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Abstract
Colon cancer is one of the most frequently 
diagnosed cancer all over the world. Standardized 
m a n a g e m e n t i m p r o v e s o u t c o m e . M a n y 
associations have formulated guidelines for colon 
cancer, however, the National Comprehensive 
Cancer Network (NCCN) clinical guidelines has 
been the most widely accepted one. The guidelines 
are revised 3-4 versions each year. There are many 
modifications in 2008 version from their previous 
ones, for instance KRAS mutation test has been 
especially emphasized in 2008 version. In this 
paper we reviewed and explained NCCN clinical 
practice guidelines 2008 in colon cancer. 

Key Words: National Comprehensive Cancer Net-
work; Colon cancer; Guideline

Bu ZD, Ji JF. Explanations of the NCCN clinical practice 
guidelines 2008 on colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(4): 343-346

摘要
结肠癌是全球最常见的恶性肿瘤之一, 规范治

疗非常必要. 全球很多组织推出了诊疗规范, 
其中NCCN临床实践指南的被接收程度最高. 
该组织10余年前就开始制定和推广结肠癌规
范, 每年更新3-4次. 2008年的结肠癌临床实践
指南做了比较大的更新, 特别是关于分子靶向
药物的应用, 强调在用药前进行基因检测. 本
文将对2008年更新内容进行综述和解读. 

关键词: 国家癌症综合治疗联盟; 结肠癌; 指南
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0  引言

National Comprehensive Cancer Network(NCCN)
由美国21家肿瘤机构联合组成的肿瘤协作网络. 
自1995年起NCCN每年发表各类肿瘤的临床诊

治指南. 该机构制定的肿瘤临床指南在全球范

围内是最具权威性, 被广泛接受. 为了便于中国

医生参照, 自2006年开始该机构与国内专家合

作, 推出了部分常见恶性肿瘤NCCN指南中文版. 
NCCN结肠癌临床实践指南中文版始于2007年, 
总体说来, 中文版与英文原版对应很好, 阅读和

参照都很方便. 

1  NCCN治疗指南的特点

1.1 注重证据和共识 NCCN把临床诊疗指南的

内容按推荐指数进行了分级: 1级表示该项推荐

内容基于高水平的证据, 并且在NCCN指南制定

成员中具有广泛共识, 建议值得信赖. 2A级表示

基于包括临床经验在内的较低水平证据, NCCN
成员达成共识, 因此该建议也是可以信赖的. 除
特殊表明外, NCCN临床诊治指南中所有建议都

为此级别. 2B级表示该项推荐内容基于包括临

床经验在内的较低水平证据, NCCN成员对于该

建议的适宜性意见不一致, 但无较大分歧. 3级
表示NCCN专家存在较大分歧. 只有高质量的多

中心随机临床研究证据才是可信的, 因此NCCN
临床指南鼓励患者参加临床试验. 
1.2 内容非常严谨并具有可实施性 与其他恶性

www.wjgnet.com
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■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科



肿瘤的指南一样, NCCN结肠癌临床诊疗指南分

为临床决策树、重点问题说明、文稿和参考文

献四部分. 临床决策树是诊疗指南的核心, 结肠

癌诊疗指南在决策树中把结肠癌分成无转移结

肠腺癌的检查和治疗、怀疑或确诊转移性大肠

腺癌的检查和治疗、复发的检查和治疗, 前者

又细分为有蒂息肉伴浸润性癌的分期与初始治

疗、无蒂息肉伴浸润性癌的分期与初始治疗、

适合手术切除的结肠癌的分期与初始治疗、

病理分期与辅助治疗及监测. 分别按照首诊检

查、治疗前评估、治疗、治疗后评估、辅助治

疗、随访的常规临床诊治过程进行, 使结肠癌

诊治的决策过程十分清晰. 重点问题说明则对

病理评估原则、手术治疗原则、晚期或转移性

结肠癌的化疗、Ⅱ期结肠癌的评估原则、辅助

治疗、放射治疗等重点问题进行说明, 提供了

大量注释和说明, 简洁而明确. 文稿部分是对前

面两部分内容更加详细的解释和说明, 包括了

证据的来源, 临床研究的具体数据等内容. 参考

文献标识了资料来源. 治疗指南完整而详细地

概括了结肠癌临床处理的各个环节, 并对各个

环节进行了仔细说明, 内容严谨和可实施决定

了其权威性. 
1.3 更新及时, 体现最新进展 所有NCCN临床诊

治指南的更新都不是定期的, 而是根据最新的

临床研究进展及时更新的. 这种即时更新保证

了指南的时效性. NCCN结肠癌临床诊治指南每

年更新3-4次, 体现了目前结肠癌诊治的最新进

展和趋势.

2  2008版NCCN结肠癌治疗指南更新内容

2.1 西妥昔单抗的应用 这是2008年年度最重要

的更新内容. 越来越多的文献资料证实[1-5], 针对

EGFR治疗的敏感性与KRAS基因的状态密切相

关. 此基因12或13密码子突变者对抗EGFR治疗

尤其不敏感. 因此, 专家组强烈推荐对复发或转

移的患者, 肿瘤组织(原发肿瘤组织或转移肿瘤

组织)进行基因突变检测. 对于存在以上部位突

变的患者, 不推荐用西妥昔单抗进行治疗, 不论

单用还是与化疗联合应用. 因为西妥昔单抗的

应用只是增加毒性, 并且导致很高的花费. 应该

强调, KRAS基因突变是结直肠癌形成的早期事

件, 其突变状态与转移密切相关. 因此, 此基因

突变的检测可以用原发灶或转移灶都可以. 
故此, 在2008年版的结肠癌诊疗指南中, 所

有2007年对转移性结肠癌治疗中, 原来推荐使
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用西妥昔单抗的部分, 全部更为根据基因突变

检测结果决定, 使西妥昔单抗的使用更具有选

择性和针对性. 
在转移性结直肠癌的治疗中, 西妥昔单抗

可以单独或联合应用. 在57例伊立替康化疗耐

药的患者中, 西妥昔单抗单药应用可使9%的患

者达到PR[6]. 最近的研究显示, 与最佳支持治疗

比较, 单药应用西妥昔单抗, 对于顽固性转移性

结直肠癌患者, 可以显著延长PFS和总生存率[7]. 
有研究显示, 对于应用伊立替康后进展的病例, 
联合用西妥昔单抗较单独应用西妥昔单抗, 有
效率提高近一倍, 22.9% vs  10.8%[8]. 另外的研究

也证实联合西妥昔单抗后可以延长PFS和总生

存率[9]. 对于不能耐受联合方案的患者, 可以单

独应用西妥昔单抗或帕尼单抗. 因此, 在晚期或

转移性结肠癌的化疗中, 增加了单药使用这种

给药方式. 
2.2 肝转移的治疗 针对可切除的同时性转移

灶, 与化疗联合的贝伐单抗的推荐由“+”改为

“±”. 因为在术前或术后贝伐单抗与联合FU
为基础的化疗, 其安全性还没有充分评估, 贝伐

单抗有可能影响伤口愈合. 一般认为末次使用

与手术的间隔应该在6 wk以上. 对于65岁以上的

患者, 发生卒中和其他动脉性血管事件的风险

增加. 新辅助化疗的优势包括: 早期治疗微小转

移灶、评价化疗方案的疗效、可以避免对早期

发生病情进展的患者采用局部治疗等. 但是, 应
该看到化疗潜在危害: 化疗可能是无效的、化

疗可以导致肝损害、化疗后患者完全缓解无法

确认手术范围. 因此, 在肝转移的过程中, 增加

在初始化疗开始8-10 wk内进行手术评估. 
新版的指南强调, 在诊疗同时性单纯肝或

肺转移患者时, 应由多学科团队对患者进行评

估, 特别是转移病灶能否切除强调多学科合作

判断. 
2.3 对局部治疗的规范更加具体 2008版结肠癌

临床实践指南对局部治疗作了更为具体的规范, 
在手术治疗原则中新增条目, “达不到R0切除的

减瘤手术不做推荐”. 不可切除的病灶新辅助治

疗后需重新评价切除可行性, 要求将转移瘤的所

有原始部位切除. 在所有已知病灶均适合消融的

情况下, “可以”考虑使用消融技术[10]. 
针对同时性腹腔/腹膜转移, “积极的细胞

减灭术和/或腹腔内化疗不推荐用于临床试验以

外的情况”. 结肠癌不同于卵巢癌, 化疗并不敏

感, 需要按照晚期或转移性结肠癌进行化疗. 目

www.wjgnet.com

■研发前沿
2008年的结肠癌
临床实践指南做
了比较大的更新, 
特别是关于分子
靶向药物的应用, 
强调在用药前进
行基因检测. 本文
对2008年更新内
容进行综述和解
读.



步召德, 等. 2008年版NCCN结肠癌临床实践指南解读                   345

www.wjgnet.com

前没有证据显示这种治疗能够使患者获益. 进
行临床研究倒是可行的. 
2.4 结肠腺瘤的处理 2008版指南增加了晚期腺

瘤的定义, 指“绒毛状腺瘤, >1 cm的腺瘤, 或伴

有高级别不典型增生”. 对手术后1年复查时, 
发现晚期腺瘤的患者, 需要在3年内进行复查, 
然后每5年一次肠镜检查. 

在病理评估的原则中, 增加了对广基恶性

息肉内镜下切除的处理意见. 说明指出对广基

息肉的处理, 内镜下切除是有争论的, 与带蒂息

肉比较, 不良事件发生率增加. 对于高分化、无

脉管癌栓、切缘阴性的广基息肉, 内镜下切除

是可行的[11-13]. 
2.5 Ⅱ期结肠癌的辅助化疗 对于本期的结肠癌

是否进行化疗一直是存在争议的. 通常以是否

存在危险因素进行分类治疗. 所谓危险因素包

括: 肿瘤为T4、组织分化不良、有脉管侵犯、

存在梗阻或穿孔、切缘不能确定或阳性、淋巴

结检出数量不足12枚. 对于没有危险因素的Ⅱ

期结肠癌推荐患者参加临床试验, 或接受观察. 
对于存在危险因素的患者, 则推荐进行辅助化

疗[14], 方案可以选用FOLFOX、5-FU/LV、卡培

他滨单药. 来自于MOSAIC的研究[15], 随访6年的

资料显示, FOLFOX方案与5-FU/LV比较没有任

何优势, 亚类分析显示, 对于高危患者显示出提

高DFS的倾向. 即使进行化疗, 对这些患者而言, 
化疗也不能使总生存率提高超过5%. 因此, 对于

本期患者, 是否要进行辅助化疗, 应由医生和患

者进行讨论, 充分交流预后、辅助化疗效果和

毒性. 由患者自己决定是否进行化疗.

3  结论

NCCN临床诊治指南以其严谨权威的结论和及

时更新的共识使其成为肿瘤临床诊治的重要

参考, 但我国肿瘤专科医生在参考NCCN结肠

癌临床诊治指南的同时, 为了方便国内临床医

生了解和应用, 目前已经推出了中文版. 中文

版的更新速度不及英文原版, 目前已经可以在

NCCN的网站上直接进入中文版结直肠癌指南. 
2008-10-28推出了2008年度的第3版, 但中文版

是根据第1版制定的. 与第1版比较, 第2版更新

了文稿, 第3版增加了四期疾病进行KRAS基因

检测的注释, 强调应用必须进行基因突变检查

方可使用.  
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Abstract
AIM: To explore the way of preparing liposomal 
clodronate and to investigate its influence 
of l iposomal clodronate, upon peritoneal 
macrophages in rats.

METHODS: Liposomal clodronate was pre-
pared by means of thin film; the peritoneal 
macrophages were obtained from rats. After 
exposure to different concentrations of LC (50, 
100, 150 µmol/L), contents of NO, O2

- and H2O2 
were determined by MTT and neutral red colo-
rimetry to evaluate the function of peritoneal 
macrophages.

RESULTS: MTT colorimetry showed that the 
growth of peritoneal macrophages were mark-
edly depressed with different concentrations 
of liposomal clodronate (P < 0.01), neutral red 
colorimetry indicated the function of phagocyto-
sis was manifestly restrained, and the inhibition 
ratio were 17.4%, 25.8% and 38.0%, respectively. 
The ability of secreting NO and O2

- by peritoneal 
macrophages was significantly inhibited (48.398 
± 0.667, 27.664 ± 0.566, 25.626 ± 0.184 vs 91.714 ± 
1.726; 0.289 ± 0.017, 0.256 ± 0.013, 0.216 ± 0.003 vs 
0.342 ± 0.022, all P < 0.05). The ability of secret-
ing H2O2 by peritoneal macrophages was inhib-
ited obviously at 100 µmol/L and 150 µmol/L 
(0.261 ± 0.002, 0.213 ± 0.015 vs 0.277 ± 0.003, all P 
< 0.05).

