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Abstract
Colorectal cancer is one of the most common 
digestive malignant tumors in China. Its 
incidence and mortality rates rank top among 
all malignant tumors. Previous studies show 
that nearly one-third of colorectal cancers are 
associated with hereditary colorectal tumors. 
Hereditary colorectal tumors are mainly divided 
into two categories: hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer and hereditary colorectal 
polyposis. In this article, we will review the 
recent advances in research on hereditary 
colorectal neoplasms.

Key Words: Colorectal neoplasm; Hereditary dis-
ease; Advance
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摘要
结直肠癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之

一, 其发病率和死亡率都居全部恶性肿瘤的前
列. 约有1/3的结直肠癌是由遗传性结直肠肿
瘤引起. 遗传性结直肠肿瘤包括遗传性非息肉
病性结直肠癌和遗传性结肠息肉病两大类. 本
文简要总结了近年来国内外学者在遗传性结
直肠肿瘤的研究中所取得的共识与进展, 并就
其临床诊治进行讨论和展望. 以期加深人们对
他的认识, 提高医务人员对上述疾病的临床诊
治能力.

关键词: 结直肠肿瘤; 遗传性疾病; 进展
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0  引言

结直肠癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之一, 
其发病率和死亡率都居全部恶性肿瘤的前列, 且
呈逐年上升的趋势[1]. 研究显示[2], 约有1/3的结直

肠癌是由遗传性结直肠肿瘤引起. 遗传性结直肠

肿瘤包括遗传性非息肉病性结直肠癌(hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)和遗传

性结肠息肉病(hereditary colorectal polyposis)两
大类[3]. 后者又可分为腺瘤性息肉病综合征和错

构瘤息肉病综合征两类, 包括家族性腺瘤性息

肉病(familial adenomatous polyposis, FAP)及其

亚型、遗传性色素沉着-消化系息肉病综合征

(Peutz-Jeghers syndrome, PJS)、家族性幼年性结

肠息肉病(familial juvenile polyposis coli, FJPC)、
PTEN错构瘤肿瘤综合征(PTEN hamartoma tumor 
syndrome, PHTS)、遗传性混合息肉病综合征

(hereditary mixed polyposis syndrome, HMPS)等
一系列疾病. 由于遗传病因特殊、临床病理特点

突出, 遗传性结直肠肿瘤是目前临床肿瘤学研究

的热点[4]. 本文简要总结了近年来国内外学者在

遗传性结直肠肿瘤研究中所取得的共识与进展, 
并就其临床诊治进行展望. 

1  HNPCC

HNPCC又称Lynch综合征, 是一种由错配修复基

www.wjgnet.com
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■背景资料
遗传性结直肠肿
瘤的种类繁多、

遗传病因特殊、

临床病理特点突
出 ,  他 是 目 前 临
床肿瘤学研究的
热点.

■同行评议者
曹 秀 峰 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心



因(mismatch repair gene, MMR)种系突变而引起

的常染色体显性遗传病[4]. HNPCC是遗传性结直

肠肿瘤的重要代表, 约占全部大肠癌的5%-15%; 
也是被研究比较深入透彻的遗传性肿瘤. 
1.1 遗传学基础 目前已证实, MMR的种系突

变以及由突变而引起的微卫星序列不稳定

(microsatellite instability, MSI)是HNPCC发生的

遗传学基础[5]. 每个MMR基因(包括hMLH1、
hMSH2、hPMS1、hPMS2、hMSH3和hMSH6
等)都编码一个参与DNA错配修复的蛋白质. 这
些蛋白质组成一种杂聚多酶复合体系; 通过识

别、黏合、剪切、复制等功能纠正DNA复制的

错误. HNPCC患者遗传性获得胚系突变的MMR
基因, 一旦其靶器官(大肠、子宫内膜、小肠、

肾盂输尿管等)的黏膜上皮中另一条正常的等

位基因发生体细胞突变或缺失, 则使该基因失

活, 相应的编码蛋白的缺失将影响DNA错配修

复功能, 从而使细胞具有恶变的可能性. 当MMR
基因发生突变和功能缺陷时, DNA复制错误的

增加将使基因组DNA的微卫星序列发生延长

或缩短. 从而出现明显的重复次数变化的不稳

定性-即MSI. 根据MSI表达的不同, 大肠癌可分

为微卫星高度不稳定(MSI-H)、微卫星低度不

稳定(MSI-L)及微卫星稳定(MSS)3类. 如选取

贝斯塔遗传标记(bethesda markers): BAT-26、
BAT-25、D2S123、D5S346和D17S250这5个位

点作为标志, 若有2个以上位点表现为MSI(+)即
为MSI-H, 若1个位点表现为MSI(+)则为MSI-L. 
如在以上5个位点基础上再选取BAT-40、BAT-
34ca、TGFβRⅡ、ACTC等作为检测位点, 则大

于30%-40%的标志物阳性为MSI-H, 小于30%的

标志物阳性为MSI-L, 没有标志物阳性则为MSS.
1.2 临床病理特点 HNPCC的临床病理特点非常

突出. 这也是其被人们认识和深入研究的主要

原因. 目前国内外对于HNPCC的临床病理特征

形成以下共识[3-7]: (1)发病年龄早, 中位年龄约

44岁, 较散发性大肠癌提前约20年; (2)肿瘤多位

于近段结肠, 约70%位于脾曲近侧; (3)同时或异

时性多原发大肠癌明显增多, 结肠不全切除后

10年内约40%再发; (4)结直肠外恶性肿瘤发生

率高, 包括子宫内膜癌、卵巢癌、胃癌、小肠

癌、肾盂输尿管癌等一系列相关肿瘤; (5)大肠

癌具有特殊的病理特点: 低分化腺癌和黏液腺

癌常见; 低分化腺癌常有一个清晰的边界, 且伴

有大量的淋巴细胞浸润或类似Crohn's反应的淋

巴样细胞的聚集; 肿瘤多呈膨胀性生长, 而不是
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浸润性生长; 90%的大肠癌细胞呈双倍体或近双

倍体等; (6)呈现家族聚集和垂直遗传的常染色

体显性遗传特征; (7)预后较好. HNPCC的上述

临床病理特点可能与一些细胞信号通路参与其

肿瘤的形成和发展过程有关[8-10].
1.3 临床诊治现状

1.3.1 临床诊断标准: 随着人们对HNPCC临床

病理特点的认识逐步深入, HNPCC的临床诊断

标准也在不断修正[4,11]. 目前国际上公认的是由

HNPCC国际合作组织(HNPCC-ICG)于1998年
制定的Amsterdam标准Ⅱ[4,11]: (1)亲属中3例以上

患有组织学证实的HNPCC相关肿瘤(包括大肠

癌、子宫内膜癌、小肠癌、肾盂输尿管癌), 其
中1例为另2例的一级亲属; (2)肿瘤累及连续的2
代人; (3)其中至少1例发病年龄小于50岁. 该标

准肯定了大肠外恶性肿瘤在HNPCC中的诊断价

值, 但因欧美国家HNPCC家族成员发生胃癌和

肝癌的危险度不高, 故未将这两种肿瘤列入其

中. 然而在亚洲(特别是东亚地区), HNPCC患者

中胃癌和肝癌的发病率较高[12], 而子宫内膜癌

和小肠癌的发病率比较低. 因此Amsterdam标准

Ⅱ可能更适合于欧美国家. 
2003年全国遗传性大肠癌协作组在杭州会

议上制定了中国人HNPCC家系筛检标准[13]: 家
系中至少有2例组织病理学明确诊断的大肠癌

患者, 其中的2例为父母与子女或同胞兄弟姐

妹的关系, 并且符合以下1条: (1)至少1例为多

发性大肠癌患者(包括腺瘤); (2)至少1例大肠癌

发病早于50岁; (3)家系中至少1人患HNPCC相

关肠外恶性肿瘤(包括胃癌、子宫内膜癌、小

肠癌、输尿管或肾盂癌、卵巢癌、肝胆系统

癌). 同时, 还制定了实验室筛检策略: HNPCC可
疑家系均应进行hMLH1、hMSH2免疫组织化

学和MSI检测. 两项均阴性者无需进行突变检

测分析; 两项之一阳性者, 则需进行hMLH1和
hMSH2基因种系突变检测分析. MSI的检测位点

依国际统一要求采用贝斯塔遗传标记(bethesda 
markers): BAT-26、BAT-25、D2S123、D5S346
和D17S250. 免疫组织化学统一用Oncogene公
司(hMSH2)和PharMingen公司(hMLH1, clone 
G618215)试剂盒. 同时指出突变的初步筛查可

采用PCR-SSCP或DHPLC的方法, 或直接进行

DNA序列测定. 
中国人HNPCC家系筛查标准吸取了以前标

准的优点, 其临床诊断标准涵盖范围较广, 同时

也兼顾了小家系和我国肿瘤谱的特点, 比较符合

www.wjgnet.com

■相关报道
目 前 针 对
EGFR、HER-2、
V E G F 及 其 受 体
的靶向抑制剂已
经开始应用于结
直肠癌的临床治
疗 ,  但 关 于 他 们
在上述遗传性结
直肠肿瘤中的作
用的研究很少.
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临床需要. 同时, 其实验室筛检策略也将近年来

对HNPCC的分子生物学的研究应用于临床诊断, 
使HNPCC的诊断更具有科学性和实用价值[4].
1.3.2 临床治疗现状: 手术治疗仍是目前临床治

疗HNPCC的主要方式. 但分子靶向治疗将为

HNPCC的治疗开辟新的途径. 目前, 临床上对

于HNPCC的手术治疗方式仍有争论. 一部分

学者认为[14]: 由于HNPCC患者同时性和异时性

多原发大肠癌的发生率较高, 如结肠切除不完

全, 约有40%的患者会在10年内肿瘤再发. 因此, 
HNPCC患者在首次确诊时就应施行全结肠或次

全结肠切除术. 这样可以避免或减少异时多原

发结直肠癌的风险, 并且避免了HNPCC患者终

生对残留结肠进行结肠镜检查以及漏诊的风险. 
具体而言, 如癌灶位于结肠, 应行预防性全结肠

切除+回肠直肠吻合, 术后终生对直肠行肿瘤筛

检; 如癌灶位于直肠, 则行全结直肠切除+回肠肛

管吻合. 然而, 另有一部分学者认为[15], HNPCC
肿瘤谱广泛, 即使切除了全部结直肠, 其他器官

也可能患HNPCC相关肿瘤. 另外, HNPCC患者

预后较好, 即使发生异时性多原发结直肠癌, 再
次手术切除也能取得良好的预后, 如果能够进

行密切的结肠镜随访, 及时对所发现早期癌或

腺瘤进行处理, 也是一种治疗的选择. 因此, 对
于初发结直肠癌的HNPCC患者应综合考虑其临

床分期、预后、随访条件及个人意愿, 向患者

提出预防性手术的建议供选择, 在患者知情同

意的前提下才考虑行预防性手术切除治疗. 
目前, NCCN指南对HNPCC初发大肠癌仅

是建议考虑行全结肠或次全结肠切除术. 但就

我们自身十余年来的临床经验而言, 我们更倾

向于上述后一部分学者的意见. 理由: (1)国内家

庭规模小型化使遗传传递规律变得不显著. 对
于初次接触先证者, 临床医生如不重视家系调

查和随访的话, 可能根本无法确诊其为HNPCC
病例; (2)MMR和MSI的相关检测尚未在临床普

及, 且其检测结果的稳定性、可靠性、权威性, 
以及公众乃至学者对其在临床上应用的接受、

认可的程度目前都尚未达成一致; (3)医学伦理

学和基因歧视问题; (4)即使切除了所有大肠, 
患者仍可患肠外肿瘤; (5)手术创伤大、并发症

多、效果不确切, 术后患者生活质量严重下降, 
医疗纠纷多.

2  FAP

临床上腺瘤性息肉综合征主要见于FAP. FAP的

发病率为1/22 000-1/7000. 依据遗传病因和临床

表型的不同[16], FAP又可分为经典型家族性腺瘤

性息肉病(classical FAP, CFAP)、轻表型家族性

腺瘤性息肉病(attenuated FAP, AFAP)、MYH相

关性息肉病(MYH-associated polyposis, MAP)、
Gardner综合征(Gardner syndrome, GS)、Turcot
综合征(Turcot syndrome, TS)等亚型. 
2.1 经典型家族性腺瘤性息肉病 
2.1.1 遗传学基础 :  目前已证实 ,  C FA P是由

APC(adenomatous polyposis coli)基因突变引起

的常染色体显性遗传病[16]. APC基因被定位于

5q21-22, 包括15个转录外显子, 编码一个参与

Wnt/β-catenin细胞信号通路的APC蛋白. 研究

发现: FAP中APC突变的位点众多且复杂. 已
知的突变位点超过1400个 ,  且绝大多数是形

成链终止密码子的移码突变 [17] , 从而形成一

种无羧基的截断蛋白产物 .  这种A P C的功能

性缺失将导致β-连环素在细胞质内的异常积

聚, 并与结构转录因子TCF家族蛋白结合后进

入细胞核, 从而启动和调节Wnt/β-catenin细胞

信号通路的一系列下游靶基因(包括c-M y c、
Cyclin D1、MMP-7和ITF-2)的表达[9-10]. 研究发

现: FAP的临床表型与APC基因的突变位点相 
关[17], CFAP多见于密码子169-1393之间的突变. 
其中密码子1255-1467间的突变结直肠息肉的表

型最严重, 而密码子463-1578间的突变常伴发视

网膜病变, 密码子1445-1578间的突变与伴发硬

纤维瘤、骨瘤、表皮囊肿有关, 密码子279-1309
间的突变十二指肠息肉发生率明显升高. 但也有

基因型相同而临床表型存在显著差异的现象[18].
2.1.2 临床病理特点: 2003年全国遗传性大肠癌

协作组制定的FAP诊断标准为[13]: (1)大肠内弥漫

腺瘤性息肉, 100颗以上; (2)腺瘤性息肉不足100
颗, 伴有家族史或先天性视网膜色素上皮肥厚; 
(3)被诊为FAP者应进行APC基因的突变检测. 
CFAP的临床病理特点非常突出[16-19]: (1)息肉数

目多(>100个, 甚至可多达5000个), 多分布于左

半结肠(尤以乙状结肠和直肠最多), 其次为右半

结肠, 再次为横结肠; (2)息肉发生年龄早(平均

15岁)、恶变年龄早(平均39岁)、恶变率高(几乎

100%), 且多灶性恶变、转移早、预后差. 如不

治疗, 多在45岁之前死于大肠癌; (3)息肉以管状

腺瘤、绒毛状腺瘤和管状绒毛腺瘤多见. 直径一

般<1 cm, 多数是宽基底, >2 cm者通常有蒂; (4)可
伴发结肠外表现(如: 胃息肉、十二指肠息肉、

硬纤维瘤、先天性视网膜色素上皮增生等).

■创新盘点
本文系统总结了
遗传性结直肠肿
瘤 的 遗 传 学 基
础、临床病理特
点和诊治现状, 并
就其临床诊治进
行展望, 提出了遗
传性结直肠肿瘤
的分子靶向治疗
方向.
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2.2 轻表型家族性腺瘤性息肉病

2.2.1 遗传学基础: AFAP也是一种由APC基因突

变而引起的常染色体显性遗传病. 只是由于突

变位点的不同, AFAP显示出与CFAP明显不同

的临床表现. 研究发现[20], AFAP相关的APC突变

主要位于3个基因区: 5'端(5个外显子中的第一

个)、9号外显子和3'远端. 但关于AFAP患者及

其APC基因突变定位的报道多是基于小样本或

几个家系的基础研究, 尚未完全确定引起AFAP
或与AFAP相似表型的基因突变谱问题[21].
2.2.2 临床病理特点: 与CFAP相比, AFAP具有其

独特的临床病理表现[20-22]: (1)息肉数目少(通常

为10-100枚), 且呈右半结肠分布趋势; (2)息肉发

生晚(平均34岁)、恶变晚(平均57岁)、恶变率稍

低(60%), 如不治疗, 死于大肠癌时间晚(平均59
岁); (3)息肉多呈扁平状. 除CFAP常见病理类型

外, AFAP还可表现为一种特殊形式-锯齿状腺瘤; 
(4)常伴胃及十二指肠腺瘤(50%-66%), 伴发硬

纤维瘤较少(约为10%), 其余结肠外特征报道偶

见, 尚未见到伴发先天性视网膜色素上皮增生

的报道.
2.2.3 临床诊断标准: 目前, 临床尚无国际通用的

AFAP诊断标准. 较有影响力的是Nielsen et al提
出AFAP的临床诊断标准[23]: 至少2例患者结直

肠腺瘤数目为10-99枚, 诊断年龄>30岁或者至少

1例患者结直肠腺瘤数为10-99枚, 诊断年龄>30
岁并且其一级亲属有伴发少量腺瘤的结直肠癌, 
家族成员中没有1例30岁之前腺瘤总数超过100
枚者. 

确诊AFAP需要依据临床表现结核基因测

序. 但是, AFAP患者APC突变的检出率只有30%, 
且基因测序耗资巨大、费时费力, 这都易导致

AFAP在临床工作中的漏诊. 
2.3 MYH相关性息肉病

2.3.1 遗传学基础: MYH相关性息肉病(MAP)是
一种由MYH基因突变而引起的常染色体隐性

遗传病[24]. MYH被定位于1p34.3-p32.1, 共有16
个外显子, 编码一个由535个氨基酸组成的基因

产物. MYH蛋白是一种参与碱基切除修复(base 
excision repair, BER)的转葡糖基酶. 可修复DNA
复制中错误掺入的腺嘌呤, 防止G∶C到T∶A突

变. 研究发现[24-25], MYH在不同人种的MAP中具

有不同类型的突变(无义、错义、框移和剪切位

点的突变, 或产生截短蛋白). 
2.3.2 临床病理特点: 与CFAP相比, MAP有其

特殊的临床病理特点[25-27]: (1)息肉数目少(一般

<100个), 左半结肠多发(尤以直肠为重), 其次为

右半结肠; (2)息肉发生晚、恶变晚(平均46岁)、
恶变率高(到65岁时几乎100%); (3)可伴有结肠

外表现(如: 胃底十二指肠息肉、先天性视网膜

色素上皮肥大、乳腺癌、胃癌、骨肉瘤、甲状

腺癌等), 但较少见. 
2.3.3 临床诊断标准: 目前尚无国际通用的MAP
临床诊断标准. 由于MAP的临床表现与AFAP非
常相似, 因此, 其确诊主要依赖于基因检测. 临
床上对于无显性遗传家族史, 但息肉数目多于

10个, 或具有一些相关肠外表现的患者, 即应考

虑MAP; 对MYH基因突变位点比较明确的种族

可进行常见突变位点的检测, 如果发现一个突

变位点, 则应进行MYH全基因测序. 因为MAP
为常染色体隐性遗传, 患者同胞有1/4的患病风

险, 所以对其亲属(尤其是一级亲属)应进行预防

性基因检测. 
2.4 GS GS是一种少见的常染色体显性遗传病, 
其特征为结直肠息肉病合并多发性骨瘤和软组

织肿瘤. 
2.4.1 遗传学基础: 虽然目前仍有争议, 但绝大多

数学者[28-30]认为GS是FAP的一个特殊的临床亚

型; 其遗传学基础仍是APC基因的突变(多为密

码子1403和1578的截短突变). 
2.4.2 临床病理特点: GS的临床病理特点比较突

出[28-31], 表现为: (1)结直肠息肉数量多(>100个), 
分布广泛; (2)胃和十二指肠息肉多见, 但小肠息

肉少见; (3)息肉生长多年后在青壮年发病, 且恶

变率高; (4)骨瘤合并牙齿畸形和软组织肿瘤(皮
脂腺囊肿、硬纤维瘤、脂肪瘤等)为其合并症, 
并可伴随其他瘤变(如甲状腺瘤、肾上腺瘤及肾

上腺癌等).
2.4.3 临床诊断: 具备结直肠多发息肉、骨瘤和

软组织肿瘤这3大特征者即可确诊GS. 但临床上

尚有一些不典型患者, 可仅表现出结直肠息肉

病而无肠外病变, 或仅有肠外病变而无结直肠

息肉病. GS的肠外病变通常多为潜性存在, 需针

对性地仔细诊察才能发现. 另外, 如不重视家族

史的调查也易造成漏诊.
2.5 TS TS又称胶质瘤息肉病综合征(g l ioma-
polyposis syndrome, GPS)是一种临床罕见的FAP
临床亚型[32]. 其特征为家族性多发性结肠腺瘤伴

有中枢神经系统恶性肿瘤.
2.5.1 遗传学基础: 以往都把TS的遗传学基础

完全归于APC基因的突变[29,32], 但近来研究发

现[32-35]: MMR(已报道的有hMLH1、hPMS2、

■名词解释
遗传性色素沉着-
消化系息肉病综
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率约为1/25 000, 
以皮肤黏膜色素
斑、胃肠道错构
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息肉病综合征的
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hMSH6和hMSH2)也在TS中扮演着非常重要

的角色 .  甚至有学者 [32]开始建议将T S也划归

HNPCC的范畴. 
2.5.2 临床病理特点: TS的临床病理特点也比

较突出 [32-35], 包括: (1)发病率低, 临床上非常

罕见; (2)发病早(平均17岁), 预后不良(多在发

病数年内死于脑肿瘤); (3)结肠腺瘤性息肉数

目多(100个左右), 体积较大, 全结肠分布, 癌
变率高且年龄较轻(20岁以前);  (4)神经胶质

瘤多发于大脑半球 ,  少数发于小脑、脑干部

及脊髓. 其病理组织形态多种多样, 如: 成胶

质细胞瘤(g l i o b l a s t o m a)、成神经管细胞瘤

(medulloblastoma)、星形细胞瘤(astrocytoma)、
多形性成胶质细胞瘤(glioblastoma multiforme)
等; (5)可有结肠外伴随病变, 如: 胃十二指肠及

小肠肿瘤、脂肪瘤、甲状腺癌、卵巢囊肿等, 
皮肤多见咖啡牛乳色斑及其他皮肤异常. 
2.6 FAP结直肠息肉的临床治疗现状 上述各种

FAP临床亚型的共同特征就是结直肠腺瘤性息

肉, 由于其恶变率高. 因此, 目前临床上对于FAP
的结直肠息肉仍主要采取外科手术治疗. 随着

内窥镜技术的发展和内镜的广泛应用, 各种内

镜下治疗成为FAP重要的临床治疗手段. 近来, 
分子靶向治疗也成为FAP的辅助治疗手段. 

FAP的手术方式大致有3类[36-37]: (1)全结肠

直肠切除+永久性回肠造口术: 适用于全结肠和

直肠广泛息肉病, 并有结肠癌和距肛门6 cm内的

直肠癌病例. 该术式并发症多、生活质量差, 除
直肠中远段发生癌变或括约肌无功能外, 现已

很少应用. 实际在临床上仅适用于已有直肠癌

形成的患者; (2)全结肠直肠切除+回肠贮袋成形

+直肠鞘内肛管吻合术: 适用于结肠和直肠内无

癌变、括约肌完好的50岁以下的病例. 该手术

盆腔感染率高, 功能常不理想; (3)结肠全切除+
直肠黏膜剥除+回肠贮袋肛管吻合术(IPAA): 为
较理想的术式, 因为切除全部大肠黏膜, 彻底消

除腺瘤再发与癌变的可能性, 又不作永久性回

肠造口, 所以成为近年来应用最普遍且发展较

快的手术. 但手术复杂, 并发症较多.

3  错构瘤息肉病综合征

1904年Albrecht首次使用错构瘤(hamartoma)
这一术语, 意指在发育中出现错误而形成的肿 
瘤[38]. 此种息肉可以是以异常和紊乱方式排列的

正常组织, 也可以是一种或几种组织的非肿瘤

性、局限性的肿瘤样增生. 既往曾认为错构瘤

极少恶变, 但现在研究发现[39]: 错构瘤的恶变比

率较高. 临床常见的遗传性错构瘤息肉病综合

征虽少见, 但种类繁多、临床病理特点突出.
3.1 PJS PJS又称黑斑息肉病, 是一种由LKB1/
STK11基因突变引起的常染色体显性遗传病. 临
床较少见, 发病率约为1/25 000, 以皮肤黏膜色

素斑、胃肠道错构瘤息肉和家族遗传性为3大
临床特征[40-41]. PJS是错构瘤息肉病综合征的主

要代表. 
3.1.1 遗传学基础: 研究证实[40-42]: PJS的遗传学

基础是LKB1/STK11基因突变. LKB1/STK11被
定位于19p13.3, 基因全长为2158 bp, 编码区长

约1302 bp, 由9个外显子组成; 编码一种丝氨酸

/苏氨酸激酶LKB1/STK11. 目前已发现[42-43]的

LKB1/STK11突变类型繁多, 有: 无义突变、错

义突变、大小片段缺失、移码突变、剪接位

点突变和碱基插入等. 几乎所有的突变都能引

起LKB1/STK11基因异常剪接的位点突变, 造
成mRNA剪接异常, 出现错误的翻译信息; 使
STK11蛋白激酶功能发生异常. 无义突变和移码

突变使蛋白翻译的终止信号提前出现, 产生截

断蛋白导致STK11蛋白激酶失活. 但并非所有

PJS患者都有LKB1/STK11基因的突变, LKB1/
S T K11基因的胚系突变仅可在60%家族性和

50%散发性PJS患者中检测出[44-45]. 因此, 有学者

认为[44-45]: LKB1/STK11基因突变位点和形式的

多样性不仅与遗传背景有关, 也可能与PJS患者

生存的环境有关.
3.1.2 临床病理特点: PJS以皮肤黏膜色素斑、胃

肠道错构瘤息肉和家族遗传性为3大临床特征. 
PJS息肉的特点如下[40,45]: (1)息肉数目多, 大小

不一, 全消化系分布, 最好发于空肠上段; (2)息
肉可引起急慢性腹痛、肠套叠、肠扭转、肠梗

阻、胃肠道出血等并发症; 以肠套叠最常见, 肠
套叠发生和STK11状态无关; (3)约有60%患者有

明确或可疑家族史, 部分可出现隔代遗传, 真正

散发性PJS非常罕见; (4)随着患者年龄的增长, 
息肉恶变的风险增加; (5)可伴发肠外肿瘤, 如: 
乳腺癌、女性生殖系统肿瘤、睾丸支持细胞

瘤、神经结神经胶质瘤等. 
3.1.3 临床诊治现状: (1)诊断标准: 2003年全国遗

传性大肠癌协作组制定的PJS的诊断标准为[13]: 
消化系多发错构瘤性息肉伴皮肤、黏膜色素沉

着, 可有或无家族史. 被诊断为PJS者应进行行

LKB1/STK11和(或)FHIT基因的检测. 典型PJS
病例诊断不难, 但临床医生如不熟悉PJS临床病

■同行评价
本文全面总结了
近年来国内外学
者在遗传性结直
肠肿瘤研究中所
取得的共识与进
展, 并就其临床诊
治进行展望, 有助
于加深人们对遗
传性结直肠肿瘤
的认识, 提高临床
医生对遗传性结
直肠肿瘤的诊治
能力.
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理特点、不重视家族史的调查, 仍可造成漏诊.
临床上PJS需要注意与Cronkhite-Canada综

合征相鉴别, 后者也可表现为消化系息肉和黏

膜色素沉着, 但其还有脱发、指(趾)甲萎缩脱落

的特征性临床表现. Cronkhite-Canada综合征发

病晚, 是一种获得性、非遗传性疾病, 可能与感

染、缺乏生长因子、砷中毒有关, 精神紧张、

过度劳累也是其高危因素; (2)治疗: 由息肉而引

起的各种并发症是PJS患者反复住院治疗的主

要原因. 目前, 手术配合内镜治疗是PJS息肉的

主要治疗方式[46]. 但分子靶向治疗[47]则将是PJS
息肉治疗的方向. 对于小息肉、细蒂息肉可采

用内镜下电灼烧除或圈套摘除, 但由于PJS最好

发于空肠上段, 而该区域是传统胃镜、结肠镜

的检查盲区, 因此, 双气囊电子小肠镜对于PJS
息肉的诊断和治疗具有非常大的优势[48-49]. 另
外, 内镜也可以在术前、术中和术后3个阶段对

手术进行辅助配合. 术前内镜检查有助于了解

息肉的范围、大小以及对是否需要外科处理做

出初步评价. 术中内镜检查可了解外科手术探

查的“盲区”(如十二指肠水平部)有无息肉、

是否梗阻、有无癌变(通过肉眼观察和活检); 同
时可对确定肠管切开部位进行指导; 对小息肉

进行镜下处理(但可能延长手术时间). 术后内镜

检查一般在术后3-6 mo内进行, 对小息肉进一步

处理、了解有无新发病灶并及时处理. 手术主

要是针对由息肉引起的肠梗阻、套叠、出血、

癌变等并发症[46]. 处理肠套叠时注意不能强拉硬

拽, 为防止肠管破裂, 应逐步将套叠的肠管从套

叠的鞘中挤出, 这样可以减少肠管的切除, 最大

限度保留肠管. 针对小肠息肉多发的特点, 手术

时应要有计划的做切口, 小肠切口要小, 尽可能

减少肠道切口, 摘除息肉后应及时修补切口, 以
免遗漏而造成医源性肠瘘. 由于小肠息肉大多

有蒂, 距离切口10-15 cm的范围的息肉, 都可从

一个切口中拉出. 较大的息肉完全可以从小切

口中挤出. 较大的息肉有其独立的滋养血管, 在
进行摘除时应注意在基底部彻底缝扎止血, 以
免术后继发出血. 对于病变密集的肠段, 可选择

小肠部分切除. 已经发生恶变的肿瘤, 按照恶性

肿瘤的原则进行处理.
3.2 FJPC FJPC是一种由BMPR1A和SMAD4基因

突变而引起的常染色体显性遗传[39,50], 发病率约

为1/100 000, 以结直肠多发幼年性息肉为特征. 
“幼年性”一词指的是息肉的形态, 而不是发

病年龄. 多数FJPC息肉呈典型的错构瘤特征, 但

少数可合并腺瘤性息肉. 
3.2.1 遗传学基础: 研究证实[39,50-52], FJPC的遗

传学基础是BMPR1A和SMAD4基因突变. 其
中B M P R1A突变约占30%. B M P R1A被定位

于10q22.3, 其突变生成的无功能产物可造成

TGFβ/SMAD细胞信号通路中SMAD蛋白复合

物失活, 从而影响其下游基因的表达, 导致肿瘤

形成. 目前已知的FJPC中BMPR1A的突变主要

有以下4种: (1)第1外显子中44-47的TGTT片段

缺失, 导致35-36密码子的终止; (2)第7外显子中

G-C的交换导致Gln239终止; (3)第7外显子G-A
的交换导致Trp271终止; (4)第8外显子中961的C
碱基的丢失. 

另有60%多的FJPS患者是由SMAD4的突

变引起. S M A D4是一种抑癌基因, 被定位于

18q21.1, 共有15个外显子, 其突变主要位于8个
外显子中. 其突变类型主要包括丢失、插入、

替换等. 这些突变都可引起SMAD4蛋白的功能

缺失, 从而影响TGFβ/SMAD细胞信号通路下游

基因的表达, 导致肿瘤的发生.
3.2.2 临床病理特点: 根据其临床表现的不同, 
FJPS可以分为3型: 婴儿型、结肠型和胃肠道弥

漫型, 各型FJPS有其特殊的临床病理特点[39,51-54]. 
(1)婴儿型: 较少见, 多在出生后数周内出现黏液

性腹泻、呕吐、便血等症状, 从而继发贫血和

营养不良; 也可出现肠梗阻、直肠脱垂和肠套

叠. 如不手术, 常死于因消化系出血、肠梗阻及

腹泻引起的营养不良; (2)结肠型: 最常见, 息肉

数目多在50-200个, 多位于乙状结肠和直肠, 右
半结肠较少. 以便血、黏液便及结肠息肉脱垂

为主要症状. 发病年龄早(平均6岁), 恶变率较高; 
(3)胃肠道弥漫型: 息肉分布于全消化系, 以反复

上消化道出血为主要症状; 多在儿童和青少年

发病, 恶变率较高. 
约有11%-15%的FJPS患者可并发先天性畸

形[51,54], 如: 杵状指(趾)、肥大性肺性骨关节病、

脑积水、唇裂、腭裂、先天性心脏病、肠旋转

不良、脐疝、隐睾和美克尔憩室等. 另外, FJPS
也可伴发结直肠外肿瘤, 如: 胃癌、十二指肠

癌、胰腺癌等.
3.2.3 临床诊治现状: (1)诊断标准: 目前尚无通

用的FJPS诊断标准, 临床上多采用Jass诊断标 
准[53]: 结直肠幼年性息肉数目≥5枚; 全胃肠道

有幼年性息肉; 不论幼年性息肉数目, 有家庭史

者; (2)临床治疗: FJPS治疗的关键是清除胃肠道

息肉、防止并发症发生. 和PJS的治疗一样, 手
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术结合内镜治疗是目前主要的临床治疗手段. 
对于小的、带蒂息肉应尽可能行内镜下灼除

或圈套, 对于反复便血、严重贫血或者营养不

良、息肉出现严重并发症, 无法用内镜摘除时, 
需考虑手术治疗. 手术原则是切除全部病变肠

管, 但应尽可能保留肛门括约肌功能.
3.3 PHTS PHTS是一组由PTEN基因突变而引起

的常染色体显性遗传病[55]. 其中具有结直肠息肉

病表现的有: Cowden综合征(Cowden syndrome, 
C S )又称多发性错构瘤综合征 ( m u l t i p l y 
hamartoma syndrome, MHS)和Bannayan-Riley-
Ruvalcaba综合征(BRRS).
3.3.1 CS: (1)遗传学基础: 研究证实[56-58]: CS是
一种少见的常染色体显性遗传病 ,  发病率约

为1/200 000, 其遗传学基础是PETN基因突变. 
PETN被定位于10q23.3, 含9个外显子和8个内含

子. 正常情况下, PTEN作为肿瘤抑制基因参与细

胞的凋亡调控. 而PTEN的突变将造成其蛋白产

物丧失对于细胞生长和凋亡的调控功能, 从而

导致肿瘤的发生. 目前已知的CS中PTEN的突变

有100多种, 包括: 点突变、移码突变、错义突

变、无义突变、碱基替换等类型; (2)临床病理

特点: CS是一种包括结直肠多发性错构瘤息肉

病、面部小丘疹、肢端角化病和口腔黏膜乳头

状瘤的综合征. 具有鲜明的临床病理特点[50,55-59]: 
息肉主要分布于左半结肠, 多呈半球形、群生

状, 可与其他类型息肉并存. 食管、胃、小肠可

伴发丘疹样息肉. 面、颈部多发性扁平隆起性

小丘疹. 口腔黏膜、牙龈多见细小的圆石样丘

疹、疣状小丘疹. 70%-80%的病例伴有甲状腺

和乳腺病变, 如: 甲状腺肿、甲状腺炎、非髓性

甲状腺癌、乳腺纤维腺瘤、乳头乳晕畸形、双

侧性乳腺癌等. 累计所有源自3个胚层的器官, 
全身各系统都可出现性质各异、程度不等的病

变, 如: 卵巢囊肿、子宫肌瘤、膀胱癌、骨囊

肿、病理性骨折、手指畸形、意向震颤、运动

协调障碍、思维迟钝、动静脉畸形、房间隔缺

损、二尖瓣闭锁不全、视网膜神经胶质瘤、白

内障、耳聋、急性骨髓性白血病、糖尿病、甲

状旁腺瘤、肾上腺囊肿、自身免疫性溶血、重

症肌无力、T淋巴细胞系统免疫不全等; (3)临床

诊断: 根据本征的特征: 结直肠多发性错构瘤息

肉伴面部小丘疹、肢端角化病和口腔黏膜乳头

状瘤, CS不难确诊. 国际Cowden协会于1996年
首次提出了一套CS诊断操作指标, 并于2000年
进行了修订, 这套方案已被美国NCCN采纳[60-61]. 

3.3.2 BRRS: BRRS是一种由PTEN突变引起的、

罕见的常染色体显性遗传病[62], 以结直肠息肉

病、大头畸形、脂肪瘤病、血管瘤病和生殖器

着色斑病为主要的临床特征. 过去认为BRRS与
CS不同, 但现在越来越多的证据[62-64]表明BRRS
与CS有等位基因, 约有60%的BRRS家族和孤立

性病例存在PTEN的胚系突变. 因此, BRRS和CS
可能是同一种疾病的不同表现.
3.4 HMPS HMPS是一种罕见的常染色体显性遗

传病[65], 其特征是腺瘤性息肉和幼年性息肉混

合存在. 于1997年才被首次报道, 且病例数很少. 
所以, 该病目前的相关资料较少. 
3.4.1 遗传学基础: 关于HMPS的遗传学基础目

前尚未明确, 曾有学者[65]将其致病基因定位于

6q, 15q14-22, 15q13-14等位置, 但越来越多的学

者[50,65-68]将HMPS的遗传学基础确定为BMPR1A
的胚系突变 .  由于B M P R1A的胚系突变也是

FJPS的遗传学基础, 因此, 有学者认为HMPS应
属于FJPS的变异亚型. 
3.4.2 临床病理特点: HMPS也有其特殊的临床病

理特点[65-68], 息肉数目少(<15枚), 全结直肠分布. 
具有腺瘤性息肉和增生性息肉相重叠的混合性

组织学特点. 主要病理类型有管状腺瘤、绒毛

状腺瘤、扁平息肉、增生性息肉和不典型幼稚

息肉. 患者患结直肠癌的风险增加, 但并不增加

患结肠外肿瘤的概率.

4  诊断及分子靶向治疗

4.1 诊断 目前上述疾病的诊断都是沿用临床诊

断标准, 如不认识上述疾病的临床病理特点、

不重视家族史的调查, 临床上很容易造成误诊

漏诊. 特别是那些轻表型病例和息肉数目少的

病例更是如此. 目前, 临床上确定息肉的类型仍

依赖于病理检查, 但是, 部分疾病的息肉在组织

学上也无特异性表现, 如不熟悉上述疾病的临

床病理特点, 即使是病理医生也可能误诊漏诊. 
因此, 上述遗传性结直肠肿瘤的诊断终将过渡

到基因诊断才能使其临床诊断更准确, 但是目

前基因诊断尚处于实验室研究阶段, 受制于其

自身的花费大、费时、结果不稳定等缺点, 基
因检测尚无法在临床广泛开展. 目前, 国内家庭

规模的小型化使得遗传性疾病在家族中传递的

表现不是那么突出. 另外, 上述遗传性结直肠肿

瘤很多都伴有结直肠外的病变, 可能涉及多个

专业学科. 各相关专业科室的临床医生在工作

中如不熟悉上述遗传性结直肠肿瘤的临床病理
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特点也易造成漏诊. 
4.2 分子靶向治疗 随着对肿瘤细胞信号传导途

经研究的不断深入, 人们对肿瘤细胞内部的癌

基因和抑癌基因相互作用已越来越清楚; 针对

肿瘤的特异性分子靶点而设计的肿瘤治疗方案

具有治疗特异性强、效果显著、基本不损伤正

常组织的优点[69]. 针对上述遗传性结直肠肿瘤的

分子靶向药物也逐渐开始应用于临床. 其中有

代表性的有以下几类. 
4.2.1 环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)选择

性抑制剂: 环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是前

列腺素合成过程中的一个重要限速酶, 催化花

生四烯酸最终生成一系列内源性前列腺素. 人
体中环氧合酶-1(cyclooxygenase-1, COX-1)在
正常组织中表达, 而COX-2在炎症细胞因子、

肿瘤促进因子、生长因子和癌基因的诱导下表

达, 参与多种病理生理过程(包括肿瘤的发生和

发展). COX-2抑制剂用于结直肠息肉和结直肠

癌的预防和治疗是目前肿瘤学研究的热点. 研
究显示[10,47,70-72]: COX-2在上述所有遗传性结直

肠肿瘤中均有高表达. 因此, 应用COX-2抑制剂

将可以抑制上述结直肠肿瘤的发展. 美国FDA
于1999年批准了选择性COX-2抑制剂用于FAP
的辅助治疗. 而将COX-2抑制剂应用于上述其他

结直肠肿瘤的研究正在进行中. 选择性COX-2
抑制剂于20世纪90年代开始上市, 第1代有尼美

舒利、美洛昔康、塞来昔布、罗非昔布等, 第2
代有伐地昔布(Valdecoxib)、帕瑞昔布(Parecox-
ib)、依托昔布(Etoricoxib)等. 经临床应用已证

明第2代COX-2抑制剂对疼痛和炎症是有效的, 
溃疡的发生率与安慰剂相同. 将COX-2作为上

述遗传性结直肠肿瘤治疗的新靶点具有广阔的

应用前景. 原因: (1)COX-2在肿瘤细胞中高表

达而在正常细胞中不表达, 是良好的肿瘤治疗

靶点. 化学抑制剂、反义RNA、RNAi等都可阻

断COX-2表达而不影响正常组织功能; (2)筛选

COX-2相关抗肿瘤药物相对容易. 大量的COX-2
抑制剂被作为消炎止痛药, 传统药物更是巨大

的资源宝库, 从中筛选具有抗肿瘤活性的COX-2
抑制剂会更有针对性; (3)COX-2抑制剂作为消

炎止痛一线药物已使用多年, 筛选的药物不必

再进行临床试验; (4)可根据COX-2延伸寻找和

前列腺素合成相关的新的治疗靶点. 我们相信, 
随着研究的深入, COX-2选择性抑制剂将在遗传

性结直肠肿瘤的治疗中发挥越来越重要的作用. 
4.2.2 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammal i an 

target of rapamycin, mTOR)信号通路抑制剂: 
mTOR是PI3K/Akt通路的下游分子, 可接受生

长因子、营养、能量等多种信号, 是细胞生长

和增殖的关键调节分子; 被认为是一个调节细

胞周期进程和细胞生长的信号汇聚点. 研究发 
现[73-75]: mTOR信号通路参与了HNPCC、腺瘤

性息肉病和错构瘤息肉病的发生、发展等过程. 
因此, 抑制mTOR信号通路将可以抑制上述疾病

的发生和发展. 雷帕霉素(Rapamycin, 也称西罗

莫司, Sirolimus)是mTOR信号通路的第1代抑制

剂[76], 由加拿大Ayerst研究所从放线菌培养液中

分离出来的是三烯大环内酯类新型强效免疫抑

制剂, 并具有抗淋巴细胞增殖、抗肿瘤和抗真

菌的作用. 新一代的mTOR信号通路抑制剂特癌

适(Temsirolimus)、依维莫司(Everolimus)已经开

始应用于临床. 目前上述mTOR信号通路抑制剂

主要用于防治肾、肝等移植物的排异反应, 尤
适用于并发肾功能不良、震颤、高血压的患者; 
其用于治疗遗传性结直肠肿瘤尚在研究中. 由
于其不良反应要高于选择性COX-2抑制剂, 这可

能限制其在遗传性结直肠肿瘤治疗中临床应用. 
4.2.3 EGFR、HER-2、VEGF及其受体的抑制

剂: 目前针对EGFR、HER-2、VEGF及其受体

的靶向抑制剂已经开始应用于结直肠癌的临床

治疗[69]. 但关于他们在上述遗传性结直肠肿瘤

中的作用的研究很少[77-80]. 能否将针对EGFR、
HER-2、VEGF及其受体的靶向抑制剂应用于遗

传性结直肠肿瘤尚需进一步研究. 
4.2.4 关于遗传性结直肠肿瘤进行分子靶向治疗

的思考: 对于遗传性结直肠肿瘤的靶向治疗, 我
们认为尚需解决以下问题: (1)指标筛查方法问

题. 目前临床上对于COX-2、mTOR、EGFR、
HER-2和VEGF表达的检测多是采用免疫组织

化学方法, 虽简便易行, 但结果易受试剂质量、

操作水平等因素的影响, 且无法定量检测; 表达

阳性率差异非常大. 能否采用更稳定的筛查方

法(如: 荧光原位杂交技术、定量PCR等)或统一

试剂标准(如: 固定厂商、固定克隆系)来预防

上述问题值得学者探讨; (2)如何依据COX-2、
mTOR、EGFR、HER-2和VEGF的表达情况

来制定统一的标准以作为遗传性结直肠肿瘤

靶向治疗的适应证? 这需要进一步明确遗传性

结直肠肿瘤靶向药物治疗与COX-2、mTOR、
EGFR、HER-2和VEGF表达之间的关系; (3)确
定靶向治疗用药的最佳时机、方案和剂量, 如
何将其与手术、放化疗联合应用? 多种靶向药
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物能否联合应用?

5  结论

目前, 上述遗传性结直肠肿瘤的主要临床治疗

手段仍是手术为主, 配合内镜治疗辅助. 但上述

疾病的病因都是基因突变, 手术和内镜只能毁

损这些致病基因和疾病的靶器官, 都只是一种

被动和局部的治疗手段. 而无法达到病因治疗. 
如何能达到提前预防、延缓息肉和癌肿生长、

甚至消灭息肉这是今后临床科研努力的主要方

向和目标. 临床目前虽无法进行基因治疗, 但上

述疾病中息肉和癌肿的形成和发展需要很长的

时间, 多种细胞因子、酶等参与其中. 如果能在

其发生、发展途径中的关键环节加以阻断或抑

制, 那么也可以达到抑制息肉和癌肿的形成、

延缓其发展的作用. 这将为上述疾病患者开辟

一个新的辅助治疗途径, 分子靶向治疗就是其

中的代表. 
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Abstract
AIM: To investigate the synergistic effects 
o f p 1 5 I N K 4 B ( p 1 5 ) a n d p 2 1 W A F 1 ( p 2 1 ) g e n e 
cotransfection on the proliferation and apoptosis 
of human esophageal squamous cell carcinoma 
EC109 cells.

METHODS: T h e r e c o m b i n a n t p l a s m i d s 
pcDNA3.1(+)-p15 and pcDNA3.1(+)-p21 were 
introducted into EC109 cells by liposome-medi-
ated transfection. The expression of p15 and p21 
mRNA and protein was assayed by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
and Western blot, respectively. Cell proliferation 
was measured by methyl thiazol tetrazolium 
(MTT) assay. Apoptotic cells were observed 
using a transmission electron microscope. Cell 
cycle distribution and apoptosis rate were mea-
sured by flow cytometry. 

RESULTS: The proliferation of EC109 cells 
transfected with either of the two recombinant 
plasmids was significantly inhibited when com-
pared with untransfected cells or cells trans-
fected with empty plasmid. The proliferation of 
cotransfected cells was more significantly inhib-
ited than that of cells transfected with either of 
the two recombinant plasmids. The percentages 
of cells in G1 phase were significantly higher in 
cells transfected with either of the two recom-
binant plasmids than in cells transfected with 
empty plasmid and untransfected cells (60.52% 
± 3.75% and 63.12% ± 2.89% vs 42.17% ± 5.30% 
and 41.38% ± 6.54%, respectively; all P < 0.01), 
while the percentages of cells in S phase were 
significantly lower in cells transfected with ei-
ther of the two recombinant plasmids than in 
cells transfected with empty plasmid and un-
transfected cells (22.67% ± 1.25% and 17.96% ± 
2.03% vs 30.96% ± 3.33% and 36.05% ± 1.78%, 
respectively; all P < 0.01). In cotransfected cells, 
the percentage of cells in G1 phase significantly 
increased (72.83% ± 2.31% vs 60.52% ± 3.75% and 

®

■背景资料
p15 和p21 是细胞
周期蛋白依赖性
激 酶 抑 制 因 子
(CKI)家族成员 , 
是食管鳞状细胞
癌(ESCC)中经常
失 活 的 基 因 ,  与
ESCC的发生, 发
展密切相关, 二者
通过不同机制使
增殖细胞在G1期
向S期的过渡受阻.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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63.12% ± 2.89%, respectively; both P < 0.05), the 
percentage of cells in S phase significantly de-
creased (13.59% ± 2.59% vs 22.67% ± 1.25% and 
17.96% ± 2.03%, respectively; both P < 0.05), and 
apoptosis rate was significantly elevated (21.21% 
± 1.78% vs 4.32% ± 1.74% and 10.83% ± 2.40%, 
respectively; both P < 0.01) when compared with 
cells transfected with either of the two recombi-
nant plasmids. 

