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Abstract
Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is a patho-
logical condition characterized by macrovesicu-
lar steatosis, necroinflammation, loss of hepa-
tocytes and fibrosis. NASH is often associated 
with type 2 diabetes mellitus, hypertension, 
hyperlipoproteinemia and obesity. Recent stud-
ies emphasize the role of insulin resistance, oxi-
dative stress and subsequent lipid peroxidation, 
proinflammatory cytokines, adipokines and 
mitochondrial dysfunction in the development 
and progression of NASH. In this article, we 
will review the role of insulin resistance, oxida-
tive stress and subsequent lipid peroxidation, 
mitochondrial dysfunction, proinflammatory 
cytokines, adipokines such as resistin, leptin, 
adiponectin and PPAR-α, apoptosis, NF kappa 
B, SREBP-1c, endotoxaemia, and iron overload 
in the pathogenesis of NASH. The pathogenesis 
of NASH is thought to be related mainly with 

insulin resistance and oxidative stress and sub-
sequent lipid peroxidation. Adipocytokines also 
play an important role in the pathogenesis of 
NASH through complex and interactive para-
crine and endocrine mechanisms. Understand-
ing of the mechanisms responsible for the patho-
genesis of NASH has important implications for 
the treatment of NASH. 

Key Words: Nonalcoholic steatohepatitis; Pathogen-
esis; Advance

Huang YQ. Recent advances in understanding the 
pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3181-3188

摘要
非酒精性脂肪性肝炎(NASH)是以肝细胞丧
失、脂肪变性、气球样变、炎性坏死及纤维
化形成为特征的病理状态. NASH常见于2型
糖尿病、高血压、高脂血症及肥胖患者. 新近
的一些研究着重于胰岛素抵抗、氧应激及脂
质过氧化损伤、促炎症细胞因子、脂肪细胞
因子以及线粒体功能障碍在NASH发生发展
中的作用. 本文系统阐述了胰岛素抵抗、氧应
激及脂质过氧化损伤、炎症细胞因子、抵抗
素、瘦素、脂联素、PPAR-α等脂肪因子, 细
胞凋亡、NF-κB、SREBP-1c、肠源性内毒素
血症以及铁超载等在NASH发病机制中的作
用. NASH的致病机制主要与胰岛素抵抗、氧
应激及脂质过氧化损伤有关, 而脂肪细胞因子
通过其内分泌和旁分泌间的复杂相互作用也
在NASH的发病机制中起重要作用. 这些发病
机制的最新进展为NASH的针对性治疗提供
了新的思路. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 发病机制; 进展
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0  引言

非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
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■背景资料
随着生活水平的
提高和膳食习惯
的改变 ,  以及糖
尿 病 、 高 脂 血
症、肥胖和代谢
综合征等发病率
的增加 ,  N A S H
的发病率也呈逐
年上升趋势 .  他
已成为肝硬化甚
至肝癌的致病因
素之一, 因此, 对
N A S H的发病机
制研究已越来越
受到人们的重视. 
除胰岛素抵抗、
氧应激和脂质过
氧化损伤等主要
发病机制外 ,  抵
抗素、瘦素、脂
联素等脂肪细胞
因子在N A S H发
病机制中的作用
已成为新的研究
热点.

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科



NASH)是与胰岛素抵抗和遗传易感性密切相关

的获得性代谢疾病, 作为单纯性脂肪肝发展为

肝纤维化的一段病理阶段, 常见于肥胖、2型
糖尿病、高脂血症等代谢综合征患者[1-2]. 近年

来, 随着人们生活水平的提高、膳食结构的改

变以及药物的滥用等因素影响, NASH的发病率

呈逐年上升趋势. 而且随着肥胖症儿童的增多, 
NASH的患病年龄也呈现低龄化趋势[2]. NASH
的持续存在已成为肝硬化甚至肝癌的重要因素

之一[3]. 15%-20%的NASH患者在10-20年内可进

展为肝硬化[2,4]. NASH的发病机制尚未十分明

确, 遗传易感性与多元代谢紊乱的相互作用可

能是其主要的发病因素[1]. 目前, 对其发病机制

的研究已成为新的研究热点, 应引起足够重视. 

1  NASH的概念

NASH是以无过量饮酒史(或酒精摄入量<20 g/d)
以及肝细胞脂肪变性、气球样变、弥散性肝小

叶轻度炎症和/或肝中央静脉、肝窦周围胶原沉

积等为病理特征的慢性肝脏炎性疾病[5-6]. 

2  NASH的发病机制

2.1 氧应激和脂质过氧化损伤 氧应激是过氧化

物和抗氧化物之间的一种动态失衡状态, 是指

来自于分子氧的游离基或反应性氧化物及其代

谢产物等作用增大或自身抗氧化剂(肝细胞内的

还原型谷胱甘肽等)作用下降而产生的一种生

理平衡失调[1,5,7]. 反应性氧化物(reactive oxygen化物(reactive oxygen物(reactive oxygen 
species, ROS)是氧化还原产生含有氧化学性质

异常活跃的一类物质, 包括自由基和H2O2
[5]. 氧

应激在脂肪沉积的肝组织中显著增强, ROS与
NASH的病变程度密切相关. ROS与生物膜的磷

脂、酶及膜受体(Fas、TNF-α受体家族)相关的

多价不饱和脂肪酸(USFA)以及核酸等物质发生

脂质过氧化反应, 诱生TNF-α释放, 促进自由基

和过氧化氢增加, 致使细胞膜的流动性和通透

性异常, 引起肝细胞破裂、凋亡. 此外, ROS通过

活化中性粒细胞, 引发肝小叶内炎症细胞浸润

及纤维化[5-7]. 当肝脏摄取游离脂肪酸(free fatty 
acid, FFA)过多或在线粒体内氧化磷酸化和, FFA)过多或在线粒体内氧化磷酸化和FFA)过多或在线粒体内氧化磷酸化和β氧

化受抑制时, 不仅FFA转化成甘油三酯(triglycer-
ide, TG)明显增多, CYP2E1、CYP4A等脂质过, TG)明显增多, CYP2E1、CYP4A等脂质过TG)明显增多, CYP2E1、CYP4A等脂质过

氧化的催化酶的活性也显著增强, 在其诱导下, 
FFA的过氧化物酶体β氧化和微粒体ω氧化即发

挥重要作用. 这两种氧化反应能产生H两种氧化反应能产生H种氧化反应能产生H2O2、ω羟

基代谢物及超氧化物等大量的代谢产物. 由此
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生成的过多ROS可活化核因子-κB(nuclear fac-
tor kappa B, NF-κB), 从而促进中性粒细胞趋化

和Kupffer细胞分泌大量TNF-α, 最终引发肝细

胞的炎性反应及纤维化的形成[1,5-7]. 脂质过氧化

产物增多可改变线粒体DNA, 抑制呼吸链的电

子传递, 进一步损伤线粒体, 并与ROS相互作用

形成恶性循环. 此外, ROS和过多的脂质过氧化

物可消耗细胞内的抗氧化系统, 导致抗氧化物

质缺乏, 进一步加重此恶性循环. NASH患者体

内的脂质过氧化产物丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、4-羟壬烯醇等含量显著增高[8], MDA
可使蛋白质交联, 形成Mallory小体而诱发自身

免疫反应. 4-羟壬烯醇能直接趋化中性粒细胞

引发炎症反应. 此外, MDA与4-羟壬烯醇可诱发

Apo-B水解, 使TG通过极低密度脂蛋白输出肝

脏减少, 且阻碍蛋白质与核苷酸合成, 减少还原

型谷胱甘肽、增加TNF-α引发肝细胞坏死及纤

维化[8]. 
2.2 胰岛素抵抗(insulin resistance, IR) IR是指胰

岛素的靶器官和组织对胰岛素生物学效应的反

应性降低或消失而产生的一种临床病理状态, 
即正常浓度的胰岛素不能发挥其正常的生物学

效应, 因而常表现为高胰岛素血症, 其发生机制

主要涉及受体前、受体及受体后水平的缺陷. 
胰岛素信号传递受阻或减弱是导致IR的主要原

因[9]. 其中, 磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylino-
sitol 3-kinase, PI3-K)通路是肝脏胰岛素信号传

导中的主要通路. 胰岛素刺激PI-3K减少常导致

IR[9]. 胰岛素首先与细胞表面的胰岛素受体(in-
sulin receptor, InSR)结合并激活其β-亚基的酪氨

酸蛋白激酶(protein tyrosine kinase, PTK), PTK
再磷酸化胰岛素受体底物(insulin receptor sub-
strates, IRSs)蛋白中特定酪氨酸残基, 磷酸化的

IRSs能与含SH2结构域的信号分子结合, 从而活

化细胞信号转导中起关键作用的多个分子, 激
活PI3-K AS/RAF/MAPK途径, 再作用于下游靶

分子, 以调节细胞的代谢、生长、分化[10]. 肝细

胞内脂质特别是TG蓄积是NASH形成和进展的

基础[4]. IR致肝细胞内TG蓄积被认为是NASH的

重要致病因素[11]. IR主要通过促进脂肪分解和高

胰岛素血症这2种途径导致脂肪在肝细胞内的

蓄积. 其一, 胰岛素是促进合成代谢和调节血糖

稳定的主要激素, 能有效抑制脂肪分解, 降低血

液中FFA浓度, IR可导致外周脂肪分解增加和血

液中FFA增多, 肝细胞对脂肪酸的摄入增加致使
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线粒体氧化超负荷, 加重肝细胞内FFA的蓄积. 
而FFA本身又具有细胞毒性, 可诱导CYP2E1活
化, 促使微粒体氧应激, 在微粒体内的脂肪酸被

氧化成二羟基脂肪酸, 降解生成短链酰基CoA和

酰基CoA而增加肝细胞对“二次打击”的易感

性[12]. 此外, 过多的FFA还可以在InSR或受体后

水平发生作用, 从而促进基础状态的胰岛细胞

生长及分泌胰岛素[8], 致使IR进一步加重. 这可

能是IR参与NASH的发病因素之一. 其二, 高胰

岛素血症致使糖降解加速而使脂肪酸合成过多, 
并可使极低密度脂蛋白合成不足或分泌减少而

致TG蓄积于肝细胞内[12]. 
2.3 FFA FFA是中性脂肪的分解产物. FFA增多

与IR之间有很强的相关性, 是导致IR的重要原

因[13-14]. 肥胖者及NASH患者肝组织及血清内

FFA含量均显著增多. 长期大量的高脂饮食使

FFA摄入增多、IR使中性脂肪分解释放FFA增

多、肝细胞线粒体脂肪酸β氧化减少均使得肝

脏和血清中FFA增多[13,15]. FFA具有较强的细胞

毒性, 可导致肝细胞线粒体肿胀通透性增强、

肝细胞变性、坏死及中性粒细胞浸润[15-16], 还可

致溶酶体功能障碍[17]. 研究显示, FFA刺激HepG2
细胞致胞质内脂质大量沉积, 同时依赖于TNF-胞质内脂质大量沉积, 同时依赖于TNF-内脂质大量沉积, 同时依赖于TNF-α
的组织蛋白酶B也在胞质内广泛分布胞质内广泛分布内广泛分布[17], 提示

FFA可导致溶酶体通透性增强和细胞凋亡率增

加. FFA可通过脂质过氧化损伤而间接破坏肝细

胞, 通过活化蛋白激酶C-ω, 引起c-jun氨基末端

激酶-1与IRS-1和IRS-2结合, 改变细胞增殖信号

而致细胞凋亡[12]. FFA可促进肝星状细胞增殖而

加重肝纤维化[5]. 此外, 在IR时, USFA还可通过

活化Kupffer细胞内的NF-κB致使Kupffer细胞分

泌大量TNF-α而引发FFA增多[5,13,18], 由此使肝细

胞的损伤形成恶性循环. 
2.4 线粒体功能障碍 线粒体是肝细胞内最敏

感的细胞器之一, 内含具氧化作用的呼吸链酶

体系、氧化磷酸化酶体系及脂肪酸氧化酶体

系等, 是生理状态下脂肪酸氧化代谢的主要场

所[13,19],19]19]. NASH患者的线粒体结构及功能异常. 
NASH患者体内脂肪酸的显著增多使线粒体内

的氧化磷酸化作用代偿性增加, 引发负反馈生

成过多的乙酰-CoA, 经三羧酸循环产生大量的

NADH和FADH2[14,19], 再通过呼吸链酶体系的

氧化作用释放出大量ROS. 而生成的ROS又反

过来攻击线粒体, 不仅使线粒体的超微结构毁

损、DNA数量减少, 而且使由其DNA编码参与其DNA编码参与DNA编码参与

ATP合成的复合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ的活性显著

降低, 从而导致线粒体内呼吸链功能障碍, ATP
合成能力下降[19]. 此外, ROS不仅使线粒体DNA
变化, 还能与线粒体蛋白质发生反应, 减少呼吸

链蛋白质表达, 影响呼吸链的功能, 产生更多

的ROS, 从而诱发更多的脂质过氧化损伤, 导致

Kupffer细胞内更多的TNF-α分泌[20]. 动物实验

发现, TNF-α还可通过特异性抗体破坏线粒体并

阻碍其功能[21], 由此反复形成恶性循环. 细胞因

子(cytokine, CK), CK)CK)和ROS在线粒体的功能障碍中

起重要作用. 研究显示, 通过过氧化物酶体增殖

物激活受体α(peroxisome proliferator-activated re-
ceptor α, PPAR-α)诱发的解偶联蛋白(uncoupling诱发的解偶联蛋白(uncoupling 
protein, UCP)-2作用, FFA能促进电子传递链跨

膜泵出线粒体的质子不经ATP合成途径而跨膜

扩散回漏到线粒体基质内, 由此而形成呼吸链

驱动的质子泵出和回漏的无效循环通路[22], 这可

能是线粒体功能障碍的又一机制. 
2.5 细胞因子(CK) CK是由多种细胞分泌的能调

节细胞生长分化、介导机体免疫功能、参与炎

症反应的一类小分子多肽. CK在NASH的发展

进程中起重要作用[3]. 参与NASH的CK很多, 包
括TNF-α、IL-6、IL-8、IL-12、 IL-15、IL-18
等. 其中, TNF-α的致病作用尤为显著, 他不仅参他不仅参不仅参

与炎症反应, 还是脂肪细胞因子, 在脂肪代谢中

起重要作用[3,23-24]. TNF-α对脂蛋白脂酶有较强的

抑制作用, 大量的TNF-α可减少外周脂肪组织分

解, 并促进肝细胞合成TG[3,23]. TNF-α通过诱导肝

细胞的UCP-2基因表达, 而抑制线粒体内的ATP
合成, 促进肝细胞的坏死[22], 并通过抑制PI3-K
活性、降低葡萄糖转运子(glucose transporter,  
GLUT)4的基因表达而诱发IR[24], TNF-α还可通过

下调PPAR-α、脂联素、IRS-1等损害胰岛素敏

感性[24]. 此外, TNF-α诱生的IL-6也可加重IR[3]. 肥
胖或肝脏脂肪过多沉积时, 肝脏的Kupffer细胞也

能分泌大量的TNF-α, 脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)可增加TNF-α对肝细胞损伤的敏感性[25], 
LPS还可诱导H2O2大量产生, 并激活对氧应激敏

感的NF-κB, 后者可上调Kupffer细胞中CK的基

因表达, 从而加重肝损伤[21]. LPS又是Kupffer细
胞的激活因子, 会不断促使其分泌更多的CK, 导
致肝损伤的恶性循环. IL-6不仅参与炎症, 还是

脂肪细胞因子, 在能量代谢平衡中起重要调节

作用[24]. NASH患者血浆及肝组织中IL-6 mRNA
呈高度表达[26]. IL-6能显著抑制胰岛素依赖的
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AKT激活, 还能抑制IRS-1, GLUT4和PI3-K的表

达, 从而影响胰岛素受体后信号转导, 引发IR[24]. 
IL-6基因启动子区的基因变异和基因多态性也

可导致IR[27]. 有研究发现, NASH患者IL-6基因

启动子-572位点的C等位基因频率显著增高[27]. 
NASH患者IL-8水平显著增高, 且与肝损伤的严

重程度密切相关[28]. IL-8通过对中性粒细胞的活

化和趋化作用导致肝细胞的炎症反应. 肝细胞

内的脂肪沉积可以刺激IL-8的产生, 加重NASH
的发展[24,29]. IL-15可阻止NK细胞和特殊的T细胞

凋亡, 导致体内大量的NK细胞和CD8(+)T细胞

蓄积, 而IL-12、IL-18可调节NK细胞分化, 致使

NK细胞亚群增加, 从而生成大量的干扰素(inter-
feron, IFN)[30]. IFN可增强TNF-α活性而加重LPS
对肝细胞损伤. 此外, CK还可激活T细胞介导的

免疫反应, 而引发肝细胞的炎性改变[3]. 
2.6 细胞凋亡 细胞凋亡是一个由基因决定的细

胞主动而有序的死亡方式. 肝细胞凋亡与NASH
直接相关, 且凋亡程度与NASH的严重性有密切

关系, NASH患者存在大量肝细胞凋亡现象[13,31]. 
研究发现, NASH患者肝细胞线粒体的嵴和类结

晶体缺失, 线粒体的结构破坏及功能异常, 而对

照组则无此现象[12], 说明NASH存在病理条件下

的细胞凋亡. 肝细胞主要通过膜死亡受体Fas途
径和线粒体途径完成凋亡过程[32]. Fas在NASH
患者的肝细胞内过度表达, 他可以传导凋亡信他可以传导凋亡信可以传导凋亡信

号并通过caspase-8裂解Bid致线粒体损伤. Fas受
体与Fas配体结合后即启动凋亡信号转导机制. 
Fas受体的胞质内含有一个“死亡域”序列, 与
Fas配体结合后诱导caspase-8前体生成死亡诱

导信号复合体(death-inducing signaling complex, 
DISC), 引起细胞凋亡[33]. NASH患者存在线粒体

功能障碍, 致使ROS增多, 后者能诱导线粒体膜

通透性改变, 降低线粒体跨膜电位, 促进细胞色

素C释放至胞质内[19]. 细胞色素C释放至胞质的

另一个机制是DNA断裂后p53的激活, 从而引发

Bcl-2家族中的Bax进入线粒体, 使线粒体外膜

形成小孔, 而促进细胞色素C的释放[33-34]. 此外, 
Bcl-2家族中的另一成员Bid也介导了线粒体细

胞色素C胞质内的释放[34-35], 作为caspase-8作用

的底物, Bid转化成tBid后可破坏线粒体膜, 使细

胞色素C释放至胞质. 细胞色素C与凋亡蛋白活

化因子-1、dATP及caspase-9前体结合成凋亡小

体[32,35], DISC通过线粒体及凋亡小体后其死亡诱

导信号明显加强, 而导致肝细胞凋亡[32]. 胰岛素

和其他一些相关增长因素能阻止细胞凋亡并且他一些相关增长因素能阻止细胞凋亡并且一些相关增长因素能阻止细胞凋亡并且

通过PI-3K/AKT机制加速细胞增殖, 说明PI-3K
的激活从机能上可能阻止了细胞死亡信号, 并
且进一步可以改善NASH[36]. 
2.7 PPAR-α PPAR-α是由配体激活的核转录因

子, 在转录水平通过3条氧化代谢途径对脂肪酸

进行调节. 
其转录激活依赖于与相应配体结合后的活

化. PPAR-α通过对脂肪酸氧化基因表达的调控, 
在肝脏的脂肪细胞分化、脂质储存、转运及脂

肪酸氧化中起重要作用[37]. PPAR-α不仅能诱导

线粒体、过氧化物酶体及微粒体氧化酶体的

产生, 还能促使参与脂肪重新合成及与糖异生

相关的酶的生成, 从而加速肝脏脂肪酸的氧化, 
减少肝脏脂肪酸的含量[37-38]. PPAR-α的转录受

TNF-α负反馈调节, NASH血清TNF-α含量显著

增高, PPAR-α的表达明显受抑[39]. 此外, PPAR-α
还可通过NF-κB、信号转导子、转录激活子、

活化蛋白-1和非分泌型磷脂酶A2等途径发挥负

向转录调节作用[37-38]. PPAR-α还能调节c-myc、
c-jun等生长调控基因的表达, 对肝细胞分化及

肝癌的发生起重要作用. PPAR-α缺乏不仅加重

TG在肝脏的沉积, 还可引起脂质和碳水化合物

的代谢紊乱. PPAR-α表达减少可导致与脂质代

谢相关的酶基因转录水平降低, 致使脂肪酸在

肝脏氧化减少, 加速脂质在肝脏沉积, 从而促发

NASH的发生发展[37]. 
2.8 抵抗素 抵抗素(resistin)是由脂肪组织分泌, 
属于富含半胱氨酸的分泌型抵抗素样蛋白质分

子家族中的一员, 可通过IRS-1/Akt1途径在肥胖

和IR之间建立联系, 通过降低GLUT4的转运功

能, 影响糖的摄取[24,40]. NASH患者血清抵抗素水血清抵抗素水抵抗素水

平较单纯性脂肪肝患者升高, 且抵抗素水平与

NASH的严重程度呈正相关[24]. 研究显示, NASH
患者抵抗素基因启动子-420G等位基因的出现抵抗素基因启动子-420G等位基因的出现基因启动子-420G等位基因的出现

频率远高于正常对照组[41]. NASH患者中, 与其

他基因型相比, GG基因型携带者的抵抗素血清基因型相比, GG基因型携带者的抵抗素血清血清

含量更高, 更易发生糖耐量异常, 肝纤维化程度

也更重, 说明, 抵抗素基因启动子-420G等位基

因在NASH的发病机制中可能起作用[41]. 
2.9 CYP 细胞色素P450(CYP)是肝细胞微粒体复

合功能氧化酶系, 是一组结构和功能相关的基

因编码的同工酶, CYP2E1和CYP4A是其中2个同工酶, CYP2E1和CYP4A是其中2个, CYP2E1和CYP4A是其中2个
亚酶. 微粒体内脂肪酸的ω氧化是依赖CYP2E1
和CYP4A来完成的. 在正常肝组织中, 微粒体的
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ω氧化在脂肪酸氧化代谢中所占比例很小, 但在

NASH患者的肝组织中, 微粒体的脂肪酸ω氧化却

显著增强[12,42]. FFA增多和IR是促进CYP产生的

机制[3,12], PPAR-α依赖性的CYP4A过度表达也

参与此机制[43]. CYP2E1和CYP4A作为促氧化物

可产生大量的ROS, 并激活Kupffer细胞释放大

量的TNF-α. 过多的ROS加重NASH患者肝组织

的炎症变化, TNF-α通过抑制PPAR-α表达, 引发

与脂质代谢相关的蛋白质和酶基因的转录水平

下降[43], 而促进NASH进一步发展. 
2.10 瘦素 瘦素是脂肪组织分泌的一种激素, 通
过血液循环分布到全身各种组织 ,  与其受体

ob-R结合, 经由Janus家族酪氨酸激酶/信号传导

与转录激活因子JAK/STAT3途径产生生物学效

应[24]. 瘦素通过抑制食欲, 减少能量摄入, 增加能

量释放, 抑制脂肪细胞的合成, 而使体质量减轻.体质量减轻.减轻. 
此外, 瘦素还能控制非脂细胞内TG含量, 避免非

脂细胞脂毒性的发生. 瘦素缺乏以及瘦素受体

基因的敲除可导致NASH的形成[43]. 瘦素可通过

其信号转导, 抑制胰岛素原的mRNA表达而减少

胰岛素分泌, 还可通过使胰岛B细胞超极化而抑

制胰岛素分泌, 从而形成一个脂肪组织和胰岛B
细胞之间的双向反馈调节环[24,44]. 在病理状态下, 
当ob-R的敏感性降低, 出现瘦素抵抗, 使双向反

馈调节失效, 导致高胰岛素血症, 从而加速糖降

解, 合成过多脂肪酸, 并可使极低密度脂蛋白合

成不足而促进TG在肝细胞内的沉积[24]. 此外, 瘦
素可通过激活IL-8和TNF-α, 诱发T细胞介导的

肝毒性, 导致肝细胞的炎症反应, 并可选择性促

进IL-6、IL-12及TNF-α分泌, 加重炎症反应, 促
进NASH的发生和肝纤维化的形成[45]. 
2.11 脂联素 脂联素是肝脏脂肪细胞分泌的一种

内源性生物活性多肽, 在调节脂肪代谢、参与炎

症反应等过程中发挥生物学效应[24], 此外, 他还他还还

有胰岛素增敏、抗高血糖和拮抗TNF-α作用[24]. 
与其他脂肪因子不同, 随着脂肪容量增大, 脂联

素的分泌反而减少. 伴有IR的肥胖患者其血清脂

联素水平显著下降, 脂肪组织中的脂联素基因也

呈低表达, 而血清抵抗素含量则显著升高, 这将

有助于预测NASH的发生[46]. 研究发现, 肥胖者血

清脂联素含量显著降低[46-47]. 脂联素通过使乙酰

-CoA羧化酶(ACC)、脂肪酸合成酶(FAS)失活及

活化PPAR-α对TNF-α产生抑制作用, 此作用可被

抵抗素拮抗[24,46,48]. NASH患者血清脂联素水平降

低, 并与NASH病变程度密切相关[24,49]. 但也有研

究发现, NASH患者肝组织内脂联素mRNA呈过

度表达, 而IL-6 mRNA则呈低表达[50], 其机制尚

不清楚. 
2.12 固醇调节元件结合蛋白-1c(sterol regulatory 
element-binding protein -1c, SREBP-1c) SREBP-
1c是肝细胞脂质稳态的转录调节物, 可直接激

活多个参与胆固醇、脂肪酸、TG及磷脂的合

成和摄取, 以及辅助因子NADPH等基因的表

达, 从而调控胆固醇及脂肪酸等脂类的代谢过

程. SREBP-1c的表达受IRS-1/PI3-K调控, 胰岛

素可持续刺激SREBP-1c表达. IRS-2缺乏导致

的SREBP-1c过度表达, 可能与IRS-1/PI3-K信号

代偿性上调有关[51]. SREBP-1c被胰岛素、肝脏

受体(LXR)-α、内源性大麻素受体CB1激活后

能促进ACC和FAS表达[52]. 大麻素能激活肝细

胞大麻素受体, 使SREBP-1c过度表达, 导致肝

细胞的大量脂肪沉积[53]. 脂肪肝及NASH患者

SREBP-1c的表达显著升高, 并随脂肪肝病变程

度的加重而增加, SREBP-1c的过表达与肝细胞

的脂质沉积密切相关, 可能在NASH的发生发

展中起致病作用[47]. 食用富含USFA的食物能有

效抑制TG在肝细胞的沉积, 从而减轻脂肪肝和

NASH的程度, 这可能与上调脂肪酸β-氧化、脂

酰辅酶A氧化酶和中链酰基辅酶A脱氢酶的基

因表达, 下调SREBP-1c的基因表达, 从而改善

IR等机制有关[54]. 
2.13 NF-κB NF-κB是一种重要的核转录因子, 可被

多种刺激因素激活, 由p50和p65多肽亚基组成同

源及异源二聚体, 并易位至细胞核, 与相应的靶基

因结合, 启动基因转录[3,5]. NF-κB可调控TNF-α等
多种细胞因子表达, 在NASH的形成中起病理生

理学作用[5,7]. 氧应激等因素可激活NF-κB, 使其进

入细胞核, 与DNA分子特定基因启动子区域上的

NF-κB结合位点结合, 启动基因转录, 介导肝细胞

的炎症及免疫反应[55]. 研究证实, NASH的病损程

度与NF-κB的过度表达密切相关[55]. 
2.14 肠源性内毒素血症 肠源性内毒素血症(in-
testinal endotoxemia, IETM)是指血液中内毒素源

于肠道的菌群代谢, 而非革兰氏阴性细菌感染

所致. NASH广泛存在IETM. 内毒素可使肠黏膜

屏障的完整性破坏, 导致肠黏膜通透性增强, 内
毒素吸收增多, 从而促使Kupffer细胞释放更多

的TNF-α, 进一步加重NASH[56]. LPS是内毒素的

主要致病成分, 他能导致严重的肝损伤他能导致严重的肝损伤能导致严重的肝损伤[57]. 内毒

素不仅直接损伤肝细胞致代谢功能紊乱, 更重

■应用要点
本文系统阐述了
多种致病因素在
N A S H发病机制
中的研究进展, 为
N A S H的预防和
针对性治疗开拓
了新的思路.
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要的是其与内毒素结合蛋白结合后, 通过CD14
和信号受体, 激活Kupffer细胞释放大量TNF-α, 
还可通过活化NF-κB及CCAAT增强子结合蛋白

等转录因子, 而促进TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8
等细胞因子的增加, 导致NASH产生[58]. 
2.15 铁超载 NASH患者存在血清铁水平升高和

铁超载现象, 轻度铁超载会使肝脏纤维化危险

性增加[59]. 铁与十六烷酸(PA)结合后毒性作用显

著增加, PA通过转铁蛋白受体依赖的机制使铁

易位到细胞, 并使已易位的铁进入线粒体内, 导
致线粒体功能障碍、细胞凋亡和染色体突变. 
细胞内的铁超载导致ROS过度产生和脂质过氧

化. PA使铁易位是因为Fe/PA介导的细胞外的氧

应激及随随后的膜渗透增高导致的膜损伤[60]. 
2.16 遗传因素和免疫反应 家族性肥胖及代谢综

合征患者的NASH发病率显著增高, NASH和隐匿

性肝硬化有家族性发病的现象, 均提示遗传易感

因素在NASH的发病中可能起一定作用[7,12,61]. 脂
质过氧化损伤释放的MDA和HNE通过共价键与

蛋白质交联, 参与形成Mallory小体, 后者作为一

种抗原引发免疫反应[8,62], 从而导致NASH发生. 

3  结论

NASH的发病机制非常复杂, 且未完全阐明. 在
“初次打击”诱发脂肪肝的前提下, 以氧应激

和脂质过氧化损伤为轴心的“二次打击”在

NASH的发生发展中起重要作用. 氧应激产生的

过多ROS为脂肪肝的发病基础, 而线粒体是ROS
的主要攻击目标. FFA增多、TNF-α大量释放、

肝细胞CYP2E1过度表达以及IR等诸多因素通

过氧应激和脂质过氧化损伤导致脂肪肝发生炎

症反应及纤维化形成, 从而诱发及加重NASH. 
除上述机制外, NASH还受遗传易感性、环境、NASH还受遗传易感性、环境、还受遗传易感性、环境、

免疫反应等因素的影响. 随着研究的进一步深

入, 细胞凋亡、细胞因子、抵抗素、瘦素、脂

联素、SREBP-1c、NF-κB、PPAR-α及铁超载

等因素在NASH发病机制中的作用逐渐引起了

人们的重视. 因此, 该领域的研究空间十分广阔. 
重视NASH的发病机制研究对于NASH的预防和

针对性治疗具有十分的重要意义. 
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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 2009-11-08)
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Abstract
AIM: To observe the effects of microinjection of 
5-hydroxytryptamine (5-HT) and its blocking 
agents into the paraventr icular nucleus 
(PVN) and nucleus raphe magnus (RM) and 
microelectric stimulation of the PVN on gastric 
electrical activity (GEA) in rabbits, and explore 
the central role of the PVN in controlling 
gastrointestinal movement.

METHODS: The stereopositioning of the PVN 

and RM was performed using a stereo posi-
tioner (model SN-2). Microinjection of 5-HT 
and its blocking agents ondansetron and cypro-
heptadine into the PVN and RM and electrical 
stimulation of the PVN were then performed. 
GEA was measured using four bipolar serosal 
electrodes (gastric body I-III and gastric antrum) 
in a rabbit. The parameters of GEA detected in-
cluded average frequency, phase difference, the 
ratio of negative phase, amplitude, etc. 

RESULTS: Paraventricular injection of 2 μg of 
5-HT accelerated the electric frequencies of gas-
tric body I-II and gastric antrum, and the change 
in the electric frequency of gastric body II was 
statistically significant (4.44 ± 0.09 vs 4.24 ± 0.09, 
P = 0.034). Subsequent microinjection of 5 μg of 
ondansetron slowed down the frequencies of 
gastric body I-III and gastric antrum, and the 
changes in the frequencies of gastric body II-III 
were statistically significant (P = 0.032 and 0.043, 
respectively). Microinjection of 5 μg of cypro-
heptadine following 5-HT injection accelerated 
the electric frequencies of gastric body I-II and 
gastric antrum, and the change in the electric fre-
quency of gastric body II was statistically signifi-
cant (P = 0.044). Elelctric stimulation of the PVN 
slowed down the frequencies of gastric body I 
and III and gastric antrum, and the changes in 
the frequencies of gastric body I and III were 
statistically significant (P = 0.030 and 0.029, re-
spectively). Microinjection of 10 μg of 5-HT into 
the RM significantly slowed down the frequency 
of gastric body II (4.13 ± 0.11 vs 4.33 ± 0.09, P = 
0.021), while subsequent injection of 10 μg of 
cyproheptadine accelerated the frequency of 
gastric body II (P = 0.034). Electrical stimulation 
of the PVN following microinjection of 10 μg of 
5-HT into the RM slowed down the frequencies 
of II-III and gastric antrum, and the change in 
the frequency of gastric antrum was statistically 
significant (3.93 ± 0.14 vs 4.46 ± 0.14, P = 0.006). 

CONCLUSION: Microinjection of 5-HT into 
the PVN mainly exerts stimulating effects on 
GEA, in which the 5-HT3 receptor pathway may 
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■背景资料
5-HT又称为血清
素, 是重要的神经
递质, 近年来的研
究提示5-HT广泛
分布在于中枢神
经和胃肠道, 并通
过与其受体相互
作用 ,  在胃肠动
力、感觉及分泌
中发挥重要作用. 
研究表明5-HT是
“脑-肠轴”中具
有重要意义的单
胺神经递质 ,  在
“脑-肠轴”功能
中起重要作用. 

■同行评议者
任超世 ,  研究员 , 
中国医学科学院
生物医学工程研
究所



play an important role. Microinjection of 5-HT 
into the RM exerts inhibitory effects on GEA, in 
which 5-HT2 receptor may play an important 
role. There is a synergistic effect between micro-
injection of 5-HT into the RM and microelectric 
stimulation of the PVN. These results further 
demonstrate the existence of "a descending 
inhibitory system and a descending exciting 
system" in the central nervous system, both of 
which modulate GEA together. 

Key Words: ��������������������� ����������������5-hydroxytryptamine�� ����������������; Paraventricular 
nucleus; Nucleus raphe magnus; Ondansetron; Cy-
proheptadine

Zhang H, Ouyang S, Huang WF. Effects of intracerebral 
microinjection of 5-hydroxytryptamine and its blocking 
agents and intracerebral microelectric stimulation on 
gastric electrical activity in rabbits. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(31): 3189-3196

摘要
目的: 观察室旁核及中缝大核微注射5-羟色胺
(5-hydroxytryptamine, 5-HT)及其各种阻断剂
和电刺激对家兔胃电活动的影响, 探讨室旁核
影响胃肠运动的中枢地位.

方法: 注射5-H T及其各种阻断剂和电刺激
家兔室旁核, 然后采用胃浆膜双极4导联同
步记录, 分析其胃体、胃窦部胃电的平均频
率、相位差、负相位比率、波形对应率、
幅度等指标, 考察室旁核及中缝大核微量注
射5-H T及各种阻断剂和电刺激对家兔胃电
活动的影响. 

结果: 室旁核注射2 μg 5-HT后, 除胃体3外胃
电频率均加快, 其中胃体2差异显著(4.44±
0.09 vs  4.24±0.09, P = 0.034), 再注射5 μg丹
司琼后胃电频率均减慢, 其中胃体2、3差异
显著(P  = 0.032, 0.043); 室旁核注射2 μg 5-HT
再注射5 μg赛庚啶后, 胃电频率加快, 胃体2差
异显著(P = 0.044); 室旁核电刺激后, 除胃体
2外胃电频率均减慢, 胃体1和胃体3差异显著
(P = 0.03, 0.029); 中缝大核注射10 μg 5-HT后, 
胃体2胃电频率明显减慢(4.13±0.11 vs  4.33±
0.09, P  = 0.021), 再注射10 μg赛庚啶后, 胃体
2胃电频率则加快(P = 0.034); 注射10 μg 5-HT
再室旁核电刺激后, 除胃体1外胃电频率均减
慢, 胃窦部位差异显著(3.93±0.14 vs  4.46±
0.14, P = 0.006).

结论: 室旁核微量注射5-HT对胃电活动主要
为激动作用, 可能是通过5-HT3受体途径发挥
作用; 而中缝大核注射5-HT则为抑制作用, 可
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能是通过5-HT2受体途径发挥作用; 中缝大核
微量注射5-HT的同时室旁核电刺激对胃电的
抑制似具协同作用, 进一步证实了中枢同时
存在“下行性抑制”和“下行性兴奋”两个
系统共同调控消化道功能的概念.

关键词: 5-羟色胺; 室旁核; 中缝大核; 昂丹司琼; 

赛庚啶
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0  引言

室旁核(paraventricular nucleus, PVN)位于视上

核的后上方第三脑室两侧, 其细胞功能复杂, 具
有神经和体液双重调控功能, 是调节内脏活动

的较高级中枢. PVN和胃之间存在敏感的神经

联系, 他对生理及应激状态下的胃酸分泌、胃

电及胃运动及各种原因所致的胃黏膜损伤具有

广泛的调节作用[1-2]. 一些资料证实, PVN和脑内

5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)主要来源

的中缝背核(dorsal raphe nucleus, DRN)间有往

返纤维联系[3], 离体脑片的研究表明, PVN上存

有5-HT受体, 可被5-HT激活[4]. 中缝大核(nucleus 
raphe magnus, Rm)是延脑后部中缝处的一个重

要核团. 许多研究表明Rm参与了动物胃运动和

胃电的调节, 该核团内的胃泌素, 5-HT[5]和P物质

与此调节作用有关. 
目前对PVN在应激高血压发病中的作用[6]、

外周5-HT对胃肠道的作用[7]等[8-9]方面做了较深

入研究, 但关于5-HT在PVN对胃肠道的影响中

的作用还未有报道, 因此本实验希望通过研究

下丘脑PVN微注射5-HT对胃电活动的影响, 发
现中枢神经系统中5-HT的新功能.

1  材料和方法

1.1 材料 健康新西兰白兔, 雌雄不限, 体质量2.0
±0.2 kg; 中国生旺实验动物养殖有限公司, 生产

许可证号: SCXK(沪)2002- 0011; 5-HT、西沙必

利购自Sigma公司; 昂丹司琼购自齐鲁制药有限

公司; 赛庚定购自Aldrich公司; 纳洛酮购自北京

四环医药科技股份有限公司; 脑立体定位仪购自

日本.
1.2 方法 
1.2.1 手术: 健康新西兰白兔, 术前禁食18 h以上, 
自由饮水. 兔耳缘静脉注射40 mg/kg氯醛糖与

www.wjgnet.com

■相关报道
Deponti et al研究
发现5-HT可促进
胃肠道运动, 使移
行性复合运动波
(MMC)出现次数
增多, 并可导致内
脏痛觉敏感.  
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0.5 g/kg乌拉坦混合液. 兔腹部剪毛后, 从剑突下

2 cm沿腹白线作1个约10 cm的纵行切口, 尽量

避开血管, 钝性分离, 暴露大部分胃. 在胃浆膜

下植入双极电极, 共埋4对记录电极: 为Ag-AgCl
针形电极, 直径1 mm, 分别埋在胃起步点下方

(胃体1)、胃大弯处(胃体2)、胃大弯与胃窦之间

(胃体3)和胃窦(胃体4). 每对电极的双极间距离

大约3-5 mm, 沿着胃环形肌方向与纵形肌相垂

直, 用缝线作2点固定. 连接4对胃体记录电极到

MP100WSW 16导生物信号采集分析系统, 动物

术后恢复2-3 h.
1.2.2 脑定位: 将兔头部固定于脑立体定位仪

上, 剪去颅顶毛. 按脑立体定位图谱定位室旁核

PVN(坐标: AP 0.0 mm, L(R) ±0.5 mm, H 13.5 
mm)和P9(坐标: AP 9.0 mm, L(R) 0.0 mm , H颅

底上2 mm处). 用微型电钻在颅顶延人字缝, 分
别在PVN和Rm(P9)钻出2个小洞(尽量不要弄破

脑膜, 使脑部少出血)以备刺激电极与微注射器

的插入. 部分动物采用开颅、吸小脑、直接暴

露第Ⅳ脑室的方法, 直观直接定位. 颅顶钻孔的

动物, 实验结束时, 开颅吸除小脑, 以观察证实

脑电极的真实定位.
1.2.3 实验记录: 待动物胃电恢复正常后, PVN插

入注射器作为对照胃电, 再注射5-HT, 观察并记

录胃电变化. 在5-HT的有效作用时间内PVN注

射分别注射昂丹司琼、西沙必利、纳洛酮、赛

庚啶继续观察并记录胃电变化. 待动物胃电恢

复正常后, PVN插入注射器记录正常胃电, 再注

射生理盐水观察并记录胃电变化. P9同上. 
PVN插入电极, 待动物胃电恢复正常后记录

对照胃电, 再PVN电刺激(八通道数码触摸式液

晶显示刺激器: 刺激波形为连续方波串,每串10
个刺激、串长200 ms、波宽2 ms、间隔18 ms、
频率50 Hz、强度1-4 μA、时间5 min), 记录胃电

变化. 
P9插入注射器, 待动物胃电恢复正常后记

录对照胃电, 再注射5-HT记录胃电变化, 再PVN
脑刺激记录胃电变化. 

观察并记录: 相位差、波形对应率、负相

位比率、平均频率、幅度(峰-峰, P-P)值.
统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 差异显著性检验用配对t检验, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 正常胃电 术后2 h恢复后的正常胃电频率为

3.48-3.77 cpm, 与以往的实验相同. 相位差均为

正值, 各项指标均正常(图1, 表1).图1, 表1).).
2.2 PVN
2.2.1 5-HT对PVN的影响: PVN注射2 μg 5-HT后
胃体2频率明显加快(4.44±0.09 vs  4.24±0.09, P  = 
0.034). 相位差有变大的趋势但差异不显著、负

相位比率及波形对应率变化均不明显(图2, 表2)图2, 表2)).
2.2.2 PVN注射昂丹司琼对5-HT的影响: PVN注

射2 μg 5-HT后再注射5 μg昂丹司琼, 胃体2、3的
频率明显减慢(3.98±0.10 vs  4.28±0.09; 4.13±

表  1  正常胃电 (mean±SD, n  = 20)

     
分组            频率         相位差(s)    负相位比率  波形对应率

胃体1   3.60±0.36          -                 -         0.91±0.08

胃体2   3.69±0.48  0.46±2.50  0.41±0.30  0.86±0.09

胃体3   3.48±0.33  1.03±3.89  0.37±0.32  0.84±0.11

胃窦     3.77±0.45  0.25±2.55  0.42±0.27  0.87±0.09

表  2  PVN注射5-HT前后胃电 (mean±SD, n  = 20)

     
分组

                        频率                                      相位差(s)                                 负相位比率                             波形对应率

	   前                      后                     前                    后                      前                     后                     前                    后

胃体1  4.04±0.13     4.07±0.10           -                      -                     -                    -            0.87±0.02    0.87±0.02

胃体2  4.24±0.09     4.44±0.09a  -0.05±0.45     0.27±0.37     0.48±0.05     0.47±0.04     0.73±0.02    0.77±0.02

胃体3  4.48±0.10     4.39±0.07      0.11±0.35     0.26±0.34     0.49±0.04     0.47±0.04     0.73±0.03     0.78±0.03

胃窦    4.24±0.10     4.26±0.13      0.42±0.30     0.73±0.34     0.45±0.04     0.40±0.03     0.72±0.03     0.74±0.03

aP<0.05 vs  注射前.
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图  1  正常胃电.           

