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 述评 EDITORIAL

肝癌的冷冻治疗

徐克成, 牛立志

徐克成, 牛立志, 广州复大肿瘤医院肿瘤冷冻治疗中心 广东
省广州市 510300
徐克成, 1963年南通医学院本科毕业, 主要从事消化病(肝病)临
床研究.
作者贡献分布�� 徐克成和牛立志对此文贡献均等, 两人共同设
计, 牛立志负责肝癌临床冷冻治疗的实施, 徐克成负责临床指导
和文章写作.
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Cryosurgery for hepatocellular 
carcinoma

Ke-Cheng Xu, Li-Zhi Niu

Ke-Cheng Xu, Li-Zhi Liu, Cryosurgery Center for Cancer, 
Guangzhou Fuda Cancer Hospital, Guangzhou 510300, 
Guangdong Province, China
Correspondence to: Ke-Cheng Xu, Guangzhou Fuda 
Cancer Hospital, 167 Xingang Western Road, Guangzhou 
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Abstract
Cryosurgery is an important treatment modality 
for unresectable hepatocellular carcinoma 
(HCC). There are different forms of cryosurgery 
for HCC including intraoperative cryoablation 
with or without excision, laparoscopic liver 
cryosurgery, percutaneous liver cryoablation 
under the guidance of ultrasonography, CT or 
MRI. Cryoablation, as a local therapy for HCC, 
has certain advantages over other forms of 
treatment. It is able to destroy only tumor tissue 
in the liver while sparing more noninvolved 
tissues. Tumors close to the vessel systems can 
safely undergo cryoablation due to the warming 
effect of circulating blood in large blood vessels. 
Liver cryoablation is more effective than 
surgical resection for multiple liver tumors. 
Cryosurgery in combination with transarterial 
chemoembolization (TACE), alcohol injection or 
125iodine seed implantation has a complementary 
efficacy. Clinically, cryosurgery for HCC is 
performed according to the following principles. 
Intraoperative or percutaneous cryosurgery 
may be performed for liver tumors < 5 cm or ≤
3 cm, TACE for liver tumors > 5 cm followed 
by percutaneous cryosurgery. Liver tumors > 5 

cm with an irregular margin, may also undergo 
intraoperative or percutaneous cryosurgery 
followed by alcohol injection or 125iodine seed 
implantation in the margins of tumors.

Key Words: Cryosurgery; Hepatocellular carcinoma

Xu KC, Niu LZ. Cryosurgery for hepatocellular carcinoma. 
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摘要
冷冻疗法己成为治疗不能手术切除肝癌的重
要手段. 冷冻方法可选择手术中冷冻, 切除或
不切除肿瘤、腹腔镜下冷冻, 或在超声、CT
或MRI监测下, 经皮冷冻. 作为一局部治疗, 冷
冻具有超越其他治疗方法的若干优点: 仅消
融肝内肿瘤组织, 而少伤及正常组织; 由于大
血管流动血流的温热作用, 冷冻可安全地治疗
临近大血管的肝肿瘤; 冷冻比之手术更适宜
治疗肝多发性肿瘤. 冷冻联合肝动脉化学栓塞
(TACE)、酒精注射或125碘粒子植入, 有相辅
相成的作用. 对于冷冻在肝癌治疗中应用, 可
归结如下: (1)小于5 cm, 尤其小于3 cm的肝癌, 
数目不超过3个, 可以手术中冷冻或经皮冷冻. 
(2)大于5 cm的肝癌, 先作TACE, 再给予经皮
冷冻. (3)大于5 cm, 边缘不整, 预计冷冻不完
全的肝癌, 可予手术中或经皮冷冻, 同时在冷
冻区周边部注射酒精或植入125碘粒子.

关键词� 冷冻疗法; 肝肿瘤

徐克成, 牛立志. 肝癌的冷冻治疗. 世界华人消化杂志  2008; 
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0  引言

原发性肝癌的首选治疗是手术切除, 术后5年生

存率30%-40%, 但只有10%左右的肝癌能得以手

术切除. 肝移植在选择性病例中可取得良好效

果, 但也只适用于小肝癌, 肿瘤超过3 cm或有3个
以上瘤结节者, 移植后效果不佳. 近年来微创消

融技术应用于肝癌治疗, 这些方法包括化学消

融(酒精和醋酸)、热消融(射频, 微波和超声)和

www.wjgnet.com
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■背景资料
原发性肝癌的首
选治疗是手术切
除, 但只有一少部
分肝癌能得以手
术切除. 肝移植在
选择病例中可取
得 良 好 效 果 ,  但
也只适用于小肝
癌, 肿瘤超过3 cm
或有3个以上瘤结
者 ,  移 植 效 果 不
佳. 目前冷冻疗法
已成为治疗不能
手术切除的肝癌
的重要手段. 

■同行评议者
秦华东, 教授, 黑
龙江省哈尔滨医
科大学附属第二
医院普外四科



冷消融[1]. 
1970年德国Stucke和Hirte[2]首先介绍冷冻治

疗肝恶性肿瘤. 1976年Ikeda[3]在实验研究中发现

冷冻肝肿瘤后出现对远隔病变的免疫反应. 随
后, 包括我国在内许多国家相继应用冷冻治疗

肝肿瘤[4-6]. 目前, 冷冻疗法己成为治疗不能手术

切除的肝癌的重要手段. 据Siefert et al [4]在1988
年统计, 全世界有72个单位应用冷冻技术, 共治

疗肝癌2173例. 我们对2001-03/2006-10共1030例
肝癌患者作了冷冻治疗, 其中原发性肝癌710例, 
继发性肝癌320例, 多数采用经皮途径完成[6]. 本
文主要介绍原发性肝细胞癌冷冻治疗.

1  病例选择

冷冻疗法主要适用于不能手术切除的肝癌患者. 
选择病例时应考虑以下几点[6-7]: (1)肝内肿瘤因

为瘤块过大, 邻近大血管、胆管或重要脏器, 或
呈多发性分布难以手术切除者和由于肝储备功

能不良难以耐受手术者, 可考虑作手术中或经

皮冷冻治疗. (2)与手术切除联合应用, 以求完全

清除癌组织. (3)肝内肿瘤十分邻近肝内胆管汇

合部患者, 不适合冷冻治疗, 但对邻近大血管(如
肝动脉和门静脉)的肿瘤, 由于血液的温热作用, 
冷冻一般不会伤及血管壁, 因此可懂慎地进行

冷冻治疗. (4)肝内肿瘤范围超过全肝50%者, 不
适宜作冷冻治疗. (5)有腹水存在者, 应先消除腹

水, 再考虑冷冻治疗. 对肝储备功能较差者, 应
主要考虑作经皮或经腹腔镜冷冻, 而不宜作剖

腹冷冻. (6)有肝外转移患者, 一般不宜作冷冻治

疗. 但如转移灶数目不多或仅于一处(如肺), 可
同时作转移灶冷冻治疗.

2  冷冻方法

取决于肝癌的部位和大小, 患者肝功能和全身

状态, 以及术者的技术和设备条件. 冷冻方法可

选择[4]: (1)手术中冷冻: 对肿瘤先冷冻, 再切除, 
或仅冷冻而不予切除[7-8]. (2)经皮冷冻: 在超声、

CT或MRI引导下, 经皮穿刺插入冷冻探针, 将肝

内肿瘤消融[9-10]. 对于位于肝上部,邻近下腔静

脉、肝静脉和膈肌的肝癌, 经腹途径常不易显

露病变, 可取经胸途径[11]. (3)腹腔镜下肝冷冻治

疗: 在腹腔镜直视下将肝内肿瘤部分或全部予

以冷冻[12-14].
冷冻过程中必须密切监测温度和冰球的演

变. 氩氦冷冻系统冷冻探针头部设有温差电偶, 
开机后即显示温度, 可进行动态监测整个冷、
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热循环治疗的过程, 同时配备有4支外接温差电

偶, 长约12 cm, 可插入肿瘤周边区, 实时监控温

度变化. 要求靶区温度应低于-40℃. 
冷冻治疗开始后, 在超声上出现以探针为

中心的向外逐渐扩大的强回光团; 随着冰球快

速的增大, 出现一结石样强回声半月形光环, 其
后有大片的无回声区声影. 组织学显示, 上缘强

回声半月形光环反映为靶组织完全结冰, 发生

冷冻坏死[15-16]. 
停止冷冻, 自然复温或氦气复温时, 随着整

个冰球全部溶解, 结石样回声由内向外逐渐消失, 
形成一个低密度的回声区, 其周围与正常组织之

间有明显的暗环. 经过2个轮回冷冻-复温治疗后, 
肿瘤区外围与正常组织交界处的暗环更为明显. 

应用彩色多普勒血流显像(CDFI)可监视肝

肿瘤局部血流的变化. 原发或转移性肝癌的血

供90%-95%来自肝动脉, CDFI不仅可以观察正

常肝脏血管的走向、分布, 而且可以检测出异

常的血管, 特别是肿瘤血管. 原发性肝癌的CDFI
特点是: 彩色血流可呈提蓝状, 包绕癌瘤, 伸向

瘤内或呈散状彩点分布, 动脉和门静脉血流流

速加快. 冷冻治疗时随着冰球扩展到整个癌瘤, 
可见瘤体外围的彩色血流逐渐减慢以至全部消

失. 治疗后局部CDFI示血流消失为肿瘤灭活的

重要指标之一. 
近年来, 随着介入MRI技术的发展, 临床上

应用MRI引导作肝癌经皮冷冻治疗. 与超声仅显

示冰球前部, 后部因声影不能显示不同, MRI能
显示冰球的全部轮廓[17]. 但由于费用昂贵, 且操

作较复杂, 目前尚未能推广应用.

3  冷冻后处理

定期检查肿瘤标记(如AFP、CEA)和超声、CT, 
以了解有无肿瘤复发. 必须指出的是, 肝癌冷冻

后的CT表现可类似于肝脓肿或梗塞, 需仔细鉴

别, 以避免将治疗后正常的表现误认为并发症. 
在平扫CT或MRI上, 冷冻区显示出较原肿瘤区

稍大(覆盖肿瘤区)的低密度或低信号区域, 增
强扫描后局部无强化, 提示肿瘤坏死. 按Kuszyk  
et al [18]统计, 经冷冻治疗的病变, CT上主要表现

为低密度, 54%呈楔形, 29%呈圆形, 21%呈泪滴

形, 36%含有气体, 93%内有出血, 静脉造影后

54%的病灶显示外周性增强影. 

4  临床报道

4.1 单纯冷冻治疗 剖腹冷冻治疗肝细胞癌的资

料较多[19-23]. Shafir et al [19]于1996年报告39例肝

www.wjgnet.com

■研发前沿
冷冻疗法是一种
原位肿瘤消融手
段, 与手术切除相
比较, 冷冻治疗更
具有优点. 
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癌接受冷冻治疗, 其中结直肠癌肝转移25例, 肝
细胞癌4例, 在平均随访期14 mo内, 所有接受完

全性冷冻治疗的病例均生存, 其中51%的病例

无病生存. Crews et al [8]报告40例肝恶性肿瘤经

开放性冷冻治疗后, 存活率18 mo的肝细胞癌患

者占60%, 结直肠癌肝转移患者占30%. Adam 
et al [24]评价了34例不能切除性肝细胞癌和结直

肠肝转移患者冷冻治疗的结果. 无术中死亡.在
平均随访期16 mo内, 局部复发率在肝细胞癌为

0%, 在结直肠肝转移为44%, 2年累积生存率分

别为63%和52%, 分别有67%和20%的病例无疾

病证据. Lam et al [9]应用冷冻疗法治疗根治性肝

切除后复发的肝细胞癌患者4例, 在12-23 mo的
随访期内均生存. Sheen et al [25]报告57例恶性肝

肿瘤患者接受冷冻治疗, 其中一组41例结直肠

癌肝转移, 另一组16例非结直肠癌转移性肝肿

瘤(内5例肝细胞癌). 2组治疗后中位存活期分别

为22和37 mo. Wren et al [26]认为冷冻疗法主要作

为肝癌的姑息治疗, 但在选择性病例中可达到

治愈目的. 12例伴肝硬化的肝细胞癌患者(Ⅱ期2
例, Ⅲ期1例, Ⅳ-A期7例, Ⅳ-B期2例)接受冷冻治

疗, 在冷冻治疗后平均存活期为19 mo, 在作出诊

断后为29 mo. 3例在冷冻后平均17 mo死于复发, 
4例在冷冻后19 mo、诊断后38 mo复发, 但仍生

存, 2例Ⅱ期患者分别在冷冻治疗后10和32 mo仍
无复发. Rehrig et al [27]报告24例肝细胞癌接受冷

冻治疗, 其中6例为原发性, 18例为继发性, 在中

位随访期33.7±6.8 mo, 总存活率为46%. Bilchik  
et al [28]报告40例肝恶性肿瘤接受手术中冷冻治

疗, 其中结直肠肝转移27例, 肝细胞癌8例. 这些

患者接受冷冻治疗的原因是肿瘤位于两叶或

中心区、肝功能储备差、有其他疾病或肝锲

形切除后切缘有癌肿残余. 术后18 mo存活率

在肝细胞癌患者为60%, 结直肠肝转移患者为

30%. 9例在平均17.7 mo的随访期内无疾病证据. 
Kosowski et al [29]对8例肝细胞癌和25例转移性

肝癌作冷冻治疗. 13例的肿瘤为单个, 其余为多

发性. 术后冷冻相关性并发症不超过9%, 总死亡

率3%. Jungraithmayr et al [30]对19例不能手术切

除的肝癌患者进行冷冻治疗和冷冻加手术切除. 
术后1年内27.3%的患者仍无复发生存, 中位生

存期21 mo, 1和3年生存率分别为62.5%和15.8%. 
Kerkar et al[31]回顾性分析98例肝癌(其中包括肝

细胞癌14例)接受冷冻治疗的转规, 1、2、3和5
年总生存率分别为81%、62%、48%和28%, 中
位生存期33 mo, 无肝复发生存率分别为76%、

42%、24%和16%, 中位无肝复发生存期为20 
mo; 冷冻病变的复发率5%.

Zhou et al [32]1998年报告接受手术中冷冻治

疗的235例肝细胞癌患者, 1、3、5年生存率分

别为78.4%、54.1%和39.8%, 其5年生存率与一

般报告的肝切除后5年生存率(41.3%)几乎无差

别. 2005年周信达 et al [33]又报告对84例接受冷冻

切除的肝癌患者随访结果. 无手术死亡和严重

并发症发生, 1、3和5年生存率分别为98.7%、

83.9%和64.0%, 复发率分别为15.1%、30.1%和

39.0%. Cha et al [34]发现单纯冷冻和冷冻加手术

切除的效果无差异. 他们在38例不能切除的肝

癌患者比较了两种治疗方式. 结果显示: 1、2和
4年总生存率分别为82%、65%和54%, 4年生存

率在单纯冷冻组为64%, 冷冻加切除组为42%, 
45 mo无病生存率分别为25%和36%, 局部复发

率分别为12%和11%, 两组均无明显差异.
近年来, 经皮冷冻治疗肝癌已积累了较丰

富经验. Nakazaki et al [35]报告10例肝细胞癌和５

例结直肠癌肝转移患者接受经皮冷冻治疗, 所
有病例的肿瘤均小于3 cm. 结果显示病变呈完全

反应者(CR)6例, 部份反应者(PR)5例, 无变化者

(NC)2例, 进展者(PD)2例. 
2001-03/2005-03徐克成 e t a l [6]对550例肝

细胞癌作了经皮冷冻治疗, 其中152例单独接受

冷冻治疗, 并随访4年. 经临床评价, 这些病例

的肿瘤均为不可手术切除性. 1、2、3和4年生

存率分别为86.4%、72.9%、51.6%和45.4%, 肿
瘤小于5 cm的患者存活率高于大于5 cm的患者 
(表1). 这一结果与Zhou et al [32-33]报告的开放性冷

冻治疗的结果相似.
4.2 冷冻和肝动脉化学栓塞联合治疗 肝动脉化

学栓塞(TACE)可使肝癌瘤块缩小. 先予TACE, 
待肿瘤缩小后再予冷冻, 可扩大冷冻有效范围, 
提高冷冻效率, 减少复发. 

Clavien et al [36]报道15例不能切除性肝癌患

者接受TACE和冷冻联合治疗, 所有病例均伴有

肝硬化. 除1例外, 全部病例在冷冻治疗前均接

■相关报道
报道称, 射频消融
与手术切除或冷
冻治疗联合应用, 
与单用射频治疗
相比, 可减少出血
和血小板减少等
并发症发生, 缩短
住院时间.

 

     
肿瘤大小          n

 　                  存活率(％)

      1年    2年   3年  4年

<５cm         8 100.0 100.0 62.5 62.5

5�10 cm     104   89.4   69.2 54.8 46.2

>10 cm       40   70.0   49.5 37.5 27.5

总数     152   86.4   72.9 51.6 45.4
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■应用要点
对于不能切除的
肝癌, 无论是原发
性或继发性, 微创
治疗是一可替代
手术的重要选择, 
其中以冷冻疗法
最受关注, 因为他
不仅能治疗小肝
癌, 而且对大肝癌
和邻近大血管的
肝癌也适用. 

受一次或几次TACE, 未作TACE的1例患者在冷

冻治疗后发生出血被迫再次接受手术. 在平均

随访期2.5年内, 3例出现肝癌复发, 13例均生存, 
最长者已生存5年, 实际5年存活率为79%. 

Qian et al [37]报道34例原发性和转移性肝癌

接受TACE-经皮冷冻治疗, 在3-15 mo随访期内, 
41.1%的患者被认为获得临床治愈, 表现为肿瘤

标志物降至正常, CT/MRI显示肿瘤完全坏死. 
2001-03/2004-06, 我们对360例肝细胞癌患

者作了TACE-冷冻序贯治疗[38]. 肝内肿瘤均大于

5 cm, 220例的肿瘤为单发, 其余为多发, 但数目

不超过5个. 所有病例经过详细评价被认为是肿

瘤不可切除. TACE后2 wk检查CT, 观察有无肿

瘤缩小, 如无缩小, 再作1-2次TACE. 冷冻治疗

系在超声或CT引导下经皮完成. 随访期6-36(中
位21) mo. 在随访期, 超声和/或CT显示肿瘤CR
者30例(8.3%), PR者228例(63.3%), NC者66例
(18.3%), PD者36例(10.0%). 治疗前AFP升高者

229例, 治疗后86.9%的病例AFP明显降低或降至

正常范围. 在取得CR和PR的病例中, 26.7%有肝

内复发, 但仅15.9%复发出现在冷冻部位. 
4.3 冷冻与酒精注射联合治疗 经皮酒精注射是

治疗小肝癌的方法, 冷冻治疗肝癌的主要问题

是冷冻区周边部难以彻底消融. 在冷冻区边缘

注射酒精, 可弥补此缺陷. 
Wong et al [39]对12例肝癌患者先作超声引

导下冷冻治疗, 术后检查如有肿瘤复发或残存

肿瘤, 则给予酒精注射. 全组病例1年存活率为

50%, 2年存活率30%. 有1例患者治疗前肝癌大

小达8 cm, 治疗后无瘤生存己3年, 另一例治疗前

肿瘤大小13 cm, 治疗后无瘤生存己2.5年. 该2例
肝癌均处于Ⅳ-A期(按TNM分期系统). 

2001/03-2003/01, 我们对65例肝癌作了经皮

冷冻治疗[10,40]. 其中, 36例肿瘤大小超过6 cm. 对
这些患者, 在给予经皮冷冻治疗后1-2 wk, 于肿

瘤边缘部注射无水酒精. 在5-21(平均14) mo的
随访期内, 33例(50.8%)无瘤生存, 22例(33.8%)
生存, 但出现复发, 其中2例发生骨转移, 3例肺

转移, 余17例肝内复发, 但仅3例复发发生于原

冷冻部位. 此种低原位复发率, 显然与酒精注射

联合治疗有关. 
4.4 冷冻联合125碘粒子植入治疗 125碘粒子放射

短程射线, 较持久照射局部瘤组织. 在冷冻区边

缘和因特殊解剖位置无法有效冷冻的部位, 植
入125碘粒子, 也可弥补冷冻的不足, 提高疗效. 徐
克成 et al [6]对61例肝癌患者(男46例, 女15例, 年

龄28-78(中位41)岁, 原发性43例, 转移性18例), 
在冷冻的同时或稍后于冷冻区周边部埋置125碘

粒子, 平均每例植入粒子29粒. 41例接受随访

18-42 mo, 1、2和3年存活率分别为78%、65%
和54%. 
4.5 不良反应 肝冷冻治疗的不良反应总发生率

为15%-20%, 低于肝切除后的20%-30%. 冷冻相

关死亡率为1.5%[41-42], 与肝切除后相当, 但接受

肝冷冻者常为不适宜作肝切除者, 这些患者在

冷冻前即已处于较严重的基础状态. 
1999年Seifert et al [41]对应用冷冻疗法的299

家中心发出询问, 有134家作了回答. 其中108家
来自美国和加拿大, 18家来自欧洲, 5家来自亚

洲和澳洲. 72家中心共作肝冷冻治疗2173例, 其
中21例并发冷休克. 该21例中, 15例伴急性肾衰

竭, 12例伴急性呼吸窘迫综合征, 8例伴弥漫性

血管内凝血, 13例伴血小板减少, 6例伴肝衰竭, 
10例伴低血压休克, 死亡6例. 在22家中心中, 每
家至少有一例肝冷冻后死亡. 在2173例接受肝

冷冻患者中, 死亡33例(1.5%). 死亡病例中20%
以上是由于急性心肌梗死, 在冷冻时可发生严

重心律不齐, 此可能与冷冻邻近下腔静脉的肿

瘤时回心血流被降温, 或细胞溶解后暂时性高

血钾有关, 坏死组织也可能释放能促发心肌梗

死的某种物质. 
肝冷冻治疗后常出现血小板降低. Pistorius 

et al [43]观察了6例肝癌冷冻治疗后血小板变化, 
发现术后即开始下降, 2 d后降至术前一半水平, 
第5天后逐渐上升, 第10天恢复正常. 血小板减

少可导致血凝固异常、出血等并发症. 处理在

于密切观察, 对症治疗, 必要时输注血小板. 
血小板减少的机制尚不完全清楚. 已知血

小板降低程度与冷冻损伤范围有明显相关性, 
因此目前认为冷冻本身是导致血小板减少的主

要原因. Pistorius et al [43]给患者冷冻前静脉注

射核素铟(indium)标记的血小板, 发现全身血

小板放射性半减期为1.4±0.2 d, 明显短于未作

冷冻治疗的病例(2.4 d), 血小板平均寿命为3.0
±0.3 d, 也短于对照组(5.2 d). 应用伽玛照相机

全身扫描, 显示肝及冷冻区域内血小板过量积

聚, 表现为肝(包括冷冻区)/脾放射性比率明显

高于未冷冻的对照组. 将MRI扫描图和伽玛照

相图结合起来分析, 发现冷冻区域容量占全肝

的8.3%±1.3%, 而冷冻区域放射性相当于非冷

冻区域全部放射性, 如按每单位容量计算, 则
冷冻区域血小板积聚量是肝内非冷冻区域的10
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倍. 上述研究结果提示, 肝冷冻治疗后血小板减

少是由于肝内冷冻区域大量摄取及破坏血小板

所致. 
徐克成 et al [6]曾分析1500例接受经皮冷冻

治疗者发生的不良反应, 其中320例接受了肝冷

冻治疗. 5例死亡, 治疗相关死亡率1.5%, 如除外

寒战发热、肝区疼痛、血清酶升高和血小板减

少等不良反应, 严重或较严重不良反应发生率

为11.3%(表2).

5  讨论

5.1 冷冻疗法治疗肝癌的优点 冷冻疗法是一原

位肿瘤消融手段, 与手术切除相比较, 冷冻治疗

肝癌具有若干优点[19,28,44]: (1)仅破坏肿瘤组织, 
而不伤及或较少伤及非肿瘤组织, 这对肝细胞

癌患者极为重要, 因为这些患者多数伴有肝硬

化, 肝储备功能受损. (2)由于流动血流的温热效

应, 如下腔静脉和门静脉等大血管能耐受冷冻, 
因此, 邻近这些血管的肿瘤可安全地被冷冻治

疗, 而手术切除这些部位的肿瘤常常甚为困难. 
(3)肝细胞癌常发生在肝硬化基础上, 由于肝硬

化常累及全肝, 因此癌肿常为多发性, 对此种肝

癌, 冷冻治疗比之手术切除更为可行.
5.2 不同冷冻途径的比较 肝癌冷冻途径有术

中、腹腔镜下和经皮穿刺几种, 各有优缺点[45]. 
早先多采用开腹手术冷冻, 其优点是可准确进

行冷冻, 同时可切除肿瘤, 且能探查腹腔内其他

脏器. 在手术切除肿瘤后对切缘进行冷冻可显

著减少局部复发率[46]. 但需全身麻醉, 对患者侵

袭性大, 不适用于全身和肝功能状况较差的患

者; 腹腔镜下冷冻侵袭性相对较小, 也可探查腹

腔其他脏器, 但仅适用于治疗肝表面尤其肝下

表面的肿瘤, 难以同时应用多根探针冷冻; 经皮

冷冻对患者侵袭小, 无需全身麻醉, 如能充分应

用超声、CT或MRI监测, 也能准确地对靶组织

进行冷冻, 可根据肿瘤大小, 同时应用多根探针

冷冻, 且可反复冷冻, 适合肿瘤复发后再次治疗. 
按国内经验, 经皮冷冻的患者存活期基本与手

术冷冻的患者相似, 但不能探查腹腔内其他病

变, 对肝下表面的肿瘤, 经皮冷冻不易达到完全

消融目的, 且易并发癌结节破裂和出血, 对此种

肿瘤, 以手术冷冻为宜. 
对于肝上部, 邻近下腹静脉、肝静脉和横膈

的肝肿瘤, 尤其对以前作过肝切除的残肝内肿

瘤, 可经胸腔途径进行手术中冷冻. Stella et al [11]

用此法治疗复发性不能切除性结直肠肝转移13

例, 共治疗17个肿瘤, 无一例手术死亡, 3例出现

微小并发症, 中位住院日10 d, 冷冻治疗后, 3年
存活率60%, 5年存活率58%. 
5.3 肝冷冻和肿瘤播散 曾有人顾虑肝冷冻会促

发肝癌播散. 但进一步研究证明这种顾虑是不

必要的, 这是因为冷冻速度极快, 可迅速将癌细

胞固定和附近微血管内血液冻凝, 从而阻止癌

细胞脱落和扩散, 是为冷固定(cryosolidification). 
El-Shakhs et al [47]作了以下实验: 将鼠结肠癌细胞

直接注入鼠肝内, 制造实验性肝癌. 对照鼠在4-6 
wk后被处死. 治疗组在诱发肿瘤后2 wk接受冷

冻治疗, 再2-4 wk后被处死. 对照组中75%(9/12)
发生肺转移, 而治疗组中仅38%(6/16)发生肺转

移; 腹腔种植发生率在两组分别为42%和50%. 
这一结果说明肝冷冻不会促发癌转移. A l l e n  
et al [48]的实验也显示冷冻不会促进肝内残余肿

瘤生长. 给鼠左肝植入肿瘤块, 14 d后给予肝切

除或冷冻处理, 然后从门静脉注入肿瘤细胞, 观
察肿瘤在肝内种植情况. 结果显示: 冷冻组肝内

肿瘤结节(115±38)明显少于切除组(278±74,  
P  = 0.04). 

有人根据一些实验结果, 对肝癌治疗采用手

术切除或冷冻孰优孰劣提出质疑. Jacob et al [49]

报告实质性肝肿瘤鼠, 冷冻治疗后存活率高于

接受肝切除鼠. 有认为肝切除可损害Kupffer细
胞功能, 抑制全身免疫[50], 而冷冻治疗后留在原

位的瘤组织坏死后, 释放抗原, 可激发机体抗肿

瘤免疫. 部分肝切除后肝产生生长因子, 血中纤

维生长因子(FGF)水平升高, 而冷冻后无此现象. 
由此设想, 也许冷冻比手术切除更适合肝癌的

表 2 320例患者经皮肝冷冻治疗的不良反应

     
不良反应              n          ％                  转归

寒战发热           81      25.3     对症处理后改善

肝区疼痛           24        7.50     对症处理后消失

血清酶升高      286      89.38     2�3 wk后降低

腹腔出血           11        3.44     9例经保守治疗的停止, 

                                                     2例手术止血

肝破裂             3        0.94     2例死亡

肝衰竭1             4        1.25     3例死亡

胸腔渗液           15        4.69     经穿刺放液后, 全部吸收

胆漏             1        0.31     引流后治愈

肝脓肿             2        0.63     抗感染和引流后治愈

血小板减少        32      10     5例输血小板, 其余对

                                                     症处理, 均恢复

1指血清胆红素升高超过正常1倍、凝血酶原时间延长3 s以上、

肝性脑病.
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治疗, 至少在手术中包含冷冻, 可能对提高患者

存活率有益. 
5.4 射频消融与冷冻治疗的比较 某些学者评价

了射频消融对不能切除性肝癌的治疗价值, 认
为比冷冻治疗更为安全. Pearson et a l [51]报告

并发症发生率在冷冻治疗后为40.7%, 而射频

治疗后仅3.3%, 早期局部复发也较多见于冷冻

治疗后. 但多数学者认为冷冻与射频消融两者

均是安全的, 易为患者耐受的治疗手段. 局部

肿瘤清除的有效性取决于许多因素, 包括肿瘤

大小、数目、部位和类型, 到底选择哪一种治

疗往往取决于使用者的经验和习惯 .  事实上 , 
两者各有优缺点. 射频消融治疗肝癌有肯定效

果, 也较安全, 但仅限于治疗小肿瘤(<3 c m), 
而冷冻则可用于治疗较大的不能切除性肝癌. 
B i lch ik e t a l [52]在308例不能手术切除的肝肿

瘤比较了两种治疗手段. 对大于3 cm的肿瘤中

位消融时间如用射频为60 min, 如用冷冻则为

15 min; 局部复发率也以射频治疗的病例为多

(38% vs  17%). 有报告射频消融与手术切除或

冷冻治疗联合应用, 与单用射频治疗相比, 可
减少出血和血小板减少等并发症发生, 缩短住

院时间.

6  结论

对于不能切除的肝癌 ,  无论是原发性或继发

性, 微创治疗是一可替代手术的重要选择, 其中

以冷冻疗法最受关注, 因为他不仅能治疗小肝

癌, 对大肝癌和邻近大血管的肝癌均适用. 冷冻

疗法可在手术中应用, 也可经腹腔镜或经皮穿

刺完成治疗过程. 在超声或CT引导下, 经皮冷

消融治疗不能切除性肝癌, 可获得类似于手术

中冷消融所取得的存活率. 冷冻与其他疗法如

TACE、酒精注射和125碘粒子植入联合应用可提

高疗效. 冷冻治疗的不良反应主要有出血和肝

破裂, 但如能仔细掌握适应证, 在超声或CT监视

下精细操作, 多能避免严重并发症发生. 
对于冷冻疗法在肝癌治疗中应用, 可归结

为以下: (1)小于5 cm, 尤其小于3 cm的肝癌, 数
目不超过3个, 可以手术中冷冻或经皮冷冻. (2)
大于5 cm的肝癌, 先作TACE 1-2次, 再给予经皮

冷冻. (3)大于5 cm, 边缘不整, 预计冷冻不完全

的肝癌, 可予手术中冷冻, 切除或不切除肿瘤, 
或给予经皮冷冻, 同时在冷冻区周边部注射酒

精或植入125碘粒子. (4)伴门静脉癌栓的肝癌, 給
予经皮冷冻, 门静脉内植入125碘粒子.
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Abstract
The incidence of chronic pancreatitis (CP) is 
increasing all over the world. However, it is 
rather difficult to treat it because its etiological 
factor and pathogenesis are still unclear. In 
recent years, the rapid advances in endoscopy 
techniques have provided new treatment 
modalities for CP. We, in this paper, describe the 
present status and advances in endoscopy for 
CP as well as the problems and difficulties, thus 
contributing to the treatment for CP. 
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摘要
慢性胰腺炎发病率不断攀高, 但由于其确切
的病因和发病机制尚不清楚, 给治疗带来较
大困难. 近年来, 内镜治疗技术的飞速发展, 

为慢性胰腺炎的治疗提供了新的方向. 本文
详述慢性胰腺炎内镜治疗的现状和进展, 指
出存在的问题和困难, 对慢性胰腺炎内镜治
疗的进一步发展具有指导意义. 

关键词: 慢性胰腺炎; 内镜; 胰管括约肌切开术; 治

疗
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)发病率虽然

尚无大规模的临床流行病学资料, 但近年来呈

不断上升趋势[1]. CP常见的病理改变为胰腺实质

的钙化、纤维化、胰管结石、狭窄和梗阻, 可
并发胰腺假性囊肿. 20世纪内镜介入技术的飞

速发展, CP的诊治发生了划时代的变革. 内镜逆

行胰胆管造影(ERCP)及内镜下括约肌切开术的

广泛开展, 为CP的诊断和治疗提供了新的技术

和方法. 内镜治疗CP的主要目的是胰管减压. 虽
然最近有随机对照研究[2-3]表明对于有胰管扩张

的CP患者行外科胰管减压手术治疗在缓解疼痛

上明显优于内镜介入, 但由于内镜介入治疗的

相对简单性及微创性、恢复时间短、疗效确切, 
因此, 目前仍是治疗CP的有效手段[4-7]. 

1  胰管括约肌切开术(endoscopic pancreatic 

sphincterotomy, EPS)

内镜下胰管括约肌切开能降低胰管压力, 一般

在胆管括约肌切开后进行, 否则胆管炎发生率

较高, 也为胰管支架置入、胰管刷检和组织活

检、胰管狭窄扩张和取石术创造条件. 但该操

作并发胰腺炎的风险要比胆管括约肌切开术

高2-4倍, 而预防性植入胰管支架则能将此风

险降低约50%. 其他可能的并发症包括出血、

穿孔、感染甚至死亡, 其发生率在2%-30%之

间[8-9]. Ahmed et al [10]建议植入单根长4-6 cm直

径3F的单猪尾支架即可有效预防胰腺炎的发

®

■背景资料
慢性胰腺炎(CP)
发病率近年呈不
断上升趋势, 但有
大规模的临床流
行病学资料并不
多. 20世纪内镜介
入技术的飞速发
展 ,  为CP的治疗
提供了新的技术
和方法.
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生, 并且这种细的单猪尾支架在4-7 d内可自行

脱落经肠道排出体外而不需要再次行内镜下

拔除. 

2  胰管扩张和胰管支架置入术

胰管扩张和胰管支架置入的目的也是降低胰管

压力. CP由于胰腺实质及胰管壁的纤维化导致的

胰管狭窄往往比较僵硬, 使用扩张导管和气囊导

管进行扩张, 通常较为困难. Ziebert et al [11]提出当

无法通过常规扩张导管时可采用7-Fr Soehendra
支架取回器扩张坚硬的胰管. Brand et al [12]对21
例主胰管难以扩张的患者行该疗法, 18例患者

成功扩张并放置胰管支架, 患者术后l wk症状缓

解, 未见因使用支架置换器引起的并发症. 此外, 
本方法在扩张胰管的同时可获得组织标本行进

一步检测. 胰管扩张后一般均需置入胰管支架, 
其疗效比较肯定[4]. 支架的选择包括单根、多根

塑料支架和可回收金属支架. 在我国, 以单根塑

料支架最常用. 本中心已累计治疗CP患者800
余例, 长期效果还在随访之中. 支架治疗的方案

我们推荐“7-8.5-10”原则, 即从7F支架开始, 
每3月更换一次, 逐渐更换成8.5F和10F支架, 疗月更换一次, 逐渐更换成8.5F和10F支架, 疗更换一次, 逐渐更换成8.5F和10F支架, 疗
程9 mo, 拔除10F支架后随访. 若仍有胰管明显

狭窄, 可考虑多根塑料支架或金属支架治疗[13]. 
Costamagna et al [14]对顽固性胰管狭窄的CP患者

采用多根塑料支架治疗, 平均随访38 mo, 84%的

患者症状消失, 无严重并发症发生. 同时提出多根同时提出多根提出多根

支架治疗胰管狭窄的指征为: (1)胰头部胰管有明

显狭窄, 括约肌切开后需要行塑料支架治疗; (2)
胰管括约肌功能紊乱导致的上腹部复发性疼痛; 
(3)支架(8.5-11.5F)植入的时间至少 3 mo; (4)支架

移除后胰管的狭窄仍然存在; (5)胰管上段扩张>6 
mm. Eisendrath et al [15]曾报道用自膨式金属胰管支

架治疗CP, 效果与胰十二指肠吻合术相似. 但多数

研究者认为这种永久植入性的支架不适于良性胰

腺疾病的治疗. Parviainen et al [16]报道使用聚交酯

可降解支架患者2例, 该支架内芯为聚交酯纤维, 
外覆钡涂层, 聚交酯纤维可在胰酶和碱性环境下, 
24-52 wk出现降解, 钡涂层使支架在X线下可见, 
不影响降解速度, 目前该支架安全性尚待进一步

研究. 目前有非随机对照的研究表明大约2/3伴有

主胰管狭窄的CP患者在内镜下置入胰管支架后

一年内腹痛症状能得到明显改善[2-4]. 相比胆管支

架, 胰管支架更容易且更快发生堵塞, 通畅时间大

多数不超过8-10 wk, 而且有16%-34%的患者主胰

管可发生类似于慢性胰腺炎的形态学改变, 居于

上述考虑, 对CP患者选择置入胰管支架时应慎重. 

3  内镜下肉毒杆菌毒素括约肌注射

肉毒杆菌毒素可舒张Oddi括约肌, 近年来已被应

用于CP的内镜注射治疗. Wehrmann et al [17]施行15
例肉毒杆菌毒素Oddi括约肌注射术, 12例3 mo未
出现腹痛症状, 其中11例在注射后腹痛立即缓解, 
平均症状缓解持续6±2 mo, 未发生明显并发症. 
随访发现只有肉毒杆菌毒素括约肌注射治疗有

效的患者, 后续行括约肌切开才有效. 因此, 肉毒. 因此, 肉毒 因此, 肉毒

杆菌毒素注射可作为Oddi括约肌功能失调的治疗

方法, 该方法短期有效率约80%, 亦可作为进一步

行括约肌切开的疗效预测. 

4  内镜下胰管取石术

胰管结石导致胰管、胰实质的压力增高, 引起

胰腺缺血、纤维化, 加速病情的进展. 以往采

用内镜下取石篮、气囊导管取石, 但胰石常紧

密地嵌顿在二级胰管中, 内镜下无法移动, 器械

也无法通过, 取石难度极大. 近来ERCP技术的

飞速发展为胰管结石的治疗带来了新的技术

和方法, 但其操作难度要远高于胆管结石的内

镜治疗. 对于不能用常规方法顺利取石的患者

可选用体外震波碎石(extracorporal shock waveshock wavehock wave 
lithotripsy, ESWL), 碎石后的结石碎片, 通常只, ESWL), 碎石后的结石碎片, 通常只 ESWL), 碎石后的结石碎片, 通常只

有数毫米大小, 一般可用网篮取出. 国外研究表

明ESWL是一项痛苦较小、并发症较少、成功

率较高的治疗手段, 但目前在国内开展很少, 主
要是仪器和技术的限制. 对伴胰头部胰管结石

的慢性钙化性胰腺炎或伴有胆道结石的CP患
者, 可采用胰管内子母镜下液电碎石(electrohy-
draulic lithotripsy, EHL)治疗. 一般采用3F的EHL
探头, 直视下施行, 直到所有结石粉碎并排出. 
多数患者的结石可以完全清除, 术后很少发生

胰腺炎和胆管炎. Howell et al [18]对6例患者行9次
EHL治疗, 仅1例胰管结石未能完全清除, 未见

液电碎石相关的并发症, 结石完全清除的5例患

者6 mo内未再出现腹痛. 总体来说, EHL技术对

于伴胰头部胰管结石的慢性钙化性胰腺炎或伴

有胆道结石的CP患者是有效的辅助手段, 但仍

需要进一步研究确定其在胰管内操作的安全性. 
最近也有报道利用激光作为治疗胰管结石的手

段, 少量临床应用未见明显并发症发生, 但目前

对本方法的研究较少, 尚须进一步确定其疗效

和安全性. 

■创新盘点
本文对慢性胰腺
炎内镜治疗现状
进行了深刻阐述, 
并指出存在的问
题, 为今后发展指
明方向. 
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5  胰腺假性囊肿引流术

CP患者胰腺假性囊肿的发生率为20%-40%, 多
在炎症坏死区域逐渐形成的液体积聚. 假性囊

肿可位于胰腺内部或边缘, 单个或多个, 按囊肿

是否与主胰管相通可分为交通性和非交通性假

性囊肿, 可有腹痛、肠梗阻等相关症状, 也可以

没有任何症状. 一般来说, 有症状的胰腺假性囊

肿才是内镜介入治疗的适应症. 如囊肿向消化

道膨出, B超、CT证实囊肿与胃或十二指肠肠壁

间的距离<10 mm, 即为经胃或十二指肠壁引流

的指征[19-20]. 通常应选择薄壁(<1 cm)囊肿和胃肠

道内有可见突起的胰腺囊肿患者, 约有40%的患

者符合条件, 小囊肿和胰头部的假性囊肿操作

较容易, 效果也比较好. 因胰腺假性囊肿的诊断

错误率约为20%, 内镜引流术前必须排除囊性结

构并非血管瘤或其他肿瘤. 此外, 一旦内镜引流

术失败, 必须立即行手术治疗. 如囊腔与主胰管

相通, 可经十二指肠乳头置入双猪尾式引流支

架,有时支架末端不必置入囊腔, 只要放在狭窄

的上游即可[21-22]. 

6  内镜治疗继发性胆道狭窄

CP患者如出现黄疸则表明胰腺头部及钩突部的

进行性纤维化压迫了胆总管胰内段. 但事实上

很多CP患者其影像学资料提示有胆总管的狭窄

而无临床症状, 也不伴有肝功能的异常, 所以这

部分患者是不需要内镜处理的. 对于黄疸的CP
患者行内镜下支架置入的疗效从目前的资料来

看仍让人失望, Cahen et al [23]对58例因CP引起的

胆道狭窄患者内镜单根支架治疗后平均随访45 
mo, 结果发现1/4的患者治愈, 据此他们建议如

经过1年的支架治疗仍有胆道狭窄者应考虑外

科手术. Baron[24]的研究认为多根塑料支架胆管

内置入效果显著. Van Berkel et al [25]选择不适宜

外科手术的患者给于自膨式金属支架置入, 结
果令人鼓舞, 但上述研究仍需要更多大样本、

更长时间随访以进一步证实. 

7  结论

关于CP内镜介入治疗目前尚有许多问题亟待

解决, 如: 具有相似影像学改变的患者却对内镜

介入治疗的反应不一的原因不清楚; 胰管的形

态学改变与疼痛程度是否有关; 内镜或外科减

压治疗是否会改变疾病的自然过程, 能否使丧

失的胰腺分泌功能得到恢复等. 而目前我们所

看到的一些研究结果迥异, 难以得出令人信服

的结论. 因此, 需要制定CP分级的统一标准, 规
范CP患者腹痛的治疗, 选择基础特征相似的患

者进行研究以获得可靠的结果, 也许一些大样

本、多中心、单盲的随机对照研究能提供我们

所需要的答案. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of anti-sense c-myc 
oligodeoxynucleotide on the proliferation and 
apoptosis of gastric cancer cells transfected with 
the fragile histindine triad (FHIT) gene. 

METHODS: The FHIT gene was transfected 
into human gastric cancer MKN28 cells through 
liposomes. The antis-sense c-myc oligodeoxy-
nucleotide was transfected into the FHIT gene. 
FHIT gene transfection was detected by RT-
PCR and Western blot. Expression of c-myc 

was detected by Western blot. Proliferation of 
gastric cancer cells was determined by MTT. 
Cell apoptosis was detected by AO/EB staining 
and FCM. 

RESULTS: The expression of MKN28 cells 
transfected with the FHIT gene was observed. 
However, no FHIT gene segment and FHIT pro-
tein were found in the cells transfected with void 
vector. C-myc transfected with the FHIT gene 
exhibited significant inhibitory effects on the 
expression of c-myc protein in MKN28 cells and 
induced cell apoptosis in a time-dependent man-
ner. However, the inhibition rate (F = 177.480, P 
< 0.05) (F = 41.500, P < 0.05), apoptosis rate, and 
apoptosis portion of anti-sense c-myc oligode-
oxynucleotide for C-myc were higher than those 
for FHIT+ MKN28 cells. 

CONCLUSION: The expression of c-myc and 
FHIT oncogenes plays an important role in 
suppressing the growth of tumor cells and may 
provide the theoretical basis for tumor gene 
therapy . 

Key Words: Fragile histindine triad; Antisense c-myc 
oligodeoxynucleotide;Transfection; Apoptosis; RT-
PCR

Liu XY, Guo GH, Duan XM, Chen J, Cao JG, He XS. Effect 
of anti-sense c-myc oligodeoxynucleotide on MKN28 
gastric cancer cells transfected with FHIT gene. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 240-245

摘要
目的: 探讨脂质体介导的c-myc反义寡核苷酸
对导入脆性组氨酸三联体(FHIT)基因的胃癌
细胞增殖及凋亡的影响.  

方法:  通过脂质体将重组F H I T基因P R C/
CMV质粒和空载体转染到人类胃癌细胞系
MKN28, 并分别转染c-myc反义寡核苷酸,  RT-
PCR和Westen blot法检测FHIT基因的转染,  
Western blot法检测细胞c-myc的表达,  MTT法
分析细胞增殖, AO/EB染色法和流式细胞分析
技术检测细胞凋亡.   

®

■背景资料
肿瘤的基因治疗
已成为肿瘤治疗
的研究热点, 随着
分子生物学的发
展, 许多癌基因和
抑癌基因被发现. 
目前认为癌症的
发生是一个多基
因参与的多步骤
的复杂过程, 抑癌
基因的表达抑制
和癌基因的过度
表达在肿瘤发生
发展中起着十分
重要的作用.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科; 田
晓峰, 教授, 大连
医科大学附属第
二医院普通外科
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结果: 转染FHIT基因后, MKN28细胞检测到
FHIT基因片段和FHIT蛋白, 而未转染的细
胞及转染空载体的细胞未检测到FHIT基因
片段及FHIT蛋白. 转染c-myc反义寡核苷酸
后, 对MKN28细胞c-myc的表达有明显的抑制
作用, 并呈明显的时间依赖性; c-myc asODN
对FHIT+ MKN28细胞抑制率(F  = 177.480, 
P <0.05), 凋亡率(F  = 41.500, P <0.05)和凋亡比
例明显高于FHIT- MKN28细胞。 

结论: 癌基因c-myc的表达抑制联合FHIT基因
的表达可以发挥较强的抗肿瘤细胞作用, 为多
基因治疗肿瘤提供了理论基础. 

