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医源性胆道狭窄的治疗现状
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Abstract
The occurrence of iatrogenic biliary tract injury 
is frequently increased due to the wide practice 
of laparoscopic cholecystectomy. How to choose 
the appropriate operation time and procedure, 
is a challenge with which clinical doctor must 
face. Although there are many therapies for 
iatrogenic biliary tract injury, no therapy is 
perfect. We should pay our attention to the 
selection of therapies for it in order to achieve its 
better clinical therapeutic effect.

Key Words: Iatrogenic bile duct stenosis; Injury; 
Treatment

Zhou DH, Li YF, Sun Q. Progress in treatment of 
iatrogenic bile duct stenosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(7): 685-687

摘要
伴随腹腔镜胆囊手术的普遍开展, 医源性胆道
损伤的发病越来越多, 如何选择恰当的手术时
机和处理方式, 是临床医生需要面对的问题, 
尽管20年来对医源性胆管损伤的治疗方法层
出不穷, 但是没有一种方法尽善尽美. 我们应

该对每一种方法选择性的对待, 个体化治疗, 
以期达到较好的临床效果.

关键词: 医源性胆道狭窄; 损伤; 治疗

周丁华, 李耀峰, 孙强. 医源性胆道狭窄的治疗现状. 世界华人

消化杂志  2008; 16(7): 685-687
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0  引言

良性胆管狭窄是胆道外科复杂的病变与并发症, 
多由胆管损伤, 肝胆管结石和胆管炎反复发生所

致. 其后果是导致肝实质损害, 胆汁性肝硬化, 治
疗颇为棘手. 特别是随着微创外科的发展, 经腹

腔镜胆囊、胃、十二指肠、肝脏切除逐渐成为

常规手术, 由此引起的胆管损伤越来越多. 良性

胆管狭窄处理的难易程度、手术的风险性、预

后差别大, 影响预后的因素很多. 近几年对胆管

损伤性狭窄形态学和免疫组化的研究较多, 随着

认识的提高和手术方法, 手术器械, 材料的改进, 
各种治疗方法也是层出不穷. 经历了从外科手术

到微创内镜下的介入, 到重新认识Oddi括约肌功

能的历史. 如何在众多的方法中找出好的处理措

施, 把握恰当的手术时机, 是困扰我们的难题. 

1  良性胆管狭窄的手术时机

现在对良性胆管狭窄的手术时机的把握尚有争

议, 有些问题有待达成共识. 胆管良性狭窄的手

术时机的选择十分关键, 时机掌握不好常导致手

术的再次失败. 以Bismuth为代表的传统观点是

首先作好引流, 待肝管汇合部扩张至1.0 cm以上

时, 才施行修复手术, 因此需要等待2-3 mo的时

间. 1999年Murr et al [1]对此持同样的观点, 然而此

观点在当前受到挑战, 近年来以黄志强为代表的

较多专家更趋向于早期修复手术. 2002年詹国清 
et al [2]在损伤性胆管狭窄手术时机对肝功能变化

影响的实验研究中认为早期行胆管修复重建术

为宜. 我们更倾向于治疗的个体化. 

2  良性胆管狭窄的手术方式

关于良性胆管狭窄的手术方式的选择更是各

www.wjgnet.com
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■背景资料
医源性胆管损伤
后造成的良性胆
管狭窄越来越常
见, 后期的处理措
施以及手术时机
的选择一直没有
定论. 近年来以黄
志强为代表的专
家趋向于早期修
复 手 术 .  对 于 术
式选择一般根据
Bismuth分型采用
胆管端端吻合、
胆肠重建、胆道
修补成型等不同
术式. 

■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



家争论的焦点. 对胆管狭窄一般仍采用Bismuth
分型. BismuthⅠ型并且手术当中发现的胆管横

断, 如没有张力, 则可行端端吻合术, 端端吻合

以烙制肠线或其他可吸收缝线行单层间断缝

合, 丝线不适合, 原因是丝线存在于肝胆管腔

内成为一个异物或溶解导致结石形成, 吻合后

50%-60%出现再狭窄. 2002年黄志强在损伤性

胆管狭窄的治疗中对缝合材料有特别的说明. 
高位狭窄的修复(BismuthⅡ, Ⅲ, Ⅳ型)可采用多

种方法. 大多数BismuthⅡ, Ⅲ, Ⅳ型狭窄, 可通过

上述解剖左肝管径路, 以充分显露胆管. 这种方

法基于Couinand的研究, 并由Hepp和Couinand
详细描诉. 新近的报道见于Blumgart. 有时在某

些BismuthⅣ型患者需要游离甚至切开肝方叶. 
各种胆肠重建手术方式, 也是各有特点. 如胆管

空肠吻合术; 间置空肠胆管十二指肠吻合术; 肝
门胆管十二指肠端端大口吻合, 并十二指肠球

部与十二指肠Ⅲ段同步端侧吻合术; 以及Ho-
Seong Han在1997-2002年对89例患者在腹腔镜

下行Roux-Y吻合术, 并认为是非常好的选择[3]. 
但是上述手术后有反流性胆管炎的发生, 影响

患者的生活质量. 在20世纪70-80年代, 我国同道

曾在Y型空肠的输胆袢上附加多种形式的人工

抗反流装置, 如空肠套叠式瓣膜, 人工乳头, 矩
形瓣等, 但均未达到预期目的. 在此基础上尚有

皮下盲袢式胆管空肠Roux-Y吻合术, 皮肤肠漏

式胆管空肠Roux-Y吻合术. 以便术后经此通道

采用非手术方法处理胆道残留或复发的病灶, 
可减少或避免再次手术. 增强抗反流能力, 但是

效果都不能令人满意. 人们开始重新关注Oddi
括约肌功能的重要性, 1980年冉瑞图教授提出, 
对狭窄胆管整形时, 保留Oddi括约肌的生理功

能来制止反流的设想, 并报道了成功的病例. 黄
志强, 蔡景修, 张长工 et al相继用带蒂的空肠壁, 
胃窦浆肌层, 带蒂奇静脉, 胆囊壁等组织作为狭

窄肝胆管成型的材料, 恢复胆汁经Oddi括约肌

入肠的正常通道, 均获成功. 

3  良性胆管狭窄的内镜下介入

伴随医疗器械的改进良性胆管狭窄的内镜和介

入治疗是一新的发展趋势, 给患者提供了好的

疗效, 曾一度出现取代手术治疗的趋势. 1996年
Vitale et al [4]报道86例良性胆管狭窄的病例, 其
中65例行内镜下介入治疗, 45例行内镜下支撑

管置入, 其中18例行乳头切开术, 2例失败, 成功

率达到97%. 2005年Kuzela et al [5]曾报道近20年
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内镜下治疗是胆管狭窄治疗的首选. 内镜对于

70%-80%的患者疗效较好, 长期的随访患者安

全, 现在手术仅用在横断性损伤再次手术, 以及

内镜下治疗失败的患者. 内镜下治疗包括气囊

扩张或放置永久性内支撑管等, 气囊导管的成

功率50%-97%. 气囊扩张治疗胆管狭窄简单易

行, 但再狭窄率较高, 一组随访5-7.5年的病例中, 
再狭窄率达到45%. 金属内支架最常用的是一种

自膨式螺旋镍钛合金支架, 以及现在的塑料支

架, 近期疗效较好. 1997年Yoon et al [6]报道26例
良性胆管狭窄的患者行胆道金属支架, 在6, 12, 
24, 36 mo的通畅率分别是92%, 75%, 67%, 46%, 
引起胆管再次狭窄的原因是结石和淤胆以及上

皮细胞的增生, 反复化脓性胆管炎. 因此金属支

架在良性胆管狭窄的治疗中并不是有效的长期

方法. 2000年Tocchi et al [7]回顾性分析42例良性

胆管狭窄的患者, 分为手术组和内镜下支架组, 
随访60 mo, 结果虽然内镜组在近期并发症方面

优于手术组但是术后长期效果优于内镜下支架

组. 2004年Tsukamoto et al [8]报道2例自动膨胀金

属支架治疗良性胆管狭窄, 认为金属支架治疗

良性胆管狭窄仍旧是有争议的, 他应该作为备

用的最后方案. 
我们也尝试应用各种治疗方法治疗良性胆

管狭窄, 认为不能随意废弃患者的Oddi括约肌

的功能, 应该重新认识保留Oddi括约肌功能的

狭窄修复术. 我们曾经对23例行胆管空肠吻合

后严重反流的患者, 0.5-4年后重新利用患者的

Oddi括约肌, 患者术后反流控制良好. 内镜下的

介入治疗也应该从盲目的跟从, 到理性的回归, 
我们应该从提高患者的生活质量入手, 根据患

者的自身差异个体化治疗, 但是根深蒂固的观

念如果转变, 还需要时间和对知识的再认识, 任
重而道远. 
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Abstract
Magnetic resonance imaging (MRI), a modern 
imaging modality, can not only diagnose 
diseases, but also participate in their treatment. 
With the increase in static magnetic field 
strength, the features of high-field-strength MRI 
become increasingly predominant, thus MRI has 
been widely used in the diagnosis and treatment 
of diseases. MRI at high field strength can 
provide information on abnormal function and 
metabolism, monitor therapeutic procedures and 

reactions, and present excellent morphologic 
images for hepatocellular carcinoma.

Key Words: Magnetic resonance imaging; Hepato-
cellular carcinoma; Diagnosis; Therapeutics
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摘要
磁共振作为一种现代影像设备不仅可用于疾
病诊断, 而且能参与疾病治疗. 随着外加静磁
场的增加, 高场强MR成像系统的优势日渐发
挥, 应用范围也不断扩大. 对于肝癌的诊断与
治疗, 高场强MR仪既能提供优质的形态图像, 
又能提供病变功能及代谢方面的信息, 还可用
于治疗过程及反应的监测. 

关键词: 磁共振成像; 肝细胞癌; 诊断; 治疗
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0  引言

磁共振成像(magnetic resonance imaging, MRI)以
其独特的成像原理和图像特点于1980年开始应

用于临床. 近年来, MRI设备和技术发展十分迅

速, 并日臻完善, 检查范围基本覆盖全身各系统. 
MR成像系统按照磁体场强大小, 分为低场、中

场和高场几种. 一般来说, 场强<0.5 T为低场, 0.5 
T≤场强<1.0 T为中场, 场强≥1.0T为高场[1]. 另
外, 随着3 T、4 T、7 T、8 T、9.4 T甚至更高场

强MR成像系统的相继问世[2-3], 学术界习惯上把

场强≥3 T的称为超高场MR. 目前3.0 T的MR仪
已投入临床应用. 

场强的增加能够提高信噪比(s i g n a l-t o-
noise ratio, SNR)、改变组织弛豫时间和对比剂

效应、增强磁敏感性和化学位移效应等[3-4], 这
使得高场强MR成像系统既可以提供更优良的

常规加权像、MR血管造影(MR angiography, 

®
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MRA)及MR胆胰管造影(MR cholangiopancr
eatography, MRCP)图像, 更有利于磁共振波

谱(MR spectroscopy, MRS)、弥散加权成像

(diffusion-weighted imaging, DWI)、灌注加权成

像(perfusion-weighted imaging, PWI)、血氧水

平依赖成像(blood oxygenation level dependent, 
BOLD)等功能性MRI的应用. 对于肝癌, 高场强

MR经过实验、临床试验等阶段研究, 已经在其

诊断、治疗导向、疗效监测等方面取得了初步

成果, 具有良好的应用前景.

1  高场强磁共振的物理性质与优势

1.1 SNR 物理学上, 质子进入外磁场后产生的纵

向磁化矢量与外加静磁场强度呈线性相关. 例
如对于相同温度下同等数量的质子群, 进入3.0 
T磁场中所产生的纵向磁化矢量将是1.5 T磁场

中的2倍. 这种上升的磁化强度能成倍增加射频

激发后的信号强度, 而噪声几乎不受场强变化

的影响, 所以SNR增加. 理论上, 场强从1.5 T上
升至3.0 T, SNR应成倍增加. 而实际应用中, SNR
却因组织的不同各异, 特别是对于实质性组织, 
其SNR增加只有30%-60%, 原因可能是场强增加

的同时导致质子弛豫时间发生变化, 从而引起

信号强度下降[5]. 尽管如此, SNR的提高足以使

高场强MR在相同的成像时间内更加清晰地显

示正常解剖结构和病变, 或者在保持相同图像

质量的情况下缩短成像时间. 
1.2 化学位移效应 化学位移现象是由于原子核

受周围电子云影响使部分外磁场受到屏蔽而引

起的. 该屏蔽作用与外加静磁场强度呈正比, 这
意味着处于不同化学结构分子中的同一种磁性

原子核, 他们之间Larmor频率的差异将随着场

强的增加而加大. 例如, 水信号与亚甲基信号之

间化学位移的差异在1.5 T场强中为220 Hz, 而在

3.0 T中增加至440 Hz. 高场强MR正是通过增大

各种代谢产物之间的Larmor频率差异, 同时提

供更高的SNR及磁场均匀度, 达到更好地区分各

种代谢产物的效果, 从而有利于MRS研究. 
1.3 弛豫时间 随着MR场强的增加, 大多数组织

的T1显著增加, 但不同组织间变化有差异. 例如

3.0 T场强与1.5 T相比, 骨肌系统的T1增加约5%, 
肝、肾皮质及脾的T1增加约21%[6], 而大脑白

质增加近40%[7]. T2对场强的依赖性较小, 随场

强增加轻度缩短, 大多数器官的T2变化范围在

5%-10%之间[6]. 而T2随场强的增大会显著下降, 
这是因为组织磁敏感性在较高的磁场中得到提

高(即对微观磁场的不均匀性更加敏感), 该现象

有别于弛豫效应, 被称之为“磁化率效应”. 这
些变化可使MR图像的对比度增加, 尤其在对比

增强MRA图像中见长. 
1.4 磁化率效应 如同植入的金属物质一样, 机体

所有的顺磁性和抗磁性组织间隔都会导致局部

及周围磁场的不均匀, 并且只要没有另外的强

磁性物质引入, 该种原因的磁场不均匀性与所

处的外部静磁场强度呈正比. 微观磁场的不均

匀会加速质子的失相位, 场强越高, 质子的失相

位越明显. 因此, 该特点对显示组织结构不均一

的机体固有组织类型非常重要, 如肺和松质骨

髓. 此外, 由于血液中的去氧血红蛋白(与BOLD
信号效应有关)、肝脏内的含铁血黄素以及引入

的顺磁性对比剂等物质都会造成局部磁场不均

匀导致周围质子失相位, 所以随着场强的增高, 
质子失相位加重, 产生的信号改变也越明显. 磁
化率效应主要表现在梯度回波序列和平面回波

序列即T2加权成像. 值得一提的是, 微观磁场的

不均匀也可能导致自旋回波成像中信号下降, 
特别是回波时间较长的序列, 因为自旋质子的

弥散运动可能干扰由磁化率效应诱导的相位改

变的充分回聚[3-4]. 

2 高场强磁共振成像技术在肝癌诊断中的应用

2.1 常规平扫及动态增强MRI 肝癌的常规MRI
扫描包括T1WI、T2WI及动态增强扫描, 常用

的序列如下: SE T1WI; FSE T2WI, 同时采用脂

肪抑制技术; 动态增强扫描常用梯度回波序列

(GRE), 增强前先行该序列平扫, 后行动态扫描, 
分别于动脉期(20-25 s)、静脉期(60-70 s)、延

时期(5-6 min)采集图像, 常用对比剂为钆剂. 最
新研究表明, T1WI呈稍低信号或低信号而T2WI
呈稍高信号为肝癌的典型信号特点, 门静脉瘤

栓、肿瘤脂肪变性、假包膜形成及瘤周水肿为

肝癌的特征性MRI表现, 转移癌等其他肿瘤很少

有脂肪变性和门脉瘤栓[8]. 
2.2 PWI MR灌注成像是将组织毛细血管水平的

血流灌注情况, 通过磁共振成像的方式显示出

来, 从磁共振影像角度评估局部的组织活力及

功能, 他可以快速、准确、几乎无创地评价微

血管内的血液动力学变化. 灌注成像对硬件要

求较高, 目前常用于肝灌注成像的主磁体场强

多为1.5-3.0 T, 脉冲线圈多为体部相控阵线圈, 
主要常用序列有: (1)快速梯度回波序列. 不同厂

家采用的具体名称不同, 如扰相快速小角度激

发成像(FLASH, Siemens公司); 扰相梯度恢复

(SPGR, GE公司); 扰相快速获得稳态(扰相FAST, 
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Picker公司)等. (2)回波平面成像(EPI)序列, 为目

前临床上成像最快的序列, 已广泛应用在MR的
功能性成像中, 主要有3种方法: 对比剂团注示

踪法, 是目前最常用的灌注成像方法; 动脉血质

子自旋标记法(ASL); BOLD对比增强技术. 后两

种方法在肝脏灌注成像中运用较少[9-10]. 评价肝

脏灌注成像的主要参数包括肝动脉灌注指数、

肝动脉灌注量、门静脉灌注量、门静脉灌注指

数、对比剂的平均通过时间以及对比剂峰值时

间等参数, 可以计算出如肝血流灌注图、时间-
信号强度曲线(以注射对比剂后连续动态扫描获

得的病变区信号强度为纵坐标, 以相应的扫描

时间为横坐标各点连接而成的曲线图)、病灶增

强百分率、局部组织血容量以及局部肝组织血

流量等参数值. 
在肝细胞癌中, 灌注量的变化与微血管密

度及分布密切相关. 肿瘤恶性程度越高, 肿瘤内

微血管密度也越高. 多数报道肝动脉灌注指数

明显升高, 门静脉灌注量及其灌注指数明显减

少, 血流灌注图上显示为高灌注, 时间-信号强

度曲线在T1WI上表现为速升速降, 在T2WI上为

速降速升, 增强后20-30 s达到峰值或低谷; 在动

态Gd-DTPA增强时动脉期有明显强化, 其时间-
信号曲线表现为灌注阶段信号幅度快速大幅下

降, 而后恢复也很快[9,11]. Yoshioka et al [12]报道, 
在检测肝细胞癌时高分辨力灌注成像的敏感度

达91.7%, 甚至对于1 cm或更小肝细胞癌也可达

78.6%, 而在对照组仅为76.3%和27.3%, 提示高

分辨力灌注成像能提高小细胞肝癌的检出率. 
因此, 对于微小肝细胞癌, 动态MR灌注成像根

据绘制的时间一强度曲线仍能作出诊断, 在小

肝癌定性诊断方面具有独特优势. 也有学者研

究MR动态增强模式与组织学上HCC微血管生

成之间的关系, 以VEGF表达升高及MVD密度增

加为表现的微血管生成对HCC的动态强化模式

产生影响, 反映出肿瘤的新生动脉血供[13]. 

2.3 DWI 磁共振DWI技术是目前唯一能检测活

体组织内水分子扩散运动即布朗运动的影像技

术, 该技术通过检测活体组织内水分子的微观

扩散运动状态来反映机体组织结构的生理、

病理特点, 他不同于常规的MRI技术, 是新型的

磁共振功能成像技术中的一种, 为疾病的诊断

提供了一条无创安全的新途径, 目前最常用的

DWI的扫描序列为EPI技术. 在活体组织中, 扩
散系数受到许多微循环因素影响, 如体液的流

动、细胞的渗透性、温度、毛细血管灌注和细

胞膜通透性的方向等, 同时受宏观因素的影响, 
如呼吸、血管搏动、肠道蠕动等生理活动方面

的影响. 因此, 在实际工作中常用表观扩散系数

(apparent diffusion co-efficient, ADC)来代替真正

的扩散系数. 
肝脏内占位性病变中肝癌、血管瘤和肝囊

肿三者的平均ADC值之间存在显著差异, 肝癌

ADC值最低, 血管瘤次之, 肝囊肿最高, 转移瘤与

原发性肝癌之间ADC值无显著差异[14]. 对于肝脏

内良恶性病变的ADC值是否存在绝对的分界点, 
目前尚缺乏大规模的研究报道. Kim et al [15]研究

认为ADC值为1.6×10-3 mm2/s, 作为鉴别肝脏良

恶性肿瘤的分界点敏感性达98%, 特异性为80%. 
良性病变的ADC值多>1.6×10-3 mm2/s, 恶性病变

的ADC值多<1.6×10-3 mm2/s, 但病例太少, 难以

有绝对的说服力, 尚需进一步研究探讨. 
2.4 MRS 是无损伤性研究活体器官组织代谢、

生化变化及化合物定量分析的惟一方法. 肝脏

MRS 的临床研究尚处于初步阶段, 主要是31P谱
和1H谱. 肝脏31P谱通常可以检出6条不同的共

振峰, 从左向右依次为磷酸单酯(PEM)、无机

磷(Pi)、磷酸二酯(PDE)和三磷酸腺苷(γATP、
αATP及βATP). 活体内31P-MRS研究显示肝脏恶

性肿瘤的磷酸单酯/磷酸盐(PME/Pi)、磷酸单酯

/β-三磷酸腺苷(PME/β-ATP)比值升高, 可能与合

成磷脂膜的中间产物PC和PE增高有关, 恶性肿

瘤的pH值比正常肝实质高[16]; 较多研究[17-18]表

明肝脏肿瘤的31P-MRS主要表现为肿瘤组织内

出现以PME增高为特征的高水平磷酸代谢和细

胞内pH值呈碱性. 与其他肝良性病变或正常肝

相比, 其他共振峰显示降低. 因此, 肝脏31P-MRS
有助于鉴别肝脏的良恶性病变. 但也有研究者

认为, 31P-MRS对肝脏良恶性病变的鉴别诊断价

值有限, 虽然多项研究显示肝脏肿瘤性病变出

现PME/ATP升高等改变, 但并无特异性, 无法鉴

别良恶性, 也无法鉴别不同的肿瘤类型, 这可能

与活体31P-MRS对肝脏代谢标记物的检测能力

有限等因素有关[19]. Kuo et al [20]用3 T MRA机

研究了1H-MRS在较大肝脏肿瘤(3 cm以上)鉴
别诊断中的作用, 发现良恶性肿瘤的胆碱/脂质

(Cho/Lip)差异有统计学意义, 恶性肿瘤Cho/Lip
升高. 然而, 由于1H-谱的化学位移范围较窄, 为
8-10 ppm(×10-6), 许多化合物的峰相互重叠, 有
时难以区分, 并且谱线SNR较低, 使其代谢产物

分析结果的可信度降低, 有待进一步研究. 
2 .5  M R A 三维造影剂增强磁共振血管成像

■相关报道
尚全良 et al 报道
利用DWI对肿瘤
组织不同时点平
均 A D C 值 的 测
量、对比可以量
化动态评价肝癌
组织TACE术后的
坏死、复发情况.
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(three-dimensional contrast-enhanced magnetic 
resonance angiography, 3D CE MRA)是最近发展

起来的无创性技术, 操作简便, 适用于门静脉检

查[21-23]. 使用该技术, 只需从外周静脉注射少量

钆剂(gadolinium, Gd), 一次屏气即能完成门脉

成像. 钆剂比CT及X线血管造影所用的含碘造

影剂安全性高, 能缩短血流T1值, 3D CE MRA克

服了用时间飞越法(time of flight, TOF) 和相位

对比法(phase contrast, PC)的流动伪影和饱和作

用, 而且无辐射之忧. 林江 et al研究表明3D CE 
MRA能准确地判断肝癌患者门脉受累的情况, 
其总体敏感性为99%. 特异性为96%, 阳性预测

值为91%, 阴性预测值为99%. 该法显示门脉主

干的准确性达100%[24]. 3D CE MRA能较清楚地

显示门脉癌栓、门静脉海绵样变、肝动静脉瘘

等肝癌血管性并发症, 可用于评价肝癌的分期

及治疗方案的选择[25]. 

3 高场强磁共振成像技术在肝癌治疗中的应用

3.1 M R I对肝癌TA C E疗效的随访 由于肝癌

TACE术难以达到肿瘤完全坏死, 且肝癌易复发, 
因此肝癌TACE术后患者须定期随访, 早期发现

存活瘤组织及复发灶, 以决定下一步治疗. 随着

磁共振硬件及软件技术的发展和完善, 尤其是

具有高场强磁共振机的研制成功以及快速扫描

技术的出现, 为受呼吸、心跳等因素影响较为

明显的肝脏进行各种磁共振功能成像提供了可

能, 使得MRI对评价肝癌的TACE术疗效有了较

高的价值, 因此在随访过程中应合理应用MRI各
种检查技术, 以更好地指导临床治疗. 

MRI常规平扫和动态增强扫描对肝癌TACE
疗效的随访价值较大, 特别是SE序列的T2WI, 
术前病灶为高信号, 术后信号下降呈低信号或

等信号, 活检证实为病灶坏死, 故TA C E术后

T2WI上呈低信号或原来的信号由高转低者, 都
代表凝固性坏死[26]. 肿瘤残存在T2WI上为轻-中
等度高信号, 动态增强早期可见强化; 肿瘤自然

坏死、出血在T2WI上可为高信号, 但在动态增

强中无强化可与肿瘤残存鉴别, 凝固性坏死、

纤维化在T2WI上为等、低信号, 动态增强无强

化[27]. 增强扫描早期对肿瘤存活的判断更为可

靠, 而增强晚期有强化者, 可以是肿瘤组织, 也
可以是炎性细胞的浸润, 二者的鉴别有一定的

困难. 虽然MRI对判断肝癌TACE治疗后肿瘤坏

死和残存有较高的准确性, 但对于纤维间隔包

裹或增强早期无强化的包膜下少量肿瘤残存难

以识别[28]. 

MRI灌注图在检测TACE术后残存肿瘤组织

的灌注方面很有价值[29], TACE的疗效可以通过

比较术前术后相对肝血容量图(rHBV图)的灌注

差异而评估[30]. Tsui et al [30]报道, TACE术前, 除
了坏死区域肿瘤在rHBV图上都表现为高灌注

(由于瘤内微血管形成), 相应动脉造影示富血

供; 术后大多数肿瘤都为明显的低灌注, 在信号

强度-时间曲线上肿瘤显示暂时信号回落, 一旦

对比剂重分布至胞外间隙, 信号回落消失. Chan 
et a l [29]报道10例原发性肝癌和2例转移性肝癌, 
同样发现所有肿瘤的时间-信号强度曲线都有暂

时信号回落, 重建肝血容量图可见大多数肿瘤

(80%)术前为高灌注, 术后为低灌注, 肿瘤内残

存的高灌注区血管造影显示为富血供区, 提示

通过MRI检测残余瘤组织的灌注来评估TACE 
对HCC的疗效是很有价值的. 对直径>1 cm的单

发病灶检出最佳, 这项技术为非侵入性, 可作为

常规的随访方法[30]. 
利用DWI技术能定量和定性地评价TACE的

疗效. ADC图能够定量分析扩散过程, 存活瘤和

坏死瘤的ADC值有明显差异. Geschwind et al [31]

对VX2肿瘤兔模型进行VX2瘤TACE术, 术后2 d
左右对肿瘤进行DWI, 发现DWI上坏死的肿瘤

组织呈低信号, 存活的肿瘤组织呈高信号, 坏死

肿瘤内的ADC值明显高于存活的肿瘤组织, 这
是由于坏死区细胞溶解致胞外大量水分子自由

扩散致. Kamel et al [32]报道了8例HCC患者的9个
病灶, 行TACE术后DWI示6个病灶高信号(可能

由于栓塞后凝固性坏死), 2个低信号, 1个为等信

号, 不强化区(坏死的肿瘤)的ADC值明显高于强

化区(存活的肿瘤), 通过与病理对照, 认为DWI 
测定TACE术后肿瘤坏死程度优于常规T1WI、
T2WI及Gd-DTPA增强MRI, DWI能用于评估大

肝癌TACE术后肿瘤坏死程度并且能指导患者

的下一步处理. 尚全良 et al [33]则将原发性肝癌患

者23例按TACE术时点不同分为4组观察, 分别

行DWI, 发现术后各时点肝癌组织的平均ADC
值较术前明显升高, 差异有显著性; 此外, 术后

30-38 d大部分病灶的平均ADC值都较术后7-10 
d的平均ADC值有不同程度下降, 表明这些病例

都有不同程度复发, 其中平均ADC值下降明显

的2例复发也最为明显, 因此, 利用DWI对肿瘤

组织不同时点平均ADC值的测量、对比可以量

化动态评价肝癌组织TACE术后的坏死、复发

情况. 
M R S对肝癌TA C E的随访价值还在不断

■应用要点
对肝癌的诊断与
治疗, 高场强MR
仪既能提供优质
的形态图像, 又能
提供病变功能及
代谢方面的信息, 
还可用于治疗过
程及反应的监测. 
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探索当中. 有学者对肝癌化疗或化学栓塞后31P 
-MRS变化进行了研究, 发现局部化疗或栓塞早

期: Pi显著升高, α、β-磷酸核苷酸(NTP)下降; 
治疗后期: PME增高, PDE下降[34]. 这些初步研

究表明31P-MRS波谱分析可以用来检测肝癌化

疗栓塞后的代谢反应, 有效地监测疾病进程和

治疗效果. 此外, 有研究报道1H-MRS对检测肝

癌在TACE术后的早期代谢改变很有价值[20,34]. 
1H-MRS研究中, 肝脏肿瘤与正常肝实质或肝硬

化相比, 其Cho峰升高, Lip峰下降; 肝癌在TACE
术后的Cho峰值显著降低; Cho/Lip比值也较术

前明显下降, 因而测定Cho对于监测TACE 对肝

癌的疗效很有意义. 
3.2 MRI对肝癌三维适形放疗(3-DCRT)后肝损

伤的评价 近年来随着3-DCRT技术在临床的应

用, 肝癌放疗的局部疗效明显提高, 随之放射性

肝损伤的发生率也增加, 及时准确的判断并评

价肝脏放射性损伤的有无及其程度, 对临床药

物治疗、肿瘤放疗方案的制定与修正显得尤为

重要. 放射性肝损伤MRI表现有一定的特征性, 
MRI平扫与动态增强扫描有较高的诊断价值. 急
性放射性肝损伤表现为与受照射区形态相似大

片状肝水肿, T1WI上为低信号, T2WI为高信号, 
Gd-DTPA增强后动脉期无强化; 慢性放射性肝

损伤平扫T1WI为不规则片状稍低信号, T2WI为
稍高信号, Gd-DTPA增强后动脉期强化不明显, 
静脉期及延迟期强化明显[35]. 随着MRI许多新

技术的出现, 将为肝损伤提供更方便、准确的

新方法, 如磁化传递成像能更早期显示肝纤维, 
DWI与PWI不但能显示早期肝损伤的变化, 还可

显示肝肿瘤放疗后微血管血流灌注的变化, 有
助于评价放疗结果, 而MRS的应用, 将能鉴别肿

瘤残灶、肿瘤复发与慢性放射性肝损伤. 总之, 
MRI将在肝脏3-DCRT中发挥更大的作用[36]. 
3.3 M R I对肝癌消融治疗的评价 影像引导下

经皮消融治疗因具有微创、易于实施、疗效

确切、可反复进行等优点, 已越来越多地用于

治疗肝癌. 用影像学方法观察肿瘤灭活是否彻

底、有无肿瘤复发, 对提高治愈率、生存率具

有重要的意义[37-38]. 
肝癌的热消融包括经皮射频消融术, 经皮

微波消融术、经皮激光消融术等, 这些方法都

是对病灶的局部进行加温, 使肿瘤细胞因高温

而坏死. 那么温度应加到什么程度, 如何在尽量

地杀死肿瘤细胞的同时保护正常组织等一些问

题是国内外广大学者一直研究的课题, 这些问

题的中心点就是如何准确地测温[39]. 过去人们曾

应用在病灶内插入热敏电耦的方法来测温, 但
这是一种有损伤的测温方法, 另外插入的探针

不可能太多, 所以对加温过程中病灶温度变化

的监测有局限性. MRI是唯一能将直观选择层面

的实时成像与温度图相结合的成像方式[40]. 这种

无损伤的测温技术, 主要有3个参数与温度相关: 
自旋晶格弛豫时间(T1), 分子弥散系数(D)和质

子频移(proton resonance frequency shift, PRFS), 
基于PRFS理论的温度测量方法被认为是最有前

途的测温方法[41]. MR对热消融治疗肝癌的优势

在于, 不仅可以实时进行温度检测, 还可以用以

确定靶区, 提供早期的治疗效果评价. 
有文献报道磁共振DWI对肝脏消融治疗后

存活肿瘤检出能力高于常规MRI[42], 能对肝癌消

融治疗后各组织成分定性, 有望提高消融后局

部疗效的准确性[43]. 亦有文献报道MRI常规平扫

和动态增强扫描评价氩氦刀冷冻消融治疗肝癌

的疗效可靠、准确, 术后定期MRI随访对疗效评

价具有重要意义[44]. 

4  结论

目前高场强MR成像系统存在的问题主要是体

内射频场不均匀(外磁场增高, 质子进动频率增

加, 所需激发射频的频率增加, 射频波长变短, 
造成射频场不均匀)导致的MR图像信号丢失, 射
频能量沉积造成的组织产热增加[45], 以及在机体

大分子结构、神经传导或血流等生理方面潜在

的危险[4]. 附加绝缘垫的应用、高性能射频线圈

的研制可在一定程度上弥补以上问题带来的影

响[46], 但有关高场强MR物理性质与相应机体生

理机制的相互作用更深层的问题有待进一步探

讨. 从1.5 T MR仪近20年的临床普及应用, 以及

3.0 T MR仪成像新技术在肝癌诊断治疗中初步

表现出的优势中, 我们应该承认高场强MR的时

代已经来临, 随着高场强MR仪软硬件的进一步

开发, 相信他将对肝癌的诊断与治疗发挥更大

的作用. 
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Abstract
AIM: To study the influence of Tiaozhong 
granule (TZG) on the vasoactive intestinal 
peptide (VIP), substance P (SP), superoxide 
dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and 
glutathione perioxidase (GSH-PX) in rats with 
experimental mixed reflux esophagitis.    

METHODS: The rats were randomly divided 
into five groups: the model group (E), the nor-
mal group (D), TZG group (A), Banxia Xiexin 
decoction group (C) and cisapride group (B). 
Then esophagoduodenal end-to-side anastomo-
sis was used to make rat model of mixed reflux 
esophagitis. The histopathological examination 
(HE staining) was used to observe the changes 
of esophageal mucosa. The contents of SP and 

VIP in esophageal tissues were detected 2 wk af-
ter drug administration by immunohistochemi-
cal technique, and spectrophotometric methods 
was used to detect the activity of SOD, MDA 
and GSH-PX. 

RESULTS: In comparison with those in group 
E, the contents of VIP and SP were markedly in-
creased in group A, B and C (VIP: 113.61 ± 11.36, 
118.74 ± 12.81, 107.33 ± 15.95 vs 91.05 ± 10.66, P 
< 0.05; SP: 132.24 ± 10.51, 140.86 ± 11.63, 133.54 ± 
14.02 vs 113.73 ± 16.37, P < 0.05), and the esopha-
geal mucosa under light microscope were also 
repaired to some extent, with R values of 0.8532, 
0.5521 and 0.7865, respectively; meanwhile, 
MDA content was decreased (4.11 ± 0.37, 4.64 
± 0.60, 4.29 ± 0.29 vs 5.77 ± 0.16, P < 0.05), and 
SOD and GSH-PX activity were enhanced (SOD: 
431.94 ± 21.87, 402.98 ± 36.59, 384.66 ± 46.02 vs 
345.02 ± 24.11, P < 0.05; GSH-PX: 135.83 ± 3.71, 
118.26 ± 6.34, 122.78 ± 4.76 vs 112.77 ± 6.20, P < 
0.05). 

CONCLUSION: TZG can treat mixed reflux 
esophagitis through increasing the expression 
of VIP and SP, the activity of SOD and GSH-PX 
and the decrease of MDA. 

Key Words: Reflux esophagitis; Tiaozhong granule; 
Oxygen free radical; Brain gut petide
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摘要
目的: 研究调中颗粒对混合反流性食管炎大
鼠食管黏膜血管活性肠肽(VIP)、P物质(SP)
的水平及血浆中脂质过氧化物(M D A)、超
氧化物歧化酶(SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶
(GSH-PX)活性的影响.   

方法:  将大鼠随机分成5组 ,  调中颗粒组(A
组)、西沙必利组(B组)、半夏泻心汤组(C
组)、正常对照组(D组)、空白模型组(E组), 用
食管十二指肠端侧吻合术法制备混合反流性

www.wjgnet.com
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■背景资料
反流性食管炎是
消化系统的常见
病, 调中颗粒临床
运用20余年, 已通
过省药监局院内
制剂审批(批准文
号: 鄂药制字2005
第Z01-112号)的
治疗反流性食管
炎的经验方剂, 但
机制不明. 

■同行评议者
刘铁夫, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属四院消化病诊
疗中心



食管炎大鼠模型, 于给药2 wk后处死大鼠, HE
染色观察病理改变, 免疫组织化学技术检测大
鼠胃黏膜VIP和SP的水平, 比色法检测血浆中
SOD、MDA和GSH-PX的活性.   

结果: 与E组比较, A、B、C组光镜下食管黏
膜组织有不同程度的修复, 平均R 值分别为
0.8532、0.5521、0.7865, 差异显著(P <0.05), 
其V I P和S P表达明显增强(V I P: 113.61± 
11.36, 118.74±12.81, 107.33±15.95 vs  91.05
±10.66, P <0.05; SP: 132.24±10.51, 140.86
±11.63, 133.54±14.02 vs  113.73±16.37, 
P <0.05); MDA含量降低(4.11±0.37, 4.64±
0.60, 4.29±0.29 vs  5.77±0.16, P <0.05)、SOD
和GSH-PX的活性提高(SOD: 431.94±21.87, 
402.98±36.59, 384.66±46.02 v s  345.02
±24.11, P <0.05; GSH-PX: 135.83±3.71, 
118.26±6.34, 122.78±4.76 vs  112.77±6.20, 
P <0.05). 

结论: 调中颗粒可能通过SP和VIP表达增强
来调节胃肠运动从而降低MDA的含量, 提高
SOD和GSH-PX的活性, 抑制反流性食管炎的
发展, 促进黏膜的修复, 从而起到抑制胃肠内
容物的反流和反流性食管炎的发展的作用.  

关键词: 反流性食管炎; 调中颗粒; 氧自由基; 脑肠肽
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0  引言

反流性食管炎是消化系统的常见病, 是由多种

原因造成胃或/和十二指肠内容物反流入食管而

引起的食管黏膜损伤. 调中颗粒是临床运用20
余年, 已通过省药监局院内制剂审批的治疗反

流性食管炎的经验方剂, 但机制尚不十分明确. 
本实验旨在通过测定混合反流性食管炎大鼠食

管黏膜血管活性肠肽(VIP)和P物质(SP)的水平

及血浆中的脂质过氧化物(MDA)、超氧化物歧

化酶(SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)的
活性, 探讨调中颗粒对混合反流性食管炎大鼠

的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康SD大鼠56只, 体质量180±20 g. 
由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供, 
调中颗粒(姜半夏10 g、黄连6 g、黄芩8 g、炮姜

3 g、太子参15 g、甘草6 g、大枣10 g、杏仁10 
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g、厚朴10 g)由武汉市中西医结合医院制剂室

提供, 用蒸馏水稀释成浓度为2 g/mL、1 g/mL、
0.5 g/mL的溶液. 半夏泻心汤(半夏12 g、黄芩、

干姜、党参、炙甘草各9 g、黄连3 g、大枣4枚)
药物及制剂(制备成浓度为1.74 g/mL的汤剂)由
武汉市中西医结合医院制剂室提供. 西沙必利

由西安杨森制药有限公司生产, 每片5 mg, 用蒸

馏水稀释成20 g/L的溶液. BX-60型Olympus光学

显微镜(日本奥林巴斯公司产品); HUMIAS-2000
医学图文分析系统由武汉千屏影像技术有限责

任公司提供; TU-1800S型紫外分光光度计(北京

普析通用公司); SOD试剂盒(50T, 20061102)、
MDA试剂盒(50T, 20060816)、GSH-PX试剂盒

(50T, 20061008)均由南京建成生物工程研究所

提供; VIP试剂盒、SP抗体及即用型SABC免疫

组化染色试剂盒均由武汉博士德生物工程有限

公司提供. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及喂养: 该动物模型复制过程中动物

有一定的死亡率[1], 酌情调整各组大鼠数量. 将
58只大鼠随机分成5组: 调中颗粒组、半夏泻

心汤组、西沙必利组、空白模型组12只和正常

对照组10只. 造模成功24 h后开始给药, 各组按

2 mL/100 g给予调中颗粒组[10.03 g/(kg·d)]、
半夏泻心汤组[8.71 g/(kg·d)]、西沙必利组[0.09 
g/(kg·d)], 正常对照组和空白模型组给予同体积

的生理盐水ig, 2次/d, 共给药2 wk. 
1.2.2 造模: 造模选用王雯 et al [1]的食管十二指肠

端侧吻合术法. 大鼠适应环境4-7 d后, 用10 g/L
戊巴比妥钠麻醉(30 mg/kg ip), 将大鼠固定于手

术台, 取上腹部正中切口进腹. 进腹后将食管下

段分离出神经和血管, 结扎贲门, 切断食管; 缝
合贲门并荷包包埋入胃中, 保留全胃. 于距幽门

约1 cm处纵行切开十二指肠壁约0.5 cm, 与食管

下端行食管十二指肠端侧吻合术, 关腹前腹腔

内注入生理盐水1 mL及硫酸庆大霉素2万IU. 术
后禁食24 h, 不禁水. 观察大鼠饮食、粪便及活

动情况. 正常对照组行假手术, 进腹后将食管下

段分离出神经和血管后关腹. 造模时间为4 wk. 
造模过程中间断出现动物不能耐受实验而死亡, 
造模结束时调中颗粒组、半夏泻心汤组、西沙

必利组、空白模型组和正常对照组分别剩余

10、9、8、9和10只. 
1.2.3 实验步骤: 给药结束后禁食不禁水12 h, 心
脏取血, 置于5 mL的抗凝采血管中, 3500 r/min, 
10 min离心, 取上清, 血浆MDA、SOD和GSH-

www.wjgnet.com

■研发前沿
反流性食管炎是
临床上一种常见
的消化道动力障
碍性疾病, 其并发
症Barrett食管和
食管腺癌的发病
率越来越高, 已受
到广泛重视, 因此
有效防治反流性
食管炎已成为当
今国内外学者研
究的热点. 本课题
紧紧围绕临床急
需解决的关键技
术进行研究, 具有
较高的研究价值
和研究前景, 尤其
是对中药现代化
研究, 提高中医药
竞争力意义重大.
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PX含量采用比色法测定, 具体操作步骤按试剂

盒说明进行; 取食管下端的大小约为0.5 cm×0.5 
cm食管壁全层一块, 立刻置于4℃ 40 g/L的多聚

甲醛中固定2 h, 备免疫组化用. 另将胃食管交界

上1 cm处向咽喉部1 cm长食管一段, 固定于40 
g/L甲醛中, HE染色后光镜观察病理改变. 
1.2.4 观察指标: (1)病理变化参照1999-12中华医

学会消化内镜学会颁布的标准[2-3]: 鳞状上皮增

生、黏膜固有层乳头延伸、炎细胞浸润为轻度, 
出现黏膜糜烂为中度, 有溃疡形成或Barrett食管

改变为重度. (2)免疫组化染色结果判定标准: SP
及VIP阳性纤维呈深黄色或棕黄色者为强阳性, 
黄色为阳性, 浅黄色为弱阳性, 与背景同色呈紫

蓝色者为阴性. 
SP、VIP和一氧化氮合酶(NOS)免疫阳性纤

维平均灰度值[4], 用HUMIAS-2000医学图文分

析系统, 通过显微摄像系统放大400倍, 每张切

片随机选取5个视野, 测定食管黏膜中SP、VIP
和NOS阳性纤维的平均灰度值, 代表SP、VIP和
NOS含量的多少, 灰度值越大, 表示SP、VIP和
NOS含量越高. SOD、MDA和GSH-PX的活性以

活力单位表示. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 

计量资料结果用单因素方差分析, 组间用q 检

验, 等级资料的假设检验采用Ridi t分析. 应用

SPSS13.0统计软件分析数据.

2  结果

2.1 病理学 6 wk后正常组食管黏膜上皮完整, 基
底侧的结缔组织呈乳头状突向上皮; 调中颗粒

组食管黏膜基本恢复正常; 西沙必利组食管黏

膜固有层乳头延伸仍有炎细胞浸润, 多数属于

轻度改变; 半夏泻心汤组食管黏膜基本修复细

胞排列紊乱; 模型组鳞状上皮增生, 黏膜固有层

乳头延伸, 出现炎细胞浸润, 黏膜糜烂, 有溃疡

形成, 多数属于重度改变(图1). 经过Ridit分析, 
模型组和正常组比较有统计学差异, 表明模型

复制成功, 模型组和西沙必利组、半夏泻心汤

组、调中颗粒组比较有统计学差异, 表明药物

干预有效(表1).
2.2 血浆中SOD、MDA和GSH-PX的活性变化 
模型组大鼠MDA的表达增加, SOD和GSH-PX的

表达减少; 药物治疗均可使SOD和GSH-PX表达

■相关报道
沈水杰 et al 对目
前中医药治疗反
流性食管炎的研
究进行了综述. 郑
琴 et al 就氧自由
基与反流性食管
炎的关系进行了
深入论述. 

■创新盘点
本课题改传统汤
剂为颗粒剂, 从与
反流性食管炎病
情发展密切相关
的氧自由基入手
探讨中药作用的
机制及与发展预
后的关系, 充分体
现了中医药的特
色和优势.

表 1 6 wk后各组大鼠食管黏膜病理改变程度及平均R值(n)

     
分组                      n 

                            病理分级

                                    无改变   轻度   中度   重度  平均R 值

调中颗粒组       10     8 2        0        0     0.8532a

半夏泻心汤组     9     6 2        1        0     0.7865a

西沙必利组         8     5 1        2        0     0.5521a

模型组            9     0 1        5        3     0.4321b

正常组          10   10 0        0        0     0.9325

aP<0.05 vs  模型组; bP<0.01 vs  正常组.

A B C

D E

图 1 调中颗粒对大鼠食管黏膜组织的影响(HE×400). A: 调中颗粒组; B: 西沙必利组; C: 半夏泻心汤组; D: 正常组; E: 模 

型组.
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■应用要点
调中颗粒是防治
反流性食管炎的
有效制剂, 对其在
氧自由基方面的
作用机制的研究
有助于进一步明
确其作用范围, 推
广其在临床上的
应用.

增加, 使MDA的表达减少. 模型组与正常对照组

比较, 差异显著(P <0.01); 各治疗组与模型组比

较, 差异显著(P <0.01); SOD调中颗粒组和西沙

必利组无显著差异(P >0.05), 与半夏泻心汤组差

异显著(P <0.05); MDA调中颗粒组与西沙必利组

差异显著(P <0.05), 与半夏泻心汤组无显著差异

(P >0.05); GSH-PX调中颗粒组与西沙必利组、

半夏泻心汤组差异非常显著(P <0.01). 
食管黏膜中SP和VIP阳性纤维的平均灰度

值,  模型组大鼠VIP表达明显增强, 而SP表达减

弱, 调中颗粒、半夏泻心汤、西沙必利均能使

VIP的表达下调, SP的表达上调模型组与正常

对照组比较差异显著(P <0.01); 各治疗组均可使

VIP表达明显减弱, 而SP表达增强(P <0.01); 中药

组与西药组比较无显著差异(P >0.05). 调中颗粒

组和半夏泻心汤组比较无显著差异(P >0.05)(表
2, 图2). 

