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Abstract
Early pancreatic cancer is rarely discovered, 
and most patients are diagnosed at the middle 
or advanced stage. A number of c l inical 
doctors treat operation indications differently, 
so many patients with resectable pancreatic 
cancer do not obtain a curable therapy due 
to this unstandardized process. This review 
aims to provide references for clinicians and 
press forward the unstandardized therapy of 
pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Diagnosis; Stand-
ardized therapy; Operation indication

Zhang QH, Chen ZY. Emphasis on the standardization 
of therapy for pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(34): 3819-3821

摘要
早期胰腺癌极少被发现, 大多数临床胰腺癌患
者已属中晚期. 部分临床医生对患者的手术指
征宽严度的把握不一, 相当多可切除胰腺癌患
者未获得合理的治愈性治疗. 本文旨在推进胰

腺癌的规范治疗, 为临床医生治疗该疾病提供
参考.

关键词�� 胰腺癌; 诊断; 规范治疗; 手术指征
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0  引言

临床研究发现, 早期胰腺癌屈指可数, 大量的临床

患者是中晚期胰腺癌患者. 部分临床医生对这些

患者的手术指征宽严度的把握出现了偏差. 在中

小城市胰腺癌手术切除率低于5%, 而大城市胰腺

癌手术切除率可高达36%. 由此推测相当多可切

除胰腺癌的患者未获得合理的治愈性治疗. 那么

胰腺癌根治术作为高难度手术是否应该向中小

城市普及. 众多专家持质疑态度. 问题的焦点是胰

十二指肠切除术不仅手术难度大, 更重要的是术

后围手术期的处理和并发症的处理十分棘手[1-4]. 
临床资料表明胰腺外科专业组施行胰十二指肠切

除术的死亡率和并发症明显低于非专业组[5]. 因
此, 中小城市外科医生应及时将胰腺癌患者转诊

到大城市胰腺癌诊治中心治疗应该形成共识. 

1  胰腺癌治疗

在胰腺癌规范治疗中, 引起外科医生重视和困惑

的是淋巴结清扫的有效性和神经丛清除的精确

性[6]. 我们曾报道了2340例胰腺癌临床流行病学

调查, 发现胰腺癌根治术后5年生存率仅为8%[7]. 
淋巴结转移情况是影响预后的主要原因之一. 因
此, 提高临床外科医生廓清淋巴结转移癌灶技术

对提高胰腺癌患者的预后是至关重要的. 
我们时常碰到手术中按血管骨骼化清扫淋

巴结, 但病理报告只有几个淋巴结受到浸润. 华
山医院曾用显微镜法找淋巴结, 70例胰腺癌标

本中每例平均可找到30多枚淋巴结, 最多可髙

达60多枚淋巴结. 我们主张胰头癌根治术中应

清扫肠系膜上静脉周围或腹主动脉旁淋巴结. 
这一区域是胰腺癌转移的好发部位. 其根据是

www.wjgnet.com
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华山医院胰腺癌诊疗中心对近70例胰腺癌术后

标本进行显微镜法分离寻找定位检查, 发现肠

系膜上动脉旁和腹主动脉旁淋巴结转移率高达

50%[8]. 甚有学者提出应该重视胰腺癌前哨淋巴

结的清扫问题, 认为胰腺癌扩大根治术过度淋

巴结清扫会影响患者阻遏癌转移的免疫自然屏

障, 因此适度掌握胰腺癌淋巴结清扫范围已成

为胰腺外科专家争议的热点. 
有研究报道直径小于2 cm的胰腺癌术后5年

生存率为19%-41%. 而直径小于1 cm的微小胰腺

癌术后5年生存率可达67%. 早期胰腺癌特指肿瘤

直径小于2 cm, 且仅局限了胰腺实质内, 无胰腺外

浸润及淋巴结转移. 肿瘤可切除标准很大程度依

赖医生的临床技能. 门静脉系统累及和淋巴结转

移不再是手术切除的禁忌, 但肿瘤侵犯门静脉并

有癌栓形成, 侵润肝动脉和肠系膜上动脉是否是

手术切除禁忌还需论证. 薄层增强螺旋CT对反映

胰腺癌浸润周围血管的精确性更高. 现已公认螺

旋CT的双相扫描对判断可切除正确率达90%. 因
此对于胰腺癌患者的影像学检查应首选薄层螺

旋CT的胰腺检查. 国外临床医生热衷于磁共振扫

描成像(MRI)、数字减影血管造影(DSA)、正电

子发射扫描(PET). 我们对临床判断胰腺癌可切除

的参数主要是CT、MRI. 较少采用腹腔镜探查. 
对早期胰腺癌应该采用经典的胰十二指肠切

除术(whipp1e), 对2, 3期的胰腺癌进行扩大范围的

切除, 包括易被累及的淋巴结和神经组织的清扫. 
由于对多数局部进展期肿瘤已侵犯门静脉, 肠系

膜上静脉或肠系膜上动脉患者施行了扩大的胰腺

癌根治术, 手术切除率达47%, 5年生存率23%, 较
传统胰十二指肠切除术有所提高. 区域性全胰切

除术和胰腺癌联合脏器切除术, 手术风险髙, 能否

有效提高生存期有待于观察, 需严格掌握手术指

征. 单纯手术切除者疗效差, 局部复发率高达86%, 
腹膜后种植率40%, 肝转移率达60%-90%, 切缘阳

性者术后生存期不到1年. 由此而提出胰腺癌综合

治疗的观念, 包括术前的放化疗、胰腺癌术中放

疗和术后放化疗. 由于肿瘤的异质性和个体差异, 
目前如何确定先放化疗还是后放化疗对患者个体

而论, 需要进行仔细分析肿瘤的临床分期, 体质、

与邻近血管浸润程度. 尤其要注意介入治疗对于

肿瘤大于5 cm、经CT证实肿瘤与固围血管界限

不清或有侵犯者是适用的. 因为介人化疗后可以

在血管和胰腺癌中间产生炎性水帘有利于手术

分离. 对于小胰癌, 通常采用扩大的胰十二指肠切

除术, 术后常规静脉化疗或区域性介入化疗, 巩固

疗效. 局部进展期胰腺癌包括临床Ⅱ期(T3N0M0)
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和Ⅲ期肿瘤(Tl-3N1M0). 局部进展期肿瘤由于肿

瘤大小不一, 对周围脏器血管侵犯程度不同, 淋巴

结转移情况也不同, 因此术式选择不同. 即使Ⅱ期

胰头癌侵犯门静脉, 肠系膜上静脉少于3/4 wk, 长
度少于2 cm, 无血管内癌栓, 无周围静脉海绵样改

变者, 无侧支循环及门脉高压者. 胰体尾癌仅单纯

侵犯脾脏或横结肠或脾加横结肠, 或侵犯脾动脉

根部以远脾静脉远心端部分胃壁, 而无腹腔动脉

根部侵犯者均应作胰腺癌根治术. Ⅱ期患者中的

T1N1M0和T2N1M0的胰头部或体尾部肿瘤, 均需

作根治术. 对于肿瘤>5 cm, 无明显血管侵犯者仍

应取积极态度予以手术切除, 包括术前区域性介

入化疗产生炎性间隙有利于手术解剖分离, 抑制

肿瘤生长. 胰腺癌已侵犯肠系膜上动脉者应放弃

扩大根治术. 代表欧美国家胰腺癌诊治水平的德

国Piger教授和美国Whish教授几度来中国交流. 在
他们的论文报告中, 对于手术范围还是对经典的

whipple手术情有独钟. 而日本学者则主张扩大根

治术. 即使胰腺癌侵及的静脉也进行胰腺癌区域

性根治术. 钟守先, 赵玉沛教授根据胰头癌的生物

学特性, 建议胰头癌治疗规范化而特称为胰头癌

根治术, 已引起共鸣. 尤其是提出胰头周围的淋巴

结与软组织一并切除并重点强调廓清肝门处及后

腹膜血管周围神经丛的淋巴结是解决术后肿瘤残

留的关键. 这一观点日益得到我国胰腺癌外科专

家的认可和重视. 众多专家认为门静脉被侵及部

分只要不长于2 cm均可切除后行静脉端端吻合, 
因此胰头癌切除率有大幅度提高, 尤其是对有血

管外科技术或能做肝移植的外科医生, 门静脉的

处理更是得心应手. 所以近期大量的胰腺癌手术

病例报告表明其难度或复杂性均可顺利解决. 
胰腺癌外科治疗已从一般的胰十二指肠切除

术进入以清除淋巴结为目的的根治术. 扩大腹膜

后淋巴结清扫不会增加围手术期手术死亡率, 但
患者长期存活时间没有明显延长. 根据目前意大

利、日本和美国临床资料不足够支持进行扩大

腹膜后淋巴结扫除的胰十二指肠切除. 腹腔镜胰

十二指肠切除术在技术上已经成熟, 但是能否达

到淋巴结清扫干净有待于腹腔镜医生的经验积

累、操作技术的熟练及对胰腺癌生物学特性的

进一步认识. 保留幽门胰十一二指肠切除术, 其
十二指肠切缘肠壁内神经束膜和固有肌层神经

节内有癌肿播散及幽门黏膜下淋巴结转移, 所以

彭淑慵教授认为幽门胰十二指肠切除术(pylorus-
preserving- pancreaticoduodenectomy, PPPD)不能作

为胰头癌的常规. 此时我们就更应重视根治术时

淋巴结清扫的范围和彻底性. 应该承认血管骨骼

www.wjgnet.com

■研发前沿
胰腺癌的早期诊
断, 早期治疗仍是
关注的焦点, 有待
于去认真思考和
拓展.
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化标志着淋巴结清扫的干净程度. 然而, 胰腺癌的

淋巴转移途径十分复杂. 影响转移的因素很多. 肿
瘤的部位, 大小, 深度, 向四周浸润的范围, 均可影

响淋巴结的转移. 因此肿瘤的淋巴流注及淋巴结

转移具有不确定性. 因此人们还在探究采取某种

淋巴流注跟踪检查的方法帮助临床医生从直觉上

客观判断淋巴结转移状况. 华山医院外科采用活

性炭跟踪剂进行胰腺癌淋巴结转移方面的研究提

示淋巴结癌转移与胰腺癌肿瘤大小不成正比. 即
使胰腺癌病灶小于2 cm仍可能胰周淋巴结有转移, 
甚至有跳跃式转移. 所以我们提出采用纳米技术

使活性炭与肿瘤药物偶连. 使其与淋巴结有高度

的趋附性, 通过淋巴流注途径使杀伤淋巴结转移

癌灶更为有效. 这些有益的探索既可标明胰腺癌

转移的途径又能起到淋巴结癌灶的杀灭, 有十分

重要的临床研究价值. 
诚然胰体尾癌手术切除率有大幅度上升, 从

理论上来讲胰体尾切除对缓解患者疼痛是十分

有效, 从技术层面上来讲胰体尾切除较whipple术
容易些. 然而胰体尾癌根治术后患者的术后比胰

头癌更差. 5年生存率不超过5%. 多数学者认为其

预后差的主要原因是胰体尾更易侵及神经丛, 而
目前手术范围更少清扫神经丛. 其实不然, 胰体尾

癌的淋巴清扫是否彻底才是影响预后的重要原

因. 已知胰体尾的淋巴汇集方式按胰长轴分体尾

上下两部分. 胰体尾上半部的淋巴从局部淋巴结

经脾动脉淋巴结到腹腔动脉周围淋巴结, 再进入

腹主动脉周围淋巴结, 或经肝总动脉干淋巴结再

达腹腔动脉周围淋巴结; 胰体尾下半部的淋巴或

经胰下淋巴结达肠系膜根部淋巴结或直达肠系膜

根部淋巴结. 另外, 胰体尾淋巴可逆行到胃左动脉

干淋巴结, 肝门部淋巴结及胰头前后淋巴结. 胰尾

部癌第一站的淋巴结(第8, 9, 10, 11, 14及18组, 共6
组)必须切除. 脾门, 脾动脉和胰下缘的3组淋巴结

在切除胰, 脾都已连同切除, 而腹腔动脉周围(第9
组), 肝总动脉干周围(第8组)和肠系膜根部的淋巴

结(第14组)要仔细逐个清除. 胰体部癌接近重要血

管区, 因此血管很易受到侵犯, 特别是腹腔动脉与

肝总和脾动脉的分叉部位, 当侵及后, 癌细胞继而

向腹腔动脉干蔓延, 将其包裹并向深侵润到腹主

动脉前鞘, 造成切除困难. 胰体癌向后侵润可直接

达腹主动脉右侧壁, 也可侵及肠系膜上动脉. 肿瘤

向下侵润可涉及屈氏韧带部位, 晚期时造成十二

指肠梗阻. 因此, 当胰体癌已侵及腹腔动脉干, 腹
主动脉或屈氏韧带等时往往已不宜手术, 即使切

除亦是姑息性治疗. 当肿瘤尚属二期或探查无明

确的血管侵及时, 则可行根治性切除. 

新近临床病理研究表明胰腺癌对胰周神经丛

浸润与淋巴结转移的机率相同, 手术中仅仅重视

淋巴清扫而忽略胰周神经丛的处理也不是胰腺癌

的规范治疗. 既然手术对胰腺癌淋巴结清扫和胰

周神经的处理难以奏效. 术后介入化疗是否可以

杀伤淋巴结转移癌灶和抑制神径丛癌浸润的程度

值得探讨. 目前有些医院采用了术后化疗或介人

治疗, 患者无瘤生存期有了适当延长, 我们还需大

宗病例的临床流行病调查来论证这个治疗方案.
我们在临床上更多的是面对不能切除的胰

腺癌并伴有转移的患者. 通过各种治疗方法力

求获得解除消化系梗阻, 恢复自主饮食. 用化学

疗法, 放疗、热疗等稳定或减缓肿瘤发展速度,
减轻患者疼痛和营养支持以期提高患者生活质

量和延长生命. 生物治疗已成为胰腺癌综合治

疗中重要的组成部分, 特别是靶向治疗、基因

治疗、抗血管生成治疗、免疫治疗等多种手段

相互融合, 逐渐展现出了诱人前景. 目前, C225+
健择作为进展期与转移性胰腺癌化疗的一线方

案已在Ⅲ期临床实验中取得了较好的初步结果.

2  结论

胰腺癌的规范化治疗随着医生的医技快速提高, 
手术切除率的上升, 各地胰腺癌病例的积累, 不
难发现胰腺癌的早期诊断, 早期治疗仍是我们

关注的焦点, 有待于去认真思考和拓展.
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
its location of p38MAPK in CCl4-induced 
hepatic fibrosis in rats and hence to reveal the 
relationship between hepatic fibrosis and the 
p38 MAPK signal transduction.

METHODS: A rat model of hepatic fibrosis 
was established by subcutaneous injection of 
carbonte trachloride (CCl4). Thirty-six male SD 
rats (weight 180-220 g) were randomly divided 
into two groups: normal control group (n = 12) 
and model group (n = 24). They were randomly 
scarified at 3, 6 and 9 weeks after injection of 
CCl4 respectively. Their liver tissues were ana-

lyzed for histopathological changes. Gene ex-
pression of p38MAPK was measured by reverse 
transcription-PCR and immunohistochemistry 
was used to detect the protein expression and 
localization.

RESULTS: The level of fibrosis was markedly 
aggravated at different time spots in the process 
of CCl4-induced hepatic fibrosis in rats. With the 
aggravation of hepatic fibrosis, the expression 
of p38MAPK mRNA and p38MAPK protein in-
creased gradually, mainly in the mesenchymal 
cells.

CONCLUSION: Up-regulated p38MAPK is in-
volved in CCl4-induced hepatic fibrosis in rats, 
and p38MAPK signal transduction may promote 
CCl4-induced hepatic fibrosis in rats.

Key Words: p38MAPK; Hepatic fibrosis; Hepatic 
stellate cell

Wu WJ, Yang MF, Xu XB, Zhang XH, Ji HZ, Yuan BS, Zhu 
RM. Expression and its location of p38MAPK in CCl4-
induced hepatic fibrosis in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(34): 3822-3827

摘要
目的: 观察p38MAPK在实验性大鼠肝纤维化
(hepatic fibrosis, HF)发生过程中表达量的变
化及其定位, 从而揭示p38MAPK信号传导通
路与HF形成之间的关系. 

方法: 采用CCl4 sc诱导大鼠HF模型, 36只♂

SD大鼠(体质量在180-220 g)随机分为正常对
照组(12只)和CCl4造模组(24只), 造模3、6、
9 wk结束时分别随机处死各组大鼠. 取其肝
脏观察HF形成过程中不同时间段各组大鼠肝
组织病理变化, 用RT-PCR技术检测p38MAPK 
mRNA在造模过程中肝组织中的表达变化, 免
疫组化方法检测p38MAPK在造模过程中肝组
织中蛋白表达量的变化, 及其在肝组织中的表
达分布情况. 

结果: 与正常对照组比较, CCl4诱导的实验性
大鼠HF不同时间段纤维化程度明显加重, 随

®

■背景资料
肝纤维化(HF)已
成为一个危害人
类生命健康的世
界性问题, 如果能
阻止其发生, 肝硬
化及其并发症就
能得到有效控制. 
随着分子生物学
的发展, 许多研究
进一步阐明了HF
发病的分子机制, 
对HF的信号转导
通路的研究结果
显示有多条通路
参与了HF的发生
发展. p38MAPK
是丝裂原活化蛋
白激酶(MAPK)家
族中重要的一员, 
他在HF发生、发
展的过程中起着
重要的作用.
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着HF的形成, p38MAPK在mRNA水平和蛋白
水平都表现出增加的趋势, 并且主要表达于肝
脏的间质细胞, 肝细胞未见染色.

结论: p38MAPK在HF的形成中持续上调, 参
与HF形成的病理过程, p38MAPK信号传导通
路活化可能促进CCl4诱导的HF的形成.

关键词�� p38MAPK; 肝纤维化; 肝星状细胞

吴文娟, 杨妙芳, 许小兵, 张晓华, 季洪赞, 袁柏思, 朱人敏. 
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0  引言

p38MAPK信号传导通路是丝裂原活化蛋白激酶

(mitongen activited protein kinase, MAPK)家族的重

要组成成员, 在炎症反应、细胞应激反应、细胞

迁移、细胞凋亡以及细胞表型转分化等方面起

着重要作用[1]. 最近的研究发现, p38MAPK特异性

抑制剂SB203580干扰博莱霉素诱导的肺纤维化

动物模型后纤维化程度明显减轻[2]. Chin et al [3]报

道, 转化生长因子β1(TGF-β1)通过活化p38MAPK
诱导属肾小球系膜细胞的前胶原Ⅰ的合成, 提
示p38MAPK在TGF-β1诱导的细胞外基质(ECM)
合成中起重要作用. 到目前为止, p38与肝纤维化

(hepatic fibrosis, HF)发生的关系研究较少, 本实验

拟通过CCl4诱导HF的发生, 观察p38MAPK在HF
发生中的表达情况, 从而进一步探讨p38MAPK信

号传导通路活化与HF发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠, 体质量180-220 g, 购
自中国人民解放军南京军区南京总医院实验动

物中心. CCl4(天津市永记商贸有限公司), 兔抗大

鼠mAb α-SMA, 大鼠抗小鼠mAb p-p38购自Cell 
Signal公司. 二抗购自Dako公司. TRIzol RNA提

取试剂盒是Gibco公司的产品. RT-PCR试剂盒购

自大连宝生物公司. 根据GenBank序列设计引物, 
由上海生工合成.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠HF模型的建立: 给大鼠sc 400 mL/L 
CCl4/橄榄油溶液, 每次剂量为6 mL/kg, 首剂量

加倍, 2次/wk, 持续9 wk, 造模期间大鼠自由饮

水、摄食.
1.2.2 实验动物分组及处理: 将36只清洁级♂SD
大鼠随机分为正常对照组(12只)和CCl4造模组

(24只), 正常对照组sc生理盐水, CCl4造模组建立

HF模型. 整个实验过程共9 wk. 造模3、6、9 wk
结束时分别处死(末次sc CCl4 72 h). 正常对照组

大鼠4只和造模组大鼠8只, 取5 mm×5 mm×5 
mm肝右叶放入冻存管, -70℃冰箱冻存. 取其肝

左叶经40 g/L的甲醛固定, 石蜡包埋, 2-3 μm厚

度连续切片, 做HE和Masson染色确定其病理变

化, 并进一步做免疫组化观察α-SMA, 磷酸化

p38MAPK(p-p38MAPK)在肝脏组织中的表达

变化.
1.2.3 病理组织观察: 取各组大鼠新鲜肝左叶, 
用40 g/L甲醛溶液固定, 制作病理石蜡切片, 分
别作HE和Masson染色, 显微镜下观察肝组织

结构、肝细胞炎症反应及纤维组织增生情况. 
Masson染色光镜下胶原呈绿色, 采用Image Pro 
Plus(IPP)Version 5.0图像分析软件, 每张切片随

机取5个视野, 图像放大200倍, 测量阳性染色面

积, 取平均值, 计算其占视野面积的百分数. 
1.2.4 免疫组化: 采用免疫组化EnVision法检测

α-SMA、p-p38MAPK蛋白表达. 高温、高压抗

原修复, 修复液为1 mmol/L EDTA(pH8.0), 常规

DAB显色, 苏木素复染及中性树脂封固. 显色结

果采用IPP5.0图像分析软件, 每张切片随机取5
个视野, 图像放大200倍, 测量阳性染色面积, 取
平均值, 计算其占视野面积的百分数.
1.2.5 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR): (1)引物合

成: 具体序列如下: p38: Forward Primer 5'-tccaag
ggctacaccaaatc-3', Reverse Primer 5'-tgttccaggtaag
ggtgagc-3', 引物长度: 341 bp, β-actin大鼠β-actin: 
Forward Primer 5'-gagagggaaatcgtgcgtgac-3', 
Reverse Primer 5'-catctgctggaaggtggaca-3'. (2)提
取总RNA及RT-PCR过程: 各取约50-100 mg组
织, 采用TRIzol试剂盒提取总RNA, 在使用分光

光度计在260/280 nm处检测总RNA的质量和纯

度之后, 使用cDNA合成试剂盒将mRNA反转录

为cDNA. cDNA采用相应特异性引物进行PCR
扩增. 25 μL的反应体积包括1 μL上、下游特异

性引物(各0.5 μL)、0.124 μL的Taq聚合酶、5 μL 
cDNA、13.876 μL灭菌蒸馏水和5 μL 5×PCR 
Buffer. PCR反应过程: 在起始2 min 94℃热启

动之后, 反应进入35个循环, 其中94℃变性30 s, 
55℃退火30 s, 72℃延长2 min. (3)取PCR反应产

物10 μL, 在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳30 min, 图
像分析仪采集图像, 以内参β-actin为基准, 作半

定量分析.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 

■研发前沿
p 3 8 M A P K 信 号
传导通路是参与
HF的重要信号传
导 通 路 ,  肝 组 织
p 3 8 M A P K 表 达
的上调是导致细
胞外基质过度合
成、沉积的重要
原 因 .  通 过 干 预
p38MAPK分子表
达有望成为抗HF
的有效途径.
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应用SPSS11.0统计软件对数据进行方差分析, 
P <0.05具有显著性意义.

2  结果

2.1 肝组织的病理学变化

2.1.1 肝脏HE染色病理学显示: 正常对照组在各

个时间点肝小叶结构完整, 肝细胞排列整齐, 无
炎细胞浸润, 无纤维间隔形成. 3 wk时模型组肝

小叶结构不甚完整, 多数肝细胞气球样变性, 汇

管区部分炎性细胞浸润. 6 wk时模型组肝细胞气

球样变明显, 见有灶性坏死, 肝小叶及汇管区内

大量淋巴, 单核细胞浸润, 纤维间隔开始形成. 9 
wk时模型组肝小叶结构破坏, 多数肝细胞气球

样变, 肝细胞灶性坏死, 大量淋巴细胞, 单核细细胞, 单核细, 单核细

胞浸润, 纤维组织间隔形成明显(图1).
2.1.2 肝脏Masson染色结果显示: Masson染色光

镜下可见绿色为胶原纤维, 正常对照组少量绿

色的胶原纤维分布于汇管区和中央静脉管壁, 

■创新盘点
本文用免疫组化
和RT-PCR的方法
直接检测HF进展
过程中肝组织中
p38MAPK表达量
的变化, 分析其与
HF发生的可能关
系.

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3

D1 D2 D3

图 1 实验进程中肝组织的病理学变化及α-SMA的表达变化. A: 正常对照组; B: 模型组3 wk; C: 模型组6 wk; D: 模型组9 

wk. 1: HE染色; 2: Massion染色; 3: α-SMA免疫组化.
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模型组3、6、9 wk可见粗大的绿色的胶原纤维大

量分布于汇管区和中央静脉管壁以及不完全纤

维间隔中, 且随造模时间的延长, 其分布越来越

多. 模型组9 wk纤维组织大量增生, 并向内延伸形

成纤维隔, 部分已包绕肝组织团块, 形成假小叶, 
与正常对照组有显著性意义(P<0.05, 图1, 表1).
2.2 肝组织中α-SMA的表达情况 正常对照组汇

管区动脉和中央静脉壁有少量α-SMA阳性细胞, 
肝窦壁阴性; 模型组肝组织中α-SMA阳性表达

明显增加, 胞质呈棕黄色, 大量表达于纤维增生

的汇管区、中央静脉周围纤维间隔及靠近纤维

间隔的肝窦周围, 且随造模时间的延长, 其表达

分布越来越多, 与正常对照组相比有显著性意义

(P<0.05, 图1, 表1). 
2.3 肝组织中p38MAPK的表达情况 
2.3.1 免疫组化结果显示: 正常对照组3、6、9 

wk实验大鼠肝组织中p-p38MAPK几乎无阳性

表达, 模型组肝组织中可见p-p38MAPK阳性表

达, 低倍镜下可见小叶中央静脉周围、汇管区

及肝小叶内均有条索状、星芒状p-p38MAPK阳

性表达. 高倍镜下, p-p38MAPK阳性表达主要

分布于肝脏间质细胞中. 且随造模时间的延长, 
p-p38MAPK的阳性表达明显增多、增强, 与正常

对照组相比具有显著性意义(P<0.05, 表1, 图2).
2.3.2 RT-PCR检测结果显示: 与正常对照组比较, 
各组大鼠肝组织中p38MAPK mRNA均表达增

加(均P <0.01), 且随造模时间的延长, p38MAPK 
mRNA表达亦呈显著递增趋势(图3).

3  讨论

HF是肝脏对各种病因所致的慢性肝损伤的一种

修复反应, 其实质是以胶原分泌为主的细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)的过度沉积[4]. 活
化的肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是肝

内ECM的主要来源[5-6]. 在各种致纤维化的损伤

下, HSCs表型从富含维生素A的静息细胞表型转

变为具有增殖性、分化性的肌成纤维表型[7]. 伴
随着HSCs的激活, 大量的细胞因子及其信号传

导通路被激活, 不仅可以维持HSCs的活化表型

还可以维持HSCs的增殖活性和分泌活性[8]. 近
年来细胞因子及其信号传导通路在HF形成中的

作用得到越来越多的研究. 其中MAPK可以易

位至胞核并激活转录因子的蛋白激酶, 成为多

■应用要点
本文主要研究在
肝组织MAPK信
号传导通路中重
要成员p38MAPK
在HF进展中的表
达变化 ,  可为HF
的防治提供新的
思路.

表 1 各组胶原面积、α-SMA以及p38MAPK表达变化
(mean±SD, n  = 8, %)

     
分组            胶原面积

      α-SMA阳性      p38MAPK

                   表达面积         表达面积

正常对照组      0.16±0.10    0.20±0.0�      0.01±0.01

模型组3 wk     0.20±0.30a   0.50±0.35a     0.05±0.02a

模型组6 wk     0.67±0.25a   1.55±0.50a     0.10±0.05a

模型组� wk     3.08±0.60a   5.48±1.52a     0.50±0.10a

aP<0.05 vs  正常对照组.

图 2 p38MAPK蛋白的表达及定位. A: 正常对照组; B: 模型组3 wk; C: 模型组6 wk; D: 模型组9 wk.

A B

C D
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←
←



www.wjgnet.com

3826                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2008年12月8日      第16卷     第34期

种信号途径的汇集点, 因此对于MAPK的研究

受到更多的关注. MAPK属于Ser/Thr蛋白激酶

家族, 主要成员有3个: ERK(细胞外信号调节激

酶), JNK(c-Jun氨基末端激酶)和p38MAPK. 其中

对于ERK信号传导通路在HF形成中的作用研究

较多, 大量研究发现各种肝损伤可导致PDGF受
体的上调和PDGF分泌的增加, 活化的PDGF受
体进一步引起信号分子Ras的聚集, 从而进一步

活化ERK, 活化的ERK调节核内转录因子的转

录; 并能介导细胞周期蛋白(Cyclin)D, E表达, 促
使HSC从G1期进入S期并增殖[9]. 我科研组有研

究观察ERK及其下游核糖体S6蛋白激酶随着纤

维化的进展其表达量均进行性增加[10]. 然而对于

p38MAPK在HF形成中的作用目前研究较少. 
p38M A P K信号传导通路是M A P家族的

重要组成成员, 经外界刺激而激活, 故又称为

MAPK应激信号通路. 在各种细胞外刺激包括紫

外线、热休克、渗透压休克、内毒素、细胞因

子如白细胞介素-1(IL-1)、肿瘤坏死因子(TNF)
和G蛋白偶联受体等的激活作用下, 相继磷酸

化激活TAK/ASK/NLK, MKK3/MKK6, 进而

p38MAPK三肽基区的Thr、Tyr被双磷酸化而被

激活[11], 激活的p38可磷酸化转录因子ATF-2、
Elk-1[12-14], 导致他们的转录活性的升高, 从而

进一步调节最终的生物应答反应. TGF-β是HF

形成中最主要的促纤维化细胞因子, 其可通过

TGF-β/SMAD通路促进HF的形成. 近年的研究

发现TGF-β也可以诱导p38MAPK信号传导通路

的活化[15]. 
本实验免疫组化及RT-P C R结果显示, p- 

p38MAPK在正常对照组中未见阳性表达, 而
p38MAPK mRNA仅有极少量表达, 说明在正常

生理状态下肝组织中p38MAPK是以无活性的非

磷酸化形成存在. 在模型组中, 随着造模时间的

延长和HF程度的加重, p-p38MAPK及p38MAPK 
mRNA表达均逐渐增多、增强, p38MAPK表达

水平与HF程度呈显著正相关. 说明在HF形成

中, p38MAPK被激活, 活化的p38MAPK转移入

核内, 磷酸化下游转录因子, 调节目的基因的表

达, 从而可能由此参与了大鼠HF形成. 另外免疫

组化结果显示p-p38MAPK主要表达于肝间质细

胞的胞核中, 肝细胞中未见表达, 可见p38MAPK
信号传导通路主要作用于肝间质细胞. HSC和

Kupffer细胞是肝间质细胞的主要成分, HSC被
认为在HF形成的起着决定性的作用, 多种细胞

因子及其信号传导通路通过促进HSC的活化、

增殖, 进一步促进HF的发生. 本实验中HSC的活

化标准物α-SMA的表达随造模时间的延长逐渐

增加, 增强, 且主要表达于纤维增生的汇管区、

中央静脉周围纤维间隔及靠近纤维间隔的肝窦

周围, 与胶原的表达呈显著正相关, 而p38MAPK
的表达与α-SMA及胶原的表达均呈显著正相关, 
因此可以推测p38MAPK信号传导通路可能通过

诱导HSC的活化、增殖促进HF的形成. 
肝损伤早期Kupffer细胞可以释放多种细胞

因子作用于HSC促进HSC的活化、增殖. 近年来, 
Kupffer细胞在HF形成中的作用也在逐渐被认为

所重视, Kupffer是肝脏内活性氧(ROS)的主要来

源, ROS诱导氧化反应, 加重HF. Imamura et a1 [16]

研究发现, 抑制Kupffer的浸润, 可抑制HSCs的激

活, 从而抑制HF的形成. Nieto[17]研究发现, HSC
和Kupffer细胞共同培养后, 比HSC单独培养时, 
一方面有更多的转化表型, 另一方面增殖性也

明显增加, α1(Ⅰ)和α2(Ⅰ)前胶原基因的表达

明显增加, 此研究另一个重要的发现是H2O2和 
IL-6可能是通过活化p38MAPK信号传导通路增

加HSC的增殖和胶原的表达. 因此我们仍需要继

续研究p38MAPK信号传导通路通过何种方式促

进HF的形成, 其是否可将HSC和Kupffer相联系, 
这为我们研究及治疗HF提出了新的思路.

图 3 p38MAPK mRNA的表达. A: 正常对照组; 2: 模型组3 

wk; 3: 模型组6 wk; 4: 模型组9 wk.
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■同行评价
本研究设计较合
理, 结果可靠, 具
有 一 定 的 科 学
性、创新性和可
读性.



www.wjgnet.com

吴文娟, 等. p38MAPK在大鼠实验性肝纤维化发生中的表达及其意义               3827

4      参考文献
1 Ono K, Han J. The p38 signal transduction pathway: 

activation and function. Cell Signal 2000; 12: 1-13
2 Matsuoka H, Arai T, Mori M, Goya S, Kida H, 

Morishita H, Fujiwara H, Tachibana I, Osaki T, 
Hayashi S. A p38 MAPK inhibitor, FR-167653, 
ameliorates murine bleomycin-induced pulmonary 
fibrosis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2002; 283: 
L103-L112 

3 Chin BY, Mohsenin A, Li SX, Choi AM, Choi ME. 
Stimulation of pro-alpha(1)(I) collagen by TGF-
beta(1) in mesangial cells: role of the p38 MAPK 
pathway. Am J Physiol Renal Physiol 2001; 280: 
F495-F504

4 Friedman SL. Molecular regulation of hepatic 
fibrosis, an integrated cellular response to tissue 
injury. J Biol Chem 2000; 275: 2247-2250  

5 Goddard CJ, Smith A, Hoyland JA, Baird P, 
McMahon RF, Freemont AJ, Shomaf M, Haboubi 
NY, Warnes TW. Localisation and semiquantitative 
assessment of hepatic procollagen mRNA in 
primary biliary cirrhosis. Gut 1998; 43: 433-440

6 Kinnman N, Francoz C, Barbu V, Wendum D, 
Rey C, Hultcrantz R, Poupon R, Housset C. The 
myofibroblastic conversion of peribiliary fibrogenic 
cells distinct from hepatic stellate cells is stimulated 
by platelet-derived growth factor during liver 
fibrogenesis. Lab Invest 2003; 83: 163-173

7 Eng FJ, Friedman SL. Fibrogenesis I. New insights 
into hepatic stellate cell activation: the simple 
becomes complex. Am J Physiol Gastrointest Liver 
Physiol 2000; 279: G7-G11

8 Gong W, Roth S, Michel K, Gressner AM. Isoforms 
and splice variant of transforming growth factor 
beta-binding protein in rat hepatic stellate cells. 
Gastroenterology 1998; 114: 352-363

9 Feng DY, Zheng H, Tan Y, Cheng RX. Effect of 
phosphorylation of MAPK and Stat3 and expression 

of c-fos and c-jun proteins on hepatocarcinogenesis 
and their clinical significance. World J Gastroenterol 
2001; 7: 33-36 

10 杨妙芳, 谢渭芬, 张新, 强晖, 孙田美, 朱樑. 核糖体S6
蛋白激酶在大鼠肝纤维化组织中的表达. 第二军医大
学学报 2004; 25: 153-156

11 Raingeaud J, Gupta S, Rogers JS, Dickens M, 
Han J, Ulevitch RJ, Davis RJ. Pro-inflammatory 
cytokines and environmental stress cause p38 
mitogen-activated protein kinase activation by dual 
phosphorylation on tyrosine and threonine. J Biol 
Chem 1995; 270: 7420-7426

12 Raingeaud J, Whitmarsh AJ, Barrett T, Dérijard 
B, Davis RJ. MKK3- and MKK6-regulated gene 
expression is mediated by the p38 mitogen-
activated protein kinase signal transduction 
pathway. Mol Cell Biol 1996; 16: 1247-1255

13 Dérijard B, Raingeaud J, Barrett T, Wu IH, Han J, 
Ulevitch RJ, Davis RJ. Independent human MAP-
kinase signal transduction pathways defined by 
MEK and MKK isoforms. Science 1995; 267: 682-685

14 Janknecht R, Hunter T. Convergence of MAP kinase 
pathways on the ternary complex factor Sap-1a. 
EMBO J 1997; 16: 1620-1627

15 Tsukada S, Westwick JK, Ikejima K, Sato N, Rippe 
RA. SMAD and p38 MAPK signaling pathways 
independently regulate alpha1(I) collagen gene 
expression in unstimulated and transforming 
growth factor-beta-stimulated hepatic stellate cells. 
J Biol Chem 2005; 280: 10055-10064

16 Imamura M, Ogawa T, Sasaguri Y, Chayama K, 
Ueno H. Suppression of macrophage infiltration 
inhibits activation of hepatic stellate cells and liver 
fibrogenesis in rats. Gastroenterology 2005; 128: 
138-146

17 Nieto N. Oxidative-stress and IL-6 mediate the 
fibrogenic effects of [corrected] Kupffer cells on 
stellate cells. Hepatology 2006; 44: 1487-1501

           编辑  史景红  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志作者贡献及同行评议公开政策

本刊讯 本刊实行作者贡献及同行评议公开政策, 具体格式如: (1)作者贡献分布: 陈湘川与庞丽娟对此文所作

贡献两均等; 此课题由陈湘川, 庞丽娟, 陈玲, 杨兰, 张金芳, 齐妍及李洪安设计; 研究过程由陈玲, 杨兰, 张金芳, 

蒋金芳, 杨磊, 李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘川, 杨兰及 

庞丽娟完成; 本论文写作由陈湘川, 庞丽娟及李洪安完成. (2)同行评议者: 房静远教授, 上海交通大学医学院附

属医院仁济医院, 上海市消化疾病研究所; 韩新巍教授, 郑州大学第一附属医院放射科; 匡安仁教授, 四川大学华

西医院核医学科. (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-08)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年12月8日; 16(34): 3828-3834
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

EGCG对肝纤维化大鼠TGF-β1和CTGF表达的影响

甄茂川, 王效民, 尹震宇, 汪 谦, 刘平果, 吴国洋, 俞可克, 李岗山 

甄茂川, 王效民, 尹震宇 刘平果, 吴国洋, 俞可克, 李岗山, 
厦门大学附属中山医院肝胆外科 福建省厦门市 361004
汪谦, 中山大学附属第一医院肝胆外科 广东省广州市 
510080 
甄茂川, 博士, 主要从事肝纤维化、肝癌发病机制及治疗方面的
研究.
作者������������ 研究过程由甄茂川, 王效民, 尹震宇, 汪谦, 刘平
果及吴国洋操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由汪谦提供; 
数据分析由吴国洋, 俞可克及刘平果完成; 本论文写作由甄茂川
与尹震宇完成.
通�作者���作者��作者���� 甄茂川, 361004, 福建省厦门市, 厦门大学附属中山
医院肝胆外科. zhenmc@sohu.com
电话: 0592-2993142
收稿日期: 200�-09-22 ��日期: 200�-11-01: 200�-09-22 ��日期: 200�-11-01200�-09-22   ��日期: 200�-11-01��日期: 200�-11-01日期: 200�-11-01: 200�-11-01200�-11-01
接受日期: 200�-11-03 ����日期: 200�-12-0�日期: 200�-11-03 ����日期: 200�-12-0�: 200�-11-03 ����日期: 200�-12-0�200�-11-03   ����日期: 200�-12-0�: 200�-12-0�200�-12-0�

Effect of EGCG on expression 
of TGF-β1 and CTGF in rats 
with liver fibrosis 

Mao-Chuan Zhen, Xiao-Min Wang, Zhen-Yu Yin, 
Qian Wang, Ping-Guo Liu, Guo-Yang Wu, Ke-Ke Yu, 
Gang-Shan Li

Mao-Chuan Zhen, Xiao-Min Wang, Zhen-Yu Yin, Ping-
Guo Liu, Guo-Yang Wu, Ke-Ke Yu, Gang-Shan Li, 
Department of Hepatobillary Surgery, Zhongshan Hospital 
Affiliated to Xiamen University, Xiamen 361004, Fujian 
Province, China
Qian Wang, Department of Hepatobiliary Surgery, the First 
Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen University, Guangzhou 
510080, Guangdong Province, China
Correspondence to: Mao-Chuan Zhen, Department of Hep-
atobillary Surgery, Zhongshan Hospital Affiliated to Xiamen 
University, Xiamen 361004, Fujian Province, 
China. zhenmc@sohu.com
Received: 2008-09-22    Revised: 2008-11-01 
Accepted: 2008-11-03    Published online: 2008-12-08

Abstract
AIM: To examine the protective effects of 
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) on CCl4-
induced hepatic fibrosis.

METHODS: A rat model of CCl4-induced hepat-
ic fibrosis was established to assess the effect of 
EGCG on the treatment for fibrosis. Liver fibro-
sis of the rats was evaluated by two histological 
methods: HE staining and Masson’s trichrome 
staining. Activities of serum ALT and AST were 
checked with automated biochemistry analyzer. 
The levels of liver tissue hydroxyproline, gluta-
thione (GSH) and thiobarbituratic acid reactive 

substances (TBARS) were also determined. The 
expression of α-SMA in hepatic tissue was de-
tected by immunohistochemistry. The mRNA 
and protein levels of TGF-β1 and CTGF expres-
sion were detected by RT-PCR and Western blot 
analysis.

RESULTS: Histological and hepatic hydroxy-
proline examination revealed that EGCG signifi-
cantly arrested progression of hepatic fibrosis. 
EGCG caused significant amelioration of liver 
injury, and reduced activities of serum ALT 
and AST (138.4 ± 45.8 vs 234.6 ± 63.2, 96.4 ± 
20.5 vs 186.2 ± 36.6, both P < 0.05). Redox state 
was improved in CCl4-induced hepatic fibrosis 
through treatment with EGCG, by suppressing 
the TBARS formation and increasing the level of 
GSH. Moreover, EGCG markedly reduced both 
mRNA and protein expression of TGF-β1 and 
CTGF in the liver tissue (P < 0.05).

CONCLUSION: EGCG significantly arrested 
progression of hepatic fibrosis. The underlying 
mechanism was associated with changes in the 
redox state and markedly decreased expression 
of TGF and CTGF in liver tissue.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; Liver fibro-
sis; Transforming growth factor-β1; Connective tis-
sue growth factor

Zhen MC, Wang XM, Yin ZY, Wang Q, Liu PG, Wu GY, 
Yu KK, Li GS. Effect of EGCG on expression of TGF-β1 
and CTGF in rats with liver fibrosis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3828-3834

摘要
目的: 研究表没食子儿茶素-3-没食子酸酯
(EGCG)的抗肝纤维化作用及其机制. 

方法: 运用腹腔注射CCl4构建大鼠肝纤维化
模型, 观察EGCG对大鼠肝纤维化的影响. 运
用HE染色、Massion三色染色检测肝纤维化
的变化; 生化检测血清丙氨酸转移酶(ALT)
及天冬氨酸转移酶(AST); 同时检测肝组织
的羟脯氨酸、还原型谷胱甘肽(GSH) 和硫代
巴比妥酸反应底物(TBARS)含量. 免疫组织

®

■背景资料
肝纤维化是一种
常见的病症, 是慢
性肝病共有的病
理 改 变 ,  不 同 病
因引起的慢性肝
损伤造成以胶原
为主的细胞外基
质各成分合成增
多、降解相对不
足, 过分在肝内沉
积引起肝纤维化. 
肝星状细胞(HSC)
被认为是慢性肝
损伤时细胞外基
质的主要来源, 因
此其在肝纤维化
的发生发展中发
挥着关键作用.

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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化学法观察α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)的表
达; 分别运用RT-PCR和Western blot法检测转
化生长因子β1(TGF-β1)及结缔组织生长因子
(CTGF)mRNA和蛋白质表达. 

结果: EGCG对CCl4诱导的大鼠肝纤维化程度
具有显著的抑制作用. EGCG对肝细胞具有显
著的保护作用, 与纤维化模型组比较, EGCG
干预组血清ALT、AST水平降低(138.4±45.8 
vs  234.6±63.2, 96.4±20.5 vs  186.2±36.6, 均
P <0.05). EGCG显著抑制肝组织α-SMA的表
达. EGCG通过抑制TBARS的形成和提高GSH
含量, 显著改善CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝
脏的氧化状态. 同时EGCG显著抑制肝组织
TGF-β1及CTGF的mRNA和蛋白质的表达(均
P <0.05).

结论: EGCG能够显著抑制肝纤维化的进展, 
其机制与EGCG改善大鼠肝脏的氧化状态及
抑制TGF-β1和CTGF的表达有关. 

关键词�� 表没食子儿茶素没食子酸酯; 肝纤维化; 转

化生长因子β1; 结缔组织生长因子

甄茂川, 王效民, 尹震宇, 汪谦, 刘平果, 吴国洋, 俞可克, 李岗山. 
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0  引言

表没食子儿茶素-3-没食子酸酯(epigallocatechin-
3-gallate, EGCG)是绿茶多酚的主要单体及活性

成分. EGCG作为一种强的抗氧化剂在治疗氧化

应激相关疾病方面引起众多的关注, 如肿瘤、

心血管疾病和纤维化. 最近Chen et al [1]报道, 运
用EGCG预处理可以减轻CCl4诱导的急性肝损

伤. 体外的研究已证明EGCG能够通过抑制HSC 
Ⅰ型胶原的合成, 抑制增殖和诱导凋亡而发挥

抗肝纤维化的作用[2-3]. EGCG能否成为有效的治

疗肝纤维化药物, 尚需进一步研究. 因此, 我们运

用CCl4诱导的大鼠肝纤维化模型, 探讨EGCG对

CCl4诱导的肝纤维化的抑制作用以及相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂健康SD大鼠, 体质量180-200 
g, 由中山大学动物实验中心提供, 动物合格证

号: SCXK(粤)2004A084. 动物房室温20-22℃, 光
照周期12 h. 实验前大鼠适应环境1 wk, 自由饮

水, 无不良反应, 进食、饮水和活动正常者纳入

实验. 羊抗α-SMA, 购自Santa Cruz Biotechnology

公司. 二抗为偶联HRP的抗羊IgGMcAb, 购自武

汉博士德公司. EGCG纯度95%, Sigma公司产品, 
为粉末状, 临用前溶于生理盐水中, 过滤除菌; 明
胶、Triton-X100, Sigma公司产品. CCl4、橄榄油, 
广州威佳公司产品. 考马斯亮蓝R-250, 广州鼎国

公司产品. Massion三色试剂盒, 广州俪科公司产

品. GSH检测试剂盒, Calbiochem公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 分组及方法: 健康♂SD大鼠, 随机分成4组: 
(1)正常对照组, 大鼠给与ip橄榄油1 mL/kg, 每周

2次; (2)EGCG对照组, 大鼠给予ip橄榄油1 mL/kg, 
每周2次, 同时每天ip EGCG(25 mg/kg); (3)纤维

化模型组, 大鼠给予ip 500 mL/L CCl4橄榄油溶

液1 mL/kg, 每周2次. (4)EGCG治疗组, 大鼠给予

ip 500 mL/L CCl4橄榄油溶液1 mL/kg , 每周2次, 
同时每日给予EGCG(25 mg/kg)ip. 实验期间所有

大鼠食用标准饲料. 各组均于7 wk后处死. 处死

前禁食24 h. 处死时, 大鼠用水合氯醛麻醉, 迅速

从心脏穿刺取血, 分离血清, -80℃保存. 平卧状

态下剖腹, 去除肝脏筋膜, 取右叶相同的部分置

于冰生理盐水中充分洗涤后, 一部分用100 g/L
中性甲醛固定, 3 d内石蜡包埋备组织病理检测; 
其余肝组织迅速置于液氮中保存.
1.2.2 肝脏组织病理学检测: 肝脏石蜡切片作HE
染色, Massion三色染色法及α-SMA免疫组化染

色. 由同一位病理学专家光镜下观察肝组织病

理学改变, 对肝损伤程度采用Knodell指数进行

盲法比较和评分[4], 0级: 无纤维化; 1级: 汇管区

纤维化; 2级: 汇管区纤维化扩大; 3级: 桥接样纤

维化; 4级: 肝硬化. 免疫组化采用SP法, 操作按

说明书进行, 结果运用HIPAS-2000型计算机图

像分析系统, 通过显微摄像系统摄取图像并输

入图像分析系统进行灰度变换, 使胶原纤维着

色区域与背景分开, 自动记录着色面积和总面

积. 于100倍镜下测定胶原纤维面积百分比, 计
算方法为: 胶原纤维面积/肝组织面积×100%, 
取平均值. 
1.2.3 肝组织羟脯氨酸含量测定: 采用氯仿-T法
测定. 取肝组织500 mg, 加950 mL/L乙醇脱脂0.5 
d, 于脱脂器中用丙酮脱脂2 d, 取出置10℃烤箱

烘干, 研磨成粉. 再精确称取肝粉40 mg, 放入加

带塞试管内, 加入6 mol/L盐酸3 mL, 放在125℃
烤箱水解5 h. 自然冷却后, 移入50 mL容量瓶加

6 mol/L氢氧化钠调pH至6.0. 用蒸馏水稀释至50 
mL刻度. 过滤后取1.0 mL测定. 各管加1.0氯氨T
溶液摇匀, 室温下放置20 min继续加入1.0 mL过

■研发前沿
目前对肝纤维化
的治疗尚缺乏理
想的药物, 寻找新
的有效的抗肝纤
维化的药物成为
当前国内外研究
的热点.
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氯酸, 5 min后加入1.0 mL 100 mL/L对二甲氨基

苯甲醛溶液. 65℃水浴保温20 min, 取出后冷却. 
20 min后在550 nm波长处比色. 通过运用已知浓

度的羟脯氨酸绘制的标准曲线, 来确定肝组织

的羟脯氨酸的浓度.
1.2.4 肝组织GSH及TBARS含量的测定: GSH
检测试剂盒, Calbiochem公司产品. 脂质过氧化

物的主要降解产物是丙二醛(malondialdehyde, 
MDA), 可与硫代巴比妥酸(thiobarbituric acid, 
TBA)发生反应, 生成紫红色的物质; 该物质在

532 nm处有最大吸收峰. 因此, 可利用于测定样

品中脂质过氧化物的含量.
1.2.5 血清学肝功能测定: 取大鼠血液约3 mL, 置
干燥玻璃管内, 37℃温浴30 min, 4℃冰箱静置2 
h, 3000 g  10 min, 取血清, -80℃保存. 自动生化

分析仪检测肝功能指标ALT和AST.
1.2.6 半定量RT-PCR检测: 取大约300 mg肝组

织, 加入3 mL TRIzol(Invitrogen)提取总RNA, 
在紫外分光仪下测定R N A含量, 根据R N A在

A 260nm/A 280nm≥1.8及10 g/L琼脂糖凝胶电泳28S和
18S RNA条带比值≥1.5鉴定RNA纯度和完整性. 
取2 μg总RNA为模板, 参照TaKaRa公司的RNA 
PCR Kit(AMV)Ver 3.0试剂盒说明书进行逆转录

聚合酶链反应(RT-PCR). 大鼠CTGF寡核苷酸引

物参考Murphy et al [5]序列由上海生工合成, 上
游5'-CTA AGA CCT GTG GGA TGG GC-3', 下
游5'-CTC AAA GAT GTC ATT GTC CCC-3'(383 
bp); 大鼠TGF-β1寡核苷酸引物参考Ding et al [6]

上游5'-TGA GTG GCT GTC TTT TGA CG-3', 下
游5'-ACT TCC AAC CCA GGT CCT TC-3'(350 
bp); 内参照β-actin引物序列如下: 上游5'-TGG 
GAC GAT ATG GAG AAG AT-3', 下游5'-ATT 
GCC GAT AGT GAT GAC CT-3'(452 bp). PCR反
应条件为: 94℃ 2 min; 94℃ 30 s、55℃ 30 s、
72℃ 1 min, 30个循环; 72℃ 10 min. 取PCR扩增

产物10 mL在15 g/L琼脂糖凝胶(含0.5 g/L溴化乙

锭)电泳, 用美国Pharmacia Master Image紫外凝

胶成像系统进行基因表达水平的半定量分析.
1.2.7 Western blot分析: 将肝组织置于冰冷的裂

解液(含150 mmol/L NaCl、50 mmol/L Tris-HCl 
[pH7.6]、0.1% SDS、1% NP-40和蛋白酶抑制

剂复合物)中摇床放置10 min, 13 000 g  10 min
收集裂解物总蛋白, 取40 μg组织蛋白行十二

烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)
并原位电转印至P V D F膜; 膜经封闭液(含20 
mmol/L Tris-HCl[pH7.6]、150 mmol/L NaCl、
0.1% Tween-20和5%脱脂奶粉)处理后, 与羊抗

TGF-β1、CTGF或β-ac t in的多克隆抗体分别

孵育, 膜经漂洗后再与辣根过氧化物酶耦联的

兔抗羊二抗反应, Western blot增强化学发光法

(ECL)发光试剂显影, 灰度成像软件(UVP, UK)
测定主带的吸光度值以计算β-actin、CTGF和 
TGF-β1蛋白表达水平.