■创新盘点
本研究通过考察
室旁核及中缝大
核微量注射5-HT
及各种阻断剂和
电刺激对家兔胃
电活动的影响, 进
一步证实本实验
室所提出的中枢
同时存在“下行
性抑制”和“下
行性兴奋”两个
系统共同调控消
化道功能的概念. 



www.wjgnet.com

0.09 vs  4.38±0.08, P  = 0.032, 0.043). 胃体3(2.50
±0.65 vs  1.54±0.47, P = 0.049)、胃窦(2.47±
0.53 s vs  1.19±0.51 s, P = 0.001)相位差增大. 负
相位比率减小, 胃窦差异显著(0.33±0.03 vs  0.41
±0.04, P = 0.025)(图3, 表3).图3, 表3).).
2.2.3 PVN注射赛庚啶对5-HT的影响: PVN注射

2 μg 5-HT后再注射5 μg赛庚啶, 胃体2的频率明

显加快(4.50±0.07 vs  4.32±0.08, P = 0.044), 胃
窦的负相位比率明显升高(0.47±0.03 vs  0.38±
0.03, P = 0.037). 相位差及波形对应率变化不明

显(图4, 表4).图4, 表4).).
2.2.4 PVN注射西沙必利、纳洛酮对5-HT的影
响: PVN注射5-HT后再注射西沙必利、纳洛酮, 
频率、相位差、负相位比率及波形对应率均无
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表  3  PVN注射5-HT, 再注射昂丹司琼前后胃电 (mean±SD, n  = 19)

     
      

                        频率                                      相位差(s)                                  负相位比率                             波形对应率

	   前                     后                     前                     后                    前                     后                      前                    后

胃体1  3.95±0.08    3.74±0.10             -                    -                    -                     -             0.84±0.02    0.85±0.02

胃体2  4.28±0.09    3.98±0.10a    1.85±0.56     2.61±0.57     0.34±0.04     0.31±0.04      0.76±0.02    0.78±0.02

胃体3  4.38±0.08    4.13±0.09a    1.54±0.47     2.50±0.65a    0.40±0.03     0.35±0.04      0.79±0.02    0.80±0.02

胃窦    4.27±0.09    4.16±0.10     1.19±0.51     2.47±0.53b    0.41±0.04     0.33±0.03a     0.77±0.02    0.78±0.02

aP<0.05, bP<0.01 vs  昂丹司琼注射前.

(V)
0.769755
0.000000

-0.769775
-1.539510
-0.102539
-0.205078
-0.307617
-0.410156

-0.171916
-0.257874
-0.343831
-0.429789
0.355428
0.000000

-0.355428
-0.710856 

8760                           8820                           8880                          8940 9180                           9240                            9300                             9360
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图  3  PVN注射5-HT, 再注射昂丹司琼前后胃电. A: 昂丹司琼注射前; B: 昂丹司琼注射后.

(V)
0.769755
0.000000

-0.769775
-1.539510
-0.102539
-0.205078
-0.307617
-0.410156

-0.171916
-0.257874
-0.343831
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0.355428
0.000000

-0.355428
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表  4  PVN注射5-HT, 再注射赛庚啶前后胃电 (mean±SD, n  = 20)

     
      

                         频率                                      相位差(s)                                负相位比率                             波形对应率

	   前                     后                     前                     后                    前                     后                      前                    后

胃体1   4.01±0.11    4.09±0.11             -                   -                     -                   -             0.88±0.03     0.88±0.02

胃体2   4.32±0.08    4.50±0.07a    0.46±0.39    0.12±0.44     0.46±0.04    0.47±0.04      0.77±0.02     0.76±0.02

胃体3   4.39±0.07    4.37±0.08     0.11±0.35    0.26±0.34     0.45±0.04    0.50±0.04      0.77±0.03     0.74±0.02

胃窦     4.12±0.11    4.26±0.11     0.51±0.39    0.13±0.36     0.38±0.03    0.47±0.03a     0.73±0.03     0.74±0.02

aP<0.05, bP<0.01 vs  赛庚啶注射前.
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-0.778198
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图  2  PVN注射5-HT前后胃电. A: 注射前; B: 注射后.

■应用要点
本研究提示, PVN
微量注射5-HT对
胃电主要为激动
作用, 可能是通过
5-HT3受体途径发
挥作用 .  而Rm注
射5-HT则为抑制
作用, 可能是通过
5-HT2受体途径发
挥作用. 胃电活动
的“跟随”可能
有一个“调整”
与“适应”的过
程, 对临床电起搏
治疗功能性胃肠
道疾病具有很好
的指导意义. 
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明显变化. 说明西沙必利、纳洛酮对5-HT的阻

断作用不明显. 
2.2.5 PVN注射生理盐水: PVN注射生理盐水后, 
频率、相位差、负相位比率及波形对应率变化

均不明显. 
2.2.6 PVN电刺激: PVN脑刺激后, 胃体1(3.81±0.12 
vs  4.10±0.11, P = 0.030)和胃体3(4.06±0.07 vs  4.27

±0.07, P = 0.029)频率均明显减慢. 相位差、负相

位比率及波形对应率变化均不明显(图5, 表5).图5, 表5).).
2.3 Rm
2.3.1 5-HT对Rm的影响: Rm注射10 μg 5-HT后, 
胃体2频率明显减慢(4.13±0.11 vs  4.33±0.09, P 
= 0.021). 相位差、负相位比率及波形对应率变

化均不明显(图6, 表6).图6, 表6).).

表  5  PVN电刺激前后胃电 (mean±SD, n  = 20)

     
      

                         频率                                      相位差(s)                                负相位比率                             波形对应率

	   前                     后                     前                     后                    前                     后                      前                    后

胃体1   4.10±0.11   3.81±0.12a            -                    -                    -                    -             0.82±0.04     0.86±0.04

胃体2   4.15±0.09   4.24±0.08     1.10±0.36     0.40±0.35     0.39±0.03     0.44±0.04     0.73±0.05     0.70±0.04

胃体3   4.27±0.07   4.06±0.07a    0.38±0.32     0.55±0.35     0.45±0.03     0.45±0.03     0.73±0.03     0.75±0.05

胃窦     4.19±0.11   4.03±0.07     0.73±0.35     0.75±0.40     0.47±0.03     0.47±0.04     0.74±0.02     0.73±0.02

aP<0.05 vs  电刺激前.
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图  5  PVN电刺激前后胃电. A: 电刺激前; B: 电刺激后.  
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表  6  Rm注射5-HT前后胃电 (mean±SD, n  = 20)

     
      

                         频率                                      相位差(s)                                负相位比率                             波形对应率

	   前                     后                     前                     后                    前                     后                      前                    后

胃体1  3.88±0.08     3.90±0.07              -                     -                   -                    -            0.86±0.02     0.89±0.02

胃体2  4.33±0.09     4.13±0.11a     0.11±0.23      0.32±0.32    0.52±0.02     0.47±0.04    0.78±0.02     0.75±0.02

胃体3  4.20±0.08     4.06±0.07      0.60±0.34      0.59±0.33    0.44±0.04     0.42±0.04    0.73±0.02     0.73±0.02

胃窦    4.12±0.12     4.01±0.09      0.71±0.32      0.71±0.37    0.41±0.04     0.40±0.04    0.72±0.03     0.76±0.02

aP<0.05 vs  注射前.

(V)
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0.000000

-1.285197
-2.570394
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-0.202433
-0.303650
-0.404867
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-0.273721
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0.000000

-0.378825
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图  4  PVN注射5-HT, 再注射赛庚啶前后胃电. A: 赛庚啶注射前; B: 赛庚啶注射后. 
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■同行评价
本研究方法合理,
为兔胃电活动及
其影响因素的研
究提供了很好的
参考, 具有较好的
学术价值 .
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2.3.2 Rm注射赛庚啶对5-HT的影响: Rm注射10 
μg 5-HT后再注射10 μg赛庚啶, 胃体2频率明显

加快(4.41±0.09 vs  4.19±0.11, P = 0.034), 能翻

转注射5-HT对胃体2胃电的影响. 相位差、负相

位比率及波形对应率变化均不明显(图7, 表7).图7, 表7).).
2.3.3 Rm注射昂丹司琼、西沙必利对5-HT的影
响: Rm注射5-HT后再注射昂丹司琼、西沙必利, 
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频率、相位差、负相位比率、波形对应率变化

不明显.
2.3.4 Rm注射生理盐水: Rm注射生理盐水后, 频
率、相位差、负相位比率及波形对应率变化均

不明显. 
2.3.5 PVN电刺激对Rm注射5-HT的影响: Rm注

射5-HT后再刺激PVN, 胃窦频率明显减慢(3.93

(V)

0.000000

-3.595174
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-0.173645

-0.520935
9360                           9420                            9480                       9540 9660                         9720                           9780                        9840
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图  6  Rm注射5-HT前后胃电. A: 注射前; B: 注射后. 

(V)

0.000000

-7.263387

0.000000
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0.000000

-0.497233

表  7  Rm注射5-HT, 再注射赛庚啶前后胃电 (mean±SD, n  = 20)

     
      

                          频率                                      相位差(s)                                负相位比率                             波形对应率

	   前                     后                     前                     后                    前                     后                      前                    后

胃体1   3.91±0.09    3.92±0.08             -                     -                   -                     -            0.87±0.02     0.86±0.02

胃体2   4.19±0.11    4.41±0.09a    0.29±0.31     0.16±0.32    0.46±0.04     0.50±0.04       0.74±0.02    0.78±0.02

胃体3   4.12±0.07    4.17±0.06     0.71±0.28     0.64±0.28    0.42±0.03     0.43±0.03       0.72±0.03    0.76±0.02

胃窦     4.11±0.07    4.08±0.08     0.45±0.26     0.45±0.30    0.45±0.03     0.46±0.02       0.74±0.02    0.74±0.03

aP<0.05 vs  赛庚啶注射前.

(V)

0.000000

-1.929321

0.000000

-0.771077

0.000000

-0.584717

0.000000
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图  7  Rm注射5-HT, 再注射赛庚啶前后胃电. A: 赛庚啶注射前; B: 赛庚啶注射后. 
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表  8  Rm注射5-HT, 再PVN电刺激前后胃电 (mean±SD, n  = 10)

     
      

                         频率                                      相位差(s)                                负相位比率                              波形对应率

	   前                     后                     前                     后                    前                     后                      前                    后

胃体1   3.75±0.17    3.82±0.17             -                    -                   -                    -              0.89±0.02    0.87±0.03

胃体2   4.28±0.12    4.04±0.11     0.69±0.36     1.13±0.41    0.37±0.05     0.34±0.05      0.74±0.02    0.77±0.02

胃体3   4.43±0.10    4.28±0.16     0.01±0.25     0.20±0.54    0.49±0.05     0.47±0.06      0.77±0.02    0.75±0.04

胃窦     4.46±0.14    3.93±0.14a    0.04±0.46     0.10±0.45    0.48±0.04     0.51±0.05      0.72±0.03    0.71±0.04

aP<0.05  vs  电刺激前.
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±0.14 vs  4.46±0.14, P  = 0.006). 相位差、负相

位比率及波形对应率均无明显变化(图8, 表8).图8, 表8).).

3  讨论

实验中兔正常胃电频率为3.48-3.77 cpm, 与以

往实验结果相同, 说明在胃体埋植双极电极记

录家兔胃电的方法是可靠的. 相位差可能是表

示胃电传导(扩布)的一个较好的指标. 4导同时

记录胃体起步点(胃体1)、胃体2、胃体3及胃

窦部胃电, 如果远端波形先于起步点者即为负

相位差, 说明胃电传导(扩布)异常, 相位差若由

负转正则说明胃电传导转向正常. 欧阳守 et al
有关胃肠起步点和胃肠起搏的研究证实, 胃肠

各部都存在自主的、但接受中枢与肠神经系统

(脑-肠轴)调控的起步点活动及其相位差[10-11]. 周
吕 et al [12]在“延髓最后区(area postrema, AP)”
的研究中证实, AP调控周期性发放的消化间期

复合肌电锋电位的移行, 其作用途径是通过胃

动素等实现的. 许多实验都表明胃电传导(扩布)
接受中枢胆碱能、肾上腺能或肽能神经元下行

性抑制或下行性兴奋的调控[13-14]. 欧阳守 et al有
关胃肠平滑肌细胞离子通道的实验证明, 钙、

钾通道胃肠动力有着不可忽视的作用[15-16], 以

Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)为
原动力的肠肌丛在胃电传导(扩布)中起决定性

的作用 .  可以肯定脑-肠轴共同对胃肠电的起

源、传导(扩布)的精细调节, 是胃肠道正常功能

活动的保障.
5-HT又称为血清素, 是重要的神经递质, 人

体内95%的5-HT在胃肠道的肠嗜铬细胞及肠神

经元中合成. 5-HT通过与其受体相互作用, 在胃

肠动力、感觉及分泌中发挥重要作用. 进一步

研究表明5-HT是在“脑-肠轴”中具有重要意

义的单胺神经递质. 大脑通过交感神经或副交

感神经的传入或传出调节肠神经系统的活动. 
双向的脑肠互动包含可通过5-H T通路影响效

应器系统. 姜敏 et al [17]也认为近年来的研究提

示5-HT广泛分布在于中枢神经和胃肠道, 5-HT
在中枢神经系统的降低可导致精神方面的障

碍, 而其在肠道的降低则可影响肠道的运动和

分泌; 同时5-HT与肠道动力学和肠道敏感性的

改变也有一定的关系. De Ponti et al [18]研究发现

5-HT可促进胃肠道运动, 使移行性复合运动波

(migrating motor complex, MMC)出现次数增多, 
并可导致内脏痛觉敏感. 故深入开展5-HT及其

相关药物的研究, 对临床上寻求更安全有效的

药物具有重要临床意义. 
本实验PVN注射昂丹司琼(5-HT3受体拮抗

剂) 可翻转5-HT对胃电的效应. 说明5-HT可能是

通过5-HT3受体途径发挥作用. PVN注射5-HT后
再注射赛庚啶, 胃体2的频率也明显加快, 但胃

窦的负相位比率明显升高. 赛庚啶是5-HT2受体

阻断剂, 能改善中枢水平调控, 治疗具有中枢因

素的周期性呕吐患者及其胃肠动力障碍. 本实

验PVN注射5-HT可能不是通过5-HT2受体途径

发挥作用的. PVN注射赛庚啶后波形变差, 可能

跟频率过快导致的节律紊乱有关.
PVN脑刺激后, 胃体1与胃体3频率均明显减

慢, 可能跟脑刺激后PVN内递质的改变有关. 
PVN注射5-HT后再注射纳洛酮或西沙必利

(非选择性5-HT4受体激动剂)无显著变化. 说明

5-HT在PVN可能不是通过肽能及5-HT4受体途

径发挥作用.
近年来的研究表明, Rm是内源性镇痛系统

中实现下行抑制的关键核团之一, 并与血压、

呼吸等功能调节有关. 在胃肠功能调节方面, 欧
阳守 et al [14]的实验表明, 电流刺激Rm对猫胃电

基本电节律的影响以抑制为主, 切断猫双侧迷

走神经或内脏大、小神经后, 刺激Rm对猫胃电
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图  8  Rm注射5-HT, 再PVN电刺激前后胃电. A: Rm对照; B: 
电刺激前; C: 电刺激后. 
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的抑制作用大为减弱, 提示下行抑制的传出途

径可能与自主神经有某种联系. 欧阳守的实验

首次提出与下行性抑制并存的“下行性兴奋系

统”, 并解释了电刺激中枢某些核团能兴奋胃

肠功能. 
R m微量注射5-H T可抑制家兔的胃运动 . 

Rm微量注射赛庚啶后可使家兔的胃运动增强, 
胃电传导转向正常, 与何建华 et al [5]的实验结果

相符. 据Couch报道[19], 5-HT对Rm的神经元多数

引起兴奋效应. 本实验中, Rm内微量注射5-HT
后可能是5-HT增强了Rm的活动, 并通过中缝-脊
髓下行通路, 直接兴奋了交感节前神经元, 进而

抑制了胃运动和胃电. 赛庚啶是5-HT2受体阻断

剂, 本实验结果表明Rm内的5-HT2受体可能参与

了胃运动胃电的调节作用. Rm注射5-HT后再注

射昂丹司琼、西沙必利, 无显著变化. 
Rm注射5-HT后频率减慢, PVN脑刺激后可

进一步减慢胃电频率. 已知Rm与PVN有密切的

纤维联系, Rm可能作为PVN的下级中枢, 传达或

执行更高中枢的指令, 共同调控胃肠的功能活动.
总之,  PVN微量注射5-HT对胃电主要为激

动作用, 可能是通过5-HT3受体途径发挥作用. 而
Rm注射5-HT则为抑制作用, 可能是通过5-HT2

受体途径发挥作用; 进一步证实本实验室先前

提出的中枢同时存在“下行性抑制”和“下行

性兴奋”两个系统共同调控消化道功能的概念. 
PVN脑刺激抑制胃电活动, 并可进一步加强Rm
注射5-HT对胃电的抑制作用. 下级中枢可能传

达或执行更高中枢的指令, 共同调控胃肠的功

能活动. 本实验还发现每当胃电频率发生变化

的同时, 相位差通常发生紊乱、波形对应率较

差, 频率是影响相位差及波形的一个重要因素. 
胃电活动的“跟随”可能有一个“调整”与

“适应”的过程, 对临床电起搏治疗功能性胃

肠道疾病具有很好的指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of celecoxib in 
the treatment of severe acute pancreatitis (SAP) in 
rats and explore potential mechanisms involved. 

METHODS: A total of 135 Sprague-Dawley rats 
were used in this study, of which 75 were ran-
domly and equally divided into three groups 
(SAP model control group, low-dose and high-
dose celecoxib treatment groups) to investigate 
the survival rate, and 60 were randomly and 
equally divided into four groups (sham op-
eration group, SAP model control group and 
low-dose and high-dose celecoxib treatment 
groups) to detect pancreatic histopathological 
changes, serum tumor necrosis factor-α (TNF-α), 
interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) 

levels, and pancreatic expression of cyclooxy-
genase-2 (COX-2). SAP was induced in rats by 
retrograde injection of sodium taurocholate into 
the biliopancreatic duct. The histopathological 
changes in the pancreas of rats were evaluated 
using a semi-quantitative scoring method. The 
changes in serum TNF-α, IL-1β and IL-6 levels at 
different time points were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). The ex-
pression of COX-2 mRNA in the pancreas was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Celecoxib ameliorated pancreatic 
pathological damage in SAP rats. High-dose ce-
lecoxib could significantly mitigate edema at 24 
hours (2.28 ± 0.30 vs 2.73 ± 0.22, P < 0.05), acinar 
necrosis at 12 and 24 hours (2.03 ± 0.15 vs 2.48 ± 
0.24 and 2.09 ± 0.10 vs 2.65 ± 0.25, respectively; 
both P < 0.05), and inflammatory cell infiltra-
tion at 12 and 24 hours (1.80 ± 0.22 vs 2.51 ± 0.17 
and 1.57 ± 0.26 vs 2.20 ± 0.22, respectively; both 
P < 0.05). The levels of serum TNF-α, IL-1β and 
IL-6 in SAP rats were significantly higher than 
those in normal control mice at all time points. 
After celecoxib treatment, the levels of serum 
TNF-α, IL-1β and IL-6 significantly decreased in 
SAP rats, especially prominent in the high-dose 
group (P < 0.05). Celecoxib treatment could also 
improve the survival rate of SAP rats (16% vs 
52%, P < 0.05). 

CONCLUSION: Celecoxib can ameliorate 
pathological damage in the pancreas of SAP rats 
possibly by inhibiting the production of serum 
TNF-α, IL-1β and IL-6 and the expression of 
COX-2 in the pancreas.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Cytokine; 
Inflammation; Cyclooxygenase-2; Celecoxib
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摘要
目的: 探讨塞来昔布对大鼠重症急性胰腺炎
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■背景资料
目前认为SAP实
质上是细胞因子
及炎性介质大量
释放所致的严重
的全身炎症反应
综合征. 近年来大
量的研究表明, 炎
性细胞因子在导
致全身炎症反应
中发挥着主要作
用. COX-2是SAP
中重要的致病因
子 ,  有研究认为
COX-2抑制剂有
可能成为新的重
症胰腺炎的治疗
途径.
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(severe acute pancreatitis, SAP)治疗效果及机制.

方法: SD大鼠共135只, 其中75只随机平均分
为SAP组, 低剂量及高剂量塞来昔布组, 观
察其生存率; 60只SD大鼠随机平均分为对照
组(假手术组), SAP组, 低剂量及高剂量塞来
昔布组. 胆胰管内注射牛磺胆酸钠溶液造模, 
ELISA法检测大鼠血清TNF-α、IL-1β及IL-6
的表达; RT-PCR检测胰腺组织COX-2 mRNA
的表达; HE染色、胰腺组织半定量积分评价
胰腺病理学改变. 

结果: 塞来昔布可降低大鼠SAP的病理损害
积分, 高剂量组在造模后的24 h可显著减低组
织水肿(2.28±0.30 vs  2.73±0.22, P <0.05); 在
12和24 h均可显著降低腺泡坏死(2.03±0.15 
vs  2.48±0.24, 2.09±0.10 vs 2.65±0.25, 均
P <0.05)及炎性细胞浸润(1.80±0.22 vs  2.51±
0.17, 1.57±0.26 vs  2.20±0.22, 均P <0.05). 造
模后COX-2 mRNA表达及TNF-α、IL-1β及
IL-6产生增加, 塞来昔布治疗组上述检测指标
明显低于SAP组(均P <0.05), 且随塞来昔布剂
量的增加其抑制作用逐渐增强. 塞来昔布高剂
量治疗组可显著提高大鼠SAP的生存率(16% 
vs  52%, P <0.05).

结论: 塞来昔布可能通过抑制TNF-α、IL-1β及
IL-6的表达, 改善胰腺局部病理改变及预后.

关键词: 重症急性胰腺炎; 细胞因子; 炎症; 环氧合

酶-2; 塞来昔布
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是一种发病急、进展快、并发症多、死亡率高

凶险的内外科急症[1]. 胰腺的自身消化和微循

环的破坏是急性胰腺炎病理生理学重要的2个
部分[2], 胰腺炎局部的严重性和系统的复杂性

与炎性细胞因子的过度上调及一些次级调控

因子, 如组胺、前列腺素、血栓素、白三烯、

NO和血小板活化因子等密切相关[3-6]. 前列腺

素被认为是急性胰腺炎发病的重要调控因子, 
前列腺素类因子的失衡是急性胰腺炎相关微

循环紊乱的重要因素, 前列腺素还具有保护内

脏器官及维持膜的完整性的作用[5,7-8]. 环氧合

酶(cyclooxygenase, COX)是由花生四烯酸合成
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前列腺素的关键限速酶, 目前已知有2种亚型, 
COX-1属结构型酶, 在多种组织中呈微量表达, 
其催化产物只要参与维持细胞结构的完整性, 
COX-2属诱生型酶, 正常组织中很少表达, 在各

种刺激因素如炎性细胞因子等作用下, 表达上

调. COX-2是SAP中重要的致病因子, 有研究认

为COX-2抑制剂有可能成为新的重症胰腺炎的

治疗途径[9-10]. 塞来昔布(Celecoxib)是新一代的

非甾体类化合物, 可选择性抑制COX-2而阻止炎

性PGs类物质的产生, 达到抗炎、镇痛及退热的

作用. 本研究旨在探讨炎性因子和COX-2在大鼠

SAP发病机制中的作用, 并观察塞来昔布对SAP
大鼠的胰腺病理组织学、生存率等方面的变化

来揭示COX-2抑制剂在SAP治疗中可能的治疗

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠135只, 体质量230-280 g, 清
洁级, 购自中国科学研究院上海动物中心, 其中

75只分为3组进行生存率实验, 其余60只分为4
组进行血清细胞因子、病理学及COX-2检测. 所
有大鼠均给予普通颗粒饲料喂养, 自由饮水, 人
工光循环12 h/12 h, 温度为21℃±2.0℃, 湿度为

55%±2%, 喂养1 wk后进行实验. 牛磺胆酸钠、

戊巴比妥钠购自Sigma公司、COX-2抑制剂塞

来昔布(辉瑞药厂提供)、TNF-α、IL-1β及IL-6
检测试剂盒购自R&D公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 实验前禁食不禁水12 h, 10 g/L巴比

妥钠溶液腹腔麻醉. 严格消毒、铺巾, 正中线剖

腹, 置管于胆胰管内, 在微量输液泵的控制下向

胆胰管内注射5%牛磺胆酸钠溶液, 剂量1 mL/kg, 
0.2 mL/min, 留置导管10 min后拔管, 术后皮下

注射生理盐水(2 mL/100 g), 术后自由饮水, 对照

组大鼠仅作剖腹术. 治疗组将塞来昔布溶解于2 
mL生理盐水, 并在造模后即腹腔注射. SAP组和

对照组注射等剂量生理盐水. 
1.2.2 生存率测定: 75只大鼠随机平均分为SAP
组、S A P+塞来昔布低剂量(10 g/L)治疗组和

SAP+塞来昔布高剂量(30 g/L)治疗组, 观察24 h, 
每隔6 h观察1次. 
1.2.3 胰腺组织病理学评分: 取胰腺组织经常规

脱水、包埋、切片、HE染色, 由专一病理医师

观察切片. 胰腺组织半定量积分参照Schmid t  
et al [11]的方法. 
1.2.4 血清TNF-α、IL-1β及IL-6浓度测定: 60

www.wjgnet.com

■相关报道
S o n g  e t  a l证实
COX-2自身受某
些 炎 症 因 子 的
调节 ,  其在S A P
发生发展中的具
有重要的作用 . 
Lankisch et al报
道, 有一些前列腺
素衍生物对急性
胰腺炎发病中具
有保护作用, 但应
用消炎痛抑制前
列腺素对急性胰
腺炎无效.
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只大鼠随机平均分为对照组(假手术组)、SAP
组、SAP+塞来昔布低剂量治疗组和SAP+塞来

昔布高剂量治疗组, 分别于术后6、12、24 h分
批处死动物, 每次每组处死5只. 留取血液检测

血清血清TNF-α、IL-1β、IL-6采用ELISA方法

检测, 按说明书要求操作. 同时取少量新鲜胰腺

组织-70℃冻存, 行RT-PCR检测; 其余组织置于

4%甲醛溶液固定, 行胰腺组织病理学评分. 
1.2.5 RT-PCR: 用TRIzol按说明书要求提取组织

总RNA, 行RT-PCR, 以GAPDH为内参照, 引物序

列: COX-2上游为5'-GTTGAAAGCCCTCTACC
ATGACA-3'; 下游为5'-TTGAGGCAGTGTTGAT
GATCCT-3'; GADPH上游为5'-GGTGAAGGTCG
GTGTGAACGGA-3', 下游为5'-TGTTAGTGGG
GTCTCGCTCCTG-3'; 引物由上海生工合成. 扩
增产物置20 g/L琼脂糖电泳, 紫外灯下观察, 凝
胶分析系统拍照.
统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 采

用SASS6.12统计软件分析, 采用ANOVA单因素

方差分析. 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 生存率分析 观察24 h, SAP组生存率为16%, 
SAP+低剂量塞来昔布组为24%, 与SAP组相比无

显著差异(P  = 0.505); SAP+高剂量塞来昔布组为

52%, 与SAP组相比差异有显著性(P  = 0.009, 图1).
2.2 胰腺组织病理学改变 光镜下见SAP模型组

大鼠胰腺组织间质明显水肿, 导致叶间隔、小

叶间隔甚至腺泡间隔增宽, 血管扩张充血, 并见

出血区域, 腺泡坏死呈灶性、小叶性分布, 可见

多个大片坏死区域, 血管周围见单核、中性粒

细胞积聚, 胰腺间质中见大量单核及中性粒细

胞浸润. 塞来昔布低剂量(10 g/L)治疗组炎性细

胞浸润程度较SAP模型组显著减轻, 塞来昔布高

剂量治疗组胰腺组织水肿、坏死和炎性细胞浸

润程度较SAP模型组均显著减轻, 尤以12 h和24 
h为明显, 但出血程度3组相比无明显变化(表1, 
图2).
2.3 塞来昔布对SAP大鼠血清TNF-α、IL-1β及
IL-6水平的影响 SAP大鼠血清中, TNF-α、IL-1β
及IL-6水平均较对照组(假手术组)明显增高, 在
24 h内随时间延长有增加的趋势, 应用塞来昔布

治疗后, TNF-α、IL-1β及IL-6水平均显著降低, 
塞来昔布高剂量治疗组降低更为明显(表2).表2).). 
2.4 SAP大鼠胰腺组织COX-2 mRNA的变化 对
照组大鼠胰腺组织COX-2无表达, SAP模型组明

显表达, 用塞来昔布治疗后, COX-2 mRNA表达

显著降低(P <0.05, 图3). 

3  讨论

C O X是花生四烯酸代谢过程中前列腺素合成

表  1  大鼠SAP病理学积分 (n  = 5, mean±SD)

     
		              水肿	           腺泡坏死	               出血	      炎症细胞浸润

SAP组	

    6 h		       2.55±0.23	        2.15±0.25	        0.32±0.07	        2.83±0.31

    12 h		       3.08±0.27	        2.48±0.24	        0.39±0.07	        2.51±0.17

    24 h		       2.73±0.22	        2.65±0.25	        0.50±0.03	        2.20±0.22

SAP+塞来昔布低剂量治疗组

    6 h		       2.39±0.14	        2.04±0.18	        0.34±0.06	        2.26±0.16a

    12 h		       2.77±0.16	        2.29±0.06	        0.35±0.06	        2.08±0.26a

    24 h		       2.59±0.23	        2.54±0.31	        0.46±0.05	        1.87±0.19a

SAP+塞来昔布高剂量治疗组

    6 h		       2.26±0.22	        1.94±0.11	        0.35±0.05	        2.15±0.17a

    12 h		       2.61±0.12	        2.03±0.15a	        0.35±0.06	        1.80±0.22a

    24 h		       2.28±0.30a	        2.09±0.10a	        0.42±0.03	        1.57±0.26a

aP<0.05 vs  SAP组.

■创新盘点
本 研 究 通 过 探
讨 炎 性 因 子 和
C O X - 2在大鼠
SAP发病机制中
的作用, 并观察塞
来昔布对SAP大
鼠的胰腺病理组
织学、生存率等
方面的变化来揭
示COX-2抑制剂
在SAP治疗中可
能的治疗作用, 为
COX-2抑制剂在
SAP治疗中的应
用提供理论依据.
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图  1  塞来昔布治疗大鼠SAP的生存率分析.
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的限速酶, 目前已经知道其至少存在2种亚型,  
COX-1属结构型酶, 在多种组织中呈微量表达, 
其催化产物只要参与维持细胞结构的完整性, 
COX-2属诱导型酶, 正常组织中很少表达, 在各

种刺激因素如细胞因子, 炎性递质以及促癌剂

等作用下, 表达迅速. COX-2自身受某些炎症因

子的调节, 其在SAP发生发展中的具有重要的作

用[10,12-18]. 在本研究中发现, COX-2在对照组无表

达, 但在SAP组6 h即有明显表达, 提示COX-2有
可能参与了SAP的发展. 目前认为SAP实质上是

细胞因子及炎性介质大量释放所致的严重的全

身炎症反应综合征. 近年来大量的研究表明, 炎
性细胞因子在导致全身炎症反应中发挥着主要

作用, SAP早期过度的炎症反应也是造成SIRS和
MODS的主要原因[3]. 炎症反应涉及炎症性细胞

因子和抗炎症性细胞因子. 炎症性细胞因子包

括TNF-α、IL-1β、IL-6、血小板活化因子等, 抗
炎性细胞因子包括TGF-β和IL-10等[19-26]. 在本研

究中发现, 造模6 h, TNF-α、IL-1β、IL-6等炎

表  2  大鼠血清TNF-α、IL-1β及IL-6浓度 (ng/L, mean±SD)

     
分组

					              时间点

			        6 h		             12 h		                 24 h

对照组

    TNF-α		             11.28±3.27		   12.54±3.93	         11.83±2.85

    IL-1β		                1.58±0.35		     2.06±0.56	           1.89±0.44

    IL-6		              38.42±6.54		   50.80±11.20	         45.63±9.78

SAP组	

    TNF-α		             98.65±15.49	 156.78±22.3	       178.86±23.12

    IL-1β		              45.82±7.87		   58.60±9.06	         62.91±8.31

    IL-6		            134.69±18.52	 142.54±21.97	       160.47±23.86

SAP+塞来昔布低剂量治疗组	

    TNF-α		             89.54±13.93	 122.65±22.3a	       133.27±23.12a

    IL-1β		              27.80±5.84a	     33.5±11.04a	         38.58±9.74a

    IL-6		            119.33±24.56	 121.70±35.31a	       152.53±31.69a

SAP+塞来昔布高剂量治疗组	

    TNF-α		             54.65±8.62a	   87.56±10.59a	         86.65±7.76a

    IL-1β		              11.83±2.63a	   13.42±3.59a	         18.50±5.03a

    IL-6		              64.52±13.72a	   67.80±20.07a	         68.02±18.55a

aP<0.05 vs  SAP组.

图  2  大鼠SAP胰腺组织病理
学表现(HE×200). A: SAP组; 
B: SAP+塞来昔布低剂量治疗

组; C: SAP+塞来昔布高剂量

治疗组.

A B C

图  3  SAP大鼠胰腺组织COX-2 mRNA表达.
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■应用要点
本研究证实 ,  选
择性COX-2抑制
剂塞来昔布在一
定剂量时可改善
SAP的局部病理
表现 ,  降低死亡
率 ,  有可能成为
SAP的辅助治疗
药物.
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症性细胞因子也明显增加, 随时间延长进一步

增加, 并与病理改变相一致, 证实TNF-α、IL-
1β、IL-6等炎症性细胞因子参与了胰腺炎发展

的过程.
非甾体类消炎药 ( n o n - s t e r o i d  a n t i -

inflammation drugs, NSAIDs)是一类广泛应用

于消炎、止痛的药物, 主要不良反应为消化系

反应, 尤其是出血及穿孔, 但亦有少量个案报道

认为认为NSAIDs与急性胰腺炎发病有关, 但缺

乏流行病学调查[27-29]. 近来的研究认为, 塞来昔

布诱发急性胰腺炎的可能性要显著低于其他

NSAIDs药物[30]. 前列腺素和胰腺炎的关系已被

研究过[8], 有一些前列腺素衍生物对急性胰腺炎

发病中具有保护作用, 但应用消炎痛抑制前列

腺素对急性胰腺炎无效[5], 这种情况最近被认为

是消炎痛同时抑制了COX-1和COX-2的表达所

致, 这是因为在急性胰腺炎时COX-2表达上调, 
而COX-1表达并无明显变化[31]. 近来有少量研

究在选择性COX-2抑制剂对胰腺炎的治疗中发

现, 在造模前和造模后应用COX-2抑制剂均可

抑制全身并发症的发生[7,9-10,32], 有报道认为应用

COX-2抑制剂可抑制胰腺组织水肿及坏死[10,32], 
但亦有报道认为应用COX-2抑制剂对胰腺组织

水肿及坏死无明显影响[7,9], 这有可能与用药方

式及观察时间的长短有一定关系, 在本研究中

发现, 塞来昔布低剂量(10 g/L)治疗组炎性细胞

浸润程度较SAP模型组显著减轻, 塞来昔布高剂

量治疗组胰腺组织水肿、坏死和炎性细胞浸润

程度较SAP模型组均显著减轻, 尤以12 h和24 h
为明显, 但出血程度3组相比无明显变化, 实验

中也发现塞来昔布治疗可改善大鼠生存率, 提
示塞来昔布在适当剂量时可改善SAP的局部病

理表现及预后, 实验中证实, 塞来昔布尤其是高

剂量时可显著抑制TNF-α、IL-1β及IL-6的产生, 
在局部抑制了炎性细胞的浸润, 从而抑制了炎

症的级联放大效应. 
总之, 本研究证实, 选择性COX-2抑制剂塞来

昔布在一定剂量时可改善SAP的局部病理表现, 
降低死亡率, 有可能成为SAP的辅助治疗药物.
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阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞

逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. (科学编辑: 李军亮 2009-11-08)
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Abstract
AIM: To investigate the effects of tanshinone 
IIA (an active component of traditional Chinese 
medicine salvia miltiorrhiza) on angiogenesis in 
subcutaneous colorectal cancer xenografts in mice.

METHODS: An ectopic mouse model of colorectal 
cancer was established by subcutaneously inocu-
lating colon carcinoma C26 cells into the armpit of 
mice. The mice were then randomly divided into 5 
groups: model control group, low-dose tanshinone 
IIA group [0.5 mg/(kg•d)], mid-dose tanshinone 
IIA group [1 mg/(kg•d)], high-dose tanshinone 
IIA group [2 mg/(kg•d)], and 5-fluorouracil 

(5-FU) group [1 mg/(kg•d)]. Normal saline 
(model control group), tanshinone IIA of differ-
ent doses and 5-FU were injected via the vena 
caudalis once daily for one week, respectively. 
Seven days later, the eyeballs were removed 
to collect blood samples, and the tumors were 
peeled off to measure tumor size and weight. 
The microvessel density (MVD) was tested by 
immunohistochemistry. Tumor necrosis was de-
tected by hematoxylin and eosin staining. Serum 
VEGF level was assayed by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: Compared with the model control 
group, tumor weight decreased by 45.8%, 60.3% 
and 84.5% in the low-, mid- and high-dose tan-
shinone IIA groups, respectively. Correspond-
ing tumor size decreased by 50.5%, 60.7% and 
84.2%, respectively. Tumor necrosis was mild in 
the model control group and low-dose tanshi-
none IIA group, but moderate to severe in the 
mid- and high-dose tanshinone IIA groups. The 
MVD was higher in the model control group 
and low-dose tanshinone IIA group than in the 
mid- and high-dose tanshinone IIA groups (86.5 
± 14.6 and 73.5 ± 19.8 vs 48.6 ± 15.2 and 19.4 ± 6.6, 
respectively). Serum VEGF level was significant-
ly higher in the model control group than in the 
normal control group. Compared to the model 
control group, serum VEGF levels decreased by 
15.8%, 34.2% and 74.8% in the low-, mid- and 
high-dose tanshinone IIA groups, respectively. 

CONCLUSION: Tanshinone IIA can inhibit tu-
mor angiogenesis and growth of colorectal can-
cer xenografts in mice perhaps via inhibition of 
VEGF and MVD. 

Key Words: Tanshinone IIA; Angiogenesis; Mouse; 
Colorectal cancer; Vascular endothelial growth factor
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摘要
目的: 探讨中药丹参活性成分TanⅡA对肠癌
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■背景资料
自1971年美国波
士顿儿童医院的
Folkman教授首先
提出血管新生学
说以来, 血管新生
与肿瘤的关系越
来越受到科研人
员的重视. 研究证
实, 微血管生成在
大肠癌的发生、
发展、侵袭、转
移中发挥重要作
用, 已经成为大肠
癌向其他脏器转
移扩散和手术后
复发的关键因素.

■同行评议者
杜群, 副研究员, 广
州中医药大学脾
胃研究所药理室



小鼠皮下移植瘤微血管生成的抑制作用.

方法: 通过腋下接种小鼠C26肠癌细胞, 建立
小鼠结肠癌移植瘤模型, 随机分为: 模型组、
TanⅡA低[0.5 mg/(kg•d)]、中[1 mg/(kg•d)]、高
[2 mg/(kg•d)]剂量组、5-氟脲嘧啶[1 mg/(kg•d)]
组, 经尾静脉分别给予生理盐水、不同浓度的
TanⅡA及5-氟脲嘧啶, 每天1次, 给药1 wk. 给
药7 d后摘除眼球取血, 剥离瘤体, 测量大小及
质量. 免疫组织化学法检测MVD, HE染色检
测肿瘤组织坏死情况, ELISA法检测小鼠血清
VEGF的表达. 

结果: TanⅡA低、中、高剂量的肿瘤质量抑
制率分别为: 45.8%、60.3%及84.5%, 肿瘤体
积抑制率为: 50.5%、60.7%及84.2%; 模型组
与低剂量组肿瘤组织以轻度坏死为主, MVD
值分别为: 86.5±14.6与73.5±19.8, 中、高剂
量组则以中、重度坏死为主, MVD值分别为: 
48.6±15.2与19.4±6.6; 模型组血清VEGF的
浓度显著高于空白组, TanⅡA低、中、高剂
量组VEGF抑制率分别为: 15.8%、34.2%及
74.8%. 

结论: TanⅡA能够抑制小鼠肠癌微血管生成, 
并对肠癌的生长有明显抑制作用, 其抗肠癌作
用与抑制VEGF、MVD有关. 

关键词: 丹参酮ⅡA; 血管新生; 小鼠; 结肠癌; 血管

内皮生长因子
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0  引言

大肠癌是临床上常见的消化系恶性肿瘤之

一, 发病率仅次于胃癌和肝癌, 并呈现逐年上

升的趋势[1], 成为严重威胁人类健康的重大疾

病. 肿瘤微血管生成在大肠癌的发生、发展、

侵袭转移过程是起着重要的作用[2]. 丹参酮Ⅱ

A(tanshinone ⅡA, TanⅡA) 是中药丹参的有效

活性成分, 最早用于心血管疾病, 近年来发现具

有明显的抗肿瘤作用, 其抗癌机制涉及抑制细

胞增殖[3]、促进细胞凋亡[4]、诱导肿瘤细胞分

化[5-6]等. 但对肠癌血管新生的作用尚未见报道. 
本研究建立C26细胞小鼠结肠癌移植瘤模型, 体
内研究TanⅡA对肠癌微血管生成的作用及对

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
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factor, VEGF)和微血管密度(microvessel density, 
MVD)的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 Babl/c F1代小鼠60只, ♂, 体质量18±
2 g, 清洁级, 购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司, 饲养于上海中医药大学附属普陀医院实验

动物室. 合格证编号: SCHK(沪) 2007-0005; 小鼠

C26结肠癌细胞(购自上海医药工业研究院); Tan 
ⅡA, 含量>98%, 西安冠宇生物技术有限公司, 批
号: 20070621;  5氟脲嘧啶(5-FU)为上海旭东海普

药业有限公司生产, 批号: 20070802; 小鼠VEGF 
ELISA试剂盒(美国Bio Sources公司); 山羊抗小

鼠CD34 mAb(美国R&D公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 小鼠结肠癌C26细胞引自上海

医药工业研究院药理研究室. 细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清、1×105 U/L青霉素、链霉素的

RPMI l640培养液中, 37℃, 50 mL/L CO2培养箱

内常规传代培养. 
1.2.2 小鼠肠癌模型的制作及分组给药: 参照文

献报道的方法[7], 取对数生长的C26细胞, 以5
×l06/只数量接种于小鼠腋下. 7-10 d后形成肿

瘤, 生长旺盛期的瘤组织剪切成1 mm3左右, 在
无菌条件下, 接种于小鼠右侧腋窝皮下, 如此传

3代后, 大批接种小鼠腋下, 待瘤体生长约100 
mm3随机分为5组, 每组8只, 分别为模型组、

TanⅡA低、中、高剂量组[8]和5-FU组. TanⅡ
A低、中、高剂量组分别经尾静脉注射0.5、
1、2 mg/(kg·d)的TanⅡA, 5-FU组尾静脉注射

1 mg/(kg·d)的5-FU, 空白组和模型组每天注射

等量的生理盐水, 连续给药1 wk. 给药7 d后, 小
鼠摘除眼球取血, 以颈椎脱臼法处死, 剥离剥离

体, 剔除结缔组织, 测量肿瘤长、宽及质量后, 
以40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续

切片. 
1.2.3 抑瘤率的计算: 抑瘤率以模型组和给药组

肿瘤体积及瘤体质量的变化进行计算, 肿瘤体

积(TV)的计算公式[9]为: TV = ab2/2, 其中a、b
分别表示瘤体的长、宽. 肿瘤体积抑制率 = (1-
实验组平均瘤体积/对照组平均瘤体积)×100%, 
瘤重抑制率 = (l-实验组平均瘤质量/对照组平均

瘤质量)×100%. 
1.2.4 HE染色: 取材组织块, 经40 g/L甲醛溶液

固定后, 常规石蜡包埋, 取完整的肿瘤蜡块以最

大面积4 μm厚切片, 在100倍光学显微镜下挑

www.wjgnet.com

■研发前沿
血 管 生 成 、 侵
袭、转移是肿瘤治
疗的最大的障碍, 
如何在肿瘤形成
过程中抑制肿瘤
血管新生, 阻断原
发瘤向其他器官
的侵袭转移是防
治大肠癌的一个
重要手段, 也是目
前肿瘤综合治疗
亟待解决的问题.
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选坏死面积最高密度区域, 在200倍光镜下随机

选择3个高倍视野进行拍照, 在专业图像处理软

件Image Pro Plus 6.0的辅助下采用双盲法分别

进行切片坏死面积统计. 坏死面积占切片总面

积的<5%记0分、5%-25%记1分、25%-50%记2
分、>50%记3分[10]. 
1.2.5 SP免疫组织化学染色: 取存档蜡块制成4 
μm连续切片, 二甲苯脱蜡, 梯度酒精脱水. 将切

片依次经内源性过氧化物酶清除、抗原修复、

正常血清封闭、抗体结合、D A B染色、蒸馏

水洗涤, 再经苏木素衬染, 烟酸酒精分化, 稀氨

水蓝化. 递增梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 常规

树脂封片. 所用一抗为1∶50稀释的山羊抗小鼠

CD34 mAb, 二抗为1∶200生物素标记二抗, 显
色时加入1∶200辣根酶标记链霉卵白素, 3种试

剂均以磷酸盐缓冲液稀释. MVD的检测方法按

Weidner法[11]进行: (1)CD34阳性以血管内皮细胞

呈棕色或棕黄色染色为标准; (2)切片在100倍光

镜下挑选微血管分布最高密度区域, 在200倍光

镜下计数不重复视野中被CD34染成棕黄色的微

血管数, 取其平均值作为MVD. 每个与邻近微血

管明显分离的阳性染色的血管内皮细胞或血管

内皮细胞簇都视为独立的微血管; 只要结构不

相连, 其分支结构也计作一个血管计数. 
1.2.6 酶联免疫吸附试验(ELISA法): 将经眼球静

脉丛取出的正常组、模型组及给药组的小鼠全

血离心后, 收集血清, 采用小鼠VEGF ELISA检

测试剂盒分别测定各组小鼠血清VEGF的表达

情况, 具体检测方法参照美国Bio Sourse公司提

供的试剂盒说明书进行. 将检测结果用ELISA标

准曲线专用软件作出VEGF浓度的标准曲线, 分
别用标准曲线计算出各检测孔中VEGF的浓度.
统计学处理 采用PEMS3.1医学统计软件

包对数据进行统计分析, 所得到的计量资料数

据以mean±SD表示, 多样本均数比较用单因素

方差分析, 各组两两比较采用Student-Newman-
KeμLs检验, 等级资料使用等级资料频数表表

示, 数据统计用多个样本比较的秩和检验, 各组

两两比较采用Wilcoxon检验, 统计结果以P <0.05
为差异有显著性.