CONCLUSION: Cotransfection of the p15 and 
p21 genes synergistically inhibits proliferation 
and promotes apoptosis in EC109 cells. 

Key Words: p15 INK4B; p21 WAF1; Gene transfection; 
Esophageal squamous cell carcinoma

Zhang XY, Liu ZQ, Jing DH, Guan JM, Liu W, Liu TF, 
Liu BR. Cotransfection of the p15INK4B and p21WAF1 genes 
synergistically inhibits proliferation and promotes 
apoptosis in human esophageal squamous cell carcinoma 
cell line EC109. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 
3086-3091

摘要
目的: 探讨p15 INK4B(p15 )和p21 WAF1(p21 )基因联
合转染对人食管鳞癌细胞系EC109细胞增殖
和凋亡的影响.

方法:  脂质体介导 p c D N A 3 . 1 ( + ) -p 1 5 和
pcDNA3.1(+)-p21 转染EC109细胞, 稳定筛
选后用RT-PCR检测转染细胞p15 与p21 基因
mRNA表达, Western blot检测转染细胞P15和
P21蛋白的表达. 用MTT法和透射电镜检测
p15 和p21 基因分别及联合转染对EC109细胞
增殖与凋亡的影响, 流式细胞仪检测EC109细
胞周期分布与凋亡率. 

结果:  p15 和p21 转染组EC109细胞生长速度
低于空载体组与未转染组, 联合转染组与二
者单独转染组相比, 亦明显抑制EC109细胞
体外生长速度. p15 和p21 转染组EC109细胞发
生G1/S阻滞, G1期细胞比例显著高于空载体
组和未转染组, S期则显著降低(G1期: 60.52%
±3.75%, 63.12%±2.89% vs  42.17%±5.30%, 
41.38%±6.54%; S期: 22.67%±1.25%, 17.96%
±2.03% vs  30.96%±3.33%, 36.05%±1.78%, 
均P <0.01), 并出现凋亡峰, 透射电镜亦发现
p15和p21转染组发生细胞凋亡, 联合转染组发
生更为明显的G1/S阻滞, G1期比例显著升高、

S期比例明显降低(G1期: 72.83%±2.31% vs  
60.52%±3.75%, 63.12%±2.89%; S期: 13.59%
±2.59% vs  22.67%±1.25%, 17.96%±2.03%, 
均P <0.05), 凋亡率明显升高(21.21%±1.78% 
vs  4.32±1.74%, 10.83%±2.40%, 均P <0.01).

结论: p15 和p21 基因联合转染在体外可以进
一步增强对人食管鳞癌EC109细胞的抑制与
诱导凋亡作用.

关键词: p15 INK4B; p21 WAF1; 基因转染; 食管鳞癌
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0  引言

p15 INK4B(简称p15 )和p21 WAF1(简称p21 )是近年来

发现的重要的细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因

子(cyclin-dependent kinase inhibitors, CKI), 都
是食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
carcinoma, ESCC)中经常失活的抑癌基因. 二者

作用机制不同, p15属于INK4家族, 能特异性地

直接作用于CyclinD1/CDK4复合物, 负调细胞周

期过程, p21属于Cip/Kip家族, 对所有的Cyclin-
CDK复合体都有一定的抑制作用. 与细胞周期

特异性和非特异性化疗药物联合应用增强抗癌

效应的机制相似, 共转染此二基因可能有协同

作用而增强对ESCC治疗效果. 因而我们采用脂

质体介导, 将p15和p21基因分别及联合转染人

ESCC细胞株EC109细胞, 探讨p15和p21联合转

染提高抑癌疗效的可能性.

1  材料和方法

1.1 材料 真核表达质粒pCMV5-p15由北京师

范大学生命科学学院-教育部细胞增殖与调控

重点实验室柳惠图教授惠赠, 我实验室将其亚

克隆至有真核筛选标志新霉素抗性基因(neo)
的pCDNA3.1(+)上, 称为pCDNA3.1(+)-p15 , 经
测序鉴定 [1].  委托上海生工公司全基因合成

p21 的插入片段 ,  克隆构建p21 真核表达质粒

pcDNA3.1(+)-p21 , 经测序鉴定[2]. EC109细胞株

购自中国科学院上海细胞所. Taq酶购自上海生

工公司, 逆转录试剂盒、限制性内切酶、质粒

中提试剂盒是Promega公司产品, p15、p21小
鼠抗人单抗是Neo Markers公司产品, 辣根酶标

山羊抗小鼠IgG为北京中杉公司产品, 脂质体

Lipofectamine2000购于Invitrogen公司. 引物由上

海生工公司合成. 上海生工公司进行质粒测序.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人ESCC EC109细胞在37℃、50 
mL/L CO2饱和湿度条件下, 用含100 mL/L胎牛

■研发前沿
针对细胞周期进
行的抗肿瘤治疗
是研究热点, 基因
治疗是抗肿瘤治
疗的发展方向, 亟
待研究的问题是
选择何种恰当、

有效的基因, 以何
种安全、方便、

有效的方式导入
受体.
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血清的DMEM高糖培养基培养.
1.2.2 RT-PCR检测: 用TRIzol试剂盒提取细胞总

RNA.逆转录cDNA第一链合成后行PCR, p15引
物(退火58℃, 产物753 bp): 上游5'-CCAGAAGC
AATCCAGGCGCG-3', 下游: 5'-CGTTGGCAG 
CCTTCATCG-3'. p21引物(退火56℃, 产物218 
bp): 上游5'-TGTCCGTCAGAACCCATG-3', 下
游: 5'-GTGGGAAGGTAGAGCTTGG-3'. β-actin
引物(退火56℃, 产物100 bp): 上游: 5'-CCCAGC
ACAATGAAGATCAAGATCAT-3', 下游: 5'-ATC
TGCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'. 反应35个循

环, 产物经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, 照相.
1.2.3 基因转染:
1.2.3.1 分组: 根据转染质粒的不同和是否进行

质粒转染分为5组. (1)未转染组: 不进行转染的

同期培养的EC109细胞; (2)空载体转染组: 用
pCDNA3.1(+)-neo质粒转染EC109细胞; (3)p15
转染组: 用pCDNA3.1(+)-p15真核表达质粒转

染; (4)p21转染组: 用pCDNA3.1(+)-p15真核

表达质粒转染; (5)p15和p21共转染组: 用等量

pCDNA3.1(+)-p15、pCDNA3.1(+)-p15共转染

EC109细胞.
1.2.3.2 转染方法: 按照Lipofectamine2000说明书

进行. 转染48 h后加入终浓度为400 mg/L G418
的选择培养基. 每2-4 d更换培养基, 4 wk后挑选

阳性克隆扩大培养.
1.2.3.3 Western blot检测外源P15、P21蛋白: 提
取细胞总蛋白, Bradford法定量. 5%积层胶、120 
g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 进行一

抗、酶标二抗孵育和显色, 照相.
1.2.4 生长曲线(MTT法): 取对数生长期细胞按3
×103个细胞/孔接种96孔板, 每孔加5 g/L MTT溶
液20 μL, 37℃孵育4 h, 每孔加180 μL二甲基亚砜, 
振荡10 min, 选490 nm波长测定吸光度值, 每隔

24 h测定1次, 连续测定7 d, 绘制细胞生长曲线.
1.2.5 流式细胞仪检测: 每组取1×106个细胞, 加
入700 mL/L冷乙醇4℃固定24 h, 用50 mg/L RNA

酶37℃处理30 min, 加100 mg/L碘化丙啶染色, 
避光30 min, 进行测定.
1.2.6 透射电镜: 取各组细胞, 每组1×106个细胞, 
1500 r/min离心10 min, 加入3%戊二醛固定1 wk, 
送透射电镜检测.

统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  用
SPSS11.0统计软件, 采用单因素方差分析进行统

计分析.

2  结果

2.1 EC109细胞p15、p21  mRNA表达 RT-PCR发
现EC109细胞p15基因mRNA无表达, 证明其p15
表达缺失, p15转染细胞和p15、p21共转染组

有p15  mRNA高表达(图1); EC109细胞p21基因

mRNA低表达, p21转染细胞和p15、p21共转染

组有p21  mRNA高表达(图2).
2.2 转染细胞外源性P15、P21蛋白检测 Western 
blot证实空载体转染和未转染组无相对分子质

量为15 kDa的P15蛋白目的条带, p15转染组和

p15 、p21 共转染组的E C109细胞中有强的15 
kDa目的条带, 可证明转染的pCDNA3.1(+)-p15
质粒后, P15蛋白在EC109细胞中高表达(图3); 空
载体转染和未转染组EC109细胞中有相对分子

质量为21 kDa弱的P21蛋白目的条带, p21转染组

和p15、p21共转染组有强的21 kDa目的条带, 可
证明转染的pCDNA3.1(+)-p21质粒后, P21蛋白

在EC109细胞中由弱表达变为高表达(图4).
2.3 生长曲线(MTT法) 自第3天开始p15、p21联
合转染与二者单独转染对EC109细胞均有生长

抑制作用, 联合转染的抑制作用则明显强于二

者单独转染(图5).
2.4 细胞周期分析 p15和p21转染组EC109细胞

发生G1/S阻滞, G1期细胞比例显著高于空载体

组和未转染组(60.52%±3.75%, 63.12%±2.89%  

bp
1000
750
500

250
100

图 1 EC109转染细胞p15 mRNA的表达. 1: Marker; 2: 未转染

组; 3: 空载体转染组; 4: p15转染组; 5: p15、p21共转染组.

1         2         3         4         5

bp
250

100

1         2         3         4         5

bp
250
100

图 2 EC109转染细胞p21 mRNA的表达. 1: Marker; 2: 未

转染组; 3: 空载体转染组; 4: p21 转染组; 5: p15 、p21 共转

染组.

■创新盘点
本研究将作用机
制不同的2种CKI, 
即p15 和p21 转染
到 人 E S C C 细 胞
系EC109中, 研究
其 对 E S C C 细 胞
生长的影响, 探讨
共转染此2基因是
否有协同作用, 而
增 强 对 E S C C 治
疗效果, 这可能是
ESCC基因治疗的
一种新途径.
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vs  42.17%±5.30%, 41.38%±6.54%, 均P <0.01), 
S期比例显著低于空载体组和未转染组(22.67%
±1.25%, 17.96%±2.03% vs  30.96%±3.33%, 
36.05%±1.78%, 均P <0.01), 并出现凋亡峰, 透
射电镜亦发现p15和p21转染组发生细胞凋亡. 
p15和p21联合转染组发生更为明显G1/S阻滞, G1

期比例显著升高(72.83%±2.31% vs  60.52%±

3.75%, 63.12%±2.89%, 均P <0.05), S期比例明

显降低(13.59±2.59 vs  22.67%±1.25%, 17.96%
±2.03%, 均P <0.05), 凋亡率明显升高(21.21%
±1.78% vs  4.32%±1.74%, 10.83±2.40%, 均
P <0.01, 图6, 表1).
2.5 细胞形态学变化 倒置显微镜可见细胞生长

受到抑制, 细胞传代时间延长, 核分裂相对减少, 
细胞数量相对较少, 可见部分细胞缩小、变圆, 

自瓶壁脱落, 悬浮于培养液中, 未转染组和空载

体转染组细胞相比无明显差别, 生长旺盛, 贴壁

良好, 细胞密度相对较大. 透射电镜可见空白对

照及空载体转染组细胞生长状态较好, 未见凋

亡形态学改变, 核浆比例大, 圆形核仁多, 细胞

表面绒毛密集排列, 双层核膜结构清晰, 胞质内

有丰富的游离核蛋白体. p15、p21单独转染组: 
可见部分细胞发生凋亡, 细胞表面绒毛消失, 细
胞体积变小, 细胞核染色质形成高密度斑块, 染
色质边集, 细胞质有大量脂滴堆积, 线粒体发生

髓样变, 游离核糖体减少. p15、p21联合转染细

胞: 凋亡细胞数量明显增多, 形态特征同上(图7).

3  讨论

食管癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 我国是

世界上食管癌发病率和死亡率最高的国家. 随
着对肿瘤发病机制的深入研究, 人们逐渐认识到

肿瘤是一类细胞周期异常性疾病. 在细胞周期中

发挥重要作用的细胞周期素(cyclin)、细胞周期

素依赖蛋白激酶(cyclin-dependent protein kinase, 
CDK)、CDK抑制因子(CKI)等越来越受到重视. 
在肿瘤细胞中常伴随CKI的突变、缺失或表达

降低现象, 因此CKI被看成一类抑癌基因.
p15是近年来发现的一类CKI分子, 定位于

9号染色体9p21区, 这一区域易发生缺失、突

变和甲基化, 从而导致恶性肿瘤发生[3]. p15的

表 1 p15 、p21 转染对EC109细胞周期的影响 (%, n  = 3, mean±SD)

     
分组                                                                    

细胞周期　     　　　                                    
凋亡率

 　                     G0/G1        G2/M 　　　   　          S 

未转染组　  　            41.38±6.54 22.57±5.46 36.05±1.78   0.18±0.09

空载体转染组              42.17±5.30 26.87±2.92 30.96±3.33   0.18±0.10   

p15转染组                   60.52±3.75a 16.80±4.97 22.67±1.25a   4.32±1.74a

p21转染组                   63.12±2.89a 18.92±3.08 17.96±2.03a 10.83±2.40a

p15、p21共转染组    72.83±2.31c 13.58±4.18 13.59±2.59c 21.21±1.78d

aP<0.05 vs  空载体转染组和未转染组; cP<0.05, dP<0.01 vs  其余各组.

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

A
值

1      2     3      4     5      6     7
t /d

未转染组
空载体转染组
p15转染组
p21转染组
p15、p21共同
转染组

图 5 各组转染EC109细胞生长曲线.

■应用要点
p15 和p21 二基因
有协同作用而增
强对ESCC的抑制
效果, 这是ESCC
治疗的一种新的
思 路 和 模 式 ,  且
p15 和p21 转染的
优点是其片段长
度小, 克隆和转染
操作比较方便, 是
基因治疗很好的
靶基因.
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图 3 EC109转染细胞P15蛋白的表达. 1: Marker; 2: p15 、

p21共转染组; 3: p15转染组; 4: 空载体转染组; 5: 未转染组.

kDa

图 4 EC109转染细胞P21蛋白的表达. 1: Marker; 2: p15 、

p21共转染组; 3: p21转染组; 4: 空载体转染组; 5: 未转染组.
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抑癌机制与细胞周期调控密切相关, 能特异地

通过直接作用于Cycl inD1/CDK4复合物中的

CyclinD1, 从而影响CDK4激酶的活性, 并导致

pRb磷酸化水平下降, 使细胞被阻滞在G1期, 负
调细胞周期过程. 此外, p15是TGF-β诱导产生细

胞生长阻滞的关键[4]. TGF-β对上皮细胞有生长

抑制作用, p15失活可能使细胞对胞外信号不敏

感而导致癌症发生.
p15 基因在多种肿瘤存在表达缺失, 他是

ESCC发生过程中经常失活的靶基因[5], 是引发

ESCC的重要因素, 有关p15转染对ESCC乃至其

他鳞癌引起增殖抑制的报道较少, 我们发现转

染p15基因后, 食管癌EC109细胞增殖明显受抑

制, 流式细胞仪检测发现亚G1凋亡峰, 透射电镜

亦发现细胞凋亡[1].
p21也是近年来发现的一类CKI分子, 编码

由164个氨基酸残基组成的蛋白质, 相对分子质

量为21 kDa, 是非常重要的抑癌基因. p21结合

并抑制CDK, 受p53调控, 可防止衰老细胞进入

细胞周期. P21蛋白抑制DNA复制必需因子-增
殖细胞核抗原(proliferating-cell nuclear antigen, 
PCNA), 并能广泛地抑制各种Cycl in-CDK复

合物, 如Cycl inD-CDK4、Cycl inE-CDK2和
CyclinA-CDK2, P21蛋白和PCNA结合形成p21 .
CyclinE.cdk2.PCNA四联复合物, 通过对CDK和

PCNA的双重抑制作用, 使细胞有足够的时间进

行DNA修复, 维持细胞遗传信息的稳定性[6], 使
得增殖细胞在G1向S期过渡受阻, 抑制DNA的复

制, 修复受损的DNA或最终导致细胞的凋亡.
p21表达降低在食管癌中多见[7], 食管癌局部

浸润肿瘤中p21表达下调能反映肿瘤的进展[8]. 食
管癌中p21高表达者预后较好[9]. P21蛋白的异常

表达与ESCC的发生, 发展及组织学类型、淋巴

结转移TNM分期密切相关, 说明p21基因在食管

癌的调控机制中起负性调控作用[10]. 食管癌患

者总生存率与p21阳性表达呈正相关[11]. p21基
因与化放疗敏感性密切相关, p21阳性表达的食

管癌高温化学放射治疗效果好[12]. 通过改变p21
基因的表达可以起到调节肿瘤生长的作用, 如
有报道发现肿瘤抑制基因ECRG1通过调节p21
表达可促进食管癌细胞NIH3T3发生细胞周期阻 
滞[13], 此外有人发现抑制食管癌T-型通道后可通

过p53依赖的p21途径抑制细胞增殖, 食管癌TE8
细胞增殖抑制与p21表达上调有关[14]. 这些发现

都提示可以考虑用p21基因转染抑制食管癌. 我
们发现转染p21基因后, 食管癌EC109细胞增殖

明显受抑制, 流式细胞仪检测发现亚G1凋亡峰, 
透射电镜亦发现细胞凋亡.

恶性肿瘤的发生是一个多因素、多阶段的

复杂过程, 单一基因治疗靶点比较单一, 效果有

限, 为解决此问题, 我们采用抑癌基因p15、p21
联合转染联合抑制ESCC, 一方面增加抑癌作用

图 6 p15 、p21 转染对EC109细胞周期的影响. A: 未转染组; B: 空载体转染组; C: p15转染组; D: p21转染组; E: p15、p21共转

染组.
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图 7 p15 、p21 共转染EC109细胞电镜表现. A: 未转染组; B: 空载体转染组; C: p15转染组; D: p21转染组; E: p15、p21共转

染组.

■同行评价
本 文 研 究 了
p15 INK4B和p21 WAF1

基因联合转染对
人食管鳞癌细胞
系EC109的协同
作用 ,  设计严谨 , 
方法科学, 具有一
定的可读性.
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靶点, 另一方面二者作用机制不同, p15能特异地

作用于CyclinD1/CDK4复合物, 导致pRb磷酸化

水平下降, 使细胞阻滞在G1期. p21则对所有的

Cyclin-CDK复合体都有一定的抑制作用, 共转

染此二基因可能有协同作用而增强对ESCC的

抑制效果. Quereda et al [15]描述p21和INK4通路

的失活协同抑制体外细胞的老化过程. 二者均

有突变的细胞具有不死性而且显示出对致癌基

因细胞转化的高敏感性. INK4和p21通路均有突

变的老鼠模型发生肉瘤的几率升高, 说明这两

个细胞周期抑制剂家族在肿瘤抑制中有明显的

协同作用[15]. Wall et al [16]证实p15和p21联合作用

明显增强与纤维状胶原(fibrillar collagen, FC)接
触生长的肿瘤细胞的细胞周期阻滞.

我们发现分别转染p15和p21基因后EC109
细胞增殖受抑制, 流式细胞仪检测发现亚G1凋

亡峰, 透射电镜亦发现细胞凋亡. 二者联合转染

后, 生长抑制作用明显增强, 细胞周期阻滞作用

更加明显, 并诱导更多细胞发生凋亡, 这证明

p15和p21二基因有协同作用而增强对ESCC的

抑制效果. 本实验是ESCC治疗的一种新的思路

和模式.
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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-promoting 
effects of forkhead box O3a (Foxo3a) in human 
gastric cancer SGC7901 cells and explore 
molecular mechanisms involved.

METHODS: Foxo3a expression plasmid was 
introduced into SGC7901 cells via liposome-
mediated transfection. Eight hours after trans-
fected cells were cultured in culture medium 
containing 0.1% fetal bovine serum, apoptosis 
was measured by terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick-end labeling 
(TUNEL) assay. The expression levels of cleaved 
caspase-3 and cleaved poly(ADP-ribose) poly-
merase (PARP) were detected by Western blot.

RESULTS: The recombinant Foxo3a expres-

sion plasmid was constructed successfully. The 
apoptotic rates of SGC7901 cells transfected with 
1 and 2 μg of Foxo3a expression plasmid were 
5.8% ± 2.3% and 11.1% ± 3.4%, respectively, sig-
nificantly higher than those of control cells. The 
activity of caspase-3 and PARP was significantly 
higher in transfected cells than in control cells.

CONCLUSION: Foxo3a can promote apoptosis 
and inhibit proliferation in SGC7901 cells perhaps 
via upregulation of caspase-3 and PARP activity.

Key Words: Foxo3a; Gastric cancer cell; Apoptosis; 
Signaling pathway
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摘要
目的: 观察转录因子F o x o 3 a对胃癌细胞
SGC7901凋亡的影响, 并初步探讨其促进凋亡
的分子机制. 

方法: 构建Foxo3a真核表达质粒, 转染培养的
胃癌细胞系SGC7901 4-6 h, 在FBS完全培养基
培养24 h后, 换成0.1%无血清的培养基中培养
8 h, TUNEL染色观察对胃癌细胞凋亡的影响, 
Western blot检测切割的caspase-3和PARP水平.

结果: 成功构建了Foxo3a真核表达质粒. 转染
胃癌细胞后, 与对照组相比, 1和2 μg Foxo3a
处理组胃癌细胞凋亡率达到了5.8%±2.3%和
11.1%±3.4%, 是对照组的近2和4倍. caspase-3
和PARP活性明显增高.

结论: Foxo3a是一种肿瘤抑制因子, 可通过促
进caspase-3和PARP的活性来诱导癌细胞凋
亡, 从而抑制肿瘤细胞的生长.

关键词: Foxo3a; 胃癌细胞; 细胞凋亡; 信号通路 
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■背景资料
Foxo3a是一肿瘤
抑制因子, 可通过
增强GADD45和
DDB1的表达, 促
使损伤后DNA修
复 .  最 近 有 学 者
发现在食管癌中, 
Foxo3a表达水平
低的患者对放射
性治疗的敏感性
和预后都很差.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

Forkhead(Fox)转录因子是2000年才发布统一命

名的一个新的蛋白质家族, 主要通过转录调控

和信号转导途径在动物的生长发育、代谢、

细胞周期、凋亡等方面起重要作用 .  该家族

的共同特征是具有一个长110个氨基酸的保守

的DNA结合结构域, 称为Fox结构域(Forkhead 
box), 折叠成3个α-螺旋和2个翅膀状的大环结

构. Forkhead转录因子目前被分为17个亚家族, 
他们功能多样, 有的目前尚不清楚. 其中研究最

深入的是O亚家族(FoxO)[1-2]. 目前已知哺乳动物

中Foxo蛋白家族有4个成员, 即Foxo1, Foxo3a, 
Foxo4, Foxo6. 他们分别由不同的基因编码, 并
定位于不同的染色体上[3]. 他是一类重要的转录

因子, 参与细胞周期、DNA损伤后修复、凋亡

等多种细胞生物学过程的信号转导及其调控. 
其中, Foxo3a与肿瘤发生关系密切, 如最近有学

者发现在食管癌中, Foxo3a表达水平低的患者对

放射性治疗的敏感性和预后都很差[4]. 为了研究

Foxo3a在肿瘤发生发展中的作用, 我们构建了

Foxo3a真核表达质粒, 并转染胃癌细胞, 观察他

对胃癌细胞凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 293T, 胃癌细胞SGC7901均用含100 
mL/L胎牛血清, 100 kU/L青霉素和50 mg/L链霉

素的DMEM培养液中培养, 在50 mL/L CO2的培

养箱中传代生长, 取对数生长期的细胞用于本

实验研究. XhoⅠ, Bam HⅠ限制性内切酶购自

Promega公司; DNA连接酶购自TaKaRa大连宝

生物工程有限公司; 琼脂糖凝胶DNA回收试剂

盒、质粒快速提取试剂盒购自百泰克生物技术

公司; 脂质体Lipofectamine 2000®购自Invitrogen
公司, TUNEL试剂盒购自碧云天公司; BCA蛋白

浓度检测试剂盒、ECL发光试剂盒购自Thermo 
Sc ient i f ic公司; 所用抗体: Flag抗体, 切割的

caspase-3、PARP、β-actin均购自Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞总RNA的提取和RT-PCR扩增: 常规

293T细胞培养, 采用TRIzol试剂, 按说明书提取

细胞总RNA. 用紫外分光光度计测定其浓度和

纯度. 以总RNA为模板, 用M-MLV逆转录酶反转

录成cDNA再以cDNA为模板PCR扩增人Foxo3a
的基因. 引物序列为: 上游: 5'-CCGGATATCGG
CAGAGGCACCGGCTT-3', 下游: 5'-CGCGGAT
CCTCAGCCTGGCACCCA-3'. 此引物去掉了基

因前的ATG, 可与载体上的Flag融合表达, 并引

入XhoⅠ, Bam HⅠ酶切位点. RCR产物在琼脂糖

凝胶中电泳, 在紫外线下切下含目的条带的凝

胶, 用DNA回收纯化试剂盒回收. 
1.2.2 重组克隆载体的构建和鉴定: 用限制性

内切酶XhoⅠ, Bam HⅠ对PCR产物和载体3×
FLAG-CMV7.0分别进行双酶切反应, 各自获得

带有黏性末端的DNA片段, 再分别在琼脂糖凝

胶中电泳, 用DNA凝胶回收纯化试剂盒回收纯

化并测定浓度. 将上述纯化的酶切PCR产物和酶

切载体在T4连接酶的作用下作连接反应. 连接

反应混合物转化E.coli  DH5α感受态细菌, 在含

有氨苄青霉素LB平板上生长过夜, 进行抗性筛

选. 次日挑选阳性克隆菌, 在含有氨苄青霉素液

体培养基中培养过夜后, 用质粒小抽试剂盒按

说明书操作进行质粒小量提取. 然后用内切酶

XhoⅠ, Bam HⅠ进行双酶切反应, 琼脂糖凝胶电

泳行酶切鉴定. 通过鉴定后的菌液由上海生工

生物工程技术服务有限公司进行测序. 
1.2.3 细胞转染: 在转染前1 d将1-1.5×106细胞铺

于6孔板中, 在37℃、50 mL/L CO2、100 mL/L胎
牛血清的完全培养基条件下, 培养20 h至细胞完

全贴壁, 待细胞生长至占据培养皿底面积的80%
以上时, 吸去部分培养基, 留下1 mL. 取适量的待

转染的质粒, 加入适量无血清OPTI-DMEM培养

基使其终体积达200 μL, 在另一Eppendorf管中加

入5 μL Lipofectamine 2000并用上述DMEM培养

基将体积补足至200 μL, 放置5 min, 将质粒溶液

与Lipofectamine 2000溶液轻柔混匀, 于室温放置

20 min. 将质粒和脂质体混合液400 μL加入6孔板

中, 转染6 h后, 加入培养基1 mL, 37℃, 50 mL/L 
CO2培养24 h. 转染分为3组, 即3×Flag空载体组, 
1 μg Foxo3a组和2 μg Foxo3a组. 转染胃癌细胞6 
h后, 在100 mL/L胎牛血清完全培养基中继续培

养24 h后, 换成1 mL/L胎牛血清培养基培养8 h, 
然后进行TUNEL染色或Western blot检测. 
1.2.4 细胞凋亡实验: 培养的肿瘤细胞经过适当处

理后, 弃去培养基, PBS洗2遍, 加入3%甲醛固定5-10 
min, PBS洗2遍. 根据TUNEL试剂盒操作说明书检

测细胞凋亡. 在荧光显微镜下观察照相, 计数凋亡

细胞和正常细胞数, 计算凋亡细胞阳性百分率.
1.2.5 Western blot: 肿瘤细胞经过适当处理后, 弃
去培养基, 用PBS冲洗细胞2遍, 然后每孔加入适

量细胞裂解缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl pH7.5, 1% 
Triton X-100, 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA, 
5 mmol/L DTT, 1 mmol/L NaF3, 1 mmol/L PMSF和
Cocktail蛋白酶混合抑制剂), 冰上裂解细胞并收集

蛋白. 采用BCA法测定细胞裂解液中蛋白的浓度. 

■相关报道
Foxo3a可通过多
种信号途径引起
肿 瘤 细 胞 凋 亡
而 抑 制 肿 瘤 的
发 生 .  在 造 血 细
胞中 ,  Foxo3a可
以 诱 导 F a s L 和
Fas的表达 ,  激活
FADD-caspase-8
凋亡酶体, 活化的
caspase-8可依次
激活其他胱冬酶.



www.wjgnet.com

3094                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年10月28日     第17卷     第30期

每个样本取等量的总蛋白, 加入适量的5×上样

缓冲液, 进行10% SDS-PAGE电泳, 将蛋白转印到

PVDF膜上, 然后用合适的一抗和二抗杂交, ECL发
光法检测, 暗室曝光, 图像用蛋白凝胶成像仪分析.

统计学处理 应用SPSS11.0统计软件, 计量

资料采用单因素方差分析, 计数资料采用卡方

检验, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 重组克隆载体的鉴定 将重组体和空载体

分别进行双酶切反应, 经琼脂糖凝胶电泳, 并
与DNA Marke r相比, 重组体电泳后显示2条
带, 相对分子质量较小的条带为预期分子量大

小, 表明Foxo3a基因已正确克隆到载体. DNA
测序结果经与GenBank人Foxo3a基因(序列号:
AF032886)比对, 序列一致(图1). 
2.2 重组克隆载体在真核细胞中的表达 胃癌细

胞转染3×Flag空载体无Flag蛋白表达; 而转染

Foxo3a 1和2 μg后, 有Flag融合蛋白的表达, 且随

着转染量的增加, 蛋白表达也逐渐增加(图2, 一
抗为Flag抗体). 
2.3 Foxo3a对胃癌细胞凋亡的影响 对照组胃癌

细胞凋亡率较低, 而转染了Flag-Foxo3a的细胞凋

亡明显增加(1和2 μg处理组胃癌细胞凋亡率达到

了5.8%±2.3%和11.1%±3.4%, 是对照组的近2
倍和4倍), 与转染空质粒组相比具有显著性差异

(P<0.01, 图3), 提示Foxo3a可增强胃癌细胞凋亡. 
2.4 Foxo3a对caspase-3和PARP表达的影响 与对

照组相比, 1和2 μg 2组细胞中切割的caspase-3和
PARP水平呈增高趋势, 特别是切割的PARP变化

更为明显(P<0.01, 图4). 表明Flag-Foxo3a增高了

caspase-3和PARP的活性而促进胃癌细胞凋亡.

3  讨论

F o x o3a是一个重要的转录因子 ,  在肿瘤的发

生、发展中起重要作用. 最近报道, 在吸烟引起

的肺腺癌小鼠模型中, 50.7%的小鼠可以检测到

Foxo3a的纯合子缺失, 说明Foxo3a的丢失促进了

吸烟引起的肺腺癌的发生发展[5]. Foxo3a是一个

肿瘤抑制因子, 可通过增强GADD45和DDB1的
表达, 促使损伤后DNA修复[6]. 在急性白血病中

往往有混合谱系白血病(mixed lineage leukemia, 
MLL)基因的重排, 包括易位、缺失和重复. MLL
基因最容易易位到Foxo3a基因的附近, 获得强的

Foxo3a蛋白转录激活域, 使其控制的基因表达

明显增强, 而正常的Foxo3a蛋白不能表达, 导致

其肿瘤抑制作用丧失[7]. Foxo3a蛋白可通过上调

P27Kip1和下调Cyclin D抑制细胞周期, 在一些肿

瘤中, PTEN肿瘤抑制因子失活, 使PI3K/Akt活性

增强而抑制Foxo3a的活性, 从而使其抑制细胞周

期的作用减弱, 有助于肿瘤的发展[8]. 
F o x o 3 a可通过多种信号途径引起肿瘤

细胞凋亡而抑制肿瘤的发生 .  在造血细胞中 , 
Foxo3a可以诱导FasL和Fas的表达, 激活FADD-
caspase-8凋亡酶体, 活化的caspase-8可依次激活

其他胱冬酶[9]. 在吸烟导致的肺腺癌中, Foxo3a
活性常常丢失 .  在用尼古丁衍生物N N K诱导

细胞癌变前, Foxo3a活性往往增强, 使SMAD4, 
KLF-4, LEF-1等54种与凋亡有关的基因的表达

增加[10]. 在紫杉醇敏感的乳腺癌中, 抗癌药紫杉

醇增强JNK的活性, 导致AKT抑制, Foxo3a的活

性增强, 诱导凋亡促进因子Bim的表达[11]. 而这

些与凋亡有关的因子含量增加或活性增强, 一
般是通过激活死亡受体依赖性信号通路和线粒

体依赖性信号通路诱发caspase级联反应, 最终

激活caspase-3和PARP. caspase-3和PARP是发挥

凋亡的最终执行者, 进而抑制DNA的修复并启

动DNA的降解, 导致细胞凋亡[12]. 
Foxo3a转录因子活性在多种水平上受到调

节, 包括基因表达水平、翻译后修饰、蛋白质

稳定性等多个层次[13]. 其中磷酸化和去磷酸化修

饰在调节Foxo3a蛋白的亚细胞定位及其转录活

性中起重要作用. 如10%的血清可激活AKT等多

个信号途径, 使Foxo3a磷酸化而出细胞核, 抑制

其转录活性[14]. 为了使其以活性形式存在, 我们

■创新盘点
本研究成功构建
了 F o x o 3 a 真 核
表 达 质 粒 ,  并 转
染 了 胃 癌 细 胞
SGC7901 ,  发现
Foxo3a通过增强
caspase-3和PARP
活性而促进了肿
瘤细胞的凋亡, 而
Foxo3a促进肿瘤
细胞凋亡更深入
的分子机制有待
于进一步的研究.

420              430              440              450             460              470             480
GAGGCACC GGCTTCCCC GGCCCC GCTCTCTCCG CTCGAA GTGGAGCTGGACCCGGAGTTCG AGCCCCAGAGCC

图 1 重组质粒Flag-Foxo3a测序的结果.

                     1                2               3

78 kDa

42 kDa

anti-Flag

β-actin

图 2 转染Flag-Foxo3a后的蛋白表达. 1: 3×Flag空载体组; 

2: 1 μg Foxo3a组; 3: 2 μg Foxo3a组. 
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在胃癌细胞转染了Foxo3a后, 换成0.1% FBS的
培养基中培养. 结果表明活性形式的Foxo3a可
使caspase-3和PARP活性增强, 胃癌细胞凋亡率

明显增加, 说明Foxo3a可通过caspase-3和PARP
活性增强而引起肿瘤细胞凋亡[15]. Radisavljevic 
报道一氧化氮合酶抑制剂可以使人乳腺癌细胞

珠T47D凋亡明显增加, 其具体机制可能是一氧

化氮合酶抑制剂使Foxo3a 32位上的苏氨酸发生

磷酸化, 激活了Rho激酶而导致细胞凋亡[16]. 
总之, 我们成功构建了Foxo3a真核表达质

粒, 并转染了胃癌细胞SGC7901, 发现Foxo3a通
过增强caspase-3和PARP活性而促进了肿瘤细胞

的凋亡, 而Foxo3a促进肿瘤细胞凋亡更深入的

分子机制有待于进一步的研究.
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图 3 转染Flag-Foxo3a后的细胞凋亡. A: 3×Flag空载体组; B: 1 μg Foxo3a组; C: 2 μg Foxo3a组. 

A B C

图 4 转染Flag-Foxo3a后, 活性的caspase-3和PARP表达. 
1: 3×Flag空载体组; 2: 1 μg Foxo3a组; 3: 2 μg Foxo3a组. 
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■同行评价
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是一种肿瘤抑制
因子 ,  设计合理 , 
有一定临床应用
价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of human-derived 
lactobacillus Lac15 on p38 mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) phosphorylation and 
interleukin-8 (IL-8) secretion in human gastric 
cancer SGC7901 cells infected with Helicobacter 
pylori (H pylori).

METHODS: SGC7901 cells were divided into 
four groups: normal control group, H pylori 
infection group, SB203580 intervention group, 
and lactobacillus intervention group. The phos-

phorylation level of p38 MAPK in SGC7901 cells 
infected with H pylori was evaluated by immu-
nocytochemistry. The release of IL-8 in SGC7901 
cells was detected by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The phosphorylation level of p38 
MAPK (IA: 1.90 ± 0.36 vs 14.01 ± 1.12, P < 0.01) 
and IL-8 secretion (27.2616 ± 0.27 ng/L vs 
46.3691 ± 0.33 ng/L, P < 0.01) were significantly 
higher in SGC7901 cells infected with H pylori 
than in normal control cells. After intervention 
with lactobacillus Lac15 at doses of 3×1011, 3×
1010 and 3×109 cfu/L, both the phosphorylation 
level of p38 MAPK (IA: 4.61 ± 1.13, 6.11 ± 0.19 
and 8.25 ± 0.56 vs 14.01 ± 1.12, respectively; all 
P < 0.01) and IL-8 secretion (42.3209 ± 0.24 ng/L, 
42.1046 ± 0.23 ng/L and 43.4636 ± 0.25 ng/L vs 
46.3691 ± 0.33 ng/L, respectively; all P < 0.05 
or P < 0.01) decreased significantly in SGC7901 
cells infected with H pylori. 

CONCLUSION: H pylori infection can induce 
IL-8 secretion perhaps via a mechanism associat-
ed with promoting p38MAPK phosphorylation. 
Human-derived lactobacillus Lac15 can inhibit 
p38MAPK phosphorylation and thus decrease 
IL-8 secretion. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Lactobacillus ; In-
flammation; p38 mitogen-activated protein kinase; 
Interleukin-8

Deng XJ, Ma HS, Yu Q. Human-derived lactobacillus Lac15 
inhibits Helicobacter pylori-induced p38 mitogen-activated 
protein kinase phosphorylation and interleukin-8 
secretion in human gastric cancer SGC7901 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 3096-3100

摘要
目的:  探讨人源乳酸杆菌对H p y l o r i 诱导
SGC7901细胞分泌IL-8及p38MAPK磷酸化水
平的影响.

方法: 实验分为空白对照组、H pylor i 刺激
组、SB203580干预H pylori刺激组和Lac15干

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H pylori )与慢性
胃炎, 消化性溃疡, 
胃黏膜相关淋巴
样组织淋巴瘤以
及胃癌的发生密
切相关, 他与上皮
细 胞 黏 附 后 ,  通
过一系列信号转
导 ,  引 起 细 胞 骨
架重排及细胞内
信号传导系统变
化 ,  导 致 一 系 列
炎症反应. 长期以
来, 乳酸杆菌被认
为是维持胃内微
生态的主要承担
者. 目前对于乳酸
杆菌作用机制的
研究主要集中在
其对H pylori 的黏
附抑制、体外抑
杀和免疫调节等
宏观水平上, 深入
到细胞和分子水
平阐述其作用机
制的研究很少.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科; 
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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预H pylori 刺激组. 采用免疫细胞化学法观察
该人源乳酸杆菌Lac15对H pylori致SGC7901
细胞p38MAPK磷酸化的影响. ELISA法观察
该人源乳酸杆菌对H pylori致SGC7901细胞分
泌IL-8的影响. 

结果: H pylori 能诱导细胞的p38MAPK磷酸
化水平增高(IA : 1.90±0.36 vs  14.01±1.12, 
P <0.01)以及I L-8分泌量明显增高(27.2616
±0.27 ng/L vs  46.3691±0.33 ng/L, P <0.01). 
预先使用一定浓度(3.0×1011 c f u/L, 3.0×
1010 cfu/L, 3.0×109 cfu/L)的人源乳酸杆菌
Lac15 干预后, p38MAPK磷酸化水平明显降
低(IA : 4.61±1.13, 6.11±0.19, 8.25±0.56 vs  
14.01±1.12, 均P <0.01), IL-8分泌量明显降
低(42.3209±0.24 ng/L, 42.1046±0.23 ng/L, 
43.4636±0.25 ng/L vs  46.3691±0.33 ng/L, 均
P <0.05或0.01), 与H pylori 刺激组比较, 具有
统计学意义.

结论: p38MAPK磷酸化参与H pylori 诱导的
SGC7901细胞分泌IL-8, 人源乳酸杆菌Lac15
可能通过抑制p38MAPK磷酸化途径抑制IL-8
的分泌, 从而抑制炎症反应.

关键词: 幽门螺杆菌; 乳酸杆菌; 炎症; p38MAPK; 
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )与慢性

胃炎, 消化性溃疡, 胃黏膜相关淋巴样组织淋巴

瘤以及胃癌的发生密切相关[1]. H pylori与上皮

细胞黏附后, 然后通过发生一系列信号转导机

制, 进而引起细胞骨架重排及细胞内信号传导

系统变化, 引发IL-8的分泌, 使中性粒细胞持续

激活和进入胃黏膜, 进而导致一系列炎症反应. 
长期以来, 乳酸杆菌作为胃内的优势菌群, 被认

为是维持胃内微生态的主要承担者. 目前对于

乳酸杆菌作用机制的研究主要集中在对H pylori
的黏附抑制、体外抑杀和免疫调节等宏观水平

上, 深入到细胞和分子水平阐述其作用机制的

研究很少. 针对人体内所获取的乳酸杆菌具有

安全性和黏附性好等特点, 研究筛选出的具有

较强抑制H pylori黏附细胞能力的一株人源乳酸

杆菌Lac15对H pylori诱导SGC7901细胞炎症的

调节作用, 通过观察该人源乳酸杆菌对H pylori
诱导SGC7901细胞p38MAPK磷酸化水平及IL-8
分泌的影响来探讨其可能的作用机制, 从而筛

选出可用于治疗的菌株. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃腺癌SGC7901细胞、H pylori悉尼株

SS1(VacA+, CagA+), 冻存品由四川大学公共卫

生学院医检教研室提供. 人源乳酸杆菌Lac15 (唾
液乳酸杆菌, 取自人胃肠道并经一定筛选后的

实验菌株, 经法国梅里埃公司API50CHL鉴定

培养基的鉴定), 由四川大学公共卫生学院医检

教研室提供. 抗P-p38MAPK抗体, 购自武汉博

士德生物工程有限公司. p38MAPK通路阻断剂 
SB203580母液, 购自晶美生物(Alexis公司). 免疫

组织化学染色SP Kit-9707超敏试剂盒, 购自福州

迈新生物技术开发有限公司. 人IL-8定量ELISA
试剂盒, 购自上海森雄科技实业有限公司. 
1.2 方法 H pylori  SS1解冻后涂于布氏平板, 置
于厌氧培养箱中微需氧和37℃环境培养, 72 h
后观察细菌生长情况, 经革兰染色光镜下观察

菌体形态、染色特点和尿素酶试验鉴定证实为

H pylori , 分光光度计调浓度为1.0×1011 cfu/L. 
人源乳酸杆菌Lac15厌氧培养, 在对数生长期分

别调浓度为3.0×1012、3.0×1011、3.0×1010、

3.0×109 cfu/L, 分别以纯1640重悬, 使用前配制. 
SGC7901细胞培养调浓度为2.5×108/L并种植

6孔板, 每孔2 mL, 分为SGC7901空白对照组、 
H pylori刺激组、SB203580干预H pylori刺激组

和Lac15干预H pylori刺激组. 37℃ CO2温箱孵

育24 h后PBS洗3次, 空白对照组加2 mL纯1640
培养液, H pylori刺激组加SS1悬液0.3 mL(3.0×
107cfu/孔), SB203580干预H pylori刺激组加入

SB203580 1 mL作用1 h后, 再加入SS1悬液0.3 
mL, Lac15干预组分别加细菌悬液1 mL, 37℃ 
CO2温箱孵育1 h后, 再加入SS1悬液0.3 mL, 各组

以纯1640培养液补充使体积均至2 mL. H pylori
作用3 h后收集上清, 离心, -70℃冰箱冻存, 以备

检测IL-8水平. 各组爬片PBS洗3次后用40 g/L
多聚甲醛固定, 然后用SP(Streptavidin)免疫组

织化学染色法检测p38MAPK磷酸化水平的表

达. 取出上述冻存的上清液, 用ELISA检测试剂

盒检测各组上清液内的IL-8含量. 采用双抗体夹

心ABC-ELISA法. 以标准品1000、500、250、
125、62.5、32、16、0 ng/L的吸光度(A )值在半

对数纸上作图, 画出标准曲线. 根据样品A值在

■研发前沿
传统的H pylori 根
治法主要为质子
泵抑制剂加两种
抗生素的三联疗
法, 但随之产生的
耐药菌株增多, 使
疗效下降, 且药物
的一些不良反应
患者不能耐受, 并
可能出现抗生素
相关疾病. 从微生
态角度出发, 在体
外筛选出具有较
强抑制H pylori 黏
附胃上皮细胞能
力的人源乳酸杆
菌, 可以开发相关
的微生态制剂及
保健食品, 从而开
辟新的治疗领域.
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该曲线图上查出相应人IL-8含量.
统计学处理 用SPSS12.0软件进行统计分析. 

数据以mean±SD表示, 计量资料主要用t检验, 
3组以上资料比较用单因素方差分析(One-way 
ANOVA法), 两两比较采用SNK法, 与对照组比

较采用Dunnett法. 检验水准α = 0.05, P <0.05时, 
具有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫细胞化学检测各组p38MAPK阳性水

平 各组每张爬片随机选取3个视野照相, 每张

照片使用Image-Pro Plus 5.0软件测量积分吸光

度(IA )值, 以照片IA值表示各组P-p38MAPK阳

性水平. H pylori刺激组IA值明显高于空白对照

组 (IA : 14.01±1.12 vs  1.90±0.36, P <0.01), 具
统计学意义. Lac15 (3.0×1012 cfu/L)干预组与

H pylori刺激组IA值比较(12.81±0.99 vs  14.01
±1.12, P >0.05), 无统计学意义. Lac15 (3.0×1011 
cfu/L)、Lac15 (3.0×1010 cfu/L)、Lac15 (3.0×109 
cfu/L)干预组与H pylori刺激组比较IA值明显降

低(IA : 14.01±1.12 vs  4.61±1.13, 14.01±1.12 vs  
6.11±0.19, 14.01±1.12 vs  8.25±0.56, P <0.01)
具有统计学意义. Lac15 (3.0×1011 cfu/L)干预组

与Lac15 (3.0×109 cfu/L)干预组比较, IA值降低

(4.61±1.13 vs  8.25±0.56, P <0.05)具有统计学意

义(图1, 表1).
2.2 ELISA法检测IL-8分泌量结果 与空白对照

组相比较, H pylori刺激后, SGC7901细胞IL-8分
泌量明显增加(46.3691±0.33 μg/L vs  27.2616±
0.27 μg/L, P <0.01), 具有统计学意义. 预先使用

p38MAPK通路阻断剂SB203580的细胞在H pylori
刺激后, IL-8分泌量较H pylor i刺激组明显减

少(40.7577±0.28 μg/L vs  46.3691±0.33 μg/L, 
P <0.01)具有统计学意义. 预先与浓度为3.0×1011 

cfu/L, 3.0×1010 cfu/L, 3.0×109 cfu/L的Lac15乳
酸杆菌共育的SGC7901细胞在H pylori刺激后, 
IL-8的分泌量较H pylori刺激组减少(46.3691±
0.33 μg/L vs  42.3209±0.24 μg/L, 46.3691±0.33 
μg/L vs  42.1046±0.23 μg/L, 46.3691±0.33 μg/L 
vs  43.4636±0.25 μg/L, P <0.05或0.01), 具有统计

学意义. 预先与浓度为3.0×1012 cfu/L的Lac15共
育的细胞在H pylori刺激后, IL-8分泌量与H py-
lori刺激组相比较(46.3691±0.33 μg/L vs  46.5894
±1.83 μg/L, P >0.05), 无统计学意义(图2, 表1).