统计学处理 实验所得数据用mean±SD表

示, 采用完全随机设计的单因素方差分析, 多个

样本均数间的两两比较采用Student-Newman-
Keuls q检验, 以P <0.05为差异有显著性, 所有操

作均以SPSS11.0统计软件完成.

2  结果

2.1 EGCG对大鼠肝功能的影响 血清AST和ALT
是评价肝脏损伤常用的生化指标. 同正常对照

组相比, 肝纤维化模型组的血清AST和ALT显著

增高; 给予EGCG治疗后血清AST和ALT较模型

组显著降低. 而EGCG对照组同正常对照组无明

显差别(表1).
2.2 EGCG对CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝脏病理

组织学的影响 正常对照组和EGCG对照组为正

常肝脏表现, 颜色深红, 表面光滑, 边缘锐利, 质
地较软. 纤维化模型组肝脏增大, 颜色浅, 边缘

钝, 质地硬, 表面有粗颗粒状表现. EGCG治疗组

肝脏颜色较红, 略增大, 表面尚光滑, 肝脏表面

可见细小颗粒. 运用HE和Massion染色二种组织

病理学方法对肝纤维化程度进行分析. 组织病

理学分析结果显示正常对照组和EGCG对照组

的肝组织肝索结构清晰, 肝细胞以中央静脉为

中心呈放射状, 肝组织内无脂肪空泡(图1A-B), 
仅汇管区和中央静脉有少许胶原纤维存在(图

■相关报道
E G C G作为茶多
酚的主要单体及
活性成分, 以其强
大的抗氧化作用
在治疗氧化应激
相关疾病方面引
起众多的关注, 如
肿瘤、心血管疾
病 和 纤 维 化 .  最
近Chen et al 报道, 
运用E G C G预处
理可以减轻单次
剂量CCl4诱导的
急 性 肝 损 伤 .  体
外的研究已证明
E G C G能够通过
抑制肝星状细胞
Ⅰ型胶原的合成, 
抑制增殖和诱导
凋亡而发挥抗肝
纤维化的作用.

表 1 EGCG对CCl4诱导的大鼠肝纤维化血清ALT和AST的影响 (IU/L)

     
 正常对照组 EGCG 对照组 纤维化模型组 EGCG干预组

AST  65.3±2�.5  66.6±30.6 234.6±63.2a 13�.4±45.�c

ALT  36.2±6.1    35.7±7.� 1�6.2±36.6a   96.4±20.5c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  纤维化模型组.
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2A-B). 模型组肝小叶结构破坏, 纤维组织增生

明显, 将肝小叶分隔成大小不等的肝细胞团, 肝
细胞广泛变性坏死, 汇管区扩大、胶原沉积(图
1C, 2C). 同纤维化模型组比较, 治疗组肝细胞的

变性坏死程度及肝小叶结构破坏程度降低, 肝
脏胶原纤维增生亦明显减轻, 纤维条索疏松变

窄(图1D, 2D). 运用Knodell指数对肝纤维化程度

进行评分分析, 结果显示, EGCG治疗组同模型

组比较有显著差异(表2, P <0.05). 模型组的纤维

化面积为20.5%, EGCG治疗组减低至13.2%(表3, 
P <0.05). 而EGCG对照组和正常对照组之间的组

织病理学变化没有明显的差别.
2.3 EGCG对CCl4诱导的大鼠肝纤维化肝组织

羟脯氨酸含量的影响 在检测肝脏组织病理学

改变的同时, 通过检测肝组织中羟脯氨酸水平, 
对纤维化程度进行定量分析. 同正常对照组相

比较, 肝脏的羟脯氨酸水平在模型组显著增高

(P <0.05); EGCG治疗后羟脯氨酸水平显著下降

表 3 EGCG对CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝组织CTGF和TGF-β1 mRNA及蛋白质表达的影响

     
分组                 TGF-β1 mRNA            TGF-β1蛋白质 CTGF mRNA               CTGF蛋白质

正常对照组 0.39±0.15 0.36±0.15 0.15±0.06 0.17±0.0�

EGCG对照组 0.3�±0.14 0.32±0.12 0.14±0.05 0.1�±0.09

肝纤维化模型组 1.19±0.26a 0.9�±0.24a 0.32±0.19a 0.7�±0.24a

EGCG干预组 0.46±0.22c 0.45±0.1�b 0.22±0.10b 0.36±0.15c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  纤维化模型组.

■创新盘点
本课题基于肝纤
维化研究的最新
进展, 运用CCl4腹
腔注射的大鼠肝
纤维化模型, 观察
EGCG对CCl4诱导
的肝纤维化的保
护作用及其相关
机制.

表 2 EGCG对CCl4诱导的大鼠肝纤维化病理分级的影响

     
分组                n 0级  1级  2级  3级  4级  mean±SD

正常对照组   �    �   0  0  0  0 0.00±0.00

EGCG对照组   �   �   0  0  0  0 0.00±0.00

肝纤维化模型组 12   0   0  1  3  � 3.5�±0.19a

EGCG干预组 14   0   �  5  1  0 1.50±0.17c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  纤维化模型组.

图  1  肝 组 织 切
片HE染色(×100). 
A: 正常对照组; B: 

EGCG对照组; C: 

肝 纤 维 化 模 型 组 ; 

D: EGCG干预组.

A B

C D



www.wjgnet.com

3832                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      200�年12月�日      第16卷     第34期

(P <0.05, 图3).
2.4 EGCG对CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝组织

α-SMA表达的影响 活化的HSC是肝纤维化时基

质蛋白的主要来源. 而α-SMA是HSC活化的重

要指标. 因此, 我们运用免疫组化法检测α-SMA
在肝脏中的表达. 结果显示, 在正常对照组肝脏, 
α-SMA阳性细胞主要存在于门静脉和肝动脉周

围. 给予ip CCl4 7 wk后, α-SMA阳性细胞占据了

大部分的纤维组织. 但同时给予EGCG治疗后纤维

化区域的α-SMA阳性细胞的数量显著减低(图4).
2.5 EGCG对CCl4诱导的大鼠肝纤维化肝脏氧化

还原状态的影响 通过检测大鼠肝组织匀浆中的

GSH和TBARS浓度, 探讨EGCG治疗对肝组织

氧化状态的影响. GSH构成了拮抗自由基的第

一道防线. 如图5A所示, 同正常对照组比较(5.9
±0.2 μmol/g), 肝纤维化组肝组织GSH含量显著

下降(3.5±0.1 μmol/g, P <0.05). 同正常对照组比

较, 肝纤维化组TBARS含量增加约3.2倍(图5B); 
EGCG治疗组肝脏TBARS含量降至(0.78±0.10 
μmol/g, P <0.05, 图5B).
2.6 EGCG对大鼠肝脏CTGF和TGF-β1表达的影

响 RT-PCR结果分析显示肝纤维化模型组肝脏

CTGF和TGF-β1 mRNA的表达显著高于正常对

照组, 而EGCG干预组显著下降, 二者之间的差

异均有统计学意义(图6, 表3, P <0.05). 运用West-
ern blot法检测肝脏CTGF和TGF-β1蛋白表达, 结
果显示肝纤维化模型组肝脏CTGF和TGF-β1蛋
白的表达显著高于正常对照组; 而EGCG干预后, 
CTGF和TGF-β1蛋白的表达均显著下降, 二者之

间的差异均有统计学意义(图6, 表3, P <0.05).

3  讨论

氧化应激被认为是CCl4诱导的肝损伤的主要原

因. CCl4由肝细胞的细胞色素P450代谢生成三

氯甲基自由基. 这些自由基致脂质过氧化, 脂质

过氧化产物引起肝细胞损伤和促进纤维组织的

生成. 本研究结果显示EGCG干预后血清转氨酶

AST和ALT显著下降, 表明EGCG对CCl4引起的

大鼠肝脏毒性具有保护作用. 同先前的研究结

果相同, 经CCl4处理后, 大鼠肝组织中脂质过氧

化标志物TBARS显著增高. 而EGCG能够显著

CCl4所致的大鼠TBARS的形成. GSH作为一种

抗氧化剂在细胞内和细胞外通过结合多种酶反

应步骤扩大其细胞内的功能, 包括活性氧中间

产物的解毒作用及减少蛋白质的硫化、硫氢化

图  2  肝 组 织 切
片Massion染色(×
100). A: 正常对照组; 

B: EGCG对照组; C: 

肝纤维化模型组; D: 

EGCG干预组.
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C D
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图 3 EGCG对CCl4诱导的大鼠肝纤维化肝组织羟脯氨酸含
量的影响. A: 正常对照组; B: EGCG对照组; C: 肝纤维化模

型组; D: EGCG干预组. aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  

纤维化模型组.

■应用要点
本文为 E G C G 能
够成为有效治疗
肝纤维化的药物
提供重要的理论
依据.



www.wjgnet.com

甄茂川, 等. EGCG对肝纤维化大鼠TGF-β1和CTGF表达的影响                3833

和二硫化物的形成. 有研究表明GSH通过谷胱

甘肽过氧化物酶消除脂质过氧化物的产生. 本
实验发现, CCl4处理的大鼠肝脏GSH水平显著下

降, 而EGCG干预后肝脏GSH水平显著增高. 我
们的研究结果同既往的报道相一致, EGCG能够

通过升高GSH水平抑制体外培养的HSCs的氧化

反应[7]. 体外研究还表明, EGCG对肝细胞的保

护作用主要归结于其抗氧化作用[8-9]. 最近, Chen  
et al证实运用EGCG预处理可以通过抑制脂质过

氧化和减少促炎症反应物NO的产生来减轻CCl4

诱导的急性肝损伤[1]. 总之, 这些结果表明EGCG
可能通过其抗氧化能力发挥抗CCl4诱导的大鼠

肝纤维化作用. 
HSCs被认为是细胞外基质(extracel lular 

matrix, ECM)产生的主要来源, 因此其在肝纤维

化的发生和发展中发挥着关键作用[10]. 在正常

肝脏, HSCs处于静止状态. 肝损伤时, HSCs被激

活, 表达α-SMA是HSCs活化的一个重要标志. 
我们的研究发现EGCG抑制肝纤维化进展伴随

着α-SMA表达阳性细胞数量的下降, 表明EGCG
可抑制HSCs的活化. 先前的研究表明氧化应激

通过直接或间接旁分泌刺激受损的肝细胞来促

进肝纤维化发展和HSC活化. 因此, EGCG可能

通过抑制氧化反应依赖的HSCs活化来防止肝纤

维化的形成. 
TGF-β1是目前已知最强的促肝纤维化细

胞因子. 近年研究发现, TGF-β1在体外实验中

可特异性诱导成纤维细胞产生CTGF, 并由后者

作为下游效应介质作用于结缔组织, 刺激成纤

维细胞增殖和细胞外基质合成, 经CTGF介导的

图 4 EGCG对CCl4
诱导的大鼠肝纤维
化 组 织α- S M A 表
达的影响(×200). 
A: 正常对照组; B: 

EGCG对照组; C: 

肝 纤 维 化 模 型 组 ; 

D: EGCG干预组. 

EGCG干预后, 纤维

化区域的α-SMA阳

性细胞显著减少.

A B

C D

■名词解释
桥接样纤维化: 主
要由桥接坏死发
展而来, 桥接样纤
维化虽有纤维间
隔形成, 但小叶结
构大部仍保留.
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图 5 EGCG对CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝组织匀浆中GSH和TBARS的影响. A: 正常对照组; B: EGCG对照组; C: 肝纤维化模

型组; D: EGCG干预组. aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  纤维化模型组.
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TGF-β1信号途径与肝纤维化的关系更具有特

异性. 越来越多的体内外研究结果表明CTGF为
TGF-β1下游的纤维化活性效应分子; TGF-β1引
起的CTGF表达上调在肝纤维化形成的过程中

可能发挥着关键作用[11-12]. 肝脏过表达TGF-β1
的转基因小鼠导致肝纤维化快速进展 ,  运用

TGF-β1反义寡核苷酸能够显著抑制CCl4诱导的

大鼠肝纤维化[13]. 因此, 通过抑制TGF-β1的合

成和(或)其信号传导是治疗纤维化的重要策略. 
CTGF是一种富含半胱氨酸的蛋白质具有广泛

的细胞生物学作用. 有研究表明, 在肝纤维化形

成过程中, CTGF主要来源于HSC, 具有诱导HSC
迁移、增殖、黏附和促进Ⅰ型胶原的表达; 且
CTGF mRNA和蛋白表达水平与肝纤维化的程

度成正相关, 而与疾病的类型无关; 运用siRNA
使CTGF的表达沉默可具有防治肝纤维化的作

用, 阻断CTGF的表达或抑制其生物活性可能成

为特异而有效的治疗肝纤维化的手段[14]. 我们的

结果显示, 同正常大鼠相比, CCl4诱导的肝纤维

化大鼠在出现组织学异常的同时伴有TGF-β1和
CTGF表达增高, 这进一步支持了二者在肝纤维

化发病机制中的作用. 而EGCG治疗能明显抑制

TGF-β1、CTGF表达的增高及改善组织形态上

的损害. 体外研究结果亦证明EGCG能够通过促

进HSC的GSH合成而抑制TGF-β受体的表达而

阻断TGF-β信号传导, 最终抑制CTGF的表达[7].  
本研究结果证明E G C G干预能显著抑制

CCl4诱导的大鼠肝纤维化的进展, 这一效应同

EGCG抑制肝脏氧化状态和TGF-β1的表达及其

信号传导密切相关. 
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Abstract
AIM: To inves t iga te the e f fec t s and the 
mechanism of triptolide (TL) on proliferation 
and apoptosis of pancreatic cancer in vitro.

METHODS: Pancreatic tumor cell lines PANC-1, 
ASPC-1 and SW1990 were treated with different 
concentrations of TL for 24 h and then, cell death 
was determined by Typan Blue Staining. Annex-
in V/PI double staining was performed to evalu-
ate TL-induced apoptosis using flow cytometry. 
The expression of 5-lipoxygenase (5-LOX) and 
concentration of its downstream product LTB4 

were determined by real time PCR, Western 
blot and ELISA. 5-LOX cDNA stable transfected 
SW1990 cells were established successfully. Af-
ter treatment with TL, it was examined for over-
expression of 5-LOX on TL-induced apoptosis. 

RESULTS: TL induced prominent growth inhi-
bition and apoptosis in human pancreatic cancer 
cell lines. After treatment at 50 μg/L, the cell 
viability was 70.5% ± 6.8%, 61.2% ± 5.6% and 
52.8% ± 5.3% of PANC-1, ASPC-1 and SW1990, 
respectively, which were significantly decreased 
compared with control group (P < 0.05). The 
apoptosis at 12 h evaluated by AnnexinV posi-
tive cells increased in TL-treated group com-
pared with control group (24.2 ± 3.23 vs 9.5 ± 
2.18, P < 0.05). TL significantly down-regulated 
5-LOX expression in these cell lines and de-
creased LTB4 concentration in supernatant (P 
< 0.01, compared with control group). Further-
more, overexpression of 5-LOX in SW1990 cells 
made them more resistant to TL induced apop-
tosis, significantly inhibited the TL mediated cell 
death and apoptosis (P < 0.01 or 0.05, compared 
with control group). 

CONCLUSION: Inhibition of 5-LOX pathway of 
arachidonic acid metabolism is associated with 
TL’s anti-proliferation and pro-apoptotic activ-
ity. It also provides evidence that TL has clinic 
therapeutic value for patients with pancreatic 
cancer. 

Key Words: Pancreatic cancer; Triptolide; 5-lipoxy-
genase

Ding XL, Zhou GX, Zhou XR, Wang XY. Triptolide 
suppresses 5-lipoxygenase metabolic pathway and 
induces apoptosis in pancreatic tumor cell lines. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3835-3839

摘要
目的: 探讨雷公藤内酯醇(triptolide, TL)通过
抑制5-脂氧合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)代谢
通路对胰腺癌细胞生长增殖及凋亡的影响.

方法:  台 盼 蓝 染 色 检 测 T L 对 胰 腺 癌 细 胞

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胰腺癌恶性度高, 
预后差, 目前研究
热点包括阐明胰
腺癌发病的分子
机制, 寻找早期诊
断方法和开发新
的治疗途径. 

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科



PANC-1、ASPC-1和SW1990的杀伤作用;
流式细胞术分析凋亡率; Real-t ime PCR和
Western b lo t检测TL对5-LOX表达的影响; 
ELISA检测5-LOX下游产物LTB4的含量. 构建
5-LOX表达质粒, 筛选稳定转染的SW1990细
胞株(SW1990/5-LOX), Western blot检测野生
型、转染空质粒、转染5-LOX基因的SW1990
细胞5-LOX蛋白表达水平, 并检测胰腺癌细胞
高表达5-LOX对TL诱导凋亡的影响. 

结果: TL能诱导胰腺癌细胞凋亡, TL 50 μg/L
作用24 h后活细胞比例为PANC-1 70.5%±

6.8%, ASPC-1 61.2%±5.6%, SW1990 52.8%
±5.3%, 比对照组显著减少(P <0.05); 凋亡细
胞数12 h组与对照组相比, 有差异(24.2±3.23 
vs  9.5±2.18, P <0.05). TL能显著抑制5-LOX表
达及LTB4生成. 稳定转染后, 细胞内5-LOX蛋
白表达量是Wt组的4倍左右, 培养上清中LTB4

表达水平也显著高于Wt组(P <0.01). 过表达
5-LOX使SW1990细胞增强了对TL诱导凋亡
的抵抗作用, 细胞死亡和凋亡率均明显低于对
照组(P <0.01或0.05).

结论: TL可以在体外诱导胰腺癌细胞增殖抑
制和细胞凋亡, 该效应与TL抑制5-LOX代谢
通路的活性可能有直接关系, 提示TL可能开
发成临床治疗胰腺癌的有效药物.

关键词�� 胰腺癌; 雷公藤内酯醇; 5-脂氧合酶
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16(34): 3835-383�
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0  引言

胰腺癌是常见的恶性肿瘤之一, 5年生存率小于

2%[1-2], 确诊时多已属晚期, 丧失了根治性手术

的机会. 因此, 深入探讨发病机制, 寻找新的诊

治手段是当前胰腺癌研究的热点. 流行病学资

料和动物研究表明高脂饮食, 特别是花生四稀

酸(arachidoic acid, AA)和亚油酸等多不饱和脂

肪酸的摄入增加与胰腺癌关系密切[3-4]. 5-脂氧

合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)是催化AA转化为

白三烯(leukotriene, LT)和5-羟基二十碳四烯酸

(5-HETE)的关键酶. 近年来有文献报道在胰腺

癌组织中有5-LOX上调, 而且5-LOX阻断剂能够

在体外抑制肿瘤细胞增殖, 并诱导细胞凋亡[5], 
提示干预5-LOX途径可能具有潜在的临床治疗

胰腺癌的价值. 雷公藤内酯醇(triptolide, TL)是
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从卫矛科植物雷公藤中抽提到的三氧二萜内酯

化合物单体, 具有显著的抗炎、免疫抑制作用[6]. 
有资料表明, TL可抑制乳腺癌、前列腺癌、肺

癌等多种肿瘤细胞增殖、诱导细胞凋亡[7-9]. 我
们研究了TL在体外对胰腺癌细胞增殖及凋亡的

影响, 并探讨其抗肿瘤效应与抑制5-LOX代谢途

径的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 TL购自福建医学科学研究所, 人胰腺癌

细胞株SW1990细胞由上海交通大学附属第一人

民医院消化内科王兴鹏教授惠赠. 人胰腺癌细胞

株ASPC-1购自上海中科院细胞库. 人胰腺癌细

胞株PANC-1由上海市免疫学研究所周芸惠赠. 
细胞在含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液常

规培养, 于对数生长期时加入含TL的培养液作

为处理组, 对照组加入含0.01% DMSO培养液.
1.2 方法 
1.2.1 细胞增殖与凋亡检测: 台盼蓝染色检测TL
对细胞增殖抑制作用. 细胞培养对数期加入50 
μg/L TL处理细胞, 收集细胞, 凋亡检测采用BD
公司提供的ApoAlert Annexin-V kit, 2×105细胞

用PBS洗1次, 加入200 μL结合溶液并悬浮细胞, 
再加5 μL Annexin V和5 μL PI置于室温避光15 
min, 上流式细胞仪检测, Annexin V阳性代表凋

亡细胞. 
1.2.2 Real-time PCR: TRIzol提取总RNA, 逆转录

定量PCR试剂盒购自TaKaRa公司, ∆∆Ct法对结

果进行分析[10]. 引物序列如下: 5-LOX上游引物

5'-ACCACGGAGATGGTAGAGTGCAG-3', 下游

引物 5'-GCAGCTCAAAGTCCACGATGAA-3'; 
β-actin上游引物5'-ATTGCCGACAGGATGCAG
A-3', 下游引物 5'-GAGTACTTGCGCTCAGGA
GGA-3'. 
1.2.3 质粒构建和转染: 从S W1990细胞克隆

5-LOX的cDNA, 合成上游引物5'-CGCCATGCC
CTCCTACACGGTCAC-3'和下游引物5'-CTGCT
CGAGTGCTCAGATGGCCACACTGTT-3', 下游

引物含XhoⅠ内切酶识别位点, PCR条件: 94℃ 
4 min, 94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 4 min, 28个
循环后72℃ 10 min中止. 将5-LOX基因克隆到

pGEMT-easy(Promega)载体中, 测序确认, 用EcoR
和XhoⅠ双酶切, 将5-LOX cDNA插入表达质粒

pcDNA3.1中(pcDNA3.1/5-LOX), 细胞转染用

FuGENE 6转染试剂(Roche), 同时设pcDNA3.1空
质粒转染组. 用1 g/L G418(Calbiochem)筛选稳定

www.wjgnet.com

■相关报道
近年来研究发现, 
TL可抑制多种肿
瘤细胞增殖、诱
导细胞凋亡, 但分
子机制仍不十分
清楚. 在胰腺癌发
病机制方面, 发现
胰腺癌细胞高表
达5-LOX, 而抑制
5-LOX代谢通路
能诱导胰腺癌细
胞凋亡. 
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转染的细胞株, 并以500 mg/L G418维持培养.
1.2.4 ELISA检测LTB4含量: 检测试剂盒购自

R&D公司, 按说明书操作.
1.2.5 Western blot检测: 提取总蛋白, 100 g/L聚
丙烯酰胺凝胶电泳, 转PVDF膜, 含50 g/L脱脂

奶粉的TBS封闭, 1∶1000加入抗5-LOX一抗

(Cayman), 4℃过夜, 1∶5000加入HRP标记二抗, 
作用2 h, ECL显色, 曝光洗片. 

统计学处理 采用STATA 7.0统计软件分析, 
数据以mean±SD表示, 两组计量资料用t检验; 
多组计量资料用单因素方差分析. P <0.05为显著

性判断水准.

2  结果

2.1 TL抑制胰腺癌细胞增殖并诱导细胞凋亡 用
10、50、100 μg/L的TL处理PANC-1、ASPC-1
和SW1990细胞, 台盼兰试验可以检测到显著的

细胞死亡. 如图1所示, 50 μg/L TL可以导致明显

的细胞死亡, 24 h后活细胞比例为PANC-1 70.5%
±6.8%, ASPC-1 61.2%±5.6%, SW1990 52.8%
±5.3%, 比对照组(>95%)及10 μg/L组显著减少

(P <0.05). 
为了检测TL是否能诱导胰腺癌细胞凋亡, 

我们用50 μg/L TL作用SW1990 细胞0-24 h,  An-
nexin V/PI双染法流式细胞仪检测细胞凋亡率. 
结果发现50 μg/L TL可使大量SW1990细胞凋亡, 
表现为Annexin V阳性细胞数明显增加, 12 h组
与对照组相比(24.2±3.23 vs  9.5±2.18, P <0.05). 
图2为其中一次实验结果. 可见, TL对胰腺癌细

胞株的杀伤作用与其诱导凋亡有关.
2.2 TL抑制胰腺癌细胞5-LOX表达以及LTB4的

产生 Western blot检测到在PANC-1, ASPC-1和
S W1990细胞株中均有5-L O X蛋白的表达(图
3A). 用50 μg/L TL处理细胞, Real time PCR检测

5-LOX基因的表达. 结果发现, TL可以显著抑制

PANC-1, ASPC-1和SW1990细胞5-LOX mRNA
表达(图3B), 图中倍率变化(fold)表示TL处理后

与处理前5-LOX mRNA比值(以β-actin为内参校

准). 这种抑制作用在TL处理后2 h就可以观察

到, 12 h后更加明显, 提示5-LOX可能是TL的靶

基因.
进一步, 我们用50 μg/L TL处理SW1990细

胞, Western blot检测细胞中5-LOX蛋白表达情

况. 结果发现, TL可以显著抑制SW1990细胞

5-LOX蛋白表达(图4A). ELISA检测证实不同浓

度的TL作用SW1990细胞6 h后, 上清中5-LOX的

主要产物LTB4的浓度明显下降, 这与TL抑制肿

瘤细胞表达5-LOX是一致的(图4B).
2.3 过表达5-LOX增强SW1990抵抗TL诱导的

凋亡 为探讨抑制5-LOX表达是否直接参与TL
诱导的细胞凋亡, 构建了5-LOX表达质粒, 并
筛选到稳定转染的SW1990细胞株(SW1990/5-
LOX). Western blot检测野生型(Wt组)、转染

空质粒(Pc3组)、转染5-LOX基因(5-LOX组)的
SW1990细胞5-LOX蛋白表达水平, 结果显示(图
5A), 在稳定转染的细胞株中, 5-LOX表达量是野

生型SW1990的4倍左右. 此外, ELISA结果证实, 
5-LOX组细胞培养上清中LTB4表达水平显著高

于Wt组(P <0.01, 图5B).
虽然细胞增殖结果表明, 5-LOX转染没有改

变细胞正常的生长状态(数据未列出). 但我们发

现, 50 μg/L TL处理以上三组细胞后, SW1990/5-
LOX细胞死亡明显少于空质粒转染对照组和野

生组(P <0.05, 图6A). 而且, 50 μg/L TL处理24 h
后凋亡细胞(以Annexin V阳性细胞计)也明显

低于空质粒转染对照组(图6B, P <0.01). 这些结

果显示: 过表达5-LOX可以显著抑制TL诱导的

SW1990细胞凋亡.

3  讨论

20世纪70年代以来, 我国医学工作者发现TL能够

治疗多种白血病, 甚至使患者痊愈. 近几年对TL
的抗肿瘤研究方兴未艾, 引起国内外医药界的广

泛重视. 本研究发现, TL可以诱导人胰腺癌细胞

增殖并诱导细胞凋亡, 提示TL可能开发成临床

治疗胰腺癌的有效药物. 深入研究发现, TL可以

抑制肿瘤细胞5-LOX基因的表达, 我们还证明, 
下调5-LOX表达与TL促凋亡的作用密切相关.

研究表明[11], 在胰腺癌及癌早期病变中均检

测到5-LOX表达上调. 在人胰腺癌组织中, 免疫

组化研究也证实5-LOX蛋白表达增加, 但在正常

胰导管细胞中不表达5-LOX. 此外, 5-LOX下游
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细
胞

生
存

率
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)

10 μg/L
50 μg/L
100 μg/L
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图 1 TL对胰腺癌细胞PANC-1、ASPC-1和SW1990的杀伤
作用.

■应用要点
本研究结果显示
TL通过抑制细胞
5-LOX代谢诱导
胰腺癌细胞凋亡, 
加深了对TL抗肿
瘤分子机制的理
解 ,  提示TL具有
潜在的用于临床
治疗胰腺癌的价
值. 
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主要产物LTB4也在胰腺癌组织, 而不是正常导

管细胞中有高水平表达, 这些结果提示, 5-LOX
在胰腺癌高表达可能与肿瘤细胞发生发展有关. 
已有研究发现, 5-LOX抑制剂通过抑制其酶活性

可以抑制胰腺癌移植瘤的生长[12-13]. 在本研究中, 
TL被证明不仅能抑制5-LOX基因的表达, 而且

可以抑制LTB4的生成. 这一方面加深了我们对

TL作用机制的了解; 另一方面, 既然TL能抑制胰

腺癌细胞中5-LOX代谢途径, 协同使用TL和特

异性酶抑制剂, 比如齐留通等, 能否进一步增强

抗肿瘤效应是值得尝试的课题.
我们还观察到, 高表达5-LOX的胰腺癌细胞

能在一定程度上抵抗TL诱导的凋亡作用. 这表

明, 抑制5-LOX代谢途径与TL促凋亡的活性可

能有直接的关系. 另外, 在临床治疗中, 常规化

疗药物往往对胰腺癌患者没有明显效果[14], 我
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图 5 稳定转染的SW1990细胞表达5-LOX蛋白和上清LTB4

含量情况. A: 5-LOX; B: LTB4.
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■同行评价
该文章研究方法
先进 ,  讨论客观 , 
行文流畅, 对探索
临床治疗胰腺癌
新的药物, 有重要
指导意义.
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们推测, 胰腺癌细胞高表达5-LOX的特征可能与

这种低反应性有关. 到目前为止, TL抑制胰腺癌

细胞5-LOX表达的机制还不清楚, 早期研究提

示, TL通过阻断NF-κB反式激活来发挥免疫抑

制作用[15]. 在5-LOX基因启动子中, 存在数个与

NF-κB相互作用的保守区[16]. TL是否通过NF-κB
来抑制5-LOX表达还有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To explore the changes of G and D cells, 
and expression of gastrin and somatostatin in 
gastric mucosa of chronic superficial gastritis 
with spleen-stomach dampness-heat syndrome. 

METHODS: Seventy patients were divided into 
two groups: spleen-stomach dampness-heat syn-
drome group (n = 38) and spleen-stomach weak-
ness syndrome group (n = 32). Immunohistochem-
ical methods were used to detect the amounts of G 
and D cells, expression of gastrin and somatostatin 
in gastric mucosa. 

RESULTS: Compared with the spleen-stomach 
weakness syndrome group, spleen-stomach 
dampness-heat syndrome group showed sig-

nificant difference in amounts of G and D cells, 
G/D, expression of gastrin and somatostatin in 
gastric mucosa (130.54 ± 35.62 vs 111.13 ± 23.79, 
54.98 ± 19.63 vs 67.01 ± 21.56, 2.74 ± 1.36 vs 1.87 ± 
1.36, 34.72 ± 17.24 vs 27.72 ± 14.23, 13.90 ± 7.22 vs 
19.23 ± 7.96, P < 0.05 or 0.01). 

CONCLUSION: Elevated G cell level leads to 
raised gastrin expression, decreased D cell level 
leads to lower somatostatin expression, which 
may be pathological basis for spleen-stomach 
dampness-heat syndrome. Elevated D cell level 
leads to lower somatostatin expression, decreased 
G cell level leads to lower gastrin expression, 
which may be the pathological basis for spleen-
stomach weakness syndrome. 

Key Words: Chronic superficial gastritis; Splenogas-
tric hygropyrexia syndrome; G cells; D cells; Gas-
trin; Somatostatin

Wu J, Tian DL. Changes of G and D cells and expression 
of gastrin and somatostatin in gastric mucosa of chronic 
superficial gastritis with spleen-stomach dampness-heat 
syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 
3840-3843

摘要
目的: 探讨慢性浅表性胃炎脾胃湿热证患者
胃黏膜G、D细胞的变化及胃泌素和生长抑素
表达的意义. 

方法: 2004-05/2005-03北京市东直门医院消化
科门诊或住院的慢性浅表性胃炎患者70例, 其
中脾胃湿热证38例, 脾胃虚弱证32例. 用免疫
组化的方法检测患者胃黏膜中G、D细胞的数
目和胃泌素和生长抑素表达的量值. 

结果: 与脾虚组比较, 湿热组胃黏膜G细胞数
目, D细胞数目, G、D细胞比值, G细胞总面积
即Gas表达量, D细胞总面积即SS的表达量有
显著性差异(130.54±35.62 vs  111.13±23.79, 
54.98±19.63 vs  67.01±21.56, 2.74±1.36 vs  
1.87±1.36, 34.72±17.24 vs  27.72±14.23, 
13.90±7.22 vs  19.23±7.96, P<0.05或0.01).

®

■背景资料
运用现代研究方
法 ,  从 胃 黏 膜 内
分泌细胞 (G、D
细胞)和胃肠激素
(GAS、SS)方面, 
探讨脾胃湿热证
的病理基础, 为揭
示中医证本质提
供理论依据.

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属第三人
民医院感染科
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结论: G细胞增多, 胃黏膜Gas增多, D细胞减少, 
胃黏膜SS减少, 可能是湿热证的病理基础; 而D
细胞增多, 胃黏膜SS分泌亢进, G细胞减少, 胃
黏膜Gas水平低下, 可能是脾虚证的病理基础. 

关键词�� 慢性浅表性胃炎; 脾胃湿热证; G细胞; D细

胞; 胃泌素; 生长抑素
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0  引言

胃黏膜的G细胞和D细胞是消化道重要的分泌

细胞, 其分泌的胃泌素(gastrin, Gas)和生长抑素

(somatostatin, SS)对保持胃酸分泌平衡和维持正常

胃肠功能有着重要的意义. 脾胃湿热证和脾虚证

是脾胃病的常见证型. 本研究以慢性浅表性胃炎

(chronic superficial gastritis, CSG)患者为对象, 探讨

脾胃湿热证和脾虚证患者胃黏膜G、D细胞的变

化及意义, 以揭示中医证的本质, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-05/2005-03北京东直门医院消化

科门诊或住院患者共70例, 经胃镜、病理组织学

检查, 确诊为CSG的患者, 年龄18-60岁. 中医辨

证参照《中药新药临床研究指导原则》[1]“中

药新药治疗CSG临床研究指导原则”的诊断标

准. 其中脾胃湿热证38例, 男25例, 女13例, 平均

年龄36.4±7.2岁, 病程1.78±0.56年; 脾胃虚弱证

32例, 男15例, 女17例, 平均年龄41.6±8.9岁, 病
程2.98±0.63年. 均除外合并有溃疡病, 胃黏膜有

中、重度萎缩和/或异型增生, 或病理诊断疑有

恶变者; 有严重的心肝肺肾等脏器疾病者. 两组

性别、年龄、病程, 经χ2检验, 无统计学意义. 兔
抗人Gas多克隆抗体、兔抗人SS多克隆抗体、

PV二步法检测试剂盒(Non-Biotin HRP Detectin 
Systnm. HRP)、DAB显色试剂盒均购于北京中

杉金桥生物技术有限公司. 美国Diagnostic公司

真彩色SPOTⅡ图像分析系统, 配套分析软件为

美国Ietamorph公司的Meta Morph图像分析软件.
1.2 方法 胃镜直视下在胃窦部距幽门2-3 cm的

大、小弯取2块组织, 迅速放入浓度100 g/L的甲

醛固定, 常规石蜡包埋. 用免疫组化二步法染色. 
抗人Gas多克隆抗体及抗人SS抗体为工作液, 对
照片用PBS代替第一抗体, 其余步骤与实验片相

同. 染色方法: 将组织蜡块4 μm连续切片, 黏于

防脱磨砂玻片上, 58℃烤片3 h. 切片常规脱蜡至

水, 3% H2O2室温封闭20 min, 以消除内源性过氧

化物酶的活性, 加一抗, 放入37℃温箱, 反应1 h, 
加PV-HRP, 放入37℃温箱, 反应30 min, DAB显
色5-10 min, 显微镜下观察染色结果, 用苏木素

轻度复染, 脱水透明, 中性树胶封片. 组化染色

的阳性切片为细胞质内出现棕黄色颗粒, 对照

片不显色. 用SPOTⅡ分析系统, 在电视监视器显

示下由主计算机系统进行图像处理, 按照黄色

色调的一定阈值分割阳性细胞, 随机选取5个视

野的图像, 取其均数作为每张切片阳性细胞的

数目、面积和胞体灰度值. 视野大小为20×10.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 进行

数据统计. 计量资料以mean±SD表示, 采用两独

立样本的t检验.

2  结果

2.1 细胞形态学观察 免疫组化染色后, 深棕黄色

阳性物质主要分布在G、D细胞的细胞质内, 细质内, 细内, 细
胞核不着色. 对照片为阴性. G、D细胞主要分

布于胃窦黏膜中部的腺颈部附近, 偶见于黏膜

上部及下部. 在低倍镜黏膜纵切面上见G、D细

胞呈点状, 分布成条带样, 与胃黏膜表面平行, G
细胞数目明显多于D细胞, 排列较密集, D细胞

分布较弥散. 在高倍镜下, G细胞呈巢状分布, 其
形态呈梭形、三角形、圆形、椭圆形或不规则

形, 有的G细胞发出细长突起, 末端呈棒状, 伸向

邻近细胞. D细胞形态与G细胞相似, 似乎更不规

则, 突起更多见, 细且长(图1-2). 
2.2 两组胃黏膜G、D细胞免疫组化图象分析 湿
热组与脾虚组比较胃黏G细胞数目增多, D细胞数

目减少, 两组有明显差异(P<0.05, P<0.01). 湿热组

G/D细胞比值为2.74±1.36, 脾虚组G/D细胞比值

1.87±1.36, 两组有明显差异(P<0.05). 湿热组与脾

虚组比较G细胞总面积即Gas表达的量增多, D细

胞总面积和D细胞总灰度即SS的表达量减少, 两
组均有明显的差异(P<0.05, P<0.01, 表1-2). 

3  讨论

胃黏膜的G细胞和D细胞分别合成与分泌Gas、
SS, Gas刺激壁细胞分泌胃酸和营养黏膜的生长, 
SS以旁分泌方式调节G细胞Gas的分泌, 并对胃

肠道的分泌、吸收、运动功能有普遍的抑制作

用, 对胃黏膜有直接的保护作用. Gas和SS的平

衡对保持胃黏膜胃酸分泌和维持正常胃肠道功

能有着重要作用, 而他们的分泌失调可以导致

疾病, 病理状态下又可导致其分泌失调. 在胃黏

■研发前沿
目前研究认为慢
性胃炎G、D细胞
和GAS和SS的变
化主要与H pylori
的感染有关, 并逐
渐形成一致结论. 
中医证型与胃黏
膜内分泌细胞和
胃肠激素的关系
研究报道较少.
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膜G细胞主要分布在胃窦部, D细胞在胃窦、胃

体和胃底均有分布, 而以胃窦部较多. 胃黏膜内

G、D细胞的比值相对恒定, 这有利于维持正常

的胃肠功能[2]. 有关正常人胃黏膜内G、D细胞

数目及比值目前尚不清楚, 现有资料发现不论

正常人或不同类型的胃炎患者, G细胞的数目均

多于D细胞. 本研究显示, G、D细胞主要分布于

胃窦黏膜中部的腺颈部附近, 偶见于黏膜上部

及下部. G细胞数目明显多于D细胞, 排列较密

集, D细胞分布较弥散. G细胞形态呈梭形、三角

形、圆形、椭圆形或不规则形, 有的G细胞发出

细长突起, 末端呈棒状, 伸向邻近细胞. D细胞形

态与G细胞相似, 似乎更不规则, 突起更多见, 细
且长. 与报道基本一致[3-4].  

慢性胃炎时Gas、SS的变化不尽一致, 多数

学者研究表明: H pylori感染者CSG与H pylori阴
性CSG比较, 血清和胃黏膜中Gas水平明显升高, 

胃黏膜组织中SS水平明显降低, 而血清SS无变

化[5-7]; 胃窦黏膜内G细胞数目与正常组或H pylori
阴性组相比无明显变化, 但D细胞数目则显著性

下降, 导致G/D细胞比值增大[8]. 周凡 et al [9]研究

显示G、D细胞密度在CSG组与正常组比较无

显著变化, 随着胃窦部黏膜萎缩程度的加重而

G、D细胞数明显减少. 其中正常人G/D细胞比

值为: 1.89±0.27; CSG和轻度CAG者为: 2.05±
0.34和2.24±0.60, 略高于正常人; 中、重度CAG
为: 1.78±0.30和1.53±0.24. G/D细胞比值, 正常

组与重度萎缩组有显著性差异, 但与浅表组、轻

度萎缩组、中度萎缩组无差异. 有关慢性胃炎中

医证型和Gas、SS及G、D细胞的关系, 国内学

者也有报道. 金敬善 et al [10]首先报道了脾虚患者

血清Gas含量降低, 认为脾虚证表现出的一系列

消化道功能失调的症状和体征, 与Gas含量降低, 
消化道功能处于低下或紊乱的病态有关. 宋于刚  
et al [11]发现, D细胞合成分泌功能亢进, 而G细胞

合成分泌功能减弱, 可能是导致脾虚证胃肠功能

障碍的重要病理机制. 武一曼 et al [12]研究发现脾

胃湿热型CSG胃窦黏膜G细胞数目显著高于脾虚

组, D细胞数目显著低于脾虚组和正常组. 提示脾

胃湿热证与G细胞数目增多, Gas水平的升高有

关. 由于研究者的研究对象、方法等不同, 各组

结果的量值明显不同, 但H pylori感染、黏膜的

表 1 CSG湿热组和脾虚组胃黏膜G、D细胞数目的比较 
(mean±SD)

     
分组        n           G细胞    D细胞             G/D

湿热组  38  130.54±35.62a   54.�8±1�.63b  2.74±1.36a

脾虚组  32  111.13±23.7�    67.01±21.56   1.87±1.36

aP<0.05 , bP<0.01 vs  脾虚组.

图 2 D细胞形态和SS的表达(组化染色20×10). A: 湿热组; B: 脾虚组.

A B

A B

图 1 G细胞形态和GAS的表达(组化染色20×10). A: 湿热组; B: 脾虚组.

■应用要点
本文探讨不同中
医证型存在相应
的胃黏膜内分泌
细胞和胃肠激素
的变化, 这为中医
证的研究和治疗
提供了新的理论
依据. 
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炎症程度和病理改变, 甚至中医证型可能是影响

Gas、SS水平的重要因素. 
本研究显示 :  湿热组与脾虚组比较胃黏

膜G细胞数目增多 ,  D细胞数目减少(P <0.05, 
P <0.01); G细胞总面积即Gas表达的量增多, D
细胞总面积和D细胞总灰度即SS的表达量减少

(P <0.05, P <0.01), G/D比值湿热组明显高于脾虚

组(P <0.05). 目前研究认为脾胃湿热证是急性、

亚急性炎症的临床证候形式, 且“湿热”既是

H pylori感染的内在因素, 又是他赖以生长繁殖

的环境[13], 以致湿热证H pylori感染率高, 代谢呈

亢进特征, 免疫功能亢进、抗氧化功能减低[14-16], 
局部炎症反应强烈, 胃黏膜有相对严重的病理

变化, 导致G、D细胞的数量和功能的改变, 引起

Gas、SS分泌失调, 另一方面, 炎症所诱导产生

的一系列的炎症介质和细胞因子, 可进一步影响

Gas、SS的分泌, 加重两者的平衡失调. 可以说湿

热证存在更严重的Gas和SS平衡失调, 这不仅是

引起湿热证一系列临床症状的一个重要原因, 也
是湿热证炎症反应较重的一个反应. 湿热组G细

胞数、Gas表达的量增多, 可以使胃酸分泌增多, 
胃黏膜生长增强; D细胞数和SS的表达量减少, 
不仅减弱了对G细胞的抑制, 使胃酸分泌增多, 
且对胃肠道抑制作用减弱, 使胃肠道运动等其他

功能增强, 表现为一系列功能亢奋的状态. 和湿

热组比较脾虚组, 则表现出胃酸分泌减少, 消化

功能减弱, 胃肠道运动等功能降低的状态. 而湿

热组以Gas作用增强为主, 脾虚组以SS的作用相

对增强为主. 这正好可以解释湿热证的主症, 是
由于胃肠运动的过快, 不协调, 使正常的胃肠推

进性的蠕动减弱, 胃排空减慢; 胃酸分泌过度, 加
之胃排空减弱, 使胃酸胃内作用时间延长, 胃黏

膜损害因子增加, 黏膜受损, 出现胃脘痞满、胃

脘灼热、胃脘疼痛等“正盛邪实”的症状. 而脾

虚组由于胃肠道运动减弱、胃酸分泌减少、消

化吸收功能等低下, 可出现食欲减退, 食后腹痛

或腹胀, 肢体倦怠或神疲懒言和大便不正常(稀
溏、先硬后溏或时溏时硬)等脾虚主症. 

总之, 本研究提示G细胞增多, 胃黏膜Gas增多, 
D细胞减少, 胃黏膜SS减少, 可能是湿热证的病理基

础; 而D细胞增多, 胃黏膜SS分泌亢进, G细胞减少, 
胃黏膜Gas水平低下, 可能是脾虚证的病理基础.

致谢: 感谢北京东直门医院消化科王玉芬、胃镜
室刘常一、病理科鲁凤香和方杰等对本研究的
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表 2 CSG湿热组和脾虚组胃黏膜Gas、SS表达的比较 (mean±SD)

     
分组                  n             G细胞总面积              G细胞总灰度      D细胞总面积 D细胞总灰度

湿热组       38           34.72±17.24b           31.87±16.56     13.�0±7.22b 20.34±11.10a

脾虚组       32           27.72±14.23            31.34±16.44           1�.23±7.�6 24.63±17.68

aP<0.05, bP<0.01 vs  脾虚组.

■同行评价
本文从中医辩证
角度探讨慢性浅
表性胃炎患者胃
粘膜G、D细胞数
量变化及免疫组
化灰度代表胃泌
素、生长抑素表
达, 为进一步研究
提供了一定的理
论基础.
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Abstract
AIM: To evaluate the metastasis distribution, 
prognosis and treatment strategy for patients 
with Dukes D stage rectal cancer.

METHODS: Clinical data, type distribution and 
prognosis of 301 cases with Dukes D stage rectal 
cancer who underwent surgery from May 1991 
to August 2003 were retrospectively analyzed 
using Log-rank and Kapla-Meier test. 

RESULTS: The patients with Dukes D stage 
were associated with a mean OS (overall sur-
vival) of 32.50 ± 3.22 months, and OS rate were 
64.61% (1 year), 26.40% (3 years) and 15.15% (5 
years), respectively. The prognosis was related 
to factors such as gross type, tumor differentia-

tion, T stage and surgery type. 32.56% patients 
underwent side-side anastomosis and no prima-
ry–cancer-directed surgery, and 67.44% patients 
underwent primary-cancer-directed surgery. Pa-
tients had significantly benefited from palliative 
resection in terms of overall survival (P = 0.0158). 
The patients with Dukes D stage were 10.29% 
with peritoneal carcinomatosis, 32.55% with lo-
cal infiltration, 40.53% with distant metastasis, 
and 16.61% with complex metastasis. The prog-
nosis among metastasis type was not significant-
ly different (P = 0.4122). Patients with synchro-
nous liver metastases accounted for 51.4% of all 
cases, and 84.23% for distant metastasis, which 
had a mean OS of 32.50 ± 3.22 months and had 
relatively longer life expectancy. 

CONCLUSION: Patients of Dukes D stage rectal 
cancer show no significant difference regardless 
of metastasis type, and primary-cancer-directed 
surgery should be actively performed and the 
postoperative OS rate and quality of life can be 
improved. 

Key Words: Rectal cancer; Dukes D; Prognosis
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摘要
目的: 探讨Dukes D期直肠癌的转移分布、预
后及治疗策略.

方法: 收集1979-05/2003-08我院诊断为Dukes 
D直肠癌并行手术干预治疗的患者301例, 运用
Log-rank和Kapla-Meier检测方法回顾性分析患
者临床病理资料, 直肠癌的类型分布及预后. 

结果: Dukes D期直肠癌患者平均生存32.50±
3.22 mo, 1、3、5年整体生存率为64.61%、

26.40%和15.15%; 肿瘤的大体类型、组织
类型、浸润深度和手术方式影响患者的预
后; 行单纯造瘘的病例占32.56%, 姑息性手术
的病例占67.44%, 且行姑息性手术者生存显
著获益(P  = 0.0158); 伴有腹膜种植的病例占

®

■背景资料
在我国, 结直肠癌
是消化道常见的
恶性肿瘤, 大约有
20%的病例同时
并发远处转移. 在
过去的10年间, 直
肠癌的治疗已取
得长足的进步, 比
如TME的推广、

放疗的精确性不
断的提高以及术
前放化疗的使用, 
明显的改善了直
肠癌根治术后复
发率及生存率. 但
是, 直肠癌术后5
年生存率未得到
长足改善的原因, 
除了局部复发和
远处转移导致的
治疗失败外, 主要
是Dukes D期直肠
癌治疗手段的缺
乏. 

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科
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10.29%, 伴有局部浸润的病例占32.55%, 伴
有远处转移的病例占40.53%, 术中伴有复合
转移(合并两种或两种以上转移类型)的病例
占16.61%, 其预后无差异(P  = 0.4122); 发生肝
转移的病例占所有病例的51.4%, 占所有远处
转移患者的84.23%, 平均生存时间为32.50±
3.22 mo, 行根治术者的生存时间相对较长.

结论: Dukes D期直肠癌中, 各种转移类型的
病例预后无差异, 手术切除原发灶可助患者生
存获益.

关键词�� 直肠癌; Dukes D期; 预后
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0  引言

大肠癌是一种常见的恶性肿瘤, 起病隐匿, 出现

临床症状已属晚期, 部分患者已发生远处转移. 
有资料显示在所有的结直肠癌患者中, Dukes D
期患者大约占20%, 其中仅有大约15%-30%的患

者可行根治性切除[1]. 当前, 如何合理处理Dukes 
D期直肠癌一直是学术界讨论的热点和难点[2]. 
本文总结分析我院24年收治的Dukes D直肠癌

患者, 旨在了解Dukes D期直肠癌的临床病例资

料特点及预后差异, 为制定合理的治疗方案和

预后进行指导. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集1979-05/2003-08在我院住院诊断为

Dukes D直肠癌,并且行手术干预治疗的患者301 
例. 其中男187例, 女114例; 年龄16-83(平均50.6)
岁, 其中≤60岁者214例, >60岁者87例; 病灶位于

腹膜返折以上的病例180例, 腹膜返折以下者121
例; 手术行Miles者107例, Dixon者63例, Hartmann
者33例, 单纯造瘘者98例; 术后病理报告是高中

分化腺癌者222例, 黏液腺癌者67例, 印戒细胞癌

者12例; 大体类型为增殖型者55例, 溃疡型者84
例, 浸润型者63例, 资料缺失者99例; 浸润深度T
中包括T1者1例, T2者38例, T3者48例, T4者214例. 
每位患者均有完整的随访纪录. 

统计学处理 汇总Dukes D期直肠癌患者的

临床病理资料, 分析Dukes D期直肠癌的类型

分布及预后特点, 其中单因素生存率计算用寿

Kapla-Meier法, 组间的生存率比较用Log-rank检
验. 所有处理均采用SPSS11.5统计软件包. 

2  结果

2.1 Dukes D期直肠癌患者预后影响因素的分析 
在所有的临床病理资料中, 肿瘤的大体类型、

组织类型、浸润深度和手术方式影响患者的

预后. 其中, 肿瘤大体类型为浸润型、肿瘤侵

破浆膜层、组织类型为低分化和黏液腺癌以黏液腺癌以液腺癌以

及行单纯造瘘术的患者的预后最差. 行单纯造

瘘的病例占32.56%(98/301), 姑息性手术的病

例占67.44%(203/301), 且行姑息性手术者生存

显著获益(P = 0.0158). Dukes D期直肠癌患者

平均生存32.50±3.22 mo, 1、3、5年生存率为

64.61%、26.40%和15.15%(表1).表1).). 
2.2 D u k e s D期直肠癌的类型分布及预后 在
301例病例中, 术中发现伴有单纯腹膜种植的

病例占10.29%(31/301), 平均生存期为43.76±
12.17 m o;  术中伴有单纯局部浸润的病例占

32.55%(98/301), 平均生存期为28.49±4.68 mo; 
伴有单纯远处转移的病例占40.53%(122/301),
平均生存期为34.04±3.61 mo; 术中伴有复合

转移(合并两种或两种以上转移类型)的病例占

16.61%(50/301), 平均生存42.02±13.71; 这四

种转移类型的病例平均生存时间无差异(P = 
0.4122, 图1, 表2). 
2.3 Dukes D期直肠癌中发生远处脏器转移的

预后  在301例病例中 ,  发生肝转移的病例占

51.4%(155/301), 平均生存时间为32.50±3.22个
月. 发生肺脏转移的病例占2.6%(8/301), 平均

生存时间为25.63±6.14 mo. 骨转移的病例占

1.3%(4/301), 平均生存时间为31.00±13.69(表3). 