2  结果

2.1 TanⅡA对小鼠肠癌的抑制作用 肠癌皮下移

植瘤小鼠造模7 d后, 游标卡尺测量给药前各组

小鼠肿瘤体积大小, 各组之间无明显差异. 经尾

静脉给予不同浓度的TanⅡA后, 各组均有不同

程度的抑制作用, TanⅡA低、中、高剂量的肿

瘤质量抑制率分别为45.8%、60.3%、84.5%, 肿质量抑制率分别为45.8%、60.3%、84.5%, 肿抑制率分别为45.8%、60.3%、84.5%, 肿
瘤体积抑制率为50.5%、60.7%、84.2%, 与模型

组比较, 各给药组肿瘤质量及体积均低于模型质量及体积均低于模型及体积均低于模型

组(均均P <0.01). 中剂量的TanⅡA与同剂量的5-FU
瘤质量抑制率分别为60.3%和50.3%, 体积抑制质量抑制率分别为60.3%和50.3%, 体积抑制抑制率分别为60.3%和50.3%, 体积抑制

率分别为60.7%和53.1%, 2组相比无统计学意义

(P >0.05, 表1, 图1-2). 
2.2 TanⅡA对肠癌小鼠肿瘤组织坏死的影响 给
药前, 肉眼观察各组荷瘤小鼠肿瘤体积大小无

明显差异, 大小约为100 mm3. 给药7 d后, 各组

肿瘤均有不同程度的增长, 其中以模型组增长

最快. 处死小鼠后取出瘤体进行HE染色, 结果显

表  1  各组小鼠瘤体质量、体积及各给药组肿瘤抑制率 (n  = 8, mean±SD) 

     
分组                                 质量(g)             质量抑制率(%)	  体积(cm3)                   体积抑制率(%)

模型组		  0.73±0.22	      -		  1.00±0.17	         -

TanⅡA低剂量组	 0.40±0.22b	    45.8		  0.50±0.30b	       50.5

TanⅡA中剂量组	 0.29±0.09b	    60.3 		  0.40±0.12b	       60.7

TanⅡA高剂量组	 0.11±0.06b	    84.5 		  0.16±0.09b	       84.2

5-FU组		  0.36±0.17b	    50.3 		  0.47±0.18b	       53.1

bP<0.01 vs  模型组.

图  1  各给药组小鼠瘤质量及体积抑制率. A: 模型组; B: 
TanⅡA低剂量组; C: TanⅡA中剂量组; D: TanⅡA高剂量组; 

E: 5-FU组. bP<0.01 vs  模型组.

肿瘤质量
肿瘤体积

b

A          B          C          D          E

1.6

1.2

0.8

0.4

0.0

  
  
 肿
瘤
抑
制
率

分组

■相关报道
2 0世纪 7 0年代 , 
Fo lkman教授就
提出 ,  肿瘤生长
与血管生成有重
要的联系 :  一方
面 ,  肿瘤生长需
要血管为之提供
养料并运走代谢
废料 .  另一方面 , 
肿瘤组织内血管
密度的增加、肿
瘤边缘部位的瘤
细胞与血管接触
增多 ,  也进一步
促使肿瘤细胞随
细胞数量的增多
而脱落进入血管
的机会增加.
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示, 模型组以无坏死和轻度坏死为主, TanⅡA各

剂量组以中重度坏死为主, 细胞核萎缩、变形

及破碎, 细胞排列稀疏, 以胞质着紫色及粉红色

为主, 中、高剂量组的肿瘤坏死程度与生理盐

水组相比, 具有显著性差异(均均P <0.05); 5-FU组

以轻、中度坏死为主(P >0.05), 坏死程度略高于

模型组及低剂量TanⅡA组, 但不及中、高剂量

TanⅡA组(表2, 图3).
2.3 TanⅡA对肠癌小鼠肿瘤微血管形成的影响 
免疫组织化学测定给药7 d的各组肠癌小鼠微血测定给药7 d的各组肠癌小鼠微血

管密度, 结果发现, 模型组肿瘤组织微血管新生

最为明显, 200倍光镜视野下满布密集的微血管, 
MVD值为86.5±14.6. 各给药组也有部分微血管

新生, 但微血管密度随药物剂量的加大而减少, 

3206                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年11月8日    第17卷   第31期

A

B

C

D

E

表  2  各给药组小鼠瘤体坏死情况 (n  = 24)

     
分组

                          	               各组坏死程度 (n )

		  0分        1分         2分	      3分	 总分

模型组		  13          11           0         0	  11

TanⅡA低剂量组	   7          13           3         1        25 

TanⅡA中剂量组	   2	 7         12         3	  44a

TanⅡA高剂量组	   1	 2         10       11	  55a

5-FU组		    3	9          10         2	  35 

aP<0.05 vs  模型组.

图  2  各组小鼠瘤体大小. A: 模型组; B: TanⅡA低剂
量组; C:  TanⅡA中剂量组; D:  TanⅡA高剂量组; E: 

5-FU组.

图  3  各给药组小鼠瘤体坏死情况(HE×200). A: 模型组; B: 5-FU组; C: Tan ⅡA低剂量组; D: Tan ⅡA中剂量组; E: Tan ⅡA
高剂量组.

A B

C D

E

 

■创新盘点
传统中医药以其
独特的理论体系
与悠久的临床实
践为基础, 结合现
代的研究方法与
手段在肿瘤治疗
中发挥着重要的
作用, 特别是对于
早期肿瘤的预防
有着很好的疗效. 
本研究将具有活
血化瘀、凉血消
痈的中药丹参提
取物丹参酮ⅡA
作用于小鼠肠癌
模型, 观察丹参酮
ⅡA对肠癌血管
新生的抑制作用.



www.wjgnet.com

周利红, 等. 丹参酮ⅡA对小鼠肠癌皮下移植瘤血管新生的抑制作用                                       			           3207

MVD值以TanⅡA高剂量组的19.4±6.6最低, 其
次为中剂量组的48.6±15.2和5-FU组的51.9±
15.8, 而低剂量组则为73.5±19.8. 与模型组比较, 
TanⅡA高剂量组最具统计学意义(P <0.01), 肿瘤

微血管新生抑制作用最明显, TanⅡA中剂量组

和5-FU组抑制作用不如高剂量组, 但也有统计

意义(均均P <0.05), 低剂量组则无明显差别(图4-5).
2.4 各组小鼠血清VEGF的表达情况 给药后小鼠

眼球取血, ELISA法测得模型组血清VEGF的浓

度显著高于空白组(415.4±14.2 ng/L vs  292.0±
13.5 ng/L, P <0.01), TanⅡA各组VEGF的抑制作

用随浓度的增加而增强, 低、中、高浓度的抑制

率分别为15.8%、34.2%和74.8%, 低、中剂量组

作用明显低于高剂量组. 中浓度的TanⅡA与同等

剂量的5-FU相比, 两者对VEGF的抑制作用无明

显的统计学意义(表3, 图6).

3  讨论

肿瘤血管新生(tumor angiogenesis)或血管生成

(vascularization)是实体瘤生长非常关键的因素, 
不但成为肿瘤生长的基础, 而且构成了肿瘤细

胞侵袭转移的首要靶目标, 肿瘤细胞转移及其

在转移部位的生长也依赖于肿瘤血管生成. 早
在20世纪70年代, Folkman教授就提出, 肿瘤生

长与血管生成有重要的联系: 一方面, 肿瘤生长

需要血管为之提供养料并运走代谢废料. 没有血

管, 肿瘤一般只生长到1-2 mm; 另一方面, 肿瘤

组织内血管密度的增加、肿瘤边缘部位的瘤细

胞与血管接触增多, 也进一步促使肿瘤细胞随细

胞数量的增多而脱落进入血管的机会增加[12]. 肿
瘤血管生成受血管生成因子和血管生成抑制因

子的两者有机调控: 一旦血管生成因子上调或

血管生成抑制因子功能障碍, 二者平衡被打破

即发生肿瘤血管新生[13-14]. 肿瘤细胞分泌的血管

生成因子能将增强新血管生成和增殖的特殊基

因激活和蛋白表达的信号传递到正常组织周围, 
从而使血管内皮细胞加速分化, 产生微血管包

绕到肿瘤组织周围, 从而促进肿瘤侵袭和转移. 
因此, 肿瘤血管生成对肿瘤细胞的转移有直接

的和间接的促进作用, 可有效调控血管生成和

抑制因子间的动态平衡, 是抗肿瘤血管生成治

疗的关键和作用靶点[15]. 
近年来肠癌的发病率呈逐年上升趋势, 手

术作为治疗大肠癌的重要手段之一是必不可少

的, 但是术后5年生存率为50%-60%左右[16], 扩大

手术范围则无法提高患者的受益率. 近20年来, 
大肠癌术后防治研究虽然已有长足的发展, 治疗

手段不断提高(手术、放疗、化疗、生物反应调

节治疗等), 但5年生存率并没有得到明显提高[17], 
其主要原因是由于肿瘤血管新生导致的肿瘤向

其他脏器组织侵袭、转移. 因此, 肿瘤形成过程

的血管生成、侵袭、转移是肿瘤治疗的最大的

障碍, 如何在肿瘤形成过程中抑制肿瘤血管新

生, 阻断原发瘤向其他器官的侵袭转移是防治

大肠癌的一个重要手段, 也是目前肿瘤综合治

疗亟待解决的问题. 
TanⅡA是从中药丹参中提取的脂溶性有效

成分, 具有抗氧化、抗心脑血管疾病、抗菌消

炎等药理作用, 近年研究发现TanⅡA对肝癌、

胃癌、肠癌等肿瘤细胞具有杀伤作用. TanⅡA
为活血化瘀中药丹参提取的有效活性成分, 体
外研究显示TanⅡA对多种肿瘤细胞(肝癌、胃

癌、结直肠癌、鼻咽癌等) 具有抑增殖、促凋

亡的作用, 是一种较好的抗肿瘤中药单体, 但Tan
ⅡA体内抗肿瘤效应及作用机制研究目前报道

不多. 
目前对肿瘤新生血管形成研究中最常用的

方法是MVD的测定, 大量研究证明, MVD与血

a
b
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图  4  各组小鼠瘤体MVD. A: 模型组; B: TanⅡA低剂量组; C: 
TanⅡA中剂量组; D: TanⅡA高剂量组; E: 5-FU组. aP<0.05, 
bP<0.01 vs  模型组.

表  3  各组小鼠血清VEGF浓度及药物抑制率

     
分组       		    n                 VEGF (ng/L)      抑制率(%)

空白组		    8	 292.0±13.5b          -

模型组		  16	 415.4±14.2           -

TanⅡA低剂量组	 16	 395.9±11.9         15.8

TanⅡA中剂量组	 16	 373.2±9.3a           34.2 

TanⅡA高剂量组	 16	 323.1±14.2b        74.8 

5-FU组		  16	 384.1±20.4         25.6 

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
本研究提示, Tan
ⅡA具有较好的
抑制肠癌生长和
抗肿瘤血管新生
的作用, 随给药剂
量的加大抑制作
用更明显, 其抗肿
瘤作用与下调肿
瘤组织VEGF表达
有关, 且抑制作用
具有剂量依从性. 
对于明确中药的
抗肿瘤活性有着
重要的推动作用.
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道转移密切相关[18-19], 是一种较为可靠的研究

方法. MVD被认为是判断肿瘤进展及转移潜力

的指标, 是影响患者生存的独立预后因素[20], 目
前评价肿瘤血管形成大多经免疫组织化学微血
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管计数来分析肿瘤新生血管[21], 常用标记物有

F82RA、CD34、CD31等. 本研究以CD34为标

记对象, 以小鼠C26肠癌细胞接种Babl/c F1代小

鼠建立的小鼠肠癌异位移植瘤模型为研究对象, 
分别从抑制率、MVD计数和组织坏死情况3个
方面考察TanⅡA对肠癌小鼠肿瘤的抑制作用及

肿瘤血管新生的影响. 结果显示, TanⅡA具有较

好的抑制肠癌生长和抗肿瘤血管新生的作用, 
随给药剂量的加大抑制作用更明显, 其抗肿瘤

作用与下调肿瘤组织VEGF表达有关, 且抑制作

用具有剂量依从性.
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Abstract
AIM: To construct the human FUT3 (α 1 , 
3-fucosyltransferase) eukaryotic expression 
vector and analyze its expression in human 
breast adenocarcinoma MDA-MB-231 cells.

METHODS: The full-length FUT3 cDNA was ob-
tained by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and cloned into pMD18-T sim-
ple vector for sequence analysis. Then the FUT3 
gene was subcloned into pEGFP-C1 plasmid. The 
resulting recombinant vector pEGFP-C1-FUT3 
was identified by digestion with restriction en-
donucleases and transfected into MDA-MB-231 
cells. A stably transfected cell line was established 
using G418 selection. The expression of FUT3 was 

observed under a fluorescence microscope and 
examined by semi-quantitative RT-PCR. 

RESULTS: The full-length human FUT3 cDNA 
was successfully obtained, and the recombinant 
plasmid pEGFP-C1-FUT3 was successfully con-
structed. After transfection into MDA-MB-231 
cells, green fluorescence (green fluorescent 
protein) was observed. Semi-quantitative RT-
PCR analysis showed that FUT3 was highly ex-
pressed in MDA-MB-231 cells. 

CONCLUSION: The FUT3 eukaryotic expression 
vector pEGFP-C1-FUT3 that can express FUT3 
in MDA-MB-231 cells is constructed successfully 
and can be used to study the biological functions 
of the FUT3 gene. 

Key Words: α 1, 3-fucosyltransferase III; Enhanced 
green fluorescent protein; Gene cloning
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摘要
目的: 构建增强型绿色荧光蛋白为报告基因
的pEGFP-C1-FUT3真核表达载体, 分析其在
细胞系MDA-MB-231中的表达.

方法: 采用RT-PCR扩增FUT3全长基因片段, 
克隆至pMD18-T载体进行测序分析, 将FUT3
亚克隆至pEGFP-C1表达载体并酶切鉴定. 利
用脂质体将重组真核表达载体p E G F P-C1-
FUT3转染入人乳腺癌细胞MDA-MB-231中, 
经G418筛选获得稳定转染的细胞系, 荧光显
微镜观察及RT-PCR检测FUT3的表达. 

结果: 成功获得人全长FUT3基因并构建了真
核表达载体pEGFP-C1-FUT3, 体外转染MDA-
MB-231细胞后荧光显微镜下可见绿色荧光蛋
白的表达, 半定量RT-PCR检出高水平表达的
FUT3.

结论:  成功构建了增强型绿色荧光蛋白为

®

■背景资料
细胞癌变过程中
总伴有糖链结构
的改变 .  岩藻糖
残基是细胞表面
寡糖链中重要基
团之一 ,  可参与
构成某些重要黏
附分子的糖链结
构, 如Lewis抗原
决定簇 ( L e A 、
L e X 、 s L e A和
s L e X ) .  s L e X和
sLeA作为肿瘤相
关抗原在许多恶
性肿瘤细胞表面
高度表达 ,  而α1, 
3 -岩藻糖基转移
酶Ⅲ(FUT3)是参
与合成Lewis抗原
的关键酶之一. 

■同行评议者
李增山 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学病
理教研室
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报告基因的FUT3真核表达载体, 并在MDA-
MB-231中稳定表达, 为进一步研究FUT3的生
物学功能提供基础. 

关键词:  α 1, 3-岩藻糖基转移酶Ⅲ; 增强型绿色荧
光蛋白; 基因克隆
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0  引言

肿瘤复发转移是癌症患者死亡的主要原因, 异常

糖基化是恶性肿瘤转移的重要机制之一. Lewis
寡糖抗原是细胞表面糖复合物(糖蛋白、糖脂和

蛋白聚糖)中的糖链成分, 已经发现其在多种肿瘤

中的合成异常增加, 与肿瘤增殖、浸润、转移、

临床分期及预后密切相关[1]. 岩藻糖基转移酶

(fucosyltransferase, FUT)是参与合成Lewis寡糖抗

原的关键酶, 催化GDP-Fuc的Fuc转移至糖链中N-
乙酰氨基乳糖残基的N-乙酰氨基葡萄糖上, 并以

α1, 2、α1, 3/4和α1, 6岩藻糖苷键相连接[2]. αFUT
共有9个亚型, 其中只有αFUT3可以形成α1, 3以
及α1, 4两类键, 故又称为α1, 3/1, 4 FUT3, 既可

合成LeX、LeY及sLeX, 又可合成LeA、LeB及
sLeA[3]. 本研究成功地构建人FUT3基因真核表达

载体pEGFP-C1-FUT3, 并体外转染人乳腺癌细胞

系MDA-MB-231, 为进一步研究FUT3及其产物

Lewis抗原的表达调控提供实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人乳腺癌细胞株MDA-MB-231购自

上海中科院细胞库; 大肠杆菌DH5α感受态细

胞由本室保存; 脂质体(lipofectamineTM 2000)及
TRIzol为Invitrogen公司产品; pEGFP-C1质粒购自

Biosciences Clontech公司; 胎牛血清、Leibovitz's 
L-15培养基购自Gibco公司; 血液总RNA提取试

剂盒、质粒小量及中量提取试剂盒、凝胶回收

试剂盒购自Omega公司; 限制性内切酶Eco RⅠ、

XhoⅠ、T4 DNA连接酶、pMD18-T Simple、RT-
PCR试剂盒为TaKaRa公司产品, 引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成. 其他试剂均为

国产分析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 目的基因F U T3的RT-P C R扩增 :  参照

GenBank FUT3基因ORF序列通过Primer 5.0软
件设计特异性引物: 上游5'-ccgctcgagTTCGCAA

CCCATACAGTGAA-3', 下游5'-ccggaattcCAGG
CAGATGAGGTTCCC-3', 分别在5'端加上XhoⅠ
和Eco RⅠ的酶切位点. 采用Omega血液总RNA
提取试剂盒提取健康男性外周血总RNA. 以总

RNA为模板, 使用TaKaRa cDNA Kit进行逆转录

反应, 获得cDNA. PCR扩增FUT3基因, 反应体系

按说明书, 反应条件为: 95℃预变性5 min, 95℃
变性50 s, 62.8℃退火l min, 72℃延伸1.5 min, 35
个循环; 最后72℃延伸10 min, 扩增片段长度为

1172 bp. PCR扩增产物用1.0%琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定.
1.2.2 T载体克隆和测序: D N A凝胶回收试剂

盒回收纯化PCR产物, 将目的片段与pMD18-T
载体16℃过夜连接. 取连接产物转化DH5α感
受态大肠杆菌, 蓝白斑筛选挑取阳性克隆送交

Invitrogen公司测序鉴定.
1.2.3 pEGFP-C1-FUT3真核表达载体的构建: 
用XhoⅠ、Eco RⅠ分别双酶切重组pMD18-T-
FUT3质粒及pEGFP-C1空载体, 凝胶电泳回收并

纯化目的基因片段, 用T4 DNA连接酶连接, 过
夜. 次日, 连接产物转化DH5α感受态大肠杆菌, 
Omega小提质粒试剂盒抽提质粒DNA, 内切酶

XhoⅠ和Eco RⅠ双酶切鉴定. 
1.2.4 真核表达载体pEGFP-C1-FUT3转染人乳腺
癌细胞MDA-MB-231: 转染前24 h将处于对数生

长期的人乳腺癌细胞MDA-MB-231用胰酶消化, 
按4×105个细胞/孔的浓度接种于6孔板内, 37℃
培养至细胞密度为80%-90%时换无血清无双抗

Leibovitz's L-15培养基, 用脂质体lipofectamineTM 
2000分别介导空质粒及重组质粒转染M D A-
MB-231细胞, 按试剂说明书进行操作. 转染24 h
后, 换用含有G418(800 mg/L)的L-15培养液进行

筛选, 2 wk后G418改为400 mg/L维持剂量筛选. 
分离出抗G418的阳性克隆, 然后再扩大培养, 得
到稳定传代的细胞克隆, 荧光显微镜下观察增

强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent 
protein, EGFP)的表达情况.
1.2.5 RT-PCR鉴定FUT3基因在MDA-MB-231
细胞中的稳定表达: 收集稳定转染FUT3基因

的乳腺癌MDA-MB-231细胞, 用TRIzol提取细

胞总RNA, 进行逆转录. 以β-actin为内参照, 半
定量PCR鉴定FUT3基因. FUT3引物序列为: 上
游5'-GAAGCTGTGGAGGAACGC-3', 下游5'- 
TGAACCAAGCCGCTATGC3-3', 扩增片段为

308 bp; β-actin引物序列为: 上游5'-GTGGACAT
CCGCAAAGAC-3', 下游5'-GAAAGGGTGTAA

■创新盘点
本 研 究 首 次 克
隆人 F U T 3的基
因 ,  并且转染至
MDA-MB-231细
胞中获得稳定表
达的细胞株.
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CGCAACT-3', 扩增片段为303 bp. 1.5%琼脂糖

凝胶电泳检测PCR产物.

2  结果

2.1 FUT3目的基因的PCR扩增 以人外周血白细

胞提取的RNA为模板, 逆转录合成cDNA, PCR
扩增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳可见1172 bp处
有明显的扩增条带, 与预期结果一致(图1).
2.2 T载体克隆的鉴定 目的基因与T载体连接后, 
pMD18-T-FUT3重组体经XhoⅠ与与Eco RⅠ双酶双酶

切后产生2692 bp的pMD18-T载体片段和1172 bp
的FUT3基因片段2个条带, 表明pMD18-T-FUT3
质粒构建成功(图2). 菌液测序结果显示: 插入T
载体的序列与GenBank中登录的人FUT3基因编登录的人FUT3基因编的人FUT3基因编

码区(CDS)报道序列完全一致.
2.3 真核表达载体pEGFP-C1-FUT3的酶切鉴
定 重组质粒pEGFP-C1-FUT3经限制性内切酶

XhoⅠ和Eco RⅠ双酶切后,双酶切后, 经琼脂糖凝胶电泳

显示在4731 bp和1172 bp处有2个片段, 分别与

pEGFP-C1载体以及FUT3目的基因大小一致, 证
明FUT3已经成功构建到pEGFP-C1载体中(图3).
2.4 荧光显微镜检测 FUT3在MDA-MB-231细
胞中的表达 利用脂质体转染技术, 将重组质粒

pEGFP-C1-FUT3与空载体质粒pEGFP-C1转染入

MDA-MB-231细胞中, 倒置荧光显微镜下观察到

转染pEGFP-C1-FUT3细胞内有较强的绿色荧光, 
EGFP-FUT3融合蛋白主要定位在细胞质(图4).胞质(图4).(图4).
2.4 目的基因FUT3在MDA-MB-231细胞中的
mRNA表达 308 bp处有目的基因表达, 转染pEG-
FP-C1-FUT3组的细胞FUT3基因表达与未转染组

及转空载体组相比, 表达量有明显增高, 而未转

染组与转空载体组细胞FUT3表达量均较低(图5).

3  讨论

细胞癌变过程中总伴有糖链结构的改变 ,  黏
附、迁移及侵袭等重要的细胞学行为都与特定

的糖链的结构或糖基有关[3]. 岩藻糖残基是细胞

表面寡糖链中的重要基团之一, 可参与构成某

些重要黏附分子的糖链结构, 如Lewis抗原决定

簇(LeA、LeX、sLeA及sLeX)的构成[4]. 许多恶

性肿瘤细胞表面有LeX及其相关结构的高度表

达, sLeX与sLeA在某些类型的肿瘤中作为肿瘤

标志物, 与患者生存率直接相关并可作为转移

性疾病的预后指标[5-7]. LeX结构的表达取决于

α1, 3/4FUT, 是LeX抗原合成中的最后一步. 该

1        2        3

bp
1000

2000

bp
1172 

图   1   F U T 3 基 因
PCR产物的琼脂糖
电泳. 1: DL-2000 
DNA Marker; 2-3: 

FUT3 PCR产物.

bp
1172
2692

1        2        3

bp
1000
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4000

图  2  pMD18-T-
FUT3 质粒酶切后琼
脂糖凝胶电泳图. 1: 
pMD18-T-FUT3; 2: 

pMD18-T-FUT3/

Xho Ⅰ+Eco RⅠ; 
3: DL-10 000 DNA 

Marker.

1             2             3             4
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图  3  重组质粒pEGFP-C1-FUT3双酶切鉴定. 1: DL10 000 
DNA Marker; 2: pEGFP-C1-FUT3; 3: pEGFP-C1-FUT3/

XhoⅠ+EcoRⅠ; 4: pEGFP-C1.

图  4  荧光显微镜
观 察 转 染 p E G F P -
C1-F UT 3的MDA -
MB-231细胞(×200).

图  5  各转染组细胞FUT3基因的mRNA水平. 1: DL 2000 
DNA Marker; 2: 未转染细胞组; 3: 转染pEGFP-C1空载体组; 

4: 转染pEGFP-C1-FUT3组.

1           2            3           4
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■应用要点
本文成功地构建
人FUT3基因真核
表达载体pEGFP-
C1-FUT3,  并体
外 转 染 人 乳 腺
癌细胞系M D A -
MB-231, 为深入
研究FUT3对糖抗
原合成的调控及
FUT3对肿瘤细胞
行为学的影响提
供了理想的载体. 
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基因编码6种α1, 3/4FUTs家族成员(FUT3-7与
FUT9)[8-9]. FUT3(Lewis血型)主要分布在肾、胆

囊、乳汁中[10], 是唯一可形成α1, 3与α1, 4两类

键的FUT, 既能合成带α1, 3-Fuc的LeX、LeY、

sLeX, 又能唯一合成带α1, 4-Fuc的LeA、LeB及
sLeA. 研究表明[11-13], FUT3基因与FUT6基因与

某些肿瘤的sLeX合成相关. Kazuhiro et al [14]测得

在15株上皮细胞癌细胞系中有14株表达sLeX结

构, 8株表达sLeA, 其中14株细胞系中能检测到

FUT3的mRNA, 与sLeX在细胞表面的表达相一

致. Kimura et al [15]利用免疫组织化学染色检测正

常结肠组织中FUT3表达很少, 而在结肠肿瘤组

织中, FUT3呈现大量增强的表达, 呈分散、随机

分布. 因此, 建立一个具有生物学功能的FUT3蛋
白表达系统, 对深入研究FUT3的生物学功能及

分子机制有着十分重要的作用. 
为了明确在肿瘤转移过程中FUT3基因调控

机制, 本实验克隆了FUT3基因的全序列, 并成功

地构建了以EGFP为报告基因的真核表达质粒

pEGFP-C1-FUT3, 通过脂质体2000成功地稳定

转染靶细胞MDA-MB-231, 荧光检测及RT-PCR
证实FUT3在MDA-MB-231细胞中有效表达. 表
达载体的构建是在细菌质粒上引入一个真核启

动子, 在启动子的下游插入目的蛋白的编码基

因, 由于质粒上不仅有大肠杆菌的复制起点, 而
且有真核启动子, 所以表达载体既可在大肠杆

菌中复制又在真核细胞中表达. 同时pEGFP-C1
表达载体中含有EGFP, 该基因与目的基因连接

形成融合蛋白, 可以进行细胞水平上的快速筛

选、检测该载体的转染和表达效率, 而不影响

目的基因的表达. 
总之, 本研究成功构建了EGFP为报告基因

的真核表达载体pEGFP-C1-FUT3, 为深入研究

FUT3对糖抗原合成的调控及FUT3对肿瘤细胞

行为学的影响提供了理想的载体, 同时为下一

步的重组质粒实验奠定了基础.
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Abstract
AIM: To investigate the infection rate of 

human papillomavirus 16 (HPV16) in Uygur 
pat ients with esophageal squamous cel l 
carcinoma in Xinjiang.

METHODS: Eighty-two paraffin-embedded 
specimens of esophageal carcinoma and 80 
tumor-adjacent specimens were used in the 
study. The presence of HPV16 in these speci-
mens was detected by high-sensitivity poly-
merase chain reaction (PCR) using the type-
specific E6 primers. 

RESULTS: The infection rates of HPV16 in 
esophageal squamous cell carcinoma and tumor-
adjacent tissue were 31.7% (26/82) and 12.5% 
(10/80), respectively, showing significant differ-
ence between the two groups. HPV16 infection 
was not correlated with patient’s age and sex as 
well as pathological differentiation and clinical 
stage of the carcinoma (χ2 = 0.301, 0.149, 2.876 
and 0.105, respectively; all P > 0.05).

CONCLUSION: HPV 16 infection is possibly 
correlated with esophageal squamous cell car-
cinoma in Uygur population in Xinjiang but 
showed no correlation with patient’s age and sex 
as well as pathological differentiation and clini-
cal stage of the carcinoma. 

Key Words: Human papillomavirus 16; Esopha-
geal squamous cell carcinoma; Polymerase chain 
reaction

Zhou SM, Ilyar SH, Yang T, Zhang LW, Ayxiam H, Lu XM, 
Medinyet N, Liu T. Relationship between humanpapilloma 
virus 16 and esophageal squamous cell carcinoma in 
Uygur population in Xinjiang Uygur Autonomous Region. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3214-3217

摘要
目的: 调查新疆维吾尔族食管鳞癌患者中人
乳头瘤状病毒(HPV)16型的感染率.

方法: 采用PCR技术检测82例新疆维吾尔族
食管鳞癌和80例癌旁正常食管黏膜石蜡包埋
组织HPV16的感染率, 分析其与新疆维吾尔族
食管鳞癌发生的关联性. 

®

■背景资料
最早在1982年由
Syrijanen提出, 食
管鳞癌有HPV感
染. 20多年来, 有
关HPV与食管鳞
癌的报道颇多, 其
感染率在不同的
国家、地区及同
一地区差异极大.

■同行评议者
陈洪, 副教授, 东
南大学附属中大
医院消化科; 唐世
刚, 教授, 大连大
学附属中山医院
消化内科
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结果:  在新疆维吾尔族食管鳞癌组织中 , 
HPV16型检出率为31.7%(26/82), 与对照组
12.5%(10/80)相比, 差异有统计学意义(χ2 = 
8.643, P <0.05); 按照年龄、性别、病理分化
程度及临床分期对维吾尔族食管鳞癌中的
HPV16感染状况比较, 差异均无统计学意义
(χ2 = 0.301、0.149、2.876、0.105, 均P >0.05).

结论: HPV16型感染与新疆维吾尔族食管鳞
癌的发生存在一定的相关性, 但与患者的年
龄、性别、病理分化程度及临床分期无明显
的关联性.

关键词: 人乳头瘤状病毒16型; 食管鳞癌; 聚合酶链

式反应
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0  引言

人类乳头状瘤病毒(human papi l loma v i rus, 
HPV)是一种DNA肿瘤病毒, 与多种肿瘤发生有

关, 且其致癌性已在宫颈癌中得到证实. 高危型

HPV(16型)有2种可转化基因产物E6、E7蛋白, 
他们可干扰抑癌基因如p53、Rb使其失去正常

功能. 近年来, 随着HPV与人类恶性肿瘤的关系

的深入研究, 有关HPV与食管癌的研究也有大

量的报道. Lu et al [1]通过INNO-LiPA HPV基因

分型技术检测67例新疆哈萨克族食管癌患者中

的HPV, 检出率为30%. 最近刘红彦 et al [2]提出

HPV可能是宫颈癌与食管癌2种肿瘤的共同致

病因素. 拉莱•苏祖克 et al [3]研究发现维吾尔族

妇女子宫颈癌HPV感染率高达94%. 由于食管

与宫颈有相似的鳞状上皮, 且HPV易侵袭人类

皮肤黏膜, 我们推测HPV感染与新疆维吾尔族

食管癌发生可能有关系. 因此, 本研究采用聚合

酶链反应(PCR)技术对新疆维吾尔族食管鳞癌

和癌旁正常食管黏膜标本中的HPV16型感染状

况进行检测和分析, 初步探讨HPV16感染与维

吾尔族食管鳞癌发生的相关性, 为本地区维吾

尔族食管癌积累流行病学资料及干预治疗提供

生物学依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集新疆医科大学第一附属医院胸外

科手术切除的维吾尔族食管癌标本82例, 并取同

组远离癌灶近端手术切缘标本80例(其中非典型

增生上皮18例, 正常食管黏膜62例). 82例食管癌

标本经病理诊断均为鳞癌(其中高分化鳞癌30例, 
中分化鳞癌42例, 低分化鳞癌10例). 82例食管鳞

癌患者, 男56例, 女26例, 平均年龄为57±9岁, 所
有患者术前均未做过任何放疗和化疗.
1.2 方法 
1.2.1 DNA 提取: 用德国Qiagen公司石蜡块组织

DNA提取试剂盒抽提患者不同部位组织标本中

DNA.
1.2.2 引物的合成: 引物由TaKaRa Biotechnology 
公司(Da l ian)合成. 通过复习文献[4]选择引物, 
引物序列和扩增目的基因片段长度, 见表1.
1.2.3 PCR检测HPV16 E6: 所有标本处理完毕、

进行HPV PCR 方法检测之前, 先行β-actin PCR
作为内对照, 检测DNA的质和量. 剔除β-act in 
PCR阴性或弱阳性标本. 对质和量符合要求的

标本, 行HPV16 E6 PCR检测. PCR反应体系为: 
10×PCR缓冲液2.5 μL, 0.2 μmol/L的引物(HPV 
16 E6 For、HPV16 E6 Rev, 200 μmol/L) 的各种

dNTP 和0.5 U Taq DNA 聚合酶, 加双蒸水至20 
μL. 反应条件: 95℃预变性4 min, 94℃变性45 s, 
52.4℃复性45 s, 72℃延伸45 s, 共35 个循环, 然
后72℃再延伸7 min. 阳性对照为SiHa细胞DNA 
(新疆医科大学基础医学院实验室赠)(为HPV- 
16阳性), 阴性对照选择PCR扩增未见特异目的

片段的正常食管样本, 空白对照以水为模板. 取
10 μL PCR扩增产物经2%琼脂糖凝胶电泳(电压

120 V),  30 min后在紫外线凝胶成像仪下观察结

果并拍照.
1.2.4 测序: PCR产物由上海生物制品有限公司

纯化并测序.
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件, χ2检

验进行统计学处理.

2  结果

2.1 新疆维吾尔族食管鳞癌和正常食管黏膜组
织中的HPV16型 新疆维吾尔族食管鳞癌组织中

HPV16检出率与对照组相比, 差异有统计学意

义(χ2 = 8.643; P <0.05, 图1-2, 表2).
2.2 患者临床病例特征与HPV16感染的相关性 
按照年龄、性别、病理分化程度、TNM分期对

新疆维吾尔族食管鳞癌中的HPV16感染状况进

行比较分析, 结果见表3, 差异均无统计学意义

(χ2 = 0.301, 0.149, 2.876, 0.105; 均P >0.05).
2.3 HPV16 E6-PCR扩增产物抽样测序结果 与
GenBank注册的标准序列(序列号: AF534061)比
对, 同源率达98%(图3).

■创新盘点
本研究采用敏感
性较好的聚合酶
链反应 ( P C R )技
术首次对新疆维
吾尔族食管鳞癌
和癌旁正常食管
黏 膜 标 本 中 的
HPV16型感染状
况进行检测和分
析 ,  初步探讨了
HPV16感染与维
吾尔族食管鳞癌
发生的相关性.
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3  讨论

食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 其发病

率在世界范围内存在着明显的地域性差异和一

定的民族差异[5-8], 体现出人群对疾病的遗传易

感性, 提示人群的遗传背景与环境因素在食管癌

的发生与发展过程中所起的独特作用. 早在1982
年Syrjanen et al [9]通过组织学观察发现食管鳞癌

有HPV感染以来, 有关HPV与食管鳞癌的报道颇

多, 其感染率在不同的国家、不同的地区及同一

地区差异极大, 检出率在0%-69%[5-8], 造成这些差

异的原因可能与病例的来源、环境地理因素、

遗传易感性和分析方法不同有关[10]. 近年有学者

研究表明, HPV16、18也是食管癌的主要高危亚

型[11-14], 在食管鳞癌中以HPV16型为主.
新疆是一个多民族居住区, 也是我国食管

癌高发区之一, 其发病率以哈萨克族最高, 其次

是维吾尔族和汉族, 塔吉克族最低[15]. 近年来, 本
地区研究人员对新疆哈萨克族食管癌与HPV的

关系进行了探讨, 陈玲 et al [16]运用半巢式PCR
技术检测了150例哈萨克族食管癌, HPV16型检

出率为38.7%. 郭伟鹏 et al [17]采用PCR技术扩增

哈萨克族食管癌患者HPV16 E6基因, 阳性率为 
44.4%, 并对其进行了克隆及全序列分析. 结果

证实了HPV16感染与新疆哈萨克族食管癌的发

生密切相关, 但作为发病率仅次于哈萨克族的

维吾尔族食管癌与HPV的相关性研究未见明确

的报道.
本研究通过PCR法揭示在新疆维吾尔族食

管鳞癌病变组和癌旁正常食管黏膜组HPV16 的
感染率的分布, 分别为31.7%和12.5%, 食管鳞

癌病变组明显高于癌旁正常食管黏膜组, 两者

相比差异有统计学意义(P <0.05), 这提示HPV16 
的感染与食管鳞癌的发生有一定的关系. 我们

表  1  目的基因HPV16E6及内参基因β-actin的引物序列

     
引物名称	                        引物序列	                          产物长度(bp)

HPV16E6 

    For   TCA AAA GCC ACT GTG TCC TG		  120

    Rev  CGT GTT CTT GAT GAT CTG CA		  120

β-actin

    For   TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT   	 106

    Rev  GTG AGG ATC TTC ATG AGG TAG TCA GTC	 106

表  2  病例组与对照组HPV16型感染率 n (%)

     
分组 	           n 	     HPV+	     HPV-	     χ2值	  P值

食管鳞癌	        82	 26(31.7)	 56(68.3)	     8.643   0.003

正常食管黏膜  80	 10(12.5)	 70(87.5)		

表  3  HPV16在食管鳞癌中的感染状况 n (%)

     
 	           n 	     HPV+	      HPV-	     χ2值	  P值

年龄(岁)					   

    <50	        19	   7(36.8)	 12(63.2)	   0.301     0.583

    ≥50	        63	 19(30.2)	 44(69.8)		

性别					   

    男	        56	 17(30.4)	 39(69.6)	   0.149     0.700

    女	        26	   9(34.6)	 17(65.4)		

病理分化程度					   

    高分化	        30	 10(33.3)	 20(66.7)	   0.061     0.970

    中分化	        42	 13(31.0)	 29(69.0)		

    低分化	        10	   3(30.0)	   7(70.0)		

临床分期(TNM)					   

    T1	        30	 10(33.3)	 20(66.7)	   0.105     0.991

    T2	        12	   4(33.3)	   8(66.7)		

    T3	        30	   9(30.0)  	 21(70.0)		

    T4	        10	   3(30.0)	   7(70.0)

图  3  HPV16 E6-PCR扩增产物正反方向抽样测序结果. A: 
正方向; B: 反方向.

AGATAATATTAGAATGTGTGTACTGCAAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATG
   31                        46                        61                          76                         91                         106

TTCTTCAGGACACAGTGGCTTTTGACAGTTAATACACCTAATTAACAAATCACACAACGGTTTGTTGTATTGCTGTTCTA
31                       46                          61                        76                          91                         106

A

B

图  1  β-actin PCR扩增电泳图. M: 100-2000 bp Marker; 1-6: 
食管鳞癌模板DNA β-actin PCR扩增结果, 长度为106 bp.

bp
2000

250
100 106 bp

M     1       2      3      4      5      6

M     1      2     3      4      5     6

bp
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200
100 120 bp

图  2  HPV16 E6 PCR扩增电泳图. M: 100-600 bp Marker; 
1-6: 食管鳞癌组织HPV16 E6 PCR扩增的阳性结果, 可见一

明显条带, 长度为120 bp.

■应用要点
本研究首次为新
疆地区维吾尔族
食管癌积累流行
病学资料及干预
治疗提供生物学
依据 ,  可能对本
地区开展高危型
HPV感染的预防
及降低新疆地区
维吾尔族食管癌
发病率有重要的
指导意义.
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的研究与本地区哈萨克族食管癌中的HPV感染

的研究结果一致[18-19]. 同时, 按照病理资料分析, 
H P V16感染与食管鳞癌的发病年龄、性别、

病理分化程度以及肿瘤的临床分期无明显的关

联性, 其差异均无统计学意义(χ2分别为0.301, 
0.149, 2.876, 0.105; 均P >0.05). 在宫颈癌的研究

结果中[19-20]也发现HPV检出率与肿瘤临床病理

指标(如肿瘤大小、组织分化程度、淋巴结转

移、TNM分期等)之间无显著的相关性.
总之, 从我们的研究中证实HPV16感染的

确存在于新疆维吾尔族食管鳞癌中, HPV16感
染与其存在一定的相关性. HPV16感染可能在

食管癌的发生与发展中的发挥一定的作用, 我
们认为, 尚需加大样本量和采取相应的分子生

物学技术进一步研究. 我们的研究结果对干预

治疗食管癌具有重要的意义.
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Abstract
AIM: To explore the significance of death-
associated protein kinase (DAPK) expression 
in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
derived from a high-incidence area in Henan 
Province. 

METHODS: Fifty ESCC samples, 17 tumor-adja-
cent samples and 20 normal esophageal mucosa 
samples were used in the study. The expression 
of DAPK mRNA and protein was detected by in 
situ hybridization and immunohistochemistry, 
respectively. The correlations of DAPK expres-

sion with clinicopathological features were ana-
lyzed.

RESULTS: There were significant differences 
in the relative contents of DAPK mRNA and 
protein among normal mucosa tissue, tumor-
adjacent tissue and cancer tissue (χ2 = 14.655 and 
7.998, respectively; both P < 0.05). The relative 
contents of DAPK mRNA and protein were sig-
nificantly correlated with TNM stage and lymph 
node metastasis (both P < 0.05). In addition, a 
positive correlation was also noted in the expres-
sion of DAPK mRNA and protein in esophageal 
squamous cell carcinoma (γ = 0.743, P = 0.000).

CONCLUSION: The expression of DAPK 
mRNA and protein is downregulated in ESCC, 
suggesting that DAPK may be related to the on-
cogenesis of ESCC. Combined detection of the 
expression of DAPK mRNA and protein may be 
used for early diagnosis and prognosis of ESCC.

Key Words: Death-associated protein kinase; Es-
ophageal squamous cell carcinoma; In situ hybridi-
zation; Immunohistochemistry

Liu Y, Li K, Liu WJ, Wang JF, Fan QX. Significance of 
death-associated protein kinase expression in esophageal 
squamous cell carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(31): 3218-3222

摘要
目的: 探讨河南省食管癌高发区居民食管鳞
癌组织中DAPK mRNA和蛋白的表达特征及
意义.