关键词� 脆性组氨酸三联体; 反义c-myc寡核苷酸; 

转染; 凋亡; 逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

肿瘤的基因治疗已成为肿瘤治疗的研究热

点, 随着分子生物学的发展, 许多癌基因和抑

癌基因被发现. 目前认为癌症的发生是一个多

基因参与的多步骤的复杂过程, 抑癌基因的表

达抑制和癌基因的过度表达在肿瘤发生发展

中起着十分重要的作用 .  脆性组氨酸三联体

(fragile histindine triad, FHIT)基因被认为是候

选抑癌基因, c-myc为已被公认的癌基因. 本实

验通过基因转染及反义寡核苷酸技术(antisense 
oligodeoxynucleotide, asODN), 同时干扰肿瘤细

胞中二者的异常表达, 观察其对肿瘤细胞生长

和凋亡的影响, 评价基因联合治疗肿瘤的效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 人类胃高分化管状腺癌细胞系MKN28
来自南华大学肿瘤研究所, 存在FHIT基因的表

达缺失[1-2]和c-myc基因高表达. 用含100 mL/L
胎牛血清的DMEM培养基, 在37℃、50 mL/L 
CO2的细胞培养箱内进行培养. FHIT基因的重

组载体(含FHIT基因第5-8个外显子)及其空载体

PRC/CMV均由美国俄亥俄州立大学K.Huebner
教授惠赠. 针对c-myc mRNA第二外显子起始码

AUG后4个密码子合成c-myc反义寡核苷酸链

5'-TAACGTTGAGGGGCAT-3', 对所合成的寡

核苷酸链进行全硫代硫酸化修饰(上海生工生

物工程公司). 细胞培养所用DMEM培养基购于

美国GIBCO公司; 脂质体Lipofectamine 2000购
于Invitrogen公司; 总RNA/DNA提取试剂盒、

RT试剂盒、PCR试剂盒购于Sigma公司; 兔抗人

FHIT单克隆抗体购于美国Zymed公司; 兔抗人

c-myc抗体购于武汉博士德公司.
1.2 方法 
1.2.1 FHIT基因转染与单克隆细胞株筛选: 于
24孔板内接种M K N28细胞2×105, 37℃培养

24-48 h, 待细胞融合度达90%-95%时, 用无血清

DMEM培养基洗两遍, 按照Lipofectamine2000
的使用说明操作, 将适量脂质体和重组质粒、

空载体的混合加入24孔板内, 轻轻混匀, 标记为

FHIT基因转染组、空载体组, 设未加入脂质体

孔为空白对照组. 加入适量无血清的DMEM的

培养基, 继续培养24 h, 传代, 换用完全培养基继

续培养24 h后, 开始用含G418浓度300 g/L的培

养基进行筛选, 待空白组细胞全部死亡时, 降低

G418的浓度为150 g/L, 继续筛选14 d后, 形成细

胞克隆, 将细胞克隆接种入96孔板, 用有限稀释

法稀释, 挑选单克隆继续培养、传代. 
1.2.2 RT-PCR: 按照试剂盒说明提取细胞总RNA
及合成cDNA. 由上海生工合成PCR引物, 5'端: 
5'-GTGGATAGCGGTTTGACT-3',  3'端: 5'-TAC
AGAGGGCTTGATGAGA-3', 产物长度297 bp. 
PCR反应体系25 μL, 反应程序如下: 94预变性3 
min, 再94℃变性30 s, 52℃退火30 s, 72℃合成1 
min, 循环30次; 72℃合成5 min, 4℃保存. 取4 μL
反应产物, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外分光光

度仪观察, 凝胶成像分析系统分析摄像. 
1.2.3 Western blot: 加入细胞裂解液, 裂解细胞, 离
心提取蛋白. 定量, 上样, 电泳分离蛋白, 转膜, 封
闭1.5 h, 孵兔抗人FHIT抗体, 4℃过夜, 洗膜后孵二

抗, 室温1.5 h, 洗膜, 加发光剂, 压膜, 显影, 定影. 
1.2.4 反义c-myc寡核苷酸转染: 将FHIT基因稳

定表达的细胞(FHIT+ MKN28)1×107和转染

空载体的对照组(FHIT- MKN28)分别接种于

250 mL培养瓶, 待细胞融合度达50%, 用无血清

DMEM培养基洗两遍. 配制溶液A: 用无血清的

DMEM培养基配制浓度为100 mmol/L的c-myc 
asDON溶液400 μL, 溶液B: 将20 μL的Lipofectin 
2000加入无血清DMEM培养基配成200 μL的溶

液. 按Lipofectamine 2000的使用说明配置混合

液加入细胞, 再加入适量无血清DMEM培养基

使c-myc asODN终浓度为10 mmol/L. 
1.2.5 转染后c-myc蛋白表达测定: 将上述转染

c-myc asDON后细胞分成4组, 分别培养24、

■研发前沿
FHIT基因诱导细
胞凋亡的作用受
多种因素影响, 可
能在部分肿瘤细
胞中存在FHIT基
因启动凋亡所必
需的相关因子, 这
必然与细胞中癌
基因及抑癌基因
的表达情况有密
切 的 联 系 .  目 前
FHIT基因促凋亡
的机制尚不明确, 
FHIT基因如何启
动caspase凋亡途
径及在这一过程
中受哪些因素影
响等问题有待于
进一步研究.
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48、72、96 h后收集细胞. 提取蛋白, Western 
blot检测c-myc蛋白表达的变化. 
1.2.6 MTT法分析细胞增殖: 取对数生长期FHIT+ 
MKN28和FHIT- MKN28细胞分别接种于96孔板, 
细胞同步化后, 对照组加入无血清培养基, 实验

组加人终浓度为10 mmol/L c-myc asODN和10 
mL/L Lipofectin 2000的无血清培养基. 24、48、
72、96 h后收集细胞, 每孔加入5 g/L MTT(四
甲基偶氮唑盐)20 μL继续培养4 h后, 吸去原培

养液, 每孔加入100 μL二甲基亚枫, 避光振荡20 
min后, 于酶联免疫检测仪测定A 570值, 计算出生

长抑制率, 生长抑制率的公式为: 抑制率(%) = 
(对照孔A值-实验孔A值)/对照孔A值×100%. 
1.2.7 AO/EB染色: 分别收集转染c-myc asODN后

24、48、72、96 h FHIT+/- MKN28细胞, 制成细

胞悬液, 取细胞悬液95 μL, 加入AO/EB 5 μL, 混
匀后吸1滴于洁净玻片上, 立即于490 nm激发波

长的的荧光显微镜下观察、摄影. 在荧光显微

镜下观察活细胞核染色质着绿色和凋亡细胞核

染色质为橘红色. 
1.2.8 流式细胞分析: 分别收集转染c-myc asODN
后24、48、72、96 h FHIT+/- MKN28细胞, 750 
mL/L乙醇固定, 流式细胞仪检测, 得出各组细胞

的凋亡率.
统计学处理 据用SPSS统计软件处理, 采用

方差分析差异显著性. P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 转染PRC/CMV-FHIT后, MKN28细胞FHIT基

因片段RT-PCR检测 转染FHIT基因的MKN28细
胞中检测到FHIT基因片段, 转染空载体及野生

型细胞中则未检测到FHIT基因片段(图1-2).
2.2 转染FHIT-PRC/CMV后, MKN28细胞FHIT蛋

白的表达 转染FHIT基因的MKN28细胞可检测

到FHIT蛋白表达, 而转染空载体及其野生型细

胞则均未检测到FHIT蛋白的表达(图3).
2.3 转染c-myc asODN后MKN28细胞的c-myc
表达 转染c-myc asODN 0、24、48、72、96 h
后, MKN28细胞经Western blot检测结果显示, 转MKN28细胞经Western blot检测结果显示, 转
染c-myc asODN可明显降低细胞内c-myc的表

达, 在72 h后达高峰. 以未转染细胞(转染0 h的细后达高峰. 以未转染细胞(转染0 h的细达高峰. 以未转染细胞(转染0 h的细

胞)c-myc蛋白表达水平为100%, 转染24、48、
72、96 h的c-myc蛋白表达水平分别为72.1%、

56.3%、18.1%、30.6%(图4).
2.4 转染c-myc asODN后对FHIT+/- MKN28细胞

的增殖反应的影响 MTT法检测结果显示终浓

度10 mmol/L的c-myc asODN对FHIT+/- MKN28
细胞均有一定的生长抑制作用(F  = 100.123, 
P <0.05), 转染c-myc asODN后72 h抑制作用达

高峰, c-myc asODN对FHIT+ MKN28细胞抑

制率明显高于FHIT- MKN28细胞(F  = 177.480, 
P <0.05)(图5).
2.5 细胞凋亡率分析 流式细胞仪检测结果显示, 
FHIT+ MKN28较FHIT- MKN28细胞的凋亡率明

显升高(F  = 130.606, P <0.05). 转染c-myc asODN
后细胞的凋亡率逐渐升高于72 h达到高峰, 且
FHIT+ MKN28细胞凋亡率在每个时间段均高于

FHIT- MKN28细胞(F  = 41.500, P <0.05)(图6).
2.6 细胞凋亡的形态学观察 AO/EB染色结果显

■相关报道
国 外 已 有 报 道
FHIT基因过表达
能增加胰腺癌细
胞系对外源性凋
亡诱导剂的敏感
性. 体内实验结果
显示FHIT基因的
转导能阻止肿瘤
的生长, 延长模型
小鼠的生存时间, 
抑制暴露致癌环
境下小鼠体内肿
瘤的产生.
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图 1 不同MKN28细胞总RNA提取结果. A-C: 转染FHIT基

因的3个MKN28细胞克隆; D: 转染空载体的细胞; E: 野生型

MKN28细胞.

β-actin

FHIT

600 bp
500 bp
300 bp
200 bp

A       B        C       D        E       F

图 2 不同MKN28细胞FHIT基因片段RT-PCR检测结果. 
A-C: 转染FHIT基因的3个MKN28细胞克隆; D: 转染空载

体的细胞; E: 野生型MKN28细胞; F: DNA ladder.

FHIT

β-actin

A           B            C          D          E

图 3 不同MKN28细胞FHIT蛋白表达的Western blot检测结
果. A: 野生型MKN28细胞; B: 转染空载体的细胞; C-E: 转

染FHIT基因的3个MKN28细胞克隆.

c-myc

β-actin

图 4 转染c-myc asODN的MKN28细胞的Western blot法检
测c-myc水平变化.
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■应用要点
FHIT基因可提高
M K N 2 8 细 胞 对
其他促凋亡作用
的 敏 感 性 ,  利 用
FHIT基因这一特
性 ,  可 进 一 步 研
究FHIT基因转染
联合抗癌药物治
疗肿瘤的作用效
果, 这为临床肿瘤
治疗提供了新的 
思路.

示c-myc asODN对FHIT+/- MKN28细胞凋亡均

有一定的促进作用(P <0.05), 随着时间的延长, 
凋亡现象越明显, 在转染c-myc asODN 72 h最
明显. 转染c-myc asODN后的不同时间, FHIT+ 

MKN28凋亡比例均明显大于FHIT- MKN28细胞

(P <0.05)(图7).

3  讨论

FHIT基因是1996年Ohta et al [3]用外显子捕获

法(exon trapping)确定并克隆出来的人类基因, 
被视为候选抑癌基因, 该基因的异常改变见于

多种肿瘤如肺癌[4]、食管癌[5]、胃癌[6-7]、结肠 
癌 [8]、胰腺癌 [9]、肺癌 [10]等. 近年的研究表明

F H I T具有抑制细胞生长、诱导细胞凋亡、

抑制肿瘤生长以及提高肿瘤细胞对部分凋

亡作用敏感性等特点 ,  因此 ,  F H I T基因已成

为肿瘤基因治疗的新靶点 [4-6,8-9,11-12].  本实验

将F H I T导入M K N28细胞, 证实F H I T蛋白可

重新表达, 转染后FHIT+ MKN28凋亡率较抑

制率和凋亡率均明显升高, 说明F H I T可促进

MKN28细胞凋亡抑制其生长. 同时转导FHIT
基因后 ,  未出现促凋亡和生长抑制的情况也

有报道. Ishii et al [5]将FHIT基因转染入食道癌

7个细胞系 ,  其中3个细胞系凋亡及生长没有

明显改变, 这说明F H I T基因诱导细胞凋亡的

作用受多种因素影响 .  可能在部分肿瘤细胞

中存在F H I T基因启动凋亡所必需的相关因 
子[13-16], 这可能与细胞中癌基因及抑癌基因的表

达情况有密切的联系. 目前, FHIT基因促凋亡的

机制尚不明确. 已有研究表明, FHIT是通过启动

caspase 8途径诱导细胞凋亡[5,9,12], 而FHIT基因如

何启动了凋亡途径及在这一过程中受哪些因素

影响等问题有待于进一步研究. 
c-myc原癌基因是一种控制细胞增殖和分

化的原癌基因, 其编码产物是参与细胞周期调

控最重要的反式作用因子(又称转录因子). 对细

胞的生长和增殖进行调控, 具有诱导增殖和凋

亡的双重作用. 当致癌因素存在, 使c-myc出现

过度表达, 可导致细胞的无限增殖和凋亡抑制, 
从而引发肿瘤[17-18], 如在人的肺癌、胃癌、结肠

癌、肝癌等肿瘤中均可发现c-myc的异常表达

和扩增[17,19-20]. 
a s O D N技术即人工合成一段能与相应癌

基因互补的核苷酸, 使癌基因表达受抑制, 因
而改变肿瘤发生、发展 [21-23]. 目前, 已有近10
种抗肿瘤asODN完成了实验研究, 正在进行临

床实验, 显示了抗肿瘤反义药物的广阔发展前 
景 [24-25].  研究发现 ,  a s O D N在适当的条件下 , 
c-myc asODN可以通过和c-myc mRNA结合抑

制c-myc基因的表达, 抑制细胞的生长, 甚至促

进细胞的凋亡[26-27]. 本实验结果显示脂质体介

导转染c-myc asODN后可抑制FHIT+ MKN28及
FHIT- MKN28细胞的增殖并诱导其凋亡, 证实了

c-myc asODN对胃癌细胞系MKN28的抗肿瘤作

用, c-myc的表达下调, 可明显抑制肿瘤细胞的

无限增殖, 从而可发挥抑制肿瘤生长的作用. 实
验对c-myc asODN作用后不同时间的c-myc蛋白

表达以及相应的细胞生长抑制率及凋亡率情况. 
实验数据显示, 蛋白表达与细胞生长呈明显正

相关, c-myc asODN作用以转染后第72小时作用

最强, 为c-myc反义药物的研究提供了药代动力

学等实验依据. 
以上结果也反映了FHIT与c-myc asODN的

抗肿瘤作用没有依赖性, c-myc基因不直接参与

FHIT基因的抗肿瘤作用, 二者是通过不同的途

径发挥抑制细胞生长及促凋亡作用. Sard et al发
现FHIT诱导的凋亡是p53非依赖性的[28], FHIT诱
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■名词解释
反义寡核苷酸技
术: 是根据核酸间
结合碱基互补原
理, 用人工合成或
生物合成的特定
互补的反义核酸
或他们的化学修
饰物与细胞内的
核酸相互作用以
抑制或封闭其表
达.

导的凋亡经过caspase通路实现; 而与c-myc相关

的凋亡为p53依赖性[29-30], 可能是通过 Fas/APO-1
促凋亡途径实现[31]. 结果还显示c-myc asODN对

FHIT+ MKN28的生长抑制和凋亡促进作用较强, 
为二者联合治疗提供了理论依据. 说明FHIT基
因可提高MKN28细胞对其他促凋亡作用的敏感

性, 利用FHIT基因这一特性, 可进一步研究FHIT
基因转染联合抗癌药物治疗肿瘤的作用效果, 
这为临床肿瘤治疗提供了新的思路. 

本实验结果证实了F H I T基因及c - m y c 
asODN对胃癌细胞MKN28的抗肿瘤作用, 同时

反映二者联合应用可促进这一作用. 说明FHIT
基因及c-myc均可以作为一个基因治疗的靶点, 
二者联合应用更为癌基因与抑癌基因联合治疗

肿瘤提供了实验依据.
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Abstract
AIM: T o s t u d y t h e d y n a m i c c h a n g e s o f 
plasminogen activator inhibitor 1 (PAI -1) 
mRNA in the process of cholestatic liver fibrosis 
in rats. 

METHODS: Rat models of cholestatic liver fibrosis 
were induced by bile duct ligation. Rats were divid-
ed into control group, 1 wk, 2 wk, 3 wk and 4  wk 
groups. Liver pathology and fibrosis degree were 
observed. Expression of PAI-1 mRNA, MMP-2 and 
MMP-9 was detected weekly by ELISA. 

RESULTS: Histological examination showed 

that the degree of rat liver fibrosis and the 
expression of PAI-1 mRNA were gradually 
increased with the prolongation of biliary 
obstruction. The expression of PAI-1/β-actin 
mRNA in 1 wk, 2 wk, 3 wk and 4 wk model 
groups was significantly higher than that in the 
control group (1.53 ± 0.01, 1.84 ± 0.03, 2.06 ± 
0.04, 3.62 ± 0.04 vs 0.72 ± 0.02, P < 0.01) and the 
expression of MMP-2 and MMP-9 was elevated 
in the first stage and then declined. 

CONCLUSION: Dynamic changes of PAI-1 
mRNA expression are closely correlated with 
the formation and development of cholestatic 
liver fibrosis. 

Key Words: Plasminogen activator inhibitor 1; 
Cholestatic liver fibrosis; MMPs; RT-PCR 

An DM, Ji G, Zheng PY. Dynamic changes of plasminogen 
activator inhibitor-1 in the process of cholestatic liver 
fibrosis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
246-252

摘要
目的: 探讨纤溶酶原激活物抑制剂1(PA I-
1)mRNA在胆汁淤积性肝纤维形成中的动态
变化及其作用.  

方法: 应用胆管结扎法复制胆汁淤积性肝纤
维化动物模型, 分为假手术组, 模型组1 wk、
2 wk、3 wk、4 wk, 观察模型大鼠肝组织病
理、纤维化程度、RT-PCR检测PAI-1 mRNA
的水平、ELISA法检测MMP-2和MMP-9含量
的动态变化.  

结果: 随胆管阻塞时间延长, 胆管阻塞性肝纤
维化大鼠纤维化程度逐渐增加, 模型组1 wk、
2 wk、3 wk、4 wk组PAI-1 mRNA表达与假
手术组相比, 逐渐增强, 有显著性差异(1.53 ± 
0.01, 1.84 ± 0.03, 2.06 ± 0.04, 3.62 ± 0.04 vs  0.72 ± 
0.02, P <0.01), 而MMP-2和MMP-9表达先升高
后下降.  

结论: PAI-1mRNA表达存在动态变化, 其表
达升高与胆汁淤积性肝纤维化形成和发展有
关.  

®

■背景资料
肝纤维化是大多
数慢性肝病所共
有的病理过程, 也
是各种慢性肝病
向肝硬化过度的
中间环节, 肝纤维
化确切的发病机
制尚未完全阐明, 
胆管阻塞性肝纤
维化动物模型与
CCl4、二甲基亚
硝胺以及异源血
清诱导的肝纤维
化模型相比, 具有
炎症反应轻、肝
细胞坏死少、纤
维组织增生明显
等特点, 在肝纤维
化的发病机制、

筛选非创伤性肝
纤维血清学诊断
指标、新药开发
等研究方面具有
独特的应用价值, 
已广泛应用于肝
纤维化研究. 

■同行评议者
范 建 高 ,  主 任 医
师, 上海市第一人
民医院消化科 
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0  引言

肝纤维化是肝脏对各种因素所致的慢性损伤

的一种修复反应, 是大多数慢性肝病所共有的

病理过程, 也是各种慢性肝病向肝硬化过度的

中间环节, 其特征是细胞外基质(ECM)在肝内

过度沉积[1-10]. 纤溶系统是调节基质金属蛋白酶

(matrix metalloprotease, MMPs)活性和ECM降解

的关键因素, 在肝脏ECM调控和肝细胞再生等

过程中起着重要作用, 与肝纤维化的发生和发

展密切相关[11-15]. Ⅰ型纤溶酶原激活物抑制剂

(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)是纤溶

系统的主要抑制物, 是尿激酶型纤溶酶原激活

剂(urokinase-type plasminogen activator, uPA)和
组织型纤溶酶原激活剂(tissue-type plasminogen 
ac t iva tor, tPA)专一生理抑制剂, 可以迅速、

有效地抑制uPA和tPA的活性[16-21]. 观察PAI-1 
mRNA在胆汁淤积性肝纤维形成中的动态变化, 
有助于阐明其在胆汁淤积性肝纤维化形成中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD♂大鼠63只(体质量260±20 
g), 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 上
海中医药大学附属龙华医院实验动物中心饲养. 
盐酸氯胺酮注射液(上海第一生化药业公司); 注
射用青霉素钠(华北制药股份有限公司); HE染
液和Masson染液(上海虹桥乐翔医用试剂有限公

司); MMP-2和MMP-9 ELISA试剂盒(上海森雄

科技实业有限公司); TRizol Reagent, AMV RT/
PCRKit 和DNA Marker(上海申能博彩生物科技

有限公司); DEPC和琼脂糖(Sigma); 氯仿、异丙

醇(上海试剂一厂); 引物由上海申能博彩生物科

技有限公司合成, 大鼠PAI-1上游引物: GTGGT
TCGGCACAATCCAACAGAG, 下游引物: GCA
ATGGAGGACGATACAAGAGGT, β-actin上游: 
TGTGATGGTGGGTATGGGTCAGAAG; β-actin
下游: TCACGGTTGGCCTTAGGGTTCAGAG; 
DY89-1型电动玻璃匀浆机为宁波新芝科器研

究所产品; 低温离心机为Eppendorf公司; PCR仪
(BIO-RAD); RNA/DNA calculator(Pharmacia); 凝

胶成像系统(上海四星生物技术有限公司); 电
热恒温水槽(上海精宏实验设备有限公司); UV-
2102C型紫外可见分光光度计(尤尼克公司). 
1.2 方法 
1.2.1 造模及给药: 参照文献[22]采用胆管结扎

复制胆汁淤积性肝纤维化模型. 术前禁食不禁

水12 h, im盐酸氯胺酮100 mg/kg麻醉, 常规腹

部皮肤消毒, 沿腹正中线切开皮肤, 暴露胆总

管, 于远近端结扎胆总管, 中间离断, 关腹; 假
手术组仅开腹暴露并游离胆总管不结扎, 关腹. 
于造模1 wk后, 模型组随机分为1 wk、2 wk、
3 wk(各6只), 4 wk(12只); 假手术组分为1 wk、
2 wk、3 wk(各6只), 4 wk(10只). 以盐酸氯胺酮

ip麻醉(2 mL/kg), 腹主动脉采血, 离心分离血

清, -80℃保存备用. 摘取肝脏称重后, 于肝右叶

切取1.0 cm×1.0 cm大小肝组织2块, 40 g/L中
性甲醛溶液固定, 石蜡包埋备组织病理检查, 常
规HE, Masson染色; 余下肝组织于液氮中速冻, 
-80℃保存备用. 参考文献[23]制定纤维化程度

分级标准: 汇管区纤维组织无增生为“-”; 增
生后面积占肝小叶1/3以下为“+”; 占肝小叶

1/3-2/3为“++”; 占肝小叶2/3以上为“+++”. 
每个“+”记1分, 每个标本记总分. 
1.2.2 RT-PCR: 标本经-80℃保存的大鼠肝组织, 
匀浆后用TRIzol试剂抽提总RNA, 采用分光光

度法测定其含量及纯度, 吸光度在1.8-2.0之间. 
PCR扩增, 49 μL体系: 1st strand cDNA 5 μL, 10× 
PCR Buffer 5 μL, dNTP 1 μL, 目的基因正负链

各2 μL, β-actin正负链各2 μL, H2O 29 μL, Taq酶 
1 μL; PCR循环条件: 95℃预变性5 min, 95℃ 30 
s, 60℃ 40 s, 72℃ 1 min, 30次循环, 72℃ 10 min. 
PCR产物加样于20个/L琼脂糖凝胶, 电泳, 紫外

灯下观察, 凝胶分析系统拍照, 计算机图像扫描

和吸光度值分析, 从而得到PAI-1/β-actin mRNA
的相对表达量. 
1.2.3 ELISA: 取一部分肝组织迅速置于液氮, 之
后转入-80℃保存, 再用生理盐水制备100 g/L肝
匀浆. 匀浆液置于试管中, 4℃, 2000 r/min, 离心

10 min, 仔细收集上清, -20℃保存, 备用. 然后严

格按试剂盒说明书操作. 
统计学处理 各组计量资料以mean±SD表

示, 计量资料采用F检验, 等级资料采用秩和检

验, 应用SPSS12.0软件进行分析, P <0.05为有统

计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠体征 假手术组大鼠毛发有光泽, 体质量

■研发前沿
PAI-1与肝纤维化
关系研究的热点
主要集中在PAI-1
通过调控纤溶系
统对细胞外基质
调控系统的影响, 
尤其是对基质金
属蛋白酶系统的
调控、与肝纤维
化相关细胞因子
之间的关系以及
在肝星状细胞增
殖、迁移中的作
用等方面. 

■相关报道
最 近 研 究 表 明 , 
PA I - 1 在 肝 纤 维
化发病过程中起
着 重 要 作 用 ,  而
且与转化生长因
子 -β1 (TGF -β1 )
等细胞因子相关. 
Bergheim et al 通
过对PAI-1基因敲
除小鼠胆管阻塞
性肝纤维化模型
研究发现与野生
小鼠比较PAI-1基
因缺失在延缓肝
纤维化进程中起
着关键作用. 
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增加, 体态活泼, 食量及二便正常, 模型组大鼠

体质量增长缓慢, 2-3 d后大鼠出现小便发黄, 术
后7 d, 出现尾部黄染、耳黄、毛发黄染等黄疸

表现, 胆总管明显扩张, 梗阻时间越长, 扩张越

明显, 肝脏肿大, 呈黄绿色, 随时间延长黄染加

重, 第3-4周肝脏质地逐渐变硬, 4 wk表面呈桔皮周肝脏质地逐渐变硬, 4 wk表面呈桔皮肝脏质地逐渐变硬, 4 wk表面呈桔皮

样. 造模过程中, 大鼠死亡3只, 大鼠在1 wk内死

亡2只, 死亡较少, 为结扎线脱落形成胆汁性腹

水致死, 2-3 wk无死亡, 第4周始大鼠死亡增加,周始大鼠死亡增加,始大鼠死亡增加, 
共死亡4只, 尸体解剖观察可见消化道出血和腹

水等. 
2.2 肝组织病理的动态变化 HE染色显示, 假手

术组大鼠肝小叶结构清晰, 肝细胞索排列整齐, 
呈放射状, 肝窦正常, 胞核结构清晰. 造模第1周周
可见胆管上皮细胞增生, 可见少量的肝细胞坏

死灶; 第2周胆管上皮细胞进一步增殖, 范围较周胆管上皮细胞进一步增殖, 范围较胆管上皮细胞进一步增殖, 范围较

第1周增加, 汇管区面积扩大, 逐渐向小叶内延周增加, 汇管区面积扩大, 逐渐向小叶内延增加, 汇管区面积扩大, 逐渐向小叶内延

伸, 增生的胆管上皮细胞周围有纤维组织增生, 
炎细胞浸润和肝细胞坏死较少; 第3周增生的胆周增生的胆增生的胆

管上皮细胞分化为小胆管, 与纤维母细胞、纤

维组织形成间隔, 改建原有肝小叶; 第4周肝组周肝组肝组

织结构破坏严重, 细胞呈花环状, 多数有管腔, 
大量胶原组织沉积, 纤维增生更加明显, 肝细胞

坏死和炎细胞浸润较少, 肝细胞与增生的胆小

管相比较明显减少, 肝细胞形态和结构正常(图
1A-E). Masson染色、肝纤维化分级表明, 随着

胆管阻塞时间的延长, 纤维化程度逐渐加重(图
1A’-E’, 表1). 
2.3 肝组织PAI-1 mRNA表达动态变化 RT-PCR
检测结果显示, 假手术组PAI-1 mRNA表达较低

(PAI-1/β-actin mRNA为0.72±0.02), 而各时间点模

型对照组PAI-1 mRNA表达随胆管阻塞时间延长

逐渐增强(PAI-1/β-actin mRNA依次为1.53±0.01, 
1.84±0.03, 2.06±0.04, 3.62±0.04), 与假手术组

比较, 各时间点模型对照组PAI-1/β-actin mRNA显

著增加(P<0.01), 各时间点模型对照组之间PAI-1/
β-actin mRNA有显著差异(P<0.01, 图2). 
2.4 肝组织MMP-2和MMP-9蛋白含量动态变化 
ELISA法检测显示, MMP-2蛋白含量在胆管阻塞

1 wk时显著增加, 且随着胆管阻塞时间的延长逐

渐增加, 3 wk时达到峰值, 4 wk时有所下降; 与假

手术组比较, 各时间点模型对照组均有显著差

异(P <0.05、P <0.01), 而各时间点模型对照组之

间比较无显著差异(P >0.05). MMP-9蛋白含量在

胆管阻塞1 wk时显著增加, 2 wk达到峰值, 而后

有所下降; 与假手术组比较, 各时间点模型对照

组有均显著差异(P <0.05、P <0.01), 而各时间点

模型对照组之间无显著差异(表2). 

3  讨论

纤溶系统是纤溶酶原经特异性激活物作用转化

为纤溶酶, 导致体内纤维蛋白不断溶解的反应

体系, 主要包括纤溶酶原、纤溶酶、纤溶酶原

激活物及其抑制剂[24]. 纤溶酶原激活物(PA)通过

PA-纤溶酶-MMPs级联反应途径, 最终可产生活

化的纤溶酶和MMPs, 后两者是降解ECM各组分

的重要物质. PAI-1和PA是调节纤溶系统的重要

成分. 两者的平衡维持着纤溶系统功能的正常, 
可防止血栓形成和保证血管内血流通畅. 而在

肝脏纤维化的过程中, 这种平衡的失调会促进

胶原、糖蛋白、蛋白多糖等ECM的合成增加[25], 
并在肝组织内沉积形成纤维组织, 从而促进肝

脏纤维化和肝硬化的出现. PAI-1基因缺失可以

延缓纤维化进程[26-27], 而小鼠uPA基因敲除可自

发性出现肝脏、肺脏及其他脏器ECM沉积, 诱
发纤维化形成[28-29]. 高脂饮食诱导的家兔脂肪肝

肝脏中PAI-1基因的表达亦明显增强[30]. 对大鼠

酒精性肝病研究发现, 在肝损伤早期尚未出现

明显组织病理学改变时, 即可诱导PAI-1基因在

转录水平的过度表达[31]. 而近年临床研究也证实

慢性乙肝患者PAI-1蛋白表达着色积分随肝纤维

化加重而显著升高[32]. 
肝纤维化的调控是多水平调节, 其中最主要

的是肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)活化, 
进而合成大量ECM, 因此, HSC的激活是肝纤

维化发生发展的中心环节, 他是调控肝脏ECM
的最主要的细胞[33-43]. 研究发现, 新分离的大鼠

HSC可以表达uPA, uPAR和PAI-1, 在HSC活化的

早期阶段(7 d)时, uPA mRNA合成和活性达到高

峰, HSC完全活化的后期阶段(14-21 d)时, uPA
活性逐渐下降, 而PAI-1活性则逐渐增高[44]. 对
CCL4诱导的大鼠肝纤维化的研究表明, 在肝纤

维化形成的早期, uPA, uPAR mRNA的表达分别

增加2.8和1.8倍, 而tPA、PAI-1 mRNA的水平不

变; 随着肝纤维化的发展, uPA、uPAR、tPA、

PAI-1的mRNA表达都增加, 但PAI-1的表达更加

明显, Western blot分析与此一致[45]. 基于上述研

究, 有学者认为, uPA及其抑制剂在纤维化的不

同阶段起着不同作用. 在早期, uPA可能随HSC
活化表达上调, 活性增加, 激活窦周间隙纤溶酶

及MMPs, 后两者降解肝脏组织中正常的ECM, 
由于缺乏正常的纤维组织的支撑和营养作用, 
肝细胞功能受到损害. 此后, HSC不断TGF-β1, 

■创新盘点
本文动态观察胆
汁淤积性肝纤维
化形成过程中肝
组 织 病 理 学 、

PAI-1、MMP-2、
MMP-9变化规律, 
发现PAI-1 mRNA
表达存在动态变
化, 其表达升高与
胆汁淤积性肝纤
维化形成和发展
有关. 
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引起PAI-1表达增加, 通过与uPA结合抑制其纤 溶激活作用, 导致纤溶酶和MMPs系统活性下

■应用要点
本 文 研 究 表 明 , 
在胆汁淤积性肝
纤维化形成过程
中, PAI-1mRNA
过度表达可能导
致PA/PAI-1平衡
失衡, 通过PA-纤
溶酶-MMPs级联
途径影响ECM的
合 成 与 降 解 ,  下
调ECM降解 ,  使
得ECM合成增加, 
沉积增加, 加速肝
纤维化的发展和
肝硬化的发生, 提
示PAI-1有可能作
为胆汁淤积性肝
纤维化治疗的靶
点之一. 
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A A'

图 1 大鼠肝组织病理动态变化, A-E(HE×400), A'-E'(Masson×200). A: 假手术组; B: 模型1 wk; C: 模型2 wk; D: 模型3 wk; 

E: 模型4 wk. 
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调, 细胞外基质沉积明显增加, 肝纤维化程度

不断加重. 在肺纤维化的研究中也发现, uPA可

激活TGF-β1, 促进肺纤维化, 同时TGF-β1能诱

导PAI-1表达, 而PAI-1在肺损伤和胸膜损伤的

修复中同样起关键作用[46]. 然而, 也有学者认

为, MMP-2和MMP-9活性升高持续整个肝纤维

形成期, 可能是机体对纤维间隔和窦周胶原过

多沉积的自身调节反应[47]. 国外有学者对胆汁

淤积性肝纤维化的研究中发现, 野生鼠胆管阻

塞3 d PAI-1 mRNA即显著增加, 而野生和PAI-1
基因敲除鼠uPA、MMP-2和MMP-9活性均并未

上调, 而α-SMA、Ⅰ胶原mRNA表达均升高; 2 
wk野生鼠三者活性都增加, 而且与野生鼠比较, 
PAI-1基因敲除鼠三者活性增加更加明显, 肝纤

维化明显减轻; 同时发现基因敲除鼠早期肝损

伤明显减轻, 只是这种保肝作用短暂.  进一步研

究表明PAI-1基因缺失延缓肝纤维化进程是由

于促进了细胞外基质降解[48]. 
本研究表明, 在胆管阻塞1 wk, PAI-1 mRNA

表达显著升高, PA I-1基因在转录水平的过度

表达随着胆管结扎时间延长 ,  逐渐显著增强; 
MMP-2和MMP-9蛋白含量在第1周即显著增加, 
分别于第3周和第2周达到峰值, 此后有所下降, 
但在各时间点之间无统计学差异. 而病理观察

表明, 在1-3 wk为胆管细胞增生期, 3 wk后主要

为胶原纤维增生期, 随着胆管结扎时间的延长, 
纤维化程度逐渐加重, 由此我们推测, 在胆汁淤

积性肝纤维化形成早期, uPA或者tPA纤溶活性

可能显著增强, 导致MMP-2和MMP-9活性增加. 
此后, 可能PAI-1 mRNA的增加的强度要高于PA
蛋白的增加, 过多表达的PAI-1通过结合PA抑制

其纤溶激活作用, 抑制纤溶酶原的活化进一步

抑制MMP-2和MMP-9的活化, 细胞外基质合成

继续增加、降解相对不足, 肝纤维程度不断加

重. 有研究证实, 将uPA基因导入体外培养的大

鼠HSC可以提高上清液中MMP-2的浓度, 胞质

内的Ⅰ, Ⅲ型胶原含量明显减少[49]. 外源性uPA
基因治疗CCl4诱导的肝纤维化发现, uPA可以提

高MMP-2的活性, 促进ECM降解, 延缓肝纤维化

进程, 但是并未改善肝功能[50]. 
总之, 在大鼠胆汁淤积性肝纤维形成过程

中, PAI-1 mRNA过度表达可能导致PA/PAI-1平
衡失衡, 通过PA-纤溶酶-MMPs级联途径影响

ECM的合成与降解, 下调ECM降解, 使得ECM
合成增加, 沉积增加, 加速肝纤维化的发展和肝

硬化的发生. 关于PA在胆汁淤积性肝纤维化形

成中的动态变化以及作用机制有待进一步研究. 
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表 1 各时间点模型肝组织纤维化程度的动态变化

     
                                     肝纤维化程度分级

                                  -        +       ++    +++

假手术组      6         10      0        0       0       0b

模型1 wk     6          0      5        1       0       3.50±1.22
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bP<0.01 vs  各时间点模型对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs 上一时

间点模型对照组.
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图 2 大鼠肝组织PAI-1mRNA表达动态变化. 1: 假手术组; 

2: 模型1 wk; 3: 模型2 wk; 4: 模型3 wk; 5: 模型4 wk. 

表 2 模型大鼠肝组织MMP-2和 MMP-9表达的动态变化

     
组别                n           MMP-2(μg/L)            MMP-9(μg/L)

假手术组        6       177.28±40.70ab      81.01±1����.77ab

模型1 wk       6       241.22±64.37      114.����7±24.74

模型2 wk       6       272.����0±56.����5      144.76±32.35

模型3 wk       6       277.45±48.40      131.25±34.37

模型4 wk       6       264.87±38.55      12����.��������±21.33

aP<0.05 vs  模型1 wk, bP<0.01 vs  模型2 wk、3 wk、4 wk.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Jiazhu on α-SMA 
and TGF-β1 expression in the liver of rats with 
hepatic fibrosis and its anti-fibrosis mechanism.

METHODS: A model of rat hepatic fibrosis was 
induced by injecting 40% CCl4, which was in-
terfered with high [2.0 g/(�g�d)�, medium [1.0g/(�g�d)�, medium [1.0�d)�, medium [1.0d)�, medium [1.0, medium [1.0 
g/(�g�d)� and low doses [0.5 g/(�g�d)� of Jia-�d)� and low doses [0.5 g/(�g�d)� of Jia-d)� and low doses [0.5 g/(�g�d)� of Jia- and low doses [0.5 g/(�g�d)� of Jia-g/(�g�d)� of Jia-�d)� of Jia-d)� of Jia- of Jia-
zhu. Hepatic function and serum TGF-β1 were 
examined. Expression of α-SMA and TGF-β1 
was detected by immunohistochemistry and RT-
PCR. 

RESULTS: Compared with the model group, 

the levels of aspartate transaminase and alanine 
transaminase were significantly decreased in the 
high, medium and low Jiazhu dose groups. Total 
protein and albumin increased while serum bili-
rub and TGF-β1 were significantly reduced. The 
expression of α-SMA and TGF-β1 in liver tissue 
was decreased. The mRNA expression, stained 
area and gray scale of α-SMA and TGF-β1 in the 
high, medium and low Jiazhu dose groups were 
significantly different compared with the model 
group(α-SMA: 9.21 ± 1.12、12.63 ± 2.42、14.23 ± 
1.57 vs 16.32 ± 2.14,  P < 0. 01、P < 0.01、P < 0.05; 
TGF-β1 mRNA: 5.58 ± 0.80、8.62 ± 1.16、11.92 
± 1.35 vs 14.57±1.59, P < 0.01、P < 0.01、P < 0.01), 
(dyeing area of α-SMA: 9.21% ± 1.29%、12.63% 
± 1.44%、14.23% ± 1.41% vs 16.32% ± 1.75%, P < 
0.01、P < 0.01、P < 0.05; dyeing area of TGF-β1: 
5.31% ± 0.70%、8.37% ± 1.09%、11.92% ± 1.42% 
vs 14.47% ± 1.48%, P < 0.01、P < 0.01、P < 0.01), 
(gray scale of α-SMA: 91.29 ± 9.53、99.55 ± 
11.83、107.18 ± 12.06 vs 116.44 ± 12.97, P < 0.01、
P < 0.01、P < 0.05; gray scale of TGF-β1: 89.96 ± 
9.64、106.92 ± 13.90、110.50 ± 12.91 vs 127.13 ± 
14.88, P < 0.01、P < 0.01、P < 0.05). 

CONCLUSION: Jiazhu can inhibit rat hepatic 
fibrosis induced by CCL4.

Key Words: Jiazhu; Hepatic fibrosis; α-SMA; 
TGF-β1; RT-PCR

Fu DC, Yang SZ, Sun YW, Yu CY, Mao LZ, Jiang XL, 
Guan RF. Effect of Jiazhu on α-SMA and TGF-β1 
expression in rats with hepatic fibrosis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 253-258

摘要
目的: 研究甲珠对肝纤维化大鼠α-肌动蛋白
(α-SMA)和转化生长因子-β1(TGF-β1)表达影
响, 并探讨其抗纤维化机制.

方法: 采用400 mL/L CCL4 sc, 制备肝纤维
化模型并以高[2.0 g/(kg•d)], 中[1.0 g/(kg•d)], 
低剂量[0.5 g/(kg•d)]甲珠干预, 测定各组肝
功能、血清T G F-β1, 免疫组织化学法检测
肝组织α-SMA、TGF-β1表达, RT-PCR检测
α-SMA、TGF-β1 mRNA 的表达. 
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■背景资料
肝纤维化的病理
改变是细胞外基
质(ECM)的增生
和降解失衡所致, 
而病理情况下细
胞外基质的主要
细胞来源是肝星
状细胞(HSC), 他
的激活和增生在
肝 纤 维 化 过 程
中 起 主 要 作 用 . 
TGF-β1是HSC活
化的强有力刺激
因子和肝纤维化
形成的始动细胞
因子 ,  α -SMA是
HSC活化的标志. 
研 究 T G F - β 1、
α-SMA的表达变
化可反映肝纤维
化的变化情况.

■同行评议者
高春芳, 研究员, 
第二军医大学附
属长征医院实验
诊断科 



结果: 甲珠各组较模型组肝功能明显改善, 丙
氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶显著降低, 总
蛋白及白蛋白显著升高, 胆红素降低; 血清
TGF-β1显著降低; 高, 中, 低甲珠剂量组肝
组织α-SMA及TGF-α1 mRNA表达, 染色面
积比, 灰度值与模型组相比均有显著性意义
(α-SMA: 9.21±1.12、12.63±2.42、14.23
±1.57 vs  16.32±2.14, P <0.01、P <0.01、
P <0.05; TGF-β1 mRNA: 5.58±0.80、8.62±
1.16、11.92±1.35 vs  14.57±1.59, P <0.01、
P <0.01、P <0.01), (α-SMA染色面积比: 9.21%
±1.29%、12.63%±1.44%、14.23%±1.41% 
vs  16.32%±1.75%, P <0.01、P <0.01、P <0.05; 
TGF-β1染色面积比: 5.31%±0.70%、8.37%
±1.09%、11.92%±1.42% v s  14.47%±

1.48%, P <0.01、P <0.01、P <0.01), (α-SMA灰
度值: 91.29±9.53、99.55±11.83、107.18±
12.06 vs  116.44±12. 97, P <0.01、P <0.01、
P <0.05; TGF-β1灰度值: 89.96±9.64、106.92
±13.90、110.50±12.91 vs  127.13±14.88, 
P <0.01、P <0.01、P <0.05).

结论: 甲珠对CCl4诱导的实验鼠肝纤维化有
良好的抑治作用.

关键词: 甲珠; 肝纤维化; α-肌动蛋白; 转化生长因

子-β1; 逆转录聚合 酶链式反应
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0  引言

肝纤维化作为肝硬化的前期阶段, 其可逆性为

延缓或阻止各种慢性肝病发展为肝硬化提供了

可能, 对肝纤维化的防治已成为该领域的研究

热点. 近年来研究显示许多中医方药对肝纤维

化有很好的治疗效果, 并已展示良好的应用前

景[1-5]. 甲珠为穿山甲的鳞片, 主归肝经, 具有软

坚、通络、散结的功效, 是历代医家治疗癥、

瘕、集、聚的常用药, 近年来被广泛用于治疗

肝硬化, 取得了较好的临床效果. 但目前国内外

尚无甲珠抗肝纤维化的基础及临床研究.
本实验采用四氯化碳(CCL4)大鼠肝纤维化模

型, 观察甲珠的抗肝纤维化作用, 并探讨其对α-
肌动蛋白(α-SMA)、转化生长因子-β1(TGF-β1)
影响, 及甲珠抗肝纤维化的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠108只, 体质量180±30 g, 
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由吉林大学实验动物中心提供. 甲珠(由牡丹江

中医院提供)研细末. CCL4购自北京北化精细化

学品有限责任公司: 秋水仙碱(colchicine)购自昆

明股份制药有限公司; 谷丙转氨酶(ALT)、谷草

转氨酶(AST)、白蛋白(ALB)试剂盒购自上海科

欣生物技术研究所; 血清总胆红素(TBIL)试剂盒

购自上海科华东菱诊断用品有限公司; TGF-β1
酶联免疫吸附试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司, 单克隆即用型鼠抗人α-SMA试剂盒

购自北京中杉生物公司, 兔抗大鼠TGF-β1多克

隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司, 即
用型SP免疫组化试剂盒购自福州迈新试剂公司, 
DAB购自北京中山生物公司. RT-PCR两步法试

剂盒购自TaKaRa公司, TRIzol购自Sangon公司.
1.2 方法 
1.2.1 模型制作: 模型制作参照文献[6]方法, 实
验第1天除正常空白对照组(简称对照组)外, 其
余动物sc CCL4分析纯5 mL/kg体质量, 以后每隔

3 d注射400 mL/L CCL4橄榄油剂3 mL/kg体质量, 
连续8 wk. 实验前2 wk饲喂高脂玉米粉饲料(795 
g/kg玉米粉+200 g/kg猪油+5 g/kg胆固醇), 第3-6 
周饲喂1000 g/kg玉米粉和300 mL/L乙醇饮料. 
1.2.2 分组及给药方法: 采用成组设计, 将108只
大鼠随机分为6组, 每组18只, 第1组对照组, 饲
喂正常饮食; 第2组模型组, 按上述造模方法给

予饮食; 第3组秋水仙碱组, 于造模第3周开始

给予秋水仙碱0.1 mg/(kg•d), 第4组甲珠高剂量

治疗组, 于造模第3周开始, ig甲珠混悬液, 2.0 
g/(kg•d)(体质量); 第5组甲珠中剂量治疗组, 于
造模第3周开始, ig甲珠混悬液, 1.0 g/(kg•d)(体
质量); 第6组甲珠高剂量治疗组, 于造模第3周开

始, 给予甲珠混悬液ig, 0.5 g/(kg•d)(体质量), 共8  
wk. 造模结束时模型组死亡3只, 中剂量组死亡3
只, 低剂量组死亡2只, 秋水仙碱组死亡2只, 高剂

量组死亡1只, 为增加可比性, 每组均采用15只. 
1.2.3 标本制作: 上述造模及处理过程结束后, 
禁食12 h后称质量 ,  心包取血 ,  分离血清置

-20℃保存; 并立刻完整摘取肝脏及脾脏, 肝右

叶置于40 g/L中性甲醛液中常规固定后, 石蜡

包埋, 用于制作组织芯片. 
1.2.4 血清及组织纤维化指标检测: 测定血清肝

功能包括TBIL、ALT、AST、ALB、TGF-β1,  
严格按说明书操作. 
1.2.5 免疫组织化学检查: α-SMA、TGF-β1: 采用

石蜡包埋常规切片, SP法, 兔抗鼠TGF-β1, 多克隆

抗体及鼠抗鼠α-SMA单克隆抗体均以1∶100 稀
释, DAB显色, 苏木素复染. PBS代替一抗作为阴

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝纤维化的可逆
性是防治肝硬化
的研究热点, 其中
星状细胞的激活
及细胞外基质的
分泌与代谢机制
是该领域的研究
重点, 找到安全、

高效、来源充足
的抗肝纤维化药
物是当务之急. 
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性对照. 阳性组织呈棕色, 阴性组织呈蓝色. 在
全自动图像分析系统上, 采用HPIAS-2000型图

像分析软件进行定量分析, 随机选取每张切片

10个视野(×200)倍测定阳性细胞的灰度值与所

占视野面积, 灰度值在0-249之间, 灰度值越高, 
染色越浅, 表达产物越少; 灰度值越低, 染色越

深, 表达产物越多. 
1.2.6 RT-PCR: 大鼠GAPDH上游引物: 5'-CAT
GACCACAGTCCATGCCATC-3', 下游引物: 
5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCATATTC-3', 全长

756 bp; TGF-β1上游引物: 5'-ACTACTGCTTCA
GCTCCACA-3', 下游引物: 5'-ATCATGTTGGA
CAACTGCTC-3', 全长301 bp; α-SMA上游引物: 
5'-TGTGCTGGACTCTGGAGATG-3',下游引物: 
5'-CTTCTGCATCCTGTCAGCAA-3', 全长493 bp. 
称取50-100 mg肝组织用TRIzol提取总RNA, 采用

分光光度法测定其含量及纯度, 测定A 260/A 280值. 
取2 μg总RNA, 42℃逆转录90 min. 参数设置94℃
变性, 3 min×1 循环. 94℃变性30 s, 53℃退火30 
s, 72℃延伸45 s, 共35个循环. 最后72℃彻底延伸

7 min×1循环. 同法扩增GAPDH作为内参照. 取
5 μL PCR产物150 mL/L琼脂糖凝胶电泳. 凝胶图

像分析系统检测灰度, TGF-β1/GAPDH比值表示

TGF-β1 mRNA相对水平. α-SMA/GAPDH比值表

示 α-SMA mRNA相对水平. 
统计学处理 实验结果数据以mean±SD表

示, 采用SPSS11.5软件进行统计分析, 各组间比

较采用单因素方差分析, 组间比较采用基于方

差分析两两比较LSD法. 