3  讨论

反流性食管炎是由多种原因造成胃或/和十二

指肠内容物反流入食管而引起的食管黏膜损伤. 
其发病机制与食管下段括约肌(lower esophageal 
sphincter, LES)功能异常密切相关[5-7]. 包括频繁

出现一过性下食管括约肌松弛和/或LES静息压

降低、LES松弛率增高, 从而造成抗反流屏障功

能低下, 使胃酸、胃蛋白酶和十二指肠内容物

等反流至食管造成食管黏膜的损伤[8-11]. 我们采

用公认的食管十二指肠端侧吻合术破坏LES的
功能, 人为造成胃十二指肠内容物混合反流, 与
人体内的反流情况十分相似, 而LES的功能状态

受到胃肠激素和胃肠神经的双重调节, 二者作

为调节递质在食管神经肌肉的调控中发挥重要

的作用[12-15], 故我们进一步采用药物进行治疗, 
观察药物对胃肠激素和胃肠神经的影响, 从而

改善反流状况. 现已证实, 内源性VIP为肠神经

系统中的主要抑制性肽能神经递质, 能引起LES

松弛[16-18]. SP则为主要兴奋性肽能神经递质, 其
胞体存在于食管神经丛内, 发出纤维到达食管

壁各层, 其兴奋时可引起LES收缩[19]. SP神经元

减少或功能降低, VIP神经元增加或功能增强, 
导致LES运动功能障碍[20]. 据报道, RE患者LES
局部组织中和血浆中的VIP含量显著高于轻度

RE患者和正常人, 而SP明显低于后者, 并且VIP
的含量越高, SP的含量越低, LESP就越低, 造成

胃食管反流和食管黏膜损害就越严重, 二者介

导了LES运动功能的调节并参与了RE的致病过

程[21-24]. 
而胃十二指肠内容物反流引起的食管黏

膜损伤则与局部生成了过多的氧自由基, 机体

的氧化与抗氧化失衡, 出现氧化应激密切相关. 
氧自由基主要攻击生物膜中多聚不饱和脂肪

酸, 激发连锁反应, 形成一系列脂质过氧化产物

(LPO)及其降解产物丙二醛(MDA)等. 故MDA含

量反应炎症的严重程度. 机体的抗氧化系统分

为内源性酶类抗氧化剂和外源性营养抗氧化剂, 
两者均具有中和与减轻活性氧毒性反应的功能. 
内源性酶类抗氧化剂主要有SOD、GSH-PX和

过氧化氢酶等. 因此SOD和GSH-PX活性高低反

应了机体清除自由基能力的大小, 而提高局部

自由基清除剂SOD和GSH-PX的活性可以有效

地预防炎症的发生和发展[25-26]. 
实验结果显示模型组大鼠食管黏膜VIP水

平明显升高, SP显著降低, 二者含量的异常及

比例的失衡可能是导致胃、十二指肠内容物反

流的主要原因, 而模型组大鼠MDA的表达增加, 
SOD和GSH-PX的表达减少则可能是食管动力

障碍引起胃十二指肠内容物反流造成食管黏膜

损伤的结果. 
反流性食管炎属中医“吞酸”范畴, 胃气

上逆是其基本病机, 酸水泛溢是其病理关键. 本
病病在食管, 属脾胃所主. 脾宜升则健, 胃宜降

则和. 脾胃升降相因, 则气机调畅, 食管运动正

表 2 6 wk后各组大鼠血浆中SOD、MDA、GSH-PX的活性和大鼠食管黏膜中VIP、SP阳性纤维的平均灰度值(mean±SD)

     
分组                         n                SOD/U             MDA/U      HSH-PX/U          VIP                              SP

调中颗粒组          10       431.94±21.87bg        4.11±0.37bd  135.83±3.71bfh    113.61±11.36bd        132.24±10.51bd

半夏泻心汤组        9       384.66±46.02a        4.29±0.29b        122.78±4.76b       107.33±15.95b        133.54±14.02b

西沙必利组            8       402.98±36.59a        4.64±0.60b        118.26±6.34a       118.74±12.81b        140.86±11.63b

空白模型组            9       345.02±24.11d        5.77±0.16d  112.77±6.20d       150.42±7.28d          113.73±16.37d

正常对照组          10       466.15±13.77        3.62±0.18  141.64±3.88 91.05±10.66          152.13±11.87

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常组; eP<0.05, fP<0.01 vs  西沙必利组; gP<0.05, hP<0.01 vs  半夏泻心汤组.
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■名词解释
自由基: 指在外层
电子轨道含有1个
或多个不配对电
子的原子、原子
团或分子, 由氧分
子衍生的自由基
称为氧自由基. 过
多的氧自由基可
攻击脂肪酸、蛋
白质和核酸, 导致
组织损伤. 

常. 若脾胃升降失常, 胃气上逆, 则必然会导致 酸水上泛至食管[27]. 中医的升降理论和现代医学

A A1

B B1

C C1

D D1

E E1

图 2 各组大鼠食管黏膜中VIP和SP阳性纤维分布情况. A-A1: 半夏泻心汤组; B-B1: 调中颗粒组; C-C1: 西沙比利组; 

D-D1: 正常组; E-E1: 模型组; A-E: VIP; A1-E1: SP.
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的兴奋和抑制调节作用非常相似, 通过调理气

机升降可以调节胃肠激素和脑肠肽的分泌及其

平衡, 进而调节食管和胃肠功能活动. 调中颗粒

在半夏泻心汤的基础上加减而成, 在中医理论

中都具有调节气机升降的作用, 二者在本实验

中均显示出明显的双向调节作用, 使SP表达增

强, VIP和表达减少, 通过调节二者的比例, 进而

调节胃肠运动, 降低食管黏膜中MDA的含量, 提
高SOD和GSH-PX的活性, 抑制反流性食管炎的

发展, 促进黏膜的修复. 因此, 二者可能就是通

过调节气机升降, 进而调节胃肠运动, 恢复食管

功能, 从而减轻以酸为主的十二指肠内容物反

流对食管黏膜的损伤, 保护食管黏膜的完整性. 
其中调中颗粒对MDA作用优于西沙必利组

(P <0.05), 对SOD作用优于半夏泻心汤(P <0.05), 
对G S H-P X作用优于西沙必利、半夏泻心汤

(P <0.01), 这可能与其组方有关, 调中颗粒中加

入杏仁、厚朴苦温下气, 助肺气肃降以利胃气

和降, 这与西医的促动力药有相同功效. 但西药

促动力药主要功效为减少反流, 而未能很好地

解决LES松弛这一关键性问题. LES功能低下属

中医“正虚”范畴, 应责之中气不足, 脾不升清, 
无力制约浊气上逆. 现代药理学研究表明, 人
参、大枣、甘草等补益中气药物有调整胃肠功

能, 增强胃肠平滑肌张力及免疫功能的作用, 对
于提高LES张力, 改善其功能有一定的作用[13], 
调中颗粒中的太子参、炙甘草、大枣正好弥补

了西医促动力药的缺陷.  
因此 ,  调中颗粒可能通过使S P表达增强 , 

VIP表达减少调节胃肠运动从而降低MDA的含

量, 提高SOD和GSH-PX的活性, 抑制反流性食

管炎的发展, 促进黏膜的修复. 从而起到抑制胃

肠内容物的反流和反流性食管炎的发展的作用.
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Abstract
A I M : T o e x p l o r e t h e p r e v e n t a t i v e a n d 
curative function of Hippophae rhamnoides L 
in combination with Shugan Liqi drugs (Xiao 
Yao San) or Qingre Lishi drugs (Er Miao San) 
respectively on experimental mice with fatty 
liver diseases.

METHODS: Rats were randomly divided into 

five groups: the normal group (N), the model 
(M), Dongbao Gantai (D), Hippophae rhamnoides 
L with Xiao Yao San (SA) or Er Miao San group 
(SB); in each group there were 10 rats. The rats 
in group N were fed with basic feed; the rats in 
the other groups were fed with food containing 
high fat for 8 wk, and then treated with the cor-
responding drugs while fed with high-fat diet 
and 250 mL/L alcohol 12 mL/kg per day for 1 
mo. We observed the quantity of food intake, 
body weight, index of liver and spleen, and 
serum levels (mmol/L) of cholesterol (CHO), 
triglycerides (TG), low density lipoprotein (LDL), 
very low density lipoproten (VLDL) and high 
density lipoproten (HDL) as well as liver pathol-
ogy before and after drug administration.

RESULTS: Two months after high-fat diet 
feeding and intervention of drugs, compared 
with those in group N, the body weights were 
increased in group M; the levels of serum CHO, 
TG, and VLD were obviously increased, and 
those of LDL and HDL were decreased dramati-
cally. In comparison with those in group M, TG 
and VLDL levels were decreased in group SA 
and SB (TG: 3.9 ± 0.2, 4.0 ± 0.1 vs 5.4 ± 0.3; VLDL: 
2.4 ± 0.1, 2.7 ± 0.1 vs 3.1 ± 0.2, P < 0.05), and the 
quantity of food intake was also reduced; mean-
while, TG level was decreased in group D (3.3 
± 0.5 vs 5.4 ± 0.3, P < 0.05). In group M, balloon-
like liver cells were extensively observed, while 
in group SA and SB, the number and denatural-
ized severity of rat liver cells reduced.

CONCLUSION: Hippophae rhamnoides L com-
bined with Xiao Yao San or Er Miao San can pro-
tect liver against the damages caused by alcohol 
and high fat, and the combination of Hippophae 
rhamnoides L with Xiao Yao San has a better pre-
ventative function.

Key Words: Hippophae rhamnoides  L; High-fat 
food; Alcohol; Fatty liver disease

Wu ZY, Zhang Y, Li YH, Wu GJ, Zhang HM, Wen ZP, 
Liu XM, Wang RM. Preventative and curative function 
of Hippophae rhamnoides L combined with Shugan Liqi 
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■背景资料
我国是世界上沙
棘产量最大的国
家. 近年来, 沙棘
作为保健品开发
利用较多, 但用于
临床治疗疾病的
研究不多. 为了更
好地利用我国的
优势资源, 根据沙
棘的成分和功效, 
本课题将其引用
到对脂肪肝的防
治研究中. 

■同行评议者
宣 世 英 ,  主 任 医
师, 青岛市市立医
院肝病内科



or Qingre Lishi drugs on mice with fatty liver diseases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(7): 701-705

摘要
目的: 探讨沙棘分别与逍遥散及二妙散配伍
对实验性脂肪肝大鼠的防治作用. 

方法: 大鼠随机分为5组: 正常组(N)、模型
组(M)、西药(东宝肝泰)组(D)、沙棘配逍遥
丸组(SA)、沙棘配二妙散组(SB), 每组10只. 
正常组基础饲料喂养, 其余各组高脂饲料喂
养8 wk后行药物干预, 并继续高脂每日加250 
mL/L乙醇12 mL/kg, ig, 1 mo后观察进食量、

体质量、肝脾指数、用药前后血清总胆固醇
(CHO, mmol/L)、三酰甘油(TG, mmol/L)、低
密度脂蛋白(LDL, mmol/L)、极低密度脂蛋白
(VLDL, mmol/L), 高密度脂蛋白(HDL, mmol/L)
及肝脏病理改变.

结果: 高脂喂养2 mo和药物干预后, 与N组相
比, M组大鼠体质量增长加快, CHO, TG, LDL
和VLD明显升高, HDL明显下降; 与M组相比, 
SA和SB组大鼠进食量减少、TG和VLDL下降
(TG: 3.9±0.2, 4.0±0.1 vs  5.4±0.3; VLDL: 2.4
±0.1, 2.7±0.1 vs  3.1±0.2, P <0.05), D组TG下
降(3.3±0.5 vs  5.4±0.3, P <0.05). 肝脏病理方
面, M组肝细胞呈广泛的气球样变, SA和SB组均
能明显减少病变的肝细胞数和减轻病变程度.

结论: 沙棘与逍遥散及二妙散配伍对肝脏损
伤有保护作用, 以沙棘与逍遥散配伍防治作用
更好.

关键词: 沙棘; 高脂饲料; 酒精; 脂肪肝
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梅. 沙棘与疏肝理气及清热利湿方配伍对脂肪肝大鼠的防治作

用. 世界华人消化杂志  2008; 16(7): 701-705
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0  引言

沙棘的药理作用有很多[1], 大多研究都是针对沙

棘单味药, 我们将沙棘和逍遥散及二妙散配伍

使用, 研究两种组方的作用, 更加符合中医药临

床实践. 目前国内外脂肪肝的常用造模方法是: 
单纯高脂饲料喂养3 mo[2]、单纯乙醇喂养、高

脂加酒精混合喂养以及高脂饲料喂养加四氯化

碳sc[3], 我们参照陆付耳 et al [4]采用的造模方法, 
在持续2 mo高脂饲料喂养的基础上加乙醇喂养

造成脂肪肝动物模型, 观察沙棘与逍遥散及二

妙散配伍对脂肪肝的防治作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠50只, 体质量180±20 g, 购
自军事医学科学院动物中心. 高脂饲料购自中国

医学科学院动物中心, 250 mL/L乙醇(42度二锅

头白酒配制), 沙棘果汁(北京高原圣果有限公司

提供), 东宝肝泰(通化东宝药业股份有限公司生

产), 逍遥散和二妙散由中国中医科学院广安门

医院制剂中心提供. 
1.2 方法 大鼠随机分为5组: 正常组(N)、模型

组(M)、西药(东宝肝泰)组(D)、沙棘配逍遥丸

组(SA)和沙棘配二秒散组(SB), 每组10只. 正常

组基础饲料喂养, 其余各组予高脂饲料喂养, 8 
wk后行药物干预1 mo, 给药剂量是沙棘果汁8  
mL/kg, 逍遥散3 g/kg, 二妙散3 g/kg, 正常组和

模型组每天喂等体积的生理盐水. 模型及各给

药组继续高脂饲料喂养, 另加250 mL/L乙醇12  
mL/kg ig. 动物禁食禁水12 h后, 球后静脉丛取

血, 全自动生化分析仪检测血脂. 北医三院病理

科石蜡切片, HE染色(×200), Olympus IX70光学

显微镜观察肝脏病理.
统计学处理 用SPSS13.0进行统计分析, 数

据用mean±SD表示, 组间比较用单因素方差分

析(F检验), 检验水准P <0.05.

2  结果

2.1 进食量和体质量 药物干预前, 进食量没有明

显差异, 药物干预18 d, 各用药组进食量较模型

组明显减少, 沙棘二种配方组减少更明显. 给药

29 d沙棘配方组进食量较模型组减少, 较用药初

期有所增加, 东宝肝泰组进食量较模型组无差

异(表1). 体质量增长总趋势减少, d 1-31高脂饲

料喂养各组体质量增长与正常组比较无明显差

异, d 32-59高脂饲料喂养各组体质量增长较正

常组明显加快(P <0.05), 给药29 d后, 各用药组体

质量增长较模型组明显减慢(P <0.05), 和正常组

比较无显著性差异. 模型及各给药组肝指数较

正常组均增加(P<0.01), 脾指数均减少(P<0.01). 沙
棘与逍遥散及二妙散配伍组较模型组肝、脾指

数均无统计学差异, 有降低肝指数的趋势(表2). 
2.2 给药前后血脂比较 单纯高脂喂养2 mo, 和
正常组比较, 模型组和各用药组血清总胆固醇

(CHO), 三酰甘油(TG), 低密度脂蛋白(LDL), 极
低密度脂蛋白(VLDL)明显升高(P <0.01), 高密

度脂蛋白(HDL)明显下降(P <0.01). 加乙醇喂养

并药物干预后, 和正常组比较, 模型组和各用药

组CHO, TG, LDL和VLDL均明显升高(P <0.05

www.wjgnet.com

■研发前沿
尽管沙棘成分多, 
功效多, 但单味药
作用有限, 与有效
组方配伍, 将是今
后研究的切入点.
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或P <0.01), HDL明显下降(P <0.05). 和模型组比

较, 沙棘与逍遥散及沙棘与二妙散配伍组TG和

VLDL下降, 东宝肝泰组TG下降(P <0.05). 用药

后与用药前自身配对比较, 正常组TG, VLDL升
高, HDL下降(P <0.05), 模型组CHO, TG, LDL, 
VLDL升高(P <0.05或P <0.01), 各给药组CHO, 
LDL, VLDL升高(P <0.05), TG, HDL无统计学差

异(表3). 
2.3 肝脏病理分析 整体观察正常组肝脏红润, 质

软, 模型组呈白色, 质硬. 沙棘配逍遥散组及沙

棘配二妙散组较模型组改善明显, 呈红色, 质较

软, 东宝肝泰组黄白色, 质硬(图1). 光镜下正常

组门管区肝细胞呈窦状整齐排列, 细胞致密. 细
胞核位于细胞中央, 多为双核, 核仁清楚, 模型

组肝细胞呈广泛的气球样变, 细胞排列不规则, 
细胞核多挤向细胞边缘, 核仁不清, 出现Mallory
小体和凋亡小体, 门管区及其周围出现中度炎

症, 可见中性粒细胞和多形核巨细胞浸润. 沙棘

表 2 各组大鼠体质量增长数(g)、肝指数和脾指数比较(mean±SD, n  = 10)

     
分组         高脂1-31 d              高脂32-59 d           用药1-29 d              肝指数%           脾指数%

N           149.6±18.6            79.0±16.8c          49.3±18.3c          3.0±0.5d          0.2±0.1d

M          149.4±17.8             105±19.1a          71.8±10.9a          3.8±0.2b          0.2±0b

SA         140.2±41.3          108.3±19.1a             50±13.4c          3.6±0.4b          0.1±0b

SB         149.8±24.6          103.2±15.8a          45.5±37.4c          3.6±0.3b          0.1±0b

D           160.1±15.7          116.8±12.4a          45.2±10.5c          3.7±0.4b          0.2±0b

aP<0.05, F  = 3.59, bP<0.01, F  = 5.43 vs  正常组; cP<0.05, F  = 3.26, dP<0.01, F  = 5.75 vs  模型组.

表 3 单纯高脂饲料喂养2 mo用药前血脂(mmol/L, mean±SD, n  = 10)

     
分组                 CHO                        TG                         HDL                      LDL                       VLDL

单纯高脂2 mo

    N          2.41±0.14d         2.02±0.24d        1.90±0.13d       0.85±0.10d        0.92±0.20d

    M         3.77±0.41b         4.31±0.88b        1.08±0.07b       1.84±0.18b        1.96±0.85b

    SA        3.66±0.50b         3.61±0.50b        1.16±0.08b       1.88±0.39b        1.64±0.23b

    SB        3.59±0.17b         4.62±0.71b        1.09±0.40b       1.77±0.14b        2.10±0.32b

    D          3.77±0.59b         3.82±0.56b        1.06±0.05b       1.90±0.33b        1.74±0.71b

药物干预1 mo

    N          2.46±0.33d         3.11±0.27de       1.59±0.20ce      0.95±0.13d       1.41±0.31de

    M         6.25±0.20bf         5.44±0.34be       1.01±0.10a       2.92±0.38bf       3.11±0.15bf

    SA        5.85±0.68bf        3.94±0.21bc       1.04±0.19a       2.61±0.26be       2.44±0.09ace

    SB        5.92±0.33bf        3.99±0.13bc       1.06±0.15a       2.62±0.19be       2.65±0.06ace

    D          5.97±0.56bf        3.26±0.49bc       1.09±0.19a       2.57±0.22be       2.97±0.22ae

aP<0.05, F  = 3.18, bP<0.01, F  = 5.47 vs  正常组; cP<0.05, F  = 3.16, dP<0.01, F  = 6.28 vs  模型组; eP< 

0.05, F  = 3.61, fP<0.01, F  = 6.93 vs  用药前.

■创新盘点
本文将沙棘和逍
遥散及二妙散配
伍使用, 研究两种
组方的作用, 更加
符合中医药临床
实践.

表 1 各组大鼠进食量比较(mean±SD, g, n  = 10)

分组
                                                高脂                                                                   用药

                        1-31 d                  32-49 d                50-59 d                  1-18 d                 19-29 d

M              20.9±3.7            24.7±3.3           23.0±2.7            22.3±2.3           24.0±4.2 

SA             20.5±5.1            23.6±2.5           20.2±5.4            16.9±3.4a          21.2±9.9a 

SB             20.6±4.3            20.9±6.5           22.3±3.0            17.6±2.8a          21.1±2.0a 

D               22.7±2.8            25.4±4.9           23.3±2.1            18.7±7.6a          22.9±3.4 

aP<0.05, F  = 3.19 vs  模型组.
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配逍遥散组及沙棘配二妙散组较模型组均有明

显改善, 以沙棘配逍遥散组效果更佳. 东宝肝泰

组较模型组无明显改善(图2). 

3  讨论

单纯高脂喂养2 mo后, 进食量和体质量增长明显

加速, 血脂代谢发生紊乱: HDL明显下降、TG, 

CHO, LDL和VLDL升高. 继续高脂加酒精喂养

1 mo后, 正常组血清TG, VLDL升高, HDL下降, 
可能是正常大鼠随着年龄增长自然产生的现

象. 模型组血脂代谢紊乱进一步加重, CHO, TG, 
LDL和VLDL继续升高, 沙棘两种配方组对TG和

VLDL有较强的下调作用, 对CHO, LDL和HDL
无明显调节作用, 但有改善的趋势, 东宝肝泰只

图 1 大鼠肝脏整体观察. A: 正常组; B: 模型组; C: 沙棘配逍遥散组; D: 沙棘配二妙散组; E: 东宝肝泰组.

A B C

D E

A B C

D E

图 2 大鼠肝脏病理学光镜下(HE×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 沙棘配逍遥散组; D: 沙棘配二妙散组; E: 东宝肝泰组.

■应用要点
本课题发现沙棘
与疏肝理气方逍
遥散及清热利湿
方二妙散配伍均
能较好地控制脂
肪肝大鼠的进食
量和体质量增长, 
调节部分血脂紊
乱, 减轻肝脏病理
损伤, 沙棘与疏肝
理气方配伍改善
肝脏病理损伤效
果更加显著.
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对TG有显著下调作用. 高脂喂养2 mo基础上, 高
脂加乙醇喂养1 mo后, 模型组肝指数增加、脾指

数减小, 肝脏质地变硬、颜色变白, 肝细胞呈广

泛的气球样变, 细胞排列不规则, 细胞核多挤向

细胞边缘, 核仁不清, 出现Mallory小体等重度脂

肪肝病变, 说明本实验造模方法成功. 沙棘两种

配方组均能使肝脏病理损伤减轻, 肝脏质地变

软、颜色变红、细胞气球样变和脂肪变明显减

轻, 东宝肝泰对肝脏病理损伤无明显保护作用. 
沙棘果汁是从沙棘果实中提炼出的一类天

然植物产品, 含有丰富的维生素C、糖类、氨基

酸、脂肪酸以及多种微量元素、黄酮、甾体类

化合物, 其性温、味酸涩, 入肝、胃、大肠、小

肠经, 是蒙古族、藏族和维吾尔族民间传统草

药, 具有活血化瘀通络、化痰宽胸、补脾健胃

等功效[5]. 沙棘能对抗脂质过氧化, 从而保护肝

细胞膜, 同时能对抗肝受损后所致的肝丙二醛

和谷丙转氨酶增高[1]. 逍遥散主要由柴胡、白

术、茯苓、当归、白芍、炙甘草等组成, 具疏

肝、健脾、养血柔肝等功效; 二妙散主要由黄

柏、苍术组成, 有清热利湿的功效. 张春光[6]认

为脂肪肝主要由于嗜酒嗜食肥甘厚味, 脾被湿

困, 痰湿内生, 阻滞气机, 痰阻血瘀, 结于胁下而

为痞块. 其根本不离脾胃升降失调、肝木失其

疏泄. 治疗方法有调理脾胃法、疏肝理气法、

祛痰利湿法等. 我们发现沙棘与疏肝理气方逍

遥散及清热利湿方二妙散配伍均能很好地控制

脂肪肝大鼠的进食量和体质量增长, 调节部分

血脂紊乱, 减轻肝脏病理损伤, 沙棘与疏肝理气

方配伍改善肝脏病理损伤效果更加显著.
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Abstract
AIM: To construct the recombinant plasmid 
p E G F P - C 1 - E Rβ w i t h g e n e r e c o mb i n a n t 
technique and detect its expression in Caco-2 
cells. 

METHODS: ERβ gene in total RNA was isolated 
from human normal colon tissue of colorectal 
cancer patients and its segments were amplified 
by RT-PCR. The obtained cDNA was cloned 
into eukaryotic expression vector pEGFP-C1 to 
generate recombinant pEGFP-C1-ERβ. Sequence 
of the inserted gene was identified and analyzed 
after restriction enzyme digestion. Liposome-
mediated recombinant plasmid pEGFP-C1-ERβ 

was transfected into Caco-2 cells and identified 
by flow cytometry (FCM). RT-PCR and Western 
blot were used to detect expression of the ERβ 
gene at molecular level before and after transfec-
tion.  

RESULTS: Recombinant pEGFP-C1-ERβ was 
confirmed by restriction enzyme digestion and 
sequence analysis. The expression of Caco-2 cells 
transfected with pEGFP-C1-ERβ was higher 
than that of other controls.

CONCLUSION: Recombinant pEGFP-C1-ERβ 
can be successfully constructed and expressed in 
Caco-2 cells, which lays a foundation for further 
study on ERβ gene in carcinogenesis by regulat-
ing the expression of down stream target gene 
through estrogenic hormone receptor. 

Key Words:  Estrogenic hormone receptor β; Gene 
recombination; Eukaryotic expression vector; Colon 
cancer

Zhai RL, Wang GB, Cai KL, Xu F, Tian Y. Recombination 
of ERβ eukaryotic expression vector and its expression 
in Caco-2 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(7):  
706-710

摘要
目的: 基因重组技术构建重组质粒pEGFP-C1-
ERβ并检测其在结肠癌细胞株Caco-2中的表达.

方法: 应用RT-PCR从人结肠癌手术患者正常
切缘组织中分离、扩增目的基因片段, 将所得
cDNA定向克隆到真核表达载体pEGFP-C1中, 
采用双酶切和测序分析鉴定插入基因的序列; 
脂质体介导重组质粒pEGFP-C1-ERβ瞬时转
染Caco-2并上流式细胞仪分选, 获得比较单一
的转染细胞; 分别采用RT-PCR、Western blot
检测转染前后ERβ基因不同分子水平表达. 

结果: 酶切鉴定和测序分析表明重组表达
质粒pEGFP-C1-ERβ构建无误; RT-PCR和
We s t e r n b l o t分析均表明 ,  与转染空质粒
pEGFP-C1组和空白对照组细胞相比, 转染重

®

■背景资料
大量流行病学和
实验证据显示雌
激素与结直肠癌
发生密切相关, 应
用雌激素替代疗
法(ERT)可以显著
降低绝经期妇女
患结直肠癌的风
险.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
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组表达质粒pEGFP-C1-ERβ组细胞ERβ基因
表达水平明显提高.

结论: 成功构建重组质粒pEGFP-C1-ERβ并在
Caco-2细胞株中表达, 为进一步研究ERβ如何
通过雌激素受体通路调控下游靶基因表达和
参与结肠癌表遗传学发生机制奠定了基础.

关键词: 雌激素受体β; 基因重组; 真核表达载体;   

结肠癌

翟荣林, 王国斌, 蔡开琳, 许飞, 田元. ERβ重组质粒的构建及其

在结肠癌细胞株Caco-2中的表达. 世界华人消化杂志 2008;  

16(7): 706-710
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0  引言

大量流行病学和实验证据显示雌激素与结直

肠癌发生密切相关[1-2]. Franceschi et al [3]研究表

明绝经后的妇女罹患结直肠癌的风险较绝经

前妇女高. Nanda et al [4]报道应用雌激素替代疗

法可以降低绝经期妇女患结直肠癌的风险约

30%-40%. 雌激素属于甾体类激素, 发挥生物

学活性需要结合靶器官中雌激素受体(estrogen 
receptor, ER). ER分为α和β两个亚型, 在结肠

黏膜组织中, 主要是ERβ表达, ERα不表达或很

少表达[5]. 与正常结肠黏膜组织相比, 结直肠癌

组织中ERβ表达显著降低, 作为一种防护因素, 
ERβ表达失活与结直肠癌发生密切相关[6]. 本研

究拟通过基因重组技术克隆构建ERβ真核表达

载体并转染结肠癌细胞株Caco-2, 以期重新恢复

ERβ的表达, 探讨ERβ如何通过雌激素受体通路

调控下游靶基因表达和参与结肠癌表遗传学发

生机制.

1  材料和方法

1.1 材料 空质粒pEGFP-C1购自上海吉凯公司, 
D M E M、胎牛血清、感受态细菌D H5a、L B
培养基、限制性内切酶和T4 DNA连接酶均为

Gibco公司产品, 脂质体Lipofectamine2000和
DNA Ladder购自Invitrogen公司, 鼠抗人ERβ 
mAb购自武汉晶美生物, 结肠癌细胞株Caco-2由
本室保存.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  目 的 基 因 E R β 的 扩 增 及 纯 化 :  根据

GenBank中人ERβ基因cDNA编码系列(Gene ID:  
BC024181), 设计2条PCR引物, 由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成, 并分别在上下游

引物中引入XhoⅠ和SacⅡ限制性内切酶位点. 
上游引物: 5'-CCG CTCGA GCT ATG GAT ATA 
AAA AAC TCA CCA TC-3', 下游引物: 5'-TCC 
CCG CGG TCG CAT TTC CCC TCA TCC-3'. 从
人结肠癌手术患者正常切缘组织中提取总RNA, 
并用上述引物通过RT-PCR法扩增得到目的基

因cDNA片段, 使用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收

PCR产物. 
1.2.2 重组质粒pEGFP-C1-ERβ的体外构建: 将
PCR产物和空质粒pEGFP-C1用XhoⅠ和SacⅡ
进行双酶切, 分别回收并纯化972 bp和4.7 kb的
片段; 用T4 DNA连接酶将972 bp的目的基因片

段连入线性化的pEGFP-C1中, 转化感受态大肠

杆菌DH5a, 挑选单个阳性菌落接种于含卡那霉

素的液体LB培养基中, 37℃振荡过夜, 以碱裂解

法大量提取质粒. 用XhoⅠ和SacⅡ双酶切鉴定,  
获得的阳性克隆命名为pEGFP-C1-ERβ, 取适量

纯化的重组质粒样品送上海生工测序分析. 
1.2.3 脂质体介导的pEGFP-C1-ERβ瞬时转染

及流式分选: 结肠癌细胞株C a c o-2体外常规

培养并传代维持 ,  取状态良好的细胞以2×
108/L接种于6孔板内. 待细胞80%融合时, 采用

Lipofectamine2000介导分别转染pEGFP-C1-
ERβ、pEGFP-C1到Caco-2细胞中. 实验共分三

组, 转染重组质粒组(pEGFP-C1-ERβ组), 转染空

质粒组(pEGFP-C1组), 同时设空白对照组, 只加

入等量质脂体, 其余步骤同上, 每组设3复孔. 转
染24、48和72 h后, 荧光显微镜下观察细胞内绿

色荧光蛋白表达情况, 评价转染效率. 72 h后收

集各组细胞行流式细胞仪分选转染和未转染的

Caco-2细胞.
1.2.4 目的基因ERβ在Caco-2中的表达: 针对流

式分选获得的各组Caco-2细胞, 每组取105个细

胞, TRIzol一步法提取细胞总RNA, 并用先前设

计的上下游引物, RT-PCR检测ERβ mRNA的表

达. PCR扩增的条件为: 94℃变性5 min后, 按下

述参数循环30次: 94℃变性60 s, 55℃退火45 s, 
72℃延伸60 s; 最后72℃延伸5 min, 4℃保存. 15 
g/L琼脂糖凝胶电泳分析各组PCR产物并拍照保

存. 另每组取5×106个细胞, 加100 μL细胞裂解

液和2 μL蛋白酶抑制剂, 提取细胞总蛋白. 取50 
μg细胞总蛋白, 10 g/L SDS-PAGE电泳, 转PVDF
膜, 1∶200稀释的鼠抗人ERβ单抗, 碱性磷酸酶

标记的兔抗鼠二抗, DAB显色, Western blot检测

核内ERβ蛋白表达水平. 

■相关报道
Klinge et al 研究
指出, 雌激素存在
时, ERβ结合于靶
基因启动子中的
雌激素反应元件
(ERE)上, 对基因
的转录发挥反式
调控作用, 但其作
用结果与ERα不
同, 更倾向抑制细
胞 增 殖 ,  促 进 分
化. 

■研发前沿
ERβ基因作为结
肠黏膜细胞中的
优 势 受 体 ,  其 表
达失活与结肠癌
发生密切相关.最
新的研究则提示, 
ERβ基因很可能
是作为一个抑癌
基因发挥重要作
用.
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2  结果

2.1 重组质粒pEGFP-C1-ERβ酶切鉴定及测序分

析 对构建的重组质粒pEGFP-C1-ERβ以及空质

粒分别采用限制性内切酶XhoⅠ和SacⅡ双酶切, 
并行15 g/L琼脂糖凝胶电泳分析. 空质粒酶切后

电泳显示为单一的5600 bp左右的条带; 而重组

质粒双酶切后, 则可同时获得972 bp和4700 bp
左右的2条片段, 其中前者为目的基因片段, 后
者为空质粒片段, 说明空质粒pEGFP-C1中已插

入ERβ基因片段, 且插入方向无误(图1). 选取经

酶切鉴定正确的重组质粒进行核苷酸序列测定, 
结果表明, 测序序列与GenBank中人ERβ基因原

始序列完全相同, 重组质粒pEGFP-C1-ERβ构建

成功(图2).
2.2 RT-PCR检测目的基因在Caco-2中的表达 
转染24 h后在荧光显微镜下观察可见, 除空白

对照组外, pEGFP-C1-ERβ组与pEGFP-C1组细

胞都能发出特异性的绿色荧光, 48 h后荧光明

显加强, 72 h后通过粗略计数可以发现转染效

率在33%左右(图3), 经流式分选后则为比较单

一的转染细胞. RT-PCR分析表明, 只有pEGFP-
C1-ERβ组样本在约1.0 kb处有一特异性扩增

条带, 而pEGFP-C1组和空白对照组均未见明

显的特异性扩增条带(图4). 这表明, 结肠癌细

胞株Caco-2在导入重组质粒pEGFP-C1-ERβ

后, 目的基因ERβ mRNA转录与其他组相比显

著提高.
2.3 Western blot检测目的基因在Caco-2中的表达 
将空质粒pEGFP-C1及重组表达质粒pEGFP-C1-
ERβ分别导入结肠癌细胞株Caco-2, 流式分选后

收集各组细胞, 提取总蛋白进行SDS-PAGE, 用
ERβ抗体进行Western blot检测. 结果表明, 转染

重组表达质粒pEGFP-C1-ERβ组的Caco-2细胞

表达了相对分子量约为63 000 kDa的ERβ蛋白,  
与转染空质粒pEGFP-C1组以及空白对照组细胞

■应用要点
本文为深入了解
ERβ基因在结直
肠癌发生中的作
用以及ERβ基因
对雌激素受体通
路靶基因的调控
方式奠定了基础.

■创新盘点
本文采用基因重
组技术体外构建
ERβ真核表达质
粒 ,  并 在 脂 质 体
的介导下转染进
入结肠癌细胞株
Caco-2, 以期恢复
ERβ基因在结肠
癌细胞中的正常
表达水平和功能.

M     1      2

4000 bp

1000 bp

图 1 重组质粒酶切鉴
定. 1: pEGFP-C1+Xho
Ⅰ+Sac Ⅱ; 2: pEGFP-

C1-ERβ+XhoⅠ+SacⅡ; 

M: marker.

相比, ERβ蛋白表达水平明显提高(图5).

3  讨论

Wada-Hiraike et al [7-8]研究均表明, ERβ在维持正

常结肠上皮细胞生长以及结肠隐窝构造方面发

挥重要作用, ERβ基因敲除后, 大鼠处于增殖状

态的细胞数目明显增多, 细胞凋亡明显减少, 细
胞从结肠隐窝基地部向肠腔表面迁徙的速率明

图 2 重组质粒pEGFP-C1-ERβ测序结果.

         640        650        660        670        680        690        700         710
AACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAGAGAG
B

     40         50         60         70          80          90        100        110
AGATCTCGAGCTATGGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAACTGCAGTCAATCCATCTTACCC
A

          10         20         30          40          50         60        70        80
ATGGT GaaGT GTGGC TCCCGGAGAGAGAGaTGT G G GTACCGCCTTGTGCGGAG ACA  G  A G AAGT GCCGACGAGCAGCTGCACTG

C

 260       270        280        290        300        310        320        330
CAAGTTGGCCGACTAAGGAGT T GGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGGATGAGGGGAAATGCGACCGCGGGC

D
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显增快, 上皮细胞标志物CK20、层黏连蛋白以

及半桥粒蛋白的表达均显著降低. 结肠正常黏

膜细胞中只有ERβ表达[5], 因此, 雌激素替代治

疗对降低绝经后的妇女患结肠癌的风险的效应, 
应该是通过结肠黏膜中的唯一雌激素受体ERβ
来介导的. 在雌激素存在时, 雌激素受体ERβ结

合于靶基因启动子中的雌激素反应元件上, 对
基因的转录发挥反式调控作用, 但其作用结果

与ERα不同, 更倾向抑制细胞增殖, 促进分化[9], 
这可解释雌激素促进乳腺等其他一些以ERα为

主的靶器官发生肿瘤, 而对结肠肿瘤发生的保

护和抑制作用, 也与ERβ基因表达与结肠恶变进

展的负相关现象相符合[6].
女性结肠癌患者肿瘤组织与正常组织相比, 

ERβ表达水平明显降低, 与男性患者相比, ERβ1 
mRNA表达水平也显著降低[10]. 这意味着ERβ对

女性群体来说是一种保护因素, 一旦其表达降

低, 保护作用消失, 罹患结肠癌的风险就明显增

加. Xie et al [11]和Foley et al [12]的研究都发现, 结
直肠癌组织与相应的正常结肠组织相比, ERβ蛋

白水平显著降低, 而在mRNA水平上两者的表达

并没有显著的不同, ERβ表达失活促进结肠上皮

细胞的恶性转化可能是基于某种转录后的机制. 
前列腺癌和乳腺癌的研究也表明, ERβ在癌组织

中的表达水平显著降低, 并且这种降低与肿瘤

■同行评价
本文研究设计合
理, 条理分明, 结
论明确, 反映了我
国胃肠病学基础
研究的水平.

细胞恶性程度呈明显的负相关[13-14]. 越来越多的

证据提示, ERβ基因可能是作为一个抑癌基因发

挥重要作用[15]. 目前, 通过外源导入ERβ来研究

其相关功能的研究已有报道[16], 不过因为ERβ基

因发现较晚, 类似的报道并不多. 本研究特别把

ERβ表达水平较低的Caco-2细胞株作为研究对

象, 通过构建并转染ERβ真核表达载体, 来重新

恢复ERβ在Caco-2中的正常表达. 结果表明, ERβ

基因核酸序列插入正确, 重组载体导入Caco-2后
ERβ基因表达水平明显增高, 为进一步研究ERβ

基因通过雌激素受体通路如何调控下游靶基因

的表达以及如何参与结直肠癌表遗传学发生机

制奠定了基础.

4      参考文献
1 G r o d s t e i n F , N e w c o m b P A , S t a m p f e r M J . 

Postmenopausal hormone therapy and the risk of 
colorectal cancer: a review and meta-analysis. Am J 
Med 1999; 106: 574-582

2 Crandall CJ. Estrogen replacement therapy and 
colon cancer: a clinical review. J Womens Health 
Gend Based Med 1999; 8: 1155-1166

3 Franceschi S, Gallus S, Talamini R, Tavani A, Negri 
E, La Vecchia C. Menopause and colorectal cancer. 
Br J Cancer 2000; 82: 1860-1862

4 Nanda K, Bastian LA, Hasselblad V, Simel DL. 
Hormone replacement therapy and the risk of 
colorectal cancer: a meta-analysis. Obstet Gynecol 
1999; 93: 880-888

5 Takeyama J, Suzuki T, Inoue S, Kaneko C, Nagura 
H, Harada N, Sasano H. Expression and cellular 
localization of estrogen receptors alpha and beta in 
the human fetus. J Clin Endocrinol Metab 2001; 86: 
2258-2262

6 Konstantinopoulos PA, Kominea A, Vandoros 
G, Sykiotis GP, Andricopoulos P, Varakis I , 
Sotiropoulou-Bonikou G, Papavassiliou AG. 
Oestrogen receptor beta (ERbeta) is abundantly 
expressed in normal colonic mucosa, but declines 
in colon adenocarcinoma paralleling the tumour's 
dedifferentiation. Eur J Cancer 2003; 39: 1251-1258

7 Wada-Hiraike O, Warner M, Gustafsson JA. New 
developments in oestrogen signalling in colonic 
epithelium. Biochem Soc Trans 2006; 34: 1114-1116

8 Wada-Hiraike O, Imamov O, Hiraike H, Hultenby 
K, Schwend T, Omoto Y, Warner M, Gustafsson JA. 
Role of estrogen receptor beta in colonic epithelium. 
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63 000 kDa

β-actin

图 5 Western blot检测ERβ基因表达. 1: pEGFP-C1组; 2: 

pEGFP-C1-ERβ组; 3: 空白对照组.

图 4 RT-PCR检测ERβ基因表
达. 1: pEGFP-C1组; 2: pEGFP-

C1-ERβ组; 3: 空白对照组; M: 

marker.
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
methylation status of tumor suppressor gene 
RUNX3 in human colon cancer cell line Lovo 
and explore the effects of 5-aza-2'-deoxycytidine 
(5-Aza-CdR) on the proliferation and apoptosis 
of Lovo cells and the expression of RUNX3 gene.

METHODS: Human colon cancer cell line Lovo 
was treated with 5-Aza-CdR, a specific meth-
yltransferase inhibitor, at the concentrations of 
0.4, 4 and 40 μmol/L for 3 d, and then cultured 
in RPMI 1640 medium for 5 d. The activation 
of Lovo cells was respectively observed by Tet-

razolium salt colorimetric (MTT) assay before 
and after 5-Aza-CdR treatment. The change in 
expression of RUNX3 mRNA was observed by 
semi-quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). The apoptosis 
was analyzed by flow cytometry. The methyla-
tion status of gene promoter was determined by 
methylation-specific PCR (MSP).

RESULTS: Lovo cells treated with 5-Aza-CdR 
(0.4, 4, 40 μmol/L) displayed a slowed growth 
rates in different degrees in contrast with those 
in the control group and their growth rates de-
creased accordingly with the increase of 5-Aza-
CdR concentration. There were significant 
increases in RUNX3 mRNA expression (0.46 ± 
0.06, 0.71 ± 0.06, 0.84 ± 0.07 vs 0, P < 0.01) and 
apoptotic rates of Lovo cells (10.95% ± 2.09%, 
17.61% ± 1.51%, 26.60% ± 1.89% vs 2.92% ± 0.93%, 
P < 0.01) after 5-Aza-CdR treatment in compari-
son with those in the control group. The level 
of RUNX3 mRNA expression and the apoptotic 
rates of Lovo cells were increased in correla-
tion with 5-Aza-CdR concentration (F = 168.4, 
F = 145.7, P < 0.01). Methylation of RUNX3 
promoter region was confirmed in Lovo cells 
of control group and detected partly in 5-Aza-
CdR-treated group.

CONCLUSION: 5-Aza-CdR is able to reverse the 
methylation status of RUNX3 promoter region. 
The re-expression of RUNX3 gene can inhibit Lovo 
cell growth and partly induce Lovo cell apoptosis.

Key Words: RUNX3 gene; Methylation; 5-aza-2'-
deoxycytidine; Tetrazolium salt colorimetric assay; 
Flow cytometry; Polymerase chain reaction

Ni Z, Bao MX, Liu NZ, Zhao Q, Qin H, Yang Y, Qiu YJ, 
Wang TT. Relationship between tumor suppressor gene 
RUNX3 expression and cell proliferation and apoptosis in 
colonic cancer cell line Lovo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(7): 711-715

摘要
目的: 探讨5-氮-2'-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)对人
结肠癌Lovo细胞增殖凋亡及抑癌基因RUNX3
表达的影响. 
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■背景资料
抑癌基因启动过
甲基化现象普遍
存在于恶性肿瘤
中 .  RUNX3 是一
种新发现的抑癌
基因 ,  RUNX3 与
胃癌的发生关系
密切, 其启动子区
域CpG岛的过甲
基化可能是其失
活的主要方式. 结
肠癌与胃癌组织
具有同源性, 因此
推测RUNX3 与结
肠癌的发生有一
定相关性. 

■同行评议者
沈琳, 副教授, 北
京大学肿瘤医院
消化内科



方法: 用特异性甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR 
0.4, 4, 40 μmol/L处理人结肠癌细胞株Lovo 3 
d, 继续常规培养5 d后, 采用四唑盐法(MTT)
比色法观察细胞经药物处理前后的生长活
性, 以半定量RT-PCR检测细胞处理前后抑癌
基因RUNX3  mRNA的表达, 以甲基化特异性
PCR(methylation-specific PCR, MSP)检测细胞
处理前后RUNX3 的甲基化状态, 应用流式细
胞仪进行细胞凋亡率的检测.

结果: 与对照组相比, 0.4, 4, 40 μmol/L的
5-Aza-CdR处理细胞后, 细胞RUNX3  mRNA
的相对表达量(0.46±0.06, 0.71±0.06, 0.84
±0.07 v s  0, P <0.01)和细胞凋亡率均增高
(10.95%±2.09%, 17.61%±1.51%, 26.60%±

1.89% vs  2.92%±0.93%, P <0.01), 呈剂量依赖
性(F  = 168.4, F  = 145.7), 结肠癌Lovo细胞生长
速率下降, RUNX3  mRNA重新表达, 其基因启
动子区域部分甲基化.

结论: 5-Aza-CdR可逆转RUNX3启动子高甲
基化状态, 抑制细胞生长, 诱导部分细胞凋亡.

关键词: RUNX3 基因; 甲基化; 5-氮-2'-脱氧胞苷; 

四唑盐比色法; 流式细胞术; 聚合酶链反应
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0  引言

结肠癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发生、发

展与多种因素相关, 抑癌基因失活是关键因素

之一. 目前研究表明, 抑癌基因失活的主要方式

有基因的缺失、突变和启动子区域的过甲基

化等[1-4]. RUNX3是一种新发现的抑癌基因, 研
究证实在胃癌组织细胞其表达明显下调, 启动

子区域C p G岛的过甲基化可能是其失活的方 
式[4-5]. 结肠癌中该基因的表达研究尚少. 我们采

用5-氮-2'-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)对肠癌细胞株进

行处理, 检测RUNX3基因表达及其甲基化状态, 
并分析肿瘤细胞的生物学行为改变, 以探讨肠

癌的发生机制并寻求新的治疗靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 小牛血清, RPMI 1640培养基(Gibco公
司), 5-Aza-CdR, MTT, DMSO, RNA酶A(RNase 
A)及碘化嘧啶(PI)(Sigma公司), RT-PCR试剂盒

(大连宝生物公司), CpGenomeTM DNA修饰试剂
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盒(Intergen公司), TRIzol(MRC公司). 目的基因

RUNX3及内参照GAPDH的引物均由Primer5.0
软件自行设计, 引物序列如下: RUNX3上游引物: 
5'-CAGCCAAATCTTGCGACTC-3', 下游引物: 
5'-ACCAGAAGGACTGCCTAACC-3', 产物片段

长度852 bp; GAPDH上游引物: 5'-CCATGTTCGT 
CATGGGTGTGAACCA-3', 下游引物: 5'-GCCA
GTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3', 产物片段长

度251 bp; MSP引物序列参照文献[4], 均由上海

生工公司合成, 人结肠癌细胞株Lovo为华中科技

大学同济医学院附属协和医院惠赠．

1.2 方法 将细胞以适宜密度接种, 加入含5-Aza-
CdR的RPMI 1640培养基, 使其药物终浓度分别

为0.4, 4, 40 μmol/L, 每24 h更换为新鲜药液, 浓
度同前, 连续作用3 d后弃去药液, 以含100 mL/L
小牛血清的RPMI 1640培养基继续培养5 d. 以未

经药物干预的Lovo细胞作为对照组.
1.2.1 药物作用前后Lovo细胞增殖活性: 上述经

药物处理后的细胞及对照组细胞, 以每孔3×103

个细胞接种于96孔板, 各组设5个复孔, 共接种6
板. 待细胞6 h贴壁后, 及其后每隔24 h取出1板, 
每孔加入5 g/L的MTT 20 μL, 置培养箱内孵育4 
h后, 小心吸去培养液, 加入DMSO 150 μL, 37℃
恒温水平摇床振摇15 min, 待晶体充分溶解后, 
置全自动酶标仪于570 nm波长处读取吸光度

(A ), 上述实验均重复3次. 细胞增殖能力以平均

吸光度(A )值分析, 以A值为纵坐标, 时间(d)为横

坐标, 绘制生长曲线. 
1.2.2 用药后RUNX3  mRNA的表达: 上述经药物

处理后的细胞及对照组细胞, 按TRIzol试剂说

明书一步法提取总RNA. 通过分光光度计检测

RNA的260 nm与280 nm吸光度, 计算出RNA浓

度. RNA 1 μg加入逆转录反应体系, 以随机引物

Random 9 mers为引物进行逆转录反应, 逆转录

反应条件参照试剂盒说明. 取逆转录反应产物

2 μg, 按试剂盒说明书比例配成25 μL的PCR反
应体系. PCR反应条件: 94℃预变性4 min, 1个循

环; 94℃变性45 s, 57℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 
共35个循环; 再以72℃延伸7 min. 扩增产物于15 
g/L琼脂糖凝胶电泳, 用凝胶成像系统进行半定

量分析, RUNX3的相对表达水平 = RUNX3基因

的RT-PCR产物电泳条带的密度/GAPDH基因的

RT-PCR产物电泳条带的密度. 
1.2.3 MSP分析RUNX3甲基化状态: 上述经药

物处理后的细胞及对照组细胞, 用酚-氯仿法提

取细胞的DNA. 以分光光度计测定DNA的浓度

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文初步探讨了
RUNX3 在结肠癌
细胞Lovo中的表
达情况, 发现其启
动子区域过甲基
化可能是导致其
失活的机制.
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(260 nm), 260/280 nm的光密度比值应在1.8以上. 
按CpGenomeTM DNA修饰试剂盒说明书, 对DNA
进行亚硫酸氢盐修饰处理. 取2 μg经亚硫酸氢盐

修饰的DNA, 分别加入甲基化及非甲基化特异

性引物, 配成PCR反应体系25 μL. PCR反应条件: 
95℃预变性3 min, 1个循环; 95℃变性30 s, 62℃
退火30 s, 72℃延伸30 s, 共40个循环; 再以72℃
延伸5 min. 扩增产物于15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
用凝胶成像系统观察结果. 
1.2.4 细胞凋亡的检测: 上述经药物处理后的细

胞及对照组细胞均以每孔2×105个接种于六孔

板上, 以含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培
养基培养4 d. 按常规方法消化收集细胞, 以PBS
洗涤2次, 以-20℃预冷的800 g/L乙醇固定, 充分

振摇均匀, 置-20℃冰箱保存24 h以上. 检测前离

心(1500 r/min, 10 min), 弃乙醇, 以PBS洗涤2次, 
以PBS调节细胞密度至1×109/L, 洗涤后加入由

50 mmol/L磷酸钠和25 mmol/L枸橼酸按体积比 
9∶1组成的PC缓冲液(pH7.8)50 μL, 室温放置15 
min, 加PBS 0.5 mL, 100 mg/L PI 50 μL和5 mg/L 
RNaseA 10 μL于室温、暗处放置染色30 min, 以
流式细胞仪(BD公司)进行细胞凋亡率检测. 

