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Abstract
Micro-ecology is a branch of life sciences which 
studies the relationship between the normal 
micro-organism group and its host. There are 
massive micro-organisms in a human’s body 
and 400-500 kinds of micro-organisms are 
residing in the gastrointestinal tract. These 
normal micro-organism groups play a huge role 
on human body’s physical activities such as 
digestion, absorption, nutrition, immunity, etc. 
The development of micro-ecology provides a 
new perspective for our understanding of the 
nature of life and disease. The basic theories 
and viewpoints of micro-ecology have certain 
similarities to the theories of traditional Chinese 
medicine (TCM), such as holism, yin-yang 

theory, exuberance and debilitation of pathogical 
and healthy qi. Therefore, it has aroused the 
wide attention of Chinese medicine scholars. In 
recent decades, many scholars have explored 
the relationship between TCM and micro-
ecology theoretically and practically and some 
progress has been made. This paper reviewed 
the progress in gastrointestinal micro-ecology in 
traditional Chinese medicine. 

Key Words: Gastrointestinal Micro-ecology; Tradi-
tional Chinese medicine

Zhang SS, Yang J. Progress in gastrointestinal micro-
ecology in integration of traditional Chinese medicine 
and Western medicine. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(28): 3135-3138

摘要
微生态学是研究正常微生物群与其宿主相互
关系的生命科学分支. 人体内存在着大量的
微生物, 仅胃肠道内就寄居着400-500种微生
物, 这些正常微生物群在人体消化、吸收、营
养、免疫等生理活动过程中发挥着巨大的作
用. 微生态学的发展为我们认识生命和疾病的
本质提供了全新的视角. 微生态学的一些基本
理论观点与中医学理论如整体观念、阴阳学
说、邪正盛衰等存在着某些相似之处, 因此引
起了中医药学者的广泛关注. 近十几年来, 不
少学者从理论和实践上去探索中医药学与微
生态学的关系, 并取得一定进展, 本文就近十
几年来中医学在胃肠道微生态领域的研究进
展作一综述.

关键词�� 胃肠道微生态; 中医学
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0  引言

微生态学是20世纪60-70年代兴起的一门新学

科, 是现代生命科学的一个新分支, 他研究微生

物与其宿主(人类、动物、植物) 之间的对立统

一形成的生态系统的变化和规律. 人们发现, 微
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■背景资料
微生态学是一门
新兴科学, 其一些
基本理论观点与
中医学理论存在
着某些相似之处, 
因此引起了中医
药学者的广泛关
注 .  近几十年来 , 
许多中医药学者
从理论和实践上
去探索中医药学
与微生态学的关
系, 为中医药学的
研究开辟了新的
思路, 也为中西医
结合研究搭建了
新的桥梁. 

■同行评议者
唐文富, 副主任医
师, 四川大学华西
医院中西医结合
科



生态学的一些基本理论观点与中医学理论存在

着某些相似之处. 近十几年来, 许多中医药学者

从理论和实践上去探索中医药学与微生态学的

关系, 为中医药学的研究开辟了新的思路, 也为

中西医结合研究搭建了新的桥梁. 

1  胃肠道微生态系统概况

1.1 胃肠道微生态系统的组成 在胃肠道微生态

环境内寄居着400-500种微生物, 其中包括细

菌、真菌和原生动物. 这些微生物的总质量约

为1 kg, 其体积相当于1个人的肝脏, 其数量为

1014个, 而人体自身的细胞只有1013个[1]. 定居于

胃肠道的菌群按照对宿主的作用可分为3类[2]: 
(1)共生型: 为专性厌氧菌, 是肠道的优势菌群, 
这些菌对宿主是有益无害的. (2)条件致病菌: 在
正常情况下, 由于微生态环境的平衡状态, 这些

细菌数量少, 不会致病, 而且是保持微生物群落

生态平衡的必要组成部分, 但在病理情况下, 其
数量异常增多, 就可致病. (3)病源菌: 大多为外

籍菌群, 长期定植的机会少, 生态平衡时这类菌

数量少, 不会致病, 但数量超出正常水平, 就会

使人体发病. 人体所携带的正常微生物群在人

体消化、吸收、营养、免疫等生理活动过程中

发挥着巨大的作用. 
1.2 胃肠道微生态系统的生理功能

1.2.1 拮抗作用: 正常微生物群特别是肠道正常

微生物群诸多的作用中, 最为重要的作用之一

就是对外来的或潜在的病原菌的抑制作用, 即
生物拮抗作用, 又称定植阻力. 如双歧杆菌属的

细胞壁与肠黏膜上皮细胞相互作用密切结合, 
与其他厌氧菌一起共同占据肠黏膜表面, 形成

一道具有保护作用的生物屏障, 并通过自身及

产生的代谢产物排斥致病菌, 在肠道中保持菌

种优势, 并与其他菌群相互作用, 调整菌群间的

关系, 以保证肠道菌群最佳组合, 并维持肠道功

能的平衡[3-4]. 
1.2.2 免疫作用: 正常菌群促进免疫器官的发育

成熟. 有报道表明, 正常菌群与肠道黏膜间具有

高度适应性,  能促使肠道黏膜分泌IgA, 其分泌

量是整个人体免疫系统分泌量的417倍[5]. Rigby 
et a l [6]从正常小鼠的结肠组织分离出树突状细

胞, 将其与长双歧杆菌细胞壁成分共培养, 结果

显示长双歧杆菌能够使IL-10、IL-12的产量明

显增加. 
1.2.3 营养作用: 人体中的维生素K主要来自于

肠道中大肠杆菌的合成, 此外肠道菌群还能合
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成维生素B1 、B2 、B6 、B12 、C, 叶酸, 泛酸, 
核黄素等多种能够被机体利用的维生素[7]. 此
外, 肠道正常菌群还能参与糖类和蛋白质代谢, 
帮助肠道消化吸收. 如肠道细菌能分解蛋白质

和尿素, 产生氨等物质; 结肠菌群还可使未消化

吸收的外源性碳水化合物及内源性糖蛋白发酵, 
产生可被结肠吸收利用的短链脂肪酸[8]. 
1.2.4 其他: 机体内正常的菌群还具有抗肿瘤、

抗衰老的作用, 如双歧杆菌通过增强人体的免

疫功能、吸收和消除致癌物的毒害、抑制突变

剂的致突变等作用发挥预防和抑制肿瘤的作 
用 [9]; 实验表明, 双歧杆菌能明显增加血液中

超氧化物歧化酶(SOD)及谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-Px)的含量, 明显降低丙二醛(MDA)的含

量, 抑制机体、组织、细胞的过氧化过程, 而起

到延缓衰老的作用[10]. 
1.3 胃肠道微生态失调的病理表现

1.3.1 菌群失调: 是指在某一微生态环境内正常

菌群中, 各菌种间的比例发生较大幅度的变化而

超出正常范围的状态, 特别是原籍菌的数量和密

度下降, 外籍菌和环境菌的数量和密度升高[11]. 
严重的菌群失调可使宿主发生一系列临床症状, 
称为菌群失调症或菌群交替症. 菌群失调可分

为: Ⅰ度失调: 可逆性失调; Ⅱ度失调: 不可逆性

失调; Ⅲ度失调: 亦称二重感染, 即在抗生素治疗

原感染性疾病过程中造成体内菌群失调而产生

的一种新的感染, 其病情凶险, 病死率高. 
1.3.2 菌群易位: 指原存在于肠腔内的细菌和(或)
内毒素, 通过某种途径越过肠黏膜屏障, 进入肠

系膜淋巴结、门静脉系统, 继而进入体循环以

及肝、脾、肺等远隔器官的过程[12]. 菌群易位

的发生发展与肠道细菌过度繁殖、肠黏膜屏障

损害和机体免疫防御功能低下密切相关. 

2  中医药学与微生态学相关性的探讨

目前关于中医学与微生态学相关性的探讨有很

多, 如蔡子微 et al [13]从学科起源、人体的结构、

功能、健康状态、疾病状态、防治措施等方面

对中医学与微生态学原理的统一性以及各自系

统的研究特征做了比较, 结果显示了极大的统

一性. 杨景云 et al [14]从中医学的整体观与微生

态学的生物与内外环境统一论、阴阳学说与生

态平衡与失调论、脏象学说与微生态系统论、

调整阴阳扶正祛邪理论与微生态调节论等方面

阐述古老中医药学与现代微生态学理论的相

通之处. 刘卫红[15]认为微生物增殖与自溶的平
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衡是机体阴平阳秘的重要内容, 自溶与增殖依

其在人体微生态系统中所起的作用而表现为不

同的阴阳属性, 菌种之间数量密度的变化亦有

不同的阴阳属性, 如原籍菌的增殖属阳, 自溶属

阴. 一旦增殖与自溶之间平衡失调, 则依菌种的

不同出现阴阳偏盛偏衰的表现. 关于两者相关

性的探讨多数都停留在理论层面上, 而李庆生  
e t a l [16-17]采用客观指标, 以中医学中“邪正相

争”较为激烈典型的肺系疾病常见病证作为临

床与实验研究对象, 对中医邪正发病学说与免

疫及微生态平衡相关性进行较为系统的研究, 
得出研究的综合结论, 即中医学“正气”(“正

胜邪退”)与微生态平衡、正常免疫物质及其功

能平衡稳定有关, 主要表现为菌群多样性明显, 
菌群密集度均衡, 优势菌以有益菌为主, 血清免

疫球蛋白IgG, IgA, IgM维持正常水平, T淋巴细

胞CD4/CD8比值正常, 血清补体C3居补体成分

含量之首. 中医学“邪气”(“正虚邪盛”)与微

生态失衡、免疫物质减少、免疫功能低下或紊

乱有关. 主要表现为菌群多样性降低, 菌群密集

度增高, 优势菌以有害菌为主, 血清免疫球蛋白

IgG, IgA, IgM水平低下, T淋巴细胞CD4/CD8比
值呈现倒置(0.99), 血清补体C3滴度降低.

3  中医胃肠道微生态药学研究

3.1 胃肠道微生态在中医证候研究中的应用 由
于微生态学与中医药学在原理上有诸多相似之

处, 越来越多的中医学者将微生态学引入到中

医药研究之中, 其中一些学者将微生态学与中

医证候联系起来. 如吴三明 et al [18]对脾虚泄泻患

者进行了肠道微生态学的初步研究, 结果提示

脾虚泄泻患者双歧杆菌(B)/肠杆菌(E)比值低于

正常人, 认为厌氧菌减少, 尤其是B/E值改变是

脾失健运患者肠道微生态学的主要特征. 卢林  
et al [19]研究脾虚湿盛泄泻患者的肠道微生态以

及舌部菌群变化, 结果显示脾虚湿盛泄泻的患

者粪便中双歧杆菌比正常健康人明显减少, 并
且其舌部(腻苔)的菌群构成与正常健康人(薄白

苔)差异有显著性, 从而提示脾虚湿盛泄泻患者

存在明显的肠道微生态失调及舌部菌群改变. 
江月斐 et al [20]对腹泻型肠易激综合征脾胃湿热

证与脾气虚证患者肠道微生态进行初步研究, 
结果表明腹泻型肠易激综合征脾胃湿热证患者

与脾气虚证比较, 在肠道细菌比例方面, 湿热证

革兰阳性杆菌比例明显升高; 在肠道菌群密集

度上, 湿热证明显高于脾气虚证; 在菌群多样性

上, 湿热证与脾气虚证组无明显差异. 
3.2 胃肠道微生态学在中药作用机制研究中的

应用

3.2.1 中药通过胃肠道微生态系统发挥治疗作

用: 中草药的给药途径主要是口服, 其代谢需要

经过人体内最重要的微生态系统-胃肠道微生

态系统, 那么, 中草药的取效是否与胃肠道微生

态系统有关呢? 目前, 越来越多的学者开始重视

微生态系统与中药作用机制之间的关系. 日本

学者小桥恭一[21]研究发现大黄、番泻叶所含番

泻甙, 芦荟所含芦荟甙, 口服后几乎都不被吸收, 
也不被胃酸和消化酶所分解, 而是在消化道下

部经肠道细菌分解酶的作用, 才产生出真正的

泻下活性成分. 而且, 不同的菌种有不同的分解

酶和不同的分解对象, 有的菌种有选择地分解

番泻甙, 有的菌种有选择地分解芦荟甙. 动物实

验发现, 由于大鼠肠道菌群与人不同, 芦荟甙通

常对大鼠或无菌大鼠无效; 若使无菌大鼠单一

感染人的代谢菌, 则芦荟甙会引起大鼠剧烈腹

泻. 其他如甘草甙、黄芩甙、芍药甙等的研究

也都有类似结果. 因此, 小桥恭一教授在1995年
召开的首届国际天然药物与微生态学学术讨论

会上提出, 中草药药效的发挥依赖于肠道正常

微生物群的酶代谢作用. 邢德刚 et al [22]从调整菌

群失调入手应用黄芪复方制剂(降糖素)对糖尿

病大鼠进行治疗, 结果表明降糖素在调整菌群

失调的同时降低血糖, 增加血清胰岛素浓度, 其
可能的作用机制为降糖素可能是通过扶植正常

菌群的生长发育后, 正常菌群刺激宿主建立完

备的免疫系统, 刺激吞噬细胞的吞噬活性, 提高

免疫蛋白含量, 增强机体免疫抗感染能力; 消除

过剩的氧自由基的作用, 使组织免受损害; 抑制

IDDM的免疫反应的发生, 增强胰岛细胞抗破坏

能力, 恢复胰岛β细胞功能, 改善糖尿病症状. 
3.2.2 中药具有调节微生态平衡的作用: 中药对

微生态的调节作用主要表现在以下几个方面: 
(1)扶植有益菌, 抑制致病菌: 郭丽双 et al [23]通

过实验证明神曲及其复方制剂对双歧杆菌等有

益于机体的厌氧菌水平的升高具有明显促进作

用, 并可以降低肠杆菌、肠球菌的数量; 丁维

俊 et al [24]观察参苓白术散对脾虚证小鼠模型肠

道菌群的微生态调节作用, 结果显示, 脾虚证小

鼠肠道厌氧菌群异常低下且部分需氧菌显著增

加, 而参苓白术散具有扶植厌氧菌和抑制需氧

菌之调整功能, 尤其是通过扶植健康因子双歧

杆菌、强烈抑制主要耐药性菌株肠球菌等, 达

■创新盘点
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成菌群调整. 王成涛 et al [25]通过体外实验测定金

银花、鱼腥草、青蒿、板蓝根、黄连五种清热

解毒中药对乳酸菌生长及保存活力的影响, 结
果显示: 1%和2%的金银花、青蒿对植物乳杆菌

及嗜酸乳杆菌的生长和保存活性表现出明显的

促进作用, 鱼腥草的作用受其浓度的影响, 而黄

连和板蓝根对他们的生长和保存有一定抑制作

用. (2)抑制细菌易位: 陈晓理 et al [26]用脱氧胆酸

胰管注射制成大鼠坏死性胰腺炎模型, 观察大

黄对细菌移位和胰腺继发感染的防治效果, 结
果显示大黄可通过促进肠道运动和黏膜分泌、

刺激黏膜生长、促进炎症细胞的聚集和增生等, 
有效地抑制坏死性胰腺炎的细菌移位和内毒素

血症, 从而减少胰腺感染, 显著降低大鼠胰腺炎

的死亡率. (3)综合作用: 很多中药通过扶植有益

菌、抑制致病菌、抑制细菌易位的综合作用来

调节肠道菌群, 发挥治疗作用. 如陈海龙 et al [27]

观察大承气汤对MODS时肠道细菌微生态学影

响, 结果发现: 通里攻下中药能显著减少肠道内

GNB的数量, 显著提高双歧杆菌和乳酸杆菌的

数量, 增加机体对外来细菌的定植抗力; 降低肠

腔游离内毒素含量, 从而降低门静脉和周围静

脉中内毒素含量; 降低细菌易位发生率, 减少氧

自由基产生, 减轻过氧化损伤, 保护肠道屏障功

能, 控制MODS的发生发展并改善预后.

4  结论

现代微生态学的兴起使中医与现代医学有了新

的结合点, 其原理上与中医基础理论的一致性

使其成为中西医结合研究的新的切入点, 为中

医药现代化的发展提供了新的契机. 近年来, 经
过众多中医药学者的不懈钻研, 中医药微生态

学这一新的理论体系已初步形成, 但仍需进一

步认识和整理研究中医学所包涵的微生态内容, 
加强中医药微生态理论与应用的研究, 尤其要

进一步发挥微生态理论在中药药理研究中的指

导作用, 充分利用现代微生态学的原理与技术, 
拓展中医药在微生态领域的研究, 使中医药理

论和疗效进一步为世界所认同. 
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Abstract
AIM: To explore the effects and mechanism of 
Qigesan and its separated formula on tumor 
angiogenesis.

METHODS: Exponentially growing Eca109 hu-
man esophageal carcinoma cells (1 × 106 cells/
mouse) were injected subcutaneously into the 
flank of 6- week-old female BALB/c nude mice. 
On the next day after inoculation, the decoctions 
(40 folds of adult dosage) of Qigesan (W) and its 
separated formula (blood-activating group P and 
resolving phlegm group R) were administered 
by oral gavage once a day for 60 days. Microves-
sel density (MVD) and VEGF expression in the 
transplanted tumor was detected using immu-

nohistochemtry, and the protein expressions of 
EGFR, PDGFR, VEGF and phospholipase C-γ1 
(PLC-γ1) were determined using Western blot.

RESULTS: Microvessel density (MVD) in the 
transplanted tumor of all treatment groups were 
markedly decreased compared with that in con-
trol group (36.43 ± 4.16, 40.29 ± 2.87 42.43 ± 3.04 
vessels/mm2 vs 48.57 ± 7.45 vessels/mm2, P < 
0.05 or 0.01) MVD and VEGF had statistically 
positive correlation by SPASS13.0 (r = 0.712, 
P = 0.0005). The protein expressions of EGFR, 
PDGFR, VEGF and phospholipase C-γ1 (PLC-γ1) 
were obviously decreased compared with that in 
control group. Inhibitory effects of Qigesan and 
its separated formula on MVD and those protein 
expressions were the best in group W and sec-
ond in group P.

CONCLUSION: Qigesan and its separated for-
mula can inhibit tumor angiogenesis, which is 
related to the inhibition of protein expressions of 
EGFR, PDGFR, VEGF and PLC-γ1.

Key Words: Qigesan  prescription; Esophageal carci-
noma cells; Tumor transplanted nude mice; Tumor 
angiogenesis; Epidermal growth factor receptor; 
Platelet-derived growth factor receptor; Vascular 
endothelial growth factor; Phospholipase C-γ1

Si FC. Inhibitory effect of Qigesan and its separated 
formula on angiogenesis of esophageal carcinoma Eca109 
cell-transplanted nude mouse tumor. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3139-3145

摘要
目的: 探讨启膈散及其拆方抑制肿瘤血管生
成的作用和机制. 

方法: 取对数生长期的人食管癌EC9706细胞, 
接种于裸鼠右胁皮下制备荷瘤裸鼠模型. 自
接种后第2天开始, 每天用40倍成人剂量的启
膈散全方及其活血和化痰两个拆方水煎液灌
胃给药, 连续60 d. 用免疫组化方法检测移植
瘤中Fac-Ⅷ因子相关抗原标记的微血管密度

www.wjgnet.com
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■背景资料
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提出了癌症发育
过程中血管形成
假 说 ,  从 而 开 创
了癌症发生机制
和治疗研究的新
领域 .  3 0多年来
对肿瘤血管形成
在肿瘤发生中的
作用和抗血管形
成药物进行了大
量 研 究 ,  发 现 了
血管内皮生长因
子 ( V E G F )、成
纤维细胞生长因
子 ( B F G F ) 等 多
种 促 血 管 形 成
因子 ,  2004年两
种 抗 血 管 内 皮
药 物 Av a s t i n 和 
Lucentis在美国上
市, 至今抗肿瘤血
管形成仍是肿瘤
治疗研究的焦点. 
启膈散是清代名
医程钟龄在他的
《医学心悟》中
为治疗噎膈病所
创制的方剂, 以往
研究发现该方具
有抑制食管癌细
胞和肿瘤生长的
作用, 临床上治疗
食管癌有肯定疗
效. 

■同行评议者
唐志鹏 ,  研究员 , 
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附属龙华医院消
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(MVD)和VEGF的表达, Western blot方法检测
肿瘤组织EGFR、PDGFR、VEGF及PLC-γ1蛋
白表达. 

结果: 各用药组肿瘤M V D与模型组相比明
显降低(36.43±4.16, 40.29±2.87 42.43±
3.04 vessels/mm2 vs  48.57±7.45 vessels/mm2, 
P <0.05或0.01). 各组肿瘤MVD值与VEGF表达
量呈正相关(r  = 0.712, P  = 0.0005). 各用药组
肿瘤EGFR、PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白
表达与模型组相比明显降低. 启膈散及其拆
方抑制裸鼠移植瘤MVD及EGFR、PDGFR、
VEGF、PLC-γ1蛋白表达的作用以全方组最
好, 活血组次之.

结论:  启膈散及其拆方能够抑制肿瘤血管
生成, 其作用机制与抑制EGFR、PDGFR、

VEGF及PLC-γ1蛋白表达相关.

关键词�� 启膈散; 食管癌细胞; 荷瘤裸鼠; 肿瘤血管

生成; 表皮生长因子受体; 血小板衍生生长因子受

体; 血管内皮生长因子; 磷脂酶C-γ1
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0  引言

肿瘤的生长促使依赖血管生成, 肿瘤的生长依赖

血管供应的氧和营养物质的支持, 同时血管内皮

细胞分泌多种生长因子促进肿瘤细胞增殖, 肿瘤

血管生成是肿瘤转移的重要环节. 因此, 抑制肿

瘤血管生成已成为治疗肿瘤的重要策略. 我们以

往研究发现, 启膈散及其拆方明显抑制食管癌体

外培养细胞和裸鼠移植瘤生长[1-2], 为了进一步

研究其作用机制, 本研究观察了该方对食管癌

Eca109细胞裸鼠移植瘤微血管密度及EGFR、

PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 丹参、郁金、砂仁壳、北沙参、贝

母、茯苓购于河南中医学院第三附属医院, 经
鉴定皆为正品. 分为全方组(W组, 方含丹参、

郁金、砂仁壳、北沙参、贝母、茯苓)、活血

行气组, 简称活血组(P组, 方含丹参、郁金、砂

仁壳)、润燥化痰组, 简称化痰组(R组, 方含北

沙参、贝母、茯苓), 每味药各10 g, 煎煮、浓

缩、5000 g离心、0.22 μm过滤, 取部分干燥称
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重, 换算出浓度, 用时调至所需浓度. 人食管癌

细胞株Eca109从郑州大学医学院组胚教研室引

进. BALB/C(nu/nu)♀裸鼠, 6周龄, 购自中国科

学院上海实验动物中心/上海斯莱克实验动物

有限公司. DMEM培养基和多聚甲醛(Gibco公
司)、PMSF与Leupeptin (Amresco公司), 丙烯酰

胺(Biomol公司)、胰蛋白酶、山羊抗小鼠IgG-
HRP和山羊抗兔IgG-HRP(华美公司)、 ECL试
剂盒(Santa Cruz公司)、PLC-γ1 mAb(韩国浦项

科技大学国家信号传导网络实验室惠赠)、鼠

抗人EGFR mAb、兔抗人PDGFRβ多克隆抗体

和兔抗人VEGF多克隆抗体(Santa Cruz公司)、
兔抗人八因子(FactorⅧ related antigen, Fac-Ⅷ)
相关抗原多克隆抗体(北京中杉公司), 山羊抗兔

SABC免疫组化试剂盒(博士德公司), 考马斯亮

蓝G250(Amresco公司). Heraeus细胞培养箱(德
国Kendro公司产品)、倒置显微镜(德国ZEISS公
司产品)、SG-603生物安全柜(Bake公司产品)、
BCM-1000A型生物洁净工作台(苏州安泰空气技

术有限公司)、紫外分光光度计(Thermo公司)、
蛋白电泳系统(BIO-RAD公司)、台式冷冻离心

机(Sigma公司)、切片机(Zeiss公司)、Olympus
显微镜、游标卡尺(上海量具刀刃厂产品)、
BIO2000医学图像分析系统.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 生长于含100 mL/L胎牛血清的

DMEM培养液中, 置于37℃、50 mL/L CO2培养

箱, 每间隔48 h更换一次培养基, 待细胞生长至

70%汇合率时, 用胰蛋白酶溶液[用D-Hans液配

制, 含2.5 g/L胰蛋白酶, 0.2 g/L乙二胺四乙酸二

钠(EDTA), pH8.3]消化, 用于裸鼠移植瘤接种.
1.2.2 裸鼠饲养: 裸鼠饲养于生物安全柜内, 饲养

房间每周2次紫外线照射, 出入人员更换洁净工

作衣. 裸鼠食物、垫料进行湿热消毒后烘干使

用, 饮用水加入盐酸使pH稳定在3-4之间, 定期

喂养消毒后的黄豆. 一切严格无菌操作.
1.2.3 Eca109细胞裸鼠移植瘤模型建立: 收集对

数期生长细胞, 1000 r/min离心, 无血清DMEM
培养基洗涤2次 ,  细胞计数 ,  用不含血清的

DMEM培养基调细胞浓度至5×106 个/mL, 以
0.2 mL/鼠右胁皮下接种. 50只裸鼠随机取10只
为空白组, 其余40只造模. 造模裸鼠随机分为对

照组C、W组、P组、R组共4组, 每组10只. 所有

处理自造模后第2天开始, 均采用人常用量的40
倍ig, 每日1次, 每只0.2 mL. 自肿瘤长出之日起, 
每10 d称体质量, 测量肿瘤大小, 以上处理连续
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进行60 d后, 脱颈椎处死裸鼠, 剥离瘤块, 称取肿

瘤重量和计算药物抑瘤率[2]. 
1.2.4 病理观察: HE染色进行肿瘤病理组织学

观察.
1.2.5 VEGF蛋白表达检测: 免疫组化法(SABC
法)检测VEGF蛋白表达. 按试剂盒说明操作. 兔
抗人VEGF多克隆抗体浓度1∶200, PBS代替一

抗作为阴性对照.应用BI2000医学图像分析系统

进行分析, 在显微镜×200视野下, 每个切片随

机在4个视野, 取分布密度值.
1.2.6 Fac-Ⅷ因子相关抗原抗体标记的肿瘤微血

管密度MVD值的测定: 按试剂盒说明操作. 兔
抗人F-Ⅷ因子相关抗原抗体浓度1∶50, PBS代
替一抗作为阴性对照, 任何被染成棕黄或棕褐

色的、分界清楚的内皮细胞或内皮细胞团簇, 
均作为一个血管计数. 低倍视野×40或×100下
选择3个微血管新生活跃区, ×200视野下(0.739 
mm2/视野)分别计数F-Ⅷ因子相关抗原抗体标记

的微血管数, 取其平均值, 计算MVD值(vessels/ 
mm2), 反映新血管生成活跃度.
1.2.7 Wes te rn b lo t法检测瘤体组织EGFR、

PLC-γ1、PDGFRβ、VEGF蛋白表达: 取裸鼠肿

瘤组织0.5 g, 用细胞裂解液裂解(裂解液组成: 20 
mmol/L HEPES, pH7.2, 100 mL/L甘油, 50 mmol/L 
NaCl, 10 mL/L TritonX-100, 1 mmol/L Na3VO4, 
10 mg/L Leupeptin和1 mmol/L PMSF), 用80 g/L 
SDS-PAGE电泳, 分离的蛋白质转移到硝酸纤

维素膜, 50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液封闭滤膜

1 h(TTBS: 10 mmol/L Tris, pH7.6, 150 mmol/L 
MNaCl, 0.5 mL/L Tween 20), 每张膜用所要检测

蛋白相应抗体反应, EGFR、PDGFRβ和VEGF
抗体用50 g/L脱脂奶粉TTBS溶液稀释浓度为0.4 
mg/L, PLC-γ1抗体稀释浓度为1 mg/L, 再用相应

的羊抗鼠或羊抗兔IgG-HRP(1∶50)检测和ECL
底物显影.

统计学处理 计量数据应用软件SPSS13.0 进
行单因素方差分析和Spearman相关分析(α = 0.05).

2  结果

2.1 病理观察 肿瘤组织为典型的鳞状上皮癌. 模
型组肿瘤细胞呈片状或巢状分布, 胞质丰富呈

嗜碱性, 可见病理核分裂像, 角化珠消失, 内有

散在毛细血管, 间质相对较少; 全方组肿瘤细胞

出现萎缩现象, 病理核分裂像明显减少, 角化珠

增多体积增大, 间质明显增多, 纤维细胞明显增

多; 活血组肿瘤细胞出现萎缩现象, 病理核分裂

像明显减少, 肿瘤细胞凋亡增多, 角化珠增多体

积缩小, 间质明显增多, 纤维细胞明显增多; 化
痰组肿瘤细胞出现一定的萎缩, 病理核分裂像

明显减少, 角化珠明显减少或消失, 间质明显减

少并纤维细胞明显减少(图1).
2.2 VEGF蛋白表达和肿瘤MVD 各组肿瘤微血

管密度, 经单因素方差分析, 模型组C和W、P
比较具有统计学意义(P  = 0.0005, 0.021), W和

R比较P  = 0.004, 说明启膈散及其拆方可以抑

制微血管的生成, 以全方组最好、活血组次之

(表1, 图2). VEGF在肿瘤组织中的表达, 呈棕黄

色颗粒状或弥漫性分布, 肿瘤细胞、间质、血

管都有表达. 癌巢周边的癌细胞表达呈强阳性, 
近角化珠的癌细胞表达呈弱阳性, 微血管上皮

表达呈强阳性. W组、P组、R组VEGF表达呈

弱阳性(图3); 模型组C和W、P、R相比, P值分

别为0.039、0.081和0.118. MVD和VEGF两者作

Spearman等级相关分析, 相关系数r  = 0.712, P  = 
0.0005. 说明启膈散及其拆方抑制微血管的生成

与抑制VEGF表达有相关性. 
2.3 启膈散及其拆方对Eca109细胞裸鼠肿瘤组

织EGFR、PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白表达

的抑制作用 Western blot检测结果显示, 用启

膈散及其拆方治疗的裸鼠肿瘤组织内EGFR、

PDGFR、VEGF、PLC-γ1蛋白表达与对照组相

比明显减弱, 说明启膈散及其拆方对这些蛋白

表达具有很强的抑制作用, 其中全方组作用最

强, 活血组次之(图4).图4).).

3  讨论

肿瘤血管的生成促使肿瘤的生长. 肿瘤大于1-2 
mm3时, 肿瘤生长依赖于血管供应的氧和养料, 
同时, 血管内皮细胞还可分泌多种生长因子促

进肿瘤细胞增殖. 肿瘤血管生成还是肿瘤转移

的重要环节, 发育不良的肿瘤血管和新生的血

管内皮细胞分泌的多种蛋白酶都易使肿瘤细胞

■相关报道
PLC-γ1是EGF、
PDGF、VEGF、
F G F、T G F β 等
生长因子共同的
细胞内效应分子,  
PLC-γ1介导的信
号传导调节细胞
增殖和分化, 参与
肿瘤血管生成.

表 1 各组肿瘤MVD、VEGF蛋白表达

     
分组          n

                   血管密度                 VEGF蛋白表达

  (vessels/mm2)                  (密度值)

C 8 48.57±7.45 0.316±0.110

W 7 36.43±4.16b 0.198±0.075d

P 7 40.29±2.87f 0.210±0.053

R 7 42.43±3.04h 0.217±0.073

bP<0.0005, dP<0.039, fP<0.021, hP<0.004 vs  C组.
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进入血流发生转移[3]. 因此, 抑制肿瘤血管生成, 
已成为治疗肿瘤的重要策略[4-6]. MVD是研究肿

瘤血管的重要测定指标[7]. 在食管癌中, 随着肿

瘤组织中MVD值的增高, 患者的生存时间明显

缩短, 生存率显著下降, 多因素预后分析表明, 
MVD值可作为食管鳞状细胞癌患者的预后判

断指标[8-9]. 我们以前报道启膈散全方及其活血

组拆方对裸鼠食管癌肿瘤生长抑制作用有很大

差异, 在移植瘤生长前20 d, 活血组作用强于全

方组, 与体外实验一致, 在移植瘤生长20 d后瘤

体大于2 mm3, 全方组效果好于活血组, 推测肿

瘤微环境中血管生成对启膈散及其拆方作用有

很大影响[2]. 本研究对移植瘤病理组织学检测显

示模型组胞质丰富呈嗜碱性, 角化珠消失, 间质

较少, 各用药组肿瘤细胞出现不同程度萎缩, 胞
漿减少, 嗜碱性改变减轻, 角化珠增多, 体积增

大, 间质增宽, 表明所建立的食管癌移植瘤模型

细胞代谢增强, 启膈散及其拆方对其有明显的

■创新盘点
本文首次报道了
启膈散及其拆方
通过抑制生长因
子- PLC-γ1信号传
导抑制肿瘤血管
生成. 

图 1 病理组织学观察(HE染色). A: 模型组×200; B: 模型组×400; C: 全方组×200; D: 全方组×400; E: 活化组×200; F: 活

化组×400; G: 化痰组×200; H: 化痰组×400.

A B

C D

E F

G H
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■应用要点
本文为启膈散治
疗食管癌的临床
应用和进一步药
物研发提供实验
依据.

A B

C D

图 2 F-Ⅷ因子相关抗原抗体标记的微血管密度(SABC免疫组化法×400). A: 模型组; B: 全方组; C: 活血组; D: 化痰组.

A B

C D

图 3 VEGF表达(SABC免疫组化法×400). A: 模型组; B: 全方组; C: 活血组; D: 化痰组.

抑制作用. 免疫组化结果进一步表明模型组移

植瘤组织中毛细血管增生活跃, MVD为48.57±
7.45 vessels/mm2, 启膈散及其拆方可以不同程度

减少MVD, 说明该方可以抑制微血管的生成, 以
全方组效果最好, 活血组次之.

肿瘤细胞和肿瘤微环境中的其他细胞可

以分泌很多促进血管生成的因子 ,  如E G F、

PDGF、VEGF、FGF、TGFβ等. 而这些生长因

子信号有一个共同的细胞内效应分子PLC-γ1, 
研究表明PLC-γ1介导的信号传导参与了血管

生成[10]. VEGF在大、小血管内皮细胞有均高亲

合结合位点, 在生理性血管生成和肿瘤血管生

成中都起着极其重要的作用[11-12]. 他一方面可

以增加血管通透性, 有利于血浆蛋白、纤维蛋
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白原外渗, 促进血管生成和新基质形成; 另一方

面, 通过其受体促进血管内皮细胞增殖、迁移. 
VEGF在食管鳞癌和腺癌中都有表达[8,13-14], 本实

验结果表明, VEGF在Eca109细胞裸鼠移植瘤组

织中具有很强表达, 分布于肿瘤细胞胞质、血

管上皮细胞及间质中, 启膈散及其拆方可以不

同程度的抑制VEGF的表达, 并与MVD具有相关

性, Western blot分析也证明了这一点, 说明启膈

散及其拆方抑制VEGF表达是其抑制肿瘤血管

生成的途径之一.
血小板衍生生长因子受体(platelet-derived 

growth factor receptorα/β, PDGFR)是一个酪氨

酸激酶受体, 参与各种各样生理活动[15],  PDGFR
异常在肿瘤发生、生长和转移中起关键作 
用[16-17]. PDGF可以自分泌和旁分泌的形式与其

受体结合刺激肿瘤细胞和基质细胞增殖或活

化, 募集肿瘤成纤维细胞, 同时参与肿瘤血管的

生成[18-19]. 已发现PDGF在食管癌肿瘤细胞中以

自分泌形式刺激细胞的生长和生存[20]. 本研究

发现Eca109细胞裸鼠移植瘤组织中表达PDGFR
蛋白 ,  启膈散及其拆方可以不同程度的抑制

PDGFR的表达, 以全方组最好, 说明PDGFR参与

移植肿瘤组织生长, 也可能参与移植肿瘤的血

管生成, 抑制PDGFR表达是启膈散及其拆方抑

制肿瘤生长的重要途径.
EGFR不但参与肿瘤细胞的增殖、分化和

抗凋亡, 同时还参与血管的生成, 与肿瘤生长

和转移具有密切关系[21-23]. EGFR在多种肿瘤组

织的血管内皮细胞中表达, 通过促进VEGF、
IL-8、FGF的表达间接促进肿瘤血管生成 [24]. 
EGFR在食管癌细胞中高度表达, 表达及活性的

强度与食管癌的恶性程度、耐药性及发展和预

后相关[25-27]. 在体外实验中已表明启膈散及其拆

方可以不同程度的抑制Eca109细胞EGFR表达[1], 
本实验也显示了类似的结果, 不过全方组优于

活血组. 进一步说明下调EGFR是启膈散及其拆

方治疗肿瘤的重要机制.
磷脂酶Cγ1(phospholipase C-γ1, PLC-γ1)是

EGF、VEGF、PDGF等多种细胞生长因子信

号传导的细胞内效应分子, 在细胞信号转导中

起关键作用[28-29], 其超量表达和激活引起肿瘤

发生、浸润和转移[30-32]. 我们以往的研究发现

PLC-γ1在食管癌组织中超量表达, 体外实验证

明启膈散及其拆方可以抑制Eca109细胞PLC-γ1
介导的信号传导[1]; 本次体内实验表明启膈散及

其拆方不但可以抑制Eca109细胞裸鼠移植瘤组

织中PLC-γ1蛋白表达而抑制肿瘤生长, 而且通

过抑制PLC-γ1介导的信号传导起到抑制生长因

子引起的肿瘤血管生成作用.
总之, 启膈散及其拆方可以不同程度地抑

制Eca109细胞裸鼠移植瘤生长、肿瘤血管生成

和VEGF、EGFR、PDGFRβ、PLC-γ1蛋白表达, 
其作用以全方组最好, 活血组次之. 血管生成是

肿瘤生长的重要条件, VEGF、EGF、PDGF可
以促进血管生成, PLC-γ1是这些生长因子信号

的细胞内效应分子, 因此, 启膈散及其拆方通过

抑制生长因子-PLC-γ1信号传导直接抑制肿瘤细

胞的生长, 又可以通过此途径抑制肿瘤血管生

成, 间接地抑制肿瘤细胞的增殖和肿瘤生长.
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Abstract
AIM: To construct rat Smad7 eukaryotic vector, 
observe whether the extraneous Smad7 gene can 

transfect HSC-T6 effectively as an anti-fibrosis 
factor, and to investigate its effect on expression 
of TGF-β1, collagen Ⅰ and collagen Ⅲ mRNA in 
rat HSC-T6 cells.

METHODS: Rat Smad7 cDNA was cloned into 
eukaryotic plasmid pcDNA3.1(+) to construct 
Smad7/pcDNA3.1(+) plasmid and transfect 
it into HSC-T6 cells by Lipofectmine2000. The 
positive clone was selected by G418. The ex-
pression level of Smad7 protein was detected 
using Western blot, and the levels of Smad7, 
TGF-β1, collagen Ⅰ and Ⅲ mRNA by RT-PCR 
were further detected using RT-PCR, respec-
tively.

RESULTS: Smad7 eukaryotic vector was suc-
cessfully constructed and confirmed by endonu-
ilease digestion and sequencing. And Smad7 
mRNA and protein expression was significantly 
higher in Smad7 transfected group than either 
control or empty vector groups (1.053 ± 0.009 vs 
0.984 ± 0.054, 0.986 ± 0.044, P < 0.01 or 0.05; 0.083 
± 0.026 vs 0.058 ± 0.050, 0.056 ± 0.064, all P < 
0.05), TGF-β1 and collagen Ⅰ mRNA expression 
was significantly reduced in Smad7 transfected 
group than control and empty vector groups 
(0.961 ± 0.013 vs 1.039 ± 0.013, 1.032 ± 0.037; 0.592 
± 0.096 vs 0.767 ± 0.085, 0.770 ± 0.090, all P < 
0.01). There were no statistically significant dif-
ference in change of collagen Ⅲ mRNA expres-
sion among the three groups. The difference of 
Smad7 mRNA and protein, TGF-β1, collagen Ⅰ
and Ⅲ mRNA expression weren’t statistically 
significant between control and empty vector 
groups.

CONCLUSION: Smad7 maybe has activity of 
anti-fibrosis through inhibiting TGF-β/Smad 
signaling.

Key Words: Smad7; Construction; Eukaryotic ex-
pression vector; Hepatic stellate cell

Yang XY, Yang Y, Zheng Y, Li R, Zhou T, Sun K, Chang 
XY, Chen WG. Construction of eukaryotic expression 
vector for rat Smad7 and its expression in hepatic stellate 
cell line HSC-T6. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(28): 3146-3151

®

■背景资料
肝纤维化是细胞
外基质(ECM)在
肝脏过多沉积的
结 果 ,  其 关 键 环
节 是 肝 星 状 细
胞(HSC)的激活 , 
HSC体外培养自
行活化, 模拟了体
内纤维化过程, 是
很好的肝纤维化
模型. 转化生长因
子β(TGF-β)是肝
纤维化形成中最
重要的细胞因子, 
其信号传入依赖
Smad完成, Smad7
是TGF-β信号转
导途径的主要抑
制性蛋白, 具有抗
纤维化的作用.

■同行评议者
周士胜, 教授, 大
连大学医学院医
学研究中心
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摘要
目的: 构建并鉴定大鼠Smad7真核表达质粒, 
观察外源Smad7对肝星状细胞HSC-T6的转染, 
并进一步研究其对TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原
mRNA表达水平的影响. 

方法: 采用基因重组技术将Smad7 cDNA插入
真核表达载体pcDNA3.1(+), 构建大鼠Smad7
真核表达质粒. 脂质体介导转染HSC-T6细胞, 
分为正常对照组、空质粒组及转染组, G418
筛选, 挑取阳性细胞, 运用Western blot检测
Smad7蛋白表达情况, RT-PCR检测Smad7、
TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的表达水平. 

结果: 酶切和测序结果证实Smad7真核表达质
粒构建成功. Smad7转染组与正常对照、空质
粒组比较, Smad7 mRNA表达显著增加(1.053
±0.009 vs  0.984±0.054, 0.986±0.044, P <0.01
或0.05), 蛋白水平显著上调(0.083±0.026 vs  
0.058±0.050, 0.056±0.064, 均P <0.05); Smad7
转染组TGF-β1、Ⅰ型胶原mRNA表达降低
(0.961±0.013 vs  1.039±0.013, 1.032±0.037; 
0.592±0.096 vs  0.767±0.085, 0.770±0.090, 
均P <0.01); Ⅲ型胶原mRNA表达差异无统计
学意义. 正常对照、空质粒组Smad7 mRNA和
蛋白水平、TGF-β1、Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA表
达差异无统计学意义.

结论: Smad7可能参与TGF-β/Smad信号转导, 
在一定程度上具有抗纤维化的生物学活性.

关键词�� Smad7; 构建; 真核表达质粒; 肝星状细胞
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0  引言

肝纤维化是细胞外基质(extrace l lular matrix, 
ECM)在肝脏过多沉积的结果, 其关键环节是

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激活, 
H S C体外培养自行活化 ,  模拟了体内纤维化

过程, 是很好的肝纤维化模型. 转化生长因子

β(transforming growth factor-β, TGF-β)是肝纤维

化形成中最重要的细胞因子, 其信号传入依赖

Smad完成, Smad7是TGF-β信号转导途径的主要

抑制性蛋白, 具有抗纤维化的作用[1-2]. 本实验通

过构建Smad7重组质粒, 诱导Smad7基因在HSC
中的高表达, 观察其对细胞的影响, 研究其对

TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的表达水平影响, 

了解外源Smad7抗纤维化的效果, 为探索新的基

因治疗途径提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA3.1(+)质粒为本课题组保留; 大
肠埃希菌DH5α系石河子大学医学院新疆地方

与民族高发病教育部重点实验室所赠; TRIzo l 
Reagent RNA分离液、Lipofectmine2000转染试

剂为美国Invitrogen公司产品; 反转录酶及限制性

核酸内切酶Eco RⅠ、XhoⅠ购自日本TaKaRa公
司; 琼脂糖、UNIQ-10小剂量质粒抽提试剂盒、

PCR切胶回收试剂盒为加拿大BBI公司产品; Taq 
DNA多聚酶、异丙基硫代-B-D半乳糖苷、DNA 
Marker、二甲亚砜、二硫苏糖醇、甘氨酸、乙

二胺四乙酸, 三羟甲基氨基己烷, 十二烷基磺酸

钠, TEMED, 丽春红 et al购自上海Sangon; PVDF
膜Millipore公司产品; 吐温-20购自Sigma公司; 
HSC-T6细胞由中国医学科学院肿瘤医院肿瘤研

究所提供; 胎牛血清为HyClone公司产品; 1640培
养基购自Gibco公司; Smad7 mAb购自R&D公司; 
蛋白Marker(SM0671)购自MBI公司; 上海Sangon
完成引物合成和基因测序.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠Smad7真核表达质粒的构建: 常规

T R I z o l法抽提大鼠肝组织总R N A, 逆转录成

cDNA, PCR扩增Smad7目的片段, 引物见表1, 下
划线示酶切位点(EcoRⅠ、XhoⅠ). CaCl2法诱导

DH5α制备感受态细胞. pcDNA3.1(+)及Smad7
纯化后产物用EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切, 纯化回收

后连接, 构建成Smad7/pcDNA3.1(+)重组质粒. 
进行重组质粒转化, 同时设阴阳性对照. 转化后

Amp(+)培养基上可见单个散在菌落, 随机挑选

单克隆, 接种于3 mL Amp(+)LB培养液中, 37℃
250 r/min振摇12-14 h, 取1.5 mL菌液行小剂量质

粒抽提, 电泳见阳性克隆质粒样双带, 双酶切鉴

定行电泳检测酶切效果, 酶切证实的阳性克隆

送上海生工测序.
1.2.2 细胞培养及质粒转染: HSC-T6细胞以2.8
×106/L接种于6孔板中(2 mL/孔), 37℃, 50 mL/L 
CO2培养24 h, 随机分为正常对照组、空质粒组

和Smad7质粒转染组. 转染前弃去含血清双抗培

养基, PBS冲洗后, 每孔加无血清无双抗的1640
培养基2 mL, 将质粒24 μL和Lipofectmine2000 
20 μL分别用500 μL 1640稀释, 各自混匀静置5 
min后, 再混合, 静置20 min. 每孔加入500 μL混
合液, 旋转混匀, 放入37℃孵育箱中, 6 h后更换

■研发前沿
近年来, 基因治疗
成为肝纤维化防
治研究热点, 他是
通过某种载体把
起治疗作用的基
因导入靶细胞, 合
成具有治疗作用
的蛋白, 从而达到
治疗疾病的目的.
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为含100 mL/L胎牛血清及0.1 U/L双抗的1640培
养液(2 mL/孔), 继续培养.
1.2.3 G418筛选浓度的确定、HSC-T6细胞抗性

克隆的筛选: 将细胞以2.8×106/L的密度接种培

养板, 24 h后, 将G418与含血清的1640混合, 配
成浓度为0-600 mg/L的液体, 隔日换液, 相应孔

的浓度保持不变, 培养11 d, 以7-10 d 90%细胞致

死量为最佳筛选浓度, 因此确定450 mg/L为最佳

筛选浓度. 转染后的HSC-T6细胞加入450 mg/L 
G418筛选2 wk, 大部分未转染HSC-T6飘浮死

亡, 改用浓度为200 mg/L G418, 更换含100 mL/L
胎牛血清的1640培养基, 转染携带目的基因的

HSC-T6细胞逐步形成克隆.
1.2.4 Western blot及RT-PCR检测正常对照、空

质粒及转染组中Smad7表达: 收取细胞总蛋白, 
-20℃保存. Western blot步骤: 40 mL/L浓缩胶, 
100 mL/L分离胶, 预染蛋白Marker 3.0 μL, 样本

总蛋白20 μg/孔, 加样至100 mL/L SDS-PAGE中
电泳60 V, 30 min后改电压为100 V, 90 min至溴

酚蓝跑至胶最下面取胶, 同步化将蛋白转移至

PVDF膜, 20 V, 50 min. 转膜后以50 mL/L脱脂奶

粉TBST室温下封闭4 h; 加入适当浓度的一抗孵

育(Smad7 1.0 μg/L, GAPDH 1∶1000)室温2 h后, 
4℃过夜. TBST洗膜3次, 15 min/次, 加入适当浓

度的结合HRP的二抗(1∶5000)孵育, 室温下轻

摇2 h, 洗膜, 显影, 曝光. 细胞总RNA抽提及RT-
PCR: TRIzol法提取各组HSC-T6细胞总RNA, 逆
转录为cDNA, 进行PCR, 每组同时以GAPDH为

内参照, 引物序列见表1. 各组Western blot, RT-
PCR结果, 扫描图像后, 用多媒体凝胶成像分析

系统测定Smad7蛋白和GAPDH蛋白, Smad7、

TGF-β1、Ⅰ、Ⅲ型胶原和GAPDH mRNA积分

光密度值, 并计算其比值, 因内参照GAPDH表达

恒定, 比值高低可以作为目的基因表达的相对值.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 

数据以mean±SD表示, 多个样本均数比较采用

方差分析, P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 阳性克隆的双酶切及序列测定 重组质粒

双酶切后行琼脂糖凝胶电泳约在DNA Marker 
1287 bp和5.4 kb附近可见两条明显条带, 与所需

目的片段大小相符, 证实为阳性克隆(图1), 测序

结果与GenBank中收录的序列号(NW_047516.2) 
Smad7的核苷酸序列同源性完全一致.
2.2 HSC-T6细胞克隆的筛选 转染后的HSC-T6
细胞加入450 mg/L G418筛选2 wk, 大部分未转

染HSC-T6飘浮死亡, 改用浓度为200 mg/L G418, 
100 mL/L胎牛血清的1640培养基, 转染携带目的

■相关报道
实验显示Smad7
过度表达, 可有效
阻止TGF-β信号
传入, 并可以激活
(CAGA)(9)-MLP-
Luc区域, 从而导
致胶原表达减少.