2  结果

2.1 各组大鼠肝组织病理学改变 (1)HE染色: 光
镜下正常对照组大鼠未见肝细胞变性及坏死, 
门脉区不增宽, 肝组织及肝小叶结构清晰, 未见

胶原纤维增生. 模型组大鼠可见大量肝细胞变

性、坏死, 汇管区周围大量炎症细胞浸润, 大量

胶原纤维增生, 伸入到肝实质中, 可见含铁血黄

素, 肝小叶结构破坏; (2)Masson染色见蓝色胶原

纤维明显增多. 汇管-中央静脉区纤维间隔明显

增宽, 包绕、分隔肝小叶, 部分形成假小叶. 甲
珠各组及秋水仙碱组较模型组肝细胞变性、坏

死明显减轻, 纤维增生及炎细胞浸润程度较模

型组明显减轻.
2.2 各组大鼠肝功能改变及血清TGF-β1检查结

果 模型组ALT、AST显著升高, ALB显著降低; 
不同剂量甲珠(2.0、1.0、0.5 g/kg)与秋水仙碱

(0.1 mg/kg) ig, 可不同程度降低ALT、AST、
TBIL水平(P <0.01, P <0.05), 可不同程度升高

ALB(P <0.01, P <0.05). 与正常组相比, 模型组

大鼠TGF-β1明显升高(P <0.01), 甲珠各组及秋

水仙碱干预组与模型组比较, TGF-β1明显降低

(P <0.01), 但未达到正常对照组的水平(表1).
2.3 免疫组化结果 正常组肝组织中几乎不表达

TGF-β1, 模型组TGF-β1阳性细胞主要位于中央

小叶和门静脉周围纤维带及肝纤维间隔中, 主
要见于Kuffe r细胞、类间质细胞质及其周围, 
不同剂量甲珠(2.0、1.0、0.5 g/kg)与秋水仙碱

(0.1 mg/kg)灌胃较模型组灰度值升高, 表达产

物减少, 阳性染色程度不同程度减轻(P <0.01, 
P <0.05)(图1). 模型组TGF-图1). 模型组TGF-). 模型组TGF-β1免疫组织化学染色

阳性面积明显升高, 显著高于正常组(P<0.01). 甲
珠治疗各组及秋水仙碱干预组明显低于模型组

(P<0.01). α-SMA在胞质表达, 正常对照组只表达胞质表达, 正常对照组只表达表达, 正常对照组只表达

于小动脉及小静脉, 在胆管无表达. 模型组α-SMA
主要表达于汇管区及纤维间隔, 且呈长椭圆形或

梭形. 实验表明不同剂量甲珠与秋水仙碱灌胃较

模型组α-SMA灰度值升高, 表达产物减少, 阳性

染色程度不同程度减轻(P <0.01, P <0.05). 模型组

α-SMA免疫组织化学染色阳性面积明显升高, 显
著高于正常组(P<0.01). 甲珠治疗各组及秋水仙碱

表 1 大鼠血清肝功能及TGF-β1(n  = 15)

     
分组                                  ALT(U/L)                       AST(U/L)                     ALB(g/L)                  TBIL(μmol/L)                 TGF-β1(μg/L)

正常对照组               53.42±6.54              47.26±7.33            3�.32±3.45            13.47±2.42               0.7�±0.13

模型组                    216.2�±18.�0b          1�7.63±1�.36b         2�.35±2.68b           76.10±7.82b              8.56±1.37b

秋水仙碱组             172.88±17.16          165.8�±16.80          33.64±2.�4            58.�7±6.64               4.03±0.66

甲珠高剂量组          163.74±17.28          157.34±14.87           33.4�±2.86            57.51±7.43               5.64±0.62

甲珠中剂量组          1�4.07±18.02a         170.34±18.38a         31.87±3.13a            64.21±8.08a              6.3�±0.76

甲珠低剂量组          1�7.53±1�.50a         175.43±17.05a         32.61±2.72a            68.86±7.1�a              6.�3±0.81

aP<0.05 vs 模型组， bP<0.01 vs 正常组.

■相关报道
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干预组明显低于模型组(P<0.01, P<0.05)(表2).(表2).表2).
2.4 RT-PCR 正常肝组织几乎不表达TGF-β1 
m R N A, 而模型组为强表达 ,  不同剂量甲珠

(2.0、1.0、0.5 g/kg)与秋水仙碱(0.1 mg/kg)灌
胃组TGF-β1 mRNA表达明显减少(图2), 各组(图2), 各组各组

TGF-β1 mRNA/GAPDH比值见表3, 与模型组比

较(P <0.01); α-SMA mRNA模型组表达较正常组

明显增强, 不同剂量甲珠(2.0、1.0、0.5 g/kg)与
秋水仙碱(0.1 mg/kg)灌胃组α-SMA mRNA表达

明显减少(图3), 各组(图3), 各组各组α-SMA mRNA/GAPDH比

值见表3, 与模型组比较(P <0.01, P <0.05).

3  讨论

目前的研究认为, 肝纤维化的病理改变是细胞

A B C

D E F

G H I

J K L

图 1 各组α-SMA、TGF-β1肝组织免疫组化表达图. A: α-SMA正常组; B: α-SMA模型组; C: α-SMA秋水仙碱组; D: 

α-SMA高剂量组; E: α-SMA中剂量组; F: α-SMA低剂量组; G: TGF-β1正常组; H: TGF-β1模型组; I: TGF-β1秋水仙碱组; J:  

TGF-β1高剂量组; K: TGF-β1中剂量组; L: TGF-β1低剂量组.

GAPDH

TGF-β

750 bp

301 bp

      A       B      C      D       E       F      G

图 2 TGF-βmRNA RT-PCR凝胶电泳图. A: 正常组; B:模型

组; C: 秋水仙碱组; D: 甲珠低剂量组; E: 甲珠中剂量组; F: 

甲珠高剂量组; G: Marker.

         A      B       C      D      E       F       G

750 bp

493 bp

GAPDH

α-SMA

图 3 α-SMA mRNA RT-PCR凝胶电泳图. A: 正常组; B:模

型组; C: 秋水仙碱组; D: 甲珠低剂量组; E: 甲珠中剂量组; F: 

甲珠高剂量组; G: Marker.
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■创新盘点
甲珠可改善肝功
能 ,  可 降 低 实 验
鼠血清及肝组织
α-SMA及α-SMA 
mRNA、TGF-β1 
m R N A 的 表 达 , 
TGF-β1具有逆转
肝纤维化的作用. 



www.wjgnet.com

外基质(ECM)的增生和降解失衡所致, 而病理

情况下细胞外基质的主要细胞来源是肝星状

细胞(HSC), 其激活和增生在肝纤维化过程中

起主要作用[7-8]. 是肝纤维化发生、发展的核心

环节．激活的肝星状细胞的特点之一是表达

α-SMA, α-SMA是HSC活化的标志[9]. 常作为

肝星状细胞激活的标志物[10-25]. TGF-β1是HSC
活化的强有力刺激因子和肝纤维化形成的始动

细胞因子[24-25], TGF-β1在肝纤维化发生、发展

中的作用: (1)促进HSC转化为FSC, 并刺激FSC
合成ECM[26-27], (2)抑制胶原酶及基质降解, 刺
激TIMP产生, 抑制MMP的活性[28-29]. (3)对FSC
单核细胞等有 [30-31]趋化作用. 此外, 研究还显

示, TGF-β1可抑制谷氨酰半胱氨酸连接酶的表

达, 促进肝细胞损害[32], TGF-β1还能抑制肝细

胞DNA合成,  阻止肝细胞再生[33-34]. 从祖国医

学辩证, 认为肝纤维化是由于气滞、血瘀、络

阻所致, 肝纤维化初期主要为气滞, 进而血瘀, 
最后络阻, 气机不畅, 肝纤维化、肝硬化形成. 
甲珠为穿山甲的鳞片, 主归肝经, 具有软坚、

通络、散结的功效, 是历代医家治疗癥、瘕、

集、聚的常用药. 本实验证实了甲珠具有保护

实验鼠肝功能的作用, 甲珠高剂量组、中剂量

组、低剂量组ALT、AST较模型组均明显降低, 
ALB较模型组明显升高, 甲珠各组与模型组比

较差别显著(P <0.01, P <0.05); 血清中TGF-β1含
量甲珠高剂量组、中剂量组、低剂量组较模型

组均显著降低(P <0.01); 甲珠能够减少或阻抑

实验鼠TGF-β1及α-SMA的表达, 免疫组化结

果甲珠高剂量组、中剂量组、低剂量组肝组织

α-SMA及TGF-β1表达面积较模型组均明显减

少(P <0.01, P <0.05); 灰度值明显升高(P <0.01, 
P <0.05); RT-PCR证实TGF-β1及α-SMA的表

达量较模型组明显降低,  两者比较差别显著

(P <0.01, P <0.05). 实验结果证实甲珠具有降低

实验鼠血清及肝组织中肝纤维化指标的作用, 
可以防治或阻抑肝纤维化.
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■应用要点
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论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transplanted 
bone marrow stromal cells (BMSCs) on liver 
fibrosis in mice. 

METHODS: BMSCs harvested from male 
BALB/c mice were cultured and transplanted 
into female syngenic BALB/c mice via portal 
vein. After partial hepatectomy, liver fibrosis 

was induced by diethylnitrosamine (DEN). 
Controls received BMSCs and non-supplement-
ed drinking water, model group received DEN-
spiked water, and experimental group received 
BMSCs and DEN. The mice were killed after 
three months. Alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST), hyaluronic 
acid (HA) and laminin (LN) in serum, hydroxy-
proline (Hyp) content in liver were assessed. 
Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) in liver 
was tested by immunohistochemistry. Bone 
marrow-derived hepatocytes in liver sections 
were identified by fluorescent in situ hybridiza-
tion (FISH). 

RESULTS: BMSCs differentiated into hepato-
cyte-like phenotypes after hepatocyte growth 
factor (HGF) treatment in vitro. Serum ALT, 
AST, HA and LN were markedly reduced by 
transplanted BMSCs(208 ± 44 U/L vs 341 ± 66 
U/L, 372 ± 84 U/L vs 506 ± 81 U/L, 289 ± 74 
μg/L vs 362 ± 83 μg/L, 178 ± 48 μg/L vs 232 ± 63 
μg/L). Liver Hyp level (900 ± 141 mg/g vs 1255 
± 205 mg/g) and α-SMA staining in mice receiv-
ing BMSCs was lower than that in the model 
group, consistent with the altered liver pathol-
ogy. FISH analysis revealed the presence of do-
nor-derived hepatocytes in the injured liver after 
cross-gender mouse BMSCs transplantation. 
About 10% of cells were bone marrow-derived 
cells in the injured liver after three months. 

CONCLUSION: BMSCs transplanted via portal 
vein can convert into hepatocytes with replace-
ment of the DEN-induced liver injury, restore 
liver function and reduce liver fibrosis. 

Key Words: Bone marrow stromal cell; Hepatocyte; 
Differentiation; Cell therapy; Liver fibrosis

Zheng JF, Wu CX, Chen JS, Zhang ZS, Xiao ZX, Xing YL, 
Zhou KL Liang LJ. Intra-portal transplantation of bone 
marrow stromal cells ameliorates liver fibrosis in mice. 
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摘要
目的: 探讨移植骨髓基质细胞(BMSCs)减轻小
鼠肝纤维化的作用. 
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■背景资料
肝细胞移植是器
官移植的替代方
法之一. 但肝细胞
难以培养和保存
及数量少, 难以达
到临床治疗效果. 
研究报道, 骨髓细
胞能分化为肝细
胞, 其移植可以减
轻肝纤维化. 
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党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第二附属医
院 感 染 科 ;  刘 海
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方法: ♂BALB/c小鼠BMSCs分离培养及经
门静脉移植到♀BALB/c小鼠肝脏, 二乙基亚
硝胺诱导肝纤维化. 60只♀小鼠随机分为对
照组, 模型组及治疗组. 3 mo后测定ALT、
AST、透明质酸酶(HA)和层黏连蛋白(LN)浓
度, 及肝脏羟基脯氨酸(Hyp)含量. 免疫组化检
测肝脏α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达, 及荧
光原位杂交鉴定移植的BMSCs向肝细胞的分
化.  

结果: BMSCs在添加肝细胞生长因子(HGF) 
的培养基中体外培养能分化为肝细胞样细胞. 
与模型组相比, 移植BMSCs能显著降低血清
ALT、AST、HA和LN的水平以及肝脏Hyp
含量和α-SMA的表达(208±44 U/L vs  341±
66 U/L, 372±84 U/L vs  506±81 U/L, 289±
74 μg/L vs  362±83 μg/L, 178±48 μg/L vs  232
±63 μg/L, 900±141 mg/g liver vs  1255±205 
mg/g liver, 均P <0.01). 荧光原位杂交显示DEN
诱导的损伤肝脏中有骨髓来源的肝细胞, 3 mo
后10%的肝细胞来源于BMSCs. 

结论: 在肝纤维化模型中, 经门静脉移植的
BMSCs能分化为肝细胞, 有效地恢复肝功能
和减轻肝纤维化. 

关键词: 骨髓基质细胞; 肝细胞; 分化; 细胞治疗; 肝

纤维化
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0  引言

肝纤维化及肝硬化是一个棘手的肝脏疾病. 虽
然肝移植是治疗晚期肝硬化的有效方法, 但存

在供体缺乏、手术损伤、免疫排斥及费用昂贵

等问题. 肝细胞移植被认为是器官移植的替代

方法之一, 但肝细胞是一种静止细胞, 移植的肝

细胞增殖数量少, 难以达到临床治疗效果, 而且

肝细胞难以培养和保存[1]. 研究报道骨髓细胞在

合适的条件下能分化为肝细胞[2-3]. 骨髓细胞向

肝细胞的转化是通过横向分化还是骨髓细胞与

肝细胞的融合目前不清楚[4-5]. 另外, 骨髓中哪类

细胞能分化为肝细胞也不清楚, 但骨髓细胞移

植能减轻CCl4引起的肝纤维化[6]. 研究显示骨髓

基质细胞(bone marrow stromal cells, BMSCs) 在
添加肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, 
HGF)的培养基中体外培养能分化为肝细胞样
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细胞[7]. 自身骨髓细胞容易获得, 因此骨髓细胞

移植可能是一种治疗慢性肝损害及肝纤维化的

有希望的策略. 本研究旨在探讨移植BMSCs向
肝细胞的分化, 及对肝损害和肝纤维化的治疗

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠, 周龄6-8 wk, 体质量 20-25 
g, 购于中山大学医学动物中心 .  二乙基亚硝

胺(DEN, Sigma-Aldrich, MO). DMEM培养基

(Roche Pharma, Switzerland).  肝细胞生长因子

(HGF, Sigma-Aldrich, MO), 抗体包括鼠抗AFP
多克隆抗体(Santa Cruz, CA), 兔抗白蛋白多克隆

抗体(Dako, Denmark), 兔抗α-平滑肌肌动蛋白

(α-SMA)多克隆抗体(NeoMarkers, CA), 小鼠Y
染色体荧光原位杂交(FISH)探针(Cambio, UK). 
SABC免疫组化检测试剂盒为武汉博士德生物

公司产品.  
1.2 方法 
1.2.1 BMSCs的分离与培养: 取♂小鼠的股骨

和胫骨 ,  注射器针头插入骨髓腔内用D M E M
培养液冲出骨髓细胞制备成悬液. 细胞悬液用

Ficoll(density1.077 kg/L)梯度离心(1500 r/min)10 
min. 收集中间界面的BMSCs, 在DMEM培养基

内培养. 培养基另外加入100 mL/L胎牛血清、2 
mmol/L谷氨酰胺、100 kU/L青霉素和100 mg/L
链霉素. 细胞在37℃、50 mL/L CO2培养箱中进

行培养, 每3 d换液一次. 除去悬浮的细胞, 细胞

长至90%汇合时进行传代培养, 取培养3-4代的

BMSCs做细胞移植实验. 培养基中添加50 μg/L
的HGF诱导分化BMSCs, 每3 d换液一次, 21 d后
收集做免疫荧光检查. 

用免疫荧光鉴定诱导分化细胞表达AFP和
白蛋白的情况. 诱导分化的细胞包埋及多聚甲

醛固定. 甲醇及Triton X-100分别处理标本, 滴加

50 mg/L BSA封闭液, 再滴加一抗小鼠抗AFP多
克隆抗体或兔抗白蛋白多克隆抗体, 4℃孵育过

夜. 滴加FITC或PE结合的二抗(Sigma-Aldrich, 
1∶100)孵育30 min. 细胞核用DAPI(Sigma-
Aldrich, MO)显示蓝色荧光. 
1.2.2 BMSCs的分离和移植: 取分离及培养3-4代
的♂BMSCs制备成细胞悬液, 朌胎兰染色计数

活细胞>95%. ♀小鼠麻醉后行2/3肝切除, 分离

的BMSCs用胰岛素注射器经肠系膜静脉注射到

肝脏, 每只小鼠移植1×106个细胞.  
1.2.3 肝纤维化诱导及分组: BMSCs移植后小鼠

www.wjgnet.com

■相关报道
研究报道骨髓细
胞在合适的条件
下能分化为肝细
胞. 骨髓细胞向肝
细胞的转化是通
过横向分化还是
骨髓细胞与肝细
胞的融合目前不
清楚.
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恢复1 wk, DEN加入饮用水中, 浓度为100 μg/L, 
连续饮用12 wk诱导纤维化[8]. 60只♀小鼠随机

分为3组(n  = 20): A: 对照组, BMSCs移植及饮正

常水; B: 模型组, 饮水中加DEN诱导肝纤维化; 
C: 治疗组, BMSCs移植及饮含DEN的水. 细胞移

植1, 2, 3 mo麻醉小鼠取肝脏标本. 每个时间点

取约5-8只小鼠. 细胞移植3 mo后取血肝功能指

标和肝纤维化指标. 取肝脏标本测定羟基脯氨

酸(Hyp)含量及病理学检查.  
1.2.4 肝功能、肝纤维化指标及肝脏Hyp含量测

定: 血清ALT、AST、总胆红素用常规实验室

方法测定, 血清透明质酸酶(HA)和层黏连蛋白

(LN)用放免试剂盒测定. Hyp含量用试剂盒测定, 
其含量用mg/g表示. 
1.2.5 肝脏病理学检查: HE染色和α-SMA的免疫

组化染色确定肝脏炎症及肝纤维化程度. 一抗

用兔抗α-SMA多克隆抗体. 
Y染色体荧光原位杂交(Fluorescent in situ 

hybridization, FISH)显示肝脏内移植的雄性细

胞, 按FISH试剂盒的实验步骤操作(http://www.
cambio.co.uk/), 用FITC放大试剂盒(Cambio, 
Cambridge, UK)放大荧光信号, 细胞核用DAPI
显示为蓝色荧光. 切片用LSM 510 META共聚焦

显微镜观察. 
统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  用

SPSS10.0软件分析, P <0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 体外培养BMSCs的向肝细胞分化 本实验在

培养基中添加HGF培养BMSCs, 免疫荧光检测

AFP和白蛋白的表达. 发现加HGF培养的BM-
SCs培养21 d后细胞表达AFP(图1A)和白蛋白(图
1B), 而未加HGF培养的BMSCs培养21 d后的细

胞无AFP和白蛋白表达(图1C-D). 结果提示HGF
能诱导BMSCs向肝细胞分化. 
2 .2  B M S C s对肝功能及肝纤维化指标的影

响 B M S C s移植组D E N诱导小鼠的死亡率为

80%, 模型组DEN诱导小鼠的死亡率为85%, 两
组间无显著性差异(P >0.05). 与正常对照组相

比, 模型组DEN导致血清ALT和AST显著升高

(P <0.01). BMSCs移植实验组明显降低转氨酶水

平(P <0.01), 但仍高于正常对照组(P <0.01). 
本研究测定了肝纤维化的指标, 包括血清

HA、LN水平和肝脏Hyp含量. 细胞移植治疗组

血清HA、LN水平明显低于模型组(P <0.05), 但
仍高于正常对照组(P <0.01). 细胞移植治疗组肝

脏Hyp含量明显低于模型组(P <0.01), 但高于正

常对照组(P <0.01)(表1). 
2.3 骨髓基质细胞移植对肝脏炎症及纤维化的

影响 HE染色和免疫组化显示BMSCs移植对肝

脏病理学的影响. HE染色显示正常对照组肝脏

结构完整, 无炎症及纤维化改变(图2A). 模型组

中DEN诱导肝脏炎症细胞浸润和肝纤维化形成, 

■应用要点
骨髓基质细胞移
植可能成为一种
治疗慢性肝损害
及肝纤维化的方
法.

图 1 免疫荧光显示BMSCs体外培养21 d后细胞表达AFP和白蛋白的情况(×400). A: AFP阳性表达(细胞质呈绿色荧光); B: 白

蛋白阳性表达(细胞质呈红色荧光); C: 无AFP表达; D: 无白蛋白表达.

A

C D

B
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伴肝脏失去完整结构(图2B). 而BMSCs移植治

疗组肝脏炎症和肝纤维化明显减轻(图2C). 
通过α-SMA免疫组化显示肝星状细胞活性

来证实肝纤维化发展. 正常对照组α-SMA只表

达于肝脏血管平滑肌细胞(图2D). 模型组活化

的肝星状细胞表达α-SMA增加, 呈网状结构(图
2E). 而BMSCs移植治疗组的肝星状细胞活性明

显受抑制(图2F). 
2.4 BMSCs在正常小鼠及DEN诱导小鼠肝脏的

分化与增殖 本研究用♂BMSCs移植到♀小鼠♂BMSCs移植到♀小鼠BMSCs移植到♀小鼠♀小鼠小鼠

肝脏, 研究BMSCs在正常小鼠肝脏及DEN诱导

小鼠肝脏内分化增殖的情况. 用Y染色体FISH
的方法显示骨髓来源的肝细胞. ♂小鼠肝脏作♂小鼠肝脏作小鼠肝脏作

为阳性对照, 肝细胞核内绿色荧光显示Y染色体

(图3A). 骨髓基质细胞移植及DEN诱导2 mo后小

鼠肝脏内有约4%的Y染色体阳性肝细胞(图3B), 
移植3 mo后肝脏内有10%的肝细胞Y染色体阳

性(图3C). 结果提示经门静脉移植的BMSCs经

DEN诱导向肝细胞分化及增殖. 而无DEN诱导

的小鼠, BMSCs移植3 mo后肝脏内未发现Y染色

体阳性的细胞(图3D). 

3  讨论

虽然骨髓中的细胞被证实有向肝细胞转化的能

力, 但骨髓中何种类型的细胞能分化为肝细胞

目前仍不清楚. BMSCs包含多向分化潜能的干

细胞, 如分化为神经干细胞和造血干细胞[9]. 本
研究证实BMSCs在添加肝细胞生长因子的培养

基中培养21 d能分化为表达AFP和白蛋白的肝

细胞样细胞. 
越来越多的证据显示骨髓细胞能分化为特

定的细胞类型. 在一定的条件下移植的骨髓细胞

在肝脏内分化为肝细胞[10]. 有研究报道在FAH小

鼠模型中肝脏内有30%-50%的肝细胞来源于移

植的骨髓细胞的分化与增殖[2]. 转化为肝细胞的

骨髓细胞可能是间充质细胞[11]. 但有部分研究报

■同行评价
本文立意较新, 方
法得当, 结果有一
定的参考价值, 是
一篇好的学术文
章.

表 1 肝功能和肝纤维化指标的变化(n =8, mean±SD)

     
分组                    ALT(U/L)                AST (U/L)              TBIL(mg/L)                HA(μg/L)                 LN(μg/L)                Hyp(mg/g liver)

对照组                42±12              105±35                8.8±4.2               54±19                  58±16                  313±118

模型组              341±66b             506±81b            12.9±6.1              362±83b               232±63b               1255±205b

治疗组              208±44bd            372±84bd           13.5±4.2             289±74bc              178±48bc                900±141bd

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

图 2 移植的BMSCs对肝纤维化的抑制(HE染色, 免疫组化×200). A: 对照组; B: 模型组; C: BMSCs移植组; D: 对照组; E: 模

型组; F: BMSCs移植组.

A B C

D E F

262                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年1月28日    第16卷   第3期



www.wjgnet.com

道即使存在很强转化的压力下, 骨髓细胞转变为

肝细胞仅仅是一种可能性很小的事件[12]. 另外有

研究报道骨髓细胞与肝细胞的细胞融合是骨髓

转化为肝细胞的主要来源[4]. 主要由髓系单核细

胞与肝细胞融合产生功能性的肝细胞增殖[6]. 
本实验用D E N诱导肝纤维化模型来研究

BMSCs移植治疗纤维化的效果. DEN是一种肝

毒性的诱癌剂, 能诱导肝纤维化, 与人类的肝

纤维化相似. 我们的结果显示BMSCs移植能明

显降低D E N诱导的血清转氨酶水平和改善肝

纤维化指标. BMSCs移植组肝脏α-SMA表达较

模型组明显减少. 肝脏α-SMA表达代表肝星状

细胞的活性, 也是肝纤维化形成的关键因素[13]. 
BMSCs移植能有效的抑制肝脏炎症和肝纤维化

形成. 
我们进一步探讨BMSCs移植恢复肝脏损伤

的潜在机制. BMSCs移植及DEN持续诱导肝损

伤后, 我们用荧光原位杂交的方法研究BMSCs
在肝脏内向肝细胞分化的能力. 研究结果显示

在持续性肝损伤情况下, BMSCs能向肝细胞分

化, 随时间延长而逐渐增加. 3 mo肝脏内约10%
的细胞为骨髓来源的肝细胞. 

本研究中肝脏内有较多骨髓来源的肝细胞, 
其结果与某些报道不一致[12], 原因可能包括以下

几方面. 首先, 注射途径可能是影响骨髓细胞转

化为肝细胞的重要因素之一. 本研究中经门静

脉向肝脏内直接注射骨髓细胞可能比经尾静脉

周围血管注射更有利于骨髓细胞向肝细胞分化. 
在心脏和血管疾病中, 病变部位直接注射自身

骨髓细胞更容易在缺血的局部补充内皮祖细胞

及新生血管形成[14]. 其次, 骨髓细胞转化为肝细

胞的压力决定骨髓来源的肝细胞增殖的数量[15]. 
本研究发现BMSCs移植到小鼠肝脏后DEN诱导

肝损伤, 肝脏内发现有骨髓来源的肝细胞增殖, 
而无DEN诱导的肝脏内未发现骨髓来源的肝细

胞. DEN诱导的持续肝损伤是BMSCs向肝细胞

分化和增殖的重要因素, 移植BMSCs向肝细胞

的分化增殖与改善肝功能和抑制肝纤维化有关. 
该结果提示骨髓来源的肝细胞通过替代受损的

肝细胞来减轻肝损害. 
总之, 在持续损伤性肝脏中, 向肝内直接移

植的BMSCs能有效地增殖分化为肝细胞. 移植

的BMSCs通过替代受损的肝细胞来有效地恢复

肝损害和减轻肝纤维化. 本研究提示自身的骨

髓细胞移植是一种有前途的治疗慢性肝脏疾病

的方法. 
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Abstract
AIM: To clone the integrated cDNA expression 
sequence of EST segments in down-regulated 
genes by invigorating the spleen to supplement Qi.

METHODS: Integrated cDNA expression se-
quences of EST gene segments were cloned for 
the 689 down-regulated genes by invigorating 
the spleen to supplement Qi, with electron clon-
ing in combination with PCR..

RESULTS: cDNA expression sequences were 
detected in 11 EST segments (G2, G4, G5, G6, 
G11, G14, G15, G16, G17, G18, G20). BLAST 
analysis showed that G14, G15 and G20 were 
novel genes which were submitted to GenBank 
(their accession number is DQ480745, DQ480746 
and DQ480747, respectively).

CONCLUSION: Invigorating the spleen to sup-
plement Qi can clone the cDNA expression se-
quences of EST segments in the down-regulated 
genes. Further study is needed to observe the 
functions of these novel genes and the mecha-
nism of action of different TCM therapies.

Key Words: Invigorating the spleen to supplement 
Qi; Hepatoma; Gene cloning; Bioinformatics

Guan DY, Fang ZQ, Zhu X, Wu ZH, Zhang H. Cloning of 
novel hepatoma gene in rats by invigorating the spleen to 
supplement Qi. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
265-271

摘要
目的: 克隆健脾益气法明显下调基因中EST片
段cDNA的完整表达序列. 

方法: 从689个健脾益气法明显下调的基因
中, 采用电子克隆与PCR相结合的方法, 克隆
出有关EST片段的cDNA完整表达序列. 

结果: 成功筛选出11个EST片段的cDNA序
列(G2、G4、G5、G6、G11、G14、G15、
G16、G17、G18、G20), 经进一步BLAST
对比分析, 证明G14、G15、G20 3个基因为
新基因, 并进行GenBank登录, 登录号分别为
DQ480745、DQ480746、DQ480747.

结论: 本研究成功克隆出3个中医健脾益气法
能明显调控的新基因cDNA序列. 这为今后进
一步深入观察这些基因的功能以及探讨不同
中医治法的作用机制提供了良好的研究基础.

关键词�� 健脾益气; 肝癌; 基因克隆; 生物信息学
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0  引言

原发性肝癌(primary liver cancer, PLC)是我国高

发的恶性肿瘤之一, 据统计, 每年约有13万人死

于肝癌, 占全世界肝癌年死亡人数的43.7%. 中
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■背景资料
近年来, 中医药的
研究正逐步深入
到生物医学的前
沿, 在生物医学信
息不断膨胀的21
世纪, 如何将中医
药的研究与现代
最新科技有机的
结合, 并充分地利
用各种现有的科
技资源, 是新时代
中医药研究工作
者的基本要求和
迫切需要. 

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科; 
陈洪, 副教授, 东
南大学附属中大
医院消化科



医药辨证论治在防治肝癌方面疗效肯定, 并积

累了丰富的临床经验, 其治则治法主要集中在

健脾益气、清热解毒、活血化瘀等治法. 大量

的研究表明, 脾虚是肝癌的重要病理基础, 脾虚

证是肝癌发生发展中的常见证型, 健脾益气法

是防治肝癌的常用有效治法[1-2].
我们观察并报道了健脾益气、清热解毒、

活血化瘀等治法方药对肝癌大鼠的治疗作用, 
发现与模型组和西药对照组相比, 这些治法均

能不同程度地延长二乙基亚硝胺诱发肝癌大鼠

生存期. 同时, 不同中医治法在肝癌中的作用、

生存期延长等方面作用不尽相同, 其中健脾益

气法对肝癌大鼠肝功能的改善最明显[3]. 进一步

采用美国Affymetrix公司Rat 230A GeneChip检
测, 研究表明: (1)西药组表达明显小于模型组, 
以及各中药治疗组的基因计476个; (2)全方组表

达明显小于模型组, 以及各中西药治疗组的基

因计342个; (3)清热组表达明显小于模型组, 以
及各中西药治疗组的基因计140个; (4)活血组表

达明显小于模型组, 以及各中西药的基因计186
个; (5)健脾组表达明显小于模型组, 以及各中西

药治疗组的基因计689个[4].
为了进一步揭示健脾益气法防治原发性肝

癌的分子机制, 本课题在基因芯片检测的基础

上, 应用表达序列标签(expressed sequence tag, 
EST)电子克隆与PCR技术相结合的办法, 从689
个健脾益气法明显下调的基因中克隆出部分(20
个待筛选基因)EST序列的cDNA全长序列, 为进

一步研究这些新基因的功能打下坚实的基础.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠1只, 体质量305 g, TRIzol试
剂盒(Invitrogen公司), Mu-MLV反转录酶(Gibco 
BRC公司), Ex Taq酶(宝生物工程有限公司), 待
克隆的新基因共20个, 编号为G1-20的EST片段

的gi登录号及芯片检测结果中健脾益气法对该

EST片段的调整作用(表1).
1.2 方法 
1.2.1 EST的cDNA全序列电子克隆的方法: (1)将
EST序列进行BLAST比对, 检索有无相同已知

基因的序列登录. (2)在NCBI网站的UniGene数
据库中查找与EST序列有关的序列片段, 并下载

到PC机上, 以文本文件保存. (3)在下载的文本文

件中各序列单独用一系列的文本文件保存(均为

FASTA格式). (4)应用DNAMAN6.0.40生物软件, 
拼接上述保存的一系列文本文件中的序列. (5)
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用拼接后的序列与原EST序列进行相似性比较, 
如果拼接后的序列包含原EST序列, 并得到一定

程度的延伸, 则说明该EST片段的cDNA全长序

列已能初步完成, 并能进行下面的校对工作. (6)
再将拼接后的序列与大鼠的基因组进行BLAST
比对. (7)下裁比对后的基因组序列, 并按次序连

接好, 从而生成EST的电子延伸序列. (8)最后, 通
过Primer5生物软件, 将上述生成EST的电子延

伸序列反向互补, 得到该EST片段的cDNA全长

序列.
1.2.2 PCR扩增的引物设计: 通过EST的电子克

隆方法得到各EST片段的cDNA全长序列后, 用
Primer3在线生物软件进行PCR引物设计.
1.2.3 大鼠肝组织总RNA的提取: 大鼠处死后

取新鲜肝组织50 mg, 再按照Invitrogen公司的

TRIzol试剂盒说明进行肝组织总RNA提取.
1.2.4 反转录: RT反应体系中含: DEPC处理水

7 mL, dNTP(each 10 mmol/L)2 mL, 5×Buffer 
4 mL, DTT(100 mmol/L)1 mL, RNAsin(40 000  
kU/L)1 mL, Olig(dT15)(100 mg/L)1 mL总RNA(1 
g/L)2 mL. 混匀, 65℃ 5 min; 冰上加入RNAsin、
M-MuLV各1 mL, 混匀, 37℃ 60 min后, 再加

M-MuLV 1 mL, 混匀, 37℃ 60 min; 最后94℃ 5 
min灭活逆转录酶; -20℃保存.

www.wjgnet.com

■研发前沿
本文重点克隆部
分健脾益气法方
药能明显下调肝
癌高表达的新基
因的cDNA表达序
列, 这既是中医治
则治法机制研究
的重要部分, 也是
生命科学研究领
域中探讨肿瘤发
生发展因素的重
要方面. 

表 1 健脾益气法对待筛选EST片段的调整情况

     
编号

      GenBank      EST长度   
正常组       模型组   健脾组

                的gi号           (bp)

G1        5000060   45�      3210 5045       2��3

G2      14��6250        4�2     3 306�       1222

G3      14�31���        �46 6�6 2000         �31

G4      1330304�   6�� �6� 1��1       1001

G5        �513155   4�6 ��� 1�05         ��2

G6      113�1�23   4�3 44� 16��         �5�

G�      14����16   553 650 15��         624

G�      14�62�54   404 63� 1425         606

G�      14�26442   6�1 ��3 1311         �6�

G10    1�1�33��   66� 64� 11��         631

G11    133054�4   4�6 ��� 11��         6��

G12      �50�6��   5�0 3�1 1132         630

G13      �510�03   561 563 112�         56�

G14      �4��623   63� 601 10�3         643

G15    14�30616   646 21� 106�         5�4

G16    14�3�126   641 1�4 105�         55�

G1�    14��64��   54� 15� 1035         616

G1�      3�0���6   623 �5� �34�       46��

G1�    13��3620   �6�      2��0 6422       353�

G20      41322�4   410 515 25��       1525
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1.2.5 扩增PCR: PCR反应体系中含: 水22 mL, 
dNTP(each 2.5 mmol/L)2 mL, 10×Buffer 4 mL, 
上游引物(5 mmol/L)4 mL, 下游引物(5 mmol/L)4 
mL, RT产物4 mL, Ex Taq酶0.4 mL. 混匀后, 进行

扩增. PCR反应条件为: 94℃ 5 min→94℃ 1 min, 
55℃ 1 min, 72℃ 4 min, 35个循环→72℃ 5 min
→4℃保存.
1.2.6 电泳、回收与测序: PCR产物经琼脂糖电

泳后, 对相应大小的产物进行回收并送公司测序.
1.2.7 测序后基因全长cDNA序列的蛋白阅读框

架分析(ORF): 将测序后基因全长cDNA序列复

制到NCBI的ORF系统中进行自动蛋白阅读框架

分析, 以+1的氨基酸序列作为该基因的蛋白表

达序列.
1.2.8 测序后基因全长cDNA序列的比对与登录: 
测序后的基因全长cDNA序列与NCBI的BLAST
系统进行核酸的非冗余数据库(nr)比对, 如果为

新基因, 则进行基因库登录.

2  结果

2.1 EST的cDNA全序列电子克隆的结果: 在候选

的20个EST中, G1、G3、G9、G13、G19等5个
EST未得到有效的电子延伸序列.
2.2 PCR扩增结果: 在延伸序列的15个未知基

因中, G2、G4、G5、G6、G11、G12、G14、
G15、G16、G17、G18、G20等12个基因得到

了相应的扩增产物(图1), 并测序验证了序列的

准确性, 但其中G12反复测序均未测出相应的序

列, 测序公司认为可能是引物不适宜测序或PCR
回收产物浓度不够或不纯.
2.3 基因的比对与登录: 经PCR及测序验证的

G2、G4、G5、G6、G11、G14、G15、G16、
G17、G18、G20等11个基因序列, 与NCBI的
B L A S T系统进行核酸的非冗余数据库(n r)比
对 ,  结果表明 ,  G2、G4、G5、G11、G18等
5个基因已于2005年底至2006年初被其他的

研究机构登录, 而G6、G16、G17等3个基因

的序列还有相当一部分未得到扩增与测序的

验证 .于是 ,  将G14、G15、G20等3个新基因

进行GenBank登录, 录号分别为DQ480745、
D Q480746、D Q480747. 3个新基因的核酸

序列如下(各基因的序列中 ,  斜体的部分为相

应原E S T序列颠倒反相后的序列 ,  其余为新

延伸的部分). G14(1537 bp): GTCTCCCTA-
AGTGCTGGGGTCACAGACATGTGCCACT-
GCCCCAGCATCCATGAATCTTCTTGAA-
GATCCATTTCTCCCTTTATCTTCCCTA-
ACCTTTTCATTTTTCTACTTTGTGTGT-
G T G T G G T G AT G G G G AT C A G A C G T C G-
GCCCTCACATGCTGGGCGAGTGTTCTAC-
CACTGAACCACACCCTCCAGCCCCTTCCT
TGTCTTTCCTCTTCCCCTTTCTTATTG-
C AT T T C TA C TATA G A AT G AT C T C C C T-
G ATA C AT C C T G G G C C ATA A G G A A AT-
G T A G G A C T C T G G G G T T T A C T A A
A C AT G G T G G G C A G T C C A A A G C T G T-
GCCCTATTTCCCCATTGTGAAAATATG-
GCAGTTCCTTTGATTACCTGGCTTAG-
G C C A G A G TA C C AT T G C A G G A G A G -
G C C T C A G G G C C T G C A C T C G G G AT-
GAGGAAGGTGGGGTATATTCAGCATT-
G G G T T T C T G A G A G G A G A G C T G AT C T-

■相关报道
大量的研究表明, 
中医药防治肿瘤
是多途径、多基
因共同作用的结
果. 在已有文献报
道中, 大多数报道
健脾益气方药对
已知基因的作用, 
如对信号转导通
路的研究. 

图 1 基因扩增电泳图. A: G2、G4、G6和G16; B: G17和G18; C: G5、G12、G14和G20; D: G11和G15.
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GAGCAGTTACCATGAACCCTGAGGCA
GGGTTCCCAGAGTTGTCCTCTCTGCTCC-
GGTGAGGCAGCAACTGAGGGTCTCAT-
GTCTCCAGTCTTGTTCACCTCAAGCCATC-
TACATTCTCTCTTTCTGCCATACTGTCATT-
GCTGCTAATGGTCAGAGTCAAGCATGTG-
GCATTACAGAATGAGCAGGTGGTCTT-
GGGCTGCTATCCGGACATCACTTTTTA-
AATGTGGAAACATGCAGATGACTTCTC-
CAAGAGGCTTAGGCTAATGTGTCAGC-
CAGAAACAGTAGGCTAAGAGAAGCTT-
GAACTCCAGAAGAAAGCTGTTGACATT
C T G T G T G A C A G C T G G A A A AT G TATA-
AGCACCCGCCCTTGAGACAACTCAGT-
GAAGCCGAACTGTGCTATCCGCCATTT-
GATAGAAATGTTCTCACCTTGGGCTGACT-
G T G AT G TA C A AT G T G T TAT G A A A AT T-
GTCGAGCTGAAGCTTTAGTCAAATAC-
GAGTCACTTGCTTTGATCCCGTGTATTT-
TATGATTCCTCTGTCAGTGACTTTCCCTC-
GCCTTACCCTGAGTGTGAATTGTAGCAT-
GATTGTATAAACCTCTATGTAGAAAATG-
GAGATTTCATGTTCTACAAAATGTTAAG
CTCTAACTGATCCATTTCTGTGTTCTC-
TATAGCCTCATGTGTATGACCTCACTTTCT-
TATCTATTTAAACTTTCCTTCTGTTCTA-
AAGCTTTCGTAGCACCCCTGTTCAGGTG-
GAGAGGAAGCTGTCTCTTTGCAGAACC-
GTACTGTAACCATTTCTCCTTTATAAATAT-
TATTTTCACAGGGCTGATTGTATACAGGGC
TTGTAATAAAATTTTAACACTGTGTTGT-
GAATGAGCTGCGGTTTCTCCGCTGGAG-
GTGACTTCAAAAGCACCTGAGGGTG-
GAGCGTTCTTTCTGTGACCTTACTTCCTAG-
TACGTGAAGTCTAATCTCACAGTCTT-
GTTCTGTTTCAGTCTCCTGTATAAGAAG-
TACCATATTTTCTGCCCATCATACTTT-
GTAATAAAACTTGAACATGTATAGATT-
GAAAAAAAAA AAAAAAAAA. G15(2171 bp): 
GGCCTGGAAAAGGTGTTCCCAGGGATA 
ATACACTGTAAACCCCACAAGCCTTCT-
G G AT G G G T G A C A G C T G C A A G C T C -
GTCTCTGTGGTCCTTAGGGCTCTCCTT-
G G C T T T T A C T C T A C A A A C C A C C C
AGGCAAACTCATCTGTTCATGAAATA-
A C T C C A G A G A A A G A A A A C C A A -

CAAAGAAAAGGCAGAAAGGATCTATA-
AACAGCGCTGCCAGCTTCCTGTTTCCA
CTGGCATCCATTGTAATTTAATCAGGC-
TAGTTCAGCCCTCATGGACAAAACAA-
CAGTTAGCACACAGATGAAACAAGCTT-
TAAAAACTTCTCAAATTCTGTCTAGC-
CAAACCATGCCGCCTCTCCTCTTAGACTG-
GCTCCAGTTCCTTAGAAATGCCAACTTGC-
CATTGGTACCTCCTACCACCAGGCTAGCA-
CAGAGCTCTCCCTGCTTGCCTAACATCTTA-
ATCAGCCCTTGCTCCCTGGGGCTGCTGTG-
GAAGTGGAGACTAAACCTCCACTTCCCTA-
ACTACCTTTTATGTACACACACAACTCTCT-
TACCTTCTCAAACCAGGAGCATGACT-
GAGTCAAATCAGTCTGTCCCCCTAATGC-
CAACAGGATGAAGGTTCCCTACGTCCTG-
GCCTCTCATCTCTGTGCCTCTGCTCAGC-
CAAGGTCTTCCTGCCCTGATGTTCAT-
GTCCCTCACATTAGGCTTGGGTAGGGT-
GGTTCACCAGGATGCCATGCCCACAC-
T A T G C C G G G A C A G G C C A C A C T A -
A A G C C C T G ATAT G T C C A C C T G TA C G-
GAGAGTGATTATGTAAAGCTTCACAG-
CACTGAGGCACAAAGCGCTGCCTCACA
G T G A AT G A A G C A A G TA C A G G G G G T-
GCTCGAAGCCTCCCTCCTAGTGGTGTCT-
GGACCAAGATCTGATTTCTCTGACTG-
GACTCCCCACCATCCCTCTGAGGGTCATG-
GAGTAGAAGAGTCATTTGACACTCACCT-
C A A AT G AT C C A G G TA C TA A C T T C TA-
CAGAAGTTGCTGGCGCTGGTGCGTCTT-
GCTGGCACGTGGAGTGGCAGCCGAACCTC-
GCGGGGCGGGAAGCCGCGAGATGGA-
CACCCCTCCGCTCTCAGACTCGGACTCC-
GGGTCGGATGAGTGCCTGGCCTCAGAT-
CAAGAGTTGCAGGATGCGTTTTCCCGCG-
GACTCCTAAAGCCAGGCCTCAATGTC-
G T G C TA G A G A A G C C G A A G A A G G C G-
GTGAATGACGAGAATGGCCTGAAGCA
GTGCTTGGCTGAATTCAAACGGGATCTG-
GAGTGGGTTGAAAGGCTCGATGTGACCCT-
GGGTCCTGTGCCTGAAGCCAGTGAAACT-
C A G T C A A C A C C C C A G A A C A A G G A C-
CAGAAGAAAGGTGTTAATCCAGAAGAC-
G A C T T C C A G A G G G A A AT G A G T T T C-
TACCGCCAGGCCCAGGCTGCTGTGCTT-

■创新盘点
本研究成功克隆
出3个健脾益气方
药下调的与肝癌
有关的新基因, 并
实现登录. 这3个
新基因既是中医
健脾益气法的作
用靶点之一, 也可
能与肝癌的发生
发展有关.
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GCAGTATTACCCCGACTCCACCAGCTC-
CAAGTCCCTACGAAGAGGCCCACTGAT-
TATTTTGCAGAAATGGCCAAGTCTGATCAA-
CAGATGCAAAAGATTCGACAGAAGCTGCA
GACTAAACAGGCTGCCATGGAGAAATCT-
G A A A A G G C C A A G C A A C T T C G A G C-
G C T TA G G A A ATA C G G A A A G A A G G T-
G C A A A C T G A G G T C C T T C A G A A G A G G
CAGCAGGAGAAAGCGCATATGATGAATGC-
CATCAAGAAGTACCAGAAAGGCTTCTCT-
G ATA A G C T G G AT T T C C T T G A G G G C-
G AT C A G A A G C C T G T G G A A C G A G G T-
G C A A A G G C A G G A G G A G C TA A A G G C-
CAGCAGATAAGTAAAGGGGCCCAATGC-
CAAACGAAGATACAAAAATCAGAAGTTT-
GGTTTTGGCGGAAAGAAGAAAGGCTC-
CAAATGGAACACACGGGAGAGCTACGAC-
GATGTCTCCAGCTTCCGGGGCAAGGTG-
GCTCATGGCAAGGGCCCCAGAAGGCCT-
GGGAAGAAAGGGGCAAACAAGAGA-
CCCGGAAAACGTACCAGACAGAAACT-
GAAAAGCAAAACCCGCTGAACAGCACT-
GTCCTGTGTAAAGAACCAGGAGAAGGAT-
G C A C A G C A C A C T C A G T G T T C G T C C T-
GATTTTTGTAGGAAATTATTTTAATAAAT-
TAAACCTATGGAAGAAAGATACTCTT-
G GGTCAAAACCAGATACTTTTTAAAAGAT-
GGAGAAGTTTGCACATTAAAAAATATT-
GCTGCTCCTCA. G20(866 bp): CCCACGC-
GTCCGCATGTGTGTCCCAC CCCCAAATG-
TACAGTGTCCACCTAGTTACCTGAGAGA-
ACGCCCCAGTCAAGTGTTACTAGTCTTT-
TAGATTTCAGCAGGGAAGCCTCCACCTA-
ATGTGGACCAACTCTGAACTATTCCT-
GTCCCTAAGGTCAGAGAGGCCATAAAT-
GAACATTTACCTTATATTTTTATTTCATA-
AT G A A AT C T T T TA G G C C A A A C A A C A
ATGTCTCGCTTCTTAAAGCCACAAAGAGC-
CAACCCCCCTCCTAGATCCGCTGTGC-
CAGGACGGATAGTGGGAGGCTGATTCT-
CAACCTTTACCAGAACAGCAAAATGTCTA-
AGACACATGTAACGGGCAAAAACAGAAT-
GCTCAGACCAAATGCGTTGTAAAGTGATAT-
GCACTGTTAATTACAGATCTTTGAAAGTCTC
TGTGCACATATGTAAGTTTTATTCAAC-
CATAAAATTTATTATCAGTCTTAGGTAAAT-

GAACAGTATTTTTATACCACATAAACCCT-
GCTTTCCAAAACTCATTTCCCTCTAACT-
TACCAGGCACATTATACACACAGCTTA-
AAAAAGATCATATTTTTTTATTCTTGAC-
CATCCACTTATTTTGAAATTTCCAAAGTTTC
T TA G A A G C G A AT TA A ATA G A A A C T-
C AT G G G G A G T G T C T TAT G G A G A C G T-
CAGAAAATGTCACACCAGAGATCATCCAT-
GCTGTAGCCAAATGCATCTTCTAAGTCT-
GTCAGTGGTGGGGTGTACCCACCTTCCCT-
GTGTCTAAAGTATACTTTGCCCACTGA-
CAGTGGGCTCTGGCACCTTGGGATTGCT-
GTGAACCCAAATCAAAATAAAATCTGAGA-
AGCAA AAAAAAAAAAAAAAAA.
2.4 蛋白阅读框架分析(ORF)结果 3个新基因

中, 以电子克隆序列为有意义链(mRNA序列), 
进行在线ORF分析. 结果其蛋白阅读框架如下: 
G14: 65aa; 1137-1334 bp, MCMTSLSYLFKLS-
FCSKAFVAPLFRWRGSCLFAEPYCNHFSFI-
NIIFTGLIVYRACNKILTLCCE. G15: 354aa; 
1064-2128 bp, MDTPPLSDSDSGSDECLAS-
DQELQDAFSRGLLKPGLNVVLEKPKKA-
V N D E N G L K Q C L A E F K R D L E W V E R L D-
VTLGPVPEASETQSTPQNKDQKKGVNPED
DFQREMSFYRQAQAAVLAVLPRLHQLQVPT-
KRPTDYFAEMAKSDQQMQKIRQKLQT-
KQAAMEKSEKAKQLRALRKYGKKVQTEV-
LQKRQQEKAHMMNAIKKYQKGFSDKLD-
FLEGDQKPVERGAKAGGAKGQQISKGAQC-
QTKIQKSEVWFWRKEERLQMEHTGELR-
RCLQLPGQGGSWQGPQKAWEERGKQETRK-
TYQTETEKQNPLNSTVLCKEPGEGCTAHS-
VFVLIFVGNYFNKLNLWKKDTLGSKPDTF. 
G20: 34aa; 377-481 bp, MRCKVICTVNYRSLK 
VSVHICKFYSTIKFIISLR.

