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Abstract
The prevalence of pancreatic cancer has increased 
dramatically over the past decades. As pancreatic 
cancer is difficult to detect at an early stage, its 
prognosis is very poor. Inherited genetic factors 
and environmental factors are known to be the 
major causes of pancreatic cancer. Pancreatic 
intraepithelial neoplasia (PanIN) lesions have 
been established as the pre-neoplastic changes 
during pancreatic carcinogenesis. Detection 
of tumor markers and imaging examinations 
(computed tomography, magnetic resonance 
imaging, endoscopic ultrasonography and 
endoscopic retrograde cholangiopancreatograph
y) are effective means for diagnosis of pancreatic 
cancer. The combination of surgical resection and 
adjuvant or neoadjuvant chemotherapy shows 
promise in prolonging the survival time of patient 
with pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Early diagnosis; 

Therapy

Liu HL, Wang L. Advances in the early diagnosis and 
therapy of pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(34): 3475-3479

摘要
胰腺癌的发病率不断升高 ,  早期诊断困难 , 
临床治疗效果差, 是目前预后最差的恶性肿
瘤. 遗传因素和环境因素在胰腺癌的发生中
具有重要作用, 胰腺上皮内瘤变(pancreat ic 
intraepithelial neoplasia, PanIN)是胰腺癌的癌
前病变. CT、MRI、超声内镜、ERCP和血清
标志物检测为胰腺癌诊断提供了有效手段, 手
术与辅助化疗、放疗以及分子靶向治疗等综
合治疗有望改善胰腺癌患者的预后. 建立灵敏
高效的预警和早期诊断体系, 加强多学科合作
开展综合治疗, 是提高胰腺癌临床诊疗水平的
主要途径.

关键词�� 胰腺癌; 早期诊断; 治疗
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0  引言

近年来, 胰腺癌的发病率明显上升. 以上海为例, 
1972-1974年上海城区居民男性和女性胰腺癌的

发病率分别为4.0/10万和3.1/10万, 2005年达到

6.8/10万和5.2/10万, 增加了约70%. 在癌症死亡

原因顺位中, 男6-8位, 女9-10位[1-2]. 胰腺癌起病

隐匿, 早期发生转移, 治疗效果差, 5年生存率不

足5%, 是目前预后最差的恶性肿瘤. 建立灵敏高

效的预警和早期诊断体系, 加强多学科之间合

作, 开展综合治疗, 是有效提高胰腺癌临床诊疗

水平的主要途径. 

1  高危人群和癌前病变

胰腺癌的病因尚未完全明了, 目前认为遗传因

素和环境因素的协同作用是胰腺癌发生的主

要原因. 多种遗传性家族性肿瘤综合征患者胰

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来, 胰腺癌的
发病率明显上升, 
但胰腺癌的病因
尚未完全明了, 目
前认为遗传因素
和环境因素的协
同作用是胰腺癌
发生的主要原因. 
其特点是, 早期发
生转移, 使胰腺癌
的早期诊断与治
疗尤为重要.

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



腺癌的发病率较高 ,  包括家族性乳腺癌综合

征、遗传性非息肉性结肠癌综合征(hereditary 
nonpolypo-sis colorectal carcinoma, HNPCC)、
Peutz-Jeghers综合征、家族性不典型多发性黑

色素瘤(familial atypical multiple mole melanoma, 
FA M M M)综合征 [3].  遗传性胰腺炎患者易发

生胰腺癌. 在遗传性胰腺癌家系中, BRCA1、
BRCA2[4-5]和Pogue-Geile et al [6]基因具有较高

的突变频率. 吸烟、高脂饮食以及经常接触甲

醛、有机氯、氯化烃等致癌物可以使胰腺癌的

患病风险增加. 一些慢性疾病如酒精性和非酒

精性慢性胰腺炎、2型糖尿病、病态性肥胖患

者发生胰腺癌的风险增高. 
胰腺癌中80%-90%为起源于胰腺导管上

皮的胰腺导管腺癌, 一般认为其发生过程经过

从正常上皮到上皮过度增生, 再发展到上皮不

典型增生直至癌的逐级演变. 胰腺上皮内瘤变

(pancreatic intraepithelial neoplasia, PanIN)被
认为是胰腺导管腺癌的主要癌前病变之一, 根
据胰腺导管上皮增生的病理形态学程度不同, 
PanIN可以分级为PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2, 
PanIN-3[7-8]. 开展对PanIN的深入研究, 有助于了

解胰腺癌的发生机制、寻找具有早期诊断价值

的肿瘤标志物和采取干预措施.

2  诊断

胰腺癌因缺乏特异性的临床症状, 早期诊断十

分困难. 患者可出现向腰背部放射的上腹痛、

体质量下降、黄疸等, 少数患者以新近发生糖

尿病和原因不明的急性胰腺炎[9]为首发症状. 单
独应用一种检查方法的诊断价值有限, 即使联

合应用多种检查方法, 仍有超过1/3的无法切除

胰腺癌病例可能被漏诊[10]. 
2.1 影像学和超声内镜检查

2.1.1 B超: 为无创性、简便易行. 由于胰腺的解

剖位置深, 在B超检查时易受胃肠道内气体的干

扰以及脊柱的影响, 对直径2 cm以下的胰腺癌检

出率较低. 
2.1.2 CT和MRI: CT在判断胰腺癌分期、预测手

术切除率方面具有一定的优越性, 但对直径小

于1 cm的胰腺癌、淋巴结浸润转移和肝内小转

移灶等的准确性下降[11], 多排螺旋CT的诊断效

率有所提高. MRI在诊断肝内转移灶方面优于

CT, 但对淋巴结浸润诊断效果却比CT差. 磁共

振胰胆管造影(MRCP)和磁共振血管造影可以提

供胰胆管异常和血管壁浸润等方面的信息[12-13]. 
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2.1.3 超声内镜: 可以发现较小的胰腺肿瘤, 评估

肿瘤大小和淋巴结受累情况比CT更准确. EUS
引导下的细针吸引活检(EUS-FNA)可以完成

原发肿瘤、淋巴结和远处转移灶的病理学诊

断, 用于术前检查的灵敏性为95%, 特异性达

92%[14]. 但为了避免肿瘤播散, 检查结果对治疗

策略无影响时不宜采用. EUS引导下细针核心活

检(EUS-needle core biopsies)诊断的灵敏性不及

EUS-FNA[15]. 
2.1.4 ERCP: 可反映主胰管及其分支的病变情

况, 并可对胰腺导管进行活检或用细胞刷做细

胞学检查, 也可以收集胰液进行细胞学和基因

检测[16]. 
2.1.5 腹腔镜: 腹腔镜和腹腔镜超声(LUS)可以发

现隐藏的腹膜转移灶和其他方法漏诊的肝内转

移灶, 目前多推荐用于胰腺癌的术前评估检查[17].
2.2 肿瘤标志物 以CA19-9最常用, 按照血清

CA19-9水平>37 U/mL为标准, 诊断胰腺癌的

敏感性和特异性分别为81%、91%[18]. 其他常

用的胰腺癌肿瘤标志物还有CA50、CA242、
Span-1、MIC-1、Dupan-2等, 但早期诊断价值

有限. 多种肿瘤标志物(如CA19-9、CA242、
CEA和CA125)联合检测, 可提高诊断的敏感性

和特异性[19]. 
2.3 基因分子诊断 80%-90%的胰腺癌存在K-ras
基因突变 ,  可采集外周血、胰液、十二指肠

液、粪便以及细针抽吸或胰管刷检标本进行检

测. 在PanIN等癌前病变中即可检测到K-ras基因

突变, 虽然特异性有所降低, 但为早期诊断提供

了可能. 其他开展的基因突变检测还有抑癌基

因P53、P16、Smad4等. 
2.4 蛋白质组学技术 随着蛋白质组学技术的发

展, 为寻找新的肿瘤标志物提供了有效手段. 最
近有报道应用表面增强激光解吸电离飞行时间

质谱(surface-enhanced laser desorption /ionization 
time-of-flight mass spectrometry, SELDI-TOF 
MS)技术检测胰腺癌患者的血清蛋白质谱, 通
过决策树法分析, 选择其中6种差异表达蛋白

质建立胰腺癌鉴别体系, 经双盲检测验证表明

该体系诊断胰腺癌的灵敏性达80%, 特异性为

84.6%[20]. 采用蛋白质芯片和ELISA方法测定胰

液和血清HIP/PAP-Ⅰ(hepatocarcinoma-intestine-
pancreas/pancreatitis-associated proteinⅠ)水平, 
胰腺癌患者显著高于胰腺良性疾病患者, 提示

HIP/PAP-Ⅰ可作为胰腺癌的标志物[21]. 
2.5 风险预测模型 针对胰腺癌的高危人群进行

www.wjgnet.com

■相关报道
Kala et al证实, CT
在判断胰腺癌分
期、预测手术切
除率方面具有一
定的优越性, 但对
直径小于1 cm的
胰腺癌、淋巴结
浸润转移和肝内
小转移灶等的准
确性下降, 多排螺
旋CT的诊断效率
有所提高. Beger 
et al 采用5-FU、

四氢叶酸、阿霉
素和顺铂经腹腔
动脉灌注胰十二
指肠切除术后胰
腺癌患者, 可以显
著减少胰腺癌肝
脏转移的风险, 患
者中位生存时间
为21 mo, 2年生存
率为40%, 可以选
择作为胰腺癌的
二线治疗方法.
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监测, 准确预测高危个体患胰腺癌的风险, 是早

期诊断胰腺癌的必要前提. 最近, 美国研究人员

建立了一种胰腺癌风险预测模型PancPRO, 用于

对有胰腺癌家族史的个体进行风险评估[22], 为此

方面的研究提供了新的思路.

3  治疗

3.1 手术 对可以手术切除的胰腺癌, 首选根治性

手术. 不同术式对患者的生存时间并无显著差

别[23-24]. 
3.2 化疗 最近一项随机、前瞻性、多中心Ⅲ期

临床试验(CONKO-001)结果显示胰腺癌根治

性切除术后吉西他滨单药辅助化疗能显著延缓

肿瘤的复发[25]. 对晚期胰腺癌, 吉西他滨单药作

为一线治疗方案已有十余年[26]. 近年来, 针对吉

西他滨与其他药物如5-FU[27]、顺铂[28]、奥沙利 
铂[29], 卡培他滨[30]等联合化疗进行了临床研究, 
结果显示与吉西他滨单药化疗相比, 联合化疗

可以显著延长中位生存期, 但很少能延长到9 mo
以上. 因此, 今后还需进一步探索新的联合化疗

方案. 
区域灌注化疗有助于提高进入胰腺癌组织

中的化疗药物浓度, 减轻全身不良反应. Beger不良反应. Beger. Beger 
et al [31]采用5-FU、四氢叶酸、阿霉素和顺铂经

腹腔动脉灌注胰十二指肠切除术后胰腺癌患者, 
可以显著减少胰腺癌肝脏转移的风险, 患者中

位生存时间为21 mo, 2年生存率为40%, 可以选

择作为胰腺癌的二线治疗方法[32]. 
3.3 放疗 尚存在争议. 有研究认为术后仅需进行

辅助化疗, 联合放化疗反而降低患者的生存时

间[33-34]. 但也有临床研究表明术后辅助放化疗可

以显著延长患者的生存时间, 术后放化疗患者

的平均生存时间达2.9年, 较单纯化疗的1.1年和

单纯放疗的2.1年显著延长[35-36]. 对于无法手术

切除的胰腺癌, 有研究显示单纯化疗作为一线

治疗的患者平均生存时间为18 mo, 显著高于放

化疗的9.5 mo[37]. 
3.4 分子靶向治疗 分子靶向治疗是肿瘤治疗

研究的新热点. 目前已完成Ⅲ期临床试验的分

子靶向药物包括: 贝伐单抗、西妥昔单抗、厄

洛替尼(erlotinib). 其中吉西他滨联合厄洛替尼

(HER1/EGFR酪氨酸激酶抑制剂)可以延长胰腺

癌患者的生存时间[38]. 最近1项贝伐单抗联合吉

西他滨/厄洛替尼与吉西他滨/厄罗替尼治疗胰

腺癌的Ⅲ期临床对照试验表明, 加入贝伐单抗

组无进展生存期明显延长, 总体生存率也有所

提高. 关于分子靶向药物治疗的关键问题是需

要在治疗前明确胰腺癌患者是否表达相应的分

子靶点, 否则会引起对研究结论的质疑. 
3.5 其他 中西医结合个体化治疗对延长患者生

存时间有一定意义[39]. 据报道光动力治疗对胰腺

癌也有一定效果[40].

4  结论

提高胰腺癌的早期诊断率和手术切除率是改善

患者预后的关键, 确定胰腺癌的易患(高发)人群, 
制定合理的筛查方案, 有助于早期发现胰腺癌. 
加强肿瘤标志物联合检测的临床研究, 建立优

势互补的组合是当前可行的方法. 同时应大力

开展胰腺癌的基础研究, 寻找敏感性高、特异

性强, 特别是具有早期诊断意义的新的肿瘤标

志物. 在循证医学的基础上, 通过综合治疗延长

患者的生存时间, 形成规范化的治疗方案是今

后临床上需要解决的重要课题. 总之, 胰腺癌的

防治是一个系统工程, 需要多学科的紧密协作. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of transforming 
growth factor-beta 1 antisense oligonucleotide 
ASODN (TGF-β1-ASODN) on cell proliferation 
and apoptosis in human esophageal squamous 
cell carcinoma cell line EC9706.

METHODS: EC9706 cells were transfected with 
chemically synthesized TGF-β1-ASODN. The 

expression of TGF-β1 mRNA and protein was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and flow cytometry, 
respectively. Cell morphological changes were 
observed. The proliferation and apoptosis of 
EC9706 cells were measured by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay and flow cytometry, 
respectively.

RESULTS: After TGF-β1-ASODN transfec-
tion, the expression levels of TGF-β1 mRNA 
and protein in EC9706 cells were significantly 
lower than those in untransfected EC9706 cells 
(0.25 ± 0.07 vs 0.43 ± 0.09 and 35.35% vs 41.38%, 
respectively; both P < 0.05). TGF-β1-ASODN 
transfection could stimulate proliferation and 
inhibit apoptosis of EC9706 cells. After transfec-
tion, EC9706 cells lost their normal morphology. 
Compared with untransfected cells, the survival 
rate increased (109.4% vs 100.0%, P < 0.05), the 
percentages of cells in G1 and S phases decreased 
(62.9% vs 66.5% and 21.3% vs 23.7%, respec-
tively; both P < 0.05), the percentage of cells in 
G2 phase rose (14.8% vs 9.8%, P < 0.05), and the 
apoptosis rate declined in cells transfected with 
TGF-β1-ASODN (0.69% vs 0.96%, P < 0.05).

CONCLUSION: TGF-β1-ASODN can silence the 
expression of the TGF-β1 gene efficiently and 
specially, and antagonize TGF-β1-mediated pro-
liferation inhibition, cell cycle arrest and apopto-
sis in EC9706 cells.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Transforming growth factor-beta 1; Proliferation; 
Apoptosis

Zhang HY, Li SS, Sun Y, Wang XH, Yan AH, Wang XJ. 
TGF-β1 antisense oligonucleotide ASODN promotes cell 
proliferation but inhibits apoptosis in human esophageal 
squamous cell carcinoma cell line EC9706. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 3480-3485

摘要
目的: 探讨转染TGF-β1反义寡核苷酸(TGF-
β1-ASODN)对食管鳞癌细胞EC9706增殖及凋

®

■背景资料
食管癌是世界范
围内, 特别是中国
河南省死亡率较
高的恶性肿瘤之
一, 严重危害人们
的生命健康. 因此
研究食管癌的发
病机制对于降低
肿瘤患者的死亡
率尤为重要.

■同行评议者
李玉明, 教授, 江
苏省南通市第一
人民医院消化内
科
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亡的影响. 

方法: 将化学合成的TGF-β1-ASODN转染食
管鳞癌细胞EC9706, 采用RT-PCR和流式细胞
术检测转染效率; 观察TGF-β1-ASODN转染
后细胞形态学的改变; 采用MTT和流式细胞
术检测TGF-β1-ASODN转染后对细胞增殖及
凋亡的影响. 

结果: 转染T G F-β1-A S O D N可有效抑制
EC9706细胞中TGF-β1的活性, 其mRNA及
蛋白的表达均明显低于转染前的水平(0.25
±0.07 vs  0.43±0.09; 35.35% vs  41.38%, 均
P <0.05); TGF-β1-ASODN可明显促进细胞增
殖、抑制细胞凋亡, 转染后细胞生长拥挤失
去正常形态, 细胞存活率高于转染前(109.4% 
vs  100.0%, P <0.05), G1期、S期细胞百分比低
于转染前, G2期细胞百分比则高于转染前, 细
胞凋亡率低于转染前(62.9% vs  66.5%; 21.3% 
vs  23.7%; 14.8% vs  9.8%; 0.69% vs  0.96%, 均
P <0.05).

结论:  T G F-β1-A S O D N可高效特异地将
TGF-β1基因沉默, 并解除其抑制细胞增殖、

阻滞细胞周期、促进细胞凋亡的作用.

关键词�� 食管鳞癌; 转化生长因子β1; 增殖; 凋亡
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0  引言

转化生长因子-β(transforming growth factor beta, 
TGF-β)是一类多功能的多肽类细胞因子, 首先

由Assoian et al [1]于1983年自人血小板中成功提

取, 已被证实对细胞增殖分化、细胞外基质产

生、血管生成以及细胞凋亡等起重要的调控作

用[2]. 近年来发现, TGF-β对肿瘤的作用极其复

杂且可能相互矛盾, 在肿瘤早期可抑制细胞增

殖、启动细胞分化诱导凋亡; 但在肿瘤的进展

期则可通过多种机制促进肿瘤的侵袭和转移[3-5]. 
为探讨TGF-β1对食管鳞癌细胞的作用, 本研究

运用反义寡核苷酸技术观察了TGF-β1-ASODN
对食管鳞癌细胞EC9706增殖及凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管鳞癌细胞系EC9706由中国医学科

学院肿瘤医院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点

实验室惠赠.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: EC9706细胞在含有100 mL/L
的胎牛血清、100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉

素的RPMI 1640培养基中生长, 并置于37℃, 50 
mL/L CO2的条件下培养, 实验细胞均处于对数

生长期. 
1.2.2 TGF-β1-ASODN转染EC9706细胞: 根据

文献设计合成针对TGF-β1第一启动子的反义

寡核苷酸片段[6], 启动子序列: GGC GCC GCC 
TCC CCC ATG CCG CCC TCC GGG, TGF-β1-
ASODN: CCC GGA GGG CGG CAT GGG GG, 
由北京赛百盛生物技术有限公司合成, 硫代磷

酸化修饰, PAGE纯化, 纯度99.9%. 将细胞分为3
组, 转染反义寡核苷酸组(ASODN); 转染试剂组

(不加反义寡核苷酸仅仅加入转染试剂); 未转染

组(不进行任何操作的EC9706细胞). 按KeyGen
公司转染试剂说明书将TGF-β1-ASODN(0.2 g/L)
转入EC9706细胞中. 
1.2.3 观察转染后EC9706细胞形态学改变: 在细

胞培养状态下, 用倒置显微镜分别观察各组细

胞的生长状态及形态学改变. 
1 . 2 . 4  R T- P C R 检 测 E C 9 7 0 6 细 胞 T G F - β 1 
m R N A表达 :  T G F-β1引物序列 [7]:  上游 :  5'- 
CACATCAGAGCTCCGAGAAG-3', 下游: 5'-GGTC
CTTGCGGAAGTCAATG-3', 片段大小: 492 bp, 由
北京赛百盛生物技术有限公司合成; 内参β-actin引
物序列: 上游: 5'-GTGGACATCCGCAAAGAC-3', 
下游: 5'-TCATAGTCCGCCTAGAAGC-3', 片段大

小: 281 bp, 由北京奥科生物技术有限公司合成. 按
照TRIzol总RNA抽提纯化试剂盒说明(Invitrogen公
司)抽提总RNA. 取1 μL总RNA加入50 μL的反应体

系中, 根据OneStep RT-PCR Kit(宝生物工程公司有

限公司)的说明, 在同一反应体系中同时扩增内参

和目的基因. 取5 μL PCR 产物, 2 g/L琼脂糖电泳, 
对凝胶进行灰度扫描并对灰度值进行统计学处理. 
1.2.5 流式细胞术检测EC9706细胞TGF-β1蛋白

表达: 将细胞用胰酶消化, 1000 r/min离心5 min, 
弃去上清; 用PBS洗2遍, 离心后弃去, 加入70%
冰乙醇固定, 过夜; 取单细胞悬液1×106/mL, 加
入鼠抗人TGF-β1 mAb(北京中山金桥生物公司)
工作液100 μL, 室温孵育30 min; 加入PBS 10 mL
洗涤1次, 弃上清; 加入羊抗鼠FITC-IgG二抗工

作液100 μL, 避光室温孵育30 min; 加入PBS 10 
mL洗涤1次, 加入PBS 0.1 mL经500目铜网过滤

后流式细胞仪检测TGF-β1蛋白. 

■相关报道
Gong  e t  a l 的研
究 结 果 显 示 , 
TGF-β1可导致大
肠癌细胞细胞周
期 受 阻 ,  细 胞 生
长受抑. Patel et al
的研究结果表明, 
TGF-β1对肝癌细
胞凋亡具有诱导
作用.
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1.2.6 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测EC9706细

胞增殖活性: 将细胞按每孔5×103铺入96孔板, 
培养24 h后进行转染, 在72 h时按常规方法加入

MTT、二甲基亚砜, 用酶标仪测定各孔的A 492, 
并计算细胞存活率(细胞存活率 = 实验组A均值

/对照组A均值×100%). 
1.2.7 流式细胞术检测EC9706细胞凋亡及细胞

周期: 细胞准备同1.2.5, 取单细胞悬液1×109/L, 
加1 mL PI(100 mg/L), 避光30 min, 流式细胞仪

检测细胞凋亡及细胞周期.
统计学处理 所有数据均经SPSS13.0软件进

行统计分析. 计数资料采用阳性率表示, 阳性率

之间的比较采用χ2检验; 计量资料采用mean±
SD表示, 2组均数的比较用t检验. 显著性水准α 
= 0.05.

2  结果

2.1 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞TGF-β1的抑

制作用 RT-PCR结果显示, TGF-β1片段大小为

492 bp(图1). 经TGF-β1/β-actin mRNA半定量分

析显示, 转染TGF-β1-ASODN后72 h, EC9706细
胞TGF-β1 mRNA的表达水平明显低于对照组

(P <0.01, 表1, 图1). 流式细胞术结果显示, 转染

TGF-β1-ASODN后72 h, EC9706细胞TGF-β1
蛋白阳性表达率明显低于对照组(P <0.01, 表1, 
图2). 以上结果表明, TGF-β1-ASODN可有效抑

制TGF-β1基因的表达. 
2.2 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞形态的影响 
倒置显微镜下观察发现, 未转染组部分细胞呈

多边形, 部分细胞呈梭形、菱形或泪滴形, 边缘

锐利, 癌细胞呈散在分布或呈片状、放射状、

条索状排列, 细胞轮廓清楚, 贴壁生长, 生长旺

盛. 转染TGF-β1-ASODN组, 24 h, 癌细胞折光性

减弱, 形态基本正常; 48 h, 细胞体积变小, 细胞

形态变圆滑, 呈圆形、椭圆形或方形, 细胞间隙

变宽, 细胞胞质减少、颗粒增多, 折光性差; 72 h, 
细胞生长拥挤失去正常形态, 部分细胞死亡脱

落而悬浮于培养液中(图3).
2.3 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞增殖的影

响  流式细胞术检测细胞周期, 结果显示转染

TGF-β1-ASODN组G1期、S期细胞较对照组减少

(P<0.01), 而G2期细胞较对照组增多(P<0.01, 表2, 
图4); MTT法检测结果显示转染TGF-β1-ASODN
组细胞的存活率较对照组高(P <0.05, 表3). 表明

TGF-β1-ASODN可使EC9706细胞增殖加快.
2.4 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞凋亡的影

响 流式细胞术检测细胞凋亡, 结果显示, 转染

表 1 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞TGF-β1表达的影响

     
分组       TGF-β1 mRNA      t 值           P 值

                      TGF-β1蛋白            
χ2值              P 值

                 细胞数        阳性率(%)

TGF-β1-ASODN组      0.25±0.07                5741           35.35  

转染试剂组      0.44±0.0�           17.085           0.002             5628           45.32           157.108           0.000

未转染组       0.43±0.0�           13.847           0.000             2061           41.38             23.513           0.000

表 2 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞细胞周期的影响

     
分组                        细胞数      G1(%)       χ2值       P 值    G2(%)    χ2值     P 值  S(%)  χ2值  P 值

TGF-β1-ASODN组    24 332       62.�      14.8    21.3  

转染试剂组       7325       65.1       11.653      0.001       10.7       7�.171      0.000       24.2        27.686    0.000

未转染组        8873       66.5       15.204      0.004         �.8       �3.521      0.000       23.7    12�3.858    0.000

χ2值与P值分别为TGF-β1-ASODN组与各对照组之间的比值.

500 bp 492
bp

281

M              1              2              3

图 1 TGF-β1-ASODN转染后72 h TGF-β1 mRNA在EC9706
细胞中的表达(492 bp). M: Marker(100 bp); 1: TGF-β1-

ASODN组; 2: 转染试剂组; 3: 未转染组.

■创新盘点
TGF-β对肿瘤的
作用极其复杂且
可能相互矛盾, 本
研究运用反义寡
核苷酸技术观察
TGF-β1-ASODN
对 食 管 鳞 癌 细
胞 增 殖 及 凋 亡
的 影 响 ,  可 明 确
TGF-β1对食管癌
细胞的作用, 并为
阐明食管癌的发
病机制奠定基础.
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TGF-β1-ASODN组细胞凋亡率较对照组降低

(P <0.05), 表明TGF-β1-ASODN可抑制EC9706细
胞凋亡(表4, 图5).

3  讨论

TGF-β在机体的胚胎发育、创伤修复、免疫调

节、细胞外基质的合成和储存等方面发挥重要

作用, 同时也对许多细胞的生长具有调节作用. 
TGF-β对细胞的作用可表现为刺激或抑制, 这主

要取决于细胞的类型、来源、分化状态和实验

条件的不同. 体外研究表明, TGF-β家族成员可

抑制上皮细胞的增殖, 促进细胞凋亡, 但对不同

的肿瘤细胞其作用还有待进一步探讨. 
本研究根据文献[6]合成针对TGF-β1第一

启动子的反义寡核苷酸(TGF-β1-ASODN), 并进

行硫代磷酸化修饰, 运用阳离子聚合物瞬时转

染食管鳞癌细胞EC9706, 观察TGF-β1-ASODN
对EC9706细胞增殖及凋亡的影响. RT-PCR结

A B 图 3 TGF-β1-ASODN转染后EC9706细胞形
态. A: 未转染组; B: TGF-β1-ASODN组.

图 2 TGF-β1-ASODN转染后72 h TGF-β1蛋白在EC9706细胞中的表达. A: TGF-β1-ASODN组; B: 转染试剂组; C: 未转染组.

100       101       102       103

18

A

100       101       102       103

73B

100       101       102       103

61C

表 3 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞增殖的影响

     
分组                          A 值    存活率(%)  t 值 P 值

TGF-β1-ASODN组 0.58±0.11   10�.4  

转染试剂组 0.53±0.0�     �6.2    4.272    0.043

未转染组  0.53±0.0�   100.0    4.445    0.03�

χ2值与P值分别为TGF-β1-ASODN组与各对照组之间的比值.

表 4 TGF-β1-ASODN对EC9706细胞凋亡的影响

     
分组                   细胞数  凋亡百分率(%)  χ2值      P 值

TGF-β1-ASODN组 24 332         0.6�  

转染试剂组    7325         0.�5         5.306  0.021

未转染组     8873         0.�6         6.154  0.013

χ2值与P值分别为TGF-β1-ASODN组与各对照组之间的比值.

CV S0CCV S0BCV 50A 图 4 流式细胞术检测各组EC9706细胞
周期. A: TGF-β1-ASODN组; B: 转染试

剂组; C: 未转染组.

G1

S G2

G1

S
G2

G1

S
G2

■应用要点
本 研 究 提 示 , 
TGF-β1-ASODN
可以高效特异地
将TGF-β1基因沉
默, 解除其促进细
胞凋亡、阻滞细
胞周期、抑制细
胞增殖的作用. 这
有助于进一步探
讨TGF-β1在食管
癌发生发展中的
作用.
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果显示, 转染TGF-β1-ASODN后24 h TGF-β1 
mRNA的表达水平即有所下降, 72 h(0.25±0.07)
明显低于转染前(0.43±0.09, P <0.01), 而同一

样本中TGF-β1-ASODN非靶向基因β-actin的表

达未见明显变化. 流式细胞术结果也显示, 转
染后TGF-β1蛋白的表达(35.35%)明显低于转

染前(41.38%, P <0.01). 以上结果表明, TGF-β1-
ASODN可以高效特异地将TGF-β1基因沉默, 这
为进一步研究TGF-β1-ASODN对食管鳞癌细胞

的增殖及凋亡的影响奠定了基础. 
正常的TGF-β功能取决于正常的TGF-β信

号通路, TGF-β具有抑制细胞增殖及促进凋亡的

作用. TGF-β抑制细胞增殖主要是对细胞周期的

阻滞作用[8-10]. G1期向S期转化是细胞周期调控

的关卡, 细胞一旦通过此控制点, 将通过整个细

胞周期. 本研究结果显示, TGF-β1-ASODN转染

EC9706细胞后, G2期细胞明显增多, 其百分比

(14.8%)明显高于转染前(9.8%), 而G1期的细胞

减少, 其百分比(62.9%)低于转染前(66.5%), S期
细胞百分比(21.3%)也明显低于转染前(23.7%). 
由此可见, TGF-β1-ASODN对食管鳞癌细胞

EC9706中TGF-β1的特异性抑制, 可能解除了

TGF-β1对细胞的生长抑制, 使得细胞通过G1期

及S期, 进入G2期, 导致有更多的细胞进行细胞

分裂. 本研究MTT检测结果也证实转染TGF-β1-
ASODN后72 h, 细胞存活率(109.4%)明显高于

转染前(100%, P <0.05), 细胞增殖加快, 提示转染

TGF-β1-ASODN后, 细胞增殖活性增强. 转染之

后细胞形态学的改变也提示TGF-β1-ASODN对

TGF-β1基因的抑制, 导致EC9706细胞增长速度

加快. 72 h时, 细胞生长明显拥挤并失去正常形

态, 使得部分细胞死亡脱落而悬浮于培养液中. 
TGF-β1不仅可抑制上皮细胞的增殖并对细

胞凋亡具有诱导作用. Patel et al [11]的研究结果表

明, TGF-β1对肝癌细胞凋亡具有诱导作用. 本研

究转染TGF-β1-ASODN对EC9706细胞凋亡的影

响也是显而易见的, 在转染TGF-β1-ASODN后, 
细胞凋亡率降低(转染前: 0.96%, 转染后: 0.69%, 
P <0.05), 表明以TGF-β1-ASODN沉默TGF-β1基
因, 可阻断TGF-β1对食管鳞癌细胞EC9706的凋

亡促进作用. 
对大多数上皮细胞TGF-β1发挥着生长抑

制作用, 本研究结果提示T G F-β1对食管鳞癌

细胞EC9706也具有生长抑制及诱导凋亡的作

用. TGF-β抑制细胞增殖的机制主要是对细胞

周期的阻滞作用. TGF-β在G1期发挥调节细胞

周期的作用, 这些作用主要通过对细胞周期素

(cyclin)、细胞周期素依赖激酶(cyclin-dependent 
k inase, CDK)、细胞周期素依赖激酶抑制因

子(cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI)以及

c-Myc[12-13]的表达水平及功能状态进行调控, 最
终使pRB去磷酸化而活化, 活化的pRB结合并

抑制大量生长因子, 导致细胞停滞在G1期. 此
外, TGF-β1对细胞凋亡的诱导可能通过以下途

径: (1)提高细胞内组织型转谷氨酰胺酶的含量; 
(2)与c-Myc基因相互作用; (3)抑制RB蛋白的表

达及磷酸化或与其他凋亡相关基因相互作用. 
这些调节过程始终离不开TGF-β1/Smads信号

的正常转导, 信号通路中任何分子的异常都可

能干扰细胞周期的正常运转, 从而成为肿瘤发

生的诱因. TGF-β1-ASODN可以高效特异地将

TGF-β1基因沉默, 解除其促进细胞凋亡、阻滞

细胞周期、抑制细胞增殖的作用. 本研究结果

显示的TGF-β1对食管癌细胞增殖及凋亡的影响

有助于进一步探讨TGF-β1在食管癌发生发展中

的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of ghrelin on 
gastric exocrine secretion.

METHODS: Gastric mucosa was obtained from 
weaned rats. Gastric mucosal cells were dis-
persed from freshly obtained gastric mucosa 
and divided into two groups: treatment group 
and control group. The treatment group was 
incubated with fresh culture medium contain-
ing different concentrations of ghrelin (1×10-4, 1×

10-3, 1×10-2 and 1×10-1 μmol/L), while the control 
group was incubated with fresh culture medium 
without ghrelin. Four hours after incubation, 
culture supernatants were collected, and cells 
were harvested. Cell viability was measured by 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Pep-
sin activity and H+-K+-ATPase mRNA expres-
sion and activity were evaluated.

RESULTS: No significant difference was noted 
in cell viability between the control group and 
treatment group. Ghrelin at a concentration of  1
×10-3 μmol/L significantly augmented pepsin ac-
tivity and H+-K+-ATPase mRNA expression (both 
P < 0.05). Ghrelin at a concentration of 1×10-4 
and 1×10-3 μmol/L significantly increased H+-
K+-ATPase activity in gastric mucosal cells (both 
P < 0.05).

CONCLUSION: Ghrelin can significantly stimu-
late the secretion of both pepsin and gastric acid 
by gastric mucosal cells in vitro. 

Key Words: Ghrelin; Gastric mucosal cell; Rat; Pep-
sin; H+-K+-ATPase

Du GM, Liu MJ, Chen ZM. Ghrelin stimulates gastric 
acid secretion by rat gastric mucosal cells in vitro. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 3486-3490

摘要
目的: 探讨Ghrelin对胃外分泌功能的作用.  

方法: 从断奶大鼠中获得新鲜胃黏膜组织. 分
离培养胃黏膜上皮细胞, 培养30 h后, 实验组
换为分别含有1×10-4、1×10-3、1×10-2和1×
10-1 μmol/L Ghrelin的新鲜培养液, 对照组换为
不含Ghrelin的正常新鲜培养液. 继续培养4 h, 
收集培养液和细胞, 分别测定细胞的相对活性
(MTT法)、培养液中胃蛋白酶活性、细胞中
H+-K+-ATPase mRNA表达和活性. 

结果: 实验组中细胞的相对活性与对照组
相比没有发生明显的变化; 1×10-3 μmol/L 
Ghrelin可显著提高胃蛋白酶的活性(P <0.05). 
1×10-3 μmol/L Ghrelin可显著增加细胞中H+-

®

■背景资料
生长素(Ghrelin)
是一种主要由胃
内分泌细胞分泌
的一种新的脑肠
肽, 他与其受体结
合可以发挥许多
生物学功能, 其中
发现Ghrelin对胃
肠道的结构和功
能具有重要的调
节作用. 许多研究
证明Ghrelin可以
促进胃肠运动, 而
其对胃功能发育
的作用尚不清楚. 
目前虽然有许多
有关Ghrelin对胃
酸分泌的研究报
道, 但结果仍然存
在争议.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科



杜改梅, 等. Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞胃酸分泌的调节作用                3487

www.wjgnet.com

K+-ATPase mRNA的表达(P <0.05), 1×10-4和1
×10-3 μmol/L Ghrelin明显增加了胃黏膜上皮
细胞中H+-K+-ATPase的活性(均P <0.05). 

结论: Ghrelin体外作用于胃黏膜上皮细胞可
刺激胃蛋白酶和胃酸的分泌.

关键词�� Ghrelin; 胃黏膜上皮细胞; 大鼠; 胃蛋白酶; 

H+-K+-ATPase
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0  引言

胃功能发育缓慢, 胃酸和胃蛋白酶分泌不足是

导致新生动物腹泻、生长缓慢的主要原因之 
一[1]. 曾有研究发现, 在新生动物日粮中添加有

机酸的方法来降低腹泻率, 取得了较好的效果, 
但存在较多弊端. 一方面添加的剂量较难掌握, 
剂量太高, 影响饲料适口性和动物采食量; 另
一方面添加酸性物质可通过负反馈作用抑制胃

泌素的分泌, 从而抑制动物自身的胃酸分泌能 
力[1-2]. 因此, 如何激发动物内源性的胃酸分泌能

力, 促进胃功能的发育成为研究人员和养殖业

最关注的问题. 
G h r e l i n是1999年由日本发现的一种由

A-like细胞分泌的一种28个氨基酸残基组成的

新脑肠肽, 又名生长素[3]. Ghrelin具有许多生物

学功能, 如促进垂体生长激素的释放, 促进动

物采食, 增加体质量, 调节能量平衡, 促进胃排

空和胃酸分泌等[4-6]. Sibilia et al和Trudel et al研
究证明, Ghrelin在消化系中具有许多功能性作

用, 如调节胃肠运动, 保护胃黏膜免受乙醇和应

激等引起的损伤, 促进胃酸分泌, 肠上皮细胞的

更新等[7-8]. Ariyasu et al研究发现, 切除胃中产

酸区域, 血清Ghrelin浓度显著下降, 提示Ghrelin
与胃酸分泌有密切的关系[4]. 近年来, 虽然大多

研究均已证明Ghrelin可以促进胃肠道运动和排 
空[9-10], 但关于Ghrel in对胃酸分泌的作用目前

仍然存在争议, 尚待作进一步的研究. 研究发

现, 给小鼠脑室内注射Ghrelin, 引起小鼠剂量依

赖性的胃酸分泌, 迷走神经切断或给予阿托品

后, 能阻断Ghrelin引起的胃酸分泌增多, 提示

Ghrelin对胃酸分泌的促进作用主要是通过中枢

神经系统来调节[11], 然而, Ghrelin的外周作用并

不能被忽视. Ghrelin对体外培养的胃黏膜上皮

细胞功能的影响尚未见报道. 

胃蛋白酶原主要由胃底主细胞分泌, 然后

经胃酸刺激成为有活性的胃蛋白酶, 才能参与

胃肠道的消化功能. 胃蛋白酶作用的适宜环境

约为pH2, 在pH值大于6时, 酶活性消失[12]. 质子

泵, 又名H+-K+-ATP酶(H+-K+-ATPase), 专一性地

存在于壁细胞中, 是胃酸分泌的分子基础, 也是

调控壁细胞泌酸的最后通道. H+-K+-ATPase表达

和活性的增高, 标志着胃酸分泌能力的增强[13]. 
因此, H+-K+-ATPase的活性可以作为评价壁细胞

泌酸能力的一个重要指标. 本研究主要采用大

鼠为动物模型, 探索Ghrelin对断奶大鼠胃蛋白

酶和胃酸分泌的体外作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 Ghre l in购自美国Pept ide公司. H+-
K+-AT P a s e K i t购自南京建成生物有限公司. 
Trypsin、MTT、DMEM/F-12和HEPES分别购

自Sigma、Gibco和Hyclone. 胎牛血清购自杭

州四季青公司. 反转录酶(MMLV)、DNA聚合

酶(Taq)和RNA酶抑制剂(RNase inhibitor)购自

Promega公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和处理: 断颈处死断奶SD大鼠(体
质量48 g), 迅速取出胃, 用4℃含有双抗(青霉素

500 kU/L和链霉素500 kU/L)的D-Hanks液洗去

胃内容物, 分离胃黏膜, 按照Terano et al [14]的方

法, 略加改进, 进行胃黏膜上皮细胞的培养. 用
含有双抗(100 kU/L青霉素和100 kU/L链霉素)的
D-Hank's液反复冲洗胃黏膜, 直到洗液不再混浊

为止. 将胃黏膜剪成1 mm3左右的小块, 在37℃, 
用0.15%的胰蛋白酶消化20-30 min, 铜网过滤

后离心5 min(1000 r/min). 然后将离心的沉淀用

D-Hank's液冲洗1次, 再离心5 min(1000 r/min), 
重复2次后将沉淀用DEME/F-12(含有10%的胎

牛血清和双抗)悬浮, 制成细胞悬液, 用0.1%台

盼蓝染色检测细胞存活率在95%以上. 将细胞

密度调整至2×106个/mL, 接种到12孔培养板上, 
然后将细胞放入CO2培养箱中进行培养(37℃, 
5% CO2). 培养细胞分为6组, 每组6个样本, 每个

样本4孔. 细胞培养30 h后, 实验组换为分别含

有1×10-4、1×10-3、1×10-2和1×10-1 μmol/L 
Ghrelin的新鲜培养液, 对照组换为不含Ghrelin
的正常新鲜培养液. 继续培养4 h, 收集培养液和

细胞, 分别测定培养液中胃蛋白酶和细胞中H+-
K+-ATPase mRNA表达和活性. 
1.2.2 MTT法测定细胞活力: 将大鼠胃黏膜上皮

■研发前沿
G h r e l i n 作 为 一
种重要的胃肠道
激 素 .  是 否 对 胃
功能发育具有一
定 的 调 节 作 用 ? 
Ghrelin是否可以
通过外周途径来
调节胃的结构和
功能发育都成为
研究人员最关注
的问题.
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细胞培养于96孔板中, 培养30 h后, 实验组换为

分别含有1×10-4、1×10-3、1×10-2和1×10-1 
μmol/L Ghrelin的新鲜培养液, 继续培养4 h, 然
后在每孔培养液中均加入20 μL MTT液, 再继续

培养3-4 h. 然后从每个培养孔中均吸去100 μL
培养液, 再加入等量的20% SDS(sodium dodecyl 
sulfate)-50% DMF(dimethylformamide), 在微型

振荡器上振荡5 min, 37℃孵育4 h, 在酶标仪上

测光吸光度值(A值)(波长490 nm, 参考波长560 
nm).
1.2.3 胃蛋白酶活性: 采用常规生物化学方法进

行测定, 主要步骤如下: 培养结束后收集细胞培

养液, 用DAB9[15]法测培养液中总胃蛋白酶活性, 
同时用考马斯亮蓝法测培养液中总蛋白质浓度, 
计算方法为: 胃黏膜上皮细胞培养液中总胃蛋

白酶比活(U/g) = 胃黏膜上皮细胞培养液中总胃

蛋白酶活性(U/mL)/胃黏膜上皮细胞培养液中总

蛋白质浓度(g/mL). 
1.2.4 相对定量RT-PCR: (1)总RNA提取: 采用总

RNA提取试剂盒(TRIzol法)提取胃组织样的总

RNA. 用紫外分光光度计测定总RNA浓度(260 
nm), 并通过1.4%的琼脂糖-甲醛变性凝胶电泳

检验总RNA的质量. (2)反转录(RT): 用随机引物

对样品的RNA进行RT, 获得RNA的cDNA(RT产
物). RT反应总体积25 μL, 包括2 μg总RNA, 0.4 
μmol/L随机引物, 0.4 mmol/L dNTP, 加ddH2O至

10 μL, 70℃变性5 min, 立即放冰上冷却, 再加

8 U RNA酶抑制剂, 100 U M-MLV反转录酶, 5 
μL 5×RT Buffer(含250 mmol/L pH8.3 Tris-HCl, 
15 mmol/L MgCl2, 375 mmol/L KCl, 50 mmol/L 
DTT), 补充DEPC处理水至25 μL, 37℃反应60 
min, 95℃反应5 min. 同时用不加反转录酶的反

转录体系作为阴性对照(C1), 用于检测总RNA
样品中是否有基因组DNA污染. 反转录产物(RT
产物)-20℃保存备用. (3)引物设计及PCR扩增

条件: H+-K+-ATPase引物根据GenBank(M22724)
提供的全序列设计. 上游引物序列为: 5'-GAG
AACCACCACCTACAAG-3', 下游引物序列为: 
5'-CAACAGCGAACTCCAAG-3', 由大连宝生

物工程公司合成, 预期PCR产物长度为362 bp. 
PCR反应体积25 μL, 含模板(RT产物)2 μL, 0.5 
U Taq DNA聚合酶, 2.5 μL 10×PCR Buffer(含
50 mmol/L Tris-HCl pH9.0, 100 mmol/L NaCl, 
1.0 mmol/L DTT, 0.1 mmol/L EDTA, 500 mL/L 
glycerol, 10 g/L Triton X-100), 0.2 mmol/L dNTP, 
1.0-2.0 mmol/L MgCl2, 0.2 μmol/L H+-K+-ATPase

引物, 0.02-0.03 μmol/L 18S rRNA内标. PCR扩增

条件为: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 56℃复

性30 s, 72℃延伸40 s, 共26个循环; 72℃终延伸

10 min. H+-K+-ATPase, PCR反应分别在26个循

环时, 18S rRNA和目的基因的PCR产物均在线

性扩增范围. 每个样品至少作3次重复, 同时用

ddH2O和RNA样品分别取代RT产物作对照, 以
检验是否有外源和基因组DNA污染. (4)电泳及

灰度分析: 取20 μL PCR产物在含EB的2.0%琼

脂糖凝胶上电泳. 图像处理及灰度分析, 根据H+-
K+-ATPase和18S PCR产物的灰度比, 确定样品

中H+-K+-ATPase mRNA表达的相对含量. 
1.2.5 H+-K+-ATPase活性测定: 细胞培养结束后, 
吸去培养液, 每孔加入1 mL 0.2%的TritonX-100, 
反复吹吸数次使细胞破碎, 然后收集细胞破碎

液, 按试剂盒说明进行测定. 同时用考马斯亮蓝

法测定细胞中总蛋白含量, 结果以反应1 h内H+-
K+-ATPase磷酸化释放磷量和细胞中总蛋白含

量比值来表示H+-K+-ATPase活性, 单位为μmol 
Pi/(mg prot·h). 也可以将细胞破碎液保存于-20℃
冰箱待测酶活性. 