CONCLUSION: Liposomal clodronate could in-
hibit the function of peritoneal macrophages in 
rats.

Key Words: Liposomal clodronate; Peritoneal mac-
rophages; NO; O2

-; H2O2

Zhang JX, Yin JT, Dang SC, Cui L. Influence of liposomal 
clodronate upon peritoneal macrophages in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 347-351

摘要
目的: 探讨氯膦酸二钠脂质体(l i p o s o m a l 
clodronate, LC)的制备及对大鼠腹腔巨噬细胞
(peritoneal macrophages, PM)功能的影响. 

方法: 利用薄膜法制备LC; 分离培养大鼠PM, 
用不同浓度的LC(50, 100, 150 µmol/L)分别作
用于大鼠PM, 然后采用MTT比色法, 中性红
比色法, 检测NO, O2

-和H2O2的含量来评估巨
噬细胞功能. 

结果: 在三种不同浓度LC的干预下, MTT结果
显示巨噬细胞的生长受到明显抑制(P <0.01);
巨噬细胞吞噬中性红结果表明其吞噬功能
受到明显抑制, 抑制率分别为17.4%, 25.8%
和38.0%; 巨噬细胞分泌NO、O2

-的能力也受
到明显抑制, 与对照组相比差异具有显著性
(48.398±0.667, 27.664±0.566, 25.626±0.184 
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■背景资料
重 症 急 性 胰 腺
炎、脓毒血症等
是临床上比较常
见的疾病, 其发病
机制复杂, 病情严
重、进展较快、

死 亡 率 高 .  主 要
死亡原因为全身
炎症反应综合征
及多器官功能障
碍综合征. 目前尚
缺乏有效的治疗
手段, 巨噬细胞在
其中发挥着重要
作用, 其分泌多种
细胞因子从而加
速炎症反应的进
程 .  本 文 利 用 脂
质体包裹特异性
巨噬细胞清除剂
clodronate抑制巨
噬细胞功能, 为临
床治疗重症急性
胰腺炎等提供理
论依据.

■同行评议者
唐霓 ,  副研究员 , 
重庆医科大学病
毒性肝炎研究所
国家级重点实验
室



vs  91.714±1.726; 0.289±0.017, 0.256±0.013, 
0.216±0.003 vs  0.342±0.022, 均P <0.05); 巨
噬细胞产生H2O2的能力仅在100 µmol/L与150 
µmol/L时受到明显抑制(0.261±0.002, 0.213
±0.015 vs  0.277±0.003, 均P <0.05).

结论: LC对大鼠PM功能具有抑制作用.

关键词: 氯膦酸二钠脂质体; 腹腔巨噬细胞; NO; 

O2
-; H2O2
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0  引言

腹腔中(胰腺周围, 大网膜, 腹膜)常驻巨噬细胞

约占全身单核/巨噬细胞总数的8%, 对腹腔炎症

反应和免疫防御功能有重要作用. 氯膦酸二钠

(clodronate disodium)是一种人工合成的双膦酸

酯, 多用于治疗骨质疏松等引起的骨质改变, 其
机制之一是形成具有毒性作用的ATP类似物, 从
而导致细胞内能量代谢障碍, 引起破骨细胞凋

亡, 进而减轻破骨细胞对骨质的吸收[1]. 自20世
纪60年代开始, 脂质体就作为药物载体开始应

用, 近年来随着生物技术的发展, 脂质体作为药

物载体的研究越来越受到人们的重视[2]. 由于脂

质体具有类似细胞膜的结构, 进入人体以后主

要被内皮网状系统吞噬而激活机体的自身免疫

功能, 并改变被包封药物的体内分布, 使药物主

要在肝、脾、肺、骨骼等组织器官中蓄积[3-4]. 
因此, 我们利用脂质体的该作用介导氯膦酸二

钠进入大鼠体内PM中, 观测其对PM功能的影

响, 为临床相关疾病治疗提供新的技术方法和

试验理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 Sprague-Dawley大鼠,  体质量200-250 g, 
由江苏大学医学院实验动物中心提供. 氯膦酸

二钠购自上海伟进生物科技有限公司; 胎牛血

清购自Gibgo公司; 辣根过氧化物酶、细胞色素

C、噻唑蓝购自Sigma公司; 酵母聚糖购自BBI公
司.
1.2 方法 
1.2.1 LC的制备使用: 采用van Rooijen et al的方

法[5]制备大直径多层脂质体并加以改进: 事先

准备膦脂酰胆碱(phosphatidylcholine)的氯仿溶

液, 浓度为100 g/L, -20℃避光保存备用. 使用500 
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mL的梨形烧瓶, 将8 mg胆固醇(cholesterin)溶解

在 10 mL氯仿中. 加入0.86 mL储备的膦脂酰胆

碱溶液(含有膦脂酰胆碱86 mg 37℃低真空(逐
渐从200 mbar减少到150 mbar)旋转(150 r/min)
蒸馏除去氯仿. 最后在梨形瓶内壁形成稀薄均

匀的乳白色膦脂膜. 随后用0.6 mol/L(2.5 g氯膦

酸二钠溶解在10 mL膦酸缓冲液中)的氯膦酸二

钠膦酸缓冲盐(PBS)溶液洗脱、扩散膦脂膜, 形
成乳白色悬液. 乳白色悬液在室温下通氮气保

存2 h(防止膦脂膜的氧化), 在水浴声波震荡器

中震荡3 min后再在室温下保存2 h, 使脂质体膨

胀. 使用无菌的PBS清洗脂质体2-3次, 除去未被

包裹的氯膦酸二钠. 最后沉淀的脂质体小块在4 
mL的PBS中再次悬浮, 形成乳白色的胶体溶液, 
这时候可供使用的LC就制成了. 这种方法能使

氯膦酸二钠溶液中大约1%的氯膦酸二钠被包裹

到了脂质体中, 最后获得的LC悬液(4 mL)大约

含有20 mg的氯膦酸二钠.
1.2.2 大鼠PM的分离和培养: 取大鼠, 消毒腹腔

并注射5 mL无菌的液体石蜡. 3 d后收集腹腔细

胞. 引颈处死大鼠, 将其浸入700 mL/L乙醇中5 
min, 固定四肢, 剪开腹部皮肤, 沿腹中线注入50 
mL冰中预冷的无菌PBS-H(含10 kU/L肝素和100 
mL/L小牛血清的PBS). 轻轻按摩腹部5 min. 剪
开腹壁, 用吸管吸出渗出液, 再用同样容量的预

冷PBS-H冲洗腹腔3次. 合并渗出液于离心管中, 
4℃ 2500 r/min离心10 min, 去上清液. 用预冷的

RPMI 1640培养液洗涤细胞3次, 每次4℃ 2500 
r/min离心10 min, 去上清液. 用预冷的适量RPMI 
1640培养液悬浮细胞. 调整细胞浓度为5×108

个/L, 接种至无菌6孔细胞培养板上, 在37℃、50 
mL/L CO2孵箱孵育2 h, RPMI 1640培养液洗涤3
次, 去非贴壁细胞, 经瑞氏染色法鉴定巨噬细胞

纯度>90%; 台盼蓝染色, 细胞存活率>95%.
1.2.3 MTT比色法: 参照文献[6]接种细胞: 用含

100 mL/L胎牛血清的培养液配成单个PM悬液,  
以每孔1×104个细胞接种至96孔板, 每孔体积

200 µL; 培养细胞: 在37℃、50 mL/L CO2孵箱孵

育2 h; 加药: 随后加入不同浓度的LC; 呈色: 分
别培养12、24和36 h后, 每孔加MTT溶液(5 g/L, 
用PBS配制, pH7.4)20 µL, 继续孵育4 h, 终止培

养, 小心吸弃孔内培养上清液, 然后每孔加150 
µL DMSO, 振荡10 min, 使结晶物充分融解; 比
色: 选择490 nm波长, 在酶联免疫监测仪上测定

各孔光吸收值, 记录结果. 本实验重复3次.
1.2.4 吞噬功能测定: 取1 mL 2×109/L PM加入
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■研发前沿
目前国内外治疗
重 症 急 性 胰 腺
炎、脓毒血症等
大都是抗炎、抑
制 胰 腺 分 泌 等 . 
本研究利用脂质
体包裹特异性巨
噬 细 胞 清 除 剂
clodronate进入巨
噬细胞内发挥作
用, 在国内外均不
多见. 随着脂质体
药物的面世越来
越多, 该领域的研
究将被更大程度
的关注.

■相关报道
Van Rooijen et al
报道, 静脉内注射
氯膦酸二钠脂质
体可以选择性的
清除体内巨噬细
胞, 巨噬细胞通过
吞噬作用摄取脂
质体, 其膦脂酶破
坏脂质体的膦脂
双分子层, 药物在
细胞内释放从而
诱导了巨噬细胞
的凋亡.
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24孔板内, 置37℃、50 mL/L CO2条件下贴壁2 h, 
加入不同浓度LC, 培养一定时间后取出弃上清, 
漂洗, 再加入0.1%中性红盐水液1 mL, 置37℃、

50 mL/L CO2条件下培养20 min, 取出, 弃上清, 漂
洗, 加入1 mL细胞溶解液(乙醇∶乙酸 = 1∶1), 充
分溶解后于540 nm波长处比色. 本实验重复3次.
1.2.5 NO的诱生及测定: 取1 mL 2×109/L PM加

入24孔板内, 置37℃、50 mL/L CO2条件下贴壁2 
h, 加入不同浓度LC, 培养一定时间后取出弃上

清, 漂洗后再每孔加入1 mL RPMI 1640培养液, 
同时加入LPS, 使其终浓度为5 mg/L. 置37℃、

50 mL/L CO2条件下培养24 h, 取出上清至试管

内, 向试管内加入1 mL Greiss液(0.1% N-a-萘基

乙二胺, 1%磺胺, 3% H3PO4, 显色10 min, 于540 
nm波长处比色.
1.2.6 H2O2的测定: 取0.7 mL 1×109/L大鼠PM置

于24孔板内, 置37℃、50 mL/L CO2条件下贴壁2 
h, 加入不同浓度LC, 培养一定时间后取出, 加入

0.15 mL(1 g/L)辣根过氧化物酶, 0.15 mL(1 g/L)
酚红液, 0.1 mL(10 g/mL)经血清调理后的酵母

聚糖, 于37℃水浴2 h, 取出置于冰浴中, 经2000 
r/min离心10 min, 取上清加入PBS 2 mL,  再加入

4 mol/L NaOH 40 µL, 于570 nm波长处比色.
1.2.7 O2

-的测定: 取1 mL 1×109/L PM加入24孔
板内, 加入不同浓度LC, 于37℃保温5 min, 加入

0.1 mL(10 g/L)经血清调理后的酵母聚糖, 再加

入细胞色素C(终浓度为60 µmol/L). 于37℃水浴

2 h, 取出, 置于冰浴中, 经 2000 r/min离心10 min, 
取上清加入PBS 1 mL, 于550 nm波长处比色.

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行

数据分析, 所有数据均用mean±SD表示, 采用

ANOVA程序进行单因素方差分析、Univariate
程序进行多因素方差分析, P <0.05表示差异具有

显著性.

2  结果

2.1 脂质体形态、大小及脂质体中氯膦酸二钠

包裹率 所制备的脂质体平均直径约200 nm, 包
裹率为5.8%, 透射电镜检查见其大小均匀(图1).
2.2 LC对大鼠PM生长的作用 在各时间段三种不

同浓度的LC对PM的生长都具有明显的抑制作

用(P <0.01), 36 h组的各浓度抑制率均高于12 h
与24 h组(表1); 同时, LC在同一浓度的不同时间

段上对PM的生长亦具有明显的抑制作用, 150 
µmol/L组的各时点抑制率均高于50 µmol/L与
100 µmol/L组(表1). 该实验中, LC对大鼠PM的

抑制作用随作用时间的延长而增高, 亦随LC浓

度的升高而增高. 本实验重复3次, 所有数值均

以mean±SD表示(P <0.01, 表1).
2.3 LC对大鼠PM吞噬功能的影响 不同浓度的

LC对巨噬细胞的吞噬功能有不同程度的抑制,  

表 1 LC对大鼠PM的抑制作用 (mean±SD)

     
浓度       12 h        24 h      36 h

(µmol/L)           A 值               抑制率(%)           A 值               抑制率(%)           A 值               抑制率(%)

0 0.556±0.06  0.530±0.02  0.508±0.07 

50 0.500±0.02d 10.0 0.452±0.04d 14.9 0.422±0.07d 16.9

100 0.483±0.04bd 13.1 0.428±0.03bd 19.3 0.387±0.04bd 23.9

150 0.451±0.05bdf 18.9 0.400±0.02bdf 24.6 0.352±0.03bdf 30.7

bP<0.01 vs  50 µmol/L; dP<0.01 vs  0 µmol/L; fP<0.01 vs  100 µmol/L.