3  讨论

直肠癌播散途径一般有直接浸润、种植播散、

淋巴道转移和血道转移四种类型. 在本组总结

的所有Dukes D期的直肠癌病例中, 伴有腹膜

种植的病例占10.29%, 伴有局部浸润的病例占

32.55%, 伴有远处转移的病例占40.53%, 术中伴

有复合转移(合并两种或两种以上转移类型)的
病例占16.61%, 以局部浸润和远处转移的病例

居多. 经统计学分析, 这四种转移类型的病例平

均生存时间无差异. 但是, 伴有局部浸润的患者

生存期相对最短, 这主要是因为这类患者大多

数无法切除原发肿瘤, 只能行单纯造瘘术, Joffe 
e t al [3]报道单纯造瘘术是不能延长患者的生存

期. 在Dukes D期患者中, 发生肝转移的病例占

51.4%(155/301), 占所有远处转移患者的84.23%, 
发生肺脏、骨等处转移的病例较少. Welch et al
曾提出“转移级联学说”即原发灶首先转移到

■研发前沿
国内外学者, 尤其
是国外学者研究
Dukes D期直肠癌
的重心在于手术
干预时机的选择, 
比如直肠癌同时
性伴发肝转移的
处理及无症状的
不可根治的Dukes 
D直肠癌的处理 , 
这些都缺乏前瞻
性研究. 
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肝脏,再通过肝动脉转移到肺、骨和其他部位[4]. 

在本组资料中, 在伴有肝脏转移的病例中, 同时

肺转移病例有3例, 同时伴有骨转移的病例有2
例, 同时伴有其他脏器转移的病例有4例, 由于病

例数较少, 尚不能支持此理论. 但是我们发现, 在
所有伴有局部浸润的病例中, 同时伴有肝转移

的病例占24.85%, 同时伴有腹膜种植的病例占

28.24%, 这就提示我们当直肠癌患者处于局部晚

期的时候, 除了注重原发灶的清除[5-6]之外, 更要

注重全身系统评估, 以制定合理的治疗方案. 
在Dukes D期结直肠癌患者中, 原发灶切除

的作用一直受到争议, 其主要焦点集中于当患

者并发不可切除的肝转移且无症状时如何处理

原发灶. 目前为止, 有两种观点. 传统观点认为

应切除原发灶, 其原因在于: (1)防止局部肿瘤的

并发症, 如疼痛、出血、梗阻和穿孔; (2)降低肿

表 1 Dukes D期直肠癌患者的整体生存率及平均生存时间的对比

       
分组                              n

                     1年整体           3年整体             5年整体               平均生存     时序     
 P值

           生存率          生存率                         生存率  时间(mo)   检验值

年龄              0.58  0.4475

    ≤60  214 0.625�±.0�40 0.226±0.0�22 0.108±0.0265 �1.0±�.24  

    ＞60    87 0.667±0.0514 0.�02±0.05�4 0.240±0.05�2 �4.4±4.50  

性别               0.49  0.4845

    男  187 0.596±0.0�69 0.2�1±0.0�44 0.146±0.0�16 �0.6±�.12  

    女  114 0.70�±0.04�4 0.280±0.0462 0.148±0.0406 �4.1±4.67  

原发灶部位             0.01  0.9145

    腹膜返折上 180 0.58�±0.0�74 0.271±0.0�55 0.167±0.0�25 ��.9±�.84

    腹膜返折下 121 0.722±0.0419 0.209±0.04�4 0.106±0.0�74 28.�±2.76 

大体类型              9.9�  0.0191

    增殖型     55 0.652±0.0645 0.�80±0.069� 0.256±0.0700 40.9±6.70 

    溃疡型    84 0.779±0.0459 0.289±0.0541 0.144±0.0451 �6.2±4.78 

    浸润型    6� 0.571±0.0641 0.191±0.058� 0.152±0.0579 26.4±4.�9  

    缺失组    99 0.546±0.0521 0.174±0.04�0 0.095±0.0�57 27.2±5.20  

组织类型              5.57  0.0618

    高-中分化腺癌 222 0.682±0.0�20 0.271±0.0��4 0.169±0.0�07 �4.0±2.98 

    低分化腺癌   67 0.522±0.0622 0.182±0.0506 0.075±0.0�82 25.8±5.58 

    黏液腺癌   12 0.420±0.176� 0  0  17.7±5.27 

浸润深度             25.�7  0.0000

    T1      1 0  0  0  5.00±0.00 

    T2    �8 0.789±0.0661 0.445±0.08�8 0.287±0.08�7 4�.9±7.2�  

    T�    48 0.787±0.0596 0.�64±0.0720 0.25�±0.0682 51.�±9.16  

    T4  214 0.59�±0.0�48 0.179±0.0�12 0.084±0.0258 24.�±2.�1

手术方式            11.74  0.0194

    Miles  107 0.625±0.0489 0.�48±0.0506 0.266±0.0504 42.�±6.16  

    Dixon    6� 0.7�9±0.0578 0.244±0.0624 0.104±0.0529 �1.0±4.18  

    Hartmann   �� 0.776±0.0806 0.252±0.0954 0.126±0.0791 �4.5±7.15 

    单纯造瘘   98 0.541±0.0525 0.164±0.0425 0.082±0.0�4� 22.9±�.47  

手术性质              1.21  0.2720

    R0                        7 0.714±0.1707 0.476±0.225� 0.2�8±0.2026 56.�±28.0  

    R1  294 0.6�6±0.0287 0.244±0.0278 0.14�±0.0250 �1.�±2.62

■相关报道
目 前 为 止 ,  对 于
并发不可切除的
肝转移且无症状
Dukes D期直肠癌
原发灶的处理有
两种观点: 一种是
积极切除原发灶; 
另一种是先行放
化疗, 延迟手术干
预. 特别是由于化
疗新药的不断出
现以及腔内支架
的使用, 部分患者
由不可根治变为
根治, 所以Dukes 
D 期 早 期 手 术 的
价值应重新评估. 

图 1 Dukes D期中各种转移类型直肠癌的预后.
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瘤负荷, 为进一步治疗创造条件; (3)相比较于未

切除者, 生存和生活质量可获益[7-9]. 而另一种观

点认为, 切除原发灶的目的在于防止急性肠梗

阻, 因为伴发肠梗阻的患者术后具有较高的死

亡率[10], 所以针对这样的患者应首先立即进行

系统化疗[11-12], 手术切除原发灶可能导致延迟或

者妨碍系统化疗. Tebbutt et al [13]通过对伴有远

处转移的患者进行随机化疗后, 发现相对于切

除原发灶的患者, 未切除原发灶的患者并发肠

瘘、肠梗阻及腹膜炎的发生率没有区别, 从而

说明无症状的Dukes D结直肠癌患者能够耐受

化疗而不影响原发灶的切除. Goldberg et al [14]和

Tournigand et al [15]的研究认为早期化疗效果较

好, 其反应率超过50%, 中位生存期为20 mo. 同
样, Simmonds的结论也证实了晚期直肠癌进行

化疗能够减轻症状, 并能使生存受益[16], 部分患

者化疗后手术可提高整体生存[17]. 当前, 由于化

疗新药[18-20]的不断出现以及腔内支架的使用, 部
分患者由不可根治变为根治. 对于无症状的不

可根治的Dukes D直肠癌患者是否进行即刻手

术还是延迟手术干预的前瞻性研究还未见报道, 
所以Dukes D期早期手术的价值应重新评估. 

但是在我国, 大肠癌一旦诊断多为中晚期, 
常常伴有明显的症状, 所以上述关于无症状型

Dukes D期大肠癌的治疗方案尚缺乏指导价值. 
夏振龙 et al报导Dukes D期大肠癌自然生存期仅

数月-1年, 尤其是有肝转移者, 平均生存期为5-10  
mo, 也有报道半年生存率为零[21]. 在本组资料中, 
Dukes D期直肠癌患者平均生存33 mo, 1、3、5

年生存率为64.6%、26.4%和17.4%, 而伴肝转移

者, 平均生存期为32.50±3.22 mo, 这些患者多

数是在有明显症状的情况下发现并进行手术干

预. 肿瘤的大体类型、组织类型、浸润深度和手

术方式影响患者的预后. 其中, 肿瘤大体类型为

浸润型、肿瘤侵破浆膜层、组织类型为低分化

和黏液腺癌以及行单纯造瘘术的患者的预后最

差. 以往的资料[22-24]显示, Dukes D期结直肠癌的

手术效果与肝转移程度、腹膜种植、原发肿瘤

切除、肿瘤的分化程度、年龄是否大与75岁以

及心血管疾病有关. 由于伴发肝转移与腹膜种植

的直肠癌患者预后无差别, 我们没有分析其对手

术效果的影响. 同时, 相对于单纯造瘘术者, 其余

三种术式的效果均具有显著差异, 这是因为单纯

造瘘的患者其共性为浸润型、分化差以及“冰

冻骨盆”状态; 同时也说明原发灶的切除可以使

患者的生存获益; Dukes D期伴肝转移的直肠癌

经根治术后生存期高于姑息性切除, 但由于资料

偏少未显示出统计学差异. 这个结论与一些报道

相吻合[25-30]. 所以, 对于有症状的Dukes D期大肠

癌患者, 积极手术治疗无论对患者生存期还是生

活质量均有较明显改善. 在娴熟的手术技巧基础

上, 凡术中探查能切除者应尽可能切除, 由于切

除了肿瘤负荷, 患者的全身状况在一段时间内将

会有明显好转. 
总之, Dukes D期患者中, 不同转移类型的

病例术后平均生存时间无差异; 肿瘤的大体类

型、组织类型、浸润深度和手术方式影响患者

的预后; 相比较于原发灶未切除者, 原发灶的切

表 2 Dukes D期直肠癌的类型分布及预后情况

       

转移类型                   n
                  1年整体     3年整体     5年整体                  平均生存        时序       

 P值
     生存率    生存率                        生存率                时间(mo) 检验值

腹膜种植                �1         0.552±0.09�4       0.2658±0.0886       0.1772±0.0781       4�.76±12.17  

局部浸润                98         0.658±0.0492       0.2�62±0.0500       0.1299±0.0472       28.49±4.68   
2.87    0.4122

远处转移              122         0.706±0.417         0.29��±0.0444       0.1725±0.0406       �4.04±�.61  

复合转移                50         0.592±0.141         0.�949±0.1478       0.26�2±0.1458       42.02±1�.71

表 3 并发远处脏器转移的直肠癌患者预后情况

       

远处转移       n
                 1年整体        3年整体          5年整体                  平均生存             

 
         生存率      生存率                         生存率    时间(mo)

肝脏   155 0.659±0.0�88 0.274±0.0�92 0.176±0.0�65 �2.50±�.22

肺脏       8 0.750±0.15�1 0.125±0.1169 0  25.6�±6.14

骨       4 0.500±0.2500 0.250±0.2165 0  �1.00±1�.69 

其他     17 0.756±0.106� 0.544±0.1548 0.272±0.2075 40.45±6.�9

■应用要点
本文重点探讨不
同类型的 D u k e s 
D 期 直 肠 癌 的 分
布、预后及其相
关因素, 并指出切
除原发灶可使患
者受益. 
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除可助患者生存受益. 
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Abstract
AIM: To detect p53, malat1, ki-67 and β -catenin 
mRNA expression in colorectal carcinoma and to 
evaluate its significance in molecular diagnosis 
of colorectal carcinoma.

METHODS: Real-time RT-PCR was used to 
detect p53, malat1, ki-67 and β -catenin mRNA 
expression in samples from 47 colorectal carci-
nomas, 13 colorectal adenomas and 53 normal 
colorectal tissues. 

RESULTS: The expression levels of p53 and 
malat1 were significantly different between 

colorectal carcinoma, colorectal adenoma and 
normal colorectal tissue (P < 0.05). p53 expres-
sion levels showed an average 1.61-fold (P 
= 0.000) and 2.62-fold (P = 0.000) increase in 
colorectal adenoma and colorectal carcinoma 
tissues when compared with normal colorectal 
tissues respectively, and 1.77-fold (P = 0.026) 
increase in colorectal carcinoma compared with 
colorectal adenoma. Similarly, malat1 expres-
sion levels were 0.55-fold (P = 0.001), 1.48-fold 
(P = 0.002) and 1.78-fold (P = 0.034) respectively. 
However, there were no significant differences 
among colorectal carcinoma, colorectal adeno-
ma and normal colorectal tissues in ki-67 and 
β -catenin. The expression levels of p53, malat1, 
ki-67 and β -catenin mRNA were not associated 
with the staging of colorectal carcinoma. The 
AUC (area under curve) of p53 and malat1 were 
0.755 and 0.748, respectively. The cut-off value 
for p53 in colorectal adenoma and colorectal 
carcinoma was 2.582 and 3.215 respectively; 
for malat1, 0.925, 1.395 respectively. Logistic 
regression analysis showed that p53 and malat1 
entered the regression equation (P < 0.05). The 
combined determination showed, the AUC were 
0.785, the cut-off values in colorectal adenoma 
and colorectal carcinoma were 0.750, 0.790 re-
spectively. Thus, the AUC of combined determi-
nation was larger than that of single detection 
for p53 and malat1. 

CONCLUSION: The present study demonstrates 
that p53 and malat1 have certain application 
value in molecular diagnosis of colorectal car-
cinoma to identify colorectal carcinoma and 
colorectal adenoma. Furthermore, the accuracy 
in diagnosis of colorectal cancer is improved by 
combined assaying of p53 and malat1. 

Key Words: Colorectal carcinoma; Molecular diagno-
sis; p53; malat1; ki-67; β-catenin ; Real-time RT-PCR
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■背景资料
大肠癌是一种常
见恶性肿瘤, 发病
率和死亡率有逐
年增高的趋势, 早
期诊断、准确的
诊断对大肠癌的
治疗和预后判断
都有重要的指导
意义.
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摘要
目的: 初步研究多个大肠癌相关基因p53 、

malat1、ki-67 和β-catenin 在大肠癌分子诊断
中的意义.

方法: 收集手术切除的新鲜大肠癌组织标本
47例、大肠腺瘤组织标本13例, 以及分别和大
肠癌、大肠腺瘤对应的正常大肠黏膜组织标
本53例, 用实时荧光定量RT-PCR方法检测各
基因的Ct值.  

结果: p53、malat1 在大肠癌组表达量均高于
大肠腺瘤组(P  = 0.026, P  = 0.034), 但是p53在
正常大肠黏膜组、大肠腺瘤组和大肠癌组中
表达依次增高, 而malat1在大肠腺瘤组、正常
大肠黏膜组和大肠癌组中表达量依次增高, 大
肠腺瘤组mRNA表达最低. ki-67 在大肠癌组
的表达量是正常黏膜组表达量的1.42倍(P  = 
0.007). β-catenin 基因在三组间的表达差异无
统计学意义. 各基因的表达量均和大肠癌的分
期无关. 经ROC曲线分析, p53的曲线下面积是
0.755(P <0.05), 在大肠腺瘤组和大肠癌组的最
佳Cut-off值分别是2.585、3.215, malat1 的曲
线下面积是0.748(P <0.05), 在大肠腺瘤组和大
肠癌组的最佳Cut-off值分别是0.925、1.395; 
二元Logistic回归分析, p53和malat1进入回归
模型(P <0.05). 联合检测p53和malat1在大肠腺
瘤组和大肠癌组的ROC曲线下面积为0.785(P  
= 0.01), 在大肠腺瘤组的和大肠癌组的最佳
Cut-off值分别是0.750、0.790. p53和malat1联
合检测的ROC曲线下面积均高于单独检测的
ROC曲线下面积.

结论: p53 和malat1 在大肠癌的分子诊断中有
一定的应用价值, 可为鉴别大肠腺瘤和大肠癌
提供有效的参考; 和单独检测相比, 二者联和
检测的准确性高于单独检测的准确性.

关键词�� 大肠癌; �子诊断; p53 ; malat1 ; ki-67 ; 

β-catenin ; 实时荧光定量PCR
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0  引言

大肠癌是一种常见恶性肿瘤, 随着生活水平的

提高, 生活习惯的改变, 大肠癌的发病有逐年增

高的趋势, 大肠癌的病死率在美国上升到恶性

肿瘤死亡率的第三位, 在中国上升到恶性肿瘤

死亡率的第五位[1]. 尽管近些年临床对大肠癌的

诊治水平有明显提高, 但手术仍旧是主要的治
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疗方法, 若早期发现并进行手术治疗, 可以大大

提高肿瘤患者的生存率[2], 因此治疗癌症的关键

是早期诊断.
目前已证实有许多癌基因和抑癌基因如

p53、malat1、ki-67和β-catenin等在大肠癌发病

过程中表达量发生显著的变化, 对这些相关基

因表达量进行定量分析, 分析其在大肠癌变过

程中基因表达量的变化, 有可能揭示大肠癌相

关基因量变和癌变发生的规律, 从而可以确立

大肠癌分子诊断的标志物及分子诊断标准. 本
研究运用实时荧光定量RT-PCR技术, 对大肠癌

相关基因p53、malat1、ki-67和β-catenin分别在

正常大肠黏膜、大肠腺瘤和大肠癌mRNA的表

达量进行了检测, 进而分析他们在大肠癌分子

诊断中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 标本采集: 收集正常大肠黏膜、大肠腺瘤

和大肠癌的手术后新鲜组织标本, 每个标本收

集相同的2份, 其中1份切成5 mm3的小块, 立即

保存在液氮中备用, 1份做常规的病理诊断(经3
位资深的专家确诊); 选择其中诊断为大肠癌, 大
肠腺瘤及正常大肠黏膜的标本作为本实验的研

究对象. 收集2007-06/2007-12南方医院普外科

手术切除的新鲜大肠癌组织标本47例为大肠癌

组, 男31例, 女16例, 平均年龄57.0±14.2岁, 大
肠腺瘤组织标本13例为大肠腺瘤组, 男9例, 女
4例, 平均年龄55.8±18.7岁, 分别取和大肠癌以

及大肠腺瘤对应的正常大肠黏膜组织53例为正

常黏膜组, 男32例, 女21例, 平均年龄56.2±15.3
岁; 其中47例大肠癌患者中早期和中晚期患者[3]

分别占17.0%(8/47)、83.0%(39/47). 手术前均未

接收化疗. 
1.1.2 主要试剂与仪器: TRIzol(购自Invitrogen公
司), SYBR PrimeScript Real Time RT-PCR kit(购
自大连TaKaRa生物工程公司), MX3000p定量

PCR仪(购自Stratagene公司).
1.2 方法 
1.2.1 引物设计与合成: 登陆GenBank获得各个

基因的mRNA序列, 利用Primer Premier 5.0软件

设计特异性引物, 并使上下游引物跨越2个内含

子, 以避免基因组DNA的污染, 引物均由上海英

俊生物有限公司合成(引物序列见表1).  
1.2.2 RNA提取及cDNA合成: 提取每份组织标

本的总RNA, 所有标本通过光密度分析结果260 
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■研发前沿
目前尚未见关于
大肠癌多个标志
基因mRNA表达
在腺瘤与癌病理
早期鉴别诊断中
的研究, 如果制定
正常大肠黏膜、

大肠腺瘤与大肠
癌的基因分子诊
断标准, 将有助于
病理医师做出准
确的诊断, 有助于
临床医生选择合
理的治疗方案. 
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nm/280 nm的比值在1.9-2.1之间, RNA电泳出现

28S、18S与5S三条带, 取RNA 2 µL, 逆转录成

cDNA 20 µL, 反应体系包括: 5×PrimeScriptTM 
Buffer 4 µL, PrimeScriptTM RT Enzyme MixⅠ 1 
µL, Oligo dT Primer(50 µmol/L)1 µL, Random 6 
mers(100 µmol/L) 1 µL, Total RNA 2 µL, RNase 
Free dH2O 11 µL. 反应条件为: 37℃ 15 min, 
85℃ 5 s.  
1.2.3 实时荧光定量PCR: 反应体系包括: SYBR＠ 
Premix Ex TaqTM(2×) 10.0 µL, PCR Forward 
P r i m e r(10 µ m o l/L) 0.8 µ L, P C R R e v e r s e 
Primer(10 µmol/L) 0.8 µL, cDNA 2 µL, dH2O 6.4 
µL. 反应条件为: 95℃ 5 min 变性, 95℃ 10 s, 
58℃ 20 s, 72℃ 5 s, 40个循环. 扩增完毕后, 进行

溶解曲线分析. 
1.2.4 基因mRNA表达水平相对定量分析: 应用

MX3000p定量PCR仪, 以β-act in为内参, 进行

Real-time RT-PCR扩增, 检测各模板的Ct值. 通过

Ct值进行相对定量, 实验组和对照组的基因表达

相对定量用2-ΔΔCt表示, 即2-ΔΔCt值表示实验组(大
肠癌组、大肠腺瘤组)和正常对照组(正常黏膜

组)目的基因表达的倍数关系. 其中ΔΔCt = ΔCt 
(实验组)-ΔCt(对照组), ΔCt = Ct(目的基因)-Ct(内
参基因).

统计学处理  对p53 、m a l a t1 、k i-67 和

β-catenin在正常黏膜组、大肠腺瘤组和大肠癌

组3组间及组间的两两比较进行Kruskal-Wallis
检验; 用ROC曲线分析评价各基因在大肠腺瘤

和大肠癌诊断中的价值, 找出适宜的临界点值; 
对大肠腺瘤组和大肠癌组进行Logist ic回归分

析; 以上统计均使用统计软件SPSS13.0. 用Excel
分别绘制有意义基因p53、malat1及二者联合检

测在大肠腺瘤组和大肠癌组的ROC曲线. 

2  结果

2.1 p53、malat1、ki-67 和β-catenin 在正常黏膜

组、大肠腺瘤组和大肠癌组表达情况的Krus-
kal-Wallis检验结果 p53、ki-67和malat1基因在

正常黏膜组、大肠腺瘤组和大肠癌组的表达均

具有统计学意义(P <0.05); β-catenin基因在3组
间的表达无统计学意义. p53和ki-67在大肠腺瘤

组和大肠癌组表达均上调, malat1在大肠腺瘤组

表达下调而在大肠癌组表达上调(表2). p53在大

肠腺瘤组的表达量是正常黏膜组表达量的1.61
倍(P  = 0.000), 在大肠癌组的表达量是正常黏膜

组表达量的2.62倍(P  = 0.000), 在大肠癌组的表

达量是大肠腺瘤组表达量的1.77倍(P  = 0.026); 
malat1在大肠腺瘤组的表达量是正常黏膜组表

达量的0.55倍(P  = 0.001), 在大肠癌组的表达量

是正常黏膜组表达量的1.48倍(P  = 0.002), 在大

肠癌组的表达量是大肠腺瘤组表达量的1.78倍
(P  = 0.034); ki-67在大肠癌组的表达量是正常

黏膜组表达量的1.42倍(P  = 0.007), 在正常黏膜

组和大肠腺瘤组及大肠腺瘤组和大肠癌组差

异无统计学意义(表3). p53、malat1、ki-67和
β-catenin中有意义基因p53、malat1在大肠癌组

的表达量均和大肠癌的分期无关(P >0.05, 表4).

表 2 p53, malat1, ki-67 和β-catenin 在3组中的Kruskal-
Wallis检验结果

     
基因

  正常黏膜组   大肠腺瘤组     大肠癌组       
P 值

     (平均秩)          (平均秩)         (平均秩)

β-catenin       38.50            36.3����            41.44       0.�66 

p53       20.50            38.8����            55.2����       0.000 

ki-6�       32.50            3�.00            45.����0       0.031 

malat1       32.50            20.�5            4�.0�       0.001

表 1 内参基因β-actin 及目的基因p53, malat1, ki-67 和β-catenin 的引物序列

     
基因              GenBank索取号         上、下游链                引物序列 (5'-3')             产物长度(bp) 

β-actin              NM_001101  上游      ACTCGTCATACTCCTGCT     255

    下游      GAAACTACCTTCAACTCC 

β-catenin             NM_0010����820���� 上游      ATGGCTTGGAATGAGAC     18����

    下游      AACTGGATAGTCAGCACC 

p53              NM_000546  上游      CCACCATCCACTACAACTACAT    146

    下游      AGGACAGGCACAAACACG 

ki-6�              NM_00241�  上游      GGGTTACCTGGTCTTAGTT     244

    下游      ATGGTTGAGGCTGTTCC 

malat1              NR_00281����  上游      GAAGATAGGCATTTGAGTGGCT    136

    下游      CTGAAGAGCATTGGAGATCAGC 

■相关报道
D o m i n i q u e 
Desvaux et al 用
Real-time PCR方
法证明肾脏急性
排斥反应中几个
基因在分子诊断
中的意义. 



www.wjgnet.com

2.2 ROC曲线和二元Logistic回归 对于鉴别大

肠腺瘤和大肠癌, p53、malat1和ki-67的ROC
曲线下面积(AUC)见表5. p53的ROC曲线下面

积为0.755, p53在大肠腺瘤组的最佳Cut-off值
取2.585, 敏感性为70.8%, 特异性为66.7%, p53
在大肠癌组的最佳Cut-off值取3.215, 敏感性为

88.9%, 特异性为54.2%(图1A); malat1的ROC
曲线下面积为0.748, 在大肠腺瘤组的最佳Cut-
off值取0.925, 敏感性为72.4%, 特异性为75.0%, 
malat1在大肠癌组的最佳Cut-off值取1.395, 敏感

性为87.5%, 特异性为65.5%(图1B). ki-67的ROC
曲线下面积无统计学意义. 二元Logistic回归分

析, p53和malat1进入回归模型(P <0.05). 联合检

测p53和malat1在大肠腺瘤组和大肠癌组的ROC
曲线下面积为0.785(P = 0.01), 在大肠腺瘤组的

最佳Cut-off值取0.750, 敏感性为66.7%, 特异性

为75.8%, 在大肠癌组的最佳Cut-off值取0.790,
敏感性为66.7%, 特异性为88.9%(图1C).

3  讨论

大肠癌发生是涉及多步骤, 多基因改变的过程. 
几乎所有大肠癌都是由正常肠上皮细胞发展成

息肉样腺瘤, 然后在腺瘤的基础上发展而来的, 
符合大肠腺瘤-不典型增生-癌的发展规律[4]. 大
肠癌发病过程的不同阶段, 同时涉及多个基因

表达量的变化. 研究表明, 89%的高分化腺癌在

其侵袭前的肿瘤细胞中核内β-catenin表达增加, 
同时伴有一定程度的胞内β-catenin弥漫表达[5], 
β-catenin蛋白表达异常可能是大肠腺瘤癌变的

重要环节[6]. 野生型p53可以诱导细胞凋亡, 目前

的研究已充分证实p53在大肠癌发生发展中的

重要作用[7], 他在大肠从腺瘤到癌变的过程中发

生突变[8], 在大多数腺瘤中过表达[4]. ki-67在正常

肠黏膜组织中, 表达弱而有规律, 多集中在肠腺

基底部的增殖区细胞核内; 在癌旁黏膜组织中, 
表达增强, 黏膜上皮增殖活性升高, 并出现增殖

带上移现象; 而在大肠癌细胞中, k i-67表达明

显增多[9]. malat1是新发现的高度保守的非编码

RNA, 在结肠组织中表达, 目前的研究证明他和

癌的转移高度相关[10], 可以作为肿瘤诊断的分

子标记物[11]. 
本研究通过检测p53 、m a l a t1 、k i-67 和

β-catenin分别在正常黏膜组、大肠腺瘤组和大

肠癌组mRNA的表达, 统计分析结果表明: p53
在大肠腺瘤组的表达量是正常黏膜组表达量的

1.61倍, 在大肠癌组的表达量是正常黏膜组表

达量的2.62倍, 在大肠癌组的表达量是大肠腺

瘤组表达量的1.77倍; malat1在大肠腺瘤组的表

达量是正常黏膜组表达量的0.55倍, 在大肠癌

组的表达量是正常黏膜组表达量的1.48倍, 在
大肠癌组的表达量是大肠腺瘤组表达量的1.78
倍; ki-67在大肠癌组的表达量是正常黏膜组表

达量的1.42倍, 在正常黏膜组和大肠腺瘤组及

大肠腺瘤组和大肠癌组的表达差异无统计学意

义; β-catenin在3组中的表达差异无统计学意义. 
4个基因p53、malat1、ki-67和β-catenin中, 其中

有意义基因p53、malat1在大肠癌组的表达量均

和大肠癌的分期无关. p53和malat1在正常黏膜

组、大肠腺瘤组和大肠癌组mRNA的表达量均

不同(P <0.05), 二者可能作为大肠癌的分子诊断

标志物.
ROC曲线是肿瘤标志物临床应用中一种全
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表 3 组间两两比较的Kruskal-Wallis检验结果

     
分组

 正常黏膜组    大肠腺瘤组       
P 值

      正常黏膜组    大肠癌组     
P 值

      大肠腺瘤组     大肠癌组        
P 值

    (平均秩)          (平均秩)             (平均秩)       (平均秩)                (平均秩)         (平均秩) 

p53       20.50            33.00         0.000       18.50          48.50       0.000         10.8����            1����.2����         0.026

ki-6�      22.50            25.00         0.465       28.50          40.3����       0.00�         16.����4     21.53      0.300

malat1       24.50            13.50         0.001       26.50          3����.33       0.002         11.81     20.����8      0.034

表 4 有意义基因p53 、malat1 在大肠癌组不同分期的
Kruskal-Wallis检验结果

     
基因

  早期大肠癌组        中晚期大肠癌组           
P 值

       (平均秩)                   (平均秩)         

p53          ����.13     14.1����                  0.0����8 

malat1          ����.�5     15.�����                  0.0�1

表 5 p53 、malat1 和ki-67 的ROC曲线下面积 (AUC)

     
基因   AUC     SE        95% CI                P 值

p53  0.�55 0.08� 0.585-0.����24         0.026

malat1  0.�48 0.083 0.586-0.����10         0.034

ki-6�  0.615 0.0����3 0.433-0.�����6         0.300

■应用要点
本文初步制定适
合临床应用的正
常大肠黏膜、大
肠腺瘤与大肠癌
的分子诊断标准, 
减少大肠癌诊断
中的主观性误差, 
增加客观指标, 更
好地为临床医生
治疗肿瘤提供指
导. 



www.wjgnet.com

常建兰, 等. p53、malat1、ki-6�和β-catenin基因mRNA检测�大肠癌分子诊断中的意义                     3853

面、准确评价诊断试验非常有效的方法. ROC曲
线以良、恶性疾病为研究对象, 是敏感性和特异

性的综合反映, 曲线下面积能较好反映一个诊断

试验的诊断能力, 并能确定最佳临界值[12-15]. 根据

Swets报道, 面积在0.5以下时无诊断价值; 面积

在(0.5-0.7)时有较低的准确性; 面积在(0.7-0.9)
时有较高的准确性; 面积在0.9以上时准确性最

高[16]. Logistic回归分析可用来衡量联合分析的

价值大小[14,17-19], 因此本文采用回归分析方法对

有意义的p53和malat1基因进行了联合分析.
本文通过S P S S13.0统计软件分析 ,  利用

Excel绘制ROC曲线, 并比较不同基因曲线下

面积大小 ,  同时按照曲线下面积最大原则提

供最佳临界值, 以区别良、恶性疾病[20]. 对于

鉴别大肠腺瘤和大肠癌, p53 的曲线下面积是

0.755(P <0.05), 在大肠腺瘤组的最佳Cut-off值
取2.585, 敏感性为70.8%, 特异性为66.7%, 在

大肠癌组的最佳Cut-o ff值取3.215, 敏感性为

88.9%, 特异性为54.2%; malat1的曲线下面积是

0.748(P <0.05), 在大肠腺瘤组的最佳Cut-off值取

0.925, 敏感性为72.4%, 特异性为75.0%, 在大肠

癌组的最佳Cut-off值取1.395, 敏感性为87.5%, 
特异性为65.5%. ki-67和β-catenin的ROC曲线下

面积无统计学意义. p53和malat1的曲线下面积

均大于0.7, 对大肠腺瘤和大肠癌的诊断有较高

的准确性, 可用于大肠腺瘤和大肠癌的鉴别诊

断中. 而且p53的曲线下面积大于malat1的曲线

下面积, 所以就单一肿瘤标志物鉴别大肠腺瘤

和大肠癌的能力而言, p53要优于malat1 . 
联合检测p53和mala t1在大肠腺瘤组和大

肠癌组的ROC曲线下面积为0.785(P  = 0.01), 在
大肠腺瘤组的最佳Cut-off值取0.750, 敏感性为

66.7%, 特异性为75.8%, 在大肠癌组的最佳Cut-
off值取0.790, 敏感性为66.7%, 特异性为88.9%. 
和单独检测相比, p53和malat1联合检测的曲线

下面积大于单独检测的曲线下面积, 表明p53和
malat1联合检测的效果优于单独检测.

大肠癌是严重威胁着人类健康的疾病之一. 
肿瘤治疗方案的确定依赖于对患者病情的准确

诊断. 病理组织活检和免疫组化是常用的肿瘤

诊断方法, 免疫组化法检测的对象是与肿瘤相

关的蛋白, 而样本处理方式对蛋白的稳定性影

响很大, 因此免疫组化的检测结果的稳定性受

到一定的影响. 检测组织特异标志物的mRNA比

病理学、免疫组化等方法有几个优点: (1)RNA 
在细胞外环境中是很不稳定的, 因此检测到标

志物mRNA应当表示所检测的组织或体液中有

肿瘤细胞; PCR检测法已达到检测单个分子的

能力, 而其他方法还达不到; (2)在免疫组化等方

法结果为阴性时, 仍可用组织特异性标志物的

mRNA检测来表明肿瘤细胞的存在[21]. 分子诊断

灵敏度高, 特异性强, 需要的组织标本少.
分子诊断技术是具有划时代意义的检测手

段, 分子病理诊断是将来病理诊断不可缺少重

要指标, 分子病理诊断研究拓宽了医学研究的

范围[22], 但本研究设计属于诊断试验准确度评价

的初步“探索”阶段[12], 用于临床之前尚需要大

量的后续研究来进行证实和完善. 
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Abstract
Esophageal replacement is needed to treat 
many esophageal diseases. Based on domestic 
and overseas literatures, this review analyzes 
and summarizes the progress in esophagus 
prosthesis during the last fifty years, including 
artificial synthetic material, biologic material, 
biologic composite material, biological tissue-
engineering and self-pulmonary tissue flap, 
and explains their characters and exploratory 
development. The best substitute, which can be 
easily acquired, avirulent, with no rejection, no 
carcinogenicity and absorbable, has not been 
found yet.

Key Words: Esophagus; Substitute; Esophagus re-
construction
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摘要
很多食管疾病需行食管替代术. 本文通过查阅

国内外文献, 分析总结近50年食管替代物研究
及临床应用的发展状况. 从人工合成材料、生
物材料、生物复合材料以及生物组织工程、

自体肺组织瓣的应用与研究, 综述特性及应
用, 但尚未找到完全理想的替代物. 理想的替
代物应是易获取、无毒性、无排斥反应、无
致癌性以及可吸收等特点. 

关键词�� 食管; 替代物; 食管重建
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0  引言

许多先天性或后天性食管疾病都需要行食管病

变部分切除, 食管替代重建术. 自50年前人工食

管的首次应用以来, 先后出现自体组织、人工

合成材料、生物材料、生物复合材料以及生物

组织工程等[1-2]的应用, 但至今未找到一种理想

的食管替代物. 食管替代物种类繁多, 但大致可

分为两大类: 一类是自身的其他组织或器官, 另
一类是人工的食管替代物. 他们在临床中各有

优缺点. 其共同的特点是手术打击大, 往往需要

开胸, 开腹同时进行, 术后并发症多, 如吻合口

瘘、狭窄、坏死、反流、心肺功能紊乱等. 并
且牺牲部分消化系, 造成消化系功能紊乱和营

养吸收障碍. 此类手术在婴幼儿中也有一定局限

性. 另一类实体组织作为替代物, 如: 肌皮瓣[3]、

颈阔肌皮瓣[4-6]和骨膜肋间肌瓣[7-8], 主要应用于

颈段食管, 对胸段食管不适合应用. 最近报道的

肺组织瓣等, 都在动物实验中有一定的报道, 目
前尚未进行临床大规模应用. 

早在1951年Berman[9]率先采用特制的聚

乙烯管替代食管缺损, 1953年用塑料管替代食

管缺损并应用于人体, 而我国的医疗工作者在

1983年开始, 先后用各种人工材料进行人工食

管的研究[10-12], 因高分子材料与组织的相溶性

差, 血管, 组织无法长入, 食管不能完全上皮化, 
肉芽组织增生及炎症反应严重而出现严重的并
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发症如感染、吻合口瘘、狭窄, 人工食管不能

达到长期固定而脱落, 后来又采用膨体聚四氟

乙烯及碳素纤维、硅橡胶等[13-15], 都没有得到理

想的效果. 因而人工合成材料作为食管替代物

在临床上没有得到广泛的应用, 人们进入了新

的替代材料的研究-生物类替代物. 

1  生物类替代物

生物型人工食管比普通人工食管有一定的进步, 
但直到目前也一直处于实验阶段, 没有进入一期

临床. 智发朝 et al [16]报道, 应用由猪主动脉经理

化处理后制成生物型人工食管, 无生物活性, 符
合国家药监局的可植入人体标准, 对30只实验犬

进行食管替代, 结果发现组织相溶性好, 质地柔

软、有弹性、脱落不构成危险, 围手术期有效率

为93.3%, 有良好的研究及开发应用前景. 张兰军

et al [17]应用30只中国杂种犬经右侧开胸切除胸段

食管, 并以8 cm长生物型人工食管进行重建, 观
察愈合过程, 结果发现: 30只犬存活率为81.5%, 
围手术期存活率93%, 吻合口瘘发生率为6.7%, 
低于一般报告的10%-50%, 术后平均28 d人工食

管脱落, 术后2 mo出现狭窄, 需行扩张而缓解13
例, 需放置支架5例. 生物型人工食管作为新的食

管重建方法, 并发症少, 对心肺影响小, 不干扰生

理. 生物型人工食管植入后仅起短暂的替代和支

撑作用. 术后1 wk即在其外周形成一个血液及结

缔组织渗出胶原纤维的管腔道, 术后1 mo左右, 
由于食物刺激及食物中细菌作用, 吻合口出现剥

脱而被排出. 术后狭窄主要是由于人工食管脱落

后新生食管的瘢痕增生所致, 也与新生食管环形

收缩及纵向缩短有关, 但上皮完全爬覆有助于狭

窄的发生和缓解, 支架脱落的时间长短, 也对狭

窄有一定的影响. 还有吻合口瘘以及植入长度的

增加, 仍需进一步的深入和研究.

2  生物型复合材料

在总结生物型食管替代物的基础上, 根据理想

化食管替代物的要求, 有人设计出生物型复合

材料人工食管, 即采用生物可降解材料与非降

解材料复合制成人工食管, 既对自身食管组织

爬行再生有一定的诱导作用, 同时生物材料降

解速度与之相匹配, 非降解材料起到支架作用, 
延长了单纯生物材料的支撑时间, 最终再生食

管完全替代人工食管. 秦雄 et al [18]用医用聚氨脂

内管表面覆盖海绵状胶原蛋白壳糖膜, 体外制

成人工食管, 通过手术替换食管缺损, 通过组织

学及电镜等检测, 观察新生食管上皮化过程, 通
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过与植入橡胶管的对照发现, 实验组织术后人

工食管假体能迅速被宿主周围组织包绕达到生

物学固定; 内腔可见规则黏膜上皮生长, 1 mo后
覆盖内腔生成, 吻合口肉芽组织生长不明显, 动
物存活良好, 未发生吻合口瘘, 无明显狭窄发生, 
而对照组出现严重的狭窄而死亡, 而且观察到4 
wk后新生食管完全上皮化, 12 wk时黏膜全层结

构完整再生; 24 wk时食管肌层部分再生, 提示

海绵状胶原蛋白壳聚糖膜促进并诱导了自身食

管上皮的爬行再生. 分析其机制有: (1)海绵状胶

原蛋白壳聚糖提供的三维多孔支架对细胞起到

喵锭和支持作用, 不仅能为细胞的黏附, 增殖提

供空间, 而且有利于细胞沿着支架的构造爬行

再生以及营养成分的渗透和血管化形成. 胶原

蛋白壳聚糖可以改变组织的生长, 分化, 增殖和

移动. (2)海绵状胶原蛋白壳聚糖膜具有亲水性, 
吸附血液及体液营养因子, 对食管组织的再生

起促进作用. 如何改进聚氨酯内管的降解性能

使之手术后无需取出, 如何延长胶原蛋白壳聚

糖海绵降解吸收作用, 并引入具有调解细胞生

长代谢作用的生长因子和黏附蛋白来促进自身

细胞爬行与再生, 预防狭窄是人工食管完善应

用的重要内容, 虽然在动物实验中取得了较满

意的结果, 但该方法仍有较多的缺陷: 如不可降

解高分子材料术后一段时间经胃镜取出, 此类

实验方法仅适用于食管缺损较短者, 而不能充

分反映食管重建的全貌, 再生的食管组织与自

身的食管组织结构和功能上有较大的差距. 另
有文献[19]报道: 壳聚糖为无副作用的天然高分

子材料, 其化学性质和生物性质与体组织相近, 
生物相容性好, 无毒、无副作用, 与人体不排

斥, 天免疫原性, 易于与胶原蛋白交联, 并且具

有一定的抗感染作用, 对创面愈合有一定作用, 
已被应用于临床烧伤整形外科, 也有通过对壳

聚糖进行冷冻干燥或真空干燥处理制成壳聚糖

三维支架, 已经被口腔外科创面修复所应用; 也
有被制成周围神经支架来修复神经. 由此可见, 
壳聚糖是一种生物材料, 适用于生物支架的应 
用[20-22], 应进一步研究他在食管替代中作为一种

支架的尝试.

3  组织工程人工食管

最早是由美国麻省理工学院化学工程师Langer
与波士顿麻省大学医院Vacunti[1]提出Tissue En-
gineering概念, 即应用组织工程学和生命科学的

原理和方法来解释正常和病理的哺乳动物组织
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器官的结构功能关系, 并且发展具有生物活性

的人工替代物来恢复、维持或提高组织器官的

功能. 食管组织工程细胞来源: 食管上皮细胞增

殖较快, 获得的上皮细胞置于培养皿中, 仅需7 d
上皮细胞就可融合并覆盖整个培养皿表面. 这
使得临床应用成为可能, 这样组织工程的方法, 
再造组织与器官所用的各类细胞统称为子细胞, 
是组织工程的基本要素. 组织工程食管的种子

细胞主要来源于自体. 同种异体及异种组织的

细胞等, 只有获得足够数量并保持特定生物活

性的种子细胞, 才能保证组织构建的成功, 相关

研究表明, 上皮细胞间以及与无细胞支架间的

相互作用是维持上皮细胞生长分化的重要因素. 
其中整合素(integrin)表皮生长因子(EGF)、软化

生长因子(TGF)等多种因子也对之有影响. Sato 
et al [23]将人食管上皮细胞在胶原基质上培养, 然
后一起植入无胸腺大鼠的背阔肌内, 16 d后可见

有上皮细胞层生长, 并有新生血管形成, 之后他

们又将人食管上皮细胞在PGA胶原复合体上培

养8-12 d, 再制成管状物植入无胸腺大鼠背阔肌

内, 28 d后形成与正常食管相类似的管状结构, 
天狭窄腔内上皮细胞生长良好, 分层达15层, 具
有基底膜形. 

食管组织工程支架的选择: 目前多选用可

降解材料, 分两类, 即天然高分子材料(即生物

支架)和合成高分子材料[24-26]. 组织工程食管天

然生物支架方面的研究不多, 主要是借鉴了其

他器官组织工程研究方法, 壳聚糖和胶原蛋白

都是可以被机体降解吸收的天然生物活性材料, 
具有良好的生物粗容性和促进细胞再生性. 秦
雄 et al [27]把胶原蛋白和壳聚糖共混后经低温冷

冻干燥形成海绵状膜, 既保持了胶原蛋白原有

的多孔结构, 又克服了胶原蛋白的强度低, 吸收

快的特点, 采用海绵状胶原蛋白壳聚糖膜作为

支架材料, 接种食管上皮细胞后植入动物体内, 
发现食管上皮细胞进一步分化为10层, 术后4 wk
胶原蛋白壳聚糖膜已被降解吸收, 进一步证明

了海绵状胶原蛋白壳聚糖膜是组织工程构建可

降解人工食管的优良基质材料, 另外, Badylak  
et al [28]用猪小肠黏膜下组织(SIS)和膀胱黏膜下

组织(UBS)两种细胞外基质(ECM)作为组织支架

修补狗食管缺损. 但狭窄仍是一个主要问题. 另
外组织工程用高分子材料支架主要应用聚乳酸

(PGA), 聚乙醇酸(PLA), 二者共聚物(PLGA)等, 
目前仍处于实验研究过程中. 组织工程化食管

目前尚未应用于临床, 进一步研究包括上皮细

胞与肌细胞的同时种植及生成; 腺体及神经丛

的再生问题; 减少瘢痕加快组织结构的修复与

重塑等.

4  自体肺组织瓣

石文君 et al [29]首创应用肺组织瓣替代气管缺损

经过数年研究获得成功, 又提出肺组织瓣替代

食管部分缺损的设想, 并进行了一系列的动物

实验, 使得肺组织瓣应用于食管的缺损修补成

为可能, 为进一步临床应用打下坚定的基础. 
肺组织瓣的提出是一种大胆的设想, 是对

传统手术的一种挑战, 使未来复杂的手术变得

简单化了. 肺组织瓣制作简单, 采用游离所取肺

叶, 就近原则, 结扎切断肺叶、段支气管, 勿损

伤肺动、静脉, 注意保护支气管血管, 制成血运

丰富的肺组织瓣. 在手术中观察肺组织瓣无缺

血改变, 术后病理及电镜均证实这一点, 具有一

定的抗感染能力, 术后8-10 wk, 食管缺损处实现

了完全再上皮化. 根据胸内食管缺损部位, 可就

近取材, 避免了开腹手术, 同时也避免了人工食

管的排斥反映. 另外, 肺组织瓣有一定的延展性, 
选取了不同的肺叶可制成长度不同的肺组织瓣. 
总之, 肺组织瓣取材方便, 组织相容性好, 血运

丰富, 抗感染能力强, 愈合能力好, 能够提供食

管再生上皮化的良好环境, 减化手术的复杂性, 
是一种可深入研究的食管替代组织. 

赵俊刚 et al [30]在实验中应用12只犬行肺组

织瓣修补食管壁部分缺损长度40 mm, 环1/2-2/3
管腔, 已取得成功. 食管缺损处有新生的黏膜上

皮形成, 存活犬均能经口进食, 未见严重狭窄导

致进食障碍, 进一步的研究[31], 将肺组织内衬自

扩性记忆合金支架, 发现金属支架对食管壁和

肺组织瓣产生严重的投伤, 局部炎症是阻止食

管黏膜爬行的主要原因, 导致了过多的疤痕和

慢性溃疡, 不利于食管的替代. 刘军 et al [32]在动

物实验中再一次证实了肺组织瓣能为食管上皮

细胞提供良好再生环境, 用以重建犬胸段食管

具有可行性. 但金属支架对组织有损伤, 另有杨

伟 et a l [33]报道, 利用肺组织瓣代替切除食管60 
mm, 内衬硅胶管外包绕肺组织瓣, 上、下端食

管进行吻合, 将肺组织瓣缝合成管状, 在犬的实

验中获得成功, 但硅胶管支架仍然不是理想支

架, 尚需排除或取出, 如能制成一种生物支架, 
他能与食管组织有很好的生物相容性, 能适应

正常食管的生理收缩和扩张; 同时具有一定的

■相关报道
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硬度能抵抗周围疤痕组织的收缩保持管腔的通

畅, 可被机体组织降解吸收, 无需取出, 相信效

果会更加理想. 　
总之, 在食管替代的研究中如何减轻瘢痕

增生、预防狭窄的发生仍是关键问题. 目前, 食
管替代物能满足于食管上皮的再生, 进一步地

研究包括平滑肌及神经丛、腺体的再生[34], 蠕动

功能的恢复, 长段食管的重建等. 相信随着研究

地深入, 最终一定能找到理想的食管替代物.
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Abstract
Hepatitis B virus (HBV) infection is a major 
worldwide healthy problem and now the virus 
and the virus-caused diseases have been known 
deeply. However, due to lack of a practical 
and convenient animal model, the study of 
HBV biology and the therapeutic development 
of HBV infection are still at a low level. As a 
common species used in laboratory, mice are 
studied most and the genetic and immune 
system are clearly understood. In this paper, we 
briefly describes the mouse models currently 
available in HBV.

Key Words: Hepatitis B virus; Animal model; Mouse 
model
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摘要
乙型肝炎病毒感染是全球范围内影响人类健

康的重要问题, 目前人们对HBV及其所致疾
病有了相当深入的认识. 但由于缺乏合适的动
物模型, 乙型肝炎病毒的生物学研究和治疗进
展缓慢. 小鼠作为一种实验室常用的动物, 遗
传免疫背景清楚明确, 已经成为人们研究乙肝
的重要工具. 本文简要综述了小鼠模型在乙型
肝炎研究中的进展. 

关键词�� 乙型肝炎病毒; 动物模型; 小鼠模型
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0  引言

人类乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)属于

嗜肝DNA病毒科, 含有约3.2 kb的部分双链DNA
基因组, 其复制需要经过转录和逆转录过程同

时具有高度的宿主种属和组织特异性. 人们对

HBV及其所致疾病有了相当深入的认识, 但是

仍然有大量疑难问题有待解决, 如HBV感染肝

细胞的受体, HBV进入细胞的机制及相关的蛋

白因子, HBV非结构蛋白x和e抗原在病毒复制

和致病机制中所扮演的角色[1-2], HBV分泌大量

不含基因组的空心颗粒的原因[3]等. 上述这些

问题没能获得很好解决的一个重要原因就是由

于合适的HBV动物模型太少. 迄今为止, HBV
的体外模型(细胞模型)已经取得了较大的进展, 
已有多种支持H B V基因表达和病毒复制的稳

定的肝癌细胞系被成功建立[4], HBV的体外感

染模型也可用原代培养人肝细胞或者树鼩肝细

胞以及肝癌细胞系HepaRG[5], 然而感染效率很

低. 由于体外系统既没有肝脏组织结构, 也没有

体内环境如免疫分子、细胞因子等的影响, 因
此在体外实验中获得的结果还需要有体内实验

进行验证. 体内模型, 黑猩猩是迄今为止唯一能

够感染HBV并发生急性肝炎的动物, 他可以产

生与人类极其相似的细胞免疫[6]. 然而由于他属

于较高级的灵长类动物, 各国的使用限制很多, 
不适用于作为常规的实验动物. 另一种可以感

www.wjgnet.com
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■背景资料
动物模型是研究
乙肝的一种重要
工具, 小鼠是一种
实验室常用的动
物, 目前已经被广
泛应用于模型研
究. 各种小鼠模型
在乙肝治疗、分
子生物学等研究
中发挥了很大作
用, 但每种模型都
存在着一些缺陷, 
需要努力去研究
一种更理想的小
鼠模型.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



染HBV的动物是同属灵长类的小河树鼩(tupaia 
belangeri), 但其感染仅仅是一过性的, 产生的病

毒滴度也很低, 感染效率也不高[7]. HBV相关病

毒如土拨鼠HBV(WHV)和鸭HBV(DHBV)也可

以用来做HBV的相关研究[8-9], 但是上述这些动

物都不是理想的HBV动物模型. 由于人HBV的

替代动物模型具有各种缺点, 因而十分有必要

研制遗传和免疫背景清楚、易于饲养的常规小

动物模型, 经过基因修饰的小鼠模型因此成为

近年研究人HBV的重要工具. 本文就有关支持

HBV复制和感染的小鼠模型进行综述. 