统计学处理 所有数据用mean±SD表示. 采
用SPSS11.0统计软件统计, 差异显著性检验采用

单因子方差分析(One-way ANOVA, LSD).

2  结果

2.1 Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞相对活性的

影响 用MTT法检测大鼠胃黏膜上皮细胞的增

殖, 结果发现细胞的相对活性与对照组相比没

有发生明显的变化(图1A). 
2.2 Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞中胃蛋白酶

活性的影响 用不同剂量的Ghrelin处理培养的大

鼠胃黏膜上皮细胞, 1×10-3 μmol/L Ghrelin可显

著提高培养液中胃蛋白酶活性(图1B). 因为在

pH1.6的酸性条件下测定的培养液中胃蛋白酶活

性, 反映的是总胃蛋白酶活性(包括被盐酸激活

的胃蛋白酶原和有活性的胃蛋白酶), 所以该结

果暗示Ghrelin对主细胞分泌胃蛋白酶原具有明

显的促进作用.
2.3 G h r e l i n对大鼠胃黏膜上皮细胞中H+-K+-
ATPase活性的影响 从图1C中我们可以得知, 用1
×10-4和1×10-3 Ghrelin处理细胞后, 胃黏膜上皮

细胞中H+-K+-ATPase的活性与对照组相比明显

增加(均均P <0.05).
2.4 G h r e l i n对大鼠胃黏膜上皮细胞中H+-K+-
ATPase mRNA表达的影响 用不同剂量的Ghrelin

■相关报道
Sibilia et al 研究
证明大鼠脑室内
注射Ghrelin对胃
酸分泌有抑制作
用. 而Dornonville  
et al给大鼠皮下注
射Ghrelin, 结果胃
排空促进, 而胃酸
分泌未受到任何
促进或抑制作用.
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处理培养的大鼠胃黏膜上皮细胞, 1×10-3 μmol/L 
Ghre l in可显著提高胃黏膜上皮细胞中H+-K+-
ATPase mRNA的表达(图1D).

3  讨论

Ghrelin主要由位于胃泌酸区域的A-like分泌, 提
示Ghrelin与胃酸分泌具有密切的关系[16]. 研究

表明, 人和大鼠Ghrelin免疫活性细胞密集分布

于胃的泌酸腺黏膜, 约占胃泌酸腺区内分泌细

胞总数的20%, 在胃窦、十二指肠和空肠也发

现Ghrelin免疫活性细胞[17]. 血清Ghrelin浓度会

随着胃中产酸区域的切除而显著下降[4], 这表明

Ghrelin与胃酸分泌有密切的关系. 有研究发现

外源性Ghrelin能通过肠壁内在神经丛的胆碱能

神经元促进大鼠在体和离体小肠运动[18]. 我们曾

研究发现, 断奶前后仔猪胃黏膜Ghrelin mRNA
的表达变化规律与胃黏膜H+-K+-ATPase的表达

呈显著的正相关, 暗示Ghrelin可能参与胃酸分

泌的调节[19]. 目前, 许多研究均已证明Ghrelin对
胃排空确实具有明显的促进作用[8], 而他对胃

酸分泌的作用仍然存在分歧[9,20-21], Date et al和
Trudel et al分别给小鼠脑室内和大鼠静脉内注

射Ghrelin, 发现均可引起剂量依赖性的胃酸分

泌增多, 胃收缩增强[8,11]. Sibilia et al研究证明大

鼠脑室内注射Ghrelin对胃酸分泌有抑制作用[20]. 
Dornonville et al给大鼠皮下注射Ghrelin, 结果胃

排空促进, 而胃酸分泌未受到任何促进或抑制

作用[9]. 这种分歧可能与Ghrelin的处理途径、剂

量, 动物状态以及评估胃酸分泌能力的指标不

同等有关. 
H+-K+-ATP酶通过自身的磷酸化和去磷酸

化, 将细胞外液中的K+转运入细胞内, 同时逆浓

度梯度将细胞内的H+泵出细胞外, 完成H+/K+电

中性跨膜离子转运和胃酸分泌功能[22]. 研究发现

H+-K+-ATPase的表达和活性变化趋势与胃酸分

泌能力相一致[23]. 因此通过测定H+-K+-ATPase的
表达和活性可精确反映胃酸分泌能力. 以往的

报道是以胃液pH值来衡量其胃酸分泌能力, 而
胃液pH值反映的是动物自身分泌的盐酸、食糜

和乳汁所形成的总酸度, 并且容易受到采食、

饮水的影响[2], 因此胃液pH值并不能精确反映动

物自身胃酸分泌的能力. 而本实验以胃酸分泌

过程中的关键酶(H+-K+-ATPase)作为指标, 则更

能准确衡量大鼠的胃酸分泌能力. 此外, Ghrelin
主要通过与存在于胃肠道和胰腺中的受体结合

来调节胃肠运动和胃酸分泌, 提示Ghrelin对胃

功能的作用主要是通过中枢神经系统来调节 
的[11], 然而, Ghrelin的外周作用并不能被排除. 
本研究通过培养胃黏膜上皮细胞进行了体外实

验, 结果证明用一定剂量的Ghrelin处理体外培

养的大鼠胃黏膜上皮细胞, 能明显促进胃黏膜

上皮细胞中H+-K+-ATPase活性, 这首次研究表

明Ghrel in可能不通过迷走神经和中枢神经系

统也能促进胃酸的分泌. 胃蛋白酶原主要由胃

黏膜主细胞分泌, 分泌后在胃酸的刺激下, 转变

为具有活性的胃蛋白酶[12]. 本实验是在pH1.6的

■创新盘点
本研究为了排除
体内多种因素的
影 响 ,  首 次 通 过
体外培养胃黏膜
上皮细胞来研究
Ghrelin对胃功能
发育的外周作用. 
以往研究多以胃
液pH值来衡量其
胃酸分泌能力, 而
胃液pH值不能精
确反映动物自身
胃酸分泌的能力. 
为了避免采食、

饮水等食糜的影
响, 本研究则主要
以胃酸分泌过程
中的关键酶 -H +-
K+-ATPase作为指
标, 更能准确衡量
胃酸的分泌能力.

图 1 Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞的体外影响. A: 相对活力; B: 胃蛋白酶活性; C: H+-K+-ATPase活性; D: H+-K+-

ATPase mRNA的表达. aP<0.05 vs  对照组.
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酸性条件下测定的培养液中胃蛋白酶活性, 反
映的是总胃蛋白酶活性(包括被盐酸激活的胃

蛋白酶原和有活性的胃蛋白酶), 所以本研究

结果Ghrelin可明显促进胃蛋白酶的活性, 表明

Ghrelin对主细胞分泌胃蛋白酶原具有明显的促

进作用. 然而Ghrelin是直接作用于壁细胞和主

细胞还是间接作用于胃黏膜其他细胞来调节胃

酸和胃蛋白酶原的分泌, 还需要进行进一步的

研究. 然而, 用Ghrelin处理培养的大鼠胃黏膜上

皮细胞, 细胞的相对活性没有发生显著的变化, 
这可能与MTT检测方法的敏感性和特异性有关. 

本研究证明Ghrelin可以作用于体外培养的

胃黏膜上皮细胞, 促进胃蛋白酶活性和H+-K+-
ATP酶活性, 但其作用机制还需要进行进一步

研究.
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本 研 究 探 讨 了
Ghrelin对大鼠胃
黏膜上皮细胞胃
酸分泌的调节作
用, 有一定学术价
值和可读性.
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Abstract
AIM: To investigate whether Kiwifruit seed oil 
has a protective effect against nonalcoholic fatty 
liver disease in mice.

METHODS: Fifty adult male mice were ran-
domly divided into five groups: normal control 
group, model control group, and three Kiwifruit 
seed oil treatment groups (low-, medium- and 
high-dose). Mice in the normal control group 
were fed a normal diet, while those in other 
groups were fed a high-fat diet. Mice in the three 
Kiwifruit seed oil treatment groups were also 
given low-, medium- and high-dose Kiwifruit 
seed oil, respectively. Six weeks later, the body 

weight, liver index, serum TG, TC, ALT and 
AST levels, and hepatic TG, TC, MDA, SOD and 
GSH-Px levels were measured. The histological 
changes in the liver were evaluated by hematox-
ylin and eosin (HE) staining and oil red staining.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the liver index, serum TG, TC, ALT and 
AST levels, and hepatic MDA level markedly 
increased (all P < 0.01); and hepatic SOD and 
GSH-Px significantly decreased (both P < 0.01) 
in the model control group. Compared with 
the model control group, the liver index, serum 
TG, TC, ALT and AST, and hepatic MDA mark-
edly decreased (TC: 3.05 ± 0.32 mmol/L, 2.55 ± 
0.43 mmol/L vs 4.55 ± 0.23 mmol/L; TG: 1.62 ± 
0.68 mmol/L, 1.56 ± 0.57 mmol/L vs 1.90 ± 0.55 
mmol/L; ALT: 76.91 ± 16.32 U/L, 64.54 ± 11.32 
U/L vs 170.34 ± 9.32 U/L; AST: 128.26 ± 20.15 
U/L, 112.74 ± 21.37 U/L vs 158.86 ± 18.45 U/L; 
MDA: 5.16 ± 0.97 U/mg, 5.01 ± 1.14 U/mg vs 5.88 
± 1.07 U/mg; all P < 0.05 or 0.01); and hepatic 
SOD and GSH-Px significantly increased (both P 
< 0.01) in the medium- and high-dose Kiwifruit 
seed oil treatment groups. Mice in the model 
control group showed serious fatty degenera-
tion, inflammatory cell infiltration and necrosis 
in the liver. However, these pathological chang-
es were milder in the medium- and high-dose 
Kiwifruit seed oil treatment groups than in the 
model control group.

CONCLUSION: Kiwifruit seed oil has a protec-
tive effect against nonalcoholic fatty liver disease 
in mice.

Key Words: Kiwifruit seed oil; α-linolenic acid; 
Mouse; Nonalcoholic fatty liver disease

Xiang ZG, Li XH, Liu F, Zhou WH, Zhang YK. Kiwifruit 
seed oil has a protective effect against nonalcoholic fatty 
liver disease in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(34): 3491-3496

摘要
目的: 观察猕猴桃果仁油对小鼠非酒精性
脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)的保护作用, 并初步探讨其作用机制. 
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
慢性肝病最常见
的原因之一, 发病
率逐年上升, 除可
导致终末期肝病
外 ,  NAFLD还会
引起患者心血管
疾病发生率和病
死率增加, 对健康
威胁极大, 如何有
效防治NAFLD已
成为全球普遍关
注的医学问题和
社会问题.

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师, 上海市公共卫
生中心



方法: 健康, ♂小鼠50只, 随机分为: 对照组、

模型组和果仁油低、中、高剂量组 [90、
180、270 mg/(kg•d)]5组. 除对照组用普通饲
料喂养外, 其余各组均给予高脂饲料喂养. 实
验6 wk后处死全部小鼠, 比较各组之间血清和
肝脏生化以及肝脏组织病理学特征. 

结果: 与对照组相比, 模型组小鼠血清TG、

TC、ALT、AST和肝组织MDA显著升高(均
P <0.01), 肝组织SOD和GSH-Px显著降低(均
P <0.01); 果仁油中、高剂量组小鼠血清TC、
T G、A LT、A S T及肝组织M D A显著低于
模型组(TC: 3.05±0.32 mmol/L, 2.55±0.43 
mmol/L vs  4.55±0.23 mmol/L; TG: 1.62±
0.68 mmol/L, 1.56±0.57 mmol/L vs  1.90±0.55 
mmol/L; ALT: 76.91±16.32 U/L, 64.54±11.32 
U/L vs  170.34±9.32 U/L; AST: 128.26±20.15 
U/L, 112.74±21.37 U/L vs  158.86±18.45 U/L; 
MDA: 5.16±0.97 U/mg, 5.01±1.14 U/mg vs  
5.88±1.07 U/mg, P <0.05或0.01), 肝组织SOD
和GSH-Px的显著高于对照组(均P <0.05); 模型
组小鼠肝脏脂肪变性严重, 并伴有炎细胞浸润
及坏死, 而果仁油中、高剂量组小鼠肝脏脂肪
变性程度轻, 无明显炎细胞浸润及坏死.

结论: 猕猴桃果仁油对高脂饲料诱导的小鼠
非酒精性脂肪性肝病有明显的保护作用.

关键词�� 猕猴桃果仁油; α-亚麻酸; 小鼠; 非酒精性

脂肪性肝病
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0  引言

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

损肝因素所致的 ,  以弥漫性肝细胞脂肪变为

主要特征的临床病理综合征 ,  包括单纯性脂

肪肝(nonalcoholic fatty liver, NAFL)以及由

其演变的非酒精性脂肪性肝炎(nona lcohol ic 
steatohepatitis, NASH)和肝硬化, 是许多国家的

第一大慢性肝病, 也是我国常见的慢性肝病之

一[1-2]. 猕猴桃果仁油是以猕猴桃果籽为原料, 通
过CO2超临界萃取而得到的天然植物油, 富含α-
亚麻酸、亚油酸等不饱和脂肪酸, 研究证实其

能有效降低血清中的总胆固醇(TC)、甘油三酯

(TG)及低密度脂蛋白(LDL-C), 还具有清除氧自
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由基, 抑制氧化应激等作用[3-5]. 但猕猴桃果仁油

对血脂的调节作用能否减少肝脏的脂质沉积和

降低肝脏脂质过氧化水平, 以及猕猴桃果仁油

对NAFLD的保护作用及机制研究尚未见文献报

道. 本研究以高脂饲料诱导建立小鼠的脂肪肝

模型, 观察猕猴桃果仁油对小鼠NAFLD的保护

作用并探讨其机制, 旨在利用猕猴桃果仁油具

有的调节血脂和抗氧化应激能力为NAFLD探寻

新的防治途径, 也为猕猴桃的进一步开发利用

提供理论指导和实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 健康昆明小鼠50只, ♂, 周龄4-5 wk, 20
±1.6 g, 清洁级, 湖南省长沙市开福区东创实

验动物服务部提供, 批准号: 001847. 猕猴桃果

仁油由吉首大学食品科学研究所提供, 为黄色

油性液体, 浓度60%. 胆固醇(天津光复精细化

工研究所生产, 批号: 20051010), 甲基硫氧嘧啶

(常州康普药业有限公司, 批号: 0707029), 胆酸

钠(武汉凯通精细化工有限公司), TG、TC试剂

盒(温州东瓯津玛生物科技有限公司生产, 批号: 
20080022); SOD、MDA、GSH-Px、AST、ALT
试剂盒(南京建成生物工程研究所生产, 批号: 
20090311), BCA蛋白定量试剂盒(北京康为世纪

生物科技有限公司生产, 批号: 02/2010), 猪油自

制. UV-3系列紫外可见分光光度计(上海美谱达

仪器有限公司), 医学图像分析系统[BX51奥林

巴斯(Olympus)销售服务有限公司].
1.2 方法 
1.2.1 高脂饲料的配制: 高脂饲料由猪油(15%自

制)、胆固醇(2.8%)、甲基硫氧嘧啶(0.2%)、胆

酸钠(0.7%)、普通饲料(81.3%)组成, 将以上各

成分人工充分混匀搅拌, 压成圆条状, 经紫外光

辐照消毒、烘干, 包装备用.
1.2.2 分组及造模: 50只小鼠给予普通饲料喂养5 
d后, 随机分为5组, 即对照组、模型组和果仁油

低、中、高剂量组, 每组各10只. 对照组继续普

通饲料喂养, 模型组和果仁油低、中、高剂量

组均给予高脂饲料喂养. 另外, 果仁油低、中、

高剂量组小鼠分别给予猕猴桃果仁油90, 180, 
270 mg/(kg•d)灌胃, 对照组及模型组均给予等量

生理盐水灌胃, 均饮自来水, 实验期间小鼠自由

进食和饮水. 6 wk后, 隔夜禁食, 不禁水, 眼眶取

血, 颈椎脱臼处死, 取相同部位肝脏0.4 g加生理

盐水制成10%匀浆液备用; 剖取相同部位肝脏, 
分别浸泡于100 g/L甲醛溶液中固定, 石蜡包埋

www.wjgnet.com

■研发前沿
氧化应激与脂质
过氧化在NAFLD
发病机制中的作
用正日益受到重
视, 积极寻找和筛
选有效途径和方
法阻止脂质在肝
脏 的 沉 积 ,  阻 断
氧化应激和脂质
过氧化对NAFLD
的进一步损伤是
当前面临的严峻
挑 战 ,  已 是 当 今
NAFLD防治研究
的焦点和热点.
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切片, 常规HE染色, 光镜下观察肝脏病理变化.
1.2.3 小鼠体质量和肝指数的测定: 实验开始前, 
称小鼠体质量, 处死前再称小鼠体质量. 剖取肝

脏后, 称量肝湿质量, 计算肝指数(肝指数 = 肝湿

质量/体质量×100%).
1.2.4 血清及肝脏生化指标检测: 检测血清TG, 
TC, ALT, AST; 将制备的10%肝组织匀浆液, 
3500 r/min 4℃离心10 min, 取上清液再离心10 
min, 检测TC, TG, SOD, MDA, GSH-Px. 所有操

作均严格按照试剂盒说明书进行.
1.2.5 肝脏病理组织检测: 常规HE染色, 光学显

微镜下观察肝组织的脂肪变程度, 每张切片随

机拍摄2个视野的低倍镜(10×10)和高倍镜(10
×400)图像, 观察肝细胞变性情况; 根据非酒精

性脂肪性肝病诊疗指南[1]的肝细胞脂肪变性程

度F0-F4分级标准判断脂肪变性程度. 
统计学处理 所有资料采用SPSS11.5软件进

行统计分析, 计量资料采用mean±SD表达, 2组
间采用两独立样本的t检验; 等级资料采用秩和检

验. P<0.05差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 猕猴桃果仁油对小鼠一般情况、体质量及

肝指数的影响 对照组小鼠状态保持良好, 模型

组基础状态变差, 食欲减低, 体质量下降, 果仁

油各剂量组小鼠体质量也有所下降, 但与模型

组比较, 差异有显著性意义(P <0.05). 模型组小

鼠肝指数显著升高, 果仁油中、高剂量组小鼠

则较模型组显著降低(P <0.05, 表1). 实验过程中, 
模型组小鼠在第3周死亡2只, 果仁油中剂量组

小鼠在给药第1周死亡1只, 低剂量组小鼠在第1
周和第3周分别意外死亡1只, 高剂量组小鼠在

第5周死亡1只.
2.2 猕猴桃果仁油对小鼠血清TG, TC, ALT, AST
的影响 模型组小鼠血清TG, TC, ALT, AST显著

高于对照组(均均P <0.01), 果仁油中、高剂量组

小鼠血清TG, TC, ALT, AST显著低于模型组(均均
P <0.01, 表2).
2.3 猕猴桃果仁油对小鼠肝组织TG, TC, SOD, 
MDA, GSH-Px的影响 模型组小鼠肝组织中TG, 
TC的含量显著高于对照组(均均P <0.05), 果仁油

中、高剂量组小鼠肝组织中TG, TC的含量显

著低于模型组(均均P <0.05); 模型组小鼠肝组织中

SOD, GSH-Px活性显著低于对照组(均均P <0.01), 
MDA活性则显著高于对照组(均均P <0.01); 果仁油

中、高剂量组小鼠肝组织中SOD, GSH-Px活性

显著高于模型组(均均P <0.05), MDA活性则显著低

于模型组(均均P <0.05, 表3).
2.4 猕猴桃果仁油对小鼠肝组织病理变化的影

响 对照组小鼠肝脏组织结构正常, 肝小叶轮廓

■相关报道
谭小进 et al报道猕
猴桃果王素有较
强的抗氧化作用, 
可提高心肌内抗
氧化酶的表达与
活性, 增加抗氧化
酶清除氧自由基
和抑制氧化应激
等作用, 能有效减
轻阿霉素引起的
心肌自由基损伤. 

表 1 各组小鼠体质量、肝指数的变化 (mean±SD)

     
分组          n

                            体质量(g)                       
肝湿质量(g)   肝指数(%)

                 第1天          第6周

对照组       10         20.2±1.2     35.8±4.65    1.59±0.06    4.2±0.24

模型组         8         20.5±1.8     30.2±3.14a    1.88±0.05a    5.9±0.19a

果仁油低剂量组        8         20.9±1.3     31.2±4.17    1.82±0.07    5.8±0.26

果仁油中剂量组        9         21.1±1.5     34.5±5.24c    1.69±0.05c    4.9±0.29c

果仁油高剂量组        9         20.7±1.4     33.7±5.36c    1.65±0.04c    4.8±0.26c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

表 2 猕猴桃果仁油对小鼠血清TG, TC, ALT, AST的影响 (mean±SD)

     
分组          n       TG(mmol/L) TC(mmol/L)  ALT(U/L)                   AST(U/L)

对照组       10    1.43±0.65           2.40±0.40            29.40±8.45           103.45±16.73

模型组         8    1.90±0.55d          4.55±0.23d         170.34±9.32d          158.86±18.45d

果仁油低剂量组        8    1.92±0.63           4.35±0.31          143.56±19.54         125.86±17.75

果仁油中剂量组        9    1.62±0.68b          3.05±0.32b           76.91±16.32b        128.26±20.15b

果仁油高剂量组        9    1.56±0.57b          2.55±0.43b           64.54±11.32b        112.74±21.37b

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  对照组.
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清晰, 肝索排列规则且以中心静脉放射排列, 汇
管区未见炎细胞浸润, 脂肪变性程度显著低于

模型组小鼠(P <0.01); 模型组小鼠肝索排列紊乱, 
出现不同程度的弥漫性肝细胞脂肪变性, 大量

炎性细胞浸润, 提示已经进入NASH阶段; 果仁

油中、高剂量组小鼠肝板排列完好, 肝组织内

可见散在大小不等的圆形脂肪空泡, 汇管区血

管扩张充血, 无明显炎细胞浸润及坏死, 肝组织

脂肪变性程度较模型组明显减轻(P <0.05, 0.01, 
图1). 各组小鼠肝组织脂肪变性程度见表4.

3  讨论

NAFLD除可导致终末期肝病外, 还会引起患者

心血管疾病发生率和病死率增加, 对健康危害

严重, 其相关病因很多, 如药物、肥胖、胰岛素

抵抗和高脂血症等[6-7], 发病具体机制尚未完全

明确, 一般认为与脂肪代谢异常、遗传因素、

氧化应激及脂质过氧化损伤等有关[8]. 随着“二

次打击”学说的提出, 氧化应激与脂质过氧化

在NAFLD发病机制中的作用日益受到重视[9]. 
氧化应激可增加脂质过氧化产物的释放, 介导

NAFLD的发生发展[10]; 由氧化应激产生的氧自

■创新盘点
猕猴桃果仁油富
含α-亚麻酸、亚
油酸等多种营养
成 分 ,  主 要 用 于
调节血脂和延缓
衰 老 .  本 实 验 通
过研究发现其能
有效减少肝脏的
脂质沉积和降低
肝脏脂质过氧化
水 平 ,  对 由 高 脂
饲料诱导的小鼠
NAFLD有明显的
保护作用.

表 3 猕猴桃果仁油对小鼠肝组织TG, TC, SOD, MDA, GSH-Px的影响 (mean±SD)

     
分组         n  TG(mmol/L)            TC(mmol/L)            SOD(U/mg)              MDA(U/mg)            GSH-Px(U/mg)

对照组     10 1.38±0.45         1.66±0.28          86.96±8.87            4.78±0.69           61.35±12.52

模型组       8 1.88±0.35a        2.15±0.23a         68.87±7.89b           5.88±1.07b          45.41±9.87b

果仁油低剂量组      8 1.81±0.72         2.03±0.71          62.76±11.16          5.43±1.11           47.33±12.21

果仁油中剂量组      9 1.52±0.78c        1.85±0.62c         75.53±9.42c           5.16±0.97c          55.61±11.87c

果仁油高剂量组      9 1.46±0.57c        1.72±0.59c         80.97±10.29c         5.01±1.14c          59.89±13.24c

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

表 4 各组小鼠肝组织脂肪变性程度

     
分组                      n

      脂肪变性程度分级

               F0       F1        F2       F3        F4

对照组  10        9        1        0        0        0

模型组    8        0        1        2        4        1

果仁油低剂量组   8        0        1        3        3        1

果仁油中剂量组   9        0        2        4        3        0

果仁油高剂量组   9        0        3        5        1        0

注: F0代表肝小叶内含脂滴细胞数/总细胞数比值<5%; F1: 

5%-30%; F2: 31%-50%; F3: 51-75%; F4: >75%.

图 1 小鼠肝组织病理(HE×400). A: 对照组; B: 模型组; C: 果仁油中剂量组; D: 果仁油高剂量组.

A B

C D
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由基(reactive oxygen species, ROS)可启动细胞

内脂质过氧化反应, 加重TG在肝脏内的积聚; 脂
质过氧化反应可诱导中性粒细胞的趋化作用, 
导致脂质产生炎性浸润, 使肝脏发生炎症、坏

死, 还可激活Kupffer细胞和星状细胞, 促进肝纤

维化[11-13]. MDA是强毒力的脂质过氧化产物, 有
研究[14-15]证实NAFLD患者MDA水平增高, 而且

与肝组织炎症、坏死及纤维化呈显著正相关. 
因此, 氧化应激、脂质过氧化在NAFLD发病机

制中的作用不容忽视.
为建立与人类NAFLD发病相近的动物模

型, 本研究模拟人类摄食方式, 通过对常规高脂

饲料配方进行改良, 在饲料中加入胆酸钠和甲

基硫氧嘧啶两种物质, 成功建立了小鼠NAFLD
动物模型. 高胆固醇和高脂饮食可增加胆固醇

的吸收, 在饲料中加入少量胆酸盐后可增加外

源性胆固醇的吸收, 加入少量甲状腺功能抑制

药甲基硫氧嘧啶可抑制胆固醇在肝内转变为胆

汁酸, 加速胆固醇在肝内的堆积, 加快脂肪肝形

成过程[16-17].
本研究显示, 果仁油中、高剂量组小鼠血清

和肝组织中TG、TC含量均显著低于模型组, 低
剂量组无显著性变化, 提示猕猴桃果仁油可调

节脂肪代谢, 减少脂质在肝内沉积, 阻止由高脂

饲料诱导的小鼠NAFLD形成. 同时, 肝组织病理

变化结果显示果仁油中、高剂量组小鼠肝组织

脂肪变性程度较模型组明显减轻, 表明猕猴桃

果仁油对高脂饲料诱导的小鼠NAFLD具有显著

的保护作用. 此外, 果仁油中、高剂量组小鼠血

清ALT、AST活性显著降低, 也表现出了猕猴桃

果仁油较强的抗肝损伤效应. 尽管果仁油3个剂

量组在减轻小鼠肝脏脂质沉积上的量效梯度关

系不是很明显, 但从高剂量组小鼠血清ALT活性

下降幅度强于中、低剂量组看, 猕猴桃果仁油

抗肝损伤方面还是体现了一定的量效关系.
猕猴桃果仁油含有多种营养成分, 其不饱

和脂肪酸的含量高达85.2%, 其中α-亚麻酸占不

饱和脂肪酸的64%以上, 并含有一定量的维生素

E和微量元素硒等物质[3,5]. α-亚麻酸是体内各种

组织生物膜的结构材料, 也是人体合成前列腺

素(prostaglandins, PGs)等重要生理活性物质的

前体[18], 研究发现其具有显著的调节血脂和降

低血压作用[19-21], 可以减少TG在大鼠肝脏中的

沉积和降低血清及肝脏的脂质水平[22-23]. GSH-
Px的活性中心是硒半胱氨酸, 硒是GSH-Px的必

需部分, 而猕猴桃果仁油则可以作为GSH-Px的

合成原料而促进GSH-Px合成, 增加其活力[5]; 维
生素E具有抗脂质过氧化作用, 可以抑制单核细

胞及Kupffer细胞表达炎性因子, 抑制肝胶原蛋

白α1基因的表达, 有利于减轻氧化应激和肝损

伤[24-25]. 本研究发现模型组小鼠肝组织中SOD、

GSH-Px活性明显低于对照组, MDA活性显著高

于对照组, 表明肝组织中产生了大量的ROS, 消
耗了SOD、GSH-Px等抗氧化酶, 导致其在组织

中含量减少, 活力减低, 这又会导致ROS在肝组

织中大量蓄积, 形成恶性循环, 从而导致肝脏损

伤. 本研究发现, 与模型组比较, 果仁油低剂量

组小鼠肝组织中SOD、GSH-Px和MDA活性无

显著变化, 说明此剂量猕猴桃果仁油保护作用

不明显, 而果仁油中、高剂量组小鼠肝组织中

以上指标均有显著性差异, 因此我们推测通过

调节SOD等抗氧化酶的活性是猕猴桃果仁油发

挥保护作用的机制之一.
总之, 猕猴桃果仁油具有显著的调脂作用

和很强的抗过氧化作用及抑制氧化应激等能力, 
可减轻肝脏脂质代谢障碍引起的肝损伤, 从而

保护肝脏, 其保护作用呈剂量依赖性. 目前已知

ROS参与了多种肝损伤的病理过程, 因此, 我们

推论猕猴桃果仁油不但能减轻NAFLD导致的肝

损伤, 对其他原因导致的肝损伤可能也有一定

的保护作用, 有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects 
o f locked nuc le i c ac id (LNA) ant i sense 
oligonucleotides targeting hepatitis B virus 
(HBV) S gene in HepG2 2.2.15 cells, and screen 
effective LNA antisense oligonucleotides.

METHODS: Four LNA antisense oligonucle-
otides of different lengths that are comple-
mentary to the translation initiation region of 

HBV S gene were designed, synthesized, and 
introduced into HepG2 2.2.15 cells by cationic 
liposome-mediated transfection. Hepatitis B sur-
face antigen (HBsAg) and HBV DNA levels in 
cell supernatant were tested by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and fluorescent 
quantitative-polymerase chain reaction (FQ-
PCR) 24, 48 and 72 hours after transfection. The 
cell toxicity of LNA antisense oligonucleotides 
was detected by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay.

RESULTS: All four LNA antisense oligonucle-
otides (10, 15, 20 and 25 base, respectively) could 
inhibit the expression of HBsAg and the repli-
cation of HBV DNA. Seventy-two hours after 
transfection, the reduced rates of HBsAg and 
HBV DNA levels were 46.58%, 54.38%, 72.43% 
and 69.92% as well as 27.09%, 28.77%, 34.71% 
and 32.68%, respectively. No obvious cell toxici-
ty of LNA antisense oligonucleotides was noted.

CONCLUSION: LNA antisense oligonucleotides 
targeting HBV S gene show strong inhibitory 
effects on HBV replication in vitro. The optimal 
length of LNA antisense oligonucleotides ranges 
from 15 to 25 base. LNA antisense oligonucle-
otides targeting HBV S gene have a therapeutic 
potential in patients infected with HBV.

Key Words: Hepatitis B virus; Locked nucleic acid; 
HepG2 2.2.15 cell; Gene therapy; Cationic lipo-
somes

Deng YB, Wang YF. Antiviral effects of locked nucleic 
acid antisense oligonucleotides targeting HBV S gene 
mRNA in HepG2 2.2.15 cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(34): 3497-3501

摘要
目的: 探讨针对乙型肝炎病毒(HBV)S基因翻译
起始区反义锁核酸(LNA)片段在HepG22.2.15
细胞内抗病毒效果及有效LNA序列筛选.

方法: 设计合成互补于HBV S基因mRNA翻译
起始区同一位点的4条不同序列长度LNA片
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■背景资料
近 年 来 ,  锁 核 酸
(LNA)的出现给
反义核酸技术带
来了新的希望与
机遇. LNA是新发
现的一种在2 ' -O
与4 ' -C发生缩水
作用而形成带环
状结构的核苷酸
衍生物, 具有稳定
性好、分子杂交
能力强、抗核酸
酶降解能力强、

脂溶性好和低细
胞毒性等特点, 因
而具有广阔的研
究与应用前景.

■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



段及无关对照序列, 以阳离子脂质体介导, 作
用于HepG22.2.15细胞, 采用ELISA法和FQ-
PCR法分别监测24、48和72 h细胞培养上清
液中HBsAg和HBV DNA的含量; MTT法检测
LNA对细胞代谢的影响.

结果: 4条不同序列长度(10、15、20及25个碱
基)的反义LNA对HBsAg的表达和HBV DNA
的复制均有显著性抑制作用, 72 h后的抑制率
分别为46.58%、54.38%、72.43%、69.92%及
27.09%、28.77%、34.71%、32.68%, 且抑制
率随时间呈增高趋势. LNA对细胞代谢无明
显影响.

结论: 针对HBV S基因mRNA翻译起始区的反
义LNA短序列体外能显著抑制HBV基因的表
达, 且抑制作用最强的序列长度应在15-25个
碱基之间.

关键词�� 乙型肝炎病毒; 锁核酸; 2.2.15细胞; 基因治

疗; 脂质体
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染引起的一种死亡率较高的慢性传染

性疾病, 易发展为肝硬化和肝细胞癌, 已成为

一个全球性健康问题. 全球约有3.5亿HBV携带

者, 而我国约有1.3亿, 占全球患者的37.14%[1-5]. 
目前临床治疗药物主要是干扰素 [6-9]和核苷类

似物(如拉米夫啶)[10-12], 干扰素的远期疗效不

理想 ,  而长期使用拉米夫啶则易引起基因变

异, 导致耐药. 因此, 探索廉价、高效、不良

反应小、稳定且专一性强的抗H B V新型药物

具有非常重要的意义. 反义寡核苷酸(antisense 
oligodeoxynucleotide, ASODN)是近几年来研究

较广泛的一种基因疗法, 其抗HBV机制是通过

导入外源寡核苷酸片段与细胞内特定的mRNA
结合形成杂交分子, 从而达到阻断特定基因表

达的目的[13-15]. 但是, 由于反义寡核苷酸稳定性

差、亲和力不强、抗核酸酶降解能力弱等因素, 
故一直未取得满意效果. 锁核酸(locked nucleic 
acid, LNA), 是新发现的一种带环状结构的核

苷酸衍生物, 因其核糖的2'-O和4'-C通过缩水作

用形成氧亚甲基桥, 形似锁状, 故得名. LNA与
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传统寡核苷酸相比, 具有更高的热稳定性、更

好的分子杂交能力和更强的抗核酸酶降解能 
力[16-24], 因而具有广阔的应用前景. S基因是HBV
的关键基因, 其编码产物是乙型肝炎病毒表面

抗原(hepatitis B surface antigen, HBsAg)的主要

组成部分. 封闭S基因的表达有可能影响病毒颗

粒的装配和成熟, 达到抑制HBV复制的作用. 我
们前期研究结果表明, 反义LNA抗HBV基因复

制与表达的能力比传统全硫代修饰的ASODN
强[25-27]. 为了进一步筛选出针对S基因靶位的最

佳LNA片段, 我们在前期研究的基础上, 针对

HBV S基因mRNA翻译起始区同一靶位设计合

成4条不同序列长度的反义LNA片段, 观察其在

HepG22.2.15细胞内的抗病毒效果, 旨在筛选出

针对S基因靶位的最佳LNA序列.

1  材料和方法

1.1 材料 H e p G22.2.15细胞由中国人民解放

军广州军区空军医院刘光泽博士惠赠 ,  该细

胞株为H B V D N A全基因转染肝癌细胞系

H e p G2, 能稳定分泌H B s A g, 本室常规培养

于含G418(380 I T I1)、100 m L/L胎牛血清

的D M E M培养基中, 37℃、50 m L/L C O2条

件下5-6  d传代1次 ;  D M E M培养基、G418
为G i b c o产品 ;  胎牛血清购自杭州四季青公

司; LipofectamineTM2000购自Invitrogen公司; 
HBsAg检测试剂盒为深圳丽珠生物技术有限

公司产品; HBV DNA定量检测试剂盒为深圳

匹基生物有限公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 反义LNA片段合成与修饰: 根据国内外报

道选择抑制作用较强、互补于HBV S基因翻译

起始区同一位点为研究对象, 分别合成以下几

段锁核酸序列: (1)序列Ⅰ: 互补HBV S基因区

151-160 nt处, 共10个碱基(5'-CcATgTTCaG-3', 
其中7个大写字母代表LNA, 3个小写字母代表

DNA); (2)序列Ⅱ: 互补于HBV S基因区151-165 
nt处, 共15个碱基(5'-GtTcTccAtGtTcaG-3', 其中7
个大写字母代表LNA, 8个小写字母代表DNA); 
(3)序列Ⅲ: 互补于HBV S基因区151-170 nt处, 共
20个碱基(5'-GtGaTgTtCtccaTtgtcaG-3', 其中7个
大写字母代表LNA, 13个小写字母代表DNA); 
(4)序列Ⅳ: 互补于HBV S基因区151-175 nt处, 共
25个碱基(5'-CtgAtGtgaTgTtCtccaTtgtcag-3', 其
中7个大写字母代表LNA, 18个小写字母代表

DNA); (5)与HBV S基因无关序列, 共20个碱基
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■研发前沿
在反义核酸技术
基础上发展起来
的反基因技术, 即
三螺旋构象寡核
苷酸技术 ( T F O )
是目前研究的热
点 . 日 前 亟 待 解
决的问题是寻找
一种满意的肝靶
向性核酸药物载
体以及特异性抗
HBV药物.
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(5'-TtCaAgAtTtgtaGtgtgaC-3', 其中7个大写字母

代表LNA, 13个小写字母代表DNA), 以上片段

均由美国Genelink公司合成修饰并纯化.
1.2.2 脂质体包裹反义LNA的制备: 脂质体与反

义LNA按1∶10比例充分混匀(1 μg反义LNA+10 
μL脂质体), 室温下静置1 h后, 此即为稳定的脂

质体-LNA混合物.
1 . 2 . 3  H e p G 2 2 . 2 . 1 5 细 胞 培 养 与 转 染 :  将
HepG22.2.15细胞按1×105细胞/mL接种于96孔
培养板, 每孔100 μL, 设定6个组(即序列Ⅰ组、

序列Ⅱ组、序列Ⅲ组、序列Ⅳ组、无关序列组

和不加药的空白对照组), 每组各设6个复孔, 待
细胞贴壁后吸取培养上清液(-20℃保存), 分别

在各组每孔中一次性加入含LNA量为10 μmol/L
的LNA-Lipo-DMEM混合液1 mL, 分别于24、48
和72 h收集各孔培养上清液保存于-20℃待测.
1.2.4 培养上清液HBsAg含量测定: 采用ELISA
法, 每个样品重复3次, 取均值, 严格按试剂盒说

明书操作.
1.2.5 培养上清液HBV DNA含量测定: 采用实

时荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)法检测. 取
培养上清液50 μL, 加等量体积DNA提取液, 充
分混匀, 100℃恒温处理10 min, 1200 r/min离心

5 min, 取2 μL上清于PCR反应管中并加入反应

液, 总体积共25 μL, 各反应管放入荧光定量PCR
仪, 扩增条件: 37℃保温2 min, 94℃预变性3 min, 
94℃ 5 s, 60℃ 40 s, 共35个循环. 由计算机软件

自动分析所收集的荧光信号并计算出定量结果, 
采用计算对数平均值的方法计算HBV DNA平均

拷贝数.
1.2.6 LNA对细胞的毒性检测: 采用MTT比色法

检测LNA对细胞代谢活性的影响.
统计学处理 所有数用mean±SD表示, 应用

SPSS12.0统计软件处理, 各组间均数比较采用单

因素方差分析, P <0.05为差异具有统计学意义. 
抑制率(%) = (用药前P/N-用药后P/N)/(用药前

P/N-2.1)×100%. 其中: P/N表示阳性孔A值/阴性

孔A值.

2  结果

2.1 LNA对HepG22.2.15细胞HBsAg表达的影响 
LNA加入24 h后, HBsAg的分泌量即开始下降, 
且下降率随时间呈增高趋势, 72 h后下降率最

高可达72.43%. 各组间比较均有显著性差异(均均
P <0.01), 与对照组比较, HBsAg的分泌量均明显

下降(均均P <0.01), 且在序列Ⅱ-Ⅳ组间(即15-25个
碱基)下降最为明显(表1, 图1).
2.2 LNA对HepG22.2.15细胞HBV DNA复制的影

■创新盘点
锁核酸 (LNA)是
一种新兴环状核
苷 酸 衍 生 物 ,  具
有分子杂交能力
强、抗核酸酶降
解能力等特性, 本
研究在前期工作
基础上, 进一步探
讨了反义LNA片
段的设计与筛选, 
为下一步的实验
提供理论基础.

表 1 各LNA序列对HepG22.2.15细胞HBsAg表达的影响 (n  = 6, P/N, mean±SD)

     
分组            0 h                 24 h    48 h          72 h

空白对照  1.238±0.025       1.241±0.032            1.2����8±0.02���� 1.270±0.049

无关序列  1.248±0.037       1.252±0.027            1.2����5±0.019 1.271±0.023

序列Ⅰ  1.245±0.041d       0.928±0.111d            0.7����9±0.155d 0.��������5±0.133d

序列Ⅱ  1.245±0.028f       0.8����5±0.031f            0.����75±0.073f 0.5����8±0.����02f

序列Ⅲ  1.233±0.033h       0.7����2±0.048h            0.49����±0.045h 0.340±0.039h

序列Ⅳ  1.237±0.032j       0.792±0.744j            0.545±0.054j 0.372±0.031j

dP<0.01 vs  空白对照组与无关序列组; fP<0.01 vs  序列Ⅰ; hP<0.01 vs  序列Ⅱ; jP<0.01 vs  序列Ⅲ.