表 1 实验所采用基因引物序列及扩增片段长度

     
基因    上下游引物序列                                 扩增片段长度(bp)

Smad7 cDNA  5'-CTACCGAATTCATGTTCAGGACCAAACGA-3'  �287

  5'-TTCACCTCGAGGGCTACCGGCTGTTGAAGA-3' 

Smad7  5'-CTGTGTTGCTGTGAATCTTAC-3'      600

  5'-GCTGTAGGCCTTTTCATAGT-3'  

TGF-β�  5'-GGACTCTCCACCTGCAAGAC-3'     300

  5'-CCCCAGAAATCATCGAGAC-3'  

Ⅰ型胶原  5'-GACACTGAACCCTTTGTAATG-3'     399

  5'-GTGAAACTCCCGTCTGCT-3' 

Ⅲ型胶原  5'-AGCGGAGAATACTGGGTT-3'     288

  5'-TGTAATGTTCTGGGAGGC-3'  

GAPDH  5'-TCCCTCAACATTGTCAGCAA-3'     309

  5'-AGCTCCACAACGGATACATT-3'  

A     B    C     D     E     F    G    M

2000 bp
1500 bp
1000 bp
700 bp

400 bp

200 bp

图 1 阳性克隆的双酶切鉴定结果. A: pcDNA3.1(+); B-C: 

pcDNA3.1(+)双酶切; D: Smad7/pcDNA3.1(+)真核表达重组

质粒; E: 空白; F-G: Smad7/pcDNA3.1(+)真核表达重组质粒

双酶切后; M: Marker.
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基因的HSC-T6细胞逐步形成克隆, HSC-T6细胞

呈星形外观, 镜下见脂滴围绕在细胞核周围, 在
胞质周围可见明显的细胞骨架, 表现为大量纤

维束(图2).
2.3 正常对照组、空质粒组及转染组中Smad7蛋

白的表达 所收集的细胞总蛋白完整清晰, 外源

Smad7体外转染HSC-T6细胞后, Smad7蛋白表达

水平显著上调, Smad7转染组与正常对照、空质

粒组比较: 蛋白水平显著上调(P  = 0.020, 0.026), 
正常对照组、空质粒组Smad7蛋白水平表达差

异无统计学意义(P  = 0.644, 图3, 表2).
2.4 各组Smad7、TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA
的表达 Smad7转染组与正常对照组及空质粒

组比较: Smad7 mRNA表达明显增加(P  = 0.009, 
0.011), TGF-β1及Ⅰ型胶原mRNA表达减少(P = 
0.000, 0.000; P  = 0.004, 0.004), 而Ⅲ型胶原mRNA
表达差异无统计学意义(P  = 0.950, 0.438), 正常

对照组及空质粒组Smad7、TGF-β及Ⅰ、Ⅲ型

胶原mRNA的表达差异无统计学意义(P  = 0.944, 
0.595, 0.967, 0.950, 图4, 表2).

3  讨论

肝纤维化是一个复杂的多因素作用过程 ,  以
ECM的过度沉积为特征, Ⅰ、Ⅲ型胶原占健康

肝脏胶原总量的80%, 在纤维化肝脏中则超过

95%, 并以Ⅰ型胶原为主, 因此Ⅰ型胶原可作为

反映胶原代谢的重要参数, 用于判断抗肝纤维

化治疗的疗效[3]. 
TGF-β1是TGF-β超家族中对ECM合成与沉

积失调而导致纤维化最重要的调节因子, 多种

器官纤维化、硬化与之相关[4-7], 可激活HSC合

成ECM, 抑制肝细胞再生, 诱导肝细胞凋亡[8]. 研
究认为, 通过抑制TGF-β的产生或阻断其生物活

性调控HSC以防治肝纤维化, 是器官纤维化的治

疗靶标[9]. Breitkopf et al [10]研究表明阻止TGF-β
的信号传导可用于慢性肝病的治疗, 可能阻止

并逆转肝纤维化. 
SMAD蛋白是唯一的TGF-β受体后信使分

子, 介导TGF-β信号从细胞膜传入细胞核[1], 肝纤

维化中TGF-β/SMAD信号传导是通过与受体依

次结合、磷酸化实现的[11]. 首先, TGF-β与细胞

膜上Ⅱ和Ⅰ型受体相继结合形成TGF-β-TβRⅠ
-TβRⅡ三重复合物, TβRⅡ的激酶区使TβRⅠ磷

酸化, 继而磷酸化细胞质中的R-Smads(Smad2和
Smad3), 活化后的R-Smads与Smad4形成的复合

物, 由胞质转入核内结合特定的序列, 协同转录

因子上调或下调靶基因的表达, 产生生物学效

应. 如HSC在TGF-β作用下活化, 转化为MFB, 增
加合成和分泌胶原等ECM; 同时HSC又以自分

泌和旁分泌方式, 上调TGF-β的表达, 加速肝纤

维化的进行[12]. 
Smad7是TGF-β/SMAD信号传导中重要的

负性调节因子, Smad7表达为TGF-β自身和其他

信号途径所诱导, 提示Smad7在TGF-β信号途径

表 2 Smad7、TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA与Smad7蛋白的表达 (n  = 6, mean±SD)

     
分组                   Smad7              TGF-β1         Ⅰ型胶原            Ⅲ型胶原   Smad7蛋白

正常对照组 0.984±0.054 �.039±0.0�3 0.767±0.085 0.94�±0.024 0.058±0.050 

空质粒组  0.986±0.044 �.032±0.037 0.770±0.090 0.944±0.�00 0.056±0.064 

Smad7转染组 �.053±0.009b 0.96�±0.0�3d 0.592±0.096f 0.9�0±0.059 0.083±0.026h

bP  = 0.009, dP  = 0.000, fP  = 0.004, hP  = 0.020 vs  正常对照组.

■应用要点
研 究 S m a d 7 对
TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ
型胶原mRNA的
表达水平影响, 了
解外源Smad7抗
纤维化的效果, 为
探索新的基因治
疗途径提供实验
依据.

图 2 筛选后的HSC-T6细胞形成的克隆(×10).

图 3 Smad7的Western blot. 检测Smad7转染组, 空质粒组

及正常对照组中Smad7(1-3)蛋白的表达; GAPDH为内参照. 

1                  2                 3

Smad7

GAPDH

51 kDa

40 kDa
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的反馈及交叉调控中起关键作用[2], 其作用机制

可能是Smad7可以与R-Smads竞争性同TβRⅠ结

合从而抑制了R-Smads活化所介导的TGF-β信号

传导, 阻断了TGF-β的作用通道, 导致ECM的合

成减少, 发挥抗纤维化的作用. 
近年来, 基因治疗成为肝纤维化防治研究热

点, 他是通过某种载体把起治疗作用的基因导

入靶细胞, 合成具有治疗作用的蛋白, 从而达到

治疗疾病的目的. 
Dooley et al [13]制备肝纤维化大鼠模型, 将带

有Smad7 cDNA的腺病毒注射到模型体内, 实验

显示Smad7过度表达, 可有效阻止TGF-β信号传

入, 并可以激活(CAGA)(9)-MLP-Luc区域, 从而

导致胶原表达减少. 
基因克隆时, 选择合适的载体是关键, 同时

载体是基因转染的关键. 目前常用的载体有质

粒和病毒, 病毒载体感染效率较高, 但是其对细

胞有直接的细胞毒性作用, 并可以诱发宿主的

免疫反应, 影响目的基因的长期表达[14-17]. 本研

究所选载体pcDNA3.1(+)是一个由人类巨细胞

病毒启动子控制转录起始的表达质粒, 含氨苄

青霉素(Amp)抗性基因, 便于做阳性克隆筛选; 
含T7、BGH启动子, 为RNA聚合酶附着作用提

供特异性识别位点; 含高效增强子SV40, 是一类

能促进基因转录活性的顺式调控元件, 表现为: 
(1)无方向性; (2)远距离作用; (3)无基因特异性, 
这样使其调控的基因可在哺乳动物细胞中获得

稳定表达并在一定程度上保证了目的基因的稳

定遗传. 
我们成功构建Smad7/pcDNA3.1(+)重组质

粒, 经酶切结合测序分析, 克隆到pcDNA3.1(+)
中Smad7的ORF与GenBank中编码大鼠Smad7
基因cDNA序列完全一致. 载体如何导入细胞

及何时导入是实验顺利进行的关键 .  实验中

DNA转染真核细胞的常用方法有: 磷酸钙法、

电转染法和基因枪法等, 以脂质体和病毒为载

体的转染则常用于在体细胞的转染. 病毒载体

由于自身蛋白质有较强的免疫原性而产生细胞

毒性. 脂质体能提高分裂细胞和非分裂细胞对

核酸的摄取, 并保护其不被降解, 具有操作简

单、细胞吸收较好的优点, 并对特定细胞如肝

星状细胞具有吸收倾向性, 本实验选用脂质体

Lipofectmine2000, 细胞培养培养24 h后转染, 为
排除外源性质粒DNA在转染时带来的生物学或

免疫学效应, 我们设立了空质粒组. 为提高转导

效率, 我们进行了G418筛选阳性克隆.  
HSC体外培养自行活化, 模拟了体内纤维

化过程, 是很好的肝纤维化模型. 本研究结果

显示, Smad7 mRNA及蛋白水平均显著上调, 提
示Smad7成功转染HSC-T6细胞, 可有效表达

Smad7, 并影响TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的

表达水平, 与正常对照及空质粒组相比, TGF-β1 
mRNA表达降低, 并减少了Ⅰ型胶原mRNA的表

达, Ⅰ型胶原合成减少, 可能减少ECM合成, 提
示在一定程度上可能减轻肝纤维化. 

实验结果显示上调Smad7基因表达对Ⅲ型

胶原mRNA水平无明显影响, 这与阮艺华 et al研
究结果相一致[18]. 尚有学者研究精氨酸-甘氨酸-
天冬氨酸(RGD)三肽, 证实他存在于多种生物细

胞外基质中, 能特异性识别细胞表面整合素并

与之结合, 从而介导多种重要的生命活动[19-21], 
他可以促进HSC胶原酶的表达, 从而增加胶原

的降解, 他还具有拮抗TGF-β促进ECM分泌的作

用[22-23]. 再者, 肝纤维化时, ECM的量和质均发生

显著变化, 就胶原而言, Ⅲ型胶原在纤维化早期

即明显增多, 但随纤维化进展, 可逐渐被Ⅰ型胶

原替代. 本实验各组间Ⅰ胶原mRNA的表达水平

图 4 Smad7、TGF-β1及Ⅰ、Ⅲ型胶原mRNA的RT-PCR结
果. A: Smad7及Ⅰ、Ⅲ型胶原; B: TGF-β1 mRNA. 1-3: 正

常对照组, 空质粒组及Smad7转染组中Smad7; 4-6: Ⅰ型胶

原; 7-9: Ⅲ型胶原 mRNA的表达; M: Marker.
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■同行评价
本研究技术路线
得当 ,  方法合理 , 
结论可靠, 具有一
定的学术价值.
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有差异, 而Ⅲ型则无, 是否与纤维化的程度有关, 
其机制尚待进一步研究. 

总之, 本实验表明外源Smad7可以在HSC- 
T6细胞有效表达, 由于Smad7高表达能够减少

TGF-β信号传入, 并能显著抑制HSCⅠ型胶原

mRNA表达, 这为进一步实验及探索新的基因治

疗途径提供实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of hepatocellular 
growth factor (HGF) on the invasion and 
metastasis of hepatocellular carcinoma and the 
role of PI3 kinase in this process.

METHODS: Cell culture, Transwell assay, 
wound healing and WB technology were used 
to explore the effect of HGF on the invasion 

and metastasis of SMMC7721 cells. SMMC-7721 
cells were then pretreated with PI3 kinase in-
hibitor LY294002 (10 μmol/L) and the effect of 
LY294002 on HGF was investigated. 

RESULTS: Transwell assay and wound healing 
assay showed increased invasion and metastasis 
capacity of SMMC-7721 which was treated with 
HGF. WB showed raised expression of N-cad, 
MMP-2, MMP-9, Vimentin, and decreased ex-
pression of E-cad in HGF- treated SMMC-7721. 
When pretreated with LY294002 (10 μmol/L), 
SMMC-7721 was not influenced by HGF and 
no morphological change was observed. Tran-
swell assay and wound healing assay had the 
same results as the non-treated SMMC-7721. WB 
showed no significant difference in expressions 
of N-cad, MMP-2, MMP-9, Vimentin and E-cad. 

C O N C L U S I O N : H G F p r o m o t e s E M T o f 
SMMC-7721, and PI3 kinase plays an essential 
role in this process. 

Key Words: Hepatocellular Growth Factor; Hepato-
cellular carcinoma; EMT; PI3K

Wang QJ,  Sun S,  Li  HD, Wei J ,  Su RJ.  Effect  of 
hepatocellular growth factor on the invasion and 
metastasis of hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3152-3156

摘要
目的: 研究HGF对肝细胞癌SMMC-7721的上
皮-间叶转化的作用, 并对其机制进行探讨.

方法: HGF处理SMMC-7721后, 应用细胞培
养、Transwe l l、划痕实验、WB技术研究
HGF对肝癌细胞SMMC-7721上皮-间叶转化
的作用. 并应用PI3 kinase抑制物LY294002 10 
μmol/L预处理细胞, 观察SMMC-7721的变化, 
研究PI3 kinase对于HGF作用机制的影响. 

结果: Transwell和划痕实验显示HGF处理的细
胞侵袭和转移能力增强, 蛋白印迹结果显示
HGF处理的细胞的N-cad、MMP-2、MMP-9
和Vimentin的表达增加, E-cad的表达减少. 
LY294002预处理后, 细胞不再受HGF的影响, 

®

■背景资料
原发性肝癌的恶
性程度高, 并且早
期就有转移. 肝细
胞癌的生长受体
内多种因素的影
响, 其中肝细胞生
长因子对于促进
肝细胞癌的侵袭
和转移能力以及
上皮-间叶转化发
挥了重要的作用. 

■同行评议者
高英堂 ,  研究员 , 
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细胞的形态没有明显变化, Transwell和划痕
实验结果与未经处理的SMMC-7721相同. 蛋
白印迹结果显示: 细胞的N-cad、MMP-2、
MMP-9、Vimentin和E-cad的表达变化不明显.

结论: HGF能够促进SMMC-7721的上皮间叶
转化, 这种作用通过PI3 Kinase实现.

关键词�� 肝细胞生长因子; 肝细胞癌; EMT; PI3K

王庆军, 孙抒, 李宏丹, 魏嘉, 苏荣健. 肝细胞生长因子对肝细

胞癌侵袭和转移的影响. 世界华人消化杂志  2008; 16(28): 

3152-3156

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3152.asp

0  引言

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤, 发病率居全

球第5位[1], 随着近年来治疗方法的不断改进, 特
别是肝移植在临床上的应用, 肝细胞癌患者的

预后已经得到明显的改善. 但是, 由于肝细胞癌

的高侵袭和高转移能力使得患者还是难以逃

离复发的命运. 肝细胞生长因子(hepatocellular 
growth factor, HGF)是肝细胞分泌的一种具有

较强刺激肝细胞增殖作用的多功能细胞因子, 
其在肝细胞癌的表达明显增加. 他主要通过与

细胞膜表面的c-Met受体结合而发挥生物作用. 
HGF与c-Met结合后, 促进受体自身的磷酸化, 进
而导致含有Src同源结构域的多种底物磷酸化, 
包括磷脂酶C、PI3K等[2], 在肿瘤的侵袭和转移

方面HGF具有重要作用[3-5]. 但是关于HGF调节

肝细胞癌侵袭和转移机制的研究国内外报道较

少. 本实验应用细胞培养、Transwell、蛋白印迹

等技术, 对HGF体外处理肝癌细胞SMMC-7721
进行研究, 观察HGF对SMMC-7721上皮-间叶转

化的作用, 探讨其作用机制, 为治疗肝细胞癌以

及肝细胞癌的发病机制的研究提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 SMMC-7721购自中国科学院细胞库, 
HGF与LY294002购自Sigma公司. DMEM培养基

购至Gibco公司, 胎牛血清购自天津, CO2培养箱

为德国Thermal产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养与镜下观察: SMMC-7721细胞于

含100 mL/L FBS, 100 g/L青霉素, 100 单位/mL链
霉素的DMEM培养基中培养, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2培养箱培养, 细胞每3-4天换液, 细胞80%融

合后1∶3传代. 每天观察记录. 

1.2.2 细胞处理: 观察HGF对SMMC-7721的侵袭

和转移能力的影响: 取30代以内的细胞进行实

验. 将细胞以2×109/L接种于六孔板中, 24 h后, 
用PBS洗三次, 加入无血清DMEM+F12, 细胞

饥饿12 h, 然后分别加入HGF 0、25、50、100 
μg/L, 4 h后做Transwell计数细胞数, 筛选HGF最
佳剂量. 观察LY294002对HGF的EMT作用的影

响: 加入LY294002, 10 μmol/L预处理细胞1 h, 然
后加入最佳浓度的HGF, 4 h.  
1.2.3 划痕实验: 细胞长满单层后, 分别用最佳浓

度的HGF和LY294002预处理的SMMC-7721做
划痕试验, 用10 μL枪头在中间划一横线, 之后

0、24 h分别观察照相. 
1.2.4 Transwell实验: 将HGF、LY294002处理好的

细胞含血清100 mL/L的DMEM培养基用悬浮, 以2
×105接种于Fribronecting包被的Corning Transwell
孔板其中的12个Transwell上, 上室每孔加入100 
μL, 下室加入600 μL含血清200 mL/L的DMEM培

养基. 12 h后, 取出上室, 用棉签蘸去上层的细胞, 
加入100 mL/L新鲜配置的甲醛溶液固定30 min, 然
后用Hochest 33285染色15 min. 甘油封片后用荧光

显微镜检测细胞通过情况. 平均每个小室计数5个
视野. 取平均值分析细胞的穿透能力. 
1.2.5 Western blot检测: 将HGF、LY294002处理

好的细胞, 用细胞刮刀刮下, 收集至EP管内. 用
TBS漂洗后加入RIPA缓冲液(10 mL/L NP-40, 5 
g/L脱氧胆酸钠, 10 g/L SDS, 1 g/L PMSF)裂解

细胞, 考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度. 加热变性, 
SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 5%脱脂奶粉

封闭过夜, 加入1∶1000倍稀释的一抗(E-cad、
N-cad、MMP-2、MMP-9、Vimentin), 杂交2 h, 
β-actin作为内参. TBST洗膜后加入二抗温育1 h, 
TBST洗膜后进行BCIP/NBT显色, 采用Chemi-
genius凝胶成像系统分析目的蛋白的表达量. 

2  结果

2.1 HGF处理SMMC-7721的最佳浓度 由Transwell
实验结果显示50 μg/L的HGF是最佳的浓度(图1).

■相关报道
H G F 、 H G F 受
体对于肝细胞癌
的侵袭和转移能
力具有重要的作
用 .  他 们 对 于 肿
瘤的治疗有着重
要的影响 .  PI3K
和MAPK信号通
路在肿瘤的侵袭
和转移过程中发
挥着重要的作用, 
现在的研究认为, 
HGF对于肝细胞
癌的侵袭和转移
能力的影响是通
过多种信号通路
实现的. 

■创新盘点
本文以肝细胞癌
SMMC-7721为研
究对象, 用HGF处
理 ,  观察其上皮-
间叶转化作用, 并
且探讨其发挥作
用 的 机 制 .  研 究
发现HGF是通过
PI3K信号通路发
挥促进肝细胞癌
的侵袭和转移作
用.
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图 1 HGF不同浓度处理SMMC-7721的Transwell结果.
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2.2 划痕实验结果结果 划痕实验可见HGF处理后的

细胞, 细胞的划痕愈合比未经处理的S M M C- 
7721快. 而经LY294002预处理后的细胞, 细胞的

划痕愈合情况也与不加HGF处理细胞的愈合情

况相似, 不再加快(图2).
2.3 Transwell实验 从实验结果可见, HGF处理

组的细胞比要比未经HGF处理的SMMC-7721
细胞多二倍以上, 而当加入LY294002(PI3K抑制

物)预处理后的SMMC-7721细胞侵袭能力明显

下降(图3). 
2.4 Wes te rn b lo t结果 细胞经HGF处理后的

SMMC-7721, 随着HGF浓度的增加E-cad的表

达而明显降低, MMP-2、MMP-9的表达明显增

高, N-cad的表达明显增加、Vimentin的表达明

显增加. β-Actin作为内参. 而经LY294002预处

理1 h后, HGF对于SMMC-7721的作用明显减

弱, E-cad的表达与未经处理的SMMC-7721无
差别, MMP-2、MMP-9的表达与HGF处理的

SMMC-7721相比也有不同程度的减少, N-cad的
表达也不再增加. Vimentin的表达不变(图4).

3  讨论 

HGF与细胞膜上的特异性受体c-Met结合而激活

其自身磷酸化而导致多种底物磷酸化, 如磷脂酶

Cγ, PI3K等. 从而引起细胞内一系列传导. 继而, 
发挥生物学功能, 如促进细胞增殖、运动等[2]. 

由实验结果可见, HGF能够促进SMMC- 
7721的侵袭和转移能力, 并且有一定的剂量依

赖性, <50 μg/L时随着浓度的增加, 侵袭和转

移能力增强, >50 μg/L以后, 侵袭和转移能力

不再增强. Transwell实验显示SMMC-7721在
HGF<50 μg/L时, 随着HGF浓度的增加, 细胞的

侵袭能力明显增强, 细胞的划痕愈合加快、穿

透能力增强.  蛋白印迹结果显示: HGF处理后的

SMMC-7721的E-cad的表达明显减少, E-cad是
钙黏素家族的成员之一, 他主要介导细胞与细

■应用要点
本研究对于临床
上治疗肝细胞癌, 
寻找抑制其侵袭
和转移的新途径, 
以及开发抗肿瘤
新药提供一个新
的研究方向. 为肝
细胞癌的研究提
供一个新热点. 

图 2 HGF处理后的细胞生长结果(×100). A-C: 划痕实验0 h细胞; D-F: 划痕实验24 h细胞; A, D: 未处理的SMMC-7721; B, 

E: HGF处理的SMMC-7721; C, F: LY294002预处理后加入HGF.

A B

C D

E F
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胞之间的连接, 他的表达减少, 细胞之间的连接

就会减弱, 促进了细胞的侵袭和转移. MMP-2, 
M M P-9是金属蛋白酶家族的成员, 他们能够

水解基底膜和基质成分. 其表达的增加有利于

肿瘤细胞的生长、侵润和转移. WB结果显示, 
HGF处理后的SMMC-7721的MMP-2、MMP-9
的表达均明显升高, 也促进了SMMC-7721的侵

袭和转移. 研究证实N-cad与Vimentin表达的增

加有助于肿瘤的侵袭和转移能力. Vimentin, 即
波形蛋白, 是细胞中间丝的一种蛋白, 多表达于

间叶肿瘤中, 目前研究认为, N-cad与Vimentin表
达的增加与肿瘤细胞的EMT呈正比[6-7]. HGF处
理后的细胞, N-cad与Vimentin的表达均增加.

LY294002能够抑制H G F的E M T作用 . 
LY294002是PI3K的抑制剂, 他能够抑制PI3K的

活性. 当应用LY294002预处理SMMC-7721, 1 h
后, 细胞的PI3K的活性被抑制, 当再加入HGF后, 
细胞的形态学变化以及划痕实验、Transwell结
果显示, 其对于SMMC-7721的EMT作用明显减

弱. 在形态学上, 细胞的形态变化不如单纯HGF
处理细胞变化明显, 划痕实验和Transwell结果也

显示经LY294002预处理后, 再加入HGF也不会

增加细胞划痕愈合速度、穿透能力也不再增强, 
并且浓度组之间也无差别. 蛋白印迹结果显示, 
经LY294002预处理后, E-cad的表达不再受HGF
的影响, 与未处理的SMMC-7721的表达量相同. 
因而, LY294002能够抑制了细胞的EMT, 减弱了

细胞的侵袭和转移能力. MMP-2, MMP-9的表

达也受到LY294002的抑制作用, 表达量明显减

少. 减弱了HGF处理SMMC-7721的侵袭能力. 经
LY294002处理后的细胞, N-cad与Vimentin的表

达也不再增加, 而是与SMMC-7721的表达程度

接近. 细胞的侵袭和转移能力减弱. 
总之, HGF能够增强SMMC-7721的上皮-间

叶转化能力[8-9], 侵袭和转移能力, 降低细胞的黏

附能力. 其机制与PI3K有关[10], HGF通过与c-Met
结合[11-12]后激活了PI3K, 继而引起一系列的细胞

内信号传导, 促进了肝细胞癌SMMC-7721的上

皮-间叶转化.
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Abstract
AIM: To establish the model of hemorrhagic 
necrotic enteritis induced by reactivation 
of congeni ta l la tent infec t ion of human 
cytomegalovirus (HCMV) in aged mice, and to 
explore the pathogenic mechanism of HCMV 
reactivation. 

METHODS: Congenital latent HCMV-infected 
mice were raised in specific pathogen free (SPF) 
barrier system for 18 months. Eighteen virus-
infected mice served as controls and 9 offspring 
mice were both treated with cyclophosphamide 

to reactivate the HCMV infection. Each group 
of the mice was sacrificed to obtain small intes-
tine tissues for virus isolation. The expression 
of HCMV UL83 mRNA was determined using 
polymerase chain reaction (PCR), reverse tran-
scription PCR (RT-PCR), HE staining and immu-
nofluorescence with aseptic technique.

RESULTS: HCMV was isolated from the su-
pernatant of small bowel tissue homogenate 
only in the group of infection-reactivated mice. 
Under microscopy, cytopathic effect caused by 
endogenous multiplication of HCMV in HF was 
observed. HCMV UL83 DNA was detected us-
ing PCR in the supernatant of cell culture with 
cytopathogenic effect (CPE). Masccline signal of 
apple green was seen using immunofluorescence. 
Pathological changes in bowels consisted of swol-
len cytoplasm, destroyed nuclei of enterocyte, 
distinct intranuclear inclusion in the enterocyte, 
and predominant infiltration of phagocytes. 
HCMV DNA was found by PCR in the group of 
infection-reactivated and latently-infected mice, 
but HCMV mRNA was only found in the group 
of infection-reactivated mice by RT-PCR.

CONCLUSION: A rat model of enteritis induced 
by reactivation of congenital latent HCMV in-
fection was successfully established, and its 
pathological presentations indicate hemorrhagic 
necrotic enteritis.

Key Words: Human cytomegalovirus; Infection re-
activation; Enter-disease

Wu Q, Wang ML, Huang W, Zhao J, Hu XY, Li RP. 
Enteritis induced by reactivation of congenital latent 
infection of human cytomegalovirus in mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3157-3161

摘要
目的: 建立人巨细胞病毒(HCMV)先天性潜伏
感染再激活致出血性坏死性肠炎BALB/c小鼠
模型, 为HCMV致小肠炎发病机制及临床特异
性诊断和抗病毒治疗奠定基础. 

方法: 将HCMV先天性感染的小鼠饲养于SPF

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来的研究表
明, 胃肠道疾病与
巨细胞包涵体病
有关, 但其发生机
制, 临床诊断机制
研究、药物筛选
及疫苗的研制和
应用尚不明确.

■同行评议者
赵平, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物 学 教 研 室 ;  李
杰, 副教授, 北京
大学医学部基础
医学院病原生物
学系



级屏障系统中, 18 mo后, 分别取病毒感染组
18只、细胞对照组9只, 并按随机原则分别给
病毒感染组中9只小鼠以及细胞对照组小鼠注
射环磷酰胺, 建立HCMV潜伏再激活感染鼠模
型. 采用无菌操作技术分别取细胞对照组、病
毒潜伏组和病毒潜伏再激活组小鼠小肠组织, 
进行病理组织学检查、体外细胞共培养分离
病毒、PCR和RT-PCR检测HCMV UL83基因
DNA及mRNA, 间接免疫荧光鉴定等. 

结果: 病毒潜伏感染再激活组细胞共培养病
毒分离实验发现小鼠小肠组织内病毒分离阳
性, 在镜下可见HCMV在HF细胞内增殖产生
特征性细胞病变, 病毒分离共培养物PCR检
测到HCMV UL83 DNA, 间接免疫荧光检测
可见苹果绿色阳性信号; 小鼠小肠组织PCR
和RT-PCR分别检测到HCMV UL83 DNA和相
应mRNA; HE染色镜检发现部分肠组织有非
特异性小肠炎性病变, 有局灶性坏死及出血. 
而病毒潜伏组仅小肠组织PCR检测到HCMV 
UL83 DNA, 出血和坏死现象不是很明显; 细
胞对照组均是阴性.

结论: 成功构建了HCMV先天潜伏感染再激
活小鼠小肠炎模型, 病理表现为出血性坏死性
肠炎.
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0  引言

人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV)
属β-疱疹病毒亚科, 是一种双股线形DNA病毒. 
HCMV在人群中感染非常普遍, 大多呈潜伏感

染状态[1], 血清学检测发现: 发达国家及发展中

国家的成人感染率分别为60%和90%[2-3]. HCMV
已是胎儿先天性感染的最重要病因之一. 先天

性感染又称宫内感染: 指由HCMV感染母亲所

生育的子女于生后14 d内证实有HCMV感染[4]. 
在新生儿中有0.2%-2.2%发生HCMV的先天性

感染[5], 90%的先天性感染婴儿不出现明显的临

床症状[6], 由于感染后病毒不能被彻底清除, 先
天性感染后常出现HCMV长期或终生存在于宿

主体内, 表现为潜伏感染状态. 此时患者体内无

感染性子代病毒颗粒产生, 但在潜伏感染的细

胞内可发现以不同形式存在于细胞核内的病毒
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基因组及其部分转录产物; 此种潜伏状态可被

外来刺激因素(如机体免疫状态改变)激活而形

成活动性感染. 潜伏感染状态对健康个体并没

有危害, 而对免疫功能低下者, 如器官、骨髓移

植患者和艾滋病患者等, 可导致视网膜炎、肺

炎及脑炎等严重危及生命的疾病. HCMV潜伏感

染还是老年人群的重要免疫风险表型(immune 
risk phenotype, IRP), 直接影响老年人的健康和

寿命. Powell et al [7]研究报道, 溃疡性结肠炎与巨

细胞包涵体病有关, 近年来的研究表明, HCMV 
感染可导致胃肠道疾病, 尤其以婴幼儿、器官

移植及艾滋病患者多见, 在这些病例中, 患者大

多以急性肠炎、溃疡性结肠炎等多见, 少数发

生胃肠道肿瘤[8]. 该病毒所致的胃肠病理改变主

要为典型的黏膜充血、水肿、溃疡、出血、坏

死等, 临床表现主要为腹痛、腹泻、消化道出

血或穿孔等, 少数患者出现中毒性巨结肠症状. 
这些患者在检测出HCMV之前一般均接受了一

段时间的皮质激素治疗, 部分患者接受免疫抑

制治疗和结肠切除术等, 死亡率高达44%[9]. 由
于目前临床上对HCMV所致消化道感染尚不能

明确诊断和有效治疗, 针对这一现况, 我室在长

期从事人巨细胞病毒致病机制研究基础上, 结
合临床需求, 建立了HCMV潜伏再激活致小鼠

小肠炎模型, 观察到HCMV对小肠有明显致病

作用. 现将结果报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCMV UL83基因引物是采用Primer5.0
软件设计, 由上海生工生物技术服务有限公司合

成. HCMV UL83(HCMV主要被膜磷蛋白pp65编
码的基因, 位于119352-121037, 全长1686 bp)引
物: Primer: (sense)5'-GAG GAC CTG ACG ATG 
ACC CG-3'(antisense)5'-TCT GAC CCT GAA 
CCG TAG CC-3'此对引物分别位于HCMV UL83
基因第754-773 bp和1500-1519 bp处, DNA和

mRNA的产物长度皆为766 bp. 莱卡倒置荧光显

微镜(Leica德国)、基因扩增仪(Hema8000, 珠海

黑马医学仪器有限公司)、紫外凝胶成像系统

(BioSens SC720型)等. 6-8代的人成纤维细胞株

(HF), 安徽医科大学微生物教研室制备. HCMV 
AD169株由上海复旦大学医学院微生物学教研

室提供, 使用前进行病毒复苏及增毒.
1.2 方法 
1.2.1 分组和造模: 参考文献[10-11], 本实验分

为3组: 细胞对照组、病毒潜伏组和病毒潜伏再

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来, 关于消化
道疾病与HCMV
的研究已有部分
报道, 但目前临床
上对HCMV所致
消化道感染仍不
能明确诊断和有
效治疗. 

■创新盘点
本次实验建立了
HCMV先天性潜
伏感染的小鼠模
型, 通过环磷酰胺
的再激活, 成功构
建了小鼠的肠炎
模型.
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激活组. 首先建立HCMV先天性感染小鼠的模

型, 将子代小鼠(病毒感染组、细胞对照组)饲养

于SPF级屏障系统中18 mo, 期间小鼠生长, 发
育状况正常, SPF级屏障系统由上海市实验动物

质量监督检验站检测. 本次实验从子代小鼠中

分别取病毒感染组18只、细胞对照组9只. 随机

将病毒感染组中半数进行环磷酰胺激活, 建立

HCMV潜伏再激活感染鼠模型. 将细胞对照组

和病毒潜伏再激活组即病毒感染组小鼠按照实

验设计注射环磷酰胺(剂量150 mg/kg, 每6天1次, 
共3次), 最后1次激活后6 d颈椎脱臼处死动物, 
无菌取小肠组织进行有关检测.
1.2.2 病理学观察: 取处死后小鼠的小肠组织, 常规

病理固定, 石蜡包埋切片, HE染色, 光镜下观察. 
1.2.3 体外细胞共培养分离病毒: 参照文献病毒

分离[12], 无菌取小鼠小肠组织, 将其制备成1×
109/L肠细胞悬液, 取细胞悬液接种到已经长满

单层HF细胞的12孔培养板内, 37℃、50 mL/L 
CO2培养箱培养, 同时设正常细胞对照及HCMV 
AD169株阳性对照(各组均做3孔). 24 h后换维持

液, 1 wk后盲传, 每周1次, 共3次. 观察CPE. 
1.2.4 体外细胞共培养物PCR鉴定: 对出现特征

性CPE者, 取上清液检测HCMV DNA. 按常规

碱裂解法抽提小鼠小肠组织及细胞中的DNA, 

并以此为模板进行PCR扩增(条件: 95℃ 2 min, 
95℃ 1 min, 62℃ 45 s, 72℃ 1 min, 72℃ 10 min, 
30循环), 将PCR扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳, 
经紫外透射仪观察凝胶电泳情况后, 再利用紫

外凝胶成像系统拍照、记录.
1.2..5 体外细胞共培养物免疫荧光鉴定: 载有

单层细胞培养物的盖玻片经40 g/L多聚甲醛固

定后加10 g/L Triton×100, 37℃作用10 min, 加
5%脱脂奶粉稀释的HCMV pp65 mAb的一抗 
(1∶30)以盖满标本为准, 置于湿盒中4℃过夜, 
PBS 洗涤3次后, 覆盖上伊文斯蓝稀释的羊抗小

鼠FITC-IgG(1∶30), 37℃作用1 h后PBS洗涤3
次. 900 mL/L甘油封片, 荧光显微镜下观察并记

录结果.
1.2.6 小鼠小肠组织PCR及RT-PCR鉴定: 按常规

方法抽提小鼠小肠组织中的DNA和RNA(RNA
用DNA酶处理), 然后分别进行PCR、RT-PCR以
及电泳检测等.

统计学处理 用SPSS11.0软件对实验数据进

行录入统计, 结果以mean±SD表示, P <0.01为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 HE染色观察小鼠小肠病理学变化结果 通过

A B C

图 1 小鼠小肠病理切片HE染色结果(×100). A: 正常对照组; B: HCMV感染组; C: HCMV感染再激活组.

图 2 小鼠小肠组织病毒分离结果观察(未染色×200). A: 正常HF细胞对照组; B: HCMV感染再激活组.

A B

■应用要点
本 研 究 建 立 的
HCMV先天性潜
伏感染的小鼠模
型, 为研究HCMV
先天性潜伏感染
再激活导致严重
临床消化系病症
的 临 床 诊 断 机
制、药物筛选及
疫苗研制和应用
提供了可靠的实
验平台.
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HE染色镜下观察, 发现病毒潜伏组以及病毒潜

伏再激活组小肠黏膜结构已发生破坏, 被弥漫黏膜结构已发生破坏, 被弥漫结构已发生破坏, 被弥漫

性出血所代替, 出血坏死已累及黏膜下肌层, 肠
黏膜层可见大量炎症细胞呈弥散分布, 主要为

淋巴细胞, 浆细胞及单核巨噬细胞. 肠黏膜部分

绒毛及腺体已破坏, 层次结构消失, 坏死区被红

色流出物所代替. 正常对照组小鼠小肠切片病

理染色未见明显改变(图1).
2.2 体外细胞共培养病毒分离结果 细胞对照组

及病毒潜伏组小鼠的小肠组织研磨过滤后接种

HF细胞, 4 wk内未观察到HCMV特征性CPE, 盲
传3代后, CPE仍为阴性. 用HCMV特异性引物扩

增后, 未见特异性条带, 病毒潜伏再激活组小肠

组织匀浆接种HF细胞后3 wk左右, HF细胞开始

肿胀、核变大, 形成巨核细胞, 病变在3-4 wk时
最明显, 呈局灶性(图2), 用HCMV UL83基因特

异性引物扩增后, 可见特异性条带.

2.3 体外细胞共培养物PCR PCR检测病毒潜伏

组激活前后小鼠小肠组织在766 bp处均可见到

HCMV UL83基因特异性条带, 细胞对照组则均

为阴性(图3).
2.4 间接免疫荧光结果 用HCMV pp65 mAb对
HCMV先天性潜伏感染再激活组小鼠小肠细胞

培养物进行间接免疫荧光检测, 可见苹果绿色荧

光阳性信号位于被病毒感染的HF细胞的细胞核

中, 并且随着培养时间的延长荧光信号逐渐增强, 
胞核内出现阳性荧光信号. HCMV先天性潜伏感

染组及细胞对照组均未见任何阳性信号(图4).
2.5 小鼠小肠组织PCR及RT-PCR结果 PCR检测

病毒潜伏组激活前后小鼠小肠组织在766 bp处
均可见到HCMV UL83基因特异性条带, 细胞对

照组则均为阴性; RT-PCR产物凝胶电泳中只有

病毒潜伏再激活组小肠组织在766 bp处显示有

HCMV UL83基因的转录产物存在(图5-6).

3  讨论

HCMV在人群中感染非常普遍, 大多呈潜伏感

染状态, 该状态下病毒不能被彻底清除, 而是以

潜伏感染的状态长期或终生存在于宿主体内, 

1         2        3        4         5        6

750 bp

图 3 体外细胞共培养物HCMV UL83 PCR产物电泳结果. 1: 

Marker DL2000泳道; 2: HCMV PCR阳性对照; 3: HCMV先

天性潜伏感染再激活组泳道; 4: HCMV先天性潜伏感染组; 

5: 细胞对照组泳道; 6: HCMV PCR阴性对照.

图 4 小鼠小肠细胞培养物间接免疫荧光(×200). A: 细胞对

照组; B: HCMV潜伏感染组; C: HCMV潜伏感染再激活组.

A B

C

1        2      3      4      5      6

750 bp

图 5 小鼠小肠组织HCMV UL83 PCR产物电泳结果. 1: 

Marker DL2000; 2: HCMV先天性潜伏感染组; 3: 细胞对照

组; 4: HCMV先天性潜伏感染再激活组; 5: HCMV PCR阴

性对照; 6: HCMV PCR阳性对照.

1    2    3     4     5     6

750 bp

图 6 小鼠小肠组
织 HCMV UL83 RT-
PCR产物电泳结果. 
1: Marker DL2000; 2: 

HCMV先天性潜伏

感染组; 3: 细胞对照

组; 4: HCMV先天

性潜伏感染再激活

组; 5: HCMV RT-

PCR阴性对照; 6 : 

HCMV RT-PCR阳

性对照.

■名词解释
1 先天性感染: 又
称宫内感染, 指由
HCMV感染母亲
所生育的子女于
生后14 d内证实
有HCMV感染. 
2  潜伏感染再激
活: 病毒的潜伏感
染状态在外来刺
激因素的作用下, 
被激活而形成复
发性感染, 从而导
致免疫功能尚未
成熟或低下的个
体表现出明显的
临床症状.
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并且可被外来刺激因素(如机体免疫状态改变)
激活而形成活动性感染. 近年来, Hertel et al学者

提出HCMV感染与消化系统疾病存在一定相关

性, 消化道上皮细胞既是HCMV攻击的靶细胞, 
又是HCMV潜伏的位点[13]. 在炎症反应过程中, 
HCMV能刺激T细胞产生IL-2、TNF-β、INF-α
等细胞因子 ,  调节白细胞迁移、H L A分子表

达、抗原呈现, 诱导参与免疫反应的细胞黏附

分子的表达[14], 进一步促进炎症反应, 加重疾病

症状. 此外HCMV感染还可导致消化系统局部

组织炎症、血管内皮细胞受损、黏膜缺血损伤, 
最终导致血管闭塞、组织溃疡、出血、坏死等. 
但由于没有良好的HCMV感染消化系统动物模

型, 所以研究一直没有取得突破性进展. 
本研究在已建立的HCMV先天性潜伏感染

模型的基础上, 通过环磷酰胺降低HCMV先天

性潜伏感染小鼠机体免疫力[15], 是潜伏感染的

病毒再激活. 实验分为3组: 细胞对照组、病毒

潜伏组和病毒潜伏再激活组, 采用细胞共培养

病毒分离、间接免疫荧光、PCR及RT-PCR来

确定模型的感染状态. 细胞共培养病毒分离试

验发现病毒潜伏再激活组小鼠小肠组织分离出

HCMV, 病毒分离阳性; 潜伏感染组以及细胞对

照组小鼠病毒分离结果均为阴性; PCR以及RT-
PCR结果显示, 病毒潜伏再激活组小鼠均呈阳

性; 而病毒潜伏组小鼠HCMV UL83基因不转录, 
PCR可检测出UL83 DNA, RT-PCR检测不出相应

的mRNA; 细胞对照组小鼠PCR、RT-PCR结果

均为阴性. 以上结果说明本研究建立的小鼠模

型感染状态与实验设计相符合. 病理学方法观

察了小鼠发现病毒潜伏组以及病毒潜伏再激活

组小鼠小肠组织黏膜结构已发生不同程度的病

理损害, 尤其是再激活组被弥漫性出血所代替, 
出血坏死可累及黏膜下肌层, 肠黏膜层可见大

量炎症细胞呈弥散分布, 主要为淋巴细胞, 浆细

胞及单核巨噬细胞. 肠黏膜部分绒毛及腺体已

破坏, 层次结构消失, 坏死区被红色流出物所代

替. 而细胞对照组小鼠小肠切片病理染色未见

明显改变. 
本试验通过对先天性潜伏感染的小鼠模型

以及再激活的研究表明, 该模型可以较好地模

拟人HCMV先天性感染后在患者体内长期潜伏

以及潜伏再激活两种感染状态, 为研究HCMV
先天性潜伏感染再激活导致严重临床消化道病

症的临床诊断机制研究、药物筛选及疫苗的研

制和应用提供了可靠的实验平台. 
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■同行评价
本研究成功建立
了HCMV先天性
感染再激活的小
鼠模型, 观察到典
型的肠炎病理改
变, 对于进一步研
究其致病机制具
有一定价值, 不足
之处在于一些研
究结果或设计的
严谨性有待斟酌.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation of TGF-
β1-induced epithelial-mesenchymal transition 
to infiltration and metastasis of esophageal 
squamous cell carcinoma (ESCC).

METHODS: One hundred ESCC specimens from 
January 2000 to December 2004 in our hospital 
were selected. For each specimen, the cancer-

ous tissue and its remote normal mucosa were 
analyzed and compared. Immunohistochemistry 
was used to detect the expressions of TGF-β1, 
E-cadherin and Vimentin proteins. 

RESULTS: The expression rate of TGF-β1 pro-
tein was significantly higher in ESCC tissues 
than in normal tissues (85% vs 27%, P < 0.01), 
and the expression rate of TGF-β1 protein in 
deeply infiltrating group was significantly 
higher than that in superficially infiltrating 
group(91% vs 75%, P < 0.05); the expression rate 
of E-cadherin protein was significantly lower 
in ESCC tissues than in normal tissues (43% vs 
85%, P < 0.01); the expression rate of Vimen-
tin protein was higher in ESCC tissues than in 
normal tissues (23% vs 0%, P < 0.05). In esopha-
geal carcinoma, the expression of TGF-β1 was 
negatively correlated to that of E-cadherin (Tb 
= -0.257, P = 0.013), but positively correlated to 
that of Vimentin protein (Tb = 0.163, P = 0.030); 
in addition, the expression of E-cadherin was 
negatively correlated to that of Vimentin protein 
(Tb = -0.379, P = 0.000). 

CONCLUSION: Epithelial-mesenchymal tran-
sition induced by TGF-β1 may be present in 
ESCC, and is possibly related to ESCC infiltra-
tion and metastasis. 

Key Words: Epithelial-mesenchymal transition; 
Transforming growth factor-β1; Esophageal squa-
mous cell carcinoma

Zhang HY, Sun Y, Li SS, Yang JP, Yan AH, Wang 
XH, Wang XJ. Relationship between TGF-β1-induced 
epithelial-mesenchymal transition and infiltration, 
metastatis of esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3162-3166

摘要
目的: 探讨食管鳞癌中是否存在TGF-β1引发
的EMT, 及其与食管鳞癌的浸润转移的关系.

方法: 选用郑州大学第一附属医院2000-01/ 
2004-12食管鳞癌手术切除标本100例, 每例
标本均选用癌组织中心及其远端正常黏膜对
照. 采用免疫组织化学技术检测100例食管鳞

®

■背景资料
食管癌是死亡率
很高的恶性肿瘤
之一, 尤其在我国
河南省更常见. 目
前已知肿瘤的浸
润转移是导致恶
性肿瘤患者死亡
的主要原因, 因此
研究肿瘤的浸润
转移机制, 对于降
低肿瘤患者的死
亡率至关重要.

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科
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癌手术切除标本中的TGF-β1、E-cadherin和
Vimentin蛋白的表达. 

结果: TGF-β1蛋白在食管鳞癌组织中的表达
明显高于正常黏膜(85% vs  27%, P <0.01), 其
在深层浸润组中的表达高于浅层浸润组(91% 
vs  75%, P <0.05); E-cadherin蛋白在食管鳞癌组
织中的表达明显低于正常黏膜(43% vs  85%, 
P <0.01); Vimentin蛋白在食管鳞癌组织中的
表达高于正常黏膜(23% vs  0%, P <0.05); 食管
鳞癌组织中, TGF-β1与E-cadherin表达呈负相
关(Tb = -0.257, P  = 0.013), 而与Vimentin表达
呈正相关(Tb = 0.163, P  = 0.030), E-cadherin与
Vimentin表达呈负相关(Tb = -0.379, P  = 0.000).

结论: 食管鳞癌中可能存在T G F-β1引发的
EMT, 且可能与食管鳞癌的浸润转移有关.

关键词�� 上皮-间质转化; 转化生长因子-β1; 食管

鳞癌
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0  引言

上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)是胚胎发育、组织重建和伤口修复中的

基础过程, 同时也是肿瘤浸润、转移的一个非

常重要的机制[1]. TGF-β是一种具有多种功能的

细胞因子, 已有研究发现TGF-β在诱发EMT中起

关键作用[2-3]. 在EMT过程中表达下调的因子主

要是上皮性标志物如E-cadherin, 表达上调的因

子主要是间质性标志物(如Vimentin)[4]. 本研究

应用免疫组化技术检测TGF-β1、E-cadherin和
Vimentin蛋白在100例食管鳞癌组织中的表达, 
旨在探讨食管鳞癌中是否存在TGF-β1引发的

EMT, 及其是否与食管鳞癌的浸润转移有关.

1  材料和方法

1.1 材料 选用郑州大学第一附属医院2000-01/ 
2004-12食管鳞癌手术切除标本存档蜡块100例, 
每例标本均选用癌组织中心及其远端正常黏膜

对照. 100例标本病理诊断均为鳞状细胞癌, 分化

Ⅰ级23例, Ⅱ级66例, Ⅲ级11例; 浸润至浅层(黏
膜下层及浅肌层)36例, 深层(深肌层及外膜)64
例; 有淋巴结转移者22例, 未确认有淋巴结转移

者78例. 免疫组织化学染色采用链霉卵白素-生

物素过氧化物酶法(Streptavidin Peroxidase,S-P). 
TGF-β1兔抗人多克隆抗体为美国Santa Cruz公司

产品, E-cadherin鼠抗人单克隆抗体、Vimentin鼠
抗人单克隆抗体、S-P试剂盒及DAB均购自北京

中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 TGF-β1以胞膜和胞质着色为阳性细

胞. 每张切片随机观察5个高倍视野, 计数500个
细胞中染色阳性细胞数, 按阳性细胞所占比例

进行分级, <20%为(-), ≥20%为(+)[5]. E-cadherin
以胞膜和胞质着色为阳性细胞. 结果判断参照

sulzers分级法[6], 阳性细胞<10%为(-), ≥10%为

(+). Vimentin以胞质着色为阳性细胞. 每张切

片随机观察5个高倍视野, 计数500个细胞中染

色阳性细胞数, 按阳性细胞所占比例进行分级, 
<10%为(-), ≥10%为(+).

统计学处理 所有数据均经SPSS13.0软件进

行统计分析. 阳性率之间的比较采用χ2检验, 阳
性率间相关性采用Kendall等级相关进行比较. 
以α = 0.05作为检验水准.