表 2 不同浓度LC对大鼠PM吞噬功能的影响 (mean±SD)

     
脂质体浓度     

吸光度值             抑制率(%)
(µmol/L)

0  0.716±0.076 

50  0.591±0.031d              17.4

100  0.531±0.084bd              25.8

150  0.444±0.036bdf              38.0

bP<0.01 vs  50 µmol/L; dP<0.01 vs  0 µmol/L; fP<0.01 vs  100 

µmol/L.

200 nm

图  1  透 射 电 镜 下
LC的形态正常、大
小均匀, 直径约200 
nm(×12 000).

■创新盘点
本研究通过脂质
体包裹特异性巨
噬 细 胞 清 除 剂
clodronate来抑制
巨噬细胞功能, 从
细胞生长、吞噬
功能及巨噬细胞
分泌自由基等方
面入手研究, 以期
为临床治疗重症
急性胰腺炎等寻
找新的途径并提
供理论依据.
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且随浓度增加, 抑制率也逐渐增高, 在LC浓度为

150 µmol/L时, 大鼠PM的吞噬功能受到最大程

度的抑制, 为38.0%. 本实验重复3次, 所有数值

均以mean±SD表示(表2).
2.4 LC对大鼠PM NO、H2O2和O2

-生成的影响 3
种浓度的LC对巨噬细胞生成NO、O2

-的能力都

产生抑制, 在LC浓度为150 µmol/L时, PM产生

NO和O2
-的能力最低, 与对照组相比差异均有显

著性; 100 µmol/L和150 µmol/L的LC对巨噬细

胞产生的H2O2出现明显抑制, 在LC浓度为150 
µmol/L时, PM产生H2O2的能力达到最低, 与对照

组相比差异有显著性, 而50 µmol/L的LC组未见

明显抑制, 但随着LC浓度的增高, H2O2产生的量

逐渐减少(表3).

3  讨论

腹腔巨噬细胞参与机体内的多种病理生理反应, 
对腹腔炎症反应和免疫防御功能有重要作用. 
Ma et al [7]研究发现, 使用白藜芦醇(resveratrol)后
可以减少体外培养的PM的NF-kappa与iNOS的
表达, 减少培养基与血清TNF-α, IL-1与NO的水

平, 从而减轻炎症反应. 活体实验也证实, 干预

巨噬细胞可以减轻胰腺炎的严重程度. PM可以

通过分泌大量的TNF-α和IL-1β等细胞因子影响

炎症的严重程度[8].
近年来脂质体作为药物载体被广泛应用, 

利用脂质体的天然靶向性将药物导人单核内

皮网状系统, 借助脂质体缓释作用可以延长药

物的作用时间和提高体内药物的浓度, 从而提

高疗效[9-10]. 近年来越来越多的脂质体药物已上

市, 并在临床取得了明显的疗效, 如阿霉素脂质

体、紫杉醇脂质体等[11-12]. Van Rooijen et al [13]报

道, 静脉内注射LC可以选择性的清除体内巨噬

细胞, 巨噬细胞通过吞噬作用摄取脂质体, 其膦

脂酶破坏脂质体的膦脂双分子层, 药物在细胞

内释放从而诱导了巨噬细胞的凋亡, 游离的氯

膦酸二钠本来是用于治疗骨质疏松等骨疾病的

药物, 没有明显的细胞毒性, 而用于包埋的脂质

体成分是卵膦脂和胆固醇, 也没有毒性, 有望成

为临床治疗某些疾病的手段. 目前, LC被广泛应

用于巨噬细胞功能的研究[14-15]和治疗某些免疫

性疾病的实验研究[16].
MTT是一种有机盐染料, 与细胞内具有活

性的琥珀酸脱氢酶起反应, 生成紫色(或蓝色)甲
瓒颗粒, 因琥珀酸脱氢酶只存在于活细胞线粒

体内, 故有较好的特异性, 本实验发现, 三种不

同浓度的LC均对大鼠PM的生长具有明显的抑

制作用, LC被巨噬细胞选择性的摄取后, 溶酶体

释放的膦脂酶分解脂质体使其被释放出来, 导致

巨噬细胞凋亡, 从而减弱其非特异性防御能力.
中性红比色法主要是通过细胞的胞吞作用

来检测细胞增殖功能和毒性作用, 中性红属于

一种弱阳离子染料, 正常生长的细胞具有摄取

中性红的能力, 并且中性红可以稽留溶酶体内

而不被细胞洗涤液洗脱, 在一定条件下, 活细胞

摄入中性红的水平与活细胞的数量成正比. 本
实验中, 我们发现在三种不同浓度的LC干预下, 
巨噬细胞吞噬中性红的能力受到明显抑制, 巨
噬细胞的吞噬在其非特异性免疫、抗原递呈等

过程中起着重要作用, 因此, LC对PM的非特异

性免疫作用产生抑制, 削弱了腹腔的抗菌能力, 
使腹腔防御能力下降.

在免疫系统中, 巨噬细胞起着调节体内稳

定的作用, 是感染、肿瘤生长和创伤的效应细

胞. 巨噬细胞内NO是通过NOS途径合成, 其合成

能力与抗炎作用密切相关. 研究中观察到, LC在
三种浓度下均对大鼠PM生成NO的能力产生抑

制, 而巨噬细胞产生的NO作为一种非特异效应

因子, 可杀灭或抑制多种病原微生物的生长, 尤
其是杀灭细胞内病原体[17]. 我们还发现, 在LC浓
度为100 µmol/L和150 µmol/L时, 巨噬细胞产生

H2O2的能力受到明显的抑制, H2O2在巨噬细胞

表 3 不同浓度LC对大鼠PMNO、H2O2和O2
-生成的影响 (mean±SD)

     
脂质体浓度 

NO含量(µmol/L)       O2
-(A 值)     H2O2(A 值)

  

(µmol/L)

0  91.714±1.726  0.342±0.022  0.277±0.003  

50  48.398±0.667a  0.289±0.017a  0.267±0.009

100  27.664±0.566ae  0.256±0.013ae  0.261±0.002a

150    25.626±0.184ace  0.216±0.003ace  0.213±0.015ae

aP<0.05 vs  0 µmol/L; cP<0.05 vs  100 µmol/L; eP<0.05 vs  50 µmol/L.

■应用要点
国外目前已有多
种脂质体药物面
世 ,  应 用 价 值 之
高 ,  得 到 了 业 内
人士较好的评价, 
如紫杉醇脂质体
等. 本研究从一个
新的方面着手治
疗重症急性胰腺
炎、脓毒血症等, 
值得期待.
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杀灭入侵病原微生物方面起着重要作用[18], 其
机制有二, 其一是激活Ced23等死亡基因, 从而

使细胞死亡; 另一种是先激活Ced23等死亡基因, 
从而使细胞内H2O2水平升高, 由于H2O2的损伤

作用而使细胞死亡. 本实验中, 在LC作用下, 大
鼠PM产生O2

-的能力亦受到抑制, O2
-在机体内具

有多种作用: O2
-可攻击生物膜中多聚不饱和脂

肪酸, 尤其是其中对自由基特别敏感的双键, 激
发连锁反应, 导致自由基的扩增和膜脂质过氧

化加深, 致使细胞凋亡, 可以直接进攻蛋白质中

的氨基酸残基如甲硫氨酸和半胱氨酸等残基, 
使蛋白质构象改变, 影响其活性[19]. O2

-及其过氧

化产物可直接或间接地攻击DNA, 引起碱基修

饰、单或双链断裂、DNA链间以及DNA与蛋白

质间的交叉连接和姐妹染色体交换等, 而以碱

基修饰和链的断裂最为常见. O2
-通过对mtDNA

的损伤可降低ATP酶活性, 抑制线粒体的氧化膦

酸化, 使能量物质的生成减少, 加速高能膦酸化

合物的消耗, 致细胞死亡[20-21].
总之, LC具有抑制大鼠PM功能的作用, 对

临床某些疾病的治疗具有一定的指导意义, 如
胰腺炎, 脓毒血症等.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of vascular occlusion 
of hepatic blood flow on radiofrequency lesion 
and liver injury in rabbit VX2 tumor model.

METHODS: Rabbit VX2 liver tumor models 
were successfully established, and than they 
were assigned to two groups: radiofrequency 
ablation alone group and radiofrequency abla-
tion with hepatic blood flow occlusion (vascular-
occluded RFA) group. Radiofrequency lesions 
were created in vivo using a cool-tip radiofre-
quency electrode (radiofrequency parameters 
were 8 min in time and 30 W in power). The 
hepatic blood flow occlusion was got by pringle 

maneuver. Serum ALT, AST, AKP and GGT 
were detected before the operation and the 1st, 
3rd, 7th day after the operation, and the adverse 
events were observed. The animals were sacri-
ficed one week later. The size, volume of necro-
sis lesions in the two groups were then analyzed.

RESULTS: Volume and vertical diameter of the 
coagulated area were significantly greater with 
the pringle maneuver. The parallel diameter was 
larger than that coagulated by standard RFA, 
but there were no significantly differences be-
tween the groups. Serum ALT, GGT was higher 
in radiofrequency ablation combined with Prin-
gle maneuver group than radiofrequency abla-
tion alone group at each time after the operation 
(P < 0.05), and serum GGT lever was gradually 
increased postoperatively. Differences in serum 
AST, AKP between the two groups at each time 
postoperatively were not significant. One case of 
vascular-occluded RFA group was complicated 
with mild bile leakage, one case died on the 1st 
day for hemorrhage, and one case died for liver 
injury on the 4th day. 

CONCLUSION: Radiofrequency ablation com-
bined with occlusion of the hepatic artery and 
portal vein increases the volume of necrosis 
when compared with radiofrequency ablation 
alone, but much more serious liver injuries are 
found, careful attention should be paid when 
this technique is used in clinical practice.

Key Words: Radiofrequency ablation; Vascular oc-
clusion; Liver neoplasm; VX2; Rabbit

Han JB, Qiu YD, Zhang WW, Kong WT, Qiu JL, Han B. 
Effect of vascular occlusion on radiofrequency ablation 
of the liver in a rabbit VX2 tumor model. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 352-356

摘要
目的: 评价肝脏血流阻断联合射频后消融灶
的变化及其对兔肝功能的影响.

方法: 兔VX2肝肿瘤接种成功后分为两组: 单
独射频组、射频联合肝脏血流阻断组(联合射
频组). 射频采用冷循环射频消融治疗(参数设

®

■背景资料
肝癌的治疗除了
手术外还有射频
等微创治疗. 射频
消融是一种局部
热疗措施, 毁损体
积的大小是射频
成功的关键, 但由
于热流失的影响, 
局部热量被肝脏
血流带走, 影响消
融效果, 肝脏血流
阻断可以减少热
流失、扩大射频
消融体积. 以前的
实验中动物射频
术后立即处死, 难
以评价射频消融
灶进展期的变化
及其肝损伤情况.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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定为30 W、8 min); 联合射频组肝脏血流阻断
采用Pringle法. 两组分别于术前、术后1、3、
7 d检测血清ALT、AST、AKP、GGT; 观察两
组动物的并发症; 1wk后处死实验动物, 比较
两组射频消融灶的大小及体积. 

结果: 与单独射频组比较, 联合射频组消融灶
的体积和垂直径显著增大, 且有统计学意义, 
平行径虽有所增大, 但无统计学差异. 与单独
射频组比较, 联合射频组动物术后1、3、7 d
的血清ALT、GGT显著升高(P <0.05), 联合射
频组术后的血清GGT有明显升高的趋势. 两
组之间AST、AKP在术后各时间点没有明显
差异. 联合射频组1例发生胆漏, 1例因出血于
术后第1天死亡, 1例因肝功能衰竭于术后第4
天死亡.

结论: 射频联合肝动脉门静脉双重血流阻断
可增大射频的毁损灶体积, 但对兔肝脏损伤较
严重, 临床应用应持谨慎的态度.