表 2 各LNA序列对HepG22.2.15细胞HBV DNA复制的影响 (n  = 6,×106 copies/mL, mean±SD)

     
分组            0 h                 24 h    48 h          72 h

空白对照  ����.121±0.425       ����.137±0.481            ����.110±0.527 ����.108±0.529

无关序列  ����.108±0.47����       ����.023±0.584            ����.183±0.273 ����.047±0.70����

序列Ⅰ  ����.182±0.����02d       5.708±0.57����d            5.128±0.527d 4.507±0.358d

序列Ⅱ  ����.201±0.����18f       5.����15±0.452f            4.793±0.409f 4.417±0.388f

序列Ⅲ  ����.123±0.405h       5.373±0.423h            4.373±0.3����9h 3.987±0.249h

序列Ⅳ  ����.11����±0.501j       5.475±0.293j            4.583±0.324j 4.117±0.435j

dP<0.01 vs  空白对照组与无关序列组; fP<0.01 vs  序列Ⅰ; hP<0.01 vs  序列Ⅱ; jP<0.01 vs  序列Ⅲ.
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响 LNA加入48 h后, 对HBV DNA的复制开始出

现抑制作用, 且抑制率随时间呈增高趋势, 72 h
后抑制率最高可达34.71%. 各组间比较均有显

著性差异(均均P <0.01), 与对照组比较, HBV DNA
的拷贝数均下降明显(均均P <0.01), 且在序列Ⅱ-Ⅳ
组间(即15-25个碱基)下降最为明显(表2, 图2).
2.3 LNA-Lipo混合物对HepG22.2.15细胞活性的

影响 用药3 d后, 采用MTT比色法测定各实验组

的A值, 序列Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的A值分别为1.173
±0.049、1.161±0.042、1.156±0.042、1.147
±0.046, 与对照组(A值为1.203±0.043)比较均

无差异性(P >0.05), 表明实验范围内LNA对细胞

基本无毒性.

3  讨论

自20世纪90年代初, Patil et al [13]首次报道利用

反义核酸技术抗HBV的实验研究以来, 反义核

酸技术抗病毒研究已取得了很大的进展. 但由

于传统ASODN易被降解、杂交结合能力不强

以及对机体存在不良反应等因素, 其抗病毒感

染的基因治疗一直未取得满意的效果. 1994年, 
Rodriguez et al首次发现LNA, 他是一种特殊的

双环核酸衍生物, 由核糖的2位氧与4位碳通过

缩水作用形成氧亚甲基桥、硫亚甲基桥或胺亚

甲基桥等, 作为一种新型反义核酸, 具有比传统

ASODN更强的优势[16-24]: (1)更高的热稳定性; 
(2)更强的分子杂交能力; (3)更强的抗核酸酶降

解能力; (4)更好的脂溶性, 可自由穿入细胞膜; 
(5)对细胞的毒性较低.

HBV基因组至少有7个重要的基因靶位, 其
中, S基因是关键基因靶位之一[28-29]. S基因编码

产物是HBsAg的主要组成部分, 不仅参与完整

HBV Dane颗粒的装配, 而且还组装成直径为22 
nm的球形颗粒以及管型颗粒, 大量存在于HBV
携带者血液中, 并随血液、唾液、精液、分泌

物等在易感人群中传播. 封闭S基因的表达有可

能抑制HBsAg的分泌, 从而干扰HBV Dane颗粒

的装配和HBV颗粒的成熟, 发挥抗HBV的作用.
研究结果表明, 由阳离子脂质体介导的反

义LNA, 能有效进入肝细胞内, 发挥抗HBV基

因表达的作用 ,  对H B s A g的抑制率最高可达

72.43%, 且随反义LNA作用时间的延长呈逐渐

增高趋势. 这比文献[30]报道的抑制作用时间要

长, 原因可能是反义LNA的亲和力及抗核酸降

解能力均较传统ASODN强, 这将为反义LNA用

于抗HBV的基因治疗研究提供了参考价值. 但
其抑制率是否持续性增高, 还有待于进一步的

研究. 我们的研究结果也表明, LNA抗HBV效

果与LNA序列长度之间存在相关性, 但并不随

LNA序列长度无限增高, 而是存在一个最适序

列长度, 约在15-25个碱基之间.
此外, 反义LNA对HBV DNA的复制也有比

较显著的抑制作用, 原因可能是LNA的高亲和

力、强抗核酸酶降解能力和良好的脂溶性, 促
使部分LNA通过核孔进入细胞核内, 结合到与

HBV S基因mRNA翻译起始位点相对应的基因

组cccDNA的编码链上, 形成三链杂交分子, 从
复制和转录水平发挥抑制作用, 其作用机制还

有待于进一步的研究.
总之, 互补于S基因的反义LNA片段体外能

显著抑制HBV的复制与表达, 且抑制作用最强

的序列长度在15-25个碱基之间, 因此, LNA有望

成为抗HBV基因治疗的新型分子药物, 同时也

为其他疾病的基因研究带来新的应用前景.

致谢�� 研究过程中, 得到中国人民解放军广州军
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图 1 不同时间内各序列LNA对HBsAg表达的抑制率(%).
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图 2 不同时间内各序列LNA对HBV DNA复制的抑制率(%).
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Abstract
AIM: To investigate the effects of insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1) on the expression of 
stem cell factor (SCF) in rat colonic smooth 
muscle cells (SMCs).

METHODS: Rat colonic SMCs were separated, 
cultured, and identified by immunofluorescence 
staining of α-actin. Cultured colonic SMCs were 
divided into IGF-1 treatment group and IGF-1 
receptor antibody intervention group. Cells in 
the IGF-1 treatment group incubated with dif-
ferent concentrations (0, 5, 10, 50, 100 and 150 
μg/L) of IGF-1 for different durations (0, 8, 16, 

24 and 48 hours), while those in the IGF-1 recep-
tor antibody intervention group were treated 
with IGF-1 and different concentrations of IGF-1 
receptor monoclonal antibody (0, 50, 100 and 150 
μg/L). The expression of SCF in colonic SMCs 
was examined by Western blot and quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction.

RESULTS: Although IGF-1 at low concentra-
tions (5 and 10 μg/L) had no significant impact 
on the expression of SCF mRNA and protein in 
SMCs (all P > 0.05), IGF-1 at moderate or high 
concentrations (50, 100 and 150 μg/L) signifi-
cantly upregulated the expression of SCF mRNA 
and protein (all P < 0.05). The optimum concen-
tration of IGF-1 to upregulate SCF expression in 
vitro was 100 μg/L (0.820 ± 0.061 vs 0.167 ± 0.015 
and 1.269 ± 0.219 vs 0.560 ± 0.023, respectively; 
both P < 0.05), and the peak expression of SCF 
occurred 16 hours after incubation with IGF-1 
(0.420 ± 0.034 vs 0.209 ± 0.001 and 1.407 ± 0.133 vs 
0.477 ± 0.041, respectively; both P < 0.05). IGF-1 
receptor monoclonal antibody could inhibit the 
expression of SCF in SMCs in a dose-dependent 
manner (all P < 0.05).

CONCLUSION: IGF-1 can upregulate the ex-
pression of SCF in colonic SMCs perhaps in an 
IGF-1 receptor-dependent manner.

Key Words: Insulin-like growth factor-1; Smooth 
muscle cell; Stem cell factor; Receptor; Antibody

Ning YJ, Zhang W, Cheng JF, Li XL, Wang MF, Lin L. 
Insulin-like growth factor-1 upregulates the expression of 
stem cell factor in rat colonic smooth muscle cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 3502-3506

摘要
目的: 探讨胰岛素样生长因子1(IGF-1)对大鼠
结肠平滑肌细胞(SMC)表达干细胞因子(SCF)
的影响. 

方法: 酶解法分离培养S D大鼠结肠S M C、

α-actin免疫荧光鉴定, 然后将大鼠结肠SMC
随机分为I G F-1不同浓度(0、5、10、50、

®

■背景资料
胃肠动力障碍性
疾病的发病机制
目前仍不清楚, 临
床缺乏有效的治
疗 手 段 ,  随 着 对
I C C 间 质 细 胞 功
能的研究日益增
多, 发现IGF-1是
I C C 间 质 细 胞 的
保护因子. IGF-1
有望成为治疗该
病新的突破口.

■同行评议者
宛新建 ,  副教授 , 
上海市第一人民
医院消化内科
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100、150 μg/L)、时间(0、8、16、24、48 h)
及IGF-1α受体(IGF-1Rα)抗体(0、50、100、
150 μg/L)干预组; Western blot、RT-PCR法检
测SMC合成SCF的变化.

结果: 低剂量I G F-1(5、10 μg/L)对S C F蛋
白和mRNA表达无影响(P >0.05), 中高剂量
IGF-1(50、100、150 μg/L)诱导其表达增加
(均P <0.05), 100 μg/L可能为体外最大有效
浓度(0.820±0.061 vs  0.167±0.015; 1.269±
0.219 vs  0.560±0.023, 均P <0.05), 且其促SCF
蛋白和mRNA合成的最高峰在第16小时(0.420
±0.034 vs  0.209±0.001; 1.407±0.133 vs  
0.477±0.041, 均P <0.05), IGF-1Rα抗体可抑制
SCF蛋白和mRNA合成, 抑制作用呈浓度依赖
性(P <0.05).

结论: IGF-1能通过作用于SMC上的IGF-1受体
刺激大鼠结肠SMC内SCF的表达.

关键词�� 胰岛素样生长因子1; 平滑肌细胞; 干细胞

因子; 受体; 抗体
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0  引言

Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)是胃

肠动力的起搏细胞, 且调节电活动的扩布和参

与神经冲动的传导[1-2]; 许多胃肠动力障碍性疾

病与胃肠道ICC的缺失或病变有关[3-7]. 干细胞因

子(stem cell factor, SCF)是一种多功能细胞因子, 
是胃肠道ICC生长、功能及表型维持的主要调

控因子, 胃肠动力性疾病中SCF下降可能是ICC
数量减少和超微结构改变的直接原因[8-10]. 研究

发现[11], 胰岛素样生长因子1(insulin-like growth 
factor 1, IGF-1)可能通过胃平滑肌细胞(smooth 
muscle cell, SMC)调控SCF的合成, 进而对胃ICC
具有保护作用. 我们前期实验发现, IGF-1能促进

体外培养的胃SMC合成SCF, 其对结肠SMC的作

用不清楚, 本研究从细胞水平探讨IGF-1对大鼠

结肠SMC表达SCF的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄不拘, 体质量150-200 
g ,  由南京医科大学医学实验动物中心提供 . 
DMEM培养液、胎牛血清、Ⅱ型胶原酶、大

豆胰蛋白酶抑制剂(Gibco, USA), 重组大鼠IGF-
1(R&D, UK), IGF-IRα抗体(Abcam, UK), SCF抗
体(Santa Cruz, USA), α-actin抗体(北京博奥森公

司), SCF引物(南京博尔迪生物科技公司).
1.2 方法 
1.2.1 结肠SMC的分离和培养: SD大鼠断椎处

死, 快速自肛门上2 cm取结肠10 cm左右, 用含抗

生素的Hepes-Ringer缓冲液反复冲洗, 去除黏膜

层和浆膜层. 将平滑肌组织剪碎匀浆, 置入消化

液(0.1%的Ⅱ型胶原酶和0.01%的大豆胰蛋白酶

抑制剂)中, 30℃孵育20 min、离心、弃消化液, 
反复2次, 加含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养

液中止消化、离心, DMEM培养液重悬细胞, 过
筛; 台盼蓝染色确认细胞活力>90%, 于37℃ 950 
mL/L O2和50 mL/L CO2条件下培养, SMC长至致

密单层时, 传代培养. 采用第3-5代SMC进行实验.
1.2.2 结肠SMC的鉴定: 取对数生长的SMC, 胰
蛋白酶消化, 制成单细胞悬液; 将SMC接种到放

置载玻片的培养皿中, 置CO2孵箱中培养1-3 d, 
待SMC长至单层时, 取出载玻片. PBS冲洗、丙

酮固定, 3% H2O2阻断内源性过氧化物酶; 滴加

α-actin一抗(1∶100), 4℃过夜, PBS冲洗, 滴加罗

丹明标记的羊抗兔IgG二抗, 室温避光湿盒中孵

育1 h, PBS冲洗, 滴加Hoechst染核, PBS冲洗、

封片, 观察特异性荧光. 
1.2.3 分组与处理: 将2.5×108/L的SMC接种于含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液中培养至融

和后, PBS洗涤, 加入无胎牛血清的培养基饥饿

24 h. 分组: IGF-1不同时间组、IGF-1不同浓度

组、IGF-1+不同浓度IGF-1Rα抗体组. IGF-1不
同时间组: SMC+IGF-1(100 μg/L), 分别培养0, 8, 
16, 24和48 h. IGF-1不同浓度组: SMC+IGF-1(0, 
5, 10, 50, 100, 150 μg/L)培养16 h. IGF-1+IGF-
1R抗体组: SMC+IGF-1(100 μg/L)与不同浓度的

IGF-1R抗体(0, 50, 100, 150 μg/L)培养16 h. 以上

实验重复3次. 
1.2.4 Western blot法检测SMC中SCF蛋白: 蛋
白裂解液提取各组细胞蛋白, BCA法测定蛋白

浓度. 60 μg蛋白/泳道加样恒流30 mA电泳, 恒
压100 V转膜55 min, 封闭2 h. 加入SCF一抗 
(1∶100), 4℃过夜; 二抗1∶5000, 37℃孵育, 曝
光、显影. 
1.2.5 RT-PCR法检测SMC中SCF mRNA: 按
T R I z o l试剂说明提取各组细胞总m R N A, 逆
转录为cDNA, 以此cDNA为模板行PCR扩增. 
PCR反应条件: 94℃预变性5 min、94℃变性

■相关报道
Horvath et al 离体
培养糖尿病小鼠
胃窦和胃体组织, 
给予IGF-1, 可完
全阻止 I C C 间质
细胞的减少. 该研
究提示IGF-1可能
刺激平滑肌细胞
表达干细胞因子, 
进而对 I C C 间质
细胞起调控作用.



www.wjgnet.com

3504                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年12月�日     第17卷     第34期

15 s、55℃退火30 s、72℃延伸15 s、共循环

30次, 最后于72℃延伸8 min, PCR产物经3%
琼脂糖凝胶电泳, 观测、拍照. SCF上游引物: 
5'-TTC GCT TGT AAT TGG CTT TGC-3'; 下
游引物5'-CAA CTG CCC TTG TAA GAC TTG 
A-3'(76 bp, NM_021843); GAPDH上游引物: 5'- 
CCC CCA ATG TAT CCG TTG TG-3'; 下游引物

5'-TAG CCC AGG ATG CCC TTT AGT-3'(118 bp, 
BC059110).

统计学处理 所有数据录入SPSS10.0软件包

分析, 以mean±SD表示, 采用方差分析和成组t
检验, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 结肠SMC培养和鉴定 结肠SMC培养24 h
后, 可见细胞贴壁, 呈三角形或梭形, 有少量突

起; 3-5 d开始增殖(图1A); 14 d后细胞密集, 呈
峰谷样生长(图1B). α-ac t in免疫荧光阳性反应: 
大部分多角形细胞胞质内见红色荧光, 细胞核

Hoechst染色呈蓝色(图1C). 
2.2 不同浓度IGF-1对结肠SMC中SCF蛋白和

mRNA的影响 低浓度IGF-1(5, 10 μg/L)对SMC
中SCF蛋白和mRNA表达无影响(P >0.05, 表1, 
图2), IGF-1在50 μg/L时, SCF表达增加(P <0.05,  
表1, 图2), 在100 μg/L时表达最多(P <0.05, 表1, 
图2), 150 μg/L时仍显著促进SCF蛋白和mRNA
的表达(类似100 μg/L时, P <0.05, 表1, 图2). 
2.3 IGF-1作用时间对结肠SMC中SCF蛋白和

mRNA的影响 IGF-1在100 μg/L时, 促进SMC内
SCF蛋白和mRNA的表达呈时间依赖性地升高, 
16 h达最高(P<0.05, 表2, 图3), 此后逐渐下降; 48 h
与0 h对SCF作用无统计学差异(P>0.05, 表2, 图3).
2.4 不同浓度的IGF-1R抗体对IGF-1诱导SCF蛋

白和mRNA的影响 加入IGF-1(100 μg/L)与不同

浓度的IGF-1R(IGF-1Rα)抗体后, 随抗体浓度的

增高, SCF蛋白和mRNA的表达愈加减少, 各浓

度组之间有统计学差异(P <0.05, 表3, 图4).

3  讨论

ICC以网络状分布于胃肠神经末梢及平滑肌之

间, ICC、肠神经细胞和SMC构成“功能元件”, 
共同调控胃肠道的各种生理功能. 研究已证实

ICC的缺失或病变是胃肠动力障碍重要原因之

一, 包括糖尿病胃肠病变时, 均存在ICC破坏[3-7]. 
SCF是c-kit的天然配体, SCF与kit结合后形

成SCF-kit信号系统, 在造血细胞、肥大细胞、

生殖细胞以及黑色素细胞的发育中起关键作用, 
研究证实[9-10,12], SCF在胃肠道ICC的发育、增殖

和表型维持过程中起关键作用, SCF减少与胃肠

动力相关的ICC异常有关. 人体SCF可由成纤维

细胞、角蛋白细胞、内皮细胞、骨髓、小细胞

表 1 不同浓度IGF-1对结肠SMC的SCF蛋白和mRNA的影
响 (mean±SD)

     
分组                            蛋白            mRNA

IGF�1(μg/L)

    0  0.1����7±0.015 0.5����0±0.023

    5  0.1����3±0.021 0.����24±0.02����

    10  0.1�3±0.051 0.�����3±0.049

    50  0.4�0±0.03����a 0.92����±0.025a

    100  0.�20±0.0����1c 1.2����9±0.219c

    150  0.�07±0.090 1.212±0.299

aP<0.05 vs  其他各组; cP<0.05 vs   IGF�1(0, 5, 10, 50 μg/L).

A

B

C

图 1 结肠SMC的培养与鉴定. A: 结肠SMC培养3-5 d, 开始

增殖(×100); B: 结肠SMC培养14 d, 细胞密集, 峰谷样生长

(×100); C: 结肠SMC免疫荧光鉴定(×400).

■创新盘点
本研究首次在体
外培养结肠平滑
肌细胞, 应用外源
性IGF-1对结肠平
滑肌细胞进行干
预, 结果验证了其
对结肠平滑肌细
胞产生干细胞因
子的显著影响.
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肺癌细胞等产生, 胃肠道SCF可来自SMC、肠

神经元细胞, 研究发现[11], 维持胃肠ICC所需的

SCF可能来源于胃肠SMC. 大量研究表明[3,13-16], 
IGF-1、一氧化氮(NO)、5-HT、血红素氧化酶

-1(HO-1)及IL-9等因素均与ICC的生存和表型

维持有关. 但IGF-1保护胃肠ICC的分子机制不

清? Horváth et al [11]离体培养DM小鼠胃窦和胃体

组织, 给予胰岛素或IGF-1, 可完全阻止ICC的减

少, 认为DM病程中, 胃SMC萎缩、合成SCF减
少, 导致ICC病变, 因此推测IGF-1刺激胃SMC表
达SCF, 进而对ICC起调控作用. 我们前期实验提

示, 体外培养胃SMC, 给予IGF-1可促进SCF表达

增加. 由于胃肠道不同部位ICC的分布不同, 且
胃肠道不同部位及不同亚型的ICC对SCF的需

求量亦不同[17-19], 因此, 结肠SMC在IGF-1作用

下是否表达SCF增加, 还不清楚. 本实验培养结

肠SMC显示, 中高剂量的IGF-1可明显促进结肠

SMC合成SCF, 且体外IGF-1在100 μg/L、作用

16 h, 促进结肠SMC合成SCF的作用最强, 提示

IGF-1以浓度和时间依赖性方式诱导结肠SMC
表达SCF. 

IGF-1是胰岛素样生长因子家族中的一种, 
含70个氨基酸, 相对分子质量为7649 Da, 主要由

肝脏分泌, 以内分泌、自分泌、旁分泌的方式, 
与靶细胞表面的IGF-1R结合, 对外周组织、细

胞起生理和病理调节作用[20]. IGF-1R是一种具

有酪氨酸激酶活性的跨膜蛋白质, 包括两个α亚
基和两个β亚基, α亚基位于细胞膜外侧, β亚基

位于细胞膜内侧, IGF-1首先与α亚基结合, 激活

β亚基上的酪氨酸激酶, 使之磷酸化, 引起胞质

内一系列的信号级联反应和基因转录, 从而产

表 3 不同浓度IGF-1R抗体对结肠SMC中SCF蛋白及
mRNA影响 (mean±SD)

     
分组                        蛋白        mRNA

0 μg/L              1.����90±0.05���� 0.1�0±0.010

50 μg/L              1.277±0.072a 0.130±0.000a

100 μg/L              1.077±0.055a 0.077±0.005a

150 μg/L              0.7�7±0.055a 0.033±0.05�a

aP<0.05 vs  其他各组.

表 2 100 μg/L IGF-1不同时间刺激对结肠SMC中SCF蛋
白及mRNA影响 (mean±SD)

     
分组                       蛋白        mRNA

0 h             0.209±0.001 0.477±0.041

� h             0.344±0.007a 0.9����3±0.0�3a

1���� h             0.420±0.034c 1.407±0.133c

24 h             0.32�±0.023 0.977±0.0�4

4� h             0.1�2±0.05� 0.575±0.075

aP<0.05 vs  100 μg/L IGF�1(0, 1����, 4� h); cP<0.05 vs   其他各组.图 2 不同浓度IGF-1对结肠SMC内SCF蛋白和mRNA表达的
影响. A: 蛋白; B: mRNA; 0: 50 bp DNA Marker; 1: IGF-1 0 

μg/L; 2: IGF-1 5 μg/L; 3: IGF-1 10 μg/L; 4: IGF-1 50 μg/L; 

5: IGF-1 100 μg/L; 6: IGF-1 150 μg/L.
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图 3 IGF-1刺激时间对结肠SMC内SCF蛋白和mRNA表达的
影响. A: 蛋白; B: mRNA; 0: 50 bp DNA Marker; 1: IGF-I刺

激0 h; 2: IGF-I刺激8 h; 3: IGF-I刺激16 h; 4: IGF-I刺激24 h; 

5: IGF-I刺激48 h.
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图 4 不同浓度IGF-1R抗体对结肠SMC内SCF蛋白和mRNA
表达的影响. A: 蛋白; B: mRNA; 0: 50 bp DNA Marker; 1: 

IGF-1R抗体0 μg/L; 2: IGF-1R抗体50 μg/L; 3: IGF-1R抗

体100 μg/L; 4: IGF-1R抗体150 μg/L.
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■应用要点
本 研 究 证 实 了 , 
IGF-1能通过作用
于SMC上的IGF-1
受体刺激大鼠结
肠SMC内SCF的
表达, 为临床治疗
胃肠动力障碍性
疾病提供新的理
论依据.
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生IGF-1的生物学效应. 本实验中, IGF-1Rα抗体

以浓度依赖性的方式抑制结肠SMC合成SCF, 提
示IGF-1可与结肠SMC胞膜上IGF-1Rα结合, 促
进SCF的合成. 

总之, 本实验初步证实了体外IGF-1可诱导

结肠SMC产生SCF, 且可能通过SMC上的IGF-1
受体. IGF-1使SMC表面的IGF-1R磷酸化后, 引
起的细胞内机制尚待进一步研究. 为进一步探

讨SCF的调控、相应的干预方法、促使SCF的
合成以及为ICC的保护、治疗胃肠动力障碍提

供了实验依据.

4      参考文献
1 Wang XY, Sanders KM, Ward SM. Int imate 

relationship between interstitial cells of cajal and 
enteric nerves in the guinea-pig small intestine. Cell 
Tissue Res 1999; 295: 247-256

2 Kito Y, Ward SM, Sanders KM. Pacemaker 
potentials generated by interstitial cells of Cajal in 
the murine intestine. Am J Physiol Cell Physiol 2005; 
288: C710-C720 

3 Horváth VJ, Vittal H, Ordög T. Reduced insulin 
and IGF-I signaling, not hyperglycemia, underlies 
the diabetes-associated depletion of interstitial cells 
of Cajal in the murine stomach. Diabetes 2005; 54: 
1528-1533

4 Forster J, Damjanov I, Lin Z, Sarosiek I, Wetzel P, 
McCallum RW. Absence of the interstitial cells of 
Cajal in patients with gastroparesis and correlation 
with clinical findings. J Gastrointest Surg 2005; 9: 
102-108  

5 Battaglia E, Bassotti G, Bellone G, Dughera L, Serra 
AM, Chiusa L, Repici A, Mioli P, Emanuelli G. 
Loss of interstitial cells of Cajal network in severe 
idiopathic gastroparesis. World J Gastroenterol 2006; 
12: 6172-6177

6 Iwasaki H, Kajimura M, Osawa S, Kanaoka S, 
Furuta T, Ikuma M, Hishida A. A deficiency of 
gastric interstitial cells of Cajal accompanied by 
decreased expression of neuronal nitric oxide 
synthase and substance P in patients with type 2 
diabetes mellitus. J Gastroenterol 2006; 41: 1076-1087

7 Wang XY, Huizinga JD, Diamond J, Liu LW. Loss 
of intramuscular and submuscular interstitial cells 
of Cajal and associated enteric nerves is related 
to decreased gastric emptying in streptozotocin-
induced diabetes. Neurogastroenterol Motil 2009; 21: 
e1095-e1092

8 龙庆林, 房殿春, 史洪涛, 向国春, 罗元辉. 糖尿病大鼠
胃窦SCF-Kit信号改变及其对Cajal间质细胞的影响. 

第三军医大学学报 2007; 29: 141-143
9 徐丽明, 林琳, 汤玉蓉, 张红杰, 李学良. 干细胞因子

对糖尿病结肠Cajal间质细胞的影响. 中华消化杂志 
2008; 28: 388-391 

10 徐丽明, 林琳, 汤玉蓉, 张红杰, 李学良. 干细胞因子对
糖尿病小鼠结肠Cajal间质细胞的干预效应. 世界华人
消化杂志 2008; 16: 1294-1298

11 Horváth VJ, Vittal H, Lörincz A, Chen H, Almeida-
Porada G, Redelman D, Ordög T. Reduced stem cell 
factor links smooth myopathy and loss of interstitial 
cells of cajal in murine diabetic gastroparesis. 
Gastroenterology 2006; 130: 759-770

12 Sanders KM, Ward SM. Interstitial cells of Cajal: 
a new perspective on smooth muscle function. J 
Physiol 2006; 576: 721-726

13 Choi KM, Gibbons SJ, Roeder JL, Lurken MS, 
Zhu J, Wouters MM, Miller SM, Szurszewski JH, 
Farrugia G. Regulation of interstitial cells of Cajal 
in the mouse gastric body by neuronal nitric oxide. 
Neurogastroenterol Motil 2007; 19: 585-595

14 Wouters MM, Gibbons SJ, Roeder JL, Distad M, 
Ou Y, Strege PR, Szurszewski JH, Farrugia G. 
Exogenous serotonin regulates proliferation of 
interstitial cells of Cajal in mouse jejunum through 
5-HT2B receptors. Gastroenterology 2007; 133: 
897-906

15 Choi KM, Gibbons SJ, Nguyen TV, Stoltz GJ, Lurken 
MS, Ordog T, Szurszewski JH, Farrugia G. Heme 
oxygenase-1 protects interstitial cells of Cajal from 
oxidative stress and reverses diabetic gastroparesis. 
Gastroenterology 2008; 135: 2055-2064, 2064.e1-2064.
e2

16 Ye J, Zhu Y, Khan WI, Van Snick J, Huizinga JD. 
IL-9 enhances growth of ICC, maintains network 
structure and strengthens rhythmicity of contraction 
in culture. J Cell Mol Med 2006; 10: 687-694

17 Ordög T, Baldo M, Danko R, Sanders KM. Plasticity 
of electrical pacemaking by interstitial cells of Cajal 
and gastric dysrhythmias in W/W mutant mice. 
Gastroenterology 2002; 123: 2028-2040

18 Fox EA, Phillips RJ, Byerly MS, Baronowsky 
EA, Chi MM, Powley TL. Selective loss of vagal 
intramuscular mechanoreceptors in mice mutant for 
steel factor, the c-Kit receptor ligand. Anat Embryol 
(Berl) 2002; 205: 325-342

19 Seki K, Komuro T. Distribution of interstitial cells of 
Cajal and gap junction protein, Cx 43 in the stomach 
of wild-type and W/Wv mutant mice. Anat Embryol 
(Berl) 2002; 206: 57-65

20 Lim HJ, Park HY, Ko YG, Lee SH, Cho SY, Lee EJ, 
Jameson JL, Jang Y. Dominant negative insulin-
like growth factor-1 receptor inhibits neointimal 
formation through suppression of vascular smooth 
muscle cell migration and proliferation, and 
induction of apoptosis. Biochem Biophys Res Commun 
2004; 325: 1106-1114

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本研究的内容具
有重要的价值和
新颖性, 客观地反
映了IGF-1对结肠
SMC表达SCF的
影响, 有较好的可
读性.
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Abstract
AIM: To evaluate the function of T regulatory 
(Treg) cells and determine the role of T cell 
immunoglobulin and mucin domain-containing 
protein 4 (TIM4) and TIM1 in modulating the 
function of Treg cells in mice with food allergy.

METHODS: Thirty-two BALB/c mice fed an 
ovalbumin (OVA)-free diet were randomly and 
equally divided into four groups: normal saline 

(NS) group, staphylococcal enterotoxin B (SEB) 
plus OVA group, anti-TIM1 antibody plus SEB 
and OVA group, and anti-TIM4 antibody plus 
SEB and OVA group. Mice in the four groups 
were sensitized by intraperitoneal injections of 
NS, SEB/OVA, anti-TIM1/SEB/OVA, and anti-
TIM4/SEB/OVA on days 0, 3 and 9, respec-
tively. All mice (except the NS group) were chal-
lenged by intraperitoneal injections of SEB/OVA 
on days 7 and 14, respectively. The expression of 
forkhead box P3 (FOXP3) mRNA in the jejunum 
and spleen and TIM4 mRNA in the jejunum was 
measured by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). The levels of trans-
forming growth factor β1 (TGF-β1) and inter-
leukin-10 (IL-10) in the serum were analyzed by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The expression of TGF-β1 and IL-10 proteins in the 
jejunum was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared with the NS group, the 
expression levels of FOXP3 mRNA in the jeju-
num and spleen significantly decreased (0.401 ± 
0.145 vs 0.732 ± 0.162 and 0.407 ± 0.082 vs 0.691 
± 0.145, respectively; both P < 0.05), the expres-
sion level of TIM4 mRNA increased significantly 
(P < 0.05), and the levels of TGF-β1 in the serum 
and jejunum decreased significantly (7859.853 
± 126.704 ng/L vs 8342.814 ± 488.461 ng/L and 
108.834 ± 9.634 ng/L vs 156.298 ± 12.002 ng/L, 
respectively; both P < 0.05) in the SEB/OVA 
group. In contrast, the expression levels of 
FOXP3 mRNA in the jejunum and spleen and 
TGF-β1 in the serum and jejunum were signifi-
cantly higher in the anti-TIM1/SEB/OVA and 
anti-TIM4/SEB/OVA groups than in the SEB/
OVA group (all P < 0.05).

CONCLUSION: Treg cells in SEB/OVA-sensi-
tized mice are dysfunctional. Pretreatment with 
anti-TIM1 or anti-TIM4 can restore the function 
of Treg cells, suggesting that the TIM4-TIM1 
pathway may play a key role in the develop-
ment of food allergy.

Key Words: Food allergy; CD4+CD25+ T regulatory 
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■背景资料
FA在世界上广泛
存 在 ,  最 近 几 十
年其发病率在全
球范围内大大提
高 .  然而FA的发
病机制尚不清楚, 
最近几年有关FA
领域研究发展迅
速 .  口 服 耐 受 受
损是致FA的重要
因 素 之 一 ,  维 持
口服耐受的复杂
免疫调节网络成
为研究热点.

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
消化内科
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Zazhi  2009; 17(34): 3507-3513

摘要
目的: 探讨在食物过敏小鼠模型中CD4+CD25+ 
Treg细胞的功能状态及TIM4与TIM1对其的
影响, 分析食物过敏的发生机制. 

方法: 无受试蛋白喂养BALB/c小鼠32只, 随
机分为4组: 空白对照组、金黄色葡萄球菌肠
毒素B(SEB)+卵清蛋白(OVA)共同作用组、

TIM1抗体干预组及TIM4抗体干预组, 分别于
0、3、9 d ip生理盐水, SEB和OVA, TIM1抗
体+SEB+OVA, TIM4抗体+SEB+OVA, 并于第
7、14天给予SEB+OVA(空白对照组以生理盐
水ig)ig. RT-PCR检测空肠及脾脏Foxp3 mRNA
表达、空肠TIM4 mRNA表达, ELISA法测定
血清TGF-β1与IL-10的表达. 免疫组织化学法
检测空肠黏膜TGF-β1与IL-10表达. 

结果: 与空白对照组相比, SEB+OVA共同作
用组小鼠空肠及脾脏Foxp3 mRNA表达明
显下降(0.401±0.145 vs  0.732±0.162; 0.407
±0.082 vs  0.691±0.145, 均P <0.05), TIM4 
mRNA表达明显增高(P <0.05), 血清和空肠黏
膜TGF-β1表达显著降低(7859.853±126.704 
ng/L vs  8342.814±488.461 ng/L; 108.834
±9.634 ng/L vs  156.298±12.002 ng/L, 均
P <0.05); 与SEB+OVA组相比, TIM1和TIM4
抗体干预组小鼠空肠及脾脏Foxp3 mRNA
及血清和空肠黏膜TGF-β1表达显著增高(均
P <0.05).

结论: T IM4与TIM1抗体干预可恢复SEB+ 
OVA致敏小鼠Treg细胞功能, 维持耐受平衡, 
减轻过敏症状, 提示TIM4-TIM1通路可能在食
物过敏的发生中起重要作用.

关键词�� 食物过敏; CD4+CD25+调节性T细胞; 口服

耐受; TIM蛋白

王新亭, 郑鹏远, 罗予, 刘志强, 张利利. TIM1与TIM4对小鼠食

物过敏模型中CD4+CD25+调节性T细胞功能的影响. 世界华人

消化杂志  2009; 17(34): 3507-3513
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加[1], 目前2%-6%的人有食物过敏(food allergy, 
FA)及相关症状[2]. FA的症状轻则表现为呕吐、

腹泻、呼吸困难、皮疹等不适, 重则发生威胁

生命的过敏性休克[3]. 而FA的病因和免疫机制

仍不清楚, 当前普遍认为FA是肠道免疫系统与

食物抗原之间的耐受平衡打破, 产生的以Th2细
胞反应为主的免疫反应. 正常情况下, 肠道免疫

系统对食物抗原和肠道共生菌耐受, 肠道上皮

完整性、树突状细胞(dendritic cell, DC)和调节

性T细胞等对维持这种平衡至关重要[4]. 调节性

T细胞尤其是CD4+CD25+调节性T(CD4+CD25+ 
regulatory T cells, Treg)细胞在机体免疫系统中

发挥负向调节作用, 在口服耐受中发挥关键作

用, 其功能紊乱或数目下降将打破肠道耐受平

衡[5]. 鼠和人中Treg能选择性表达叉头翼螺旋转

录因子(Foxp3), 表达Foxp3的Treg细胞在维持免

疫耐受的作用已被证实, Foxp3的基因突变或表

达下降, 可导致Treg细胞的功能不全[6-9]. T细胞

免疫球蛋白与黏蛋白域(T cell immunoglobulin 
and mucin domains, TIMS)蛋白最近在小鼠中发

现, 包括TIM1-TIM8, 在人和猴子基因组中也发

现有同源类似分子[10]. TIMS家族的基因多态性

与自身免疫性疾病、过敏性疾病及Thl-Th2细
胞间的平衡作用受到人们重视[11-12]. 小鼠空肠

CD4+ T细胞表达TIM1, TIM4是他的配体[11], 表
达于抗原递呈细胞, 特别是成熟的DC, 高表达

的TIM4与TIM1结合能够打破Thl-Th2细胞平衡, 
促进Th2细胞炎症因子释放, 并产生相应炎症反

应[13-14]. TIM1在调节Treg细胞的功能中也显示

出重要作用, 在体外实验中已证实, TIM1的激活

能够降低Treg细胞Foxp3、糖皮质激素诱发型

肿瘤坏死因子受体(glucocorticoid-induced tumor 
necrosis factor receptor, GITR)和其他Treg细胞表

面分子的mRNA及其功能, 并能减少相应细胞向

Treg细胞转化[15]. 目前对FA中的Treg的功能状态

及TIM1对其影响尚未见报道, 我们推测FA中也

存在Treg细胞功能不全, TIM4与TIM1的相互作

用可能降低Treg细胞的功能及状态, 破坏免疫耐

受平衡, 是造成FA的重要机制之一. 本研究通过

构建过敏模型, 检测过敏状态下Treg的功能, 并
用TIM1和TIM4抗体干预, 对TIM1对Treg的影响

和FA的发病机制做进一步探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 卵清蛋白(OVA, Sigma公司), SEB由郑

州大学生物工程系提供, TIM1(美国RD公司), 

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前对FA的研究
多集中在Th1/Th2
细胞失衡与卫生
假说、细菌毒素
及食物蛋白的共
同作用、口服耐
受 受 损 等 方 面 .  
T I M S 家 族 的 发
现及其在免疫调
节中的作用逐渐
受 到 重 视 ,  尤 其
TIMS蛋白在过敏
性疾病中的重要
作用引起研究者
关注.
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TIM4(美国BioLegend公司), 小鼠IL-10、TGF-β1 
ELISA定量试剂盒(上海西唐生物科技有限公

司), BALB/c小鼠购于河南省实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型实验: 无受试蛋白喂养BALB/c小
鼠32只, 6-8 wk, ♂, 随机分为4组: 空白对照组

(A)、SEB+OVA共同作用组(B)、TIM1干预组

(C)、TIM4干预组(D), 每组8只. 按照文献[14]方
法进行造模, B组小鼠的致敏和激发过程如下: 
取BALB/c小鼠8只, 第0、3、9天使用10 μg SEB
及20 μg OVA无菌生理盐水(NS)溶液0.2 mL ip进
行基础致敏, 第7、14天使用10 μg SEB及20 μg 
OVA无菌生理盐水(NS)溶液0.2 mL对B组小鼠

进行ig激发. 另设小剂量TIM1特殊对照组(E)(n 
= 8), A组以等体积的生理盐水, C、D、E组抗体

分别于SEB+OVA ip和ig前30 min ip, 总剂量分别

为每只50 μg、50 μg、10 μg. 以腹泻为造模成功

标志, 如果被致敏小鼠未出现明显腹泻, 可观察

处死后小鼠的空肠内容物, 相对于正常小鼠结

肠中的球样大便, 水样粪便亦可被视为腹泻. 第
15天处死小鼠, 留取血清标本.
1.2.2 RT-PCR检测Foxp3和TIM4 mRNA表达: 无
菌取空肠和脾脏, 生理盐水冲洗, 以TRIzol法
提取总RNA, 按试剂盒说明进行cDNA合成和

PCR扩增, Foxp3引物(上游: 5'-AGGAGAAAG
CGGATACCA-3', 下游: 5'-GAAGGACATACC 
CAGAAGC-3', 55℃, 扩增产物349 bp)、TIM4
引物(上游: 5'-AGGGTCCGCCTCACTAC-3', 下
游: 5'-TCCCGTCTTCATCATCCC-3', 55℃, 扩增

产物404 bp)、β-actin(上游: 5'-GAGACCTTCAA
CACCCCGC-3', 下游: 5'-CCACAGGATTCCAT 
CCCAA-3', 59℃, 扩增产物446 bp), PCR产物

以1.5%琼脂糖凝胶电泳, 以DNA Marker标记确

定条带大小. 凝胶扫描成像分析系统进行摄像

后并对凝胶条带灰度信号强度半定量分析, 以
Foxp3/β-actin及TIM4/β-actin的比值作为Foxp3
和TIM4 mRNA表达的相对表达强度.
1.2.3 空肠黏膜TGF-β1、IL-10免疫组织化学测

定: 无菌取空肠, 生理盐水冲洗, 40 g/L多聚甲醛

固定24-48 h, 以SP方法检测空肠黏膜TGF-β1、
IL-10表达.

统计学处理 实验结果采用SPSS13.0统计软

件包分析. 组间均数比较选用单因素方差分析

达. 采用α = 0.05为假设检验标准.

2  结果

2.1 空肠及脾脏组织Foxp3 mRNA表达 与空白

对照组小鼠相比, SEB+OVA过敏小鼠空肠及

脾脏Foxp3 mRNA表达明显减少(0.401±0.145 
vs  0.732±0.162; 0.407±0.082 vs  0.691±0.145, 
均P  = 0.000), TIM1和TIM4抗体干预组空肠及

脾脏Foxp3表达较过敏组小鼠明显恢复(均均P  = 
0.000), 与空白对照组接近(图1). 我们以较小剂

量TIM1干预做特别对照, 结果提示TIM1的干预

对SEB+OVA过敏小鼠Foxp3的恢复具有剂量依

从性(图2).
空肠TIM4 mRNA表达: 与空白对照组小鼠

相比, SEB+OVA、TIM1和TIM4抗体干预组小

鼠TIM4表达较高(P  = 0.004、0.007和0.033, 图3),、0.007和0.033, 图3),0.007和0.033, 图3),和0.033, 图3),0.033, 图3), 
抗体干预组之间表达无明显差异.
2.2 血清抑制性细胞因子测定 SEB+OVA实验组

小鼠的平均TGF-β1与空白对照组、ant i-TIM1
组和anti-TIM4组比较明显减少, 差异具有统计

学意义(P  = 0.012, 0.010和0.000), 小剂量TIM1和0.000), 小剂量TIM10.000), 小剂量TIM1
抗体干预组TGF-β1与实验组相比明显增高(P  = 
0.020), 大剂量TIM1抗体干预组与小剂量TIM1

■相关报道
Yang et al 研究表
明TIM4与TIM1
的 作 用 能 促 进
Th2细胞分化, 在
F A 中 发 挥 重 要
作 用 ,  用 相 应 抗
体干预则能改善
症状 .  Degauque  
et  al 研究认为在
移植反应中TIM1
的激活能够降低
CD4+CD25+ Treg
细 胞 的 功 能 和
数 目 ,  破 坏 免 疫
耐 受 .  已 有 研 究
表 明 在 F A 模 型
中 ,  小 鼠 脾 脏 的
CD4+CD25+ Treg
细胞的数目下降
显著.
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图 1 TIM1及TIM4抗体干预组小鼠空肠及脾脏组织Foxp3 mRNA表达. A: 空肠; B: 脾脏; 1: 空白对照组; 2: TIM1干预组; 3: 

SEB+OVA共同作用组; 4: TIM4干预组; aP<0.05 vs  空白对照组.
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干预组相比TGF-β1仍高(P  = 0.001); 空白对照组

血清IL-10水平为40.395±6.319 ng/L, SEB+OVA
实验组I L-10明显升高(P <0.05), 其余干预组

IL-10略有升高, 但无统计学意义(表1).

2.3 空肠黏膜TGF-β1、IL-10表达 实验组小鼠

TGF-β1表达明显减少, 低于空白对照组和各干

预组(均均P <0.05), 与血清TGF-β1表达相似, TIM1
干预具有剂量依从性(图4); 与实验组相比, 大小

剂量TIM1干预后, TGF-β1明显升高(均均P <0.05), 
大小剂量TIM1干预比较差异仍具有统计学意义

(均均P <0.05); 与空白对照组相比, 实验组及干预

组IL-10明显升高(均P <0.05, 表2).