2  结果

2.1 TGF-β1蛋白在食管鳞癌组织中的表达及与

临床病理特征的关系 TGF-β1蛋白在食管鳞癌

组织中的阳性染色定位于细胞质. 100例食管鳞胞质. 100例食管鳞. 100例食管鳞

癌中TGF-β1蛋白阳性表达率明显高于正常黏膜黏膜膜

(85% vs  27%, P <0.01); TGF-β1蛋白表达与肿瘤

分化程度及淋巴结转移无关(P >0.05), 但与肿瘤

浸润深度有关(P <0.05), TGF-β1蛋白在深层浸润

组中的阳性表达率明显高于浅层浸润组(91% vs  
75%, P <0.05, 表1, 图1).
2.2 E-cadherin蛋白在食管鳞癌组织中的表达及

与临床病理特征的关系 E-cadherin蛋白在食管

鳞癌组织中的阳性染色定位于细胞质. 100例食胞质. 100例食. 100例食

管鳞癌中E-cadherin蛋白阳性表达率明显低于正

常黏膜(43%黏膜(43%膜(43% vs  85%, P <0.01); E-cadherin蛋白表

达与肿瘤分化程度、浸润深度及淋巴结转移无

关(P >0.05, 表1, 图2).
2.3 Vimentin蛋白在食管鳞癌组织中的表达及

与临床病理特征的关系 Vimentin蛋白在食管鳞

癌组织中的阳性染色定位于细胞质. 100例食管胞质. 100例食管. 100例食管

鳞癌中Vimentin蛋白阳性表达率高于正常黏膜黏膜膜

(23% vs  0%, P <0.05); Vimentin蛋白表达与肿瘤

分化程度、浸润深度及淋巴结转移无关(P >0.05, 
表1, 图3) .
2.4 食管鳞癌组织中TGF-β1、E-cadherin及Vi-
mentin蛋白表达的相关性 100例食管鳞癌组织

■相关报道
Zavadil et al 的实
验证明TGF-β能
够诱导培养基中
正常细胞和转化
细胞形态的改变
以及EMT特征的
出现; Han et al 报
道 T G F - β 1 诱 导
皮肤鳞癌细胞发
生E M T,  形成梭
形 细 胞 癌 ,  提 示
TGF-β1表达上调
会开启EMT, 并导
致肿瘤的浸润及
转移.

■研发前沿
肿瘤的浸润转移
是一复杂过程, 目
前EMT在肿瘤浸
润转移中的作用
逐渐引起人们的
关注. 已有研究发
现TGF-β1在诱发
EMT中起关键作
用 .  TGF-β1引发
的EMT及其促肿
瘤浸润转移的机
制是目前研究的
热点.
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中, TGF-β1与E-cadherin表达呈负相关(P <0.05), 
而与Vimentin表达呈正相关(P <0.05), E-cadherin
与Vimentin表达呈负相关(P <0.01, 表2-3).

3  讨论

食管癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 河南省又

是高发区域. 到目前为止, 食管癌仍严重地危害

着人们的生命健康, 因此对食管癌浸润和转移

机制的研究显得尤为重要和突出. EMT最早被

发育生物学家用来描述在胚胎发育过程中某些

特定部位的上皮细胞所发生的形态学改变. 例
如在胚胎期器官形成的过程中, 上皮细胞变得

类似于成纤维细胞, 从而具有了强大的移动能

力. 发生EMT的上皮细胞在经历了短暂的结构

改变后, 细胞的迁移和运动能力增强, 因此, 通
过EMT肿瘤细胞可获得侵袭转移能力. 

表 1 TGF-β1、E-cadherin及Vimentin在食管鳞癌组织中的表达及与临床病理特征的关系

      
                                     

n
            TGF-β1     

P 值
   E-cadherin  

P 值
     Vimentin  

P 值
    -  +   -  +   -  +

正常                100/20  73 27  15 85  20   0 

食管鳞癌                100 15 85 0.000 57 43 0.000 77 23 0.038

分化程度          

    Ⅰ级  23   4 19  14   9  17   6 

    Ⅱ级  66   7 59  39 27  51 15 

    Ⅲ级  11   4   7 0.080   4   7 0.341   9 2 0.871

浸润深度          

    浅层  36   9 27  21 15  30   6 

    深层  64   6 58 0.036 36 28 0.840 47 17 0.259

淋巴结转移              

    无  78   9 69  47 31  58 20 

    有  22   6 16 0.087 10 12 0.216 19   3 0.237

A B

图 1 TGF-β1蛋白的表达(SP法×400). A: 食管癌组织, 呈现胞质着色, 表达较强; B: 正常上皮组织, 呈现胞质着色, 表达较弱.

A B

图 2 E-cadherin蛋白的表达(SP法×400). A: 食管癌组织, 呈现胞质着色, 表达较强; B: 正常上皮组织, 呈现胞膜和胞质着色, 

表达较强.

■应用要点
本文研究结果表
明食管鳞癌组织
中 T G F - β 1 的 过
表 达 与 E M T 有
关 ,  发生了EMT
的食管鳞癌细胞
运 动 能 力 及 侵
袭 转 移 能 力 增
强 .  TGF-β1可能
通过对上皮性标
志物E-cadher in
和间质性标志物
Vimentin的调控
在食管鳞癌EMT
及浸润转移中起
关键作用, 这对食
管鳞癌发病机制
的阐明和治疗具
有一定的价值.

■创新盘点
截 至 目 前 ,  有 关
EMT在食管鳞癌
浸润转移中的研
究鲜见报道, 探讨
食管鳞癌的EMT, 
有助于阐明食管
鳞癌的浸润转移
机制, 并为食管鳞
癌的治疗打开一
个新的思路.
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EMT的诱导因素来源于细胞外界刺激, 如
多种细胞因子、生长因子以及缺血缺氧等, 其
中生长因子在诱导肿瘤细胞EMT中的作用最受

关注. TGF-β是一种多功能的多肽类细胞因子, 
首先由Assoian et al [7]在1983年自人血小板中成

功提取, 已被证实在多种生理病理过程中起重

要作用. Zavadil et al [8]的实验证明TGF-β能够诱

导培养集中正常细胞和转化细胞形态的改变以

及EMT特征的出现, Han et al [9]报道TGF-β1诱导

皮肤鳞癌细胞发生EMT, 形成梭形细胞癌. 提示

TGF-β表达上调会开启EMT, 并导致肿瘤的浸润

及转移. 为了探讨食管鳞癌中是否存在TGF-β1
引发的E M T以及食管鳞癌的浸润转移是否与

TGF-β1引发的EMT有关, 作者研究了食管鳞癌

中TGF-β1的表达. 研究结果显示, 100例食管鳞

癌中TGF-β1蛋白阳性表达率明显高于正常黏膜

(85% vs  27%, P <0.01), 提示TGF-β1的高表达可

能与食管鳞癌EMT有关. TGF-β1高表达的原因

可能为: (1)肿瘤细胞失去对TGF-β1的敏感性而

导致TGF-β1反馈性的表达增多; (2)肿瘤细胞自

主分泌TGF-β1, 从而维持肿瘤细胞的侵袭力. 另
外, 本研究结果还显示100例食管鳞癌中TGF-β1
在深层浸润组的阳性表达率高于浅层浸润组

(91% vs  75%, P <0.05), 说明发生了EMT的食管

鳞癌细胞运动能力增强, 侵袭能力增强. TGF-β1
促进肿瘤侵袭转移的机制可能为: (1)诱导有利

于浸润转移的基质环境形成; (2)促进血管新生; 
(3)抑制宿主抗肿瘤免疫反应等. 

E-cadherin是钙黏蛋白家族的一个重要成

员, 是维持上皮细胞极性及细胞间黏附连接的

主要分子[10]. Vimentin是细胞骨架的重要成分

之一, 主要分布于间叶组织来源的细胞及某些

未分化细胞. 现已发现, 在多种发生EMT的肿

瘤中, E-cadherin表达下降或缺失, 而Vimentin
异常高表达. 本研究结果显示100例食管鳞癌中

E-cadherin蛋白阳性表达率明显低于正常黏膜

(43% vs  85%, P <0.01), Vimentin蛋白阳性表达

率高于正常黏膜(23% vs  0%, P <0.05), 进一步证

实食管鳞癌细胞在发生恶性转化的过程中可能

有EMT参与. 由于E-cadherin表达下降, 使得细

胞形态改变, 细胞间连接变化, 允许肿瘤细胞摆

脱细胞-细胞间连接而表现得更具侵袭性. 另外

Vimentin表达增多使得细胞骨架结构变化, 上皮

源性细胞由立方形变为纺锤形纤维样细胞, 更
易于迁移游动, 而且细胞骨架作为细胞内外信

号传递系统的载体, 其结构的变化可干扰信号

传导系统的正常工作, 进一步导致细胞生物学

性状改变, 如黏附性下降, 运动能力增强.
100例食管鳞癌中TGF-β1与E-cadherin表达

     
E-cadherin

                 TGF-β1                        Vimentin                

            -                +            -                  +

-           4                 53 36              21

+         11                 32 41               2

合计         15                 85 77             23

T b = -0.257, P  = 0.013 vs  TGF-β1; T b = -0.379, P  = 0.000 vs 

Vimentin.

表 2 食管鳞癌组织中E-cadherin与TGF-β1, Vimentin表
达的相关性分析

     
Vimentin 

          TGF-β1                  
合计

   -            +

-  14          63            77

+    1          22    23

合计  15          85  100

T b = 0.163, P  = 0.030.

表 3 食管鳞癌组织中TGF-β1和Vimentin表达的相关性
分析

图 3 Vimentin蛋白的表达(SP法×400). A: 食管癌组织, 呈现胞质着色, 表达较强; B: 正常上皮组织, 细胞未着色.

A B
■名词解释
上皮间质转化: 上
皮细胞在与周围
间质的相互作用
过程中逐渐获得
了某些间质细胞
所特有的性状的
现象. 最早被发育
生物学家用来描
述在胚胎发育过
程中某些特定部
位的上皮细胞所
发生的形态学改
变.
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呈负相关(P <0.05), 而与Vimentin表达呈正相关

(P <0.05). 此研究结果进一步说明了TGF-β1与
EMT的关系. 由于食管鳞癌组织中TGF-β1的过

表达, 导致上皮性标志物E-cadherin表达明显下

降, 间质性标志物Vimentin表达明显增多, 结果

使得细胞骨架重排, 上皮细胞变得类似于成纤

维细胞, 从而引发EMT. 
总之, TGF-β1诱导的EMT及其与食管鳞癌

浸润转移的密切关系使其在食管鳞癌发病机制

的阐明和治疗上具有一定的价值. 如果能够使

具有间质特性的细胞恢复上皮细胞特性, 那么

就有可能逆转EMT, 阻碍肿瘤浸润转移, 这将为

食管鳞癌的治疗打开一个新的思路.
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1 Shook D, Keller R. Mechanisms, mechanics and 

function of epithelial-mesenchymal transitions in 
early development. Mech Dev 2003; 120: 1351-1383

2 Cho HJ, Baek KE, Saika S, Jeong MJ, Yoo J. Snail 
is required for transforming growth factor-beta-
induced epithelial-mesenchymal transition by 
activating PI3 kinase/Akt signal pathway. Biochem 
Biophys Res Commun 2007; 353: 337-343

3 Janda E, Lehmann K, Killisch I, Jechlinger M, 

■同行评价
本研究方法合理, 
对照可靠, 统计方
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明确, 并附有相应
的图片资料, 具有
一定的科学性、

可读性和创新性.
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Abstract
AIM: To investigate the expressions of CD133 
and Ki-67 in gastric carcinoma and their clinical 
significances.

METHODS: Immunohistochemistry (PV6000 
method) was used to detect CD133 and Ki-67 
expressions in paraffin-embedded gastric car-
cinoma tissues of 336 cases and paracancerous 
normal mucosa of 60 cases using tissue array 
technology. In this study all cases were success-
fully followed up.

RESULTS: The positive expression rates of 
CD133 and Ki-67 in gastric carcinoma were 
57.4% and 58.3%, respectively. CD133 and Ki-67 
were all correlated to tumor size, differentia-
tion degree, infiltrative depth, clinical stage, 
lymphatic invasion and distant metastasis (all P 
< 0.05). The 5-year survival rate of the patients 

with CD133 or Ki-67 expression was lower than 
that of patients with negative expression (both 
P < 0.05). The CD133 expression in gastric car-
cinoma was positively correlated with the Ki-67 
expression (r = 0.188, P < 0.05). The expressions 
of CD133 and Ki-67 in carcinoma were signifi-
cantly higher than those in normal mucosa tis-
sues (57.4% vs 28.6%, 58.3% vs 18.6%, both P < 
0.05). CD133 and Ki-67 were both independent 
prognostic indicators for survival time after 
operation.

CONCLUSION: CD133 and Ki-67 play signifi-
cant roles in the generation and evolution of gas-
tric carcinoma and can be used as useful indica-
tors for clinical assessment of tumor biological 
behavior and prognosis in patients with gastric 
carcinoma.

Key Words: Gastric neoplasms; Immunohistochem-
istry; Cancer stem-like cell; CD133; Ki-67
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摘要
目的: ��CD133和Ki-67在胃癌中的表达, 并
探讨其与肿瘤生物学特征及患者术后生存时
间的关系.  

方法: 应用组织芯片技术, 采用PV6000二步法
检测有完整随访资料的336例胃癌及60例癌旁
正常组织中CD133和Ki-67表达的差异. 

结果: 胃癌CD133和Ki-67的阳性率为57.4%, 
58.3%. CD133和Ki-67的表达均与肿瘤大小、

分化程度、浸润深度、淋巴结转移数目、

T N M分期和出现腹腔及远处转移相关 (均
P <0.05). CD133和Ki-67阳性组患者的5年生
存率均低于阴性组(均P <0.05). CD133和Ki-67
在胃癌的表达呈正相关(r  = 0.188, P <0.05). 
CD133和Ki-67在胃癌组织中的表达显著高
于在癌旁正常组织中的表达(57.4% vs  28.6%, 
58.3% vs  18.6%, 均P <0.05). CD133和Ki-67均
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■背景资料
胃癌是消化系最
常见的恶性肿瘤
之一. 目前仅仅依
靠某些传统的病
理指标来评估患
者的预后和选择
治疗方法, 并不能
充分满足临床的
需要. 近年来, 随
着对新的生物标
志物的深入��, 
使得部分生物标
志物在肿瘤的诊
断、治疗及预测
复发等方面发挥
了重要作用.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科



是患者术后生存时间的独立预后因子.

结论: CD133和Ki-67在胃癌的发生、发展、

转移及预后中发挥重要作用, 可考虑作为胃癌
临床评价肿瘤生物学行为及评估预后的指标.

关键词�� 胃肿瘤; 免疫组化; 癌干样细胞; CD133; 

Ki-67
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意义. 世界华人消化杂志  2008; 16(28): 3167-3171
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0  引言

CD133是一种分子质量为120 kDa的跨膜蛋白, 
最初被认为是造血干细胞标志物, 后发现正常

非淋巴造血组织中也可检测到CD133 mRNA
转录本[1]. 目前CD133主要用于各种恶性肿瘤

癌干细胞的研究, 但在胃癌中尤其是对预后的

影响方面, 少见报道. Ki-67是一种公认的与细

胞增殖特异性相关的核抗原 ,  主要用于判断

细胞增殖活性 .  本研究应用免疫组化技术测

定胃癌中CD133和K i-67的表达情况, 并探讨

他们与临床病理特征及患者预后的可能关系.  

1  材料和方法

1.1 材料 构建组织芯片的336例标本均来自中国

人民解放军总医院1998-2001年间实施手术切除

并有完整随访资料的胃癌病例(已剔除失访病

例), 男274例, 女62例. 患者均为首次发现胃癌, 
术前未经过放化疗或免疫治疗; 影响学检查均未

发现有远隔器官转移. 按照2003年国际抗癌联盟

修订的胃癌临床病理TNM分期, Ⅰ期66例, Ⅱ期

77例, Ⅲ期147例, Ⅳ期46例; 组织学分级, Ⅰ级17
例, Ⅱ级65例, Ⅲ级254例; 组织学类型, 管状腺癌

(中高分化腺癌)75例, 黏液腺癌32例, 低分化腺癌

183例, 印戒细胞癌35例, 其他类型11例. 截至到

2008-03, 患者平均随访时间为45.4 mo, 所有患者

中死亡251例, 存活85例, 最长生存时间为120 mo.
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片的构建: 在336例胃癌和60例癌

旁正常组织的石蜡标本上采集组织芯, 直径1.0 
mm, 孔间距1.2 mm, 排列成9行×8列共72点微

阵列, 每2点代表1例患者组织, 共制成组织芯

片11块.
1.2.2 免疫组化染色: 应用免疫组化PV6000二
步法进行检测, 所采用试剂兔抗人CD133多克

隆抗体(北京博奥森)、鼠抗人Ki-67 mAb(美国
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Zymed)、枸橼酸抗原修复液(pH6.0)、DAB显

色液及PBS等均购自北京中杉公司. 每个组织芯

片蜡块取4 μm厚连续切片, 经脱蜡、高压锅热

修复、过氧化氢(H2O2)封闭后滴加一抗, CD133 
(1∶500), Ki-67(1∶100). 4℃过夜, 滴加二抗试

剂(Polyperoxidase-anti-mouse/rabbit IgG), 37℃
孵育30 min, 最后DAB显色、苏木素复染、封

片. CD133、Ki-67分别为细胞膜和细胞核表达, 
阳性细胞≥10%定为阳性.

统计学处理  S P S S13.0软件对数据处理. 
CD133和Ki-67在胃癌表达的相关性采用Spearman
等级资料相关分析; 二者在肿瘤和正常组织中表

达的差异以及与临床病理类型中的差异采用χ2检

验; 对生存率影响的单因素分析采用Log-rank检
验; 多因素分析采用Cox比例风险模型. P<0.05为
差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 CD133和Ki-67的表达及其与临床病理特

征的关系 336例胃癌中C D133阳性193例(图
1-2), 阳性率为57.4%. Ki-67阳性196例(图3), 
阳性率为58.3%. 随肿瘤增大、分化降低、浸

润加深、淋巴结转移数目增多、TNM分期递

增, 出现腹腔及远处转移CD133和Ki-67的表

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前CD133主要
用于各种恶性肿
瘤癌干细胞的�
�, 并发现其表达
与多种癌干细胞
密切相关. 但到目
前为止, 国内外未
见CD133表达与
胃癌干细胞相关
性的报道, CD133
表达与胃癌预后
关系的报道亦少
见.

图 1 胞膜CD133阳性(IHC×400).

图 2 CD133点染箭头所示(IHC×400).
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达逐渐增高(P <0.05, 表1).
2.2 CD133和Ki-67的表达与患者预后的关系 

CD133和Ki-67阳性表达组患者的术后生存时间

短于阴性表达组(P <0.05, 图4). CD133和Ki-67阳
性表达组患者的平均术后生存时间分别为36.3 

■相关报道
CD133在肿瘤组
织水平上的��
少见, 国外文献报
道多从细胞水平
进行��, 并认为
他是多种肿瘤干
细胞的特异性标
志物. CD133在胃
癌发生、发展过
程中表达的趋势
及机制目前仍不
清 ;  大 量 文 献 报
道Ki-67增殖指数
高低与肿瘤的分
化程度、浸润转
移以及预后密切
相 关 ,  在 肿 瘤 中
Ki-67与CD133表
达的相关性未见
报道.

表 1 CD133和Ki-67的阳性表达与临床病理特征的关系

     
临床病理因素

             CD133               
统计值

                   Ki-67                 
统计值

    +         －               +              － 

年龄情况 

    n≤40     16        18            χ2 = 1.67           20            14              χ2 = 2.47

    40<n≤65 116        82            P>0.05         109            89              P>0.05

    n>65    61        43             67            37 

肿瘤大小 

    d<4 cm   30        47            χ2 = 22.15           32            45              χ2 = 15.16

    4 cm≤d<8 cm 117        84            P<0.05         121            80              P<0.05

    d≥8 cm   46        12             43            15 

组织学分级

    Ⅰ级      7        10            χ2 = 6.87             6            11              χ2 = 9.95

    Ⅱ级    30        35            P<0.05           30            35              P<0.05

    Ⅲ级  156        98           160            94 

浸润深度 

    达黏膜下层     4        19            χ2 = 33.82             6            17              χ2 = 21.95

    达浆膜下层   47        56            P<0.05           52            51              P<0.05

    �浆膜层 122        65           118            69 

    邻近器官   20          3             20              3  

淋巴结受累

    LN = 0    43        68            χ2 = 28.16           44             67              χ2 = 33.51

    LN = 1-6   78        50            P<0.05           77             51              P<0.05

    LN = 7-15   52        20             52             20 

    LN>15    20          5             23               2 

TNM分期 

    Ⅰ期    19        47            χ2 = 41.26           20             46              χ2 = 41.07

    Ⅱ期    38        39            P<0.05           40             37              P<0.05

    Ⅲ期    98        49             96             51 

    Ⅳ期    38          8             40               6 

腹腔及远处转移 

    无转移  180      140            χ2 = 3.90         182           138              χ2 = 5.88

    有转移    13          3            P<0.05           14               2              P<0.05

5年生存率

    生存    44        82            χ2 = 41.82           46             80              χ2 = 39.51

    死亡  149        61            P<0.05         150             60              P<0.05

表 2 CD133和Ki-67的表达与预后的关系

     
标志物    n       平均术后生存时间(mo)   χ2值       P 值

CD133 

    + 193    36.3±2.5 54.88   P<0.05

    - 143    66.0±3.1  

Ki-67 

    + 196    36.7±2.4 58.54   P<0.05

    - 140    66.4±3.2  

图 3 胞核Ki-67阳性(IHC×400).
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mo和36.7 mo, 阴性表达组患者的平均术后生存

时间分别为66.0 mo和66.4 mo(表2).
2 .3  C D133和K i-67在胃癌表达的相互关系 
CD133、Ki-67在胃癌的表达呈正相关(r  = 0.188, 
P  = 0.001).
2.4  CD133和Ki-67在胃癌组织与癌旁正常组织

中表达的差异 CD133在胃癌组织中的阳性表达

率为57.4%, 在癌旁正常组织中的阳性表达率为

28.6%, 二者差异具有统计学意义(P  = 0.0001). 
Ki-67在胃癌组织中的阳性表达率为58.3%, 在癌

旁正常组织中的阳性表达率为18.6%, 二者差异

具有统计学意义(P  = 0.0001).
2.5 CD133和Ki-67与患者生存时间的多因素分

析 Cox多因素术后生存分析结果显示, CD133、
Ki-67、患者年龄、肿瘤大小、组织学类型、腹

腔及远处转移是胃癌术后生存时间的独立预后

因子, 其中CD133、Ki-67的回归系数为正, 表明

他们与患者的术后生存时间呈正相关, 其表达

为阳性者, 术后生存时间短(表3).

3  讨论

肿瘤干细胞(tumor stem cell, TSC), 又称癌干细

胞, 是指癌组织中一些较少的具有无限自我更

新潜能并促使肿瘤形成的细胞, 而CD133是目

前用于各种肿瘤干细胞研究的热点标志物之一. 
CD133较早应用于脑瘤干细胞的研究, 每只小鼠

接种100个CD133阳性脑肿瘤干, 结果在接种后

6 mo内形成肿瘤; 而每只接种10万个CD133阴
性非肿瘤干细胞的小鼠在相同时间内未形成肿 
瘤[2]. 此外, O'Brien et al [3]用流式细胞仪纯化结肠

癌组织中的CD133阳性细胞, 并把他移植到小鼠

肾被膜下使其形成肿瘤, 结果提示CD133可能为

结肠癌干细胞的标志物. 但到目前为止, 国内外

未见从人类胃癌组织中分离出胃癌干细胞的报

道, 有关CD133与胃癌临床病理特征及预后关系

的报道也不多. 
本研究显示, 胃癌组织中的CD133阳性细胞

越多、分化越差、浸润越深、分期越晚, 淋巴

结转移数目越多, 术后生存时间也就越短, 提示

肿瘤组织中CD133阳性细胞越多, 含有的癌干样

细胞就越多. 术后一些残留的癌干样细胞通过

自我更新和多向分化, 导致肿瘤复发和转移. 由
此推测CD133可能是胃癌癌干样细胞的特异性

表 3 术后生存时间多因素分析结果

     
变量  回归系数            标准误                   χ2       自由度             P 值                危险比

年龄    0.475           0.109 18.843           1           0.000 1.608

组织学分级   0.043           0.166   0.067           1           0.796 1.044

组织学类型   0.227           0.078   8.434           1           0.004 1.255

浸润深度    0.206           0.168   1.496           1           0.221 1.229

淋巴结受累   0.240           0.139   2.965           1           0.085 1.271

远处及腹腔转移   0.957           0.314   9.303           1           0.002 2.604

TNM分期  -0.130           0.189   0.474           1           0.491 0.878

肿瘤大小    0.557           0.123 20.433           1           0.000 1.746

CD133    0.589           0.146 16.384           1           0.000 1.802

Ki-67    0.690           0.149 21.427           1           0.000 1.993

■应用要点
本 � � 发 现 , 
CD133和Ki-67的
表达均与肿瘤大
小、分化程度、

浸润深度、淋巴
结 转 移 数 目 、

TNM分期和出现
腹腔及远处转移
相关 ;  C D 1 3 3和
K i - 6 7 在 胃 癌 的
表 达 呈 正 相 关 ; 
CD133和Ki-67均
是患者术后生存
时间的独立预后
因子. 两者联合使
用进行免疫组织
化学检测, 可考虑
作为胃癌临床评
价肿瘤生物学行
为及判断预后的
有用指标之一.
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图 4 CD133及Ki-67阳性组和阴性组术后生存曲线. A: CD133; B: Ki-67; 绿色: 阳性组; 蓝色: 阴性组.
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分子标志物. CD133作为一种人类干细胞或祖细

胞膜抗原, 可在肿瘤血管内皮祖细胞及间质干

细胞中表达, 而成熟血管内皮细胞和间质细胞

则不表达CD133[4-5]. 但本研究中观察到少数胃

癌间质纤维结缔组织、血管内皮及紧邻癌组织

的正常腺上皮细胞也有CD133的点彩状表达, 其
确切机制及作用不明. 研究发现, 血管内皮祖细

胞的活化可参与肿瘤血管生成[6]; 间质干细胞可

调控肿瘤微环境[7], 故推测CD133标识胃癌组织

中成熟血管内皮细胞和间质细胞及周围少量正

常上皮细胞, 有可能导致这些细胞迅速增殖转

化为癌细胞, 但此推断需进一步加以验证. 
Ki-67与胃癌关系的研究报道较多, 但结论

并不完全一致, Czyzewska et al [8]研究证实Ki-67
表达与肿瘤的分化程度、L a u r e n分型、淋巴

结转移等明显相关 ,  与年龄、肿瘤部位无关; 
Oshima et al [9]的研究表明Ki-67表达与年龄、

性别、分期和预后等均无明显相关; 国内施俊 
et al [10]的研究认为Ki-67表达与预后因素无相关

性. 本研究中, Ki-67的表达与肿瘤大小、分化程

度、浸润深度、淋巴结转移、TNM分期和预后

有关, 与Czyzewska et al [8]研究一致. 一般认为细

胞持续增殖时, 容易形成肿瘤[11]. 本研究中发现

Ki-67在胃癌组织中的阳性率显著高于癌旁组

织, 提示胃癌组织中细胞增殖比正常组织中旺

盛, 与张阳等的研究一致[12]. 由此提示: Ki-67可
反映肿瘤细胞的增殖情况, 而胃癌中CD133表达

越高, 可能预示着增殖活跃的癌干样细胞越多, 
在胃癌术后标本中联合检测Ki-67和CD133的表

达, 一定程度上可反映胃癌细胞的生物学行为, 
指导化疗方案的选择. 

总之, CD133及Ki-67在胃癌的发生、发展

及转移中发挥着重要作用, 两者联合使用进行

免疫组织化学检测, 可考虑作为胃癌临床评价

肿瘤生物学行为及判断预后的有用指标之一. 
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编者按  炎症性肠病(iflammatory bowel disease, IBD)的病因和发病机制尚不清楚, 肠黏膜组
织内免疫调节异常、持续的肠道感染、肠黏膜屏障缺损、遗传和环境因素等共同参于疾病
发生进程. 尤其是肠黏膜组织内各种淋巴细胞对肠道细菌和食物抗原异常免疫应答, 诱导激
活, 表达高水平的辅助信号分子和促炎症细胞因子, 造成黏膜组织炎症损伤. 通过抑制黏膜
组织内淋巴细胞激活、炎症介质分泌、细菌抗原的识别, 以及修复黏膜屏障功能等是治疗
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is closely 
associated with the abnormal immune response 
of intestinal immune system to enterobacteria 
and dietary ant igens . Large amounts of 
mononuclear lymphocyte infiltrates and high 
expression levels of proinflammatory cytokines 
and costimulatory molecules are present in 
inflamed mucosa. NK cells, involved in innate 
and acquired immune response, have cytolitic 
activities through secretion of lytic proteins, and 
produce proinflammatory mediators. Increased 
infiltration of NK cells present in inflamed 
mucosa of IBD expresses high levels of activated 
molecules and proinflammatory cytokines, and 
plays a role in intestinal mucosal damage.

Key Words: Inflammatory bowel disease; NK cell; 
Immune response
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摘要
炎症性肠病与肠道黏膜免疫系统对肠腔内细
菌和食物抗原等异常免疫应答有密切关系, 在
炎症肠黏膜组织内有大量激活的单个核淋巴
细胞浸润, 表达高水平的促炎症细胞因子和辅
助刺激信号分子等. NK细胞是先天性和获得
性免疫应答的重要淋巴细胞, 主要通过分泌细
胞毒杀伤蛋白质对靶细胞进行直接杀伤, 并分
泌促炎症介质. 在炎症性肠病患者炎症肠黏膜
组织内有大量NK细胞浸润, 表达高水平激活
分子, 并分泌促炎症细胞因子, 参与肠黏膜炎
症损伤.

关键词�� 炎症性肠病; NK细胞; 免疫应答
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
包括克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性结

肠炎(ulcerative colitis, UC). 虽然研究发现IBD
的发生主要与肠道免疫应答异常有密切关系, 
但其病因和发病机制仍不太清楚. 目前, 国内

外大多学者认为是由于多因素相互作用所致, 
肠壁黏膜免疫调节异常、持续的肠道感染、

肠壁黏膜屏障缺损、遗传和环境因素等共同

参于疾病发生进程[1-2]. CD主要表现为整个肠

壁黏膜组织肉芽肿性炎症, 多发生在回肠末端

和升结肠段, 也可发生在口腔、食道、胃和肛

门区; 而UC仅限于结肠. 在IBD的肠壁黏膜组

织中, 有大量激活的单个核淋巴细胞浸润, 如
CD25+CD69+CD4+ T、CD20+ B、CD25+ NK细

胞、CD68+巨噬细胞和树突状细胞. 这些淋巴

细胞表面表达有很高的辅助刺激信号分子, 如
CD40+ICOS+RANKL+ 4-1BB+的CD4+ T细胞、

www.wjgnet.com
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CD40+CD80+CD86+RANK+ 4-1BBL+的单核巨

噬细胞或树突状细胞, 还表达有很高的趋化因

子受体(如CCR5、CCR7、CCR9)及促白细胞

移动分子(P-selectin、E-selectin、ICAM-1、
VCAM-1). CD肠壁黏膜组织中, CD4+ T细胞受

到体外信号刺激, 产生大量的辅助T细胞(Th)1
型促炎症细胞因子, 如白介素(I L)-2, 干扰素

(IFN)-g, 肿瘤坏死因子(TNF)-a等. 近年来, 在CD
炎症肠壁黏膜内也发现有大量的其他促炎症细

胞因子表达、如IL-12、IL-15和IL-18. IL-12主
要是抗原递呈细胞(如单核巨噬细胞、树突状

细胞)分泌的一种细胞因子, 他通过结合T细胞

表面的受体(IL-12Rb1、b2), 激活细胞内Janus
酪氨酸激酶2和Tyk2, 诱导信号传导因子STAT-4
或STAT-3基因转录, 从而发挥其生物学效应[3]. 
IL-12可强烈地刺激T、NK细胞激活、分化、

IFN-g分泌、CD8细胞毒效应(CTL)应答和NK细

胞介导的细胞毒效应, 他在Th1性免疫应答和细

胞介导的免疫反应中起到中心作用. IL-12可直

接刺激CD患者外周血和肠壁黏膜组织中CD4+ T
细胞激活, 并产生大量促炎症细胞因子, 提示其

与CD发生有密切关系[3]. 研究发现[4], 在IBD患者

的炎症肠壁黏膜内有大量IL-15阳性细胞浸润, 
体外培养发现LPS可刺激IBD患者肠黏膜固有层

组织内单个核淋巴细胞分泌IL-15, 进而增强和

诱导炎症肠壁内T细胞的激活和促炎症细胞因

子的分泌. 另外, IL-18也在CD患者的病变肠黏

膜中有很高的表达, 体外实验证实IL-18可刺激

CD患者肠黏膜组织中CD4+ T细胞的激活等[5].
UC患者主要表现为结肠壁浅表黏膜组织炎

症, 可出现溃疡及急性脓性白细胞浸润. UC患者

的临床免疫特征主要表现为Th2 型免疫应答, 肠
壁黏膜组织中激活的CD4+ T细胞主要分泌IL-4
和IL-13[1-2]. 目前有些学者发现CD和UC患者的

临床免疫差异在个别病例中也不完全一致, 尤
其在CD的早期、诱导期和效应期, Th1和Th2两
种免疫应答均可出现. 因此, 有学者提议使用患

者的先天性和后天获得性免疫异常来解释. 正
如在CD病变发生时, 表现有肠上皮细胞黏膜屏

障缺损和通过诱导细菌抗原激活核因子NF-kB
的易感基因NOD2/CARD15引起病变[2].

1  NK细胞免疫应答效应

NK细胞是一种来自于骨髓造血细胞, 无T和B细
胞表面特征, 他们的胞质中的含有许多嗜苯胺颗

粒样的物质, 占外周血总淋巴细胞的10%-15%, 
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他们的细胞表型是CD3-CD56+, 在外周血中以

CD56dim为主, 而在淋巴结中则主要是CD56bright, 
其中90%的外周血NK细胞为CD56d imCD16, 而
10%仅为CD56brightCD16-. 前者主要拥有细胞毒

活性, 而后者可分泌各种促炎症细胞因子[6-7]. 另
外, 这两类N K细胞表面趋化因子和黏附分子

表达也不同, 提示他们向组织内着陆分布有差 
异[8]. NK细胞与CD8+ CTL细胞一样, 通过分泌细

胞毒杀伤蛋白质(如perforin, granzymes)对靶细胞

进行直接杀伤, 同时可分泌促炎症细胞因子(如
TNF-a, IFN-g). NK细胞的功能包括控制病毒和

细菌的感染, 调节体内环境的稳定, 产生细胞因

子, 对肿瘤细胞的杀伤效应, 并建立一个先天性

免疫和获得性免疫间的联系[9]. NK细胞无需T细
胞表面受体或免疫球蛋白信号而发挥其的细胞

毒杀伤功能, 其效应应答是通过两个独特的受体

系统而发挥作用, 其一是通过Ⅰ类HLA分子识别

相应抗原而抑制免疫应答; 其二是通过非HLA分

子来杀伤靶细胞. NK细胞表面结合HLA-I类分

子的受体按功能可分为抑制性受体和激活性受

体. 前者的胞质内含有免疫受体酪氨酸抑制序列

分子, 而后者则为胞质内含有免疫受体酪氨酸激

活分子. NK细胞的抑制性受体包括对HLA-A、

B、C特异的免疫球蛋白样的杀伤抑制性受体

(Ig-like killer inhibitory receptor, KIR)、对HLA-E
特异的CD94/NKG2A受体和I类MHC分子特异

的IL-T2/LIR1受体. KIR基因家族有15个基因和

2个假基因, 位于19号染色体q13.4点. 这些基因

表达在部分NK细胞、gdTCR+ T细胞、记忆/效
应abTCR+ T细胞, 但在未激活的初始型T细胞上

无表达[10]. NK细胞的激活性受体包括NKp30、
NKp44和NKp46, 他们是一族鸦片受体, 在抗肿

瘤和病毒感染时起着关键作用. 另外, 还有一些

激活受体, 如NKG2D、2B4和NTB-A, 他们在NK
细胞和部分CD8+ T细胞毒杀伤细胞上也有表达. 
Perforin、Fas和TNF家族成员如TRAIL在NK细

胞的细胞毒效应应答中发挥着重要作用[9-10].

2  NK细胞参与免疫病理

许多机制参与了NK细胞向组织中移动. 体外刺

激N K细胞, 其表面可表达一系列趋化因子受

体如CCR1、CCR2、CCR5、CCR6、CCR7、
CXCR1、CXCR2、CXCR3、CXCR4、CXCR6
和CX3CR1等[11]. CX3CR1表达在大部分外周血

的效应NK细胞上, 他促进NK细胞向炎症部位

趋向移动、释放噬苯胺颗粒和杀伤肿瘤细胞[12]. 
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Inngjerdingen et al [13]报道, NK细胞在趋化因子

CXCL10刺激下, 可向炎症部位和肿瘤组织中移

动. 已发现这些趋化因子受体在许多炎症疾病

中有较高表达, 如急性肾小球肾炎、风湿性关

节炎、病毒性肝炎和冠状动脉粥样病变, 提示

NK细胞参与了这些免疫病理.
Granulysin主要是NK细胞分泌的一种细胞

毒颗粒和杀菌蛋白质, 他能直接杀伤G+和G-细

菌、结核杆菌、霉菌和寄生虫[14], 另外还发现

他还有杀伤肿瘤细胞和抗病毒感染功能. 在NK
细胞激活时, Granulysin分泌显著升高[14]. 已发现

在一些疾病中, 如产前子癫、麻风病和肾移植

患者, Granulysin分泌有明显升高, 提示NK激活

分泌细胞毒效应分子可诱导组织炎症损伤. 已
报道, CD40L和CD28分子在NK细胞激活时表达

升高, 通过CD40和CD80信号刺激可有效地激活

NK细胞, 并产生细胞毒杀伤效应、细胞因子分

泌, 诱导靶细胞的损伤[15-16]. 研究发现[17], 在IBD
患者炎症肠黏膜内有大量的CD40阳性细胞浸

润, CD40信号分子可能对NK细胞的效应应答有

辅助作用. 文献也报道DC可直接激活NK细胞, 
上调NK细胞的细胞毒杀伤活性, 并产生大量的

细胞因子[18]. 血小板因子-4可诱导人NK细胞激

活, 并产生趋化因子IL-8. IL-8是趋化因子CXC
家族的一员, 他可直接诱导中性粒细胞向炎症

部位移动, 引起组织损伤. 现已发现血小板因子

-4在IBD患者血清中显著升高[19]. 因此, 在IBD患

者血清中升高的血小板因子-4很可能刺激NK细

胞向炎症性肠壁内移动, 诱导NK细胞激活, 促使

肠壁黏膜炎症损伤.
IL-15对NK细胞的生长发育起到关键调节

作用, IL-15或IL-15R基因缺陷小鼠内NK细胞的

数目显著降低[20]. 我们既往研究报道[4], IBD患者

的炎症肠壁黏膜内有大量IL-15阳性的单核巨噬

细胞/DC浸润, 体外培养发现, 细菌脂多糖LPS可
明显刺激IBD患者炎症肠壁黏膜内单核淋巴细

胞分泌IL-15. 研究报道[21], IL-15可以诱导NK细

胞向CD56bright亚群分化, 增强其细胞毒杀伤能力. 
IL-21功能与IL-2和IL-15非常相似, 而IL-21R与
IL-2Rb链和IL-4Ra链结构接近,  IL-21R与IL-2、
IL-4、IL-7、IL-9和IL-15受体共同使用g链[22]. 
目前, IL-21的生物学功能还不十分清楚. 已研究

发现IL-21可以协同IL-15和Flt3-L刺激来自于骨

髓中的NK细胞分化及成熟. 在IL-21R基因缺陷

小鼠内, 各种淋巴细胞成分和NK细胞均正常. 然

而, 在其受体g链基因缺陷小鼠内NK细胞数目

比IL-15Ra链基因缺陷型小鼠缺少更明显, 提示

IL-21可以协助IL-15刺激NK细胞发育生长. 近
年来研究发现, IL-21在IBD患者炎症肠黏膜组织

内表达升高[23-24], 我们的研究发现IL-21体外可

以刺激IBD患者NK细胞激活, 增强NK细胞的细

胞毒杀伤活性, 并分泌大量促炎症细胞因子(如
TNF-a、IFN-g)[25].

文献报道, 在风湿性关节炎患者的关节滑膜

中有大量激活的CD69+CD56bright NK细胞浸润[26], 
体外刺激这些NK细胞, 发现他们可分泌大量的

IFN-g, 这些NK细胞可进一步激活单核细胞产生

TNF-a. 这些实验数据证实了NK细胞在风湿性

关节炎中起到重要作用, 直接参与慢性关节炎

症损伤. 在银屑病的皮肤病灶内也发现有大量

的CD16+、CD57+、CD94+和CD158a+ NK细胞, 
这些细胞主要集中在邻近表皮和真皮界面的乳

头样表皮处[27]. 提示NK细胞在银屑病皮肤病变

中可能调节局部组织损伤和Th1免疫应答.

3  NK在IBD免疫调节作用

胃肠道是机体内部独特的器官组织, 每天有大

量的食物抗原、细菌和病毒通过, 并经过肠上

皮进行吸收. 在肠黏膜组织固有层内分布着大

量的T、B、N K细胞、单核巨噬细胞/树突状

细胞 .在正常情况下 ,  这些淋巴细胞处于非常

稳定的微环境中, 且不被肠道抗原免疫激活产

生特异的免疫反应, 即免疫耐受状态(immune 
tolerance). NK细胞在胃肠道免疫调节和内环

境稳定方面功能仍不清楚, Todd e t a l [28]发现

在大鼠肠上皮细胞间淋巴细胞(intraep i thel ial 
lymphocyte, IEL)内存在有大量的与脾脏内NK
细胞不一样的ab-gd-TCR-NKR-P1A+ NK细胞, 这
些细胞表面表达相当高的T细胞免疫调节分子, 
如ADP核糖转化酶(ribosyltransferase)-2和CD25, 
这些细胞可自主性分泌IFN-g和IL-4. 在健康人

肠道黏膜IEL部位也发现了有NK细胞, 当受到

肠腔内细菌抗原刺激后分泌促炎症细胞因子(如
TNF-a、IFN-g、IL-2)[29]. 这些结果提示IEL内的

NK细胞可直接接受肠腔内细菌抗原的刺激, 参
与肠道黏膜的免疫效应应答. Fort et al [30]将IL-
10-/-CD4+ T细胞通过静脉移植入NK细胞缺失的

RAG-/-小鼠内, 发现此小鼠可引起慢性结肠炎

症, 且临床表现比NK细胞正常性小鼠引起的结

肠炎症严重, 提示NK细胞可以调节(或下调)Th1
介导的慢性结肠炎症. 目前, 国内外同行对NK细
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胞在IBD方面的研究报道甚少, 在IBD患者的外

周血和肠黏膜组织内NK细胞含量增加, 利用标

准的K562细胞株作为NK细胞的杀伤性靶细胞, 
发现NK细胞的细胞毒杀伤活性降低[31]. 然而, 
也有报道在IBD患者NK细胞的细胞毒活性增

高, 当患者接受皮质激素药物(如Budesonide、
Prednisolone)后可显著地抑制NK细胞的活性. 
也有学者报道在急性UC患者炎症肠黏膜组织内

NK细胞表面受体CD94表达比健康对照明显增

加[32]. 近期有研究报道[33], 肠黏膜组织内c-kit+细

胞可以在固有层黏膜内分化为NK细胞, CD患者

肠黏膜固有层组织内NK细胞数目增多, 且NK细

胞分化活性增强, 提示NK细胞参与了肠道黏膜

炎症损伤过程. 近年来, 我们也发现IBD患者的

炎症肠黏膜组织内有较多的NK和NKT细胞分

布, 且NK细胞比正常肠黏膜内的NK细胞表达较

高的免疫激活分子、如CD25、CD28和CD69[25]. 
体外培养发现, IL-21可以诱导IBD患者外周血

NK细胞激活, 分泌大量促炎症细胞因子, 增强

IBD患者NK细胞的细胞毒杀伤活性. 尽管近年

来对IBD患者的NK细胞效应有一定的研究, 然
而其在IBD发生过程和对肠黏膜免疫系统的免

疫调节作用仍然不明确, 需要进一步深入研究.
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Abstract
Gut mucosal lymphocytes are actived abnor-
mally in inflammatory bowel disease (IBD), 
characterized by harmful immune responses in 
normal gut mucosa. In gut mucosal immune re-
sponse, lamina propria is a major effective site, 
and intraepithelial lymphocytes and lamina pro-
pria lymphocytes play important roles, secret-
ing antibodies and lymphocyte factors. B and T 
lymphocyte activation and effective response are 
different according to various antigens. B lym-
phocytes produce antibodies harmful to mucosa, 
while T lymphocytes (Th1 and Th17) appear to 
be over-reacted. Mover, regulatory T lympho-
cyte defection is also a problem. In this paper, 
we give comprehensive evaluation on the above 
points.

Key Words: Inflammatory bowel diseases; Lym-
phocytes; Effective response
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摘要
肠黏膜淋巴细胞的异常激活, 导致对正常肠黏
膜组织的损伤免疫应答, 是炎症性肠病(IBD)
发生的关键病理特征. 在IBD肠道黏膜免疫反
应中, 固有层成为黏膜免疫应答的主要效应场
所, 上皮内淋巴细胞和固有层淋巴细胞发挥着
重要作用, 分泌淋巴细胞因子和产生免疫球蛋
白. 针对不同抗原, B、T淋巴细胞的激活和效
应应答各异, B淋巴细胞产生多种损伤性抗体, 
T淋巴细胞有Th1和Th17淋巴细胞的过度反
应、调节性T淋巴细胞的缺陷等, 本文在此进
行了相关的综合评价. 

关键词�� 炎症性肠病; 淋巴细胞; 效应应答
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0  引言

肠黏膜免疫系统由弥漫分布于肠黏膜上皮内

和固有层的免疫细胞、免疫分子及潘氏结

(peyer's patches, PP结)等肠黏膜相关性淋巴

组织(gut-associated lymphoid tissue, GALT)组
成. GALT包括上皮内淋巴细胞(intraepithelial 
lymphocytes, IELs)和固有层淋巴细胞(lamina 
propria lymphocytes, LPLs), 功能上分为B、T淋
巴细胞, 分别具有体液免疫和细胞免疫的作用, 
主要在PP结经肠内细菌抗原和非细菌抗原诱导

激活, 分化、成熟后, 移行到肠黏膜上皮和固有

层这些效应部位, 成为IELs、LPLs, 产生免疫效

应应答. 肠黏膜组织内淋巴细胞的异常激活, 导
致对正常肠黏膜组织的损伤免疫应答, 是炎症

性肠病(IBD)发生的关键病理特征[1]. 目前对参

与IBD异常免疫的肠黏膜淋巴细胞如何激活和

应答的认识正不断充实, 将有助于最终掌握IBD
的发生机制, 为诊断和治疗提供新策略. 

®

■背景资料
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黏膜组织的损伤
免疫应答, 是炎症
性肠病(IBD)发生
的关键病理特征. 
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发生IBD时, 肠黏膜的天然免疫和特异性免

疫系统均有免疫异常的表现, 而淋巴细胞参与

的IBD异常免疫主要为特异性(适应性)免疫反

应. 现在认为, 肠黏膜免疫系统对肠腔常驻菌群

的不耐受, 是IBD发病机制的中心环节[2]. 

1  IEL和LPL在IBD肠道黏膜免疫反应中的作用

1.1 IEL IEL位于黏膜上皮细胞的细胞间隙, 占
肠上皮细胞数量的6%-40%, IEL中90%以上为

CD3+T细胞, <6%为sIg+B细胞. T细胞由起源不

同的两种亚群组成, 一是胸腺依赖性IEL, 约占

40%, 为CD+、TCRα��型T细胞, 多表达Thy、
CD4、CD5、CD8α��. IEL的前体细胞存在于胸

腺中, 分化后移行至Peyer结, 在肠道内抗原的刺

激下生长成熟. 二是胸腺非依赖性IEL, 约占60%, 
为CD3+、CD5-、TCRα��或γ��T细胞, 表达独特的

CD8αα分子, 可能直接由骨髓迁移至肠上皮, 未
经胸腺阴性选择, 具有潜在自身反应性的细胞克

隆. IEL有与细胞毒T细胞及NK细胞相似的胞内

颗粒, 如穿孔素、颗粒酶和丝氨酸酯酶, 可分泌

淋巴细胞因子如TNF-α、IFN-γ、IL-2, 具有细胞

杀伤作用, 杀死细菌、清除被感染的上皮细胞. 
1.2 LPL LPL位于黏膜固有层, T、B细胞均较丰

富. LPL以CD4+T细胞占优势, CD8+T细胞较少, 
30%以上的CD8+T细胞是CD8αα. γ��T细胞明显

比上皮内少, 仅占2%. CD4+CD8+T细胞明显比上

皮多, 占14%. B细胞以IgA分泌细胞为主. 固有层

的CD4+Th2细胞可分泌多种细胞因子如TGF-�、
IL-4、IL-5、IL-6及IL-10, 黏膜固有层免疫应答

以Th2型为主[3]. IL-4可激活静止期B细胞, 诱导局

部及全身抗体应答; 在IL-6缺陷(Knockout)小鼠, 
肠道IgA浆细胞明显减少, 提供外源IL-6后, IgA
应答得到恢复, 说明IL-6在促进肠道IgA应答方

面起着重要作用[4]. IL-4、IL-5、IL-6可协同诱导

SIgA+ B细胞分化成为IgA+浆细胞. 浆细胞分泌产

生的大量IgA通过分泌片的介导进入黏膜, 中和

抗原物质, 清除外来抗原, 保护机体, 使固有层成

为黏膜免疫应答的主要效应场所. 
克罗恩病患者L P L的T细胞研究发现 , 

IL-4、IL-5及IL-2表达均有所下降, IFN-γ比对照

组有明显的增加, 特别是通过CD2/CD28的途径, 
IFN-γ的表达更为明显, 认为是与分泌IFN-γ的T
细胞比例增高有关. 溃疡性结肠炎的LPL T细胞

则IL-5表达增高, 而IL-4、IL-2和IFN-γ的表达仍

属正常. 这两种主要IBD的免疫病理过程, 是因

所产生的炎症细胞因子类型的不同, 而具有不

同的炎症过程, 其免疫反应不同的原因可能是

肠黏膜所接触的抗原各异所致. 