关键词: 射频; 血流阻断; 肝肿瘤; VX2; 兔
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0  引言

射频消融是一种局部热疗措施, 毁损体积的大

小是射频成功的关键, 但由于热流失的影响, 局
部热量被肝脏血流带走, 影响消融效果, 肝脏血

流阻断可以减少热流失 [1-4]、扩大射频消融体

积. 以前的实验中动物射频术后立即处死, 难以

评价射频消融灶进展期的变化及其肝损伤情况. 
本研究目的是评价肝脏血流阻断联合射频后消

融灶的变化及其对兔肝功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔18只(由南京大学附属

鼓楼医院动物中心提供), 雌雄不限, 体质量为

2.6-3.2 kg. 荷瘤VX2种兔由东南大学附属中

大医院放射科滕皋军教授惠赠. 射频装置采用

Radionics公司的冷循环射频治疗仪.
1.2 方法 
1.2.1 兔VX2肝肿瘤模型的建立: 氯胺酮: 氟哌

利多(1∶1)静脉麻醉荷瘤种兔, 无菌条件下取出

VX2肿瘤, 于超净台剔除瘤周组织、肿瘤包膜和

坏死组织, 选取靠近瘤体边缘的质嫩灰白色鱼

肉样组织, 用眼科剪剪成约1.5 mm×1.5 mm×

1.5 mm大小的瘤块备用. 
参照文献[5]中的方法, 略加改进. 氯胺酮: 

氟哌利多(6 mL∶6 mL)加入500 mL生理盐水

中静脉滴入维持麻醉, 麻醉成功后取仰卧位固

定, 常规上腹部剪毛、备皮及消毒, 经腹白线正

中切口进腹, 暴露肝脏左前叶, 轻压腹部将其挤

出, 用盐水纱布拉出体外. 将2-3块备用瘤组织塞

入16号针头, 后接1 mL注射器, 在距肝脏下缘约

1.0-1.5 cm处斜向下插入约1.5 cm. 将瘤组织注入

后拔出, 盐水纱布压迫至不再出血后用1号丝线

两层关腹. 所有实验动物术前12 h禁食、不禁水. 
术后连续3 d后肢肌肉注入青霉素40万单位、硫

酸阿米卡星0.1 g预防感染.
1.2.2 实验分组和操作方法: 2 wk后种植VX2兔
肝脏可形成直径约1.5 cm的单发肿瘤, 模型建立

成功后随机分为2组: 单独射频组和射频联合肝

脏血流阻断组(联合射频组). 
术前准备及麻醉同上, 兔双后肢内侧备皮

后贴电极板, 上腹部常规消毒、铺巾, 原切口进

腹, 冷盐水纱布将荷瘤肝叶与周围的脏器分开. 
射频采用射频针垂直插入肿瘤中心, 射频参数

设定为30 W、8 min, 肝脏血流阻断采用Pringle
法即绕扎肝十二指肠韧带阻断入肝血流. 确定

无活动性出血及周围脏器损伤后关腹. 射频术

后腹腔灌洗生理盐水50 mL补充丢失的水分. 术
后抗生素应用同上. 

术后1 w k所有实验动物静脉推注氯胺酮

处死, 切取射频消融的肝叶, 沿RFA针道切开肝

叶, 测量消融灶的平行径a[平行于针道的最大径

(cm)]、垂直径b[垂直于针道的最大径(cm)], 消
融灶体积V [V (cm3) = 3.14×a×b×b/6][6].
1.2.3 肝功能检测: 术前及术后第1、3、7天抽取

兔耳静脉血, 检测ALT、AST、AKP、GGT. 
1.2.4 病理学检查: 术后1 wk处死动物, 切取荷瘤

肝叶置于40 g/L甲醛中固定至少24 h, 常规病理

切片行HE染色.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 计量

资料均采用mean±SD表示, 采用t检验进行统计

分析, P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 肿瘤模型建立及实验动物基本情况 18只
大白兔第1次接种后 ,  1只因肿瘤肝内多发转

移、1只因腹壁种植被剔除实验 ,  另有2只接

种失败, 再次接种后成功, 建立模型成功率为

89%(16/18). 随机编号分组后, 各组间动物体质

量、肿瘤大小没有显著性差异, 联合射频组其

■研发前沿
该领域的研究重
点 是 如 何 减 少
“热流失”, 扩大
射频消融范围.
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中1只因腹腔出血于术后第1天死亡, 1只因肝损

害于术后第4天死亡, 1只于术后1 wk开腹时发现

发生严重的胆漏(图1).
2.2 射频术后毁损灶体积、直径 血流阻断增大

射频的毁损体积, 两组之间存在显著性的差异

(P <0.05). 联合射频组平行径a及垂直径b均大于

单独射频组, 但是垂直径之间差异有统计学意义

(P<0.001), 平行径之间差异无统计学意义(表1).
2.3 肝功能检测 术前两组ALT、AST、AKP、
GGT之间差异没有统计学意义. 术后第1天两组

ALT、AST升高较明显, 之后逐渐降低, 至术后

第7天射频组ALT、AST均恢复至术前水平, 但
是联合射频组术后第7天ALT仍维持在较高水

平. 联合射频组ALT术后各时间点均较单独射频

组高, 且都有统计学意义, 但其AST术后各时间

点之间差异没有统计学意义. 联合射频组术后

GGT逐渐升高, 且术后1、3、7天均高于单独射

频组, 并有统计学意义. 两组术后第1天AKP均
升高较明显, 之后逐渐下降, 两组之间AKP在术

后各时间点差异没有统计学意义(图2).
2.4 病理观察 大体观察毁损灶为灰白色区域, 与
周围肝脏组织分界清楚, 毁损灶与正常肝脏组

织之间有一宽约1 mm的边缘带, 镜下观察边缘

带内可见纤维结缔组织, 被较多的炎症细胞浸

润(图3). 单独射频组大体标本可见血管周围的

毁损灶不规则, 血管周围毁损灶形成缺失(图4). 
单独射频组的肝脏毁损灶仍然保持肝小叶基本

结构, 少数肝细胞仍可见细胞轮廓、细胞核, 但

是血流阻断后射频的肝脏毁损灶, 肝小叶结构

破坏, 肝细胞膜不完整, 少见细胞核, 细胞质嗜

酸性, 一片红染(图5).

3  讨论

肝癌是常见的恶性肿瘤之一, 手术切除虽仍然

是肝癌的标准治疗措施, 但由于肿瘤位置、大

小和患者合并症等等原因, 手术切除并不适用

于所有的肝癌. 事实上当肿瘤发现时, 仅仅有

20%的患者有手术切除的机会[7]. 射频由于其微

创、并发症少、可重复性、住院日短等优势, 
在肝癌治疗中逐渐增多. 

射频的机制是射频发生器发出的射频波使

电极周围组织中的离子发生振荡, 摩擦生热, 导
致组织细胞损伤, 肿瘤组织蛋白变性. 但由于

“热流失”的影响[1-4], 肝脏血液流动将射频局

部产生的热量带走, 靠近血管周围的肿瘤毁损

不完全, 局部复发率增高. 通过外科手段及药物

影响肝脏血流及肿瘤的血液供应可减少“热流

失”, 从而增大消融范围、降低局部复发率. 药
物包括血管加压素[8]、三氧化二砷[9]、索拉非 
尼[10]等. 外科血流阻断包括肝动脉和门静脉联合

阻断、肝动脉阻断、门静脉阻断、肝静脉阻断

等[3-4]. 肝动脉和门静脉联合阻断即Pringle法联

合射频可通过腹腔镜[11-12]进行, 减少开腹的损伤, 
不违背微创的目的. 

实验证实肝动脉和门静脉联合阻断较肝

动脉、门静脉单独阻断射频消融范围大[3-4]. 这
些实验中动物射频术后立即处死, 这只能评价

射频直接损伤期(direct injury)[13]的变化, 难以

评价肝脏血流阻断射频进展损伤期(progressive 
injury)[13]的变化及对肝损伤的影响, 肝脏血流阻

断射频的有效性及安全性难以得到评估. 本实

验通过在兔VX2肝肿瘤模型上进行肝脏血流阻

断联合射频, 术后检测肝功能、观察并发症, 1 
wk后测量射频消融灶, 以此评价射频消融灶进

展期的变化及血流阻断后射频对肝功能的影响. 
Wiersinga et al [2]发现射频毁损灶的最终毁

损面积将随着时间的推移而变化, 应该将肝实

■相关报道
Wiersinga et al 发
现射频毁损灶的
最终毁损面积将
随着时间的推移
而变化, 应该将肝
实质中引起的继
发坏死(secondary 
h e a t - i n d u c e d 
necrosis)计算在
内.

图 1 联合射频组其中1只术后1 wk开腹见发生严重胆漏(箭头).

表 1 射频毁损灶体积及直径 (n  = 7)

     
分组    体积V (cm3)     范围(cm3) 平行径a(cm)              垂直径b(cm)

单独射频组 10.12±5.94   3.42-20.30 1.39±0.25 3.57±0.81

联合射频组 24.82±10.75 16.48-45.25 1.75±0.72 5.20±0.59

vP<0.05, aP>0.05, bP<0.001 vs  单独射频组.
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质中引起的继发坏死(secondary heat-induced 
necrosis)计算在内. 以前的实验动物立即处死, 
难以评价继发坏死的程度. 该实验射频术后1 wk

观察毁损灶, 联合射频组体积大于单独射频组

(P <0.05), 同时其垂直径、平行径均大于单独射

频组, 虽平行径之间没有统计学意义, 可能由于

兔肝脏体积小同时较薄, 其有一定的局限性. 血
流阻断后射频毁损范围增大, 肿瘤周边的肝脏
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图 2 ALT、AST、AKP及GGT在术前
后的变化情况. A: ALT; B: AST; C: 

AKP; D: GGT.
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图 4 单独射频组毁损灶大体标本, 血管(箭头)周围的射频
毁损灶不规则, 形成缺失.

a

b

c

图 3 肝脏毁损灶与正常肝组织交界处镜下观察. 正常的肝

脏组织(a)与毁损的肝脏组织(c)之间被边缘带(b)分开. 边缘

带(b)内可见大量的纤维结缔组织, 被较多的炎症细胞浸润.

图 5 射频毁损灶内肝脏组织镜下观察. A: 联合射频组: 肝

小叶结构破坏, 肝细胞膜不完整, 少见细胞核, 细胞质嗜酸

性, 一片红染; B: 单独射频组: 仍然保持肝小叶基本结构, 少

数肝细胞仍可见细胞轮廓、细胞核.

A

B

■应用要点
射频治疗联合肝
动脉门静脉双重
血流阻断可扩大
射频消融范围, 但
是肝损伤较重, 临
床应合理选择手
术适应证.
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组织毁损增多, 理想毁损面积是能够覆盖肿瘤

周围1 cm的正常肝脏组织[8], 这保证了肿瘤毁损

后的安全边缘, 降低局部复发率. 
本实验术后检测血清转氨酶评价肝损伤情

况, 发现ALT在射频术后第1天升高较明显, 之后

逐渐恢复, 单独射频组术后第7天恢复至术前水

平, 但是联合射频组仍维持在较高的水平. 同时

术后各时间点ALT较单独射频组高且都是有统

计学意义, 说明血流阻断后射频较单独射频对

肝脏的肝功能影响较大, 这可能是由于阻断后

射频对肝细胞的损伤有缺血和高热的共同影响. 
射频中血流阻断后的缺血损伤对射频的进展期

损伤有一定的作用[2]. 缺血损伤使肝脏组织损伤

较明显, 同时联合射频组有一只因肝损害于术

后第4天死亡, 故临床应用血流阻断联合射频应

合理选择手术适应证. 
“热流失”的一个重要的潜在优势是保护

大血管和胆道免于受热损伤的影响. 入肝血流

的阻断虽可减少热流失, 但将会导致大血管及

胆管更加易于受到热损伤的影响[14]. 该实验术后

检测血清AKP、GGT, 发现联合射频组术后1、
3、7 d GGT逐渐升高, 且术后1、3、7 d均高于

单独射频组, 并有统计学意义, 说明血流阻断后

射频对胆管损伤较重, 并且其中一只发生严重

的胆漏. Kim et al [14]、Denys et al [15]亦报道血流

阻断后射频胆道损伤及并发症如胆道狭窄、胆

道扩张等较单独射频增加. 虽然胆道冷灌注联

合射频可减少胆道并发症[16], 但是这仍处于初步

探索阶段, 临床应用血流阻断联合射频应谨慎. 
射频联合肝动脉门静脉双重血流阻断1 wk

后观察毁损灶体积较单独射频组大, 但是血流

阻断联合射频对兔肝脏损伤较严重, 临床应用

应持谨慎的态度, 合理选择适应证, 以防止血流

阻断联合射频后并发症的发生. 
本实验选择射频术后1 wk比较射频毁损灶

大小和肝损伤情况, 但是对于射频1 wk后其变化

情况没有进一步的研究. 这正是本实验的局限

性, 值得下一步的探索.
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Abstract
AIM: To explore the effect of (-)-epigallocatechin-
3-gallate (EGCG) on hypoxia-induced expression 
of hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF-1α) and 
vascular endothelial growth factor (VEGF) in 
human hepatoma line HepG2 cells.