3  讨论

近年来有关FA领域的研究进展迅速, 而其发生

机制仍不清楚, 目前研究多集中在Th1/Th2细胞

失衡与卫生假说、细菌毒素及食物蛋白的共同

作用、口服耐受受损等方面[16-18]. TIMS家族的

发现及其在免疫调节中的作用带来新的研究思

路. TIM蛋白是TIM基因编码的一类具有共同

基序的跨膜糖蛋白, 其基本结构包括一个信号

■创新盘点
肠道是人体最大
的免疫器官, 检测
肠道及血清Treg
细胞因子表达, 可
以明确其功能状
态 .  本 研 究 通 过
构 建 过 敏 模 型 , 
检测过敏状态下
Treg的功能, 并用
TIM1和TIM4抗
体干预 ,  对TIM1
对Treg的影响和
FA的发病机制做
进一步探讨. 表 1 血清TGF-β1、IL-10的表达 (n  = 8, mean±SD)

     
分组         TGF-β1(ng/L)             IL-10(ng/L)

空白对照组               8342.814±488.461ae       40.395±6.319

实验组                7859.853±126.704e       46.013±5.661c

TIM1(小剂量)               8058.045±97.158a       42.663±2.990

TIM1(大剂量)               8356.972±222.288ae       43.570±5.069

TIM4(每只50 μg)               8628.364±455.372ae       43.327±3.249

aP<0.05 vs  实验组; cP<0.05 vs  空白对照组; eP<0.05 vs  TIM1(小剂量)组.

表 2 空肠黏膜TGF-β1、IL-10的表达 (平均积分吸光度)

     
分组         TGF-β1(ng/L)             IL-10(ng/L)

空白对照组               156.298±12.002ae     97.054±10.495

实验组                108.834±9.634e   148.204±10.009c

TIM1(小剂量)               120.150±19.646a   143.911±13.405c

TIM1(大剂量)               142.888±6.343ae   108.218±10.964c

TIM4(每只50 μg)               151.151±6.037ae   117.525±9.280c

aP<0.05 vs  实验组; cP<0.05 vs  空白对照组; eP<0.05 vs  TIM1(小剂量)组.

图 3 TIM1及TIM4抗体干预组小鼠空肠TIM4 mRNA表达. 1: 

SEB+OVA共同作用组; 2: TIM1干预组; 3: TIM4干预组; 4: 

空白对照组; aP<0.05 vs  空白对照组.
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A 图 2 不同剂量TIM1抗
体干预组小鼠空肠及脾
脏组织Foxp3 mRNA表
达. A: 空肠; B: 脾脏; 1: 

SEB+OVA共同作用组; 

2: 特殊对照组; 3: TIM1

干预组; 4: 空白对照组; 
aP <0.05 vs  SEB+OVA共

同作用组; cP <0.05 vs  特

殊对照组.
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肽、免疫球蛋白(IgV)样区、黏蛋白样区、跨膜

区和有磷酸位点的胞内尾巴区[19], TIM蛋白在自

身免疫性疾病、超敏反应性疾病及移植耐受中

均发挥重要作用, CD4+ T细胞表达TIM1, TIM4
是其内源性配体, 二者相互作用促进CD4+ T细
胞的分化, 调节Th1-Th2平衡[20], 然而二者对Treg
细胞的影响尚不清楚, 而Treg细胞在维持口服耐

受过程中发挥重要作用, 口服耐受受损可以促

进FA发生[21]. 因此在FA中, 了解Treg细胞的功能

及TIM1对其影响, 对于了解发生FA的病因和免

疫机制有重要意义.
Foxp3是Treg细胞的重要标记分子, 同时也

是控制Treg发育及其功能效应的关键基因[22-23], 
Foxp3决定了Treg细胞的抑制功能[24], Foxp3的表

达高低可以有效判断Treg细胞的功能状态. 本研

究显示FA小鼠空肠组织和脾脏Foxp3 mRNA表

达明显减少, 提示存在Treg细胞的功能不全. 通
过释放抑制性细胞因子TGF-β1和IL-10是Treg细

■应用要点
本研究结果显示, 
TIM4与TIM1的
作用不仅能促进
Th2细胞分化, 而
且能降低Treg功
能 ,  TIM1的激活
对FA的发生至关
重要 .  应用TIM4
与TIM1抗体 ,  可
以防止FA的发生, 
维持免疫耐受.

图 4 空白对照组、实验组、TIM1及TIM4抗体干预组小鼠空肠黏膜TGF-β1、IL-10表达. A-D: TGF-β1; E-H: IL-10; A、E: 

空白对照组; B、F: 实验组; C、G: TIM1干预组; D、H: TIM4干预组.
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C D
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胞发挥抑制功能的重要方面[25-26], 而TGF-β1与
IL-10共同作用可以有效发挥抑制作用. 空肠是

FA累及的重要靶器官, 我们检测了血清和空肠

组织局部的TGF-β1和IL-10, 发现FA小鼠血清和

空肠组织TGF-β1明显下降, 这与Foxp3下降是一

致的, 进一步证实FA中存在Treg细胞功能不全, 
可以导致口服耐受受损, 从而发生FA. 尽管过敏

组小鼠血清和空肠组织IL-10比正常组略高, 其
原因可能是IL-10也是Th2分泌的重要因子, 在
FA中存在Th2极化, 能够释放大量IL-10, 除此外, 
DC和Th3等细胞也能分泌部分IL-10, 最终影响

IL-10水平, 提示IL-10作用十分广泛和复杂, 值
得进一步探讨.

Degauque et al通过体外实验证实TIM1的
激活能够降低CD4+CD25+ Treg细胞的功能和

数目, 是破坏移植耐受的重要原因[15]. 我们推

测FA中Treg细胞的功能不全也存在类似机制, 
S E B与O VA共刺激可以促进D C的T I M4高表 
达[14], 本实验也证实了这一点, 而高表达的TIM4
可以激活TIM1, 导致Treg细胞功能不全. 我们

采用SEB+OVA过敏小鼠模型, 分别用TIM1和
TIM4抗体干预, 检测干预后CD4+CD25+ Treg细
胞的功能, 发现TIM1和TIM4抗体干预后, 过敏

小鼠的Foxp3与TGF-β1均明显恢复, 同时我们用

不同剂量TIM1抗体干预, 发现Foxp3与TGF-β1
的恢复与TIM1抗体干预具有剂量依从性, 提示

在FA中, TIM1的激活可以导致Treg细胞功能下

降, 而高表达的TIM4与TIM1作用导致Treg细胞

功能下降可能是导致FA的重要原因之一. 病理

诊断是诊断FA病情的有效指标, 我们证实在过

敏小鼠空肠组织存在大量的M细胞和嗜酸性粒

细胞等炎症细胞(数据未显示), 抗体干预组小鼠

炎症细胞明显减少, 和正常对照组小鼠类似, 说
明抗体干预是有效的, 而破坏TIM4-TIM1通路

有希望成为治疗FA的理想靶点.
大量临床证据提示致病性细菌感染参与

过敏性疾病的发生, 我们前期研究发现SEB在

FA反应中发挥重要作用[17], SEB能够通过促进

DC的TIM4表达增高, 且具有剂量依从性, 而
TLR2、NOD1参与促进DC TIM4表达增高, 高
表达TIM4的DC能够促进Th2细胞分化及因子

释放, 干扰TIM1-TIM4作用则能消除该作用[21]. 
Yang et al发现, SEB与OVA共刺激不仅能显著

促进DC的TIM4表达, 而且能显著促进MHCⅡ

分子的表达, 而只有SEB和OVA共同作用可促进

FA的发生, 他们同时检测其他肠道细菌产物如

葡萄菌肽多糖和百日咳毒素也能促进DC TIM4
表达[14]. 另有研究表明, 霍乱毒素(cholera toxin, 
CT)也能够促进DC TIM4表达, 在花生过敏模型

中, 只有CT与花生提取物共同作用可促进FA的

发生[27], 这些结果提示体内微生物毒素和食物

抗原的共同作用对过敏的发生至关重要. 结合

本研究, 我们认为FA的发生机制可能如下: 正常

情况下肠道免疫系统不会对食物抗原和肠道固

有细菌发生免疫反应, 为口服耐受状态, 这种耐

受状态与肠上皮细胞的各组成部分的完整性、

DC的提呈作用、CD4+CD25+ Treg细胞的作用

等因素密切相关[4]; 在炎症及各种理化因子的刺

激下, 肠道黏膜完整性受到破坏, DC与大量食

物抗原和致病性细菌及产物相遇, DC通过TLR
受体、NOD受体及吞噬作用处理细菌产物, 促
进TIM4及共刺激分子表达增多, 同时通过吞噬

作用处理食物抗原, 二者的共同作用导致大量

TIM4表达及DC的成熟及活化, 该DC与CD4+ T
细胞通过TIM4与TIM1的相互作用作用, 一方面

促其向Th2细胞分化, 另一方面, 抑制Treg Foxp3
表达及抑制因子释放, 最终打破口服耐受, 导
致Th2细胞的高度极化, 释放大量IL-4、IL-5、
IL-10及IL-13等因子, 促使M细胞和嗜酸性粒细

胞增多和活化, 释放大量炎症因子, 造成细胞水

肿及组织损伤, 产生过敏症状. 我们认为成熟DC
的形成可能是导致FA最为关键的因素, 致病微

生物的感染是促进DC成熟的重要环节, 而阻止

该DC的形成和破坏其重要信号传导可能成为有

效控制FA的方法, 然而, FA发生机制十分复杂, 
尚需大量的基础研究证实.

最近的研究发现TIM1和TIM4分子还可以

表达磷脂酰丝氨酸(PS)的受体[28], 表达在APC上
TIM4分子胞外的IgV区可与表达在凋亡细胞的

PS结合, 在清除凋亡细胞及预防自身免疫发挥

重要作用, 提示TIM1和TIM4的作用复杂, 值得

进一步探讨. 我们在实验中证实, 在动物过敏模

型中, 存在口服耐受受损及调节性T细胞功能不

全, 而TIM4-TIM1通路可能导致Treg细胞的功

能下降, 用相应抗体破坏其相互作用, 则能改善

Treg细胞的功能. 实验结果表明在FA中, TIM1
的激活对CD4+ T细胞的功能和分化起着关键性

作用, 不仅能促进Th2细胞极化, 并且降低Treg
功能, 破坏TIM1信号传导, 可以有效维持耐受平

衡, 改善相应过敏症状.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) 
gene polymorphism and irr i table bowel 
syndrome (IBS).

METHODS: Polymerase chain reaction-restric-
tion fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) and direct sequence analysis were used to 
comparatively analyze the polymorphism of the 
TRPV1 gene in patients with IBS (n = 73) fulfill-
ing the Rome III criteria and healthy controls (n 
= 65).

RESULTS: A total of three genotypes were de-
tected in IBS patients and healthy controls: CC, 
CT and TT. The frequencies of CC genotype and 
C allele in IBS patients were significantly higher 
than those in healthy controls (genotype: χ2 = 
6.858, P = 0.032; allele: χ2 = 4.174, P = 0.041). A 
significant difference was found in TRPV1 gene 
polymorphism between IBS and healthy controls 

(P < 0.05).

CONCLUSION: The TRPV1 gene polymorphism 
is associated with the development of IBS. The 
presence of CC genotype and C allele probably 
increases the susceptibility of individuals to IBS. 
TRPV1 may be a novel therapeutic target for IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Transient 
receptor potential vanilloid 1; Restriction fragment 
length polymorphism

Zhang ZQ, Wang Q, Wang BJ. Relationship between 
TRPV1 gene polymorphism and irri table bowel 
syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 
3514-3518

摘要
目的: 探讨辣椒素受体(t rans ien t recep tor 
potential vanilloid-1, TRPV1)基因多态性与肠
易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的
相关性. 

方法: 以罗马Ⅲ诊断标准纳入病例73例, 正常
对照65例, 采用聚合酶链反应限制性酶切片
段多态性(polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism, PCR-RFLP)方法
对研究对象进行TRPV1的基因型和等位基因
分析, 并对突变的纯合基因型进行直接测序.

结果: 测出3种TRPV1基因型: CC型、CT型、

TT型. IBS组CC基因型的频率明显高于对照
组(25 vs  10, χ2 = 6.858, P  = 0.032), 等位基因
C的频率IBS组明显高于正常对照组(93 vs  67, 
χ2 = 4.174, P  = 0.041), IBS组与对照组之间有
统计学差异(P <0.05), TT基因型的测序结果与
预期相符合.

结论: TRPV1基因多态性可能影响个体对IBS
的遗传易感性以及IBS患者的内脏高敏感性, 
表现为CC基因型及等位基因C的个体对IBS
易感, 他有望成为IBS治疗的一个靶点.

关键词�� 肠易激综合征; 辣椒素受体; 限制性酶切片

断多态性
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■背景资料
由于生活节奏的
加快, 以及社会环
境因素的改变等
诸多因素的影响, 
IBS的发病率有逐
渐上升的趋势, 因
严重影响人们的
生活质量而日益
受到重视, 但其发
病原因及发病机
制目前还不完全
清楚.

■同行评议者
田字彬, 教授, 青
岛大学医学院附
属医院消化内科



张志强, 等. 辣椒素受体基因多态性与肠易激综合征的相关性                3515

www.wjgnet.com

的相关性. 世界华人消化杂志  2009; 17(34): 3514-3518

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3514.asp

0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)
是最常见的功能性胃肠道疾病, 人群中发病率

为5%-20%. 腹痛及腹部不适为其主要症状, 严
重影响患者的生活质量[1-2]. 由于受到遗传、炎

症、心理等多方面因素共同作用的影响, 导致

胃肠道功能的易激性改变, 表现为引起内脏性

疼痛或不适的伤害性刺激的阈值降低, 即内脏

高敏感性(visceral hyperalgesia, VHL), 但确切发

病机制目前还不太清楚. 辣椒素受体(transient 
receptor potential vanilloid-1, TRPV1)广泛分布

于中枢、外周神经和胃肠道, 可以感受热、化

学、炎症、机械等伤害性刺激, 当TRPV1被激

活后, 可引起细胞Ca2+内流、细胞去极化、钙

离子基因相关肽及P物质的释放增加 ,  P物质

是重要的神经递质, 可以介导VHL的形成. 有
研究表明TRPV1在VHL的发生中起着重要作 
用[3], 并且在IBS的肠道黏膜表达明显高于正常

患者[4]. 但也有研究表明辣椒素及其类似物姜辣

素对5-HT3和P物质激动剂等在水貂呕吐模型和

大鼠异嗜模型的止吐作用, 作用机制可能与NK1
受体(P物质的受体之一)、5-HT3受体及信号转

导系统调节有关. Abdel et al在豚鼠回肠平滑肌

的体外试验证明, 姜辣素对5-HT3受体有抑制

作用[5]; 国内、外多项研究表明, 遗传学因素在

IBS发病中起着重要作用, 对遗传起着决定性因

素的基因(如: 基因多态性)是研究的热点之一: 
5-HT及其转运体基因、胆囊收缩素、IL-10等
基因多态性与IBS存在相关性[6-12]. TRPV1基因

位于人类17p13染色体, 第12外显子有多态性位

点(rs_8065080), 可以发生C-T错义突变或变异, 
表现为编码氨基酸的不同. 但此位点的多态性

是否与IBS有关的报道目前还不多. 因此, 探索

TRPV1基因多态性与IBS的相关性有重要临床

意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2008-09/2009-05到兰州大学第

一医院就诊的IBS患者73例, 其中男32例, 女41
例, 平均年龄30.1±2.07岁, 全部患者均符合罗

马Ⅲ诊断标准[13-14]. 详细询问患者病史, 进行全

面体格检查, 电子结肠镜、X线气钡双重对比

造影、超声以及血、尿、粪、血生化等相关检

查排除肠道肿瘤, 炎症性肠病、慢性胰腺炎、

肠道感染、结肠憩室等因素引起的器质性疾

病; 吸收不良综合征、甲状腺疾病、糖尿病、

药物不良反应引起的便秘或腹泻症状、功能性

腹痛、功能性便秘、功能性腹泻等疾病的患者

不被纳入. 以兰州大学第一医院体检中心经全

面体检结果为正常的健康志愿者65例为正常对

照, 其中男30例, 女35例, 平均年龄30.2±1.29
岁. 全部受试者均停用可影响胃肠功能的药物

1 wk以上; 人淋巴细胞分离液(分离密度为1.077 
kg/L)购于天津灏洋生物公司; 蛋白酶K购自BBI
公司; PCR(Taq)扩增试剂盒(SK2502-N)购于上

海生工生物工程公司; 限制性内切酶TaiⅠ购于

MBI公司(ER-1141); 琼脂糖购于BBI公司; DNA 
Marker(TaKaRa DL500 bp)购于宝生物(大连)有
限公司; 国产分析纯和实验耗材由兰州大学第

一医院中心实验室提供.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集及血液基因组DNA的抽提: 采空

腹静脉血2 mL, EDTA抗凝, 用人淋巴细胞分离

液分离单个核细胞于1.5 mL的离心管中, 用苯酚

-氯仿法提取血液基因组DNA.
1.2.2 引物设计: 参考SNP数据库信息(rs_80650 
80), 用Primer Premier 5.0软件设计引物, Oligo 
6.90软件对引物进行评价, 引物序列为: 上游引

物: 5'-TGT CCT CTG TCC ACC CTC-3'; 下游引

物: 5'-GTT CTC AAG ACG CAT CCC-3', 由上海

生工生物工程公司合成, 引物用缓冲液配成100 
μmol/L贮存液, -20℃低温保存, 使用前稀释成10 
μmol/L. 
1.2.3 PCR扩增目的基因: 用PCR扩增试剂盒

按如下方法配制反应体系: ddH2O 14 μL、5×
Buffer 5 μL、dNTP 2.5 μL、MgCl2 1.5 μL、Taq
酶0.3 μL、模板DNA 1 μL, 上、下游引物各1 
μL, 总反应体系25 μL, 按下列程序进行PCR扩
增: 94℃预变性5 min、94℃变性30 s、57℃退

火30 s、72℃延伸45 s、35个循环, 72℃再延伸5 
min; 取5 μL PCR产物用2%琼脂糖凝胶电泳, 溴
化乙啶染色, 以DNA Marker(DL500 bp)为参照, 
在凝胶成像系统下观察扩增的目的基因, 片段

长度为305 bp. 
1.2.4 限制性片段长度多态性分析(restr ic t ion 
fragment length polymorphism, RFLP): 配制酶切

反应体系: 灭菌双蒸水18 μL, 10×Buffer R 2 μL, 
PCR产物10 μL, 限制性内切酶TaiⅠ 2 μL, 反应总

体系为32 μL, 65℃水浴16 h(酶切过夜), 3%琼脂

■研发前沿
基 因 多 态 性 与
I B S 的 关 系 是 当
前 研 究 的 热 点 , 
亟待解决的问题
是遗传易感性是
否与其他相关因
素共同在肠易激
综合征的发病中
发挥作用.
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糖凝胶电泳, 凝胶成像系统下观察, 判断基因型.
1.2.5 DNA测序分析: 取突变型的PCR产物每个

样本50 μL, 送交上海美季生物公司, PCR产物

经纯化后, 在ABI-3730XL测序仪上用双脱氧法

进行双向测序分析, 测序结果在NCBI网站进行

BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)比对

分析[15].
统计学处理 基因型及等位基因用频数及百

分率(%)表示, 运用SPSS11.0统计学软件采用R
×C表χ2检验对数据进行统计学处理. 以P <0.05
具有统计学意义.

2  结果

2.1 PCR产物酶切基因分型的琼脂糖凝胶电泳结

果 检测出3种TRPV1基因型, 2条DNA链均存在

酶切位点为CC型(169 bp、136 bp), 只有一条链

存在酶切位点为CT型(305 bp、169 bp、136 bp), 
酶切位点消失则为TT型(305 bp)(图1). 各基因型

以及等位基因的频率及百分率分布见表1. 
2.2 PCR产物直接测序及其BLAST比对结果 测
序结果(图2)与NCBI数据库进行BLAST比对结

果TT基因型的测序结果与NCBI比对发现在-116
位为T, 与预期的结果相符合. 
2.3 基因分型的相关数据统计 与对照组相比, 基

因型及等位基因差异有统计学意义(χ2 = 6.858, 
4.174, P  = 0.032, 0.041), 表现为CC基因型及C等
位基因的个体更易患IBS.

3  讨论

IBS是最常见的功能性胃肠病, 随着人们生活水

平的提高、饮食结构改变以及心理、社会、遗

传等因素的影响, IBS发病率呈上升趋势, 已成为

近年来导致消化系疾病谱变化的主要因素[16].
VHL是IBS的重要发病机制, 表现为引起内

脏性疼痛或不适的伤害性刺激的阈值降低, 严
重影响人们的生活质量, 腹痛成为患者来医院

求诊的重要原因之一. 但VHL的机制目前还不

清楚, 可能是由于: (1)内脏机械性感受器的敏感

性改变, VHL的初级反应部位可能在肠壁的机

械性受体, 由肠壁初级传入神经将内脏感觉信

息传入中枢; (2)感觉神经传入异常, 脊髓背角神

经元兴奋性升高, 导致伤害性刺激在传入过程中

被放大, 脊髓水平的异常改变对VHL形成和维持

有重要的作用; (3)中枢对疼痛的阈值降低[17].
TRPV1是TRP家族的一类糖蛋白, 由6个跨

膜蛋白组成的非选择性阳离子通道, 在人体由

839个氨基酸组成, 相对分子质量为95 kDa, 广泛

分布于脊髓背根及迷走神经的中、小神经元上

以及一些非神经组织中如膀胱上皮、肝、胃肠

道、肥大细胞等[3,16]. TRPV1可以感受瞬时感受

■相关报道
Akar et al 研究发
现TRPV1在 IBS
患者肠道的表达
明显高正常对照
者, Caterina et al
发现体外培养的
TRPV1基因敲除
小鼠对各种有害
刺激的反应都明
显削弱.

表 1 TRPV1基因型及等位基因分布 n (%)

     
分组

         基因型                等位基因

                CC          CT                  TT        C                 T

IBS组         25(34.2)a            43(58.9)             5(6.9)            93(63.7)c           53(36.3)

对照组         10(15.4)             47(72.3)             8(12.3)          67(51.5)            63(48.5)

合计         35(25.4)             90(65.2)           13(9.4)          160(58.0)          116(42.0)

χ2 = 6.858, aP  = 0.032 vs  对照组基因型; χ2 = 4.174, cP  = 0.041 vs  对照组等位基因.

图 2 PCR产物测序结果图. 116位等位基因为T.

0        80        90       100      110      120      130      140      150       160
CGCTGACCAAGCTCATTACCT GTGGAAAACCCG AACAAGAAGACGATG TAGACAAA CATG AAACGGCACAGG TCTC TCAGGAGCATC TGCAGGAG

M    1     2    3     4    5     6    7     8

300
200
150
100

50

图 1 PCR结果及限制性酶切电泳图. M: Marker; 1-2: PCR

产物, 大小为305 bp; 3: TT基因型; 4-6: CT基因型; 7-8: CC

基因型.

bp



www.wjgnet.com

张志强, 等. 辣椒素受体基因多态性与肠易激综合征的相关性                3517

器电位. 当被辣椒素类物质等伤害性刺激激活

后, 可引降钙素基因相关肽及P物质的释放, 后
者是重要的神经递质, 参与内脏高敏感性的形

成. Akar et al用免疫组织化学方法对23例IBS患
者及22例正常对照的肠黏膜细胞进行研究, 结果

发现IBS患者的肠道内TRPV1感觉神经元平均值

是正常人的3.5倍, TRPV1高表达与IBS具有相关

性, TRPV1是IBS发生的病理生理学机制之一[4]. 
用基因敲除技术在VHL动物模型中也得出相似

的结论[18]. Caterina et al成功地培育出敲除VR1
基因的小鼠, 体外培养的TRPV1阴性小鼠的初

级感觉神经细胞对各种有害刺激的反应都严重

削弱[19], 因此, TRPV1对伤害性刺激的传递起关

键作用, 对VHL的发生是必不可少的. 但也有研

究表明辣椒素及其类似物姜辣素对5-HT3和P物
质激动剂等在水貂呕吐模型和大鼠异嗜模型的

止吐作用, 作用机制可能与NK1受体(P物质的受

体之一)、5-HT3受体及信号转导系统调节有关; 
Abdel et al在豚鼠回肠平滑肌的体外试验证明, 
姜辣素对5-HT3受体有抑制作用[5], 辣椒素类物

质可能存在剂量-效应关系的双向调节作用. 
IBS患者存在家族聚集现象以及对双生子

的研究说明这遗传因素在IBS发病机制中可能

起着重要的作用[4-6]. 国内外多项研究表明, 5-HT
及其转运体基因、胆囊收缩素、IL-10等基因的

多态性与IBS有关[8-12]. TRPV1基因位于17P13染
色体[3]. TRPV1基因第12外显子存在多态性位点, 
可以发生C-T变异或突变(rs_8065080), 在蛋白

水平上表现为编码的氨基酸不同, 使其编码的

氨基酸由异亮氨酸(Ile)变成缬氨酸(Val)[20], 影响

TRPV1的一级结构及空间构型, 使其表现的性

质发生改变, 但该位点多态性是否与IBS的发病

有关的报道目前还不多见.  
当TRPV1等位基因表现为C时, DNA链存

在Ta i Ⅰ限制性酶切位点, 当发生突变时则该

酶切位点消失, 不能被限制性内切酶切开, 因
此, 本试验通过PCR-RFLP方法对该位点进行观

察, 结果发现CC基因型的个体对IBS更易感(χ2 
= 6.858, P  = 0.032), C等位基因是IBS发病的一

个危险因素(χ2 = 4.174, P  = 0.041), 而表现为CT, 
TT基因型的个体2组未见有明显差别. 限制性内

切酶可以特异性的识别酶切序列, 同时通过基

因测序的方法也印证了试验的可行性和可靠性, 
在研究对象入选标准上我们采用了最新的罗马

Ⅲ诊断标准, 保证了试验结果的同质性, 有利于

试验的可重复性. 因此, 我们可以得出结论, 当
个体的基因型表现为纯合的CC型, 或等位基因

表现为C时, TRPV1基因所表达受体蛋白可能与

IBS的VHL有关, TRPV1有望成为治疗IBS的一

个作用靶点. 
总之, TRPV1基因多态性可能影响个体对

IBS的易感性以及IBS患者的VHL. 但由于本试

验研究的样本量还不够大, 患者年龄分布偏小, 
有待于进行大样本, 广范围的研究, 为探索IBS
的分子生物学机制提供试验依据.
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《世界华人消化杂志》计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

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

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 μg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

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

律以“/kg”表示.  (科学编辑: 李军亮 2009-12-08)

■同行评价
本文探索TRPV1
基因多态性与IBS
的相关性有重要
临床意义, 对研究
低毒、广谱、多
靶点治疗IBS天然
新药, 促进中医药
的科技进步有理
论与应用价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年12月8日; 17(34): 3519-3523
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

原发性食管小细胞癌的研究进展

卢绪菁, 孔颖泽, 王建华

卢绪菁, 孔颖泽, 王建华, 苏州大学附属常州肿瘤医院放疗
科 江苏省常州市 213001
作者������������ 本文由卢绪菁与孔颖泽综述; 王建华审校.
通�作者���作者��作者���� 卢绪菁, 主任医师, 213001, 江苏省常州市怀德北路1
号, 苏州大学附属常州肿瘤医院放疗科. 
luxujing68@yahoo.com.cn
电话: 0519-86868236
收稿日期: 2009-09-21 ��日期: 2009-11-13: 2009-09-21 ��日期: 2009-11-132009-09-21   ��日期: 2009-11-13��日期: 2009-11-13日期: 2009-11-13: 2009-11-132009-11-13
接受日期: 2009-11-16 ����日期: 2009-12-08日期: 2009-11-16 ����日期: 2009-12-08: 2009-11-16 ����日期: 2009-12-082009-11-16   ����日期: 2009-12-08: 2009-12-082009-12-08

Advances in research of 
primary small cell carcinoma 
of the esophagus 

Xu-Jing Lu, Ying-Ze Kong, Jian-Hua Wang

Xu-Jing Lu, Ying-Ze Kong, Jian-Hua Wang, Department 
of Radiotherapy, Changzhou Cancer Hospital, Affiliated to 
Soochow University, Changzhou 213001, Jiangsu Province, 
China
Correspondence to: Xu-Jing Lu, Department of Radio-
therapy, Changzhou Cancer Hospital, Affiliated to Soochow 
University, 1 Huaide North Road, Changzhou 213001, Ji-
angsu Province, China. luxujing68@yahoo.com.cn
Received: 2009-09-21    Revised: 2009-11-13 
Accepted: 2009-11-16    Published online: 2009-12-08

Abstract
Primary small cell carcinoma of the esophagus 
is a rare disease, characterized by aggressive 
progression. It has a high incidence of metastatic 
disease at presentation and a poor overall 
prognosis. Treatment protocols are not well 
established because of the paucity of cases 
and a lack of large studies. In this article, we 
will review the recent advances in the clinical 
and therapeutic aspects of primary small cell 
carcinoma of the esophagus.
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摘要
原发性食管小细胞癌是非常少见的食管恶性
肿瘤, 近年来食管小细胞癌的发病率似有上升
趋势. 食管小细胞癌的生物学行为、治疗模

式及预后均不同于鳞状细胞癌, 其恶性程度
高、预后差, 目前尚无统一的治疗规范. 本文
就近几年来有关食管小细胞癌的研究进展作
一综述.

关键词�� 食管癌; 小细胞癌; 手术; 放疗; 化疗
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0  引言

食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其组织

学类型以鳞状细胞癌最为多见, 国内统计多在

90%以上, 其他类型少见, 而原发性食管小细胞

癌(primary small cell carcinoma of the esophagus, 
PESC)是非常少见的类型之一, 近年来文献报道

PESC的发病率似有上升趋势. 至2009年国外所

报道的仅300余例[1], 而国内报道则明显多于国

外, 尤其近几年明显增多. PESC的生物学行为, 
治疗模式, 预后均不同于鳞状细胞癌, 其恶性程

度高, 预后差, 目前尚无统一的治疗规范. 本文

就其近几年来有关PESC的研究进展作一综述. 

1  流行病学

PESC自1952年McKeown e t a l [1]首次报道以

来, 国外报道已超过300例[2], 占同期食管癌的

0.8%-2.4%, 占同期小细胞癌的2%-5%[3], 美国估

计每年新发病例130-395例[2]. 患者以中老年多

见, 男性多于女性, 与鳞癌相当, 为最常见的肺

外小细胞癌. Wong et al [4]报道泰晤士癌症登记

中心1970-2004年共有1618例肺外小细胞癌, 其
中食管小细胞癌最多, 有293例(18%). 我国是

食管癌高发国家, PESC的报道例数也远高于国

外, 其中报道较多的有中国医科院肿瘤医院宋

岩 et al [5]报道了151例, 男114例, 女37例, 年龄

32-82(中位年龄59)岁, 占同期食管恶性肿瘤的

1.5%. 河南省王卫杰 et al [6]报道了105例, 其中

男54例, 女51例, 年龄33-75(平均年龄55)岁. 河
北省郭杨 et al [7]报道89例, 男54例, 女35例, 年龄
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■背景资料
P E S C 的 与 鳞 癌
相比有更大的侵
袭 性 ,  预 后 明 显
比 鳞 癌 差 ,  患 者
常死于远处转移
或 局 部 复 发 ,  临
床分期、体能状
况、治疗方式和
治疗模式是影响
P E S C 患 者 预 后
的 独 立 因 素 .  因
此及早发现是提
高生存率的关键. 
食管癌切除再结
合化疗或放疗的
综合治疗可能会
延长患者生存期.
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34-74(中位年龄56)岁, 占同期食管恶性肿瘤的

2.8%.

2  病理学

2.1 组织学来源 目前国内外较多采用“食管

小细胞癌”和“食管小细胞未分化癌”, 以前

者更为广泛. 既往国外使用较多的有燕麦细胞

癌、间变性癌、类癌、神经内分泌癌、未分化

鳞癌等.  
P E S C的组织来源目前尚无最终定论, 文

献报道也众说不一. 目前多数学者倾向于认为

PESC被神经内分泌标志物所标记, 来源于食管

黏膜上皮的APUD细胞, 属神经外胚叶源性肿

瘤; 近几年来国内外许多学者认为, PESC与食

管鳞、腺癌一样, 都来源于食管黏膜的多潜能

原始干细胞, 为多功能干细胞在致癌因素的作

用下恶变后向不同方向分化的结果, 多能干细

胞大多分化为鳞癌, 少数分化为腺癌或PESC[8-9], 
这可解释PESC常伴有鳞癌和(或)腺癌成分这一

现象. Brenner et al [10]报道62例胃肠道小细胞癌

中, 其中小细胞癌伴有鳞癌和(或)腺癌成分者为

23例, 比例高达37.1%, 为“小细胞癌可能来自

能引起鳞状细胞癌(或)腺癌的同一种多潜能原

始干细胞”这一观点提供了有力证据. 赵尔增  
et al [11]采用光镜观察和免疫组织化学技术对6例
PESC肿瘤组织进行了研究也表明PESC具有向

上皮和神经内分泌肿瘤双向分化的特性, 提示

PESC可能来源于食管黏膜的多潜能干细胞. 
PESC与小细胞未分化癌的大体类型近似于

食管鳞状细胞癌, 而PESC与小细胞未分化癌两

者的组织形态极为相似, 细胞形态多样性, 如淋

巴细胞样、燕麦细胞样甚或混有大细胞以及灶

性磷癌或腺癌区. 因此根据细胞学表现可分为

小圆细胞型、燕麦细胞型、基底细胞样型、混

合细胞型4个类型[12].
2.2 免疫组织化学特征 根据国内外有关PESC
或小细胞未分化癌各种抗原表达情况的报道[13], 
目前多认为神经元特异性烯醇化酶(NSE)、突

触素(Syn)、嗜铬粒-A(CHr-A)和CD56是神经

内分泌分化的特异性抗体, 但因选用方法以及

病例数量所限, 而得出的结果也不太一致. 王
小玲 et al [14]对63例PESC肿瘤组织进行了CK、

NSE、CHr-A、Syn和CD56的检测, 结果显示

CK、NSE、CHr-A、Syn和CD56的阳性率分别

为41.3%、36.5%、90.5%、60.3%和50.8%. 其
中11例只有上皮表达, 37例只有神经内分泌表
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达, 15例既有上皮表达又有神经内分泌表达, 其
结果表明PESC来源于上皮细胞还是来源于神

经外胚叶细胞很难区分, 可能的分析是PESC的
组织来源于多潜能的干细胞. Lu et al [15]对15例
PESC肿瘤组织进行免疫组织化学检测, 结果阳

性率分别为NSE 100%、Syn 100%、高分子量

角蛋白抗体(AE1/AE3)100%、CD56 93.3%、甲

状腺转录因子(TTF-1)60%、CgA53.3%、细胞

角蛋白单克隆抗体(CK34βE12)6.7%和细胞角蛋

白(CK10/13)0%. Yun et al [16]对21例PESC肿瘤组

织进行免疫组织化学检测, 结果阳性率分别为

Syn 95.2%、CD56 76.2%、TTF-1 71.4%、NSE 
61.9%、CgA 61.9%、CK 57.1%、上皮细胞膜

抗原(EMA)61.9%和S-100 19.0%.

3  临床表现与诊断

PESC的发病年龄与鳞癌类似, 以中老年患者为

主, 但近年来发病有年轻化趋势. 总结国内食管

癌高发区近5年发表的病例共671例PESC[5-7,17-22], 
其中男467例, 女204例, 男女比例为2.3∶1, 年
龄32-84(中位年龄55-59)岁; 病变位于胸上段(包
括颈段)59例, 胸中段400例, 胸下段212例; X线

影像分型为蕈伞型96例(96/354, 27.1%), 髓质型

141例(39.8%), 溃疡型63例(17.8%), 斑块型15例
(4.2%), 腔内型29例(8.2%), 缩窄型10例(2.8%). 
Ku et al [23]报道斯隆-凯特琳癌症中心22例PESC, 
其中男18例, 女4例, 年龄51-73(中位年龄60)岁, 
病变位于胸上段2例, 胸中段1例, 胸下段19例. 

P E S C的临床表现缺乏特异性, 以吞咽困

难常见, 异位神经内分泌症状罕见, 病程短. 宋
岩 et al [5]报道151例患者初发症状有吞咽不顺者

占86.1%. 胸背疼痛者占32.5%, 吞咽疼痛者占

23.2%, 胸骨后不适者占14.6%, 声音嘶哑者占

2.6%. 李辉 et al [22]报道47例PESC从出现首发症

状到初诊时间在0.5-15.5 mo, 70%在1-3 mo. Yun 
et al [16]报道21例原发食管小细胞癌从出现首发

症状到初诊时间在10 d-9 mo, 平均时间为2 mo. 
PESC的临床症状、X线的影像表现和内窥

镜所见与食管鳞癌、腺癌相似, 所以只能依靠

病理组织学来确诊. 但由于术前食管镜取材组

织较少, 尤其是依赖食管拉网和纤维食管镜毛

刷细胞学检查的诊断难度较大, 术前食管镜取

材普通病理检查误诊率较高. 李辉 et al [22]报道术

前行食管拉网或纤维食管镜毛刷细胞学检查的

36例患者中, 仅有4例(11.1%)找到小细胞未分化

癌细胞. 王卫杰 et al [6]对105例PESC中的65例进

www.wjgnet.com

■研发前沿
P E S C发病率低 , 
国内外文献多是
病例报告, 缺乏大
样本的随机对照
研究结果, 对于治
疗规范尚未达成
共识.
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行术前检查, 活检确诊为小细胞癌的也仅14例, 
活检确诊率仅为21.9%. 

有时低分化鳞癌与小细胞癌在光学显微镜

下难以区别, 或者为混合型, 因此活检标本的普

通病理学检查确诊率也很低, 由于术前得不到

准确的病理诊断, 可能会给术前综合治疗带来

一定的影响. 因此提高PESC术前确诊率需依靠

多点活检取材以提高阳性率, 或利用免疫组织

化学染色和电镜观察有助于明确诊断. 对于确

诊为PESC者还应行纤维支气管镜和胸部CT检
查以除外小细胞肺癌, 同时胸腹部CT及内镜超

声对于术前分期及选择合适治疗方案是必要的, 
必要时应行核素扫描以除外远处转移. PESC的
恶性程度高, 易发生淋巴结转移和血源性转移, 
约40%-60%的患者在就诊时已属广泛期, 应将

PESC视为全身性疾病[23-24]. 
因为其高度的恶性和侵袭性, 诊断时大部

分患者已有远处转移, 转移脏器以肝脏和肺脏

及锁骨上淋巴结转移多见[10,18-20,23]. 也有文献报

道就诊时远处转移率并不高, 国内较大数目的

病例报告结果表明其远处转移率并不高[6-7,22], 可
能与所报道病例均为手术病例, 有一定选择性

有关. 
PESC尚无标准分期系统, 可参照2002年美

国抗癌协会(AJCC)标准进行TNM临床分期, 或
参照VALSG分期分为局限期和广泛期. 局限期

(LD期): 肿瘤局限在食管或食管周围, 无淋巴结

转移或有区域淋巴结转移(相当于T1-4N0-1M0); 
广泛期(E D期): 肿瘤局限期范围以外(如肝、

骨、远处淋巴结转移, 相当于任何T、任何N、

M1). 国内报道[5-7,18-19]361例可手术的PESC分期

为Ⅰ期36例. Ⅱa期70例, Ⅱb期72例, Ⅲ期159例, 
Ⅳ期30例; 其中151例同时进行VALSG分期为局

限期(LD)138例, 广泛期(ED)13例. Ku et al [23]报

道美国MSKCC中心22例PESC, 其中LD期18例, 
ED期4例, TNM分期则为Ⅰ期1例, Ⅱ/Ⅲ期10例, 
Ⅳa期3例, Ⅳb期8例, 其中8例Ⅳb期分别发生肝

脏、远处淋巴结、肺、肾上腺、骨及骨髓转移; 
Casas et al [25]报道199例PESC, 其中局限期93例, 
广泛期95例, 另11例未能分期. 

4  治疗及预后

由于PESC发病率低, 国内外文献多是病例报告, 
缺乏大样本的随机对照研究结果, 对于治疗规

范尚未达成共识. 考虑到PESC的组织学表现, 基

因改变和高度侵袭性的生物学特点与肺的小细

胞癌相似, 对他的治疗多借鉴小细胞肺癌的治

疗模式, 强调了化疗在PESC治疗中的地位. 
近年来, 对局限期PESC的治疗倾向于采用

手术治疗并辅助化疗, 而且辅助化疗的作用尤

为重要. 众多文献多认为包括手术治疗在内的

综合治疗, 疗效明显好于单纯放疗或化疗, 或
放化疗结合. 国内曾报道以手术为主的综合治

疗者的最长生存期为300 m o, 远远超出了国

外1例综合治疗后106 mo的生存期. Lieberman  
et al [26]报道术后化疗PESC患者的中位生存时间

为28 mo. Ku et al [23]报道美国MSKCC中心对于

LD期PESC采用EP方案诱导化疗和同期放化疗

DT 50.4 Gy/28 fx, 食管切除术仅作为挽救性治

疗方案, 取得中位生存期22.3 mo(6 mo-11.2年)年))
的疗效, 其中1例最初诊断为低分化腺癌的Ⅳa
期食管癌伴有腹腔多处淋巴结转移在紫杉醇新

辅助化疗3周期后出现进展, 行姑息性食管切

除术, 术后病理证实为PESC, 术后进行了6周期

DDP+VP-16化疗, 52 mo后出现腹腔转移, 活检

病理为小细胞癌, 采用DDP+irinotecan化疗1周
期后仍然进展, 改用DDP+VP-16化疗结合同期

放疗DT 45 Gy/25 fx后达到完全缓解(CR), 生存

期达11.2年及复发后5.5年. Aoyama年及复发后5.5年. Aoyama及复发后5.5年. Aoyama年. Aoyama. Aoyama et al [27]则报

道1例胸中段PESC采用5-FU+DDP诱导化疗后

进行食管切除术, 术后74 mo随访无复发. 宋岩  
et al [5]报道46例局限期患者根治性切除术后未行

辅助治疗者中位生存期9 mo, 52例行辅助治疗

者(辅助化疗42例, 辅助放疗3例, 辅助化疗加放

疗7例)中位生存期13.4 mo, 有辅助治疗者生存

期比无辅助治疗者明显延长(P  = 0.029). 另有学 
者[28]则认为对于无脏器转移的原发食管小细胞

癌, 应采用已成为局限期小细胞肺癌标准治疗

模式的化疗、放疗(同步或先化疗)综合治疗方

案, 手术应限于对放、化疗不敏感者. 放疗靶区

应包括食管肿瘤和区域淋巴引流区照射, 根治

剂量≥60 Gy, 预防剂量为40-50 Gy. 化疗方案

则参照小细胞肺癌的化疗方案, 多采用含铂类

药物的化疗方案如EP方案, 但是标准方案、化

疗的时限尚无定论. Yamashita et al [29]报道日本9
例局限期PESC采用EP方案化疗4周期并放疗50 
Gy, 5例治疗后完全缓解, 3年OS为55.6%, 取得年OS为55.6%, 取得OS为55.6%, 取得

与SCLC相同的效果.  
对于广泛期患者, 多数采用单一化疗, 但是

缓解期短, 未能提高生存率, 而采用综合治疗可

■相关报道
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能改善生存期. Ku et al [23]认为最常用的化疗方

案为EP方案, 其他较为常用的药物为紫杉醇及

依立替康, 8例广泛期PESC的中位生存期为8.5 
mo(1.5 mo-2.2年). Mizuiri年). Mizuiri). Mizuiri et al [30]报道1例59岁的

PESC并纵隔淋巴结转移、胰腺及肝脏多发转移

患者采用CDDP+CPT-11化疗5周期化疗后出现

胰腺周围淋巴结转移, 改用卡铂和足叶乙甙二

线治疗, 生存期13 mo. Brenner et al [31]建议同期

或序贯放化疗时放疗的剂量为DT 45-50 Gy, 分
割剂量为1.8-2.0 Gy/d或超分割照射45 Gy, 分割

剂量为1.5 Gy, 每日2次. 单纯放疗国外很少使用, 
国内也是如此. 与肺小细胞癌不同的是, PESC发
生脑转移的几率较低, 仅为1%[23], 是否需要预防

性全脑放疗还需进一步研究. 
PESC的与鳞癌相比有更大的侵袭性, 预后

明显比鳞癌差, 患者常死于远处转移或局部复

发, 临床分期、体能状况、治疗方式和治疗模

式是影响PESC患者预后的独立因素. 因此及早

发现是提高生存率的关键. 食管癌切除再结合

化疗或放疗的综合治疗可能会延长生存期. 

