迫邻近肝总管但未形成瘘, 而Ⅱ型

则是结石压迫胆囊管与肝总管间隔造成坏死而

形成瘘. 后来, Csendes et al进一步将Mirizzi分成

四型, Ⅰ型是结石单纯压迫肝总管, Ⅱ型是结石

压迫形成瘘不超过胆总管周径的1/3, Ⅲ型是瘘

口不超过胆总径周径2/3, Ⅳ型是压迫导致胆总

管壁的完全破坏. 目前, Csendes分型比较公认[2]. 
为了保证手术的安全性, 不管是传统开腹

胆囊切除还是腹腔镜胆囊切除 ,  术前确诊是

非常重要的. Kok et al [3]通过术前ERCP确诊为

Mirizzi综合征6例患者, 5例成功地进行了腹腔镜

胆囊切除. 无创检查MRCP可以为Mirizzi综合征

的术前诊断提供了有助于手术的指导信息. 我
们在对B超检查胆囊颈管结石嵌顿有无肝总管

扩张以及肝功能有无异常进行了统计分析, 发

■相关报道
Paul及Meng et al
就曾报道腹腔镜
治疗I型Mirizzi综
合征. Binnie et al
报道腹腔镜治疗
Ⅱ型Mirizzi综合
征.

图  1  Mirizzi综合
征MRCP观. 

■应用要点
本文为临床上腹
腔镜处理Mirizzi
综合征提供了一
定的实践和理论
依据, 并比较了开
腹与腹腔镜处理
Mirizzi综合征的
优劣, 对临床上处
理此类疾病有一
定的借鉴意义.
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现P <0.001, 这表明术前B超如发现胆囊颈管结

石嵌顿或有肝总管扩张, 同时有肝功能异常, 诊
断Mirizzi综合征的可能性较大. 我们认为, 对于

没有黄疸病史, 肝功能亦无胆红素增高及肝酶

增高, 但B超发现胆囊管或胆囊颈部有嵌顿结

石的患者, 术前MRCP或ERCP显得并不十分重

要. 但对于有黄疸病史, 肝功能检查胆红素升高

或肝酶升高, 同时B超发现胆囊颈管有嵌顿结石

或肝总管有扩张的患者, 术前最好能进行MRCP
或ERCP检查. 本组术前明确诊断的1例即是出

现黄疸后进行了MRCP检查, 从而发现了Ⅰ型

Mirizzi综合征. 术前明确诊断能为手术方式的选

择做好准备, 这样就能最大限地保证手术的安

全性, 减少手术后并发症的发生. 　
开腹胆囊切除对Mirizzi综合征的处理主要

根椐分型而定. Lester et al认为Ⅰ型可取出结石, 
不能完整切除胆囊者行胆囊部分切除术, 无肝

总管狭窄者不必放置T管. Ⅱ型和Ⅲ型, 可在瘘

口处放置T管, 作胆囊切除或胆囊部分切除, 但
有人认为放置T管易发生胆瘘, 应在瘘口下放置

T管, 用残余的胆囊壁和胆囊管修补瘘口. Ⅳ型

行胆肠吻合是最佳选择[4-5]. 术中胆道造影和胆

道镜检查可以排除肝总管狭窄或肝总管、胆总

管结石的可能. 本组Ⅰ型患者肝管受压较轻且

术前胆红素不高者, 一般不放置T管. 肝管受压

较重且术前胆红素升高者, 最好放置T管, 以免

引起术后胆瘘或胆总管狭窄. 对于Ⅱ型患者, 利
用肝十二肠韧带或大网膜修补瘘口, 常规放置T
管. 对于Ⅲ、Ⅳ型患者如果瘘口不能修补, 则行

胆总管-空肠Roux-en-Y吻合. 
20世纪90年代即有腹腔镜胆囊切除治疗

Mirizzi综合征的报告. Paul et al [6]及Meng et al [7]