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多
样本均数比较采用单因素方差分析, 两组均数

比较采用t检验, 所有数据均由SPSS12.0统计软

件进行处理, P <0.05为统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 Lovo细胞形态及生长速度 光镜下观察结肠

癌细胞Lovo, 于5-Aza-CdR处理前为多角形, 形
态不规则; 药物处理3 d后, 可见细胞皱缩, 多角

形形态趋于规则. 继续培养5 d后, 可见细胞密度

低, 部分细胞体积缩小, 死亡细胞数多. 细胞经3
种不同浓度5-Aza-CdR处理后, 细胞的生长速度

受到不同程度的抑制, 随着药物浓度的增加抑

制作用增强(图1). 
2.2 Lovo细胞RUNX3  mRNA的表达 RT-PCR检
测对照组细胞未见RUNX3基因的mRNA表达, 
5-Aza-CdR处理后的细胞RUNX3基因的mRNA
重新表达(图2), 分别用浓度0.4, 4, 40 μmol/L的 
5-Aza-CdR处理细胞后, 细胞RUNX3  mRNA的

相对表达量分别为0.46±0.06, 0.71±0.06和0.84
±0.07, 且具有剂量依赖关系(n  = 3, F  = 168.4, 
P <0.01).
2.3 Lovo细胞RUNX3的甲基化状态 MSP检测对

照组细胞RUNX3基因处于完全甲基化状态, 经
5-Aza-CdR处理细胞后, RUNX3基因转化为部分

甲基化(图3). 
2.4 5-Aza-CdR对Lovo细胞凋亡率的影响 经流

式细胞仪检测分析, 对照组细胞凋亡率为2.92%
±0.93%, 经5-Aza-CdR 0.4, 4, 40 μmol/L处理后

在细胞周期G1峰前出现明显的凋亡峰, 细胞凋

亡率逐渐增高, 凋亡率分别为10.95%±2.09%, 
17.61%±1.51%和26.60%±1.89%, 均与对照组

相比较有统计学意义(P <0.01), 细胞凋亡率与

5-Aza-CdR浓度水平具有剂量依赖关系(n  = 4, F 
= 145.7, P <0.01). 

3  讨论

结肠癌是我国发病率增长最快的恶性肿瘤之

A
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图 1 Lovo细胞经5-Aza-CdR处理后的生长曲线. 图 2 5-Aza-CdR处理Lovo细胞后RUNX3  mRNA的表达. 1: 

marker; 2: 对照组; 3-5: 0.4, 4, 40 μmol/L 5-Aza-CdR.
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图 2 5-Aza-CdR处理Lovo细胞前后RUNX3 甲基化状态. 1: 

marker; 2: 对照组; 3-5: 0.4, 4, 40 μmol/L 5-Aza-CdR; U: 

未甲基化; M: 甲基化.
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■应用要点
RUNX3 可能成为
一个结肠癌的生
物学标志和肿瘤
基因治疗的靶点, 
为结肠癌的诊断
和治疗提供了一
条新途径.
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一, 严重地威胁着人们的健康[6]. 其发生和发展

是一个多基因、多步骤的过程, 癌基因的激活

和/或抑癌基因的失活是其分子学基础. 研究表

明, DNA甲基化在基因表达调控、细胞增殖、

分化、发育及基因组印迹等方面起着重要的作

用, 并与肿瘤的发生发展关系密切[7-9]. DNA启

动子过甲基化是引起抑癌基因失活的重要方式. 
DNA过甲基化并不是基因序列发生改变, 而只

是部分碱基对发生甲基化修饰, 这种异常的甲

基化模式是可以逆转的[10-11]. RUNX3是一种新

发现的定位于1p36.1的抑癌基因, 广泛表达于消

化道上皮细胞、间叶细胞、血液细胞及神经细

胞等[12-14]. RUNX3是RUNT基因家族的成员之一, 
RUNT基因家族是由RUNX1 , RUNX2 , RUNX3
等3个成员组成, 其编码蛋白是一组DNA结合

转录因子, 在细胞的生长、发育及凋亡过程中

起着重要的作用[15-18]. 许多研究发现, RUNX3 -/-
的胃黏膜上皮细胞的过度增生和凋亡减少与细

胞对TGF-β诱导凋亡的敏感性降低有关, TGF-β
作为诱导抑制增生因子其诱导凋亡的作用在

RUNX3 -/-的胃黏膜上皮细胞中完全失活, 结果

提示, RUNX3可能是TGF-β信号传导途径的关

键作用靶点[4,19]. RUNX3蛋白是TGF-β信号通路

下游的一个转录因子, TGF-β信号通路对维持细

胞正常生长发育起重要作用, 并可能与肿瘤发

生发展密切相关[19]. 进一步研究证实, 在TGF-β
信号传导过程中, TGF-β与被激活的Smad形成的

复合物由胞质转入胞核内后需在RUNX3蛋白的

指导下与核内特异性的靶点相结合, 并增强其

结合力, 共同调节相关靶基因的转录. RUNX3表
达沉默可导致TGF-β信号途径紊乱, 引起TGF-β
信号失活, 进而引发细胞的凋亡障碍, 导致肿瘤

的发生[19-22]. 
我们发现, 结肠癌细胞株Lovo的RUNX3基

因启动子区域完全甲基化, 不表达其mRNA, 而
经过5-Aza-CdR处理后的细胞RUNX3基因部分

甲基化, 并重新表达其mRNA, 提示在结肠癌细

胞中RUNX3表达失活可能是由于启动子区域的

CpG岛过甲基化所致. Oshimo et al [23]在对胃癌的

研究中也有类似发现, 进一步证实RUNX3启动

子区域的CpG岛过甲基化与胃肠肿瘤的发生密

切相关. 
5 - A z a - C d R是一种D N A甲基转移酶

1(DNMT1)抑制剂, 他是一种脱氧胞苷类似物, 
在DNA复制过程中与DNA分子相结合, 并与

DNMT1形成一共价复合物, 抑制该酶的甲基转

移活性, 生成低甲基化子链, 从而实现去甲基化

功能[24-27]. 我们发现, Lovo细胞经过5-Aza-CdR
处理后, 细胞的增殖受到抑制, 细胞凋亡率明显

提高. 上述结果显示, 5-Aza-CdR能使因甲基化

失活的RUNX3基因去甲基化而重新表达, 恢复

其抑癌功能, 从而导致抑制结肠癌细胞生长并

诱导其凋亡的作用. RUNX3  mRNA重新表达后, 
随着mRNA表达增强, 结肠癌细胞生长明显减

慢, 提示RUNX3可能直接或间接参与调控细胞

DNA的复制合成. 
RUNX3作为一种新发现的抑癌基因, 其表

达可通过TGF-β信号途径抑制细胞的过度增殖

并诱导凋亡. RUNX3可能成为结肠癌的一个新

的生物学标志和基因治疗的靶点, 为结肠癌的

诊断和治疗提供一条新的途径. 我们仅考察了

RUNX3在体外结肠癌细胞株中的表达情况, 而
RUNX3在体内结肠癌及癌旁组织中的表达情况

有待进一步研究. 

4      参考文献
1 Zöchbauer-Müller S, Fong KM, Virmani AK, 

Geradts J , Gazdar AF, Minna JD. Aberrant 
promoter methylation of multiple genes in non-
small cell lung cancers. Cancer Res 2001; 61: 249-255

2 Attri J, Srinivasan R, Majumdar S, Radotra BD, Wig 
J. Alterations of tumor suppressor gene p16INK4a 
in pancreatic ductal carcinoma. BMC Gastroenterol 
2005; 5: 22 

3 Hustinx SR, Leoni LM, Yeo CJ, Brown PN, Goggins 
M, Kern SE, Hruban RH, Maitra A. Concordant 
loss of MTAP and p16/CDKN2A expression in 
pancreatic intraepithelial neoplasia: evidence of 
homozygous deletion in a noninvasive precursor 
lesion. Mod Pathol 2005; 18: 959-963

4 Li QL, Ito K, Sakakura C, Fukamachi H, Inoue K, 
Chi XZ, Lee KY, Nomura S, Lee CW, Han SB, Kim 
HM, Kim WJ, Yamamoto H, Yamashita N, Yano 
T, Ikeda T, Itohara S, Inazawa J, Abe T, Hagiwara 
A, Yamagishi H, Ooe A, Kaneda A, Sugimura 
T, Ushijima T, Bae SC, Ito Y. Causal relationship 
between the loss of RUNX3 expression and gastric 
cancer. Cell 2002; 109: 113-124  

5 Waki T , Tamura G, Sa to M, Terash ima M, 
Nishizuka S, Motoyama T. Promoter methylation 
status of DAP-kinase and RUNX3 genes in 
neoplastic and non-neoplastic gastric epithelia. 
Cancer Sci 2003; 94: 360-364

6 Wang HD, Ren J , Zhang L. CDH1 germline 
mutation in hereditary gastric carcinoma. World J 
Gastroenterol 2004; 10: 3088-3093

7 Ehrlich M. The controversial denouement of 
vertebrate DNA methylation research. Biochemistry 
(Mosc) 2005; 70: 568-575

8 Pufulete M, Al-Ghnaniem R, Rennie JA, Appleby P, 
Harris N, Gout S, Emery PW, Sanders TA. Influence 
of folate status on genomic DNA methylation 
in colonic mucosa of subjects without colorectal 
adenoma or cancer. Br J Cancer 2005; 92: 838-842

9 Kim TY, Jong HS, Jung Y, Kim TY, Kang GH, 

■名词解释
RUNX3 : 是一种
新发现的定位于
1p36.1的抑癌基
因, 他是RUNT 基
因家族成员之一. 
其编码蛋白是一
种DNA结合转录
因子, 在细胞的生
长、发育及凋亡
过程中起着重要
的作用.



www.wjgnet.com

倪志, 等. 结肠癌Lovo细胞RUNX3基因的表达与其增殖及凋亡的关系                                                              715

Bang YJ. DNA hypermethylation in gastric cancer. 
Aliment Pharmacol Ther 2004; 20 Suppl 1: 131-142 

10 Bae SI, Lee HS, Kim SH, Kim WH. Inactivation 
of O6-methylguanine-DNA methyltransferase by 
promoter CpG island hypermethylation in gastric 
cancers. Br J Cancer 2002; 86: 1888-1892

11 Esteller M, Corn PG, Baylin SB, Herman JG. A gene 
hypermethylation profile of human cancer. Cancer 
Res 2001; 61: 3225-3229

12 Inoue K, Ozaki S, Shiga T, Ito K, Masuda T, Okado 
N, Iseda T, Kawaguchi S, Ogawa M, Bae SC, 
Yamashita N, Itohara S, Kudo N, Ito Y. Runx3 
controls the axonal projection of proprioceptive 
dorsal root ganglion neurons. Nat Neurosci 2002; 5: 
946-954

13 Woolf E, Xiao C, Fainaru O, Lotem J, Rosen D, 
Negreanu V, Bernstein Y, Goldenberg D, Brenner O, 
Berke G, Levanon D, Groner Y. Runx3 and Runx1 
are required for CD8 T cell development during 
thymopoiesis. Proc Natl Acad Sci U S A 2003; 100: 
7731-7736

14 Levanon D, Bettoun D, Harris-Cerruti C, Woolf 
E, Negreanu V, Eilam R, Bernstein Y, Goldenberg 
D, Xiao C, Fliegauf M, Kremer E, Otto F, Brenner 
O, Lev-Tov A, Groner Y. The Runx3 transcription 
factor regulates development and survival of TrkC 
dorsal root ganglia neurons. EMBO J 2002; 21: 
3454-3463

15 Bangsow C, Rubins N, Glusman G, Bernstein Y, 
Negreanu V, Goldenberg D, Lotem J, Ben-Asher E, 
Lancet D, Levanon D, Groner Y. The RUNX3 gene--
sequence, structure and regulated expression. Gene 
2001; 279: 221-232

16 Habtemariam B, Anisimov VM, MacKerell AD 
Jr. Cooperative binding of DNA and CBFbeta to 
the Runt domain of the CBFalpha studied via MD 
simulations. Nucleic Acids Res 2005; 33: 4212-4222

17 Javed A, Barnes GL, Jasanya BO, S te in JL , 
Gerstenfeld L, Lian JB, Stein GS. runt homology 
domain transcription factors (Runx, Cbfa, and 
AML) mediate repression of the bone sialoprotein 
promoter: evidence for promoter context-dependent 
activity of Cbfa proteins. Mol Cell Biol 2001; 21: 
2891-2905

18 Telfer JC, Rothenberg EV. Expression and function 
of a stem cell promoter for the murine CBFalpha2 

gene: distinct roles and regulation in natural killer 
and T cell development. Dev Biol 2001; 229: 363-382

19 Fainaru O, Woolf E, Lotem J, Yarmus M, Brenner O, 
Goldenberg D, Negreanu V, Bernstein Y, Levanon D, 
Jung S, Groner Y. Runx3 regulates mouse TGF-beta-
mediated dendritic cell function and its absence 
results in airway inflammation. EMBO J 2004; 23: 
969-979

20 Kano MR, Bae Y, Iwata C, Morishita Y, Yashiro M, 
Oka M, Fujii T, Komuro A, Kiyono K, Kaminishi 
M, Hirakawa K, Ouchi Y, Nishiyama N, Kataoka 
K, Miyazono K. Improvement of cancer-targeting 
therapy, using nanocarriers for intractable solid 
tumors by inhibition of TGF-beta signaling. Proc 
Natl Acad Sci U S A 2007; 104: 3460-3465

21 Gayther SA, Batley SJ, Linger L, Bannister A, 
Thorpe K, Chin SF, Daigo Y, Russell P, Wilson A, 
Sowter HM, Delhanty JD, Ponder BA, Kouzarides T, 
Caldas C. Mutations truncating the EP300 acetylase 
in human cancers. Nat Genet 2000; 24: 300-303

22 Li J, Kleeff J, Guweidhi A, Esposito I, Berberat PO, 
Giese T, BUchler MW, Friess H. RUNX3 expression 
in primary and metastatic pancreatic cancer. J Clin 
Pathol 2004; 57: 294-299

23 Oshimo Y, Oue N, Mitani Y, Nakayama H, 
Kitadai Y, Yoshida K, Ito Y, Chayama K, Yasui W. 
Frequent loss of RUNX3 expression by promoter 
hypermethylation in gastric carcinoma. Pathobiology 
2004; 71: 137-143

24 Nakano T, Tani M, Nishioka M, Kohno T, Otsuka 
A, Ohwada S, Yokota J. Genetic and epigenetic 
alterations of the candidate tumor-suppressor gene 
MYO18B, on chromosome arm 22q, in colorectal 
cancer. Genes Chromosomes Cancer 2005; 43: 162-171

25 Kim SH, Bae SI, Lee HS, Kim WH. Alteration of O6-
methylguanine-DNA methyltransferase in colorectal 
neoplasms in sporadic and familial adenomatous 
polyposis patients. Mol Carcinog 2003; 37: 32-38

26 Zhang S, Kong WJ, Wang YJ, Han YC, Zhang D. 
Inhibitory effect of 5-Aza-2'-deoxycytidine on 
human nasopharyngeal carcinoma xenograft in 
nude mice. Ai Zheng 2005; 24: 1201-1205

27 Bender CM, Pao MM, Jones PA. Inhibition of DNA 
methylation by 5-aza-2'-deoxycytidine suppresses 
the growth of human tumor cell lines. Cancer Res 
1998; 58: 95-101

           编辑  潘伯荣  电编  何基才  

■同行评价
本文讨论RUNX3
基因的表达与结
肠癌的关系, 该方
面的研究较少, 此
论文有新意.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年3月8日; 16(7): 716-720
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

慢性乙型肝炎患者中医证型特点及分布差异 

王凤云, 唐旭东, 刘燕玲, 卞立群, 张引强 

王凤云, 中国中医科学院西苑医院实验中心 北京市 100091
唐旭东, 卞立群, 张引强, 中国中医科学院西苑医院消化科 
北京市 100091
刘燕玲, 中国中医科学院西苑医院肝炎科 北京市 100091
王凤云, 2007年中国中医科学院博士, 主治医师, 主要从事消化
系统疾病的临床及消化药理研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30672688
作者贡献分布: 此课题由王凤云, 唐旭东, 刘燕玲设计; 研究过程
由王凤云, 刘燕玲, 卞立群及张引强操作完成; 数据分析由王凤
云,卞立群完成; 本论文写作由王凤云, 唐旭东完成.
通讯作者: 唐旭东, 100091, 北京市, 中国中医科学院西苑医院
消化科. txdly@sina.com
电话: 010-62882389 传真: 010-2866760
收稿日期: 2007-07-30   修回日期: 2008-02-20

Syndrome type characteristics 
and their distribution 
differences in patients with 
chronic hepatitis B  

Feng-Yun Wang, Xu-Dong Tang, Yan-Ling Liu, 
Li-Qun Bian, Yin-Qiang Zhang

Feng-Yun Wang, Center of Laboratory, Xiyuan Hospital, 
China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 
100091, China
Xu-Dong Tang, Li-Qun Bian, Yin-Qiang Zhang, Depart-
ment of Gastroenterology, Xiyuan Hospital, China Academy 
of Chinese Medical Sciences, Beijing 100091, China 
Yan-Ling Liu, Department of Hepatology, Xiyuan Hospi-
tal, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 
100091, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30672688
Correspondence to: Dr. Xu-Dong Tang, Department of Gas-
troenterology, Xiyuan Hospital, China Academy of Chinese 
Medical Sciences, Beijing 100091, China. txdly@sina.com
Received: 2007-07-30    Revised: 2008-02-20 

Abstract
AIM: To probe into the characteristics of 
s y n d r o m e t y p e s a n d t h e i r d i s t r i b u t i o n 
differences in patients with chronic hepatitis B.  

METHODS: In combination with literatures in-
volving syndrome types of Chinese medicine of 
hepatitis B, a total of 126 patients with chronic 
hepatitis B from Xiyuan hospital were prospec-
tively investigated on symptoms and signs, the 
characteristics of syndrome types and their dis-
tribution differences.

RESULTS: The proportions of syndrome types 

in patients with chronic hepatitis B were: stag-
nation of liver with deficiency of the spleen > 
dampness-heat accumulation > hepatic and 
renal yin deficiency > obstruction of collaterals 
by blood stasis > splenonephro yang deficiency. 
The factors dampness-heat and qi yin deficiency 
were considered as main accompanied symp-
toms and signs in all the types. Dark red tongue, 
red tongue, and greasy tongue fur are major 
tongue demonstrations in chronic hepatitis B 
patients. The accumulated scores of syndromes 
and physical signs of patients such as flank pain, 
bitter taste of mouth, abdominal distension, low 
appetite, greasy tongue fur and so on were sig-
nificantly different between different syndrome 
types (P < 0.05). Compared with those in other 
types, the levels of alanine aminotransferase 
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) 
were higher in dampness-heat type (ALT: 75.81 
± 39.93 vs 48.13 ± 26.02, 50.42 ± 31.69, 59.09 ± 
21.50, P < 0.05; AST: 82.89 ± 38.37 vs 42.62 ± 
21.43, 51.88 ± 36.11, 68.93 ± 24.57, P < 0.05).  

CONCLUSION: The factor dampness-heat is 
considered as a main reason running through 
different clinical stages of chronic hepatitis B, 
and healthy energy deficiency is the internal 
foundation of dampness and heat invading hu-
man body.  

Key Words: Chronic hepatitis B; Type of syndrome; 
Characteristic; Distributional difference

Wang FY, Tang XD, Liu YL, Bian LQ, Zhang YQ. 
Syndrome type characteristics and their distribution 
differences in patients with chronic hepatitis B. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(7): 716-720

摘要
目的: 探讨慢性乙型肝炎患者中医证型特点
及分布差异.   

方法: 结合慢性乙型肝炎中医证型研究的文
献, 对126例西苑医院的慢性乙型肝炎患者症
状体征、中医证型分布差异及特点进行前瞻
性调查.   

结果: 慢性乙型肝炎患者中医证型分布规律

®

■背景资料
从中医药方面来
研究开发治疗慢
性乙型肝炎的有
效方药, 前景十分
广阔, 但在当前研
究中尚存在不少
问题. 中医学理论
的核心是辨证施
治, 而确定证型又
是论治的前提, 但
由于慢性乙型肝
炎在临床上因患
者体质、地区、
不同发病阶段等
因素不同而有不
同的临床表现. 因
此, 目前证型划分
在临床上有多种, 
这种过多的证型
划分难以符合辨
证规范化及客观
化的原则.

■同行评议者
张声生, 教授, 首
都医科大学附属
北京中医医院消
化中心
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以肝郁脾虚型为主, 湿热型次之, 肝肾阴虚型
又次之, 瘀血阻络型所占比例较肝肾阴虚型
小, 脾肾阳虚型最为少见, 其中, 湿热与气阴亏
虚为各证型的主要兼夹因素, 暗红舌、红舌
和腻苔是慢性乙型肝炎患者的主要舌象. 患者
的症状体征(胁痛、口苦、腹胀、食欲低下、

舌苔腻等)积分在各证型中分布有显著性差异
(P <0.05). ALT、AST均以湿热中阻型为最高, 
与其他证型相比, 差异有显著性(ALT: 75.81±
39.93 vs 48.13±26.02, 50.42±31.69, 59.09±
21.50, P <0.05; AST: 82.89±38.37 vs  42.62±
21.43, 51.88±36.11, 68.93±24.57, P <0.05). 

结论: 湿热因素贯穿于慢性乙肝患者的不同
阶段, 是该病长期存在的基本矛盾, 而正气亏
虚, 正是湿热毒邪侵扰的内在基础, 该病的病
机为“邪侵而正虚, 正虚而邪恋”.

关键词: 慢性乙型肝炎; 中医证型; 特点; 分布差异
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0  引言

慢性乙型肝炎是我国的常见病、多发病, 因此, 
从中医药方面来研究开发治疗慢性乙型肝炎的

有效方药, 前景十分广阔, 但在当前研究中尚存

在不少问题. 中医学理论的核心是辨证施治, 而
确定证型又是论治的前提, 但由于慢性乙型肝

炎在临床上因患者体质、地区和不同发病阶段

等因素不同而有不同的临床表现, 因此, 目前证

型划分在临床上有多种[1]. 这种过多的证型划分

难以符合辨证规范化及客观化的原则. 本研究

以慢性乙型肝炎患者为研究对象, 对我院慢性

乙型肝炎患者进行现场调查, 了解我院慢乙肝

患者的中医证型分布规律及其与客观指标之间

的关系, 从而为临床辨证论治提供客观的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-09/2006-09月中国中医科

学院西苑医院肝炎门诊及消化门诊慢性乙型

肝炎、肝硬化代偿期患者126例. 其中无证可

辨5例; 肝郁脾虚组45例, 男30例, 女15例, 年
龄18-71(平均47.62±14.45)岁; 湿热中阻组37
例, 男24例, 女13例, 年龄19-72(平均47.16±
16.32)岁; 瘀血阻络组18例, 男11例, 女7例, 年
龄24-68(平均51.81±13.98)岁; 肝肾阴虚组21

例, 男11例, 女10例, 年龄26-70(平均47.11±
12.85)岁, 各证型中均伴有兼夹症. 126例患者病

原学检测, 均有HBsAg(+), 其中HBeAg(+)、抗

-HBe(+)散在分布于各证型中. 上述数据经统计

学处理, 各组年龄、性别、病情、病程, 具有较

好的可比性.
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: 参照2005年(中华医学会肝病学

分会、中华医学会感染病学分会联合制订)的
《慢性乙型肝炎防治指南》[2]有关急慢性乙型

肝炎的诊断标准而制定. 有乙型肝炎或HBsAg
阳性史超过6 mo, 现HBsAg和(或)HBV-DNA仍

为阳性者, 可诊断为慢性HBV感染. 根据HBV
感染者的血清学、病毒学、生化学试验及其

他临床和辅助检查结果, 可将慢性HBV感染分

为: (1)HBeAg阳性慢性乙型肝炎, 血清HBsAg、
HBV-DNA和HBeAg阳性、抗-HBe阴性, 血清

ALT持续或反复升高, 或肝组织学检查有肝炎病

变. (2)HBeAg阴性慢性乙型肝炎, 血清HBsAg和
HBV-DNA阳性, HBeAg持续阴性, 抗-HBe阳性

或阴性, 血清ALT持续或反复异常, 或肝组织学

检查有肝炎病变. 
1.2.2 纳入标准: 符合慢性乙型肝炎的诊断标准, 
目前有症状、体征及肝功能异常者. 发病日期

不明或无肝炎病史, 但影像学、腹腔镜或肝活

体组织病理检查符合慢性肝炎改变或根据症

状、体征、化验综合分析作出相应诊断者. 
1.2.3 排除标准: (1)同时或重迭感染; (2)经检查

证实有药物中毒、乙醇中毒等因素导致的肝炎

及自身免疫性肝炎, 伴有慢性乙型肝炎者; (3)合
并肝癌, 肝性脑病, 以及严重的心脑血管、肺、

肾、内分泌和造血系统严重原发性疾病, 精神

病患者; (4)伴发失代偿性肝硬化者; (5)妊娠或准

备妊娠妇女, 哺乳期妇女; (6)年龄在10岁以下, 
或在75岁以上患者. 
1.2.4 症状体征评分方法: 根据《中药新药临床

研究指导原则》(试行)[3]关于《中药新药治疗

病毒性肝炎的临床指导原则》中症状分级量

化, 按无、轻、中、重分4个等级记分, 分别记

“-”(无)、“+”(轻)、“++”(中)、“+++”
(重); 每个“+”记1分, “-”记0分. 积分方法

如下, 胁肋疼痛: 无(-); 胁肋隐隐作痛, 不影响正

常工作(+); 疼痛较重, 影响生活(++); 疼痛剧烈, 
难以忍受(+++); 舌象: 舌暗不明显(-); 舌质淡暗

(+); 舌质暗(++); 舌暗有瘀点或瘀斑(+++); 脘腹

胀满: 无(-); 食后脘闷腹胀, 可自行缓解(+); 食后

■创新盘点
本文对慢性乙型
肝炎、肝硬化代
偿期患者的证型
特点及差异进行
研究, 客观真实的
反映临床上与文
献研究中的差异, 
从不同的角度说
明湿热疫毒为该
病的主要致病因
素, 正气虚弱是其
内因和转归.
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脘闷腹胀, 有时可自行缓解(++); 整日脘闷腹胀, 
影响休息, 坐卧不安(+++); 倦怠乏力: 无(-); 肢
体稍倦, 可坚持轻体力劳动(+); 四肢乏力, 勉强

坚持日常活动(++); 精神萎靡, 偶语(+++); 口苦: 
无(-); 偶觉口干苦(+); 晨起口干苦(++); 整日觉

口干苦(+++); 大便(-); 大便初硬后稍溏(+); 大便

不成形, 每日2－3次, 或稀便(++); 溏便, 每日3次
以上(+++); 舌质: 淡(-); 淡红/红(+); 暗红(++); 暗
(+++). 

2  结果

2.1 各证型症状体征分布 根据慢性乙型肝炎患

者各种临床症状、体征, 中医可分为肝郁脾虚

型、湿热中阻型、肝肾阴虚型、瘀血内阻型. 
不同证型中症状、体征的分布特点见表1.
2.2 各证型兼夹因素 各证型中兼夹湿热因素与

兼夹气虚、阴虚、血瘀等证型发生率比较均有

显著差异(P <0.05-0.01)(表2).
2.3 不同证型症状体征积分 从常见症状体征可

以看出其以湿热征象为主, 主要反映在舌象上

(表3). 
2.4 舌象与中医证型 舌质暗在肝郁脾虚型、湿

热中阻型和瘀血阻络型3型发生率显著高于肝

肾阴虚型; 湿热中阻型出现舌红的发生率高于

肝郁脾虚型; 肝郁脾虚型、湿热中阻型中苔腻

的发生率较肝肾阴虚型、瘀血阻络型有显著性

差异(P <0.05-0.01, 表4).
2.5 各证型中血ALT、AST和TBIL水平情况    
ALT、AST和TBIL的水平在不同证型中比较, 湿
热中阻型、瘀血阻络型、肝郁脾虚型上述指标

均有统计学差异, 依据平均秩次推断, 上述指标

水平顺序为湿热中阻型>瘀血阻络型>肝郁脾虚

型和肝肾阴虚型(表5). 

3  讨论

本研究结果显示, 慢性乙型肝炎患者中医证型

分布规律表现为肝郁脾虚型>湿热中阻型>肝肾

阴虚型>瘀血阻络型>脾肾阳虚, 其中湿热与气

阴亏虚为主要的兼夹证. 虽然相对于文献病例

而言, 所研究的慢性乙肝患者湿热中阻型者比

例较低, 但实际湿热证又为各型的主要兼夹证. 
湿热中阻证可存在于慢性肝炎早期, 中期和晚

期, 故可见到较多重度ALT升高; 肝肾阴虚证、

瘀血阻络证多见于病程中晚期, 可见到轻至中

度转氨酶升高, 这也反映了慢性乙型肝炎由浅

入深的发展过程. 
近年来, 不少医家重视脾虚在慢性肝病中的

作用, 提高了疗效. 但有些患者, 缺乏脾气虚主

证, 如纳谷正常、腹不胀满、大便不溏等, 而仅

有胁胀、胁痛不适、情志抑郁、易于疲倦、多

梦或有月经失调等症, 均为肝经气所过的特有

症状, 故应属肝气虚证. 肝气虚证则为虚证, 以
情志抑郁为主, 兼有气虚表现, 易伴有肝阴血不

足证, 以胁胀不适为多, 日久可发展为肝阳虚证, 
病程长, 舌质淡体偏胖常见, 其脉多虚[4]. 秦伯未

先生在《论肝病》中将肝虚证分为肝阴、血、

气、阳虚, 并特别提出“在肝虚证上, 只重视血

虚不考虑气虚, 显然是不全面的”, 对今人启发

颇多. 
研究中还发现有5例患者无证可辩, 与文献

中提到的“隐证型[5]”“邪伏络脉[6]”型相似, 
指的是HBsAg持续存在6 mo以上而无相关症状

和体征的HBV携带者. 实际上, 临床中这类患者

占有相当的比例. 通过研究我们认为, 该类患者

多与肝郁脾虚型相对应, 对其尚有待于进一步

深入研究确认. 
中医理论认为舌苔乃脾胃阳气蒸腾水谷之

气, 上聚于舌面而成[7], “辨舌质可辨五脏之虚

实, 察舌苔可观六淫之深浅 ”. 本研究共观察了

■应用要点
中医药在慢性乙
型肝炎的临床诊
疗中发挥着重要
作用, 客观准确地
辩证分型是提高
中医药疗效的关
键所在.

表 1 各证型症状体征分布(n )

     
分组                     胁痛      倦怠乏力     面色暗      脘闷腹胀      头晕目眩      双目干涩      大便溏     口苦      舌暗      苔黄/腻

肝郁脾虚型         17             24              15             8                   3        2        20       2 15 16

湿热中阻型         12             21             16            21                  6        8        19     18 18 24

肝肾阴虚型         11             15              17             2                 16      10          5     16   8 14

瘀血内阻型         14               5              19           13                   8        4          7     11 13   8

表 2 各证型兼夹证分布情况[n (%)]

     
兼夹证

     湿热          肝郁  肝肾   瘀血       
合计

              中阻型       脾虚型        阴虚型       阻络型

湿热      37(59.7)      9(14.5)        10(16.1)       5(8.1)         61

气虚       8(23.5)     11(32.4)        12(35.3)       3(8.8)         34

阴虚       4(10.3)       1(2.6)          21(53.8)     13(33.3)       39

血瘀     13(35.1)       2(5.4)            4(10.8)     18(48.6)  37
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126例患者的舌质和舌苔并进行记录统计. 结果

发现, 暗舌、暗红舌是慢性肝病舌象的主要表

现, 反映了瘀血内结, 营阴暗伤的情况[8]. 肝调畅

一身之气血. 肝功能正常, 则气机调畅, 血脉流

通, 血液当运则运, 归运有度, 不致瘀阻. 足厥阴

肝脉络于舌本, 肝脏疏泄气血的功能失常在舌

上表现最为明显. 慢性肝损伤早期, 湿热邪毒入

侵, 影响肝脏疏泄功能, 气机郁滞, 甚至化火, 血
脉扩张, 气血沸涌, 舌部血络充盈, 舌质由淡红

变为红绛; 久病入络, 随肝损伤程度的加重, 气
机郁滞更加明显, 火热毒邪进一步伤及营血, 耗
伤津液, 灼伤脉络, 导致舌部血络充盈、扩张、

渗出明显, 血行淤滞, 出现舌质紫暗, 甚至形成

瘀点、瘀斑, 影响到肝藏血的功能, 肝血不足则

气无以用, 肝调节分布血量功能失职, 血不归于

肝脏而停于诸经为瘀, 使舌现紫暗[9]. 慢性乙型

肝炎患者随着病情加重, 免疫功能的失调, 正常

舌象越来越少, 出现相应的病理舌象, 常见的红

舌、暗紫舌、黄腻苔、黄苔等异常舌象中, 无
论舌象是单个还是混合出现, 常只提示免疫功

能异常[10]. 人体是一个整体, 临床观察舌象, 应将

舌象作为整体的一个部分来了解其变化的病理

意义. 本实验结果提示, 不同证型舌苔厚薄的分

布有显著性差别(P <0.05), 反映了舌苔变化与中

医证型的相关性, 而且可以反映慢乙肝病情的

轻重. 从本研究初步结果看, 舌象与中医证型之

间可能存在一定关系, 值得进一步深入研究. 
由于时间、条件及样本量的关系, 有关各

证型的研究在许多方面尚待进一步深入探讨: 
(1)对慢性乙型肝炎无证可辩问题的研究; (2)对
舌诊的研究; 舌诊是进行辨证论治必不可缺的

诊断方法, 如何使舌诊研究深入开展, 将其蕴藏

的深在内涵揭示出来以用于临床是亟待解决的

问题. (3)中医证型的量化及标准化研究. 目前慢

性乙型肝炎的中医辨证仍然以传统的望闻问切

四诊资料为主, 缺少客观依据及疗效评价体系, 
在一定程度上阻碍了中医药治疗肝病的发展. 
因此迫切需要中医证型的标准化及量化指标, 
为揭示中医证候的本质、临床疗效评定、中成

药的研发等工作奠定基础. 

4      参考文献
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中医辨证现状及辨证方法探讨. 中国中医基础医学杂
志 2002; 8: 651-652

2 中华医学会肝病学分会, 中华医学会感染病学分会. 

表 3 各型症状体征积分变化(mean±SD)

     
症状体征                 肝郁脾虚型               湿热中阻型               肝肾阴虚型                瘀血阻络型

胁肋疼痛

舌质暗

双目干涩

舌苔腻

口干或口苦

食欲不振

倦怠乏力

面色晦暗 

大便溏/稀

脘闷腹胀

1.13±0.94ce 1.35±0.98 0.81±0.55 0.71±0.17b

1.07±0.84 0.75±0.45e 0.71±0.45e 1.49±0.60a
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1.02±0.76 1.19±1.13 0.95±0.47 0.89±0.46

0.84±0.55c 0.59±0.40 0.50±0.38e 0.94±0.30

1.04±0.68c 1.00±0.70 0.52±0.35 0. 78±0. 46

1.16±0.85 1.41±0.51 0.81±0.45a 0.56±0.31b

aP<0.05, bP<0.01 vs  湿热中阻型; cP<0.05 vs  肝肾阴虚型; eP<0.05 vs  瘀血阻络型.

表 4 舌象在各证型中分布情况

     
中医证型           n      舌质暗    舌质红   舌苔薄腻/腻/黄腻

肝郁脾虚型

湿热中阻型

肝肾阴虚型

瘀血阻络型

aP <0.05, bP <0.01 vs  肝肾阴虚型; cP <0.05 vs  肝郁脾虚型; 
dP<0.01 vs  瘀血阻络型.

45        15a          6               26db

37        18b        13c               23db

21          8          11                 9

18        13a          8               10

表 5 中医证型与ALT, AST和TBIL的关系(mean±SD)

     
中医证型      n        ALT(U/L) AST(U/L)        TBIL(Umol/L)  

肝郁脾虚型

湿热中阻型

肝肾阴虚型

瘀血阻络型

45  48.13±26.02d   42.62±21.43d   15.97±12.04

37  75.81±39.93bc  82.89±38.37bc 22.38±14.23ac

20  50.42±31.69c   51.88±36.11c 13.56±11.10d

18  59.09±21.50a   68.93±24.57  18.19±17.79

aP<0. 05, bP<0.01 vs  肝郁脾虚型; cP<0.05, dP<0. 01 vs  瘀血

阻络型.

■同行评价
本文探讨肝炎证
候分布有一定意
义, 但须对文中的
内容作进一步修
改. 
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Abstract
AIM: To observe the expressions of cytoketatin18 
(CK18) and cytoketatin19 (CK19) in tissues of 
hepatocellular carcinoma, liver cirrhosis, and 
normal liver. 

METHODS: Immunohistochemical streptavidin-
peroxidase (SP) method was adopted to exam-
ine the expression of CK18 and CK19 in tissue 
samples of normal liver (n = 8), liver cirrhosis (n 
= 27), and  hepatocellular carcinoma (n = 43).  

RESULTS: The positive rates of CK18 expres-
sion in hepatic cirrhosis and normal liver tissues 
were no significant differences. However, CK18 
expression was significantly different between 

hepatocellular carcinoma and liver cirrhosis 
(65.1% vs 29.6%, P < 0.01). The positive rates of 
CK19 expression in cirrhosis of liver and nor-
mal liver were no significant differences. But 
the expression CK19 was markedly higher in 
hepatocellular carcinoma than that in hepatic 
cirrhosis (69.8% vs 25.9%, P < 0.01). Oval cells 
with strongly positive staining can be seen in the 
portal area of cirrhosis cases (20/27) and in the 
brink of carcinoma cases (35/43), and there were 
significant differences (CK18: 6.57 ± 1.69 vs 10.70 
± 2.31; CK19: 5.37 ± 1.17 vs 10.45 ± 2.15, P < 0.01) 
in the numbers between cirrhosis of liver and 
hepatocellular carcinoma. 

CONCLUSION: CK18 and CK19 are involved 
in hepatocarcinogenesis. Oval cells are strongly 
positive for CK18 and CK19 in cirrhosis of liver 
and hepatocellular carcinoma. Oval cells are as-
sociated with regeneration of liver, and are prob-
ably original cells of hepatocellular carcinoma. 

Key Words: Cytokeratin; Hepatocellular carcinoma; 
Oval cell; Immunohistochemistry

Li W, Zhou HC, Li JC, Duan FL. Expressions of 
cytokeratin 18 and cytokeratin 19 in hepatocellular 
carcinoma tissues. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(7): 721-725

摘要
目的: 观察和探讨细胞角质素CK18和CK19在
不同肝组织中的表达及其意义.

方法: 采用免疫组化SP法观察正常肝组织8
例, 肝硬化组织27例和肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)组织43例中CK18, CK19的
表达.  

结果: 肝CK18和CK19在肝硬化组与正常肝组
织的表达率均无明显差异, 但两者在肝细胞
癌组与肝硬化组之间差异有显著性(65.1% vs  
29.6%, 69.8% vs  25.9%, P <0.01). 在20/27例肝
硬化组织和35/43例HCC组织中可见到CK18, 
CK19标记的卵圆细胞, 且在两种组织中卵圆
细胞的数量有显著性差异(CK18: 6.57±1.69 
vs  10.70±2.31; CK19: 5.37±1.17 vs  10.45±
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是严重危害人类
健康的恶性肿瘤
之一. 不少学者对
其进行了细胞学
起源的探讨, 提出
了肝细胞癌可能
起源于肝内未分
化的卵圆细胞的
假说, 并从肝癌组
织中发现了肝卵
圆细胞的存在.  

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染科 



2.15, P <0.01). 

结论: CK18和CK19参与了肝硬化到HCC的
癌变过程; CK18和CK19在卵圆细胞中的强阳
性表达, 支持HCC的卵圆细胞起源学说. 

关键词: 角蛋白; 肝癌; 卵圆细胞; 免疫组织化学

李蔚, 周慧聪, 李继昌, 段芳龄. 细胞角质素CK18和CK19在肝细

胞癌组织中的表达. 世界华人消化杂志  2008; 16(7): 721-725
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)由肝内

未分化的肝干细胞或卵圆细胞异常分化而来. 卵
圆细胞被证实是肝脏干细胞(stem cell)的子代细

胞[1], 是肝干细胞的一种[2-3], 并根据卵圆细胞的

形态, 表型特征, 癌基因表达及体外转化等大量

间接证据[4-22], 认为HCC来源于卵圆细胞. 他具有

独特的细胞形态和免疫表型, 既可表达肝细胞

型细胞角质素CK8和CK18, 又可表达胆管细胞

型角质素CK7和CK19. 我们通过免疫组化方法, 
检测卵圆细胞标志物CK18和CK19在正常肝组

织, 肝硬化组织和HCC组织中的表达, 并观察卵

圆细胞在不同组织中的增生状况, 以期了解卵

圆细胞在HCC发生中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 新乡医学院病理教研室, 郑州大学第一

附属医院, 第二附属医院病理科, 河南省肿瘤医

院HCC患者共43例, 肝硬化27例及肝囊肿8例, 
血管瘤及肝硬化旁经病理证实为正常的蜡块或

组织. 鼠抗人CK18, CK19购自福建迈新公司, SP
试剂盒及DAB试剂盒购自北京中山公司. 
1.2 方法 常规石蜡切片, HE染色. 免疫组化染色

按试剂盒说明书进行: 二甲苯及梯度酒精脱腊

水化; 30 mg/L过氧化氢室温孵育10 min, 以消除

内源性过氧化物酶的活性; 枸橼酸盐缓冲液抗

原修复10 min; 正常山羊血清封闭, 室温孵育20 
min; 倾去血清、勿洗、滴加一抗工作液, 4℃孵

育过夜; 加二抗, 室温孵育20 min; SP室温孵育20 
min; DAB镜下显色2-5 min; 苏木精复染, 酒精脱

水, 二甲苯透明, 中性树胶封固. 设空白对照, 用
PBS缓冲液代替一抗孵育已知阳性切片, 结果阴

性. 根据阳性细胞所占的比例及显色程度, 将染

色结果分为弱阳性(+), 阳性(++), 强阳性(+++)及
阴性(-). 分别为25%-50%, 51%-70%, 70%以上及
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小于25%的细胞着色(参照1997年全国免疫组化

技术诊断标准化专题研讨会意见). 
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件进行, 

计数资料采用χ2检验, 计量资料采用配对t检验, 
α = 0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 肝组织中CK18和CK19的表达 在正常肝组

织中, CK18主要定位于小叶间胆管上皮细胞, 呈
阳性染色, 靠近间质(汇管区)的肝细胞呈弱阳

性染色, 其他部位肝细胞不着色, 主要为胞膜着

色, 肝细胞质内亦有弱阳性着色, 从靠近间质汇

管区向肝小叶中央区CK18着色呈逐渐衰减的

趋势, 阳性率25%; 在肝硬化组织中, CK18在胆

管细胞中呈阳性着色, 而在肝细胞中的着色亦

有分布异质性, 从靠近间质汇管区向假小叶中

央区亦呈逐渐衰减趋势, 偶见呈强阳性着色的

异型细胞, 在汇管区内可见呈强阳性染色的小

细胞, 这些细胞具有独特的细胞形态, 细胞体

积小, 约为正常肝细胞的1/4至1/2大小, 整个细

胞大部分为卵圆形胞核所占据, 而胞质较少(图
1A); 在HCC组织中, 癌细胞和间质内假胆管均

呈强阳性着色, 在癌巢周边常可见到的成簇分

布或散在分布的卵圆细胞(图1B). CK18在肝硬

化组中的表达率与其在正常组中的表达率相比

无显著差异, 而在HCC中的表达率与其在肝硬

化组中的表达率相比有显著差异(P <0.01, 表1). 
CK19在正常肝组织中, 胆管上皮细胞阳性表达, 
肝细胞呈阴性表达, 在肝硬化组织中, 间质中

胆管、假胆管呈阳性着色, 间质中可见强阳性

着色的卵圆细胞, 肝细胞不着色(图2A), 在正常

肝组织中和肝硬化组之中的阳性表达率分别为

0%和29.6%, 二者之间无明显差异(P >0.05). 在
HCC中, 癌细胞, 间质中假胆管中呈阳性表达, 
相对正常肝细胞呈阴性表达, 并见卵圆细胞的

阳性表达(图2B), HCC的阳性表达率为69.8%, 
HCC和肝硬化组之间表达有显著差异(P <0.01, 
表1).
2.2 卵圆细胞增生 在正常肝组织中未见到卵圆

细胞, 在20/27例肝硬化组织中, 靠近肝小叶边缘

汇管区周围可见到CK18及CK19染色较深的小

细胞, 体积约为正常肝细胞的1/2-1/4, 胞核呈卵

圆形, 胞质稀少, 即卵圆细胞. 在35/43例HCC组
织中亦可见到卵圆细胞的增生, 他们位于癌巢

周边, 成簇分布或散在分布. 他们在肝硬化组织

和HCC组织中的数量之间有显著性差异, CK18

www.wjgnet.com

■相关报道
Fang et al 在大鼠
肝癌模型中测得
卵圆细胞贯穿于
造 模 全 过 程 ,  其
c-myc 的表达量随
肝癌的进展增高, 
由此推测c-myc 作
为致癌基因可能
对卵圆细胞恶性
转化其重要作用. 
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及CK19标记的卵圆细胞在二者均有显著性差异

(P <0.01, 表2).
3  讨论

CK18, CK19为两种不同的胆管上皮细胞角质

素, CK18被认为是成熟肝细胞的标志, 属于肝细

胞型细胞角质素; CK19属于胆管细胞型细胞角

质素, 一般认为肝细胞不表达CK19[23]. 卵圆细胞

在分化过程中既可表达CK18, 又可表达CK19. 
Grisham et al [24]提出了有关肝脏发育的流动肝

(streaming liver)假说. 理由是肝板形态类似轨道, 
新生肝细胞呈向心性从门静脉周围区移行至中

央静脉区, 最终因凋亡死亡. 流动肝假说从细胞

发育角度解释了门静脉周围区和中央静脉周围

区肝细胞活力和功能的差异. 而CK18在正常肝

组织和肝硬化组织肝细胞中从靠近间质汇管区

向肝(假)小叶中央区的分布异质性也说明了这

一点. 目前认为, 肝再生通常通过处于增生静止

期的分化肝细胞进入细胞周期完成, 如果这一

途径出现缺陷, 胆管上皮细胞可以从门脉汇管

区移出并分化成肝细胞, 这种胆管上皮细胞即

卵圆细胞(oval cell). CK18属肝细胞型角质素, 即
在肝实质细胞可有表达, 但从我们的实验结果

来看, 并不是所有的肝细胞都可表达CK18. 因
此, CK18在正常肝组织, 肝硬化组织和HCC组织

中的表达状况, 体现了卵圆细胞在肝的发育, 再
生, 癌变过程中担当着重要的角色. 在正常肝组

织中, 胆管上皮细胞呈阳性着色, 而在肝细胞中

则从靠近间质汇管区向肝小叶中央呈逐渐衰减

趋势, 印证了流动肝学说, 在肝硬化组织中, 正
常肝细胞再生功能缺损, 胆小管源性卵圆细胞

从汇管区向外迁移分化形成肝细胞, 卵圆细胞

来源于胆管上皮细胞, CK18呈强阳性着色, 间质

内胆管, 假胆管亦呈阳性着色. 而肝细胞仍遵循

表 1 肝组织中CK18和CK19的阳性表达 n (%)

     
组织                                   CK18                                    CK19

正常肝                           2(25)                                 0(0)

肝硬化                          8b(29.6)                            7b(25.9)

肝细胞癌                      28(65.1)                           30(69.8)

bP<0.01 vs  正常肝组织, 肝细胞癌组织.

■创新盘点
本文通过免疫组
化方法, 检测卵圆
细胞标志物CK18
和CK19在正常肝
组织, 肝硬化组织
和HCC组织中的
表达, 并观察卵圆
细胞在不同组织
中的增生状况, 以
期了解卵圆细胞
在HCC发生中的
作用. 

表 2 肝组织CK18和CK19标记的卵圆细胞数

     
组织                   n                     CK18                          CK19

肝硬化            20           6.57±1.69              5.37±1.17

肝细胞癌         35          10.70±2.31b          10.45±2.15b

bP<0.01 vs  肝硬化.

图 1 肝组织CK18的表达(SABC×400). A: 肝硬化; B: 肝细胞癌.

A B

A B

图 2 肝组织中CK19的表达(SABC×400). A: 肝硬化; B: 肝细胞癌.