2  IBD肠黏膜B、T淋巴细胞的激活和效应应答

2.1 B淋巴细胞 一般认为骨髓的多潜能干细胞转

化成细胞表面具有IgM和IgD标记的成熟B淋巴

细胞后, 进入黏膜层或黏膜下层的散在淋巴滤

泡或PP结的生发中心. 肠腔内抗原通过靠腔面

的膜细胞(membrane cell, M细胞)进入黏膜固有

层, 经巨噬细胞和树突状细胞的抗原加工后传

递至生发中心, 在转化生长因子�(transforming 
growth factor-�, TGF-�)、IL-4、IL-5、IFN-γ和
抗原刺激下, B淋巴细胞增殖并转移, 生成细胞

表面含IgG、IgA、IgE等特异性B淋巴母细胞, 
一部分直接分散在固有层, 大部分经淋巴细胞

再循环返回胃肠道黏膜, 在IL-2和IL-6刺激下转

化成抗体产生细胞, 分泌特异抗体, 发挥体液免

疫反应. 肠道黏膜中的各种抗体多由局部抗体

产生细胞所分泌. 已有动物模型和人IBD的研究

发现, 一些细菌抗原和非细菌抗原能激活B淋巴

细胞产生抗体, 具有促炎作用[5-6]. 在IBD患者的患者的的

血清中, 检测出多种抗结肠细胞的抗体, 溃疡性

结肠炎(UC)的检出率高于克罗恩病(CD), 这些

抗体可与Caco-2、HT-29和LS-180细胞株发生

反应. 一般认为, 常见于70%UC患者的核周抗

中性粒细胞质抗体(perinuclear antineutrophilic胞质抗体(perinuclear antineutrophilic抗体(perinuclear antineutrophilic 
cytoplasmic antibody, pANCA)是非细菌抗体, 而
厌氧菌蛋白可与其发生交叉反应. 逐渐发现更

多B淋巴细胞应答微生物刺激产生的抗体, 包
括抗酒酵母抗体(anti-Saccharomyces cerevisiae, 
ASCA)、anti-I2[7]、anti-OmpC(outer membrane(outer membrane 
protein complexes)[8]和抗鞭毛抗体CBir1(anti-
flagellin antibody CBir1)[9]. >50%的CD患者有

ASCA、anti-OmpC和抗鞭毛抗体CBir1这3种抗

体, 78%的患者有其中一种抗体, 57%的有两种,患者有其中一种抗体, 57%的有两种,有其中一种抗体, 57%的有两种, 
3种抗体均存在的占26%. 
2.2 T淋巴细胞 在IBD患者已经发现了多种T淋
巴细胞的免疫功能异常, 如效应T细胞Th1、Th2
和Th17淋巴细胞的过度反应[10]、调节性T淋巴

细胞的缺陷[11-13]等. 小鼠的IBD模型表现出促炎

反应过度和抗炎反应缺陷. 三硝基苯磺酸(2, 4, 
6-trinitrobenzene sulfolnic acid, TNBs)诱发TNBs-
结肠炎模型, 产生类似于人克罗恩病的病理改

变, Th1细胞活化, 产生大量IFN-γ和IL-12, 而IL-4
的表达则有所下降. 如给予模型动物抗IL-12和/
或抗IFN-γ的抗体, 则可中止所发生的结肠炎, 抗

■研发前沿
对参与 I B D异常
免疫的肠黏膜淋
巴细胞如何激活
和应答的认识, 将
有助于最终掌握
IBD的发生机制 , 
为临床和实验研
究的重点. 
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IL-12抗体还可减轻模型鼠结肠炎的病情. 认为

是具有抗原性的TNBs诱发Th-1细胞产生IFN-γ
而活化巨噬细胞(Mφ), 产生炎症和趋化因子:
TNF-α、IL-1、IL-6和IL-8, 出现肠道炎症病变. 
Th2过度反应的结肠炎模型为唑酮(oxazolone)
所诱导, 导致IL-4和IL-13过量产生, 病变类似于

溃疡性结肠炎. 若机体调节拮抗Th1细胞功能的

Th2细胞的比例, 使其分泌适当的免疫抑制因子

TGF-�, 则可缓解或中止炎症. 在溃疡性结肠炎, 
T细胞反应除了主要表现Th2过度反应外, NK-T
细胞也参与了炎症产生的介导[14], 从溃疡性结肠

炎组织分离的固有层淋巴细胞, 分泌大量的Th2
细胞因子IL-4和IL-13, 这些细胞又具有NK细胞

的特有标志CD161, 可识别CD1d, 说明这些细

胞就是NK-T细胞, 他能产生IL-13和具上皮细胞他能产生IL-13和具上皮细胞能产生IL-13和具上皮细胞

毒性. 传统上认为肠黏膜炎症在于Th1/Th2两亚黏膜炎症在于Th1/Th2两亚膜炎症在于Th1/Th2两亚

群间的关系, 其相关的细胞因子IFN-γ、IL-4与
TGF-�的平衡失调是肠黏膜特发性(Idiopathic)黏膜特发性(Idiopathic)膜特发性(Idiopathic)
炎性发生发展的关键. 事实上, IBD特异性(适应

性)免疫异常反应相当复杂, 并非仅仅Th1/Th2两
亚群的变化. 多个动物实验的研究发现, 克罗恩

病可见Th17细胞的过度反应, 回肠细菌定植能

刺激树突状细胞表达IL-23, 通过IL-23/IL-17免
疫轴激活Th17淋巴细胞[10], 患者肠黏膜组织内黏膜组织内膜组织内

出现IL-23和IL-17的表达增高. 调节性T淋巴细

胞为具抗炎作用的T辅助细胞, 其活化缺陷会导

致慢性肠道炎症的发展[14]. 

3  结论

尽管目前的研究已认识到IBD的根本机制问题

为B、T淋巴细胞异常免疫反应, 但尚未能有充

分的依据证明这些异常免疫反应是IBD原发的

或IBD发生后继发的? 而且并非所有IBD患者均

表现有与动物模型相同的异常免疫反应, 那么在

人IBD发生中, 仍然需要进一步的实验研究资料, 
发现到底有哪些更为IBD特异的抗体? IBD发生

发展各阶段过程中, T细胞各亚群间相互消长的

动态关系? 这些问题都将成为未来探讨的方向. 

4      参考文献
1 T o r r e s M I ,  R i o s A . C u r r e n t v i e w o f t h e 

■同行评价
本文内容较重要,
在提供炎症性肠
病肠黏膜组织内
淋巴细胞激活和
效应应答的信息
方面具有一定新
颖性, 为目前研究
热点之一.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年10月8日; 16(28): 3181-3186
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 焦点论坛 HIGHLIGHT TOPIC

炎症性肠病与肠黏膜免疫调节细胞

刘丽娜, 梁丽娜

刘丽娜, 梁丽娜, 大连医科大学附属第一医院消化内科 辽宁
省大连市 116011
通���������������� 刘丽娜, 116011, 辽宁省大连市中山路222号, 大连医
科大学附属第一医院消化内科. liulina_dl@sohu.com
电话: 0411-83635963-2171
收稿日期: 2008-07-19 ��日期: 2008-08-31: 2008-07-19 ��日期: 2008-08-312008-07-19   ��日期: 2008-08-31��日期: 2008-08-31日期: 2008-08-31: 2008-08-312008-08-31
接受日期: 2008-09-01 ����日期: 2008-10-08日期: 2008-09-01 ����日期: 2008-10-08: 2008-09-01 ����日期: 2008-10-082008-09-01   ����日期: 2008-10-08: 2008-10-082008-10-08

Relationship between 
inflammatory bowel disease 
and immuno-regulatory cells in 
intestinal mucosa 

Li-Na Liu, Li-Na Liang  

Li-Na Liu, Li-Na Liang, Department of Gastroenterology, 
the First Affiliated Hospital of Dalian Medical University, 
Dalin 116011, Liaoning Province, China
Correspondence to: Li-Na Liu, Department of Gastro-
enterology, the First Affiliated Hospital of Dalian Medical 
University, 222 Zhongshan Road, Dalin 116011, Liaoning 
Province, China. liulina_dl@sohu.com
Received: 2008-07-19    Revised: 2008-08-31 
Accepted: 2008-09-01    Published online: 2008-10-08

Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) includes 
Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis 
(UC). Although the precise etiopathogenesis 
of IBD remains unclear, dysfunctions of the 
immune system has been seen as an important 
factor. Participation of immuno-regulatory cells 
and multiple cytokines in immunoreactions 
and inflammatory process has nowadays 
become one of the hot spots in research into 
the immunopathogenesis of IBD. This paper 
reviewed the function of immuno-regulatory 
cells in IBD.
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noregulatory cells; Cytokines
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)

包括克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性
结肠炎(ulcerative colitis, UC). 其病因和发病
机制尚未完全明确, 免疫功能紊乱被认为是一
重要因素, 肠黏膜免疫调节细胞和多种细胞因
子参与免疫反应和炎症过程, 是当前关于IBD
免疫发病机制的研究热点之一. 本文仅此作一
简要综述.  

关键词�� 炎症性肠病; 免疫调节细胞; 细胞因子
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0  引言

近年来, 随着细胞学和分子生物学技术的应用, 
对炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
发病机制探讨日渐深入, 研究表明IBD是遗传、

环境和黏膜免疫三方面因素作用的结果, 其中

免疫功能紊乱是IBD发病的关键因素之一, 而肠

黏膜免疫调节细胞贯穿免疫全过程. 本文就免

疫调节细胞功能在IBD中的作用作一简述. 

1  T细胞与IBD

1.1 Th1/Th2细胞 胃肠道T淋巴细胞分布于上皮

层、固有层、黏膜集合或散在的淋巴滤泡及肠

系膜淋巴结内. 根据其在发育过程中细胞表面分

化的抗原不同, 较早将其分为CD4+ T细胞和CD8+ 
T细胞亚群; 根据功能差异CD4+ T细胞又分为辅

助性T细胞(Th细胞)和抑制性T细胞(Ts细胞). Th
细胞主要表现为增强免疫反应, Ts细胞则相反. 

1986年Mosmann et al [1]首先根据CD4+ T细
胞分泌细胞因子和生物功能的不同, 将Th细胞

分为Th1和Th2两大类. Th1细胞以表达IL-12和
IFN-γ为主, 介导细胞免疫; Th2细胞以表达IL-4、
IL-5、IL-10为主, 介导体液免疫反应. Th1和Th2
细胞之间相互作用调节着机体免疫平衡, 维持机

体内环境的相对稳定. Th1/Th2亚群的免疫失衡

与自身免疫性疾病、多种炎症疾病有关, 不少研

究报道Th1/Th2亚群失衡可能是IBD的重要发病

机制之一.  
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研究发现, IL-12(p35-p40)和IL-4是两个分

别控制着Th1和Th2极化的中枢性细胞因子. 这
两种细胞因子诱导各自T细胞亚群的产生, 同时

抑制相反亚群的产生. 克罗恩病(Crohn's disease, 
CD)患者肠道黏膜组织中IL-12和IFN-γ的表达明

显增高, IL-12受体亚型也有较高表达, 而IL-4、
IL-5未见增高. 分离并培养IBD患者的肠黏膜固

有层单个核细胞, 以IL-12和抗人CD3 mAb刺激, 
发现IL-12可显著诱导T细胞的激活并产生大量

的促炎症细胞因子[2]. 也有研究表明IL-12可诱

导T细胞和NK细胞分泌IFN-γ, 通过STAT4(signal 
transducer and activator of transcription 4)途径来

诱导Th1反应. 删除IL-12p40或IL-12Rb2的小鼠

模型则不能诱导Th1应答[3]. 因此认为CD是由

IL-12启动, T淋巴细胞分化为Th1细胞介导的炎

症反应. 新近Holland et al [4]研究发现儿童CD患

者发病早期血浆Th1细胞因子水平较正常对照

组低, 与其他临床相关参数具有正相关性, 同时

观察到Th1细胞因子表达水平具有年龄依赖的

相关性, 分析CD的发病机制可能在不同人群有

所不同. 关于溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
目前尚不十分清楚, 但UC患者体内通常可产生

多种自身抗体且抗体多为IgG1和IgG4型. van der 
Veen[5]报道UC患者的肠黏膜IL-5、IL-13显著升

高, 后续的研究发现IL-13与IL-4共用一个受体[6], 
二者在结构和功能有许多共同之处, 在肠道炎症

反应中具有重要作用. IL-4是通过STAT6途径上

调GATA3的表达, 促进黏膜T细胞分泌Th2细胞

因子, 而删除了IL-4及其受体的鼠模型则不能诱

导Th2应答[3], 故UC可能与Th2细胞反应关系密

切. 但近期Pang et al [7]发现UC患者的外周血和肠

黏膜IL-12/STAT4水平升高, 这是第1次在我国UC
患者的肠黏膜组织中发现IL-12/STAT4升高, 可
能在某种程度上, UC和CD在肠黏膜炎症方面有

部分共同的致病机制. Th1/Th2失衡在IBD的发病

机制中具有重要作用, 调节Th1/Th2失衡将成为

治疗的一个新思路. 
1.2 调节性T细胞(regulatory T cell, Treg) 目前还

发现一类有别于Th1/Th2的特殊细胞, 具有调节

功能的T细胞群体-Treg, 根据表面标志物、分

泌的细胞因子及作用机制的不同, 可分为不同

的亚型. 目前对这类细胞研究较多的一类亚型

是CD4+CD25+ Treg细胞, 可从人的胸腺和外周

血中分离到, 其主要作用是抑制自身反应性T细
胞以维持自身免疫平衡. 如果CD4+CD25+ Treg
细胞数量减少、功能异常或抑制功能受损, 均
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可导致肠黏膜损伤, 从而诱发IBD的发生. Maul  
et al [8]报道, 应用流式细胞术和RT-PCR法检测分

析IBD患者外周血中CD4+CD25+ Treg和Foxp3的
表达水平, 结果发现, IBD患者体内Treg细胞和

Foxp3的表达水平明显低于正常对照组, 并且活

动期低于缓解期. 目前多数学者[9]的研究证实了

这一观点, 认为CD4+CD25+ Treg细胞数量的减

少或功能异常可能是导致IBD发病的主要因素, 
CD4+CD25+ Treg细胞通过分泌产生抗炎细胞因

子IL-10和TGF-β发挥其免疫抑制效. 但也有相

反报道, Muratov et al [10]研究发现伴随着肠黏膜

Foxp3+数目的减少, IBD患者的临床症状也有所

改善.
CD4+CD25+ Treg淋巴细胞免疫调节作用机

制目前可能为: (1)转录因子: Foxp3属于Foxhead
家族成员的转录因子, 是CD4+CD25+ Treg细胞相

对较特异性的标志物, 表达于CD4+CD25+ Treg细
胞, 介导CD4+CD25+ Treg细胞在胸腺发育、外周

表达和功能维持[11]. Yu et al [12]研究发现肠系膜淋

巴结CD4+CD25+ Treg细胞表达Foxp3 mRNA和

蛋白, 抑制自体肠系膜淋巴结CD4+CD25- T细胞

增殖, 因此, Foxp3可能是调控CD4+CD25+ Treg
细胞发育和功能的关键因子; (2)细胞因子: 依赖

IL-10、TGF-β抑制先天或获得性免疫诱导的肠

黏膜炎症反应[13]. TGF-β主要参与诱导和维持转

录因子Foxp3的表达以及CD4+CD25+ Treg的增殖

与活化, Foxp3通过下调Smad3进而增强TGF-β
信号通路, 加强后者的免疫抑制活性. 活化后的

Treg细胞可与高浓度TGF-β抗体特异性结合, 阻
断Treg细胞的免疫抑制效应, 同时Treg细胞分

泌的TGF-β与自身细胞膜受体结合, 激活后再

借助细胞-细胞间接触从而发挥其免疫抑制效 
应[14]. 动物实验模型显示, 应用基因工程技术敲

除小鼠IL-10或TGF-β基因, 可成功建立与人类

极为相似的肠道炎症模型, 而用IL-10或TGF-β治
疗则可明显减轻三硝基苯磺酸(TNBS)诱导的大

鼠结肠炎[15]. (3)调节抗原递呈细胞(APCs)的活

性, 抑制来源于APCs的IL-12释放[16]. (4)诱导效

应性T细胞凋亡, 介导效应性T细胞细胞因子的缺 
失[17]. 在炎症反应组织中, 提呈自身抗原的APCs
活化后, 具有有效的自身反应性及抗原敏感性的

CD4+CD25+ Treg细胞迅速转移到炎症反应部位, 
与APCs结合后活化, 并抑制该组织的自身反应

性CD4+CD25- T细胞和CD8+ T细胞的功能[18].  
1.3 辅助性T细胞17(T helper 17 cells, Th17) 新
近研究发现, 机体存在一种新型的不同于Th1、

www.wjgnet.com

■研发前沿
免疫调节细胞及
相关细胞因子在
I B D 的发病机制
中的作用尚不十
分清楚, 但各种免
疫调节细胞及相
关细胞因子间相
互作用, 形成一个
不可分割的网络, 
共同促进了 I B D
的形成和发展.
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Th2和Treg细胞的CD4+效应性T细胞-Th17, 又称

炎性辅助T细胞(Thi), 该细胞是由天然T细胞前

体分化而来, 具有独立的分化和发育调节机制, 
因其主要分泌IL-17, 不表达IFN-γ和IL-4, 被命名

为Th17[19-20], 他的特异性转录调控因子为ROR-
γt(retinoid-related orphan receptors-γt)[21]. 现有的

研究发现IL-23、TGF-β和IL-6促进Th17的分化

和表达, 而IL-12、IFN-γ、IL-4、T-bet以及Socs3
蛋白则抑制其表达. IL-23属于IL-12家族, 包括

p19和p40两个亚群, 有研究在IL-10–/–介导的小

鼠炎症性肠病的模型中发现, IL-23p19的缺失可

以抑制小鼠结肠炎的发展. 更值得注意的是, 在
IL-23p19–/–的小鼠模型中没有IL-17的分泌, 并对

IFN-γ和IL-4的产生没有影响. IL-23还可以促进

抗CD3 mAb刺激记忆性CD4+ T细胞表达IL-7和
IL-6[22]. 但也有研究表明IL-23不是Th17发育所

必需, 他只是通过上调IL-6、IL-1β和TNF-a的
正反馈回路维持Th17的生存和扩增, 而TGF-β
和IL-6共同存在是Th17细胞分化启动的必要条 
件[23]. Veldhoen et al [24]发现, 在大肠炎症模型小鼠

的肠道和淋巴器官中, 可以同时检测出IFN-γ+和

IL-17+的CD4+ T细胞; Fujino et al [25]研究发现在

IBD患者炎症急性期的肠黏膜内有大量的IL-17+

的细胞存在, 局部IL-17水平的检测表明CD患者

血清以及肠黏膜局部的IL-17的水平都要高于UC 
患者, 从而提示了Th17细胞参与了炎症性肠病的

发病过程.

2  树突状细胞(DCs)与IBD

DCs, 因其成熟时伸出许多树突样或伪足突起

而得名, 是目前公认的体内抗原提呈功能最强

的专职抗原递呈细胞(antigen presenting cells, 
APCs), 与其他免疫细胞形成免疫调节网络, 参
与识别、摄取、传递、处理并向T淋巴细胞提

呈抗原, 产生免疫反应. DCs起源于骨髓CD34+造

血祖细胞, 在各种细胞因子的作用下分化为DCs
前体细胞、未成熟DCs和成熟DCs; 根据是否表

达表面标记CD11b和CD8a分为不同的亚型. DCs
分布广泛, 在肠道主要分布于Peyer's集合淋巴结

(PP)、滤泡相关肠上皮下穹隆的固有层及肠系

膜淋巴结(MLN), 其突出特点是在不同成熟阶

段、不同特异性亚型以及不同肠道部位, 产生

不同的免疫调节功能, 维护肠道免疫平衡和内

环境的稳态. 
关于D C s的作用机制, 研究认为, 病原微

生物入侵后, DCs通过PRRs(pattern recognition 

receptors), 包括Tol l样受体(TLRs)识别微生

物或者炎症过程中的产物如细胞因子I L-1、
TNF-a、Ⅰ型干扰素以及CD40L诱导DCs成熟. 
成熟的DCs表面具有丰富的有助于抗原提呈的

分子, 主要诱导免疫激活, 上调共刺激因子, 增
加与T细胞相互作用的有效面积以及趋化因子

受体的表达, 促进DCs向淋巴组织移动, 激活T细
胞, 分泌细胞因子, 诱导免疫应答. DCs也可以被

病原体相关分子模式(PAMPs)通过识别其表面

TCR直接激活, 分泌细胞因子引起免疫反应. 近
来研究表明, 肠道DCs参与了IBD的重要病理过

程. Drakes et al [26]在小鼠结肠炎的模型中将结

肠DCs与自体固有层的T细胞共同培养时, 刺激

IFN-γ和IL-6的产生, 其数量显著高于DCs与同源

或异源脾脏T细胞共同培养产生的IFN-γ和IL-6. 
Hart et al [27]对IBD患者组及正常对照组肠黏膜固

有层DCs进行分离和培养, 发现IBD患者DCs的
TLRs的表达显著增强; CD患者炎症组织中DCs
的CD40的突变/激活表达水平显著升高, 应用

TNF-a治疗后, 患者DCs中升高的CD40水平下

降; 在CD组, 更多的结肠DCs产生IL-6和IL-12, 
而产生IL-10的DCs数量在IBD与正常对照组无

显著差别. 这些资料证明, IBD患者的DCs被激

活, 他们的微生物PRRs表达上调, 而且生成病理

相关性细胞因子, 导致肠道炎症反应. 也有研究

在小鼠结肠炎模型中发现, 炎症的早期阶段DCs
的重新分布将导致肠上皮黏膜屏障受损, 而阻

断TLRs则可调整DCs的重新分布[28]. Baumgart 
et al [29]通过比较活动性和非活动性IBD患者及其

正常人血浆DCs和骨髓DCs的数量, 发现活动性

IBD患者的血浆未成熟DCs数量明显下降, 且与

肠道炎症程度相关, 缓解期IBD患者血浆DCs和
骨髓DCs数量与正常对照组基本接近, 说明未成

熟DCs可能下调免疫反应. 最近还有研究表明, 
共表达巨噬细胞标志物(F4/80)和产生大量的

IL-23的树突细胞亚群介导CD患者肉芽肿的形

成[30]. 由此看来, DCs在IBD的发病机制中发挥着

重要作用.

3  巨噬细胞(Mj)与IBD

肠黏膜的Mj与其他部位的Mj一样起源于骨髓

的造血干细胞. 正常肠黏膜定居的M j主要位

于上皮下的黏膜固有层和集合淋巴小结肌层

外, 表面有许多特异性的mAb识别标志物, 包括

CD14、CD68、CD33及巨噬细胞金属弹力酶

等. Mj具有强大的吞噬功能及较强的抗原处理

■相关报道
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和递呈能力, 最近又有研究证明Mj在维持内环

境的稳态也扮演着重要的角色, 如分泌IL-10、
TGF-β等多种抗炎细胞因子发挥免疫调节和介

导炎症反应. 
M j在吞噬病原体后, 经蛋白酶、氧自由

基等杀灭病原体, 并将其分解为多肽和脂多糖

等特异性抗原决定簇. 抗原决定簇从吞噬细胞

的胞质转移到细胞膜, 与细胞膜主要组织相容

抗原结合为复合物, 并将抗原信息传递给T细
胞. T细胞抗原受体与病原体抗原-主要组织相

容性复合物结合后, 抗原信息进入T细胞. 在吞

噬和处理抗原的同时, Mj膜上TLRs与致病微生

物的PAMPs结合, 促使Mj分泌促炎性因子, 如
IL-21、IL-26、TNF-a、IL-12等, 抗炎因子IL-10
和TGF-β等, 决定免疫反应和炎症反应的发展形

式及剧烈程度. Kamada et al [31]研究发现CD组患

者Mj数目较正常对照组明显增加, 除了细胞数

目的增加, 这些细胞产生的IL-23和TNF-a等细

胞因子也明显增加, 分析Mj可能通过固有层单

核细胞依赖的IL-23和TNF-a促进IFN-γ的产生, 
而IFN-γ的产生进一步促进IL-23诱导Mj的分化, 
如此肠内Mj诱导的IL-23/IFN-γ正反馈反应促进

了CD患者慢性肠道炎症的发病. 

4  自然杀伤性T(NKT)细胞与IBD 
NKT细胞是一种特殊类型的T淋巴细胞, 同时

表达NK细胞和T淋巴细胞标记, 具有较为恒定

的TCRa链(在小鼠中由Va14-Ja281重排序列编

码, 人类中则由Va24-JaQ重排序列编码)、独特

的CD1d限制性(只识别细胞表面CD1d分子提呈

的脂类、蛋白质抗原)和细胞因子产生的高水

平性. NKT细胞广泛分布于不同的组织中, 特别

是肝脏和骨髓中, 一般占总淋巴细胞的1%-30%, 
他既有增强免疫反应又有抑制免疫反应的双向

免疫调节功能, 从而在抗感染、抑制自身免疫

性疾病等方面发挥重要作用. 
NKT细胞的活化有两条途径. (1)通过TCR 

激活: a-半乳糖酰基鞘氨醇(a-GalCer)与CD1d、
TCR形成三联体激活NKT细胞, 从而诱导NK细

胞的增殖和细胞毒性并合成分泌大量Th1和Th2 
类细胞因子, 调节机体先天性和获得性免疫反

应. (2)细胞因子的活化作用: IL-12可促进NKT 
细胞大量合成和分泌Th1类细胞因子. IL-18可
以促进NKT细胞释放Th2类细胞因子, 促进Th0 
细胞由Th1细胞向Th2细胞分化, 维持机体免疫

反应的动态平衡. Heller et al [32]在用噁唑酮诱导

的小鼠溃疡性结肠炎模型研究中发现, 若删除

了NKT细胞、不能向NKT细胞提呈抗原以及缺

乏NKT细胞相关TCR的小鼠均不能诱导该模型

的形成, 推测噁唑酮可能是通过与CD1d的结合

后递呈给NKT细胞, 导致NKT活化. 研究还发现

a-GalCer可刺激NKT细胞分泌IL-13, 中和IL-13
可阻断小鼠溃疡性结肠炎的发病. Fuss et al [33]的

报告认为UC是由NKT细胞分泌的IL-13介导的

非典型的Th2反应. 一般认为NKT是产生IL-4的
唯一来源, Grose et al [34]研究发现IBD患者肠黏

膜NKT细胞表达缺乏, IL-4水平低于对照组, 结
果导致促进了Th1细胞反应, 而抑制了Th2细胞

反应, 这可以解释CD是由Th1介导的免疫反应, 
但不能解释UC的发病机制.

5  成纤维细胞与IBD

成纤维细胞是一种多形性细胞, 是间质细胞的

一种, 主要存在于机体血管周围及脂肪组织等

疏松结缔组织中. 正常的肠管内, 成纤维细胞

位于黏膜下层、浆膜层和肌间结缔组织. 肠道

内的细菌及其产物、表达C D40L的T淋巴细

胞与成纤维细胞表面的CD40相互作用均可激

活成纤维细胞. 激活的成纤维细胞可以分泌细

胞因子如IL-6、IL-8, 还能生成趋化因子(包括

CXC、CC、C和CX3C 4个亚家族)及前列腺素

等, 并能上调某些细胞黏附分子, 如细胞间黏附

分子及血管黏附分子等. Varona et al [35]发现敲除

CCR6(CCL20受体)基因后, TNBS结肠炎小鼠肠

黏膜的白细胞内稳态和细胞因子环境被改变, 
炎症得以减轻, 提示CCL20/CCR6轴对体内肠道

免疫反应的调控具有非常重要的作用. 在小鼠

炎症性肠病模型中全身应用巨噬细胞炎性蛋白

-1a(MIP-1a), 可以引发肠壁T细胞反应, 使局部

IFN-γ、TNF-a水平增高, 继而引起固有层成纤

维细胞产生基质金属蛋白酶(MMP)增多, 导致

广泛黏膜损害[36]. Mulsow et al [37]研究发现CD患

者结肠狭窄区的胶原mRNA和胶原蛋白的表达

增加, 成纤维细胞的收缩活力较非狭窄区明显

大, 并发现TGF-β可通过PKC和ERK1/2MAP激
酶介导的细胞信号传导途径增加纤维蛋白的表

达和成纤维细胞的收缩活力. 由此看来, 成纤维

细胞及其分泌的细胞因子、趋化因子也参与了

IBD尤其是CD不同阶段的发病机制.

6  结论

免疫调节细胞及相关细胞因子在IBD的发病机

■应用要点
探讨和确定肠黏
膜免疫调节细胞
在 I B D 发病机制
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制中的作用尚不十分清楚, 但各种免疫调节细

胞及相关细胞因子间相互作用, 形成一个不可

分割的网络, 共同促进了IBD的形成和发展. 探
讨和确定肠黏膜免疫调节细胞在IBD发病机制

中的作用, 将为IBD的治疗提供新的靶点. 已有

一些制剂应用于动物实验和临床, 随着研究的

不断深入, 将有可能在此方面有新的突破. 
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Abstract
Intestinal mucosal barrier, which mainly 
contains epithalial cells and mucus layer, keeps 
physiological function of immune cells in 
intestine. During the process of inflammatory 
bowel disease (IBD), mucosal integrity and barrier 
function are broken, which leads to translocation 
of luminal contents such as bacterial antigens, 
thus inducing expression of proinflammatory 
cytokines and triggering immune response. 
Meanwhile, the produced proinflammatory 
cytokines influence epithelial and mucosal barrier 
function by inducing apoptosis of intestinal 
epithelia, altering the expression and cellular 
distribution of tight junction proteins, and 
reducing the production of mucus. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Intestinal 
mucosal barrier; Epithelium; Tight junction
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摘要
肠黏膜屏障是指将肠腔内细菌、抗原等物质

与肠黏膜固有层免疫细胞隔离开, 避免固有层
免疫细胞激活的肠黏膜结构, 主要由肠黏膜基
底膜、上皮细胞层及其表面的黏液层所构成. 
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
肠黏膜屏障损伤的机制为: IBD发病时, 肠黏
膜所产生的大量炎症细胞因子、炎症介质等
损伤肠上皮细胞, 诱导上皮细胞凋亡; 影响上
皮细胞紧密连接蛋白的表达及分布, 破坏上皮
细胞间紧密连接; 抑制黏蛋白的产生, 破坏上
皮细胞表面的黏液层, 造成肠黏膜屏障障碍.  

关键词�� 炎症性肠病; 肠黏膜屏障; 上皮细胞; 紧密

连接
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0  引言

肠黏膜屏障功能与消化系统疾病发病关系非常

密切. 肠道感染、炎症、机械损伤等因素能诱

导肠黏膜屏障功能异常, 使黏膜通透性增高, 导
致肠腔内细菌、抗原等物质移位至黏膜固有层

而激活免疫细胞, 诱导黏膜异常免疫反应的发

生[1]. 另一方面, 肠道炎症性疾病如炎症性肠病

发病(IBD)时, 一些损伤性因素如炎症细胞因子

能破坏肠黏膜屏障, 加重黏膜异常免疫反应[2]. 
目前普遍认为, 肠黏膜屏障功能异常是IBD发病

的分子基础, IBD发病时肠黏膜屏障功能异常, 
肠腔内抗原物质向肠黏膜固有层移位, 进一步

激活固有层免疫细胞, 导致肠黏膜异常炎症反

应[3]. 本文将对肠黏膜屏障的结构、IBD肠黏膜

屏障损伤机制等进行介绍. 

1  肠黏膜屏障的结构与组成

肠黏膜屏障是指将肠腔内细菌、抗原等物质与

肠黏膜固有层免疫细胞隔离开, 避免固有层免疫

细胞激活的肠黏膜结构, 主要由肠黏膜基底膜、

上皮细胞层及其表面的黏液层所构成[4]. 肠黏膜

上皮细胞相互连接, 形成了一个完整的生物屏

障, 即肠上皮细胞屏障. 肠上皮细胞间的连接, 从

www.wjgnet.com
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顶端到基膜依次为紧密连接、黏附连接、桥粒

和缝隙连接等, 其中以肠上皮细胞间的紧密连接

(tight junction)最为重要. 肠上皮细胞紧密连接存

在于靠近顶侧(肠腔侧)的细胞侧面, 是一个动态

变化的、由多种蛋白及分子组成、具有多种功

能的复合体. 上皮细胞紧密连接由紧密连接蛋白

所构成, 这些蛋白主要包括闭锁蛋白(occludin)、
Claudin、连接相关分子(JAM)等跨膜蛋白, 和闭

锁小带(ZO)、丝状肌动蛋白等30多种胞内蛋白. 
跨膜蛋白在细胞外与相邻细胞的跨膜蛋白相互

作用, 封闭了细胞间的空隙. 跨膜蛋白在细胞内

与ZO蛋白家族(包括ZO-1, ZO-2, 和ZO-3)、丝状

肌动蛋白等胞内蛋白相互连接, 并被这些胞内蛋

白固定(图1). 细胞间的紧密连接封闭了相邻肠上

皮细胞间的空隙, 阻止肠腔内细菌、抗原等物质

进入肠黏膜固有层激活固有层免疫细胞, 维护肠

黏膜屏障功能的稳定, 避免了黏膜异常免疫反应

的发生. 并且, 肠上皮细胞间的紧密连接在维持

上皮细胞的形态结构、调节上皮细胞的分化、

修复及细胞间物质运输、维护肠黏膜屏障功能

和肠黏膜通透性等方面发挥了重要作用[5]. 
上皮细胞紧密连接主要由肌球蛋白轻链

(myosin light chain, MLC)所调节, MLC被Rho相
关激酶(ROCK)和肌球蛋白轻链激酶(MLCK)等
激酶磷酸化, 磷酸化MLC(pMLC)经肌球蛋白

Ⅱ让含有紧密连接蛋白的细胞膜被细胞内吞

(endocytosis), 在细胞质形成空泡, 跨膜蛋白随之

降解[6]. 
肠黏膜黏液层主要由肠黏膜杯状细胞、上

皮细胞分泌的黏蛋白(mucin, MUC)所组成, 黏蛋

白为糖蛋白, 主要由MUC1、MUC2、MUC3、
MUC4、MUC5AB、MUC5AC、MUC6等组 
成[7]. 其中, 结肠的黏液层以MUC2为主, 而MUC3
的表达则较少; 小肠的黏液层则以MUC3为主. 
上皮细胞表达MUC, 受肠腔内微生物因素、短

链脂肪酸等调节, 例如, 乳酸杆菌通过黏附肠上

皮细胞, 诱导上皮细胞表达MUC2、MUC3, 并
阻止致病性大肠杆菌对肠上皮细胞的黏附及损 
伤[8]; 丁酸盐也能诱导杯状细胞表达MUC[9].

2  IBD肠黏膜屏障损伤机制

IBD患者肠黏膜通透性是否增高尚存有争议, 有
的学者认为, 与正常人群相比, IBD患者及直系

亲属的肠黏膜通透性并不升高[10]; 而其他学者

认为, IBD患者及直系亲属的肠黏膜通透性较正

常人升高, 并且与CARD15基因突变具有很强的
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相关性[11]. 目前普遍认为, 肠黏膜屏障功能异常

参与了IBD的发病, IBD发病时肠黏膜屏障功能

异常, 肠腔内抗原物质向肠黏膜固有层移位并

激活固有层免疫细胞, 导致大量炎症细胞因子

及介质的产生, 所产生的炎症分子进一步损伤

肠黏膜屏障功能[3]. IBD肠黏膜屏障功能异常与

如下因素有关.  
2.1 肠上皮细胞凋亡 很多病理因素及肠道细菌

感染能诱导肠上皮细胞发生凋亡, 例如, 沙门氏

菌、致病性大肠杆菌、志贺氏痢疾杆菌、幽门

螺杆菌、空肠弯曲杆菌等细菌对肠上皮细胞

具有一定的黏附性, 通过对细胞的黏膜后侵入

上皮细胞, 并诱导肠上皮细胞凋亡[12]. 另外, γ射

线、活性氧自由基等物理及化学因素能直接损

伤细胞DNA, 或激活线粒体凋亡途径, 诱导细胞

凋亡[13-14]. 
IBD发病时, 大量的肠黏膜上皮细胞发生凋

亡[15-16], 与凋亡细胞相邻的上皮细胞不能有效地

封闭凋亡细胞所留下的空间, 导致肠黏膜通透

性增高. 肠黏膜上皮细胞凋亡, 与炎症肠黏膜上

皮层内淋巴细胞及固有层免疫细胞所产生的炎

症细胞因子、炎症介质、活性氧自由基等有关, 
这些细胞因子如TNF-α、INF-γ等能诱导上皮细

胞内凋亡相关蛋白如Caspase-1的表达, 而抑制

抗凋亡蛋白如Bcl-2等表达, 诱导上皮细胞发生

凋亡[17-18]. 并且, 炎症肠黏膜的免疫细胞、炎症

分子等能诱导肠上皮细胞表达Fas, 经Fas-FasL
途径诱导上皮细胞凋亡[19]. 

有效地抑制肠上皮细胞凋亡, 能明显改善

肠黏膜屏障功能. 针对炎症细胞因子诱导肠上

皮细胞凋亡的关键作用, 有的学者通过使用这

些炎症细胞因子特异性中和抗体治疗IBD, 发
现炎症细胞因子的中和抗体能阻止炎症组织

中肠上皮细胞发生凋亡, 降低肠黏膜通透性[20]. 
Steinkam et al发现, 肠黏膜神经胶质所分泌的神
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■研发前沿
改善肠黏膜屏障
功能是 I B D 治疗
的目标之一, 也是
I B D 的病理生理
学研究热点.

图 1 上皮细胞间的紧密连接.
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经营养因子能明显改善肠黏膜屏障功能, 其机

制为神经营养因子激活上皮细胞内MAPK及Akt
等蛋白, 抑制炎症组织中肠上皮细胞发生凋亡[21]. 
2.2 炎症细胞因子等炎症介质诱导紧密连结蛋

白的表达异常 IBD患者炎症肠黏膜紧密连接

蛋白的表达及分布出现异常. Gassler et al发现, 
IBD患者炎症肠黏膜紧密连接蛋白的表达明显

降低, 而炎症未累及的肠黏膜上皮细胞紧密连

接蛋白的表达与正常人群的表达无差异, 说明

上皮细胞紧密连接蛋白表达异常仅见于炎症肠

组织[22]. IBD炎症肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白

的表达及分布出现异常, 主要由炎症肠黏膜高

表达的细胞因子诱导所致. 同时, 动物实验发现, 
若先天性基因敲除上皮细胞紧密连接蛋白, 该
基因缺陷动物出生后会出现类似IBD的肠道病

理改变[23], 说明上皮细胞紧密连接蛋白表达、分

布异常, 可能参与了IBD的发病. 
在IBD发病早期, 肠黏膜IFN-γ水平明显增

高[17], Utech et al发现, IFN-γ不仅能直接抑制上

皮细胞紧密连接蛋白Occludin、Claudin-1/4、
JAM-1等表达, 并能上调Rho相关激酶(ROCK)和
肌球蛋白轻链激酶(MLCK)等紧密连接调节蛋

白的表达[24], 促使紧密连接蛋白被细胞内吞, 即
紧密连接蛋白在细胞的分布发生异常, 并被降

解, 导致肠黏膜通透性增高. TNF-α不仅能直接

影响上皮细胞紧密连接蛋白表达及分布, 并能

与IFN-γ呈协同作用, 诱导MLCK等紧密连接调

节蛋白的表达[2]. IBD炎症肠黏膜高表达的其他

细胞因子如IL-15、IL-2、IL-1β等也能影响上皮

细胞紧密连接蛋白表达及分布[25-26]. 
最近, 有关IL-13对肠上皮细胞紧密连接蛋

白表达影响的研究引人注目. Heller et al研究

发现, 小鼠恶唑酮结肠炎模型的肠黏膜自然杀

伤T细胞分泌大量的IL-13[27]. 这些学者还发现

溃疡性结肠炎(U C)肠黏膜固有层细胞高表达

IL-13[28], 他们认为IL-13为UC的重要致炎细胞

因子, 在UC发病中发挥重要的作用. 其他学者

发现, IL-13能增高肠黏膜通透性, 损伤肠黏膜屏

障功能[29], 并且, 受IL-13的诱导, 上皮细胞Clau-
din-2的表达也平行增高, Claudin-2能诱导肠黏

膜针对小分子物质的通透性增高, 导致UC临床

症状的出现, 如腹泻等[30]. 
其他的一些致病因子也能影响肠黏膜上皮

细胞紧密连接蛋白的表达及分布. McDermott  
et al发现[31], 线虫感染能诱导正常小鼠肠黏膜通

透性增高, 但对基因敲除肥大细胞特异性蛋白

酶的小鼠肠黏膜通透性没有任何影响, 说明线

虫感染通过诱导肥大细胞释放特异性蛋白酶, 
损伤肠黏膜屏障功能. 其他致病因素如致病菌

通过释放内毒素, 或直接侵袭, 影响肠黏膜上皮

细胞紧密连接蛋白的表达及分布[32]. 
有些保护因素能调节肠黏膜上皮细胞紧密

连接蛋白的表达及分布, 保护肠黏膜屏障功能. 
Boivin et al发现, 糖皮质激素在Caco-2细胞核内

与其受体结合, 形成糖皮质激素-受体复合物后

与MLCK的启动子结合, 阻止了TNF-α所诱导的

MLCK等紧密连接调节蛋白的表达及上皮细胞

通透性的增高[33]. 其他的因素如益生菌、维生素

D等也能保护肠黏膜屏障. 益生菌黏附肠黏膜上

皮细胞后, 能诱导肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋

白的表达[34]. 维生素D不仅能调节免疫细胞的功

能, 还能保护肠黏膜屏障. 维生素D缺乏时肠黏膜

屏障更容易受损伤, IBD发病的危险性也增高[35]. 
2.3 黏蛋白表达减少黏蛋白表达减少表达减少 黏蛋白主要由肠黏膜杯状黏蛋白主要由肠黏膜杯状主要由肠黏膜杯状

细胞、柱状上皮细胞等表达, 损伤肠黏膜杯状

细胞、柱状上皮细胞及影响这些功能的因素, 
如炎症细胞因子、致病菌、放射线等, 都能抑

制黏蛋白的表达. UC肠黏膜杯状细胞的数量明黏蛋白的表达. UC肠黏膜杯状细胞的数量明的表达. UC肠黏膜杯状细胞的数量明

显减少, 导致MUC2的表达降低, 黏液层的厚度黏液层的厚度液层的厚度

也较正常人薄[36-37], 并且, 黏液层中硫酸黏蛋白黏液层中硫酸黏蛋白层中硫酸黏蛋白黏蛋白

含量减少, 唾黏蛋白的含量增高, 上述黏液层的黏蛋白的含量增高, 上述黏液层的的含量增高, 上述黏液层的黏液层的层的

厚度及成份的改变与UC病情相关[38]. 由于克罗

恩病(CD)的病变部位主要在小肠, 病变未累及

结肠的CD患者结肠黏膜杯状细胞的数量变化不

明显, 黏液层的成分及厚度与正常人相当. 不过,黏液层的成分及厚度与正常人相当. 不过,层的成分及厚度与正常人相当. 不过, 
由于小肠的黏液屏障主要由MUC3、MUC4、黏液屏障主要由MUC3、MUC4、屏障主要由MUC3、MUC4、
MUC5B等组成, 病变小肠的黏液层中MUC3、黏液层中MUC3、层中MUC3、
MUC4、MUC5B含量降低[39]. IBD患者上述黏液黏液

屏障的改变, 导致黏蛋白功能下降, 不能有效地黏蛋白功能下降, 不能有效地功能下降, 不能有效地

清除肠黏膜表面所黏附的细菌, 黏液层中细菌黏液层中细菌层中细菌

含量增多, 容易诱导、加剧肠黏膜炎症反应.

3  结论

目前普遍认为, 肠黏膜屏障功能障碍与IBD发病

关系密切, 精神压力、肠道感染、机械损伤等

因素能诱导肠黏膜屏障功能异常, 使黏膜通透

性增高, 导致肠腔内细菌、抗原等物质移位至

黏膜固有层而激活免疫细胞, 诱导黏膜免疫反

应的发生, 另一方面, IBD发病时, 一些损伤性因

素能破坏肠黏膜屏障, 加重黏膜异常免疫反应. 
并且, 治疗IBD的药物不仅能抑制肠黏膜炎症反

■相关报道
目前普遍认为, 肠
黏膜屏障功能异
常参与了 I B D 的
发病, IBD发病时
肠黏膜屏障功能
异常, 肠腔内抗原
物质向肠黏膜固
有层移位并激活
固有层免疫细胞, 
导致大量炎症细
胞因子及介质的
产生, 所产生的炎
症分子进一步损
伤肠黏膜屏障功
能.
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应, 还能有效地调节肠黏膜屏障功能. 改善肠黏

膜屏障功能是IBD治疗的目标之一, 也是IBD的

病理生理学研究热点. 目前国外有关肠黏膜屏

障及功能的研究较多, 方法学也比较成熟, 但国

内肠黏膜屏障功能的相关研究尚较少, 今后有

必要加强肠黏膜屏障功能的研究, 尤其是与IBD
发病关系的研究. 
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Abstract
The incidence of inflammatory bowel disease (IBD) 
is increasing all over the world. However, it is 
rather difficult to treat IBD because its etiological 
factors and pathogenesis are still not clear. In recent 
years, the researches about the relationship between 
luminal bacterial antigens and IBD have provided 
new advances for its etiology and pathogenesis. 
We, in this paper, describe the present status in 
the recognition of luminal bacterial antigens in 
IBD patients which is correlated to the clinical 
phenotypes, prognosis and familial genetics of this 
disease, thus contributing to the treatment for IBD. 
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)

的患病率正不断上升, 但其确切的病因和发病
机制仍不清楚. 对肠道抗原与IBD之间关系的
研究为其发病机制的认识提供了新方向. 本文
详述了肠道抗原识别与IBD在临床表型、预
后及家族遗传间的关系, 为其进一步治疗IBD
提供指导.  
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0  引言

克罗恩病(CD)和溃疡性结肠炎(UC)统称为炎症

性肠病(IBD), 都是胃肠道较常见的炎症性疾病. 
但不管是在组织病理学还是解剖学上, 这两种

疾病都存在差异. CD的特点是黏膜穿透性的全

消化道炎症, 而UC则是累及结肠和直肠的黏膜

表浅性肠道炎症, 但该两种疾病都与肠道微生

物群相关. 目前有一种统一的假设认为, IBD的

发生与有遗传易感性的个体其肠道黏膜对肠道

微生物群的免疫反应失调有关[1-2]. 
IBD与肠道微生物群的相关性正在不断的

明朗化, 但其潜在的分子学机制却仍不清楚. 肠
道黏膜在体内暴露于最多的外源细菌抗原中, 
在正常结肠中, 每克粪便中含有1012个微生物. 
最近的研究认为在微生物群、肠道上皮细胞和

黏膜免疫细胞之间存在着相互作用[3], 而识别如

脂多糖、肽聚糖等的先天性免疫反应, 在这些

微生物/宿主间的相互作用及肠道内环境平衡方

面起重要作用. 

1  IBD遗传易感性

IBD患者存在肠道慢性非特异性炎症及其他相

关的系统表现, 对其发病原理的最新假设是其对

定植于肠道的细菌组分产生病理性免疫反应; 发
病的易感因素是黏膜免疫反应和/或黏膜屏障功

能的遗传性失调, 并由环境刺激而触发. 这些因

素及他们间的相互作用可能也是疾病表型和病

情进展的重要决定因子. 

®

■背景资料
I B D的患病率正
不断上升, 但其确
切的病因和发病
机制仍不清楚, 对
肠道细菌抗原的
研究正越来越得
到重视.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
研究室 ;  任建林 , 
教授, 厦门大学附
属中山医院消化
内科
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遗传易感性和肠道细菌间的相互作用目前

正越来越受到关注. 动物实验的结果提示在面

对同样的一种基因缺陷时, 并非所有的肠道共栖

菌对该疾病的诱导作用都相同, 也并非所有的肠

道共栖菌都可诱导异常的免疫反应. 例如, HLA 
B27/b2微球蛋白转基因鼠在肠道无菌状态下养

殖时不发生结肠炎, 而当在肠道有正常非致病性

盲肠共生菌时, 1 mo内即发生累及结肠和胃十二

指肠的侵袭性疾病[4]. 当肠道内存在普通类杆菌

时, 这些拥有相同遗传易感性的小鼠只发生不累

及胃十二指肠的中度结肠炎; 而选择性的令肠道

存在大肠杆菌时他们既无疾病发生也无T细胞激

活[5]. 而同样的非致病细菌在具有另外一种遗传

易感性的宿主中又可诱导其炎症发生. 所以, 在
相同的宿主中, 不同种的肠道共栖菌可通过完全

不同的动力学方式和解剖学分布选择性地触发

免疫介导的肠道炎症反应[6]. 这些都说明遗传易

感性和肠道抗原触发都是IBD疾病发生和发展

的重要决定因素. 对特定细菌产生免疫反应并在

其血清中有相应表达, 这可能是宿主基因和肠道

细菌间相互作用的一种体现. 这些免疫反应如能

代表IBD的遗传易感性及环境易感性, 则他们的

定性和定量表达情况可作为IBD疾病表型的一

种免疫学风险标志.