3  讨论

EST的概念于1991年被首次提出. 为了从海量

基因组数据中得到可靠的蛋白质编码序列信

息, 需要构建一个cDNA文库, 即从mRNA反转

录生成cDNA链, cDNA的互补链呈现mRNA的

序列信息, 因此某一组织或某一状态所有mRNA
来源的cDNA文库即可反应该状态下完整的转

录信息. 但是由于克隆技术的局限性, 最终得到

的cDNA序列往往偏向3'端, 再加上测序反应能

力所限, 所以cDNA测序所得到的信息通常只是

■应用要点
本文对进一步揭
示健脾益气法防
治肝癌的分子机
制做了探索, 对指
导中医临床实践
提供了理论依据. 
同时, 在未来的新
基因功能检测基
础上, 将有可能进
一步补充肝癌发
生的分子机制.
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mRNA的一部分. 这样一段测序结果虽然没有

包含完整的mRNA序列信息, 但是足以代表一

条mRNA. 因此, 这样一段序列被称为表达序列

标签.
目前研究认为, 人基因组中只有2%-3%的

序列是蛋白质编码序列, 因此代表蛋白质编码

序列的EST数据可以帮助我们方便地进行新基

因识别和注释, mRNA成熟过程中的可变剪接分

析, 编码序列的多态性位点识别, EST序列中物

种特异的重复序列的发现, 以及不同物种之间

基于表达序列的比较基因组研究等. 此外, EST
序列为Microarray提供了大量的数据源, 以更精

细地研究不同组织、不同发育阶段以及不同条

件下的转录谱.
生物信息学是一门实践性很强的新兴科学, 

早期的生物信息学知识主要来自对核酸序列和

蛋白质序列的分析过程, 并将分析结果与实验

研究结果进行对比分析, 从中总结出关于序列

数据的规律, 后者进一步成为生物信息学的理

论基础. 在此基础上, 逐步形成了生物信息学的

算法, 体现在核酸和蛋白质序列基本性质的分

析、核酸和蛋白质二级结构分析等方面. 作为

生物医学研究工作者, 重要的是利用生物信息

学的基本原理, 充分利用各种信息资源, 尤其是

各种在线的生物医学数据库及相关软件. 近年

来, 中医药的研究正逐步深入到生物医学的前

沿, 在生物医学信息不断膨胀的21世纪, 如何将

中医药的研究与现代最新科技有机的结合, 并
充分地利用各种现有的科技资源, 是我们新时

代中医药研究工作者的基本要求和迫切需要. 
我们课题组在充分利用不同中医治法方药调控

大鼠肝癌转录水平的基因芯片信息资源的基础

上, 选择其具有明显调控作用的EST为研究目

标, 筛选出其全长cDNA序列, 并在可能的条件

下进行其功能探讨. 这样的研究, 目前在国内中

医药研究领域还是很少报道, 而国外的研究正

在蓬勃发展, 各研究机构或研究工作者正在抓

紧时间, 以最快的速度抢占各种资源. 本课题筛

选到的G2、G4、G5、G11、G18等5个基因已

于2005年底至2006年初已被其他的研究机构抢

先登录.
在通过m R N A差异显示、代表性差异分

析、基因芯片检测等实验技术获得某些基因的

部分序列后, 广大研究工作者都迫切地希望得

到其全长的cDNA序列, 以便进行其功能分析, 
在筛选EST片段全长cDNA序列方面, 目前国内

外常用的筛选方法有传统经典的cDNA文库杂

交筛选、RACE-PCR扩增及电子克隆等方法. 其
中传统经典的cDNA文库杂交筛选方法在基因

的cDNA克隆方面作出过重要的贡献, 其方法稳

定可靠, 但其缺点也很明显, 即受cDNA文库本

身的质量、目的基因在文库中的拷贝数量、操

作需要同位素的使用条件等影响与限制. 由于

大鼠基因组序列的测序工作已完成[5], 同时, 世
界各地的生物医学工作者在研究大鼠的功能基

因组方面产生大量的基因片段的数据信息, 以
及生物信息学及相关生物软件的深入与开发, 
为大多数EST的有效延伸提供可能. 大量的研究

证明, EST的电子克隆是克隆其全长cDNA序列

的有效途径, 常常起到事半功倍的作用[6-7]. 我们

研究的20个EST片段中, 有15个得到了有效的电

子延伸, 其中有11个基因的大部分或全部序列

通过PCR扩增得到了充分的验证. 也充分说明生

物信息学的有关技术与方法在中医药研究中的

应用前景是非常广阔的.
当然, 得到这些EST片段的cDNA序列, 只是

我们课题组在深入研究不同治法防治肝癌分子

机制方面的一部分. 重要的是后续工作, 即这些

基因的功能预测及实验室检测, 因为, 基因的功

能检测才是我们的最终目标. 这样的研究工作, 
既拓宽了不同中医治法防治肝癌的作用分子机

制研究, 也必将丰富生命科学的有关内容.
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Abstract
AIM: To invest igate the ef fect of Qi lang 
Decoction on substance P (SP) and vasoactive 
intestine polypeptide (VIP) in mucous and 
muscular layers of colon and its possible 
mechanism.

METHODS: Fifty Kunming mice were divided 
into normal group (A), model group of consti-
pated mice (B) and three different treatment 
groups (C, D, E). Positively stained SP and VIP 
were compared among the 5 groups using im-
munohistomisry and pathology analysis system.

RESULTS: Strongly positive SP [(9.35 ± 2.44) × 
105, (7.69 ± 4.16) × 105] and VIP [(9.48 ± 4.54) × 
105, (6.65 ± 3.30) × 105] were found in the mucous 
membrane and muscular layers of the normal 
colon group compared with the negative group 

(P < 0.05). The SP and VIP level was higher in 
the mucous membrane layer than in the muscu-
lar layer. The SP level [(5.25 ± 0.72) × 105, (5.61 ± 
1.59) × 105, (5.61 ± 2.03) × 105 and (2.28 ± 0.82) × 
105, (3.23 ± 0.80) × 105, (3.45 ± 0.88) × 105] and the 
VIP level [(4.19 ± 1.13) × 105, (7.27 ± 2.27) × 105, 
(3.40 ± 1.51) × 105 and (1.54 ± 0.39) × 105, (1.40 ± 
1.30) × 105, (1.47 ± 0.57) × 105] decreased consid-
erably in the mucous membrane and muscular 
layers of the Qilang Decoction groups compared 
with the normal group (P < 0.05).

CONCLUSION: Qilang Decoction may regulate 
the distribution of SP and VIP in the colon by di-
rectly stimulating the peristalsis of the colon, de-
creasing the response of SP to the nerve cluster 
of the colon mucous membrane, and releasing 
SP, thus leading to increased excretion of intesti-
nal juice, which lubricates the intestines for easy 
bowel movements.

Key Words: Qilang Decoction; Diphenoxylate; Con-
stipated mice; Substance P; Vasoactive intestine 
polypeptide

Li Y, Wang J, Li YP, Hu Y, Tang J, Yu LF. Effect of Qilang 
Decoction on substance P and vasoactive intestine 
polypeptide in the mucous enteric nervous system. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 272-276

摘要
目的: 观察芪榔合剂对便秘小鼠结肠黏膜层
和肌层P物质(substance P, SP)、血管活性肠肽
(vasoactive intestine polypeptide, VIP)的影响, 
初步探讨其通便作用机制. 

方法: 50只昆明种小鼠随机分为5组: 阴性对
照组(A组)、便秘模型组(B组)和大(C组), 中
(D组), 小(E组)剂量芪榔合剂组. 应用免疫组
织化学技术和病理显微镜分析图像系统, 观察
各组SP、VIP阳性染色区域的免疫组化指数, 
并进行比较. 

结果: 便秘模型组结肠黏膜层及肌层内SP、
VIP呈强阳性表达, 与阴性组比较明显升高, 
其中黏膜层SP、VIP含量高于肌层; C, D, E
组黏膜层和肌层SP[黏膜层: (5.25±0.72)×

®

■背景资料
中医治疗CFC疗
效明确, 但多数限
于临床疗效观察
方面, 对其作用机
制的研究探讨较
少, 本文从胃肠激
素方面讨论芪榔
合剂对小鼠结肠
SP、VIP的影响, 
探讨其通便的作
用机制.

■同行评议者
王学美 ,  研究员 , 
北京大学第一医
院中西医结合研中西医结合研
究室
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105、(5.61±1.59)×105、(5.61±2.03)×105 vs  
(9.35±2.44)×105; 肌层: (2.28±0.82)×105、

(3.23±0.80)×105、(3.45±0.88)×105 vs  (7.69
±4.16)×105], VIP黏膜层: [(4.19±1.13)×
105、(7.27±2.27)×105、(3.40±1.51)×105 vs  
(9.48±4.54)×105; 肌层: (1.54±0.39)×105、

(1.40±1.30)×105、(1.47±0.57)×105 vs (6.65
±3.30)×105]含量较模型组比较显著降低
(P <0.05).

结论: 芪榔合剂能够调节结肠内SP、VIP含
量, 其通便作用机制可能是直接刺激结肠蠕
动, 使结肠黏膜神经丛中SP能神经反应性降
低, SP释放减少, 导致肠液分泌增加达到润下
通便作用.
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0  引言

慢性功能性便秘(C F C)主要是以大便排出困

难、排便不适感及排便时间延长为主要症状的

征候群, 其发病率男性可达9%-26%, 女性可达

21%-34%[1-4]. 其病因不明、无特征性病例改变, 
治疗较困难, 我们在运用芪榔合剂治疗CFC取得

较好临床疗效的基础上, 对芪榔合剂的通便作

用进行进一步的动物实验研究, 证明其具有较

好的促进肠蠕动、润下通便的作用, 同时我们

应用免疫组织化学的方法, 对复方地芬诺酯诱

导的慢性传输型便秘小鼠结肠P物质(substance 
P, SP)、血管活性肠肽(vasoact ive intest inal 
polypeptide, VIP)2种主要的肽能神经递质进行

了研究, 以探讨其通便作用的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 选用体质量20±2 g健康昆明小鼠50只, 
雌雄各半, 中国科学院上海实验动物中心提供, 
合格证号: 22148, 二级动物房饲养. 实验动物按

照体质量、性别随机分为5组, 即阴性对照组、

便秘模型组、大中小3个剂量中药组(每毫升分

别含原生药2.9 g、1.45 g、0.72 g), 每组10只. 芪
榔合剂由黄芪15 g, 槟榔20 g, 知母15 g, 玉竹15 g, 
全瓜蒌30 g, 望江南30 g, 枳壳15 g组成, 煎煮、浓

缩至每毫升含生药2.9 g, 置于冰箱内4℃保存, 实

验前配制成合适浓度. Leica RM2145型轮转切片

机; 中文IMS细胞图像分析系统、医学图像分析

软件; 摄像机PANASONIC MV-CP410; Olympus 
BH2显微镜; 数码相机; 兔抗鼠SP、VIP多克隆抗

体; EnVision试剂(即用型)等.
1.2 方法 复方地芬诺酯100片, 用研钵研碎后加

入100 mL蒸馏水中, 配制成复方地芬诺酯混悬

液(2.5 g/L), 用前摇匀. 炭末汁配制[5]: 准确秤取

阿拉伯树胶50 g, 加水400 mL, 煮沸至溶液透明, 
称取活性炭末25 g加至上述溶液中煮沸3次, 待
溶液凉后加水定容到500 mL, 于冰箱4℃保存, 
用前摇匀. 模型制备与评价[6]: 阴性对照组(A组)
给蒸馏水, 其余4组给复方地芬诺酯混悬液30 
min后给予每只动物0.4 mL炭末汁, 从给炭末汁

完毕后即开始记录时间, 于当日记录各组小鼠

首次排出黑色粪便时间; 8 h排便总粒数; 8 h不
排便动物数; 20 h排便总粒数. (1)便秘模型组(B
组)和3个剂量中药组(按大中小剂量分别为C、

D、E组)均以灌胃方法给予50 mg/kg复方地芬诺

酯, 灌胃量为0.02 mL/g, 30 min后便秘模型组给

予同等剂量蒸馏水ig, 3个剂量中药组分别给予

相应剂量中药ig, 灌胃量为0.025 mL/g, 连续ig 4 
wk, 末次ig 70 min后脱臼处死小鼠, 剪取小鼠近

端结肠2 cm, 纵行剖开, NaCl(含Na 9 g/L)漂洗后, 
固定于40 g/L中性甲醛溶液中, 常规脱水、石蜡

包埋, 常规切片机切片, 厚约4 mm. 分别进行HE
染色和免疫组化染色. 采用EnVision免疫组化染

色法(两步法), 光学显微镜下, 采用中文IMS细胞

图像分析系统, 每张片随机取3个视野, 对SP、
VIP含量进行定量分析, 并对免疫组化指数进行

统计. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 组

间比较采用方差分析, 两组间比较采用LSD-t检
验, 用SPSS12.0软件包进行数据统计, P <0.05表
示统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 小鼠慢性传输型便秘模型评价 B、C、D、

E组与A组比较, 首次排出黑便时间明显延长组比较, 首次排出黑便时间明显延长比较, 首次排出黑便时间明显延长

(P <0.05); 小鼠8 h、20 h排便总粒数明显减少; 
不排便动物数明显增多. B、C、D和E组间比较和E组间比较E组间比较

小鼠首次排出黑色粪便时间, 8 h、20 h排便粒

数无明显差异(P >0.05), 说明造模成功(表1).
2.2 小鼠结肠形态学改变 各组动物, 结肠黏膜结黏膜结膜结

构完好, 上皮无剥脱, 固有腺体无异常, 间质无

充血、水肿、炎细胞浸润, 肌间神经丛、肌细

■研发前沿
慢性传输型便秘
的发生机制目前
尚不明确, 近年来
研究表明肠神经
系统与慢性传输
型便秘有关, 神经
肽在便秘的发生
过程中具有重要
作用, 尤其与SP、
VIP数量的变化关
系密切.
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胞未见明显异常改变(图1).
2.3 小鼠结肠黏膜层及肌层SP、VIP含量的变黏膜层及肌层SP、VIP含量的变层及肌层SP、VIP含量的变

化 B组结肠黏膜层及肌层SP、VIP阳性表达明黏膜层及肌层SP、VIP阳性表达明膜层及肌层SP、VIP阳性表达明

显升高, 与A组比较均有显著性差异(P <0.05); 
而中药治疗C、D、E组结肠黏膜层和肌层SP、黏膜层和肌层SP、膜层和肌层SP、
V I P阳性表达明显降低 ,  与模型组比较具有

显著性差异(P <0.05), 组间比较无显著性差异

(P >0.05, 表2).

3  讨论

慢性传输型便秘的发生机制目前尚不明确, 近
年来研究表明肠神经系统与慢传输型便秘有 
关[7-9], 神经肽在便秘的发生过程中具有重要作

用[10-12]. 胃肠肽由胃肠神经分泌释放, 而肠神经

表 1 各组动物排便粒数(mean±SD, n  = 10)

     
分组 首次排黑便时间(min)      8 h排便粒数      不排便动物数      20 h排便粒数

A       156±22.24      44.3±7.82         0          97.5±13.38

B    419.4±88.24a        7.6±7.29a         4          56.1±17.40a

C    419.4±62.26a        9.1±9.08a         4          57.5±11.74a

D    434.2±61.35a        7.0±7.41a         4          59.2±15.38a

E    435.5±61.89a        8.5±6.85a         3          54.1±17.21a

aP<0.05 vs  A组.

图 1 芪榔合剂对小鼠结肠形态学的影响(HE×200). A: 阴性对照组; B: 便秘模型组; C: 大剂量中药组; D: 中剂量中药组; E: 

小剂量中药组.

A B

C D

E

■相关报道
《慢性传输型便
秘大鼠结肠肌间
神经丛内VIP能神
经、SP能神经的
免疫组化研究》

一文以复方苯乙
哌 啶 ( 地 芬 诺 酯 )
制备大鼠慢传输
型便秘模型并探
讨大鼠结肠SP、
VIP含量变化.
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广泛存在于肠道黏膜层、黏膜下层、肌层. 神
经肽是主要起传递信息作用的生物活性多肽, 
扮演着神经激素、神经递质、神经调质和细胞

因子等多种角色, 是调节胃肠功能的重要因素. 
一般来讲, 黏膜下神经丛主要参与肠道分泌和

吸收功能, 而肌间神经丛主要参与肠道运动功

能的调节[13]. 目前已确认的肠神经递质或调质多

达数10种, 其中兴奋性递质主要包括SP、乙酰

胆碱等; 抑制性递质包括VIP)、NO、三磷酸腺

苷(ATP)等. 
SP是由胃肠道固有神经或外来神经释放, 

存在于胃肠道黏膜神经丛、肌间神经丛, 是调

节肠道作用最强的兴奋性肽能神经递质, 能抑

制肠道黏膜分泌, 刺激肠道运动, 可直接作用大

肠纵行肌环行肌引起收缩, 增加结肠收缩和运

动[13], 国内外学者对慢性传输型便秘患者结肠进

行研究后认为慢性传输型便秘的产生可能与结

肠肌间神经丛内SP含量减少有关[14-18], 可能是导

致结肠传输功能减弱的原因之一. 实验结果显

示, 模型小鼠黏膜层及肌间神经丛内SP含量较阴

性对照组明显增多, 以黏膜层SP含量增多最明显. 
我们认为慢性功能性便秘以气虚推动乏

力、津亏肠道失润为本 ,  兼以肠道气滞为标 . 
芪榔合剂是我科治疗便秘的经验方, 全方由黄

芪、槟榔、知母、玉竹、全瓜蒌、望江南、枳

壳6位中药组成, 具有益气润下、理气导滞之功

效, 我们长期临床实践应用证明本方具有良好

的通便效果, 并且无腹痛、腹泻、停药后便秘

反复加重等副作用. 本研究结果表明, 便秘小鼠

结肠神经丛内SP含量释放增加, 而芪榔合剂各

剂量组均可降低SP含量. 我们认为, SP含量增加

可能是由于复方地芬诺酯抑制结肠蠕动, 为维

持肠道正常生理, 黏膜层SP含量增加从而使肠

液分泌减少, 继发性引起肠道内容物通过延迟; 
而芪榔合剂可能直接作用于小鼠结肠刺激肠蠕

动, SP能神经反应性降低, SP含量减少, 同时由

于黏膜层SP含量的减少, 导致结肠黏膜分泌肠

液增加, 有利通便作用. 
VIP能神经按神经元功能不同分为运动神

经元和分泌神经元. 前者其传出主要使胃肠括

约肌舒张, 后者则主要刺激肠液分泌[19], VIP可
以使结肠运动减弱. 尽管VIP能神经是胃肠道运

动的抑制性神经, 但国内外大量学者通过对慢

性便秘患者及慢性传输型便秘大鼠结肠VIP能
神经进行免疫组化研究认为, 其结肠肌层内VIP
能神经呈减少趋势[20], 并认为VIP是产生下行性

抑制的重要因素, 其含量降低可能导致肠神经

系统传输障碍, 产生传输减慢[21], 同时由于VIP
浓度降低可能引起结肠出现过度的阶段性蠕动, 
使有效推动减弱[22-25]. 结果显示, 模型小鼠黏膜

层及肌间神经丛内VIP含量较阴性对照组明显

增多, 以黏膜层VIP含量增多更明显; 而芪榔合

剂各剂量组与模型组比较显著性下降, 说明芪

榔合剂各剂量组均可降低VIP含量. 由于复方地

芬诺酯作用于肠道平滑肌, 抑制结肠蠕动, 为恢

复结肠正常的动力, 肠神经系统大量释放VIP, 
使黏膜层分泌肠液增多, 并能抑制结肠阶段性

蠕动, 使有效推动增强. 而芪榔合剂可能通过直

接作用于结肠, 促进结肠的运动, 从而促进排便, 
VIP释放减少. 因此我们认为, 结肠内VIP含量升

高可能是便秘早期肠神经系统的一种代偿性

反应. 
我们研究表明便秘小鼠结肠黏膜层及肌层

SP、VIP含量明显升高, 可能与便秘病程较短及

未使用接触性泻剂有关, 可能是便秘早期肠神

经系统的一种代偿性反应; 芪榔合剂刺激小鼠

肠蠕动, SP能神经反应性降低, SP含量减少, 由
于黏膜层SP含量的减少, 导致结肠黏膜分泌肠

液增加, 使粪便软化, 最终达到通便作用.
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Abstract
AIM: To screen for the potential protein 
biomarkers in serum for the diagnosis of 
primary biliary cirrhosis (PBC) using proteomic 
fingerprint technology. 

METHODS: Proteomic fingerprint technology 
combining magnetic beads with MALDI-TOF-
MS was used to profile and compare the serum 
proteins from 44 patients with PBC, 32 patients 

with other hepatic diseases and 43 healthy blood 
donors. Proteomic patterns associated with PBC 
were identified by Biomarker Patterns Software. 
Model of biomarkers was constructed and eval-
uated using the Biomarker Patterns Software.  

RESULTS: A total of 69 discriminating m/z 
peaks were identified that were related to PBC 
(P < 0.05). The model of biomarkers constructed 
by the Biomarker Patterns Software based on the 
four biomarkers (3445, 4260, 8133 and 16 290) gen-
erated excellent separation between the PBC and 
control groups. The sensitivity was 93.3% and the 
specificity was 95.1%. Blind test data indicated a 
sensitivity of 92.9% and a specificity of 82.4%. 

CONCLUSION: Biomarkers for PBC can be 
discovered in serum by MALDI-TOF-MS com-
bining the use of magnetic beads. The pattern 
of combined markers provides a powerful and 
reliable diagnostic method for PBC with a high 
sensitivity and specificity. 

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Autoimmune 
liver disease; Biomarker; Magnetic beads; Proteom-
ic fingerprint

Hu CJ, Li YZ, Zhao GF, Li N, Xu Y, Tong DW, Zhang SL. 
Screening for specific biomarkers in serum for diagnosis 
of primary biliary cirrhosis using proteomic fingerprint 
technology. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
277-283

摘要
目的: 探讨蛋白指纹图谱技术筛选原发性胆
汁性肝硬化(PBC)患者血清中可用于诊断的
特异性标志物.  

方法: 采用弱阳离子纳米磁性微球捕获血清
中的蛋白, ProteinChip PBSII-C型蛋白质芯片
阅读仪检测绘制成蛋白指纹图谱. 所有蛋白指
纹图谱采用Biomarker Wizard 3.1分析之后用
Biomarker Patterns Software 5.0识别最终可能
用于PBC诊断的蛋白标志物并优化组合建立
诊断模型.  

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年的调查研究
表明原发性胆汁
性肝硬化(PBC)在
世界范围内已经
不再是罕见疾病, 
但发病机制不清
楚且预后差. 目前
采用的肝脏组织
病理活检和血清
抗线粒体抗体检
测并不能完全满
足临床诊治的要
求. 蛋白指纹图谱
技术是近年来的
热点技术, 已经在
临床疾病的研究
中得到广泛的应
用并展示出较好
的应用前景.

■同行评议者
张吉翔, 教授, 南
昌大学第二附属
医院



结果: 在PBC患者和对照组之间找到69个差
异蛋白峰(P <0.05). 其中质荷比(m/z)为3445, 
4260, 8133和16 290的蛋白峰建立PBC诊断模
型. 该诊断模型能很好地把PBC患者从其他肝
脏疾病患者和正常人群中区分出来, 其敏感
性为93.3%, 特异性为95.1%. 经双盲实验验证, 
该模型对PBC诊断的敏感性为92.9%, 特异性
为82.4%. 

结论: 采用纳米磁性微球与蛋白质芯片阅读
仪联用的蛋白指纹图谱技术可以检测PBC患
者血清中的特异性蛋白标志物, 并建立敏感性
和特异性均较高的PBC诊断模型.

关键词� 原发性胆汁性肝硬化; 自身免疫性肝炎; 生

物标志物; 磁性微球; 蛋白指纹图谱技术
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(PBC)是一种慢性自身免疫

性肝脏疾病, 该病以肝内细小胆管非化脓性进行

性破坏并伴门脉炎症性改变, 长期持续性肝内胆

汁淤积、最终导致肝纤维化和肝硬化的慢性进

展性自身免疫性疾病为主要特征[1-2]. 近年的调

查研究表明, PBC在世界范围内已经不再是罕见

疾病[3], 特别是在东方人群中, 无症状的PBC患者

可能远远超过我们现在估计的数量, 而且PBC在
中国人群中的发病率和死亡率可能都高于其他

地方[4]. 目前, 对于PBC诊断最可靠的方法仍然是

肝脏组织病理活检[5]. 然而, 很多PBC患者不愿意

接受这种具有创伤性的侵入检查[6], 很多接受检

查的PBC患者肝脏组织病理活检并不能找到特

征性的病理改变. 除此之外, 血清中高滴度的抗

线粒体抗体(AMA)目前也作为诊断PBC的一个

重要指标[7-8], 但是该抗体对于PBC的诊断并不特

异, 在其他疾病状态, 如感染性肝病等也经常出

现[9-10], 这对于像我们这样的肝炎大国来说显得

非常不利. 还有研究发现, 10%左右的PBC患者

血清中检测不到AMA[11-12]. 由于现有的检测技术

限制导致很多PBC患者到了疾病终末期才被诊

断, 这一现状已经不能满足临床对于疾病早期诊

断、早期治疗的要求, 在临床医疗中仍然迫切需

要诊断PBC的新方法. 现有的研究表明蛋白指纹

图谱技术可用于很多疾病的早期诊断, 如肿瘤、

神经性疾病、结核艾滋病毒等感染性疾病和自
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身免疫性疾病[13-19]. 因此, 我们采用纳米磁性微

球和蛋白芯片阅读仪联用的蛋白指纹图谱技术

筛选PBC患者血清中的特异性标志物.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-06/2007-02北京协和医院体检、

门诊和住院患者119例血清样品, 其中包括PBC
患者44例(所有病例符合PBC的诊断标准)[5], 其
他肝脏疾病患者32例(包括: 自身免疫性肝炎10
例、乙型肝炎10例、肝硬化9例、酒精性肝炎

1例、药物性肝炎1例和原发性硬化性胆管炎1
例), 健康体检者43例, 详细临床资料及分组信

息见表1. 所有标本用4 mL无抗凝剂的BD真空

采血管空腹采血后于4℃静置１h, 4000 g离心5 
min. 血清分装5管, 于-80℃冻存备用. 弱阳离子

(WCX)纳米磁性微球, 购自北京赛尔迪生物技

术有限公司. 乙腈、三氟乙酸、尿素、Hepes、
水 (H P L C级 )、T r i s碱、C H A P S、D T T、

SPA(Sinapinic acid)购自Sigma公司. PBSII-C型
蛋白质芯片阅读仪为美国赛弗吉公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 标本准备: 血清从-80℃冰箱内取出, 冰浴

融化后4℃ 20 000 g离心10 min. 取10 μL血清, 
加20 μL U9缓冲液(9 mol/L尿素, 20 g/L CHAPS, 
10 g/L DTT, 50 mmol/L Tris-HCl, pH9.0), 充分混

匀, 4℃振摇30 min后加入100 mmol/L NaAc 370 
μL(pH4.0), 立即混匀. 
1.2.2 弱阳离子纳米磁性微球的活化: 每个PCR
管中加入50 g/L WCX磁性微球50 μL, 置于磁性

分离板上分离2 min, 弃上清液, 加入100 mmol/L 
NaAc 100 μL活化2次,  5 min/次. 
1.2.3 活化的纳米磁性微球捕获血清蛋白: 每
份弃上清液活化的磁性微球中加入100 μ L处
理好的血清样品 ,  振荡孵育1 h. 置于磁性分

离板上分离2 min, 弃上清液, 加入100 mmol/L 
NaAc 100 μL洗涤2次, 5 min/次. 用5 mL/L的
TFA 10 µL将结合在磁性微球上的蛋白洗脱5 
min, 取5 μL蛋白洗脱液加入5 μL饱和SPA(50% 
CAN+5 mL/L TFA), 充分混匀后吸取2 μL蛋
白结晶混合物点样于金芯片 (此芯片仅起载

体作用, Au-chip, Ciphergen), 自然晾干, 采用

P B S I I-C型蛋白质芯片阅读仪检测蛋白指纹 
图谱. 
1.2.4 芯片检测: 芯片阅读仪参数设定为最高检

范围为50 000, 优化范围2000-10 000, 激光强度

205, 检测灵敏度8. 检测前用All-in-one多肽标准

芯片校正仪器, 系统质量偏差≤0.1%. 原始数据

www.wjgnet.com

■研发前沿
蛋白指纹图谱技
术出现的同时也
提出一种全新的
多标志物谱或个
性化标志物的诊
断模式. 采用该技
术筛选PBC患者
血清中的特异性
标志物, 可以发现
一些传统方法不
能发现的小分子
物 质 ,  对 这 些 小
分子物质的鉴定
有助于PBC的诊
断和对发病机制
的探讨. 但目前鉴
定采用蛋白指纹
图谱技术筛选低
丰度小分子难度 
较大.
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先以Proteinchip 3.1软件标化处理, 并采用m/z为
4091的蛋白峰(每个人都具有的血清蛋白峰)作
为内标校正.

统计学处理 采用Ciphergen ProteinChip软件

和BioMarker Wizard软件对芯片检测得到的蛋白

指纹图谱进行统计学处理. PBC组与对照组(由
其他肝病组与正常对照组组成)之间蛋白质峰的

比较采用t检验, P <0.05具有统计学意义. 在此基

础上采用Biomarker Patterns Software Version 5.0 
(BPS)识别诊断PBC的最佳标志物, 并建立PBC
诊断模型.

2  结果

2.1 PBC组与对照组之间蛋白指纹图谱比较 对

建模组的71例样本检测得到的蛋白指纹图谱

进行分析发现69个蛋白质峰存在显著性差异

(P <0.05, 表2).
2.2 PBC患者血清蛋白标志物的筛选及诊断模型

的建立 将BioMarker Wizard软件统计分析得到

的69个差异蛋白峰导入Biomarker Patterns Soft-
ware分析软件筛选诊断PBC的最佳标志物. 结果

显示m/z为3445、4260、8133和16 290的4个蛋

白峰为诊断PBC的最佳标志物(图1). 这4个蛋白

标志物组成的诊断模型能很好的将PBC患者区

分出来, 其诊断模型如图2. 该诊断模型的敏感

性为93.3%, 特异性为95.1%(表3), 其诊断ROC曲
线如图3.
2.3 诊断模型的盲法验证 采用48例样本检测得

■创新盘点
血清蛋白指纹的
检 测 一 般 采 用
SELDI技术, 本文
采用纳米磁性微
球技术捕获血清
蛋白, 再采用基质
辅助激光解析电
离飞行时间质谱
仪进行蛋白指纹
检测.

表 1 119例患者临床资料和分组信息

     
分组                       n           男/女          年龄范围              平均年龄            建模组        盲法验证组

健康对照组        43        27/16           25-78             38.6±10.9             23                  20

PBC组           44          3/41           16-74             54.1±11.3             30                  14

其他肝病组        32        17/15           18-75             50.6±13.1             18                  14

表 2 PBC组、其他肝脏疾病组和健康对照组之间存在的69个差异蛋白峰

     
质荷比m/z P 值 质荷比m/z P 值     质荷比m/z      P 值

3088             2.70E-09    16489           0.000942          3681   0.012169

2543             1.31E-08      3375           0.001028        28790  0.012373

81331            2.20E-07      9280           0.001045          7761   0.012457

7628             2.71E-07      2869           0.001280          34451 0.013500

8600             2.95E-07    16077           0.001831        25099  0.015117

5477             1.55E-05      5855           0.002259          4528   0.018915

31842             2.06E-05      3774           0.002416        43219  0.019396

3935             4.21E-05      8290           0.002421        24015  0.023501

2759             4.67E-05      4382           0.002668          4676   0.023565

4281             7.05E-05    28026           0.002679          7049   0.027295

4300             7.93E-05      4645           0.002708          3397   0.029999

7967             0.000137      9487           0.002722          3887   0.030014

3955             0.000150    23386           0.003273          9606   0.033309

22798             0.000151      5246           0.003700        32550  0.035143

15874             0.000196    14016           0.004198          5214   0.038265

11485             0.000212      5634           0.005086          5384   0.041371

4068             0.000224      9794           0.005553          7554   0.041867

8071             0.000280    14103           0.005622          42601 0.043380

15608             0.000325      7405           0.006566        47633  0.044072

5803             0.000379      5315           0.007519          1498   0.045245

11697             0.000571    43917           0.010108          9399   0.046333

6846             0.000664    46614           0.011099          9116   0.047415

162901             0.000780      8554            0.011442                  5525               0.048693

1被选为建立PBC诊断模型的蛋白峰.
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■应用要点
本研究采用纳米
磁性微球和蛋白
芯片阅读仪联用
的蛋白指纹图谱
技术诊断PBC患
者, 为读者提供了
实验依据. 

到的蛋白指纹图谱对已建立的PBC诊断模型进

行盲法验证. 验证结果表明该模型对PBC的诊断

敏感性为92.9%, 特异性为82.4%(表3).
2.4 AMA-M2阳性与AMA-M2阴性PBC患者蛋白

指纹图谱比较 采用Biomarker Patterns Software

软件对AMA-M2阳性与AMA-M2阴性PBC患

者蛋白指纹图谱进行比较, 发现m/z为3682、
3935、4068、4472和8133的5个蛋白质峰在两

组患者之间存在显著性差异(P <0.05, 图4).

3  讨论

胆汁淤积性疾病在人群中的发生率非常高, 因
此把P B C患者从这类人群中区分出来在临床

诊疗中显得非常重要[20]. 目前依靠组织病理活

检、生化检查以及血清自身抗体检查仅能发现

并诊断50%-60%的PBC患者, 这一现状无法很好

的满足临床诊疗需求, 因此, PBC的诊断仍旧显

得并不十分完善[21]. 

表 3 PBC诊断模型的诊断特性及盲法验证结果

     
实验分组      临床分组    n      诊断正确例数   诊断正确率

建模组        PBC      30      28         93.33%

                       对照      41      39         95.12%

盲法验证组     PBC      14      13         92.86%

       对照      34      28         82.35%
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图 1 建立PBC诊断模型的4个蛋白峰在PBC、其他肝脏疾病组(HD)和健康对照组(Nor)之间的典型图谱. A: 3445≤1.67; B: 

4260≤2.19; C: 8133≤9.2; D: 16 290≥0.23.
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■名词解释
基质辅助激光解
吸 电 离 飞 行 时
间质谱(MALDI-
TOF-MS): 是利用
激光脉冲辐射使
芯池中的分析物
解析形成荷电离
子, 根据不同质荷
比, 这些离子在仪
器场中飞行的时
间长短不一, 由此
绘制出一张质谱
图案.
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近年来, 蛋白质组学的研究得到了空前的

发展, 出现了大量的蛋白质组学研究方法并应

用于临床研究[22-23]. 蛋白质组学研究领域出现

的这些高通量方法使得寻找复杂疾病的生物标

志物越来越成功[24-25]. 疾病的生物标志物或者

多标志物联合诊断模式在疾病的诊断、鉴别诊

断以及治疗方案的制定方面逐渐显示出强大的

优越性[26-27]. 通过基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱(MALDI-TOF-MS)技术分析血清中的

蛋白指纹已经筛选出很多用于疾病诊断的标志

物. 与传统蛋白芯片相比, 由于纳米磁性微球具

有强大的表面积, 因此他能更好的捕获血清中

的小分子多肽或蛋白[28-29]. 结合纳米磁性微球和

MALDI-TOF-MS的优势, 采用这两种技术连用

的方法能检测到血清中更多的低丰度蛋白. 我
们采用WCX纳米磁性微球和MALDI-TOF-MS
检测44例PBC患者、32例其他肝病患者和43例
健康体检者血清中的蛋白指纹图谱, 研究结果
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图 4 AMA-M2阳性与AMA-M2阴性PBC患者5个差异蛋白峰的典型图谱. 
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显示m/z为3445、4260、8133 和16290的蛋白峰

是诊断PBC的最佳标志物, 4个蛋白组合建立的

诊断模型能很好的区分PBC患者, 该诊断模型对

PBC的诊断敏感性为93.3%, 特异性为95.1%. 48
例标本盲法验证结果显示其敏感性为92.9%, 特
异性为82.4%. 对AMA-M2阳性和AMA-M2阴性

PBC患者血清蛋白指纹图谱分析比较, 仅发现m/
z为3682、3935、4068、4472和8133的5个蛋白

质峰在两组患者之间存在显著性差异(P <0.05), 
究其原因可能是AMA-M2阳性和AMA-M2阴
性PBC患者主要的差异蛋白是大分子蛋白(因
AMA为抗体, 分子量较大), 而蛋白指纹图谱技

术主要检测的是小分子蛋白, 因此在这两者之

间发现的差异蛋白并不多. 
由于PBC是一个多因素的复杂疾病, 发现和

鉴定PBC相关的标志物不仅可以促进我们在分

子层面上对PBC发病机制、疾病过程的理解, 而
且多标志物联合诊断模式的建立对于诊断PBC
这种复杂疾病也可能更可靠. 目前这些多标志

物联合诊断模式的建立都是基于一些神经智

能网络软件实现[30], 因此, 应用于临床之前还需

要大量的临床验证来证实其可靠性. 由于PBC
患者的标本收集较为困难, 本研究中我们建立

PBC诊断模型时包括了30例PBC患者, 在48例
盲法验证标本中只有14例PBC患者标本. 因此, 
本研究中发现的4个PBC诊断标志物更需要扩

大样本量来做进一步验证, 以确定其临床实用 
价值. 

总之, 虽然本次研究只包括44例PBC患者, 
但是本研究结果的确为采用纳米磁性微球和

蛋白芯片阅读仪联用的蛋白指纹图谱技术诊断

PBC患者提供了实验依据, 特别是发现联合4个
蛋白峰建立的诊断模型对PBC的诊断具有较高

的敏感性和特异性, 且在盲法验证结果中也得

到了体现.
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Abstract
Hepatic fibrosis is a common pathological 
process of chronic liver diseases, characterized 
by increased synthesis and relatively low 
degradation of extracellular matrix (ECM) 
resulting from their dynamic imbalance. Recent 
progress in molecular biology techniques has 
made it possible to treat hepatic fibrosis with 
gene therapy. At present, the commonly used 
method is to induce the expression of exogenous 
genes by transducing enough therapeutic genes 
into injured liver to delay or cure liver fibrosis.  

Key Words: Hepatic fibrosis; Gene; Therapy
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摘要
肝纤维化是慢性肝病共有的病理改变, 其本
质是以胶原为主的细胞外间质(extracellular 
matrix, ECM)合成增多, 而降解相对减少, 两
者失去动态平衡, 致使过多ECM沉积于肝内. 
近年来随着分子生物学技术的发展, 肝纤维化
的基因治疗成为可能. 目前, 常用的一般方法

是将足够的治疗性基因导入受损的肝脏, 使
外源基因得到表达调控, 达到延缓和治愈肝
纤维化的目的.

关键词�� 肝纤维化; 基因; 治疗
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0  引言

肝纤维化是慢性肝病晚期的组织学变化, 是一

种在损害因子持续作用下渐进的病理过程. 以
细胞外间质(extracellular matrix, ECM)增加为特

征, 同时伴有肝实质的广泛破坏和再生, 导致肝

小叶和肝血管结构的紊乱, 最终可引起肝功能

失代偿、腹水、上消化道出血等一系列并发

症[1-2]. 近年来随着肝纤维化的分子机制逐渐阐

明, 从而使肝纤维化的基因治疗成为可能[3-6]. 肝
纤维化的形成是多种因素参与并长期相互作用

的过程, 因此, 肝纤维化的基因治疗也应采取综

合措施[7-12]. 本文针对目前肝纤维化的基因治疗

进展作一综述. 

1  细胞因子的作用

1.1 转化生长因子β(transforming growth factor, 
TGFβ) 是肝纤维化形成过程中的关键细胞因

子之一. 可以促进肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)分泌大量ECM, 抑制肝细胞增生, 诱
导肝细胞凋亡, 抑制基质金属蛋白酶(m a t r i x 
metalloprotainase, MMP)合成, 使ECM降解减

少[13-14]. 因此, 阻断TGFβ信号转导通路就可以阻

断肝纤维化进展[15-16]. 有人构建了表达TGFβⅡ受

体细胞外区域的复制缺陷型腺病毒载体AdCAT-
βTR, 通过门静脉注射实现其在肝脏的局部表达, 
以阻断内源性TGFβ信号通路. 结果表明, 注射后

大鼠肝脏纤维黏连蛋白(fibronectin, FN)、TGFβ1
等与对照组比较显著减少, HSC及Kupffer细胞

的活化被抑制, 显示出良好的抑制肝纤维化的作

用. 更重要的是给予AdCAT-βTR后, 大鼠肝功能

®

■背景资料
肝纤维化的发生
机制是机体对炎
症的修复反应, 是
多种慢性肝病共
同的病理学基础, 
是慢性肝病发展
为肝硬化的中间
环节. 如果能阻滞
或逆转肝纤维化
进展, 将会提高患
者的生存质量, 在
很大程度上改善
肝病患者的预后. 
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逐渐恢复, 血清ALT、AST水平显著下降, 表明

以腺病毒为载体将TGFβ基因转导入体内是治疗

肝纤维化非常有效的方法. Ueno et al构建了表达

TGFβⅡ型受体完整细胞外位点与人免疫球蛋白

Fc片段融合蛋白的重组腺病毒载体, 可以表达一

种可溶性的受体分子片段, 与TGFβ竞争性结合, 
阻断TGFβ的生物学活性. 在接受腺病毒后的5-7 
d达到高峰, 注射重组腺病毒的大鼠可以显著减

轻二甲基亚硝胺诱导的肝纤维化的发生. 这些研

究结果均证明阻断TGFβ信号传导通路, 可以有

效阻断肝纤维化的形成和发展[17-19]. 
1.2 肝细胞生长因子的作用 在肝纤维化形成过

程中, 肝细胞的相对体积和绝对数量都显著减

少. 因此, 刺激、促进肝细胞的再生也是防治

肝纤维化的重要策略和措施. 肝细胞生长因子

(hepatic growing factor, HGF)是一种多功能细胞

因子, 能刺激多种类型细胞分化、增殖及迁移, 
对肝再生具有强大的促进作用[20-21]. Xia et al [22]将

裸露HGF表达质粒静脉注射到经胆总管结扎引

起肝硬化的大鼠中, 发现肝脏Ⅰ、Ⅲ型胶原沉积

明显减少, TGFβ1的表达受到抑制, 肝纤维化程

度明显减轻. 随后, 人们利用一些缺陷病毒如逆

转录病毒、腺病毒等作为基因的载体, 也取得了

一定的效果[23]. 还有学者通过腺病毒介导将HGF
和截短型TGFβⅡ型受体联合转入肝硬化大鼠体

内, 发现肝纤维化明显好转, 肝脏功能恢复, 肝细

胞再生旺盛[24]. 提示HGF在体内可刺激肝细胞有

丝分裂, 促进肝细胞增殖, 可以作为肝纤维化基

因治疗的有效靶点[25]. 
1.3 肝再生增强因子(augmenter of liver regene-
ration, ALR) 比HGF具有更强的促肝细胞分裂活

性, 对CCl4诱发的肝损伤有明显的保护作用. 研
究表明, ALR通过上调γ干扰素的表达, 抑制自然

杀伤细胞的活性, 去除抑制肝再生的因素, 达到

促进肝再生和逆转肝纤维化的目的. 有人构建了

ALR真核表达质粒, 以基因治疗的方式观察对急

性肝损伤的保护作用, 发现急性肝衰竭大鼠的存

活率显著高于对照组, 并显著降低外周血ALT和
AST水平[26]. 
1.4 白介素-10(interleukin-10, IL-10) 是肝纤维化

间质炎症的重要炎症介质因子[27-28], 并对肝纤维

化发生起调节作用, 因而是阻断肝纤维化过程

基因治疗的重要靶点[29-32]. 研究证实, 肝星状细

胞表达IL-10水平的下降可能是肝纤维化形成的

重要原因[33-35]. 用含有大鼠IL-10基因的腺病毒

载体通过尾静脉转染CCl4肝损伤大鼠, RT-PCR

检测HSC的Ⅰ、Ⅳ型胶原mRNA表达和分泌明

显低于空载体组和空白对照组, 证实IL-10可以

抑制HSC表达和分泌Ⅰ、Ⅳ型胶原, 对肝纤维

化起负调节作用. 利用电穿孔技术将外源IL-10
基因导入CCl4肝损伤大鼠, 结果证实胶原Ⅰα、

TGFβ1、FN均明显下降, 肝纤维化程度减轻[36]. 
将外源IL-10基因导入硫代乙酰胺肝损伤大鼠, 
结果同样证实胶原Ⅰα、TGFβ1、TNFα明显下

降[35]. IL-10的基因治疗为肝纤维化提供了良好的

应用前景. 如能把IL-10基因导入肝脏, 使之在肝

脏局部高效长时间表达, 则有望抑制肝纤维化发

展[37-39]. 
1.5 其他细胞生长因子 多种细胞生长因子, 如
血小板衍生生长因子(platelet-derived growth 
factor, PDGF)[40], 角质细胞生长因子(karatinocyte 
growth factor, KGF), 胰岛素样生长因子(insulin-
like growth factor, IGF)[41-43]等也可以促进HSC增
殖, 加速肝脏纤维化. 研究证实KGF可以显著促

进HSC增殖, 促进细胞由G0/G1期进入S期, KGF
刺激后, cyclin D1蛋白表达明显升高, P21waf1蛋
白表达下降, 表明KGF对HSC有显著促增殖作用, 
在肝纤维化的发生中有重要意义. 而重组新型

人KGF异构体(K102)可以抑制肝纤维化大鼠成

纤维细胞增殖、分化, 显著降低ALT、AST水平, 
肝组织胶原蛋白染色可见胶原纤维明显减少[44]. 
IGF与肝纤维化的关系也非常密切, 应用低剂量

重组IGF于肝硬化大鼠, 发现肝细胞功能、门静

脉高压、肝纤维化均显著改善, 肝硬化相关的肝

外表现也得到改善[45]. 随机临床对照实验表明, 
IGF1替代疗法可以提高肝硬化患者血清白蛋白

水平, 改善能量代谢状态, 但仍需要进一步的临

床实验证实[46]. 

2  抑制HSC活化和促进HSC的凋亡

HSC活化、增殖是肝纤维化发生发展的中心环

节[47-49]. 因此, 最为有效的抗肝纤维化基因治疗

还是针对HSC的基因治疗途径[50-52]. 用携带外源

Smad7基因的重组复制缺陷型腺病毒AdSmad7
感染大鼠原代HSC, 结果显示AdSmad7可在HSC
中高效表达, TGFβ1对HSC的活化作用被有效阻

断[53]. 
在H S C凋亡的调节中 ,  可溶性F a s配体

(sFasL)与Fas系统是细胞凋亡调节过程中的重

要因素. 对sFasL诱导的HSC细胞凋亡研究发现, 
sFasL诱导的HSC凋亡是一种蛋白和RNA合成依

赖性的过程. 如果以环磷酸胺阻断蛋白的合成

或者以放线菌素D阻断RNA的合成, sFasL诱导

■研发前沿
肝纤维化的基因
治疗是慢性肝病
研究的重点和热
点 ,  近 年 的 研 究
报道主要集中于
T G Fβ、H G F、

A L R 等 细 胞 因
子和HSC细胞活
化、凋亡相关基
因的表达调控.
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的HSC细胞凋亡即受到抑制. 对HSC表达的细胞

凋亡抑制基因bcl-2和bcl-xl的水平进行半定量测

定, 发现早期的HSC表达水平显著高于晚期培养

的HSC活化而成的成纤维细胞. 因此, 从HSC的
细胞凋亡入手, 也是探索肝纤维化基因治疗的

重要途径[54-59]. 

3  端粒酶在肝纤维化中的作用

端粒是真核细胞染色体末端特殊的帽状结构, 
端粒本身维持一定的长度对于细胞的染色体末

端的稳定性、正常的有丝分裂过程都是必须

的. 端粒长度的维持主要依赖端粒酶的活性. 大
量的证据表明, 在纤维化的肝脏中, 端粒酶的活

性变得不稳定或显著降低. 以表达端粒酶蛋白

亚单位的重组表达载体转染人的成纤维细胞系, 
可以使端粒酶阴性的细胞系继续维待细胞的正

常状态. Rudolph et al [60]将端粒酶的mRNA转入

端粒功能不良的肝细胞中, 结果显示可以减轻

肝纤维化的病理损害, 恢复肝功能. 当用表达端

粒酶基因的腺病毒载体感染小鼠肝细胞时, 小
鼠出现腹水消失、体质量增加、血清ALT水平

下降和肝细胞增殖活性升高. 研究还发现, 端粒

酶RNA基因能部分抑制TGFβ的功能, 提高其抗

纤维化效果. 提示通过表达端粒酶的基因治疗

措施是慢性肝脏疾病包括肝纤维化基因治疗的

重要途径[61]. 