就曾报道腹腔镜治疗Ⅰ型Mirizzi综合征. Binnie 
et al [8]报道腹腔镜治疗Ⅱ型Mirizzi综合征. 随着

超声内镜、碎石和介入技术等以及腹腔镜本身

技术的发展, 使得腹腔镜下处理Mirizz i综合征

的方法更多, 因此, 已有更多的学者不再认为

Mirizzi综合征是腹腔镜胆囊切除的绝对禁忌症. 
Mir izz i综合征主要见于45-50岁, Ⅰ型占

70.6 %. 腹腔镜胆囊切除在Ⅰ型Mirizzi综合征大

多能顺利完成(9例/11例), 表明Mirizzi综合征Ⅰ

型是腹腔镜手术的手术指征. 而Ⅱ型只进行了

1例, 发现腹腔镜处理Ⅱ型Mirizzi综合征较为困

难, 手术操作复杂, 目前仍需谨慎施行. 建议对

于术前已确诊为Mirizzi综合征Ⅱ型和目前腹腔

镜手术难以完成Ⅲ、Ⅳ型的患者, 仍首选开腹

手术. 这样既能保证手术安全、操作顺利, 又尽

可能地减少了术后并发症的发生. 
腹腔镜胆囊切除与开腹胆囊切除处理Ⅰ型

Mirizzi综合征比较可见手术时间P >0.05; 术后住

院天数P <0.01, 表明腹腔镜手术可缩短住院时

间. 两种手术方式均未有并发症发生. 说明腹腔

镜手术只要掌握指征恰当也是安全可行的. 
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Abstract
AIM: To present our experiences in treating acute 
small intestinal obstruction due to bezoars (ASIOB) 
in adults without a history of gastric surgery.

METHODS: Fifteen adult ASIOB patients without 
a history of gastric surgery were treated in our 
hospital from April 2003 to April 2008. Abdomi-
nal X-ray and computed tomography (CT) scan 
were performed in all the patients, and conserva-
tive treatment was firstly used. Two old patients 
who could not endure operation were treated 
with foaming agent or cellulose. Laparotomy was 
performed in 11 of 15 cases as conservative treat-
ment was not effective after 3 days. Another 2 
cases were treated by laparoscopic operation.

RESULTS: Abdominal X-ray and CT scan 
showed air-fluid levels and presence of intralu-
minal hyperdense “stones”, respectively. In 12 
patients, bezoars were localized in the ileum, 
and in the rest 3 patients, they were found in 
the jejunum. The mean short-axis and long-axis 
diameters of the bezoars were 3.4 cm and 5.1 
cm, respectively. Single bezoar was observed in 
11 (73.3%) patients, and multiple bezoars were 
found in 4 (36.7%) cases. All of the 15 patients 
were cured without complications.

CONCLUSION: Bezoars-induced small bowel ob-
struction frequently occurs in distal jejunum and 
ileum in adults. Laparoscopic operation is safe 
and effective in treating this disease with advan-
tages of shorter hospital stay and lighter pain.

Key Words: Bezoars; Intestinal obstruction; Laparo-
scope; Diagnosis; Treatment
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摘要
目的: 总结无胃手术史成人粪石性急性机械
性小肠梗阻患者15例诊治经验. 

方法: 2003-04/2008-04我院共收治成人粪石
性急性机械性小肠梗阻患者15例, 均无胃大
部切除术史. 所有患者行腹部平片检查和腹部
CT扫描, 并先予以保守治疗, 2例老年人不能
耐受手术, 以内服发泡剂或纤维素酶治疗后缓
解; 保守治疗3 d后若肠梗阻症状无好转或逐
渐加重后行手术治疗, 11例行剖腹探查, 2例行
腹腔镜手术. 

结果: 腹部平片检查均有大小不等的气液平
面. 腹部CT扫描均显示有肠内高密度粪石影. 
12例患者的粪石位于回肠, 3例位于空肠. 粪石
的平均短轴直经是3.4 cm, 平均长轴直经是5.1 
cm. 11例为单发粪石, 占73.3%, 4例为多发粪
石, 占36.7%. 患者全部治愈, 无并发症.

结论: 粪石性小肠梗阻多发于远端空肠和回
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肠, 腹腔镜手术较传统开腹手术具有住院时间
短、疼痛轻的优势.

关键词: 粪石; 肠梗阻; 腹腔镜; 诊断; 治疗
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0  引言

小肠梗阻是普外科急腹症中常遇见的腹部问

题, 而粪石是肠梗阻中一种很少见的原因, 并且

准确的术前诊断困难, 粪石性肠梗阻的发生率

约占小肠梗阻的4%[1]. 粪石性肠梗阻是小肠梗

阻值得注意的原因之一, 通常发生在有胃手术

史的患者如胃空肠吻合术或胃迷走神经切断术, 
或者有胃肠运动功能不良的患者[2-3]. 近年来粪

石性肠梗阻的发病率有呈逐年上升的趋势, 多
数学者认为该病好发于胃大部切除术后患者[4].  
我院2003-04/2008-04共收治15例成人粪石性急

性机械性小肠梗阻患者, 均无胃大部切除术史. 
鉴于其独特的发病背景及诊治原则, 我们将我

院收治的15例成人粪石性急性机械性小肠梗阻

患者的诊治体会报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-04/2008-04共收治成人粪石性

急性机械性小肠梗阻患者15例. 男9例, 女6例, 年
龄18-72(平均44.5)岁. 发病前有明确进食柿子者5
例, 有明确胃石史者1例, 3例患者伴有糖尿病. 均
无胃大部切除术史. 发病前食用柿子的数量, 少者