■应用要点
本文以卵圆细胞
作为种子细胞进
行肝细胞移植, 应
用于终末期肝衰
竭的临床治疗. 
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流动肝的轨道, 亦呈现出类似正常肝细胞的异

质性着色. 仅从形态学上推测尚不能说明全部

问题, C K18在正常肝组织和肝硬化组织中的

异质性表达和流动肝假说的关系, 还需进一步

研究. 
本实验结果提示CK19在正常肝组织中, 胆

管上皮细胞阳性着色, 肝细胞无阳性着色; 在肝

硬化组织中, 间质中胆管, 假胆管呈阳性着色, 
间质中可见阳性着色的卵圆细胞, 肝细胞不着

色. 而在HCC组织中, 癌细胞和间质中假胆管呈

阳性着色, 并可见卵圆细胞强阳性着色. HCC癌
细胞表达CK19, 提示在肝细胞癌变过程中, 细胞

表型发生了改变, 这也为探索HCC的细胞起源

提供了线索. Sell et al [25]从动物模型的研究成果

推论无论是肝细胞癌还是胆管细胞管癌均起源

于汇管周的肝脏干细胞, 卵圆细胞是干细胞的

子代细胞, 并认为卵圆细胞可向Hering管分化, 
或形成胆管样结构, 在致癌环境作用下, 该干细

胞可异常分化形成癌细胞. 本实验中卵圆细胞

及部分肝癌细胞表达CK19, 表明卵圆细胞具有

向上皮分化的潜能, 当分化为正常肝细胞时, 表
达CK19的表型被抑制, 而当细胞癌变时就表现

干细胞的某些表型, 如表达CK19. 
CK18, CK19在肝硬化组与正常组中的表达

率相比无明显差异, 而在HCC组与肝硬化组中

的表达率相比有明显差异, 表明CK18, CK19主
要参与了从肝硬化到肝细胞癌的癌变过程. 结
合他们在卵圆细胞中的强阳性表达, 提示HCC
可能起源于卵圆细胞. 在正常生理情况下及在

半肝切除时, 肝脏干细胞并未激活及参与肝细

胞的再生[26]. 据推测, 仅在各种内源或外源性毒

素等的刺激下, 肝细胞自身的复制能力受到损

害时, 肝脏的干细胞才被激活[27]. 本实验中正常

肝组织中未见到卵圆细胞, 但在肝硬化组织中

和HCC组织中却有卵圆细胞的存在, 且其数量

在两种组织中有显著性差异, 而90%的HCC由

肝硬化发展而来, 肝硬化被认为是肝细胞癌的

癌前病变, 验证了卵圆细胞在肝脏损伤后再生

和癌变中的作用, 进一步支持HCC的卵圆细胞

源学说. 
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical efficacy of multi-
detector row computer tomography (MDCT) 
in the preoperative quantitative assessment of 
vascular involvement of pancreatic carcinoma.   

METHODS: MDCT was performed on 42 pan-
creatic carcinoma patients; the celiac trunk 
and portal vein were reconstructed and their 
branches to three-dimension vessel were ana-
lyzed by volume rendering (VR) technique, 

multiplanar volume reconstruction (MPVR) 
and maximum intensity projection (MIP) tech-
nique. Combining the source images, the scope 
and extend of the vessel invaded in the portal 
vein celiac trunk, and inferior vena cava and 
their branches were evaluated and measured. 
Compared the CT scans results with opera-
tions and pathological sections, the diagnosis 
value of MDCT for pancreatic carcinoma was 
evaluated.  

RESULTS: In the 42 pancreatic carcinoma pa-
tients with operation, 252 vessels were evalu-
ated, 77 of which were invaded by carcinoma. 
Celiac trunks were invaded in 12 patients, and 
the sensitivity and specificity were 84.6% and 
96.6%, respectively. Superior mesenteric arter-
ies were invaded in 13 patients, and the sen-
sitivity and specificity were 100% and 96.7%, 
respectively. Hepatic arteries were invaded in 
9 patients, and the sensitivity and specificity 
were 81.2% and 100%, respectively. Portal veins 
were invaded in 16 patients, and the sensitivity 
and specificity were 93.3% and 92.6%, respec-
tively. Inferior vena cava was invaded in 6 pa-
tients, and the sensitivity and specificity were 
93.3% and 92.6%, respectively. Superior mes-
enteric veins were invaded in 21 patients, and 
the sensitivity and specificity were 90% and 
86.7%, respectively. In the aspect of thrombosis, 
MDCT scan results were consistent with the 
surgical findings. Only one vessel of superior 
mesenteric artery and vein was not correctly 
measured in length by MDCT. When the length 
between invaded vessel and vessel branches 
were measured, only one patient’s MDCT re-
sult was consistent with the surgical result on 
superior mesenteric artery.   

CONCLUSION: MDCT can delineate the vas-
cular involvement of pancreatic carcinoma with 
high accuracy, measure the invaded vessel cor-
rectly and provided valuable information in the 
preoperative assessment of pancreatic carcinoma. 

Key Words: Multi-detector row spiral CT; X-ray Com-
puted Tomography; Pancreatic Carcinoma; Double-
phase scans; Three-dimension reconstruction  

®

■背景资料
胰腺癌是临床上
常见疾病, 由于其
位置较深, 解剖关
系复杂, 常常在开
腹后才发现不能
手术切除. 胰腺癌
周围血管侵犯是
评价肿瘤可切除
性最重要的指标
之一, 有无血管侵
犯及对手术的影
响已有报道, 但都
是定性研究. 多排
螺旋CT(MDCT)
三维重建技术及
3D等后处理功能
的技术使得血管
侵犯的定量分析
成为可能, 可精确
测量各血管侵犯
的长度和重要结
构间距离. 本研究
通过定量分析周
围血管侵犯状况, 
探讨MDCT价值
及对临床指导作
用. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海瑞金医院肝
胆胰外科中心
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摘要
目的: 前瞻性研究多排螺旋CT(MDCT)定量评
价胰腺癌血管侵犯和可切除性的价值. 

方法: 胰腺癌42例术前进行MDCT检查, 采
用表面容积重建法(VR)和多层面容积重建法
(MPVR)对下腔静脉、腹腔干、门静脉及其分
支进行三维血管重建分析, 结合原始图片评价
胰腺癌及其胰腺周围血管, 并进行量化测量, 
根据胰腺癌对周围血管的侵犯情况做出能否
切除的术前评价, 以手术结果作为金标准进行
对照和分析. 

结果: 探查胰腺癌手术治疗患者42例的252支
血管, 其中77支血管不同程度受侵犯, 其中腹
腔干受侵12例, 敏感性84.6%, 特异性96.6%; 
肠系膜上动脉受侵13例, 敏感性100%, 特异
性96.7%; 肝动脉受侵9例, 敏感性81.2%, 特异
性100%; 门静脉主干受侵16例, 敏感性93.3%, 
特异性92.6%; 下腔静脉受侵犯6例, 敏感性
100%, 特异性97.3%; 肠系膜上静脉受侵21例, 
敏感性90%, 特异性86.7%. MDCT发现在栓子
形成与手术结果完全相吻合. 在侵犯长度方
面, 仅肠系膜上动静脉各有1例欠准确. 在受侵
段与血管分支部位的距离测量方面，仅肠系
膜上动脉1例不准确.   

结论: 胰腺癌术前MDCT血管三维重建能准
确量化血管侵犯的范围和程度, 对可切除性评
估具有重要的临床参考价值. 

关键词: 多排螺旋CT; 计算机X线成像; 胰腺癌; 双

期扫描; 三维重建
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0  引言

胰腺癌周围血管侵犯状况是评价肿瘤可切除性

最重要的指标之一. 对于有无血管侵犯, 及其对

手术的影响前人已经进行了一些研究[1-2], 其主

要的研究范围集中在有无局部血管侵犯的定性

的方面. 但是, 随着外科手术技术的进步, 以往

不能够切除的部分发生血管侵犯的肿瘤可以采

用血管移植, 动静脉吻合等方法进行切除, 并不

是只要有血管侵犯就一定不能手术. 手术是否

成功以及术式选择取决于血管侵犯的范围和程

度[3]. 而目前对于血管侵犯的定量研究目前尚未

见报道. 多排螺旋CT(MDCT)三维重建技术及其

实时3D等多种强大的后处理功能的放射学新技

术使得血管侵犯的定量分析成为可能[4-5], 可以

清楚的显现动脉系统及其各分支血管的形态、

走向, 精确测量各血管侵犯的长度和重要结构间

距离, 并可了解是否存在动脉系统各分支的其他

的病理情况[6-7]. 利用MDCT对胰腺癌患者周围血

管侵犯状况评价进行定量研究, 旨在探讨MDCT
在这方面的价值及其对临床治疗的指导作用.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析2003-05/2005-05接受

MDCT检查的胰腺癌患者61例, 男47例, 女14
例, 年龄34-75(平均53)岁. 其中42例进行手术探

查, 胰头部29例, 体尾部7例, 胰尾部6例. 9例行

简单的根治性切除术, 11例行肿瘤切除术加部

分血管切除术或人工代血管术, 22例行姑息手

术或剖腹探查术. 检查前30 min, 受检者口服清

水1000 mL以充盈胃及小肠, 采用美国GE公司 
Lightspeed 16层螺旋CT扫描.
1.2 方法 平扫电压120 kV, 电流250 mA, 层厚10 
mm, 螺距1.375∶1, 矩阵512×512[8-9], 随后进行

双期增强扫描, 62.3 g/L的Ultravist 300, 总量80 
mL, 3 mL/s流率利用高压注射器进行肘静脉团

注, 开始注射后30和60 s后分别进行动脉期、

静脉期双期扫描[10]. 增强扫描参数: 120 kV, 250 
mA, 层厚10 mm, 螺距1.375∶1, 矩阵512×512.
重建: 将10 mm层厚的增强图像薄层重建为1.25 
mm层厚, 然后在工作站上采用ADW 4.0软件的

进行重建. 利用表面容积重建法(VR), 多层面容

积重建法(MVPR)和CT仿真内镜(CTVG)技术

重建胰腺周围血管及其与肿瘤的三维图像[11-13], 
包括腹腔动脉干、肠系膜上动脉、肝动脉、门

静脉、下腔静脉和肠系膜上静脉, 以获得三维

图像. 由2位放射科主治医师和2位教授采取两

级读片形式进行报告, 并依照Loyer et al的标准

对胰腺癌与血管的关系判断血管侵犯的范围和

程度, 并将血管侵犯状况进行量化测量. Loyer  
et al [14]将胰腺癌与血管的关系分为6型: A型, 肿
瘤和/或正常胰腺与邻近血管之间有脂肪分隔; 
B型, 低密度肿瘤与血管之间有正常胰腺组织; 
C型,  低密度肿瘤与血管为凸面点状接触; D型,  
低密度肿瘤与血管为凹面接触, 或部分包绕血

■研发前沿
胰腺癌可切除性
研究一直是胰腺
癌治疗中的难点
和热点问题. 血管
侵犯是可切除性
研究的核心问题, 
手术技术的进步
使得原来不可切
除的肿瘤可以切
除, 但这必须要对
血管侵犯准确的
进行定量, 定量研
究成为新的研究
热点. 
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管; E型,  低密度肿瘤包绕邻近血管, 两者之间脂

肪间隔模糊或消失; F型, 肿瘤阻塞血管. 将发生

肿瘤侵犯的血管在MPR三维重建图像上结合原

始轴位图像进行测量, 测量受侵犯段的长度, 距
离上级血管分支处的长度和下一级血管分枝处

的长度. 其中42例患者手术中探查, 术中均由术

者探查胰周主要6支血管的状况, 包括腹腔动脉

干、肠系膜上动脉、肝动脉、门静脉主干、下

腔静脉和肠系膜上静脉. 以手术结果作为金标

准进行对照和分析. 
统计学处理 采用Kappa检验, 评价MDCT在

胰腺癌术前可切除性评估的临床应用价值.

2  结果

2.1 血管侵犯 共计探查42例患者中的252支血

管. 其中175支血管未受侵犯, 其余77支血管不

同程度的侵犯 .  12例患者腹腔动脉干受侵犯 , 
MDCT估计过高2例, 估计过低1例; 13例患者肠

系膜上动脉受侵犯, MDCT估计过高0例, 估计过

低1例; 9例患者肝动脉受侵犯, MDCT估计过高

2例, 估计过低0例; 16例患者门静脉主干受侵犯, 
MDCT估计过高1例, 估计过低2例; 6例患者下腔

静脉受侵犯, MDCT估计过高0例, 估计过低1例; 
21例患者肠系膜上静脉受侵犯,  MDCT估计过

高2例, 估计过低3例(表1).
2.2 血管侵犯的程度 分别测量77支受侵血管的

长度, 范围与程度, 与上一级和下一级血管分支

部位的距离, 有无血栓形成, 血栓的长度等, 并
与手术中的结果相对照(表2).
2.3 CT常规扫描 CT平扫见胰头钩突部等密度影, 
十二指肠推压; CT动脉期增强见肠系膜上动脉

周围脂肪间隙存在, 未见侵犯; CT门静脉期增强

见肠系膜上静脉脂肪间隙部分消失, 肿瘤部分

包绕血管侵犯, 其内可见小血栓形成(图1). 
2.4 CT的最大密度投影(MIP)和VR重建 CT重建, 
可见肠系膜上动脉和腹腔干及其主要分支结构

清晰, 未见血管侵犯, VR期重建图像更加直观, 
更有整体感觉(图2). 
2.5 CT的MIP测量 肠系膜上静脉脂肪间隙消失, 
肿瘤部分包绕血管, 可见小血栓形成, 肿瘤侵犯

血管段的长度为18.1 mm, 侵犯血管段上端距离

门静脉主干下端26.9 mm(图3). 
2.6 术中所见及手术过程 肠系膜上静脉血管侵

犯范围小于2 cm, 距离肠系膜上静脉汇入门静

脉处距离约为2.5 cm, 与MDCT的测量结果相同, 
止血钳所指的为肠系膜上静脉. 术中切除受侵

段静脉, 采用血管吻合, 顺利切除肿瘤(图4). 

3  讨论

胰腺癌血管侵犯状况MDCT评价技术的研究范

围集中在有无局部血管侵犯的定性的方面[15-17]. 
但是, 随着外科手术技术的进步, 并不是只要有

血管侵犯就一定不能手术. 手术是否成功取决

于血管侵犯的范围和程度. 因此, 有无局部血管

侵犯的定性研究是不够的, 只有量化的分析肿

瘤血管侵犯的范围和程度, 才能为临床手术方

案的选择提供更为确实的依据. MDCT对胰腺癌

的术前分期及可切除性评判的意义胰腺癌不可

切除的因素包括胰周侵犯、血管受累、腹腔种

植、淋巴结和转移[18-19]. 在没有远处转移的情况

下胰周血管(脾、动静脉除外)受累与否和受侵

犯程度是决定可切除性的重要因素[20]. 与普通螺

旋CT相比, MDCT成像更快, 精度更高, 并有多

种成像方法[21-22]. 本研究结果显示, 42例患者的

252支血管中, 175支血管未受侵犯, 其余77支血

管不同程度的侵犯. 胰腺癌肿瘤血管侵犯MDCT
对腹腔动脉干、肠系膜上动脉、肝动脉、门静

脉、下腔静脉和肠系膜上静脉的灵敏度和特异

度都较高, 能够较好的反应肿瘤血管侵犯状况. 

■相关报道
Zamboni et al 提
出MDCT可以使
得对于有无血管
侵犯的准确度从
72%提高到94%, 
大大减少了失败
的切除术的发生. 
Vullierme et al 对
46例胰腺恶性导
管内乳头黏液瘤
CT与手术结果进
行比较分析, 认为
CT对于可切除性
的研究具有相当
的价值. 

■创新盘点
本研究利用多排
螺旋CT技术对胰
腺癌的肿瘤血管
侵犯实现了精确
的定量研究, 对病
变的范围和程度
首先实现了量化
分析, 契合了最新
的胰腺手术学的
进展, 打破了过去
只要有了较严重
的局部血管侵犯
就不能切除的禁
忌, 同时避免了手
术中才发现原以
为可能分离的较
轻的病变实际范
围过大, 导致不可
切除的问题. 

表 2 MDCT测量胰腺癌血管侵犯结果与手术对照(n )

     
                         侵犯长度>2 cm     距血管分叉<1 cm        有血栓       

总计血管
     MDCT/手术              MDCT/手术            MDCT/手术 

腹腔动           0/0                   13/13        0/0  13

脉干

肠系膜           5/6                     4/4         2/2  12

上动脉

肝动脉           1/1                      2/2         1/1    9

门静脉           5/5                      6/6        7/7  16

主干

下腔静脉           2/2                      0/0        0/0    6

肠系膜          7/6                     5/5        6/6  21

上静脉

表 1 胰腺癌MDCT双期扫描血管侵犯的敏感性与特异性(％)

     
血管                               敏感性              特异性

腹腔动脉干

肠系膜上动脉

肝动脉

门静脉主干

下腔静脉

肠系膜上静脉

  84.6

100.0

  81.2

  93.3

100.0

  90.0

  96.6

  96.7

100.0

  92.6

  97.3

  86.7
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■应用要点
本研究准确量化
的反应胰腺癌血
管侵犯的范围和
程度, 对于胰腺癌
术前可切除性评
估具有重要的临
床参考价值, 大大
减少不必要的剖
腹探查的发生, 提
高手术的成功率. 

其中, 12例患者腹腔动脉干受侵犯, MDCT估计

过高2例, 估计过低1例; 13例患者肠系膜上动脉

受侵犯, MDCT估计过高0例, 估计过低1例; 9例
患者肝动脉受侵犯, MDCT估计过高2例, 估计过

低0例; 16例患者门静脉主干受侵犯,  MDCT估
计过高1例, 估计过低2例; 6例患者下腔静脉受

侵犯, MDCT估计过高0例, 估计过低1例; 21例
患者肠系膜上静脉受侵犯,  MDCT估计过高2例, 
估计过低3例. 这以往的研究相符[3,23-24], 稍高于

普通螺旋CT. 说明MDCT能够对胰腺癌的肿瘤

分期以及手术切除性做出较准确的评价. 
MVPR和MIP可以多层面多角度的放大显

示血管的浸润程度和范围, 结合原始图片, 达

到正确判断目的 ,  并能为手术提供很好的依 
据[25-26]. 原始图像由于层面和方位的限制, 展现

的结构不够直观. 是以病变为中心进行三维重

建, 对于病变结构以及和周围组织的关系显示

的较为清楚, 斜矢状位重建对于病变范围的显

示更加直观, MPVR和MIP技术对于肿瘤的浸

润范围的估计有着较高的价值, 三维重建对于

诊断方面一定要结合原始像, 综合考虑, 防止

假阳性的发生[26-27]. VR图像可以较好的全面显

示病变的全貌, 但是对于血管的侵犯帮助不大. 
MPVR和MIP所重建的图像均能显示主要胰腺

周围血管, MIP图像对血管结构和肿瘤的全貌

显示优于MPVR, 缺点是无法区分前后重叠的

A B C

图 1 CT常规扫描结果. A: CT平扫见胰头钩突部等密度肿块影, 十二指肠推压; B: CT动脉期增强扫描见肠系膜上动脉周围

脂肪间隙存在, 未见侵犯; C: CT门静脉期增强扫描见肠系膜上静脉脂肪间隙部分消失, 肿瘤部分包绕血管侵犯, 其内可见小

血栓形成.

图 2 MIP动脉期重建. A: 肠系膜上动脉和腹腔干及其主要分支, 未见血管侵犯; B: VR动脉期重建

BA

图 3 MIP三维静脉重建测量图片, 
见肠系膜上静脉脂肪间隙消失, 肿瘤
部分包绕血管, 小血栓形成. A: 测量

肿瘤侵犯血管段的长度为18.1 mm; 

B: 测量肿瘤侵犯段上端距离门静脉

主干下端的长度为26.9 mm. 

26.9 mm(2D)

B

18.1 mm(2D)

A
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■名词解释
多 排 螺 旋 C T 
(MDCT): 是目前
临床上最先进和
高效的CT, 因其
具有多个高速探
测器而得名. 目前
的MDCT可以达
到1 s单器官扫描, 
空间分辨率可达
0.125-0.625 mm, 
同时可以进行多
方位多角度重建
和三维重建, 实现
实时测量. 

血管, 难以精确地反映胰腺癌与血管的关系[28]. 
MPVR虽不能完整显示肿瘤和血管的形态, 但
能较精细地显示胰腺癌与局部相邻血管的关系, 
结合多角度旋转和多层次重建, 有利于清晰显

示肿瘤累及胰周血管的部位、范围及程度[29]. 我
们发现在有无血栓形成方面, MDCT与手术结果

完全相吻合. 在侵犯长度方面, 仅肠系膜上动静

脉各有1例欠准确. 在血管分支部位的距离测量

方面, 仅肠系膜上动脉1例不准. 动脉测量不准

可能与受侵的动脉较为曲折有关, 较曲折的血

管误差一般较大. 但总的说来, MDCT能够准确

量化的反应肿瘤血管侵犯的范围和程度. 
随着外科技术的提高, 发生部分明显侵犯血

管可以采用血管吻合或人工血管来解决肿瘤血

管侵犯导致的不能切除的问题, 肠系膜上静脉侵

犯时尤为突出[30]. 例如, 肠系膜上静脉血管侵犯范

围小于2 cm, 距离肠系膜上静脉汇入门静脉处距

离大于1 cm时, 可以切除受侵段静脉, 采用血管吻

合. 侵犯范围大于2 cm并无肠系膜上静脉分支侵

犯时, 可以采用人工血管代替受侵犯的血管. 
总之, 16层螺旋CT血管三维重建术前评价

胰腺癌及其周围血管侵犯程度具有相当高的正

确性, 能够准确量化的反应血管侵犯的范围和

程度, 对于胰腺癌术前可切除性评估具有重要

的临床参考价值, 是一种值得推广的方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of integrin α3 
in colon cancer and its biological significance. 

METHODS: Eighty specimens (male: 47 cases; 
female: 33 cases) of excised colon cancer, 60 
lymph nodes, 40 lymph node metastasis tissues 
(40 cases) and 20 non-metastatic lymph nodes (20 
cases) were selected. All specimens were exam-
ined through pathological method. Twelve non-
tumorous colon mucosal tissues were chose as 
controls. Immunohistochemical assay was used 

to determine the expression of integrin α3.  

RESULTS: The positive rates of integrin α3 ex-
pression in the primary lesions of colon cancer 
and lymph node metastasis tissues were obvi-
ously lower than those in the non-tumorous 
colon mucosa and non-metastatic lymph nodes 
(52/80 vs 12/12; 24/40 vs 18/20, P < 0.05). The 
expression of integrin α3 in colon cancer had no 
correlation with the sex and age of patients, but 
it was weakened gradually as the increasing of 
Dukes staging and decrease of tumor differen-
tiation (P < 0.05). In addition, integrin α3 expres-
sion in the primary cases with the metastases of 
lymph node or liver was significantly weaker 
than that without metastases (25/49 vs 27/31; 
1/16 vs 51/64, P < 0.05).  

CONCLUSION: The expression of integrinα3 is 
correlated with the biological behavior of colon 
cancer. 

Key Words: Integrin α3; Colon cancer; Integrin; 
Immunohistochemistry

Yao LB, Zhao JP, ChenYC, Yang SL, Yuan HG. Expression 
of integrin α3 in colon cancer and its relationship with 
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2008; 16(7): 732-736

摘要
目的: 探讨整合素α3在结肠癌组织中表达的
临床病理学意义. 

方法: 手术切除病理学诊断的结肠癌标本80
例(男47例, 女33例)及淋巴结60枚, 淋巴结转
移灶40枚和未转移淋巴结20枚. 非肿瘤结肠黏
膜组织12 例作对照, 采用免疫组化方法检测
整合素α3的表达情况. 

结果: 结肠癌原发灶及淋巴结转移灶中α3亚
单位整合素的染色特征发生明显改变, 表达
程度明显弱于邻近非肿瘤结肠黏膜组和未
转移淋巴结(52/80 vs  12/12, 24/40 vs  18/20, 
P <0.05). 其表达与患者性别和年龄无关, 但
随肿瘤Dukes分期增加及癌组织分化程度降
低其表达逐渐减弱. 此外, 在发现有淋巴结转

®

■背景资料
整合素指存在于
细胞膜上的一类
跨膜糖蛋白, 属于
细胞黏附分子, 研
究表明, 他与多种
肿瘤的发生、发
展和预后密切相
关, 整合素在肿瘤
中的表达及其与
肿瘤临床生物学
行为和预后的关
系正受到人们密
切的关注. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科
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移与肝转移病例中, 其原发灶整合素α3表达
弱于无淋巴结转移与无肝转移病例(25/49 vs 
27/31, 1/16 vs  51/64, P <0.05). 

结论: 整合素α3与结肠癌淋巴结转移程度和
病期等生物学行为密切相关.

关键词: 整合素α3; 结肠癌; 整合素; 免疫组织化学
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0  引言

结肠癌浸润、转移等恶性表型是目前结肠癌

治疗的最大障碍, 绝大多数结肠癌患者虽然经

积极的常规治疗和手术切除, 但最终仍难免死

于肿瘤复发和转移[1]. 近年国外学者通过对胃

癌和乳腺癌及脑胶质瘤等肿瘤恶性演进的分

子细胞学、分子生物学机制研究发现, 肿瘤细

胞表面的α3β1和α5β1等整合素(integrins)细胞

黏附受体(cell adhesion receptors)与细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)成分黏附所导致的肿

瘤细胞游离出基底膜过程, 是肿瘤浸润性生长

和远处转移的始动步骤[2-3]. 整合素在肿瘤中的

表达及其与肿瘤临床生物学行为、诊断和预后

的关系正受到人们日益密切的关注[4-10]. 有关结

肠癌与整合素关系的研究很少. 我们应用免疫

组化方法研究了结肠癌患者原发灶80例、转移

或非转移性淋巴结及邻近非肿瘤结肠黏膜等不

同组织的整合素α3亚单位表达情况, 旨在探讨

整合素α3亚单位的表达与结肠癌侵袭性的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 手术切除病理学诊断的结肠癌原发灶

标本80例及60例淋巴结取自2004-07/2006-12哈
尔滨医科大学, 男47例, 女33例. 年龄28-81(平均

54.5)岁. 全部标本均经证实. Dukes A期6例, B期 
23例, C期32例, D期19例. 高分化腺癌13例, 中
分化腺癌52例, 低分化腺癌15例; 伴淋巴结转移

49例, 肝转移16例. 距肿瘤边缘5 cm以上的邻近

正常结肠黏膜组织12例作为对照. 癌转移的局

部淋巴结40枚及未转移淋巴结20枚. 以40 g/L多
聚甲醛固定后常规石蜡包埋. 兔抗人整合素α3 
mAb、APES防脱片剂及SABC试剂盒均购于武

汉博士德生物工程有限公司, DAB显色试剂盒

购于北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法 石蜡切片厚4 μm, 丙酮固定后进行免

疫组化SABC法染色: 抗原微波修复后加一抗置

4℃冰箱过夜, 滴加生物素化Ⅱ抗(羊抗兔), 室
温反应45 min, PBS冲洗后滴加试剂SABC 20℃
-30℃ 20 min DAB试剂盒显色, 脱水、透明、封

片、镜检. 整合素α3免疫组化DAB显色为棕黄

色颗粒, 分布于肿瘤细胞膜及细胞质, 结果判定: 
(-)示阳性着色细胞低于或等于4%, (+)示着色淡

或着色细胞在4%-25%者, (++)示着色适中或着

色细胞占25%-50%者, (+++)示着色深或着色细

胞大于50%者, 凡(+)或(+)以上者均视为阳性表

达.
统计学处理 所获半定量数据进行χ2检验和

Wilcoxon秩和检验.

2  结果

整合素α3在正常结肠黏膜中的表达(12/12)明显

强于癌组织(52/80, P <0.05), 其表达与患者性别

和年龄无关, 但随肿瘤Dukes分期增加及癌组织

分化程度降低其表达逐渐减弱, 此外, 在发现有

淋巴结转移与肝转病例其原发灶整合素α3表达

(25/49, 1/16)弱于无淋巴结转移(27/31)与无肝转

移(51/64)的病例(表1). 实验结果表明: 整合素α3
表达的减弱提示结肠癌细胞向远处转移侵袭能

力增强. 而其表达与患者性别和年龄无统计学

差异.

3  讨论

整合素系指存在于细胞膜上的一类跨膜糖蛋白, 
属于细胞黏附分子, 他是由一个α链和一个β链
非共价连接而成的异二聚体[11], 他主要介导细

胞之间及细胞与细胞外基质与ECM之间的黏附

反应. 其配体分别是Ⅰ型和Ⅳ型胶原、层黏连

蛋白(laminin, LN)、纤维黏连蛋白(fibronectin, 
FN)、玻璃体结合蛋白(vit-ronectin, VN)、纤维

蛋白原(fibrinogen, FG)等[12]. 迄今为止已发现有

18种不同的α链和8种不同的β链组成至少20多
种不同的整合素分子, 决定了配体的特异性, 这
些分子在肿瘤生长、侵袭和转移中的作用已成

为当今热点研究课题[13-18]. 整合素表达的变化与

人类原发肿瘤及其转移灶的预后及生物学行为

关系密切, 同一种整合素在不同肿瘤中的表达

不同: 整合素β4在乳腺癌中表达减少, 在乳头状

甲状腺癌中的表达却异常升高. 本研究结果显

示整合素α3在正常结肠黏膜中的表达明显强于

癌组织.人黑色素瘤细胞注入裸鼠体内的实验

中整合素αvβ3与肿瘤的侵袭有关, αvβ3与转移有 

■研发前沿
整合素α3作为整
合素家族中一个
亚单位在胃癌、
肺癌及脑胶质瘤
等中的表达均有
较透彻的研究, 通
过其在不同肿瘤
中表达情况来阐
述其与各种肿瘤
的生物学行为关
系, 而他在结肠癌
中的表达情况及
与浸润转移、预
后的关系报道较
少. 此外整合素各
亚单位之间的相
互作用及其在肿
瘤发生、发展过
程中的作用机制
还有待于进一步
研究.
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关[19]. Schirner et al [20]报道用整合素α5β1的cDNA
转染结肠癌H T-29细胞, 高表达的α5β1可抑制

H T-29细胞的肺转移 ,  提示这种细胞表面的

α5β1的表达可能不利于其增殖、转移. 此外Van 
Waes[21]研究证实, 整合素分子在止血、血管形

成、肿瘤、瘢痕、骨形成及受精、着床中也

都起重要作用. 并且可像座桥梁双向转导细胞

内外的信号, 广泛影响细胞的生存、生长、增

殖、分化、侵袭和转移等生物学行为[22-23]. 目
前多种研究方法、检测手段和染色法已被用于

对整合素的研究, 如动物实验、成功的腹膜模

型、免疫组化、免疫细胞化学、流式细胞仪、

扫描电子显微镜及HE染色法、结晶紫染色法、

荧光染色法[24]等分子生物学理论和技术的进步, 
对整合素结构、功能、表达等进一步深入研究

提供了可靠保证.
结肠癌是一种常见的恶性肿瘤, 近年来其

发病率有逐年上升的趋势. 随着肿瘤分子生物

学的进展, 对结肠癌分子水平的认识逐步深入. 
最近, 细胞内信号转导已成为普遍关注的生物

学问题, 他调节着多细胞生物的生长、发育、

分裂及死亡等生物学行为, 并且与结肠癌等恶

性肿瘤的发生发展密切相关. 近年来的研究表

明, 整合素还可作为介导信号传递的膜分子, 通
过独特的途径转导信号, 参与细胞多种生理功

能和病理变化, 如细胞分化、增殖、伸展和迁

移, 以及肿瘤的侵袭和转移等. 结肠癌治疗的最

大障碍是结肠癌的浸润、转移, 绝大多数结肠

癌患者虽然经积极的常规治疗和手术切除, 但
最终仍难免死于肿瘤复发和转移. 肿瘤的转移

是一个多阶段的复杂过程, 其中细胞间的黏附

是一个重要的前提条件[25], 在肿瘤播散的过程中

肿瘤细胞的黏附性质发生了改变, 原发肿瘤细

胞内的黏附作用减弱可能起到重要的作用, 整
合素α3是一类重要的肠黏膜细胞表面受体, 主
要分布于肠黏膜绒毛底部[26]. 作为一种细胞黏附

■相关报道
Van Waes的一项
研究证实, 整合素
分子在止血、血
管形成、肿瘤、
瘢痕、骨形成及
受精、着床中也
都起重要作用, 并
且可像座桥梁双
向转导细胞内外
的 信 号 ,  广 泛 影
响细胞的生存、
生长、增殖、分
化、侵袭和转移
等生物学行为.

■创新盘点
本研究通过整合
素α3在癌和正常
组织及已转移和
未转移的淋巴结
中的表达并对已
经有肝转移和淋
巴结转移的病例
原发病灶进行分
类, 更系统的研究
了整合素α3与结
肠癌侵袭转移的
关系. 

表 1 结肠癌组织整合素α3亚单位表达与临床病理的关系

     
临床病理                          n

        整合素α3亚单位表达

                          +++      ++～+         -

年龄　　       ≥60

    　　　      <60

性别 　　　  男

　　　　　   女

Dukes分期    A-B

                     C-D

分化

淋巴结转移   有

                     无

肝转移　　   有

  　　　　     无

aP<0.05.

37

43

47

33

29

51

13

52

15

49

31

16

64             10

5          19          13

5          23          15

6          25          16

4          17          12

7          20            2

3          22          26a

7            5            1

3          35          14a

0            2          13

3          22          24

7          20            4a

0            1          15

            41          13a

A B

图 1 整合素α3在不同组织中的表达. A: 正常结肠黏膜; B: 结肠癌组织; C: 未转移淋巴结; D: 转移淋巴结.

C D
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■应用要点
本研究显示整合
素α3表达的减少
或缺失与结肠癌
的转移密切相关, 
是其恶性表型的
一个重要特征, 他
可能作为判定结
肠癌预后的一个
有价值的标志. 

分子他能够调节细胞与基质和细胞与细胞之间

的相互作用[27], 在肿瘤转移过程中起着重要作

用, 其表达减弱使癌细胞间黏附力降低, 利于癌

细胞从原发灶脱落、转移, 这可能是促使肿瘤

转移的原因之一. 本实验结果亦提示整合素α3
表达的减少或缺失与结肠癌的侵袭转移能力呈

正相关, 众多报导揭示了无论在体内或体外整

合素α3的表达都与肿瘤的恶性行为相关, 如在

高侵袭和转移前列腺癌细胞中整合素α3的表达

减弱[28], 此外整合素α3在肺腺癌中的阴性表达

是一个预后不良的重要因素[29]. 这些发现均提示

了整合素α3的表达下降防碍组织的完整性使细

胞更容易扩散. 
目前结肠癌的治疗仍遵循以手术为主的综

合治疗, 除手术外我们比较常用的措施为术前

或术后辅助化疗, 许多随机临床试验已经证实

对于一些结肠癌患者辅助性化疗能够提高他们

的生存率[30]. 但是对于具有哪些临床特征的患者

决定行辅助性化疗有意义还不是很清楚. 本研

究发现结肠癌组织中整合素α3的表达除明显弱

于邻近非肿瘤结肠黏膜外, 还与多种临床病理

因素有关, 即随Dukes分期增加、癌组织分化程

度降低以及伴淋巴结或肝脏转移的癌灶组织所

表达的整合素α3分别明显弱于临近非肿瘤结肠

黏膜、不伴淋巴结或肝脏转移者. 这提示整合

素α3亚单位的低表达与结肠癌细胞的浸润性、

低分化趋向和转移潜能密切相关. 通过本实验

结果我们认为对于癌组织中整合素α3表达阴性

的结肠癌患者, 即使肿瘤局限在肠壁内, 可能也

具有很强的远处转移侵袭趋向, 因此术后辅助

性化疗可否在身体条件允许情况下延长化疗周

期、增加化疗疗程以达到良好的治疗效果, 其
可行性有待于探讨. 对整合素α3表达阳性的病

例, 我们可考虑适当缩短化疗周期, 在达到良好

治疗效果同时尽量减轻化疗药物对患者所造成

的全身副反应, 虽然整合素α3在实体瘤中的具

体作用机制尚有待于进一步阐明, 但本实验结

果提示整合素α3表达的减少或缺失与结肠癌的

转移密切相关, 是其恶性表型的一个重要特征, 
他可能作为判定结肠癌预后的一个有价值的标

记. 因此, 对于结肠癌患者, 术前经肠镜检查取

病理或手术切除的标本做病理行免疫组化检查

整合素α3对指导术前及术后辅助性治疗可能有

着重要意义.
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Abstract
Gastroesophageal reflux disease (GERD) is 
characterized by the reflux of gastric content into 
esophagus with or without histological changes. 
Pathogenesis of GERD are lower esophageal 
sphincter (LES) dysfunction, abnormal clearing 
capacity of refluxed materials, delayed gastric 
emptying and abnormal resistance of esophageal 
mucosa to gastr ic ac id , but the pr imary 
upper gastrointestinal motility dysfunction 
is regarded as the most important factor in 
general. Therefore, prokinetic agents those can 
restore gastric motility with increasing of LES 
and esophageal motility have been developed 
and used frequently in the treatment of GERD. 
There are several prokinetic agents such as 
metoclopramide, domperidone, cisapride and 
mosapride that facilitate acetylcholine release 
from the enteric cholinergic neurons through 
a selective 5-HT4 receptor agonistic action. It is 
considered that prokinetic agents have the same 
effect as H2 blocker in the treatment of patients 
with mild GERD. Additionally, it was reported 
that a combination therapy with prokinetic 

agents and proton pump inhibitors (PPI) or H2 
receptor antagonists (H2RAs) was more effective 
than monotherapy in patients with severe 
GERD. This article reviews recent advances of 
study on the role of prokinetic agents in the 
treatment of gastroesophageal reflux disease.

Key Words: Prokinetic agents; Gastroesophageal 
reflux disease; Treatment; Mosapride
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摘要
胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
G E R D)是由胃内容物反流引起不适症状和
(或)并发症的一种疾病. GERD的发病机制包
括食管下括约肌(lower esophageal sphincter, 
LES)功能失调, 食管对反流物廓清能力下降, 
胃排空延迟以及食管黏膜对胃酸的抵抗力异
常. 因此, 恢复胃动力、增强LES收缩以及食
管运动的促动力药物常被用于治疗GERD, 包
括甲氧氯普胺、多潘立酮、西沙必利及莫沙
必利等药物. 目前认为, 对于治疗轻度GERD
促动力药物与H2受体阻滞剂具有相同的疗效, 
而在治疗重症GERD时促动力药物和抑酸药
物联合治疗比单药治疗更有效. 本文就将促动
力药物在GERD治疗方案中作用和地位的研
究进展作一综述. 

关键词: 促动力药物; 胃食管反流病; 治疗; 莫沙
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)是由胃内容物反流引起不适症状和(或)
并发症的一种疾病[1]. 其主要症状为反流和烧心, 
可伴食管黏膜和/或食管外组织损害. GERD是一

种常见病, 在世界各地的发病率不同, 在西欧及

www.wjgnet.com
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■背景资料
目 前 抑 酸 治 疗
被 公 认 是 治 疗
G E R D的主要方
法, 但是关于促动
力药物在胃食管
反流病(GERD)治
疗中的作用尚有
争议. 较一致的观
点认为, 对于治疗
轻度G E R D促动
力药物与H2受体
阻滞剂具有相同
的疗效, 而在治疗
重症G E R D时促
动力药物和抑酸
药物联合治疗比
单药治疗更有效. 

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科



北美, GERD的发病率为10%-20%, 在南美约为

10%[2]; 在我国的发病率约为7%-8%[3]. 目前认为

GERD是由多种因素所致的上消化系动力障碍

性疾病, 主要为食管及胃肠动力障碍所致, 其发

生机制主要是食管对胃、十二指肠内容物反流

的防御机制下降和酸性反流物对食管黏膜的侵

袭作用增强的结果[2]; 其中前者包括下食管括约

肌(lower esophageal sphincter, LES)压力下降, 食
管酸廓清功能障碍, 食管黏膜抗反流屏障功能

障碍以及胃排空延迟. 因此, 促进食管运动、增

强LES收缩压力以及恢复胃动力的促动力药物

常常被用于治疗GERD[4]. 本文将就促动力药物

在GERD治疗方案中作用和地位的研究进展作

一综述. 

1  GERD的药物治疗

随着GERD研究的进展, 人们逐渐认识到抗反

流防御机制的各个环节在发病中的作用. 在诸

多的攻击因子中, 胃酸最为重要, 食管黏膜的过

度酸暴露被认为是GERD发病的主要机制. 许
多研究已证明: 抑制胃酸分泌的治疗确实对过

度的食管黏膜酸暴露及其产生的症状和黏膜损

害有效[5], GERD症状的缓解和损伤黏膜的愈合

均高度依赖于胃酸控制程度[5-7]. 临床研究表明, 
GERD的药物治疗基础主要是抑酸, 因而抑酸治

疗被公认是治疗GERD的主要方法[7-8]. 抑制胃酸

的药物包括H2受体拮抗剂(H2 receptor antagonist, 
H2RA)和质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, 
PPI)等, 其中以PPI的疗效最佳. PPI能迅速、有

效地抑制基础和餐后胃酸分泌. 研究发现, PPI
治疗GERD安全、有效, 能迅速缓解症状, 加快

食管炎症愈合, 其疗效明显, 并对多数患者有效; 
但对部分中、重度反流性食管炎患者单用PPI
不能达到内镜下食管炎愈合的疗效[7-9]. 考虑单

纯抑酸不能改善食管与胃的动力, 不能从根本

上阻止反流; 同时强力制酸又可延缓胃排空, 导
致食管与胃酸的长时间接触; 因此对中、重度

GERD患者在进行抑酸治疗的同时, 加强促动力

治疗是必要的[2,4,6-9]. 

2  促动力药物

临床研究认为, GERD虽与胃酸刺激有关, 但仅

有5%-28%的患者伴胃酸增多[5-6], GERD的临床

表现除与患者对酸反流物刺激的反应性或敏

感度有关, 也与反流频度、数量以及持续时间

有关, 而后者的发生与患者存在明显的食管、

胃运动功能异常密切相关[6-9]. 近年来研究发现, 
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2/3的胃食管反流是由于近端胃扩张诱发下食管

括约肌一过性松弛(transient lower oesophageal 
sphincter relaxations, TLESR), 导致LES压力一

过性下降所致. GERD是由于LES无力或者由于

胃、十二指肠内容物反流入食管所致的动力异

常性疾病, 因此其愈合与对24 h胃内反流的良好

控制有直接关系[6,9-10]. 促动力药可增强胃肠动力, 
增强了抗反流作用, 可有效控制胃食管反流. 促胃

动力药对无食管黏膜组织学损害而仅有症状的轻

度食管炎患者有显著疗效[10-13]; 对中、重度GERD
患者而言, 在进行抑酸治疗的同时, 加强促胃动

力治疗是必要的[11, 13-14]. 
理论上说促动力药物应为G E R D的“对

因”治疗, 其治疗首先应改善动力, 增加LES张
力, 改善食管清除酸能力, 增加胃排空, 才可从

根本上阻止胃食管反流的发生[6,9,11], 但是目前单

独使用促动力剂治疗轻度GERD的疗效仅仅与

H2RA相似, 仅对伴随腹胀、嗳气等动力障碍症

状效果明显优于抑酸剂, 而对中、重度GERD疗

效较差[14-16]. 
多项研究证实, 促动力药物对轻度GERD有

一定效果, 疗效和H2RA近似[15-16], 尤其适用于夜

间反酸伴有胆汁反流者. 2005年美国GERD诊治

指南中[17], 无论是对GERD的诊断或治疗均强调

了抑酸, 尤其是PPI的作用, 没有明确促动力药物

在GERD治疗中的作用和地位; 而2006年我国关

于GERD共识中专家一致认为促动力药可作为

抑酸药物治疗的辅助用药[3], 没有推荐作为维持

治疗的药物. 
目前临床上治疗GERD的促动力药, 主要

选用可增强上部胃肠动力、加速胃排空、促

进与协调胃与十二指肠运动功能、增高食管

下括约肌张力、促进食管蠕动的药物[9-12,15,18], 
包括甲氧氯普胺(metoclopramide)、多潘立酮

(domperidone)、西沙必利(cisapride)、莫沙必利

(mosapride)、伊托必利(itopride)以及替加色罗

(tegaserod)等. 
2.1 多巴胺受体拮抗剂 此类药物作用于多巴胺

D2(dopamine-2, D2)受体以阻断多巴胺对消化

系平滑肌的抑制作用, D2受体的兴奋与乙酰胆

碱递质释放呈负反馈调节, 这类药物除拮抗D2
受体兴奋引起的抑制作用外, 也相对增强乙酰

胆碱的兴奋平滑肌作用. 增加食管动力, 食管黏

液分泌增加, 促进胃的排空, 同时通过作用于中

枢化学感受器触发区而具有较强的抗呕吐作用. 
主要包括甲氧氯普胺(胃复安)和多潘立酮(吗丁

www.wjgnet.com

■研发前沿
G E R D 最理想的
治疗是纠正引起
反流的病理生理
障碍. 纠正胃食管
反流的病理生理
异常和改善抗反
流防御屏障功能
的研究, 将为更合
理的 G E R D 治疗
开拓新的思路. 
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啉), 临床上这些药物广泛用于治疗功能性消化

不良, 胃轻瘫、功能性胃肠病所致呕吐等. 
甲氧氯普胺为多巴胺受体拮抗剂, 可以使

LES压力升高, 促进胃排空, 防止胃、十二指肠

液反流. 由于甲氧氯普胺还能兴奋5-羟色胺4受
体, 有更明显的胃排空效应. 但是其可进入血脑

屏障, 引起中枢神经系统副作用, 特别是锥体外

系反应, 如失眠、震颤、运动障碍, 不宜长期服

用. 目前临床上主要用于止吐治疗, 未见用于治

疗GERD的临床报道. 
多潘立酮是一种外周性多巴胺受体拮抗剂, 

他通过特异性拮抗胃肠道平滑肌的D2受体发挥

其促动力作用, 他能降低发生蠕动反射的压力

阈值, 增加纵行平滑肌的收缩频率和振幅, 增强

胃的紧张性收缩和蠕动. 加快固体和液体的排

空, 尤以固体为明显, 对恶心、呕吐症状尤其有

效. 可使LES升高, 促进食管运动, 多潘立酮还

可协调胃窦、十二指肠的运动, 这种协调运动

对于维持正常的胃排空和防止胃十二指肠反流

具有重要作用. 目前研究认为, 多潘立酮和抑酸

药物联合治疗GERD可增加疗效, 而单药治疗

GERD的报道较少见. 
多潘立酮是一种比较安全的药物, 极少通

过血脑屏障, 不影响中枢神经系统的多巴胺受

体, 因此服用后不引起锥体外系不良反应. 应用

常规剂量时不良反应的发生率不到7%, 副作用

可偶见瞬时性、轻度腹部痉挛, 可引起高泌乳

素血症, 如溢乳、乳房增大等, 停药后可恢复正

常. 多潘立酮的吸收要求胃内达到一定的酸度, 
如同时应用大剂量中和胃酸的药物或较强的抑

制胃酸分泌的药物会影响其吸收, 由于肠壁的

代谢和肝脏的首过效应, 多潘立酮的口服生物

利用度很低, 仅为13%-17%. 
2.2 5-羟色胺4(5-HT4)受体激动剂 5-HT4受体激

动药分为苯甲酰胺类、苯丙咪唑类和吲哚烷基

胺类3种[19-20]. 目前临床上常用的苯甲酰胺类衍

生物有西沙必利和莫沙必利, 这类药物具有下

列特点: (1)直接作用于肠肌间神经丛, 激动的

5-HT4受体, 间接增加乙酰胆碱的释放, 无多巴胺

受体阻断作用, 不抑制乙酰胆碱酯酶活性, 也不

影响催乳素的血浓度, 因此不会出现与抗多巴

胺药物有关的泌乳、月经紊乱或锥体外系等副

作用; (2)是一种全消化系促动力药、作用范围

大; (3)生物利用度提高; (4)临床应用范围更趋广

泛,可用于治疗功能性消化不良、GERD、胃轻

瘫、功能性便秘、假性肠梗阻等. 