4  RNA干扰技术在治疗肝纤维化中的应用

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是新近发展

起来的一种快速、简洁、经济的新技术, 可同

时阻断多个基因表达, 不仅可用于研究基因功

能, 而且可高效、靶向性阻断目的基因的复制

和表达, 而不干扰其他基因的转录, 达到治疗

目的[62-64]. 由于其针对性强, 且无严重的不良反

应, 在肝病治疗方面无疑将具有非常广阔的应

用前景, RNAi将有望为抗肝纤维化治疗带来新

希望. 靶位选择是RNAi研究的关键环节. 抑制

介导H S C活化的关键细胞因子结缔组织生长

因子(connective tissue growth factor, CTGF)及
TGFβ也是针对肝纤维化基因治疗较理想的靶

位. 经门静脉注射肝纤维化大鼠CTGF siRNA发

现, 治疗组大鼠肝组织CTGF mRNA及蛋白表达

显著下调, 肝组织炎症、坏死及纤维化显著减 
轻[65-66]. 将TGFβ1 siRNA用于CCl4肝损伤大鼠模

型同样发现, 肝脏表达TGFβ1、α-SMA、Ⅰ型

胶原含量均明显下降[67]. 随着对RNAi认识的不

断深化, RNAi技术必将对肝纤维化的治疗起到

不可估量的作用[68-69]. 

5  结论

肝纤维化的基因治疗在短短几年中的飞速发展, 
给人们展现了治疗慢性肝病的美好前景[70]. 我们

相信, 随着基因治疗技术的日趋成熟, 基因治疗

将更加有效、安全、经济. 肝纤维化基因治疗

也将由单基因治疗向着多基因治疗的方向发展, 
治疗的最终目标是逆转纤维化、重建正常肝小

叶, 恢复正常肝功能.
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Abstract
Research on therapeutic principles of traditional 
Chinese medicine for liver fibrosis has become 
increasingly active. The therapy for liver 
fibrosis has been transformed from merely 
promoting blood circulation to dispel stasis to 
different treatment modalities such as softening 
hardness to resolve harden mass, soothing liver 
and reinforcing spleen, eliminating heat and 
removing dampness, detoxification, nourishing 
kidney and smoothing l iver . The core of 
treatment of liver fibrosis is based on an overall 
analysis of its symptoms and signs according 
to the basic theories of traditional Chinese 
medicine. Related studies on the treatment of 
liver fibrosis are proposed. 

Key Words: Chinese medicine; Liver fibrosis; Thera-

peutic principle
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摘要
抗肝纤维化中医治则研究日趋活跃, 其治疗已
从过去单纯的活血化瘀发展到软坚散结、舒
肝健脾、清热利湿解毒、滋肾柔肝等多样化
治则, 认为辨证论治仍是中医治疗肝纤维化的
核心, 同时对肝纤维化治疗研究提出相关思路.

关键词�� 中医药; 肝纤维化; 治则
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0  引言

肝纤维化可见于中医的胁痛、症瘕、积聚、鼓

胀等多种病证, 多数医学家认为其病因病机为

湿、热、毒、瘀、痰、郁、虚作用于肝经, 使
络脉瘀阻, 病变常涉及肝脾肾三脏. 近年来, 中
医中药在治疗此病方面体现出巨大优势, 肝纤

维化中医治则研究取得了可喜的成就, 现就其

近年来临床治疗研究进展情况综述如下.

1  活血化瘀、软坚散结

《临证指南医案》云: “初病在气, 久病必入

血”. 《医学发明》云: “血者, 皆肝之所主, 恶
血必归于肝, 不问何经之伤, 必留胁下”. 现代医

学家[1-4]认为, 瘀血在肝纤维化发病中起决定性的

作用, 并贯穿其发生发展的整个过程, 谨守病机, 
从瘀论治是从根本上延缓或逆转肝纤维化的治

疗措施. 研究表明, 主治瘀血诸证之基本方血府

逐瘀汤[5]可改善慢性乙型肝炎纤维化患者的血清

学指标. 
肝纤维化迁延日久, 正气日衰, 寒热痰湿之

邪与气血相搏, 聚而成形, 结于胁下, 痞块已成. 
依据“坚者削之”、“结者散之”的原则, 治宜

www.wjgnet.com
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■背景资料
抗肝纤维化研究
已成为肝病研究
的热点课题, 其中
尤以中医药抗肝
纤维化治疗所显
示出的多靶点作
用 引 人 注 目 .  中
医对肝纤维化的
治疗是根据患者
的具体情况而采
用不同的治则治
法, 其治疗已从过
去单纯的活血化
瘀发展到软坚散
结、舒肝健脾、

清热利湿解毒、

滋肾柔肝等多样
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是中医治疗肝纤
维化的核心.
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渐消缓散[6-7]. 软肝消癥胶囊[8](田三七、血竭、炙

鳖甲等组成)经临床观察可改善肝纤维化四项指

标, 对肝纤维化的治疗有较好的临床疗效. 朱建

明[9]采用活血软坚合剂(丹参、鳖甲、川芎、桃

仁、山楂、海藻、牡蛎等组成)治疗慢性乙型肝

炎40例, 临床观察发现该方对肝纤维化血清学指

标有明显改善作用, 可改善肝功能和微循环, 从
而在很大程度上改善肝病患者的预后.

2  舒肝解郁、益气健脾

《临证指南医案》云“治肝之法, 无非治用治

本”. 即治疗肝病当以恢复肝的生理特性为要, 
治宜舒肝解郁, 理气通络, 以尊“木郁达之”之

旨. 肝郁脾虚是慢性肝炎肝硬化的常见类型, 常
与血瘀一起存在于整个慢性肝病过程中, 因而

舒肝健脾活血法是肝纤维化基本治则之一 [10]. 
马列清[11]临床观察发现逍遥散加减在舒肝解郁

的逍遥散基础上加用健脾、活血的药物, 在改

善症状的同时, 改善肝功和纤维化指标. 薛霁  
et al [12]发现健脾软肝煎对乙型肝炎肝纤维化(肝
郁脾虚证)有较好的治疗效果.

《金匮要略》云: “见肝之病, 知肝传脾, 
当先实脾”. 乙型肝炎在其肝纤维化过程中常

累及于脾, 出现脾运失调的病理状态[13]. 晏军  
et al [6]治疗肝纤维化强调实脾, 一则益气健脾, 扶
助正气, 以治病本；二则俾脾气实, 防“土虚木

贼”, 培土开源, 充养先天, 顾护后天, 有固本驱

邪, 防病传变之妙. 姜学连 et al [14]应用慢肝合剂

(黄芪、太子参、当归等组成)治疗慢性乙型肝

炎肝纤维化患者, 治疗组总有效率为93.3%, 结
果表明, 慢肝合剂可保护肝细胞, 减轻炎症坏死, 
增强肝细胞能量代谢和蛋白质合成, 提高机体

免疫功能, 从而起到抗肝纤维化作用. 

3  清热利湿、清化瘀毒

肝木横逆犯脾, 脾胃运化失职, 痰湿内生, 蕴久

化热, 所以, 在肝纤维化发展过程中, 往往也表

现湿热的病理变化. 肝胆湿热与肝内淤胆、肝

细胞变性坏死及炎症细胞浸润有关, 由于湿热

久蕴, 湿从热化, 继则先伤肝阴, 久则耗伤肾阴. 
故治疗应重视清热利湿的应用[15]. 黄敏华[16]自

拟蛇虎丹七汤(白花蛇舌草、虎杖、茵陈、大

黄、丹参、三七等组成)治疗慢性乙型肝炎肝

纤维化69例, 具有清热利湿、化瘀、解毒退黄

的作用. 临床观察发现本方能显著改善患者肝改善患者肝患者肝

功能和临床症状及肝纤维化血清学指标. 虎杖

清肝汤[17](由虎杖、苦参、郁金、茯苓等组成), 
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具有清利肝胆湿热、活血解毒的功效, 临床发

现该方对慢性乙型肝炎有较好的临床疗效和抗

肝纤维化作用. 
肝纤维化的病因主要是肝炎病毒感染, 而

肝炎病毒作为病因与中医的湿热疫毒有相似之

处. 叶放 et al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[18-19]. 
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. 薛博 
瑜 [ 1 9 ]曾经运用以清化瘀毒法组方的“肝复

净”、“紫七软肝片”、“丙肝宁冲剂”治疗

慢性乙型肝炎、丙型肝炎, 结果表明上述方药

有显著的抗肝纤维化作用. 正如柳宝诒曰: “瘀

热所为者, 必须导去瘀热, 俾热邪随瘀而下, 庶
己病势可转危为安”.

4  滋养肾阴、柔润肝体

五脏所伤, 穷必及肾, 肝肾不足是慢性肝病发展

的必然趋势, 中医学认为, “肝肾同源”“肝肾

互补”, 可以补肾而达养肝的作用. 早在《内

经》中就有“肾生髓, 髓生肝”的论述, 明代医

家李中梓根据《内经》理论并结合自己的临床

实践提出著名的“乙癸同源”、“肝肾同治”

的理论观点. 许多临床观察表明[20-24]补肾冲剂

(由巴戟天、肉苁蓉、仙灵脾、菟丝子、枸杞

子、生地、丹参、青皮、虎杖组成)对慢性肝

炎患者具有改善症状、体征, 改善肝功能, 抑制

HBV复制, 调控免疫, 以及抗肝纤维化等多种

效果. 
《类政治裁》说“肝为刚脏, 职司疏泄, 用

药不宜刚而宜柔, 不宜伐而宜和”. 中医学认为, 
肝主藏血, “体阴而用阳”. 李新华[25]认为, 本
病的病机实质为各种原因引起的津液亏损, 导
致水不涵木, 肝阴不足, 络脉失养, 肝脉枯萎. 其
经验方滋阴养肝汤(熟地黄、山萸肉、枸杞子、

麦冬、黄芪、太子参、五味子、当归、白芍药

等)治疗慢性乙型肝炎后肝纤维化有较好的临床

疗效, 总有效率为85%, 该方具有较好的改善患

者肝功能和抗肝纤维化的作用. 中医抗纤维化

其他治法还有扶正化瘀[26]、痰瘀并治[27-28]活血渗

湿[29]、温阳行水、血水同治[30]、滋阴潜阳[31]等.
总之, 在整体观念指导下, 中医治疗肝纤维

化由单一的治肝, 发展到从肝脾肾论治, 注重整

体调理. 同时, 在肝纤维化的不同阶段, 病机重

点有所侧重, 遵循中医辨证论治原则, 其治疗已

www.wjgnet.com

■相关报道
胡义扬认为, 活血
化瘀结合扶正固
本为中医药抗肝
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肝纤维化作用多
通过多途径药理
作 用 实 现 ,  并 认
为今后研究更要
重视 :  (1)把抗病
毒治疗与抗肝纤
维化治疗结合以
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■研发前沿
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术, 寻求适合临床
操作的肝纤维化
中医分型量化指
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的分型标准, 是亟
待解决的问题.
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从过去单纯的活血发展到益气、软坚、舒肝、

健脾、清热、利湿、滋肾、养阴等多样化治则, 
且获良效, 体现了辨证论治仍是中医治疗肝纤

维化的核心. 肝纤维化的机制是复杂的, 与之相

应的治则治法也不能有所偏废, 应不拘一格, 积
极广泛的探索不同角度的治则治法. 

目前, 专门用于肝纤维化的中医分型不多, 
混于各种慢性肝病的又分型各异, 分型的混乱

使得抗肝纤维化的中医治则总体上有些杂乱, 
不利于从中寻找规律, 对于提高临床施治水平

带来一定影响. 有必要借助现代科学技术, 寻求

适合临床操作的肝纤维化中医分型量化指标, 
确立规范统一的分型标准, 使治疗用药针对性

更强.
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Abstract
Severe acute pancreatitis (SAP) is an abdominal 
catastrophe with a high morbidity and mortality. 
Up to now, no special drugs or therapeutic 
methods are available for SAP. Since evidence-
based medicine came into being, much more 
clinical evidence has provided better choice of 
treatment for SAP. However, such evidence does 
not fit for all ASP patients based on its critical 
inclusion and exclusion criteria. It is, therefore, 
important to treat ASP patients by combining 
such evidence with clinical experiences. 
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摘要
重症急性胰腺炎是常见的腹部急症之一, 并
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 文献综述 REVIEW

重症急性胰腺炎的循证临床进展

唐文富, 万美华

发症多、病死率高而治疗棘手, 尚无特别有
效药物和治疗手段. 随着循证医学的发展, 越
来越多的循证医学证据推动了重症急性胰腺
炎的循证临床实践, 为临床治疗提供了更佳
选择, 但这些证据所用病例均有严格纳入和
排除标准, 不一定适合所有人群, 因此需要将
这些循证证据与临床实践经验相结合进行个
体化治疗. 

关键词: 急性胰腺炎; 循证医学; 流行病学; 抗生素; 
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0  引言

重症急性胰腺炎病情危重, 进展快而变化多端, 
并发症多、病死率高而严重威胁患者生命, 并
带来沉重的社会和经济负担[1-3]. 其临床治疗棘

手, 多种治疗方法和药物在临床上广泛运用[4-8], 
但尚无特别有效药物和治疗手段[9-11]. 随着循证

医学的发展, 急性胰腺炎的循证临床实践受到

重视, 越来越多的循证医学证据推动了重症急

性胰腺炎的治疗. 本文运用已有的循证医学系

统评价证据结果进行重症急性胰腺炎的循证临

床实践. 

1  流行病学

急性胰腺炎的发病率在不同国家和地区明显不

同[12-14]. 2005年英国指南报道英国的发病率是

百万分之150到420[15]. 而最近的系统评价分析

8个来自英国和10个来自其他欧洲国家的研究, 
多个研究结果发现很多国家的急性胰腺炎发病

率逐渐升高; 但发病率和病因在不同国家之间

和同一国家内部有显著差别, 反映了发病危险

因素的差异. 初发病例的发病率和病死率随年

龄而增加, 其疾病病死率随时间而逐渐降低; 胆
囊结石性急性胰腺炎在女性中更常见, 酒精性

因素在中年男性中更多, 而特发性急性胰腺炎

对两性的影响类似. 复发性急性胰腺炎病情较

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
的传统治疗是在
诊治指南指导下
进行的经验治疗, 
而循证医学的兴
起和发展推动了
急性胰腺炎循证
临床实践的发展, 
为重症急性胰腺
炎的循证临床实
践提供了科学依
据. 
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轻, 实际病死率也低[16]. 

2  胆石性急性胰腺炎的鉴别诊断

重症急性胰腺炎的常规诊断比较容易[17-19], 但胆

石性与非胆石性急性胰腺炎的鉴别诊断决定不

同的临床处理方式, 而胆囊小结石或胆汁淤积

在急性胰腺炎早期难以明确分辨. 除常规影像

学方法外, 临床常用生化指标在鉴别胆结石中

的作用也倍受关注. 对胆红素、碱性磷酸酶、

丙氨酸转氨酶和天冬氨酸转氨酶在评价胆囊结

石性胰腺炎的作用进行Meta分析, 结果丙氨酸

转氨酶是最有临床意义的参数, 其血清水平值

越高, 在诊断胆囊结石性胰腺炎中的特异性和

阳性预测价值越大; 当其大于或等于150 IU/L时, 
胆囊结石性胰腺炎的可能性是95%. 天冬氨酸转

氨酶与丙氨酸转氨酶具有类似预测效力, 而胆

红素和碱性磷酸酶没有预测价值[20]. 

3  重症急性胰腺炎的治疗

重症急性胰腺炎的临床表现复杂, 病情变化多

端, 其治疗药物和方法很多, 临床疗效不一, 而
循证医学为这些治疗方法和药物的临床应用提

供了科学评价标准. 
3.1 抗生素 20世纪70年代在急性胰腺炎患者中

进行的前瞻性临床试验结果显示预防性使用抗   
生素没能改善病死率, 因为该研究选择了本来就

不会发生感染和死亡的轻症胰腺炎, 选用的氨苄

西林也不能有效地穿透并进入胰腺组织内[21]. 随
着动物实验和临床试验的进展而加深了对重症

急性胰腺炎病理生理机制的认识, 将其病情发

展演变分为全身炎症反应期和感染期[22-24]. 早期

的全身炎症反应阶段产生大量的细胞因子和炎

症介质, 导致SIRS的发生而引起呼吸、肾脏、

肝脏和心血管系统的功能衰竭或者死亡, 而抗

生素在这一早期阶段的作用可能不大[25-27]. 严重

炎症反应过程中出现胰腺和胰周组织缺血坏死, 
肠道内细菌移位导致坏死组织继发感染, 诱发

脓毒血症和晚期器官功能衰竭, 增加死亡的风

险, 所以抗生素应该在这一阶段使用. 
    基于上述病理生理基础的前瞻性随机对照临

床试验很快见诸报道[28-30], 认为预防性使用抗生

素能降低SAP胰腺感染的发生率, 或降低感染率

和病死率, 或者减少胰腺感染、降低手术率和

晚期病死率. 随后对8个研究报道的系统评价分

析认为, 选择能在胰腺组织内达到治疗浓度水

平的广谱抗生素能降低病死率, 因此建议重症

急性胰腺炎患者应选用此类药物[31]. 由于这些早

期研究的病例数小、纳入标准不一、选用药物

和给药方案不一、终点指标不同, 也缺乏正确

的安慰剂对照, 因而其结论备受争议[32]. 2001年
更新的系统评价对纳入分析的研究进行严格限

制, 即只纳入预防性使用抗生素与未使用进行

急性坏死性胰腺炎比较的随机对照试验, 且所

选用的抗生素在坏死胰腺组织内能达到最低抑

菌浓度. 与不预防性使用抗生素比较, 结果预防

性使用抗生素能降低脓毒血症21.1%(NNT = 5)
和病死率12.3%(NNT = 8); 对降低胰腺局部感染

有一个没有显著差异的趋势(ARR = 12%; NNT 
= 8), 因此仍然建议在急性坏死性胰腺炎患者预

防性使用那些已经证明对坏死胰腺组织有效的

抗生素[33]. 2006年更新后的系统评价纳入6个以

重症急性胰腺炎为对象的研究, 均选择那些预

防性使用能在胰腺组织内达到有效治疗浓度水

平的广谱抗生素, 结果预防性使用不能降低胰

腺感染发生率(RR  = 0.77, 95% CI: 0.48-1.24, P  = 
0.28)、手术率(RR  = 0.84, 95% CI: 0.40-1.74, P  = 
0.64)和病死率(RR  = 0.54, 95% CI: 0.28-1.04, P  = 
0.07), 认为预防性使用抗生素不是适用于所有

重症患者的治疗策略, 而应该限于CT检查证实

有胰腺坏死者[34]. 
但这些试验纳入标准严格, 且没有进行双

盲研究. 2006年的系统评价从328个研究中纳入

了6个实验共187例患者进行分析, 其中3个是多

中心试验, 一个是随机、双盲对照试验, 结果发

现预防性使用抗生素并不能显著降低感染性坏

死发生率、病死率、胰外感染率和手术率, 但
却能显著缩短住院时间(P  = 0.040). 认为预防性

使用抗生素防止急性坏死性胰腺炎的感染性坏

死或死亡[35]. 几乎同时发表的Cochrane系统评价

分析抗生素与安慰剂比较在并发胰腺坏死的急

性胰腺炎中有效性和安全性, 研究纳入标准是

经CT证实有胰腺坏死的急性胰腺炎. 其初级终

点指标是病死率和胰腺感染率, 次级终点指标

是胰外感染率和手术率, 不良反应包括抗生素

耐药和真菌感染, 并根据药物不同进行亚组分

析. 5个试验共294例患者纳入研究, 治疗组的病

死率明显降低, 而感染性胰腺坏死、手术率和

真菌感染发生率没有明显差别, 可供分析的抗

生素耐药相关资料不足. 亚组分析发现192例预

防性使用β内酰胺类能显著降低病死率和和感

染性胰腺坏死, 但对手术率和胰外感染发生率

没影响; 而预防性使用喹诺酮和咪唑类药物对

各项指标均没有影响. 结果认为预防性使用抗

■研发前沿
中西医结合综合
疗法治疗急性胰
腺炎疗效显著, 但
没有符合循证医
学要求的证据. 因
此, 进行随机双盲
多中心临床研究
获得高质量的循
证医学证据成为
当务之急.
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生素似乎能降低病死率, 但对感染性胰腺坏死

没影响; 而β内酰胺类能降低病死率和和感染性

胰腺坏死发生率, 而喹诺酮和咪唑类药物没影

响[36]. 
最近发表的系统评价筛选1990-2006年的英

文文献, 共692篇文章有关抗生素治疗急性胰腺

炎的文章中有97篇涉及临床研究, 其中10个随机

对照临床试验研究了预防性肠道外使用抗生素

治疗急性坏死性胰腺炎. 使用随机效应模型评价

预防性使用抗生素对感染性胰腺坏死和脓毒血

症、手术率以及总体病死率的影响, 认为坏死性

急性胰腺炎应该预防性静脉使用碳青霉烯类抗

生素以降低感染性坏死发生率和手术率[37]. 由此

分析, 虽然经过不同时期、纳入不同等级的试

验研究结果进行了多次系统评价, 仍然不能得

出比较一致的结论. 
3.2 生长抑素 是在寻找生长激素释放因子(GRF)
的时候意外在羊下丘脑提取液中发现的. 1977
年诺贝尔生理或医学奖得主Roger Guilemin要求

他的博士后研究生Paul Brazeau提取TRF(促甲状

腺素释放因子)和LRF(黄体生成素释放因子)以
后剩余的下丘脑提取液中检测有无GRF, 结果在

1971年意外发现14肽的生长抑素, 而没有发现

想要的生长激素释放因子; 后来发现他也存在

于下丘脑以外的脑内其他部位和胃肠胰岛的D
细胞中. 临床用于治疗包括肢端肥大症[38], 神经

内分泌肿瘤[39]等多种疾病, 但不是任何一个疾病

的特效药. 目前已经进行了大量生长抑素治疗

急性胰腺炎的研究, 1998年的系统评价同时分

析生长抑素、善宁和加贝酯对急性胰腺炎早期

和总体病死率、并发症发生率和手术率的影响, 
结果所有药物对轻症患者没影响; 生长抑素和

善宁能改善总体病死率; 加贝酯对早期和总体

病死率没影响, 却能减少并发症的发生率[40]. 
1999年发表了全世界范围内唯一的随机双

盲多中心实验, 设安慰剂组、OCT 100 mg tid
组、200 mg t id组, 三组的病死率(16%, 15%, 
12%)、并发症的新发生率、疼痛持续时间、外

科手术干预和住院时间都没有差异[41]. 此后世界

范围内的有关临床研究逐年减少, 也没有更新

的系统评价出现, 因而2002年世界胃肠病大会

的急性胰腺炎治疗指南和2005年英国指南均不

推荐使用生长抑素[15,42]. 到目前为止, 生长抑素

治疗急性胰腺炎的疗效不确切, 国际上人不推

荐使用, 我们也不鼓励使用. 
除此之外 ,  生长抑素治疗可能明显增

加胆囊结石的发生 [ 4 3 ] ,  2 0 0 6年的文章报道

somatostatin能增加Oddi's括约肌的运动力, 损伤

复发性胰腺炎患者静止期胰液的外流[44], 从而增

加复发的可能性; 并可能诱发致命的坏死性胰

腺炎[45]. 因此建议在条件具备的时候对生长抑素

的作用进行全面再评价[46]. 
3.3 酶抑制剂 与生长抑素类似, 蛋白酶抑制剂的

临床疗效一直受到广泛争议[47], 在临床研究不

断更新过程中先后有数个系统评价出现, 分析

其临床应用价值. 1995最早的系统评价纳入5个
随机对照试验, 选择病死率、并发症发生率和

并发症的手术率等终点指标, 结果显示加贝酯

对急性胰腺炎90 d的病死率没有影响, 但能显著

降低并发症发生率和并发症的手术率. 由于常

规使用于所有患者的成本太高, 因此建议选择

有很高风险发生并发症的患者[48]. 随后一个随机

对照多中心试验的结果结合系统评价的结论联

合分析, 认为加贝酯不能显著改善急性胰腺炎

的生存率[49]. 2004年最新的系统评价纳入10个研

究, 结果发现蛋白酶抑制剂不能降低急性胰腺

炎的总体病死率, 但能降低中到重度患者的病

死率[50]. 
对国产的乌司他丁治疗急性胰腺炎的有效

性和安全性进行系统评价时共纳入17个RCT试
验1199例患者, 虽然显示乌司他丁在改善急性胰

腺炎近期临床疗效指标方面优于常规治疗, 但
因所纳入试验的方法学质量均较低, 也无评价

远期疗效的试验, 还难以对其疗效得出可靠的

结论[51]. 
3.4 营养支持 重症急性胰腺炎患者胃肠功能

障碍会加重炎症反应和病情, 需要进行完全胃

肠外和/或肠内营养支持 ,  但营养支持的优选

方案、临床疗效和安全方面的观点难以统一. 
2004年有人比较肠内和肠外营养支持的安全性

和对临床结局的影响, 6个比较肠内肠外营养的

随机对照试验共263例患者纳入分析, 结果肠

内营养的感染发生率明显降低, 也减少了并发

症的手术率和住院时间; 但对病死率和非感染

性并发症的影响不明显. 因此建议将肠内营养

作为优先的急性胰腺炎常规营养支持方法 [52].  
2006年在此基础上纳入前瞻性随及对照试验27
个, 对其中7个试验的结果分析发现, 与肠外营

养比较肠内营养能显著降低感染的发生率, 缩
短住院时间, 并有减少器官功能衰竭的趋势; 而
对病死率没影响. 其机制可能是肠内营养降低

氧化应激反应, 加快病程的缓解过程而费用更

■相关报道
最近研究报道8个
来自英国和10个
来自其他欧洲国
家的系统评价分
析结果显示, 很多
国家的急性胰腺
炎发病率逐渐升
高, 但发病率和病
因在不同国家之
间和同一国家内
有显著差别, 这反
映了发病危险因
素的差异.
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低. 但没有足够数据以证明肠内比不进行营养

支持能更改善疾病的最终结局. 对于需要手术

治疗并发症的急性胰腺炎患者, 肠内营养能降

低术后病死率. 在入院24 h内进行肠外营养会加

重病情, 而在充分液体复苏后提供肠外营养能

改善疾病终点指标. 个别研究发现肠内营养添

加精氨酸、谷氨酰胺和ω-3多不饱和脂肪酸等

可能有助于改善预后. 建议肠内营养应该优先

使用, 而肠外营养应该在5 d后开始, 且两者都能

很好耐受[53]. 而肠内营养比肠外营养能更好的控

制急性胰腺炎患者的血糖水平[54].  
3.5 制酸剂 经常使用制酸剂以保护胃肠黏膜, 抑
制胰腺分泌并减少胰液量, 常用的是H2受体拮

抗剂, 但很多研究表明这些药物没有明显效果, 
虽然也没明显毒副作用. 对285例使用西米替丁

的5个急性胰腺炎临床试验纳入分析, 发现他与

安慰剂比较没有显著差别, 未能减少胰腺炎相

关的并发症和疼痛持续时间; 相反, 西米替丁可

能使并发症发生率增加、疼痛加重[55]. 目前还没

有足够证据说明急性胰腺炎的发病与抑酸药之

间有确切联系[56], 虽然有奥美拉唑诱发急性胰腺

炎的个案报道[57], 且体外研究证实他不能直接抑

制胰腺腺泡细胞淀粉酶的释放[58], 但没有系统的

临床研究评价其疗效和毒副作用, 因此更需要

对临床广泛使用的质子泵抑制剂进行科学评价, 
以为临床提供科学的循证依据.  
3.6 血小板活化因子拮抗剂 重症急性胰腺炎时

有多种细胞因子和炎性介质参与其病理生理过

程, 因此针对各种炎症介质的拮抗治疗成为潜

在的治疗新靶点, 其中血小板活化因子拮抗剂

来昔帕泛的研究较早, 但最后的结果不理想. 截
止2001年的系统评价纳入3个研究424例患者, 
结果来昔帕泛有降低早期病死率、减少器官衰

竭发生率和促进器官衰竭恢复的趋势, 但没有

显著差异. 认为仅仅借助当时的研究数据还不

能对来昔帕泛治疗急性胰腺炎的疗效做出客观

的评价[59]. 由于临床效果的原因, 他不能降低病

死率, 各试验之间由于研究设计和剂量的不同

而难以相互比较, 很多研究资料没有公开[60], 此
后没有更大规模的随机对照临床试验发表. 因
此, 仅仅通过某一炎症反应环节以调节整个疾

病的炎症反应网络、甚至调控全身炎症反应的

方法还不可行. 
3.7 血液滤过与腹腔灌洗 针对单一环节的方法

疗效不理想, 而不分炎性介质种类的清除疾病

早期过多细胞因子的血液滤过方法受到重视, 

他可能通过对流作用清除炎症因子并调节内环

境. 对16个试验共891例患者的系统评价分析后

发现, 早期血液滤过能提高总体治愈率, 降低总

体病死率、中转手术率和并发症发生率; 持续

血液滤过并不能改善预后. 而反复或间歇短时

血液滤过无论是否联合腹膜透析治疗, 都能明

显改善预后并无不良反应报道. 但由于纳入研

究的方法学质量低, 还不能得出合适的结论[61]. 
而与此类似的腹腔灌洗也曾经受到重视, 但对8
个试验333例患者的系统评价结果发现, 腹腔灌

洗不能显著改善急性胰腺炎的病死率和并发症

发生率[62]. 各种针对已经产生的炎性细胞因子

的治疗方法均没有预期的理想结果. 
3.8 ERCP治疗胆源性胰腺炎 内窥镜逆性胆管造

影和内窥镜括约肌切开术已经广泛用于处理急

性胆源性胰腺炎, 但有各种危险并发症. 通过系

统评价分析该方法的有效性和安全性, 共7个研

究834例患者纳入研究, 结果显示他能显著降低患者纳入研究, 结果显示他能显著降低纳入研究, 结果显示他能显著降低他能显著降低能显著降低

急性胰腺炎的并发症发生率和病死率, 其NNT
分别是7.6和25.6, 即治疗26个患者可能挽救一患者可能挽救一可能挽救一

个人的生命[63]. 但不同熟练程度的操作者面对

不同严重程度的患者, 不能完全避免其严重并患者, 不能完全避免其严重并, 不能完全避免其严重并

发症, 或者加重病情的可能, 因此应该慎重选择

合适的患者. 而中医药的通里攻下法也有助于患者. 而中医药的通里攻下法也有助于. 而中医药的通里攻下法也有助于

胆结石和胆源性胰腺炎的处理. 
3.9 中药 上述各种方法都没有理想的效果, 因此

国内已经广泛使用我们的传统医学治疗重症急

性胰腺炎, 并取得满意临床疗效. 按照循证医学

的要求评价中药治疗急性胰腺炎的有效性和安

全性, 11个试验658例患者纳入分析, 中药似乎患者纳入分析, 中药似乎纳入分析, 中药似乎

能改善病死率、住院时间和手术率, 但所有试

验没有描述随机分配方法, 方法学质量低, 所有

结果都没有显著的统计学差异, 也没有足够证

据足以推荐单一中药的临床使用. 而需要进行

设计良好的随机双盲、安慰剂对照研究以进一

步评价中医药治疗急性胰腺炎的疗效和安全性, 
促进中医药的临床运用和推广[64]. 

4  重症急性胰腺炎病情评价与预后

各种评分系统和预后指标较多, 在重症急性胰

腺炎中的作用评价不一. 有关肥胖与急性胰腺

炎患者的病情和预后的关系一直不清楚, 相关

研究报道也不多. 截止2002文献的系统评价纳

入4个研究共607例患者, 终点指标是疾病严重患者, 终点指标是疾病严重, 终点指标是疾病严重

度、全身并发症、局部并发症和病死率. 结果

肥胖患者的病情更重, 全身和局部并发症更多, 
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■应用要点
本文所提供的循
证医学证据为临
床治疗提供了更
佳选择, 有助于抗
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等药物治疗的选
择; 但系统评价所
有病例均有严格
纳入和排除标准, 
不一定适合所有
人群. 因此, 要将
这些循证证据与
临床实践经验相
结合进行个体化
治疗. 
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但病死率仅轻度升高, 因此认为肥胖应该常规

作为急性胰腺炎早期病情严重度的评价之一[65]. 
而更新后的系统评价新增一个研究, 对5个研究

共739例患者的分析结果仍然显示肥胖患者病患者的分析结果仍然显示肥胖患者病的分析结果仍然显示肥胖患者病

情更严重, 全身和局部并发症发生率高, 而病死

率也明显高于非肥胖者. 说明肥胖不仅是发生

并发症的危险因素, 也增加疾病的病死率[66]. 
急性胰腺炎早期难以准确评价疾病的严重

程度, 包括各种细胞因子和炎症介质, 如原降钙

素在评价急性胰腺炎严重度时, 对4个研究的荟

萃分析提示他不能作为疾病严重程度的评价指他不能作为疾病严重程度的评价指不能作为疾病严重程度的评价指

标[67]. RANSON指标在重症急性胰腺炎病情严

重程度的预测、预后分析与临床判断等方面的

作用进行分析后发现, 在低假阳性率时对临床

判断的敏感性比较高; 而只有在高假阳性率情

况下才显示出有实际意义的敏感性. 结果显示

RANSON指标的预测效力很差, 也无助于不同

临床病情的区分判断[68]. 

5  结论

循证医学所得出的证据为临床治疗提供了更佳

选择, 但系统评价所用病例均有严格纳入和排

除标准, 不一定适合所有人群[69], 因此要将这些

循证证据与临床实践经验相结合进行个体化治

疗[70]. 我们根据中医温热病理论, 创新性地进行

“益气救阴, 活血化瘀, 清热解毒, 通里攻下”

的中西医结合综合疗法治疗急性胰腺炎, 疗效

显著, 重症胰腺炎病死率为10.77%, 且病例数大

(1386例), 治疗经验丰富; 超过国际同期报道, 成
为中西医结合治疗重症急性胰腺炎的成功典范, 
但仍然没有符合循证医学要求的证据, 是急需

我们进行随机双盲多中心临床研究以获得高质

量的循证医学证据, 促进临床治疗水平的提高. 
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Abstract
Lung in jury i s one of the most common 
complications of severe acute pancreatitis (SAP). 
At present, the pathogenesis of SAP complicated 
by lung injury still remains unclear. However, 
great attention has been paid to it at home 
and abroad. Many factors such as pancreatic 
enzyme, polymorphonuclear neutrophil , 
oxygen free radical, cytokine, microcirculatory 
disturbance, complement, kinin, NO and ET 

play an important role in the pathogenesis of 
SAP by interacting with each other. This paper 
reviews the advances in the pathogenesis of SAP 
complicated by lung injury and related studies 
in order to provide the theoretical basis for its 
effective prevention and treatment.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Lung injury; 
Acute pancreatitis-related lung injury; PLA2

Zhang XP, Wu CJ, Li ZJ. Advances in research of severe 
acute pancreatitis complicated by lung injury. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 299-306

摘要
重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
S A P)最常见的并发症之一是肺损伤. 目前, 
SAP合并肺损伤的相关机制尚未明确, 国内外
学者对其机制的研究非常重视. 胰酶、中性粒
细胞、氧自由基、细胞因子、微循环障碍、

补体系统、激肽、一氧化氮以及内皮素等因
素, 通过彼此的相互作用和影响, 在SAP发病
机制中起着十分重要的作用. 本文阐述SAP并
发肺损伤可能的发病机制和有关研究进展, 为
制定有效的防治措施提供可靠的理论依据.

关键词�� 重症急性胰腺炎; 肺损伤; 急性胰腺炎相关

性肺损伤; 磷脂酶A2
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)[1]

是以胰腺自身消化为基础和胰腺自身坏死为

主要特征的一种全身性疾病 ,  可以引发局部

和全身性过度炎症反应 ,  造成血管渗出、低

血容量、休克和多脏器功能障碍等系统性炎

症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)[2], 甚至导致多器官功能不全综

合征(multiple organ dysfunction, MODS)[3]. 具有

病情凶险、病程进展快、并发症多和病死率高

等特点[4-6]. 近几年来, SAP发病率呈上升趋势. 相

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来的研究表
明, 重症急性胰腺
炎 ( S A P ) 具 有 病
情凶险、病程进
展快、并发症多
和病死率高等特
点, 相关研究显示
SAP时肺是最早
且最易受侵害的
脏器. 由于其发病
机制至今尚未完
全明确, 所以缺乏
针对性的治疗措
施. 因此, 详细阐
明APALI的可能
机制具有重要理
论意义和临床价
值. 

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科



关研究显示SAP时肺是最早且最易受侵害的脏

器, 急性胰腺炎相关性肺损伤(acute pancreatitis-
associated lung injury, APALI)[7]和急性呼吸窘

迫综合征(acute respiratory distress syndrome, 
ARDS)[8]是最常见的一种早期并发症, 但SAP合
并肺损伤的发病机制至今仍未完全清楚. 本文

针对有关研究进展进行综述如下.

1  胰酶、补体系统和激肽

SAP最基本的发病机制是激活的胰酶大量释放

逸入胰腺, 造成胰腺和胰周器官的损伤, 胰蛋白

酶、磷脂酶A2(phospholipases A2, PLA2)、弹力

蛋白酶、糜蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶等胰酶的

释放在SAP时发病时起着非常重要的作用. 一般

认为PLA2以无活性的酶原形式从胰腺分泌至胰

管, 然后经胰蛋白酶和胆盐激活而成为活化的

PLA2. PLA2一方面可以直接破坏肺血管、肺泡

膜, 或者介导肺泡巨噬细胞产生NO而致肺损伤; 
另一方面PLA2是花生四烯酸降解过程中的关键

酶, 能够促使血小板活化因子(platelet-activating 
factor, PAF)、血栓素A2(thromboxane A2, TXA2)
和白三烯(leukotriens, LTs)等炎症介质大量释放, 
提高中性粒细胞表面PAF受体表达, 使中性粒细

胞活化而致内皮细胞损伤. Leme et al [9]发现应用

PLA2的阻滞剂可改善大鼠APALI, 但胰腺本身

的炎症程度未能改善. 某些实验研究[7,10]通过向

实验动物注射胰蛋白酶及(或)PLA2可成功复制

出APALI模型, 可见胰蛋白酶和PLA2在APALI中
的作用较为明显. 还有研究也证明胰蛋白酶在

APALI中发挥其作用[11], Hartwig et al [12]通过胆管

注射甘氨脱氧胆酸诱发大鼠SAP模型, 研究发现

外周血胰蛋白酶原和胰蛋白酶浓度与肺损伤和

SAP的严重程度有关. 有实验表明将含胰蛋白酶

的腹水注射到大鼠体内, 可以测得实验组大鼠血

浆肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)显著

增高, 认为胰蛋白酶对相应靶器官的损伤作用是

通过刺激巨噬细胞产生细胞因子发挥作用. 再
次, 胰弹力蛋白酶(pancreatitis elastase, PE)在胰液

中的浓度较血中高出很多, 也是与APALI相关的

重要的胰酶之一. Jaffray et al [13]通过腹腔分别注

射胰弹力蛋白酶、淀粉酶或脂肪酶等模拟小鼠

胰腺炎继发肺损伤的过程, 结果显示, 胰弹力蛋

白酶可以在制模后30-60 min内引起肺内核转录

因子-kB(nuclearfactor- kappaB, NF-kB)的活化、

IkB(inhibitory kappa B)的降解, 继而出现TNF-α
表达升高和肺微循环通透性增加, 而淀粉酶和脂

肪酶等无此作用. 最后, 其他多种酶类与APALI
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也有密不可分的联系, 包括粒细胞弹性酶和羟基

水解酶等均可能参与APALI的病理过程. Cohen  
et al [14]的研究提示结扎胆胰管阻止胰酶进入肠道

可以减轻缺血休克引起的肺损伤和回肠损伤, 他
们认为胰酶可以和肠道淋巴系统内的毒性物质

发生作用, 损伤肠道屏障, 导致肠道和肺组织损

伤加重. 以上研究表明在APALI中发挥主要作用

的胰酶是胰蛋白酶、弹力蛋白酶和PLA2, 推测

APALI时期体内环境中某种因素或几种因素共

同发挥作用, 从而导致多种胰酶的激活失控或者

是某些抑制因子的缺乏或消失.
胰蛋白酶可激活补体经典途径, 或直接水解

C3和C5而产生C3a和C5a. 补体的终末产物被认

为是SAP发病的重要调节介质. C3a和C5a可诱导

肥大细胞释放组织胺, 中性粒细胞通过趋化作用

向肺内聚集, 促进肺血栓形成. 胰蛋白酶可使血

管舒缓素原转化为血管舒缓素, 后者可使激肽原

转化为HMW-激肽原, 并进一步生成赖氨酰缓激

肽和缓激肽. 缓激肽可抑制凝血机制, 活化纤溶

和补体系统, 扩张血管, 增加血管通透性, 诱导中

性粒细胞活化并具有致血压下降的效应.

2  中性粒细胞(PMN)与氧自由基(OFR)

APALI的典型特征包括: 微血管通透性的增加, 
富含蛋白质的渗出液渗入肺泡, 肺泡表面张力

降低, 在这一时期临床上表现为进行性的低氧

血症和呼吸困难. 越来越多的研究已经表明肺

内过度的炎症反应是APALI发生的重要原因之

一. 中性粒细胞的过度激活在炎症反应和APALI
中具有重要的介导作用[15], 具体过程包括: PMN
的聚集、黏附和炎症介质的释放.
2.1 PMN的聚集 生理状态下当机体遇到外界病

菌入侵时, 机体自身的免疫系统就会发挥其作

用, 大量PMN被激活并通过趋化作用到病菌入

侵的部位. 不过在免疫系统功能异常时, 大量

PMN聚集的作用可能适得其反, 即损伤自身组

织. SAP时可见肺内大量PMN聚集, 积聚的PMN
可以激活补体系统和巨噬细胞, 导致巨噬细胞

分泌大量炎症介质, 与此同时, 这些物质反过来

引起肺微血管中PMN的激活, 共同引起APALI. 
活化的巨噬细胞通过释放NO、TNF-α和单核

细胞化学黏附蛋白1(monocyte chemoattractant 
protein-1, MCP-1)等因子而发挥生物效应. 其中

信号分子TNF-α起关键作用, 一定程度地放大了

机体炎症系统的反应. 
2.2 PMN的黏附 活化的PMN表面的整合素CD 
11b/CD8β复合体与血管内皮细胞表面的细胞

www.wjgnet.com
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间黏附分子-1(intercellular adhesion molecule-1, 
ICAM-1)以受体、配体的形式相结合是炎症反

应的关键步骤. ICAM-1促进PMN黏附于内皮细

胞, 导致其游走. 中性粒细胞-内皮细胞的互相影

响、互相作用表现为一种多步级联反应: 最初

表现不牢固的黏附, 然后在牢固结合的过程中

开始是中性粒细胞的滚动, 在包括L选择素和P
选择素等连续活化调节下, 外周血中的PMN通

过间隔到达肺间质组织[16]. CD11/CD18-ICAM-1
途径是介导外周血PMN与内皮细胞黏附的主要

途径[17]. ICAM-1是内皮细胞表面诱导蛋白, 正
常时肺组织很少表达, 研究发现在SAP动物模型

中肺中ICAM-1表达升高, 并且存在严重的肺损

伤, 而在ICAM-1缺省的小鼠模型, 肺损伤程度 
低[18-19], 说明ICAM-1过高表达是APALI发生的

重要因素. 一些研究还发现, ICAM-1等黏附分

子的异常表达较细胞因子晚, PMN的浸润和组

织、器官的损伤往往发生在ICAM-1上调之后, 
所以阻断细胞黏附步骤是治疗中可取的方法, 
应该可以有效的缓解APALI的相关临床症状.
2.3 PMN释放炎症介质, 产生病理效应 PMN可

分泌多种细胞因子, 从而形成炎症介质网络, 产
生放大效应和级联效应, 造成多器官损伤. SAP
发生的早期血清中的TNF-α和IL-6显著升高, 其
中IL-6升高水平与胰腺炎严重程度和并发症的

发生呈正相关[20]. PMN经脱颗粒作用, 释放基质

金属蛋白酶(matrixmetalloproteinase, MMP)、髓

过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)和弹性蛋白

酶(neutrophilelastase, NE)等多种蛋白酶, 在肺组

织中进行蛋白分解作用, 引起APALI. MMP可以

增加肺微循环的通透性, 易于PMN游走到肺实

质[21], 应用MMP抑制剂可以减轻SAP损伤的程

度[22]. MPO一般存在于PMN的胞质中, 约占细胞

干重的5%, MPO的含量可以间接反映中性粒细

胞浸润的程度.
2.4 氧自由基 在APALI期间OFR及其产物对于

胰腺损伤有着极其重要的作用. 在APALI期间

损伤的胰腺细胞, 被激活的PMN以及巨噬细胞

产生大量的OFR、过氧化氢、超氧化物、羟基

分子和活性氧(reactive oxygen species, ROS)是
APALI细胞损伤的重要损伤机制[23]. OFR可与

细胞膜发生氧化反应, 导致大分子变性, 损伤细

胞DNA, 抑制PGI2, 增加TXA2, 促进EDRF分解, 
抑制抗凝血酶的活性. 实验及临床研究已经证

实ROS可以导致APALI的胰腺及肺部病灶的细

胞代谢紊乱[24]. 他们不受限于胰腺组织, 可以表

现为系统性的疾病症状, 特别是肺、肝和血液

中. ROS直接危及细胞的损伤并且在APAIL中
控制细胞间的信号转导. ROS还涉及PMN的激

活, 细胞因子的产物, 内皮屏障的紊乱以及微循

环在APALI的障碍. 除在细胞间的信号转导作用

外, ROS还能够影响细胞内的情况并且通过激

活NF-kB来调控活性因子的表达. OFR在SAP时
期的产生对于胆固醇、磷脂以及甘油三脂的代

谢有影响作用. 这些代谢产物大所不溶于体液

而形成脂质蛋白复合物, 我们称之为脂蛋白. 在
大多数SAP中高密度脂蛋白的减少和低密度脂

蛋白的增加需要留心观察, 脂蛋白的代谢紊乱

可能是SAP的一个重要原因[25]. OFR在实验室

诱导的AP中能够促进ICAM-1的表达, ICAM-1
的高表达是肺损伤发生的重要步骤, 早期阻止

ICAM-1的过度表达可能减轻SAP的损伤程度[26]. 
OFR引起的肺部损害几乎涉及肺内所有的细胞

和组织, OFR损伤后, Ⅰ型上皮细胞内有不连续

的空泡形成, 而Ⅱ型上皮细胞尚能保持完整. 肺
血管内皮细胞是OFR的主要来源和活性氧的重

要作用目标. 减少氧自由基释放, 对于减轻肺损

伤可能具有重要意义, 而给予抗氧化剂来作为

治疗APALI的方法, 仍然需要进一步的研究.