METHODS: The human hepatoma line HepG2 
cells were cultured under hypoxic conditions in 
vitro. The cultured cells were treated with differ-
ent concentrations of EGCG for 16 h in the 6-well 
dish with coverslips. The expression of HIF-1α 
and VEGF proteins were determined by immu-

nohistochemical staining. HepG2 cells were also 
cultured in normal oxygen condition as normal 
control group and in hypoxic condition without 
EGCG as hypoxia control group.

RESULTS: Under normal condition, there was 
almost no HIF-1α protein expression and weak 
VEGF protein expression in HepG2 cells. Hy-
poxia significantly induced up-regulation of 
the expression of both HIF-1α and VEGF (t = 
3.579, P < 0.01; t = 6.372, P < 0.01, respectively). 
Compared with hypoxia control group, marked 
inhibitory effect on both HIF-1α and VEGF ex-
pression in all hypoxia groups was observed 
by EGCG at a definite concentration (HIF: F = 
56.818, P < 0.05; VEGF: F = 10.016, P < 0.05). The 
inhibition by EGCG on HIF-1α and VEGF ex-
pression showed a dose-dependent relationship. 
Additionally, correlation analysis showed that 
HIF-1α expression synchronized with VEGF ex-
pression (r = 0.617, P < 0.05).

CONCLUSION: EGCG has significant inhibitory 
effects on the protein expression of HIF-1α and 
VEGF induced by hypoxia in a dose-dependent 
manner.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; HepG2 cells; 
Hypoxia inducible factor 1 alpha; Vascular endothe-
lial growth factor; Angiogenesis

Wang X, Xie JW, Liu L. Effect of (-)-epigallocatechin-3-
gallate on hypoxia-induced expression of HIF-1α and 
VEGF protein in HepG2 cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(4): 357-361

摘要
目的: 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯[(-)- 
epigallocatechin-3-gallate, EGCG)]对缺氧诱导
的肝细胞癌HepG2细胞HIF-1α及VEGF表达
的影响. 

方法: 在缺氧条件体外培养肝细胞癌HepG2
细胞16 h, 并以不同浓度EGCG处理, 即低剂
量(10 μmol/L)、中剂量(50 μmol/L)、高剂量
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■背景资料
血管新生是肿瘤
生长转移的主要
原 因 ,  因 此 抗 肿
瘤血管生成逐渐
成为抗肿瘤治疗
的 关 键 手 段 .  血
管内皮生长因子
(VEGF)与肿瘤血
管新生过程中发
挥 关 键 作 用 ,  而
HIF-1α在缺氧条
件下是促进VEGF
基因转录的重要
调节因子.

■同行评议者
王学美 ,  研究员 , 
北京大学第一医
院中西医结合研
究室



(100 μmol/L), 制成细胞爬片以免疫组化SABC
法检测HIF-1α及VEGF表达的变化, 同时设常
氧组及缺氧对照组进行比较. 

结果: 常氧状态下HepG2细胞中HIF-1α几乎
无表达, VEGF有少量表达. 缺氧对照组经16 
h缺氧后HIF-1α表达明显上调, 与常氧组相
比有显著差异(t  = 3.579, P <0.01); VEGF表达
亦较常氧组明显上调, 两者有明显差异(t  = 
6.372, P <0.01). 同浓度的EGCG对缺氧各组细
胞HIF-1α及VEGF表达, 与缺氧对照组相比均
有不同明显抑制作用(HIF: F  = 56.818, P <0.05; 
VEGF: F  = 10.016, P <0.05), EGCG对HIF-1α及
VEGF表达的抑制作用呈剂量依赖性, 且相关
分析显示, HIF-1α及VEGF蛋白表达同步化(r  
= 0.617, P <0.05).

结论: EGCG可从蛋白水平下调缺氧诱导的
HepG2细胞HIF-1α及VEGF的表达水平, 从而
有可能抑制肿瘤血管新生.

关键词: 表没食子儿茶素没食子酸酯; HepG2细胞; 

缺氧诱导因子1-α; 血管内皮生长因子; 血管新生
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0  引言

原发性肝癌是我国发病率最高的恶性肿瘤之

一, 并且有逐年增高的趋势, 其中肝细胞肝癌

占原发性肝癌的90%以上. 实体肿瘤的生长和

转移有赖于血管生成[1], 经典的血管生成理论

认为, 当瘤体直径大于2 m m时需要构建新生

血管获取血供, 否则肿瘤会因为缺血缺氧发生

坏死, 因此抗肿瘤血管生成逐渐成为抗肿瘤治

疗的新手段. 缺氧诱导因子(hypoxia inducible 
factor-1, HIF-1)是近年来发现的一个普遍存在

于人和哺乳动物细胞内的缺氧应答调控因子, 
研究表明他与其下游靶基因血管内皮生长因子

VEGF, 在肿瘤缺氧状态下维持生长及转移起着

关键作用[2]. 茶多酚是从绿茶中提取出来的最

主要的对人体最有益成分, 近来大量研究表明

茶多酚尤其主要成分表没食子儿茶素没食子酸

酯[(-)-epigallocatechin-3-gallate, EGCG]对肿瘤

的生长有明显的抑制作用[3], 其机制是否与下调

HIF-1α及VEGF表达有关可能成为EGCG抑制

肿瘤转移的新靶点. 本文拟在体外培养HepG2肝
癌细胞并建立缺氧模型, 通过给与不同浓度的
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EGCG, 观察对HepG2细胞中HIF-1α及VEGF表
达的影响, 以探讨EGCG是否能成为辅助治疗肝

细胞癌的有效候选药物. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2细胞系由协和医院普外科实验室

传代培养, 为贴壁细胞. 高糖DMEM培养基(武汉

博士德生物工程有限公司); 胎牛血清(杭州四季

青公司); 鼠抗mAb HIF-1α抗体、鼠抗mAb VEGF
抗体(美国Santa Cruz公司), 工作浓度均为1∶40; 
SABC试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司); 
EGCG(美国Sigma公司)纯度>95%绿茶提取, 以
无血清DMEM培养基稀释成浓度为0.02 mol/L的
储存液保存于-80℃冰箱备用, 使用前以无血清

DMEM培养基配成实验所需浓度; 免疫组化分析

软件系统: HMIAS-2000高清晰度彩色医学图文分

析系统(华中科技大学同济医学院清屏影像公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2细胞生长于含100 mL/L
胎牛血清DMEM培养基中, 常氧组在50 mL/L 
CO2, 210 mL/L O2, 37℃饱和湿度培养箱内, 缺氧

组在50 mL/L CO2, 10 mL/L O2, 饱和湿度三气培

养箱中培养.
1.2.2 爬片制作及分组: 取对数生长期HepG2细
胞以2.5 g/L胰酶消化成单细胞悬液反复吹打, 
并计数后种于含有多聚赖氨酸包被盖玻片(约1 
mm×1 mm×3片)的六孔板内, 每孔加入2 mL完
全培养基, 培养24 h待80%细胞贴壁后换液, 根
据下述分组要求加入不同体积培养基及药物. 
常氧组换液后仍每孔给予2 mL完全培养基培养, 
缺氧组以终浓度分别为10 μmol/L, 50 μmol/L, 
100 μmol/L即低剂量、中剂量、高剂量含药培

养基2 mL, 并设缺氧对照组(加等量无药培养

基), 预处理1 h后置缺氧环境继续培养16 h.
1.2.3 细胞固定及SABC免疫组化: 处理后各组爬

片弃去培养液→PBS漂洗3次(5 min/次)→40 g/L
多聚甲醛固定30 min→PBS洗3次(5 min/次)→固

定好的爬片以3 g/L H2O2甲醇液消除内源性过

氧化物酶→羊血清封闭特异性抗体→加入HIF-
1α及VEGF抗体→4℃孵育过夜→加入二抗和

SABC(1∶100)→DAB显色→常规脱水透明封片. 
1.2.4 图像分析: 在图像分析监视器上对染色强

度作区域性测定, 随机选取5个视野分别输入图

像仪. 染色强度用吸光度值(A )表示. 每例共检测

10个细胞, 取其平均值代表阳性细胞A值.
统计学处理 所有实验数据均以mean±SD

表示. 采用SPSS13.0进行数据录入和统计分析. 
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■研发前沿
E G C G 作为茶多
酚生物活性的主
要成分已有研究
证实, 通过抑制血
管生成达到抑瘤
效应, 其机制是否
与HIF-1α-VEGF
途径有关?  本文
通过体外实验探
讨其作用机制. 
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组内比较采用单因素方差分析LSD方法, 相关分

析采用Pearson相关分析法. 以P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 常氧和缺氧条件下HIF-1α及VEGF表达水平

变化 常氧状态下HepG2细胞中HIF-1α几乎无表

达, VEGF有少量表达, 阳性表达为棕黄色, 主要

分布于细胞质, 细胞核也可见. 缺氧对照组经16 
h缺氧后HIF-1α表达明显上调, 呈棕黄色, 主要位

于细胞核, 与常氧组相比有显著差异(t  = 3.579, 
P <0.01); VEGF表达亦较常氧组明显上调, 颜色

■相关报道
Fassina et al 研究
发现E G C G在子
宫癌, 前列腺癌肿
瘤模型中, 可能通
过抑制VEGF生成
及其受体活性机
制从而抑制血管
生成达到抑瘤效
应. 

A B C

D E

图 1 HepG2细胞中HIF-1α的表达水平(×200). A: 常氧对照组; B: 缺氧对照组; C: 缺氧低剂量组; D: 缺氧中剂量组; E: 缺氧

高剂量组.

A B C

D E

图 2 HepG2细胞中VEGF的表达水平(×200). A: 常氧对照组; B: 缺氧对照组; C: 缺氧低剂量组; D: 缺氧中剂量组; E: 缺氧高

剂量组.
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加深, 两者有明显差异(t  = 6.372, P<0.01, 图 1-3).
2.2 缺氧条件下不同浓度E G C G对H I F-1α及

V E G F表达水平的影响及相关性  同浓度的

EGCG对缺氧各组细胞HIF-1α及VEGF表达, 与
缺氧对照组相比均有不同明显抑制作用(HIF: 
F  = 56.818, P <0.05; VEGF: F  = 10.016, P <0.05), 
EGCG对HIF-1α及VEGF表达的抑制作用呈剂量

依赖性, 且相关分析显示, HIF-1α及VEGF蛋白

表达同步化(r  = 0.617, P <0.05, 表1).

3  讨论

人体肿瘤大多为实体瘤, 由瘤细胞和间质构成. 
实体瘤间质主要包括血管、淋巴管、结缔组

织、炎细胞和胞外基质等, 其中血管起营养肿

瘤细胞的作用. 由于肿瘤细胞不断恶性增殖导

致局部血供不足, 血管比例失调, 瘤体组织出现

缺氧状态. 在缺氧条件下,  肿瘤细胞为了继续生

长,  启动一系列缺氧适应性反应, 其中就包括缺

氧诱导因子-1(HIF-l). HIF-1由120 kDa的α亚单

位(HIF-lα)和91-94 kDa的β亚单位(HIF-1β)组成

的异源二聚体结构. 研究表明, HIF-1α是唯一的

氧调节亚单位, 他决定HIF-1的活性. 而HIF-1β

是许多bHLH蛋白的共同亚单位, 他可能与稳定

HIF-1及其二聚化有关. 常氧状态下, 细胞虽然不

断地合成HIF-1α, 但由于他受泛素蛋白酶体系

统(ubiquitin-proteasomesystem)的作用迅速降解, 
很难检测到[4], 而在缺氧时则出现降解抑制[5]. 周
围环境的氧浓度下降时, HIF-lα表达增加, 且表

达的增加表现为多个水平上. 目前, 缺氧在哪个

水平上影响HIF-lα仍有争论. 在缺氧状态下HIF-
1α大量表达并与缺氧反应元件HREs结合, 促进

靶基因转录[6], 血管内皮生长因子VEGF就是其

中影响肿瘤生长重要的靶基因之一. VEGF是迄

今认为重要的血管生成诱导因子, VEGF能强烈

地刺激血管内皮细胞增生、迁移和形成新生血

管. 研究表明, 在许多实体肿瘤, 包括胃肠道肿

瘤、子宫颈癌以及肺癌中都存在活跃的血管生

成, 并发现其血管生成的活跃程度与这些肿瘤

的预后相关[7-8]. VEGF作为主要的促血管新生

因子, 在缺氧状态下HIF-1α大量表达不仅能使

其表达上调而且能增加其转录活性[9]. 因此抑制

HIF-1α及VEGF表达有可能通过抗血管生成途

径作为抗肿瘤的新的治疗方法. 
绿茶是一类普遍存在于自然界的黄酮类物

质, 茶多酚是茶叶药效的主要活性成分, 占茶叶

干质量20%-35%, 其主要组分为儿茶素, 占其总

量的80%左右, 其中EGCG含量最高, 占儿茶素

的50%左右. 众多的研究表明, EGCG在肿瘤的

防治中有重要作用, 其抑癌机制包括抑制肿瘤

细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡和抑制端粒酶的

活性等. 除此之外, 还有研究表明他能够在多种

肿瘤模型包括子宫癌, 前列腺癌中[10-11], 通过抑

制血管生成达到抑瘤效应, 其机制有可能与抑

制VEGF生成及其受体活性有关[12], 但并不十分

明确. 另外也有研究表明EGCG通过抑制胰岛

素样生长因子及其受体IGF/IGF-1R系统活化达

到抗肝细胞肝癌的作用[13], 由此证实, EGCG对

肝细胞肝癌也有较强的抗肿瘤作用. 本实验选

取不同浓度的EGCG, 观察其对肝细胞癌细胞

HepG2中HIF-1α及VEGF的影响, 结果发现正常

氧分压下HIF-1α蛋白几乎无表达, VEGF有少量

蛋白表达, 而缺氧状态下两者表达水平明显上

调, 较小剂量(10 μmol/L)EGCG对二者即有抑制

■创新盘点
本实验选取不同
浓度的EGCG, 观
察 其 对 肝 细 胞
癌细胞HepG2中 
HIF-1α及VEGF
的 影 响 ,  分 析 了
E G C G 抗肿瘤血
管生成的作用靶
点.