1  HBV转基因动物模型

1.1 HBV全基因组转基因小鼠 小鼠没有人HBV
入侵的受体或者其他相关的因子 ,  因而无法

感染人HBV, 但是可以通过转基因的方法将人

HBV基因组转入小鼠胚胎干细胞, 使HBV基因

组进入小鼠体内. 用这种模型研究发现, 小鼠虽

然不能感染人HBV, 但是小鼠的肝脏和肾脏却

可以有效的复制人HBV, 能分泌HBV病毒, 该病

毒颗粒在形态学上与人血清HBV颗粒没有区别, 
并且可以像人HBV一样感染黑猩猩. 然而尽管

转基因小鼠可以产生高滴度的病毒, 却没有表

现出任何细胞病理迹象, 这是由于转基因小鼠

在胚胎发育阶段就耐受了HBV的各种组分. 这
些现象说明, HBV感染具有严格的种属特异性, 
但是复制并无种属特异性, 而具有组织特异性, 
同时证明HBV的致病机制为宿主的免疫致病. 
因转基因小鼠对HBV抗原处于免疫耐受状态, 
还可用于研究感染慢性化的形成机制, 熊一力 
et al [10]在研究树突状细胞的抗原提呈功能时,发
现转基因小鼠对HBV的抗原提呈能力低下, 同
时观察到小鼠的T淋巴细胞免疫活化受到抑制,
鼠肝细胞应答能力下降, 由此推测树突状细胞

的抗原提呈能力下降, 是宿主对HBV产生免疫

耐受的关键. Zheng et al [11]研究HBV全基因组转

基因小鼠模型时发现HBV虽然是肝细胞癌产生

的一个重要原因, 但病毒本身并不是有效的致

癌物, 其致癌作用可以被致癌物二乙基亚硝胺

(diethylnitrosamine, DEN)所激发. 
HBV基因组转基因小鼠模型为抗HBV药物

的评价做出了重要的贡献, 不仅用于核苷类似物

以及细胞因子的抗HBV效果评价, 而且被用来

评价siRNA对HBV的治疗效果. 研究发现, siRNA
作为一种新的潜在的治疗HBV感染的手段, 具有

良好的抗HBV的效果, 在转基因小鼠中可以将
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HBV的复制水平抑制到不能检测的水平[12-13]. 虽
然HBV基因组转基因小鼠将HBV组分当作自身

组分, 不会发生肝炎, 但是, 如果在这种小鼠体内

注入针对HBsAg的CTL细胞, 则可以建立急性肝

炎小鼠模型[14], 利用这种模型获得了大量的HBV
相关的免疫学信息, 证明HBV特异性CTL细胞通

过分泌细胞因子强烈抑制病毒复制, 从而大大降

低血液中HBV浓度, 但是这些CTL并不直接杀伤

受HBV感染的细胞[15], 而是引起非HBV特异性

的炎症细胞进入肝脏, 这可能是宿主细胞免疫导

致肝脏损伤的原因所在[16], 而且如果在HBV CTL
诱导的肝炎模型中去除Gr-1(+)细胞, 则可以避免

对肝组织的损伤, 并且不影响CTL的抗病毒活性.  
将HBV基因组转入严重免疫缺陷小鼠(SCID小

鼠), 该转基因小鼠也可以终身分泌HBV, 但不表

现出任何肝炎症状, 但是给该小鼠注入脾细胞则

可以消除血液中的病毒并产生慢性肝炎, 如果注

入更多的脾细胞, 则可以导致急性肝炎[17].  
1.2 HBV亚基因组转基因小鼠 除了上述HBV全

基因组转基因小鼠之外, 也有人用HBV的某一

个或多个基因建立转基因小鼠. 这种HBV亚基

因组转基因小鼠主要用于研究单个HBV基因对

宿主的影响, 尤其是对HBV相关肝硬化及肝癌

发生机制的影响, 以及对宿主免疫系统的影响. 
屠亚军 et al [18]建立一种可用于研究慢性乙型肝

炎患者诱发肝癌的机制及HBX反式激活机制的

人的HBV X基因转基因小鼠模型. 相关研究进

一步证实HBV X基因是有一定的致癌作用, 但
并不单独直接致癌, 而是与其他致癌基因和环

境致癌物共同致癌[19-20], 其致癌机制与抑癌基因

p53相关[21]. 应用转X基因小鼠的其他研究也陆

续证明, X蛋白可以调节细胞转录因子的活性、

激活Ras2Raf、NF2kB通路、影响p53基因修复

DNA等而引起细胞癌变[22-25]. 此外, 有学者用该

模型对其在HBV复制周期中的作用进行研究, 
发现X蛋白不是HBV复制所必需的, 但能增强病

毒的复制[26]. Yamazaki et al [27]通过在转X基因小

鼠上的研究发现β-干扰素(IFN-beta)在小鼠体内

可以抑制DNA的合成继而有效的预防HCC的发

生. 同样利用转X基因小鼠, 台湾学者证实了水

飞蓟素(silymarin)可以有效的预防或者延迟肝

癌的发生[28]. 转大S基因小鼠研究发现, 大S基因

的表达导致大量S蛋白堆积于肝细胞内, 导致肝

细胞毒性及代偿性增生, 直至引发肝癌. 另有实

验证实全长的preS/S基因产物不具有反式激活

作用, 而pres1、pres2区突变的preS/S基因的表
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乙型肝炎严重威
胁我国人民的身
体健康, 据统计我
国平均每年大约
有30万人死于乙
肝, 因此乙型肝炎
相关研究非常紧
迫.
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达产物诱导DNA的氧化损伤, 可能与HBV相关

性HCC的发生有关[29]. 转HBc/HBeAg基因小鼠

研究发现, 分泌型抗原e比抗胞内蛋白c更能诱导

机体产生T细胞免疫耐受. 刘红 et al [30]用受CMV 
启动子调控的HBV C基因建立了能够稳定传代

的转基因小鼠, 并用作评价HBV核酸疫苗的效

果和观察针对HBcAg的免疫反应在肝脏损伤中

的作用. 
总之, 转基因小鼠在研究HBV的复制及其与

宿主的相互作用方面发挥了重要的作用, 然而相

关研究具有多种缺陷: 首先, 转基因小鼠并非被

HBV感染, 因此无法用来研究病毒进入和在体内

的散布; 第二, 转基因小鼠中的病毒RNA均来自

于整合的HBV基因组, 在转基因组小鼠肝细胞中

未发现HBV正常复制所需要的cccDNA(原因不

明), 因此这些模型不太适合于用来研究抗病毒

药物对cccDNA生成的抑制作用.

2  HBV转染小鼠模型

2.1 以病毒载体转导小鼠 用HBV基因组转染体

外培养原代细胞或肝癌细胞系, 可以建立基因

cccDNA的HBV复制细胞模型. 利用杆状病毒载

体或者腺病毒载体包装HBV基因组, 也可有效

的转染小鼠体内肝脏细胞. Rauschhuber et al [31]

用一种缺失了全部病毒编码序列的腺病毒载体

GD-Adv(gene-deleted adenoviral vector)建立一

种转基因小鼠模型. 这样建立的动物模型由于

HBV非天生就有, 因此可以引起宿主的免疫反

应, 产生针对HBV的细胞免疫和体液免疫[32], 然
而由于载体以及HBV自身的抗体性, 以及HBV
不能感染小鼠肝细胞, 因此HBV只能短暂分泌. 
2.2 HBV裸DNA直接注射小鼠 直接将HBV裸

DNA注射到裸鼠肝脏内, 可以打破种间屏障, 
使裸鼠产生类似HBV携带者的状况, 但这种方

法只能是小鼠肝脏中一小部分细胞携带HBV. 
Yang et al [33]创造了尾静脉大体积(1.6 mL)注射

质粒DNA的方法, 可以使小鼠产生高滴度(107 
copy/mL血液)的病毒, 但是1 wk以后随着血中

抗体和CTL细胞的出现, 病毒很快被清除. 而用

同样的方法再NOD/SCID小鼠中, 病毒可以持

续81 d以上. 利用这种小鼠模型研究发现, 注射

DNA siRNA可以阻断HBV复制[34]; 大大降低血

中HBV含量. 有中国学者, 采用水动力尾静脉注

射法, 将含有1.3倍HBV基因组的pHBV4.1注射

入BALB/C小鼠, 建立了一种快速简便并且病毒

可高水平复制的HBV动物模型, 可以用来研究

多聚肌苷酸对HBV复制的抑制作用[35]. 2006年, 
Ketzinel-Gilad et al [36]将HBV adw亚型通过酶切

位点连接到载体上, 用水动力转染法尾静脉分

别注射到BALB/c和SCID小鼠体内. 在BALB/c
小鼠体内HBeAg和HBsAg在第3天打到高峰, 10 
d后随着抗体的出现而开始下降; 在SCID小鼠

血清中30 d后仍可以检测到HBeAg和HBsAg, 利
用Real-time PCR检测到HBV-DNA的复制水平

可以达到106-107. 同年Takehara et al [37]利用水动

力转染技术注射1.5倍HBV基因到Balb/c裸鼠体

内, HBV相关抗原表达超过1年, 而且检测到了

cccDNA, 说明该模型更接近于自然感染. 
尽管在NOD/SCID小鼠中HBV存在时间较

长, 但是仍然是一过性的HBV复制模型, 病毒会

以为不能感染和复制而自引清除. 此外该系统

不仅需要使用特殊的小鼠NOD/SCID, 而且由于

注射剂量太大(相当于小鼠全身体液的总量), 对
小鼠肝脏和其他器官造成的损伤也不能忽视.

3  人-鼠嵌合肝模型

近年来人们用人的肝细胞移植到免疫缺陷小鼠

体内, 得了一些嵌合肝动物模型, 在这些动物模

型中, 人的肝细胞可以存在并感染HBV. 
3.1 Trimera小鼠模型 该模型是用正常Balb/c小
鼠经致死剂量的辐射处理后, 静脉注射严重联

合免疫缺陷(severe combined immunodeficient, 
SCID)小鼠的骨髓细胞. 这种小鼠用HBV感染过

的人肝活检细胞植入其体内, 大约80%的移植小

鼠可产生病毒血症, 组织化学分析和人血清白

蛋白mRNA检测结果显示, 人肝细胞移植物可以

在小鼠体内存活. 这种小鼠模型中HBV病毒滴

度不高, 仅为105 HBV copy/mL血液, 而且病毒血

症持续时间也只有20 d, 仅适合于短时间的药物

抗病毒活性分析[38]. 
3.2 NOD/SCID小鼠模型 该模型使用NOD/SCID
小鼠作为人肝细胞的受体动物, 给小鼠注射肝

细胞生长因子c-Met的受体酪氨酸激酶拮抗剂

(抗体)可以大大促进人肝细胞的存活时间, 这种

动物模型可以支持HBV的感染和复制, HBV抗

原和DNA可在血中存在5 mo, 但是HBV DNA
的浓度也不太高, 只能达到2×105 copy/mL血
清. 该模型还可以进行HDV的超感染[39]. 一旦停

止注射抗c-Met抗体, 小鼠体内人肝细胞就会缓

慢的减少. 有人将HBV基因组转染永生化的人

肝细胞后植入RAG-2缺陷小鼠(该小鼠与SCID
小鼠类似, 因为recombination activation gene-2

■应用要点
虽然普通小鼠无
法感染HBV, 但是
通过多种多样的
分子生物学的手
段, 却可以建立适
合于各种研究目
的HBV小鼠模型, 
这为HBV的研究
提供了非常有用
的工具
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的失活而不能形成成熟的T、B细胞), 结果获得

了5 mo以上的高滴度病毒(达1×108 copy/mL血
清)[40]. 
3.3 uPA/SCID小鼠模型 该模型使用的是uPA/
SCID小鼠, 这种小鼠因为被转入具有肝脏毒性

的uPA基因(urokinase plasminogen activator), 自
身的肝细胞生长受到抑制, 而植入的肝细胞具

有生长优势, 加之该小鼠无免疫排斥能力, 适合

于移植肝细胞的生长[41]. 移植肝细胞可以生长到

小鼠出生之后8 wk, 这个年龄正是小鼠肝脏长势

正常的时期. 在这种小鼠中, 移植人肝细胞可以

有机的整合到整个鼠肝脏中, 在有些模型中, 人
的肝细胞可以占到整个肝脏的绝大部分, 该肝

脏近乎完全人源化[42-43]. 给这种小鼠注射乙肝患

者血清, 小鼠可产生1010 copy/mL血清, 并且可以

持续5 mo[43], 用体外HepG2细胞产生的病毒上清

也可以感染这样的动物模型. Petersen et al [44]用

这种模型研究发现从HBV大外膜蛋白分离的酰

化肽可以抑制HBV的感染. 这种模型还被用来

研究HBV突变株(HBeAg阴性)的生物学特性, 该
模型将非常适合于抗病毒药物的评价, 无论这

些药物是抑制病毒复制, 还是影响病毒进入细

胞和体内传播. 
尽管该模型可以说是目前最好的HBV感染

复制模型, 但是由于该小鼠没有免疫机能, 对于

研究HBV的致病机制以及HBV与宿主免疫系统

的相互关系仍然是一个难以克服的问题, 一种

间接的解决方法就是使用人抗HBV免疫细胞对

小鼠进行处理, 实施过继免疫(adoptive immune) 
由于uPA/SCID小鼠在生长过程中, 转基因uPA可

能会丢失, 失去uPA基因的小鼠肝脏重新获得生

长优势, 结果会导致小鼠肝细胞比例增加, 实验

发现人肝细胞所占总肝细胞的比例直接影响了

血清HBV的含量. uPA/SCID小鼠的饲养和繁殖

也是一个问题, 由于没有细胞免疫和体液免疫, 
加上肝脏不能正常发育, 因此出生死亡率很高.  

与其类似的另一种嵌合肝模型使用uPA转

基因小鼠和RAG2小鼠(该小鼠因为recombina-
tion activation gene-2的失活而不能形成成熟的

T、B细胞)杂交获得杂合子小鼠, 其特征与uPA/
SCID纯合子小鼠类似, 但是由于是杂合子, 移植

肝细胞占肝脏总细胞数比例较低(可达15%). 这
种模型与uPA/SCID模型一样, 也可以进行HBV
的感染和复制研究. 所有嵌合肝模型的主要特

点就是允许人肝细胞生长, 但是这类模型的构

建必须每次都使用新鲜的人肝细胞, 而这种人

鲜活肝细胞来源很有限, 不易获得. 折衷的解决

方案是使用树鼩肝细胞, 但是从某种角度讲, 如
果用树鼩肝细胞移植到小鼠体内, 还不如直接

以树鼩作为模型更好.

4  结论

小鼠作为实验室最常使用的动物, 其易于饲养, 
遗传背景清楚, 基因组全序已完全确定, 其免疫

系统研究深入透彻, 这些特点决定了小鼠是最

理想的动物模型. 虽然普通小鼠无法感染HBV, 
但是通过多种多样的分子生物学的手段, 却可

以建立适合于各种研究目的HBV小鼠模型, 这
为HBV的研究提供了非常有用的工具, 如Zhang 
et al [45]利用小鼠模型研究发现LIGHT基因(TNF
家族成员)可以增强细胞和体液免疫反应. 目前

国内外研究的HBV小鼠模型各有特点和不足, 
转基因小鼠和基因转染小鼠最大的缺点是HBV
病毒不能进入细胞发生正常感染和在体内传播, 
转基因小鼠的优点是可以稳定的分泌必须HBV
病毒及抗原, 无需每次进行转染或移植, 但是机

体不能产生对HBV的免疫反应, 可以通过过继

免疫的方法进行部分补救. 而基因转染小鼠的

优点是可以产生对HBV的免疫反应, 并且可以

方便的研究HBV不同突变对HBV本身以及对免

疫系统的影响, 可以进行免疫致病机制研究. 嵌
合肝小鼠模型的最大特点是允许HBV复制, 但
是由于免疫缺陷, 他们与转基因小鼠一样不能

产生对HBV的免疫, 同时动物饲养比较困难, 而
且必须提供来源稀少的新鲜活跃的人肝细胞. 
因此, 有必要进一步研究更为理想的动物模型. 
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Abstract
Based on the clinical data and fundamental 
invest igat ion, this art ic le overviews the 
current situation in preventing and treating 
the recurrence and metastasis of hepatoma 
with traditional Chinese medicine, holding 
t h e o p i n i o n t h a t r e s e a r c h e r s o u g h t t o 
perform mult i -center , large-sample and 
random clinical trials to find out an effective 
t h e r a p e u t i c m e t h o d o r p r e s c r i p t i o n o f 
traditional Chinese medicine; thus promote 
the research on the mechanism of prevention 
and treatment with Chinese medicine via 
multiple approaches. 

Key Words: Hepatoma; Recurrence; Metastasis; 
Traditional Chinese medicine
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摘要
本文在简述肝癌复发转移的临床资料与基础
研究的基础上, 综述我国中医药防治肝癌复发
转移的研究现状, 认为应大力从临床上开展多
中心、大样本、随机观察的方法来筛选有效
的中医药治法与方药, 进一步多途径、多方法
地深入推进中医药防治的机制研究. 

关键词�� 肝癌; 复发; 转移; 中医药
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0  引言

我国原发性肝癌的发病率高居世界之首, 肝癌

已成为我国第2位癌症杀手. 当前肝癌临床治

疗十分活跃 ,  除传统治疗的四大疗法(手术、

放疗、化疗、生物治疗 ,  尤以手术为第一选

择)外,又出现了局部治疗、肝移植、靶向治疗

等新的方法[1]. 但所有的疗法, 几乎无一例外, 
均面临治疗后转移复发这个瓶颈问题, 使疗效

难以进一步提高[2]. 而在我国的肝癌防治研究

中, 中医药发挥了重要而又独特的作用, 也开

展了广泛的临床与机制研究[3-4]. 其中, 随着现

代医学对肿瘤治疗理念的深入与改变, 中医药

对防治肝癌复发转移的作用与机制, 已越来越

受到临床与学术界的重视. 现将有关方面作一

简要综述. 

1  肝癌复发转移的研究

1.1 肝癌复发转移的临床资料 复发与转移是大

多数原发性肝癌(以下简称肝癌)术后的死亡原

因. 大量的研究资料表明[5-6], 大肝癌切除术后5年
复发与转移率高于60%, 小肝癌也在40%以上. 最
早的在术后2 mo复发, 复发高峰在1-2年, 5年后

复发少见. 因此, 在术后5年内应定期检查与采取

抗复发转移措施, 其中, 根治切除术后, AFP不转

阴、肝血管造影和碘化油CT是早期发现残癌和

复发的最敏感的检测手段[7]. 
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目前, 临床上抗肝癌复发与转移的治疗措

施主要有放射介入治疗(TACE)、全身化疗、区

域性化疗、生物免疫治疗与中医药治疗等几方

面[8]. 其中, 全身化疗在肝癌抗复发与转移治疗中

的价值尚存较大争议, 主要是合并肝硬化的患者

往往难于耐受足够疗程的治疗. 而生物免疫治疗

由于副作用较小而易于被患者接受, 常用的药物

有干扰素α和胸腺素α.  
我国复旦大学肝癌研究所根据肿瘤转移复

发规律设计一系列术后介入综合治疗的方案[9]. 
该方案认为, 术后2 wk肝功能基本恢复, 即予全

身化疗(如静脉缓滴5-FU), 以杀灭循环中的癌细

胞; 术后2 wk起给予生物免疫治疗(如干扰素、

拉米夫定、胸腺肽等), 以提高机体免疫功能, 可
起清扫残癌的作用; 术后2 mo内考虑循环癌细

胞向血管壁侵犯, 开始向组织浸润定位着床, 必
先有肿瘤血管生成形成显微镜下转移浸润, 这
时进行肝动脉预防量的化疗栓塞治疗, 以起阻

断肿瘤血供, 杀灭肿瘤细胞, 预防肿瘤复发与转

移的效果. 
1.2 肝癌复发转移的基础研究 在我国肝癌复

发与转移研究中 ,  复旦大学肝癌研究所用组

织块肝原位移植成功建立在肺、肝和淋巴结

高转移的人肝癌裸鼠模型LCI-D20, 并用该模

型建立高转移潜能人肝癌细胞系MHCC97-H, 
以及在此细胞系基础上通过“自发性逐级肺

转移筛选”建立起自发肺转移人肝癌细胞系

HCCML6[10]. 这些肝癌高转移动物模型与高转

移潜能人肝癌细胞系的建立, 对于我国深入研

究肝癌复发转移的分子机制, 以及寻找抗复发

转移的药物等方面的研究, 提供了一个极好的

技术平台. 
肝癌的复发和转移有一系列基因参与调控,

它涉及到细胞基因改变, 表面结构、抗原性、

侵袭力、黏附能力、产生局部血凝因子或血管

生成的能力、分泌代谢功能以及肿瘤细胞与宿

主、肿瘤细胞与间质之间相互关系的多步骤、

多因素参与的过程. 主要与(1)基因的调控, (2)黏
附分子, (3)细胞外基质降解, (4)血管生成等四

个方面有关[11-12]. 近几年来, 高通量技术大量地

应用于肝癌复发转移相关的基因组学与蛋白组

学研究中, 筛选出部分在有或无复发转移的差

异表达基因, 并成功建立肝癌转移分子预测模

型. 例如, 我国复旦大学肝癌研究所与美国国立

癌症研究所合作, 基于与肝细胞癌转移和患者

预后等相关的基因表达谱, 成功建立了由153个
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基因组成的肝癌转移分子预测模型, 其预测准

确率高达90%以上[13]. 国际上, Iizuka et al [14]在基

因芯片技术分析的基础上, 也建立了一个高效

的、由12个差异表达基因组成的预测系统. 
1.3 抗肝癌复发转移的问题与反思 临床上肝癌

根除手术时, 为了预防复发与转移常常要面对

两大难题. 其一是血管或胆管内癌栓, 大多数癌

栓即使在手术中予以清除或吸除, 仍极易复发, 
难以控制. 其二是腹腔淋巴结转移, 这在胆管细

胞癌中极为常见, 以往尚未引起足够的重视, 预
后极差. 同时, 对仅局限于肝十二指肠韧带内的

转移淋巴结清扫较易, 但转移往往涉及胰头、

肝总动脉及腹腔动脉周围淋巴结等部位, 术中

处理较为棘手. 
尽管许多研究者报道了影响肝癌复发转移

的基因或蛋白, 这些研究进展可能会为肝癌增

加血清学或基因诊断的方法, 并对复发转移的

危险性进行预测, 但尚不足以据此建立相应特

异的干预手段. 同时, 由于与肿瘤复发转移相关

的分子水平变化是动态变化的, 为此单一指标

的检测难以达到要求, 因此, 需要寻找一组有预

测价值又符合临床检测要求的指标. 另外, 除寻

找癌细胞相关的指标外, 还应寻找机体免疫功

能相关的指标.
肝癌是一种高复发转移率的恶性肿瘤, 顾

健人 e t a l [15]认为肿瘤是一种以局部组织细胞

异常生长为特征的全身系统性疾病 ,  机体神

经、内分泌、免疫等系统的失调或调控异常

是肿瘤形成的系统性条件, 也与肿瘤复发转移

密切相关. 因此, 对于肿瘤治疗, 除了现有的手

段, 应该加强对修复与重建机体对细胞调控的

平衡态, 包括神经、内分泌、免疫等系统标志

的检测, 以及相应的新的治疗研究, 这可能是

今后研究的重要方向. 这些新观念的提出与中

医防治肿瘤及其复发转移的许多治疗理念不

谋而合. 

2  中医药对肝癌复发转移的防治研究

2.1 中医药对防治肝癌复发转移的临床意义 在
肝癌治疗方面, 尽管中医药对缩小肿块作用不

十分理想, 但大量的临床实践证明, 中医药能协

助手术、放化疗等现代治疗方法取得更好的疗

效, 确有其独特之处. 这已是我国在肝癌防治研

究领域的最大特色和优势[16]. 
由于肝癌复发转移率高, 以及患者大多有

慢性肝病背景, 而任何一种放、化疗方案又都

www.wjgnet.com
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代小平, 等. 肝癌复发转移与中医药防治                  3867

www.wjgnet.com

伴有明显的毒副反应, 许多患者正是由于无法

忍受这些毒副反应而中途放弃治疗 因此, 在我

国肝癌综合治疗方案里, 中医药的积极参与已

经是一个不可缺少的重要组成部分. 据不完全

统计, 临床80%以上的肝癌患者都在不同时间

段不同程度地接受中医药治疗, 尤其是根治手

术后的抗复发转移治疗. 苏小康 et al [17]探讨了

健脾化瘀法抗肝癌术后复发转移的临床疗效, 
对比观察健脾化瘀组(治疗组)和单纯手术组

(对照组)1、2、3、5年生存率, 复发率, 肝功能

Child分级及肿瘤相关指标的变化. 结果表明健

脾化瘀法中药能提高肝癌患者的生存率、降

低复发率. 在肝癌转移复发的防治中, 动物药

物是经常使用的中药材, 金龙胶囊是从守宫、

金钱白花蛇等动物提取制备的鲜动物药. 李辉 
et al [18]评价了金龙胶囊对临床可切除肝癌手术

后复发和转移的预防作用. 结果表明, 与对照

组相比, 金龙胶囊能明显降低肝癌手术后1-3
年的转移与复发率. 也有人探讨了中医药分阶

段防治恶性肿瘤术后复发转移优化方案[19], 认
为在肝癌术后的不同时期, 可以采用不同的中

医药治法来达到防治肝癌复发转移的目的. 第
一阶段为术后1 wk至西医放化疗前, 主要进行

中医药扶正治疗, 以提高机体的免疫能力. 同
时, 在此期间, 不主张使用“以毒攻毒”之法

或由祛邪药物组成的中药, 以避免术后机体的

免疫能力与抗癌能力愈发降低 .  第二阶段为

西医的放化疗期间 ,  中医药主要通过辨证论

治, 结合患者不同的毒副反应使用扶正或调理患者不同的毒副反应使用扶正或调理不同的毒副反应使用扶正或调理

中药, 以减轻西医治疗所带来的毒副作用, 使
患者能顺利接受与完成整个西医治疗方案. 第能顺利接受与完成整个西医治疗方案. 第
三阶段为中医药抗复发转移的主要阶段, 西医

通过手术与放化疗治疗后, 一般认为已完成了

整个治疗方案, 而此时机体的免疫功能与骨髓

造血功能并没有达到较好的状态, 同时, 体内

的癌细胞也并没有完全清除干净, 或者这些癌

细胞只是潜伏了下来, 随时都有可能“东山再

起”. 因此, 在第三阶段的抗复发与转移的防

治中, 要强调扶正祛邪并重, 并坚持长期用药. 
当然, 有相当一部分肝癌患者在手术后, 由于患者在手术后, 由于在手术后, 由于

自身体质与肝功能低下等原因, 不能接受西医

的放化疗等进一步治疗方案. 对于这部分患者患者

一般经第一阶段治疗后, 直接进入第三阶段的

长期的扶正祛邪治疗, 只是在患者耐受的情况患者耐受的情况耐受的情况

下, 加大祛邪中药的比重. 
2.2 中医药防治肝癌复发转移的机制研究机制研究研究 肝癌

复发转移的机制是十分复杂的, 既包括肿瘤细

胞遗传特性的差异, 也与机体神经、内分泌、

免疫等系统的功能状态密切相关. 而中医药主

要通过扶正祛邪的方法来达到其防治复发转移

的目的. 孟静岩 e t a l [20]综述了我国中医药防治

肿瘤复发转移的作用, 认为主要包括: 抑制细胞

增殖、诱导细胞分化、诱导细胞凋亡、增强免

疫、抗多药耐药性等方面. 
肝癌细胞的侵袭黏附能力常常被认为与黏附能力常常被认为与附能力常常被认为与

复发转移密切相关, 因此, 常用来观察中医药

的抗复发转移能力. 余桂芳 et al [21]探讨了“以

毒攻毒”中药制剂三氧化二砷与扶正中药人

参皂甙对人肝癌S M M C 7721细胞黏附侵袭

转移能力的影响, 结果发现, 三氧化二砷与人

参皂甙单独与联合应用均能显著抑制人肝癌

SMMC7721细胞的黏附能力, 抑制细胞游走与黏附能力, 抑制细胞游走与附能力, 抑制细胞游走与

穿透基底膜的能力, 其联合抑制作用优于单独

运用. 孙婧璟璟 et al [22]观察了活血化瘀中药丹参

对SMMC7721肝癌细胞株侵袭黏附能力和对黏附能力和对附能力和对

裸鼠人肝癌切除术后转移复发的影响. 结果表

明, 丹参处理的SMMC7721细胞表面细胞间黏黏

附分子1(ICAM1)表达明显低于对照组, 丹参

可抑制肝癌细胞的侵袭能力, 促进已黏附细胞黏附细胞附细胞

的脱落, 可抑制SMMC7721与SMMC7721细
胞、淋巴细胞、内皮细胞的黏附, 并对早期和黏附, 并对早期和附, 并对早期和

晚期裸鼠人肝癌切除术后的肝内和远处转移

复发有防治作用. 其他, 如郭昱 e t a l [23]观察了

清热解毒中药黄芩的有效成分黄芩甙对肝癌

细胞BEL-7402的抗黏附作用. 当然, 临床上抗

肝癌复发转移的治疗更多的是中药复方汤药

或制剂的应用, 因此, 如何有效地观察其机制机制

研究, 将更显其应用价值. 郭昱 e t a l [24]利用中

药药物血清, 观察了肝癥口服液含药血清对人

肝癌BEL-7402细胞系侵袭和转移的影响, 结果

表明肝癥口服液含药血清能明显抑制肝癌细

胞侵袭力、黏附力及运动能力. 黄修燕 et al [25]

对扶正类中药复方“松友饮”抗肝癌转移复

发的作用进行了系统的研究, 结果表明, “松

友饮”对高转移人肝癌MHCC97H细胞侵袭性

具有明显的抑制作用, 其机制可能是通过抑制机制可能是通过抑制可能是通过抑制

MMP2活性来抑制肝癌侵袭性. 
2.3 中医药防治肝癌复发转移的反思 大量的研

究表明, 肝癌的复发与转移是机体(包括神经、

免疫、内分泌等系统的功能状态)、微环境(含
血管生成等因素)和癌细胞三者互动的结果[26]. 
因此, 对于肝癌术后复发与转移的防治, 不能单

■相关报道
徐振晔认为在肝
癌术后的不同时
期, 可以采用不同
的中医药治法来
达到防治肝癌复
发转移的目的. 第
一 阶 段 为 术 后 1 
wk至西医放化疗
前, 主要进行中医
药扶正治疗, 以提
高机体的免疫能
力. 第二阶段为西
医的放化疗期间, 
中医药主要通过
辨证论治, 结合患
者不同的毒副反
应使用扶正或调
理中药, 以减轻西
医治疗所带来的
毒副作用, 使患者
能顺利接受与完
成整个西医治疗
方案. 第三阶段为
中医药抗复发转
移的主要阶段, 在
西医通过手术与
放化疗治疗后, 要
强调扶正祛邪并
重, 并坚持长期用
药.
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从过去局部的解剖学与微观的病理学角度来看, 
而应更多地从系统生物学与整体的机体状态来

加以研究. 现代医学对于肝癌复发与转移防治

观念的转变, 与中医药的整体观念及辨证论治

思想极其相似. 正是这种防治观念的转变, 以及

中医药在肝癌临床中的确切疗效, 使得现代医

学界对中医药在肝癌复发与转移的防治中作用

与地位给予了越来越多的肯定与期待. 这也为

中医药的发展提供了一个良好的契机. 
然而, 中医药防治肝癌复发转移的研究现

状表明, 广大中西医肿瘤工作者仍然需要面对

诸多的问题与挑战. 其一, 在中医或中西医结合

领域中, 研究中医药防治肝癌复发转移的报道

极为有限, 且大多为临床方药的疗效观察, 极少

涉及其机制研究. 因此, 如何进一步从临床上开机制研究. 因此, 如何进一步从临床上开研究. 因此, 如何进一步从临床上开

展多中心、大样本、随机观察的方法来筛选有

效的中医药治法与方药, 已成当务之急. 其二, 
在小量的机制研究报道中, 也仅采用了传统的机制研究报道中, 也仅采用了传统的研究报道中, 也仅采用了传统的

观察肝癌细胞侵袭能力等方面的研究, 较难与

中医多途径、多靶点的作用特点相结合. 因此, 
进一步多途径、多方法的深入推进中医药防治

的机制研究, 已是中医药发展与现代化的迫切机制研究, 已是中医药发展与现代化的迫切研究, 已是中医药发展与现代化的迫切

需要. 其三, 在进行机制研究过程中, 我们经常机制研究过程中, 我们经常研究过程中, 我们经常

要碰到中药的剂型与给药途径的问题. 无论是

临床疗效的重复, 还是实验结果的验证, 如果仍

然停留在过去传统的剂型与给药方式上, 将极

大地制约中医药疗效的提高与推广. 所幸的是, 
在长期的抗肿瘤复发与转移工作中, 已开发出

一些常用的中药制剂, 如康莱特注射液、参芪

注射液等. 随着这些制剂在临床上的广泛应用

与作用机制的深入研究, 将进一步拓展中医药机制的深入研究, 将进一步拓展中医药的深入研究, 将进一步拓展中医药

防治肝癌复发转移的研究范围. 

3  结论

随着现代医学对肿瘤系统生物学行为认识的深

入, 以及肝癌高转移动物与细胞模型的广泛应

用, 将极为有力地推进中医药防治肝癌复发转

移的研究工作[27-28]. 在临床上, 应遵循循证医学

的原则, 广泛利用我国肝癌患者众多, 普遍接受

中医药防治的医疗资源, 着力推进多中心、大

样本、随机对照观察的方法来筛选有效的中医

药治法与方药. 在机制研究方面, 也应充分利用

当代生命科学的有关知识与原理, 进行深入的, 
多途径、多方法的探讨. 总之, 中医药在防治肝

癌复发与转移的研究工作, 既面临诸多的现实

困难, 也迎来良好的发展机遇. 
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改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位
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±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计
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维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸
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肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-08)
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Abstract
I n i n f l a m m a t o r y b o w e l d i s e a s e ( I B D ) , 
experimental models, especially genetic animal 
models, are known as important tools for 
detecting potential therapeutic agents and 
investigating the mechanisms of pathogenesis. 
This review is intended to cover recent advances 
in genetic IBD model applications. The models 
have been classified into two main categories 
based on the methods of induction: gene 
knockout (KO) and transgenic.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Ulcerative 
colitis; Crohn’s disease; Genetic animal model
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
动物模型研究已有100多年历史, 近年来新兴
的基因型动物模型致病机制具有极强的针对
性, 对于研究其病因、发病机制、疾病发展规
律, 确定诊断和治疗手段以及新药开发均有重

要意义. 本文就IBD的基因型动物模型的研究
及进展作一综述.  

关键词�� 炎症性肠病; 溃疡性结肠炎; 克罗恩病; 基

因型动物模型
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和Crohn
病(Crohn's d i s ea se, CD)均属于炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD), 近年来发病

率逐渐增高, 已成为临床研究的重点之一. 对于

IBD动物模型研究已有100多年历史, 从最早的

化学药物诱导方法到近年来新兴的基因型动物

模型, 可谓层出不穷. 其中基因型动物模型致病

机制具有极强的针对性, 对于研究其病因、发

病机制、疾病发展规律, 确定诊断和治疗手段

以及新药开发均有重要意义, 因而倍受关注. 本
文就IBD的基因型动物模型的研究及进展作一

综述.

1  基因敲除型模型

采用基因敲除技术得到特殊的针对某一因子的

基因缺陷模型, 用以明确细胞因子、细胞因子

受体、淋巴细胞、抗原递呈细胞(APC)、肠上

皮细胞和信号转导蛋白等在IBD免疫发病机制

中的作用. 
1.1 IL-2基因或IL-2α受体敲除 白介素-2(IL-2)
是免疫系统中一个具有多重调节功能的细胞因

子. IL-2由激活的T淋巴细胞产生, 有放大免疫效

应、促进B淋巴细胞分化以及活化巨噬细胞、

NK细胞和淋巴因子激活杀伤细胞(LAK细胞)的
作用[1]. IL-2-/-以及IL-2α-/-基因缺陷小鼠的调节

性T细胞(Tr)不能抑制Th1型T细胞产生TNF-α和
IFN-γ, 从而自发诱发Th1增强的免疫反应, 其病

变通常位于结肠, 但需在细菌诱导下发生[2]. 
Sadlack et a l [3]最早于1993年报道大约有

®

■背景资料
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因和发病机制尚
不 明 确 ,  近 年 来
发病率逐渐增高, 
已成为临床研究
的 重 点 之 一 .  由
于人体实验研究
受到一定的限制, 
因此建立理想的
I B D动物模型对
于研究其病因、

发病机制、疾病
发展规律, 确定诊
断和治疗手段以
及新药开发与研
究均有重要意义. 
I B D动物模型研
究已有100多年历
史, 迄今还没有一
种模型能与人类
I B D完全相同或
能阐明其全部的
发病机制.
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50%敲除IL-2基因的小鼠会在4-9周龄时死于巨

脾、淋巴结病、自身免疫性溶血性贫血. 剩余

的动物将在6-15周龄时发生慢性结肠炎. 这些

小鼠的小肠基本完整, 而结肠(从直肠到盲肠)出
现严重的溃疡及肠壁增厚. 18周龄后有明显腹

泻和血便, 溃疡主要位于远端结肠, 28-32 wk, 小
鼠死于严重结肠炎. 病理可见与人类IBD类似的

表现如隐窝脓肿、黏液腺减少、上皮细胞不典

型增生等[4]. 该模型小鼠存在免疫学指标异常, 
如肠道固有层中巨噬细胞和树突状细胞增多, 
IL-1、IL-6、IFN-γ和TNF-α mRNA水平增高. 血
清淀粉样蛋白A、P水平常在发病前明显增高, 
并与病情严重程度有关[5-6]. 该模型常伴有门静

脉炎、贫血、肝脾淀粉样变等肠外表现. 
通过对IL-2基因敲除的UC模型的研究发现

CD28分子对于肠道淋巴细胞的凋亡有削弱作 
用[7]. CD28分子是T细胞表达的潜在共刺激分子, 
他能结合APC上的B7-1或B7-2从而刺激T细胞

的增殖, 并通过增加抗凋亡蛋白Bcl-xL表达而延

长淋巴细胞的寿命[8]. 凋亡缺陷使得病理性T细
胞得以生存并发展为IBD中慢性活化的细胞群. 
Boone et al [9]报道了CD28-/-的小鼠比起野生型小

鼠肠道中活性T细胞数减少, 这提示了正常情况

下CD28分子向消化系淋巴细胞提供了功能性共

刺激信号, 由此为人类IBD的免疫治疗的潜在有

效性提供了切入点. 
IL-2基因缺陷的鼠模具有肿瘤遗传易感性, 

由此展开了一系列对于结肠腺癌APC和p53基因

突变及微卫星不稳定性的研究[10]. 其结果发现, 
除了APC基因突变谱以外, 其临床表现及分子遗

传性均与UC相关的类似. 因此, 这类模型对于研

究化学干预因素十分有用, 例如叶酸、短链脂

肪酸、5-氨基水杨酸等已知对于预防UC相关的

人类结肠癌可能有效的药物[11]. 
随着对I B D发病机制的进一步深入研究 , 

IL-2基因缺陷的鼠模为我们提供了发现更多病

因和病生机制的途径, 如瘦素在引起患者消瘦

和营养不良的重要作用以及运用药物对其进行

阻断[12]; Toll样蛋白调控在IBD发病中的关键地

位[13]. 
1.2 IL-10敲除 IL-10由T细胞、B细胞、巨噬细

胞、胸腺细胞以及角质形成细胞产生, 可下调

Th1细胞、NK细胞和巨噬细胞的功能, 在维持

肠道正常免疫、抑制Th1型免疫反应和单核巨

噬细胞的抗原递呈中起关键作用[14]. IL-10-/-小鼠

也可自发性发生Th1型结肠炎, 产生以Th1型为

主的细胞因子, 如IFN-γ、IL-12, 很少甚至不产

生IL-4、IL-5[15]. 在无特异病原体的环境中, 4周
龄小鼠可产生不同程度的结肠炎症、结肠黏膜

溃疡、单核细胞浸润、肉芽肿形成. 病变以直

肠和远端结肠为主, 也可累及回肠, 但病变较结

肠为轻, 病理改变类似人类CD[16]. 在无菌环境

中, 小鼠不出现类似病变. 抗生素可减少细菌黏

附, 起预防和治疗UC的作用, 而非甾体抗炎药可

使病情恶化[17]. 
Kühn et al [18]最早于1993年报道IL-10-/-小鼠

的炎症可发生在全小肠, 而病变主要位于十二

指肠、近段空肠和升结肠. 病理发现十二指肠

以及空肠肠壁由于增生而致的增厚表现. 结肠

中可发现杯状细胞减少、上皮细胞变性、分泌

IgA的浆细胞浸润和主要组织相容性复合体-Ⅱ 
(major histocompatibility complex, MHC-Ⅱ)类抗

原类抗原表达增加[19]. 
通过对IL-10基因缺陷小鼠的研究, 进一步

阐明了IBD的许多重要发病环节, 如Jijon et al [20]

在发现了由ADP核糖多聚聚合酶(PARP)诱导的

上皮细胞渗透性增加, 而该机制与自发的慢性

难治性结肠炎有关. 同时证实了用PARP抑制剂

氨基苯酰胺治疗IL-10基因缺陷的小鼠可有效

逆转典型的CD特征. Mikami et al [21]在其最新的

研究中探讨了趋化因子受体CXCR4/CXCL12信
号转导通路在IBD中作用, 发现其表达在外周T
细胞以及病变肠组织中均有显著上调, 并与疾

病活动度一致, 应用CXCR4抑制剂(合成14肽
TF14016)可以明显下调CXCR4表达, 改善疾病

程度.  
IL-10-/-模型为我们寻找各种食物源性治疗

方法提供了一个很好的平台. Cantorna et al [22]

发现补充活性维生素D 2 wk即可阻断疾病的

发展并显著缓解鼠模自发性的I B D临床表现. 
Menassa et al [23]对IL-10基因缺陷的鼠模进行口

服转基因低生物碱烟叶治疗, 发现能改善症状

和病情, 其机制考虑为下调TNF-α的表达所致. 
Carroll et al [24]应用可表达二氧化锰超氧化物歧

化酶的加氏乳杆菌对IL-10-/-鼠模进行干预, 收到

良好效果, 为进一步阐明微生态制剂治疗IBD的

机制及选择有特别治疗作用的菌属提供依据. 
Gratz et al [25]在IL-10基因敲除的IBD小鼠中

应用TNF-α鼠mAb进行腹膜下注射治疗, 经治疗

后随着腹泻、便血的症状改善组织学上也有明

显的好转, 这证实了TNF-α在IBD的发病机制中

所起的重要作用, 也进一步强调了该模型的重

■研发前沿
到目前为止, 还没
有任何一个动物
模型能够完全模
拟人类疾病或能
阐明其全部的发
病机制, 对于IBD
基因型动物模型
的研究还值得研
究者们进一步深
入和探讨.
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要地位[26]. 
Watanabe et al [27]用含有二氯亚甲基二膦酸

的D, L多聚乳酸微体每日1次直肠给药, 使巨噬

细胞作用削弱. 研究发现减少定居在小肠淋巴

滤泡中的巨噬细胞数量可阻止慢性结肠炎的进

展. 这个重要发现使今后研究如何削弱肠道巨

噬细胞成为IBD治疗的关键途径[28]. 
IL-10基因敲除模型的重要意义在2003年被

Lindsay et al [29]进一步验证, 他们在IL-10基因缺

陷的小鼠中成功的诱导产生了IL-10. 对该模型

的患病小鼠进行IL-10注射治疗并不能缓解病

情, 但经直肠注入带有编码IL-10基因的载体腺

病毒(AdvmuIL-10)可诱导肝脏IL-10的产生与释

放, 通过系统复杂的免疫调节机制使疾病获得

长期的缓解. 这种局部的基因治疗方法可避免

静脉注射AdvmuIL-10而带来的全身性副作用. 
人类I B D尤其是U C已知有较高的癌变风

险, 研究促癌因子及进行相应阻断有重要意义[30]. 
IL-10基因缺陷模型已成为研究IBD癌变的有力工

具. Sato et al [31]通过研究发现IL-10基因敲除模型的

体细胞具有较高的突变率, 例如G∶C或A∶T转
换为对照组的4.1倍, 某些小的缺失或插入突变

为对照组的10倍. Beatty et al [32]将人MUC1基因

转入IL-10基因缺陷的鼠模后发现IBD并发结肠

癌的进程加速, 这为研究IBD癌变的遗传学机制

提供了新思路和视角. Zhang et al [33]在该鼠模基

础上进一步建立IL-10和可诱导一氧化氮合成酶

(IL-10-/-/iNOS-/-)双基因缺陷模型, 发现导入iNOS
可预防慢性结肠炎癌变, 其机制可能为抑制异

常的P53和β层黏连蛋白的表达. 
1.3 T细胞受体(TCR)基因敲除 TCR在T细胞介

导的体液免疫反应中至关重要, 参与抗原的识

别和呈递[34], 因此, TCR基因缺陷小鼠常用于研

究T淋巴细胞和肠道细菌或抗原在IBD病因和发

病机制中的作用[35]. 通过基因打靶法可改变小

鼠胚胎干细胞TCR-α基因的第一个外显子, 产
生TCR-α-/-小鼠, 研究发现, 该小鼠的CD4+ TCR-
γδ细胞是介导结肠炎形成的主要效应T细胞[36]. 
1993年, Mombaerts et al [37]报道了TCR基因改变

的小鼠可产生结肠炎. 小鼠在16周龄时出现腹

泻、持续性炎症、全结肠肥厚, 但小肠仍保持

正常. 病理表现为结肠黏膜上皮细胞增生、隐

窝缺失及隐窝脓肿、杯状细胞减少及炎性细胞

浸润. B细胞多克隆激活造成的免疫失调引起大

量的自身抗体产生. 该模型的病变分布、组织

学和免疫学特征均类似人类UC, 其特性倾向于

Th2型结肠炎, 主要产生IL-4, 易对肠道抗原(包
括正常细菌和食物)抗原产生免疫反应[38]. IL-4
抗体治疗可抑制TCR-/-小鼠结肠炎活动度, 对于

人类UC患者的也有一定的治疗效果[39]. 
1.4 TNF-α基因3'端非翻译区敲除 TNF-α是IBD
的重要介质, 尤其与CD密切相关[40]. TNF-α抗体

在CD的临床治疗中取得了较好疗效是其有力的

佐证[41]. 美国及欧洲的大宗对照研究已证实抗

TNF-α抗体(CA2)是一个有效的治疗药物[42-43]. 
一种可过度表达人类TNF-α的转基因鼠可以作

为类风关的动物模型, 但在这种模型中不会出

现结肠炎[44]. 在TNF-α基因3'端存在一个非翻

译区, 其中富含腺嘌呤和尿嘧啶(adenine/uracil-
rich element, ARE), 通过基因敲除TNF-α基因上

的ARE后, 则TNF-α的降解减少, 可自发性发生

类似人类CD的回肠炎[45]. 因此, 该模型对研究

TNF-α引起CD的作用机制具有重要价值. 
1.5 G蛋白α i2基因敲除 G蛋白参与多种细胞内

信号传导通路, 具有调节细胞的分化、增殖等

功能. Gαi2蛋白是G蛋白的一个亚基, 在信号转

导过程中起抑制腺苷酸环化酶、激活磷酸肌醇

3(PI-3)α和活化钙通道的作用[46]. Gαi2信号肽突

变会引起类似慢性CD的病变[47-48]. Gαi2-/-小鼠在

25周龄时出现CD症状, 淋巴细胞浸润固有层, 肠
腺结构异常, 肠上皮增生, 集合淋巴结中T、B淋
巴细胞Bcl-2蛋白显著减少, 淋巴细胞凋亡增加, 
肠道屏障受损, IFN-γ、IL-2水平增高. 炎症出现

之前, 记忆性CD4+ T细胞和Th1型细胞因子水平

增高, 结肠中出现细菌特异性抗体, 这些在诱发

CD时均起重要作用[49]. 研究认为, Gαi2缺陷小鼠

结肠炎的发生可能与Pyer's淋巴结功能障碍及肠

上皮细胞和淋巴细胞凋亡增加有关[50]. 
1.6 三叶因子基因敲除 肠道三叶因子(intestinal 
trefoil factors, ITFs)是三叶肽家族成员之一, 生
理状况下主要分布于小肠及结肠的杯状细胞中, 
在黏膜保护、溃疡修复中起重要作用[51]. 病变时

三叶因子(trefoil factor, TFF3)表达上调, 诱导细

胞迁移, 为炎症之后肠道分泌的保护性多肽, 参
与受损黏膜的修复过程[52]. ITF基因敲除的小鼠

在黏膜修复及上皮细胞更新方面能力严重受损, 
在DSS诱导结肠炎之后死亡. 对于以三硝基苯磺

酸(TNBS)或乙酸诱导的大鼠模型中, ITF显示了

良好的治疗作用. 因此, ITF基因敲除模型对于研

究肠道损伤的修复过程十分重要[53]. 
1.7 MDR因子基因敲除模型 多药耐药(multiple 
drug resistance, MDR)基因由人16pl3.1基因编

■应用要点
基因型实验动物
的遗传背景定义
清晰, 免疫特点突
出, 便于制定确认
造模成功或干预
有效的标准.
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码, 人类MDR基因有MDR1和MDR3, 啮齿类动

物有MDR1、MDR2和MDR3. 小鼠的MDR1基
因又分为MDR1a和MDR1b[54]. 人类MDR1、小

鼠MDR1a和MDR1b基因的表达产物为170 kDa
的膜转导蛋白, 与多药耐药有关, 同时在防御肠

内细菌方面也起重要作用, MDR1缺陷的小鼠

可自发产生结肠炎, 与人类IBD相似[55]. Panwala  
et al [56]建立MDR1a-/-小鼠炎症性肠病的动物模型

在21 wk时出现类似人类UC症状, 表现为全结肠

松弛、苍白、无结肠袋, 镜下表现为黏膜层肥

厚、大量淋巴细胞浸润、黏膜上皮细胞糜烂、

溃疡形成. 在结肠黏膜固有层有CD4+ T淋巴细

胞及成簇的B淋巴细胞浸润, 抗生素可起到预防

及治疗作用. 经过进一步研究发现MDR1a-/-小

鼠其发病机制与全身免疫反应无关, 可能与肠

黏膜上皮细胞局部的屏障功能紊乱有关. 由于

MDR1a作为外排泵, 把毒性物质由细胞内排到

肠腔, 缺乏该基因产物, 肠黏膜上皮细胞功能受

损, 肠腔内抗原物质在肠黏膜细胞内聚集, 可能

是结肠炎发病的主要原因[57].