3  讨论

H pylori是慢性胃炎, 消化性溃疡, 胃癌, MALT
淋巴瘤等疾病的重要致病因素. 世界卫生组织

和抗癌协会已肯定H pylori为致癌物[2]. H pylori
感染后可导致胃黏膜细胞变性、坏死, 炎细胞

浸润, 进而造成胃黏膜屏障损害. H pylori感染

的先决条件是黏附, H pylori与胃黏膜上皮的接

触黏附是活动性炎症反应的细胞学机制的关键

一步. 然后胃上皮细胞发生细胞骨架重组、酪

氨酸磷酸化, 进而激活MAPK, 诱导前炎性细胞

因子如IL-8的生成. H pylori感染引起胃黏膜强

烈的中性粒细胞反应造成组织损伤被认为是相

关疾病的机制之一, 其中IL-8对特异性和非特异

性的免疫反应细胞具有强烈的趋化作用, IL-8为
一种多源性的细胞因子, 在宿主免疫防御系统

及炎症反应中起重要作用, 尤其是对中性粒细

胞的趋化和激活作用, 并参与中性粒细胞与内

皮细胞黏附过程的调节, 诱导细胞发生变形、

脱颗粒, 释放氧自由基、白三烯和各种蛋白酶, 
从而导致细胞膜变性坏死, 溶酶体破裂, 进一步

导致细胞组织损伤. IL-8在H pylori感染的胃黏

膜中强烈表达, 使中性粒细胞持续激活和进入

胃黏膜[3]. Keates et al [4]发现一株临床分离培养

表 1 各组细胞p38MAPK阳性水平及IL-8分泌量 (×103)

     
分组                                                    p38MAPK磷酸化水平(IA 值)    IL-8浓度(μg/L)

空白对照组                  1.90±0.36  27.2616±0.27

H pylori刺激组                14.01±1.12b  46.3691±0.33b

SB203580干预组                13.81±2.10b  40.7577±0.28b

Lac15 (3.0×1012 cfu/L)干预组               12.81±0.99b  46.5894±1.83b

Lac15 (3.0×1011 cfu/L)干预组                 4.61±1.13ad  42.3209±0.24ad

Lac15 (3.0×1010 cfu/L)干预组                 6.11±0.19bd  42.1046±0.23bd

Lac15 (3.0×109 cfu/L)干预组                 8.25±0.56bd  43.4636±0.25bd

aP<0.05, bP<0.01 vs 空白对照组; dP<0.01 vs H pylori刺激组.

■应用要点
本文通过探讨人
源乳酸杆菌Lac15
可能的作用机制, 
可以开发相关的
微生态制剂及保
健食品, 从而开辟
新的治疗领域.

■创新盘点
本文主要采用体
外筛选出的人源
乳酸杆菌Lac15 , 
通过其对H pylori
诱导SGC7901细
胞p38MAPK磷酸
化水平及 IL-8分
泌的影响来探讨
其可能的作用机
制及阻断通路, 从
而筛选出可用于
治疗的菌株.
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的H pylori菌株显著增强了p38MAPK在AGS
胃上皮细胞的活性, 因此认为p38MAPK可能

与H pylori刺激IL-8分泌的机制相关. Yamada 
e t  a l [5]对胃上皮细胞M K N28的研究也表明 , 
p38MAPK抑制剂可以明显降低H pylori诱导其

分泌IL-8水平. 国内也有报道得出, H pylori依
赖p38MAPK信号通路诱导胃上皮细胞IL-8的
分泌[6]. 具体有关H pylori诱导胃上皮细胞表达

分泌IL-8的细胞内信号转导通路尚未达成共识, 

究竟何种通路起主要作用, 还需进一步研究. 
乳酸杆菌除通过抑制H pylori黏附上皮细

胞, 分泌乳酸及抗菌肽类物质等, 尚可以通过

调节细胞因子来抑制H pylori的致病作用. 乳酸

杆菌能改善胃肠道的炎症, Kabir et al [7]发现L. 
salivarius  WB 1004株不仅能抑制H pylori与动物

和人胃上皮细胞黏附而且能减少IL-8的分泌, 从
而降低胃黏膜的炎症反应. 但乳酸杆菌自身几乎

不引起上皮细胞分泌IL-8, 也不引起胃内病理改

图 1 各组细胞p38MAPK阳性水平. A: 空白对照组; B: Lac15 (3.0×1011cfu/L)干预组; C: Lac15 (3.0×1010 cfu/L)干预组(×400); 

D: Lac15 (3.0×109cfu/L)干预组(×400); E: Lac15 (3.0×1012 cfu/L)干预组; F: H pylori刺激组; G: SB203580干预组(×400).

A B

C D

E F

G

■名词解释
胃 内 微 生 态 :  微
生态系统是指在
一定结构的空间
内, 人体正常微生
物群与人体的组
织、细胞及其基
因相互交流的统
一生物系统, 主要
包括口腔、胃肠
道、泌尿、皮肤
等系统. 人体胃肠
道中生活的细菌
大约有1014个, 由
厌氧菌、兼性厌
氧菌、需氧菌等
300-500种微生物
组成, 他们形成一
个复杂的微生态
系统, 对人的健康
有重要影响.
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变. 但目前尚很难确定特定的乳酸杆菌株在炎症

反应中的作用地位, 文献报道尚有分歧[8]. Blaster
于1998[9]和2000[10]年报道认为无论从生物进化、

致病性还是与机体的相互关系上, H pylori都可以

称得上是胃内的原籍菌. H pylori在胃内诱发相

关疾病, 不可避免地要受到胃内微环境的影响. 
当胃窦部的H pylori密度小于105时, 并不能导致

胃及十二指肠溃疡的形成, H pylori并不具有严

格的致病性与非致病性的区别, 胃炎的严重程

度和活动度与胃内细菌数量具有相关性[11]. 我
们通过采用p38MAPK通路阻断剂SB203580, 阻
断p38MAPK磷酸化途径, 观察其对H pylori刺激

后细胞IL-8分泌的影响, 在预先使用SB203580
干预后, IL-8分泌量有减少, 与H pylori刺激组

相比之下具有统计学差异. 同样, 我们选取筛选

出的人源乳酸杆菌Lac15的不同浓度进行干预, 
IL-8的分泌量根据浓度的不同而有所变化, 其中, 
Lac15 (3.0×1011 cfu/L)干预组及Lac15 (3.0×1010 
cfu/L)干预组的IL-8分泌量明显减少, 与H pylori
刺激组相比有统计学意义. 

H pylor i可能通过激活p38MAPK磷酸化

途径进而导致I L-8分泌 ,  致炎症反应的发生 . 
SB203580能阻断p38MAPK通路从而减少IL-8的
分泌. 浓度为3.0×1011 cfu/L和3.0×1010 cfu/L的
人源乳酸杆菌Lac15可能通过抑制这一通路进而

减少H pylori刺激细胞引起的IL-8分泌, 从而减少

炎症反应. 值得注意的是, 我们运用较高浓度的

人源乳酸杆菌Lac15(3.0×1012 cfu/L)预先干预刺

激后, p38MAPK磷酸化水平与H pylori刺激组比

较无明显降低, 且IL-8的分泌量与H pylori刺激组

比较也无明显减少. 一方面说明p38MAPK通路

与IL-8分泌的相关性, 另一方面也说明乳酸杆菌

作为胃内常驻菌保持适当的比例以维持胃内微

生态的平衡才能起到保护作用, 过多或过少都会

影响菌群平衡.
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图 2 各组细胞IL-8分泌量的比较. 1: 空白对照组; 2: H pylori
刺激组; 3: SB203580干预组; 4: Lac15 (3.0×1012 cfu/L)干预组; 

5: Lac15 (3.0×1011cfu/L)干预组; 6: Lac15 (3.0×1010 cfu/L)干

预组; 7: Lac15 (3.0×109cfu/L)干预组.
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Abstract
AIM: To investigate the role of intestinal 
endotoxemia in the pathogenesis of hepatic 
sinusoidal capillarization in hepatic cirrhosis 
and explore possible mechanisms involved.

METHODS: Forty male Wistar rats were ran-
domly divided into two groups: control group 
(n = 8) and experimental group (n = 32). He-
patic cirrhosis was induced in rats using carbon 
tetrachloride (CCl4) and alcohol. Rats in the 
experimental group were killed at weeks 2, 4, 
6 and 8, respectively, while those in the control 
group were executed at the beginning of the 
experiment. The portal venous pressure (PVP) 
was measured by cranial mesenteric vein can-
nulation. The degree of hepatic cirrhosis was 

evaluated by hematoxylin and eosin (HE) stain-
ing and Van Gieson's (VG) staining. The expres-
sion of alpha-smooth muscle actin (α-SMA), 
laminin (LN) and transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) in the liver was detected by immuno-
histochemistry. The dynamic changes in the 
levels of endotoxin, alanine transferase (ALT) 
and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in plasma 
were monitored using various kits. The de-
fenestration of liver sinusoidal endothelial cells 
(LSECs) was observed using a scanning elec-
tron microscope.

RESULTS: In the experimental group, plasma 
ALT level reached its peak at week 2 (57.84 ± 
7.57 IU/L) and thereafter decreased. Plasma en-
dotoxemia level gradually increased from week 
2 to 6, but slightly decreased at week 8. Plasma 
TNF-α level increased from week 2 to 4, slightly 
decreased at week 6, and increased again at 
week 8. At all time points, the values of the 
above parameters were significant higher in the 
experimental group than in the control group 
(all P < 0.05). PVP showed the same tendency 
as TNF-α level, increasing from week 2 to 4, 
slightly decreasing at week 6, and increasing 
again at week 8. LSEC fenestration gradually 
shrank, lessened and disappeared from week 
0 to 8. The expression levels of LN and TGF-β1 
increased from week 0 to 8, significantly 
higher than those in the control group or at 
the previous time points in the same group 
(all P < 0.05). The expression level of α-SMA 
increased from week 0 to 6, but slightly de-
creased at week 8.

CONCLUSION: Intestinal endotoxemia occurs 
in hepatic cirrhosis rats, which can increase the 
synthesis of TNF-α, TGF-β1 and LN and pro-
mote LSEC defenestration. Intestinal endotox-
emia may be indirectly involved in the develop-
ment of hepatic sinusoidal capillarization. 

Key Words: Intestinal endotoxemia; Hepatic sinu-
soidal capillarization; Portal hypertension

Yang ZX, Han DW, Xing HY, Liu HR, Yan Z. Pathogenesis 
of hepatic sinusoidal capillarization in hepatic cirrhosis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 3101-3108

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝窦毛细血管化
是肝纤维化及硬
化过程中的一个
特征性病变, 而肝
硬化又往往伴有
内毒素血症, 这种
肠源性内毒素血
症对肝窦毛细血
管化形成有何影
响 ,  有 待 深 入 研
究.

■同行评议者
陈耀凯 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学西
南医院全军感染
病研究所



摘要
目的: 探讨肠源性内毒素血症在肝窦毛细血
管化形成中的作用及其可能机制.  

方法: ♂Wistar大鼠40只, 完全随机分为模型
组(n  = 32)与正常对照组(n  = 8), 采用复合因
素致肝硬化大鼠模型. 模型组分别在饲养第
2, 4, 6, 8周末, 正常对照组在实验开始时, 经
肠系膜上静脉末端穿刺测PVP, 肝脏HE、VG
染色, 肝脏免疫组织化学染色观察α-SMA、

LN、TGF-β1的动态表达, 测定外周血中的内
毒素、TNF-α、ALT的动态变化, 采用扫描电
镜观察肝窦内皮细胞失窗孔情况. 

结果: 模型组ALT在第2周末达到高峰(57.84±
7.57 IU/L), 随后逐渐下降; 内毒素在第2、4、
6周末, 各点呈递增趋势, 到第8周末时略有下
降; TNF-α在第2、4周末呈递增趋势, 到第6周
末时略有下降, 第8周末时又逐渐升高, 但各
点组均较对照组明显升高(均P <0.05); 模型组
PVP在第2、4周末, 各点呈递增趋势, 到第6周
末时略有下降, 第8周末时又逐渐升高; 肝窦
内皮细胞扫描电镜结果示随着肝纤维化及硬
化程度的加重, 窗孔逐渐变小、变少至消失; 
LN、TGF-β1免疫组织化学染色结果示随着
病变的发展, 与对照组和同指标前一时间组相
比阳性表达逐渐增强(均P <0.05). α-SMA免疫
组织化学染色在第2、4、6周末, 阳性表达逐
渐增强, 到第8周末时略有下降.

结论: 肝硬化大鼠发生了肠源性内毒素血症, 
其可使TGF-β1、TNF-α、LN等合成增多, 促
进肝窦内皮细胞去窗孔化, 间接参与肝窦毛细
血管化的形成.

关键词: 肠源性内毒素血症; 肝窦毛细血管化; 门静

脉高压
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0  引言

肝窦毛细血管化(hepatic sinusoid capillarization)
是肝纤维化(hepatic fibrosis)及肝硬化(hepatic 
c i r r h o s i s)过程中的一个特征性病变, 他的主

要特征包括: 肝窦内皮细胞(l iver s inuso ida l 
endothelial cell, LSEC)的去窗孔化、表型的改

变和内皮下基底膜的形成, 他可以使肝脏微循

环的功能发生改变并促进肝纤维化的形成, 并
且与门静脉高压的形成有密切关系. 近年来, 肠
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源性内毒素血症(intestinal endotoxemia, IETM)
与肝病的关系日益受到重视, 有大量的实验证

实, 在实验性大鼠肝硬化形成过程中往往都伴

有IETM, 后者又通过过度或持续激活枯否细胞

(Kupffer cell, KC)所释放的细胞因子、炎性介

质、自由基等, 又造成了肝脏“第二次打击”, 
进一步加重了肝纤维化及硬化的发生[1]. 本研究

探讨IETM对肝窦毛细血管化形成的影响及其

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠40只, 体质量200-250 g, 由
山西医科大学实验动物中心提供. 兔抗大鼠层

粘连蛋白(laminin, LN), 小鼠抗大鼠α-平滑肌肌

动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA), SABC
法免疫组织化学试剂盒及DAB显色剂均购自武

汉博士德生物工程有限公司. 兔抗大鼠转化生

长因子(transforming growth factor-β1, TGF-β1), 
购自北京中杉金桥生物技术有限公司 .  肿瘤

坏死因子(tumor necrosis factor-α, TNF-α)放免

药盒购自上海海研医学生物技术中心. 内毒素

(Endotoxin)鲎试剂定量检测试剂盒, 购自上海伊

华临床医学科技公司. 胶原纤维(VG)染色液, 购
自恒大百盛生物(北京)科技发展有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的复制及常规标本的制作: ♂
Wistar大鼠40只, 完全随机分为2组: 正常对照

组8只, 模型组32只. 采用复合因素致肝硬化模

型的造模方法[2], 实验第1天, 皮下注射CCl4原

液, 按0.5 mL/100 g体质量计算, 以后每隔3 d, 皮
下注射40%的CCl4油溶液, 按0.3 mL/100 g体质

量计算. 饲料喂养前2 wk为79.5%玉米面, 20%
猪油, 0.5%胆固醇, 从第3周起为99.5%玉米面, 
0.5%胆固醇, 10%-30%饮用乙醇为其唯一饮料. 
正常对照组在实验开始时, 模型组分别于饲养

第2、4、6、8周末, 各取6只, 空腹12 h后称质量, 
按0.3-0.4 mL/100 g, 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉, 在肠系膜上静脉末端穿刺, 并连接U型管, 管
内注有无菌无热源生理盐水, 测定门静脉压力

(PVP). 无菌无热源污染条件下经腹主动脉取血, 
分离血清待检. 取部分肝左叶于固定液中固定, 
石蜡包埋, 5 μm切片, 分别行HE、VG、免疫组

织化学染色. 
1.2.2 肝脏组织形态学观察: 肝组织切片常规HE
和VG染色, 确定肝纤维化及硬化程度. 免疫组

织化学染色观察LN、TGF-β1和α-SMA动态变

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠源性内毒素血
症是肝硬化进一
步发生发展的重
要促进因素, 如何
有效地控制肠源
性内毒素血症的
发生是今后研究
的重点. 
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化, 采用免疫组织化学SABC法, 以PBS缓冲液替

代一抗做空白对照. 一抗浓度: LN, 1∶50稀释; 
α-SMA, 1∶100稀释; TGF-β1, 1∶200稀释. 应
用Image Pro Plus 5.0图像分析系统分析LN、

TGF-β1和α-SMA免疫组织化学染色切片, 阳性

染色为棕黄色, 每个标本各取1张, 在同一放大

倍率下随机选择3个不同视野, 测量窗口区域

内的积分吸光度值(IA值), 取平均值. LSEC窗

孔扫描电镜标本制作方法: 正常组及模型组各

时间点随机取2只, 采用门静脉插管灌流, 再经

2%-3%戊二醛固定液和1%锇酸固定后, 梯度乙

醇脱水, 真空干燥, 金属镀膜, 上镜观察. 
1.2.3 主要血液生化指标的检测: 血清丙氨酸氨

基转移酶(ALT)含量测定, 采用赖氏法; 血清内

毒素(endotoxin)含量测定, 采用鲎试剂定量检测

法; 血清TNF-α含量测定采用放射免疫法.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件, 进行

单因素ANOVA方差分析, 两两比较采用SNK法, 

相关分析采用Pearson相关分析, 实验数据均以

mean±SD表示.

2  结果

2.1 大鼠肝硬化模型的建立 肝组织HE染色和

VG染色示(图1-2): 第2周末为脂肪病变期, 第4周
末为肝纤维化病变期, 第6周末, 为早期肝硬化, 
第8周末, 为肝硬化期. 
2.2 肝窦毛细血管化形成 LN免疫组织化学染色

(图3): 正常肝脏内仅在汇管区血管壁有少量LN
阳性表达, 肝窦间隙内无LN分布. 随着病变的发

展, 在纤维间隔及肝窦间隙逐渐出现阳性表达, 
到第8周末, 在肝窦间隙内已呈连续的线状分布. 
肝窦内皮细胞窗口扫描电镜观察的结果(图4): 
正常LSEC上存在直径在100 nm左右, 大小不等

的窗孔, 随着肝脏病变程度的加重, 窗孔逐渐变

小, 变少直至消失, 到8 wk末时, 已完全消失, 类
似于毛细血管内皮细胞, 形成肝窦毛细血管化. 

A B

C D

E

图 1 肝组织HE染色(原始×200). A: 对照组; B: 2 wk组; C: 4 wk组; D: 6 wk组; E: 8 wk组.

■相关报道
韩德五证实, 在肝
硬化形成过程中, 
往往都伴有IETM, 
从肠道吸收的内
毒 素 ,  可 以 激 活
KC, 使其产生一
些重要的细胞因
子 ,  如 T N F - α、

TGF-β1等 ,  这些
细胞因子可以刺
激HSC活化.
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2.3 血清生化指标 血清ALT在第2周末达到高峰, 
随后下降, 到第8周末仍然较正常对照组有统计

学差异; 外周血清内毒素水平在第2、4、6周末, 
各点呈递增趋势, 到第8周末时略有下降; 外周血

清TNF-α水平在第2、4周末, 各时间点呈递增趋

势, 而到第6周末时略有下降, 第8周末时又升高

(表1).
2.4 PVP的动态变化 PVP在第2、4周末, 各点呈

递增趋势(从14.88±2.81到17.54±1.84), 到第6
周末时略有下降(15.44±3.11), 第8周末时又逐

渐升高(18.38±2.53), 考虑第6周末时PVP降低

可能与侧支循环的建立有关. 
2.5 α-SMA、TGF-β1免疫组织化学染色结果 
α-SMA免疫组织化学染色(图5): 正常肝脏内除

汇管区血管壁有阳性表达外, 小叶内未见阳性

表达, 随着病变的发展, 在纤维间隔及肝窦间隙

A B

C D

E

图 2 肝组织VG染色(原始×60). A: 对照组; B: 2 wk组; C: 4 wk组; D: 6 wk组; E: 8 wk组.

表 1 ALT、内毒素和TNF-α结果 (n  = 6)

     
分组         ALT(IU/L)                    内毒素(EU/mL)   TNF-α(μg/L)

对照组    21.43±9.96  0.138±0.022  0.54±0.07

2 wk组  114.91±8.84ac  0.405±0.055ac  0.65±0.06ac

4 wk组    57.84±7.57ac  0.506±0.036ac  0.82±0.08ac

6 wk组    51.97±10.32a  0.580±0.055ac  0.75±0.10ac

8 wk组    30.08±15.39ac  0.528±0.025a  0.86±0.06ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  同指标前一时间点组.

■创新盘点
由于肠源性内毒
素血症对肝脏会
产生更直接的损
害作用, 本文采用
免疫组织化学法
检测细胞因子、

炎症介质、自由
基等来研究肠源
性内毒素血症对
肝窦毛细血管化
形成的影响.
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逐渐出现阳性表达, 到第8周末, 阳性表达主要

分布在假小叶周围的纤维间隔区域内, 小叶内

也有少量的阳性细胞表达. TGF-β1免疫组织化

学染色(图6): 正常肝脏阳性表达仅见于少部分

KC、肝形状细胞(hepatic stellate cell, HSC), 且
着色较浅、范围较小. 随着病变的发展, 在脂

肪病变区和纤维间隔区域内, 出现许多含棕黄

色颗粒状的细胞, 范围广, 主要为活化的HSC和

KC.
2.6 肝脏免疫组织化学图像分析 LN、TGF-β1免
疫组织化学染色在第2、4、6、8周末, 阳性表

达逐渐增强. α-SMA免疫组织化学染色在第2、
4、6周末, 阳性表达逐渐增强, 到第8周末时略

有下降, 下降原因与肝小叶再生有关(表2). 
2.7 相关性分析 血清T N F-α与血清内毒素、

PVP、α-SMA、TGF-β1及LN呈显著正相关

A B

C D

E

图 3 肝组织LN免疫组织化学染色(原始×400). A: 对照组; B: 2 wk组; C: 4 wk组; D: 6 wk组; E: 8 wk组.

表 2 LN、α-SMA和TGF-β1免疫组织化学图像分析结果 (n  = 6, IA )

     
分组              LN           α-SMA    TGF-β1

对照组    366.6±10.8  1185.2±230.7                47.1±42.3

2 wk组  1025.5±69.1ac  8507.8±788.4ac              821.1±151.5ac

4 wk组  1603.1±332.2ac              17 038.8±6523.1ac            1363.3±217.4ac

6 wk组  2112.0±618.1ac              21 956.2±5776.1ac            2552.0±426.8ac

8 wk组  3622.6±664.9ac              20 798.4±4220.9c            3674.7±887.2ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  同指标前一时间点组.

■同行评价
本研究从一个侧
面阐明了肝硬化
的形成机制, 设计
合理, 统计学方法
应用恰当, 具有较
好的学术价值.
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A B C

D E

图 4 肝组织扫描电镜(原始×5000). A: 对照组; B: 2 wk组; C: 4 wk组; D: 6 wk组; E: 8 wk组.

A B

C D

E

图 5 肝组织α-SMA免疫组织化学染色(原始×100). A: 对照组; B: 2 wk组; C: 4 wk组; D: 6 wk组; E: 8 wk组.
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(r  = 0.8282, 0.8722, 0.7360, 0.7220, 0.8690, 均
P <0.01), 肝脏TGF-β1与肝脏LN也呈显著正相关

(r  = 0.9080, P <0.01).

3  讨论

肝脏免疫组织化学及扫描电镜结果表明, 肝窦

毛细血管化是肝纤维化及硬化过程中的一个特

征性病变. 通过测定外周血内毒素及TNF-α的动

态水平, 说明在肝硬化形成过程中同时伴随有

IETM的形成[1]. 外周血TNF-α水平与肝脏免疫

组织化学指标LN、TGF-β1、α-SMA的相关分

析结果都呈高度正性相关, 说明IETM对肝窦毛

细血管化的形成可能有重要影响. 
在肝硬化形成过程中, 往往都伴有IETM, 从

肠道吸收的内毒素, 可以激活KC, 使其产生一些

重要的细胞因子, 如TNF-α、TGF-β1等, 这些细

胞因子可以刺激HSC活化, 这与我们在早期的研

究结果相一致[1]. 而活化的HSC又可以通过合成

和分泌TGF-β1[3-4], 作用于自身及LSEC, 促进他

们合成细胞外基质, 如LN和ColⅣ等, 从而促进

肝窦毛细血管化的形成[5-6]. TGF-β1的作用尤为

关键, 可以作用于HSC使其合成基底膜成分, 还
可以作用于LSEC使之也可以分泌LN和ColⅣ[6]. 
由内毒素引起的TGF-β1可通过以下两个途径: 
首先内毒素可以直接刺激Kupffer产生TNF-α, 
再通过T N F-α在作用于K C, 活化转录因子如

NF-κB, 而引发TGF-β1大量合成的自分泌途 
径 [ 7 ];  其次 ,  由内毒素刺激K u p f f e r产生的

T N F-α、P D G F、T G F-β1等细胞因子可以

活化H S C, 活化H S C又可以合成和分泌大量

TGF-β1[1]. 由此可见内毒素可以直接或间接的激

活KC、HSC细胞产生TGF-β1. 因此IETM间接

通过促进TGF-β1合成增多, 使HSC和LSEC合成

和分泌LN、ColⅣ等基底膜成分, 形成基底膜, 
促进肝窦毛细血管化的形成. 

正常的肝窦壁是由一层LSEC构成, 他具有

A B

C D

E

图 6 肝组织TGF-β1免疫组织化学染色(原始×400). A: 对照组; B: 2 wk组; C: 4 wk组; D: 6 wk组; E: 8 wk组.
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开放的窗孔及孔下缺乏完整的基底膜, 这使他

不同于机体其他部位的血管内皮细胞. 实验中

LSEC的扫描电镜结果表明, 随着肝脏病变程度

的加重, LSEC窗孔逐渐变小, 变少直至消失, 到
8 wk末时, 已完全消失, 已类似于毛细血管内皮. 
正常的LSEC外基质对维持LSEC结构和功能的

完整性具有重要作用[6], 他的改变对LSEC窗口

的改变具有重要影响, 实验中的肝脏LN免疫组

织化学结果表明, 随着LSEC下基底膜的逐渐形

成, LSEC也逐渐失窗孔. 而内毒素可以通过间接

刺激基底膜的形成, 引起LSEC失窗孔. 此外, 有
实验表明LSEC窗孔在内毒素的直接作用下, 可
以出现去窗孔化, 而且内毒素还可以通过激活

Kupffer后产生的TNF-α、白细胞三烯等细胞因

子, 对LSEC骨架的进行重新排列, 从而可以导

致去窗孔化的发生[8-9], 而正常的LSEC对于维持

正常HSC有重要作用, 转型后的LSEC不能逆转

HSC活化[10]. 
由于肝窦毛细血管化可直接影响PVP[11-12], 

这种窦内阻力的增加主要发生在Disse腔, 因为

肝窦毛细血管化时Disse腔形态常因基底膜如

LN、ColⅣ的形成, 以及LSEC去窗孔化而发生

改变, 影响了PVP. 因此IETM可以通过间接促进

肝窦毛细血管化的形成来影响PVP. 
总之, IETM对肝纤维化及硬化时的特征性

病变-肝窦毛细血管化的形成有重要影响作用.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of single-site 
injection of tissue adhesive under endoscopic 
guidance in the treatment of Type 1 gastric 
varices (GEV1).

METHODS: Under endoscopic guidance, tis-
sue adhesive was injected into the submucosal 
gastric varices along the lesser curvature of the 
stomach near the cardia. After injection, changes 
in gastric varices were observed by endoscopy 
for 1 to 10 min. An endoscopic review was per-
formed within two weeks after injection.

RESULTS: After injection, all gastric varices be-

came hard, and part of them were eradicated. The 
complete obliteration rate was 100% (32/32), and 
the rate of injection site necrosis was 6.2% (2/32).

CONCLUSION: Single-site injection of tissue ad-
hesive into the submucosal gastric varices along 
the lesser curvature of the stomach near the car-
dia under endoscopic guidance is effective in the 
treatment of GVE1.

Key Words: Gastric varices; Tissue adhesive; Injec-
tion therapy

Li P, Mao Y, Li CQ, Zhou A, Wang J, Li N, Liu J. Single-
site injection of tissue adhesive under endoscopic 
guidance for treatment of Type 1 gastric varices. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 3109-3112

摘要
目的: 评估内镜下单点注射组织胶治疗胃底
静脉曲张的近期疗效, 并印证内镜下GEV1型
胃底曲张静脉血流方向的理论. 

方法: GEV1型胃底静脉曲张进行组织胶注射
治疗, 注射点选在贲门旁小弯侧曲张静脉, 进
行单点注射. 静脉内注射后观察1-10 min, 2 
wk内进行内镜复查. 

结果: 胃底静脉曲张组织胶治疗后静脉均固
化, 部分静脉明显消失. 胃底曲张静脉栓塞
率100%(32/32). 注射点黏膜糜烂发生率6.2% 
(2/32).

结论: 内镜下GEV1型胃底静脉曲张血流方向
确实是从贲门旁小弯侧流向大弯侧. 由静脉起
始部位单点注射组织胶治疗, 疗效显著.

关键词: 胃底静脉曲张; 组织胶; 注射治疗
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0  引言

食管胃底静脉曲张是肝硬化门脉高压并发症之
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■背景资料
胃底静脉曲张的
内镜治疗已经在
国内外普遍开展, 
组织胶治疗为公
认最有效的方法, 
但是组织胶注射
部位的选择, 尚无
规律可循.

■同行评议者
丁佑铭, 教授, 武
汉大学人民医院
肝胆腔镜外科; 田
字彬, 教授, 青岛
大学医学院附属
医院消化内科



一, 静脉曲张破裂出血夺去了许多患者生命. 随
着门奇断流手术、介入、内镜等治疗的开展, 
食管胃底静脉曲张破裂出血病死率明显降低, 
尤其伴随着近20年内镜治疗的大幅度进展, 越
来越多的患者接受了食管静脉套扎、硬化和胃

底静脉曲张组织胶栓塞治疗[1]. 内镜治疗已经被

公认为食管胃底静脉曲张的一线治疗方案. 解
剖提示胃底静脉曲张是胃左静脉的一个分支, 
由食管胃交界下2 cm处穿入胃壁, 在胃黏膜内形

成胃静脉曲张, 再与食管静脉曲张汇合, 但是在

内镜下如何区分胃底曲张静脉的起始静脉和末

端静脉尚无明确提示, 也无相关组织胶治疗报

道. 自从化学名为α-cyanoacrylate的组织胶成功

的在中国临床运用了5年[2-6]和北京地坛医院自

2004年以来为近400例胃底静脉曲张患者进行

了静脉内组织胶注射治疗后, 我们在工作中证

实单点注射组织胶可完全阻塞全部胃底静脉曲

张, 因此本研究对GEV1型[7]病例进行单点注射

组织胶, 进一步观察阻塞胃底静脉曲张的有效

性, 总结如下.

1  材料和方法

1.1 材料 所有病例均来至2009-02/2009-06北京地

坛医院病毒性乙型肝炎后肝硬化的住院患者, 男
/女为28/4, 平均年龄48.58岁, 均为首次内镜治疗. 
治疗时出血后患者30例和未出血患者2例. 根据

静脉直径[8]分为1、2度两型, 1度为静脉直径<5 
mm, 2度静脉直径≥5 mm, 本组患者胃底静脉曲

张1度/2度为26/6. 
所用内镜为2.8 m m钳道内镜(O l y m p u s 

H260), 注射针为25G超滑注射针(Boston), 组织胶

为α-cyanoacrylate(北京东林麦迪).
1.2 方法 治疗前检查注射针, 将注射针前端沾少

量硅油达到阻止液体进入针内. 用2支5 mL注射

器分别抽入3 mL盐水和0.5 mL或1.0 mL组织胶

备用. 治疗时用: 组织胶+1.7 mL盐水方法. 组织

胶注射点位于贲门小弯侧胃底曲张静脉, 针尖刺

入靶血管后, 见针鞘内有回血时, 助手立即依次

推入组织胶和盐水. 1度曲张静脉内注射组织胶

0.5 mL, 2度曲张静脉内注射组织胶1.0 mL. 注毕, 
助手立即将针尖退回针鞘内, 术者用针鞘前端在

注射点压迫5 s左右后, 将针鞘推入内镜钳道. 观
察3-10 min后, 用针鞘触压曲张静脉, 判断其是否

实变. 在术后2 wk内进行内镜复查, 判断疗效. 

2  结果

所有胃底静脉曲张组织胶治疗后静脉均实变, 
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部分静脉消失. 
1 -2  w k复查情况 :  完全阻塞率为100% 

(32/32); 注射点糜烂率为6.2%(2/32); 且巨大排

胶溃疡率、早期排胶溃疡出血率及异位栓塞率

均为0; 17例患者同时进行食管静脉套扎、15例
食管静脉硬化, 其中比较典型的如: 例1: 患者组

织胶注射后10 min, 所有曲张静脉均被栓塞, 内
无血液(图1); 例2: 组织胶注射后3 min, 所有曲

张静脉均被栓塞, 组织胶阻塞静脉在治疗后变

得更加明显. 治疗12 d内镜检查: 静脉均栓塞, 部
分静脉消失. 此患者同时存在胃肾分流, 因为套

扎后食管静脉出血, 患者在组织胶注射14 d后进

行经颈静脉肝内门体分流术(transjugular intrahe-
patic portosystemic shunt, TIPS)治疗, 胃底静脉

血流完全消失(图2); 例3: 组织胶注射后3 min几
乎所有胃底曲张静脉消失(图3).

3  讨论

胃底静脉曲张通常在解剖上分胃肾分流、食管

胃底静两组, 如DSA下直接造影和螺旋CT门静

脉血管造影术所示[9-12]. 其中临床上胃肾分流较

食管胃底静脉曲张少见.
国内外常用Sarin分类方法描述食管胃底静

脉曲张[13]. Zhu et al [11]认为螺旋CT示GEV1食管

胃底静脉血流主要是通过奇静脉回流至上腔静

脉(100%), 而胃静脉曲张血流有84%通过胃肾静

脉回流至上腔静脉. 
1985年Soehendra et al [14]首次报道用组织胶

栓塞胃底静脉曲张内注射, 解决了内镜下胃底

静脉曲张出血难题. 过去, 我们在进行组织胶治

疗时, 总是选择内镜下见直径较大的曲张静脉

团开始注射, 往往要通过2-3点进行注射才能栓

塞内镜下看见的全部胃底曲张静脉. 但是, 这种

注射方法治疗时拔针后出血的风险高, 术后排

胶溃疡大, 排胶时间长. 相反, 用少量组织胶, 从
贲门旁小弯侧内镜下直径较小的起始静脉内进

行单点小剂量注射: 1度曲张静脉用0.5 mL组织

胶, 2度曲张静脉用1.0 mL组织胶, 曲张静脉阻塞

率为100%. 因此单点注射显得更为科学有效. 而
且, 单点小剂量注射也大大降低了医疗费用. 拔
针出血风险也很小, 此组治疗患者术中均未出

现拔针后出血现象. 
Cheng et al [15]报道, 用改进三明治法(0.3 mL

碘油+1 mL组织胶混合物)注射治疗胃底静脉曲

张, 未发现任何异位栓塞, 主要是因为减少了碘

油的用量, 避免了碘油栓塞的出现. 我们的方法

www.wjgnet.com

■相关报道
Soehendra et al 首
次报道用组织胶
栓塞胃底静脉曲
张内注射, 解决了
内镜下胃底静脉
曲张出血难题. 而
Cheng et al 报道, 
用改进三明治法
注射治疗胃底静
脉曲张, 未发现任
何异位栓塞, 主要
是因为减少了碘
油的用量, 避免了
碘油栓塞的出现.
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是用盐水推注纯组织胶, 既快阻力又小. 由于没

有使用碘油, 更是避免了碘油异位栓塞和碘油

过敏反应出现的可能, 较加碘油三明治法更为

安全. 

■应用要点
本研究结果证实, 
凡是GEV1型胃底
静脉曲张, 只需在
起始静脉内单点
注射0.5-1.0 mL组
织胶, 即能达到完
全栓塞胃底静脉
曲张的结果. 这项
成果的应用将大
大提高GEV1型胃
底静脉曲张的治
疗效果, 减少患者
医疗费用, 降低术
中、术后风险.

图 2 例2患者组织胶注射前后胃底静脉情况. A: 治疗前, Bi示起始静脉; B: 组织胶注射后3 min, 所有曲张静脉GV均被栓塞, 

OB示组织胶阻塞静脉在治疗后变得更加明显; C: 治疗12 d, 静脉均栓塞, 部分静脉消失; D-F: 患者同时存在胃肾分流, 因套

扎后食管静脉出血, 组织胶注射后14 d进行TIPS治疗, 箭头示胃底静脉血流完全消失.

D E F

A B C

Bi

OB

GV GV

图 3 例3患者组织胶注射前后胃底静脉情况. A: Bi示起始静脉, En示末端静脉; B: 注射针穿刺和注射组织胶; C: 3 min后几

乎所有胃底曲张静脉消失.

A B C

Bi

En

图 1 例1患者组织胶注射前后胃底静脉情况. A: 治疗前, Bi示起始静脉; B: 注射针穿刺静脉见回血; C: 组织胶注射后10 min, 

所有曲张静脉均被栓塞, 内无血液.

A B C

Bi



www.wjgnet.com

3112                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年10月28日     第17卷     第30期

单点法注射组织胶后的不良反应有注射点

的糜烂, 发生率低, 仅(6.2%). 目前未见其他并发

症出现, 如: 早期(2 wk内)排胶溃疡出血、菌血

症、异位栓塞、一过性面瘫、小肺栓塞、注射

过程中大出血或巨大排胶溃疡等等. 
单点法组织胶治疗后, 复查内镜见静脉曲

张未完全消失, 是因为内有组织胶铸型, 血管的

走形依然存在, 用软管触探法或超声探头检查

即可证实. 2 wk内复查内镜, 均未见明显排胶反

应. 在进行组织胶注射时准确将组织胶注射入

血管内非常关键, 组织胶外渗越少, 术后排胶出

血风险越低. 但是起始静脉往往较为细直, 在穿

刺时较为困难, 因此要减少组织胶外渗在术者

操作技巧上有更高的要求. 同时, 组织胶的固化

时间很短, 组织胶在血管内流动的距离往往不

超过5-10 cm, 组织胶用量过多将导致组织胶外

渗到黏膜下, 增加了排胶反应可能, 或组织胶沿

注射针反流至内镜镜面或活检通道内将影响内

镜操作, 因此单点注射法尽量用小剂量组织胶, 
无论起始静脉直径多大, 组织胶最大剂量最好

不超过1.0 mL. 
另外, 起始静脉和末端静脉也有多种变化, 

如两者常常靠得很近, 甚至起始静脉位于胃底

大弯侧也可出现, 因此在注射前判断好起始静

脉的位置尤为关键, 不要急于下针. 在活动出血

时, 此方法不实用, 因为患者血容量的下降, 曲
张静脉整体减轻, 起始静脉更是难以发现, 所以

出血部位直接注射组织胶方法更为准确有效, 
待出血控制1 wk后, 再次单点注射组织胶治疗胃

底静脉曲张. 
内镜下组织胶注射只栓塞胃壁内曲张静脉, 

胃壁外静脉和胃肾静脉未栓塞的静脉仍可以很

好的分流门脉血流[16], 故门脉压力不会因此上升

很多, 理论上单点法胃底静脉曲张组织胶治疗对

避免患者胃底静脉曲张再出血有帮助. 是否可避

免断流手术, 尚需要长时间和大样本的研究.
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底静脉曲张破裂
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指 导 意 义 ,  有 相
当高的临床应用
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Abstract
AIM: To investigate the expression of human 
glypican-3 (GPC-3) and analyze its correlation 
wi th c l in i copatho log ica l parameters in 
hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Tumor specimens and matched tu-
mor-adjacent and -distant specimens were taken 
from 36 HCC patients. The expression of GPC-3 

in these specimens was detected by immunohis-
tochemistry.

RESULTS: Positive GPC-3 signal was localized 
in both cell membrane and cytoplasm in HCC, 
and only in cytoplasm in tumor-adjacent tissue. 
No positive staining was found in tumor-distant 
tissue. The positive rate of GPC-3 expression 
was 80.6% in HCC and 41.7% in tumor-adjacent 
tissue. The intensity of GPC-3 expression was 
significantly higher in HCC than in tumor-adja-
cent and -distant tissues (χ2 = 11.445, P < 0.01).

CONCLUSION: GPC-3 expression may be close-
ly associated with the development and pro-
gression of HCC and can be used as a molecular 
marker for HCC diagnosis.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Glypican-3; 
Immunohistochemistry

Dong ZZ, Yao DF, Zhang CG, Qian J, Li SS, Bian YZ, 
Qiu LW. Glypican-3 expression and its correlation 
with clinicopathological parameters in hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 
3113-3117

摘要
目的: 分析人肝细胞癌(HCC)组织中磷脂酰肌
醇蛋白多糖-3(GPC-3)的表达、胞内分布及其
临床病理学特征. 

方法: 以自身配对法分别收集36例HCC患者
经手术切除后的癌灶、癌旁和远癌组织, 以免
疫组织化学法检测组织中GPC-3表达及胞内
分布与临床病理学特征. 

结果: HCC的癌灶组织GPC-3表达于胞质和
细胞膜; 癌旁组织GPC-3阳性表达主要定位
于胞质, 而远癌组织未见明显表达. 癌灶组织
GPC-3表达强度明显高于癌旁和远癌组织(χ2 

= 11.445, P <0.01), 表达阳性率分别为80.6%、

41.7%和0.

结论: HCC组织GPC-3过表达与其的发生、发
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■背景资料
HCC是全球最常
见的恶性肿瘤之
一, 每年有50余万
新 发 病 例 ,  其 中
50%在中国. HCC
发生发展具有多
病因、多中心和
多阶段的特征, 肝
炎病毒感染引起
肝脏慢性炎症是
其主要发病背景, 
HCC的早诊早治
至关重要.

■同行评议者
樊红, 副教授, 东
南大学医学院发
育与疾病相关基
因教育部重点实
验室
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)发生是

由病毒、化学致癌物等多病因作用以及经过启

动、促进、演变等多阶段的发病过程, 因癌基

因或癌相关基因激活、抗癌基因失活或胚胎期

某些基因重新复活等诸多因素引起肝细胞生长

失控, 出现持续增殖而致癌变[1-3]. 磷脂酰肌醇蛋

白多糖-3(glypican-3, GPC-3)基因位于人染色体

X26.10, 由8个外显子组成, 启动子区有多个转

录因子结合位点[4-5], 转录产物长度为2130 bp, 编
码580个氨基酸. GPC-3与肝细胞恶性转化关系

密切, 在肝细胞发生癌变过程中GPC-3呈动态表

达[6]. 本研究观察了人HCC及其自身对照组织中

GPC-3的表达及其临床病理学特征, 以探讨其在

HCC形成中的机制和临床价值.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-2008年南通大学附属医院

HCC患者(男31例, 女5例)术后新鲜肝脏组织, 
按自身配对法, 分别留取HCC切除后的癌灶组

织、癌旁组织(距癌灶边缘2 cm)、远癌组织(距
癌灶边缘5 cm)各36份(每份约200 mg), 除部分作

组织病理学检查外, 其余组织置-85℃保存. 36份
标本中HCC肿块直径≥5 cm有14例, <5 cm 22例
(其中<3.0 cm, 13例), HCC患者年龄35-69(平均

50.9±9.8)岁. 36例标本已经组织病理学(HE染
色)证实其类型均为HCC, 其中高分化7例、中分

化24例及低分化5例; 肿瘤单发30例, ≥2个6例; 
HBsAg阳性者31例、阴性者5例. 所有病例均有

完整随访资料, 按全国HCC防治协作组制定的

标准核实诊断[7].
1.2 方法 
1.2.1 肝组织总RNA提取与浓度分析: 称取HCC
组织或癌周组织50 mg, 置于经0.1% DEPC水处

理过的匀浆器中, 加入1 mL TRIzol, 冰浴匀浆. 
吸1 mL匀浆液至离心管中, 4℃离心15 000 r/min
×10 min. 取上清0.8 mL, 加入0.2 mL氯仿, 震
荡2 min, 4℃离心10 000 r/min×10 min. 取上清
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0.3 mL, 加100%异丙醇0.3 mL, 再加50%异丙醇

0.5 mL, 震荡30 s, 4℃离心15 000 r/min×5 min. 
弃上清, 加1 mL 750 mL/L乙醇, 轻轻洗涤沉淀. 
4℃离心15 000 r/min×5 min. 弃上清, 室温静置

3 min, 将乙醇晾干. 加20 μL 0.1%氯化锂溶解沉

淀, 50℃孵育5 min. 在核酸蛋白分析仪上测定吸

光度值(A值)A 260/A 280与总RNA浓度.
1.2.2 免疫组织化学染色(链霉亲和素-生物素法, 
SP法): 取新鲜肝组织, 固定、浸蜡, 作成厚度4 
μm的组织切片, 常规脱蜡、水化, 双氧水阻断内

源性过氧化物酶, 高压加热法修复抗原, 正常动

物血清封闭非特异性结合, 滴加GPC-3抗体, 4℃
过夜, 磷酸盐缓冲液漂洗, 滴加生物素标记的第

二抗体, 室温孵育10 min, PBS漂洗, 滴加链霉素

抗生物素蛋白-过氧化酶, 室温孵育10 min, PBS
冲洗, 滴加新鲜配制的四盐酸二氨基联苯胺溶

液, 室温显色, 蒸馏水洗涤, 苏木素复染, 无水乙

醇脱水透明、封片. Olympus BX50光学显微镜

观察、摄像, 以0.01 mol/L PBS液(pH7.5)分别替

代一抗、二抗作阴性对照.
1.2.3 阳性结果判断标准: HCC组织中显示棕黄

色颗粒为GPC-3表达阳性. 肝组织中GPC-3表达

强度: +, 阳性细胞数为10%-25%; ++, 阳性细胞

数为26%-75%; +++, 阳性细胞数>75%.
统计学处理 样本率之间的比较采用确切概

率(Fisher's exact)法, 用SPSS13.0统计软件处理

和分析数据, 以P <0.05表示差异有显著性.