方法: 应用原位杂交和免疫组织化学法检测
50例食管鳞癌组织、17例癌旁不典型增生组
织及20例正常食管黏膜组织中DAPK mRNA
和蛋白的表达, 并分析DAPK表达与临床病理
特征的关系.  

结果: 在食管鳞癌癌变过程中DAPK在正常
黏膜组织、癌旁不典型增生组织及癌组织中
mRNA及蛋白的表达组间比较有明显差异(χ2 
= 14.655, 7.998, 均P <0.05); 不同TNM分级及
有无淋巴结转移的食管鳞癌组织之间DAPK 

®

■背景资料
死亡相关蛋白激
酶(DAPK)具有促
细胞凋亡、抑制
细胞黏附、抑制
细胞迁移等作用, 
在肿瘤的发生、
发展及转移中发
挥着重要作用. 

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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mRNA及蛋白表达差异均有统计学意义(均
P <0.05). DAPK mRNA及蛋白食管鳞癌组织
中的表达呈正相关关系(γ = 0.743, P  = 0.000).

结论: 食管鳞癌组织中DAPK mRNA与蛋白表
达均降低, 其表达降低或者缺失可能与食管鳞
癌发生发展有关; 检测DAPK mRNA及蛋白的
表达有望成为食管鳞癌早期诊断和判断预后
的分子指标之一.

关键词: 死亡相关蛋白激酶; 食管鳞癌; 原位杂交; 

免疫组织化学
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0  引言

死亡相关蛋白激酶(death associated protein 
kinase, DAPK)[1]是在基因组中扫描启动细胞凋

亡的基因和抑制肿瘤基因时发现的一种促凋亡

蛋白. 研究显示, DAPK参与了多条细胞凋亡信

号转导途径, 导致细胞增殖与细胞凋亡之间的

动态失衡, 变异基因积累, 细胞生长周期延长

致使肿瘤发生[2-4]. 本研究采用原位杂交及免疫

组织化学2种方法联合检测了食管癌高发区河

南省安阳市的食管癌患者手术切除的癌组织

DAPK mRNA和蛋白的表达情况, 旨在进一步探

讨DAPK在食管癌发生发展中的作用, 寻找检测

食管癌的新的分子生物学指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有标本均取自食管癌高发区河南

省安阳市肿瘤医院, 所有病例术前均无化疗、

放疗及免疫治疗史. 其中男37例, 女13例, 年龄

41-72(平均59.3±8.1)岁.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学和原位杂交染色: 50例标本

分别取自无坏死癌灶、癌旁3 cm以内及远端正

常黏膜组织(经HE染色证实, 癌旁组织中17例有

中-重度以上不典型增生或原位癌), 经40 g/L多
聚甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 连续切片, 切
片厚度4-6 μm, 分别用于HE、免疫组织化学及

原位杂交染色. 50例均经组织学证实为鳞状细胞

癌. 其中组织学分级Ⅰ级17例, Ⅱ级11例, Ⅲ级22
例; 伴淋巴结转移者18例, 无淋巴结转移者32例; 
浸润黏膜下层或浅肌层者19例, 浸润深肌层或外

膜层者31例; TNM分期(按1997年UICC的TNM
分期):Ⅰ-Ⅱ期16例, Ⅲ-Ⅳ期34例. 兔抗人多克隆

抗体DAPK购自武汉博士德公司, SP免疫组织

化学试剂盒购自北京中杉金桥生物技术开发公

司. 采用SP法, DAPK单抗稀释, 稀释倍数均为 
1∶150, DAB显色, 苏木素复染. 染色步骤严格

按说明书进行, 以PBS液代替一抗作为阴性对

照. 原位杂交预杂交液、SA-Bio-AP、BCIP/
NBT均购自武汉博士德生物技术有限公司. 原
位杂交5'端生物素标记、全硫代修饰探针由北

京奥科生物技术有限公司合成. DAPK探针序列: 
CAGCTCGCCACCTGCAACGA. 标本经新鲜

配制二甲苯脱蜡, 梯度酒精脱水后, 用新鲜配制

的0.5% H2O2室温处理30 min, 以灭活内源性过

氧化物酶; 3%柠檬酸新鲜配制蛋白酶(0.01 g/L), 
37℃, 10 min, 消化标本DNA结合蛋白; 每张玻片

滴加20 μL不含探针的预杂交液(42℃), 预杂交4 
h; 加含探针(1 ng/L)的杂交液, 42℃湿盒内杂交

12 h; 0.1×标准柠檬酸盐(SSC)42℃洗后, 加SA-
Bio-AP 37℃, 10 min; 漂洗后加BCIP/NBT, 避光

显色2-4 h. 以不含探针的标本作阴性对照.
1.2.2 免疫组织化学及原位杂交染色结果判定: 
DAPK蛋白阳性信号呈浅黄色至棕黄色颗粒, 位
于细胞质内; mRNA阳性信号呈棕紫蓝色颗粒样

物质, 也位于细胞质内. 高倍镜下随机选取5个
视野(每个视野观察细胞数不少于200个), 按阳

性细胞所占百分比及着色深浅进行结果判定[5-6]. 
采用9分评分制: 按照阳性细胞比例≤10%为1
分, 10%-50%为2分, >50%为3分; 按染色强弱: 阴
性为0分; 淡黄(蓝)色染色为1分; 中度黄(蓝)色
染色为2分, 棕黄(紫蓝)色染色为3分. 然后按照

“阳性细胞得分×染色强弱得分”计总分, 总
分<3为阴性, 总分≥3为阳性. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计学软件, 行

χ2检验和Spearman相关系数分析, 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 DAPK mRNA在食管鳞癌组织、癌旁不典
型增生组织及正常黏膜组织中mRNA及蛋白的
表达 DAPK mRNA定位于细胞胞质中, 呈蓝紫色

颗粒. 对照组标本中无阳性信号显示(表1, 图1). 
DAPK蛋白定位于细胞胞质中, 呈浅黄色至棕黄

色颗粒. 对照组标本中无阳性信号显示(表1, 图2).
2.2 DAPK蛋白及mRNA表达与食管鳞癌临床生
物学行为的关系 在食管鳞癌癌变过程中DAPK

■研发前沿
目前D A P K和肿
瘤细胞浸润、转
移机制的研究已
成为热点 .  有关
D A P K异常表达
与 食 管 鳞 癌 浸
润、转移关系的
研究, 迄今国内外
均未见报道.
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蛋白及mRNA表达与食管鳞癌患者的性别、年

龄、组织学分级及浸润深度无关(P >0.05), 与淋

巴结转移及TNM分期有关(均均P <0.05, 表2).
2.3 DAPK蛋白及mRNA在食管鳞癌组织中表达
的相关性分析 DAPK蛋白及mRNA在食管鳞癌在食管鳞癌食管鳞癌

组织中的表达呈正相关关系, 在DAPK蛋白表达

阳性的19病例中, 其mRNA表达阳性的占15例, 
而在DAPK蛋白表达阴性的31病例中, 其mRNA
表达阴性的占29例(r  = 0.743, P  = 0.000, 表3).

3  讨论

DAPK定位于人类染色体9q34.1, 相对分子质量

160 kDa[7]. 是一种钙离子/钙调蛋白调节的丝氨

酸/ 苏氨酸蛋白激酶, 具有调节细胞的生存和凋

亡及抑制肿瘤的作用[8-10]. DAPK在多种肿瘤细

胞和组织中出现表达丢失, 而且该表达缺失也

与其CpG的甲基化改变密切相关. DAPK的结

构包括一个核心的激酶区、钙离子/钙调蛋白

结合区、锚蛋白重复序列区、P-环、细胞骨架

结合区、死亡区和富含丝氨酸的尾部7个部分. 
核心激酶区位于钙离子/钙调蛋白结合区与N-
端之间, 由11个丝/苏氨酸结构组成, 还含有一

个保守的赖氨酸残基, 该残基与ATP的结合有

关, 若发生突变(K42W或K42A)会引起凋亡作

用的消失[11-12]. 
由于D A P K具有促细胞凋亡、抑制细胞

黏附、抑制细胞迁移等作用, 因而在肿瘤的发

生、发展及转移中发挥重要作用[13-16]. DAPK
基因启动子甲基化后, 表达降低, 抑制细胞移

动和促进凋亡的作用降低或消失, 从而影响肿

瘤的病理类型、分期、及转移状态. 其在不同

的细胞中的影响也有所不同[17-18]. 本试验研究

结果显示, DAPK基因在正常食管组织、食管

癌旁不典型增生组织及癌组织中均有表达, 但
在癌组织中的表达水平显著降低, 其表达差异

有统计学意义. 说明DAPK低表达的肿瘤具有

更强的侵袭能力. 研究结果还显示, DAPK基因

表  1  DAPK在正常黏膜组织、癌旁不典型增生组织及食管鳞癌组织中蛋白及mRNA的表达

     
分组

			              DAPK蛋白			                       DAPK mRNA

		    n             阳性n (%)	         χ2值               P 值	 阳性n (%)	         χ2值               P 值

正常黏膜上皮	 20          17(85.0)				    14(70.0)

非典型增生	 17          11(64.7)          14.655          0.001	   9(52.9)          7.998          0.018

鳞癌		  50          19(38.0)				    17(34.0)

表  2  DAPK蛋白及mRNA表达与食管鳞癌临床生物学行为

     
病理特征

			                 DAPK蛋白				      DAPK mRNA

		    n 	  阳性n (%)	          χ2值              P 值	 阳性n (%)	          χ2值              P 值

组织学级

    Ⅰ		  17	   7(41.2)          0.714          0.700	   4(23.5)

    Ⅱ		  11	   3(27.0)				      5(45.5)          1.554          0.460

    Ⅲ		  22	   9(40.9)				      8(36.4)

浸润深度

    浅层		  19	   5(26.3)          1.066          0.302	   4(21.1)          1.453          0.228

    深层		  31	 14(45.2)				    13(41.9)

淋巴结转移

    无		  32	 16(50.0)          4.110          0.043	 15(46.9)          5.069          0.024

    有		  18	   3(16.7)				      2(11.1)

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ		 16	 11(68.8)          7.621          0.006	 10(62.5)          6.752          0.009

    Ⅲ、Ⅳ		 34	   8(23.5)				      7(20.6)

表  3  DAPK蛋白及mRNA在食管鳞癌中的表达及相关性

     
DAPK	           

n
	   DAPK mRNA表达	    

r 值	 P 值
蛋白表达	                          +	     -

+	        19          15            4        0.743       0.000

-	        31            2          29

■创新盘点
本研究首次采用
免疫组织化学及
原位杂交技术联
合检测D A P K在
50例食管鳞癌组
织、17例癌旁不
典型增生组织及
20例正常食管黏
膜组织的表达情
况, 探讨DAPK在
食管癌发生、发
展中的作用. 
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的异常表达还与食管鳞癌的不同TNM分级及

有无淋巴结转移密切相关, 这就提示了DAPK
的异常表达可能与预后有关, 可作为判断预后

的一项指标, 有利于我们进一步的了解食管癌

的生物学行为, 为食管癌的早期诊断和治疗提

供一个新的途径. 进一步分析试验结果, 我们

发现采用原位杂交和免疫组织化学两种方法检

测DAPK mRNA与蛋白在食管癌组织中的阳性

表达是一致的, DAPK蛋白表达阳性率与DAPK 
mRNA的表达结果之间呈正相关(P <0.01), 但
DAPK mRNA在食管癌中表达率较DAPK蛋白

低, 这可能与实验过程中的mRNA被部分降解

有关, 而DAPK mRNA与蛋白表达一致性提示

应用简易的免疫组织化学法检测食管癌组织

中D A P K蛋白表达水平可能可以间接反映出

DAPK的mRNA水平. 
总之, 我们采用了原位杂交及免疫组织化

学法检测了食管鳞癌细胞中DAPK mRNA及蛋

白的表达, 初步证明了DAPK表达的降低或者缺

失可能是导致食管癌发生发展的作用机制之一, 
但DAPK的确切功能目前尚不完全清楚. 因此对

DAPK基因进行深入、广泛的研究, 了解其抑制

肿瘤浸润和转移的具体机制, 可为肿瘤的预后

评估及临床治疗提供理论依据. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (科学编辑: 李军亮 2009-11-08)
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的信息, 具有一定
新颖性和可读性.
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Abstract
In recent years, non-invasive methods for assess-
ment of liver fibrosis have attracted worldwide 
attention. However, although many biochemical 
markers and imaging examinations have been 
used for evaluation of liver fibrosis, their sensitivi-
ty and specificity are low. Fibroscan (transient elas-
tography) is a new non-invasive technology to as-
sess the degree of liver fibrosis by measuring liver 
stiffness. Although Fibroscan has been extensively 
used to evaluate chronic hepatitis C and its com-
plications in other countries, its use is uncommon 
in China. In this article, we will review its working 
principle, diagnostic value, and application status. 

Key Words: Fibroscan; Liver fibrosis; Diagnostic value

Wen X, Wang XM, Wang BY. Recent advances in the use 
of Fibroscan for diagnosis of liver fibrosis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3223-3228

摘要
近年来, 国内外学者关注于肝纤维化的无创

性诊断. 其中, 多种血清纤维化指标检验及影
像学检查是目前临床较为常用的无创性评
估肝纤维化的方法, 但敏感性和特异性不高. 
Fibroscan是一种对肝纤维化进行定量诊断的
新技术, 以瞬时弹性成像为原理, 通过对肝脏
硬度指标的测量进行肝纤维化程度评估. 本文
就其工作原理、临界值确定、诊断价值及应
用现状进行综述.

关键词: Fibroscan; 肝纤维化; 诊断价值
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病损伤修复过程的共同

结果, 也是各种慢性肝病向肝硬化发展的可逆

中间环节. 肝纤维化甚至早期肝硬化得到及时

治疗可发生逆转, 因此, 及时准确地判定肝纤维

化的程度, 对慢性肝病的防治及其预后评价具

有重要意义. 

1  目前公认的诊断肝纤维化经典方法

1.1 病理组织学 目前诊断肝纤维化的最可靠指

标是病理组织学检查, 但存在局限性[1-2]. 首先, 因
其有创性而很难成为诊断肝纤维化的常规方法, 
也不易反复取材来对肝纤维化动态观察. 其次, 
肝穿取样组织只占整个肝脏的五万分之一, 加之

纤维化分布不均匀, 导致肝穿刺活检存在取样误

差(10%-45%), 影响准确性. 另外, 病理观察者自

身以及观察者之间存在的差异, 也会对肝纤维化

及其分级的评价产生影响. 
1.2 血清生化学 血清纤维化指标是临床上最

常用的无创诊断方法[3], 被应用较多的指标和

模型包括:血清透明质酸、层粘连蛋白、Ⅲ型

前胶原氨基端肽、Ⅳ胶原、基质金属蛋白酶, 
APRI(ALT/血小板指数), Fibrotest评分(包括α2-
巨球蛋白、结合珠蛋白、载脂蛋白A1、γ-谷氨

酰转肽酶和总胆红素五项指标), FIB-4评分[4-5](包

www.wjgnet.com
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■背景资料
Fibroscan目前主
要研究对象是丙
型肝炎患者, 我国
以乙型肝炎患者
为主, 对此项技术
的研究对其在我
国的广泛应用有
指导意义.
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括年龄、血小板计数、ALT和AST 4项指标). 但
通常认为血清学指标对肝纤维化的诊断特异性

较低. 
1.3  影像学 CT和普通超声等影像学检查, 可以通

过观察肝脏大小、边缘、实质密度回声、血管

走行及血流频谱, 为肝纤维化的诊断提供形态学

参考, 但其诊断肝纤维化的敏感性并不高. 近年

来, 许多学者对诊断肝纤维化的无创性方法进行

研究. 2003年法国学者Sandrin et al [6]根据声波传

导速率与组织硬度相关的原理, 用一种切变弹性

探测仪, 测量106例慢性丙型肝炎患者的肝脏硬

度, 结果测量值与肝纤维化分期有显著相关性. 
这种仪器测量的可重复性好, 被认为是一种快速

定量检测肝纤维化的方法, 因此众多学者对其深

入研究, 对工作原理、应用价值以及影响因素有

了更为准确的认识.

2  肝脏瞬时弹性探测仪-FibroScan

FibroScan是一种新型的肝纤维化检测仪器, 是
一项建立在超声诊断基础上的快速便捷、非侵

袭性新技术[7]. 通过测定肝脏瞬时弹性图谱来反

映肝实质硬度, 当肝组织出现纤维化病理改变

时, 可评估肝脏纤维化的程度并进行定量分级. 
2.1 工作原理 超声换能器产生小振幅的低频振

动, 在通过肝组织时引起弹性剪切波, 此波被一

种脉冲回波超声捕获装置跟踪, 测得的波速与

组织弹性直接相关, 组织硬度越高, 波速越快. 
波速经运算转换为弹性值, 结果用千帕(kPa)表
示. 被测处肝脏的厚度不少于6 cm, 且无大的

血管结构. 探头下2.5-6.5 cm之间是实际被测部

位. 每个被测者, 应成功捕获其10次回波, 取中

位数代表肝脏的弹性值, 并要求四分位间距小

于中位数的1/3. 成功率(成功捕获回波次数/总
发射次数)≥60%, 才视其为可靠的肝脏硬度指

标结果[8]. 
2.2 肝脏硬度指标临界值的确定及其诊断价值 
目前, 越来越多的国内外学者致力于FibroScan
的研究, 将其与肝穿刺活检进行对照, 得出各期

纤维化肝脏硬度指标(LSM)的临界值. 现在普遍

认为, LSM正常上限值为6.1 kPa, 而肝硬化患者

的LSM值为12.5-75.5 kPa, 但如此界定的临床价

值仍不确切[9-10]. 
Ziol et al [11]以327例丙型肝炎患者为研究对

象, 采用Mmetavir评分系统对其肝纤维化分期, 
并将F0和F1合并为无明显纤维化组, F2, F3, F4
合并为有纤维化组. 发现以8.8 kPa为临界值诊断
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F≥2期, 敏感性为0.56, 特异性为0.91; 以9.6 kPa
为临界值诊断F≥3期, 敏感性为0.86, 特异性为

0.85; 以14.6 kPa为临界值诊断F4期, 敏感性为

0.86, 特异性为0.96. 提示以9.6 kPa和14.6 kPa为
分界值是诊断重度肝纤维化和肝硬化可靠的非

创伤性指标. 
Foucher et al [12]学者则选取各种病因的慢

性肝病患者711例. 结果肝脏明显纤维化(F2)、
严重纤维化(F3)以及肝硬化(F4)患者其ROC面

积分别为0.80(95%CI: 0.75-0.84), 0.90(95%CI: 
0.86-0.93)与0.96(95%CI: 0.94-0.98). 肝脏硬度临

界值为17.6 kPa时, 诊断肝硬化的阳性预测值与

阴性预测值均在90%以上. 
另外, 法国学者Castera et al [13]测量了183例

连续的慢性丙型肝炎患者的肝硬度值(2.3-75.4 
kPa). 以7.1 kPa为临界值, 诊断F≥2期肝纤维

化的敏感度为0.67, 特异性为0.89; 以9.5 kPa为
临界值, 诊断F≥3期的敏感度为0.73, 特异性为

0.91; 以12.5 kPa为临界值, 诊断F≥4期的敏感度

为0.87, 特异性为0.91.
总之, Fibroscan对F3及F4期肝纤维化诊断

临界值更为明确, 且诊断敏感性和特异性较F1
和F2期更高[14]. Fibroscan诊断肝纤维化的硬度

临界值范围分别为: F≥2期7.1-8.8 kPa, F≥3期
9.5-9.6 kPa, F≥4期12.5-17.6 kPa时, 对肝纤维化

各期别的划分更为确切. 
2.3 Fibroscan评价肝组织硬度的应用 随着对

Fibroscan认识的加深拓展, 专家学者对其在各种

原因导致的病理性肝组织硬度评价的应用, 也
有了更广泛的研究. 
2.3.1 一般人群筛检: Roulot et al [15]在表现健康的

一般人群中选取1358例为研究对象, 抽取45岁例为研究对象, 抽取45岁为研究对象, 抽取45岁
以上的1120例, 以14.6 kPa为临界值来诊断肝硬例, 以14.6 kPa为临界值来诊断肝硬, 以14.6 kPa为临界值来诊断肝硬

化, 特异性和阳性预测值为100%, 被筛选人群中

有0.7%以上诊断为肝硬化. 在肝硬度测量值大

于8 kPa者中, 有50%与非酒精性脂肪肝有关, 其
肝硬度值可高度预测肝纤维化. 可见, Fibroscan
可用于对一般人群肝纤维化存在状态进行筛选. 
2.3.2 甲型病毒性肝炎: 韩国学者Seo et al [16]以31
名急性甲型肝炎患者为对象, 研究其急性过程

中肝脏硬度值的变化. 结果发现, 凝血化验指标

INR(国际标准化比率)是肝脏硬度测量值LSM
峰值的独立影响因素, 出现LSM峰值和INR峰

值当日的胆红素水平是甲型肝炎急性期病程的

影响因素. 可见, 急性甲型肝炎进程中肝硬度测

量值是动态变化的, 变化形式可能与炎症程度
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■研发前沿
目前Fibroscan测
量肝脏硬度值的
分期临界值仍没
有公认的确切数
值, 其应用领域也
是各学者研究的
主要方向.
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有关[17-18]. 另有研究表明, LSM值与转氨酶水平

相关, 随着转氨酶的下降而明显下降[19], 因此有

学者指出Fibroscan不适用于急性肝炎的检测[20]. 
2.3.3 乙型病毒性肝炎: H i l leret e t al [21]对Fi-
broscan诊断乙型肝炎病毒携带者肝纤维化的价

值进行研究, 发现在Fibrotest评分<0.21的携带者

中, 有95.6%的肝硬度值<7 kPa, 可认为提示无

明显纤维化. 在17个Fibrotest评分>0.21的携带者

中, 有5人肝硬度值>7 kPa, Fibrotest评分范围为

0.23-0.33, 肝硬度测量值范围为7.2-10.4 kPa, 可
认为提示明显的肝纤维化. 携带者与e抗原阳性

者比较, 前者肝硬度测量值(4.9 kPa)和Fibrotest
评分(0.15)都分别明显低于后者(8.1 kPa, 0.28). 
Sporea et al [22]也通过以丙型肝炎患者做对比, 评
价了乙型肝炎活动期患者和乙型肝炎病毒携带

者肝脏的硬度. 结果表明, 同种程度的肝纤维化, 
乙型肝炎患者和丙型肝炎患者的肝硬度测量值

并无明显不同, 乙型肝炎病毒携带者的肝硬度

测量值(2.7-20.1 kPa)比正常者高. 
2.3.4 丙型病毒性肝炎: Cardoso et al [23]对136名丙

型病毒性肝炎患者进行回顾性研究, 结果出现

过腹水者测得的平均硬度值(37.6 kPa)高于未出

现腹水者(12.1 kPa); 食管静脉曲张患者的硬度

值(30.4 kPa)高于无食管静脉曲张者(11.8 kPa); 
低于1.5×105/mm3的血小板水平与高硬度测量

值相关. 可见, 高硬度测量值与腹水史、低血小

板计数及食管静脉曲张表现有关. 有研究发现, 
合并HIV感染的丙型肝炎患者与单纯丙型肝炎

患者的Fibroscan下表现并无差异[24-25]. 另有学者

对肝移植后复发的丙型肝炎患者研究, 发现严

重肝纤维化的LSM在6.9-8.5 kPa之间[26-27]. 上述

皆可提示Fibroscan有助于对各种丙型肝炎患者

进行随访病情监测[28-32]. 
2.3.5 酒精性肝病和非酒精性脂肪肝: 酒精性肝

病者的肝脏呈现纤维化、脂肪变及胆汁淤积共

存的状态, 而炎症和胆汁淤积都严重干扰肝脏

硬度测量值[33-34]. Mueller et al [35]的研究发现, 当
酒精性肝病患者AST水平低于100 U/mL且直接

胆红素水平稳定时, 以14.7 kPa为诊断F4期的临

界值, 肝硬度测量值的ROC面积为0.94. 另一项

对非酒精性脂肪肝的研究结果显示了Fibroscan
对F4期诊断的准确性达0.99[36]. 
2.3.6 药物性肝病: 长期应用氨甲蝶呤与肝纤维

化的发生有相关性. 有学者对应用氨甲蝶呤的

类风湿、炎性肠病、银屑病患者的肝硬度测

量值做了研究[37-38]. Barbero-Villares et al [39]用Fi-
broscan分析了重度纤维化患者的进展与用药时

间的相关性, 发现肝硬度值与氨甲蝶呤累积应

用剂量无明显相关, 氨甲蝶呤的一般常用量不

会导致严重肝纤维化的发生. 因此认为Fibroscan
是一种无边缘效应的工具, 有助于对肝纤维化

患者进行评价和随访. 
2.3.7 肝移植适合者筛选: Vergniol et al [40]比较

Fibroscan, Fibrotest, APRI, FIB-4, Child-Pugh
评分等无创性诊断方法对慢性肝病肝硬化失

代偿期者生存率的预测价值, 发现Fibroscan的
测量结果>20 kPa, Fibrotest评分>0.74, APRI>2, 
FIB-4>3, Child-Pugh评分>6时, 生存率明显降

低, 门脉高压、肝细胞癌的发生率也升高. 通过

与Child-Pugh评分>6对比, 认为Fibroscan是唯一

与生存率及门脉压力升高相关的预测方法, 因
此提示, Fibroscan会对筛选进行肝移植的患者

有应用意义. 
2.3.8 食管静脉曲张: 有研究认为肝脏硬度指标

可提示肝硬化患者是否患有重度食管静脉曲

张 [41], 有助于选择可进行内镜检查的患者. 当
出现食管静脉曲张时, 反映肝脏硬度的ROC面

积为0.84, 当静脉曲张程度≥Ⅱ度时, 该面积为

0.83. 肝脏硬度测量值<19 kPa则明确提示不存

在Ⅱ度及以上的食管静脉曲张[42]. 
2.3.9 门静脉高压: 有研究认为, Fibroscan诊断肝

硬化门脉高压(门静脉压力>6 mmHg)的临界值

为8 kPa时, 敏感性为90%, 特异性为81%. 诊断严

重门脉高压(门静脉压力≥10 mmHg)临界值为

11.7 kPa时, 敏感性为94%, 特异性为74%; 临界值

为21 kPa时, 敏感性为90%, 特异性为93%. 由此, 
Fibroscan对门脉高压的诊断也有一定意义[43-44]. 
2.4 影响硬度测量值准确性的因素 在研究过程

中, 学者们也发现了影响肝脏硬度指标准确性

甚至导致失败值和不可靠值出现的诸多因素. 
2.4.1 探头位置: Zelber-Sagi et al [45]以371名慢性

肝病患者为研究对象, 取第7, 8肋间隙腋前线至

腋中线右上腹的3处位置作为探头置放点, 测量

肝脏硬度值. 结果有68.2%患者在3个位置处测

量值相同, 另外31.8%存在不一致. Ingiliz et al [46]

也发现以肝穿刺活检为标准, Fibroscan选取测量

位置的不同会使LSM值出现差异. 
2.4.2 食物摄入: Mederacke et al [47]选取56名慢性

丙型肝炎病毒感染者为研究对象, 以其肝硬度

值<6 kPa, 6-10 kPa和>10 kPa分为3组, 并且都进

■创新盘点
本文将目前国外
Fibroscan的应用
领域及肝纤维化
分期较为公认的
临界值范围加以
总结 ,  对其在我
国的应用具有指
导作用.
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行3种状态下的肝脏硬度测量: 空腹状态、摄取

标准早餐后立即测量、早餐后1 h. 结果, 在摄入

食物及其后1 h再次测得的硬度值, 较空腹时至

少增加1 kPa, 3组增加的平均值分别为: 1.5、3.0、3.03.0
和4.6 kPa. 
2.4.3 valsalva动作: Millonig et al [48]评估了24例健例健健

康人在Valsalva动作前后的肝脏硬度值, 其平均

值从4.4 kPa上升到6.6 kPa. 如以6.1 kPa为正常临

界值, 则健康者的肝脏硬度值可因Valsalva动作

从正常值上升至肝纤维化正常临界值以上. 
2.4.4 受检者及操作者因素: 有研究发现, 糖尿

病、肥胖者和肋间隙狭窄者的肝硬度值不易获

得[49-51]. Castera et al [52]的研究检测中, 肝脏硬度

值测量失败率为3.1%, 不可靠结果占15.8%. 与
测量失败率独立相关的因素: BMI>30 kg/m2、操

作者经验500例、年龄>52岁以及糖尿病; 与不

可靠测量值独立相关的因素: 操作者经验<500
例、BMI>30 kg/m2、年龄>52岁、糖尿病、高

血压以及女性. 此外, 研究发现受检者血小板计

数、总胆红素、白蛋白、碱性磷酸酶、AST及
ALT水平的变化都可影响测量值[53-54]. 

因此, 应用Fibroscan得到的测量值一定要与

临床、生物学及形态学相结合, 来综合评价各

种原因导致的肝纤维化及其并发症[55-56].

3  结论

目前, Fibroscan在国外已有广泛研究, 最近又有

关于联合血清生化学及放射学共同诊断肝纤维

化的诸多报道[5,57-59]. 但研究对象仍主要集中在慢

性丙型肝炎、酒精性肝病等疾病[60], 相对而言对

于乙型肝炎病毒引起的纤维化或肝硬化的研究

却较少[61]. 现在, 我国关于Fibroscan对乙型肝炎

肝纤维化程度的诊断正在研究中. 相信在发现并

总结可能影响肝硬度测量值的因素后, 有关乙型

肝炎肝纤维化的大量更为准确的研究成果会为

Fibroscan的应用提供良好的参考依据. 建立能监

测纤维化发生发展的联合检查系统, 将有助于及

时发现处于肝功能代偿状态但有进展性肝纤维

化的患者, 减少慢性肝病患者肝活检的需要, 更
对指导临床治疗有着极为重要的意义.
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Fibroscan能定量
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并早期指导临床
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Abstract
Abdominal pain is a major clinical symptom in 
patients with chronic pancreatitis. Alleviation 
of abdominal pain is important in the treatment 
of chronic pancreatitis. More and more studies 
show that the pain in chronic pancreatitis is sim-
ilar to neuropathic pain. In this article, we will 
review the role of neuropathic pain mechanisms 
in the pathogenesis of pain in chronic pancreati-
tis by describing the clinical features of the pain, 
peripheral sensitization, central sensitization 
and changes in electroencephalogram. Under-
standing of the mechanisms responsible for pain 
in chronic pancreatitis may have important im-
plications for the treatment of the disease. 

Key Words: Chronicity; Pancreatitis; Pain; Mecha-
nism
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摘要
腹痛是慢性胰腺炎患者的主要临床症状, 因此
缓解腹痛在慢性胰腺炎的治疗中占有重要的
地位. 越来越多的文献表明慢性胰腺炎疼痛有
类似神经性疼痛的地方. 本文从慢性胰腺炎的
腹痛特点、外周敏化、中枢敏化以及脑电图
改变等方面阐述了神经性疼痛机制在慢性胰
腺炎发病过程中的作用, 以便于提高我们对慢
性胰腺炎的疼痛治疗水平.

关键词:  慢性; 胰腺炎; 疼痛; 机制
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0  引言

腹痛是慢性胰腺炎的主要临床症状, 他不但是

患者就诊的主要原因, 而且也严重地影响着患

者的生活质量, 因此, 缓解疼痛在慢性胰腺炎的

治疗中占有相当重要的地位. 对于一些胰外疾

病(如消化系溃疡)和胰内疾病(胰管梗阻或胰腺

假囊肿)的患者, 疼痛是能解释的, 而且也有适

当的方法可以治疗. 但是, 对于大多数患者来说

疼痛的原因仍不清楚, 治疗往往不太理想. 近来, 
有关实验表明在慢性胰腺炎的疼痛过程中, 中
枢神经系统改变是异常的, 在一些病例中情况

与神经性疼痛疾病非常相似[1-3]. 因此, 本文从以

下几个方面着手, 阐述神经性疼痛机制是如何

在慢性胰腺炎发病过程中发挥作用的. 

1  临床疼痛特点

神经性疼痛被定义为“周围或中枢神经系统原

发或继发性损害或功能障碍引起的疼痛”[4], 其
特点包括依赖刺激性疼痛和不依赖刺激性疼痛. 
慢性胰腺炎患者具有的餐后痛和自发痛就与这

两种情况类似. 
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的疼痛治疗一直
是一个棘手的问
题. 随着对其机制
的研究, 发现神经
性疼痛机制在慢
性胰腺炎疼痛的
发生发展过程中
起着重要作用, 引
起了人们越来越
多的关注.
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慢性胰腺炎患者进餐后, 胰腺将被膨胀的

胃挤压, 这将影响胰液的分泌, 导致胰腺组织压

力增加, 特别是在胰管狭窄或有结石时, 这种情

况就更容易出现. 胰内压力增加将导致胰内神

经受压, 出现神经源性炎症, 这引起神经递质释

放扩散增加, 从而影响邻近神经, 使得他们更加

敏感. 而在中枢, 随着伤害性感受器的增加, 二
级神经元中枢兴奋性增加, 能在较低的阈值被

激活, 结果就是产生依赖刺激性疼痛. 另外, 在
脊髓感知触觉的Aβ纤维会芽生终止于“接受伤

害性信号”的脊髓第2层, 与正常情况下传递疼

痛的神经元相联系, 这种改变也促使了依赖刺

激性疼痛的产生[5]. 所谓的不依赖刺激性疼痛也

是外周和中枢神经系统改变的结果. 在外周神

经系统, 神经损伤造成钠通道和α肾上腺素受体

增多, 以及初级传入神经元细胞膜改变. 这些变

化使得轴突自发性发放增加. 而在脊髓, 神经重

塑和胞膜特性的改变导致了次级神经元自发性

电活动的发放. 另外, 下行抑制系统活性会出现

下降, 脊髓阿片受体数量也会降低. 这些变化的

出现, 导致了自发性疼痛的产生.

2  外周敏化机制

2.1 神经病变 有文献表明在慢性胰腺炎组织标

本中观察到增粗的胰内神经数量明显增多[6]. 胰
内神经增多增粗及疼痛的严重程度和生长相关

蛋白43(growth-associated protein 43, GAP-43)有
关[7]. 这些发现表明慢性胰腺炎神经元的改型过

程可能与疼痛的产生及维持有关. 因此, 一些神

经营养因子被分析, 用来判断在慢性胰腺炎的

病理改变中, 他们是否与增粗的胰内神经有关, 
是否影响着疼痛的发生. 其中, 神经生长因子

(nerve growth factor, NGF)和他的高亲和力受体

TrkA, 脑衍生神经营养因子(brain-derived neuro-
trophic factor, BDNF)和artemin近来吸引了大家

的关注. 在慢性胰腺炎的发病过程中他们都出

现了上调. NGF, BDNF和artemin的上调可能是

局部对胰内神经、胰内神经节和/或施万氏细胞

开始损伤后的一种反应, 目的是开始神经再生. 
这些神经营养因子随后使神经病变恶化, 从而

加速了胰内神经增粗的形成, 并且也降低了疼

痛传递的阈值. 这个假设被Malin和Elitt的观察

所支持[8-9], 即在鼠的后足注射胶质细胞神经营

养因子(glial-derived neurotrophic factor,  GDNF), 
artemin和NGF能引起急性周围神经痛觉过敏. 
这表明他们在伤害性感受器的敏化和炎性痛觉他们在伤害性感受器的敏化和炎性痛觉们在伤害性感受器的敏化和炎性痛觉
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过敏的产生方面都起着重要作用. 
2.2 神经源性炎症 神经及其周围的改变对于疼

痛的发病机制是重要的. 在慢性胰腺炎, 胰内神机制是重要的. 在慢性胰腺炎, 胰内神是重要的. 在慢性胰腺炎, 胰内神

经的神经束膜频繁的被免疫细胞浸润. 由于神

经束膜的破裂, 神经对有害物质和细胞因子的

敏感性增加, 其结果就是导致更多的免疫细胞

浸润, 产生所谓的“神经炎”, 从而引起慢性胰

腺炎患者严重的疼痛[10]. 
神经肽P物质是一个速激肽, 参加感觉神

经信息的传递, 并能参与局部炎症的形成. 他通

过和其特异性G蛋白偶联神经激肽受体NK-1R, 
NK-2R和NK-3R的结合能介导神经系统和免疫

系统之间的相互作用. 通过NK-1R受体, P物质能

增加中性粒细胞的外渗, 吸引和激活巨噬细胞, 
导致嗜中性粒细胞趋化和肥大细胞脱颗粒[11-12]. 
在慢性胰腺炎, 免疫细胞浸润常能在增粗的神

经和神经节周围看到, 这些神经和神经节显示

出对P物质和降钙素基因相关肽(calcitonin gene-
related peptide, CGRP)有着强烈的免疫反应性. 
这2种肽类通常被认为是介导疼痛的神经递质, 
因此这就充分证明胰腺神经对于慢性胰腺炎长

期的疼痛综合征有着直接联系.综合征有着直接联系.有着直接联系. 
NGF在慢性胰腺炎神经源性炎症的发生中

也起着重要作用, 他能激活炎症区域内感觉神他能激活炎症区域内感觉神能激活炎症区域内感觉神

经和交感神经表达的其高亲和力受体TrkA. 研
究显示NGF和TrkA mRNA的表达与疼痛强度相

关联[13]. 而且, 这种敏化能诱导神经肽P物质和

CGRP在脊髓背角的释放增加. 在外周出现炎症

情况后, 其他神经营养因子如BDNF以及artemin他神经营养因子如BDNF以及artemin神经营养因子如BDNF以及artemin 
的表达都是增加的[14-15]. 另外, 大麻酸受体1的表

达在急性胰腺炎时也是增加的, 同时伴有内源

性大麻酸的增加[16]. 
以上结果表明在慢性胰腺炎时 ,  炎症细

胞、神经纤维、神经肽及其受体之间相互作用, 
导致外周神经系统出现敏化. 
2.3 瞬时受体电位香草酸亚型1 瞬时受体电位香

草酸亚型1(transient receptor potential vanilloid 1, 
TRPV1)是一个非选择性的阳离子通道, 可以允

许如钠离子和钙离子这样的阳离子进入细胞内. 
阳离子的流入使表达TRPV1的神经元去极化, 
从而刺激神经递质如P物质和CGRP从神经末梢

释放[17]. 通过这种激活, TRPV1可能参与了: (1)
急性伤害性感受; (2)神经源性炎症; (3)外周感)神经源性炎症; (3)外周感神经源性炎症; (3)外周感

觉神经元的激活[18]. 对慢性胰腺炎大鼠模型的

研究发现, 胰腺相关的背根神经节内TRPV1表
达上调, 从而增强内向电流, 与大鼠的疼痛反应
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有一定的相关性[19]. Hartel et al [20]的研究证实了

在人类的慢性胰腺炎和胰腺癌也有同样的结论. 
因此, 他们认为在慢性胰腺炎, TRPV1的上调和

敏化促进了痛觉过敏.

3  中枢敏化机制

3.1 长时程增强效应 对于大多数有慢性疼痛或

神经性疼痛的疾病而言, 神经系统的敏化是一个

主要特点. 这种敏化导致脊髓水平及脊髓上水

平的神经元出现可塑性变化. 已经有研究证明在

脊髓背角这种神经元的可塑性变化和“长时程

增强”效应机制有关[21]. 长时程增强效应能引起

突触传递效能增加, 产生更多电生理活动, 传递

更多感觉信息, 最终导致中枢神经系统的自发状

态: 没有外周刺激也会产生疼痛信号[22]. 这种功

能性改变会造成中枢重塑和“疼痛记忆”. 在
慢性疼痛状态下, 中枢系统的这种持续性改变

要比原发病存在的时间还长. 因此, 当外周刺激

消退时, 被敏化的二级神经元仍能持续放电, 仍
能被阈下刺激所激活, 产生痛感. 
3.2 下行抑制系统 兴奋系统和抑制系统之间的

平衡是最终决定疼痛产生的主要因素, 而大脑

控制疼痛感知主要是通过脑干发出的下行抑

制[23]. 在持续性胰腺疼痛的动物模型上, Vera-
Portocarroro et al [24]发现在胰腺疼痛的维持上延

髓头端腹内侧的下行易化系统起着关键作用. 
另一方面, 有器官疾病的患者下行抑制系统可

能会被充分激活, 这将阻止病损组织疼痛信号

传入增多所带来的痛觉过敏. 因此, 在食管炎病

和消化性溃疡病的患者, 给予试验性内脏刺激试验性内脏刺激性内脏刺激

常常会出现痛觉减退[25-26]. 慢性胰腺炎患者也可

能激活了下行抑制系统, 从而平衡从胰腺传导

的伤害性神经信号. 但是, 激活的下行控制系统

可能广泛的影响脊髓, 导致对身体其他部位的他部位的部位的

刺激出现广泛性的痛觉减退. 
3.3 中枢皮层重组 慢性疼痛与大脑皮层的功能

性重组有关. 近期对慢性胰腺炎患者的研究显

示, 刺激他们的上消化道能引起大脑岛叶的功

能性重组[2]. 大脑岛叶和边缘系统在内脏感觉和

运动功能的整合上起着非常重要的作用, 他们他们们

与运动皮层以及神经基底节的联系都比较紧密. 
因此, 慢性胰腺炎患者岛叶的改变会引起严重

的内脏疼痛感觉过程的紊乱. 这些发现说明慢

性胰腺炎疼痛能导致伤害性信号传导系统皮层

投射的变化, 这进一步支持了胰腺疼痛机制中

神经病理性成分的存在. 

4  脑电图改变

不同种类的神经性疼痛患者中都会出现脑电图

δ波的改变. 近来, Sarnthein et al [27]指出神经性疼

痛疾病的患者静止脑电图会出现高频的δ波, 在
成功治疗后会好转. 因此, 有人提出了δ波可能

反映中枢认知功能紊乱的假设. Drewes et al [28]在

最近的试验中对慢性胰腺炎患者进行食管刺激, 
并记录脑电图. 和对照组相比, 慢性胰腺炎组δ
波活动频率明显增加, 这也支持了胰腺疼痛中

包含神经性疼痛这个假设. 

5  慢性胰腺炎疼痛治疗

慢性胰腺炎的治疗包括多种方法, 如假囊肿、

胰管梗阻可以通过内窥镜或者体外冲击波碎石

术予以治疗, 外科手术可以做局部病灶清除, 神
经松解术和神经阻滞术等. 然而, 对于大多数患

者而言, 药物治疗还是占主要地位[22,29]. 慢性胰

腺炎的疼痛治疗是困难的, 因此我们往往需要

使用强效的阿片类药物. 而神经性疼痛治疗的

基石是依靠多功能性药物, 能作用于中枢的不

同靶点, 例如三环类抗抑郁药, 加巴喷丁或普瑞

巴林, 曲马多, 及最终选择-阿片类药物. 有研究

显示对神经性疼痛治疗有效的药物好像对慢性

胰腺炎也是行之有效的, 如Drewes et al [26]证明, 
三环类抗抑郁药和普瑞巴林对于疼痛难以缓解

的患者是有价值的, 能作为镇痛的辅助用药. 另
外, Simley et al [30]指出加巴喷丁可以增强胰腺炎

动物模型上吗啡的药效. 因此, 将来慢性胰腺炎

的疼痛药物治疗应该多考虑联合用药. 

6  结论

神经性疼痛机制在慢性胰腺炎患者的疼痛发生

发展过程中应该起到了一定作用, 这可能也是

为何慢性胰腺炎患者疼痛难以治疗的原因之一. 
因此, 在对于慢性胰腺炎患者进行疼痛治疗时, 
我们应该注意联合用药, 作用于中枢的不同靶

点, 从而更好的缓解疼痛. 希望将来通过不断的

深入研究, 能进一步了解慢性胰腺炎的疼痛机

制, 为患者的临床治疗提供确切的治疗靶点和

有效的理论依据. 
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Abstract
Natural killer group 2D (NKG2D) is a C-type 
lectin-like activating receptors on natural killer 
(NK) cells. The ligands for NKG2D are frequently 
expressed on the surface of inflammatory cells 
and tumor cells, but are rarely detected in healthy 
cells and tissues. In recent years, some studies 
have proved that there is decreased expression of 
NKG2D but increased expression of its ligands 
in tumor cells. NKG2D-mediated antitumor 
response plays an important role in innate im-
munity. More and more researchers believe that 
NKG2D and its ligands have great value for early 
identification, diagnosis and treatment of tumors. 
In this article, we will review recent discoveries 
concerning the role of NKG2D and its ligands in 
signal transduction and tumor immunity, espe-
cially in digestive system tumors. 