2  转基因型模型

2.1 IL-7转基因模型 上皮细胞产生的IL-7对于

上皮细胞、上皮层淋巴细胞、黏膜层淋巴细胞

的增殖及功能调节来说是至关重要的细胞因 
子[58-59]. UC患者血清的IL-7可影响胸腺T细胞

分化增殖[60]. IL-7转基因小鼠可过度表达IL-7 
m R N A, 大约在1-3周龄时可出现急性结肠炎

发作, 同时在其小肠中也可发现中性粒细胞、

CD4+ T细胞和γδT细胞浸润, 炎症部位可出现

IL-7蛋白的高水平表达, 8-12周龄时出现脱肛

和便血. 病理检查发现大量弥漫的单核细胞浸

润、杯状细胞减少、隐窝脓肿. 这种模型与人

UC十分相似. 与急性结肠炎相比, 这种慢性结

肠炎中IL-7蛋白表达量较少, 其原因可能与富

含IL-7的杯状细胞减少有关[60]. 由此可以假设, 
急性期由于IL-7过度表达而使黏膜淋巴细胞大

量激活从而导致急性炎症, 而在慢性期, 由于

缺乏IL-7而导致的淋巴细胞大量凋亡可能是慢

性炎症的主要原因. 2003年, Watanabe et al [27]揭

示了黏膜IL-7/IL-7R依赖的信号系统在慢性肠

炎中所起的重要作用. 其研究结果显示了黏膜

IL-7/IL-7R依赖的信号转导系统同时参与了鼠模

和人类肠黏膜疾病的慢性发生发展过程. Totsuka 
et al [61]亦验证了IL-7转基因模型为肠道CD4+效应

记忆T细胞提供了永生化的刺激因子, 使肠道炎

症得以发展和持续. 该模型因能阐明IBD的一个

重要发病机制并为治疗提供了一个可能的途径

而受到越来越多的重视. 
2.2 STAT-4转基因模型 近年来陆续报道了7种对

于许多细胞因子信号转导十分重要的信号转导

与转录活化因子(signal transducer and activating 
transcription, STAT)分子家族[62]. 每个STAT家族

的成员服务于几种细胞因子, 这也许是细胞因

子极大丰富的原因之一[63]. STAT-4基因是一种

编码转录调节因子, 与IL-12受体信号转导有关, 
而IL-12是一种促炎性细胞因子[64]. STAT-4转基

因鼠的肠道炎症组织学特点是黏膜固有层有大

量CD4+ T细胞浸润, 这种细胞在体内或体外通

过αCD3/αCD28刺激后, STAT-4表达增加, 产生

大量的促炎性细胞因子TNF-α和IFN-γ, 而不是

IL-4, 这与Th1细胞免疫反应一致[65]. 这种模型的

致病机制可能是异常的IL-12参与激活驱动Th1
途径, 破坏肠黏膜免疫系统平衡, 引起免疫紊乱

而产生免疫病理反应导致肠组织炎症反应, 可
自发产生类似CD的结肠炎[66]. 
2.3 HLA-B27转基因模型 HLA-B27分子与人类

强直性脊柱炎有关[67], HLA-B27转基因鼠模可

自发肠病, 病变涉及胃、回肠、全结肠等部位, 
组织学特征是隐窝过度增生形成脓肿, 黏膜组

织大量单核细胞浸润[68]. 其发病机制认为是Th1
细胞介导的免疫反应. 这种转基因鼠在无菌环

境下饲养并不发生肠道炎症, 给转基因鼠进行

以不同的肠道菌群重建, 发现转基因鼠发生的

肠道炎症严重程度不同, 且炎症部位也不同, 提
示肠道菌群与发病有关[69]. 目前这种模型广泛

应用于肠道菌群在IBD发病机制中作用的研究, 
这些研究证明了不同的菌株可以诱导不同类

型的病理状态, 例如结肠炎和胃炎. Rath et al [70]

在鼠模中研究了抗生素干预的效果, 将环丙沙

星、甲硝唑、万古霉素/亚胺培南加入HLA-B27
转基因鼠饮水中, 发现如下: (1)预防性应用甲硝

唑可显著缓解结肠炎严重程度, 但对于已出现

的结肠炎甲硝唑并无治疗作用. (2)万古霉素/亚
胺培南对于结肠炎的预防及治疗均有作用, 但
不能完全缓解炎症. (3)环丙沙星与甲硝唑有相

似的组织学改善. 从治疗所用抗生素的种类角

度来看, 结肠炎症的启动可能是由某一特定种

群的细菌引起, 但一旦黏膜通透性改变, 肠道内

大量而广泛共生的菌群将会为炎症提供持续的

抗原刺激.

3  结论

总之, IBD基因型动物模型可用多种方法制备而

■同行评价
本文综述了 I B D
的基因型动物模
型的研究进展情
况 ,  内容较详实 , 
有一定的理论价
值, 对于实验室工
作有一定帮助.
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成, 某些模型与人类甚为相似, 为人类IBD的研

究提供的良好的工具和载体. 但是, 由于IBD是

一种多因素疾病, 并不是某一单一因素或特定

因素所致, 因此, 到目前为止, 还没有任何一个

动物模型能够完全模拟人类疾病或能阐明其全

部的发病机制, 对于IBD基因型动物模型的研究

还值得我们进一步深入和探讨.
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Abstract
The primary aim of this review is to introduce the 
research status of metabonomics/metabolomics 
and the appl icat ion of metabonomics in 
oncobiology research. At first, the concept of 
metabonomics and the relationship between 
metabonomics and tumors are elucidated 
in detail. Then the research technologies of 
metabonomics in oncobiology are introduced. 
Finally, the latest advances in the application of 
metabonomics in early diagnosis, treatment and 
prognosis of tumors are summarized.

Key Words: Metabonomics/Metabolomics; Oncobi-
ology; Biomarker
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摘要
本文主要阐明了代谢组学的概念, 代谢与肿瘤

的关系, 介绍代谢组学的研究状况及研究技
术, 着重讲述了其在肿瘤生物学领域研究中的
应用, 归纳了代谢组学在肿瘤的早期诊断、治
疗和预后评估中的最新应用进展. 

关键词�� 代谢组学/代谢物组学; 肿瘤生物学; 生物

标志物
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0  引言

随着人类基因组测序的完成, 生命科学的主要

任务已经转为功能基因组分析, 到目前为止, 功
能基因组的主要目标是基因产物以及可能的

治疗靶标的确定, 研究的策略主要集中在转录

组学和蛋白质组学. 这些“组学”(-omics)方法

在肿瘤生物学领域中的应用也取得了一些成

功, 例如: 新的肿瘤亚型的鉴定, 相应基因水平

和蛋白水平特定类型肿瘤标志物的鉴定等. 但
是他们并不能提供对于疾病生化改变所反映

的终点诊断标志物及最终的诊断信息. 于是出

现了代谢组学(metabolomics/metabonomics), 他
处于基因组和蛋白质组的下游, 是基因组和蛋

白质组的补充, 能够更为灵敏地鉴定出基因改

变、疾病和环境因素作用所产生的特定代谢型

(metabotype)[1-2](图1). 因此与其他“组学”相比, 
代谢组学在环境变化对机体产生作用的研究中

更具优势. 目前, 代谢组学被广泛应用于各种研

究领域, 尤其是在肿瘤生物学领域逐渐成为近

年来研究的热点. 

1  代谢组学概况

代谢组学是采用高通量化学分析技术, 如质谱

(mass spectrometry, MS)技术和核磁共振技术

(nuclear magnetic resonance, NMR)并结合化学计

量学方法对生物体系(细胞、组织或生物体)在
给定时间和条件下所有小分子代谢物质的定量

分析, 关注的对象是分子质量1000以下的小分

子化合物, 从而定量描述生物体内源性代谢物整
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体代谢变化情况及其对内因和外因应答变化规

律的一门新兴科学[1,3]. 其中“metabonomics”
主要是对处于不同发育阶段或不同生长环境的

生物系统进行整体及其动态变化规律的研究[4]; 
而“metabolomics”主要是研究细胞层次上的

所有小分子代谢物, 强调静态代谢物的分析[5]. 
Fiehn et al [6]认为metabolomics是metabonomics的
一部分. 

代谢组学的分析技术强调整体分析过程, 要
求测定生物体系中所有代谢产物的信息, 然而要

实现这一目的, 目前的技术仍然面临着极大的挑

战[7]. 如: 利用NMR为基础的方法, 在组织的提取

液中可以检测到20-40个代谢物, 尿样中可检测

到100-200个代谢物, 而应用灵敏度更高的气质

联用(gas chromatography-mass spectrometry, GC-
MS), 在这些样品中大约1000个代谢物可被检测

到. 目前各种不同的分离及分析手段已应用于代

谢组学的研究中, 这些代谢组学分析技术的比较

见表1. 
Fiehn et al [15]将代谢组学的研究目的和策略

分为4个层次, 即: (1)代谢物靶标分析(metabolite 
target analysis)[8]: 针对生物样品中的一个或数个
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特定代谢物进行有选择性的定性和定量分析. (2)
代谢谱分析(metabolite profiling analysis)[16-17]: 针
对预设代谢物, 采用特定的分析技术对其代谢过

程中的变化进行定量和定性分析. (3)代谢物组

(matabonom)[1-2,10,18]: 生物系统对体系内外因素做

出动态应答的所有代谢物小分子. (4)代谢指纹分

析(metabolic fingerprinting)[19]: 对样品进行整体

定性分析, 比较谱图差异, 并对样品中的差异代

谢物进行快速鉴别和分类, 但并不分析或测量具

体组分.
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■研发前沿
通过代谢组学的
各种分析技术, 检
测肿瘤患者体液
中的各种代谢小
分子, 确定肿瘤患
者的特征性代谢
模式, 将有助于实
现肿瘤的早期诊
断, 并能够鉴定出
肿瘤的类型及其
分化程度, 从而对
肿瘤的诊断、治
疗和预后有着重
大的影响, 对传统
肿瘤标志物提出
了挑战. 

表 1 不同光谱学方法在代谢组学研究中的应用比较

     
分析技术           概述        优点   缺点

气质联用质谱(GC-MS[8]) 用GC分离代谢物, 后MS鉴定,       高灵敏度、高重复性,  样品的准备较为耗时,  

   可查库搜索, 植物代谢组研究       费用较低  并不适合所有化合物分离

   的优选方法

液质联用质谱[LC-MS 除了�分离上用LC分离,        越来越多地用于替代 费用较高, 较难操作, 且非

(Lipid chromatography- 其他与GC-MS相似        GC-MS作为样品分离 极性物质难以分离

mass spectrometry)[9]]          的手段, 耗时很少, 

            高灵敏度

核磁共振(NMR[10])  广泛应用于药学和疾病中血       非破坏性的技术, 完全 与MS相比灵敏度较低, 

   和尿样分析        自动化, 可重复性好,  共振波谱的代谢物难以

            从简单的一维图谱中 鉴定

            较易鉴定代谢物

傅里叶变换红外光谱 用代谢物的震动频率产生       高通量的首选筛选方法,  难以鉴定引起变化的代谢

测定法[FT-IR (Fourier- 代谢指纹图谱                费用较低, 较为准确 物, 对同类化合物的代谢

transform infrared                产物分辨率低

spectrometry)[11]]        

拉曼光谱测定法[Raman  FT-IR和红外光谱技术的拓展,       由于水有微弱的拉曼 分辨率低, 较难分辨同类

spectroscopy[12]]  依赖于激光照射后分散的       光谱, 因此可以观测到 化合物的代谢产物

   光点筛选         许多的官能团

代谢物微阵列  用96-孔板监测系统进行       �既定的条件下是很好 难以对未知的和异源性代

(Metabolite arrays[13]) 表性分析和筛选        的筛选工具  谢产物进行筛选

薄层色谱测定法(TLC 用来追踪�不同培养条件下       便宜, 便捷  存�内�测定的变异, 

Thin-layer   大肠杆菌中14C的糖代谢产物    限于特定条件下代谢物

chromatography[14])        的定量测定 

外界因素及体内因素
 (药物, 环境污染物, 肿瘤等)

基因组 转录组 蛋白质组 代谢组

细胞突变进程中的分子靶标

表现型

图 1 基因组学、转录组学、蛋白质组学与代谢组学关系
示意图.
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2  代谢与肿瘤的关系

70年前经典的生物化学研究已表明: 相对于正

常细胞, 肿瘤细胞出现了代谢谱的改变以及葡

萄糖吸收率增高和糖酵解过程的增强, 尽管这

些代谢方面的改变并非是引起肿瘤发生的本源, 
但是他们却赋予不同类型肿瘤细胞一个共同的

特点-能够使肿瘤细胞逃避死亡和免疫侵袭. 
目前认为肿瘤是环境与宿主内外因素交互

作用的结果, 据估计80%以上的恶性肿瘤与环境

因素相关. 而这些环境因素所导致的肿瘤相关

基因和蛋白的变化, 最终会反映在肿瘤的代谢

组变化上. 因为代谢组反映了基因组和蛋白质

组变化所引起的共同“终点”代谢型小分子的

变化[5]. 近来研究表明: 大量遗传改变引起的肿

瘤也直接影响了肿瘤细胞的糖酵解过程[20]. 肿瘤

发生和进展过程中各种因素间平衡的变化与其

代谢组的变化密切相关(图2). 
与正常组织相比, 恶性肿瘤组织的代谢状

态较旺盛. 由于体内外各种因素的影响, 其合成

DNA和RNA酶的活性增高, 蛋白质的合成代谢

及分解代谢均增强, 且合成代谢超过了分解代

谢, 甚至利用正常组织蛋白质的分解产物用于

合成肿瘤本身所需的营养物质, 从而导致机体

呈现出严重的恶病质状态. 肿瘤细胞不仅仅在

能量的代谢率上大幅度提高, 而且当他们受损

时所导致的“自杀”(commit suicide)行为也会

大大减少. 其中肿瘤细胞的死亡和代谢相关的

分子机制研究近来成为肿瘤生物学领域研究的

热点[21]. Danial et al [22]指出在肿瘤细胞死亡相

关的代谢调节过程中, 主要是通过一杀伤性蛋

白(Bcl-xl/Bcl-2-associated death, BAD)来调节. 
BAD蛋白对肿瘤细胞的代谢存在重要的影响, 
最主要的是其刺激了细胞内葡萄糖的转换, 己
糖激酶和线粒体的重组以及糖酵解过程的加速. 

肿瘤细胞不仅仅表现出旺盛的代谢状态, 
而且肿瘤的发生和发展也离不开其周围的微

环境. 肿瘤生长赖以生存的周围微环境主要是

一些关键代谢物(critical metabolites)[23-26], 如氧

分、葡萄糖和其他的一些营养性生长因子, 其
周围的微环境呈现出明显的酸性环境, 构成这

种酸性环境的物质主要是乳酸盐(lactate)等一些

小分子. 大量的肿瘤细胞有很强的增殖性, 实体

瘤细胞也呈现出明显的缺氧现象, 然而肿瘤细

胞在增殖过程中却能适应这种状态, 这主要是

由于肿瘤细胞在缺氧或低氧状态能够通过糖酵

解代谢的增加把葡萄糖作为提供滋生能量的源

泉[27-28]. 小分子代谢组分在肿瘤形成过程中发挥

了重要的作用, 大量研究已经发现了这些变化

的小分子代谢物, 例如: 大量研究发现肿瘤细胞

周围的低氧或缺氧以及低血糖环境激发了肿瘤

血管的发生, 诱导了血管源性生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)的大量表达, 
VEGF诱发了新的微血管形成, 从而为肿瘤带来

了更多的营养物, 促进了肿瘤体积的增长[21,29-30].

3  代谢组学在肿瘤研究中的应用

3.1 肿瘤相关的代谢标志物 在肿瘤发生的早期

阶段利用代谢组学技术将可能监测特定代谢过

程中代谢物的变化或波动情况, 预测肿瘤的进

展, 或是监测肿瘤对于干预的反应[31-33]. 代谢组学

技术的定量分析联合先进的统计分析方法, 能够

得出特定器官早期变化的特征性代谢谱特定器官早期变化的特征性代谢谱器官早期变化的特征性代谢谱[34-35]. 通
过特定代谢物的变化来评估既定肿瘤的分子病

因, 鉴定在生物学效应下的代谢物变化, 并且辅

助鉴定肿瘤易感性的特征. 生物标志物的发现

将可能找出肿瘤细胞特异性损伤的特征性变化

情况, 从而将可能用于制定对易感人群的特征

性干预策略. 理解代谢物变化情况与肿瘤的生

长、停滞、凋亡和分化间的关系将有助于发现

肿瘤相关的代谢标志物, 从而提高肿瘤的早期

诊断. 例如脂质和胆固醇变化谱是细胞膜破坏

的标志, 这些变化往往表明细胞正在经受各种

因素刺激而导致凋亡的过程. 同样, 抗癌剂对肿

瘤细胞生长的抑制作用也在糖类和氨基酸类代

谢途径的变化中得以体现. 目前随着代谢组学

方法的不断进展, 越来越多的肿瘤相关代谢标

志物在肿瘤疾病中被鉴定(表2), 以此用于肿瘤

■相关报道
目前代谢组学在
各种肿瘤方面的
研究越来越多, 同
时也越来越深入. 
国内外的研究主
要集中在代谢组
学在肿瘤诊断、

治疗和预后中的
应用方面. 同时代
谢组学在生命科
学的其他领域(如: 
药物毒理学、环
境科学、检验医
学、食品学等)方
面也有较多的研
究.

图 2 肿瘤发生和进展过程中的各种影响因素与其代谢组
关系示意图.

能量, 药物, 蛋白质, 脂质, 
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的分型、诊断、治疗和预后评估. 
3.2 代谢组学与肿瘤诊断 由于肿瘤会导致机体

病理生理的变化, 同时机体的代谢产物也会相

应地变化, 对这些变化的代谢产物进行相应的

代谢组学分析, 将能够更好地理解病变过程及

机体内物质的代谢途径, 从而发现肿瘤相关的

生物标志物, 并辅助临床诊断. 代谢组学也将从

机体的动态代谢途径中寻找出具有特异性诊断

价值的肿瘤生物标志物. 其在肿瘤诊断方面具

有独特优势: 其一, 只需采集机体体液, 易于临

床取材和获得动态观察结果; 其二, 癌细胞的产

生与肿瘤宿主微环境密切相关, 调控癌细胞生

长所必须的各种氨基酸、肽类、脂肪酸、小分

子代谢物及细胞分裂产物在组织液中的浓度远

大于细胞内. 
Odunsi et al [58]应用H-NMR和PCA及SIMCA

技术对38例卵巢上皮性癌, 12例卵巢良性囊肿, 
53例正常妇女的血清的代谢物分析, 并且用受

试者工作特征(ROC)曲线对灵敏度和特异度权

衡, 此方法对正常绝经前妇女、卵巢良性肿瘤

和卵巢上皮性癌的识别率达100%, 对绝经后妇

女和卵巢癌的识别率分别为97.4%和97%, 并且

成功诊断出2例Ⅰ期卵巢癌患者. Yang et al [59]

采用最新技术魔角自转核磁共振分光检定法

(magic-angle spinning 1H nuclear magnetic reso-
nance spectroscopy, HPMAS)并结合主成份分析

(PCA)来研究人肝癌的特征性代谢模式, 结果发

现了在肝癌中乳酸盐、谷氨酸、谷氨酰胺、甘

氨酸、亮氨酸、丙氨酸和磷酸乙醇胺(PE)等代

谢产物相对于邻近正常组织明显升高, 而甘油

三酯、葡萄糖和糖原呈现出明显的下降, 得出

的结果再利用PCA进行分析, 从而可以成功区分

肝癌和正常组织, 表明这些代谢小分子簇可作

为肝癌早期诊断和预后的生物标志物. 最近Fang 
et al [60]应用1H-NMR(核磁共振技术)研究SD大鼠

慢性胰腺炎和胰腺癌完整胰腺组织的代谢谱差

异, 结果显示: 与胰腺炎相比, 在胰腺癌中磷酸

胆碱和甘油磷酸胆碱显著降低, 而亮氨酸、异

亮氨酸、缬氨酸、乳酸盐和丙氨酸呈现出明显

升高, 同时结合主成份分析(PCA)方法成功区分

出了胰腺癌和慢性胰腺炎SD大鼠. 
代谢组学分析亦广泛应用到鉴别诊断中. 

■创新盘点
本文主要阐明了
代谢组学的概念, 
代谢与肿瘤的关
系, 介绍代谢组学
的研究状况, 同时
对目前代谢组学
的各种研究技术
进行了对比, 着重
讲述了代谢组学
在肿瘤生物学领
域研究中的应用, 
归纳了代谢组学
在肿瘤的早期诊
断、治疗和预后
评估中的最新应
用进展, 内容较新
颖.

表 2 肿瘤代谢产物中的相关代谢生物标志物

     
代谢标志物   相关代谢功能                  相关肿瘤特征

缬氨酸(Alanine) 与乳酸盐相结合, �缺氧状态下组织中显著增高;  肝癌和脑肿瘤, 包括星形胶质瘤, 神经胶质瘤, 

  通过丙酮酸盐的转氨基反应产生以致于阻止 脑膜瘤及神经上皮的肿瘤

  乳酸盐的显著升高[36]

饱和脂质   细胞膜的重要组成成分, 由NMR的脂质峰可以 其含量的变化水平与增殖、炎症恶性肿瘤、

(Saturated lipids) 确定其是�细胞膜的功能区还是�胞质囊泡内 坏死和凋亡紧密相关[3����-41]

CCMs   包括胆碱、磷酸胆碱、磷酸卵磷脂等,   �凋亡和坏死期间其水平发生变化, 目前�各

  均是细胞膜的关键构成组分   种类型肿瘤中已发现其水平的改变. 如: 脑肿

       瘤、肉瘤、前列腺癌和肝癌[42-45]

甘氨酸(Glycine) 形成嘌呤所必须的前体   随着HIF-1信号通路的破坏其水平显著下降[46]

乳酸盐(Lactate) 糖酵解的终产物    �缺血和低氧期间其水平显著增高; 随其增高

       �弱血管化的肿瘤�现细胞内pH值显著降低; 

       其增加率与肿瘤的范围即特定肿瘤的类型

       有关[4����]

肌醇(Myo-inositol) 包含�渗透调节和容积调控的过程中  其水平�结肠腺癌、神经胶质瘤、神经鞘瘤、

       卵巢癌、星形胶质瘤和子宫内膜癌增高; 而�

       乳腺癌中降低[48-50]

核苷酸  产生DNA和RNA; �脂肪酸和糖代谢  �神经胶质瘤细胞凋亡过程中其水平增高[51]; 

(Nucleotides) 中是一个关键的中间代谢物; �ATP  CDP-胆碱�凋亡期间水平也增高[52-53]

  浓聚物中的改变是肿瘤活力状态的

  重要指示物

多不饱和脂肪酸  细胞膜尤其是�粒体的组分   凋亡期间, �胶质瘤、去分化的多形态脂肪瘤

(PUFAs)       中增加[38,54-55]

牛磺酸(Taurine) 与渗透和容量调节相关; 是抗氧化剂,   �鳞状细胞瘤、前列腺癌和肝脏次生肿瘤中

  阻止细胞受自由基损伤   增加[56-5����]
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Xu et al [61]采用毛细管电泳方法(CE), 通过代谢

靶标分析, 以尿中13-15种核苷浓度为数据矢量, 
用PCA法处理数据, 对分别患有10多种癌症的

68位癌症患者和54位正常人进行分类研究, 识
别率达72%. 对用HPLC法测定206位正常人和

296位肿瘤患者尿中15种核苷排放水平进行研

究, 也得到类似的结果. 采用人工神经元网络软

件对数据进行处理, 对肿瘤患者的识别率可达

83%. 最近国外学者Kim et al [62]在综述了大量代

谢组学应用于肿瘤的研究后, 指出利用代谢组

学技术方法可以预测早期肿瘤细胞表型的改变, 
从而使得在肿瘤细胞表型改变前, 即在肿瘤的

代谢组发生微小的改变时做出了诊断, 从而在

很大程度上可发现新的早期诊断特征性代谢小

分子, 作为肿瘤早期诊断的生物标志物. 
3.3 代谢组学与肿瘤治疗、预后评估 代谢组学

的出现打破了传统的以手术、放疗和化疗为主

的肿瘤治疗方法, 通过对药物代谢动力学及对

药物所引起的内源性代谢物变化方面的研究, 
使得人们系统的、整体的来认识机体代谢谱的

变化以为他能够更直接地以此来针对肿瘤的异

质性和患者的个体差异实现个体化治疗, 同时

指导抗肿瘤药物的用量以及评价治疗效果和安

全性. 
Sasano et al [63]在乳腺癌内分泌治疗的相关

研究中, 指出瘤内代谢与雌激素合成在雌激素

依赖性乳腺癌的发生、发展中发挥着关键的作

用, 尤其是绝经后乳腺癌的发生. 瘤内芳香化酶

作为雌激素来源的重要转化动力, 而其他酶类

如: 17β-羟基类固醇脱氢酶同工酶(17beta-HSD 
isozymes)、雌激素硫酸酯酶(STS)和雌激素磺

基转移酶(EST)也在雌激素生成过程中起到了

重要作用. 最后得出结论, 通过使用芳香化酶(尤
其是17beta-HSD isozymes)抑制剂并监测瘤内其

他酶系(尤其是STS)和相关微环境的变化情况, 
可以指导个体化的治疗. Ippolito et al [64]在利用

MRS研究前列腺神经内分泌癌所衍生的前列腺

神经内分泌癌细胞(prostate neuroendocrine cell, 
PNEC)中, 发现了与能量代谢密切相关的小分

子代谢标志物丙二醇(propylene glycol, PG)和γ-
氨基丁酸(gamma-aminobutyric acid, GABA), 两
者在癌细胞中的含量均明显增高, 与细胞间通

讯、能量利用和细胞增殖密切相关, 当GABA、

谷氨酰胺(glutamine, Gln)/甘氨酸(glycine, Gly)的
受体受刺激被激活时, PNEC的增殖速度将显著

加快, 试验中将三种抑制GABA通路的抑制药物

(amiloride、carbidopa和flumazenil)注射入PNEC
肿瘤嫁接的裸鼠, 结果出现了肿瘤生长的显著

抑制, 利用471例神经内分泌肿瘤的瘤组织进行

基因芯片分析, 结果也显示了GABA代谢通路重

要组分包括ABP-1在神经内分泌瘤中显著升高, 
该项代谢组学研究对于神经内分泌型肿瘤的治

疗有着重要的临床指导意义. 
Ichikawa[65]在讨论了遗传因素对氟尿嘧啶

治疗效果的影响后, 指出5-FU相关代谢途径中

某些酶活性的差异能显著影响其代谢范围和化

疗效果, 这些酶主要包括: 胸核苷酸合酶、胸苷

磷酸化酶、二氢嘧啶脱氢酶和乳酸磷酸核糖苷

转移酶, 他们的基因表达阳性与5-FU在转移性

胃癌的化疗效果密切相关, 因此利用代谢组学

技术监测这些酶的变化水平将有可能准确判断

和预测其化疗患者的预后, 在胃癌化疗患者的

预后评估中具有重要的临床指导意义.

4  结论

代谢组学是基因组学、转录组学和蛋白质组学

有力的补充, 是系统生物学不可缺少的一部分, 
虽是一门新兴科学, 但其发展迅速, 研究技术方

法也越来越得以完善, 应用领域也越来越广, 尤
其在肿瘤生物学领域中的研究日益升温. 基于

肿瘤中血、尿相关特征性小分子代谢标志物的

异常来诊断特定肿瘤的方法也正向着临床实用

性方向发展. 随着研究的逐步深入, 代谢组学将

在功能基因组学中发挥更大的作用, 同时也提

供了一个了解肿瘤相关基因表型的独特途径, 
在肿瘤代谢相关的生物学领域中必将发挥更大

的作用. 
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Abstract
Capsaicin (CAP) has multiple pharmacological 
actions, and researches have been centered on its 
effect on visceral hyperalgesia (VHL). Relevant 
studies have shown that low doses of CAP may 
cause VHL, while high doses can inhibit VHL. 
This kind of mechanism may be associated with 
vanilloid receptor subtype 1 (VR1) phosphoryla-
tion and dephosphorylation, substance P (SP), 
calcitonin-gene-related peptide (CGRP) and 
protease-activated receptor 2 (PAR2). CAP may 
be promising as a new drug for VHL treatment. 

Key Words: Capsaicin; Visceral hyperalgesia; Mech-
anism

Zhang Q, Tan TT, Peng Y. Influence of capsaicin on 
visceral hyperalgesia and its mechanism. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3884-3889

摘要
辣椒素(capsaicin, CAP)药理作用广泛, 其对内
脏痛觉过敏(visceral hyperalgesia, VHL)的影

响已引起广大学者的关注. 研究显示小剂量
CAP可能诱发VHL, 而大剂量的CAP可能对
VHL有抑制作用. CAP对VHL的作用机制可能
与CAP受体(vanilloid receptor subtype 1, VR1)
及其VR1的磷酸化和去磷酸化、P物质(SP)、
降钙素基因相关肽(CGRP)、蛋白水解酶激活
型受体2(protease-activated receptor 2, PAR2)
等有关. CAP可能成为一种有前景的治疗VHL
的新药. 

关键词�� 辣椒素; 内脏痛觉过敏; 机制
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0  引言

功能性胃肠疾病是近年来导致消化病谱变化

的主要因素, 此类疾病发病机制仍不清楚, 患
者及实验动物表现出内脏痛觉过敏(v i s c e r a l 
hyperalgesia, VHL)[1-6]. 然而目前改善VHL的药

物较少, 且作用不理想, 随着对CAP的深入研究

及VR1的克隆表达, VR1基因敲出小鼠模型的建

立, CAP及VR1对VHL的作用已受到越来越多的

关注. 本文就CAP对VHL的研究进展作一综述. 

1  CAP、CAP受体及其作用

CAP是辣椒中的主要辛辣成分, 其药理作用广泛, 
具有镇痛、止痒、抗氧化等作用. 大量研究显示

CAP对带状疱疹后遗神经痛、三叉神经痛、糖

尿病神经痛等有显著疗效. 20世纪50年代, Jancso
提出CAP参与了激活感知痛觉的神经元的活动. 
此后, 有关CAP在疼痛中的研究愈来愈多. 

CAP是通过初级传人神经元末梢和胞膜上

特殊的分子受体介导而产生作用的, 这一受体

称为VR1[7-10], 他是一类表达在感觉神经末梢上

的受体, 同时也是一个配体门控的非选择性阳

离子通道, 属于瞬时感受器电位通道(trans ient 
receptor potential channe1, TRP channel)家族, 又
称TRPV1[11]. VR1广泛分布在脊髓背根神经节、

®

■背景资料
随着生活水平的
提高、饮食结构
的改变, 功能性胃
肠病发病率呈逐
年上升趋势, 很多
患者表现为内脏
痛觉过敏. 辣椒素
药理作用广泛, 近
年来研究发现, 辣
椒素具有镇痛作
用, 对其进行深入
研究具有重要的
临床意义.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室
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三叉神经节和迷走神经节的中、小神经元上, 因
此被认为是一种神经系统特异的受体[12-13]. 近年

来发现, 一些非神经组织也有VR1的分布, 如膀

胱上皮、肝、肺、胃肠道、肥大细胞、巨噬细

胞等[14-17]. VR1除了可被辣椒素类物质激活外,
在体内还可被伤害性热刺激(>43℃)和酸性环境

(pH<6)激活, 在炎症产生和痛觉传递过程中发挥

重要作用. 有研究显示该受体参与机体对刺激的

感知、疼痛和镇痛机制[18]. 已有诸多证据表明其

可探测和整合诱发痛觉的化学和热刺激信号, 基
因敲除小鼠的研究分析有力证明了该离子通道

参与了疼痛及组织损伤后痛觉过敏的产生, 而
且是热诱发疼痛发生过程的关键分子[19]. 随着对

VR1不断深入的研究, 越来越多的证据表明VR1
参与了疼痛的发生机制. 

2  VHL的机制

向内脏器官施予一些化学物质(如松脂油, 乙酸)
以诱发实验性炎症时, 通常可以使支配脏器的

神经纤维的感受性发生变化, 本来对机械性刺

激不敏感的沉默纤维变得对该刺激敏感, 即使

是脏器的正常生理性刺激也能使其兴奋, 因为

这种变化呈现一种对刺激过度敏感的特性, 因
而称之为内脏痛觉过敏. VHL产生机制非常复

杂, 研究认为主要是外周敏感化和中枢敏感化

共同作用的结果. 
2.1 外周敏感化 
2.1.1 伤害性感受器的激活: 感受器上特异的受

体和离子通道被激活以后自身特性发生改变, 
开放阈值降低, 使伤害性感受器对后续刺激的

敏感性升高. 研究发现VR1在受到热或CAP刺激

以后通道的开放阈值降低, 相同程度的刺激引

起受体放电幅度增加, 但放电频率未发生明显

变化, VR1的这种变化同伤害性感受器对热刺激

过敏的变化时相一致[20-21].
2.1.2 伤害性感受器的调制: 调制是指受损的组

织细胞以及浸润到损伤组织的炎细胞等释放的

炎症介质如前列腺素(PG)、5-羟色胺、ATP、
神经生长因子(NGF)等通过细胞内信号转导的

级联机制使伤害性感受器的受体/离子通道磷酸

化, 进一步使伤害性感受器的感受阈值降低, 细
胞膜的兴奋性增强. (1)PG: 研究发现PGE2可增

强VR1的反应, 提前使用PGE2受体拮抗剂可减

小PGE2对VR1的异化作用[22-23]. (2)ATP: Tomi-
naga et al [24]研究显示显示组织损伤后大量释放

的ATP可以通过VR1的作用(主要是VR1磷酸化)

引起痛觉外周敏感化.  (3)NGF: Shu et al研究显

示sc NGF 20 m in后VR1对温度的敏感性降低

2℃[25-26], 说明NGF可以直接作用于伤害性感受

器上的特异性受体, 使其对刺激的敏感性降低.
2.1.3 伤害性感受器的改造: 炎症情况下伤害性

感受器上的特殊受体和通道如VR1、酸敏感性

离子通道(ASICS)的表达上调, 增加感觉神经末

梢对炎症介质和伤害性刺激的敏感性. 
2.2 中枢敏感化 
2.2.1 兴奋性氨基酸和NMDA (N-甲基-D-天门冬

氨酸)受体: 兴奋性氨基酸通过激活不同的受体

亚型介导外周伤害性信息向中枢的传递, 其中

NMDA受体在与学习记忆有关的长时程增强、

外周感受阈的扩大、中枢过度兴奋以及热敏过

程中发挥重大作用. 
2.2.2 P物质(SP): SP是一种公认的传递伤害性信

息的神经肽. SP可以通过作用于神经激肽(NK)l
受体引起突触后膜的缓慢去极化以消除Mg2+对

NMDA受体的电压依赖性阻断, 从而促进后者

的激活; 此现象提示SP参与了痛觉过敏的形成. 
2.2 .3  细胞外信号调节蛋白激酶 (E R K1 /2 ) : 
ERK1/2是MAPK家族的一种. Galan et al采用

Western blot检测技术, 发现在灌注CAP引起的

直肠痛和痛觉过敏的大鼠腰段脊髓的ERK1/2
被激活[27-28], 他们还发现i v ERK1/2的抑制剂

-UOl26不影响原发痛的产生和直肠的炎症反应, 
却呈剂量依赖性抑制痛觉过敏. 所以他们认为

ERK1/2在辣椒素引起的内脏痛觉过敏的维持中

起了一定的作用. 从而可知ERK1/2信号转导通

路在辣椒素引起的内脏痛觉过敏的痛信号传递

中起到一定的作用. 
2.2.4 CGRP: CGRP大量存在于内脏的传人纤维

上, 从传人神经的外周末梢释放的CGRP曾被认

为在内脏痛觉过敏的外周机制中发挥了重要作

用[29]. Gschossmann et al发现, 在鞘内注射CGRP
受体拮抗剂可呈剂量依赖性的减少反复扩张结

肠导致的内脏痛觉过敏引起的腹部肌肉收缩的

次数[30-31]. 因此他们推测反复扩张结肠导致的

内脏痛觉过敏与脊髓中CGRP的释放有一定的

关系. 
此外, Laird et al采用神经激肽(NK)1受体基

因敲除大鼠研究VHL, 发现敲除NK1基因的大

鼠原发性痛觉过敏的行为学反应减轻[32-35].

3  CAP在VHL中的作用

CAP药理作用复杂, 不同剂量的CAP或CAP给

■相关报道
大量研究显示辣
椒素药理作用广
泛, 具有镇痛、抗
炎抗氧化等作用, 
甚至认为辣椒素
受体对痛觉是必
不可少的, 但是辣
椒素及其受体对
内脏痛觉过敏的
作用目前尚不清
楚, 国内这方面研
究较少.
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药的不同时期对机体产生的作用效果是不同的. 
CAP初次施用于外周神经末梢, 可引起患者烧

灼样的刺激感, 施用区产生疼痛, 局部血管扩张, 
微循环量增加, 形成一个痛觉过敏区. CAP引起

神经肽释放与疼痛有关. 继续使用CAP, 神经元

变得迟钝. 对CAP及其他伤害性致痛刺激无反应

性, 产生镇痛效果, 即产生“脱敏”作用. 大剂

量使用CAP是有毒性的, 这可引起传人神经中的

C纤维变性、减少, 导致CAP敏感传入神经元长

期受到损害, 失去信息传入功能, 即CAP的化学

“去神经”作用. 多数学者报道在大鼠身上CAP
用量≥50 mg/kg是饱和剂量, 可引起化学“去神

经”作用[36], 在新生动物身上大剂量使用CAP, 
可使某部分体积较小的神经元细胞死亡, 进而

造成动物永久性痛觉丧失. 患者在手术后或者

组织损伤后, 切口周围对于伤害性和非伤害性

刺激的敏感性会增强, 出现痛觉过敏或者触诱

发痛. Pospisifova et al [37]采用大鼠足底切伤模型

进行实验, 给动物足底切口sc高浓度CAP, 引起

CAP敏感的伤害性感受器失活. 大鼠分别在切

伤前6 d或者24 h以及在切伤后2 h应用CAP, 然
后测试动物对机械刺和辐射热刺激的缩爪反应

时间. 结果显示, 切伤前6 d使用CAP组大鼠, 在
切伤前引起热痛觉减退, 但是不能完全抑制切

伤后引起的热痛觉过敏, 同时对机械刺激的敏

感性减弱. 切伤后2 h使用CAP组大鼠, 在注射后

2 h起作用, 在注射后24 h其作用与切伤前6 d使
用的作用相当. 这些结果提示VR1敏感性伤害性

感受器在术后痛敏发生过程中发挥重要的作用, 
同时表明局部, 高浓度使用CAP可以缓解术后痛

的发生. CAP对人体皮肤痛阈也有明显影响,在
志愿者上臂涂1% CAP乙醇溶液,并测定热刺激

痛阈,结果0-10 h痛阈下降3.5℃(变态反应), 从第

2-10 h平均痛阈值上升1.9℃(镇痛反应)[38]. 蛛网

膜下隙注入CAP 0.4 mg可使脊髓后角胶质中的

C类纤维末梢大突触囊泡选择性变性. 这些可能

都是导致CAP产生长时间无痛的原因. 可以预

测, CAP能引起痛觉过敏, 但一定剂量、一定时

间可能减轻甚至治疗痛觉过敏. 
CAP选择性作用于无髓鞘的C纤维和有髓

鞘的Aδ纤维的初级感觉神经元, 与感觉神经末

梢膜成分进行相互作用产生感觉丧失而不引起

感觉神经主要物质的减少. CAP这种选择性作用

和相当严格的结构, 表明CAP通过激活位于伤

害性感受器上的受体, 即VR1产生生物学活性. 
CAP激活VR1后, Ca2+通道开放, 大量Ca2+内流, 

细胞去极化, 神经元兴奋, 引起神经元及其纤维

释放神经肽, 如P物质、神经激肽A、CGRP、血

管活性肠肽及兴奋性氨基酸, 如: 谷氨酸、天冬

门氨酸[21]而发挥作用. 一定剂量CAP具有脱敏

作用,可使感觉神经元持续兴奋, CGRP、SP等
释放耗竭排空, 对外界的刺激不敏感从而产生

镇痛的效果. Caterina et al [19]成功地培育出敲除

VR1基因的小鼠, 无VR1的小鼠可以存活, VR1阴
性小鼠对sc CAP, 喝辣椒水无疼痛抗拒行为, 但
对伤害性机械刺激反应正常. 体外培养的VR1阴
性小鼠的初级感觉神经细胞则对各种有害刺激

的反应都严重削弱. 可见VR1在多型伤害性刺激

的传递中起关键作用, 甚至认为VR1对痛觉是必

不可少的[39]. VR1在内脏痛中起重要作用, 洪迅 
et al [40]研究发现内皮素-1腹腔内注射能引起内脏

痛, 但在VR1基因敲除小鼠引起的内脏痛明显减

轻[19]. 所以, VR1是一个镇痛药物开发的靶点.
Chan et al [12]报道在腹部不适伴便秘或腹泻

等症状的IBS患者的直肠肌层黏膜下层及黏膜

层VR1阳性细胞增加, 患者直肠对热刺激及直肠

扩张刺激敏感性增强 , 说明VR1在IBS的发病过

程及内脏痛觉过敏的产生中可能起作用. 我国

学者梁杰贤 et al [41-42]研究显示大鼠去除VR1神
经元后, 对CAP的刺激不敏感, 在直结肠扩张刺

激下也不产生内脏痛觉过敏. 也说明VR1参与了

IBS的VHL的形成.
Winston et al在大鼠初生时期给予短暂的伤

害性刺激导致大鼠永久的内脏感觉障碍[43-44], 并
证实在使用伤害性刺激之前使用VR1拮抗剂的

大鼠对内脏扩张刺激敏感性降低, 说明了VR1在
VHL的形成和维持中都起着十分重要的作用. 

4  CAP在VHL中的作用机制

CAP在内脏痛觉过敏形成中的作用机制非常复

杂, 至今尚不完全清楚. 大量研究显示, VR1虽然

广泛分布于背根神经节、三叉神经节和迷走神

经节中的神经元上, 但在腹腔内脏传入神经中

的分布多于躯体传入神经, 在倡导黏膜下神经黏膜下神经膜下神经

丛和肌间神经丛均有VR1阳性神经元分布, 从而

对内脏痛产生一定作用, 其机制主要与下列因

素有关. 
4.1 SP 大多数实验表明, CAP的镇痛作用是通实验表明, CAP的镇痛作用是通表明, CAP的镇痛作用是通

过与含S P的一级感觉神经终端膜上的某些化

合物牢固结合, 使SP释放增多、合成中断而衰

竭导致; 此过程亦有CGRP和NO参加. 大剂量的

CAP(≥50 mg/kg)可产生神经毒性作用, 使细胞

■应用要点
本文着重对辣椒
素对内脏痛觉过
敏的作用及其机
制进行阐述, 综述
了辣椒素及其受
体在内脏痛觉过
敏的形成和维持
中起了一定作用, 
而一定剂量的辣
椒素有减轻内脏
痛的作用, 这对于
临床研究具有非
常重要的意义.
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内的组织失去统一性开始分解, 破坏了感觉神

经的微管系统致使顺行性和逆行性轴索运输缺

如, 因此微管系统的生化过程被破坏, 使末梢或

中枢合成SP的神经肽蓄积减少或补充受到抑制. 
另外还干扰传入神经的营养因子的逆向转运. 
该因子有使SP减少的作用, 随着SP合成的不断

减少, 数天或数小时后SP逐渐耗竭, 随之, 产生

CAP易感种属动物不可修复的感觉丧失. 
4.2 CGRP CGRP是一种致炎、致痛的初级传入

痛觉递质, 富含于CAP敏感性传入神经纤维中. 
章菲菲 et al [45]在大鼠胃内置入气囊, 诱发大鼠

内脏痛觉过敏, 观察伤害性扩张或静注CGRP对
大鼠疼痛阈值的影响及给予CGRP受体拮抗剂

hCGRP8-37后疼痛阈值的变化, 结果显示CGRP
能使大鼠疼痛阈值降低, hCGRP8-37能逆转伤

害性扩张和CGRP引起的内脏敏感性增高. 有研

究显示全身应用CAP可使CGRP耗竭[46], 佟世义 
et al [47]通过行为学、免疫组化观察正常大鼠硬

膜外间隙注射CAP的镇痛效果, 发现注射0.1% 
CAP组由于浓度较低, 神经刺激作用较小, 使初

级痛觉传入纤维释放的CGRP较少, 且痛阈升高

可能仅由其阻断作用引起; 而注射0.2% CAP组
可引起CGRP大量释放, 而CAP的短期镇痛效应

可能是由初级痛觉递质耗竭和转运障碍双重因

素引起的. 这些均说明了CGRP在CAP所致的痛

觉过敏中起着非常重要的作用. 
4.3 VR1的磷酸化和去磷酸化 VR1的磷酸化和

去磷酸化调节着其对刺激物的敏感性, Mandadi 
et al实验结果证明, 去磷酸化的VR1产生急性脱

敏, 重新磷酸化后可以恢复对CAP的敏感性[48-49], 
这对于痛觉过敏和镇痛有重要意义. 炎症时可

以产生许多细胞因子, 如PGE2、缓激肽等, 同时

局部的温度和H+浓度较高. 大多数细胞因子可

以激活PKA而使感觉神经末梢的VR1对温度和

H+高度敏感[50-51], 这可能与炎症时疼痛和热痛觉

过敏有关. VR1的功能受很多因素影响, 如细胞

因子和蛋白激酶等, 而蛋白激酶又是通过其对

VR1的磷酸化和去磷酸化调节而发挥作用. Lee 
et al [52]用CAP处理转染VR1的HEK(人胚肾)293
细胞后, 发现VR1对CAP的反应增强, 同时伴

有VR1的磷酸化显著增加, Mohapatra et al [53]的

实验进一步说明FSK通过激活PKA而使VR1对
CAP的敏感性增强, 并且PKA磷酸化Thr 370在
VR1敏感性增强中起着关键作用. Wang et al研
究证实, 蛋白激酶C直接磷酸化VR1的ser 116而
增强CAP对温度及酸的反应性[54-57]. 可以预测, 

抑制PKA和PKC的激活, 或者抑制TRPV1的某

些关键部位的磷酸化, 将产生良好的镇痛效应, 
这或许是将来镇痛药开发研究的方向. 
4.4 PAR2 研究显示, 多种物质可通过易化VR1的
作用引起VHL, PAR2被激活时可以激活蛋白激

酶C(protein kinase c, PKC), 从而增强VR1对CAP
的敏感性 [58-61], 大鼠结肠内给药, 可引起内脏

痛觉过敏[62-66], 梁杰贤 et al [41]的研究显示, 通过

PKC途径激活VR1从而引起实验大鼠VHL是可

能的原因之一. Amadesi et al [59-60]报道注射PAR2
拮抗剂可导致实验大鼠持久的热痛觉过敏, 而
这种情况却可以被使用VR1拮抗剂或缺少VR1
者所抑制, 且CAP诱导的VHL也可以被缺失VR1
或使用PKC拮抗剂后抑制. 同时还发现PAR2能
同时激活PKCe和PKA, 后两者磷酸化VR1, 而增

强其敏感性, 这可能与炎症时的痛觉过敏有关. 

5  结论

总之, CAP及其受体仍是目前研究的热点, 其对

VHL的形成和维持有重要作用,可能通过SP、
CGRP、VR1的磷酸化与去磷酸化及PAR2产生作

用, 然而这仅仅是一个粗略的了解, 参与其中的

分子及其相互间的作用等仍有许多不够明确之

处, 进一步探讨CAP与VHL的关系, 对认识CAP
新用途和对VHL的治疗具有重要意义, 同时也对

功能性胃肠病的治疗开辟了一条新的途径. 
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Abstract
AIM: To determine whether serum ghrelin level 
is an independent factor associated with carotid 
atherosclerosis in non-alcoholic fatty liver 
disease.

METHODS: One hundred and one patients 
with non-alcoholic fatty liver disease were di-
vided into 2 groups based on presence of carotid 
atherosclerosis. Ghrelin level and other non-
alcoholic fatty liver disease risk factors including 
age, course of disease, percentage of fat (Fat%), 
body-mass index (BMI), free blood glucose 
(FBG), systolic blood pressure (SBP), diastolic 
blood pressure (DBP), serum cholesterol (TC), 
triglyceride (TG), and liver function, high densi-

ty lipoprotein (HDL-C), low-density lipoprotein 
(LDL-C), leptin and ghrelin level after multivari-
ate analysis.

RESULTS: Significant differences in age (60.1 ± 
10.7 vs 41.9 ± 11.6, t = 8.13, P < 0.01), DBP (11.5 
± 2.4 vs 10.1 ± 3.5, t = 2.39, P < 0.05), percentage 
of fat (30.8 ± 8.4 vs 26.7 ± 7.1, t = 2.58, P < 0.05) 
and course of disease(96.2 ± 61.3 vs 69.4 ± 58.9, t 
= 2.20, P < 0.05) were observed between the two 
groups. Remarkable differences between two 
groups were also observed in TC (7.4 ± 0.8 vs 5.1 
± 0.7, t = 2.61, P < 0.05), LDL-C (3.3 ± 0.6 vs 2.8 ± 
0.5, t = 4.41, P < 0.001), LEP (7.1 ± 2.2 vs 5.8 ± 2.5, 
t = 2.76, P < 0.01) and ghrelin level (5.97 ± 1.26 vs 
6.59 ± 1.16, t = 2.54, P < 0.05). Multivariate analy-
sis showed that carotid atherosclerosis was as-
sociated with decreased ghrelin level (r = -0.565; 
P < 0.05), DBP (r = -0.615; P < 0.01) and LDL-C (r 
= -0.571, P < 0.05).

CONCLUSION: Decreased ghrelin level may be 
an important risk factor in pathogenesis of carot-
id atherosclerosis in patients with non-alcoholic 
fatty liver disease.

Key Words: Ghrelin type; Non-alcoholic fatty liver 
disease; Carotid; Atherosclerosis

Chen N, Yang M, Huang JP. Correlation analysis of 
ghrelin level and carotid atherosclerosis in non-alcoholic 
fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(34): 3890-3893

摘要
目的: 探讨非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)患
者血浆Ghrelin水平与颈动脉粥样硬化是否有关. 

方法: NAFLD患者(101例), 按是否有颈动脉粥
样硬化分为2组, 对患者年龄、病程、体质量
指数(BMI)、体脂肪含量(Fat%)、血压(SBP、
DBP)、空腹血糖(FBG)、血清胆固醇(TC)、
甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白(LDL-C)、高
密度脂蛋白(HDL-C)、谷丙转氨酶(ALT)、谷
草转氨酶(AST)、瘦素(LEP), Ghrelin水平等

®

■背景资料
随着人民生活水
平 的 提 高 ,  饮 食
结 构 的 变 化 ,  非
酒精性脂肪性肝
病(NAFLD)的发
病 率 日 渐 升 高 , 
NAFLD对于肝脏
本身的危害性已
经得到认同, 许多
消化科医师以及
心血管医师日益
重视NAFLD与心
血管疾病之间的
相关性 .  NAFLD
患者容易发生动
脉粥样硬化已经
有报道, 而与那些
因素相关尚无结
论.

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院消
化内科/脂肪肝诊
治中心; 吴君, 主
任医师, 贵阳医学
院附属医院感染
科
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动脉粥样硬化危险因素进行多变量分析.

结果: 两组在年龄(60.1±10.7 vs  41.9±11.6, t  
= 8.13, P <0.01)、DBP(11.5±2.4 vs  10.1±3.5, 
t  = 2.39, P <0.05)、Fat%(30.8±8.4 vs  26.7±
7.1, t  = 2.58, P <0.05)、病程(96.2±61.3 vs  69.4
±58.9, t  = 2.20, P <0.05)方面经统计学处理有
显著性差异. 血清生化指标两组在TC(7.4±
0.8 vs  5.1±0.7, t  = 2.61, P <0.05)、LDL-C(3.3
±0.6 vs  2.8±0.5, t  = 4.41, P <0.001)、LEP(7.1
±2.2 vs  5.8±2.5, t  = 2.76, P <0.01)、Ghrelin水
平(5.97±1.26 vs  6.59±1.16, t  = 2.54, P <0.05)
方面比较有显著性差异. N A F L D患者发生
颈动脉粥样硬化危险因素多变量分析 :  与
Ghrelin水平下降(r  = -0.565, P <0.05)、舒张
压(r  = -0.615, P <0.01)和LDL-C(r  = -0.571, 
P <0.05)独立相关.

结论: 血浆Ghrelin水平下降可能是NAFLD患
者颈动脉粥样硬化发生的重要因素.

关键词�� Ghrelin; 非酒精性脂肪性肝病; 颈动脉; 粥

样硬化
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0  引言

随着人民生活水平的提高 ,  饮食结构的变化 , 
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)的发病率日渐升高, 成人平均

为10%-20%, 近年有报道达到32%[1]. NAFLD对

于肝脏本身的危害性已经得到认同, 而与心血

管疾病之间的相关性正日益被重视. 如何预防

以及阻止NAFLD患者发生动脉硬化, 是提高患

者生存质量的关键. 而动脉粥样硬化的发生与

那些因素相关尚无结论. 我们对NAFLD患者血

浆Ghrelin水平、血清瘦素、血压、血脂、体质

量指数(BMI)等多因素进行分析, 以期了解那些

变化与NAFLD患者动脉粥样硬化相关. 

