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Abstract
There are three main steps during the process of 
pancreaticoduodenectomy, which directly de-
termine the resectablity and difficulty of the op-
eration. In combination with references and the 
clinical experiences, we discuss the exploratory 
steps and caution points in pancreaticoduode-
nectomy, and suggest that clinicians may per-
form thorough explorations around the head of 
pancreas in order to standardize the procedures 
of pancreaticoduodenectomy. 

Key Words: Pancreaticoduodenectomy; Standard; 
Procedure; Exploration

Tang HH. “Three Barriers” in pancreaticoduodenectomy. 
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摘要
行胰十二指肠切除术时有三个主要探查步
骤, 直接决定病变的可切除性及手术难度. 本
文在参照文献的基础上结合临床经验论述胰
十二指肠切除术过程中的探查步骤及主要
注意事项, 指出临床医生可以围绕胰头外、

下、上区域序贯行彻底探查将有助于规范胰

十二指肠切除术. 

关键词: 胰十二指肠切除术; 规范; 操作; 探查
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0  引言

胰十二指肠切除术(pancreaticoduodenectomy, PD)
是治疗胰头和壶腹周围各种良、恶性疾病的标

准术式. 由于该部位解剖关系复杂、切除范围

广、手术步骤繁琐、手术风险较大, 是外科手术

中极具有挑战性的术式之一. Kausch早在1912年
首创胰十二指肠切除术, 直至1935年Whipple首
次成功分期实施后, 该术式才渐趋规范化. 在近

百年不断发展中, 针对切除范围和技术细节进行

了许多改进. 如1955年Ross提出全胰切除术(total 
pancreatectomy, TP); 1973年Fortner提出区域性胰

腺切除术(regional pancreatectomy, RP)及1986年
日本学者提出胰十二指肠联合血管切除的扩大

根治术. 随着外科经验及技术的进步, PD手术死

亡率虽有下降, 但手术切除率仍仅30%. 切除术

后五年生存率仅5%-10%. 手术疗效不佳的原因

与患者就诊较晚、胰周解剖复杂、主要血管脏

器受侵犯根治切除困难及手术创伤大、患者年

龄偏大等有关[1]. 
能否行胰十二指肠切除, 术前应根据B超、

CT、MRI、腔内超声或血管造影等影像学检查

资料进行评估. 但有相当多患者术前影像学资

料与手术探查发现不一定相符. 有报道术前血

管造影发现门静脉-肠系膜上静脉(PV-SMV)受
累者, 术中及术后病理学检查证实40%并未发现

血管侵犯. 即使术中发现肿块“侵犯”门静脉

亦有约50%为炎性粘连[2]. 同时随着血管外科的

发展, 血管吻合技术不断改进, 术中可切除门静

脉(portal vein, PV)后吻合, 从而使过去认为不可

切除的肿瘤得到了根治切除的机会. 
在PD的手术指征明确后, 手术包括探查、

www.wjgnet.com
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切除和消化系重建三个主要步骤. 其中探查是

确定能否切除的重要步骤 .  探查中俗称要过

“三关”, 即探查病变与下腔静脉、腹主动脉, 
肠系膜上动、静脉及肝动脉之间的关系. 虽然

探查的方法及顺序因施术者的习惯而异, 但原

则没有本质区别. 本章结合作者的临床经验就

这一关键步骤进行讨论, 以期对临床工作者有

所帮助. 

1  步骤

进腹后首先探查肝脏、腹膜、盆腔、大网膜、

横结肠有无转移结节, 以及肝十二指肠韧带、胰

腺周围、腹腔动脉周围、肠系膜根部及腹主动

脉旁淋巴结有无肿大, 以便对病变作出临床评

估. 如无明显的腹腔转移则应按胰十二指肠切除

术的探查方法分外、下、上三个方面循序渐进

进行探查. 其目的是探查癌是否局限于Vater壶腹

周围, 门静脉、肠系膜上动、静脉、腹主动脉、

下腔静脉及肝动脉等重要血管有无受侵犯. 
1.1 外侧探查, 了解肿瘤有无下腔静脉及腹主动

脉的侵犯 切开十二指肠外侧腹膜(Kocher切口), 
沿腹膜后疏松结缔组织间隙将十二指肠及胰头

部向内掀起, 用左手食指和中指钝性分离胰头

部背侧与下腔静脉和腹主动脉前方的间隙, 便
可将十二指肠连同胰腺从腹膜后游离. 分离范

围应达腹主动脉的前方或左侧. 同时应切开横

结肠系膜的前叶, 使十二指肠的第三段充分游

离. 此时可将胰头十二指肠提至腹部手术野浅

部, 进行探查和随后的手术操作. 手术者以左手

食指和中指在胰十二指肠后方、拇指在其前方, 
触摸胆总管下端、Vater壶腹或胰头处肿物. 注
意其性质及与下腔静脉和腹主动脉的关系, 并
探查胰头后方是否有淋巴结转移. 如该处受浸

润或下腔静脉、腹主动脉壁受浸润, 则手指不

能伸入该间隙, 说明肿瘤已超出可根治切除的

范围; 若手指容易伸入此间隙, 提示癌肿后方尚

局限, 可进行后续步骤探查. 由于CT能清楚显示

腹膜后间隙, 因此决定剖腹探查者90%以上的病

例可顺利通过这一步(图1).
1.2 探查胰腺下缘 将胃、横结肠韧带(大网膜)
牵平后充分切开, 显露胰腺头部及颈部, 将胃向

上钩开后, 于小网膜腔探查胰腺的形态及肿块

的边界. 在胰腺下缘近胰头处切开腹膜层及纤

维脂肪组织, 结扎引流胰腺血流的小静脉, 显露

SMV和SMA. 钝或锐性分开静脉前面的疏松组

织, 沿SMV用手指或花生米分离胰腺颈部后方
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的间隙可达胰腺上缘. 该处一般无血管分支, 容
易分离. 如遇阻力则应停止, 以防撕破门静脉或

肠系膜静脉引起不可控制的大出血, 此情况也

间接提示肿瘤或炎症已侵出胰腺之外. 当肠系

膜上静脉寻找有困难时, 可沿结肠中静脉向上

分离, 到达与肠系膜上静脉汇接处, 便容易显露

SMV. 第二步主要是了解肿块对肠系膜血管有

无侵犯, 是关键的一步. 显露肠系膜上静脉和门

静脉后可行第三步探查. 但在第二步显露有困

难时, 也可先行第三步探查, 然后再第二、三步

联合进行探查(图2). 
1.3 探查胰腺上缘 最后探查胰腺上缘是因为该

处必须切断几支重要血管. 如果前两步探查证

明肿瘤无法切除, 该复杂步骤便可免除. 探查方

法是切开小网膜及肝动脉鞘, 显露肝总动脉, 向
上游离至腹腔动脉, 了解有无淋巴结肿大及局

部侵犯, 如能达到R0切除, 则沿肝总动脉向远

端解剖. 于根部结扎、切断胃右动脉, 继续向右

可找到胃十二指肠动脉和肝固有动脉. 游离肝

固有动脉过带牵引, 认清两者关系后结扎、切

断胃十二指肠动脉, 近断端再贯穿缝扎. 显露门

静脉, 游离后过带牵引. 胃十二指肠动脉主干有

时较短, 遇这种情况可先穿过一根丝线牵引, 然
后向远端分离, 至足够长度后双重结扎再钳夹

切断并缝扎近端. 对有动脉粥样硬化的老年人, 
结扎时可造成动脉内膜断裂, 术后形成假性动

脉瘤并破裂出血. 此时最好用血管缝线缝合动

脉残端. 随后分离并显露胆总管及周围淋巴结

并过带牵引. 此时试用手指或花生米从胰腺上

缘的胰腺后门静脉腹侧之间分离, 正常情况下
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胰腺与门静脉之间为疏松组织, 容易分开. 然后

再以另一手指自胰腺下缘探查处沿肠系膜上静

脉前方向上. 如两指会师提示肿瘤未侵及PV及

SMV, 能基本确定肿瘤可以切除(图3).
需要注意的是, 经上述探查之后胰十二指

肠切除术中仍应继续处处考虑到退路. 横断胰

腺一定要在彻底肯定肿块可切除以后才进行, 
因其余步骤都可以中转为姑息性手术. 

2  结论

上述三步为传统的探查方法. 随着临床经验不

断积累及扩大胰十二指肠切除术的实施, 探查

及游离的方式亦可不完全相同. 
1973年Fortner首先提出了区域性胰腺切除

(RP)的概念, 在仔细研究胰腺癌的淋巴转移方

式后, 认为扩大切除范围可以提高切除率、改

善疗效. 他认为PV和SMV受累有两种可能性: 
(1)癌性侵犯; (2)炎性粘连. 而后者所占比例更

高. 即使局限性肿瘤浸润, 也可切除并重建受累

的SMV或PV以便更广泛的整块切除区域淋巴

结、提高切除率. 扩大的PD在日本胰腺外科界

受到青睐, 其理论依据为PV受浸润是构成局部

病变不能切除的主要原因. 肿瘤与PV粘连不易

分开, 即使没有胰外转移, 亦常放弃根治性切除. 
这种情况约50%是炎性粘连, 手术中很难鉴别. 
切除PV无疑可提高手术切除率. 日本报道扩大

根治后胰头癌的手术切除率可由7%-20%提高

到50%, 根治性切除率从10%提高到40%-50%[3]. 

虽然对该术式的疗效仍有争议, 但提高了手术

切除率是事实[1,4-5]. 该方法强调整块切除肿瘤的

同时将门静脉、肠系膜上静脉一并切除后重建. 
即不分离肿块和门静脉之间的粘连, 而将SMA 
游离牵引保护后把肿块和上述静脉一并切除重

建. 一般PV或SMV的切除长度为0.8-8 cm超过4 
cm需架桥吻合, 多用自体血管也可用人工血管

架桥. 如侧壁切除不超过PV周径1/3, 长度不超

过1.5 cm可直接修补或局部楔形切除后吻合[6-7]. 
PV阻断时间在40 min以内较安全, 如超过60 min 
应作门体静脉的转流. 阻断PV时应尽量避免同

时阻断肝动脉. 大样本回顾性资料分析发现扩

大PD不能改善胰头癌的生存率, 反而增加了手

术并发症的发生率[1-2]. 笔者认为如不能达到R0
切除应尽量避免实施此类手术. 
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■同行评价
本文作者结合自
身经验综述了胰
十二指肠切除术
中的探查步骤, 文
笔锐利, 简单, 画
龙点睛. 值得外科
医生学习.分离范围
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图  3  探 查 胰
腺上缘.
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Abstract
AIM: To investigate the roles of endoplasmic 
reticulum stress (ERS) in development of liver 
steatosis.

METHODS: The differential expressions of ERS 
and lipid metabolism related genes in the liver 
of T2DM and non-T2DM mice were analyzed 
using real-time quantitative RT-PCR. Serum 

total cholesterol (TC), triglyceride (TG), low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C), free 
fatty acid (FFA), alanine amino transferase (ALT) 
and aspartate amino transferase (AST) levels 
were determined. The liver TG, FFA content and 
morphology were also analyzed.

RESULTS: Compared with non-T2DM, T2DM 
mice had manifestations: (1) Insulin Resistance, 
increased fasting blood glucose (increased 30.76 ± 
4.52 vs 12.80 ± 2.13, 14.73 ± 2.74 vs 4.61 ± 1.12); (2) 
obviously elevated liver TG and FFA levels (P < 
0.01); marked lesion of fatty liver was observed. (3) 
Up-regulated liver glucose regulated protein 78 
(GRP78), X-box binding protein 1 (XBP1), C/EBP 
homologous protein (CHOP), mannosidase al-
pha-like 1 (EDEM1), glycogen synthase kinase3β 
(GSK3β), apolipoprotein100 (apoB100), sterol 
regulatory element binding proteins1c (SREBP1c), 
acetyl CoA carboxylase α (ACCα) and fatty acid 
synthase (FAS) mRNA levels (P < 0.05). (4) Sig-
nificantly increased serum TG, TC, LDL-C, FFA, 
ALT and AST (P < 0.01). Serum apoB100 was first 
increased and then decreased (P < 0.05).

CONCLUSION: ERS plays a central role in the 
development of liver steatosis in the T2DM 
mouse through increased lipogenesis and de-
creased secretion of apoB100.

Key Words: Endoplasmic reticulum stress; Liver st-
eatosis; Type 2 diabetes; LDLR deficient mice 

Mao LF, Jiang XW, Qin Y, Dong XG, Li JF, Zhou XY, Pan J. 
Roles of endoplasmic reticulum stress in liver steatosis of 
type 2 diabetic mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(1): 4-10

摘要
目的: 探讨内质网应激(E R S)在2型糖尿病
(T2DM)小鼠脂肪肝发生中的作用机制. 

方法: 应用实时定量RT-PCR技术检测T2DM与
非糖尿病小鼠肝脏ERS和脂代谢相关基因表达
差异, 并进行血生化指标及肝脏形态学检测. 

结果: 与同龄非T2D M小鼠相比T2D M小

®

■背景资料
脂肪肝是2型糖尿
病(T2DM)的常见
肝脏并发症. 研究
表明内质网应激
(ERS)在T2DM和
脂肪肝的形成过
程中具有重要作
用 .  然 而 目 前 对
ERS在T2DM脂肪
肝发生中的作用
机制尚未完全明
了. 本文就ERS在
T 2 D M小鼠脂肪
肝形成中的作用
机制进行了探讨, 
将为T 2 D M脂肪
肝及其相关疾病
治疗策略的制定
提供有参考价值
的实验数据.

■同行评议者
曹志成, 英国生物
医学科学研究所
院士, 伊利沙伯医
院临床肿瘤科
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鼠表现为 :  (1)胰岛素抵抗、空腹血糖升高
(30.76±4.52 vs  12.80±2.13, 14.73±2.74 
v s  4.61±1.12). (2)肝脏T G和F FA水平明
显升高(P <0.01); 脂肪肝病变明显. (3)肝脏
GRP78、XBP1、CHOP、EDEM1、GSK3β、
apoB100、SREBP1c、ACCα及FAS的mRNA
水平均显著上调(P <0.05). (4)血清TG、TC、
LDL-C、FFA、ALT及AST显著升高(P <0.01). 
血清apoB100水平先升高, 后下降(P <0.05).

结论: ERS参与调节肝脏脂质及apoB100的合
成与代谢过程, 在T2DM小鼠脂肪肝发生过程
中起着重要作用.

关键词: 内质网应激; 脂肪肝; 2型糖尿病; LDLR缺

失小鼠
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0  引言

脂肪肝是2型糖尿病(T2D M)的常见肝脏并发 
症[1-4], 然而, 其发生发展的分子机制尚未完全

明确. 内质网应激(endoplasmic reticulum stress, 
ERS)是一种由于外界环境刺激而导致的错误折

叠与未折叠蛋白质在内质网腔内聚集以及Ca2+

平衡紊乱的状态[5-7]. 研究表明ERS在T2DM以

及脂肪肝的形成过程中具有重要作用[8-10]. ERS
可能通过影响脂代谢相关基因, 如固醇调节元

件结合蛋白(SREBP1c)等的表达, 增加肝脏脂

肪酸的合成和积聚[11]. 另外, ERS在肝载脂蛋白

B100(apoB100)的合成和分泌过程中也具有重

要的调节作用, 影响和制约着肝细胞合成和分

泌极低密度脂蛋白(very low density lipoprotein, 
VLDL), 引起肝脏脂质积累[12-13]. 目前对ERS在
T2DM脂肪肝发生中的作用机制尚未完全明了. 
本实验通过高脂饲料喂养联合链脲佐菌素诱导, 
在低密度脂蛋白受体基因突变小鼠的基础上成

功建立T2DM模型, 本文针对ERS在T2DM模型

小鼠脂肪肝形成中的作用机制进行了探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 低密度脂蛋白受体基因突变(LDLR-/-)小
鼠(美国Jackson实验室提供), 于SPF级动物房饲

养, 室温为20-22℃, 相对湿度为65%-75%, 保持

12 h循环照明. 本小鼠实验严格按照山东师范大

学动物管理与动物实验的有关管理章程进行, 符

合动物实验的伦理要求. ♂小鼠出生后第22天
断乳, 随机分为三组: 组1小鼠饲喂高脂饲料(含
20%脂肪、20%蔗糖和1.25%胆固醇); 组2、3为
对照组小鼠, 饲喂标准饲料(含4%脂肪和0.075%
胆固醇); 实验过程中三组小鼠均令其自由进食

水. 组1(43只)参照传统的方法[14-15]建立T2DM模

型, 小鼠断乳后食用高脂饲料3 wk, 禁食6 h, 一次

性ip链脲佐菌素(STZ)(100 mg/kg, Sigma)之后, 继
续喂养高脂饲料; 于10周龄时禁食6 h, 测量血糖

(GLU)水平, 进行葡萄糖耐量试验, 以确定T2DM
建模是否成功. 其中88%(38只)为建模成功小

鼠, 简称T2DM小鼠. 组2(38只)小鼠食用标准饲

料3 wk后, 采用同样方法注射安慰剂(100 mg/kg, 
pH4.4的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液), 继续喂养标准

饲料, 该组小鼠简称NC小鼠. 组3(38只)小鼠于整

个实验中, 持续食用标准饲料, 不做任何药物注

射, 简称NT小鼠.
1.2 方法 
1.2.1 胰岛素抵抗指数(IR)及血生化指标: 分别令

10、14和18周龄的三组小鼠禁食6 h后, 采集静

脉血(n≥10), 采用血糖仪测GLU水平; COD-PAP
和GPO-PAP酶学法测定总胆固醇(TC)、甘油三

脂(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)含量; 免
疫比浊法测定血清apoB100; 速率法测定丙氨酸

氨基转移酶(ALT)以及天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)含量; 放免法测定胰岛素(INS)水平; 酶比

色法测定游离脂肪酸(FFA)含量. 用稳态模式评

估法(HOMA)[16]中的HOMA-IR公式计算IR指数, 
即HOMA-IR = (GLU×INS)/22.5.
1.2.2 葡萄糖耐量试验: 参照Nakatani et al [17]的方

法, 三组小鼠分别于10和18周龄时禁食6 h后, ip 
200 g/L葡萄糖溶液(2 g/kg体质量), 于注射后0、
15、30、60及120 min, 测定小鼠GLU水平.
1.2.3 肝脏FFA和TG的测定: 取新鲜肝脏组织, 用
9 g/L的生理盐水4℃下制备10%的肝匀浆, 3000 
r/min离心15 min后取上清, 分别用酶比色法测定

FFA含量, COD-PAP法测定TG含量.
1.2.4 肝组织形态学观察: 取同一部位小鼠肝组

织, 40 g/L甲醛溶液中固定48 h后制备冰冻切片, 
油红O染色, 苏木精复染, 光镜观察、拍照. 
1.2.5 肝组织ERS相关基因mRNA表达的测定: 
分别取10和18周龄的组1与组2小鼠肝组织(n≥
10), 用TRIzol试剂(BioFlux, Japan)抽提总RNA, 
DNaseⅠ(TaKaRa, Japan)处理后用M-MLV反

转录酶(TaKaRa, Japan)进行反转录. 应用DNA 
Star 6.0软件, 根据GenBank中小鼠的靶基因序

■研发前沿
目前关于ERS在
脂肪肝发生中的
作用机制的研究
多集中在ERS对
体外培养的肝脏
细胞apoB100和
TG分泌的影响方
面, 而针对ERS与
T 2 D M 脂肪肝形
成和发展相关性
的研究报道较少, 
具体的内在机制
尚不清楚. 肝脏脂
质的合成和积累
在脂肪肝的形成
中具有重要的作
用, 而关于ERS对
肝脏脂代谢的影
响报道也不多见.
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列设计P C R引物(表1). 分别检测上述两组小

鼠肝脏葡萄糖调节蛋白78(GRP78)、X盒结合

蛋白1(XBP1)、C/EBP同源蛋白(CHOP)、甘

露糖苷酶1样蛋白(E D E M1)、糖原合酶激酶

(GSK3β)、apoB100、SREBP1c、乙酰辅酶A羧

化酶α(ACCα)以及脂肪酸合酶(FAS)的mRNA表

达水平. 使用Rotor-Gene 3000 Real-time PCR仪
(Corbett Research)及SybergreenⅠ试剂最适条件

下扩增目的基因及内参. 将每个目的基因的拷

贝数与其相对应的β-肌动蛋白基因的拷贝数相

除, 计算出目的基因的相对表达量.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析, 所有数据采用mean±SD表示. 组间比较采用

独立样本的t检验, 以P <0.05为有统计学上显著

差异, P <0.01为有极显著差异.

2  结果

2.1 GLU、INS及血生化指标变化特征 三组小

鼠于10周龄时检测血清GLU和INS水平, 并计算

IR指数(图1), 进行葡萄糖耐量试验(图2). 结果

表明, 组1小鼠中88%表现为GLU升高(组1 vs  组
2: 14.73±2.74 vs  4.61±1.12 mmol/L)、葡萄糖

耐量异常以及IR加重(组1 vs  组2: 30.76±4.52 
vs  12.80±2.13). 因此, 这些小鼠作为T2DM模型

用于以下实验. 该组小鼠血清TC、TG、LDL-C

和FFA含量于10周龄时较非T2DM(NC和NT)小
鼠明显升高, 并持续升高至18周龄(P <0.01, 表2), 
NC与NT组间无差异. T2DM小鼠血清apoB100
含量在10周龄时明显高于同龄非T2D M小鼠

(P <0.01), 18周龄时低于非T2DM小鼠(P <0.05). 
血清ALT及AST分别从10周龄和14周龄时显著

升高(P <0.01, 表2).
2.2 肝脏TG和FFA含量检测 与非糖尿病小鼠组

(NC和NT)相比, T2DM组小鼠肝脏TG和FFA, 10周
龄时明显升高, 持续升高至18周龄(P<0.01, 表3).
2.3 肝组织学变化 T2DM组小鼠10周龄时肝细胞

质内出现大小不等的脂滴, 呈现明显的肝脂肪

变性. 14和18周龄时病变加重, 并伴有局部炎症

细胞浸润. 各年龄段的NC小鼠肝细胞内均未观

察到明显的脂质沉积(图3, 因NC与NT组间无差

异, 故省略NT组检测数据, 下同).
2.4 肝组织ERS相关基因表达特征 与NC小鼠相

比, T2DM组小鼠10周龄时肝脏ERS相关因子

GRP78、XBP1和CHOP表达水平明显升高, 并
持续到18周龄(P <0.05). SREBP1c、ACCα、

FAS和apoB100的表达水平在10和18周龄时较

NC小鼠明显升高(P <0.01). 然而, T2DM组小鼠

apoB100水平在18周龄时较10周龄有所降低. 
T2DM组小鼠肝脏GSK3β及内质网相关性降解

基因EDEM1表达水平在18周龄时, 较NC小鼠显

■相关报道
Ozcan et al 报道
ERS在T2DM和脂
肪肝的形成过程
中具有重要作用, 
利用ERS阻遏试
剂对改善T 2 D M
小鼠胰岛素抵抗
状态及减轻脂肪
肝病变具有重要
的作用; Ota et al
报道用低剂量饱
和脂肪酸处理的
肝细胞出现ERS
相关基因表达和
apoB100分泌增
加 ,  但 随 着 饱 和
脂肪酸剂量的增
加和处理时间的
延长, 肝细胞出现
ERS过度反应并
伴随apoB100和
TG的分泌减少.  

表 1 靶基因引物序列

     
基因号               基因           引物序列(5'-3')            产物大小(bp)

NM007393 β-肌动蛋白           CCTCTATGCCAACACAGTGC  211

              GTACTCCTGCTTGCTGATCC

NM022310 葡萄糖调节蛋白           ATCAGGGCAACCGCATCA    71

  78(GRP78)           CGCATCGCCAATCAGACG

NM013842 X盒结合蛋白           TGGGCATTCTGGACAAGTT  124

  1(XBP1)            GAAAGGGAGGCTGGTAAGG

NM007837 C/EBP同源蛋白            CAGCGACAGAGCCAGAATAAC  148

  (CHOP)            ACCGTCTCCAAGGTGAAAGG

NM138677 内质网甘露糖苷酶           CCAGATGGTTGGCTTGATT  141

  1样蛋白(EDEM1)           AGAGCTGGACAGAAACTTCG

NM019827 糖原合酶激酶3β           CCATCCTTATCCCTCCACAT    93

  (GSK3β)            CACGGTCTCCAGCATTAGTAT

NM009693 载脂蛋白B100            TCGAGCACAGATGACCAGAGT  201

  (apoB100)           CTTAGAAGCCTTGGGCACAT

NM011480 固醇调节元件结合           TGGCTTGGTGATGCTATGTT   257

  蛋白1c(SREBP1c)           TAAGGGGTTGGGAGTAGAGG

NM133360 乙酰辅酶A羧化酶            TGGCGTCCGCTCTGTGATA  140

  α(ACCα)            TGGGTGAGATGTGCTGGGTC

NM007988 脂肪酸合酶(FAS)           ACCCAAGCGGTCTGGAAAG  212

              CGGATGCCTCTGAACCACTC
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著升高(P <0.05, 表4).

3  讨论

研究表明, 高脂饮食喂养的L D L R-/-小鼠容易

诱发T2DM和IR[18]. 本实验通过高脂饲料喂养

联合S T Z诱导, 在L D L R-/-小鼠的基础上成功

建立了T2DM模型. 该小鼠模型表现出明显的

高GLU和IR, 同时表现出明显的脂肪肝病变. 
ERS是T2DM在细胞和分子水平的一个重要特 
征[8,19-20]. 本实验显示T2DM小鼠肝脏ERS相关

因子GRP78、XBP1和CHOP的mRNA水平较非

T2DM小鼠升高, 且与脂肪肝的病变趋势一致. 

这说明ERS在T2DM脂肪肝的形成过程中具有

重要的作用.
在脂肪肝的形成和发展过程中常常伴随着肝

脏中脂肪酸合成增加及VLDL分泌的减少[13,21-22]. 
SREBP1可引起与胆固醇/三酰甘油合成和摄取

相关基因表达的增加, 导致肝细胞内胆固醇和

脂肪酸的积聚[23-25]. 本实验中, T2DM小鼠肝脏

SREBP1c较非T2DM小鼠表达增加, 同时脂肪酸

合成基因FAS和ACCα的表达也显著增高, 表明

肝脏内脂肪酸合成增加. 研究表明同型半胱氨

酸诱导产生的ERS可以激活SREBP1的表达进而

影响脂质的代谢[26]. 同时ERS可通过JNK(c-JUN 

■创新盘点
本实验通过高脂
饲料喂养联合链
脲佐菌素诱导, 成
功建立了低密度
脂蛋白受体基因
突变 T 2 D M 小鼠
模型. 应用实时定
量RT-PCR技术对
肝脏ERS及脂代
谢相关基因的表
达进行分析, 研究
了ERS在调节肝
脏脂质及apoB100
的合成与代谢过
程 中 的 作 用 ,  从
而探讨了ERS在
T 2 D M 小鼠脂肪
肝发生中的作用
机制.
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图 1 不同年龄T2DM和非T2DM小鼠血糖, 胰岛素及HOMA-IR变化. A: 血糖; B: 胰岛素; C: HOMA-IR. aP<0.05, bP<0.01, 

T2DM和NC小鼠在相同年龄段相比较; cP<0.05, dP<0.01, T2DM和NT小鼠在相同年龄段相比较.
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图 3 不同年龄T2DM和NC小鼠肝脏组织形态(×200). A-D: T2DM小鼠6, 10, 14和18周龄时肝脏切片; E-H: NC小鼠6, 10, 

14和18周龄时肝脏切片. 油红O染色, 苏木精复染.
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NH2 terminal kinase)途径激活GSK3β的表达, 后
者在IR及激活SREBP1c表达的过程中具有重要

作用[11]. 本实验中T2DM小鼠GSK3β和SREBP1c
的表达上调, 表明ERS参与了调控脂代谢相关基

因的表达, 增加了肝细胞内脂质的积累.
ApoB100在富含TG的脂蛋白如VLDL的

合成和分泌中发挥重要作用. 本实验中18周龄

T2DM小鼠肝脏apoB100 mRNA的表达水平较10
周龄时降低, 这可能是因为在10周龄时引发的

ERS通过上调apoB100的表达来应对肝脏内脂质

的积累, 而在18周龄时因为未折叠的apoB100蛋
白在内质网内大量积聚, 反馈阻遏了apoB100基
因的表达. 关于ERS对apoB100和TG合成和分

泌的影响有不同的报道[13,27-29]. 高同型半胱氨酸

血症常常伴随着脂肪肝的产生, 然而在小鼠模

型中高同型半胱氨酸血症所引发ERS却伴随着

TG分泌的增多[27]. 用衣霉素、二硫苏糖醇或葡

萄糖胺培养细胞所引发的ERS可以使肝细胞中

apoB100分泌减少[28-29]. Ota et al [13]发现用低剂

量饱和脂肪酸处理的肝细胞出现ERS相关基因

■应用要点
本 研 究 应 用
T2DM小鼠模型 , 
研究了ERS与脂
肪 肝 之 间 的 关
系. 研究结果将有
助于进一步了解
ERS在T2DM脂肪
肝形成和发展中
的作用机制. 通过
调控ERS反应的
过程和程度, 将会
为T2DM 脂肪肝
及其相关疾病提
供新的治疗策略.

表 3 小鼠肝脏TG和FFA含量 (n  = 10, mean±SD)

     
项目    分组

            年龄(wk)

              10              14                       18

TG(μmol/g) T2DM             48.95±5.25bd   49.56±3.45bd           52.32±5.36bd

  NC             26.32±4.32    27.52±4.21           32.37±2.36

  NT             24.56±3.26    25.26±4.28           26.77±4.56

FFA(μmol/g) T2DM             87.19±9.82bd   97.58±5.26bd         102.22±10.36bd

  NC             29.75±3.09    32.44±2.13           42.87±9.83

  NT             28.56±5.26    35.46±5.26           41.86±7.26

bP<0.01 vs  NC组(相同年龄段); dP<0.01 vs  NT组(相同年龄段).

表 2 小鼠血清TC, TG, LDL-C, FFA, apoB100, ALT及AST含量 (n  = 10, mean±SD)

     
项目     分组

        年龄(wk)

          10              14                       18

TC(mmol/L) T2DM             55.23±4.18bd   54.73±6.08bd           59.65±4.73bd

  NC               4.32±2.35      5.39±0.97             5.33±0.49

  NT               4.43±1.32      5.51±1.02             5.42±0.85

TG(mmol/L) T2DM             10.97±3.22bd   11.74±0.37bd           12.96±1.43bd

  NC               1.94±0.12      1.65±0.27             1.61±0.07

  NT               1.89±0.26      1.70±0.56             1.72±0.13

LDL-C(mmol/L) T2DM             47.21±3.90bd   49.47±6.10bd           49.81±2.44bd

  NC               3.72±0.22      3.13±0.54             3.24±0.19

  NT               3.56±1.56      3.56±0.54             3.35±0.25

FFA(mmol/L) T2DM               9.51±4.04bd     9.94±1.71bd           10.92±1.08bd

  NC               1.70±0.05      1.52±0.15             1.32±0.35

  NT               1.57±0.11      1.57±0.23             1.42±0.26

apoB100(g/L) T2DM               0.44±0.15bd     0.22±0.05             0.18±0.03ac

  NC               0.20±0.01      0.20±0.03             0.25±0.02

  NT               0.19±0.01      0.21±0.02             0.24±0.03

ALT(IU/L)  T2DM             87.32±11.08bd 102.11±12.11bd         130.21±4.52bd

  NC             42.50±3.08    46.30±2.05           51.51±6.52

  NT             40.25±3.26    45.85±1.26           53.56±5.36

AST(IU/L)  T2DM           120.11±9.90  145.30±5.21bd         206.50±24.11bd

  NC           117.21±11.21 102.31±12.41         138.30±17.42

  NT           114.26±8.59  110.56±10.26         129.59±12.97

aP<0.05, bP<0.01 vs  NC组(相同年龄段); cP<0.05, dP<0.01 vs  NT组(相同年龄段).
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的表达和apoB100分泌增加, 但是随着饱和脂

肪酸剂量的增加和处理时间的延长, 肝细胞出

现ERS过度反应并伴随apoB100和TG的分泌减

少. 本实验显示, 与基因表达水平一致, T2DM
小鼠血清apoB100的含量在10周龄时增加, 而
在18周龄时显著降低, 表明T2DM小鼠在脂肪

肝的形成过程中存在apoB100蛋白合成和分泌

的减少, 而ERS在这一过程中具有重要的调节

作用. 
这种apoB100分泌的减少, 可能是由于非

折叠的apoB100蛋白在内质网内大量积聚, 降
解增多的结果, 而这是通过ERS所参与的泛素

化蛋白质降解途径实现的[12,29]. Qiu et al [29]发现

用葡萄糖胺培养肝细胞所引发的apoB100分泌

的减少与GRP78的含量呈正相关, 同时可被蛋

白酶体抑制剂所阻止, 说明GRP78在内质网质

量控制和蛋白酶体降解途径中影响着apoB100
非折叠蛋白的降解. EDEM1是一种重要的内质

网相关性降解途径的标志分子[30-31]. 本实验中, 
T2DM小鼠在18周龄时肝脏GRP78和EDEM1 
mRNA表达水平均显著增加, 这表明肝脏内质

网相关性降解增强, 从而加速内质网内累积的

apoB100等非折叠蛋白的降解. 这也说明ERS在
降低T2DM小鼠肝脏apoB100和VLDL合成和分

泌、增加脂质积累方面具有重要作用, 加速了

脂肪肝的形成.
在T2DM发生过程中常常伴随着脂代谢异

常及肝细胞内脂质的累积, 从而引发ERS. 本实

验中T2DM小鼠肝脏ERS相关及脂肪酸合成基

因的表达明显上调. 在T2DM初期ERS通过增加

apoB100等的合成和分泌来应对肝脏内不断增

加的脂质积累, 从而保护肝脏. 但随着T2DM的

发展及肝脏脂质的积累, 将引发ERS过度反应. 
同时通过泛素化途径参与的内质网相关性降 
解[12], 加速内质网内未折叠apoB100蛋白的降解, 
导致apoB100水平降低, 加重肝脏脂质的积累.

总之 ,  E R S通过参与调节肝脏脂质及

apoB100等的合成与代谢过程, 在T2DM小鼠

脂肪肝形成和发展过程中起着重要作用. 因此, 
通过调控ERS反应的过程和程度, 可能为治疗

T2DM脂肪肝相关疾病提供新的策略.
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Abstract
AIM: To explore the cura t ive e f fec t s o f 
Lanyuzan granules on hepatic fibrosis in 
dimethylnitrosamine (DMN)-induced SD rat 
model and its mechanism.

METHODS: Forty-five female SD rats were ran-
domly divided into six groups: a control group 
(n = 5), a model group (n = 8), three treatment 
groups with different dosage of Lanyuzan gran-
ules (n = 8), and a positive control group (n = 8). 
In the following 30 days, an intraperitoneal injec-
tion of dimethylnitrosamine (DMN) 10 mg/kg 
was performed in five groups every three days, 
except in the control group. On the thirty-first 
day, the five indexes of hepatic function, serum 
concentrations of ALT, AST and ALB, the expres-
sions of a-smooth muscle actin (a-SMA) and ma-
trix metalloproteinase-2 (MMP-2) were measured. 
Moreover, pathological changes were observed 
on liver tissue with HE staining.

RESULTS: In liver fibrosis model group, serum 
concentrations of ALT and AST were significant-
ly higher and concentration of ALB was signifi-
cantly lower (P < 0.05), while significant increase 
in a-SMA expression and significant decrease 
in MMP-2 expression were observed compared 
with the normal group (182.042 ± 0.658 vs 60.879 
± 0.987; 145.612 ± 4.66 vs 74.824 ± 9.004; 16.078 ± 
0.633 vs 28.971 ± 0.443; 161.667 ± 26.766 vs 80.167 
± 10.135; 5.994 ± 1.360 vs 8.270 ± 0.289, all P < 
0.05). Decreased ALT and AST serum concentra-
tions, significantly increased ALB concentration, 
lowered a-SMA expression and elevated MMP-2 
expression in liver tissue, were observed in 
Lanyuzan granules treatment group compared 
with model control group (87.856 ± 8.526, 106.69 
± 0.987, 136.11 ± 0.329 vs 182.042 ± 0.658; 94.208 ± 
2.017, 107.602 ± 20.014, 118.847 ± 5.486 vs 145.612 
± 4.66; 23.412 ± 0.775, 19.653 ± 0.775, 18.635 ± 0.221 
vs 16.078 ± 0.633; 109.958 ± 3.607, 117.833 ± 6.600, 
119.833 ± 6.167 vs 161.667 ± 26.766; 11.610 ± 0.523, 
10.367 ± 0.714 vs 5.994 ± 1.360, all P < 0.05). No 
notable difference was observed between low 
dosage group and model control group. The 
pathological observation showed hepatic fibrosis 
was alleviated markedly.

CONCLUSION: Lanyuzan granules may play a 
part in the alleviation of inflammation and the 
protection of liver by markedly relieving and 
inhibiting the formation of hepatic fibrosis in-
duced by dimethylnitrosamine.

Key Words: Lanyuzan; Dimethylnitrosamine; He-
patic fibrosis
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摘要
目的: 探讨蓝玉簪颗粒对实验性二甲基亚硝
胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的SD大鼠
肝纤维化模型的治疗作用机制.  

方法: SD♀大鼠45只随机分为正常组, 模型组, 
蓝玉簪颗粒高、中、低治疗组, γ-干扰素阳

®

■背景资料
肝纤维化是发展
到肝硬化的必经
阶段, 是所有慢性
肝病晚期并发症
(门脉高压, 腹水, 
肝性脑病等)的共
同病理基础, 并与
肝癌有关. 目前最
积极有效的抗肝
纤维化的治疗措
施是去除病因与
治疗相结合, 预防
肝纤维化的发生, 
抑制肝纤维化进
展与促进肝纤维
化的降解.

■同行评议者
陈 国 凤 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第302医院感染
七科
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性对照组. 除正常组外, 其余各组大鼠均给予
10 mg/kg的剂量腹腔注射DMN, 隔天注射1次, 
连续30 d. 第31天, 检测各组大鼠血清中丙氨
酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶
(AST)、白蛋白(ALB)含量; 肝组织匀浆中a-
平滑肌肌动蛋白(a-SMA)、基质金属蛋白酶
-2(MMP-2)的含量. 应用HE染色观察各组大鼠
肝组织病理学变化. 

结果: 模型组大鼠血清中ALT、AST明显升高, 
ALB明显降低; 肝组织匀浆中a-SMA明显增
加、MMP-2降低, 与正常组比较有显著性差
异(182.042±0.658 vs  60.879±0.987; 145.612
±4.66 vs  74.824±9.004; 16.078±0.633 vs  
28.971±0.443; 161.667±26.766 vs  80.167
±10.135; 5.994±1.360 vs  8.270±0.289, 均
P <0.05); 蓝玉簪颗粒治疗组与模型组比较, 血
清ALT、AST降低, ALB增加; a-SMA降低, 
肝组织中MMP-2水平升高(87.856±8.526, 
106.69±0.987, 136.11±0.329 vs  182.042
±0.658; 94.208±2.017, 107.602±20.014, 
118.847±5.486 vs  145.612±4.66; 23.412±
0.775, 19.653±0.775, 18.635±0.221 vs  16.078
±0.633; 109.958±3.607, 117.833±6.600, 
119.833±6.167 vs  161.667±26.766; 11.610
±0.523, 10.367±0.714 vs  5.994±1.360, 均
P <0.05), 小剂量组与模型组MMP-2水平比较, 
差异无统计学意义. HE染色观察肝组织纤维
化分级和积分明显改善.

结论: 蓝玉簪颗粒可减轻肝脏炎症, 保护肝脏功
能, 减轻或抑制DMN诱导的肝纤维化的形成.

关键词: 蓝玉簪颗粒; 二甲基亚硝胺; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化是肝脏内纤维结缔组织异常增生, 细
胞外基质过度沉积的病理过程, 是慢性肝损伤

向肝硬化甚至原发性肝癌发展的中间环节[1]. 近
年来随着对肝纤维化形成、发生机制的不断深

入研究发现, 肝纤维化是可以逆转的[2-5]. 蓝玉簪

颗粒是由蓝玉簪、三七总苷等多种成分组成的

抗肝纤维化中药复方. 本研究通过建立二甲基

亚硝胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的大鼠

肝纤维化动物模型, 对大鼠血清中丙氨酸氨基

转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、白

蛋白(ALB)的含量; 大鼠肝组织匀浆中a-平滑肌

肌动蛋白(alpha-smooth muscle actin, a-SMA)、
基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, 
MMP-2)的含量进行测定, 以及观察肝纤维化

大鼠的肝组织病理切片的变化, 从减轻肝内炎

症、抑制肝星状细胞(hepatic star celll, HSC)激
活和促进胶原的降解方面探讨蓝玉簪颗粒在慢

性肝损伤、肝纤维化中的防治作用及作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀SD大鼠45只, 体质量180-200 g. 由中

国人民解放军第四军医大学实验动物中心提

供, 二级动物. 蓝玉簪颗粒为中国人民解放军第

四军医大学研制; 蓝玉簪颗粒大、中、小剂量

组分别为4、2、1 g/kg. γ-干扰素由中国人民解

放军第四军医大学生物技术中心赠送. 二甲基

亚硝胺为天津市化学试剂研究所产品. ALT、
A S T、A L B试剂盒为南京建成生物制品公司

产品. a-SMA、MMP-2抗体为美国Adlitteram 
Diagnostic Laboratories, Inc公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 实验动物处理: 将45只SD大鼠随机分为6
组, 除正常组5只外, 其余各组均为8只. 正常组: 
予ip生理盐水. DMN模型组: DMN 2 mL/(kg·d)ip, 
隔天注射1次, 连续30 d. 每天称质量1次, 根据体

质量调整DMN用量[6]. 蓝玉簪颗粒治疗组(大、

中、小剂量组)和阳性对照组(γ-干扰素治疗组): 
同模型组方法造模. 造模之日起, 同时给予蓝玉

簪颗粒ig, 蓝玉簪颗粒治疗组(大、中、小剂量

组)分别为生药4、2和1 g/kg, 阳性γ-干扰素15万
单位/kg肌肉注射, 观察动物的一般情况及死亡

情况. 30 d后于末次给药24 h断颈处死各组大鼠, 
腹主动脉取血, 离心取血清和肝脏组织备用.
1.2.2 血清学测定: 血清肝功能的检测采用752C
型紫外分光光度计完成,ALT、AST及ALB测定

按照试剂盒说明书操作.
1.2.3 肝脏病理学检查: 取右叶肝脏, 以100 g/L
甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包埋、切片, HE染色

做组织学检查. HE染色后按慢性肝炎分期分级

标准判定肝纤维化程度, 肝纤维化程度(S)0-4级. 
现在最常用的肝纤维化分期、分级标准参考, 
F0期: 无纤维化; F1期: 汇管区纤维增多, 中央区

及小叶内局限性纤维化; F2期: 汇管区周围纤维

化, 纤维间隔少量形成, 但小叶结构完整; F3期: 
纤维间隔形成伴有小叶结构紊乱, 无肝硬化; F4
期: 早期肝硬化[7]. 
1.2.4 肝组织a-SMA、MMP-2用ELISA法测定: 

■研发前沿
到目前为止, 国内
外学者在HF防治
药物方面的研究
已经在实验动物
模型上取得了重
要的进展, 研究思
路和药物靶点也
比较明确, 但是从
临床治疗来评估, 
HF防治药物研究
并未取得重大的
突破性进展.
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取肝在冰水中制成100 g/L匀浆, 按照试剂盒说

明书操作, 用酶标仪测定结果.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行数

据分析. 计量资料用mean±SD表示, 经方差齐性

检验后用方差分析, 组间均数比较用t检验. 计数

资料用秩和检验.

2  结果

2.1 一般状况 ip DMN第2周动物出现乏力、反

应迟钝、嗜睡、皮毛皱而不洁、进食减少、腹

泻、尿黄、个别大鼠趾甲易出血, 造模结束时5
只大鼠出现腹水. 模型组死亡2只; 蓝玉簪颗粒

治疗组有所改善, 大鼠活动好, 毛色有光泽, 小
剂量组死亡1只; 阳性对照组死亡1只.
2.2 血清学指标的改变 与正常组比较, 模型组

血清ALT和AST均明显增高, ALB明显降低, 差
异有显著性(P <0.05); 蓝玉簪颗粒能降低ALT、
AST, 增加ALB含量, 与模型组比较差异有显著

性(P <0.05, 表1).
2.3 肝脏病理形态改变 肉眼观察, 模型组与蓝玉

簪颗粒治疗组(小剂量组)颜色灰白, 质较硬. HE
染色后光镜下观察, 正常组大鼠HE染色肝细胞

结构清楚多成单核, 无细胞变性、坏死; 肝板条

索状以肝小叶中央静脉为中心成放射样排列, 
肝板间有少许极为纤细的网状纤维包绕肝窦, 
门脉区少有纤维分布. 模型组大鼠HE染色见肝

组织结构部分破坏、肝细胞普遍变性、水样变

性甚至气球样变性, 还可见程度、范围不等的

肝细胞坏死; 肝板排列紊乱, 部分肝小叶失去正

常结构; 汇管区大量胶原沉积, 可见相互连接的

纤维分隔重新分割肝小叶; 有较明显纤维组织

增生, 甚至有部分区域有早期肝硬化表现. 蓝玉

簪颗粒治疗组(大、中剂量组)在汇管区有胶原

沉积, 胶原染色显示结缔组织增生程度较模型

组减轻, 脂肪变性轻微; 蓝玉簪颗粒治疗组(小剂

量组)肝组织灶性破坏, 肝细胞变性、肝纤维化

较模型组稍微. 阳性对照组肝组织灶性破坏, 肝
细胞变性、肝纤维化较模型组稍微(表2).
2.4 肝组织a-SMA与MMP-2表达情况 ELISA
分析结果: 正常组a-SMA和MMP-2的阳性表达

很少, 甚至是阴性; 与其比较, 模型组的a-SMA
阳性表达明显增高(P <0.05), MMP-2表达很少

(P <0.05). 与模型组比较, 蓝玉簪颗粒治疗组的

a-SMA的表达量减少(P <0.05), MMP-2的表达量

增加(P <0.05, 表3).

■创新盘点
本研究中新发现: 
蓝玉簪和三七总
苷联合应用, 可减
轻肝脏炎症, 保护
肝脏功能, 减轻或
抑制DMN诱导的
肝纤维化的形成.

表 1 各组大鼠肝功能结果的比较 (mean±SD)

     
分组      n                    ALT(U/L)                  AST(U/L)                          ALB(g/L)

正常组     5 60.879±0.987          74.824±9.004 28.971±0.443

模型组     6         182.042±0.658a        145.612±4.66a  16.078±0.633a

蓝玉簪颗粒治疗组

    大剂量组    8 87.856±8.526ac          94.208±2.017ac 23.412±0.775ac

    中剂量组    8 106.69±0.987ac        107.602±20.014ac 19.653±0.775ac

    小剂量组    7 136.11±0.329ac        118.847±5.486ac 18.635±0.221ac

阳性对照组    7 90.879±0.987ac          97.114±11.357ac 20.984±0.313ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表 2 各组大鼠肝纤维化程度分级比较

     
分组                 n

      肝纤维化分级(n )

               S0        S1       S2       S3       S4

正常组     5        5        0        0        0        0

模型组a     6        0        0        1        2        3

蓝玉簪颗粒治疗组

    大剂量组d    8        0        4        2        1        1

    中剂量组d    8        0        3        3        1        1

    小剂量组d    7        0        3        2        1        1

阳性对照组d    7        0        4        2        1        0

aP<0.05 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.