Key Words: NKG2D; Digestive system tumors; Im-
mune surveillance; Immune escape
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摘要
NKG2D为NK细胞表面的C型凝集素样活化性
受体, 其配体主要表达于炎性细胞和肿瘤细胞
表面, 在正常细胞表面很少表达甚至不表达. 
近来实验证实肿瘤细胞中, NKG2D表达下调, 
而其可溶性配体的表达明显增加, NKG2D介
导的抗肿瘤反应在天然免疫中起重要作用. 越
来越多研究者认为NKG2D及其配体对肿瘤的
早期识别、诊断及治疗研究具有重要意义. 本
文就NKG2D及其配体的介绍、信号传导、肿
瘤免疫, 特别是消化系肿瘤中的研究现状和诊
治中的应用等方面作一综述. 
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0  引言

NKG2D(natural killer group 2D)是20世纪90年
代发现的免疫受体, 可表达于多种免疫细胞上, 
参与适应性及固有性免疫应答, 调节自然杀伤

(natural killer, NK)细胞、T细胞、巨噬细胞、树

突状细胞的功能. NKG2D配体为HLA-Ⅰ类相关

基因产物, 在人类和鼠类中有所不同, 但相同的

是这些分子在正常的细胞不表达或低表达, 却
在应激细胞、肿瘤细胞及病原体感染细胞上表

达上调, 且研究证实表达NKG2D配体的多种肿

瘤和肿瘤细胞系对NK细胞的免疫杀伤有较高的

敏感性, 表达NKG2D配体的肿瘤细胞更易被机

体清除. 这为肿瘤的早期诊断及免疫治疗带来

了新希望, 在此我们就NKG2D在消化系肿瘤方

面的研究现状进行了回顾.

1  NKG2D及其配体

1.1 NKG2D NKG2D属于NKG2家族, 在人类由位

于12p12.3-p13.1(鼠类位于6号染色体)的NK基因
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■背景资料
NKG2D是NK细
胞表面的活化性
受体, 属于NKG2
家族 ,  其配体主
要表达于应激细
胞和肿瘤细胞表
面, 很少表达甚至
不表达于正常细
胞表面, NKG2D
介导的抗肿瘤反
应在天然免疫中
起重要作用. 消化
系肿瘤的发病率
长期居高不下, 使
NKG2D及其配体
在消化系肿瘤的
早期识别、诊断
及免疫治疗等方
面具有重要价值.
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复合体中的klrkl编码, 为Ⅱ型膜蛋白, 相对分子

质量为42 kDa, 是多种免疫细胞表面的C型凝集

素样受体, 在NK、γδ+ T细胞和CD8+ T细胞介导

的对肿瘤和感染的免疫反应起重要作用.
1.2 NKG2D配体 迄今为止, 人们已经发现了多

种NKG2D配体, 人类NKG2G的配体有MHC-Ⅰ
类相关分子MICA、MICB和另一类MHC-Ⅰ类

相关分子ULBP. 鼠类中与NKG2D相结合的是

次要组织相容性抗原H260、视黄酸可诱导蛋白

(Rae1)、H60、Mult1等, 他们表达于多种肿瘤细

胞表面.
人类M I C基因定位于6号染色体短臂的

MHC I类基因区, MICA和MICB编码区有84%
的同源序列, 而与经典Ⅰ类分子仅有28%-30%
的同源性. 其具有高度多态性, 主要是胞外区有

50个位点的氨基酸变化不定[1], MICA有54个等

位基因, MICB也有17个等位基因[2]. MIC分子

有α l、α2和α3 3个胞外结构域, 一个跨膜区和

一个羧基胞质区. 与经典MHC I类分子明显不

同的是, MICs的分子折叠、结构稳定性及其在

细胞表面的表达均不需要结合抗原肽和β2微球

蛋白的辅助[3]. 在正常人体内MIC分布仅局限于

胃肠道上皮、内皮细胞以及成纤维细胞. 而在

感染、肿瘤以及器官移植受体组织细胞中都有

MIC的表达. 
ULBP即人巨细胞病毒蛋白UL16的结合蛋

白, 同样属于MHC-Ⅰ类相关分子家族, ULBP
基因家族由10个成员组成, 其中6个编码潜在

功能的糖蛋白, 他们定位于6q24.2-6q25.3长臂

近末端, 接近于人类相当位置是鼠H2环绕的t
复合体. 在对该蛋白家族和小鼠蛋白进行相关

性对比中, 发现这个亚染色体区域类似于鼠10
号染色体片段, 即MHC-Ⅰ相关视磺酸早期转

录场所[4]. 不同ULBP分子有50%-60%的相同氨

基酸序列, 与MIC和MHC-Ⅰ类分子之间有大约

25%的序列同源. ULBP结构均带有MHC-Ⅰ类

分子样α l、α2结构域, 但是缺乏免疫球蛋白样

α3结构域, 同样也不与β2微球蛋白结合. 其中

ULBP1、ULBP2、ULBP3和RAET1L都是通过

糖基磷脂酰肌醇(glycosyl-phosphatidyl inositol, 
GPI)与膜靶向联接的, 而ULBP4、RAET1E和
RAET1G有跨膜区和胞质区, 无需和GPI结合[5]. 
与MIC相比, ULBP表达更为广泛, 可以表达于多

种细胞、组织、肿瘤.
小鼠体内, 视黄酸早期转录因子1(retinoic 

acid early transcript 1, Rae1)和组织相容性抗
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原60(histocompatibility 60, H60), 他们和人的

N K G2D配体M ICA/M ICB无相关性, 表达于

肿瘤及应激细胞表面. 小鼠ULBP样转录因子

1(routine ULBP-like transcript 1, Mult1)在许多

组织中都有表达, 在一些小鼠肿瘤细胞株中也

有表达. 当靶细胞异位产生Multl时, 能激活NK
细胞和巨噬细胞的杀伤活性 ,  有效地诱导抗

肿瘤反应. Rael、H60、Mu l t l三者之间大约有

20%-28%相同氨基酸序列.

2  NKG2D 信号传导

NKG2D与其配体形成六聚体结构. 在鼠类, NKG2D
存在2种截然不同的链接类型 .  N K G2D-L较

NKG2D-S在N基末端多有13种氨基酸. NKG2D
活化信号的传导主要依靠接头蛋白(adaptor pro-
tein)与受体结合. 最初报道, NKG2D-S与DAP10
和DAP12链接, 而NKG2D-L不与DAP12链接, 但
是最近研究表明DAP10和DAP12同等竞争不同

种NKG2D. 这些研究都是在基于转染其受体的

细胞中进行的, 而在原代NK细胞方面的证据仍

未见报道, NKG2D-L表达于静止NK细胞表面, 
NKG2D-S通过激活诱导. DAP10与DAP12的主

要差别在于胞质区结构, DAP12含典型的免疫受

体酪氨酸活化基序(ITAM)Yxx(L/I)x11Yxx(L/I)
序列, 通过酪氨酸激酶磷酸化后, 激活SyK、

ZAP-70. 而DAP10不含ITAM, 但含与CD28胞质

段类似的YxxM基序, 即SH2功能区, 可与磷脂酰

肌醇-3-激酶(Phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), PI3K)PI3K)
的p85亚基结合, 通过PI3K可以活化下游分子[6].

在CD8+ T细胞, 缺乏DAP12的表达, NKG2D
与DAP10特异性结合. 敲除小鼠DAP10基因后, 
小鼠NK细胞表面NKG2D分子表达降低, 而CD8+ 

T细胞上则不再表达NKG2D, 其抗肿瘤应答也受

到损伤, 说明DAP10有助于NKG2D的表达, 且能

通过其他途径抗肿瘤免疫作用[7]. Zompi  et al [8]发

现NKG2D/DAP10可以直接使活化的鼠NK细胞

脱颗粒, 产生细胞毒作用, 但不引起细胞因子的

表达. 在人类是否也存在这种现象尚需进一步研

究. 而抑制PI-3K的活性可以干扰NK细胞释放的

穿孔素(perforin)和粒酶B(granzyme B)趋向靶细

胞, 从而阻止NK细胞杀伤及溶解靶细胞. 
NKG2D还可作为协同刺激分子传递第二

信号增强其他活化性受体对NK细胞的激活作

用[24]. NKG2D配体ULBP结合NKG2D后有多

种下游信号分子发生变化, 如Ca2+流动, 磷酸化

JAK2、STAT5、ERK、AKT等信号分子[9].
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■相关报道
Guerra et al通过敲
除NKG2D编码基
因, 首次在基因水
平证明了NKG2D
在原发性肿瘤中
有重要的免疫监
视作用. Park et al
通过多元RT-PCR
检测 ,  发现胃肠
道肿瘤组织较周
围邻近组织中的
NKG2D配体的表
达水平明显增高, 
因此认为此多元
RT-PCR可能成为
一种有效诊断胃
肠道肿瘤的方式.
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3  NKG2D及其配体与肿瘤免疫

Guerra et al [7]通过敲除NKG2D编码基因, 发现

鼠原发性肿瘤明显增多, 首次在基因水平证明

了NKG2D在原发性肿瘤中有重要的免疫监视

作用, 并且表明了NKG2D介导的免疫监视在限

制肿瘤早期发生中的作用. 研究发现, 在肿瘤

患者大量的肿瘤浸润和相对应的外周血T细胞

中, NKG2D的表达显著减少[10]. NKG2D与配体

结合后可激活NK细胞和CD8+效应细胞, 产生

IFN-γ并对肿瘤细胞发挥细胞毒性作用, 从而引

起NKG2D的免疫监视作用. 而肿瘤免疫逃逸与

可溶性配体增加[11-15]; MICA与内质网蛋白-5(en-
doplasmic reticulum protein 5, ERp5)相互作用并

通过基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, 
MMP)从细胞表面脱落, 引起NKG2D的下调或

封闭; TGF-β、IFN-γ降低NKG2D及其配体的表

达等有关[6].

4  消化系肿瘤中NKG2D研究现状

消化系肿瘤中N K G2D均明显下调. 胃癌患者

NKG2D较健康者明显降低[12]. NK细胞对肝癌

细胞有较强的细胞毒效应, 加入抗NKG2DpAb
后, 可显著抑制NK细胞对HepG2细胞的细胞毒

效应[16]. CD8+ T细胞表面NKG2D表达的下调程

度与胃癌的分期、分化程度相关[17]. 结肠癌细胞

上的MIC通过Fas配体激动NKG2D介导的细胞

杀伤作用[18], 通过下调NKG2D配体来逃避机体

的免疫监视[19-20].
消化系肿瘤及癌前病变中可溶性MICA/B

表达升高. 有学者检测发现慢性肝病和原发性

肝癌患者的血清可溶性MICA/B的水平明显高

于健康志愿者, 且与肝脏损害程度和是否合并

肿瘤都明显相关[21]. MICA/B不仅表达于HCC组
织而且也表达于肝硬化的肝脏, 经肝动脉栓塞

治疗显著降低了血清可溶性MICA的水平, 并
且增加了NK细胞及CD8+ T细胞表面NKG2D的

表达. 王山川的研究中, 胃癌患者血清sMICA明

显高于健康对照组, 且胃癌患者血清sMICA水

平的高低与胃癌发展阶段和转移程度相关 [20]. 
Marten et al [22]研究发现胰腺癌细胞表达MIC及
患者血清中可溶性MIC升高水平与肿瘤的分期

及分化程度相关, 可溶性MIC通过直接削弱NK
和γδT的细胞杀伤性降低NKG2D介导的抗胰腺

癌的肿瘤免疫, IFN-α可能部分是通过上调MIC
的表达而非降低可溶性MIC的释放来辅助胰腺

癌的治疗的. 抗肿瘤药物表柔比星则可通过下

调金属蛋白10的表达来抑制可溶性MICA分子

的脱落, 从而达到治疗肝细胞癌的目的[23].
消化系肿瘤中配体增加与基因启动子甲基

化相关. 研究表明在甲基转移酶缺陷的HCT116
大肠癌细胞中 ,  在大量免疫基因上调的同时 , 
M H C基因H L A-A1/A2和U L B P2基因 ,  编码

NKG2D活性配体, 并发现ULBP2启动子的去甲

基化与ULBP2的表达增加密切相关[24].

5  NKG2D在消化系肿瘤诊治中的应用

目前的一些研究涉及NKG2D在消化系肿瘤诊

治中的应用, 提示NKG2D及其配体的相互作用

可能清除肿瘤细胞, 或使肿瘤细胞逃避免疫杀

伤, 肿瘤细胞表面配体的表达水平起关键作用. 
Park et al [25]通过RT-PCR检测, 发现胃肠道肿瘤

组织较周围邻近组织中的NKG2D配体的表达

水平明显增高, 因此认为此方式的多元RT-PCR
可能成为一种有效诊断胃肠道肿瘤的方式. 还
有研究人员以编码NKG2D配体H60和肿瘤相

关抗原survivin/CEA的联合DNA疫苗治疗小鼠

肿瘤, 发现联合应用的疫苗比单独应用肿瘤相

关抗原或NKG2D配体的疫苗抗肿瘤能力明显

增强[26]. 无疑NKG2D配体具有潜在治疗肿瘤价

值, 编码NKG2D配体的DNA疫苗作为免疫佐

剂可能是一种有效治疗肿瘤的方式. 另外, 抗
肿瘤治疗可能有助于NKG2D介导的抗肿瘤免

疫. Guerra et al [7]的研究说明癌症的免疫治疗

中可能可以加入一些新的治疗性操作, 这些操

作与NKG2D相关性肿瘤免疫有关. 但从致癌相

关性的肉瘤模型中可以看出, 由于NKG2D相关

性免疫监视的肿瘤易感性并不广泛, 所以这种

基因治疗需要修饰而适合特定的肿瘤亚型. 而
NKG2D相关的肿瘤靶向治疗有待进一步研究, 
目前尚属空白. 

6  结论

目前关于NKG2D的研究不断增多, 但还是有许

多的问题仍然有待于进一步的探索和证实. 首
先对于NKG2D的下游信号传导尚不很清楚, 主
要参与此途径的调节的分子也不清楚. 其次, 肿
瘤细胞为什么表达导致自身死亡的MICA/B配

体, 而正常细胞只有少部分细胞表达; 可溶性

MICA/B虽然可以使肿瘤细胞产生免疫逃逸, 但
他是否导致免疫细胞NKG2D下降, 具体机制又

是什么? 第三, 是否有其他可溶性NKG2D配体

参与肿瘤的免疫逃逸尚不清楚. 第四, 在消化系

■创新盘点
本文系统介绍了
NKG2D及其配体, 
相关信号传导, 总
结了NKG2D及其
配体在肿瘤免疫, 
特别是消化系肿
瘤早期诊断, 免疫
治疗等方面的最
新国内外研究进
展. 这将为消化系
疾病相关早期检
测、免疫治疗试
剂及相关肿瘤疫
苗的开发提供理
论依据.
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肿瘤中, 目前的研究基本局限在NKG2D及其配

体MICA/B的表达研究, 对其信号传导分子及其

他配体等的研究很少. 在临床上是否能成为早

期诊断、疾病复发、治疗效果评价工具尚不清

楚. 虽然部分研究提示可能成为消化系肿瘤治

疗的靶点之一, 但结果有待进一步验证和探索. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of interferon α-2a 
(IFNα-2a) on bcl-2 gene expression in the fibrotic 
liver of rats and explore potential mechanisms 
involved.

METHODS: Hepatic fibrosis was induced in rats 
by subcutaneous injection of carbon tetrachlo-
ride (CCl4). Sprague-Dawley rats were randomly 
divided into normal control group, fibrosis mod-

el group and IFNα-2a intervention group. The 
expression of bcl-2 gene in the liver was detected 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). Liver tissue samples were taken 
for conventional hematoxylin and eosin (HE) 
staining and reticular fiber staining to observe 
histological changes. 

RESULTS: A rat model of liver fibrosis was 
successfully established. IFNα-2a treatment 
significantly ameliorated liver fibrosis and fatty 
degeneration, but showed no impact on hepatic 
inflammation in fibrotic rats. The expression 
level of bcl-2 mRNA in the IFNα-2a intervention 
group was significantly lower than that in the 
fibrosis model group (P < 0.01), but higher than 
that in the normal control group (P < 0.01). 

CONCLUSION: IFNα-2a can effectively amelio-
rate CCl4-induced hepatic fibrosis and liver fatty 
degeneration possibly via a mechanism associ-
ated with downregulating bcl-2 gene expression 
and controlling apoptosis of HSC. 

Key Words: Hepatic fibrosis; Interferon α-2a; bcl-2  
gene
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W. Effects of IFNα-2a on bcl-2 expression in the fibrotic 
liver of rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 
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摘要
目的: 探讨α-2a干扰素(IFNα-2a)对大鼠肝组
织bcl-2基因表达的影响和对肝纤维化的作用
及其机制.

方法: 将SD大鼠随机分成纤维化模型组(A组, 
CC l4诱导形成大鼠肝纤维化模型), 对照组(B
组)及IFNα-2a干预组(C组). 用RT-PCR法检测
各组大鼠肝脏bcl-2的表达, 常规HE和网状纤
维染色检测肝组织标本. 

结果: C组纤维化程度及肝细胞脂肪变性较
A组显著减轻, 但肝组织炎症改变无显著差
异性. C组bc l-2基因蛋白表达显著低于A组
(P <0.01), 但显著高于B组bcl-2基因蛋白表达
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的量(P <0.01).

结论:  IFNα-2a能够阻断CCl4诱导的肝纤维化
和减少肝脂肪变性. 其机制与bc l-2基因表达
有关, 可能通过调节bc l-2基因表达与HSC凋
亡, 从而阻断肝纤维化和减少肝脂肪变性.

关键词: 肝纤维化; α-2a干扰素; bcl-2基因
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0  引言

肝纤维化是一切慢性肝病的共同病理基础 , 
其实质是组织发生修复反应时细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)合成、降解与沉积不

平衡而引起的病理过程[1]. 肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)是参与肝纤维化过程的重要细

胞, 他的活化增殖是肝纤维化发生机制的中心

环节, 抑制HSC增殖, 诱导其凋亡是抗纤维化的

重要策略[2-3]. 
α-干扰素(interferon α, IFNα)能直接抑制

ECM形成, 对已经形成的肝纤维化, 使ECM降解

是抗肝纤维化的重要策略[4-6]. IFNα可提高基质

金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)活
性, 促进ECM降解[7]. IFNα可以直接影响MMP
及组织金属蛋白酶抑制剂(t issue inhibitor of 
metalloproteinase, TIMP)的比率, 从而促进胶原

的降解, 使肝纤维化改善[8]. 但IFNα是否能通过

细胞凋亡通路阻断肝纤维化, 目前报道少见. 
本研究旨在观察I F Nα-2a对大鼠肝组织

bcl-2基因表达的影响, 以探讨IFNα-2a对肝纤维

化的作用及其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, ♂, 体质量250±20 g, 由南

昌大学医学院动物科学部提供. 总RNA提取试

剂盒(北京天根公司), 逆转录酶, PCR试剂(上
海Promega公司), 引物设计参考文献[9], 借助

Pubmed Nucleotide获取目的基因全序列, 验证参

考文献引物. PCR引物由上海捷瑞生物工程有限

公司合成. IFNα-2a由长春长生基因药业股份有

限公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 实验大鼠随机分为3组. 纤维

化模型组(A组, n  = 15): 按0.3 mL/100 g皮下注射
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50% CCl4(用花生油稀释), 每周2次, 共8 wk; 对照

组(B组, n  = 10): 以等量生理盐水皮下注射, 每周

2次, 共8 wk; IFNα-2a组(C组, n = 15): 在用CCl4建

立肝纤维化模型的同时隔日肌肉注射IFNα-2a 6
×104 U/(kg•d), 共8 wk. 在实验结束时, 总共8只
大鼠死亡, 其中A组5只, C组3只. 其余大鼠处死

前12 h禁食禁水, 用10%戊巴比妥麻醉大鼠. 
1 .2 .2  取材及染色 :  在无菌条件下迅速剪切

50-100 g肝脏尾状叶组织, 放入无菌弯盘, 剪成

碎块, 用无菌PBS液冲洗2-3次, 再放入RNAstore
液, -20℃冷藏提取RNA用. 剩余肝脏组织用100 
g/L甲醛固定, 石蜡切片用于检测项目. HE染色: 
经100 g/L甲醛固定, 石蜡包埋切片处理后制成4 
μm厚连续切片6张, 切片面积约1 cm×1 cm, 常
规HE染色. 特殊染色: 网状纤维染色. 
1.2.3 bcl-2  mRNA检测: 采用RT-PCR技术, 设
置β-a c t i n为内对照 ,  引物序列:  β-a c t i n: 上
游: 5'-T C A G G T C AT C A C TAT C G G C A AT
-3' ,下游 :  5 ' -A A A G A A A G G G T G TA A A A
C G C A-3'(扩增产物为462  b p); b c l-2 :  上游 
5'-CGGGAGAACAGGGTATGA-3';下游5'-CA
GGCTGGAAGGAGAAGAT-3'(扩增产物为149 
bp). PCR反应参数: 94℃预变性5 min, 94℃变性

35 s, 52℃退火35 s, 72℃延伸35 s, 30循环; 72℃
延伸7 min. 
1.2.4 结果判定: 将RT-PCR产物在15 g/L琼脂糖

凝胶上进行电泳, 用BANDLEAD系统测量扩

增条带辉度值, 以bcl-2 /β-actin的比值分别表示

bcl-2的相对水平, 并进行统计学处理.
统计学处理 所有指标均用mean±SD表示, 

采用SPSS16.0统计软件进行方差分析, P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 病理学改变 纤维化模型组肝组织纤维化程

度明显, 表现为肝细胞结构紊乱, 广泛肝细胞脂

肪变性, 坏死及弥漫的纤维间隔形成, 但肝组织

炎症轻度(图1A, 图2A); IFNα-2a干预组肝细胞

脂肪变性及肝纤维化程度较模型对照组显著减

轻, 肝组织炎症也为轻度, 较纤维化模型组无显

著差异性(图1B, 图2B); 对照组可见炎症不明显, 
极少数芒状纤维形成(图1C, 图2C).
2.2 Bc l-2蛋白表达 纤维化模型组、对照组、

IFNα-2a干预组bc l-2 /β-ac t in相对吸光度比值

分别为0.98±0.03、0.86±0.03、0.96±0.02. 
IFNα-2a干预组bc l-2基因蛋白表达显著低于纤
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维化模型组(P <0.01); 对照组bc l-2基因蛋白表

达显著低于纤维化模型组和IFNα-2a干预组(均均
P <0.01, 图3)图3)).

3  讨论

目前国内外研究表明肝纤维化的发病机制和

HSC凋亡密切相关, 研究HSC与肝纤维化的内在

联系, 对预防肝纤维化有着重要的临床意义. 近
年发现, bcl-2为一种细胞凋亡抑制基因. HSC是
否发生凋亡主要受bcl-2家族的调控. 其中bcl-2
是最重要的抗凋亡因子. 在慢性肝病的研究中

发现bcl-2过表达[10]; 在肝纤维化时, HSC凋亡障

碍与bcl-2表达上调导致细胞对CD95等凋亡信号

敏感性降低有关[11]; bc l-2在人肝纤维化过程中

呈过表达, 导致HSC持续活化, 这也是慢性肝病

迁延难愈的原因之一[10-11]. 
IFNα抗病毒、抗肿瘤和免疫调节作用已人

所共知, 国内外学者也逐渐公认IFNα有预防肝

纤维化形成的作用[5]. IFNα抗纤维化的机制是

通过抗病毒、抗炎作用减少对肝纤维化形成细

胞的刺激[12], 还是通过促进肝内ECM降解[7], 或
者是通过细胞凋亡途径具有抗肝纤维化作用. 
目前具体机制尚不十分透彻. 该研究旨在观察

IFNα-2a对大鼠肝组织bcl-2基因表达的影响,以
探讨IFNα-2a对肝纤维化的作用及其机制. 

图  1  肝组织病理学改变(HE×100). A: 纤维化模型组; B: 对
照组; C:  IFNα-2a干预组.

A

B

C

图  2  肝组织病理学改变(网状纤维染色×100). A: 纤维化
模型组; B: 对照组; C:  IFNα-2a干预组.
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图  3  各实验组肝组织β-actin和bcl-2 基因蛋白表达. M: 
100 bp DNA Marker; A: 纤维化模型组; B:对照组; C: INFα-
2a干预组.
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本实验结果表明对照组仅见极少数芒状纤

维形成, IFNα-2a干预组和纤维化模型组纤维化

明显, 但IFNα-2a干预组纤维化程度较纤维化模

型组显著减轻, 提示IFNα-2a能够阻断CCl4诱导

的肝纤维化. 对照组肝组织炎症不明显, IFNα-
2a干预组和纤维化模型组炎症均为轻度, 并无

显著差异性. 提示IFNα-2a阻断由CCl4引起的肝

纤维化并不是直接通过抗炎作用实现, 可能存

在其他途径. 细胞凋亡途径也许起了至关重要

的作用, 因为实验中发现, 纤维化模型组肝组织

中bcl-2基因表达最强, 对照组bcl-2基因表达最

弱, 而IFNα-2a干预组肝组织中bcl-2基因的表达

介于两者之间, 有显著差异性(P <0.01). IFNα-
2a干预组显著抑制了肝纤维化肝组织中bcl-2基
因的表达. 由此可见, 随着肝纤维化程度加重, 
bc l-2基因的表达也增强. 有研究认为bax /bc l-2
基因表达比值与肝纤维化程度正相关[13]. Novo 
et al [11]认为激活的人HSC对大多数预凋亡刺激

抵抗都归咎于bc l-2的过度表达. 这种特征在肝

脏疾病纤维化进程中也许起着至关重要的作

用. 可见, bcl-2基因的表达在肝纤维化发生发展

中起了重要的作用. 因此, 我们认为IFNα-2a可
能通过调节bc l-2基因表达, 从而阻断CC l4诱导

的肝纤维化, 但IFNα-2a又是如何通过调节bcl-2
基因表达阻断肝纤维化的呢? 有报道IFNα通过

抑制HSC和胶原的激活来阻断由猪血清诱导的

大鼠肝纤维化[14]; IFNα能够抑制转化生长因子

β(transforming growth factor-β, TGF-β)的表达, 
减少HSC的激活和刺激他的凋亡[15]. 这些资料均

提示IFNα抗纤维化的作用与HSC凋亡密切有关. 
因此, 我们认为IFNα-2a可能通过调节bcl-2基因

表达, 调控HSC凋亡, 阻断CCl4诱导的肝纤维化. 
研究中还发现, IFNα-2a干预组肝细胞脂肪变性

减少, 提示IFNα-2a能够减少由CCl4的肝脂肪变

性, 其机制尚未见报道, 可能也与bcl-2基因密切

相关, 具体机制还有待于进一步研究.
总之, IFNα-2a能够阻断CCl4诱导的肝纤维

化和减少肝脂肪变性. 其机制与bc l-2基因表达

有关, 可能通过调节bcl-2基因表达, 调控HSC凋
亡, 从而阻断肝纤维化和减少肝脂肪变性.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
sirolimus on cell proliferation and mammalian 
target of rapamycin (mTOR) and hypoxia 
inducible factor-1α (HIF-1α) expression in human 
hepatic carcionoma HepG2 cells, and explore the 
potential mechanisms involved in the therapeutic 
effects of sirolimus against hepatic carcinoma.

METHODS: HepG2 cells were cultured under 
hypoxic conditions. Different concentrations 
of sirolimus (0.1-1000 nmol/L) were incubated 

with HepG2 cells for 24 hours. Cell proliferation 
was measured by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay. The expression of mTOR and HIF-
1α proteins was determined by Western blot. 

RESULTS: Sirolimus could significantly inhibit 
the proliferation of HepG2 cells in a concentra-
tion-dependent manner (all P < 0.05). The expres-
sion levels of mTOR and HIF-1α proteins were 
significantly lower in sirolimus-treated HepG2 
cells than in untreated cells (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Sirolimus exerts anticancer 
activity possibly by downregulating HIF-1α 
expression and inducing apoptosis in HepG2 
cells under hypoxia conditions via a mechanim 
dependent on the mTOR signaling pathway. 

Key Words: Sirolimus; Hepatic carcinooma; Mamma-
lian target of rapamycin; hypoxia inducible factor-1α

Wang Y, Xiong J, Cheng HH, Zhou S, Zhao Q. Sirolimus 
inhibits cell proliferation and downregulates mTOR and 
HIF-1α expression in human hepatic carcinoma HepG2 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3241-3243

摘要
目的: 观察西罗莫司对体外培养的肝癌HepG2
细胞增殖及mTOR、HIF-1α基因的抑制作用, 
探讨以mTOR为靶点治疗肝癌可能的细胞内
信号转导机制.

方法: 缺氧培养HepG2细胞, 外源性给予不同
浓度的西罗莫司(0.1-1000 nmol/L)刺激细胞24 
h, MTT法检测不同浓度药物对肝癌细胞增殖的
影响. Western blot法检测药物刺激后HepG2细胞
内mTOR和HIF-1α蛋白的表达. 

结果: 西罗莫司可显著抑制肝癌细胞HepG2
的增殖, 其抑制率随药物浓度的增加而上升
(均P <0.05). 在西罗莫司的干预下, HepG2细
胞中mTOR和HIF-1α蛋白的表达水平显著下
降, 实验组与对照组比较, 差异有统计学意义
(P <0.05).

www.wjgnet.com
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■背景资料
西罗莫司, 原称雷
帕霉素, 是从吸水
性链霉菌发酵液
中提取出的一种
大环内酯类抗生
素 ,  是哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白
(mTOR)特异性抑
制剂, 起初作为一
种器官移植抗排
斥的新型高效免
疫抑制剂, 新近研
究发现他还具有
良好的抗肿瘤活
性, 但其抗肿瘤分
子机制尚待进一
步研究.

■同行评议者
党双锁, 教授, 西
安交通大学第二
医院感染科



结论: 在缺氧条件下, 西罗莫司可通过mTOR
信号转导途径下调肝癌HepG2细胞内HIF-1α
蛋白表达, 诱导细胞凋亡, 这可能是西罗莫司
发挥抗肿瘤效应的机制之一.

关键词: 西罗莫司; 肝癌; 哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白; 缺氧诱导因子-1α
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0  引言

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of 
rapamycin, mTOR)是一种高度保守的蛋白质, 具
有蛋白激活酶的活性, 在许多人类肿瘤中高表

达; 与肿瘤的发生、发展, 正常细胞向癌细胞转

化以及癌细胞的生长增殖密切相关[1]. 西罗莫司, 
是mTOR特异性抑制剂, 起初作为一种器官移植

抗排斥新型高效免疫抑制剂. 近年来, 有研究发

现他具有良好的抗肿瘤活性. 本研究拟选取人

肝癌HepG2细胞系, 观察不同浓度的西罗莫司对

HepG2细胞增殖及mTOR和HIF-1α基因表达的

影响, 探讨以mTOR为靶点治疗肝癌的可行性及

分子生物学基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株由本所冻存. 西罗

莫司购自福建科瑞药业, 兔抗人mTOR多克隆抗

体购自Santa Cruz, 鼠抗人HIF-1α mAb购自RnD.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 常氧培养: 细胞置于37℃、50 
mL/L CO2的普通CO2培养箱内培养. 缺氧培养: 
细胞置于37℃、10 mL/L O2、50 mL/L CO2、

940 mL/L N2的三气培养箱中培养. 
1.2.2 分组: 将细胞随机分为4组: (1)常氧对照组, 
不添加任何药物; (2)缺氧对照组, 不添加任何药

物; (3)低剂量药物组(10 nmol/L西罗莫司); (4)高
剂量药物组(1000 nmol/L西罗莫司). 细胞常氧培

养24 h后, 将后3组细胞转置于缺氧培养箱中缺

氧培养24 h. 
1.2.3 MTT法检测西罗莫司对HepG2细胞增殖
的抑制作用: 取对数生长期的细胞制成单细胞

悬液, 按每孔1×104个细胞接种进96孔板中, 常
氧培养24 h后, 分别加入终浓度为0.1、1、10、
100、1000 nmol/L的西罗莫司, 每浓度设4个复

孔, 以不含西罗莫司培养基的细胞作为阴性对
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照, 空白孔调零. 继续培养24 h后, 每孔加MTT 
20 µL, 4 h后弃上清, 每孔加DMSO 150 µL, 振荡

10 min, 492 nm测定各孔的吸光值(A值). 按以下

公式计算抑制率: 抑制率(%) = (1-试验组平均A
值/对照组平均A值)×100%
1.2.4 Western blot法检测各组细胞内mTOR、HIF-
1α蛋白的表达: 提取各组细胞总蛋白, 测定蛋白含

量. 蛋白经SDS-PAGE电泳分离, 电转至NC膜上, 
50 g/L的脱脂奶粉37℃封闭2 h. 分别加入兔抗人

mTOR一抗(1∶200)、兔抗人HIF-1α一抗(1∶200)
和鼠抗人β-actin一抗(1∶100)4℃孵育过夜, TBST
洗3次, 1∶3000加入HRP标记的羊抗兔IgG或羊抗

鼠IgG, 37℃孵育1 h, ECL显色, 压片曝光, 洗片.
统计学处理 所有实验数据均以mean±SD, 以

SPSS13.0统计软件进行数据分析, 多组间比较采用

单因素方差分析, 两组间比较采用S-N-K检验.

2  结果

2.1 西罗莫司对SW1990细胞增殖的影响 MTT
结果显示, 不同浓度的西罗莫司均能有效抑制

HepG2细胞的增殖, 且其抑制率随药物浓度的增

加而上升. 在0.1、1、10、100、1000 nmol/L药物

梯度, 细胞生长的抑制率分别为39.35%±3.47%、

43.47%±4.25%、51.12%±2.31%、60.23%±

1.76%、69.52%±2.60%. 随着药物作用浓度的增

大, 细胞生长抑制率呈显著上升趋势(均均P<0.05). 
2.2 西罗莫司对mTOR、HIF-1α蛋白表达的影响 
Western blot结果显示(图1), mTOR蛋白在缺氧对

照组细胞内的表达与空白对照组相比无明显差

异; 空白对照组细胞内HIF-1α蛋白的表达较弱, 
缺氧对照组HIF-1α蛋白的表达明显增强, 2组间

存在显著性差异(P <0.05). 在不同药物浓度组, 
西罗莫司均可明显抑制HepG2细胞内mTOR、
HIF-1α蛋白的表达, 并且这种抑制作用与药物

作用浓度密切相关(均均P <0.05).

3  讨论

西罗莫司(sirolimus), 原称雷帕霉素(rapamycin), 
是Ayerst研究所从太平洋Easter岛土壤样品中分

离的大环内酯类抗生素. 起初作为一种器官移

植抗排斥的新型高效免疫抑制剂, 近年来研究

发现他还具有良好的抗肿瘤活性. 西罗莫司在

哺乳动物细胞内的靶点是mTOR, 他进入细胞

后与FKBP12结合, 形成一种“功能获得性”复

合物-rapamycin/FKBP12, 强烈抑制mTOR的蛋

白激酶催化活性, 使之对其下游底物的磷酸化

调节作用减弱或消失[2-4]. 目前, 西罗莫司对肿

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文通过外源性
给予不同浓度的
西罗莫司, 观察缺
氧条件下药物对
肝癌细胞增殖及
mTOR、HIF-1α
基因表达的影响, 
探讨以mTOR为
靶点治疗肝癌的
可行性及分子生
物学基础.

■应用要点
本研究结果提示, 
mTOR信号转导
通路有望成为癌
症分子治疗中又
一极具潜力的靶
点 ,  为恶性肿瘤
的靶向治疗提供
新的途径.
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瘤细胞生长的抑制作用和促进凋亡的作用已经

在多种肿瘤中得到证实[5-7]. mTOR作为一种重

要的调节基因, 不仅在正常细胞的生长增殖中

起着极其重要的作用, 而且与正常细胞向癌细

胞转化以及癌细胞的生长增殖密切相关, 是细

胞生长、分化的中心调控者[8-9]. 因此深入研究

mTOR基因及其信号通路, 可能为肿瘤的靶向治

疗提供新的思路和方法. 本研究通过给予不同

浓度的西罗莫司干预人肝癌HepG2细胞, 采用

Western blot法检测各组中mTOR的表达水平, 发
现西罗莫司对mTOR的表达有明显抑制作用, 且
西罗莫司作用浓度越高, 其抑制作用越强. 

HIF-1α是目前发现的氧依赖的信号传递途

径当中极其重要的一个转录因子, 其高水平表达

与肿瘤的发生、发展和转移密切相关[10-12]. HIF-
1α能激活多种缺氧适应性基因如VEGF、EPO、

NOS等的表达, 对维持肿瘤细胞的能量代谢、刺

激新血管生成、促进肿瘤增殖和转移起重要作

用[13-15]. 有研究提示[16]西罗莫司作为一种高度特

异的mTOR抑制剂, 既能抑制HIF-1α的合成, 又
能增加其降解, 并能调节HIF-1α基因调控的其他

基因的表达. 本研究结果显示, 不同浓度的药物

均可显著抑制HIF-1α蛋白的表达. 此外, 随着药

物作用浓度的增高, HIF-1α蛋白的表达水平呈下

降趋势, 进一步表明西罗莫司可通过mTOR信号

途径在蛋白水平上调控HIF-1α基因的表达. 
总之, 西罗莫司对肝癌HepG2细胞的增殖有

明显的抑制作用. 在缺氧条件下, 西罗莫司可显

著抑制HepG2细胞中mTOR、HIF-1α的表达, 表
明西罗莫司可能通过抑制mTOR信号转导途径

下调HepG2细胞内HIF-1α的表达, 进而抑制肿

瘤的增殖. 本研究结果提示mTOR信号转导通路

有望成为癌症分子治疗中又一极具潜力的靶点, 
为恶性肿瘤的靶向治疗提供新的途径.
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图  1  西罗莫司对肝癌细胞mTOR、HIF-1α蛋白表达的影响. 
1: 常氧对照组; 2: 缺氧对照组; 3: 低剂量药物组(10 nmol/L

西罗莫司);  4: 高剂量药物组(1000 nmol/L西罗莫司).

■同行评价
本研究设计合理, 
结论对于阐述西
罗莫司发挥抗肿
瘤效应的机制有
一定的意义.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年11月8日; 17(31): 3244-3248
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

不同药物干预防治大鼠NSAID相关小肠损伤的观察

方 莉, 吕 宾, 孟立娜, 张 烁, 吴炜烽

方莉, 吕宾, 孟立娜, 张烁, 吴炜烽, 浙江中医药大学附属第
一医院消化科 浙江省杭州市 310006
作者贡献分布:贡献分布: 此课题由方莉、吕宾、孟立娜、张烁及吴炜烽
设计; 研究过程由方莉与吴炜烽操作完成; 研究所用新试剂及分
析工具由方莉与张烁提供; 数据分析由方莉完成; 本论文写作由
方莉、吕宾及孟立娜完成.
通讯��:讯��:作者:: 孟立娜, 教授, 主任医师, 310006, 浙江省杭州市邮电路
54号, 浙江中医药大学附属第一医院消化科. mln6713@163.com
电话: 0571-86620283
收稿日期����� 9��������� 修回������� 9������: ���9��������� 修回������� 9������2009-03-26   修回������� 9������修回������� 9������日期����� 9������: ���9������2009-08-26
接受������� 9��������� 在线出版������� 9������日期����� 9��������� 在线出版������� 9������: ���9��������� 在线出版������� 9������2009-10-12   在线出版日期����� 9������: ���9������2009-11-08

Preventive effects of different 
drugs on intestinal damage 
induced by non-steroidal anti-
inflammatory drugs in rats 

Li Fang, Bin Lv, Li-Na Meng, Shuo Zhang, 
Wei-Feng Wu

Li Fang, Bin Lv, Li-Na Meng, Shuo Zhang, Wei-Feng 
Wu, Department of Gastroenterology, the First Affiliated 
Hospital of Zhejiang Chinese Medical University, Hang-
zhou 310006, Zhejiang Province, China
Correspondence to: Professor Li-Na Meng, Department 
of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital of Zhejiang 
Chinese Medical University, 54 Youdian Road, Hangzhou 
310006, Zhejiang Province, China. mln6713@163.com
Received: 2009-03-26    Revised: 2009-08-26 
Accepted: 2009-10-12    Published online: 2009-11-08

Abstract
AIM: To compare the preventive effects of 
different drugs on diclofenac sodium-induced 
intestinal injury in rats.

METHODS: Forty-eight male Sprague-Dawley 
rats were randomly and equally divided into six 
groups: normal control group, receiving distilled 
water 1 mL/(100 g•d) for 5 days; model control 
group, receiving diclofenac sodium 7.8 mg/(kg•
d) for 5 days; and five treatment groups, receiv-
ing teprenone 15.63 mg/(kg•d), esomeprazole 
4.17 mg/(kg•d), gefarnate 31.25 mg/(kg•d) 
and metronidazole 156.25 mg/(kg•d) for six 
days, respectively, beginning from the day be-
fore dclofenac sodium was given as the model 
control group. Intestinal mucosal samples were 
taken 24 hours after the last drug administration 
to observe and compare morphological and his-
tological changes.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the morphological and histological scores 
increased significantly in the model control 
group (4.38 ± 1.41 and 4.00 ± 1.85 vs 0, respec-
tively; both P < 0.05). The morphological scores 
were much lower in all treatment groups than 
in the model control group (2.38 ± 1.69, 2.00 ± 
2.27, 1.13 ± 1.36 and 2.00 ± 1.60 vs 4.38 ± 1.41, 
respectively; all P < 0.05). The histological scores 
were also significantly lower in the esomepra-
zole treatment group, gefarnate treatment group 
and metronidazole treatment group than in the 
model control group (1.88 ± 1.25, 1.75 ± 0.71 and 
2.00 ± 1.07 vs 4.00 ± 1.85, respectively; all P < 0.05). 
There was no significant differences in the mor-
phological and histological scores among each 
treatment group (all P > 0.05).

CONCLUSION: Teprenone, esomeprazole, 
gefarnate and metronidazole can exert protec-
tive effects on intestinal injury induced by non-
steroidal anti-inflammatory drugs in rats.

Key Words: Different drugs; Intestinal damage; 
Non-steroidal anti-inflammatory drug

Fang L, Lv B, Meng LN, Zhang S, Wu WF. Preventive 
effects of different drugs on intestinal damage induced 
by non-steroidal anti-inflammatory drugs in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3244-3248

摘要
目的: 通过短期小剂量双氯酚酸口服制备大
鼠NSAID相关小肠损伤模型, 探讨不同药物
干预对大鼠NSAID相关小肠损伤的影响. 

方法: 48只♂S D大鼠随机分为空白组、实
验对照组、药物干预组, 其中药物干预组又
分为替普瑞酮组、埃索美拉唑组、吉法酯
组及甲硝唑组, 每组8只. 采用双氯芬酸0.78 
mg/(kg•d), 共5 d灌胃制备大鼠小肠损伤模型; 
替普瑞酮、埃索美拉唑、吉法酯、甲硝唑组
分别以15.63、4.17、31.25、156.25 mg/(kg•d), 
于造模前1 d起灌胃, 每天1次, 共6 d. 实验期间
大鼠正常饮食饮水. 5 d后处死所有大鼠, 观察
小肠黏膜的大体及组织学损伤情况.

®

■背景资料
非甾体类抗炎药
(NSAID)具有解
热 、 镇 痛 、 抗
炎、抗风湿和抗
血小板聚集等作
用, 广泛用于内、
外、妇、儿科疾
病. 然而可引发胃
肠道黏膜充血、
水肿、糜烂及一
过性浅表溃疡, 重
者可造成多发溃
疡合并消化系出
血、穿孔, 甚至危
及生命. NSAID的
严重不良事件大
大限制了其临床
应用.

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院, 
上海市消化疾病
研究所
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结果: 实验对照组大鼠大体评分及组织学评
分均较空白组明显升高(4.38±1.41, 4.00±
1.85 vs  0, 均P <0.05); 与实验对照组比较, 替
普瑞酮、埃索美拉唑、吉法酯、甲硝唑组大
体评分均明显降低(2.38±1.69、2.00±2.27、
1.13±1.36、2.00±1.60 vs  4.38±1.41, 均
P <0.05), 组织学评分除替普瑞酮组外, 其余各
组均有显著下降(2.25±1.39、1.88±1.25、
1.75±0.71、2.00±1.07 vs  4.00±1.85, 均
P <0.05); 各药物干预组间比较, 差异无统计学
意义(均P >0.05).