5-HT4受体激动剂可通过兴奋胃肠道胆碱能

中间神经元及肌间神经丛的5-HT4受体, 促进乙

酰胆碱的释放, 增强胃肠道平滑肌的蠕动和收

缩[21-22]. 这类药物可使食管括约肌压力增高、改

善食管蠕动, 有加快胃排空的作用, 从理论上讲

可有效治疗反流性食管炎, 但临床疗效不够理

想, 有待于进一步探讨. 
2.2.1 西沙必利: 西沙必利是苯甲酰胺衍生物, 不
具有抗多巴胺作用, 而是通过对5-HT不同受体

的多重作用来实现其促动力作用. 西沙必利除

与5-HT4受体有很强的亲和力外, 还与5-HT2受

体、α1受体均有亲和力. 西沙必利作为非选择

性5-HT4受体激动剂, 促胃肠动力作用极强, 使
LES压力升高, 食管蠕动加强, 胃排空加快, 改善

胃窦和十二指肠协调性[22-23]. Pehlivanov et al [24]

研究发现, 与安慰剂比较西沙必利可明显减少

GERD患者夜间TLESR发作次数, 降低食管酸暴

露时间百分比, 并在不影响胃排空的情况下增

加食管下端括约肌压力. 国外多个研究显示西

沙必利与法莫替丁疗效相似[15-16], 对轻度反流性

食管炎有效, 而对重度反流性食管炎疗效甚微. 
Agorastos和Archimandritis的临床研究证实, 西
沙必利可减轻患者的反流症状并能产生疗效, 其
效果优于安慰剂, 与雷尼替丁相当. 国外报道[25], 
在治疗反流性食管炎方面, 尤其是对中、重度

患者的治疗, 单用奥美拉唑和奥美拉唑与西沙

必利联合用药相比, 短期治疗<8 wk的治愈率相

差不大, 但是延长冶疗期(至12 wk). 联合用药组

的治愈率有显著提高(70.9% vs  81.1%), 复发率

较维持治疗组(15 mg/d)明显下降. 结果提示对中

度以上反流性食管炎, 西沙必利与H2RA合用有

疗效. 此外, Gardner et al [26]研究提示西沙必利可

抑制GERD患者进食所刺激的酸分泌并降低食

管和胃内酸度, 表明西沙必利通过多种途径发

挥治疗GERD的作用. 
西沙必利曾一度是GERD中使用最广泛的

促动力药物, 但是由于其还有轻度拮抗5-HT3和

抗D2受体作用, 可引起心脏不良反应, 发生Q-T
间期延长, 在某些心脏病患者可以引起致命性

室性心律失常, 且不能和多种抗生素合用, 已经

限制了其临床应用. 西沙必利的不良反应常见

有胃或食管及腹部痉挛、肠鸣、腹泻、腹痛; 
偶见头晕、头痛、ALT、AST上升、搔痒感、

皮疹等过敏反应. 也有报道引起惊厥性癫痫及

锥体外系反应和尿频、冷汗等. 由于西沙必利

致严重心血管不良事件的发生, 因此从美国、

■相关报道
G E R D 是一种常
见 病 ,  在 世 界 各
地的发病率不同, 
在 西 欧 及 北 美 , 
G E R D 的发病率
为10%-20%, 在南
美约为10%; 在我
国的发病率约为
7%-8%. 
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英国、加拿大和欧洲等国家相继撤出.  
2.2.2 莫沙必利: 莫沙必利是第一个没有多巴胺

D2受体拮抗作用的高选择性5-HT4受体激动剂, 
可加强并协调胃肠运动, 防止食物滞留与反流, 
他选择性地作用于上消化系, 对小肠和结肠基

本无作用[27-28]. 莫沙必利是一种新型的胃肠促

动力药物, 他是强效选择性胃肠5-HT4受体激动

剂, 他通过兴奋胃肠道胆碱能中间神经元及肌

间神经丛的5-HT4受体, 促进乙酰胆碱的释放, 从
而增强胃肠道运动, 但不影响胃酸的分泌. 莫沙

必利起效迅速, 可增强食管蠕动和下食管括约

肌张力从而防止胃内容物反流入食管, 增强食

管的清除作用[28]. 另外, 莫沙必利还可以增加胃

和十二指肠收缩以及胃和十二指肠的协调运动, 
减少十二指肠胃反流, 促进胃和十二指肠的排

空, 能有效防止胃酸、胃蛋白酶及胆汁反流, 从
而达到减少酸性胃内容物食管反流及减少其在

食管的暴露时间, 加强食管抗反流屏障作用; 还
可以降低食管对腔内机械刺激的敏感性, 有效

改善症状, 并促进损伤黏膜愈合. 所以该药对反

流性食管炎具有一定的治疗作用[29-30]. 莫沙必利

最近在日本得到授权用于治疗上部胃肠道紊乱

症, 如GERD. 
国外文献报道关于莫沙必利单独治疗

GERD的对照临床研究较少. 一项小规模临床研

究中, Ruth et al [29]应用莫沙必利治疗21例胃食管

反流患者, po  40 mg/d, 1 次/d, 与安慰剂比较, 结
果显示莫沙必利对胃酸反流能得到良好地控制, 
反流次数和总胃酸清除时间均优于安慰剂; 在
随机、双盲、交叉安慰剂对照实验中, 具有胃

食管反流症状和食管pH大于4的时间超过5%的

患者, 服用莫沙必利40 mg/d后, 发生胃酸反流的

总次数、胃酸反流超过5 min的次数和胃酸反流

的总时间等方面, 均显著优于安慰剂. 在另一治

疗胃酸反流的临床试验中, 患者症状改善率在

80%以上[30]. 王泽衍 et al [31]对照研究了莫沙必利

和法莫替丁治疗轻度反流性食管炎, 研究显示

两组患者的症状改善以及胃镜复查结果, 差异

无显著性意义. 目前认为莫沙必利作用与西沙

必利类似, 可以有效减少GERD患者反流次数和

时间, 可用于轻度反流性食管炎的治疗, 其疗效

与H2RA基本相似[29-30]. 
一些研究认为莫沙必利治疗轻度反流性食

管炎的疗效与PPI基本相似. 国内王海勇 et al [32]

分别应用莫沙必利(新洛纳, 大西南制药厂)5 mg 
4次/d和奥美拉唑20 mg 2次/d治疗GERD 8 wk, 

疗效无差异. 刘明东 et al [33]对莫沙必利和奥美

拉唑分别治疗反流性食管炎的疗效进行了临床

研究, 结果表明莫沙必利对轻度反流性食管炎

烧心和反酸临床症状的有效率为73.3%, 对内镜

下表现的有效率为72.2%, 奥美拉唑对照组分别

为86.7%和84.2%, 虽然莫沙必利对轻度反流性

食管炎临床症状和内镜表现的有效率低于奥美

拉唑, 但并无统计学差异; 莫沙必利安全性良好, 
无延长Q-T间期作用. 不良反应表现为轻度腹泻

和倦怠, 不良反应症状轻微, 不影响患者继续用

药. 我们认为莫沙必利是治疗轻度反流性食管

炎安全有效的药物, 可以在临床治疗GERD中作

为选用的药物[33]. 
近年来有研究证实, 胆盐、胰酶等在胃食

管反流病的发病机制中也起重要作用, 单纯应

用抑酸剂或单用促动力药治疗难以取得满意的

疗效而往往需要联合治疗[34]. H2RA或PPI与促动

力剂联合应用时, 食管炎的治愈率、症状缓解

率高于单用H2RA或PPI[11-15]. Madan et al [35]在一

项前瞻性随机对照研究中比较了单独应用潘妥

拉唑和潘妥拉唑联合莫沙必利治疗GERD的疗

效, 研究显示对于非糜烂性GERD两种方案的疗

效无差别; 对于糜烂性GERD而言, 联合治疗的

症状缓解率高于单独治疗. 
周慧芬[36]采用随机对照的方法比较使用雷

贝拉唑、莫沙必利联合用药、单纯莫沙必利以

及单纯雷贝拉唑治疗反流性食管炎的效果. 研
究发现, 两者联合治疗反流性食管炎其烧心和

反酸临床症状的显效率为92.6%, 对内镜下表现

的有效率为88.9%; 而单纯用枸橼酸莫沙必利的

对照组分别为33.3%和44.4%; 单纯用雷贝拉唑

得对照组分别为40.3%和50.8%; 两组之间有显

著性差异. 证明抑酸剂联合胃动力药治疗反流

性食管炎有迅速缓解症状且食管炎症愈合率高

的优点, 具有明显的疗效. 
袁晓英 et al [37]采用随机、对照、单盲的临

床试验观察奥美拉唑与莫沙必利联合治疗中、

重度反流性食管炎疗效. 研究显示联合应用奥

美拉唑与莫沙必利治疗中、重度反流性食管炎

的症状控制有效率和内镜有效率分别为92.6%
和86.4% , 与单纯应用奥美拉唑相比差异有显著

性差异(P <0.05). 说明在使用抑酸剂的同时合用

胃肠动力药莫沙必利可以显著改善其治疗反流

性食管炎的效果. 
Ruth et al [30]的研究提示: 莫沙必利30 mg 1

日3次可明显改善反流发作的持续时间、反流
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率和食管廓清能力, 而莫沙必利60 mg 2次/d, 没
有明显提高疗效, 提示莫沙必利与5-HT4受体结

合发挥作用并不呈现剂量依赖性效应. 但是由

于GERD的发病机制较复杂, 莫沙必利对食管下

括约肌的作用尚不能完全解释其治疗效果, 因
此有关病理生理、药物治疗和临床表现的联系

尚待进一步研究. 
莫沙必利为选择性胃肠道5-HT4受体激动

药, 没有D2受体的拮抗作用, 不会引起Q-T间期

延长, 没有与西沙必利相似的导致尖端扭转性

室性心动过速的电生理特性, 具有更好的安全

性[28]. 莫沙必利在肝脏中由细胞色素P-450中的

CYP3A4酶代谢. 其主要代谢产物为脱-4-氟苄

基莫沙必利, 对5-HT3有高度亲和力, 是5-HT3有

效的阻断剂. 他与大脑突触膜上的多巴胺D2、
5-HT1、5-HT2受体无亲和力, 因而没有这些受体

阻滞所引起的锥体外系的不良反应. 其不良反

应较少, 主要有轻度倦怠、头晕、稀便、轻微

腹痛等, 发生率约5%.  
2.3 新型促胃肠动力药 
2.3.1 伊托必利: 伊托必利是一种具有与现有药

物作用机制不完全相同的促胃肠动力药, 具有

独特的双重作用机制, 他通过阻断多巴胺-D2受
体和抑制乙酰胆碱酯酶活性发挥协同作用, 不
仅能刺激乙酰胆碱的释放, 还能抑制其降解, 使
乙酰胆碱浓度增高, 引起胃肠平滑肌收缩, 从而

发挥促胃肠动力作用, 其对上消化系促动力作

用选择性较高[38-39]. 
伊托必利可拮抗多巴胺对胃十二指肠运动

的抑制, 以致于有时比正常收缩更为明显. 在消

化间期, 伊托必利与乙酰胆碱比较, 对胃肠道的

收缩并不产生影响. 而吗丁啉在消化期和消化

间期均有拮抗多巴胺作用, 即在消化期和消化

间期均可刺激胃十二指肠的收缩. 伊托必利不

但可以增强胃动力和抗呕吐, 而且对回肠收缩

反应也有影响[38].临床试验发现, 伊托必利可明

显提高慢性胃炎患者胃排空能力, 而不影响血

液胃泌素水平[40-41]. 动物试验发现, 本品还具有

一定的抗呕吐作用, 但其抗呕吐作用相对较弱, 
就最小有效剂量而言, 其效能大约为多潘立酮

的1/300和氧氯普胺的1/30. 目前关于伊托必利

治疗GERD的大规模临床研究报道较少. Kim et 
al [42]对26例GERD患者进行了一项随机开放标

记实验, 给予这些患者伊托必利150 mg/d或300 
mg/d、3 次/d, 30 d后进行24 h的食管pH监测以

及症状评估. 结果发现: 在150 mg/d或300 mg/d

治疗组中, 治疗后总症状评分均显著降低; 与治

疗前比较, 伊托必利300 mg/d可显著降低食管

pH值<4的时间百分比、pH值为<4的总时间以

及DeMeester评分, 其效率大大高于150 mg/d. 研
究中的两组患者均未观察到锥体外系症状等严

重不良反应. 由此我们认为, 伊托必利100mg 3 
次/d能有效降低胃食管反流病患者的病理反流, 
他对于有效治疗GERD有潜在作用. Walwaikar  
et al [43-44]的一项大规模临床研究(ENGIP-Ⅰ/Ⅱ)
显示伊托必利明显降低GERD患者烧心频率、

烧心强度以及反流频率, 认为患者对伊托必利

耐受性良好, 伊托必利可作为GERD的治疗药物. 
伊托必利发挥促胃肠动力作用时的效应剂

量对中枢神经系统, 自主神经系统和平滑肌无

影响. 伊托必利具有高极性, 较少进入脑内, 他
对中枢神经系统多巴胺D2受体阻断作用弱, 锥
体外系反应、溢乳或男性乳房发育等不良反应

发生率较低, 不引起可导致猝死的Q-T间期延

长或室性心律失常, 亦未观察到致畸作用. 其不

良反应发生率为2.4%, 主要为腹泻、头痛、腹

痛、呃逆、口干等. 本品因不依赖于细胞色素

P450代谢, 故与其他药物合用时, 不会发生药物

代谢方面的相互作用. 在老年患者中亦有良好

的症状改善率, 不良反应少而轻微. 
伊托必利是一种具有与现有药物作用机制

不完全相同的胃肠促动力药, 为GERD的治疗提

供了一种新的选择. 
2.3.2 替加色罗: 替加色罗是一种氨胍吲哚类化

合物, 属于新一代的5-HT4受体部分激动药, 具
有高选择性和特异性, 作用靶器官是胃肠道. 该
药可强有力刺激胃肠道神经元、平滑肌细胞的

5-HT4受体, 通过作用于胃肠道中与降钙素基因

相关肽神经元上的5-HT4受体, 而增加血管活性

肠肽、P物质及乙酰胆碱的释放, 引起胃肠道运

动, 发生蠕动反射; 另外, 替加色罗还具有部分

增加LES的压力、促进胃排空以及增加胃的顺

应性, 明显的改善GERD患者的过早饱胀感和餐

后充盈感[45-46]. 作为高选择性的5-HT4受体部分

激动剂, 与西沙必利相比, 其对胃肠道的促动力

作用更强. Tack et al [48]的研究发现, 替加色罗改

善功能性消化不良患者进餐诱导的胃容积增加

的作用优于安慰剂, 也支持替加色罗可改善胃

顺应性的观点. 自问世以来主要应用于治疗女

性便秘型肠易激综合征(C-IBS)和慢性便秘, 并
在临床应用中取得良好疗效. 

替加色罗的作用不仅仅在于治疗便秘, 还

■应用要点
抑酸剂和促动力
药物等联合应用
以及合理的选择
按 需 治 疗 和 降
阶 疗 法 是 缓 解
GERD症状, 提高
生活质量的有力
保证. 
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可改善上消化系运动功能障碍. 对健康志愿者

进行的口服替加色罗研究发现, 口服替加色罗(6 
mg, 2次/d)不会影响食管下端括约肌的功能[46], 
但具有促进食管运动和改善食管对酸性食糜的

廓清作用. 我们认为, 替加色罗可能对治疗食管

运动功能障碍和GERD有效. 
关于替加色罗治疗GERD的研究目前报道

较少. Armstrong et al [49]通过动物实验发现, 替加

色罗能增加活体大鼠食管纵形平滑肌的长度, 
为替加色罗促进食管动力提供了依据. Kahrilas 
et al [47]的研究发现, 替加色罗对餐后LES压力无

显著影响, 但是1 mg/d替加色罗与安慰剂比较

可以降低餐后胃食管反流, 减少餐后的pH<4的
时间百分比, 明显减少了餐后食管酸暴露, 这种

作用可能是通过增强食管酸廓清、加快胃排

空以及减少食管下括约肌的一过性松弛来实

现. Rodriguez-Stanley et al [50]研究替加色罗对功

能性胸痛的影响, 结果显示替加色罗可以显著

增加疼痛阈值和食管壁的平均、最大张力; 对
酸灌注的疼痛阈值无影响, 显著减少胸痛和食

管反流的症状, 以及与反流相关的心理应激. 该
研究暗示替加色罗能改变食管机械扩张的敏感

性, 但并不能改变食管的酸敏感性. 同时Tougas 
et al [51]的研究证实, 替加色罗能有效治疗由于应

用PPI治疗GERD所引起的胃排空延迟. 根据已

有的研究, 单独使用替加色罗或与抑酸药联合

应用可以用于治疗GERD. 但是目前尚缺乏替加

色罗对GERD冶疗的进一步临床以及基础研究, 
需要评估替加色罗能否用来治疗抑酸无效的

GERD患者或能否与PPI合用增加疗效. 
由于替加色罗是5-HT4受体部分激动药, 其

活性只有完全激动药21%, 因此, 替加色罗很少

产生受体脱敏导致的快速抗药反应或耐药性. 
替加色罗的高选择性使其和5-HT3受体、多巴胺

受体和毒蕈碱样受体没有亲和力, 对心脏复极

化没有影响, 不引起Q-T间期延长; 血脑屏障穿

透力弱, 和华法林、地高辛、茶碱等药物联合

用药时无相互作用, 故认为替加色罗具有良好

的耐受性和安全性. 但是, 2007-02/2007-03, 最新

的29项关于替加色罗用于治疗肠胃疾病的临床

研究结果, 综合评估了替加色罗对心脏和血管

的不良反应. 29项研究中共有11 614名患者服用

了替加色罗, 7031名患者服用了安慰剂, 患者平

均年龄为43年, 大部分(88%)为女性患者. 在研

究中出现心脏病发作、心肌梗死或严重心前区

疼痛的患者较少. 但是服用替加色罗的患者与
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服用安慰剂的患者相比, 前者出现这些严重致

命的不良反应的危险更大. 共有13名服用替加

色罗的患者(占0.1%)出现了严重致命的心血管

不良反应. 其中4名患者出现心脏病发作(1名死

亡), 6名出现严重的心前区疼痛并很快导致心脏

病发作, 3名发生中风. 而在服用安慰剂的患者

中. 仅1名患者(占0.01%)出现心肌梗死的初期症

状, 但随后消失, 并未出现并发症. 故FDA建议

暂停销售和使用替加色罗.  
2.4 其他促动力药

2.4.1 胃动素受体激动剂: 胃动素(motilin)存在于

胃、十二指肠, 而不存在于结肠, 故仅选择性作

用于胃和十二指肠. 胃动素受体激动剂包括红

霉素及其衍生物, 可改善手术或糖尿病引起的

胃轻瘫. 糖尿病胃轻瘫患者予静脉滴注200 mg
红霉素, 可使胃排空液体和固体食物的时间显

著缩短. 红霉素已经证实为高效的胃动素激动

剂, 可以结合神经或平滑肌上的胃动素受体从

而产生强有力的窦性收缩力, 刺激胃窦部收缩

而促进胃排空, 可以增加LES压力[52], 对食管运

动无影响, 但由于其不良反应大并没有得到广

泛应用. 我国学者应用红霉素治疗新生儿胃食

管反流, 取得较好疗效. 红霉素可增强下LES张
力, 并具有胃肠动力学作用, 能有效减少胃内容

物反流, 对于食管炎患者, 也能取得较好疗效, 
可能与红霉素的抗炎作用有关[33]. 由于大环内

酯类同时也可以增强小肠的收缩从而可能引发

腹痉挛和腹泻, 口服红霉素有较明显的胃肠道

不良反应, 限制了其临床应用. 目前一般推荐红

霉素静脉用药治疗胃食管反流和胃轻瘫[53], 但
其临床疗效尚待大规模病例的临床试验验证. 
红霉索衍生物为非肽类胃动素受体激动剂, 能
增强胃窦的动力, 但摒弃抗生素活性从而得到

进一步的发展 .  研究开发的红霉素衍生物有

ABT-229、EM 574和EN523等, 有很强的促胃

肠动力作用, 抗菌活性少或无[52]. ABT-229是
不具有抗生素活性的胃动素受体激动剂, 可增

加猫的LES压力、促进人类胃排空. 目前关于

ABT-299治疗GERD的研究结果似乎不一致. 
Van Herwaarden et al [54]对24例GERD患者进行了

随机、双盲、安慰剂对照、交叉研究, 结果显

示ABT-229未能减少食管酸暴露, 不影响食管动

力、LES压力以及一过性LES松弛, 但ABT-229 
10 mg bid可减轻日间烧心症状, 认为ABT-229对
GERD的治疗价值有限. Chen et al [55]的研究结果

亦证实了这一观点. 而Netzer et al [56]的研究结果

■名词解释
一 过 性 下 食 管
括 约 肌 松 弛
(TLESR): 与正常
吞咽不相关的食
管下端括约肌松
弛, 持续时间8-l0 
s .  食管下端括约
肌区压力下降至
与胃内压力平衡
时, 就失去抗胃内
容物反流的作用. 
多由于异常吞咽
(不随正常食管蠕
动波的吞咽动作)
和胃扩张(多发生
在餐后)引起 ,  正
常人和G E R D患
者餐后均见发生, 
但正常人持续时
间较短. TLESR是
大多数G E R D患
者的主要发病机
制. 
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与之相反, 与安慰剂相比ABT-229 5 mg 2次/d和
10 mg 2次/d均明显降低食管内pH<4的反流时

间百分比, 提示ABT-229能够减少GERD的酸反

流. 红霉素衍生物EM-574能增强胃窦的动力, 加
快正常状态下狗的胃排空, 改善手术引起的胃

轻瘫, 该药可作用于胆碱能神经通路发挥促动

力作用. 但是红霉素类促胃肠动力药也能延长

心脏的Q-T间期, 与其他大环内酯类药物合用时

(如克拉霉素)对CYP3A4同工酶有抑制作用.  
2.4.2 γ-氨基丁酸受体激动剂: γ-氨基丁酸(gamma 
aminobutyric acid, GABA) B型受体激动剂巴氯

芬(bac lofen)通过抑制TLESR可使健康人群和

GERD患者的胃食管发作反流次数显著减少[57]. 
van Herwaarden et al [58]对37例GERD患者进行

了一项双盲、安慰剂对照、交叉临床研究, 发
现巴氯芬明显减少酸反流时间和胃食管反流发

作次数, 一过性LES松弛也明显减少; 但是其不

影响LES压力及一过性食管下端括约肌松弛相

关反流的发生率; 因此认为巴氯芬可通过抑制

TLESR的发生明显减少GERD患者餐后酸反流. 
Zhang et al [59]的研究结果也表明巴氯芬是旻治疗

GERD的有效药物. 

3  综合治疗GERD

由于GERD的发病机制错综复杂, 决定了GERD
的治疗需要长期的综合和整体治疗[2-3]. GERD
治疗的目的是缓解症状、治愈RE、预防并发

症、防止复发以及改善生活质量[2-3,17]. GERD
最理想的治疗是恢复引起反流的病理生理. 然
而, 目前还没有一种方法能完全符合这样的要

求. 抑酸治疗是从攻击因子角度进行治疗, 但
抑酸治疗并不能改变引起反流的低张力LES功
能, 不能减少频繁发生的TLESR, 不能加快胃排

空, 也不能缩短反流物暴露食管的时间等诸多

动力因素[4,7,9,13]. 停止抑酸治疗后, 多数病例病

情复发. 尚不清楚如早期干预治疗反流性食管

炎, 能否使其低下的动力功能有所恢复. 在抑酸

治后即便RE愈合, 但食管动力障碍不能恢复, 多
数患者仍需维持治疗[8,10,12,60-61]. 维持治疗时间需

要多长, 长期抑酸是否有利于胃肠生理环境, 这
些思考需要得到临床研究证实和时间的考验[13]. 
此外, 还有其他攻击因子如胆汁损害作用, 因此

GERD的治疗需要综合和整体治疗[62-63,65]. 
总之, 在众多的GERD治疗药物中, 我们应

根据病情严重程度、可能的病因选择适宜的药

物[62-66]. 对于轻度和偶尔出现反流的GERD患者

可服用抗酸剂、促动力药物和黏膜保护药物或

应用价格低廉的H2RA治疗[62]; 中、重度GERD
患者则应用PPI治疗为主, 辅以促动力药物[62-63]. 
抑酸剂和促动力药物等联合应用以及合理的选

择降阶疗法和按需治疗是缓解GERD症状[63], 提
高生活质量的有力保证. GERD的病因及发病机

制较复杂, 治疗难度也较大, 因此, 科学合理地

选择药物种类和剂量, 制定适宜的治疗策略和

方案十分重要. 对其治疗不仅要使用强抑酸剂

及促动力药物, 而且要重视改变生活方式和饮

食习惯[61]. 对GERD发病机制研究的深入, 尤其

是针对胃食管反流动力障碍的研究, 开拓基于

纠正其病理生理异常的治疗方法, 将为GERD治

疗带来新的希望. 
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Abstract
Budd-Chiari syndrome (BCS) is very easy to be 
misdiagnosed due to the lack of specificity in 
clinical manifestation. With the improvement 
of multiple imaging diagnostic devices and 
method, the detection rate of BCS is raised. The 
noninvasive imaging examination methods, such 
as ultrasound, multi-slice computed tomography 
(MSCT), magnetic resonance imaging (MRI), 
are able to clearly display hepatic vein (HV), 
inferior vena cave (IVC), and the location and 
type of stenosis. Therefore, they are useful for 
the clinical treatment and result observation. 
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摘要
布加综合征(Budd-Chiari syndrome, BCS)临

床表现缺乏特异性, 易误诊. 随着多种影像
诊断设备的进步和影像学检查方法的改进, 
使得BCS的检出率提高. 超声、多层螺旋CT 
(multi-slice computed tomography, MSCT), 磁
共振(MRI)等无创性影像学检查方法, 能够清
晰显示肝静脉(hepatic vein, HV)、下腔静脉
(inferior vena cave, IVC)狭窄部位和类型, 可
指导临床治疗及效果的观察.
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0  引言

布加综合征(Budd-Chiari syndrome, BCS)是肝

静脉(hepatic vein, HV)和/或肝静脉水平的下腔

静脉(inferior vena cava, IVC)完全或不完全阻塞

所导致的一组临床综合病征, 以在肝小静脉、

肝静脉、下腔静脉或右心房水平的肝静脉流出

道梗阻为特点. 临床表现可归纳为两个方面: (1)
肝静脉阻塞主要表现: 瘀血性肝肿大、脾大, 腹
水, 腹壁静脉、食道胃底静脉曲张, 上消化道出

血等, 主要由肝静脉回流障碍所致, (2)下腔静脉

阻塞主要表现: 腹壁和(或)腰背、下肢静脉曲张, 
下肢水肿, 色素沉着, 甚至溃烂. BCS可发生于任

何年龄, 但以20-40岁青壮年多见, 男性发病率稍

多于女性. 近年来, 随着BCS逐渐为人们所认识

以及影像学检查手段的进步, BCS的检出率有明

显增高的趋势[1-7]. 

1  发病机制及分型

1.1 发病机制 BCS病因及发病机制不明, 有多种

学说. 近年来医源性肝静脉阻塞的直接原因常常

是介入器械的断裂、残留、置人支架位置不当

或移位造成, 以及治疗过程中血管内膜或血管壁

的损伤, 局部血栓形成、内膜过度增生及不均衡

的血管重塑等[8-10]. 
1.2 BCS的分型 为了指导临床治疗, 不同学者对

BCS进行了各种分型, 国内最早由Wang[11]将BCS
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分为8型, 随后由许培钦 et al [12]从外科手术角度

分为4型6个亚型. 介入医生从影像学角度也有不

同的分型, 祖茂衡 et al [13]从影像学将其分为4型8
个亚型: Ⅰ型为下腔静脉隔膜型, 其中包括膜性

完全阻塞和隔膜有孔2个亚型; Ⅱ型为下腔静脉

节段型, 再分为下腔静脉节段性闭塞和狭窄2个
亚型; Ⅲ型为肝静脉型, 可再分为无副肝静脉和

有副肝静脉2个亚型; Ⅳ型为混合型, 包括肝静脉

和下腔静脉阻塞无副肝静脉亚型及肝静脉和下

腔静脉阻塞有副肝静脉2个亚型. 这种分型方法

在影像学中应用广泛. 也有学者认为, 无论从外

科学角度还是影像学角度的分型均存在缺陷, 为
此提出了一些简单的分型方法[14]. 

2  影像学检查

包括疑为癌性、结核性腹膜炎的顽固性腹水, 
原因不明的肝、脾肿大或下肢浮肿等临床症状, 
在近年多会被考虑到可能是由BCS所引起的, 需
要影像学及介入造影检查证实. 主要包括: 无肝

炎、血吸虫病史, 无长期嗜酒或服用损肝药物

史; 消化道症状和乏力不明显; 胸腹壁静脉明显

曲张, 且有自下而上回流; 触诊示肝肿大, 伴有

下肢水肿或静脉曲张; 肝功能检查无明显异常, 
球蛋白升高少见; 腹水量大且顽固, 并排除其他

原因[15]. 以往主要依赖X线造影诊断, 下肢静脉

造影术给患者带来痛苦与创伤, 且操作技术复

杂, 有一定难度. 随着多种影像诊断设备的进步

和影像学方法的不断提高, 使得BCS的检查方法

简单化、多样化, 主要有彩超、CT、MRI、 数
字血管减影造影(DSA)等, 并将各种结果与下腔

静脉造影及手术治疗进行对照, 获得满意效果.  
2.1 超声诊断 超声诊断BCS病变的方法有灰阶

超声及多普勒超声2种. 在大多数情况下超声

扫查能提供有关下腔静脉或肝静脉病变的部

位、范围、程度和性质的情况. 这就为BCS的
介入治疗提供了重要信息. 多位国内外学者研

究显示, 超声诊断与DSA符合率可以达到90%以 
上[6,16-17]. (1)肝脏声像图: 肝肿大, 尤其是尾状叶

肿大; 肝静脉不同程度扩张、迂曲或粗细不均, 
肝静脉(肝右静脉、肝中静脉、肝左静脉)之间

出现交通支和扩张的静脉湖, 彩色多普勒超声

(CDFI)取样为低速连续性血流频谱; 肝静脉近第

二肝门处呈红蓝双色血流, 提示有返流; 肝静脉

一支或多支内见膜样强回声或节段性管腔狭窄, 
CDFI检查局部呈五彩血流与湍流频谱, 完全闭

塞的静脉管腔结构不清楚, 且无彩色血流与频

谱; 肝内扩张的血管流速减慢, 肝静脉血流流速

小于20 cm/s, 曲线呈单向、平坦的稳流, 类似门

脉流速曲线. 有逆流的部位呈正、负双向频谱, 
狭窄部位流速加快, 呈湍流频谱; (2)下腔静脉声

像图: 肝段下腔静脉膜型阻塞狭窄时, CDFI血流

显像显示下腔静脉阻塞, 上段的管腔内, 突出隔

膜状回声强光带或片状实性强回声; 狭窄处下

腔静脉CDFI示血流速度快, 扩张处呈深蓝色血

流, 血流速度慢; 下腔静脉有血栓时, CDFI显示

血流呈蓝色, 当血栓形成严重时, 可致管腔堵塞, 
即无彩色血流及多普勒频谱, 下腔静脉血流受

阻, 若累及第二肝门时, 则出现肝静脉回流受阻

表现; 下腔静脉炎性狭窄下腔静脉管壁增厚、

毛糙. 致使管腔狭窄; (3)门静脉高压声像图: 门
静脉增粗, 血流量增加; 脐静脉重新开放, 侧支

血管网呈C形或S形, 脾肿大, 腹水等[18-19]. 
多位国内外学者学者研究显示CDFI与静脉

造影相比, CDFI诊断正确率可达90%以上. 显示

管腔内快速血流的起点, 来判断与梗阻部位, 以
管腔狭窄、闭锁或栓塞的长度, 判断其梗阻范

围, 以管腔局部声像图改变来判断其梗阻性质, 
同时, 以管腔内部血流变化、频谱形态及血流

速度判断梗阻的程度[20-24]. 超声诊断不足: (1)超
声检查仍受仪器分辨力及检查医师和经验影响

严重; (2)受腹水影响大; (3)因病变靠近心脏受心

脏搏动的干扰, 而使某些病变的判断发生困难, 
假阳性或假阴性的结果时有发生. 
2.2 CT诊断 以往文献较多关注超声在评价BCS
的价值, 而多层螺旋CT(MSCT)对于该病的诊断

意义报道很少. 以往认为由于下腔静脉内的栓

子、狭窄造成的血流瘀滞, 造影剂进入下腔静

脉后常分布于周边, 出现层流现象, 导致CT既
不能立体直观地显示堵塞或狭窄的下腔静脉和

肝静脉, 也不能显示堵塞或狭窄的具体形态, 特
别是准确评价肝静脉阻塞程度及范围尚有困难. 
而MSCT高压注射器的使用及三维后处理技术

使得这些问题得以解决. 有学者通过与DSA的

对照研究, 得出横断面和CT血管成像显示肝静

脉阻塞的正确率分别为61.9%和100%[25]. 
2.2.1 MSCT表现: 患者的CT增强扫描均采用了

三期法, 即动脉期20S, 门脉期70S, 静脉期100S. 
通过影像分析, 上述扫描方式与单期相或双期

相相比具有优势, 可以与其他的血管疾病相鉴

别. 在三期扫描中, 肝动脉或门静脉狭窄或闭塞

与肝静脉阻塞的表现是不同的. 肝动脉狭窄时, 
由于门静脉的灌注正常, 于50S和70S时肝实质

■创新盘点
本文总结介绍近
些年来新发展起
来的多层螺旋CT
的后处理和MRI
的新采用序列等
技术, 对BCS的诊
断价值有重要意
义.
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会出现均匀的强化; 而门静脉狭窄时, 50S扫描

时肝实质内相应的供血区呈低灌注状态. BCS于
MSCT上的表现可分为直接征像和间接征像. (1)
直接征像: 平扫时发现下腔静脉膜性病变的钙

化; 注入造影剂后, 下腔静脉、门静脉内的充盈

缺损. 这种典型征象, 所见的比例很低. 因为轻

微的下腔静脉的截断和细小的隔膜很难在常规

CT中观察到. 在以前的CT检查中, 隔膜型的BCS
常常漏检, 在多层螺旋CT的薄层图像有助于观

察; 闭塞的静脉内无对比剂充盈, 闭塞静脉周围

的间隙增宽. 间接征像: 最常见的表现是肝脏强

化时间的延迟和程度的降低, 及斑片状强化. 主
要原因是肝静脉的阻塞和肝脏的充血, 所引起

的肝门静脉内血流量的减少或消失[26]. 斑片状的

强化首先出现于门静脉的小分支周围, 然后随

着时间的延迟扩展至全肝[27]. 大多数人, 肝脏为

肝动脉和门静脉双重供血, 直接流入下腔静脉. 
因此肝的轻微充血, 会引起造影剂提前进入这

些部位. Mathieu et al [28]认为肝的延迟强化区与

肝静脉阻塞的位置有关; 肝肿大, 以及大量的胸

腔积液和腹腔积液[4,29-30]. 
2.2.2 MSCT后处理技术: MSCT后处理技术具

有重要作用. MSCT的三维重建技术, 可以把肝

静脉期图像根据需要重建成5.0 mm, 2.5 mm, 甚
至1.0 mm、0.625 mm. 有利于对各期图像的细

致观察 ,  门静脉、下腔静脉细微病变的检出 . 
MSCT的多种后处理技术包括最大密度投影法

(MIP)、容积重现(VR)、多平面重组法(MPR)和
表面遮盖显示(SSD). MIP最为简单可靠. HV的

显示有赖于肝窦中对比剂的逐级回流, 所以对

比剂的浓度低于肝动脉和门静脉, 与肝实质的

密度差别相对较小, 由于VR利用了全部体素的

信息, 即使调整阈值也不易与门静脉的分支区

别; SSD则使用了容积内最表层体素的信息, 难
以体现HV和肝实质的密度差别;  MIP则不然, 通
过手动调整层块的厚度和密度, 可以突出显示闭

塞静脉的部位、数量、栓子和IVC内的隔膜[31-50]. 
CT平扫对BCS的诊断率低, 往往只能见到

部分间接征象. 增强扫描需用大剂量含碘造影

剂, 有引起肾毒性和过敏反应的危险, 不能用于

碘过敏或肾功能不全者. 
2.3 磁共振诊断 磁共振有多种血管成像方法可

以应用于BCS的诊断. 主要包括: (1)肝脏静脉系

统的技术基于时间飞逝(time-of-flight, TOF)和
相位对比(phase contrast, PC)技术的非增强MR
血管成像但他们受到成像时间长、运动和流动

伪影、饱和作用的限制[51-52]; (2)磁共振血管成像

(magnetic resonance angiography, MRA)是一种无

损伤性血管成像技术. 可应用于肝动脉、周围

血管及门静脉检查[3-4,7,30,53-54]; (3)最近一种称为

新鲜血液成像(fresh blood imaging, FBI)的MRA
技术已经问世, 并在BCS的临床诊断中显示出良

好的作用. FBI序列MRA图像真实, 尤其适用于

流动缓慢或阻塞的血管, 血流方向对其影响不

大, 可显示细小的静脉血管及侧枝循环情况, 因
此特别适于肝静脉闭塞型BCS的术前检查, 可
准确显示肝静脉与下腔静脉的空间关系, 检测

肝静脉的通畅性和侧支循环[55-56]; (4)三维对比

剂增强MR血管成像(three dimensional contrast-
enhanced magneticresonance angiography, 3D CE 
MRA)是一项新技术, 目前被广泛用于动脉、门

静脉和中央静脉系统的成像. 3D CE MRA是最

近发展起来的无创性技术, 操作简便, 能多方位

显示血管解剖. 使用该技术, 只须一次注射对比

剂和短时屏气. 即可完成肝静脉、IVC和门静脉

成像, 他只须从外周静脉注人少量钆对比剂. 传
输到工作站上, 重组成类似X线血管造影的投影

图像, 可以采用MIP和MPR对图像进行重组并分

析. 3D CE MRA的优点: (1)克服了TOF和PC的
流动伪影和饱和作用; (2)可同时显示观肝实质

和血管结构及血管外病变. Miller et al [57]使用CT
和MR技术也有相同发现. 同腔静脉造影相比, 
对于IVC阻塞, 3D CE MRA均可正确诊断; (3)可
准确显示显示肝静脉、IVC和门静脉系统的病

变. 3D CE MRA能显示肝内外侧支形成 肝内侧

支的显示高度提示BCS[35,57-69]. 磁共振成像受扫

描时间、运动和流动伪影、饱和作用的限制. 
注入造影剂量虽少, 但也有引起肾毒性和过敏

反应的危险. 
总之 ,  多种无创伤影像学技术 (超声、

MSCT、磁共振等)对BCS的检查具有重要的意

义. 不仅能明确阻塞部位, 对病变类型、范围、

梗阻程度及侧支循环进行判断, 指导门静脉分

流术、安放金属弹力支架等手术方法的选择, 
还可以进行术后的定期复查, 对治疗效果进行

评测[68-71].
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of Fuzheng Liqi 
mixture (FLM) in the treatment of functional 
dyspepsia in rats.

METHODS: All SD rats were randomly divided 
into control group, model group, mosapride 
group and FLM group. Gastric emptying was 
observed with phenolsulfonphthalein, and the 
content of motilin (MTL) in plasma was detected 
using radioimmunoassay.

RESULTS: The gastric emptying and MTL con-
tent in model group were obviously decreased 
than those in control group (25.85% ± 1.76% vs 
39.37% ± 2.18%, P < 0.05; 129.38 ± 22.27 mg/L vs 
180.57 ± 24.13 mg/L, P < 0.05). The gastric empty-
ing was accelerated and MTL content enhanced 
significantly in mosapride group and FLM group 
as compared with those in model group (37.37% 
± 3.14%, 38.19% ± 4.61% vs 25.85% ± 1.76%, P < 

0.05; 210.51 ± 42.59 mg/L, 227.36 ± 40.74 mg/L vs 
129.38 ± 22.27 mg/L, P < 0.05), and there was no 
significant difference between FLM group and 
mosapride group.

CONCLUSION: FLM can increase the plasma 
content of MTL to promote gastric emptying, 
which may be one of the therapeutic mecha-
nisms in treating functional dyspepsia. 

Key Words: Fuzheng Liqi mixture; Functional dys-
pepsia; Gastric emptying; Motilin
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摘要
目的: 研究扶正理气合剂对大鼠功能性消化
不良的治疗作用及其可能机制.

方法: 健康成年SD大鼠40只, 随机分为空白
对照组、模型组、莫沙必利组和扶正理气合
剂 .  测定各组大鼠胃排空和血浆胃动素的
含量. 

结果: 模型组大鼠胃排空和血浆胃动素的含
量明显低于空白对照组(25.85%±1.76% vs  
39.37%±2.18%, P <0.05; 129.38±22.27 mg/L 
vs  180.57±24.13 mg/L, P <0.05). 经治疗后, 莫
沙必利组和扶正理气合剂组明显升高, 与模
型组比较差异有统计学意义(37.37%±3.14%, 
38.19%±4.61% vs  25.85%±1.76%, P <0.05; 
210.51±42.59, 227.36±40.74 mg/L vs  129.38
±22.27 mg/L, P <0.05), 而莫沙必利组和扶正
理气合剂组之间差异无统计学意义.

结论: 扶正理气合剂能通过升高血浆中胃动
素的含量而促进胃排空, 这可能是该方治疗功
能性消化不良作用机制之一 .

关键词: 扶正理气合剂; 功能性消化不良; 胃排空; 

胃动素
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■背景资料
功能性消化不良
(FD)是最常见的
消化内科疾病. 该
病的病因和发病
机制至今尚未清
楚 ,  西 医 无 特 效
药, 多采取对症治
疗 ,  而 中 医 治 疗
FD可获得满意的
疗效. 因此寻找促
胃动力中药具有
现实的理论意义
和实用价值. 

■同行评议者
陈治水, 教授, 中
国 人 民 解 放 军
二一一医院中医
科
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是最

常见的消化内科疾病. 该病的病因和发病机制

至今尚未清楚, 西医无特效药, 多采取对症治疗, 
而中医治疗FD可获得满意的疗效[1]. 我们在临床

上应用扶正理气合剂治疗FD, 取得了良好的效

果. 而以扶正理气合剂治疗FD的实验性研究尚

未见报道, 因此, 本实验通过观察扶正理气合剂

对FD大鼠模型血浆胃动素(motilin, MTL)含量和

胃排空的影响, 以探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大白鼠40只, 3月龄, 雌雄

各半, 体质量180-220 g. 由新乡医学院实验动物

中心提供. 扶正理气合剂(新乡医学院第一附属

医院生产, 莫沙必利(5 mg/片, 鲁南贝特制药有

限公司生产, 研细以蒸馏水稀释成0.125 g/L的溶

液). 血浆胃动素放射免疫分析试剂盒(北京华英

生物技术研究所), FJ2003/50Pγ放射免疫计数器

(国营262厂), LD4-2A高速离心机(北京医用离心

机厂), 721分光光度计(上海仪器三厂生产). 
1.2 方法 
1.2.1 扶正理气合剂的制备处方: 黄芪40 g、金

银花60 g、连翘60 g、赤芍48 g、大黄32 g、桃

仁60 g、陈皮60 g、炒莱菔子80 g、枳实48 g、
党参48 g、甘草24 g、公英60 g、木香48 g配成

1000 mL. 将大黄单独煎煮10 min(10倍量水加热

煮沸后再下大黄), 提取液放出备用. 将大黄药

渣与余药共置多效提取器内, 加水适量, 加热蒸

馏, 收集馏出液备用, 提取液放出. 再加水煎煮

2次(第1次10倍量水1.5 h, 第2次8倍量水1 h), 过
滤, 合并3次滤液, 减压浓缩至适量(1∶1)时, 静
置冷藏24 h, 虹吸上清液再浓缩, 然后将大黄提

取液、馏出液及附加剂加入, 搅匀, 调整总量为

1000 mL, 分装于200 mL的高密度聚乙烯瓶内, 
封口, 消毒即可. 
1.2.2 分组和造模: 适应性喂养1 wk, 按完全随

机设计法将40只大鼠分为4组, 分别为空白对照

组、模型对照组、莫沙必利组和扶正理气合剂

组, 每组10只. 除空白对照组外, 参照文献[2]大
鼠胃电节律失常模型的方法, 采用不规则喂养

的方法, 即单日进食, 逢双禁食, 以打乱正常的
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饮食规律, 自由饮水. 同时在每升饮用水中加入

10 mol/L的盐酸10 mL, 以破坏胃内的酸碱环境. 
1.2.3 给药方法: 造模第3周开始给药, 在保持造

模条件不变的情况下, 莫沙必利组给予莫沙必

利蒸馏水稀释液12 mL/(kg·d), 扶正理气合剂组

给予扶正理气合剂12 mL/(kg·d), 同时空白对照

组、模型对照组给予9 g/L NaCl溶液(12 mL/kg
体质量)ig, 1 次/d, 共给药2 wk. 在治疗过程中模

型组和莫沙必利组各死亡1只. 
1.2.4 观测项目和方法: 参照文献[3]方法, 各组动

物用药结束时, 禁食1 d(不禁水), d 2将浓度1 g/L
的酚红溶液按10 mL/(kg·bw) ig, 30 min后处死

动物. 取胃内容物溶入0.15 mol/L NaOH溶液中, 
静止1 h. 然后从中取5 mL上清液加入1 mL三氯

乙酸溶液混合离心, 离心后取4 mL上清液加入1 
mL NaOH溶液, 在721分光光度计上读取560 nm
处吸光度值. 胃排空率(%) = (1-胃内酚红含量

/灌胃酚红含量)×10%. 
1.2.5 血浆胃动素的测定: 股静脉采血, 分别置于

含 30 μL的100 g/L EDTA和30 μL抑肽酶混合均

匀的塑料试管和无抗凝剂的塑料试管中, 分离

血浆和血清, 均用放免法, 按药盒说明书的方法

测定. 
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 采用 

SPSS10 for Windows统计软件包进行统计学处

理, 多组间计量资料采用方差分析. 

2  结果

模型组大鼠血浆中MTL含量、胃排空率与正常

对照组比较明显降低, 有显著性差异(P <0.05); 
扶正理气合剂或莫沙必利与模型组比较, 均能

显著增高大鼠血浆中MTL含量和胃排空率, 有
显著性差异(P <0.05); 扶正理气合剂与莫沙必利

比较, 没有显著性差异(P >0.05, 表1). 

3  讨论

FD系指不能以器质性疾病解释而见有持续性

www.wjgnet.com

表 1 各组动物血浆MTL含量和胃排空率(mean±SD)

     分组                            n              MTL(mg/L)            胃排空率(%)

正常组                    10       180.57±24.13       39.37±2.18

模型组                     9       129.38±22.27a      25.85±1.76a

莫沙必利组              9       210.51±42.59c      37.37±3.14c

扶正理气合剂组     10       227.36±40.74c      38.19±4.61c 

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

■相关报道
近年来多数学者
认为胃肠运动功
能障碍是FD的主
要发病机制. 另有
研究证实FD患者
胃排空延长、收
缩减弱或Ⅲ期收
缩缺乏均与MTL
不出现释放高峰
或峰值下降有关.
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或反复发作性上腹部疼痛和食后饱胀、腹部胀

气、暖气、早饱、恶心等上腹部不适症状的一

组临床症候群[4], 占消化疾病患者的20%-40%, 
对患者的生活质量有明显影响, 因此一直是人

们研究的热点问题[5]. FD发病机制目前尚未明

确, 可能涉及多种因素, 估计FD患者中20%-50%
有胃肠运动功能障碍, 近年来多数学者认为胃

肠运动功能障碍是FD的主要发病机制[6]. 目前在

临床已使用一系列促胃肠动力药, 如胃复安、

吗叮啉、西沙比利等, 虽有肯定的疗效, 但这些

药物偏重于胃肠局部功能调节, 有不同程度副

作用[7], 因而, 寻找促胃动力中药具有现实的理

论意义和实用价值. 
FD病位在胃, 与肝、脾密切相关. 脾胃同居

中焦, 是人体气机升降的枢纽, 脾升胃降是完成

受纳运化功能的基本保证. 多数FD患者病程久, 
病久必虚, 脾气虚弱, 使枢机不利, 升降失常而

致病; 又脾胃为土脏, 依赖肝气的疏泄条达, 肝
气郁结, 土壅木滞, 可加重中焦郁滞, 气机壅遏, 
不通则痛, 临床总以胃痛或胃部不适为主要见

症, 脾虚气滞是本病的基本病机. 脾虚气滞, 则
血行不畅, 日久则成血瘀, 临床上在健脾益气基

础上加用化瘀之品往往取得较好疗效[8]. 扶正理

气合剂为纯中药复方制剂, 组方包括大黄、枳

实、桃仁、党参、黄芪、赤芍、木香、陈皮、

菜菔子、金银花、连翘、蒲公英、甘草, 本方

以陈皮、枳实、木香行气消胀, 大黄、莱菔子

消积导滞, 消除腹胀腹痛; 以党参、黄芪补中益

气、治脾胃之虚、增强免疫力; 加上桃仁、赤

芍活血化瘀、散结[9]. 现代药理研究证实, 大黄

对十二指肠有一定的兴奋作用, 对大鼠整个离

体结肠的张力增加, 蠕动加快, 其通过对十二指

肠及远段结肠的干预, 促进胃的收缩和排空, 是
中药的促胃肠动力药物, 大黄亦有利胆与杀灭 
HP的作用[10]; 陈皮、枳实含挥发油和橙皮甙等

甙类物质, 对消化道有缓和的刺激作用, 能促进

胃液分泌, 使胃肠道平滑肌兴奋性增加, 收缩增

强[11]; 党参有抗胃黏膜损伤和双向调节作用, 能
调节应激状态下大鼠胃电活动基本电节律的紊

乱, 抑制胃动力的亢进, 亦有研究证实其对胃底

收缩有显著的促进作用; 炒莱菔子有促进胃肠

蠕动作用[12]; 木香则有缩短胃对钡剂的排空时

间以及升高血浆胃动素的作用[13]; 黄芪有促进

胃肠蠕动、修复胃黏膜、增强胃肠道免疫功能

作用[14]. 
M T L是先从猪小肠黏膜中提取分离出来

的由22个氨基酸组成的多肽, 后来发现在大多

数哺乳动物的胃肠道均存在释放MTL的细胞. 
MTL的生理作用主要是影响胃肠道的运动, 在
消化期间, MTL呈周期性释放, 引起胃和上部小

肠产生消化期综合肌电Ⅲ相并诱发胃强烈收缩

和小肠明显的分节运动[15], 食管下扩约肌的紧张

性收缩可防止胃内容物返流入食管同时增强结

肠和胆囊运动. 有报道[16]功能性消化不良患者血

浆胃动素水平低于健康对照组, 存在胃动素释

放障碍. 另有研究证实FD患者胃排空延长、收

缩减弱或Ⅲ期收缩缺乏均与MTL不出现释放高

峰或峰值下降有关[17]. 
本研究显示 ,  模型组大鼠血浆中M T L含

量与正常对照组比较明显降低, 有显著性差异

(P <0.05); 扶正理气合剂或莫沙必利与模型组比

较, 均能显著增高大鼠血浆中MTL含量, 有显著

性差异(P <0.05); 扶正理气合剂与莫沙必利比较, 
没有显著性差异(P >0.05). 各组MTL在血浆中表

达的程度与胃排空率相平行, 模型组MTL含量

明显降低, 而治疗组MTL含量较模型组又显著

增高, 说明MTL对实验性功能性消化不良大鼠

胃排空可能起重要作用. 扶正理气合剂能显著

增高大鼠模型血浆MTL的含量, 表明其能通过

促进内源性MTL的释放、促进胃排空达到治疗

的目的. 实验结果表明, 扶正理气合剂与莫沙必

利在各项检测指标的比较中大体相当, 这为临

床上应用扶正理气合剂治疗功能性消化不良提

供了理论和实验依据.
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2      征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3      联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com
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Abstract
A I M : T o s t u d y t h e p r o t e c t i v e e f f e c t o f 
streptokinase on rat liver ischemia reperfusion 
injury.