表 3 各组肝匀浆a-SMA和MMP-2的检测结果 (mean±SD)

     分组                 n        a-SMA(ng/mL)      MMP-2(ng/mL)

正常组               5      80.167±10.135     8.270±0.289

模型组               6    161.667±26.766a    5.994±1.360a

蓝玉簪颗粒治疗组

    大剂量组             8    109.958±3.607ac   11.610±0.523ac

    中剂量组             8    117.833±6.600ac   10.367±0.714ac

    小剂量组             7    119.833±6.167ac     6.603±0.334a

阳性对照组             7    104.917±9.546ac   13.501±0.361ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.
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3  讨论

据流行病学调查: 我国是病毒性肝炎高发区, 仅
乙型肝炎病毒携带者就达1.3亿, 其中约有3000
万以上的慢性肝炎患者, 每年还有50-100万的新

发病例, 其中肝纤维化发生的年增长率为13.3%, 
25%-40%肝纤维化患者可进展为肝硬化, 有的

最终形成肝癌[8]. 肝纤维化形成机制复杂, 影响

因素多, 因此研制和开发安全、有效的抗肝纤

维化的药物成为迫在眉睫的任务. 目前疗效确

切、不良反应少的抗纤维化的西药很少. 近些

年来的研究表明, 中药在抗肝纤维化的治疗中

具有明显的优势, 我们通过前期的实验研究发

现, 中药复方蓝玉簪颗粒可减轻肝组织中脂质

过氧化反应, 清除氧自由基并抑制其生成, 并削

弱炎症反应, 减少炎症细胞的渗出, 在肝纤维化

形成的早期起到预防、治疗作用. 
DMN具有较强的肝毒性, 通过腹腔内向大

鼠体内注射DMN, 很快致肝细胞损伤, 使肝组织

发生明显的出血性坏死并伴有剧烈的炎症反应, 
可激发HSC的活化, 产生包括大量胶原成分在

内的细胞外基质, 长期反复注射会导致进行性

的肝纤维化乃至肝硬化, 伴有慢性肝功能障碍. 
DMN诱导的大鼠肝纤维化模型, 其病变具有进

展性、短期内不易自发恢复的特点, 是观察抗

肝纤维化药物治疗效果的最佳模型[9]. 因此, 我
们建立了DMN肝纤维化模型, 以观察蓝玉簪颗

粒防治肝纤维化的疗效并初步探讨其发生机制.
 现代研究认为, 肝星状细胞(hepatic stellate 

c e l l, H S C)是肝纤维化细胞机制的重要环节. 
活化的HSC是细胞外基质(extralelluar matrix, 
ECM)成分主要的细胞来源[10-15]. 正常时HSC处
于静止状态, 其代谢和功能不活跃. 但在病理情

况下, HSC不仅发生形态改变, 而且表现出明显

增殖、分泌细胞因子、合成大量ECM和产生蛋

白降解酶等功能变化, 这一系列变化被称为活

化[16-19]. 活化的HSC产生ECM, 细胞发生功能和

■应用要点
本研究运用二甲
基亚硝胺诱导大
鼠 肝 纤 维 化 ,  对
大 鼠 肝 组 织 中
的a-平滑肌肌动
蛋白(a-SMA)、
基 质 金 属 蛋 白
酶-2(MMP-2)的
含量进行测定有
助于进一步研究
肝纤维化的形成
和降解机制, 同时
也有助于阐明补
蓝玉簪颗粒抗肝
纤维化的机制.

图 1 各组动物肝组织切片HE染色结果. A: 正常组; B: 模型组; C: 蓝玉簪颗粒治疗组(大剂量组); D: 蓝玉簪颗粒治疗组(中剂

量组); E: 蓝玉簪颗粒治疗组(小剂量组); F: 阳性对照组.

A B

C D

E F
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表型改变, 转变为表达a-SMA的肌成纤维细胞

(myofibroblast, MFB), 后者合成ECM的能力显

著提高. a-SMA是公认的HSC活化标志[20-23]. 实
验研究显示, DMN致肝损伤后, 血清ALT水平明

显升高, AST水平有升高的趋势, 明显高于正常, 
HE染色观察到肝组织胶原大量沉积, 结果显示

肝纤维化明显, a-SMA有高表达, 大量分布在中

央静脉、汇管区和纤维间隔, 提示DMN有促进

HSC激活并迅速转型表达细胞因子和产生ECM
的作用. 给予蓝玉簪颗粒治疗后, 肝组织纤维化

程度明显减轻, a-SMA表达减弱, 表明蓝玉簪颗

粒能够抑制HSC激活和增殖, 减少胶原合成与沉

积, 达到抗纤维化的作用. 
 肝脏内胶原是肝纤维组织的基本成分, 在

肝纤维化形成过程中细胞外基质合成大量增加, 
而分解代谢相对低下, 是造成其沉积的重要原

因[19,24-26]. 改善分解代谢障碍, 促进胶原降解, 可
能是蓝玉簪颗粒抗肝纤维化的作用机制之一. 
近年来的研究发现, 细胞外基质的胶原可被多

种蛋白酶分解, MMP-2是其中一种已知的蛋白

酶. MMP-2又叫Ⅳ型胶原酶或明胶酶, 主要在造

血肝细胞、Kupffer细胞和窦内皮细胞中合成, 
并以无活性的酶原形式分泌, 随后通过其氨基

端被机体内有机泵裂解后而激活. 活化的Ⅳ型

胶原酶当降解明胶[27-29]. 实验结果显示: 模型组

大鼠MMP-2活性明显低于正常对照组, 病理观

察结果也证实模型组纤维增生严重. 给药4 wk
后, 蓝玉簪颗粒治疗组MMP-2活性上升, 提示蓝

玉簪颗粒可能有提高酶活性, 这有利于肝纤维

化时过多Ⅳ胶原的降解, 从而促进Ⅳ型胶原降

解的功能. 
本研究结果显示: 蓝玉簪颗粒治疗组的大

鼠血清中ALT和AST水平较模型组明显降低, 
ALB水平有所提高, 肝组织匀浆中a-SMA表达

减弱. 模型组大鼠MMP-2活性明显低于正常对

照组, 病理观察结果也证实模型组纤维增生严

重; 蓝玉簪颗粒治疗组MMP-2活性明显上升. 表
明蓝玉簪颗粒具有较好的减轻肝内炎症, 保护

肝细胞功能; 抑制HSC激活和增殖, 减少胶原合

成与沉积; 提高酶活性, 利于肝纤维化时过多Ⅳ

胶原的降解, 促进损伤肝细胞修复的作用, 而达

到预防及治疗肝纤维化的作用, 但是其抗肝纤

维化的机制需要进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism underlying 
preventing and treating hepatic cirrhosis with 
Hong Tian Gan Kang (HTGK) in mice.

METHODS: Sixty mice were divided randomly 
into 4 groups: normal control group, model 
control group, prevention group and treatment 
group. Except the mice in normal control group, 
all mice were given injection of CCl4 into ab-
dominal cavity that had been proved to induce 
experimental hepatic cirrhosis. In prevention 
group, mice were also given HTGK simultane-
ously by intragastric administration for 180 
days, whereas mice in treatment group were 
given HTGK 150 days after modeling. Liver tis-
sue and spleen tissue were made into sections 
stained with HE to evaluate the extent of liver 

cirrhosis and morphologic changes and to detect 
the expression of TGF-β1, IFN-γ, IgG, CD3 using 
immunohistochemistry.

RESULTS: Expression level of TGF-β1 in liver 
and spleen was markedly higher in model 
group than in control, prevention and treatment 
groups (F = 80.155, 120.850, both P < 0.05). The 
expression of IFN-γ and IgG was most obvious 
in treatment group, second in prevention group 
and least in model group (F = 53.584, 118.240, 
85.075, 105.566, all P < 0.05). Compared with 
model group, expression levels of CD3 in pre-
vention and treatment groups were significantly 
increased (F = 42.969, 69.775, both P < 0.05).

CONCLUSION: HTGK can improve the func-
tion of immune system so that it can prevent 
and cure hepatic cirrhosis effectively.

Key Words: Hepatic cirrhosis; Herbal-based medi-
cine; Transforming growth factor-β1; Interferon-
gamma

Hong Y, Yang RH, Xu Q, Jia HZ, Shi XL. Prevention 
and treatment of hepatic cirrhosis with herbal medicine 
Hongtian Gankang. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(1): 17-23

摘要
目的: 探讨植物药洪天肝康防治肝硬化的作
用机制. 

方法: 采用200 mL/L CCl4腹腔注射制备小鼠
肝硬化模型(模型组), 于模型制备的同时, 给
予洪天肝康灌服(预防组). 造模150 d后添加
洪天肝康灌服(治疗组). 取各组的肝、脾组
织 ,  采用H E染色观察肝硬化程度及肝、脾
组织的形态学变化; 免疫组织化学方法标记
TGF-β1、IFN-γ、IgG和CD3, 并用图像分析
仪进行定量分析. 

结果: 模型组小鼠的肝脏及脾脏TGF-β1的表
达较对照组明显增高, 预防组及治疗组肝脏
与脾脏中TGF-β1的表达均较模型组减少(F  = 
80.155, 120.850; 均P <0.05); IFN-γ和IgG在肝
脏及脾脏的表达以治疗组最为明显, 预防组

®

■背景资料
转化生长因子β1
是组织纤维化的
促进因子, 近年的
研究表明TGF-β1
还是重要的免疫
抑制因子 .  γ干扰
素是肝纤维化的
主要抑制因子, 同
时也是重要的免
疫调节因子. 但有
关上述两种细胞
因子对肝硬化时
免疫功能的影响
报道甚少.

■同行评议者
唐文富, 副主任医
师, 四川大学华西
医院中西医结合
科
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次之, 模型组极少出现(F  = 53.584, 118.240, 
85.075, 105.566, 均P <0.05); 预防组及治疗组
CD3在肝脏及脾脏的表达明显增高, 与模型
组相比有统计学意义(F  = 42.969, 69.775, 均
P <0.05). 

结论: 植物药洪天肝康对肝硬化模型小鼠机
体进行动态平衡的整体调节后, 可增强机体的
免疫防御功能, 从有效控制肝纤维化产生的角
度, 有效地防治肝硬化.

关键词: 肝硬化; 植物药; 转化生长因子β1; γ干扰素

洪艳, 杨锐华, 许晴, 贾洪章, 史小林. 植物药洪天肝康防治肝硬

化的作用机制. 世界华人消化杂志  2009; 17(1): 17-23

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/17.asp

0  引言

转化生长因子β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)是组织纤维化的促进因子, 近年的研

究表明TGF-β1还是重要的免疫抑制因子. γ干

扰素(interferon gamma, IFN-γ)是肝纤维化的主

要抑制因子, 同时也是重要的免疫调节因子. 目
前认为肝纤维化的形成与机体免疫功能间有密

切的相关性. 我们将应用免疫组织化学方法, 对
正常小鼠、肝硬化小鼠及应用植物药洪天肝康

(Hong Tian Gan Kang, HTGK)预防与治疗小鼠

肝硬化的各实验组进行肝和脾组织中TGF-β1、
IFN-γ、免疫球蛋白G(immunoglobulin G, IgG)、
细胞分化抗原3(cell differentiation antigen 3, 
CD3)的标记, 旨在探讨HTGK以增强机体免疫

系统功能的角度, 达到抗肝硬化的作用机制, 实
验结果将为植物药的临床应用提供有意义的实

验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年ICR小鼠100只, 体质量20-30 g, 购
于首都医科大学实验动物部, 标准饲料, 自由饮

水. 但造模过程中共有22只小鼠死亡, 故本实验

只选取60只小鼠, 随机分成4组, 对照组(5只)、模

型组(20只)、预防组(20只)及治疗组(15只). 200 
mL/L CCl4橄榄油溶液, HTGK是应用现代工艺

提取黄芪、半枝莲、白芍等纯植物原料中的皂

甙、黄酮等有效活性成分, 应用益气解毒, 扶正

祛邪的中医理论维持机体的动态平衡, 最终达到

防治肝硬化的目的. 兔抗鼠TGF-β1抗血清、兔

抗鼠IFN-γ和兔抗鼠CD3抗血清由武汉博士德生

物工程有限公司提供. 兔抗人IgG抗血清及生物

素抗兔IgG及SP复合物由北京中杉金桥生物工程

有限公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 给药及造模: 模型组小鼠按0.01 mL/kg ip 
200 mL/L CCl4橄榄油溶液, 5 d 1次, 预防组在ip 
200 mL/L CCl4橄榄油溶液的同时灌服HTGK每

天2次, 每次0.02 mg, 治疗组于模型组ip橄榄油

溶液150 d后开始灌服HTGK, 同时继续给予ip 
CCl4, 剂量同预防组, 对照组于同一时间灌服等

量蒸馏水.
1.2.2 取材及标本制作: 模型组、预防组于造

模第60、120、150、180 d, 治疗组于治疗30、
60、90 d分别处死小鼠(各时间点5只), 对照组与

模型组相同时间处死, 每次1只, 取肝、脾组织, 
Bouin液固定, 常规石蜡包埋, 制成4 µm厚的连

续间断切片, 每张切片至少贴3个标本. 标本间

隔40 µm. 
1.2.3 指标观察: HE染色观察肝、脾组织的组

织病理学的改变. 应用免疫组织化学SP法标记

TGF-β1、IFN-γ、IgG、CD3. 切片常规脱蜡至

水, 柠檬酸钠缓冲液热抗原修复, 30 g/L H2O2封

闭内源性过氧化物酶, 50 mL/L BSA溶液封闭, 
依次滴加兔抗鼠TGF-β1抗血清、IFN-γ和CD3
抗血清(工作浓度1∶100), 兔抗人IgG抗血清, 生
物素抗兔IgG及SP复合物, DAB显色. 阴性对照

以PBS代替TGF-β1抗血清. 
随机选取第60、120、150、180 d模型组和

预防组, 30、60、90 d治疗组小鼠肝脾切片, 各时

间点每只动物1张, 对照组每只动物1张, 在40×
物镜下, 每个标本随机选取5个视野, 用图像分析

系统检测免疫反应阳性细胞的平均吸光度(A).
统计学处理 所得数据用SPSS11.0统计软件

进行单因素方差分析及其相关性分析.

2  结果

2.1 各组小鼠光镜下肝脾病理变化 
2.1.1 肝组织: 对照组结构正常, 肝细胞索沿中央

静脉呈放射状排列, 肝细胞质丰富, 核圆形, 蓝
染. 模型组60 d, 正常的肝小叶结构消失, 肝血

窦不规则狭窄, 肝细胞排列紊乱, 肝细胞变性坏

死, 核固缩或溶解. 炎性细胞浸润明显, 纤维组

织增生. 随模型时间的延长, 肝脏病变进一步进

展, 肝细胞灶性坏死, 纤维组织呈条索样增生, 
纤维间隔内可见慢性炎性细胞浸润. 预防组肝

细胞空泡变性、坏死, 纤维组织增生较模型组

减轻, 仅汇管区有少量的纤维组织增生. 治疗组

■研发前沿
影响肝纤维化形
成的因素很多, 至
今尚未完全阐明. 
目前认为免疫因
素在肝纤维化的
形成及进展过程
中起重要作用, 但
其具体机制尚不
明确. 
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30 d, 门管区周围肝细胞广泛空泡变性或脂肪变

性, 核固缩, 中央静脉周围可见形态趋于正常的

肝细胞. 治疗组60 d和90 d, 变性坏死的肝细胞明

显减少, 取而代之的是大量形态近似正常的肝

细胞, 门管区可见较多纤维组织. 
2.1.2 脾组织: 对照组红髓、白髓结构正常, 模型

组红髓内可见较多含铁血黄素沉着, 纤维组织

明显增生. 白髓内淋巴小结结构不典型, 可见较

多变性坏死的淋巴细胞, 预防组病变较模型组

明显减轻, 红髓内纤维组织增生程度较轻. 治疗

组脾脏淋巴组织增多, 可见淋巴小结和生发中

心, 红髓内含铁血黄素及纤维组织均明显减少. 
2.2 各组小鼠免疫组织化学指标变化 免疫阳性

反应物存在于胞质或管腔内, 呈棕黄色或棕褐

色颗粒状, 阴性对照未见免疫反应物表达. 
2.2.1 各组小鼠TGF-β1免疫反应平均吸光度: 
表1显示不同时间段各组小鼠肝脏和脾脏内

TGF-β1免疫反应平均吸光度的变化. 
肝脏正常对照组中TGF-β1偶见表达, 模型

组TGF-β1阳性细胞数较对照组明显增多, 且主

要分布于被膜下、门管区、中央静脉旁等非实

质肝细胞内, 少数表达于肝细胞(图1A); 脾脏正

常对照组TGF-β1主要表达于淋巴细胞内, 模型

组TGF-β1阳性细胞的数量较正常组增多. 肝脏

与脾脏预防组及治疗组中TGF-β1阳性细胞的数

量均较模型组减少(图1B). 
2.2.2 各组小鼠IFN-γ免疫反应平均吸光度 表2显
示不同时间段各组小鼠肝脏和脾脏内IFN-γ免疫

表 1 各组小鼠肝脏和脾脏内TGF-β1免疫反应平均吸光度变化 (mean±SD)

     
分组         60 d  120 d          150 d                  180 d           治疗30 d         治疗60 d           治疗90 d

模型组 

    肝 0.24±0.029d    0.23±0.030d    0.24±0.032d    0.25±0.039d  -      -                     -

    脾 0.25±0.027d    0.31±0.026d    0.32±0.034d    0.33±0.028d  -      -                     - 

预防组

    肝 0.19±0.020a    0.19±0.020a    0.19±0.030a    0.18±0.030a  -      -                     - 

    脾 0.23±0.023a    0.22±0.027a    0.23±0.026a    0.20±0.020a  -      -                     - 

治疗组 

    肝        -  -         -  -      0.16±0.028    0.15±0.029    0.14±0.021

    脾        -  -         -  -      0.21±0.021    0.21±0.022    0.19±0.030

对照组 

    肝 0.14±0.017 -         -  -  -      -                     -

    脾 0.18±0.021 -         -  -  -      -                     -

aP<0.05 vs  对照组; dP<0.01 vs  对照组, 预防组和治疗组; F 肝 = 80.155, F 脾 = 120.850.

表 2 各组小鼠肝脏和脾脏内IFN-γ免疫反应平均吸光度变化 (mean±SD)

     
分组         60 d  120 d          150 d                  180 d           治疗30 d         治疗60 d           治疗90 d

模型组 

    肝 0.20±0.017a    0.21±0.023a    0.20±0.020a    0.21±0.024a  -      -                     - 

    脾 0.22±0.021a    0.23±0.023a    0.17±0.030a    0.18±0.022a  -      -                     -

预防组

    肝 0.23±0.002     0.25±0.032     0.24±0.031     0.24±0.024  -      -                     -

    脾 0.23±0.025     0.29±0.033     0.31±0.035     0.32±0.032   

治疗组 

    肝        -  -         -  -      0.24±0.019    0.26±0.026    0.26±0.026

    脾        -  -         -  -      0.23±0.029    0.31±0.031    0.31±0.032

对照组 

    肝 0.17±0.019 -         -  -  -      -                     -

    脾 0.30±0.028 -         -  -  -      -                     -

aP<0.05 vs  对照组、预防组(除脾预防60 d)和治疗组(除脾治疗30 d); F 肝 = 53.584, F 脾 = 118.240.

■相关报道
Gressner et al 研
究表明肝纤维化
小鼠肝脾组织内
TGF-β1的表达均
明显增高,  IFN-γ
在则在肝脏的表
达增高, 汪谦 et al
研究证实脾脏促
进了肝硬化的形
成, 其主要方式是
影响了多种细胞
因子的产生, 尤其
是促进TGF-β1的
表达. 
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反应平均吸光度的变化.
肝脏对照组IFN-γ在细胞内有少量表达; 模

型组IFN-γ表达较对照组增多, 主要分布于肝小

叶周边及门管区的间质细胞内, 少量分布于肝

细胞, 治疗组IFN-γ阳性细胞明显增多, 除门管

区间质细胞, 肝细胞内也有较多表达. 预防组各

时间点IFN-γ的表达未见明显增高. 脾脏对照组

IFN-γ主要表达于淋巴细胞及NK细胞, 数量较

多. 模型组各时间点IFN-γ的表达均明显降低(图
1C), 预防组60 d及治疗组30 d IFN-γ的表达与模

型组相似, 但随时间延长, 两组IFN-γ的表达均显

著增高(图1D). 
2.2.3 各组小鼠IgG免疫反应平均吸光度: 表3显
示不同时间段各组小鼠肝脏和脾脏内IFN-γ免疫

反应平均吸光度的变化.
肝脏对照组少有IgG的表达, 模型组IgG呈

现出弱阳性, 预防组及治疗组IgG的表达增多, 
并以治疗组最为明显, 主要分布于肝血窦、小

叶间静脉等血管腔内, 还可见少量分布于小叶

周边的IgG免疫反应阳性细胞. 脾脏对照组内有

较多IgG的表达, 主要出现在脾血窦腔内, 少数

定位于浆细胞胞质内, 模型组IgG的表达明显减

弱(图1E), 预防组和治疗组则显著增高(图1F), 
尤以治疗组为甚. 
2.2.4 各组小鼠CD3免疫反应平均吸光度: 表4显
示不同时间段各组小鼠肝脏和脾脏内IFN-γ免疫

反应平均吸光度的变化.
肝脏对照组很少有CD3的表达, 模型组CD3

■应用要点
本文的相关工作
为 免 疫 因 素 对
肝 硬 化 形 成 及
HTGK对其作用
的相关机制研究
提供了实验依据
和方向, 极具研究
价值和前景, 并为
肝硬化的预防、

治疗提供理论依
据.

表 3 各组小鼠肝脏和脾脏内IgG免疫反应平均吸光度变化 (mean±SD)

     
分组         60 d  120 d          150 d                  180 d          治疗30 d          治疗60 d           治疗90 d

模型组 

    肝 0.14±0.028a    0.15±0.028a    0.14±0.023a    0.15±0.025a  -      -                     - 

    脾 0.16±0.025a    0.15±0.027a    0.15±0.025a    0.16±0.022a  -      -                     - 

预防组

    肝 0.15±0.027     0.20±0.022     0.21±0.028     0.22±0.028  -      -                     - 

    脾 0.15±0.021     0.18±0.034     0.21±0.028     0.21±0.028  -      -                     - 

治疗组 

    肝        -  -         -  -   0.23±0.026c    0.26±0.031c    0.26±0.025c

    脾        -  -         -  -   0.28±0.024c    0.27±0.028c    0.25±0.029c

对照组 

    肝 0.13±0.031 -         -  -  -      -                     -

    脾 0.16±0.027 -         -  -  -      -                     -

aP<0.05 vs  对照组、预防组(除预防60 d)和治疗组, cP<0.05 vs  对照组; F 肝 = 85.075, F 脾 = 105.566.

表 4 各组小鼠肝脏和脾脏内CD3免疫反应平均吸光度变化 (mean±SD)

     
分组         60 d  120 d          150 d                  180 d           治疗30 d        治疗60 d           治疗90 d

模型组 

    肝 0.16±0.017     0.18±0.015a    0.18±0.017a    0.19±0.021a  -      -                     - 

    脾 0.18±0.015     0.16±0.015a    0.16±0.016a    0.15±0.011a  -      -                     - 

预防组

    肝 0.21±0.014c    0.23±0.016c    0.22±0.034c    0.24±0.033c  -      -                     - 

    脾 0.22±0.017c    0.24±0.017c    0.23±0.018c    0.24±0.031c  -      -                     - 

治疗组 

    肝        -  -         -  -   0.21±0.028c    0.22±0.020c    0.23±0.041c

    脾        -  -         -  -   0.26±0.015c    0.25±0.018c    0.26±0.021c

对照组 

    肝 0.16±0.020 -         -  -  -      -                     -

    脾 0.18±0.016 -         -  -  -      -                     -

aP<0.05 vs  对照组、预防组和治疗组, cP<0.05 vs  对照组; F 肝 = 42.969, F 脾 = 69.775.
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的表达增多, 主要分布于小叶周边间质细胞内

(图1G). 预防组与治疗组CD3的表达增多明显

(图1H), 主要表达于淋巴细胞及间质细胞. 正常

脾脏CD3主要表达于淋巴细胞, 模型组CD3阳性

细胞较对照组明显减少, 而预防组与治疗组较

模型组明显增多. 
2.2.6 调控因子间的相关性: 各组肝脾组织内

TGF-β1的表达均与IFN-γ、IgG及CD3呈负相关

关系(P <0.05). 肝脏内IFN-γ与IgG、CD3的表达

成正相关关系(P <0.05, 图2).

3  讨论

肝纤维化是多种慢性肝病向肝硬化发展的必经

阶段, 主要表现为细胞外基质的过度沉积. 造成

20 µm

20 µm 20 µm
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20 µm 20 µm

20 µm 20 µm

A B
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G H

图 1 各组肝硬化小鼠免疫组织化学TGF-β1、IFN-γ、IgG及CD3的表达(免疫组化染色). A: CCl4中毒150 d小鼠肝脏, TGF-β1

在肝间质细胞和肝细胞内表达增强; B: HTGK治疗肝纤维化小鼠60 d肝脏, TGF-β1表达明显减弱, 仅出现于门管区间质细胞

内; C: CCl4中毒150 d小鼠脾脏, IFN-γ表达量少; D: HTGK预防肝硬化小鼠150 d脾脏, IFN-γ表达明显增多; E: CCl4中毒150 d

小鼠脾脏, IgG表达量少; F: HTGK治疗60 d肝硬化小鼠脾脏, IgG表达明显增多; G: CCl4中毒120 d肝硬化小鼠肝脏, CD3阳性

细胞数量较少, 主要分布于门管区; H: HTGK预防肝硬化小鼠120 d肝脏, CD3阳性细胞数量明显增多.

■同行评价
本文具有较强科
学性和可读性, 并
创新性的探索中
药制剂防治肝硬
化的机制, 值得鼓
励, 但中医理论和
中药方剂的理论
与解释稍差.
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肝纤维化形成的因素很多, 至今尚未完全阐明. 
有资料表明, 肝纤维化的形成与机体免疫功能

间密切相关. TGF-β1是重要的免疫抑制因子, 在
脾脏内由Th3细胞分泌, 其作用主要表现在抑制

T细胞增殖、抑制NK细胞对激活的肝星状细胞

的细胞毒作用, 限制细胞毒性T细胞的反应, 抑
制IL-2、IFN-γ的产生等[1-3]. IFN-γ属Th1源性细

胞因子, 可通过抑制肝星状细胞的激活和阻断

TGF-β1的信号转导, 减少细胞外基质的合成, 抑
制肝纤维化[4-6]. 联合应用IFN-γ和血管紧张素转

化酶抑制剂几乎可完全阻抑肝纤维化的发展[7]. 
本实验结果显示, CCl4中毒引起肝纤维化小

鼠肝脾组织内TGF-β1的表达均较正常对照组明

显增高, IFN-γ在肝脏的表达增高, 在脾脏则表达

降低, IgG在肝脏及脾脏的表达均明显减少, CD3
在肝脏的表达增加, 脾脏的表达减少. TGF-β1的
表达与IFN-γ、IgG呈负相关关系. 肝脏内IFN-γ
与IgG、CD3的表达呈正相关. 这与以往的研究

结果相似[8], 说明脾脏内Th3细胞增多, 抑制Th1/
Th2细胞的活化增生, 从而导致机体免疫功能低

下. 提示脾脏可能通过TGF-β1的表达促进肝纤

维化的形成; 汪谦 et al研究也表明脾脏在肝硬化

过程中促进TGF-β1的表达[9]. IFN-γ在肝脏的表

达增高与潘海波 et al [10]的报道一致, 说明由于肝

内细胞外基质的沉积增多, 刺激机体促进IFN-γ
分泌增多, 从而制衡肝纤维化的发展. IFN-γ在脾

脏的表达降低表明Th1细胞因子含量减少, 提示

Th2细胞因子优势表达; Th1/Th2细胞及其细胞

因子网络的调节对维持机体正常的免疫功能至

关重要. Th1细胞主要引起T淋巴细胞介导的细

胞毒作用(CTL)和细胞免疫, Th2细胞主要功能

为促进体液免疫反应, 研究证实, Th1/Th2细胞能

相互拮抗, Th1细胞通过分泌IFN-γ抑制Th2极化, 
Th2细胞也能通过分泌IL-4限制Th1型反应[11-12]. 
Th1/Th2细胞的失衡导致细胞免疫功能低下, 促

进肝纤维化的形成[13]. Th2细胞因子能增强前胶

原1, 3及基质金属蛋白酶2(MMP2)、MMP9和金

属蛋白酶组织抑制剂(TIMPs)的基因转录, 进一

步促进肝纤维化的发展[14]. 
中医学是以阴阳五行、脏腑经络理论为构

架, 反应人与环境关系的整体论. 即以调整机体

的整体状态, 而达到治疗某种疾病的目的. 肝纤

维化病机关健为: 湿热疫毒残留难尽是启动因

子和持续因素, 正气虚弱是内因和转归, 淤血阻

络是病理基础, 肝病传脾是必然演变过程. 因
此在肝纤维化的治疗上中医强调“顾正气”

和“攻补兼施”[15]. HTGK属纯植物药, 运用益

气解毒, 扶正祛邪的中医理论, 以现代工艺提取

黄芪、半枝莲、白芍等纯植物原料中的皂甙、

黄酮等有效的活性成分, 来维持机体的动态平

衡. 本实验结果显示治疗组与预防组肝纤维化

程度减轻, 表明HTGK具有明确的抗纤维化作

用. 结果证实经HTGK预防和治疗后肝脾组织

内TGF-β1的表达明显减少, IFN-γ的表达明显

增多, IgG与CD3的表达均明显增高. TGF-β1与
IFN-γ、IgG和CD3呈负相关关系, 说明Th1细胞

数量增多, Th3细胞数量减少, TGF-β1的免疫抑

制作用降低, Th1/Th2细胞的失衡状态得到改

善, 细胞免疫和体液免疫功能均明显增强. 提
示HTGK抗纤维化作用的机制可能是通过促进

IFN-γ的分泌, 抑制TGF-β1的表达, 恢复Th1/Th2
细胞因子网络的平衡状态, 从而达到防治肝硬

化的目的.  
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写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 
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Abstract
AIM: To examine the role of oxidative stress in 
intestinal mucosal barrier damage during ANP, 
and to explore the putative mechanism of HIF-
1α during this process.

METHODS: Male Wistar rats were divided 
randomly into three groups: group A (n = 18) 
and B (n = 18) served as ANP models, group 
C (n = 10) was designated as a normal control 
(sham operation). In group A and C, rats were 
treated with normal saline therapy, while 
in group B, rats were treated with DMSO 
therapy. During the observation period, the 
morphological changes of intestinal mucosa 
and pancreatic tissue were observed, and 
the intestinal permeability was evaluated by 
FITC-labeled Dextran method and DAO activ-
ity detection. The activities of SOD, MPO and 
the level of MDA and GSH were measured 

and also the expression of HIF-1α protein was 
assayed. 

RESULTS: During the observation period of 
ANP, the intestinal mucosal barrier function 
was damaged seriously and the intestinal per-
meability was increased. As early as 6h, the 
DAO activity in the mucosa was decreased ob-
viously (0.43 ± 0.07 U/L vs 0.91 ± 0.11 U/L, P 
< 0.05) while was attenuated by administration 
of DMSO. In the serum, the detection of DAO 
activity showed an opposite results. Also in 
ANP group, the activity of SOD and the level 
of GSH were highly decreased (SOD: 12.12 ± 
2.24 U/mg vs 25.12 ± 3.86 U/mg; GSH: 160.75 
± 24.25 mg/g vs 412.45 ± 45.60 mg/g, both P < 
0.01), while the activity of MPO and the level 
of MDA were markedly increased (MPO: 1.32 
± 0.18 U/mg vs 0.63 ± 0.11 U/mg; MDA: 2.85 
± 0.21 nmol/mg vs 1.34 ± 0.12 nmol/mg, both 
P < 0.01). However, administration of DMSO 
attenuated the damage to some extent, and mu-
cosal barrier function was improved (P < 0.05). 
And the injury induced by oxidative stress was 
limited to some extent (P < 0.05). Western blot 
showed the expression of HIF-1α protein was 
up-regulated with ANP while down-regulated 
with DMSO. 

CONCLUSION: The intestinal mucosal bar-
rier is damaged during the process of ANP; 
oxidative stress plays an important role in the 
damage to mucosal barrier and OFR scavenger 
could maintain the integrity of mucosal bar-
rier structure and function; HIF-1α is involved 
in the protection effect on intestinal mucosal 
barrier under hypoxia induced by ANP, which 
could be regulated through attenuating the 
mucosal barrier damage when OFR scavenger 
is used. 

Key Words: Acute necrotic pancreatitis; Intestinal 
mucosal barrier; Oxidative stress; Hypoxia-induci-
ble factor-1α; Oxygen free radical

Cui PL, Lv D, Zhang J, Yao SW, Wang YB, Yang ZX. 
Oxidative stress damage and HIF-1α expression in rat 
intestinal mucosa during acute necrotic pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 24-30

®

■背景资料
肠黏膜屏障是维
持机体内环境的
重要部分, 其破坏
可引起严重的全
身炎症反应, 最终
可引起多脏器衰
竭. 

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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摘要
目的: 探讨急性坏死性胰腺炎(ANP)时肠黏膜
屏障的氧化应激损伤和HIF-1α的表达, 及其
与黏膜损伤的关系. 

方法: ♂Wistar大鼠随机分为3组, A组(ANP
组, n  = 18), 诱导ANP模型; B组(DMSO组, n  = 
18), 诱导ANP前, 使用二甲基亚砜(DMSO)预
处理组; C组(con组, n  = 10)假手术组. A和C组
术前30 min皮下注射生理盐水(0.2 mL/kg体质
量), B组动物术前30 min皮下注射同等剂量的
DMSO(0.2 mL/kg体质量), 并且实验前30 min
每只动物饲入60 mg/100 g体质量的FITC-右
旋糖酐. 动物分别在手术后0, 6, 24 h点心脏取
血后处死, 分别取胰头和末端回肠3-5 cm. 观
察胰腺和肠黏膜组织形态学改变, 测定肠黏膜
组织中DAO、SOD、GSH、MPO、MDA含
量, Western-blot测定肠黏膜中HIF-1α的表达, 
并检测血清中二氨氧化酶(DAO)活性及FITC
浓度.  

结果: ANP时大鼠肠黏膜屏障功能严重破坏, 
肠道通透性明显增加. A N P组6 h时黏膜中
DAO的活性已经明显下降(0.43±0.07 U/L vs  
0.91±0.11 U/L, P <0.05), DMSO处理后DAO
活性下降受抑. 而血清中测定DAO活性正好
相反. ANP组6 h黏膜组织中SOD、GSH活性
就已有明显下降, 12 h最为明显(SOD: 12.12
±2.24 U/mg vs  25.12±3.86 U/mg; GSH: 
160.75±24.25 mg/g vs  412.45±45.60 mg/g, 均
P <0.01), 而MPO活性及MDA浓度明显升高
(MPO: 1.32±0.18 U/mg vs  0.63±0.11 U/mg; 
MDA: 2.85±0.21 nmol/mg vs  1.34±0.12 
nmol/mg, 均P <0.01), 观察期限内一直处在较
高水平. DMSO预处理组动物肠黏膜通透性有
所改善, 但仍然高于正常(P <0.05). 使用DMSO
后, 氧化应激反应及其产物有所减弱, 但仍然
高于正常(P <0.05). ANP时HIF-1α表达明显增
加, 而DMSO的使用可使HIF-1α高表达下调. 

结论: ANP时肠黏膜屏障结构和功能存在严
重破坏; 氧化应激损伤是肠黏膜屏障损伤的一
个重要因素, 而清除氧自由基能一定程度上减
轻肠黏膜屏障损伤并能维护其功能; HIF-1α参
与ANP肠黏膜屏障的修复和维持, 清除氧自由
基减轻肠黏膜损伤可以调节HIF-1α表达. 

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 肠黏膜屏障; 氧化应

激; 低氧诱导因子-1α; 氧自由基
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0  引言

肠黏膜屏障一般是由机械、免疫、生物和化学

屏障4部分构成, 是维持机体内环境稳定的重要

器官之一[1-3]. 肠黏膜屏障的功能受损, 可引起肠

道细菌的易位, 诱发肠源性感染, 继而可诱发全

身炎性反应综合征, 甚至诱发多脏器功能不全

和衰竭[4-6]. 而在众多严重疾病和创伤过程中, 肠
黏膜屏障都会受到不同程度的损伤, 尤常见于

急性坏死性胰腺炎[7-8]. 肠黏膜屏障损伤的机制

也极为复杂, 缺血缺氧、理化免疫因素、肠道

菌群的微生态变化、氧自由基及其他炎性介质

等多种因素均参与其中[5,9]. 已经有大量研究表

明在肠黏膜屏障损伤时, 氧化应激产物明显升

高, 而抗氧化剂治疗可以一定程度上减轻损伤, 
我们前期研究工作也已经充分证实[10-12]. 但是在

氧自由基如何损伤肠黏膜屏障机制方面目前研

究还不够深入. HIF-1α虽发现于肿瘤细胞, 与机

体许多重大缺血缺氧性疾病的病理生理有关, 
并与肠黏膜屏障结构和功能的修复和维持关系

密切[13-15]. 本研究就为了探讨急性坏死性胰腺炎

时肠黏膜屏障的氧化应激损伤和HIF-1α表达, 
旨在深入探讨其两者之间与黏膜损伤有无关联. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠、FITC-右旋糖苷, DAO、

SOD、GSH、MPO、MDA检测试剂盒购自北京

化学试剂公司, 组织细胞裂解液、丙烯酰胺、

N,N-亚甲双丙烯酰胺购自美国Sigma公司, HIF-
1α兔多克隆抗体、β-actin鼠多克隆抗体、羊抗

兔多克隆抗体、羊抗鼠多克隆抗体购自美国

Santa Cruz公司, 低温组织匀浆机、高速台式冷

冻离心机、垂直电泳槽、电转移装置、电泳

仪、PVDF膜、ECL化学发光成像系统, 荧光及

普通分光光度仪等由北京市神经外科研究所和

中国医学科学院国家重点分子生物实验室提供. 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组:  动物模型采用传统的逆行胰

胆管注射法诱导急性坏死性胰腺炎(50 g/L牛磺

胆酸钠)[16]. ♂Wistar大鼠(体质量250-300 g), 实验

前禁食(自由饮水)12 h, 随机数字法分为3组, A组

为急性坏死性胰腺炎组(ANP), n = 18; B组二甲

基亚砜(DMSO)处理组(DMSO),  n = 18; C组为假

手术组(对照组), n  = 10. 术前30 min B组动物皮

■研发前沿
本文主要研究氧
化应激在ANP伴
发的肠黏膜屏障
损伤时所起的作
用, 氧自由基清除
剂能否减轻黏膜
屏障损伤, 并进一
步探讨减轻氧化
应激损伤与HIF-
1α表达有无关联. 
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下注射DMSO(0.2 mL/kg体质量), A组和C组注射

同等量的生理盐水(0.2 mL/kg体质量). 动物分别

在手术后0, 6, 24 h点杀死, 取末端回肠3-5 cm, 剔
除系膜, 清除肠内容物后取黏膜组织放入液氮中

保存, 随即进行以下实验. 
1.2.2 胰腺和肠黏膜组织细胞形态学观察: 动物

处死后, 分别取胰头和末端回肠部分, 各分成两

部分, 一部分普通光镜检查, 一部分放入20 g/L戊
二醛固定液中送电镜检查. 
1.2.3 肠黏膜通透性的测定:  肠壁通透性用FITC
标记的右旋糖酐法测定[17]. 实验前30 min每只动

物饲入60 mg/100 g体质量的FITC-右旋糖酐(4000 
kDa, 80 g/L), 杀死动物前心脏取血测定血清中

FITC浓度及血清中DAO的活性, 同时, 测定肠黏

膜组织中的DAO活性. 
1.2.4 肠黏膜组织中氧自由基产物的测定: 从液

氮中取冻存的新鲜黏膜组织200 mg, 在液氮预

冷的研钵中研碎组织后, 加入冰生理盐水, 在低

温组织匀浆机按需制备100 g/L和10 g/L的组织

匀浆, 3000 r/min, 10 min后去上清液备用. 按试

剂盒说明书严格操作, 测定黏膜组织中的丙二

醛(SOD)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽

(GSH). 
1.2.5 黏膜组织中HIF-1α蛋白的测定: 取冻存的

新鲜肠黏膜组织200 mg, 同样在液氮预冷的研

钵中研碎, 加入组织细胞裂解液(含蛋白酶抑 制
剂), 冰上放置20 min, 13 000 r/min低温下离心15 
min, 取上清, 用Bradford法进行蛋白定量后分装, 
放入-80℃冰箱保存. 用免疫印迹法测定总蛋白

中HIF-1α含量, 简单步骤如下: 首先SDS-PAGE进
行蛋白分离, 再低温下(4℃)转移到PDVF膜上进行

免疫杂交, 用50 g/L牛奶封闭液封闭非特异性抗原

位点, PBST清洗后4℃孵育一抗溶液(1∶500)过夜, 
然后加二抗溶液(1∶10 000)孵育1-2 h, 用ECL化学

发光法显色并测定分析(GBISC, gene bio imaging 
system for chemiluminescence). 

统计学处理 使用SPSS10.0软件包对数据进

行处理, 所有数据均以mean±SD表示, 符合正态

分布的进行t检验或ANOVA, 非正态分布资料用

秩和检验; P <0.05被认为具有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺组织形态学 ANP组胰腺组织病变严重, 
间质水肿, 小叶结构凌乱, 可见大片出血和坏死

灶, 并可见炎性细胞浸润, 24 h已可见明显钙化

灶. DMSO处理组胰腺腺小叶结构病变有所减

轻, 出血坏死较同期A组动物轻, 多为小灶性坏

死, 间质中炎性细胞浸润较轻(图1). 
2.2 黏膜组织细胞形态学 光镜下见A组肠绒毛从

肿胀、缩短、增粗到倒伏、融合、破损甚至断

裂剥脱, 固有层裸露. B组损伤较同期A组轻. C
组为正常肠绒毛结构. 

电镜下A组小肠黏膜上皮表面糖衣层消失, 
线粒体肿胀, 结构不清晰. 粗面内质网和滑面内

质网呈不同程度扩张. 细胞间连接部分增宽. 随
着时间延长, 细胞间连接破坏严重, 可见凋亡

细胞. 肠黏膜绒毛可见不同程度排列稀疏、断

裂、脱落、缺损, 似“破棉絮”样改变, 重者微

绒毛广泛脱落, 其顶端呈 “花瓣状”. B组肠绒

毛结构及黏膜细胞损伤较同期A组轻, 绒毛结构

基本完整(图2). 
2.3 D M S O能改善大鼠A N P时肠黏膜通透性 
ANP时大鼠肠黏膜屏障功能严重破坏, 肠道通

透性明显增加, FITC-Dextran外渗明显增加, 观
察期限内12 h最为明显(P <0.01). DMSO预处理

图 1 胰腺组织形态学观察. A: ANP组(×200); B: DMSO组

(×200); C: 正常组(×100).

A

B

C

■相关报道
已经有部分研究
危重疾病伴发的
肠黏膜屏障的损
伤机制, 涉及内容
较多, 其中对氧化
应激损伤比较笼
统 ,  缺 乏 具 体 研
究. HIF-1α与黏膜
屏障的维护已有
报道, 且与OFR之
间的关系研究较
为复杂, 在体外实
验中, OFR能降低
HIF-1α的表达, 可
能与转录后调控
有关, 但在体内目
前比较复杂, 因除
能保护细胞外, 本
身还是一种炎性
因子参与炎症反
应. 
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组动物肠黏膜通透性有所改善(P <0.05), 但仍然

高于正常(P <0.05, 图3). 黏膜组织中DAO活性

检测结果显示, ANP 6 h时黏膜中DAO的活性已

经明显下降(P <0.05), DMSO处理后DAO活性

下降受抑(P <0.05). 而血清中测定DAO活性正

好相反, ANP组明显升高(P <0.05), 在DMSO处

理组明显低于ANP组(P <0.05), 但仍然高于正常

(P <0.05, 表1). 
2.4 肠黏膜组织中SOD、GSH、MPO、MDA
浓度 观察期限内, ANP组6 h黏膜组织中SOD、

GSH活性就已有明显下降, 12 h最为明显(ANP
组 vs  对照组, SOD 12.12 ±2.24 U/mg vs  25.12±
3.86 U/mg和GSH 160.75±24.25 mg/g vs  412.45
±45.60 mg/g, P<0.01), 而MPO活性及MDA浓度

明显升高(ANP vs  对照组, MPO 1.32±0.18 U/mg 
vs  0.63+0.11 U/mg和 MDA 2.85±0.21 nmol/mg 
vs  1.34±0.12 nmol/mg, P<0.01), 观察期限内一直

处在较高水平(图4). 使用DMSO后, 氧化应激反

应及其产物有所减弱(P <0.05), 但仍然高于正常

(P<0.05, 图4). 
2.5 HIF-1α的表达 正常的小肠黏膜组织中, HIF-
1α也有轻微表达 ,  与黏膜细胞处于缺氧状态

有关, ANP时HIF-1α表达明显增加(P <0.05), 而
DMSO的使用可以使HIF-1α高表达下调(图5), 
说明DMSO可以通过清除氧自由基减轻肠黏膜

损伤改善缺血缺氧状况, 使HIF-1α表达下调, 但
维持在较高水平(P <0.05). 

3  讨论

胰腺和继发其他器官感染目前仍是ANP患者的

主要死亡原因, 占80%以上[18-19]. 肠道是机体内

最大的细菌和内毒素储存库, 正常情况下由于

完整的黏膜屏障功能, 并不损害机体健康. 但在

众多危重疾病包括ANP时, 肠道黏膜屏障功能

受损, 肠道通透性增加, 导致肠道内细菌和内毒

素移位进入血液和腹腔, 从而进一步激发炎症

级联反应, 诱发SIRS, 最终导致MODS、MOF直
至死亡[8,20-22]. 而在ANP并发肠黏膜屏障损伤的

种种机制中, 由于缺血缺氧、再灌注的多种原

因产生的大量氧自由基是引起肠黏膜屏障损伤

的一个重要因素. 我们在前期实验中已经初步

证实氧自由基在ANP发病和并发的肠黏膜损伤

中重要作用, 并预防性使用氧自由基清除剂取

得一定的治疗效果, 但研究不够深入. 

75KV ×4000 4000 nm 75KV ×5000 3000 nm 75KV ×5000 1600 nm

图 2 电镜下肠黏膜细胞及绒毛变化. A: ANP组(×4000); B: DMSO组(×5000); C: 正常组(×10 000).

CBA

■创新盘点
ANP时肠黏膜屏
障损伤机制复杂, 
目前研究虽多但
无具体, 本文就氧
化应激一个方面
对肠黏膜屏障的
损伤机制进行探
讨 ,  并 阐 明 其 与
HIF-1α表达调节
关系. 
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图 3 大鼠肠黏膜通透性变化. aP<0.05, bP<0.01.

ANP DMSO Control

表 1 大鼠血清及肠黏膜组织匀浆中DAO活性 (U/L)

     
                                              血清                                                              肠黏膜组织匀浆 

                                0 h          6 h                       12 h                    0  h                 6 h         12 h

正常组      1.26±0.32           1.30±0.23           1.18±0.27           0.95±0.06           0.91±0.11          0.89±0.13

ANP      1.19±0.30           3.12±0.43a          3.89±0.64b          0.93±0.02           0.43±0.07a         0.37±0.10b

DMSO      1.17±0.28           2.32±0.48c          3.12±0.56c          0.88±0.04           0.65±0.05c         0.58±0.15c

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  ANP.