4-5枚, 多者有26-30枚. 食后至发病时间不等, 短多

为6-12 h, 长的有2-5 mo左右. 15例患者均有腹痛、

呕吐等低位小肠梗阻症状. 多数患者经保守治疗

后可好转, 进食后又出现梗阻或有不全性肠梗阻

的表现. 入院时发病最短者6 h, 最长者达5 mo.
1.2 方法 腹部平片检查均有大小不等的气液平

面. 腹部CT扫描均显示有肠内高密度粪石影. 15
例患者均行腹部CT检查, 10例发现有一种明确

的, 内部成分不一的团块被气泡包裹着. 15例患

者根据临床表现及辅助检查, 均明确诊断肠梗

阻或不全性肠梗阻. 先均予以胃肠减压、抗炎

补液、普通灌肠等保守治疗, 2例采用以发泡剂

或纤维素酶(一种水解酶)为主中西药结合普通

灌肠等非手术疗法而缓解, 手术治疗的适应症: 
保守治疗3 d后若肠梗阻症状逐渐加重, 或经保

守治疗后腹痛、腹胀逐渐好转, 但进食后又出
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现肠梗阻; 治疗后立位腹部平片复查仍有大小

不等的气液平面较入院时无明显改善或加重者; 
腹部CT扫描显示有肠内高密度“粪石”影等. 
13例采用手术治疗(其中2例行腹腔镜手术取石): 
术中见腹腔有不同程度的黄色渗液, 小肠梗阻

部位为卵圆形团块, 呈“瓶塞状”阻塞, 梗阻近

端肠管明显扩张、充血、水肿, 远端空虚, 未见

肠管坏死. 手术方式: 11例切开肠管取出粪石(其
中多发粪石4例, 多位于回肠及横结肠或胃, 同
时采用的治疗方法有: 伴发的小肠内粪石较软

用手指将粪石捏碎, 将粪石推入结肠; 伴发的回

肠内粪石切开取石; 横结肠内粪石挤入直肠; 胃
内结石切开取石等), 2例行腹腔镜手术取石.

2  结果

11例行剖腹探查, 2例行腹腔镜手术, 2例以内服

发泡剂或纤维素酶(一种水解酶)治疗, 患者全部

治愈, 无并发症. 12例患者的粪石位于回肠, 3例
位于空肠. 粪石最大6.5 cm×6 cm×5 cm, 最小

3.0 cm×2.5 cm×2.5 cm, 粪石的平均短轴直经

是3.4(范围是2.5-5.4) cm, 平均长轴直经是5.1(范
围是3-6.5) cm. 11例为单发粪石, 占73.3%; 4例为

多发粪石, 占36.7%.

3  讨论

粪石性小肠梗阻罕见, 但是是小肠梗阻值得注

意的原因之一. 引起肠梗阻的肠石可分3种: 即
真性肠石、药物性肠石和混合性肠石(也称植物

毛粪石), 其中以植物性粪石较多见, 其中以生柿

子、黑枣类和山楂多见, 少见的有石花菜、芒

果等. 植物性粪石多与进食生柿子或生山渣、

黑枣过多有关, 混合性肠石(也称植物毛粪石)
多有异嗜癖症如进食毛发等癖好, 无胃手术病

史粪石性小肠梗阻则可能与老年患者或有糖尿

病患者胃肠排空功能不良有关, 本组有3例患者

有糖尿病, 无进食柿子或毛发等病史, 但却形成

了粪石性肠梗阻, 多与糖尿病患者存在自主神

经病变致胃肠排空功能不良有关. 本组病例中

有5例是有明确的进食柿子史. 由各种植物的果

核、果皮或纤维等形成的胃肠道植物性粪石

所致肠梗阻, 国内外均有文献报道. 其中Krausz  
et al [5]报告均为柿子所致. 国内李洪 et al [6]报告22
例则由山楂造成. 最近研究还表明, 粪石性小肠