1  材料和方法

1.1 材料 淮安市第三人民医院2007-01/12门诊体

检以及老年内科住院NAFLD患者101例, 年龄

37-69(平均53.9±11.4)岁. 根据彩色多普勒超声

对颈动脉以及肝脏检查结果, 101例NAFLD患者

分为两组: 颈动脉粥样硬化组(A组, 59例, 男41
例, 女18例)、无颈动脉粥样硬化组(B组, 42例, 

男26例, 女16例). NAFLD的诊断参照中华医学会

肝病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组2002年修

订的酒精性肝病和NAFLD诊断标准[2]. NAFLD
排除标准: (1)排除过量饮酒, 男性每日饮用乙醇

<20 g(<140 g/wk); (2)除外存在可导致脂肪肝的

全身性疾病以及正在服用或近期内曾经服用可

致谷丙转氨酶(ALT)和γ-谷氨酰转肽酶(GGT)升
高的药物(包括中药)的患者; (3)排除所有常见的

(乙型肝炎、丙型肝炎)和少见的(自身免疫性肝

病、Wilson病、α-1抗胰蛋白酶缺乏症)肝病, 以
及肝脏恶性肿瘤、感染和胆道疾病; 除外肢端

肥大症、骨质疏松、侏儒症、糖尿病以及合并

严重感染等影响激素代谢的疾病. 记录所有患

者的一般情况(性别、年龄、身高、体质量、病

程), 收缩压(systolic blood pressure, SBP)、舒张

压(diastolic blood pressure, DBP), 总胆固醇(TC)、
甘油三酯(TG)、空腹血糖(FBG)、低密度脂蛋白

(LDL-C)、高密度脂蛋白(HDL-C)、ALT、谷草

转氨酶(AST)、瘦素(LEP), Ghrelin. 并计算体质

量指数BMI = 体质量(kg)/身高(m2). 体脂肪含量: 
男性体脂肪含量(Fat%) = 1.2×BMI+0.23×年龄

-16.2, 女性(Fat%) = 1.2×BMI+0.23×年龄-5.4[3].
1.2 方法 患者检查前一晚19:30起禁食. 次日晨

6:30-7:30测量血压后, 空腹抽取肘静脉血. 14℃
离心, 离心半径15 cm, 3000 r/min分离得到血

清, -70℃保存待测; 8:00-9:30采用日本东芝SSA-
660A/Sario彩色多普勒超声空腹检查肝脏. 具备

以下3项腹部超声异常发现中的两项以上者可

诊断为脂肪肝: (1)肝脏近场回声弥漫性增强(明
亮肝), 回声强于肾脏; (2)肝内管道结构显示不

清; (3)肝脏远场回声逐渐衰减. 用奥林巴斯800
全自动生化分析仪测定ALT、AST、TC、TG、

HDL、LDL、FBG. 采用时间分辨免疫荧光法测

定LEP. 采用酶标免疫分析法测定Ghrelin, 试剂

由美国ADL公司提供. 
颈动脉彩色多普勒超声检查: 所有三组成

员停服有可能引起血管扩张的药物3 d, 在安静

状态下进行检查: 使用5-10 MHz探头检查颈总

动脉(CCA)、颈内动脉(ICA)、椎动脉(VA), 重
复频率调至2500 Hz, 彩色血流显示速度调至

20-40 cm/s, 彩色多谱勒超声诊断仪自动测算出

在稳定血流状态及频谱形态下数据: 收缩期峰

值流速(Vs)、舒张期峰值流速(Vd)及平均峰值

流速(Vm). 根据阻力指数公式RI = (Vs-Vd)/Vs, 
计算RI值, RI≥0.75为动脉硬化[4-5].

统计学处理 计量资料结果均以mean±SD

■相关报道
有 报 道 认 为
NAFLD患者容易
发生颈动脉粥样
硬化 ,  但NAFLD
的动脉硬化与哪
些因素密切相关
无明确定论.
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表示, 组间比较采用t检验; 计数资料采用例数和

率(n , %)表示, 组间比较采用χ2检验, 两因素相关

用相关分析. 均以P<0.05表示差异有显著性意义.

2  结果

2.1 一般特征比较 男性A组41例, B组26例, χ2 = 
0.63, P >0.05. 年龄、DBP、Fat%、病程经统计

学处理有显著性差异(表1).
2.2 血清生化指标 A组TC、LDL-C、LEP、
Ghrelin水平与B组比较有显著性差异(表2).
2 . 3  颈 动 脉 粥 样 硬 化 危 险 因 素 相 关 性 分 析  
NAFLD患者颈动脉粥样硬化发生与Ghrelin水
平下降(r  = -0.565, P <0.05)、舒张压(r  = -0.615, 
P <0.01)和LDL-C(r  = -0.571, P <0.05)相关, 其他

指标无相关性.

3  讨论

有报道认为NAFLD患者容易发生颈动脉粥样硬

化, 但NAFLD的动脉硬化与哪些因素密切相关

无明确定论. 本组研究发现老年NAFLD患者更

容易发生颈动脉粥样硬化. DBP、Fat%、病程

经统计学处理有显著性差异. 体脂肪含量Fat%
是指聚积在人体内的脂肪. 除皮下脂肪和内脏

脂肪以外, 还包括血液中含有的脂肪和构成细

胞膜的脂肪物质. A、B二组Fat%比较有显著性

差异P <0.05, 但BMI比较无显著性差异P >0.05, 
说明对于已经发生动脉硬化的NAFLD患者而

言,血脂以及构成细胞膜的脂肪物质比皮下、内

脏脂肪更重要. 二组TC、LEP 、血浆Ghrelin水
平比较均存在显著性差异: A组LEP高于B组, 而

Ghrelin水平低于B组. 
众所周知, 较高水平的DBP、LDL-C是发生

动脉硬化的重要因素, 对于NAFLD患者也是同

样. 本研究结果显示: NAFLD患者的血浆Ghrelin
水平、D B P、L D L-C与颈动脉粥样硬化发生

呈独立相关, 提醒NAFLD患者应该高度关注相

关指标. Ghrelin是一个胃肠道分泌的小分子脑

肠肽, 影响生长激素的分泌和参与调节能量代

谢. 是迄今发现的体内唯一的生长激素促成分

泌素受体的内源性配体, 由28个氨基酸组成, 他
在体内通过中枢食欲调节网络, 尤其是神经肽

Y, 促进摄食, 并与瘦素、胰岛素等相互作用, 在
血脂代谢的病理过程中发挥重要作用[6]. Ghrehn
对心血管系统发挥多种生理功能, 包括对心力

衰竭的保护. 给健康人静脉注射Ghrelin, 显著

降低平均动脉血压, 增加心输出量, 并不影响心

率, 且对患慢性心衰患者也有同样的生理效应. 
Ghrelin对心血管系统的调节作用与他促生长激

素分泌作用无关. Ghrelin可影响血液动力学指

标, 给人静脉内注射Ghrelin, 血清生长激素浓度

明显增加, 平均动脉压明显下降, 心脏指数增加

16%, 每搏输出量增加22%[7]. 因此, 当NAFLD患

者血浆Ghrelin水平降低时, 可通过以下3个方面

影响动脉硬化的发生: (1)抑制交感神经活性的

能力受到限制, 血压升高, 心率增快; (2)通过直

接对血管壁张力以及血液动力学指标影响; (3)
通过与脂联素、LEP、胰岛素等相互影响, 使血

脂代谢紊乱等途径, 最终促进NAFLD患者发生

动脉硬化. 

■创新盘点
本课题研究发现
两 组 在 年 龄 、

DBP、Fat%、病
程、T C、L D L - 
C、LEP、Ghrelin
水平比较有显著性
差异; NAFLD患者
颈动脉粥样硬化
发生与Ghrelin水平
下降、舒张压和
LDL-C相关.

表 1 两组患者一般特征比较 (mean±SD)

     
分组            n                   年龄(岁)  病程(mo)              SBP(kPa)        DBP(kPa)        Fat%          BMI(kg/m2)

A组 59   60.1±10.7           96.2±61.3           17.9±3.6           11.5±2.4           30.8±8.4         28.6±3.1

B组 42   41.9±11.6           69.4±58.9           18.2±4.1           10.1±3.5           26.7±7.1         27.9±2.0

t值        8.13      2.20              0.39        2.39   2.58          1.28

P     <0.01               <0.05           >0.05      <0.05                <0.05        >0.05

表 2 NAFLD患者血液生化指标 (mean±SD)

     
分组

   ALT          AST                TC                TG             HDL-C          LDL-C           FBG               LEP              Ghrelin

  (μ/L)          (μ/L)           (mmol/L)     (mmol/L)       (mmol/L)      (mmol/L)     (mmol/L)         (μg/L)             (μg/L)

A组      41.2±29.3     43.9±34.6     7.4±0.8     5.1±0.9     1.8±0.5     3.3±0.6     4.9±2.1     7.1±2.2     5.97±1.26

B组      40.9±26.4     39.8±29.7     5.1±0.7     4.9±0.6     1.7±0.7     2.8±0.5     4.3±1.9     5.8±2.5     6.59±1.16

t值         0.05     0.62          2.61            1.25            1.84            4.41   1.47     2.76        2.54

P          >0.05   >0.05       <0.05          >0.05         >0.05          <0.001       >0.05   <0.01      <0.05



www.wjgnet.com

陈宁, 等. 非酒精性脂肪性肝病患者的血浆Ghrelin水平与颈动脉粥样硬化的相关性              3893

老年NAFLD患者应积极改良生活习惯, 如
调整膳食结构、保持均衡营养、防止热量过

剩、纠正不良的饮食习惯及戒酒、保持适量的

体育锻炼, 同时严格控制血压、以及LDL-C水平

等措施, 有效预防发生动脉硬化. 也可通过早期

血浆Ghrelin、LEP水平测定, 筛选高危人群, 做
到有的放矢.
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Abstract
AIM: To investigate the role of nuclear factor-
kappa B (NF-κB) activation in liver injury in 
rats with severe acute pancreatitis (SAP), and to 
explore the protective effect of N-acetylcysteine 
(NAC) against SAP-associated liver injury in 
rats.

METHODS: Forty-two Wistar male rats were 
divided into sham operation group (SO, n = 
6), SAP group (n = 18), and SAP + NAC group 

(NAC, 300 mg/kg body wt, n = 18). SO group 
underwent laparotomy only. SAP model was 
established by retrograde injection of 50 g/L so-
dium taurocholate into the bili-pancreatic duct 
in Wistar rats. SAP + NAC group were given 
NAC 300 mg/kg body weight intaperitoneally 
2 h before SAP model was established. Rats 
were sacrificed at 3, 6 and 12 h after operation. 
The liver and pancreas tissues were obtained to 
observe their pathological changes with light 
microscopy. The levels of serum ALT and AST 
were determined at three time points (8 rats 
for each time point). The expression of TNF-α 
mRNA was detected by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR). The activ-
ity of NF-κB in liver was examined by immuno-
histochemical methods.

RESULTS: The levels of serum ALT and AST 
increased significantly in SAP group as com-
pared with those in SO group at 3, 6 and 12 h 
(ALT: 186.67 ± 27.28, 321.17 ± 56.14, 492.50 ± 
69.77 vs 36.83 ± 7.02; AST: 255.50 ± 44.15, 343.17 
± 43.70, 425.33 ± 58.37 vs 41.67 ± 5.35; P < 0.05 or 
0.01). The level of TNF-α mRNA in SAP group 
was significantly higher than that in SO group at 
3, 6 and 12 h (0.37 ± 0.03, 0.77 ± 0.04, 0.54 ± 0.04 
vs 0.24 ± 0.03; P < 0.05 or 0.01). The activity of 
NF-κB was also higher in SAP group than that 
in SO group at 3 or 6 h (51.95 ± 4.76, 24.67 ± 4.93 
vs 9.33 ± 2.05; P < 0.01 or 0.05). Liver and pan-
creas pathological damages were more severe in 
SAP group than those in SO group under light 
microscope. In SAP + NAC group, the levels 
of serum ALT and AST (143.67 ± 16.62, 203.33 
± 25.41, 301.17 ± 26.82; 136.33 ± 26.27, 221.50 ± 
38.31, 310.50 ± 38.17) decreased significantly in 
comparison with those in SAP group (P < 0.05 or 
0.01), and the expression of TNF-α mRNA was 
significantly lower than that in SAP group at the 
three time points (0.25 ± 0.03, 0.50 ± 0.05, 0.43 ± 
0.03, P < 0.05 or 0.01). The activity of NF-κB in 
SAP + NAC group was lower than that in SAP 
group at 3 or 6 h (37.60 ± 6.37, 12.88 ± 2.66, P < 
0.05).

CONCLUSION: NF-κB activation and TNF-α 
mRNA up-regulation involve in the pathogen-

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 常 并 发 全
身炎症反应综合
征和多器官功能
障碍综合征. 肝脏
是主要受累的胰
外器官之一, 肝损
伤与SAP病情发
展和预后密切相
关. 有效防护SAP
肝损伤对降低胰
外器官损伤, 减轻
SAP复杂化具有
重要意义.
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esis of liver injury in SAP rats. NAC at a dose of 
300 mg/kg can alleviate the pathological dam-
age to liver, and its mechanism might relate to 
inhibition of NF-κB activation and reduction of 
cytokines such as TNF-α.

Key Words: N-acetylcysteine; Severe acute pan-
creatitis; Liver injury; Nuclear factor-kappaB; Cy-
tokine; Immunohistochemistry; Reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction

Zou ZD, Zhang ZZ, Song XQ, Wang L, Tu XH, Chen SQ, 
Wang Y. Protective effects of N-acetylcysteine against 
liver injury in rats with severe acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3894-3899

摘要
目的: 探讨N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine, 
NAC)对重症急性胰腺炎(severe acute pan-
creatitis, SAP)大鼠肝损伤的保护作用及作用
机制. 

方法: Wi s t a r大鼠42只随机分为3组, S A P
组(SAP, n  = 18), 采用逆行十二指肠胰胆管
注射50 g/L牛黄胆酸钠溶液制备S A P模型; 
SAP+NAC组(SAP+NAC, n  = 18), 建模前2 h
给予NAC 300 mg/kg体质量预处理; 假手术组
(SO, n  = 6). 建模成功后3、6和12 h, 分别取下
腔静脉血液、胰腺和肝脏组织. 光镜下观察胰
腺和肝脏组织病理改变, 全自动生化分析仪
检测各时段血液ALT和AST水平, 逆转录-聚
合酶链反应(RT-PCR)检测肝脏组织中TNF-α 
mRNA表达, SP免疫组化法检测肝脏组织中
NF-κB活化. 

结果: S O组血液A LT、A S T以及肝胰组织
病理无显著性变化. SAP组各时间点肝胰病
理改变较S O组严重 ,  术后3、6和12 h时间
点ALT及AST均较SO组显著升高(186.67±
27.28, 321.17±56.14, 492.50±69.77 vs  36.83
±7.02; 255.50±44.15, 343.17±43.70, 425.33
±58.37 vs  41.67±5.35, P <0.05或0.01); TNF-α 
mRNA表达均显著高于SO组(0.37±0.03, 0.77
±0.04, 0.54±0.04 vs  0.24±0.03, P <0.05或
0.01); NF-κB活性术后3、6 h均显著高于SO
组(51.95±4.76, 24.67±4.93 vs  9.33±2.05, 
P <0.05或0.01), 12 h与SO组相比差异无显著
性意义. SAP+NAC组各时间点肝胰组织病
理改变均较SAP组减轻, 术后3-12 h血液ALT
及AST水平(143.67±16.62, 203.33±25.41, 
301.17±26.82; 136.33±26.27, 221.50±38.31, 
310.50±38.17)均显著低于SAP组(P <0.05或
0.01); 各时间点肝脏TNF-α mRNA表达(0.25

±0.03, 0.50±0.05, 0.43±0.03)显著低于SAP
组(P <0.05或0.01); 术后3-6 h NF-κB活性(37.60
±6.37, 12.88±2.66)均较S A P组显著降低
(P <0.05).

结论: NF-κB活化与TNF-α mRNA表达上调参
与了SAP大鼠肝损伤过程, NAC 300 mg/kg预
处理能够有效减轻SAP大鼠肝损伤, 其作用机
制可能与抑制NF-κB活化进而下调炎性细胞
因子TNF-α mRNA表达水平相关.

关键词�� N-乙酰半胱氨酸; 重症急性胰腺炎; 肝损

伤; 核转录因子-κB; 细胞因子; 免疫组化; 逆转录-

聚合酶链反应
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acu te pancrea t i t i s, 
S A P)引起的全身炎症反应综合征(s y s t e m i c 
inflammatory response syndrome, SIRS)和多器

官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS), 是SAP病情危重、发展迅

速、并发症和死亡率较高的主要原因, 肝脏是

这一病变过程中最常见的受累胰外器官之一[1]. 
NF-κB可调控包括炎性细胞因子在内的多种基

因表达, 在SAP及其相关SIRS和MODS的发生与

发展中扮演着重要角色[2-3]. 有研究表明, 一定剂

量的N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine, NAC)预
处理对实验性SAP具有一定防护作用, 并可减轻

SAP相关肝损伤严重程度, 但其作用机制仍未阐

明[4]. 本研究旨在探讨SAP大鼠肝组织NF-κB活
化与肝损伤的关系, 以及NAC防护SAP大鼠肝损

伤的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康♂清洁级Wistar大鼠42只, 体
质量220-250 g, 由中国科学院上海实验动物中心

提供(符合国标GB14922-94 SPF级质量标准), 在
SPF条件下适应性饲养1 wk. 乙酰半胱氨酸注射

液(NAC)(国药准字H20051788)购自杭州民生药

业集团有限公司, 牛黄胆酸钠购自Sigma公司(用
生理盐水配制成浓度为50 g/L的溶液), TRIzol试
剂(美国Invitrogen公司), Taq DNA聚合酶、PCR 
缓冲液和dNTPs(美国Promega公司), NF-κB p65 

■研发前沿
近 年 研 究 发 现 ,  
NF-κB和炎性细
胞因子TNF-α在
SAP肝损伤发生
与发展中发挥关
键作用, 逐渐成为
国内外学者研究
的最新热点之一. 
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mAb购自Santa Cruz公司, SP免疫组化和DAB显
色试剂盒(福建福州迈新生物技术开发有限公

司), AU 2700型全自动生化分析仪(日本Olympus
公司), PCR扩增仪为德国Eppendorf公司产品, 
PCR引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 42只成年健康♂Wistar大鼠按随机数

字表法分为3组, SAP组(SAP, n  = 18) 采用胆胰管

逆行注入50 g/L牛黄胆酸钠溶液建立SAP模型; 
SAP+NAC组(SAP+NAC, n  = 18)建模前2 h先给

予腹腔注射NAC 300 mg/kg体质量预处理; 假手

术组(SO, n  = 6)开腹后仅翻动十二指肠和胰腺. 
前两组根据不同时间点再分为建模后3、6和12 
h共3个亚组.
1.2.2 SAP模型制备: 参考文献[5]制备SAP模
型, 实验前大鼠禁食12 h, 自由饮水. 以戊巴比

妥钠(40 mg/kg体质量)ip麻醉大鼠后, 严格无菌

条件下, 上腹正中切口进腹, 找到胆胰管汇入

十二指肠乳头处, 4号头皮静脉针于十二指肠乳

头附近穿刺十二指肠壁, 进入胆胰管, 并逆行

刺入胆胰管约0.5 cm深度, 同时动脉夹夹闭肝

门处胆总管, 匀速注入50 g/L牛黄胆酸纳溶液l  
mL/kg, 滞留2 min后去除动脉夹和针头, 保持管

内压力10 min, 关腹. 术后10 min尾静脉注射生

理盐水5 mL/kg体质量, 以补充术中丢失的液体. 
1.2.3 标本采集及指标检测: 各组大鼠在规定的

时间点注射致死剂量的戊巴比妥钠(200 mg/kg
体质量)安乐处死, 严格无菌条件下采取肝胰组

织和血液标本. 检测指标及方法如下: (1)肝胰组

织形态学观察: 取肝胰相同部位标本2 cm左右, 
40 g/L甲醛溶液固定, 修剪、脱脂、石蜡包埋和

切片, 苏木精-伊红(HE)染色, 光镜下观察肝胰

病理改变. (2)肝功能指标测定: 取下腔静脉血液

2 mL, 3000 r/min离心10 min, 取上层血清-20℃
保存, 借助AU 2700型自动生化分析仪测定肝功

能指标ALT和AST. (3)肝组织TNF-α mRNA表

达: 用半定量RT-PCR检测TNF-α mRNA表达. 取
液氮冻存肝组织, 用TRIzol试剂一步法抽提肝

样品总RNA, 通过读取其在分光光度计260 nm
和280 nm处的吸收值, 测定RNA浓度和纯度. 随
机引物法将RNA逆转录为cDNA, 再以TNF-α引
物进行PCR扩增, β-肌动蛋白(β-actin)作为内参

照. TNF-α引物上游序列为: 5'-GCC AAT GGC 
ATG GAT CTC AAA G-3', 下游序列为: 5'-CAG 

AGC AAT GAC TCC AAA GT-3', 扩增片段357 
bp; β-actin上游序列为: 5'-CAC GAT GGA GGG 
GCC GGA CTC ATC-3', 下游序列为: 5'-TAA 
AGA CCT CTA TGC CAA CAC AGF-3', 引物扩

增片段241 bp. PCR条件为: 94℃变性30 s, 58℃
退火30 s, 72℃延伸1 min, 共35次循环后, 72℃延

伸8 min. 取5 μL PCR扩增反应产物在20 g/L琼脂

糖凝胶中电泳, 采集图像后测定目的基因TNF-α
和β-actin基因的电泳条带灰度值, 以两者比值表

示待测基因mRNA相对含量. (4)肝脏NF-κB活

性检测: 参考文献[1]方法, 用常规免疫组化方法

检测肝脏NF-κB活性. 肝组织迅速用中性甲醛溶

液固定, 常规脱水、石蜡包埋, 制备4 μm厚连续

切片. 采用免疫组织化学链霉素抗生物素蛋白-
过氧化酶连接法(SP法), 进行免疫组化染色. 操
作按照SP免疫组化试剂盒说明进行. 一抗工作

浓度为1∶100. 用磷酸缓冲液(PBS)代替一抗作

为空白对照. 结果判定: 阳性细胞为细胞或(和)
细胞质呈棕黄色染色. 在10个高倍视野(10×40)
下观察阳性肝细胞数N1和总细胞数N, 阳性率 = 
N1/N×100%.

统计学处理 应用SPSS13.0软件包, 计量数

据用mean±SD描述, 采用单因素方差分析(One-
way ANOVA), P <0.05为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 胰腺病理形态改变 大体观察: SO组胰腺未

见明显改变; SAP组各时间点均可见腹腔内血性

腹水, 胰腺充血水肿、出血坏死, 胰腺颜色逐渐

变深, 呈渐进性病理改变; SAP+NAC组各时间

点上述变化均较SAP组明显减轻. 光镜下: SO组

胰腺形态结构未见异常, 偶可见腺叶间隙增宽; 
SAP组各时间点可见不同程度的腺叶间灶性水

肿、无结构坏死区和组织间隙红细胞分布, 并可

见大量炎性细胞浸润, 坏死腺泡细胞呈点状、片

状分布, 其中以12 h病理改变最为明显; SAP+NAC
组各时间点胰腺水肿、出血、坏死, 炎性细胞浸

润程度均较SAP组同时间点明显减轻.
2.2 肝脏病理形态改变 大体观察: SO组肝脏呈

鲜红色, 表面光滑, 无渗出, 无充血, 未见明显改

变; SAP组各时间点均可见不同程度充血、肿

胀, 颜色变深, 12 h可见散在性浅黄色坏死灶; 
SAP+NAC组各时间点上述变化均较SAP组明

显减轻. 光镜下: SO组肝脏形态结构未见明显异

常, 偶可见肝窦扩张; SAP组各时间点可见不同

■创新盘点
本 文 通 过 检 测
TNF-α mRNA表
达和NF-κB活化
情况, 从基因调控
的角度探讨SAP
肝损伤的发病机
制, 并进一步揭示
了NAC防治SAP
肝损伤的可能作
用机制. 
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程度的肝窦扩张, 肝细胞肿胀变性, 肝实质内点

状或斑块状出血坏死, 可见明显炎性细胞浸润, 
主要集中在汇管区和坏死区域, 并以12 h病理改

变最为严重; SAP+NAC组各时间点肝脏病理改

变均较SAP组明显减轻.
2.3 肝功能ALT和AST指标变化 SO组ALT和
AST水平分别为36.83±7.02 U/L和41.67±5.35 
U/L, 均在正常范围; SAP组3-12 h ALT和AST水
平呈逐渐上升趋势, ALT各时间点均较SO组明

显升高(186.67±27.28 vs  36.83±7.02, 321.17±
56.14 vs  36.83±7.02, 492.50±69.77 vs  36.83±
7.02, P <0.05或P <0.01), AST各时间点均较SO组

显著升高(255.50±44.15 vs  41.67±5.35, 343.17
±43.70 vs  41.67±5.35, 425.33±58.37 vs  41.67
±5.35, P <0.01); SAP+NAC组各时间点血液ALT
水平均显著低于SAP组(143.67±16.62 vs  186.67
±27.28, 203.33±25.41 vs  321.17±56.14, 301.17
±26.82 vs  492.50±69.77, P <0.05或P <0.01), 各
时间点血液AST水平均显著低于SAP组(136.33
±26.27 vs  255.50±44.15, 221.50±38.31 vs  
343.17±43.70, 310.50±38.17 vs  425.33±58.37, 
P <0.05, 图1).
2.4 肝组织TNF-α mRNA表达 SAP组肝组织

TNF-α mRNA术后3-6 h呈上升趋势, 术后6 h达
高峰, 6 h后开始缓慢下降, 但3-12 h均显著高于

SO组(0.37±0.03 vs  0.24±0.03, 0.77±0.04 vs  
0.24±0.03, 0.54±0.04 vs  0.24±0.03, P <0.05
或P <0.01); SAP+NAC组各时间点肝脏TNF-α 
mRNA表达较SAP组显著降低, 差异有显著性

意义(0.25±0.03 vs  0.37±0.03, 0.50±0.05 vs  
0.77±0.04, 0.43±0.03 vs  0.54±0.04, P <0.05或 
P <0.01)(表1).
2.5 肝组织NF-κB活性变化 NF-κB在SO组仅有

少量表达; SAP组NF-κB活性在3 h为高峰, 3-12 
h呈下降趋势, 但3-6 h均显著高于SO组(51.95±
4.76 vs  9.33±2.05, 24.67±4.93 vs  9.33±2.05, 
P <0.05或P <0.01), 12 h与SO组相比差异无显著

性意义; SAP+NAC组NF-κB活性3-6 h均较SAP
组显著降低(37.60±6.37 vs  51.95±4.76, 12.88±
2.66 vs  24.67±4.93, P <0.05), 12 h与SAP组和SO
组相比差异无显著性意义(表1).

3  讨论

SAP是外科常见的急腹症, 发病迅速, 病情凶险, 
并发症较高, 临床死亡率常高达10%-20%, 甚
至超过30%[1]. 目前认为, 胰腺腺泡细胞早期产

生和释放的过多炎性细胞因子, 出现失控的炎

■应用要点
该研究课题阐述
了T N F - α和N F -
κB在SAP肝损伤
的发病中的作用, 
并探讨了可能的
防治策略, 为防治
SAP肝损伤提供
了实验和理论依
据, 对SAP肝损伤
新型治疗药物的
开发具有一定指
导意义.

表 1 各组TNF-α mRNA表达及NF-κB活性的变化 (mean±SD)

     
分组         TNF-α mRNA表达          NF-κB活性(%)

          3 h                  6 h        12 h     3 h                   6 h              12 h

SO组  0.24±0.03       0.24±0.03       0.24±0.03           9.33±2.05            9.33±2.05           9.33±2.05

SAP组  0.37±0.03a      0.77±0.04b      0.54±0.04b        51.95±4.76b         24.67±4.93a        14.60±3.46

SAP+NAC组 0.25±0.03c      0.50±0.05d      0.43±0.03d        37.60±6.37c         12.88±2.66c        10.32±1.68

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组.

图 1 各组血清ALT和AST含量比较. A: ALT; B: AST. aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组
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症级联反应, 诱发或加重SIRS, 并产生MODS, 
是导致SAP发生及其复杂化的主要原因[6-7]. 肝
脏作为胰腺血液回流心脏的必经器官, 肝枯否

(Kupffer)细胞占整个机体单核巨噬细胞的50%, 
固定巨噬细胞群的80%-90%, 是产生炎性细胞

因子的主要效应细胞[8], 在临床上肝脏也是SAP
最常累及得到胰外器官之一[9]. 肝损伤与SAP病
情发展及预后密切相关, 研究SAP肝损伤的作用

机制, 对于防护胰外器官损伤, 降低MODS的发

生有着重要意义. 
TNF-α被认为是在急性胰腺炎中最早升高

并起着重要作用的细胞因子, 是与SAP的严重性

相关并可作为SAP预后的指标之一[10-11]. 较高浓

度的TNF-α不但具有直接损伤机体细胞的作用, 
还能够诱发和调控多种炎性细胞因子如I L-1,  
IL-6, IL-8等的释放, 直接和间接参与引起了机

体内两次高水平细胞因子血症, 引起炎症瀑布

样级联反应, 进而导致SIRS并继发MODS[12]. 近
来研究也表明, NF-κB可以调控下游信号分子

TNF-α等众多炎性细胞因子的基因表达, 在SAP
发病及其相关SIRS和MODS发生发展过程中扮

演关键角色[2,13-14]. Gukovsky et al [15]研究显示, 用
NAC阻滞NF-κB活性, 能显著减少胰腺炎症细

胞浸润, 降低TNF-α、IL-6等细胞因子基因表达, 
有效改善胰腺局部炎症反应, 这也说明NF-κB在
SAP发生与发展中发挥关键作用. Zhang et al [16]

研究发现, SAP大鼠肝脏中同样存在NF-κB大量

激活. 这些研究提示我们, NF-κB表达可能参与

了SAP大鼠肝损伤的发生, 通过抑制NF-κB活化

进而下调TNF-α mRNA表达是有效防护肝损伤

的一个重要途径. 
我们研究发现, SAP组大鼠术后3-12 h, 血

清ALT和AST显著高于SO组, 胰腺和肝脏病理

改变较SO组严重; 肝脏TNF-α mRNA表达3-6 h
呈上升趋势, 3-12 h均显著高于同时间点SO组; 
SAP建模后3 h出现肝脏NF-κB活化高峰, 3-12 h
呈持续降低趋势; 这些结果表明NF-κB活化与

TNF-α表达上调参与介导了SAP大鼠肝损伤的

发生与发展. 我们应用抗氧化剂NAC预处理, 可
以显著抑制SAP大鼠肝脏NF-κB活化和TNF-α 
mRNA表达, 降低血中ALT和AST水平, 有效减

轻肝脏病理改变程度, 提示NAC可能通过抑制

NF-κB活化并下调细胞因子TNF-α mRNA表达, 
来发挥保护肝脏的作用, 减轻SAP大鼠肝损伤严

重程度. 

因此, 我们认为NF-κB活化和TNF-α mRNA
表达参与了S A P肝损伤 ,  N F-κ B活化并上调

TNF-α等细胞因子基因表达在SAP肝损伤发生

与发展中起着关键作用; 适当抑制NF-κB活化能

够下调TNF-α等细胞因子基因表达, 并减轻SAP
相关肝损伤的严重程度. NAC具有保护肝脏、

减轻SAP肝损伤的作用, 值得进一步深入研究. 
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■名词解释
N-乙酰半胱氨酸: 
为左旋精氨酸的
天然衍生物, 分子
式为C 5H 9N O 3S , 
分子质量163.20, 
是一种抗氧化剂
和体内活性氧自
由基清除剂, 可抑
制炎症介质和促
炎细胞因子的生
成, 同时具有保护
肝脏的作用. 
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Zaninovic V, Pandol SJ. Early NF-kappaB activation 
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16 Zhang XP, Zhang L, Chen LJ, Cheng QH, Wang JM, 

Cai W, Shen HP, Cai J. Influence of dexamethasone on 
inflammatory mediators and NF-kappaB expression 
in multiple organs of rats with severe acute 
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Abstract
AIM: To examine assoc ia t ion of HIF-1α 
with iNOS, COX-2 in gastr ic cancer and 
their relationship with tumor angiogenesis, 
clinicopathological feature and prognosis.

METHODS: Immunohistochemical technique 
was used to detect expressions of HIF-1α and 
iNOS, COX-2 in 54 cases with gastric cancer. 
The association between HIF-1α expression 
with iNOS, COX-2 in tumor angiogenesis was 
analyzed, and clinicopathological features and 
prognosis of patients were investigated.

RESULTS: The percentage of HIF-1α, iNOS and 
COX-2 protein positive expression was 74.07%, 
66.67% and 62.9% in gastric cancer, respectively. 

The expressions of HIF-1α, iNOS and COX-2 
were significantly higher in gastric cancer than 
in normal gastric tissue (P < 0.05). The expres-
sions of HIF-1α, iNOS and COX-2 in gastric 
cancer were significantly associated with TNM 
stage, invasive depth and lymph node metas-
tasis (P < 0.05) except for tumor grading. There 
were positive correlation among HIF-1α expres-
sion with iNOS, COX-2 (r = 0.596, r = 0.875, r = 
0.502; all P < 0.05).

CONCLUSION: HIF-1α and iNOS, COX-2 play 
very important roles in the development of gas-
tric cancer. The over expression of HIF-1α induc-
es tumor angiogenesis and invasion by activating 
the transcription of iNOS gene and COX-2 gene, 
thus joint detection is recommended for diagnosis 
of gastric cancer and estimation of prognosis.

Key Words: Hypoxia-inducible factor-1α; Inducible 
nitric oxide synthase; Cyclooxygenase 2; Gastric 
cancer; Immunohistochemistry

Wei F, Sun W, Wang Q, Liu L, Ren QH. Expression of 
HIF-1α, iNOS and COX-2 and its significance in gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 
3900-3903

摘要
目的: 研究HIF-1α与iNOS、COX-2在胃癌中
的表达、相互关系及他们在胃癌发生发展、

浸润和转移中的作用. 

方法:  应用免疫组化S P法检测54例胃癌中
HIF-1α与iNOS、COX-2的表达, 分析HIF-1α
与iNOS、COX-2的表达关系及临床意义. 

结果: 54例胃癌组织中H I F-1α与 i N O S、
COX-2的阳性表达率分别是74.07%、66.67%
和62.9%, HIF-1α与iNOS、COX-2在胃癌组
织中的表达水平明显高正常胃组织中的表达
水平(P <0.05). HIF-1α与iNOS、COX-2的表达
与胃癌的临床TNM分期、浸润程度和淋巴结
转移有关(P <0.05); 与组织学分级无关. HIF-
1α、iNOS和COX-2间存在显著相关性(r  = 
0.596, 0.875, 0.502, 均P <0.05).

®

■背景资料
由近期的研究指
出转录因子HIF-1
通过与靶基因上
的缺氧反应元件
( H R E ) 结 合 ,  可
诱导下游靶基因
(VEGF)的转录 , 
从而产生一系列
代偿反应 ,  此外 , 
他还可以上调多
种 基 因 的 表 达 , 
如一氧化氮合酶
( iNOS) ,  最终影
响肿瘤细胞的生
长, VEGF和iNOS
都是促进血管生
成的重要因子, 而
HIF-1α是缺氧状
态下血管生成的
核心调控因子. 诱
导型iNOS、环氧
化酶2(COX-2)为
两种可诱导型酶, 
报道显示二者皆
具有促进VEGF表
达、诱导肿瘤血
管生成作用.

■同行评议者
刘冰熔, 教授, 黑
龙江省哈尔滨医
科大学附属第二
临床医院消化内
科; 樊晓明, 主任
医师, 复旦大学附
属金山医院消化
科
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结论: HIF-1α与iNOS、COX-2在胃癌的发
生发展中起重要作用, HIF-1α可能通过上调
iNOS和COX-2的表达促进肿瘤血管生成而促
进胃癌的转移, 联合检测可作为判断胃癌恶性
程度和预后的指标.

关键词�� 缺氧诱导因子1α; 诱导型一氧化氮合酶; 环

氧合酶-2; 胃癌; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是消化系发病率很高的恶性肿瘤之一, 胃癌

是最常见的恶性肿瘤之一, 虽然综合治疗使得胃

癌的5年生存率有所改善, 但其预后仍不理想, 5
年生存率总体来说仍徘徊在20%-30%之间, 肿
瘤侵袭转移是肿瘤治疗失败的主要原因[1]. 由近

期的研究指出转录因子HIF-1通过与靶基因上的

缺氧反应元件(hypoxia resp-onde element, HRE)
结合, 可诱导下游靶基因(VEGF)的转录, 从而产

生一系列代偿反应, 此外, 他还可以上调多种基

因的表达, 如iNOS, 最终影响肿瘤细胞的生长, 
VEGF和iNOS都是促进血管生成的重要因子, 而
HIF-1α是缺氧状态下血管生成的核心调控因

子[1]. 诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide 
synthase, iNOS)、环氧化酶2(cyclooxygenase 2, 
COX-2)为两种可诱导型酶, 报道显示二者皆具有

促进VEGF表达、诱导肿瘤血管生成作用[2]. 本研

究采用免疫组织化学法, 检测HIF-1α与iNOS、
COX-2在胃癌中的表达, 探讨他们与胃癌肿瘤生

物学行为的关系及HIF-1α与iNOS、COX-2之间

的相关性, 为临床上进一步了解胃癌的生物学行

为、判断预后提供帮助. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-01/2002-03手术切除, 病理证实为

腺癌, 临床病理及随访资料齐全的胃癌蜡块标本

54例, 术前均未行化疗或放疗. 其中男37例, 女17
例; 年龄38-78岁; 肿瘤的原发灶大小、深度(T)、
淋巴结转移(N)由病理确定, 远处转移(M)由病理

学和临床确定. 其中肿瘤直径<5 cm 37例, ≥5 cm 
17例; 浆膜下者15例, 浸透浆膜者39例; 高分化19
例, 中分化17例, 低分化18例; 无转移29例, 有转

移25例; 远隔无转移42例, 有转移12例. 根椐1997
年国际抗癌联盟(IUCC)制定的TNM分期标准进

行临床分期, Ⅰ期12例, Ⅱ期14例, Ⅲ期16例, Ⅳ

12例. 另取自胃溃疡或十二指肠溃疡手术标本中

正常的且排除重度不典型增生的胃组织15例作

对照, 其中男10例, 女5例, 年龄44-77岁.
1.2 方法 
1.2.1 操作步骤: 常规HE染色, 确定标本的组织

分化程度. 采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化

酶连接(SP)免疫组织化学方法检测HIF-1α与

iNOS、COX-2在胃癌及正常胃组织中的表达. 
具体操作步骤按常规进行, 其一抗工作稀释度

分别为1∶75、1∶50、1∶50. 用已知阳性的乳腺癌

切片作为阳性对照, PBS缓冲液代替一抗作阴性对照.
1.2.2 结果判断: 以细胞质内出现明显棕黄色颗

粒为阳性细胞. 先于低倍镜下观察, 排除肿瘤坏

死出血区及边缘反应区, 于肿瘤内染色相对密

集区选取5个视野分别进行细胞记数, 高倍镜下

进行观察, 以阳性细胞数占同类记数细胞的百

分比为阳性细胞率. (1)HIF-1α阴性(-): 阳性细胞

率<5%; 弱阳性(+): 阳性细胞率为5%-25%; 阳性

(++): 阳性细胞率为25%-50%; 强阳性(+++): 阳性

细胞率>50%. (2)iNOS阳性细胞率<10%为阴性

(-), 阳性细胞率≥10%为阳性(+). (3)COX-2阴性

(-): 阳性细胞率<5%; 阳性(+): 阳性细胞率≥5%. 
统计学处理 采用SPSS12.0软件包进行统计

分析. HIF-1α及iNOS、COX-2各指标间的相关

性研究采用相关分析. 各检验方法皆以P <0.05为
差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 HIF-1α与iNOS、COX-2在胃癌中的表达与

胃癌临床病理参数的关系 在不同年龄、性别、

肿瘤大小、组织学分级组别中, 三者蛋白表达

水平均无显著差别. 三者在胃癌不同的TNM分

期、不同的浸润深度和有无淋巴结转移组的表

达差异具有显著性(P <0.05, 表1).
2.2 HIF-1α与iNOS、COX-2表达之间的相互关系 
统计资料分析表明HIF-1α、iNOS与COX-2表达均

呈正相关(r1 = 0.596, r2 = 0.875, r3 = 0.502; P<0.05).

3  讨论

胃癌的早期诊断率低、总体预后差 ,  长期以

来严重地威胁着人民的生命健康 .  多年来许

多学者在胃癌的预后方面进行了多项研究, 如
ECG、HER-2、IL-8、VEGF、P27、MMP-1、
CDH17等[3]的联合检查可能对预测胃癌患者预

后及进行个体化治疗具有意义, 但是就单个因

素来说, 几乎没有哪个因素能很好地预测患者

的预后. 因此非常有必要进一步寻找能有效预
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测患者预后的指标. 缺氧是实体肿瘤生长微环

境的一个共同特征[4], HIF-1则处于肿瘤缺氧的

中枢位置. 他是由HIF-1α及HIF-1β组成的异源

性二聚体, HIF-1α是其活性调节亚单位; HIF-1β

在常氧和缺氧条件下均可表达, 而HIF-1α在氧浓

度正常时, 其表达量维持在较低水平, 当氧浓度

降低时, HIF-1α的转录、翻译水平则呈指数增加. 
HIF-1作为转录因子, 可调控40余种基因的表达[5], 
如VEGF、EPO、糖酵解酶类及MDR等, 而这些

基因的激活解决了缺氧条件下肿瘤组织的血供、

氧供及能量代谢, 并且使得肿瘤细胞产生抗药性. 
本组实验中, 采用免疫组化的方法对HIF-

1α进行标记, 结果证实HIF-1α主要表达于胞核, 
胞质也有表达, 肿瘤坏死明显的区域和肿瘤浸

润的边缘HIF-1α表达明显增多, 周围正常组织

及肿瘤间质无HIF-1α的表达. HIF-1α是近年来

发现的与机体细胞适应低氧关系密切的一种重

要的转录因子, 他受细胞内氧分压的精细调节, 
对于低氧环境中机体的生存和肿瘤组织的生长

具有重要意义. 肿瘤细胞存在对缺血缺氧的自

身调节和适应, 其主要机制为: (1)葡萄糖转运; 
(2)糖酵解; (3)肿瘤新生血管生成. HIF-1α在以

上环节中起到重要作用. 目前已知HIF-1α的靶

基因包括: (1)葡萄糖转运蛋白1(GLUT-1)编码基

因; (2)糖酵解酶编码基因; (3)VEGF编码基因等. 
HIF-1α可能通过诱导上述因子和酶的表达, 增
加肿瘤组织的供血、供氧, 改善肿瘤组织的能

量代谢, 促进肿瘤生长[6]. 
NO是由NOS催化L-精氨酸生成的, NOS是

体内产生NO的限速酶. NO与肿瘤发生、发展关

系较为复杂, 具体机制目前还不清楚. Moochhala 
et al [7]认为NO可在肿瘤早期通过介导DNA损伤

参与复杂的肿瘤形成过程, 还可通过刺激肿瘤

细胞, 诱导血管生成和调节免疫系统来促进肿

瘤的生长、侵袭和转移. Thomsen et al [8]在研究

iNOS表达与人乳腺癌、胃癌标本关系时指出, 
iNOS催化生成的肿瘤微环境中持续低水平的

NO(比引起瘤细胞凋亡的浓度低l-2数量级)有利

于肿瘤的发展. 肿瘤诱导血管形成是其生长的

基础, 足够的肿瘤血流是维持供氧和营养, 维持

适度pH值所需要的. 大量研究显示, NO在促进

肿瘤新生血管的形成中也起到重要作用. Jenkins 
et al将iNOS基因转染的人结肠腺癌细胞株移植

到裸鼠体内, 与未转染iNOS基因的亲代野生型

瘤株进行比较, 前者肿瘤的生长速度较快且出

现较多新生血管, 肿瘤的侵袭性也更强, 易侵入

邻近组织. NO促进血管形成的机制目前还不清

楚, 一般认为NO是通过参与血管内皮细胞生长

因子(VEGF)的生血管机制实现对肿瘤血管的

调节. 本实验结果显示: iNOS在胃癌中亦呈高

表达状态, 与正常胃黏膜组织相比, 差异有显著

性(P <0.05), 且其表达与胃癌组织学分型无关

(P >0.05), 而与胃癌浸润深度、淋巴结转移及临

床分期有关(P <0.05). 结果提示, iNOS可能参与

了胃黏膜癌变形成的整个过程, 是胃癌发生发

展转移中的危险因素之一. 
COX-2是炎症过程中一个重要诱导酶, 炎症

过程前列腺素的产生主要由他来催化合成, 近
几年国外研究表明, COX-2参与了肿瘤的发生. 
Uefuji et al [9]用RT-PCR的方法检测37例胃腺癌

组织中COX-2 mRNA的表达, 结果表明, 有淋巴

结转移胃癌患者肿瘤组织中COX-2 mRNA的表

达明显高于无淋巴结转移者, 且COX-2高表达与

胃癌病灶直径大小正相关. COX-2可通过促进血

管内皮细胞的移动和增强血管生成因子的表达, 
而促进血管生成, 且COX-2抑制剂可抑制其这种

■应用要点
通过本研究发现
HIF-1α、iNOS与
COX-2在胃癌的
发生发展中起重
要作用, 联合检测
可作为判断胃癌
恶性程度和预后
的指标.

表 1 HIF-1α及iNOS、COX-2在胃癌中的表达与临床病
理因素的关系 n (%)

     
临床病理因素      n       HIF-1α            iNOS           COX-2

年龄(岁)

    ≤60          41    31(75.6)       28(68.3)      26(63.4)        

    >60          13      9(69.2)         8(61.5)        8(63.4)  

性别

    男          37    28(75.7)       26(64.9)      23(62.1) 

    女          17    12(70.6)       10(58.8)      11(64.7)      

肿瘤大小(cm)

    ≤5          37    27(73.0)       24(64.9)      24(64.9)      

    >5          17    13(76.5)       12(70.6)      10(58.8)      

组织学分型

    高分化          19    12(63.2)       14(73.7)      10(52.6)    

    中分化          17    13(76.5)       10(58.8)      11(64.7)    

    低分化          18    13(72.2)       12(66.7)      13(72.2)   

浸润深度

    浆膜下          15      7(46.7)         5(33.3)        6(40.0)    

    浆膜外          39    33(84.6)a     31(79.5)a     28(71.8)b   

淋巴结转移   

    无          29    17(58.6)       15(51.7)      11(27.9)      

    有          25    23(92.0)b     21(84.0)b     23(92.0)a       

远隔转移     

    无          42    30(71.4)       32(76.2)      24(57.1)    

    有          12    10(83.3)         4(33.3)      10(83.3)

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ期       26    16(61.5)       12(46.2)        8(30.7)

    Ⅲ、Ⅳ期       28    24(85.7)b     24(85.7)a     26(92.9)a

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组.
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作用. Tomazawa et al [10]认为由COX-2产生的前

列腺素、血栓素是新血管形成所必需, 他们可

以诱导VEGF的产生, 增加血管通透性, 增加已

形成血管的血流量, 抑制内皮细胞凋亡, 直接或

间接促进血管生成. COX-2是Bcl-2的上游调节 
者[11], 通过促进Bcl-2的表达而抑制胃癌细胞凋

亡, 促进其发生发展. COX-2调节细胞增殖、凋

亡相关基因表达的机制可能通过其下游的各种

前列腺素和血栓素结合于相应的膜受体和核受

体如PPAR等完成的. 
我们发现, COX-2在正常胃组织中的阳性表达

率显著低于在胃癌中的阳性表达率. COX-2在胃癌

中的表达随淋巴转移的产生、浸润深度的增加、

临床分期的提高而明显升高. 与文献报道相符, 提
示COX-2表达的升高与胃癌的发生发展密切相关. 

关于HIF-1α与iNOS、COX-2的相互诱导

关系目前研究较少, 具体机制不清. 本试验结果

证明了HIF-1α与iNOS、COX-2在胃癌中的表达

成正相关. 研究表明, 氧诱导的羟化酶的作用是

调节HIF-1α的最主要途径. 体外试验证明, NO
是羟化酶的抑制剂, NO供体对HIF-1α的羟化

途径能产生抑制作用, 原因是NO与氧竞争性结

合PHD上的铁激活位点, 抑制了氧与PHD的结 
合[12]. Metzen et al也报道了在常氧条件下NO可

使HIF-1α增多, 原因是NO抑制了PHD的活性. 在
缺氧条件下, HIF-1α可诱导iNOS合成, 产生NO, 
从而舒张血管, 增加血流量, 增加组织供氧. 此外, 
HIF-1α和iNOS均可通过刺激VEGF来促进肿瘤

新生血管的生成, 两者在这一机制中可能也存在

协同效应. 我们的试验初步证明HIF-1α与iNOS
在胃癌中的的发生、发展中可能起到重要作用. 

HIF-1α和COX-2共同的靶基因为VEGF, 两
者可能通过这一下游路径促进肿瘤的生长和血

管形成. 有研究表明COX-2可通过其催化产物

PGE2激活HIF-1α活性, 通过COX-2/PGE2/HIF-
1α/VEGF途径以促进肿瘤血管生成[13]. Garayoa  
et al [14]发现, COX-2选择性抑制剂NS398可以减

少HIF-1α mRNA的表达, 并通过COX-2/PGE2
途径减少HIF-1α的合成, 从而抑制缺氧诱导的

血管生成. 可以认为, 两者可能的联系为缺氧诱

导HIF-1α的表达, HIF-1α通过与COX-2启动子

中的缺氧反应元件结合, 激活COX-2的转录, 而
COX-2可以通过其代谢产物PGE2等反作用于

HIF-1α, 使HIF-1α活性增加, 在核内的积聚增加, 
翻译转录加速, 从而形成一个正反馈网络, 共同

促进肿瘤的血管形成, 维持肿瘤的生长. 
目前关于在胃癌中相互关系的研究报道较

少, 我们发现在胃癌中HIF-1α与iNOS、COX-2
表达均呈正相关, 并且均与肿瘤的TNM分期、

浸润深度和淋巴结转移程度有关. 因此, 我们认

为在胃癌发生发展的过程中HIF-1α可能通过上

调iNOS和COX-2的表达促进肿瘤血管生成而促

进胃癌的转移. 总之, HIF-1α与iNOS、COX-2均
在胃癌的发生发展和浸润转移过程中起重要作

用, 其作用途径和形式复杂且相互关联, 需要进

一步研究其作用机制, 及其对胃癌的预防、诊

断、治疗和预后判断的意义.
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Abstract
AIM: To analyze the serum proteomic pattern of the 
fatty liver disease (FLD) patients, to build a diagnostic 
model and to evaluate its clinic significance using 
magnetic bead and MALDI-TOF-MS. 

METHODS: WCX magnetic bead and MALDI-
TOF-MS were used to detect the serum pro-
teomic patterns of 95 modest FLD patients, 76 

mild FLD patients and 99 healthy persons (HP). 
Biomarker Wizard software was used to ana-
lyze protein peaks for significant difference. The 
model was then built by Biomarker Patterns 
Software and was further evaluated in blind test 
for reliability.  

RESULTS: A diagnostic pattern for modest FLD 
from HP using m/z 7626.2, 24147.7, 6118.2 was 
established with 90.2% sensitivity and 93.9% 
specificity. A sensitivity of 90.9% and a specific-
ity of 92.0% in blind test were obtained. One 
diagnostic pattern using m/z 7626.2, 3286.0, 
2760.7, 2543.1, 2746.1 was established to differen-
tiate mild from modest FLD; the other diagnos-
tic pattern using m/z 7626.2, 11721.0, 24141.7, 
8529.1, 9042.7 was established to differentiate 
mild FLD from HP.  

CONCLUSION: Proteomic technology can sig-
nificantly identify novel significant biomarkers 
in the serum. The diagnostic pattern consisting 
of three differential protein peaks can discrimi-
nate the modest FLD from HP. The diagnostic 
pattern consisting of five specific differential 
protein peaks can differentiate mild from mod-
est FLD as well as mild FLD from HP. 

Key Words: Fatty liver disease; MALDI-TOF-MS; 
Magnetic beads

Yan HJ, Chen ZJ, Zeng Q, Chen C, Zhang LH, Li N, Xu Y. 
Screening serum biomarkers of fatty liver disease using 
proteomic technology. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(34): 3904-3909

摘要
目的: 用纳米磁珠与基质辅助激光解析离子
化飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)技术检测
脂肪肝患者血清蛋白质组, 筛选候选标志物并
建立诊断模型, 初步探讨所建立的诊断模型在
脂肪肝早期诊断中的临床意义.   

方法: 95例中度和76例轻度脂肪肝患者均经
B超证实, 99名健康人血清. 用WCX(弱阳离
子交换型)纳米磁珠检测各血清标本获得血
清蛋白指纹图谱. 用Biomarker Wizard软件

®

■背景资料
脂肪肝是指各种
原因引起的肝细
胞脂肪堆积, 是一
个常见的临床现
象. 脂肪肝的诊断
主要依靠病史、

临床表现和实验
室检查; 特别是B
超和CT, 但确切
的诊断还是有赖
于有创伤性的肝
活检. 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. 其
检查的无创性和
相对更高的敏感
性和特异性, 不失
为诊断脂肪肝的
另一种辅助方法.