METHODS: Thirty-six Wistar rats were divided 
randomly into control group and 2 experiment 
groups (12 in each group). Livers from the con-
trol group were perfused with 10 mL Ringer’s 
solution through the portal vein and stored at 4℃ 
for 24 h. Livers from the experiment group were 
perfused with Ringer's solution containing 7500 
IU streptokinase with or without hypothermal 
oxygen stored at 4℃ for 24 h. All cold storaged 
livers were followed by in vitro perfusion at 37℃ 

for 45 min, and stored at 4℃. Changes in  ALT, 
GLDH, and activity of PNP, 5’nucleotidase and 
bile secretion were detected. 

RESULTS: The activity of ALT, GLDH and 
PNP was significantly lower in the experiment 
groups than in the control group(P < 0.05). Bile 
secretion(3.7 ± 0.7 µL/g at 45 min, 9.1 ± 0.7 µL/g 
at 45 min vs 1.1 ± 0.9 µL/g at 45 min, P < 0.05) 
and 5’nucleotidase activity were significantly 
increased in the experiment groups compared 
with the control group.

CONCLUSION: Streptokinase can improve rat 
liver microcirculation and ischemia reperfusion 
injury. 

Key Words: Streptokinase; Liver; Microcirculation; 
Ischemia reperfusion

Song SW, Liu YF, Liang J, He SG. Protective effect of 
streptokinase on rat liver ischemia reperfusion injury. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(7): 755-758

摘要
目的: 研究链激酶对大鼠肝脏缺血再灌注损
伤的保护作用.

方法: 36只Wistar大鼠随机分成3组, 每组12
只. 对照组大鼠肝脏经门脉10 mL乳酸林格液
灌洗后, 低温4℃ UW液中保存24 h, 实验组大
鼠肝脏经含链激酶7500 IU乳酸林格灌洗后, 
分别低温或低温静脉持续氧气灌注保存24 h
后, 离体常温再灌注45 min, 观察灌洗液谷氨
酰胺丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、谷氨酸乳酸脱氢酶(glutamate-lactate 
dehydrogenase, GLDH)和嘌呤核苷磷酸化酶
(purine nucleoside phosphorylase, PNP)活性及
肝脏胆汁分泌量、肝组织5'核苷酸酶活性的
变化. 

结果: 实验组再灌注过程中灌洗液A LT、

G L D H 和 P N P 活 性 均 明 显 降 低 于 对 照 组
(P <0.05或P <0.01); 胆汁分泌量增加[3.7±0.7 
µL/(g·45 min), 9.1±0.7 µL/(g·45 min) vs  1.1±
0.9 µL/(g·45 min), P <0.05, P <0.01); 5'核苷酸酶

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝脏缺血再灌注
损伤病理生理过
程复杂, 迄今尚无
明确认识, 故对其
发生机制的研究
已成为医学界关
注的热点, 越来越
多的研究表明缺
血再灌注损伤是
造成移植物原发
无功能的原因之
一 ,  其 发 生 率 为
2%-23%, 甚至因
此而被迫对患者
进行再次移植. 近
年来随着抗排斥
反应药物的近展, 
移植物排斥反应
得到了有效的控
制, 如何有效地减
少移植物的缺血
再灌注损伤, 目前
成为移植界的主
要难题之一. 

■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
普通外科



活性染色明显增强. 

结论: 链激酶改善低温保存肝脏的微循环, 减
轻缺血再灌注损伤. 

关键词: 链激酶;  肝脏;  微循环;  缺血再灌注损伤
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0  引言

肝脏移植已被公认为是治疗终末期肝脏疾病的

一种有效手段, 决定肝移植成功与否的一个重

要因素就是肝脏移植物的活力[1], 缺血再灌注损

伤是造成肝脏移植物原发无功能的主要原因, 
如何保持低温保存肝脏的活性是防止缺血再灌

注损伤的关键. 微循环障碍是组织细胞缺血再

灌注损伤发生的重要机制, 改善微循环是防治

缺血再灌注损伤综合措施中的重要环节. 链激

酶可防止微血栓形成, 改善微循环, 本实验旨在

探讨链激酶对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 36只♂Wistar大鼠, 体质量为250-350 g, 
随机分为对照组, 实验组1和实验组2, n  = 12. 肌
苷液、黄嘌呤氧化酶均购自Sigma公司. 比色分

析采用日本岛津20分光光度计.  
1.2 方法

1.2.1 手术及灌注: 大鼠开腹后游离出胆总管并

插管, 然后游离门静脉, 在其前壁剪一小口, 迅
速插管原位灌注, 灌洗液分别为10 mL的林格液

(对照组)和10 mL的林格液+链激酶7500 IU(实
验组1和实验组2), 灌注高度为40 cm. 快速切取

肝脏, 4℃保存于UW液, 其中实验组2在低温保

存期间经肝下下腔静脉以18 mmHg的压力持续

氧气灌入, 低温保存24 h后置于离体灌注装置中, 
温度保持37℃, 200 mL Krebs-Henseleit液循环灌

注45 min, 灌注的压力为1.96 kPa(20 cm H2O), 灌
洗液中O2∶CO2(95%∶5%). 灌注0、15、30和45 
min时, 从灌洗液中取样3 mL. 检测灌注液中谷

氨酰胺丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase,  
ALT)和谷氨酸乳酸脱氢酶(glutamate-lac ta te 
dehydrogenase; GLDH)和嘌呤核苷磷酸化酶

(purine nucleoside phosphorylase PNP)活性.  灌
注结束时测量胆汁分泌量, 以µL/(g·45 min)表示. 
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在大鼠肝脏的左叶切取125 mm2大小的肝组织, 
-70℃液氮保存, 然后制成冰冻切片, 以备5'核苷

酸酶活性的检测. 
1.2.2 PNP活性检测: 取检测液0.1 mL, 与肌苷液

0.1 mL、磷酸缓冲液2.5 mL(0.1 mol/L, pH7.4)、
黄嘌呤氧化酶0.1 mL 37℃温箱孵育30 min, 3000 
r/min, 离心15 min, 取上清液在分光光度计比色

(λ = 293 nm).  
1.2.3 5'核苷酸酶的测定具体方法: 将冰冻切片

取出后, 37℃孵育箱中复温30 min. 同时制成

180 g/L的聚乙烯乙醇Tris顺丁烯二酸缓冲液, 
用氢氧化钠调至pH值为7.2后, 向培养基中加

入7.2 mmol/L的硝酸铅(20 mL/L培养基)、10 
mmol/L的氯化镁(10 mL/L培养基)和5 mmol/L的
AMP(12.5 mL/L培养基),混合均匀, 将复温后的

冰冻切片取出, 在标本上滴入上述培养基, 然后

放入37℃孵育箱中孵育15 min. 温水冲洗切片, 
除去培养基. 再将切片浸泡于10 g/L硫化氨1 min
后, 盖片固定[2].  

统计学处理 所得数据均以mean±SD表示, 
采用方差分析q 检验. P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

再灌注过程中实验组灌洗液中ALT、GLDH和

PNP活性均明显低于对照组(P <0.05或P <0.01, 
表1). 再灌注结束时, 对照组胆汁分泌量1.1±0.9 
µL/(g·45 min), 明显低于实验组1[(3.7±0.7 µL/
(g·45 min)](P <0.05)和实验组2[9.1±0.7 µL/(g·45 
min)](P <0.01)实验组在门脉区出现5'-NT染色强

度的轻度减弱; 而在对照组, 在胆小管和肝窦细

胞区染色变得非常模糊, 在门脉区, 5'-NT的活性

明显降低(图1). 

3  讨论

肝脏缺血再灌注损伤的机制尚未完全阐明, 近年

来微血管损伤和微循环障碍在该损伤发生发展

中的作用引起人们的重视, 微循环障碍及血液流

变学改变在组织细胞缺血再灌注损伤中发挥重

要作用. 肝脏低温保存后再灌注可发生微循环障

碍, 而且是肝功能衰竭的主要原因. 微循环损伤

包括红细胞集聚和微血栓形成, 目前不少研究关

注肝脏微循环, 这些研究显示接触保存液后红细

胞的可变性遭到了破坏, 这些红细胞能堵塞肝窦

间隙从而破坏肝脏小管道影响微循环[3]. 由于微

循环障碍灌注不足减少了组织细胞的氧和营养

www.wjgnet.com

■相关报道
有研究报道心脏
停搏的供肝经链
激酶灌注后, 可明
显提高供体的质
量. 
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物质的供应, 从而引起组织一系列功能和代谢

的紊乱, 如无氧酵解过程增强, 乳酸及脂肪酸等

酸性代谢产物蓄积以及能量生成不足, 导致细

胞结构受损, 细胞膜通透性增加可导致细胞水

肿, 溶酶体膜通透性增加或破损引起的各种溶

酶释放, 从而导致细胞的广泛溶解坏死; 肝移植

后微循环的损伤将影响术后移植肝的功能恢复. 
肝脏低温保存后再灌注时可发生白细胞黏附, 
而且白细胞黏附是造成微循环及肝功能损害的

重要因素, 再灌注后可使白细胞黏附聚集在局

部并释放毒性介质, 导致内皮细胞的进一步损

害, 这些积聚的白细胞和内皮细胞可阻塞肝窦, 
同时引起血小板黏附血管内凝血及血栓形成, 
实验发现微血栓在微循环中的形成也是影响肝

脏微循环的因素[4], 加重微循环的损伤. 链激酶

可以减少血小板的激活和微血栓, 减少肝窦内

皮细胞凋亡的发生[5]. Yamauchi et al研究表明心

脏停搏的供肝经链激酶灌注后, 可明显提高供

体的质量[6-8]. 本研究发现低温保存前给予链激

酶灌洗的实验组大鼠, 灌洗液中ALT和GLDH的

含量明显降低, 说明肝脏功能得到明显改善. 胆
汁分泌量是受微循环和肝细胞的数量影响的, 
所以实验组胆汁分泌量增加也表明肝脏微循环

障碍和肝实质细胞损害的程度减轻. 
微循环的紊乱和肝窦“无复流”现象已经

被大家认识到是缺血再灌注损伤的重要原因. 肝
窦内皮细胞耐受缺氧的能力比肝细胞差, 而且已

经有许多证据表明肝脏缺血再灌注后首先受到

损伤的是内皮细胞, 然后才进一步损伤肝细胞. 
肝窦内皮细胞损伤可致肝脏微循环障碍, 较实质

细胞对移植肝脏功能的影响更具有意义. 由于肝

窦内皮细胞完整性破坏和表面受体暴露导致微

循环连续性和完整性破坏, 已经发现肝脏缺血再

灌注损伤后, 内皮细胞表面黏附分子表达明显升

高, 从而增加了中性粒细胞的聚集[9]. 缩血管因

子的增加进一步影响了局部的血供, 从而导致

肝脏局部的继续缺血坏死[10], 造成微循环障碍. 
PNP是一种位于肝窦内皮细胞和参与ATP降解

的酶, 是肝窦内皮细胞损伤的指标之一[11]. 5'核
苷酸酶活性的丢失是肝组织早期缺血损伤的指

标, 位于胆小管和肝窦内皮细胞膜上, 随着冷缺

血时间的延长, 降低, 并且分布的部位也发生改

变. 本研究发现实验组PNP活性明显降低和5'核
苷酸酶活性组化染色强于对照组, 表明链激酶

可减轻冷保存过程中肝窦内皮细胞的损伤. 
近年来关于使用机器灌注保存的研究获得

了很大重视[12-14], 机器灌注保存与简单冷保存相

比, 主要优点是能持续给肝细胞提供维持其基

本功能的能量底物, 但使用机器灌注所需设备

复杂繁多, 费用昂贵, 限制其在临床应用. 因此

本实验采用简单的氧气持续灌注代替机器灌注. 
经静脉系统氧气持续灌注是防止各种缺血实质

性器官组织无氧损伤的有效办法. 研究表明这

种保存策略可延长猪原位肝移植的生存率[15]. 在

■应用要点
链激酶可减轻肝
脏缺血再灌注损
伤, 可应用于临床
的肝脏保存. 

图 1 5'NT染色图片. A: 对照组; B: 实验组1; C: 实验组2.

A B C

表 1 再灌注期间灌注液中ALT、GLDH和PNP活性(mean±SD)

     

再灌注
                             ALT (U/L)                                                GLDH (U/L)                                       PNP[nmol/(min·mL)]

                     对照组        实验组1        实验组2           对照组      实验组1      实验组2         对照组         实验组1        实验组2

5 min       62.7±5.6   24.8±2.9a   13.2±1.9a      8.9±0.9    4.1±0.6a   2.6±0.4a    32.2±1.7   26.4±2.3a    16.9±2.0a

15 min     85.2±6.6   40.5±3.9a   20.7±3.5b    11.4±1.0    5.8±0.8a   4.2±0.6b    42.5±1.9   30.6±2.4b    21.9±1.9a

30 min   104.3±6.9   53.2±4.4b   32.0±3.9b    14.8±1.0    8.4±1.0a   6.1±0.7a    52.1±3.1   35.2±3.0b    28.2±2.4b

45 min   121.5±8.0   73.0±6.6a   41.8±4.7b    21.2±1.5  12.1±1.7a   8.7±0.6b    65.5±4.5   49.8±3.1b    41.3±2.5b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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缺血低温保存过程中, 氧利于保持肝窦内皮细

胞结构的完整, 持续氧灌注还可减少黏附因子-1
的表达和MHCⅡ的表达, 从而减少白细胞的黏

附, 改善微循环和防止排斥反应的发生[16]. 我们

的研究表明链激酶灌洗和低温静脉系统氧气连

续灌注这两种方法具有协同作用, 更加利于缺

血再灌注损伤肝脏的功能恢复. 
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■同行评价
本文设计简单, 结
果明确, 对临床有
一定的指导意义.
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Abstract
AIM: To analyze the differential expression of 
proteins in intrahepatic cholangio-carcinoma cell 
line ICC-9810 and normal liver cell line L02, and 
to screen the potential molecular markers for the 
diagnosis of intrahepatic cholangiocarcinoma.

METHODS: Surface enhanced laser desorption / 
ionization (SELDI) mass spectrometry with Pro-
teinChip IMAC3 and WCX2 was performed to 
compare the expressed proteins in intrahepatic 
cholangiocarcinoma cell line ICC-9810 and nor-
mal liver cell line L02. Protein profiling was ex-
amined with a PBSII-C ProteinChip reader and 
proteome data were analyzed using Proteinchip 
Software 3.0.2.

RESULTS: ProteinChip IMAC3 and WCX2 
captured all the 376 protein peaks in ICC-9810 
and L02 cell lines. Among the identified 27 dif-

ferential proteins in ICC-9810 cell line, 9 showed 
a higher expression and 18 a lower expression 
as compared with L02 cell line. Six proteins, 
namely 3767, 7999, 10 555, 12 163, 22 066 and 
26 794 Da, were conjointly detected by IMAC3 
and WCX2 ProteinChip.

CONCLUSION: Expression of proteins is differ-
ent in intrahepatic cholangiocarcinoma cells and 
normal liver cells. These differentially expressed 
proteins can be used as candidate biomarkers of 
intrahepatic cholangiocarcinoma and provide 
insights into the pathogenesis of intrahepatic 
cholangiocarcinoma.
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摘要
目的: 分析肝内胆管癌细胞系ICC-9810与正
常肝细胞系L02的蛋白质表达差异, 筛选肝内
胆管癌的潜在分子标志物. 

方法: 应用表面增强激光解吸离子化(surface 
enhanced laser desorption/ionization, SELDI)蛋
白质芯片技术检测肝内胆管癌及正常肝细胞
系的蛋白质谱. 用PBSII-C型蛋白质芯片阅读
机读取数据, 采用Proteinchip Software 3.0.2软
件分析数据.

结果: IMAC3、WCX2两种蛋白芯片共捕获 
376个蛋白峰, 发现27个差异蛋白. 与正常肝细
胞系L02蛋白谱相比, 9个蛋白在肝内胆管癌
细胞系ICC-9810中高表达, 18个蛋白在肝内
胆管癌细胞系ICC-9810中低表达. 其中3767、
7999、10 555、12 163、22 066和26 794 Da 6个
差异蛋白可被WCX2和IMAC3芯片共同捕获.

结论: 肝内胆管癌与正常肝细胞存在差异蛋
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■背景资料
肝内胆管癌占肝
脏 恶 性 肿 瘤 的
10%-15%. 其发病
率和病死率有逐
年增高的趋势. 胆
管癌5年生存率为
7%, 根治术后5年
生存率12.5%. 其
早期诊断、鉴别
诊断和术前定性
诊断都相当困难. 
临床确诊患者多
属 晚 期 ,  且 预 后
差 .  CA19-9是胆
管癌常用的血清
学指标, 80%以上
患者CA19-9升高, 
但特异性差, 绝大
部分患者都是在
晚期被诊断而丧
失了手术的机会. 
因此, 寻找新的血
清标志分子对于
胆管癌的早期诊
断、术后复发的
监测非常重要. 

■同行评议者
曹志成, 院士, 香
港伊利沙伯医院
临床肿瘤部, 肿瘤
科研部



白表达, 这些差异蛋白为寻找肝肿瘤标志物, 
了解肝内胆管癌的发病机制提供了重要线索.

关键词: 肝内胆管癌; 肝细胞; 差异蛋白; 表面增强
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0  引言

肿瘤细胞蛋白质组与正常细胞蛋白质组差异表

达的研究是探索肿瘤发生机制、发现肿瘤标志

物的有效途径. 肝内胆管癌约占肝癌的10%, 近
年来在世界范围内肝内胆管癌发生率逐渐上 
升[1-3]. 我们利用蛋白质芯片技术分析了肝内胆

管癌细胞系ICC-9810与正常肝细胞系L02的蛋

白质谱, 对筛选肝内胆管癌的标志蛋白进行了

初步分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝内胆管癌细胞系ICC-9810由中国人

民解放军总医院提供, 正常肝细胞系L02购自中

国科学院上海细胞所. 胰蛋白酶、RPMI 1640购
自Gibco公司, 乙氰、三氟乙酸、尿素、蛋白酶

抑制剂、Hepes、Tri-HCl、CHAPS和OGP购自

Sigma公司. IMAC3蛋白质芯片、WCX2蛋白质

芯片和阴离子交换柱(Hyper QDF)、PBSII-C型
蛋白质芯片阅读机和Proteinchip Software 3.0.2分
析软件购自Ciphergen Biosystems公司. 
1.2 方法 肝内胆管癌细胞系ICC-9810和肝细胞

系L02用含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培
养基培养. 用2.5 g/L胰蛋白酶消化、收集细胞, 
PBS洗涤, 加入细胞裂解液(8 mol/L Urea、40 
g/L CHAPS、40 mmol/L Tris-HCl pH7.4, 1 mg/L
的Leupeptin和Aprotinin、0.1 mmmol/L PMSF), 
作用15 min, 20 049 g离心30 min, 取少量上清用

BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓度, 剩余上

清-80℃分装冻存备用. 用1 mol/L Urea调节蛋白

浓度至2 g/L. 取200 μL滴加到阴离子交换柱柱

床上面, 1100 g/min振荡20 min. 阴离子交换柱采

用梯度pH洗脱液(pH9, pH7, pH5, pH4, pH3和有

机溶剂)洗脱, 以获得不同pH范围的流出液组分. 
每组分别采用IMAC3和WCX2芯片检测, 每组

同时在两个同种芯片上检测, 以避免同一种芯

片之间的组间差异. 按照Ciphergen Biosystems
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公司蛋白质芯片操作指导进行IMAC3、WCX2
蛋白芯片实验. 本课题设定有意义峰的信噪比

为3, 差异蛋白定义为蛋白质峰强度相差1倍以

上. 根据这一标准, PBSII-C型蛋白质芯片阅读机

收集IMAC3、WCX2蛋白芯片数据, Ciphergen 
Proteinchip软件系统自动分析数据. 细胞培养在

解放军总医院全军肝胆外科研究所进行, 蛋白

质提取及检测在北京师范大学中国高校蛋白质

组学研究院完成. 

2  结果

分析蛋白质芯片阅读机读取的IMAC3、WCX2
蛋白芯片数据, I M A C3、W C X2两种蛋白芯

片共捕获376个蛋白峰 ,  与正常肝细胞L02蛋
白谱相比 ,  有27个蛋白质在肝内胆管癌细胞

系I C C-9810中出现明显的变化, 其中分子量

为3639、3767、4422、5800、8716、9115、
10 127、10 527和26 794 D a的9个蛋白在肝

内胆管癌细胞系I C C-9810中高表达, 分子质

量3782、4084、4843、5339、5362、5961、
6056、6959、7027、7189、7999、8160、
8400、10 555、11 643、12 163、12 207和
22 066 Da的18个蛋白在肝内胆管癌细胞中低表

达. 在上述差异蛋白中有6个蛋白可被WCX2和
IMAC3芯片共同捕获, 3767、26 794 Da蛋白在

肝内胆管癌细胞系ICC-9810中高表达, 7999、
10 555、12 163和22 066 Da蛋白峰只在正常肝

细胞系中高表达(图1-2). 

3  讨论

胆管癌分肝内胆管癌和肝外胆管癌. 近年来肝

内胆管癌发病率和死亡率有逐年增高的趋势. 
肝内胆管癌病因不明, 研究显示与胆管结石、

胆管炎、胆管囊肿、免疫性肠病、寄生虫感

染、HBV及HCV病毒感染、肝硬化及饮酒等有

关[4-9]. 肝内胆管癌早期诊断困难, 临床确诊患者

多属晚期, 预后差. 周俭 et al [10]分析31例肝内胆

管癌临床资料, 5年生存率7%. 寻找敏感性高和

特异性强的肝内胆管癌标志物, 力求做出早期

诊断, 是提高肝内胆管癌生存率的关键. 
蛋白质是基因组的表达产物, 能更直接地

反映疾病在分子水平的变化 .  国内外多家机

构已经开始利用蛋白质组学寻找肿瘤特异蛋

白, 并对各种蛋白进行分离鉴定[11-17]. Srisomsap  
e t a l [19]利用蛋白质组学技术分析了肝内胆管

癌细胞系HuCCA-1、肝细胞癌细胞系HepG2

www.wjgnet.com

■研发前沿
蛋白质组学的研
究是继基因组学
研究之后的又一
个具有重大发展
前景的科学领域, 
其在实际应用方
面也有极为广阔
的前景.

■相关报道
Yu et al 采用双向
凝胶电泳技术比
较了肝细胞癌细
胞系BEL-7402和
正常肝细胞系L02
的蛋白质谱变化, 
发现肝癌细胞谷
光甘肽巯基转移
酶蛋白比正常肝
细胞高18倍, 而脂
肪细胞型脂肪酸
结合蛋白只存在
于正常肝细胞.
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和 HCC-S102及人乳腺癌细胞系MCF-7的蛋白

质表达, 发现43个差异蛋白, 进一步研究表明

CK7、CK19 和分子质量为32.9 kDa的三个蛋白

质在肝内胆管癌细胞中特异表达, 对肝内胆管

癌的诊断和与肝细胞癌的鉴别诊断具有重要意

义. 周福平 et al [20]利用显微切割技术研究了组

织标本的肝内胆管癌和肝细胞癌蛋白质组, 通
过质谱鉴定出28个有意义的蛋白, 20个蛋白仅

在肝细胞癌表达或表达明显增高, 8个蛋白仅在

肝内胆管癌中表达或者高表达. 免疫组化证实

BK125H2.1在肝细胞癌中表达强阳性, 而肝内胆管

癌中缺失表达. 分析认为BK125H2.1可能成为鉴别

肝细胞癌与肝内胆管癌特异性的分子标记物. 
最近研究证实, 肝干细胞定向分化为成熟

肝细胞和胆管细胞, 异常分化为肝细胞癌和胆

管细胞癌. 认为肝内胆管癌和正常肝细胞具有

共同的母细胞来源, 只是异常分化和正常分化

的结果[21]. 因此肝内胆管癌和正常肝细胞具有

一定的可比性. 本研究以体外培养的肝内胆管

癌细胞系ICC-9810和正常肝细胞系L02为实验

材料, 采用SELDI蛋白质芯片技术比较肝内胆

管癌细胞系ICC-9810和正常肝细胞系L02的蛋

白表达, 发现有27个蛋白质在肝内胆管癌细胞

系ICC-9810中出现明显的变化, 9个蛋白在肝内

胆管癌细胞系ICC-9810中高表达, 18个蛋白低

表达. 特别是WCX2和IMAC3芯片共同捕获的

3767、26 794、7999、10 555、12 163和22 066 

Da 6个蛋白, 进一步减少了单一芯片检查的误

差, 增加了芯片检查的可信度, 获得的肿瘤细胞

与正常细胞蛋白差异的生物学信息更准确. 我
们已经开始对这些差异蛋白进行凝胶电泳分

离、氨基酸测序和鉴定, 以确定差异蛋白的性

质, 这些差异蛋白即是肝内胆管癌标志物的候

选蛋白. 研究这些差异蛋白, 可以进一步了解正

常肝细胞和肝脏肿瘤细胞的生物学特性, 就有

可能筛选出肝内胆管癌的标志蛋白, 从而揭示

肝内胆管癌发生发展的分子机制. 
肝内胆管癌细胞系与肝细胞系之间的蛋白

差异, 并不能全面反映肝内胆管癌和肝细胞之

间的蛋白差异. 我们正在进行从肝癌患者血清或

组织标本中筛选和鉴定肝癌的标志蛋白的研究.
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■创新盘点
本文采用SELDI
蛋白质芯片技术
比较肝内胆管癌
细胞系ICC-9810
和 正 常 肝 细 胞
系 L 0 2 的 蛋 白 表
达, 特别是WCX2
和 I M A C 3 两 个
芯片共同捕获的
3767、26 794、
7999、10 555、
12  163和22  066 
Da 6个蛋白, 进一
步减少了单一芯
片检查的误差, 增
加了芯片检查的
可信度, 获得的肿
瘤细胞与正常细
胞蛋白差异的生
物学信息更准确.

■应用要点
研究差异蛋白可
以进一步了解正
常肝细胞和肝脏
肿瘤细胞的生物
学特性, 筛选出肝
内胆管癌的可能
标志蛋白, 从而揭
示肝内胆管癌发
生发展的分子机
制.
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Abstract
AIM: To investigate the combined effects of 
CD40L monoclonal antibody (mAb) with 
immature dendritic cells on donor-specific 
immune tolerance in rats undergoing small 
intestinal transplantation.  

METHODS: DDCs were collected from bone 
marrow progenitor cells of Wistar rats cultured 
with granulocyte macrophage colony stimulat-
ing factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4) 
in vitro. Seven days before transplantation of 
small intestinal from Wistar donors, normal sa-
line (group A, n = 15), immature dendritic cells 
(group B, n = 15), and immature dendritic cell 

anti-CD40L monoclonal antibody (group C, n = 
15) were infused intravenously into SD recipient 
rats (n = 15), respectively. Small bowel trans-
plantation was performed and the survival time 
of recipients was observed (n = 6). Histopatho-
logical examination was evaluated, and serum 
IL-2, IL-10 and interferon-γ (INF-γ) levels were 
assayed by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) (n = 5) 

RESULTS: The survival time of recipients in 
group C was significantly longer than that in 
group A and group B (22.67 ± 7.09 d vs 7.17 ± 
1.47, 11.00 ± 2.61 d, P < 0.01). The degree of the 
inflammatory infiltrated cells and intestinal mu-
cosal structural destruction were significantly 
milder in group C. The concentration of serum 
IL-2 and INF-γ was much lower in group C 
compared with that in group A and group B 
(IL-2: 225.4 ± 48.7 ng/L vs 374.1 ± 13.2, 353.6 ± 
10.4 ng/L; INF-γ: 56.9 ± 2.6 ng/L vs 229.2 ± 20.6, 
125.4 ± 18.5 ng/L, P < 0.05). The concentration 
of serum IL-10 was obviously higher in group 
C compared with that in group A and group B 
(186.4 ± 10.6 ng/L vs 91.7 ± 5.4, 162.2 ± 8.1 ng/L, 
P < 0.05). 

CONCLUSION: The pretreatment with imma-
ture donor dendritic cells plus anti-CD40L mAb 
can induce immune tolerance and prolong small 
bowel allograft survival after transplantation.   

Key Words: Intestinal transplantation; Immature 
dendritic cell; CD40L monoclonal antibody; En-
zyme-linked immunosorbent assay; Histopathologi-
cal examination
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摘要
目的: 研究供体骨髓来源的未成熟树突状细
胞(imDC)联合CD40L mAb诱导大鼠小肠移植
免疫耐受.

www.wjgnet.com

®

■背景资料
小肠移植已经从
一个实验性研究
发展成肠衰竭患
者的可行治疗方
法之一. 但是其仍
面临着许多问题
和挑战. 诱导供者
特异性免疫耐受
被认为可能是最
终克服移植后排
斥的有效途径.

■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



方法: 体外培养供体大鼠树突状细胞(DC), 实
验动物分为3组, 受体于手术前分别预处理后
进行小肠移植. A组(n  = 15): 注射生理盐水; B
组(n  = 15): 注射供体来源的imDC; C组(n  = 
15): 同时注射供体来源的imDC+CD40L mAb. 
观察受体存活时间(n  = 6), 移植小肠病理学检
查, 用ELISA法检测受体血清IL-2、INF-γ和
IL-10水平(n  = 5).  

结果: C组受体动物存活时间明显长于A、

B两组, 统计学有显著差异(22.67±7.09 d vs  
7.17±1.47 d, 11.00±2.61 d, P <0.01), C组移
植小肠炎性细胞浸润、黏膜结构破坏程度、

血清IL-2、INF-γ水平均明显低于A、B组, 有
统计学差异(IL-2: 225.4±48.7 ng/L vs  374.1
±13.2 ng/L, 353.6±10.4 ng/L; INF-γ: 56.9
±2.6 ng/L vs  229.2±20.6, 125.4±18.5 ng/L, 
P <0.05), 血清IL-10水平C组明显高于A、B组, 
有统计学意义(186.4±10.6 ng/L vs  91.7±5.4, 
162.2±8.1 ng/L, P <0.05).   

结论: 联合应用CD40L mAb和imDC可抑制
小肠移植后的排斥反应, 诱导受体产生免疫 
耐受. 

关键词: 小肠移植; 未成熟树突状细胞; CD40L单克

隆抗体; 酶联免疫吸附实验; 病理学检查 
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0  引言

树突状细胞(DC)是分布广泛的抗原呈递细胞, 
具有极强的抗原呈递能力, 不仅能激活静息型

T细胞启动免疫排斥反应, 而且由于未成熟树

突状细胞(imDC)几乎不表达MHC抗原, 协同刺

激分子CD80和CD86极低, 可诱导T细胞的无能

或凋亡. 共刺激通路在T细胞激活和同种免疫

反应中的作用非常重要. CD40/CD40L是其中

两大经典途径之一, 在以往的器官移植实验中

他已成为研究免疫抑制的主要靶点[1-2]. 本研究

采用CD40L单抗阻断共刺激途径之一的CD40/
CD40L通路, 以期增强imDC在诱导大鼠小肠移

植免疫耐受中的作用, 并探讨移植后Th1、Th2
细胞因子IL-2、IL-10和INF-γ在其中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠和SD大鼠, 体质量200±
50 g, 清洁级, 购自中国科学院上海实验动物中

764                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年3月8日       第16卷      第7期

心. 细胞培养基RPMI1640购自美国Gibco公司; 
胎牛血清购自澳大利亚Hyc lone公司; CD40L 
mAb、细胞因子rmGM-CSF、rmIL-4和IL-10 
E L I S A检测试剂盒购自美国R&D公司; 大鼠

IL-2, INF-γ ELISA检测试剂盒购自上海晶美生

物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠骨髓来源DC的培养: 参照Son et al [3]

的方法, 稍作改动. 颈椎脱臼处死Wistar大鼠无

菌手术取出股骨和胫骨, 冲洗出骨髓细胞, 以
Tris-NH4Cl去红细胞, 不完全1640培养基洗涤2
次, 溶于完全1640培养基置于无菌培养皿中, 在
37℃孵箱中培养3 h, 收集非黏附细胞, 以6×105

个细胞/孔加入24孔板培养, 用含rmGM-CSF和
rmIL-4质量浓度各10 μg/L的DC培养液继续培

养, 隔天换液. 培养d 6为imDC, 流式细胞术进行

细胞表型分析. 
1.2.2 大鼠异位节段性小肠移植模型的建立及分

组: 参照Inoue et al [4]的方法, 将Wistar大鼠的小

肠(长度为15 cm)移植给SD大鼠, 术后受体置于

26-28℃环境中, 苏醒后即可进食固体颗粒饲料

和水. 随机分为3组(n  = 15).  A组: 阴性对照组, 
受体小肠移植术前7 d注射生理盐水; B组: 小肠

移植前7 d, 受体经阴茎背iv供体的imDC, 细胞数

为2×106个/只; C组: 小肠移植前7d, 受体经阴茎

背静脉注射供体的imDC, 细胞数为2×106个/只. 
同时ip CD40L mAb 200 μg/只. 
1.2.3 组织学分析: 于移植术后3、5、7和14 d, 4 
g/L戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔麻醉后取大鼠移

植肠作常规HE染色组织学检查. 病理学检查参

照Wilson et al[7]排斥反应分级对小肠移植排斥反

应损伤的进行分级, 将排斥损伤分为轻、中、

重度. 
1.2.4 受体大鼠血清细胞因子检测: 移植术后第7
天, 取受体外周血离心后, ELISA法检测血清中

IL-2、IL-10和INF-γ水平, 按试剂盒说明书操作. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 统计学

分析采用方差分析检验各组细胞因子的水平差

异. 采用SNK检验进一步分析组间差异. 生存曲线

采用Log-rank检验. P<0.05认为差异具有显著性. 

2  结果

2.1 术后存活时间分析 B组平均存活时间分别为

11.00±2.61 d, 而A组术后生存率较低, 平均存活

时间分别仅为7.17±1.47 d; C组平均存活时间为

22.67±7.09 d, 显著延长受体大鼠小肠移植术后

存活时间. C组平均存活时间显著高于A、B两

www.wjgnet.com

■研发前沿
未成熟树突状细
胞(imDC)在诱导
移植免疫耐受中
具有重要作用, 如
何抑制其成熟成
为目前研究的热
点.
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组(P <0.01, 图1). 
2.2 移植肠病理学检查 术后d 3开始, A、B和C组
黏膜固有层、黏膜下层和肌层均有炎性细胞浸

润, 浸润细胞主要为单核细胞和淋巴细胞. A、B
组较C组浸润细胞明显增多, 可见小血管壁炎性

细胞浸润, 管腔内血栓形成, 黏膜变薄, 绒毛及

腺体隐窝变浅, 黏膜结构破坏, 随移植物的时间

的延长变化逐渐加剧. 术后7 d绒毛结构明显消

失, 黏膜部分脱落, 术后14 d黏膜几乎全部脱落, 
留下肌层变薄, 有局灶性溶解和纤维素样坏死. 
C组术后3-14 d仅有黏膜层肿胀, 绒毛腺体结构

和肌层破坏不明显. 
2.3 受体大鼠血清细胞因子检测 C组受体大鼠血

清IL-2质量浓度为显著低于A、B两组(225.4±
48.7 ng/L vs  374.1±13.2 ng/L, 353.6±10.4 ng/L, 
P <0.05); C组受体大鼠血清INF-γ质量浓度为显

著低于A、B两组(56.9±2.6 ng/L vs  229.2±20.6 
ng/L, 125.4±18.5 ng/L, P <0.05); 同时组C受体

大鼠血清IL-2质量浓度为显著高于A、B两组

(186.4±10.6 ng/L vs  91.7±5.4 ng/L, 162.2±8.1 
ng/L, P <0.05).

3  讨论

小肠移植已经从一个实验性研究发展成肠衰竭

患者的可行治疗方法之一. 但是其仍面临着许

多问题和挑战. 诱导供者特异性免疫耐受被认

为可能是最终克服移植后排斥的有效途径[5-6]. 
在同种异体器官移植的排斥反应中, 受体T

细胞应答是机体对抗原产生免疫反应或耐受的

关键环节. 器官移植后, 通过受体T细胞直接或

间接自我识别途径, 被激活供体和受体来源的

DC细胞在移植排斥过程中扮演着重要的角色. 
DC递呈抗原表现为免疫激活还是免疫耐受取决

于DC的表型、功能和成熟状态. imDC表面缺乏

或低表达共刺激分子、黏附分子及MHC-Ⅱ类

分子, 不能激活T细胞, 具有明显的耐受原性[7]. 
研究显示CD4O-CD40L旁路在移植排斥过

程中也扮演重要的角色[8-9]. CD40-CD40L这种作

用可能由其作为T细胞的共刺激信号直接途径

或通过诱导B细胞表面CD80和CD86分子表达的

间接途径实现. Hancock et al [10]报道, CD40信号

通路在小鼠异位心脏移植模型中参与介导急性

排斥反应, 应用MRI短暂阻断CD40通路能延长

移植物存活时间. 但是单独使用CD40L mAb不
能有效影响T细胞因子和B7分子的表达. 

移植免疫的核心环节是T细胞的活化, 这包

括CD4+T细胞Th及CD8+的细胞毒性T细胞(Tc). 
Th产生大量的细胞因子, 如IL-2, IL-10和IFN-γ
等, 促进其他效应细胞活化并发挥功能, 而Tc可
直接杀伤靶细胞. 本实验检测了移植后d 7 IL-2, 
IL-10, IFN-γ变化. 结果发现移植后imDC+CD40L 
mAb组大鼠Th1细胞因子IL-2、IFN-γ明显降低, 
而Th2细胞因子IL-10明显升高, 与imDC组及对

照组比较差异有显著统计学意义(P <0.05). Th1
和Th2细胞均有Th0细胞分化而来. Th0细胞分泌

的细胞因子有IL-2, IL-10, IFN-γ等. 在Th0细胞分

化的初始阶段, 若加入Th2细胞因子如IL-10则抑

制Th0向Th1分化; 若加入Th1细胞因子如IL-2、
IFN-γ则抑制Th0向Th2分化. 在移植免疫应答中, 
一般认为Th1细胞因子(主要是IL-2和IFN-γ等)
参与介导排斥反应[11-12], 而Th2细胞因子(主要是

IL-4和IL-10等)[13-14]可拮抗Th1细胞并抑制CTL
细胞的功能, 从而诱导移植耐受. 机体在正常状

态下Th1和Th2细胞功能处于动态平衡, 当机体

受到异己抗原攻击时. Th1和Th2细胞中某一亚

群功能增强, 另一亚群功能减弱, Lib Lau称该

现象为“克隆转换”. 我们的研究结果显示在

imDC+CD40L mAb组Th1细胞因子IL-2、IFN-γ
明显降低, 而Th2细胞因子IL-10明显升高. 抑制

了Th1细胞活化, 从而抑制排斥的发生. Th1细胞

向Th2细胞的偏移在移植免疫耐受的形成中发

挥了重要的作用. 
本研究通过联合应用imDC和CD40L mAb, 

阻断imDC的CD40信号, 抑制imDC成熟, 以期增

强imDC诱导小肠移植的免疫耐受. 研究结果发

现: 联合使用imDC和CD40L mAb组与对照组和

imDC组相比能够显著延长移植物的存活时间

(P <0.01). 病理学检查结果可明显减轻同种异体

排斥反应的发生. 血清中IL-2和INF-γ浓度显著

降低. 同时血清中IL-10浓度明显升高. 其主要机

■相关报道
近年有报道骨髓
母细胞和CD40L
单抗可以诱导同
种异体移植物的
生 存 时 间 ,  提 示
CD40L单抗和来
源于骨髓母细胞
的imDC有可能在
移植免疫耐受上
有协同作用. 

■创新盘点
本实验从imDC与
细胞因子 IL-2、
IL-10和INF-γ关系
方面, 探讨其在免
疫耐受的机制.
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图 1 各组大鼠小肠移植术后生存曲线图(n  = 6). 
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■应用要点
对DC进行不同方
法的处理, 使之表
达免疫抑制性细
胞因子或分子, 其 
可降低移植受者
术后所需的免疫
抑制剂剂量, 减少
药物的毒副作用
发生率, 提高器官
移植的效果. 

制可能是阻断CD40信号, 抑制imDC的成熟, Th1
细胞因子减少, 免疫应答的微环境遭到破坏. 阻
断CD40信号, 这一免疫应答的机制不能启动, 从
而减轻宿主T细胞对移植物攻击. 但其具体机制

还很复杂, 需要进一步探讨.
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■同行评价
本文采用CD40L
单 抗 阻 断 共 刺
激 途 径 之 一 的
CD40/CD40L通
路, 以期增强供体
来源 ,  未成熟DC
在诱导大鼠小肠
移植免疫耐受中
的作用, 并探讨移
植后TH1, TH2等
细胞因子的作用, 
具有一定的价值, 
实验设计合理. 
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Abstract
AIM: To inves t iga te the e f fec t s o f RNA 
interference-induced gene silence of proteins in 
regenerating liver cell-3 (PRL-3) on the invasion 
of human colon cancer cells.

METHODS: Colon cancer cell line HCT116 was 
transfected by PRL-3 small interfering RNA 
(siRNA), and the mRNA of PRL-3 was deter-
mined by fluorescence quantitative real-time 
polymerase chain reation (FRQ-PCR) assay. The 
anchorage-independent growth was examined 
using colony formation in soft agar, and inva-
sion ability was evaluated by Boyden chamber 
model.

RESULTS: Compared with that in control 

groups, the level mRNA of PRL-3 in cancer cells 
transfected with PRL-3 siRNA was inhibited in a 
concentration- and time-dependent manner (P < 
0.05). In vitro experiment showed that tranfection 
of colon cancer cells with PRL-3 siRNA resulted 
significantly in reduction of both colony forma-
tion and cell invasion in a concentration- and 
time-dependent manner, respectively (P < 0.05, 
P < 0.05). In vivo experiment showed that there 
were lots of cancer cells invading into blood ves-
sel and striped muscle around carcinoma tissue 
in two control groups, but such phenomenon 
did not occur in siRNA-transfected groups.

CONCLUSION: PRL-3 may play an important 
role in the invasion of human colon cancer cells, 
and RNAi-induced PRL-3 down-regulation can 
inhibit cell invasion ability.

Key Words: Colon carcinoma; Proteins in regener-
ating liver cell-3; Invasion; RNA interference; Small 
interfering RNA; Fluorescence quantitative real-
time polymerase chain reaction

Qian LP, Fan Y, Chen J, Lin GJ. Silence of PRL-3 gene by 
RNA interference in inhibiting the invasion of human 
colon cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(7): 767-770

摘要
目的: 探讨R N A干扰(R N A i n t e r f e r e n c e, 
RNAi)沉默促肝细胞再生磷酸酶3(proteins in 
regenerating liver cell-3, PRL-3)基因对大肠癌
细胞侵袭的影响. 

方法:  应用P R L-3基因小干扰R N A(s m a l l 
interfering RNA, siRNA)转染处理大肠癌细胞
系HCT116后, 采用荧光实时定量PCR方法检
测PRL-3基因mRNA水平, 分别采用软琼脂集
落培养实验和Boyden小室模型实验检测癌细
胞的锚着不依赖性增殖和侵袭能力. 其次将转
染48 h的细胞接种裸鼠, 观察对癌细胞体内侵
袭的影响. 

结果: 与两对照组比较 ,  s i R N A组P R L-3 
mRNA水平明显降低, 且呈浓度和时间依赖
性(P <0.05). 体外实验发现: 与对照组比较, 
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■背景资料
促肝细胞再生磷
酸酶(PRLs)是新
发 现 的 一 种 蛋
白 酪 氨 酸 磷 酸
酶(PTP), 可通过
酪氨酸的去磷酸
化和磷酸化调节
细 胞 的 生 长 、
分 化 、 细 胞 周
期、细胞间信息
传 递 和 其 他 活 
动. P R L s基因家
族 主 要 有 3 个 成
员, PRL-1, PRL-2
和PRL-3, 彼此之
间的同源性高达
76%-85%.

■同行评议者
曹志成, 院士, 香
港伊利沙伯医院
临床肿瘤部, 肿瘤
科研部



PRL-3 siRNA转染组软琼脂集落形成数和穿
过滤膜的癌细胞均呈剂量依赖性减少(P <0.05, 
P <0.05). 体内实验发现: 空白对照组和空载
对照组有较多癌细胞侵袭癌肿组织周围的横纹
肌, 并侵犯血管, 而siRNA转染组未见这些现象.

结论: PRL-3在大肠癌细胞侵袭中起着重要的
作用, 采用PRL-3 siRNA转染可抑制大肠癌细
胞侵袭.

关键词: 大肠肿瘤; 促肝细胞再生磷酸酶3; 侵袭; 

RNA干扰; 小干扰RNA; 荧光实时定量聚合酶链式

反应
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0  引言

促肝细胞再生磷酸酶(proteins in regenerating 
liver cell, PRLs)是新发现的一种蛋白酪氨酸磷

酸酶(protein tyrosine phosphatase, PTP), 可通过

酪氨酸的去磷酸化和磷酸化调节细胞的生长、

分化、细胞周期、细胞间信息传递和其他活 
动 [1]. PRLs基因家族主要有3个成员, PRL-1, 
P R L - 2和P R L - 3 ,  彼此之间的同源性高达

76%-85%[2]. 许多实验研究发现, PRLs分子具有

细胞转化的功能, 能导致细胞的恶性转化并且

增强肿瘤细胞的增殖、移动、浸润和转移[3-6]. 
尤其是PRL-3基因表达在转移性结直肠癌组织

中显示出高度的特异性[7-8], 但目前对该基因在

大肠癌细胞侵袭中的研究很少. 本研究借助于

RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术, 以合成

的PRL-3基因小干扰RNA(small interfering RNA, 
siRNA)转染处理大肠癌细胞HCT116, 从体内外

观察其对癌细胞侵袭的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀Balb/c裸鼠15只, 4周龄, 体质量约

14-18 g, 购自中国科学院上海生物化学研究所, 
于无特殊病原体条件(SPF)下饲养. 人大肠癌细

胞HCT116本科实验室冻存, PRL-3 siRNA序列 
(5'-GUGACCUAUGACAAAACGCTT-3'和5'-GC
GUUUUGUCAUAGGUCACTT-3')由Dharmacon
公司合成, P R L-3抗体购自S a n t a C r u z公司, 
TRIzol, RNase inhibitor, 逆转录酶SSRTⅡ, Taq酶
和转染试剂Oligofectamine购自Invitrogen公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及转染处理: 大肠癌HCT116细
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胞在含100 mL/L胎牛血清的RBMI 1640培养液, 
37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度环境的条件下

连续培养. 转染前1 d, 将1.0×105对数期生长的

细胞接种于24孔培养板, 1 mL/well, 培养过夜. 
次日进行转染. 基本操作说明书进行. 细胞分为

(1)空白对照组(Con-A): 未经任何处理的大肠癌

细胞, (2)空载对照组(Con-B): 即脂质体对照组, 
(3)siRNA组: 100 mL/L胎牛血清的RBMI 1640中
含不同浓度(3.125、6.25、12.5 nmol/L)的已用

脂质体包埋的siRNA. 转染后于不同时间采用胰

酶消化收取细胞, 进行以下实验. 
1.2.2 大肠癌细胞PRL-3基因mRNA水平检测: 
采用荧光实时定量PCR检测. 应用TRIzol抽提

细胞总RNA, 取总RNA 1 μg, 以Oligo dT为引

物逆转录合成cDNA第一链, 以此cDNA链2 μL
为模板进行PCR扩增, 荧光实时定量PCR检测

步骤参照文献[9]进行. PRL-3引物序列为: 上
游: 5'-GGGACTTCTCAGGTCGTGTC-3'; 下游: 
5'- AGCCCCGTACTTCTTCAGGT-3'. FAM探

针: 5'-CCGCTTCTCGTCGATGTAGGTCACG-
3'-TAMRA. 以GAPDH为内参. PCR反应条件为: 
95℃, 预变性3 min, 95℃ 30 s; 52℃ 45 s; 72℃ 45 
s; 35个循环后72℃再延伸7 min. 
1.2.3 软琼脂集落形成: 参照文献方法[10], 进行

软琼脂集落培养实验, 观测PRL-3 siRNA对大肠

癌细胞锚着不依赖性增殖的影响. 
1.2.4 体外侵袭: 收集转染48 h的细胞, 采用

B o y d e n小室模型 [ 11 ]检测癌细胞侵袭情况 . 
Boyden小室上室细胞穿过膜上matrigel到膜的下

室面, 其数量反映了细胞侵袭能力的大小. 400
倍光镜下计数穿过聚碳酸酯膜的细胞数, 以侵

袭细胞的相对数目表示肿瘤细胞侵袭能力. 随
机计数5个视野内的细胞数, 取平均值进行统计

处理, 每组计数3份样本. 
1.2.5 大肠癌细胞裸鼠体内侵袭: 收集各组细胞, 
无血清的DMEM洗涤2次后, 准确计数并调整细

胞浓度为3×109/L, 将各组细胞接种到裸鼠的皮

下, 0.2 mL/只. 28 d后, 断颈处死裸鼠, 解剖裸鼠, 
用40 g/L甲醛固定收集的组织, 制片, HE染色, 观
察肿瘤细胞在体内有无转移和局部浸润的情况. 