3  细胞因子

细胞因子在SAP中主要是通过炎症介质网络发挥

作用. 致炎细胞因子间的相互作用、抗炎细胞因

子间的相互作用以及致炎细胞因子和抗炎细胞

因子间的相互消长影响着炎症过程的进展, 细胞

因子亦可与信号传导系统相互作用影响着APALI
的进程. 细胞因子的特点是一旦某种细胞因子产

生并被激活, 就不断激活、扩增自己及其他细胞

因子, 出现不断放大的瀑布效应[27]. 正如Browne 
et al [28]所提到的那样, 我们希望在不远的将来能

够直接找到造成AP的有害因子从而更好地控制

APAIL.
3.1 TNF-α 是最重要的炎症和免疫反应调节物, 包
括发热、恶液质、低血压、弥漫性血管内凝血、

组织损伤和休克等局部或全身的表现与他密切

相关[29]. 他是由激活的巨噬细胞或淋巴细胞分泌

的, 与其相应受体结合后发挥作用. TNF-α是SAP
发病后较早产生的细胞因子, 有动物实验证实在

SAP被诱发1 h后, 胰腺组织及血清TNF-α即可被

检测到, 并在其后的6 h内迅速上升, 其升高的程

度是与胰腺损伤及炎症程度直接相关联的[30]. 因
此, TNF-α被作为SAP发病后反映其严重程度的重

要的早期指标. 他可激活PMN, 促进多种炎症介质

的释放, 在SAP发病及其全身并发症发生过程中

■相关报道
不少临床观察报
道以及SAP动物
模型的实验性研
究, 分析了SAP时
肺损伤的一些机
制. 马振华 et al介
绍了APALI时各
种因素对肺损伤
的影响和可能机
制.
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起着重要作用. TNF-α可以增加肺微循环的通透

性、促进PMN在肺内的黏附和聚集、诱导中性

粒细胞释放NE等. 早期检测TNF-α不仅反映SAP
的严重程度, 同时有助于预测肺损伤发生及其严

重程度. TNF-α作为重要的始发因子在细胞和亚

细胞水平上发生一系列的级联反应, 诱导IL-1、
IL-6及其自身的产生[31]. SAP患者的腹水中发现有

很高的TNF-α浓度[32]. 在该类患者的发病早期, 肺
组织中TNF-α的表达就达到了显著的水平[33]. 在
APALI时对TNF-α的动态监测可能对于疾病的治

疗及预后的判断有一定的帮助.
3.2 IL-1 正常的胰腺组织中并没有发现IL-1, 现代

相关研究表明, IL-1中的IL-1β亚类与AP关系密切, 
在胰腺炎患者中, 实验室检查可以发现IL-1β升高, 
而且升高幅度与病情的严重程度密切相关. IL-1β
在生物学活性上, 可以使嗜碱性及中性粒细胞脱

颗粒, 并作用于肝脏促进急性期反应蛋白(acute 
reactive protein, ARP)的合成, 引起发热. IL-1β低浓

度时主要上调免疫, 产生过多, 则导致多种炎症病

损. 在有关动物实验中, 应用IL-1拮抗剂及抗体可

以延缓病情的发展, 并能降低死亡率30%[34], IL-1β
在血清不易检测, 其受体内生性IL-1r可以反应其

水平.
3.3 IL-6 由单核细胞、内皮细胞和成纤维细胞

等多种细胞产生, 急性胰腺炎发病早期IL-1β和

TNF-α可刺激单核细胞和内皮细胞产生IL-6[35]. 特
点是调节急性期蛋白的产生, 有研究[36]提示IL-6
是SAP患者合并肺衰竭的重要指标. 因此, IL-6对
SAP的早期诊断、病情判断和预后评估具有重要

的应用价值.
3.4 IL-8 大多数有核细胞均可分泌, 属白细胞的趋

化因子超家族. 炎症反应时可被LPS、TNF-α和
IL-1β激活, 相关实验表明, IL-8可与中性粒细胞

表面的特异性受体结合, 导致白细胞发生变形反

应、脱颗粒、呼吸爆发、释放蛋白溶解酶和活性

氧, 从而引起组织损伤的发生[37]. Osman et al [38]用

单克隆IL-8抗体中和IL-8作用, 结果发现应用IL-8
抗体后不能改变胰腺的坏死, 但可通过阻止循环

IL-8, TNF-α和肺组织的黏附分子CD11b和CD18减
轻急性肺损伤.
3.5 IL-10 随着胰腺损伤程度和肺损伤程度的加重

IL-10水平升高, 两者成正相关[39]. IL-10是一种有

效的抗炎症介质, 在AP发生后不久, 免疫抑制性

细胞因子IL-10即相应增加, IL-10通过抑制细胞因

子mRNA的产生而抑制巨噬细胞产生的TNF-α、
IL-1及氧自由基减轻炎症反应, 尤其在SAP的后

期, 抗炎症反应成为主要趋势, 此时期大量的免疫

抑制因子如IL-10及TGF-B的释放, 在临床上主要

表现为全身和胰腺感染. 

4  核因子-kB(NF-kB)

他是Rel转录调节蛋白家族成员之一, 是由包括

p50、p52、p65、c-Rel和RelB五种亚单位组成

的同源或异源二聚体. 核因子-kB是一种多极性

细胞转录核因子, 是真核细胞中普遍存在的转

录因子, 也是目前发现的细胞内最重要的转录

因子之一, 他与机体免疫、炎症和细胞再生、

凋亡等过程密切相关. 活化的NF-kB能够调控如

TNF-α、IL-6、IL-8和IL-1β等细胞因子以及黏

附分子、消化酶等的生成表达, 使这些炎症介

质和消化酶一起参与炎症反应和组织损伤, 他 
的这种作用不仅表现在胰腺的腺泡细胞和单核

/巨噬细胞, 同时也表现在肺等远处器官[40-43]. 有
实验研究NF-kB在SAP时的表达在地塞米松的

治疗下和模型对照之间有明显的区别, 在SAP初
期地塞米松治疗组NF-kB的表达较模型组明显

增高[44]; 还有研究表明在SAP时期选择性地切断

胰腺外分泌细胞中的NF-kB/RelA基因可以造成

APALI, 说明了NF-kB的调控作用[45]; Xia et al [46]

发现NF-kB/p65的表达在SAP时有显著改变, 并
且这种改变在SAP发病机制中发挥着重要的作用. 
作者认为NF-kB与SAP的关系已经受到了人们

的关注, 其增加的程度可作为疾病严重程度的

指征, 临床上可以早期应用针对NF-kB的抑制措

施来减少细胞因子和炎症介质的释放, 抑制级

联效应, 达到改善SAP预后的目的, 从而有效的

缓解APALI的严重程度.

5  NO、内皮素(ET)和微循环障碍

左旋精氨酸(L-arg)和分子氧在NO合酶(NOS)的氨酸(L-arg)和分子氧在NO合酶(NOS)的
催化下生成. NO可对急性胰腺炎发病的许多相

关因素产生影响, 但目前的研究报道结果不一

致, NO在AP中的作用可能十分复杂, 甚至具有

两面性. 现代研究表明NO对于APALI作用的机

制可能是高水平NO发挥其自由基性质的细胞毒

作用, 加重胰腺损伤; 而合适水平的NO可维持

胰腺微循环, 并减轻白细胞-内皮的相互作用等, 
对胰腺有保护作用. 深入研究NO/NOS在SAP时
的相关分子机制及探寻特异性的NOS抑制剂, 
以期合理干预L-arg/NO通路, 可能将为SAP的防

治提供新的途径. 实验研究表明, 在SAP的患者

中, 胰腺的血流量和微循环灌注明显减少, 此种

■创新盘点
本文在以往SAP
并发肺损伤的研
究 基 础 上 ,  整 理
了近几年国内外
对APALI发病机
制 的 最 新 研 究
成 果 ,  阐 述 了 胰
酶、PMN的过度
激活、微循环障
碍以及细胞因子
等一系列可能的
发 病 机 制 ,  强 调
了T N F - α、N F -
kB等对APALI发
生发展有重要影
响 作 用 ,  希 望 能
为更深入的研究
APALI发病机制
和对APALI的治
疗提供参考依据.
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因素的持续存在, 也是AP进展为SAP的主要机

制之一.
有研究表明[47-50], MAP、SAP患者血浆ET

增高, 而SAP患者显著高于MAP患者, 提示ET在
SAP可能起重要作用, ET是由日本学者Yanagi-
sawa在1988年发现, 是迄今为止作用最强的血

管活性收缩肽, 主要来源于血管内皮细胞, 参与

机体缺血、缺氧等损伤的病理过程. 有人使用

外源性ET导致大鼠胰腺微循环损害和胰腺细胞

损伤[51], 使大鼠胰腺血流量显著降低[52], 提示ET
可引起和加重SAP血循环紊乱, 给大鼠一定剂量

的外源性内皮素, 可使水肿型胰腺炎向出血坏

死型转化, 胰腺组织损害程度与血浆ET水平呈

正相关. 相关研究结果显示, ET还可能是一种内

源性损伤因子, 参与机体诸多器官的损伤和功

能衰竭的病理过程. 人体内有ET1、ET2、ET3
三种异构体, 且由不同的染色体的独立基因编

码, 内皮素的3种异构体ET1、ET2、ET3均与微

循环障碍、组织损伤、炎症有关, 但其作用的

侧重性各有不同. ET3作用不显著, ET2主要介

导白细胞依赖性炎症, ET1则主要参与了SAP微
循环碍的发生发展. ET对早期损伤因素非常敏

感, 是胰腺早期微循环损伤并导致低血流灌注

的重要因素之一, 也是介导SAP严重程度的重要

介质. ET对于APALI时期病理损害机制可以归

纳为: (1)通过胰腺腺泡内受体, 促进钙超载, 致
组织细胞损伤; (2)激活钙通道促使钙内流, 引起

胰腺小动脉痉挛; (3)同样机制导致冠脉痉挛, 心
功能障碍, 心脏射血锐减, 最终使胰腺供血减少, 
其中ET对胰腺血流的影响较之对其他脏器更明

显. 因此, 研究ET的拮抗剂可能成为APALI的有

效治疗药物.
目前的研究发现, 可能是以下几种因素参与

了SAP时微循环障碍: 一是应激反应, 在SAP时
由于大量炎症介质的释放及胰腺坏死, 机体处

于应激状态, 此时血液中的去甲肾上腺素、肾

上腺素和皮质醇含量明显增高, 引起外周血液

循环量减少, 用以保证重要生命器官的供血, 由
此导致胰腺的血液供应不足, 引起微循环障碍. 
二是炎症介质的影响, 如前所述, SAP时大量炎

症介质的释放, 其中对微循环产生重要影响的

有NO/ET, TXA2/PGI2, 他们在正常情况下含量保他们在正常情况下含量保们在正常情况下含量保

持相对平衡, 维持血管张力, SAP时, 二者的平衡

关系被打破, 从而引起胰腺微血管张力的改变, 
导致微循环障碍. 三是血液流变学改变, SAP发
生后可见明显的血液流变学改变, 表现为红细

胞压积上升, 血液黏度上升, 红细胞趋向于强烈黏度上升, 红细胞趋向于强烈度上升, 红细胞趋向于强烈

聚集, 变形能力下降, 携氧能力明显下降, 一次

导致胰腺微循环的阻力增大, 血液积滞, 血栓形

成, 加重毛细血管内皮及组织细胞坏死, 使胰腺

炎的病情进一步发生恶化. 因此, 改善AP时胰腺

微循环的障碍, 维持血液动力学的稳定, 可以有

效的胰腺坏死的进展, 降低病情的严重程度.

6  基因研究、凋亡学说以及其他因素在APALI中

的作用

随着科技的不断进步, 医学领域对疾病机制的

探究也更加深入, 基因领域的研究和细胞凋亡

学说成为时下研究的热点. 目前发现, 胰腺炎相

关的基因有胰腺炎相关蛋白(PAP)基因、谷氨酸

合成(GS)基因、胰腺内白细胞介素1β(IL-1β) 基
因和TNF基因、阳离子胰蛋白酶原基因等. 此外

研究认为抗氧化基因的多态性如谷胱甘肽S转
移酶T1基因亚型异常与SAP密切相关[53]. 还有研

究表明[54]IL-1β与其受体IL-1RA的比例失调与

重症急性胰腺炎密切相关. 凋亡(apoptosis)或称

细胞程序性死亡, 细胞凋亡是机体清除受创后

不能恢复细胞的一种自我保护方式. SAP时胰腺

细胞凋亡的机制还不清楚. 细胞凋亡是由基因

控制的, 参与凋亡调控的基因由很多种, Bax基
因就是一种凋亡调控基因. Fas/FasL系统被认为

是一条最主要的介导细胞凋亡的信号传导通路. 
细胞凋亡可能是对胰腺损伤的有利反应[55], 诱导

胰腺细胞凋亡可以减少腺泡内成分为外逸, 从
而减轻胰腺炎症. 通过这种前沿学科的研究来

探索困绕我们已久的APALI机制可能找到其关

键所在.
脂类递质如LTs、PAF、TXA2和前列腺素

I2(prostaglandinI2, PGI2)等在SAP继发APALI的
发生中具有重要作用. LTs和PAF可以引起中性

粒细胞的聚集和血管内皮的破坏. 应用LTs或
PAF抑制剂可以减轻ALI和肺水肿的程度. TXA2

和PGI2是由细胞膜磷脂在PLA2催化下产生的. 
TXA2具有强烈的血小板聚集作用和血管收缩

作用, 并能趋化白细胞, 使其黏附于血管内皮, 
释放弹力纤维酶, 增加微血管的通透性. PGI2是

一种强烈的血小板聚集抑制剂和血管松弛剂. 
TXA2和PGI2的作用相反, 正常情况下两者处于

平衡状态. 一些学者强调TXA2、PGI2的平衡在

AP病理改变中的作用.
Gray e t a l [56]认为革兰氏阴性菌的感染是

APALI加重的一个重要因素. 约40%的患者合并

■应用要点
掌握SAP并发肺
损伤的相关机制, 
就可采取有效的
治 疗 措 施 ,  这 是
SAP取得突破性
进展的关键. 从抑
制PMN的过度激
活、拮抗炎症介
质和利用抗炎细
胞因子等方面着
手治疗都是可能
的治疗路径.
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细菌感染. 神经肤P物质是一种神经递质, 也是

一种促炎症介质, 在炎症过程中通过作用于神

经激肤1受体而在APALI发挥效应. 游离脂肪酸

(free fatty acids, FFA)的作用, 活化的PLA2、脂肪

酶可分解血脂、细胞膜脂质以及胰周肠系膜脂

肪组织而产生FFA, 通过门静脉、淋巴系统进人

体循环. FFA可损伤内皮细胞和肺泡膜, 诱导血

栓形成. AP时肝功能受损, 血管通透性升高, 导
致血清白蛋白降低, 中和FFA能力不足, 使FFA
增加. 补充新鲜血浆、白蛋白以降低FFA, 可能

有助于减轻FFA介导的肺损伤. 大量输液、手术

等也是SAP促成因素. 此外, 腹水、腹腔巨噬细

胞及腹腔淋巴系统亦可能在SAP的炎症扩散过

程中发挥作用. 还有研究表明[57], SAP时产生的

炎性介质等物质对肝枯夫细胞的刺激, 使其激

活, 合成并释放大量的炎症介质, 可能形成“瀑

布效应”, 是造成炎症反应放大的原因之一.
总之, 通过对SAP并发肺损伤发病机制的研

究, 针对发病的不同环节对相关炎症因子进行

的干预应该成为最有取得突破性医学研究成果

的途径. 随着人们对于APALI的发病机制的不断

认识, 在控制炎症反应、改善微循环等APALI病
因机制研究的基础上, 从多角度、多层次、多

学科领域进行针对APALI的探索, 必定能够帮助

我们找到治疗APALI的最佳方法.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of vascular 
endothelial growth factor 165 (VEGF165) on 
apoptosis of human gastic adenocarcinoma 
cell line (BGC-823) in vitro and its underlying 
mechanism

METHODS: BGC-823 cells were divided into 
control group, Ad-GFP group and Ad-VEGF165 
group and cultured with GFP (MOI = 20) and 
Ad-VEGF165. Apoptotic cells were detected by 
FCM assay. Expression of Bcl-2 mRNA and Bcl-2 
protein was determined by RT-PCR and immu-
nocytochemistry, respectively.

RESULTS: FCM showed that the apoptosis rate 
of BGC-823 cells was significantly lower in the 

Ad-VEGF165 group than in the Ad-GFP and 
control groups(4.6% ± 0.31% vs 8.37% ± 1.06%, 
7.73% ± 0.86%, P < 0.01). PCR and immunocyto-
chemistry displayed that VEGF165-transfected 
BGC-823 increased the expression of Bcl-2 
mRNA and Bcl-2 protein, which was higher in  
the Ad-VEGF165 group than in the control and 
Ad-GFP groups (Bcl-2 mRNA: 0.761 ± 0.05 vs 
0.363 ± 0.12, 0.356 ± 0.08; Bcl-2 protein: 1.010 ± 
0.08 vs 0.865 ± 0.07, 0.901 ± 0.05; P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF165 can inhibit cell apop-
tosis induced by serum starvation by up-regulat-
ing the expression of Bcl-2.

Key Words: Adenovirus; Vascular endothelial growth 
factor 165; Gastric carcinoma; Apoptosis; Bcl-2; RT-PCR

Ou XL, Guan YY, Yan F, Sun WH, Yang L, Chen GS. 
Effect of vascular endothelial growth factor 165 on 
apoptosis of human gastric carcinoma cells in vitro and 
its mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
307-310

摘要
目 的 :  本 实 验 探 讨 血 管 内 皮 生 长 因 子
165(V E G F165)对体外培养的胃癌细胞株
BGC-823凋亡的影响和机制. 

方法: 将BGC-823细胞分为对照组、感染复数
(MOI = 20)病毒Ad-GFP的Ad-GFP组, 重组腺病
毒Ad-VEGF165转染的Ad-VEGF165组, 应用流
式细胞仪检测细胞凋亡的百分率, RT-PCR方法
检测凋亡抑制基因Bcl-2 mRNA的表达, 免疫细
胞化学方法检测Bcl-2蛋白的表达情况. 

结果: 流式细胞仪测定显示Ad-VEGF165组
的细胞凋亡率明显低于Ad-GFP组和对照组
(4.6%±0.31% vs  8.37%±1.06%, 7.73%±

0.86%, P <0.01); RT-PCR和细胞免疫化学结果
显示VEGF165转染BGC-823细胞后促进了细
胞Bcl-2 mRNA和蛋白的表达, Ad-VEGF165组
Bcl-2 mRNA和蛋白均高于对照组和Ad-GFP
组(Bcl-2 mRNA: 0.761±0.05 vs  0.363±0.12, 
0.356±0.08; Bcl-2蛋白: 1.010±0.08 vs  0.865
±0.07, 0.901±0.05; P <0.01).

结论: VEGF165通过上调凋亡抑制基因Bcl-2
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■背景资料
血管内皮细胞生
长因子(VEGF)在
肿瘤的发生、发
展中扮演着重要
的角色, 以往的研
究主要是集中在
其对肿瘤血管生
成上, 随着研究的
深入, 人们发现在
多种肿瘤细胞上
都有VEGF受体的
表达, 推测VEGF
在促进肿瘤血管
生成的同时, 还可
能直接作用于肿
瘤细胞, 从而促进
肿瘤的生长和抑
制凋亡. 
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及其蛋白的表达, 来抑制血浆饥饿诱导的胃癌
细胞的凋亡.

关键词�� 腺病毒; 血管内皮生长因子165; 胃癌; 凋

亡; Bcl-2; 逆转录聚合酶链式反应 
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0  引言

尽管血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)的发现距今已有很多年, 但
人们对他的功能并未了解透彻. 最初人们仅仅把

他看作是促血管形成因子, 认为具有促血管生成

和增加血管通透性的功能. 后来逐渐认识到他还

有其他功能, 如在多种肿瘤细胞上发现了他的受

体, 该受体可介导VEGF对这些细胞产生促生存

及增加其耐药性的作用等[1]. 为了进一步明确其

体外作用, 我们将腺病毒重组体Ad-VEGF165转
染至体外培养的胃癌细胞株BGC-823, 观察其对

凋亡的影响, 并探讨可能存在的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株BGC-823购自中科院, 复
制缺陷型腺病毒重组体及对照病毒由南京医科大

学第一附属医院构建[2]并赠送, RPMI 1640低糖培

养基、胎牛血清均购自美国Gibcobrl公司, Annexin 
V-FITC/PI试剂盒为澳大利亚Bender Medsystems公
司产品, RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司, 焦
碳酸二乙酯(DEPC)水、溴化乙锭(EB)、TRIzol试
剂均购自Sigma公司, DNA小分子量marker为北京

天为时代公司生产, 引物由南京英俊生物工程技

术服务有限公司合成, Bcl-2鼠抗人单克隆抗体购

自北京中杉金桥生物技术公司, 免疫组化S-P试剂

盒(SP-9000)为福州迈新公司产品, DAB显色试剂

盒购自美国Vector Laboratories公司. 
1.2 方法 
1.2.1 流式细胞仪检测细胞凋亡: 取对数生长期

的BGC-823细胞, 消化后计数并调整培养液用

量, 使细胞悬液终浓度为2.0×108/L, 分别取3 
mL接种于四个培养瓶(50 mL)中, 待生长至70%
融合后, 阴性对照组和对照组均用无血清培养

基培养, 实验组分别用Ad-GFP、Ad-VEGF165 
转染(感染复数与前期实验相同取MOI = 20), 8 
h后继续用无血清培养基培养, 36 h后收集1.0×
106个细胞, 离心后用PBS冲洗两次. 然后先后加

308                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年1月28日    第16卷   第3期

入Annexin V-FITC和PI, 1 h内上机检测细胞的凋

亡率, 实验重复3次. 
1.2.2 RT-PCR方法检测Bcl-2 mRNA的表达: 实验

分为对照组、Ad-GFP组和Ad-VEGF165组, 按
前述方法培养及感染细胞后加入1 mL TRIzol 
reagent提取总RNA, 然后进行逆转录(体系为

20 µL), 反应混合物于42℃温育30 min后, 升温

至99℃加热5 min使逆转录酶灭活, 并使DNA、

RNA杂合分子变性解离, 立即降至5℃冷却5 min. 
再行半定量PCR, 引物已在GenBank中核实. Bcl-2
上游引物: 5'-GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA-3', 
下游引物: 5'-AGGCACCCAGGGTGATGCAA-3', 
扩增片段长度304 bp; β-actin内参的扩增长度为

661 bp, 其上游引物: 5'- TGACGGGGTCACCCA
CACTGTGCCCATCTA-3', 下游引物: 5'-CTAGAA
GCATTTGCGGTGGACGATGCAGGG-3'. 反应体

系如下: cDNA 3 µL, 5×PCR Buffer 5 µL, MgCl2 1 
µL, Bcl-2、β-actin上下游引物各0.5 µL, Taq(DNA
聚合酶)0.25 µL, 灭菌蒸馏水13.75 µL. 反应条

件: 98℃预变性30 s, 98℃变性10 s, 54℃复性10 
s, 72℃延伸30 s, 30个循环后再于72℃延伸8 min. 
PCR产物立即进行电泳, 用ImageMaster VDS扫描

分析仪扫描凝胶图谱, 采用Total Lab2.0分析系统

(Nonlinear Dynamics Ltd.)对PCR产物进行半定量

分析, 测量区带密度, 计算样品的目的区带与内

参区带的密度比, 实验重复3次.
1.2.3 免疫细胞化学检测细胞Bcl-2蛋白的表达: 
用底部有小玻片的6孔板接种细胞, 使细胞悬液

终浓度为1.0×108/L, 每孔2 mL细胞悬液, 置孵育

箱中培养. 感染复数和感染时间同前. 取出小玻

片后固定, 然后以3% H2O2消除内源性过氧化物

酶的活性, 以微波进行抗原修复, 滴加正常山羊

血清工作液后加入一抗(1∶100), 4℃过夜后分别

滴生物素标记的二抗工作液和辣根酶标记链酶

卵白素工作液, 最后以DAB显色、苏木素复染. 
PBS替代一抗作阴性对照.
1.2.4 判断标准: 胞质和/或胞膜见黄色或棕黄

色颗粒为阳性. 然后采用计算机图像分析软件

Image-Proplus 4.5对阳性表达进行原位定量检

测, 每张玻片随机选取5个视野, 自动选取阳性

部位并计算平均吸光度值(A ), 计算5个视野的平

均值作为该片的代表值.
统计学处理 实验结果中计量资料以mean±

SD表示, 均数间比较采用t检验. 所有数据均采

用SAS 8.2统计软件进行分析, P <0.05表示有显

著性差异.
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■创新盘点
本 文 以 复 制 缺
陷 性 腺 病 毒 作
为 载 体 构 建 A d -
V E G F ,  体 外 转
染人胃癌细胞株
BGC-823, 研究其
对BGC-823凋亡
的影响以及可能
的机制, 这对于未
来肿瘤的治疗可
能是一个新的研
究方向.
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2  结果

2.1 流式细胞仪检测细胞凋亡率 血浆饥饿诱

导的细胞凋亡率(%)在Ad-VEGF165组和对照

组的比较(4.60±0.31 vs  7.73±0.86)以及在Ad-
VEGF165组和Ad-GFP组的比较(4.60±0.31 vs  
8.37±1.06)均有显著性差异(P <0.01), 而对照

组与Ad-GFP组相比, 两组细胞凋亡率的差异

无统计学意义, 提示VEGF165具有抑制血浆饥

饿所诱导BGC-823细胞凋亡的作用, 而GFP对 
BGC-823细胞的凋亡没有影响.
2.2 BGC-823细胞Bcl-2 mRNA的表达 对照组与

Ad-GFP组相比(0.363±0.12 vs  0.356±0.08), 两
组细胞中Bc l-2 mRNA表达的差异无统计学意

义, 而对照组与Ad-VEGF165组相比(0.363±0.12 
vs  0.761±0.05)以及Ad-GFP组与Ad-VEGF165
组相比(0.356±0.08 vs  0.761±0.05), 有显著性

差异(P <0.01), 提示VEGF165转染入体外培养的

BGC-823细胞后促进了该细胞Bcl-2 mRNA的表

达, 而GFP对BGC-823细胞Bcl-2 mRNA的表达

没有影响(图1).图1).).
2.3 Bcl-2蛋白在BGC-823细胞中的表达 阴性对

照无阳性染色. 细胞质和细胞膜染成棕黄色的胞质和细胞膜染成棕黄色的和细胞膜染成棕黄色的

细胞为Bcl-2阳性细胞(图2). 在对照组和Ad-GFP
组中, 可见大部分细胞的胞质、胞膜上有阳性胞质、胞膜上有阳性、胞膜上有阳性

着色, 但染色强度中等, 此两组间A值比较(0.865
±0.07 vs  0.901±0.05), 差异无统计学意义. Ad-
VEGF165组中阳性细胞接近100%, 染色强度强, 
其A值为1.010±0.08, 与前两组比较有统计学意

义(P <0.05), 说明Ad-VEGF165转染BGC-823细
胞后上调了该细胞的Bcl-2蛋白的表达. 

3  讨论

VEGF促进肿瘤生长和转移的作用已得到公认, 

但以往认为这一作用是通过VEGF与血管内皮

细胞上的受体结合, 促进血管的增殖、增加其通

透性以及抑制内皮细胞凋亡而实现的[3]. 有实验

显示内皮细胞中高表达的VEGF可诱导和促进

Bcl-2和survivin等凋亡抑制基因的高表达, 从而

抑制了内皮细胞的凋亡[4-6]. 而近年来在有些肿

瘤细胞如肺癌[7]、前列腺癌[8]、膀胱癌[9]、乳腺

癌[10]及结肠癌[11]等细胞上发现有其受体的表达, 
并证实VEGF可通过这些受体发挥生物学效应.  

■应用要点
VEGF165通过上
调凋亡抑制基因
Bcl-2及其蛋白的
表达, 来抑制血浆
饥饿诱导的胃癌
细胞的凋亡, 为未
来肿瘤治疗提供
了一个新的研究
方向.

图 1 不同处理组中BGC-823细胞Bcl-2 mRNA的表达. M: 

DNA marker; 1: 对照组; 2: Ad-GFP组; 3: Ad-VEGF165组.

M          1         2         3

700 bp

300 bp

β-actin

Bcl-2

图 2 Bcl-2蛋白在BGC-823细胞的表达(×200). A: 阴性对

照; B: 对照组; C: Ad-GFP组; D: Ad-VEGF165组.

A

B

D

C
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Krause et al [12]将VEGF反义寡核苷酸VEGF857转
染至体外培养的移行细胞癌的癌细胞中, 结果降

低了细胞增殖活性, 促进了凋亡, 这一功能是抑

制了VEGF的表达所致, 也说明VEGF对肿瘤细

胞有直接的作用. 但也有实验显示将反义VEGF-
RNA转染体外培养的肝癌细胞对细胞的增殖和

凋亡没有影响, 而在裸鼠体内则抑制了肿瘤的生

长及促进了细胞的凋亡[13]. 我们在前期实验中已

将腺病毒重组体Ad-VEGF165进行扩增、纯化

后转染胃癌细胞株BGC-823, 并证实其对胃癌细

胞的促增殖作用. 而目前已知, 肿瘤的发生除与

细胞无限增殖有关外, 还与细胞凋亡减少有关, 
细胞凋亡能力的下降是肿瘤具有无限生长能力

的另一重要原因. 我们以适当的感染复数转染

BGC-823细胞, 并利用血浆饥饿方法诱导细胞凋

亡, 然后应用流式细胞仪检测凋亡细胞百分率的

变化情况. 结果显示Ad-VEGF165组细胞的凋亡

率明显低于Ad-GFP组及对照组, 而后两组之间

比较无统计学意义, 说明VEGF165能够抑制血浆

饥饿所诱导的BGC-823细胞的凋亡. 
为了进一步研究VEGF165抑制凋亡的机制, 

我们也检测了基因转染后Bcl-2表达的变化情况. 
Bcl-2基因家族是对细胞凋亡起调控作用的主要

因子, Bcl-2是家族中最主要的成员, 一直被认为

是细胞凋亡重要的抑制基因[14]. 在凋亡信号转导

的过程中, 通常认为Bcl-2的作用在Caspase-3的
上游, 通过抑制Caspase-3的激活而发挥作用[15].  
Xu et al [16]检测了慢性活动性胃炎、胃溃疡、中

度不典型增生、重度不典型增生、早期胃癌及

进展期胃癌患者的细胞凋亡指数及Bcl-2蛋白的

表达情况, 结果显示当胃黏膜发生不典型增生

时Bc l-2的表达就明显增加, 在胃癌早期阶段达

到高峰, 而在进展期该蛋白表达又有下降, 因而

认为Bcl-2在胃癌的发生及早期的发展过程中发

挥了重要作用. 我们的研究证实, Ad-VEGF165
转染BGC-823细胞后可上调Bcl-2 mRNA和Bcl-2
蛋白的表达, 因而认为V E G F165可通过上调

Bcl-2的表达而抑制胃癌细胞的凋亡.
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Abstract
AIM: To study the effects of micron rhubarb 
charcoal on platelet function and fibrinolytic 
activity in rats. 

METHODS: SD rats were divided into control 
group, Yunan Baiyao group[0.9 g/(100 g•d)] 
and high [0.8 g/(100 g•d)], normal [0.4 g/(100  
g•d)]and low [0.2 g/(100 g•d)] micron rhubarb 
charcoal dosage groups(ig for six days). The ef-
fects of micron rhubarb charcoal on platelet ag-
gregation, TXB2, 6-keto-PGF1α and the activity of 
tissue fibrinolytic activating factor (t-PA) and its 
inhibitors (PAI-1) in SD rats were studied. 

RESULTS: Compared with normal rats treated 
with Yunan Baiyao, the platelet aggregation 
and TXB2 level were increased while the 6-keto-
PGF1α level was decreased in rats treated with 

micron rhubarb charcoal (P<0.05), suggesting 
that high micron rhubarb charcoal dosage had a 
better effect than Yunan Baiyao on platelet func-
tion and fibrinolytic activity in rats (64.19% ± 
8.79% vs 56.82% ± 4.78%, 273.35 ± 24.86 ng/L vs 
238.35 ± 47.30 ng/L, 15.21 ± 2.71 mg/L vs 13.12 
± 3.09 mg/L, P<0.05). However, micron rhubarb 
charcoal had no effect on the activity of t-PA and 
its inhibitor PAI. 

CONCLUSION: Micron rhubarb charcoal regu-
lates platelet aggregation by decreasing the level 
of TXB2 and 6-Keto-PGF1α and its effects on he-
mostasia are better than Yunan Baiyao. 

Key Words: Micron rhubarb charcoal; Platelet ag-
gregation; TXB2; 6-keto-PGF1α; Fibrinolytic activity;;  
ELISA

Shi ZH, Zhang S, Hao JJ, Wang RQ. Effects of micron 
rhubarb charcoal on the platelet function and fibrinolytic 
activity in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
311-313

摘要
目的: 研究微米大黄炭对大鼠血小板功能和
纤溶活性的影响. 

方法: 以SD大鼠为研究对象, 将其分为微米大
黄炭大[0.8 g/(100 g•d)]、中[0.4 g/(100 g•d)]、
小剂量组[0.2 g/(100 g•d)], 阳性对照组云南白
药[0.9 g/(100 g•d)]和空白对照组��组, 给药6 d, 
测定大鼠血小板聚集性, 血栓素B2(TXB2)和6-
酮前列腺素�1α(6-keto-PG�1α)的含量, 并测定
大鼠组织型纤溶酶原激活物(t-PA)及其抑制剂
(PAI-1)活性. 

结果: 微米大黄炭能够明显提高血小板聚集
性和TXB2水平, 而下调6-keto-PG�1α水平, 较
空白对照组有统计学意义, 而微米大黄炭大
剂量组作用优于云南白药(64.19%±8.79% vs  
��6.82%±4.78%, 273.3��±24.86 ng/L vs  238.3��
±47.30 ng/L, 1��.21±2.71 mg/L vs  13.12±3.09 
mg/L, P <0.0��)；微米大黄炭各剂量组对t-PA和
PAI-1活性无明显影响. 
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■背景资料
上消化道出血是
临床常见病和多
发 病 ,  同 时 也 是
内科急重症之一. 
发病率成年人中
大约为1/1000, 占
内科住院患者数
的2.43%, 其死亡
率约为8%-14%, 
而由消化性溃疡
引 起 的 出 血 占
40%-��0%, 因此研
究一种行之有效
的止血方法、止
血药物是治疗消
化性溃疡出血患
者的迫切需要. 

■研发前沿
戴冬秋, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科 



结论:  微米大黄炭可能通过影响T X B 2和
6-keto-PG�1α的含量来实现对血小板活化作用
的调节. 

关键词: 微米大黄炭; 血小板聚集率; 血栓烷素B2; 6

酮前列腺素F1α; 纤溶活性; 酶联免疫吸附双抗体夹
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0  引言

微米大黄炭是采用现代微米技术与中医炒炭止

血理论相结合研制而成的新型中药制剂, 我院

临床运用于治疗消化性溃疡出血, 疗效显著. 本
文着重探讨其止血作用机制, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠��0只, 雌雄各半, 体质量

200-2��0 g, 由同济医科大学动物中心提供, 微米

大黄炭由武汉市中西医结合医院制剂室制备, 
云南白药由云南白药集团股份有限公司生产, 
碘[12��I]-6酮前列腺素�1α(6-keto-PG�1α)放射免疫

分析药盒和碘[12��I]-血栓烷素B2(TXB2)放射免疫

分析药盒为北京科美东雅生物技术有限公司产

品,  LBY-NJ2血液凝聚仪为北京普利生公司生

产,  MK3型Thermo酶标仪为上海热电仪器有限

公司生产, D�M-96型多管放射免疫计数器为合

肥众成机电技术公司生产, 大鼠组织型纤溶酶

原激活剂(t-PA)、纤溶酶原激活物抑制剂(PAI-1) 
ELISA试剂盒为大连泛邦化工有限公司生产. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: ��0只大鼠随机分为微米大黄

炭小、中、大剂量组, 阳性对照组和空白对照

组��组, 每组10只. �g给药, 1 次/d. 微米大黄炭组

剂量分别为0.2  g/(100 g•d)、0.4 g/(100 g•d)、0.8 
g/(100 g•d)的剂量灌服, 阳性对照组给予云南白

药, 剂量为0.9 g/(100 g•d) (以生药量计, 为临床

剂量的20倍), 空白对照组给予等量生理盐水. 连
续给药6 d, 1次/d. 
1.2.2 血小板聚集功能测定: 末次给药30 m�n后, 
�p 30 g/L戊巴比妥钠0.01 mL/g麻醉, 背位固定, 
心脏穿刺取血1.8 mL. 按说明书要求[1], 分离富

血小板血浆(PRP)和乏血小板血浆(PPP), 分别置

于比色杯中, 调整好透光度后, 将诱导剂ADP 2 
mmol(1 nmol/L)加入PRP中, 记录浊度改变曲线, 
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记录其最大聚集率(%). 
1.2.3 TXB2和6-keto-PG�1α的测定: 末次给药30 
m�n后, 按0.02 mL/kg体质量腹腔内注射20 g/L
戊巴比妥钠麻醉, 心脏穿刺取血2 mL, 用消炎痛

EDTANA2抗凝备检, 以3000 r/m�n离心10 m�n, 
分离血浆, 严格按试剂盒说明书步骤操作, 用放

射免疫法测TXB2和6-keto-PG�1α的含量. 
1.2.4 t-PA及PAI-1活性测定: 末次给药后1 h, �p 
30 g/L戊巴比妥钠0.01 mL/g麻醉, 背位固定, 心
脏穿刺取血2 mL, 用EDTANA2抗凝备检, 3��00 
r/m�n离心1�� m�n, 分离血浆, 用酶联免疫吸附双

抗体夹心法(ELISA法)测定t-PA和PAI-1水平. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件对数据

进行方差分析(�检验; q检验), 实验数据以mean
±SD表示. 

2  结果

2.1 各组大鼠血小板聚集率 与空白对照组比较, 
用药各组均明显提高血小板聚集性(P <0.0��), 其
中微大米黄炭大、中剂量组作用有显著统计

学差异(P <0.01); 与云南白药组相比, 微米大黄

炭大剂量组提高血小板聚集性有统计学意义

(P <0.0��)(表1). 
2.2 各组大鼠TXB2和6-keto-PG�1α水平 微米大黄

炭大、中、小剂量组均能明显提高大鼠TXB2的

含量, 与空白对照组比较有统计学差异(P <0.0��), 
其中微米大黄炭大剂量组有显著统计学差异

(P <0.01); 与云南白药组比较, 微米大黄炭大剂

量组作用更强(P <0.0��). 实验各用药组均能降低

大鼠6-keto-PG�1α的含量, 与空白对照组比较有

统计学差异(P <0.0��), 其中微米大黄炭大、中剂

量组有显著统计学差异(P <0.01); 与云南白药组

比较, 微米大黄炭大剂量组有著性差异(P >0.0��) 
(表1).
2.3 各组大鼠t-PA和PAI-1的活性(mg/L) 云南白药

组能降低大鼠组织纤溶酶原激活物(t-PA)的活性

(P<0.0��), 提高PAI-1的活性(P<0.0��); 而微米大黄

炭各组对t-PA及PAI-1含量变化无影响(表1). 

3  讨论

大黄止血最早记载于汉代张仲景《伤寒论》, 
其中“血自下, 下者愈”的精辟见解, 为大黄止

血创立了理论基础. 大黄的药理学研究发现[2-4], 
大黄能促进血小板生成、黏附和聚集, 缩短凝

血时间, 降低毛细血管通透性等. 生大黄[��]苦寒

泻下, 久服易伤脾胃. 根据中药“烧炭存性”

www.wjgnet.com

■创新盘点
微米大黄炭是采
用现代微米技术
与中医炒炭止血
理论相结合研制
而成的新型中药
制剂, 该药将大黄
炭制成微米大小
的颗粒制剂, 使其
在保存原有药性
的同时, 最大限度
的提高了药物的
生物利用度, 而将
大黄制成大黄炭, 
使其泻下作用减
弱, 而止血作用增
强. 

■研发前沿
目前西药治疗消
化性溃疡出血已
经发展到一个新
的水平, 各种新的
药物和方法不断
出 现 ,  传 统 的 内
科静脉给药疗效
差、止血慢、费
用高. 近年来, 临
床和实验研究表
明, 中医药对消化
性溃疡出血等疾
病的治疗具有很
大潜力. 
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的原理”[6-8], 将大黄制成大黄炭, 使其泻下作

用减弱, 而止血作用增强. 我们采用现代中药

制备技术制成微米大黄炭颗粒, 是在保持原有

药物特性的基础上, 又最大限度的提高药物的

吸收和生物利用度, 同时又缩短了药物的起效

时间. 
正常止血与凝血机制包括血管壁、血小板

和凝血因子等多方面的作用, 而血小板的黏附、

聚集作用在止血初期具有重要意义[9]. TXA2是目

前已发现的最强的缩血管物质与血小板聚集剂

之一[10]. PGI2则是较强的血小板功能的抑制剂, 
具有抑制血小板的黏附、聚集和释放反应, 抑制

血小板的促凝活性等作用[11]. PGI2和TXA2之间

的动态平衡是维持正常止血功能的基础, 血小板

与血管壁接触时被激活, 合成和释放TXA2并促

进血小板聚集, 而血管壁利用自身或外源性的花

生四稀酸合成PGI2. 由于TXA2和PGI2的半衰期很

短, 一般将TXA2和PGI2稳定的代谢产物TXB2和

6-keto-PG�1α作为判断其浓度的指标[12]. 
在纤溶系统中, 产生于血管内皮细胞的t-PA

及其PAI-1发挥重要作用[13]. t-PA能选择性地激活

纤溶酶原形成纤溶酶, 继而催化纤维蛋白水解. 
PAI-1是t-PA活性主要的生理性抑制剂, PAI-1能
快速与t-PA结合, 形成1∶1复合物而使t-PA失活. 
t-PA与PAI-1在纤溶系统激活过程中起着相互拮

抗的作用[14]. 
实验研究表明 ,  微米大黄炭能明显提高

ADP诱导的大鼠血小板聚集性, 且大剂量组作

用最为明显, 效果优于云南白药. 通过对TXB2

和6-keto-PG�1α含量的检测证实, 微米大黄炭大

剂量组能明显提高大鼠TXB2的含量同时下调

6-keto-PG�1α的含量, 且调节作用优于云南白药, 
说明微米大黄炭活化血小板的作用优于云南白

药. 在对t-PA及PAI-1活性的检测中发现, 微米大

黄炭组对大鼠t-PA及PAI-1活性无影响, 提示微

米大黄炭的止血作用机制与纤溶活性无关. 因
此, 我们认为微米大黄炭可能是通过对TXB2、

6-keto-PG�1α含量的影响来实现对血小板活化作

用的调节, 血小板活化后增强血小板的聚集功

能, 起到止血作用. 
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■应用要点
大黄在我国分布
广泛, 且炒炭工艺
成熟, 将其制成微
米大小的颗粒制
剂, 使其在保存原
有药性的同时, 最
大限度的提高药
物的生物利用度. 
如能有效开发利
用, 不仅可以改善
目前消化性溃疡
出血患者的生存
质量, 更减轻患者
的家庭负担, 具有
较高的实用价值. 

■同行评价
本文选题较好, 研
究方法与技术可
行, 结果可信, 为
药物的临床应用
提供了理论依据. 

表 1 各组大鼠血小板聚集率, TXB2和6-keto-PGF1α(pg/mL) 水平以及t-PA和PAI-1的活性(mean±SD, n = 10)

     
                                   最大聚集率(%)               TXB2(ng/L)                6-keto-PGF1α(ng/L)           t-PA (mg/L)               PAI-1 (mg/L)

空白对照组 49.68±4.75 199.87±13.17           334.91±37.36      15.43±1.24     5.61±0.94

云南白药组 56.82±4.78a 238.35±47.30a          300.03±32.54a      13.12±3.09a     6.94±1.60a

微米大黄炭(小) 58.96±5.76a 238.90±30.92a          291.06±35.97a      15.55±2.72     5.41±1.73

微米大黄炭(中)    62.13±7.36b 243.20±37.36a          279.75±47.69b      15.54±2.08     5.49±1.44

微米大黄炭(大) 64.19±8.79bc 273.35±24.86bc         262.52±37.21bc      15.21±2.71     5.80±1.82

aP<0.05, bP<0.01 vs 空白对照组; cP<0.05 vs 云南白药组.  
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Abstract
AIM:To study the var iabi l i t ies of serum 
proteomic spectra in patients with gastric cancer 
before and after operation in order to detect 
specific protein markers that can be used in the 
rapid diagnosis of gastric cancer. 

METHODS: Proteomic spectra of 46 serum sam-
ples from patients with gastric cancer before and 
after operation and 40 from normal individuals 
were generated by IMAC-Cu protein chip and 
surface-enhanced laser desorption/ionization 
time of flight mass spectrometry (SELDI-TOF-
MS). 

RESULTS: Fourteen differentially expressed 
proteins in serum were screened by analysis of 
proteomic spectra in preoperative patients and 
normal individuals. We obtained 4 proteins (heat 

shock protein 27, glucose-regulated protein, pro-
hibitin, protein disulfide isomerase A3) as mark-
ers able to classify gastric cancer patients and 
normal individuals. The sensitivity and specific-
ity of these markers were 95.7% and 92.5%, re-
spectively. The proteins over-expressed in serum 
of preoperative patients were obviously down-
regulated. 

CONCLUSION: Specific proteinic markers of 
gastric cancer can be detected in serum and used 
both in the rapid diagnosis of gastric cancer and 
in the judgment of prognosis. SELDI-TOF-MS is 
a useful tool for the detection and identification 
of new protein markers in serum. 

Key Words: Gastric cancer; Proteome; Surface-
enhanced laser desorption/ionization time of flight 
mass spectrometry protein chip technology; Spe-
cific marker

Ren H, Du N, Zhang J, Yao J, Shi JS. Variabilities of serum 
proteomic spectra in patients with gastric cancer before 
and after operation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(3): 314-318

摘要
目的: 观察胃癌手术前后血清蛋白质谱的变
化, 从而筛选能够快速诊断胃癌的特异性蛋白
标志物. 

方法: 选用IMAC-Cu蛋白质芯片和表面增强
激光解吸离子化飞行时间质谱(SELDI-TOF-
MS)蛋白质芯片技术, 对46例胃癌患者和40名
正常人的血清蛋白质谱进行分析.  

结果: 通过对胃癌术前血清与正常人血清蛋
白质谱分析发现共有14个蛋白质表达量有明
显差异. 并获得以热休克蛋白27、葡萄糖调
节蛋白、抑制素、蛋白质二硫化物异构酶A3
这4个蛋白质所组成的模板, 可将胃癌与正
常人正确分组, 利用该模板建立胃癌诊断的
分类树模型, 此分类树具有两层三个叶结点, 
诊断胃癌的灵敏度可达95.7%, 特异性可达
92.5%, 术后血清蛋白质谱中, 原表达上调的
蛋白质明显下调. 

®

■背景资料
胃癌是一种恶性
程度高、发展迅
速的临床常见恶
性肿瘤. 迄今为止
尚未发现特异性
标志物, 胃癌的诊
断和治疗是目前
肿瘤研究领域的
一个焦点. 

■同行评价者
曹志成, 院士, 香
港九龙尖沙咀伊
利沙伯医院临床
肿瘤科; 熊斌, 教
授, 武汉大学中南
医院肿瘤科
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结论:  血清中可以筛选到快速诊断胃癌的
特异性蛋白标志物 ,  并可用以预后的判断 . 
SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术为建立蛋白
质模板用以诊断胃癌提供了可靠的技术平台. 