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院消化科; 
曹志成, 院士, 香
港伊利莎伯医院
临床肿瘤科、肿
瘤研究部
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分析所获得的蛋白图谱找出差异蛋白, 再用
Biomarker Patterns建立诊断模型. 扩大样本量, 
通过盲法分析进一步验证诊断模型的可靠性.  

结果: 初始建模时, 建立了由m/z为7626.2、
24147.7、6118.2 这3个差异蛋白峰组成的
中度脂肪肝诊断模型, 其敏感性为90.2%, 特
异性为93.9%. 扩大样本盲法验证的敏感性
为90.9%, 特异性为92.0%. 另选取了m/z为
7626.2、3286.0、2760.7、2543.1、2746.1这
5个差异蛋白峰组成的模型, 能把轻度从中度
脂肪肝患者中区分出来; 选取m/z为7626.2、
11721.0、24141.7、8529.1、9042.7这5个差异
蛋白峰组成的模型, 能将轻度脂肪肝患者从健
康对照中区分出来.

结论: 蛋白质组学技术可筛选出有意义的血
清生物标志差异蛋白. 由三个差异表达蛋白及
其特定组合构成的诊断模型可以区分中度脂
肪肝患者与健康人, 由五个特定组合构成的差
异表达蛋白的模型能区分轻度、中度脂肪肝
患者及区分轻度脂肪肝患者与健康对照.

关键词�� 脂肪肝; 基质辅助激光解析离子化飞行时

间质谱; 纳米磁珠
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0  引言

脂肪性肝病(fatty liver disease, FLD), 简称脂

肪肝, 是遗传-环境-代谢应激相关性疾病, 疾
病谱包括单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎以及脂

肪性肝硬化 ,  而根据病因则分为酒精性肝病

(alcoholic liver disease)和非酒精性脂肪性肝病

(nonalcoholic fatty liver disease)两大类. 随着饮

食结构的改变, 我国脂肪肝的发病率呈逐年升

高趋势. 脂肪肝是最常见的弥漫性肝病, 常缺

乏特异的临床表现, 其发病机制至今不明, 极
少数可发展成肝硬化. 如果早期诊断、早期治

疗, 可以阻止脂肪肝的进一步发展, 甚至使其逆

转. 脂肪肝是指由于各种原因引起的肝细胞内

脂肪堆积过多的病变. 正常肝内脂肪占肝质量

的3%-4%, 如果脂肪含量超过肝质量的5%即为

脂肪肝, 严重者脂肪量可达40%-50%, 脂肪肝的

脂类主要是甘油三酯. 传统的血液生化检查, 影
像学检查, 肝活检等方法可以对大部分的脂肪

肝做出诊断, 但是都各有其局限性. 血生化检查

对脂肪肝的诊断没有特异性. 影像学检查中的B
超作为脂肪肝的首选诊断方法, 但是因脂肪变

肝细胞达30%时B超才可发现脂肪肝, 其灵敏度

和特异性亦有待提高; 超声引导下肝穿刺活检

组织细胞学检查可以确诊脂肪肝, 但是因肝活

检有创伤性, 患者难以接受, 应用范围也受限. 
脂肪肝的早期诊断目前仍旧没有发现理想的标 
志物[1-4].

本研究应用纳米磁珠结合基质辅助激光

解析离子化飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)技
术, 分析脂肪肝患者与正常健康对照的血清在

蛋白质组上的差异. 建立了由7626.2, 24 147.7, 
6118.2质荷比(蛋白质质量和电荷比值, 简称质

荷比, m/z)等3个差异蛋白峰组成的脂肪肝诊断

模型, 初步探讨蛋白指纹图谱技术在脂肪肝早

期诊断中的应用价值. 此诊断模型的敏感性为

90.2%, 特异性为93.9%. 扩大样本盲法验证的敏

感性为90.9%, 特异性为92.0%; 且可以区分轻、

中度脂肪肝患者及区分轻度患者与健康对照. 
此诊断模型可以作为另一种辅助脂肪肝诊断的

好方法.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共纳入2006-08/2008-05在中国

人民解放军南京军区杭州疗养院空勤区和杭

州市第二人民医院的体检者并接受腹部超声

检查患者的血清样本共计270例. 本研究设计通

过我院临床研究伦理委员会的批准, 符合伦理

学标准要求. 所有受试对象均为在入选前由专

业人员详细告知研究详细内容后自愿加入本

研究, 并签署知情同意书. 乙腈、三氟乙酸、

SPA、尿素、DTT、CHAPS、Tris-HCL、dH2O
等购自Sigma公司. MALDI-TOF-MS(PBSⅡc)为
Ciphergen公司产品. 弱阳离子交换型(WCX)纳
米磁珠, 结合缓冲液, 洗脱液等为北京赛尔迪生

物医药科技有限公司产品[5].
1.2 方法 
1.2.1 样品收集与预处理: 质谱的标准化质控血

清制备定义符合如下标准, 供血者男女各半, 血
型为O型; 年龄为18-30岁[5]. 患者外周血采集后

立即放入4℃冰箱静置. 1-2 h内, 4℃ 4000 r/min
离心5 min, 分离血清后, 4℃ 14 000 r/min再离心

5 min, 去除所有残留细胞碎片. 在冰上将血清转

移到新的离心管中, 放入-80℃冰箱分装保存, 限
冻融一次. 使用前取出血清样品, 冰上融化. 在标

记好的1.5 mL离心管中依次加入20 μL 9 mol/L
缓冲液(9 mol/L Urea, 2% CHAPS, 50 mmol/L 

■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
术筛选脂肪肝患
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
有助于脂肪肝的
诊断和对发病机
制的探讨. 但目前
鉴定低丰度小分
子难度较大.
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Tris-HCl, 1% DTT, pH9.0), 和10 μL血清样品, 并
将样品混匀. 稀释好的样品室温静置10 min, 然
后再加入360 μL结合缓冲液混匀[5].
1.2.2 纳米磁珠预处理、上样和洗脱: 将WCX纳

米磁珠分装到PCR管, 置于磁性处理器上, 吸取

液体. 再依次加入100 μL结合缓冲液, 混匀后放

置5 min, 然后把PCR管置于磁性处理器上, 吸取

液体, 重复上述操作一次. 向每个装有纳米磁珠

的PCR管中加入100 μL稀释好的血清样品, 混匀

后室温放置15 min. 将PCR管置于磁性处理器上, 
吸去未结合样品. 每管加入100 μL结合缓冲液, 
混匀后放置5 min, 然后把PCR管置于磁性处理器

上, 吸取液体, 重复上述操作一次. 然后, 每管加

入10 μL洗脱液混匀, 放置5 min后置于磁性处理

器上. 取5 μL上清液移到另一个PCR管中, 加入5 
μL SPA(Sinapinic acid)饱和溶液充分混匀, 吸取1 
μL点样到Au芯片上, 待干后放入仪器读取[5].
1.2.3 芯片检测、数据采集和参数设置: 采用PBS
Ⅱc质谱仪读取芯片信息, 用加有All-in-one标准

蛋白质的NP20芯片校正仪器, 使分子质量的误

差范围至0.1%内. 用血清中的内标峰4091.1或
6634.0 m/z校正原始数据中的蛋白指纹图谱, 使
分子量误差<0.01%, 从而获得的精确的蛋白指

纹图谱. 将标准化质控血清中用于定量的标准

峰, m/z为4091.1或6634.0, 强度调至40%-50%信

号强度的最大值时, 芯片阅读仪参数设置如下: 
激光强度175, 检测灵敏度8, 优化范围为m/z为
1000-15 000, 最高50 000, 芯片上的每个点采集90
次. 用Ciphergen ProteinChip 3.2.1软件收集数据.
1.2.4 数据处理: 首先随机挑取51份中度脂肪肝

患者血清和49份年龄匹配的对照血清用于建

立脂肪肝诊断模型. 建模的主要过程包括: (1)
图谱标准化. 用血清中m/z为6634.0峰进行了校

正, 而后又进行了“减少基线”, 以减少不同芯

片、仪器状态波动等因素引起的试验误差. (2)
用Biomarker Wizard 3.1软件快速计算相同m/z
的蛋白在脂肪肝组与对照组间峰值差异的P值. 
选择信/噪比(S/N)>5和在所有图谱中出现频率

>90%的峰作为有效蛋白峰. 为避免遗漏小的蛋

白峰, 将S/N>2和分子质量偏差<0.1%的峰也标

记为有效蛋白峰. 然后, 根据方差分析的原理计

算总图谱内脂肪肝组与对照组相同m/z蛋白表

达差异的P值(以Excel表输出差异蛋白的分子

量和相对强度). (3)诊断模型的建立和验证. 用
Biomarker Patterns Software 5.0分析软件对脂

肪肝组与对照组间相同m/z的差异表达蛋白峰

值做线性分类分析, 经过进一步优化试验参数

(包括Gini、Testing、Advance、Costs等), 确定

最佳分类模型, 即诊断模型. 然后, 扩大样本量, 
用此诊断模型盲法分析另外44份脂肪肝中度患

者, 26份脂肪肝轻度患者和50名健康人血清中

的质谱数据, 并根据盲法分析结果的敏感性和

特异性.
1.2.5 B超: 所用仪器为日本Alokassd256型超声

诊断仪, 探头频率3.5 MHz. 常规扫查肝、胆、

脾、肾. 脂肪肝的患者均按照“中华医学会肝

脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组”在2006
年制定的诊断标准进行诊断[1]. B超诊断脂肪肝

依据为[1]: (1)肝脏弥漫性肿大, 形态饱满, 表面光

滑, 肝边缘膨胀圆钝. (2)肝实质回声增强, 明显

高于脾脏及肾皮质回声, 呈云雾状, 肝脏深部回

声减弱. 轻度脂肪肝表现为肝脏后半部光点回

声稍减弱, 深面肝包膜回声仍可显示. 中度脂肪

肝表现为肝深层1/3部分光点回声明显减低, 肝
包膜回声不能显示, 提高增益可以显示. (3)肝细

胞脂肪变性: 脂肪变以大泡为主, 偶见脂肪性肉

芽肿. 轻度: 脂肪变肝细胞达30%-50%者; 中度: 
脂肪变肝细胞达50%-75%者. (4)肝内血管不清

晰, 彩色多普勒血流显像肝内血管彩色血流不

易显示. 轻度病变, 可显示门静脉主干及一级分

支中血流, 肝静脉间断显示; 中度病变, 仅模糊

隐显门静脉主干内彩色血流, 肝静脉中无彩色

显示. (5)正常管道结构回声改变: 轻度, 肝内管

道结构回声多无明显改变. 排除标准: 各种类型

的肝炎, 如病毒性肝炎(乙肝、丙肝等); 各重要

脏器的器质性病变; Wilson病、全胃肠外营养; 
自身免疫性疾病﹑糖尿病; 妊娠或哺乳期妇女.

统计学处理 采用Ciphergen ProteinChip软
件和Biomarker Wizard软件对质谱检测得到的蛋

白指纹图谱进行统计学处理. 脂肪肝组与对照

组、轻度与中度脂肪肝组之间蛋白质峰的比较

采用Mann-Whitney U检验, P <0.05具有统计学意

义. 在此基础上采用Biomarker Patterns软件识别

诊断脂肪肝的最佳标志物, 并建立脂肪肝诊断

模型.

2  结果

2.1 建模组数据分析 270例血清样本中, 有95例
中度脂肪肝病例, 其中61例三酰甘油(TG)偏高, 
34例TG正常; 76例轻度脂肪肝病例中, 43例TG
偏高, 33例TG正常; 另有99例健康对照. 脂肪肝

及健康对照的血清样本随后被分成两组: 训练

■创新盘点
血清蛋白指纹图
谱的检测一般采
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
纹图谱检测, 首次
为读者提供了新
的实验依据.
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■应用要点
由 于 蛋 白 指 纹
图 谱 仪 ( P B S Ⅱ
c )已获国家食品
药品监督管理局
(SFDA)批准进入
国内医院进行蛋
白指纹图谱的检
测, 故差异蛋白峰
( 蛋白指纹 ) 可作
为脂肪肝辅助诊
断的一种新方法.

组, 健康人49例, 脂肪肝-轻、中度分别为50、51
例; 另一组为盲测组, 健康人50例, 脂肪肝-轻、

中度分别为26、44例. 
51份中度脂肪肝患者和49份正常对照血清

的原始指纹图谱标准化后, 用Biomarker Wizard
软件分析, 在m/z为2000-50 000范围内共检测到

163个蛋白峰, 其中6个在脂肪肝组与对照组的

差异有极显著意义(P <0.001, 表1). 对这些血清

差异表达蛋白质用Biomarker Patterns软件做进

一步分析, 建立由7626.2、24 147.7、6118.2 m/z
等3个差异蛋白峰组成的诊断模型(建模组, 图1). 
用此分类法分析51份脂肪肝样本, 其中46份区

分正确, 5份区分错误, 敏感性为90.2%; 分析49
份正常健康对照样本, 46份区分正确, 3份区分

错误, 特异性为93.9%. 根据差异蛋白及其特定

组合, 可以区分脂肪肝和健康人.
2.2 诊断模型的盲法验证结果 进一步扩大样本

量, 用由7626.2、24 147.7、6118.2 m/z 3个差异

蛋白峰组成的诊断模型盲法分析44份中度脂肪

肝和50份正常健康对照样本的蛋白指纹图谱. 
44份中度脂肪肝患者样本中40份划分正确, 4
份划分错误, 敏感性为90.9%; 50份正常健康对

照样本, 46份划分正确, 4份划分错误, 特异性为

92.0%. 盲法验证的ROC曲线值为0.951(图2), 进
一步的分析验证了所建立模型的准确性.
2.3 脂肪肝中度与轻度患者蛋白指纹图谱比较 
51份中度脂肪肝与50份轻度脂肪肝蛋白指纹图

谱标准化后, 用Biomarker Wizard软件分析, 在

m/z为2000-50 000范围内共检测到163个蛋白峰, 
其中5个蛋白峰的差异有显著意义(P <0.001). 选
取了m/z为7626.2、3286.0、2760.7、2543.1、
2746.1这5个差异蛋白峰组成的模型, 能把轻度

从中度脂肪肝患者中区分出来(表2).
2.4 轻度脂肪肝患者与正常健康对照图谱比较 
50份轻度脂肪肝与49份正常健康对照蛋白指纹

图谱标准化后, 用Biomarker Wizard软件分析, 
在m/z为2000-50 000范围内共检测到162个蛋

白峰, 其中5个蛋白峰在轻度脂肪肝与正常健康

对照组的差异有显著意义(P <0.05). 选取m/z为
7626.2、11 721.0、24 141.7、8529.1、9042.7等
5个差异蛋白峰组成的模型, 能将轻度脂肪肝患

者从健康对照中区分出来(表3).

3  讨论

脂肪肝不是一种独立的疾病, 是由诸多原因造

成的后果. 长期酗酒, 营养过剩, 营养不良, 糖尿

病、肝炎、甲亢、重度贫血等慢性疾病, 药物

性肝损害等等都是导致脂肪肝的原因. 而提高

其疾病发生发展逆转率的关键在于提高早期诊

断率.

表 1 49例脂肪肝与51例年龄匹配的健康人群的差异峰
结果 (mean±SD)

     
m/z          脂肪肝组 健康对照组                P

7626.2

2543.1

2746.1

2760.7

24 141.7

611�.2

0.69±0.24

1.73±1.96

15.61±7.45

1.16±1.19

0.69±0.30

6.4�±3.64

7.12±3.75

5.77±3.39

9.20±4.64

3.79±2.22

1.02±0.54

4.25±2.70

1.�E-0�

4.95E-05

�.�6E-05

0.00035

0.000��

0.00090

表 2 中度与轻度脂肪肝患者差异峰结果 (mean±SD)

     
m/z      中度脂肪肝          轻度脂肪肝                P

7626.2

32�6.0

2760.7

2543.1

2746.1

0.69±0.24

0.54±1.0�

1.16±1.19

1.73±1.96

15.61±7.45

5.09±2.03

2.13±2.34

4.22±2.02

5.63±3.43

10.35±5.40

1.19E-06

0.000192

0.00025�

0.00071�

0.000917

受检者血清蛋白质组与如

下质谱模型进行分析比较

提示脂肪肝

提示脂肪肝

提示脂肪肝

提示正常

m/z = 7626.2
   M≤0.93

m/z = 24 147.7
    M≤0.99

m/z = 6118.2
   M≥6.95

是

是

是

否

否

否

图 1 7626.2、24 147.7和6118.2 m/z 3个差异峰组成的诊断模
型. 当m/z 7626.2, M≤0.93、m/z 24 147.7, M≤0.99或m/z 6118.2, 

M≥6.95时为脂肪肝患者, 否则为健康人. M: 质谱峰相对强度.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.0    0.2    0.4   0.6    0.8    1.0

  
灵

敏
度

   1-特异度

ROC Integral
    0.951

图  2  脂 肪 肝
及 健 康 人 群 盲
法 验 证 的 敏 感
性 、 特 异 性 及
ROC曲线. 
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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m/z, 
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.

目前临床诊断主要依靠病史, 临床表现, 血
液学检测, 影像学诊断等. 在影像学诊断中, Ｂ超

现已作为脂肪肝的首选诊断方法, 并广泛用于

人群脂肪肝发病率的流行病学调查. 近来国外

报道B超诊断脂肪肝的阳性预测值为67%. 超声

引导下肝穿刺活检组织细胞学检查是确诊脂肪

肝, 特别是局灶性脂肪肝的主要方法, 在形态学

检查时作必要的特殊染色、免疫组化、组织生

化测定及特殊细胞学检查等, 可提高诊断的目

的性. 但是因肝活检有创伤性, 患者难以接受.
近年来, 国内外在血清蛋白组方面的研究日

益受到关注, 继SELDI-TOF-MS技术后又发展了

纳米磁珠结合MALDI-TOF-MS技术[6-15]. 这一技

术的出现为筛选高敏感性和特异性的肿瘤及其

他疾病的诊断标志物提供了又一个崭新的研究

思路和技术平台, 他比SELDI-TOF-MS更灵敏, 
因为球形磁珠比芯片表面具有更多的表面积, 另
外也方便后续对未知峰的鉴定. 因此近年来被

广泛用于各种疾病和肿瘤标志物的筛选和鉴定
[16-22]. 在乳腺癌, 大肠癌, 口腔癌等肿瘤标志物的

研究中, 利用该技术建立的诊断模型均具有较

高的敏感性和特异性[23-25]. 在脂肪肝的蛋白质组

学方面的研究中, Younossi et al就于2005年应用

SELDI-TOF-MS等实验手段, 对98例肥胖的外科

患者进行基因组/蛋白质组分析, 结果显示, 在非

酒精性脂肪肝的不同类型中, 有好几个基因差

异表达和差异蛋白峰, 但该研究没有建立血清

质控标准及脂肪肝诊断模型[26]. 
在进行血清蛋白质质谱分析时发现血液样

本离体后如不及时分离血清, 对实验的稳定性影

响很大. 及时分离血清、血清样本的保存和质量

的稳定性问题对研究及送检显得尤其重要[5]. 由
于既往的样本不完全符合质谱血清学分析的标

准, 故对实验分析带来了困惑; 并且大量收集新

鲜的血清样本有困难, 研究人员不得不采用反

复冻溶几次的样本, 这会影响到实验诊断和医

学研究的重复性[5]. 本实验在4℃下处理血液标

本, 2 h内尽快分离血清及细胞, 血清分装、储存

在-80℃, 限冻溶1次. 本实验的血清蛋白质质谱

分析的重复性(即同一标本同时在WCX磁珠上

做8点重复试验, 所有峰值的CV值<10%)与以前

我们的报道一致[5].
本研究应用纳米磁珠结合MALDI-TOF-MS

技术分析脂肪肝患者与正常人血清在蛋白质水

平上的差异, 建立了由7626.2、24 147.7、6118.2 
m/z 3个差异蛋白峰组成的脂肪肝模型, 其敏感

性为90.2%, 特异性为93.9%. 扩大样本盲法验证

的敏感性为90.9%, 特异性为92.0%. 这是国内外

首次报道用WCX纳米磁珠与MALDI-TOF-MS
技术检测脂肪肝的结果. 由于蛋白指纹图谱仪

(PBSⅡc)已经国家食品药品监督管理局(SFDA)
批准进入国内医院进行蛋白指纹图谱的检测[5], 
故差异蛋白峰(蛋白指纹)将来可作为脂肪肝辅

助诊断的一种新方法. 本研究进一步选取了m/z
为7626.2、3286.0、2760.7、2543.1、2746.1这
5个差异蛋白峰组成的模型, 能将轻度脂肪肝

从中度脂肪肝患者中区分出来; 选取了m/z为
7626.2、11 721.0、24 141.7、8529.1、9042.7
这5个差异蛋白峰组成的模型, 能将轻度脂肪肝

患者从健康对照中区分出来. 该模型能区分轻

度、中度脂肪肝患者及区分轻度脂肪肝患者与

健康对照, 其检查的无创性及其较之B超检查相

对更高的敏感性和特异性, 具有脂肪肝早期诊

断的临床意义, 不失为诊断脂肪肝的另一种新

的辅助方法, 并且有助于阐明脂肪肝的发病机

制和进一步鉴定出干预性治疗的潜在靶点.
因此, WCX纳米磁珠结合质谱技术筛选出

的生物标志物可用于脂肪肝的早期诊断及随访

检测, 对其在脂肪肝生物标志物的蛋白鉴定和

治疗监测相关方面的意义有待进一步研究[27-32].
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Abstract
AIM: To examine expression and clinical 
significance of serum TNF-α, TGF-β1 and hs-
CRP in non-alcoholic fatty liver disease.

METHODS: A total of 51 cases with simple ste-
atosis, 48 cases with non-alcoholic steatohepa-
titis and 32 controls were enrolled from depart-
ment of gastroenterology in the third hospital of 
Wuhan. Serum level of hs-CRP was determined 
and serum TNF-α and TGF-β1 levels were de-
tected using ELISA method.

RESULTS: Results showed that TNF-α, TGF-β1 
and hs-CRP were independent risk factors for 
non-alcoholic fatty liver disease. The levels of 
serum hs-CRP and TNF-α were significantly 
higher in non-alcoholic steatohepatitis patients 
than in simple steatosis patients (3.92 ± 1.41 vs 
2.01 ± 0.39, 8.13 ± 4.21 vs 3.97 ± 0.94, both P < 0.05). 

However, no significant difference was observed 
in serum level of TGF-β1 between simple steato-
sis and non-alcoholic steatohepatitis groups.

CONCLUSION: TNF-α and hs-CRP could be 
used to differentiate patients with non-alcoholic 
steatohepatitis from simple steatosis.

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Tumor 
necrosis factor-α; Transforming growth factor-β1; 
High-sensitivity C-reactive protein

Zhu QX, Deng CS. Detection of TNF-α, TGF-β1 and hs-
CRP and its clinical significance in non-alcoholic fatty 
liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 
3910-3912

摘要
目的: 探讨TNF-α、TGF-β1、hs-CRP在非酒
精性脂肪性肝病患者中的表达及临床意义. 

方法: 选择武汉市第三医院消化内科单纯性
脂肪肝51例, 非酒精性脂肪性肝炎48例及健
康对照者32例, 测定血清hs-CRP水平, 采用酶
联免疫吸附实验(ELISA)测定血清中TNF-α、
TGF-β1水平.

结果: TNF-α、TGF-β1及hs-CRP是非酒精性
脂肪性肝病的独立危险因素. 脂肪性肝炎血清
hs-CRP、TNF-α水平显著高于单纯性脂肪肝
(3.92±1.41 vs  2.01±0.39, 8.13±4.21 vs  3.97
±0.94, 均P <0.05); 而脂肪性肝炎和单纯性脂
肪肝两组TGF-β1水平差异无显著性.

结论: TNF-α和hs-CRP可作为判断非酒精性脂
肪性肝病病程发展的指标.

关键词�� 非酒精性脂肪性肝病; 肿瘤坏死因子-α; 

转化生长因子-β1; 超敏C反应蛋白
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除外酒精和其他明确的

损肝因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂肪

变为主要特征的肝病 .  其临床分型包括单纯

性脂肪肝, 非酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholic 
steatohepatitis, NASH)和肝硬化. 近年来研究

表明,  肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、转化生长因子-β1(transforming growth 
f ac to r-β1, TGF-β1)及超敏C反应蛋白(h igh-
sensitivity C-reactive protein, hs-CRP)等炎症因

子, 在NAFLD发病中起着很重要的作用.本研究

通过检测NAFLD患者血清TNF-α、TGF-β1及
hs-CRP水平, 探讨其在单纯性脂肪肝和脂肪性

肝炎的表达差异及临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选用武汉市第三医院消化内科2006-05/ 
2008-05门诊及病房患者. 非酒精性脂肪性肝病

患者共99例, 其中单纯性脂肪肝51例, 男28例, 女
23例, 年龄28-57岁; 脂肪性肝炎48例, 男26例, 女
22例, 年龄27-54岁. 健康对照者32例, 男18例, 女
14例, 年龄25-50岁. 根据2006年中华医学会肝

脏病学分会非酒精性脂肪肝诊疗指南[1], 确定纳

入标准: (1)无饮酒史或饮酒折合乙醇量男<140 
g/wk, 女<70 g/wk; (2)除外病毒性肝炎、药物性

肝病、全胃肠外营养、肝豆状核变性等可导致

脂肪肝的特定疾病; (3)除原发病临床表现外,可
有乏力、消化不良、肝区隐痛、肝脾肿大等非

特异性症状及体征; 此外, 非酒精性单纯性脂肪

肝还必须满足: (1)肝生物化学检查基本正常; (2)
影像学表现符合脂肪肝诊断标准. 非酒精性脂肪

性肝炎还必须满足: (1)存在代谢综合征或不明原

因性血清ALT 水平升高持续4 wk以上; (2)影像学

表现符合弥漫性脂肪肝诊断标准.
1.2 方法 所有研究对象均录入身高、体质量等

一般资料, 并行肝脏B超检查. 抽取清晨空腹血, 
测定血糖、血脂、肝功能、hs-CRP等. 采用酶

联免疫吸附实验(ELISA)测定血清中TNF-α、
TGF-β1水平.

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计

分析, 数据以mean±SD表示. 多因素分析采用

Logistic回归, 多组间比较采用方差分析.

2  结果

2.1 非酒精性脂肪肝危险因素分析 将所有非酒

精性脂肪肝(99例)作为因变量, 以体质量指数、

ALT、甘油三脂、总胆固醇、空腹血糖、平均

血压、hs-CRP、TNF-α、TGF-β1为自变量, 行
多因素Logis t ic回归分析, 结果显示体质量指

数、hs-CRP、TNF-α、TGF-β1为脂肪肝形成的

独立危险因素(表1).
2.2 单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎和对照组h s-
CRP、TNF-α、TGF-β1之间的差异 单纯性脂肪

肝和脂肪性肝炎血清hs-CRP、TNF-α、TGF-β1
水平均显著高于对照组(P <0.05); 脂肪性肝炎血

清hs-CRP、TNF-α水平显著高于单纯性脂肪肝

(P <0.05); 而脂肪性肝炎和单纯性脂肪肝两组

TGF-β1水平差异无显著性(表2).

3  讨论

炎症因子在NAFLD发病中起着重要的作用[2-5]. 
肝枯否细胞是炎症细胞产生的一个主要来源, 
游离脂肪酸在肝细胞的聚集能刺激NF-κB依赖

的TNF-α等炎症因子的表达. TNF-α可引起全身

和肝脏胰岛素抵抗, 后者被认为是NAFLD重要

的致病因素. 研究表明, NASH的动物模型和患

者中, 可见肝脏组织和血清TNF-α表达含量增

加[6-7]. TGF-β1与肝纤维化的形成关系密切. 在
NASH的大鼠模型中, TGF-β1表达明显增高[8]. 
Hs-CRP是一种急性期反应蛋白及全身炎症的

标志物, 与C反应蛋白相比, hs-CRP更有助于低

级别炎症的诊断. Yoneda et al研究显示, 血清hs-
CRP表达含量的增高与NAFLD患者的发病相 

■研发前沿
炎 症 因 子 在
N A F L D 发 病 中
的作用及机制是
当 前 的 研 究 热
点. 而炎症因子在
NAFLD病程发生
发展中的作用是
本研究关注的问
题.

表 1 非酒精性脂肪肝危险因素的Logistic回归分析结果

     
变量      回归系数   P 值    比值比(OR )     95% CI

体质量指数     0.654    0.012     1.763     1.324-2.241

hs-CRP        0.832    0.009     2.132     1.435-3.147

TNF-α        2.921    0.004   18.368     1.798-185.230

TGF-β1        0.754    0.029     1.921     1.137-2.549

■相关报道
张炜 et al 研究非
酒精性脂肪肝糖
代谢异常与超敏
C 反 应 蛋 白 的 关
系 .  林克荣  et al
研究了非酒精性
脂 肪 肝 患 者 血
清 肿 瘤 坏 死 因
子-alpha、脂联素
水平与胰岛素抵
抗的相关性.

表 2 单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎和对照组hs-CRP、
TNF-α、TGF-β之间的差异

     
分组

                        hs-CRP             TNF-α        TGF-β1

                                (mg/L)                (ng/L)                 (mg/L)

对照组(32)        1.16±0.31      1.91±0.32     41.45±10.23

单纯性              
2.01±0.39a     3.97±0.94a    75.21±15.67a

脂肪肝组(51)

脂肪性         
3.92±1.41ac    8.13±4.21ac  77.65±18.32a

肝炎组(48)

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  单纯性脂肪肝.
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关 [ 9 ] .  我们的研究进一步证实了T N F -α、

TGF-β1、hs-CRP在NAFLD患者中血清表达含

量增高, 是NAFLD的独立危险因素.
NAFLD的临床分型包括单纯性脂肪肝、

NASH和肝硬化. 由于临床上治疗单纯性脂肪肝

和NASH的策略有很大不同, 因此采用有效的

方法鉴别单纯性脂肪肝和NASH非常重要. 寻
找相关的生化指标并明确其在两者之间的表达

差异, 对临床上判断NAFLD病程发展具有重要

的意义. 我们的研究结果显示, 脂肪性肝炎血清

TNF-α、hs-CRP水平显著高于单纯性脂肪肝. 
表明TNF-α、hs-CRP可能是NASH发生的重要

因素. TNF-α可引起全身和肝脏胰岛素抵抗, 肝
细胞损害和凋亡, 中性粒细胞趋化和肝星状细

胞活化; TNF-α还能激活凝血系统, 导致血栓形

成, 影响肝脏血液循环, 增强脂质过氧化, 以及

促进细胞外基质合成, 从而促进NASH的发生发 
展[10-12]. 且TNF-α的抗体治疗能减少NAFLD动物

模型中的组织炎症和纤维化过程[13]. 近年研究表

明, 血清hs-CRP升高是预测未来心血管事件的

一个非常有用的指标[14]. 胰岛素抵抗综合征可能

与血清hs-CRP升高和内脏肥胖相关. Hs-CRP可
能与IL-6共同作用促进NASH的发生[9]. Hs-CRP
还可作为NASH治疗效果的一个预测指标. 有研

究显示, 通过减轻体重、锻炼及应用罗格列酮

等药物治疗可降低血清hs-CRP的水平[15]. 尽管

TGF-β1在NAFLD患者中血清表达含量增高, 但
在单纯性脂肪肝和NASH间两者表达无差异性.

总之, TNF-α和hs-CRP在临床上可作为区别

NASH和单纯性脂肪肝非侵入性的辅助指标, 有
助于评估NAFLD的发病过程, 并有可能为临床

治疗NASH提供新思路.
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■应用要点
TNF-α和hs-CRP
在临床上可作为
区别N A S H和单
纯 性 脂 肪 肝 非
侵入性的辅助指
标 ,  有 助 于 评 估
NAFLD的发病过
程.

■同行评价
本研究证明TNF- 
α、hs-CRP在脂
肪性肝炎患者血
清 中 含 量 高 于
单纯性脂肪肝及
健 康 人 群 ,  提 示
TNF-α、hs-CRP
可以作为鉴别脂
肪性肝炎与单纯
性脂肪肝的实验
室指标, 有一定的
临床意义.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年12月8日; 16(34): 3913-3918
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

内镜、腹腔镜治疗胰腺假性囊肿38例

李 强, 秦鸣放

李强, 天津医科大学研究生院 天津市 300070
秦鸣放, 天津市南开医院天津市微创外科中心 天津市 
300100
作者������������ 李强对本文作出主要贡献; 本课题由李强与秦鸣
放共同设计和操作完成; 数据分析与论文写作由李强完成.
通�作者���作者��作者���� 李强, 300070, 天津市, 天津医科大学研究生院. 
suifeng6223024@126.com
电话: 022-27435262
收稿日期: 200�-0�-2� ��日期: 200�-11-06: 200�-0�-2� ��日期: 200�-11-06200�-0�-2�   ��日期: 200�-11-06��日期: 200�-11-06日期: 200�-11-06: 200�-11-06200�-11-06
接受日期: 200�-11-10 ��出�日期: 200�-12-0�日期: 200�-11-10 ��出�日期: 200�-12-0�: 200�-11-10 ��出�日期: 200�-12-0�200�-11-10   ��出�日期: 200�-12-0�: 200�-12-0�200�-12-0�

Endoscopy and laparoscopy 
co-therapies for pancreatic 
pseudocyst: an analysis of 38 
cases   

Qiang Li, Ming-Fang Qin 

Qiang Li, Graduate School of Tianjin Medical University, 
Tianjin 300070, China  
Ming-Fang Qin, Center of Minimally Invasive Surgery, 
Nankai Hospital, Tianjin 300100, China
Correspondence to: Qiang Li, Graduate School of Tianjin 
Medical University, Tianjin 300070, 
China. suifeng6223024@126.com
Received: 2008-09-29    Revised: 2008-11-06 
Accepted: 2008-11-10    Published online: 2008-12-08

Abstract
AIM: To investigate essentiality of laparoscopy 
and  endoscopy co-therapies for pancreatic 
pseudocyst and to propose a reasonable 
algorithm.

METHODS: The clinical data of patients with 
pancreatic pseudocyst who underwent endosco-
py and laparoscopy treatment in department of 
Tianjin Mini-invasive Surgery, from March 2000 
to April 2008, were analyzed retrospectively, in-
cluding general information, success rate, recur-
rence rate and incidence of complication, etc.

RESULTS: Compared with abdominal surgery 
group, no significant difference was observed in 
success rate, incidence of complications either 
in laparoscopy therapy or  endoscopy therapy 
group, but shorter treatment sessions, less bleed-
ing during operation and shorter hospital stay 
were noted. (110 ± 30 , 47.1 ± 15 vs 150 ± 24; 100 
± 30, 20 ± 8 vs 380 ± 40; 10 ± 3, 6.7 ± 3 vs 16 ± 4, 

all P < 0.05). Success rates for the three treatment 
groups were < 90%. However, 3 cases who re-
ceived endoscopy and laparoscopy co-therapies 
had minimal invasive injury, and 2 cases whom 
open abdominal surgery failed obtained desired 
results following endoscopy therapy.

CONCLUSION: The endoscopy and laparoscopy 
co-therapies are safe, effective and minimally 
invasive for pancreatic pseudocyst.

Key Words: Pancreatic pseudocyst; Endoscopy; 
Laparoscopy

Li Q, Qin MF. Endoscopy and laparoscopy co-therapies 
for pancreatic pseudocyst: an analysis of 38 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3913-3918

摘要
目的: 在内镜、腹腔镜阶梯治疗胰腺假性囊
肿的基础上, 探讨内镜、腹腔镜联合治疗的必
要性, 以制定出其合理的治疗方案. 

方法: 回顾性分析2000-03/2008-04天津市微创
外科中心使用内镜、腹腔镜及开腹手术治疗
胰腺假性囊肿38例患者的临床资料, 包括一般
资料、成功率、复发率、并发症等. 

结果: 腹腔镜、内镜治疗的成功率及并发症
的发生率与开腹手术相比均无明显差别, 但其
治疗时间、术中出血及治疗后住院时间上均
短于开腹手术(110±30, 47.1±15 vs  150±24; 
100±30, 20±8 vs  380±40; 10±3, 6.7±3 vs  
16±4, 均P <0.05). 三种治疗方法成功率均不
到90%, 但3例行内镜腹腔镜联合治疗可达到
微创治疗的目的, 开腹手术失败2例采用内镜
治疗取得较好效果.

结论: 内镜、腹腔镜联合应用可以使胰腺假
性囊肿的治疗方案更加合理化, 以达到微创治
疗目的, 提高治疗的成功率. 

关键词�� 胰腺假性囊肿; 腹腔镜; 内镜
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■背景资料
早在20世纪80年
代和90年代, 国外
就有内镜和腹腔
镜治疗腹腔假性
囊肿(PPs)的相关
报道, 但综合国内
外文献来看都是
内镜或腹腔镜单
独治疗PPs的, 内
容 包 括 :  治 疗 方
法(如具体方法、

具体术式的比较
等)、并发症、治
疗成功的相关因
素报道, 个案报道
更 是 常 见 .  但 内
镜、腹腔镜治疗
的成功率还不是
很高, 都存在一定
的局限性 .  因此 , 
联合应用内镜、

腹腔镜技术, 以制
定出最合理的治
疗方案, 使患者得
到最合理的治疗. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属瑞金医
院肝胆胰外科中
心; 樊晓明, 主任
医师, 复旦大学附
属金山医院消化
科



0  引言

胰腺假性囊肿(pancreatic pseudocyst, PPs)是继

发于急慢性胰腺炎和胰腺损伤, 存在出血、感

染及梗阻等并发症. 简单的抽吸复发率为70%, 
外引流术也有较高的复发率及并发症, 复发率

可达41%[1]. 目前P P s的治疗主要是有效的内

引流术. 随着微创技术的发展, 内镜、腹腔镜

成为治疗P P s的主要方法, 内镜治疗P P s及腹

腔镜治疗PPs都有相关报道, 其成功率分别为

70%-90%[2-4]和95%[5], 单一的内镜或腹腔镜方

法无法解决所有问题及治疗后的并发症. 本文

主要论述内镜、腹腔镜及二者联合、阶梯治

疗PPs方法, 制定合理的治疗方案, 以提高治疗

成功率及减少复发率. 选择天津市微创外科中

心2000-03/2008-04 38例PPs患者治疗情况报

告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集天津市微创外科中心2000-03/ 
2008-04内镜治疗组14例, 腹腔镜治疗组7例, 同
时在53例开腹治疗患者中选择与21例基础情况

相似囊肿位置及大小相同的病例作为对照组进

行研究, 共38例. 其中男29例, 年龄22-68(平均47
±9)岁. 34例患者均有不同程度的腹痛腹胀, 17
例患者体质量减轻, 14例患者有恶心、呕吐症

状, 发热患者6例, 19例患者查体均可触及上腹肿

物或触之饱满. 其中急性胰腺炎20例(52.6%), 慢
性胰腺炎13例(34.2%), 创伤性胰腺炎5例(13.2%), 
其中胆源性胰腺炎引起PPs者30例(79%). 病程平

均9(4-28) mo. 术前均行腹部彩超、CT及ERCP检
查, 囊肿单发者34例, 多发4例; 囊肿直径6-15(8.7
±4) cm; 24例患者囊肿均位于胰体尾部, 14例位

于胰头部, 与胰管相同者10例. 以上38例患者均

经影像学及血液化验检查除外胰腺囊腺瘤及囊

腺癌[6].
1.2 方法 
1.2.1 术前准备: 术前评价治疗适应症; 术前心肺

等重要脏器准备, 注意控制血压血糖, 调整全身

情况; 术前行腹部彩超、腹部CT及逆行胰胆管

逆行性造影(endoscopic retrograde cholangiopan
creatographyh, ERCP)检查, 明确囊肿数目、大

小、位置及与胰管关系, 必要时行磁共振胰胆

管造影(magnetic resonance cholangiopancreatog
raphy, MRCP)及上消化系造影检查(明确消化系

有无梗阻及有无静脉曲张等), 根据病史查体及
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上述检查决定治疗方法.
1.2.2 治疗方法: (1)内镜治疗: PPs的患者入院

后常规行ERCP检查以明确囊肿与主胰管的关

系. 患者主胰管与囊肿相通且无明显胃十二指

肠梗阻者行内镜下经乳头PPs引流术(endoscopic 
transpapillary cyst drainage, ETCD)治疗: 患者左

侧卧位, 基础麻醉下, 十二指肠镜(ED-250XL5/
XL8, 富士能)下ERCP常规应用乳头括约肌切

开(EST)及胰管括约肌切开(EPS), 选择性应用

胰管取石术、球囊导管扩张等治疗手段, 循导

丝置放鼻胰管引流(ENPD)或胰管支架置入术

(ERPD), 远端置于假性囊肿深处或超越囊肿与

胰管相通处. PPs囊壁与胃壁粘连或胃壁本身即

为囊壁的一部分并经CT提示囊肿对胃有明显的

压迫, 行胃镜下电针开窗囊肿引流及支架置入

术: 患者左侧卧位, 在胃镜直视下用针状切开刀

在胃肠道压迫最明显处开一小口, 造影管插入

假性囊肿后造影确认囊肿无误, 置入导丝至囊

肿腔内, 行柱状水囊扩张, 沿导丝置入7Fr或10Fr
的双猪尾支架. 若囊肿胃内压迹不明显则应用

EUS引导下胃囊肿穿刺支架置入术: 采用线阵

扫描形EUS(EG-250US, 富士能), 入胃内后, 利
用超声内镜的胃镜视野大致观察胃壁情况, 利
用超声明确囊肿的大小、位置及囊肿与胃壁的

距离及有无较大的血管, 以选择合适的穿刺点, 
EUS引导下穿刺针穿刺胃壁, 穿刺成功后行造影

检查确认囊肿无误, 置入导丝, 行柱状水囊扩张, 
扩张后经导丝置入鼻囊肿管引流或置入 “双猪

尾形”塑料支架. (2)腹腔镜治疗: 内镜治疗失败

或不具备内镜治疗指证, 应用腹腔镜囊肿胃吻

合或囊肿空肠Roux-en-Y术. (3)手术治疗: 假性

囊肿的治疗采用囊肿空肠Roux-en-Y吻合术、

囊肿切除、胰腺囊肿空肠袢式吻合、空肠空肠

侧侧吻合术及外引流术.

2  结果

38例患者治疗情况如表1, 内镜治疗患者中经乳

头引流8例, 4例患者接受2次或2次以上的内镜

经乳头治疗, 其中3例行胰管取石并行ENPD术

(图1), 2例引流失败, 1例胰管扩张伴狭窄, 引流图1), 2例引流失败, 1例胰管扩张伴狭窄, 引流), 2例引流失败, 1例胰管扩张伴狭窄, 引流

效果不良, 行经乳头联合EUS引导下经十二指

肠囊肿内引流术, 另1例胰管扩张伴胰管结石, 
囊肿位于胰体尾部, 引流1 wk囊肿缩小不明显, 
遂行腹腔镜下囊肿空肠吻合+空肠空肠侧侧吻

合术; 2例行胃镜治疗, 引流效果良好, 1例术中

www.wjgnet.com

■研发前沿
分析腹腔镜、内
镜治疗的成功率
及治疗的适应症
和局限性, 研究腹
腔镜内镜联合治
疗 必 要 性 ,  制 定
合理的治疗方案. 
PPs少见, 加之囊
肿特点不一, 无法
进行随机性的实
验研究, 为增加说
服力应行多中心
研究.
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出血, 出血约100 mL, 术中止血时间约30 min; 
4例患者行EUS引导下囊肿胃十二指肠内引流

术, 1例囊肿感染放置鼻囊肿引流管进行持续冲

洗5 d, 后改换双猪尾支架(图2), 术后1例出现支图2), 术后1例出现支), 术后1例出现支

架脱落, 经超声内镜重新置入2个双猪尾支架, 
引流效果良好. 7例患者行腹腔镜手术治疗, 6例
行腹腔镜囊肿胃吻合术(图3), 1例行囊肿空肠图3), 1例行囊肿空肠), 1例行囊肿空肠

Roux-en-Y吻合术, 其中1例行腹腔镜囊肿胃吻

合术的患者术后持续低热, 囊肿缩小不明显, 给
予内镜下经胃囊肿吻合口置入引流管冲洗, 患
者发热消失, 1 wk后置入双猪尾支架以. 通畅

引流. 术后无胰漏、出血等严重并发症出现. 开
腹术后17例行开腹手术治疗, 2例行开腹放置

外引流术, 术后1例复发行超声内镜引导下内引

流术; 3例行囊肿切除术, 其中1例行胆囊切除+
囊肿切除术; 1例行囊肿十二指肠吻合术, 术后

淀粉酶升高, 保守治疗治愈; 6例行囊肿胃吻合

术, 1例囊肿半年后复发, 拒绝行再次手术治疗

行EUS引导下内引流术(图4); 3例行囊肿空肠图4); 3例行囊肿空肠); 3例行囊肿空肠

Roux-en-Y吻合术; 2例患者行胰腺囊肿空肠袢

式吻合、空肠空肠侧侧吻合术, 引流效果良好.
上述患者的术后3 m o后门诊复查 ,  随访

6-28 mo. 对内镜、腹腔镜的治疗情况进行分析

(表2), 经统计分析, 内镜、腹腔镜治疗的成功

率及并发症的发生率与开腹手术相比均无明显

差别, 在治疗时间、术中出血及治疗后住院时

间上均短于开腹手术, 具有统计学意义, 说明腹

腔镜及内镜治疗具有可行、安全、有效及微创

的特点, 但内镜腹腔镜治疗成功率都不到90%, 
所以仍有3例行内镜腹腔镜联合治疗才达到微

创治疗的目的, 开腹手术失败2例患者通过内镜

方式解决.

3  讨论

胰腺假性囊是继发于急慢性胰腺炎和胰腺损伤

由血液、胰液、渗出液及坏死组织形成囊性结

构, 囊壁由肉芽组织或纤维组织组成. 假性囊

肿可引起感染、出血、梗阻及囊肿破裂等并发

症. 在充分引流的原则下, 其治疗方法也不断

发展. 在1921年Jedlica首创了PPs胃吻合内引流

术, 在以后的半个多世纪里外科手术一直是治

疗PPs首选和确切的方法. 随着内镜及腹腔镜技

术的发展和提高, 腔腔、管腔及囊腔内引流术

得以成功实施, 内引流的思想逐渐建立, 使得内

镜及腹腔镜囊肿内引流术得到发展, 内引流术

也体现出自身优势, 具有创伤小、恢复快, 消化

液引入消化系起到一定生理作用, 引流时间较

■相关报道
Cahen et al指出了
一些影响操作成
功的因素及内镜
治疗并发症的分
析; Marc Barthet 
et  al 报道了他们
有效的的内镜治
疗法则 ,  5 0个患
者按该法则的治
疗操作成功率为
90%, 较为系统的
指出根据适应证
行内镜治疗.

图 1 十二指肠镜下置入胰管支架, 经支架可见清亮囊液流出.

图 4 超声内镜引导下行经胃壁囊肿穿刺术, 箭头指向为穿刺
针B超下影像.

图 2 超声内镜引导下假性囊肿内经胃壁置入双猪尾支架.

图 3 腹腔镜下使用Endo-GIA行囊肿胃吻合术.
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长等优势.   
PPs的治疗有其指证[3], 当PPs的直径大于6 

cm, 持续超过6 wk时, 伴有临床症状; 合并慢性

胰腺炎伴胰管狭窄; 保守治疗囊肿增大; 出现并

发症(如囊肿感染、出血、破裂和胆道、胃肠道

梗阻等); 可疑恶性病变均为治疗指征. 经皮外引

流术仅适于一般情况较差手术风险极大, 急性

PPs囊壁尚未成熟及囊肿快速增大有可能破裂

者, 该方法胰液丢失较多, 外带引流活动不便及

容易复发, 可造成经久不愈的胰外漏, 还可引起

肠漏出血感染等并发症[7]. 1983年Khawajat报道

了第一个内镜下经壁引流治疗PPs的病例, 以后

这种方法在国外得到了较广泛的开展, 但有其

适应症: PPs必须和胃或十二指肠享有同一个壁; 
囊肿和胃壁之间的距离不能超过1 cm; 内镜下

胃和十二指肠壁必须清楚可见; 无静脉曲张; 抽
吸囊液行细胞学及肿瘤标记物检查, 除外肿瘤

性囊肿及假性动脉瘤; 此外, 经乳头囊肿引流术

者须要主胰管和囊肿相通. Way和Gagner于1994
年先后报道了应用腹腔镜技术治疗PPs的经验. 
腹腔镜下治疗PPs和开腹手术一样, 可分为囊肿

-胃、囊肿-十二指肠、囊肿-空肠吻合内引流术

和囊肿切除术. 

本研究的内镜治疗中, 胰管支架置入术对

于胰管明显扩张伴狭窄及囊位于胰体尾者效果

较差, 需采用手术治疗或联合内镜治疗; 文献

报道对于囊肿合并感染者先行鼻胰管引流, 在
天津市微创中心常选择性放置鼻胰管引流, 观
察3-5 d胰液引流情况, 然后置入胰管支架. 对
于胰头部囊肿且与主胰管相通且主胰管无狭窄

者应用胰管支架治疗成功率高. 但通过乳头引

流较经胃或经十二指肠引流更安全. 经内镜治

疗同时置入多个支架, 采用双猪尾型支架均能

减少并发症的发生[2]. 引流时间大于6 wk, 支架

脱落应及时重新置入以保证引流使囊肿完全闭

合. 在有超声内镜条件时应尽量使用超声内镜

以避免大出血及穿孔等严重并发症, 同时增加

成功率[4]. 
腹腔镜治疗假性囊肿方法与开腹手术方式

基本相同[8], 有囊肿-胃[9]、囊肿-十二指肠[10]、

囊肿-空肠吻合内引流术[11]和囊肿切除术, 都以

消除分隔、就近引流、低位吻合口及通畅引流

为主要原则, 但腹腔镜手术治疗较开腹手术创

伤小恢复快[12]. 腹腔镜治疗PPs较内镜下治疗有

更高的成功率及更低的死亡率和复发率[5]. 在
手术操作过程中, 我们更常用囊肿胃吻合术, 对

表 2 腹腔镜、内镜治疗组与开腹治疗组治疗相关项目比较

     
项目                  腹腔镜治疗组                        内镜治疗组                        开腹手术组

治疗时间(min)  110±30a             47.1±15a  150±24

术中出血量(mL)  100±30a                20±�a         3�0±40

治疗后住院时间(d)    10±3a              6.7±3a            16±4

成功率(%)    �5.7             �5.7     ��.2

复发率(%)    14.3            14.3               11.�

并发症发生率(%)      14.3            21.4               11.�

aP<0.05 vs  开腹手术组.