2  IBD中常见的肠道细菌自身抗原抗体

针对酿酒酵母菌的抗体(ASCA)反应是第一个

被发现的以肠道细菌为抗原的CD特异的免疫

反应, 其IgA和IgG抗体是直接针对递呈于酿酒

酵母菌细菌壁上的一种寡甘露糖表位[7]. 到目前

为止仍不十分清楚还有哪些特异的细菌抗原可

与ASCA起交叉反应, 并导致CD患者有特异性

地血清阳性表达. 有多项临床研究发现, ASCA
在近60%的CD患者中有表达, 而在UC患者和非

IBD患者中仅有少于5%的表达[8-10]. ASCA的特

异性可用于诊断不明的IBD患者中将UC和CD
鉴别, 也可将IBD和非IBD患者区别. ASCA对 
CD并发症有相当的预测作用, 故对该病疾病严

重度判断也是一个重要指标[11]. 
最近还发现了另外3个代表性的标志物, 也

是由肠道细菌驱动的免疫反应产生, 他们是抗

大肠杆菌外膜孔道蛋白C(OmpC)抗体、抗荧光

假单胞菌CD相关蛋白抗体[抗CD相关细菌序列

(I2)]及抗CBir1鞭毛蛋白抗体. OmpC抗原是从肠

道共生的大肠杆菌中纯化得到[12-13], 在37%-55%
的CD患者及2%-11%的UC患者中存在抗OmpC

抗体, 而仅在不到5%的非IBD个体中有表达. I2
是在CD病情累及的结肠黏膜中分离得到, 在非

受累的肠段中不存在, 这样也被认为是一种对

CD特异较高的标志物. 针对该抗原的免疫反应

在55%的CD患者中存在; 但其特异性仍有一定

质疑, 因为在10%左右的UC患者血清及20%左

右的非IBD患者血清中也有存在[12]. 由于该标

志其诊断价值的局限性, 目前仍不清楚这一免

疫反应在诊断方面可否提供更多信息, 仍需作

进一步的研究. CBir1鞭毛蛋白是一种免疫显性

抗原, 通过血清表达克隆方法鉴定出. 在结肠炎

小鼠中有针对该抗原的强烈免疫反应(B细胞和

CD4 T细胞)[14]. 有学者使用血清表达克隆(SEC)
方法在结肠炎C3H/HeJBir小鼠中发现了一种主

要的致病抗原-鞭毛蛋白(flagellins). 他们在不同

的MHC单倍型的大量实验性结肠炎模型中都有

明确发现[15]. 在结肠炎实验动物的肠系膜及脾T
细胞培养中有明显的抗鞭毛蛋白反应, 将鞭毛

蛋白特异的T细胞转导至免疫缺陷的动物后可

诱导其发生结肠炎. 在人类IBD的血清中也存在

抗鞭毛蛋白(非抗沙门氏菌鞭毛蛋白)的反应, 特
别是在CD患者中, 而非UC或正常对照人群[15]. 
由于认识到鞭毛蛋白是TLR5的配体[16], 这些结

果不仅让大家对导致IBD发病的一些抗原有进

一步认识, 也突出显现了IBD与先天性免疫之间

的相关性. 后来将这些发现运用到了临床, 发现

在近50%的CD患者中有针对CBir1鞭毛蛋白的

血清学反应而UC及感染性肠道疾病和健康对

照人群中表达很低甚至没有针对鞭毛蛋白的反

应[15]. 
之前的几个抗体都是对CD的特异性较高, 

相对而言, pANCA被认为是与UC或UC样疾病

表型关系密切. 这种IBD特异的ANCA在荧光染

色时于核周有特异性地的聚集并且对DNA酶敏

感. 虽然至今还没有具体定义, 但认为pANCA针

对的抗原是细胞核组蛋白H1[17]. 此抗原与有血

管炎疾病患者中的蛋白酶3或髓过氧化物酶反

应性不同. pANCA也可能是与某种肠道细菌抗

原起交叉反应的抗体[13,18-19]. 尽管流行病学和方

法学的不同, pANCA分别在近60%的UC患者及

20%的CD患者的血清中有不同表达[8-10]. 而在不

到5%的非IBD患者中亦有pANCA阳性表达. 
CD有其临床表现及遗传异质性, 实验研究亦

显示CD患者存在免疫表型异质性. Landers et al分
析了330个CD患者的免疫表型异质性发现: 在
56%的患者中有ASCA表达; 55%对OmpC有反

■创新盘点
对 肠 道 抗 原 与
I B D 之间关系的
研究为其发病机
制的认识提供了
新方向.
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应; 50%对I2有反应; 23%则有pANCA表达[12]. 
85%的患者至少对其中一个抗原有反应; 只有

4%的患者对所有4个抗原有血清学反应. 在细菌

抗原(ASCA, OmpC, I2)中, 78%患者对至少一个

抗原有反应; 57%的患者对2个抗原有反应; 只
有26%的患者对3个抗原都有反应. 这些抗原反

应水平都相对稳定, 并随疾病的活动性改变而

改变. 另外, 该实验根据CD患者对细菌抗原或

自身抗原反应的不同, 将他们分成4类: 第1类是

对ASCA有反应; 第2类是能够产生OpmC及I2抗
体; 第3类是产生pANCA; 第4类是对任何抗原抗

体实验都无反应. 
有关于CBir1鞭毛蛋白的研究表明, 在对肠

道细菌抗原ASCA, OmpC及I2都无特异抗体产

生的CD患者中, 40%患者有针对CBir1鞭毛蛋

白的抗体产生, 这可能暗示着一种新的免疫表 
型[14]. 抗CBir1抗体在40% pANCA阳性的CD患

者中有表达, 而仅在4% pANCA阴性的CD患者

中表达. 这种差异也提示着一种新的疾病发病

机制, 有待人们进一步研究并在免疫表型方面

对疾病有更深的了解.

3  临床表型与免疫表型

疾病临床表型并非总是一成不变. 回顾性研究

对疾病从最初诊断成立至随访的最后时刻的疾

病表型稳定性作了分析, 疾病的病变部位相对

比较稳定, 而疾病的临床表现却有变化, 在20年
左右的随访时间内, 80%以上的患者都从无并发

症到有并发症发生(如肠道穿孔或狭窄等)[20-22]. 
免疫反应最先研究时其结果分析是作为区

分UC和CD的手段, 即前者存在pANCA, 后者存

在ASCA. 随着实验敏感性的提高, 也将这类抗

体作为区分IBD和非IBD的工具. 尽管仍有一些

矛盾和争议, 但在疾病诊断不明确时, 特别是在

儿童患者中, 这些免疫标志物可以指导临床医

生的诊断思路[10,23-24]. 由于不断有新的血清学标

志物被发现, 而且检验的手段愈发精确, 通过免

疫反应结果优化诊断准确性的设想正不断明朗

化, 在临床上也越发有价值. 
早期的实验研究表明, 尽管pANCA是一种

UC特异的标志物, 但在近25%的CD患者中也有

该抗体的表达. 这些CD患者被描述成是“UC
样”的, 且发生并发症的可能性很小[25-27]. 但也

有学者在较大样本的匈牙利人群中并未发现

pANCA的表达与CD患者的“UC样”临床表

现相关, 甚至在UC患者中亦不能预测其临床表 

型[28]. 高滴度的ASCA水平则与疾病发病年龄

早、易发生狭窄和内部穿孔等疾病临床表现、

需要外科行小肠手术相关[26-27]. 后来的研究发现

同时存在ASCA IgA和IgG抗体的CD患者, 需要

外科早期手术干预的风险明显增加[29]. 而在儿童

患者中也发现, ASCA与CD疾病的快速进展关系

密切[30]. 最近也有研究发现抗OmpC、抗I2抗体

的表达与成人和儿童CD患者的疾病并发症亦相

关[31-33]. 而抗CBir1抗体也是成人CD患者疾病并

发症发生的独立关联因子[14]. 但在儿童CD患者

中这种关联并不存在, 也暗示着儿童患者中抗

CBir1抗体对其的作用与成人有潜在的不同[33]. 
针对不同的细菌抗原产生的免疫反应的数

量及各种免疫反应的滴度水平都与CD产生并发

症这一临床表型明显相关[31-33]. 理论上, 免疫反

应水平越高表明其对某种细菌的免疫不耐受程

度越大. 这样在临床上可以根据免疫效应水平

来判断某种细菌导致的疾病炎症程度及累及范

围大小情况, 从而对疾病的临床表现起到预测

作用.

4  免疫遗传表型与疾病的自然病程

在疾病的并发症发生之前对其进行准确地预测

是评估免疫反应潜在预测价值的真正所在, 对
IBD疾病自然病程的发展也极为重要. 目前大家

普遍接受这样一个理论, 即一个CD患者其免疫

反应的存在及该反应的水平是不变的[30-31]. 有
学者作了一个前瞻性研究, 对免疫反应在无并

发症的CD患者中的预测价值作了评判[33], 他们

发现从疾病确诊至发生并发症的平均时间是48 
mo. 而对一个及一个以上血清学标志物有反应

的群体中有8%发生并发症, 相比较下血清学阴

性的患者中只有3%发生并发症. 那些至少有一

个血清学阳性的患者, 其疾病进展的程度比血

清学阴性的患者更快[33], 更早出现肠道穿孔和

/或狭窄. 确定一些能够预测疾病进展、并发症

发生的指标, 对患者进行风险分类, 有助于对患

者制定更有效的治疗方法, 阻止并发症的发生

从而延缓疾病的进展.

5  免疫表型的家族遗传性

免疫反应是否受到遗传因素的影响而从成为一

种家族性特征, 这一假设还有待考证. ANCA在

家族中的表达情况是所有自身抗体中第一个

被研究的对象. 多个研究发现在UC患者的非患

病亲属中, pANCA的阳性率较无家族史的对照

■应用要点
本文详述了肠道
抗原识别与 I B D
在临床表型、预
后及家族遗传间
的关系, 为该病进
一步治疗提供了
指导价值.
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组高, 但这一发现并非在所有实验中都得到证

实[34]. Sutton et al认为ASCA的定量和定性表达

都有一定家族性[35]. 另外一个实验证明ASCA
在有CD家族史的CD患者的发生率特别高, 但
在有UC家族史的UC患者中及有IBD家族史(不
管是UC家族史还是CD家族史; ASCA阳性还是

ASCA阴性)的非患病亲属中其表达也较高. 而
在非患病的家属中的ASCA高表达也可能意味

着他们有发生CD或UC疾病的遗传倾向[36]. 在双

胞胎人群中的实验表明, 单卵双生患IBD的双胞

胎其ASCA滴度相似, 意味着ASCA血清滴度增

高水平是由遗传决定[37]. 但这些实验对有ASCA
阳性表达患者后代的发病情况未作进一步前瞻

性研究. 最近的一个研究发现抗OmpC抗体亦有

很强的家族聚集性[38]. 这个研究在多类IBD家庭

中将抗OmpC抗体表达与对照组进行比较, 发现

CD家族中其非患病家属抗OmpC抗体的表达与

混合IBD家族(即UC和CD皆存在)的表达情况相

似, 但他们都比正常家族对照组的表达要高. 另
外, 这两组家庭其抗OmpC抗体的表达也高于仅

有UC家族史的非患病家属. 至于这两种抗体是

协调还是分别作用与IBD患者和其非患病家属, 
结果提示他们之间可能有一定关联性, 但在CD
患者中他们是完全不同的免疫反应, 更重要的是, 
这些不同的免疫表型可导致不同的临床表型.

6  结论

对IBD肠道细菌抗原识别的各种研究, 给下面这

一假设提供了依据: 即IBD患者发病是由由肠道

细菌抗原触发, 通过易感基因调控不同的免疫

过程, 表达特异的免疫表型并同时影响临床表

型. 患者对不同细菌抗原产生的免疫反应可能

与疾病的不同病理生理机制有关, 有遗传易感

性的个体可能由不同的免疫反应而表现出不同

的疾病特征. 今后的研究需要进一步验证免疫

反应与疾病临床表现及预后之间的相关性, 同
时也要发现更多更新的免疫反应, 为IBD发病的

潜在机制提供更多信息. 在这个领域获得的进

展可以为临床医生提供制定及时、有效治疗方

案的一些帮助, 从而延缓IBD的疾病进展, 使IBD
患者获得更长的生存时间. 
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is non-specific 
inflammatory disease in intestinal tract, and its 
etiology and pathogenesis are still unclear, which 
are probably associated with environmental fac-
tors, genetic factors and immunological factors. 
Studies have demonstrated that cell apoptosis 
plays an important role in the development of 
IBD, characterized by increased intestinal epithe-
lial cell apoptosis, apoptosis resistance of intes-
tinal lamina propria lymphocytes and apoptosis 
delay of polymorphonuclear neutrophils. Further 
studies have indicated that activation of Fas/FasL 
signaling transduction, Bcl-2 and Bax pathways is 
involved in cell apoptosis. This paper highlights 
the potential role of mucosal cell apoptosis in the 
pathogenesis and treatment of IBD. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Intestinal 
mucosa; Apoptosis
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)

是发生在胃肠道慢性非特异性炎症性疾病, 其
病因及发病机制尚未十分明确, 可能与环境
因素、遗传因素和免疫因素等有关. 研究表
明细胞凋亡在IBD的发病中起着重要的作用, 
表现为炎症肠黏膜组织内存在细胞凋亡紊乱, 
肠上皮细胞凋亡过度、黏膜固有层组织内淋
巴细胞凋亡抵抗, 以及PMN凋亡迟滞, 这是造
成IBD肠道炎症发生和持续的重要原因. 研
究发现发生细胞凋亡的主要机制在于激活了
Fas/FasL信号传导途径、Bcl-2和Bax调节途径
而实施的, 研究细胞凋亡机制对揭示IBD的发
病机制, 靶向性阻断细胞凋亡通路治疗IBD发
生有重要意义. 

关键词� 炎症性肠病; 肠黏膜; 细胞凋亡
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0  引言

细胞凋亡失调可导致肿瘤、自身免疫性疾病的

发生. 越来越多的证据显示细胞凋亡对炎症性肠

病(inflammatory bowel disease, IBD)的组织损伤和

免疫功能紊乱有着重要的影响. 

1  细胞凋亡

细胞凋亡(apoptosis)是一种由基因调控的细胞自

主性死亡过程. 细胞主动地运用基因调控程序引

起自身死亡, 可使机体清除受损伤的、衰老的或

无用的细胞, 而不引起机体微环境损伤和炎症, 对
维持组织内环境的稳定、细胞群的动力学平衡和

组织器官的各种生理功能和病理反应是不可缺少

的[1]. 细胞凋亡涉及基因表达的级联反应. Fas基因

介导的细胞凋亡需要天然配体(FasL)参与, 抗Fas抗
体或FasL与Fas结合后可诱导Fas+细胞凋亡, Fas与
FasL在淋巴细胞的发育分化、免疫反应调节中起

重要作用[2]. Bcl-2是一种原癌基因, 是重要的凋亡

抑制基因, 通过抑制凋亡而延长细胞存活时间, 但
不能使细胞避免死亡及发生增殖. Bax-是Bcl-2的
同源蛋白, 二者的作用相反, Bax能诱导细胞凋亡[3]. 
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2  细胞凋亡与IBD

IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和
克罗恩病(crohn's disease, CD), 是一类肠道慢性's disease, CD), 是一类肠道慢性s disease, CD), 是一类肠道慢性

炎症性疾病, 其病因及发病机制尚未十分明确.机制尚未十分明确.尚未十分明确. 
目前认为他的发病是多种因素相互作用的结果,他的发病是多种因素相互作用的结果,的发病是多种因素相互作用的结果, 
包括环境因素、遗传因素和免疫因素等[4]. 越来

越多研究表明细胞凋亡在IBD的发病中起着重

要的作用, 主要表现为上皮细胞凋亡加速, 炎症

细胞凋亡减慢. 
2.1 肠上皮细胞凋亡与IBD 肠黏膜上皮细胞增殖

分化是一个动态变化的过程, 新生上皮细胞沿

着隐窝绒毛轴向上迁移[5]. 生理状态下, 增殖的

未成熟干细胞位于肠道隐窝的基底部. 正常结

肠上皮细胞通过凋亡, 调控进入隐窝、轴的细

胞数目, 清除突变的细胞, 是肠上皮细胞更新的

生理过程[6]. 在病理情况下, 上皮细胞沿隐窝绒

毛轴增殖-分化-凋亡的正常顺序被打破. 
研究认为IBD患者肠上皮细胞的凋亡加速, 

特别是活动期上皮细胞的凋亡明显增加, 参与

IBD的发病. UC肠道病变区域或其附近的区域, 
结肠隐窝上皮细胞均有凋亡现象. 用多种凋亡

标记物检测UC和正常结肠凋亡的程度和范围, 
发现活动性UC病变区域上皮细胞凋亡发生的程

度和范围都高于正常组织[7]. 上皮细胞的凋亡导

致大量上皮细胞提前死亡, 而发生上皮细胞大

量凋亡的原因主要集中在激活Fas/FasL信号传

导途径、Bcl-2和Bax调节途径而实行的[8-9]. 
正常结肠上皮细胞表达Fas, 只有少量FasL

阳性细胞散在分布于黏膜固有层内, 有研究显示

在UC组织中, FasL阳性的细胞数量明显增加, 与
表达Fas的结肠上皮细胞结合即引起凋亡, 大量

结肠上皮细胞凋亡导致上皮细胞损伤, 破坏肠黏

膜屏障, 因此, 认为上皮细胞的大量凋亡与Fas/
FasL信号传导途径密切关联[10]. 最新的一个研究

也显示Fas调节途径是UC的发病机制之一[11]. 
Ueyam et al用分子生物学方法分析了IBD患

者的FasL的表达, 发现FasL mRNA在UC患者中

呈高表达, 但在CD患者中未见表达, 认为其可能

的作用机制是FasL在细胞毒性T淋巴细胞有高表

达,可以诱导细胞的凋亡[12]. 日本Iimura et al [13]观

察到UC肠黏膜中Bax蛋白及mRNA表达均下凋, 
而Bcl-2与正常对照无明显差异, 提示Bax/Bcl-2
系统可能不参与UC肠上皮细胞凋亡的凋控. 

UC的特征性表现在于结肠上皮表浅而广泛

的缺失和固有层的炎症改变. UC病变结肠的上

皮细胞凋亡和增殖的平衡打破, 细胞凋亡的速
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率超过代偿性的细胞增殖, 导致上皮层的缺失, 
这可能是UC上皮层破坏的机制. 
2.2 炎性细胞凋亡与IBD IBD的特征之一是炎症

细胞浸润, 包括淋巴细胞、浆细胞、中性粒细

胞、巨噬细胞等. 炎症细胞的持续存在导致结

肠黏膜炎症反应的持续. 目前的研究表明细胞

凋亡参与组织中炎症细胞数量的调节, IBD患者

炎性细胞凋亡减慢.
Suzuki et al [2]研究则显示UC患者表达FasL

的淋巴细胞和单核细胞数增多, 与表达Fas的结

肠上皮细胞结合即引起上皮细胞凋亡, 而肠黏

膜固有层T淋巴细胞的凋亡抵抗, T细胞凋亡的

减少[14]. Asakura et al研究认为Fas/FasL途径介导

的凋亡导致UC患者肠黏膜CD4及CD8 T细胞亚

群的不平衡[15]. 有研究表明UC患者Bcl-2表达明

显增多, 且与疾病活动性有关, 活动期较非活动

期升高更为明显, 提示Bcl-2表达增加可抑制活

化的自身反应性淋巴细胞凋亡, 产生自身免疫

反应, 加重炎症程度. 应用皮质激素治疗后好转

的UC患者Bcl-2表达下调, 表明皮质激素可通过

抑制Bcl-2表达诱导活化的自身免疫反应性淋巴

细胞凋亡, 减轻炎症反应[16]. 对CD的研究则发现

CD患者T淋巴细胞对多种诱导凋亡途径表现耐

受. CD患者炎症区域黏膜固有层T细胞Fas表达

减少, FasL表达的水平则高于对照组, 结肠黏膜

固有层FasL表达水平增多, 而T细胞及巨噬Fas
表达没有相应增多, 提示了T细胞对Fas/FasL信
号途径转导凋亡的敏感性下降[17]. 同时大量的

研究显示, 在IBD的组织和外周血液中, 一些细

胞因子的水平增高, 这些细胞因子与肠黏膜固

有层淋巴细胞凋亡的关系密切. IL-2的缺乏可诱

导T淋巴细胞凋亡, 而CD患者对此诱导途径耐

受[18], 在IBD中IL-15在肠黏膜中的过度表达, 则
介导T淋巴细胞逃避凋亡[19]. 

以上研究结果提示, IBD肠黏膜病变部位的

T细胞出现凋亡抵抗, 细胞凋亡减少使活性T细
胞不能及时清除而大量聚集, 产生针对自身肠

组织的免疫反应. T细胞的增殖与凋亡失衡引起

的肠黏膜局部活性T细胞蓄积是导致肠道慢性

炎症的主要原因之一. 
中性粒细胞是机体免疫防御系统中的一类

重要细胞, 同时也是一类十分重要的炎症细胞. 
PMN可产生多种炎性介质, 如前列腺素、白三

烯、血小板活化因子和活化酶等, 他是最早到达他是最早到达是最早到达

炎症部位的炎症细胞可介导和放大炎症反应[20]. 
PMN是以凋亡的方式被巨噬细胞识别、吞噬而

清除的, 因此, 中性粒细胞的凋亡是机体自我限
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细胞有高表达, 可
以诱导细胞的凋
亡.
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制炎症反应的一种重要方式[21]. 而IBD患者组织

中PMN的蓄积可能与其凋亡迟滞有关. 
对IBD患者肠组织和外周血中性粒细胞的

凋亡研究证实, IBD患者PMN的凋亡受到抑制. 
Brannigan et al [22]研究认为IBD患者的中性粒细

胞在体外的条件下, 细胞凋亡较对照组减少, 这
种现象与患者血清IL-8增高有关, 患者中性粒

细胞促Caspase 3减少也有助凋亡减少, 因为促

Caspase 3减少可导致PMN自然凋亡减少和Fas/
FasL途径介导凋亡减少. 尚有研究指出, IL-2、
IL-6、TNF, 粒细胞集落刺激因子(G-CSF)等对

PMN的凋亡有抑制作用[23-24]. PMN凋亡的抑制

使炎症反应持续存在, 进一步引起组织损伤, 这
可能是IBD肠组织损伤的重要机制之一. 

3  结论

IBD中存在细胞凋亡紊乱, 表现为肠黏膜上皮细

胞凋亡过度、黏膜固有层淋巴细胞凋亡抵抗, 
和PMN凋亡迟滞, 这是造成IBD肠道炎症的发生

和持续的重要原因. 深入研究IBD中细胞凋亡失

调机制有助于揭示IBD的发病机制, 对其加以阻

断可能为今后IBD的治疗提供新的途径. 
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Abstract
The etiology of inflammatory bowel disease, 
Crohn’s disease and ulcerative colitis remains 
unknown. In a great many studies about the 
pathogenesis of IBD, great attention was paid to 
the immune dysfunction, genetic susceptibility, 
and various environmental factors, whereas the 
effects of enteric nervous system (ENS) were 
neglected. In fact, increasing evidence now 
indicates that ENS is involved in the pathogenesis 
of IBD. In this paper, we review the abnormal 
regulation of enteric nervous system in IBD. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Enteric 
nervous system; Enteric glial cell
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)

是一类慢性复发性肠道炎症性疾病, 其病因主
要涉及遗传, 免疫异常, 感染, 环境和精神因素
等多方面, 其发病机制仍不清楚. 最近有多项
研究表明在炎症性肠病中肠神经系统(enteric 
nervous system, ENS)结构和功能表现异常, 损
害ENS可引发鼠类肠道出现腹泻, 血便等肠炎
的表现, 均提示ENS调控异常参与了的IBD发
病, 本文就目前炎症性肠病ENS调节异常的研
究现状作简要评述. 

关键词�� 炎症性肠病; 肠神经系统; 肠胶质细胞
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一类慢性复发性肠道炎症性疾病, 其病因主要

涉及遗传, 免疫异常, 感染, 环境和精神因素等

多方面, 其发病机制仍不清楚. 最近有多项研究

表明在炎症性肠病中肠神经系统(enteric nervous 
system, ENS)结构和功能表现异常, 损害ENS可
引发鼠类肠道出现腹泻, 血便等肠炎的表现, 均
提示ENS调控异常参与了的IBD发病, 而维持肠

道神经调控功能的正常有助于改善的IBD[1-2]. 本
文就目前炎症性肠病ENS调节异常的研究现状

作简要评述, 以期引起国内同行对ENS异常改变

在IBD发病中的作用的重视. 

1  IBD肠组织中神经元的改变

虽然IBD中肠神经元数目变化一直有争议, 但目

前多数研究表明IBD患者肠黏膜中肠神经元的

数目明显减少, 其中克罗恩病(Crohn's disease, 
C D)中肠神经元减少较溃疡性结肠炎(u l c e r 
colitis, UC)尤为明显. 在TNBS结肠炎模型也证

实了这点, 在炎症期间每个神经丛中的神经元

都减少并持续到炎症消退后, 但神经节的数目

大致没有改变. 由于严重的炎性损害出现在接

近黏膜表面的黏膜下层, 黏膜下神经元数目减

少更为明显[3]. 减少肠神经元数目可以改变肠道

®

■背景资料
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收缩和黏膜转运功能, 影响神经递质如乙酰胆

碱等的释放[4]. ENS中神经元数目减少是肠道炎

性损伤的结果[3].

2  IBD时肠胶质细胞的改变

肠胶质细胞(enteric glial cells, EGC)是肠神经系

统中除神经元外的另一类重要的细胞群体, 其
在IBD发病中作用必将成为今后研究的焦点. 胶
质细胞伸出突起相互连接在整个胃肠道形成广

泛的网络, 不仅分布于肌层, 黏膜下层, 黏膜的

固有层也有, 最远到达绒毛的顶端[5]. 目前国外

已有成熟的分离培养EGC的方法[6]. 重要的研究

有去除(Ablate)EGC后小鼠表现出便血, 肠腔出

血, T细胞侵润和黏膜下血管内血栓形成等类似

于人类CD的表现[1-2]; 在实验性结肠炎及IBD患

者的活检标本中EGCs数目增加, 在CD的炎性肠

段中EGCs增加较非炎性肠段显著, 而在IBD中

UC较CD患者EGCs增生显著. 但在IBD中EGC
的GFAP免疫反应阳性的突起在CD患者炎性和

非炎性标本中较正常对照组和UC破坏明显, 用
Western blot法证实每克肠组织中GFAP含量在

CD中显著低于正常组, 而UC组高于正常组[7]. 
EGCs的作用可归纳以下几点: (1)EGC可以

维持肠上皮细胞的完整性和上皮层的通透性; 
(2)调控黏膜的分泌; (3)参与控制黏膜下层血管

的完整性和通透性; (4)分泌神经营养素和神经

营养因子, 提供糖原, L-精氨酸和介导神经元与

血循环之间物质交换, 促进神经元的存活, 神经

干细胞的分化增殖; (5)参与调节肠道的炎症和

免疫反应[5]. (6)体外将EGC与肠上皮细胞共培

养, EGC可抑制上皮细胞的增殖[8]. 
有待解决的问题, EGC区别于脑星形胶质细

胞的确切的表面标记; EGC可以分为两类, 这两

类EGC之间功能有何不同, 在IBD时如何变化; 黏
膜下神经丛和肌间神经丛中EGC的形态和功能

在IBD不同病期是否相同; EGC调节炎症和免疫

反应的具体机制等等, 均需进一步的研究明确. 

3  IBD时轴突的异常

在IBD时肠神经轴突确实发生变化, 最早研究在

CD患者标本中发现存在严重而广泛的神经轴突

坏死, 而其他炎性疾病如UC中要么没有, 要么就

只有单一轴突的较小程度的坏死[9], 因而有作者

将CD患者中肠神经轴突的退变/坏死做为CD区

别于其他炎症性肠道病变的标志[10]. 也有研究认

为节段性回肠囊袋的肠自主神经轴突坏死可能

参与了CD的发病[11]. 在TNBS结肠炎模型中, 有
研究认为在平滑肌细胞中神经分布的密度在炎

症期间与炎症后没有改变[3], 但随后的研究表明

在炎症开始第4天环行肌中总轴突的数目减少

了将近50%, 而内在神经分布的密度在炎症的2 
d急剧减少到不足对照组的30%, 虽然环行肌数

目在炎症期间增加了3倍, 但由于轴突的数目也

增加了3倍, 故从第6天开始内在神经分布的密

度恢复正常水平. 表达酪氨酸羟化酶的外在神

经轴突在炎症开始时没有减少, 而在第6-16天增

殖明显. 该研究表明内在神经轴突减少是结肠

炎早期的病变, 虽然由于轴突增殖其数量恢复

了, 但短暂的去神经化也许促进了环行平滑肌

的增生. 内外轴突不同的损伤与修复模式暗示

了炎性肠管动力改变的结构基础[12].

4  IBD时神经递质的异常

EGC和肠神经元细胞可以分泌多种神经营养素

和营养因子, 包括GDNF, NGF, NT3, NT4, GFAP, 
P物质, NPY, CCK, VIP, 甘丙肽, 生长抑素等. 此
外EGC还可分泌细胞因子, 如IL-1, IL-6等炎性

细胞因子. 在炎性条件下, GDNF的分泌是增加

的, 在肠道里, EGC是GDNF唯一的来源细胞. 体
外培养EGC在IL-1, LPS, TNF-a刺激下, GDNF
分泌量显著增加, 而且在刺激因子撤除后, 分泌

可以持续约12 h, 实验研究发现炎症性肠病时黏

膜下神经丛中GFAP+的肠胶质细胞数目显著增加, 
这可以解释炎症时黏膜内GDNF增加的原因[7]. 在
TNBS实验性结肠炎时, GDNF含量在诱导后8 h
开始上升, 与第5天达到顶峰, 以后逐渐下降, 到
第14天时降到最低[13]. 增加的GDNF对肠道的炎

症有治疗作用, 主要通过抗上皮细胞凋亡, 保持

上皮的完整性, 降低黏膜通透性, 减少肠腔内细

菌等抗原物质进入黏膜固有层内, 刺激炎性细

胞释放致炎细胞因子. GDNF对培养的脑小胶质

细胞分泌IL-1, IL-6没有影响[14], 对于IBD时肠道

炎性细胞分泌致炎性细胞因子是否有影响目前

未见报道. GDNF可以促经肠神经元的存活; 可以

抑制巨噬细胞的移动. 可以促进胰腺癌细胞[15], 
输尿管上皮细胞的增殖[16], 但能否促进IBD时肠

黏膜上皮细胞的增殖未见报道. 虽然也有研究

报道GDNF并不能降低肠上皮屏障通透性[17], 但
综上所述目前认为GDNF在肠道是一种保护性

因子. 
神经生长因子(nerve growth factor, NGF)是

一种多功能的神经营养因子, 除了EGC外, 上皮

■研发前沿
以往对 I B D发病
机制的研究大多
把注意力集中在
遗传 ,  免疫异常 , 
感 染 ,  环 境 等 方
面, 而忽视了肠道
神经系统在 I B D
发病中的作用.
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细胞, 淋巴细胞, 单核细胞, 肥大细胞以及嗜酸

性粒细胞等免疫细胞均可以分泌此因子, 在脑

炎, 肺炎, 关节炎等炎症时, 其分泌显著增加. 抹
除(Ablate)NGF和NT3后实验性结肠炎小鼠的肠

道炎症显著增剧表明NGF有保护性作用[18]. NGF
主要可以抑制单核细胞跨上皮移动[19], 降低淋

巴细胞, 调控单核细胞分泌钙基因相关肽CGAP, 
将免疫反应转化为抗炎反应[20]. 

神经肽Y(neuropeptide Y, NPY)是由肠神经

元分泌的一种36氨基酸肽. 在中枢与外周神经

系统广泛表达, 主要参与肌体的能量代谢, 食物

摄入, 应激反应和伤害性感知. 在IBD实验性鼠

类模型中NPY表达增加. 但增加的NPY的作用

有争论, 一方面, 由于IBD时动物食欲减低或表

现为厌食, 有认为增加的NPY可能增加动物食

欲, 促进体力恢复, 但在IBD动物中补充NPY并

没有增加食物摄入量; IBD时其受体Y1表达增

加, 在Y1受体基因敲除小鼠或用Y1受体拮抗剂

可以缓解DSS结肠炎DAI和组织学评分, 表明

NPY和其受体增加加剧了IBD病情, NPY和其受

体有可能成为IBD治疗的靶点[21]. 另一方面, 用
Y1受体缺陷小鼠实验表明, Y1受体负性调控T1
细胞, 减少T1细胞分泌的IL-12和IFN-γ, 又激活

抗原递呈细胞, 似乎又有保护性作用[22]. 
P物质(Substance P, SP)是一种11肽的氨基

酸, 肠道里主要由EGC分泌, 其受体NK-1R在肠

肥大细胞, 上皮细胞, 淋巴细胞及巨噬细胞表面

均分布. SP物质在IBD时的表达及作用在目前备

受争议. 多数IBD患者活检标本及动物结肠炎模

型显示SP物质含量显著增高. Eysselein et al研
究表明在结肠炎早期, SP物质及其受体的表达

是明显下调的[23]. SP物质的作用, 一般认为他是

一种致炎细胞因子, 与憩室炎时的腹痛有关, 慢
性应激通过释放SP物质加重肠炎[24]; SP物质活

化人结肠上皮细胞JAK-STAT途径, 刺激COX2
和PGE2的表达[25]; 肠系膜贮脂细胞上分布有SP
物质受体NK-1R, 在炎症性肠病时SP与NK-1R
作用, 活化NF-kB, 促进IL-8的分泌[26]. 最近陆续

有报道认为SP对肠炎有保护作用, 如SP可以促

进损伤后黏膜的血流,作用于成纤维细胞促进

TGF-b的产生, 有助于上皮细胞的重建[27]; 与受

体NK-1R作用活化AKT抵抗上皮细胞凋亡[28]; 
与TH1细胞上的NK-1R作用有助于控制干扰素

-γ分泌[29]. 

5  结论

总之, (1)在IBD时肠神经系统的调控的确发生了

改变, 如EGC, 神经元, 轴突无论其数目结构均

有改变, 许多神经递质分泌异常. (2)炎症损伤导

致肠神经元数目减少, 是不可逆性的, 是引起肠

道运动与黏膜分泌失调的原因. (3)肠胶质细胞

反应性增生, 通过分泌多种神经递质和与上皮

细胞, 血管内皮细胞等细胞作用似乎起限制炎

性损伤的作用. (4)神经递质分泌异常, 大部分递

质与肠道上皮细胞, 免疫细胞以及血管内皮细

胞等相互作用发挥保护性作用, 而部分神经递

质释放加剧了炎症. 
以往对IBD发病机制的研究大多把注意力

集中在遗传, 免疫异常, 感染, 环境等方面, 而忽

视了肠道神经系统在IBD发病中的作用. 尽管

IBD的发病不可能是单一因素的结果, 肠道神经

系统在其中的作用可能只是原因之一, 但是肠

道神经系统的作用决不能被忽视. 应该是加强

研究肠神经系统在IBD发病中作用的时候了. 
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Abstract
It is commonly considered that genetic and 
environmental factors (e.g. infection) contribute 
to the occurrence of inflammatory bowel disease 
(IBD). In recent years, defensin family was 
attracting great attention because of its role in 
the innate defense system. In this paper, we 
review the defensin’s types, distribution, gene 
expression regulation, antimicrobial effects 
and relationships with IBD as well as its future 
application prospects. 
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摘要
目前普遍认为炎症性肠病是在遗传背景的前
提下, 环境因素(如感染等)导致肠道免疫紊乱
而发病. 近年来, 防御素(defensin)家族在先天
性防御体系中的作用日益受到研究学者的重
视. 本文就防御素的种类、分布、基因表达调

控、其抗微生物作用, 以及其与炎症性肠病的
关系和应用前景作一综述. 

关键词�� 防御素; 炎症性肠病; 先天免疫; 鉴别诊断; 

克罗恩病; 溃疡性结肠炎
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种肠道非特异性慢性复发性炎症, 主要包括

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD). IBD的病因和发病机制至

今尚未完全阐明. 目前普遍认为本病是在遗传

背景的前提下, 环境因素(如感染等)导致肠道免

疫紊乱而发病. 近年来, 防御素(Defensin)家族

在先天性防御体系中的作用日益受到研究学者

的重视. 防御素表达异常与消化系统、呼吸系

统、皮肤科及耳鼻喉科等多种疾病的发病相关. 
动物实验表明, 肠道内的防御素在防止肠道免

遭食物及饮水传播致病菌方面起到了关键的作

用. 多篇文献报道炎症性肠病患者体内防御素

水平发生了明显的变化, 从而推测防御素表达

或功能缺陷可能是导致发生IBD的重要原因之

一. 本文综述防御素的种类、分布、基因表达

调控及其抗微生物作用, 探讨其与炎症性肠病

的关系及应用前景. 

1  人类防御素的分类及生物学功能

1980年, Lehrer et al首次从兔肺巨噬细胞分离并

纯化出两个阳离子性极强的小分子物质, 后又

从人中性粒细胞胞质颗粒中发现了一系列一级

结构相似的小分子物质, 由于他们均具有广谱抗

微生物活性而被命名为防御素[1]. 防御素是哺乳

动物内在最大的防御系统, 可分为α-防御素、β-
防御素和θ-防御素. 人体主要以前两种为主, 目
前已经识别和分离出6种α-防御素和6种β-防御

素. α防御素由29-36个氨基酸组成, 其中α-防御

®
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素1-4主要位于中性粒细胞中, 又被称为中性粒

细胞多肽(HNP), 而α-防御素5、6(HD-5、HD-6)
则由小肠潘氏细胞分泌. 人类肠道中潘氏细胞α-
防御素在肠内表达量在各个肠段有所不同, 其
中十二指肠的表达量最少, 空肠、回肠内表达

相对较多. β-防御素(HBD)由36-42个氨基酸组

成, 广泛表达于黏膜、上皮组织中. HBD-1主要

在肾脏、泌尿生殖道和其他上皮细胞内表达, 在
正常人扁桃体内也可检测到, HBD-2主要表达于

损伤的皮肤、口腔黏膜以及被感染的肺部上皮, 
HBD-3主要在人的角化细胞和气道上皮细胞内

表达, HBD-4主要表达于睾丸、子宫、中性粒细

胞、甲状腺、肺及肾也有低水平表达, HBD-5和
HBD-6仅仅在附睾细胞中表达[2-3]. α-防御素主要

参与全身系统和小肠宿主防御, 而β-防御素还可

刺激未成熟的树突细胞和T细胞参与后天获得性

免疫反应[4]. 防御素具有广谱抗微生物活性, 对
革兰阳性和阴性菌、厌氧菌、真菌以及一些有

包膜病毒等都有强大的杀灭作用, 特别是在低盐

离子、低血浆蛋白条件下, 防御素的杀菌浓度可

达到1-10 mg/L[5]. 对于防御素生物活性机制, 大
部分认为主要和微生物的细胞膜结构有关: 防御

素带正电荷, 可通过静电作用与带负电荷的细菌

胞膜脂质双层结合, 对G+菌, 防御素在细菌胞膜

的电势驱动下, 以单聚体或多肽体聚集, 并通过

分子移动在胞膜上形成多个通道, 使细胞内容物

渗出, 导致细胞死亡. 而对G-菌, 防御素则无法先

穿过细菌外膜, 而是通过与胞壁脂多糖(LPS)结
合, 竞争性取代在LPS分子间起桥梁作用的二价

阳离子(Ca2+、Mg2+)穿过外膜, 然后再在内膜上

形成通道, 最终造成细菌胞膜的完整性被破坏, 
ATP、K+丢失, 呼吸受阻, 最终导致细菌死亡. β
防御素可以诱导T细胞(CD8+ T细胞)与幼稚CD4+ 
T细胞的迁移, 其次是通过与树突状细胞的CCR6
受体结合募集非成熟性的树突状细胞(immature 
dendritic cell, IDC). 防御素还能通过诱导细胞因

子的释放和介导IDC协同刺激分子的表达上调, 
促进IDC的成熟, 进而活化T细胞, 触发特异性免

疫应答[6-7]. β-防御素也可以诱导肥大细胞脱颗粒

和一些炎症前期细胞因子的产生, 促进中性粒

细胞在炎症部位的聚集, 扩大病变的局部炎症

反应.

2  防御素与CD

C D是一种严重的肠道慢性炎症, 病变部位可

发生于整个消化道的任何部位, 病变形式多变. 
CD的发病是遗传因素与环境因素共同作用的

结果. 随着基因组研究的发展, 一些基因包括

NOD2(CARD15)(MIM 605956), 1DLG5(MIM 
04090)以及OCTN(MIM 604190、603377)都被

认为与CD的发生相关[8]. 肠道防御素是机体抵

御外源性致病因子的重要屏障, 而在CD患者中, 
肠道的防御素表达水平存在着差异. 回肠段病

变的CD患者, 回肠潘氏细胞防御素HD-5和HD-6
的表达均较正常人和非回肠段病变的CD患者明

显降低, 而且这种防御素水平变化与NOD2基因

突变密切相关. 结肠组织活检发现无NOD2基因

突变的CD患者结肠组织中HD-5和HD-6的表达

量反而增高[9]. 而HD-5、6的水平降低影响了肠

道黏膜的天然屏障作用, 导致黏膜细菌附着引

起进一步损害. Wehkamp et al [10]报道在回肠CD
患者中, 作用于潘氏细胞分化和防御素表达的

调节因子Tcf-4 mRNA的表达量明显下降, 这导

致了潘式细胞分泌防御素水平和灭菌活性的双

重降低, 而Tcf-4的WNT传导通路和潘氏细胞防

御素的关联变化与NOD2的基因型无关, 提示这

可能是一个重要的导致回肠CD发病的机制之

一. 与小肠性CD不同的是, 结肠CD主要表现为

HBD-2(MIM 602215)、HBD-3(MIM 606611)和
HBD-4的表达异常[11]. 目前已经证明, HBD的基

因簇位于染色体8p23.1上, 其DNA拷贝数在正常

人群中有很大差异性. 应用RT-PCR和即时PCR
方法均可以检测到在CD病变的结肠上, HBD-2
表达明显下调, CD炎症黏膜HBD-2的表达与非

特异性结肠炎比较明显降低. CD非炎症黏膜区

和无炎症的对照组比较, HBD-2的水平没有差 
异[12]. 目前一些研究表明, 应用SASP或者5-ASA
治疗CD同时使用外源性抗生素(如甲硝唑、奎

诺酮类抗生素), 其效果与同时应用糖皮质激素

效果接近, 并能有效缓解肛门窦道引起的疼痛, 
促进窦道愈合, 这从另一方面佐证了CD的发病

与防御素的缺陷有关[13].

3  防御素与UC

过去认为U C在欧美国家多见, 但近年来中国

文献报道的病例数显著增多[14]. 溃疡性结肠炎

病变主要累及结肠. 正常人结肠黏膜很少表达

HD-5和HD-6, 而UC患者结肠上皮细胞中HD-5
和HD-6 mRNA的表达水平显著高于正常人, 且
HD-6的表达具有特异性, 即在非感染性的结肠

炎中表达并不明显[9,13-14]. 人HBD-1在肠道上皮

细胞有持续的表达, 不受外界因子的影响, 起基

础防御的功能. 有研究发现UC和CD结肠黏膜

■相关报道
多篇文献报道炎
症性肠病患者体
内防御素水平发
生了明显的变化, 
从而推测防御素
表达或功能缺陷
可能是导致发生
I B D的重要原因
之一.
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HBD-1的基因表达量有所降低, 这种降低可能

导致黏膜抗菌活性的降低, 从而导致细菌入侵

机体继发炎症应答. 在感染的结肠特别是UC中
HBD-2可被诱导性表达, 且这种诱导性表达在

UC患者进行全结肠手术后的回肠型肛门囊袋黏

膜中仍有相似改变[15]. HBD-2只在感染的情况

下被诱导表达, 在非感染的情况下, 不论是UC还
是CD, 患者肠道HBD-2表达均很低. 这说明UC
发生可能由于HBD-2被过度表达从而加重肠道

炎症反应有关. HBD-3的表达量和HBD-2存在

一定的相关性, 在UC时亦有明显增加[16]. HBD-4 
mRNA水平在UC的肠上皮细胞中明显增高. UC
患者的HD表达量与UC病变范围的范围、程度

成正相关而CD中未发现有明显的变化[17].

4  防御素与其他胃肠道炎症

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )感染

与萎缩性胃炎、消化性溃疡、胃癌及胃黏膜

相关性淋巴组织淋巴瘤的发生密切相关. 胃黏

膜感染H pylori后, 中性粒细胞的趋化及趋化因

子的出现均提示有先天性免疫机制的参与 [18]. 
人β2防御素2(HBD-2)由上皮细胞产生, 在胃肠

黏膜表面发挥防御作用, 对革兰染色阴性细菌

具有高效的杀菌作用[19]. Hamanaka et al [20]采用

RT 2PCR、免疫组化、原位杂交等方法对6例
H pylori阳性和6例H pylori阴性胃炎患者的胃

黏膜组织研究结果表明, H pylori感染者胃黏膜

上皮和胃小凹处HBD-2 mRNA表达显著上调, 
而H pylori阴性者未见明显HBD-2 mRNA条带.  
H pylori根除后, HBD-2 mRNA的转录水平和蛋

白的免疫活性均显著降低. 提示HBD-2可能参与

H pylori介导胃黏膜的炎性反应.

5  防御素的药物研发

传统抗生素对机体均有程度不同的毒副作用, 
且致病菌几乎可对现有的所有抗生素产生耐

药性. 与之相比, 防御素具有广谱抗微生物活

性, 而微生物不易产生抗体, 因而无耐药性. 防
御素对同种属细胞无毒性作用, 因而无抗生素

的毒副作用. 因防御素的广谱抗菌和低毒性, 从
理论上说有望成为最理想的新型杀菌药物. 但
从有机体中分离防御素成本极高, 使防御素的

研究和应用受到限制, 因此通过基因工程手段

大量生产防御素是一有效途径. 1999年, Linz-
meier et al [21]应用P1(探针)和BAC(细菌人工染

色体)克隆的方法, 确定了人α-防御素与β-防御

素基因位于8p23, 其顺序为HDEFA5(HD25)、
HDEFA1/1A(HNP21/3)、DEFA4(HNP24)、
HDEFA6(HD26)、HDEFB1(HBD21). P iers  
et al [22]最早将人防御素克隆表达, 他将HNP21
和CEME(人工合成的杂合抗菌肽)分别与GST
(Glutathione2s2transferase)、oprF(paeruginosa 
outermembrance protein F)、SPA(staphylococcal 
protein A)、IgG结合序列连接, 在大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌中融合表达, 但遗憾的是, 只
发现CEME有抗菌活性, 而HNP21则不具活性. 
2004年, Wang et al采用了细菌偏爱的密码子, 将
hBD2基因串连起来, 并以多拷贝形式在大肠杆菌

中表达, 使其表达量提高了9倍[23]. Harder et al [24]把

hBD3与His2Tag连接, 导入大肠杆菌中表达,经
肠激酶消化, HPLC纯化, 得到了具有天然活性的

防御素, 但产量不详. 陈姗 et al [25]和李春丽 et al
在大肠杆菌中成功克隆表达了有活性的hBD3. 
对于防御素基因的克隆和表达研究已取得一

定进展, 随着研究的深入, 采用基因工程方法

生产的防御素必将在研究和医药中发挥重要

作用[26].

6  结论

就IBD领域而言, 防御素的研究前景可归纳如下

三方面: (1)对防御素的深入研究有助于IBD发病

机制的阐明. 防御素作为天然免疫系统的重要

组成部分, 其表达下调或功能缺陷在IBD的发病

中起着重要作用. 但IBD时防御素变化的始动因

素及表达调控机制是什么? 防御素怎样影响免

疫应答从而怎样保护性地影响疾病的进程? 这
些问题远未明了, 有待深入研究. (2)如前所述, 
不同防御素亚型尤其是HBD在UC和CD中的表

达量有明显差异, 因此防御素亚型的研究可望

为UC与CD二者间的鉴别诊断提供帮助. (3)防御

素对IBD的治疗前景. 防御素的抗微生物作用及

IBD时防御素表达变化已如前述. 肠道细菌的存

在是IBD发病的前提条件. 肠道黏膜的免疫应答

可抵抗细菌对黏膜的损害而不致发病, 而防御

素是维持免疫应答的重要因子. 因此提高防御

素水平对防治IBD具有重要意义. 此外, 在IBD的

发展过程中, 患者往往合并细菌感染, 通常临床

上需加用抗生素治疗, 而用外源性防御素代替

抗生素的优势已如前述. 但目前生产防御素的

研究尚处初始阶段, 随着基因工程的进步, 有望

生产出大量防御素并将为IBD的治疗带来新的

飞跃.

■应用要点
目前生产防御素
的研究尚处初始
阶段, 随着基因工
程的进步, 有望生
产出大量防御素
并将为 I B D 的治
疗带来新的飞跃.
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Abstract
Along with the development of cross-discipline 
of the fluorescence (physics) and medicine, 
laser induced auto-fluorescence spectrum 
integrated with endoscopic technique became a 
new way to diagnose cancer in recent years. It 
is sensitive and non-invasive. In this review, we 
discuss the mechanism, clinical application and 
development tendency of laser induced auto-
fluorescence spectrum. 

Key Words: Laser induced auto-fluorescence spec-
trum; Endoscopic technique; Cancer diagnosis
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摘要
随着荧光物理学与医学相结合的交叉学科的
蓬勃发展, 激光诱发自体荧光光谱联合内镜技
术为肿瘤的早期发现提供了一种重要的方法. 

他具有灵敏、无创等优点. 本文就激光诱发自
体荧光光谱产生的机制以及其与内镜技术相
结合应用与肿瘤诊断领域的研究现状和发展
情况进行综述.  

关键词�� 激光诱发自体荧光光谱; 内镜技术; 肿瘤
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0  引言

自1924年Policard首先在实验中观察到了肿瘤组

织的自体荧光[1]以来, 荧光光谱技术在肿瘤中的

应用日益发展起来. 1948年Figge et al观察到恶

性肿瘤组织可吸收荧光物质(卟啉). 内窥镜最初

从1805年以烛光作为光源的硬式直管, 经历了

半可曲式内镜、纤维内镜和电子内镜, 发展至

今已能深入人体各个系统的外腔、官腔内和闭

合式的体腔内(如胸腔、腹腔、关节腔等)进行

观察、诊断和各种疾病的治疗. 第1次将荧光光

谱技术与内窥镜相结合的是Lipson, 1961年他首

次采用荧光内窥镜在临床上成功识别了肿瘤组

织, 此后出现了荧光物理学与医学中肿瘤学的

交叉学科的蓬勃发展, 荧光光谱技术为肿瘤的

早期发现提供了一种重要的方法. 目前随着激

光技术、光纤技术及组织光学的发展, 体内激

光诱发自体荧光光谱联合内窥镜技术在临床上

得到应用. 