2  结果

2.1 人HCC组织GPC-3表达的胞内分布与定位 
HCC及部分癌周组织中GPC-3阳性表达呈棕黄

色. 癌组织中GPC-3呈巢状分布, 深染, 细胞胞质

和细胞膜均呈阳性; 而对应癌周组织GPC-3阳性

表达, 主要定位于胞质, 而细胞膜无明显阳性着

色; 远癌组织未见表达, HCCGPC-3表达强度明

显高于癌周组织(图1).
2.2 HCC组织总RNA制备及GPC-3表达 HCC
组总RNA为12.4±7.3 mg/g肝, 癌周组为53.8±
52.0 mg/g肝, 后者大约是前者的4倍(t  = 3.05, 
P <0.01). 癌灶与癌旁、远癌组织中GPC-3呈差

异表达见表1. 癌灶组GPC-3阳性率明显高于远

癌和癌旁组(χ2 = 11.455, P  = 0.001), 且癌旁组阳

性率明显高于远癌组; 癌灶组GPC-3表达, 强阳

性16例(44.4%), 中等阳性7例(19.4%), 弱阳性6
例(16.7%); 癌旁组强阳性1例(6.7%), 中等阳性

5例(33.3%), 弱阳性9例(60%); 癌灶GPC-3表达
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■研发前沿
GPC-3过表达是
HCC形成过程中
的 早 期 事 件 ,  影
响多种信号传导
途 径 ,  与 W n t、
IGF-Ⅱ和转化酶
等 共 同 作 用 ,  参
与肝癌细胞的发
生 、 发 展 过 程 , 
与肝细胞恶性转
化 关 系 密 切 ,  已
成为HCC早期诊
断的研究热点.
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明显高于远癌和癌旁组(Fisher值 = 21.169, P  = 
0.000), 癌旁组强度也明显高于远癌组.
2.3 HCC组织GPC-3表达与病理学特征 GPC-3在
癌灶组织的阳性率为80.6%, 其表达强度与肿瘤

的分化程度、肿瘤数目、HBsAg、AFP和GGT
间的关系, 经确切概率法分析, 各组间均未见明

显的统计学差异, 而与肿瘤大小之间存在统计

学的差异(Fisher值 = 10.272, P  = 0.010, 表2).

3  讨论

GPC-3属于硫酸类肝素糖蛋白聚糖家族, 以糖基

化磷脂酰肌醇结合到细胞表面[5]. GPC-3蛋白C
端与糖基化磷脂酰肌醇共价结合连接于细胞膜

上, N端游离于细胞外, 其内由多个二硫键连接, 
分子呈球形立体结构. GPC-3核心蛋白含有由14
半胱氨酸残基构成的特征性保守序列, 该序列

主要分布在核心蛋白中央区域, 其GAG侧链为

肝素及硫酸乙酰肝素, 插入位点限在羧基末端

的50个氨基酸残基之内. 蛋白分子结构在第358
位精氨酸和359位丝氨酸处可被酶切分成2个亚

基: 40 kDa的N端蛋白(可溶性)和30 kDa的C端蛋

白(与包膜结合). 外显子中存在点缺失或点突变, 
导致GPC-3功能丧失. 他的过表达是HCC形成过

程中的早期事件, 影响多种信号传导途径, 经多

聚阴离子GAG侧链或核心蛋白与Wnt、IGF-Ⅱ
和转化酶等共同作用, 参与肝细胞的发生、发

展过程, 与肝细胞恶性转化关系密切[8-10].

具有癌胚性质的GPC-3蛋白表达呈棕黄色, 
在HCC的癌灶组织中呈巢状分布, 深染, 存在于

细胞质和细胞膜, 而对应癌周组织GPC-3阳性表

达, 主要位于胞质. HCC组织的不同部分, GPC-3
表达存在明显差异. 本研究以免疫组织化学法

同步分析了人H C C、癌旁和远癌组织G P C-3
表达, 结果显示HCC组织中GPC-3阳性表达明

显高于癌周, 特别是远癌组织, 说明肝癌组织

GPC-3表达差异, 十分利于良、恶性肝病的鉴

别诊断[5,11-12].
HCC组织中核酸代谢旺盛, 癌灶和癌周组

织中总RNA存在梯度分布, 可能与HCC组织的

侵袭生长与新血管生成密切相关[13-14]. 逆转录

巢式聚合酶链反应扩增分析人HCC组织GPC-3 
m R N A, 结果显示癌组织表达率为74.8%, 而
非肝肿瘤组织仅3.2%, 且与甲胎蛋白(a l p h a-
fetoprotein, AFP)表达无明显相关性, 说明GPC-3 
mRNA分析有助于HCC诊断和良恶性肝病的

鉴别. HCC模型动态研究肝细胞癌变过程中肝

GPC-3 mRNA, 其阳性率逐渐升高, 在癌变肝组

织达100%. 人HCC组织GPC-3 mRNA高表达, 他
可作为HCC早期诊断敏感性高、特异性强的分

子标志物[15].
AFP诊断HCC是目前公认的肿瘤标志物, 但

其阳性率仅为70%左右, 其假阴性率达30%, 不
利于HCC的早期诊断和小肝癌的发现. 且AFP
轻度升高与良性肝病或非肝肿瘤难以区分 [16]. 

表 1 HCC不同组织中GPC-3表达阳性率和表达强度 (n  = 36)

     
分组

 
GPC-3阳性率(%)

         GPC-3表达强度

                       
χ2值                 P 值

              -             +           ++        +++          
Fisher值               P 值

远癌组织         0.0               36           0           0           0

癌旁组织       41.7            18.947            0.000            21           9           5           1           19.558             0.000

癌灶组织       80.6            48.558            0.000              7           6           7         16           53.125             0.000

图 1 HCC不同组织中GPC-3表达免疫组织化学分析(SP×200). A: 癌灶组织; B: 癌旁组织; C: 远癌组织.

A B C ■创新盘点
癌组织GPC-3表
达率较高, 而非肝
肿瘤组织仅在5%
以下, 且与AFP表
达 无 相 关 性 .  本
研究进行GPC-3 
mRNA分析有助
于HCC诊断和良
恶性肝病的鉴别.
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GPC-3表达与AFP和γ-谷氨酰基移换酶无明显相

关, 联检利于临床上提高诊断HCC的敏感性和

特异性. HCC组织GPC-3 mRNA表达明显异常, 
且特异性较高. 采用灵敏度高, 特异性强的分析

技术探测患者HCC发生相关基因标志, 并结合

癌细胞表达的特异性微量蛋白检测, 可早期诊

断HCC、监测HCC发生或术后复发. 单克隆抗

体能够特异性的识别GPC-3, 可开发新的方便的

临床实用方法, 另也可基于单克隆抗体基础上

开发新的分子靶向治疗[17]. 随着对GPC-3的深入

研究, 将有助于HCC的早期发现和揭示肝细胞

癌变的分子机制.
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分组     n
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的深入研究, 将有
助于HCC的早期
发现和揭示肝细
胞癌变的分子机
制, 并可成为HCC
基因治疗的有利
靶点.
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Abstract
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the 
hepatic component of the metabolic syndrome. 
The metabolic syndrome represents a chronic 
inflammatory state, and individuals with the 
disorder demonstrate various immunologic 
abnormalities. Innate immune dysfunction in 
adipose tissue leads to abnormal production 
of adipose-derived factors, some of which can 
inhibit hepatic fat disposal and promote lipid 
accumulation within hepatocytes. The latter 
induces generation of excessive proinflammatory 
cytokines, particularly when the hepatic innate 
immune system becomes Th-1 polarized, thus 
promoting the development of nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH). Although sustained 
exposure to these inflammatory mediators 
generally promotes the generation of various 
profibrogenic factors, progression from NASH 
to cirrhosis is actually relatively uncommon due 
to reduced production of other cytokines such as 
Th-2 cytokines. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Inflam-
mation; Cytokine; Metabolic syndrome; Innate im-
munity
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摘要
非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是代谢综合征的肝脏组分. 代
谢综合征代表慢性炎症状态, 代谢综合征患者
会呈现不同的免疫异常. 脂肪组织的天然免疫
功能紊乱导致机体产生异常的脂肪源性因子. 
某些因子抑制肝脏脂质清除, 促进其在肝细胞
内蓄积, 产生脂肪变性. 后者在肝脏先天性免
疫系统发生Th-1极化的基础上诱导肝脏产生
更多的致炎细胞因子, 促进了非酒精性脂肪性
肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)的形
成. 但由于Th-2等其他细胞因子减少, 尽管肝
脏持续暴露于这些可以促进多种促纤维生成
因子产生的致炎因子, NASH发展成肝硬化的
现象却相对少见.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 炎症; 细胞因子; 代

谢综合征; 先天性免疫
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除酒精和其他明确的损

肝因素所致外, 以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变

为主要特征的临床病理综合征, 包括非酒精性

单纯性脂肪肝以及由其演变的非酒精性脂肪性

肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)和肝硬 
化[1]. 近来研究发现, NAFLD与肥胖等代谢综合

征密切相关[2], 存在脂肪组织和肝脏等的天然免

疫功能紊乱[3], 并且可能是胰岛素抵抗的并发 
症[4]. 有资料显示, 肥胖以及肝脂肪变性时过多

的脂肪细胞可分泌多种炎性细胞因子[3]; 肝脏天

然免疫功能紊乱可导致促炎症(Th-1)和抗炎症

(Th-2)细胞因子的失调[5]; 此外, 在胰岛素抵抗状

态下, 炎症反应诱导的转录因子(如NF-κB)及多

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)发
病机制尚未完全
明确. 近来研究发
现 ,  NAFLD与代
谢综合征密切相
关, 存在脂肪组织
和肝脏等的天然
免疫功能紊乱. 来
源于脂肪组织和
肝脏的炎症因子
可能对NAFLD的
发生发展起重要
作用.
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种炎症细胞因子明显增高[6]. 来源于脂肪组织和

肝脏的炎症因子在NAFLD的形成与演变中发挥

重要作用. 本文就炎症在NAFLD发病机制中的

作用作一综述.

1  NAFLD与代谢综合征

NAFLD与代谢综合征密切相关. 代谢综合征的

本质是剩余能量贮留引起的内脏脂肪过度蓄积, 
以及由其诱导产生的以胰岛素抵抗为主的各

种机体功能障碍, 包括肥胖、胰岛素抵抗、高

脂血症和高血压等一类相关性疾病. 研究发现, 
NAFLD与这些代谢综合征相关疾病相伴发生, 
并且NAFLD的严重程度与这些疾病的严重程度

密切相关[2]. 因此, 多数学者认为, NAFLD是代谢

综合征的肝脏组分. 近来研究发现, 代谢综合征

患者具有不同程度的免疫异常; 而在脂肪组织

和肝脏中, 先天免疫系统功能紊乱似乎特别明

显, 除了细胞因子产生异常, 还有巨噬细胞和自

然杀伤T细胞产生的变化[3].
1.1  脂肪组织中的免疫功能紊乱与代谢综合

征 脂肪组织由成熟的脂肪细胞和间质细胞构

成, 后者包括与免疫相关的巨噬细胞、淋巴细

胞、内皮细胞和未成熟的脂肪细胞(如前脂肪

细胞). 近来研究发现, 脂肪组织作为体内最大

的能量贮库 ,  并不是被动贮存脂肪的惰性组

织, 还可能是体内最大的内分泌器官. 内脏脂肪

和少部分皮下脂肪是产生调整机体能量内环

境稳态和组织重塑的相关因子的主要来源, 其
衍生的因子包括: (1)激素, 如瘦素(1ept in)、脂

联素(adiponectin)和抵抗素(resistin); (2)细胞因

子, 如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、白介素-6(interleukin-6, IL-6)、转化生

长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)
和组织因子(t issue fac to r); (3)某些神经介质

调节因子和凝血调节因子 ,  如血管紧张素原

(angiotensinogen)和纤溶酶原活化因子抑制剂

-1(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1). 
研究发现 ,  肥胖个体脂肪组织中往往聚

集了异常增多的巨噬细胞 ,  脂肪组织中的间

质细胞(主要是巨噬细胞)是炎症细胞因子(如
TNF-α、IL-6、IL-1等)的重要来源, 而成熟的脂

肪细胞是产生瘦素、脂联素的主要细胞[3,7]. 然
而, 内脏脂肪和外周脂肪库所释放出的因子在

数量上和质量上存在不同, 这可能与两者的淋

巴细胞群体、巨噬细胞含量和脂肪细胞分化水

平的差异有关[8]. 由内脏脂肪衍生的脂肪因子比

由皮下脂肪衍生的脂肪因子对机体更为有害. 
因此, 内脏性肥胖往往伴随着代谢综合征.

目前认为, 代谢综合征的发生机制是在肥

胖基础上产生的胰岛素抵抗, 脂肪组织参与的

亚临床炎症反应在代谢综合征的发生发展中

起重要作用[6]. 瘦素是肥胖基因的产物, 具有抑

制脂肪变性、促进炎症和致纤维化作用. 脂联

素通过抗炎、胰岛素增敏和促进脂肪代谢等功

能对慢性肝病起一定保护作用. 抵抗素具有促

进炎症作用, 并可能参与脂肪变性和纤维生成. 
TNF-α、IL-6等因子可介导巨噬细胞浸润, 使肥

胖个体产生炎症反应, 进一步导致胰岛素抵抗

和脂肪因子的分泌失调[7]. 代谢综合征个体往往

伴随着这些因子水平的改变, 如TNF-α、IL-6、
瘦素及抵抗素水平的升高, 以及脂联素水平的

降低[3,7]. 从某种意义上来说, 代谢综合征是一种

低度的系统性炎症状态. 
1.2 肝脏组织中的免疫功能紊乱与代谢综合征 
肝脏是机体先天性免疫系统的主要器官. 肝脏

由多种类型细胞构成, 除了成熟的肝细胞和胆

管细胞以外, 还有肝祖细胞、上皮细胞、星状

细胞和免疫细胞等间质细胞. 其中, 大量的巨噬

细胞(即枯否细胞)、自然杀伤细胞(natural killer, 
NK)、自然杀伤T细胞(natural killer T cell, NKT)
定居于肝脏, 这些免疫细胞是天然免疫系统中

的重要组成部分[3,5].  
枯否细胞是肝脏衍生性细胞因子的主要

来源 .  肝脏中的枯否细胞来源于骨髓中的单

核细胞, 其数量占机体单核-巨噬细胞系统的

80%-90%[5]. 研究发现, 枯否细胞的数量和功能

可根据病变不同而发生改变. 在肥胖动物模型

中, 巨噬细胞的呑噬功能受阻并可产生过多的

致炎细胞因子[9].
NK细胞和NKT细胞是肝脏中主要的淋巴

细胞, 其数量超过肝脏淋巴细胞总数的50%. NK
细胞和NKT细胞通过激活其TCR或NK受体, 可
以产生大量Th-1和Th-2细胞因子[10]. 在很多肝

脏疾病中, NK细胞是产生IFN-γ(促炎症因子)的
主要细胞. 而NKT细胞可分泌IFN-γ和IL-4(抗炎

症的因子), 但具体分泌哪种因子取决于其所处

的分化状态[5]. 研究发现, ob/ob小鼠的肝脏, 由
于CD4+ NKT细胞的凋亡增加, 使CD4+ NKT细
胞选择性的缺失[11]. 而CD4+ NKT细胞又是重要

的Th-2因子(如IL-4和IL-13)的主要来源. 因此, 
这些小鼠肝脏中CD4+ NKT细胞的缺失, 使得肝

脏中其他一些分泌细胞因子的单核细胞向Th-1

■研发前沿
炎 症 因 子 参 与
NAFLD疾病的发
生发展, 但其具体
作用机制错综复
杂, 如何进一步澄
清其作用机制并
采取措施预防病
变发生、发展是
当前亟待解决的
问题.
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极化, 从而导致促炎症的细胞因子如TNF-α、
IFN-γ过量产生. 

肝脏中的非免疫细胞也具有传统意义上炎

症细胞的特性. 研究发现, 肝星状细胞能产生

TGF-β、瘦素、脂联素及血管紧张素原等[3,7]. 肝
细胞和胆道细胞也能分泌TNF-α和IL-6等细胞

因子[12]. 另外, 肝细胞内聚集的脂肪可激活细胞

内NF-κB信号转导通路, 进一步诱导TNF-α产 
生[13]. NF-κB的激活还能诱导肝细胞合成IL-6等
细胞因子增多, 引起小鼠的胰岛素抵抗; 后者可

以通过中和IL-6活性得到逆转. 这一现象也表明

肝细胞分泌的细胞因子和胰岛素抵抗之间可能

存在直接联系[14]. 

2  炎症因子在NAFLD发病机制中的作用

NAFLD包括从肝脂肪变性到肝硬化一系列的肝

脏疾病. 脂肪组织和肝脏天然免疫功能紊乱导

致的炎症细胞因子失调在NAFLD疾病发生和发

展中起重要作用. 
2.1 非酒精性单纯性脂肪肝 早期NAFLD为肝脏

脂肪变性. 肥胖和代谢综合征个体引起脂肪代

谢异常, 所释放的游离脂肪酸大量经门静脉循

环到达肝脏, 当肝脏的脂质输入或生物合成远

大于脂质氧化或输出时, 脂质便在肝细胞内蓄

积, 产生脂肪变性. 这一过程的启动可能与脂肪

因子的失衡, 如TNF-α、瘦素、抵抗素、纤溶酶

原激活物抑制因子1等增多以及脂联素不足有关.
瘦素在调节非脂肪组织的脂质平衡中起重

要作用. 脂质代谢紊乱是NAFLD发病的前提条

件, Nielsen et al [15]利用同位素示踪、动静脉插

管、数学模型建立等技术, 评价肥胖个体内脏

游离脂肪酸的代谢改变, 发现释放入门静脉的

游离脂肪酸的量随着内脏脂肪含量的增加而增

加, 表明肝脏早期脂肪酸贮留可能与内脏脂肪

组织的过量脂质沉积及其脂解释放有关. 此时

机体瘦素分泌增多, 出现高瘦素血症. ob/ob小鼠

(遗传上瘦素基因突变导致瘦素缺乏)和fa/fa大
鼠(遗传上瘦素受体功能缺陷)肥胖动物模型实

验和肥胖个体临床试验为瘦素的抗脂肪变性作

用提供了有力证据. 研究发现, 该两种啮齿类动

物经高脂饮食处理容易诱导出肥胖及胰岛素抵

抗等, 并且显示明显的肝脂肪变性[16-17]. 相比之

下, 肥胖患者尽管表现高瘦素血症却仍然患有

脂肪肝, 表明可能有肝脏瘦素抵抗的发生[18]. 
脂联素通过阻止脂肪酸摄取、增加其氧化

和输出等机制减少肝细胞脂质沉积; TNF-α可

拮抗脂联素的作用. 两者比率失调影响肝脂肪

变性的发生的转归. Xu et al [19]通过动物实验发

现, ob/ob小鼠血清中TNF与脂联素的比率升高, 
而采用脂联素处理ob/ob小鼠可改善动物的高糖

血症和胰岛素抵抗, 同时减少肝肿大、肝脂肪

变性、血清丙氨酸转氨酶及TNF-α水平. Masaki  
et al [20]采用另一种TNF-α升高并易患肝病的肥胖

症动物模型KK-Ay小鼠进行实验, 发现脂联素同

样可能中和动物体内高水平TNF-α的作用, 从而

保护肝脏免遭LPS诱导的损伤. 
2.2 NASH 当肝脏经历脂肪变性的第1次“打

击”后, 由于NKT细胞的耗尽引起局部抗炎症

Th-2细胞因子相对不足, 使肝脏长期处于促炎反

应的环境之中. 贮留的脂肪酸进一步激活肝细

胞内NF-κB的信号通路, 诱导NF-κB敏感的基因, 
从而使多种炎症介质产生增加, 包括TNF-α、
IL-8和IL-6. 过量的炎症因子持续从肝脏释放导

致机体胰岛素抵抗[21]. 局部增多的TNF-α和IL-8
可促使肝细胞氧化应激, 最后凋亡, 同时招募大

量炎症细胞进入肝脏[22]. 当肝脏抗氧化和抗凋亡

的防御系统不能阻止肝细胞的死亡和炎症细胞

的聚集时, 则预示着NASH的出现.
研究发现, 持续存在的脂肪因子和肝脏衍生

的炎症因子的失衡对NASH的形成起重要作用. 
瘦素缺乏或功能缺陷不仅可导致肝脂肪变性, 而
且与肝脏的脂毒性有关. 高脂饮食诱导的SD大鼠

NASH模型研究发现, 血清瘦素和游离脂肪酸水平

升高, 肝脏瘦素受体表达及硬脂酰CoA去饱和酶的

表达下降, 表现为瘦素抵抗和非氧化的脂肪酸增

多[23]. TUNEL法检测发现NASH大鼠的肝细胞凋亡

显著高于正常大鼠, 而且随着肝组织脂肪变、炎

症和坏死的加重, 肝细胞的凋亡也越明显[24]. 
肝脏枯否细胞分泌的TNF-α是各种原因所

致肝脏损伤过程中最早出现的细胞因子, 也被

认为是促进NAFLD由脂肪变性发展为NASH的

主要细胞因子. TNF-α与脂联素比率的失调同样

影响NASH的发病与转归. 动物实验发现, 不同

NASH模型血清中TNF-α与脂联素比率均升高, 
而且通过增加脂联素或降低TNF-α活性以恢复

两者正常比值的治疗可改善动物NASH[25]. 相反, 
Feldstein et al [13]报道, 先天TNF1型受体缺陷小鼠

经高糖饮食处理后尽管可形成肥胖、胰岛素抵

抗和高瘦素血症, 但却不会形成NASH. TNF-α
升高和脂联素降低对人类N A S H同样起作用. 
Hui et al [26]通过多元回归分析发现, 血清脂联素水

平每下降5 mg/L患NASH的优势比(对照单纯肝脏

■应用要点
本文阐明了炎症
与NAFLD的关系, 
有助于进一步澄
清NAFLD的发病
机制 ,  对NAFLD
疾病的防治及预
后估计有一定指
导意义. 
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脂肪变性)升高6倍, 血清TNF-α浓度每增加1 ng/L
患NASH的风险增加1倍. 而恢复TNF与脂联素平

衡的治疗也可使NASH患者病情好转[27-28].
2.3 肝硬化 晚期NAFLD病变表现为肝硬化. 其
发病机制可能是NASH肝细胞死亡和炎症状态

触发了肝脏修复反应, 在多种因子调节下, 肝脏

星状细胞被激活并增殖, 合成过量细胞外基质

形成肝纤维化, 后者进一步发展为肝硬化. 但肝

纤维化或肝硬化却并不是NASH病变发展的最

终结局. 事实上, 大多数NASH患者甚至在很多

年以后也不发展为肝硬化[29]. 由脂肪性肝炎发展

成肝硬化这一现象在NAFLD啮齿目动物模型中

也不常见[30]. 另外, 少数NASH患者发展为肝硬

化后, 其肝脏脂肪变性和炎症反应往往减轻或

消失. 这些现象表明, 除了致炎因子以外, 还有

其他因子参与NASH向肝纤维化进展. 
脂肪因子和肝脏衍生性因子可能也参与肝

硬化的形成. 研究发现, 脂肪因子中的瘦素、

TGF-β、血管紧张素原和PAI-1等具有促纤维化

作用[31]; 而TNF-α通过抑制脂联素(一种重要的

肝纤维化抑制剂)的表达及活性, 可诱导这些促

纤维化因子的生成[32]. 这有助于解释肝脏炎症与

纤维化之间的关联. 然而, 难以理解的是为什么

呈现慢性炎症状态的肥胖和代谢综合征个体却

很少发生肝纤维化.
肝脏天然免疫功能紊乱有助于澄清上述疑

问. ob/ob小鼠可自发形成肥胖、2型糖尿病、血

脂障碍和NASH, 但是, 尽管长期遭受肝损害和

代谢综合征影响却不发生肝硬化[33]. 给予瘦素治

疗后, 发现ob/ob小鼠的肥胖和其他代谢综合征

的表现得到改善, NASH也有所减轻, 但肝脏的

炎症和纤维化却反而更加重了[34]. ob/ob小鼠肝

脏中的CD4 NKT细胞数量减少, 经去甲肾上腺

素处理补充了NKT细胞群后, 致炎细胞因子产

量下调, 提示瘦素在这一过程中起了间接的作

用[33]. 奇怪的是, ob/ob小鼠的NE治疗虽然可以

下调促炎症的细胞因子, 但却又上调了胶原的

基因表达, 并诱导细胞外周和窦状区发生了严

重的纤维化[35]. 这种纤维化的产生可能与肝脏

CD4 NKT细胞的聚集有关[3].
在其他肝纤维化动物模型和不同类型慢

性肝病患者中, 肝脏CD4 NKT细胞是促纤维化

细胞因子(如IL-4和IL-13)的主要来源. 如在慢

性病毒性肝炎向肝硬化转变过程中, 肝脏蓄积

的NKT细胞不变, 但NKT细胞的效应子作用却

转为有利于Th-2细胞因子(如IL-4和IL-13)的产 

生[36]. 来源于CD4+ NKT细胞的条件培养基含有

IL-4和IL-13, 采用其培养肝星状细胞可诱导胶

原mRNA和蛋白质的合成[37]. Th-2细胞因子的促

纤维化作用不仅限于人类肝星状细胞, IL-13还
能激活啮齿类动物的成纤维细胞[38]. 对于IL-13
遗传性缺陷的小鼠, 尽管有受损伤诱导的其他

促纤维化因子(如TGF-β)的存在, 但却不发生肝

硬化, 表明IL-13可能是诱导肝纤维化的主要介 
质 [39]. I L-13怎样影响代谢综合征中失调的其

他促纤维化和抗纤维化因子的功能, 进而参与

NASH向肝硬化的演进, 有待进一步研究证实.

3  结论

NAFLD是代谢综合征的肝脏组分. 代谢综合征

是一种低度的系统性炎症状态, 往往伴随着炎

症介质水平的改变. 肝脂肪变性和NASH的发生

是脂肪因子和肝脏衍生的致炎细胞因子过量产

生的结果. 因此, NAFLD的早期两种病变在代谢

综合征个体中很常见. 然而, 尽管肝脏持续的暴

露于具有促进多种促纤维生成因子生的炎症介

质之下, 但由NASH发展为肝硬化的现象却相对

少见, 这一矛盾反映了肝硬化的发生需要另外

因子的参与, 如Th-2等细胞因子. 有必要深入研

究代谢性应激状态下肝脏重塑的机制, 从而进

一步澄清炎症在NAFLD发病机制中的作用以及

采取措施预防病变进展.
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Abstract
As diagnostic and therapeutic endoscopy 
is more widely applied in clinical practice, 
endoscopy-associated perforations of the 
digestive tract have become more and more 
common. Among patients with endoscopy-
associated perforations, few can be cured by 
conservative therapy, and the majority need 
to undergo laparoscopic or surgical operations 
to avoid serious consequences. However, the 
development of new medical instruments makes 
it possible to effectively and promptly manage 
endoscopy-related perforations via endoscopic 
suturing and closure.

Key Words: Perforation; Suture; Endoscopic therapy
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摘要
随着消化内镜诊疗技术的普及和不断发展应
用, 与其操作相关的消化系穿孔在临床上越来
越常见, 其中少数小穿孔通过系统的内科保守
治疗可以自愈, 但大部分穿孔仍然需要及时行
腹腔镜或者外科手术处理, 以免引发严重后
果. 随着新型消化内镜和治疗器械的不断开发
应用, 越来越多的与消化内镜诊疗相关的穿孔
可以通过适当的内镜下穿孔的闭合方法进行
即刻缝合或者封堵, 从而避免了手术, 也为进
一步开展现代消化内镜下手术提供了有力的
技术和心理保障.

关键词: 穿孔; 缝合; 内镜疗法
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0  引言

消化系穿孔是临床上常见的急症之一, 大部分

为病理性, 如消化性溃疡及肿瘤等, 少数为医源

性穿孔, 如消化系狭窄的扩张, 息肉的切除等. 
随着消化内镜治疗技术的不断创新与发展, 如
黏膜切除术(endoscopic mucosal resection, EMR)
和黏膜剥离术(endoscopic submucosal dissection, 
ESD)及经自然腔道内镜手术(na tura l or i f ice 
translumenal endoscopic surgery, NOTES)技术等, 
伴随的相关的内镜治疗性穿孔的发生率也随之

增加, 需要及时妥善实施镜下处理, 以避免腹膜

炎的发生和追加使用创伤性大的腔镜手术或者

普通手术修补穿孔. 内镜下穿孔修补技术方法

目前已不仅仅限于使用常规的钛夹技术进行小

穿孔的夹闭, 也出现了许多新方法和多种类型

专用的内镜辅助缝合器械, 以此对消化系内镜

治疗相关性穿孔及造口进行内镜下更有效可靠

的缝合关闭. 现仅就医源性消化系穿孔的消化

内镜下修补技术的现状作一总结, 供同行参考. 
消化系支架置入后引发的支架压迫性穿孔不属

于本文讨论之列.
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■背景资料
近年来, 消化内镜
诊疗相关的消化
系穿孔在临床上
越来越常见. 随着
新型消化内镜和
治疗器械的不断
开发应用, 许多与
消化内镜诊疗相
关的穿孔可以通
过适当的内镜下
穿孔的闭合方法
进行即刻缝合或
者封堵, 从而避免
了手术.
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1  可以引发穿孔的消化内镜治疗技术

除了常规消化内镜检查偶尔造成胃肠道穿孔

外, 与消化内镜操作有关的大部分穿孔为各种

消化内镜治疗术所引发的严重并发症之一, 包
括: (1)各类良恶性狭窄扩张术; (2)息肉电切术; 
(3)硬化剂注射术; (4)EMR; (5)ESD; (6)十二指肠

乳头切开术; (7)而NOTES造成的人为胃肠管壁

内造口也属于此范畴; (8)其他少见的情况, 如套

扎术、经皮内镜下胃空肠造瘘术(percutaneous 
endoscopic gastrojejunostomy, PEGJ)等.

2  镜下治疗性穿孔的种类

根据穿孔发生的时间分为: 急性穿孔和迟发性

穿孔. 前者指在操作过程中发生的镜下可见的

穿孔, 后者为在内镜手术完成24 h后发生的穿孔;
根据穿孔发生的大小分型: 大穿孔(直径或者长

度>2 cm), 中穿孔(1-2 cm), 小穿孔(<1 cm), 隐匿

性穿孔(微小穿孔); 根据发生的解剖部位分为: 
食管穿孔, 胃穿孔, 结肠穿孔及小肠穿孔; 根据

发生穿孔的可预见性分为: 并发症性穿孔和治

疗性穿孔.

3  治疗穿孔的内镜辅助器械 
除了常规使用的胃肠镜外, 一般推荐使用双通

道治疗型内镜. 如不具备, 可以采用内镜辅助管

道. 消化系穿孔的内镜辅助治疗器具包括: (1)金
属夹; (2)尼龙圈结扎装置; (3)套扎器; (4)组织胶

或者生物蛋白胶; (5)内镜辅助管道; (6)被膜支

架; (7)专用缝合器械; (8)其他.

4  消化系穿孔的内镜治疗方法

4.1 带膜支架封堵术 对于食管穿孔, 由于操作空

间有限, 钛夹技术有时难以充分发挥作用, 可以

使用被膜食管支架如西格玛支架对穿孔实施临

时短期封堵处理, 待穿孔愈合后再适时取出. 但
对于胃和结肠穿孔, 因为管腔大, 蠕动强, 故不

适用.
4.2 金属夹闭合术 金属夹闭合术是目前为止使

用最为广泛的技术, 近年来国内外均有大量成

功文献报道. 对于小穿孔使用一个或者几个金

属夹就可满意封闭穿孔. 对于大穿孔, 由于金属

夹跨度有限, 不能一次性将穿孔夹闭, 可以在适

当吸闭消化系管腔, 充分缩小穿孔的情况下, 利
用多个金属夹完成穿孔的闭合. 也可利用双通

道治疗内镜, 先通过第一通道插入大组织钳或

者抓持钳将穿孔边缘先行拉拢, 然后再经过第
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二通道使用金属夹把已经聚拢的穿孔夹闭固

定缝合[1-3]. 国外有最多使用22个钛夹完成闭合

ESD后黏膜缺损的手术报道[4]. 目前最为常用的

两爪金属夹除了有日本的Olympus的金属夹推

送器可以重复使用的系列产品Quick Clip外, 还
有美国Boston公司的一次性产品Resolution Clip.
借助特制的“8”字形金属环, 金属夹技术可以

更加高效地关闭了结肠EMR所导致平均直径

16.3 mm的黏膜缺损[5]. 三爪金属夹产品则为美

国的Cook公司的Triclip, 目前临床应用报告不

多. 2008年德国还推出了一种全新的Over-The-
Scope-Clip system(OTSC)金属夹系统, 他为一种

镍钛记忆合金耙状夹预先装置在内镜前端的释

放套管内, 利用专用的抓持钳将病变周围组织

拉入套帽内或者负压吸引将病变及周围黏膜吸

入套帽内, 然后利用配套旋转扳机系统经过连

线把耙状夹牵拉释放, 耙状夹脱离套帽后迅速

恢复原状对合, 将组织咬合在一起, 从而起到止

血和封闭穿孔的作用. 此耙状夹有带刺和无刺

两种类型. 动物实验和初步的临床小样本试验

显示这一新器械较传统的金属夹能够更有效地

封闭创面和NOTES性穿孔, 目前缺乏大样本的

对比观察资料, 正确评估尚难[6-9].
现有的金属夹技术各有特点, 可以根据使

用者的具体情况来选用. 金属夹技术治疗的有

效性主要取决于穿孔的部位和类型, 但是金属

夹的使用技巧也是不容忽视的方面. 动物实验

后解剖显示内镜下可以有效地对10-20 mm长的

结肠穿孔实施金属夹缝合治疗, 甚至长度达50 
mm结肠的裂口也可达到满意黏膜及黏膜下层

的闭合, 从而有效预防继发性腹膜炎的发生[10].
日本学者对于6例人体EMR导致的胃壁穿

孔利用穿孔处的网膜作为补片, 将其通过穿孔

拉入胃腔内, 再使用金属夹把网膜固定在穿孔

周围胃黏膜上, 从而达到封堵穿孔的目的, 全部

取得满意结果[11]. 近期的动物实验也进一步证

实了此网膜补片-钛夹固定封堵术方法的有效 
性[12]. 但需要更多的临床病例加以证实其安全

性和有效性.
4.3 生物胶黏堵术 对于小穿孔及可能的发生隐

匿性穿孔创面可以使用组织胶如生物蛋白胶等

医用黏合剂实施内镜直视下局部喷涂封堵覆盖

处理. 遇到较大的穿孔, 如果钛夹技术等也不能

保证完全可靠的封闭创面, 可以在完成缝合术

后再辅助以局部涂布组织胶添堵缝合后的缝隙

及覆盖创面, 以期待隔离及保护创面, 减少胃肠
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■研发前沿
越来越多的内镜
下缝合装置正在
不断被研发出来, 
目前多数还处于
动物实验阶段, 少
部分器械已进入
临床初步运用.
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液对创面的侵蚀作用和漏出, 促进创面的愈合, 
防止病情扩展蔓延, 结合胃肠道减压及抗生素

使用等内科保守措施, 多能避免再通过手术方

法补救[13].
4.4 镜下联合治疗术 遇到较大的穿孔, 有时单独

使用钛夹技术常不能满意地关闭创口, 此时可

以利用双腔治疗内镜或者辅助管道或者双内镜

技术, 结合现有的常用治疗器械对创口实施镜

下联合缝合治疗. 推荐镜下同时联合使用Olym-
pus尼龙圈结扎装置和钛夹技术. 基本操作步骤

为根据穿孔的大小选择适当规格大小的尼龙圈

先套放安置在穿孔处, 使穿孔位居于张开的尼

龙圈中央, 然后再使用两个以上的钛夹将尼龙

圈多点钳夹固定在穿孔周围正常黏膜上, 进而

收拢缩小尼龙圈, 把穿孔边缘黏膜对拉靠拢或

者成向心性聚拢, 封闭穿孔. 可以分为2种形式: 
(1)平拉式, 利用2个钛夹将单个尼龙圈远近端分

别夹持在穿孔远近侧正常黏膜组织上, 然后收

拢尼龙圈使穿孔远近黏膜边缘靠拢, 使其圆形

穿孔变为长裂口, 然后再利用钛夹把剩余裂口

夹闭. 根据具体情况, 可以运用数个尼龙圈和钛

夹在穿孔的多个部位多点呈平行状实施缩小穿

孔面积操作, 最后再单独追加使用钛夹完成整

个缝合步骤; (2)荷包式, 利用多个钛夹将单个尼

龙圈等距离均匀呈环状固定在穿孔周围正常黏

膜上, 再收拢尼龙圈, 如同收紧荷包口样聚拢穿

孔周围组织覆盖穿孔, 从而实现封闭穿孔的目

的. 但过多钛夹会发生尼龙圈最后缩小时相互

交叉顶撞现象, 穿孔黏膜边缘易产生间隙而影

响缝合效果, 所以推荐使用4-6个钛夹为宜. 此种

内镜联合缝合技术最早由日本学者松田在2003
年美国DDW上作了专题介绍, 次年论文正式发

表在Gastrointest Endoscopy [1,14]. 2005年以来我们

应用本技术治疗了8例包括直肠穿孔和食管胃

吻合口瘘等不同类型的患者, 均达到满意的缝

合巨大黏膜缺损或者穿孔的效果[15].
4.5 套扎技术 利用传统的套扎器或者辅以套扎

器对结肠息肉切除时发生的小穿孔周围组织实

施吸引套扎处理也有成功的个案报道, 效果佳, 
但病例少, 需要进一步使用以评估其疗效[16-17].
4.6 专用工具缝合术 以上内镜下穿孔的缝合技

术并不是真正意义上的内镜缝合技术, 仅起到

利用黏膜及黏膜下层组织来封闭穿孔的目的, 
对消化系缺损的固有肌层覆盖和封堵而已, 无
对合作用, 故穿孔的完整愈合时间较长. 随着

消化内镜治疗技术的不断深入发展和实际需

要, 穿孔的有效缝合治疗将成为新的挑战. 国外

近年来正在不断研发新的专用镜下辅助治疗器

具以应对当代多种镜下手术并发的胃肠道穿孔

及时有效的缝合治疗和彻底关闭以完成腹腔内

器官手术治疗为目的的人为消化系管壁内造口

(NOTES)的需要, 实现真正意义上的消化系管

壁的全层缝合术, 从而达到更加可靠的穿孔的

缝合, 降低手术风险和治疗费用, 缩短住院时间, 
为进一步广泛深入开展有关消化系病变的切除

及管壁切开造口术, 如ESD和NOTES, 提供有效

的应急措施和可靠的手段保障.
国外除了利用现有的专用器械外 ,  如

Bard EndoCinch suturing device(Davol, Crans-
ton, RI)[18-19]和Plicator(NDO, Mansfield, Mass, 
USA)[20-21]. 其他已经应用于临床的缝合装置还

有Sew-Right(Cook Medical Inc, Bloomington, 
Ind, USA)[20]EsophyX和StomaphyX(Endogastric 
Solutions, Redmond, Wash, USA)[22]. 目前仍然

处于动物实验阶段的专用内镜缝合装置包括: 
Eagle Claw(Olympus Optical Co, Ltd, Tokyo, 
Japan)[23]及GProx(USGI Medical, San Clemente, 
Calif, USA)[24], 上述产品外形较粗大, 结构复杂, 
价格昂贵, 安装及使用均较繁杂, 目前主要应用

于GERD的内镜下治疗, 未来能否在胃壁穿孔的

治疗中发挥重要作用尚不得而知, 且实际临床

使用前景还不太明朗.
目前有部分内镜下缝合技术已经初步应

用于临床, 取得预期的疗效. 现仅就几种较成

熟的简单缝合技术作一简介. (1)多夹释放装置

InScope Multi-Clip Applier(IMCA)(InScope, a di-
vision of Ethicon Endo-Surgery, Cincinnati, Ohio, 
USA), 此装置用类似订书机的原理, 可以一次纵

向先后排列安置4个钛夹于释放管道内, 释放管

最前端的大跨度组织抓持固定钳并可以根据实

际需要进行旋转, 并可以反复开闭以寻求最佳

的钩拉聚拢穿孔边缘效果, 直视下确认穿孔对

应边缘被夹闭合拢后, 再将管道腔内的第1个钛

夹推送释放把穿孔边缘彼此对合固定, 重复操

作即可先后在穿孔的不同位置连续释放另外3
个钛夹, 依次并排将穿孔完全关闭缝合. 但此装

置需要使用3.2 mm通道的内镜. 初步动物实验

表明, 此装置可以迅速而满意关闭2 cm的结肠穿

孔. 目前尚缺乏临床上的实际使用经验, 效果有

待进一步评估[25-26]; (2)组织闭合装置Tissue Ap-
proximation Device(TAD; InScope, Ethicon Endo-
Surgery, Inc, Cincinnati, Ohio, USA), 此装置由前

■名词解释
内 镜 缝 合 技 术 : 
指在消化内镜直
视下通过专用缝
合器械将消化系
穿孔闭合封堵的
技术.
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端系一T形金属棒的聚丙烯线、长而中空可以

容纳缝合线的穿刺针和打结剪切装置3部分组

成. 操作步骤为先将内置前端系一T形金属棒的

聚丙烯线穿刺针刺过穿孔一侧边缘并释放T形
金属棒, 再把另一系T形金属棒的聚丙烯线穿刺

针刺过穿孔另一侧边缘并释放T形金属棒, 最后

将2根缝线打结收紧缝合穿孔. 最初的动物实验

和前期的临床试验显示此方法可以有效缝合长

度5 cm的穿孔. 其优点为此装置结构简单, 穿刺

管身纤细, 可以通过普通内镜常规的2.8 mm活

检通道, 在内镜直视下短时间可以完成多对缝

合线的准确穿刺和打结固定缝合操作, 是一种

比较有发展前景的技术, 值得推荐[27-28]. 
4.7 封堵伞技术 封堵伞技术(cardiac occluder de-
vice)移植沿用心房间隔缺损封堵伞技术. 2个由

镍钛记忆合金编织而成扁圆盘形状的带膜网状

封堵伞, 2伞之间中心部经由一短细蒂相连, 将
其后部与推送器管内连接杆旋接后, 纵轴向充

分压缩后逐步反向置入推送器套管内的前部, 
推送器前段由内镜活检通道插入至内镜前端显

露于视野内, 靠近消化系管壁穿孔及内造口处, 
在直视条件下把推送器前端对准穿孔并插入, 
进入腹腔内一定长度后, 固定推送器内推杆, 回
退推送器外套管先将前端封堵伞释放于穿孔的

腹腔侧, 前端腹腔伞失去外套管的约束后迅速

张开恢复扁圆伞形, 然后适当整体外拉推送器, 
使得腹腔堵漏伞紧贴穿孔的浆膜面, 再进一步

回退外套管把后部封堵伞释放于胃腔内, 确认

封堵伞恢复记忆形状, 完全膨胀封堵穿孔无误

后, 顺钟向旋转推送器内杆将封堵伞完全脱离, 
依此将穿孔或者胃造口封堵. 目前本技术仅有

成功的动物实验, 还没有人体初步应用的临床

报告, 但是根据目前大量成功的心房间隔缺损

封堵伞的临床应用结果报告推理, 其应该是一

种有发展前途的胃肠道穿孔及内造口封闭技术, 
除了需要做进一步的胃肠道方面的临床试验外, 
封堵伞昂贵的价格以及自身不可吸入性可能是

制约其广泛被采用的因素[29].

5  结论

随着消化内镜诊疗技术的不断发展与创新应用, 
并发胃肠道穿孔及人为管壁造口的状况将越来

越多, 临床上迫切需要一种或者几种简便而行

之有效的内镜直视下的缝合技术, 为深入广泛

开展有关的多种内镜下治疗技术提供有力的辅

助器械和可靠的技术支持, 从而可以使消化内

镜治疗技术造成的胃肠道穿孔并发症危害的严

重性降低到最低限度, 同时也为手术者可以从

容进行相关的内镜下治疗操作提供了充分的心

理保障, 减少术者的后顾之忧.
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Abstract
AIM: To construct recombinant plasmids 
conta in ing shor t ha i rp in RNA (shRNA) 
targeting the Pokemon gene and investigate 
the effects of shRNA-mediated downregulation 
of the Pokemon gene on the proliferation and 
apoptosis of HepG2 cells.

METHODS: Three shRNAs were designed ac-
cording to the coding sequence of the Pokemon 
gene and used to construct recombinant plas-
mids. The recombinant plasmids were trans-

fected into HepG2 cells using Lipofectamine 
2000. The expression of Pokemon mRNA and 
protein was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and West-
ern blot, respectively. Cellular proliferation was 
measured by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay. Apoptosis was analyzed by flow cytome-
try. The expression of H-ras and β-catenin genes 
was detected by RT-PCR.

RESULTS: Three recombinant plasmids were 
successfully constructed. The expression of 
Pokemon mRNA and protein was obviously 
downregulated in HepG2 cells transfected with 
the recombinant plasmids. The best silencing 
effect was achieved in cells transfected with 
the pshRNA2 plasmid. The expression levels 
of Pokemon mRNA and protein were down-
regulated by 75.2% and 72.61%, respectively. 
MTT assay indicated that pshRNA2 transfection 
could inhibit cellular proliferation and promote 
apoptosis. After pshRNA2 transfection, the ex-
pression of H-ras mRNA was downregulated 
(P < 0.05) in HepG2 cells though no significant 
change was observed in β-catenin expression.

CONCLUSION: The recombinant plasmids con-
taining shRNA targeting the Pokemon gene can 
specifically downregulate Pokemon expression. 
The Pokemon protein can promote proliferation 
and inhibit apoptosis in HepG2 cells possibly 
via downregulation of H-ras expression.

Key Words: Pokemon; Short hairpin RNA; Cell pro-
liferation; Apoptosis; H-ras

Wang B, Zhang QL, Yan W, Xia LM, Liu M, Tian DA. 
Short hairpin RNA-mediated downregulation of the 
Pokemon gene suppresses proliferation and promotes 
apoptosis in HepG2 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(30): 3128-3133

摘要
目的: 观察携带shRNA的重组质粒对肝癌细
胞HepG2增殖及凋亡的影响, 并初步探讨其分
子机制. 

®

■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
的 发 生 是 多 步
骤、多阶段的过
程 ,  此 过 程 的 实
现 需 要 多 个 癌
基 因 的 激 活 .  近
年来研究发现的
Pokemon基因控
制着细胞突变的
整个过程.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科
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方法: 设计3对针对Pokemon基因不同位点的
shRNA片段的真核表达载体, 脂质体介导转
染肝癌细胞株HepG2细胞. RT-PCR及Western 
blot检测转染前后Pokemon mRNA及蛋白质的
表达, MTT和流式细胞仪分析转染后细胞增
殖及凋亡的变化, RT-PCR检测其可能的下游
因子β-catenin及H-ras的表达. 

结果: 成功构建含shRNA片段的重组质粒, 依
次命名为pshRNA1、2、3. 转染HepG2细胞
后, Pokemon基因的mRNA及蛋白质表达水
平明显下调, 以pshRNA2最强, 抑制率分别
为75.2%(RNA水平)和72.61%(蛋白质水平). 
MTT显示pshRNA2可明显抑制细胞增殖; 流
式细胞仪测定转染后细胞凋亡增加; RT-PCR
显示下游因子H-ras的表达明显降低(P <0.05), 
而β-catenin的表达没有变化(P >0.05).