结论: 短期小剂量双氯芬酸口服即可致小肠
黏膜损伤, 替普瑞酮、埃索美拉唑、吉法酯、
甲硝唑对大鼠NSAID相关小肠损伤具有保护
作用, 可有效减轻大鼠小肠损伤.

关键词: 不同药物; 小肠损伤; 非甾体抗炎药
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0  引言

非甾体类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory 
drug, NSAID)通过抑制环氧合酶(cyclooxygenase, 
COX)减少前列腺素(pros taglandins, PGs)合
成而起到解热、镇痛、抗炎、抗风湿和抗血

小板聚集等作用, 其临床疗效得到公认. 目前

NSAID是处方药和非处方药中用量最大的药物

之一, 广泛用于内、外、妇、儿科疾病[1]. 然而, 
NSAID广泛应用的同时, 其不良反应报道日益

增多, 涉及多个系统和器官. 据美国FDA资料显

示, NSAID所致不良事件约占药物不良反应的

1/3[2], 其中对胃肠损害的研究与报道最多. 虽然

NSAID胃肠不良事件相当普遍, 其临床价值仍

无可替代, 积极寻找防治NSAID相关胃肠损伤

的理想药物仍是当前研究的重点. 本研究选择

了消化系不同类药物替普瑞酮、埃索美拉唑、

吉法酯、甲硝唑, 观察其对大鼠NSAID相关小

肠损伤是否具有预防保护作用, 以期为临床防

治工作提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SPF级SD大鼠48只, 8-9周龄, 体
质量220-260 g(浙江中医药大学动物实验中心提

供). 双氯芬酸缓释片(北京诺华制药有限公司), 
国药准字H10980297; 替普瑞酮(日本卫材株式

会社制造), 国药准字号J20030052; 埃索美拉唑

(阿斯利康制药有限公司), 国药准字H20046379; 
吉法酯(日本生晃荣养药品株式会社), 进口药品

注册证号H20040173; 甲硝唑片(浙江医药股份

有限公司新昌制药厂), 国药准字H33020249.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 48只♂SD大鼠采用随机抽签法随机

分成6组, 分别为空白组、实验对照组、替普瑞

酮组、埃索美拉唑组、吉法酯组、甲硝唑组, 
每组8只. 
1.2.2 模型制备: 参照文献[3]及预实验结果, 设
定双氯芬酸造模剂量为7.8 mg/(kg·d). 将双氯芬

酸溶于生理盐水中, 配置成浓度为0.78 g/L双氯

酚酸溶液. 造模前1 d, 施维舒组、耐信组、惠加

强组、甲硝唑组分别予15.63、4.17、31.25、
156.25 mg/(kg·d)(人类日常规口服剂量折算而

成)灌胃1次. 造模当日起, 空白组予1 mL/100 g体
质量生理盐水灌胃1次, 共5 d; 实验对照组予7.8 
mg/kg双氯芬酸溶液灌胃1次, 共5 d; 各药物干预

组于各药物相应剂量灌胃1 h后再予造模剂量双

氯芬酸灌胃1次, 共5 d. 造模期间大鼠正常饮食

饮水. 
1.2.3 标本处理: 末次给药24 h后, 以3%戊巴比妥

钠0.15 mL/100 mg腹腔注射麻醉处死所有大鼠, 
打开腹腔, 观察腹腔情况, 分离肠系膜, 距回盲

部40 cm近侧端取空肠1 cm, 用冰生理盐水冲洗

干净后, 将标本肠黏膜层向上平铺于硬纸板上, 
大头针固定, 置于40 g/L甲醛液中固定, 常规石

蜡包埋切片, 苏木精-伊红(HE)染色, 镜下观察并

进行组织学损伤评分. 将剩余小肠肠腔剪开, 放
大镜观察全小肠大体损伤情况. 
1.2.4 肠黏膜损伤评分: 肠黏膜损伤大体形态评

分按下列标准进行[4]: 0分: 无损伤; 1分: 局部充

血、水肿但未出现溃疡; 2分: 有溃疡, 但不伴黏

膜明显充血水肿等炎性表现; 3分: 有溃疡, 且伴

一处黏膜炎症; 4 分: 有多处溃疡和炎症, 溃疡

<1 cm; 5分: 有多处溃疡和炎症, 且至少一处溃

疡>1 cm. 
1.2.5 肠黏膜组织学损伤评分: 光镜下观察病理

变化, 按Chiu et al [5]氏法分6级: 0分: 肠黏膜绒毛

正常; 1分: 绒毛顶端上皮下出现囊状间隙, 并伴

有毛细血管充血; 2分: 上皮下间隙扩大, 中度固

有层水肿, 中央乳糜管扩张; 3分: 固有层明显水

肿, 肠黏膜上皮层细胞变性、坏死, 少数绒毛顶

端脱落; 4分: 上皮细胞层变性坏死、脱落, 部分

绒毛脱落、固有层裸露, 毛细血管扩张、充血; 

■研发前沿
NSAID不良反应
可涉及胃肠道、
心血管、肾脏、
肝脏、神经等器
官或系统 .  其中 , 
胃肠道刺激和组
织损伤尤为常见, 
主要是因为肠黏
膜屏障受到破坏. 
如何尽可能减小
NSAID药物的不
良反应, 保护并维
持肠屏障功能, 已
成为目前关注的
焦点.
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5分: 绒毛脱落, 固有层崩解, 出血或溃疡形成. 
每个样本随机计数20个视野, 对每个视野按标

准进行单独评分, 取20个视野最后平均数为最

终病理评分.
统计学处理 实验结果均采用mean±SD表

示, 运用SPSS10.0统计软件包分析. 两组间比较

采用秩和检验, 统计量采用Mann-Whitney U检

验, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 造模第1天大鼠食欲良好, 大便成天大鼠食欲良好, 大便成大鼠食欲良好, 大便成

形; 造模第3天开始实验对照组大鼠有摄食减少,天开始实验对照组大鼠有摄食减少,开始实验对照组大鼠有摄食减少, 
懒动拱背, 毛发枯黄, 缺乏光泽, 大便减少, 部分

大鼠消瘦, 腹壁毛发湿透, 有腹水形成; 造模第4
天实验对照组大鼠死亡2只, 解剖发现死亡大鼠实验对照组大鼠死亡2只, 解剖发现死亡大鼠

腹腔恶臭, 小肠肠管有明显扩张及出血. 造模第

5天实验对照组大鼠濒死3只, 施维舒组大鼠死天实验对照组大鼠濒死3只, 施维舒组大鼠死实验对照组大鼠濒死3只, 施维舒组大鼠死

亡1只, 解剖发现均有腹腔肠道出血穿孔, 中到

大量恶臭腹水, 部分覆黄色脓稠苔. 
2.2 肠黏膜大体形态学观察 空白组大鼠无肉眼

可见损伤. 实验对照组存活3只大鼠均有小肠黏

膜充血红斑, 可见黏膜局部结节样增厚及溃疡

形成, 部分肠管发生出血、坏死; 5只死亡大鼠

均有肠粘连, 有肠管扩张及肠腔狭窄, 小肠壁多

发溃疡灶, 圆形或椭圆形, 沿肠管纵轴分布, 边
缘黏膜水肿, 其中1只大鼠发生小肠节段性出血

坏死, 1只大鼠并发肠穿孔; 部分小肠内见黑便

积聚. 各药物干预组小肠黏膜损伤程度轻重不

一, 多表现为黏膜局部充血水肿, 部分出现肠壁

散发溃疡及肠壁局部结节样增厚. 比较各组大

鼠小肠黏膜大体损伤情况, 死亡大鼠按最高级

别评分. 实验对照组明显高于空白组(P <0.05), 
差异有统计学意义. 各药物干预组小肠损伤则

较实验对照组明显减轻(均P <0.05), 差异有统计

学意义(表1, 图1).
2.3 肠黏膜病理组织学观察 肠黏膜HE切片示: 

■相关报道
Yanagawa et al报
道, 替普瑞酮可改
善NSAID引起的
胃黏液减少, 并降
低NSAID溃疡发
生率.

A B

C D

E F

图  1  各组大鼠小肠损伤大体观. A: 空白组; B: 实验对照组; C: 替普瑞酮组; D: 埃索美拉唑组; E: 吉法酯组; F: 甲硝唑组.
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空白组小肠黏膜组织形态正常, 绒毛完整无脱

落. 实验对照组小肠黏膜组织结构异常, 绒毛中

心分离坏死、脱落, 固有层崩解, 出血伴溃疡形

成, 黏膜下可见大量中性粒细胞浸润, 间质有充

血、水肿, 组织学损伤评分较空白组明显升高

(P <0.05). 各药物干预组小肠黏膜组织学改变程

度不一, 可见轻中度炎性改变, 溃疡散发, 肉芽

组织形成等, 除替普瑞酮组外, 其余各组组织学

损伤评分均较实验对照组明显降低(均P <0.05), 
而各干预药物组组间比较(均P >0.05), 差异无统

计学意义(表1).

3  讨论

NSAID不良反应可涉及胃肠道、心血管、肾

脏、肝脏、神经等器官或系统. 其中, 胃肠道

刺激和组织损伤尤为常见, 轻者表现为黏膜充

血、水肿、糜烂及一过性浅表溃疡, 重者可造

成多发溃疡合并消化系出血、穿孔, 甚至危及

生命[6]. 由于NSAID本身的镇痛作用, 其所致肠

道损伤多表现为“无痛性”(即使已存在溃疡、

出血) [7],  且无症状性溃疡更易并发出血、穿

孔, 其中15%的患者可有呕血, 黑便发生率高达

50%[8-9]. 我们的实验通过7.8 mg/(kg·d)剂量双氯

芬酸灌胃5 d, 实验对照组大鼠死亡5只, 并可见

肠腔中到大量恶臭腹水, 肠壁粘连, 多发溃疡、

出血坏死、穿孔等, 提示小剂量双氯芬酸即可

引起大鼠小肠黏膜受损, 肠屏障破坏. NSAID的

严重不良事件大大限制了其临床应用. 
肠道是人体与外界环境的最大通道, 肠腔内

有大量的细菌和多种毒素. 正常情况下, 人们并

不发生严重的感染或中毒性疾病. 这主要与肠

黏膜屏障的存在有关, 他包括机械屏障、化学

屏障、微生物屏障、免疫屏障等. 机械屏障由

黏液层、黏膜上皮细胞以及细胞间紧密连接构

成; 化学屏障也称“肠-肝轴”, 主要由胃酸、胆

汁、各种消化酶等化学物质构成; 微生物屏障

即由肠道菌群构成的微生态平衡; 免疫屏障则

由肠道免疫系统的细胞群构成. 正常情况下, 肠
黏膜屏障能有效阻挡外来微生物和毒素的侵袭, 
保证机体健康. 然而, 在多种应激情况下或肠黏

膜局部受到破坏时, 这种屏障功能减弱, 肠黏膜

通透性增加, 存在于肠腔中的致病性微生物和

毒素便可跨过肠屏障, 进入淋巴系统和血循环, 
导致细菌移位, 引起菌血症或毒血症, 甚至发生

炎性级联反应, 最终导致多脏器功能损害. 如何

尽可能减小NSAID药物的不良反应, 保护并维

持肠屏障功能, 已成为目前关注的焦点. 
我们的实验选择了常用于胃黏膜保护及胃

溃疡治疗的不同药物: 替普瑞酮、埃索美拉唑、

吉法酯、甲硝唑等对大鼠NSAID相关小肠损伤

进行干预保护. 替普瑞酮为萜烯类衍生物, 对各

种实验性溃疡及胃黏膜病变有较强的抗溃疡和

改善胃黏膜病变作用[10-11], 其主要功能包括增加

黏液和磷脂合成, 促进PGs合成, 促进上皮和腺体

增生, 促进表皮生长因子(epidermal growth factor, 
EGF)及碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast 
growth factor, bFGF)等生长因子表达, 诱导热休

克蛋白(heat shock protein, HSP)生成提高细胞耐

受性以及抑制黏膜炎症和过氧化反应, 增加胃黏

膜血流. 已有研究报道, 替普瑞酮可改善NSAID
引起的胃黏液减少, 并降低NSAID溃疡发生率[12]. 
埃索美拉唑为奥美拉唑S异构体, 通过特异性靶

向性作用机制, 即选择性抑制细胞膜H+-K+-ATP
酶, 阻断胃酸分泌的最终步骤, 产生显著的抑酸

分泌作用, 从而减轻胃肠黏膜损伤. 吉法酯主要

成分为金合欢乙酸香叶醇酯, 可直接作用于胃肠

黏膜上皮细胞, 加速细胞新陈代谢并促进PGs合
成, 用于预防NSAID、激素、放化疗以及应激

性因素、精神因素引起的胃黏膜损伤, 临床常

用于防治NSAID胃病. 甲硝唑作为硝咪唑类抗

生素, 除抗菌作用外, 还可降低细胞线粒体氧耗. 
NSAID的酸性部分可直接损伤膜磷脂, 并使氧化

磷酸化解偶联而损伤线粒体, 导致细胞能量耗竭

及大量自由基产生等, 结果导致细胞间完整性破

坏, 小肠通透性增加, 肠腔细菌侵袭和中性粒细

胞浸润等, 这种作用似乎可被甲硝唑所阻断, 可
能与甲硝唑可降低线粒体氧耗有关[13]. 我们的研

究发现甲硝唑也明显减轻肠道损伤, 具体机制尚

需进一步研究证实. 
我们的实验发现各药物干预组大鼠死亡率

明显下降, 仅替普瑞酮组大鼠于造模第5天死亡

表  1  各组大鼠小肠黏膜大体形态学评分及病理组织学
评分 (n  = 8, mean±SD)

     
分组             	 大体形态学评分      病理组织学评分

空白组		    0.00±0.00c             0.00±0.00c

实验对照组	   4.38±1.41a             4.00±1.85a

替普瑞酮组	   2.38±1.69ac            2.25±1.39a

埃索美拉唑组	   2.00±2.27ac            1.88±1.25ac

吉法酯组		    1.13±1.36ac            1.75±0.71ac

甲硝唑组		    2.00±1.60ac            2.00±1.07ac

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  实验对照组.

■同行评价
本 研 究 探 讨 不
同 药 物 干 预 对
NSAID相关性大
鼠小肠损伤的影
响, 实用性强, 有一
定的参考价值.
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1只, 死因为肠道出血穿孔, 剩余大鼠小肠黏膜

损伤情况较实验对照组均有不同程度减轻, 其
中溃疡发生率(5/31), 肠壁局限性增厚(5/31), 其
余大鼠均未见明显溃疡发生或仅表现为局部黏

膜发红. 统计分析亦发现除替普瑞酮组大鼠小

肠组织学损伤评分与实验对照组比较无明显差

异外, 其余各组大鼠小肠大体评分及组织学损

伤评分均有明显下降, 提示替普瑞酮、埃索美

拉唑、吉法酯、甲硝唑对NSAID相关小肠损伤

具有保护作用, 可不同程度减轻小肠损伤. 因此, 
我们推测其在有效保护胃黏膜, 预防胃溃疡的同

时亦可积极应用于防治小肠疾病, 减轻肠道炎

症, 从而减少NSAID相关胃肠不良事件的发生.
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Abstract
AIM: To explore etiological differences among 
erosive esophagitis (EE), non-erosive reflux 
disease (NERD) and Barrett’s esophagus (BE) by 
comparing their reflux characteristics.

METHODS: A total of 105 gastroesophageal 
reflux disease (GERD) patients, including 35 
EE patients, 34 BE patients and 36 NERD pa-
tients, and 30 healthy controls were enrolled in 
the study. All subjects underwent esophageal 
manometery, 24-hour ambulatory esophageal 
pH monitoring using the Synectics Digitrapper 
MkIII and bilirubin measurement using the Bil-
itec 2000. 

RESULTS: The lower esophageal sphincter 
pressure (LESP) in all GERD patients, especially 
EE patients, was lower than that of healthy con-
trols (P < 0.05). No statistical significance was 

observed in the LESP among different groups of 
GERD patients. The amplitude of distal esopha-
geal body contraction and the percentage of ef-
fective esophageal movements were both lower 
in EE and BE patients than in NERD patients 
and healthy controls (all P < 0.05). The acid re-
flux index (e.g., DeMeester score) was highest in 
EE patients. The bile reflux index (e.g., the per-
centage of total time of bilirubin absorbance lev-
el > 0.14) was highest in BE patients. Only 52.8% 
of NERD patients had abnormal reflux. The per-
centages of double reflux (acid and bile) in EE, 
BE and NERD patients were 68.57%, 84.38% and 
63.15%, respectively. 

CONCLUSION: The majority of GERD patients 
have abnormal esophageal exposure to both acid 
and bile (double reflux), which tend to contrib-
ute to more severe mucosa injuries. Bile reflux 
may play an important role in the pathogenesis 
of Barrett’s esophagus. 

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Bar-
rett’s esophagus; Esophageal manometry; pH 
monitoring; Bilitec monitoring

Zhang J, Xu YQ, Yang ZX. Comparison of clinical 
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摘要
目的: 比较糜烂性食管炎(EE)、非糜烂性反流
病(NERD)及Barrett's食管(BE)患者反流发生
特点, 探讨不同类型GERD的可能发病机制.

方法: 105例GERD患者根据胃镜及病理情况
分为: EE组(35例)、BE组(34例)及NERD组(36
例), 对照组30例为健康志愿者. 比较4组受检
者食管测压与24 h食管pH及胆汁反流同步监
测结果的差异.  

结果: 与对照组相比, GERD各组LES静息压
均有不同程度减低, 以EE组最明显(P <0.05). 
E E与B E组患者远段食管收缩波幅及有效
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■背景资料
胃 食 管 反 流 病
(GERD)是一种严
重影响患者的生
活质量的常见慢
性疾病, 且发病率
有逐年增高趋势.

■同行评议者
王小众, 教授, 福建
医科大学附属协
和医院消化内科



蠕动百分比明显低于N E R D组与对照组(均
P <0.05). DeMeester评分等酸反流指标在EE组
最高. BE组Abs>0.14时间百分比等长时间胆
汁反流指标最高. NERD患者中仅52.8%存在
病理性反流. 各组中混合反流类型占各组病理
性反流总人数的比例分别为68.57%(EE组)、
84.38%(BE组)及63.15%(NERD组). 

结论: 胃酸与胆汁的混合反流是GERD患者中
最常见病理性反流类型, 且对食管黏膜的损害
较单纯酸或胆汁反流为重, 胆汁反流在BE的
发病机制中占有重要地位.
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)是一种由胃内容物反流引起症状和(或)
并发症的疾病, 临床十分常见, 而且严重影响

人们的生活质量. GERD可分为糜烂性食管炎

(erosive esophagitis, EE)、非糜烂性反流病(non-
erosive reflux disease, NERD)和Barrett's食管

(Barrett's esophagus, BE)3种类型. 不同类型各有

其内镜及病理改变, 其发病机制及抑酸治疗效

果也不尽相同. EE患者的反流症状和黏膜损害

均较明显; NERD患者有反流症状但内镜下黏膜

损害不明显; 而BE作为是一种癌前病变也备受

关注. 研究发现, 十二指肠液中的胆盐在BE的
发生和发展中起重要作用[1]. 近年来关于GERD
不同类型的关系及其发病机制的研究结论并不

完全一致. 关于EE、NERD与BE三者发病机制

的综合比较研究较少, 同时设有健康对照组的

报道则更少. 本研究通过分析我院近2年就诊的

不同类型GERD患者及健康志愿者的食管测压

及24 h食管pH和胆汁反流同步监测等相关数据, 
比较各组患者的反流发生特点, 探讨不同类型

GERD患者的可能发病机制.

1  材料和方法

1.1 材料 GERD患者及对照组(健康志愿者)共135
例. GERD患者入选标准为具有典型的反流症状

(烧心和反流), 且对患者的生活质量产生明显负

面影响(即不适症状)[2]. 所有入选GERD病例(共
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105例)均为我院消化科2007-01/2009-01门诊及

住院患者, 且均无消化性溃疡病、腹部手术史、

糖尿病、恶性肿瘤及重要脏器功能衰竭, 其中男

53例, 女52例, 年龄18-85岁(平均57.24±11.32)岁. 
健康志愿者30例(男15例, 女15例)作为对照组, 均
无反流相关不适症状, 无消化系及全身器质性

疾病, 无腹部手术史. 所有入选者均接受内镜检

查、食管测压及24 h食管pH和胆汁反流监测. 根
据《中国胃食管反流病共识意见》的定义, 将受

试对象分为4组: (1)EE组: 内镜下可见食管远段

黏膜破损(n  = 35) ; (2)BE组: 内镜见食管远段的

鳞状上皮被柱状上皮取代或活检病理证实为肠

上皮化生者(n  = 34); (3)NERD组: 内镜下未见明

显食管黏膜损伤者(n = 36); (4)对照组(健康志愿

者, n  = 30). 4组患者的年龄、性别、身高及体质

量分布无明显差异. 本研究经本院伦理委员会批

准, 入选者均知情同意.
1.2 方法 
1.2.1 内镜检查: 使用Olympus EVlS LUCERA 
CV-260型电子内镜, 由2名固定医师操作. 内镜

下EE的诊断分级按洛杉矶分类法. 
1.2.2 食管测压: 使用Synectics PC Polygraf多导

生理记录仪及气液压毛细管灌注系统. 经鼻孔

插入导管, 采用定点牵拉法测量食管下括约肌

压力(LESP)和湿咽时食管体部蠕动收缩功能(咽
水5 mL, 间隔30 s, 重复10次)、食管体部蠕动收

缩功能(包括食管各段蠕动收缩幅度、食管体部

蠕动波传导速度, 计算有效蠕动百分比[3]等). 
1.2.3 24 h食管pH和胆汁监测: 采用Digitraper Mk 
Ⅲ和Bilitec 2000(瑞典Medtronic Synectics公司生

产)检测仪, 同步开启pH和胆汁监测记录. 受试

者检查前至少停用质子泵抑制剂7 d, 其他抑酸

剂和胃肠动力药物3 d. 禁食12 h, 检查过程中嘱

患者尽量保持原有的生活习惯, 正常作息、运

动; 并禁食可能会影响到测试结果的可乐和酸

性食物、饮料等.
统计学处理 采用单因素方差分析与非参

数检验, 计数资料采用卡方检验. 所有数据应用

SPSS13.0进行分析, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组受检者食管测压比较 GERD各组与对

照组相比, LES静息压均有不同程度减低, 以EE
组和BE组最明显(P <0.05). 各组间LES总长度

差异无统计学意义. EE组和BE组患者远段食管

收缩波幅分别为(36.80±19.41) mmHg和(34.97

www.wjgnet.com

■相关报道
Hak et al的临床
研究表明, 酸和胆
汁的混合反流是
G E R D患者的主
要反流形式. 动物
实验也提示胆汁
反流在BE和食管
腺癌发展中起重
要作用.
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±18.36) mmHg, 均明显低于NERD组及对照组

(均均P <0.05), EE组和BE组间无统计学差异. EE
组患者近段食管收缩波幅亦明显低于其他各组

(P <0.05), BE组及NERD组较对照差异无统计学

意义. EE组及BE组食管远段有效蠕动百分比均

明显低于NERD组及对照组(P <0.05), NERD组与

对照组间差异无统计学意义(表1). 
2.2 各组受检者24 h食管pH监测 GERD各组酸

反流总次数、pH<4总时间百分比、DeMeester
评分等酸反流指标明显高于对照组(P <0.05). 
GERD各组间酸反流总次数及pH<4总时间百分

比差异均无统计学意义. EE组和BE组长时间酸

反流次数、最长反流时间、及pH<4卧位时间百

分比明显高于NERD组及对照组(P <0.05), 以EE
组最高(与BE组差异无统计学意义), NERD组与

对照组间差异无统计学意义. EE组DeMeester评
分最高, BE组次之, 各GERD组间差异有统计学

意义(表2). 
2.3 各组受检者24 h食管胆汁反流监测 EE组和

BE组胆汁反流总次数、Abs>0.14总时间百分比

等各指标均高于对照组, 以BE组最高. BE组较

EE组Abs>0.14总时间百分比增高有统计学意义

(P <0.05). BE组较NERD组胆汁反流各指标增高反流各指标增高各指标增高

差异均有有统计学意义. NERD胆汁反流总次数

及Abs>0.14总时间百分比高于对照组(P <0.05), 
其他胆汁反流指标较对照组无明显差异(表3). 

2.4 不同组GERD患者反流类型的比较 30例健

康对照者24 h食管pH监测DeMeester评分平均为

8.01±3.25, Abs>0.14总时间百分比平均为1.98
±0.86. 以超过95%健康对照者的评分范围, 即
DeMeester评分≥13.56为病理性酸反流标准. 以
超过95%健康对照者Abs范围, 即Abs>0.14总
时间百分比≥2.23%为病理性DGER标准. 105
例GERD患者中, 有19例患者未发现病理性反

流(其中NERD组17例, BE组2例). 86例有病理

性反流患者中, 单纯酸反流患者14例、单纯胆

汁反流患者9例、混合反流患者63例. EE组、

BE组和NERD组中混合反流类型占各组病理性

反流总人数的比例分别为68.57%、84.38%、

63.15%, 病理性单纯酸反流患者分别为20%、

3.1%、37.6%, 病理性单纯胆汁反流患者分别为

11.42%、12.50%、5.26%(图1).

3  讨论

GERD是一种多因素导致的常见的慢性疾病, 易
反复发作, 严重影响患者生活质量, 也造成了沉

重的经济负担和社会负担, 因此该病日益受到

广泛关注. 近年来的流行病研究显示, 胃食管反

流病发病率有逐年增高趋势[4]. NERD最为常见, 
EE可合并食管狭窄、溃疡和消化系出血, BE有
可能发展为食管腺癌. 关于GERD的病因和发病

机制的研究很多, 不同类型GERD患者临床症状

     

表  1  GERD患者不同类型组及对照组间食管动力

分组                        n           LES静息压(mmHg)
	              食管收缩波幅(mmHg)	           

远段食管有效收缩(%)
					         近段食管	     远段食管	

EE组	             35            11.72±4.45a	 37.08±18.24a	 36.80±19.41a	 49.86±8.21a

BE组	             34            12.47±3.17a	 59.74±19.56	 37.97±18.36a	 53.41±7.02a

NERD组	             36            15.89±5.24		 63.51±20.13	 69.22±16.97	 78.23±8.95

对照组	             30            16.21±5.33		 67.32±19.25	 74.41±17.53	 90.35±9.63

aP<0.05 vs  对照组.

     

表  2  GERD患者不同类型组及对照组间食管pH监测

分组            n        
	                    酸反流		             

DeMeester评分
                     pH<4时间百分比(%)

		      总次数	           长时间反流次数			   总时间	         卧位时间

EE组	 35       188.71±129.38a       19.34±12.66a       124.21±70.42b        22.34±5.45a     19.56±15.42a

BE组	 34       162.52±120.63a       15.89±10.83a         88.63±61.12bc       19.11±2.32a     17.32±15.44a

NERD组	 36       143.35±118.66a         8.25±5.79	            57.25±32.34bc       18.51±0.62a	    10.14±6.37

对照组	 30         39.62±29.32            4.81±2.04              8.01±3.25d	            2.35±1.53	      8.69±3.45

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  EE组.

■创新盘点
目 前 G E R D 的
研究多为 E E与
N E R D的对照研
究, 本研究同时监
测了3种不同类型
胃食管反流病的
反流类型差异, 且
设有健康对照组.
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相似, 但食管黏膜损伤及对抑酸等治疗的效果

不同, 可能是由于其发病机制不完全相同所致. 
多数研究显示动力异常是GERD的基础, 其中

包括食管下括约肌和食管体部运动障碍、胃排

空障碍及胃十二指肠协调运动障碍等. LESP降
低及一过性下食管括约肌松弛(transient lower 
esophageal sphincter relaxation, TLESR)是导致反

流发生的常见原因, 有效的食管蠕动是食管清

除反流物的决定性因素[5]. 食管廓清能力主要是

依靠食管的推动性蠕动、唾液的中和作用、食

丸的重力和食管黏膜下分泌的碳酸氢盐等多种

因素发挥其对反流物的清除作用, 从而起到防

止反流食管炎的作用. 孙晓红 et al [6]报道, GERD
患者的食管远端蠕动波幅和有效收缩率明显低

于健康对照组, 且与酸反流程度呈负相关, 表明

食管远端酸清除障碍在反流中起重要作用. 本
研究中食管测压结果显示, 与对照组相比, 不同

类型的GERD患者均存在不同程度的食管动力

异常, 表现为下食管括约肌静息压下降、食管

体部远段收缩波幅减低、有效蠕动百分比减低

等动力异常,以EE组最明显, 与国内外报道一致. 
另外, 本研究中24 h食管pH及胆汁反流监测结果

显示, EE组及BE组的患者长时间酸反流和胆汁

暴露的持续时间均较NERD组及对照组明显延

长, 卧位时更明显, 与下食管括约肌静息压下降

一致, 提示2组患者的抗反流屏障及食管廓清能

力存在缺陷, 夜间卧位时食管酸廓清明显延迟, 
故夜间胃食管反流的危害更为严重. 而NERD组

患者虽也存在LESP压力下降及明显异常反流, 

但其食管体部远段收缩波幅及有效蠕动百分比

减低不明显, 食管廓清能力尚可, 进而部分解释

3种GERD类型中RE及EE组较NERD患者内镜下

黏膜损害重的原因. 促动力治疗对改善EE及BE
患者的病理性反流有帮助. 

EE是GERD的常见类型, 多数患者有反酸、

烧心等反流症状, 其内镜下黏膜损伤也较明显, 
目前公认其发病机制与胃食管动力障碍、反流

物的侵袭作用等有关. 胃液(胃酸及胃蛋白酶)
及十二指肠内容物(胆汁、胰液及肠液)反流均

可损伤食管黏膜, 组织学上表现为食管上皮部

分或全层缺损、固有层炎性反应、上皮乳头延

长、基底层细胞增厚等. 本研究结果也发现EE
组患者LES及食管体部功能障碍明显重于BE组
NERD组, 其各酸反流及胆汁反流指标也明显高

于无内镜下黏膜损害的NERD组, 其中反映食管

酸暴露情况的综合指标DeMeester评分明显高于

其他GERD各组患者, 这与EE患者的临床症状及

内镜表现相符, 支持食管黏膜损伤程度与酸反

流关系密切, 强力抑酸剂对EE患者效果较好[7].
N E R D是G E R D中最常见的类型 ,  约占

GERD的70%[8]. 这类患者有烧心、反酸等典

型GERD症状和食管外表现, 内镜下无食管黏

膜破损, 但临床症状严重程度与EE相似, 且对

抑酸剂、质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, 
PPI)等的治疗反应不如EE患者理想, 生活质量

更受影响[9], 提示NERD和EE可能存在不同的动

力和感觉发病基础. 丁召路 et al [10]的研究表明, 
与健康组比, 虽然NERD与RE患者LES功能均受

损, 但与NERD组比, RE患者的LES静息压和膈

角压受损显著, 而NERD的膈角功能完好, 提示

RE和NERD有不同的胃食管交界处屏障功能基

础. 本研究发现虽然与健康组比, NERD、BE与
EE患者LES功能均受损, 但EE组最重, NERD组

相对较轻, 虽然也有病理性酸和胆汁反流现象, 
但NERD组患者食管体部功能损害较轻, 食管
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表  3  GERD患者不同类型组及对照组间食管胆汁反流情况

分组                        n         
	                          胆汁反流		               Abs>0.14时间百分比(%)

			      总次数	                  长时间反流次数	      总时间	                        卧位时间

EE组	             35	           112.54±98.25b	 17.76±10.29a	 16.04±7.25bc	   14.25±10.01b

BE组	             34	           141.32±109.33b	 19.32±12.34a	 23.12±15.41b	   16.89±11.14b

NERD组	             36	             78.54±56.41ac	   4.83±2.29c	   9.33±4.14ac	     1.24±1.03d

对照组	             30	             12.76±6.97d	   2.15±1.36c	   1.98±0.86d	     0.83±0.62d

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  BE组.

■应用要点
本研究提示, 反流
症状基础上进行
内镜、食管pH和
胆汁反流同步监
测可提供不同类
型G E R D患者病
理生理学参考, 为
G E R D诊断和治
疗提供帮助.

图  1  不同组GERD患者反流类型的比较.

30
25
20
15
10
5
0

EE组

BE组

NERD组

单纯病理性        单纯病理性            病理性

    酸反流             胆汁反流            混合反流

n



www.wjgnet.com

张峻, 等. Barrett's食管、糜烂性食管炎及非糜烂性反流病发生机制的比较                          		                        3253

廓清能力无明显缺陷, 从病理生理上部分解释

了为什么NERD患者不发生内镜下食管黏膜损

害. 本研究还显示有反流症状的36例NERD患者

中仅52.8%存在病理性反流, 与国内外报道相符. 
另有研究发现, 正常酸反流NERD患者对酸敏感

性高于异常酸反流、NERD患者和反流性食管

炎患者, 存在内脏高敏状态[11], 食管高敏感性、

非酸性反流、心理因素等可能与NERD发病相

关[12]. 因此诊断上可综合利用反流症状问卷、

心理测评、PPI试验、高分辨率内镜、食管24 h 
pH及胆汁监测等了解反流病理生理情况, 除抑

酸治疗外, 综合考虑多种因素以提高疗效. 
虽然亚洲患者的BE发病率普遍较低[8], 但

BE属于癌前病变, 其腺癌年患病率为0.5%, 因
此积极诊治BE防止其癌变具有重要的临床意

义. BE与长期胃食管反流有关, 本质是食管黏

膜的胃化生或肠化生性变化, 常为反流性食管

炎后期的一种形态学改变, 十二指肠内容物、

胆汁和胃酸在B E的发病机制中占有重要地

位, 长时期接触反流物质的黏膜上皮受损, 从
而激活黏膜上皮中多潜能干细胞向着柱状细

胞分化, 在损伤修复过程中定殖而形成Barrett
上皮化生 .  胃酸一直是公认的黏膜侵袭因素 , 
与食管炎症密切相关 ,  十二指肠胃食管反流

(duodenogastroesophageal reflux, DGER)在胃食管

反流病中的作用越来越受到重视, 且发现胆汁反

流与BE及食管腺癌有关联. Barrett上皮异型增生

也与食管下端酸暴露增加有关. Buttar et al [13]的

研究发现, 长期胆汁反流能诱导食管黏膜COX-2
表达, 使PGE2水平升高, 导致食管黏膜炎症. 炎
症时氧化应激活跃, 产生大量氧自由基, 可能与

BE形成、不典型增生、基因突变形成腺癌等有

关. 另有证据显示只有在胆盐被酸化的情况下, 
才可以诱导COX-2和c-myc的上调, 而在中性pH
值环境中则不然[14]. 

Hak et al [15]的临床研究表明, NERD、RE和
BE中的DGER发生率依次增高; 酸和胆汁的混

合反流是GERD患者的主要反流形式. 动物实验

中张涛 et al [16]建立的胃食管反流大鼠模型研究

结果表明, 胃、十二指肠液反流均造成食管黏

膜损伤, 后者更为严重, 十二指肠液反流在BE
和食管腺癌发展中发挥着更为关键性的作用. 
张茹 et al [17]建立了不同反流类型的实验SD大鼠

模型, 发现混合反流损伤最大, 其次为无胃酸的

十二指肠液反流, 无胆汁的混合反流损害最小; 
对实验SD大鼠食管黏膜病理学检查发现无胆汁

的混合反流所致食管豁膜损伤中未见Barrett上
皮出现, 而无胃酸的十二指肠液反流或含有胆

汁的混合反流均有Barrett上皮出现, 推测Barrett
上皮的发生可能与胆汁损伤食管黏膜上皮细胞

有关. 本研究对105例GERD患者的24 h同步食

管pH及胆汁反流监测显示, 绝大多数EE和BE患
者均存在病理性反流, GERD各组的反流类型中

均以混合反流占优势, BE组中混合反流及单纯

胆汁反流更明显, 与国内外研究相符. 以上研究

提示胆汁反流在BE及食管腺癌的发病机制中占

有重要地位; 酸和胆汁的混合反流更具有破坏

性. 因此对BE患者, 抑酸治疗可以缓解其症状, 
减轻炎症, 降低溃疡、狭窄等并发症的发生, 同
时联合应用中和胆盐的黏膜保护剂、胃肠动力

药对改善反流有一定帮助. 选择性环氧合酶抑

制对BE患者的作用尚需进一步临床研究. 近些

年对BE的内镜下治疗也有一定进展, 定期复查

胃镜及病理有助于早期发现食管癌. 
由此可见: EE、BE、NERD 3种不同类型

GERD患者均存在不同程度的食管动力障碍和

病理性反流. EE组患者的动力障碍、异常酸反

流和黏膜损害更明显; 食管高敏感性、非酸性

反流、心理因素等可能与NERD发病相关; 胆汁

反流在BE的发病机制中占有重要地位. 胃酸和

胆汁的混合反流是GERD患者的最常见反流类

型, 且对食管黏膜的损害较单纯酸或胆汁反流

为重. 下食管括约肌及食管体部运动功能受损

程度、病理性酸和胆汁反流情况的差异可部分

解释3种不同类型GERD的发病机制. 反流症状

基础上进行内镜及病理组织活检、24 h食管pH
和胆汁反流同步监测可提供不同类型GERD患

者病理生理学参考, 为其诊断和治疗提供帮助.
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Abstract
AIM: To evaluate the association between the 
genetic polymorphisms (Tap2379/Tap2665) of the 
transporter associated with antigen processing 2 
(TAP2) gene and esophageal cancer (EC) in Kazakh 
population in Xinjiang Uygur Autonomous Region.

METHODS: A case-control study was conducted 
using 165 EC patients and 330 control patients 
who were endoscopically diagnosed as non-
esophageal diseases. Tap2379/Tap2665 genotypes 
were detected by polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). A conditional logistic regression model 
was used for data analysis. 

RESULTS: Tap2379 genotype frequencies were sig-
nificantly different between EC patients and control 
ones (χ2 = 5.295, P < 0.05, OR = 1.750). Multivariate 
conditional logistic regression analysis showed that 
history of esophageal or stomach diseases and fam-
ily history of esophageal cancer were significantly 
different between EC patients and control ones (χ2 = 
4.797 and 24.803; P < 0.05 and 0.01; and OR = 2.160 
and 3.638, respectively). Individuals with Tap2379 
A/A or A/G genotype had a 1.673-fold (95%CI = 
1.115-5.511) increased risk for developing EC com-
pared with those with Tap2379G/G genotype after 
excluding potential confounding factors such as 
age, sex, history of esophageal or stomach disease 
and family history of esophageal cancer. 

CONCLUSION: Tap2379 genetic polymor-
phisms, history of esophageal or stomach dis-
eases and family history of esophageal cancer 
are important risk factors for EC. 

Key Words: Kazakh population; Esophageal Cancer; 
Tap2379; Tap2665; Case-control study
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Correlation of Tap2 gene polymorphisms and genetic 
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摘要
目的: 探讨Tap2379及Tap2665基因多态性与新
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■背景资料
哈族食管癌高发
与 少 食 蔬 菜 水
果、吸烟饮酒相
关 ,  且这些与相
关代谢基因亚甲
基四氢叶酸还原
酶 ( C 6 7 7 T )、细
胞色素P4502E1 
(CYP2E1)多态性
存在交互作用 ; 
免 疫 相 关 基 因
L M P 2 / L M P 7及
Tap1637基因多态
性及HLA-DR9阳
性等均与哈族食
管癌存在相关性. 
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疆哈萨克族(简称哈族)食管癌的相关性.

方法: 采用1∶2配比的病例对照研究, 收集哈
族食管癌患者165例, 对照330例(对照部分来源
于同一所医院门诊胃镜非食管疾病患者, 部分
来源于食管癌高发区正常人群), 运用序列特异
性引物聚合酶链反应-限制片段长度多态技术
(PCR-RFLP)检测tap2379与ap2665基因多态性, 
采用多因素Logistic回归进行统计分析.  

结果: Tap2379基因型在病例组与对照组间
比较, 差异有统计学意义(χ2 = 5.295, P <0.05, 
OR  = 1.750); 多因素Logistic回归显示: 食管或
胃疾病史、食管癌家族史在2组间均存在差
异(χ2 = 4.797, OR  = 2.160; χ2 = 24.803, OR = 
3.638, P <0.05或0.01); 在控制了年龄、性别、
食管或胃疾病史、食管癌家族史等潜在混杂
因素的情况下, Tap2379位A/A型及A/G型的个
体患食管癌的风险是G/G型的1.673倍(95%CI 
= 1.115-5.511). 

结论: Tap2379位G→A转变、食管或胃疾病史
及食管癌家族史为食管癌的危险因素. 

关键词: 哈萨克族; 食管癌; Tap2379; Tap2665; 病

例对照研究

曾同霞, 张海峰, 雷丽娟, 蔡金凤, 李锋, 廖佩花, 秦江梅. TAP2基

因多态性及遗传因素与新疆哈萨克族食管癌的相关性.  世界华

人消化杂志  2009; 17(31): 3255-3258

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3255.asp

0  引言

位于中国北部的新疆哈萨克族(哈族)是食管癌的

高发民族, 哈族食管癌高发与少食蔬菜水果、吸

烟饮酒相关, 且这些与相关代谢基因亚甲基四氢

叶酸还原酶(C677T)、细胞色素P4502E1(CYP2E1)
多态性存在交互作用[1-3]; 免疫相关基因LMP2/
LMP7等基因多态性及HLA-DR9阳性等均与哈

族食管癌存在相关性 [4-5]. 抗原加工相关转运

体(transporter of antigen processing, Tap)是主

要组织相容性复合体(major histocompatibility 
complex, MHC)-Ⅰ限制性免疫应答途径中的一

种重要分子, 在MHC-Ⅰ类分子的成熟及膜表面

表达中起着十分重要的作用, Tap具有多态性, 其
多态性影响到对肽的选择性转运[6], 而Tap2基因

的单个氨基酸取代也可能导致对抗原肽的选择

转运产生较大变化[7-8]. Tap2基因多态性与宫颈

癌、乳腺癌等恶性肿瘤的发生有关[9-10]. Tap2379
位异亮氨酸携带者是汉族食管癌的危险因素[11]. 
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而哈族食管癌与Tap2基因多态相关性研究未见

报道, 为进一步探讨哈族食管癌高发的病因机

制, 本研究从遗传因素和免疫相关基因角度探

讨该人群食管癌高发原因, 为进一步干预研究

提供更多的生物学证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-03/2009-08在新疆北部哈族聚集

地区的六所医院共收集哈萨克族新发食管癌病

例165例, 对照330例. 对照部分来源于同一所

医院门诊胃镜非食管疾病患者, 部分来源于食

管癌高发区正常人群, 所有标本均经组织病理

学确诊或排除. 对照的匹配条件: 同民族、同

性别、年龄相差不超过5岁、居住同一地区. 病
例和对照均要签署知情同意书. 采用自行设计

的调查表进行问卷调查, 内容包括: (1)一般情

况: 年龄、性别、婚姻状况等社会学指标; (2)饮
食、生活习惯: 包括吸烟史、饮酒史、饮茶、

饮水、新鲜蔬菜水果摄入、蛋白摄入、热烫饮

食、不规律饮食、特色饮食等; (3)病史: 消化系

疾病史及食管癌家族史. 主要仪器与试剂: PCR
仪(德国Biometra公司); 离心机(德国Thermo公
司); 紫外分光光度仪(北京普析通用仪器公司); 
琼脂糖(上海杰瑞公司); PCR扩增试剂: 三磷酸

碱基脱氧核苷酸(dNTP), Taq酶, 10×PCR Buffer
及MspⅠ内切酶(大连宝生物公司), Bst uⅠ内切

酶(Fermentas公司). 
1 .2  方法  食管癌病例及对照均取新鲜全血 , 
-80℃低温保存备用. 基因组DNA提取采用酚-
氯仿-异戊醇法; 所有抽提的DNA均经1%琼脂

糖凝胶电泳验证. PCR扩增所使用的引物参照

文献[12], Tap2379: F 5'GCCCGTGCCTTGTAC
CTGCGC3' R5'ACCCCCAAGTGGAGCAC3', 
共212 b p; Ta p2665F5'-G G T G AT T G C T C 
ACAGGCTGCCG-3', R5'-CACAGCTCTAG 
GGAAACTC-3', 共227 bp. 反应总体积25 μL, 
基因组DNA2 μL, 引物(25 pmol/μL)各0.8 μL, 
dNTP2.0 μL、Taq酶(2.5 U/μL)0.4 μL, 10×PCR 
Buffer(含Mg2+)2.5 μL. PCR扩增条件为: 94℃预

变性5 min, 94℃, 45 s、56℃, 45 s、72℃, 45 s, 
共35个循环, 最后72℃延伸10 min. Tap2379 PCR
产物用Bst uⅠ内切酶酶切, Tap2 665 PCR产物用

MspⅠ内切酶酶切, 均37℃水浴12 h. 酶切产物

检测及鉴定: 3%琼脂糖凝胶电泳鉴定其基因型, 
用DNA MarkerⅠ(100-600 bp)作为参照, Tap2379
基因型分3种: G/G、G/A、A/A, 片段长度分别

www.wjgnet.com

■相关报道
Sumiyoshi et al认
为HLA-DR抗原
参与了食管鳞状
上皮发育不良部
位的局部免疫应
答, 且HLA. DR抗
原的表达可以防
止肿瘤的侵袭, 对
机体具有保护作
用. Lin et al运用
PCRSSP检测42
例食管癌患者与
1 3 6例对照组中
HLA DRB1等位
基因与食管癌的
遗传易感性 ,  结
果发现携带HLA.
DRB10901等位基
因的个体对食管
癌具有易感性. 
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为193+20 bp、213+193+20 bp、213 bp; Tap2665
基因型分3种: A/A、A/G、G/G, 片段长度分别

为227 bp、227+207+20 bp、207+20 bp. 
统计学处理 使用Epidata建立数据库, 采用

SPSS13.0统计软件进行分析, 以1∶2配对资料χ2

检验、P值及OR  95%CI确定tap2665及tap2379基
因多态性在病例和对照组中的分布差异, 多因

素Logistic回归进行危险度分析, 1∶2配对资料

χ2检验涉及的公式[13]有: 
n2的期望值: E(n2) = (n2+n4)/3, n2的方差: 

Var(n2) = 2(n2+n4)/9, n1的期望值: E(n1) = 2(n1+n3)/3, 
n1的方差: Var(n1) = 2(n1+n3)/9, χ2 = [n2-E(n2)+n1-
E(n1)]

2/[Var(n2)+Var(n1)], OR  = (n1+2n2)/(2n5+n4).