分组
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本研究中我们同样制作了ANP动物模型, 形
态学上从普通光镜到电镜下黏膜细胞、细胞间

连接及肠微绒毛等超微结构上证实黏膜屏障结

构受到严重破坏, 并通过FITC-Dextran外渗实验

观察的肠道的通透性明显增加, 进一步证实黏

膜屏障功能严重受损. DAO存在哺乳动物动物

的黏膜和绒毛上层, 其中大部分存在于小肠黏

膜绒毛, 其活性与绒毛高度和黏膜细胞合成核

酸和蛋白相关, 是反映小肠黏膜屏障结构和功

能理想指标. 本研究中小肠黏膜组织中DAO活

性明显下降, 与此对应的血清中DAO活性上升, 
提示黏膜屏障被破坏, DAO大量释放入血. 

肠道拥有大量的黄嘌呤脱氢氧化酶系统

(XO), 当严重应激出现后, 肠道黏膜缺血损伤造

成黏膜炎症, 就会通过黄嘌呤氧化脱氢酶(XD)
系统产生氧自由基[23-24]. 另外, 在再灌注出现后

被多种因素激活中性粒细胞(PMN)通过细胞膜

上的NADPH氧化酶, 诱导呼吸爆发(respiratory 
burst)产生, 释放大量的氧自由基及其衍生的生

物活性物质, 进一步造成组织的严重损伤[25-27]. 
另外应激状态下抑制体内的重要抗氧化谷胱甘

肽氧化还原系统明显受到抑制[28-29], 使清除氧

自由基能力降低, 最终导致大量毒性氧自由基

在组织细胞内堆积, 致使细胞的脂质过氧化, 从
而使细胞蜕变, 最终引起细胞死亡. 另外激活的

中性粒细胞还可以分泌血管活性物质如前列腺

素、白三烯等均可使使炎症进一步加重, 继发

恶性循环[30]. 本研究中检测ANP时肠黏膜组织

中抗氧化物质中SOD和GSH活性明显减弱, 而
MDA含量明显增高, 证实大量氧自由基损伤黏

膜组织, 机体内的抗氧化系统消耗并受抑. 而
DMSO是一种有效的氧自由基清除剂, 本研究中

发现预防使用DMSO后, 可明显减轻肠黏膜的损

伤, 能有效的清除氧自由基, 改善体内氧化-还原

系统的失衡, 减轻氧自由基对黏膜组织细胞的

损伤, 改善肠黏膜的通透性, 从而有效的维护肠

黏膜屏障结构和功能的完整性. MPO与激活的

中性粒细胞产生的“呼吸爆发”密切相关[31], 本
实验中也发现ANP时MPO活性明显增强, 提示

中性粒细胞大量蓄集在肠黏膜组织中, 呼吸爆

发产生大量的氧自由基和其他活性物质, 对黏

膜结构和功能造成严重损伤. DMSO的使用同样

可以部分组织呼吸爆发的产生, 尤其是在6 h时. 
H I F-1作为核转录因子, 参与机体内许多

图 4 肠黏膜组中SOD、GSH、MPO、MDA变化. A: SOD; B: GSH; C: MPO; D: MDA, aP<0.05, bP<0.01.
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结果, 统计数据来自四次不同的具有代表性实验结果, aP<0.05, bP<0.01.
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与低氧反应基因的调节, 包括120 kDa的α亚基

和91-94 kDa的β亚基, α亚基(HIF-1α)蛋白受低

氧调控, 常氧时可被蛋白酶体降解; 低氧或存

在过渡金属(Co2+, Ni2+和Mn2+)及铁离子螯合剂

时, HIF-1α蛋白稳定性增强不被降解, 与组成

性表达的HIF-1β结合成二聚体, 通过核转位进

入细胞核, 与目的基因的低氧反应元件(hypoxia 
response element, HRE)结合, 调节低氧相关基因

的表达, 从而增强细胞对缺氧的适应能力以及

改善因缺氧而诱导的凋亡, 使细胞保持旺盛的

增殖能力[32-34]. 众多的研究结果表明, 在小肠黏

膜上皮细胞中, HIF-1α持续轻微表达, 可能与小

肠黏膜细胞长期处于低氧状态并有很强的增殖

能力有关, 因此对肠黏膜屏障结构和功能的维

持具有非常重要的意义[13-15,35-37]. 本实验中发现

观察期限内ANP动物小肠黏膜中HIF-1α表达明

显增加, 明显高于正常时的表达水平, 提示ANP
时造成肠黏膜细胞的缺血缺氧加重, 黏膜细胞

通过自身HIF-1α的表达上调, 改善对缺氧的耐

受并促进增殖维护黏膜屏障的完整. 令人感兴

趣的是DMSO的使用能使HIF-1α的表达部分下

调, 提示DMSO可以通过清除氧自由基减轻肠黏

膜损伤改善缺血缺氧状况, 而反馈性使HIF-1α
的表达下调. 但是氧自由基本身也是细胞中HIF-
1α表达调节的重要调节因子, 本研究有待进一

步更加深入. 
总之, ANP时肠黏膜屏障的结构和功能受到

严重破坏, 氧自由基是参与其中一个重要机制, 
氧自由基清除剂能一定程度上维护肠黏膜屏障

的结构和功能的完整; HIF-1α参与ANP肠黏膜

屏障的修复和维持, 清除氧自由基减肠黏膜损

伤可以调节HIF-1α表达. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects and 
mechanism of edaravone on rats with severe 
acute pancreatitis (SAP) induced by L-arginine.

METHODS: A total of 60 rats were randomly 
and equally divided into three groups, namely 
control group, SAP model group and edaravone 
treatment group (n = 20). A SAP model was 
established by injecting intraperitoneally with 
L-arginine at a dose of 2.5 g/kg twice at an in-
terval of 1 h, and injecting intravenously with 
edaravone 3 mg/kg, bid × 3 d (edaravone treat-
ment group). The characteristics and volume of 
ascites, the pathological changes of pancreatic 
tissue and the serum levels of amylase (AMY), 
tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin 
(IL)-6 and the contents of malonaldehyde (MDA), 
superoxide dismutase (SOD), glutathione (GSH) 

in pancreatic tissue of rats and prognosis were 
compared after 72 h following administration of 
L-arginine. 

RESULTS: Compared with control group, 72 h 
after administration of L-arginine, SAP model 
group showed typical histopathological changes 
of SAP, elevated the volume of ascites (5.16 ± 
1.52 vs 0.50 ± 0.10, P < 0.01), and significantly 
higher serum levels of AMY, TNF-α, IL-6 and 
content of MDA of pancreatic tissue (8967.5 ± 
298.4 vs 720.1 ± 119.7; 103.98 ± 10.56 vs 41.59 ± 
3.79; 548.57 ± 10.45 vs 198.34 ± 2.10; 35.6 ± 3.8 vs 
7.9 ± 2.2, all P < 0.01), and lower GSH and SOD 
in pancreatic tissue (7.2 ± 0.6 vs 17.1 ± 2.1; 7300 ± 
1800 vs 28 400 ± 2700, both P < 0.01). Compared 
with SAP model group, 72 h after administration 
of L-arginine, significantly alleviated pathologi-
cal lesions of SAP, decreased volume of ascites 
(4.05 ± 1.22 vs 53.16 ± 1.52, P < 0.05), lower path-
ological scores (P < 0.05), lower serum levels of 
AMY, TNF-α, IL-6 and MDA in pancreatic tissue 
(7809.5 ± 158.3 vs 8967.5 ± 298.4; 79.80 ± 14.23 vs 
103.98 ± 10.56; 467 ± 6.64 vs 548.57 ± 10.45; 29.1 
± 2.6 vs 35.6 ± 3.8, all P < 0.05), and higher GSH 
and SOD in pancreatic tissue were observed in 
edaravone treatment group (8.7 ± 1.3 vs 7.2 ± 0.6; 
114 000 ± 27 000 vs 7300 ± 1800, both P < 0.05). 

CONCLUSION: Edaravone can scavenge oxy-
gen-derived free radicals, upgrade the contents 
of SOD and GSH in pancreatic tissue, decrease 
the serum levels of proinflammatory cytokines 
and, ameliorate the pathological lesions of pan-
creatic tissue in rats, and has a possibility of de-
creasing death rate. 

Key Words: L-arginine; Severe acute pancreatitis; 
Edaravone; Mechanism

Gong P, Zhang Y, Song ZJ. Protective effects of edaravone 
on rats with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 31-35

摘要
目的: 探讨依达拉奉对L-精氨酸诱导的重症急
性胰腺炎(SAP)大鼠的治疗作用及机制.

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 起 病 急、

进展快、病情凶
险、死亡率很高, 
发病机制并不十
分清楚, 氧自由基
对胰腺及胰外器
官的损伤是各种
病因所致的SAP
共同发病环节, 近
年来抗氧化治疗
受到重视.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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方法: 将60只大鼠随机分为三组(n  = 20). 采
用大鼠腹腔内分次注射大剂量L-精氨酸(2.5 
g/k g×2, 间隔1  h)的方法制备S A P大鼠模
型, 治疗组大鼠腹腔内注射依达拉奉注射液
3 mg/kg, bid×3 d. 72 h后比较三组大鼠胰腺
组织病理变化、腹水性状及量、血清淀粉酶
(AMY)、TNF-α、IL-6水平和胰腺组织丙二
醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、还原型
谷胱甘肽(GSH)含量及预后. 

结果: 72 h后, 与对照组相比, SAP组出现典型
的SAP病理形态改变, 腹水量较多(5.16±1.52 
vs  0.50±0.10, P <0.01), 且大鼠血清AMY、

TNF-α、IL-6及胰腺组织MDA均显著升高
(8967.5±298.4 vs  720.1±119.7; 103.98±
10.56 vs  41.59±3.79; 548.57±10.45 vs  198.34
±2.10; 35.6±3.8 vs  7.9±2.2, 均P <0.01), 胰腺
组织抗氧化物质GSH、SOD明显降低(7.2±
0.6 vs  17.1±2.1; 7300±1800 vs  28400±2700, 
均P <0.01); 与SAP组相比, 治疗组胰腺组织病
理损害减轻, 腹水量减少(4.05±1.22 vs  5.16±
1.52, P <0.05), 且组织病理评分较低(P <0.05), 
血清AMY、TNF-α、IL-6及胰腺组织MDA明
显降低(7809.5±158.3 vs  8967.5±298.4; 79.80
±14.23 vs  103.98±10.56; 467±6.64 vs  548.57
±10.45; 29.1±2.6 vs  35.6±3.8, 均P <0.05), 胰
腺组织GSH、SOD升高(8.7±1.3 vs  7.2±0.6; 
114 000±27 000 vs  7300±1800, 均P <0.05).

结论: 依达拉奉能清除氧自由基、提高胰腺
组织抗氧化物质SOD和GSH含量, 降低促炎
细胞因子水平, 可减轻胰腺组织的病理损害, 
并且有可能降低死亡率.

关键词: L-精氨酸; 重症急性胰腺炎; 依达拉奉; 作

用机制

龚平, 张彧, 宋政军. 依达拉奉对大鼠重症急性胰腺炎的保护作
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/31.asp

0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是胰腺内部及周边发生炎症和坏死, 常并发多

脏器功能衰竭, 病情凶险, 死亡率很高[1-2]. 其发

病机制目前尚不完全清楚, 但氧自由基对胰腺

及胰外器官的损伤是各种病因所致的SAP的共

同发病环节. 依达拉奉(edaravone)是一种新型

的自由基清除剂, 临床上已经广泛用于改善缺

血性脑损害, 研究证实他具有独特的清除自由

基、抑制脂质过氧化, 减轻缺血再灌注的作用,

能抑制大脑的血管内皮细胞和神经细胞的过氧

化作用[3-5], 但在重症胰腺炎中的作用尚未见报

道.本实验旨在探索依达拉奉对SAP大鼠氧化应

激的影响, 为临床治疗提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 SOD、MDA测定试剂盒, 南京建成生物

工程研究所; L-精氨酸, 美国Sigma公司, 使用时

用生理盐水配成浓度为200 g/L的溶液; 大鼠IL-6
及TNF-α ELISA试剂盒, 武汉博士德公司; 依达

拉奉注射液, 南京先声东元制药有限公司. 健康

成年SD大鼠60只, 体质量240-300 g, 雌雄不限, 
由大连医科大学实验动物中心提供. 将大鼠随机

分为3组, 即对照组、SAP组、依达拉奉治疗组

(治疗组), 每组20只.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备: 实验前后大鼠自由进食饮

水. SAP组和治疗组大鼠分2次间隔1 h ip 200 g/L 
L-精氨酸溶液(2.5 g/kg×2)[6-7]; 对照组同法注射

等量生理盐水. 
1.2.2 给药剂量及方式: 从首次ip 200g/L L-精氨

酸溶液前30 min开始, 治疗组大鼠ip依达拉奉注

射液3 mg/kg, 2次/d, 连续3 d[8], 其余两组同法予

等量生理盐水. 
1.2.3 主要检侧指标及方法: (1)72 h后, 每组大鼠

用注射器刺入心脏采血4-8 mL, 不加抗凝剂, 血
凝后4℃下3000 r/min离心10 min, 取血清1.5-3 
mL, -8℃保存. ELISA法检测TNF-α、IL-6; 全
自动生化仪检测AMY; (2)采血后大鼠立即断颈

致死、剖腹, 观察腹水性状及量(用注射器吸引

腹水并收集于试管中)、胰腺外观, 并立即在胰

头、胰体、胰尾各取1块组织, 加入预冷的生理

盐水, 在冰上碾成匀浆, 离心取上清液, 采用硫代

巴比妥酸比色分析法测定MDA含量, 黄嘌呤氧

化酶法检测SOD活性, 具体操作均严格按试剂盒

说明书进行. (3)组织病理学观察: 大鼠处死后, 另
取胰腺组织, 在100 g/L甲醛中固定, 石蜡包埋切

片, 苏木精/伊红(HE)染色, 光镜下观察, 并按照

Kusske方法[9]根据水肿、炎症、出血、坏死程度

不同分0-4分进行双盲法胰腺组织病理评分.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件处理数

据, 计量资料以mean±SD表示, 组间比较用t检
验; 计数资料用Fisher确切概率法检验; P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胰腺的病理形态改变及评分 

■相关报道
Roth et al 认为氧
化应激是由活性
氧或活性氮大量
产生或内源性抗
氧化能力降低引
起的; 在各种危重
病中, 比如急性胰
腺炎、脓毒症、

创 伤 、 烧 伤 、

ARDS等, 都存在
氧化应激增强或
抗氧化应激能力
降低; 活性氧或活
性氮以前被认为
是有害的, 但他们
还可以作为重要
的信使分子参与
基因调节, 促进某
些抑制炎症过程
的细胞因子或黏
附分子的合成.

■研发前沿
氧化应激在急性
胰腺炎发病机制
中的作用以及抗
氧化治疗是当前
研 究 的 热 点 .  依
达拉奉是一种新
型的自由基清除
剂, 大量基础和临
床实验均证实他
能够清除缺血性
脑血管病的自由
基、有保护大脑
的作用, 并且疗效
确切, 但他对SAP
中氧化应激的作
用未见报道. 
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2.2.1 大体观察: 剖腹后, 对照组见少量清亮腹水, 
SAP组、治疗组均见淡红色腹水, 而治疗组腹水

量较SAP组少(P <0.05, 表1). 对照组胰腺外观未

见异常; SAP组和治疗组胰腺均可见明显充血水

肿、坏死、胰周脂肪皂化, 治疗组程度较轻. 
2.1.2 组织病理学变化: 对照组胰腺结构正常(图
1A); SAP组大鼠胰腺分叶结构模糊, 大片腺泡细

胞坏死和广泛炎细胞浸润, 间质水肿明显, 血管

充血、出血, 并可见脂肪坏死(图1B); 治疗组上

述改变较SAP组减轻(图1C). 
2.1.3 组织病理评分: SAP组和治疗组4项评分均

高于对照组(P <0.01); 治疗组4项评分均低于SAP
组(P <0.05, 表2).
2.2 各组大鼠血清AMY、TNF-α、IL-6及胰腺组

织MDA、SOD、GSH的检测结果 72 h后, SAP
组和治疗组大鼠AMY、MDA、TNF-α、IL-6
均显著高于对照组(P <0.01), SOD和GSH明显

低于对照组(P <0.01); 但与SAP组比较, 治疗组

大鼠AMY、MDA、TNF-α、IL-6均明显降低

(P <0.05), SOD、GSH升高(P <0.05, 表3).
2.3 预后 在72 h内, SAP组大鼠死亡3只, 治疗

组死亡1只, 对照组无死亡. 各组大鼠72 h死亡

率: 对照组为0(0/20), SAP组15%(3/20), 治疗组

5%(1/20), 提示治疗组死亡率低于SAP组, 但差

异无统计学意义(P  = 0.25).

3  讨论

目前己发现炎性介质、微循环障碍等因素参与

了SAP的发生发展[10-15], 尤其是胰腺微循环障碍

和缺血-再灌注损伤导致的氧自由基损害在SAP
的进展中具有重要的作用[16-19]. 氧自由基与SAP
的发病以及胰外脏器损伤关系密切, 早期胰腺

细胞损伤可导致胰腺腺泡细胞胰酶的激活, 诱
发局部炎症反应, 引起炎症细胞释放大量的活

性氧(reactive oxygen species, ROS)及炎性介质

等, 氧化应激还与炎性介质发挥协同作用, 触发

共同的信号传导通路, 主要通过促细胞丝裂原

活化蛋白激酶(MAPK)和激活NF-KB等, 导致了

炎症的级联扩增, 引起SIRS和MODS[20-22]. 大量

的氧自由基还直接损害蛋白质、核酸、脂质和

多糖等大分子, 导致胰腺水肿、出血和组织变

性、坏死. GSH、抗氧化酶SOD和脂质过氧化反

应产物MDA含量可反映自由基水平[23-24].
大鼠腹腔内注射大剂量L-精氨酸是一种非

侵入性的建立SAP实验模型方法, 已经在国内

外广泛使用. 单次注射大剂量L-精氨酸(5 g/kg), 
大鼠死亡率高, 而分次腹腔内注射大剂量L-精
氨酸(2.5 g/kg×2, 间隔1 h)建立的SAP模型比

较理想[6-7]. 本实验中我们观察到腹腔内分次注

射大剂量L-精氨酸72 h后出现典型的SAP病理

形态及病理生理改变, 与对照组相比, 胰腺明显

出血、坏死, 出现较多的血性腹水(P <0.01); 血
清AMY、促炎细胞因子TNF-α和IL-6, 以及胰

腺组织脂质过氧化反应产物MDA均显著升高

(P <0.01), 而胰腺组织抗氧化物质GSH、SOD明

显降低(P <0.01).
依达拉奉化学名为3-甲基-1-苯基-2-吡唑啉

-5-酮, 是目前临床上广泛使用的一种新型自由

基清除剂[3-5,25-31]. 本研究结果显示, 诱发SAP 72 h
后, 与SAP组相比, 达拉奉治疗组大鼠胰腺组织

MDA明显降低(P <0.05), 抗氧化物质GSH、SOD
升高(P <0.05); 血清AMY水平较低, 胰腺组织病

理形态改变减轻, 腹水量减少(P <0.05), 组织病

表 1 各组大鼠腹水量的比较 (mean±SD)

     
                            对照组   SAP组           治疗组

n              20                    17                     19

腹水量(mL)    0.50±0.10      5.16±1.52b     4.05±1.22c

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  SAP组.

图 1 各组胰腺组织病理切片. A: 对照组(HE×100); B: SAP组(HE×200); C: 治疗组(HE×200).

CBA

■应用要点
该动物实验证实
SAP时氧自由基
大量产生, 而抗氧
化应激能力明显
不足, 依达拉奉能
清除SAP大鼠的
氧自由基、提高
胰腺组织抗氧化
物质的含量, 对大
鼠SAP具有保护
作用, 为其临床应
用提供了理论依
据, 但临床疗效需
要进一步验证. 

■创新盘点
本研究发现依达
拉奉能清除由L-
精氨酸诱导的大
鼠SAP产生的氧
自由基、提高胰
腺组织抗氧化物
质SOD和GSH含
量, 降低促炎细胞
因子水平, 减轻胰
腺组织的病理损
害, 并有可能降低
死亡率.
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理评分较低(P <0.05). 另外还发现, 促炎细胞因

子TNF-α和IL-6也明显下降(P <0.05).这提示SAP
时自由基大量产生, 清除氧自由基的能力明显

不足, 而依达拉奉能清除氧自由基, 相应地提高

抗氧化物质水平, 同时可降低促炎细胞因子水

平, 减轻胰腺的病理损害. 但是其上游调控机制

并不清楚, 我们将在以后的实验中进一步研究. 
在本实验中还发现经依达拉奉治疗的大鼠死亡

率低于未治疗的SAP组, 但差异无统计学意义(P 
= 0.25), 这可能受样本量小和观察时间短的影响.

总之, S A P时氧自由基大量产生, 而抗氧

化应激能力明显不足, 依达拉奉能清除氧自由

基、提高胰腺组织抗氧化物质SOD和GSH的含

量, 降低促炎细胞因子水平, 减轻胰腺组织的病

理损害, 并且有可能降低死亡率, 但是其临床效

果需要进一步验证.
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■同行评价
本文探讨依达拉
奉对L-精氨酸诱
导的重症急性胰
腺炎大鼠的治疗
作 用 及 机 制 ,  设
计较科学, 数据可
靠, 统计正确, 结
果有一定的可靠
性, 具有较好的临
床参考价值.
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中国国际化精品科技期刊, 中国精品科技期刊包括23种中国国际化精品期刊和301种中国精品科技期刊.(编辑: 
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Abstract
AIM: To estimate effects of varying molecular 
chitooligosaccharides prepared by enzymatic 
hydrolysis on the proliferation of pancreatic islet 
cells, and to investigate the release of insulin and 
2 h plasma glucose in streptozotocin-induced 
diabetic rats.

METHODS: Chitooligosaccharides were pre-
pared by enzymatic hydrolysis. The effects of 
varying molecular chitooligosaccharides on pro-

liferation of pancreatic islet cells and the release 
of insulin in vitro were detected using optical 
microscopy, MTT colorimetric assay and radio-
immunoassay methods respectively; the general 
clinical symptoms, 2 h plasma glucose and oral 
glucose tolerance were examined to determine 
the effects of chitooligosaccharides on diabetic 
rats induced by streptozotocin. 

RESULTS: The results indicated that chitooli-
gosaccharides markedly accelerated the pro-
liferation of the pancreastic β cells. Chitooligo-
saccharides had prominent effects on insulin 
release. Lower molecular chitooligosaccharides 
improved general clinical symptoms of DM rats, 
decreased the 2 h plasma glucose levels (22.13 ± 
3.23, 21.78 ± 3.09, 21.32 ± 3.02, 19.73 ± 4.12, 17.88 
± 3.14, 16.14 ± 3.55 vs 39.38 ± 3.08, all P < 0.01) 
and improved glucose tolerance (101.19 ± 12.44, 
99.61 ± 13.11, 96.79 ± 9.22, 94.79 ± 13.20, 89.41 ± 
11.10, 84.08 ± 5.93 vs 122.40 ± 12.05, P < 0.05 or 
0.01). 2-14 d culture of each group of islet cell 
biology activity was active with good response 
to glucose stimulation. In MⅥ group, significant 
difference was observed in insulin stimulation 
index compared with the control group (2.94 vs 
2.01, P < 0.05). 

CONCLUSION: Chitooligosaccharides possess 
various biological activities and can be used in 
the treatment of diabetes mellitus. The lower 
molecular chitooligosaccharide has better effect. 

Key Words: Chitooligosaccharides; Diabetes mel-
litus; Plasma glucose; Oral glucose tolerance test; 
Pancreastic islet cells; Streptozotocin

Liu B, Qin ZK, Lin XM, Mei L, Liu WS, Han BQ. 
Antidiabetic effects of chitooligosaccharides with 
different molecular weights on pancreatic islet cells 
in streptozotocin-induced diabetic rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 36-42

摘要
目的: 研究酶解法制备的不同分子量壳寡糖
对胰岛β细胞系NIT-1的促增殖及胰岛素分泌

®

■背景资料
壳寡糖是壳聚糖
的降解产物, 分子
质量小 ,  溶于水 , 
可被人体、动物
及植物机体吸收
利用. 壳寡糖作为
功能性食品具有
提高机体免疫、

抗肿瘤、调节血
脂 、 抗 感 染 、

防治病原生物感
染、促进双歧杆
菌生长等功能, 尤
其是在糖尿病的
防治研究方面有
潜在的应用价值. 

■同行评议者
吴健雄, 教授, 中
国医学科学院, 中
国协和医科大肿
瘤研究所肿瘤医
院腹部外科; 曹志
成, 英国生物医学
科学研究所院士, 
伊利沙伯医院临
床肿瘤科
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作用, 并进一步探讨在体内壳寡糖降低链脲佐
菌素诱导的糖尿病大鼠的餐后2 h血糖的作用. 

方法: 通过壳聚糖酶降解壳聚糖制备得到水
溶性的不同分子量的壳寡糖, 在细胞水平上, 
通过形态学观察、M T T比色法、放射免疫
等方法研究不同分子量的壳寡糖对于胰岛β
细胞系NIT-1细胞的增殖及促胰岛素分泌作
用; 体内实验, 通过一般状态观察、餐后2 h血
糖、尿糖、糖耐量测定研究了不同分子量壳
寡糖对链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠降低餐
后2 h血糖和改善葡萄糖耐量的作用. 

结果: 不同分子量壳寡糖对于胰岛β细胞体
外增殖具有明显的促进作用并可以显著促进
胰岛β细胞的胰岛素分泌, 低分子量壳寡糖在
体内能有效改善糖尿病大鼠的体重减轻、多
饮、多食等症状, 降低餐后2 h血糖值(22.13
±3.23, 21.78±3.09, 21.32±3.02, 19.73±
4.12, 17.88±3.14, 16.14±3.55 vs  39.38±3.08, 
均P <0.01), 改善葡萄糖耐量(101.19±12.44, 
99.61±13.11, 96.79±9.22, 94.79±13.20, 
89.41±11.10, 84.08±5.93 vs  122.40±12.05, 
P <0.05或0.01). 各组培养2-14 d的胰岛细胞的
生物学活性活跃, 对葡萄糖刺激具有良好反
应, 其中MⅥ组的胰岛素刺激指数与对照组比
较有显著差异(2.94 vs  2.01, P <0.05).

结论: 壳寡糖具有多种生物活性, 可以应用于
糖尿病的治疗, 低分子量壳寡糖有较好的降血
糖效果. 

关键词: 壳寡糖; 糖尿病; 血糖; 糖耐量试验; 胰岛细

胞; 链脲佐菌素
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0  引言

糖尿病(diabetes mellitus, DM)是一种常见的内分

泌代谢病[1], 具有遗传倾向, 是由于胰岛素绝对

或相对不足所致的血糖及尿糖增高为主要特征

的并导致糖、蛋白和脂肪代谢障碍全身慢性代

谢异常, 常伴发心脑血管、肾、眼及神经等多

种并发症, 危害性大. 据WHO报告, 糖尿病已成

为世界上继恶性肿瘤、心脑血管病后第3位严

重威胁人类健康的慢性非传染性疾病[2]. 壳寡糖

(chitooligosaccharides, COS)是壳聚糖的降解产

物, 分子质量小, 溶于水, 可被人体、动物及植物

机体吸收利用. 研究发现, 壳寡糖不仅具有和壳

聚糖一些相似的性质, 而且一些生理活性或功

能性质更加显著, 如提高机体免疫、抗肿瘤、

降血脂、抗感染、防治病原生物感染、作为植

物调节物质, 作为促进双歧杆菌生长因子的研

究等[3-7]. 其降血糖作用国内外已有报道, 但具体

到什么分子质量范畴的壳寡糖其降血糖作用最

显著, 尚未见报道. 本实验以转基因小鼠的胰岛

β细胞系NIT-1细胞株为研究对象, 从细胞水平研

究了不同分子质量壳寡糖促胰岛β细胞增殖和胰

岛素分泌的作用. 并以全♂Wistar大鼠为实验动

物, 对链脲佐菌素诱导的DM大鼠定量ig壳寡糖

水溶液, 对其60 d内餐后2 h血糖, 60 d后葡萄糖

耐量的改变状况作了一些初步探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 壳寡糖(COS, Mw分别为1200、3210、
4321、5101、7681、9987 Da, 分别以MⅠ、M
Ⅱ、MⅢ、MⅣ、MⅤ、MⅥ表示)由本实验室

制备, 其用于细胞培养时使用相应培养基溶解, 
0.22 μm过滤除菌, 并稀释到相应浓度; NIT-1细
胞株(转基因小鼠胰岛β细胞系)由中国海洋大学

药物所提供; 封闭群纯系♂Wistar大鼠60只(200
±20 g, 二级标准) 购自青岛市立医院动物试验

中心, 批号: SCXK(鲁)20030010.主要试剂: 胰
岛素放射免疫分析测试盒(北京原子能研究所); 
MTT(美国Sigma公司); 盐酸二甲双胍(北京中会

药业); 链脲佐菌素(STZ, 美国Sigma公司); 血糖

测定试剂盒(南京建成科技有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 不同分子质量COS的制备和纯化及其理

化性质测定: 壳聚糖溶液加入壳聚糖酶, 于40℃
在pH5.6条件下水解反应, 每隔一定时间取出部

分酶解液, 加入三氯乙酸后离心除蛋白, 上清

液加入10倍体积的无水乙醇中, 离心取沉淀, 无
水乙醇洗3次, 40℃真空干燥得不同分子质量

COS粗品. 称取适量COS样品, 溶解于三蒸水中, 
Sephacryl S-100分离纯化, 收集主峰后冷冻干燥, 
得到寡糖纯品测定其分子质量, 脱乙酰度等理

化性质, TSK-GEL G3 000PWXL柱分析纯度. 
1.2.2 不同分子质量COS在体外促胰岛β细胞增

殖及胰岛素分泌的作用: (1)不同分子质量COS
对胰岛β细胞株的促增殖作用 .  胰岛β细胞株

NIT-1用含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液

培养, 在培养瓶中长满至单层后, 2.5 g/L胰蛋白

酶消化, 制成单细胞悬液, 以5.0×107/L的浓度

■研发前沿
研究发现, 分子质
量小于10 000 Da
的壳寡糖具有许
多良好的生理活
性, 但具体到什么
分子质量范畴的
壳寡糖其降血糖
作用最显著, 国内
外尚未见报道. 



www.wjgnet.com

38                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年1月8日    第17卷   第1期

接种于96孔板中, 每孔加100 μL, 并设不含细胞

的空白调零孔, 在50 mL/L CO2, 37℃, 饱和湿度

的恒温培养箱中培养24 h后, 吸弃原培养液, 换
成每孔100 μL无血清培养液, 同步化24 h. 之后

换成含不同浓度COS的培养液(10、100、1000 
mg/L), 每个浓度设置3个平行孔, 培养48 h后倒

置显微镜100倍下拍片观察. 然后每孔加入浓度

为5 mg/L的MTT 20 μL, 常规孵育4 h. 吸弃培养

液, 每孔加入100 μL二甲基亚砜(DMSO), 震荡

10 min, 使结晶物溶解充分均匀, 用酶标仪492 
nm处比色, 测其各自的A值, 计算细胞增殖率

(proliferation rate, PR), 实验结果重复3次. 
胰岛β细胞接种于96孔板方法同上, 同时实

验组加入最适浓度不同分子质量COS的培养液

后, 在50 mL/L CO2, 37℃, 饱和湿度的恒温培养

箱中培养, 并设加入不含样品的培养液作为对

照组, 分别在加样后24、48、72、120、168和
216 h取出, MTT法于酶标仪上492 nm测吸光度

值(A值), 记录结果, 绘制细胞生长曲线. (2)不同

分子质量COS对胰岛细胞的促胰岛素分泌作用. 
胰岛β细胞接种于24孔培养板中方法同上, 每孔

加1.0 mL, 置50 mL/L CO2, 37℃, 饱和湿度培养

箱中培养, 24 h细胞贴壁后, 吸去培养板中的培

养液, 实验组加入最适浓度不同分子质量COS的
培养液, 并设不含样品的1640培养液作为对照

组, 对照组和试验组均设5个平行孔, 分别在加

样后2、4、6、8、10、12和14 d取出, 用放射免

疫法测定培养液中的胰岛素含量, 记录结果, 绘
制COS促胰岛素分泌作用曲线. 同时在培养6 d
后进行胰岛素刺激释放试验, 吸出培养基, 将培

养细胞用Hank's液洗净, 先后置于含5.6 mmol/L, 
16.7 mmol/L葡萄糖的培养液中, 37℃各孵育2 h, 
取培养液的上清液测定胰岛素释放量, 并计算

刺激指数(stimulative index, SI). 
1.2.3 不同分子质量COS在体内调节糖尿病大鼠

餐后血糖及糖耐量的作用: 大鼠称质量并按65 

mg/kg ip链脲菌素溶液, 正常对照组注射等量的

柠檬酸缓冲液. 注射7 d后, 血糖>11.11 mmol/L
者为成模标准. 成模大鼠随机分组, 每组9只: 正
常对照组(normal control)和阴性对照组(DM): 
每日灌胃蒸馏水(10 mL/kg); 二甲双胍组(Met): 
200 mg/(kg·d) ig大鼠; COS组(Mw分别为1200、
3210、4321、5101、7681、9987 Da, 分别以M
Ⅰ、MⅡ、MⅢ、MⅣ、MⅤ、MⅥ表示): 500 
mg/(kg·d) ig大鼠. 每10天采血1次, 葡萄糖氧化酶

法测餐后2 h血糖值, 半定量试纸法测尿糖. 60 d
后, 大鼠灌胃葡萄糖水溶液(2.5 g/kg), 分别于给

糖后0.5、1、2 h眼眶后静脉丛采血, 描制血糖

值随时间变化曲线. 糖耐量曲线下面积(AUC) = 
0.5×空腹血糖+0.5 h血糖+1.5×1 h血糖+2 h血
糖. 本研究动物实验经中国实验动物学会审核

通过. 
统计学处理 全部资料用mean±SD表示, 采

用SPSS11.0软件采用One-way ANOVA进行多组

样本均数的比较, 组间比较采用Duncan's法, 显
著性界值分别设定为0.05, 0.01.

2  结果

2.1 COS理化性质 COS粗品经Sephacryl S-100
柱分离(图1), 收集峰1和峰2后冷冻干燥, 测定

纯品为白色粉末, 易溶于水, 稀酸及稀碱溶液微

溶于甲醇, 乙醇, 难溶于丙酮, 乙醚, 石油醚及氯

仿等溶剂. 水分含量10%, 灰分0.7%, 数均分子

质量分别为1200、3210、4321、5101、7681、
9987 Da, 脱乙酰度90%, 重金属含量(以Pb计)6 
mg/kg. TSK-GEL G3000PWXL色谱柱分析COS
图谱(图2), Waters Breeze图形分析软件分析主

峰面积占整个峰面积的99%.
2.2 不同分子质量COS对胰岛β细胞株的促增殖

及胰岛素分泌的作用 
2.2.1 不同分子质量COS对胰岛β细胞生长状态

的影响: 经不同分子质量COS刺激生长48 h后, 继
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■相关报道
乔新惠 et al 报道, 
壳寡糖可使58%
的非肥胖性糖尿
病小鼠血糖明显
降低, 42%的非肥
胖性小鼠血糖降
低虽不显著, 但可
维持生命, 而对照
组小鼠陆续死亡, 
证明壳寡糖对非
肥胖性糖尿病小
鼠确有治疗作用, 
可预防高血糖过
早出现. 任林 et al
报道, 壳寡糖对链
脲佐菌素糖尿病
小鼠有治疗作用, 
服用壳寡糖21 d
后小鼠血糖得以
控制, 且肠道双歧
杆菌数量明显增
多. 李邦良 et al首
次发现壳寡糖能
抑制α-葡萄糖苷
酶的催化活性, 延
长酶作用于底物
的时间, 延缓葡萄
糖的释放, 有类似
阿卡波糖样的作
用, 即在小肠中起
抑制α-葡萄糖苷
酶类的作用. 
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图 3 不同分子质量COS对胰岛β细胞株的48 h促增殖作用(×100,  100 mg/L). A: 正常对照组; B: MⅠ处理组; C: MⅡ处理组; 

D: MⅢ处理组; E: MⅣ处理组; F: MⅤ处理组; G: MⅥ处理组.

■创新盘点
本研究用生物酶
降解壳聚糖, 通过
控制不同的酶解
时间, 制备出了水
溶性的不同分子
质量壳寡糖, 并通
过细胞实验和动
物实验, 从体内体
外两个方面说明
了分子质量的改
变对壳寡糖降血
糖功能改变的影
响. 

■应用要点
本研究评价了不
同分子质量壳寡
糖对动物高血糖
的调节功能作用, 
为今后壳寡糖应
用于糖尿病的研
究提供了理论依
据. 深入研究和探
讨壳寡糖的降血
糖机制, 将对糖尿
病及其并发症的
预防与治疗将会
产生积极的意义. 

续观察胰岛β细胞的生长状态,发现细胞集落情

况明显比对照组的密集(图3A)、胞质丰富、胞

体透明、细胞及核膜界限清晰、状态良好, 其中

大分子质量的COSMⅠ处理组作用最好(图3B). 

2.2.2 MTT法检测不同分子质量COS对胰岛β细

胞的促增殖作用: 不同分子质量COS对胰岛β细

胞增殖作用的影响(图4, 表1). 由图4可以看出, 

不同分子质量的COS对胰岛β细胞增殖作用的

最适浓度均为100 mg/L, 随着分子质量的增大, 

胰岛β细胞的相对增殖率也随之增大, 当COS分

子质量为1200 Da, 细胞相对增殖率为143.49%; 

表 1 不同分子质量COS最适浓度对胰岛β细胞增殖率的
影响 (100 mg/L)

                            MⅠ       MⅡ      MⅢ       MⅣ        MⅤ      MⅥ

分子质量  9987     7681     5101     4321     3210     1200

(Da)

增殖率(%)  191.65  176.71  169.51  164.64  152.57  143.49
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图 4 不同分子质量COS对胰岛β细胞增殖的影响.
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图 5 不同分子质量COS对胰岛β细胞一代生长期的影响
(100 mg/L).

表 2 不同分子质量COS对胰岛细胞的刺激指数的作用 (100 mg/L)

       
                 对照组      MⅠ             MⅡ              MⅢ  MⅣ          MⅤ                 MⅥ

分子质量(Da)   -           9987     7681         5101             4321    3210           1200

刺激指数(SI) 2.01              2.17              2.26              2.51a             2.64a              2.75a                2.94a

aP<0.05 vs  对照组.

■名词解释
1 壳寡糖(COS): 
壳聚糖的降解产
物 ,  分子质量小 , 
溶 于 水 ,  可 被 人
体、动物及植物
机体吸收利用. 
2  链 脲 佐 菌 素
(STZ): 别名链脲
菌素、链脲佐霉
素. 是一种广谱抗
菌素, 具有抗菌、

抗肿瘤作用和致
DM的不良反应 . 
STZ对实验动物
的胰岛β细胞具有
高度选择性毒性
作用, 是目前使用
最广泛的DM动物
模型化学诱导剂, 
他可使多种动物
如大鼠、小鼠、

狗、猴、小羊、

中国地鼠、豚鼠
和兔等产生DM. 
    

而当细胞COS分子质量增大至9987 Da, 细胞相

对增殖率也增大为191.65%.
2.2.3 不同分子质量COS对胰岛β细胞一代生长

期的影响: MTT结果显示, 100 mg/L的不同分子

质量COS均可以显著促进胰岛β细胞的生长, 缩
短潜伏期及对数生长期的时间, 72 h细胞密度即

可达到最大, 到达平台期, 对照组要延迟48 h才
能长满孔到达平台期且细胞活力低; 低分子质

量的COS MⅥ组(Mw = 1200 Da), 在一代生长期

内可以显著促进胰岛细胞的生长, 72 h细胞密度

达到最大, 活力高于其他组(图5).
2.2.4 不同分子质量COS对胰岛细胞的促胰岛素

分泌作用: 6 d以后实验组与对照组相比较, 胰岛

素释放量逐渐增高. 在第10天时, 实验组与对照

组差异最为明显, 试验结果显示, 随着分子质量

的减小, 胰岛素释放量随之增大, COS分子质量

为1200 Da的MⅥ组的促胰岛素分泌作用显著

(图6). 培养第6天的胰岛细胞葡萄糖刺激实验显

示, 16.7 mmol/L葡萄糖孵育的各组胰岛细胞, 其
胰岛素释放量均大于2.8 mmol/L葡萄糖孵育的

各组胰岛细胞2.0倍以上. 说明各组培养2-14 d的
胰岛细胞生物学活性是活跃的, 对葡萄糖刺激

具有良好反应. 其中COS分子质量为1200 Da的
MⅥ组, 胰岛素刺激指数为2.94倍, 与对照组2.01
倍比较有显著差异(P <0.05, 表2).
2.3 不同分子质量COS对DM大鼠餐后2 h血糖及

糖耐量的影响 从60 d前后餐后2 h血糖变化上(表
3), 可见不同分子质量的COS对2hPG均有不同

程度的降低, 与阴性对照组比较有极显著差异

(P <0.01). 随着分子质量的减小COS降糖率增加, 
COS MⅥ组的降血糖效果最好, 可使血糖降至

16.14 mmol/L, 降糖率为47.48%. 各试验组的葡萄

糖糖耐量均有不同程度受损, 以阴性对照组(DM)
组的糖耐量曲线下面积为100%, 则正常组糖耐量

曲线下面积只占其17.69%, COS MⅥ组为68.69%, 
COS各组与阴性对照组比较均有显著差异.

3  讨论

COS是一种水溶性低聚糖类, 是壳聚糖经化学或

酶降解后的产物, 具有良好的水溶性和独特的

生理生化活性, 因而在医药、食品、化工及农

业等领域具有广阔的应用前景[8-10]. 目前制备式

生产COS的方法主要有化学降解法、物理降解

法和生物酶降解法. 化学降解法可以通过酸水

解(盐酸、乙酸、磷酸、氢氟酸等)、氧化(过氧

化氢、过硼酸钠、次氯酸钠等)和NaNO2降解; 
物理降解包括超声波降解、射线降解; 但最理

想的方法是生物酶降解法. 本研究利用本实验

室自制的壳聚糖酶对壳聚糖进行了酶解, 通过

控制不同的酶解时间, 制备出不同分子质量级

图 6 不同分子质量COS对胰岛细胞的促胰岛素分泌作用.

MⅠ
MⅡ
MⅢ
MⅣ
MⅤ
MⅥ
对照组

160
140
120
100
80
60
40
20
0

胰
岛

系
 (

m
IU

/L
)

0     2      4     6       8     10    12   14    16
t /d



www.wjgnet.com

刘冰, 等. 不同分子量壳寡糖对促胰岛细胞增殖、胰岛素分泌及调节餐后血糖的作用                                                     41

■同行评价
本研究科研思维
较前沿, 实验设计
较严谨, 实验操作
步骤清晰, 但实验
的最后一步设计
欠妥. 总体来讲该
研究具有临床、

基础研究的科研
价值.

水溶性的COS系列, 并进一步研究了不同分子质

量COS在体外促胰岛β细胞增殖和胰岛素分泌

的作用及在体内调节链脲佐菌素诱导的糖尿病

大鼠的餐后血糖的作用. 
研究结果表明, 不同分子质量的COS对胰

岛β细胞增殖作用的最适浓度均为100 mg/L, 在
高浓度的情况下对细胞促生长均有抑制作用. 
可能因为, 高浓度的情况下培养液的渗透压有

变化, 使得细胞的生长环境受到影响. COS的分

子质量对促胰岛β细胞增殖作用影响较大, 当细

胞COS分子质量增大至9987 Da, 细胞相对增殖

率为191.65%. 促增殖作用显著. 而分子质量为

1200 Da的较低分子质量COS在一代生长期内可

以显著促进胰岛细胞的生长, 缩短潜伏期及对

数生长期的时间, 72 h细胞密度即可达到最大, 
到达平台期, 活力高于其他组, 且其促胰岛素分

泌作用显著, 胰岛素刺激指数可达2.94倍. 不同

分子质量的COS对DM大鼠60 d前后餐后2 h PG
均有不同程度的降低, COS MⅥ组的降血糖效

果最好, 可使血糖降至16.14 mmol/L, 降糖率为

47.48%. COS各组糖耐量AUC较低, 与阴性对

照组比较均有极显著差异(P <0.01), MⅥ组仅为

68.69%, 效果最好. 
C O S 的降血糖机制可能有以下几点 : 

(1)COS可以调节糖尿病大鼠机体的酸碱平衡进

而增加胰岛素的敏感性, COS呈碱性, 服用后能

使体液pH值上升, 改变酸性体质, 增强细胞活

性和对胰岛素的敏感性. 实验证明, 血液的pH
值每下降0.1, 胰岛素的活性便降低30%. (2)COS
能有效地促进胰岛细胞的增殖,促进受损胰岛

细胞的恢复等, 我们的实验证实了这一点, COS
对于原代培养的大鼠胰岛细胞和胰岛β细胞株

NIT-1体外增殖具有明显的促进作用可以显著缩

短一代生长期内潜伏期及对数生长期的时间并

可以显著促进原代培养胰岛细胞的胰岛素分泌. 
(3)COS具有调节内分泌系统的功能, 能促进β-
细胞功能恢复, 通过其双向调节作用, 使胰岛素

分泌量趋向正常, 以维持血糖的正常代谢.
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以上数据摘自《中国科技期刊引证报告》(2008年版). 科学技术文献出版社, 160-161.
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Abstract
AIM: To set up an animal model of ischemia-
reperfusion to explore the effects of different 
reperfusion time injury in rats and to find out a 
better model.

METHODS: The models of ischemia-reperfusion 
injury were randomly separated into 7 groups 
with 8 mice in each group. Model groups (Group 
Z) included limb ischemia-reperfusion (Z3-12, 
Z3-18, Z3-24); Group C was intestinal ischemia-
reperfusion (C3-12, C3-18, C3-24). In Group Z, 
reperfusion was performed 3 h after ischemia 
and their mental status and vital signs were 
observed. All rats in group Z were scarified at 
12, 18 and 24 h after reperfusion. Morphologi-
cal changes of intestinal mucosa were observed 
through microscopy. Average contractile ampli-
tude of colonic muscle strips was recorded using 
a multiscriptor. In group C, all rats were scari-
fied 48 hours after reperfusion with different 
ischemia time (45, 60, 75 min). The same treat-
ment was performed on group C.

RESULTS: In group Z, the rats’ mental status 

became worse and was less active. The patho-
logical injury of intestinal was worse with re-
perfusion time passing. In comparison with the 
control group, the average contractile amplitude 
of colonic muscle strips was decreased in Z3-12 
group and Z3-18 group (0.49 ± 0.02, 0.46 ± 0.02 
vs 0.51 ± 0.03, both P < 0.05). In group C, the rats’ 
mental status became worse, and was less active. 
The death rate was higher as the ischemia time 
increased, and the pathological changes of intes-
tinal became worse either. In comparison with 
the control group, the average contractile ampli-
tude of colonic muscle strips was decreased in 
C60-48 group (0.52 ± 0.03 vs 0.56 ± 0.03, P < 0.05); 
but there was no difference between C45-48 and 
the control group.

CONCLUSION: Two types of models of isch-
emia-reperfusion result in morphological and 
functional injury; group Z became worse in in-
testine as the reperfusion time extended; group 
C became worse in intestine with the ischemia 
time extended. The model of limb ischemia-
reperfusion is better than the intestinal one, 
because of its easy operation, less infection and 
lower death rates.

Key Words: Ischemia-reperfusion; Small intestine; 
Colon; Morphous; Motion

Wang H. Effects of ischemia-reperfusion injury on 
intestinal mucosa and colon motility in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 43-48

摘要
目的: 建立缺血-再灌注动物模型, 研究时间变
化对肠道损伤的动态影响, 探索肠道损伤的最
佳动物模型. 