结论: 采用RNAi技术可以特异性阻断Pokemon
基因的表达; Pokemon基因有促进肝癌细胞株
增殖及抑制其凋亡的作用, 该效应可能与下调
其下游因子H-ras的表达有关.

关键词: Pokemon; 短发夹状RNA; 细胞增殖; 细胞

凋亡; H-ras
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0  引言

P o k e m o n基因, 又称P O K红系髓性致癌因子

(POK erythroid myeloid ontogenic factor). 作为

POK家族转录抑制因子的一员, 他不仅与胚胎

发育和细胞分化有关, 而且在某些组织的细胞

恶性转化过程中起着关键作用. 近年来研究表

明, Pokemon基因在淋巴瘤、乳腺癌及非小细胞

肺癌中均有很高的表达[1-3]. 我们前期的研究结

果显示, 原发性肝癌患者癌组织中Pokemon基因

的表达明显上调. 在此基础上, 本实验拟构建靶

向Pokemon基因的shRNA重组质粒, 观察其对肝

癌细胞株HepG2增殖和凋亡的影响, 并初步探讨

其可能的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2由本实验室保存; 
DMEM培养液购于Invitrogen公司; 100 mL/L胎
牛血清购于Clark公司; 兔抗人Pokemon多克隆

抗体购于ABCAM公司; 脂质体Lipofectamine 

2000购于Invitrogen公司; pGenesil-2载体购于武

汉晶赛公司; 限制性内切酶Bam HⅠ和Hin dⅢ
购于TaKaRa公司; 超纯质粒小量提取试剂盒购

于北京博大泰克公司; MTT购于Sigma公司; 人
Annexin V-FITC试剂盒购于晶美公司.
1.2 方法 
1.2.1 靶向Pokemon基因的shRNA重组质粒的构

建: 根据NCBI GenBank上公布的Pokemon基因

(NM_015898)全长序列, 遵循shRNA的设计原

则, 利用Promega公司的shRNA在线软件筛选出

3条19 nt的序列交由上海生工生物技术有限公

司合成, 分别为: shRNA1, (5'-CAGCAGAACGT
GTACGAGA-3', 干扰位点为363-381); shRNA2, 
(5'-GCTGGACCTTGTAGATCAA-3', 干扰位点

为578-596); shRNA3, (5'-GCACAGACACCTCA
AGAAA-3', 干扰位点为1595-1613). 所选择的序

列通过BLAST在GenBank上比对, 证明所选择的

序列与其他基因没有同源性. 阴性对照序列为

ACTACCGTTGTTATAGGTG, 此序列不与任何

人类基因序列同源. 序列两端分别引入Bam HⅠ

及Hin dⅢ酶切位点. 将上述寡核苷酸序列克隆

到载体上. 重组质粒转化感受态细胞, 卡那霉素

抗性的LB培养液恒温摇床过夜, 送北京诺赛基

因公司测序, 质粒测序结果通过Chromas软件进

行分析, 证实插入的shRNA片段的碱基序列与

设计序列完全一致. 
1.2.2 细胞培养和脂质体转染: HepG2细胞在含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液中, 置于50 
mL/L培养箱, 37℃恒温培养. 取对数生长期的细

胞, 接种于6孔板及96孔板内, 待细胞达到85%- 
90%的融合, 按照质粒∶脂质体比例为4 μg∶10 
μL加入Lipofectamine 2000及质粒复合物转染细

胞, 4 h后换上新鲜的培养液. 实验设立重组质粒

组(pshRNA1、2、3)、对照质粒组及脂质体空

白对照组. 
1.2.3 Pokemon基因表达的检测: 应用逆转录聚

合酶链反应(RT-PCR)检测Pokemon基因RNA
的表达. 收集转染后48 h的HepG2细胞提取总

RNA. Pokemon基因引物的上游序列5'-GGTCG
CAGAAGGTGGAGA-3', 下游序列5'-GGTCGT
AGTTGTGGGCAAA-3'; β-actin引物上游序列

5'-GTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3', 下游序列

5'-GACTGCTGTCACCTTCACCGT-3'. PCR的反

应体系为25 μL: 逆转录产物1 μL, 10×Taq酶反

应缓冲液2.5 μL, MgCl2 2.0 μL, dNTP 1 μL, 上下

游引物各1 μL, Taq酶1 μL, 去离子水补足25 μL. 

■研发前沿
Pokemon基因与
人类肿瘤关系的
研究尚处于起步
阶段, 人们对其在
肿瘤尤其是实体
瘤中的作用及机
制知之甚少. 由于
Pokemon基因控
制着细胞突变的
整个过程, 其作为
上游基因可以激
活其他癌基因, 加
速肿瘤进展, 所以
抑制Pokemon基
因的表达可以影
响其他癌基因的
表达, 减缓肿瘤发
展, 提高肿瘤的治
疗效果.
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循环参数: 95℃, 5 min后, 94℃, 40 s, 57.7℃, 40 s, 
72℃, 40 s, 共30个循环, 最后72℃ 10 min. 扩增

后的产物取5 μL进行2%的琼脂糖凝胶电泳, 然
后在紫外凝胶成像仪上进行拍照, 利用相关图

像分析软件分析电泳条带的灰度值, mRNA表达

的相对强度 = 目的条带的灰度值/β-actin条带的

灰度值. 
1.2.4 Pokemon蛋白表达的检测: 采用免疫印迹

法(Western blot)检测Pokemon蛋白的表达. 收集

转染后48 h的HepG2细胞, 用细胞裂解液抽提细

胞总蛋白, Bradford法检测总蛋白浓度, 取40 μg
总蛋白进行电泳. 10% SDS-PAGE中蛋白分离

完毕后将凝胶中的蛋白转移至硝酸纤维素膜上, 
5%的封闭液封闭2 h, 加入一抗(兔抗人Pokemon
蛋白多克隆抗体, 1∶200), 4℃过夜; 洗膜, 再加

入二抗(羊抗兔IgG-HRP, 1∶10 000)孵育1 h, 洗
膜后进行ECL显色. 利用相关图像分析软件扫描

分析条带的灰度值. Pokemon蛋白表达的相对强

度 = 目的条带的灰度值/β-actin条带的灰度值. 
1.2.5 细胞增殖活性的检测: 采用噻唑蓝(MTT)
法检测细胞的增殖活性. 将转染处理组及空白

对照组处于对数生长期的细胞以4000个/孔接种

96孔板, 分别于24、48、72、96及120 h分别弃

去培养基, 每孔加入5 g/L的MTT溶液继续培养4 
h, 弃去MTT, 各孔加入150 μL的DMSO, 室温下

震荡10 min, 在酶标仪A 490nm处测定各孔的吸光

度值(A值), 绘制细胞的生长曲线, 并计算细胞的

生长抑制率. 细胞生长抑制率 = (阴性对照组A
值-转染组A值)/阴性对照组A值×100%. 
1.2.6 细胞凋亡的检测: 采用流式细胞术检测细

胞的凋亡. 取对数生长期HepG2细胞以1×106接

种24孔板, 于转染后培养48 h, 胰酶消化收集细

胞, PBS洗涤2次, 取100 μL的细胞悬液于5 mL流
式管中, 加入5 μL Annexin V-FITC和10 mg/L的
碘化吡啶, 轻轻混匀, 避光室温反应15 min, 加入

300 μL的结合缓冲液后上机检测. 以各组中凋亡

细胞占总计数细胞的百分比计算凋亡率. 
1.2.7 β-catenin及H-ras的检测: TRIzol法提取各组

细胞中的总RNA, 经逆转录合成cDNA. β-catenin
上游引物5'-CCAAGTGGGTGGTATAGAGG-3', 
下游引物5'-GCTGGGTATCCTGATGTGC-3', 退
火温度为59℃, PCR产物长度为329 bp; H-ras上
游引物5'-TGCCATCAACAACACCAAG-3', 下
游引物5'-CTCATCAGGAGGGTTCAGC-3', 退火

温度为54℃, PCR产物长度为283 bp. PCR的反应

体系为25 μL: cDNA 1 μL, 10×Taq酶反应缓冲

液2.5 μL, MgCl2 1.5 μL, dNTP 1 μL, 上下游引物

各1 μL, Taq酶1 μL, 去离子水16 μL. β-catenin的
循环参数为: 95℃, 5 min, 94℃, 40 s, 59℃, 40 s, 
72℃, 40 s, 共30个循环, 最后72℃ 10 min. H-ras
的循环参数为: 95℃, 5 min, 94℃, 40 s, 54℃, 40 
s, 72℃, 40 s, 共30个循环, 最后72℃ 10 min. 扩
增产物在紫外凝胶成像仪上进行拍照, 利用相

关图像分析软件分析电泳条带的灰度值, mRNA
表达的相对强度 = 目的条带的灰度值/β-actin条
带的灰度值.

统计学处理 采用SPSS13.0分析软件进行统

计学处理, 根据数据性质, 分别采用非参数检验

及Fishers精确分析法进行分析, P <0.05认为差异

具有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒pshRNA的鉴定 测序结果显示, 所
插入的shRNA1, shRNA2及shRNA3片段正确的连

入pGenesil-2载体中, shRNA重组质粒构建成功.
2.2 shRNA重组质粒对Pokemon基因表达的抑制

作用

2.2.1 RT-PCR检测Pokemon mRNA的表达: RT-
PCR检测各组细胞中Pokemon及β-actin mRNA
的表达. 以目的条带的灰度值/β-actin条带的灰

度值作为Pokemon mRNA表达的相对含量, 并
计算抑制率. 抑制率 = 阴性对照组Pokemon的相

对表达量-转染重组质粒组Pokemon的相对表达

量/阴性对照组Pokemon的相对表达量. 结果显

示, 转染pshRNA重组质粒的细胞Pokemon的表

达较阴性对照组明显减弱(P <0.05), 而转染阴性

对照质粒的细胞与空白组相比, Pokemon的表达

没有明显变化(P >0.05), 此结果显示转染shRNA
重组质粒能够明显抑制Pokemon基因的表达. 3
个shRNA质粒转染组之间进行对比, pshRNA-2
转染组Pokemon基因的表达量明显低于其他2组
(P <0.05), 而pshRNA-1组与pshRNA-3组之间无

显著差异性(P >0.05, 表1). 
2.2.2 Western blot检测Pokemon蛋白的表达: 提
取各组细胞的总蛋白, western blot检测各组细胞

中Pokemon及β-actin蛋白的表达. 以目的条带的

灰度值/β-actin条带的灰度值作为Pokemon蛋白

表达的相对含量, 并采用上述方法计算抑制率, 
取3次实验结果进行统计学分析. 结果显示转染

pshRNA重组质粒后, 细胞Pokemon蛋白条带较对

照组明显减弱(P <0.05), 而转染阴性对照质粒的

细胞与空白组相比, Pokemon的表达没有明显变

■创新盘点
由 于 P o k e m o n -
A R F - H d m 2 -
P53-P21通路在实
体肿瘤的发生中
频 繁 缺 失 ,  所 以
Pokemon基因在
HCC中的信号传
导通路尚不十分
清楚. 本研究发现
其可能通过特异
性的诱导下游分
子H-ras的表达来
调控HCC细胞的
生长过程.
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化(P>0.05). 3个shRNA质粒转染组之间进行对比, 
pshRNA-2转染组Pokemon蛋白的表达量明显低

于其他2组(P<0.05), 而pshRNA-1组与pshRNA-3
组之间无显著差异性(P>0.05, 图1, 表2).
2.3 pshRNA-2质粒对HepG2细胞生长活性的抑

制作用 MTT法显示, 与阴性对照及空白组相比, 
转染pshRNA-2质粒能够明显抑制HepG2细胞的

生长活性, 阴性对照组及空白组的细胞生长曲

线之间无明显差异(表3, 图2). 
2.4 pshRNA-2质粒对HepG2细胞凋亡的影响 转
染48 h后, 通过流式细胞仪检测及分析软件显

示, pshRNA-2质粒转染组细胞凋亡率(45.09%±

1.62%)显著增加, 明显高于阴性对照组的凋亡率

(8.33%±0.64%, P <0.05), 而阴性对照组与空白

组细胞的凋亡率(6.43%±0.49%)无显著差异性

(P >0.05, 图3-4). 
2.5 β-catenin及H-ras的表达 β-catenin在shRNA
质粒转染组、阴性对照组及空白组中的表达

均无差异性; 而H-ras在shRNA质粒转染组中的

表达显著减少, 明显低于阴性对照组及空白组

(P <0.05); 阴性对照组及空白对照组中的H-ras表
达无差异性(表4).

3  讨论

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是我国

常见恶性肿瘤之一, 其死亡率在消化系恶性肿

瘤中列第3位, 仅次于胃癌和食管癌. HCC起病

隐匿, 患者早期缺乏典型症状, 多数患者就诊时

病情已处于晚期, 治疗效果差, 死亡率高. 因此, 
探索新的治疗HCC的方法势在必行, HCC的基

因治疗正成为目前的探索热点. RNAi技术有效

表 3 各组细胞在不同时间的A 值

     
分组           24 h           48 h          72 h          96 h            120 h

空白对照组 0.442±0.027 0.580±0.016 0.678±0.069 0.731±0.018   0.895±0.025

阴性对照组 0.421±0.013 0.556±0.007 0.663±0.016 0.712±0.024   0.873±0.019

pshRNA2组 0.335±0.011 0.313±0.003 0.360±0.012 0.411±0.013   0.431±0.014

表 1 转染shRNA重组质粒后各组细胞Pokemon mRNA的表达及抑制率

     
分组      pshRNA1组     pshRNA2组    pshRNA3组   阴性对照组   空白对照组

灰度比值  0.453±0.023a 0.214±0.011c 0.478±0.020a 0.863±0.036 0.904±0.006

抑制率(%) 47.51  75.20  44.61  -  -

aP<0.05 vs  阴性对照组; cP<0.05 vs  pshRNA1及pshRNA3组.

表 2 转染shRNA重组质粒后各组细胞Pokemon蛋白的表达及抑制率

     
分组      pshRNA1组    pshRNA2组    pshRNA3组  阴性对照组  空白对照组

灰度比值  0.547±0.023a 0.246±0.017c 0.568±0.014a 0.898±0.018 1.006±0.023

抑制率(%) 40.09  72.61  36.75  -  -

aP<0.05 vs  阴性对照组; cP<0.05 vs  pshRNA1及pshRNA3组.

1          2         3          4         5
Pokemon

β-actin

68 kDa

43 kDa

图 1 Western blot检测各组细胞中Pokemon基因的蛋白表
达. 1: shRNA1组; 2: shRNA2组; 3: shRNA3组; 4: 阴性对照

组; 5: 空白对照组.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

  A
值

0           24          48          72           96         120
t /h

空白对照组
阴性对照组
pshRNA2组

图 2 转染Pokemon shRNA2重组质粒对HepG2细胞增殖的
影响.

■应用要点
本 研 究 对
Pokemon进行的
研究有助于HCC
发生机制的阐明, 
并可能为HCC的
治疗及预防提供
新的靶点.
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沉默靶基因的表达, 在动物实验中已经证实他

可以通过静脉或局部注射进入瘤体内而发挥良

好的抗肿瘤作用[4]. 构建siRNA表达载体与化学

合成siRNA相比, 更有利于进行稳定表达siRNA
和长效抑制的研究. 转染到细胞的DNA模板中, 
在体内转录得到siRNAs, 从而不需要直接进行

RNA的操作, 能提高s iRNA的稳定性, 并可使

siRNA在体内维持较长时间的基因沉默[5]. 
Pokemon基因起初是作为结合于人类免疫

缺陷病毒Ⅰ型(human immunodeficiency virus 
typeⅠ, HIV-Ⅰ)的启动子元件而被发现的, 继
而作为前髓细胞性白血病锌指(promyelocytic 
leukaemia zinc finger, PLZF)的同系物而被克 
隆[1]. 2005年Maeda et al报道Pokemon作为原癌

基因, 能够特异性地抑制抑癌基因ARF, 促进肿

瘤的发生发展, 从而引起人们的广泛关注[6]. 但
是迄今为止, 关于Pokemon基因在HCC形成过

程中的作用及其机制国内外报道较少. 我们既

往的研究发现, HCC组织中Pokemon mRNA及

蛋白的表达均高于癌旁组织, Pokemon基因表

达的上调仅与患者的瘤体直径有关, 而与患者

年龄, 肿瘤分化程度以及TNM分期等无关. 提示

Pokemon与HCC的发生发展密切相关, 我们的实

验结果与国内报道基本一致[7]. 那么Pokemon在
HCC的形成过程中究竟发挥怎样的作用呢?

为了阐述这个问题, 我们构建了如下的实

验体系: 首先, 检测发现HCC细胞株HepG2中
Pokemon呈强表达(结果未显示); 其次, 成功构

建并筛选靶向Pokemon基因的重组质粒, 并导入

HepG2中, 分别于RNA和蛋白质水平证实其能

够有效抑制Pokemon基因的表达. 该体系的建立

为我们体外研究Pokemon基因的功能奠定了良

好的基础. 
细胞的增殖和凋亡在HCC发生发展中起着

重要的作用[8-9]. 我们发现, 转染Pokemon shRNA
表达载体后, 细胞的增殖率明显低于对照组, 呈
非时间依赖性, 说明Pokemon基因在细胞增殖过

程中起到重要的作用. 流式细胞术检测显示干

扰组细胞的凋亡率明显高于对照组. 表明靶向

Pokemon的shRNA表达载体可以通过促进细胞

凋亡的方式来调控细胞的生长过程. 该结果为

我们在整体试验过程中观察到的Pokemon基因

的上调只与瘤体直径有关的现象提供了可靠的

试验依据. 

表 4 各组细胞中β-catenin及H-ras的表达

     
类别      pshRNA1组   pshRNA2组   pshRNA3组  阴性对照组     空白对照组

β-catenin  0.892±0.120 0.932±0.032 0.924±0.232 0.963±0.136   0.978±0.013

H-ras  0.212±0.032a 0.113±0.019a 0.297±0.047a 0.924±0.003   0.937±0.011

aP<0.05 vs  阴性对照组.

图 3 转染Pokemon shRNA2重组质粒对HepG2细胞凋亡的影响. A: 空白对照组; B: 阴性对照组; C: shRNA-2质粒转染组.
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图 4 转染Pokemon shRNA2重组质粒对HepG2细胞凋亡的
影响.
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■同行评价
本文采用RNAi技
术 ,  构 建 了 靶 向
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意义及应用价值.
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Maeda et al [6]认为, Pokemon是通过直接抑

制抑癌基因ARF促进某些类型淋巴瘤发生发展

的, 近年来也有报道认为Pokemon主要是通过

更下游的分子即ARF-Hdm2-P53-P21通路发挥

作用[10]. 但由于ARF/P53通路在实体肿瘤的发

生中频繁缺失, 所以该基因在HCC中的信号传

导通路尚不十分清楚. 本研究基于以下理由初

步选择H-ras及β-catenin作为其下游因子进行检

测: (1)与H-ras单独转染相比, H-ras与Pokemon
基因联合转染成纤维细胞株MEFs时, 细胞出现

明显增殖特性, 并能抵抗单独转染所引起的细

胞衰老或者凋亡[1]; (2)β-catenin是与Pokemon同
一家族成员并且功能相似的Kaiso基因的下游因 
子[11-12], 而关于Pokemon与β-catenin的关系至今

为止尚无相关报道. 我们的研究结果表明, 干扰

组细胞中H-ras表达量与对照组相比明显减少, 
而β-catenin的表达量则无明显变化. 因此我们推

测Pokemon基因可能通过特异性的诱导下游分

子H-ras的表达来调控肿瘤细胞的生长过程. 至
于Pokemon及H-ras二者之间具体的信号传导通

路尚有待进一步研究. 
总之, 本实验成功构建了靶向Pokemon的

shRNA表达载体, 并初步探讨了其对肝癌细胞

株HepG2生长的影响及其可能的机制. 结合前期

的整体试验结果, 我们相信Pokemon将有可能成

为人类HCC治疗的一个新靶点.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of radix 
pulsatillae alcohol extract on intestinal epithelial 
tight junctions in rats with trinitrobenzene 
sulfonic acid (TNBS)-induced colitis and explore 
potential mechanisms involved.

METHODS: Acute colitis was induced in rats 
using TNBS enema. Thirty-eight rats were ran-
domized into four groups: normal control group 
(n = 8), model control group (n = 10), radix 

pulsatillae alcohol extract treatment group (n = 
10) and golden bifid (live combined bifidobac-
terium, lactobacillus and streptococcus ther-
mophilus tablets) treatment group (n = 10). Diar-
rhea and bloody stool were observed. Colonic 
damage was evaluated histologically. The levels 
of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and inter-
leukin-10 (IL-10) in colonic tissue and endotoxin 
in blood were determined by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The expression 
of occludin in intestinal mucosal epithelial cells 
was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: After acute colitis was induced in 
rats using TNBS enema, disease activity index 
and colonic damage score increased. However, 
treatment with radix pulsatillae alcohol extract 
and golden bifid significantly decreased disease 
activity index (6.50 ± 1.27 and 5.90 ± 1.67 vs 9.20 
± 1.75, respectively; both P < 0.05), colonic dam-
age score (5.00 ± 1.05 and 4.80 ± 1.25 vs 7.10 ± 
0.99, respectively; both P < 0.05), colonic TNF-α 
level (521.24 ± 109.37 ng/L and 503.98 ± 126.63 
ng/L vs 657.54 ± 149.60 ng/L, respectively; both 
P < 0.05) and blood endotoxin level (0.148 ± 0.093 
EU/mL and 0.153 ± 0.106 EU/mL vs 0.213 ± 0.023 
EU/mL, respectively; both P < 0.05), and re-
markably increased colonic IL-10 content (92.19 ± 
30.09 ng/L and 95.57 ± 27.71 ng/L vs 42.92 ± 23.74 
ng/L, respectively; both P < 0.05) in rats with 
TNBS-induced colitis. In the model control group, 
the structure of tight junctions was destroyed and 
the expression of occludin was downregulated in 
colonic mucosal epithelium. However, treatment 
with radix pulsatillae alcohol extract and golden 
bifid could reduce the damage to tight junctions 
and upregulate the expression of occludin in rats 
with TNBS-induced colitis.

CONCLUSION: Radix pulsatillae alcohol ex-
tract can exert a protective effect against TNBS-
induced intestinal mucosal barrier dysfunction 
possibly via mechanisms that are associated with 
adjusting intestinal microecology, upregulating 
occludin expression, reducing colonic TNF-α 
level and blood endotoxin level, and increasing 
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■背景资料
紧密连接是构成
肠黏膜屏障的主
要结构基础, 当结
肠炎发生时可由
紧密连接的破坏
引起肠黏膜屏障
的损伤, 在治疗方
面, 是否可通过保
护紧密连接从而
达到保护肠黏膜
屏障的作用. 本文
就这一问题研究
了白头翁醇提物
对TNBS诱导大鼠
结肠炎模型的肠
黏膜屏障肠上皮
细胞紧密连接蛋
白occludin是否具
有保护作用.
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colonic IL-10 production.
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摘要
目的: 探讨白头翁醇提物对三硝基苯磺酸诱
导大鼠结肠炎肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白
的调控, 进一步阐明白头翁醇提物对大鼠实验
性结肠炎的肠黏膜屏障的保护作用. 

方法: 建立TNBS诱导大鼠结肠炎模型. 实验分
为正常组、模型组、白头翁醇提物治疗组和
双歧杆菌嗜酸乳杆菌肠球菌三联活菌(金双歧)
组. 进行疾病活动指数(DAI)和组织学损伤评
分, 用ELISA法测定结肠组织TNF-α、IL-10和
血清内毒素, 采用免疫组织学染色检测紧密连
接(tight junction, TJ)相关蛋白occludin的分布.

结果: TNBS诱导大鼠结肠炎后, DAI和组织学
损伤评分增高, 结肠组织TNF-α水平升高、

IL-10水平降低和血清内毒素水平升高, 而经白
头翁醇提物和双歧杆菌嗜酸乳杆菌肠球菌三
联活菌处理后, DAI和组织学损伤评分有明显
下降(6.50±1.27, 5.90±1.67 vs  9.20±1.75; 5.00
±1.05, 4.80±1.25 vs  7.10±0.99, 均P<0.05), 结
肠组织TNF-α水平降低(521.24±109.37 ng/L, 
503.98±126.63 ng/L vs  657.54±149.60 ng/L, 均
P <0.05)、血清内毒素水平降低(0.148±0.093 
EU/mL, 0.153±0.106 EU/mL vs  0.213±0.023 
EU/mL, 均P <0.05)和IL-10水平升高(92.19±
30.09 ng/L, 95.57±27.71 ng/L vs  42.92±23.74 
ng/L, 均P<0.05); TNBS诱导大鼠结肠炎后, TJ结
构遭到破坏, TJ相关蛋白的表达减少, 而白头翁
醇提物和双歧杆菌嗜酸乳杆菌肠球菌三联活
菌(金双歧)处理后可使TNBS引起的TJ结构受
损减轻, 相关蛋白的表达增多.

结论: 白头翁醇提物可以对TNBS诱导大鼠结
肠炎肠黏膜屏障具有明显的保护作用, 其机制
可能是通过调节肠道微生态、上调肠上皮细
胞紧密连接蛋白occludin的表达、降低结肠组
织TNF-α含量、提高IL-10水平, 从而抑制内
毒素通过紧密连接进入体循环.

关键词: 白头翁醇提物; 肠道微生态; 三硝基苯磺

酸; 肿瘤坏死因子α; 白介素10; 内毒素; 紧密连接

蛋白; 肠道黏膜屏障
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的病因和发病机制至今尚不完全清楚 .  近年

来 ,  肠道黏膜屏障在I B D中的作用越来越受

到重视 ,  肠上皮细胞紧密连接蛋白是肠上皮

细胞间的最重要的连接蛋白 ,  对肠黏膜屏障

起着至关重要的作用 ,  参与了I B D的发病过 
程[1-2], 中药是否可以通过调整肠道上皮紧密连

接到达治疗IBD, 目前国内外未见这方面的报

道. 白头翁醇提物对TNBS诱导大鼠结肠炎模型

的肠黏膜屏障肠上皮细胞紧密连接蛋白occludin
是否具有保护作用, 为此我们做了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄兼用, 购自四川省医学

科学院实验动物研究所, 许可证号: SCXK(111) 
2004-16. 白头翁批号080721, 产地: 四川省成都

中医药大学惠康药业; 三硝基苯磺酸(t r ini t ro-
benzene-sulfonic acid, TNBS)为Sigma公司产

品, 试剂浓度1.14 kg/L; 双歧杆菌嗜酸乳杆菌

肠球菌三联活菌(金双歧), 每片0.5 g, 内蒙古

双奇药业股份有限公司, 批准文号: 国药准字

S19980004; 一抗occludin兔多克隆抗体, Sigma
公司; TNF-α、IL-10 ELISA法检测试剂盒, 欣博

盛生物科技有限公司; 血清内毒素鲎试剂盒, 欣
博盛生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 白头翁醇提物的制备: 按王先芳 et al [3]方法

提取并稍加改进. 称取白头翁饮片250 g, 加950 
mL/L乙醇1500 mL, 在80℃恒温水箱中加热回流

2.5 h, 共3次, 用100目尼龙网过滤, 将滤液减压蒸

馏回收乙醇, 然后烘干成褐色粉末备用.
1.2.2 造模: SD大鼠共38只, 雌雄兼用, 适应性饲

养3 d后随机数字表法分成正常对照组(n  = 8)、
TNBS模型组(n  = 10)、白头翁醇提物治疗组(n  = 
10)和金双歧治疗组(n  = 10). 参照Morris et al [4], 
王皓 et al [5]报道的TNBS法造模: 所有大鼠术前

禁食24 h, 自由饮水, 氯胺酮注射液(50 mg/kg)腹
腔注射麻醉大鼠后, 模型组、白头翁治疗组及金

■研发前沿
炎症性肠病发生
时肠黏膜屏障损
伤已证实, 但其发
生机制是目前研
究的热点, 而且治
疗通过调节肠道
微生态方面的机
制尚不清楚.
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双歧治疗组将含TNBS(100 mg/kg)的500 mL/L乙
醇溶液0.85 mL用硅胶管缓慢注入距肛门约8 cm
处的肠腔内, 正常对照组在相同的麻醉条件下

予以等量生理盐水注入, 注入后立即提起大鼠

尾部倒置2-3 min, 以防药液倒流. 造模后第1-7
天, 白头翁治疗组大鼠将制备的白头翁醇提物

按2 g/kg用蒸馏水配置成1 mL灌肠; 金双歧治疗

组大鼠用已制备的金双歧粉末水溶液(2 Co/只)1 
mL灌肠, 模型组和正常对照组以等量生理盐水

灌肠, 每天1次. 各组大鼠饲以相同的平衡颗粒

样食物, 并自由饮水, 观察大鼠精神状态、进

食、活动、大便和体质量等情况. 于造模后第8
天取眼眶静脉血测定血清内毒素, 并断颈处死

所有大鼠, 游离并取下整段结肠, 沿肠系膜纵向

剪开, 清洁肠内污物后观察结肠标本充血水肿

情况、溃疡大小、分布、有无活动性出血等情

况; 取1 cm病变组织, 行HE染色及免疫组织化学

法检测occludin的表达; 余下标本液氮冻存, 用于

ELISA法测定结肠组织中TNF-α、IL-10的表达. 
1.2.3 occludin免疫组织化学染色: 采用EnVision
法, 石蜡切片常规脱蜡至水, H2O2孵育, 胃蛋

白酶37℃ 30 min抗原修复, 兔抗occludin抗体 
(1∶200)4℃过夜后, 滴加适当二抗工作液室温

孵育30 min, DAB显色, 镜下控制显色时间, 苏木

素复燃, 常规脱水透明, 树胶分片. 在低倍镜下

观察occludin在肠上皮细胞的分布特征, 每张切

片选取5处occludin染色集中区域, 在高倍镜下

(×200)计数, 求得平均值. 
1.2.4 血清内毒素测定: 取SD大鼠眼眶静脉血, 
低温6000 r/min离心5 min, 取0.1 mL上清液, 以
ELISA法测定其内毒素含量, 具体步骤按试剂盒

说明书操作进行.
1.2.5 结肠组织TNF-α、IL-10测定: 切取部分结

肠组织, 电子天平称质量, 在液氮条件下将大鼠

结肠研磨碎, 冰PBS 0.4 mL制成结肠组织溶液, 
4℃ 3500 r/min离心10 min, 取0.1 mL上清液, 使
用相应的试剂盒以ELISA法测定其TNF-α、IL-1
含量. 

统计学处理 均数以mean±SD表示, 各组间

比较用F检验, P <0.05时差异有显著性.

2  结果

2.1 疾病活动指数(DAI)和组织评分的比较 DAI
及组织学损伤评分与正常组比较差异均有显著

性意义(P <0.05), 白头翁治疗组与金双歧治疗组

比较差异无显著意义(P >0.05, 表1).

2.2 occludin免疫组织化学染色分布特征 正常组

occludin连续分布于肠黏膜上皮细胞的边缘, 主
要定位于细胞膜和细胞质, 为棕黄色染色颗粒, 
其计数结果为81.62±11.39. 模型组occludin染
色散乱, 其计数结果为25.78±10.28. 白头翁治

疗组染色明显恢复, 其计数结果为50.68±17.02. 
金双歧治疗组染色有所恢复 ,  其计数结果为

52.43±16.15. 模型组与金双歧治疗组相比有差

异(P <0.05). 模型组结肠组织occludin阳性染色强

度及范围较弱, 白头翁治疗组和金双歧治疗组

occludin较模型组强, 正常组occludin的定位与前

面2组没有明显区别, 但其棕褐色染色强度及范

围很强(图1). 
2.3 结肠组织TNF-α、IL-10含量及血清内毒素

水平 TNF-α、IL-10和血清内毒素水平在模型

组、白头翁治疗组和金双歧治疗组、正常对照

组组间比较, 差异均有显著性意义(均P <0.05), 
白头翁治疗组与金双歧治疗组之间差异无显著

性意义(P >0.05, 表2).

3  讨论

肠黏膜屏障主要由肠黏膜基底膜、上皮细胞层

及其表面的黏液层所构成[6], 在维护肠功能中扮

演着重要角色. 肠上皮细胞是肠黏膜屏障的主

要组织结构基础, 细胞间的连接复合体参与维

持上皮细胞的完整性, 其中紧密连接是细胞间

最重要的连接方式, 在细胞侧空间形成调控屏

障, 调控水、离子和大分子物质的跨膜转运, 防
止大分子物质经肠腔漏到周围组织中, 维护肠

黏膜屏障功能和肠黏膜通透性[7-10]. 紧密连接不

仅参与生理过程调节, 还参与炎症的调节过程, 
当肠上皮细胞紧密连接一旦发生变异、减少或

缺失, 则细胞间隙通透性增加, 细菌、内毒素及

大分子物质就可通过紧密连接进入体循环[11-12]. 
上皮紧密连接主要由occludin蛋白、claudin蛋
白、连接黏附分子等紧密连接蛋白构成选择性

表 1 各组大鼠DAI和结肠组织学损伤评分

     
分组                  n                DAI                 组织学评分

模型组               10        9.20±1.75ace     7.10±0.99ace

白头翁治疗组        10        6.50±1.27a       5.00±1.05a

金双歧治疗组        10        5.90±1.67a       4.80±1.25a

正常组                8        0.75±0.71        0.25±0.46

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  白头翁治疗组; eP<0.05 vs  金双

歧治疗组.

■创新盘点
目前有关中药治
疗炎症性肠病是
肠上皮细胞紧密
连接蛋白occludin
表达的文章尚未
见报道. 本研究证
实了白头翁醇提
物对大鼠结肠炎
黏膜上皮细胞紧
密连接蛋白具有
保护作用. 为中医
治疗炎症性肠病
提供新的思路.
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屏障功能, 紧密连接蛋白在上皮细胞分化中起

重要作用[7,13-14]. 其中, occludin蛋白是紧密连接

中最重要的结构蛋白, 不仅能通过外环以拉链

式结合进而产生严密的细胞旁封闭, 还能与不

同的分子结合, 参与紧密连接形成的信号调节. 
肠上皮occludin水平的检测不仅可以反映肠道

菌群紊乱情况下致病菌对肠道屏障的破坏情况, 
也反映了肠道屏障的恢复程度, 因此在国际上

已得到认可[15-18]. 
目前普遍认为, IBD发病时肠黏膜屏障功能

异常, 一些损伤性因素如炎症细胞因子能破坏

肠黏膜屏障, 肠腔内抗原物质向肠黏膜固有层

移位, 进一步激活固有层免疫细胞, 导致肠黏膜

异常炎症反应[19-21]. 各种炎症因子及内毒素等可

通过影响各种紧密连接蛋白的表达, 使连接复

合体遭到破坏, 肠黏膜通透性增加[22]. Willemsen 
et al [23]研究IFN-γ对闭合蛋白claudin-2表达的影

响和肠上皮屏障功能之间的关系时发现IFN-γ通
过不同作用机制影响到闭合蛋白claudin-2的表

达, 破坏肠上皮屏障, 进而导致IBD等的发生. 还
有报道, TNF-α通过紧密连接破坏上皮屏障功 
能 [24],  I B D肠黏膜高表达的其他细胞因子如

IL-15、IL-2、IL-1β等也能影响上皮细胞紧密连

接蛋白表达及分布[25-26]. 
我们的实验结果表明 ,  白头翁醇提物对

TNBS诱导的大鼠结肠炎有明显的抑制作用. 用
白头翁提物治疗TNBS诱导大鼠结肠炎, 结肠

黏膜糜烂、溃疡显著减轻, 炎性细胞浸润明显

减少, DAI和黏膜损伤积分明显下降, 与金双歧

治疗组无差异显著性, 与模型组比较差异有显

著性, 提示白头翁醇提物对结肠炎具有一定的

治疗作用. 本实验还表明, 模型组紧密连接蛋白

occludin表达低于正常组的表达, 而通过白头翁

醇提物治疗后, 结肠组织occludin表达明显高于

表 2 各组大鼠结肠组织TNF-α、IL-10及血清内毒素含量

     
分组    n       TNF-α(ng/L)       IL-10(ng/L)           内毒素(EU/mL)

模型组  10 657.54±149.60ace                 42.92±23.74ace         0.213±0.023ace

白头翁治疗组 10 521.24±109.37a                 92.19±30.09a         0.148±0.093a

金双歧治疗组 10 503.98±126.63a                 95.57±27.71a         0.153±0.106a

正常组    8 205.40±72.49               123.00±36.16         0.099±0.121

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  白头翁治疗组; eP<0.05 vs  金双歧治疗组.

A B

C D

图 1 各组大鼠结肠组织occludin染色表达(×100). A: 模型组; B: 白头翁治疗组; C: 金双歧治疗组; D: 正常组.

■应用要点
本 研 究 发 现 ,  白
头翁醇提物治疗
后的大鼠结肠炎
肠道屏障上皮细
胞紧密连接蛋白
occludin表达升高, 
为白头翁醇提物
试用于临床试验
做了充分的准备. 
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模型组, 但低于正常组的表达, 从而表明紧密连

接蛋白occludin参与了IBD的发病机制, 可能是

当IBD发病时, 肠黏膜屏障功能异常, 导致肠上

皮细胞紧密连接发生减少、缺失, 使得肠上皮

细胞紧密连接occludin蛋白的表达下降, 肠道通

透性增加. 调节肠道微生态能够增强肠上皮细

胞的紧密连接, 降低肠道通透性, 增强肠道黏膜

屏障功能. Madsen et al [27]研究发现, 口服VSL 3
能降低肠黏膜分泌TNF-α和IFN-γ, 恢复IL-10-
KO小鼠损伤的结肠屏障功能和上皮细胞的完

整性. Resta-Lenert et al [28]也在对肠侵袭性大肠

杆菌(enteroinvasive E.coli , EIEC)对人肠上皮细

胞系(HT29/cl 19A和Caco-2)感染的研究中发现, 
嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus , ST)和
嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus , LA)能维

持或增强细胞骨架蛋白和紧密连接蛋白的磷酸

化, 因此增强了肠上皮细胞间的紧密连接, 从而

阻止了EIEC对肠上皮细胞的侵袭. 另外还有一

些研究发现[29-31]增加肠道特殊菌群, 通过改变

肠道微生态, 不仅能够增加细胞因子IFN-γ的水

平, 而且增强肠道上皮细胞的功能及活性. 我们

的实验结果显示: 在通过金双歧治疗后, 结肠组

织occludin表达明显高于模型组, 但低于正常组

的表达, 白头翁治疗组与金双歧治疗组之间差

异无显著意义, 从而表明白头翁治疗组具有与

金双歧调节肠道微生态的类似作用, 通过维持

肠道菌群的平衡, 维护肠道微生态屏障, 抑制细

菌移位, 从而使肠道上皮紧密连接蛋白occludin
的表达增多, 保护肠上皮的机械屏障, 达到治疗

结肠炎的目的. 我们的结果还显示, 模型组中与

正常组比较, 血清内毒素水平升高, 炎症因子

TNF-α水平升高, IL-10水平降低; 经白头翁和金

双歧治疗后, 血清内毒素水平明显下降, TNF-α
水平显著降低, IL-10水平明显升高, 白头翁治疗

组与金双歧治疗组之间差异无显著意义, 表明

IBD发病时, 肠腔内抗原物质向肠黏膜固有层以

为并激活其免疫细胞, 产生大量炎症细胞因子, 
血清内毒素水平升高, 炎症分子进一步损伤肠

道黏膜屏障功能, 使炎症进一步扩大; 给予白头

翁后, 通过纠正肠道微生态后, 使致炎细胞因子

减少, 抗炎细胞因子增多, 血清内毒素也降低. 
总之, 白头翁醇提物对TNBS诱导大鼠结肠

炎肠上皮细胞紧密连接蛋白的调控, 起到对肠

黏膜屏障的保护作用; 其作用机制可能是通过

保护肠道微生物屏障, 纠正肠道菌群紊乱调节

肠道微生态, 降低IBD中致炎细胞因子TNF-α、

升高抗炎细胞因子IL-10, 减少炎症分子对肠道

黏膜屏障的损伤, 有效的调节肠黏膜屏障功能, 
从而使紧密连接蛋白occludin的表达增多, 减少

肠上皮细胞受损伤的机会, 保护肠道黏膜上皮

细胞之间的紧密连接蛋白, 降低肠道通透性, 从
而抑制内毒素通过紧密连接进入体循环, 达到

治疗IBD的目的.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Helicobacter 
pylori (H pylori) infection on cyclooxygenase-2 
( C O X - 2 ) e x p r e s s i o n i n g a s t r i c m u c o s a l 
epithelium.

METHODS: A total of 200 patients with gastric 
mucosal lesions at different stages of carcino-
genesis were included in the study. Rapid ure-
ase test in combination with Giemsa staining or 
14C urea breath test was used to assess H pylori 
infection in these patients. COX-2 expression in 
gastric mucosal epithelium was detected by im-
munohistochemistry (IHC).

RESULTS: The detection rate of H pylori infec-

tion was highest in patients with gastric cancer 
(GCA), followed by patients with atypical hy-
perplasia (AH) and intestinal metaplasia (IM). 
The positive rates of COX-2 expression in pa-
tients with chronic superficial gastritis (CSG), 
IM, AH and GCA were 8%, 24%, 46% and 64%, 
respectively, exhibiting an upward trend. Sig-
nificant difference was noted in the positive rate 
of COX-2 expression between GCA and non-
GCA patients (P < 0.01). The positive rate of 
COX-2 expression was significantly higher in  
H pylori-positive patients than in H pylori-nega-
tive patients (P < 0.05).

CONCLUSION: The upregulation of COX-2 ex-
pression is associated with the malignant trans-
formation of H pylori-infected gastric mucosa 
and may play a role in the development of early 
premalignant lesions.

Key Words: Helicobacter pylori ; Cyclooxygenase-2; 
Gastric mucosal carcinogenesis; Epithelium
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摘要
目的: 评估幽门螺杆菌(H pylori )感染对老年
人胃黏膜COX-2表达的影响及意义.  

方法: 取不同阶段的胃黏膜病变共200例, 用
速尿素酶试验结合组织学Giemsa染色或14C尿
素呼气试验检测胃黏膜H pylori 感染状况, 应
用免疫组织化学检测胃黏膜上皮细胞COX-2
的表达. 

结果: 不同组织类型H pylor i 检出率以胃癌
最高 ,  其次为不典型增生(A H)和肠上皮化
生(IM). COX-2在慢性浅表性胃炎(CSG)、
IM、AH和胃癌中的表达阳性率分别为8%、

24%、46%和64%, 呈递增趋势 ,  其阳性率
胃癌与非癌组织相比差异均有统计学意义

®

■背景资料
胃 幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )是引起
消化性溃疡和慢
性胃炎的主要病
因 之 一 .  近 年 已
发现H pylori 感染
与胃癌的发生密
切相关. H pylori
感染不仅是慢性
胃炎和消化性溃
疡的主要致病因
子 ,  还 被 公 认 为
Ⅰ 类 致 癌 物 ,  但 
H pylori 致癌的发
病机制至今尚不
完全清楚.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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(P <0.01). 同一类型H pylori阳性组COX-2的表
达高于H pylori阴性组, 2组比较有显著性差异
(P <0.05).

结论: COX-2表达上调与H pylori 感染的胃黏
膜的癌变有关, 可能在癌前病变早期阶段起
作用.

关键词: 幽门螺杆菌; 环氧合酶-2; 胃黏膜癌变; 上

皮细胞
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0  引言

胃幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是
引起消化性溃疡和慢性胃炎的主要病因之一. 
近年已发现H pylori感染与胃癌(gastric cancer)
的发生密切相关. 浅表性胃炎-萎缩性胃炎-肠
上皮化生(intestinalmetaplasia, IM)-不典型增生

(atypical hyperplasia, AH)-胃癌, 被公认为人类胃

癌, 尤其是肠型胃癌发生的典型模式. 而H pylori
感染不仅是慢性胃炎和消化性溃疡的主要致病

因子, 还被公认为Ⅰ类致癌物, 但H pylori致癌

的发病机制至今尚不完全清楚. 老年人的胃癌

发病率很高, 我们收集了200例老年患者的资料, 
对COX-2在慢性浅表性胃炎(chronic superficial 
gastritis, CSG)、IM、AH和胃癌中的表达进行

了检测, 同时对H pylori的感染率进行了检测. 

1  材料和方法

1.1 材料 选自我院2007-07/2009-03经胃镜和病

理明确诊断的病理组织200例, 包括CSG、IM、

AH和胃癌各50例. 所有患者均无家族性腺瘤病

史和结肠癌病史, 也无长期服用非甾体类抗炎

药(non-steroid antiinflammatory drugs, NSAIDs)
或糖皮质激素病史, 其中男126例, 女74例, 年龄

60-85(平均71.8±11.6)岁.
1.2 方法 
1.2.1 实验方法: H pylori感染患者由快速尿素

酶试验结合组织学Giemsa染色或14C尿素呼气

试验而确立. 所有病理组织重新切片, 制成厚5 
μm连续切片, 经天津医科大学总医院两位病理

学专家双盲诊断无误后, 行免疫组织化学染色. 
COX-2使用ABC法, COX-2多克隆抗体ABC试剂

购自北京中山生物有限公司. 用已知阳性大肠

癌切片作阳性对照. 
1.2.2 结果判断: 采用半定量法, COX-2对每张

切片阳性着色的上皮细胞进行判定, 仅细胞核

着蓝色者为阴性, 细胞质内或核膜上呈棕黄色

者为阳性, 阳性指数(阳性细胞占计数细胞的比

例)以随机计数10个高倍视野为准, 每个视野观

察100个细胞, 取其平均值, 阳性指数小于10 %
为阴性(-)、10%-30%为阳性(+)、30%-50%为

(++)、大于50%为(+++) .
统计学处理 所有数据用SPSS11.0统计软件

进行处理, 采用χ2检验.

2  结果

2.1 COX-2在不同组织中的表达 COX-2在非癌

组织中阳性染色细胞主要位于胃小凹腺颈部和

浅层固有腺, 在间质细胞胞质和平滑肌纤维中

均可见到散在表达. 在胃癌组织中阳性染色主

要位于癌细胞胞质以及癌旁黏膜上皮和固有腺

上皮的胞质中, 呈弥漫性分布. 在50例CSG中, 
阳性4例, 且仅为(+). IM组中12例阳性, 其中6例
(+)、4例(++)、2例(+++). AH组中有23例阳性, 
其中5例(+)、10例(++)、8例为(+++), 而胃癌组

中阳性数达32例, 其中6例(+)、10例(++)、16例
(+++). COX-2在CSG、IM、AH到胃癌中的表达

阳性率分别为8%、24%、46%和64%, 呈递增趋

势, 其阳性率胃癌与非癌组织相比差异均有统

计学意义(P <0.01). 表达强度从CSG、IM、AH
到胃癌不断增高(表1). 
2.2 COX-2表达与H pylori感染的关系 不同组织

类型H pylori检出率以胃癌最高达72%, 其次为

AH 64%和IM 52%. 他们与CSG相比有显著性差

异(P <0.05). H pylori在CSG、IM、AH到胃癌中

的表达阳性率分别为30%、52%、64%和72%, 
呈递增趋势. COX-2阳性与H pylori感染有关

(P <0.05, 表2).