2  结果

2.1 一般情况 调查对象均为哈族, 食管癌组165
例, 其中男107例, 女58例; 对照组330例, 其中男, 其中男107例, 女58例; 对照组330例, 其中男例, 女58例; 对照组330例, 其中男, 女58例; 对照组330例, 其中男例; 对照组330例, 其中男; 对照组330例, 其中男例, 其中男, 其中男

214例, 女116例, 2组差异无统计学意义(例, 女116例, 2组差异无统计学意义(, 女116例, 2组差异无统计学意义(例, 2组差异无统计学意义(, 2组差异无统计学意义(χ2 = 0.000, 
P  = 1.000); 病例组年龄35.33-80.20(平均58.425(平均58.425平均58.425
±9.681)岁, 对照组年龄33.58-80.40(平均58.715岁, 对照组年龄33.58-80.40(平均58.715, 对照组年龄33.58-80.40(平均58.715(平均58.715平均58.715
±9.432)岁, 2组差异无统计学意义(岁, 2组差异无统计学意义(, 2组差异无统计学意义(t  = 0.320, P  = 
0.749). 病例组和对照组性别、年龄分布均衡. 
2.2 Hardy Weinberg遗传平衡检验 为检验人群

Tap2379和Tap2665基因型频率是否达到Hardy 
Weinberg遗传平衡, 将对照组Tap2379基因型频

率观察值与期望值进行比较, 差异无统计学意

义(χ2  = 4.771, g = 2,  P >0.05), 将对照组Tap2665
基因型频率观察值与期望值进行比较 ,  差异

无统计学意义(χ2  = 5.672, g = 2, P >0.05), 说明

Tap2379和Tap2665基因型频率已达到遗传平衡, 

具有人群代表性. 
2.3 Tap2379基因多态性与哈族食管癌的关系  
表1所示, 以Tap2379突变杂合型(G/A)和突变以Tap2379突变杂合型(G/A)和突变

纯合型(A/A)为暴露, 用“+”表示; Tap2379野
生纯合型(G/G)为非暴露, 以“-”表示. 1∶2配
对, 每个对子有3例, 1个病例, 2个对照, 三者的例, 1个病例, 2个对照, 三者的, 1个病例, 2个对照, 三者的

暴露情况出现六种可能组合: +++、++-、+--、
-++、-+-、---. 经1∶2配对资料的卡方检验χ2 
= 5.295, P <0.05, 差异有统计学意义, 其OR值为

1.570(95%CI: 1.069-2.303). 
2.4 Tap2665基因多态性与哈族食管癌的关系 表表
2所示, 以Tap2665突变杂合型(A/G)和突变纯合以Tap2665突变杂合型(A/G)和突变纯合

型(G/G)为暴露, 以“+”表示; Tap2665野生纯合

型(A/A)为非暴露, 以“-”表示. 食管癌病例组

和对照组Tap2665基因型分布经1∶2配对资料

的卡方检验, χ2 = 0.130, P >0.05, 差异无统计学意

义, 其OR值为1.096(95%CI: 0.667-1.801). 
2.5 哈族食管癌的多因素条件Logistic回归分析 本
研究对年龄、性别、民族、居住地等易成为混

杂因素的因子进行了严格匹配, 为进一步控制可

能同遗传、免疫相关的其他混杂因素的作用, 将
调查因素中的食管或胃疾病史、食管癌家族史

与单因素结果分析中有意义的Tap2379基因多态

性引入多因素条件Logistic回归模型, 用逐步法

进行分析, 结果显示: 有食管或胃疾病史的个体

患食管癌的风险是无疾病史的2.160倍(95%CI = 
1.804-4.304); 有食管癌家族史的个体患食管癌的

风险是无家族史的3.638倍(95%CI = 2.188-6.047); 
在控制了食管或胃疾病史、食管癌家族史的情

况下, Tap2379位A/A型及A/G型的个体患食管癌

表  3  哈族食管癌的多因素条件Logistic回归分析

     
		               偏回归系数	 标准误	   χ2值	   P 值	         OR (95%CI)

食管或胃疾病史(对照 = 无)	 0.770	 0.352	   4.797	 0.029	 2.160(1.804-4.304)

家族史(对照 = 无)		  1.291	 0.259	 24.803	 0.000	 3.638(2.188-6.047)

Tap2379(对照 = G/G型)	 0.515	 0.207	   6.185	 0.013	 1.673(1.115-5.511)

表  1  Tap2379基因多态性与哈族食管癌的关系

     
病例组基                  对照组基因多态性	                   

合计
因多态性	           ++	             +-	               --	

+	           4               26               38                 68

-	         10               45               42                 97

合计	         14               71               80               165

χ2 = 5.295, g = 1, P<0.05.

表  2  Tap2665基因多态性与哈族食管癌的关系

     
病例组基                  对照组基因多态性	                   

合计
因多态性	          ++	             +-	               --	

+	         10               36               22                 68

-	         15               43               39                 97

合计	         25               79               61               165

χ2 = 0.130, g = 1, P>0.05.

■创新盘点
本研究首次对新
疆哈族食管癌及
对照人群Tap2基
因多态性进行检
测, 分析了哈萨克
族食管癌与Tap2
基因多态性的关
系, 为哈族食管癌
的预防及干预策
略提供有价值的
参考依据. 
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的风险是G/G型的1.673倍(95%CI = 1.115-5.511). 

3  讨论

Tap是一种属于ATP结合匣超家族的转运蛋白, 
由Tap1和Tap2两个亚单位组成, 并以异二聚体的

形式发挥作用. Tap2基因多态性与多种恶性肿瘤

的发生相关, 且其与汉族食管癌存在相关性[11]. 
本研究采用PCR-RFLP技术分别对165例

哈族食管癌病例与330例对照中的Ta p2基因

多态性进行检测, 结果提示, 在哈族食管癌中, 
Ta p2379处G→A的转变是哈族食管癌的危险

因素(χ2 = 5.295, P <0.05), 杂合型(G/A)及突变

型(A/A)较野生型(G/G)能够提高个体患病风险

1.570倍(95%CI: 1.069-2.303): Tap2665未发现有

此作用(χ2 = 0.130, P >0.05). 其原因可能是: 肿瘤

细胞在与宿主的相互作用中, 为求生存可建立

一系列免疫逃避机制以抵抗机体免疫系统的攻

击. 其中对MHC-Ⅰ类分子限制性抗原递呈途径

进行干扰则被认为是内源性抗原(肿瘤抗原、病

毒抗原等)逃避免疫识别免遭清除的主要机制之

一. 该机制中, 针对抗原加工转运蛋白(TAP)的
干扰是一关键环节. Tap2379处及Tap2665处存

在2个位点多态性: Tap2379处存在G→A的多态

性, 该多态性导致编码的Tap2蛋白第379位密码

子由GTA置换为ATA, 相应的导致氨基酸由缬氨

酸(Val)变为异亮氨酸(Ile). Tap2665处存在A→G
的多态性, 该多态性导致编码的Tap2蛋白第665
位密码子由ACA置换为GCA, 相应的导致氨基

酸由苏氨酸(Thr)变为丙氨酸(Ala), 这种多态性

在正常人群中普遍存在. 抗原呈递时, 肿瘤抗原

在抗原呈递细胞(APC)内与泛素结合后经蛋白

酶复合物(LMP2/7/10、PA28)水解成长度为8-10
个氨基酸的肽段. 合适大小的抗原肽结合至TAP
胞质侧的抗原结合槽, 该阶段无须ATP供能, 在
两者结合后TAP上的ATP酶便被激活, ATP水解

释放能量促使TAP二聚体结构发生改变,跨膜通

道开放, 胞质侧的抗原肽随即被转位于内质网

腔内[14]. 在tapasin、calnexin、calreticulin的协同

作用下与内质网中新合成组装完整的MHC-Ⅰ
α/β2m分子上的肽结合沟槽结合, 形成稳定的

MHC-Ⅰ抗原肽复合物. 经分泌途径表达于APC
表面, 被CD8++ T细胞识别从而引起免疫应答. 
Tap基因的缺失或突变可能导致Tap表达下降或

功能障碍, 当Tap功能障碍或表达下降都将导致

肿瘤抗原不能被有效地转运, 从而使肿瘤逃逸

免疫监视. 
本研究在控制年龄、性别、居住地、食

管或胃疾病史、食管癌家族史等因素的基

础上仍显示Tap2379位A/A型及A/G型的个体

患食管癌的风险是G/G型的1.673倍(95%CI = 
1.115-5.511), 是对上述原理的一个初步印证. 
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Abstract
AIM: To investigate the safety and efficacy 
of modified pancreaticogastrostomy (PG) for 
digestive tract reconstruction after pancreati
coduodenectomy (PD).

METHODS: A total of 44 patients who underwent 
modified PG after PD at our hospital from March 
2006 to July 2009 were retrospectively analyzed. 

RESULTS: The mean operation time was 260 min 
(range: 200-420 min). The mean blood loss was 260 
mL (range: 150-1600 mL). No mortality occurred 
postoperatively. The postoperative pancreatic 
leakage occurred in 2 patients (4.55%, 2/44), both 
of which were cured by conservative management. 
Delayed gastric emptying occurred in 5 patients 
(11.36%, 5/44). The bleeding of the pancreatic 
stump occurred in 1 patient (2.27%, 1/44). No 
surgical wound infection or abdominal infection 
occurred. The mean postoperative length of stay 
(LOS) was 15 days (range: 13-27 days). The postop-
erative follow-up, which lasted from 3 months to 3 

years, was carried out in all patients, and no long-
term complications were found. 

CONCLUSION: Modified PG after PD is a safe and 
easy procedure for digestive tract reconstruction. 

Key Words: Pancreaticoduodenectomy; Pancreati-
cogastrostomy; Pancreatic leakage

Wu XG, Zhang QL, Li Y, Lin GH. Modified pancreati­
cogastrostomy for digestive tract reconstruction after 
pancreatoduodenectomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(31): 3259-3262

摘要
目的: 探讨胰十二指肠切除术中将改良胰胃
吻合应用于重建消化系的手术安全性及其近
期疗效.

方法: 收集我院2006-03/2009-07采用改良胰
胃吻合胰十二指肠切除术治疗44例患者的临
床资料, 对其进行回顾性分析. 

结果: 患者手术时间200-420(平均260) min, 失
血量150-1600(平均260) mL, 无手术死; 出现
胰瘘2例(4.55%, 2/44), 经保守治疗后痊愈; 5
例出现胃排空障碍(11.36%, 5/44); 胰腺残端
出血1例(2.27%, 1/44); 无手术伤口感染或腹
腔感染的病例; 术后住院时间13-27(平均15)d; 
随访率100%, 随访6 mo至3年, 无远期手术并
发症发生.

结论: 改良胰胃吻合使胰十二指肠切除成为
一种操作容易、安全可靠的术式, 值得各级医
院推广.

关键词: 胰十二指肠切除术; 胰胃吻合; 胰瘘
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理的进步, 胰十二指肠切除术(pancreaticoduoden
ectomy, PD)死亡率已普遍降低, 但其并发症的发

生率仍然较高, 其中胰瘘是最严重的并发症之

一. 为降低胰瘘的发生率, 我院2006-03/2009-07
采用改良胰胃吻合(pancreaticogastrostomy, PG)
的PD治疗患者44例, 本研究对其进行回顾性分

析, 并评价其安全性. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组患者44例, 男28例, 女16例; 年龄

45-72(平均58)岁; 其中胰头癌21例, 壶腹癌11
例, 胆总管下段癌8例, 十二指肠腺癌4例. 所有

病例皆有阻塞性黄疸表现, 术前皆有B超、CT或
MRCP证实胆总管下端有阻塞或有胰头占位征

象, 有3例壶腹癌及2例十二指肠癌患者有术前经

十二指肠镜取活检得以证实, 所有病例均不保留

幽门, 消化系重建中均采用PG. 
1.2 方法 
1.2.1 手术: 经上腹正中切口进腹, 按经典方式探

查、切除胰头十二指肠, 空肠及胃分别用GIA切

开闭合, 常规廓清第7, 8, 9, 12, 14, 15, 16a, 16b1
组淋巴结. 有合并肠系膜上静脉受侵者, 将胰头

及受侵血管一并切除, 若吻合有张力, 则可切开

升结肠外侧腹膜、回盲部下方腹膜及小肠系膜

根部后腹膜直至曲氏韧带, 实施中肠去旋转手

法, 在无张力的情况下直接门静脉肠系膜上静

脉端端吻合. 切除标本后, 游离胰腺残端约3 cm, 
在胰腺断面寻找到主胰管, 将一与主胰直径相

匹配的硅胶管向尾侧插入约3 cm, 并予以妥善缝

合固定, 交锁褥式缝合胰腺断端, 暂不剪断缝线

以备牵引. 在胰腺断端对应位置切开胃后壁全

层, 长度约等于胰腺断端宽度, 离胃后壁切口周

围约1.5 cm围绕该切口做外荷包, 暂不打结. 在
胃后壁开口相对胃前壁横行切开胃壁全层, 长
度较胃后壁开口稍长, 经胃前、后壁开口将胰

腺断端牵入胃腔, 此时即可在直视下间断缝合

胃后壁开口与胰腺断端前后缘, 缝合完毕后, 暂
不剪线, 向前牵引胰腺断端, 收紧胃后壁荷包缝

线并打结, 打结松紧以不影响胰腺断端血液循

环为度(可容一血管钳尖), 此时胰胃吻合口被套

入胃腔. 在胃前壁另外戳小孔引出胰液引流硅

胶管, 荷包缝合小孔并将其妥善固定. 提起横结

肠, 在横结肠系膜无血管区切开约10 cm, 经该开

口将近段空肠提至结肠上区, 按胆肠吻合、胃

肠吻合的顺序完成消化道重建, 并使上述两吻

合口的距离相距约40 cm, 胆道常规放置T管, 胃
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前壁开口可籍以用圆形吻合器完成胃空肠端侧

吻合, 闭合胃前壁开口. 关闭各肠系膜孔洞. 在
右肝上间隙、胆肠吻合口、胰胃吻合口下方分

别放置橡皮管引流, 在腹壁戳孔分别引出各引

流管. 
1.2.2 结果评判标准: 术后3 d以上, 引流管引出

含淀粉酶大于正常血清淀粉酶3倍以上的引流

液, 液体量每天超过50 mL; 手术后胃潴留时间

大于5 d作为判断胃排空延迟的标准.

2  结果

手术时间200-420(平均260) min, 手术失血量

150-1600(平均260) mL, 无手术死亡; 出现胰瘘

2例(每日均少于200 mL), 发生率为4.55%(2/44),
均经保守治疗后痊愈 ;  5例出现胃排空障碍

(11.36%, 5/44), 经红霉素静脉注射后恢复正常; 
胰腺残端出血1例(2.27%, 1/44), 因患者误拔胰

管支撑引流管所致, 经保守治疗第2天停止; 无
手术伤口感染或腹腔感染的病例. 术后住院时

间13-27(平均18) d. 所有患者都得到随访, 随访6 
mo-3年, 无远期手术并发症. 

3  讨论

近年来, 随着外科手术技术提高及围手术期处

理的进步, PD的手术死亡率已经明显下降, 但
并发症的发生率仍高达30%-50%, 其中胰瘘是

最主要的并发症, 并可导致一系列的继发并发

症, 如腹腔内脓肿、感染、出血等, 是导致患者

术后死亡的主要原因[1]. PD中消化系重建按胰

腺断端与消化系吻合的部位而言有胰空肠吻合

(pancreaticojejunostomy, PJ)和PG两种方式, 这两

种吻合方式优劣目前尚无定论, 有些学者认为

两种吻合方式术后胰瘘的发生率无明显区别[2-3]. 
但近年来年有许多作者的研究显示PG较胰肠吻

合有明显低的胰瘘发生率[4-7]. 一些研究虽然不

能证实PG较胰肠吻合有明显低的胰瘘发生率, 
但有较低的死亡率、较低的并发症发生率, 且
发生并发症后易于处理等优点, 是一种安全的

胰腺残端的处理方式[8-12]. 国内几组资料[13-15]报

道, PG术后胰瘘发生率分别为2.6%-8.3%. 本组

病例资料中术后胰瘘的发生率为4.55%, 处于一

个较低的水平, 亦证明PG是一种安全、可靠的

手术. 
不同的作者所报道的PG的具体操作方式不

尽相同, 大致有以下几种方式: (1)胰腺断端胃后

壁全层单层吻合[16]; (2)胰腺断端胃后壁全层吻

www.wjgnet.com

■相关报道
Takao et  al早在
1993年就介绍了
胰头十二指肠切
除中应用胰胃吻
合的手术方式, 但
未得到广泛推广, 
近年越来越多的
研究者采用胰胃
吻合, 并演变出多
种吻合方式.
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合+浆肌层胰腺包埋[17]; (3)胰腺断端胃后壁全层

吻合+浆肌层胰腺包埋+胰管置管外引流[18]; (4)
胰管胃黏膜对黏膜吻合+浆肌层胰腺包埋[19-20]; 
(5)胰腺断端胃后壁切口褥式缝合[21]. 本组病例

中我们的PG方式在Takano et al[22]的基础上进行

改良, 与上述几种方式约有不同: (1)经胃前壁开

口胃腔内直视下完成PG; (2)用吻合口周围胃壁

荷包缝合适度捆扎胰腺代替浆肌层胰腺包埋; 
(3)胃前壁开口还可置入圆形吻合器, 方便完成

完成胃空肠端侧吻合. 
一般认为PG有如下优点[24]: (1)胰腺与胃后

壁紧贴, 利于无张力吻合; (2)胃壁厚软, 血供好, 
利于吻合部愈合; (3)胃腔大, 无胰肠吻合出现的

套入困难; (4)由于胃酸的作用和缺乏肠激酶, 胰
酶不能被激活, 可减少对胰胃吻合口的消化作

用; (5)无长的空肠襻, 可避免因大量胰液和胆汁

聚积使腔内压增高而产生的牵拉作用, 从而减

少吻合部裂开的危险性; (6)可通过胰液分泌量

判断吻合部通畅程度, 并可通过胃镜直接观察

吻合口情况. 
在44例PG的实践中, 在标本切除范围方面

我们按如下原则施行: (1)在确保胃离断处距肿

瘤边缘不少于5 cm前提下, 尽量使胃的离断线

靠近幽门, 以便采用圆形吻合器行胃空肠端侧

吻合; (2)胆管的离断位置在胆囊管汇入主胆道

的上方; (3)空肠的离断位置为距曲氏韧带远侧

15 cm处; (4)常清扫行第7, 8, 9, 12, 14, 15, 16a, 
16b1组淋巴结. 如果术中探查发现肠系膜上静

脉受侵, 则适当游离, 如果无张力可直接吻合; 
如果有张力, 行中肠去旋转手法, 在无张力的情

况下吻合静脉血管, 肠系膜上血管的阻断时间

限制在1 h之内; 如果发现脾静脉若受侵可与肾

静脉或肠系膜上静脉行端侧吻合, 亦可结扎. 胰
腺断端按如下方法处理: (1)对胰腺断端行交锁

褥式缝合, 以防止术后出血; (2)胰腺断端游离约

3 cm, 游离太少不利于完成高质量吻合; (3)主胰

管常规放置适当管径的硅胶管, 经胃前壁戳孔

引出体外. 按胰胃、胆肠、胃肠吻合的顺序重

建消化系, 经过胃前壁开窗, 采用胃腔内直视下

单层缝合吻合胰胃, 用吻合口周围胃壁荷包缝

合适度捆扎胰腺代替浆肌层包埋, 胆肠与胃肠

吻合口的距离约40 cm; 胃前壁开口可籍以用圆

形吻合器完成胃空肠端侧吻合; 肝总管内常规

放置T管. 
本研究所采用的消化道重建方式有如下优

点: (1)采用上腹部正中切口, 手术野显露更佳, 

更方便各项操作; (2)对胰腺断端行交锁褥式缝

合, 既能防止术后出血, 同时缝扎了小胰管, 因
而也减少了胰瘘发生的几率; (3)经过胃前壁开

口胃腔内直视下间断缝合胃与胰腺断端, 不仅

操作较为容易, 而且吻合口自然内翻, 吻合更为

可靠; (4)用吻合口周围胃壁荷包缝合适度捆扎

胰腺代替浆肌层包埋, 减少了针眼出血和“针

眼瘘”的发生[22]; (5)胰管置管外引流, 既能在

PG过程中误缝主胰管的几率, 又能减少胰瘘的

发生几率[23]; (6)肝总管内常规放置T管可以增加

胃肠减压的效果, 使有多个吻合口的近段空肠

及胃腔内得到充分减压, 因此亦有减少吻合口

瘘发生的作用[24]; (7)凭借胃前壁开口可用圆形

吻合器完成胃空肠吻合, 缩短了手术时间. 
本组病例手术时间200-420(平均260) min, 

大部分手术在4 h内完成, 我们认为这与PG使手

术得以简化有关. 本组病例无手术死亡, 仅出现

2例胰瘘(4.55%, 2/44)、5例胃排空障碍(11.36%, 
5/44)、1例胰腺残端出血(2.27%, 1/44)、无手

术伤口感染或腹腔感染的病例, 术后住院时间

13-27(平均17)d, 随访期间未发现远期并发症. 
本组资料说明PG和上述其他防止并发症的措施

并用, 使PD手术难度降低, 成为一种操作容易, 
而且安全可靠的手术方式. 经过44例PD中采用

PG的实践, 我们体会到新的术式使PD的手术难

度大为降低, 手术时间大为缩短, 术后并发症发

生率明显降低, 且并发症的处理更为容易, 因而

术后恢复更加顺利, 术后住院时间亦相应缩短, 
并且未发现例有远期并发症, 所以我们认为尽

管目前有关PG和PJ孰优孰劣尚无定论, 但PG的

操作更为容易毋庸置疑, PG应该被更多的外科

医生接受, 使我们至少在遇到复杂情况时多一

种方法可以选择. 
总之, PG使PD作为一种操作容易、安全可

靠的术式, 值得各级医院推广.
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本研究结果显示
改良胰胃吻合使
胰十二指肠切除
术操作容易、安
全可靠, 具有较好
临床实用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the 
tumor necrosis factor-α (TNF-α), transforming 

growth factor-β1 (TGF-β1) and interleukin-10 
(IL-10) genes and post-hepatitis B cirrhosis in the 
Shanghai Chinese population.

METHODS: The TNF-α-308G/A, TGF-β1-509T/
C and IL-10-592A/C SNPs were determined by 
polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP) in combina-
tion with sequence analysis in 169 patients with 
post-hepatitis B cirrhosis and 119 healthy con-
trols. The genotypes and allele frequency distri-
bution of these SNPs were then analyzed.

RESULTS: TNF-α-308 GG genotype and G allele 
frequency in patients with post-hepatitis B cirrho-
sis were significantly higher than those in healthy 
controls (P < 0.001, OR > 3). Although there 
were no significant differences in TGF-β1-509 
genotypes between post-hepatitis B patients and 
healthy controls, the T allele frequency was sig-
nificantly higher in post-hepatitis B patients than 
in healthy controls (P < 0.05). There were also no 
significant differences in IL-10-592 genotypes and 
allele frequencies between post-hepatitis B pa-
tients and healthy controls.

CONCLUSION: The TNF-α-308G/A and TGF-
β1-509T/C SNPs may be related to the suscepti-
bility to post-hepatitis B cirrhosis.

Key Words: Post-hepatitis cirrhosis; Hepatitis B; 
Polymorphism; Genetic susceptibility; Relationship

J i a n g  Z L ,  Z h a n g  W ,  Z h a n g  H ,  L i u  Y B ,  S u  S B . 
Relationship between TNF-α, TGF-β1 and IL-10 genetic 
polymorphisms and post-hepatitis B cirrhosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3263-3268

摘要
目的: 探讨上海人群中TN F-α、TG F-β1及
IL-10单核苷酸多态性与乙型肝炎后肝硬化的
关联. 

方法: 运用PCR-RFLP结合测序的方法, 测定
119例健康对照者与169例肝硬化患者TNF-α

www.wjgnet.com
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■背景资料
乙型肝炎后肝硬
化的发病主要是
由HBV感染和侵
袭引起, 同时还与
患者的遗传易感
性及免疫功能等
相关 .  SNPs是遗
传易感性研究的
主要生物学标志
之一, 他与感染性
疾病的进展有关.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科



基因-308G/A、TGF-β1基因-509T/C、IL-10基
因-592A/C的多态性, 并确定其基因型与等位
基因频率的分布. 

结果: 乙型肝炎后肝硬化患者TNF-α的GG基
因型和G等位基因出现的频率明显高于健康
对照者(P <0.001, OR >3); TGF-β1-509位点的3
种基因型整体间没有差异, 但T等位基因出现
的频率明显高于健康对照者(P <0.05); IL-10-
592A/C的多态性在乙型肝炎后肝硬化患者与
健康对照者之间差异没有统计学意义.

结论: TNF-α-308G/A与TGF-β1-509T/C的多
态性可能与乙型肝炎后肝硬化的遗传易感性
有关.

关键词: 肝炎后肝硬化; 乙型肝炎; 多态性; 遗传易

感性; 关联
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0  引言

肝硬化是一种严重危害人们健康的疾病, 在我

国乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)慢性

感染是引起肝硬化的主要原因[1]. 健康者感染

HBV后是否会进展成肝硬化, 可能与个人的体

质不同或与患者的遗传易感性有关. 因为不同

人群和不同个体DNA序列的差异, 即基因多态

性常反映了慢性疾病发病的遗传易感性, 所以, 
研究肝硬化患者的基因多态性有助于了解肝

硬化的产生、发展以及对药物治疗的反应. 已
有研究表明, 单核苷酸多态性(single nucleotide 
polymorphisms, SNPs)与肝硬化的发生及严重

程度等密切相关[2-4]. 因此, 本研究旨在探讨上海

人群中肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、转化生长因子-β1(transforming growth 
factor-β1, TGF-β1)和白介素-10(interleukin-10, 
IL-10)SNPs与乙型肝炎后肝硬化的关联. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集上海市龙华医院住院和门诊患者

乙型肝炎后肝硬化患者169例, 年龄为18-65岁, 
其中男97例, 女72例, 均排除其他肝炎病毒感染

和酒精、药物等其他原因引起的肝硬化. 肝硬

化诊断标准参考“病毒性肝炎防治方案”[5]. 献
血中心献血员和健康志愿者119例, 男80例, 女
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39例, 年龄18-50岁. DNA提取试剂盒(Tianamp 
Blood DNA Kit)购自上海TIANGEN公司. RNase 
A、Ta q聚合酶和限制性内切酶N c o Ⅰ购自上

海生工公司. L A Ta q聚合酶、限制性内切酶

Eco 81Ⅰ和限制性内切酶AfaⅠ购自上海宝生物

公司. 超低温冰箱(-70℃ Termo)用来储存DNA. 
DNA循环合成仪(Ampgene9700)、水平电泳仪

和电泳槽(Tanon EPs 300)、紫外透射仪(Tanon 
UV-2000)、凝胶成像分析系统(Alpha Innotech)
以及测序仪(ABI3730)用来做基因型鉴定. 本研

究经上海中医药大学伦理委员会批准.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 分别抽取乙型肝炎后肝硬化患

者和正常献血者全血1 mL, 以EDTA抗凝. 在4℃
条件下3000 r/min, 离心5 min, 分离去除上清液

(血清). 沉淀物(血细胞)用于基因组DNA的提取. 
1.2.2 模板DNA的提取: 采用Tianamp Blood DNA 
Kit提取基因组DNA, 具体操作按其说明书进行. 
1.2.3 基因型鉴定: 采用聚合酶链反应-限制性

片段长度多态性(PCR-RFLP)结合测序的方法. 
(1)PCR扩增: 分别扩增包含308位点的TNF-α、
包含509位点的TGF-β和包含592位点的IL-10. 
PCR反应总体积为20 μL, 基因组DNA 2 μL, 
上、下游引物(表1)各1 μL, LA Taq酶1 U, 10×
PCR Buffer 2 μL、25 mmol/L MgCl2 2 μL、25 
mmol/L dNTPs 2 μL、去离子水9.8 μL; 先94℃ 
5 min; 再94℃ 30 s、60℃ 30 s及72℃ 45 s, 35个
循环; 72℃延伸10 min. IL-10退火温度为58℃, 
其他条件同上. (2)PCR扩增产物经含EB替代品

的10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 于紫外灯下观察结

果, 与Marker相对照若为所需要的扩增片段则进

行下一步酶切试验. (3)直接用PCR产物作为酶

切底物, 具体反应体积配置参照各内切酶(表1)
的说明书. 酶切后于30 g/L的琼脂糖凝胶上电泳

2 h, 在凝胶成像分析系统下拍照. (4)为确保试验

结果的可靠性, 我们从肝硬化患者和健康对照

者中随机抽取5%的样本, 委托生物芯片上海国

家工程研究中心试验室进行了测序.
统计学处理 所有数据运用SPSS15.0进行计

算, 两组间的差异用四格表χ2检验, 设定P <0.05
为有统计学意义, 并认为组间存在显著性差异.

2  结果

2.1 TNF-α-308G/A 多态性的分析 扩增含有-308
位点的TNF-α, PCR产物大小为346 bp, 如果-308
位点为G则会被内切酶NcoⅠ切成2个片段24 bp

www.wjgnet.com

■相关报道
Miyazoe et al研究
了TNF-α-308位
点在日本人群中
的多态性, 对213
例HBV携带者和
52例健康对照着
进行检测, 结果表
明肝硬化患者(包
括乙型肝炎 )与
HBV无症状携带
者之间没有差异.
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和322 bp, 由于24 bp片段太小, 在琼脂糖凝胶上

看不到, 所以只显示有一条322 bp的片段; 如果

-308位点为A则不会被内切酶NcoⅠ切开, 只显

示有一条346 bp的片段.  纯合子GG基因型为1条
带(322 bp), 突变杂合子GA基因型为2条带(322 
bp/346 bp), 突变纯合子AA基因型应为1条带

(346 bp)(图1A). 
在169例乙型肝炎后肝硬化患者和119例健例乙型肝炎后肝硬化患者和119例健乙型肝炎后肝硬化患者和119例健例健健

康对照者中3种基因型GA、AA、GG出现的频

率分别是11%和32%, 3%和8%及86%和60%, 3组和8%及86%和60%, 3组8%及86%和60%, 3组及86%和60%, 3组86%和60%, 3组
数据整体之间存在显著性差异(均均P <0.001, 表2). 
乙型肝炎后肝硬化患者中突变杂合子GA出现

的频率低于健康对照者, 二者之间存在显著性

差异(11% vs  32%, P <0.001); 突变纯合子AA出

现的频率也低于健康对照者(3% vs  8%), 但没有

统计学意义; 而纯合子GG基因型出现的频率高

于健康对照者(86% vs  60%), 将GG基因型与含

有A等位基因的基因型进行四格表检验, 发现二

者之间存在显著性差异(OR  = 4.085, P <0.001, 表
3). 乙型肝炎后肝硬化患者和健康对照者中等位

基因G和A出现的频率分别是91%和77%, 9%和

23%, 有统计学意义(OR  = 3.308, P <0.001, 表4). 
2.2 TGF-β1- 509T/C多态性的分析 扩增含有-509
位点的TGF-β1, PCR产物大小为865 bp, 如果

-509位点为C则会被内切酶Eco 81Ⅰ切成2个片

段237 bp和628 bp; 如果-509位点为T则不会被

内切酶Eco 81Ⅰ切开, 只显示有一条865 bp的片

段. 突变纯合子CC基因型应为2条带(237 bp/628 
bp), 纯合子TT基因型为1条带(865 bp), 突变杂合

子CT基因型为3条带(237 bp/628 bp/865 bp), 3种
基因型见图1B. 乙型肝炎后肝硬化患者和健康

对照者的3种基因型CC、CT、TT出现的频率分

别是22%和33%、47%和44%及31%和23%, 3组及31%和23%, 3组31%和23%, 3组
数据间整体差异没有统计学意义(表1), 但是等

位基因C和T在这两组中出现的频率分别是46%
和55%, 54%和45%, 有统计学意义(OR  = 1.421, 
P <0.05, 表4). 

2.3 IL-10-592A/C多态性的分析 扩增含有-592位
点的IL-10, PCR产物大小为412 bp, 如果592位点

为A则会被内切酶AfaⅠ切成2个片段176 bp和
236 bp; 如果-592位点为C则不会被内切酶AfaⅠ
切开, 只显示有1条412 bp的片段. 纯合子AA基

因型为2条带(176 bp/236 bp), 突变纯合子CC基
因型应为1条带(412 bp), 突变杂合子AC基因型

为3条带(176 bp/236 bp/412 bp), 3种基因型见图

1C. 在此位点对乙型肝炎后肝硬化患者和健康

对照者的基因型和等位基因出现的频率进行统

计分析, 未发现有统计学差异(表2, 表4).

3  讨论

乙型肝炎后肝硬化的发病主要是由HBV的感染

和侵袭引起, 同时还与患者的遗传易感性及其

免疫功能等相关. SNPs是遗传易感性研究的主

表  1  引物序列、PCR产物大小及相应内切酶

     
				            引物序列		            PCR产物(bp)	                  内切酶

TNF-α-308	 上游引物: 5'-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3'	 346	   NcoⅠ(24 bp/322 bp)

		  下游引物: 5'-GAGCGTCTGCTGGCTGGGTG-3'		

TGF-β1-509	 上游引物: 5'-CTCCATTTCCAGGTGTGGTCCCA-3'		86 5	   Eco81Ⅰ(237 bp/628 bp)

		  下游引物: 5'-CACCAAAGCGGGTGATCCAGAT-3'		

IL-10-592	 上游引物: 5'-GGTGAGCACTACCTGACTAGC-3'		  412	   AfaⅠ(176 bp/236 bp)

		  下游引物: 5'-CCTAGGTCACAGTGACGTGG-3'

M          GA          GG           AA

300 bp

346 bp
322 bp

M       TT        CC       TT        CT

300 bp

865 bp

628 bp

237 bp

M       AA      CC       AA        AC

200 bp

412 bp

236 bp

176 bp

A

B

C

图  1  基因型示意图. A: TNF-α; M: 50 bp DNA Ladder; B: 
TGF-β1-509; M: 50 bp DNA Ladder; C: IL-10-592; M: 100 
bp DNA Ladder.

■创新盘点
本 研 究 针 对 上
海人群 ,  研究了
TNF-α-308G/A、
TGF-β1-509T/C
和IL-10-592A/C
这3个位点多态性
与肝硬化的关系, 
发现TNF-α GG基
因型和G等位基
因以及TGF-β1-
509T等位基因在
乙型肝炎后肝硬
化患者中出现的
频率明显高于健
康对照者 ,  推测
TNF-α GG基因型
和G等位基因以
及TGF-β1-509T
等位基因可能是
乙型肝炎后肝硬
化的易感标志.
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要生物学标志之一, 他与感染性疾病的进展有

关[6-7]. 患者通过SNPs表现出来的遗传易感性, 既
可能成为HBV的持续存在而不发生乙型肝炎或

某些乙型肝炎患者更易进展成肝硬化的原因, 
也可能是影响药物治疗的效果的缘由. 研究表

明IL-10[2]和TGF-β1[3-4]启动子区某些位点的多态

性与乙型肝炎的进展有关, 因此有必要研究乙

型肝炎后肝硬化的候选基因, 探讨这些基因对

肝硬化的影响以及某些位点的基因型是否为该

病易感基因的生物学标志. 
HBV的清除主要依赖细胞免疫, 特别是细

胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL), 

CTL通过清除HBV感染的细胞和分泌细胞因子

而清除HBV[8]. IL-10主要是由巨噬细胞分泌, 他
能下调Thl型细胞因子的表达, 是一种强有力的

免疫抑制因子和协调刺激分子[9], 从而影响机

体对HBV的清除. 本试验研究了119例健康对

照者和169例肝硬化患者, 探讨IL-10-592A/C位
点SNPs与乙型肝炎后肝硬化的关系, 没有发现

该位点的多态性与肝硬化的易感性有关, 这与

Miyazoe et al [2]的报道一致. 另外, Edwards-Smith 
et al [10]研究IL-10(-1082/-819/-592)3个位点多态

性与药物治疗的关系, 发现单倍体ATA与丙型病

毒性肝炎患者抵抗干扰素α治疗有关. 

表  4  健康对照者和乙型肝炎后肝硬化患者的等位基因频率分布

		                等位基因频率	     

	                    健康者n (%)   肝硬化患者n (%)	    
P 值	       OR 值	                 95%CI

TNF-α-308G/A					   

    G		     180(77)            308(91)           0.000           3.308           2.052-5.333

    A		       58(23)              30(9)			 

TGF-β1- 509T/C					   

    C		     130(55)            155(46)           0.038           1.421           1.019-1.983

    T		     108(45)            183(54)			 

IL-10-592A/C					   

    A		     158(67)            224(66)           0.977           0.995           0.700-1.413

    C		       80(33)            114(34)			 

表  2  健康对照者和乙型肝炎后肝硬化患者基因型分布

     
基因型		    健康者n (%)  肝硬化患者n (%)	   P 值	       OR 值	                  95%CI

TNF-α-308G/A				    0.000		

    GA		       38(32)            18(11)            0.000            2.998            1.632-5.506

    AA		       10(8)                6(3)              0.095            2.367            0.837-6.690

    GG		       71(60)          145(86)	 0.053            1.438            0.995-2.078

TGF-β1- 509T/C				    0.121		

    CC		       39(33)            38(22)	 0.142            1.458            0.880-2.414

    CT		       52(44)            79(47)	 0.754            0.935            0.613-1.425

    TT		       28(23)            52(31)	 0.307            0.765            0.457-1.281

IL-10-592A/C				    0.821		

    AA		       51(43)            75(44)	 0.873            0.966            0.631-1.479

    AC		       56(47)            74(44)	 0.736            1.075            0.707-1.634

    CC		       12(10)            20(12)	 0.677            0.852            0.401-1.810

表  3  健康对照者和乙型肝炎后肝硬化患者在TNF-α-308位点GG纯合子和含有A等位基因的分布

     
基因型	        健康者n (%)	 肝硬化患者n (%)	   P 值	          OR 	                  95%CI

GA+AA	           48(40)	        24(14)	 0.000	       2.840	          1.650-4.890

GG	           71(60)	      145(86)	 0.000	       4.085	          2.318-7.196

■同行评价
本研究设计合理, 
方法先进, 从某些
细胞因子基因多
态性的角度来研
究和探讨HBV感
染后肝硬化的遗
传易感性, 具有实
际意义和较好的
参考价值.
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TGF-β1和TNF-α可以通过不同途径影响

肝纤维化的进程, 其中TGF-β1是促进肝纤维化

形成的一个重要的细胞因子, 该细胞因子可以

通过刺激细胞外基质的表达和沉积、抑制细胞

外基质的降解等多种机制参与肝纤维化的形 
成[11]; 而TNF-α的产生是受遗传控制的, 他是机

体针对炎症应答过程中产生的第一个细胞因

子[12]. TNF-α主要由单核细胞、枯否氏细胞产

生, 可促进肝星状细胞增生和纤维增生, 并与其

他细胞因子一起对抗肝细胞生长, 阻止延缓肝

细胞的再生, 参与肝硬化的形成和发展. 持续

高诱导水平的TNF-α, 可加速病情的进展. 体外

研究表明, TNF-α基因启动子-308A等位基因与

TNF-α基因转录活性升高有关[13], 因此-308A等

位基因常被选为肝硬化易感基因的遗传标记. 
本试验没有发现TGF-β1-509位点基因型与乙

型肝炎后肝硬化的发生有关, 这与杨再兴 et al [3-4]

和Kim et al [14]所报道的结果一致, 但是我们发现

T等位基因在乙型肝炎后肝硬化患者中出现的

频率明显高于健康对照者, 同时OR >1说明T等
位基因的危险性高, 推测T等位基因可能是乙型

肝炎后肝硬化的易感标记. 另外杨再兴 et al [4]还

发现TGF的-509位点和codon10位点等位基因存

在连锁不平衡, 其单倍型形式主要是C-T和T-C, 
其中单倍型C-T影响TGF-β1的血浆浓度, 并且

与肝硬化的发生有关. 对TNF-α-308位点的研

究报道不一, 程元桥 et al [15]和林菊生 et al [16]研

究表明肝硬化患者TNF-α-308GA基因型频率明

显高于对照组, 并且携带TNF-α-308A等位基因

的危险性也高于对照组; Miyazoe et al [2]研究了

TNF-α-308位点在日本人群中的多态性, 对213
例HBV携带者和52例健康对照着进行检测, 结
果表明肝硬化患者(包括乙型肝炎)与HBV无症

状携带者之间没有差异; 本试验与以上学者的

研究结果均不同, 我们发现GG基因型和G等位

基因在乙型肝炎后肝硬化患者中出现的频率明

显高于健康对照组, 并且OR >3表明GG基因型和

G等位基因的危险性比较高, 推测GG基因型和G
等位基因可能与乙型肝炎后肝硬化的易感性有

关. 程元桥 et al [15]和林菊生 et al [16]的报道中没有

发现-308AA基因型, 可能是由于所选样本的偏

倚引起, 而本试验中AA基因型在乙型肝炎后肝

硬化患者和健康对照着中出现的频率分别是3%
和8%, 这可能是导致试验结果差异的主要原因. 
Miyazoe et al [2]的报道是针对日本人群, 而本试

验是针对上海人群的, 种族差异也可能是引起

结果不同的原因. 
总之, 我们针对上海人群, 研究了TNF-α-

308G/A、TGF-β1-509T/C和IL-10-592A/C这3
个位点多态性与肝硬化的关系, 发现TNF-α GG
基因型和G等位基因以及TGF-β1-509T等位基

因在乙型肝炎后肝硬化患者中出现的频率明显

高于健康对照者, 推测TNF-α GG基因型和G等

位基因以及TGF-β1-509T等位基因可能是乙型

肝炎后肝硬化的易感标志. 试验结果与已报道

的有所异同, 这可能是由于所选的样本例数以

及地域和种族的不同所引起的. 乙型肝炎后肝

硬化与SNPs的相关性及其发病机制仍需进一

步研究.