关键词: 胃癌; 蛋白质组; 表面增强激光解吸离子化

飞行时间质谱蛋白质芯片技术;  特异性标志物
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0  引言

胃癌是一种恶性程度高、发展迅速的临床常见

恶性肿瘤. 我国每年约16万人死于胃癌[1], 其已

严重威胁我国人民生命健康. 目前临床胃癌的

诊断方法多是物理诊断和组织细胞学诊断, 这
些方法往往只能发现中期病例, 并且操作复杂, 
确诊所需时间太长, 而只能靠生物化学方法检

测胃癌发生过程中表达的特异性蛋白标志物达

到快速诊断的目的. 但是至今没有一种标志物

对胃癌是完全特异性的, 仅靠单一指标诊断, 灵
敏度不高, 特异性不强. 因此, 探索和建立一种

简单, 快速, 敏感性高和特异性强的胃癌快速诊

断技术已经成为临床医学上的迫切需要. 
我们利用表面增强激光解吸离子化飞行时

间质谱(SELDI-TOF-MS)蛋白质芯片技术对胃

癌患者手术前后血清蛋白质谱的变化进行分析

对比, 旨在筛选可用于临床胃癌快速诊断和预

后判断的特异性标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2003-2004年在我院肿瘤外科住院

治疗的胃癌患者46例, 其中早期胃癌患者5例, 
占10.9%, 中晚期胃癌患者41例, 占89.1%. 男女

比例为2.2∶1.0, 平均年龄为51岁; 正常健康人

(对照组)40例为正常体检者, 男女比例为2.1∶
1.0, 平均年龄为49岁. 所有患者术前及术后15 d
清晨空腹无菌采静脉血5 mL, 留制血清标本于

-80℃冷冻保存. 以上血清标本均由本院肿瘤外

科和门诊提供. 患者组与对照组在性别比例和年

龄上无统计学差异, 两组均无引起血清中蛋白质

含量发生变化的其他相关疾病. 尿素(urea)、乙

氰(acetonitrile)、cibacron blue, 3-环乙胺-1-丙磺

酸(CHAPS)、三氟乙酸(TFA), SPA(sinapinic acid)
均购自Sigma公司. 实验所应用SELDI-TOF质谱

仪、K30型选择性沉降柱(K30 size selection spin 

column)和IMAC3(固定金属亲和)蛋白质芯片由

美国Ciphergen公司生产. 
1.2 方法 将保存于-80℃的样品取出常温下融解, 
用cibacron blue及K30型选择性的沉降柱去除血

清中的白蛋白, 后将20 μL该样品用IMAC缓冲液

(100 mmol/L磷酸钠+250 mmol/L氯化钠, pH7.0)
稀释7倍备用. 将IMAC3芯片安装于Bioprocessor
上, 于各孔芯池中加入100 mmol/L硫酸铜50 μL, 
4℃下200 r/min振荡5 min, 使铜离子与芯池活性

表面鳌合, 待与蛋白质上的磷酸化氨基酸相结

合. 吸去剩余的硫酸铜, 用去离子水冲洗甩干. 
每孔芯池中加入100 mmol/L醋酸钠(pH4.0)50 
μL振荡, 以洗脱未结合的铜离子. 弃掉液体, 各
孔芯池用 150 μL结合/洗脱缓冲液(50 mmol/L 
HEPES pH7.0)进行平衡. 将稀释后的样品取50 
μL加入芯池中, 4℃孵育60 min后弃去多余液

体, 再用150 μL HEPES缓冲液冲洗3次, 洗脱未

与芯池表面结合的蛋白质或肽段. 取出芯片, 用
PAP疏水笔在芯池周围圈画样品孔并自然风干. 
将各孔芯池中加2次SPA, 0.5 μL/次. 将处理好

的芯片置入蛋白质芯片阅读仪进行蛋白质谱分

析. 通过Ciphergen Proteinchip软件辅助, 程序性

完成数据读取过程. 在读取数据前, 用标准多肽

-血管紧张素原(angiotensin peptide)进行仪器校

正, 使得系统的质量偏差调整为0.1%. 本研究芯

片阅读的主要参数设定为: 激光强度175, 检测

灵敏度8, 优化分子量范围1500-100 000 Da, 最
佳聚焦中心6000, 数据采集参数范围20-80. 应用

Biomarker Wizard软件对读取的数据进行处理, 
计算两组或多组具有相同质荷比蛋白质峰波强

度, 并用P值表明其差异程度. 
统计学处理 联合应用Biomarker Wizard软

件和Biomarker Patten软件对数据进行分组及相

关分析, P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃癌术前组与正常对照组血清样品蛋白质

谱的分布结果

2.1.1 峰波检测(peak detection):: 设定46例患者术

前血清样品与对照组40份血清样品检测的蛋白

质分子量区间在1500-100 000 Da, 低于1500 Da
的蛋白质或肽段将被自动从波谱中清除, 因为

在0-1500 Da这一区间可存在加合物、试剂成

分、SPA以及其他的化学成分的干扰, 而影响后

续的数据分析. 利用PBS Ⅱ型蛋白质芯片阅读

仪对IMAC3芯片进行检测, 所得到的蛋白质以

■相关报道
目前许多报道提
示关于临床肿瘤
病例的蛋白质组
学研究对于寻找
肿瘤的特异性标
志 物 ,  发 展 新 的
恶性肿瘤早期诊
断技术很有帮助, 
其中利用表面增
强激光解吸离子
化飞行时间质谱
(SELDI-TOF-MS)
蛋白质芯片技术
是近几年新兴的
差异蛋白质组学
技术, 其最大优点
是快速、简便、

易行、样本用量
少 和 高 通 量 分
析, 利用这一技术
在不同的肿瘤中
筛选出的灵敏度
高、特异性强的
肿瘤特异蛋白标
记物的数量在逐
渐增加. 
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波谱的形式表示, 共得到54 126个波峰. 
2.1.2 波峰整合(peak alignment)与蛋白质谱分

析: 采用Biomarker Wizard软件对所得波谱进

行分析, 术前组与正常对照组血清样品中大多

数蛋白质峰的表达量都是基本相同的, 但两组

之间仍有33个蛋白质表达量具有一定判断差

别, 其中有14个蛋白质峰在术前组与正常组比

较时有显著性差异(P <0.05). 在这14个表达具有

显著性差异的蛋白质中, 术前患者组血清中表

达量上调的蛋白质占7个, 他们的平均分子质量他们的平均分子质量们的平均分子质量

分别为22.33, 22.59, 28.42, 29.90, 35.72, 42.46和
56.77 kDa(分别编号为胃癌血清表达上调蛋白

质1, 2, 3, 4, 5, 6, 7); 与正常对照组比较, 蛋白质

表达量下调的有7个, 他们的平均分子质量分别他们的平均分子质量分别们的平均分子质量分别

为17.16, 22.02, 30.77, 46.73, 53.40, 77.07和80.02 
kDa(分别编号为胃癌血清表达下调蛋白质1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7). 经过进一步鉴定, 表达上调的7个
蛋白质分别为(按编号排列): 热休克蛋白27、
transgelin、葡萄糖调节蛋白、抑制素、非结构

蛋白3(NSP3)、未命名蛋白质和蛋白质二硫化

物异构酶A3. 表达下调的7个蛋白质(按编号排

列)分别是: p20、核苷二磷酸异构酶A、载脂蛋

白A-1、α1-抗胰蛋白酶、结蛋白、血清转铁蛋

白、血清白蛋白. 
2.1.3 胃癌血清蛋白标志物的筛选及其模板的

建立和分析: 将Biomarker Wizard软件分析所得

到的有差异的蛋白质峰建立数据库, 导入Bio-
marker Patten智能统计分析软件, 选择相应条件, 
对术前组与正常对照组进行分组统计, 从而得

到能够正确分组的特异性蛋白标志物. 结果显

示利用热休克蛋白27、葡萄糖调节蛋白、抑制

素、蛋白质二硫化物异构酶A3这4个蛋白质所

组成的模板, 可以正确地将胃癌患者与正常人

分组. 利用这些标志物为模板, 建立胃癌诊断的

分类树模型, 此分类树具有两层三个叶结点, 胃
癌患者与正常人共86例, 可将95.7%的胃癌患者患者

和92.5%的正常人正确划分出来. 研究结果表明, 
该模板诊断胃癌的灵敏度达95.7%, 特异性达

92.5%(表1).表1).). 
2.1.4 胃癌患者术前与术后血清蛋白质谱的变

化:: 在相同条件及参数下, 应用IMAC3蛋白质芯

片和Biomarker Wizard软件对胃癌患者术后血清

进行分析, 并与术前组和正常对照组的蛋白质

谱进行对比研究. 结果显示术后组中热休克蛋

白27、葡萄糖调节蛋白、抑制素、未命名的蛋

白质、蛋白质二硫化物异构酶A3这5个蛋白质

(即胃癌血清表达上调蛋白质1, 3, 4, 6, 7)表达量

都有所下降, 与正常对照组蛋白质峰强度相当, 
差异无显著性(P >0.05), 但与术前组比较差异具

有显著性(P <0.05, 表2), 而NSP3和transgelin这两

个蛋白质(即胃癌血清表达上调蛋白质2, 5)在术

后表达量未见明显下降, 表达量仍然上调, 与术

前组比较无显著性差异(P >0.05), 与正常对照组

相比差异性仍然显著(P <0.05, 表2). 但是术后组

与术前组和正常对照组比较, 其蛋白质谱也发

生了一些变化, 出现了一些分子量相对较大的

蛋白质表达上的差异. 

表 2 胃癌手术治疗前后血清表达上调蛋白质的变异

     
 蛋白质名称        平均分子质量(kDa)    术前表达    术后表达

热休克蛋白27            22.33               上调a     恢复正常c

transgelin                   22.59               上调a        上调a

葡萄糖调节蛋白          28.42               上调a     恢复正常c

抑制素                       29.90               上调a     恢复正常c

非结构蛋白                35.72               上调a        上调a

3(NSP3) 

未命名                       42.46               上调a     恢复正常c

蛋白质二硫化物          56.77               上调a     恢复正常c

异构酶A3                     

aP<0.05 vs 正常对照组, cP<0.05 vs 术前组.

表 1 胃癌血清表达上调和下调的蛋白质

     
                                               上调                                                                                     下调

                          平均分子质量(kDa)                  蛋白质鉴定                    平均分子质量(kDa)                         蛋白质鉴定

1                              22.33                      热休克蛋白27                               17.16                          p20

2                              22.59                      transgelin                                      22.02                         核苷二磷酸异构酶A

3                              28.42                      葡萄糖调节蛋白                            30.77                         载脂蛋白A-1

4                              29.90                      抑制素                                           46.73                         α1-抗胰蛋白酶

5                              35.72                      非结构蛋白3(NSP3)                      53.40                         结蛋白

6                              42.46                      未命名蛋白质                                70.07                         血清转铁蛋白

7                              56.77                      蛋白质二硫化物异构酶A3             80.02                         血清白蛋白

蛋白质编号

■创新盘点
本 文 首 次 利 用
SELDI-TOF-MS
蛋白质芯片技术
在46例胃癌病例
中筛选胃癌的特
异性标志物, 得到
比较有意义的结
果. 

■应用要点
胃癌患者的血清
中可能存在可以
用于快速诊断的
特异性标志物. 
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3  讨论

胃癌是恶性程度高, 发展迅速的临床常见的恶

性肿瘤, 并且对许多化疗药物具有天然耐药性. 
目前我国胃癌防治现状一高三低, 即病死率高, 
早期诊断率、手术切除率、5年生存率低, 并且

临床上诊断胃癌的方法较复杂. 多年研究表明, 
胃癌的发生和发展过程是长期的、多因素、多

基因共同作用的结果. 涉及到细菌感染, 多种

癌基因与抑癌基因的异常改变, 包括癌基因激

活、抑癌基因失活或缺如、基因的突变等, 具
有一定的遗传倾向. 有学者提出[2], H pylori的感

染可导致胃上皮细胞的增殖和凋亡, 增加了细

胞恶变的危险性, 有文献报道, 叶酸水平降低致

使一些癌基因在内的DNA片段甲基化的水平下

降, 细胞遗传稳定性降低, 易发生癌变[3], 有关总

基因甲基化水平越低, 癌细胞的分化程度越差[4], 
nm23基因缺失可能参与胃癌细胞转移过程. 因
此, 寻求一种新的、有效的、快速可靠的诊断

技术, 对临床医疗及公众健康至关重要. 
任何疾病在出现病理改变之前, 细胞内的

蛋白质在成分和数量上都会出现相应的改变. 
所以, 理论上, 通过对蛋白质的动态观察, 我们可

以筛选出疾病的特异指标和征兆, 从而能够在疾

病的早期对其进行快速诊断, 但是这种筛选工作

量很大, 用以往常规的方法难以做到. 蛋白质组

学技术的开展和研究使得这种大规模的筛选成

为可能, 同时也给临床疾病诊断, 尤其是肿瘤诊

断开辟了一个全新的分子诊断技术时期[5]. 蛋白

质组学可以对肿瘤发生, 演进和细胞转导过程

中相关的细胞活动的分子特征进行研究[6-7], 这
些关于临床肿瘤病例的蛋白质组学研究对于确

定肿瘤特异蛋白标记物, 发展新的早期诊断技

术很有帮助, 并且可以促进癌症演进过程中的

分子特征的研究[7-10]. 基因通过蛋白质的表达来

表现其遗传性状, 蛋白质组学研究结果可以阐

明内在的遗传性状和外界环境对细胞恶变的影

响, 所以蛋白质组研究技术对寻找肿瘤的特异

性标志物有很高的价值. 
以往研究蛋白质的方法主要有二维电泳、

高效液相色谱、质谱等, 这些技术都不同程度地

促进了蛋白质组学的发展, 但因其操作繁琐, 信
息量少, 仪器昂贵等原因限制了其继续发展[11-12]. 
SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术是近几年新兴

的差异蛋白质组学技术, 这一技术的最大优点是

快速、简便、易行、样本用量少和高通量分析. 
2001年底以来, 基于这一技术的蛋白质芯片系统

在肿瘤特异标志物筛选中有了大量的应用, 采
用此技术并获得有意义成果的数量已经日益增

多. von Eggeling et al [13]采用此技术获得了肾癌组

织, 癌旁组织和正常组织的差异蛋白质谱变化. 
Paweletz et al [14]应用此技术检测乳腺癌患者和正

常人的乳头吸出液蛋白质谱变化, 结果表明, 乳
腺癌患者和正常人蛋白质谱存在着显著的差异. 
Vlahou et al [15]采用该技术从膀胱癌患者的尿液

中筛选出5个膀胱癌的特异性标志物. 上述报道

可以看出, SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术已经

成为蛋白质组学的主要技术之一, 将其应用于筛

选肿瘤的特异性标志物方面尤为合适. 
本研究结果显示, 胃癌患者与正常人血清

中有33个蛋白质峰具有判断性差别, 其中有14
个蛋白质峰差异有显著性(P <0.05), 7个蛋白质

表达量上调, 7个蛋白质表达量下调. 经过进一

步鉴定, 表达上调的7个蛋白质中除了分子质量

为42.46 KDa的蛋白质(胃癌血清表达上调蛋白

6)未曾命名, 其他蛋白质分别为(按编号排列): 
热休克蛋白27、transgelin、葡萄糖调节蛋白、

抑制素、NSP3和蛋白质二硫化物异构酶A3. 表
达下调的7个蛋白质(按编号排列)分别是: p20、
核苷二磷酸异构酶A、载脂蛋白A-1、α1-抗
胰蛋白酶、结蛋白、血清转铁蛋白、血清白

蛋白. 将两组血清蛋白质谱建立数据库, 利用

Biomarker Pattern统计软件对数据库进行分析, 
确立了以热休克蛋白27、葡萄糖调节蛋白、抑

制素、蛋白质二硫化物异构酶A3这4个蛋白质

所组成的诊断模板, 能正确地将胃癌患者和正

常人分组. 利用这4个蛋白标志物组成的模板诊

断胃癌的灵敏度达95.7%, 特异性达92.5%. 
术后患者血清蛋白质谱亦发生了变化, 原

来高表达的5个蛋白质: 热休克蛋白27、葡萄糖

调节蛋白、抑制素、未命名的蛋白质、蛋白质

二硫化物异构酶A3, 术后都有明显下降, 其蛋白

质峰强度与正常对照组相当. 而transgelin、和

NSP3这两个蛋白质在术后表达量未见明显下降, 
与正常对照组相比表达量仍然上调. 实验结果进

一步提示, 利用上述的4种蛋白质标志物组成的

模板有很高的特异性和灵敏度, 对临床快速诊断

胃癌有较高的利用价值, 并且在术后可以用术前

表达上调的5个蛋白质的表达量是否恢复正常来

判断手术治疗是否彻底, 判断患者的预后情况. 
但是由于本实验所收集的样本资料中, 早期胃癌

所占的比例较小, 所以此结果仅适用于胃癌的快

速诊断, 是否能够适用于早期胃癌的筛查, 有待

■名词解释
表面增强激光解
吸离子化飞行时
间质谱 (SELDI -
TOF-MS): 蛋白质
芯片技术, 是在基
质辅助激光解吸
离子化质谱技术
基础上, 利用经过
特殊处理的固相
支持物或芯片的
基质表面制成蛋
白质芯片. 根据蛋
白质物理、化学
性质的不同, 选择
性地从待测生物
样品中捕获配体, 
将其结合在芯片
的固相基质表面
上, 经原位清洗和
浓缩后, 利用能量
吸收分子将激光
束的能量转换, 激
发蛋白质解吸附
及离子化, 形成气
化离子. 在统一电
场条件下, 这些离
子加速飞出, 经过
离子飞行管, 最终
由离子接受检测
器接受. 由于每种
蛋白质的质荷比
(m/z)不同 ,  飞行
时间不同, 从而到
达接受检测器的
先后顺序不同. 可
对结合的多肽或
蛋白质进行质谱
检测, 并结合生物
信息学进行分析; 
结合四极杆/飞行
时间质谱/质谱仪
可对未知蛋白质
进行测序等研究. 
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于下一步收集更多的早期胃癌病例资料, 扩大样

本含量, 以作进一步的研究分析. 
总之, 将经过筛选所得到的蛋白质作为快速

诊断胃癌的特异性标志物其代表性好, 灵敏度

高、特异性强, 适用于胃癌的快速诊断, 而且对

胃癌患者预后判断分析具有临床意义. SELDI-
TOF-MS蛋白质芯片技术的应用加快了肿瘤标

记物的筛选和研究. 采用该技术建立的多蛋白

标志物组成的模板对胃癌进行检测及筛选工作

具有重要意义. 随着实验样本量的不断增加, 该
技术有望成为临床早期诊断胃癌的快速, 灵敏

的手段. 
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Abstract
AIM: To study the relat ionship between 
abnormal glycometabolism and ultra-sensitive 
C-reactive protein (hsCRP) in non-alcoholic 
fatty liver (NAFLD). 

METHODS: One hundred and ninety-one 
NAFLD patients were divided into normal glu-
cose metabolism group and abnormal glucose 
metabolism group according to the oral glucose 
tolerance test (OGTT). Their serum hsCRP levels 
were measured. 

RESULTS: The serum hsCRP levels in the ab-
normal glucose metabolism group were higher 
than those in the normal glucose metabolism 
group(4.01 ± 1.45 vs 0.96 ± 0.41, P < 0.01), which 
were positively correlated with the glucose tol-
erance (r = 0.74, P < 0.01). 

CONCLUSION: Serum hsCRP levels are related 

with abnormal glycometabolism in NAFLD pa-
tients. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver; Ultra-sensitive 
C-reactive protein; Abnormal glycometabolism; Oral 
glucose tolerance test

Zhang W, Fan Y, Zhu LQ, Cheng ZM. Relationship 
between abnormal glycometabolism and ultra-sensitive 
C-reactive protein in non-alcoholic fatty liver. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 319-321

摘要
目的: 探讨非酒精性脂肪肝(NAFLD)患者糖
代谢异常与血清超敏C反应蛋白(hsCRP)的相
关性.  

方法: 将191例NAFLD患者按口服葡萄糖耐
量试验(OGTT)分为糖代谢正常组和异常组, 
检测患者血清hsCRP. 

结果: NAFLD患者糖代谢异常组血清hsCRP
浓度较糖代谢正常组明显增高(4.01±1.45 vs 
0.96±0.41, P <0.01), 血清hsCRP浓度与2 h血
糖呈正相关(r  = 0.74, P <0.01).  

结论: NAFLD患者糖代谢异常与血清hsCRP
密切相关.

关键词� 非酒精性脂肪肝; 超敏C反应蛋白; 糖代谢

异常; 口服葡萄糖耐量试验

张炜, 范钰, 朱丽群, 程兆明. 非酒精性脂肪肝糖代谢异常与超敏
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0  引言

非酒精性脂肪肝(NAFLD)指病变主要在肝小

叶 ,  以肝细胞脂肪变性和脂肪沉积为病理特

征, 但无过量饮酒史的临床病症, 成年人发病率

17%-33%[1]. 胰岛素抵抗是发生发展的基础, 随
着肝脏疾病的慢性进展, 肝细胞反复受损伤, 肝
纤维化程度加重, 同时, 糖代谢异常及胰岛素抵

抗的发生率逐渐增高[2]. 超敏C反应蛋白(hsCRP)
是一种敏感、非特异性的炎症标志物, 近年来

www.wjgnet.com
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■背景资料
hsCRP是一种敏
感的炎症标志物,
近年来已被公认
为是糖代谢异常
的独立危险因素. 
NAFLD患者随着
疾病的进展, 糖代
谢异常的发生率
逐渐增高, 常伴有
高血糖和高胰岛
素血症.

■同行评议者
黄恒青 ,  主任医

师 ,  福建省第二

人民医院消化内
科



已被公认为是糖代谢异常的独立危险因素[3-4]. 
本文通过不同糖耐量水平的NAFLD患者hsCRP
比较, 探讨hsCRP与NAFLD患者糖耐量水平的

相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-06/2007-06在我院就诊的NAFLD
患者191例, 均符合2006年中华医学会肝脏病学

分会提出的诊断标准[5], 男138例, 女53例. 所有

患者否认就诊病前有糖尿病史及糖尿病家族史. 
并除去有明确冠心病和心衰者.
1.2 方法 所有患者, 进行口服葡萄糖耐量试验

(OGTT, 75 g葡萄糖粉), 按OGTT结果, 将NAFLD
患者分为糖代谢正常组和异常组, hsCRP采用

免疫散射比浊法, 用岛津7200全自动生化分析

仪检测肝功能, 以AST≤40 U/L为正常, 40 U/
L<AST≤80 U/L为轻度异常, AST>80 U/L为明

显异常.
统计学处理 所有数据用SPSS13.0软件处理. 

hsCRP水平为计量资料用mean±SD表示, 两样

本均数的比较用t检验, 肝功能分级为定性资料, 
两组的比较用χ2检验, P <0.01有统计学意义.

2  结果

2.1 NAFLD患者临床资料和血清hsCRP NAFLD
患者中糖代谢正常89例, 占46.6%; 糖代谢异常

102例, 占53.4%. 两组NAFLD患者年龄、性别、

体质量指数(BMI)和血压水平无明显差异. 糖代

谢异常组血清hsCRP浓度较糖代谢正常组明显

增高, t  = 19.20, P <0.01(表1). 
2.2 NAFLD患者血清hsCRP与OGTT 2 h血糖相

关性 NAFLD患者血清hsCRP与OGTT 2 h血糖呈

明显的正相关,  r  = 0.74, P <0.01(图1).
2.3 患者肝功能 糖代谢正常组AST正常的比例

明显高于糖代谢异常组(χ2 = 71.3, P <0.01), AST
轻度异常的比例明显低于糖代谢异常组(χ2 = 
9.8, P <0.01), AST明显异常的比例明显低于糖代

谢异常组(χ2 = 37.5, P <0.01), 可见NAFLD患者发

生糖代谢异常者肝功能明显减退(表2).

3  讨论

NAFLD是一种临床病理综合征, 他的范畴从单

纯的脂肪变性到非酒精性脂肪性肝炎、纤维化

和终末期肝病[6]. 由于目前尚无特异的治疗方案, 
其机制的研究对于阻止NAFLD的进展有重要意

义[7]. 最近的研究结果表明, 胰岛素抵抗可能参

与了其病理生理过程[8]. 随着肝脏疾病的慢性化
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进展, 糖代谢异常的发生率逐渐增高, 常伴有高

血糖和高胰岛素血症. 这种现象与肝脏对血糖

摄取、糖原合成及分解功能障碍及高血糖刺激

胰岛素分泌, 肝脏摄取、降解胰岛素的作用减

弱等因素有关, 也存在有明显的胰岛素抵抗[9]. 
本研究结果显示NAFLD患者糖代谢异常的发生

率高达53.4%. 
在NAFLD发生发展过程中炎症是重要的环

节[10]. 本研究结果显示可见NAFLD患者随着糖

代谢异常的发生肝功能损伤更加明显. 说明炎症

与糖代谢异常密切相关. hsCRP是一项灵敏度较

高的炎症反应性指标, 已经被作为公认的心血

管疾病预示因子用于预测心血管事件的发生和

死亡率[11-12]. 同时hsCRP水平也与糖代谢异常密

切相关[13]. Temelkova-Kurktschiev et al [14]和Festa  
e t a l [15]研究结果已经证实, CRP与血糖相关的

原因与高血糖及胰岛素水平异常等状态导致血

管内皮细胞损伤, 引起炎症反应有关. 而脂肪肝

为肝脏内过多的脂肪沉积, 且常伴有内脏脂肪

增多及胰岛素抵抗, 从发病因素看与此类似[16]. 
因此NAFLD患者hsCRP水平可能增高. 本研究

结果显示NAFLD患者随着糖代谢异常的发生

www.wjgnet.com

表 1 两组NAFLD患者血清hsCRP浓度

     
分组                               n                   血清hsCRP(mg/L)

糖代谢正常组                    89                   0.96±0.41

糖代谢异常组                  102                   4.01±1.45

正常参考值                                 0.65±0.35

■应用要点
通 过 检 测 血 清 
hsCRP可以判断
NAFLD患者肝脏
炎症与合并糖代
谢异常, hsCRP可
能成为判断患者
病情的新指标.
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hs
CR
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患者OGTT 2 h血糖(mmol/L)
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图 1 患者OGTT 2 h血糖与血清hsCRP水平间的相关性.

表 2 两组患者在不同肝功能分级时的比例(n )

     
分组               n

                             AST

                                         正常        轻度异常        明显异常

糖代谢正常组     89        59             16                    4

糖代谢异常组   102          8             39                  55
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hsCRP 水平升高. 而且hsCRP水平与OGTT 2 h血
糖有明显的正相关. 

总之, NAFLD患者血清hsCRP水平反应炎

症, 炎症与胰岛素抵抗密切相关, 互为因果. 通
过检测血清hsCRP可以判断NAFLD患者肝脏炎

症与合并糖代谢异常的情况, 监测病情变化.
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Abstract
AIM: To describe the clinical features of type Ⅰ 
autoimmune hepatitis.

METHODS: One hundred and two cases of au-
toimmune hepatitis admitted to Tianjin Medical 
University Hospital from January 2000 to May 
2007 were retrospectively analyzed.

RESULTS: There were 85 females and 17 males, 
with a mean age of 59.73 ± 13.46 years. Clini-
cal manifestations of chronic liver disease were 
found in 41.18% patients, acute hepatitis mani-
festations in 18.63% patients, and no symptom 
in 5.89% patients. Laboratory tests showed that 
the percentage of abnormal liver function, gam-
ma globulin or immunoglobulin G was 84.33% 
and 80%, respectively. Negative viral serology 
was found in 85.29% patients, hyperglycemia 
occurred in 50.67% patients. The positive rate of 
antinuclear antibody (ANA), antismooth muscle 
antibody (SMA) and antimitochondrial antibody 
(AMA) was 74.51%, 4.90% and 7.84%, respec-
tively. Abdominal ultrasound was abnormal in 
97.06% patients. Ultrasonography revealed liver 
texture asymmetry or decreased density, hepato-

cirrhosis, hepatoma, bilestone, enlarged abdomi-
nal lymph nodes, ascites, etc. Of the 31 patients 
who received treatment, 18 had improvement 
in their symptoms, 7 incomplete response, 5 re-
lapse and 7 treatment failure

CONCLUSION: Autoimmune hepatitis has dif-
ferent manifestations. However, it has certain 
unique features in immunology, imageology, 
liver histology, which can be useful for its clini-
cal diagnosis and treatment.

Key Words: Autoimmune hepatitis; Cirrhosis; Im-
mune; Clinical feature

Gong YX, Wang BM. Type Ⅰ autoimmune hepatitis: an 
analysis of 102 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(3): 322-325

摘要
目的: 描述Ⅰ型自身免疫性肝炎(autoimmune 
hepatitis, AIH)的临床特点. 

方法: 回顾性分析2000-01/2007-05天津医科
大学总医院确诊的102例AIH患者的临床资料. 

结果: AIH患者102例, 女性85例, 男性17例, 平
均年龄59.73±13.46岁; 症状: 41.18%为慢性
肝病表现, 18.63%为急性肝炎表现, 5.89%患
者无症状; 实验室检查: 84.33%肝功能异常, 
80.00% γ-球蛋白或IgG异常, 85.29%肝炎病毒
标记物为阴性, 50.67%血糖增高, 74.51% ANA
阳性, 4.90% SMA阳性, 7.84% AMA阳性; 影
像学: 97.06%腹部超声异常, 表现为肝脏质地
不均或密度减低、肝硬化、肝癌、胆石、腹
腔淋巴结肿大、腹腔积液等. 37例患者予以治
疗, 其中缓解18例, 不完全应答7例, 复发5例, 
失败7例.

结论: A I H炎临床表现复杂多样, 但在免疫
学、影像学和病理学等方面又具有特征性, 这
对临床诊治具有指导作用.

关键词�� 自身免疫性肝炎; 肝硬化; 免疫; 临床特点

弓艳霞, 王邦茂. Ⅰ型自身免疫性肝炎分析102例. 世界华人消
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■背景资料
自身免疫性肝炎
是 一 种 病 因 不
明, 以高球蛋白血
症、多种自身抗
体、汇管区界板
炎症等为特征的
疾病, 是临床上肝
硬化的形成原因
之一. 随着诊疗技
术的不断进步以
及越来越多的人
们关注, 认识此疾
病的临床特点, 使
之得到早期诊断
及有效的预防和
治疗, 显得尤为重
要. 

■同行评议者
唐晓鹏, 教授, 中
南大学肝病研究
所/中南大学湘雅
二医院 ;  张占卿 , 
主任医师, 上海市
( 复 旦 大 学 ) 公 共
卫生中心
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)的发

病率约为0.17%, 女性多见, 常出现严重的肝炎

表现, 并可进展为肝硬化[1]. 基于自身抗体谱特

点, 可将其分为三种亚型, 即Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型. 
其中Ⅰ型最为常见, 70%是小于40岁的女性[2]. 我
院7年收治AIH患者102例, 对其分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2000-01/2007-05收治Ⅰ型AIH患者

102例, 女性85例(83.33%). 男性17例(16.67%), 年
龄15-103(平均59.73±13.46)岁, 60-70岁为高发

年龄. 病程1 d到30年不等, 平均病程12.55±40.95 
mo. 
1.2 方法 诊断标准依据“国际自身免疫性肝炎

组织制定的AIH评分标准”, 结果判定: 治疗前

评分>15明确诊断, 10-15可能诊断; 治疗后评分

>17明确诊断, 12-17可能诊断. 研究指标包括一

般资料、临床表现、实验室指标、影像学检

查、合并症、肝穿刺活检、治疗和预后等方面.
统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 

计数资料采用例数百分比表示, 治疗前后相关

指标的比较采用t检验.

2  结果

2.1 临床表现 症状有乏力、发热、食欲不振和

体质量下降等, 体征有黄疽、肝脾大和腹水等.质量下降等, 体征有黄疽、肝脾大和腹水等.下降等, 体征有黄疽、肝脾大和腹水等. 
其中6例患者(5.89%)无症状, 42例患者(41.18%)例患者(5.89%)无症状, 42例患者(41.18%)患者(5.89%)无症状, 42例患者(41.18%)例患者(41.18%)患者(41.18%)
为乏力、发热、食欲减退、体质量下降和腹部质量下降和腹部下降和腹部

不适等慢性肝病的表现, 19例患者(18.63%)为恶例患者(18.63%)为恶患者(18.63%)为恶

心、黄疸等急性肝炎表现, 出现消化道出血26
例(25.49%), 肝性脑病1例(0.98%), 肝肾综合征3(25.49%), 肝性脑病1例(0.98%), 肝肾综合征3例(0.98%), 肝肾综合征3(0.98%), 肝肾综合征3
例(2.94%), 暴发性肝炎1例(0.98%), 有关节痛、(2.94%), 暴发性肝炎1例(0.98%), 有关节痛、例(0.98%), 有关节痛、(0.98%), 有关节痛、

肌痛等肝外表现4例(3.92%).例(3.92%).(3.92%).
2.2 实验室检查 84.33%患者有不同程度的肝功

能异常, 主要为AST、ALT、TBIL、ALP、GGT
等升高(表1). 76例(74.51%)ANA阳性, 滴度均在

1∶100以上, 其中: 胞质颗粒型39例, 着丝点型质颗粒型39例, 着丝点型颗粒型39例, 着丝点型

16例, 均质型11例, 斑点型10例, 同时合并核仁型

8例, 核模型6例. SMA阳性5例(4.90%). 伴AMA
阳性8例(7.84%). 余患者未检测到抗LKM-1及
抗SLA/LP阳性(所有患者未进行pANCAs和抗

ASGPR检测). 80.00% γ-球蛋白、IgG异常(表1). 

85.29%肝炎标志物阴性, 11.76% HBcAb阳性, 
2.94% HCV阳性. 102例患者中75例检测血糖, 高
血糖38例, 占50.67%(表2).
2.3 影像学检查 3例正常(2.94%), 余异常: 肝硬

化52例(50.98%), 弥漫性肝脏病变3例, 肝脏颗粒

增粗4例, 肝脏回声不均2例, 肝癌2例(1.96%), 肝
囊肿4例(3.92%), 肝大5例, 肝脏血管瘤4例, 肝内

小钙化点6例, 门静脉血栓形成3例, 脂肪肝5例
(4.90%). 胆囊壁增厚、胆囊息肉、胆囊结石等

62例(60.78%). 脾大45例, 副脾1例. 腹腔淋巴结

增大者11例(10.78%), 其中肝门区、胰头周围及

肠系膜根部多发淋巴结肿大1例, 腹腔淋巴结肿

大2例, 心包旁、腹腔及腹膜后多发淋巴结肿大

2例, 心包旁及肺门淋巴结增大伴钙化1例, 脾门

区淋巴结增大1例, 肝门区、肝胃韧带及腹主动

脉旁多发淋巴结肿大, 门腔静脉间及腹主动脉

旁淋巴结增大1例. 腹腔积液37例, 双肾弥漫性

病变1例, 肾囊肿1例, 肾结石1例, 肾大1例, 肾积

水1例, 盆腔积液1例, 结肠壁增厚3例, 胰腺异常

5例.
2.4 合并症 60.78%合并胆囊炎、胆囊结石等胆

道疾患; 50.67%合并糖尿病; 8.82%为重叠综合

表 1 实验室检查情况

     
化验指标                                                     mean±SD

WBC(×109)                                       5.04�5±2.�669

HGB(g/L)                                         99.54�4±2�.5�96

PLT(×109)                                     133.2632±111.0222 

TP (g/L)                                            68.3535±10.8040

ALB(g/L)                                          34.9225±10.5690

GLO(g/L)                                         35.5235±9.��66

ALT(U/L)                                        15�.8510±139.0524

AST(U/L)                                        152.0820±142.2243

ALP(U/L)                                       229.3854±269.0245

GGT(U/L)                                       265.0883±351.526�

IgA(g/L)                                          346.5000±141.8�52

IgG(g/L)                                       1�06.966�±802.5�32   

FPG(g/L)                                            6.0�58±3.4410

表 2 75例AIH合并高血糖情况

     
                          阳性数      阴性数        合计         阳性率(%)

无肝硬化              4              8             12           33.3333

肝硬化�A           22            21             43           51.1628

肝硬化�B           11              6             1�           64.�059

肝硬化�C             1              2               3           33.3333

合  计                 38            3�              �5          50.666�

■相关报道
近年来国内外的
相关文献均从不
同方面报道了自
身免疫性肝炎的
特点. 目前观点认
为对此病的诊断
需从临床症状、

实验室检查、病
理学等方面全面
考虑, 应用自身免
疫性肝炎诊断积
分系统, 同时需要
排除病毒性、药
物性、酒精性等
肝病.



www.wjgnet.com

324                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年1月28日    第16卷   第3期

征; 11.76%及2.94%分别合并乙肝和丙肝; 2.94%
合并系统性红斑狼疮; 1.96%合并类风湿关节炎; 
0.98%合并甲状腺机能亢进; 0.98%合并干燥综

合征.
2.5 病理 7例行肝穿刺活检, 病理提示确诊4例. 
界板炎症2例、汇管区及汇管周围区淋巴细胞

及浆细胞的浸润6例, 肝脏纤维化和肝硬化4例.
2.6 治疗 37例接受治疗, 其中治疗前评分>15者
15例, 评分10-15者22例, 具体治疗方案如下. 治
疗后评分>17者27例, 评分12-17者10例(表3-4).(表3-4).. 
出现类肾上腺皮质功能亢进综合征者20例, 胃
肠道反应6例, 皮疹5例, 睡眠障碍4例, 未见骨质

疏松、骨无菌性坏死、白内障等副作用发生. 
除1例因严重副作用(骨髓抑制)而停药, 其余患

者均完成治疗. 61.76%合并肝硬化, 其中30例
(29.41%)并发消化道出血、肝性脑病、肝肾综

合征.

3  讨论

本研究83.33%患者为女性, 提示AIH发病与性

别相关, 女性多发, 可能原因为[1-3]: (1)女性HLA 
DR4阳性更常见, 且其多样性较为复杂; (2)对免

疫应答存在差异, 可能单独与性激素或与下丘

脑-垂体-肾上腺轴的分泌物一起对易感基因的

调节有关, 女性患者暴露于感染因子和抗原后

更易产生Th1型细胞因子应答而致病. AIH多有

免疫遗传背景即人类白细胞抗原(HLA), 其决定

AIH的临床表现[4]. 与HLA DR3相关者发病年龄

较轻, 而且病情较重, 常在免疫抑制剂治疗停药

后复发, 多需肝移植; 而HLA DR4阳性者常于40
岁以后发病, 病情较轻, 对免疫抑制剂治疗反应

良好, 较少需要肝移植, 但是肝外自身免疫性综

合征多见[5]. 本研究应加入此项检测. 
AIH无特征临床表现, 可有发热、食欲不振

等, 出现黄疸、腹水等体征. 部分患者就诊时已

进展为失代偿期肝硬化, 并可出现食管静脉曲

张. 患者可伴发溃疡性结肠炎、原发性硬化性

胆管炎、系统性红斑狼疮等疾病[6], 本研究均观

察到.
实验室检查具有特异性. 多数患者出现不

同程度肝功能异常: AST、ALT升高为主, ALP
和GGT正常或轻度升高. 本研究中AST、ALT、
TBIL、ALP和GGT均可升高, 不除外重叠综合

征可能. 几乎所有AIH患者都存在一种或多种

高滴度的自身抗体, Ⅰ型AIH的特征性抗体为

ANA和SMA阳性, 少数患者可有pANCAs和抗

ASGPR阳性. 本研究结果与文献报道一致. 
此外, 本研究特别指出AIH患者50.67%合

并高血糖, 目前国内外尚无此项报道. 探讨其机

制可能如下: (1)形成肝硬化后, 肝源性糖尿病可

能性存在. 几乎所有的肝硬化患者都存在胰岛

素抵抗[7]. 本研究中, 63例AIH合并肝硬化患者, 
其中高血糖34例(53.9682%). (2)观察到5例患者

影像学有胰腺改变, 如: 胰腺肿大、胰石、胆总

管扩张等, 有9例患者肝功能淤胆表现, 进一步

说明有自身免疫性胰腺炎的可能. 43%-68%自

身免疫性胰腺炎患者可伴发有糖尿病, 以Ⅱ型

糖尿病为多. Taniguchi et al [8]首次报道了伴有Ⅰ

型糖尿病的自身免疫性胰腺炎病例. 如果伴自

身免疫性胰腺炎, 则会引起胰腺组织水肿、缺

血、坏死等, 从而影响胰岛素的分泌与释放, 促
使血糖升高. 当然, 有待血清碳酸酐酶抗体检测

及胰腺组织活检论证. (3)部分患者予以长期激

素治疗, 药物性因素不除外. 
另有创新之处在于对AIH超声表现进行详

细描述, 特别指出AIH可伴发腹腔淋巴结肿大

(10.78%). 肝脏是一个免疫器官, 称为淋巴样肝

脏. 其有参于天然免疫的吞噬细胞(肝巨噬细胞

即库普弗细胞、树突状细胞)、NK细胞、NK T
细胞和参于适应性免疫的迁移性T、B细胞. 可
能原因为人体免疫系统所引起的特异性免疫反

应的结果. 部分患者晚期可发展到肝癌, 肝癌引

起腹腔淋巴结转移的因素存在. 
治疗主要应用免疫抑制剂. 据病情活动性

及疾病发展阶段, 可分为绝对需要治疗、相对

需要治疗和不需要治疗[9]. 绝对需要治疗指征: 
有乏力、肌痛、关节痛、持续性黄疸且反应严

重肝脏炎症的实验室指标异常者[10]; AST≥10×
ULN; AST≥5×ULN同时γ-球蛋白大于等于正

常值的2倍; 肝组织桥接坏死或多小叶坏死; 活

表 3 37例AIH患者治疗及疗效

     
                             n         缓解    不完全应答     复发     失败

UDCA                6          2              1                0        3

H+UDCA           6          3              1                1        1

H                     20        10              5                3        2

H+6�MP           2          1              0                1        0

H+6�MP           2          1              0                0        1

+UDCA

环磷酰胺           1          1              0                0        0

合计                 3�        18              �                5        �

■创新盘点
本 文 对 1 0 2 例 Ⅰ
型自身免疫性肝
炎患者的临床表
现 、 实 验 室 检
查、影像学、病
理学、诊断及治
疗等方面进行系
统的统计学分析
及总结. 病例数量
多 ,  归纳方面全 , 
尤其指出其在影
像学方面可合并
淋巴结肿大的特
点, 在实验室检查
方面易出现高血
糖情况, 均有助于
此病的诊疗. H�� 强的松; 6�MP�� 6�巯基嘌呤; UDCA�� 熊去氧胆酸.  
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动性肝硬化; 暴发性发作者. 相对需要治疗指征: 
AST>5×ULN且<10×ULN; AST<5×ULN同时

γ-球蛋白小正常值的2倍且均异常升高者. 是否

治疗取决于症状严重程度. 不需要激素及免疫

抑制治疗者: 非活动性肝硬化; 轻度界板或汇管

区炎症; 严重门脉高压; 肝酶轻度增高的无症状

患者[11]. 治疗以传统治疗为主, 即强的松单独或

联合硫唑嘌呤治疗. 其他药物有大环酯类免疫

抑制剂如FK506、环孢霉素A等, 第二代糖皮质

激素布地缩松等, 酶酚酸吗啉乙酯, 熊去氧胆酸, 
抗CD4 mAb, 青霉胺等[12]. 治疗2 wk后90%的患

者转氨酶和γ-球蛋白水平可有所改善, 病理指标

的变化比临床及生化指标晚3-6 mo, 短期内很难

达到病情缓解的指征[9]. 本研究中, 治疗2 wk后
AST变化具统计学意义, ALT虽较治疗前有所下

降, 但尚无统计学意义. 
影响预后因素有合并肝硬化与否、发病年

龄、对免疫抑制剂的反应、复发、有无肝移

植等. 一般, 发病年龄越小, 病情越重, 进展越 
快[13-14]. 有研究表明, Ⅰ型无症状AIH较常见, 其
结局较好. 多数于随访中未出现症状, 且只要保

持无症状, 可不予免疫抑制治疗[11], 本研究中也

证实了此点. 肝硬化的出现提示预后差, 本研究

中61.76%患者合并有肝硬化, 其中30例出现消

化道出血、肝性脑病等并发症. 一项以色列的

研究指出无症状者预后好, 虽多数最终出现症

状, 但这些患者对治疗反应好只需低剂量皮质

类固醇激素即可控制[11], 本研究未观察到此点, 
有待进一步研究. 
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表 4 37例AIH患者治疗前后肝功能变化(治疗2 wk后, mean±SD)

     
肝功能

 
                            治疗前                                       治疗后                           t                         P

GLO(g/L)           3�.6154±8.0998                    34.�000±9.9�42          1.15�0              >0.05

ALT(U/L)          195.291�±180.6541              118.1250±8�.�349        1.9592              >0.05 

AST(U/L)          191.541�±180.129�                8�.0000±51.3936         2.8458              <0.05

ALP(U/L)         385.�91�±383.1620              302.6190±22�.5123      0.951�              >0.05

GGT(U/L)         409.0000±349.2505              506.�500±516.4529      0.�995              >0.05

TBIL(mg/L)        80.30��±58.81�3                  �0.9000±85.�0��        0.4803              >0.05
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of topical administration 
of budesonide and traditional glucocorticosteroids 
on distal ulcerative colitis or proctitis and to analyze 
their efficacy and side effects.

METHODS: Medline, Embase and China Biolog-
ical Medicine Disc were searched for random-
ized controlled trials and related articles com-
paring the effects of topical administration of 
budesonide and traditional glucocorticosteroids 
on distal ulcerative colitis or proctitis. Meta-
analysis was performed with Review Manager 
4.2.8.

RESULTS: Six studies met the inclusion crite-

ria. No significant difference was found in the 
endoscopic, histological and clinical remission 
rates for the effects of topical administration of 
budesonide and traditional glucocorticosteroids 
on active distal ulcerative colitis or proctitis (OR 
= 1.21, 95% CI: 0.84-1.74, P > 0.05; OR = 1.08, 
95% CI: 0.75-1.57, P > 0.05, OR = 1.09, 95% CI: 
0.75-1.58, P > 0.05). However, the effect of topical 
administration of budesonide on plasma cortisol 
level was lower than that of conventional glu-
cocorticosteroids. There was a significant differ-
ence between them (OR = 0.17, 95% CI: 0.06-0.53, 
P < 0.05).

CONCLUSION: The effects of budesonide and 
traditional glucocorticosteroids on active distal 
ulcerative colitis or proctitis are similar. Howev-
er, budesonide may be preferable to traditional 
glucocorticosteroids since its inhibitory effect on 
plasma cortisol level is lower than glucocortico-
steroids.

Key Words: Budesonide; Glucocorticosteroids; En-
ema; Ulcerative colitis; Ulcerative proctitis; Meta-
analysis

Huang ML, Ran ZH, Tong JL, Lu LH, Xiao SD. Effects 
of topical administration of budesonide and traditional 
glucocorticosteroids on active distal ulcerative colitis 
or proctitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
326-331

摘要
目的: 系统分析布地奈德和传统糖皮质激素
直肠局部用药治疗远端溃疡性结直肠炎的疗
效, 客观评价两者疗效及副作用. 

方法: 通过Medline、Embase及中国生物医
学文献数据库检索有关布地奈德和传统糖皮
质激素直肠局部用药治疗远端溃疡性结直
肠炎疗效的随机对照试验及相关文献, 采用
RevMan4.2.8进行荟萃分析. 

结果: 按照入选标准, 共有6项研究被纳入本
荟萃分析. 结果显示, 布地奈德直肠局部用药

®

■背景资料
布地奈德是近年
新发展的难吸收
性、肝脏首过清
除率高的直肠局
部用药制剂, 其局
部药物浓度高于
全 身 ,  首 次 通 过
肝脏时即有90%
被代谢, 对远端溃
疡性结直肠炎患
者的治疗比传统
GCS制剂有更多
优点. 

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 ,副研究员 ,   
广州中医药大学
脾胃研究所; 王晓; 王晓
艳 ,  副教授 ,中南
大学湘雅三医院
消化内科
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治疗远端溃疡性结直肠炎与传统糖皮质激素
相比在内镜下、病理组织学及临床疗效方面
都无显著差异(OR  = 1.21, 95% CI: 0.84-1.74, 
P >0.05; OR  = 1.08, 95% CI: 0.75-1.57, P >0.05; 
OR = 1.09, 95% CI: 0.75-1.58, P >0.05); 但对
机体内源性皮质醇产生的抑制影响比传统糖
皮质激素要小, 差异有显著性(OR = 0.17, 95% 
CI: 0.06-0.53, P <0.05).

结论: 布地奈德与传统糖皮质激素直肠局部
用药治疗远端溃疡性结直肠炎的疗效相似, 
但由于其对机体内源性皮质醇的抑制程度比
传统糖皮质激素较轻, 故可能在应用上更优
于后者.

关键词�� �地奈德; 糖皮质激素; 灌肠; 溃疡性结肠

炎; 溃疡性直肠炎; Meta�析
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)至今仍是一

种病因不明的结肠慢性炎症性疾病, 发病率有

逐年上升趋势. 患者结肠黏膜病变累及结肠的

范围不同, 但大多数都会累及到直肠. 对结肠病

变范围广泛的患者(超过结肠脾曲)一般推荐po  
5-ASA制剂, 而对于病变仅累及远端结直肠的患

者, 更推荐直肠用药. 
肾上腺糖皮质类固醇(G C S)是治疗U C的

药物之一, 是急性期诱导缓解可迅速奏效的制

剂. 近年来新发展了几种难吸收性或肝脏首过

清除率增加的直肠局部用药制剂 ,  布地奈德

(budesonide)是其中之一, 这类药物对远端溃疡

性结直肠炎患者的治疗比传统GCS制剂有更多

优点. 布地奈德直肠局部用药制剂, 其局部药物

浓度高于全身, 首次通过肝脏时即有90%被代

谢. 本文就布地奈德直肠用药与传统GCS直肠用

药对远端溃疡性结直肠炎患者的疗效及副作用

进行荟萃分析, 旨在了解两者间在疗效及副作

用方面是否存在差异, 以利于临床更恰当及有

依据地运用这些药物.

1  材料和方法

1.1 材料 采集比较布地奈德与传统糖皮质激

素直肠局部治疗剂治疗远端溃疡性结直肠炎

疗效的随机对照试验及相关文献. 以“溃疡性

结肠炎”, “治疗”, “直肠用药”, “布地奈

德”, “糖皮质激素”, “随机对照试验”和

“人”为关键词检索Medline(1966-01/2006-11),  
Embase(1980-01/2006-11)和中国生物医学数据库

(1980-01/2006-11), 由2名作者单独检索并交叉核

对, 查阅所获得资料的参考文献索引, 手工检索

相应文献. 
1.2 方法 
1.2.1 入选标准: (1)有关两种疗法的前瞻性, 随
机、对照临床实验; (2)研究对象年龄不小于18
周岁; (3)所有的病例都确诊为溃疡性结直肠炎2 
wk以上; (4)入选研究前1 mo内未使用糖皮质激

素或前3 mo内未使用过免疫抑制剂; (5)药物疗

效判断包括有临床症状、内镜下分析及病理组

织学判断; (6)药物副作用判断标准都有血清皮

质醇浓度测定.
1.2.2 排除标准: (1)非随机研究, 观察性研究, 综
述; (2)研究对象不符合纳入标准; (3)实验研究中

有加用其他直肠局部用药; (4)对失访对象无具

体描述; (5)对同一组研究的重复报道.
1.2.3 资料质量评价: 对收集到的文献, 分别由2
位研究者独立阅读文献标题、摘要和全文等以

确定符合纳入标准的文献, 并对每一篇符合纳

入标准的文献进行评价, 不同意通过讨论解决. 
质量评分标准用Jadad方法[1], 包括: 随机分配方

法, 是否采用盲法, 随访等情况(表1).
统计学处理 系统分析软件为Cochrane协作

网提供的RevMan4.2.8. 采用c2检验进行各研究

间的异质性检验, 假设齐性检验的α值为0.05, 齐
性检验的P >0.05则RR是齐性的, 否则为非齐性, 
如果RR齐性, 采用固定效应模型进行统计, 非齐

性采用随机效应模型进行统计.