3  讨论

COX是一种膜结合蛋白, 是催化花生四烯酸合

成前列腺素(PG)的关键限速酶, 在人体内存在

2种同工酶. COX-1基因是结构性表达基因, 存
在于大多数正常组织中, 对内环境的稳定起重

要作用 ,  在胃肠道中对黏膜细胞有保护作用; 
COX-2基因是迅速应答基因, 被认为是一种炎

症酶, 多数组织在正常生理状态下不表达, 但在

一些病理状态下, COX-2表达增高, 如在炎症和

肿瘤组织中出现高表达[1]. 近年来有研究表明: 

■研发前沿
H pylori 感染与胃
癌 发 生 相 关 ,  但
其确切致癌机制
目前仍不十分清
楚. 根据国内外研
究报道, COX-2与 
H pylori 相关性胃
癌有密切关系, 具
体作用机制还有
待进一步研究.
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COX-2在胃癌发生、肿瘤血管形成及侵袭转移

过程中均发挥着重要作用[2-3]. 
本研究结果显示, 在人胃癌组织中COX-2 表

达的阳性率显著高于CSG、慢性萎缩性胃炎及

IM, 与国内外部分文献报道基本一致. 由上述可

见, 在人体胃癌组织中存在着COX-2的高表达, 
他是潜在的新型的肿瘤表型标志物, 可为COX-2
抑制剂在胃癌中的应用提供了一定的依据.

H pylori感染与胃癌发生相关, 但其确切致

癌机制目前仍不十分清楚. 根据国内外研究报

道, COX-2与H pylori相关性胃炎有密切关系. 
王小虎 et al [4]研究胃窦黏膜在根除H pylori前
后COX-2表达水平的变化, 发现随着H pylori的
根除, 胃黏膜COX-2的表达明显减少, Konturek  
et al [5]研究提示, H pylori诱导COX-2产生可能

是潜在致癌的重要机制, 根除H pylor i是减少

COX-2表达, 降低H pylori潜在致癌作用的一个

重要途径. 本研究表明, 在有H pylori感染的胃

组织中COX-2的表达与无H pylori感染的胃组

织比较阳性率显著上升, 提示H pylori感染上调

COX-2的表达. 与近年来的研究一致, H pylori  
感染可上调胃癌细胞及胃癌组织中COX-2的表

达和促进PGE2产生, 并能上调VEGF表达, 后者

可能参与EGFR和COX-2介导的通路, 并能被

COX-2抑制剂、EGFR阻滞剂所阻断[6-7]. 根除 
H pylori , 胃黏膜COX-2的表达明显减少[4]. 研究

还发现H pylori可刺激增加IL-8生成, 使胃上皮

细胞发生癌变[8]. 动物实验也发现[9], COX-2的表

达增加了PGE2的合成, PGE2诱导细胞增殖并刺

激Bcl-2蛋白表达, 后者可抑制细胞凋亡, 使细胞

增殖和凋亡失去平衡而促进肿瘤发生. 
本课题结果显示在所检测的胃癌患者中

H pylori感染率高达72%, 符合其流行病学. 在 
H pylori感染的胃癌组织中COX-2的表达较无

感染的胃癌高(P <0.05), 结果表明了COX-2的表

达与H pylori感染有关. 在胃癌组织中COX-2表
达增高, 说明COX-2的高表达可能与H pylori致
胃癌机制有关. 其原因可能是H pylori感染导致

炎症, 产生大量炎性因子激活COX-2, COX-2不
仅是启动炎症反应的关键酶, 而且通过促进细

胞增殖、抑制细胞凋亡、促进肿瘤血管形成

等机制参与各种肿瘤的发生、发展过程, 根除 
H pylori能使COX-2下调或消失. 因此在胃癌的

防治以及预防复发中, 根除H pylori与COX-2抑
制剂的应用都是非常重要的.
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中COX-2表达增
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的高表达可能与 
H pylori 致胃癌机
制有关.
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Abstract
AIM: To detect RAS association domain family 
protein 1A (RASSF1A) promoter methylation 
and analyze its correlation with clinical and 
pathological parameters in gastric cancer.

METHODS: Methylation-specific polymerase 
chain reaction (MSP) was used to detect RASS-
F1A promoter methylation in tumor and tumor-
adjacent tissues from 39 gastric cancer patients 
and in 30 control specimens from superficial 
gastritis patients or healthy volunteers.

RESULTS: The rate of RASSF1A promoter 
methylation was significantly higher in gastric 
cancer than in tumor-adjacent tissues and con-
trol specimens (64.1% vs 7.7% and 0%, respec-
tively; both P < 0.01). No correlation was found 
between RASSF1A promoter methylation and 

age, gender, tumor differentiation or lymph 
node metastasis in patients with gastric cancer.

CONCLUSION: RASSF1A promoter methyla-
tion is closely associated with the oncogenesis of 
gastric cancer. MSP is a novel and specific meth-
od for detection of promoter region methylation 
and can be used to diagnose gastric carcinoma.

Key Words: Stomach neoplasm; RASSF1A gene; 
Methylation; Methylation-specific PCR

Liu P, Jiang XJ, Ge YL. Detection of RASSF1A promoter 
methylation in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(30): 3144-3147

摘要
目的: 检测胃癌组织中RASSF1A基因启动子区
甲基化状况, 并探讨其与临床病理特征的关系.

方 法 :  采 用 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应
(methylation-specific PCR, MSP)检测39例胃
癌组织, 及相应癌旁组织和30例对照组织中
RASSF1A基因启动子区甲基化水平. 

结果: 胃癌组织中RASSF1A基因启动子区甲
基化率显著高于癌旁组织甲基化率及对照组
(64.1% vs  7.7%, 0%, 均P <0.01). 胃癌组织中不
同年龄、性别、分化程度及淋巴结转移与否
的RASSF1A基因甲基化率的差异均无统计学
意义.

结论: RASSF1A基因启动子区甲基化与胃癌的
发生密切相关, MSP法是一种快速、敏感的基
因甲基化检测方法, 可用于胃癌的辅助诊断.

关键词: 胃癌; RASSF1A基因; 甲基化; 甲基化特异

性聚合酶链反应
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织中的检测. 世界华人消化杂志  2009; 17(30): 3144-3147

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3144.asp

0  引言

近年越来越多的研究显示, 抑癌基因启动子区

®

■背景资料
RASSF1A是多种
人类肿瘤中失活
的一种抑癌基因, 
研究发现其失活
的主要机制是该
基因启动子区的
甲基化.

■同行评议者
高 泽 立 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院周浦分
院消化科
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高甲基化导致其转录抑制、表达缺失, 而且在

肿瘤临床确诊之前就可检测出特异基因的甲基

化异常现象, 为肿瘤的早期诊断提供了新的思

路[1]. Ras相关区域家族1A(ras-association domain 
family 1A, RASSF1A)基因是近年发现的新型

抑癌基因. 研究提示, 该基因启动子区高甲基化

造成的失活在多种肿瘤中很常见[2]. 我们采用

M S P检测胃癌组织、相应癌旁组织及对照组

织中RASSF1A基因启动子区甲基化水平, 探索

RASSF1A 基因启动子区甲基化与胃癌发生、发

展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有标本取自2008-12/2009-05青岛市

市立医院, 其中39例胃癌及相应癌旁组织取自

普外科手术切除标本(癌旁组织取自距癌边缘5 
cm), 30例对照组织(其中慢性浅表性胃炎组织18
例及正常胃黏膜组织12例)取自门诊胃镜室. 所
有标本自取材后立即放入液氮中, 后转入-70℃
冰箱保存. 癌组织, 癌旁组织和胃镜活检组织都

经病理检查, 并确认手术标本切缘为阴性.
1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: 酚/氯仿法提取DNA, 测A 260/A 280

比值为1.8-2.0, 存于-20℃冰箱保存备用. 
1.2.2 DNA修饰: 采用Zymo Research公司EZ 
DNA甲基化试剂盒-Gold(D5005), 按说明书步骤

进行操作.
1.2.3 引物设计: 根据RASSF1A基因组DNA启

动子区CpG岛DNA序列设计甲基化特异性PCR
引物, RASSF1A甲基化(M)和非甲基化(U)引物

(表1)由TaKaRa宝生物公司合成.
1 . 2 . 4  M S P :  P C R反应体积 2 5  µ L ,  其中

PerfectshotTM Taq(loading dye mix)(TaKaRa宝生

物公司)12.5 µL, 引物各0.5 µL, 修饰后的DNA 2 
µL, 余下的以灭菌双蒸水补齐至25 µL. 反应条

件: 95℃预变性15 min, 94℃变性30 s, 64℃(甲基

化)/59℃(非甲基化)退火50 s, 72℃延伸30 s, 40
个循环后, 72℃延伸10 min.
1.2.5 对照设置: 以灭菌双蒸水代替DNA作为空

白对照; 以健康志愿者血清DNA作为正常对照; 
健康志愿者外周血淋巴细胞DNA经CpG甲基化

转移酶M.SssI(New England Biolabs)处理后作为

甲基化对照, 以未行甲基化处理的健康志愿者

外周血淋巴细胞DNA作为非甲基化对照. 
1.2.6 电泳: 取6 µL扩增产物行20 g/L琼脂糖凝胶

电泳. 用UIV凝胶电泳成像及图像分析系统进行

拍照和图像分析. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件, 组间

比较采用卡方检验, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 RASSF1A基因启动子区CpG岛甲基化 胃
癌组、癌旁组及对照组R A S S F1A基因启动

子区C p G岛甲基化率分别为64 .1%(25/39)、
7.7%(3/39)和0.0%(0/30). 胃癌组的甲基化率显

著高于癌旁组和对照组(均P <0.01). 其中有2例
胃癌组织同时发生甲基化与非甲基化. 3例发生

甲基化的癌旁组织所对应的胃癌组织均发生了

甲基化(图1).
2.2 RASSF1A基因启动子区CpG岛高甲基化与

胃癌临床病理特征的关系 胃癌组织中不同年

龄、性别、分化程度的RASSF1A基因甲基化率

差异均无统计学意义. 有淋巴结转移组甲基化

率(73.9%)较无淋巴结转移组甲基化率(50.0%)
高, 但差别无统计学意义. 进展期胃癌和早期胃

癌组织中RASSF1A基因甲基化率分别为66.7%
和33.3%, 2组比较无明显差异(表2). 

3  讨论

DNA甲基化是具有可逆性与遗传性的一种表观

遗传学修饰方式[3], 由S-腺苷甲硫氨酸作为甲基

供体, 在DNA甲基转移酶的催化下, CpG二核苷

酸的胞嘧啶环5'位置的氢被活性甲基所取代, 从
而转变成5-甲基胞嘧啶. 基因启动子区若发生甲

基化, 可致基因转录沉寂, 表达受抑制. 研究证

实DNA甲基化机制是抑癌基因失活的一个重要

途径, 与肿瘤发生密切相关.
2000年Dammann et al [4]从3号染色体短臂

(3p21.3)上克隆出RASSF1基因, 由于选择性

剪接和启动子的不同存在不同的转录本 ,  其
中最普遍且最重要的是转录本A(RASSF1A). 

■创新盘点
本文用甲基化特
异性PCR方法检
测胃癌及癌旁组
织和正常对照组
织中RASSF1A基
因启动子区甲基
化发生率, 并分析
其与肿瘤临床病
理特征的关系, 为
胃癌的早期诊断
提供方法和依据.

MP      UP        T1       T2        T3
M    U   M   U    M   U   M    U   M    UMarker

200 bp

100 bp

H2O      T4        N1       N2        N3
M    U   M    U   M   U   M    U    M    UMarker

200 bp

100 bp

图 1 MSP反应产物琼脂糖电泳结果. MP: 甲基化对照; UP: 

非甲基化对照; H2O: 灭菌双蒸水代替DNA电泳结果作为空

白对照; M: 甲基化; U: 非甲基化; T1、T2、T3、T4: 胃癌组

织; N1、N2、N3: 癌旁组织; T4同时出现甲基化与非甲基化.
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RASSF1A作为一种抑癌基因, 通过多种途径抑

制细胞生长、促进细胞凋亡和衰老, 其功能失

活导致对肿瘤的抑制作用丧失. RASSF1A在正

常组织中100%表达, 而在多种恶性肿瘤中表达

明显降低或缺失, 现已明确主要机制是由于其

启动子区CpG岛高甲基化[2].
甲基化特异性PCR法是一种敏感度高, 特

异性强, 快速的基因甲基化检测方法. 本研究

显示对照组中无1例RASSF1A基因启动子区发

生甲基化, 胃癌组中该基因启动子区甲基化率

(64.1%)显著高于癌旁组(7.7%)(P <0.01). Kang  
et al研究发现RASSF1A甲基化现象在胃癌中频

繁出现, 而在其他病变(如胃腺瘤、肠上皮化生

及慢性胃炎等)中出现很少[5-6]. 结合文献及本研

究结果, 提示RASSF1A基因启动子区甲基化是

胃癌频发的分子事件, 可能是胃癌早期发展中

的一个步骤. 本研究中3例癌旁组织中RASSF1A
基因发生了甲基化, 因标本来自胃癌患者, 虽经

病理证实为非癌组织, 分子水平上可能并非正

常, 因为表观遗传学改变的出现一般早于肿瘤

的发生.
从本研究临床病理特征分析发现, 胃癌组织

中不同年龄、性别、分化程度的RASSF1A基因

启动子区甲基化率的差异均无统计学意义. 有
淋巴结转移组甲基化率(73.9%)较无淋巴结转移

组(50.0%)高, 但2组间比较也无明显差异性. 上
述结果与文献研究结果一致[7]. 另分析发现进展

期胃癌和早期胃癌组织中RASSF1A基因甲基化

率分别为66.7%和33.3%, 两者比较无明显差异

性, 而Byun et al [8]研究显示该基因缺失或异常低

表达与肿瘤的分期和分级有关, 结果不一致, 可
能与本研究中早期胃癌例数少有关, 需进一步

探讨.
本研究显示, RASSF1A基因启动子区高甲

基化与胃癌的发生密切相关, 可能是胃癌早期

发展中的一个分子事件. 将RASSF1A启动子区

高甲基化作为标志物, 结合其他几种甲基化率

高的基因, 用甲基化特异性PCR法进行联合检

测, 可为胃癌的早期诊断提供重要的理论依据

和方法. 另发现, 不表达RASSF1A的肿瘤细胞株

经甲基化抑制剂5-氮-2脱氧胞苷(5-aza-dC)处理

后, 该基因表达恢复[9], 故抑制和逆转抑癌基因

甲基化为防治肿瘤提供了新的思路, 需进一步

研究.
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可读性较好.
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Abstract
AIM: To assess the e f f i cacy o f FOLFOX 
chemotherapy [oxaliplatin plus 5-fluorouracil 
(5-FU)/leucovorin (LV)] for advanced gastric 
cancer through a meta-analysis of randomized 
controlled trials (RCTs) published worldwide in 
English or Chinese.

METHODS: Cochrane strategy in combination 
with manual search was used to identify previ-
ously published randomized controlled trials by 
searching Cochrane library, PubMed, EMBase, 
Chinese Biomedical Literature Database (CBM), 
China Journal Full-text Database, and Chinese 
Scientific Journal Full-text Database (CSJD).

RESULTS: Eight randomized controlled trials 
involving a total of 662 patients were studied. Of 
the eight trials, 7 were performed in China, and 
1 in the United States. Evaluation of the method-

ological quality showed that the eight RCTs had 
a moderate risk of bias. Although no statistical 
difference was found in the 1-year survival rate 
OR = 1.37, 95% confidence interval (95%CI) = 
[0.93-2.01] between patients treated with oxalipl-
atin plus 5-FU/LV and cisplatin plus 5-FU/LV, 
there was a significant difference in the overall 
survival rate between the two groups of patients 
(OR = 1.93, 95%CI = 1.41-2.66). The incidences 
of grade 3/4 side effects such as leucopenia and 
nausea and vomiting were slightly lower in 
patients treated with oxaliplatin plus 5-FU/LV 
than in those treated with cisplatin plus 5-FU/
LV (OR = 0.48 and 0.26, 95%CI = 0.28-0.83 and 
0.16-0.42, respectively). In contrast, the inci-
dence of peripheral neurotoxicity was higher in 
patients treated with oxaliplatin plus 5-FU/LV 
than in those treated with cisplatin plus 5-FU/
LV (OR = 1.20, 95%CI = 0.44-3.30). No significant 
difference was noted in the incidence of throm-
bocytopenia between the two groups of patients 
(OR = 7.38, 95%CI = 2.16-25.23).

CONCLUSION: Oxaliplatin plus 5-FU/LV is 
superior to cisplatin plus 5-FU/LV in improv-
ing overall survival rate, but not 1-year survival 
rate and median survival time. The incidences of 
nausea and vomiting and leucopenia are lower 
in patients treated with oxaliplatin plus 5-FU/
LV than in those treated with cisplatin plus 
5-FU/LV.

Key Words: Oxaliplatin; 5-fluorouracil; Leucovorin; 
Advanced gastric cancer; Meta-analysis

Wang N, Guan QL, Jiang L, Zhou X, Gao C, Yang 
HT. Cisplatin plus 5-fluorouracil/leucovorin versus 
oxaliplatin plus 5-fluorouracil/leucovorin in the 
treatment of advanced gastric cancer: a systematic review. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 3148-3154

摘要
目的: 收集中英文相关随机对照试验的研究
结果进行Meta分析, 对奥沙利铂联合5-FU/
LV(FOLFOX) 方案的疗效进行评价. 

方法:  采用C o c h r a n e系统评价方法 ,  检索
Cochrane Library、PubMed、EMBase、中国

®

■背景资料
胃癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
居恶性肿瘤发病
的第2位, 是一种
严重威胁人们身
体健康的疾病. 胃
癌治疗早期仍以
手术为主, 但对于
不能手术或手术
后复发转移的晚
期胃癌, 化疗占有
十分重要的地位. 

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科
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生物医学文献数据库(CBM)、中文期刊全文
数据库, 中文科技期刊全文数据库(CSJD)等数
据库, 并辅以手工检索和其他检索. 

结果: 共8个随机对照试验662例患者纳入研
究, 其中1个随机对照研究来自美国, 另7个均
来自中国; 且8篇RCT存在偏倚的可能性均为
中等程度. FOLFOX与顺铂联合5-FU/LV(PLF)
方案治疗胃癌在1年生存率方面差异无统计学
意义, 但在总的生存率方面有显著差异. 其OR
值和95%CI分别为1.37(0.93, 2.01)、1.93(1.41, 
2.66). 3/4级的不良反应中白细胞减少和恶心
呕吐等治疗组轻于对照组; 在外周神经毒性
反应方面, 治疗组重于对照组, 差异有统计
学意义; 而血小板减少方面差异无统计学意
义. 其OR值和95%CI分别为0.48(0.28, 0.83)、
0.26(0.16, 0.42)、7.38(2.16, 25.23)及1.20(0.44, 
3.30).

结论: FOLFOX方案总有效率优于PLF方案, 
但是1年生存率并不优于对照组. 白细胞减少
和恶心呕吐治疗组轻于对照组, 外周神经毒性
重于对照组.

关键词: 奥沙利铂; 5-氟尿嘧啶; 亚叶酸钙; 晚期胃

癌; Meta分析
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0  引言

尽管胃癌的发病率在世界上的很多地区已有所

下降, 但仍居恶性肿瘤发病的第2位, 且这些患

者一般到晚期才得到就诊[1]. 目前胃癌切除术后

患者的5年生存率为30%-60%, 手术切除是治愈

的主要手段, 但对于不能手术或手术后复发转

移的晚期胃癌, 化疗占有十分重要的地位. 研究

表明, 联合化疗可以提高晚期胃癌患者的生活

质量和总生存率. 但目前尚无标准的方案, 以往

联合化疗的基本方案是5-氟尿嘧啶(5-FU)+亚叶

酸钙(CF)+顺铂(DDP). 奥沙利铂化学名为反式-
右旋-1, 2-环己二氨草酸铂, 是第三代铂类抗癌

药物, 与顺铂、卡铂抗癌机制和耐药机制不完

全相同, 与5-FU有明显的协同作用, 并且对5-FU
耐药的肿瘤有效. 为比较奥沙利铂联合氟尿嘧

啶和亚叶酸钙方案与顺铂联合氟尿嘧啶和亚叶

酸钙方案治疗晚期胃癌的疗效与安全性, 本研

究拟对这2种方案的随机对照试验的结果进行

系统评价, 就其疗效和安全性及效价比进行比

较研究, 为临床决策分析提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 以英文关键词“leucovorin, calcium 
folinate, LV, Leucovorin Calcium, CF, cisplatin, 
DDP, CDDP, cis-platinum, neoplatin, fluorouracil, 
5-FU, oxaliplatin, L-OHP, OXA, gastric cancer, 
stomach cancer, gastric carcinoma, stomach 
neoplasm, gastric tumor等”及中文关键词“亚

叶酸钙, 甲酰四氢叶酸钙, 顺铂, 5-FU, 奥沙利

铂, 草酸铂, 乐沙定, 胃癌, 胃肿瘤等”检索数据

库PubMed(1966-2009年)、EMBase(1974-2009
年)、Cochrane Library(2009年第1期). 中国生物

医学文献数据库(1978-2009年)、维普中文科技

期刊数据库(1989-2009年)、中国CNKI学术总库

(1994-2009年)、NCCN(2009年)、ESMO(2008
年)、ASCO(2009年)、SCI(1961-2009年), 获得

有关文献80篇. 阅读题名、摘要, 排除综述7篇,
腹腔灌注化疗的1篇, 化疗后行切除术的1篇, 其
他非随机对照试验、非临床研究文献20篇. 剩
余51篇查找原文, 排除未达到纳入标准的文献

43篇, 最终纳入的8个研究均为随机对照试验.
1.2 方法 
1.2.1 观察对象: 纳入标准: 经病理或细胞学证实

的晚期胃癌患者; 性别不限; 化疗前Kps评分≥

60分, 血常规、肝肾功能、心肺功能均正常, 且
有可测量的客观指标; 全部病例至少完成2个周

期. 排除标准: 有化疗禁忌证; 患有胃癌合并其

他疾病者; 上次化疗距现在不到1 mo者; 失访率

超过20%的研究. 
1.2.2 研究类型: 随机对照试验(RCT)和半随机对

照试验(qRCT). 
1.2.3 干预措施: 奥沙利铂联合5-FU/LV方案与顺

铂联合5-FU/LV方案比较. 
1.2.4 测量指标: (1)中位生存时间; (2)有效率; (3)
生存率, 生活质量; (4)不良反应. 
1.2.5 纳入试验的筛选: 两位研究者独立阅读所

获文献题目和摘要, 在排除明显不符合纳入标

准的试验后, 对可能符合纳入标准的试验阅读

全文, 以确定是否真正符合纳入标准. 两位研究

者交叉核对纳入试验的结果, 对有分歧而难以

确定其是否纳入的试验, 通过讨论或由第三研

究者决定其是否纳入. 
1.2.6 质量评价: 对最后纳入文献的全文依据

Cochrane评价手册5.0的文献质量评价方法进行

■研发前沿
联合化疗可以提
高晚期胃癌患者
的生活质量和总
生 存 率 ,  但 目 前
对于晚期胃癌仍
无标准的化疗方
案, 因此选择效率
高、化疗不良反
应少的方案是目
前化疗研究热点
之一, 也一直是肿
瘤科医生们不断
追求的目标. 
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评价, 内容包括: (1)随机方法: 随机方法正确; 随
机方法不清楚; 随机方法不充分; (2)分配隐藏: 
隐藏方法正确; 隐藏方法不清楚; 隐藏方法不充

分; (3)盲法: 盲法正确; 盲法不清楚; 盲法不充

分; (4)随访: 随访正确; 随访未描述; 随访不充

分; (5)结果处理是否采用意向处理分析(ITT). 将
纳入的研究分为3个等级: A(低度偏倚)所用的评

价指标均正确; B(中度偏倚)有1项或1项以上指

标未描述; C(高度偏倚) 有1项或1项以上指标不

正确或未使用. 
1.2.7 资料提取: 两位研究者按照预先设计的资

料提取表, 一位研究者提取和录入资料, 另一位

核对, 如遇意见不一致双方讨论解决或由第三

研究者判断, 缺乏的资料通过电话或信件与作

者联系予以补充. 提取的主要资料包括: (1)试验

的基本情况、两组患者的基线情况和疾病状况; 
(2)试验设计、研究时间和随访时间、干预药

物(措施)、结局测量指标、失访人数和失访处

理、反应研究质量的指标.
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

RevMan5.0统计软件进行Meta分析. 计数资料采

用比值比(OR )作为疗效分析统计量; 计量资料

采用加权均数差(WMD)或标准化均数差(SMD), 
各效应量均以95%可信区间(CI)表示. 根据可能

出现的异质性因素进行亚组分析, 并采用χ2值

检验各研究间的异质性. 当亚组内各研究间有

统计学同质性(P >0.1, I2<50%), 采用固定效应模

型对各研究进行Meta分析; 如各研究间存在统

计学异质性(P <0.1, I2>50%), 采用随机效应模

型进行分析. 各亚组间有统计学同质性(P >0.05, 
I2<50%)采用固定效应模型计算总结果; 存在统

计学异质性(P <0.05, I2>50%)采用随机效应模型

计算总结果. 异质性源于低质量研究, 进行敏感

性分析. 如亚组只有1项研究仍采用Meta分析相

同的统计量.

2  结果

2.1 纳入研究的基本特征 纳入各研究患者的依存

性以及治疗组与对照组基线相似性均较好(表1).
2.2 质量评价 本系统评价所纳入的文献存在着

不同程度的方法学质量问题, 其中只有2篇[3,9]描

述了具体的随机方法, 2篇[8-9]提到了随访, 1篇[9]

提到了分配隐藏, 1篇[9]进行了ITT分析. 具体资

料见表2. 
2.3 中位生存时间 在中位生存时间方面试验组

和对照组之间无统计学差异. 
2.4 生存率 纳入各研究只有5个研究比较了1年
生存率的报道, 没有远期生存率的报道. 各研究

间无异质性(P  = 0.96, I2 = 0%), 采用固定效应模

型. 两方案在1年总生存率方面的差异无统计学

意义(OR  = 1.37, 95%CI: 0.93-2.01, 表3). 
2.5 总有效率 8个研究都比较了总有效率. 各研

究间无异质性(P  = 0.75, I2 = 0%), 采用固定效应

表 1 8个纳入研究的基本病例资料

     
作者   国家

  平均 试验组/  
Kps评分

      化疗疗程        
化疗方案(试验组/对照组)及剂量(mg/m2)

                  年龄(岁)   对照组(n )               (每周期4 wk)

李智强[2]  中国 54.0 24/25  >60    4周期 (O: 130+L: 100+F: 500)/(P: 20+L:100+F: 500)

叶书成 et al [3] 中国 52.8 56/52 ≥70 ≥3周期 (O: 130+L: 200+F: 300)/(P: 80+L: 200+F: 300)

冯立艳 et al [4] 中国 52.6 26/22 ≥60 ≥2周期 (O: 130+L:75+F: 500)/(P: 20+L: 75+F: 500)

于桂萍 et al [5] 中国 56.0 36/37 ≥70 ≥2周期 (O: 130+L:200+F: 500)/(P: 15+L: 200+F: 500)

赵予军 et al [6] 中国 61.0 32/33 ≥70 ≥2周期 (O: 130+L:100+F: 250)/(P: 15+L: 100+F: 250)

文世民 et al [7] 中国 54.0 23/23 ≥60        3-4周期 (O: 130+L:200+F: 600)/(P: 15+L: 100+F: 250)

符炜 et al [8] 中国 50.0 27/26 ≥60 ≥2周期 (O: 130+L:100+F: 300)/(P: 80+L: 100+F: 300)

Al-Batran et al [9] 美国 64.0       112/108 不清楚     5周期 (O: 85+L: 200+F: 2600)/(P: 50+L: 200+F: 2000)

O: 奥沙利铂; L: 亚叶酸钙; F: 5-FU; P: 顺铂.

表 2 纳入研究的方法学质量

     作者                   随机方法 盲法    失访 分配隐藏      ITT 分析

李智强[2]            UA     NO     NO      NO       UA

叶书成 et al [3]        YES    NO     NO      NO       UA

冯立艳 et al [4]        UA     NO     NO      NO       UA

于桂萍 et al [5]        UA     NO     NO      NO       UA

赵予军 et al [6]        UA     NO     NO      NO       UA

文世民 et al [7]        UA     NO     NO      NO       UA

符炜 et al [8]            UA     NO     YES     NO       UA

Al-Batran et al [9]   YES    NO     YES     YES      A(低度偏倚)

UA: 不清楚.

■创新盘点
本文按照严格的
纳入标准, 广泛收
集关于奥沙利铂
联合5-FU/LV与顺
铂联合5-FU/LV比
较治疗晚期胃癌
的原始随机对照
研究, 采用Meta分
析可以从统计学
角度达到增大样
本含量, 提高检验
效能的目的, 从而
得到比较可靠的
结论. 
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模型. 总有效率方面的差异有统计学意义(OR  = 
1.93, 95%CI: 1.41-2.66, 表4). 
2.6 生活质量 纳入各研究均无生活质量的报道. 
2.7 不良反应

2.7.1 外周神经毒性反应: 5个研究比较了外周

神经毒性反应. 各研究间无异质性(P  = 0.85, I2 
= 0%), 采用固定效应模型. 外周神经毒性反应

方面的差异有统计学意义(OR  = 7.38, 95%CI: 
2.16-25.23, 表5). 
2.7.2 白细胞减少: 7个研究比较了白细胞减少. 
各研究间无异质性(P  = 0.44, I2 = 0%), 采用固定

效应模型. 白细胞减少方面的差异有统计学意

义(OR  = 0.48, 95%CI: 0.28-0.83, 表6). 
2.7.3 血小板减少: 7个研究比较了血小板减少. 
各研究间无异质性(P  = 0.46, I2 = 0%), 采用固定

效应模型. 血小板减少方面的差异无统计学意

义(OR  = 1.20, 95%CI: 0.44-3.30, 表7). 
2.7.4 恶心呕吐: 8个研究都比较了恶心呕吐. 各
研究间无异质性(P  = 0.12, I2 = 38%), 采用固定

效应模型. 恶心呕吐方面的差异有统计学意义

(OR  = 0.26, 95%CI: 0.16-0.42, 表8). 
奥沙利铂的不良反应表现为外周神经病

变、过敏反应和肝脏毒性等. 最严重的神经病

变还是1级(66%), 2级(22%)的不良反应比较常

见, 只有不到10%的患者出现3/4级不良反应[10]. 
由纳入的文献[2-9]来看, 治疗组3/4级的不良作用

中白细胞减少和恶心呕吐轻于对照组, 差异有

统计学差异, 而血小板减少方面差异无统计学

意义. 在外周毒性反应方面, 试验组大于对照组, 
且差异有统计学意义. 因此临床治疗时应慎重, 

表 3 FOLFOX方案与PLF方案的1年生存率的比较

     
Study or   Experimental  Control        

Weight(%)
  Odd Ratio            Odd Ratio

Subgroup  Events      Total       Events     Total            M-H. Fixed, 95%CI               M-H. Fixed, 95%CI

Al-Batran et al  2008   50        112          42        106          53.6          1.23 [0.72, 2.11]

冯立艳 et al  2006      9          25            6          22            9.2          1.50 [0.43, 5.20]

符炜 et al  2004    13          27          10          26          11.9          1.49 [0.50, 4.43]

文世民 et al  2004    12          23            8          23            8.6          2.05 [0.63, 6.69]

于桂萍 et al  2008    15          36          13          37          16.8          1.32 [0.51, 3.40]

Total (95%CI)                223            214       100.0          1.37 [0.93, 2.01]

Total events    99  79

Heterogeneity: χ2 = 0.64, df = 4 (P  = 0.96); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 1.60 (P  = 0.11)               0.01        0.1           1           10        100

                Favours experimental    Favours control

表 4 FOLFOX方案与PLF方案总的有效率的比较

     
Study or   Experimental  Control        

Weight(%)
  Odd Ratio            Odd Ratio

Subgroup  Events      Total       Events     Total            M-H. Fixed, 95%CI               M-H. Fixed, 95%CI

Al-Batran et al  2008   39        112          26        106          32.1          1.64 [0.91, 2.96]

冯立艳 et al  2006    14          26          10          22            9.2          1.40 [0.45, 4.38]

符炜 et al  2004    18          27          10          26            6.3          3.20 [1.04, 9.85]

李智强 2006    14          24            7          25            5.3          3.60 [1.09, 11.86]

文世民 et al  2004    13          23          10          23            8.0          1.69 [0.53, 5.42]

叶书成 et al  2005    34          56          28          52          21.1          1.32 [0.62, 2.85]

于桂萍 et al  2008    19          36          12          37          10.3          2.33 [0.90, 6.02]

赵予军 et al  2007    17          32            9          33            7.7          3.02 [1.07, 8.50] 

Total (95%CI)                336            324       100.0          1.93 [1.41, 2.66]

Total events  168              122

Heterogeneity: χ2 = 4.27, df = 7 (P  = 0.75); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 4.04 (P<0.0001)               0.01        0.1           1           10        100

                Favours experimental    Favours control

■应用要点
本 研 究 提 示 , 
FOLFOX方案与
常规P L F方案治
疗晚期胃癌相比
较 ,  总有效率高 , 
由于晚期胃癌的
患者多伴有食欲
不 振 ,  恶 心、呕
吐, 选择消化系不
良反应小的奥利
沙铂, 更有助于提
高患者的生活质
量和临床受益疗
效, 值得临床进一
步总结观察.
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应根据患者的个体差异制定个体化方案. 

3  讨论

胃癌是化疗不太敏感的肿瘤, 但是由于就诊时

大部分已经是进展期胃癌, 多数已失去手术机

会, 手术切除率约50%, 部分患者在5年内出现原

位复发或远处转移, 对不能手术或术后复发及

转移的晚期胃癌, 应接受以化疗为主的综合性

治疗, 争取延长生命, 提高生活质量. 5-FU是胃

癌化疗的重要药物, 单独使用有效率为20%[11]. 
亚叶酸钙可增加5-FU的抗癌活性. 铂类化疗药

物在晚期胃癌的化疗中已被广泛地应用. 奥沙

利铂是第3代铂类抗癌药物, 具有水溶性好、毒

性低和抗癌谱广等特点, 剂量限制性毒性为神

经系统毒性, 而顺铂主要的限制性毒性为严重

的恶心、呕吐即消化系反应. 奥沙利铂的毒性较

顺铂显著降低, 患者耐受性好, 同时减少了支持

治疗费用, 可广泛与其他药物联用. 奥利沙铂作

用强于顺铂, 与顺铂没有交叉耐药性[12], 对顺铂

耐药的肿瘤细胞仍然对奥利沙铂敏感. 该研究

的Meta分析结果显示: FOLFOX方案的总有效率

优于PLF方案, 但是1年生存率没有统计学差异. 
目前2种方案临床上应用都比较广泛, 从不良反

应来考虑, FOLFOX方案其白细胞下降, 恶心、

呕吐发生率均低于PLF方案; 由于晚期胃癌的患

者多伴有食欲不振、恶心、呕吐, 无疑选择奥

利沙铂, 其消化系毒性轻微, 更有助于提高患者

的生活质量和临床受益疗效. 但由于本文所纳

入的原始文献中都没有评价患者的2年生存率

和5年生存率等, 只评价了1年生存率和总得有

表 5 FOLFOX方案与PLF方案外周毒性的比较

     
Study or   Experimental  Control        

Weight(%)
  Odd Ratio            Odd Ratio

Subgroup  Events      Total       Events     Total            M-H. Fixed, 95%CI               M-H. Fixed, 95%CI

Al-Batran et al  2008   16        112            2        102          66.5          8.33 [1.87, 37.21]

符炜 et al  2004      1          27            0          26          17.9          3.00 [0.12, 77.03]

李智强 2006      3          24            0          25          15.6          8.30 [0.41, 169.83]

叶书成 et al  2005      0          56            0          52                           Not estimable

于桂萍 et al  2008      0          36            0          37                           Not estimable

Total (95%CI)                255            242       100.0          7.38 [2.16, 25.23]

Total events    20   2

Heterogeneity: χ2 = 0.33, df = 2 (P  = 0.85); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 3.18 (P  = 0.001)               0.01        0.1           1           10        100

                Favours experimental    Favours control

表 6 FOLFOX方案与PLF方案白细胞减少的比较

     
Study or   Experimental          Control         

Weight(%)
       Odd Ratio      Odd Ratio

Subgroup  Events    Total     Events    Total                   M-H. Fixed, 95%CI                  M-H. Fixed, 95%CI

Al-Batran et al  2008     7      112        12       102        29.5        0.50 [0.19, 1.32]

冯立艳 et al  2006      4        26          5         22        11.5        0.62 [0.14, 2.66]

符炜 et al  2004      0        27          3         26          8.8        0.12 [0.01, 2.49]

李智强 2006      6        24          7         25        12.9        0.86 [0.24, 3.06]

叶书成 et al  2005      2        56          8         52        20.0        0.20 [0.04, 1.01]

于桂萍 et al  2008      2        36          7         37        16.3        0.25 [0.05, 1.31]

赵予军 et al  2007      2        32          0         33          1.1        5.49 [0.25, 118.98] 

Total (95%CI)              313      297      100.0        0.48 [0.28, 0.83]

Total events    23            42

Heterogeneity: χ2 = 5.81, df = 6 (P  = 0.44); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 2.66 (P  = 0.008)               0.01        0.1           1           10        100

                Favours experimental    Favours control

■同行评价
FOLFOX方案治
疗胃癌有较多报
道, 作者对全世界
中英文相关随机
对照试验研究的
结果进行Meta分
析, 采用Cochrane
系统进行评价, 比
较其与顺铂联合
5-FU/LV方案疗效, 
有一定应用价值.
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效率, 所观察的指标不足, 因此需要更多的临床

试验. 
本系统评价纳入的研究质量高低不等, 纳

入研究对于盲法的描述都不清楚, 因此实施偏

倚和测量偏倚的可能性大. 所纳入的研究中只

有2篇[3,9]提到了具体的随机方法, 因此选择性偏

倚的可能性大. 因此以后的研究应该叙述详细

的盲法和分配隐藏的具体方法. 所纳入的文献

中也只有2篇[8-9]提到了失访, 1篇[9]进行了ITT分
析, 因此在一定程度上都影响了本系统评价的

质量. 
从方法学可以看出, 本系统评价文献搜集

全面, 纳入的研究均为随机对照试验, 质量尚

可. 本研究存在潜在的几个缺陷: (1)虽然该Meta
分析所纳入文献质量均较高, 但是他是二次研

究, 受限于原始研究固有的一些潜在偏倚. (2)纳
入文献基本上来自中国, 本研究所纳入文献存

在发表偏倚的可能性大. (3)各研究受试对象的

基线情况完全相同可能会使合并后结果的存在

潜在的偏倚. (4)纳入研究随访时间较短, 测量指

标不全面, 部分终点指标如生活质量、中位生

存期等无法定量评价, 各研究同样存在报道不

全面的问题. (5)各研究在试验进行前均未发表

protocol, 与通讯作者联系试验设计实施的具体

步骤, 部分环节不清楚. 因此, 纳入研究在设计

实施过程中可能存在一些潜在的偏倚. 

表 7 FOLFOX方案与PLF方案血小板减少的比较

     
Study or   Experimental          Control         

Weight(%)
       Odd Ratio   Odd Ratio

Subgroup  Events    Total     Events    Total                   M-H. Fixed, 95%CI               M-H. Fixed, 95%CI

Al-Batran et al  2008     5      112          4       102        57.6        1.14 [0.30, 4.39]

冯立艳 et al  2006      1        26          2         22        30.0        0.40 [0.03, 4.74]

符炜 et al  2004      0        27          0         26                       Not estimable

李智强 2006      3        24          1         25        12.3        3.43 [0.33, 35.51]

叶书成 et al  2005      0        56          0         52                       Not estimable

于桂萍 et al  2008      0        36          0         37                       Not estimable

赵予军 et al  2007      0        32          0         33                       Not estimable 

Total (95%CI)              313      297      100.0        1.20 [0.44, 3.30]

Total events      9              7

Heterogeneity: χ2 = 1.51, df = 2 (P  = 0.46); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.36 (P  = 0.72)               0.01        0.1           1           10        100

                Favours experimental    Favours control

表 8 FOLFOX方案与PLF方案恶心呕吐的比较

     Study or   Experimental          Control         
Weight(%)

       Odd Ratio      Odd Ratio

Subgroup  Events    Total     Events    Total                   M-H. Fixed, 95%CI                  M-H. Fixed, 95%CI

Al-Batran et al  2008     8      112        15       102        20.3        0.45 [0.18, 1.10]

冯立艳 et al  2006      8        26        16         22        16.7        0.17 [0.05, 0.58]

符炜 et al  2004      0        27        10         26        14.6        0.03 [0.00, 0.52]

李智强 2006    11        24        12         25          8.9        0.92 [0.30, 2.82]

文世民 et al  2004      0        23          3         22          4.9        0.12 [0.01, 2.44]

叶书成 et al  2005      3        56          9         52        12.3        0.27 [0.07, 1.06]

于桂萍 et al  2008      1        36          9         36        12.2        0.09 [0.01, 0.72]

赵予军 et al  2007      0        32          7         33        10.1        0.05 [0.00, 1.00] 

Total (95%CI)              336      318      100.0        0.26 [0.16, 0.42]

Total events    31            81

Heterogeneity: χ2 = 11.36, df = 7 (P  = 0.12); I2 = 38%

Test for overall effect: Z  = 5.49 (P<0.00001)               0.01        0.1           1           10        100

                Favours experimental    Favours control
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本系统评价纳入文献存在不同程度方法学

质量问题, 一定程度上降低了本系统评价结果

的可靠性和全面性, 再加上纳入的原始文献的

统计资料的不完整也一定程度上影响了本系统

评价的结果的可靠性. 
纳入研究报道不全面, 建议以后的研究都能

按照CONSORTS声明的要求全面规范的报道研

究结果, 晚期胃癌的预后较差, 化疗的目的是为

了提高生活质量和延长患者生存期, 因此生活

质量的测评是很重要的指标, 建议以后的研究

都能按照统一的QOL量表评价生活质量, 本研

究显示两方案对在提高患者1年生存率方面无

差异, 建议以后的研究能有更长时间的随访, 两
方案的远期疗效尚需要更长时间的观察. 同时, 
在安全性和有效性相似的情况下, 经济性的评

价是确定化疗优选方案一个重要指标, 期待以

后的研究能有经济学的评价, 以期为临床决策

提供更有利的证据. 本研究纳入研究7篇来自中

国, 胃癌的发病在全球有着明显的地域差异, 遗
传是胃癌发病的一个很重要的危险因素, 再者

地域不同人群的耐药基因可能不同, 因此需要

更多来自其他国家和地区的随机对照试验进一

步来证实. 
FOLFOX方案与常规PLF方案治疗晚期胃

癌相比较, 总有效率高, 消化系不良反应小, 但
在1年生存率方面无差异, 外周神经毒性方面反

应重于顺铂组. 由于受纳入文献质量的限制, 本
系统评价所得结论论证强度不高, 应用上述证

据尚需慎重. 期待大样本、高质量的随机对照

试验进一步证实.
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Abstract
AIM: To analyze the clinicopathological and 
immunohistochemical features of sol id-
pseudopapillary tumors of the pancreas (SPTP).

METHODS: The clinicopathological and immu-
nohistochemical data of 14 SPTP patients and 
5 islet cell tumor patients (including 3 cases of 
non-functional islet cell tumors and 2 cases of 
functional islet cell tumors) were analyzed retro-
spectively.

RESULTS: The ratio of male to female in 14 
SPTP patients was 1∶6. Their median age was 

28 years old. The median diameter of the tu-
mors was 7.25 cm. Histologically, the tumors 
were composed of pseudopapillary and solid 
structures. The solid areas were composed of 
uniform cells. The pseudopapillary structure 
with a fibrovascular core was remarkable. Im-
munohistochemically, the tumors were negative 
for E-cadherin and chromogranin A, but positive 
for β-catenin and CD10. The positive rates of nu-
clear and cytoplasmic β-catenin staining in SPTP 
were 100% and 78.5% (11/14), respectively. In 
contrast, no membrane β-catenin staining was 
detected.

CONCLUSION: SPTP is a rare type of tumor 
that has low malignant potential and remarkable 
pseudopapillary and is predominantly found 
in young women. Abnormal E-cadherin and 
β-catenin expression may be related to the tu-
morigenesis of SPTP.

Key Words: Solid-pseudopapillary tumor of the pan-
creas; Clinical pathology; Immunohistochemistry; 
Differential diagnosis

Yi M, Wang R, Wang JG, Zhou SY, Zhang SK, Liu HM. 
Clinicopathological features of solid-pseudopapillary 
tumor of the pancreas: an analysis of 14 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 3155-3159

摘要
目的: 探讨胰腺实性-假乳头状瘤(SPTP)的临
床病理形态特征以及免疫组织化学特点. 

方法: 回顾性总结分析14例SPTP的临床病理
资料及免疫组织化学结果, 并以5例胰岛细胞
瘤为对照(其中3例为非功能性, 2例为功能性). 

结果: 14例SPTP患者中男女比例1∶6, 平均
年龄28岁, 瘤体平均直径7.25 cm, 包膜均完
整, 组织学显示肿瘤细胞大小一致, 排列成
实性片状区和假乳头状区, 围绕纤维血管复
层排列而形成的假乳头状突起为特征性组
织学改变. E-Cadherin、嗜铬素A均为阴性; 
β-Catenin在细胞核100%表达阳性, 胞质阳性
率为78.5%(11/14), 细胞膜均为阴性; CD10表
达阳性.
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■背景资料
SPTP是一种较为
罕见的胰腺肿瘤, 
组织学起源不明, 
生物学行为属于
低度恶性, 好发于
年 轻 女 性 ,  临 床
表现不典型, 影像
学及病理镜下观
察易与非功能性
胰岛细胞瘤相混
淆. 本文旨在探讨
SPTP临床病理学
特点及鉴别诊断
要点.

■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



结论: SPTP是好发年轻女性的低度恶性肿瘤, 
有特征性的假乳头结构; β-Catenin与E-Cadherin
的异常表达可能与肿瘤的发生相关.

关键词: 胰腺实性-假乳头状瘤; 临床病理; 免疫组

织化学; 鉴别诊断
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0  引言

胰腺实性-假乳头状瘤(sol id-pseudopapil lary 
tumor of pancreas, SPTP)是一种较罕见的肿瘤, 
近年来随着发病率的增加逐渐被认识. 该肿瘤

占胰腺外分泌肿瘤的0.17%-2.7%[1], 其生物学

行为属于低度恶性, 组织学起源不明, 临床表现

无特殊, 多数患者外科手术切除后预后良好, 但
有10%-15%的患者可有复发、转移等恶性行

为, 死亡率极低[2]. 本研究分析青海省肿瘤医院

(5例)、青海省人民医院(6例)及西宁市第一人民

医院(3例)病理科1998-2008年SPTP临床病理资

料, 并进行β-Catenin、E-Cadherin、CD10等12
项免疫组织化学检测, 对比5例胰岛细胞瘤, 旨
在探讨其临床病理学特点及鉴别诊断要点.

1  材料和方法

1.1 材料 复习1998-2008年胰腺肿瘤手术切除标

本切片, 其中确诊为SPTP 14例, 女12例, 男2例, 
男∶女为1∶6, 年龄14-42(平均28)岁. 并选择5
例胰岛细胞瘤为对照, 其中3例为非功能性, 2例
为功能性.
1.2 方法  14例S P T P病例均挑选典型病变蜡

块 ,  常规病理切片行H E染色 ,  免疫组织化学

染色采用EnVis ion法. 抗体选用β-Catenin、
E-Cadherin、CD10、CK18、AAT、NSE、嗜铬

素A、突触素、波形蛋白、PR、Ki-67、CD56
等12项. 所有抗体均购自北京中杉金桥生物技

术有限公司, 使用PV-9000试剂盒及DAB显色系

统显色. 并以5例胰岛细胞瘤进行对比.