5  结论

PESC是非常少见的食管恶性肿瘤, 近年来发病

率似有上升趋势, 其生物学行为, 治疗模式, 预
后均不同于鳞状细胞癌, 他的恶性程度高, 预后

差, 患者常死于远处转移或局部复发, 及早发现

是提高生存率的关键, 治疗多采用以手术为主

的综合治疗. 
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Abstract
Arsenic exposure may induce different types of 
hepatic injury, such as liver fibrosis, cirrhosis and 
even liver cancer. The pathogenesis of arsenic ex-
posure-induced remains unclear. Until now, there 
is no well-established theory to explain it. In this 
article, we summarizes the changes in biochemi-
cal parameters in the liver injured by arsenic ex-
posure and reviews the advances in research on 
the pathogenesis of arsenic toxicity.   

Key Words: Arsenic; Metabolism; Liver; Biochemical 
parameters

Liu Y, Wu J. Advances in research on the metabolism of 
arsenic in the liver and its effects on hepatic biochemical 
parameters. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 
3524-3529

摘要
砷暴露可致多种形式的肝损伤, 如肝纤维化、

肝硬化, 进一步发展成肝癌, 其致病机制仍在
研究探讨中, 迄今尚无完善成熟的理论解释. 
本文综述了砷致肝损伤后相关生化指标的变
化, 旨在对砷中毒机制的研究和进展作进一步
探讨. 

关键词�� 砷; 代谢; 肝脏; 生化指标
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0  引言

砷暴露可引起不同程度的肝损伤、肝纤维化、

肝硬化及肝癌, 严重危害人体健康. 本文从生物

化学角度全面综述了砷在肝脏中的代谢过程及

影响, 对砷致肝损伤的临床诊断、防治监测等

有积极作用. 

1  砷蓄积

肝脏是砷的蓄积器官, 动物研究表明, 慢性砷暴

露大鼠肝组织的砷含量且与暴露浓度呈正相关. 
随着染毒程度及染毒时间的延长, 各亚细胞器中

砷浓度不断增加, 其中尤以微粒体和线粒体中砷

浓度增加最快, 到染毒后期砷浓度最高. 因为经

超速离心后得到的微粒体含有丰富的血红素铁

蛋白及其他蛋白质和酶类, 而砷对血红素生物合

成中各种巯基酶具有高度的亲和力, 能生成稳定

的络合物, 从而导致微粒体中出现高浓度砷. 肝
细胞中微粒体是外来化学物的代谢场所, 微粒体

中砷含量的大量增加, 应与砷在微粒体中的代谢

有关[1]. 杨瑞瑛 et al [2]用亚砷酸钠(NaAsO2)诱导出

大鼠亚急性砷中毒模型, 显示中毒组大鼠肝脏中

各亚细胞组分中砷的含量均显著高于正常对照

组(P <0.05), 在中毒组肝脏亚细胞中的浓度遵循: 
微粒体>细胞液>线粒体>细胞核. 

2  砷在肝内的代谢

砷通过饮用高砷水、职业性接触和燃高砷煤污

®

■背景资料
慢性砷中毒对肝
脏的影响是多方
面的, 临床上暴露
相同浓度无机砷
但症状却不同的
患者可能与砷代
谢物种类、比例
及量有关, 而涉及
氧化还原和甲基
化的因素一定影
响砷在体内的代
谢过程, 进而影响
砷的毒性表达. 对
于砷代谢的分子
生物学方面的深
入研究, 仍然有很
多工作值得去做. 

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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染等途径经呼吸道、皮肤、胃肠道吸收进入体

内后, 主要在肝脏中进行甲基化代谢, 可从多方

面影响肝细胞. 目前, 对无机砷(iAs)进入体内

在肝脏发生生物转化的基本过程已基本清楚. 
iAs进入机体后. 在红细胞内被砷酸盐还原酶从

iAs5+还原iAs3+, 然后被肝细胞摄取, 在甲基转移

酶的催化下生成单甲基胂酸(MMA5+). 生成的

MMA5+又能被MMA5+还原酶还原成为单甲基亚

胂酸(MMA3+), 然后MMA3+进一步被甲基化成为

二甲基胂酸(DMA5+), 两步甲基化反应均是以S-
苷甲硫氨酸(S-Adenosyl-l-methionine)为甲基供

体. 进人体内的砷及其代谢产物主要经过胆汁

和尿液排出体外. 其外排机制中, 多药耐药相关

蛋白(MRP)起着重要的作用[3-4], MMA还原酶是

砷代谢整个过程中的限速酶. 用Chang人肝细胞

检测了各种形态砷的相对毒性, 发现毒性大小

顺序为MMAⅢ>iAsⅢ>iAsⅤ>MMAⅤ = DMA
Ⅴ[5]. 

3  砷对肝脏的生化指标的影响

3.1 非特异性指标改变

3.1.1 含巯基酶: 巯基(-SH)是许多酶特别是氧化

还原酶和转移酶类的活性中心和必须基团, 是
构成酶蛋白的辅基, 是辅酶之一, 参与体内多种

代谢活动, 具有重要生物学作用. 研究已证实, 
砷与-SH有很强的亲和力, 砷与砷化物首先与

酶中的-SH结台, 使酶活性受到抑制, 严重干扰

酶的生理功能、结构与代谢. 受影响的重要酶

系统有丙酮酸氧化酶、丙酮酸脱氢酶、磷酸酯

酶、细胞色素氧化酶、脱氧核糖核酸聚合酶等, 
直接影响细胞的代谢、氧化过程、染色体结构

的改变和核分裂等, 导致肝细胞损伤, 造成肝

脏组织的损害, 从而导致机体的一系列代谢紊 
乱[6]. 丙酮酸是糖代谢的中间产物, 糖原或葡萄

糖需经过一系列磷酸化的步骤首先形成丙酮酸, 
才能进一步氧化分解. 丙酮酸氧化酶是含双巯

基的酶, 作用是催化丙酮酸氧化脱羧生成乙酰

CoA, 进入三羧酸循环. 刘起展 et al [7]研究显示, 
砷染毒和氟砷联合染毒在6和12 mo均引起全血

丙酮酸含量显著升高. 已有报道, 接触As(Ⅲ)的
各组织中反映三羧酸循环强度的琥珀酸脱氢酶

活性受到抑制[6], 且砷中毒病区人群的血ATP含
量下降, 提示在慢性砷中毒患者体内三大物质

代谢的共同通路-三羧酸循环是处于抑制状态, 
可能与丙酮酸氧化酶受到抑制, 丙酮酸不能进

一步氧化使血液中丙酮酸增加, 影响细胞正常

代谢有关[8]. 乳酸脱氢酶(LDH): LDH被公认是细

胞膜损伤的敏感且特异指标, 其分子半胱氨酸残

基上的-SH表现其活性. 氧自由基大量产生时, 可
与酶类结合影响酶的活性. 尤其是自由基与-SH
的亲和性较高, 故含有-SH的酶受影响较大[9]. 砷
对LDH活性的影响报道不一, 有人认为砷进入

体内后, 可通过LDH上的巯基结合而直接抑制

LDH的活性, 从而干扰细胞能量代谢[10]; 也有体

外实验中, 随心脏灌注液中砷浓度的增加, LDH
活性逐渐增加[11]. 陆春伟 et al [12]研究发现砷病区

非地砷病患者血清中的LDH活性显著升高, 病
区的地砷病患者LDH活性显著降低. 有报道称

染毒动物细胞质中砷含量与肝组织LDH同工酶胞质中砷含量与肝组织LDH同工酶中砷含量与肝组织LDH同工酶

LDH5之间存在明显正相关[11]. 谷胱甘肽过氧化

物酶(GSH-Px): GSH-Px是体内广泛存在的一种

催化过氧化物分解的含-SH抗氧化酶, 他以还原他以还原以还原

型谷胱甘肽(GSH)作为受氢体, 清除体内有害

的过氧化物, 阻断脂质过氧化链反应[12]. 研究发

现, 砷中毒病区非患者组全血中的GSH-Px活性

显著降低, 且随着中毒程度的加重而下降; GSH-
Px mRNA在iAs3+组和iAs5+组中均呈低水平表达; 
GSH-Px与尿砷呈负相关. 表明GSH-Px也是反映

砷对人体作用的敏感指标[13-15]. 其机制推测可能

是砷及其代谢产物与该酶活性中心的巯基大量

结合, 或与其底物GSH结合而使其大量消耗, 使
其抗氧化活性降低. 
3.1.2 脂质过氧化影响: 砷及其甲基化代谢产物

均可诱发脂质过氧化反应(lipid peroxidation re-
action, LPR), 产生多种自由基和非自由基产物, 
引起细胞功能紊乱; 或直接攻击细胞造成损伤

并产生大量活性氧自由基引发脂质过氧化(lipid 
peroxidation, LPO)反应, 同时机体动员体内的抗, LPO)反应, 同时机体动员体内的抗LPO)反应, 同时机体动员体内的抗

氧化物质清除自由基, SOD、GSH-Px等抗氧化

物数量或活力逐渐消耗, 导致机体氧化与抗氧

化系统平衡紊乱. SOD: SOD是能够有效清除超

氧化物阴离子自由基的一类极重要的抗氧化酶. 
研究显示, 砷可导致小鼠肝、肾组织中SOD活

性下降; 砷对家兔、小鼠全血中SOD活力的影

响, 不论急性实验还是亚慢性实验, 均表现为抑

制作用; 砷也可明显抑制人体中SOD活力[16-17]. 
-S-S-是构成SOD空间构象的主要结构, 砷对S及
含S的化合物具有高度的亲和力[18], 因此其活力

的降低可能与砷破坏了SOD的-S-S-, 导致其分

子构象发生改变有关. Cu2+、Zn2+为SOD的主

要辅基, 其含量的多少直接影响SOD活力的发

挥, 因此砷也可能通过干预SOD的酶蛋白部分

■研发前沿
目前对与砷中毒
引起的基因方向
的研究仍处在初
级阶段, 实验室检
验及临床诊断都
还需不断研究和
完善, 许多理论和
推测都仅在体外
实验获得成功, 但
是在体内研究方
面, 尚缺乏报道.
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与金属离子(Cu2+、Zn2+)的结合而抑制其活性的

发挥[19]. GSH: GSH是体内一种重要的抗氧化剂, 
是GSH-Px和谷胱甘肽-S-转移酶(GST)的特有底

物, GSH的解毒功能主要是通过这两种酶来完成

的, 从而保护细胞免受自由基的毒性作用. 另一

方面, GSH也可以直接与高活性的自由基反应, 
不需要酶的催化. 多次体外研究和人群调查发

现砷暴露后全血中GSH结果并不一致, 提示砷

对GSH含量的影响较为复杂, 可能与砷接触剂

量、接触时间及动物种属等有关[20]. GSH还参与

As5+、MMA5+等还原为As3+和MMA3+, 能与iAs
及其中间代谢产物形成各种砷-GSH复合物, 并
加速砷的甲基化反应, 因而GSH对于无机砷及

其中间代谢产物的氧化还原和甲基化过程具有

十分重要的作用[21]. 丙二醛(MDA): MDA为砷的

代谢产物之一. 已有研究, 砷中毒病区人群肝组

织中LPO及代谢产物MDA水平增加, 血GSH-Px
活力比对照区显著降低; 血清MDA显著升高, 且
砷接触时间长短与人体内MDA的含量呈正向量

-效关系[14,22-24]. 许多资料表明, 细胞内GSH含量

的降低会进一步加重体内、外实验中砷的细胞

毒性, 从而造成一种因果恶性循环[21]. 因此推测

MMA可能通过影响GSH的正常代谢而改变整

个砷的代谢过程. 
3.2 肝损指标的变化 血清总蛋白(TP)和白蛋白

(ALB)是反映肝脏功能的重要的指标, 均在肝脏

中合成. 砷中毒患者的血清中两者含量较正常

对照组明显降低, 提示长期砷接触可使肝脏的

合成功能障碍[24]. 
丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天门冬氨酸转氨

酶(AST)是反映肝细胞的炎症损伤的重要指标. 
染砷鼠肝损伤模型研究显示, 鼠血清ALT和AST
水平升高可反映肝细胞的炎症损伤程度[25-26]. 砷
致肝损伤人群的肝功能调查研究显示, ALT和
AST活性高于临床正常参考值, 提示砷对肝脏造

成损害, 其损害程度还可能随着砷作业工龄的

延长而不断加重[27]. 
胆碱酯酶(CHE)是慢性肝损伤时的敏感指

标, 当肝细胞暴露于砷后, 多种机制引起肝细胞

受损(砷直接毒性、甲基化代谢产物引起损伤、

脂质过氧化机制等), 均可影响CHE的合成, 导致

血清CHE活性的降低[28]. 
γ-谷氨酰转移酶(GGT)主要来源于肝脏, 分

布于肝细胞胞质和肝内胆管上皮细胞, 是反映胞质和肝内胆管上皮细胞, 是反映和肝内胆管上皮细胞, 是反映

肝细胞损害的血清酶类, 对肝内胆管阻塞性肝

病有较高灵敏度和特异性. 当肝内合成亢进或

胆汁排出受阻时, 血清中GGT升高[29-30]. 在对砷

中毒肝损伤患者的研究中, 血清GGT有不同程

度的升高. 杨大平 et a l [27]应用生化放射免疫法

检测燃煤型砷中毒患者肝损伤的早期检测指标检测指标指标

时中、重度砷中毒患者血清GGT、血管内皮素

(ET)水平随病情加重呈逐渐升高的趋势. 
血管内皮细胞可以分泌多种舒缩血管因子, 

一氧化氮(NO)和血管内皮素(ET)就是其中一对

最为重要的舒缩因子. 他们相互作保持动态平

衡, 维护血管基础张力并减少白细胞和血小板

黏附和聚集. 一旦平衡失调, 将引起血管内皮细

胞损伤. 在燃煤性砷中毒患者血清ET/NO的检测

及血流变学等指标的观察实验中, 轻、中、重

度组ET均呈上升趋势, 差异有统计学意义, 同时

伴有脱落的内皮细胞数量增加[9,27], 提示慢性砷

中毒过程中存在血管内皮细胞损伤. 许多研究

表明, ET可能是介导肝损伤的重要介质之一, 肝
硬化(LC)伴腹水患者血清ET水平明显升高[30]. 
既往研究显示不同于饮水型和贵州燃煤型砷中

毒使NO含量下降, 推测砷通过损伤人类血管内

皮细胞、抑制谷胱甘肽等抗氧化酶的活性以减

少NO生成. 
胆汁酸(SBA)对检查各类肝硬化的灵敏度

很高, 可反映肝损伤、肝脏排泄功能和门腔分

流3方面的综合情况. 健康正常人空腹SBA含

量很低, 一般在5 μmol/L以下, 在肝胆疾病时则

含量明显上升. 燃煤型砷中毒患者血清研究发

现[27], 轻中重度中毒组SBA和中、重度中毒组

GGT、ET水平均显著高于对照组, 差异有显著

性, 提示SBA对检查燃煤型砷中毒肝损有较高的

敏感性.   
3.3 砷致肝纤维化的指标改变

3.3.1 肝组织病理改变: 大量染砷动物模型及砷

暴露肝损伤患者的肝组织病理结果均显示, 肝
细胞有不同程度的变性、坏死、再生, 汇管区

少许纤维增生, 纤维条索形成[31-32]肝组织电镜观

察结果示, 肝细胞内细胞器有所减少, 可见大量

微丝和细胞内胶原纤维, 肝细胞间胆小管增多, 
管腔明显扩张, 管壁增厚并有较多微丝环绕, 胆
小管周围及肝细胞间桥粒连接增多, 肝血窦扩

张, 狄氏间隙增宽, 并出现假狄氏间隙, 巨噬细

胞内溶酶体增多, 肝细胞间可见较多胶原纤维, 
并可见淋巴细胞攻击肝细胞现象. 肝损伤程度

与砷的价态及蓄积量有关, iAs3+损伤作用强于 
iAs5+[33]. 
3.3.2 反映肝纤维化的指标: 透明质酸(HA)是评

■相关报道
刘起展 et al 研究
显示, 砷染毒和氟
砷联合染毒在6和
12 mo均引起全血
丙酮酸含量显著
升高. 陆春伟 et al
研究发现砷病区
非地砷病患者血
清中的LDH活性
显著升高, 病区的
地砷病患者LDH
活性显著降低.
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价肝细胞损害和肝纤维化相对最敏感的生物标

志物. 张爱华 et al [34]研究发现, 砷中毒患者血清

HA在各病例组均明显高于对照组. 机制可能是

由于染砷致肝细胞发生坏死及炎症刺激, 肝星

状细胞对其合成增加; 另一方面可能是由于肝

血窦毛细血管化、肝血窦内皮细胞受损伤导致

肝脏对血清中的HA摄取和降解减少所致. 
纤维连接蛋白(FN)和Ⅳ型胶原等共同组成

基底膜的成分. 肝纤维化时, 肝组织中细胞型FN
水平明显增加, 而血清FN水平明显下降. 张碧霞 
et al [35]对146名砷中毒患者血清中FN进行检测, 
发现中、重度组FN水平较对照组低, 差异有显

著意义. 
层黏蛋白(LN)是细胞外间质中的一种非胶黏蛋白(LN)是细胞外间质中的一种非胶蛋白(LN)是细胞外间质中的一种非胶

原性结构糖蛋白, 主要存在于基底膜. 目前证实

血清LN含量对及时判断慢性肝病的纤维化形成

情况有重要意义. 张碧霞 et a l [35]实验发现中、

重度组砷中毒患者血清的LN水平明显高于对照

组, 差异有显著意义. 
Ⅲ型前胶原氨基端前肽(PⅢP)升高反映的

是肝脏增生活跃, 对肝纤维化程度的判定主要

在于动态观察PⅢP水平、Ⅳ型胶原(C IV)的含

量升高反映了肝血窦基底膜的更新率加快. PC-
Ⅲ、CIV在有明显肝损害的砷中毒病例组中明

显高于对照组, 且与尿砷、发砷的含量存在明

显剂量-效应关系[34]. 说明慢性砷中毒所致的肝

纤维化是机体对于持续肝实质损伤的一种代偿

修复反应, PⅢP和CIV可作为砷中毒致明显肝损

伤后检测指标和肝纤维化疗效判断的评估指标, 
在病程中、后期诊断中有较确切价值. 有助于

动态了解砷致肝损害的发生发展, 对临床上的

早期诊断和预后判断具有实用价值. 
Ⅰ型胶原(ColⅠ)和Ⅲ型胶原(ColⅢ)是构成

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的主要成

分, 两者是常用于评估ECM沉积的重要指标. 砷
模型研究中发现, ColⅠmRNA、ColⅢ mRNA在

砷暴露小鼠肝组织中高表达[33,36-37],36-37]36-37]. 说明肝脏受

到砷所致的慢性损伤时, 肝脏ECM分泌和降解

失衡, 使ECM在肝脏中过多沉积, 最终导致肝纤

维化和肝硬化. 
肝脏 ECM的代谢主要由基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP)及基质金属

蛋白酶组织抑制因子(tissue inhibitor of metal-
loproteinase, TIMP)共同调节. MMP促进ECM
的降解, 其血清水平可估计肝内纤维降解情况. 
MMP-8主要作用是分解Ⅰ型胶原, 有研究[33]显

示MMP-8 mRNA在砷中毒小鼠肝组织中表达

降低, 表明ECM降解减少, 长期暴露于砷环境可

导致ECM在肝脏中过度沉积, 最终形成肝纤维

化. TIMPs通过抑制MMP活性阻止ECM的降解, 
慢性肝病患者血清MMP-1活性随肝病进展逐

渐降低, 与肝组织纤维化程度呈负相关; 而血中

TIMP-1水平升高, 并与肝纤维化程度密切相关. 
3.4 细胞因子(cytokines, CK)类 CK是一类有免

疫活性的小分子多肽. 能调节多种细胞产生生

理效应, 在异常情况下也可导致病理反应.  
TNF-α, IL-6,  IL-1α、β等均属促炎性细胞

因子, 与各种病因所致肝损伤、肝纤维化、LC
的发生机制相关. 多项研究表明TNF-α, IL-6在
砷中毒患者或模型肝组织和血清中的表达随病

情的加重而升高[33,38],38]]. 机制可能是砷作为一种原

浆性毒物进入人体后, 刺激肝脏Kupffer细胞过

度分泌TNF-α、IL-6等因子, 使血清中TNF-α、
IL-6增高. TNF-α大量产生加速了肝细胞的崩解, 
并诱导IL-6等细胞因子的产生, 从而促进肝内炎

症反应, 造成细胞因子TNF-α、IL-6急剧增多的

恶性循环. 另一方面, TNF-α还能激活Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ型胶原, 刺激ECM的合成与分泌增多. 同时, 
肝细胞损伤后对细胞因子清除率低, 造成IL-6增
高. IL-6还可抑制胶原酶活性, 减少胶原的降解, 
导致肝胶原沉淀, 促进肝纤维化的形成, 最终导

致肝硬化的发生[39]. 
细胞因子如 TNF-α, IL-1等是促进细胞凋亡

的诱导因素, 但这些因素并不直接引起细胞凋

亡, 而是通过一定的信号传递方式激活生存与

死亡的相关基因bcl、bax、p53、Fas、c-fos等, 
然后将信号传递到核内切酶, 执行死亡功能[40]. 
研究发现, 砷可通过促发LPO、TNF介导及激发

的caspase途径引起细胞凋亡. 采用免疫组织化组织化

学法对燃煤型砷中毒病区25例砷中毒肝损伤患法对燃煤型砷中毒病区25例砷中毒肝损伤患

者肝组织凋亡相关基因的研究发现, 砷可能通

过上调凋亡基因蛋白Fas/FasL和bcl-2家族中促

凋亡蛋白Bax的表达而启动肝细胞的胞内凋亡

信号传导途径, 导致肝细胞凋亡增加[41]. 
血小板衍生生长因子(p l a t e l e t-d e r i v e d 

growth factor, PDGF)能够强烈刺激肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的增殖和迁移, 促使其

胶原的产生和沉积, 并诱导HSC合成转化生长

因子(transforming growth factor, TGF)、胰岛素

样生长因子(insulin-like growth factor, IGF)等细

胞因子, 在肝纤维化的发生和发展中作用非常

重要. 欧兵欧兵 et a l [42]砷致肝纤维化发生机制的研

■应用要点
本文从生物化学
角度全面综述了
砷在肝脏中的代
谢过程及影响, 对
砷致肝损伤的临
床诊断、防治监
测等有积极作用.
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究课题组, 用高砷水自由饮用的方式, 在小鼠10 
mo小鼠肝组织中发现肝纤维化形成相关因子

PDGF在肝组织中高表达. 推测砷致肝脏受损时, 
巨噬细胞、血小板、浸润的炎症细胞、肝窦内

皮细胞、肝Kupffer细胞及活化的HSC均可分泌

PDGF, 使其在肝脏中表达升高.
血小板活化因子(platelet activating factor, 

PAF)是一生物活性很强的脂质递质, 参与了缺

血再灌流肝损伤和内毒素性肝损伤, 且有中心

放大作用[43]. 正常情况下, 肝脏单核-吞噬细胞能

阻止肠源性内毒素进人体循环. 但当肝Kupffer
细胞受到抑制和损伤时, 内毒素可进人体循环

内毒素是PAF强有力的激动剂, 可刺激单核-吞
噬细胞释放PAF. 何云 et al [44]研究发现随着砷中

毒程度的加重, 患者血中PAF、TNF及ET的含量

也逐渐地增加, 可见由内毒素诱导的一系列细地增加, 可见由内毒素诱导的一系列细增加, 可见由内毒素诱导的一系列细

胞因子在砷中毒肝损害中的作用. TNF也可刺激

多种细胞释放PAF, 参与肝损害的发生. 在肝功

能受损所致肠源性内毒素血症时及低氧血症等

因素可损伤血管内皮细胞释放ET, 而使门静脉

收缩, 肝脏水肿, 细胞脂质过氧化和溶酶体的漏

出, 形成恶性循环, 进一步加重肝损伤[45]. PAF在
增加肝脏血管阻力及糖原分解的同时, 还可促

进多形核白细胞(polymorphonuclear leucocyte, 
PMN)黏附于内皮细胞, 诱导PMN呼吸“爆炸”

和继发性脱颗粒, 释放氧自由基及花生四烯酸

代谢产物等. 
血红素氧化酶同工酶(heme oxygenase-1, 

HO-1)能够被多种刺激或应激因素所诱导, 如重

金属、内毒素、细胞因子等, 该诱导作用被认

为是机体对各种氧化应激刺激的一种适应性保

护反应[46-47]. 罗天永 et al [37]研究表明HO-1 mRNA
在iAs组肝组织中表达明显升高, 说明砷暴露对

肝细胞HO-1 mRNA诱导的一种特异性细胞应激

反应. 该应激反应在慢性砷暴露中的是否也是

应激保护作用, 有待进一步探索. 
激活素A(activin A, ACTA)和转化生长因子

-β1(transforming growth factor, TGF-β1)属于一

类结构相关的多肽类调控蛋白大家族. 研究表

明, 随着TGF-β1的分泌增加, TGF-β1促进ACTA
合成及ACTA自身正反馈调节作用而使其表达

显著增高, 这说明TGF-β1和ACTA都具有致肝

细胞损伤、凋亡及促肝纤维化的作用, 并且二

者具有一定的协同效应[48-49]. 刘芙蓉 et al [50]在砷

暴露大鼠模型中测定肝组织中TGF-β1 mRNA和

ACTA mRNA水平, 发现表达均高于对照组, 且

随着暴露时间的延长, 其表达也逐渐增高, 说明

ACTA及TGF-β1在砷暴露致肝损伤、肝纤维化

的形成过程中有着重要作用, 其具体机制有待

于进一步研究.
MIP-2、MCP-1均属于趋化因子CC亚家族, 

与组织损伤、肝细胞癌的发生有相关性, 在砷

导致肝损伤模型中均表达升高[51-52]. 推测其作用

机制与砷的毒性其诱发活性氧自由基(ROS)的
产生以及抑制抗氧化物的活力从而导致氧化损

伤关系密切. 活性氧等可刺激与肝损伤有关的

基因表达, 从而释放多种促炎症因子. 
这些细胞因子间存在着复杂的网络联系, 他

们的产生和释放过程既可以相互激发又具有协

同作用, 共同参与肝细胞损害. 还有一些重要的

细胞因子与肝纤维化密切有关, 虽然在砷中毒

相关方面鲜有报道, 但对今后的砷致肝纤维化

有积极的启示作用.

4  结论

慢性砷中毒对肝脏的影响是多方面的, 临床上

暴露相同浓度无机砷但症状却不同的患者可能

与砷代谢物种类、比例及量有关, 而涉及氧化

还原和甲基化的因素一定影响砷在体内的代谢

过程, 进而影响砷的毒性表达. 目前对与砷中毒

引起的基因方向的研究仍处在初级阶段, 实验

室检验及临床诊断都还需不断研究和完善, 许
多理论和推测都仅在体外实验获得成功, 但是

在体内研究方面, 尚缺乏这方面的报道. 对于砷

代谢的分子生物学方面的深入研究, 仍然有很

多工作值得去做. 
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Abstract
The etiology and pathogenesis of ulcerative colitis 
remain unclear. It has been reported that multiple 
drug resistant 1a (MDR 1a) knockout mice are 
susceptible to developing a spontaneous ulcer-
ative colitis (UC). The incidence of C3435T gene 
mutation in the MDR1 gene in UC patients is 
significantly higher than that in healthy controls. 
The C3435T gene mutation can lead to decreased 
expression of P-glycoprotein (P-gp). The expres-
sion of P-gp in the peripheral blood lymphocytes 
and intestinal mucosal epithelial cells is higher in 
hormone-resistant UC patients than in hormone-
sensitive UC patients and healthy controls. Thus, 
a hypothesis was proposed that the MDR1 gene 
polymorphism may correlate with the occurrence 
and progression of UC and the sensitivity to 
hormone therapy in UC patients. However, this 
hypothesis is still controversial.

Key Words: Ulcerative colitis; MDR gene; P-glyco-

protein; Hormone resistance

Ma MZ, Yang CM. Advances in understanding the 
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摘要
溃疡性结肠炎(UC)的病因和发病机制尚不明
确. 针对MDR1基因敲除小鼠易发UC; MDR1
发生C3435T基因变异在UC患者的发生率显
著高于正常人; C3435T基因变异可导致P糖蛋
白(P-gp)表达下降; 而在激素耐药的UC患者
其外周血淋巴细胞及肠黏膜上皮细胞P-gp的
表达量较药物敏感者及正常对照组高等现象, 
提出MDR1基因多态性可能和UC的发生、发
展以及激素的治疗反应有关的假说, 但也有
不同的结论.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种常见

的慢性非特异性肠道炎症性疾病, 发病率有上

升趋势. 流行病学研究指出UC患者比一般人群

发生结直肠癌的危险性高20-30倍, 文献报道UC
相关的肠癌发病率在0.6%-17%, 但目前UC的病

因和发病机制尚不明确. 普遍认为UC是免疫、

遗传、环境及肠道细菌等多因素共同作用的结

果, 可能是肠道细菌及其代谢产物作用于基因

易感宿主, 使之产生免疫应答, 三者在炎症的开

始和持续发展中起了重要协同作用. 近年来有

研究表明多药耐药(multi-drug resistance, MDR)
基因的多态性与UC发病有关. MDR基因的表达

产物P糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)与UC患者产

生激素耐药密切关联. 本文对有关多药耐药基

因(MDR1)与UC发病及激素耐药机制的研究进

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)是一种常见
的慢性非特异性
肠道炎症性疾病, 
发病率有上升趋
势. 近年来有研究
表明多药耐药基
因(MDR)的基因
多态性与UC发病
有关 .  研究MDR
基因的多态性有
助于揭示UC的病
因和发病机制, 为
UC的预防和治疗
找到新的途径和
药物作用靶点.

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化科



马铭泽, 等. 多药耐药基因与溃疡性结肠炎的研究进展                 3531

www.wjgnet.com

行综述如下. 

1  MDR1的多态性

MDR是转运蛋白超家族成员之一P-gp的编码

基因. 人类M D R基因有: M D R1和M D R3(又
称M D R2)基因 ,  其中以M D R1起主导作用 ; 
小鼠M D R1基因又分为M D R1a(M D R3)和
MDR1b(MDR1)2种亚型. 人类MDR1基因、小

鼠MDR1a和MDR1b基因表达产物与多药耐药

有关, 是目前研究最多的基因型. 人与鼠MDR1
基因序列有高度同源性, 此外人MDR1基因与

细菌转运蛋白基因也非常相似. 人类MDR1基
因位于第7号染色体q21.1段, MDR1 mRNA大小

4.7 ku, 包含28个内含子, 编码1280个氨基酸, 编
码区不到整个基因组的5%, 编码的蛋白产物为

P-gp. 他有2个同源结构, 各含有6个跨膜结构域

和1个ATP结合位点, 是ATP结合盒(ABC)运输系

统的重要一员,属于ABCB1家族[1]. 
目前研究认为M D R1基因具有高度多态

性, 不同个体中MDRl基因多态性与P-gp表达

和功能的改变密切相关. 人类的多药耐药基因

(MDR1)已被发现有28个SNP(单核苷酸多态性)
位点, SNP是指在基因组DNA某个位置处存在

单个碱基的差异. 他在人群中的发生频率超过

1%, 人类基因组DNA序列90%多态性是由SNP
造成的, 对基因组DNA序列进行多态性研究,可
以最终弄清生物体生物学性状差异及疾病发生

的遗传基础. MDR1基因有7个SNP发生在内含

子, 11个SNP导致了氨基酸的变化, 目前已知的

MDRl基因的多态现象中, 第26外显子C3435T
和第21外显子G2677T/A具有重要的功能意义. 
C3435T和G2677T/A SNPs可能与P-gp活性的关

系较为密切. 其中对C3435T多态性研究最多, 结
论也较明确. C3435T变异是指MDR1基因的26
外显子的3435位点的C被T代替, 氨基酸的组成

没有发生改变, C3435T虽然是第26外显子上的

一个同义突变但其显著影响P-gp的表达. 梁剑

宁 et al [2]应用PCR技术对正常人MDR1C3435T
基因进行扩增以MboⅠ进行限制性酶切图谱分

析结果示汉族人MDR1C3435T基因中, 表现型

T/T频率14.42%, 表现型T/C40.54%, 表现型C/
C45.04%. MDR1C3435T基因T频率0.3469, 基因

C频率是0.6531; 有学者证实在TT3435基因型人

群中, TT3435基因型患者表达的P-gp比纯合子

低. 在不同种族中, SNP发生率相差较大: 在非洲

C3435C发生率高于高加索人和亚洲人, 这说明

干旱的地区C3435C基因型可起到很好的保护作

用, 因为P-gp表达高使人们免受细菌的侵害. 发
生C3435T变异后的MDR1基因表达P-gp下降伴

有P-gp的功能下降(Farnood[3]), 由此可以改变一

些药物的代谢. 而对于G2677T/A单核苷酸多态

性的研究较少, 对于G2677T/A单核苷酸多态性

与P-gp表达及活性的关系尚不明确. C3435T及
G2677T/A位点间有连锁关系. 目前, 研究热点为

寻找新的SNP位点、启动子和编码区SNP的功

能研究, 以及SNP与基因表达关系的研究等. 

2  P-gp的表达与功能

P-gp是相对分子质量为170 kDa的糖蛋白, 是
MDR基因的表达产物, 于1976年在中国仓鼠的

卵巢细胞秋水仙碱耐药株中首次被发现. 约10
年后, 从多药耐药的KB癌细胞中分离出了编码

P-gp的MDR基因. P-gp是ATP依赖性的跨膜泵, 
能够在底物或药物到达细胞质时识别并将其从

脂质双层中泵出细胞外, 因此被认为是一个疏

水的真空清洗机. 其生理作用是保护细胞免受

毒物或代谢废物的损害, 以保持内环境的稳定. 
P-gp有广泛的作用底物, 这些物质多是疏水分子

或两性分子, 例如糖皮质激素和免疫抑制剂等. 
MDR1最初于研究肿瘤细胞耐药时提出, 表达的

P-gp能够导致肿瘤细胞对多种药物产生耐药. 然
而P-gp不仅存在于肿瘤细胞, 而且也存在于正常

组织中. Farnood et al研究发现健康人的结肠和

小肠上皮细胞中有P-gp高浓度富集, P-gp有阻止

肠腔内药物及毒素吸收的作用[3,22], 缺乏P-gp, 肠
黏膜上皮细胞的屏障功能受损, 肠腔内食物及

细菌代谢废物在肠黏膜细胞内聚集, 可能与UC
的发病有关.

3  MDR1多态性与UC

许冬梅 et al [4]的研究提示MDR1基因敲除的小

鼠有21%自发UC, 而对照组无1例小鼠发生UC, 
这种发生在MDR1a基因敲除小鼠的结肠炎与人

类UC的发病很相似, 提示UC的易感性与MDR1
基因的功能及基因型有关. Panwala et al实验证

实MDR1是小鼠肠道上皮细胞和外周T淋巴细胞

唯一的P-gp表达基因[5,21], 并建立了MDR1a-/-小鼠

炎症性肠病的动物模型. 在药物诱导的UC小鼠

模型中发现, MDR1在结肠黏膜上皮细胞的表达

及活性下调. C3435T基因变异在UC患者的发生

率显著高于正常(P  = 0.001), 由此证明C3435T
与UC的发病可能相关[3,6]. Cortada et al的研究

■研发前沿
目前针对UC的研
究热点集中于胃
肠道炎症成分的
研 究 .  研 究 最 多
的是局部分泌的
调节黏膜微环境
免疫反应的物质. 
这些物质包括免
疫调节性细胞因
子、免疫抑制性
细胞因子、促炎
症性细胞因子. 中
和这些因子可有
效阻断炎症和诱
导缓解. 
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表明MDR1-C3435T变异型通过减少表达P-gp
并降低其功能导致对UC的易感以及患病后的

表现[7,20]. 有关G2677T/A单核苷酸多态性与P-gp
表达及活性的关系研究相对较少, G2677T/A单

核苷酸多态性是指21号外显子的2677位点的

丙氨酸被丝氨酸或苏氨酸替代, 改变了氨基酸

的组成, 可能进而影响P-gp的表达与功能. 不同

位置的SNP有很多连锁关系, 对MDR1基因的

G2677T/A多态性的研究有助于进一步揭示UC
发病.

4  P-gp的表达与激素疗效的关系

糖皮质激素是治疗UC的最基本的药物之一, 肾
上腺皮质激素治疗能使病情获得缓解. UC的预

后在很大程度上取决于患者对糖皮质激素的反

应. 临床上部分患者足量应用后激素仍对无反

应, 称耐药, 导致病情迁延不愈. 
Huebner et al研究发现MDR1基因的SNP变

异不仅导致对UC的易感[8,19], 还决定患者对激素

的反应. Sapmaz et al [9]研究表明激素治疗失败的

UC患者外周血淋巴细胞的MDR1表达显著升高, 
而MDR1基因是外周血淋巴细胞和肠黏膜细胞

中唯一的P-gp170表达基因, 因而外周血淋巴细

胞和肠黏膜细胞的MDR基因表达在UC患者对

激素治疗的反应情况中起重要作用, 难治性UC
可能归咎于MDR1过表达P-gp170. 越来越多的

研究表明, P-gp170可通过多重途径介导激素耐

药. P-gp170可通过发挥药物转运泵及保护细胞

凋亡而导致激素耐药. 最新的研究表明, P-gp170
也能通过在总体细胞免疫系统中发挥作用而介

导激素耐药, 如作用于免疫细胞和细胞因子发

挥效应的某些环节. Juyal et al用植物血凝素刺

激10名健康人外周血单个核细胞, 并用P-gp170
单克隆抗体阻断P-gp170的功能[10,18], 以流式细

胞仪检测培养的上清液中IL-2、4、6、10、γ

干扰素、肿瘤坏死因子-α的水平, 发现P-gp170 
mAb抑制了IL-2、4、干扰素γ、肿瘤坏死因子

-α等细胞因子的释放.
P-gp170的表达水平虽与许多疾病激素耐

药、激素的临床疗效及预后等有关, 但就不同

疾病而言, 具体报道不一. 某些疾病的激素耐药

患者在应用激素治疗前即有较高的P-gp170表达

水平, 而在另外一些疾病患者P-gp170的表达水

平与是否应用激素及其应用的剂量、疗程有关. 
Sapmaz et al和Sambuelli et al研究表明P-gp170
在激素耐药的UC患者其外周血淋巴细胞及肠

黏膜上皮细胞P-gp170的表达量较药物敏感者及

正常对照组高, MDR1的产物P-gp170过表达是

导致UC患者激素治疗失败的原因之一[9,11,14,17]. 
Yacyshyn et al用RT-PCR及罗丹明123释放试验

分析证明未接受激素治疗的UC患者外周血、

肠黏膜固有层及肠上皮内的淋巴细胞P-gp170
的表达及活性低于正常对照组[12,15]. 然而Fiedler 
e t a l用RT-PCR技术对25例没用过激素的患者

和25例用过激素的患者的外周血单核细胞中的

MDR1 mRNA表达量进行测定, 发现健康者与

未用激素UC患者P-gp170的表达无显著差异, 而
外周血单核细胞MDRl mRNA含量在接受过激

素治疗的UC患者一组明显高于未使用过激素治

疗的患者组(P  = 0.0375); 接受过激素的UC患者

的外周血单核细胞MDR1 mRNA表达量与激素

的总用量显著正相关(P = 0.0175); 说明UC患者

MDR1 mRNA的高表达不是自发的, 而是应用大

剂量激素治疗后诱发的反应[13,16]. 将上述矛盾的

实验结果对比, 可以说明MDR1基因及表达产物

P-gp170与UC之间的关系尚不确定, 有待进一步

研究.

5  结论

UC患者MDR1基因多态性, 以及P-gp表达异常

或功能活性的改变和UC的发生、发展以及与

激素的治疗反应的关系有待更多更深入的研究. 
研究MDR基因的多态性有助于揭示UC的病因

和发病机制, 为UC的预防和治疗找到新的途径

和药物作用靶点. 研究激素耐药的机制, 有助于

正确指导临床糖皮质激素的应用, 具有重大的

临床意义; 进而通过干预其中某一个或几个环

节而逆转激素耐药, 必将对临床炎症、免疫性

疾病的激素治疗产生深远影响.
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■同行评价
本文对有关多药
耐药基因(MDR1)
与UC发病及激素
耐药机制的研究
进 行 了 综 述 ,  为
UC的预防和治疗
找到新的途径和
药物作用靶点提
供理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of trichostatin 
A (TSA) on cell proliferation and cell cycle 
progression in esophageal carcinoma cell 
line EC1, and explore potential mechanisms 
involved.

METHODS: EC1 cells in logarithmic growth 
phase were incubated with TSA at concentra-
tions of 0.3, 0.5 and 1.0 μmol/L for 24 and 48 
hours, respectively. The proliferation of EC1 
cells was measured by methyl thiazolyl tetra-
zolium (MTT) assay. The effects of TSA on cell 
cycle distribution was detected by flow cytom-
etry (FCM). The expression of p21WAF1/CIP1 was 
investigated by Western blot.

RESULTS: TSA at concentrations of 0.5 and 1.0 

μmol/L inhibited the growth of EC1 cells. In 
comparison with the control group, the percent-
age of cells in G0/G1 phase increased, while the 
percentage of cells in S phase decreased (74.56% 
± 1.34% vs 62.12 ± 0.52 and 14.52% ± 1.81% vs 
27.50 ± 0.66, respectively; both P < 0.05) in EC1 
cells treated with TSA at a concentration of 0.5 
μmol/L. TSA induced G0/G1 phase arrest in a 
dose-dependent manner. Western blot analysis 
indicated that the expression of p21WAF1/CIP1 was 
upregulated in EC1 cells treated with TSA at 
concentrations of 0.5 or 1.0 μmol/L TSA for 24 
hours (both P < 0.05).

CONCLUSION: TSA is able to inhibit cell 
proliferation and induce G0/G1 arrest in hu-
man esophageal carcinoma cell line EC1 partly 
through upregulation of the p21WAF1/CIP1.

Key Words: Trichostatin A; Cell cycle; Esophageal 
carcinoma; p21 WAF1/CIP1

Ma JF, Jiang YN, Zhao JM, Huang YT, Zhao MY, Dong 
ZM. Trichostatin A inhibits cell proliferation and induces 
cell cycle arrest in human esophageal carcinoma cell line 
EC1. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 3534-3537

摘要
目的: 探讨不同浓度曲古菌素A对食管癌细胞
系EC1细胞增殖、细胞周期的影响及其对细
胞周期调控基因p21 WAF1/CIP1表达的影响. 

方法: 用0.3, 0.5, 1.0 μmol/L的TSA处理EC1
细胞, MTT检测TSA作用24、48 h对EC1细
胞的抑制作用, 流式细胞仪检测0.3, 0.5, 1.0 
μmol/L的TSA作用24 h后EC1细胞周期的改
变, Western blot法检测p21 WAF1/CIP1变化. 

结果: TSA在0.5 μmol/L以上时对EC1细胞有
抑制作用; 0.3 μmol/L TSA处理细胞后细胞
周期与对照组相比, 无明显变化; 0.5 μmol/L 
TSA处理EC1细胞后, G0/G1期细胞较对照组明
显增加, S期细胞较对照组明显减少(74.56% 
±1.34% vs  62.12%±0.52%; 14.52%±1.81% 
vs  27.50%±0.66%, 均P <0.05); 0.5, 1.0 μmol/L 

®

■背景资料
曲古菌素A(TSA)
既是一种抗真菌
药物, 同时也是强
大的组蛋白去乙
酰酶(HDAC)抑制
剂, 其生物学效应
主要包括诱导细
胞凋亡, 阻滞细胞
周期和诱导肿瘤
细 胞 分 化 .  不 同
结构的HDAC抑
制剂对不同的细
胞系的作用及机
制不同, 本实验探
讨TSA对食管癌
EC1细胞增殖和
细胞周期的影响.