方法: Wistar大鼠随机分成对照组和缺血再灌
注组共7组, 每组8只. 模型组分为肢体缺血再
灌注组(Z组: Z3-12、Z3-18、Z3-24)和肠系膜
上动脉缺血再灌注组(C组: C45-48、C60-48、
C75-48). Z组缺血3 h后再灌注, 分别于12 h、
18 h、24 h处死, C组采用不同缺血时间(45、
60、75 min), 均于再灌注48 h后处死. 各实验
组观察模型制备期间精神状态、生命体征; 

www.wjgnet.com
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■背景资料
目前, 大多采取肠
系膜上动脉缺血
再灌注、夹闭肝
门动脉、腹主动
脉等方法建立肠
道损伤动物模型. 
然而, 这些方法存
在伤口易感染, 死
亡率较高等不足. 

■同行评议者
程爱国, 教授, 华
北煤炭医学院临
床医学系



留取小肠、结肠组织, 观察组织病理变化; 多道
生理记录仪记测大鼠结肠平滑肌收缩的振幅.  

结果: Z组: 大鼠精神状态均呈现萎靡, 活动
减少; 肠组织病理损伤随再灌注时间延长而
加重; 肌条振幅下降, 与对照组相比Z3-12、
Z3-18组结肠平滑肌振幅(0.49±0.02, 0.46±
0.02 vs  0.51±0.03, 均P <0.05). C组: 大鼠精神
差, 活动少, 竖毛, 贴笼, 3组均出现死亡并随缺
血时间延长死亡率增加. 肠组织病理损伤随缺
血时间延长而加重, 结肠动力检测示C45-48
组与对照组相比差别无统计学意义; 与正常
组相比C60-48结肠肌条振幅有意下降(0.52±
0.03 vs  0.56±0.03, P <0.05).

结论: 两种缺血再灌注模型均可造成肠道形
态和运动功能的损伤. Z组随再灌注时间的延
长而加重; C组随缺血时间延长而加重; C组因
其易操作、少感染、死亡率低等优点更适合
作为肠道损伤的动物模型.

关键词: 缺血再灌注; 小肠; 结肠; 形态; 运动
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0  引言

目前, 大多采取肠系膜上动脉缺血再灌注[1-3]、

夹闭肝门动脉[4-5]、腹主动脉[6]等方法造成肠道

损伤. 本实验拟对比肠系膜上动脉缺血再灌注

模型和肢体缺血再灌注模型对大鼠肠道损伤的

动态变化特点, 探索肠道损伤最佳动物模型, 为
进一步研究肠动力损伤奠定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠, 雌雄各半, 体质量195
±15 g, 由中国人民解放军军事医学科学院实验

动物中心提供, 许可证号SCXK-(军)2002-001. 正
常对照组(N), Z组统一缺血3 h, 按照再灌注时间

不同分为12 h组(Z3-12), 18 h组(Z3-18)和24 h组
(Z3-24); C组统一再灌注48 h, 按照缺血时间分

为45 min组(C45-48), 60 min组(C60-48), 75 min
组(C75-48)每组8只. 实验动物适应性平衡饲养1 
wk后用于实验. Olympus, BX-60光学显微, Image 
pro plus 6图像分析系统, SC-15型数控超级恒温

槽(宁波), TSD-125C型张力传感器, MP-150型多

导生理记录仪(Biopac), 竖型玻璃灌流浴槽(南开

大学玻璃仪器厂); 100 g/L水合氯醛, 购自天津医
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科大学总医院制剂室.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: Z组: 在Yassin法[7]基础上采用

拉力法进行统一结扎力度的改良[8]. 实验动物

均于造模前24 h禁食, 自由饮水. 以100 g/L水合

氯醛(3 mL/kg)行术前麻醉后, 结扎模型组及给

药组大鼠双侧大腿根部, 持续3 h. 迅速解除结

扎, 分别行肢体再灌注12、18、24 h. C组: 麻醉

方法同Z组, 实验台上仰卧固定, 腹部脱毛后取

腹部正中切口进腹, 暴露肠系膜上动脉(superior 
mesenteric artery, SMA), 各组分别用无创夹夹

闭其根部45, 60, 75 min松夹即为再灌注, 在进行

SMA夹闭期间, 间断地向腹腔内注射等渗盐水, 
以预防或减轻在松开动脉夹后出现的一过性低

血容量反应.
1.2.2 组织病理标本制备: 实验大鼠采用颈椎脱

臼处死法, 迅速取出距回肠末端10 cm处肠组织

2 cm, 纵行剖开, 40 g/L中性甲醛固定, 常规脱水, 
石蜡包埋, 切片, HE染色, 光镜下观察.
1.2.3 肌条运动测定方法[9]: 实验结束, 迅速取出

近端结肠(盲肠与结肠交界处2 cm以下)5 cm, 制
备8 mm×2 mm结肠环行肌条. 将肌条固定于

37℃恒温灌流浴槽内Krebs液中, 持续通入950 
mL/L O2和50 mL/L CO2混合气体. 肌条与张力传

感器相连, 张力传感器给予1 g负荷, 记录肌条的

等长机械收缩活动. 
1.2.4 Krebs液的配制: 称取NaCl 120.6 mmol/L, 
KCl 5.9 mmol/L, CaCl2 2.5 mmol/L, MgCl2 1.2 
mmol/L, NaHCO3 15.5 mmol/L, NaH2PO4 1.2 
mmol/L, 葡萄糖11.5 mmol/L, pH7.4. 最后得到

148.4 mmol/L Krebs液.
统计学处理 应用SPSS11.5统计软件分析, 

采用单因素方差分析和χ2检验进行组间比较.

2  结果

2.1 肢体缺血再灌注后大体表现 Z组: Z3-12组多

数大鼠出现精神欠佳, 毛色少泽, 3只出现腹胀腹

泻, 双后肢活动尚自如; Z3-18组精神差, 毛色晦

暗, 腹胀腹泻, 双后肢活动欠佳; Z3-24组精神萎

靡, 毛色晦暗, 多数出现腹胀及腹泻. 其中死亡1
只, 休克状态1只, 余者蜷缩、畏寒、活动少. C组: 
C45-48组大鼠精神不佳, 少活动, 贴笼, 死亡1只; 
C60-48组精神差, 竖毛, 死亡3只; C75-48组精神极

差, 毛色晦暗, 少动, 偶有腹部抽搐, 死亡4只.
2.2 组织病理 
2.2.1 镜下所见: 如图1所示, 正常组肠绒毛基本
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■研发前沿
缺血再灌注导致
肠黏膜损伤是一
个研究热点, 涉及
多个研究领域.
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正常. Z组: Z3-12组肠绒毛出现排列不整, 绒毛

萎缩变短增粗; 间质充血、水肿, 部分检体淋巴

管扩张、炎细胞浸润. Z3-18组肠绒毛排列不整, 
绒毛萎缩、增粗, 部分绒毛脱落、缺损, 间质明

显充血、水肿、淋巴管扩张, 大量炎细胞浸润; 
上皮细胞排列不整, 变性坏死. Z3-24组绒毛增粗

变短, 脱落、缺损, 上皮细胞变性坏死, 杯细胞

增多, 肠隐窝明显肥厚, 且间质除充血、水肿、

淋巴管扩张并见大量炎细胞浸润. 如图2所示, C
组: C45-48组绒毛出现排列不整, 间质充血、水

肿、淋巴管扩张、部分炎细胞浸润、绒毛萎缩

变短增粗; C60-48组肠绒毛排列不整, 绒毛萎缩

折断, 部分绒毛脱落、缺损, 间质明显充血、水

肿、淋巴管扩张, 大量炎细胞浸润, 上皮细胞排

列紊乱, 变性坏死. C75-48组绒毛增粗变短, 脱

落、缺损, 上皮细胞大量变性坏死, 间质除充

血、水肿、淋巴管扩张并见大量炎细胞浸润, 
部分黏膜下层与肌壁层分离.
2.2.2  小肠绒毛形态分类法 :  将肠绒毛分为5 
类[10], 每检体计数20根绒毛, Ⅰ-Ⅲ为正常型, Ⅳ-
Ⅴ为异常型, 计算正常型百分比. 与正常组相比

Z组各组正常绒毛比率均呈有意下降(P <0.05); Z
组组内比较, 与Z3-12组相比Z3-18组和Z3-24组
正常绒毛比率呈有意下降(P <0.05), 与Z3-18组相

比Z3-24组的正常绒毛比率呈有意下降(P <0.05, 
表1). 与正常组相比C组各组正常绒毛比率均呈

有意下降(P <0.05); C组组内比较, 与C45-48组相

比C60-48组和C75-48组正常绒毛比率呈有意下

降(P <0.05), 与C60-48组相比C75-48组的正常绒

毛比率呈有意下降(P <0.05, 表2).

■相关报道
有研究表明缺血
30 min再灌注60 
min, 可引起小肠
上皮细胞脱落, 绒
毛尖端上皮抬高, 
与固有膜剥离, 可
见散在的溃疡和
出血灶, 并有大量
的中性粒细胞浸
润. 缺血45 min再
灌注60 min, 出现
了绒毛两侧上皮
成块脱落, 部分上
皮完全脱落, 仅存
固 有 膜 ,  肠 壁 变
薄.

表 1 Z组肠绒毛形态分类的比较

     
分组              

                   小肠绒毛分类         正常型肠绒毛

        n  Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ   n           %

N    160 60 62 30   8   0 152       95.0

Z3-12    160 54 36 44 23   3 134       83.3

Z3-18    160 48 33 47 34   8 118       73.8bc

Z3-24    160 39 26 51 42 18 100       62.5bde

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  Z3-12组; eP<0.05 vs  Z3-18组.

表 2 C组肠绒毛形态分类的比较

     
分组               

                   小肠绒毛的分类          正常型绒毛

          n  Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ    n           %

N      160 60 62 30   8   0 155       96.9

C45-48      160 33 50 46 24   7 129       80.6a

C60-48      160 29 34 48 30 19 111       69.3bc

C75-48      160 21 26 42 50 41   89       55.6bde

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  C45-48组; eP<0.05 vs  C60-48组.

图 1 光镜下Z组肠道损伤的病理改变. A: N; B: Z3-12; C: Z3-18; D: Z3-24.

A B C D
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2.3 肢体缺血再灌注对结肠运动的影响 Z组中

Z3-12组和Z3-18组较对照组结肠平滑肌收缩振

幅下降, 差异有统计学意义(P <0.05, 表3), Z3-18
组比Z3-12组收缩振幅下降, 也具有统计学意义

(P <0.05, 表2). Z3-24组结肠肠壁变薄, 肌张力

差, 不能耐受1 g前负荷, 无法测量其振幅. C组中

C45-48组与正常组比较收缩振幅无统计学差异; 
C60-48组较对照组收缩振幅下降, 差异有统计

学意义(P <0.05, 表4); C75-48组与Z3-24组情况相

同不能耐受1 g前负荷, 无法测量其振幅.

3  讨论

肠系膜上动脉为肠道的主要血管, 当肠道处于

缺血状态后其血流恢复需48 h[11], 本实验探讨统

一再灌注48 h, 而不同缺血时间状态下的肠道损

伤的动态变化; 肢体缺血再灌注是利用统一拉

力橡皮筋束缚大鼠双下肢股动静脉造成下肢缺

血, 通过再灌注后产生的二次打击对其远端器

官-肠道造成损伤, 故此采用统一缺血时间不同

再灌注时间观察肠道损伤的动态变化. 
缺血再灌注损伤是一个复杂的生理病理

改变[12]. 机体在正常情况下, 循环血流的30%流

经胃肠道. 当机体遭受严重创伤或休克时, 机体

为了保护心、脑等重要器官, 使全身血液重新

分配, 胃肠道血流明显减少. 若全身血流量减少

10%, 即可导致胃肠道血流减少40%[13], 造成了

肠道的屏障损伤和动力障碍. 一般将肠屏障归纳

为四部分: 机械屏障, 即黏膜上皮; 生物屏障, 即
肠道内的常居菌群; 化学屏障, 即胃酸、胆汁、

溶菌酶、黏多糖和蛋白分解酶等; 免疫屏障. 其
中机械屏障尤其是小肠黏膜上皮细胞非常重要, 
他在充满细菌和毒素的肠腔和其他组织及血循

环之间构建了一个物理性屏障, 一般意义上的

肠屏障即指这层结构, 应激状态下, 其结构的完

整性被破坏, 致使机械屏障作用减弱[14-17]. 肠黏

膜低灌注, 细胞因子作用及氧自由基损伤是肠

黏膜三大主要致伤因素[18]. 肠黏膜在解剖上有其

特点: 小肠绒毛营养血管呈发夹状, 发夹顶端位

表 3 Z组结肠平滑肌肌条收缩振幅 (mean±SD, n  = 8)

     
分组                      收缩波振幅(g)

N      0.51±0.03

Z3-12      0.49±0.02a

Z3-18      0.46±0.02bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  Z3-12组.

■创新盘点
采用较为简便易
行、不会造成感
染的动物模型方
法; 观察动态时间
下的损伤肠道变
化, 探索损伤程度
变化规律; 进行运
动功能实验, 探讨
肠动力损伤.

表 4 C组结肠平滑肌肌条收缩振幅 (mean±SD, n  = 8)

     
分组                      收缩波振幅(g)

N       0.56±0.03

C45-48       0.56±0.04

C60-48       0.52±0.03a

aP<0.05 vs  正常组.

图 2 光镜下C组肠道损伤的病理改变. A: N; B: C45-48; C: C60-48; D: C75-48.

A B

C D
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于绒毛项部, 故其血供较差. 加之绒毛营养血管

从母支直角分发, 致营养绒毛血液的氧容量下

降, 因此在病理情况下, 肠绒毛顶端更容易发生

缺血性损害. 缺血缺氧时, 使得肠黏膜上皮水肿, 
上皮细胞膜及细胞间连接断裂, 细胞坏死, 上皮

从绒毛顶端开始脱落甚至黏膜全层脱落而形成

溃疡, 导致肠通透性增加[19], 肠血供减少越多, 肠
壁细胞超微结构破坏就会越严重[20]. 小肠在缺血

再灌注后, 其黏膜和肌层均有白细胞的聚积和炎

性反应并且减弱了肌肉的收缩功能, 同时肠黏

膜的屏障功能受到破坏如肠黏膜上皮细胞的坏

死、脱落、出血及溃疡等. T淋巴细胞还能调节

小肠后微血管的炎症应答, 小肠内缺血再灌注损

伤后伴随出现CD4+和CD8+和T淋巴细胞的募集

反应, 该反应是由内皮MAdCAM-1介导的. T淋
巴细胞调整了在发生缺血再灌注几小时后出现

的多形核白细胞的募集反应, 这对于改善小肠缺

血再灌注损伤后出现的炎症反应有很大意义[21]. 
McCord(1985年)首次提出再灌注损伤的概念, 从
此自由基在再灌注损伤中的作用得以重视. 氧自由

基在再灌注期主要来自黄嘌呤氧化酶途经. 在缺血

期, 肠黏膜中丰富的黄嘌呤脱氢酶转化为黄嘌呤

氧化酶, 腺苷酸分解代谢为次黄嘌呤, 在缺血组织

中累积. 再灌注期, 氧随着血流的恢复进入缺血组

织, 在黄嘌呤氧化酶的作用下次黄嘌呤与氧分子作

用生成黄嘌呤, 最终生成尿酸. 在这一过程中释放

大量的氧自由基, 其具有强氧化性而能使脂质过氧

化、蛋白变性, 从而产生细胞毒害作用[22]. 
前人做过不同缺血、再灌注时间研究发现:

缺血15 min再灌注60 min的小鼠, 肠黏膜损伤的

早期形态学改变为小肠绒毛上皮分离[23]. 缺血

30 min再灌注60 min, 小肠上皮细胞脱落, 绒毛

尖端上皮抬高, 与固有膜剥离, 可见散在的溃疡

和出血灶, 并有大量的中性粒细胞浸润[24]. 缺血

45 min再灌注60 min, 出现了绒毛两侧上皮成块

脱落, 部分上皮完全脱落, 仅存固有膜, 肠壁变

薄[25]. 缺血1 h再灌注2 h, 有多部位不同程度的

肠黏膜绒毛上皮脱落、黏膜下水肿、毛细血管

扩张、瘀血[26]. 缺血1 h再灌注3 h即可出现肠黏

膜绒毛上皮下间隙增宽, 绒毛上皮与固有层剥

离、脱落[27]. 不同的缺血时间及再灌注时间, 均
能造成小肠黏膜的损伤, 再灌注2-3 h时为早期, 
晚期则可持续到再灌注后12-24 h甚至3-4 d[28]. 
从上述研究中难以发现缺血再灌注时间变化与

损伤的程度之间的规律; 另外, 前期实验[2]利用

单一时间点探讨了肠屏障的损伤情况, 阐释了

肢体缺血再灌注模型对肠屏障具有损伤作用, 
然而并未对其动态变化进行深入探讨, 故此, 本
实验借鉴前人经验进行规律性研究, 结果提示: 
两种动物模型在不同缺血、再灌注时间下均可

对肠屏障损伤产生动态影响. 
缺血再灌注不仅损伤肠屏障, 也对肠道功

能具有损伤作用[29], 可导致肠神经节细胞凋亡[30]

并对肠平滑肌收缩、传输功能产生影响[31-33]. 结
肠的血管不具有小肠的血管特点, 对于缺血再

灌注损伤的耐受比小肠好, 肠黏膜损伤程度较 
轻[34]. 细菌移位也是肠黏膜损伤的重要原因, 缺
血再灌注后小肠出现细菌移位, 而结肠几乎没

有没发生移位, 黏膜损伤不明显[35], 同时由于

针对小肠屏障的研究目前开展较为普遍, 故此

本实验重点探讨结肠动力损伤情况. 结肠是消

化系的重要组成部分, 主要生理功能为吸收水

分、某些电解质、短链脂肪酸和细菌的代谢产

物, 贮存和排泄粪便. 结肠的精确运动形式主要

表现为袋状往返运动、分节推进运动、多袋推

进运动和蠕动等4种类型. 其运动的调控主要

依赖于电活动在肠肌内的扩散, 肠内神经的反

射, 交感、副交感神经的反射和激素调节. 针对

缺血再灌注造成结肠动力损伤动态变化的探讨

国内外较少. 前期实验结果表明, 肢体缺血再灌

注可引发血清NO明显升高[2], 可导致结肠运动

功能障碍[36-37]. 前人已证实[38-39], 单一时间点的

肢体缺血再灌注可以造成结肠动力障碍, 其机

制与结肠平滑肌细胞内钙离子浓度相关, 由此

推测本实验中出现的动力障碍变化可能与钙离

子浓度变化相关, 今后将就此问题进行深入探

讨. 本实验用37℃恒温、950 mL/L O2、50 mL/L 
CO2及Krebs液浸浴组织等方法模拟生态环境, 
记录到的离体肌条活动稳定可靠, 可以直观的

反映结肠运动情况, 便于观察动态时间变化下

的动力损伤程度. 
肠系膜上动脉缺血再灌注模型和肢体缺血

再灌注模型, 均可造成肠屏障和肠动力的损伤, 
然而肢体缺血再灌注模型因其易操作、无感染

且死亡率低等特点更便于对肠道损伤的研究. 
今后, 将就此模型对肠动力损伤的变化进行深

入研究和探讨. 
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Abstract
AIM: To study the distribution of HBV genotypes 
and the clinical relevance of genotype with hepatitis 
B in Lhasa, Tibet Autonomous Region of China.

METHODS: Ninety two HBV-infected cases 
were analyzed for genotypes using gene chip 
technology. And association between its epide-
miology, DNA content, liver function, gender 
and ethnicity was investigated. 

RESULTS: Seventy-three HBV DNA positive 
cases with varying genotypes showed significant 
differences (χ2 = 7.179, P < 0.05). Among HBV 
DNA positive samples, there were 32 cases of e 
antigen positive, and no significant difference 
was observed in the DNA content but significant 
difference was detected in the national e antigen 
positive rate (χ2 = 8.423, P < 0.05). Genotypes B 
and C were mostly present in the Han national-
ity, while D-type existed mainly in Tibetan. ALB 
was lower in type D,C than in B, but GLB was 
higher in B. CHB and LC were mainly present in 
patients D and C genotypes (F = 3.832, P < 0.05). 

CONCLUSION: The HBV genotype DNA load 
shows no difference and no significant associa-
tion between liver function enzymes and disease 
conditions, and protein changes are more nota-
ble. Patients with C or D genotype are more vul-
nerable to disease progression than those with B 
genotype in Lhasa, Tibet region. 

Key Words: Hepatitis B virus; Genotype; Gene chip
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摘要
目的: 研究西藏拉萨地区HBV基因型的分布
特点及基因型与临床肝病的相关性.

方法:  采用基因芯片技术对92例乙肝病毒
感染者进行HBV基因分型, 并分析其流行病
学、DNA含量、肝功能以及性别和民族之间
的关系. 

结果: 73例HBV DNA阳性者不同基因型在不
同民族间存在统计学差异(χ2 = 7.179, P <0.05). 
HBV DNA阳性标本中, e抗原阳性者32例, 不
同基因型D N A含量之间无统计学差异 ,  但
民族之间e抗原阳性率存在统计学差异(χ2 = 
8.423, P <0.05), B、C型较多的存在于汉族中, 
而D型多存在藏族中. 不同酶类之间D基因型
均高于C、B型, 仅在蛋白类之间存在统计学
差异, D、C型ALB较B型低、而GLB较B型高. 
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CHB、LC更多存在D、C基因型(F  = 3.832, 
P <0.05).

结论: 拉萨地区HBV各基因型DNA载量无差
异, 肝功酶类与病情变化无明显关系、蛋白类
变化较显著, C、D基因型患者较B基因型易
发生肝病进展. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 基因型; 基因芯片
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染可

引起急、慢性病毒性肝炎, 继而可发展为肝硬

化、肝细胞癌, 已成为重要的公共卫生问题之

一. HBV DNA含有部分双链结构, 约由3200个碱

基对组成, 根据 HBV全基因序列>92%的同源性, 
可将HBV分为A-H等8种基因型[1-2]. 我国乙型肝

炎患者中基因型B多见于南方, C型多见于北方, 
D型仅见于西藏、新疆等少数民族地区, A和F型
偶见, 未见E、G、H型[3-5]. 西藏地域相对封闭, 
又靠近中亚地区, 其HBV基因型的分布特点及

其与临床肝病的相关性值得研究. 本文在应用

基因芯片技术检测西藏拉萨地区的乙肝病毒基

因型[6]的基础上, 进一步了解其HBV基因型分布

情况与临床肝病的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 92例血液标本均于2004年采自西藏拉萨

地区武警西藏总队医院门诊及住院的HBV感染

者, 年龄4-67岁. 汉族男21、女17例, 藏族男26、
女28例. 其中73例血清HBV DNA阳性患者中, 
按2000年《病毒性肝炎防治方案》标准诊断为

无症状乙型肝炎表面抗原携带者(asymptomatic 
HBsAg carrier, ASC)30例, 慢性乙型肝炎(chronic 
hepatitis B, CHB)36例, 肝硬化(liver cirrhosis , LC)7
例. 血清标本-80℃保存. 荧光定量PCR仪(ABI 
Prism 7000 美国), DY2003生物芯片点样仪(中科

院), CL-1000M紫外交联仪(美国UVP公司), 7180
生化分析仪(日本日立公司), DNA测序由北京三

博远志公司完成. HBV DNA定量检测试剂盒(中
山达安基因中心), 芯片检测试剂、PCR产物克隆

试剂、PCR引物及芯片探针等由天津市第三中心

医院天津市人工细胞重点实验室制作. 生化试剂
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(北京科美东雅公司). 
1.2 方法 
1.2.1 HBV DNA定量和标志物检测: 采用荧光定

量-聚合酶链反应(FQ-PCR)法检测病毒定量. 用
酶联免疫法(ELISA)检测病毒标志物. HBV DNA
提取、PCR扩增和数据分析均按达安基因诊断

中心的试剂盒操作说明进行. 
1.2.2 血生化指标: 用7180生化分析仪检测血清

中总胆红素(T-BiL)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、
天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、谷氨酰转肽酶

(γ-GT)、白蛋白(ALB)、球蛋白(GLB)等参数. 
统计学处理 实验结果经χ2检验及完全随机

设计方差分析. 应用SPSS13.0统计软件.

2  结果

2.1 HBV 基因分型芯片杂交 DNA基因分型芯片

的制备与检测、结果判读参见文献[6]. HBV基

因分型芯片杂交图(见图1).
2.2 HBV基因型分布 对73例HBV DNA阳性者进

行基因分型, 结果不同基因型在年龄、性别之

间的分布差异无统计学意义, 但不同民族间存

在统计学差异(χ2 = 7.179, P <0.05). B型较多的存

在于汉族感染者中, 而C、D型更多存在藏族感

染者中(表1). 
2.3 不同基因型感染者血清HBV标志物比较 73
例HBV DNA阳性标本中, e抗原阳性者32例, 
不同基因型D N A含量之间无统计学差异(F  = 
0.553, P >0.05), 但民族之间e抗原阳性率存在统

计学差异(χ2 = 8.423, P <0.05),  B、C型较多的存

在于汉族中, 而D型多存在藏族中(表2). 
2 .4  不同基因型与肝功能指数的关系  检测

TBiL、ALT、AST、γ-GT、ALB、GLB参数, 
表明不同酶类之间D基因型均高于C、B型, 仅
在蛋白类之间存在统计学差异(P <0.05), D、C型
ALB较B型低、而GLB较B型高(表3). 
2.5 HBV感染者基因型与临床表现比较 CHB、
LC更多存在D、C基因型(P <0.05, 表4).

3  讨论

HBV DNA含有部分双链结构, 根据HBV全基

因序列的同源性>92%或者S基因序列同源性

>96%, 可将HBV分为8种基因型[1-2], HBV基因组

核苷酸序列分析方法有多种, 基因芯片(型特异

探针反向杂交法) 为目前比较理想实用的方法. 
因其具有高通量、并行、快速等特点, 所以在

病毒基因表达谱研究、病毒感染的诊断、病毒

流行病学研究等方面被广泛应用[7-8]. 
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不同地区HBV的流行株各异, 其基因型与

临床致病性的关系结论不一. 有学者认为与C型
HBV相比, 感染B基因型的患者有较低的HBeAg
阳性率和更快的血清转换率, 有报道HBeAg阳
性率与基因型B和C之间无相关性 ,  也有报道

HBeAg阳性率B基因型较C型高, 李威曾报道, 云
南大理白族人群乙型肝炎病毒B、C基因型中

HBeAg阳性率分别为68.3%、40.0%[9-13].  Thakur 
et al在印度CHB患者中研究发现, D型与多种严

重肝病如LC及肝细胞癌密切相关, 可预测年轻

患者肝癌的发生[14]. Mayerat et al对欧洲地区肝

病患者研究表明, A型和D型相比, A型在慢性

乙肝感染患者中更常见, 而急性感染患者中更

普遍的为D基因型[15]. 对亚洲肝病患者研究显

示, 许多严重肝病的发生与基因型C的关系比

与基因型B更密切[16]. 本次调查B、D基因型中

HBeAg阳性率较高, 分别为53.8%、48.7%; C基
因型中HBeAg阳性率为33.3%. 3种基因型DNA
含量之间无统计学差异, e抗原阳性感染者B、

C型更多的存在于汉族中, 说明与汉族迁移藏区

有关; 而D型更多的存在于藏族中, 进一步说明

该地区优势基因型为D型. 
HBV的生物学特性因基因型不同各有差异. 

本研究在基因型与肝功生化指标比对中发现D
基因型患者肝脏炎症程度较重, 其ALT、AST、
γ-GT水平较高于B、C基因型, 但无统计学差异

(P >0.05). 在临床特征上, 基因型D与基因型A、

B、C相比存在差异[17], D型病毒变异株感染者的

血清ALT水平高于其他基因型变异株感染者, 说
明基因型D的肝炎活动程度可能较高. 较多的文

献报道ALT与AST在基因型间无明显差异, 朱琪

报道,  B、C基因型间ALT与AST差异无统计学

意义, 孔洪彬报道CHB C基因型患者肝功能指标

ALT、AST、T-BIL均值高于B基因型, 差异无统

计学意义[18-19]. 本研究结果进一步表明各种基因

型与肝功各酶类水平的关系差异无显著性. D、

C基因型ALB水平较B型降低、而GLB水平较B
型升高, 蛋白之间差异存在统计学意义(P <0.05), 
球蛋白的升高和白蛋白的降低往往提示着慢性

肝病的迁延, LC患者的变化较CHB更加明显[20], 
然而肝组织病理学检查在衡量炎症活动度、纤

表 1 73例HBV感染者不同基因型分布

     
基因型        n (％)

                                 性别                                        民族                               
年龄(岁)

                                            男 n (％)           女 n (％)            汉 n (％)             藏 n (％)

B            13(17.8)            6(46.2)            7(53.8)            9(69.2)            4(30.8)            30.0±6.1

C            18(24.7)            8(44.4)          10(55.6)            6(33.3)          12(66.7)            30.8±17.2

D            39(53.4)          21(53.8)          18(46.2)          11(28.2)          28(71.8)            33.7±16.7

B/D           3(4.1)              3(100.0)          0(0.0)              2(6.7)              1(3.6)              31.7±7.7

民族间不同基因型构成, χ2 = 7.179, P<0.05.

表 2 73例不同基因型感染者血清HBV标志物比较

     基因
   n

       HBV DNA                              e抗原阳性

型                  (log10)        n(％)     汉 n(％)     藏 n(％)   HBV DNA(log10)

B     13   5.43±2.92   7(53.8)  6(85.7)   1(14.3)   7.06±1.72

C     18   3.96±3.70   6(33.3)  4(66.7)   2(33.3)   7.38±2.66

D     39   4.92±4.51 19(48.7)  5(26.3) 14(73.7)   7.36±2.63

B/D    3   2.24±3.62   0   

不同基因型DNA含量, F = 0.553, P>0.05; 民族间不同基因型e

抗原阳性率, χ2 = 8.423, P<0.05.

CBA

图 1 HBV基因分型芯片杂交图. A: 乙肝病毒B基因型; B: C基因型; C: D基因型.
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维化程度等方面依然是金标准. 
HBV病毒的复制、肝病的演化及抗病毒治

疗等均与HBV基因分型有关. 对于西藏高原少

数民族地区, 进一步了解HBV基因分布情况、

研究基因型与临床肝病的关系, 对明确该地区

HBV基因型分布、特点以及提高肝炎防治水平

极为重要. 
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表 3 73例HBV感染者基因型与肝功能指标的关系

     
基因型   n                  TBIL             ALT(U/L)       AST(U/L)                  γ-GT(U/L)              ALB(g/L)        GLB(g/L)

B 13          15.9±4.5          112.8±86.7          55.1±42.4          63.2±38.6          38.2±6.9          32.6±6.6

C 18          16.5±4.2          105.2±79.6          51.5±37.2          62.6±40.7          35.8±7.0          34.8±6.4

D 39          16.7±3.8          129.2±94.7          75.6±42.3          74.5±45.2          35.2±6.8          34.5±6.9

B/D   3          15.3±2.7            96.5±68.5          57.3±29.2          72.4±38.1          35.3±5.4          33.9±5.8

ALB: F  = 7.626, P<0.05; GLB: F  = 3.181, P<0.05.

表 4 73例HBV感染者基因型与临床分型相关比较

     
临床分型    n 

                          HBV基因型 n (%)

                                 B               C                  D              B/D 

ASC         30    8(61.54)   7(38.89)    15(38.46)   0(0.0)   

CHB 36    5(38.46)   9(50.00)    20(51.28)   2(66.67)  

LC   7    0(0.0)       2(11.11)      4(10.26)   1(33.33)

F = 3.832, P<0.05.
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Abstract
AIM: To establish a serum protein fingerprinting 
technique coupled with a pattern-matching 
algorithm to distinguish colorectal cancer from 
healthy individuals.

METHODS: Serum samples were applied to met-
al affinity protein chips to generate mass spectra 
by surface-enhanced laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF-
MS). Protein peak identification and clustering 
were performed using the Biomarker Wizard 
software. Proteomic spectra of serum samples 

from 84 colorectal cancer patients and age- and 
sex-matched 83 healthy individuals were used 
as a training set and a classification tree with 1 
distinct protein masses was generated by using 
Biomarker Pattern software. The validity of the 
classification tree was then challenged with a 
blind test set including another 85 colorectal can-
cer patients and 83 healthy individuals. We ad-
ditionally determined carcinoembryonic antigen 
(CEA) in all the serum samples included in the 
blind test set using an electrochemiluminescent 
immunoassay. 

RESULTS: The software identified an average 
of 59 mass peaks/spectrum and 1 of the identi-
fied peaks at 5765 was used to construct the 
classification tree. The classification tree sepa-
rated effectively colorectal cancer from healthy 
individuals, with a sensitivity of 98.81% and a 
specificity of 100.00%. The blind test challenged 
the model with a sensitivity of 97.65% and a 
specificity of 98.80%, and a positive predictive 
value of 98.81%, respectively. The specificity and 
sensitivity provided by CEA were significantly 
lower than that of the SELDI marker pattern (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: SELDI-TOF-MS technique 
can correctly distinguish colorectal cancer 
patients from healthy individuals and shows 
great potential for the development of a 
screening test for the detection of colorectal 
cancer. 

Key Words: Surface enhanced laser desorption/ion-
ization-time of flight-mass spectrometry; Colorectal 
neoplasm; Seral biomarkers; Proteomics; Protein-
chip array analysis
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摘要
目的: 分析结直肠癌期患者血清蛋白质组变
化, 初步建立结直肠癌期分类树模型. 
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■背景资料
结直肠癌的诊断
及治疗发生了很
大的改进, 但其发
病率和死亡率并
未发生根本的变
化, 主要原因在于
缺乏高灵敏度、

特异度的早期诊
断方法 .  SELDI-
TOF-MS是蛋白
质芯片和质谱技
术的结合, 具有高
通量、高灵敏度
等技术优势, 可检
测到传统方法检
测不到的蛋白质
或多肽, 已成为肿
瘤蛋白质组学主
要技术平台之一, 
为肿瘤早期诊断
的研究开拓了新
的视野. 

■同行评议者
何超, 教授, 浙江
大学医学院附属
邵逸夫医院肛肠
外科



方法: 将335例血清样本(其中结直肠癌患者
169例, 健康人166例)随机分为训练组和测试
组, 将血清样本加至IMAC30-Cu2+蛋白芯片, 
利用SELDI-TOF-MS得到血清蛋白质谱, 利用
Biomarker Wizard软件进行蛋白峰值鉴定和聚
类. 利用Biomarker Pattern以训练组建立由1个
差异蛋白组成的结直肠癌期分类树模型, 以
测试组进行独立样本的双盲验证. 另外, 应用
电化学发光免疫测定法检测测试组血清样本
CEA.  

结果: 软件识别了59个质峰, 其中由质荷比为
5765的蛋白构成的分类树模型可以有效鉴别
结直肠癌患者与正常人, 灵敏度和特异度分
别是98.81%及100.00%, 经双盲验证其灵敏度, 
特异度及阳性预测值分别是97.65%, 98.80%
及98.81%. CEA的灵敏度及特异度低于SELDI
分类树模型(P <0.05). 

结论: SELDI-TOF-MS检测得到的血清蛋白质
组分类树模型可以准确的鉴别结直肠癌患者
与正常人, 对结直肠癌的筛查有重要的意义. 

关键词: 表面增强激光解析离子化飞行时间质谱

仪; 结直肠癌; 血清生物标志物; 蛋白质组学; 蛋白

质微阵列分析
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0  引言

结直肠癌的发病率和死亡率在欧美及中国均居

前列. 目前结直肠癌的诊断及治疗较30年前发生

了很大的改进, 但其发病率和死亡率并未发生根

本的变化, 主要原因在于缺乏高灵敏度、特异度

的早期诊断方法. 表面增强激光解析离子化飞

行时间质谱仪(surface-enhanced laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry, SELDI-
TOF-MS)是蛋白质芯片和质谱技术的结合, 在肿

瘤标志物的发现和诊断方面已崭露巨大的潜力. 
结直肠散发性中分化腺癌是结直肠癌的主要病

理类型. 利用SELDI-TOF-MS和铜离子鳌合蛋白

芯片(IMAC30-Cu2+)检测了结直肠散发性中分化

腺癌患者及正常人的血清样本, 利用相关软件进

行蛋白峰值鉴定和聚类, 比较结直肠癌患者与正

常人血清蛋白质组构型的变化, 建立了由1个差

异蛋白组成的结直肠癌血清蛋白分类树模型, 并
进行独立样本的双盲验证, 可以准确的鉴别结直
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肠癌与正常人, 对结直肠癌的筛查有重要意义, 
现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠散发性中分化腺癌患者血清

标本169例来自中国人民解放军150中心院

2006-10/2008-03住院患者, 健康志愿者血清标

本166例来自2007年在中国人民解放军150中心

院健康体检者. 取样人群有相似的暴露史, 汉
族, 年龄范围为18-82岁, 结直肠癌及正常人的

性别比(男/女)分别是0.97及0.98, 采用完全随机

化的方法分别将样本分为训练组和测试组, 2组
中结直肠癌患者及正常人分别是84/83及85/83
例, 年龄、性别的差异无显著性. 结直肠癌患者

均经术后病理检查, 根据AJCC的TNM分期2004
确诊为结直肠中分化腺癌[1], 训练组Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ期患者各13、37、25和9例, 测试组Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期患者各13、36、26和10例, 无家

族史, 正常人经纤维结肠镜、B超、ECG、血清

CEA等检查, 除外肿瘤及炎症性、代谢性等影

响血清蛋白表达的相关疾病. 告知所有受试者

本人或其家属该研究的目的、方法及意义, 经
同意后, 签署知情同意书. 尿素、乙腈、三氟乙

酸、SPA(sinapinic)、CHAPS、Tris-HCL等均购

自Sigma公司, 美国Ciphergen Biosystem 公司的

ProteinChip Biology System(PBSⅡ+)及其配套的

IMAC30-Cu2+蛋白芯片、SELDI-TOF-MS购自美

国Ciphergen Biosystem公司. 
1.2 方法 
1.2.1 样品的收集: 清晨空腹采集肘静脉全血

5 mL后立即放入4℃冰箱静置2 h, 4℃、1000 
r/min离心30 min, 吸取血清分装成100 μL/管, 共
4管, 做好标记, 置于-70℃冰箱保存, 另取正常人

血标本30mL进行预实验, 处理方法同上, 吸取血

清分装成每管40 μL, 共64管.  
1 .2 .2  样品的准备及分组 :  溶解冰冻血清并

4℃、20 000 g离心10 min, 每个样品取20 μL血
清, 分别加40 μL U9缓冲液(含9 mol/L尿素, 2% 
CHAPS, 50 mmol/L Tris-HCl pH9.0), 4℃、200 
r/min振荡30 min, 使蛋白质变性. 将120 μL结合

/洗脱缓冲液(含100 mmol/L磷酸钠, 500 mmol/L
氯化钠, pH7.0, 即IMAC缓冲液)加入1.5 mL离心

管, 每管加入10 μL变性后的血清样品, 4℃、200 
r/min振荡30 min. 将64份预实验样本分成8组, 以
8条IMAC30-Cu2+芯片检测, 评价质谱图在芯片

之间及同1芯片不同芯池之间的重复性. 采用随

机区组法将实验样本分为42组, 每组8例分别加

www.wjgnet.com

■相关报道
Melle  e t  a l 利用
SELDI-TOF-MS
和相关蛋白质组
学技术发现和鉴
定了S100A11在
结直肠癌组织中
的表达水平高于
其在正常上皮和
腺瘤组织中的表
达. 

■研发前沿
应用SELDI-TOF-
MS技术进行比较
蛋白质组学研究
已成为疾病蛋白
质组学研究的热
点, 不同的研究小
组建立了多种疾
病的血清或组织
蛋白质谱分类树
模型, 发现了一些
有意义的蛋白质
或多肽, 但由于这
些标志物多是低
丰度、小分子质
量蛋白, 其鉴定是
一项具有挑战性
的工作. 
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至同一条芯片的8个芯池A-H(每组正常人及结

直肠癌患者各4例, 第42组结直肠癌患者5例, 正
常人2例).  
1.2.3 芯片的预处理: 预处理方法如文献[2]所述, 
主要包括: 芯片每个芯池加入100 mmol/L CuSO4 

50 μL, 4℃, 200 r/min振荡5 min, 倒除CuSO4残

液, 去离子水冲洗5次后甩干, 每个芯池加入100 
mmol/L醋酸钠(pH4.0)50 μL, 4℃、200 r/min振
荡5 min, 倒除醋酸钠残液, 去离子水冲洗5次后

甩干, 每个芯池加入150 μL IMAC缓冲液, 4℃、

200 r/min振荡5 min后倒除残液重复1次, 每个芯

池加入50 μL稀释后的样品, 4℃、200 r/min振
荡60 min后倒除残液, 以150 μL IMAC缓冲液冲

洗3次, 每次4℃、200 r/min振荡5 min, 最后以1 
mmol/L HEPES(pH7.0)快速冲洗; 取出芯片, 在
每个芯池周围以疏水笔圈样品孔并风干; 取2 
mg EAM(SPA)置于1.5 mL离心管中, 加入30 μL
乙腈和30 μL 1% TFA, 室温1800 r/min振荡5 min
使SPA全部溶解, 离心1 min; 每个芯池加SPA 2
次, 每次0.5 μL, 2次之间允许各孔风干. 
1.2.4 芯片检测: 用加有all-in-one标准蛋白质的

NP20芯片校正质谱仪, 设定仪器参数, 激光强

度175, 检测灵敏度8, 优化相对分子质量范围

1500-20 000, 最佳聚焦中心6000, 数据采集参

数范围20-80, 收集点数为100次. 在Ciphergen 
ProteinChip软件中设定读片程序读取芯片数据, 
计算机以1×109 Hz/s的速度获得原始数据并快

速精确的绘制出蛋白质谱图, 其横坐标为质荷

比(M/Z), 纵坐标为蛋白质相对含量. 
1.2.4.1 蛋白质的M/Z: 结合EAM后的蛋白质在

SELDI-TOF-MS氦氖激光器的激光轰击下电离, 
带有电荷的蛋白质在加速电场的作用下, 不同

质荷比的蛋白质在一定的真空管中飞行所需时

间不同, 蛋白质M/Z与离子飞行时间的平方成正

比. 由E = UZ = 1/2mv2和t  = L/A推出M/Z = Kt 2 

=(2U/L2)t 2. 其中Z为离子所带电荷数, U为电压, 
V为飞行速度, L为加速飞行电场电压, K为常数. 
1.2.4.2 蛋白质相对含量: 带有正电荷的蛋白质离

子束在到达检测器的一瞬间, 电子倍增器将产生

瞬时电流(瞬时电流It  = Q/t , 其中Q为t时刻检测器

检测到的电荷数)转换成蛋白质相对含量. 
1.2.5 血清样本CEA的检测: 应用电化学发光免

疫测定法(试剂盒由郑州博赛生物试剂实验研

究所提供)检测测试组168例受试者血清样本的

CEA, <5 μg/L诊断为正常, ≥5 μg/L诊断为结直

肠癌. 

统计学处理 用Ciphergen ProteinChip软件

和BioMarker Wizard软件对芯片检测得到的蛋

白质相对含量及蛋白质M/Z数据按数据库挖掘

要求进行处理. 通过BioMarker Wizard软件用方

差分析对同一M/Z对应蛋白的相对含量在不同

组间的差异进行统计学分析. 用数据挖掘软件

Biomarker Pattern(其采用的是决策树方法对目

标对象进行分类)对数据组及相关性进行分析. 
SPSS13.0用于分类树模型和CEA两种诊断方法

的比较、分析一般病历资料、计算预试验样本

中所选取3个M/Z对应蛋白相对含量的变异系数.

2  结果

2.1 质谱图分析 用BioMarker Wizard软件对结直

肠癌84例和正常人83例的质谱图进行比较分析, 
共检测到有差异的蛋白质峰59个(图1), 其中差

异有显著性的有54个(P <0.05, 表1). 
2.2 训练组在学习模式下结直肠癌分类树模型

的建立 用BioMarker Wizard软件和Biomarker 
Pattern软件在学习模式下分析84例结直肠癌患

者与83例正常人血清中蛋白质的组成, 结果发

现M/Z为5765的蛋白组成的分类树模型可将结

直肠癌患者与正常人准确的分组. 用此生物标

志物分析数据共产生1个节点(图2): 在节点1处, 
满足5765≤3.325(终节点1)诊断为正常人, 满足

表 1 结直肠癌患者与正常人血清中的部分差异蛋白

     
差异蛋白    结直肠癌组    正常人组          

P
      结直肠癌组

的M/Z            的均数           的均数                    的表达变化

3901              0.23              3.42             0             ↓

4105              4.72              0.50             0             ↑

4224            -0.16               4.11             0             ↓

4499              6.89              0.88             0             ↑

4943              6.01              0.29             0             ↑

5765            38.30              0.39             0             ↑

5785            14.20              0.32             0             ↑

5921              0.41            10.87             0             ↓

5970              6.52              1.93             0             ↑

6289              5.16              0.75             0             ↑

7398              3.46              0.20             0             ↑

7596            40.34              4.82             0             ↑

7617            13.30              0.92             0             ↑

7638              4.01          －0.03             0              ↑

7662              3.72              0.74             0             ↑

7718            -0.67              6.84             0              ↓

7966            10.79              4.27             0             ↑

8761              3.53              0.67             0             ↑

9118              9.66              1.54             0             ↑

■创新盘点
利用SELDI-TOF-
MS进行结直肠癌
的比较蛋白质组
学研究, 发现了多
个有意义的蛋白, 
科研设计严密, 结
果符合统计学要
求. 
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5765>3.325(终节点2)诊断为结直肠癌. 
2.3 训练组在学习模式下分类树模型的准确率 
用Biomarker Pattern软件统计学分析结果显示: 
训练组样本在学习模式下由M/Z为5765的蛋白

组成的分类树模型在学习模式下可以将84例结

直肠癌患者及83例健康志愿者完全正确分组, 
正确率为100.00%(167/167). 
2.4 训练组在测试模式下分类树模型的灵敏

度、特异性及约登指数 训练组样本在测试模

式下对上述分类树模型进行交叉验证 ,  结果

83/84例结直肠癌患者被本方法正确诊断, 83/83
例正常人被本法正确诊断, 灵敏度、特异性及

约登指数(Youden's index, YI)分别为98.81%、

100.00%和0.99. 
2.5 独立样本双盲验证 另取结直肠癌患者血清

标本各85例及正常人血清标本83例对分类树模

型进行独立样本的双盲验证, 分类树模型可以

将83/85例结直肠癌患者、82/83例正常人正确

分组, 正确率、灵敏度、特异性、YI及阳性预

测值分别为98.21%(165/168)、97.65%(83/85)、
98.80%(82/83)、0.97和98.81%(83/84). 

2.6 M/Z 5765蛋白峰在结直肠癌组与正常人组

的含量差异 M/Z 5765蛋白峰的相对含量在结直

肠组高于正常人组, 经方差分析其差异有显著

性(P  = 0, 图3-4). 
2.7 质量控制和重复性 将同一志愿者的血清分

成64份, 以8条IMAC30-Cu2+芯片检测, 从质谱图

中随机挑选3个波峰, 计算其在不同芯片以及同

1条芯片不同芯池之间相对强度的变异系数, 小
于3%, 说明在不同芯片以及同1条芯片不同芯池

之间M/Z和波峰强度具有较好的重复性. 
2.8 血清样本CEA的检测 采用郑州博赛生物试

剂实验研究所提供的试剂盒通过电化学发光免

疫测定法检测了测试组168例样本的CEA, 正常

参考值: <5 μg/L, 34/85例结直肠癌患者、30/83
例正常人被正确诊断 ,  灵敏度、特异性别为

40%、36.14%, 阳性检测率低于结直肠癌分类树

模型(χ2 = 10.7, P <0.005). 