表 1 EGCG在缺氧条件下对HepG2细胞HIF-1α及VEGF表
达水平的影响 (n  = 250, mean±SD)

     
EGCG(μmol/L)         VEGF        HIF-1α

常氧对照组(0) 0.142±0.016 0.143±0.014

缺氧对照组(0) 0.184±0.018d 0.202±0.030d

低剂量组(10) 0.180±0.015a 0.194±0.023a

中剂量组(50) 0.179±0.012a 0.178±0.015a

高剂量组(100) 0.168±0.016a 0.161±0.016a

aP<0.05 vs  缺氧对照组; dP<0.01 vs  常氧对照组.
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图 3 EGCG对缺氧HepG2细胞中VEGF和HIF-1α的影响. A: 

VEGF; B: HIF-1α. aP<0.05 vs  缺氧对照组; dP<0.01 vs  常氧

对照组.
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作用, 且其作用有明显剂量依赖性, 改变趋势亦

成正相关, 说明EGCG作用方式与HIF-1α-VEGF
途径有关. 而即使是高剂量组(100 μmol/L)药物

水平干预下, 细胞形态并未出现明显改变, 说明

其作用不会引起细胞损伤并影响实验结果, 此
作用可能与阻止HIF-1α与缺氧反应元件HRE有
关, 但究竟在何种时期及水平产生HIF-1α抑制

作用有待进一步考究. 
本实验研究提示 ,  绿茶茶多酚活性物质

EGCG能够对缺氧诱导的HepG2细胞HIF-1α及

VEGF基因表达产生明显下调作用, 可为抗血管

生成抑瘤靶向治疗提供新的依据, 但EGCG如何

抑制HIF-1α机制有待进一步研究. 绿茶是人们

所喜爱的传统保健饮料之一, EGCG作为绿茶茶

多酚的一种, 来源广泛. 深入研究其抗肿瘤机制

和药理效应, 对开发新的抗肿瘤药物有重要意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the pharmacological 
mechanisms of qingganlishi decoction on 
patients with chronic hepatitis B (CHB) of liver 
dampness heat type using proteomic methods.

METHODS: The total proteins of peripheral 
blood mononuclear cells from 20 cases before 
and after treatment of the qingganlishi decoction 
were separated by two-dimensional electropho-
resis (2-DE) individually, and the differentially 

expressed protein spots between the two groups 
were identified by both matrix assisted laser 
desorption Pionization-time of flight-mass spec-
trometry (MALDI-TOF-MS) so as to measure 
peptide mass fingerprinting. MSDB and Swiss-
Prot protein database were retrieved to identify 
differentially expressed protein. 

RESULTS: Thirty eight spots were found to 
have marked changes on the quality and/or 
quantity. Among them, 9 proteins had been 
proved to be significantly up-regulated in the 
untreated CHB group but down-regulated after 
qingganlishi decoction treatment. They were 
listed as follows: Rho GDP-dissociation inhibitor 
2, heat-shock 70 kDa protein, fibrinogen gam-
ma-A chain precursor, F-actin capping protein 
alpha-1 subunit, fibrinogen beta chain precursor, 
XTP3TPA-transactivated protein 1, hypothetical 
protein, pyruvate kinase isozymes M1/M2, hy-
pothetical protein fragment. 

CONCLUSION: These differentially expressed 
proteins of the CHB can help people under-
stand the pathomechanism of hepatitis B of liver 
dampness heat type and the working mecha-
nism of qingganlishi decoction. 

Key Words: Proteomic; Qingganlishi decoction; 
Chronic hepatitis B; Liver damp-heat; Peripheral 
blood mononuclear cells; Two-dimensional electro-
phoresis

Dai J, Dai XP, Xing ZH, Li C, Li JB, Jiang RX. Proteomic 
analysis on chronic hepatitis B of liver-gallbladder 
dampness-heat type treated with Qinggan Lishi decoction. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 362-367

摘要
目的: 分析清肝利湿汤治疗慢性乙肝(CHB)肝
胆湿热证外周血单个核细胞的蛋白质表达谱
的差异, 为探讨清肝利湿汤的作用机制奠定
基础. 

方法: 利用双向凝胶电泳技术(2-DE)分离来
源20例CHB肝胆湿热证患者用清肝利湿汤治
疗前后的外周静脉血单个核细胞(peripheral 

®

■背景资料
目前, 蛋白质组学
在疾病的诊断和
治疗、疾病相关
的生物标记分子
的鉴定、药物开
发以及致病机制
研究等方面得到
广泛的应用. 

■同行评议者
张声生, 教授, 首
都医科大学附属
北京中医医院消
化中心
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blood mononuclear cells, PBMC). 用基质辅助
激光解吸飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)对
用清肝利湿汤治疗前后的差异蛋白质进行测
定肽质量指纹谱. 检索MSDB和Swiss-Prot蛋
白质数据库鉴定差异蛋白.  

结果: 经过对比分析及质谱鉴定, 找到质和/或
量有明显改变的38个点. 本研究鉴定了9个清
肝利湿汤治疗前后的CHB患者的差异表达蛋
白: Rho鸟苷酸解离抑制因子, 热休克蛋白70, 
纤维蛋白gamma链前体, F肌动蛋白alpha链亚
单位, 纤维蛋白beta链前体, XTP3TPA反式激
活蛋白, 假想蛋白, 丙酮酸激酶同工酶M1/M2, 
假想蛋白片段. 

结论: 这些差异蛋白有助于了解CHB肝胆湿热
证患者病理机制过程及清肝利湿汤的作用机制. 

关键词: 蛋白质组学; 清肝利湿汤; 慢性乙型肝炎; 

肝胆湿热证; 单个核细胞; 双向凝胶电泳技术
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0  引言

慢性乙型病毒性肝炎(chronic hepatitis B, CHB)
是一种严重危害人类健康的常见病. 慢性乙型

肝炎是我国发病率很高的疾病, 我国现有1.3亿
乙肝病毒携带者, 慢性乙肝病毒感染的自然病

程很长, 一般可持续30-50年, 并且部分患者发展

为肝硬化, 终末期肝病和肝细胞癌[1]. 且多在青

壮年时期发病, 对人们身体健康和生命安全构

成巨大的威胁. 肝胆湿热证是慢性乙型肝炎常

见的证型之一, 病机为疏泄功能失常, 治疗上必

须疏利肝胆与清利湿热之品相互为用[2], 临床经

验方清肝利湿汤疗效显著[2]. 蛋白质组学是从整

体、动态的角度, 对发病机制有关因素高通量

的综合研究. 近年来, 蛋白质组学被广泛应用于

人类疾病发病机制、治疗和药物筛选研究之中, 
并取得了大量有意义的结果[3-5]. 因此本研究从

蛋白质组学这一全新技术入手, 从整体、动态

水平这一角度来研究清肝利湿汤治疗CHB的作

用机制, 以期发现抑制HBV病毒复制及病毒清

除机制的有关线索. 

1  材料和方法

1.1 材料 清肝利湿汤由柴胡10 g, 枳实10 g, 白芍

20 g, 茵陈20 g, 大黄5 g, 甘草5 g等六味中草药

组成, 由中南大学湘雅医院中药房提供, 经专家

鉴定为地道药材; 清肝利湿汤由湘雅医院制剂

室煎制, 300 mL/剂. 2-D Quant Kit蛋白质定量试

剂盒、固相PH梯度干胶条(IPGstrip ph3-10, 24 
cm)、IPG缓冲液(ph3-10)、覆盖液均由Amershan 
Biosciences公司提供; 人淋巴细胞分离液购自北

京鼎国生物公司; 二硫苏糖醇、碘乙酰胺、丙乙

酰胺、甲叉双丙烯酰胺、尿素、甘氨酸、Tris、
CHAPS、SDS、考马斯亮兰、琼脂糖、NP-40、
PMSF、TritonX-100、EDTA均由Sigma公司提

供; 低分子质量单向Marker由上海伯奥生物制品

公司提供; 硫代硫酸钠、无水乙醇、甘油、冰醋

酸、甲醛、琼脂糖、溴酚兰、TEMEd为国产分

析纯; 双蒸水、超纯水由湘雅医院医学中心实

验室制备. 深低温冰箱(so-lou environment公司, 
USA)高速低温离心机(Beckman公司, USA); 小型

离心机, Imagescanner扫描仪(Sigma公司); Ettan 
IPGphor Ⅱ等电聚焦仪, Ettan DALTⅡSystem垂

直电泳槽(Amershan Pharmcia公司, USA); Applied 
Biosystems Voyager-DE STR BiospectrometryTM 
work statior System 4307 MALDI-TOF-MS质谱仪

(ABI公司提供). PDQest7.0分析软件(Bio-Rad公
司), Imagescanner扫描仪、Labscan扫描控制和分

析前处理软件为Ameraham Biosciences公司产品; 
Bio-Tek ELX800型自动酶标(Bil-Tek Instru-ments, 
Inc); WD-9405B型水平摇床(沃德生物医学仪器

公司). YKH-Ⅲ液体快速混合器(江西医疗器械

厂). ML-902型定时恒温磁力搅拌器(上海浦江分

析仪器厂); Typhoon9400多功能荧光扫描成像系

统为Amersham Biosciences公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 临床资料: (1)一般资料: 20例慢性乙型肝

炎患者标本来源于2007-04/2007-09湘雅医院中

西医结合科门诊及病房, 并简要记录病史, 患者

年龄18-64(中位年龄44)岁. (2)诊断标准: 西医

诊断标准参照2000年西安全国病毒性肝炎会议

的标准[6]: 血清HBsAg、HBcAg、HBeAg阳性

6 mo以上, 血清HBV DNA定量1×108 copies/L, 
血清ALT大于正常上限2倍而低于正常上限10
倍. 中医肝胆湿热证参照中药新药临床研究指

导原则[7]的诊断标准: (主症)身目俱黄, 黄色鲜

明, 胁肋疼痛, 脘闷腹胀, 烦热, 口干而苦, 小便

黄赤, 舌质红, 苔黄腻. (次症)纳呆, 恶心呕吐, 困
倦乏力, 皮肤瘙痒, 大便秘结或稀溏, 脉弦滑数. 
(3)排除标准: 均排除甲、丙、丁和戊型肝炎等

■研发前沿
证候是有规律的
病理表现, 就必然
有其物质基础支
配机制. 目前认为
所有疾病均存在
基因表达的变化, 
基因的表达物-蛋
白质才是生理功
能的执行者和体
现者. 其为应用蛋
白质组学研究技
术进行中医辨证
论治研究提供平
台. 
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病毒重叠感染以及其他原因(酒精、药物、自身