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科
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TSA处理细胞后p21 WAF1/CIP1表达明显增加(均
P <0.05).

结论: 一定浓度的TSA对人食管癌细胞EC具
有的增殖抑制作用, 引起EC1细胞发生G0/G1

期阻滞, 其部分机制与p21 WAF1/CIP1上调有关.

关键词�� 曲古菌素A; 细胞周期; 食管癌; p21 WAF1/CIP1
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0  引言

食管癌是一种常见的消化系恶性肿瘤, 发病分

布具有鲜明的地理区域特点, 高发地区为包括

我国北部、中部在内的“亚洲食管癌高发带”. 
近年来, 以外科手术为主, 辅以术前或术后放、

化疗的综合治疗模式已成为是食管癌治疗的标

准模式. 然而, 目前食管癌诊疗的整体形势仍不

容乐观, 我国食管癌术后5年生存率仅30%. 因
此, 探索和开发新型的更为有效的诊疗技术和

手段也成为医学工作者和药物企业共同的重

要目标. 曲古菌素A(trichostatin A, TSA)源自链

霉菌代谢产物, 是一种抗真菌药物使用, 同时也

是强大的组蛋白去乙酰酶(histone deacetylase 
inhibi tor, HDAC)抑制剂, 是目前广泛使用的

HDAC之一, 其生物学效应主要包括诱导细胞凋

亡, 阻滞细胞周期, 和诱导肿瘤细胞分化[1]. 但是, 
不同结构的HDAC抑制剂对不同的细胞系的作

用机制不同, 即使同一种细胞对不同的HDAC抑
制剂的反应也不相同[2-4]. 人食管癌细胞系EC1为
低分化鳞癌, 目前, 在国内外TSA对EC1细胞研

究甚少, TSA对EC1细胞增殖、细胞周期的影响

尚未见报道. 本文主要探讨TSA对食管癌EC1细
胞增殖和细胞周期的影响以及对细胞周期调控

基因p21 WAF1/CIP1的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640(美国Gibco公司), 胎牛血清

(天津TBD生物有限公司), Trichostatin A(美国

Sigma公司)溶解于二甲基亚砜, 配成2.5 mmol/L
的贮存液. 二甲基亚砜DMSO(美国Sigma公司),
细胞周期试剂盒(美国BD公司), 碘化吡啶PI(美
国Sigma公司), p21 WAF1/CIP1鼠抗人单抗(美国Santa 
Cruz), RPMI 1640培养液(美国Gibco公司产品), 
食管鳞癌EC1细胞由本室保存.

1.2 方法 
1.2.1 MTT检测TSA对EC1的抑制率: 食管鳞癌

细胞EC1在含100 mL/L的胎牛血清1640完全培

养基培养至对数生长期, 消化接种于96孔板, 接
种细胞数每孔约5×103个, 将96孔板放于37℃、

50 mL/L CO2培养箱中培养24 h, 随机分成TSA处

理组和空白对照组. TSA处理组分为含0.3, 0.5, 
1.0 μmol/L TSA, 对照组换为等浓度的DMSO, 同
时设仅加培养基的阴性对照组和空白组, 每组

设5个复孔, 在培养24和48 h后, 加入20 μL 5 g/L
的MTT溶液, 继续培养4 h准备收集细胞, 吸去上

清, 加入200 μL DMSO, 室温下振荡10 min使紫

色结晶全部溶解, 在96孔酶标仪上以空白对照

孔调零、570 nm处读取吸光度值A 570. 并按下面

公式计算不同浓度的TSA对EC1细胞的增殖活

力的抑制, 细胞存活率 = (实验孔平均A值/对照

孔平均A值)×100%.  
1.2.2 流式细胞仪检测周期: 将各组细胞用0.05%
胰蛋白酶消化, 2000 r/min离心8 min, 弃去上清; 
用PBS洗2遍, 离心后弃上清, 加入700 mL/L冰乙

醇固定, 4℃过夜; 上机前, 2000 r/min离心8 min, 
弃去乙醇, PBS洗2遍; 加入1 mL PBS制成细胞

悬液, 加RNaseA(终浓度50 mg/L), 室温放置1 h; 
调整细胞浓度为1×106/管, 加1 mL PI(50 mg/L), 
避光30 min, 上机检测细胞周期, 每个样本检测

10 000个细胞. 
1.2.3 Western blot法检测p21 WAF1/CIP1蛋白的表达: 
按照细胞总蛋白试剂盒提取总蛋白, Bradford
法检测蛋白质的含量, 50 μg上样量分别用12% 
SDS-聚丙烯酰胺凝胶进行垂直电泳分离, 转移

至PVDF膜上, 用含50 g/L牛血清白蛋白(bovine 
serum albumin, BSA)封闭3 h, 加入p21 WAF1/CIP1一

抗, 4℃过夜. 将膜放于TBST稀释的二抗中, 室温

轻摇2 h, 用TBST洗涤3次, 使用辣根过氧化物酶

HRP-ECL发光法进行显影, 结果用以Gel-Doc图
像分析软件进行分析.

统计学处理 统计学多样本均数采用单因素

方差分析, SPSS10.0统计软件处理. 以P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 不同浓度TSA对EC1细胞增殖的影响 EC1细
胞经不同浓度的TSA处理24和48 h后, MTT法检

测细胞增殖变化, 各处理组细胞在TSA的作用下

细胞的A值较对照组下降, EC1细胞的存活率降

低, 增殖受到抑制, 其中0.3 μmol/L TSA组作用24

■研发前沿
核 小 体 中 心 组
蛋 白 的 乙 酰 化
( a c e t y l a t i o n )
和 去 乙 酰 化
(deacetylation)是
调节染色体结构
和基因转录的重
要 修 饰 .  细 胞 及
有机体内组蛋白
的乙酰化和去乙
酰化之间存在动
态 平 衡 ,  从 而 控
制染色质的结构
和调节基因的表
达 .  诸 多 研 究 表
明, 当HDAC过度
表达时, 既可导致
某些特定基因的
非正常抑制, 引起
肿瘤的发生, 因此
HDAC抑制剂成
为肿瘤治疗的新
热点.
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和48 h A值与对照组相比无统计学差异(与对照组相比无统计学差异(P>0.05), 
0.5、1.0 μmol/L TSA组和对照组24和48 h A值与与

对照组均有统计学差异(均均P<0.05, 表1).
2.2 TSA对EC1细胞周期的影响 0.3 μmol/L TSA 
处理细胞后细胞周期与对照组相比, 无明显变

化. 随TSA浓度增加, G0/G1期细胞百分比逐渐

增大 ,  而S期细胞百分比降低 ,  且呈浓度依赖

关系, 与溶剂对照组相比差异均有统计学意义

(P <0.05), 表明细胞被阻滞于G0/G1期(表2, 图1).
2.3 Western blot法检测TSA EC1细胞法检测TSA EC1细胞检测TSA EC1细胞p21 WAF1/CIP1

表达 为了探讨TSA对EC1细胞周期阻滞的分子

机制, 我们检测了细胞周期蛋白p21 WAF1/CIP1, TSA
处理EC1细胞, Western blot检测0.3 μmol/L TSA
引起的p21 WAF1/CIP1的改变和对照组相比无统计学

■应用要点
本研究发现, 一定
浓度的TSA可通
过引起细胞周期
抑制基因p21 WAF1/

CIP1的表达增强导
致食管癌EC1细
胞发生细胞增殖
抑制和细胞周期
G0/G1阻滞 ,  为进
一步探索HDAC
抑制剂对食管癌
治疗奠定了理论
基础.

表 1 不同浓度TSA处理EC1 24和48 h细胞的增殖 (mean±SD)

     
分组

              24 h                   48 h

               A 值  存活率(%)        A 值         存活率(%)

对照组            1.���±0.01           100.00            1.4��±0.04           100.00

TSA(μmol/L)

    0.3      1.�����7±1.��             ��.��            1.4����0±0.0����             ��.05

    0.5      1.107±0.��a            �5.��            1.115±0.0����             74.��      

    1.0      0.�7�±0.44a            �����.11            0.7�4±0.03             5�.����5

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 不同浓度TSA处理EC1细胞的周期 (%, mean±SD)

     分组                        G0/G1                   G2/M                       S   

对照组      �����.1�±0.5�     10.3�±0.�3      �7.50±0.��������

TSA(μmol/L)

    0.3      �����.13±1.33      10.01±1.�5     �7.�����±1.40

    0.5      74.5����±1.34a     10.��±1.17     14.5�±1.�1a

    1.0      77.�����±1.�7a     11.�3±1.�5     10.3�±�.1�a

aP<0.05 vs  对照组.

图 1 不同浓度TSA处理EC1细胞
的周期. A: 对照组; B-D分别为

TSA 0.3, 0.5及1.0 μmol/L.
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差异, 0.5、1.0、1.01.0 μmol/L TSA组较对照组p21 WAF1/CIP1

明显增加(均均P <0.05, 图2), 提示TSA对细胞周期

的抑制至少部分是由于p21 WAF1/CIP1上调引起的.

3  讨论

核小体是最基本的染色体结构 .  核小体中

心组蛋白的乙酰化(a c e t y l a t i o n)和去乙酰化

(deacetylation)是调节染色体结构和基因转录的

重要修饰. 组蛋白乙酰转移酶(histone acetylase, 
HAT)和HDAC是调节染色体结等构和基因表

达的关键激酶. 通过翻译后修饰改变染色体结

构, 尤其是对位于核心组蛋白N-端的赖氨酸的

乙酰化修饰可以改变染色体结构和功能. 一般

情况下, 细胞及有机体内组蛋白的乙酰化和去

乙酰化之间存在动态平衡, 从而控制染色质的

结构和调节基因的表达. 研究表明肿瘤的发病

与组蛋白的乙酰化和去乙酰化这对平衡的紊乱

有着密切关系. HAT可以增加组蛋白的乙酰化

中和组蛋白电荷, 使RNA合成酶、转录因子、

调节因子复合物接近DNA, 使基因更容易表达. 
与之相反, HDAC的去乙酰化作用则由于恢复了

组蛋白正电荷, 从而增加DNA与组蛋白之间的引

力, 使松弛的核小体变得十分紧密, 不利于特定基

因的表达, 包括一些肿瘤抑制基因. 曲古菌素A作

为HDAC抑制剂, 通过改变核小体组蛋白乙酰化

水平来改变染色体的结构, 从而调控了基因的表 
达[5-7]. 诸多研究表明, 当HDAC过度表达时, 既可

导致某些特定基因的非正常抑制, 引起肿瘤的发

生, 因此HDAC抑制剂成为肿瘤治疗的新热点.
本研究发现0.3 μmo/L TSA处理细胞后细胞

周期与对照组相比, 无明显变化. 随TSA浓度增

加, G0/G1期细胞百分比逐渐增大, 而S期细胞百

分比降低. TSA可以使食管癌细胞EC1发生G0/G1

期阻滞从而抑制肿瘤细胞的增殖. 我们又探讨

了TSA引起胞EC1发生G0/G1期阻滞的机制. 利用

Western blot分析当TSA作用于EC1细胞时细胞

周期抑制基因p21 WAF1/CIP1的表达增强且随着药物

浓度增加而增加. 
细胞周期是指细胞从一次分裂结束到下一

次分裂终了的过程, 细胞周期分为G1期, S期, G2 

期和M期, 其中最关键的是S期, 此期细胞进行

DNA倍增和染色体复制, 是增殖的关键时期. 若
发生G1期阻滞, 则细胞无法增殖. 细胞周期的进

程受到一系列周期素依赖激酶(CDK), 周期素依

赖激酶抑制剂(CDKI), 周期素(cyclin)精密的调

控[8-9]. 其中, p21可以和所有的细胞周期蛋白依

赖性激酶(CDK2、4、6)复合物相结合, 是一种

通用的细胞周期依赖性激酶抑制剂, 控制细胞

周期G1/S调控点, 抑制细胞增殖, 在肿瘤的发生

发展发挥重要作用TSA作用于EC1细胞时细胞

周期抑制基因p21 WAF1/CIP1的表达增强, 从而抑制

细胞增殖[10-11]. 由此我们可以看出TSA抑制EC1
增殖的机制之一是由于引起细胞周期抑制基因

p21的表达上调而引起的G1期阻滞.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of seleno-
methionine on the chemosensitivity of gastric 
cancer BGC-803 cells.

METHODS: BGC-803 cells were incubated with 
cisplatin alone or in combination with seleno-
methionine of different concentrations. Cell 
proliferation was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay. The expression of sele-
noprotein P in BGC-803 cells was detected by 
immunohistochemistry using the streptavidin-
peroxidase method.

RESULTS: The proliferation of cells incubated 
with cisplatin in combination with selenome-
thionine was more significantly inhibited when 
compared with cells incubated with cisplatin 
alone or blank controls (all P < 0.05), and the 
inhibitory actions were concentration- and time-
dependent. The most marked inhibitory effect 
appeared 72 hours after incubation with cisplatin 

(40 mg/L) and selenomethionine (20 mmol/L). 
Selenium addition during cisplatin treatment 
could increase the expression of selenoprotein P 
in BGC-803 cells.

CONCLUSION: Selenomethionine can increase 
the inhibitory action of cisplatin on the prolifera-
tion of BGC-803 cells, which provides a theoreti-
cal basis for use of selenomethionine in adjuvant 
chemotherapy of gastric cancer. Selenoprotein P 
expression level may be used as a parameter for 
measuring chemosensitivity of gastric cancer cells.

Key Words: Selenomethionine; Gastric cancer; Cis-
platin; Selenoprotein P
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摘要
目的: 探讨硒蛋氨酸对胃癌细胞BGC-803化疗
敏感性的影响. 

方法: 用MTT法检测不同浓度的硒蛋氨酸对
胃癌细胞BGC-803化疗敏感性的影响; 免疫
组织化学S P法检测化疗时补硒对胃癌细胞
BGC-803中硒蛋白P表达的影响. 

结果: 各浓度顺铂加硒蛋氨酸对胃癌细胞
BGC-803的增殖均有明显抑制作用, 与单用
同浓度顺铂组及空白对照组比较有差异性(均
P <0.05), 且呈一定的浓度、时间依赖性, 当顺
铂加硒蛋氨酸浓度为40 mg/L+20 mmol/L作用
72 h对胃癌细胞BGC-803的增殖抑制作用最
强; 同时, 化疗时补充硒蛋氨酸能增强胃癌细
胞BGC-803中硒蛋白P的表达.

结论: 硒蛋氨酸可增强顺铂对胃癌细胞BGC- 
803增殖的抑制作用, 为其作为胃癌化疗的辅
助剂提供了理论依据; 硒蛋白P可能成为衡量
胃癌化疗敏感性的指标之一.

关键词�� 硒蛋氨酸; 胃癌; 顺铂; 硒蛋白P

陈晋, 吴清明. 硒蛋氨酸对胃癌细胞BGC-803化疗敏感性的影
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■背景资料
胃癌的发病率和
死亡率都非常高, 
单纯的手术治疗
效果不佳, 而化疗
的不良反应又太
大. 如何选择效率
高, 不良反应小的
方案一直是肿瘤
医生不断追求的
目标. 硒是人体所
必需的营养元素, 
同时也是一种广
泛的抗癌因子, 目
前人们对硒的研
究, 主要侧重于他
的癌症化疗辅助
剂作用.

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
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0  引言

胃癌因在我国各类恶性肿瘤中的高发病率及高

死亡率而倍受关注, 由于胃癌单纯的手术治愈

率不高, 且易出现复发或转移, 因此, 化疗已成

为其主要的治疗手段之一, 但其不良反应太大, 
很多患者不能完成治疗[1-2]. 如何选择效率高, 不
良反应小的方案一直是肿瘤医生不断追求的目

标. 硒是人体所必需的营养元素, 同时也是一

种广泛的抗癌因子, 目前人们对硒的研究, 主
要侧重于作为癌症化疗辅助剂的作用. 硒能明

显降低化疗药物的不良反应, 并且在协同化疗

药物抗肿瘤方面发挥着重要的作用[3-5]. 本实验

的目的在于观察硒蛋氨酸对体外培养胃癌细胞

BGC-803化疗敏感性的影响, 为探讨其作为胃癌

化疗的辅助剂提供理论依据; 同时, 观察了化疗

时补充硒蛋氨酸对胃癌细胞BGC-803中硒蛋白P
的表达的影响, 也为硒蛋白P可能成为衡量胃癌

化疗敏感性的指标之一提供了一定的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基、MTT购自Gibco
公司; 胎牛血清购自杭州四季青; 胰蛋白酶购

自Biosharp公司; 硒蛋氨酸(selenomethionine)、
DMSO购自Sigma公司; 兔抗硒蛋白P抗体购自

Santa公司; 顺铂购自齐鲁制药有限公司; 免疫组

织化学试剂盒及DAB显色液均购于福州迈新生

物技术有限公司; 人胃癌细胞BGC-803由武汉科

技大学分子生物学实验室提供. 超净工作台(苏
州苏净集团安泰空气技术有限公司SW-CJ-2FD
型), 恒温CO2培养箱(SANYO Mco-15AC), 倒置

显微镜(Olympus), 酶标仪(metertech E960), 离心

机(LD5-2A).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 胃癌细胞BGC-803常规培养于

RPMI 1640(含100 mL/L胎牛血清)中, 置37℃、50 
mL/L CO2培养箱内培养, 注明细胞名称及日期.
1.2.2 MTT法检测不同浓度的硒蛋氨酸对胃癌细

胞BGC-803化疗敏感性的影响: 取对数生长期的

胃癌BGC-803细胞, 按每孔1×104个/mL细胞的密

度接种于96孔板中, 24 h后换液, 加入顺铂10 mg/
L+硒蛋氨酸5 mmol/L, 顺铂20 mg/L+硒蛋氨酸10 
mmol/L, 顺铂30 mg/L+硒蛋氨酸15 mmol/L, 顺铂

40 mg/L+硒蛋氨酸20 mmol/L, 顺铂50 mg/L+硒

蛋氨酸25 mmol/L, 设单用同样浓度的顺铂为阴

性对照组, 只接种细胞未加试剂为空白对照组, 
每组每个浓度每个时间点6个复孔, 置37℃、50 
mL/L CO2培养箱内培养, 注明细胞名称及同期, 
明确每个孔所加入的试剂, 以免混淆. 于24、
48、72、96 h后吸去上清, 并用PBS清洗1遍后加

入RPMI 1640培养液, 再将MTT溶液(5 g/L)10 µL
加入至每孔, 继续在37℃、50 mL/L CO2培养箱

内孵育4 h后弃上清, 每孔加入100 µL DMSO, 放
入摇床轻轻振荡10 min, 使结晶物充分溶解, 在
590 nm波长酶标仪上测定吸光度(A值)[6].
1.2.3 细胞爬片免疫组织化学SP法观察补硒蛋氨

酸对胃癌细胞BGC-803中硒蛋白P表达的影响: 
(1)细胞爬片: 将灭菌后的盖玻片放入无菌6孔板

的影响内, 取对数生长期的胃癌BGC-803细胞, 按
1×104个/mL细胞的密度接种于6孔板内盖玻片

的中央, 每孔90 µL, 置37℃、50 mL/L CO2培养

箱内孵育2 h后, 加入含RPMI 1640培养液(含100 
mL/L胎牛血清)继续培养, 24 h后吸去培养液, 按
照MTT法测出的最佳顺铂+硒蛋氨酸浓度处理实

验组细胞, 单用同样浓度的顺铂为阴性对照组, 
只接种细胞未加试剂为空白对照组, 每组6个复

孔, 继续在37℃、50 mL/L CO2培养箱内培养后取

出进行免疫组织化学实验. (2)SP免疫组织化学: 
将细胞爬片在六孔板里用PBS浸洗, 然后40 g/L多
聚甲醛固定1-2 h后, 依次加3% H2O2-甲醇封闭、

一抗和二抗, 以DAB为显色剂SP免疫组织化学法

检测胃癌细胞BGC-803中硒蛋白P的表达. (3)胃
癌细胞BGC-803染色阳性率计算方法: 以细胞质

或细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性表达判断依据, 
每张细胞爬片随即选取5个高倍(×400)视野, 并
计数5个视野中的细胞总数及阳性表达的细胞数, 
计算出每张爬片上阳性细胞百分率作为标记指

数(阳性细胞数/细胞总数×100%)[7-8].
统计学处理 SPSS11.5统计软件进行分析, 

所有计数资料以mean±SD表示, 均数间差异采

用方差分析, 两两比较采用t检验, 显著性水准为

0.05.

2  结果

2.1 胃癌细胞BGC-803的增殖 各组浓度顺铂加

硒蛋氨酸对胃癌细胞BGC-803的增殖均有明显

抑制作用, 与单用同浓度顺铂组及空白组比较

有统计学差异(均均P <0.05), 且呈一定的浓度、时

间依赖性, 用顺铂加硒蛋氨酸浓度为40 mg/L+20 
mmol/L处理胃癌细胞BGC-803 72 h后, 对该细

■相关报道
大量的流行病学
表明, 硒水平的各
种参数与胃癌、

食管癌、结直肠
癌及膀胱癌等呈
负关联. 但因为硒
与其他的必需元
素一样, 他的生物
学效应具有双向
性, 一方面缺硒会
引起异常反应, 另
一方面高浓度的
硒又可引起中毒
反应, 所以目前硒
在肿瘤化疗中仅
作为辅助剂使用.
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胞的增殖抑制作用最明显. 但考虑该浓度处理

胃癌细胞BGC-803 48 h及以后, 细胞状态不好, 
故用该浓度处理24 h进行后面的实验(表1).
2.2 硒蛋白P的表达 顺铂加硒蛋氨酸浓度为40 
mg/L+20 mmol/L和单用同样浓度顺铂处理胃癌

细胞BGC-803 24 h后, 以及未经药物处理的胃癌

细胞BGC-803培养24 h后, 通过SP免疫组织化学

观察, 阳性反应的胃癌细胞BGC-803胞质或胞

膜出现棕黄色、黄色或浅黄色小均匀颗粒. 顺
铂加硒蛋氨酸处理的细胞呈现最强的阳性反应; 
仅经顺铂处理的细胞阳性反应次之; 而未经任

何试剂处理的细胞则阳性反应最弱(图1). 进一

步在40×显微镜下随机选取5个视野进行阳性视野进行阳性进行阳性

细胞记数并计算阳性细胞率, 空白组阳性细胞

表达率为37.5%±2.345%, 顺铂组阳性细胞表达

率为42.5%±1.643%, 顺铂加硒蛋氨酸组阳性细

胞表达率为46.167%±1.471%. 空白组与顺铂组

间(t  = -4.277, P  = 0.002)、顺铂组与顺铂加硒蛋

氨酸组间(t  = 4.071, P  = 0.002)、空白组与顺铂

加硒蛋氨酸组间(t  = 7.667, P  = 0.000)阳性细胞

表达率不同, 差异均有统计学意义.

3  讨论

微量元素在人体内的含量虽然很少, 但对人体

健康却起着重要的作用. 他们作为酶、激素、

核酸的成分, 参与生命的代谢过程. 从某种意

义上说, 微量元素比维生素对机体更重要. 硒
之所以对肿瘤的预防与治疗起着重要作用, 主
要原因是其能改善免疫功能, 提高机体抵抗力

和抗氧化能力, 能阻断肿瘤血管形成, 防止肿瘤

复发、转移. 由于硒所具备的生物学功能, 因而

吸引了大批专家学者就硒与癌症的关系进行了

大量包括在动物和人体的实验研究. 大量的流

行病学表明, 硒水平的各种参数与胃癌、食管

癌、结直肠癌及膀胱癌等呈负关联[1,9-11]. 但因为

硒与其他的必需元素一样, 他的生物学效应具

有双向性, 一方面缺硒会引起异常反应, 另一方

面高浓度的硒又可引起中毒反应, 所以目前硒

在肿瘤化疗中是作为辅助剂使用. 硒作为一种

必需的微量元素, 其重要的生理功能主要由已

知的约12种硒蛋白发挥, 而硒蛋白P是主要的血

浆硒蛋白, 所以硒蛋白P被作为反应人体内硒水

平的一个很好的指标进一步探讨硒与肿瘤的关

系[12-14]. 
本研究显示, 各组浓度顺铂加硒蛋氨酸对

胃癌细胞BGC-803的增殖均有明显抑制作用, 
与单用同浓度顺铂组及空白对照组比较有统计

学意义(P <0.05), 且呈一定的浓度、时间依赖

性; 随着浓度的增加, 时间的延长, 对胃癌细胞

BGC-803的增殖抑制作用更明显. MTT结果显示, 
在顺铂加硒蛋氨酸浓度为40 mg/L+20 mmol/L处
理胃癌细胞BGC-803 72 h后, 对该细胞的增殖抑

制作用最明显, 与单用同浓度的顺铂组及未经

任何处理的该细胞组有统计学差异. 用该浓度

处理胃癌细胞BGC-803和单用同样浓度顺铂处

理胃癌细胞BGC-803 24 h, 以及未经药物处理的

胃癌细胞BGC-803培养24 h后, 免疫组织化学结

果显示, 阳性反应的胃癌细胞BGC-803胞质或胞

■创新盘点
本研究观察了硒
蛋 氨 酸 对 体 外
培 养 胃 癌 细 胞
BGC-803化疗敏
感性的影响和化
疗时补充硒蛋氨
酸 对 胃 癌 细 胞
BGC-803中硒蛋
白 P 的 表 达 的 影
响, 为硒蛋白P可
能成为衡量胃癌
化疗敏感性的指
标之一提供了一
定的理论依据.

表 1 硒蛋氨酸、顺铂对胃癌细胞BGC-803敏感性检测 (mean±SD, A , n  = 6)

     
分组             24 h                  48 h      72 h           96 h

空白组    0.617±0.073                0.673±0.071                0.735±0.053                0.781±0.044            

顺铂组(mg/L)

    10    0.532±0.055d               0.495±0.073d               0.475±0.135d               0.444±0.105d            

    20    0.502±0.053d               0.445±0.086d               0.423±0.050d               0.393±0.010d     

    30    0.464±0.008d               0.377±0.010d               0.371±0.010d               0.341±0.020d      

    40    0.413±0.017d               0.352±0.019d               0.261±0.014d               0.253±0.014d    

    50    0.389±0.016d               0.324±0.013d               0.251±0.018d               0.247±0.013d     

硒蛋氨酸+顺铂组

    5 mmol/L+10 mg/L  0.487±0.027b               0.387±0.024b               0.231±0.010b               0.206±0.026a     

    10 mmol/L+20 mg/L  0.412±0.016b               0.296±0.023b               0.197±0.013a               0.195±0.026a

    15 mmol/L+30 mg/L  0.376±0.014b               0.168±0.016a               0.163±0.011a               0.169±0.027a  

    20 mmol/L+40 mg/L  0.309±0.017b               0.160±0.018a               0.158±0.007a               0.157±0.015a

    25 mmol/L+50 mg/L  0.245±0.024b               0.156±0.012a               0.154±0.014a               0.151±0.006a

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  硒蛋氨酸+顺铂组.
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膜出现棕黄色、黄色或浅黄色小均匀颗粒. 顺
铂加硒蛋氨酸处理的细胞呈现最强的阳性反应; 
仅经顺铂处理的细胞阳性反应次之; 而未经任

何试剂处理的细胞则阳性反应最弱. 进一步在

每张细胞爬片上随即选取5个高倍(×400)视野, 
并计数5个视野中的细胞总数及阳性表达的细

胞数, 得出阳性细胞百分率顺铂加硒蛋氨酸处

理的阳性细胞表达率最高, 仅经顺铂处理的阳

性细胞表达率次之; 而未经任何试剂处理的阳

性细胞表达率最低, 有统计学意义. 
因此, 我们认为硒蛋氨酸可增强顺铂对胃

癌细胞BGC-803增殖的抑制作用; 而硒蛋白P的
表达与胃癌细胞增殖呈负相关, 这为硒蛋白P能
否成为胃癌化疗敏感性的指标之一提供了一定

的理论依据.
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■应用要点
本 研 究 提 示 ,  硒
蛋氨酸可增强顺
铂 对 胃 癌 细 胞
BGC-803增殖的
抑制作用; 而硒蛋
白P的表达与胃癌
细胞增殖呈负相
关, 这为硒蛋白P
能否成为胃癌化
疗敏感性的指标
之一提供了一定
的理论依据.

图 1 胃癌细胞BGC-803中硒蛋白P的表达(免疫组织化学染色). A: 空白对照组低倍镜(×200); B: 空白对照组高倍镜(×400); 

C: 顺铂组低倍镜(×200); D: 顺铂组高倍镜(×400); E: 硒蛋氨酸加顺铂组低倍镜(×200); F: 硒蛋氨酸加顺铂组高倍镜(×400).
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2008 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
                                                                   总被引频次                   影响因子                   

                                                          数值      学科排名       离均差率 数值       学科排名     离均差率

1170 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY        7 41 -0.99  0.043  41            -0.92 

G275 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY 5432   1   3.71  0.792    6              0.52 

G803 肝脏       586 25 -0.49  0.594  11              0.14 

G938 国际呼吸杂志      645 22 -0.44  0.294  34            -0.43 

G415 国际内分泌代谢杂志      663 20 -0.43  0.379  28            -0.27 

G501 临床肝胆病杂志      582 27 -0.50  0.441  22            -0.15 

G658 临床荟萃     1709   8   0.48  0.356  32            -0.32 

G257 临床内科杂志      875 16 -0.24  0.412  24            -0.21 

G855 临床消化病杂志      314 32 -0.73  0.294  34            -0.43 

G261 临床心血管病杂志      836 17 -0.28  0.371  29            -0.29 

G293 临床血液学杂志      408 31 -0.65  0.329  33            -0.37 

G491 岭南心血管病杂志      161 39 -0.86  0.158  40            -0.70 

G662 内科急危重症杂志      308 34 -0.73  0.279  36            -0.46

G523 内科理论与实践        34 40 -0.97  0.171  39            -0.67 

G746 实用肝脏病杂志      312 33 -0.73  0.562  14              0.08 

G190 世界华人消化杂志    2480   6    1.15  0.547  17 0.05 

G800 胃肠病学       619 23 -0.46  0.621  10              0.19 

G326 胃肠病学和肝病学杂志      580 28 -0.50  0.415  23            -0.20 

G083 心肺血管病杂志      246 37 -0.79  0.361  31            -0.31 

G419 心血管病学进展      585 26 -0.49  0.410  25            -0.21 

G260 心脏杂志       553 29 -0.52  0.406  26            -0.22 

G610 胰腺病学       268 35 -0.77  0.366  30            -0.30 

G234 中国动脉硬化杂志      934 15 -0.19  0.557  16 0.07 

G267 中国实用内科杂志    2309   7   1.00  0.487  20            -0.06 

G211 中国糖尿病杂志    1567 11   0.36  0.570  13 0.10

G380 中国心血管杂志      256 36 -0.78  0.225  37            -0.57 

G203 中国心脏起搏与心电生理杂志     657 21 -0.43  0.562  14 0.08 

G633 中国血液净化      680 19 -0.41  0.546  18 0.05 

G119 中国循环杂志      694 18 -0.40  0.406  26            -0.22 

G231 中华肝脏病杂志    3283   4   1.84  1.119    2 1.15 

G235 中华高血压杂志    1168 14   0.01  0.730    8 0.40 

G639 中华老年多器官疾病杂志     166 38 -0.86  0.207  38            -0.60 

G876 中华老年心脑血管病杂志     588 24 -0.49  0.442  21            -0.15 

G155 中华内分泌代谢杂志    1612 10   0.40  0.897    5 0.73 

G156 中华内科杂志    3484   3   2.02  0.788    7 0.52 

G161 中华肾脏病杂志    1643   9   0.42  1.068    3 1.05 

G285 中华消化内镜杂志    1314 13   0.14  0.578  12 0.11 

G168 中华消化杂志    2571   5   1.23  1.025    4 0.97 

G892 中华心率失常学杂志      494 30 -0.57  0.657    9 0.26 

G170 中华心血管病杂志    4186   2   2.63  1.375    1 1.64 

G172 中华血液学杂志    1501 12   0.30  0.489  19            -0.06 

 平均值     1154   0.520   

以上数据摘自2009年�《中国科技期刊引证报告》(核心�). 科学技术文献��社, 177-178.
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803化疗敏感性 , 
结论有一定参考
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Abstract
AIM: To evaluate the role of esophageal motility 
in the development of laryngopharyngeal 
reflux.

METHODS: Esophageal manometry and 24-hour 
esophageal pH monitoring were performed in 
22 patients suffering from reflux laryngitis (LPR 
group) caused by gastroesophageal reflux and 
23 patients with typical gastroesophageal reflux 
symptoms (acid regurgitation and heartburn) 
but without laryngitis-related symptoms (GERD 
group).

RESULTS: The upper esophageal sphinc-
ter (UES) pressure and the contractile force 
of esophageal segment 8 cm above the lower 
esophageal sphincter (LES) in the LPR group 
were significantly lower than those in the GERD 
group (41.23 ± 19.61 mmHg vs 55.82 ± 20.51 
mmHg, P = 0.009; 58.77 ± 30.84 mmHg vs 77.40 
± 36.12 mmHg, P = 0.035). No significant dif-
ferences were noted in UES length, LES length, 

LES pressure and the contractile force of the 
remaining segments of the esophagus (3, 13, and 
18 cm above LES) between the two groups. The 
incidence of pathological acid reflux in the LPR 
group was significantly lower than that in the 
GERD group (χ2 = 3.979, P = 0.046).

CONCLUSION: UESP and the contractile force 
of the lower esophagus play an important role in 
preventing the development of laryngopharyn-
geal reflux.

Key Words: Gastroesophageal reflux; Laryngopha-
ryngeal reflux; Esophageal manometry; 24-hour 
esophageal pH monitoring

Ma JY, Qi Y, Di Y, Miao L. Role of esophageal motility 
in the development of laryngopharyngeal reflux. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 3543-3546

摘要
目的: 探讨食管动力在咽喉反流发生过程中
的作用. 

方法: 对怀疑由胃食管反流引起的22例反流
性咽喉炎患者(LPR组)和存在典型食管反流症
状(反酸烧心)却没有咽喉炎症状的23例胃食
管反流病患者(GERD组)进行食管压力测定和
24 h食管pH监测. 

结果: LPR组的食管上括约肌压力(UESP)和
距食管下括约肌(LES)8 cm处的食管收缩力明
显低于GERD组(41.23±19.61 mmHg vs  55.82
±20.51 mmHg; 58.77±30.84 mmHg vs  77.40
±36.12 mmHg, P  = 0.009, 0.035), 2组的食管
上括约肌长度(UESL)、食管下括约肌长度
(LESL)、食管下括约肌压力(LESP)和食管其
余各段(距LES 3、13、18 cm)的收缩力无明
显差异. LPR组病理性酸反流的发生率明显低
于GERD组(χ2 = 3.979, P  = 0.046), 差异有统计
学意义.

结论: UESP和食管下段的收缩力在阻止咽喉
反流的发生中起重要作用.

关键词�� 胃食管反流; 咽喉反流; 食管测压; 24-小
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■背景资料
胃食管反流导致
反流性咽喉炎的
发生机制十分复
杂, 并不是所有胃
食管反流都引起
咽喉反流. 国内针
对食管动力在咽
喉反流发生中的
作用研究较少.

■同行评议者
施诚仁, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
小 儿 外 科 ;  迟 宝
荣, 教授, 吉林大
学第一医院消化
内科
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0  引言

胃食管反流(gastroesophageal reflux, GER)是
指胃内容物通过食管下括约肌反流入食管. 咽
喉反流(laryngopharyngeal reflux, LPR)是指胃

内容物反流至食管上括约肌(upper esophageal 
sphincter, UES)以上的咽喉部. GER有复杂的病

理特点, 可引起多种临床症状. 食管症状(典型表

现)主要为反酸和胸骨后烧灼感等. 食管外症状

(非典型表现)主要累及呼吸系统, 表现为咽部异

物感、慢性咳嗽、哮喘等. 食管症状感知和食

管外症状感知的机制主要有胃酸和胃蛋白酶对

食管和呼吸道黏膜的直接刺激及迷走神经反射

等. 目前, 食管动力在防止LPR的发生中所起的

作用研究甚少. 本研究对这一问题做出分析, 以
探讨食管动力在LPR发生中所起的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2006-05/2009-05在我院胃肠动力

检查室接受食管动力检查疑似GERD导致食管

外症状的患者22例为LPR组, 其中男11例, 女11
例, 年龄27-83岁. 症状表现为咽部异物感11例, 
慢性咳嗽10例, 阵发哮喘1例, 均经耳鼻喉科专

科医师确诊慢性咽喉炎症, 经传统清热抗炎等

治疗无明显效果, 怀疑GERD引起. 另随机选取

在我院胃肠动力检查室接受检查的症状表现

为反酸烧心但无食管外症状的患者23例作为

GERD组, 男14例, 女9例, 年龄39-83岁. 2组在性

别年龄无统计学差异. 这些患者均除外了糖尿

病、结缔组织疾病、甲亢甲减等全身性疾病, 
无消化系手术史. 
1.2 方法 
1.2.1 食管测压: 检查前1 wk停用抑酸药、胃

肠促动力药, 检查前至少禁食8 h, 应用高分辨

四通道毛细灌注测压系统(Polygraf ID, 瑞典

Medtronic公司生产), 采用定点牵拉法分别测

定受检者食管上括约肌压力(upper esophageal 
sphincter pressure, UESP), 食管下括约肌压力

(lower esophageal sphincter pressure, LESP), 食管

上括约肌长度(upper esophageal sphincter length, 
UESL), 食管下括约肌长度(lower esophageal 
sphincter length, LESL). 湿咽5-10次(每次咽水5 
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mL, 间隔30 s), 测量食管体部各段(分别距LES上
缘3、8、13、18 cm)的收缩幅度, 取其平均值. 
1.2.2 食管p H监测 :  测压结束后应用便携式

动态pH监测记录仪(Digitrapper pH 400, 瑞典

Medtronic公司生产)行24 h食管pH监测, 电极选

用单通道锑电极, 电极置于LES上缘5 cm处(据
食管测压结果配合牵拉法定位), 记录24 h, 记录

仪自动计算出Demeester积分. pH<4时间百分比

>4%或Demeester积分≥14.72为病理性酸反流. 
统计学处理  应用S P S S11.0统计分析软

件, 采用组间比较t检验, 计数资料采用χ2检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

与GERD组相比, LPR组的UESP和距LES上8 cm
处食管收缩力明显降低, 差异有统计学意义(P  = 
0.009, 0.035). 2组UESL、LESL、LESP和距LES 
3、13、18 cm处食管体部的收缩压力无明显差

异(P >0.05, 表1). LPR组有18例接受了食管pH监

测, 其中7例存在病理性酸反流, 占38.9%. GERD
组有22例接受pH监测, 14例存在病理性酸反流,有22例接受pH监测, 14例存在病理性酸反流, 
占63.6%. 两组相比具有统计学意义(χ2 = 3.979, 
P  = 0.046).

3  讨论

GERD是国内外常见的消化系疾病之一, 其典型

症状为反酸和烧心, 有的患者也出现反食和胸

痛. 近年来研究表明, 相当一部分咽喉部疾病(如
咽喉炎)是有GERD引起, 症状表现为咽部异物

感、咽喉痛、慢性咳嗽、声音嘶哑等[1-2]. 据研

究估计, 来耳鼻喉科门诊就诊的患者中约有10%
存在LPR的症状和体征[3]. GER也是消化系和呼

吸道柱状细胞癌的重要致病因素[4]. 
目前, GERD出现食管外症状的确切发生

机制尚未阐明, 推断其发生可能由于胃内容物

“冲破”LES与UES, 胃内的酸性物质或胃蛋

白酶与咽喉部黏膜直接接触并引起组织损伤所 
致[5]; 食管远端酸反流刺激通过迷走反射可引起

清嗓动作或咳嗽, 最终也可导致咽喉部病变和

症状[6]. 咽喉部症状与反酸、烧心等食管内症状

并不是同时出现. 龚齐 et al [7]统计发现持续不愈

的慢性咽喉炎患者中, GERD占34.6%, 而同时

具有反酸、上腹部烧灼感等消化系症状者仅占

9.2%, 由此可见反流性咽喉炎患者中绝大多数

无典型的食管症状, 胃内容物是否反流入咽喉

部与反流入食管内的量并无相关性. 常规食管

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前治疗反流性
咽喉炎主要应用
抑酸促胃动力等
治疗胃食管反流
的方法, 多数研究
集中在抑酸药的
应用疗程及疗效
方面, 尚无根本性
阻断反流物从食
管进入咽喉部的
措施.
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下段pH监测对GERD食管外表现的阳性预测值

不高[8]. 我们也得出一致结论: LPR组病理性酸

反流的出现率明显低于GERD组, 但却出现了反

流性咽喉炎. 与食管相比, 喉部黏膜本身对胃酸

的损伤更为敏感, 缺乏对胃酸的抵抗机制. 在这

方面已经有许多动物模型被证实[9]. 以上研究均

提示: 对反流性咽喉炎的诊断不应参照GERD的

一些诊断标准如问卷调查、食管下段pH监测等.
目前双通道24 h pH监测被认为是诊断LPR

的金标准. 远端电极(pH1)位置在LES上缘5 cm, 
近端电极(pH2)在UES上缘, 但距UES的距离目

前尚未形成定论. 国外有学者认为, 24 h内近端

食管pH<4时间百分比大于1%可视为近端食管

pH异常[10]. Jacob et al [11]发现反流性咽喉炎患者

食管近端酸暴露时间显著长于正常对照组. 发
生LPR的先决条件是发生了GER, 而并不是所有

的GER都会进一步导致LPR, 那么阻挡进入食管

的胃内容物进入咽喉部的屏障有哪些呢? 抵抗

胃酸反流入咽喉部的机制有横膈脚、下食管括

约肌、食管体部的蠕动、食管上括约肌和上食

管反射等. 目前国内外在针对食管动力在LPR的
发生中所起的作用方面研究甚少. 陈军 et al发现

咽异感症患者存在UES高压[12]. 亦有报道促动力

药物联合H2受体拮抗剂在治疗GERD相关咽喉

部症状取得了较好疗效[13], 全消化系动力药替加

色罗也能明显改善病理性酸反流阳性咽喉炎患

者的临床症状[14]. Fouad et al [15]回顾了98例有呼

吸道症状的GERD患者, 并与66例有烧心但无食

管外表现的GERD患者进行对照, 发现两组患者

中均存在无效食管运动, 但有呼吸道症状患者

发生无效食管运动的数量明显高于单纯烧心的

患者. 我们分析了有典型食管症状而无咽喉炎

的GERD组和LPR组的食管动力, 发现食管上括

约肌的压力和食管下段(距LES 8 cm处)的收缩

力在LPR组明显下降, 而LES及其余食管各处的

收缩压力2组无明显差异. 2组病理性酸反流的

出现率为38.9%和63.6%, LPR组明显低于GERD
组, 说明阻止胃内容物反流入咽喉部的关键因

素是食管上括约肌的屏障作用和食管下段的清

除力. 如果UESP下降, 则反流物冲破UES进入咽

喉部的几率增大, 进一步导致反流性咽喉炎. 食
管下段收缩力在防止反流物继续反流入咽喉部

也起重要作用. 因此, 积极寻找提高UESP和提高

食管下段收缩力的治疗方法将可能对防止LPR
的发生起到重要作用.
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Abstract
AIM: To observe the effects of adefovir dipivoxil 
in combination with Marine Capsules on 
hepatitis B virus (HNV) replication and T 
lymphocyte subsets in patients with hepatitis 
B surface antigen (HbeAg)-positive chronic 
hepatitis B (CHB).