3  讨论

结直肠癌是常见恶性肿瘤之一,  5年生存率随肿

瘤分期的增高而显著降低[3-5], 对不具有高危因

素的结直肠癌患者在50岁前后切除而具有高危

因素的结直肠癌患者在50岁之前切除可以显著

降低结直肠癌的新发生率及死亡率[6]. 因此早期

诊断、及时治疗是提高结直肠癌预后的主要因

素. 目前结直肠癌的诊断主要依赖于对高危人

群进行体格检查、大便潜血试验、X线、CT、
纤维结肠镜, 但是这些方法对结直肠癌的诊断
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图 2 可以鉴别结直肠
癌与正常人的分类树模
型. 满足5765≤3.325(终

节点1)诊断为正常人, 

满足5765>3.325(终节

点2)诊断为结直肠癌.

图 3 M/Z 5765蛋白峰的相对含量在结直肠癌组高于正常
人组(质谱图).
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图 4 M/Z 5765蛋白峰的相对含量在结直肠癌组高于正常
人组(质谱图模拟胶图).
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■应用要点
SELDI-TOF-MS
检测得到的血清
蛋白质组分类树
模型可用于结直
肠癌的初步筛查, 
为血清标志物的
发现提供了目标
蛋白. 
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尤其是对Ⅰ期的诊断较为困难. 发现对结直肠

癌不同分期和亚型有意义的标志物对结直肠癌

的预防、诊断及治疗有重要意义[7-8]. 但是, 目前

常用的血清标志物如CEA、CA19-9、CA242、
CA72-4以及组织多肽抗原、组织多肽特意抗原

等对结直肠癌的诊断灵敏度、特异度较低[8]. 肿
瘤的多因素特性表明多种标志物的联合检测对

肿瘤的早期发现和诊断有重要意义[9]. 
基因组学及蛋白质组学的迅速发展为结直

肠癌诊断和标志物鉴定等方面的研究提供了新

思路. 基因的功能不仅由排序决定, 他给予生命

信息之多, 变异之广使罹病机制成了一个极其

复杂的问题[10]. 蛋白质由含特定DNA序列的氨

基酸经四级结构装配而成, 不同的蛋白质由于

组成的肽链和结构不同, 有着不同的生物学功

能, 他直接反映基因给予的信息, 他的功能一旦

出现异常就可引发疾病, 复杂的蛋白质组学模

型可以反应多种组织的病理状态, 蛋白质组学

技术可以鉴别肿瘤细胞的不同亚型, 通过对这

些蛋白或肽的定量与定性研究, 可以发现肿瘤

特异标志物. 因此, 研究蛋白质的组成及性质是

揭示基因和疾病联结链条中的关键一环, 而肿

瘤蛋白质组学为肿瘤标志物的发现提供了一个

新的方法, 应用这种方法, 已经发现和鉴定了载

脂蛋白A1等一些标志物[11-13]. 肿瘤是一个多因素

多阶段的慢性疾病, 在疾病发生发展的过程中, 
一些肿瘤细胞的蛋白质或多肽可以被分泌到循

环系统中, 血液的蛋白质组学可发生相应变化, 
反映出机体的疾病状态, 从而使得应用血清进

行结直肠癌蛋白质组学研究、发现患者的血清

特异标志物成为一种可能. 而血清标志物的检

测具有微创、患者易于接受等优点. 
由美国Ciphergen Biosystems公司发明的

SELDI-TOF-MS是蛋白质芯片和质谱技术的结

合, 主要由蛋白质芯片、芯片阅读器和生物信

息学三大部分组成, 其表面为可结合蛋白质的

固体点表面, 检测的灵敏度高, 可把传统方法检

测不到的蛋白和多肽检测出来, 可直接分析患

者血清、淋巴液、脑脊液、尿液、细胞分泌

液等样品而无需复杂的样品制备, 继Petricoin 
et al [14]利用SELDI-TOF-MS分析了116例血清标

本(其中卵巢癌50例, 正常对照66例)得出可以

完全检出卵巢癌的血清蛋白质分类树模型之

后, SELDI-TOF-MS广泛用于卵巢癌、前列腺

癌、肝癌、食管癌、结直肠癌等多种肿瘤的

研究, 已成为肿瘤蛋白质组学主要技术平台之

一. 结直肠散发性中分化腺癌是结直肠癌的主

要病理类型, 选择该病理类型患者进行研究对

结直肠癌的早期诊断有较好的代表性. 预实验

表明在SAX2、WCX2和IMAC30-Cu2+这3种芯

片之中, IMAC30-Cu2+芯片应用于SELDI-TOF-
MS技术可以结合较多的蛋白, 得到稳定的质谱

图, 因此我们选择了IMAC30-Cu2+芯片和SELDI-
TOF-MS分析了335例血清样本(其中结直肠癌

169例, 健康志愿者163例)的蛋白质谱图, 建立

了由M/Z为5765的蛋白组成的分类树模型用于

鉴别结直肠癌和正常人, 经独立样本的双盲验

证其正确率、灵敏度、特异性、Y I及阳性预

测值分别为98.21%(165/168)、97.65%(83/85)、
98.80%(82/83)、0.97和98.81%(83/84), 显著优于

血清CEA的检测, 具有较好的诊断意义, 为结直

肠癌分子诊断提供了潜在标志物. 
今后我们将应用蛋白质组学技术鉴定所发

现的差异蛋白及分类树模型中M/Z峰对应蛋白, 
以便进一步提高诊断结直肠腺癌不同亚型和

TNM临床分期的灵敏度和特异度, 明确这些蛋

白的来源, 如宿主器官、肿瘤或代谢产物[15-16]. 
此外, 我们将用分类树模型鉴别结直肠癌与胃

癌、食管癌等常见肿瘤. 
总之, 我们应用SELDI-TOF-MS和IMAC30-

Cu2+芯片发现了可以快速识别经病理确诊为结

直肠癌患者的血清蛋白标志物. 结果表明应用

SELDI-TOF-MS、IMAC30-Cu2+芯片和有效的

分析软件可以得到能准确鉴别结直肠癌和正常

人的血清分类树模型, 具有较高灵敏度、特异

度及阳性预测值, 对提高结直肠癌的早期诊断

水平、改善结直肠癌预后具有重要的潜在意义, 
为结直肠癌血清标志物的鉴定提供了候选蛋白. 
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Abstract
Portal hypertension gastopathy (PHG) is defined 
as pathological changes of stomach mucosa, 
which are accompanied with potral hyperte-
sion, especially in liver cirrhosis patients. The 
main clinical manifestation is alimentary tract 
hemorrhage, which may lead to death of pa-
tients sometimes. This article aims to review the 
research advances in the pathogenic mechanism, 
endoscopic diagnosis, imaging diagnosis and 
treatment of portal hypertension gastopathy. 

Key Words: Gastropathy; Portal hypertension
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摘要
门脉高压性胃病 ( p o r t a l  h y p e r t e n s i o n 

gastopathy, PHG)是指门脉高压症伴发的胃黏
膜病变, 主要发生于肝硬化门脉高压症, 其临
床主要表现为消化系出血症, 是上消化道出血
的重要原因之一, 严重时危急生命. 近年来关
于门脉高压性胃病的发病机制, 内镜下和影像
学诊断、治疗发展较快. 本文就近年来门脉高
压性胃病的研究作一综述.

关键词: 胃病; 门静脉高压
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0  引言

门脉高压性胃病(portal hypertension gastopathy, 
PHG)是指门脉高压症伴发的胃黏膜病变, 主要

发生于肝硬化门脉高压症患者, 也见于非肝硬

化门脉高压症患者, 食管-胃底静脉曲张与PHG
均为门脉高压所致, 两者可同时并存或单独存

在[1]. 临床主要表现为消化系出血症症状, 是上

消化系出血的重要原因之一, 严重时危急生命. 
本文就近年来门脉高压性胃病的研究作一综述. 

1  PHG的发病机制

1.1 门静脉高压 有研究[1-3]认为门静脉压力升高

与PHG的发生有相关性, 同时也和静脉曲张的存

在及病变的范围密切相关, 但肝功的改变在门脉

高压性胃病的发生中没有起到任何作用; 但国内

石国梁[4]认为肝硬化患者门脉高压性胃病发病率

随肝功能分级及食管静脉曲张严重程度的增加

而上升. 门静脉高压时, 胃黏膜血流动力学改变

为高血容量和低灌注量, 由于血流缓慢, 黏膜下

毛细血管和静脉扩张, 通透性增加, 血浆外渗透

导致胃黏膜下动静脉短路, 血液重新分布, 有效

血流量相对减少, 动脉血气氧饱和度下降, 组织

缺氧, 局部胃黏膜组织损伤, 病变在胃体、贲门

部明显. 硬化剂治疗食管曲张静脉似乎并不改变

PHG发生的自然史[5]. Merkel et al [6]研究表明, PHG
的轻重与门脉压力相关, 且经TIPS治疗或外科分

流术后PHG病情明显改善. 另有研究表明[7], 食管
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外科



胃底静脉曲张的内镜下硬化及套扎治疗则可能

是PHG发生及加重的一个重要因素．

1.2 胃黏膜防御屏障破坏 肝硬化常合并内毒素

血症, 内毒素激活激肽系统, 使组织缺血缺氧、

细胞代谢障碍、黏膜抵抗力降低. 大量研究认为

热休克蛋白(HSP72)对胃黏膜有关键性的保护作

用, 而最近研究[3]发生肝硬化大鼠胃黏膜HSP72
表明明显减少, 表明HSP72参与了PHG的形成. 
超微结构观察到PHG上皮细胞与毛细血管内皮

细胞肿胀、增宽, 毛细血管内皮细胞肥大, 基底

膜厚薄不均, 窗孔增多, 有时可贝毛细血管破裂, 
红细胞溢出, 并可见周围细胞平滑肌化[8]. 
1.3 炎性介质的改变 商中华 et al [9]采用逆转录

聚合酶链反应(RT-PCR)对44例肝硬化门静脉高

压症患者PHG动态变化过程中病变部位的血管

内皮生长因子(vessel endothelium growth factor, 
VEGF)及其受体FLT-1、FLK-1 mRNA的表达

进行检测发现, VEGF及其受体FLT-1、FLK-1
过度表达是门脉高压性胃病胃黏膜损害的重要

因素之一. 有研究[10]认为, 肝硬化门脉高压患者

胃黏膜组织VEGF表达增高. PHG胃黏膜淤血、

缺氧与VEGF增加存在互动关系, VEGF在PHG
发病过程中的作用可能是有限的 .  环氧化酶

2(COX-2)和前列腺素I2(PGI2)在门脉高压性胃病

的发生中起重要作用. 国内张初民 et al [11]研究认

为肝硬化门脉高压性胃病患者血浆PI2明显升高, 
作为具有扩张血管作用的炎性介质, 在门脉高

压性胃病发病中起重要作用. 宗晔 et al [12]通过研

究认为门静脉高压是门静脉高压性胃病的必要

条件, 而其他因素, 如血浆VIP水平与门静脉高

压性胃病的发生也有一定关系. 
1.4 门脉高压性胃病与幽门螺杆菌相关性 PHG
的发生机理和影响因素至今仍不十分清楚. 幽
门螺杆菌(H pylori )是否参与PHG的发生、发展

意见尚未统一[13]. 国外学者Batmanabane et al [14]

认为H pylori感染与PHG的形成没有关系; 国内

周宇 et al [15]认为H pylori感染对PHG发病影响

不大.
1.5 内皮素在门脉高压性胃病中的作用 内皮素

(endothelin, ET)是肝星状细胞(hepatic stellate 
cel l, HSC)最重要的血管活性物质之一, ET与
HSC的相互作用由于对肝脏纤维化、肝内和肝

外血管阻力和门静脉血流量的变化都起着关键

作用. Wang et al [16]在门脉结扎和四氯化碳的两

种门脉高压大鼠模型中, 发现门脉血中的ET与
对照组相比无明显统计学差异, 认为ET在这两
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种模型的门脉高压形成中未起作用, ET的作用

可能是保持血管张力, 对抗血管扩张作用. 

2  门脉高压性胃病的镜下诊断

近年来随着新的内镜介入治疗方法不断涌现, 
人们渐渐重视对PHG的研究[2].
2.1 Mc Cormack分类 1985年Mc Cormack et al
首次根据PHG的内镜下表现将其分为轻、重2
型, 轻者表现为: 黏膜表面细小红点灶(red point 
lesion, RPL)或猩红热样疹(scarlastina rash); 在
条纹状外观的黏膜皱褶表面出现的表浅红斑

(erythema); 红色或粉红色水肿黏膜上出现细白

色网状间隔, 类似蛇皮样(snakeskin-like pattern, 
SLP)马赛克样改变(mosaic-like pattern, MLP). 重
度者可见散在的樱桃红样斑点(cheery-red spots, 
CRS)和(或)弥漫性出血性胃炎. 其中以MLP最常

见, 多发生于胃底和胃体部.
2.2 PHG的内镜下诊断参考NIEC(the New Italian 
Endoscopic Club)分类[17] NIEC认可了PHG内镜

下共同的4种基本病变: 马赛克样改变(mosaic-
like pattern, MLP)、黏膜表面细小红点灶(red 
point lesion, RPL)、樱桃红样斑点(cheery-red 
spots, CRS)、黑棕色斑(black brown spots, BBS), 
他们进一步定义MLP是黄白色凹陷围绕的小多

边形区, 可分为轻度、中度及重度: 轻度为弥漫

性淡红区, 中度为淡红区中心部有小红点, 重度

为弥漫性发红灶. RPL是指直径<1 cm、平坦状

红点; CRS表现为直径>2 cm、类圆形红色突起; 
BBS呈黑色或褐色斑, 形状不规则. 

3  PHG影像诊断进展

3.1 门脉高压性胃病的CT诊断 Ishihara et al [18]对

32例肝硬化患者, 其中10例内镜确诊为PHG, 进
行螺旋CT动态增强扫描研究, 10例PHG患者中

有9例在增强早期、晚期及延迟期均发现胃壁

内层强化, 其他22例肝硬化患者出现胃壁内层

早期、晚期及延迟期强化的例数分别为16例、

15例及5例. 表明PHG者和不伴PHG者的肝硬化

者胃壁内层延迟期强化具有显著性差异, 延迟

期胃壁内层强化反映胃黏膜层静脉淤血, 因此

胃壁内层延迟强化是PHG的一种可靠征象.
3.2 门脉高压性胃病的超声诊断 B超检查可以

从多个指标间接反映门静脉高压的程度. 张晓

红 et al [19]经超声检查指标对门脉高压性胃病进

行预测. 经超声和胃镜检查, 筛选出与门脉高压

性胃病相关且对其判断贡献较大的指标, 建立

回归方程. 门静脉内径、脾长径、脾指数、脾
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■研发前沿
近年来随着人们
对PHG的发病机
制、临床表现及
治疗的研究不断
深入, 使得对PHG
的认识更加全面. 
特别是在PHG的
无创性诊断方面
取得进展. 人们将
采用无创性的方
法对PHG做出诊
断及预测病情的
转归. 

■相关报道
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对门脉高压性食
管静脉曲张的患
者, 分别进行食管
曲张静脉套扎和
硬化剂注射, 两组
比较, 静脉曲张的
再发生率没有明
显的差异.
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静脉内径、腹水、胆囊壁厚度与门脉高压性胃

病呈正相关, 经logistic回归分析对门脉高压性

胃病的综合判断符合率为79.3%. 超声检查指标

对肝硬化患者门脉高压性胃病判断符合率较高, 
可由超声检查预测肝硬化门脉高压性胃病. 夏
建国 et al [20]研究证实: 门脉高压时与门脉左支

相连的侧支静脉为脐静脉, 彩色多普勒超声可

以显示脐静脉及附脐静脉的解剖学特点和血流

特征, 我们可以借此来诊断PHG的发生.

4  门脉高压性胃病的治疗现状

食管-胃底静脉曲张与PHG均为门脉高压所致, 
两者可同时并存或单独存在[1]. 降低门脉压力是

PHG的基本治疗方法. PHG的治疗关键在于降低

门脉压力, 用药物降低肝硬化门脉高压是PHG
治疗的研究热点[21].
4.1 门脉高压性胃病的药物治疗 众所周知, 门脉

高压性胃病是肝硬化门脉高压的重要并发症, 也
是并发上消化系出血的常见原因之一, 国外有文

献报道门脉高压所致胃黏膜病变达94%-98%[22]. 
瑞巴派特(商品名: 膜因思达)是一种胃黏膜保护

剂, 临床上已用于治疗胃溃疡、急性胃炎、慢性

胃炎的急性加重期胃黏膜病变的改善等, 国外临

床研究还证实其对慢性肝病引起的胃黏膜病变

也有一定疗效[23]. 多年临床已证实瑞巴派特对胃

溃疡、急性胃炎、慢性胃炎的急性加重期胃黏

膜病变的改善均有较好的疗效[24-25]. 研究表明瑞

巴派特能刺激胃黏膜内源性前列腺素合成; 增加

胃黏液糖蛋白复合物、促进损伤部位单层上皮

细胞增殖; 抑制H pylori诱导的中性粒细胞激活; 
抑制、清除胃部自由基, 从而明显改善胃黏膜损

伤, 起保护胃黏膜作用[26]. 国内学者李琪 et al [27]

研究证实: 瑞巴派特能改善门脉高压性胃病患者

的临床症状及胃黏膜病变.
吉林大学第二医院韩刚 et al [28]经实验证实

H2受体拮抗剂甲氰咪胍通过拮抗肝硬化门脉高

压症犬血中异常升高的组织胺的作用, 舒张肝

血管床, 降低门脉血流阻力, 从而降低门脉压力, 
同时使门脉及全肝血流量轻度增加, 而对全身

血流动力学无不良影响.
黄会芳 et al [31]经过实验观察汉防已甲素降

低大鼠肝硬化门脉高压的疗效和对胃黏膜微循

环及其超微结构的影响．认为活化的肝星状细

胞在肝硬化、门脉高压发生发展过程中起核心

作用; 另外, 转化生长因子-β可在转录和翻译水

平上促进胶原等的合成, 抑制细胞外基质降解, 
使肝内结缔组织生成增多, 汉防已甲素能影响

转化生长因子-β及其信号通路, 减少细胞外基质

的合成, 间接使门脉压力下降[30]. 结果证实了汉

防已甲素能有效、安全地降低大鼠肝硬化门脉

压力, 可有效改善其胃黏膜微循环及超微的结

果变化, 为临床治疗门脉高压性胃病提供实验

依据[31]. 有报道[5]在肝硬化门脉高压性胃病的大

鼠模型中, 锌的衍生物, 特别是L-肌肽锌通过热

休克蛋白72阻止胃黏膜损伤, 起到保护胃黏膜

的作用. PHG壁细胞增生的机制尚不清楚, 但抗

酸治疗不失为治疗PHG的方法之一[32].
4.2 门脉高压性胃病的介入治疗 李荣宽 et al对
48例门脉高压性胃病患者行部分脾动脉栓塞术, 
对比术前、术后的胃镜及超声检查指标. 结果

发现术后患者的胃镜下表现及门静脉内径、门

静脉平均血流速度、脾静脉内径、脾厚度等指

标均改善. 认为部分脾动脉栓塞术能够降低门

静脉压力, 对门脉高压性胃病有治疗作用[33]. 目
前有学者进行内镜下套扎联合脾动脉栓塞术治

疗食管静脉曲张取得了较好的疗效[34]. 有报道, 
对门脉高压性食管静脉曲张的患者, 分别进行

食管曲张静脉套扎和硬化剂注射, 两组比较, 静
脉曲张的再发生率没有明显的差异[35]. 有人采用

氩离子气体凝固法治疗, 结果提示, 氩离子气体

凝固法是一种安全有效的治疗方法[36]. 对于无法

控制的PHG和静脉曲张破裂出血, 可采用食管

切除术和全胃切除术肝移植可彻底治愈门脉高

压, 因此对治疗PHG是有效的, 但目前主要问题

是供肝的缺乏和移植肝病毒性肝炎的复发[37].

5  结论

近年来随着人们对PHG的发病机制、临床表现

及治疗的研究不断深入, 使得对PHG的认识更

加全面. 特别是在PHG的无创性诊断方面取得

进展[38]. 人们将采用无创性的方法对PHG做出诊

断及预测病情的转归. 
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Abstract
The mammalian gastrin-releasing peptide (GRP), 
known as autocrine growth factors in tumors, 
is involved in the pathogenesis and progression 
of many human malignant tumors, and high 
expression of its receptor, GRPR, in a large spectrum 
of human cancers gives support to the conclusion 
that GRPR is a new molecular target in experimental 
and clinical cancer therapy. GRPRs may be potential 
carriers for cytotoxins, immunotoxins or radioactive 
compounds. Moreover, blocking gastrin-releasing 
peptide receptor signaling pathways by means of 
antisence oligonucleotide, RNA interference and 
its antagonists has exhibited impressive antitumor 
activity. 

Key Words: Tumor; Bombesin; Gastrin releasing 
peptide; Receptor

Zhao KJ, Shen JK. Advances of gastrin-releasing peptide 
receptor in treatment of tumors. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(1): 63-67

摘要
哺乳动物的胃泌素释放肽(gastrin-releasing 

peptide receptor, GRP)在许多肿瘤中是一个自
分泌生长因子, 他涉及许多人类恶性肿瘤的发
病机制和进展, 在许多人类肿瘤中他的受体
(GRPR)也是高表达的, 这使得GRPR成为一个
实验和临床治疗的新分子靶点. 这里GRPRs可
以作为细胞毒素、免疫毒素或者有放射活性
化合物的有效传递体. 而且, 通过反义寡核苷
酸、RNA干扰和GRPR拮抗物来封闭胃泌素
释放肽信号通路后, 结果都呈现出满意的抗肿
瘤活性.

关键词: 肿瘤; 铃蟾肽; 胃泌素释放肽; 受体
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0  引言

胃泌素释放肽受体(gastrin-releasing peptide 
receptor, GRPR)通过与其配体结合活化来发

挥广谱的生理病理学效应, 其中涉及肿瘤的发

生、增殖、血管形成和侵袭[1]. 而且, 胃泌素释

放肽(GRP)与其他胃肠肽在肿瘤的发生中存在

复杂的相互作用, GRPR的抑制也干扰相关的生

长因子通路. 因而, 作为生长因子受体的GRPR
成为肿瘤治疗的有效分子靶点. 大量的研究表

明, 封闭GRPR信号通路可以有效的抑制肿瘤的

生长, 积极研究以GRPR为靶点的抗肿瘤机制, 
对于发展以GRPR为靶点的靶向化疗、靶向免

疫治疗和靶向分子生物学治疗具有重要的意义.

1  GRPR在肿瘤中的分布特点是靶向治疗的分子

基础

1.1 概况 哺乳动物的铃蟾素(bombesin, BN)受体

家族包含3个G蛋白偶联的受体: 神经介素B受体

(neuromedin B receptor, NMBR)、胃泌素释放肽

(gastrin-releasing peptide, GRP)受体和孤儿受体

铃蟾素受体亚型3(BRS-3)[2]. GRP通过GRPR发挥

作用, GRP除促进生长、调节胃肠运动和激素分

泌外, 也参与调节昼夜节律、记忆、焦虑/恐惧

反应和摄食, 并与炎症、类风湿性关节炎、退行
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性病变、神经精神性疾病[3]和肿瘤相关.
1.2 表达 GRPR在肿瘤中的表达情况与肿瘤的性

质、类型、分化程度、级别、侵袭力的高低和

时期等相关, GRPR在许多肿瘤中均存在表达, 可
以分布在瘤细胞、间质、血管和临近的黏膜组

织与受侵的淋巴结中, 铃蟾素受体的三个亚型在

不同肿瘤中呈选择性表达或共表达. 受体亚型的

选择性表达为研制相应的配体类似物介导的靶

向免疫治疗、化疗和肿瘤的早期诊断奠定了分

子基础. 最近发现, 当胃泌素释放肽及其受体在

结肠直肠癌中异常迷乱表达时, GRP可以通过上

调热休克蛋白来促进CD16+/94+自然杀伤细胞

与肿瘤细胞的结合并促进肿瘤细胞自溶, GRPR
的高表达也许对抑制肿瘤的进展有所帮助[4].
1.3 诊断 早期诊断利于早期治疗. 许多恶性肿瘤

过度表达GRPR等生长因子受体, 对受体易结合

的天然肽进行修饰得到的衍生物易被放射性核

素所标记, 可实现对恶性肿瘤的早期诊断和满意

定位, 为肿瘤的早期治疗提供了可能. 由于锝结

合物有效的宽量程、良好的摄取和对GRPR阳性

瘤细胞高亲和力结合的特点, 使99mTc标记的小

分子肽在核医学中广泛使用. 雨滨蛙肽是一个两

栖类铃蟾素肽衍生物, 99mTc-雨滨蛙肽因其优良

的放射性标记和生物分布最近受到关注[5]. 此外, 
对GRPR有高选择性高亲和力的荧光探针也在研

究试用中[6].

2  治疗

已知GRP在许多高表达GRPR的肿瘤中充当生

长因子, GRPR是肿瘤治疗的有效靶点[7]. 以铃蟾

素类似物为基础的靶向化疗可以明显提高对化

疗药物的有效靶向传递, 降低肿瘤耐药和化疗

药物的不良反应; BN/GRP拮抗物已经表现出良

好的抗瘤效应, 同时RC-3095已经进入临床一期

实验并取得良好的结果. 此外, 靶向免疫治疗、

靶向分子生物学治疗(RNA干扰技术等)也表现

出满意的抗瘤效应.
2 . 1  肿瘤耐药  肿瘤耐药是化疗失败的重要

原因之一 .  铃蟾素类似物是传送化疗药物和

细胞毒因子的良好载体, A N-201是细胞毒根

基但对肿瘤的生长没有显著影响, A N-215是
AN-201和铃蟾素结合的物质, 对BN/GRP受体

有良好的亲和力和抗瘤作用, 并且不会诱导药

物抗性 [8]. 在裸鼠的5个乳癌细胞系嫁接体中, 
AN-215不能或只是很低的诱导多药抗性蛋白

1(multidrug resistance 1, MDR1)、多药抗性相
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关蛋白1(multidrug resistance-associated protein 
1, M R P1)和乳腺癌抗性蛋白(b r e a s t c a n c e r 
resistance protein, BCRP)mRNA表达, 并显著抑

制了肿瘤细胞的生长, 他的细胞毒根基AN-201
在4个模型中没有显著影响. 此外, 在裸鼠恶性

胶质瘤U-118MG细胞系嫁接体中使用AN-215治
疗后发现: 肿瘤的生长降低了50%, 血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
的水平减少了45%, Bcl/Bas蛋白的相对比下降了

将近90%, 说明AN-215可通过多种机制抑制肿

瘤生长[9].
2.2 靶向化疗 为了对肿瘤进行化疗药物的特异

性传递, Safavy et al使用一个铃蟾素受体可以识

别的肽和紫杉醇的结合物, 结果药物对H1299非
小细胞肺癌的毒性被提高了. Safavy et al最近又

使用一个单种药物多配体的方法传送药物, 这个

化合物包括两个肽“爪”和一个紫杉醇(PTX)
“尾”, 初步证明在抗癌治疗中是有效的[10]. 此
外, Safavy et al [11]将紫杉醇(PTX, taxol)共轭结合

到抗表皮生长因子受体(anti-EGFR)单克隆抗体

(MAb)Erbiyux(C225)上构建了一个MAb介导的

药物传送化合物模型,  相对于单独使用药物或

抗体来说, “药物抗体”(PTXC225)的杀细胞效

应明显提高, 这个方法也可以应用到GRPR这个

分子靶点上. 
2.3  靶向免疫治疗  他是以瘤细胞表面的B N/
GRP-R为靶点和一个触发宿主免疫效应细胞的

免疫启动分子相结合来引导免疫效应细胞趋向

瘤细胞并介导对靶细胞杀伤的免疫疗法. 当构

建一个直接针对高亲和力的FcgammaRI(CD64)
的铃蟾素和m A b的免疫交联物时 ,  他是针对

GRPR和免疫效应细胞为靶标的生物特异分子, 
免疫交联物不但可以识别4个S C C L细胞系又

可以与FcgammaRI作用激活单核细胞和中性粒

细胞, 结果60%-98%的SCCL瘤细胞发生了溶胞

现象[12]. 后来, 有人设计了一个人工的BN/GRP
拮抗物(Antag2)并构建了一个生物特异性分子

(BsMol), 他们将生物特异性分子(BsMol)介导

的靶向免疫治疗和化疗药物(紫杉醇、依托泊

苷、顺铂)联合后显著提高了对小细胞肺癌的杀

伤作用[13]. 最近, 他们又合成了一个靶向GRPR
并可以激活多克隆T淋巴细胞的生物特异性分

子(OKT3xAntag2), 他是通过共轭结合一个mAb 
OKT3(抗-CD3)和一个BN/GRP拮抗物(Antaq2)
构建而成. 结果: 生物特异分子以一个低的效靶

比例使小细胞肺癌的生长抑制达到40%-80%, 
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■相关报道
目前, 生长因子受
体涉及肿瘤发生
进展的多个步骤. 
对不同生长因子
的联合干预存在
抗瘤的协同效应. 
本文中介绍了联
合使用BN/GRP拮
抗物RC-3940-Ⅱ
和GHRH拮抗物
MZ-J-7-118后的
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果; 此外, 靶向免
疫治疗和化疗也
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略.
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并出现细胞凋亡和坏死[14].  
2.4 反义寡核苷酸治疗和RNA干扰技术 反义核

酸可以在复制、转录、表达3个水平上发挥作

用. 使用针对GRPR的反义(AS)寡核苷酸(ODNs)
可以显著抑制人小细胞肺癌(smal l-ce l l lung 
cancer, SCLC)NCI-H345细胞的增殖, 接触反义

寡核苷酸的瘤细胞在GRPR的表达数量上也会

降低[15]. 此外, 采用RNA干扰技术也是有效的策

略, GRP/GRPR siRNA在人成神经细胞瘤中明显

影响血管的发生, GRP或GRPR的沉默也显著抑

制VEGF、p-Akt和p-mTOR的表达[16]. RHBDF1
是最近发现的一个新基因, 他编码的蛋白质主

要定位于内质网上, 在1483头颈鳞癌细胞系中

使用siRNA沉默RHBDF1基因后, 导致了一个

GRP诱导的表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)和EGFR依赖的信号蛋白

丝裂原激活的蛋白激酶(p44/42mitogen-activated 
proteinkinase, p44/42MAPK)和AKT磷酸化的抑

制, 同时伴随着一个GRP诱导的存活、增殖和侵

袭的抑制.

3  BN/GRP和GRPR拮抗物的抗癌机制

3.1 抑制瘤细胞增殖 铃蟾素样肽沿着脑肠轴充

当神经递质并在许多组织中充当生长因子, 促
进瘤细胞增殖, GRPR拮抗物完全可以逆转这个

效应[17]. 值得注意的是, 在U138-MG恶性胶质瘤

中, 联合使用GRP和促进cAMP/PKA信号通路的

方法可以促进瘤细胞增殖[18], 对二者的共同干预

是一个好的治疗策略.
3.2 下调生长因子的表达 EGFR在许多肿瘤中是

一个活化的癌基因, GRPR在瘤细胞中可以介导

EGFR的活化[19], BN/GRP拮抗物(RC-3940-Ⅱ、

RC-3095)的抗瘤效应与EGFR及EGFR mRNA
的表达下调相关, 长期使用对抗物治疗后, 瘤细

胞上GRPR和EGFR的表达显著下降. 此外, BN/
GRP拮抗物的抗瘤效应也涉及肿瘤内成纤维细

胞生长因子(fibroblast growth factor, FGF)、胰

岛素样生长因子(insulin-like growth factor, IGF)-
Ⅱ、VEGF-A的信使RNA和蛋白表达的下降[20].
3.3 干扰肿瘤血管生成、促进凋亡 已知GRPR
在许多肿瘤血管上是高表达的. BN/GRP拮抗

物可以抑制铃蟾素诱导的肿瘤生长和血管发

生, GRP或GRPR的沉默也能抑制血管标志物

(VEGF、p-Akt和p-mTOR)的表达. 最近, 为了

提高肺癌的治疗, Kanashiro et al [21]使用BN/GRP
拮抗物和GHRH拮抗物联合处理裸鼠H-460和

A-549非小细胞肺癌(non-small-cell lung cancer, 
NSCLC)嫁接体. 结果两个瘤细胞系的生长抑制

伴随着EGFR/HER家族成员29%-96%表达的下

调, VEGF-A(19%-60%)和VEGF受体(VEGF-R1, 
24%-74%; VEGF-R2, 25%-50%)的表达也降低

了. 在H-460 NSCLC中发现Bax上调了21%-63%, 
而Bcl-2下调了23%-39%. 可见, BN/GRP和GHRH
拮抗物除了干扰血管生成, 抗瘤效应也涉及下调

EGFR/HER家族的表达及促进凋亡. 另外, 肾细

胞癌的血管发生对GRPR的封闭也是敏感的, 预
示着GRPR在肿瘤微循环中的重要作用[22].
3.4 下调癌基因的表达 BN/GRP拮抗物RC-3095
或RC-3940-Ⅱ对卵巢癌细胞系OV-1063的生长

抑制效应涉及癌基因c-jun和c-fos下调[23]. 在培

养的OV-1063瘤细胞中或在体内, 使用RC-3940-
Ⅱ处理后, c-jun和c-fos信使RNA的水平都会显

著下调. 此外, 这两个拮抗物也抑制人乳腺癌细

胞系MDA-MB-468和MDA-MB-435异种嫁接体

在裸鼠内的生长, ErbB/HER受体家族信使RNA
和蛋白水平的表达减少, c-jun和c-fos致癌基因

的表达下降.
3.5 K-Ras、COX-2、pAk t和LRP的抑制以及

WT p53的上调 Hohla et al [24]采用BN/GRP拮抗物

RC-3940-Ⅱ对常位嫁接到裸鼠肺间质的H460和
A549 NSCLC细胞系进行处理后发现: 肿瘤高表

达GRPR, 嫁接物的生长受到将近30%-50%的抑

制, 在H460NSCLC瘤细胞系中, 抗瘤效应伴随着

调控蛋白(K-Ras)、环氧化酶-2(COX-2)、磷酸

化丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶B(phosphorylated Akt,  
pAkt)和磷酸化蛋白激酶ERK1/2(phosphorylated 
ERK1/2, pERK1/2)蛋白水平的显著下降及野生

型P53蛋白(wild-type P53, WTP53)表达的增加; 
在A549NSCLC中, pAkt和肺耐药相关蛋白显著

的下调. 说明了BN/GRP拮抗物可以通过干扰生

存通路、血管生成、肿瘤耐药和癌基因表达等

多种途径抑制肿瘤进展.  
3.6 抑制PI3/PTEN/Ak t信号通路 Ak t是PI3/
PTEN/Akt信号通路的活性分子, 可将下游靶蛋

白磷酸化, PTEN起负性调节作用. 对肿瘤抑制

基因PTEN的下调是一个涉及GRP诱导成神经细

胞瘤(neuroblastoma, NB)增殖的重要机制, GRP
促进NB增殖是通过激活PI3/Ak t信号通路实现

的[25]. PTEN除了对PI3/Ak t信号通路负性调节

外, PTEN也通过直接控制细胞凋亡途径拥有调

节肿瘤细胞增殖的能力, PTEN可以抑制Mdm2

■创新盘点
本文详细总结了
以GRPR为靶点的
治疗进展. GRPR
在多数人类肿瘤
中的高分布特点
利于肿瘤的早期
诊断, 从而利于早
期治疗. 以GRPR
信号通路为基础
的靶向化疗、靶
向免疫治疗和靶
向分子生物学治
疗为进行肿瘤治
疗的方法学提供
了参考和思路.
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易位进入细胞核并快速在细胞质中降解, 引起

P53肿瘤抑制蛋白激活[26], 促进细胞凋亡. 在成

神经细胞瘤中, 使用GRPR拮抗物GRP-H2756或
siRNA抑制GRPR可以衰减铃蟾肽诱导的p-Akt, 
PI3K的抑制剂LY294002也能废除铃蟾肽诱导的

p-Akt[26]. 说明: GRPR封闭对NB的抗瘤效应涉及

PI3/PTEN/Akt信号通路的抑制. 另外, GRPR介导

调节C6胶质瘤细胞的增殖也依赖于PI3K机制[27].
3.7 增强其他激素肽拮抗物的抗瘤效应 在PC-3
前列腺癌中 ,  G R P拮抗物在增强生长激素释

放激素(growth hormone-releasing hormone, 
G H R H)拮抗物抗瘤效应的同时也涉及到对

生长因子表达的抑制[28]. 最近, S tangelberger 
e t a l [29]研究了G H R H拮抗物(M Z-J-7-118和
RC-J-29-18)、BN/GRP拮抗物(RC-3940-Ⅱ and 
RC-3940-Et)以及联合使用MZ-J-7-118和RC-
3940-II对裸鼠中PC-3 和DU-145非雄激素依赖

性前列腺癌嫁接体的影响. 两种拮抗物的联合

使用对肿瘤体积的抑制最强, 二者联合对肿瘤

的生长抑制存在协同效应.

4  结论

GRPR涉及肿瘤进展的各个步骤, GRPR是肿瘤

治疗的有效分子靶点. 目前, 以GRPR为靶点的

靶向免疫治疗、靶向化疗、靶向分子生物治疗

都取得了有意义的进展, 提示发展以生长因子

受体为靶点的干预治疗是有效的抗瘤策略. 随
着对生长因子信号通路作用机制的深入研究, 
在不久的将来, 以GRPR为靶点的各种靶向治疗

有望在临床治疗中得到应用. 
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Abstract
Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 
play a pivotal role in the transduction of 
extracellular signals to the nucleus, which results 
in numerous cellular responses, including 
proliferation, differentiation, and regulation of 
specific metabilic pathways. P38 MAPK is one 
of the MAPK-family groups. Hepatic stellate 
cells (HSCs) are the main effector cells in the 
occurrence of liver fibrosis, so this review 
describes P38 MAPK signal pathway and its role 
in HSCs. 

Key Words: P38; Mitogen-activated protein kinase; 
Signal; Hepatic stellate cell

Ma C, Ma H. P38 mitogen-activated protein kinase signal 
pathway and hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(1): 68-73

摘要
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)是生物体内重要的信号转导系
统之一, 是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 在细

胞的生长、发育、分化等方面发挥重要作用, 
P38丝裂原活化蛋白激酶(P38 MAPK)是其中
的一个亚类. 肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)是肝纤维化形成过程中主要的效应细
胞, 本文主要讨论P38 MAPK信号通路及其在
肝星状细胞中发挥的作用. 

关键词: P38; 丝裂原活化蛋白激酶; 信号; 肝星状

细胞
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0  引言

肝星状细胞在肝纤维化形成过程中居核心地

位[1-2], 他的激活、增殖、并合成、分泌细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)等多种物质, 使
ECM合成与降解失衡, 在肝脏内过度沉积, 肝
脏结构改变, 导致肝纤维化[3-4]. MAPK是细胞

内主要的信号传递系统之一 ,  介导细胞内的

多种生物学反应 ,  他主要包括细胞外调节激

酶(extracellular signal regulated protein kinase, 
ERK), P38和c-Jun氨基末端激酶(JNK)/应激活化

蛋白激酶(SAPK)、ERK5几个亚族, P38 MAPK
是其中重要的一员 ,  在炎症、细胞应激、凋

亡、细胞周期和生长等多种生理和病理过程中

起重要作用[5-6], 现就P38 MAPK信号通路及其在

HSC中的作用作一综述. 

1  P38 MAPK的组成

1993年Brewster et al [7]在研究高渗环境对真菌的

影响时发现了一种由360个氨基酸残基组成的

分子质量38 kDa的蛋白, 与已发现的JNK同属

SAPK, 这就是P38 MAPK. 哺乳动物P38 MAPK
包括四种亚型α, β, γ和δ, 其60%氨基酸序列是相

同的, 但有着不同的表型及底物特异性. P38α、

P38β分布广泛, P38γ主要存在于骨骼肌, P38δ主

要在睾丸、胰腺、肾、小肠等器官表达[8]. P38 
MAPK可被细胞外的多种应激刺激(包括炎症因

®

■背景资料
肝纤维化是近年
来的研究热点之
一, 目前认为肝星
状细胞的活化增
殖并分泌大量细
胞外基质是肝纤
维化发生的中心
事 件 ,  然 而 对 于
HSC细胞内的信
号机制仍不太明
了. 

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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子、紫外线、高渗、细胞毒物质等)激活[9], 活化

后的P38 MAPK调控下游多种酶及转录因子的基

因表达活性, 进而调节细胞的功能. 

2  P38 MAPK信号通路的活化

M A P K信号转导途径的激活是典型的三级酶

促级联反应: MAPKKK(MAPK激酶的激酶)→
MAPKK(MAPK激酶)→MAPK[10]. P38 MAPK
信号途径作为其中的一个亚类 ,  激活途径也

相似 .  P38 M A P K的激活因子先激活上游的

MAPKKK(包括MLK3、DLK、TAK等), 转
而激活MKK3/MKK6, 磷酸化P38 MAPK 180
位苏氨酸残基和182位酪氨酸残基 [11],  从而

使P38 M A P K活化 .  虽然M K K4也可以激活

P38 MAPK, 但没有特异性, 因为他也可以激

活JNK, 而MKK3/MKK6则可特异性激活P38 
MAPK[12]. 激活后的P38 MAPK可以调控下游

多种酶及转录因子的基因表达活性 [13-14],  如
MAPKAP2、ATF2、ELK1、MAX、ETS1、
SAP1等, 进而调节细胞的生理功能[15-16]. 目前

关于MAPKKK如何通过MKK激活P38激酶还

不清楚, 仍需进一步的研究. 

3  P38 MAPK信号通路的功能

P38 MAPK信号通路参与了细胞的生长发育及

细胞间功能同步等多种生理过程, 与炎症及细

胞周期调控密切相关. 
有研究显示炎症刺激可激活P38 MAPK, 

而P38 MAPK也可以调节TNF、IL-1、IL-6等
致炎因子与I L-12等抗炎因子的生成, 影响生

物体内致炎与抗炎因素的平衡, 从而决定炎症

的进程[17-18]. Smolen e t a l [19]发现选择性阻断

TNF、IL-1、IL-6等炎症因子, 可以阻止类风

湿性关节炎患者关节炎症的进展和关节结构

破坏, 提示P38 MAPK与类风湿性关节炎有密

切的关系[20-21]. Dong et al [22]研究P38 MAPK与

心肺分流术(CPB)后肺的炎症反应的关系, 将
成年♂SD大鼠随机分为对照组, 手术组和SB
预处理手术组(SB203580是P38 MAPK的特异

性抑制剂), 在实验的不同时间点观察检测指

标 ,  发现S B预处理的大鼠手术后肺的炎症反

应减轻, P38 MAPK信号通路可上调TNF-α、
I L-1等致炎因子的表达 ,  说明P38 M A P K信

号通路介导CPB术后肺的炎症反应, 提示P38 
MAPK在炎症反应的调节中起重要作用. 

P38 MAPK信号通路也参与对细胞凋亡的

调节[23]. 同型半胱氨酸50 μmol/(L·24 h)作用于

肾小球膜细胞, 采用TUNEL和ssDNA法观测到

细胞凋亡的增加, 细胞活性氧簇(ROS)含量也增

加. 同型半胱氨酸50 μmol/L作用20 min时细胞

内P38 MAPK活性增强至最高, 而N-乙酰半胱氨

酸与过氧化氢酶能减弱P38 MAPK的活性, 说明

氧化应激起介导作用. 研究者还发现乙酰半胱

氨酸、过氧化氢酶和SB203580可抵消同型半胱

氨酸诱导的凋亡效应, 提示同型半胱氨酸依赖

氧化应激激活P38 MAPK信号通路促进肾小球

膜细胞的凋亡[24]. 同样有研究发现局部应用P38 
MAPK抑制剂可以减弱烧伤创面上皮细胞的凋

亡[25], 证明P38 MAPK在调节细胞凋亡中发挥作

用. 而此作用有可能是P38 MAPK活化后通过影

响凋亡相关基因的表达实现的, 有待进一步的

研究. 

4  P38丝裂原活化蛋白激酶与HSC

肝星状细胞是肝纤维化的主要效应细胞[26-27], 在
各种因素作用下, 肝细胞、Kupffer细胞、内皮

细胞和星状细胞自身可产生多种细胞因子与活

化产物等, 这些因子可以通过各种信号通路调

节HSC的功能[28], 体外的环境刺激及药物等也可

通过一定的信号通路调节HSC的功能, 在这些信

号通路中P38 MAPK是其中重要的一条. 
Schnabl et al [29]利用从SD大鼠分离的HSC

研究阻断TAK1/JNK和P38 MAPK信号通路后

对其的影响. 分离培养1 d的为静息态细胞, 培养

5 d的可视为活化的星状细胞, 分别用表达TAK1
的腺病毒载体、JNK的特异性阻断剂SP600125
阻断J N K通路 ,  P38 M A P K的特异性阻断剂

SB203580阻断P38 MAPK信号通路. 观察发现

阻断TAK1/JNK和P38 MAPK可以降低静息HSC 
α-SMA蛋白的表达, 而对活化HSC基本没有影

响. 研究还发现阻断P38 MAPK可减少α1(Ⅰ)型
胶原mRNA的表达, 但促进HSC的增殖, 而阻断

TAK1/JNK则起相反的作用. 由此我们可以看出

活化的P38 MAPK信号通路有抑制HSC增殖、

增加胶原生成的功能. P38 MAPK对细胞周期有

调节作用[30], 有研究显示他可以抑制细胞周期

蛋白D1的基因转录和蛋白合成, 这也可能是其

抑制细胞增殖的原因之一. 
4.1 P38 MAPK通路调节转化生长因子对HSC的

作用 已经证实转化生长因子(TGF)是刺激HSC
分泌ECM作用最强的细胞因子之一, TGFβ由

Kupffer细胞、窦状内皮细胞、胆管上皮细胞、

■相关报道
肝星状细胞内的
信号转导, MAPK
占 重 要 地 位 ,  除
P 3 8  M A P K 外 , 
他 的 其 余 亚 族
J N K 、 E R K 、

E R K 5 在 其 中 也
发 挥 着 重 要 作
用, 阅读相关文献
可以更全面了解
MAPK在HSC中
的作用. 