免疫性肝病及肝癌等)引起的肝脏损害[7]. (4)治
疗方法: 予以清肝利湿汤每日一剂(由湘雅医院

制剂室提供), 每次150 mL, 2次/d, 早晚空腹服用; 
2 wk为一疗程, 直至症状消失, 前后对照. 前后时

间以60 d内为限. 服药期间停用其他药物. 依从

性差, 中途退出的病例仍补足观察例数[2]. 
1.2.2 证候疗效判定标准和安全性观测: 参照中

药新药临床研究指导原则[6]. 包括治疗前后每2 
wk观察并记录临床主要症状和体征的变化及一

般体检项目检查. 血、尿、便常规检查. 心、肾

功能检查. 可能出现的不良反应及其相关检测

指标. 
1.2.3 样品制备和分离: 清晨空腹取肘静脉血10 
mL, 加1支肝素(2 mL, 12 500 U)抗凝, 常温下静置

0.5-6 h, 抽上层悬液(血浆), 加人淋巴分离液(相
对密度1.077, 淋巴分离液: 血浆 = 1∶1-1∶3), 水
平离心(1800 r/20 min), 液体分4层由上至下分别

为血浆, 淋巴细胞, 淋巴分离液, 红细胞. 抽取淋

巴细胞转移至另一试管, 加满生理盐水摇匀, 水
平离心(800 r/10 min), 弃上清液, 加满生理盐水

摇匀, 水平离心(1000 r/10 min), 弃上清液, 加约1 
mL生理盐水混匀移至大EP管, 低温水平高速离

心(4℃, 12 000 r/10 min), 弃上清液, 清肝利湿汤

治疗前后的单个核细胞标本分别标记分组, 于
-70℃冰箱干冻保存. 
1.2.4 总蛋白的抽提: 取出PBMC, 每管加入改

良细胞裂解液(8 mol/L urea, 2 mol/L thiourea, 
1% NP240, 1% Triton X2100, 80 mmol/L DTT, 5 
mmol/L PMSF, 4% CHAPS, 40 mmol/L Tris, 2% 
pharmalyte)200-300 μL. 室温下放置30min, 间断

漩涡震荡, 1 mL注射器抽吸数次以剪切核酸, 并
采用超声波处理(冰浴间歇处理, 即超声处理15 
s, 再放置15 s, 如此反复进行约6次). 待细胞完全

溶解成流动液体时, 15 000 r/min, 4℃离心30 min
取上清即为细胞总蛋白质. 
1.2.5 总蛋白浓度测定: 采用Amersham Bio-
sciences公司专门针对蛋白质组学研究的蛋白

质抽提设计的2-DE Quant Kit定量试剂盒, 提取

PMBC总蛋白抽提后, 测定所抽提蛋白的浓度; 
测定各标准管及标本在波长490 nm处的吸光值, 
并求出标本浓度. 
1.2.6 双向凝胶电泳: 用双向凝胶电泳(2-DE)方
法进行细胞蛋白质的分离, 利用考马斯亮蓝染

色方法进行电泳凝胶染色[5]. 
1.2.7 凝胶图像采集与分析: 凝胶通过Imagescanncr

扫描仪, LabScan扫描软件, PDQuest软件进行背

景消减、匹配、量化比较等分析. 在相同的实验

条件和参数设置条件下, 当HBV患者治疗前的

PBMC凝胶中的蛋白点表达较治疗后PBMC凝胶

明显增强或降低(校正后蛋白质点的表达量相差

2倍以上), 并在不少于50%的该组PBMC凝胶图

谱中表达, 视其为差异蛋白质点. 
1.2.8 差异表达蛋白点的质谱鉴定: 选取分辨

较好的蛋白质点, 参照李茂玉 e t a l [8]的方法进

行蛋白质的原位酶解参照Li et al [5]的方法利用

MALDI-TOF-MS质谱仪进行质谱分析, 获得肽

质量指纹图谱. 
1.2.9 差异点的标示: 相应的鉴定出来的差异蛋

白点标示在相应的分析胶上(考染2-DE图上), 在
CHB治疗前中高表达或特异性表达的蛋白点上

标记. 各差异点的顺序号为本工作发现的先后

顺序. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 所

有数据统计分析在Excel及SPSS11.0软件上进行.

2  结果

2.1 疗效观察 肝胆湿热型慢性乙肝患者的证候

疗效以前述的判定标准为依据, 临床痊愈、显

效和有效视为有效. 参加实验的患者, 依从性差, 
中途退出的病例仍补足观察例数, 本研究选取

20位患者治疗有效的进入结果分析. 治疗过程

中患者均无不良反应. 
2.2 总蛋白浓度 6个标准管的浓度分别为0, 10, 
20, 30, 40及50 mg/L时, 在波长490 nm处的吸光

度值随浓度的增高而降低(表1), 根据标准管的

浓度和吸光度值绘出总蛋白定量标准曲线, 求
得直线回归方程y = -0.0034x+0.3761(图1), 将待

测标本吸光度值代入方程, 计算出其浓度(表1). 
2.3 标本2-DE图谱分析 本论文所研究的CHB患
者的PBMC总蛋白质经双向凝胶电泳, 考马斯亮

表 1  总蛋白浓度及吸光度值 (490 nm)

     
编号                              浓度(mg/L)                         吸光度值

标准管1                         0                                     0.381

标准管2                       10                                     0.333

标准管3                       20                                     0.302

标准管4                       30                                     0.298

标准管5                       40                                     0.227

标准管6                       50                                     0.209

待测管1                       42.97059                          0.230

待测管2                       33.26471                　      0.263

■相关报道
CHB之所以缠绵
难愈, 有学者认为
免疫病理在其发
病机制上起着重
要的作用, 宿主的
免疫功能或免疫
网络的异常、是
CHB发病的根本
原因.
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蓝染色后得到背景清晰、分辨率高、重复性好

2-DE图谱, 总蛋白上样量为0.8 mg时图象最佳. 
经PDQuest双向凝胶电泳图像分析软件及手工

分析, 每块2-DE胶可分离近1100个左右蛋白点. 
等电点(isoelectric point, PI)4-9和分子质量(M r)
为14-63 kDa范围内; 同组2块胶的蛋白质点在对

应位置上有较好的重复性, 不同胶间蛋白质点

在IEF方向及在SDS-PAGE方向上的偏差均较小, 
本实验双向电泳3次重复实验的位置偏差在IEF
方向的平均偏差为1.12±0.20 mm, SDS-PAGE方
向的平均偏差为1.18±0.15 mm, 表明本实验获

得了图像清晰、分辨率高和重复性好的2-DE电
泳图谱(图2). 清肝利湿汤治疗前后的慢性乙型

肝炎肝胆湿热型患者的PBMC的2-DE 图谱显示

了极大的相似形, 其匹配率为82%-91%. 同一份

标本平行电泳的匹配率在87%以上, 并且各蛋白

点的强度变化无显著性差异经比较发现, 清肝

利湿汤组与慢性乙型肝炎肝胆湿热型治疗前组

之间有38个差异点, 18个在清肝利湿汤组表达

上调, 16个在清肝利湿汤组表达下调, 4个蛋白

质点只在清肝利湿汤组表达. 
2.4 差异表达点的质谱鉴定 对相应的差异表达

的蛋白进行质谱鉴定, 结果表明, 大多数蛋白点

的出峰情况较好, 对同一个蛋白点用MALDI-
TOF-MS鉴定, 数据库查询后为同一蛋白质. 利
用MALDI-TOF-MS成功的鉴定了9个差异表

达蛋白点(图3), 在治疗前中特异性表达或治疗

后高表达的蛋白的6个为: R h o鸟苷酸解离抑

制因子(Rho GDP-dissociation inhibitor 2), 纤维

蛋白gamma链前体(fibrinogen gamma-A chain 
precursor), 假想蛋白(Hypothetical protein), F肌
动蛋白alpha链亚单位(F-actin capping protein 
alpha-1 subunit), 纤维蛋白beta链前体(fibrinogen 
beta chain precursor), XTP3TPA反式激活蛋白

(XTP3TPA-transactivated protein 1); 在治疗后中

特异性表达或较治疗前高表达的蛋白为3个: 热
休克蛋白70(heat-shock 70 kDa protein), 丙酮酸

激酶同工酶(Pyruvate kinase isozymes M1/M2), 
假想蛋白片段(Hypothetical protein, Fragment); 
相对应9个不同的蛋白质(蛋白点之间的强度差

异为3-270倍, 均具有统计学意义, P <0.05, 表2). 
其中实验等电点和分子质量是根据蛋白点在双

向电泳胶上的位置, 经图像分析软件分析后得到. 

表 2 Mascot软件在MSDB和SWISS-PROT数据库中搜索到的差异表达蛋白质

     
蛋白斑点 匹配的肽段      数据库ID                       蛋白质名称                       等电点/分子质量      覆盖率(%)

P1       7/20            GDIS  Rho GDP-dissociation inhibitor 2           5.10/22 900          61

P2      12/21            1HJOA  Heat-shock 70 kDa protein            6.69/41 973          42

P3        9/23            Q96DE1  Hypothetical protein            5.20/17 998          55

P4      12/66            FGHUG Fibrinogen gamma-A chain precursor             5.7/50 092           36

P5     11/20             Q8WVW5  Hypothetical protein (Fragment)           5.78/40 477          40

P6      19/38            FGHUB  Fibrinogen beta chain precursor           8.54/56 577          49

P7      12/47            KPYM  Pyruvate kinase isozymes M1/M2           7.95/58 339          23   

P8        7/42            Q1KSF8 XTP3TPA-transactivated protein 1          6.42/23 896          19

P9      10/19            G0263 F-actin capping protein α-1 subunit          5.45/33 073          58
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图 2 PBMCs双向电
泳图谱(A和B)的差异
蛋白质点. 第一向固
pH3-10NL梯度干胶
条等电聚焦, 第二向
SDS-PAGE垂直电泳, 
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热证组; B: 清肝利湿
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■名词解释
蛋 白 质 组 学
(Proteomics): 指
从整体上研究和
分析特定生理状
态下蛋白质组成
成分、表达水平
和修饰状态, 以及
蛋白质与蛋白质
的相互作用和联
系, 揭示蛋白质整
体水平与疾病机
制、细胞功能等
方面的联系的学
科. 
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CHB之所以缠绵难愈, 有学者认为免疫病理在其

发病机制上起着重要的作用, 宿主的免疫功能或

免疫网络的异常、是CHB发病的根本原因[9]. 机
体的细胞免疫、体液免疫以及各种免疫因子间

的相互促进、相互制约, 构成了一个复杂的免

疫网络. PBMC是机体质量要的免疫细胞, 在多

种疾病发生、发展、治疗及预后判断过程中发

挥重要作用[10-12]. 对于慢性乙型肝炎的治疗, 如
何打破感染宿主的免疫耐受、清除细胞内病毒

感染是关键所在, 也是乙型肝炎特异性免疫治

疗研究的重点和难点. 随着乙型肝炎病毒免疫

生物学和免疫病理学的飞速进展, 保护性免疫

的观念也发生了深刻变化. 最近, 对CHB的特异

性治疗研究有了重大突破, 有研究发现: 基于多

个表位的组合肽治疗有望打破宿主对表面抗原

的免疫耐受[13]. 
通过比较慢性乙型肝炎肝胆湿热证患者

用清肝利湿汤治疗前后P B M C之间蛋白质组

的异同, 可以发现一些与肝胆湿热证相关的特

异性蛋白质, 为进一步研究了解清肝利湿汤的

作用机制提供可能; 深入了解这些与CHB相关

的特异性蛋白质的结构和功能, 将极大地促进

CHB发病机制、诊断、治疗和新药开发的研究. 
《亚太地区慢性乙型肝炎处理共识》中将“中

医中药和其他草药在慢性乙型肝炎治疗中有何

作用”作为“未解决和需进一步研究的问题”

提出, 认为需要进一步研究解决作用机制等问

题[14]. 
中药新方清肝利湿汤, 临床实验证明具有良

好的抗炎、镇痛、抗氧自由基损伤的作用, 清
热利湿方中柴胡疏肝解郁, 茵陈清利湿热, 枳实

破气消积, 泻热除湿, 大黄泻热化瘀, 白芍柔肝

止痛, 主治肝胆湿热之证[15].