1  肿瘤组织自体荧光光谱发生的原理

当低功率的激光照射人体组织表面, 组织中的原

子或分子吸收光后会被激发到激发态, 停止激发

后, 处于激发态的原子和分子通过能量驰豫过程

返回基态时会发出光, 这种光叫做自体荧光. 自
体荧光的光谱特征与生物组织的光学特性(吸
收、放射、反射和各向异位等)有关. 由于人体

不同组织的生化组成和形态结构不同, 因而不同

的组织具有独特的光学特性和光谱特征. 人体

®

■背景资料
肿瘤的早期发现
对治疗有着重要
的意义, 随着荧光
物理学与医学相
结合的交叉学科
的蓬勃发展, 激光
诱发自体荧光光
谱联合内镜技术
为肿瘤的早期发
现提供了一种重
要的方法. 具有灵
敏、无创等优点. 
本文综述了激光
诱发自体荧光光
谱产生的机制以
及其与内镜技术
相结合应用于肿
瘤早期诊断的研
究现状和发展.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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组织内有许多能发荧光的生物分子[2], 例如胶原

蛋白(荧光峰: 390 nm)、弹性蛋白(荧光峰: 400 
nm)、还原型辅酶Ⅰ(荧光峰: 460 nm)、黄素腺

嘌呤二核苷酸(荧光峰: 520 nm)和血卟淋衍生物

(荧光峰: 630 nm和680 nm)等. 各种物质荧光特

性不同. 
正常组织和肿瘤组织由于分化不同, 会有不

同的生化成分, 或者成分相似, 但各成分比例不

同, 例如, 肿瘤组织相对正常组织含较少的黄素

腺嘌呤二核苷酸、原型辅酶Ⅰ和较多的血卟啉

衍生物, 因此, 正常组织和肿瘤组织在受到同样

条件的激发光照射时所产生的自体荧光光谱形

状和强度-波长曲线不同, 因而可根据荧光光谱

的差异性来区分他们. 已有许多研究表明[3-7], 肺
癌组织、肠癌组织、胃癌组织都具有这种特性, 
使用荧光光谱法能将他们与正常组织区别开.

2  内镜下荧光光谱技术

激光诱导荧光内镜就是将激光诱导荧光技术与

内镜(如胃镜、肠镜、腹腔镜等)相结合, 在内镜

检查过程中自内镜活检通道插入光导纤维, 利
用一定波长的低功率激光照射正常组织与肿瘤

组织[8], 诱导产生自体荧光, 并由光导纤维收集, 
传输到分析仪器检测, 得到荧光光谱. 再运用各

种计算方法, 如多元回归或判别分析, 对荧光光

谱进行分析, 得出可靠的诊断信息.

3  激光诱发自体荧光光谱联合内镜技术在肿瘤

诊断中的临床应用

早期研究者们在体外比较了正常组织和肿瘤组

织的不同荧光光谱. 1982年, 曾堃 et al [9]报道了

胃癌、肠癌等消化道肿瘤手术切除标本的荧光

光谱, 他们发现, 正常组织只有在470 nm处有一

高峰值, 而癌组织除了此处的高峰值外在590 nm
还有一独特的峰值, 这一独特的峰值命名为癌

特征峰. 丁建华 et al [10]也发现离体乳腺癌组织在

535 nm处有高峰, 而正常组织在520 nm处有高峰.
由于体内组织与体外组织在pH和氧化状态

等方面存在差异[11], 理化因素可影响光谱的结

果, 所以体外光谱资料不能完全反映体内的情

况. 因此研究者们将研究方向转向体内, 将荧光

光谱技术与可以深入体内的内镜相结合. 
Cothren et al [12-13]分别于1990年和1996年报

道了采用激光诱发自体荧光光谱联合内镜技术

诊断结肠腺瘤的体内试验结果. 通过普通白光

内镜活检孔道, 利用光导纤维将激发光照射至

结肠组织表面, 收集自发荧光进行研究. 研究结

果显示结肠腺瘤性和非腺瘤性组织在390 nm
的紫外光作为激发光时可以很好地区分开来. 
1996年进行的双盲研究中, 88%的病例获得良好

的鉴别诊断结果, 特异性和敏感性分别为95%和

90%. 
李静 et al [14]用石英光纤通过结肠镜活检孔

进入结肠, 采用337 nm氮分子激光作激发光源, 
对21例大肠癌患者进行激光诱发荧光光谱检测. 
85%的患者的正常组织的主峰明显高于癌组织. 
选择荧光强度(400 nm/530 nm)、主峰强度和主

峰波长作为参数, 诊断大肠癌的敏感性、特异

性、阳性预测值和阴性预测值分别为85.7%、

76.2%、78.3%和84.2%. 2000年, 李静 et al [15]又

报道了以相同的激发光源, 对83例患者的大肠

病变组织(包括大肠癌、腺瘤性息肉和慢性炎

症)与正常组织进行自体荧光光谱检测, 得出结

果, 这种方法诊断大肠癌的敏感性、特异性较

高. 作者认为腺瘤性息肉的判别结果可能与组

织异型增生的程度有关. 当组织异型增生程度

较轻时, 光谱表现为正常, 而组织异型增生程度

较重, 尤其是伴有中-重度异型增生时, 光谱表现

为异常(癌), 因此他们又对15例伴有中-重度异

型增生腺瘤的31条光谱进行了重点分析, 结果

87.1%判别为异常(癌), 12.9%判别为正常, 说明

激光诱发荧光光谱对伴有中-重度异型增生腺瘤

的检出敏感性高于一般腺瘤. 
体内自发体荧光光谱联合内镜检查不仅应

用于消化系肿瘤, 还用于其他肿瘤. 2005年, De系肿瘤, 还用于其他肿瘤. 2005年, De肿瘤, 还用于其他肿瘤. 2005年, De 
Velda et al [16]将自发荧光技术应用于口腔黏膜癌

前病变的早期检查和分类. 该方法有利于口腔

黏膜的病损诊断. 
美国Cedars-Sinai医学中心与南加州大学

的研究者[17], 研发出新式荧光光谱仪及其应用

软件, 能够实时侦测出脑部组织和细胞中的生

化、功能、结构上之变化. 帮助神经外科医师

们, 在对脑部肿瘤进行手术与诊断时, 能更精确

判断出肿瘤的位置.

4  激光诱发自体荧光光谱联合内镜技术的发展

前景

内镜检查是早期肿瘤的重要手段, 但是目前普

通白光内镜诊断早期肿瘤和癌前性病变的敏感

性已不能满足临床要求, 荧光诊断技术和内镜

的有机结合为探索肿瘤的早期诊断提供了一种

全新思路和方法. 并且自体荧光诊断方法不会

■应用要点
目前随着激光技
术、光纤技术及
组织光学的发展, 
体内激光诱发自
体荧光光谱联合
内窥镜技术在临
床上得到应用.
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损伤肿瘤组织的生理状态和正常细胞的生理功

能, 是一种无侵袭性的诊断技术. 
该技术属于分子水平的诊断手段, 理论上

只要分子结构甚至组织结构发生改变, 自体荧

光就会发生特征性改变[18], 但是在某些情况下

对炎症和肿瘤的区别不能非常明确. Co th ren  
et al [13]和Shomacker et al [19]体内研究时发现, 当
炎症较重时, 黏膜增厚明显, 大部分的激发光不

能穿透黏膜层到达胶原含量丰富的黏膜下层, 
因此产生的荧光较弱, 出现类似于癌组织的光

谱特征. 因此该项技术亦有一定的假阳性, 特别

对于炎症的区分有一定难度[20-22]. 在今后的研究

中需对不同炎症黏膜组织的荧光光谱进行细致

分析, 以克服假阳性, 提高诊断准确率. 
从目前的临床研究来看, 荧光内镜的最大

优点是能发现癌前病变和提高早期癌的检出率. 
应当认识到作为一项新技术, 荧光内镜还有许

多尚待完善之处. 但是亦有理由相信, 随着荧光

内镜系统的日益完善和对人体组织荧光产生机

制及正常组织与病理组织荧光差异的根本原因

的深入探讨, 荧光内镜将可能成为诊断早期肿

瘤的有效手段. 
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Abstract
AIM: To explore role of acquisition densitometry 
in determining fatty liver degeneration as well 
as its relationship with clinical indicators.

METHODS: Rabbit models and patients with 
various degrees of hepatic steatosis were mea-
sured by IBS (integrated backscatter), and its 
correlation to indicators regarding their weight, 
blood glucose, cholesterol, blood lipid, liver 
function and the blood flow velocity of hepatic 
veins and portal vein were compared and ana-
lyzed. 

RESULTS: For experimental animals, hepatic 

AII and PPI were associated with aggravated 
hepatic steatosis. AII increased gradually in 
the near areas of rabbit liver with progressed 
hepatic steatosis (P < 0.05), but no obvious dif-
ference of AII was detected between the middle 
and far area of liver. PPI of the mild fatty liver in 
the near and far area were higher than the con-
trol group (1.95 ± 0.68 dB, 1.95 ± 0.68 dB vs 1.65 
± 0.50 dB, both P < 0.05). But there were no sig-
nificant differences in PPI among the mild fatty 
liver, severe fatty liver and the control group. 
The coincidence rate of  fatty liver diagnosis by 
ultrasonography and pathology was 89%. For 
the clinical research, severity grade of fatty liver 
was correlated to the cholesterol level and blood 
lipid (P < 0.05). And severe fatty liver was cor-
related to liver function and to maximum blood 
flow velocity of hepatic veins and portal vein (P 
< 0.05), but no correlation was detected between 
mild to moderate fatty liver and the liver func-
tion (P > 0.05). 

CONCLUSION: IBS by ultrasonography in com-
bination with liver function and bloodstream 
detection can reflect the grade of hepatic steato-
sis and serve as a reliable non-invasive tool for 
diagnosing fatty liver diseases. 

Key Words: Fatty liver; Quantitative analysis; Inte-
grated backscatter

Shen WD, Zou DZ, Liu PF, Chen HL. Acquisition 
densitometry for fatty liver grading. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3211-3214

摘要
目的: 探讨声学密度定量技术对脂肪肝变性
程度分析及与临床指标的关系.

方法: 运用声学密度定量技术(肝超声背向散
射积分)检测家兔及脂肪肝患者的严重程度, 
并探讨与体质量、血糖、血脂、胆固醇、肝
功能及肝静脉、门静脉最大血流之间的关系. 

结果: 动物实验部分: 脂肪肝家兔图像平均强
度(AII)和峰-峰强度(PPI)高于正常肝, 并随病
变程度加重而变化. 肝近场AII值均呈递增趋
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■背景资料
脂肪肝发病率日
趋上升, 对脂肪肝
的定量诊断, 有助
于判断脂肪肝的
严重程度、评价
治疗效果和预后. 
本研究主要探讨
彩色多谱勒超声
下肝脏脂肪变性
定量分析的研究, 
并研究其与临床
指标、肝静脉、

门静脉最大血流
的关系.

■同行评议者
王小众, 教授, 福
建医科大学附属
协和医院消化内
科



势(P <0.05), 中场、远场相比无明显差异; 中
度脂肪肝近、远区PPI显著高于正常对照组
(1.95±0.68 dB, 1.95±0.68 dB vs  1.65±0.50 
dB, 均P <0.05), 而轻度与重度脂肪肝PPI与正
常组相比无明显差异. 超声诊断与病理组织
学诊断符合率为89%. 临床研究部分: 脂肪肝
的严重程度与血脂水平以及胆固醇等相关
(P <0.05); 同时, 重度脂肪肝还与肝功能、肝
静脉、门静脉最大血流相关有关(P <0.05), 但
轻中度脂肪肝未发现与肝功能水平有明显相
关性.

结论: 声学密度定量技术联合检测肝功能及
肝脏血流可以判断脂肪肝病变程度.

关键词�� 脂肪肝; 定量�析; 背向散射积�

沈卫东, 邹大中, 刘鹏飞, 陈宏林. 声学密度定量技术对脂肪肝变

性程度的分析. 世界华人消化杂志  2008; 16(28): 3211-3214
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0  引言

肝活检组织学检查是确诊脂肪肝的金标准, 但
由于易致内脏出血、胆漏而很难推广. B超、CT
检查对脂肪肝的诊断具有重复性好, 灵敏度高

的特点, 目前国内外都通过B超或CT进行脂肪肝

的流行病学调查[1], 但对脂肪肝的严重程度, 即
肝内脂肪定量分析尚缺乏有效的方法. 本研究

主要探讨彩色多谱勒超声下肝脏脂肪变性定量

分析的研究, 并研究其与临床指标、肝静脉、

门静脉最大血流的关系, 对判断脂肪肝的严重

程度、评价治疗效果和预后提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 健康家兔45只, 体质量2.5-3.0 kg, 雌雄

各半, 购自南通大学动物实验中心. 本院门诊体

检发现的脂肪肝患者, 共100例; 正常对照20例. 
同时, 收集其身高、体质量、腰围、年龄、性别

等一般资料, 并收集患者体检的肝功能、血糖、

血脂、胆固醇等结果. 本研究使用的B超仪为

HP5000型多普勒超声诊断仪.
1.2 方法 
1.2.1  脂肪肝动物模型的建立: 将兔随机平均分

成5组. 第1组为对照组, 2、3、4、5组是实验组. 
实验组以含5%脂肪的混合基础饲料(95%的基

础饲料+5%的猪油)分别喂养1、2、3、4 wk, 自
由饮用清水. 喂养期间, 每周第1天插胃管灌注50 
mL/L CCl4石蜡油溶液5 mL, ig后, 兔进食很少, 
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为保证其存活, 添加少量菜叶喂养.  
1.2.2 家兔脂肪肝的检测: 采用HP5000型多普

勒超声诊断仪, 配备声学密度(AD)AD-IBS软
件, 探头频率2-4 MHz. 家兔胸腹部脱毛, 超声

观察肝后调至AD-IBS状态, ROI取样, 20×20
像素圆形取样框, 系统增益设置为55, 侧向增益

补偿(LGC)曲线设置前后一致, 调整时间增益

补偿(TGC)曲线得到良好的IBS二维图像, 取样

区分别固定于距肝右叶表面1.5-2.0 cm(近场)、
2.5-3.0 cm(中场)和3.5-4.0 cm(远场), 每个部位取

样3次, 描记IBS曲线并记录测定数值, 包括峰-峰
强度(peak-to-peak intensity, PPI)、图像平均强度

(average image intensity, AII). 检测完毕后取样家

兔血清标本, 测定其体质量、肝功能、血脂、

胆固醇水平. 实验组同步进行超声检测及肝穿

刺组织学活检.  
1.2.3 家兔脂肪肝的病理检测: 对造模成功后的

家兔, 在完成超声检测后, 经耳缘静脉注入空

气处死. 开腹, 迅速取出肝脏, 用生理盐水清洗, 
称重, 每只兔取肝组织2块, 大小约1 cm×1 cm
×1 cm, 在-18℃下进行冰冻切片, 切片厚度为9 
μm, 对切片行进行苏丹Ⅳ脂肪染色、HE染色和

Masson's三色染色. 光学显微镜下, 按病理学对

脂肪肝的分级标准(脂滴占切片面积小于1/3为
轻度脂肪肝, 1/3-2/3为中度, 大于2/3为重度), 对
实验组的脂肪肝情况进行分度. 
1.2.4 脂肪肝患者的检测: 将肝右叶按深度不同

分为近、中、远场三等份, 距肝表面2-3 cm、

5-6 cm、8-9 cm分别作为近、中、远场的代表

深度. 被检者左侧卧位, 行肋缘下右肝斜切面检

查, 系统增益设置为55, 同时检测患者门静脉、

肝左、中、右静脉最大血流速度. 余检测方法

及指标同家兔检测类似. 同时患者空腹检测肝

功能、空腹血糖、血脂、胆固醇.  
统计学处理 IBS值标化: 采用TGC对所测

得的IBS值进行标化. 将实验采用的所有TGC值
合计并计算均值, 标化IBS = 实测IBS×TGC均
值/自身(所在深度)TGC值. 从而减小TGC调整

对图像的影响; 所有数据均以mean±SD表示, 
采用SPSS11.5统计软件进行χ2检验、确切概率

法、方差分析和相关回归分析, P <0.05为有显

著性差异. 

2  结果

2.1 动物实验部分 家兔脂肪肝模型基本成功, 有
2只家兔分别在喂养第25、27天死亡. 家兔肝病

www.wjgnet.com

■相关报道
Hill et al对正常肝
组织、脂肪肝、

肝硬化等标本进
行测量, 显示单位
面积散射与脂肪
含量正相关. 南月
希 et al 对家兔研
究 也 表 明 ,  超 声
IBS值与散射信号
衰减比率可反映
肝的脂肪积累和
炎症病变程度.

■研发前沿
对于脂肪肝的诊
断, 目前主要依靠
B超、CT及MRI
等影像学检查. 肝
组织活检，创伤
大, 患者一般不能
接受, 临床难以普
及. 对脂肪肝的严
重程度, 即肝内脂
肪定量分析尚缺
乏有效的方法. 
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理检查结果示, 轻、中、重度脂肪肝模型数依

次为: 9、16、9只. 正常对照组家兔肝组织结构

较均匀, 脂肪肝家兔AII和PPI高于正常肝, 并随

病变程度加重而变化. 其中肝近场AII值均呈递

增趋势(P <0.05), 其递增比例分别约为: 10-20%, 
20-30%, 30-40%(表1); 而中场、远场相比无明

显差异(P >0.05). 而中度脂肪肝近、远区PPI分
别为1.95±0.68 dB、1.95±0.68 dB, 显著高于正

常对照组PPI(1.65±0.50 dB, P <0.05), 而轻度与

重度脂肪肝PPI与正常组相比无明显差异. 超声

诊断与病理组织学诊断符合率为89%.
2.2 临床研究部分 本研究入选的100例脂肪肝

患者中, 正常健康对照20例, 平均AII值为22.15 
±1.45 dB. 以正常组AII值为参考, AII值增高

10-20%为轻度, 20-30%为中度, 30-40%为重度. 
结果发现, 轻度脂肪肝患者30例, 中度40例, 重
度30例, 且脂肪肝的严重程度与血脂水平以及

胆固醇等相关(P <0.05); 同时, 重度脂肪肝还与

肝功能水平有关(P <0.05), 但轻中度脂肪肝未发

现与肝功能水平有明显相关性(表2).
2.3 与肝左、中、右静脉及门静脉最大血流(cm/s)
的关系 随着脂肪肝程度的加重, 肝左、中、右,  肝左、中、右肝左、中、右

静脉及门静脉最大血流逐渐下降, 其中, 重度脂

肪肝的肝静脉及门静脉与正常组相比显著下降

(P <0.05, 表3) .

3  讨论

脂肪肝是由多种疾病引起的肝内脂肪蓄积过多

的一种病理状态, 病变主体在肝小叶, 以肝细胞

弥漫性脂肪变性为主的临床病理综合征. 一般

来讲, 当肝内脂质含量超过肝脏湿重的5%, 或组

织切片光镜下每单位面积见1/3以上肝细胞有脂

滴存在时, 称为脂肪肝[1-3]. 
本研究使用声学密度定量技术即通过测定

超声背向散射积分(IBS)的方法来判断脂肪肝的

严重程度. 其原理是: 背向散射信号产生的基础

为组织中的细微结构, 当病变时由于组织结构

的变化, 如积累的脂质、炎症细胞浸润、增生

表 1 不同程度脂肪肝AII值比较 (dB)

     
分组                          n                             近场                     中场                            远场

正常组               9                    23.35±1.68                     24.45±1.38                    24.55±1.68

轻度脂肪肝            9                    27.33±1.75a                    24.35±1.78                    23.15±1.68

中度脂肪肝          16                    28.85±2.38a                    24.85±1.69                    24.68±1.68

重度脂肪肝             9                    31.35±1.59a                    25.26±2.08                    24.33±1.68

aP<0.05 vs  正常组.

■应用要点
超声下AD技术测
量 I B S 值、肝 静
脉及门静脉最大
血流速度可用于
脂肪肝的定量诊
断, 为无创性诊断
脂肪肝的病变程
度、治疗评价提
供了一种途径.

■创新盘点
本研究通过超声
下联合检测IBS值
AII、PPI及肝静
脉、门静脉最大
血流, 并研究病理
检测与超声诊断
的符合率, 为定量
诊断脂肪肝提供
依据.

表 2 不同程度脂肪肝血脂、总胆固醇、ALT、AST (mean±SD)

     
分组                     n         血脂(mmol/L) 总胆固醇(mmol/L)            ALT(U/L)         AST(U/L)

正常组          20      1.14±0.32     0.85±0.35      46.3±10.1     38.5±10.6

轻度脂肪肝       30      1.89±0.42     1.96±0.45      49.7±5.15     56.2±11.1

中度脂肪肝       40      3.41±0.54a   11.56±1.69a      67.2±10.3     81.5±10.5

重度脂肪肝       30      6.32±0.72a   18.54±2.78a      98.3±12.1a   105.4±13.1a

aP<0.05 vs  正常组.

表 3 不同程度脂肪肝肝左、中、右静脉及门静脉最大血流速度关系比较 (cm/s)

     
分组            n                 肝左静脉     肝中静脉     肝右静脉       门静脉

正常 20 16.35±1.42 15.18±1.51 13.54±3.12 18.21±1.86

轻度 30 16.68±3.52 15.98±4.32 13.81±3.54 18.51±2.95

中度 40 13.95±4.15 14.21±1.69 13.15±2.13 14.38±3.75a

重度 30 12.53±3.18a 13.35±2.47a 12.58±1.65a 10.16±1.32a

aP<0.05 vs  正常组.
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的纤维组织等均可导致IBS发生改变, IBS能客

观反应肝微细结构的均匀性. 轻度脂肪肝细胞

内脂滴较小、数量少, 散射体的浓度、大小、

排列方式等变化均不明显, 肝脏IBS无明显变

化; 随着肝细胞内脂肪含量的增多, 肝细胞形态

发生改变, 并发生变性、坏死, 间质内炎细胞浸

润、纤维组织增生等, 均可导致散射体浓度、

大小、排列方式改变, 散射体与周围组织声阻

抗差发生变化, 致使IBS值增高[4-5]. 国外有学者

对正常肝组织、脂肪肝、肝硬化等标本进行测

量, 显示单位面积散射与脂肪含量正相关[6]. 
本研究结果显示, 随脂肪肝程度的加重, AII

值呈现递增趋势, 表明AII可以作为判定脂肪肝

程度的指标, 但以近场的差异更为明显, 其中

场、远场差异无统计学差异. 其可能的机制为: 
随深度加大, 由于大量散射粒子导致部分超声

波被散射而不能沿原来方向前进, 信号发生衰

减, 抵消了因散射体浓度增大而引起的信号增

强效应. 脂肪肝轻、重度程度不同, 因此, 根据

脂肪肝超声下AII衰减比率不同, 特别是近场AII
值, 可判断肝脂肪病变程度. 以正常组AII值为

参考, AII值增高10%-20%为轻度, 20%-30%为中

度, 30%-40%为重度, IBS与病理组织学诊断符

合率高达89%, 为临床无创性诊断脂肪肝提供了

客观依据. 同时, 本研究也发现, 正常家兔肝不

同部位PPI非常接近, 脂肪肝PPI高于正常对照

组, 中度脂肪肝肝左叶近、远区与对照组间差

异有显著性意义(P <0.05), 提示PPI为反映脂肪

肝的病变程度. 轻、重度脂肪肝PPI高于正常对

照组, 但差异无显著性意义, 提示PPI值可能与肝

组织均匀程度更为有关. 
本研究表明, 无论是家兔还是患者, 脂肪肝

的严重程度, 与体质量指数、血脂水平、胆固醇

相关. 大多数脂肪肝患者都有不同程度的总胆固

醇和甘油三酯升高, 特别在重度脂肪肝患者其升

高比例比较明显, 还可伴有轻度的谷丙转氨酶升

高, 与其他学者研究结果相似[7-9]这可能是因为脂

类在肝脏代谢障碍, 肝内甘油三酯堆积, 肝细胞

肿胀变性, 受损, 血脂升高, 肝功能出现异常. 但

是, 本研究也发现, 一部分轻、中度脂肪肝患者

的血脂及肝功能正常, 这可能意味着高血脂是诱

发脂肪肝的因素之一, 当肝功能出现异常时, 可
能为脂肪肝程度在发展和加重.

本研究结果也表明, 重度脂肪肝患者的肝

左、中、右静脉及门静脉血流速度明显低于正

常及轻度脂肪肝患者, 与国内学者相关研究相

似[10]. 这可能与随着脂肪肝程度的加重, 肝细胞

内脂肪颗粒过度增加, 使肝细胞肿胀、变性, 肝
窦受压, 造成入肝血流受阻, 门脉压力增加, 从
而导致门脉血流速度减慢. 同样, 肝细胞的肿胀, 
也可导致肝静脉变细、狭窄, 随着时间延长, 肝
内纤维结缔组织增加, 肝静脉顺应性降低, 致使

肝静脉血流速度减慢. 
总之, 超声下AD技术测量IBS值、肝静脉

及门静脉最大血流速度可用于脂肪肝的定量诊

断, 且与肝细胞的病理诊断符合率较高, 并与临

床指标如体质量指数、血脂、血胆固醇等相关, 
为无创性诊断脂肪肝的病变程度、治疗评价提

供了一种途径. 
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■同行评价
本研究对脂肪肝
的临床诊断可能
具有一定帮助, 学
术价值一般.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年10月8日; 16(28): 3215-3220
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

双虎清肝颗粒对四氯化碳诱发大鼠肝纤维化的防治作用

赵建学, 郭海燕, 陆玮婷, 邵 铭

赵建学, 郭海燕, 陆玮婷, 邵铭, 江苏省中医院感染性疾病科 
江苏省南京市 210029
作者������������ 此课题由赵建学设计; 研究过程由赵建学, 郭海
燕, 陆玮婷及邵铭操作完成; 数据分析由赵建学与陆玮婷完成; 
本论文写作由赵建学与郭海燕完成.
通�作者���作者��作者���� 赵建学, 210029, 江苏省南京市汉中路155号, 江苏省
中医院感染性疾病科. zhaojx080@sina.com
电话: 025-86617147-40107 传真: 025-86618472
收稿日期: 2008-07-1���� ��日期: 2008-08-20: 2008-07-1���� ��日期: 2008-08-202008-07-1����   ��日期: 2008-08-20��日期: 2008-08-20日期: 2008-08-20: 2008-08-202008-08-20
接受日期: 2008-09-01 ����日期: 2008-10-08日期: 2008-09-01 ����日期: 2008-10-08: 2008-09-01 ����日期: 2008-10-082008-09-01   ����日期: 2008-10-08: 2008-10-082008-10-08

Efficacy of Shuanghu liver-
clearing granule in prevention 
and treatment of carbon 
tetrachloride-induced hepatic 
fibrosis in rats   

Jian-Xue Zhao, Hai-Yan Guo, Wei-Ting Lu, Ming Shao

Jian-Xue Zhao, Hai-Yan Guo, Wei-Ting Lu, Ming Shao, 
Department of Infectious Diseases, Jiangsu Provincial 
Hospital of Traditional Chinese Medicine, Nanjing 210029, 
Jiangsu Province, China
Correspondence to: Jian-Xue Zhao, Department of Infec-
tious Diseases, Jiangsu Provincial Hospital of Traditional 
Chinese Medicine, 155 Hanzhong Road, Nanjing 210029, 
Jiangsu Province, China. zhaojx080@sina.com
Received: 2008-07-13    Revised: 2008-08-20 
Accepted: 2008-09-01    Published online: 2008-10-08

Abstract
AIM: To investigate the effects of Shuanghu 
liver-clearing granule on prevention and 
treatment of carbon tetrachloride-induced 
hepatic fibrosis in rats.

METHODS: Sixty Sprague-Dawley rats were 
divided into 6 groups, namely normal control 
group (group A), model group (group B), Sh-
uanghu liver-clearing granule small-, middle-, 
large-dose groups (group C1, C2, C3) and si-
lymarin control group (group D). The rats in 
group B, group C1, C2, C3 and group D were 
subcutaneously administrated with carbon tet-
rachloride for 8 wk. Then the rats in group C1, 
C2, C3 were administered with Shuanghu liver-
clearing granule at different doses for 8 wk. The 
rats in group D were then administered with 
silymarin. The levels of serum HA, ⅣC, PⅢ
P of all rats were measured respectively under 

the same condition and at the same time. The 
pathological changes of hepatic fibrosis and the 
density of collagen in liver specimens of all rats 
were assessed using HE and Masson staining.

RESULTS: Compared with group B, lipid 
vacuoles and liver necrosis were significantly 
reduced, and false lobular formation of collagen 
deposition was significantly decreased in group 
C3 and D. There was fibrosis difference between 
group C1, C2, C3 and group D (12.6 ± 4.6, 10.7 ± 
3.9, 6.4 ± 3.4, 6.5 ± 3.3 vs 16.1 ± 5.5, all P < 0.05). 
Serum HA and PⅢP levels were lower in group 
C3, D than in group B (161.50 ± 37.38, 185.30 ± 
9.76 vs 292.25 ± 72.99; 18.55 ± 2.27, 17.60 ± 2.54 vs 
33.42 ± 6.49; 19.49 ± 3.26, 25.84 ± 4.69 vs 36.58 ± 
8.13, P < 0.001 or 0.05).

CONCLUSION: Shuanghu liver-clearing granule 
has obvious therapeutic and preventive effects 
on carbon tetrachloride-induced hepatic fibrosis 
with a dose-effect relationship in rats.

Key Words: Rats; Hepatic Fibrosis; Shuanghu liver-
clearing granule; Pharmacodynamics; Carbon Tet-
rachloride; Model

Zhao JX, Guo HY, Lu WT, Shao M. Efficacy of Shuanghu 
liver-clearing granule in prevention and treatment of 
carbon tetrachloride-induced hepatic fibrosis in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3215-3220

摘要
目的: 探讨双虎清肝颗粒对四氯化碳诱发大
鼠肝纤维化的防治作用.  

方法: 清洁级SD大鼠60只, 随机分成6组: A组
(正常对照组)、B组(空白模型组)、C1组(双
虎清肝颗粒小剂量组)、C2组(双虎清肝颗粒
中剂量组)、C3组(双虎清肝颗粒大剂量组)、
D组(水飞蓟素对照组). 除空白对照组外, 其
余各组大鼠均经皮下注射400 mL/L四氯化碳
8 wk, 各治疗组再给予不同剂量双虎清肝颗
粒干预8 wk, 阳性对照组给予水飞蓟素干预8 
wk, 化学发光法检测6组大鼠血清肝纤维化指
标, 取大鼠肝脏作组织病理学检查. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝纤维化是肝硬
化的前期阶段, 有
效地阻止和缓解
肝纤维化的进展
将能有效地阻止
肝硬化的发生. 中
药复方通过活血
化淤、消肿散结
治疗肝纤维化已
经得到广泛的认
可. 中医的精髓是
天人合一、辨证
论治, 对于那些以
湿热为主的肝纤
维化患者, 如能采
用清热解毒之法
缓解肝纤维化, 则
将为肝纤维化的
治疗增加另一有
效举措.

■同行评议者
陈 治 水 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二一一医院
中医科



结果: C3、D组同B组相比, 脂质空泡明显减
少, 肝细胞坏死程度明显减轻, 假小叶形成、

胶原纤维沉积明显减少. C1、C2、C3和D组
大鼠纤维化程度与B组比较, 有差异(12.6±
4.6, 10.7±3.9, 6.4±3.4, 6.5±3.3 vs  16.1±
5.5, 均P <0.05). C3、D组大鼠血清透明质酸酶
(HA)、血清Ⅳ型胶原(ⅣC)及血清Ⅲ型前胶原
(PⅢP)水平较B组降低(161.50±37.38, 185.30
±9.76 vs  292.25±72.99; 18.55±2.27, 17.60±
2.54 vs  33.42±6.49; 19.49±3.26, 25.84±4.69 
vs  36.58±8.13, P <0.001或0.05).

结论: 双虎清肝颗粒能够显著改善四氯化碳
所诱发的大鼠肝纤维化, 并且量效关系明显.

关键词�� 大鼠; 肝损伤; 双虎清肝颗粒; 药效学; 四氯

化碳; 模型
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0  引言

我国属HBV感染高流行区, 一般人群的HBsAg阳
性率为9.09%[1]. 慢性乙型肝炎患者中, 肝硬化失

代偿的年发生率约3%, 5年累计发生率约16%[2]. 
慢性乙型肝炎、代偿期和失代偿期肝硬化的5年
病死率分别为0%-2%、14%-20%和70%-86%. 鉴
于以上事实, 近年国内外所有慢性乙型肝炎防治

指南均强调抗病毒治疗的重要性. 但在临床工作

中, 由于抗病毒药物的局限性(高额费用问题、

变异问题、难以停药问题、致肿瘤作用问题), 
部分患者往往难以接受和坚持疗程. 近年来广泛

开展了中药治疗慢性乙型肝炎的实验与临床研

究[3-4], 验证了多途径、多层次、多靶点的药理学

作用是中药治疗慢性乙型肝炎的综合优势. 研究

发现双虎清肝颗粒[5-11]不仅具有显著改善慢性乙

肝患者临床症状的作用而且具有较高的抗病毒

活性, 但对其抗肝纤维化作用的研究较少. 本文

拟从双虎清肝颗粒对CCl4诱发大鼠肝纤维化模

型的防治作用作一探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠: 清洁级, 东南大学实验医学动

物中心提供; CCl4: 上海新中化学厂分装; 水飞蓟

素: 德国马博士大药厂生产, 批号: B0702341, 进
口药品注册证号: H20060042; 双虎清肝颗粒: 中
国中医科学院北京华神制药有限公司生产, 批
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号: 050616; 血清纤维化指标放射免疫分析试剂

盒: 上海海研医学生物技术有限公司生产, 批号

20071201.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组: SD大鼠60只, 体质量为180-200 
g. 随机分6组, 每组10只: A组(正常对照组)、B
组(空白模型组)、C1组(双虎清肝颗粒小剂量

组)、C2组(双虎清肝颗粒中剂量组)、C3组(双
虎清肝颗粒大剂量组)、D组(水飞蓟素对照组).
1.2.2 造模及给药方法: 除正常对照组(A组)sc花
生油溶液外(2 次/wk, 每次3 mL/kg体质量), 其
余5组同期造模, 在无菌条件下sc 400 mL/L CCl4

花生油溶液, 2 次/wk, 每次3 mL/kg体质量, 持续

8 wk. 8 wk后A、B组大鼠仅给予正常饮食, 其余

各组在正常饮食同时, C1、C2、C3组每日给予

双虎清肝颗粒, 三组所用药含生药量分别为1.2 
g/kg体质量、2.5 g/kg体质量和5 g/kg体质量, 稀
释成不同浓度溶液5 mL后ig, 1次/d; D组给予水

飞蓟素生理盐水5 mL ig, 1次/d, 剂量为50 mg/kg
体质量. 连续给药8 wk后完成. 
1.2.3 标本检测: 采用化学发光法按照试剂盒

说明检测肝纤维化指标, 包括血清透明质酸酶

(HA)、血清Ⅳ型胶原(ⅣC)、血清Ⅲ型前胶原(P
ⅢP); 取大鼠肝脏作常规HE染色及Masson染色

并进行图像分析, 观察肝组织纤维化程度及胶

原纤维百分比.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 所有数

据采用SPSS12.0软件进行分析, 不同治疗组与

模型组之间比较, 定性资料采用卡方检验, 定量

资料采用t检验进行统计分析, 以P <0.05为显著

性差异, P <0.01为极显著差异.

2  结果

2.1 各组大鼠肝脏病理表现 A组肝细胞排列整

齐, 未见脂质空泡形成, 汇管区未见炎症. 肝小

叶结构清晰可见, 未见肝纤维化及假小叶形成; 
B组可见大量脂质空泡形成, 汇管区可见大量

炎性细胞浸润, 成纤维细胞大量增生, 肝细胞广

泛变性呈片状坏死. 汇管区可见大量假小叶形

成, 肝小叶间隔明显增宽和大量胶原纤维沉积; 
C1、C2、C3、D组: C1组同B组相比, 未见明显

差异, 可见大量脂质空泡形成, 汇管区见大量炎

性细胞浸润、成纤维细胞增生, 肝细胞广泛变

性及点状、片状坏死及较多假小叶形成. C2组
同模型组相比, 脂质空泡有所减少, 肝细胞坏死

程度有所减轻, 假小叶形成较少, 仍明显可见、

www.wjgnet.com

■研发前沿
伴随着新的抗病
毒药物的不断问
世, 业界逐渐将注
意力转移到抗病
毒药物的使用和
各种病毒指标的
血清学转换上, 忽
视了肝纤维化的
具体治疗措施以
至错过了最佳的
治疗时机. 肝纤维
化分子机制研究
的不断深入, 使最
终治愈肝纤维化
成为可能.



赵建学, 等. 双虎清肝颗粒对四氯化碳诱发大鼠肝纤维化的防治作用               3217

www.wjgnet.com

较多胶原纤维沉积. C3、D组同B组相比, 脂质

空泡明显减少, 肝细胞坏死程度明显减轻, 假小

叶形成、胶原纤维沉积明显减少(图1).图1).).
2.2 各组大鼠肝纤维化病变半定量结果 半定

量判断标准[12]见表1. A组大鼠纤维化程度为0, 
C1、C2、C3和D组大鼠纤维化程度与B组比较, 
有差异(12.6±4.6, 10.7±3.9, 6.4±3.4, 6.5±3.3 
vs  16.1±5.5, 均P <0.05). 以上数据为半定量计数

结果, 计算公式: P+L+2×(PN+BN).
2.3 各组大鼠肝纤维化指标定量检测结果 C3、
D组大鼠血清透明质酸酶(HA)、血清Ⅳ型胶原

(ⅣC)及血清Ⅲ型前胶原(PⅢP)水平较B组降低

(161.50±37.38, 185.30±9.76 vs  292.25±72.99; 
18.55±2.27, 17.60±2.54 vs  33.42±6.49; 19.49
±3.26, 25.84±4.69 vs  36.58±8.13, P <0.001或
0.05, 表2).

3  讨论

本实验A组大鼠肝组织结构正常, 肝细胞未见变

性、坏死及脂肪变性, 病理切片肝纤维化半定

量计分为0; B组大鼠肝组织结构被严重破坏, 肝
实质少量的纤维组织增生, 汇管区炎性细胞浸

润, 肝细胞发生明显的脂肪变性, 周边区可见多

量的坏死细胞, 肝静脉明显淤血, 证实炎症表现

及早期肝纤维化形成, 病理切片肝纤维化半定

量计分为16.1±5.5. 按照中华肝脏病学会肝纤

维化学组制定的诊断标准, 两组肝组织活检肝

纤维化半定量计分系统评分相差≥2分为有效, 
证实造模是成功的. 

余泽明 et al研究发现, CCl4对肝脏的损害呈

时效关系[13]. 以160 mg/kg BW CCl4给大鼠一次

性经口染毒, 在不同的时间处死的动物所造成

肝脏损害的程度也不相同. 基于以上时效关系

的考虑, 在本实验的设计时, CCl4 sc 8 wk后, 经
自行修复8 wk, 再与空白对照组进行大鼠的一般

情况、肝脏的外观、肝纤维化指标、肝脏病理

检查等方面的比较, 仍然具有可比性, 故而证明本

■相关报道
叶放认为肝纤维
化的病因病机主
要是湿热疫毒入
侵, 而热毒瘀结是
肝纤维化的中心
证型, 治疗应高度
重视清化瘀毒法
的运用. 临床上许
多慢性肝炎肝纤
维化的患者, 尤其
是炎症活动阶段,  
即可归属于湿热
瘀毒证.

图 1 各组大鼠病理表现. A: A组; B: B组; C1-3: C1-3组; D: D组.

A B

C1 C2

C3 D
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次实验大鼠肝炎、肝纤维化模型建立的可靠性.
本实验中, C1、C2、C3组大鼠双虎清肝颗

粒干预后大鼠的肝纤维化指标、病理检查结果

与B组大鼠对应指标比较, 均具有显著性差异, 
证实了双虎清肝颗粒具有能够改善肝脏纤维化

的作用. 双虎清肝颗粒干预的三组大鼠的肝纤

维化指标与水飞蓟素阳性对照组比较, 无统计

学差异, 提示双虎清肝颗粒对CCl4引起的肝纤维

化的治疗作用与公认有效的水飞蓟素的治疗作

用相当. 
研究资料显示, CCl4是最早、最广泛应用、

最能诱导肝损害动物模型的化学毒物. 其所致

肝纤维化改变与人类肝纤维化的形态特征相似, 
比较适合于肝炎、肝纤维化特别是有活动性病

变的慢性肝病所致肝纤维化的防治作用及其作

用机制的研究. 所以国内外多采用CCl4这一经典

化学物建立肝炎、肝纤维化模型. CCl4经肝微粒

体细胞色素P450激活生成三氯化碳(CCl3)攻击

肝细胞膜的磷脂, 引起脂质过氧化, 破坏膜性结

构; CCl3还与蛋白质形成共价键, 损害线粒体还

原性辅酶A(NADH)与三磷酸腺甘(ATP)在肝内

生成减少, 脂肪酸氧化受到限制, 影响三羧酸循

环致肝细胞“窒息”死亡; 内质网受损则脂蛋

白合成障碍, 甘油三酯和脂肪酸在肝细胞内蓄

积. CCl3还可以抑制细胞膜和微粒体膜上钙泵的

活性, 使Ca2+内流增加, 致使肝细胞变性、坏死. 
低浓度的CCl4反复应用损害肝肾, 肝脏损害-修
复-损害最终形成肝硬化. 

双虎清肝颗粒由银花、虎杖、黄连、白花

蛇舌草、丹参、紫花地丁、枳实、半夏、瓜

蒌、蒲公英、黄芩、甘草等十二味. 本方以金

银花、虎杖清热解毒、利湿活血为君, 配以白

花蛇舌草、黄连、蒲公英等助其清热解毒利湿, 
以枳实、半夏、瓜蒌等理气化痰, 以丹参活血

化瘀, 改善微循环的作用, 同时又有激活纤溶系

统, 促进纤维蛋白溶解, 降低纤维蛋白原, 抑制

纤维细胞增殖和分泌, 减少胶原纤维形成和纤

维组织增生, 抗纤维化的药理作用, 故重用丹参

以增强活血化瘀抗纤维化为方中辅药. 诸药共

奏清热解毒, 利湿化痰, 理气活血之功. 其以辛

开苦降、燥湿化痰的功能为特点, 具有“专开

心下苦闷”的作用, 可明显改善胃脘痞闷, 对舌

苔厚腻或黄腻等痰湿中阻之证也有显著改善作

用, 且其清热解毒之力较强, 善祛身目发黄. 
最新研究成果表明, 该药具有以下作用: (1)

抗病毒作用: 显著抑制血清中乙肝病毒D N A
的复制、抑制乙肝病毒感染的原代培养肝细

胞中DHBV DNA的复制、完全抑制流感病毒

■应用要点
双虎清肝颗粒能
够显著改善四氯
化碳所诱发的大
鼠肝纤维化, 并且
量效关系明显.

表 1 肝纤维化半定量计分系统

     
计分    小叶(L)静脉周/窦周  汇管区(P)

                                         纤维间隔

                           数量(N)                        宽度(W)

0 无  无  无  -

1 局限, 少数 扩大无隔  ≤6/10 mm 细

2 弥漫, 多数 扩大有隔  >6/10 mm 疏松, 宽

���� -  肝硬化  肝硬化  致密, 宽

4 -  -    ≥2/����活检面积

计分: L+P+2×(N×W); 标本内仅一细纤维隔, W计分0.5; 间隔宽居二者之间者, 计分取平均值.

表 2 各组大鼠肝纤维化结果 (mean±SD, μg/L)

     
   n                  HA                           CⅣ                            PⅢP 

A组 10     167.90±21.67b               16.09±4.26b 10.55±1.����7b

B组   8     292.25±72.99               ��������.42±6.49 ����6.58±8.1����

C1组 10     282.40±41.40               27.00±����.65a ����1.78±����.44

C2组 10     228.00±52.24               20.95±4.52 25.16±����.����2a

C����组 10     161.50±����7.����8b               18.55±2.27b 19.49±����.26b

D组 10     185.����0±9.76b               17.60±2.54b 25.84±4.69a

aP<0.05, bP<0.001 vs  B组.
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甲、乙型、单纯疱疹病毒Ⅰ、Ⅱ型. (2)对CCl4

所致中毒性肝损伤者有保护作用. (3)具有调节

体液免疫、细胞免疫及非特异性免疫功能的

作用. 其作用的主要特点: (1)促使乙肝病毒指

标HBeAg、抗-HBcIgM、HBV DNA等转阴, 对
HBeAg的阴转率能达55.81%-63%. (2)有显著恢

复ALT、AST、GGT、BIL等肝功能主要指标的

作用. (3)可明显改善乙肝患者胸脘痞闷、口干

不欲饮、恶心厌油、食少纳差、胁肋隐痛、腹

部胀满、大便黏滞不爽或臭秽、身目发黄等症

状及肝脾肿大、肝区叩痛、蜘蛛痣、肝掌、舌

苔黄厚等症状或黄腻等体征. (4)见效快, 2 mo内
获效者占66.28%, 3 mo能达86%以上. (5)严格遵

循中药汤剂的理论, 进行工艺和质量的设计与

控制, 是一种与汤剂作用和服法最为接近而很

方便的无糖浓缩颗粒剂. (6)对人体无毒副作用, 
使用安全, 获效后不易复发. 

中医理论认为, 慢性肝病的病因病机及临

床表现 ,  可将肝纤维化归属于中医学的“癥

瘕”、“积聚”、“胁痛”等病证范畴, 其病

机特点可归纳为“瘀、郁、虚、湿”. 从病因

上看, 湿热、疫毒及多种因素造成脏腑功能失

调是中医病因学的基本认识. 其治疗则可选用

软坚散结、解毒、祛湿、清热、理气、益气、

活血、滋肾、疏肝、柔肝、养肝等不同法则概

言之, 应肝脾肾同调, 湿痰瘀同祛. 
CCl4诱导的肝纤维化动物模型在形态学、

病理生理学的某些方面与人肝纤维化相似, 实
验动物表现的体征及肝功能异常与人慢性肝病

的临床表现接近. 造模大鼠出现饮食减少、尿

黄、皮毛杂乱不洁、乏力疲软、纳差、便溏、

舌质紫暗. 解剖发现肝脏呈灰白色, 肝脏质地较

硬, 表面见结节样颗粒、脾脏肿大. 对CCl4诱导

的中期肝纤维化大鼠模型应辨证为血瘀脾虚证. 
本方法复制的肝纤维化模型与人类肝纤维化比

较从中医“证”的本质角度来看是一致的. 
肝纤维化是肝硬化形成的早期阶段和必经

阶段, 也是唯一在一定情况下可被逆转的阶段. 
如若病因持续存在, 肝纤维化逐渐加重, 肝小叶

及血管等逐渐被改建, 肝脏的正常结构遭到破

坏, 中心静脉区和汇管区出现间隔、假小叶形

成, 即发展为不可逆转的肝硬化. 2006年中国中

西医结合学会肝病专业委员会制定的《肝纤维

化中西医结合诊疗指南》指出[14]: 肝纤维化的

基本证候病机为正虚血瘀, 但在肝纤维化病变

不同阶段、不同患者, 可表现为不同的证候类

型, 常见有肝胆湿热、肝郁脾虚、肝肾阴虚等

主要证型. 在辨证治疗时, 应病证结合, 基本治

法与辨证论治结合灵活运用. 国内学者围绕活

血化瘀、消肿散结做了很多的研究, 但以清热

解毒为主方治疗肝纤维化的研究较少[15-17]. 陈俊

荣 et al [18]归纳了国内少数学者采用清热利湿, 清
化瘀毒治疗肝纤维化的研究成果, 其理论基础

与处方用药和双虎清肝颗粒治疗肝纤维化比较, 
也有不同之处. 苌新明 et al认为[19], 目前对肝纤

维化的防治存在以下误区: (1)抗病毒治疗可替

代抗纤维化治疗: 抗病毒治疗可在一定程度上

抑制病毒复制; (2)保肝治疗可替代抗肝纤维化

治疗; (3)有肝硬化指征时再抗肝纤维化治疗; (4)
动态观察, 不需治疗. 肝纤维化错综复杂的发病

机制决定了抗肝纤维化治疗要立足于早用药、

长程用药. 特别是对那些无抗病毒适应征或根

本治疗无望的慢性病毒性肝炎患者, 要在积极

保肝治疗的同时, 早期长程使用防治肝纤维化

药物. 而中药多途径、多层次、多靶点的药理

学作用特点恰是防治肝纤维化的优势. 双虎清

肝颗粒治疗肝纤维化临床和作用的分子机制有

待于进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the ragulated upon act ivat ion normol T 
cell expressed and secreted (RANTES) and 
acute rejection of combined l iver-kidney 
transplantation in rats.  

METHODS: SD rats and Wistar rats were ran-
domly divided into normal control group (group 
A), isograft group (group B), and allograft group 
(group C). The rat model of combined liver-kid-
ney transplantation was set up uisng cuff meth-
ods. Liver and kidney biopsies from the recipients 

were obtained at day 1, 4, and 7 postoperatively 
to determine the expression level of RANTES in 
liver-kidney grafts. Using immunohistochemmis-
try staining, samples were firstly stained and then 
analyzed using image semiquantitive analysis. 

RESULTS: At day 1, 7, 14 after transplantation, 
there were significant difference in expression 
level of RANTES between group C and group A 
(liver: 168.10 ± 13.62, 129.10 ± 9.04, 97.60 ± 15.16 
vs 226.20 ± 5.73; kidney: 174.40 ± 14.23, 149.19 
± 18.88, 141.70 ± 14.95 vs 219.40 ± 10.70, all P < 
0.05), and also group B (liver: 224.25 ± 12.15, 
217.05 ± 15.82, 214.28 ± 12.00; kidney: 216.50 ± 
13.20, 211.70 ± 11.02, 207.68 ± 15.28). Moreover, 
the expression level of RANTES was correlated 
positively to the degree of acute graft rejection.  

CONCLUSION: Determination of RANTES in 
liver-kidney graft tissues may be helpful to the 
diagnosis of acute rejection and the judgment of 
the degree of acute rejection.

Key Words: RANTES; Combined liver and kidney 
transplantation; Rejection

Yang F, Jiang Y, Cai QC, Zheng ZY, Song YN, Lv LZ. 
Expression and significance of RANTES in rejection of 
combined liver-kidney transplantation in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3221-3224

摘要
目的: 探讨大鼠肝肾联合移植排斥反应中移
植物RANTES的表达. 

方法: 将SD、Wistar大鼠随机分为正常对照
组(A组)、同种同基因移植组(B组)、同种异
基因移植组(C组). 应用袖套法建立大鼠肝肾
联合移植模型. 分别对A组肝肾组织及移植后
1、4、7 d肝肾组织进行活检, 行免疫组化染
色, 然后进行图像半定量分析, 以检测正常及
移植肝肾组织中RANTES的表达水平.  