2  结果

2.1 临床资料 14例SPTP病例中, 所有患者发病

前无明显诱因, 无烟酒等不良嗜好, 无肿瘤家族

史. 其中8例无临床症状, 因体检发现上腹部包

块而就诊, 6例表现为上腹部不适或疼痛, 病程1 
wk-6 mo. 影像学表现为界限清楚的低密度肿块, 

3156                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年10月28日     第17卷     第30期

常伴囊性变. 8例患者术前检查包括癌胚抗原、

糖链抗原、甲胎蛋白、CA125、CA242、肝肾

功能及血淀粉酶等, 仅1例患者出现轻度血清淀

粉酶升高, 余均无异常. 术后大体标本检查发现, 
肿瘤位于胰头部4例, 胰尾部4例, 胰颈体部2例, 
胰体尾部2例, 胰头颈交界区1例, 胰旁1例. 随访

1.6-9.7年, 患者均健在, 且无复发及转移. 具体情

况见表1.
2.2 病理观察

2.2.1肉眼观察: 瘤体直径2.3-20 cm(表1), 平均

7.25 cm, 均有完整包膜, 呈圆形、椭圆形, 边界

清楚, 切面呈囊实性. 囊性区呈多房状, 内壁常

附有松软暗红色絮状物; 实性区呈灰白及灰黄

色, 质地松软.
2.2.2 光镜观察: 14例SPTP组织学表现相似, 肿
瘤由实性区、假乳头状区及囊性区构成. 实性

区肿瘤细胞排列成片状、巢状, 被纤细的小血

管分隔, 形态较一致, 呈圆形或卵圆形, 中等大

小, 胞质嗜酸性, 细胞核的异型性小, 呈卵圆形, 
位于中心, 染色质细腻, 部分细胞有核沟, 核分

裂像罕见. 假乳头状区显示特征性分支状乳头,
含纤维血管轴心, 乳头表面肿瘤细胞排列整齐, 
形成假小梁, 乳头轴心内胶原纤维部分黏液变

性(图1A), 其间有大量薄壁血管或血窦. 间质可

见泡沫组织细胞聚集及胆固醇裂隙. 囊性区常

可见出血、坏死. 其中2例肿瘤细胞之间及胞质

内可见典型的嗜酸性小体(图1B); 3例间质内可

见散在的钙化.
2.3 免疫表型 14例病例中SPTP肿瘤细胞E-Cad-
herin均为阴性(图1D); β-Catenin均为阳性, 且定

位表现明显的特异性, 细胞核100%的表达阳性, 
胞质阳性率为78.5%(11/14), 而细胞膜均为阴性

(图1C); Vimentin均呈弥漫强阳性表达, 假乳头

区表达程度较实性区强; NSE呈较强阳性表达

(12/14); AAT表达阳性程度为可疑至++; CD10、
CD56表达+至+++(图1E); CK18不同程度表达

阳性; ChrA几乎全部为阴性表达, 仅1例为弱阳

性; Syn部分阳性; PR呈强阳性表达; Ki-67指数

在0.05%-1.50%, 实性区较假乳头区稍强(表2). 
在胰岛细胞瘤对照组中, 肿瘤细胞均表达E-Cad-
herin, 阳性定位在细胞膜及细胞质; β-Catenin的
阳性表达则定位在细胞膜及胞质, 核均为阴性; 
CD10均不表达(表3).

3  讨论

SPTP是一种较少见的胰腺非内分泌源性肿瘤, 
占胰腺所有外分泌肿瘤的0.17%-2.70%[1], 最早
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■相关报道
仲韦霞 et al 认为, 
SPTP的细胞源于
胰腺的潜能干细
胞, 具有多向分化
的能力, 主要以外
分泌为特征, 部分
伴有神经内分泌
分化.
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由Frantz在1959年描述. 近10年来随着对该病认

识加深, 发病率逐渐升高[2]. 该病主要发生在青

春期及青年女性, 男性罕见, 10岁以下儿童极少

见, 40岁以上发病者也不超过10%, 无明显种族

倾向[3]. 临床表现可无症状或仅上腹部不适, 影
像学(如CT、B超等)表现为界限清楚的低密度

肿块, 常伴囊性变, 不易将其与非功能胰岛细胞

瘤鉴别[4]. 大体上胰腺SPTP多为包膜完整、境

界清楚的肿块, 圆形、囊实性, 可触及波动感, 
直径3-20(平均8-10) cm; 可见于胰腺的任何部

位, 以胰头尾部多见, 也可发生在胰腺旁或胰腺

以外的腹腔或腹膜后. 本组中有1例位于胰腺旁, 
仅与胃壁轻微粘连(有学者认为可能起源于异位

胰腺). 肿物切面多为半囊半实性, 囊性区常见坏

死和出血, 实性区较少见.
SPTP的组织起源一直备受争议. 目前多数

学者认为SPTP的细胞源于胰腺的潜能干细胞, 

具有多向分化的能力, 主要以外分泌为特征, 部
分伴有神经内分泌分化[5]. 本组研究SPTP中14
例均可见到β-Catenin在细胞核和/或细胞质中沉

积, E-Cadherin均为阴性, 这结果提示β-Catenin
及E-Cadherin的基因突变可能与SPTP的发生密

切相关. β-Catenin是Wnt信号转导通路的下游元

件, 介导信号从胞膜至胞质再到细胞核的传递. 
糖原合成酶激酶-3β的磷酸化作用引起β-Catenin
降解, 使后者在正常细胞胞质中的游离量保持

较低水平. 在SPTP肿瘤细胞中, 异常的Wnt信
号抑制糖原合成酶激酶-3β磷酸化, 从而抑制

β-Catenin降解, 导致β-Catenin在胞质中积累, 
β-Catenin转位入核增多, 与T细胞转录因子形成

复合物, 促进下游靶基因, 如细胞周期蛋白D1、
c-Myc等表达增多, 从而引起增生[6-8]. E-Cadherin
为上皮细胞之间及细胞与细胞外基质黏附的重

要黏附因子, 是位于染色体16q12.1上的基因编

A B

C D

E

图 1 SPTP组织病理观. A: 假乳头状区, 显示特征性分支状乳头, 含纤维血管轴心, 间质黏液变性(HE×100); B: 实性区, 瘤细

胞间有嗜酸性小球(HE×200); C: SPTP瘤细胞β-Catenin细胞质及细胞核阳性(EnVision×200); D: SPTP瘤细胞E-Cadherin表

达阴性(EnVision×100); E: SPTP瘤细胞CD10细胞质阳性(EnVision×400).

■创新盘点
在本研究中首次
使 用 免 疫 标 志
物E-Cadherin对
SPTP肿瘤细胞进
行检测, 标记均为
阴性, 分析可能与
SPTP独特的组织
形态学(围绕纤维
血管复层排列而
形成的假乳头结
构)及侵袭性行为
相关.
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码的钙依赖性跨膜糖蛋白, 与其细胞内可溶性

连环素(α、β、γ-连环素)结合形成复合体, 与相

邻细胞的E-Cadherin相互连接, 参与细胞黏附和

信号的传递, E-Cadherin的功能抑制或表达下降, 

可使细胞间黏附能力下降[9]. 据本组研究结果, 
SPTP独特的组织形态学及侵袭性行为可能与此

相关. 同时, 本研究14例PR阳性表达提示SPTP
的发生、发展可能与PR水平有一定相关性. 上

表 2 14例SPTP患者免疫组织化学染色结果

     
序号 β-Cat        E-Cad         CD10         Vim        PR        ChrA        NSE        AAT        CK18        Syn        CD56        Ki-67(%)

1 核/浆     -  ++  ++       +++       -        +      ++   +  -         +               0.05

2 核     -  +++  ++       ++         -        +++      ++   弱+  +         +               1.00

3 核/浆     -  +  ++       +           -        +      ++   弱+  ±        +               0.30

4 核/浆     -  ++  +++     +++       -        -      +   +  +         灶状+        0.02

5 核/浆     -  +++  ++       +++       弱+        ++      +   +  +         +               4.00

6 核/浆     -  +  +         +           -        +      +   +  -         ++             6.00

7 核/浆     -  +  +++     +++       -        ++      +   +  -         +               0.05

8 核/浆     -  +  +++     +++       -        +++      ±   +  -         ++             0.01

9 核/浆     -  +++  +++     +++       -        +++      ++   +  +         +               1.50

10 核/浆     -  +  +++     +           -        ++      +   +  -         +               0.02

11 核     -  +  +++     ++         -        ++      +   +  -         +               0.05

12 核     -  +  +++     +           -        ++      +   ±  ±        +               0.10

13 核/浆     -  ++  ++       +++       -        -      -   +  +         +               0.02

14 核/浆     -  +  ++       +           -        ++      +   +  +         +               1.20

表 1 14例SPTP患者临床病理资料

     
序号 性别     年龄(岁)    肿瘤直径(cm)             肿瘤部位                       手术方式                      随访时间(年)  随访结果

1   女 14   6.0        胰头  胰十二指肠切除术+胆囊切除               1.6             正常

2   女 32   8.0        胰体尾 胰体尾+脾切除               2.9             正常

3   男 36   7.2        胰尾  胰体尾切除+脾切除+胃后壁切除          3.0             正常

4   女 42   2.3        胰头  胰十二指肠切除术               3.1             正常

5   女 16   5.5        胰尾  胰体尾+脾切除               3.2             正常

6   女 28   4.0        胰头  胰头肿瘤切除术               4.3             正常

7   女 19   4.6        腹腔  腹腔肿瘤切除术               4.3             正常

8   女 26 12.0        胰尾  胰体尾切除+脾切除               6.9             正常

9   女 23   5.3        胰头  胰十二指肠切除术               7.4             正常

10   女 39   3.6        胰尾  胰体尾切除+脾切除               7.9             正常

11   女 28   5.0        胰颈体交界区 胰腺肿瘤切除               8.2             正常

12   女 27 12.0        胰头颈 胰头肿物切除, 胰肠吻合,               8.6             正常

      空肠-空肠Rewx-en-Y吻合术

13   男 15   6.0        胰颈体 胰颈体切除术               8.8             正常

14   女 15 20.0        胰体尾  胰尾肿瘤及脾切除               9.7             正常

表 3 胰岛细胞瘤对照组免疫组织化学结果

     
序号 β-Cat        E-Cad         CD10         Vim        PR        ChrA        NSE        AAT        CK18         Syn          CD56      Ki-67(%)

1 膜    膜     -  +          +          +++        +++     -  + ++          +               1.0

2 浆    膜/浆     -  -          ++       +++       +++     +  ++ +++        +++          1.0

3 膜/浆    浆     -  -          -          +            ++        -  - +            ±              7.0

4 膜    膜     -  ++        -         +        +          +++  +++ ++          -             20.0

5 膜/浆    浆     -  +++      +        ++        ±         ++  - -            ++             0.9

■应用要点
本 研 究 提 示 ,  在
S P T P 与 非 功 能
性 胰 岛 细 胞 瘤
组织形态学检查
鉴 别 困 难 时 ,  可
联合应用免疫标
志物β-Catenin、
E - C a d h e r i n 、

C D 1 0、A AT、

NSE、嗜铬素A、

突触素、波形蛋
白、P R及C D 5 6
相鉴别, 以提高对
SPTP的诊断率.
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皮标志物(CK18)、腺泡标志物(AAT)、神经内

分泌标志物(Syn、ChrA、NSE)和间叶标志物

(Vim、CD10、CD56)均有阳性表达, 支持SPTP
来源于潜能干细胞, 具有多向分化能力的学说.

SPTP组织学上可见细胞有实性片状和假乳

头状2种排列方式. 肿瘤细胞胞质嗜伊红或透亮

空泡状, 细胞核圆形或卵圆形, 染色质细腻, 可
见核沟, 核分裂像罕见. 细胞质内及细胞外均可

见嗜酸性小体, 经淀粉酶消化后PAS阳性. 实性

区域肿瘤细胞中等大小, 并以小血管间隔. 远离

小血管的肿瘤细胞逐步退变, 血管旁细胞围绕

纤维血管复层排列而形成假乳头状突起, 成为

SPTP特征性改变. 邻近囊性区域可见泡沫组织

细胞、胆固醇裂隙、钙化、异物巨细胞和出血. 
肿瘤大多有部分或完整包膜, 且肿瘤也可侵犯

包膜. 如果肿瘤出现血管浸润、侵犯神经及周

围组织、血管内见瘤栓、核分裂像增多, 则考

虑肿瘤出现恶性变[5,10-11].
该病需与以下肿瘤鉴别: (1)非功能性胰岛

细胞瘤, 也好发于青年女性, 实性区组织形态

与SPTP相似, 但其有菊形团排列, 无假乳头结

构, 免疫组织化学显示β-Catenin表达在细胞膜

及胞质, 细胞核为阴性, E-Cadherin均为阳性, 
Vim、CD10均为阴性, 可资鉴别; (2)胰母细胞

瘤, 常好发于年幼男孩, 组织学特征为腺泡结

构伴有鳞状小体, 无纤维血管轴心及假乳头排

列, insulinase(+)而Vim(-); (3)腺泡细胞癌, 该病

更常见于老年男性 ,  癌组织与周围分界不清 , 
切面呈结节状, 镜下癌组织呈腺泡或小梁状排

列而无假乳头状结构, CK(+), insulinase(+), 而
AAT(-)[12-14].

手术切除是SPTP首选治疗方法, 常用手术

方式包括肿瘤摘除、局部切除、胰十二指肠切

除术等, 只要肿瘤可完整切除, 几种手术方式的

预后情况无显著差异[3,10]. 某些直接侵犯而不能

完全切除的病例可应用放疗. 2000年WHO肿瘤

组织分类中认为, 虽然SPTP具良性形态学表现, 
但必须将其归为未定的恶性潜能肿瘤, 预后较

好. 据国内外报道显示, 仅有极少数病例术后复

发或发生远处转移, 且即便局部复发或远处转

移(如转移到肝及腹膜)的患者经再次手术, 其术

后存活期仍可达几年甚至十几年[15]. SPTP的免

疫组织化学Ki-67指数通常很低, 也提示SPTP是
一种具有低度恶性潜能的肿瘤, 其预后良好及

存活期较长也成为该病的一大特点. 该肿瘤的

恶性程度与血管的浸润, 周围神经的浸润, 核异

型性, 核分裂及显著的渐进性坏死相关[11]. 本研

究14例患者随访2-10年, 均无复发及转移.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of end-to-end 
invaginated pancreaticojejunostomy, duct-to-
mucosa pancreaticojejunostomy and binding 
pancreaticojejunostomy.

METHODS: The clinical data of 157 patient who 
underwent pancreaticoduodenectomy at our 
hospital from February 1999 to May 2009 were 
collected. Of all patients, 61 underwent end-
to-end invaginated pancreaticojejunostomy, 66 
underwent duct-to-mucosa pancreaticojejunos-
tomy and 30 underwent binding pancreaticoje-
junostomy. The anastomotic time, postoperative 
complications, death rate and length of stay 
were compared. 

RESULTS: The mean time to complete end-to-
end invaginated pancreaticojejunostomy, duct-
to-mucosa pancreaticojejunostomy and binding 
pancreaticojejunostomy was 35.85 ± 4.73, 37.18 
± 6.12 and 20.75 ± 4.05 min, respectively. The 
mean time to complete binding pancreaticojeju-
nostomy was significantly shorter than that to 
complete end-to-end invaginated pancreatico-
jejunostomy and duct-to-mucosa pancreaticoje-
junostomy (both P < 0.05). No significant differ-
ences were noted in complication rate, mortality 
rate and length of stay among the three groups. 
No pancreatic leakage was observed after bind-
ing pancreaticojejunostomy. 

CONCLUSION: Satisfactory efficacy and low 
complication rate can be achieved using any of 
the three methods of pancreaticojejunostomy. 
Binding pancreaticojejunostomy has more con-
venient procedure, shorter operative time and 
less complications than the other two methods. 

Key Words: Pancreaticoduodenectomy; Pancreati-
cojejunostomy; Pancreatic leakage

Tian F, Xiang JJ, Li MZ, Jiang XF, Deng Q, Qin RY. 
Comparison of the efficacy of different methods of 
pancreaticojejunostomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(30): 3160-3163

摘要
目的: 探讨端端胰肠套入式吻合、端侧胰管
空肠黏膜吻合和捆绑式胰肠吻合的临床应用
效果.

方法: 收集本院1999-02/2009-05行胰十二指肠
切除术的患者资料157例, 其中采用端端胰肠
套入式吻合方式61例, 端侧胰管空肠黏膜吻合
方式66例, 捆绑式胰肠吻合方式30例. 分析患
者胰肠吻合时间、术后并发症各指标、死亡
率及住院时间. 

结果: 端端胰肠套入式吻合时间、端侧胰管
空肠黏膜吻合时间与捆绑式胰肠吻合组比较
差异有统计学意义(35.85±4.73 min, 37.18±
6.12 min vs  20.75±4.05 min, 均P <0.05). 3组术

®

■背景资料
目前已有30种以
上胰肠吻合方式
应用于临床, 主要
的胰肠吻合方式
仍是端端胰肠套
入式吻合、端侧
胰管空肠黏膜吻
合和捆绑式胰肠
吻合3种. 临床上
对这3种胰肠吻合
方式的临床效果
评价仍存在争议. 

■同行评议者
杨维良, 教授, 哈
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属第二医院普外
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后并发症各指标、死亡率及住院时间统计学
上无差异. 捆绑式胰肠吻合无1例发生胰漏.

结论: 3种方法均有良好的临床效果及较低的
并发症. 捆绑式胰肠吻合具有操作更方便、手
术时间短、并发症少的优点, 值得临床推广.

关键词: 胰十二指肠切除术; 胰肠吻合术; 胰漏
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0  引言

胰肠吻合是胰十二指肠切除术(pancreaticoduode
nectomy, PD)消化系重建最重要的一环. 胰肠吻

合的主要方式包括端端胰肠套入式吻合、端侧

胰管空肠黏膜吻合和捆绑式胰肠吻合. 为了观

察3种不同胰肠吻合方式的效果, 更好地在临床

实践过程中恰当地选择胰肠吻合方式, 本文回

顾性分析了我院1999年来采用3种不同胰肠吻

合方式的临床资料, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1999-02/2009-05行胰十二指肠切

除术治疗的患者157例, 其中采用端端胰肠套入

式吻合方式(A组)61例, 端侧胰管空肠黏膜吻合

方式(B组)66例, 捆绑式胰肠吻合方式(C组)30
例. 所有病例术中均行胆管T管外引流, 端侧胰

管空肠黏膜吻合方式均将胰管引流管引流于

体外, 端端胰肠套入式吻合方式中有56例将胰

管引流管引流于体外. 捆绑式胰肠吻合有23例
将胰管引流管引流于体外. 157例患者中, 男97
例, 女60例, 年龄37-67岁. 术前主诉有黄疸(137
例)、腹痛(98例)或伴有体质量明显下降(72例), 
全部患者均有病理学诊断, 其中胰头癌119例、

胆总管下端癌16例、十二指肠乳头癌13例、壶

腹癌5例、胰头肿块型慢性胰腺炎3例、胰头实

性假乳头状瘤1例. 3组中术前行PTCD减黄者分

别为10例、9例和3例.  
1.2 方法 
1.2.1 端端胰肠套入式吻合: 胰腺断面U型缝合, 
并固定胰管引流管. 在距胰腺断面2 cm处将背面

胰腺组织与空肠浆肌层做水平褥式缝合, 再将

空肠断端全层与胰腺断端间断缝合1圈后, 再将

空肠前壁推上胰腺, 即空肠浆膜面与胰腺外膜

相贴, 形成反折套入约2 cm, 然后将套上的空肠

前壁浆肌层与胰腺前面组织缝合. 
1 .2 .2  端侧胰管空肠黏膜吻合 :  距胰腺断面

1.0-1.5 cm处将背面胰腺组织与空肠浆肌层做水

平褥式缝合, 再在对应胰腺断端部位切开空肠

浆肌层, 切口与胰腺断端大小相当, 将空肠浆肌

层向两侧稍加游离, 显露与胰腺断面相当的一

片黏膜层, 将胰断端后缘与空肠浆肌层间断缝

合, 用尖刀在空肠黏膜戳一小孔, 胰管与空肠黏

膜后壁间断缝合2-3针后, 将胰管支撑引流管插

入空肠, 胰管与空肠黏膜前壁间断缝合2-3针, 再
将胰断端前缘与空肠浆肌层间断缝合. 
1.2.3 捆绑式胰肠吻合: 胰腺断端游离3 cm, 固定

胰管引流管. 胰断端上下缘预置缝线. 空肠断端

3 cm范围用石炭酸棉球伸入肠腔内擦拭, 破坏黏

膜分泌功能, 然后再分别用酒精和盐水清洗. 距
离空肠10 cm牵拉处, 空肠对系膜缘上做一小孔, 
插入止血钳, 并钳夹预置在胰腺断端上下缘的

牵引线, 使胰腺断端套入空肠. 随即用3-0薇乔线

把空肠缝在胰腺后上、后下、前上、前下予以

固定. 在接近空肠断端两组血管之间的系膜上

穿过1根10号丝线, 并环绕套在胰腺断端的空肠

上结扎, 结扎松紧度以刚好一血管钳尖可通过.
1.2.4 术后早期并发症的判断标准: (1)早期并发

症是指术后1 mo内发生的并发症; (2)胰漏诊断

标准是指术后3-10 d手术放置的引流管, 每天腹

腔引流液大于50 mL, 且含大量淀粉酶(连续3 d
测引流液淀粉酶>血清淀粉酶3倍)者, 可定为胰

漏; (3)胆漏为持续引流出富含胆汁的引流液大

于10 mL, 超过5 d者; (4)胃肠吻合口漏为术后腹

腔引流出胃肠内容物者; (5)腹腔或消化系出血

为通过腹腔引流管或消化系失血, 血红蛋白浓

度低于80 g/L或24 h降低20 g/L, 需最少2单位血

补充失血者; (6)腹腔感染为有腹部感染的临床

症状且引流出脓性分泌物者; (7)胃瘫判断标准

参考文献[1];  (8)手术死亡为术后30 d内死亡者.
统计学处理 采用SPSS16.0进行统计分析. 

计数资料组间采用One-way ANOVA法检验, 两
组间采用SNK法(q检验), 计量资料采用χ2检验, 
以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 3组患者术中情况比较 3组患者年龄、性别

和疾病构成上无统计学差异(表1).
2.2 3组患者术中情况比较 A组患者胰肠吻合时

间为25-45(平均35.85±4.73) min; B组吻合时间

为27-50(平均37.18±6.12) min; C组为15-26(平

■研发前沿
胰十二指肠切除
术是腹部外科最
大 的 手 术 之 一 , 
手 术 复 杂 ,  术 后
易 出 现 并 发 症 , 
胰漏是胰十二指
肠切除术后的严
重并发症和死亡
原 因 之 一 ,  故 胰
肠吻合方式的选
择仍是外科医生
关注的焦点. 
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均20.75±4.05) min, 与A、B 2组比较, 差异有统

计学意义(P <0.05, 表2).
2.3 3组患者术后早期并发症发生及术后住院时

间 61例端端胰肠套入式吻合发生胰漏3例、胆

漏2例, 腹腔感染1例、消化系出血1例、肺部

感染3例、胃瘫1例, 1例消化系大出血死亡; 66
例端侧胰管空肠黏膜吻合发生胰漏4例、胆漏

2例、腹腔感染2例、肺部感染5例、消化系出

血1例、胃瘫1例, 1例因胆漏腹腔感染致多器官

功能衰竭而死亡, 1例严重肺部感染多器官功能

衰竭而死亡; 30例捆绑式胰肠吻合无胰漏发生, 
出现胆漏1例、腹腔感染1例、肺部感染1例. 3
组住院时间分别为19.45±5.56、18.36±8.21和
(17.73±7.78) d. 3组术后并发症各指标、死亡率

及住院时间统计学上无差异(表3).

3  讨论

胰漏是PD后最常见最严重的并发症[2], 其危害

性在于被激活的胰液漏入腹腔,腐蚀消化周围

组织 ,  引起致命性大出血或不易控制的感染 , 
严重者可造成患者死亡[3]. PD后胰漏发生率在

5%-25%[4], 本组胰漏发生率为4.5%, 胰漏形成

的根本原因是胰肠吻合口破裂、胰断面损伤自

溶液体外渗和或胰腺缝针处胰液外漏等[5-6]. 胰
漏的影响因素主要包括胰肠吻合方式、胰腺断

面的处理、胰腺质地、胰管直径、术前黄疸 
等[7-9]. 为减少胰漏的发生, 目前已有30种以上胰

肠吻合方式应用于临床[10]. 主要的胰肠吻合方

式仍是端端胰肠套入式吻合、端侧胰管空肠黏

膜吻合和捆绑式胰肠吻合3种. 对于减少胰漏的

发生, 我们有以下几点体会: (1)强调胰腺断面U
型缝合; (2)同时采用胰管支撑引流管及胆管T管
外引流; (3)行端端胰肠套入式吻合、端侧胰管

空肠黏膜吻合时空肠黏膜和胰腺残端或胰管支

撑管间注意确切的缝扎或结扎; (4)为减少胰腺

缝针处胰液外漏, 建议可以使用带针的3-0薇乔

缝线. 另外本研究中采用捆绑式胰肠吻合术式

30例患者中无1例胰漏发生, 说明捆绑式胰肠吻

合术式可减少胰漏的发生, 但这仍需临床病例

的进一步论证. 
对于胰腺断面的处理除常规缝扎止血外, 我

们于胰管引流管置入后, 行胰腺断面U型缝合, 
一方面可以减少胰腺断面小胰管的外渗, 另一

方面可一定程度上缩小胰腺断端面积, 增加胰

腺断端硬度, 便于下一步操作. 胰腺断端顺利地

套入至空肠内, 是端端胰肠套入式吻合预防胰

瘘的重要环节. 部分手术时常因肠管过窄或胰

腺残端过大, 胰腺断端不能很好地套入空肠内, 
可导致吻合困难而改行端侧胰管空肠黏膜吻合

术, 或即使勉强套入, 由于局部张力过大, 易出

现术后肠漏[11]. 该术式由于将整个断面套入肠

内, 减少了胰腺断面小胰管外渗引起的胰漏, 但
由于整个创面暴露于肠液中, 增加了胰腺断面

出血的可能[12]. 端侧胰管空肠黏膜吻合常用于肠

管过窄或胰腺残端过大而难行胰肠套入的病例, 
该术式由于胰腺断面未套入肠腔, 有可能增加

由胰腺断面小胰管外渗而引起的胰漏, 同时胰

管空肠黏膜吻合口术后易狭窄, 增加了术后慢

表 1 3组患者术前临床资料比较

     
                                       A组 (n = 61)  B组(n = 66) C组(n = 30)

年龄        50.17±     51.34±     52.33±

        13.12        15.76         13.67

性别(男/女)       37/24        42/24         18/12

胰头癌        51             48              20

胆总管下端癌        4               7                 5

十二指肠乳头癌        4               5                 4

壶腹癌         1               4                 0

胰头肿块型慢性胰腺炎    0               2                 1

胰头实性假乳头状瘤       1               0                 0

表 2 3组患者术中情况比较

     
                                    A组                 B组                    C组

胰肠吻合时间   35.85±4.73  37.18±6.12  20.75±4.05

(min)         

胰腺质地(软/硬)      17/44    39/27          21/9

胰管直径               15/46    60/6          12/18

(>3 mm/<3 mm)

胰腺残端长径 0/61    66/0            0/30

(>3 cm/<3 cm)

表 3 3组患者术后早期并发症

     
                                  A组             B组             C组              P值

胰漏  3 4 0            0.401

胆漏  2 3 1            0.922

胃肠吻合口漏 0 0 0            0.157

腹腔内出血 0 0 0            0.157

消化系出血 2 1 0            0.536

腹腔感染  1 2 1            0.844

肺部感染  3 5 1            0.667

胃瘫  1 1 0            0.786

病死   1 2 0            0.592

■应用要点
本研究认为捆绑
式胰肠吻合具有
操作方便, 简单易
行, 容易掌握、手
术时间短、且胰
肠吻合口漏及吻
合口出血等并发
症少的优点, 在端
端胰肠套入式吻
合、端侧胰管空
肠黏膜吻合和捆
绑式胰肠吻合3种
术式中更值得临
床应用. 
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性胰腺炎的可能. 彭淑牖教授于1996年报道了

彭氏Ⅰ型捆绑式胰肠吻合术式[13], 很多医院相继

开展该术式, 取得了良好的效果. 2001年彭淑牖

教授又推出了彭氏Ⅱ型捆绑式胰肠吻合术, 该
术式在保证了类同Ⅰ型捆绑式胰肠吻合术可靠

的手术效果的基础上, 简化了手术操作, 缩短了

手术时间, 由原来的平均27 min缩短为16 min[14].
本研究病例中, 我们根据胰腺残端长径和

胰腺残端胰管的直径来决定胰肠吻合的方式. 
对于胰腺残端长径大于3 cm者, 为防止肠腔口径

与胰腺周径不相匹配, 不论胰腺质地软硬, 均采

用端侧胰管空肠黏膜吻合术, 对于胰腺残端长

径小于3 cm者, 可采用端端胰肠套入式吻合或捆

绑式胰肠吻合, 早期我们主要采用端端胰肠套

入式吻合, 近两年对于胰腺质地软者, 我们主要

采用彭氏Ⅱ型捆绑式胰肠吻合术. 手术结果表

明, 捆绑式胰肠吻合术相对于其他两组, 胰肠吻

合时间明显缩短, 且操作方便. 3种胰肠吻合方

式术后并发症如胰漏、胆漏, 腹腔感染、消化

系出血、肺部感染、胃瘫, 消化系出血、胃肠

吻合口漏、腹腔内出血及死亡率、住院时间无

统计学差异, 但从数据上可以看出, 捆绑式胰肠

吻合术总的严重并发症比其他2组要少, 无1例
发生胰漏, 这与文献报道相似[15].  

我们认为以上3种方法均可以临床应用, 均
有良好的临床效果及较低的并发症, 只是在选

择吻合方式的时候要综合考虑术者的胰肠吻合

习惯, 熟练的程度, 经验的多少, 胰管及肠管的

粗细, 胰腺残端的大小、质地, 胰腺与肠管套入

的相容性等因素. 通过10年来我们对157例临床

病例及其他医疗单位对3种胰肠吻合方式的比

较, 认为捆绑式胰肠吻合具有操作方便, 简单易

行, 容易掌握、手术时间短、且胰肠吻合口漏

及吻合口出血等并发症少的优点, 易于推广, 值
得临床应用.
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■同行评价
本文从胰肠吻合
方法的角度对如
何预防Whipple术
后最为常见的并
发症-胰漏提出了
讨论, 有一定临床
参考价值.
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Abstract
AIM: To examine eosinophil granulocyte (EG) 
infiltration in the intestinal mucosa of patients 
with ulcerative colitis (UC) and analyze the 
correlation of EG infiltration with clinical activity 
index (CAI), endoscope activity index (EAI) and 
histopathological parameters of the disease. 

METHODS: Forty-five UC patients treated at our 
hospital from November 2007 to December 2008 
were divided into two groups according to disease 
activity: active group (n = 45) and remission group 
(n = 39, patients achieving complete and partial re-
mission after treatment for 6 weeks or more during 
entire treatment course). CAI, EAI and histopatho-
logical parameters were used to evaluate disease 
activity. The number of EGs was counted. 

RESULTS: The intestinal mucosa of UC patients 

was infiltrated mainly by neutrophils, lymphocytes, 
plasmatocytes and EGs. The inflammatory infiltra-
tion was more severe in the active group than in 
the remission group. Pathological changes in small 
vessels and glands in the lamina propria as well as 
crypt abscess were more severe in the active group 
than in the remission group, while mesenchymal 
change was more significant in the remission group 
than in the active group. A significant negative cor-
relation was found between the number of EGs and 
neutrophils in remitted patients (r = 0.568, P = 0.001). 
In the active group, EG infiltration was positively 
correlated with lymphadenosis and formation of 
folliculi lymphaticus (r = 0.755 and 0.524, respective-
ly; both P < 0.01), and negatively with focal hemor-
rhage (r = -0.385, P = 0.010). In the remission group, 
EG infiltration was positively correlated with goblet 
cell disappearance (r = 0.349, P = 0.046). 

CONCLUSION: EG infiltration is a potential pa-
rameter for evaluating UC activity. 

Key Words: Ulcerative colitis; Eosinophil granulo-
cyte; Intestinal mucosa

Cui Y, Zhang J,  Li XF, Chen LL, Zhao X, Lu FG. 
Clinicopathological significance of eosinophil granulocyte 
infiltration in the intestinal mucosa of patients with 
ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(30): 3164-3168

摘要
目的: 探讨嗜酸性粒细胞(EG)与评判溃疡性
结肠炎(UC)病情的其他指标的一致性, 病理
组织学特征与EG的关系. 

方法: 选取2007-11/2008-12就诊于湘雅二医院
并诊断为UC患者45例, 将患者分为: 活动组(n 
= 45)与好转组(n  = 39, 在治疗6 wk到最后1 d, 经
DAI、EAI及组织病理学评分, 完全缓解和部分
缓解的患者). 采用CAI积分、EAI积分及组织病
理学积分评价疾病活动度, 并进行EG计数. 

结果: UC患者结肠黏膜组织中的炎症细胞浸
润以中性粒细胞、淋巴细胞、浆细胞以及EG
为主, 活动组较好转组为重. 固有层小血管病
变和腺体病变以及隐窝脓肿的出现均以活动

®

■背景资料
U C 是 一 种 病 因
和发病机制不明
确 的 疾 病 ,  尽 管
其病理学损伤有
其 特 异 性 ,  但 这
种特异性甚至在
疾病的不同阶段
千 差 万 别 ,  一 直
困扰着临床及病
理 学 医 师 ,  也 使
UC的病理学诊断
提供不了“金标
准” .  大 部 分 是
综合临床、内镜
下表现及排除其
他疾病的综合诊
断方法.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科
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组为重. 间质改变好转组较多. EG计数与中性
粒细胞计数在好转组呈负相关(r = 0.568, P = 
0.001). EG浸润的出现在活动组与淋巴组织增
生、淋巴滤泡形成呈正相关(r = 0.755, 0.524, 
均P <0.01), 与灶性出血呈负相关(r = -0.385, P 
= 0.010). 而好转组患者中, 仅有杯状细胞消失
与EG浸润呈正相关(r  = 0.349, P  = 0.046).

结论: EG可能为判断UC活动或好转的指标. 

关键词: 溃疡性结肠炎; 嗜酸性粒细胞; 结肠黏膜
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)就其病理损

伤而言, 并不是一种严重的疾病, 大部分仅累及

结肠远端的黏膜浅层, 而其令人头痛之处在于

疾病的慢性持续性和反复发作的过程. 由于发

病原因尚不清楚, 临床治疗仅能达到缓解. 针对

病因学的预防和治疗因缺乏明确的治疗靶点而

搁浅, 病因学发展的欠缺成为制约溃疡性结肠

炎治疗的瓶颈. 因此, 对其发病原因的探索成为

医学领域长期关注的重点. 尽管溃疡性结肠炎

病因尚不情况, 从患者结肠黏膜损伤特点中提

示免疫学损伤是引起结肠黏膜炎症的重要原因

之一. 黏膜组织中浸润了大量淋巴细胞和浆细

胞, 并可检测出TNF-α, IL-6, IL-8, IL-16, IL-18等
多种促炎细胞因子的表达[1-4]. 用抗TNF-α抗体

阻止促炎细胞因子和抗IL-10抗炎细胞因子治疗

溃疡性结肠炎疗效显著[5-6]. 除此之外, 黏膜防御

有另一重要保护机制. 在黏膜屏障和病原体模

式分子识别体系完整的情况下, 当肠道内抗原

物或有害物透过黏膜屏障, 黏膜内的免疫细胞

将会将其清除[7]. 近年来研究提示, 嗜酸性粒细

胞(eosinophile granulocyte, EG)大量存在于肠道

黏膜中, 参与组织的修复和重建过程以及参与

宿主的黏膜防御功能[8-10], 但其在UC中的作用仍

不十分清楚. 在DSS诱导的实验结肠炎和引起的

胃肠功能紊乱中发现, EG经历了细胞溶解性的

脱颗粒现象, 发现EG的染色质溶解和细胞膜破

裂, 邻近EG细胞的间隙中存在游离的EG颗粒成

分, 说明EG可能在结肠黏膜的病理损伤中起重

要作用[11-12]. 因此, 本研究从UC患者结肠黏膜中

原位检测EG数量, 深入分析EG与UC患者的病

情活动, 结肠镜下、大体病理现象和镜下组织

改变的关系. 由于对药物治疗的反应不同, 个体

处在病程发展中的不同点, 用临床疾病活动指

数(clinical activity index, CAI)、内镜下的疾病

活动指数(endoscope activity index, EAI)和组织

病理学积分及EG计数反应UC处于在治疗中好

转这一动态病程中的一点, 再分析EG浸润数量

与其组织病理学的关系, 以期发现EG在UC中的

临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-11/2008-12就诊于湘雅二医院

消化内科, 确诊为急性溃疡性结肠炎患者45例, 
其中男26例, 女29例, 年龄18-53(平均34)岁. 病例

诊断参照2000年成都会议制定的溃疡性结肠炎

的诊断标准[13]. 外周血EG计数正常. 近1 mo来未

使用过抗生素、激素及免疫抑制剂且未饮酒者

入选. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 根据2000年成都会议制定的对炎症

性肠病诊断治疗规范的建议[13], 将入选患者分

为: 活动组, 确诊的活动期患者, 共45例; 好转组, 
在治疗6 wk到最后1 d, 经DAI、EAI及组织病理

学评分, 完全缓解和部分缓解的患者, 定义为好

转组, 共39例. 
1.2.2 治疗及组织病理学分析: 所有入选患者连

续服用美沙拉嗪(艾迪莎)1 g qid治疗6 wk, 在治

疗前和治疗6 wk最后1 d进行临床疾病活动评价

和结肠镜检查并做活检组织病理学分析. 以CAI
评价患者的临床疾病活动程度[14], EAI评价患者

的肠镜下疾病活动程度[14]. 每个切片随机选取

至少5个高倍视野(400倍)进行计分, 取平均值作

为结肠病理学积分[15]. 组织病理学特征包括: 黏
膜上皮细胞间炎性细胞浸润: 中性粒细胞浸润, 
淋巴组织增生, 淋巴滤泡形成, EG浸润, 浆细胞

浸润; 固有层小血管病变: 小血管炎, 血管壁纤

维素样坏死, 血栓形成, 灶性出血; 腺体病变: 腺
体异常, 上皮再生, 上皮不典型增生, 杯状细胞

消失, 潘氏细胞化生; 间质改变: 肉芽组织增生, 
纤维组织增生, 假息肉; 隐窝脓肿. 每个切片随

机选取至少5个高倍视野(400倍)进行EG计数和

杯状细胞计数, 取平均值.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件, 细菌

浓度数据转换为对数值, 表达为mean±SD. 计量

资料比较用配对样本t检验和方差检验, 计数资

料比较用卡方检验, 相关性研究用两样本相关

分析, 以P <0.05为差异有统计学意义.

■研发前沿
溃疡性结肠炎病
因学发展的欠缺
成为制约溃疡性
结肠炎治疗的瓶
颈. 因此, 对其发
病原因的探索成
为医学领域长期
关注的重点.
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2  结果

2.1 CAI、EAI、组织病理学积分、中性粒细胞

计数及EG计数的比较 CAI, EAI, 组织病理学评

分和中性粒细胞计数、EG计数在活动与好转组

之间存在显著统计学差异(P <0.01). 他们在评价

溃疡性结肠炎的活动程度上具有高度的一致性

(表1). 
2.2 组织病理学特征 在溃疡性结肠炎的活动期

和好转期, 其结肠黏膜组织中的炎症细胞浸润

都以中性粒细胞、淋巴细胞、浆细胞以及EG为

主, 2组都存在90%以上中性粒细胞浸润, 在活动

组达100%, 淋巴组织增生在活动组达到93.33%, 
好转组的淋巴滤泡形成率低于活动组, 浆细胞

浸润好转组明显少于活动组, E G的浸润率在

60%以上, 好转组明显低于活动组. 在固有层小

血管病变中, 除所检标本各视野中未见血栓形

成(0例, 0%)外, 小血管炎、血管壁纤维素样坏

死和灶性出血均为活动组多于好转组. 腺体病

变中, 除外所检标本各视野中均未见潘氏细胞

化生(0例, 0%), 其余腺体异常及杯状细胞消失, 
上皮再生或不典型增生, 均为活动组多于好转

组, 说明活动组腺体病变较好转组严重. 间质改

变中, 肉芽组织增生、纤维组织增生及假息肉

形成均以好转组稍多, 但无统计学意义. 隐窝脓

肿的出现以活动组为多, 且明显多于好转组, 其
差异具有统计学意义(表2).
2.3 EG与UC各项积分的相关性分析 在活动组, 
EG计数与各项积分及中性粒细胞、杯状细胞计

数的相关性不明显, 但在好转组, EG计数与中性

粒细胞计数存在正相关, 与杯状细胞计数负相关

(表3).
2.4 EG浸润与组织病理学特征的相关性分析 活
动期患者中, EG浸润的出现与淋巴组织增生、

淋巴滤泡形成具有明显正相关(r = 0.755, P<0.01; 
r = 0.524, P<0.01), 与灶性出血呈明显负相关(r = 
-0.385, P = 0.010), 而与其他组织病理学特征之间

无明显相关关系. 在好转期患者中, 仅有杯状细

胞消失与EG浸润呈正相关(r = 0.349, P = 0.046), 
而其余各项组织病理学特征均无明显统计学相

关性(表4).

3  讨论

特征性的病理组织学改变, 不仅是疾病诊断的

重要依据, 也是对疾病鉴别, 活动性, 严重程度

及预后判断的良好指标. 然而, 一种病因可引起

多种病理学损伤, 多种病因也可以引起相同的

病理学损伤. 有些疾病是由多因素共同作用的

结果, 甚至有的疾病病因和发生机制不够明确, 

表 2 组织病理学指标出现率 n (%)

     
分组                                    活动组          好转组  

中性粒细胞浸润       45(100.00)       36(92.31)

淋巴组织增生       42(93.33)       30(76.92)a

淋巴滤泡形成       31(68.89)       18(46.15)a

EG浸润        40(88.89)       24(61.54)a

浆细胞浸润       42(93.33)       30(76.92)a

小血管炎        14(31.11)       10(25.64)a

血管壁纤维素样坏死        1(2.22)         0(0.00)a

血栓形成          0(0.00)         0(0.00)a

灶性出血          4(8.89)          2(5.13)a

腺体异常        33(73.33)        19(48.72)a

上皮再生          9(20.00)          3(7.69)a

上皮不典型增生         9(20.00)          3(7.69)a

杯状细胞消失       14(31.11)          7(17.95)a

潘氏细胞化生         0(0.00)          0(0.00)

肉芽组织增生         2(4.44)          2(5.13)

纤维组织增生         8(17.78)        11(28.21)

假息肉          3(6.67)          3(7.69)

隐窝脓肿        20(44.44)          7(17.95)a

aP<0.05 vs  活动组.

表 1 CAI, EAI, 组织病理学积分及EG计数的比较 (mean±SD)

     
分组            n                     CAI         EAI               组织病理学积分          中性粒细胞计数                EG计数

活动组 45 6.68±3.02 8.73±1.76 2.94±0.86 38.06±21.69 52.19±21.45

好转组 39 2.00±1.48b 5.32±2.22b 1.76±0.90b 15.20±14.91b 14.13±6.93b

bP<0.01 vs  活动组.

表 3 EG计数与CAI、EAI及组织病理学积分的相关性

     
                            活动组       好转组

     r 值 P 值 r 值 P 值  

CAI积分                  0.013     0.938       0.137       0.447

EAI积分               -0.125     0.429       0.290       0.101

组织病理学积分     -1.590     0.314       0.194       0.280

中性粒细胞计数 0.018     0.897       0.568       0.001*

■相关报道
有研究发现EG受
多种细胞因子的
趋化, 其中主要受
T h 2 型 免 疫 细 胞
分泌的IL-5, IL-3, 
IL-4, GM-CSF以
及eotaxin的趋化, 
同时也受 IL-8的
趋化, 使其在炎症
部位聚集和活化.
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使其病理学损害复杂化. UC是一种病因和发病

机制不明确的疾病, 尽管其病理学损伤有其特

异性, 这种特异性甚至在疾病的不同阶段千差

万别, 一直困扰着临床及病理学医师, 也使UC的
病理学诊断提供不了“金标准”, 大部分是综

合临床、内镜下表现及排除其他疾病的综合诊

断方法[16]. 在疾病活动性判断和预后评价方面遇

到同样问题. 
本研究结果表明, EG在以CAI、EAI积分定

义为活动性UC患者中明显增高, 在其定义为好

转的患者中黏膜中EG数量减少, 而在病理组织

学积分中也有类似的结果. 但与杯状细胞数量

恰好相反, 杯状细胞消失的患者EG数量明显增

多. CAI和EAI以及组织病理学积分是目前临床

上UC诊断, 活动期判断和用于UC治疗研究的国

际通用标准, EG在结肠黏膜中的数量变化与其

同步发展. 给UC的组织学诊断提供了又一指标. 
该指标简便易行, 在同一HE染色的病理切片中

计数. 另外, 也解决了一个困扰, 因为, 在常规UC
病理学诊断时, 发现有的组织中有大量EG细胞

的存在, 而有的组织中EG很少的现象. 
杯状细胞是结肠黏膜中的主要细胞之一, 

也是构成结肠黏膜屏障的主要成分, 更是结肠

黏液产生的场所, 是黏蛋白产生的主要细胞. 结
肠黏液屏障的主要成分是黏蛋白. 换言之, 结肠

黏膜中的杯状细胞是构成结肠黏膜和黏液双重

屏障的重要因素, 对结肠黏膜的保护起重要作

用. UC患者存在杯状细胞消失, 由于杯状细胞数

量是通过染色其胞内黏液成分实验来反映, UC
活动期杯状细胞的减少是其死亡还是胞内黏液

排出后合成障碍, 有待进一步研究. 有趣的是, 
本研究发现EG浸润与杯状细胞消失存在负相关

关系, 两者是否存在相互作用, 还是在UC发生机

制中的一种结果, 尚有待实验研究证实. 
EG在活动期UC黏膜中增多, 随着CAI、

EAI及组织病理学积分的下降而减少的结果. 提
示EG可能参与UC黏膜组织学损伤, 另外也可作

为临床疾病诊断和疾病活动性及好转的判断指

示. 在消化系EG与疾病关系的研究中尚有诸多

矛盾的现象, 如胃溃疡患者, 胃黏膜的溃疡中央

区EG很少, 而边缘区EG增多. 研究者解释为EG
参与了溃疡的修复. 深究其试验方法发现所建

的溃疡模型为乙酸损伤模型, 溃疡中央应为化

学损伤, 黏膜层已破坏. 黏膜反应明显的是边缘

组织, 因此难以定义为EG的功能在于组织损伤

的修复. 同时也有研究发现EG的浸润与其黏膜

慢性炎症, 炎症的活动有明显关系, 也与我们的

结果类似. 说明EG可能参与结肠黏膜的炎症损

伤, 是主动参与还是继发性改变有待更多实验

证实. 因为, 现有研究发现EG受多种细胞因子

的趋化, 尽管主要受Th2型免疫细胞分泌的IL-5, 
IL-3, IL-4, GM-CSF以及eotaxin的趋化, 同时也

受IL-8的趋化, 使其在炎症部位聚集和活化. 活
化的EG通过其自身分泌作用而行使其功能. EG
主要分泌ECP、EPO和EDN引起组织损伤, 同时

也分泌大量的细胞因子, 趋化因子和生长因子, 
促使炎症的放大过程[17-20]. 从其分泌的细胞因子

和主要颗粒成分中, 不难发现EG参与了黏膜炎

症的启动、放大、效应和修复多个环节. 本研

究结果显示的仅仅是UC结肠黏膜中EG的数量

变化, 有一定的临床意义和指导进一步研究的

价值. EG主要起到效应作用还是起始放大作用

需要更多实验研究支持. 
为了提高EG参与炎症及与疾病关系更深层

的机制, 本试验深入分析了UC结肠黏膜组织具

有一定特征性改变的结构成分与EG的关系. 活
动期UC患者结肠黏膜的组织学特征以中性粒细

胞浸润、淋巴细胞浸润、淋巴滤泡形成, 浆细

胞和EG浸润以及腺体异常为主要特征. 其次为

小血管炎, 杯状细胞消失, 隐窝脓肿, 纤维组织增

生. 好转期患者除纤维组织增生外, 其余主次要

特征均有明显减轻. 在其与EG相关性分析中发

表 4 EG浸润与其他组织病理学指标的相关性分析

     
                              活动组       好转组

        r 值     P 值    r 值 P 值  

淋巴组织增生     0.755   0.000b 0.146    0.410

淋巴滤泡形成     0.524   0.000b  -0.218    0.215

浆细胞浸润     0.187   0.224 0.101    0.572

小血管炎   -0.063   0.685 0.280    0.109

血管壁纤维素样坏死   0.055      0.725 0.000    0.000

血栓形成     0.000   0.000 0.000    0.000 

灶性出血   -0.385   0.010b 0.045    0.801

腺体异常     0.102   0.509 0.249    0.156

上皮再生     0.182   0.238 0.158    0.371

上皮不典型增生    0.182   0.238 0.158    0.371

杯状细胞消失    0.148   0.339 0.349    0.046a

潘氏细胞化生    0.000   0.000 0.000    0.000

肉芽组织增生  -0.266   0.081 0.089    0.618

纤维组织增生  -0.017   0.913 0.197    0.265

假息肉     0.097   0.532   -0.098    0.581

隐窝脓肿     0.183   0.234 0.079    0.655

aP<0.05, bP<0.01 vs  活动组.