■研发前沿
目前对于HSC中
的信号转导, 研究
较多的是各类促
纤维化因子独立
的信号系统, 期望
能通过对特异信
号的干预达到阻
止其作用的目的, 
然而对各类细胞
因子间存在的共
同信号通路及各
细胞因子间与信
号通路间的相互
影响了解较少, 仍
需要更深入的研
究. 
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肝细胞和HSC等多种细胞所分泌,是肝内主要的

纤维生成因子[31]. Smad信号蛋白通路是TGFβ比

较经典的信号转导通路[32-33], 然而近年的研究

结果发现P38 MAPK在TGFβ介导的HSC效应中

也发挥着重要的作用. 曾有报道表明在培养的

肌成纤维细胞(HSC转化而来)中, TGFβ可先激

活P38 MAPK通路, 然后进一步导致Smad3交联

区磷酸化, 促使Smad3和Smad4异体复合物形成

并移位核内, 结合到PAI-1启动子促进基因的表

达[34]. Tsukada et al [35]发现5 μg/L TGFβ作用HSC
后, 采用Western blot方法于60 min和120 min检
测到P38 MAPK蛋白的表达(包含磷酸化蛋白), 
而用P38 MAPK的特异性阻断剂SB203580预孵

育1 h, 则可以阻断TGFβ诱导的P38 MAPK蛋白

活性. 他们还用转导了Ad5smad7的HSC, 以阻

断Smad信号通路, 然后用TGFβ作用2 h, 发现

阻断Smad信号通路并不影响基础的和TGFβ诱

导的P38 MAPK活性. 同样地, 阻断P38 MAPK
也不影响Smad信号通路, 说明P38 MAPK是

TGFβ在HSC内可独立于Smad信号之外. 研究

者进一步研究了P38在调节HSC α1(Ⅰ)胶原基

因表达中的作用, 他们发现阻断P38 MAPK或

Smad均可降低培养活化的和TGFβ诱导活化的

HSC α1(Ⅰ)胶原基因的表达, 而同时抑制两条

通路则α1(Ⅰ)胶原基因的表达几乎完全被阻

断, P38既独立调节HSC α1(Ⅰ)胶原基因表达又

与Smad有协同作用. 此项研究还发现增加HSC 
α1(Ⅰ)胶原 mRNA稳定性是由P38 MAPK介导

的. Varela-Rey et al [36]也报道在CFSC-2GHSC
系, T G F β增加了P38 M A P K磷酸化作用, 而
SB203580可抑制TGFβ诱导的胶原mRNA产生. 
另外P38 MAPK信号通路对HSC基质金属蛋白

酶的表达也有影响, Lechuga et al [37]发现TGFβ
在诱导α1(Ⅰ)胶原m R N A表达的同时会引起

MMP13 mRNA水平的急速降低, 发生在TGFβ
作用后6 h之内, 并且伴随着MMP13基因转录

的双倍增加和mRNA半衰期的5倍降低, 之后

MMP13 mRNA水平增加, 至48 h达最大值. 研究

者同时研究了P38 MAPK蛋白在MMP13 mRNA
水平上调中的作用, 发现TGFβ能快速诱导P38 
MAPK的活性, 在5 min达最大, 30 min后则低于

对照值. TGFβ与SB203580的孵育实验显示阻断

P38 MAPK虽然对MMP13 mRNA的基础表达没

有影响, 却能显著抑制TGFβ的诱导作用, 不过

对MMP13的蛋白表达没有抑制作用. 以上研究

揭示在TGFβ对HSC的调节作用中, P38 MAPK

信号通路发挥着重要的作用. 
4.2 P38 MAPK通路调节瘦素对HSC的作用 瘦
素在肝纤维化形成过程中也发挥了重要的作

用[38-39]. Cao et al [40]研究瘦素诱导人HSC细胞系

LX-2表达TIMP1的分子机制时发现, 瘦素可磷

酸化P38 MAPK蛋白并且呈剂量和时间依赖性. 
瘦素浓度达75 μg/L时效应最明显, 而在此浓度

作用下2 h到24 h活性达峰值, 约为对照组的3.6
倍. 进一步给予LX-2细胞JAK抑制剂AG490(50 
μ m o l/L)、过氧化氢酶 (1000 u n i t s /m L)、
SB203580(20 μmol/L)或负性P38 MAPK突变

体, 发现均可抑制P38 MAPK的活性, 但ERK抑

制剂PD098059没有此效应, 说明JAK和过氧化

氢参与瘦素诱导的LX-2细胞内P38 MAPK途径

的活化. 抑制P38 MAPK通路也能抑制LX-2细
胞瘦素诱导的TIMP1 mRNA的表达. 研究者认

为瘦素与受体结合, 通过JAK途径诱发过氧化

氢(H2O2)产生, 进而诱导过氧化氢依赖的P38 
MAPK的活化, 活化的P38 MAPK参与对LX-2
细胞TIMP1 mRNA的调节, 他可以增加TIMP1 
mRNA的稳定性, 但对其基因启动子没有影响. 
瘦素对TIMP1基因启动子的调节作用由JAK-
STAT、JAK-H2O2-ERK信号通路完成. 瘦素对

LX-2细胞MMP1、α1(Ⅰ)胶原基因表达的信号

途径与此相似, P38 MAPK蛋白主要调节基因

的稳定性[41]. Cao et al [42]应用DLPC(双亚麻油酸

磷脂胆碱)和SAMe(腺苷甲硫氨酸)就是通过抑

制H2O2介导的ERK与P38 MAPK通路, 完全抑制

了瘦素或menadione诱导的LX-2细胞α1(Ⅰ)胶原

基因表达, 相似的也可以下调TIMP1基因表达[43], 
为肝纤维化的治疗提供了可能的途径. 
4.3 P38 MAPK通路调节血小板源性生长因子对

HSC的作用 血小板源性生长因子(PDGF)是强

大的促细胞分裂剂, 是体内主要的促纤维化因

子[44-45]. 现已发现4种亚型, 且在HSC均有表达[46]. 
Adachi et al [47]研究了PDGF诱导HSC增殖效应

及NAD(P)H氧化酶在其中的作用和信号机制. 
所用细胞来自LI-90细胞系和6周龄♀BALB/c
小鼠分离的原代HSC. 研究发现应用5、10、20 
μg/L PDGF-BB作用HSC24 h, 与未受刺激的对

照组相比, PDGF-BB可呈剂量依赖性促进LI-90
细胞增殖, 细胞数量明显增加, 用Mn-TBAP(可
清除细胞内的活性氧)预处理LI-90细胞30 min, 
发现可以明显抑制PDGF-BB的促增殖效应, 且
有剂量依赖性. 研究中观察到PDGF-BB诱导星

状细胞内表达NAD(P)H氧化酶, 抑制该酶则抑

■创新盘点
本文章主要选取
了P38 MAPK这
一条通路, 介绍其
对HSC的调节作
用, 并发现在各细
胞因子间此通路
普遍发挥作用, 调
节HSC细胞外基
质的分泌, 这对于
了解此通路在肝
纤维化中机制的
作用有积极意义. 
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制了PDGF-BB的促增殖效应, 表明NAD(P)H
氧化酶在PDGF-BB诱导HSC增殖中的重要作

用. 研究者进一步分析了PDGF-BB的作用机制, 
ERK和P38 MAPK蛋白均被活化, 然而ERK抑

制剂PD98059(25 μmol/L)、P38 MAPK抑制剂

SB203580(25 μmol/L)预处理LI-90细胞1 h, 发现

SB203580组的抑制增殖效应明显强于PD98059
组. 抑制NAD(P)H氧化酶可抑制P38 MAPK活

化, 但对ERK无影响, H2O2与PDGF-BB共同孵

育, 能抵消对P38 MAPK的抑制作用. 以上研究

说明PDGF-BB可诱导HSC细胞NAD(P)H氧化

酶的表达, 并生成活性氧进而通过P38 MAPK
信号通路发挥促进HSC增殖的作用. 有趣的是

Tangkijvanich et al [48]曾发现PDGF-BB能促进肝

肌成纤维细胞的迁移增殖, 并且诱导P38 MAPK
及其下游效应分子的活化, 他们得出结论肌成

纤维细胞的迁移由PDGF-BB通过P38 MAPK信

号通路介导, 然而其增殖效应却由ERK介导而

非P38 MAPK信号通路. 最近也有报道PDGF-D
对体外培养的HSC和肝成纤维细胞有促有丝分

裂与纤维生成作用, 并且检测到包括P38 MAPK
在内的信号蛋白的活化, 但对P38 MAPK在其中

发挥的作用未进行深入研究[49]. 
4.4 P38 MAPK通路调节其他因素对HSC的作

用 Varela-Rey et al [36]用10 μg/L TNFα作用于

CFSC-2GHSC 24 h, Western blot检测发现TNFα
降低P38 MAPK磷酸化水平, 并且此作用是依赖

A-Smase的. 抑制P38 MAPK可抑制α1(Ⅰ)型胶

原mRNA的表达, 单用SB203580即可观察到, 若
与TNFα联用, 相比对照组可抑制80% α1(Ⅰ)型
胶原mRNA的表达. Marra et al [50]研究人HSC内
CCL2(单核细胞趋化蛋白1)表达的信号机制, 用
SB203580抑制P38 MAPK通路, 可阻断IL-1(20 
μg/L)、或TNFα(100 μg/L)诱导的CCL2的基因

与蛋白表达. 
有研究表明Halofuginone(HAL)200 μM可抑

制HSCCFSC-2G的增殖和迁移, 上调MMP-3和
MMP-13的表达, 2-3倍增加间质胶原酶的活性, 
降低α1(Ⅰ)原胶原和MMP-2的转录水平, 深入研

究其作用机制, 发现P38 MAPK和NF-κB信号途

径被激活, 并且HAL对MMP-13的调节作用可被

SB203580和MG132(抑制NF-κB)所阻断, 而抑制

其他通路对其没有影响, 说明是这两条信号通

路介导了HAL对星状细胞的效应[51]. 

5  结论

P38 MAPK信号通路参与了对星状细胞的活化

增殖、迁移, 合成胶原、MMP、TIMP等多种

生物学功能的调节. 不同的细胞因子或环境刺

激及药物通过此通路可能产生不同的作用. P38 
MAPK也可能与细胞内其他的信号通路产生交

叉, 使作用机制更趋复杂, 在此我们主要探讨了

P38 MAPK通路在HSC中发挥的作用. 目前人们

对P38 MAPK的兴趣日渐增加, 但对其的认识仍

有待深入. 研究P38 MAPK在调节HSC功能中的

作用对于阐明肝纤维化的发病机制, 找到合适

的防治肝纤维化的方法有着积极的意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of carbon 
monoxide (CO) on multiple organ injury induced 
by intestinal ischemia-reperfusion (IIR) in rats.

METHODS: Sixty-four male Wistar rats were 
randomly allocated to eight groups with eight in 
each group. Different groups were handlinged. 
The numbers of PMN in different tissues were 
observed at light microscopy, and the plasma 
TNF-α, IL-10 concentrations were determined 
using radio-immunifaction method. 

RESULTS: Marked differences in PMN of in-
testine, lung and liver were detected among 

groups, but not in kidney (66 ± 6 vs 60 ± 4, 55 ± 3, 
49 ± 4, 42 ± 4, 37 ± 3, 30 ± 2, 26 ± 2; 52 ± 5 vs 43 ± 
5, 42 ± 4, 34 ± 2, 32 ± 2, 25 ± 2, 23 ± 2, 18 ± 2; 35 ± 
3 vs 30 ± 3, 26 ± 1, 23 ± 2, 20 ± 1, 19 ± 1, 16 ± 1, all 
P < 0.05). Significant differences in TNF-α, IL-10 
were detected among all group (3.15 ± 0.05 vs 2.37 
± 0.14, 2.07 ± 0.07, 1.89 ± 0.07, 1.69 ± 0.09, 1.53 ± 
0.06, 1.31 ± 0.06, 1.15 ± 0.04; 138.9 ± 11.37, 118.75 
± 7.69, 100.55 ± 4.86, 83.12 ± 5.13, 61.41 ± 6.88, 
40.56 ± 2.85 vs 23.55 ± 4.94, 23.55 ± 4.9415 vs 36 ± 
2.37, all P < 0.05).

CONCLUSION: Exogenous CO provides protec-
tion against multiple organ injury induced by 
IIR, partly through inhibiting PMN aggregation 
in tissues, inhibiting the elevation of TNF-α and 
promoting the release of IL-10.

Key Words: Carbon monoxide; Small intestine; 
Ischemia-reperfusion; Polymorphonuclear neu-
trophil; Tumor necrosis factor-α; Interleukin-10

Han N, Li Y, Chen WM. Effects of exogenous carbon 
monoxide on polymorphonuclear neutrophil, TNF-α 
and IL-10 expression in rats with intestinal ischemia-
reperfusion injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(1): 74-77

摘要
目的: 通过检测小肠缺血再灌注(I I R)大鼠
不同组织内多形核中性粒细胞(P M N)聚集
及血浆肿瘤坏死因子-α(T N F-α)、白介素
-10(IL-10)浓度的变化, 探讨外源性CO对IIR所
致多器官损伤防治作用的机制.  

方法: ♂Wistar大鼠64只, 随机分为8组, 给予
不同实验方法处理. 实验结束时取不同组织光
镜下计数PMN聚集情况, 取动脉血放免法检
测血浆TNF-α和IL-10浓度. 

结果: 肠、肺和肝组织中PMN数目在各组存
在差异(66±6 vs  60±4, 55±3, 49±4, 42±
4, 37±3, 30±2, 26±2; 52±5 vs  43±5, 42±
4, 34±2, 32±2, 25±2, 23±2, 18±2; 35±
3 vs  30±3, 26±1, 23±2, 20±1, 19±1, 16±

®

■背景资料
小肠缺血再灌注
是临床常见的病
理生理过程, 严重
时可导致多器官
功能障碍综合征
形成. 而过去一直
被认为是毒性气
体的一氧化碳被
发现作为一种细
胞信使在生物体
各种生理和病理
过程中发挥着重
要调节作用.

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学唐都
医院放射科; 程爱
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炭医学院临床医
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1, 均P <0.05); 肾组织中各组PMN数目无明显
差异. 各组血浆TNF-α、IL-10存在明显差异
(3.15±0.05 vs  2.37±0.14, 2.07±0.07, 1.89±
0.07, 1.69±0.09, 1.53±0.06, 1.31±0.06, 1.15
±0.04; 138.9±11.37, 118.75±7.69, 100.55±
4.86, 83.12±5.13, 61.41±6.88, 40.56±2.85 
vs  23.55±4.94, 23.55±4.9415 vs  36±2.37, 均
P <0.05).

结论: 外源性CO对IIR所致器官损伤的防治作
用可能是通过抑制IIR过程中PMN在组织中的
聚集, 抑制TNF-α产生和促进IL-10释放实现的.

关键词: 一氧化碳; 小肠; 缺血再灌注; 多形核中性

粒细胞; 肿瘤坏死因子-α; 白细胞介素-10
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0  引言

小肠缺血再灌注 ( i n t e s t i n a l  i s c h e m i a -
reperfus ion, I IR)过程中, 多形核中性粒细胞

(polymorphonuclear neutrophil, PMN)在组织中

的聚集[1]及多种细胞因子[2]在小肠局部及全身

的大量释放能互为因果的引起全身炎症反应综

合征(systemic inflammation response syndrome, 
SIRS), 促炎因子与抑炎因子的严重失衡是最终

导致多器官损伤的重要因素之一[3-5]. 而过去一

直被认为是一种毒性气体的一氧化碳(ca rbon 
monoxide, CO)现在经研究被发现作为一种细胞

信使在人体各种生理和病理过程中发挥着重要

调节作用. 本研究通过建立大鼠IIR模型, 观察外

源性应用CO对大鼠不同组织内PMN聚集及血

浆肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白介素-10(IL-10)
的影响, 进一步探讨外源性CO对 IIR所致多器官

损伤防治作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 64只体质量220-260 g健康的♂Wistar大
鼠由中国医科大学实验动物中心提供, 标准一

氧化碳气体由大连大特气体有限公司提供(压力

9.0 MPa, 浓度250×10-6/100×10-6, 空气平衡), 放
免法TNF-α与IL-10检测试剂盒(北京华英生物技

术研究所提供); Olympus ML2000型显微镜由日

本提供, GC-911-γ-放射免疫计数器由中国提供; 
Heraus-Biofuge-PrimoR型超速低温离心机由德

国提供; B-D微量输液泵、B-D动静脉留置套管

针由美国提供.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制作: 大鼠实验前禁食12 h, 自
由饮水. 采用肠系膜上动脉(superior mesenteric 
artery, SMA)夹闭-开放方式复制IIR模型[6]. 大鼠

ip. 乌拉坦(1.0 g/kg)麻醉, 开放股静脉持续微泵

输注乳酸钠林格氏液10 mL/(kg·h). 行颈动脉置

管(用于测定动脉压及采血), 气管切开插管后接

带单向活瓣T型管(活瓣能保证吸入气为所需气

体, 呼出气进入大气), 保留自主呼吸. 常规消毒

后取腹正中切口3-4 cm, 游离肠系膜上动脉, 血
压平稳10 min后行显微手术用无损伤动脉夹关

闭SMA起始部, 造成肠缺血; 缝合切口, 60 min
后经原切口入腹腔, 去除动脉夹, 恢复小肠血供

120 min, 即为IIR模型.
1.2.2 动物分组: 将大鼠随机分为8组, 每组8只. 
A组: 假手术对照组, 不阻断SMA, 其余手术过

程同其他组; B组: 小肠缺血再灌注组, 经T型管

吸入空气; C组: 缺血前10 min CO吸入组, 按吸

入CO浓度(100 μL/L, 250 μL/L)分为两个亚组; 
D组: 再灌注开始时CO吸入组, 按吸入CO浓度

(100 μL/L, 250 μL/L)分为两个亚组; E组: 再灌注

后60 min CO吸入组, 按吸入CO浓度(100 μL/L, 
250 μL/L)分为两个亚组.
1.2.3 组织中PMN计数: 实验结束时取右下肺、

空肠、肝右叶、肾部分组织, 100 g/L甲醛固定, 
脱水后常规石蜡包埋切片, 行HE染色, 普通光镜

下观察. 双盲法高倍镜(×400)下随机选择10个
视野, 对其中PMN进行计数, 并取平均值.
1.2.4 血浆TNF-α、IL-10浓度: 实验结束时经颈

动脉取血2 mL, 静置10 min后4℃ 3600 r/min离
心15 min取上清, 置于-20℃冰箱保存待测. 采用

放免法检测, 按试剂盒说明书操作, 由自动γ-计
数仪直接读出结果.

统计学处理 数据以mean±SD表示. 采用

SPSS13.0专业统计软件对数据进行单因素方差

分析和t检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 组织中PMN计数(表1)
2.1.1 肠 B组可见大量PMN聚集. C、D、E各组

PMN数目少于B组(P <0.05), 但多于A组(P <0.05); 
且C组<D组<E组, 组间有差异(P <0.05); 各组内

亚组PMN有差异, 且1组多于2组(P <0.05). 
2.1.2 肺 B组可见较多PMN聚集. C、D、E各
组P M N数目明显少于B组(P <0.01),  但多于

■研发前沿
C O 现 已 被 发 现
在生物体内具有
舒张血管和支气
管平滑肌、抑制
血小板聚集、抑
制炎症反应、抗
凋亡、抗增殖等
多种生理学作用, 
在神经、呼吸、

循环等生理过程
和抑制急性肺损
伤、脏器缺血再
灌注损伤、器官
移植排斥反应等
病理过程中发挥
着重要调节作用.
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A组(P <0.05); 且C组<D组<E组, 组间有差异

(P <0.05); 各组内亚组PMN虽1组多于2组, 但无

统计学差异. 
2.1.3 肝 B组可见PMN聚集. C、D、E各组PMN
数目少于B组(P <0.05), 但多于A组(P <0.05); 且C
组<D组<E组, 组间有差异(P <0.05); 各组内亚组

PMN有差异, 且1组多于2组(P <0.05). 
2.1.4 肾 B、C、D、E各组PMN数目均与A组无

明显差异.
2.2 血浆TNF-α浓度的变化 与对照组A组比较, 
单纯IIR的B组TNF-α浓度明显升高(P <0.05). 外
源性应用CO的C、D、E组TNF-α浓度均明显

低于单纯IIR的B组(P <0.05) , 且C组<D组<E组
(P <0.05). C、D、E各组内亚组比较, 2组均低于

1组(P <0.05, 表2). 
2.3 血浆IL-10浓度的变化 与对照组A组比较, 
单纯I I R的B组I L-10浓度升高(P <0.05). 外源

性应用C O的C、D、E组I L-10浓度均明显高

于单纯I IR的B组(P <0.05) , 且C组>D组>E组
(P <0.05). C、D、E各组内亚组比较, 2组均高于

1组(P <0.05, 表2).

3  讨论

I IR是临床常见的病理生理现象, 严重I IR可最

终导致多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS)的形成[1,6]. 如何

有效地防治MODS的发生和发展一直是临床工

作所关注的重要课题. 近年来已经有越来越多

的研究发现, 过去一直认为CO是毒性气体分子, 

而现在发现他作为一种细胞信使分子在生物体

内具有舒张血管和支气管平滑肌、抑制血小板

聚集、抑制炎症反应、抗凋亡、抗增殖等多种

生理学作用[7-10], 在神经、呼吸、循环等生理过

程和抑制急性肺损伤、脏器缺血再灌注损伤、

器官移植排斥反应等病理过程中发挥重要调节

作用[11-13]. 我们以前的研究已经表明, IIR能引起

包括肠、肺、肝等在内的多器官损伤; 而在IIR
不同阶段外源性应用CO对器官损伤能表现出

不同程度的防治作用, 其作用机制尚不十分清

楚[14-15]. 
IIR导致MODS的发病机制目前尚未完全阐

明. 有研究表明, PMN在组织内的聚集是MODS
形成的重要环节之一: 病理过程中PMN被致炎

因子激活而在组织内聚集, 同时脱颗粒、释放

溶酶体酶, 其中弹性蛋白酶对血管和组织有较

强的破坏性. 过度的炎症反应又可引起PMN呼

吸爆发, 产生大量的超氧阴离子和过氧化氢能

导致组织细胞和血管内皮细胞损伤; 同时PMN
还能产生大量的脂质代谢产物, 如前列腺素、

白三烯(IL)、血小板活化因子(PAF)等. 这些物

质能使血管通透性增加而导致组织水肿, 也能

引起微血管栓塞, 最终造成MODS[3]. 本研究中

发现外源性应用CO组比单纯IIR组不同组织中

PMN聚集数目少, 且组织损伤程度轻, 说明CO
通过某种途径抑制了IIR过程中PMN在组织中

的聚集. 
进一步的研究表明, IIR时肠道局部炎性细

胞大量释放的细胞因子是引起P M N激活和聚

表 1 大鼠各组织中PMN计数 (个/HP, n  = 8, mean±SD)

     
分组      A             B                   C1     C2          D1                  D2         E1                  E2

肠 26±2       66±6c            37±3a 30±2a     49±4a             42±4a    60±4a             55±3a

肺 18±2       52±5c            25±2a 23±2a     34±2a             32±2a    43±5a             42±4a

肝 13±1       35±3c            19±1a 16±1a     23±2a             20±1a    30±3a             26±1a

肾 14±2       16±1             13±1 14±1     13±1             12±2    12±2             12±1

aP<0.05 vs  B组; cP<0.05 vs  A组.

 

     分组       A             B                     C1       C2                D1                       D2            E1                 E2

TNF-α    1.15±0.04     3.15±0.05c      1.53±0.06a    1.31±0.06a      1.89±0.07a      1.69±0.09a     2.37±0.14a    2.07±0.07a

IL-10    15.36±2.37   23.55±4.94c  118.75±7.69a  138.9±11.37a  83.12±5.13a  100.55±4.86a  40.56±2.85a   61.41±6.88a

aP<0.05 vs  B组; cP<0.05 vs  A组.

■应用要点
本研究检测不同
组织内PMN聚集
及血浆TNF-α、
IL-10浓度 ,  探讨
外源性CO 对IIR
所致多器官损伤
防 治 作 用 的 机
制 .  为 临 床 治 疗
MODS提供新的
参考.
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集的主要因素. 在这些细胞因子中TNF-α作用

居首位, 在受到致病因素作用后, 他产生最快、

到达高峰时间最早, 并且能刺激其他几种促炎

因子如IL-1、IL-6、IL-8、PAF等的产生和释

放, 具有诱导内皮细胞活化、白细胞迁移、粒

细胞脱颗粒及抑制纤溶反应、增加微血管通透

性、促进血栓形成等广泛的生物学效应, 是引

起SIRS形成的重要因素[2]. IIR过程中促炎因子

释放的同时还能反馈引起内源性抗炎介质的释

放, 如IL-10, 又称细胞因子合成抑制因子(cytokine 
synthesis inhibitory factor, CSIF), 能够通过抑制单

核巨噬细胞产生TNF-α等促炎因子以达到制衡

炎症反应的作用. 当IIR损伤严重引起大量炎症介

质入血(瀑布样释放), 而内源性抗炎介质又不足

以抵消其作用时, 细胞因子由保护作用转变为自

身破坏作用, 不但损伤肠道局部组织细胞, 同时

打击远隔器官, 最终导致MODS的发生[4]. 本研究

结果显示, 单纯IIR组(B组)大鼠血浆内TNF-α、
IL-10均有升高, TNF-α升高更明显. 而外源性应

用CO组(C、D、E组)TNF-α明显降低且C组<D
组<E组, IL-10明显升高C组>D组>E组; 250 μL/L
亚组比100 μL/L亚组TNF-α更低、IL-10更高. 
结合我们以前研究得到的“外源性CO能够防

治IIR所致多器官损伤”的结论, 本研究结果表

明, CO能部分通过抑制TNF-α产生和促进IL-10
释放来调节IIR过程中细胞因子间的平衡, 从而

抑制PMN在组织中的聚集, 抑制SIRS发生, 达到

防治IIR所致多器官损伤的作用; 且浓度为250 
μL/L、缺血前应用这种作用更明显. 
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Abstract
A I M :  T o e x a m i n e t h e e x p r e s s i o n a n d 
significance of cytokine-induced neutrophil 
chemoattractant-1 (CINC-1) and CXC chemokine 
receptor 2 (CXCR 2) in a rat model of colitis.

METHODS: A total of 36 SD rats were randomly 
and equally divided into 3 groups with twelve 
rats in each group. A rat model of ulcerative 
colitis was established by an enema of 100 mg/
kg of TNBS and 500 mL/L ethanol. In model 

group 1, rats were sacrificed on day 7. The other 
rats were sacrificed on day 14. The expression 
of CINC-1 and CXCR2 were detected using the 
technique of immunohistochemical staining and 
RT- PCR.

RESULTS: CXCR2 was predominantly ex-
pressed in the surface of neutrophil membrane 
and intestinal epithelial cell membrane. The 
mRNA and protein expression of CINC-1 and 
CXCR2 were on the increment in active UC. 
There was no association between UC and the 
expression of CINC-1 and CXCR2. Compared 
with normal group, there were significant dif-
ferences between the mRNA and protein ex-
pression of CINC-1 in model group1 and model 
group 2 (1.77 ± 0.52, 1.82 ± 0.24 vs 0.29 ± 0.10; 0.30 
± 0.01, 0.31 ± 0.04 vs 0.18 ± 0.02, all P < 0.05), also 
between the mRNA and protein expression of 
CXCR2 (1.66 ± 0.10, 2.49 ± 0.29 vs 0.55 ± 0.13; 0.20 
± 0.03, 0.23 ± 0.02 vs 0.16 ± 0.01, all P < 0.05).

CONCLUSION: There is a positive correlation 
between UC and the expression of CINC-1 and 
CXCR2. Our data suggest that CINC-1 may me-
diate the infiltration of polymorph nuclear neu-
trophil mainly through CXCR 2. Meanwhile, this 
change induces experimental colitis.

Key Words: Ulcerative colitis; Cytokine-induced 
neutrophil chemoattractant-1; CXC chemokine re-
ceptor 2; Reverse transcription polymerase chain-
reaction; Immunohistochemistry assay

Zhang T, Shi B, Chen JY, Pan F. Expression and 
s i g n i f i c a n c e  o f  c y t o k i n e - i n d u c e d  n e u t r o p h i l 
chemoattractant-1 and CXC chemokine receptor 2 in a rat 
model of colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 
78-82

摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
U C)大鼠结肠黏膜中性粒细胞趋化因子-1 
(CINC-1)及其受体CXCR2的表达及意义. 

方法: ♂SD大鼠36只完全随机分为正常组、

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)是一种原因
尚不明确的慢性
非特异性肠道炎
症, 病理变化局限
在黏膜层及黏膜
下层, 以隐窝结构
扭曲及隐窝脓肿, 
大量的中性粒细
胞及淋巴细胞浸
润为主要特征. 课
题组在前期研究
基础上, 运用RT-
PCR法、免疫组
化染色检测大鼠
CINC-1及CXCR2 
m R N A 及 其 蛋
白 的 表 达 ,  发 现
CINC-1及其受体
CXCR2的表达与
UC炎症变化呈正
相关.
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模型1组、模型2组, 共3组, 每组12只. 用2, 4, 
6三硝基苯璜酸100 mg/kg灌肠建立大鼠溃疡
性结肠炎模型, 7 d后处死模型1组动物, 14 d
后处死模型2组动物. 运用RT-PCR法、免疫组
化染色法分别检测各组大鼠CINC-1及CXCR2 
mRNA及其蛋白的表达. 

结果: CXCR2主要表达在中性粒细胞及肠上
皮细胞膜表面. UC活动期CINC-1及CXCR2 
mRNA及其蛋白表达明显呈上升趋势, 与炎
症相关. 与正常组相比, 模型1组、2组CINC-1 
mRNA及蛋白表达有显著差异(1.77±0.52, 
1.82±0.24 vs  0.29±0.10; 0.30±0.01, 0.31±
0.04 vs  0.18±0.02, 均P <0.05); CXCR2 mRNA
及蛋白表达也有显著差异(1.66±0.10, 2.49±
0.29 vs  0.55±0.13; 0.20±0.03, 0.23±0.02 vs  
0.16±0.01, 均P <0.05). 

结论: CINC-1及其受体CXCR2表达水平与UC
炎症正相关, CINC-1可能通过CXCR2介导中
性粒细胞浸润, 造成结肠炎症及组织损伤.

关键词: 溃疡性结肠炎; 中性粒细胞趋化因子-1; 

CX趋化因子受体-2; 逆转录聚合酶链式反应; 免疫

组化染色法
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原

因尚不明确的慢性非特异性肠道炎症, 病理变

化局限在黏膜层及黏膜下层, 以隐窝结构扭曲

及隐窝脓肿, 大量的中性粒细胞及淋巴细胞浸

润为主要特征. 研究指出[1], UC是在基因易患基

础上, 结合多种因素如周围环境、遗传、结肠

黏膜炎症-免疫系统等共同作用所导致. 其中结

肠黏膜免疫-炎症系统与肠道共生菌群之间的

交互作用, 大量炎性细胞浸润及细胞因子的释

放在UC发病中占据重要地位. 课题组在前期研

究基础上, 运用RT-PCR法、免疫组化染色检测

大鼠CINC-1及CXCR2 mRNA及其蛋白的表达, 
发现CINC-1及其受体CXCR2的表达与UC炎症

变化呈正相关. 本文初步探讨CINC-1及其受体

CXCR2的表达在UC发病中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠36只, 体质量为200±

20 g, 由浙江中医药大学动物实验中心提供[实验

动物生产许可证: SCXK(浙)2005-0021]. 5% 2, 4, 
6 TNBs 50 g/L购于Sigma公司(货号P2297). 无水

乙醇购于上海国药集团. CINC-1抗大鼠抗体, 美
国R&D公司出品; CXCR2抗大鼠抗体, 武汉博士

德产品; 大鼠CINC-1、CXCR2、β-actin基因引

物, 上海生工生物技术有限公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 分组与造模: 大鼠称重量后, 随机分为3
组, 每组12只. 除正常组外, 其余24只SD大鼠先

给予250 g/L乌拉坦0.35 mL/100 g腹腔麻醉. 参
照Morris et al [2]报道TNBs造模法, 最佳剂量100 
mg/kg计算, 用1 mL注射器抽吸TNBs原液(0.20 
mL/100 g SD大鼠), 继续抽吸0.25 mL的500 mL/L
乙醇混合后, 用聚丙烯管插入肛门上段8 cm后注

入混合试剂. 6 h后观察造模大鼠, 约75%大鼠出

现稀便和血便. 3 d后, 随机处死3只大鼠, 距肛门

约7-8 cm处肉眼可见大小约0.3 cm×0.2 cm的溃

疡面, 造模成功. 7 d后处死模型1组大鼠; 14 d后
处死剩余大鼠. 迅速剖取距肛8 cm远端结肠, 分
别置于100 g/L中性甲醛、液氮中备用.
1.2.2 结肠黏膜CINC-1及CXCR2表达: 采用链酶

亲合素生物素复合物(SABC)法加微波修复. 具
体步骤严格按试剂盒说明进行操作, 用已知阳

性标本作阳性对照, 以PBS代替一抗作阴性对

照. 在光镜下观察免疫组织化学染色结果, 染色

阳性表达为胞质或胞膜呈棕褐色颗粒. 每张切

片随机选取5个高倍视野, 计数10 000个细胞, 计
算阳性细胞百分比.
1.2.3 CINC-1及CXCR2 mRNA的表达: 采用RT-
PCR法检测. Rat CINC-1引物序列: 上游引物

5'-TCCAAAAGATGCTAAAGGGTGT-3'下游引

物5'-AAATAGGACCCTCAATAGAAATCG-3'; 
Rat CXCR2引物序列: 上游引物5'-CCACCTTC
TGAGGGAAGTCTTG-3'下游引物5'-TCCTGTT
GCTGTGAGCTTGC-3'; β-actin引物序列: 上游

引物5'-AAATAGGACCCTCAATAGAAATCG-3'
下游引物5'-GCTGATCCACATCTGCTGGAA-3', 
其扩增长度为210 bp(上海生工生物工程有限公

司合成). TRIzol一步法提取组织总RNA, 取RNA
产物10 mg, 用M-MLV逆转录酶合成cDNA, 然后

用PCR扩增仪进行PCR反应. 用20 g/L琼脂糖电

泳, 电泳结束后置凝胶成像系统中进行分析, 计
算与内参β-actin的比值用以校正.

统计学处理 实验数据应用SPSS11.5 fo r 
Wi n d o w s统计软件进行处理 .  计量资料采用

■研发前沿
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mean±SD表示, 组间差异采用单因素方差分析

(One-way ANOVA), 经方差齐性检验后, 方差齐

时用Scheffe法, 方差不齐时用Games-Howell法. 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 CINC-1及CXCR2蛋白表达免疫组化图像分

析结果 应用Image-pro PLUS 4.1版图像分析软

件, 每个样本随机选取3个高倍视野, 计数10 000
个细胞采用灰度值120-145, 计算阳性细胞数占

总细胞数的百分比, 以此对相应蛋白的表达进

行定量分析. CINC-1及CXCR2蛋白表达呈上升

趋势, 与UC炎症活动呈正相关; 与正常组相比, 
有显著性差异P <0.05(表1, 图1).
2.2 CINC-1及CXCR2 mRNA定量检测分析 应
用凝胶成像分析系统(YLN-2000)进行密度扫描

定量, 用目的基因与内参的比值来表示目的基

因mRNA的含量. 与正常组相比, 模型1组及2组
CINC-1、CXCR2 mRNA定量表达结果有显著

性差异(P <0.05). 模型1组与模型2组相比, CINC 
mRNA表达无显著性差异(P >0.05); 而CXCR2 
mRNA表达有显著性差异(P <0.05, 表2, 图2).

3  讨论

中性粒细胞(polymorphnuclear neutrophil, PMN) 
是血液中数目最多的白细胞, 来源于骨髓的造

血干细胞, 在骨髓中分化发育后, 进入血液或

组织. PMN在先天免疫中具有重要的作用, 是
炎症反应时最早到达感染或损伤部位的细胞, 
Lampinen et al [3]研究指出PMN在急性和活动期

UC中起重要作用. PMN在促炎细胞因子、趋化

性物质、和趋化性细胞因子作用下发生活化. 
PMN的生物学功能与其胞质内的多种颗粒密切

相关, 其吞噬、杀菌、细胞毒、趋化和迁移等

■相关报道
Williams et al 研
究发现 ,  UC病变
肠黏膜的 IL-8水
平明显高于正常
组织, 且与黏膜的
PMN数、病灶的
大体炎症程度呈
正相关.

表 1 CINC-1及CXCR2蛋白表达阳性总面积 (×103, mm2)和阳性表达所占比值 (n  = 6, %)

     
分组

        CINC-1                  CXCR2

  阳性总面积             阳性比值                 阳性总面积                     阳性比值

正常组          2338.76±625.16   0.18±0.02 2095.63±546.44          0.16±0.01

模型1组          4433.99±152.60a   0.30±0.01a 3863.01±375.32a          0.20±0.03a

模型2组          4521.78±214.93b   0.31±0.04b 4191.37±588.08b          0.23±0.02b

aP<0.05, cP<0.05 vs  正常组.

A B C

D E F

图 1 CINC-1及CXCR2蛋白表达免疫组化图像(×20). A: 模1 CINC-1; B: 模2 CINC-1; C: 正常CINC-1; D: 模1 CXCR2; E: 

模2 CXCR2; F: 正常2 CXCR2.
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过程均由颗粒及其内容物如趋化因子及其受体

等直接或间接介导. 
趋化因子(chemokine)是能使细胞发生趋化

作用的细胞因子总称, 最早发现于哺乳动物、

鸟类及鱼类动物体内, 为一类结构功能相似, 分
子量在8-10 kDa小分子质量蛋白质. 由中性粒细

胞、单核细胞等多种细胞分泌产生, 主要表达

于中性粒细胞、巨噬细胞等炎细胞表面, 亦可

表达于上皮细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞等

细胞[4-5]. 根据多肽链一级构特点不同, 将趋化因

子分为CXC亚家族和CC亚家族(C为半胱氨酸, 
X为任意氨基酸). CXC亚家族分子靠近N一端两

个半胱氨酸之间有一个任意氨基酸, 主要作用

于中性粒细胞, 对T、B等淋巴细胞也有趋化作

用, 已发现16个CXC趋化因子[6]. 趋化因子受体[7]

是一类介导趋化因子行使功能的GTP蛋白偶联

的跨膜受体(GPCR), 通常表达于免疫细胞、内

皮细胞等细胞膜上. 按趋化因子的分类, 将同CC
类趋化因子结合的受体称为CC类受体(CCR), 
同CXC类趋化因子结合的受体称为CXC类受体

(CXCR)[8-9]. 趋化因子受体与趋化因子相互作用, 
通常一种趋化因子受体能与多个趋化因子相结

合, 而一个趋化因子可能有多个高亲和性受体, 
他们共同构成复杂的网络系统, 在炎症性肠病

中起重要作用[10]. 
研究发现UC活动期[11-13], 大量炎症细胞包

括中性粒细胞、淋巴细胞等募集到损伤组织, 
免疫细胞克服血管内皮细胞屏障, 在体液和组

织间穿行包括多个步骤, 即细胞随体液流动; 细
胞被稳固黏附到血管内皮上; 细胞穿过内皮细

胞间隙; 细胞迁移到特定组织中. 在此过程中, 
趋化因子通过细胞内信号转导过程控制着渗出

细胞的选择性以及被选择细胞的稳固黏附. 表
达增高的趋化因子除了对炎症细胞激活和趋

化, 还能触发其他复杂的炎性活动, 包括颗粒胞

吐、产生金属蛋白酶降解基质和上调氧化爆发

等. 中性粒细胞趋化因子CINC-1[14-15]是一种和

人IL-8类似的鼠源性趋化性细胞因子, 被看作是

IL-8家族的一员, 对嗜中性粒细胞有很强的趋化

作用. Williams et al [16]研究发现, UC病变肠黏膜

的IL-8水平明显高于正常组织, 且与黏膜的PMN
数、病灶的大体炎症程度呈正相关. 表明IL-8直
接参与了UC的病理过程, 与炎症程度呈正相关. 
IL-8还可以促进PMN内容物的释放, 增加上皮细

胞及单核细胞黏附分子的表达, 还能使肠成纤

维细胞产生过量的基质降解酶, 破坏黏膜的完

整性, 导致结肠组织损伤. 
本研究初步发现活动性UC在炎症诱导下结

肠组织中CINC-1蛋白及mRNA表达增高; CXCR 
2主要表达在浸润的中性粒细胞及结肠上皮细

胞膜上, CINC-1及其受体CXCR2的水平与肠道

炎症程度呈正相关. 课题组推测CINC-1可能通

过结合CXCR2激活胞膜上的钙泵, 细胞向前方

伸出片足, 使细胞移向产生趋化因子的部位, 当
中性粒细胞在局部聚集后, 在细胞因子及某些

因素作用下活化, 释放胞质内的颗粒, 出现瀑

布式的级联反应, 破坏结肠上皮细胞屏障, 导
致结肠组织损伤、溃疡形成. 关于CINC-1结合

CXCR2细胞内信号转导, 调控相应基因的表达, 
最终使中性粒细胞发生迁移、造成组织损伤; 
以及拮抗CINC-1结合CXCR2, 能否缓解UC的效

应, 尚需要通过靶向研究如基因敲除技术、细

胞培养、体外试验等进一步深入探讨. 
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2009-01-08)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年1月8日; 17(1): 83-85
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

心得安对食管曲张静脉套扎后再出血的影响

程文芳, 施瑞华, 陈晓星, 丁 静

程文芳, 施瑞华, 陈晓星, 丁静, 南京医科大学第一附属医院
消化内科 江苏省南京市 210029
作者贡献分布: 此课题由程文芳设计; 研究过程主要由程文芳, 
施瑞华, 陈晓星及丁静完成; 论文写作由程文芳完成.
通讯作者: 程文芳, 210029, 江苏省南京市, 南京医科大学第一
附属医院消化内科. chengwenfang@yahoo.com.cn
电话: 025－51865015
收稿日期: 2008-09-28   修回日期: 2008-11-03
接受日期: 2008-11-10   在线出版日期: 2009-01-08

Effects of propranolol 
on rebleeding following 
endoscopic esophageal 
variceal ligation: a prospective, 
controlled trial 

Wen-Fang Cheng, Rui-Hua Shi, Xiao-Xing Chen, 
Jing Ding

Wen-Fang Cheng, Rui-Hua Shi, Xiao-Xing Chen, Jing 
Ding, Department of Gastroenterology, the First Affiliated 
Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing 210029, 
Jiangsu Province, China
Correspondence to: Wen-Fang Cheng, Department of 
Gastroenterology, the First Affiliated Hospital of Nanjing 
Medical University, Nanjing 210029, Jiangsu Province, 
China, chengwenfang@yahoo.com.cn
Received: 2008-09-28    Revised: 2008-11-03
Accepted: 2008-11-10    Pubilshed online: 2009-01-08 

Abstract
AIM: To observe the effects of propranolol on 
rebleeding following endoscopic esophageal 
variceal ligation.

METHODS: Seventy-eight patients undergo-
ing esophageal varices received either ligation 
alone (control group: n = 39) or a combination of 
ligation and propranolol (propranolol group: n 
= 39). Twelve months after ligation, endoscopic 
evaluation of rebleeding, portal hypertensive 
gastropathy (PHG), esophageal varices and fun-
dal varices was performed. 

RESULTS: At the end of 12 mo after ligation, 
hemorrhagic rate was significantly lower in 
propranolol group than in the control group 
(38.70% vs 54.54%, P < 0.05). PHG incidence, the 
incidence of gastric vein, the recurrence rate of 
venous reflux were significantly lower in pro-

pranolol group than in control group (32.25% vs 
57.57%, 25.80% vs 42.42%, 29.03% vs 39.39%, all 
P < 0.05). 

CONCLUSION: Propranolol reduces rebleed-
ing after endoscopic esophageal variceal 
ligation, possibly through reducing the occur-
rences of PHG, esophageal varices and fundal 
varices. 
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摘要
目的: 观察心得安对食管曲张静脉套扎后再
出血的影响.

方法 :  7 8 例 门 脉 高 压 性 食 管 静 脉 曲 张
(esophageal varices, EV)患者, 分成单独套扎组
(39例, 作为对照组)和心得安组(39例, 套扎后
给予心得安, 10 mg, 3次/d, po ). 比较两组套扎
后12 mo内再出血率, 同时12 mo后复查胃镜, 
比较两组患者门脉高压性胃病及胃底曲张静
脉发生率. 

结果: 套扎12 mo后再出血率心得安组明显低
于对照组(38.70% vs  54.54%, P <0.05). 心得安
组门脉高压性胃病发生率、胃底静脉发生率, 
食管静脉再发率均明显低于对照组(32.25% vs  
57.57%, 25.80% vs  42.42%, 29.03% vs  39.39%, 
均P <0.05).

结论: 心得安可降低食管曲张静脉套扎后再
出血, 其原因是心得安能够降低套扎后的门脉
高压性胃病和食管、胃底静脉曲张的发生.
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■背景资料
食管曲张静脉套
扎后再出血率仍
然很高, 寻找预防
或降低套扎后再
出血的方法可进
一步提高套扎的
疗效, 有重要的临
床意义.
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0  引言

食管静脉曲张(esophageal varices, EV)破裂出血

是肝硬化致死的重要原因之一, 食管曲张静脉

套扎术(esophageal varices ligation, EVL)因其疗

效好, 创伤小, 已成为EV的重要治疗手段, 但再

出血率仍然很高, 影响其疗效. 因此, 寻找预防

或降低套扎后再出血的方法可进一步提高套扎

的疗效, 有重要的临床意义. 本实验通过前瞻对

照研究观察心得安对食管静脉曲张套扎后再出

血的影响, 探索预防套扎后再出血的方法.

1  材料和方法

1.1 材料 本组患者为2004-10/2007-12在我院住院

接受食管曲张静脉套扎的患者共78例. 男42例, 
女36例, 年龄32-82(平均53±17)岁. 入选适应证

为: (1)急性EV破裂出血; (2)既往有EV破裂出血

史; (3)外科手术后EV再发者; (4)不适合手术治疗

者(据中华医学会消化内镜分会推荐的“食管胃

静脉曲张内镜下诊断和治疗规范”[1]). 有下列之

一的不纳入本研究: (1)有肝癌、其他系统恶性肿

瘤、尿毒症等严重疾病; (2)合并有胃底静脉曲

张(gastric varices, GV); (3)有大量腹水、肝性脑

病、严重黄疸; (4)无法复查胃镜的; (5)有心动过

缓、心功能不全、哮喘的. 将患者分成2组, 一组

只给予套扎(39例, 作为对照组), 另一组套扎后给

予心得安口服(39例, 心得安组).
1.2 方法 
1.2.1 套扎治疗和心得安的服用: 选用Olympus公
司GIF-240胃镜, Cook公司6环或10连环套扎器, 
一次套扎6-10环, 部分患者2 wk后再重复一次, 
直至曲张静脉基本消失或缩小为F1. 治疗和胃

镜复查由同一操作者完成. 所有的患者均知情

同意. 心得安开始给予10 mg/次, 每日3次口服, 
然后调整剂量让心率降低25%但心率不低于55
次/min. 连续服用12 mo. 
1.2.2 内镜检查: 出血的患者均作胃镜明确出血

的原因; 再分别在套扎后2 wk及12 mo由同一操

作者复查胃镜, 主要观察的内容: 套扎后的溃

疡、套扎后的胃底曲张静脉、再发的食管曲张

静脉以及门脉高压性胃病(PHG). 内镜下PHG的

诊断: 据McCormack标准[2], 内镜下PHG分型分

成2型. 轻型表现为: (1)黏膜表面细小红点灶或

猩红热疹; (2)黏膜红色斑; (3)黏膜蛇皮样或马赛

克样改变. 重型表现为: 在轻度的基础上出现散

在的樱桃红样斑点和(或)弥漫出血性胃炎. 再发

的食管曲张静脉表现为食管原来没有曲张静脉

重新出现F2或F3的曲张静脉或F1曲张静脉发展
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成F2或F3的曲张静脉.
统计学处理 统计学分析采用SPSS13.0分析软

件, 两组间率的比较用χ2检验, 均值比较用t检验. 

2  结果

2.1 临床特点(表1)
2.2 随访情况 39例给药组有3例因用心得安低于

55 次/min而不适停药, 6 mo时2例失访, 12 mo失
访5例. 39例对照组6 mo时有3例失访, 12 mo增
至6例.
2.3 套扎后的再出血 套扎后6 mo内两组出血率没

有区别, 但12 mo内两组出血率区别有显著性. 出
血的原因2 wk内主要为套扎后的溃疡, 2 wk后主

要是PHG、并发的GV及再发的EV的破裂(表2).
2.4 套扎12 mo内患者的PHG、GV、EV的发生

率 套扎后12 mo内心得安组患者的PHG、GV及

EV发生率明显低于对照组, 二者差异均有显著

性(表3).

3  讨论

尽管食管曲张静脉套扎术已成为EV的治疗手

段, 但套扎后再出血是影响其疗效的重要原因. 
国内曾有报道为50.0%[3], 我们这组患者套扎后1
年内再出血率为54.54%, 与其相似. 可见食管曲

张静脉套扎后再出血发生率仍是很高, 因此, 如
何预防和降低套扎后再出血有重要的临床意义. 

www.wjgnet.com

■相关报道
心得安已报道用
于食管胃底静脉
曲张出血的预防
治疗.