结果: 移植1、4、7 d后, C组大鼠肝肾组织
RANTES分子表达与A组及B组比较有差异
(A组, 肝: 168.10±13.62, 129.10±9.04, 97.60
±15.16 vs  226.20±5.73; 肾: 174.40±14.23, 
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149.19±18.88, 141.70±14.95 vs  219.40±
10.70, 均P <0.05; B组, 肝: 224.25±12.15, 
217.05±15.82, 214.28±12.00; 肾: 216.50
±13.20, 211.70±11.02, 207.68±15.28), 且
RANTES分子表达与移植术后的排斥程度呈
正相关. 

结论: 移植肝肾中RANTES的表达可能对诊
断肝肾联合移植急性排斥及判断反应的严重
程度具有参考价值. 

关键词�� RANTES; 肝肾联合移植; 排斥

杨芳, 江艺, 蔡秋程, 郑智勇, 宋屿娜, 吕立志. RANTES�肝肾

联合移植排斥反应中的表达及意义. 世界华人消化杂志  2008; 

16(28): 3221-3224
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0  引言

异体器官移植可引起复杂的炎症反应和特异

性免疫应答, 该反应主要由不同的细胞因子介

导, 在不用免疫抑制剂的情况下, 通常导致急

性移植排斥或移植物损坏. 急性排斥反应多属

于迟发性超敏反应的细胞免疫应答, 伴有体液

免疫的参与, 早期病变组织内常见单个核细胞

浸润. 大量炎症细胞浸润诱导了移植微血管损

伤, 组织破坏, 引起移植物机能不良, 导致移植

失败. 近年来有研究表明[1-2]趋化因子RANTES
通过活化T细胞、控制免疫细胞定向迁移、向

移植物内募集免疫炎性细胞 ,  加速排斥反应 . 
RANTES的表达水平与急性排斥反应的关系, 引
起国内外学者的重视. 本研究首次在肝肾联合

移植领域内采用免疫组化图像半定量分析法, 
检测正常、排斥及非排斥情况下大鼠肝组织中

RANTES的表达水平, 以探讨其表达与肝肾联

合移植急性排斥反应的关系, 旨在寻找一种及

时、敏感、准确的诊断肝移植排斥反应的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康近交系♂SD大鼠76只, Wistar
大鼠28只,  体质量220-300 g, 由中科院上海实验

动物中心提供. 兔抗人和动物RANTES pAb(武
汉, Boster生物有限公司), PBS、EliVisionTM plus
试剂盒(福建, Maxin生物有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验小鼠分为A、B、C 3组: A组为

正常对照组(n  = 8), 均为SD大鼠, B组为同种同

基因肝肾移植组(n  = 24), 供受体均为SD大鼠, 
为非排斥对照组; C组为同种异基因肝肾移植组
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(n  = 24), 供体为Wistar大鼠, 受体为SD大鼠, 各
24只, 为排斥组. 凡因手术失败致死或发生胆

道、尿路梗阻、感染(出现症状并经细菌培养证

实)等并发症者均排除在本实验分组外. 
1.2.2 造模: 供体手术: 乙醚麻醉后, 腹部正中纵

切口, 上自剑突, 下至耻骨联合, 采取多器官快

速联合切取法. 先行胆管插管、右肾及右侧输

尿管(带膀胱瓣)游离; 随后结扎切断结肠, 沿肠

系膜根部锐性分离至肠系膜下动脉处, 暴露腹

主动脉和下腔静脉. 肝素化后, 经腹主动脉予

0-4℃平含肝素衡盐低压、匀速、原位灌注, 总
量约为20 mL. 剪开膈肌, 于其上方剪断腹主动

脉, 插管处下方剪断腹主动脉及下腔静脉, 沿
脊柱前面向上锐性游离, 连同膈肌、肝、肾、

胰、脾、肠道整块切取, 放入保存液中. 供体修

整: 在保存液中, 贴腹主动脉根部剪断右肾动脉, 
在左肾静脉根部剪断下腔静脉. 分离出肝动脉, 
贴近肝门结扎、剪断. 进一步游离肝周血管、

韧带后行肝上下腔静脉、门静脉、右肾下下腔

静脉和右肾动脉分别行“袖套”式套管. 右肾

动静脉预置血管夹阻断. 受者手术: 肝脏移植参

照Harihara et al [3]氏三袖套法. 右肾动脉同样采

用袖套法. 松开右肾动静脉的血管夹, 可见供肾

颜色迅速变红, 恢复血供. 完成供体膀胱瓣与受

体膀胱[4]的吻合及输尿管、肾脏的固定. 此时肝

脏颜色红润, 胆汁由胆管中流出. 完成胆管吻合, 
大网膜填塞胆管联结处. 生理盐水冲洗腹腔后, 
留15 mL在腹中, 并倒入50 mg氨苄青霉素. 缝合

腹壁切口. 去除麻醉后, 大鼠清醒翻身. 
1.2.3 标本收集: 受体鼠在术后1, 4, 7 d分别随机

抽取8只开腹取新鲜肝、肾组织, 各取一部分迅

速浸入液氮中冷冻以备制作冰冻切片免疫组化

染色; 另一部分用40 g/L甲醛固定以备病理检查, 
以正常肝、肾组织作对照. 
1.2.4 组织病理学检查: 将固定于甲醛中的肝肾

组织制成石蜡切片, 用苏木素染色, 光镜下观察

急性排斥反应, 肝肾均按Banff移植排斥诊断标

准. 肝脏Banff移植排斥诊断标准[5]: 不确定:汇管

区炎症浸润未达急性排斥反应诊断标准. 轻度

(Ⅰ级)排斥浸润累及少数汇管区, 程度轻微, 局
限在汇管区内. 中度(Ⅱ级)排斥浸润扩展至大多

数或所有汇管区. 重度(Ⅲ级)同以上中度标准,浸
润向汇管区周围肝实质扩散, 并有中度至重度

的静脉周围炎, 伴静脉周围的肝细胞坏死. 肾脏

Banff移植排斥诊断标准[6]: Ⅰ级: 中度肾间质单

个核细胞浸润, 中度肾小管炎, 动脉无病变. Ⅱ
级: 中度肾间质单个核细胞浸润, 重度肾小管炎
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和(或)轻至中度动脉内膜水肿, 内皮细胞肿胀、

变性和脱落. Ⅲ级: 严重的动脉内膜变性和水肿

和(或)全层性动脉炎, 动脉壁纤维素样坏死, 梗
死, 肾间质出血以及肾小管炎间质性病变. 
1.2.5 移植物免疫组织化学检查(EliVisionTM plus
免疫组化染色法): 冰冻切片脱水和水化后, 用
PBS(pH7.4)冲洗, 在高压下对组织抗原进行相

应的修复. 每张切片加1滴30 g/L的过氧化氢溶

液, 室温下孵育10 min, 以阻断内源性过氧化物

酶活性. PBS冲洗后, 每张切片加1滴兔抗人和动

物-RANTES pAb(第一抗体), 室温下孵育60 min. 
每张切片加1滴聚合物增强剂(试剂A), 室温下孵

育20 min. PBS冲洗. 每张切片加1滴抗兔聚合物

(试剂B), 室温下孵育30 min. PBS冲洗. 每张切片

加2滴新鲜配置的AEC显色液, 显微镜控制显色. 
蒸馏水冲洗, 苏木素复染, 10 mL/L盐酸分化, 自
来水冲洗, PBS液冲洗返蓝, 水性封片剂封片. 以
PBS代替一抗为阴性对照. 
1.2.6 免疫组织化学定量: 细胞质内出现棕黄色

颗粒为染色阳性细胞, 每分标本在×400倍高倍

镜下通过病理图像分析法比较各组间反应产物

的染色深浅, 即灰度有无差异, 灰度值分为0-256
级, 染色越深, 灰度值越小. 

统计学处理 结果采用mean±SD表示, 采
用SPSS11.5软件在微机上将资料进行统计分

析. 采用单因素方差分析, 以P <0.05为相差显著, 

P <0.01为相差非常显著. 

2  结果

2.1 大鼠肝肾联合移植模型 手术成功率(72 h存
活率)为92%, 供体手术、血管袖套准备及受体

手术时间分别为40±5.7 min、18±5.5 min和
42±6.6 min, 无肝期10-14 min. 热缺血时间为0 
min, 冷缺血时间为32.4 min. 3 d内的死亡原因为

套管失败, 门静脉血栓形成, 气栓形成, 及供体术

中出血、受体切肝时麻醉过深等. 1 wk内死亡原

因为胃肠道扩张、胆漏、尿漏、输尿管梗阻等. 
2.2 肝肾组织病理检查 A组和B组移植肝肾鲜见

排斥反应表现. C组术后1 d肝组织中即可见小部

分汇管区轻度炎症细胞浸润、静脉内皮细胞炎

及胆管损伤, 为轻度排斥表现; 肾脏可见肾小管

细胞空泡化, 变性, 肾小管间质少量淋巴细胞浸

润, 为轻度排斥表现. 术后4 d肝组织炎症细胞浸

润范围增大, 部分肝细胞坏死. 肾脏呈现肾间质

单个核细胞浸润, 中重度肾小管炎, 动脉内膜肿

胀、变性, 属中度排斥表现. 术后7 d肝实质与汇

管区内均可见明显炎症细胞, 肝实质变性、肝

细胞灶性坏死区域大, 中央静脉管壁纤维素样

坏死, 炎症细胞大量浸润中央静脉, 呈重度排斥

表现; 肾脏仍属中度排斥表现(图1). 
2.3 免疫组化结果 RANTES在A组肝肾组织中均

未见表达, B组肝组织偶见汇管区淋巴细胞微弱

表达, 移植肾脏的肾小管上皮细胞及血管内膜细

胞也有微弱表达, 在C组肝组织中, 移植后早期

肝细胞、汇管区单核细胞、淋巴细胞和血管内

皮细胞即有轻度表达, 与A、B组比较, 差异显著

(P <0.05), 且其表达水平随着天数的增加而进一

步升高, 在术后7 d达到峰值, C组肾脏在移植后

早期肾小管上皮细胞, 血管内皮细胞也有轻度表

达, 术后4-7 d表达升高, 在系膜细胞及脱落的肾

小管上皮细胞内可见明显表达增强(表1, 图2). 

■创新盘点
本研究首次在肝
肾联合移植领域
内采用免疫组化
图像半定量分析
法, 检测正常、排
斥及非排斥情况
下大鼠肝组织中
RANTES的表达
水平, 以探讨其表
达与肝肾联合移
植急性排斥反应
的 关 系 ,  旨 在 寻
找一种及时、敏
感、准确的诊断
肝移植排斥反应
的方法. 

图 1 C组术后7 d肝脏重度和肾脏中度排斥反应(HE×200). 
A: 肝脏重度; B: 肾脏中度.

A

B

表 1 RANTES在移植肝肾中的表达

     
分组          d      肝脏                          肾脏

A组 -        226.20±5.73              219.40±10.70

B组          1         224.25±12.15           216.50±13.20

                4         217.05±15.82           211.70±11.02

                7         214.28±12.00           207.68±15.28

C组          1         168.10±13.62ace        174.40±14.23ace

                4         129.10±9.04ace          149.19±18.88ac

                7           97.60±15.16ace        141.70±14.95ac

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组同一天; eP<0.05 vs  本组其他天. 
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■同行评价
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3  讨论

RANTES即调节激活正常T细胞表达和分泌的

细胞因子, 他属于趋化因子C-C家族(无插入其

他氨基酸)中的一员. 由于趋化因子的活化部分

吸引效应分子的特殊基团, 致使效应细胞向移

植物募集, 导致移植排斥反应的发生. 
本次研究中 ,  同基因移植组大鼠移植后

RANTES在肝肾均有微弱表达, 并随时间增加而

轻度增加, 但总体水平不高, 考虑与升高可能与

继发的缺血再灌注损伤有关[7], 因同基因移植无

进一步触发免疫应答, 而未导致如排斥反应发

生时的大量表达. 同种异基因组术后移植物中

RANTES在排斥反应早期(术后1-3 d)呈低表达的

RANTES, 4-7 d  RANTES表达明显增强, 在移植

肾, 主要分布于肾小管上皮细胞胞质内, 即使脱

落的上皮细胞也大量阳性表达. 其次浸润的淋巴

细胞、肾小球系膜细胞也均表达, 在移植肝, 肝
细胞胞质中表达明显增强, 汇管区浸润的单核细

胞、T淋巴细胞、嗜酸性细胞中也表达此趋化

因子. 两者均差异显著, 提示RANTES表达情况

可作为肝肾联合移植中监测移植肝肾肾脏排斥

反应发生程度的有用指标. 考虑为早期间质中度

单个核细胞浸润, RANTES由炎症组织产生并沉

积于内皮, 低水平的RANTES识别并促进巨噬细

胞和Ｔ细胞黏附并进入组织, 数日后T细胞持续

上调RANTES的产生, 吸引更多T细胞和巨噬细

胞向炎症部位聚集并进入炎症组织, 从而放大上

述炎性浸润反应, 造成器官损害[8]. 
本次研究中, 同种异基因移植组术后肝肾

的排斥程度均随着天数的增加而加重, 7 d时肝

脏达Ⅲ级(重度), RANTES表达也相应增强, 而
肾脏则在4-7 d达到一相对稳定排斥程度, 为Ⅱ

级(中度)排斥反应, 4、7两天肾脏RANTES表达

无明显差异. 考虑肝肾联合移植肾脏排斥情况

较文献报道的单独肾移植的程度轻[9], 原因可能

是肝脏对肾脏的保护作用[10], 其机制有待进一

步探讨. 
RANTES与大鼠同种异体肝肾联合移植急

性排斥反应中炎性细胞向移植物浸润及排斥反

应的发生呈正相关. 这也许可以用来评价和监

测受者的免疫状态, 移植肝肾中RANTES的表达

可能对诊断肝肾联合移植急性排斥及判断反应

的严重程度具有参考价值.  
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Abstract
AIM: To further investigate the mechanism 
underlying the cell cycle-associated gene 
expression regulated by exogeneous TGFβ1 in 
BxPC-3 pancreatic cancer cells. 

METHODS: Alterations of 24 cell cycle-associ-
ated genes were determined using a specially 
designed gene chip in BxPC-3 cells treated with 
2 μg/L TGFβ1 for 72 h. Those which were not 
interfered were taken as controls.

RESULTS: After the intervention of 2.0 μg/L 
TGFβ1, of the 24 genes, three genes were found 
unchanged, 3 genes (namely, p27KIP1, DMTF1 
and TIEG) were up-regulated, 17 genes were 
down-regulated and only one was deleted for 
characterization due to an experimental error. 
Many a gene was associated with the G1/S cell 
cycle transition (e.g., GSPT1, ASK, CDK4, SKP2, 
cyclin C), some of them were transcription fac-
tors (e.g., E2F3 and E2F5), and TRAD was a ser-
ine/threonine kinase with Dbl- and pleckstrin 
homology domains. 

CONCLUSION: Tissue microarray analysis re-
vealed multiple alterations of the cell cycle-associat-
ed genes that were regulated by TGFβ1. This find-
ing indicates the existence of cross-talking between 
the Smad-dependent and Smad-independent path-
ways of TGFβ1, which may mediate the growth-
inhibitory effect of TGFβ1 in pancreatic carcinoma. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; Transforming 
growth factor beta; Tissue microarray

Zhong L, Chen J, Jiang YB, Sun DY. Effect of transforming 
growth factor β1 on cell cycle-associated genes in BxPC-3. 
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摘要
目的: 通过基因芯片技术进一步研究TGFβ1调
控BxPC-3胰腺癌细胞周期的机制. 

方法:  采用含有24个细胞周期相关基因位
点的cDNA微阵列基因芯片, 观察2.0 μg/L的
TGFβ1干预BxPC-3细胞72 h后细胞周期相关
基因的表达变化, 以相同培养的未加干预的
BxPC-3细胞为空白对照.  

结果: 加入2.0 μg/L TGFβ1干预前后, BxPC-3 
胰腺癌细胞系细胞周期相关基因表达有明显
差异. 表达增高基因3条, 表达降低基因17条, 
基本不变有3条. 仅有1条基因位点因芯片上
出现负点影响分析. TGF-β1干预后, 有多个G1

期向S期转换的基因的mRNA表达发生下调, 
如GSPT1、ASK、CDK4、SKP2和Cyclin C. 
同时有多个转录因子的表达下调, 如E2F3和
E2F5. 另外, 与丝氨酸、苏氨酸磷酸化有关的
激酶也有下调, 如TRAD. 

结论: 组织芯片显示TGFβ1可诱导BxPC-3
细胞多种细胞周期相关基因表达变化, 提示
TGFβ介导的生长抑制效应中Smad4依赖与非
Smad4依赖信号通路存在串话. 

关键词�� 胰腺癌; 转化生长因子; 组织芯片
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■背景资料
胰腺肿瘤中存在
TGFβ的高表达 . 
外源性TGFβ对早
期胰腺癌有负性
生长调控作用, 但
TGFβ对晚期胰腺
癌有促浸润转移
作用. 所涉机制尚
未完全阐明. 
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0  引言

本课题组的先期研究已经证实, 外源性TGFβ1(2 
μg/L)对BxPC-3胰腺癌细胞株的生长有一定抑

制作用, 机制与下调CyclinD1的表达, 诱导细胞

周期阻滞在G1后期有关[1]. 但胰腺癌又存在着复

杂的信号通路的突变以逃逸TGFβ的生长抑制效

应并不断恶性演进[2]. 本研究拟采用含有24个细

胞周期相关基因位点的cDNA微阵列基因芯片, 
进一步探讨TGFβ1对BxPC-3胰腺癌细胞周期调

控的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 BG600点样仪(Biorobotics公司)、FLA 
3000扫描仪(Fujifilm公司)、BAS-MS 2340磷屏

(Fujifilm公司)、crosslinker紫外交联仪(UVP公
司)、Robbin 1000杂交炉(Robbin公司). 含有24个
细胞周期相关基因的多点cDNA微阵列基因芯片

由中国科学院上海细胞生物学研究所提供. 胰腺

癌细胞BxPC-3(原发癌)购自中国科学院上海细

胞生物研究所. 以同等培养条件下, 不加TGFβ1
干预组细胞为对照组, 加2 μg/L的TGFβ1干预72 
h的BxPC-3细胞为实验组. 比较两组细胞周期基

因表达谱的差异. 
1.2 方法 
1.2.1 多点微列阵的构建: 多点cDNA阵列中所含

的24个细胞周期相关基因克隆由中国科学院上

海细胞生物学研究所提供. 所有cDNA克隆均在

100 μL体系中扩增获得并经凝胶电泳检测质量, 
cDNA克隆平均长度为1000 bp, 扩增纯化后的克

隆用BioRobotics点样仪将其点制在Hybond-N尼

龙膜上. 每点的体积约为100 nL, 直径0.4 mm. 每
个基因克隆均为双点位. 点制后置入紫外交联

仪交联. 加入TGFβ1的细胞为A组, 空白对照细

胞为B组, 两组杂交均重复1次. 抽提A、B两组

细胞总RNA.  
1.2.2 从Total RNA中分离poly+(A)mRNA: 用
Qiagen公司的Oligotex mRNA midi Kit, 严格按

推荐步骤操作.  
1.2.3 预杂交: 实验前将预杂交液于37℃温浴至

无结晶; 将10 g/L的鱼精DNA(生工)煮沸3 min, 
冰上骤冷(变性); 将9 cm×24 cm的本公司的膜

浸泡于6×SSC中; 向每根杂交管中加入40 mL预
杂交液及600 μL已变性过的10 g/L鱼精DNA; 将
浸泡于6×SSC中的膜用镊子取出; 小心卷起放

入杂交管中, 尽量赶走气泡; 放入杂交炉中68℃
预杂交3 h以上. 
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1.2.4 逆转录RT和探针标记: 取分离得到的mRNA 
0.7 μg于0.5 mL EP管中, 加入(0.5 g/L)Random 
Primer 3 μL, 用 Rnase-free Water定溶至 20 μL; 70 
C水浴3 min后冰上骤冷, 依次加入: M-MLV 5×
Buffer(promega)10 μL、Rnase inhibiltor(promega) 
l μL、dNTP(A-)(33 mmol/L)l μL、dATP(l.5 
mmol/L)l μL、M-MLV酶(p romega)2 μL、
33P-dATP (NEN)(50 mmol/L)15 μL, 混匀. 37℃水

浴30 min后, 再42℃水浴1.5 h; 水浴结束后加1.5 
μL 0.5 mol/L的NaOH, 混匀后沸水浴5-7 min, 取出

冰上冷却3 min后用离心机轻甩; 再依次加入: 0.9 
μL冰醋酸、10 μL 3 mol/L醋酸钠, 混匀后再加入

2.5倍体积无水乙醇150 μL, 彻底混匀后加入3 μL 
20 g/L的糖原, 混匀后, 15 000 g离心10 min. 取
上清至另一EP管中, 测量沉淀管和上清管中的

Counts. A组上清及沉淀的counts分别为70、110; 
B组上清及沉淀的counts分别为80、120. 向沉淀

中加入40 μL Rnase-free水溶解, 放置待用.  
1.2.5 杂交: 实验前将杂交液于37℃温浴至无结

晶; 每管加入6 mL杂交液和80 μL已经变性过

的10 g/L鱼精DNA, 且加入40 μL标记过的探针, 
放入杂交炉中68℃杂交24 h. 杂交液配方: 5 g/L 
SDS、6×SSC.  
1.2.6 洗膜: 从杂交管中取出杂交膜; 置于500 mL 
SolⅠ(5 g/L SDS、2×SSC)中, 37℃水浴摇床中

轻晃5 min; 转移至500 mL SolⅡ(1 g/L SDS、2
×SSC)中, 37℃水浴摇床振荡15 min; 转移至500 
mL SolⅢ(5 g/L SDS、0.1×SSC)中, 37℃水浴

摇床振荡1 h; 换500 mL SolⅢ(5 g/L SDS、0.1×
SSC), 62℃水浴摇床振荡1 h; 清水漂洗数次, 用
草纸略微吸干膜上的水流; 测量膜上残留counts
为2, 根据counts确定压屏时间为5 d. 
1.2.7 信号扫描分析: 使用FLA-3000A扫描仪进

行图像分析, 数据处理使用Array Gauge软件. 根
据扫描丰度值确定信号灰度定量. 为消除背景

信号对实验信号的干扰, 以每个矩阵中的最小

信号值做为本底, 每次扣除本底. 为消除实验操

作对实验结果的影响, 使结果具有可比性, 使每

张芯片的信号值总和相等以达到均一化. 在减

去背景信号后, 各点位的放射强度在2以上时被

认为是阳性信号. 

2  结果

在芯片上共24个细胞周期相关基因. 加入2 μg/L 
TGFβ1干预前后, BxPC-3胰腺癌细胞系细胞周

期相关基因表达有明显差异. 表达增高的基因3

www.wjgnet.com

■研发前沿
外 源 性 T G F β 1 
( 1 - 1 0  μ g / L ) 对
BxPC-3胰腺癌细
胞株的生长有一
定抑制作用, 但胰
腺癌又存在着复
杂的信号通路的
突变以逃逸TGFβ
的生长抑制效应
并 不 断 恶 性 演
进. 如何用现代分
子生物学手段去
恢复早期肿瘤对
TGFβ负性生长调
控的敏感性, 解除
TGFβ对晚期肿瘤
的促浸润转移作
用. 这将是一项极
有意义的研究. 
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条, 表达降低的基因17条, 基本不变的有3条. 另
有一条基因位点因芯片上出现负点, 考虑系实

验误差, 故不予讨论(图1, 表1). 

3  讨论

肿瘤的过度增殖与细胞周期调控因子紊乱有关, 
这一观点目前已得到国内外学者的一致认同[3]. 
目前认为: 在细胞周期中G1末期向S期能否顺利

过渡对于推进癌细胞周期进程具有重要意义[4], 
此时细胞内相关基因表达水平发生显著的变化, 
为下阶段DNA复制做好准备. 在本研究中, 我们

采用了胰腺癌癌细胞株BxPC-3作为研究对象, 
采用中科院研制的细胞周期基因小芯片观察了

2 μg/L TGF-β1干预72 h后BxPC-3细胞细胞周期

基因表达谱的改变, 取得了较理想的结果. 
本实验显示, TGFβ1干预后上调的细胞周

期相关基因有3条: p27KIP1(cyclin-dependent 
kinase inhibitor 1B, CDKI 1B)、DMTF1(cyclin 
D binding Myb-like transcription factor 1)、

TIEG(TGFB inducible early growth response). 其
中上调最明显的是p27KIP1基因. p27KIP1位于

染色体12p13区带, 其cDNA编码198个氨基酸残

基的多肽, 分子量27 kDa. p27的结构和功能与

p21及p57有许多相似之处. p27在N端的一个60
个氨基酸的片段中有40%与p21一致; 同样N端

有57%的氨基酸与p57相似. p27主要通过对CDK
的抑制作用, 阻断G1到S期的转换. p27主要在两

个水平上起作用: 一是抑制cyclins-CDKs和H1组
蛋白酶活性; 二是抑制Cyclins-CDKs复合物在

Thr-160磷酸化的能力. p27对调节细胞周期、细

胞的数量和大小非常重要[5]. TIEG是近年来从胰

腺外分泌细胞发现的一组新颖的和Smad4相似

的锌指转录因子, 包括TIEG1及TIEG2两个亚型, 
可参与TGFβ的调控反应及抑制胰腺上皮细胞增

殖[6]. 由于在BxPC-3中存在着TGFβ信号途径下

游的Smad4/DPC4基因的纯合缺失, 故TGFβ不能

诱导经典Smad4途径下游的p21waf1基因等表达, 
p27KIP1及TIEG转录水平的明显上调可能有一

表 1  TGFβ1干预前后BxPC-3细胞周期相关基因表达谱

     
 clone ID                GenBank ID        Unigene ID            Gene Name               Symbol   TGF/control

HTBAVF04 X648�8       Hs.�16�8         Restin (Reed-Steinberg cell-expressed              RSN             0.52

                  intermediatefilament-associated protein)

ADBBJD02 D8����95�       Hs.����5����89         N-myc downstream regulated              NDRG1 0.5�

ADBDGC09 X1����644       Hs.2����0����           G1 to S phase transition 1              GSPT1 0.59

HTCATB06 AB028069     Hs.152����59       Activator of S phase kinase              ASK  0.61

CBDAOE02 Z82244       Hs.9482           Target of myb1 (chicken) homolog                         TOM1 0.6�

NPCACH06 D�8550       Hs.1189           E2F transcription factor �              E2F� 0.6�

01C08  U22�����6       Hs.1��4           V-myb avian myeloblastosis viral                 MYB  0.65

                  oncogene homolog

GLCCHD06 U������61       Hs.��4����19       S-phase kinase-associated protein 2 (p45)           SKP2 0.65

CBDAOE02 Z82244       Hs.2028��                 HMOX1 0.66

　 　 　 　 　       0.69

GKCGDB0� AA9�22��     Hs.118442       Cyclin C                CCNC 0.69

ADBDCA05 U01828       Hs.16����             Microtubule-associated protein 2             MAP2 0.�����

HTBATF02 M15����96       Hs.����8996         Proliferating cell nuclear antigen                             PCNA 0.�����

GLCBKA08 AB040450     Hs.2����9862       Cdk inhibitor p21 binding protein             TOK-1 0.82

GLCDLB01 AB011422     Hs.162189       Serine/threonine kinase with Dbl-             TRAD 0.84

                  and pleckstrin homology domains

ADBBXB12 U�����022         Hs.955��������         Cyclin-dependent kinase 4                             CDK4 0.88

ADBAJF01 AF155651      Hs.15266�       p21 (CDKN1A)-activated kinase �             PAK� 0.89

NPCBSH06 X����6104           Hs.15�924       Death-associated protein kinase 1             DAPK1 0.90

NPCAVF08 BE�����84����2      Hs.2��1           E2F transcription factor 5, p1�0-binding             E2F5 0.92

CBDAOE02 Z82244       Hs.��������1����1         Minichromosome maintenance deficient              MCM5 0.99

                  (S. cerevisiae) 5 (cell division cycle 46)

CBFBGB09 S814�9       Hs.821�����         TGFB inducible early growth response             TIEG 1.2����

ADBAGH06 AF0845�0      Hs.56����1           Cyclin D binding Myb-like transcription factor 1    DMTF1 1.�2

HTCBPE01 AY004255      Hs.2�8990       Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p2����, Kip1)  CDKN1B 1.95

■创新盘点
本研究采用含有
24个细胞周期相
关 基 因 位 点 的
c D N A 微 阵 列 基
因芯片, 研究探讨
TGFβ1对BxPC-3
胰腺癌细胞周期
调控的机制, 尚属
首次. 
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定的代偿作用[7-8], 使BxPC-3同样具有一定的对

TGFβ的反应性. 
D M T F1(c y c l i n D b i n d i n g M y b-l i k e 

transcription factor 1)是Wnt基因调控的下游

产物. Wnt信号转导途径是调控细胞形状、运

动、黏附、增殖、分化、癌变及机体发育等

过程的主要途径之一 [9]. 目前认为Wnt通路的

组成主要包括: 细胞外因子(Wnt)、跨膜受体

Frizzled(Frz)、β-连环蛋白(β-catenin) 及T细胞

趋化因子(tcell factor, TCF) 等一系列蛋白. 当配

体Wnt蛋白与跨膜受体结合后, 能够通过激活胞

质中Dsh(dishevelled)蛋白抑制GSK3β(glycogen 
synthase kinase 3β)的磷酸激酶活性, 拮抗β-连环

蛋白的降解, 使其在胞质中大量聚集, 并进入细

胞核结合TCF/LEF家族的转录因子, 从而激活下

游不同靶基因如cyclin D1、c-myc等, 呈现不同

的生物学效应[10]. 另外, Wnt胞内信号途径的异

常激活与人类各种癌症的产生有密切联系, 由
于该信号转导途径具有如此重要的作用, 因此

受到研究者越来越多的重视. DMTF1作为一个

新的细胞周期相关基因, 他的激活、上调提示

TGFβ信号通路与Wnt信号通路间可能存在串话. 
本实验显示 ,  T G F-β1干预后 ,  有多个促

G 1期向S期转换的基因的m R N A表达发生

下调, 如GSPT1(G1 to S phase transition 1)、
ASK(activator of S phase kinase)、CDK4(cyclin-
dependent kinase 4)、SKP2(S-phase kinase-
associated protein 2/p45)、Cyclin C. 同时有多个

转录因子的表达下调, 如E2F3(E2F transcription 
factor 3)、E2F5(E2F transcription factor 5, p130-
binding). 另外, 与丝氨酸、苏氨酸磷酸化有关的

激酶也有下调, 如TRAD(serine/threonine kinase 
with Dbl- and pleckstrin homology domains), 但
他们在TGFβ信号通路中的分子机制仍有待深入

探讨. 

Res t in(reed-S t e inbe rg ce l l-expressed 
intermediate filament-associated protein)是本实验

中下调最明显的基因, TGFβ干预组的Restin表
达量仅为对照组的0.52. Restin最早发现于何杰

金氏淋巴瘤的R-S细胞, 位于人染色体12q24.3, 
编码160 kDa的中间丝蛋白[11]. 此后发现在间变

的大细胞淋巴瘤(Ki-1淋巴瘤)中也有表达, 但正

常组织中没有表达[12]. 基因转染实验证实Restin
的高表达与肿瘤细胞的过度增殖有关[13]. 本研

究证实Restin在Bx-PC3胰腺癌细胞中也有表达, 
TGFβ抑制胰腺癌细胞增殖的机制与下调Restin
的表达密切相关.

NDRG家族(n-myc downstream regulated 
gene family) 是近几年发现的一系列和信号转导

相关的分子, 他包括NDRG1、2、3、4四个成

员[14]. NDRG1是在n-myc缺陷的小鼠胚胎组织

中发现的一异常高表达的新基因[15]. 早期的研

究显示其与细胞的增殖能力呈负相关, 在肿瘤

细胞中过度表达会降低细胞的增殖速度, 促进

细胞的分化, 并减弱癌细胞的转移能力, 所以可

能是潜在的抑癌基因[16-18]. 但最新的结果又表明

NDRG1在脑瘤、前列腺癌和肾癌等多种癌组织

中高表达, 可被视为一种新的肿瘤标志物[19-20]. 
已知TGFβ对早期胰腺肿瘤有生长抑制作用, 但
对晚期胰腺肿瘤反而有促浸润转移作用, 表现

在TGFβ1长期诱导胰腺癌细胞可发生上皮间质

变(EMT)而增加其侵袭性[21]. 本研究显示TGFβ

干预后, Bx-PC3细胞的NDRG1表达明显下调(仅
为对照组的0.53), 这究竟是否与TGFβ1的EMT
相关值得深入研究. 

虽然本实验cDNA芯片检测从表达水平角

度提供了有关信号传导的有用线索, 但由于基

因mRNA表达后还受到基因转录后调控与蛋白

表达滞后的影响, 再加上基因表达具有组织差

异性、较强的时相性等, 都会给实验结果的解

释带来困难. 因此我们今后将对基因芯片中差

异表达基因进行进一步的功能研究和信息学分

析, 以便进一步阐明TGFβ信号通路的传导机制. 
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 图 1 TGFβ1干预前后BxPC-3细胞周期相关基因芯片图谱. 
A: TGFβ1干预; B: 空白对照. 与对照相比, 信号灰度上调位

点表示基因高表达; 信号灰度下调位点表示基因低表达.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
serum growth hormone (GH) and ghrelin, 
growth releasing hormone (GRH) and its 
clinical significance, and to study the expression 
of gastric ghrelin in patients with hepatitis 
B-related liver cirrhosis.  

METHODS: Fifty-two patients with hepatitis 
B-related liver cirrhosis (LC) and 17 chronic HBV-
infected patients as controls were enrolled in this 
study. The gender and average age were compara-
ble between LC and control patients. Fasting plas-
ma ghrelin levels, GRH and GH were measured 
using ELISA. The gastric expression of ghrelin was 
determined using immunohistochemistry staining. 

RESULTS: Plasma ghrelin levels were slightly 
but not significantly decreased in hepatitis B re-

lated LC patients when compared with controls. 
The Plasma ghrelin levels in Child C patients 
were significantly decreased compared with Child 
A patients(0.75 ± 0.479 ng/L vs 1.38 ± 1.064 ng/L,  
P < 0.05). The Plasma ghrelin levels showed nega-
tive but not significant correlation to plasma GH 
levels, and positive correlations to serum GRH (r 
= 0.868, P < 0.001), blood urea nitrogen, albumin 
and hemoglobin (r = 0.357, 0.377, 0.367, all P < 0.05) 
in hepatitis B related LC patients.

CONCLUSION: The increased serum growth 
hormone levels in hepatitis B-related liver cir-
rhosis patients may be related to the increased 
GRH. These data suggest that fasting plasma 
ghrelin levels may be a useful indicator reflect-
ing malnutrition in liver cirrhosis patients.  

Key Words: Ghrelin; Growth hormone; Growth hor-
mone releasing hormone; Liver cirrhosis

Wang SZ, Shang HW, Wang XC, Li B, Zhang B, Ding HG. 
Levels of ghrelin, GH, GRH and their clinical significances 
in patients with hepatitis B related liver cirrhosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 3230-3233

摘要
目 的 :  研 究 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 患 者 血 浆
Ghrelin、GRH与GH关系, 观察肝硬化患者胃
黏膜Ghrelin表达. 

方法: 2006-06/2007-02北京佑安医院住院的
乙型肝炎肝硬化患者52例, 以17例慢性乙型
肝炎患者为对照. ELISA法测定血浆Ghrelin、
GRH及GH浓度, 免疫组织化学方法观察胃黏
膜组织中Ghrelin的表达. 

结果: 乙型肝炎肝硬化组血浆Ghrelin水平与
慢性乙型肝炎患者比较无明显差异. Child C
级患者血浆Ghrelin水平与Child A级比较明显
降低(0.75±0.479 ng/L vs  1.38±1.064 ng/L, 
P <0.05). Child-B级与Child-A级组无明显差异. 
肝炎肝硬化患者血浆GH水平与Ghrelin呈负
相关趋势, 但无统计学意义, 但是与GRH呈正
相关(r  = 0.868, P <0.001), Ghrelin与白蛋白、

总蛋白、血红蛋白呈明显正相关(r  = 0.357, 
0.377, 0.367, P <0.05). 肝炎肝硬化患者胃黏膜

®

■背景资料
正常情况下, 机体
生长激素分泌受
Ghrelin、生长激
素释放素及生长
抑素的调节. 肝硬
化患者外周血生
长激素水平增高, 
表现为生长激素
抵抗, 其原因和机
制仍未完全阐明. 

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院消化科
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Ghrelin表达均不同程度阳性.  

结论: 乙型肝炎肝硬化患者高GH血症与GRH
增加有关, 其机制不清楚; 血浆Ghrelin水平可
反映肝硬化患者营养不良状态.

关键词�� Ghrelin; 生长激素; 生长激素释放素; 肝硬化
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0  引言

肝硬化患者外周血生长激素(growth hormone, 
GH)水平增高及低蛋白血症, 表现为生长激素

抵抗, 其病理生理机制仍未完全阐明[1-3]. Ghrelin
是1999日本科学家Kojima et al在小鼠胃及下丘

脑发现的由28个氨基酸组成的一种新的脑肠肽,
能促进GH的释放[4-5]. 因此我们推测, 肝硬化患

者外周血GH水平增高可能受Ghrelin和生长激

素释放激素(growth hormone releasing hormone, 
GRH)的双重调节. 本文研究乙型肝炎肝硬化患

者血浆Ghrelin、GRH与GH关系, 并观察肝硬化

患者胃黏膜Ghrelin表达, 拟阐明Ghrelin在肝硬

化患者外周血高生长激素水平及营养不良发生

机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-06/2007-02北京佑安医院住院的

乙型肝炎肝硬化患者52例, 男45例, 女7例, 平均

年龄43岁(28-48岁). 根据Child Pugh分级分为3
组: A级10例, B级21例, C级21例. 以17例慢性

乙型肝炎患者为对照, 男14例, 女3例, 平均年龄

38岁. 各组间年龄、性别具有可比性. 乙型肝

炎肝硬化及慢性乙型肝炎的诊断符合《2005
年慢性乙型肝炎防治指南》[6]. 所有患者均在

晨起空腹采血5 mL, 1500 r/min×6 min, 分离血

浆, -20℃保存. 患者知情同意后, 常规电子胃镜

(Olympus-240, 日本)检查, 于胃体窦交界处取胃

黏膜组织3块, 用40 g/L多聚甲醛液固定备用.
1.2 方法 
1.2.1 血浆Ghrelin、GH及GRH的测定: 采用ELISA
方法测定. 商品化的试剂盒-Ghrelin(美国Phoenix
公司)、GH及GRH(美国DSL公司), 按说明书操作. 
1.2.2 胃黏膜Ghrelin免疫组织化学染色: 胃黏膜

组织40 g/L多聚甲醛固定, 常规酒精梯度脱水、

石蜡包埋, 组织切片进行常规病理检查及S-P免

疫组织化学染色. 切片经脱腊、抗原修复、封闭

内源性过氧化物酶后, 加羊抗人Ghrelin多克隆

抗体抗体(1∶100, 美国Phoenix公司)过夜, 滴加

二抗(SP-9003试剂盒: 北京中杉金桥生物技术公

司), 按说明书操作, 由病理科专家单盲判断结果. 
1.2.3 血清HBV-M及肝脏生化指标测定: E170电
化学发光仪(Roche)电化学发光法测定HBV-M, 
试剂购自Roche公司; Olympus-AU640全自动生

化分析仪常规测定ALT、AST、白蛋白、胆固

醇及胆红素. 
统计学处理 应用SPSS11.5统计软件进行统

计分析, 计量数据用mean±SD表示, 两组间比较

应用t检验, 多组间比较采用单因素方差分析; 相
关性分析采用Linear Regression方法; P <0.05认
为有显著性差异. 

2  结果

乙型肝炎肝硬化组血浆Ghrel in水平与慢性乙

型肝炎患者比较无明显差异, Ghrelin随肝硬化

Child分级增加而呈下降趋势; Child C级患者血

浆Ghrelin水平与Child A级比较明显降低. Child B
级与Child A级组无明显差异(P>0.05, 表1). 肝炎

肝硬化患者血浆GH水平与Ghrelin呈负相关趋

势, 但无统计学意义(r  = -0.100, P  = 0.478), 但是

与GRH呈正相关(r  = 0.868, P <0.001, 图1). 外周

血Ghrelin水平与血清白蛋白、总蛋白、血红蛋

白呈明显正相关, r值分别为0.357, 0.377, 0.367, 
P<0.05, 与其他血清生化指标无明显相关性(表2).他血清生化指标无明显相关性(表2).血清生化指标无明显相关性(表2). 

胃黏膜组织免疫组化显示Ghrelin表达阳性黏膜组织免疫组化显示Ghrelin表达阳性组织免疫组化显示Ghrelin表达阳性

细胞散在于黏膜固有层内, 腺体内可见紫红褐黏膜固有层内, 腺体内可见紫红褐固有层内, 腺体内可见紫红褐

色阳性染色物质, 细胞呈类圆形, 细胞较壁细胞

及杯状细胞小(图2). 初步发现, 乙型肝炎肝硬化

患者胃黏膜Ghrelin表达均不同程度阳性, 与慢黏膜Ghrelin表达均不同程度阳性, 与慢Ghrelin表达均不同程度阳性, 与慢

性乙型肝炎患者胃黏膜Ghrelin表达无明显差异;黏膜Ghrelin表达无明显差异;Ghrelin表达无明显差异; 
也未发现胃黏膜Ghrelin表达强度与Child分级、黏膜Ghrelin表达强度与Child分级、Ghrelin表达强度与Child分级、

血浆Ghrelin水平的相关性. 

3  讨论

Ghrelin是1999年日本科学家Kojima et al在小鼠

胃内分泌细胞及下丘脑弓状核中发现的由28个
氨基酸组成的多肽, 是迄今发现的唯一生长激素

分泌促进激素受体(growth hormone secretagogue 
receptor, GHSR)的天然配体[4]. Ghrelin作为一种

在人体内新发现的脑肠肽, 其病理生理意义目前

尚不完全清楚. 目前研究发现, Ghrelin在促进GH
的分泌、增加食欲、抗肝纤维化及调节能量、

■研发前沿
Ghrelin是新发现
的 脑 肠 肽 ,  在 促
进 G H 的 分 泌 、

增加食欲、抗肝
纤维化、调节能
量及葡萄糖代谢
中具有重要作用. 
Ghrelin在肝炎肝
硬化患者血清高
生长激素水平、

能量及营养不良
的发生中是否也
具 有 重 要 的 作
用呢?  与胃黏膜
Ghrelin表达关系
值得进一步研究.

■相关报道
近年来国外有几
篇 文 献 报 道 ,  肝
硬 化 患 者 血 浆
Ghrelin升高, 并与
Leptin呈负相关 , 
与血浆尿素氮、

肌酐、白细胞、

C 反 映 蛋 白 呈 正
相关. Ghrelin与糖
氧化率呈负相关, 
与脂肪氧化率呈
正相关, 与非蛋白
呼吸商呈负相关. 
影响Ghrelin分泌
因素复杂. 
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葡萄糖代谢中具有重要作用[5,7]. 
影响机体Ghrelin分泌的因素及其机制仍不

完全清楚. 国外学者研究发现[8-9], 肝硬化患者

血浆Ghrelin升高, 与Child Pugh分级无关; 血浆

Ghrelin与Leptin呈显著负相关, 与血浆尿素氮、

肌酐、白细胞、C反映蛋白呈正相关. 也有学者

发现[10], Ghrelin与糖氧化率呈负相关, 与脂肪氧

化率呈正相关, 与非蛋白呼吸商呈负相关. 这些

结果提示, 炎症反应、肾脏疾病及营养不良等因

素影响机体Ghrelin的分泌. 本研究发现, 肝炎肝

硬化患者血浆Ghrelin水平与白蛋白、总蛋白、

血红蛋白呈明显正相关, 提示外周血Ghrelin可
反映肝硬化患者营养不良状态, 与能量及物质代

谢的关系仍需要进一步研究. 本研究还发现, 肝

硬化Child C级患者血浆Ghrelin水平明显较Child 
A/B级低, 提示与肝脏损害程度呈负相关趋势. 
Tacke et al [11]发现, 肝硬化患者血浆Ghrelin显著

增高, 随Ghild-Pugh积分增加, 血浆Ghrelin水平

显著升高, 提示Ghrelin提示与肝脏损害程度呈

正相关趋势. 而Marchesini et al [12]研究发现, 肝衰

竭患者血浆Ghrelin水平与肝脏的严重程度及其

并发症并无相关性. 本研究结果表明, 肝硬化患

表 1 乙型肝炎肝硬化及慢性乙型肝炎患者血浆Ghrelin、
GH及GRH测定结果

     
分组            n   Ghrelin(ng/L)      GH(mg/L)          GRH(ng/L)

乙型肝炎  52  1.02±0.708   ����.57±5.31b  65.����9±55.35b

肝硬化

Child A     11  1.38±1.06����   1.��������±1.����9    31.6����±17.80

Child B     21  1.06±0.602   5.25±6.98    66.7����±62.����0

Child C     20  0.75±0.����79d  5.37±����.00d   80.36±5����.38d

慢性乙型  18  1.����2±1.106   0.6����±0.6����    21.08±36.13

肝炎

bP<0.001 vs  慢性乙型肝炎; dP<0.001 vs  Child A.

图 1 患者GH与GRH关系散点图. A: 乙型肝炎肝硬化, r  = 

0.876, P<0.001; B: 慢性乙型肝炎, r  = 0.337, P  = 0.186>0.05. 
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图 2 胃黏膜免疫组化显示. A: 肝硬化患者胃黏膜Ghrelin

表达强阳性(×10); B: 慢性乙型肝炎患者胃黏膜Ghrelin表达

阳性(×20); 箭头所指的位置.

A
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表 2 Ghrelin与肝硬化患者血清生化指标及外周血常规
的相关性

     
                                                                   Ghrelin

                                                  r                                          P

ALB                                 0.357                               0.009

TP                                   0.377                               0.008

ALT                                 0.260                               0.165

AST                                 0.266                               0.156

HDL                              -0.06����                               0.737

LDL                                 0.099                               0.603

CHO                                0.121                               0.����29

ALP                               -0.125                               0.����15

CHE                              -0.229                               0.1����5

TBIL                                0.01����                               0.925

TG                                   0.136                               0.����67

Cr                                    0.023                               0.872

BUN                              -0.011                               0.9����2

AFP                                 0.026                               0.865

GGT                                0.203                                0.182

HGB                                0.367                               0.011

WBC                             -0.1����0                               0.338

PLT                                  0.057                               0.699

■应用要点
Ghrelin 、生长激
素在改善肝硬化
患者营养不良中
具有重要的价值, 
值得进一步研究. 
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者血浆Ghrelin随Child Pugh分级增加, Ghrelin水
平呈降低趋势, 这些结果差异的原因可能与研

究对象是否存在炎症反应、营养不良的程度等

因素有关. 
慢性肝脏疾病, 特别是肝炎肝硬化患者存在

程度不同的营养不良状态, 其原因及机制十分复

杂[1-3], 目前认为, 胰岛素抵抗、外周血高生长激

素水平在肝硬化营养不良中具有重要作用[13], 肝
硬化患者外周血生长激素水平增高的机制也不

十分清楚. 那么, Ghrelin在肝炎肝硬化患者血清

高生长激素水平中是否也具有重要的作用呢? 
生长激素的分泌受生长激素释放激素、生长抑

素、Ghrelin等调节, 并且生长激素释放激素和

Ghrelin可以协同促进生长激素的分泌, 生长激

素也可负反馈抑制Ghrelin的分泌[3-4]; 正常生理

状态下, 生长激素与生长激素释放素也呈负反

馈调节. 本研究发现, 肝炎肝硬化患者血浆生长

激素与Ghrelin水平呈负相关趋势, 而与生长激

素释放激素呈明显正相关. 因此我们认为, 生长

激素释放激素增加是肝硬化患者血浆生长激素

增加的重要因素. 肝硬化患者生长激素水平增

加可能抑制了促甲状腺素释放激素的作用, 导
致肝细胞生长激素受体的表达减少, 使体内生

长激素的效应降低, 即生长激素抵抗. 因此, 肝
硬化患者生长激素-生长激素释放素轴的负反馈

作用消失或减弱, 导致肝硬化患者生长激素释

放素增加, 抑或是其他机制引起生长激素释放

素升高, 从而促进了腺垂体生长激素的分泌, 导
致肝硬化患者血浆高生长激素状态. 近来有学

者研究发现[14-16], 血浆Ghrelin降低与肥胖及超体

重患者、代谢综合征等患者胰岛素敏感性降低

有密切关系. Ghrelin是否对肝硬化患者胰岛素

敏感性有相似的影响机制值得进一步研究. 
本研究也证明, 肝硬化胃黏膜Ghrelin表达

阳性细胞散在于黏膜固有层内, 腺体内可见紫

红褐色阳性染色物质, 细胞呈类圆形, 细胞较壁

细胞及杯状细胞小. 但是, 胃黏膜Ghrelin表达程

度与肝硬化Child分级无明显关系, 与肝硬化是

否存在胃黏膜病变的关系尚需要进一步研究. 
因此, 乙型肝炎肝硬化患者高生长激素血

症与生长激素释放素增加有关, 而与Ghrelin无
明显关系, 其机制仍不清楚. 肝硬化患者血浆

Ghrelin可反映其营养不良状态. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical application of 
endoscopic retrograde biliary drainage (ERCP) 
in malignant biliary obstruction.

METHODS: A total of 122 patients with ma-
lignant biliary obstruction, from July 2003 to 
December 2007, underwent insertion of plastic 
and/or metal stents endoscopically. The total 
bilirubin was compared in preoperative and 
postoperative serum.

RESULTS: A total of 122 patients with malig-
nant biliary obstruction underwent ERCP 138 
times with 128 times of successful stent inser-
tion. The success rate of stent insertion was 
92.75%. Jaundice was improved in 96.88% of the 
patients with a significant reduction of serum 
bilirubin. Post-drainage complication rate was 
7.97%. A total of 108 patients with satisfactory 
results were followed up. And 86 of 108 patients 
died in follow-up (Survival time: 7.14 ± 5.13 
mo), while 22 patients still survive up to now. 

The median survival time of all patients was 7.2 
months.

CONCLUSION: Biliary stent insertion has high 
successful rate and reliable efficacy in releasing 
jaundice, and can improve the life quality of pa-
tients with malignant biliary obstruction. 