METHODS: One hundred and six patients with 
CHB were randomly divided into control group 
(n = 46) and treatment group (n = 60). Patients 
in the control group received adefovir dipivoxil 
alone, while those in the treatment group re-
ceived both adefovir dipivoxil and Marine Cap-
sules. The period of treatment was 48 weeks.

RESULTS: At the end of treatment, the negative 

conversion rates of HBV DNA and HBeAg and 
HBeAg/anti-HBe seroconversion rate were sig-
nificantly higher in the treatment group than in 
the control group (71.67% vs 32.61%, 53.33% vs 
15.22%, and 45.00% vs 13.04%, respectively; all 
P < 0. 05). The percentages of CD4+ and CD4+/
CD8+ T lymphocytes were significantly higher 
in the treatment group than in the control group 
(38.61% ± 5.28% vs 30.16% ± 5.11%, and 1.52% ± 
0.32% vs 0.73% ± 0.30%, respectively; both P < 
0.05).

CONCLUSION: Adefovir dipivoxil in combi-
nation with Marine Capsules can significantly 
improve efficacy and increase the percentages of 
CD4+ and CD4+/CD8+ T lymphocytes in patients 
with CHB.

Key Words: Adefovir dipivoxil; Marine; Chronic 
hepatitis B; T lymphocyte subset

Tu YH, Ma Y, Li SS. Effects of adefovir dipivoxil in 
combination with Marine Capsules on HBV replication 
and T lymphocyte subsets in patients with chronic 
hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 
3547-3549

摘要
目的: 探讨阿德福韦酯联合苦参素抗病毒治
疗对HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者病毒复制
指标及T淋巴细胞亚群的影响. 

方法: 将106例慢性乙型肝炎患者随机分为治
疗组和对照组. 治疗组60例, 给予阿德福韦酯
联合苦参素胶囊治疗; 对照组46例, 单用阿德
福韦酯治疗; 2组疗程均为48 wk.

结果: 疗程结束后, 组HBV DNA、HBeAg阴
转率以及HBeAg/抗HBe转换率显著高于对
照组, 差异有统计学意义(71.67% vs  32.61%; 
53.33% vs  15.22%; 45.00% vs  13.04%, 均
P <0.05); 治疗组CD4+以及CD4+/CD8+也较对
照组明显升高, 差异有统计学意义(38.61%±

5.28% vs  30.16%±5.11%; 1.52%±0.32% vs  
0.73%±0.30%, 均P <0.05).
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■背景资料
乙型肝炎的治疗, 
抗病毒是关键. 目
前公认有效的抗
病毒药物有干扰
素类和核苷类似
物 类 ,  但 干 扰 素
副作用大, 价格昂
贵 ,  拉 米 夫 定 变
异 率 较 高 ,  恩 替
卡韦、替比夫定
价格较贵, 均限制
了这些药物的广
泛应用. 阿德福韦
酯因其安全、有
效、廉价的特点, 
目前在临床已经
逐渐替代拉米夫
定成为一线抗病
毒药物. 但临床发
现, 阿德福韦酯亦
有其不足之处, 其
抗病毒作用在不
同个体中差异较
大, 尤其在病毒载
量较高时, 其HBV 
D N A 阴 转 率 及
HBeAg/抗HBe转
换率均较低, 探讨
通过联合用药提
高阿德福韦酯抗
病毒疗效对广大
乙型肝炎患者具
有重要意义.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科



结论: 阿德福韦酯与苦参素联合应用可显著
提高疗效, 并能显著改善慢性乙型肝炎患者外
周血T淋巴细胞亚群状态.

关键词�� 阿德福韦酯; 苦参素; 慢性乙型肝炎; T淋

巴细胞亚群
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0  引言

乙型肝炎的发病机制主要是机体免疫系统清

除HBV而引发的免疫病理改变. 对慢性乙型肝

炎(chronic hepatitis B, CHB)的自然史研究表

明, 慢性HBV感染者病情进展和预后与HBV复

制密切相关. T淋巴细胞亚群的平衡在机体清除

HBV过程中起决定作用[1-2]. 阿德福韦酯可明显

抑制HBV DNA复制, 耐药率低, 已成为一线抗

HBV药物之一, 但其抑制作用在不同个体中差

异较大, 尤其在高病毒载量(HBV DNA≥1×107 
copies/mL)患者中, HBV DNA阴转率及HBeAg/
抗HBe转换率均较低. 本研究中采用阿德福韦酯

联合苦参素治疗HBV DNA阳性CHB患者60例, 
观察治疗前后HBV DNA及外周血T细胞亚群的

变化, 并与对照组比较, 探讨通过联合用药提高

阿德福韦酯抗病毒疗效的可行性及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 中国人民解放军第123医院肝病中心

门诊及住院的CHB患者106例, 其中男78例, 女
28例, 年龄18-52(平均33.5)岁. 所有病例均符合

2000年西安修订《病毒性肝炎防治方案》的诊

断分型标准[3], 同时HBV DNA≥105 copies/mL 
(荧光定量PCR), 且排除甲、丙、丁、戊和庚型

肝炎病毒的感染, 入选前未使用过干扰素、胸

腺肽等免疫调节剂. 入选病例随机分为2组. 2组
患者在年龄、性别、病程及实验室检查方面具

有可比性.
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 对照组给予阿德福韦酯胶囊(江苏正

大天晴药业股份有限公司)10 mg, 口服, 每天1
次, 疗程48 wk. 治疗组给予阿德福韦酯胶囊和苦

参素胶囊(江苏正大天晴药业股份有限公司), 其
中阿德福韦酯胶囊10 mg, 口服, 每天1次, 疗程48 
wk, 苦参素胶囊0.2 g, 口服, 每天3次, 疗程48 wk.
1.2.2 HBV DNA的检测: 采用荧光定量PCR法, 
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由专人按照仪器操作规程和试剂盒说明书操作. 
1.2.3 HBeAg及抗HBe的检测: 采用荧光放射免

疫法, 由专人按照仪器操作规程和试剂盒说明

书操作. 
1.2.4 T细胞亚群的检测: 采用FACScalibur流式

细胞仪(美国BD公司生产)检测外周血T细胞亚

群. 采取患者外周血2 mL, 肝素钠抗凝; 分别加

入三色标记的单克隆抗体(CD3/FITC, CD4/APC, 
CD8/PE)10 μL及60 μL全血; 充分混匀, 4℃下避

光30 min后加含2.5% FBS的PBS 2.5 mL离心洗

去多余抗体; 破红, 再次离心洗涤, 弃上清, 细胞

以10 g/L多聚甲醛重悬, 流式细胞仪检测.
统计学处理 所有试验数据采用应用mean±

SD表示, SPSS统计软件进行统计学处理, 率的

比较采用χ2检验, 均数比较采用t检验.

2  结果

2.1 治疗后HBV DNA及HBeAg/抗HBe的变化 治
疗组的HBV DNA、HBeAg转阴率以及HBeAg/
抗HBe血清转换率明显高于对照组(表1).
2.2 治疗前后外周血T淋巴细胞亚群的变化 治
疗组在疗程结束后CD4+ T淋巴细胞百分率以及

CD4+/CD8+比例明显回升, CD8+ T淋巴细胞百分

率水平下降, 同治疗前比较, 差异有显著性; 而对

照组CD4+ T淋巴细胞百分率以及CD4+/CD8+比

例也有所升高, 但同治疗前比较, 差异无显著性

(表2).表2).).

3  讨论

慢性HBV感染者病情进展和预后与HBV复制

密切相关. 高病毒血症、H B e A g持续阳性、

A LT水平高或反复波动是发生肝硬化、肝癌

的主要高危因素. 抗病毒治疗是CHB治疗的关

键所在 .  但C H B患者存在明显的细胞免疫功

能缺陷, 国内外多数研究均已证实, CHB患者

外周血CD4+ T淋巴细胞减少, CD8+ T淋巴细

胞增加, CD4+/CD8+比值降低, 且不同临床类

型的肝炎患者T淋巴细胞亚群绝对数明显不 
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■研发前沿
慢性乙型肝炎患
者普遍存在着细
胞免疫功能的紊
乱, 通过T淋巴细
胞亚群的检测, 评
价患者细胞免疫
状况, 提高现有药
物抗病毒的效果, 
是目前研究的热
点, 也是目前临床
上亟待研究的问
题.

表 1 2组HBV DNA、HBeAg转阴及HBeAg/抗HBe转换的
比较 n (%)

     
分组            n      HBV DNA转阴   HBeAg转阴

        HBeAg/

           抗HBe转换

治疗组 60        43(71.67)       32(53.33)       27(45.00)  

对照组 46        15(32.61)         7(15.22)         6(13.04)  

P值             <0.05  <0.05        <0.05
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同[4-8]. 如何最大程度改善患者免疫状态, 恢复T
淋巴细胞亚群的平衡, 彻底清除HBV, 是目前大

家研究的热点. 
阿德福韦酯是一种单磷酸腺苷的无环核苷

类似物, 在体内被磷酸化为具有活性的二磷酸

阿德福韦, 并通过竞争脱氧腺苷三磷酸底物, 终
止病毒DNA链延长而发挥抑制HBV DNA作用, 
经大规模临床验证, 可使患者获得病毒学、肝

脏生化功能和组织学的改善. 但其抗病毒作用

在不同个体中差异较大, 尤其在病毒载量较高

时, HBV DNA阴转率及HBeAg/抗HBe转换率均

较低, 董莉 et al [9]比较了不同病毒载量患者的外

周血T淋巴细胞亚群, 结果显示高病毒载量患者

CD8+ T淋巴细胞增加, CD4+/CD8+比值降低, 和
低病毒载量组比较, 差异有显著性, 提示高病

毒载量患者存在着更严重的免疫失衡. 苦参素

是由中药苦豆子中提取的有效成分, 内含氧化

苦参碱及少量氧化槐果碱, 具有改善慢乙型肝

炎患者肝功能和抗乙型肝炎病毒作用. 国内学 
者 [10]研究发现苦参素可以使C H B患者外周血

CD4+ T淋巴细胞增加, CD8+ T淋巴细胞减少, 提
高CD4+/CD8+比值, 并能调节Th1和Th2细胞因子

比例平衡, 从而提高细胞免疫反应. 
本研究采用阿德福韦酯联合苦参素胶囊治

疗CHB患者60例, 结果提示: 阿德福韦酯与苦参

素有一定的协同作用, 显著提高了HBV DNA、

HBeAg转阴率及HBeAg/抗HBe的血清转换率, 
并能调节外周血T淋巴细胞亚群的平衡, 提高了

CHB抗病毒疗效. 但本研究病例及治疗时间有

限, 能否达到最大限度的长期抑制或清除病毒, 
尚待进一步研究.
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表 2 治疗前后外周血T淋巴细胞亚群的变化 (mean±SD)

     
分组

           CD4+(%)　       CD8+(%)　  　                 CD4+/CD8+     　 

           治疗前         治疗后      治疗前   治疗后                治疗前         治疗后

治疗组      27.62±4.36          3�.61±5.2�a          35.27±5.02         27.35±5.11a         0.�6±0.31         1.52±0.32a

对照组      27.�6±4.4�          30.16±5.11           32.16±5.56         30.26±4.7�          0.71±0.27         0.73±0.30

aP<0.05 vs  治疗前.

■同行评价
本研究证实, 阿德
福韦酯联合苦参
素胶囊能够提高
疗效, 并能显著改
善 外 周 血 T 淋 巴
细胞亚群状态, 对
CHB的临床治疗
及其机制研究均
有一定的意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the quality and possible uses 
of a hepatitis E virus (HEV) antibody test kit.

METHODS: The kit evaluated (HEV antibody 
test kit; Dia.Pro Diagnostic Bioprobes Srl, Ita-
ly), reference kit (HEV antibody test kit; Want-
ai Biological Pharmacy, Beijing, China) and a 
third-party kit were used to detect 450 serum 
samples taken from individuals undergoing 
routine physical examination and those poten-
tially infected with HEV. Statistical analysis 
was then performed to evaluate the test data 
obtained.

RESULTS: The coincidence rates of positive and 
negative results and the total coincidence rate 
between the evaluated kit and the reference kit 
were 98.35%, 99.70% and 99.33%, respectively. A 
sample that showed inconsistent results between 
the evaluated kit and the reference kit was sub-
jected to confirmation test using the third-party 
kit. The results demonstrated that the evaluated 
kit had a sensitivity of 99.17% and a specificity 
of 100%. 

CONCLUSION: Combined detection of HEV 
antibody (IgG+IgM) in the serum of patients can 
improve the detection rate of HEV. 

Key Words: Hepatitis E virus antibody; ELISA; Clini-
cal assessment

Li HF, Zhao H. Analysis of clinical assessment data for a 
hepatitis E virus antibody test kit. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(34): 3550-3552

摘要
目的: 探讨国外戊型肝炎病毒(HEV)抗体检测
试剂盒的质量及可能的用途.

方法: 用考核试剂(意大利Dia.Pro Diagnostic 
Bioprobes S.r.l., HEV抗体检测试剂盒)、参比
试剂(北京万泰生物药业有限公司, HEV抗体
诊断试剂盒)及第三方试剂对本院常规体检标
本及戊型肝炎可疑感染者血样共450份血清进
行检测, 并对检测数据进行统计分析. 

结果:  考核试剂和参比试剂的阳性符合率
98.35%, 阴性符合率99.70%, 总符合率99.33%. 
对考核试剂和参比试剂检测结果不一致的1例
样本进行第三方试剂检测, 表明, 考核试剂的
敏感性为99.17%, 特异性为100%.

结论 :  采 用 对 患 者 血 清 中 的 H E V 抗 体
(IgG+IgM)的联合检测, 可以提高戊型肝炎的
临床检出率, 有助于疾病的诊断与预防.

关键词�� 戊型肝炎病毒抗体; 酶联免疫吸附试验; 临

床考核
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0  引言

戊型肝炎(hepati t is E, HE)是由戊型肝炎病毒

(hepatitis E virus,  HEV)引起的病毒性肝炎, 主
要经粪-口途径传播, 多呈散发性流行, 也可引起

暴发性流行[1]. 在我国, 散发性HE病例约占急性

®

■背景资料
近 年 来 ,  散 发 的
戊型肝炎病例呈
增多趋势, 临床上
HEV IgM、IgG
的检测有助于疾
病 的 诊 断 ,  国 内
尚无批准上市检
测 H E V 总 抗 体
(IgM+IgG)的产品.

■同行评议者
党双锁, 教授, 西
安交通大学第二
医院感染科
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散发性病毒性肝炎的8.6%[2-8], 成为不可忽视的

公共卫生问题. 在HE早中期, 患者粪便和血清中

常可检出病毒RNA, 是HE确诊的可靠指标. 但
在疾病中后期, 体内病毒已基本被清除, 此时血

清中HEV IgM、HEV IgG通常也已转阳. 在临床

上HEV IgM、IgG的检测有助于疾病的诊断. 国
内尚无批准上市检测HEV总抗体(IgM+IgG)的
产品, 目前应用范围比较广的由北京万泰生物

药业有限公司生产的HEV抗体酶联免疫诊断试

剂盒(双抗原夹心法). 国内批准上市的相关产品

为北京现代高达生物技术有限责任公司生产的

HEV IgM抗体诊断试剂盒(酶联免疫法)和HEV 
IgG抗体酶免检测试剂盒; 国外批准上市的公司

有DIA.PRO、DiaSorin等.

1  材料和方法

1.1 材料 采用本院常规体检标本及HEV可疑感

染者血样共450份血清, 样本通过静脉穿刺术无

菌采集血样, 采用制备临床实验室分析用样品

的标准制备血清, 丢弃溶血(红色)样品或明显高

脂(乳状)样品, 每份样品分管保存于-70℃. 考核

试剂为意大利DIA.PRO Diagnostic Bioprobes Srl
生产的HEV抗体检测试剂盒(酶联免疫法)(以下

简称为考核试剂), 批号为0907, 效期为2008-12; 
参比试剂为北京万泰生物药业有限公司生产

的HEV抗体酶联免疫诊断试剂盒(双抗原夹心

法)(以下简称为参比试剂), 批号为ES20080402, 
效期为2008-10; 第三方试剂为北京现代高达生

物技术有限责任公司生产的HEV IgM抗体诊断

试剂盒(酶联免疫法), 批号为200711005, 效期

为2008-11, 注册证号为国药准字S20063144; 北
京现代高达生物技术有限责任公司生产的HEV 
IgG抗体酶免疫检测试剂盒, 批号为200709004, 
效期为2008-09, 注册证号为国药准字S20000034.  
Ortho系统酶标仪.
1.2 方法 所有检测严格按使用说明书操作. 所
有判断结果由Ortho-Clinical Diagnostics系统软

件完成. 检测结果均根据S/Co值来判断, 意大利

DIA.PRO Diagnostic Bioprobes Srl HEV抗体检

测试剂盒当待测样品信号/临界阈值(S/CO)<0.9, 
样品为阴性, 当待测样品信号/临界阈值(S/CO)
≥1.1, 报告显示样品为阳性. 北京万泰生物药业

有限公司生产的HEV抗体酶联免疫诊断试剂盒

及北京现代高达生物技术有限责任公司生产的

HEV IgM抗体诊断试剂盒(酶联免疫法)和HEV 
IgG抗体酶免检测试剂盒, 当待测样品信号/临界

阈值(S/CO)<1, 样品为阴性. 当待测样品信号/临
界阈值(S/CO)≥1, 报告显示样品为阳性. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 对结

果进行Kappa和ROC曲线分析.

2  结果

2.1 临床研究及分析 本院检测的总样本量为450
例. 经检测, 共有119份样本考核试剂与参比试

剂检测结果完全一致, 均为阳性; 共有328份样

本考核试剂与参比试剂检测结果完全一致, 均
为阴性. 有1份样本, 考核试剂检测为阳性, 参比

试剂检测为阴性. 有2份样本, 考核试剂检测为

阴性, 参比试剂检测为阳性. 结果显示: 考核试

剂与参比试剂的阳性符合率为98.35%, 阴性符

合率为99.70%, 总符合率为99.33%. 用SPSS13.0
对实验结果进行Kappa分析, 结果显示Kappa值
为0.983(P <0.001), 反映考核试剂和参比试剂之

间有很好的一致性(表1).(表1).. 
2.2 诊断敏感性和诊断特异性分析 对考核试剂

和参比试剂检测结果不一致的样本, 应用第三

方试剂进行检测, 结果显示有1份为假阴性, 1份
为真阳性, 1份为真阴性. 所以考核试剂的敏感

性为99.17%, 特异性为100%. ROC曲线下面积达

0.990, 说明考核试剂盒的检测性能优越, 有较高

的准确性(图1).

3  讨论

戊型病毒性肝炎的流行特点似甲型肝炎, 经粪-
口途径传播, 具有明显季节性, 多见于雨季或洪

水之后, 无慢性化, 预后良好. 
HEV根据易感宿主的差别可以分为2大类: 

一类只分离自人的H(human)类, 包括HEV-1和
HEV-2; 一类为人畜共患的Z(zoonosis)类, 包括

HEV3和HEV-4. HEV分部具有一定的地区性, 但
尽管不同地区分离、克隆的HEV病毒株的核苷

酸序列变异较大, 但其基因结构基本相似, 基因

组全长7.6 kb, 编码ORF1, ORF2, ORF3 3种病毒

蛋白. ORF1被编码蛋白与RNA复制有关的非结

构蛋白. ORF2具有典型的病毒衣壳蛋白的特征, 
带有明显的信号肽序列, ORF2有2个主要抗原位

点, 一个位点在感染性病毒的表面是不可接近

的, 而另一个位点可以接触到抗体, 被特异性中

和抗体所识别. ORF3蛋白的25氨基酸区为ORF3
和ORF2相互作用所必需, ORF3在HEV结构组装

中可能具有很好的调控作用. 意大利DIA.PRO 
Diagnostic Bioprobes Srl生产的戊型肝炎病毒抗

■应用要点
本文提示, 意大利
DIA.PRO Diagnostic 
Bioprobes Srl生产
的HEV抗体检测
试剂盒由于采用对
患者血清中HEV
抗体(IgG+IgM)的
联合检测, 可以提
高HEV的临床检
出率, 有助于疾病
的诊断与预防.
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体检测试剂盒的微孔板上包被了HEV 1, 2, 3, 4型
的ORF2和ORF3的抗原保守片段, 所以大大地降

低了假阴性结果的产生, 提高了检测的准确性.
一种新的体外诊断试剂盒的灵敏性、重复

性、准确性、精密性、特异性和可靠性等参数

是首先必须考核的指标[9]. 同时通过对临床标本

的检测, 并将结果与同类产品(或方法)比较和分

析, 也是考核试剂盒临床实际性能的重要内容,
是综合评价新研发产品灵敏度和特异性的重要

资料[10]. 由于目前国内尚无批准上市的同类产

品, 参比试剂选用北京万泰生物药业有限公司

生产的HEV抗体酶联免疫诊断试剂盒.
根据对以上450例标本的临床试验结果表

明, 通过对考核试剂与参比试剂进行对比研究, 

考核试剂和参比试剂的阳性符合率98.35%, 阴
性符合率99.70%, 总符合率99.33%. 对考核试剂

和参比试剂检测结果不一致的3例样本进行第

三方试剂检测, 有1份为假阴性, 1份为真阳性, 1
份为真阴性, 结果表明, 考核试剂的敏感性为

99.17%, 特异性为100%. 经过Kappa分析和ROC
分析, 可见该考核试剂检测性能优越, 有较高的

准确性, 与国内应用范围比较广的HEV抗体酶

联免疫诊断试剂盒相比无明显差别, 有很好的

一致性; 且方法简单, 易于操作, 可同时处理大

量样品, 可用于高通量检测. 该试剂由于采用对

患者血清中的戊型肝炎病毒抗体(IgG+IgM)的
联合检测, 还可以提高HEV的临床检出率, 有助

于疾病的诊断与预防.
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表 1 考核试剂与参比试剂测定结果 (n )

     
                                   万泰试剂 

合计
   阳性 阴性

Dia.Pro  阳性 119     1 120

  阴性     2 328 330

合  计   121 329 450

图 1 考核试剂检测HEV IgG+IgM的ROC曲线.
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■同行评价
本研究对HEV抗
体检测试剂盒临
床考核数据进行
了 分 析 ,  是 一 篇
有临床实际应用
价值的文章.
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Abstract
AIM: To evaluate the curative effect of the 
IZL-2003 immunotherapeutic system in patients 
with liver cancer.

METHODS: Sixty-one patients with liver cancer 
were divided into treatment group (n = 40) and 
control group (n = 21). The patients in the treat-
ment group were treated with liver-protecting 
drugs in combination with 35-42.8-GHz mil-
limeter wave. The patients in the control group 
were treated only with liver-protecting drugs. 
Routine blood tests and liver function tests were 
performed within two weeks before treatment. 
T-cell subgroup detection, B-mode ultrasonic 
scan or computed tomography (CT) were per-
formed within one month before treatment. Rou-
tine blood tests were performed again within 
two weeks after treatment, and T-cell subgroups 
were retested within three months after treat-
ment.

RESULTS: Millimeter-wave radiation signifi-
cantly increased white cell count and hemoglo-
bin level in patients with decreased white cell 
count (P = 0.028 and 0.017, respectively), but had 
no significant impact on blood platelet count. 
The counts of CD4+ and CD8+ T cells in patients 
with liver cancer were less than normal level 
(486.45 ± 255.35 and 350.05 ± 246.26 cells/μL, 
respectively). Millimeter-wave radiation signifi-
cantly increased the counts of CD4+ and CD8+ T 
cells. In patients with CD4+ cell count less than 
400 cells/μL, both the counts of CD4+ and CD8+ 
cells significantly increased after millimeter-
wave radiation (P = 0.03 and 0.067, respectively). 
Millimeter-wave radiation could effectively 
improve the symptoms in patients with liver 
cancer, and the effective rate was above 80% (P 
< 0.05). Millimeter-wave radiation could also im-
prove Karnofsky performance scale (KPS) score 
and life quality in liver cancer patients.

CONCLUSION: Millimeter-wave radiation used 
in the IZL-2003 immunotherapeutic system can 
enhance immunity, increase white cell count and 
hemoglobin level, improve life quality, and pre-
vent tumor recurrence and metastasis in patients 
with liver cancer.

Key Words: Millimeter wave; Liver cancer; T-cell 
subgroups

Li WD, Wang W, Chen JL. Efficacy of the IZL-2003 
immunotherapeutic system in patients with liver cancer: 
an analysis of 40 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(34): 3553-3557

摘要
目的: 探讨IZL-2003免疫治疗系统对肝癌患者
的疗效. 

方法: 入选的61例均为肝癌患者, 其中治疗组
40例, 给予毫米波照射联合一般保肝治疗, 复
合毫米波包括等幅极高频、脉冲极高频、聚
能极高频3种, 治疗头频率为35-42.8 GHz; 对
照组21例, 仅给予一般保肝治疗. 治疗前2 wk
内查血常规、肝功能, 1 mo内查T细胞亚群、

B超或CT等, 治疗后2 wk内复查血常规, 3 mo

www.wjgnet.com
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■背景资料
在肿瘤进展及治
疗过程中, 骨髓抑
制 ,  白细胞降低 , 
免疫功能低下所
引起的感染是肿
瘤相关的主要死
亡原因之一. 提高
免疫功能及白细
胞水平, 改善生活
质量是抗肿瘤成
败的关键. 本研究
利用免疫治疗系
统通过毫米波照
射肝癌患者的骨
髓富集点或相关
经穴, 增强骨髓造
血, 提升人体白细
胞, 增强抗肿瘤免
疫功能, 提高患者
生活质量.

■同行评议者
刘 彬 彬 ,  副 研 究
员, 复旦大学附属
中山医院、复旦
大学肝癌研究所



内复查T细胞亚群. 

结果: 肝癌患者白细胞降低组, 经免疫治疗系
统毫米波照射后可升高白细胞及血色素(P  = 
0.028, 0.017), 血小板无显著变化. 肝癌患者T
细胞亚群CD4+细胞(486.45±255.35 cells/μL)
及CD8+细胞(350.05±246.26 cells/μL), 均低
于正常值, 毫米波照射治疗后CD4+及CD8+水
平升高; CD4+小于400 cells/μL的患者, 治疗后
CD4+及CD8+均升高(P  = 0.03, 0.067). 毫米波
照射可有效改善肝癌患者症状, 有效率可达
80%以上(P <0.05), 可有效提高KPS评分, 改善
生活质量(P <0.01).

结论: IZL-2003免疫治疗系统毫米波可增加肝
癌患者免疫功能, 升高白细胞、血色素, 改善
生活质量, 预防肿瘤复发及转移.

关键词�� 毫米波; 肝癌; T细胞亚群
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0  引言

我院引进的IZL-2003免疫治疗系统采用毫米波

照射骨髓富集点或相关经穴, 增强骨髓细胞再

生和造血功能, 使人体白细胞增殖, 调节免疫, 
增加CD4+细胞或NK细胞水平, 从而提高抗肿

瘤疗效. 极高频还能够明显改善肿瘤患者的症

状, 提高生活质量. 于1997年中国卫生部将极高

频循经治疗肿瘤技术列为十年百项计划推广. 
俄罗斯及我国等学者对毫米波照射进行了较深

入的研究, 既往实验证实其可增加NK细胞[1]及

CD4+细胞的功能, 增加TNF-α水平[2], 减少化疗

后肿瘤的转移[3], 联合环磷酰胺可使实验小鼠的

黑色素瘤缩小[4]. 已应用于放疗、化疗或其他原

因引起的白细胞降低及免疫功能下降的治疗, 
并可很好的改善肿瘤患者的生活质量. 

1  材料和方法

1.1 材料 入选61例均为肝癌患者, 其中治疗组

40例, 对照组21例. 根据志愿随机分组, 治疗组

均为2007-2008年北京地坛医院门诊或病房患

者, 40例患者中, 39例诊断为原发性肝癌, 其中

合并乙型肝炎后肝硬化患者31例, 合并丙型肝

炎后肝硬化患者3例, 合并胆汁性肝硬化5例, 另
1例为晚期乳腺癌肝转移患者. 肝癌的诊断及

分期标准, 按照2001-09广州第八届全国肝癌学
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术会议修订的标准, 其中男29例, 女11例, 年龄

39-77(平均年龄60)岁, Ⅱa期6例, Ⅱb期14例, Ⅲ
a期5例, Ⅲb期15例, 治疗过程中有3例发生腹腔

感染退出治疗组. 对照组21例, 均为北京地坛医

院住院的肝癌患者, 合并乙型肝炎后肝硬化患

者19例, 合并丙型肝炎后肝硬化患者2例, 男15
例, 女6例, 年龄43岁到81岁, 平均年龄60岁, Ⅰ
a期3例, Ⅱa期2例, Ⅱb期6例, Ⅲa期6例, Ⅲb期
4例, 其中1例患者因感染退出对照组. 两组临

床资料对比分析, 性别、年龄、病种、临床分

期、血象及CD4+水平无显著差异, Karnofsky评
分(KPS)≥60分, 治疗过程中无不良反应发生. 
免疫治疗系统为极高频辐射, 属复合毫米波, 包
括等幅极高频、脉冲极高频、聚能极高频3种, 
等幅极高频电磁波治疗头频率为35-37 GHz; 脉
冲极高频电磁波治疗头频率为35-37 GHz; 聚能

极高频电磁波治疗头频率为41.2-42.8 GHz, 等幅

极高频电磁波治疗头出口平均功率密度为3-10 
mW/cm2; 治疗头工作在脉冲状态下, 治疗头出

口平均功率密度为2-8 mW/cm2; 治疗头工作在

等幅状态下, 治疗头出口平均功率密度为12-40 
mW/cm2; 聚能极高频电磁波治疗头出口平均功

率密度为3-10 mW/cm2.
1.2 方法 治疗组患者采用IZL-2003免疫治疗系

统毫米波照射, 每天照射1次, 分别照射膈俞穴

或血海穴, 每次40 min, 连用5-15次. 或每次30 
min, 每天2次, 上、下午各1次, 上午照膈俞穴, 
下午照血海穴, 连用5-15次, 其他治疗采用一般

保肝或抗病毒治疗, 未给予特殊升白细胞药物

如升白能等治疗. 对照组未采用IZL-2003免疫

治疗系统照射, 其他治疗与治疗组相同, 以上治

疗组与对照组全部完成一个疗程以上, 治疗前2 
wk内查血常规、肝功能, 1 mo内查T细胞亚群、

B超或CT等, 治疗后2 wk内复查血常规, 3 mo内
复查T细胞亚群, 采血为晨起静脉血, T细胞亚

群正常范围CD4+为706-1125 cells/μL, CD8+为 
323-836 cells/μL, CD4+/CD8+为1-2. 血常规检查

采用cell-DYN 1700全自动血球分析仪, T细胞亚

群采用DB FACSCalibur流式法检测, 治疗前后

密切观察临床症状以评估疗效.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件对数据

进行处理及分析, 用χ2检验对2组结果进行比较, 
P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 生活质量 免疫治疗系统可有效改善肝癌患
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者症状, 主要表现在乏力减轻, 食欲改善, 夜尿

增多者可减少夜尿, 对疼痛患者可缓解症状, 治
疗组与对照组比较, 差异有统计学意义(P <0.05
或0.01), 可有效提高KPS评分, 改善生活质量), 可有效提高KPS评分, 改善生活质量

(P <0.001, 表1).
2.2 血常规 IZL-2003免疫治疗系统对白细胞降

低的肝癌患者升高白细胞作用显著, 同时有升

高血色素作用, 治疗前后血小板无显著差异. 对
于白细胞正常的肝癌患者无显著升高白细胞、

血色素及血小板的作用(表2). 对照组仅常规予

保肝等治疗, 未给免疫治疗系统治疗, 观察前后

血常规指标无显著差异(表3).
2.3 T细胞亚群观察 治疗前结果提示肝癌患者

免疫水平低下, 表现为CD4+及CD8+水平均下

降, CD4+/CD8+较高, 超过正常值上限. 免疫治疗

系统治疗可提高CD4+及CD8+水平, CD4+/CD8+

比值有所下降, 但治疗前后数据统计无显著差

异. 对照组未给予免疫治疗系统治疗, CD4+、

CD8+、CD4+/CD8+均下降, CD4+下降最显著(P  = 
0.000). 2组结果比较, 免疫治疗系统可提高CD4+

及CD8+水平, 尤其CD4+<400 cells/μL者, 可显著

提高CD4+水平, 提示免疫治疗系统可有效提高

或保护免疫功能(表4). 
CD4+水平小于400 cells/μL的患者, 经免疫

系统治疗后, CD4+及CD8+均升高, P值分别为

0.03及0.067, 但需进一步扩大例数确定其有无

显著差异, CD4+/CD8+比值有所下降, 统计学无

显著差异(表5).

3  讨论

在肿瘤进展及治疗过程中, 骨髓抑制, 白细胞降

低, 细胞免疫功能低下所引起的感染是肿瘤相

关的主要死亡原因之一[5]. 而外科手术或介入治

疗后肿瘤的复发及转移亦与免疫功能低下等关

系密切. 故提高免疫功能及白细胞水平, 改善生

活质量是抗肿瘤成败的关键. 研究显示肝癌患

者白细胞水平为(3.92±1.28)×109/L, T细胞亚

群CD4+细胞486.45±255.35 cells/μL及CD8+细

胞350.05±246.26 cells/μL均低于正常值, CD4+/
CD8+为2.00±1.65, 处于正常值高限[6-7]. 肝癌肝

硬化的骨髓抑制, 脾功能亢进, 抗肿瘤的相关治

疗及病情进展均可进一步降低患者的白细胞及

免疫功能. 
我们采用的IZL-2003免疫治疗系统是利用

特定频率的极高频辐射, 属复合毫米波, 包括等

表 1 治疗组及对照组患者生活质量

     
         治疗组n (%)         对照组n (%)           χ2值                   P 值

食欲改善      30/37(81.08)      11/21(57.14)         5.326              0.021

疼痛缓解          7/8(87.50)          1/4(25.00)         4.688              0.030

乏力减轻      31/37(83.78)      10/21(47.62)         8.456              0.004

夜尿减少      12/15(80.00)        2/10(20.00)         8.766              0.003

KPS评分提高     32/37(86.4�)        8/21(38.10)       14.657              0.000

表 2 37例肝癌患者免疫治疗系统治疗前后血常规

     
         白细胞数(109/L)                 血色素(g/L)                         血小板(109/L)

白细胞低下(n = 23)

    治疗前          3.11±0.74         104.3�±23.�8    72.82±3�.�7

    治疗后          3.51±1.02         111.3�±30.2�    75.41±37.15

    P值          0.028             0.017      0.48�

白细胞正常(n = 14)

    治疗前          5.33±0.81         11�.86±21.73  123.07±52.�8

    治疗后          5.45±1.26         11�.36±27.37  127.86±3�.21

    P值          0.754             0.�08      0.3�6

表 3 对照组20例肝癌患者观察前后血常规

     
              白细胞数(109/L)        血色素(g/L)        血小板(109/L)

对照前     3.31±0.�7     116.2�±31.06     63.05±25.40

对照后     3.50±1.�5     117.45±23.73     71.05±2�.31

P值          0.670           0.873     0.085

■创新盘点
本研究结合中医
经络理论, 研究了
毫米波对肝癌患
者的生活质量、

血常规、T细胞亚
群的影响, 结果显
示能改善肝癌患
者症状, 提升白细
胞, 增强免疫, 改
善贫血.
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幅极高频、脉冲极高频、聚能极高频3种, 治疗

头频率在35-42.8 GHz范围内, 用其近距离照射

骨髓富集点或相关经穴, 回升白细胞和进行肿

瘤缓解治疗, 从而改善造血功能, 促进白细胞增

殖, 调节免疫, 提高生活质量. 其相应的治疗穴

位多对应于骨髓组织或胸腺部位, 这些均为免

疫器官和造血重要场所, 结合中医的经络理论, 
从而达到疗效. 

有研究提示, 毫米波照射可保护造血组织, 
防止放化疗等引起的白细胞降低[8], 另报道, 毫
米波对乙肝肝硬化伴白细胞及血小板减少有明

显的提高作用[9]. 治疗结果显示, IZL-2003免疫

治疗系统可升高白细胞, 与既往研究相一致. 治
疗前后血色素比较有差异, 但P  = 0.061, 无明显

升高血小板作用. 37例治疗组患者依据白细胞

高低分为白细胞降低及白细胞正常2组分析, 治
疗前后, 白细胞降低的肝癌患者可升高白细胞

及血色素. 对于白细胞正常的肝癌患者治疗前

后血常规无显著变化. 对照组观察前后血常规

指标无显著变化.    
目前, 已有大量的临床研究结果表明, 一定

条件下的毫米波辐射可以提高机体免疫系统的

功能[10]. 治疗组的20例患者, 治疗后CD4+及CD8+

水平升高, CD4+/CD8+比值有所下降, 但数据统

计无显著差异. 其中CD4+小于400 cells/μL的8
例患者, 治疗后CD4+及CD8+均升高, P值分别为

0.03及0.067, CD4+升高显著, 提示对免疫功能低

下者疗效显著. 而对照组CD4+、CD8+、CD4+/
CD8+均下降, CD4+下降显著. 

毫米波结合中医经络理论, 可达到缓解局

部疼痛, 恢复肢体功能, 抑制、杀伤肿瘤细胞, 
减轻毒副反应[10]; 毫米波也有用于治疗皮肤损

伤及慢性炎症的报道[11]. 观察显示, 免疫治疗系

统可有效改善肝癌患者症状, 主要表现在乏力

减轻, 食欲改善, 夜尿增多者可减少夜尿, 对疼

痛患者可缓解症状[12], 有效率可达80%以上, 治
疗组与对照组比较差异有统计学意义, 可有效

提高KPS评分, 改善生活质量. 本研究发现毫米

波治疗虽然有改善肝癌患者症状、提升白细

胞、改善贫血的作用, 但从B超或CT结果看对肝

癌的发展进程没有产生有意义的影响, 可能与

治疗时间短有关. 此外, 由于病例数不够多, 未
对各肿瘤分期的影响进行分析, 目前已在结合

其他免疫细胞(NK细胞、Treg细胞等)或免疫分

子(IL-2、IL-12等)扩大样本量进一步研究. 
总之, IZL-2003免疫治疗系统毫米波治疗可

有效提高肝癌患者白细胞及血色素, 适合于白

细胞降低及贫血患者, 提高肝癌患者的CD4+及

CD8+水平, 对肝癌患者的免疫功能有保护作用, 
CD4+升高显著, 尤其对CD4+小于400 cells/μL的
患者疗效好. 可改善肝癌患者生活质量, 有效提

高KPS评分, 该设备疗效可靠, 无创伤, 无不良反

应, 针对肝癌患者, 兼有增加免疫功能, 升高白

细胞、血色素, 改善生活质量, 抗肿瘤, 预防肿

瘤复发及转移等作用[1-3], 可广泛应用于临床.
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本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-12-08)

■同行评价
本 研 究 观 察 到
IZL-2003免疫治
疗系统对肝癌患
者有增加白细胞, 
改善贫血和免疫
功能等效果, 有一
定的学术价值和
参考性.
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Abstract
AIM: To invest igate the c l inical ef f icacy 
of celecoxib, a cyclooxygenase-2 (COX-2) 
selective inhibitor, in the treatment of hilar 
cholangiocarcinoma.

METHODS: Forty-one patients with hilar chol-
angiocarcinoma were randomly divided into 
two groups: 24 consecutive patients undergoing 
treatment with celecoxib (200 mg PO qd; treat-
ment group), and 17 consecutive patients not 
undergoing celecoxib treatment (control group). 
The survival time of patients in the two groups 
was compared. The analgesic effect and safety of 
the drug were also analyzed.

RESULTS: The survival time of patients in the 
treatment group was significantly higher than 

that in the control group (11.5 mo vs 9.6 mo, P < 
0.05). N obvious complications were observed 
in patients treated with celecoxib. Pain relief 
was noted in 83.3% of patients in the treatment 
group.

CONCLUSION: Celecoxib is safe and effective 
in improving the survival time of patients with 
advanced hilar cholangiocarcinoma.

Key Words: Celecoxib; Hilar cholangiocarcinoma; 
Survival rate

Wu GS, Ma XP, Wang J, Huang LL, Liu YY, Yin YP, 
Liu J. Efficacy of celecoxib in the treatment of hilar 
cholangiocarcinoma: an analysis of 24 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(34): 3558-3560

摘要
目的: 探讨环氧化酶-2(COX-2)特异性抑制剂
塞来昔布(celecoxib)治疗肝门部胆管癌的临床
疗效. 

方法: 对24例不可切除的肝门部胆管癌患者, 
采用塞来昔布治疗, 并与同期随机的17例患者
(对照组)进行前瞻性比较, 分析2组生存期、

塞来昔布治疗的安全性及其镇痛效果. 

结果: 塞来西布组的生存期高于未服用组, 2
组生存时间有显著性差异(11.5 mo vs  9.6 mo, 
P <0.05); 塞来西布组患者未发生明显的不良
反应, 他对疼痛缓解的总有效率为83.3%.

结论: 塞来昔布可能是治疗肝门部胆管癌安
全、有效的新方法.

关键词�� 塞来西�; 肝门部胆管癌; 生存率
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0  引言

肝门部胆管癌起病隐匿, 目前总体疗效欠佳, 复
发率高, 预后较差 [1]. 寻找一种高效低毒的药

®

■背景资料
目前, 肝门部胆管
癌的常规手术切
除可能已达到一
定限度, 需要在治
疗观念上有所突
破, 才可能获得更
好的效果. 寻找一
种高效低毒的药
物辅助治疗晚期
肿瘤是许多学者
研究的方向.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科
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物辅助治疗晚期肿瘤是许多学者研究的方向. 
COX-2是前列腺素生物合成过程中的一个重要

限速酶. 近年来研究表明, COX-2不仅是炎症反

应的中心环节, COX-2基因表达的蛋白更被认为

是一种原癌蛋白, 其对多种人类肿瘤的发生与

发展中起着重要的促进作用. 已有体外实验证

实COX-2选择性抑制剂能诱导多种肿瘤细胞凋

亡、抑制其生长. 我们将塞来昔布用于肝门部

胆管癌伴轻度癌痛需服用镇痛药物的患者, 在
观察期镇痛效果的同时, 经前瞻性对比研究发

现, 塞来昔布治疗肝门部胆管癌有效, 治疗期间

未发现明显不良反应. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-06/2007-06华中科技大学同济医

学院附属同济医院普外科、肿瘤科、消化内科

以及作者在外院会诊治疗的肝门部胆管癌41例
患者, 其中男26例, 女15例. 中位年龄56(38-76)
岁. 塞来昔布组24例, 男15例, 女9例, 中位年龄

57.7岁; 对照组17例, 男11例, 女6例, 中位年龄

54.7岁. 患者均成功行ERCP胆道支架置入治

疗, 患者伴有轻度癌痛的症状. 13例伴肝脏转

移, 12例有中度黄疸, 2例伴骨转移, 2例伴少量

腹水, 1例伴肺转移. 根据Bismuth-Corlette分类

法: Ⅰ型5例(12.2%)、Ⅱ13例(31.7%)、Ⅲa型8例
(19.5%)、Ⅲb型7例(17.1%)及Ⅳ型8例(19.5%). 2
组患者病期、年龄等无统计学差异.
1.2 方法 41例患者随机入组分为塞来昔布组和

对照组. 塞来昔布组: 口服塞来昔布(商品名-西
乐葆)200 mg, ERCP术后2 wk开始, 每天1次, 1-6 
mo. 对照组不服塞来昔布. 入组标准: 影像学检

查以及病理活检证实为肝门部胆管癌; 并且均

成功行ERCP胆道支架置入治疗; 且无磺胺过敏

史(塞来昔布禁忌证). 剔除标准: 无完整随访资

料者, 因外伤以及ERCP术后并发症等原因意外

死亡者不入组, 服用中药抗肿瘤治疗以及采用

其他方法治疗者. 经患者知情同意, 告知患者服

用塞来昔布主要目的为镇痛, 对其是否能抑制

肿瘤目前没有结论. 
镇痛效果的评定标准: 参考WHO疼痛分级

标准. 完全缓解: 疼痛基本消失或疼痛明显减轻,
对日常生活无影响; 部分缓解: 疼痛有所减轻, 
但对日常生活及饮食、睡眠仍有影响; 无效: 疼
痛无变化或加重, 需服用其他镇痛药.