表 1 内镜治疗组、腹腔镜治疗组和开腹手术组患者的一般情况 n (%)

     
项目

                            内镜治疗组          腹腔镜治疗组        开腹手术组

                             胰管支架(n  = 8)         胃镜(n  = 2)        超声内镜(n  = 4)            (n  = 7)            (n  = 17)

治疗时间(min)  4�±14            45±11        47±21         110±30         150±24

术中出血量(mL)  10±5            30±5          �±5         100±30         2�0±40

治疗后住院时间(d)    7±3              6±2       6.5±2           10±3           16±4

成功率     6(75)              2(100)       4(100)              6(�5.7)           15(��.2)

复发率     2(25)              0(0)       0(0)              1(14.3)             2(11.�)

并发症               胰腺炎1例           出血1例   支架脱落1例        囊肿感染1例        胰腺炎1例, 

                              切口感染1例

■应用要点
本研究提出内镜
腹腔镜联合治疗
的思路为其他内
引流术的发展提
供技术支持, 最大
程度实现疾病治
疗的微创化及合
理化.
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于腹腔镜下假性囊肿胃吻合术, 我们认为采用

经小网膜囊途径在胃后壁和囊肿前壁选择合适

的部位各作一小切口, 然后应用Endo-GIA完成

囊肿-胃吻合术, 吻合口前壁在腹腔镜直视下逢

闭, 这种方法的优点是避免了胃前壁多个Trocar
戳孔或切开胃前壁, 吻合口钉合可靠、大小易

于掌握, 更能够减少并发症的出现. 手术时必须

注意囊肿与胃吻合位置, 保证吻合口长径>4 cm. 
本研究中1例患者术后早期出现发热, 考虑与吻

合口引流不畅囊内感染有关, 联合内镜治疗, 置
入鼻囊肿管冲洗[14]及支架治疗治愈. 开腹手术治

疗的成功率较高, 可成为内镜及腹腔镜治疗的

有效的补充. 
通过上述分析可见, 内镜腹腔镜在P P s的

治疗的适应症及并发症的处理上具有互补性, 
而且治疗成功率还不是很高, 都有自己的局限

性, 在治疗过程中部分患者需要联合十二指肠

镜、超声内镜及腹腔镜联合治疗以达到微创

治疗目的, 尤其是多发或巨大假性囊肿的治疗
[14], 治疗可能要多过程和多方法结合, 制定适

合患者的最佳方案 ,  以提高微创治疗成功率 , 
同时减少患者的痛苦. Bar the t e t a l报道了他

们有效的的内镜治疗法则, 50个患者按该法则

的治疗操作成功率为90%, 较为系统的指出根

据适应症行内镜治疗方式选择, 但仍没有提及

内镜之间及内镜与腹腔镜之间的联合应用的

问题. 天津市微创外科中心在个体化治疗的原

则下确立了如图5所示的内镜腹腔镜联合治疗

PPs方案. 在此方案中掌握内镜、腹腔镜治疗

指证是必要的.
内镜、腹腔镜治疗PPs具有可行、安全、

有效、微创[15]等特点, 但各自有其适应症, 内镜

腹腔镜具有互补的特点, 因此二者治疗上应该

联合应用, 制定适合患者的最佳方案, 以提高微

创治疗成功率, 同时减少患者的痛苦. 同时内镜

腹腔镜联合治疗的思路可以应用到胆胰胃肠及

其他疾病的治疗过程中(如内镜、腹腔镜联合治

疗肝内外胆管结石), 内镜、腹腔镜联合治疗PPs
也为其他内引流术的发展提供技术支持, 最大

程度实现疾病治疗的微创化及合理化. 由于PPs
的各自特点及治疗方法的适应症不同, 不能进

行前瞻性随机实验研究, 其治疗效果仍待多中

心、大样本的临床试验进一步研究.
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胰腺假性囊肿
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处理急症情况
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囊肿与胰管不通或
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胃肠吻合术

失败

开腹手术

<6 cm
>6 cm 无急症情况
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图 5 PPs内镜腹腔镜阶梯治疗方案.

■同行评价
本文选题符合该
领域的研究热点, 
临床资料齐全, 结
论可靠, 对临床具
有一定的参考价
值.
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世界华人消化杂志外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-08)

1-2



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年12月8日; 16(34): 3919-3924
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

急性下消化系动脉出血的介入诊疗价值和影响因素

王永利, 程英升, 张家兴, 汝复明, 曹传武, 徐霁充

王永利, 张家兴, 汝复明, 曹传武, 徐霁充, 同济大学附属上
海第十人民医院介入科 上海市 200072
程英升, 上海交通大学附属第六人民医院介入影像科 上海
市 200233
作者������������ 王永利与程英升对本文贡献均等, 王永利收集资
料, 分析病例并写作, 程英升修改, 润色; 文章涉及的病例手术操
作分别由王永利, 程英升, 张家兴, 汝复明, 曹传武及徐霁冲完
成, 对手术的权重和对文章的贡献按姓名出现的次序分布.
通�作者���作者��作者���� 程英升, 200233, 上海市宜山路600号, 上海交通大学
附属第六人民医院介入影像科. cjr.chengysh@vip.163.com
电话: 021-64823392
收稿日期: 2008-08-26 修�日期: 2008-11-03: 2008-08-26 修�日期: 2008-11-032008-08-26   修�日期: 2008-11-03修�日期: 2008-11-03日期: 2008-11-03: 2008-11-032008-11-03
接受日期: 2008-11-03 ��出�日期: 2008-12-08日期: 2008-11-03 ��出�日期: 2008-12-08: 2008-11-03 ��出�日期: 2008-12-082008-11-03   ��出�日期: 2008-12-08: 2008-12-082008-12-08

Angiography and transcatheter 
embolizaion for acute lower 
gastrointestinal hemorrhage: 
clinical value and influencing 
factors of diagnosis and 
treatment  

Yong-Li Wang, Ying-Sheng Cheng, Jia-Xing Zhang, 
Fu-Ming Ru, Chuan-Wu Cao, Ji-Chong Xu

Yong-Li Wang, Jia-Xing Zhang, Fu-Ming Ru, Chuan-Wu 
Cao, Ji-Chong Xu, Department of Interventional Radiol-
ogy, Affiliated 10th People’s Hospital of Tongji University, 
Shanghai 200072, China
Ying-Sheng Cheng, Department of Interventional Radiol-
ogy, Affiliated 6th People’s Hospital of Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai 200233, China
Correspondence to: Ying-Sheng Cheng, Department of 
Interventional Radiology, Affiliated 6th People’s Hospital of 
Shanghai Jiao Tong University, 600 Yi Shan Road, Shang-
hai 200233, China. cjr.chengysh@vip.163.com
Received: 2008-08-26    Revised: 2008-11-03 
Accepted: 2008-11-03    Published online: 2008-12-08

Abstract
A I M : T o e v a l u a t e t h e c l i n i c a l v a l u e o f 
angiography and transcatheter embotherapy 
i n p a t i e n t s w i t h a c u t e m a s s i v e l o w e r 
gastrointestinal (GI) hemorrhage, and to analyze 
the influencing factors.

METHODS: We retrospectively analyzed data of 
39 cases with acute massive arterial hemorrhage 
of lower gastrointestinal tract, including such 
data as transfusion amount, blood pressure and 
hemoglobin (Hb) before and after embolization. 
Baseline, procedural, and outcome parameters 
were recorded in accordance with current Soci-

ety of Interventional Radiology guidelines. Fol-
low-up time was three to six months. Outcomes 
included technical success (Immediate disap-
pearance of bleeding signs or obstruction of 
leaking-blood artery after embotherapy), clinical 
success (without rebleeding within 30 days), de-
layed rebleeding (more than 30 days), and major 
or minor complication rates..

RESULTS: Twenty-six patients of the 39 with 
acute massive lower GI hemorrhage received 
blood transfusion before embolization, and only 
4 patents with HB below 40 g/L before embo-
lization, received the transfusion post-emboli-
zation. The positive diagnostic rates of lower 
GI hemorrhage of angiograms were 31% with 
catheter-tips located at 2nd-grade-blood vessels 
(superior mesenteric arteries, inferior mesenteric 
arteries), and 69% at 3rd-grade-blood vessels (je-
junal artery, iliac artery, iliac-cecal artery, cecal 
artery, and marginal artery), respectively. The 
total positive diagnostic rate of angiography 
about lower GI bleeding reached 100%. Embo-
lization was performed with injection of gelatin 
sponge particles or thin strips via catheter fol-
lowing angiogram with angiographical catheter 
(5French size) or with microcatheter (3French 
size). Immediate cessation bleeding post-emboli-
zation was 92%. The technical success rates and 
clinical success rates reached 100% and 89.7%, 
respectively. Transient epigastric pains occurred 
to 4 patients because of superior mesenteric ar-
tery spasm, 2 cases were managed with medica-
tions, and the others were relieved spontaneous-
ly. Three days after transcatheter embolization, 
endoscopy examination of four patients showed 
the areas of mucosal erythema, swelling and 
pallor. None of major complications was found 
such as necrosis or serious ischemia of lower GI.

CONCLUSION: Angiography and transcatheter 
embolization are effective and safe methods to 
locate the bleeding spot and stop bleeding im-
mediately, which can be considered as alterna-
tives to diagnosis and treatment of acute mas-
sive lower GI hemorrhage. The positive-bleed-
ing-diagnostic rates of angiograms in lower GI 
hemorrhage and the efficacy of embolization are 
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■背景资料
动脉性下消化系
出血, 涉及的病种
较多, 急诊入院诊
断、救治时, 定位
诊断较困难, 急诊
内镜检查因肠道
准备不足, 难以实
施, 尤其大出血患
者, 或对于老年体
弱、多脏器衰竭
的患者难以实施. 
有时甚至出血的
急性期对有些年
轻的患者而言, 其
家属或监护人也
拒绝接受内镜检
查 .  因定位困难 , 
给后续的手术治
疗带来的不确定
影响. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



influenced by varied factors.

Key Words: Lower gastrointesinal hemorrhage; An-
giography; Transcatheter embolization

Wang YL, Cheng YS, Zhang JX, Ru FM, Cao CW, Xu JC. 
Angiography and transcatheter embolizaion for acute 
lower gastrointestinal hemorrhage: clinical value and 
influencing factors of diagnosis and treatment. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3919-3924

摘要
目的: 探讨血管造影、经导管栓塞术在急性
下消化系动脉出血中的诊疗价值及影响出血
诊断和栓塞疗效的因素. 

方法: 回顾性分析血管造影和经导管栓塞术
治疗39例急性下消化系动脉大出血病例. 记录
术前、后输血量、血压变化和血红蛋白改变. 
随访3-6 mo, 评价技术成功、临床成功、迟发
性出血和并发症. 

结果: 栓塞术前, 39例患者中26例输注红细胞
悬液, 术后仅4例患者(术前Hb均<40 g/L)输注
红细胞悬液. 肠系膜上、下动脉(2级血管)开
口造影, 出血阳性诊断率31%; 空肠、回肠、

回结肠、结肠动脉和边缘动脉等(3级)分支血
管开口造影, 出血阳性诊断率69%(27/39). 总
血管造影出血阳性率100%. 即刻有效栓塞率
达92%, 栓塞的技术成功率和临床成功率分别
为100%和89.7%. 手术操作和栓塞所致动脉痉
挛, 一过性腹部隐痛4例, 2例对症处理后缓解, 
2例自行缓解. 3 d后的肠镜检查, 4例患者显示
出栓塞区肠黏膜红斑, 周围水肿、苍白, 但无1
例患者出现严重并发症. 

结论: 血管造影、经导管栓塞术是急性动脉
性下消化系出血定位诊断和安全、有效的急
诊治疗手段. 血管造影出血的阳性诊断率和栓
塞治疗的疗效受多种因素影响.

关键词�� 下消化系动脉出血; 血管造影; 经导管栓

塞术
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0  引言

急性下消化系动脉大出血是急诊常见病, 内科

保守治疗常难于奏效. 由于出血量大, 患者一般

状况差不能进行充分的肠道准备, 往往无法进
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行急诊肠镜检查, 因此不能明确出血部位, 这给

肠道部份切除术带来了困难[1], 且围手术期的

死亡率约30%(9%-47%), 有时甚至高达100%, 
手术死亡率介于10%-53%[2-5]. 本文回顾性分析

1997-01/2007-12本院采用血管造影和经导管栓

塞术诊疗急性下消化系动脉性出血的病例资料, 
对此诊疗方法的临床应用价值、安全性和受影

响因素进行初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 1997-01/2007-12本院收治的下消化系

动脉性大出血患者39例, 经血管造影明确诊断

并接受经导管动脉内栓塞术(transcatheter artery 
emobolization, TAE)治疗. 患者均以急性大量便

血入院, 其中30例从急诊室收治, 7例消化科患

者, 2例介入科收治患者. 男29例, 女10例, 年龄

17-83(平均年龄51.5)岁. 介入诊疗术前, 便血量

约700-2000 mL, 平均1200±15 mL. 鲜红色血

便27例, 黯红色血便混合血凝块12例; 血红蛋白

3.5-8.8 g/L, 平均5.3±1.25 g/L; 术前输血量4-8 U. 
住院时间7-29 d, 平均住院天数13.5±2 d.
1.2 方法 
1.2.1 动脉造影和TAE: 在数字减影血管造影机

(DSA)下, 以改良Seldinger's穿刺技术穿刺右或

左股动脉, 送入6F动脉导管鞘(Japan Terumo), 股
动脉显著迂曲的高龄患者, 改用6F抗折导管鞘

打开迂曲血管, 便于导管超选择插管. 5F Rosch
或Simmons-2型造影导管先行腹腔动脉干造影, 
排除上消化系或合并上消化系大出血. 再按照

肠系膜上动脉、肠系膜下动脉等2级血管近端, 
依次造影. 如疑有某一分支动脉出血时, 以0.035 
inch超滑黑导丝引导, 将造影导管尽量超选至空

肠动脉、回肠动脉、回结肠动脉、直肠上、下

动脉, 或边缘动脉等3级分支动脉的近端造影; 
患者血管迂曲明显, 采用同轴导管技术, 在造影

导管支撑下, 将3F SP微导管(Japan Terumo)超选

择插管至相应3级以下分支动脉, 再行血管造影. 
明确出血部位后, 将微导管放置在出血动脉的

近端, 经微导管注入1 mm×1 mm×1 mm海绵颗

粒或8-10 mm×1 mm×1 mm海棉条. 以术中对

比剂不再外逸, 对比剂缓慢或不再前向流动为

度, 或出血血管不再显影为度.
1.2.2 技术成功和临床成功标准以及随访: 急性

下消化系动脉性大出血急诊介入治疗的效果, 
技术成功和临床成功等定义和判断标准, 严格

参照美国介入放射协会(society of interventional 
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■研发前沿
经导管造影、栓
塞是近年来发展
起来的有效诊疗
手段之一, 但其实
施受诸多因素影
响.
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radiology, SIR)指南规定. 技术成功是指栓塞结

束, 血管造影不再有对比剂外逸征象; 临床成功

定义为介入栓塞后30 d内, 血流动力学稳定, 出
血不再复发. 临床成功再分为完全成功(出血征

候群或症状消失); 部分成功(出血征候群或症状

改善), 病情暂时稳定, 为临床其他治疗或再次介

入治疗赢得机会或时间. 随访分为院内和院外

随访. 院内随访在栓塞达到技术成功后的5-7 d
直至出院, TAE出血停止后3-5 d, 内窥镜检查, 验
证出血部位, 明确出血原发病因; 出院后随访, 
在TAE后3-6 mo, 采用门诊复查和电话随访, 随
访时间至出院后6 mo.
1.2.3 安全性评价: TAE严重并发症为肠梗阻或

缺血坏死、穿孔, 临床症状及体征表现为持续

性腹部剧烈疼痛, 或腹膜刺激征、肌卫征. 轻微

并发症: 肠道分支动脉长时间痉挛, 或异位栓塞

非靶血管, 造成持续性腹痛.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件对导管

在2级、3级血管造影的出血阳性率的比较, 采
用Monte Carlo计算确切概率.

2  结果

介入栓塞后24 h, 血常规显示: 在介入治疗达到

技术成功的患者中,  Hb数值不再进行性下降. 术
前39例患者中26例输注红细胞悬液4-8 U. 术后, 
仅4例患者, 因术前Hb均<4 g/L, 为改善患者的贫

血状态, 术后输注红细胞悬液2 U. 
2.1 血管造影 39例急诊患者均在出血活动期接

受血管造影. 出血的阳性诊断率达到100%, 只
是造影导管所处的分级血管不同, 获得的出血

阳性率不同(表1), 导管在3级以上血管造影出血

的阳性率(69%)显著高于2级血管开口处造影出

血的阳性率(31%). 但有3例例外, 导管在2级血

管开口造影时, 有阳性出血表现, 在3级血管开

口造影, 出血征象消失. 这与术中导管导丝损伤

血管内膜或诱发动脉痉挛有关. 出血的直接征

象为: 导管在2级血管造影, 出血表现为对比剂

聚集呈斑点状, 微导管接近出血动脉, 出血表现

为对比剂大量外逸, 肠道黏膜涂抹, 集聚呈“湖

状”(图1), 并勾画出病变处肠道的黏膜形态. 间
接出血征象为: 血管畸形(弓动脉和直小动脉异

常增多, 伴有异常增粗、扩张和迂曲), 造影的动

脉早期或中期, 静脉早显, 或见粗大回流静脉.
2.2 疗效和随访结果 39例下消化系动脉出血栓

塞后, 血管造影显示: 即刻对比剂不再外逸有29
例; 7例血管畸形, 病变不再显示. 即刻有效栓塞

率达92%(36/39). 3例患者因为血管迂曲, 操作过

程中导丝、导管多次刺激空回肠动脉, 导致其

分支动脉长时间痉挛. 因担心栓塞范围过大或

造成异位血管栓塞, 出现肠缺血、坏死等严重

并发症, 遂留置导管鞘, 送返病房. 这3例患者再

次大出血后采用微导管进行了二次造影栓塞术, 
术毕出血停止. 总的技术成功率仍旧达到100%. 
所有患者在达到栓塞的技术成功后, 解血便或

黑便的频次均在2-3次以内, 为肠道存留的积血. 
多数在术后3-5 d, 或肠道准备以后的大便常规

检查中大便潜血试验为阴性. 术后随访3-6 mo, 
37例患者未再出血, 临床成功率: 完全成功率达 
89.7%(35/39). 部分成功率为10%(4/39). 1例高龄

患者, 肠镜提示结肠脾曲肠癌伴溃疡, 在介入栓

■应用要点
本文通过对既往
病例回顾性研究
和分析, 结合近期
文献进行讨论分
析得出初步结论, 
本方法是急诊诊
断和治疗下消化
系动脉出血的一
种安全、有效手
段, 其影响因素如
文中讨论所述.

表 1 血管造影、TAE后肠镜检查结果与出血病变类型

     
造影部位1  出血阳性n   出血的表现形态       术后肠镜检查                     病变类型

2级血管开口处    12/39 

    肠系膜上动脉      8           分支动脉末端对比剂外渗

    肠系膜下动脉      4           呈斑点状3例, 小片状7例             黏膜良性溃疡性改变7例,        溃疡性动脉破裂

3级血管开口处    36/39                黏膜红斑3例, 黏膜白苔3例,    出血11例, 憩室7例, 

    空、�肠动脉      9           对比剂外逸聚集呈湖状28例,      黏膜恶性溃疡糜烂1例            血管畸形9例, 

    右中结肠动脉      6           对比剂逸出勾画肠道黏膜或              降结肠克罗恩氏

    (边缘动脉)            轮廓8例                病1例, 肠道恶性

    �结肠动脉    15                  肿瘤1例, 病变类型

    左中结肠动脉      4                  不确定11例

    (边缘动脉)

    直肠上动脉      1

    直肠下动脉      1

1造影部位所指为导管头端位置.
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塞后血压稳定后, 选择结肠癌根治术. 另1例患

者肠镜提示降结肠克罗恩氏病(Crohn's disease), 
再出血仍采用介入栓塞治疗达到即刻止血效果

后, 择期手术切除病变肠道. 2例升结肠血管畸

形患者在栓塞止血后, 接受了升结肠部分切除

术, 手术大体标本和病理报告验证了血管造影

的诊断结果.
2.3 血管造影或TAE相关的并发症 所有病例栓

塞后均未出现腹部绞痛或持续性腹痛, 仅2例患

者因操作过程中血管痉挛出现短暂性腹部隐痛, 
采用2%利多卡因3 mL生理盐水稀释至10 mL缓
慢注入10 min后, 解除血管痉挛, 疼痛缓解. 另有

2例患者栓塞后腹部隐痛, 未作处理, 疼痛自行

缓解. 出现疼痛的患者, 血管造影发现均有不同

程度的血管痉挛. 肠镜检查仅有4例患者表现出

栓塞区肠黏膜红斑, 周围水肿、苍白, 但无一例

患者出现严重的肠黏膜缺血、坏死, 或肠道穿

孔. 随访期间没有发生与明胶海绵栓塞相关的

肠道并发症.

3  讨论

急性动脉性下消化系出血是急诊中常见的消化

系出血病变. 介入放射学的出现和发展为下消

化系动脉性大出血的诊断和治疗提供了有效的

手段[6-7]. 
下消化系动脉性大出血活动状态下, 多数

患者难于接受肠道准备, 不仅如此, 肠镜检查往

往还受限于患者的配合程度以及不稳定的生命

指征. 此外, 肠镜也不能对空、回肠的出血作出

诊断. 相反, 作为急诊诊疗手段, 介入放射学的

动脉造影能够在出血的活动期及时发现出血部

位, 为后续的栓塞治疗或手术治疗作出明确的

定位诊断[8]. 作为急诊病例, 本组39例患者, 通过

血管造影均明确了出血部位; 更重要的是: 介入

放射学的TAE治疗, 在有效扩容的基础上, 有助

于在较短的时间内, 稳定血压, 纠正紊乱的血流

动力学. 血管造影和TAE首先借助导管鞘建立动

脉与体外的通道, 这就为快速输血建立了一个

有效途径. 本组病例有2例急诊抢救患者, 在血

管造影和TAE前, 通过导管鞘和造影导管快速注

入4 U红细胞悬液, 血压平稳后, 才顺利完成了整

个造影和栓塞治疗; 此外, 栓塞后的即刻止血效

应是消除血流动力学紊乱根本原因. 本组病例

中, 由于恶性肿瘤(n  = 1)、血管畸形(n  = 2)和克

罗恩氏病(n  = 1)随访期间再出血, 最终采取了手

术治疗. 尽管如此, 血管造影及经导管栓塞治疗

的临床价值仍得到充分体现: (1)及时有效的止

血, 快速消除了出血的直接原因, 为进一步纠正

图 1 导管头端在不同等级血管造影的出血影像表现. A: 肠系膜下(2级)动脉造影, 通过侧枝循环显示回结肠区出血, 呈斑点

状(箭示); B: 回结肠(3级)动脉造影, 导丝、导管致血管痉挛, 原出血征象消失; C: 微导管超选至出血动脉近端造影, 对比剂外

逸、集聚成“湖状”.

A B C

图 2 导管在不同等级血管造影的出
血阳性诊断差别. A: 导管头端在肠系

膜下动脉(2级血管)造影未显示出血

征像; B: 导管头端在直肠上动脉(3级

血管)造影, 显示直肠上端对比剂外逸

集聚呈“湖状”.

A B

■同行评价
本文回顾性分析
血管造影和经导
管栓塞术治疗39
例急性下消化道
动脉大出血病例
的价值及影响出
血诊断和栓塞疗
效的因素, 内容实
用, 结论可信, 具
有较好的临床参
考价值.
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低血容量, 改善血流动力学紊乱创造了条件; (2)
对出血快速作出定位诊断, 为手术切除病变明

确了部位, 有效的TAE止血也为术前准备赢得了

充分的时间; (3)有效的止血和生命指征的改善

为出血的病因诊断如: 肠道钡剂透视或肠镜检

查创造了有利条件. 
在血管造影明确诊断出血部位后, 常采用

经导管肠道动脉内持续灌注垂体后叶素(血管加

压素)达到止血的目的. 经导管灌注药物治疗出

血, 将小肠和大肠出血疾病混合统计, 止血的成

功率59%-90%; 单纯统计结肠憩室病变引起的

出血, 其止血成功率更高达92%-100%[4]. 然而, 
再出血率也高达40%. 经导管动脉栓塞术与药

物灌注术同期出现于临床, 但是, 早期前者的疗

效远不及后者, 而且栓塞治疗容易造成肠壁缺

血、坏死. 究其原因, 主要与早期使用大直径造

影导管有关. 造影导管超选择出血靶动脉和到

位困难, 容易损伤肠道动脉. 随着3F或更细微导

管以及与其匹配的栓塞剂的应用, 超选择性插

管和栓塞得以实现, 介入栓塞术疗效明显增加. 
Khanna et al [2]报道12例病例, 同时荟萃25篇已发

表的文献, 发现憩室性下消化系动脉出血栓塞

治疗的成功率为85%, 非憩室性下消化系动脉出

血栓塞后再出血超过40%, 因此认为栓塞治疗

对于前者有效. 本组资料中尽管有3例患者血管

迂曲, 首次栓塞失败, 但二次栓塞仍达到技术成

功, 因此总的技术成功率仍为100%, 这与文献综

述的结果相同[9]. 将病理为恶性肿瘤、血管畸形

和克罗恩氏病这类必然再出血的病例预算在内, 
本组病例部分成功率为10%(4/39), 这是由4例出

血患者的基础疾病所决定, 但完全临床成功率

仍达89.7%. 
文献报道, 栓塞后再出血的发生率差异较

大, 介于14%-40%之间. 近年来微导管超选择栓

塞的再出血率介于9%-14%. 将文献[10]和本组

资料结合起来分析, 可发现再出血率的差异来

自下列几种原因: (1)各家报道的病例其出血的

病因和病理构成比不同. 动脉粥样硬化、憩室

病的栓塞疗效明显优于克罗恩氏病、肠道恶性

溃疡等出血; (2)血管造影的阳性诊断率差异决

定了TAE疗效不同. 造影出血阳性率又与导管头

端所处分级血管的位置相关[11]. 本组资料显示

导管头端位于3级动脉开口较之2级血管开口造

影的阳性率要高; (3)出血动脉所处部位、血管

条件等存在差异. 如出血位于结肠脾曲, 由边缘

动脉的远端分支破裂所致, 或血管极度迂曲等, 

即使采用微导管超选择技术, 也难以到达出血

分支动脉. 肠系膜上动脉的边缘动脉栓塞后, 肠
系膜下动脉仍有分支或其他大的侧支与其吻合; 
(4)选择不同的导管、导丝和微导管等介入器

械, 或术者的操作技术也可造成疗效差异. 选择

不同预塑形的造影导管, 其头端在动脉内如与

血管走行方向成角, 或导丝、微导管多次进出

分支动, 必然引起血管痉挛, 或损伤分支动脉内

膜, 导致其不完全闭塞; (5)选择栓塞剂的不同可

能造成栓塞结果的差异. 作为永久性栓塞剂弹

簧圈, 被输送出微导管后, 不可能再向血管远端

运行, 只有微导管头端到达分支动脉后, 他才能

起到长期止血的目的. 相反, 明胶海绵颗粒或条, 
在加压状态下, 发生变形, 仍然能够沿着靶动脉

向前运行, 更接近出血动脉末端. 弹簧圈和明胶

海绵颗粒这一微小差别, 极有可能对大的侧支

循环建立产生不同的效果, 这可以解释d'Othée 
et al微弹簧圈栓塞的病例中, 有27%的迟发性再

出血率[12]. 
TAE的安全性主要在于能否避免严重的肠道

缺血并发症[13]. 早期动脉灌注或栓塞囿于导管直

径的限制, 出现并发症的几率较高[14]. 微导管超选

择技术使得栓塞的血管范围越来越局限于出血

靶区, 缺血造成的损伤可显著下降. 动物实验显

示: 微弹簧圈在猪的空肠(n  = 14)、回肠(n  = 26)和
结肠(n  = 14)动脉栓塞, 病理检查并没有缺血表现. 
弹簧圈栓塞的144病例中, 10年随访, 小的缺血发

生率仅7%, 出现肠梗阻的几率为零. 本组病例使

用的明胶海绵颗粒和条没有出现肠道长时间、

明显的缺血或坏死征兆. 这表明下消化系动脉出

血的TAE中, 明胶海绵颗粒或条, 是一种安全性

栓塞剂. 这两种栓塞剂只可能到达肠道的弓动脉, 
不会造成直小动脉的栓塞. 肠道黏膜下的微血管

网在TAE止血后, 仍然能够建立微小的侧支循环, 
不至于造成肠黏膜的严重缺血和坏死. 

血管造影和经导管栓塞术是急诊动脉性下

消化系出血的安全、有效的诊断和治疗手段, 
对出血部位能够快速作出定位、定性诊断, 能
够迅速纠正患者的血流动力学紊乱, 为后续病

因诊断和治疗创造条件. 造影诊断阳性率和栓

塞的疗效受导管头端在不同分级血管、出血病

理类型、出血部位、血管条件、介入器械选择

和栓塞剂类型等因素影响. 
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-08)
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Abstract
AIM: To investigate the endoscopic diagnosis 
and therapy for cystic tumors in duodenum.

METHODS: Three cases of cystic tumors in duo-
denum were diagnosed through routine gastros-
copy and endoscopic ultrasonography. Cystic 
tumors were treated with cystoscopy therapy.

RESULTS: Three cases of cystic tumors con-
firmed by endoscopic ultrasonography were 
endoscopically treated with rat-like teeth biopsy 
forceps. One month later, endoscopy review 
showed that cystic tumors completely disap-
peared. The desired therapeutic effect was 
achieved.

CONCLUSION: The endoscopic ultrasonogra-
phy is of important value to the diagnosis of 
cystic tumors in the duodenum. The treatment 
method with rat-like teeth biopsy forceps is a 

simple, safe and effective therapy for the cystic 
tumors in the duodenum.

Key Words: Cystic tumor; Endoscopic ultrasound; 
Endoscopic therapy

Zhang JH, Zhuang JB, Miao LS, Yuan JX, Chen L. 
Endoscopic diagnosis and therapy for cystic tumors in 
duodenum. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 
3925-3927

摘要
目的: 探讨十二指肠囊肿的内镜诊断及治疗
方法. 

方法: 对3例十二指肠黏膜下囊肿进行常规胃
镜及超声内镜(EUS)检查, 并行囊肿内镜下
治疗. 

结果: 经EUS确诊的3例十二指肠囊肿, 用鼠
齿钳夹破囊壁的方法治疗, 并取得较好效果. 
1 mo后内镜复查, 2例局部未见囊肿及治疗创
面, 完全愈合; 1例囊肿消失, 仅见鼠齿钳夹破
的创面未完全愈合.

结论: EUS对十二指肠囊肿的诊断和治疗具有
重要意义; 鼠齿钳夹破囊壁的治疗方法相对
操作简单、易行、安全, 值得进一步探讨及推
广应用.

关键词�� 十二指肠囊肿; 超声内镜; 内镜治疗
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断及治疗. 世界华人消化杂志  200�; 16(34): 3925-3927
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0  引言

十二指肠黏膜下囊肿临床少见, 在没有超声内

镜(endoscopic ultrasound, EUS)条件下难以确诊. 
有关该病的内镜、EUS诊断及内镜下治疗的报

道很少. 本文总结了3例十二指肠囊肿的常规胃

镜检查、EUS检查及囊肿内镜下治疗资料, 旨在

进一步探讨十二指肠囊肿的内镜诊断及治疗方

法, 以提高内镜医生对该病的认识. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
十二指肠囊肿少
见, 普通内镜下不
能确切与其他隆
起病变鉴别, 超声
内镜对囊肿的诊
断和鉴别诊断具
有 重 要 价 值 .  近
年国内外对于囊
肿的治疗常采用
内镜下针切开窗
术、圈套电凝切
除等技术, 但仍有
较高风险, 普通内
镜医生难以熟练
掌握.

■同行评议者
张筱茵 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
京医院消化疾病
研究所 ;  张小晋 , 
主任医师, 北京积
水潭医院消化内
科



1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2008-08, 我院消化内镜中心对

3例十二指肠囊肿患者进行了常规胃镜检查、

EUS检查及囊肿内镜下治疗. 3例患者中男1例, 
女2例; 年龄43-56(52.5±4.95)岁. 所用器械主

要有Olympus240、H260电子内镜, 超声微探头

(UM-DP20-25R, 20 MHz, Olympus FG-44-NR-1
型鼠齿钳.
1.2 方法 术前按0.05 mg/kg体质量iv咪达唑仑. 
对胃镜检查疑为十二指肠黏膜下肿物的患者, 
行EUS检查, 采用浸泡法于病灶部位进行超声扫

描. 超声检查确诊囊性病变后, 用鼠齿钳于囊肿

不同部位和方向夹破囊肿壁后治疗结束, 1 mo
后复查内镜.
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2  结果

十二指肠囊肿病例1位于球部, 病例2位于十二

指肠角, 病例3位于十二指肠降段. 肿物直径5-14. 肿物直径5-14肿物直径5-14 
mm, 病例1呈扁平圆形, 无蒂(图1A); 病例2、3
呈葫芦形, 顶端大, 根部窄, 亚蒂(图1B-C). 3例均

表面光滑, 黏膜表面色泽稍白, 有透明感, 用活

检钳触之囊肿质地软、形态改变. 超声扫描见

囊肿呈无回声或低回声病灶向肠腔内突起, 起
源于黏膜或黏膜下, 边界清楚, 包膜连续完整, 
其他各层结构清晰(图2). 在超声检查确诊囊性

病变后, 吸净肠腔内灌注的水, 给气膨胀肠腔, 
看清囊肿的根部和顶端, 用鼠齿钳于囊肿不同

部位和方向夹破囊肿壁, 3例患者经治疗后均见

清亮囊液流出, 囊腔完全塌陷, 创面有少量渗血

(图3), 用肾上腺素盐水局部冲洗出血停止. 1 mo
后复查内镜, 2例局部未见囊肿及治疗创面, 完
全愈合(图4A); 1例囊肿消失, 仅见鼠齿钳夹破的

创面未完全愈合(图4B), 嘱继续服药治疗, 定期

复查内镜.

3  讨论

胃肠道黏膜下囊肿临床较少见. 胡伟 et al [1]报道

的93例上消化系黏膜下肿瘤中仅有2例为囊肿. 
本组病例囊肿占同期十二指肠黏膜下病变的

www.wjgnet.com

■应用要点
本文采用鼠齿夹
破囊的方法治疗
十二指肠囊肿, 与
针切开窗术、圈
套电凝切除方法
相比, 具有操作简
便、易行, 安全的
特点, 仅为深大活
检而已, 易于基层
及内镜操作技术
尚不纯熟的医生
开展. 由于例数较
少, 其疗效及安全
性还有待进一步
观察.

A B C

图 1 十二指肠囊肿内镜图像. A: 球部; B: 角; C: 降段(肠腔注水后).

A B C

图 2 十二指肠囊肿超声内镜. A: 球部, 呈无回声; B: 角, 呈低回声; C: 降段, 呈无回声.

图 3 鼠齿钳
夹破囊壁后见
少量渗血.
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18.75%(3/16), 可能与本省超声内镜较少有关. 3
例十二指肠囊肿内镜下表现为半球形及葫芦形

隆起病灶, 内镜下与其他十二指肠黏膜下隆起

性病变如息肉、脂肪瘤、平滑肌瘤及恶性淋巴

瘤等隆起病变镜下鉴别有一定困难, 但其黏膜

透明感, 用活检钳触之囊肿质地软、形态易改

变的特点有助于普通胃镜对囊肿的诊断. EUS
检查能明确囊肿的大小、数量、回声强弱、边

界是否清析、包膜的完整性、连续性、囊肿位

于肠壁的层次和可能的起源以及肠管其余各层

结构等特征, 对于囊肿的诊断和鉴别诊断具有

重要价值. 对于十二指肠的其他疾病经超声内

镜检查由于回声不同较容易鉴别, 而起源于黏

膜肌层的平滑肌瘤, 超声扫描都可为低回声, 也
起源于同一部位, 应加以进一步鉴别, 囊肿的回

声更低、甚至无回声, 在超声检查中用探头触

及囊肿, 其形态易改变, 触之二者的质地也不同, 
这些都有助于鉴别. 在没有超声内镜条件下, 用
活检钳或鼠齿钳夹破囊壁, 见清亮液体流出, 囊
壁塌陷有助于囊肿的确诊, 且安全性也较好. 

十二指肠黏膜下囊肿的病理类型大多数为

Brunner腺增生, 表现为黏膜下囊性肿物, 属于

良性的十二指肠囊性病变, 一般不会恶变[2]. 既
往由于治疗手段的限制, 常选择临床观察, 不行

内镜下治疗. 随着内镜技术的不断提高, 对于囊

肿的治疗常采用内镜下针切开窗术、去顶技术

(unroofing technique)[3]、圈套电凝切除以及尼

龙绳结扎后的切除等技术, 但其出血、穿孔等

并发症的发生率仍高达5%-11%[4]. 由于十二指

肠肠壁较薄, 易穿孔; 血供丰富, 易出血; 球部和

十二指肠角保持良好视野困难、且操作过程中

的肠管蠕动、肠液胆汁等因素都对囊肿治疗的

安全性带来不利影响. 如发生十二指肠降段穿

孔, 其手术治疗困难, 风险高于其他部位的穿孔. 
因而, 许多内镜医生对十二指肠的黏膜、黏膜

下病变的治疗多采取谨慎态度. 如何减少并发

症的发生, 仍需临床实践中不断探讨. 本组3例
十二指肠囊肿, 经EUS确诊后, 用鼠齿钳夹破囊

壁的方法治疗囊肿, 内镜复查囊肿完全消失, 取
得了预期的治疗效果. 与针切刀、圈套器电凝

去顶切除和黏膜下注射切除等方法相比, 避免

了针切刀方向、深度掌握要求高; 圈套器去顶

操作困难; 黏膜下注射切除对于囊肿可能治疗

过度等带来的出血、穿孔并发症发生. 具有操

作简便、易行, 安全的特点, 仅有活检后的渗血, 
而无并发症发生. 对于不具备超声内镜条件的

医院的内镜医生, 只要疑似囊肿, 囊壁有透明感, 
肿物质地软, 触之形态改变, 不妨采用此治疗方

法, 也仅为深大活检的风险而已. 由于病例较少, 
其疗效及安全性还有待进一步观察. 

4      参考文献
1 胡伟, 于皆平, 吴杰, 贾业贵. 上消化道黏膜下病变的

超声内镜诊断价值. 中国内镜杂志 2003; 9: 67-68
2 Hizawa K, Iwai K, Esaki M, Suekane H, Inuzuka 

S, Matsumoto T, Yao T, Iida M. Endosonographic 
features of Brunner's gland hamartomas which 
were subsequently resected endoscopically. 
Endoscopy 2002; 34: 956-958 

3 Mimura T, Kuramoto S, Hashimoto M, Yamasaki K, 
Kobayashi K, Kobayashi M, Oohara T. Unroofing 
for lymphangioma of the large intestine: a new 
approach to endoscopic treatment. Gastrointest 
Endosc 1997; 46: 259-263

4 文卓夫, 陈小良, 田虹, 李建忠, 郑丰平. 十二指肠黏
膜下囊肿的内镜诊断及切除. 中国内镜杂志 2005; 11: 
925-926  

           编辑  史景红  电编  何基才  

A B 图 4 治疗1 mo后复查内镜. A: 完全

愈合; B: 未完全愈合.
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Abstract
AIM: To search for a better treatment method for 
rectal stenosis.

METHODS: From Jul. 2004 to Oct. 2008, 12 cases 
with rectal stenosis were referred to the depart-
ment of proctology in Guang’anmen hospital. 
All the patients were subjected to traditional 
Chinese medicine thread-drawing treatment to 
observe the curative effect. 

RESULTS: All the patients were cured clinically. 
The outcome after thread-drawing treatment was 
classified in three categories: cured: n = 9; improved: 
n = 3; failure: n = 0. The total effective rate was 
100%. The mean disease course was 21d (ranging 
from 7d to 33 d). No complications like major bleed-
ing occurred and no recurrent stenosis occurred 
during a follow-up period of 1 month to 4 years. 

CONCLUSION: Thread-drawing method is a 
safe, effective, convenient and inexpensive treat-
ment method for rectal stenosis. 

Key Words: Thread-drawing method; Rectal steno-
sis; Traditional Chinese Medicine

Li HS, Ma SM, Wang XF. Treatment of rectal stenosis 
with TCM thread-drawing method: analysis of 12 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(34): 3928-3931

摘要
目的: 探索直肠狭窄的治疗方法.

方法: 收集2004-07/2008-10广安门医院肛肠
科住院患者12例, 均采取中医挂线进行治疗, 
观察其疗效. 

结果: 12例患者均获得临床治愈, 其中痊愈9
例, 有效3例, 无效0例, 总有效率100%. 疗程
7-33 d, 平均21 d. 治疗期间未出现大出血等严
重并发症. 术后随访1mo-4年, 无狭窄发生.

结论: 中医挂线治疗直肠狭窄是一种安全、

有效、简便、价廉的治疗方法.

关键词�� 挂线; 直肠狭窄; 中医

李华山, 马树梅, 王晓锋. 中医挂线治疗直肠狭窄12例. 世界华

人消化杂志  2008; 16(3����): 3�28-3�31

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3928.asp

0  引言

直肠狭窄(rectal stenosis)是指各种原因引起的

直肠肠腔狭小缩窄 ,  轻则大便困难坠胀疼痛 , 
严重者可出现低位肠梗阻症状 .  我们收集了

2004-07/2008-10我院肛肠科直肠狭窄患者12例, 
均实施中医挂线治疗, 取得了较好的疗效, 现报

道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 广安门医院肛肠科2004-07/2008-10直肠

狭窄患者12例. 其中男8例, 女4例, 年龄36-76(平
均54.2±0.6)岁, 病程最短2 mo, 最长6年.
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: 参考《中医病证诊疗标准与方

®

■背景资料
直肠狭窄是由于
各种原因引起的
直肠肠腔变窄, 从
而出现排便困难,
大便变细等一系
列临床症状的疾
病, 为肛门直肠手
术后一种严重的
并发症, 本病多为
医源性损伤, 近年
来发病率呈上升
趋势.

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科
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剂选用》[1]、李雨农《中华肛肠病学》[2]的标准

制定. 有典型的症状和体征: 大便排出困难, 排
便时间延长, 便条变细, 或稀便时便次频繁, 每
次排出粪量少, 有排便未净感或会阴填塞下坠

感, 严重时有腹胀, 下腹部阵发性绞痛, 里急后

重等. 指诊可触及直肠腔内环状或半环状狭窄, 
质硬, 不可移动, 食指通过困难, 狭窄部以上肠

腔有粪便淤积不能通过, 并有明显触痛. (1)狭窄

形态: 管状狭窄: 直肠腔内狭窄环的上下长度超

过2.5 cm; 环状狭窄: 狭窄环的上下长度不超过

2.5 cm; 镰状狭窄: 狭窄呈半环形. (2)狭窄分度: 
轻度: 狭窄环直径<2 cm, 食指可通过, 但麻醉下

不能过2指, 便次增多及便不尽感. 中度: 狭窄环

直径<1.5 cm, 食指通过困难, 小指可过, 有明显

的排便不畅, 或便次增加, 会阴下坠填塞感, 大
便变细, 指诊狭窄部阻力和固定感. 重度: 狭窄

环直径<1.0 cm, 小指不能通过, 重者伴低位不全

梗阻症状. 
1.2.2 术前准备: (1)进行心电图、胸部透视、肝

肾功能、血常规、凝血试验等常规检查, 了解

患者的一般状态及是否存在其他合并症. (2)肠
道准备, 术前3 d予少渣饮食, 术前1 d, 口服肠道

消炎药, 并给予开塞露灌肠, 排空狭窄环近侧粪

便, 术晨给予清洁灌肠, 至粪便排出干净为止. 
1.2.3 挂线方法: 采取腰麻或局麻, 麻醉满意后, 
患者侧卧位, 碘伏常规消毒肛周皮肤, 铺无菌巾

单, 碘伏消毒肛管及直肠下段. 充分扩肛后, 以
肛门拉钩牵开肛门, 充分暴露狭窄环, 对于中重

度直肠狭窄, 先以食指扩张该环, 或以电刀切开

至食指能够通过, 再根据狭窄的高度选择适宜

的器械和方法. (1)弯钳挂线: 狭窄高度距肛缘

3-4.5 cm者, 以7号丝线一端系橡皮筋, 另一端缠

于术者食指上. 术者该食指扪及狭窄环近端, 了
解狭窄部位. 另一手以小弯钳或蚊式血管钳经

狭窄环远侧端下方沿直肠纵轴穿越, 在带线食

指的引导下, 从近侧端基底部穿出, 钳夹食指上

的丝线, 牵引橡皮筋从弯钳通道内双股拉出, 向
狭窄环挂紧橡皮筋, 止血钳于基底部钳夹橡皮

筋, 钳下7号丝线双重结扎, 于结扎根部0.5 cm处

剪除多余橡筋, 留单根丝线于肛外观察. 狭窄位

置较低者, 橡皮筋可在直视下直接送入钳尖之

间者, 可不用丝线协助. (2)探针挂线: 狭窄高度

距肛缘4.5-6 cm者, 如血管钳穿刺困难, 可用尖

头探针系以丝线再系橡皮筋, 探针穿刺走行同

弯钳, 沿垂直于狭窄环的方向穿出后, 直肠内术

者食指勾住探针, 并向外弯曲, 钳夹或拉出, 引

出橡皮筋, 然后紧线. (3)锁穿针挂线: 用于管状

狭窄或狭窄高度距肛缘6 cm以上的环状、半环

状狭窄. 对于一些直肠癌术后吻合口狭窄者, 因
狭窄位置较高, 狭窄区域与周围组织粘连较著, 
瘢痕化明显, 弯钳难以穿越狭窄区域, 而且手指

不便于灵活操作, 就可选锁穿针在术者食指的

引导下, 沿垂直于狭窄环的方向锐性穿透该环, 
注意勿穿破医者手指, 撤出针心, 以导丝穿入针

体, 从狭窄环上方穿出后,先退出针体, 再以食指

勾出导丝, 系以橡皮筋, 牵拉导丝引橡皮筋穿过

狭窄部位, 同前紧线. 
总之, 挂线方式的选择, 需依据狭窄的形

态、程度选择挂线部位, 决定是采取单处挂线

还是多处挂线或者切开挂线. 如环状狭窄, 可分

别于截石位3、7、11点三处挂线; 管状狭窄可

以部分切开狭窄环再挂线. 同时, 还要考虑术者

手指的长度, 选择挂线治疗的方法, 具体情况具

体分析.
1.2.4 术后处置: 常规抗炎治疗, 大便后每日温水

坐浴. 第4天起医者以食指扩肛, 遂后酌情使用

两指扩肛, 以食指纳入无明显不适感为度. 术后

一周若挂线未脱落应作紧线处理, 通常在1-2 wk
内橡皮筋脱落后再用肛镜扩肛1 wk, 每日1-2次. 
扩肛要进行至狭窄完全解除, 以防止伤口愈合

后收缩. 
1.2.5 疗效评价标准: 参考《中医病证诊疗标准

与方剂选用》[1]制定: 痊愈: 排便通畅, 无肛门疼

痛, 直肠指诊食指能顺利通过; 有效: 排便较术

前通畅, 排便时肛门轻度疼痛, 食指通过较术前

顺利; 无效: 排便无好转, 不通畅, 指诊与术前无

变化.
统计学处理 应用SAS8.2进行统计学处理, 

计量资料用mean±SD表示, 治疗前后排便情况

采用t检验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 一般情况 本组12例患者均有肛直肠手术史, 
其中痔切除术后2例, 消痔灵注射术后5例, 直肠

癌低位前切除术后5例, 均为医源性损伤. 主要

症状: 11例患者主诉排便困难, 需开塞露协助排

便; 1例主诉大便频数, 里急后重; 腹胀者4例; 肛
门坠胀2例. 从狭窄形态看, 1例镰状狭窄, 余11
例均为环状狭窄. 从分度论, 轻度狭窄4例, 中度

狭窄5例, 重度狭窄3例. 从狭窄高度而言, 本组

12例狭窄高度范围距肛缘3-7 cm.
2.2 疗效观察 本组12例患者, 痊愈9例, 有效3例, 

■研发前沿
随着研究的不断
深入, 直肠狭窄的
诊断、预防等方
面已经形成诸多
共识, 但是一些有
关本病的治疗方
案仍有争议. 

■应用要点
本文根据狭窄环
的高度选择了三
种 挂 线 法 ,  分 别
是应用弯钳、探
针、锁穿针挂线, 
特别是第三种以
锁穿针辅助挂线
十分巧妙新颖, 给
同行以启示, 有一
定的代表性, 对临
床实践有一定的
借鉴意义.
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无效0例, 总有效率100%. 疗程7-33 d, 平均21 d. 
一般术后7-14 d所挂之橡皮筋脱落, 未脱落者予

以再次紧线. 本组病例中, 一次紧线者8例, 需要

二次乃至多次紧线者4例.
2.3 排便情况 治疗前后排便情况对比观察见表1, 
所有患者术后排便均较术前通畅, 排便时间明

显缩短(P <0.05). 其中有4例伴有腹痛腹胀患者, 
术后腹痛腹胀症状消失. 所有患者治疗期间未

出现大出血等严重并发症.
2.4 狭窄口径 治疗前后狭窄口径通过指节的变

化情况见表2, 术前轻中度狭窄的9例患者术后

直肠指诊均可顺利通过1-2指, 余3例重度狭窄患

者指诊亦可通过食指末端指节, 且疼痛不甚, 挂
线断端无异常出血、糜烂. 术后随访1 mo-4年, 
无狭窄发生.

3  讨论

众所周知, 直肠狭窄有良恶性之别, 中医挂线主

要针对直肠良性狭窄. 本组12例直肠狭窄患者, 
均有肛直肠手术病史. 其中痔手术引起的狭窄主

要是结扎了过多的直肠下段黏膜, 创面瘢痕挛缩

而致. 消痔灵注射引起的狭窄, 往往是技术操作

不当所致, 如无菌操作不严格, 注射部位过深过

于集中、或范围过广、注药量过多、浓度过高

等, 导致直肠壁肌层坏死、内纤维组织增生、肥

厚、失去弹性, 管腔狭小[3-4]. 而对于直肠癌术后

的吻合口狭窄, 则主要是由于吻合口缺血、吻

合口处夹杂过多的脂肪组织、吻合口瘘二期愈

合、吻合口处钛钉脱落不全或感染等[5-9], 此时宜

排除吻合口复发的情况. 对于直肠狭窄的治疗, 
临床报道有扩肛(食指、扩肛器[6]、球囊[10])、狭

窄环切开、内镜下激光[11]或电烙切除狭窄环、

经肛门吻合器环切狭窄环[12-14], 以及皮质类固醇

注射[15]等. 但是, 单纯扩肛, 适应范围窄, 作用有

限, 且疗程过长. 狭窄环切开, 患者要面临出血

的危险, 电刀虽可减少出血, 但对于一些基层医

院, 甚至未必具备, 况且对于位置较高的直肠狭

窄, 难以暴露狭窄部位, 手术操作困难. 术后创

面新鲜, 亦容易重新粘连形成狭窄环或感染. 激

光或电烙切除狭窄环临床可操作性差. 经肛门

吻合器环切狭窄环, 费用较高, 手术风险较大. 
注射激素类应用范围较窄, 疗效有限. 我们采用

单纯挂线法使狭窄环缓慢切开, 避免了直接切

开造成的出血, 患者基本无痛苦, 可于出院后紧

线, 缩短了住院时间, 实施方便, 无论从患者的

心理上还是经济上都比较容易接受, 疗效上也

得到肯定, 值得临床推广应用. 
挂线是中国医药学宝库的珍贵遗产, 早在汉

朝长沙马王堆出土文物已有记载, 最早是用于

肛瘘的治疗. 中医挂线治疗肛瘘主要是通过线

(橡皮筋)的缓慢勒割作用, 压迫肌肉, 引起缺血

坏死而缓慢分离, 断端肌肉由于线的异物刺激

作用, 与周围产生粘连固定, 离断时不会导致断

端肌肉快速回缩而形成肛门失禁. 我们采用挂

线治疗直肠狭窄, 取其以线代刀, 缓慢切开瘢痕

组织, 达到松解狭窄环的目的, 可有效防止直接

切开导致出血的并发症. 在缓慢切开分离过程

中, 黏膜不断向切开断端生长, 防止断端组织粘

连, 从而达到扩大肠腔、消除狭窄梗阻症状的

目的. 特别是对于狭窄环位置较高的病例, 在直

肠内直接切开手术暴露非常困难, 挂线就更加

显示了其优越性. 
挂线治疗过程中及术后注意事项: (1)依据

狭窄程度选择是否多处挂线, 手术时挂线可挂

1-3处, 保证充分切断狭窄环: 对轻度狭窄者只

在狭窄最明显处作单根挂线, 对中度狭窄则在

截石位3、9点作双根挂线, 对重度狭窄需在3、
7、11点处挂线三根. 当然, 在实际临床操作中, 
还应根据狭窄的形态、部位与程度进行选择, 
不必拘泥于右前、右后及左中. (2)一般直肠前

壁不予挂线, 因女性可能损伤阴道后壁, 男性可

能损伤前列腺、精囊腺或尿道. (3)术后早期扩

肛, 并尽早恢复饮食, 促进胃肠功能的恢复, 恢
复排便对狭窄处的机械性扩张作用, 对于提高

挂线疗效, 防止狭窄复发均具有积极意义.
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世界华人消化杂志标点符号用法

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15834-1995标点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑圆点; 数字间的起止

号采用“-”字线, 并列的汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母

拼写词间改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号的前一半, 不宜用

于一行之末. 标点符号通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折号应占两格; 英文连字符只占一个英文

字符的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示用大写, 波

纹线表示用黑体. (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-08)

■同行评价
本文就医源性损
伤造成直肠狭窄
这一难题进行探
讨, 具有较广泛的
应用价值.
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