表 1 两组患者的临床特点

     
分组                         对照组                 心得安组            P

n                                39                       39

年龄(岁)            52±15(33-75)   54±16(34-78)        0.78

性别(男/女)               23/17                   25/14         0.75

白蛋白(g/L)          28.8±0.6             29.1±0.5       0.89

Child分级(A/B/C)     8/29/2                   6/31/2         0.12

手术(脾切＋断流)       25                        23             0.78

EV(F2/F3)                10/29                   11/28           0.96

PHG                     7(13.9%)             6(15.4%)         0.19

表 2 套扎后6 mo和12 mo再出血发生率

     
随访         

分组         n  
   套扎后  

PHG  EV  GV        总发率(%)
时间                         溃疡

6 mo    心得安组    34      3        1     2     2    23.52 

            对照组        36       3        2     2     3    27.77 

12 mo  心得安组   31       3        2     3     4    38.70(12/31) 

            对照组       33       3        4     5     6    54.54(18/33)a  

aP<0.05 vs  心得安组.

■创新盘点
本文通过前瞻对
照研究发现心得
安可降低套扎后
PHG、GV、EV
的发生率而减低
套扎后的再出血, 
为套扎后常规应
用心得安提供依
据.
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影响套扎后再出血的因素很多, 我们观察到: 2 
w k内再出血的原因主要是套扎环的脱落、套

扎部位伤口愈合不佳或是溃疡的形成, 以及残

留的曲张静脉的再破裂. 而远期再出血的主要

原因包括: 门脉高压性胃病(portal hypertensive 
gastropathy, PHG)、GV破裂以及再发EV破裂的

出血. PHG发病机制尚不十分清楚, 可能与胃血

流量、胃肠激素及门静脉压力改变有关, 其中

门静脉压力升高是其发生的最重要的因素. 正
常时, 胃壁黏膜下存在大量闭锁状态动静脉分

流, 门静脉高压时处于闭锁状态动静脉分流被

动开放, 动脉血直接到静脉, 黏膜有效血容量减

少, 使黏膜缺血、缺氧; 同时由于回流障碍, 使
胃黏膜充血淤血及渗透性增加. 因此, 有学者认

为: 门静脉高压导至胃壁动静脉分流异常开放

是PHG最基本的原因[4]. 食管静脉套扎后, 门静

脉经食管静脉侧支循环关闭, 门静脉压力进一

步升高, 这会导致或加重PHG. 另外套扎后, 食
管曲张静脉消失, 远端胃黏膜的血流量, 无改变, 
而近端胃黏膜(胃体、胃底)的血流量较套扎前

明显增多, 而近端胃静脉血流受阻, 导致胃黏膜

淤血, 使得胃黏膜下动静脉短路开放, 也会导致

或加重PHG[5]. 可见, 门静脉压力进一步升高是

套扎后PHG发生或加重的始动因素. 
GV也是食管曲张静脉套扎后的一个重要

并发症, 我们这组患者为42.42%, 其发生率较高, 
与其他学者报道相似[6]. 与PHG发生机理相似: 
食管曲张静脉套扎后食管曲张静脉消失, 胃底

黏膜血流量较套扎前明显增多, 而近端胃静脉

血流受阻, 使得胃黏膜下动静脉短路开放, 导致

GV发生. 另外, 血液循环中血管活性物质及一氧

化氮升高可能也是促进GV发生的因素之一[6]. 
食管曲张静脉的再发是由于: 食管黏膜表

面与黏膜下及肌层静脉存在许多交通支和穿静

脉, 尽管套扎能够消除黏膜表面的曲张静脉, 但
这些穿静脉可再沿黏膜生长, 在门静脉高压存

在下, 新生的静脉会增大而至曲张.
总之, 门脉高压性胃病、GV以及再发EV三

大导致套扎后再出血的原因的始动因素仍是门

静脉的高压, 如能降低门静脉的压力就有可能预

防套扎后的再出血. 已证实: 心得安能够降低门

静脉压力, 其主要机理为: (1)对心脏β受体有阻

滞作用, 能降低心脏指数, 减少内脏血流量, 降低

门脉血流量减少; (2)阻滞心外β受体, 使α受体兴

奋, 内脏循环阻力增高, 门脉血流量减少. 本研究

发现: 心得安组套扎后一年内的出血率为38.71%
显著低于对照组(54.54%), 说明心得安能够有效

降低套扎后的再出血. 但在6 mo时心得安组再出

血率为: 23.52%, 稍低于对照组(27.77%), 二者差

异无显著性, 这可能由于PHG一般在套扎后6 mo
才达到一个高峰, 而套扎后胃底静脉的发生、食

管静脉再生也需要较长的时间[7]. 因此, 长期服用

心得安才能预防套扎后的再出血. 
进一步观察发现: 套扎后服用心得安后, 1年

内PHG、GV以及再发EV的发生率均明显低于

对照组, 其他学者也得到相似的结果[7]. 可见心得

安可以通过降低门静脉压力来降低PHG、GV及

EV的发生, 进而降低套扎后再出血的发生. 
总之, 心得安可降低食管曲张静脉套扎后再

出血, 这种作用是由于它能降低门静脉压力来

降低套扎后的门脉高压性胃病和食管、胃底曲

张静脉的发生.
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表 3 套扎后12 mo PHG、GV及EV再发率(%)

     
分组                   PHG                    GV                       EV 

心得安组    32.25(10/31)     25.80(8/31)     29.03(9/31)

对照组        57.57(19/33)a    42.42(14/33)a  39.39(13/33)a

aP<0.05 vs  心得安组.

■同行评价
心得安预防食管
曲张静脉出血的
临床疗效早已被
肯定, EVL后常规
使用心得安已在
临床普遍应用, 但
是和对照组进行
系统的对照研究
报道不多, 是该文
章的一个特点.
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Abstract
AIM: To inquire the relationship between the 
expression of CDX2 and different types of 
gastric intestinal metaplasia.

METHODS: Expression of CDX2 in 58 normal 
gastric mucosa, 184 IM and 36 gastric cancer 
were detected using immunohistochemical 
method. One hundred and eighty four IM cases 
were classified into three subtypes, including 81 

cases of IM Ⅰ,  62 cases of IM Ⅱ and 41 cases of 
IM Ⅲ using HID-ABpH2.5-PAS methods.

RESULTS: The positive rates of CDX2 expres-
sion in IM and gastric cancer were significantly 
higher than normal gastric mucosa in which 
negative expression was detected (P < 0.01), 
but lower than IM (27.8% vs 59.8%, P < 0.01). 
The positive rates of CDX2 expression in IM Ⅰ 
and IM Ⅱ were significantly higher than either 
gastric cancer group or IM Ⅲ. However, there 
was no significant difference between IM Ⅲ and 
gastric cancer group. CDX2 was located in IM 
cellular nucleus.

CONCLUSION: The IM without expression of 
CDX2 has close relationship with gastric cancer, 
and CDX2 is a valuable biomarker to judge the 
differentiation of IM.

Key Words: Intestinal metaplasia; CDX2; Gastric 
cancer

Wang XG, Zhang Z, Sun LP, Yuan Y. Relationship 
between the expression of CDX2 and different types of 
gastric intestinal metaplasia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(1): 86-89

摘要
目的: 探讨CDX2表达与胃黏膜肠化生类型的
关系. 

方法: 利用免疫组化技术检测58例正常胃黏
膜、184例肠化生和36例胃癌组织CDX2表达; 
利用HID-ABpH2.5-PAS将184例肠化生分为
Ⅰ型81例, Ⅱ型62例和Ⅲ型41例.  

结果: 正常胃黏膜CDX2阴性表达, 胃癌组织
CDX2表达高于正常胃黏膜(P <0.01), 低于肠
化生黏膜(59.8% vs  27.8%, P <0.01); Ⅰ型、Ⅱ
型肠化生CDX2表达高于胃癌和Ⅲ型肠化生, 
差异均有统计学意义. 唾液酸黏蛋白着色的Ⅰ
型肠化生CDX2呈清晰着色, 硫酸黏蛋白着色
的Ⅲ型肠化生CDX2未见着色.

®

■背景资料
胃黏膜肠上皮化
生 ( 肠化生 ) 是胃
癌发生前的重要
阶段, 究竟何种类
型肠化生可发展
为胃癌, 目前尚无
客观的分类方法.

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科 
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结论: CDX2可作为判断肠化生分化程度的
指标. 

关键词: 肠化生; CDX2; 胃癌
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0  引言

胃黏膜肠上皮化生(肠化生)与胃癌关系密切[1-3], 
是胃癌发生前的重要阶段. 目前, 国内外普遍根

据黏蛋白染色和组织学形态不同, 将肠化生分

为Ⅰ(完全性), Ⅱ(不完全性), Ⅲ型(不完全性), 
认为Ⅲ型(不完全性)肠化生与胃癌关系密切. 但
是, 并不是所有Ⅰ、Ⅱ型肠化生均不发展为胃

癌, 也不是所有Ⅲ型肠化生均发展为胃癌. 究竟

何种类型的肠化生可发展为胃癌, 一直困扰着

广大学者. 近年来, 人们试图从不同角度对肠化

生进行分型并探讨其与胃癌的关系. 
正常胃黏膜上皮细胞、肠化生上皮细胞

和胃癌上皮细胞各有不同的形态学特点, 其区

别是由于细胞分化异常所致. 同源异形盒基因

CDX2是一种肠上皮特异性转录因子, 可控制肠

上皮细胞的分化和成熟[4], 其在不同类型肠化生

的表达及其与不同类型肠化生的关系尚不清楚. 
我们检测不同类型肠化生CDX2的表达, 探讨其

在肠化生分型中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 278例胃黏膜活检及血清学标本, 取自

辽宁省庄河地区接受胃癌筛查者. 本研究经中国

医科大学伦理委员会批准, 以问卷调查和病例记

录方法收集所有研究对象的年龄、性别和相关

资料, 并与患者签署了知情同意书. 每个患者取

新鲜胃黏膜3块, 其中包括胃体、胃角和胃窦各1
块, 950 mL/L乙醇固定, 石蜡包埋, 制成3张5 μm
切片, 进行HE、HID-ABpH2.5-PAS黏蛋白组织

化学染色及CDX2免疫组织化学染色. HID-AB-
pH2.5黏蛋白组织化学染色试剂盒购于上海仁宝

公司. 鼠抗人CDX2 mAb、免疫组化二步法试剂

盒和DAB试剂盒均购于北京中杉金桥生物技术

有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 高二铁胺-阿辛蓝pH2.5-雪夫试剂(HID-
ABpH2.5-PAS)黏蛋白组织化学染色: 根据形态

学、细胞分化程度及分泌黏蛋白不同将肠化划

分为Ⅰ型(完全性)、 Ⅱ型(不完全性)和Ⅲ型(不
完全性)[5].
1.2.2 Power VisionTM免疫组织化学染色: 进行

CDX2蛋白检测, 一抗稀释度1∶50, 以PBS代替

一抗作为阴性对照, 以已知的阳性组织作为阳性

对照, 细胞核出现清晰的棕黄色颗粒定为阳性.
统计学处理 采用SPSS11.5软件进行组间χ2

检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

58例正常胃黏膜未见CDX2表达. 36例胃癌组

织CDX2表达阳性率为27.8%(10/36), 肠型胃

癌CDX2表达阳性率为63.6%(7/11), 弥漫型胃

癌C D X2表达阳性率为12%(3/25), 差异有统

计学意义(P <0.01). 184例肠化生CDX2表达阳

性率为59.8%(110/184), 明显高于正常胃黏膜, 
差异有统计学意义(P <0.01), 也高于胃癌组织

(P <0.01). 经HID-ABpH2.5-PAS染色, 分为Ⅰ型

肠化生组81例, Ⅱ型肠化生组62例, Ⅲ型肠化

生组41例. Ⅰ型肠化生→Ⅱ型肠化生→Ⅲ型肠

化生黏膜, CDX2表达由高到低, 阳性率分别为

92.6%(75/81), 48.4%(30/62), 12.2%(5/41), 组间

差异有统计学意义(P <0.01, 图1). Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

型肠化生黏膜C D X2表达均高于正常胃黏膜

(P <0.01); Ⅰ、Ⅱ型肠化生黏膜CDX2表达明显

高于胃癌组织(分别P <0.01, P <0.05), Ⅲ型肠化生

黏膜CDX2表达与胃癌组织相比, 差别无统计学

意义(图2A-F).  
CDX2着色部位在细胞核, 在肠化生黏膜中

观察到CDX2着色与黏蛋白类型有关, 黏蛋白染

色为兰色(含有唾液酸黏液)的部位CDX2着色清

晰, 而黑色部位(含有硫酸性黏液)未见CDX2着
色(图2G-H).

3  讨论

同源异型盒基因及其相关蛋白是以核转录调节

■研发前沿
如何从新的角度
更客观的区分可
癌变的肠化生是
今后的研究重点.
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图 1 不同胃黏膜病变CDX2的表达.

■相关报道
关于CDX2在胃癌
及肠化生表达的
文章很多, 但是并
没有将CDX2作为
划分肠化生分型
的指标.
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因子的形式调节生物结构和细胞分化的一类基

因家族[6]. CDX2是其中之一, 最早由Mlodzik于
果蝇中分离成功, 主要分布于内胚层来源的肠

道上皮和胰腺的导管及腺泡上皮, 其编码的蛋

白CDX2的主要功能是控制结肠和小肠上皮分 
化[7-8]. 人们在体外细胞系中发现CDX2具有显著

的诱导分化的作用, 人为导入CDX2基因的未分

化结肠癌细胞系中, 可以检测到明显的细胞分

化现象, 如产生分化特异性标志物蔗糖麦芽糖

酶和乳糖酶, 诱导细胞向肠上皮分化[9]. 还有研

究显示CDX2基因敲除的小鼠, 消化系畸形发育

且内胚层细胞无法发育成小肠或结肠上皮, 而
出现息肉样病变及鳞状化生[10]. 但是CDX2在不

同类型肠化生中的表达及在肠化生分型中的作

用目前还不十分清楚. 
本研究结果显示在正常胃黏膜CDX2表达

为阴性, 在胃癌组织CDX2的表达高于正常胃黏

膜组织, 且主要表达于肠型胃癌, 在弥漫型胃癌

中低表达或不表达. 国外研究显示在64%的肠

型胃癌可检测到CDX2表达, 在其他类型胃癌

CDX2不表达[11]. 但是, 关于CDX2与肿瘤的分化

程度的关系, 尚不统一, 部分学者认为CDX2与

图  2  不 同 类 型
肠化生黏膜CDX2
的表达. A: Ⅰ型肠

化 生 ( H I D - A B -

p H 2 . 5 - P A S 染 色

×400); B: Ⅰ型肠

化生CDX2阳性表

达(×400); C: Ⅱ型

肠化生(HID-AB-

p H 2 . 5 - P A S 染 色

×400); D: Ⅱ型肠

化生CDX2阳性表

达(×400); E: Ⅲ型

肠化生(HID-AB-

pH2.5-PAS染色×

400); F: Ⅲ型肠化生

CDX2阴性表达(×

400); G: Ⅰ和Ⅲ型

混合肠化生(HID-

AB-pH2.5-PAS染

色×200); H: Ⅰ和

Ⅲ型混合肠化生免

疫组化染色(×200). 

粘蛋白着蓝色部位

CDX2阳性表达; 粘

蛋 白 着 黑 色 部 位

CDX2阴性表达.

A B

C D

E F

G H

■创新盘点
本文选择控制肠
上皮分化的特异
性因子CDX2作为
研究指标, 以肠化
生分化程度与胃
癌的关系为切入
点, 从分化角度探
讨CDX2在肠化生
分型中的作用. 



www.wjgnet.com

王旭光, 等. 同源异形盒基因CDX2的表达与胃黏膜肠上皮化生类型的关系      89

肿瘤的分化程度无关; 其他学者认为CDX2与细

胞分化程度呈正相关. 本组实验显示在分化程

度较高的肠型胃癌CDX2表达高于分化程度较

低的弥漫型胃癌, CDX2反应了胃癌的分化程度. 
在此基础上进一步检测CDX2在肠化生及

不同类型肠化生黏膜中CDX2的表达. 结果显示, 
在肠化生黏膜CDX2表达阳性率显著高于正常

胃黏膜和胃癌组织, 在Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ型肠化生黏膜

CDX2表达阳性率逐渐下降, Ⅰ, Ⅱ型肠化生黏

膜CDX2表达高于胃癌组, Ⅲ型肠化生组CDX2
表达阳性率低于胃癌组, 但差异无统计学意义. 
提示CDX2阴性的肠化生分化不成熟, CDX2的
表达反映出肠化生的分化程度. 推测从Ⅰ→Ⅱ

→Ⅲ型肠化生, 由于分化程度逐渐降低, CDX2
表达量逐渐降低, 至Ⅲ型肠化生, CDX2表达明

显降低, 但是仍能保留部分功能, 能够调控下游

肠上皮黏蛋白分泌有关的因子, 黏蛋白染色阳

性, 而此时已经丧失了向成熟肠上皮分化的能

力, 表现为潘氏细胞缺如, 杯状细胞呈高柱状, 
腺管迂曲等不成熟的形态学改变. 当CDX2降低

到一定水平时, 其调控肠上皮分化的能力已殆

尽, 调控肠上皮黏蛋白的分泌功能丧失, 进而发

生胃癌. 对36例胃癌组织进行了黏蛋白染色, 结
果证实在癌组织中黏蛋白染色均为阴性. 提示

CDX2不表达肠化生可能发展为胃癌, CDX2可
作为肠化生分型, 并判断其分化程度的候选指

标. 在临床上, 可以对CDX2不表达的肠化生进

行定期随访, 探讨其应用价值. 
此外, 在实验中还发现Ⅰ型肠化生-主要是

杯状细胞含有唾液酸黏蛋白, 杯状细胞呈蓝色, 
CDX2表达阳性率高, 细胞核呈深棕色; 在部分

Ⅱ和大多数Ⅲ型肠化生-主要在柱状细胞中含有

硫酸黏蛋白的部位, 柱状细胞呈黑色, CDX2呈
阴性表达, 提示CDX2的表达与肠化生黏蛋白的

类型及酸性环境有关, 有研究显示食管黏膜细

胞的细胞系长期培养于酸性培养基中, CDX2的
表达增强, 细胞向肠黏膜上皮化生[12]. 但是关于

CDX2表达是否与硫酸和唾液酸黏蛋白不同酸

性环境有关, 尚需进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the promoter methylation of 
Ras association domain family 1A (RASSF1A) in 
the serum of HCC and to explore the significance 
and value of the promoter methylation of 
RASSF1A as a new tumor molecular marker in 
early stage noninvasive diagnosis of HCC. 

METHODS: Promoter methylation of RASSF1A 
status in the serum of HCC patients (n = 35) and 
normal controls (n = 10) were detected by meth-

ylation-specific PCR (MSP). 

RESULTS: RASSF1A promoter methylation was 
detected in 14 cases (40%) in the serum from 35 
HCC patients, while no RASSF1A methylation 
was detected in 10 normal controls. No associa-
tion was found between serum RASSF1A meth-
ylation and the clinicopathological parameters, 
such as sex, para-cirrhosis, HBV, AFP, tumor 
size, tumor capsular, portal vein tumor embolus 
or pathological grade. 

CONCLUSION: The promoter methylation of 
RASSF1A may play an important role in tumor 
genesis of HCC and act as a new tumor molecu-
lar marker for HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Ras associa-
tion domain family 1A; Promoter methylation; Serum

Qiu XQ, Chen G, Yu HP, Hu L. Detection of RASSF1A 
promoter hypermethylation in plasma of with primary 
hepatocellular carcinoma and its clinical significance. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2009; 17(1): 90-93

摘要
目的: 探讨原发性肝细胞癌(HCC)患者血清中
RASSF1A甲基化状况及RASSF1A甲基化作
为一种新的肿瘤分子标志物在HCC早期无创
性诊断中的意义和价值.

方法: 应用甲基化特异性PCR(MSP)技术检
测35例HCC患者血清和10例健康对照血清中
RASSF1A启动子区甲基化状况. 

结果: 35例HCC患者血清中RASSF1A启动子
区甲基化阳性率为40%, 10份健康对照血清中
未出现RASSF1A基因甲基化. RASSF1A基因
甲基化与HCC患者性别、伴肝硬化、乙肝表
面抗原、甲胎蛋白、肿瘤大小、有无包膜、

有无门静脉癌栓及病理分级等临床病理参数
无关.

结论: RASSF1A基因甲基化在HCC的发生
中起重要作用, RASSF1A基因甲基化可能是
HCC新的肿瘤分子标志物.

®

■背景资料
肝癌 (HCC)是我
国发病率较高的
恶性肿瘤之一, 在
广西尤为高发, 目
前仍无特异性的
早期诊断指标. 本
文通过探讨研究
RASSF1A在HCC
患者血清中甲基
化的情况, 为研究
HCC发生机制及
寻求新的早期无
创性肿瘤标志物
提供一定的科学
依据.

■同行评议者
李瑗 ,  主任医师 , 
广西肿瘤研究所
病 理 研 究 室 ;  杜
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学附属肿瘤医院
病理科
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0  引言

RAS相关区域家族1A(ras association domain 
family 1A gene, RASSF1A)是新近从3号染色

体短臂克隆出来的新型候选抑癌基因, 因其表

达产物中含有与Ras蛋白结构相关区域, 故而

得名[1]. 该基因启动区异常甲基化而失活的现

象在多种恶性肿瘤血液及组织标本中得到证

实, 如肺癌[2]、胆囊癌[3]、乳腺癌[4-5]、肾癌[6]、

前列腺癌[7-8]、子宫内膜癌[9]、膀胱癌[10]、胆管

癌[11]、胃癌[12-13]、肠癌[13-14]等. RASSF1A的高

甲基化为恶性肿瘤的诊断提供了新的角度. 原
发性肝细胞癌(hepatocelluar carcinoma, HCC)
是我国高发肿瘤之一, 但HCC早期诊断仍是当

前研究的一个难点. 赵强子 et al [15], Yeo et al [16]

及Zhang e t a l [17]在HCC患者血清中检测到了

RASSF1A基因的高甲基化. 为了进一步证实

HCC血清中RASSF1A基因启动子区CpG岛异

常高甲基化对早期诊断的意义, 我们应用MSP
技术检测35例HCC患者血清样本RASSF1A启

动子甲基化状况, 探讨RASSF1A甲基化与HCC
发生发展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 HCC血清标本35例为广西医科大学第

一附属医院肝胆外科2006-02/2006-07患者治疗

前标本, 患者均为病理学检查证实, 符合2001年
全国肝癌学术会议制定的肝癌诊断标准[18]. 35
例HCC患者中男29例(82.9%), 女6例(29.1%); 年
龄为26-68(平均为50±14.7)岁; 乙型肝炎感染

30例(85.7%). 病理证实HCC合并肝硬化23例
(65.7%), 合并慢性肝炎21例(60%). 10例健康对

照血清来自健康献血者, 其中男7例, 女3例, 平均

年龄为48±13.2岁. 核酸提取试剂盒(DNA Blood 
Midi Kit)购自德国Qiagen公司; 基因修饰试剂盒

(CpGenomeTM DNA Modification Kit S7820)购自

美国Chmicon公司; RASSF1A基因PCR扩增试剂

盒(CpG WIZ RASSF1A Amplification Kit S7813)
购自美国Chmicon公司.
1.2 方法 
1.2.1 DNA 提取: 血清DNA提取按照DNA Blood 

Midi Kit说明书进行, 每份样本采用0.8 mL血清. 
提取的DNA纯度用紫外分光光度计检测, 吸光

度A 260/A 280比值在1.6-1.8之间, DNA样本立即进

行实验或保存于-20℃. 
1.2.2 基因修饰: 按CpGenomeTM S7820试剂盒说

明把胞嘧啶转化为尿嘧啶, 进行基因修饰. 
1.2.3 甲基化特异性P C R(M S P)检测: 非甲基

化特异引物(U)和甲基化特异引物(M)为针对

RASSF1A基因启动子及第一外显子CpG岛序列

设计, 由Chmicon公司提供. 其中U引物PCR产
物为108 bp, M引物为111 bp. PCR扩增体系如

下: 10×PCR Buffer 2.5 μL; 2.5 mmol/L dNTP 
2.5 μL; U, M或W primers 1.0 μL; “hot start”
enzyme(5 U/μL)0.2 μL; dH2O 16.8 μL; Template 
DNA(50 mg/L)2.0 μL. 总体积25.0 μL. 反应条

件: 95℃预变性5 min; 95℃变性(45 s)、55℃退

火(45 s)、72℃延伸(60 s)共35 cycles; 最后72℃
延伸5 min. PCR扩增产物10 μL进行20 g/L琼脂

糖凝胶电泳, 若仅U引物能扩增出条带, 且目的

条带位置正确(108 bp), 可判断为甲基化阴性; 
若仅M引物出现条带(111 bp), 判断为完全甲基

化; 如U和M引物出现条带, 且目的条带位置正

确, 判为部分甲基化. 完全甲基化及部分甲基化

均为甲基化阳性.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件对数据

进行χ2检验, 以P <0.05判为差异有显著性意义.

2  结果

HCC患者血清RASSF1A启动子区甲基化阳性率

为40%(14/35), 10份健康对照血清中未见RASS-
F1A基因甲基化阳性. 血清RASSF1A基因甲基化

发生情况与患者各临床病理参数无明显相关(表1).

3  讨论

2000年, Dammann et al [1]分离出一种能与DNA 
修补蛋白XPA相互作用的一种候选cDNA, 其
核苷酸序列的碳端与鼠Ras效应蛋白Nore1和
Maxp1高度同源, 遂命名为Ras相关区域家族1, 
即RASSF1基因; 同时还发现, 由于该基因不同

的剪接和使用启动子的不同, 存在3种不同的转

录本(转录本A、B和C). 其中RASSF1A含1α和
2αβ, 其cDNA全长1873 bp. 该基因出现异常, 如
发生3p21区的杂合性缺失, 启动子区域CpG岛

异常高甲基化而导致其转录“沉默”时, 影响

其功能的发挥, 则可能导致肿瘤的形成 [3,19-23]. 
RASSF1A基因在恶性肿瘤中频繁的甲基化的特

点, 使之被广泛应用于肿瘤表遗传学研究[4,24-29]. 

■创新盘点
本文阐释了广西
地区HCC患者血
清中RASSF1A的
甲 基 化 情 况 ,  为
HCC的具体发生
机制及早期诊断
提供一定的科学
依据.

■研发前沿
目前关于肿瘤的
早期诊断的发展
备 受 关 注 ,  也 是
HCC的研究热点, 
HCC的早期诊断
方法有待于进一
步研究.
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肿瘤的早期无创诊断主要针对体液检查. 研究

结果显示: 肿瘤患者体液中存在RASSF1A基

因启动子区CpG岛异常甲基化, 为肿瘤患者的

早期无创性诊断提供了新的思路 .  研究发现: 
50%肺癌患者痰液[30]、84%肺癌患者血清[31]、

35%膀胱癌患者尿液 [32]、56%-60%的乳腺癌

患者血清[5,33-34]及5%的未分化鼻咽癌[35]中均可

检测到R A S S F1A异常甲基化. 因此检测体液

中RASSF1A异常甲基化对肿瘤的无创性诊断

有重要意义. 本研究对35例HCC患者血清进行

RASSF1A基因启动子区CpG岛异常甲基化检测, 
结果14例为阳性, 占总体40%, 10份健康对照血

清无一例出现RASSF1A基因甲基化, 提示相对

于正常对照, HCC患者血清中异常甲基化的游离

RASSF1A基因与HCC发生有关. 本研究结果与

赵强子 et al [15](41.5%, 17/41)及Yeo et al [16](42.5%, 
17/40)的研究结果相近, 但却低于Zhang et al [17]的

研究结果(70%, 35/50), 可能与病例数与病例来

源有关. Yeo et al [16]发现HCC血清中RASSF1A基

因甲基化与肿瘤大小有关, 肿瘤越大越容易发生

RASSF1A甲基化, 但与其余临床病理参数无关. 
本研究中血清RASSF1A基因甲基化与临床病理

资料未显示相关性, 与赵强子 et al [15]结果一致, 
提示HCC患者血清中RASSF1A基因甲基化可能

是肿瘤形成的早期事件, 血清RASSF1A的检测

有早期预示肿瘤的作用. 另外, 由于RASSF1A基

因甲基化检测的肿瘤特异性及敏感性, 对术后患

者进行血清RASSF1A基因甲基化检测有望提示

肿瘤复发, 有助于HCC预后判断及及时治疗.
总之, 本研究通过检测HCC血清中RASSF1A

启动子区异常甲基化, 分析了RASSF1A甲基化

与HCC发生的可能关系. RASSF1A基因甲基化

可能成为HCC新的敏感的肿瘤分子标志物, 检测

RASSF1A基因甲基化对HCC早期无创性诊断及

判断复发有一定的临床意义和价值.
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Abstract
AIM: To detect the expression of P53 and K-ras 
in gallbladder benign lesions and malignant 
d i s e a s e s , a n d t o e x a m i n e t h e i r c l i n i c a l 
significance.

METHODS: Twenty specimens with cholesterol 
polyps, 22 with adenoma of gallbladder, 25 with 
primary gallbladder cancer (PGC) (including 5 
with atypical hyperplasia and carcinoma in situ) 
were examined in this study for P53 and K-ras’ 
expressions using immunohistochemistry. A sta-
tistical analysis was performed.

RESULTS: Aberrant expression of P53 and 
K-ras was present in benign lesions. The positive 
rate was significantly higher in patients with ad-
enoma of gallbladder than with cholesterol pol-
yps (72.7% vs 35.0%, P = 0.014; 90% vs 75.0%, P = 
0.167). Expression of P53 and K-ras was the low-
est in patients with cholesterol polyps. Paired 

comparison between P53 and K-ras showed no 
significant difference, which indicated a possible 
synergistic interaction in development of gall-
bladder cancer.

CONCLUSION: Expression of P53 and K-ras 
shows significant difference and its positive 
rates are on the increase among cholesterol pol-
yps, adenoma of gallbladder and primary gall-
bladder cancer (PGC).

Key Words: Gallbladder carcinoma; Cholecyst ad-
enoma; Cholecyst polyps; P53; K-ras

Wang YZ, Yu ZL, Zhang LJ. Expression of P53 and K-ras 
in benign neoplasms and carcinoma of gallbladder. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 94-96

摘要
目的: 研究P53和K-ras蛋白在胆囊良性占位病
变和胆囊癌组织中的表达及差异, 探讨其临床
意义. 

方法: 应用免疫组织化学方法检测20例胆固
醇息肉、22例胆囊腺瘤、25例胆囊癌(含有5
例重度非典型增生原位癌)组织中P53和K-ras
蛋白的表达, 进行统计学分析. 

结果: 胆囊良性病变的黏膜组织中存在P53和
K-ras的异常表达, 其中, 胆囊腺瘤患者的阳性
表达显著高于胆囊胆固醇息肉患者(72.7% vs  
35.0%, P  = 0.014; 90% vs  75.0%, P  = 0.167); 胆
固醇性息肉患者的P53和K-ras表达较低. 配对
比较的P53和K-ras表达结果无差异, 两者可能
在胆囊癌的发生过程中有协同性作用.

结论: 胆固醇性息肉、胆囊腺瘤、胆囊癌患
者的病变组织中P53和K-ras蛋白的表达有显
著性差异, 表达阳性率呈现上升趋势.

关键词 :  胆囊癌; 胆囊腺瘤; 胆固醇息肉; P53; 

K-ras

王延召, 于则利, 张立军. 胆囊占位病变中P53和K-ras的表达及

其临床意义. 世界华人消化杂志  2009; 17(1): 94-96

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/94.asp

®

■背景资料
原发性胆囊癌早
期诊断困难, 预后
差. 研究胆囊癌形
成和发展以及高
侵袭、高转移等
恶性生物学行为
的发生机制, 对提
高临床早期诊断
和治疗及预后非
常重要.

■同行评议者
傅华群, 教授, 南
昌大学第二附属
医院普外科
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0  引言

原发性胆囊癌(primary gallbladder carcinoma, 
PGC)早期诊断困难, 预后差. 研究胆囊癌形成和

发展以及高侵袭、高转移等恶性生物学行为的

发生机制, 对提高临床早期诊断和治疗及预后

非常重要. 为进一步了解胆囊良、恶性占位性

病变中P53和K-ras的表达情况, 探讨其阳性表达

的临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我科经手术治疗、病理证实的

患者: 胆固醇性息肉20例, 男11例, 女9例, 年龄

27-70(平均年龄49.2)岁; 胆囊腺瘤22例, 男6例, 女
16例, 年龄34-74(平均年龄57.4)岁; 进展期胆囊

癌20例, 男7例, 女13例, 年龄35-73(平均年龄为

63)岁. 重度不典型增生及原位癌5例, 男2例, 女3
例, 年龄44-65(平均年龄58)岁.
1.2 方法 病理标本处理采用免疫组织化学ABC
法, 一抗为兔抗人P53和K-ras单抗, 二抗为鼠抗

兔二抗, 以上试剂均购自重庆Boston公司. 蜡
块切片按说明书进行预处理, 并按照标准ABC 
法步骤进行染色处理 .  抗体稀释工作浓度为 
1∶100. 用已知的P53和K-ras蛋白阳性的胆囊癌

组织作阳性对照, 以PBS液代替一抗作阴性对

照. 同时应用间质组织作为病理正常阴性对照. 
结果判定: 采用1∶100抗体工作浓度, 显微镜下

控制反应时间, 反应时间以阳性对照细胞胞质

或胞核内出现棕黄色细颗粒为准. 结果判断采

用4级半定量法评估阳性表达强度: Olympus显
微镜下(×400)观察每张切片, 随机选取带有胆

囊黏膜或肿瘤组织的5个不重复视野, 按切片中

染色阳性细胞数占镜下黏膜细胞总数或肿瘤细

胞的比例划分, 无明确阳性细胞为“-”; 阳性细

胞数<10%为“+”;  阳性细胞数10%-50%为“+ 
+”; 阳性细胞数>50%为“+++”.

统计学处理 应用SPSS12.0统计软件处理检

验结果, 采用行×列的χ2检验比较分析组间的阳

性率的差异, 配对χ2检验用于不同抗体阳性率的

比较分析. 

2  结果

2.1 P53的表达 P53在胆固醇性息肉和胆囊腺

瘤中的整体阳性率为54.8%, 而恶性病变者为

92%(P  = 0.01), 两者之间的差异有显著的统计

学意义. 就性别差异而言, 所有的研究标本中男

性阳性率(65.6%)与女性(71.4%)之间无显著性

差异(P  = 0.609). 年龄60岁以上(63.3%)和60岁
以下(62.7%), 差异无显著性(P  = 0.943). 胆囊腺

瘤的阳性率72.7%, 而胆固醇性息肉者阳性率为

35.0%, 表达率间有明显的差异(P  = 0.014, 图1).
2.2 K-ras在胆囊良性占位病变和胆囊癌组织中

的表达 K-ras在胆固醇性息肉和腺瘤中的总体

阳性率为83.3%, 而恶性则为92%, 两者无显著性

差异(P  = 0.314), 间质组织中未见阳性表达. 然
而进一步的分析提示前两者弱阳性较多, 将弱

阳性与阴性病例合并后提示: 前两者弱阳性与

阴性占60%, 后者仅32%, 两者之间有差异性(P  
= 0.042). 就性别而言, 两者之间差异无显著性(P  
= 0.352). 胆囊腺瘤的阳性率为90%, 胆固醇性息

肉阳性者75.0%, 胆囊腺瘤和胆固醇性息肉(P  = 
0.167)间阳性率的比较无显著性差异. 若将弱阳

性和阴性合并, 结果分析提示: 胆囊腺瘤的阴性

和弱阳性率为45.5%, 胆固醇性息肉为75%, 无明

显差异(P  = 0.051, 图2).
2.3 配对比较 本研究所有标本两种蛋白表达

的总体配对比较, 差异无显著性(P  = 0.603), 良
性胆囊病变中的配对比较也无显著性差异(P  = 
0.056), 同时对胆固醇性息肉、胆囊腺瘤进行的

配对比较显示P值分别为0.08和0.125, 均无明显

的统计学意义.

3  讨论

正常的野生型P53蛋白, 由于半衰期短, 应用免疫

■研发前沿
正常的野生型P53
蛋白, 由于半衰期
短, 应用免疫组化
的方法在细胞中
常不能检测到其
存 在 ;  当 其 发 生
突变时, 由于结构
异常, 不易分解代
谢 ,  半衰期延长 , 
从而得以检测.

图 1 P53染色阳性和阴性病例. A: 强阳性; B: 阴性.
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组化的方法在细胞中常不能检测到其存在; 当
其发生突变时, 由于结构异常, 不易分解代谢, 
半衰期延长, 从而得以检测. 结构的改变导致其

失去了监视并诱导变异细胞凋亡灭活的功能, 
致使细胞变异存留并发展, 进而可能发展为肿

瘤[1-2]. 本实验结果表明: 与间质细胞相比, 从胆固

醇性息肉、胆囊腺瘤以及胆囊癌患者的黏膜细

胞中, 均存在着P53蛋白的表达异常, 病变不同表

达检出率有较明显差异. 故我们推断P53的变异

与这一肿瘤发生过程相关, 胆囊腺瘤高表达, 预
示发生肿瘤的可能性较之胆固醇性息肉的更高, 
这与之前邹声泉等的研究结论相似[3]. K-ras基因

编码P21ras蛋白, 通常作为分子信号传导通路而

存在[1,4]. 在正常组织中可有低水平的表达; 如发

生变异, 其结构异常的蛋白可与GTP 持续结合, 

不被释放、水解破坏, 故易被被检测; 同时此种

结合可以过度激活细胞的代谢活动, 促进细胞的

增殖与转化[5]. 本实验中以腺瘤患者的表达水平

较高, 与胆固醇性息肉的比较虽然未发现明显的

差异性, 但是胆固醇性息肉表达相对较低, 由此

我们认为: 胆囊腺瘤代谢增生及分化活跃, 在不

断的接受K-ras变异导致的正反馈的过程中可发

生进一步的分子变异, 致使肿瘤的最终发生成为

可能, 但是K-ras变异通过实验可以看出较广泛的

分布于所选的标本中, 故在肿瘤的发生中的作用

有待于进一步的探讨. 对两种蛋白的配对分析可

以看出, 差异无显著性, 可以认为两种蛋白的表

达在同一样本中检测结果的一致阳性率较高, 因
此两者在肿瘤的发生机制上可能起到协同作用. 

基因异常是肿瘤发生的基础, 通过本研究发

现胆囊良性病变黏膜组织中存在P53和K-ras的
异常表达, 而胆囊腺瘤的阳性率更高, 则其演变

发展为胆囊癌的可能性更大. 胆固醇性息肉患

者的P53和K-ras表达较低, 故恶变的可能性较腺

瘤为小. 实验数据配对比较发现P53和K-ras表达

结果无差异, 提示两者可能在肿瘤的发生上起

协同性作用. 
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图 2 K-ras染色结果. A: 强阳性; B: 阴性.
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of 
etiology, clinical features and endoscopic 
manifestations and prevention methods of 
recurrent acute pancreatitis.

METHODS: The clinical data of 84 patients with 
recurrent acute pancreatitis (recurrence group) 
and 67 patients with incipient acute pancreatitis 
(control group) at our hospital from September 
2001 to December 2007 were retrospectively ana-
lyzed; the results of imaging changes and endos-
copy therapy were reviewed as well.

RESULTS: Incidence rate of biliary tract diseas-
es was significantly higher in relapse group than 
in the control group (60.7% vs 38.8%, P <0.01). 
Radiation pain, jaundice, intestinal obstruction 

were increased in the relapse group than in the 
control group, but there was no marked differ-
ence. Crude echo (38.3%), pancreatic duct dila-
tion (21.3%), cholecystitis, the common bile duct 
stone were also significantly higher in relapse 
group than in control group. ERCP showed that 
stones and common bile duct dilation were sig-
nificantly higher in relapse group than in control 
group (35.8% vs 11.6%, 32.1% vs 9.3%, P < 0.05). 
Of 84 RAP cases, 20 underwent surgical treat-
ment, 48 conservative treatment, and 16 endos-
copy therapy. Three died in each surgery group 
and conservative treatment group, and none in 
endoscopy therapy group. 

CONCLUSION: Recurrent acute pancreatitis 
often results from biliary tract diseases includ-
ing cholelithiasis, chronic cholecystitis, inap-
propriate eating habit and alcohol use. Rational 
diagnosis and therapy is important measure to 
prevent relapse. Endoscopy therapy for RAP is 
safe, minimally invasive and effective, and is 
recommended for wide use. 

Key Words: Recurrent acute pancreatitis; Etiology; 
Endoscope; Diagnosis; Therapy
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recurrent acute pancreatitis: a clinical analysis of 84 cases. 
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摘要
目的: 探讨复发性急性胰腺炎(recurrent acute 
pancreatitis, RAP)的病因, 临床、内镜、影像
学表现及治疗.

方法: 回顾性分析我院2001-9/2007-12收治的
84例RAP(复发组)及67例初发性急性胰腺炎
(acute pancreatitis, AP)(对照组)患者的临床资
料, 包括临床表现、内镜、影像学特征、治疗
及预后.  

结果: 复发组中胆道疾患发病率显著高于对
照组(60.7% vs  38.8%, P <0.01). 复发组中放
射痛、黄疽、肠梗阻的发生率较对照组升
高, 但无统计学意义. 复发组胰腺回声粗强者
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■背景资料
随着生活水平的
提高、饮食结构
的 改 变 ,  酗 酒、

暴饮暴食及过多
摄人油腻食物加
之肥胖、高脂血
症、脂肪肝、糖
尿病及代谢综合
征的发病率增加, 
急性胰腺炎的发
病率呈上升趋势. 
临床上复发性急
性胰腺炎是急性
胰腺炎的一种特
殊类型, 其确切病
因目前尚不清楚, 
反复发作可导致
慢性胰腺炎. 因而
寻找和处理急性
胰腺炎复发的影
响因素和诊断治
疗新技术具有重
要临床意义.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科; 
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(38.3%)、胰管扩张者(21.3%), 胆囊炎症、

结石和胆总管的发生率也显著高于对照组; 
ERCP复发组发现胆总管结石、扩张者显著
高于对照组(35.8% vs  11.6%, 32.1% vs  9.3%, 
P <0.01或P <0.05). 84例RAP患者中20例手术
治疗, 48例保守治疗, 16例内镜治疗, 其中手术
治疗和保守治疗各死亡患者3例, 内镜治疗无
死亡.

结论: RAP最常见病因为胆道疾患、饮食不
当、酗酒; 明确病因后积极治疗原发病因, 可
有效减少其复发; 内镜下诊断和介入治疗是微
创、疗效确切的手段, 值得临床进一步推广.

关键词: 复发性急性胰腺炎; 病因; 内镜; 诊断; 治疗
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0  引言

近年来随着生活水平的提高、饮食结构的改

变, 酗酒、暴饮暴食及过多摄人油腻食物加之

肥胖、高脂血症、脂肪肝、糖尿病及代谢综合

征的发病率增加, 急性胰腺炎(acute pancreatitis, 
AP)的发病率呈上升趋势. 在综合治疗及个体化

治疗的原则下, 约70%-80%的患者获得了较好

的疗效, 但有一部分患者经治愈后反复发作, 称
为复发性急性胰腺炎(recurrent acute pancreatitis, 
RAP). RAP是AP的一种特殊临床类型, 其反复发

作可导致慢性胰腺炎, 严重危害人们的健康. 本
文通过比较初发和复发性急性胰腺炎的临床特

点, 分析国人RAP的常见病因, 内镜下诊治新技

术, 以期指导临床预防和提高诊治水平.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2001-09/2007-12收治的确诊

为AP患者中548例, 其中诊断为RAP的患者84
例, 复发率为15.32%; 84例RAP患者中, 男46例, 
女38例, 男女之比为1.21∶1, 年龄16-83(平均

45.28±13.74)岁. 选取同时期住院67例初次发作

的病例作为对照组, 其中男28例, 女39例, 男女

之比为1∶1.39, 年龄14-78(平均48.75±11.61)岁. 
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: AP诊断参照中华医学会消化病

学分会胰腺疾病学组制定的中国急性胰腺炎诊

治指南(草案)[1]. 复发性急性胰腺炎的诊断标准: 
急性胰腺炎患者经保守或手术治疗后临床症状
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和体征消失, 血、尿淀粉酶恢复正常, 其他化验

指标如淀粉酶、血常规、肝肾功能和血糖等恢

复正常或基本正常, 进低脂半流质饮食无特殊

不适反应后给予出院. 出院后再次出现急性胰

腺炎症状, 伴有血、尿淀粉酶升高, 并通过实验

室和影像学检查除外慢性胰腺炎者. 
1.2.2 研究方法: 对上述所有患者的病历资料进

行回顾性分析, 每个病例资料都统计在一个标

准的表格中, 分析其病史及发作次数、病因、

每次复发的临床表现和体征、类型、并发症、

诊断资料、相关的辅助检查结果、治疗及转归

情况. 
统计学处理 采用SPSS13.0进行统计分析. 

本研究资料均为计数资料, 对其构成比的比较

采用χ2检验, P <0.05为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 复发病因与分型 84例RAP中, 胆源性51例
(60.7%), 其中胆石症(包括胆道微结石)32例、

胆囊炎21例、胆囊切除术后20例, 显著高于对

照组(60.7% vs  38.8%, P <0.01), 饮食因素(高脂

饮食、暴饮暴食)10例(11 .9%)、酒精性10例
(11 .9%)、代谢性因素(合并高脂血症、脂肪

肝、糖尿病)8例(9.5%)、特发性3例(3.6%)、其

他Oddi括约肌功能障碍和胰腺肿瘤各1例(表1). 
其中有11人为3次以上发作(胆囊多发结石/微小

结石4例, 胆囊切除术后4例, 高脂血症3例). 84
例RAP中, 重症急性胰腺炎(severe acute pancre-
atitis, SAP)18例(21.4%), 轻症急性胰腺炎(mild 
acute pancreatitis, MAP)66例(78.6%). 两组病例

在年龄、性别、病情程度方面比较差异无统计

学意义.
2.2 临床特征 本组84例RAP患者, 以上腹痛为主

要表现者65例(77.4%); 腹胀者24例(28.6%)、恶

心呕吐者22例(26.2%); 发热者32例(38.1%); 较
对照组升高的临床表现有: 放射痛29例; 黄疸21
例; 麻痹性肠梗阻11例, (34.5% vs  17.9%, 25.0% 
vs  13.4%, 13.1% vs  7.5%); 出现胰源性腹水、胸

水者6例(7.1%); 出现少尿者5例(6.0%);出现呼吸

困难者5例(6.0%); 继发性血糖升高者4例(4.8%). 
RAP的并发症中, 急性液体积聚34例(40.5%), 胰
腺坏死14例(16.7%), 急性假性囊肿12例(14.3%), 
胰腺脓肿8例(9.5%), 多器官功能衰竭6例(7.1%), 
休克4例(4.8%), 消化道出血3例(3.6%), 胰性脑

病2例(2.4%), 弥散性血管内凝血1例(1.2%).
2.3 实验室检查 本组84例RAP患者, 血、尿淀粉
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■相关报道
Gullo et al 总结了
1990-1994年欧洲
五个国家的1068
例急性胰腺炎患
者, 对其中的288
例RAP进行研究
发现酗酒是最常
见的原因, 其次是
胆石症, 高脂血症
和胰腺分裂也比
较常见, 特发性胰
腺炎仍占有较高
的比例;《中国急
性胰腺炎诊治指
南》推荐在有条
件的单位, 对于怀
疑或已经证实的
急性胆源性胰腺
炎, 应早期内镜下
行ENBD或EST治
疗. 