■应用要点
本研究提示 ,  EG
在疾病诊断及活
动性判断是有一
定意义的. 由于其
功能的多样性和
UC发生机制的复
杂性, EG在UC疾
病中的作用地位
仍有待进一步研
究确定.
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现, 活动期UC患者黏膜组织中EG与淋巴组织增

生及滤泡形成是正相关而与组织中灶性出血呈

负相关, 提示EG与免疫相关的淋巴细胞有一定

关系. 因为淋巴细胞分泌化学趋化因子与EG浸

润有关, 而EG并不是主要分泌淋巴细胞趋化因

子的细胞. 这一现象说明EG可能参与炎症放大, 
可能不是UC黏膜炎症损伤的起始细胞. 从与灶

性出血呈负相关的事实中, 提示EG并不参与炎

症部分的血管性损伤. 而在好转及缓解期患者中

EG仅与杯状细胞消失呈负相关性, 而与其他成

分无明显相关, 是否能提示杯状细胞数量减少, 
黏膜的黏液层不完整有些抗原物质甚至过敏原

性物质, 可能诱发EG浸润. 因为长期认为EG在黏

膜过敏时浸润明显. 从上述EG的相关性研究提

示, EG可能以免疫细胞功能的身份参与UC黏膜

损伤. 除黏膜屏障不完整引起的黏膜过敏外, 可
能还有其他机制参与UC的黏膜炎症过程. 

尽管EG与CAI、EAI和组织学评分在UC黏
膜炎症过程中具有同步的表现, 这些积分增加

时EG浸润增多, 表面上看EG是UC黏膜损伤及

由此而产生一系列表现的主要成分. 通过相关

性分析发现, EG与CAI、EAI及组织病理学评分

中的任一积分无明显相关关系, 提示EG参与UC
黏膜的组织学损伤的炎症过程, 但不起主导作

用, 另一方面需要增加病例数, 精确定量EG细胞

数, 从而建立其与UC的数量关系. 
总之, EG在疾病诊断及活动性判断是有一

定意义的. 由于其功能的多样性和UC发生机制

的复杂性, EG在UC疾病中的作用地位仍有待进

一步研究确定.
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■同行评价
本文研究了嗜酸
性粒细胞在溃疡
性结肠炎患者中
的临床和病理学
意义, 认为其对溃
疡性结肠炎诊断
及活动性判断有
一定意义, 有较好
的研究价值.
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Abstract
AIM: To investigate the changes in substance 
P ( S P ) , su b s t a n ce P r e ce p t o r ( S P R ) a n d 
5-hydroxytryptamine (5-HT) expression in the 
ileocecal mucosa in patients with irritable bowel 
syndrome (IBS) and elucidate their possible roles 
in the development of IBS.

METHODS: The expression of SP and SPR in 
the ileocecal mucosa was detected by immuno-
histochemistry using the Envision system. The 
expression of 5-HT was detected by immunohis-
tochemistry using the streptavidin-peroxidase 
method. The staining results were analyzed 
qualitatively and quantitatively using a color 
image analyzer.

RESULTS: The positive intensity and area of 
SP staining in the ileocecal mucosa were signifi-

cantly higher in IBS patients than in normal con-
trols (F = 6.463, P < 0.05). Especially, the positive 
intensity and area of SP staining in the ileocecal 
mucosa were greater in IBS-D and IBS-C patients 
than in control individuals (Q = 4.231 and 3.463, 
respectively; both P < 0.01). The number of SPR- 
and 5-HT-positive cells in the ileocecal mucosa 
were significantly higher in patients with IBS 
than in control individuals (P < 0.05). SPR ex-
pression was closely correlated with 5-HT ex-
pression in the ileocecal mucosa of IBS patients (r 
= 0.1579, P < 0.05).

CONCLUSION: 5-HT, SP and SPR may play a 
central role in the gut hypersensitivity in both 
motor response and visceral perception in IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Substance P; 
Substance P receptor; 5-hydroxytryptamine
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摘要
目的: 观察肠易激综合征(IBS)患者回盲部肠
黏膜P物质(SP)、P物质受体(SPR)及5-羟色胺
(5-HT)的改变及其相互关系, 探讨其在IBS病
理、生理机制中可能的作用与临床意义. 

方法: 采用EnVis ion免疫组织化学染色法对
IBD患者回盲部黏膜组织切片的SP与SPR进
行染色, 5-HT用SP免疫组织化学染色法, 用彩
色病理图像分析软件及免疫组织化学分析软
件进行分析. 

结果: 与对照组比较IBS组SP的阳性强度均
值、阳性面积均显著增大, 差别有统计学意义
(F  = 6.463, P <0.05), 其中IBS-D和IBS-C与对
照组比较差别有高度统计学意义(Q  = 4.231、
3.463, 均P <0.01); IBS组和对照组相比, 回
盲部黏膜SPR、5-HT阳性细胞明显增多(均
P <0.05), 且SPR和5-HT密切相关(r  = 0.1579, 
P <0.05).
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■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是一种原因
不明的以腹痛或
腹部不适及大便
习惯改变为主要
特征的慢性功能
性肠道疾病, 占消
化内科门诊总人
数的30%左右. 神
经 - 免疫 - 内分泌
网络机制是新近
提出的IBS发生机
制观点.

■同行评议者
刘占举, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院胃肠内
科



结论: SP、SPR及5-HT相互作用在IBS内脏高
敏感的病理生理过程中可能具有重要的作用.

关键词: 肠易激综合征; P物质; P物质受体; 5-羟

色胺
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)
是常见的胃肠道功能紊乱性疾病 ,  是一类具

有特殊病理生理基础的身心疾病 ,  是以不明

原因的腹痛或腹部不适及大便习惯改变为主

要特征的慢性功能性肠道疾病. 神经-免疫-内
分泌网络机制是新近提出的观点, 在IBS的发

生机制中, P物质(substance P, SP)和5-羟色胺

(5-hydroxytryptamine, serotonin, 5-HT)是神经、

内分泌机制中分别具有代表性的因子, 二者分

别属于2种不同的神经递质. 有研究报道他们在

IBS发病过程中起一定的作用, 但是SP、5-HT和
P物质受体(substance P receptor, SPR)三者之间

的关系, 即三者在IBS中的相关性目前尚未阐明. 
本研究通过免疫组织化学试验, 探讨三者在IBS
中的相关性以及对IBS的影响, 旨在进一步了解

神经-免疫-内分泌机制在IBS发生机制中的作

用, 为IBS的综合治疗提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-10/2008-05青岛大学医学院附

属医院消化内科门诊随机选取 I B S患者110
例. 其中男48例, 女62例, 年龄14-74(平均45.3)
岁. 诊断参照新近颁布的罗马Ⅲ诊断标准[1], 罗
马Ⅲ诊断标准根据粪便性状将I B S分为便秘

型IBS(IBS-C)、腹泻型IBS(IBS-D)、混合型

IBS(IBS-M)和未分型IBS(IBS-U)4种亚型. 其中

IBS-D 32例, IBS-C 30例, IBS-M 20例, IBS-U 28
例. 对照组30例, 为结肠息肉电切术后复查者, 
男12例, 女18例, 年龄18-72(平均43)岁, 无消化

系和神经系统症状和体征, 无免疫疾病史、感

染病史, 无近期服药史. 以上受检者, 每例在回

盲部取2块黏膜活检标本, 用10%甲醛固定备用. 
兔抗人5-HT多克隆抗体(中杉金桥生物技术有

限公司提供ZA-0231), SPR兔抗人多克隆抗体

(北京博奥森生物技术有限公司提供), 抗人P物
质多克隆抗体(北京中杉金桥生物技术有限公司
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提供ZA-0235).
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 取回盲部黏膜2块, 
10%甲醛固定, 石蜡包埋, 所有蜡块均行2-3 µm
连续切片, 每例各取1张切片HE染色, 进行常规

病理组织学诊断. SP和SPR采用EnVision免疫组

织化学染色法: 2-3 µm厚的石蜡切片, 58℃电热

恒温干燥箱过夜, 脱蜡至水, 梯度乙醇水洗. 3%
过氧化氢去除内源性过氧化物酶, 室温置10 min, 
PBS冲洗. 高压锅120℃修复4 min, PBS冲洗. 滴
加一抗(一抗浓度为1∶100)37℃水浴2 h, PBS冲
洗. 滴加生物素化二抗, 37℃水浴1 h, PBS冲洗, 
室温下DAB显色3-10 min. 水洗, 苏木精复染, 明
胶封片. 5-HT采用SP免疫组织化学染色法, 不需

要进行抗原修复, 其余过程同上. 
1.2.2 结果判断: (1)SP应用免疫组织化学分析软

件进行分析, 染色结果应用计算机病例图像分

析系统, 对切片中各抗体呈阳性反应的面积、

不脱光率密度进行半定量分析, 分析SP免疫反

应阳性纤维的阳性强度、阳性面积[SP、免疫反

应阳性纤维的强度、面积为分析软件的相对值, 
分析软件高倍视野(×400)下总的视野面积为

260100][2]. (2)SPR和5-HT阳性细胞采用粗略记

分法, 染色阳性结果均为细胞内含有棕褐色颗

粒, 每张切片计数5个高倍视野(×400)中的阳性

细胞. 计算每个高倍视野中SPR和5-HT阳性细胞

数的均值.
统计学处理 实验数据采用SPSS10.0统计软

件包进行统计学处理, 采用方差分析, 细胞数以

每高倍视野的mean±SD表示, P <0.05为差异有

统计学意义, P <0.01为差异有显著统计学意义; 
两变量间关系运用直线相关分析.

2  结果

2.1 结肠黏膜形态学观察 电子结肠镜下观察110
例IBS组与对照组的结肠黏膜均无充血、水肿

和渗出等炎症改变. 肠道黏膜组织经HE染色, 显
微镜下观察见黏膜上皮完整, 黏膜下及固有腺

体之间可见少量淋巴细胞及浆细胞浸润, 个别

可见少量中性粒细胞浸润, 各组间及与对照组

相比, 差异无显著性. 
2.2 免疫组织化学染色光镜下观察

2.2.1 IBS组及对照组中5-HT的表达: 5-HT阳性

细胞分布于肠黏膜上皮基部及腺泡上皮细胞之

间, 免疫反应阳性细胞的胞质被染成黄褐色或

褐色, 细胞核无色或为浅黄色, 细胞多为圆形、

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究系统分析
了SP、肥大细胞
和5-HT在 IBS患
者 中 的 表 达 ,  为
IBS发生机制提供
了理论依据.
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椭圆形、梭形和不规则形. IBS组中IBS-U、

IBS-M、IBS-C和IBS-D回盲部肠黏膜5-HT表达

呈逐渐升高趋势, IBS组回盲部肠黏膜5-HT免
疫反应阳性细胞较对照组明显增多, 差别有统

计学意义(F  = 12.006, P <0.05), 其中IBS-D组和

IBS-C组患者回盲部肠黏膜5-HT免疫反应阳性

细胞较对照组显著增多, 差别有高度统计学意

义(QD = 12.980, QC = 10.142, P <0.01), IBS-D与

IBS-C阳性表达比较差别无统计学意义(Q DC = 
2.823, P >0.05). IBS-M和IBS-U与对照组比较阳

性表达增多, 但差别无统计学意义(QM = 3.210, 
QU = 2.745, P >0.05), IBS-M和BS-U与IBS-D及

IBS-C比较差别无统计学意义(QMD = 2.341, QMC 
= 2.173, QUD = 3.219, QUC = 2.215, P >0.05, 表1). 
2.2.2 IBS组及对照组中SPR的表达: SPR免疫反

应阳性细胞分布于肠黏膜上皮基部和黏膜固有

层, 免疫阳性细胞胞质被染成黄褐色或褐色, 胞
核细胞多为圆形、椭圆形、梭形和不规则形. 
IBS组中IBS-U、IBS-M、IBS-C和IBS-D回盲部

SPR表达逐渐升高, 与对照组比较, IBS组回盲

部肠黏膜SPR免疫反应阳性细胞增多, 差别有

统计学意义(F  = 6.050, P <0.05), 其中IBS-D组和

IBS-C组患者回盲部肠黏膜SPR免疫反应阳性

细胞较对照组显著增多(QD = 6.523, QC = 4.919, 
P <0.01), IBS-D与IBS-C阳性表达比较差别无统

计学意义(QDC = 1.604, P >0.05). IBS-M和IBS-U
与对照组比较差别无统计学意义(Q U = 2.745, 
QM = 3.181, P >0.05), IBS-M和IBS-U与IBS-D及

IBS-C比较差别无统计学意义(QMD = 3.341, QMC 
= 1.173, QUD = 3.219, QUC = 2.785, P >0.05, 表1).
2.3 SP免疫反应阳性纤维的阳性强度和阳性面

积 SP免疫反应阳性纤维分布于肠黏膜上皮基

部和黏膜固有层, SP染色呈较强的棕黄色反应, 
或见散在点状、线状结构, 或见簇集分布. IBS
组中IBS-U、IBS-M、IBS-C和IBS-D回盲部肠

黏膜SP表达呈逐渐升高趋势, IBS组回盲部黏

膜SP免疫反应阳性纤维增多、增粗, 染色增强, 
与对照组比较IBS组SP的阳性强度均值、阳性

面积均显著增大, 差别有统计学意义(F  = 6.463, 
P <0.05), 其中IBS-D和IBS-C与对照组比较差别

有高度统计学意义(Q = 4.231, 3.463, 均P <0.01), 
IBS-D与IBS-C相比较差别无统计学意义(Q = 
0.769, P >0.05), IBS-M和IBS-U与对照组比较差

别无统计学意义(Q = 2.253, 1.873, 均P >0.05), 
IBS-M和IBS-U分别与IBS-D及IBS-C比较, 差别

无统计学意义(Q = 1,154, 0.769, 1.385, 0.615, 均
P >0.05, 表2).
2.4 IBS患者回盲部SPR和5-HT阳性细胞的相关

性 在SPR、5-HT阳性结果中, 分别任取15组高倍

视野下阳性细胞个数做两者的直线相关性分析(r  
= 0.1579, P<0.05), 结果显示二者密切相关(表3).

3  讨论

IBS的病因和发病机制尚不完全清楚, 神经-免疫

-内分泌网络机制是新近提出的观点. 有研究认

为SP、SPR以及5-HT参与IBS的发病过程[3]. 
S P是最早发现的一种神经肽 ,  由11个氨

基酸构成, 广泛分市于哺乳动物中枢和周围神

经系统以及外周组织中, 以胃肠道和中枢神经

系统含量最高, 是一种主要的促炎症性感觉性

神经肽[4]. SP与神经激肽-1受体(neurok in in-1 
receptor, NK-1R)、NK-2R和NK-3R结合以发挥

作用. 其中以NK-1R的亲和力最大, NK-1R又被

特称为SPR. SPR是鸟嘌呤核苷酸结合蛋白偶联

受体超家族成员之一, 含有7个跨膜区, 通过G
蛋白与细胞效应系统相互作用. 本实验中, IBS
组回盲部肠黏膜中SP和SPR阳性表达较对照组

表 1 IBS患者肠黏膜5-HT和SPR阳性细胞统计结果 (mean±SD)

     
         IBS-D          IBS-C         IBS-M          IBS-U       对照组

5-HT 35.12±1.02b 29.01±1.21b 27.02±1.01 20.12±1.43 15.04±1.42

SPR   6.32±1.12b   5.61±1.04b   4.71±1.21   4.61±0.25   3.23±1.32

bP<0.01 vs  对照组.

表 2 IBS患者肠黏膜SP免疫阳性纤维测定结果 (mean±SD)

     
分组       SP能神经纤维强度         SP能神经纤维面积

对照组           6.39±0.70            2091.44±536.66

IBS-D           7.49±1.14b            2843.25±511.32b

IBS-C           7.29±1.03b            2820.97±509.39b

IBS-M           7.19±1.25            2818.56±507.32

IBS-U           7.13±1.32            2802.74±503.42

bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本研究证实, SP、
SPR及5-HT相互
作用在IBS内脏高
敏感的病理生理
过程中具有重要
的作用, 为深入探
讨IBS的发生机制
提供理论和实验
基础, 可能为今后
治疗IBS提供新的
途径和方法.
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明显增多(P <0.05), 提示SP和SPR在IBS发病机

制中起重要作用. 国外相关研究认为SP能将感

觉信息传递给中枢神经系统外, 还具有扩张血

管、使肥大细胞(mast cell, MC)释放组胺、浆液

外渗、影响巨噬细胞和白细胞等外周生理调节

作用[5]. SP具有刺激小肠、结肠黏膜分泌水和电

解质的作用, 可以导致血浆外渗、中性粒细胞

浸润[6]. Greenwood-Van et al [7]认为SP能激活SPR
致使结肠感觉过敏. Baluk et al [8]发现, SP与SPR
结合后, 导致中性粒细胞聚集, 引发各种炎症介

质分子的连锁式释放. 有研究提示SPR的变化对

急性坏死性胰腺炎病情起到重要的作用, Grady 
et a l [9]发现对NK-1受体(+/+)的小鼠注射SP, 胰
腺内血浆外渗增加2倍, 而对于NK-1R(-/-)的小

鼠, SP不起作用. 由此我们可以推断SPR的变化

可能影响着IBS的严重程度, SP、SPR共同影响

IBS的发生.
罗马Ⅲ标准根据粪便性状将 I B S分为4

型, 其中IBS-M和IBS-U粪便性状介于IBS-C和
IBS-D. 根据试验结果, IBS-C和IBS-D肠黏膜SP
和SPR表达较对照组显著增多(P <0.01), IBS-M
和IBS-U患者回盲部肠黏膜SP合SPR较对照组

增多, 但没有统计学意义, 提示SP及SPR的增

多可能导致IBS症状改变显著, 这也可以解释

IBS-M和IBS-U较对照组有粪便性状的改变, 但
是没有IBS-C或IBS-D明显. 我们认为IBS-D患

者回盲部肠黏膜SP和SPR含量升高, 这可能与

IBS-D患者结肠高动力, 黏液分泌增多而致腹泻

有关. IBS-C患者回盲部肠黏膜SP含量亦显著高

于对照组, 但其机制尚不明确. 有研究发现, 慢
性胰腺炎中S P的过度表达与胰腺组织中的神

经纤维增粗有关, 并指出SP可能参与疼痛的发 
生[10]. 结合目前较为肯定的IBS的病理生理改变, 
包括肠道动力紊乱、内脏敏感性增加、胃肠激

素水平异常等, 我们推测IBS-C肠黏膜SP增高可

能是由于SP增多导致内脏高敏感性, 引起肠道

痉挛, 而部分肠段的痉挛造成肠道通过时间的

延长所致[11]. 故可见SP及SPR在IBS的发病中起

着重要的作用, 且肠黏膜SPR表达增多与SP的作

用密切相关. 结肠黏膜中SP与SPR的变化对IBS

的严重程度的影响还需进一步研究证实. 
5-HT是一种广泛存在与中枢神经系统和胃

肠道的神经递质, 具有多种生物学功能. 既可由

内分泌细胞分泌, 又可由免疫细胞MC分泌, 其
对动物消化系的运动、腺体的分泌和血管的

收缩具有重要的调节功能. 本试验结果显示在

IBS-D及IBS-C患者回盲部黏膜内观察到5-HT的
表达显著高于对照组, IBS-D略高于IBS-C(但无

统计学意义), 我们认为5-HT改变可能与肠道动

力改变、内脏高敏感性及分泌异常有关. 5-HT
免疫反应阳性细胞分布于肠黏膜上皮基部、腺

泡之间及腺泡上皮细胞之间. 5-HT信号的改变

可以直接导致IBS肠内和肠外症状[12]. De Ponti  
et a l [13]发现5-HT可促进胃肠道运动, 使移行性

复合运动(MMC)出现次数增多, 并可导致内脏

痛觉过敏. Nishiyama et al [14]发现肠道高敏感性

以及动力紊乱等因素的影响造成对EC的刺激增

加, 使其释放过量的5-HT, 造成肠道功能紊乱. 
Spiller et al [15]报道感染后IBS患者直肠黏膜的淋

巴细胞和内分泌细胞(主要是肠嗜铬细胞, EC)
明显增多, 肠道黏膜的通透性明显增加. 也有研 
究[16]提出5-HT信号的改变可以引起胃肠道动力

改变、内脏高敏感性及分泌异常, 并有证据开

始将其信号的紊乱与IBS及慢传输便秘联系起

来, 但确切的机制仍需进一步研究. 这些研究也

证实了5-HT可能在IBS的发病中其重要作用, 并
且影响SP和SPR在IBS的发病中起协同作用. 

根据试验结果, 我们发现SPR与5-HT之间存

在相关性, 也有实验证明在IBS患者结肠黏膜内, 
SP对EC刺激后, 使其释放过量的5-HT, 造成肠

道功能紊乱. Dong et al [17]报道SP与平滑肌上SPR
结合后可激活胆碱能神经元及5-HT神经元, 使
结肠推进运动增强、排便次数增加. IBS患者结

肠黏膜内的EC数目增多, 为内分泌系统参与IBS
的发病机制提供了直接的证据, 可能也是IBS患
者内分泌网络调控失常的重要环节. 5-HT受体

亚型可能通过调节SP、谷氨酸以及甘氨酸, 在
初级传人终末及外周神经末梢的释放发挥其感

觉信息的调节作用. 有实验显示5-HT可能是通

过旁分泌的方式作用于的Pre-Bötzinger复合体

表 3 IBS患者回盲部SPR和5-HT的直线相关性分析

     
编号         1           2          3          4          5          6          7          8          9          10          11          12          13          14          15

5-HT(x)       35       34       34       38       32       41       38       27       47        40        31        39        36        35        28

SPR(y)       16       17       15       18       14       23       17       18       27        22        19        17        18        17        25

■同行评价
本 研 究 为 探 讨
I B S 发 病 机 制 以
及肠黏膜组织内
神经免疫调节提
供了重要理论依
据, 具有一定的应
用价值.
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(pre-bötzinger complex, PBC)神经元, 间接作用

与SPR阳性神经元胞体上的受体[18]. 根据实验结

果及以往文献报道, 我们认为SP、SPR和5-HT
共同作用, 在IBS的发病机制中起重要作用. 

目前, 随着对IBS病理生理机制的深入研究, 
神经免疫联系已逐渐被人们所接受, 并已在不

同部位的MC胞质内分别发现SP等肽类物质, 且
MC表面存在SP等神经肽的受体[19-20], SP对MC
活性具有反向调节作用, 有研究显示[10]IBS患者

MC周围SP免疫反应阳性纤维表达增强, SP免疫

反应阳性纤维周围MC簇集出现或沿神经走行

分布, 肠黏膜石蜡切片染色结果部分MC呈SPR
阳性; 将部分免疫组织化学阳性的切片利用原

位包埋法移至透射电镜下观察, 可发现部分毗

邻的MC与神经肽免疫反应阳性纤维存在“膜

膜”接触. 
SP、MC和5-HT是神经、免疫、内分泌机

制中分别具有代表性的表达因子, 结合我们的

研究以及以往的文献报道, 可以推断神经-免疫

-内分泌网络机制可能是导致IBS发病的主要机

制, SP、SPR以及5-HT相互联系和相互作用, 在
IBS的发病机制中起重要作用. 深入细致地研究

IBS的分子生物学改变, 将为临床治疗提供崭新

的途径. 已有研究表明, NK-1R特异性拮抗剂对

急性胰腺炎的动物模型具有治疗作用[11], 该拮抗

剂对IBS是否具有治疗作用值得进一步探讨.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
osteopontin (OPN) and hypoxia-inducible 
factor-α (HIF-1α) and analyze their correlation 
with clinical and pathophysiological parameters 
in colorectal carcinoma and adenoma.

METHODS: The expression of OPN and HIF-1α 
in 50 colorectal carcinoma specimens, 24 colorec-

tal adenoma specimens and 12 normal colorectal 
tissues were examined by immunohistochemis-
try using the streptavidin-peroxidase method.

RESULTS: OPN and HIF-1α expression was 
not detected in normal colorectal tissues. In con-
trast, OPN and HIF-1α were highly expressed in 
colorectal carcinoma and adenoma. Although no 
significant difference was noted in OPN expres-
sion level between colorectal adenoma and car-
cinoma, significant difference was found in HIF-
1α expression level between colorectal adenoma 
and carcinoma (33.33% vs 62.00%, P < 0.05). Both 
OPN and HIF-1α expression were positively 
correlated with lymph node metastasis, depth of 
tumor invasion and Dukes’ stage, but not with 
patients' gender and age. A significant correla-
tion was noted between the expression of OPN 
and HIF-1α in colorectal carcinoma (r = 0.700, P 
< 0.01).

CONCLUSION: OPN and HIF-1α may play an 
important role in the invasion and metastasis of 
colorectal carcinoma. Tumors expressing high 
level of HIF-1α have greater invasive and meta-
static capacity.

Key Words: Osteopontin; Hypoxia-inducible 
factor-α; Colorectal carcinoma; Adenoma; Immu-
nohistochemistry

Yuan XX, Ma XY, Wang FR, Wang Z, Wang X, Wang 
SH. Significance of osteopontin and hypoxia-inducible 
factor-α expression in colorectal carcinoma and adenoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(30): 3174-3179

摘要
目的: 探讨骨桥蛋白(OPN)及缺氧诱导因子
-1α(HIF-1α)在大肠癌、大肠腺瘤及大肠正常
组织中的表达程度及其与临床病理学之间的
关系.

方法: 采用免疫组织化学SABC法检测50例大
肠癌及24例大肠腺瘤、12例正常大肠组织病
理标本中OPN及HIF-1α的表达. 

®

■背景资料
大肠癌是位居我
国第5位的常见恶
性肿瘤. 近年来随
着国人饮食结构
及生活习惯等诸
多因素的改变, 大
肠癌的发病率呈
逐年上升的趋势. 
早期诊断对大肠
癌的预后具有重
要的意义, 而预测
大肠癌的发展趋
势和转移潜能对
大肠癌治疗具有
指导意义.

■同行评议者
曹 秀 峰 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心
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结果: OPN及HIF-1α在正常组织中无表达, 在
大肠癌组织、腺瘤组织中为高表达. OPN的
表达率在腺瘤组与肠癌组间比较差别无显著
性. HIF-1α的表达率在腺瘤组与肠癌组间比
较, 差别有显著性(33.33% vs  62.00%, P <0.05). 
二者在肠癌组中的表达与肿瘤的浸润深度、

淋巴结转移、Dukes分期呈正相关; 与患者的
性别、年龄、肿瘤的大小则无相关性. OPN与 
HIF-1α在大肠癌组织中的表达具有明显的相
关性(r  = 0.700, P <0.01).

结论: OPN及HIF-1α在大肠癌的浸润和转移
中起重要作用; HIF-1α高表达的肿瘤组织具
有较强的浸润与转移能力.

关键词: 骨桥蛋白; 缺氧诱导因子-1α; 大肠腺瘤; 

大肠癌; 免疫组织化学
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0  引言

大肠癌是位居我国第5位的常见恶性肿瘤, 且以

每年4.2%的增长率递增[1]. 大肠癌患者虽可经过

手术、化疗、放疗及其他综合治疗有一定疗效, 
但数据显示, 约有30%的患者仍在5年之内死于

复发和远处转移. 骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是
最先从骨基质中分离而得到的一种含有特异的

Arg-Gly-Asp(RGD)序列的有多种功能的分泌型

钙结合磷酸化糖蛋白. 有许多研究已证实OPN
作为一种整合素连接蛋白, 在各种恶性肿瘤模

型中均呈过度表达, 参与肿瘤增殖和转移. 但另

有一些研究表明OPN表达阴性的患者其生存期

明显短于OPN表达阳性的患者. 故有人称OPN
为“肿瘤转移相关基因”. OPN是一个有争议

且与肿瘤有密切关系的因子, 故将其作为本试

验研究对象之一, 探讨其与大肠癌发生发展之

间的关系. 缺氧诱导因子-1α(hypoxia-inducible 
factor-α, HIF-1α)是在缺氧诱导的细胞核提取物

中发现的一种转录因子, 由α和β 2个亚基组成. 
其中HIF-1α既是氧调节亚基又是活性亚基, 在
缺氧条件下, HIF-1α蛋白水平和HIF-1的DNA结

合活性增加[2]. 癌肿微环境缺氧是HIF-1活性的

一个重要机制, 缺氧环境下, 活化的HIF-1与靶基

因上的结合位点相结合, 形成转录起始复合物

从而启动靶基因的转录. HIF-1作为迄今为止发

现的唯一的一个特异性缺氧状态下发挥活性的

转录因子, 其在肿瘤恶性转化过程中的作用机

制正得到系统深入研究. 缺氧是肿瘤发生发展

过程中必然要面临的一种环境压力, 有研究报

道, 缺氧可诱导OPN的表达[3-4]. 而HIF-1α是肿瘤

细胞在缺氧环境下的中心反应组件, 二者之间

可能存在某种调节关系. OPN和HIF-1α在大肠

癌组织中的表达单独研究较多, 但二者在大肠

癌组织中的联合研究尚未见报道. 本研究旨在

探讨两者的关系, 为进一步阐明大肠癌的发病

机制, 制定合理的治疗策略奠定理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-01/2007-09佳木斯大学附属第一

医院手术切除并经病理确诊的大肠癌54例, 符
合研究标准的50例, 确诊前均无放疗、化疗史. 
其中男28例, 女22例, 年龄40-76(中位年龄58.5)
岁; 高中分化腺癌33例, 低分化腺癌17例; 有淋

巴结转移21例, 无淋巴结转移29例; 按Dukes分
期标准, A期10例, B期13例, C期15例, D期12例. 
另取大肠腺瘤标本27例, 正常大肠黏膜组织标

本12例.
1.2 方法 
1.2.1 标本处理及实验步骤: 石蜡切片, 常规处

理, DAB显色, 苏木素轻度复染. 采用免疫组织

化学SABC法检测OPN及HIF-1α的表达(所需试

剂盒均购于武汉博士德生物工程有限公司). 
1.2.2 阳性结果判定标准: OPN表达结果以细胞

质内有棕黄色颗粒为阳性, HIF-1α蛋白表达结

果以细胞核或胞质内有棕黄色颗粒为阳性. 高
倍镜下对每张切片随机选择5个视野, 每个视

野计数200个细胞, 共计1000个. OPN阳性细胞

数<5%为阴性“-”, 5%-25%为弱阳性“+”, 
26%-50%为中度阳性“++”, >50%为强阳性

“+++”. HIF-1α阳性细胞数<1%为阴性“-”, 
1%-10%为弱阳性“+”, 11%-50%为中度阳性

“++”, >50%为强阳性“+++”.
统计学处理 所有统计资料应用SPSS15.0

软件包进行数据分析 ,  采用四格表χ 2检验和

Spearman等级相关分析. 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 O P N、H I F-1α在正常大肠组织、大肠腺

瘤组织、大肠癌组织中的表达 OPN与HIF-1α

在正常组织中没有表达 ,  在大肠癌组中表达

率分别为64.00%(32/50)、62.00%(31/50), 在
大肠腺瘤组中表达率分别为66.67%(16/24)、
33.33%(8/24). OPN在大肠癌组的表达与大肠腺

■相关报道
Yeatmna et al综合
研究出新的肿瘤
标志物, 通过筛选
大约12 000个基
因, 确定OPN为临
床上结肠癌首选
的标志物.



www.wjgnet.com

3176                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年10月28日     第17卷     第30期

瘤组相比较差异无显著性(P >0.05), HIF-1α在大

肠癌组的表达与大肠腺瘤组相比较差异有显著

性(P <0.05, 表1). 
2.2 肠癌组中OPN与HIF-1α的表达与临床病理

特征之间的关系 OPN、HIF-1α表达率在淋巴结

转移组显著高于无淋巴结转移(P <0.05); 在组织

学分级中, OPN的表达率在低分化组显著高于

高中分化组(P <0.05), HIF-1α的表达率在低分化

组高于高中分化组, 但没有统计学意义(P >0.05); 
在Dukes分期中, OPN、HIF-1α的表达率在C、
D期显著高于A、B期(P <0.05). 二者的表达与患

者的性别、年龄均无相关性(P >0.05, 表2). 
2.3 O P N与H I F-1α在大肠癌组织中的相关性 
OPN与HIF-1α在大肠癌组织中的表达具有相关

性(r  = 0.700, P <0.01, 表3). 

3  讨论

OPN最初是从大鼠骨骼组织中分离得到的一种

分泌型、黏附型的钙结合磷酸化糖蛋白, 具有

许多功能位点, 是一个多功能蛋白, 具有广泛的

生物学功能. 包括细胞黏附、迁移、钙代谢、

血管重塑、免疫调节等. 最先描述OPN和肿瘤

的关系追溯到1979年Senger首次把OPN描述具

有分泌性转化相关的磷酸化蛋白, 1987年他在

蛋白激酶C的控制下作为肿瘤启动子诱导基因

被克隆. 近年来, OPN成了研究者倍加关注的与

肿瘤发生发展关系很密切的分子之一. 研究发

现, 在多种类型肿瘤的发生发展的过程中都伴

随OPN的表达, 而且OPN高表达的肿瘤更容易

表现出侵袭转移的倾向. Coppola et al [5]检测了

350块肿瘤组织、113块正常组织(涉及到人体大

多部位)OPN蛋白的表达, 发现OPN的表达尽管

在不同的肿瘤中表达的阳性率存在差异, 但在

同一类肿瘤组织中, OPN的表达与其恶性程度密

切相关. 目前, 已在乳腺癌、结肠癌、卵巢癌、

肝癌、前列腺癌、肺癌及胃癌等肿瘤组织中, 
均发现OPN蛋白和(或)mRNA的表达较正常或

癌旁组织明显增加. 近期, 研究者还在乳腺癌、

表 1 OPN与HIF-1α在正常组、大肠腺瘤组、大肠癌组中的表达

     
分组                   n

             OPN                HIF-1α               

               -         +     阳性百分比(%) -         +     阳性百分比(%)

正常组织         12           12         0           0.00                12         0           0.00               

大肠腺瘤组      24             8       16         66.70                16         8         33.33     

大肠癌组         50           18       32         64.00                19       31         62.00a

aP<0.05 vs  大肠腺瘤组.

表 2 OPN、HIF-1α表达与大肠癌临床病理特征之间的关系

     
参数              n

                    OPN                        HIF-1α

                      -  + P 值              -  + P 值

性别

    男  28 15 13          0.945 10 18          0.962

    女  22 12 10    8 14

年龄(岁) 

    >58  24 13 11          0.982   9 15          0.944

    <58  26 14 12  10 16

淋巴结转移

    有  21   6 15          0.010   4 17          0.005

    无  29 19 10  17 12

分化程度 

    高/中  33 22 11          0.012 17 16          0.136

    低  17   5 12     5 12

Dukes分期 

    A+B  23 14   9          0.002 13 10          0.005

    C+D  27   5 22    5 22

■应用要点
本研究结果提示, 
OPN及HIF-1α在
大肠癌的浸润和
转移中起重要作
用, 二者可以作为
在大肠癌发生和
发展过程中发挥
重要功能的分子
标 志 物 ,  以 及 可
靠、有效的治疗
靶标.
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前列腺癌、头颈部鳞癌等肿瘤中研究发现患者

血浆中OPN的表达较正常组织普遍升高. 同时

也发现, 不仅在一些肿瘤患者血浆中OPN水平

较高, 在脓血症、肾病和心血管患者的血浆中

OPN水平较健康对照组也普遍升高, 提示血浆

中OPN水平升高并不是对肿瘤特异的. Yeatman 
et al [6]综合研究出新的肿瘤标志物, 主张应用基

因表达图谱技术去确定新的肿瘤标志物和肿瘤

进展标志物, 通过筛选大约12 000个基因, 确定

OPN为临床上结肠癌首选的标志物.
本研究采用免疫组织化学染色的方法检测

了OPN在正常大肠黏膜组织, 大肠腺瘤组织和

大肠癌组织中的表达, 发现OPN在正常大肠黏

膜组织中不表达, 阳性表达率在大肠腺瘤组织

中为66.67%, 大肠癌组织中为64.00%, 说明OPN
在大肠腺瘤和大肠癌组织中的表达与正常大肠

黏膜相比较差异具有显著性意义(P <0.05); OPN
的阳性表达在大肠癌淋巴结转移组显著高于无

淋巴结转移组, 结果呈显著性差异(P <0.05), 我
们推测OPN的表达可能与大肠癌的浸润、转移

相关. 我们的结果与Yeatman et al [6]在大肠癌组

织检测的OPN mRNA表达情况基本一致. Ding 
et al [7]也得出类似的结论. OPN阳性表达率在C、
D期显著高于A、B期(P <0.05), 提示OPN在大肠

癌的浸润, 转移中扮演重要的角色. 如果按组织

类型统计, OPN在高中分化组与低分化组中的

表达结果也呈显著性差异(P <0.05), 肿瘤分化程

度越低, OPN表达越高, 表明OPN参与大肠癌分

化的调控. Rangaswami et al [8]发现OPN能够刺激

肿瘤细胞的生长, 他们首次报告OPN诱导NIK/
MEKK1介导的JNK1依赖的和非依赖的, AP-1介
导的pro-MMP-9的活性, 并且调控NIK/ERK1/2
和MEKK1/JNK1之间的交叉连接起负调控作用. 
这个通路最终控制细胞的移动、浸润和肿瘤的

生长. 因而也进一步说明OPN在肿瘤的浸润, 转
移中扮演重要的角色. 现在对OPN促使肿瘤转

移的可能机制有几种假设: (1)OPN通过与其配

体的相互作用, 参与他们介导的细胞与细胞外

基质的黏附活动, 促使肿瘤转移; (2)OPN能抑制

iNOS, 从而抑制炎症细胞的氧爆发, 使得癌细胞

在周围循环的生存率提高, 从而容易发生肿瘤

转移; (3)OPN能够刺激血管内皮细胞的迁移, 促
使新生血管的形成, 而肿瘤转移灶的形成与新

生血管密切相关. 我们推测OPN可能通过刺激

血管内皮细胞的迁移, 促进血管的生成, 从而促

进肿瘤的发生和转移, 此途径也可能是大肠癌

发生和转移众多环节中的一部分, 同时也表明

OPN在参与肿瘤发生发展过程中作用机制的复

杂性. 
HIF-1是1992年由Semenza et al [10]发现的

由HIF-1α和HIF-1β组成的异源二聚体转录因

子, 其中H I F-1α水平主要依赖于细胞间的氧

供, 决定了HIF-1的活性. HIF-1作为迄今为止

发现的唯一的一个特异性缺氧状态下发挥活

性的转录因子, 参与多种基因的转录, 这些靶

基因的启动子或增强子内均含有缺氧反应组

件(hypoxiaresponseelement, HRE), 他是HIF-1
的DNA结合位点. 活化的HIF-1与靶基因上的

HIF-1结合位点相结合, 形成转录起始复合物

从而启动靶基因的转录. 目前研究已发现包括

VEGF在内的六十余种HIF-1的靶基因, 功能涉

及肿瘤细胞能量代谢、血管生成、肿瘤转移等

方面, HIF-1调控的这些基因均以不同的方式参

与了肿瘤细胞对缺氧的适应过程, 从而增强了

肿瘤细胞在缺氧环境下的生存能力, 促进肿瘤

细胞的恶性转化. 近年来对HIF-1α特异性的单

克隆抗体进行了大量的免疫组织化学研究, 结
果显示, 在绝大多数正常人体组织中未检测到

HIF-1α蛋白的表达, 而在大多数人类实体肿瘤

中存在HIF-1α的过表达, 且与预后密切相关. 
Zhong et al研究认为HIF-1α表达是前列腺

癌的早期事件, 可作为预测前列腺癌的指标[11]. 
也有研究表明在乳腺癌的形成中, HIF-1α表达

与肿瘤细胞高增殖状态、VEGF表达升高呈正

相关, 与肿瘤病理分期和分化程度有关, 分化

差的HIF-1α表达率比分化好的高, 认为HIF-1α
可作为乳腺癌患者新的预后判断指标之一 [12]. 
Birner et al [13]在人宫颈癌的研究中不仅得到类

似的结果, 而且还进一步证实HIF-1α表达水平

越高, 预后越差, HIF-1α可作为评估肿瘤预后的

参考因子. Schindl et al [14]对206例淋巴结转移阳

性的乳腺癌标本的HIF-1α表达进行分析, 免疫

组织化学显示HIF-1α阳性表达率为66.2%, 表明

HIF-1α也是高度侵袭性疾病的一个生物标志. 

表 3 OPN与HIF-1α肠癌组中的相关性 (r )

     
OPN

                   HIF-1α

  +  - 合计
         χ2值  r 值

+ 28   3   31

-   4 15   19       24.533       0.700

合计 32 18   50

■名词解释
骨桥蛋白(OPN): 
是最先从骨基质
中分离而得到的
一 种 含 有 特 异
的Arg-Gly-Asp 
(RGD)序列的有
多种功能的分泌
型钙结合磷酸化
糖蛋白, 具有广泛
的生物学功能, 包
括: 细胞黏附、迁
移、钙代谢、血
管重塑、免疫调
节等.
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本研究观察了正常大肠黏膜组织, 大肠腺瘤

组织及不同分期大肠癌组织中HIF-1α表达, 结
果显示, HIF-1α在正常大肠黏膜组织中无表达, 
在大肠腺瘤组织中阳性表达率为33.33%, 在大

肠癌组织中阳性表达率为62.00%, 三者之间表

达率差异有显著性(P <0.05), 这与刘岷 et al [15]在

大肠癌中的研究结果相类似. 这一结果显示在

人类大肠癌组织中存在缺氧状态, HIF-1α参与

了大肠癌的发生发展. 同时我们还观察到HIF-
1α表达水平在正常大肠黏膜-大肠腺瘤-大肠癌

组织中不断增高, 这表明细胞缺氧出现在大肠

癌变之前并持续到肿瘤发生发展的全过程. 部
分腺瘤高表达HIF-1α, 提示HIF-1α可能通过激

活多种下游基因的表达, 促进大肠癌的发生. 同
时也进一步说明了在腺瘤癌变早期阶段使用

HIF-1α特异性拮抗阻止大肠腺瘤恶变进程的重

要价值及意义. 
本研究实验表明:  H I F-1α阳性表达率在

有淋巴结转移者显著高于无淋巴结转移者, 表
达差异具有显著性(P <0.05). Chen e t a l [16]和

Takahashi et al [17]发现HIF-1α在胃癌组织中的表

达与淋巴结转移有关, 有淋巴结转移者HIF-1α
和VEGF的表达率明显高于无淋巴结转移者, 且
二者具有相关性. Jiang et al [18]在大肠癌组织中

也得到了类似的结论. HIF-1α阳性表达率在C、
D期显著高于A、B期(P <0.05), 说明随着Dukes
分期进展, HIF-1α表达率逐渐增高, 表明HIF-1α
在大肠癌的浸润、转移中起重要作用, HIF-1α
高表达的肿瘤组织具有较强的浸润与转移能力. 
Fan et al [19]用免疫组织化学方法研究HIF-1α在肺

癌组织中的表达, 也得出类似的结论. 另外, 在
本研究中患者的性别、年龄与HIF-1α的表达无

相关性(P >0.05). 
OPN和HIF-1α在大肠癌组织中的表达单独

研究较多, 但二者在大肠癌组织中的联合研究

尚未见报道. 分析前人的研究结果, OPN和HIF-
1α在大肠癌组织中的表达不是独立的事件, 而
是有内在联系的. 缺氧是实体肿瘤发生发展的

过程中不可避免的一种肿瘤微环境. 前人的研

究充分证实OPN在缺氧的微环境中扮演了很重

要的角色[3-4]. 而HIF-1α是肿瘤细胞在缺氧环境

下的中心反应组件, 能激活众多缺氧反应基因

的表达. OPN可通过与αvβ3整合素受体结合介

导激活PI3-K/AKT信号通路. 而PI3-K/AKT、
MAPK等信号通路在调节HIF-1α活性中起重要

作用[20-21]. 因此, 采用统计学方法分析我们的实

验结果, 发现OPN和HIF-1α的表达水平呈明显

相关(r  = 0.700, P <0.01). 我们推测OPN可能通过

启动PI3-K/AKT信号通路上调HIF-1α蛋白的水

平, 促进大肠癌细胞存活. 但是否是唯一的信号

途径以及是否依赖缺氧环境, 还需要进一步深

入研究. 
本研究结果提示, OPN及HIF-1α在大肠癌

的浸润和转移中起重要作用, 二者可以作为在

大肠癌发生和发展过程中发挥重要功能的分

子标志物, 以及可靠有效的治疗靶标. 两者的

联合检测可以为预测大肠癌的发展趋势和转

移潜能提供依据, 并为大肠癌的基因治疗提供

新的靶点.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-10-28)
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