4      参考文献
1	 王吉耀, 廖二元, 胡品津. 内科学. 第1版. 北京: 人民卫
生出版社, 2005: 496

2	 Miyazoe S, Hamasaki K, Nakata K, Kajiya Y, 
Kitajima K, Nakao K, Daikoku M, Yatsuhashi 
H, Koga M, Yano M, Eguchi K. Influence of 
interleukin-10 gene promoter polymorphisms on 
disease progression in patients chronically infected 
with hepatitis B virus. Am J Gastroenterol 2002; 97: 
2086-2092 

3	 杨再兴, 王皓, 万漠彬, 王晓今, 高春芳. 转化生长因子
-β1基因多态性与乙型肝炎后肝硬化的关系研究. 临床
检验杂志 2005; 23: 168-171

4	 杨再兴, 王皓, 高春芳, 徐玲玲, 赵文静. 转化生长因子
β1基因多态性对乙型肝炎肝硬化的影响. 中华医学杂
志 2005; 85: 1021-1026  

5	 病毒性肝炎防治方案. 中华传染病杂志 2001 ; 19 : 
56-62

6	 H e l m i n e n M , L a h d e n p o h j a N , H u r m e M . 
Polymorphism of the interleukin-10 gene is 
associated with susceptibility to Epstein-Barr virus 
infection. J Infect Dis 1999; 180: 496-499

7	 Mozzato-Chamay N, Mahdi OS, Jallow O, Mabey 
DC, Bailey RL, Conway DJ. Polymorphisms in 
candidate genes and risk of scarring trachoma in 
a Chlamydia trachomatis--endemic population. J 
Infect Dis 2000; 182: 1545-1548

8	 王义国, 李雷, 陈自平. 慢性乙型肝炎病变活动与血清
HBV-DNA含量的关系. 中国现代医学杂志 2001; 11: 
102-104

9	 Redpath S, Ghazal P, Gascoigne NR. Hijacking and 
exploitation of IL-10 by intracellular pathogens. 
Trends Microbiol 2001; 9: 86-92 

10	 Edwards-Smith CJ, Jonsson JR, Purdie DM, 
Bansal A, Shorthouse C, Powell EE. Interleukin-10 
promoter polymorphism predicts initial response 
of chronic hepatitis C to interferon alfa. Hepatology 
1999; 30: 526-530

11	 Gewaltig J , Mangasser-Stephan K, Gartung 
C, Biesterfeld S, Gressner AM. Association of 
polymorphisms of the transforming growth factor-
beta1 gene with the rate of progression of HCV-
induced liver fibrosis. Clin Chim Acta 2002; 316: 
83-94

12	 Warzocha K, Ribeiro P, Bienvenu J , Roy P, 
Charlot C, Rigal D, Coiffier B, Salles G. Genetic 
polymorphisms in the tumor necrosis factor locus 



www.wjgnet.com

3268                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年11月8日    第17卷   第31期

influence non-Hodgkin's lymphoma outcome. Blood 
1998; 91: 3574-3581

13	 Wilson AG, Symons JA, McDowell TL, McDevitt 
HO, Duff GW. Effects of a polymorphism in the 
human tumor necrosis factor alpha promoter on 
transcriptional activation. Proc Natl Acad Sci U S A 
1997; 94: 3195-3199

14	 Kim YJ, Lee HS, Im JP, Min BH, Kim HD, Jeong JB, 
Yoon JH, Kim CY, Kim MS, Kim JY, Jung JH, Kim 
LH, Park BL, Shin HD. Association of transforming 

growth factor-beta1 gene polymorphisms with 
a hepatocellular carcinoma risk in patients with 
chronic hepatitis B virus infection. Exp Mol Med 
2003; 35: 196-202

15	 程元桥, 林菊生, 田德英, 梁扩寰, 熊平. 肿瘤坏死因子
α基因启动子多态性与肝硬化相关性的研究. 世界感
染杂志 2003; 3: 186-190

16	 林菊生, 程元桥, 田德英, 廖家志, 刘南植, 熊平, 梁扩
寰. HLA-DRB1和肿瘤坏死因子α基因多态性与肝硬
化的遗传易感性. 中华内科杂志 2002; 41: 818-821

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》修回稿须知   

本刊讯 为了保证作者来稿及时发表, 同时保护作者与《世界华人消化杂志》的合法权益, 本刊对修回稿

要求如下. 

1      修回稿信件 

来稿包括所有作者签名的作者投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; (2)是否有经济利益或其他关

系造成的利益冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代

表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通讯作者应负责

与其他作者联系, 修改并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证

无泄密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出版权转让

给本刊编辑部.

2      稿件修改 

来稿经同行专家审查后, 认为内容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原稿连同审稿意见、编辑意

见寄回给作者修改, 而作者必须于15 d内将修改后的稿件及光盘寄回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上

传至在线办公系统; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.

3      版权 

本论文发表后作者享有非专有权, 文责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集中汇编出版以及用于宣讲和

交流, 但应注明发表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 编辑部可将文章

在《中国学术期刊光盘版》等媒体上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文摘》、《荷兰医学文摘库/医

学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外相关文摘与检索系统收录. (科学编辑: 李军

亮 2009-11-08)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年11月8日; 17(31): 3269-3272
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

乙型肝炎患者并发慢加急性肝衰竭诱因及转归分析289例

赵振刚, 韩 涛, 高英堂, 高艳颖, 张 晔, 吴珍萍

赵振刚, 天津医科大学三中心临床学院 天津市 300170
韩涛, 高英堂, 高艳颖, 张晔, 吴珍萍, 天津市第三中心医院 
天津市人工细胞重点实验室 天津市 300170
国家重点基础研究发展规划基金资助项目(973计划), No. 
2007CB512801
科技部科技重大专项基金资助项目, No. 2008ZX10002-005
天津市科委重点攻关专项基金资助项目, No. 05YFSZSF02500
天津市科委应用基础研究计划面上基金资助项目, No. 
06YFJMJC13100
作者贡献分布:贡献分布: 赵振刚与韩涛对此文所作贡献均等; 此课题的设
计与写作由赵振刚与韩涛完成; 数据采集由赵振刚、高艳颖及
高英堂完成; 研究过程由赵振刚、张晔及吴珍萍完成; 数据分析
由赵振刚、韩涛及高英堂完成.
通讯���讯���作者�: 韩涛, 教授, 主任医师, 300170, 天津市河东区津塘
路83号, 天津市第三中心医院, 天津市人工细胞重点实验室. 
hantaomd@126.com
电话: 022-84112298     传真: 022-24382234
收稿日期���������������  修回�������������� : ������������� 修回�������������� 2009-08-31   修回�������������� 修回�������������� 日期������������ : ����������2009-10-27
接受�����������������  在线出版�������������� 日期���������������  在线出版�������������� : ������������� 在线出版�������������� 2009-11-02   在线出版�������������� 在线出版�������������� 日期������������ : ����������2009-11-08

Causes and clinical outcomes 
of acute-on-chronic liver failure 
in patients with hepatitis B 
virus infection: an analysis of 
289 cases 

Zhen-Gang Zhao, Tao Han, Ying-Tang Gao, 
Yan-Ying Gao, Ye Zhang, Zhen-Ping Wu

Zhen-Gang Zhao, the Third Central Clinical College of 
Tianjin Medical University, Tianjin 300170, China
Tao Han, Ying-Tang Gao, Yan-Ying Gao, Ye Zhang, 
Zhen-Ping Wu, Tianjin Key Laboratory of Artificial Cells, 
Tianjin Third Central Hospital, Tianjin 300170, China
Supported by: the Major State Basic Research Develop-
ment Program of China (973 program), No. 2007CB512801; 
the Major Research Project of the Ministry of Science and 
Technology of China, No. 2008ZX10002-005; the Key Sci-
ence and Technology Project of Tianjin Municipal Science 
and Technology Committee, No. 05YFSZSF02500; and the 
General Program of Applied Basic Research Foundation of 
Tianjin Municipal Science and Technology Committee, No. 
06YFJMJC13100
Correspondence to: Professor Tao Han, Tianjin Key Lab-
oratory of Artificial Cells, Tianjin Third Central Hospital, 
83 Jintang Road, Hedong District, Tianjin 300170, 
China. hantaomd@126.com
Received: 2009-08-31    Revised: 2009-10-27
Accepted: 2009-11-02    Published online: 2009-11-08 

Abstract
AIM: To investigate the causes and clinical 
outcomes of acute-on-chronic liver failure 
(ACLF) in patients with hepatitis B virus (HBV) 
infection.

METHODS: The clinical data of 289 HBV infection 
patients with ACLF were retrospectively analyzed. 

RESULTS: The most common cause of ACLF in 
HBV infection patients was HBV infection and 
mutation (50.52%). The other six predominant 
causes of ACLF included nonviral infections 
(24.57%), bleeding (4.50%), drug use (4.15%), di-
arrhea (3.46%), alcohol use (2.42%), and hepatitis 
E virus (HEV) infection (2.42%), respectively. Of 
289 patients, 80.28% ranged in age from 40 to 70 
years old. After treatment, the improvement rate 
was 45.33%, and the mortality rate was 44.98%. 

CONCLUSION: HBV infection and mutation are 
the most common cause of ACLF in patients with 
HBV infection. The improvement rates achieved 
in patients with ACLF induced by HBV, HEV and 
autoimmune hepatitis (AIH) are higher than that 
in patients with liver carcinoma-induced ACLF. 

Key Words: Acute-on-chronic liver failure; Hepatitis 
B; Cause
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎并发慢加急性肝衰竭的
诱因及其转归. 

方法: 回顾289例乙型肝炎并发慢加急性肝衰
竭患者临床资料, 对其病因、转归等进行分析. 

结果:  H B V活动及变异为乙型肝炎并发慢
加急性肝衰竭最主要诱因(占50.52%), 感染
(非病毒性)、消化道出血、药物、腹泻、酒
精、HEV分别占: 24.57%、4.50%、4.15%、

3.46%、2.42%、2.42%. 289例患者中(年龄
40-70岁之间的达80.28%)226例接受了人工肝
治疗, 总好转率为45.33%, 死亡率为44.98%.

结论: HBV活动及变异居乙型肝炎并发慢加
急性肝衰竭所有诱因之首. 乙型肝炎基础上的
HEV、HBV活动及变异免、自身疫性肝病诱
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■背景资料
肝功能衰竭是临
床常见的严重肝
病症候群, 死亡率
极高. 慢加急性肝
衰竭是我国肝衰
竭中最常见类型, 
随着临床研究的
深入, 积极了解其
病因学特点有助
于提高诊疗水平.
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发的慢加急性肝衰竭好转率高于肝癌诱发慢
加急性肝衰竭好转率. 

关键词: 慢加急性肝衰竭; 乙型肝炎; 诱因
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0  引言

肝功能衰竭(1iver failure)是临床常见的严重肝病

症候群, 死亡率极高. 肝功能衰竭是多种因素引

起的严重肝脏损害, 导致其合成、解毒、排泄及

生物转化等功能发生严重障碍或失代偿, 出现以

凝血功能障碍和黄疸、肝性脑病、腹水等为主

要表现的一组临床症候群. 在我国引起肝功能衰

竭的主要病因是肝炎病毒(主要是HBV), 其次是

药物及肝毒性物质(如乙醇、化学制剂等)[1]. 慢加

急性肝衰竭(acute-on-chronic liver failure, ACLF)
定义是慢性肝病(先前诊断或未诊断)基础上, 因
急性诱因作用, 临床表现为黄疸和凝血障碍, 4 wk
内并发腹水和/或肝性脑病[2]. ACLF仍是我国肝衰

竭中最常见类型, 其中仅单一HBV感染性ACLF
肝衰竭总数的82.80%[3]. 本文收集近年我科收治

住院乙型肝炎并发ACLF患者临床资料, 对其诱

因及转归进行分析.

1  材料和方法

1.1 材料 调查2002-02/2009-06我院收治ACLF住
院病例, 入选289例, 其中男214例, 女75例, 年龄

17-79(平均51.05±10.97)岁.
1.2 方法 
1.2.1 诊断方法: (1)ACLF的诊断参照2006年中华

医学会感染病学分会肝功能衰竭与人工肝学组、

中华医学会肝病学分会重型肝病与人工肝学组联

合制定的《肝功能衰竭诊疗指南》, ACLF在慢性

肝病基础上, 短期内发生肝功能失代偿的临床表

现(血清胆红素≥171.1 μmol/L及PTA≤40%)[1]; (2)
入选条件: 符合上述ACLF诊断且合并乙型肝炎的

患者; (3)转归判定标准: 症状体征有好转, 肝功能

明显好转(ALT及血清总胆红素较原水平下降50%
以上), 且无明显波动者为临床好转; 而经治疗患

者症状体征改善不明显(ALT及血清总胆红素较

原水平下降不足50%或较前加重), 随访1 mo未死

亡为未愈; 住院期间或出院1 mo内死亡者为死亡. 
1.2.2 调查方法: 复习住院的乙型肝炎合并ACLF
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病历并对其合并HAV、HBV、HCV、HDV、

HEV、非病毒性感染(呼吸道、消化道、泌尿

道、胆道、胸膜腔及腹膜腔等感染)、消化道出

血、药物(包括肝毒性药物及中成药)、腹泻、

酒精、肝癌(包括肝癌破裂、肝癌压迫胆道及肝

癌进展)、劳累、妊娠、自身免疫性肝病(包括

自身免疫性肝炎、肝硬化及原发性胆汁性肝硬

化)、胆管结石以及乙型肝炎病毒活动及YMDD
变异、停用核苷类似物等诱因及相关转归临床

资料进行登记(55例合并肝癌中有49例肝衰竭为

非肿瘤性诱因, 分别计入其各自诱因组; 3例合

并丙型肝炎感染, HCV定量均阴性, 其肝衰竭诱

因分别为消化道出血、腹泻及HBV活动, 计入

各自诱因组; 2例患者分别同时有消化道出血及

腹膜炎, 计入消化道出血组; 此外HAV、HDV各

1例、妊娠、胆管结石致胆道梗阻各2例, 其病

死率及好转率的比较无意义).
统计学处理 用SPSS17.0软件进行t检验与

Fisher确切概率法统计学分析, P <0.05表示具有

统计学意义.

2  结果

2.1 诊断结果 共收集病例289例, 其中合并肝癌

55例, 合并戊型肝炎7例, 丙型肝炎3例, 甲型肝戊型肝炎7例, 丙型肝炎3例, 甲型肝7例, 丙型肝炎3例, 甲型肝丙型肝炎3例, 甲型肝3例, 甲型肝型肝

炎、丁型肝炎各1例, 酒精性肝病8例, 男女比为、丁型肝炎各1例, 酒精性肝病8例, 男女比为型肝炎各1例, 酒精性肝病8例, 男女比为各1例, 酒精性肝病8例, 男女比为

2.85∶1, 其中好转131例, 死亡130例, 未愈28例, 
总好转率45.33%, 总死亡率44.98%, 未愈9.69%; 
年龄分布: 80.28%患者分布于40-70年龄组, 该
年龄组患者男女比2.57∶1, 其中好转99例, 死亡

110例, 未愈23例, 该年龄组好转率42.67%.
2.2 诱因及转归 HBV活动及变异为乙型肝炎合并乙型肝炎合并合并

ACLF主要的诱发因素, 占所有诱因的50.52%(其
中YMDD变异26例, 停用核苷类似物3例), 此外

乙型肝炎并发非病毒性感染、消化道出血、药并发非病毒性感染、消化道出血、药

物、腹泻、酒精、HEV、肝癌、劳累、自身免、劳累、自身免劳累、自身免

疫性肝病、妊娠、胆管结石、甲型肝炎、丁型型肝炎、丁型、丁型型

肝炎分别占: 24.57%、4.50%、4.15%、3.46%、分别占: 24.57%、4.50%、4.15%、3.46%、

2.42%、2.42%、2.08%、2.08%、1.73%、、2.08%、1.73%、2.08%、1.73%、

0.69%、0.69%、0.35%以及0.35%, 所有诱因

中, 乙型肝炎并发肝癌所致ACLF死亡率最高乙型肝炎并发肝癌所致ACLF死亡率最高并发肝癌所致ACLF死亡率最高

(83.33%), 而合并自身免疫性肝病和HEV好转率

最高, 分别为: 80.00%与71.43%(表1).
所有病例中, 226例接受了血浆置换、血液

灌流、血液透析及血液滤过等人工肝治疗. 各
诱因好转率分别为: 自身免疫性肝病80.00%、

HEV 71.43%、劳累66.66%, 酒精57.14%、腹泻
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■相关报道
刘晓燕  e t  a l对
1977例肝衰竭患
者的病因与转归
分析表明, HBV感
染居肝衰竭病因
之首, HEV感染性
肝衰竭治愈、好
转率相对较高.
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50.00%、HBV活动及变异46.58%、消化道出血HBV活动及变异46.58%、消化道出血活动及变异46.58%、消化道出血

46.15%、药物41.66%、非病毒性感染39.44%、

肝癌0.00%, 所有诱因中不同诱因转归间进行两

两比较, HEV、HBV活动及变异、自身免疫性

肝病致ACLF好转率高于肝癌所致ACLF好转率

(P  = 0.016, 0.027, 0.015, P <0.05, 表1); 总样本中

HBeAg(+)患者104例, HBeAg(-)患者185例, 两
者之间HBV DNA水平之间比较差异有统计学

意义(t  = 4.02, P <0.001), 可以认为乙型肝炎并乙型肝炎并并

发ACLF患者中HBeAg(+)者较HBeAg(-)者HBV 
DNA水平高; 但是2组死亡之间比较差异无统计

学意义(t  = 1.048, 表2)., 表2).表2).
2.3 YMDD变异 总变异例数26例, 其中YIDD 14
例, YVDD 8例, YIDD+YVDD 4例, 其死亡率

57.69%, 非YMDD变异组HBV DNA(4.70±1.68 
copies/mL, log10), YMDD变异组HBV DNA(5.88
±1.70 copies/mL, log10), 变异组与非变异组

HBV DNA水平比较, 差异有统计学意义(t  = 3.43, 
P<0.001), YMDD变异后HBV DNA水平增高(表3).

3  讨论

回顾所收集乙型肝炎并发A C L F病例 ,  根据

2008-03亚太肝病学会(APASL)《慢加急性肝衰竭

共识讨论草案》[2], 其常见的诱因有: 其一为感染

因素: (1)HBV活动或变异(142例占50.52%): HBV

感染可导致急慢性肝炎、肝硬化及细胞癌[4], 慢
性肝病的基础上HBV活动或变异可导致肝功能

受损乃至衰竭, 一般认为HBV基因突变导致病毒

生物学特性改变是影响HBV感染转归的重要因

素之一[5]. 本样本289例患者中发生YMDD变异26
例, 占9.00%, 15例病毒变异患者死亡, YMDD变异

患者死亡率达57.69%高于本样本总死亡率, 提示

YMDD变异后, 病毒较之前更不易控制. 本样本

HBeAg(+)者较HBeAg(-)者HBVDNA水平高, 但2
组之间死亡率无差异, 其可能原因如下: HBV发

生前C区变异, 作为血清免疫清除的重要决定簇, 
HBeAg在前C区变异后就无法产生, 失去这一靶位, 
变异病毒得以逃避免疫清除而使感染持续[6], 前C
区终止密码变异的乙型肝炎患者血清中HBeAg
含量下降明显并伴有向抗HBeAg转换, 从而使免

疫耐受被打破, 诱发病情加重, 重型乙型肝炎发

生率显著升高[7]; 此外, 除HBV因素外, 其他诱因

以及患者性别、年龄、治疗依从性等对于肝衰

竭发生的促进作用不容忽视, 应综合考虑; (2)其
他嗜肝病毒: HAV、HCV、HDV及HEV感染, 重
叠嗜肝病毒感染是发生致死性肝衰竭的重要原

因, 有报道HAV、HCV、HDV及HEV可分别占慢

性乙型肝炎并发肝衰竭的1.40%、9.60%、1.80%
及30.10%[8], 本样本HEV好转率71.43%高于总样

本好转率, 考虑与其本身生物学特性有关; (3)其
他感染因素(非病毒性): 占乙型肝炎合并ACLF诱
因24.57%, 感染与肝衰竭发生互为因果, 相互作

用, 感染易引起脓毒血症(Sepsis), 他是引起ACLF

表  1  2002-2009年我院乙型肝炎合并ACLF病例诱发因
素及转归

     
诱发因素		     n    构成比(%)  病死率(%)  好转率(%)

HBV活动或变异	 146      50.52       44.52       46.58a

YMDD变异	   26        9.00       57.69       34.62

停用核苷类似物	     3        1.04       33.33       33.33

HEV		      7        2.42       28.57       71.43a

HAV		      1        0.35         0.00     100.00

HDV		      1        0.35     100.00         0.00

非病毒性感染	   71      24.57       59.15       39.44

消化道出血	   13        4.50       53.85       46.15

药物		    12        4.15       33.33       41.66

腹泻		    19        3.46       10.00       50.00

酒精		      7        2.42       14.29       57.14

肝癌		      6        2.08       83.33       00.00

劳累		      6        2.08         0.00       66.66

自身免疫性肝病	     5        1.73       20.00       80.00a

妊娠		      2        0.69       50.00       50.00

胆管结石		      2        0.69       50.00       50.00

合计		  289    100.00       44.98       45.33

aP<0.05 vs  肝癌组.

表  2  2002-2009年我院乙型肝炎并发ACLF病例HBeAg
分布、HBV DNA水平 (copies/mL, log10)

     
诱发因素	                n         HBV DNA(mean±SD)      病死(n )

HBeAg(-)组          185	 4.51±1.69b	 79

HBeAg(+)组          104	 5.33±1.63	 51

合计	              289	 4.81±1.71              130

bP<0.001 vs  HBeAg(+)组.

表  3  2002-2009年我院乙型肝炎合并ACLF病例HBV 
DNA水平 (copies/mL, log10)

     
诱发因素	                        n                  	      HBV DNA

非YMDD变异组	    263		     4.70±1.68b

YMDD变异组	      26		     5.88±1.70

合计		     289		     4.81±1.71

bP<0.001 vs  YMDD变异组.

■应用要点
本研究提示, 在临
床工作中应合理
应用抗HBV药物
以控制HBV活动
及其变异, 尽量避
免各种诱发因素
的出现, 从而减少
乙型肝炎并ACLF
的发生,降低乙型
肝炎患者肝衰竭
发病率及病死率.
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的常见原因[9], 包括: 呼吸道、消化道、泌尿道、

胆道、胸腔、腹腔等, 本样本中腹腔感染为所有

感染之首, 占75.34%, 临床中对于腹腔感染应高

度警惕, 及时处理, 避免诱发肝衰竭. 其二为非感

染因素: (1)消化道出血: 消化道出血可导致肝脏

缺血缺氧, 肝细胞代谢障碍、肝功能严重受损从

而引起、加重肝衰竭, 本样本该诱因患者病死率

53.85%, 高于总样本病死率, 究其原因可能与急

性失血并发多脏器功能不全及存在人工肝及肝

移植治疗相对禁忌、消化道出血后禁食水口服

抗病毒药物不能持续应用等因素有关; (2)药物因

素: 在已上市应用的化学性或生物性药物中, 有
1100种以上具有潜在的肝毒性, 很多药物的赋

形剂、中草药以及保健药亦有导致肝损伤的可

能. 其中, 急性肝损伤是药物性肝病最常见的发

病形式, 占报道病例数的90%以上, 少数患者可

发生威胁生命肝功能衰竭[10]; 本样本中中药诱因

3例, 西药诱因9例, 中药多见于皮肤病、骨科等

用药, 西药则以抗结核药、抗抑郁药、抗凝药、

降脂药、抗甲状腺药、抗生素及恶性肿瘤化疗

药物等引起肝衰竭多见, 随人们保健意识增强、

不规范用药物的增多, 药物所致ACLF有可能进

一步呈上升趋势; (3)酒精因素: 大量一次性过量

饮酒, 可直接导致急性酒精中毒并严重损害肝

脏, 在长期过量饮酒的人群中, 有90%-100%的机

率患有酒精性脂肪肝, 10%-35%患有酒精性肝炎, 
8%-20%患有酒精性肝硬化[11], 在原有乙型肝炎

基础上, 酒精对于肝脏的协同损害可致ACLF发
生几率增加, 随人们生活水平的提高, 酒精所致

肝衰竭比例在逐年增加[3]; (4)腹泻、劳累: 患者个

人的生活方式、精神状态等宿主因素不容忽视, 
患者抵抗力下降, 免疫功能失调可使原有呈免疫

耐受状态的HBV活跃, 进而可造成严重肝功损

伤; (5)肝癌: 本样本病死率高达83.33%, 并且所有

诱因中好转率最低, 考虑与肝癌本身高度为恶性

疾患、且晚期肿瘤目前尚无特效治疗手段有关; 
(6)自身免疫病: 主要为自身免疫性肝炎、肝硬化

及原发性胆汁性肝硬化, 本诱因组患者经过血浆

置换等人工肝治疗后好转率高达80.00%, 可能与

该治疗同时可清除免疫机制中相关的抗原、抗

体、免疫复合物及炎症因子等物质从而中断肝

衰竭发生机制有关; (7)妊娠: 妊娠期肝脏负担加

重, 肝脏与妊娠相互影响, 妊娠合并病毒性肝炎

更易发展成肝衰竭, 易合并出血、感染及多脏

器功能衰竭等严重并发症, 目前, HBV感染及高

水平复制仍然是引起妊娠期间肝衰竭的重要原

因之一且预后差[12], 因此, 如何选择抗病毒药物

及何时开始应用也是临床医师面临的研究课题. 
总之, 病毒因素、感染(非病毒性)、酒精、

药物、腹泻及出血为乙型肝炎并发ACLF最主

要诱因, 其中以HBV活动和变异最为常见. 随
核苷类似物的广泛应用, 乙型肝炎病毒变异成

为病毒生物性改变的一个重要原因, 停用核苷

类似物后病毒爆发同样可致ACLF, 另外在HBV
感染基础之上, 并发非病毒性感染、消化道出

血、药物(肝毒性药物及中成药)、腹泻、酒

精、H E V、劳累、自身免疫性肝病、妊娠、

胆管结石、HAV、HDV等致病因素的作用, 亦
可诱发ACLF, 故在临床工作中, 除合理应用抗

HBV药物以控制HBV病毒活动及其变异外, 尽
量避免上述诱发因素的出现亦非常重要, 从而

减少乙型肝炎并ACLF的发生.
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Abstract
AIM: To determine the efficacy and safety of 
erythromycin infusion prior to emergency 
endoscopy for acute upper gastrointestinal 
bleeding.

METHODS: A computer-based search of the 
Cochrane library, Medline, PubMed and China 
Journal Full-text database and a manual search 
of Gastroenterology Week and the American 
Gastroenterological Association Conference 
Proceedings to identify relevant controlled tri-
als, regardless of language. The references were 
manually retrieved according to reference index. 
The randomized controlled trials that evaluated 
the use of erythromycin in endoscopy for acute 
upper gastrointestinal bleeding were included in 
our study. A meta-analysis was conducted using 
the method for Cochrane systematic review. 

RESULTS: Three trials involving 245 patients 
were included in the systematic review. The 
meta-analysis showed that erythromycin was 
superior to placebo in gastric emptying and sec-
ond-look endoscopy (OR = 5.10 and 0.48; 95%CI: 
1.96-13.27 and 0.27-0.88; P = 0.0008 and 0.02, 
respectively), but no more effective than placebo 
in mean duration of endoscopy, mean blood 
transfusion volume and mean hospital stay (P = 
0.84, 0.07 and 0.36, respectively). No complica-
tions were observed in all patients. 

CONCLUSION: Erythromycin infusion is effective 
and safe in improving endoscopic view in patients 
with acute upper gastrointestinal bleeding. 

Key Words: Erythromycin; Acute upper gastrointes-
tinal bleeding; Emergency endoscopy; Systematic 
review; Meta-analysis

Zhou J, He JD, Ouyang XB, Wang YP. Erythromycin 
infusion prior to emergency endoscopy for acute upper 
gastrointestinal bleeding: a systematic review. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(31): 3273-3277

摘要
目的: 系统评价红霉素在急性上消化道出血
紧急内镜检查中应用的有效性和安全性. 

方法: 计算机检索Cochrane图书馆临床对照
试验, Medline、PubMed及中国期刊全文数据
库等中外文数据库. 手工检索消化病学周会和
美国胃肠病学学会会议论文集; 查阅检索到
所有文献的参考文献索引, 手工检索文献. 凡
评价急性上消化道出血紧急内镜检查中红霉
素应用的随机对照试验, 无论语种、是否采用
盲法均纳入, 应用国际Cochrane协作网系统评
价方法对其进行Meta分析.  

结果: 共纳入3个试验包括245例患者. 红霉
素组与安慰剂组比较, 2组在胃排空和需要
二次内镜检查方面的差异有统计学意义(OR  
= 5.10, 95%CI: 1.96-13.27, P = 0.0008; OR  = 
0.48, 95%CI: 0.27-0.88, P = 0.02);内镜检查时
间、输血量及住院时间的平均值差异无统计
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急性上消化道出
血的诊断和治疗
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用 ,  然而由于急
性出血时内镜视
野欠清晰 ,  影响
诊断和治疗 .  红
霉素是一种大环
内酯类抗生素 , 
可潜在的应用于
内镜检查前视野
的清除, 因此, 紧
急内镜检查前应
用红霉素可能提
高内镜检查质量.
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学意义(P  = 0.84、0.07及0.36); 3篇试验均无
不良反应的报道.

结论: 急性上消化道出血紧急内镜检查中应
用红霉素, 在改善内镜视野上是安全有效的

关键词: 红霉素; 急性上消化道出血; 紧急内镜检

查; 系统评价; Meta分析
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0  引言

急性上消化道出血是临床实践中最常见威胁生

命的, 需要紧急处理的内科急症. 流行病学研究

显示年发病率为50/10万-150/10万, 且发病率随

年龄增长而增加, 病死率为6%-10%[1-4]. 国外的

成本分析显示每年为急性上消化道出血患者进

行诊治的费用为750万美元[5], 为卫生医疗事业

造成极大的经济负担, 因此, 急性上消化道出血

已经成为现代社会医疗卫生的一个具有挑战性

的主要问题. 近年来, 急性上消化道出血的临床

研究有了长足的发展, 特别是内镜技术的普及

和各种内镜下治疗方法的广泛开展, 使紧急内

镜成为诊治显性急性上消化道出血的首选方法. 
但由于急性出血时, 插入内镜往往胃内有较多

的血液或血凝块, 视野欠清晰, 降低了病变的检

出率. 红霉素是一种大环内酯类抗生素, 可以与

胃动素结合而发挥促胃动力作用, 临床研究显

示可诱导胃排空, 可潜在的应用于内镜检查前

视野的清除[6]. 因此, 紧急内镜检查前应用红霉

素可能提高内镜检查质量. 国外几个随机对照

试验显示结果有效且无不良反应发生[7-9], 但这

些研究的质量有待系统的评价. 本研究旨在应

用Cochrane协作网的方法系统评价急性上消化

道出血紧急内镜检查中红霉素应用的有效性和

安全性, 为临床实践提供循证医学的最佳证据.

1  材料和方法

1.1 材料 计算机检索Cochrane图书馆临床对照

试验(2009年第1期)、Medline或PubMed数据库

(1978-2009年)、Embase光盘数据库(1978-2009
年)、OVID数据库(1978-2009年)、中国生物医

学文献数据库(CBMDisc)(1978-2009年)、维普中

刊数据库(1989-2009年)、万方学位论文数据库

(1978-2009年)、中国期刊全文数据库(1979-2009
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年). 手工检索消化病学周会和美国胃肠病学学

会会议论文集; 查阅检索到所有文献的参考文献

索引, 手工检索相关文献. 
1.2 方法 凡评价急性上消化道出血紧急内镜检

查中红霉素应用的随机对照试验, 无论语种及

是否采用盲法均纳入. 由2位研究者独立进行文

献质量评价并按设计好的表格提取资料, 如遇

分歧, 通过讨论或根据第3位研究人员的意见解

决. 纳入研究的方法学质量评价采用Cochrane协
作网推荐的方法进行, 文献质量评价包括以下

内容: 随机分配方法; 分配方案的隐藏; 盲法; 是
否描述了失访、退出的发生; 是否进行了意向

性分析(intention to treat, ITT)[10].
统计学处理 统计分析使用Cochrane协作网

提供的Revman 4.2.8软件. 各临床试验结果的异

质性检验采用卡方检验, 检验水准取α = 0.1. 若
无统计学异质性, Meta分析选择固定效应模型, 
否则在解释异质性可能的原因后选择随机效应

模型或进行定性的系统评价[10]. 计数资料计算比

值比(OR )及其95%CI. 对于计量资料, 当各临床

试验对同一疗效指标采用相同的测量工具进行

测量时, 计算加权均数差值(WMD)及其95%CI, 
否则计算标化均数差值(SMD)及其95%CI. 各个

疗效判定指标的分析均采用ITT分析.

2  结果

2.1 纳入研究的特点及方法学质量 最初检索到

相关文章94篇. 阅读题目及摘要后, 排除综述类

文章及信件, 筛选得到治疗性临床试验类文章

12篇. 最后纳入3个试验[7-9]包括245例患者进入

本系统评价. 3个试验均为国外研究[7-9]. 所有试

验均有明确的纳入标准和排除标准. 3篇均描述

了随机方法, 其中2篇采用随机数字表[7-8], 1篇采

用计算机随机[9]. 3篇均对随机方法进行充分的

隐藏. 2篇采用了双盲法[7,9]. 3篇试验均明确指出

两组基线情况具有可比性, 并有详细的资料. 3
篇试验均[7-9]报道了受试者退出失访的情况, 并了受试者退出失访的情况, 并
对具体原因进行了详细的说明, 同时对疗效指同时对疗效指对疗效指

标采用了ITT分析[7-9]. 3个试验的特点见附表1.
2.2 Meta分析结果
2.2.1 胃排空: 3篇试验[7-9]的Meta分析结果显示

各试验间有异质性(P  = 0.09), 故采用随机效应

模型. 红霉素组胃排空有效率为78.15%, 安慰

剂组为42.85%, 2组间差异有统计学意义(OR  = 
5.10, 95%CI: 1.96-13.27, P = 0.0008)(表2).表2).).
2.2.2 需要2次内镜检查: 3篇试验[7-9]的Meta分析

www.wjgnet.com
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结果显示各试验间无异质性(P = 0.10), 故采用

固定效应模型. 红霉素组需要二次内镜检查的

病例占17.65%, 安慰剂组占30.95%, 2组间差异

有统计学意义(OR  = 0.48, 95%CI: 0.27-0.88, P = 
0.02, 表3).表3).).
2.2.3 平均内镜检查时间: 2篇试验[7,9]的Meta分析

结果显示各试验间有异质性(P = 0.03), 故采用

随机效应模型. 红霉素组与安慰剂组在平均内

镜检查时间上, 2组间差异无统计学意义(WMD 
= -0.47, 95%CI: (-5.07)-4.13,)-4.13,-4.13, P = 0.84, 表4).表4).).
2.2.4 平均需要输血量: 2篇试验[7,9]的Meta分析

结果显示各试验间无异质性(P = 0.72), 故采用

固定效应模型. 红霉素组与安慰剂组在平均需

要输血量上, 2组间差异无统计学意义(WMD = 
-0.46,  95%CI: (-0.97)-0.04, P = 0.07, 表5).表5).).

2.2.5 平均住院时间: 3篇试验[7-9]的Meta分析结

果显示各试验间无异质性(P = 0.32), 故采用固

定效应模型. 红霉素组与安慰剂组在平均住院

时间上, 2组间差异无统计学意义(WMD = -0.86, 
95%CI: (-2.71)-0.98,(-2.71)-0.98,-2.71)-0.98, P  = 0.36, 表6).表6).).
2.2.6 不良反应: 3篇试验[7-9]均无不良反应的报道.

3  讨论

急性上消化道出血是最常见的危及生命的内科

急症, 随着消化内镜技术的发展, 紧急内镜检查

在急性上消化道出血的诊断和治疗中起着关键

的作用. 然而由于急性出血时内镜视野欠清晰, 
影响诊断和治疗. 因此, 寻找安全有效的方法具

有重要临床意义. 本研究在全世界范围内收集3
个急性上消化道出血紧急内镜检查中红霉素应

表  1  纳入随机对照试验的质量评估及研究特点

     
作者	                             n     基线情况    随机方法	     盲法	   分配隐藏           失访            干预措施(n )

Frossard  et al [7] 2002    105	  可比	    清楚	    双盲            充分         报道清楚         红霉素(51)         安慰剂(54)

Coffin et al [8]       2002      41	  可比	    清楚	    不清楚         充分         报道清楚         红霉素(19)         安慰剂(22)

Carbonell et al [9] 2006    100	  可比	    清楚	    双盲            充分         报道清楚         红霉素(49)         安慰剂(50)

表  2  胃排空影响的Meta分析

     Study or sub-category   Erythromycin (n /N)     Placelo (n /N)    OR  (random) 95% CI        权重(Weight)(%)   OR  (random) 95% CI 

Coffin et al       2002	          17/19                     12/22

Frossard et al   2002	          42/51                     18/54

Carbonell et al  2006	          34/49                     24/50 

合计(95%CI)	              119                        126

总事件(Total events): 93 (Erythromycin), 54 (Placelo)

异质性检验(Test for heterogeneity): χ2 = 4.78, df = 2 (P  = 0.09), I2 = 58.1%

合并效应量的检验(Test for overall effect): Z  = 3.34 (P  = 0.0008)

     20.77            7.08 [1.31, 38.33]

     38.23            9.33 [3.74, 23.32]    

     41.00            2.46 [1.08, 5.59]

   100.00            5.10 [1.96, 13.27]

0.1 0.2     0.5    1    2       5   10
Favours Placelo   Favours Erythromycin

表  3  二次内镜检查的Meta分析

     Study or sub-category   Erythromycin (n /N)     Placelo (n /N)     OR  (fixed) 95% CI         权重(Weight)(%)        OR  (fixed) 95% CI 

Coffin et al       2002	            3/19                     10/22

Frossard et al   2002	            6/51                     17/54

Carbonell et al  2006	          12/49                     12/50 

合计(95%CI)	              119                        126

总事件(Total events): 21 (Erythromycin), 39 (Placelo)

异质性检验(Test for heterogeneity): χ2 = 4.54, df = 2 (P  = 0.10), I2 = 55.9%

合并效应量的检验(Test for overall effect): Z  = 2.36 (P  = 0.02)

  24.90               0.23 [0.05, 1.00]

  46.49               0.29 [0.10, 0.81]    

  28.62               1.03 [0.41, 2.58]

100.00               0.48 [0.27, 0.88]

0.1 0.2     0.5    1    2       5   10
Favours Erythromycin   Favours Placelo

■应用要点
本研究提示, 今后
开展的临床研究
应充分考虑到现
有研究的局限性, 
改进研究的方法
学缺陷, 尽量减少
偏倚, 必要时结合
经济学评价, 为临
床应用提供更多
的证据.
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用的随机对照试验, 并进行系统评价. 红霉素具

有胃动素受体激动剂的特性, 通过诱导胃窦收

缩及消化间期移行性复合运动, 促进胃动力[11-13]. 
Sears et al [14]的研究显示通过静脉滴注红霉素, 
促进胃排空, 可以达到清除内镜视野的目的. 随
后的临床试验也显示急性上消化道出血中紧急

内镜检查中红霉素的应用具有较好的安全性和

有效性. 
本系统评价中, 纳入3篇试验[7-9]的Meta分析

结果显示, 急性上消化道出血的紧急内镜检查

中, 红霉素组在胃排空有效率及需要二次内镜检

查上优于安慰剂组. 3篇试验[7-9]均描述了随机序

列产生的方法, 2篇试验[7,9]报道采用双盲, 3篇试

验[7-9]对分配方案进行了充分的隐藏, 但由于纳入

试验少, 且纳入试验样本量小. 有待大样本随机

对照试验及系统评价的证据. 纳入2篇试验[7,9]的

Meta分析结果显示, 急性上消化道出血的紧急

内镜检查中, 红霉素组与安慰剂比较, 在平均内

镜检查时间及平均需要输血量上无差异. 2篇试

验[7,9]均描述了随机序列产生的方法, 且采用双

盲, 并对分配方案进行了充分的隐藏, 但由于纳

入试验少, 且纳入试验样本量小. 有待大样本随
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表  4  平均内镜检查时间的Meta分析

     Study or      	         
n

         Erythromycin      
n

         Placelo        WMD (random)    权重(Weight)             WMD (fixed)  
sub-category                                 (mean±SD)              (mean±SD)          95% CI	         (%)		     95% CI

Frossard et al   2002	      51      18.00±9.00    54   16.00±8.00

Carbonell et al  2006	      49      13.70±4.50    50   16.40±7.80

合计(95% CI)	     119                            104

总事件(Total events): 21 (Erythromycin), 39 (Placelo)

异质性检验(Test for heterogeneity): χ2 = 5.02, df = 1 (P  = 0.03), I2 = 80.1%

合并效应量的检验(Test for overall effect): Z  = 0.20 (P  = 0.84)

  47.41             2.00 [-1.26, 5.26]    

  52.59           -2.70 [-5.20, -0.20]

100.00           -0.47 [-5.07, 4.13]

-10     -5       0       5      10
Favours Erythromycin  Favours Placelo   

表  5  平均需要输血量的Meta分析

     Study or      	         
n

         Erythromycin      
n

         Placelo        WMD (random)    权重(Weight)             WMD (fixed)  
sub-category                                 (mean±SD)              (mean±SD)          95% CI	         (%)		     95% CI

Frossard et al   2002	      51        1.90±1.50    54     2.30±1.70

Carbonell et al  2006	      49        1.34±1.40    50     1.94±2.90

合计(95% CI)	     119                            104

异质性检验(Test for heterogeneity): χ2 = 0.13, df = 1 (P  = 0.72), I2 = 0%

合并效应量的检验(Test for overall effect): Z  = 1.80 (P  = 0.07)

  68.08           -0.40 [-1.01, 0.21]    

  31.92           -0.60 [-1.49, 0.29]

100.00           -0.46 [-0.97, 0.04]

-10     -5       0       5      10
Favours Erythromycin  Favours Placelo   

表  6  平均住院时间的Meta分析

     Study or      	         
n

         Erythromycin      
n

         Placelo        WMD (random)    权重(Weight)             WMD (fixed)  
sub-category                                 (mean±SD)              (mean±SD)          95% CI	         (%)		     95% CI

Coffin et al   2002	       19        6.00±0.00    22     9.00±0.00

Frossard et al   2002	      51      10.20±6.40    54   12.20±8.70

Carbonell et al  2006	      49        7.50±6.00    50     7.60±6.10

合计(95% CI)	     119                            126

异质性检验(Test for heterogeneity): χ2 = 0.98, df = 1 (P  = 0.32), I2 = 0%

合并效应量的检验(Test for overall effect): Z  = 0.92 (P  = 0.36)

                          Not estimable    

   40.15           -2.00 [-4.91, 0.91]

   59.85           -0.10 [-2.48, 2.28]

 100.00           -0.86 [-2.71, 0.98]

-10     -5       0       5      10
Favours Erythromycin  Favours Placelo   

■同行评价
本文采用现代循
证医学方法, 对本
领域符合条件的3
篇国外论文进行
了分析和评价, 可
读性强, 有一定的
临床实用价值.
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机对照试验及系统评价的证据. 纳入3篇试验[7-9]

的Meta分析结果显示, 急性上消化道出血的紧

急内镜检查中, 红霉素组在平均住院时间上优

于安慰剂组, 但差异无统计学意义. 3篇试验[7-9]

均描述了随机序列产生的方法, 2篇试验[7,9]报道

采用双盲, 3篇试验[7-9]对分配方案进行了充分的

隐藏, 但由于纳入试验少, 且纳入试验样本量小. 
有待大样本随机对照试验及系统评价的证据. 3
篇试验均未报道不良反应的发生, 提供了安全

性的证据. 
总之, 从现有的资料和Meta分析结果来看, 

急性上消化道出血紧急内镜检查中应用红霉素, 
在改善内镜视野上是安全有效的. 但其临床其他

收益有限. 且由于纳入研究及样本量小. 结果应

谨慎对待. 今后有必要进行高质量、大样本的设

计严格的随机对照试验予以证实. 今后开展的临

床研究应充分考虑到现有研究的局限性, 改进研

究的方法学缺陷, 尽量减少偏倚, 必要时结合经

济学评价, 以为临床应用提供更多的证据.
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