■研发前沿
20世纪内镜介入
技 术 的 飞 速 发
展 ,  R A P 的 诊 治
亦发生了划时代
的变革 ,   超声内
镜 ( E U S )、内镜
逆行胰胆管造影
( E R C P ) 及 内 镜
下括约肌切开术
( E S T ) 的 广 泛 开
展, 为RAP的诊断
和治疗提供了新
的技术和方法. 因
而内镜下诊治成
为临床研究RAP
的热点与重点.
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酶均升高, 其中血淀粉酶升高>500 U苏氏单位

者72例, 伴血钙下降<1.75 mmol/L者3例. 53例患

者白细胞升高, 其中>16.0×l09/L者9例, 血糖升

高>10.0 mmol/L者37例, 肝功能损害27例(ALT、
AST、GGT、ALP 升高伴或不伴TBIL、DBIL
升高), 肾功能异常15例(血尿素氮及血肌酐升高,
出现蛋白尿、镜下血尿、白细胞尿).
2.4 影像学检查 两组患者均行腹部B超检查, 了
解有无胆石症、胆囊炎、肝内外胆管结石和胆

总管扩张; 有无胰腺形态学变化、回声情况、

水肿、坏死及积液等: 有无胸腹水. 其中83例(复
发组47例, 对照组36例)患者行CT检查, 主要了

解胰腺及胰周的形态学变化. B超检查发现, 复
发组胰腺回声增强者达38.3%(18/47), 胰管扩张

者达21.3%(10/47), 均显著高于对照组; 胆石症

25.5%(12/47), 胆囊炎21.3%(10/47), 胆总管扩张

19.1%(9/47), 也显著高于对照组. CT检查结果提

示, 复发组出现胰腺肿大48.9%(23/47), 胰周积

液、脂肪间隙模糊36.2%(17/47), 胰腺假性囊肿

27.7%(13/47), 胰管扩张19.1%(9/47); 对照组分

别为25.0%(9/36)、16.7%(6/36)、8.3%(3/36)、
5.6%(2/36).
2.5 内镜检查 25例(复发组14例, 对照组11例)行
超声内镜(endoscopic ultrasonography, EUS)检查, 
71例(复发组39例, 对照组32例)行内镜逆行胆胰

管造影(endoscopic retrograde cholangiopancrea-
tography, ERCP)检查; 主要观察有无胰管扩张、

结石、不规则、受压 ,  胰腺分裂、胆总管狭

窄、扩张、结石、走行异常, 壶腹部狭窄, Oddi
括约肌功能障碍(sphincter of oddi dysfunction, 
SOD)、胆道微结石, 胰腺肿瘤和慢性胰腺炎. 复
发组ERCP发现胆总管结石、扩张者显著高于

对照组; 主胰管结石、扩张、狭窄及乳头部病

变发生率在复发组也明显增多, 但无统计学意

义(表2). 另外复发组中有2例为胰腺分裂, 1例胰

胆管合流异常. 
2.6 治疗方法 本组84例RAP患者中20例手术治

疗, 48例保守治疗, 16例内镜下治疗. 48例保守

治疗者给予禁食、胃肠减压、抑酸、抑制胰酶

分泌、抗炎、补液、维持水、电解质及酸碱

平衡及中西医结合等综合治疗,其中3例死亡(1
例死于ARDS, 1例死于胰腺坏死合并败血症、

DIC, 1例死于胰性脑病). 对20例胆石症、胆囊

炎, 胰腺出血坏死严重, 并发胰腺脓肿, 假性囊

肿者予以外科手术治疗. 术式根据患者具体情

况选择胆囊切除、胆总管探查、T管引流、胰

包膜切开引流、囊肿穿刺引流、腹腔灌洗、胰

坏死组织清除, 胰周腹膜后病灶清除+灌洗引

流等. 其中3例死亡(2例死于多器官功能衰竭, 1
例死于胰腺坏死合并全身炎症反应综合征). 16
例内镜下治疗患者首先给予抑酸、抑酶、抗炎

等治疗, 再根据具体情况选择内镜治疗时机.内
镜治疗前先行ERCP或EUS检查以明确梗阻部

位、性质及程度后决定内镜治疗方法. 对插管

容易、胆汁流出较通畅、胆总管及乳头无明显

狭窄, 胆总管结石>2 cm估计取石困难者,行内

镜下鼻胆管引流(endoscopic nasobiliary drain-
age, ENBD); 对乳头结石嵌顿、胆总管结石≤

2 c m、乳头狭窄、胰胆管下段狭窄等梗阻明

显者行内镜下十二指肠乳头切开术(endoscopic 
sphincterotomy, EST). EST后采用网篮取石, 尽可

能取尽结石, 取石后放置ENBD. 对不能取出结

石或未取尽结石者, 则待胰腺炎好转后择期根

据具体情况选择内镜再次取石或外科手术治疗. 
行ERCP+EST和/或ERCP+ENBD患者胰胆管引

流通畅, 梗阻得以解除, 黄疸逐渐消退, 腹痛、

腹胀有所缓解; 血象、总胆红素及其他生化指

标逐渐降至正常; 随访期未再复发且内镜治疗

中未见相关内镜治疗严重并发症; 行内镜治疗

者无患者死亡.

3  讨论

RAP是指临床上发作次数超过1次的急性胰腺

炎, 每次发作均有典型AP的临床表现, 而在急性

发作期后, 胰腺腺体的形态和功能正常, 不致遗

留不可逆的组织损害或永久的外分泌和(或)内
分泌功能障碍. RAP发作可轻可重, 轻型者胰腺

仅有水肿等病理改变, 且很快恢复正常; 重症者

胰腺发生出血、坏死, 病死率较高[2]. 
研究发现, 70%左右的RAP病例可从病史、

体征、实验室检查、B超、CT、EUS、MRCP
或ERCP找到复发原因 [3]. RAP的病因总结归

表 1 复发组与对照组病因比较 n (%)

     
病因               复发组            对照组            χ2值           P 值

胆源性         51(60.7)        26(38.8)         7.159        0.007

饮食因素      10(11.9)        13(19.4)         1.623        0.203

酒精性         10(11.9)        11(16.4)          0.634       0.426

代谢性           8(9.5)            5(7.5)            0.201       0.654

特发性1           3(3.6)            8(11.9)         2.725        0.099

其他1               2(2.4)            4(6.0)            0.493        0.482

1 连续性校正χ2值.

■创新盘点
本文着重对RAP
的内镜下诊治进
行 分 析 ,  为 临 床
RAP的诊断、治
疗开辟新途径.
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纳为: 机械性、代谢性、毒素、药物性、混合

性、遗传性及自身免疫性. 引起机械性阻塞的

原因可以是先天异常(如胰腺分裂、环状胰腺、

胆总管囊肿、胰胆管异常联合等), 也可以是获

得性的, 包括胆石症、Oddi括约肌功能障碍、

壶腹周围憩室, 胆总管囊肿, Vater乳头和胰胆

管结合处的良性/恶性肿瘤, 主胰管器质性狭窄

及囊样赘生物等. 代谢性因素主要为: 高脂血症

和高钙血症. 毒素如蝎毒、有机磷酸盐及二氧

甲烷中毒等以及大量酒精摄入也为RAP独立的

病因. 混合性因素包括血管性疾病、结核、病

毒和寄生虫感染、热带性胰腺炎等. 遗传性胰

腺炎和胰腺囊性纤维化可能是遗传性因素中两

个重要的疾病[4]. 本组病例中, 无论是初发组还

是复发组, 胆道疾病都是最主要的发病因素. 同
时本研究还发现复发次数越多患者, 胆道疾病

因素所占比重就越大, 其中近一半为胆囊结石

术后, 虽再次行影像学检查未发现胆道再结石

或狭窄, 但胆道微结石或括约肌功能障碍不能

排除; 可见胆囊切除术并不能很好地防止AP再
发, 此时可开展EUS或ERCP检查以明确病因. 临
床上某些不明病因的RAP病例行EST可能对预

防再次发作有益[5]. 在西方国家, 酒精性因素是

RAP发生的常见原因[6-7], 本研究资料显示, 酒精

性因素高达11.9%(10/84), 这可能与川南、贵州

地区的酒文化有关. 男性饮酒的比例和饮酒量

均较女性高, 因而可解释复发组中男性比例高

于女性. 近年来, 高脂血症、脂肪肝、糖尿病及

代谢综合征的患者逐渐增多, 代谢性因素引起

胰腺炎复发受到关注[8]. 本研究中因代谢性引起

RAP者占9.5%(8/84), 与初发者相比, 其所占比

例有所升高. 随着新的技术的不断应用于临床, 
特发性胰腺炎中的不少病因已探明, 多为胆道

或胰管括约肌功能障碍、胆道微结石、遗传性

或混合性因素所致[3]. 因而临床工作中应加强对

患者饮食和生活方式的宣传教育(如忌暴饮暴

食及油腻饮食、戒烟、戒酒, 停止使用可能诱

发胰腺炎的药物); 密切监测血脂、血钙并合理

控制血脂、血钙水平对预防RAP具有十分积极

的意义. 
RAP的检查步骤和方法可总结归纳为三个

阶段: 第一阶段检查(非侵入性检查)包括血清

淀粉酶和脂肪酶测定、血脂和血钙测定、B
超、CT、MRI/MRCP检查、CA19-9和CEA测

定; 第二阶段检查(多为侵入性检查)包括十二

指肠镜检查、EUS、ERCP; 第三阶段检查(非
常规检查)包括Oddi括约肌测压法(SOM)、经

ERCP细胞学或组织学检查、超声内镜引导下

细针穿刺活检、胰蛋白酶缺乏基因分析和囊性

纤维化跨膜传导调节因子检查、自身免疫指

标、多种病毒以及α1-抗胰蛋白酶、免疫球蛋

白检测等[9]. 我们的体会是: 通过动态影像学检

查(CT或MRI/MRCP)除外胰腺肿瘤后, 在仍未

明确病因者可先行EUS替代ERCP做初步检查. 
EUS可敏感的诊断胆总管结石/胆道微结石, 胰
腺分裂, 环状胰腺, 胆胰交界处异常, 并可排除

胰腺肿瘤及慢性胰腺炎, 并且为ERCP下治疗提

供资料[10]. ERCP下行SOM是诊断SOD的“金标

准”, 可对胰管狭窄患者行胰管刷洗细胞学检

查, 如检查阴性可行超声内镜下细针穿刺(EUS-
FNA). 如上述检查仍未明确病因者, 则应考虑遗

传基因检测如阳离子胰蛋白酶原基因(PRSS1), 
1型丝氨酸蛋白酶抑制剂Kazal(SPINK1)和囊性

纤维化跨膜传导调节因子(CFTR)以及自身免疫

指标检测, 排除遗传性和自身免疫性胰腺炎的

诊断[11-12]. 
RAP患者经明确病因或怀疑其发病原因后

应积极进行各种相应的检查与治疗[9]. RAP的内

科治疗与AP相同. 近年来, 随着消化内镜技术的

发展, 越来越多的实践证明内镜下诊治是临床

AP及RAP诊治手段的突破. RAP复发因素中适

应内镜下诊断和治疗的包括: (1)胆总管结石, 包
括胆道微结石; (2)先天性胆胰解剖异常(如胆总

管囊肿, 十二指肠重复/憩室, 胰腺分裂); (3)壶腹

部良性和恶性病变; (4)胰腺囊性肿瘤, 包括胰腺

浆液性囊腺瘤和黏液性囊性肿瘤(包括导管内乳
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 表 2 复发组与对照组病例EUS/ERCP检查结果比较分析 n (%)

     
                          胆总管                    

胆囊结石
                             主胰管                                 乳头部           胰胆管

                           狭窄       结石          扩张                          狭窄     结石      扩张     分裂     肿瘤     狭窄       憩室   合流异常

复发组   53  10(18.9)  19(35.8)b  17(32.1)a  20(37.7)a  6(11.3)  5(9.4)   4(7.5)   2(3.8)   1(1.9)   4(7.5)   7(13.2)   1(1.9)

对照组   43    0             5(11.6)     4(9.3)       8(18.6)    0           0           2(4.7)   0          0          0          3(7.0)     0

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

分组         n

■应用要点
本文通过比较复
发和初发性急性
胰腺炎的临床特
点, 分析我国人群
RAP的常见病因, 
内镜下诊治新技
术, 以期指导临床
预防和提高诊治
水平. 
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头状黏液瘤(pancreatic intraepithelial neoplasias, 
IPMNs); (5)胰管狭窄, 结石和肿瘤; (6)Oddi括约

肌功能障碍(SOD); (7)胆道和胰腺寄生虫[5]. 内镜

下乳头括约肌切开术(EST)可解决胆管结石(包
括微结石)、Oddi括约肌功能障碍和壶腹狭窄; 
对胰管狭窄患者可行胰管内支架置入术; 对胰腺

分裂患者可行胰管内支架引流、副乳头气囊扩

张后放置胰管支架或副乳头括约肌成形术[13]. 本
组16例行内镜治疗者使胰胆管引流通畅, 梗阻

得以解除, 黄疸逐渐消退, 腹痛、腹胀有所缓解; 
血象、胆红素及其他生化指标逐渐降至正常, 
且死亡率明显低于保守治疗与手术治疗者; 在
随访期未再复发亦未见相关内镜治疗的严重并

发症. 因而, 内镜下治疗RAP是微创、安全、疗

效确切的手段, 值得临床推广. 
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Abstract
AIM: To explore the role of IL-21 receptor (IL-
21R) in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) and lamina propria mononuclear cells 
(LPMC) for patients with ulcerative colitis (UC). 

METHODS: Peripheral blood samples and co-
lonic biopsies were obtained from 28 patients 
with UC and 22 healthy controls. Expression of 
IL-21R in peripheral blood or lamina propria 
CD4+, CD8+ T cells, B cells and NK cells was ana-
lyzed using flow cytometry. Cytokine secretion 
by PBMC or LPMC under stimulation with IL-21 
and anti-CD3 was detected using ELISA. 

RESULTS: Expression of IL-21R was signifi-
cantly higher in peripheral blood and lamina 
propria CD4+, CD8+ T cells, B cells and NK cells 
of UC patients than in healthy controls (PBMC: 
8.42 ± 2.14 vs 3.46 ± 0.54, 10.35 ± 2.17 vs 5.28 ± 2.2, 
7.27 ± 1.15 vs 2.35 ± 0.41, 12.55 ± 3.12 vs 5.45 ± 1.06; 
LPMC: 22.44 ± 3.46 vs 6.26 ± 1.15, 24.48 ± 4.57 i 
6.87 ± 1.02, 16.24 ± 3.10 vs 5.56 ± 1.44, 23.54 ± 4.12 
vs 8.45 ± 1.68, all P < 0.05). PBMC or LPMC from 
UC patients, when stimulated with IL-21 and 
anti-CD3, produced significantly higher levels of 
TNF-α, IFN-γ and IL-2 compared with healthy 
controls (346 ± 72 vs 120 ± 27, 3048 ± 426 vs 1182 
± 242; 625 ± 113 vs 154 ± 35, 3827 ± 418 vs 1520 ± 
304, all P < 0.05) 

CONCLUSION: IL-21R is significantly increased 
in PBMC and LPMC from UC patients, and 
IL-21 induces proinflamatory cytokine secretion. 
It suggests that IL-21 is associated with intestinal 
mucosal injury and that target therapy directed 
against IL-21 may be used to treat UC patients. 

Key Words: Ulcerative colitis; Peripheral blood 
mononuclear cells; Lamina propria mononuclear 
cells; Interleukin-21; Receptor

Xia XZ, Liu ZJ. IL-21 receptor is highly expressed and 
induces proinflammatory cytokine secretion in patients 
with ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(1): 102-105

摘要
目的: 探讨IL-21对UC患者外周血和肠黏膜固
有层组织内淋巴细胞的免疫病理调节.

方法: 收集28例UC患者和22例健康成人外周
血标本和肠黏膜活检标本, 分离外周血单个
核淋巴细胞(PBMC)和肠黏膜固有层单个核
淋巴细胞(LPMC), 利用流式细胞仪检测IL-
21R在CD4+、CD8+ T细胞、B细胞和NK细
胞表面表达. 培养PBMC和LPMC, 使用IL-21
和抗CD3单抗体外刺激, 48 h后收集上清液, 
使用ELISA检测促炎症细胞因子(TNF-α、
IFN-γ、IL-2)分泌, 分析IL-21在疾病发展过

®

■背景资料
许多促炎症细胞
因 子 参 与 了 U C
的免疫病理损伤, 
IL-21在一些自身
免疫性疾病发病
过程中起着重要
作 用 ,  本 文 研 究
IL-21对UC患者
外周血和肠黏膜
组织内淋巴细胞
的免疫调节.
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程中的免疫病理作用. 

结果: UC患者外周血和肠黏膜固有层组织内
CD4+、CD8+ T细胞、CD20+ B细胞和CD56+ 
NK细胞表达IL-21R水平比健康者显著升高
(PBMC: 8.42±2.14 vs  3.46±0.54, 10.35±2.17 
vs  5.28±2.2, 7.27±1.15 vs  2.35±0.41, 12.55
±3.12 vs  5.45±1.06; LPMC: 22.44±3.46 vs  
6.26±1.15, 24.48±4.57 vs  6.87±1.02, 16.24
±3.10 vs  5.56±1.44, 23.54±4.12 vs  8.45±
1.68, 均P <0.05). 体外培养PBMC或LPMC, 使
用IL-21刺激, 发现IL-21可显著诱导UC患者的
PBMC和LPMC激活, 并分泌高水平的TNF-α
和IFN-γ(346±72 vs  120±27, 3048±426 vs  
1182±242; 625±113 vs  154±35, 3827±418 
vs  1520±304, 均P <0.05).

结论: IL-21R参与肠黏膜炎症损伤, 阻断IL-21
生物学效应可能治疗UC的发生.

关键词: 溃疡性结肠炎; 外周血单个核淋巴细胞; 肠

黏膜固有层单个核淋巴细胞; 白介素-21; 受体

夏兴州, 刘占举. IL-21受体在溃疡性结肠炎中的表达及对促炎
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是发生在肠

道黏膜慢性非特异性炎症性疾病, 其发病机制

仍然不清楚. 近年来研究发现, UC的发生与肠

黏膜组织内免疫系统对肠腔内细菌微生物抗原

应答异常、肠黏膜上皮屏障损伤、患者的基因

遗传因素等有关[1-7]. 大量研究发现在UC患者炎

症肠黏膜组织内有大量激活的淋巴细胞浸润, 
并分泌高水平的促炎症细胞因子(如TNF-α、
IL-1、IL-8、IL-15等), 这些促炎症细胞因子在

肠黏膜炎症损伤过程中起着重要作用. IL-21是
由CD4+ T细胞分泌的细胞因子, 其受体(IL-21R)
主要表达在T、NK、B细胞和树突状细胞上[8-9]. 
本研究主要检测IL-21R在UC患者外周血单个

核淋巴细胞(peipheral blood mononuclear cells, 
PBMC)和肠黏膜固有层单个核淋巴细胞(lamina 
propria mononuclear cells, LPMC)表达, 并探讨

IL-21对UC患者外周血和肠黏膜固有层组织内

淋巴细胞的免疫病理调节.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-06/2008-06郑州大学第二附

属医院消化内科门诊或/和住院的活动性UC患

者26例, 男15例, 女11例, 年龄31-64(平均为39.2)
岁. 其中15例接受了柳氮磺吡啶、甲硝唑和/或
泼尼松治疗, 所有患者均未接受任何免疫抑制

剂治疗, 未合并其他自身免疫性疾病(如风湿性

疾病、系统性红斑狼疮、银屑病)和HIV感染. 
UC患者的临床诊断根据临床症状、体征、结肠

镜检查结果和组织病理学检查等, 诊断符合中

华医学会消化病学分会炎症性肠病学科组制定

的诊断指南[10]. 另外, 选择22例健康者作对照研

究, 男12例, 女10例, 年龄24-45(平均为34.5)岁. 
所有研究对象均征求同意后进行研究, 并取得

医院科研部分的同意后进行. 淋巴细胞分离液

购于上海试剂二厂; 小鼠抗人IL-21R单抗购于

美国R&D公司; 异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

小鼠抗人CD4、CD8、CD20、CD56单抗、藻

红蛋白(PE)标记的羊抗小鼠单抗均购于美国BD 
PharMingen公司; RPMI 1640培养液、胎牛血

清、链霉素、青霉素、谷氨酰胺和庆大霉素均

购于美国GIBCO公司(Grand Island, NY, USA). 
EDTA.Na2、二硫苏糖醇、分离肠黏膜固有层

淋巴细胞分离液(Percoll)购于美国Sigma公司. 
其他普通化学试剂均为国产分析级.
1.2 方法 
1.2.1 PBMC和LPMC分离过程: 采集所有对象

EDTA-Na2抗凝外周静脉血5-10 mL, 使用淋巴

细胞分离液分离PBMC, 使用生理盐水稀释细

胞成1×109/L浓度待用. 在接受电子结肠镜检查

时, 于病变部位取7-8块活检标本, 其中3块使用

100 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋、切片、

HE染色, 行常规病理组织学检查; 5块立即放置

于4℃含有庆大霉素的RPMI 1640培养液中, 送
到实验室进行细胞分离和培养. 待活检组织转

送到实验室后, 用含有庆大霉素的RPMI 1640
培养液清洗, 去除表面黏膜和血液, 用于分离

LPMC, 方法参见文献[11-12]. 
1 .2.2 流式细胞仪分析I L-21R水平表达 :  将
PBMC和LPMC用生理盐水洗涤2次, 然后使用

FITC标记的CD4或CD8或CD20或CD56单抗染

色, 于4℃避光作用20 min, 用生理盐水洗涤2次
去除未结合的抗体; 然后使用抗人IL-21R抗体

染色上述细胞, 于4℃避光作用30-60 min, 用生

理盐水洗涤2次去除未结合的抗体, 再使用PE-
标记的羊抗小鼠二抗染色, 使用30 g/L多聚甲醛

溶液0.5 mL固定上述细胞, 最后使用流式细胞

仪(美国BD公司FACScan)检测CD4+、CD8+ T细

■创新盘点
本文使用流式细
胞仪详细分析UC
患者外周血和肠
黏膜组织内淋巴
细胞IL-21R表达
水平, 体外细胞培
养发现IL-21可诱
导UC患者淋巴细
胞分泌促炎症细
胞因子.
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胞、CD20+ B细胞、CD56+ NK细胞表达IL-21R
水平. 利用CellQuest软件分析样本中IL-21R阳性

细胞表达水平[13]. 
1.2.3 IL-21诱导细胞因子水平测定: 首先将24
孔培养板用小鼠抗人C D3单克隆抗体 (克隆

UCHT1、工作浓度5 mg/L)包被过夜. 将PBMC或
LPMC(1×109/L)放于剩有1 mL RPMI 1640培养液

的24孔培养板中培养, 并加用IL-21(50 μg/L)体外

刺激. 细胞培养液的配制和培养条件见文献[11-13]. 
经培养48 h, 收集上清液, 采用ELISA方法检测

TNF-α、IFN-γ、IL-2和IL-4水平, 具体参照我们

近期报道文献[11-13].
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用t检

验进行数据分析, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 PBMC表达IL-21R水平 UC患者外周血中

CD4+、CD8+ T细胞、CD20+ B细胞、CD56+ 
NK细胞IL-21R阳性表达率比健康者明显升高

(P <0.05, 表1).

2.2 LPMC表达IL-21R水平 UC患者LPMC中IL-
21R阳性的CD4+ T、CD8+ T、CD20+ B和CD56+ 
NK细胞比健康对照显著增多(P <0.05, 表2).
2.3 IL-21诱导UC患者PBMC和LPMC分泌促炎症

细胞因子 IL-21可诱导UC患者PBMC和LPMC分
泌高水平的TNF-α和IFN-γ, 而IL-2和IL-4水平UC
和健康对照组之间无统计学意义(P>0.05, 表3).

3  讨论

文献报道显示, 在UC患者的外周血和肠壁黏膜

组织中, 存在有大量激活的炎症细胞浸润, 如
CD4+ T细胞、B细胞、巨噬细胞和树突状细胞, 
并产生大量的辅助T细胞(Th)2样促炎症细胞因

子(如IL-4、IL-5、IL-13)[1-7]. IL-21来源于激活的

CD4+ T细胞, 其受体(IL-21R)主要表达在CD4+、

CD8+ T细胞、B细胞和NK细胞等表面[8-9]. 近年

来国内外学者已经进行了IL-21对各种淋巴细胞

的免疫调节以及在一些自身免疫性疾病(如类风

湿关节炎、多发硬化)的研究, 已证实IL-21参与

了这些自身免疫性疾病的发展过程[8-9]. 我们前

表 3 IL-21 诱导PBMC和LPMC细胞因子分泌 (mean±SD, ng/L)

                                     n                        IFN-γ                         TNF-α                          IL-2                              IL-4

UPBMC     

    健康者                 26                1182±242                 120±27                 585±112                   86±21

    UC患者                22                3048±426a                346±72a                613±138                   92±32

LPMC     

    健康者                 20                1520±304                   54±35                 776±154                 112±26

    UC患者                16                3827±418a                625±113a              821±181                 134±33

aP<0.05 vs  健康者.

■相关报道
IL-21R在类风湿
关节炎患者关节
滑液中T细胞表达
增高, 并诱导TNF
和IL-1分泌. 已报
道 IL-21在UC患
者炎症肠黏膜组
织表达增高, 并诱
导肠黏膜组织内
成纤维母细胞分
泌基质金属蛋白
酶.

表 2 IL-21R在LPMC中表达水平(mean±SD, %)

分组                   n                CD4+ T细胞                  CD8+ T细胞                CD20+ B细胞                  CD56+ NK细胞

UC患者          20           22.44±3.46a             24.48±4.57a            16.24±3.10a                  23.54±4.12a

健康者           16              6.26±1.15                6.87±1.02               5.56±1.44                     8.45±1.68

aP<0.05 vs  健康者.

表 2 IL-21R在LPMC中表达水平 (mean±SD, %)

表 1 IL-21R在PBMC中表达水平(mean±SD, %)

分组                   n                CD4+ T细胞                  CD8+ T细胞                CD20+ B细胞                  CD56+ NK细胞

UC患者          26             8.42±2.14a              10.35±2.17a              7.27±1.15a                 12.55±3.12a

健康者            22             3.46±0.54                 5.28±2.2                 2.35±0.41                    5.45±1.06

aP<0.05 vs  健康者.

表 1 IL-21R在PBMC中表达水平 (mean±SD, %)
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期工作证实[13], 在类风湿性关节炎患者的关节

滑膜组织内IL-21R表达显著升高, 体外培养发

现IL-21可以显著地诱导上述患者外周血和关节

滑液内T 细胞激活, 并产生大量的促炎症细胞因

子, 如TNF-α和IFN-γ, 提示IL-21参与了关节滑

膜组织慢性炎症发生. 
已有研究报道 [14], 在炎症性肠病患者, 尤

其是克罗恩病患者的炎症肠黏膜组织内IL-21 
mRNA水平增高, IL-21可以诱导肠黏膜组织内单

个核淋巴细胞增殖, 分泌高水平的促炎症介质(如
TNF-α、IFN-γ)等. 同时文献报道证实, IL-21可以

诱导炎症性肠病患者肠黏膜组织内成纤维母细

胞表达高水平的基质金属蛋白酶(如MMP-1, -2, 
-3, -9), 参与肠黏膜组织的炎症损伤[15]. 本研究发

现UC患者外周血和肠黏膜组织内的CD4+、CD8+ 

T细胞、B细胞和NK细胞IL-21R表达显著升高, 
其可能的机制是在活动性UC病变时, 上述淋巴细

胞可能受到肠道内细菌抗原等的刺激, 诱导上述

淋巴细胞激活. 另外, 体外实验发现, IL-21可以诱

导UC患者外周血和肠黏膜组织内淋巴细胞激活, 
分泌高水平的促炎症细胞因子, 进一步放大肠黏

膜局部炎症反应. 近来, 文献报道提示在小鼠关

节炎动物模型中使用IL-21R融合蛋白阻断IL-21R
信号传递, 可以显著地阻断小鼠关节炎的发生[16]. 
而本研究结果提示在UC患者外周血和肠黏膜组

织内淋巴细胞IL-21R表达增高, 并能诱导淋巴细

胞分泌促炎症介质. 因此, 本结果为将来在临床

上实施靶向性阻断IL-21R信号治疗UC奠定了重

要的理论基础.
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Abstract
Co-existence of primary biliary cirrhosis and 
sarcoidosis is rare in clinical practice. This paper 
reports a middle-aged female, who was admitted 
to hospital due to yellow skin and sclera for 
over 1 year and gradual aggravation for half 
a year. After treatment, M2 antibody, a highly 
specific marker for primary biliary cirrhosis, was 
detected. Furthermore, lymph node sarcoidosis 
was diagnosed by lymph node histology.   

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Sarcoidosis; 
Woman; Histological biopsy

Lei JJ,  Zhou L, Chen J.  Primary biliary cirrhosis 
complicated with sarcoidosis: one-case analysis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(1): 106-108

摘要
原发性胆汁性肝硬化并结节病在临床相当罕

见. 本文报道1例中年女性患者, 因皮肤巩膜黄
染1年余, 进行性加重6 mo入院. 入院后给予
保肝退黄降酶等治疗, 经查体、血尿便常规以
及免疫全套等检查, 确诊为原发性胆汁性肝硬
化, 并且经淋巴结活检诊断为淋巴结结节病.  

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 结节病; 女性; 组织

活检

雷静静, 周力, 陈佳. 原发性胆汁性肝硬化并结节病1例. 世界华

人消化杂志  2009; 17(1): 106-108
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0  引言

结节病(sarcoidosis)可引起肝的肉芽肿样变, 偶
尔会出现胆汁淤积的表现, 类似于原发性胆汁

性肝硬化(primary biliary cirrhos, PBC), 两者都

可以引起全身多系统表现, 既有相同点, 又有不

同点, 国外曾有两病并发的报道[1], 但国内未见

报道. 我们发现1例患者, 其血清学和组织学表

现, 支持其为原发性胆汁性肝硬化和结节病的

重叠, 报道如下.

1 病例报告

患者, 女, 58岁, 因“皮肤巩膜黄染1年余, 进行

性加重6 mo”入院. 1年前不明原因出现皮肤巩

膜黄染, 尿黄如浓茶色, 无其他不适, 曾就诊我

院门诊查肝功能示转氨酶、胆红素升高.  B超

示“胆囊结石、息肉, 肝左叶血管瘤”, 间断服

用“消炎利胆片”治疗, 无效. 6 mo前皮肤巩膜

黄染逐渐加深, 伴乏力、纳差、厌油, 无发热、

恶心、呕吐、黑便、牙龈出血、少尿、腹胀、

腹痛、意识障碍, 病后体质量减轻10 kg, 近3年
每于冬季出现皮肤瘙痒. 既往史: 20年前患“双

下肢静脉曲张”, 3年前于“44医院”手术治疗, 
期间发现“胆囊息肉”, 余个人史无特殊. 查体: 
生命征平稳, 慢性肝病面容, 全身皮肤巩膜重度

黄染, 未见肝掌, 蜘蛛痣. 右锁骨上触及2 cm×

2 cm肿大淋巴结1枚, 右腋下、双侧腹股沟区各

触及黄豆-花生大小淋巴结4-5枚, 质硬, 活动、

®

■背景资料
72.4% PBC的患
者可出现肝外系
统表现. 包括干燥
综合征、自身免
疫性甲状腺炎、

间质性肾炎, 系统
性硬化症等自身
免疫性疾病, 但罕
有淋巴结肿大的
表现.  

■同行评议者
金瑞, 教授, 首都
医科大学附属北
京佑安医院消化
科; 丁惠国, 主任
医师, 首都医科大
学附属北京佑安
医院肝病消化科
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无触痛. 双肺无特殊, 心前区闻及2/6-3/6级收缩

期杂音. 腹平软, 无压痛反跳痛, 肝于剑下6 cm触

及, 质硬, 表面光滑, 无触痛, 肋下未及, 脾于肋

下3 cm触及, 质硬, 表面光滑, 无触痛. 肝上界位

于右锁骨中线第5肋间, 肝肾区无叩痛, 移动性

浊音阴性, 双下肢不肿. 辅查: (1)血常规: WBC: 
2.19×109/L, HGB: 115 g/L, PLT: 93×109/L. (2)
尿常规: 尿胆红素: 强阳性, 尿胆原33 μmol/L. 
(3)大便常规: 正常. (4)肝功能: ALT: 170.1 U/L, 
AST: 346.07 U/L, TB: 319.43 Umol/L, DB: 244.43 
μmol/L, GLB: 36.08 g/L, GGT: 309.09 U/L, ALP: 
469.28 U/L, CHE: 3271.91 U/L. (5)肾功正常. 入
院诊断: 1、肝功能损害原因? (1)病毒性肝炎? 
(2)自身免疫性肝病? 2、淋巴结肿大原因? 淋巴

瘤待排; 3、结石性胆囊炎. 
入院给予“凯时, 肝宁, 甘利欣, 熊去氧胆

酸”等保肝退黄降酶治疗, 进一步查乙肝两对

半: 抗-HBc阳性, 余阴性; HBV DNA阴性. 免疫

全套: RF阴性, 抗中性粒细胞胞质抗体(ANCA)
阴性, ENA多肽抗体谱阴性, 抗核糖体抗体阴

性, 抗平滑肌抗体(SMA)阴性, 抗dsDNA抗体阴

性, 抗核抗体(ANA)1∶100阳性, 抗线粒体抗体

(AMA)及AMA-M2阳性. IgG: 30214 mg/L(正常

值: 12870±1350 mg/L), IgM: 1746 mg/L(正常值: 
1080±240 mg/L), IgA: 1012 mg/L(正常值: 2350
±340 mg/L), AFP阴性, 凝血功能正常. Coombs
试验阴性, 抗结核抗体阴性, PPD试验阳性. 胸片

和胸部CT均未见异常. 腹部增强CT提示: 肝右前

叶门静脉期与延迟期见直径14 mm×14 mm类

圆形影未强化区, 余肝染色未见异常, 肝内胆管

未见扩张, 胆囊壁增厚, 强化均匀, 其内见高密度

结石影, 胰腺、脾脏染色正常, 脾脏增大, 双侧肾

脏增强后也未见异常, 肾孟、输尿管未见扩张积

水征象, 肝门区肠系膜根部、心包周围及腹膜后

见多发淋巴结肿大, 部分融合, 未见明显强化. 诊
断: (1)符合恶性淋巴瘤表现, 肝右叶多发低密度

影, 考虑肝浸润. (2)结石性胆囊炎. (3)脾大. 第一

次淋巴结活检报告淋巴结肉芽肿性炎, 未见确切

干酪样坏死, 全院会诊后行第二次淋巴结活检, 
确诊为淋巴结结节病(图1). 最后诊断: 原发性胆

汁性肝硬化并淋巴结结节病, 因患者拒绝使用

强的松, 继用原方案治疗. 20 d后复查肝功能回

示: ALT: 54.14 U/L, AST: 74.40 U/L, TB: 299.64 
μmol/L, DB: 229.39 μmol/L, CHE: 3148.35 U/L, 
GGT: 259.14 U/L, ALP: 390.24 U/L, 全身深浅淋

巴结无变化, 自请出院. 

2  讨论

据目前诊断PBC标准[2]: (1)中年以上女性, 有皮

肤瘙痒、黄疸、肝脾肿大. (2)有显著胆汁淤积

性黄疸的生化表现: STB、DB明显增高, 以DB
升高为主, GGT、ALP明显升高. (3)IgM明显增

高, AMA及AMA-M2阳性. (4)CT和MRI未见肝

内外胆管扩张, 可排除肝外梗阻性黄疸. (5)肝炎

标志物及免疫相关检查不支持病毒性肝病和自

身免疫性肝炎, 也无药物性肝病和酒精性肝病

的诊断依据, 临床诊断PBC成立.  
PBC属于自身免疫性疾病, 除肝内表现外, 

72.4%的患者可出现肝外系统表现, 但罕有全身

淋巴结肿大[3], 本患者入院体检发现淋巴结肿大, 
其原因曾被考虑为PBC的系统表现、结核、淋

巴瘤、转移性肝癌等, 最终病理学检查诊断为

淋巴结结节病.  

■研发前沿
PBC和结节病的
发病均有遗传背
景, 也均涉及到免
疫反应, 关于两病
是同一患者伴发
的两个病, 还是一
个病是另一个的
并发症, 有待于进
一步的观察和研
究.  

■创新盘点
PBC和结节病均
可应用激素和免
疫抑制剂治疗, 且
都可获得一定疗
效, 尽管两种疾病
的临床表现和病
理学特征有重叠, 
但不尽一致, 本文
报道一例, 以期对
进一步研究两个
疾病有无内在联
系, 起到抛砖引玉
的作用.  

图 1 淋巴结组织活检HE染色. A: 类上皮细胞构成肉芽

肿, 无干酪样坏死(×100); B: 肉芽肿可见嗜碱性, 层状的

Schaumann小体(箭头所示, ×200); C: 多核巨细胞内见嗜酸

性星状小体(箭头所示, ×400).

A

B

C
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结节病是一种多系统器官受累的肉芽肿性

疾病, 其病理特点是非干酪样坏死性类上皮肉

芽肿. 其临床表现与PBC既有相似点, 又有不同

点: 两者均有肝脏的肉芽肿样变和细胞介导免

疫反应的抑制, 但AMA阳性提示PBC[4],  Kveim-
Siltzbach试验阳性提示结节病, 肺部淋巴结肿大

和呼吸系统表现多支持结节病, PBC免疫球蛋白

IgM增高, 而结节病IgG增高. 最后, PBC女性占

明显优势, 而结节病无明显性别差异, 血清血管

紧张素转换酶水平的增高也有助结节病与原发

性胆汁性肝硬化的鉴别[5].  

3      参考文献
1  Maddrey WC. Sarcoidosis and primary biliary 

cirrhosis. Associated disorders? N Engl J Med 1983; 
308: 588-590

2   姚光弼. 原发性胆汁性肝硬化的诊断. 中华肝脏病杂
志 2002; 10: 378-379 

3   B u r n e v i c h  E Z ,  L o p a t k i n a  T N .  [ S y s t e m 
manifestations of primary biliary cirrhosis] Klin 
Med (Mosk) 2006; 84: 42-46

4  Munoz LE, Thomas HC, Scheuer PJ, Doniach D, 
Sherlock S. Is mitochondrial antibody diagnostic of 
primary biliary cirrhosis? Gut 1981; 22: 136-140

5   Studdy P, Bird R, James DG. Serum angiotensin-
converting enzyme (SACE) in sarcoidosis and 
other granulomatous disorders. Lancet 1978; 2: 
1331-1334
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■同行评价
PBC合并结节病
临床十分少见, 本
病例资料完整、

可靠 ,  诊断明确 , 
对临床医生认识
该病有一定帮助.
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世界华人消化杂志名词术语标准

本刊讯 本刊名词术语一律标准化, 前后统一, 如原词过长且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括号内

注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国自然科学名词审定委员会公布的《生理学名词》、《生物化学名词

与生物物理学名词》、《化学名词》、《植物学名词》、《人体解剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医

学名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为准, 国家食品药

品监督管理局批准的新药, 采用批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员会的“命名原则”, 新译名词应

附外文. 公认习用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, 

CT, MRI等. 为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在A4纸上. 中医药名词英译要遵循

以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 

阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞

逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. (常务副总编辑: 张海宁 2009-01-08)



竭、胆石病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、

胆囊癌、胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如
胰腺炎和胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 
如自身免疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化

不良和代谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的

基因及基因组学、微生物及分子生物学、病因

学、流行病学、免疫学、临床内外科诊断与治

疗(如影像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 
本刊也报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像

及先进技术.  
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计

与分析(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》2004年版内

科学类的核心期刊和中国知识资源总库收录. 
2007年度世界华人消化杂志的总被引频次为

2353, 位居内科学类44种期刊的第5位; 影响因

子为0.568, 位居内科医学类44种期刊的第15
位. 世界华人消化杂志的即年指标0.082, 他引率

0.69, 地区分布数30, 基金论文比0.37, 国际论文

比0.00, 学科影响指标0.54.  
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 
文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议

纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实

用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长且
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《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(ISSN 1009-3079, 
CN 14-1260/R)》是一本全国性开放获取(open 
access, OA)同行评议多学科的服务于核心胃肠

病学和肝病学专家的学术类旬刊. OA最大的优

点是面向全国本领域专家及公众开放无需注册, 
免费获取PDF等格式的全文, 切实破除了传统

性期刊阻碍科学研究成果快速传播的障碍. OA
是一项真正意义上的公益性科学传播工具, 实
现了读者、作者和社会三个价值最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展. 

读者价值最大化应该有两层含义, 一是指期

刊为读者提供高质量的各类评论性和原创性文

章的内容, 读者无需花钱买内容、买信息, 可直

接、随时阅读或下载使用, 这样就无形之中扩

大了读者队伍; 二是读者最大限度地从期刊上

获得了本领域的前沿进展等各类和自己研究相

关的信息后, 满足了自己了解的欲望, 必然不会

无所作为, 他们会将信息再利用, 或在此基础之

上, 提出新的观点; 或提出不同的看法, 形成百

家争鸣之态. 以上两层含意相结合, 大批的读者

以“无障碍”方式接触到最新科研成果, 通过

发挥他们的能动性, 最大程度上实现了其价值

的最大化. 作者价值最大化是指期刊为作者提

供了OA的平台, 对于作者来说, 自己的论文能够

得到最大程度的传播和使用, 这就是作者追求

的目标和最渴望得到的结果. 社会价值最大化

是指期刊发表高质量的原创性文章, 引领本领

域所产生的社会作用.
《世界华人消化杂志》每期160页, 定价

24元, 全年864元, 邮发代号82-262, 由《世界华

人消化杂志》编辑部出版. 《世界华人消化杂

志》主要报道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病

学、内镜介入与消化外科等多学科的评论及基

础研究和临床实践等各类文章, 具体内容涉及: 
食管疾病, 如反流性食管炎、Barret's食管、食

管静脉曲张和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流

性疾病、胃炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和

幽门螺杆菌感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠

穿孔、肠梗阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道

感染、大肠癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病

毒性肝炎、肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改

为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/L, 131.6±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 
N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 
d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性

国际单位IU = 16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分

比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成

1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改

成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如

每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组

合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能

多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括号内

注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国自然

科学名词审定委员会公布的《生理学名词》、

《生物化学名词与生物物理学名词》、《化学

名词》、《植物学名词》、《人体解剖学名

词》、《细胞生物学名词》及《医学名词》系

列为准, 药名以《中华人民共和国药典》和卫生

部药典委员会编的《药名词汇》为准, 国家食品

药品监督管理局批准的新药, 采用批准的药名; 
创新性新药, 请参照我国药典委员会的“命名

原则”, 新译名词应附外文. 公认习用缩略语可

直接应用(建议第一次也写出全称), 如ALT, AST, 
mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, 
ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, 
ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, 
MRI等. 为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、

标点符号必须正确打印在A4纸上. 中医药名词英

译要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应词

者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法eight 
principal methods; (3)英语中没有对等词或相应

词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 阴阳学说

yinyangology, 人中renzhong, 气功qigong; 汉语拼

音要以词为单位分写, 如weixibao nizhuanwan(胃
细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, m不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

1-2
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写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章

内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例如, 
2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg
不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔

马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% 
CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上

腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏

膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 
mmol/L或100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离
心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药
物剂量若按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用汉

字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四

联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采

用阿拉伯数字, 如1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L
等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 
例如6 347意指6 000分之一的精密度. 任何一个

数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应

有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5
±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百

位数, 故应写成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意

义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数

点后第2位, 故平均数也应补到小数点后第2位. 
有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数

字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前一

位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0
则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如

23.48, 若不要小数点, 则应成23, 而不应该23.48
→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家

标准GB/T 7408-94书写. 如1985年4月12日, 可写

作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985
年4月12日23时20分50秒起至1985年6月25日10
时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 
T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日
止, 写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下
午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母

来定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 

000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后

的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作者

标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获得、

分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并对文

章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)接受对

准备发表文章的最后一稿. 作者应符合条件1, 2, 
3, 对研究工作有贡献的其他人可放入致谢中. 作
者署名的次序按贡献大小排列, 多作者时姓名间

用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间空1格(正文

和参考文献中不空格). 世界华人消化杂志要求

所有署名人写清楚自己对文章的贡献. 世界华人

消化杂志不设置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对此

文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川, 庞丽娟, 陈
玲, 杨兰, 张金芳, 齐妍及李洪安设计; 研究过程

由陈玲, 杨兰, 张金芳, 蒋金芳, 杨磊, 李锋及曹秀
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峰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由曹秀

峰提供; 数据分析由陈湘川, 杨兰及 庞丽娟完成; 
本论文写作由陈湘川, 庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本刊

即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 将
同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一同在

脚注出版. 格式如: 房静远教授, 上海交通大学医

学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者  格式如 :  通讯作者 :  黄缘教授 , 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验

室. huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉语

拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及修回日期  格式如: Received:  Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值).
3.11 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序
号一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空

1格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足

够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可

理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内

非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使

用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应

注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易被

读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方

注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线

条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性

胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: 
…; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、■、

□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性

用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同一表中另

有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, 
fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如
P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 
表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应

注在表的右上方, 表内个位数、小数点、±、-
应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”
代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 表图

勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, 
c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑

白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩

色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片

大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏贴在正

文内, 不能使用浆糊黏贴.
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致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 提
倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给予充

分的反映, 并在文内引用处右上角加方括号注明

角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang et al”的

右上角注角码号; 若正文中仅引用某文献中的论

述, 则在该论述的句末右上角注码号. 如马连生[1]

报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; PCR方法敏感

性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 用与正文同号

的数字并排, 如本实验方法见文献[8]. 所引参考

文献必须以近2-3年SCIE, PubMed,《中国科技论

文统计源期刊》和《中文核心期刊要目总览》收

录的学术类期刊为准, 通常应只引用与其观点或

数据密切相关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 
序号, 作者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起
页-止页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出

全部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页. 参考文献格式如下: 
1 Jung EM, Clevert DA, Schreyer AG, Schmitt 

S, Rennert J, Kubale R, Feuerbach S, Jung F. 
Evaluation of quantitative contrast harmonic 
imaging to assess malignancy of liver tumors: A 
prospective controlled two-center study. World 
J Gastroenterol  2007; 13: 6356-6364 [PMID:  
18081224; DOI: 10.3748/wjg.13.6356]

2 马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863

3 Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:Swabb 
EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: investigation 
and basis for therapy. New York: Marcel 
Dekker, 1991: 431-450  

4    尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第
1版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 
382-385

5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如

E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://wcjd.
wjgnet.com. 无法在线提交的通过submission@
wjgnet.com, 电话 :  010-8538-1892, 传真 : 
010-8538-1893寻求帮助. 投稿须知下载网址

http://www.wjgnet.com/1009-3079/tgxz.pdf. 审
稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来稿均经

2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过为录

用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件处理费及发表费, 文章发表后

可获得1本样刊及10套单行本(稿酬).

5  修回稿须知
5.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作

者投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一

稿多投; (2)是否有经济利益或其他关系造成

的利益冲突; (3)所有作者均审读过该文并同

意发表, 所有作者均符合作者条件, 所有作者

均同意该文代表其真实研究成果, 保证文责自

负; (4)列出通讯作者的姓名、职称、地址、电

话、传真和电子邮件; 通讯作者应负责与其他

作者联系, 修改并最终审核复核稿; (5)列出作

者贡献分布; (6)来稿应附有作者工作单位的推

荐信, 保证无泄密, 如果是几个单位合作的论

文, 则需要提供所有参与单位的推荐信; (7)愿
将印刷版和电子版出版权转让给本刊编辑部.
5.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将

把原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者

修改, 而作者必须于15 d内将修改后的稿件

及光盘寄回编辑部, 同时将修改后的电子稿

件上传至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的

问题由作者承担责任.
5.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
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