Key Words: Malignant biliary obstruction; Stent; 
Endoscopy; Endoscopic retrograde biliary drainage

Huang XD,  Fan Y,  Zhang H,  Liu WM, Liu XM. 
Endoscopic retrograde biliary drainage for 122 patients 
with malignant biliary obstruction. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(28): 3234-3237

摘要
目 的 :  探 讨 经 内 镜 逆 行 胰 胆 管 造 影 技 术
(ERCP)在恶性胆道梗阻中的应用.  

方法: 收集2003-07/2007-12临床确诊为恶性胆
道梗阻患者122例, 均采用ERCP及留置内支
架, 比较手术前后血清总胆红素变化情况. 

结果: 全组122例胆管恶性梗阻中, 行ERCP
操作138例次, 置管成功128例次, 操作成功率
92.75%. 消除黄疸总有效率96.88%, 并发症发
生率为7.97%. 108例置管成功且治疗有效者
全部跟踪随访, 其中86例在随访期内死亡, 存
活期为7.14±5.13 mo, 22例至今仍存活, 全组
生存中位时间7.2 mo.

结论: 胆道支架置入术治疗恶性梗阻性黄疸
疗效确切, 安全性高, 能提高患者生活质量.

关键词�� 恶性胆道梗阻; 支架; 内镜; 内镜下胆道支

架置入术

黄晓东, 范彦, 张姮, 刘文敏, 刘小明. 内镜下胆道支架置入术

治疗恶性胆道梗阻122例. 世界华人消化杂志  2008; 16(28): 

3234-3237

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3234.asp

0  引言

一般恶性胆管梗阻发现时往往已失去手术根治

的机会, 而药物治疗的效果是十分有限的, 但是

®

■背景资料
胆管恶性梗阻引
起的进行性加重
的黄疸和脏器损
伤, 可严重影响患
者的生活质量, 并
可迅速加快病情
的发展, 所以引流
胆汁以减轻或解
除黄疸是非常重
要的治疗措施. 内
镜下胆道支架置
入术由于其安全
简便, 恢复了胆汁
的生理流向, 无胆
汁丢失之虞, 术后
也无需特殊护理, 
疗效确切, 能提高
患者的生活质量, 
延长患者生存期, 
对恶性胆管梗阻
患者不失为一种
较好的姑息性治
疗手段.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科
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胆管恶性梗阻引起的进行性加重的黄疸和脏器

损伤, 可严重影响患者的生活质量, 并可迅速加

快病情的发展, 所以引流胆汁以减轻或解除黄

疸是非常重要的治疗措施. 以往多采用行胆肠

吻合术或PTCD[1]置管引流等治疗, 但手术风险

大, 创伤大, 并发症多, 而PTCD也因有一定创

伤性, 导管易脱落, 引流范围较局限, 胆汁丢失

体外, 临床护理麻烦等缺陷, 临床应用受到限

制. 自1979年Soehendra et al首次报道经内镜放

置胆道内支架成功后, 内镜下胆道支架置入术

(endoscopic retrograde biliary drainage, ERBD)由
于其安全简便, 恢复了胆汁的生理流向, 无胆汁

丢失之虞, 术后也无需特殊护理, 疗效确切, 能提

高患者的生活质量, 延长患者生存期, 对恶性胆管

梗阻患者不失为一种较好的姑息性治疗手段. 我
院自2003年以来成功放置胆道支架治疗恶性胆管

梗阻128例次, 取得了良好的疗效. 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-07-2007-08, 共有122例临床确

诊为恶性胆管梗阻、且不能或不愿接受外科

治疗的患者在我科行内镜下胆道支架置入

术, 男68例, 女54例, 年龄38-86(平均68.63)岁. 
本组患者均有中至重度黄疸 ,  血清总胆红素

73.80-483.50(平均225.13±119.51) μmol/L, 直接

胆红素55.70-356.30(平均147.03±82.1) μmol/L, 
29例伴有全身皮肤瘙痒, 72例伴不同程度的腹

痛, 16例伴有陶土样大便, 36例伴体质量减轻, 8
例发热. 所有病例在放置支架前均进行B超、CT
或MRI、MRCP等影像学检查, 明确胆管扩张范

围及梗阻部位, 并对梗阻原因做出临床诊断, 本
组中, 胆管癌47例, 胰头癌59例, 肝癌侵犯胆管5
例, 胆囊癌侵犯胆管3例, 壶腹癌8例.
1.2 方法 内镜采用日本Olympus公司TJF-140R
十二指肠镜. 常规ERCP术前准备, 先行胆管插管, 
待导丝越过梗阻段后注入适量30%泛影葡胺造影, 
了解胆管狭窄部位、程度及长度, 导丝超选至扩

张最显著、引流范围最广泛的胆管, 胆管狭窄较

严重者先行胆道扩张, 选择合适的扩张器进行狭

窄段扩张, 再根据病情及患者意愿选择不同的治

疗方法: 塑料支架引流(endoscopic retrograde biliary 
drainage, ERBD)、金属支架引流(endoscopic metal 
biliary endoprothesis, EMBE)或联合引流. 

所有病例在手术后观察体温、腹痛、恶

心、呕吐等症状及腹部体征, 于术后3、12、24 
h复查血清淀粉酶和血白细胞, 术后7、14 d复查

肝功能, 根据手术前后总胆红素(TBIL)下降情

况判断减黄效果, 标准如下: (1)满意: 黄疸迅速

消退, 1 wk内TBIL下降1/3以上, 或2 wk内降至

50 μmol/L 以下; (2)一般: 黄疸有所下降, 1 wk内
TBIL下降不足1/3, 或2 wk内未降至50 μmol/L以
下; (3)无效: 黄疸下降不明显甚至上升. 

所有置管成功者均电话随访黄疸控制及生

存情况, 若再次出现黄疸和(或)不明原因发热, 
考虑支架阻塞, 再次行ERCP, 放置塑料支架者则

更换支架, 放置金属支架者则在金属支架中央

再放置一根塑料支架.
统 计 学 处 理  采用非参数乘积限估计法

(Kaplan-Meier法)作出存活率曲线.

2  结果

2.1 置管成功率 全组122例胆管恶性梗阻中, 行
ERCP操作138例次, 置管成功128例次. 塑料支

架组18例, 均8.5F“圣诞树”塑料支架, 其中9例
为先放置金属支架, 因支架阻塞后在原支架中

央重新置入1根塑料支架. 金属支架组105例, 其
中7例为先放置塑料支架, 于支架阻塞后取出塑

料支架更换为金属支架者, 均为非带膜金属支

架. 5例为联合引流, 亦均为2根8.5F“圣诞树”

塑料支架. 10例置管未成功, 故全组置管成功率

92.75%.
2.2 疗效 治疗后观察患者128例次, 其中疗效满例次, 其中疗效满次, 其中疗效满

意组114例, 占89.06%; 一般组10例, 占7.81%; 
无效组4例, 占3.13%, 总有效率(满意组加一般

组)96.88%(表1).
2.3 并发症 全组术后发生高淀粉酶血症9例、

轻度胰腺炎2例, 无出血、穿孔、急性胆管炎

及死亡 ,  故全组与操作有关的并发症发生率

7.97%(11/138), 均予以抗炎、抑酶对症等治疗, 
3-5 d恢复正常.
2.4 随访情况 对108例置管成功且治疗有效者者

全部跟踪随访, 随访期为2003-08/2008-03, 其中

86例在随访期内死亡, 存活期为7.14±5.13 mo, 
22例至今仍存活, 全组生存中位时间7.2 mo(图
1). ERBD组18例, 支架通畅期85.2±17.4 d, 支架

阻塞率50%(9/18). EMBE组105例, 支架通畅期

207.9±36.4 d, 支架阻塞率11.43%(12/105). 联合

引流组5例, 支架通畅期126.5±15.7 d, 支架阻塞

率20%(1/5).

3  讨论

胆道内支架置入术主要用于治疗胆管局限性良

■研发前沿
胆道内支架置入
术主要用于治疗
胆管局限性良恶
性狭窄, 尤其适用
于中晚期难以手
术治愈以及高龄
患者, 为一种姑息
性 治 疗 手 段 ,  着
重于胆管系统的
再通 ,  减轻黄疸 , 
提高患者生活质
量. 根据Schulz制
定的ERCP难度分
级, 胆道内支架置
入术属于复杂的
ERCP治疗, 而难
度级别越高, 成功
率越低, 并发症的
发生率则高.

■创新盘点
本文发现内镜下
胆道支架置入术
是一种创伤小, 并
发 症 少 ,  成 功 率
高 ,  适应范围广 , 
可反复应用的姑
息性治疗手段, 对
恶性梗阻性黄疸
患者可有效解除
梗阻, 减轻患者痛
苦,可提高生存质
量, 延长生命.
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恶性狭窄, 尤其适用于中晚期难以手术治愈以

及高龄患者, 为一种姑息性治疗手段, 着重于胆

管系统的再通, 减轻黄疸, 提高患者生活质量. 
多年来我科应用该技术成功地在内镜下对122
例胆管恶性梗阻患者进行了姑息性治疗, 支架

置入成功率92.75%, 总有效率96.88%, 与Dinkel 
et al [2]报道相近, 早期并发症为7.97%, 无一人因

手术死亡. 综合来看有以下几方面的体会: (1)
病例选择及术前准备: 一般而言, 内镜下胆道引

流术具有较开腹手术和PTCD更广的适应证范

围, 通常不受年龄的限制, 有少量腹水和肝功能

变化合并轻度凝血功能下降的患者仍可谨慎实

施, 心肺肝肾功能衰竭或有上消化道梗阻, 内镜

不能进入十二指肠者应视为禁忌. 术前除心电

图、血常规、肝功能、出凝血时间等, 应常规

行MRCP检查[3], 了解肿瘤侵犯部位、范围以及

受累胆管的分布, 从而为内镜引流提供方向, 尤
其是准备一侧引流的时候, 术前的MRCP对引

流侧的选择有着重要的意义. (2)支架的选择: 塑
料支架价格便宜, 可取出、多次更换, 近期疗效

尚可[4], 其最大缺陷是支架置入后, 经一段时间

的引流容易为胆泥或肿瘤坏死组织等阻塞, 造
成引流失效. 近年来, 国内外有报道[5-7]内镜直视

下同期置入多点位支架治疗胆管恶性梗阻, 取
得较好的临床疗效, 本组资料亦说明联合引流

的支架通畅期明显高于单侧引流, 且减黄效果

亦明显好于单侧引流. 故对对肝门部Bismuth-Ⅱ
型以上, 左右肝管或二级以上分支已不交通, 条
件许可同期放置两根塑料支架. 金属支架由于

其口径大, 金属材料光洁度较高, 细菌和胆泥物

质不宜黏附, 不宜发生阻塞和移位, 引流效果和

通畅期限均明显优于塑料支架, 完全置于胆管

内的支架还保留了乳头括约肌的功能, 减少了

返流感染的机会. 国内外许多学者的研究均已

证实这一点[8-10], 故对于经济条件许可, 引流胆

系丰富, 估计引流效果理想, 无其他重要器官功

能障碍, 预计生存期3 mo以上的患者可置入金

属支架. (3)并发症: 包括早期并发症及晚期并发

症, 早期并发症有出血、穿孔、胰腺炎或高淀

粉酶血症、胆管炎等[11-12], 晚期并发症有支架的

阻塞、移位、滑脱, 甚至有报告因支架移位而

损伤肠道引起穿孔[13]. 出血多于行乳头括约肌切

开术时因”跳跃性”切开而发生, 操作时要防

止快速而不加控制拉锯式地切开. 穿孔多因切

开过长或操作粗暴所至, 小的穿孔可内科保守

治疗, 如有脓肿形成, 则应转外科治疗, 大的穿

孔应立即手术治疗. 本组无一例出血、穿孔及

胆管炎, 但并发高淀粉酶血症9例、轻度胰腺炎

2例, 合占7.97%, 均予以抗炎、抑酶对症等治疗, 
3-5 d恢复正常, 考虑发生原因与插管时间过长, 
反复插管损伤乳头, 乳头灼伤, 注射造影剂有关, 
因此我们的体会是: 操作时应尽量少用造影剂, 
并且压力不要过高, 在导丝通过狭窄段后, 高频

电刀跟进, 再造影, 放置支架前尽量将造影剂抽

出, 如有乳头水肿, 行EST可能会减少胰腺炎的

发生[12]. 置放的支架可因肿瘤压迫或胆泥、肿瘤

坏死组织堵塞, 塑料支架堵塞后可以更换新的

支架, 金属支架堵塞后可以用气囊清除支架内

坏死物, 或在原支架中央重新置入一根支架. 本
组中7例患者成功放置塑料支架, 且临床退黄有

效, 在平均85.2±17.4 d后支架全部阻塞, 均更换

为金属支架. 有12例患者放置金属支架后堵塞, 

表 1 128例次患者内镜治疗方法与疗效的关系

治疗方法           n
                           满意            一般              无效

                n               %    n     %        n       %

ERBD        18            12           66.7   4 22.2       2   11.1

EMBE      105            �8           �3.3   5   4.8       2     1.�

联合引流          5              4           80    1 20       0     0

合计      128          114           8�.06 10   7.81       4     3.13

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

生存时间(mo)

生
存

率
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)
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图 1 108例胆管恶性梗阻患者的生存曲线.

■应用要点
本文总结内镜技
术治疗恶性梗阻
性黄疸, 有助于临
床医生进一步治
疗此疾病.
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支架阻塞率11.435%, 低于国外文献报道[14-15], 其中

9例用气囊清除支架内坏死物, 并在原支架中央重

新置入一根塑料支架后, 黄疸、发热等症状缓解, 
3例因肿瘤广泛侵犯十二指肠及胃窦而行PTCD. 

总之, 内镜下胆道支架置入术是一种创伤

小, 并发症少, 成功率高, 适应范围广, 可反复应

用的姑息性治疗手段, 对恶性梗阻性黄疸患者

可有效解除梗阻, 减轻患者痛苦, 虽对肿瘤并无

直接治疗作用, 但可提高生存质量, 延长生命. 
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Abstract
AIM: To analyze the correlation between lymph 
node metastasis and prognosis in colorectal 
cancer patients and thus propose a new lymph 
node staging system for colorectal cancer.

METHODS: The five-year survival rate was 
compared in 122 colorectal cancer patients ac-
cording to their different TNM staging state 
(AJCC/UICC). N3 stage was defined as more 
than 10 lymph node metastasis and/or sentinel 
node positive, then the five-year survival rates 
were compared in N0, N1, N2 and N3 stage pa-
tients; subsequently, survival rates were calcu-
lated using Kaplan-Meier method and survival 
curves were generated. Log-rank was performed 
to verify the survival rate.

RESULTS: The five-year survival rate declined 
as TNM stage increased (Ⅰstage 100%, Ⅱstage 
81.82%, ⅢAB stage 69.39%, ⅢC stage 15%, Ⅳ

stage 0, P < 0.01). Simultaneously, it was also ob-
served that higher N stage was associated with 
lower five-year survival rate (N0 Ⅰ stage100%, 
N0 Ⅱ stage 89.82%, N1 stage 69.39%, N2 stage 
15%, P < 0.01). The five-year survival rate was 
0% for N3 stage patients and the similar result 
was also observed in TNM Ⅳ stage patients. 

CONCLUSION: We recommend that the N stag-
ing of TNM system for colorectal cancer can be 
defined as following: N0: no lymph node me-
tastasis; N1: 1-3 lymph node metastasis; N2: 4-9 
lymph node metastasis; N3: ≥10 lymph node 
metastasis. N3 stage can be considered as sub-
clinical metastasis since the five-year survival 
rate for the patients in this stage is 0%, similar to 
M1 stage patients. 

Key Words: Colorectal cancer; Lymph node metas-
tases; Staging

Peng KQ, Shao YS, Zhang YT, Wu WL, Liu W. A 
proposed lymph node staging system for colorectal 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(28): 
3238-3241

摘要
目的: 分析结直肠癌淋巴结转移状况与预后
的关系, 提出新的结直肠癌淋巴结分期方案.

方法: 122例病理资料完整的结直肠癌病例, 
比较不同TNM分期(AJCC/UICC)病例的5年生
存率; 将淋巴结转移数目≥10枚和顶端淋巴
结转移拟定为N3期, 比较AJCC/UICC的TNM
分期中N0、N1、N2与N3期病例的5年生存率; 
按Kaplan-Meier方法计算生存率, 绘制生存曲
线, 并对生存率进行Log-rank检�.  

结果: 随着TNM分期的上升, 5年生存率逐渐
下降(Ⅰ期为100%; Ⅱ期为81.82%; ⅢAB期为
69.39%, ⅢC期为15%; Ⅳ期为0, P <0.01), 随着
N分期的上升, 5年生存率也逐渐下降(N0Ⅰ期
为100%、N0Ⅱ期为89.82%、N1期69.39%, N2

期为15%, P <0.01). N3期病例5年生存率为0, 
与TNM的Ⅳ期预后相似.  

结论: 建议将结直肠癌TNM中的N分期定为: 

®

■背景资料
A J C C / U I C C的
TNM分期对评估
结直肠癌的预后
和指导综合治疗
的价值虽得共识, 
但对结直肠癌手
术标本中局部淋
巴结最少应检查
多少枚, 每枚淋巴
结作几张切片检
查 ,  并 无 明 文 规
定. 而且, 其N分期
单以淋巴结转移
≥4枚定为N2也较
笼统而不够精确.
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无淋巴结转移为N0, 1-3枚淋巴结转移为N1, 4-9
枚淋巴结转移为N2, ≥10枚淋巴结转移和/或
顶端淋巴结转移为N3. N3期患者的5年生存率
为0, 与M1期结果相似, 可以定为亚临床转移. 

关键词�� 结直肠癌; 淋巴结转移; �期
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0  引言

结直肠癌淋巴结转移的重要性早在1932年的

Dukes分期中就已明确. 美国癌症联合会(AJCC)
和国际抗癌联合会(UICC)的TNM分期系统中, 
凡有淋巴结转移者皆为Ⅲ期, 1-3枚肠壁旁淋巴

结转移为N1期, ≥4枚淋巴结转移为N2期, 确定

了淋巴结转移数目作为分期标准的合理性[1]. 在
日本结直肠癌和肛管癌的临床和病理研究常规

(JGR)中, 根据转移淋巴结的部位是位于供血动

脉的根部、或沿供血动脉分布及其距肿瘤的距

离进行分期. 
虽有对比研究结果表明, 日本JGR分期优于

AJCC/UICC的TNM分期[2-3], 淋巴结转移部位比

淋巴结转移数目有更大的预测价值[4], 但多数文

献仍采用AJCC/UICC的TNM分期方案[2-6]. 主要

原因是JGR分期过于繁琐, 而且未规定是在新鲜

标本抑或福尔马林固定标本上测量, 难以确定淋

巴结与肿瘤间的准确距离. AJCC/UICC的TNM
分期对评估结直肠癌的预后和指导综合治疗的

价值虽得共识, 但对结直肠癌手术标本中局部淋

巴结最少应检查多少枚, 每枚淋巴结作几张切片

检查, 并无明文规定. 而且, 其N分期单以淋巴结

转移≥4枚定为N2也较笼统而不够精确. 
我科从1989年起, 开始作结直肠癌淋巴结

转移与分期预后的研究, 制定了结直肠癌病理

检查规范, 提出淋巴结分期中应该有N3期. 现将

具体研究结果报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集1989-01/2003-12病理资料完整的结

直肠癌病例共122例. 其中, 结肠癌80例, 直肠癌42
例. 男63例, 女59例. 年龄中位数61.59(21-87)岁. 
1.2 方法 
1.2.1 淋巴结病理检查规范: (1)切除标本采用淋

巴结显示技术, 即用丙酮脱脂和美蓝染色后透

光法全数取出淋巴结; (2)每枚淋巴结分3平面作

6张切片HE染色和1张切片细胞角蛋白免疫组化

染色; (3)专项检查主干血管根部淋巴结, 命名为

顶端淋巴结.  
1.2.2 分期方案: 采用AJCC/UICC的TNM分期方

案: T1指癌侵及黏膜下, T2指侵及肌层, T3指侵犯

浆膜或侵入无浆膜的结直肠周围组织, T4指穿透

浆膜或/和侵犯其他器官或结构; N0为无淋巴结

转移, N1为1-3枚淋巴结转移, N2为≥4枚淋巴结

转移; 无远处转移为M0, 有远处转移为M1. Ⅰ期

为T1-2N0M0, Ⅱ期为T3-4N0M0, Ⅲ期为N1-2M0, Ⅳ期

为M1. 另外, 结合本组资料结果, 将淋巴结转移数

目≥10枚和顶端淋巴结转移定为N3. 
本组病例随访率达98 .4%,  随访时间为

48-194 mo. 
统计学处理 按Kaplan-Meier方法计算生存

率, 绘制生存曲线, 并对生存率进行Log-rank检
验. 统计学处理用SPSS11.5统计软件完成. 

2  结果

2.1 淋巴结检查数目和转移状况 本组122例结直

肠癌手术标本共检查淋巴结6236枚, 平均51.11
±18.15枚(15-128枚). 结肠癌80例, 共查淋巴结

4192枚, 平均每例52.40±20.10枚; 直肠癌42例, 
共查淋巴结2044枚, 平均每例48.67±20.13枚. 
122例中, 69病例有淋巴结转移, 淋巴结转移率

为56.65%; 淋巴结转移1-3枚49例, 转移≥4枚20
例(4-9枚12例, ≥10枚8例). 6236枚淋巴结共有

361枚转移, 淋巴结转移度为5.79%. 
2.2 顶端淋巴结 122例检查顶端淋巴结共514枚, 
平均4.21±2.36枚(1-17枚). 其中12例有淋巴结

转移, 淋巴结转移率为9.84%. 淋巴结转移数17
枚, 平均1.42±1.02枚. 
2.3 预后分析 122例总体5年生存率为89.34%, 其
中Ⅰ期病例为100%; Ⅱ期病例为81.82%; ⅢAB
期(N1)为69.39%, ⅢC期(N2)为15%; Ⅳ期5年生

存率为0(图1, P <0.01). 
本组有8例淋巴结转移≥10枚, 均在23 mo

内死亡(表1); 顶端淋巴结转移12例, 均在43 mo
内死亡(表2). 我们将淋巴结转移≥10枚和顶端

淋巴结转移病例的淋巴结分期定为N3, 共17例, 
5年生存率为0. (图2, P <0.01). 

3  讨论

结直肠癌分期不仅可以估计患者的预后、指导

辅助治疗方案的选择, 还有助于不同研究资料

的比较. 结直肠癌分期方案的变化, 主要是淋

■研发前沿
A J C C / U I C C的
TNM分期系统方
案已公布10余年, 
国内至今未见用
此分期的文献报
道, 说明国内尚未
认识定量淋巴结
检查和分期的重
要意义.
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巴结分期的改变. 同乳癌和胃癌的分期一样, 结
直肠癌淋巴结分期由定性向定量转变. AJCC/
UICC的TNM分期系统方案已公布10余年, 国内

至今未见用此分期的文献报道, 说明国内尚未

认识定量淋巴结检查和分期的重要意义. 
单张切片只能观察到一个淋巴结约1%的组

织[7]. 因此, 每枚淋巴结只做一张切片H.E染色检

查, 必然导致淋巴结转移的漏检和分期下移. 我
们在乳癌和胃癌局部淋巴结的检查中发现, 6张
切片HE染色阳性率与1张切片细胞角蛋白免疫

组化染色检出率相近, 1张切片细胞角蛋白免疫

组化染色能检出淋巴结微转移, 而H.E染色则不

易发现[8-9]. 
准确判断结直肠癌的预后, 以及选择最佳

的治疗方案, 皆依赖于从切除标本中准确获取

和检查淋巴结; 正式或非正式的医学继续教育

可帮助外科医师和病理学医师提高淋巴结的检

测水平, 增加淋巴结检查数目[10]. Wong et al报告, 
结直肠癌患者的手术标本中, 检查淋巴结≥14
枚方可准确分期[11]. 我们采用淋巴结显示技术全

数获取结直肠癌手术标本中的淋巴结, 平均取

得51枚/例(15-128枚)淋巴结; 每枚淋巴结分3平
面做6张切片HE染色和1张切片细胞角蛋白免疫

组化染色检查, 因而获得的淋巴结转移状况更

接近真实, 能得出准确的N分期, 对预后的判断

和辅助化疗的选择更具有客观的科学证据. 
按照AJCC/UICC的TNM分期方案, 本组资

料中不同分期病例的5年生存率随分期上升而

下降; 尤其是ⅢAB期(N1)和ⅢC期(N2)病例的5年
生存率分别为69.39%和15%(图1, P <0.01). 由此

可见, 淋巴结定量分期比定性分期能更准确地

判断预后. 
AJCC/UICC的结直肠癌TNM分期也有不

足. 1997年修订的UICC第5版胃癌TNM分期规

定, 无淋巴结转移为N0, 1-6枚淋巴结转移为N1, 
7-15枚淋巴结转移为N2, ≥16枚淋巴结转移为

N3
[8]. 而AJCC/UICC的结直肠癌TNM分期中, N

分期只有N1和N2而无N3, 将淋巴结转移数目≥

4枚笼统归为N2, 因而不能更为准确地分期和判

断预后. 
本组资料显示, 淋巴结转移≥10枚的8例患

者均在23 mo内死亡, 顶端淋巴结转移的12例(其

表 1 淋巴结转移≥10枚病例的结局

     
编号 诊断      年龄(岁)    LNM数/总数   生存时间(mo)

1            结肠癌  61 10/46          21

2            结肠癌  65 10/44            5

3            结肠癌  7� 13/�2            9

4            直肠癌  43 16/2�          23

5            直肠癌  66 17/60            3

6            直肠癌  47 23/6�          12

7            结肠癌  42 31/45            6

�            结肠癌  43 17/44          20

表 2 顶端淋巴结转移病例的结局

     
编号      诊断   年龄(岁) 

  LNM数   顶端LNM   
生存时间(mo)

   

         /总数     数/总数

1        结肠癌     6�        4/50         2/12           43

2        直肠癌     66      17/60         2/17             3

3        结肠癌     59        1/52         1/�           29

4        结肠癌     3�        1/25         1/6           12

5        结肠癌     73        9/12         1/9           12

6        结肠癌     42      31/45         2/3             6

7        直肠癌     51        9/43         3/13           31

�        直肠癌     53        1/43         1/9           13

9        结肠癌     49        6/42         2/�             �

10      结肠癌     40        1/32         1/2           15

11      结肠癌     77        3/3�         1/3           13

12      结肠癌     43      17/44         1/2           20

图 1 不同TNM分期病例5年生存率的比较.
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图 2 不同N分期病例5年生存率的比较.
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■应用要点
结直肠癌分期不
仅可以估计患者
的预后、指导辅
助治疗方案的选
择, 还有助于不同
研究资料的比较.
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中3例淋巴结转移≥10枚)患者均在43 mo内死

亡. 我们拟将此17例患者的淋巴结分期定为N3, 
其5年生存率为0, 与N2期患者的5年生存率有明

显差异(P <0.01). 
因此, 我们强调淋巴结显示技术和连续切

片检查的重要性, 在此基础上建议将结直肠癌

TNM中的N分期定为: 无淋巴结转移为N0, 1-3枚
淋巴结转移为N1, 4-9枚淋巴结转移为N2, ≥10枚
淋巴结转移和/或顶端淋巴结转移为N3. N3期患

者的5年生存率为0, 与M1期结果相似, 可以定为

亚临床转移. 

4      参考文献
1 O'Connell JB, Maggard MA, Ko CY. Colon cancer 

survival rates with the new American Joint 
Committee on Cancer sixth edition staging. J Natl 
Cancer Inst 2004; 96: 1420-1425

2 Hida J, Yasutomi M, Fujimoto K, Maruyama T, 
Kubo R, Okuno K, Shindo K. Comparison between 
the Japanese general rules and the TNM system in 
the regional lymph node classification of carcinoma 
of the colon. J Am Coll Surg 1996; 183: 611-615

3 Hida J , Okuno K, Yasutomi M, Yoshifuj i T, 
Matsuzaki T, Uchida T, Ishimaru E, Tokoro 
T, Shiozaki H. Number versus distribution in 
classifying regional lymph node metastases from 
colon cancer. J Am Coll Surg 2005; 201: 217-222

4 Shida H, Ban K, Matsumoto M, Masuda K, Imanari 

■同行评价
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对临床工作有较
高的参考价值.
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Abstract
AIM: To determine the bowel preparation for 
capsule endoscopy (CE) in patients with organ 
dysfunction.

METHODS: Forty three patients suspected of 
bowel diseases in our hospital were included in 
this prospective study. Control group (Group 
A, without organ dysfunction or failure) were 
treated with sodium phosphate and enough 
water. Twenty three organ dysfunction patients 
were randomly assigned to group B (liquid diet 
for 3 d, less sodium phosphate and less water) 
and to group C (fasting 3 d and parenteral ali-
mentation). Indicators including the comfort, 
enteric visibility and extensity of patients were 
observed.

RESULTS: Group B and group C, which 
showed no significant difference between them-
selves, had better comfort than group A dur-
ing the examination. There was not significant 
difference in cleanness and visibility on CE in 
whole small bowel between group A and group 
B. Group C showed decreased visibility in low-
er-half small bowel, but no difference in upper-
half small bowel, compared with group A and B 
(12.6 ± 3.6 vs 52.4 ± 13.3, 46.6 ± 8.1; 21.2 ± 9.3 vs 
46.4 ± 11.2, 49.7 ± 9.3, all P < 0.01). Extensity of 
group C was less than group A and group B (24.4 
± 4.8 vs 45.2 ± 8.2, 46.5 ± 9.4, both P < 0.01).

CONCLUSION: Capsule endoscopy can be per-
formed on organ dysfunction patients. Accord-
ing to location of diseases, appropriate bowel 
preparation is needed, for example, some laxa-
tive and less water for whole small bowel, and 3 
d fasting for upper-half small bowel.

Key Words: Capsule endoscope; Organ dysfunc-
tion; Bowel preparation

Xu L, Lv NH, Zhu X, Xu P, Chen YX, Zhu Y, He HC, Hua 
KL. Bowel preparation for capsule endoscopy in organ 
dysfunction patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(28): 3242-3245

摘要
目的: 探讨心、肺、肾等脏器功能不全的特
殊患者行胶囊内镜检查时肠道准备的方法. 

方法: 2007-09/2008-06我院收治的疑为小肠疾
病的患者43例, 分为A组: 不伴有器官功能衰
竭患者(磷酸盐口服液和大量清水), 伴有器官
功能不全患者随机分为B组(3 d流质饮食, 磷
酸盐口服液和少量清水)和C组(3 d禁食). 观察
患者的舒适性、肠道的清晰度以及肠腔充盈
度等指标. 

结果: 行特殊肠道准备的B组和C组, 患者不适
的发生率较A组明显减少, 而B组和C组之间
无差异. A、B两组患者小肠检查全程清洁度
无差异. C组小肠清洁和较清洁的上半肠段与
A、B两组上半小肠段比较无差异, 而C组下

®

■背景资料
器官功能衰竭患
者大多耐受性差, 
不能进行传统内
镜检查, 胶囊内镜
检查患者耐受性
较好, 但是由于心
肺肾功能不全的
患者不能服用大
量液体, 使得其肠
道准备不充分, 使
得胶囊内镜在这
些患者应用受到
限制.

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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半段小肠的肠腔清晰度与A、B两组比较有
明显下降(12.6±3.6 vs  52.4±13.3, 46.6±8.1; 
21.2±9.3 vs  46.4±11.2, 49.7±9.3, 均P <0.01); 
A、B两组患者肠腔充盈度比较无差异, 而C
组与A、B组比较, 充盈度明显下降(24.4±4.8 
vs  45.2±8.2, 46.5±9.4, 均P <0.01).

结论: 心肺肾等器官功能不全的患者可以进
行胶囊内镜检查, 检查时可以根据患者不同的
检查目的选择合适的肠道准备方法.

关键词�� 胶囊内镜; 器官功能不全; 肠道准备
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0  引言

胶囊内镜检查的患者依从性比普通电子内镜要

好, 许多不适应进行电子內镜检查的患者可以

采用胶囊内镜检查[1]. 但是器官功能衰竭患者进

行胶囊内镜检查时, 同样也不能耐受服用较多

液体的肠道准备. 本研究采用前瞻性的研究方

法, 探索适合这些患者进行胶囊內镜检查的肠

道准备方法[2]. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2008-06期间, 我院收治的疑为

小肠疾病的患者43例行胶囊内镜检查(OMOM胶

囊式内窥镜), 所用智能胶囊(金山科技, 重庆)由
护理人员随机从库存中取出. 以统一的表格告知

每个患者检查过程和注意事项. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及肠道准备: 一般人群胶囊内镜检查

采用的肠道准备方法设为A组(n  = 20). 有严重

通气障碍、心衰、肾器官功能不全不适宜服用

大量液体的患者(包括部分拒绝服用大量液体进

行肠道准备者), 采用特殊的肠道准备, 随机分配

到B组(n  = 12)和C组(n  = 11). A组: 检查前3 d流
质, 检查前晚8点后禁食, 检查前夜和当日6点分

别服用磷酸盐口服液40+750 mL温开水. 检查前

30 min-2 h加服1.9/L二甲基硅油(二甲基硅油散

19 g+100 mL清水). B组: 检查前3 d进食流质, 检
查前晚8点后禁食, 检查前夜和当日分别口服磷

酸盐口服液30+200 mL清水, 检查前30 min-2 h
加服1.9/L二甲基硅油散19 g+100 mL清水. C组: 
检查前禁食3 d, 予以肠道外营养治疗. 检查前30 

min-2 h加服(或者不口服)1.9/L二甲基硅油散19 
g+100 mL清水. 
1.2.2 肠道准备效果的评价: 本研究使用OMOM
图像分析中的面积计算方法, 选择闭合曲线和

面积计算方法, 定量计算肠腔内气泡、粪质和

粪渣占所见肠腔的百分比, 可进行精确百分比

计算. 两位有丰富传统电子纤维内镜诊断经验

的研究者独立地评价胶囊内镜所拍摄的图像. 
评价者先不知道患者采用的何种肠道准备方法, 
评价指标: (1)清晰度. 判断分为清洁(95%以上肠

黏膜清晰可见不影响诊断), 较清洁(50%-95%黏

膜可见, 有少量粪渣或气泡), 不清洁(0%-50%黏

膜可见, 有大量粪渣或粪块, 影响观察). (2)肠腔

充盈度. 观察清洁和较清洁肠段中的肠腔充盈

情况, 分为充盈(肠腔呈类圆形, 可以看见前方2
个以上环形皱襞), 较充盈(肠腔呈卵圆形, 可以

看见前方1-2个环形皱襞), 不充盈(肠腔紧闭, 不
能看见前方环形皱襞). 假定胶囊在肠腔中作匀

速运动, 比较每种清晰度和充盈度分类所占时

间与该次检查的智能胶囊小肠停留总时间的百

分比.
统计学处理 组间比较采用单因素方差分析

(ANOVA), P <0.05认为有统计学意义. 2位独立

的医师读片结果的一致性采用Pearson相关分析, 
P <0.05认为相关性具有统计学意义. 

2  结果

2.1 临床资料 三组患者均为汉族人, 三组之间性

别无明显差异, B组和C组患者年龄比A组大, 差
异有统计学意义. A组患者无心肾功能和通气功

能障碍, B组和C组心肾功能和通气功能障碍患

者的比例无差异, B组另有两例拒绝服用大量液

体做肠道准备的患者. 三组患者均以不明原因

消化道出血为最主要的适应证, 还有腹痛和不

明原因缺铁性贫血等. A组胶囊内镜检查有9例, 
B组和C组各3例未见明显异常, 均以血管畸形和

间质瘤为最多见的病变(表1). 
胶囊开始工作后平均13 s进入胃腔, 进入

小肠的时间平均为83 min, 最快4 min, 最慢275 
min. 在小肠内停留的时间平均为232 min, 最短

158 min, 最长342 min, 进入结肠的平均平均为

344 min. A组有3例胶囊在回肠中停止工作, B组
C组各1例. 胶囊在食管、胃和小肠停留时间无

统计学差异(表2).
2.2 患者舒适性的调查 本组患者有23例检查过

电子纤维胃镜或肠镜, 此23例一致对胶囊内镜

■研发前沿
目前胶囊内镜的
临床研究取得了
较多进展, 使用缓
泻剂和促动力药
可以改善胶囊内
镜检查的图片质
量.
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的舒适性表示满意. 行特殊肠道准备的B组和C
组患者, 心肺肾功能无加重, 腹胀, 腹痛, 呕吐和

肛周不适等发生率较A组患者明显减少, B组和

C组患者两组之间无差异(表3).
2.3 小肠清晰度的观察 AB两组患者小肠检查全

程清晰度无差异. 而C组小肠上半小肠清洁和较

清洁的肠段与AB两组比较无差异, 而不清洁肠

段占9.2%±2.4%, 与AB两组比较有差异. 而C组
小肠下半段的肠腔清晰度明显变差, 清洁、较

清洁和不清洁的肠段所占比例与AB两组比较均

有显著差异(表4). 2位有丰富电子内镜诊断经验

的医师独立读片, 结果具有一致性, Pearson-r为
0.89, P <0.05.
2.4 小肠充盈度的观察 AB两组患者肠腔充盈

度比较无差异. C组与A组B组比较, 充盈度明显

下降, 充盈、不充盈所占肠段百分比与另两组

之间均有差异, 较充盈肠段所占百分比和A组

与比较有差异, 与B组比较无差异(表5). 两位医

师独立读片结果具有一致性, Pearson-r为0.72, 
P <0.05.

3  讨论

胶囊内镜检查前的肠道准备目前尚无统一标 
准[3]. Viazis et al认为检查前禁食8-12 h即可[1,4], 
但我们在传统电子内镜和胶囊内镜的检查中发

现, 在中国的患者仅仅禁食8-12 h, 小肠下段尤

其是结肠仍然有很多粪质, 获得的黏膜图象质

量很差, 不能满足诊断需要. 而Franke et al研究

提示肠道准备使用轻泻剂能提高胶囊内镜检查

患者的图片质量[5]. 最近Niv et al进行的Meta分
析显示, 各种肠道准备可以显著提高肠道黏膜

的影像清晰度, 而对传输时间无明显影响[6]. 
临床上怀疑小肠或者结肠疾病的患者, 如

同时有心、肺、肾功能不全则不能耐受传统电

子纤维内镜检查, 勉强进行检查, 患者十分痛苦, 
并有可能诱发严重的不适或并发症, 是否可以

进行胶囊内镜检查? 但是以往研究仅仅禁食导

致肠道的清晰度不足, 影响病灶的观察, 而传统

肠道准备需要较短时间内口服大量清水, 心肺

肾功能不全的患者不能耐受, 需要对这类患者

胶囊内镜检查的探索能耐受的肠道准备方法[7]. 
目前尚没有对这些特殊患者进行胶囊内镜检查

的报道[8]. 
本研究针对这些特殊患者设计了两种肠道

准备方法(B组和C组). 心、肺、肾功能不全患

者的年龄偏大, 不耐受一般肠道准备, 所以本研

究中B组和C组年龄比A组偏大. 众所周知, 心、

肺、肾功能不全患者不能饮用大量液体, 可诱

发或加重器官功能不全, 本研究设计的两种肠

道准备方法, 饮水量少, 这些特殊患者在检查中

均没有明显不适. 
由经验发现, 不进行肠道准备, 有较多的肠

管清晰度极差, 另外由于胶囊内镜检查时大部

分时间不能适时观察, 也不能象普通纤维内镜

检查那样进行抽水与充气等处理, 使得肠道中

的粪质或残渣可较多的影响, 因此, 本研究中所

有检查者均采用了甘露醇作为泻剂, 并且甘露

醇可以经过发酵产生氢气等气体[9], 有利于肠腔

充盈, 可使观察盲区进一步减少, 本研究采用甘

露醇作肠道准备, 取得满意效果. 使用了甘露醇

的A组和B组的肠腔充盈度比没有使用甘露醇

的C组更加满意, 有助于肠腔黏膜的细致观察[10]. 
虽然甘露醇发酵产生的气体可以引起燃烧爆炸等

危险, 但是由于胶囊完全密封绝缘, 不能进行电切

除等操作, 不会产生与气体相关的不良事件[11]. 
本研究的B组患者, 全小肠均取得非常满意

的小肠清晰度. 适合于特殊患者全小肠检查的

肠道准备. C组患者患者禁食仅予以肠道外营养

做支持治疗, 对患者体液代谢无影响. 患者的肠

腔的清晰度在小肠上段满意不影响检查, 而小

肠下段清晰度逐渐变差, 临近回肠末端时粪质

严重影响检查[12]. 所以, 从本研究推断, 我国患者

表 1 临床资料分析

     临床特点      A组             B组                 C组 

年龄                47.4±21.54    63.6±3.8a    65.6±6.4b

男/女     12/8           5/7               6/5

并发症   

    心功能不全      0           3               2

    肾功能不全      0           4               4

    严重通气障碍      0           3               5

    拒绝口服大量液体      0           2               0

检查原因   

    不明�血    14           6               5

    腹痛       1           2               3

    不明缺铁性贫血      3           3               3

    其他       2           1               0

胶囊内镜所见   

    未见明显异常      9           3               3

    血管畸形      5           2               2

    间质瘤       4           4               2

    其他       2           3               2

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组.

■应用要点
本研究中的两种
肠道准备方法患
者舒适性明显提
高, 不影响患者的
器官功能. 小肠黏
膜清晰度和充盈
度与普通方法比
较无差异.
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进行胶囊内镜检查的肠道准备, 仅仅短时间的

禁食是不够的. 但是也可得出, C组的肠道准备

方法也适合需要采用胶囊内镜检测上消化道和

上半小肠的心、肺、肾功能不全患者[13]. 
本研究采用的面积定量计算的方法进行肠

腔图片质量分析, 比其他研究的八分法更加准

确[7], 值得在今后类似的研究中推广应用. 
结论, 心肺肾功能不全的患者可以进行胶囊

内镜检查, 检查时可以根据患者不同的检查目的

选择个性化的肠道准备方法. B组的肠道准备方

法, 适用于不能口服大量液体的, 目的是观察全

消化道的患者的胶囊内镜检查. 3 d禁食使用肠

外营养支持的肠道准备方法适用于目的是观察

上消化道和上半小肠的器官功能不全的患者. 
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表 2 胶囊在小肠有效工作时间比较

      
分组   n  食管(s)            胃(min)          小肠(min)               总时间(min)          未到达结肠

A 20 6±1.5      37.36±25.46      253.36±104.23            457.52±134.45 3

B 12 7±2      43.25±36.42      272.28±125.46            435.47±115.35 1

C 11 6±2.5      39.37±28.35      253.42±115.43            472.39±128.31 1

表 3 胶囊内镜检查时患者舒适性的调查 (%)

      
分组   n             腹胀 腹痛        呕吐    肛周不适

A  20       20(100)      19(95)       4(20)       7(35)

B  12         4(33.3)b      2(17)b      2(17)       2(17)

C  11         0(0)b           2(18)b      0(0)         0(0)a

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组.

表 4 胶囊内镜检查时小肠清晰度的观察 (%)

                              
A组          B组

                          C组

     (上1/2小肠)      (下1/2小肠)

清洁        52.4±13.3   46.6±8.1   44.8±8.4      12.6±3.6bd

较清洁    46.4±11.2   49.7±9.3   46.0±9.2      21.2±9.3bd

不清洁      1.4±0.5       3.7±1.2     9.2±2.4bd    62.2±8.2bd

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组.

表 5 胶囊内镜检查时小肠充盈度的比较 (%)

      
            A组                     B组             C组

充盈     45.2±8.2         46.5±9.4         24.4±4.8bd

较充盈     41.1±5.2         38.1±4.8         35.2±6.5a

不充盈     13.4±4.1         15.4±5.6         36.4±7.4bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组.

■同行评价
本文选题较好, 有
一定的科学性及
创新性, 对临床也
有较大的指导意
义.
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Abstract
A famale patient of 59 years old was admitted to 
hospital because of venting faeces with grume 
and blood for 10 years, and aggravating for 1 
wk. She was diagnosed with ulcerative colitis. 
A diagnosis of hyperthyroidism was made 15 
yeas ago. Both diseases recurrently outbroke 
and were in the active stage. The patient was 
discharged from hospital after treatment and 
both diseases were improved well. 

Key Words: Ulcerative colitis; Hyperthyroidism
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摘要
患者, 女性, 59岁, 因“反复排黏液血便10年, 
加重1 wk入院, 诊断为溃疡性结肠炎. 有“甲
状腺功能亢进症”病史15年. 两种疾病反复发
作, 入院后检查均呈活动表现, 同时治疗后病

情好转出院, 随访1年半病情稳定.

关键词�� 溃疡性结肠炎; 甲状腺功能亢进症
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)与甲状腺功

能亢进症(hyperthyroidism, 简称甲亢)发病均与

自身免疫反应有关, 但两者合并存在罕见. 我们

收治1例溃疡性结肠炎合并甲状腺功能亢进症

患者, 现报道如下. 

1  病例报告

患者, 女, 59岁, 退休电焊工人, 因“反复排黏液

血便10年, 加重1 wk”入院. 患者10年前无明显

诱因排黏液血便, 每天2-3次, 行结肠镜检查后

诊断为“溃疡性结肠炎”, 予柳氮磺胺吡啶片

(4 g/d)治疗, 症状反复. 1 wk前黏液血便增多, 每
天4-5次. 既往于15年前出现怕热、多汗、消瘦

症状, 在外院经血清学和颈部超声等检查(具体

检查结果不详), 诊断为“甲状腺功能亢进症”, 
口服药物治疗2年, 效果欠佳, 症状反复发作, 遂
行甲状腺次全切, 仍症状反复, 间断服用丙基硫

氧嘧啶治疗. 家族中多人有“甲状腺功能亢进

症”病史. 入院体查: T 36.5℃, P 84 次/min, 颈前

区见横行手术瘢痕, 正中可触及一大小约3 cm
结节, 腹平软, 左下腹轻压痛, 无反跳痛, 肝脾未

及, 肠鸣音6 次/min. 结肠镜检查: 横结肠、降结

肠、乙状结肠、直肠黏膜广泛充血、水肿、糜

烂, 考虑溃疡性结肠炎. 大便常规: WBC 5-10/HP, 
RBC 5-20/HP, 大量黏液, 隐血试验阳性. 血清甲

状腺功能: 游离T3 3.39(参考值1.45-3.48) ng/L, 游
离T4 24.9(参考值7.1-18.5) ng/L, 超敏促甲状腺素

0.005(参考值0.47-4.64) mIU/L. 免疫功能: 血清

总补体58.9(参考值23-46) kU/L, 补体C3 1.86(参
考值0.8-1.8) g/L, 补体C4 0.43(参考值0.12-0.38) 
g/L, IgG、IgM、IgA正常. 血常规、肝功能、肾

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)与甲状腺功
能亢进症发病均
与自身免疫反应
有关, 但两者合并
存在罕见.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科
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功能、电解质、血沉、CA199、CEA正常, 大便

培养无致病菌生长. 甲状腺彩超: 颈前囊实混合

性团块, 异位甲状腺组织并部分囊性变? 请普通

外科会诊, 建议手术, 但患者拒绝, 要求药物控

制治疗. 诊断: 溃疡性结肠炎(复发型, 活动期, 中
型, 广泛性结肠炎)、甲状腺功能亢进症. 予以强

的松(40 mg/d)、柳氮磺胺吡啶(4 g/d)po , 地塞米

松(10 mg/d)灌肠, 丙基硫氧嘧啶(150 mg/d)抗甲

亢及支持对症治疗后病情好转出院. 出院时无

特殊不适, 大便棕黄色, 质软, 1-2次/d, 大便常规

WBC、RBC为0/HP, 隐血试验阳性. 出院后继续

口服药物治疗, 病情稳定, 药物逐渐减量. 随访至

今1年半, 目前维持强的松(5 mg/d)、柳氮磺胺吡

啶(0.75 g/d)、丙基硫氧嘧啶(50 mg/d). 大便1-2次
/d, 多为黄色软便, 复查大便常规和隐血试验正

常. 无怕热、多汗症状, 血清甲状腺功能检查基

本正常, 甲状腺彩超检查较住院时无明显改变.

2  讨论

溃疡性结肠炎是一种病因尚不十分清楚的直肠

和结肠慢性非特异性炎性疾病, 其发生一般认

为与自身免疫反应有关. 可伴有多种肠外表现, 
包括关节炎、结节性红斑、坏疽性脓皮病、巩

膜外层炎、前葡萄膜炎、口腔复发性溃疡、

原发性硬化性胆管炎、淀粉样变性等. 肠外表

现国外报道有40%-50%, 而我国较少见. 2006年
中国炎症性肠病协作组对全国3100例住院溃

疡性结肠炎患者的调查中[1], 434例患者(14.0%)
具有肠外表现, 包括关节痛(7.1%)、皮肤病变

(1.9%)、口腔溃疡(1.9%)、眼部病变(1.7%)、肛

瘘(0.55%)、肛周脓肿(0.42%)、肛裂(0.39%). 甲
状腺功能亢进症(甲亢)为自身免疫性疾病, 与溃

疡性结肠炎合并存在病例少见, 国内目前尚未

见报道, 国外报道在溃疡性结肠炎患者中甲亢

的发生率为0.8%-3.7%[2-3], 在甲亢患者中溃疡性

结肠炎的发生率为1.3%[4]. 甲亢多发生于溃疡性

结肠炎之前, 也可同时或后于其出现[2-3,5], 本例

患者甲亢先于溃疡性结肠炎出现. 虽然两者发

病均与自身免疫功能紊乱有关, 但两者之间在

发病机制上有无联系目前尚不明确, 不过有学

者认为两者间可能存在以下共同之处: 心理应

激、遗传因素、免疫因素. 在治疗上, 国外有学

者认为, 两者病情相互影响, 甲亢可加重溃疡性

结肠炎患者的肠道症状, 影响溃疡性结肠炎的

治疗效果, 反之亦然, 因而治疗上需两者同时并

重[6-7]. 本患者溃疡性结肠炎和甲亢症状均反复

发作, 可能与两者未同时并重治疗并达到病情

有效控制有关. 患者住院后我们两种疾病同时

予以并重治疗, 病情得到好转出院. 遗憾的是患

者颈前囊实混合性团块不愿意进行手术, 病变

性质不能病理明确. 病情目前追踪1年半时间良

好, 但长远效果有待继续追踪观察.
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