统计学处理 以放置支架完成为起点, 死亡

时间为终点; 中位生存时间采用Kaplan-Meier

做生存分析. 不良反应比较采用χ2检验. 应用

SPSS13.0统计软件, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

塞来昔布组中位生存时间比对照组延长 . 塞组中位生存时间比对照组延长 .  塞塞
来昔布组全组中位生存期11.5 m o(95%C I:组全组中位生存期11.5 m o(95%C I: 
4 .5-18.9);  对照组 :  全组中位生存期9.6  m o 
(95%CI: 3.6-17.8); 2组比较差异有统计学意义

(P <0.05). 2组服药期间严重不良事件比较, 消化

系出血、肝功能损害、肾功能损害、心脑血管

意外的发生率均无显著差异(图1, 表1).
塞来昔布组24例患者服药2-3 w k时腹痛组24例患者服药2-3 w k时腹痛

情况: 完全缓解者4例(16.7%), 部分缓解者16例
(66.7%), 无效者4例(16.7%). 总有效率83.3%.

3  讨论

目前, 肝门部胆管癌的常规手术切除可能已达

到一定限度, 需要在治疗观念上有所突破, 才
可能获得更好的效果[2]. 寻找一种高效低毒的

药物辅助治疗晚期肿瘤是许多学者研究的方

向. C O X参与维持机体各种生理和病理过程,  
COX-1是一种结构酶, 他催化产生的PG参与机

体正常生理过程和保护功能, COX-2被认为是诱

导型酶, 只在病理情况下才表达, 包括炎症、缺

氧、损伤、修复及肿瘤的生长和转移[3]. 许多癌

前病变和恶性肿瘤均有COX-2基因扩增和蛋白

■应用要点
本研究证实, 口服
塞来昔布的胆管
癌患者, 生存时间
延长, 服药期间未
发现严重的不良
反应. 塞来昔布除
了传统的镇痛作
用还有抗肿瘤的
效应, 具有一定得
临床应用价值.
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图 1 2组生存时间比较.

表 1 2组严重不良事件比较

     
严重不良事件

        塞来昔布组(n  = 24)  对照组(n  = 17)

  n      发生率(%) n       发生率(%)

胃肠道�血 3        12.5               2        11.�

肝功能损害 5        20.�               4        23.5 

肾功能损害 1          4.2               0          0.0

心脑血管意外 1          4.2               1          5.� 
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的高表达, COX-2基因表达的蛋白被认为是一种

原癌蛋白; COX-2在多种人类肿瘤的发生与发展

中起着重要的作用[4-5]; 其主要机制包括: 刺激肿

瘤细胞的增殖及抑制细胞凋亡[6]、参与前致癌

物的代谢、抑制机体免疫[7]、刺激肿瘤新生血

管形成、影响肿瘤细胞周期[8]等; Patti et al [9]认

为COX-2在肿瘤组织中过表达所产生的PGE2, 
实际上是大部分肿瘤细胞形成和存活的基础; 
COX-2抑制剂降低COX-2的表达, 能够减少PGE2
的合成, 从而能抑制肿瘤细胞增生、诱导其凋亡. 
有效抑制COX-2的表达可能对肿瘤发生、发展具

有重要意义[10-11].
塞来昔布是已在我国上市的COX-2选择性

抑制剂, 可通过抑制COX-2阻止炎性前列腺素

类物质的产生, 达到抗炎、镇痛及退热作用; 作
为非甾体类抗炎镇痛药用于临床. 近年来有研

究发现: 塞来昔布对胰腺癌的生长有抑制作用, 
同时还可增强多种化疗药物对肿瘤的杀伤作 
用[12-13]; 塞来昔布可使偶氮甲烷所致的大肠癌的

发生率和数量分别减少93%和97%, 并抑制结肠

异常腺管灶的形成[14]. 
我们在前期的实验中已证实[4-5,15-17]: COX-2

在胆管细胞癌中高表达; COX-2反义基因转染

能通过改变细胞周期的机制, 抑制胆管癌细胞

(QBC939细胞)的增生; 塞来昔布通过COX-2和
PGE2途径能抑制人胆囊癌细胞生长和诱导凋

亡. 本文通过前瞻性体内研究发现, 口服塞来昔

布的胆管癌患者, 与对照组比较, 生存时间延长, 
服药期间未发现严重的不良反应. 作者初步认

为塞来昔布对治疗肝门部胆管癌有效, 除了传

统的镇痛作用还有抗肿瘤的效应, 具有一定得

临床应用价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of ulinastatin in 
the prophylaxis of post-endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) pancreatitis.

METHODS: A method recommended by the 
Cochrane Collaboration was used to perform a 
meta-analysis of randomized controlled trials 
(RCTs) of ulinastatin in the prevention of post-
ERCP pancreatitis (PEP). A total of four RCTs 
were included.

RESULTS: Two RCTs that focus on the compar-
ison of ulinastatin and placebo for 446 patients 
undergoing ERCP and two RCTs that focus on 
the comparison of ulinastatin and gabexate for 
207 patients were included. Analysis of these 
RCTs revealed the presence of statistical homo-
geneity among them. In ulinastatin versus pla-
cebo trials, the odds ratio associated with treat-

ment with ulinastatin for PEP was 0.35 (95%CI: 
0.14-0.88). In ulinastatin versus gabexate trials, 
the odds ratio associated with treatment with 
ulinastatin for PEP was 1.57 (95%CI: 0.39-6.24). 
A comparison of low-dose ulinastatin and ga-
bexate was also performed, and the odds ratio 
associated with treatment with ulinastatin for 
PEP was 1.69 (95%CI: 0.39-7.32).

CONCLUSION: Current best evidence demon-
strates that ulinastatin can prevent post-ERCP 
pancreatitis, and ulinastatin has very similar 
efficacy to gabexate in the prevention of post-
ERCP pancreatitis.

Key Words: Ulinastatin; Gabexate; Endoscopic ret-
rograde cholangiopancreatography; Pancreatitis; 
Systematic review

Guo Q, Hu WM. Prophylactic use of ulinastatin against 
post-endoscopic retrograde cholangiopancreatography 
pancreatitis: a systematic review. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(34): 3561-3567

摘要
目的: 评价乌司他丁预防内镜逆行胰胆管造
影(ERCP)术后胰腺炎的有效性. 

方法: 通过使用由Cochrane协作网推荐的方
法, 对在世界范围内搜索出的4篇关于乌司他
丁在预防ERCP术后胰腺炎(PEP)的随机对照
试验进行Meta分析. 

结果: 分别对2篇乌司他丁和安慰剂比较的随
机对照试验共446例, 以及2篇乌司他丁与加贝
酯比较的随机对照试验共207例患者进行了分
析, 这些试验均存在统计同质性. 在乌司他丁
与安慰剂、加贝酯对照的试验以及小剂量乌
司他丁和加贝酯对照的试验中, 乌司他丁组
PEP的OR值分别为: 0.35(95%CI: 0.14-0.88)、
1.57(95%CI: 0.39-6.24)及1.69(95%CI: 0.39- 
7.32).

结论: 据目前的最佳证据, 乌司他丁可以防止
PEP, 他与加贝酯有相近的疗效.

关键词�� 乌司他丁; 加贝酯; 内镜逆行胰胆管造影; 
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■背景资料
随着ERCP在临床
上的广泛引应用, 
其并发症越来越
受到临床医生的
关注, 其中最常见
的是胰腺炎. 如何
有效地预防P E P
已成为研究的热
点 ,  然 而 目 前 大
量的随机对照试
验并未统一地证
实何种方法或药
物能有效地预防
PEP的发生.

■同行评议者
季国忠, 教授, 南
京医科大学第二
附属医院消化科
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0  引言

自1 9 7 4年首次应用于临床 ,  内镜逆行胰胆

管造影术(endoscopic retrograde cholangio-
pancreatography, ERCP)已发展成一种诊断和治

疗多种胆道和胰腺疾病的重要手段. 随着ERCP
在临床上的广泛引应用, 其并发症越来越受到

临床医生的关注, 其中最常见的是胰腺炎[1], 在
已报道的大样本的前瞻性研究中, 其发生率为

1.4%-7.2%[1-4]. 因此如何有效地预防ERCP术后

胰腺炎(post-ERCP pancreatitis, PEP)已成为研究

的热点, 然而目前大量的随机对照试验并未统

一地证实何种方法或药物能有效地预防PEP. 在
很多系统评价中, 糖皮质激素, 别嘌醇, 奥曲肽

等已被证实对预防PEP无效[5-7]. 生长抑素及加贝

酯的有效性在各试验中有出入[8-9]. 因此能有效

地应用于PEP预防, 不良反应少且经济的药物是

目前需要证实的.
乌司他丁是从人尿中提取的一种蛋白酶抑

制剂, 在动物实验模型中已证实能通过抑制胰

酶活性治疗胰腺炎. 乌司他丁在日本和中国被

广泛应用于胰腺炎的治疗, 且较早的被用于PEP
的预防[10-11], 然而其是否有效仍有争议, 目前仍

无系统评价对其有效性进行评估. 因此我们希

望通过Meta分析的方法来提供乌司他丁对于

PEP预防效果的有效信息.

1  材料和方法

1.1 材料 以“ERCP-related pancreatitis”、

“p o s t - E R C P p a n c r e a t i t i s”、“p o s t -
endoscopic retrograde cholangiopancreatography 
pancreatitis”、“Endoscopic retrograde chol
angiopancreatography”、“pancreatitis”、

“e r c p”、“u l i n a s t a t i n”为检索词 ,  检索

MEDLINE(1950/2009-09), EMBase(1966-2009), 
PubMed(1966-2009), The Cochrane Library(2009
年第2期); 并以检索词“乌司他丁、胰腺炎、

内镜逆行胰胆管造影、ERCP等”检索CBMdisc 
(1978/2009-09), CNKI(1979/2009-09)数据库, 初
检出的文献51篇, 其中英文49篇, 中文2篇.
1.2 方法

1.2.1 材料纳入与排除标准: (1)研究设计: 纳入随
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机对照试验(RCT), 语种为英文和中文; (2)研究

对象: 患者年龄>18岁且接受ERCP检查或治疗; 
(3)干预措施: 试验组予乌司他丁治疗, 对照组予

安慰剂或加贝酯治疗; (4)结局指标: 主要结局指

标: 高淀粉酶血症发生率, 急性胰腺炎发生率. 
次要结局指标: 重症急性胰腺炎发生率, PEP死
亡率. 
1.2.2 文献筛选与质量评价: 文献筛选由两名评

价员独立操作, 首先阅读文章题目, 在排除明显

不符合纳入标准的试验后, 如内容相关再阅读

文章摘要, 若为随机对照试验, 则阅读全文, 以
确定是否真正符合纳入标准, 然后进行交叉核

对, 如意见不统一则通过讨论或第三者裁定解

决分歧. 纳入研究的方法学质量采用Cochrane 
Reviewer's Handbook质量评价标准进行. 两位研

究者根据以上的评价标准对每1篇符合纳入标

准的文献进行方法学的质量评价.
1.2.3 资料提取: 按照预先设计好的资料提取表, 
由两名评价者独立提取和录入资料, 如有分歧

则通过讨论或由第三者判定解决. 提取的主要

资料内容包括: 文章题目、作者、研究对象、

研究方法、干预措施、结局测量与评价、是否

采用分配隐藏、有无退出、结局推导等.
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

RevMan 4.2软件进行Meta分析. 因纳入文献的

结果测量指标均为计数资料 ,  故采用优势比

(OR )及其95%CI. 各研究间的异质性检验采用χ2

检验, P >0.10, 可认为多个同类研究具有同质性, 
采用固定效应模型分析结果; P <0.10, 则认为多

个研究结果有异质性, 则寻找异质性原因, 并采

用亚组分析和敏感性分析进行处理; 若未找到

异质性原因, 则采用随机效应模型进行Meta分
析, 反之, 采用固定效应模型分析. 如研究间异

质性太大, 无法进行Meta分析时, 则进行描述性

分析.

2  结果

2.1 一般情况 阅读文章题目和摘要后, 因题目或

摘要明显不符合要求和非随机对照试验而排除

文章36篇, 其中英文35篇, 中文1篇. 排除相同的

文章或同一研究不同阶段文章, 保留5篇, 其中

英文4篇, 中文1篇. 在阅读全文后, 按照纳入标

准, 排除不符合纳入标准的文章1篇. 最终纳入4
个RCT, 其中3篇英文, 1篇中文.
2.2 研究描述及质量评价 在纳入的4个RCT中, 
有2个对照组为安慰剂, 另2个对照组为加贝酯. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
乌司他丁, 糖皮质
激素, 别嘌醇, 奥曲
肽, 生长抑素及加
贝酯等都被用于
预防PEP. 但后三
者在一系列系统
评价后已被证实
对PEP无效, 而乌
司他丁是否有效
仍有争议, 目前仍
无系统评价对其
有效性进行评估.
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安慰剂为对照组的RCT中共有446例患者参与试例患者参与试患者参与试

验(Tsujino et al [12]研究406例; 宋爱琳406例; 宋爱琳例; 宋爱琳; 宋爱琳 et al [13]研究

40例), Tsujino et al共有4个研究中心, 均在日本. 
宋爱琳 et al为单中心研究, 在中国. 加贝酯为对

照组的RCT中共有207例患者参与试验(Fujishiro例患者参与试验(Fujishiro患者参与试验(Fujishiro 
et al [14]研究139例; Ueki139例; Ueki例; Ueki; Ueki et al [15]研究68例), Fujishiro68例), Fujishiro例), Fujishiro), Fujishiro 
et al共有3个研究中心, 均在日本, Ueki et al为单

中心研究, 在日本. 详细结果见表1和表2.
2.3 纳入文献结果分析

2.3.1 乌司他丁对比安慰剂的胰腺炎发生率: 2个
RCT, 共包括446例患者, 均比较了胰腺炎发生例患者, 均比较了胰腺炎发生患者, 均比较了胰腺炎发生

率, 且将此指标作为最主要的观察指标. 异质性

检验显示2个研究不存在显著的异质性(P  = 0.66, 
I2 = 0%), 故采用固定效应模型进行Meta分析. 
结果表明乌司他丁对于PEP的预防有效(OR  = 
0.35, 95%CI: 0.14-0.88, 表3).表3).).
2.3.2 乌司他丁对比安慰剂的高淀粉酶血症发生

率: 2个RCT均比较了高淀粉酶血症发生率, 异
质性检验显示2个研究不存在显著的异质性(P  
= 0.18, I2 = 44.5%), 故采用固定效应模型进行

Meta分析. 结果表明乌司他丁对于减少ERCP术
后高淀粉酶血症的发生有效(OR  = 0.47, 95%CI: 
0.29-0.75, 表4).表4).).
2.3.3 乌司他丁对比加贝酯的胰腺炎发生率: 2
个RCT, 共包括207例患者, 均比较了胰腺炎发例患者, 均比较了胰腺炎发患者, 均比较了胰腺炎发

生率, 且将此指标作为最主要的观察指标. 异质

性检验显示2个研究不存在显著的异质性(P  = 
0.72, I2 = 0%), 故采用固定效应模型进行Meta分
析.  结果表明乌司他丁对比加贝酯对于PEP的预

防效果无明显差异(OR  = 1.57, 95%CI: 0.39-6.24, 
表5).).
2.3.4 乌司他丁对比加贝酯的高淀粉酶血症发生

率: 2个RCT均比较了高淀粉酶血症发生率. 异
质性检验显示2个研究不存在显著的异质性(P  
= 0.99, I2 = 0%), 故采用固定效应模型进行Meta
分析. 结果表明乌司他丁对比加贝酯对于减少

ERCP术后高淀粉酶血症的发生无明显差异(OR  
= 1.85, 95%CI: 0.83-4.13, 表6).表6).).
2.3.5 低剂量乌司他丁对比加贝酯的胰腺炎发生

率: 2个RCT, 共包括161例患者. 异质性检验显示例患者. 异质性检验显示患者. 异质性检验显示

2个研究不存在显著的异质性(P  = 0.67, I2 = 0%), 
故采用固定效应模型进行Meta分析. 结果表明低

剂量乌司他丁对比加贝酯对于PEP的预防效果

无明显差异(OR = 1.69, 95%CI: 0.39-7.32, 表7).表7).).
2.3.6 低剂量乌司他丁对比加贝酯的高淀粉酶

血症发生率: 2个RCT异质性检验显示2个研究

不存在显著的异质性(P  = 1.00, I2 = 0%), 故采用

固定效应模型进行Meta分析. 结果表明低剂量

乌司他丁对比加贝酯对于减少ERCP术后高淀

粉酶血症的发生无明显差异(OR  = 1.84, 95%CI: 
0.80-4.27, 表8).表8).).
2.3.7 重症急性胰腺炎发生率、PEP死亡率:、PEP死亡率:PEP死亡率: 4篇

■创新盘点
本文通过对在世
界范围内搜索出
的4篇关于乌司他
丁在预防P E P的
随机对照试验进
行Meta分析. 分别
对乌司他丁与安
慰剂, 乌司他丁与
加贝酯, 低剂量乌
司他丁与加贝酯
就胰腺炎、高淀
粉酶血症的发生
率进行了对比. 通
过Meta分析的方
法评价了乌司他
丁的疗效及乌司
他丁对比加贝酯
的疗效, 为乌司他
丁应用于P E P的
临床治疗提供了
一定参考.

表 1 安慰剂为对照组的2个RCT

     
项目分类          Tsujino et al [12]                            宋爱琳 et al [13]

研究类型  RCT     RCT

随机方法        信封随机分配    随机, 但未提及方法

研究对象        患者年龄大于18岁且接受ERCP检查  患者年龄大于18岁且接受ERCP检查

干预措施  乌司他丁组(15×104 U溶于100 mL  乌司他丁组(20×104 U溶于250 mL

  生理盐水中, 于ERCP术前10 min  生理盐水中, 于ERCP术前1 h

  开始静滴) vs  安慰剂组(100 mL生理盐水)  开始静滴) vs 安慰剂组(250 mL生理盐水)

观察指标  胰腺炎和高淀粉酶血症的发生率为主要  胰腺炎和高淀粉酶血症的发生率为

  观察指标. 重症急性胰腺炎发生率, ERCP     观察指标

  术后胰腺炎死亡率等为次要观察指标

分配隐藏  是     不清楚

盲法  双盲     不清楚

随访  描述充分     不清楚

退�  描述充分     不清楚

意向性分析 描述充分     描述充分

基�比较  男女性别比113/91 vs  131/�1, 平均  男女性别比9/11 vs 8/12, 平均年龄

  年龄65岁 vs 65岁, 体质量指数   48岁 vs 4�岁; 疾病分布无明显差异

  22 vs 22, 疾病分布无明显差异   

质量评级  A级     B级
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RCT重症急性胰腺炎发生率, PEP死亡率均为0.
2.4 敏感度分析 改用随机效应模型对数据进行

分析, 均未见Meta分析结果逆转. 说明本研究结

论具有一定的可靠性.
2.5 偏倚分析 由于本研究收录的仅仅是发表的

文献, 可能存在发表偏倚. 因此, 我们引用了失效

安全数对合并相对危险度有显著性差异的指标

进行检验. 乌司他丁对比安慰剂的胰腺炎发生率

的失安全系数为17; 乌司他丁对比加贝酯的胰

腺炎发生率的失安全系数为13, 高于纳入的文献

数, 因此本研究的结论具有一定的可靠性.

3  讨论

本系统评价纳入的研究质量较齐. 所有研究按

■应用要点
本文提示, 乌司他
丁对于 P E P 的预
防有效, 且效果与
加贝酯无明显差
异. 为乌司他丁对
P E P 的预防效果
提供了有效信息.

表 2 加贝酯为对照组的2个RCT

     
项目分类         Fujishiro et al [14]               Ueki et al [15]

研究类型  RCT     RCT

随机方法  电脑随机分配    电脑随机分配

研究对象  患者年龄大于18岁且接受ERCP检查  接受ERCP检查的患者

干预措施  大剂量乌司他丁组(45×104 U溶于  乌司他丁组(15×104 U溶于2500 

  300 mL盐水中, 每100 mL分别于      mL糖盐水中, 于术前60-90 min开

  术前1 h, 术中, 术后11 h快速静滴,  始静滴, 持续至术后22 h) vs  加贝

  其他时间1500 mL液体持续静滴)  酯组(600 mg溶于2500 mL糖盐

  vs  小剂量乌司他丁组(15×104 U  水中, 于术前60-90 min开始静滴, 

  溶于300 mL盐水中, 每100 mL分  持续至术后22 h)

  别于术前1 h, 术中, 术后11 h快速滴入,

  其他时间1500 mL液体持续静滴) vs 

  加贝酯组(900 mg溶于1500 mL液体中, 

  持续静滴)

观察指标  胰腺炎和高淀粉酶血症的发生率为  胰腺炎和高淀粉酶血症的发生率为

  主要观察指标.  重症急性胰腺炎  主要观察指标, 腹痛, 重症急性胰腺炎

  发生率, ERCP术后胰腺炎死亡率等  发生率, 高脂肪酶血症等为次要观察指标.

  为次要观察指标      

分配隐藏  是     是

盲法  不清楚     不清楚

随访  描述充分     描述充分

退�  描述充分     描述充分

意向性分析 描述充分     描述充分

基�比较  男女性别比2�/19 vs  22/24 vs  26/21,  男女性别比25/9 vs  22/12, 平均年龄66 vs  

  平均年龄63.9±14.8 vs  65.3±13.3  61岁, 体质量指数23 vs  22, 疾病分布

                         vs  65.4±12.1岁, 疾病分布无明显差异  无明显差异

质量评级  B级     B级

表 3 乌司他丁对PEP的作用

     
Study or  乌司他丁组 安慰剂组                OR (fixed)             Weight      OR (fixed)

sub-category      n /n        n /n                   95%CI                (%)        95%CI

Tsujino et al      6/204   15/202                85.�0          0.38 [0.14, 0.99]

宋爱琳 et al      0/20     2/20                14.30          0.18 [0.01, 4.01]

Total (95%CI)      224      222              100.00          0.35 [0.14, 0.88]

Total events: 6(乌司他丁组); 1�(安慰剂组)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.20, df = 1 (P  = 0.66), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 2.24 (P  = 0.03)

                0.1  0.2    0.5   1     2       5    10

         Favours乌司他丁组    Favours安慰剂组
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明确的纳入和排除标准, 均为随机、对照研究

方法. 对失访者均有描述, 但有些未提及具体的

随机方法, 分组隐藏未有描述. 有些文章未提及

评价者是否应用盲法. 通过计算失安全系数进

行偏倚分析, 本研究的结论具有一定可靠性. 
目前, 胰腺炎仍然是ERCP术后最常见也是

最有可能致命的并发症. PEP的病理基础仍不清

楚, 但有研究表明低龄, 女性, 既往有胰腺炎病

史, 接受EST治疗患者是PEP发病的高危人群[2]. 
胰酶的激活, 氧自由基活化引起的毛细血管损

伤及全身炎症反应综合征, 被认为在胰腺炎的

病理过程中起到重要作用. 这也是胰酶活性抑

制剂, 胰酶分泌抑制剂, 氧自由基抑制剂, 抗炎

因子等用于胰腺炎治疗的药物的药理基础. 在

表 4 乌司他丁对ERCP术后高淀粉酶血症的作用

     
Study or  乌司他丁组 安慰剂组                OR (fixed)             Weight      OR (fixed)

sub-category      n /n        n /n                   95%CI                (%)        95%CI

Tsujino et al    30/204    50/202                83.45          0.52 [0.32, 0.8�]

宋爱琳 et al      3/20    10/20                16.55          0.18 [0.04, 0.80]

Total (95%CI)      224      222              100.00          0.4� [0.29, 0.�5]

Total events: 33(乌司他丁组); 60(安慰剂组)

Test for heterogeneity: χ2 = 1.80, df = 1 (P  = 0.18), I2 = 44.5%

Test for overall effect: Z  = 3.16 (P  = 0.002)

                0.1  0.2    0.5   1     2       5    10

                   乌司他丁组         安慰剂组

表 5 乌司他丁对比加贝酯对于PEP的作用

     
Study or  乌司他丁组 加贝酯组                OR (fixed)             Weight      OR (fixed)

sub-category      n /n        n /n                   95%CI                (%)        95%CI

Fujishiro et al     �/93     2/46                �1.83        1.�9 [0.36, 8.98]

Ueki et al      1/34     1/34                28.1�        1.00 [0.06, 16.6�]

Total (95%CI)     12�        80              100.00        1.5� [0.39, 6.24]

Total events: 8(乌司他丁组); 3(加贝酯组)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.12, df = 1 (P  = 0.�2), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.64 (P  = 0.52)

                0.1  0.2    0.5   1     2       5    10

                   乌司他丁组         加贝酯组

表 6 乌司他丁对比加贝酯对于ERCP术后高淀粉酶血症的作用

     
Study or  乌司他丁组 加贝酯组                OR (fixed)             Weight      OR (fixed)

sub-category      n /n        n /n                   95%CI                (%)        95%CI

Fujishiro et al    14/93     4/46                48.98          1.86 [0.58, 6.01]

Ueki et al     11/34     �/34                51.02          1.84 [0.61, 5.54]

Total (95%CI)      12�        80              100.00          1.85 [0.83, 4.13]

Total events: 25(乌司他丁组); 11(加贝酯组)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.00, df = 1 (P  = 0.99), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 1.51 (P  = 0.13)

                0.1  0.2    0.5   1     2       5    10

                   乌司他丁组         加贝酯组

■同行评价
本研究对国内外
有关乌司他丁在
预防P E P的临床
应用研究结果进
行Meta分析, 系统
评价乌司他丁预
防PEP的有效性 , 
为临床应用乌司
他丁预防P E P提
供了科学的理论
依据.
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一些已发表的RCT试验中, 胰酶活性抑制剂加贝

酯和乌司他丁被证明对于预防PEP有一定效果, 
胰酶分泌抑制剂生长抑素也有效, 但其昂贵的

费用限制了其在临床上的应用. 另一种胰酶分

泌抑制剂奥曲肽在1项系统评价中被证实没有

效果. 其他如别嘌醇, 糖皮质激素等在一系列系

统评价中也被证实没有效果.
在本研究中, 我们收集了4篇发表在国内及

国际期刊上的RCT试验. 并分别对乌司他丁与

安慰剂, 乌司他丁与加贝酯, 低剂量乌司他丁与

加贝酯就胰腺炎、高淀粉酶血症的发生率进行

对比. 试图通过Meta分析的方法来评价乌司他

丁的疗效及乌司他丁对比加贝酯的疗效. 由于

纳入的2篇对比乌司他丁与加贝酯的RCT还进

行了小剂量乌司他丁与加贝酯的对比, 我们还

对比评价了小剂量乌司他丁的疗效. 结果表明: 
乌司他丁对于PEP的预防, 减少高淀粉酶的发

生有效(OR  = 0.35, 95%CI: 0.14-0.88; OR  = 0.47, 
95%CI: 0.29-0.75). 乌司他丁对比加贝酯对于减

少PEP及高淀粉酶血症的发生无明显差异(OR  
= 1.57, 95%CI: 0.39-6.24; OR  = 1.85, 95%CI: 

0.83-4.13). 小剂量乌司他丁对比加贝酯对于减

少PEP及高淀粉酶血症的发生无明显差异(OR  
= 1.69, 95%CI: 0.39-7.32; OR  = 1.84, 95%CI: 
0.80-4.27). 

乌司他丁与加贝酯相比, 后者还具有松弛

Oddi括约肌的功能[16], 其对Oddi括约肌的保护

是其优于乌司他丁的一个方面. 然而乌司他丁

具有抑酶作用强大、费用较低以及半衰期较长

等特点[17]. 在安全性方面, 以往进行的加贝酯试

验的1220例患者中, 没有1例发生由于加贝酯引

起的严重不良反应[18-20]. 而在Tsujino et al的研究

涉及的204例患者中, 没有1例发生由于乌司他

丁引起的严重不良反应. 此外, 在Fujishiro et al
与Ueki et al的RCT中, 还评估了IL-6等炎症因子

的浓度, 结果显示IL-6、IL-8、血清中性粒细胞

弹性蛋白酶及C-反应蛋白在乌司他丁组和加贝

酯组中无明显差异.  
由于乌司他丁使用范围的局限性和医学伦

理的限制, 并没有很多的大样本量随机对照试

验来进行评估, 且目前的试验质量参差不齐, 可
能对本研究的结论有一定的影响. 目前需要多

表 7 低剂量乌司他丁对比加贝酯对与PEP的作用

     
Study or            小剂量乌司他丁组 加贝酯组                OR (fixed)             Weight      OR (fixed)

sub-category      n /n        n /n                   95%CI                (%)        95%CI

Fujishiro et al     4/4�     2/46                65.58        2.05 [0.36, 11.�6]

Ueki et al      1/34     �/34                34.42        1.00 [0.06, 16.6�]

Total (95%CI)       81        80              100.00        1.69 [0.39, �.32]

Total events: 5(小剂量乌司他丁组); 3(加贝酯组)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.18, df = 1 (P  = 0.6�), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.�0 (P  = 0.49)

                0.1  0.2    0.5   1     2       5    10

           小剂量乌司他丁组      加贝酯组

表 8 低剂量乌司他丁对比加贝酯对于ERCP术后高淀粉酶血症的作用

     
Study or            小剂量乌司他丁组 加贝酯组                OR (fixed)             Weight      OR (fixed)

sub-category      n /n        n /n                   95%CI                (%)        95%CI

Fujishiro et al     �/4�     4/46                42.08          1.84 [0.50, 6.�6]

Ueki et al    11/34     �/34                5�.92          1.84 [0.61, 5.54]

Total (95%CI)       81        80              100.00          1.84 [0.80, 4.2�]

Total events: 18(小剂量乌司他丁组); 11(加贝酯组)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.00, df = 1 (P  = 1.00), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 1.43 (P  = 0.15)

                0.1  0.2    0.5   1     2       5    10

           小剂量乌司他丁组      加贝酯组
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中心, 大样本量, 高质量的随机对照试验来证实

乌司他丁预防PEP的有效性. 此外, 由于大部分

PEP都属于轻型胰腺炎, 且随着PEP高危因素的

研究, 越来越多的人认为常规使用药物预防没

有太大必要, 因此专门针对高危人群的随机对

照试验需要开展.
目前的研究表明, 乌司他丁对于PEP的预防

有效, 且效果与加贝酯无明显差异.
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Abstract
AIM: To analyze the value of color Doppler 
sonography in the diagnosis of gastrointestinal 
stromal tumor (GIST).

METHODS: The color Doppler sonographic im-
ages obtained in 45 patients with pathologically 
confirmed GIST were analyzed retrospectively. 
The sonographic findings were compared with 
pathological results.

RESULTS: There was no statistical difference 
in diagnostic accuracy of tumor size assessment 
between color Doppler sonography and patho-
logical examination (t = 1.328, P > 0.05). Tumor 
size, internal echo and morphology were critical 

factors for differentiation of low- and high-risk 
GIST. Color Doppler sonography has a higher 
accuracy in the diagnosis of GIST in the stomach 
than in the intestinal tract.

CONCLUSION: Color Doppler sonography is 
an effective method for diagnosis of GIST. Color 
Doppler sonography in combination with other 
examinations may improve diagnostic accuracy 
in patients with GIST.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumor; Sonog-
raphy; Color

Yang L, Duan HT, Song YN, Wang GW, Li JG. Clinical 
value of color Doppler sonography in the diagnosis of 
gastrointestinal stromal tumor. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(34): 3568-3571

摘要
目的: 探讨彩色超声在胃肠道间质瘤(GIST)诊
断中的应用价值. 

方法: 回顾性分析经病理证实的45例GIST的
超声声像图特征, 将超声与手术病理结果进行
对比分析. 

结果: 超声测量肿瘤的最大径线数值病理测
量方法差异无统计学意义(t  = 1.328, P >0.05). 
肿瘤的形态及内部回声与其危险性高低有关: 
危险性低、形态规则、内部回声均; 危险性
高, 形态不规则, 内呈现混杂回声. 彩色血流分
布与肿瘤危险性高低无明显相关. 超声在胃
GIST的诊断准确率高于肠道GIST.

结论: 彩色超声检查在GIST诊断中具有实用
价值, 结合其他检查可提高GIST诊断准确性.

关键词�� 胃肠道间质瘤; 超声; 彩色
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 

®

■背景资料
GIST是近年研究
的热点, 在病理及
治疗上取得了很
大进步. 但由于其
临床症状缺乏特
异性, 早期诊断是
GIST临床工作中
的难点.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



杨力, 等. 彩色超声�胃肠道间质瘤诊断中的应用                 3569

www.wjgnet.com

GIST)是最常见的胃肠道间叶源性肿瘤, 以往多

归入平滑肌瘤范畴, 近年来的研究已证实, 他是

一类具有自身形态学特征、特定的免疫表型的

肿瘤. GIST早期无任何症状, 随着肿瘤的不断生

长, 临床上出现多种非特异性症状. 超声检查作

为腹部疾病的最常规检查手段之一, 在GIST的
诊断中有其优势. 本文回顾性分析我院经手术

病理证实的45例GIST的超声检查资料, 以探讨

超声在GIST诊断中的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2006-02/2009-04在我院行超声检

查, 住院手术确诊为GIST的患者45例, 其中男22
例, 女23例, 年龄36-83(平均54.5±24.5)岁. 患者

临床症状: 腹部不适、腹胀痛19例; 胃肠道出血

(呕血、便血、黑便、大便潜血试验阳性)16例; 
腹部包块3例; 食管癌根治手术中发现2例, 体检

时发现5例.
1 .2 方法  使用G E l o g i q9、A l o k a 4000、
A l o k a α10型彩色超声诊断仪, 腹部探头频率

3.5-5.0 MHz. 患者空腹, 平卧位, 常规探查腹、

盆腔实质性脏器及周围大血管, 同时扫查胃肠

走行区, 发现肿块, 记录肿块部位、大小、形

态、回声类型、有无液化坏死区, 以及肿块的

活动度. 启动彩色多普勒, 观察肿块的血流特点

及肿块与周围血管结构的关系. 若怀疑来源胃

部, 嘱患者饮水500-600 mL, 并变换体位对胃部

进行多切面观察. 用计算机影像工作站和仪器

内置存储设备记录图像. 病理危险性分级标准

参照文献[1], 本文将极低度危险性病例列入低

度危险性病理诊断中.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件将超声

检查结果与手术病理结果对比分析.

2  结果

2.1 病理 肿瘤危险性分级: 高度危险性15例, 中
度危险性13例, 低度危险性17例. 单发44例, 多
发1例(图1). 肿瘤发生部位: 胃部25例(55.55%), 
十二指肠5例, 空回肠9例, 结肠3例, 腹腔1例, 食
管下段2例.
2.2 超声声像表现

2.2.1 肿瘤的大小: 超声测量肿瘤最小2.5 cm×

2.2 cm×2.0 cm, 最大37 cm×19 cm×7 cm. 45例
患者中, 30例病理有完整的标本大小记录. 将超

声测量肿瘤的最大径线数值与病理测量的最大

径线数值进行配对样本的t检验, 2种测量方法差

异无统计学意义(t  = 1.328, P >0.05).
2.2.2 形态与内部回声: 肿瘤的形态及内部回声

与肿物的大小有关, 即与其危险性高低相关: 肿
瘤较小, 即直径为2.0-5.0 cm, 病理为低至中度危

险性, 形态规则, 圆形或椭圆形, 均匀的等低回

声(图2A); 肿瘤的直径大于5 cm以上时, 病理为

高危险性, 形态不规则, 部分呈分叶状, 内部呈

现不均匀的混杂回声, 可呈囊实性, 内有液性无

回声区(图2B). 应用彩色多普勒超声检查, 肿瘤

内部及边缘见少量点条状血流信号(图3), 可取

到低速动静脉血流频谱. 彩色血流分布与肿瘤

危险性高低未见明显相关.
2.2.3 肿瘤来源: 25例胃部GIST, 超声提示21例
(84%), 4例超声误判断为胰尾部肿瘤1例(图4), 左
肝肿瘤2例, 腹腔淋巴结1例. 5例十二指肠GIST, 
超声提示2例(40%), 余3例超声提示十二指肠占

位. 9例空、回肠病例中, 5例(55.55%)超声诊断

为小肠GIST, 4例提示腹、盆腔占位; 3例结肠病

例, 1例提示GIST, 1例提示结肠占位未定性, 1例
提示腹膜后占位. 1例腹腔间质瘤为腹腔多发肿

物, 为小肠GIST复发, 超声正确提示.

3  讨论

GIST被定义为组织学上由梭形、上皮样、偶或

多形性细胞排列成束状或弥漫状图像, 免疫表

型上表达c-kit基因蛋白产物KIT(CD117), 由突

■创新盘点
本文总结了GIST
的超声表现, 有助
于超声医师认识
此 病 ,  使 更 多 的
GIST能得到早期
诊断与早期治疗.

图 1 GIST病理组织改变(×200). A: 多量梭形细胞; B: 免疫

组织化学CD117+.

A

B
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变的c-kit或血小板源性生长因子受体(platelet-
derived growth factor, PDGFR) α基因驱动的间

叶源性肿瘤, 可以发生在从食管到直肠整个消

化系, 在胃部最多见[1-2]. GIST生物学行为不稳

定, 从良性到恶性往往缺乏明确的分界, 因此目

前较一致的病理分级是根据肿瘤的大小和核分

裂象分为: 极低度危险性, 低度危险性, 中度危

险性, 高度危险性[3-4].
随着超声诊断仪的不断改进, 超声技术的

提高, 超声除了在腹部实质性脏器的诊断中有

其不可替代的作用外, 在胃肠道疾病诊断中也

起到越来越重要的作用. 本组45例中除2例食管

下段GIST是在食管癌手术中发现, 超声无法观

察外, 其中43例确诊病例超声均有阳性发现. 通
过对超声测量的肿瘤最大径线数值与病理有完

整的的标本大小记录的30例进行统计检验发

现, 两种方法差异无统计学意义. 证明超声测量

GIST的大小是可信的, 即通过超声测量的肿瘤

大小来推断其危险性同样是可信的. 已知肿瘤

大小与其危险性高低高度相关, 肿瘤的大小不

同, 其在超声图像中的形态及内部回声亦有不

同: 偏良性肿瘤, 形态规则, 内部回声均匀; 偏恶

性肿瘤, 其形态不规则, 内部显示混杂回声及液

性无回声. 这些特征与一般的良恶性肿瘤的超

声鉴别特点也相一致[5]. 但在彩色多普勒超声中, 
彩色血流分布与肿瘤危险性高低未见明显相关, 

这与既往相关报道一致[6].
本组结果显示, 超声对胃部GIST定位准确

度为84%, 明显高于十二指肠及小肠病例, 主要

因为胃的解剖位置相对固定, 通过饮水可使胃

腔充盈, 清晰的显示胃壁的各层结构及肿块与

胃壁的关系, 肿瘤发生于黏膜下、肌层或浆膜

下, 可向腔内、腔外或腔内外生长[7]. 在胃部误

诊为来源肝左叶肿瘤的病例肿瘤较大, 为胃小

弯侧浆膜层外生性肿物, 饮水后检查仍然无法

与肝左叶分界. 4例超声提示为腹盆腔占位的小

肠GIST中, 2例也因为肿瘤巨大, 与周围脏器关

系不明而无法判定其来源. 1例结肠占位的诊断

中, 在结肠走形区域见肿物回声, 周围肠管轻度

扩张, 超声诊断为结肠癌可能性大, 实为黏膜下

GIST向腔内生长引起轻度肠梗阻. 1例因患者体

胖, 腹部胀气明显, 反复加压及变换体位后, 肿
瘤位置显示不佳, 误诊为腹膜后占位. 目前, 胃
肠道疾病的重要检查手段是胃镜, 肠镜及消化

系造影. 由于GIST长于胃肠道间质, 其生长方式

有腔内生长, 腔内/外生长, 腔外生长. 胃镜肠镜

多局限于消化系壁内形态及黏膜的显示[8], 而超

声对于胃肠道外生性肿瘤有很高的显示率[9-10], 
但对于胃肠道向腔内生长的病例, 尤其是在肠道, 
较大病例, 超声定性困难, 这也是超声的局限性.

2例典型病例. 病例1: 50岁男性患者间断性

便血6 mo, 胃镜、肠镜检查都未发现有明显异

图 3 胃间质瘤内部边缘少量彩色血流信号. 图 4 误诊为胰尾肿瘤的胃间质瘤.

■应用要点
本文提示, 彩色超
声结合其他检查
科提高GIST诊断
准确性, 对于超声
应用于GIST的诊
断有良好的推动
作用.

图  2  肿 瘤 形 态 . 
A: 胃小弯侧间质瘤

(低风险性). 圆形, 

回声均; B: 小肠间

质瘤(高风险性). 分

叶状, 回声不均, 内

有液性无回声.

A B
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常, 便血时断时续, 一度中止检查, 最后行超声

检查发现右中下腹部5.2 cm×3.4 cm×3.0 cm低

回声肿物, 略呈分叶状, 提示肠管外生性肿物, 
考虑小肠GIST, 进一步行腹部CT也证实. 最后手

术病理诊断为中度危险性回肠GIST. 消化系出

血是GIST的症状之一, 胃肠道内为碱性环境, 当
出血量不大时, 出血有时可自行停止, 便血间断

出现, 影响了进一步的检查和治疗. 病例2: 35岁
男性, 无任何不适, 在超声体检时发现, 左中下

腹部见圆形低回声肿物, 大小2.5 cm×2.2 cm×

2.0 cm, 内部未见明显血流信号, 与肠管活动性

一致, 未见肠管扩张, 超声提示小肠外生性肿瘤, 
考虑GIST, 后经手术病理证实为低度危险性空

肠GIST. GIST早期无任何症状, 据统计约12%是

由于其他原因就诊时偶然检查发现的[11].
总之, 超声在GIST诊断中有其优势, 但肿瘤

较大时往往不能全面性观察其相对解剖位置, 
同时超声检查结果易受肠道气体和腹部脂肪干

扰, 也与操作者经验和手法直接相关. 因此, 超
声诊断GIST还应积极联合应用其他检查方法, 
以提高诊断正确率.
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具有一定的临床
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中山大学附属第一医院胃肠胰腺外科

黄恒青 主任医师

福建省第二人民医院消化内科

李华 副教授

中山大学附属第三医院肝脏外科

林志辉 教授

福建省立医院消化内科

马欣 主任医师

甘肃省人民医院消化科

欧希龙 副教授  

东南大学中大医院消化科

潘秀珍 教授 

福建省立医院消化内科

                                                                 • 致谢 • 

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

彭吉润 主任医师   

北京大学人民医院肝胆外科中心

孙殿兴 主任医师  

白求恩国际和平医院肝病科

孙明军 教授  

中国医科大学附属第一医院内镜中心

唐世刚 教授  

中南大学湘雅三医院内科

王承党 副教授  

福建医科大学附属第一医院消化内科            

王蒙 副教授

中国人民解放军第二军医大学附属东�肝胆外科医院肝外�第二军医大学附属东�肝胆外科医院肝外�

合治疗一科

王学美 研究员

北京大学第一医院中西医结合研究室

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

肖恩华 教授 

中南大学湘雅二医院放射教研室 

熊斌 教授

武汉大学中南医院肿瘤科 

许玲 副教授 

中国人民解放军第二军医大学��医院中医科第二军医大学��医院中医科

阴赪宏 研究员

首都医科大学附属北京友谊医院感染暨急救医学科 

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东�肝胆外科医院第二军医大学东�肝胆外科医院

张锦生 教授

复旦大学上海医学院病理学系

周国雄 主任医师

南通大学附属医院消化内科

www.wjgnet.com
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