统计学处理 数据资料以mean±SD表示. 以
SPSS10.0统计学软件进行处理. 以P <0.05为有统

计学意义, 以P <0.01为差异性显著.

2  结果

2.1 siRNA转染对大肠癌细胞PRL-3基因的影响 
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■研发前沿
恶性肿瘤的综合
治疗十分重要. 在
大肠癌的综合治
疗中, 基因治疗引
起 了 重 视 ,  但 以
PRL-3基因为靶
点 ,  以RNAi技术
为工具, 诊疗大肠
癌的研究甚少.

■相关报道
文献报道, PRL-3
基因与结直肠癌
转移性组织呈高
表达, 提示与大肠
癌转移有关, 不过
该基因在大肠癌
细胞体外研究资
料很少. 



钱立平, 等. RNAi沉默PRL-3基因对大肠癌细胞侵袭的抑制                                                               769

www.wjgnet.com

与对照组细胞比较, siRNA组PRL-3 mRNA水平

明显降低, 且呈浓度和时间依赖性(P <0.05, 图1). 
2.2 软琼脂集落形成实验 大肠癌HCT116细胞在

体外半固体培养体系中可以自发地形成集落. 
而经PRL-3 siRNA转染的细胞集落生长呈剂量

依赖性减少(P <0.05, 图2). 
2.3 PRL-3 siRNA对肠癌细胞侵袭的影响 本研究

采用Boyden小室模型方法采用PRL-3 siRNA转

染对大肠癌细胞侵袭能力的影响, 结果发现: 与
对照组比较, siRNA组穿过滤膜的癌细胞数明显

下降, 且与浓度相关(P <0.05, 图3). 
2.4 裸鼠病理组织学 Con-A组和Con-B组癌细胞

有较多部位侵犯癌组织周围的横纹肌, 并存在

癌细胞侵入血管的现象, 而siRNA转染组未见这

些现象. 说明转染组癌细胞体内侵袭能力明显

受到抑制. 

3  讨论

PRL-3是一种具有促进细胞生长、浸润和迁移

的PTP酶. 有报道证实PRL-3在肝癌[11]、卵巢

癌[12]、肠癌[13-14]和胃癌[15]中高表达, 且转染了

PRL-3基因的细胞运动、侵袭和转移能力明显

增强. 最近有学者[7]采用SAGE技术分析正常结

直肠黏膜上皮、良性肿瘤、原发性和转移性结

直肠癌组织间的基因表达差异, 发现只有PRL-3
基因的表达具有特异性: 在18例转移灶中出现

高表达, 在非转移性原发灶和正常黏膜上皮中

呈低表达. Bardelli et al [8]在研究中发现了PRL-3
基因表达的转移特异性和组织来源特异性: 在
正常黏膜无高表达(0/8), 在转移性结直肠癌中高

表达(27/29, 93.1%), 在非结直肠癌转移病灶中

无高表达(0/10). 由此提示, PRL-3基因可能是反

映大肠癌侵袭转移的重要标志之一. 但既往研

究多在大肠癌病理组织学方面, 对该基因在细

胞水平方面研究得较少. 为此, 本研究采用了先

进的RNAi技术沉默该基因在大肠癌细胞中表达

水平, 探讨其在大肠癌细胞侵袭中的可能作用. 
在基因研究领域中, RNAi和siRNA已引起

了广泛的注意. RNAi是近年来发现的一种调节

mRNA的生物学现象, 能够使基因的mRNA被相

应的双链RNA分子敲除, 其效果要远强于正义

和反义RNA[16]. RNAi最主要的功能在于可以调

节和关闭基因的表达, 进而调控细胞的各种高

级生命活动. 而siRNA是指RNAi过程中在细胞

内产生的长约21-25核苷酸(nt)的小双链RNA分

子, 是RNAi作用机制的重要中间效应分子. 而且

已有人工合成的siRNA, 具有明显的敲除相应基

因mRNA的效果[17]. 由于siRNA具有高效敲除基

因表达的工具, 已被广大科学工作者用来研究

基因功能和基因治疗的工具. 
本研究根据PRL-3基因mRNA特点, 设计

s iRNA序列, 并用化学方法合成, 转染大肠癌

HCT116细胞, 然后采用荧光实时定量PCR方法

检测PRL-3 mRNA水平. 结果发现, 转染组细胞

mRNA水平明显下降, 提示PRL-3转染成功. 说明

该siRNA可作为研究PRL-3基因功能的有力工具. 
我们从体内外观察了PRL-3 siRNA转染对大肠

癌细胞体内外侵袭的影响. 
正常真核细胞, 除成熟血细胞外, 大多须黏

附于特定的细胞外基质上才能抑制凋亡而存活, 
称为锚着依赖性(anchorage dependence). 肿瘤
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■创新盘点
本研究以PRL-3
基 因 为 靶 点 ,  以
RNAi技术为工具, 
探讨对大肠癌细
胞体外侵袭的影
响.

■应用要点
PRL-3在大肠癌
细胞中高表达, 以
该基因为靶点, 可
针对PRL-3高表
达相应肿瘤进行
基因治疗.
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细胞可以锚着不依赖性生长. 肿瘤细胞在软琼

脂形成集落的多少与恶性程度呈正相关. 癌细

胞侵袭能力强, 则在软琼脂上形成的集落数目

多. 软琼脂集落培养实验和Boyden小室模型实

验发现, 经PRL-3 siRNA转染处理的结肠癌细胞

软琼脂集落数和穿膜细胞数明显减少, 且呈浓

度依赖性. 裸鼠模型实验发现, 对照组癌细胞有

多处侵犯肿瘤周围组织, 并存在癌细胞侵入血

管的现象, 而PRL-3转染组未出现这些现象. 提示

PRL-3下调可抑制大肠癌细胞的体内外侵袭能力. 
本研究提示, PRL-3基因在大肠癌细胞侵袭

中起着重要的作用, 以siRNA转染下调可明显抑

制大肠癌细胞的体内外侵袭能力, 其内在机制

尚需要进一步深入研究.
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■同行评价
本文就RNAi沉默
PRL-3基因抑制
大肠癌细胞侵袭
进 行 研 究 ,  推 测
PRL-3在大肠癌
细胞侵袭中起着
重 要 的 作 用 ,  对
PRL-3基因及大
肠癌细胞侵袭机
制有一定的了解
意义, 但讨论不够
深入, 参考文献略
嫌不足.
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Abstract
AIM: To study the clinical effects of chemo-
radiotherapy for esophageal carcinoma patients 
with dietary and lifestyle informations of high 
risk.

METHODS: In a nested case-control study, data 
for esophageal carcinoma potential determinants 
was analyzed from a survey that conducted on 
496 patients in Wanzhou district of Chongqing 
municipality. The classification tree model was 
constructed using exhaustice chi-square auto-
matic interactiong detection method. The clinical 
effects of chemo-radiotherapy for esophageal 
carcinoma patients were observed.

RESULTS: In the 7 out of 15 risks factors se-

lected, water pollution and fast eating were the 
most important factors. Furthermore, esopha-
geal carcinoma was more frequent among smok-
ers and fast eater in alcohol drinkers. There was 
more survival benefits for esophageal carcinoma 
patients with high risk dietary and lifestyle in-
formation (the median survival time, 21 month) 
relative to low risk information patients (14 
month) followed by chemo-radiotherapy. Sig-
nificant difference has been obtained between 
two groups (t = 15.87, P < 0.01).

CONCLUSION: It is possible that water pol-
lution, and poor dietary and lifestyle informa-
tions such as hot-temperature food items and 
fast eating, smoking and alcohol drinking were 
the main risk factors for esophageal carcinoma 
of Wanzhou region. Chemo-radiotherapy im-
proved more clinical benefits for esophageal 
carcinoma patients with diet habits and lifestyle 
informations of high risk.

Key Words: Esophageal neoplasms; Epidemiology; 
Risk factors; Diet habit; Chemotherapy; Radio-
therapy; Chi-square automatic interactiong detec-
tion

Li G, Zhu C, Ren BY, Deng C, Zhang J, Zhang L, Li QP, 
Liu XF, Xiong DM. Clinical effective analysis of chemo-
radiotherapy for esophageal carcinoma patients with 
dietary and lifestyle informations of high and low risk. 
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摘要
目的: 研究高危与低危生活方式食管癌患者
放化疗后的临床效果. 

方法: 对重庆市万州地区食管癌患者496例采
用卡方自动交互检测法建立分类树模型进行
危险因素筛选. 通过巢式病例对照研究分析高
危与低危生活方式患者临床放化疗效果. 

结果: 从分类树模型15个潜在危险因素中筛
选出7个主要危险因素, 进食快和饮水污染是
最重要的危险因素. 在饮酒者中, 吸烟、进食
过快者更容易出现食管癌. 具有肿瘤生活方式
高危险因素者放化疗中位生存时间(21 mo)高

www.wjgnet.com
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■背景资料
食管癌是严重威
胁我国人民健康
的疾病, 其发病因
素复杂, 包括居民
的生活习惯、饮
水污染、微量元
素缺乏以及遗传
因素等, 研究高低
危生活方式食管
癌患者的临床放
化疗效果可能具
有重要意义. 

■同行评议者
曹 秀 峰 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心



于低危险因素生活方式组患者中位生存时间
(14 mo), 差异具有显著性(t  = 15.87, P <0.01).
结论:  饮水污染和不良饮食习惯(进食过快
烫、吸烟与饮酒)可能是该地区食管癌的生活
方式高危因素, 放化疗可能使高危生活方式食
管癌患者临床受益更多.

关键词: 食管肿瘤; 流行病学; 危险因素; 饮食习惯; 

化疗; 放疗; 卡方自动交互检测
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0  引言

三峡库区是食管癌发病率和死亡率较高的地

区, 特别在农村地区, 食管癌严重威胁着人民的

健康. 食管癌发病因素复杂, 包括居民的生活

习惯、饮水污染、进食霉变食品 [1-5]和腌制酸

菜、微量元素缺乏以及遗传因素等[6-8]. 目前在

恶性肿瘤这类多因子疾病的病因学研究中, 传
统的统计方法筛选恶性肿瘤的危险因素有一定

的局限性, 而分类树模型具有相对优势[9-10]. 目
前有关高危生活方式食管癌患者的临床放化疗

研究国内外尚未见报道. 我们采用SPSS14.0软
件, 利用卡方自动交互检测(chi-square automatic 
interactiong detection, CHAID)法建立分类树模

型, 从家族史、饮水状况以及吸烟饮酒史、饮

食习惯等方面筛选危险因素, 并分析患者临床

放化疗效果.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-06/2007-06重庆市万州地区居住

经病理确认的食管癌病例496例, 年龄31-80.5岁. 
行放化疗之前回顾性调查, 内容包括家庭经济

状况、生活方式及饮食习惯、饮水状况、既往

病史、家族史和一般体格检查等. 采用统一的

调查表, 以询问方式对调查对象进行调查. 所有

资料经核对校正后, 输入计算机, 进行分析. 采用

Exhaustive CHAID法建立分类树模型进行危险

因素筛选, 具有至少两项危险因素者列为高危生

活方式组.
1.2 方法 高低危生活方式组均接受相同的临床

放化疗, 先采用常规照射, 肿瘤剂量每3-5 wk 
30-42 Gy/15-23次, 每次2 Gy, 每日1次, 每周5次, 
然后给予后程加速超分割放射治疗, 具体操作

为每次1.5 Gy, 每日2次, 两次之间间隔至少6 h, 
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每周10次, 剂量30 Gy, 总剂量60-70 Gy. 放疗后

每例患者接受药物化疗, 化疗: DDP+5-FU DDP: 
20 mg/m2, 5-FU 500 mg/m2, d1-d5, 静脉滴注. 共4
周期, 化疗过程每周查血常规一次, 每2 wk食管

吞钡X线摄片, 定期检查肝脏和肾脏功能. 治疗

结束3 mo后按WTO实体瘤疗效标准评价近期疗

效. 治疗开始至死亡时间计算生存率, 失访者自

失访之日按死亡计算.
统计学处理 采用巢式病例对照研究方法分

析两组临床疗效. 采用SPSS14.0软件Log-Rank 
test分析两组生存状况, 以P <0.05为统计学有显

著性差异.

2  结果

2.1 食管癌发病情况 具有组织学分型的其中以

鳞癌最为多见. 一级亲属患食管癌的相对危险

性高危组为低危组的0.91倍, 二级亲属为低危险

组的1.07倍. 两组一级亲属的现患率差异经统计

学检验χ2 = 2.64, P >0.05. 食管癌高低危生活方

式组在年龄(P = 0.91)、性别(P  = 0.23)、入选时

食管癌分期(P = 0.24)等方面差异无统计学意义

(表1), 两组中均未发现有毒物质接触史.
2.2 食管癌危险因素分析 将文化程度、家庭人

均年收入、饮酒、吸烟、食用辛辣食物、饮

www.wjgnet.com

表 1 入组时食管癌患者一般情况(n  = 248, %)

     
                                                          生活方式             

                                        高危                                  低危

性别                                             

    男性                    141(56.9)                        132(53.2)

    女性                    107(43.1)                        116(46.8)

年龄(岁)

    均数(SD)               57.9(10.7)                       59.3(12.1)

    中位数                  58.0                                59.0

    范围                      31.0-84.0                      32.5-80.5

组织学分型 

    鳞癌                    218(87.9)                        222(89.5)

    腺癌                        7(2.8)                              8(3.2)

    其他                      23(9.3)                            18(7.3)

入选状态 

    较早期                  91(36.8)                          82(33.2)

    中晚期                157(63.2)                          166(66.8)

WHO体力状况

    0                           36(14.5)                          37(14.9)

    1                         157(63.3)                        153(61.7)

    2                           54(21.8)                          57(23.0)

    3                             1(0.4)                              1(0.4)

食管癌手术后            93(37.5)                          81(32.7)

■相关报道
80%以上的肿瘤
发病与生活方式
有关, 食管癌患者
临床放化疗疗效
存在着个体差异, 
差异与遗传因素
有关, 也可能与个
体发病生活方式
有关, 高低危生活
方式食管肿瘤患
者放化疗可能存
在一定的差异.
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水、进食快、烫习惯和家簇肿瘤史等共15个变

量做为危险因子纳入模型, 进行食管癌危险因

素分类树分析. 利用分类树模型所得预测概率

绘制ROC曲线, 计算ROC曲线下面积, 筛选出

进食快和饮水污染是最重要的危险因素. 在饮

酒者中, 吸烟、进食过快者更容易患食管癌. 进
食快烫、饮酒、吸烟、饮用水质、食用辛辣食

物、食用腌菜、高盐饮食、经济生活水平、冰

箱使用率、不按时进早餐、常吃剩饭菜与食管

癌发生的危险性呈正相关. 未发现饮茶与食管

癌的关系(表2).
2.3 趋势检验 按危险因素所占项数多少分为4
级, 每个等级与第一个等级进行比较得OR值. 危
险因素与临床疗效呈一定的量效关系, 将单因

素条件Logist ic回归分析中差异有统计学意义

(P <0.05, 表2)的可能危险因素, 引入多因素条件

Logistic回归模型进行分析(规定入选水平为0.3, 
剔除水平为0.05), 结果显示, 调整混杂因素影响

后, 两组比较差异有统计学意义(P <0.05).
2.4 随访结果分析 随访时间截止2007-06, 全部

病例随访3年, 随访率97%, 具有明显肿瘤危险因

素者中位生存时间21 mo, 低危险因素肿瘤患者

中位生存时间为14 mo. 高危生活方式组放化疗

1年生存率为68.8%, 低危生活方式组放化疗1年
生存率为52.0%, χ2 = 12.51, P  = 0.000, 高危生活

方式组放化疗2年生存率为45.7%, 低危生活方

式组为35.1%, χ2 = 6.15,  P = 0.047, 高危生活方

式组放化疗3年生存率为32.1%, 低危生活方式

组为22.1%, χ2 = 6.23, P = 0.043. 不同治疗方式

逐年生存率见表3. 以Log-Rank检验进行曲线比

较两组生存状况, 其P值为0.000, 表明食管肿瘤

高危险因素者与低食管肿瘤危险因素者生存率

存在显著性差异(图1). 从食管影像学角度进行

评估, 两组差异同样具有显著性, 与上述研究结

果一致.

3  讨论

分类树分析是一种非参数回归模型, 较常规的

回归分析更能揭示肿瘤的危险因素, 近年来在

国内外开始大量应用, 分类树模型建立: 即先建

立一棵完整的树, 然后用交叉印证的方法从末

梢开始“剪枝”, 直到“剪枝”后的模型明显

变差为止[9-10]. 在将数据集根据各个属性变量分

类时, 可以提取一定的分类规则, 这些规则中包

含的变量就可能是结果变量的影响因素, 即可

能的危险因素. 目标变量是按照统计检验所得

的P值大小依次分解, 从分类树模型图中发现, 
树型结构的第一层是按照调查对象的饮用水质

分解, 所以对食管癌发病影响最大的因素是饮

用水质. 因此加强该地区食管癌的一级预防, 改
善饮水, 变饮地表水为饮地下水, 对食管癌的预

防具有重大意义.
分类树分析提示食管肿瘤还与饮食习惯密

切相关, 危险因素有嗜烟酒、常吃腌制食品、

口味喜辣椒、常吃剩饭菜, 这与先前的研究是

表 2 饮食因素与食管癌关系的单因素分析

     
危险因素               b               OR             95% CI                P

饮地面水           0.43         0.88       0.50-1.55       0.000

进食快烫           2.55       12.9         2.26-72.81     0.004

吸烟                  1.05         2.87       1.80-4.56       0.004

食用腌菜           0.61         2.01       1.31-3.14       0.007

饮酒                  0.56         0.73       1.33-2.19       0.007

高盐饮食           0.55         1.47       1.12-3.23       0.026

冰箱使用率        0.66         0.54       0.71-1.92       0.020

20年前经济    -1.93         0.14       0.02-0.90       0.038

饮茶                  0.72         0.39       0.28-0.63       0.331

图 1 高危与低危生活方式食管癌患者生存状况分析.
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表 3 食管癌不同治疗方式的逐年生存率(%)

     
                              放疗组             化疗组        放射-化疗组

近期疗效  

    高危组              85.6               72.7                95.1 

    低危组              78.5a              68.3a               88.4a 

1年生存率 

    高危组              54.2               43.7                68.8 

    低危组              43.1a              38.7a               52.0a

3年生存率 

    高危组              24.5               23.6                32.1 

    低危组              17.6a              10.6a               22.1a

aP<0.05 vs  高危组.

■应用要点
饮水污染和不良
饮食习惯(进食过
快烫、吸烟与饮
酒)可能是该地区
食管癌的生活方
式高危因素, 放化
疗可能使高危生
活方式食管癌患
者临床受益更多, 
对临床治疗具有
一定指导意义.



www.wjgnet.com

774                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年3月8日       第16卷      第7期

一致的[7-8,11-20]. 这可能与个体膳食结构不合理导

致胃肠功能紊乱有关. 经常不规律地进食(OR
值为6.573), 可能会导致胃黏膜的损伤, 增加致

癌物致癌的风险. 盐渍食品除高盐可破坏胃黏

膜屏障[16-20]. 一般认为腌制及多盐食物易在体

内形成N-亚硝基化合物, 而后者与肠化生有关, 
为潜在的致癌因子. 该地区冰箱的使用率不到

10%, 霉变粮食或常吃剩饭菜, 可能与某些霉菌

有致癌或促癌作用有关. 研究还表明在饮酒者

中, 吸烟、进食过快者更容易出现食管癌. 吸烟

对食管癌的发病也起到了促进作用, 可能与吸

烟时烟雾内硫氰酸根离子增多, 促进了亚硝酰

胺的合成所致[3,18-19]. 放化疗对肿瘤患者的生存

时间有影响以高危生活方式肿瘤患者影响更明

显, 放化疗组比单纯放疗或者化疗组生存时间

长, 具有明显肿瘤危险因素者放化疗可以获得

相对优越的中位生存时间(t  = 15.87, P <0.01). 从
食管影像学角度进行评估也得出一样的结论. 
曾经有多项研究报道社会阶层低与食管癌等有 
关[1,8,16-17]. 本研究中, 近20年经济水平低是食管

癌的危险因素, 提示近20年的经济水平的差异

可能是导致行为、生活习惯和心理因素等方面

的差异, 进而影响肿瘤的发生. 此次研究收集了

一定区域食管癌的确诊病例作为研究对象, 尽
可能使研究对象具有代表性, 对于食管癌危险

因素分析属于回顾性, 对于临床治疗研究属于

前瞻性, 同时因巢式病例对照研究方法的局限, 
选择性偏倚对结果的影响可能存在.

食管癌目前还无标准放化疗方案, 5-F U/
DDP: 使用最广泛, 研究最多, 有效率20%-50%[8]. 
研究结果显示, 两组1、2、3年生存率差异均有

统计学意义, 高危生活方式组局部未控或复发

率明显低于低危生活方式组, 5年生存率尚在进

一步观察中. 放化疗可能使高危生活方式食管

癌患者临床受益更多. 具体机制尚不明了, 推测

可能原因: 食管癌是具有遗传背景的疾病, 有些

地区食管癌表现出遗传易感性和家族聚集现象, 
因此, 非高危生活方式肿瘤患者肿瘤发病更多

涉及先天获得性遗传学改变, 高危生活方式肿

瘤患者肿瘤发病更多涉及后天获得性遗传学改

变[12]. 目前常规的放化疗方式可能很难纠正先

天性的分子生物学异常, 因此放化疗对非高危

生活方式所导致的肿瘤效果较差[13]. 此外, 万州

地区是一个农业区, 随着经济的发展, 环境的污

染加重, 农业中大量使用农药及化肥, 使饮水、

土壤和农作物受到不同的影响, 加之其他化工

产品、原料对人的影响作用, 可能是导致食管

癌的发病部位向食管的贲门部位移动, 并表现

出与工业化国家类似的发病特征的部分原因[2-4], 
而这些饮用水质污染归为高危生活方式组, 此
部分下段食管癌患者治疗方式是首选手术治疗, 
可能也是我们观察到的高危生活方式组生存期

长的原因. 尽管食管癌的发生与遗传因素之间

有着不可估量的联系, 相对与环境因素而言, 遗
传因素的作用可能仍是第2位[14-15], 促使食管癌

发病的因素更多的考虑还是环境因素(其中包括

生活饮食因素)所起的作用[8,18-21]. 因此, 高低危

生活方式食管癌患者放化疗效果差异可能还有

其他原因, 其机制尚需进一步研究.

致谢: 感谢四川大学公共卫生学院统计学教研

室老师对本课题的指导.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Ezrin, 
CD44 and E-cadherin and their crorelations with 
the tumor biological behavior in gastric cancer.

METHODS: Immunohistochemical technique 
was used to detect the expression of Ezrin, CD44 
and E-cadherin in 80 gastric cancer samples and 
62 cases of adjacent mucosa.

RESULTS: Ezrin over-expression was positively 
correlated with the lymphatic metastasis and 
was inversely correlated with the cancer differ-
entiation (both P < 0.05). CD44 over-expression 
was positively correlated with the depth of can-
cer invasion, lymphatic metastasis, but inversely 
correlated with the differentiation level (P < 0.05). 

E-cadherin expression was inversely correlated 
with the depth of invasion, lymphatic metasta-
sis, and differentiation level (P < 0.05). Spear-
man correlation analysis showed that there was 
a positive correlation between Ezrin and CD44 
expression (rs = 0.305, P < 0.05), and an inverse 
correlation between Ezrin and E-cadherin ex-
pression (rs = - 0.314, P <0.05). 

CONCLUSION: The increase of Ezrin expression 
can affect the cell differentiation and adhesion of 
gastric carcinoma by modulating the expression 
of adhesion molecules E-cadherin and CD44. 

Key Words: Gastric cancer; Ezrin; CD44; E-cadher-
in; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 检测Ezrin及细胞黏附分子E-cadherin、
CD44在胃癌细胞的表达, 了解Ezrin对瘤细胞
黏附分子调节及对胃癌浸润生长的影响. 

方法: 手术切除胃癌标本80例(其中62例附癌
旁胃组织)行Ezrin、E-cadherin和CD44v6免疫
组化染色. 

结果: Ezrin的表达与胃癌的转移呈正相关, 与
分化程度呈负相关(均P <0.05). CD44的表达
与胃癌的浸润深度, 淋巴结转移呈正相关, 与
分化程度呈负相关(均P <0.05). E-cadherin的表
达与胃癌的浸润深度、转移及分化程度呈负
相关(均P <0.05). Spearman等级相关分析显示, 
Ezrin与CD44的表达呈显著正相关(r s = 0.305, 
P <0.05), Ezrin与E-cadherin的表达呈负相关(r s 
= -0.314, P <0.05).

结论: 胃癌组织Ezrin增加与肿瘤细胞的分化
有关, 并可调节E-cadherin、CD44而影响胃癌
细胞的黏附性.

关键词: 胃癌; 细胞骨架连接蛋白; CD44; 上皮钙黏

蛋白; 免疫组织化学

®

■背景资料
E z r i n 是 E R M 
(Ezr in,  radix in, 
mosin)家族成员
之一, 几乎存在于
任何细胞中. 生理
状态下其作用为
参与细胞表面结
构形成及细胞间
黏附, 信号传导及
细胞运动. 在很多
肿瘤组织中其表
达水平显著增高, 
对其功能却了解
不多. 

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化内
科
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0  引言

胃癌的浸润、转移是其患者主要的致死原因. 
肿瘤的侵袭转移是一个复杂的病变过程, 涉及

多个基因的改变. Ezrin是ERM(Ezrin, radixin, 
moesin)家族成员之一, 近年来其对肿瘤细胞黏

附分子的调节在肿瘤的浸润生长和转移中的作

用渐被重视[1-2]. 体外细胞培养显示, Ezrin的缺失

与瘤细胞的运动能力和侵袭性增加等有关, 并
可影响细胞表面cadherin等黏附分子而促进肿瘤

浸润转移[3], 并且Ezrin蛋白可通过与细胞表面黏

附分子cadherin和CD44等连接, 调节细胞-细胞

及细胞-细胞外基质之间的黏附, 从而影响肿瘤

细胞侵袭性等生物学行为[4-5].
本研究用免疫组化方法检测人体胃癌标本

Ezrin、E-cadherin和CD44表达, 观察Ezrin对肿

瘤细胞的分化和黏附的影响以探讨其对胃癌浸

润转移的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 收集江苏大学附属医院2005-2006年病

理诊断为胃癌的手术切除标本80例, 其中男50
例, 女30例, 年龄43-73岁. 根据2002年WHO关于

胃肿瘤的分类将其分为乳头状腺癌、管状腺癌

和未分化癌等. 其中, 腺鳞癌5例, 未分化癌3例, 
乳头状腺癌14例, 管状腺癌58例. 为了方便统计, 
将乳头状腺癌与高分化管状腺癌列入高分化腺

癌组, 将未分化癌列入低分化腺癌组, 并将高分

化腺癌组与中分化腺癌组合并为一组. 其中62例
附癌旁组织. Ezrin单抗、E-cadherin及CD44v6单
抗, Ⅱ、Ⅲ抗均购自福建迈新生物技术开发公司

(即用型).
1.2 方法 
1.2.1 标本及切片: 40 g/L福尔马林固定, 石蜡包

埋. 每例组织蜡块4 μm连续切片10张, 其中1张
切片HE染色作光镜下诊断复查, 另3张切片作

Ezrin、E-cadherin和CD44免疫组织化学染色, 其
余备用.
1.2.2 免疫组织化学染色: 切片常规脱蜡冲洗后, 
置10 mmol/L柠檬酸盐缓冲液(pH6.0)高压修复

抗原, 过氧化物酶和小牛血清先后处理, Ⅰ抗

室温孵育1 h, 分别滴加Ⅱ、Ⅲ抗, DAB显色. 用
PBS液代替一抗作为阴性对照, 已知阳性标本作

阳性对照. 苏木素复染细胞核.
1.2.3 免疫组化判断标准: CD44v6和E-cadherin
主要在细胞膜上呈棕黄色线状分布. Ezrin在胞

质内呈棕色颗粒. 按染色强度和阳性表达细胞

数, 参考Mathew et al [6]分级标准: -: 无表达; +: 
<50%细胞阳性表达或染色较浅; ++: ≥50%阳性

表达且深染.
统计学处理 采用SPSS12.0软件进行统计学

处理, 应用χ2检验和Spearman等级相关分析各组

指标结果与临床病理关系, P<0.05为有显著差异.

2  结果

2.1 手术切除标本 (1)Ezrin表达与临床病理的关

系: 80例胃癌中Ezrin表达阳性率为61.3%. Ezrin
沿细胞膜内侧线性分布, 并在胞质呈棕色颗粒

分布, 肿瘤组织表达从局部或灶性至弥漫性均

有, 以弥漫性为主, 癌周组织阳性表达以弥漫性

为主. 肿瘤组织Ezrin阳性率显著高于癌周组织

(P <0.01); 低分化的胃癌Ezrin阳性率高于高分化

胃癌(P <0.05); 有淋巴结转移的Ezrin阳性率高于

无淋巴结转移(P <0.05); Ezrin的表达在不同性别

及浸润深度两组间不存在显著性差异, 表明Ezrin
表达与性别及胃癌浸润深度无关(P >0.05, 表1). 
(2)E-cadherin表达与临床病理的关系: 80例胃癌

中E-cadherin表达阳性率为53.7%. E-cadherin染
色阳性信号为上皮细胞膜棕黄色颗粒. 癌周组

织E-cadherin阳性率显著高于肿瘤组织(P <0.05); 
高分化胃癌E-cadher in阳性率高于低分化胃癌

(P <0.05); 侵及肌层的E-cadherin阳性率高于侵

及浆膜及浆膜外者(P <0.05); 无淋巴结转移的

E-cadherin阳性率高于有淋巴结转移 (P <0.05, 表
1). (3)CD44v6表达与临床病理的关系: 80例胃

癌中CD44v6表达阳性率为65%. CD44v6阳性产

物主要定位于细胞膜和胞质上, 呈棕黄色. 肿瘤

组织CD44v6阳性率显著高于癌周组织(P <0.05); 
低分化的胃癌CD44v6阳性率高于高分化胃癌

(P <0.05); 侵及浆膜及浆膜外者的CD44v6阳性率

高于侵及肌层(P <0.05); 有淋巴结转移的CD44v6
阳性率高于无淋巴结转移(P <0.05, 表1).
2.2 Ezrin、E-cadherin及CD44在胃癌组织中的

表达 Ezr in与CD44在胃癌中的表达情况, 通过

统计学分析结果显示两者的表达密切相关(χ2 
= 17.600, P  = 0.000). Spearman等级相关分析提

示Ezr in表达与CD44表达呈正相关(r s = 0.305, 
P<0.05). Ezrin与E-cadhrein在胃癌中的表达情况, 
经统计学分析结果亦显示其表达密切相关(χ2 = 

■相关报道
近来有研究发现
在胰腺癌、黑色
素瘤、横纹肌肉
瘤及食管上皮细
胞癌中, Ezrin高表
达的癌细胞株有
更高的转移能力, 
可促进肿瘤转移, 
也 有 相 反 报 道 , 
Ezrin低表达或不
表达的恶性卵巢
癌愈后不良.
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7.131, P  = 0.008), Spearman等级相关分析提示

Ezrin表达与E-cadherin表达呈负相关(r s = -0.314, 
P<0.05).
2.3 Ezrin/CD44联合表达与胃癌浸润和转移 在
19例Ezrin(-)/CD44(-)的胃癌标本中, 有7例浸润

至浆膜层(36.8%), 5例发生淋巴结转移(26.3%); 
而在33例Ezrin(+)/CD44 (+)的胃癌标本中, 有19
例浸润至浆膜层(57.5%), 20例发生淋巴结转移

(60.6%). 分别比较两组浸润至浆膜层的阳性率

以及淋巴结转移率, 均有显著性差异, P值分别

是0.150和0.017.
2.4 Ezrin/E-cadherin联合表达与胃癌浸润和转移 
在23例Ezrin(-)/E-cadherin(+)的胃癌标本中, 有
8例浸润至浆膜层(34.8%), 9例发生淋巴结转移

(39.1%); 而在19例Ezrin(+)/E-cadherin(-)的胃癌

标本中, 有14例浸润至浆膜层(83.3%), 16 例发

生淋巴结转移(84.2%). 两组浸润至浆膜层的阳

性率以及淋巴结转移率相比均有显著性差异, P
值分别是0.012和0.004.

3  讨论

E-c a d h e r i n和C D44v6都为跨膜糖蛋白 .  E- 
cadherin是钙黏素家族中的一员, 他主要分布于

各种上皮细胞中. 他通过胞质连环素与细胞骨

架蛋白相连, 是介导细胞之间以及细胞与细胞

外基质黏附的主要分子之一. 近年来研究认为

E-cadherin黏附功能的丧失是肿瘤细胞获得高侵

袭性的关键[7-10]. Endo et al [11]对107例胃癌组织检

测E-cadherin表达下降并与瘤细胞分化和预后有

关. 本实验亦证实了这一观点, 发现E-cadherin
表达减少会明显促进胃癌的浸润、转移.

CD44为透明质酸受体, 根据基因外显子表

达方式的不同编码生物学特性不同的两种蛋

白: 标准型(CD44s)和变异型(CD44v), 其变异体

CD44v6等在恶性肿瘤的高表达使瘤细胞对基质

侵袭力增强与肿瘤的浸润转移有关. CD44v6的
促进转移作用机制可能是表达CD44v6的肿瘤细

胞与远隔的淋巴管和血管内某一配体结合, 使
转移处的肿瘤细胞更加稳定地寄宿与生长, 有
效形成转移瘤. 近年来通过免疫组化和原位杂

交技术研究发现, CD44v6的过量表达与多种人

体恶性肿瘤, 如乳腺癌、胃癌、食管癌等许多

肿瘤的发生、发展、侵袭及转移密切相关[12-13], 
认为CD44v6可作为独立的预后指标.

Ezrin是ERM(Ezrin, radixin, mosin)家族中

研究较深入的细胞内骨架蛋白. 通过其C-, N-
末端分别与细胞骨架和细胞膜蛋白的结合, 不
仅具有结构功能, 而且对细胞的分化、形态、

迁移性及细胞与细胞、细胞和基质之间的黏附

性有重要的调节作用. 研究中发现在生长因子

的作用下, Ezrin可以与CD44结合后与细胞骨架

连接, 促进肿瘤细胞的增生与转移, 同时CD44
表达上调, 使功能性Ezr in表达增加, 此时肿瘤

转移与侵袭能力也随之增加[14-16]. Pujuguet et al
发现, Ezrin的突变体EzrinT567D, 相当于持续

形式的Ezrin, 可使E-cadherin从细胞内向细胞膜

■创新盘点
本 文 首 次 在 胃
癌 中 联 合 检 测
Ezrin、E-cadherin
及CD44三个指标
的表达情况, 研究
他们与胃癌的浸
润、转移之间的
相关性.

表 1 胃癌中Ezrin、E-cadherin和CD44v6表达与临床病理因素的关系

     
项目                                n

      Ezrin阳性               E-cadherin阳性          CD44v6阳性

                       n            %                   n             %                  n             %

性别

    男                   50           28        56                30        60                34          68

    女                   30           21        70                13        43.3             18          60 

分化程度

    高-中                    54           26        48.1             35        64.8             30          55.6

    低                           26           20        76.9              8        30.8             22          84.6

淋巴结转移

    有                          48           35        72.9             21        43.8             40          83.3

    无                          32           14        43.8            22        68.8             12          37.5

浸润深度

    肌层                       36           22        61.1             25        69.4             17          47.2

    浆膜层                   44           27        61.4             18        40.9             35          79.5

组织类型

    癌组织                   80           49        61.3             43        53.7             52          65.0

    癌周组织               62           20        32.3             54        87.1               6            9.7

■应用要点
本文应用免疫组
化 的 方 法 检 测
Ezrin、E-cadherin 
及CD44在癌组织
中的表达情况, 并
讨论三者与胃癌
的浸润和转移的
关系, 以期为胃癌
诊断、治疗和判
断预后提供依据.
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转运减慢, 导致E-cadherin在细胞内集聚, 细胞

表面的E-cadherin减少, 导致细胞连接松散[17-18]. 
过度表达的Ezrin也可能发挥同样的作用, 导致

E-cadherin隔离在细胞内, 从而造成细胞间连接

松散, 有利于肿瘤转移.
本研究结果表明, Ezr in、CD44阳性表达

程度在癌组织中与癌旁组织中都存在显著差

异, Ezrin、CD44的表达程度在胃癌组织中明显

增高, 提示Ezr in、CD44与胃癌发生、发展密

切相关. Ezr in、CD44表达程度随着肿瘤分化

程度降低而增高, 提示两者可能参与胃癌的分

化. 伴有淋巴结转移的病例中, Ezrin、CD44表
达程度明显高于无淋巴结的转移的病例, 提示

Ezrin、CD44参与胃癌的淋巴结的转移过程. 而
E-cadherin在癌组织中、低分胃癌及有淋巴结转

移的病例中, 与相应对照组相比其表达均减弱

或者缺失, 提示其表达的下调导致癌细胞黏附

性减弱, 易脱离并具有较强的侵袭性. 其可能机

制为: 随着肿瘤发生发展, Ezrin表达增强, 致使

肿瘤细胞运动能力增强, 同时E-cadherin遭破坏, 
在细胞与细胞间的表达能力下降, 导致细胞自

肿瘤组织中脱落, 进而引起肿瘤的转移. 这说明

Ezrin、CD44和E-cadherin与胃癌的浸润和转移

密切相关, 可以作为胃癌浸润和转移的肿瘤标

志物, 为胃癌的治疗和预后提供依据.
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Abstract
AIM: To investigate the molecular mechanism of 
gastric carcinogenesis, screen and validate the 
genes expressed differently in gastric cancer. 

METHODS: Messenger RNA differential dis-
play polymerase chain reaction (DD-PCR) 
was employed to search differently expressed 
fragments, some of which were cloned and se-
quenced. By homologous analysis in GenBank, 
the corresponding homologous genes of those 
fragments were found. The corresponding genes 
of those differently expressed fragments were 
validated by real-time semi-quantitative and 
quantitative PCR. 

RESULTS: By DD-PCR, one expressed sequence 
tag (EST) was identified to be ATP/GTP binding 
protein 1 (A/GTPBP1) gene. The result of real-
time semi-quantitative and quantitative PCR 

showed that the expression level of A/GTPBP1 
gene in gastric cancer tissues was significantly 
higher than that in normal tissues. The open 
reading frame (ORF) of A/GTPBP1 gene, which 
encodes 1186 amino acids, was 3561-base pair 
long. The molecular weight was about 84.4 kDa. 
Protein sequence similarity analysis showed that 
A/GTPBP1 was a member of G protein family.  

CONCLUSION: The over-expression of AGT-
PBP1 gene in gastric cancer may indicate an im-
portant role in gastric carcinogenesis.  

Key Words: Fluorescent differential display; Real-
time quantitative polymerase chain reaction; Gas-
tric cancer; ATP/GTP binding protein 1

Zhang YC, Zhang YL, Wang WB, Gao G, Lu FY. Screening 
and identification of ATP/GTP binding protein 1 gene 
expressed highly in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(7): 780-783

摘要
目的: 探讨胃癌中差异表达的基因在胃癌发
生和发展的分子机制中的作用.  

方法: 提取胃癌组织样本的总RNA, 通过荧光
差异显示技术(DD-PCR)获得胃癌样品中差异
的片段, 对这些片段进行克隆和测序. 通过在
GenBank中同源性检索, 查找与差异片段相对
应的同源基因. 利用半定量PCR及定量PCR方
法验证该基因表达的差异性.  

结果: 通过DD-PCR得到差异片段中的一个
片段对应与人AT P/G T P结合蛋白1基因(A/
GTPBP1). 半定量PCR及荧光定量PCR技术检
测结果表明, A/GTPBP1基因在胃癌组织中的
表达量高于其对应的癌旁组织. 该基因的读码
框长3561 bp, 编码1186个氨基酸, 分子质量为
84.4 kDa, 蛋白质相似性分析表明该蛋白为G
蛋白家族成员.  

结论: A/GTPBP1在胃癌组织中异常高表达, 
可能在胃癌发生过程中起调节作用. 

关键词: 荧光差异显示; 定量聚合酶链反应; 胃癌; 
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■背景资料
目前, 恶性肿瘤已
成为危害人类健
康最严重的疾病
之一 .   根据世界
卫生组织的统计, 
全球每年因为恶
性肿瘤而死亡的
人约有500余万 . 
肿瘤的预防与治
疗已成为与人类
每一个家庭都密
切相关的社会问
题. 在我国, 胃癌
仍是最为常见的
恶性肿瘤, 临床上
以内镜和病理为
主的胃癌诊断, 以
手术和药物为主
的治疗效果均不
令人满意 .  因此 , 
寻找癌组织中表
达特异的基因, 将
为癌症的早期诊
断和治疗靶基因
提供分子理论支
持. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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0  引言

胃癌是最常见的癌症类型之一, 占癌症死因的

第2位[1-3]. 我国是世界上胃癌的高发国家之一. 
目前, 分子生物学研究已发现很多基因, 如RAS
基因家族、MYC基因家族和ERBB基因家族等

与胃癌的发生、发展有关[4-9]. 然而胃癌发生的

确切分子生物学机制仍未阐明, 寻找胃癌中新

的特异表达的基因对胃癌的基础与临床研究具

有重要意义. 
荧光差异显示技术(DD-PCR)是以多聚酶链

式反应(PCR)和聚丙烯酰胺凝胶电泳两种技术

为基础建立起来的, 具有简便、灵敏、省时等

优点, 目前广泛应用于寻找表达特异基因的研

究中[10-14]. 本实验应用DD-PCR筛选到胃癌中差

异表达的ATP/GTP结合蛋白1(A/GTPBP1)基因, 
并利用半定量PCR、荧光定量PCR等方法对该

基因的表达进行了验证, 初步认为与胃癌的发

展有关.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌的癌组织及癌旁组织标本取自

江苏大学附属医院外科手术 .  荧光差异显示

试剂盒购于Genhunter公司, 荧光定量PCR试

剂盒购于TaKaRa公司, MMLV反转录试剂盒

购于Promega公司, RNA提取试剂TRIzol购自

Invitrogen公司. 
1.2 方法 
1.2.1 cDNA的制备: 用TRIzol提取的方法提取胃

癌及癌旁组织的总RNA, 采用GeneSpect Ⅲ测定

总RNA的浓度, 经DNase消化后用MML V反转

录得到胃癌组织及癌旁组织的cDNA.
1.2.3 DD-PCR: 3种荧光引物(FHT12 A, FHT12 G, 
FHT12 C)与20种试剂盒中的随机引物做不同组

合, 进行DD-PCR, PCR产物8 μL上样于6%的聚

丙烯酰胺凝胶, 1400 V恒压电泳5 h左右. 
1.2.4 差异片段的克隆: 差异条带经切割和处理

后作为模板, 进行二次PCR, 将产物连接于T载
体. 连接产物转化大肠杆菌DH5α, 蓝白斑筛选

阳性克隆. 阳性克隆经酶切鉴定后测序(由上海

生物工程公司完成). 

1.2.5 荧光定量PCR分析: 利用Pr imer5.0软件

设计用于定量PCR的A/GTPBP1基因引物,内
参选用人β-actin(GenBank登录号: AK225414),
检测A / G T P B P 1基因在胃癌组织、癌旁组

织中表达的差异 .  引物序列为 :  A/G T P B P1 : 
F - G C C T C C AT T C A A A G A G C C TA ,  R - 
TACGCTGGTCCACAACGAAT; 内参β-actin: 
F-GAGACCTTCAACACCCCAGCC, R-GGAGT
ACAGGTCTTTGCGGATG. 扩增片段长度分别

为300 bp和512 bp. 反应条件为94℃ 30 s, 55℃ 
30 s, 72℃ 35 s. 根据2-ΔΔCt公式计算基因相对

拷贝数, 利用SPSS13.0软件对获得的数据进行

分析. 
1.2.6 半定量PCR分析: 为了对荧光定量PCR的结

果进一步检验, 用做定量PCR的两对引物对不同

模板cDNA分别作半定量PCR, 反应条件为94℃ 
30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 35 s, 25个循环. 通过凝胶成

像系统软件对所得电泳条带进行亮度分析. 

2  结果

2.1 胃癌和癌旁组织总RNA的提取 提取的总

RNA进行凝胶电泳结果显示, 28S和18S条带较

为明显, 总RNA 的完整性和质量较好. 采用Gene 
Spect Ⅲ检测, A 260/A 280值均在1.8-2.0之间, 结果

与电泳结果一致, 达到反转录要求. 
2.2 荧光差异显示结果及阳性差异片段的筛选 
聚丙烯酰胺凝胶电泳结果发现, 胃癌和癌旁组

织中基因的表达存在差异性. 为进一步了解这

些差异片段的信息, 将差异片段切出后, 进行二

次扩增, 并对扩增到的片段进行克隆和序列分

析. 将测序获得的序列在NCBI数据库中进行比

对, 其中编号为W4的差异片段与GenBank中的

A/GTPBP1基因同源性达到99%(GenBank登录

号: AL157882). 该基因读码框为3561 bp, 编码

1186个氨基酸. 根据氨基酸序列推测其为G蛋白

家族的成员. 
2.3 荧光定量P C R分析 应用12例胃癌标本对

AGTPBP1基因在胃癌及癌旁组织的表达量进行

检测. 应用SPSS13.0软件作定量分析. 结果表明, 
AGTPBP1基因在胃癌组织中的表达量高于其

相应的癌旁组织, 其差异具统计学意义(P <0.05,  
图1).
2.4 半定量PCR分析 为进一步验证A/GTPBP1基
因在胃癌及癌旁组织中表达量的差异, 本研究

中取四例胃癌组织标本对该基因进行半定量分

析. A/GTPBP1基因在胃癌组织及癌旁组织中均

■研发前沿
幽门螺杆菌与胃
癌的发生关系极
大, 且幽门螺杆菌
分泌的毒素可导
致细胞的变化, 但
其毒素如何引起
细胞基因表达的
改变尚不清楚.
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有表达, 但在癌中的表达量高于旁组织(图2).  通
过凝胶成像系统软件对所得电泳条带进行亮度

和面积的分析, 然后用SSPS13.0软件处理, 得到

直观的图像, A/GTPBP1基因在胃癌组织中的表

达量高出癌旁组织约6倍(图2). 

3  讨论

目前, 恶性肿瘤已成为危害人类健康最严重的

疾病之一.  根据世界卫生组织的统计, 全球每年

因为恶性肿瘤而死亡的人约有500余万. 肿瘤的

预防与治疗已成为与人类每一个家庭都密切相

关的社会问题. 在我国, 胃癌仍是最为常见的恶

性肿瘤, 临床上以内镜和病理为主的胃癌诊断, 
以手术和药物为主的治疗效果均不令人满意. 
20年来的研究进展证实, 肿瘤的发生、发展与

基因的失活或高表达密切相关[4-9]. 因此, 寻找癌

组织中表达特异的基因, 将为癌症的早期诊断

和治疗靶基因提供分子理论支持. 
本研究应用mRNA差异显示技术筛选到胃

癌中高表达的基因A/GTPBP1. 在GenBank中的

同源性比较表明, 该基因位于人9号常染色体上, 
读码框长3561 bp, 编码1186个氨基酸. ATP/GTP 
结合蛋白(A/G蛋白)是细胞膜受体与选择性效

应器之间信号转导的重要蛋白质, A/G蛋白表达

水平及其活性的变化相应地调节着细胞生理、

生化及其相关基因的表达[15-16]. 肿瘤细胞具有很

强的增殖能力, 恶性肿瘤细胞对人体的破坏主

要是因为其具有高增殖力及侵润性, A/G蛋白表

达水平的增高, 可以更多地激活cAMP系统, 诱
导细胞的生长. 目前已有研究表明, 甲状腺癌组

织中存在具有活性的突变Gsα(G蛋白的一个亚

基)基因, 并认为甲状腺癌的发生可能与Gsα基
因的高表达有关[17-19]. 本研究筛选并应用多例

胃癌标本验证发现ATP/GTP结合高于其相应的

癌旁组织, 该基因的高表达可能与胃癌细胞中

cAMP系统的信号转导调控密切相关, 推测其高

表达特异性地与胃癌的发展有关. 由于A/G蛋

白包含多个亚基, 结构较复杂, 究竟是一个还是

多个亚基的高表达参与了胃癌的发生、发展及

A/GTPBP1基因在癌组织中的高表达是否具有

普遍性等均有待进一步研究. 
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1a-4a: 胃癌组织中A/GTPBP1基因电泳图; 1p-4p: 癌旁组织

中A/GTPBP1基因电泳图. 
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山西省对世界华人消化杂志编辑标准
质量评估的结果 (2007)

本刊讯 根据山西省科技期刊编辑标准质量评估的结果, 世界华人消化杂志(世界华人消化杂志, WCJD )2006年
在政治, 出版标准, 期刊学术标准和科技期刊编辑标准中存在的问题总结如下, 希望得到更多读者和作者的监

督和指正. 