2  结果

2.1 纳入文献状况 通过计算机、手工和参考索

引检索, 结果共检出12篇相关文献. 阅读全文或

摘要后发现有2篇随机对照实验使用相同数据

和资料[2], 2篇实验数据无法纳入统计[3-4], 1篇实

验对象为出血性直肠炎患者[5], 2篇为布地奈德

灌肠剂与5-ASA制剂进行疗效比较[6-7], 予删除. 
最后共有6项前瞻性、随机、对照实验符合入

选要求而被采用(表2).
2.2 布地奈德和传统糖皮质激素直肠局部用药

法的评价 (1)采用固定效应模型, 布地奈德与传

统糖皮质激素直肠局部用剂治疗远端溃疡性结

直肠炎相比, 内镜下病变改善程度相似, 两者

■相关报道
国内由于药物供
应问题, 没有相关
临床大规模前瞻
性、随机、对照
实验结果的报道.

■创新盘点
本文通过荟萃分
析对两药疗效和
不良反应所做的
多个独立研究结
果进行系统的定
性或定量的综合, 
能将以往的研究
结果更为客观地
综合反映出来, 提
供真实的科学结
论.
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的改善率分别是59.4%(95% CI: 35.7%-83.1%)
和52.2%(95% CI: 38.9%-65.5%), 无统计学差异

(OR  = 1.21, 95% CI: 0.84-1.74, P >0.05)(表3). (2)表3). (2)). (2)
采用固定效应模型, 布地奈德与传统糖皮质激

素直肠局部用剂治疗远端溃疡性结直肠炎相

比, 病理组织学改善程度相似, 改善率分别是

46.6%(95% CI: 17%-76.2%)和43.8%(95% CI: 
30.1%-57.5%), 无统计学差异(OR  = 1.08, 95% 
CI: 0.75-1.57, P >0.05)(表4). (3)采用固定效应表4). (3)采用固定效应). (3)采用固定效应

模型, 布地奈德与传统糖皮质激素直肠局部用

剂治疗远端溃疡性结直肠炎相比, 两种治疗法

的临床症状缓解率亦相似, 两者的缓解率分别

是57.6%(95% CI: 36%-79.2%)和54.3%(95% CI: 
39.3%-69.3%), 也无统计学差异(OR  = 1.09, 95% 
CI: 0.75-1.58, P >0.05)(表5). (4)采用随机效应模表5). (4)采用随机效应模). (4)采用随机效应模

型, 布地奈德对血清皮质醇浓度的抑制程度明

显的低于传统糖皮质激素, 其副作用更小, 两者

对血清皮质醇的抑制率分别是9%和27.1%, (OR  
= 0.17, 95% CI: 0.06-0.53, P <0.05)(表6). Daniels-表6). Daniels-). Daniels-
son et al [10]对血清皮质醇浓度抑制程度的计算方

式与其他5组实验不同, 无法纳入荟萃. 但该作

者的结论与其余5组一致, 故不会影响荟萃结果.

3  讨论

本系统评价纳入的研究质量较齐, 所有研究按

明确的纳入和排除标准, 均为随机、对照研究

方法, 对失访者均有描述, 但未提及具体的随机

方法, 分组隐藏未有描述, 也未提及评价者是否

应用盲法. 根据Jadad评分标准, 均为高质量文

章, 因此由此产生的偏倚较少. 
布地奈德是一种结构上与16α羟基泼尼松

龙相关的非卤化糖皮质激素, 与糖皮质激素受

体的高度亲和力使其具备很强的局部抗炎效

果[6]. 布地奈德首次通过肝脏约90%被代谢, 代
谢产物没有明显的糖皮质激素活性, 故全身副

作用很小[15]. 目前布地奈德已经被用于哮喘、过

敏性关节炎、炎症性肠病(包括溃疡性结直肠炎

和克罗恩病)及回肠囊袋炎[16]的治疗中, 局部用

于远端溃疡性结直肠炎治疗的制剂分别有灌肠

剂和泡沫剂两种. 有一项大型临床研究已经证

实, 布地奈德泡沫制剂与其灌肠剂在治疗活动

性溃疡性直肠炎或直肠乙状结肠炎的疗效方面

表 1 Jadad评分标准

     
指标                                    符合要求                                                                         不符合要求

分组方案   根据随机数字表或计算机随机产生的数字(2分)  未有描述(1分)半随机或假随机(0分)

分组隐藏   随机数字置于封好的信封中或类似方法(2分)      未有描述(1分)随机数字打开或轻易可见(0分)

双盲   对照组严格采用安慰剂或类似的盲法方案(2分)  未采用安慰剂方案(1分)两组用药途径完全不同(0分)无盲法(0分)

随访   描述任何失访或退出的人数及理由(1分)           未描述失访或退出的人数及理由(0分)

总分≤2分者为低质量文章, ≥3分者为高质量文章.

表 2 入选各随机对照实验特点

     
第一作者                  发表年              药物(剂量)                    剂型                   用法

          治疗时间       Jadad

                      (wk)          评分(分)

Hammond A[�] 2004     布地奈德(40 mg/L)/             泡沫剂/        前2 wk 2次/d, 后2 wk         4                3

                                                     倍他米松(50 mg/L)              灌肠剂         晚间睡前1次/d

Danielsson A[10] 1�8�     布地奈德(20 mg/L)/             灌肠剂/        晚间睡前1次              4                4

                                                     泼尼松龙(250 mg/L)            灌肠剂

Lofberg R[11] 1��4     布地奈德(20 mg/L)/             灌肠剂/        晚间睡前1次              8                5

                                                     泼尼松龙(250 mg/L)            灌肠剂

Matzen P[12] 1��1     布地奈德(20 mg/L)/             灌肠剂/        晚间睡前1次              2                4

                                                     泼尼松龙(250 mg/L)            灌肠剂

Bar-Meir S[13] 2003     布地奈德(100 mg/L)/           泡沫剂/        晚间睡前1次              8                4

                                                     氢化考地松(6666 mg/L)      泡沫剂

Bianchi Porro G[14] 1��4     布地奈德(20 mg/L)/             灌肠剂/        晚间睡前1次              4                4

                                                     甲基强地松龙(250 mg/L)     灌肠剂

■应用要点
本文就布地奈德
直肠用药与传统
GCS直肠用药对
远端溃疡性结直
肠炎患者的疗效
及副作用进行荟
萃分析, 以利于临
床更恰当且有依
据地运用这些药
物.
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无显著差异, 两种制剂对患者都是安全的[17], 本
次分析将以布地奈德泡沫剂作为治疗制剂的实

验也归于其中一并分析. 
目前的临床实验中布地奈德灌肠剂剂量有

10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L和80 mg/L四种不

等, 泡沫剂为80 mg/L. 根据几位学者的临床实

验结果显示20 mg/L是其最低起效剂量, 也是对

下丘脑-垂体-肾上腺轴影响最小剂量[18]. 而20 
mg/L和40 mg/L的布地奈德灌肠剂剂量, 其对远

端溃疡性结肠炎的治疗效果无显著性差异[12]. 根
据该结果, 大部分的临床试验都是以20 mg/L的
布地奈德灌肠剂剂量与传统糖皮质激素比较治

疗远端溃疡性结直肠炎患者, 而各传统糖皮质

激素在不同实验中的剂量较统一, 相同的激素

剂量多一致, 为各自在临床应用中的最佳剂量. 
本荟萃分析共收集6项前瞻性、随机、对

照临床试验, 各项试验患者的基础资料间无显

著差异, 因此具有远端溃疡性结直肠炎患者的

代表性. 结果发现布地奈德直肠用药与传统的

糖皮质激素(包括氢化可的松、泼尼松龙、甲

基泼尼松龙和倍他米松)在治疗的疗效方面无

显著性差异, 改善和缓解率都相似, 该疗效的评

判包括临床症状、内镜下评分和病理组织学标

准. 但在副作用方面, 布地奈德直肠局部用药对

下丘脑-垂体-肾上腺轴的影响远小于传统的糖

皮质激素, 故其对内源性皮质醇产生的抑制作

用明显低于传统糖皮质激素. 虽然在一般情况

下这种影响不一定表现出来, 但是一旦患者处

于某种应激状态时, 肾上腺皮质醇的分泌及其

作用将至关重要. 在用药时间方面各实验显示

布地奈德直肠用药对远端溃疡性结直肠炎2 wk
治疗可能不足以使该治疗手段达到最佳疗效, 
其效果不及4 wk和8 wk的治疗; 且即使用药至8 
wk, 布地奈德对下丘脑-垂体-肾上腺轴的影响也

不是很明显, 这点对临床用药时间的掌控有指

导意义. 另一方面, 相同剂量的布地奈德灌肠剂

与泡沫剂在各组疗效方面没有显著差异[17]. 药
物制剂的用药方便性及耐受性也是影响药物最

     

表 3 内镜下改善率Peto比值(固定效应模式)

0.1   0.2      0.5    1      2        5     10

Study or                                          Treatment               Control                 OR (fixed)                           Weight                OR (fixed)

sub-category                                     n /N                   n /N                     95% CI                                 %                      95% CI              

Danielsson A 1�8�                     26/28                   21/28                                                        2.84        4.33 [0.81, 23.10]

Bianchi Porro G 1��4                 20/24                   20/44                                                     20.65        1.00 [0.43, 2.31]                  

Lofberg R 1��4                          18/45                   28/55                              28.63        0.64 [0.2�, 1.43]

Bar-Meir S 2003                       �1/120                 64/128                                                   4�.88        1.45 [0.88, 2.40]    

                                                                         

Total (�5% CI)                          23�                      255                            100.00        1.21 [0.84, 1.�4]

Total events: 135 (Treatment), 133 (Control)

Test for heterogenety: c2 = 5.34, df = 3 (P  = 0.15), I2 = 43.8%

Test for overall effect: Z = 1.01 (P  = 0.31)

Favours treatment Favours control

     Study or                                          Treatment               Control                 OR (fixed)                           Weight                OR (fixed)

sub-category                                     n /N                   n /N                     95% CI                                 %                      95% CI              

Danielsson A 1�8�                     21/23                   12/22                                                        2.00        8.�5 [1.64, 46.�5]

Bianchi Porro G 1��4                 20/44                   20/44                                                     20.45        1.00 [0.43, 2.31]                  

Lofberg R 1��4                            �/45                   13/55                              1�.55        0.81 [0.31, 2.11]

Bar-Meir S 2003                        58/120                 64/128                                                   60.00        0.�4 [0.5�, 1.54]    

                                                                         

Total (�5% CI)                          232                      24�                            100.00        1.08 [0.�5, 1.5�]

Total events: 108 (Treatment), 10� (Control)

Test for heterogenety: c2 = 6.�0, df = 3 (P  = 0.08), I2 = 55.2%

Test for overall effect: Z = 0.42 (P  = 0.68)

表 4 病理组织学改善率Peto比值(固定效应模式)

0.1   0.2      0.5    1      2        5     10
Favours treatment Favours control
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终治疗疗效的一个重要方面, 而对布地奈德直

肠局部用药制剂的优越性及患者的依从性进行

比较后发现, 泡沫剂由于其用药方式的方便性, 
患者更易接受并执行, 从而提高其用药依从性, 
这对溃结疾病的治疗也起着重要作用[17]. 由这些

结果提示, 在临床上布地奈德直肠局部治疗剂

可能比传统糖皮质激素直肠局部治疗剂在治疗

远端溃疡性结直肠炎方面更有应用前景. 本分

析结果对今后临床上这类药物的使用有一定的

指导意义. 
另外, 有学者亦将20 mg/L布地奈德灌肠剂

与1 g和4 g的5-ASA灌肠剂作实验比较, 两两间

的疗效及副作用相似[7-8]. 另有实验结果得出, 对
po或直肠用5-ASA制剂治疗失败的远端溃疡性

结肠炎的患者, 再用布地奈德直肠局部用药(泡
沫剂和液体灌肠剂)其有效率分别是49%, 41%
及50%, 62%. 所以在用5-ASA制剂治疗失败的

患者中, 布地奈德的局部用药是一种较好的治

疗手段[17]. Bar-Meir et al [13]的研究亦表明, 对美

沙拉嗪灌肠治疗效果不佳的患者改用布地奈

德直肠局部用药, 仍可以达到可观的临床治疗

疗效. 
此荟萃分析仍存在一些不足, 大部分入选的

临床实验对布地奈德直肠局部用药副作用的检

测仅局限于其对下丘脑-垂体-肾上腺轴的抑制

影响患者自身血清皮质醇水平这一点, 而对激

素常易引起的其他副作用如Cushing's面容、骨

质缺乏等未作描述. 另外, 国内由于药物供应的

问题还没有相关临床大规模前瞻性、随机、对

照实验的结果. 如果加入亚洲人群的实验数据, 
可能最终的结果涵盖面更广泛, 适用性更强.
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Abstract
AIM: To analyze Peutz-Jeghers syndrome with 
tumors and its treatment modalities and follow-
up program.

METHODS: Retrospective clinical data on 26 cases 
admitted to the First and Second Affiliated Hos-
pitals of Jingchu University of Technology from 
September 1986 to August 2006 were analyzed.

RESULTS: Ten patients (38.46%) had a clear 
family history of Peutz-Jeghers syndrome. The 
main manifestations were skin and mucosa 
pigmentation, abdominal pain and hematoche-
zia. Bowel obstruction was found in 14 patients 
(53.85%), alimentary tract hemorrhage in 10 pa-
tients (38.46%), and malignant diseases in 6 pa-
tients (23.08%) (colonic cancer in three patients 
and gastric cancer in the other 3 patients). The 
average age of the patients at the diagnosis was 
31 years. The pathohistology showed poorly-
differentiated mucinous adenocarcinomas in all 
the patients. The main treatment modalities used 
were high frequency electric polypectomy under 
endoscope, polyposis intestinalis polypectomy 
and partial excision of the bowel.

CONCLUSION: Peutz-Jeghers syndrome pa-
tients have a high morbidity of cancer. Peutz-
Jeghers syndrome occurs at a young age. Re-
peated endoscopy, high frequency electric pol-
ypectomy and regular screening for cancer can 
improve its long term curative effect.

Key Words: Peutz-Jeghers syndrome; Gastroenteric 
tumor

Wu SX, Lin J. Peutz-Jeghers syndrome with tumors: an 
analysis of 26 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(3): 332-334

摘要
目的: 分析Peutz-Jeghers综合征及合并癌变的
临床特征, 总结其治疗和随访方案. 

方法: 回顾性分析荆楚理工学院附属第一、

二临床医院1986-09/2006-08间收治的26例
Peutz-Jeghers综合征患者的临床资料. 

结果: 10例患者(38.46%)家族史明确, 临床以
皮肤黏膜色素沉着、腹痛及便血为主要表现. 
并发肠梗阻14例(53.85%), 消化道出血10例
(38.46%); 发生恶变6例(23.08%), 其中结肠癌
3例, 胃癌3例, 平均确诊年龄31岁, 恶变者的病
理组织学分型均为低分化黏液腺癌. 内镜下高
频电凝息肉切除术、开腹肠道息肉切除及肠
部分切除术为主要治疗手段.

结论: Peutz-Jeghers综合征患者是恶性肿瘤的
高发人群, 肿瘤患者发病年龄轻, 分化较差. 定
期复查内镜, 以内镜高频电凝积极处理肠息
肉, 以及筛查肿瘤是提高Peutz-Jeghers综合征
远期疗效的有效方法.

关键词�� Peutz-Jeghers综合征; 胃肠道肿瘤

吴绍新, 林军. Peutz-Jeghers综合征合并肿瘤分析26例. 世界

华人消化杂志  2008; 16(3): 332-334
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0  引言

Peutz-Jeghers综合征亦称黑斑息肉病, 是一种

®

■背景资料
黑斑息肉病是一
种较罕见的常染
色体显性遗传病, 
其发病机制、恶
变情况及治疗方
案等方面存在诸
多争议.

■同行评议者
孙延平 ,  副教授 , 
上海第二军医大
学附属长征医院
普外科
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较罕见的常染色体显性遗传病 .  其临床特点

为消化道错构瘤性息肉和黏膜、肢端色素沉

着. 消化道息肉常可以导致腹痛、消化道出血

和肠套叠、肠梗阻等急症. 由于Peutz-Jeghers
综合征相对罕见, 并以前认为其胃肠道息肉属

错构瘤性质, 不是癌前病变[1], 所以有时候对其

容易发展为恶性肿瘤的特点重视不够, 对息肉

的处理和患者的随访上还存在不足. 我们回顾

性分析荆楚理工学院附属第一、二临床医院

1986-09/2006-08收治26例Peutz-Jeghers综合征

患者的临床特点和恶变所发生的特点, 总结其

治疗和随访策略.

1  材料和方法

1.1 材料 1986-09/2006-08荆楚理工学院附属第

一、二临床医院收治Peutz-Jeghers综合征患者

的26例, 男14例, 女12例, 年龄4-53(平均26)岁, 12
岁以下3例, 13-20岁15例, 20岁以上8例, 发生恶

变患者确诊时的平均年龄为32岁, 住院次数最

多达7次, 平均2.1次, 10例患者(38.46%)家族史明

确, 20例(76.92%)患者以腹痛, 14例患者(53.85%)
以便血为主要症状, 同时有腹痛及便血者10例
(38.46%). 所有患者均有口腔、口唇黏膜色素沉

着, 其中11例患者有手掌、足底色素沉着,  8例患

者有颜面部色素沉着. 所有患者经内镜、消化道

造影及手术证实诊断, 均有小肠多发性息肉, 其
中15例患者还有胃十二指肠多发性息肉, 12例患

者还有结肠多发性息肉, 10例患者则全消化道均

有多发性息肉. 并发肠梗阻14例(53.85%), 消化道

出血10例(38.46%), 发生恶变6例(23.08%), 其中

结肠癌3例, 胃癌3例, 病理学分型均为黏液腺癌, 
无肝和肺的转移.
1.2 方法 回顾性分析26例Peutz-Jeghers综合征患

者的临床资料, 总结其治疗和随访策略. 具有以

下特点的患者, 临床诊断为黑斑息肉病: (1)具有

典型的消化道错构瘤性息肉伴特征性部位黑斑

色素沉着, 无论其有无家族史; (2)有明确的家族

史, 仅具有以上两种特点之一的患者.

2  结果

22例患者在内镜下行高频电凝息肉切除术, 最
少1次, 其中1例患者达6次, 平均2.5次, 其中有18
例患者因出现严重并发症(如肠道出血、肠套叠

和肠梗阻)而行急诊剖腹探查手术, 9例患者在术

中行多处肠道切开息肉摘除术, 4例患者在结肠

镜下切开小肠一次切除多个息肉. 内镜下及手

术探查中所见胃肠道息肉, 大部分均为有蒂状,
多发, 直径大小不一, 最小0.2 cm, 最大4.2 cm. 术
后病理诊断, 其中24例的组织学结构为错构瘤

或腺瘤性息肉, 6例发生恶变者病理组织学分型

均为低分化黏液腺癌, 无淋巴结及肝、肺等远黏液腺癌, 无淋巴结及肝、肺等远液腺癌, 无淋巴结及肝、肺等远

处转移, 其中错构瘤性息肉发生癌变者5例, 腺
瘤性息肉发生癌变者1例. 发生恶变的息肉直径

均大于2 cm, 最大者超过4.2 cm. 术中及术后患

者一般情况平稳, 均顺利出院. 对所有患者进行

随访(1986-09/2006-08), 失访3例, 期间2-3年定

期复查纤维结肠镜、胃镜或消化道造影等检查, 
如发现有较大息肉(直径大于2.0 cm), 则积极手

术或内镜下行高频电凝切除, 9例患者经2-6次
内镜下行高频电凝息肉切除术或开腹手术治疗, 
至随访结束患者均健在.

3  讨论

1921年, Peutz首先描述此病. 1949年Jeghers  
et al [1]对本病进行系统总结, 以后本病即被称为

Peutz-Jeghers综合征. 该综合征具有三大特征: 
(1)特定部位皮肤及黏膜的色素沉着, 口腔及口

唇黏膜最多见, 其次为手掌、足底; (2)多发性胃

肠道息肉, 息肉可以发生在胃至直肠的任何部

位, 以空肠和回肠最为多见, 其次为十二指肠, 
有约1/3的患者累及结肠和直肠, 约1/4的患者累

及胃. (3)遗传性, Peutz-Jeghers综合征是一种常

染色体显性遗传病, 有很高的外显率, 男性和女

性均可携带遗传基因, 家族中数人发病者并不

少见, 约有30%-50%的患者有阳性家族史[2], 而
息肉分布的广泛性与遗传不一定有直接的关系. 
本组10例患者(38.46%)家族史明确, 与文献报道

相符. 该病由单基因突变即可致病, Smith et al [3]发

现LKB1为其致病基因, 定位于19p13.3, 编码丝

苏氨酸激酶, LKB1为一丝氨酸/苏氨酸激酶,属
未知的信息传导系统, 可能影响黏膜上皮细胞

的分化. 本组病例13-20岁者13例(50%), 与文献

报道相符. 本病多发于青春期[4]. 
关于本病能否癌变尚有争议. 有研究 [1]表

明: Peutz-Jeghers综合征息肉主要是错构瘤性息

肉, 是由过度增生的正常黏膜腺体组成, 故不是

癌前病变. Dong et al [4]提出本病发生结肠癌的机

会增加. 本组临床资料表明, 26例中有6例发生

恶变,发生率为23.08%, 恶性肿瘤确诊时的平均

年龄为32岁, 病理组织学分型均为低分化黏液

腺癌. 关于Peutz-Jeghers综合征息肉发生癌变的

机制, Wang et al [2]提出, 一方面确实存在错构瘤-

■应用要点
本文通过对26例
Peutz-Jeghers综合
征患者的临床特
征分析, 提出对本
病患者的息肉应
积极治疗, 尤其是
孤立的大于2 cm
的息肉应尽早切
除, 对患者还应积
极随访, 达到早期
发现、早期治疗
肿瘤, 减少恶性肿
瘤发生的目的.
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腺瘤-癌的发生途径, 但只占Peutz-Jeghers综合征

息肉恶性肿瘤发生率的很小部分; 另一方面多

数肿瘤的发生是通过导致本病的LKB1(STK11)
基因的杂合性缺失而发生, 遵循Knudson[5]二次

打击途径, 符合经典的遗传性肿瘤发生理论. 约
60%的Peutz-Jeghers综合征患者有LKB1(STK11)
基因的先天性缺陷[6], 该基因属于抑癌基因, 其
先天性功能缺陷导致相关信息传导通路的功

能缺陷. 
由于该病患者息肉为多发, 并散布于胃肠

道的各个部位, 很难将息肉全部切除. 本组病例

资料显示出Peutz-Jeghers综合征患者的恶性肿

瘤发生早, 分化差. 
本组临床资料还显示,发生恶变的息肉直径

均大于2 cm, 表明息肉越大, 发生恶变的几率也

越高. 我们认为, 此病虽然少见, 但更应注意其

临床特点, 详细询问家族史. 一旦本病诊断成立, 
对于Peutz-Jeghers综合征患者息肉应积极治疗, 
尤对孤立的大于2 cm的息肉, 或息肉密集于一段

肠管并有剧烈腹痛者, 应尽早切除, 2-3年内定期

复查结肠镜、胃镜, 如发现有较大息肉, 应积极

手术或内镜下高频电凝切除, 以减少恶性肿瘤

的发生. 无论患者是否有家族史, 建议对所有患

者均积极随访, 以达到早期诊断、减少急性并

发症、早期发现和治疗肿瘤, 减少恶性肿瘤的

发生.
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Abstract
AIM: To analyze the relationship between 
depression and immunity indexes such as 
immunosupressive acid protein (IAP) and T 
lymphocytes in cancer patients.  

METHODS: Depression, IAP, subpopulation of T 
lymphocytes and natural killer cells were stud-
ied in 65 patients with advanced tumors. The 
relationship between depression and immune 
function in patients with or without depression 
was analyzed. 

RESULTS: Compared to the control group, 
there was no difference in the location of cancer, 
evolvement of illness and sex in immunity func-
tion, while there was a difference in depression 
between other groups. The serum levels of IAP 
and CD8 were significantly higher in the depres-
sion group than in the control group (IAP: 696.76 

± 331.78 vs 499.03 ± 233.74, P < 0.01; CD8: 36.65 ± 
14.20 vs 30.02 ± 9.78, P < 0.05). The serum levels of 
CD4 and NK were lower in the depression group 
than in the control group (NK: 17.03 ± 11.36 vs 
23.63 ± 13.24, P < 0.05; CD4: 35.59 ± 13.10 vs 41.41 
± 8.14). There was no difference in the serum lev-
els of CD3, CD4/CD8. IAP was negatively related 
with CD4 and CD4/CD8, and positively related 
with CD8. CD3 was not related with NK cells. 

CONCLUSION: Depression is correlated with 
the immunity function in cancer patients. 

Key Words: Cancer; Depression; Immunosuppres-
sive acidic protein; Immunity
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depression and serum immunosuppressive acidic protein, 
subpopulation of T lymphocytes and natural killer cells in 
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摘要
目的: 研究肿瘤患者血清IAP和T淋巴细胞等
免疫指标与抑郁之间的关系.   

方法: 对65例晚期肿瘤患者采用ZUNG量表
进行抑郁调查, 同时检测血清IAP、T淋巴细
胞亚群和NK细胞数量, 分析肿瘤患者抑郁与
免疫功能之间的关系. 

结果: 免疫功能与肿瘤部位、病情进展情
况、性别之间无显著相关性, 而抑郁与免疫功
能检测指标之间呈显著相关; 抑郁组肿瘤患
者血清IAP和CD8高于非抑郁组(IAP: 696.76
±331.78 vs  499.03±233.74, P <0.01; CD8: 
36.65±14.20 vs 30.02±9.78, P <0.05), 而NK和
CD4低于非抑郁组(NK: 17.03±11.36 vs  23.63
±13.24, P <0.05; CD4: 35.59±13.10 vs  41.41
±8.14), CD3、CD4/CD8两组间比较无统计学
差异; IAP与CD4和CD4/CD8呈负相关, 与CD8
呈正相关, 与NK和CD3间无显著相关性. 

结论: 肿瘤患者免疫功能抑制与抑郁状态相关.

关键词� 肿瘤; 抑郁; 免疫抑制酸性蛋白; 免疫
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■背景资料
恶性肿瘤患者常
伴随情绪上的变
化, 抑郁是常见的
情绪障碍之一. 而
关于抑郁与免疫
功能之间关系的
研究中, 引入与肿
瘤免疫功能和肿
瘤预后密切相关
的指标IAP, 尚不
多见.
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0  引言

恶性肿瘤患者常伴随情绪上的变化, 抑郁是常见

的情绪障碍之一[1]. 国内外研究伴有抑郁的肿瘤

患者的免疫功能中, 选择的免疫检测指标集中在

NK细胞计数和T细胞亚群数量的测定, 尚未有免

疫抑制酸性蛋白(immunosuppressive  acidic protein, 
IAP)与抑郁相关性的研究. 我们对65例病理确诊

的恶性肿瘤患者采用Zung抑郁自评量表进行测

评, 同时联合检测IAP、NK、T细胞亚群等指标研

究肿瘤患者免疫功能与抑郁之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-11/2004-06我院肿瘤科收治的经

病理检查确诊的恶性肿瘤患者65例, 除外免疫

系统疾病及精神疾患, 肝、肾功能基本正常. 其
中男41例, 女24例; 年龄22-74(平均55±10)岁, 
其中消化道肿瘤26例, 肺癌20例, 其他系统实体

肿瘤19例; 既往治疗病情稳定者(SD)52例, 病情

进展者(PD)13例.
1.2 方法 实验组管理人员对入选癌症患者按

入院顺序进行编号, 由患者本人填写《Zung抑
郁自评量表》评定抑郁状况, 按《Z u n g抑郁

自评量表》分为抑郁(SDS≥42分)组和非抑郁

(SDS<42分)组. 采取患者空腹静脉血, 应用中科

院上海细胞生物研究所IAP检测试剂盒采用单
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向免疫琼脂扩散法检测血清中IAP水平. NK细

胞、T 淋巴细胞亚群检测由上海市长征医院细

胞学实验室应用流式细胞仪测定.
统计学处理 原始数据采用SPSS11.5统计

软件包进行两独立样本的t检验(independen t 
samplest test)和单变量一般线性模型(Univariate 
General Linear Model)分析. 

2  结果

用单变量一般线性模型分析数据得出的结果显

示免疫功能与肿瘤部位、病情进展情况、性别

之间的差别无统计学意义(P>0.05), 而抑郁与否与

免疫功能监测指标比较结果有意义(P<0.05)(表1). 
用两独立样本的t检验分析抑郁组和非抑郁组IAP, 
NK, CD3, CD4, CD8, CD4/CD8的测量值, 抑郁组

IAP值显著高于非抑郁组(P <0.01), NK、CD4低
于非抑郁组(P<0.05), CD8高于非抑郁组(P<0.05), 
CD3、CD4/CD8两组间之间比较无统计学差异

(P>0.05)(表2). 采用独立样本t检验研究IAP与其他

免疫检测指标之间的关系, 检测结果提示IAP与
CD4和CD4/CD8呈密切的负相关, 与CD8呈正相

关, 与NK和CD3间无显著相关性(表3).
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■应用要点
IAP在决定肿瘤治
疗及判断预后方
面有着重要的参
考价值, 同时, 大
量研究证明动态
观察IAP的变化可
用来评价肿瘤的
治疗效果及预后. 

表 1 混杂因素与肿瘤患者免疫功能之间的分析

     
                             性别               疾病部位                                进展与否                                抑郁与否

                   F      P           F                P                       F         P               F                    P

IAP             1.647 0.204     2.�10          0.06�             0.434     0.513         7.577             0.00�

NK             0.545 0.463     0.3�2          0.6�4             0.104     0.749         4.674             0.034

CD3             0.339 0.562     1.244          0.295             0.4��     0.4�7         2.333             0.132

CD4             2.347 0.131     1.293          0.2�2             0.799     0.375         4.525             0.037

CD�             0.43� 0.510     0.073          0.929             0.12�     0.721         4.715             0.034

CD4/CD�             2.120 0.150     0.062          0.940             0.035     0.�52         2.790             0.100

表 2 抑郁组与非抑郁组免疫功能分析结果

     
  n     IAP                   NK              CD3         CD4       CD8           CD4/CD8

抑郁 34    696.76±331.7�      17.03±11.36       65.�2±16.90       35.59±13.10       36.65±14.20      1.16±0.64

非抑郁 31    499.03±233.74      23.63±13.24       71.17±10.00       41.41±�.14         30.02±9.7�        1.40±0.4�

T            -2.7525�          2.161993      1.527512              2.127195           -2.17147        1.670253

P              0.007714          0.034424      0.13172   0.037325              0.033669        0.099�31

表 3 IAP与其他免疫检测指标之间的关系

     
      NK           CD3          CD4        CD8    CD4/CD8

IAP     r        0.065    -0.239    -0.356     0.301   -0.371

          P     0.606      0.055      0.004      0.015      0.002
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3  讨论

抑郁是一种负性情绪障碍, 主要表现为体质量下

降、难以入睡、情绪低落、悲伤失望、思维迟

缓、生活及工作能力减退等. 抑郁的病因学研

究中, 应激是重要的病因之一. 恶性肿瘤是一个

应激源, 可引起机体应激的情绪和生理反应, 包
括一系列神经、内分泌和免疫功能的变化. 关
于抑郁与肿瘤患者免疫功能之间的关系, 国内

外主要以T细胞亚群和NK细胞为检测指标[2], 未
见有以IAP作为肿瘤免疫功能的检测指标的报

道. IAP是国内外研究较成熟的一种免疫抑制

因子,  Tamura et al首先于1981年从晚期胃癌患

者的腹水中分离出的一种糖蛋白. 肝细胞、巨

噬细胞、粒细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞和

肿瘤细胞都可以分泌少量的IAP. 体外实验证

实IAP可抑制植物血凝素诱导的淋巴细胞的增 
殖[3], Nakashima et al [4]也发现IAP对NK细胞活

性有抑制作用. Shibata et al [5]通过动物实验证实

IAP可延缓变态反应的发生, 还可以抑制抗体产

生. IAP既可以抑制细胞免疫, 又可以抑制体液

免疫, 既可以抑制特异性免疫, 又可以抑制非特

异性免疫, 与患者的免疫功能呈负相关, 可较客

观的反应肿瘤患者的免疫功能. 
我们发现抑郁组肿瘤患者IAP和CD8高于非

抑郁组(P<0.01), NK, CD4低于非抑郁组, 提示肿

瘤伴有抑郁患者免疫功能低下. 同时发现, 抑郁

组血清IAP水平明显高于非抑郁组, 且IAP与CD4, 
CD4/CD8的关系密切, IAP升高的同时CD4下降. 
Yamaguchi et al [6]研究IAP与淋巴细胞表面抗原之

间关系的结果与此一致, 他们发现IAP可下调淋

巴细胞表面CD4抗原的表达, 对CD8抗原的表达

没有影响, 因而认为IAP可能通过下调淋巴细胞

表面CD4抗原的表达发挥免疫抑制作用. 在决定

肿瘤治疗及判断预后方面, IAP也有重要的参考

价值, 大量研究证明动态的观察IAP的变化可以

用来评价肿瘤的治疗效果及判断肿瘤的预后[7-9]. 
因此, 把IAP作为研究抑郁与肿瘤患者精神情绪

变化之间的一个切入点, 值得进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the epidemiological features 
of abdominal cocoon and its diagnosis and 
treatment in China during the past 14 years.

METHODS: Reports on abdominal cocoon pub-
lished from January 1994 to June 2007 were re-
trieved from various databases, such as Chinese 
Medical Current Content (CBM) and National 
Knowledge Infrastructure (CNKI). The epide-
miological features of abdominal cocoon and its 
diagnosis and treatment were analyzed.

RESULTS: A total of 776 patients with abdomi-
nal cocoon were reported in China during the 
past 14 years. The male to female ratio was ap-
proximately 1∶1.37. The mean age of patients at 
the time of their diagnosis was 29.3 years. Fifty-
seven percent of the patients were distributed 
in East China. Intestinal obstruction of different 

types was the main clinical manifestation in 
91.5% of the patients, diffuse abdominal cocoon 
was found in 68.3% of the patients, and greater 
omentum was absent in 40.5% of the patients. 
Capsule resection was the main procedure for 
the treatment of abdominal cocoon.

CONCLUSION: Abdominal cocoon is more com-
mon in East China and is difficult to diagnose 
before operation. Capsule removal and adhesion 
release are effective against the disease.

Key Words: Abdominal cocoon; Epidemiological 
feature; Diagnosis; Treatment

Qiu FB, Zhang SL, Zhang S, Zhang B, Lu Y, Cui P. 
Epidemiology of abdominal cocoon in China during the 
past 14 years . Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(3): 
338-341

摘要
目的: 探讨中国近14年腹茧症的流行病学特
征和诊疗经验. 

方法: 联合检索中国生物医学文献数据库和
中国知识资源总库等多家中文数据库1994-01 
/2007-06有关腹茧症的文章, 总结分析腹茧症
的流行病学特征和诊治经验. 

结果: 中国近14年共报道776例腹茧症, 男女
比例为1∶1.37, 平均年龄29.3岁, 57%分布在
华东地区,  91.5%以不同表现形式的肠梗阻为
主要症状, 68.3%属于弥漫型腹茧症, 40.5%患
者无大网膜, 手术以包膜切除为主.

结论: 腹茧症主要分布在华东地区, 术前诊断困
难, 切除包膜和松解粘连是治疗此病有效方法.

关键词�� 腹茧症; 流行病学特征; 诊断; 治疗

邱法波, 张圣林, 张顺, 张斌, 卢云, 崔鹏. 中国腹茧症14年流行

病学特征. 世界华人消化杂志  2008; 16(3): 338-341
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0  引言

腹茧症(abdominal cocoon)是一种罕见的腹部疾

®

■背景资料
腹茧症是一种罕
见的腹部疾患, 病
因不明, 术前诊断
困难, 尚存在不少
争议. 

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上
海交通大学附属
第六人民医院普
外科
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患, 1978年Foo et al [1]首先命名. 腹茧症的病因不

明, 术前诊断困难, 是一种存在不少争议的腹部

疾病[2], 以小肠被茧状包裹在一层异常的纤维膜

内为其特征, 治疗以手术为主, 近年有很多个案

报道, 但对其流行病学特点及诊治方案尚无统

一认识. 本文复习中国近14年的文献资料, 探讨

腹茧症的流行病学特征和诊治经验. 

1  材料和方法

1.1 材料 联合检索中国生物医学文献数据库

和中国知识资源总库等多家中文数据库1994- 
01/2007-06的文章266篇, 共报道776例腹茧症.
1.2 方法 以腹茧症、小肠禁锢症、小肠茧状包

裹症、原发性硬化性腹膜炎和小肠节段性纤

维包裹症为检索关键词, 分别检索到216篇(652
例, 占84.0%)、44篇(118例, 15.2%)、3篇(3例, 
0.4%)、1篇(1例, 0.1%)和2篇(2例, 0.3%). 检出的

文章5篇综述和5篇重复报道不计入统计, 共有

776例腹茧症, 年度报道情况见图1, 可见近几年

腹茧症的发病有增加的趋势. 

2  结果

2.1 地区分布 统计涵盖我国30个省、自治区和

直辖市的腹茧症发病情况, 按照7个地区划分: 
东北地区27例(3%)(黑龙江5例, 吉林6例, 辽宁16
例); 华北地区100例(13%)(河北36例, 山西8例, 
北京36例, 天津19例, 内蒙古1例); 西北地区30例
(4%)(陕西7例, 甘肃3例, 青海13例, 新疆1例, 宁
夏6例); 华东地区437例(57%)(山东160例, 安徽

24例, 浙江118例, 福建39例, 江苏39例, 江西28
例, 上海29例); 华南地区48例(6%)(广东27例, 广
西21例, 海南0例); 华中地区85例(11%)(河南46
例, 湖南27例, 湖北12例); 西南地区49例(6%)(云
南5例, 四川44例, 贵州0例, 西藏0例). 中国的腹

茧症主要(57%)分布在沿海的华东地区, 处于亚

热带季风气候, 推断其发病与气候可能有一定

的关系. 
2.2 性别和年龄 776例患者中, 男328例, 女448
例, 男女比例为1∶1.37, 女性发病略多于男性, 
这与文献所报道此病多发于女性有一定差别. 
本组病例中, 年龄最小2岁, 最大79岁, 平均29.3岁.
2.3 症状 776例患者腹痛、恶心、腹胀440例、恶心、腹胀440例恶心、腹胀440例、腹胀440例腹胀440例
(56.7%),  痛吐胀闭(腹痛、恶心呕吐、腹胀和

停止排便排气)270例(34.8%), 腹部包块208例
(26.8%)无症状(无腹茧症相关症状, 因其他疾病

手术中发现腹茧症)66例(8.5%). 91.5%的患者

是以不同表现形式的肠梗阻为主要表现, 34.8%
的患者有肠梗阻的典型表现, 即腹痛、恶心呕

吐、腹胀和肛门停止排便排气, 有学者称腹茧

症为一种特殊类型的肠梗阻. 
2.4 入院诊断 776例患者中372例(47.9%)入院诊

断为肠梗阻, 说明患者多以不同类型的肠梗阻

为主要表现, 入院诊断为腹茧症仅36例(4.6%). 
入院诊断为阑尾炎114例(14.7%)、腹部肿块48
例(6.2%)、卵巢囊肿38例(4.9%)、不孕症55例
(7.1%)、腹膜炎28例(3.6%)、消化性溃疡和肠

结核各6例(0.8%)、腹内嵌顿疝和消化道穿孔

各2例(0.3%)、肠系膜肿瘤和急性胆囊炎各1例
(0.2%), 有18例(2.3%)诊断不明, 另有49例(6.3%)
在进行其他手术中发现合并腹茧症. 
2.5 腹部手术史 本组776例患者中36例(4.6%)既
往有腹部手术史, 其中阑尾切除术8例, 肠部分

切除术7例, 腹腔化疗5例, 剖腹探查术4例, 卵巢

手术、胆囊切除术和胃癌根治术各3例, 肝癌切

除术、门腔分流术和疝修补术各1例. 
2.6 合并症 本组病例中有72例(9.3%)合并有其

他疾病, 合并原发性不孕症25例、卵巢囊肿18
例、阴睾和小肠肿瘤各3例、肠系膜血管畸

形、胆石病、肠结核、上消化道穿孔、肠扭转

和消化道出血各2例, 合并子宫肌瘤、异位妊娠

破裂、输卵管积水、短小肠畸形、贲门癌、直

肠癌、盆腔脓肿、结核性腹膜炎、切口疝、脾

蒂扭转和腹股沟斜疝各1例.
2 . 7  手术方式及术中所见  所有腹茧症患者患者

均行手术治疗 ,  手术方式以包膜切除(430例 , 
55.4%)、阑尾切除(174例, 22.4%)和单纯包膜

切开(119例, 15.3%)最为常见. 其他手术方式有

肠排列(101例, 13.0%)、肠段切除(89例, 11.5%)
和肠侧侧吻合(13例, 1.7%). 术中发现: 530例
(68.3%)患者纤维膜包裹全部小肠, 其中有37例
(4.8%)患者的纤维膜连同盆腔内脏器, 如子宫、

卵巢等一起包裹, 纤维膜的厚度(530例)在1-12 

■相关报道
近年有很多腹茧
症个案报道, 但对
其流行病学特点
及诊治方案尚无
统一认识.

图 1 中国腹茧症年度报道情况.

例数

篇数

19
94

 

19
95

 

19
96

 

19
97

 

19
98

 

19
99

 

20
00

 

20
01

 

20
02

 

20
03

 

20
04

 

20
05

 

20
06

140
120
100
80
60
40
20
0

例
(篇

)数

年度



www.wjgnet.com

340                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年1月28日    第16卷   第3期

mm之间; 8例(1.0%)患者无子宫附件等; 314例
(40.5%)患者无大网膜.
2.8 预后 776例患者中, 仅378例有预后情况报

道, 其中79例(20.9%)术后再次发生肠梗阻, 27
例(7.1%)再手术治疗, 14例(3.7%)发生肠瘘, 6例
(1.6%)出现短肠综合征; 手术后总共死亡13例, 
死亡率3.4%, 主要死因为肠瘘、腹腔感染、短

肠综合征及多器官功能衰竭.

3  讨论

腹茧症为腹腔部分或全部脏器被一层纤维膜包

裹, 包裹内容物以小肠最为常见. 其诊断名称较

多, 但由于纤维膜把腹腔脏器作为一个整体包

绕固定于后腹壁, 故称之腹茧症更为恰当, 大多

数学者以“腹茧症”命名此病. 
腹茧症的病因还不清楚, 可能与下列因素

有关: (1) 性别和地域因素: 以往认为本病多发生

于年轻女性且伴有反复发作的妇科疾病, 引起

亚临床性腹膜炎, 致纤维蛋白渗出机化后形成

包膜[1]. 本组病例统计男女比例是1∶1.37, 男女

发病情况相差不大; 并且男性病例报道也逐渐

增多[3], 说明性别可能不是该病的发生因素. 有
资料提示, 本病存在地区性发病情况, 以热带及

亚热带地区多见[4]. 中国的腹茧症主要(57%)分
布在华东地区, 处于亚热带季风气候, 其发病与

地域可能有一定的关系. (2)药物影响: β-受体阻

滞剂能降低环磷酸腺苷酸(cAMP)和环磷酸鸟苷

酸(cGMP)比例, 导致胶原过度生成和腹腔内纤

维蛋白渗出机化, 腹腔内纤维化形成致密的白

色纤维膜包裹压迫小肠, 引起腹茧症[5]. (3)亚临

床型腹膜炎: 由于腹腔内刺激, 引起纤维蛋白渗

出, 机化形成纤维性包膜. 腹腔化疗[6]、腹膜透

析[7]和腹腔结核[8]等, 可刺激腹膜发生化学性腹

膜炎, 纤维素样物沉积形成纤维膜, 引起腹茧症. 
本组病例中4.6%的患者既往有腹部手术史, 说
明腹茧症的发病与腹腔损伤刺激引起的急慢性

炎症有一定关系, 可能是腹茧症的发病因素之

一. (4) 发育异常: 因为有儿童病例的报道[9], 并
且许多腹茧症患者手术中发现大网膜和(或)子
宫附件缺如和合并先天性畸形等, 有学者认为

腹茧症是一种先天性腹膜畸形, 为胚胎发育过

程中腹膜发生变异所致的先天性疾病[10]. 本组病

例中40.5%的患者无大网膜, 1.0%的患者无子宫

附件, 还有患者合并先天性畸形, 说明该因素可

以作为腹茧症的主要病因之一. 
腹茧症可分为局限型和弥漫型两种, 局限

型是指仅部分小肠等脏器被纤维膜包裹, 弥漫

型是指全部小肠合并或不合并其他脏器(尤其是

盆腔脏器)被纤维膜包裹. 本组资料中68.3%的患

者纤维膜包裹全部小肠(其中4.8%的患者连同盆

腔脏器包裹), 属于弥漫型腹茧症, 其发生率高于

局限型腹茧症. 
腹腔内纤维膜呈茧状, 乳白色或淡黄色, 表

面光滑, 起自屈氏韧带、肠系膜根部或小网膜, 
止于回肠中下段或盆腔脏器, 与前腹壁部分粘

连, 膈下间隙消失. 纤维膜厚度在1-12 mm之间, 
质地坚韧, 易于松解, 松解后纤维膜肠面可见多

个肠管压迹. 肠间疏松粘连分离后小肠浆膜光

滑, 肠壁柔韧如常. 纤维膜部分硬化呈玻璃样病

变, 间质小血管充血扩张, 伴淋巴细胞浸润[11-12]. 
腹茧症一般没有症状, 某些因素(如腹腔脏

器炎症、饱餐后体位变化等)可使肠管炎性水肿

增粗, 肠袢折叠过度而包膜又限制肠管活动, 诱
发急性肠梗阻等外科急腹症, 其临床表现为:  (1)
青年患者多发(本组平均年龄29.3岁), 女性发病

比例略高于男性(男∶女 = 1∶1.37); (2)不明原

因的肠梗阻或便秘[13]; (3)反复发作的腹痛、恶

心和腹胀病史(56.7%), 仅约1/3(34.8%)的患者同

时有停止排便排气; 缺乏典型肠梗阻的四大特

征[14], 非手术治疗有效, 有时可自行缓解; (4)部
分患者(26.8%)表现为无症状的腹部包块, 包块

能被压缩, 表面可闻及肠鸣音. 腹茧症属外科少

见病, 无特殊临床表现, 可终生无症状, 常因肠

梗阻、腹部包块或合并其他疾病时被发现. 
近年来国内外虽屡有报道, 但因缺乏规范

的诊断标准, 本病诊断困难, 尤其术前确诊者甚

少[15], 中国腹茧症近14年术前正确诊断率仅为

4.6%. 以下辅助检查有助于诊断: (1) X线检查主

要表现为部分肠梗阻征象[11]; (2)消化道钡餐检

查可发现包块内为活动受限的小肠, 加压后肠

管不易分离, 推动包块, 该段小肠随之移动, 即
Navani所说的“菜花征”[16]; (3)CT表现为圆形

包块有肠管入出的部位, 包块的后上方有纠集

的肠系膜血管断面像, 其内可见呈“串珠”样

改变的小肠, 合并肠梗阻时对比剂沿肠管只能

到达包块的外缘[17-18]; (4)MRI的多参数、多方位

成像可以直接显示肥厚迂曲的肠管, 肠腔内气

体、液体以及与大网膜粘连的情况[19]. 
腹茧症的确诊依靠腹腔镜或剖腹探查, 术中

发现全部或部分小肠被纤维膜包裹[20]. 病理检查

显示包膜为致密的纤维素样膜状组织, 部分呈

玻璃样变性, 无上皮细胞, 纤维呈非特异性炎症, 

■应用要点
本文复习中国近
14年的文献资料, 
探讨中国腹茧症
的流行病学特征
和诊治经验, 以指
导腹茧症的诊断
和治疗, 提高诊治
水平.
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有少量白细胞和淋巴细胞浸润[11]. 
腹茧症的治疗以手术为主, 原则上彻底切

除包膜, 松解粘连和切除囊带[12], 也有学者主张

无须刻意追求包膜完全切除和广泛分离, 只要

充分松解粘连就能够达到治疗效果[21]. 虽然有

学者主张腹茧症应尽量行非手术治疗, 但此病

常无明显症状, 多合并其他疾病呈急性起病, 入
院时不能明确诊断, 多行手术处理. 本组776例
患者全部手术治疗, 手术方式主要是包膜切除

(55.4%)或切开(15.3%). 肠管如无病变则不作肠

切除术, 切忌将包裹内小肠当作肿瘤全部切除, 
以免引起短肠综合征[22], 本组病例有11.5%行肠

管切除. 小肠松解后是否作小肠排列术仍有争

议, 本组有13.0%病例行小肠排列; 王飞海 et al [23]

认为小肠排列术可能会造成小肠粘连成团, 包
裹重新生成. 本组病例有22.4%行阑尾切除; 有
学者认为即使无阑尾病变, 在不增加手术难度

的情况下可同时将阑尾切除, 以免患者再发生

阑尾病变以及由此引起的肠梗阻, 而增加手术

机会[23]. 
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