梗阻还与维生素B12缺乏密切相关[7]. 形成粪石

的主要原因为该类食物含有鞣酸, 遇胃酸后形成胶

状物质, 与蛋白质结合成为不溶于水的鞣酸蛋白, 
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再有未消化的果皮、果核、其他植物纤维等, 即凝

集成块状粪石. 因此很容易在胃肠道形成粪石. 
粪石是肠梗阻很少见的原因, 并且准确的

术前诊断困难, 临床有急性肠梗阻表现, 腹部平

片可见小肠扩张及气液平表现. 腹部X线和CT
扫描显示有液平和肠内高密度粪石影, 本组患

者均行腹部平片检查和术前腹部CT平扫, X线

可见小肠扩张及气液平表现; 15例术前腹部CT
平扫发现, 10例有肠内高密度粪石影, CT诊断粪

石性肠梗阻的正确率达66.7%. 有研究报道, 术
前腹部CT平扫揭示了一种明确的, 内部成分不

一的团块被气泡包裹着, CT诊断粪石性肠梗阻

的特异性和敏感性分别为97%和100%[8], CT对
诊断粪石性肠梗阻是有用的[9]. 因此,本病根据病

史、临床表现及腹部X线和CT扫描, 早期诊断

多无困难. 如了解到患者有进食生柿子或生山

渣、黑枣等病史, 更有利于本病的确诊. 
本组13例行手术治疗(11例行剖腹探查, 2

例行腹腔镜手术): 术中见腹腔有不同程度的黄

色渗液, 小肠梗阻部位为卵圆形团块, 呈“瓶塞

状”阻塞, 梗阻近端肠管明显扩张、充血、水

肿, 远端空虚, 未见肠管坏死. 手术方式: 11例有

包括肠切开取石术或肠外捏碎粪石挤入结肠, 2
例行腹腔镜手术. 11例为单发粪石, 占73.3%; 4
例为多发粪石, 占36.7%, 多位于回肠及横结肠

或胃, 将回肠内粪石肠切开取出, 横结肠内粪石

挤入直肠, 胃内结石切开取石. 另外2例老年人

并患有糖尿病, 心脏病等多种内科疾病并不能

耐受手术, 以内服发泡剂或纤维素酶(一种水解

酶)治疗后缓解. 术中要全面探查, 要想到胃、肠

多发性粪石的可能. 本组有4例除小肠粪石梗阻

部位外, 在胃或横结肠内亦有多发粪石存在, 采
取切开肠管取出粪石, 并同时行肠内减压, 术中

并切开胃壁取出或将结石挤入结肠. 另外, 我们

有1例患者行肠切开取石术后5 d再发肠梗阻, 再
次手术探查发现残留粪石继发小肠梗阻, 教训

深刻. 因此术中应仔细探查, 以免粪石残留再次

继发小肠梗阻. 对于肠切开取石术, 我们的治疗

体会是: (1)左下腹疼痛并有压痛, 多为空肠或结

肠粪石; 右下腹疼痛并有压痛, 多为回肠粪石; 
(2)粪石形状不规则或多边形, 可能同时有多个

粪石存在; (3)经保守治疗后可好转, 进食后又出

现梗阻; (4)粪石多发于回肠, 肠切开取石时要将

粪石推到近端肠管扩张, 血运较好的肠管处取

石, 发生肠瘘的几率大为减少, 我们运用此法取

石无一例发生肠瘘. (5)同时检查整个消化道, 以

免遗漏粪石, 特别是胃和十二指肠. 2例行腹腔

镜手术取石成功. 最新临床研究表明, 腹腔镜手

术治疗粪石性肠梗阻是安全并且是可行的. 是
有效的治疗粪石性肠梗阻的方法之一, 与传统

的开腹手术相比, 具有手术时间短、手术后并

发症少及住院时间短等优势[10-11], 必要时可行腹

腔镜辅助有限腹部切口行肠切开术并移走梗阻

的粪石[12]. 2例采用以发泡剂溶解胃石或纤维素

酶(一种水解酶)为主结合禁食、胃肠减压、普

通灌肠及输液纠正水电解质平衡紊乱等非手术

疗法而完全缓解. 我们认为粪石性肠梗阻早期, 
对老年人或患有糖尿病的患者不能耐受手术者, 
可在严密观察下并严格掌握适应症, 应用以发

泡剂为主或纤维素酶(一种水解酶)等非手术疗

法能减少手术率. 
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■同行评价
本研究治疗方法
和结果有临床参
考意义, 实用性较
强, 但学术价值一
般.
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