1      存在的问题

不管是在广告中还是在编辑中均存在错别字, 如14期1432页胆源性写成了胆原性, 21期2641页反映肿瘤

写成了反应肿瘤; 在数字小数点处理问题上也不够规范, 统一和严谨, 如在14期1431页此问题就很明显; 在参

考文献的校对和审读中还不够认真, 仔细, 如4期452页参考文献4, 7英文作者名没有大写, 参考文献6英文刊名

没有大写; 34期3334页参考文献20刊名没有斜体, 在文章的校对和审读中, 编辑没有严格的执行标准, 如已经

规定它改为他, 粘膜改为黏膜, 适应证和综合征的症都改为证, 但在21期和34期封4还存在这些错误; 在标点

符号的使用上科学性还不够高, 在4期457页脾﹑肾和21期2142页分为内引流组﹑外引流组中的顿号被使用成

了逗号. 

2      有争议的问题

关于天, 月, 周, 等的中英文用法, 有的建议都用中文, 有的建议用英语, 但英语的缩写也不一样, 如周有的

认为是wk, 有的认为是w; 在疗程和疗效, 食管和食道, 消化系与消化道, 抗菌素和抗生素的统一上意见还不够

明确, 有待进一步的规范. 

   今后在更加科学, 统一, 规范的科学编辑标准下, 我们在态度上会认真, 在思想中争创新, 在编辑上更严

谨, 在审读中更全面, 在校对中更细心, 避免同样的错误发生, 给大家献上更好更规范的文章. (世界华人消化杂

志科学编辑: 程剑侠 2008-03-28)
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Abstract
AIM: To study the way and summarize the 
therapeutic effect of syndrome differentiation-
b a s e d C h i n e s e m e d i c i n e t r e a t m e n t s o n 
gastro intes t inal funct ion disorder a f ter 
cardiovascular surgery.

METHODS: This study included a group of 80 
patients with gastrointestinal function disorder 
after cardiovascular surgery, who were treated 
by traditional Chinese medicine based on the 
differentiation of symptoms and signs.

RESULTS: Of the 80 patients, 46 ones showed 
excellent efficacy and 31 ones exhibit general ef-
ficacy. No effectiveness was found in 3 patients. 
The total effective rate of the treatment by tradi-
tional Chinese medicine was 96.25%. 

CONCLUSION: Treatment based on the differ-
entiation of symptoms and signs can improve 
the gastrointestinal function of patients after car-

diovascular surgery and reduce the in-hospital 
time.

Key Words: Gastrointestinal function disorder; Car-
diovascular surgery; Traditional Chinese medicine; 
Differential treatment

Ma LH, Qu JZ, Zhang RH. The way and therapeutic 
efficacy of traditional Chinese medicine treatments 
based on the differentiation of symptoms and signs on 
gastrointestinal function disorder after cardiovascular 
surgery. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(7): 784-786

摘要
目的: 总结心脏病术后胃肠功能紊乱的中医
辨证思路和临床疗效. 

方法: 对2001-2006年心血管病手术后消化功
能紊乱而进行中医辫证治疗的80例患者的临
床资料进行回顾性分析, 评价治疗前后临床症
状改善及转归. 

结果: 80例术后消化功能紊乱患者经中医辨
证治疗后, 显效46例, 有效31例, 无效3例, 总有
效率为96.25%.

结论: 中医辨证治疗对心脏病术后消化功能
紊乱具有较好疗效, 促进术后患者心功能的恢
复, 缩短住院时间, 具有重要的临床意义.

关键词: 消化功能紊乱; 心血管外科手术; 中医; 辨

证治疗

马丽红, 曲家珍, 张瑞华. 心脏病术后胃肠功能紊乱的中医辩证

思路和疗效. 世界华人消化杂志  2008; 16(7): 784-786
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0  引言

术后消化功能紊乱是心脏病术后常见的并发

症, 患者出现上腹部不适或疼痛、厌食、口干

难忍、恶心或呕吐、呃逆、腹胀、便秘或腹泻

等症, 直接影响手术的成功和患者各脏器功能

的恢复[1], 导致患者术后住院时间延长. 目前胃

肠功能障碍在危重症中的重要性越来越受到重

视, 被认为是多器官功能障碍的始发因素之一[2]. 

®

■背景资料
近年来心脏外科
手术技术的提高
和方法的改进, 使
许多心血管系统
疾病得到根治或
改善, 尤其是心脏
移植术的成功, 为
许多重度心衰患
者带来了福音, 患
者存活时间延长, 
生活质量明显提
高, 死亡率显著下
降. 但是, 因心脏
外科手术通常是
在全身麻醉、低
温、体外循环非
生理状态下进行, 
患者的生理功能
受到一定的干扰, 
因此采用有效措
施预防和治疗心
脏病术后消化功
能紊乱, 对患者的
手术疗效和恢复
具有重要意义.

■同行评议者
季 国 忠 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
第二附属医院
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因此采用有效措施预防和治疗心脏病术后消化

功能紊乱, 对患者的手术疗效和恢复具有重要

意义. 目前, 可使用的有关西药很多, 但疗效并

不满意, 我们根据中医辨证施治, 收到较好疗效, 
现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-05/2006-05我院外科接受手术治

疗的心血管病患者80例, 男52例, 女28例; 年龄5 
-79(平均51.23)岁. 心脏瓣膜病31例, 其中风湿性

心脏病27例, 二尖瓣脱垂2例, 主动脉瓣关闭不全

2例; 先天性心脏病10例, 其中室间隔缺损5例, 房
间隔缺损4例, 主动脉缩窄1例; 冠状动脉粥样硬

化性心脏病35例, 主动脉夹层2例; 扩张型心脏病

2例. 行瓣膜置换、修补及环缩术者31例, 冠状动

脉旁路移植术35例, 室间隔缺损修补术5例, 房间

隔缺损修补术4例, 人工血管替换术2例, 心脏移

植2例.
参考1995年版《中药新药临床研究指导原

则》[3]和上海中医学院主编的《内科学》中医

辨证分为四型: 胃阴不足型(32例): 证见呃逆急

促, 纳呆厌食, 胃脘灼热或隐痛, 口干咽燥, 大便

秘结, 五心烦热、舌红绛少苔或无苔, 脉细数. 脾
胃虚弱型(19例): 证见不思饮食, 气短乏力, 嗳气

或胃脘隐痛, 食后腹胀, 便溏或排便费力, 但并不

干结, 舌淡红苔薄白, 脉细弱或结代. 脾虚湿阻型

(18例): 证见纳呆食少, 脘腹痞满, 嗳气恶心, 口黏

或口苦, 气短乏力, 大便不畅或失禁, 舌淡苔白厚

腻, 脉滑. 肝胃不和型(11例): 证见胃脘及胸胁胀

满, 呃逆频作, 嘈杂泛酸, 恶心或呕吐, 失眠多梦, 
大便无规律, 舌红苔白, 脉弦.
1.2 方法 手术在全身麻醉、低温、体外循环下

进行, 术后常规给予强心、利尿、扩血管、抗凝

以及抗感染治疗, 80例患者均手术成功. 术后3-4 
d出现不同程度的上腹部不适或疼痛、或烧灼

感、厌食、口干难忍、恶心、或呕吐、呃逆、

腹胀、便秘或腹泻等消化功能紊乱症状, 给予吗

叮琳, 或调整常规用药, 停用对胃肠有刺激的药

物, 症状仍不缓解, 中医治疗时为术后5-26 d, 平
均11.6 d. 胃阴不足型: 治以养阴润燥和胃, 以益

胃汤加减. 药用太子参20 g, 沙参15 g, 麦冬20 g, 
玉竹10 g, 生熟地各20 g, 白术10 g, 茯苓15 g, 丁
香6 g, 苡仁20 g, 山药15 g, 焦三仙30 g, 桔梗6 g, 
生甘草6 g. 脾胃虚弱型: 治以益气健脾和胃, 以
补中益气汤加减. 药用黄芪30 g, 西洋参3 g, 白术

9 g, 陈皮10 g, 甘草6 g, 当归10 g, 柴胡6 g, 升麻6 
g, 麦冬12 g. 脾虚湿阻型: 治以健脾祛湿, 理气和

胃, 以丁香透膈散合四君子汤加减. 药用党参12 
g, 白术10 g, 茯苓15 g, 木香6 g, 砂仁6 g, 丁香6 g, 
苡仁20 g, 山药15 g, 焦三仙30 g, 陈皮9 g, 藿香

10 g, 佩兰10 g, 苏梗6 g. 肝胃不和型: 治以疏肝

和胃, 降逆止吐. 方用逍遥散合旋复代赭汤加减. 
药用旋复花10 g, 代赭石12 g, 太子参15 g, 白术

10 g, 茯苓10 g, 柴胡6 g, 郁金10 g, 炙甘草6 g. 每
剂中药水煎150 mL, 分2次温服, 7 d为1个疗程. 
在中药治疗期间, 患者常规给予强心、利尿、

扩血管及抗凝治疗, 剂量与服药方法不变. 

2  结果

疗效判定标准参考1995年版《中药新药临床研

究指导原则》[3]制定: 治疗1个疗程后, 临床症状

消失或改善两级以上, 舌象趋于正常, 为显效; 
症状减轻, 较治疗前改善一级以上, 舌苔脉象异

常仍存为有效: 未达到有效及显效标准者为无

效. 80例患者, 显效46例, 有效31例, 无效3例, 总
有效率为96.25%. 

3  讨论

尽管近年来心脏外科手术技术的提高和方法的

改进, 使许多心血管系统疾病得到根治或改善, 
尤其是心脏移植术的成功, 为许多重度心衰患

者带来了福音, 患者存活时间延长, 生活质量明

显提高, 死亡率显著下降[4]. 但是, 因心脏外科手

术通常是在全身麻醉、低温、体外循环非生理

状态下进行, 患者的生理功能受到一定的干扰, 
对全身的内环境有较大的影响, 甚至在心脏泵

血功能已恢复正常后, 这些影响在相当一段时

间内仍持续存在, 因而常出现一些与手术相关

的并发症, 术后消化功能紊乱是最常见的术后

并发症之一, 直接影响手术的成功和患者各脏

器功能的恢复[1].
由于体外循环时间过长, 治疗药物对胃肠

道的刺激, 术后大量抗生素的应用引起肠道菌

群失调, 术中、术后缺氧, 心功能不全引起消

化道淤血, 消化功能紊乱在接受心脏术后患者

中并不少见, 常引起严重的不良后果, 如电解质

紊乱、延迟口服药治疗、饮食摄入和脱水等[5]. 
直接影响心脏功能的恢复. 临床上多应用西药

对症治疗, 包括促胃肠动力、保护胃黏膜、抑

酸、抗幽门螺旋杆菌、抗焦虑和抗抑郁等治疗, 
有一定的疗效, 但长期应用副作用多[6].

消化功能紊乱属于中医学之“哕逆”、

“胃脘痛”、“虚秘”和“泄泻”等范畴, 中
医辨证治疗多年来积累了丰富的经验[7], 且具有

■应用要点
中医辩证治疗对
心脏病术后消化
功能紊乱具有较
好疗效, 可促进术
后患者心功能恢
复 ,  缩 短 住 院 时
间.
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规范的中医诊疗标准[8], 临床辩证与辨证相结合, 
方法灵活[9], 疗效显著, 且副作用小[10]因而具有

明显的优势. 由于心脏手术的特殊性, 心脏病术

后患者元气大伤、宗气大泄、伤阴动血、痰湿

食滞内生, 与常见的消化功能紊乱的患者病因

病机不同. 根据中医理论, 本病以气阴两虚为本, 
气滞湿阻为标. 治以益气健脾、养阴润燥、理

气和胃为总则. 我们对80例术后消化功能紊乱

患者进行中医辩证治疗, 能显著缓解患者术后

出现的上腹部不适或疼痛、或烧灼感、厌食、

口干难忍、恶心、或呕吐、呃逆、腹胀、便秘

或腹泻等症, 保证正常术后药物和营养摄入, 改
善电解质紊乱, 促进心功能的恢复, 从而缩短患

者的住院时间, 具有重要临床意义. 
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■同行评价
本研究具有祖国
医学特色, 类似报
道不多, 对促进心
脏病术后患者心
功能恢复, 缩短住
院时间, 具有一定
的临床意义.
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Abstract
AIM: To discuss the value of intraductal 
ultrasonography (IDUS) in removing calculusW 
by endoscopic retrograde cholangiopan-
creatography (ERCP). 

METHODS: One hundred patients with sus-
pected extrahepatic bile duct stones were 
included in this study. ERCP was performed 
first and then IDUS was followed through 
endoscopic working channel to detect extra-
hepatic bile duct; finally the substance in ex-
trahepatic bile duct was proved by endoscopic 
sphincterotomy (EST) and stone extraction. 
For the patients whose calculus was removed 
by galet basket, IDUS was performed again. 

RESULTS: Of the 100 patients, bile duct stones 
were found in 93 cases, and cancer embolus, 
floccule, gas and Mirrizzi syndrome were found 

in 1 case respectively. No stones were found in 3 
cases. Stones of 37 cases were extracted by galet 
basket and retained stones were found in 3 cases 
after ERCP. By ERCP, ninety-two cases were di-
agnosed with bile duct stones, 3 cases suspected, 
and 5 cases without stones and the final result 
showed that 3 cases were misdiagnosed. So the 
accuracy and sensitivity of ERCP were 97% and 
94.8% respectively. By IDUS, no misdiagnosis 
and missing diagnosis occurred. So the accuracy 
and sensitivity of IDUS in the diagnosis of ex-
trahepatic bile duct stones were 100% and 100% 
respectively. 

CONCLUSION: IDUS can compensate the visual 
error of ERCP on extrahepatic bile duct stones. 
IDUS is superior to ERCP in the diagnosis extra-
hepatic bile duct stones, especially cholangiec-
tasis and Mirrizzi syndrome. Besides, IDUS can 
prevent retained stones after ERCP. 

Key Words: Bile duct; Extrahepatic; Calculus; Endo-
scopic retrograde cholangiopancreatography; Endo-
scopic ultrasonography

W e n  W ,  W a n g  M ,  F a n  Z N ,  J i a n g  G B ,  W u  P . 
Applicative value of intraductal ultrasonography in 
the removal of calculus by endoscopic retrograde 
cholangiopancreatgraphy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(7): 787-791

摘要
目 的 :  讨 论 十 二 指 肠 镜 下 胆 管 腔 内 超 声
(IDUS)在内镜逆行胆胰管造影(ERCP)胆管取
石术中的应用价值. 

方法: 临床怀疑肝外胆管结石的患者100例, 
先进行ERCP, 再行IDUS探查, 而后行乳头切
开取石, 并对应用碎石网篮取石的患者取石后
再次行IDUS检查. 

结果: 胆管结石93例, 癌栓1例, 胆管絮状物1
例、气体及Mirrizzi综合征各1例, 无结石3例. 
胆管结石中37例应用碎石网篮取石,  ERCP取
石后仍残余结石3例. ERCP下诊断结石92例, 
可疑3例, 无结石5例, 最后结果表明误诊3例,
其诊断结石的准确率和敏感性分别为97%、
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■背景资料
胆管结石可以导
致一系列的严重
并 发 症 ,  如 胆 管
炎, 胰腺炎等, 随
着内镜技术的不
断 发 展 ,  目 前 内
镜方法治疗胆管
结石已经成为胆
管结石的主要和
首选的方法. 内镜
逆行胆胰管造影
(ERCP)对肝外胆
管结石诊断的准
确率可达90%以
上, 优于US、CT
和MRI, 但受操作
者和造影剂浓度
等因素影响较大. 

■同行评议者
张宗明, 教授, 清
华大学第一附属
医院消化医学中
心



94.8%; 而IDUS无漏诊及误诊, 其诊断结石的
准确率、敏感性均为100%和100%.  

结论: IDUS可弥补ERCP的视觉误差且在确
定胆管结石方面优于ERCP, 尤其是在胆管扩
张和Mirrizzi 综合征时, 同时可以预防ERCP
胆管取石术中残余结石的发生.

关键词: 胆管; 肝外; 结石; 内窥镜逆行胰胆管造影

术; 腔内超声检查
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0  引言

胆管结石可以导致一系列的严重并发症, 如胆

管炎, 胰腺炎等, 随着内镜技术的不断发展, 目
前内镜方法治疗胆管结石已经成为胆管结石

的主要和首选的方法[1]. 内镜逆行胆胰管造影

(endoscopic retrograde cholangiopancreatgraphy, 
ERCP)对肝外胆管结石诊断的准确率可达90%
以上, 优于US、CT和MRI, 但受操作者、造影

剂浓度等因素影响较大. 而胆管腔内超声检查

(intraductal ultrasonography, IDUS)则可消除以

上因素的影响. 目前IDUS诊断肝外胆管结石技

术国内相关报道不多, 为此我们对100例临床怀

疑肝外胆管结石的患者进行了IDUS检查, 并与

ERCP结果进行对照如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-11/2007-03临床上有腹痛、黄疸

和发热等表现并经腹部B超和/或CT、MRI等检

查确定或怀疑有肝外胆管结石的患者100例, 按
照随机入选原则进行了ERCP与胆管IDUS的对

照研究, 男78例, 女22例, 年龄19-86(平均年龄

58.5)岁. 侧视十二指肠镜(Olympus TJF-240), 微
型超声探头Olympus UM-G20-29R导管式探头,
频率20 MHz.
1.2 方法 所有患者均采用经内镜下十二指肠乳

头插管的方式进行胆管检查. 患者取俯卧位, 术
前常规im安定10 mg、解痉灵20 mg, im或iv杜
冷丁50 mg. 先进行ERCP检查, 记录ERCP造影

结果, 再自活检孔道将超声微探头经十二指肠

乳头插入胆管探查, 并在X线下确定探头的位

置, 记录超声结果. 对于需要用碎石网篮碎石的

患者在取石后再次应用IDUS探查, 并记录超声
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结果. ERCP确定胆管腔内内容物的方法[2]: (1)
胆管结石: 造影见继发性结石多为小的圆形或

类圆形充盈缺损, 原发性结石可为柱状或不规

则状充盈缺损, 轮廓较清晰, 形态不变、可有棱

角, 上下活动. 变动患者的体位时充盈缺损影大

小不变并可向体位低侧移动; (2)胆管积气: 造
影见胆管腔内的充盈缺损可单发, 也可成串, 成
簇, 圆形或椭圆形, 边缘光滑, 无棱角, 触之可变

形, 或大小数量发生改变, 变动患者的体位时充

盈缺损影常向体位高侧移动, 单发者尤其应与

结石鉴别; (3)絮状物: 不规则充盈缺损, 形状可

变化, 变动患者的体位时充盈缺损影大小发生

变化, 但不自行下沉; (4)胆管内癌栓: 多位于肝

门部胆管内, 位置相对固定不动, 为“膨胀性”

充盈缺损影, 形态不规则, 边缘尚清楚, 质地软, 
触之可轻度变形, 病变以上肝内胆管急性扩张, 
以下胆管无扩张. IDUS确定胆管内容物的方法:  
(1)胆管结石: 可见胆管腔内强回声, 后伴声影, 
且该物质与胆管壁分界清楚; (2)胆管积气: 探头

周围环行强回声, 其后超声波完全衰减; (3)絮状

物: 片状强回声, 后无声影; (4)Mirrizzi综合征: 
可见胆管腔外强回声, 后伴声影, 且该物质与胆

管间可见胆管壁及胆囊管壁的超声结构; (5)胆
管内癌栓: 肿瘤起源于胆管壁, 多呈低回声向胆

管腔内隆起, 边界清楚, 肿瘤内部回声不均匀. 
乳头切开胆管探查: 对ERCP和(或)IDUS考虑或

怀疑胆管腔内存在实性物质的患者, 进行乳头

切开, 并用网篮套取胆管腔内物质, 再用取石球

囊清理胆管, 在内镜下观察取出物性状. 腹腔镜

下胆囊切除术: 对IDUS怀疑Mirrizzi综合征患者, 
进行腹腔镜下胆囊切除术.

统计学处理 使用SPSS11.0统计软件包进行

统计学处理, P <0.05差别有统计学意义. 

2  结果

胆管结石93例, 癌栓1例, 胆管絮状物1例; 胆管

积气1例, 此患者乳头上方有瘘口; Mirrizzi综合

征1例. 胆管内无结石3例. 应用碎石网篮取石37
例, 在取石气囊清理胆道后仍有3例残留结石. 
ERCP检查认为肝外胆管结石92例, 怀疑结石3
例, 无结石5例. 在92例ERCP诊断为结石的患者

中, 患者经取石确定为结石91例, 癌栓1例; 怀疑

结石3例中絮状物1例, 经取石确定为积气1例, 
经腹腔镜胆囊切除术证实为Mirrizzi综合征1例; 
ERCP诊断为无结石的5例患者中取石结果为结

石2例, 故ERCP共误诊3例. ERCP诊断的准确率
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■相关报道
随着内镜技术的
发展 ,  IDUS在临
床应用逐渐增加, 
目前在胆道狭窄
的应用相对较多, 
对于ERCP取石的
应用报道不多.
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和敏感性分别为97.0%(97/100)和94.8%(92/97). 
应用IDUS诊断患者共100例137次. IDUS诊

断结石96例(包含ERCP术后残留结石3例), 癌栓

1例, 胆管絮状物1例, 胆管积气1例, Mirrizzi综合

征1例, 与乳头切开取石和腹腔镜胆囊切除术结

果完全一致. 其诊断的准确率和敏感性分别为

100.0%(137/137) 和100.0%(134/134). 
ERCP与IDUS的结果不同9例. ERCP认为是

结石1例, 而IDUS发现为癌栓; 怀疑结石的3例中

絮状物1例, 经取石确定为积气1例, 经腹腔镜胆

囊切除术证实为Mirrizzi综合征1例. 其中ERCP
未发现结石2例, 而IDUS发现结石, 并经取石证

实为结石; 另外还有巨大结石3例, 给予碎石网

篮碎石后取出结石并取石气囊清理胆道后造影

未见明显结石, 但经IDUS复查时发现残余结石. 
对100例患者ERCP和IDUS诊断结果采用

2个相关样本的Wilcoxon方法进行比较, 结果P  
= 0.025, 统计量z  = 2.236, 说明IDUS与ERCP的
诊断结果差异有统计学意义(P <0.05)(表1); 对
37例经碎石取石患者ERCP和IDUS诊断残余结

石的灵敏度经过计算: P  = 0.12(单侧), 统计量z  
= 1.732, 说明IDUS与ERCP诊断残余结石的灵

敏度差异有统计学意义(P <0.05)(表2); 对100例
患者ERCP和IDUS准确率和敏感性的比较: P  = 
0.035(单侧), 统计量z  = 1.81, 说明IDUS与ERCP
对于胆管结石的诊断在准确率和敏感性上差异

有统计学意义(P <0.05)(表3).

3  讨论

自20世纪70年代ERCP用于临床以来, 一直作为

肝外胆管结石诊断的金标准, 叶震世 e t a l [3]报

道其诊断胆总管结石的准确率可达96.9%. 但
ERCP得到的是胆管的间接影像, 对胆管内容物

的判定是依其形状和造影剂的对比而定, 故影

响ERCP对结石判断的因素主要有: (1)结石的性

质及大小; (2)胆管扩张程度; (3)操作者经验; (4)
造影剂浓度及推注速度; (5)胆道气体; (6)X线机

质量等. 由于以上因素的影响, 可能造成ERCP
对于与造影剂对比度较差的结石(尤其是小结石

及泥沙样结石), 或胆管积气、气泡等作出错误

诊断. 本组病例中ERCP诊断的准确率和敏感性

分别为97%和94.8%. 
IDUS是以微型超声探头插入胆总管扫查, 

能清晰显示胆总管及十二指肠乳头的解剖, 如
胆管壁的层次、厚度、肿瘤及结石等 ,  有文

献报告[4-6]其敏感性100%, 特异性75%, 准确性

88.9%, 是确定胆管结石更准确的方法, 并且无

论肝外胆管内径是否狭窄或扩张均对其无明显

影响. 
Moon et al [7]报道了32例怀疑为急性胆源性

胰腺炎的患者, ERCP与IDUS对胆管结石的诊断

准确率分别为90.0%和95.0%. Stavropoulos et al [8]

对4例重症患者在ICU病房内, 在没有X线的情况

下应用IDUS定位进行ERCP取石取得成功. Das 
et al [9]在1303例行ERCP诊治的患者中, 对125例
ERCP诊断不明确的患者应用IDUS进行进一步

诊断, 对胆管结石的诊断正确率是95%. IDUS更
正ERCP诊断28例, 占24%. 我们采用IDUS进行

诊断, 并与乳头切开探查取石及腹腔镜胆囊切

除术的结果进行对照, 其诊断的准确率和敏感

性均为100%. 本组病例中IDUS更正ERCP诊断9
例, 占9%. 

ERCP对胆管内絮状物的判定是依靠胆管内

絮状物的不规则形状在检查时发生变化而确定

的, 本组胆管内絮状物1例, 位于肝总管, 检查中

因其形状无明显变化, 故ERCP判定为结石, 而
IDUS是对胆管内容物的质地进行探查, 术中发

现该物质为片状强回声, 后方无声影. 因此, 确
定其为絮状物, 取出的物质证明IDUS诊断正确. 
胆管积气的患者1例, 术中见该患者乳头部有一

漏口, 气体积于肝外胆管中段, 容易给ERCP的

表 1 100例患者ERCP和IDUS诊断结果

     
                     胆管   胆管    胆管      胆管    Mirrizzi

                     结石   癌栓   絮状物   积气    综合征   
无结石

ERCP  +    91        0         0           0   1 3

           -      2        1         1           1   0 0

IDUS   +    93        1         1           1   1 3

           -      0        0         0           0   0 0

表 2 37例经碎石取石患者ERCP和IDUS诊断结果

     
                                           有结石             无结石

ERCP                            34                                 3

IDUS                            37                                 0

表 3 100例患者ERCP和IDUS准确率和敏感性的

     
                                               ERCP                IDUS

准确率                            97％              100％

敏感性                            94.8％              100％ 

■应用要点
本文对Mirrzzi综
合 征 的 患 者 用
IDUS进行鉴别诊
断, 降低了临床中
对该病的误诊率, 
同时本文对ERCP
误诊及漏诊后经
IDUS证实的原因
一一说明, 有助于
指导临床.
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诊断造成错觉, IDUS探头置于胆总管中段, 表现

出超声波完全衰减征象, 因此考虑为积气, 用网

篮全张开通过该段, 网篮没有遇到阻力, 用大球

囊清理胆道, 并置球囊于胆管开口造影, 造影剂

完全充填胆管腔, 证实了胆管积气. Wehrmann  
e t a l [10]也报道了在ERCP中应用IDUS能提高

ERCP对胆道气体鉴别能力. 
Mirrizzi综合征是由于长期胆囊结石压迫, 

造成肝总管或胆总管管壁受压或缺损, 引起胆

道梗阻, 发生梗阻性黄疸. 假如术前没有明确诊

断, 可能导致发病率和死亡率的增高. ERCP是
诊断Mirrizzi综合征的金标准, 可提供Mirrizzi综
合征的病因、程度和胆道梗阻范围以及包括胆

瘘的胆道畸形[11], 但当胆囊管与肝总管或胆总

管在前后位置上重叠, ERCP可造成视觉上的错

觉, 误将胆囊管结石判断成胆总管结石. IDUS
对此有明显的优势, 能提供高清晰的胆管以及

胆管外临近结构图像 ,  准确判断结石与胆管

的关系. Wehrmann et al [12]报道IDUS对Mirrizzi
综合征的敏感性是97%, 特异性是100%. 本组

Mirrizzi综合征1例, ERCP显示胆总管内一充盈

缺损, 诊断为胆总管结石, 但网篮无法抓住结

石. 而IDUS可见胆管腔外强回声, 后伴声影, 且
该物质与胆管间可见胆管壁及胆囊管壁的超

声结构, 诊断为Mirrizzi综合征, 后经外科手术 
证实. 

ERCP误诊3例, 1例是结石较小, 胆管扩张, 
胆管内充满造影剂后, 掩盖了结石, Tseng et al [5]

和Tamada et al [13]也报道过此类情况; 另1例结石

位于胆管末段, 而此患者为憩室旁乳头, 末段胆

管位于憩室内, 在造影时, 憩室内的气体掩盖了

结石所形成的充盈缺损, 造成了该部分的视觉

误区, 在ERCP下没有显出结石, 但IDUS发现了

结石. 还有1例是将癌栓误诊为结石. 此例癌栓

在造影下表现为形态不规则, 边界尚清楚, 胆总

管扩张约2.5 cm, 癌栓大小约2.0 cm, 可随造影

剂波动, ERCP显示充盈缺损, 位于肝门部, 误认

为是结石, 但在IDUS下显示低回声, 起源于胆管

壁. 探头反复探查, 可见胆管壁的连续性被破坏, 
并可显示肿瘤表面不规则, 网篮取出鱼肉样物

质, 活检为癌栓. 对于ERCP网篮不易取出的结

石, 当其位置相对固定不动或移动的幅度较小

时, 更适合行IDUS检查, 以防止网篮误将癌栓取

出而造成胆道大量出血. 
目前临床上常用的取石气囊在注气的情况

下直径是1.8 cm. 当胆总管扩张大于1.8 cm时, 气

囊在清理胆管时对于小的结石可能无法清理干

净而造成ERCP取石术后残余结石的发生, 增加

患者痛苦. 本组ERCP漏诊的另3例患者均属于

类似情况. 3例患者均为胆总管扩张(2-3.5 cm)
并巨大结石, 给予碎石网篮碎石后取出结石并

取石气囊清理胆道后造影未见明显结石. 但经

IDUS确诊时发现了结石, 并再次应用8线网篮取

出结石得以证实. 我们认为尤其对于应用碎石

网篮碎石后取出结石但取石气囊直径小于胆总

管直径时, 应常规行IDUS检查, 从而避免小的结

石残留而增加患者的痛苦. 此外, 在整个检查过

程中, Ahlawat et al [11]报道IDUS的操作时间为8
±3 min, 本组病例IDUS的操作时间是6±2 min, 
我们操作时间较短可能与本组病例主要是单纯

胆管结石有关. 但总体而言, IDUS的操作时间在

ERCP操作时间中所占比例较短, 因此不会因检

查时间过长而增加患者的痛苦. 
通过以上研究, 我们认为IDUS可弥补ERCP

的视觉误差, 他对肝外胆管结石的诊断准确率

高于ERCP, 如果将ERCP和IDUS联合使用, 可提

高肝外胆管结石判定的准确率, 与文献报道相

同[8,14], 并且可以避免ERCP术中的误诊、漏诊以

及残余结石的发生, 减少患者的痛苦.
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Abstract
AIM: To evaluate the applied value of APACHE
Ⅱ scoring system in predicting the prognosis of 
severe acute pancreatitis (SAP). 

METHODS: Three hundred consecutive SAP 
patients, admitted into West China Hospital 
of Sichuan University from 2004 to 2007, were 
studied retrospectively. Data associated to 
APACHEⅡscoring system were recorded. We 
analyzed the APACHEⅡscore of the patients 
with various outcome and the relationship be-
tween the mortality and APACHEⅡscore on 
the 1th, 3th and 7th day. The prediction results 
of dead and survived patients using 8, 9, 10, 
and 11 scores as the cut off points were also 
analyzed.  

RESULTS: The APACHEⅡscore between the 

dead patients or patients with local complica-
tion and recovered patients showed significant 
differences (P = 0 and 0.001 < 0.01). The mortal-
ity rate increased with the growing APACHEⅡ
score. The APACHEⅡscore of the 1th, 3th and 
7th day was positively correlated with mortality 
rates. And the correlation of the 3th day is the 
strongest. The APACHEⅡscore within 24 h no 
less than 10 score is the best cut off point to pre-
dict the prognosis of SAP. 

CONCLUSION: APACHEⅡscoring system can 
dynamically predict the changes of SAP and 
play a very important role in assessing progno-
sis and guiding therapy. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Acute phsio-
logical and chronic health evaluationⅡscoring sys-
tem; Prognosis

Fan JY, Huang ZW, Guo J, He FQ, Chen Y, Ma Y. Value 
of APACHEⅡscoring system in predicting the prognosis 
of severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(7): 792-795

摘要
目的: 探讨急性生理和慢性健康状况评分
(APACHEⅡ)系统对重症急性胰腺炎(SAP)患
者预后评估的价值.  

方法: 回顾2004-2007年四川大学华西医院收
治的SAP患者300例临床资料, 进行APACHE
Ⅱ评分, 分析各个结局的APACHEⅡ评分, 计
算入院后d 1、3、7的评分与对应的病死率并
进行相关分析, APACHEⅡ评分以8, 9, 10, 11
分为临界值时对死亡的预测结果.  

结果: 死亡和胰腺局部并发症患者APACHE
Ⅱ评分与治愈患者评分相比有差异(P  = 0和
0.001<0.01), 随着APACHEⅡ评分增加, 病死
率亦随之增加. 患者d 1、3、7的评分和病死
率均呈正相关, d 3患者的评分值高低与死亡
相关性最高. 24 h APACHEⅡ评分10分为临界
点时对评估SAP患者预后效果最佳. 

结论: APACHEⅡ评分可动态评估患者病情

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是 常 见 的 内 外
科 急 腹 症 之 一 . 
20%-30%的AP患
者进展为以病程
长、器官衰竭及
胰腺坏死为特点
的重症急性胰腺
炎(SAP). SAP病
因 复 杂 ,  病 情 危
重, 并发症多, 预
后不良. 尽管近年
对SAP的病理生
理机制认识和治
疗水平已有较大
进展, 病死率仍高
达10%-30%. 寻找
临床中早期判断
病情、准确推测
预后并将病情严
重度量化的方法, 
有利于指导临床
科学选择治疗方
案, 降低病死率. 

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 沈
阳军区总医院消
化内科
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变化, 对预测预后以及指导临床有重要意义.

关键词: 重症急性胰腺炎; APACHEⅡ评分系统; 预后 

樊景云, 黄宗文, 郭佳, 何馥倩, 陈燕, 马悦. APACHEⅡ评分系

统在重症急性胰腺炎预后评估中的应用. 世界华人消化杂志  

2008; 16(7): 792-795

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/792.asp

0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是常见的内

外科急腹症之一. 20%-30%的AP患者进展为以

病程长、器官衰竭及胰腺坏死为特点的重症急

性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)[1]. SAP
病因复杂, 病情危重, 并发症多, 预后不良[2]. 尽
管近年对S A P的病理生理机制认识和治疗水

平已有较大进展, 病死率仍高达10%-30%[3]. 寻
找临床中早期判断病情、准确推测预后并将

病情严重度量化的方法 ,  有利于指导临床科

学选择治疗方案, 降低病死率. Mortele et al [4]

认为一个理想的预后评估方法应能准确鉴别

轻症和重症, 使用简单, 方便应用, 研究者的

主观偏移小 .  1985年华盛顿大学医学中心的

Knaus et al [5]提出急性生理和慢性健康状况评分

(acute physiological and chronic health evaluation, 
APACHEⅡ). 目的在于评估疾病严重程度, 加强

危重患者的监护. 其监测指标由急性生理学评

分、年龄指数和慢性健康指数三部分组成, 前
一部分测量并计算12项急性生理指标, 后两者

主要反映患者抵御疾病打击的能力. 理论上可

完整评价患者全身状况. 
APACHEⅡ评分在SAP中的应用国内外已

进行过多次研究. 他可回顾性评价, 也可实时记

分, 跟踪病情动态变化, 定量反映疾病严重度, 
但APACHEⅡ评分也存在缺点. 他的记分方法, 
生理指标采集时间等因素的差异, 影响医院间

APACHEⅡ评分的可比性. 随着治疗手段的提

高, 对各个评分系统进行再评价, 了解其目前的

理想诊断阈值及恰当的预后评估时机非常必要. 
本文通过回顾性分析临床资料旨在进一步探讨

APACHEⅡ评分系统在临床中对患者预后评估

价值.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2007-08收治的SAP患者850例, 
根据纳入标准及因研究需要共选出住院患者

300例. 其平均年龄48.21±13.97(13-83)岁, 男性

175名, 女125名, 男女之比为1.3∶1. 胆源性148
例占49.33%, 酒精性37例占12.33%, 饮食不当所

致69例占23%, 高脂血症41例占13.67%, 产后所

致胰腺炎2例, 妊娠、ERCP术后各1例, 病因不

明53例, 占17.67%.
1.2 方法 
1.2.1 标准: 纳入标准: (1)所有病例均符合中华

医学会消化病学分会[6]2007年制定的SAP诊断

标准; (2)所选病例均在发病后3 d内入我院治疗. 
排除标准: (1)排除资料不齐的患者; (2)排除其他

非病情原因自动出院的患者.
1.2.2 APACHEⅡ评分: APACHEⅡ评分[5]由急性

生理学评分、年龄评分、慢性健康状况评分组

成. 选取指标均为测得的最偏离正常值.
1.2.3 治疗及观察指标: 所有患者病程早期均采

用中西医结合内科保守治疗. 如患者出现急性

呼吸窘迫综合征及时转ICU行呼吸机支持呼吸; 
胰腺坏死伴有感染、胰周脓肿以及腹腔室膈综

合征、病情危重内科治疗无效者转外科行手术

治疗, 出现肾脏功能不全及时行持续性床旁血

液滤过净化治疗. 观察结局的指标主要为死亡. 
此次出院或死亡为观察截至时间.

统计学处理 利用SPSS15.0软件进行统计分

析. 计量资料以mean±SD表示, 采用t检验. 两变

量间相关分析采用直线相关与回归分析. P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 APACHEⅡ评分结果 300例SAP患者入院

24 h APACHEⅡ评分为0-33(8.72±6.04)分; 153
名患者APACHEⅡ评分大于等于8分. 有32例
死亡, 死亡患者入院24 h的APACHEⅡ评分为

5-33(17.97±6.43)分; 胰腺局部并发症99例, 其
评分为0-22(9.05±4.89)分;  治愈169例评分

为0-23(6.78±4.81)分. 结局为死亡、胰腺局

部并发症的APACHEⅡ评分与治愈患者的评

分均数相比较高, 差异有统计学意义(P  = 0和
0.001<0.01).
2.2 APACHEⅡ评分高低与病死率的分析 将每

个分值患者的病死率与对应APACHEⅡ评分进

行Spearman等级相关性分析, 得出d 1 APACHE
Ⅱ评分高低与病死率的相关系数为0.82, d 3为
0.86, d 7为0.6, 故在患者入院7天内APACHEⅡ
评分高低与病死率正相关, d 3相关性最强. 将
APACHEⅡ评分划分为段, 从0分开始, 每5分为

1段, 计算每一个分数段SAP患者、死亡的例数

■相关报道
1 9 7 4 年 R a n s o n  
et  al 提出了急性
胰腺炎的严重程
度的11项预后评
分系统 .  1981年
William et al 提出
了APACHE评分
系统, 1985年又提
出APACHEⅡ及
APACHEⅢ评分
系统.
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及其病死率. 随着APACHEⅡ评分分值增加, 病
死率也随之增加(表1). 入院24 h APACHEⅡ评

分为14分以上时, 患者的病死率剧增, 从10.77%
迅速增至24.32%; 大于19分患者病死率可达

76.92%. 入院后d 3 APACHEⅡ评分10-14分值段

的病死率为19.15%; 15-19分病死率增为34.78%. 
d 7 APACHEⅡ评分在5-9分时病死率为5.38%, 
10-14分值段病死率激增至37.5%.
2.2 APACHEⅡ对死亡患者的结局评估 分别以

8, 9, 10, 11为临界值评价APACHEⅡ评分对死

亡患者的结局预测. 临界值为8, 9, 10分死亡患

者均为30例, 临界值11分时死亡患者减为27例. 
8、9、10分为临界值时敏感性均为93.75%, 特
异性逐渐增加, 10分时为66.79%. 以11分为临界

点时敏感性降为84.38%, 特异性为71.64%. 10分
时约登指数最高为60.54%. 阳性预测值以10分
时为25.21%, 11分为26.21%, 11分时最高. 阳性

似然比10分时为2.82, 11分时为2.98, 11分时最高 
(表2-3).

3  讨论

本研究以2007年中华医学会消化病学分会制

定的S A P诊断标准纳入患者300例, 其中第一

个24 h内APACHEⅡ评分8分及以上153例, 占
51%. 结局为死亡、胰腺局部并发症的SAP患者

APACHEⅡ评分均数与治愈患者相比较高, 差
异有统计学意义(P <0.01). APACHEⅡ评分高低

和疾病的预后密切相关. 随着APACHEⅡ评分

增加, 病死率也随之增加. 患者病死率与对应的

APACHEⅡ评分经Spearman等级相关性分析, 得
出二者在入院后d 1、3和7的相关系数, 均呈正

相关, 且可看出d 3 APACHEⅡ评分高低与病死

率相关性最强. 8、9、10分为临界值时敏感性

均为93.75%, 特异性逐渐增加, 10分时为66.79%. 
以11分为临界点时敏感性降为84.38%, 特异性

为71.64%. 约登指数10分时最高, 为60.54%. 11

分时阳性预测值和阳性似然比最高, 稍高于10
分.

本组资料结果显示A PA C H EⅡ评分在预

测SAP患者预后方面有以下特点: (1)入院d 3  
APACHEⅡ评分对SAP预后预测最好, d 1的预测

效果也较好; (2)APACHEⅡ评分越高患者死亡

的发生率越高. d 1 APACHEⅡ评分为14分以上, 
d 3 14分以上及d 7评分仍在9分以上的患者病死

率较高, 应该引起高度的警惕, 加强监护及治疗

措施; (3)APACHEⅡ评分以10分为临界点时对

SAP死亡和生存的结局评估最好, 约登指数最

高. 以11分为临界点次之, 特异度最高.
于刚 et al [7]认为入院时APACHEⅡ评分≥8

分的SAP患者如在48 h内评分增长≥2时, 表示

病情明显加重, 预后不佳. 2002年Khan et al [8]研

究回顾分析125例患者后认为入院APACHEⅡ
48 h评分和死亡有明显的相关性, 而入院时评分

和死亡之间相关性不强. 故其认为与入院时评

分相比, 入院后48 h APACHEⅡ对有不良预后的

SAP患者有较好的预测价值. APACHEⅡ评分分

值在短期内有逐渐上升趋势或居高不下, 往往

预示病情加重, 预后差, 病死率高; 若分值变化

不大, 甚至有下降趋势, 则预示病情好转, 病死

率低[9]. 此观点与本研究相似. 刘岩 et al [10]以9分
为临界点时, APACHEⅡ24 h的敏感性为0.82, 特
异性0.69, 约登指数为0.51. 王飞海 et al [11]认为

24 h内以9分为临界点敏感性0.789, 特异性0.854, 
阳性似然比5.40, 阴性似然比0.07. 陈迁 et al [12]研

究认为APACHEⅡ评分以15分为界值, 评分>15
分, 病情严重, 预后差, 病死率高; 评分<15分, 病
情轻, 预后好, 病死率低. 与我们的研究结果有

一定差异.
因为本研究为回顾性分析, 且一部分SAP患

者因其他原因自动离院, 无法观察到结局被排

除在外; 对于SAP患者总体而言, 本研究样本含

■创新盘点
APACHEⅡ评分
问世已有二十余
年的时间, 随着治
疗水平的提高, 有
必要对该评分系
统进行再评价以
确立其在SAP预
后评估中的价值. 
24 h内APACHE
Ⅱ评分临界值取
10时对死亡和生
存 有 较 好 的 预
测 价 值 .  第 3 天
APACHEⅡ评分
高低与病死率相
关性最强. 

表 1 APACHEⅡ评分高低与患者病死率的分布(%)

     
APACHEⅡ评分               d 1            d 3                  d 7

 0-4                     0.00         0.88               0.61

 5-9                     2.15         6.67               5.38

10-14                   10.77       19.15             37.50

15-19                   24.32       34.78             80.00

20-24                   76.92       62.50             75.00

25-29                   75.00       66.67           100.00

30-35                 100.00         -               -

表 2 APACHEⅡ评分各临界值时SAP患者的主要结局(n)

     
APACHEⅡ评分     死亡           生存              合计

≥8                      30          123              153

0-7                        2          145              147

≥9                      30          103              133

0-8                        2          165              167

≥10                      30            89              119

0-9                        2          179              181

≥11                      27            76              103

0-10                        5          192              197

■应用要点
APACHEⅡ评分
可动态评估患者
病情变化, 对预测
预后以及指导临
床有重要意义.
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量较小, 可能存在机遇偏倚性; 因所收集的病例

时间跨度大, 难以达到治疗方案的完全一致; 纳
入病例均为四川大学华西医院收治SAP患者, 因
各个地方、医院患者的外部基线资料及治疗方

案不尽一致, 据APACHEⅡ评分系统评估的SAP
患者结局可能有一定差异.

我们认为在SAP预后评价方面, APACHE
Ⅱ评分系统仍是目前比较全面、客观的量化指

标, 对早期评估SAP预后有较高的预测价值.有
循证研究表明在多个评分系统中APACHEⅡ评

分敏感性和特异性最高, 且可早期评估预后及

在住院期间任何时间均可评估, 唯一的缺陷是

过于繁琐[13]. 李兆申 et al [14]也认为APACHE II诊
断标准在任何时期都可用来判断疾病的严重程

度, 观察变化可判断疾病恢复、发展或恶化, 不
足之处是其过于复杂而可行性差.有学者认为

APACHEⅡ评分系统对局部并发症的预见能力

较弱[15]. SAP患者病情凶险多变, 在临床中我们

还需要更多探索, 降低APACHEⅡ评分在临床评

价中的繁琐性, 将连续监测数天的APACHEⅡ分

值结合或者联合其他临床评分系统, 能更准确

判断疾病的严重度及预后.
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Abstract
A young and middle-aged female patient was 
examined because of repeated discomfort in 
right back for 3 months. Liver and kidney 
function and serum tumor markers were normal. 
The gallbladder fossa was occupied with low-
density areas by examination of ultrasound and 
computed tomography (CT). Gallbladder lipoma 
complicated with gallstones was displayed by 
gallbladder fat and fat-suppressed window 
magnetic resonance imaging (MRI). Surgery 
and postoperative pathologic examination 
identified a rare clinical gallbladder lipoma. 
Gallbladder benign tumor has no special clinical 
presentation, and diagnosis relies on surgery 
and pathology. 

Key Words: Gallbladder lipoma; Gallbladder tumor; 
Lipoma

Xia NX, Qiu BA, Liu P, Bai G, Wang LQ. One-case 
analysis of gallbladder lipoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(7): 796-797

摘要
青壮年女性患者, 因反复右背部不适3 mo体
检. 肝肾功能和血清肿瘤标志物正常. B超和

®

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室

CT检查胆囊窝区低密度占位. 胆囊MRI脂肪
抑制窗和脂肪窗显示胆囊脂肪瘤合并胆囊结
石. 手术和术后病理检查证实为临床罕见的胆
囊脂肪瘤. 胆囊良性肿瘤无特殊临床表现, 确
诊依靠手术及病理.

关键词: 胆囊脂肪瘤; 胆囊肿瘤; 脂肪瘤
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0  引言

胆囊良性肿瘤临床少见, 而脂肪瘤更是罕见. 我
科近期收治1例, 现将病历资料和诊治体会汇报

如下.

1  病例报告

患者女性, 35岁, 2007-10-20入院. 患者于3 mo前
出现反复右肩背部不适, 与饮食无明显关系. 无
明显腹痛、以及寒战发热和黄疸, 无胃肠不适

和呼吸道症状. 门诊B超、CT检查示: 慢性胆囊

炎, 胆囊结石; 胆囊窝区低密度占位, 初诊为胆

囊良性肿瘤, 脂肪瘤待除外. 查体皮肤巩膜无黄

染, 腹平软, 剑突下及胆囊区无压痛, 未扪及包

块, 无肝区扣击痛, 莫非氏征阴性. 实验室检查

血常规、肝肾功能和血清肿瘤标志物均正常. 
胆囊MRI脂肪抑制像和普通T1T2加权像显示胆

囊脂肪瘤合并胆囊结石诊断明确(图1). 术中见

胆囊8 cm×7 cm×6 cm大小. 壁明显增厚, 胆囊

体部浆膜下一约8 cm×7 cm肿块, 为淡黄色脂肪

样组织, 包膜完整并与胆囊完全融合(图2). 囊内

有12 cm×12 cm胆固醇结石1枚, 胆总管无扩张, 
内未扪及异物. 手术行胆囊和胆囊脂肪瘤一并

切除. 术后病理检查: 慢性胆囊炎, 胆石症, 胆囊

浆膜下脂肪瘤.

2  讨论

胆囊良性肿瘤罕见, 约占胆囊肿瘤的21%-46%[1]. 
其中以腺瘤最常见, 其他包括血管瘤, 脂肪瘤, 
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平滑肌瘤及肉芽组织肿瘤等, 均是来源于间叶

组织的良性肿瘤, 均罕见. 光盘检索近10余年资

料, 国内仅有2例报道, 本例为国内第3例. 胆囊

良性肿瘤无特殊临床表现, 多见于中年女性, 体
检发现者占18.5%-25.4%[2]. 如合并胆囊结石可

能伴有轻微右上腹不适或消化道症状. 胆囊脂

肪瘤很少恶变, 原则是诊断后采取手术治疗. 影
像学检查可辅助确诊本病, 我们认为彩超可作

为筛选, MRI影像诊断价值优于CT; 最后诊断依

图 1 胆囊MRI成像. A-B: MRI-T2加权脂肪抑制像; C-D: 

MRI-T1加权像.

A B

C D

图 2 胆囊标本. A: 术中; B: 术后.

A

B

靠手术及病检确诊.
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