我们对C H B患者与正常人的血清单个核

细胞的蛋白质表达谱进行了分析, 鉴定了9个
与HBV相关的蛋白质点, 对于这些在2-DE图谱

上经图像软件分析后有明显量变的蛋白斑点, 
MALDI-TOF-MS鉴定可作为一种较为灵敏的手

段, 为差异蛋白的鉴定提供了有价值的指标.
在本研究中, 我们鉴定的9个差异蛋白质中

包括细胞凋亡信号分子、凝血相关蛋白及能量

代谢相关酶等, 他们均与细胞信号传导、细胞周

期等有关, 对促进细胞分裂增殖起着重要作用. 
热休克蛋白具有多种生物学功能, 他不但在

细胞内作为分子伴侣参与细胞内的多种蛋白转

位组装, 调节细胞的自我平衡和细胞凋亡等, 是
细胞凋亡的决定因子. HSP70在正常细胞中表达

水平较低, 而在应激状态下可显著性升高. 彭明

利等发现体外构建HSP70-HbsAg(戊)、HSP70-
HbsAg(ADP)复合物和HSP70-HbsAg(戊)、
HSP70-HbsAg(ADP)蛋白复合物均能够引起

BALB/C小鼠的体液免疫和细胞免疫应答, 诱导

脾细胞的HbsAg特异性CTL效应, 能够增强DC
细胞的抗原呈递能力, 促使其分泌大量细胞因

子IL-6和TNF-α, 在体外激活产生HbsAg特异性

CTL效应[16]. 肝炎肝胆湿热型患者经清肝利湿汤

治疗后, Rho-GDI及F-肌动蛋白表达上调, HSP70
表达下调, 表明清肝利湿汤可能通过信号转导

通路影响肝胆湿热证的应激状态, 提高患者细

胞免疫应答.
纤维蛋白原是由肝脏产生的一种豁附蛋白, 

可以被血小板a颗粒摄取并储存[17]. 纤维蛋白原

通过其在血小板上的配体GPnb/llla使血小板聚

集及血小板与单核细胞的豁附, 促进炎症和血

栓形成. 纤维蛋白原的另一重要功能是通过其r3
序列结合到ICAMI并调整ICAMI依赖性豁附, 作
为内皮细胞和单核细胞间必需的桥连子而在免
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图 3 MALDI-TOF-MS对P1点鉴定的PMF图. x轴: 质荷比(m/z), y轴: 相对强度; 峰旁标示的数字代表肽片断的单同位素峰

[M+H]+的质量数.

■同行评价
本文将蛋白组学
引入慢性乙肝肝
胆湿热证研究, 从
学术的角度来看, 
有一定的意义, 但
临床实际指导意
义有限.
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疫炎症反应中起重要作用[18]. 乙型肝炎病毒所致

各类型肝病在肝功能受损的同时, 出现Fbg含量

与功能的下调, 但两者之间不成正比, 且当Fbg
的功能异常时, 虽其含量达到正常水平, 仍可因

纤维蛋白单体聚合反应减弱而导致止血功能的

缺陷[19]. 纤维蛋白原在经清肝利湿汤治疗后表达

上调, 这说明清肝利湿汤有促纤维蛋白单体聚

合, 改善凝血功能, 并且可能存在抑制炎性反应

的作用.
XTP3TPA-transactivated protein 1是乙型

肝炎病毒(H B V)基因组中最小的开放读码框

架(ORr)编码的x蛋白(HBxAg), 是一种具有反

式激活作用的病毒蛋白, 在HBV感染肝细胞的

恶性转化中具有十分重要的作用. HBxAg蛋白

不仅可以上调HBV基因的复制能力, 还可以影

响细胞转录、生长以及细胞凋亡[20]. 目前认为

HBxAg蛋白广泛的激活作用是由于其具有双重

作用途径. HBxAg蛋白在细胞内定位于细胞质

和核内[21], 对HBxAg反式激活途径目前研究认

为存在两种方式, 即: 在胞质中通过信号传导途

径, 在核内与TATA结合蛋白等相互作用而影响

基因的表达. 经清肝利湿汤治疗后表达下调, 这
说明清肝利湿汤可能有抑制X蛋白反式激活作

用, 达到下调HBV的复制作用. 
总之, 我们通过比较蛋白质组学分析, 可以

推测上述蛋白质可能参与了肝胆湿热证的形成

发展; 清热利湿汤治疗肝胆湿热证的疗效机制

可能包括对细胞凋亡信号分子、凝血相关蛋

白、细胞免疫及能量代谢相关酶的影响等; 这
些蛋白质可能是清热利湿汤治疗肝胆湿热证的

作用靶点, 而这些蛋白质的具体作用机制还需

进一步证实. 

致谢: 感谢中南大学湘雅医院卫生部肿瘤蛋质
组学重点实验室对本文实验提供的支持和帮助.
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Abstract
AIM: To investigate the relationships between 
P53 and Bcl-2 family (Bcl-2, Bax, Bcl-xL, Bcl-xS) 
expression and apoptosis in human pancreatic 
carcinoma (PC).

METHODS: The immunohistochemical method 
was used to detect the expression of P53 protein 
in a total of 35 patients with PC. The patients 
were divided into two groups, group 1 with im-
munonegative P53 (18 cases) and group 2 with 
immunopositive (17 cases). The expressions of 
P53, Bcl-2, Bax, Bcl-xL, and Bcl-xS in both groups 
were detected by Western blot. The apoptosis in-
dex (AI) of group 1 was determined by terminal 
deoxynucleotidyltransferase-mediated UTP end-
labeling (TUNEL).

RESULTS: Bcl-2 was remarkably up-regulated 

in group 2 but down-regulated in group 1 (P = 
0.047). Expressions of both Bax and Bcl-xL pro-
teins were up-regulated in those two groups (P 
= 0.274, 0.334). Bcl-xS was remarkably down-
regulated in group 2 but up-regulated in group1 
(P = 0.01). The AI of both groups were 12.1 ± 2.47 
and 9.1 ± 1.48, respectively (P = 0.023), no cor-
relations were found between AI and expression 
of Bcl-2 family members, but marked correla-
tions were noted between AI and the Bcl-2/bax 
ratios (P < 0.01).

CONCLUSION: Bcl-2 family is a group of anti-
apoptotic proteins, and Bcl-xS is a pro-apoptotic 
protein. Both of them are dependent on the 
regulation of P53 which  modulates apoptosis 
mainly through modifying Bcl-2/Bax ratios.

Key Words: Pancreatic carcinoma; P53; Bcl-2; Bax; 
Bcl-xL; Bcl-xS; Western blot; Terminal deoxynucle-
otidyltransferase-mediated UTP end-labeling

Wu X, Cui HN, Ming SL, Wang ZW, Ou SA, Chen XC, Yu 
ZM. Expression of apoptosis-related Bcl-2-family and P53 
in human adenocarcinoma of the pancreas. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 368-372

摘要
目的: 探讨胰腺癌组织(pancreatic carcinoma, 
PC)中P53和Bcl-2家族(Bcl-2, Bax, Bcl-xL, Bcl-
xS)蛋白表达及与细胞凋亡的关系. 

方法: 免疫组化法检测35例PC中P53蛋白表
达, 将PC分为P53阴性表达组(第1组, n  = 18)
和P53阳性表达组(第2组, n  = 17); Western blot
检测两组PC中P53, Bcl-2, Bax, Bcl-xL和Bcl-
xS蛋白表达, TUNEL法检测第1组中凋亡指数
(AI). 

结果: Bcl-2蛋白在P53阳性PC表达上调, 而在
P53阴性PC表达下调(P  = 0.047); Bax和Bcl-xL
蛋白在两组PC中表达都明显上调(P  = 0.274, 
0.334); Bcl-xS在P53阳性表达PC明显下调, 在
P53阴性表达组明显上调(P  = 0.01); 在P53阴
性和阳性表达PC, AI分别为12.1±2.47和9.1±
1.48(P  = 0.023); Bcl-2家族各成员表达与AI无

®

■背景资料
Bcl-2家族相关蛋
白的抗凋亡和促
凋亡成员协同作
用 ,  在 胰 腺 癌 的
凋亡调控中起着
举足轻重的作用;  
P53是调节Bc l-2
家族的主要蛋白, 
但p53 和bcl-2 家族
基因的关系目前
还不清楚.

■同行评议者
李国威, 教授, 西
安交通大学医学
院第二附属医院
普通外科
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相关性, 而Bcl-2/Bax比率与AI有明显的相关
性(P <0.01).

结论: Bcl-2是依赖P53调节的抗凋亡蛋白, Bcl-
xS是依赖P53调节的促凋亡蛋白, 而P53主要
通过调节Bcl-2/Bax比率发挥凋亡调节作用. 

关键词: 胰腺肿瘤; P53; Bcl-2; Bax; Bcl-xL; Bcl-

xS; 蛋白免疫印迹法; 原位缺口末端标记法

吴幸, 崔海宁, 明松林, 王正文, 欧树安, 陈兴超, 余壮明. P53和

Bcl-2家族蛋白在胰腺癌中的表达. 世界华人消化杂志  2009; 

17(4): 368-372

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/368.asp

0  引言

胰腺癌是预后最差的消化系恶性肿瘤, 5年生存

率不足1%-5%[1]. 凋亡受阻是胰腺肿瘤(pancreatic 
carcinoma, PC)发生发展的重要因素, 而组成

Bcl-2家族相关蛋白在PC的凋亡调节过程中占主

要地位[2-4]. Bcl-2家族包括凋亡抑制因子(Bcl-2, 
Bcl-xL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, A1)和凋亡

促进因子(Bax, Bak, Bcl-xS, Bad, Bid, Bik, Hrk), 
两者的比率决定细胞是否能接受凋亡信号[5]. 在
一定程度上, 细胞凋亡或是凋亡抑制是通过两方

面基因的调节实现的[6-7]. P53是调节Bcl-2家族的

主要蛋白, 而且P53对Bcl-2家族不同蛋白有着不

同的调节方式, 由此影响着胰腺癌的生物学行 
为[6,8-9]. 如, 野生型p53能激活Bcl-2家族的bax促
凋亡基因, 抑制bc l-2抑凋亡基因. 但是, p53和
bc l-2家族基因的关系目前还不清楚. 本试验旨

在系统定量的研究Bc l-2家族成员蛋白表达与

P53的关系.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集1998-05/2007-05海南医学院普外

科手术切除的PC组织35例(临床资料完整), 切除

组织分为两部分: 一部分进行常规病理和免疫

组织化学检测, 另一部分立即放入-70℃液氮中

保存备用. 所有患者均为第1次手术, 术前未经

任何放、化疗. 
1.2 方法 
1.2.1 P53免疫组化检测: 4 μm石蜡切片贴在涂有

切片黏合剂的载玻片上, 58℃烤24 h, 常规脱蜡

至水, 二甲苯Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, 无水乙醇, 950、850、
750 mL/L乙醇, 各2 min, 水洗2 min;  30 g/L H2O2

作用20 min以消除内源性过氧化物酶的活性. 蒸
馏水洗涤, 将切片置于10 mmol/L pH6.0柠檬酸

缓冲液中, 120℃微波抗原修复10 m in, 室温自

然冷却20 min, BPS洗涤3次, 加入阻断血清在正

常血清室温下封闭30 min(阻断非特意性结合位

点), 擦干组织周围多余水分, 加适当稀释一抗

P53(1∶100即用型), 4℃过夜; 加入2抗, 室温30 
min, PBS洗3 min×3, DBA染色8 min, 自来水洗

3 min, 复染(苏木素衬染30 s, 水洗, 盐酸乙醇蓝

化2S, 水洗, 微波蓝化), 常规树脂封片; 用已知阳

性标本作阳性对照, 用PBS代替一抗, 结果应为

阴性, 阳性为细胞核染色棕黄色或棕褐色, 并呈

颗粒状, 背景呈紫蓝色. 阳性反应的强度分为阴

性(≤20%), 阳性(>20%)[10].
1.2.2 Western blot检测P53, Bcl-2, Bax, Bcl-xL和

Bcl-xS蛋白表达: 将组织切块切成小片, 加入冰

冷的裂解液200 μL, 细胞裂解30 min后, 14 000 
r/min 4℃离心20 min, BCA进行蛋白定量. 每孔

加入30 μg蛋白, 120 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳, 电转至硝酸纤维素膜, 4℃下脱脂奶封闭

后过夜. 将膜在4℃. TBST中晃洗中振洗5 min, 2
次, 分别加入不同的一抗和G3PDH, 密封, 温室

2 h, 4℃ 3 h, 温室2 h. 含3 mL/L Tween-20的BPS
洗涤3次, 加入二抗, 密封, 室温1.5 h, 用PBST液
将PVDF膜洗3次, 每次5 min. 在暗室内压胶片

曝光, 观察结果并照相. 用Bio-Rad/GS 700凝胶

图像处理系统进行分析. 肿瘤组织不同蛋白表

达水平用目的条带灰度与内参G3PDH条带的灰

度比值定量表示. 
1.2.3 细胞凋亡检测: 切片脱蜡脱水后加入20 
mg/L蛋白激酶K室温孵育15 m in, 37℃消化5 
min, PBS洗涤1次. 双蒸水洗涤3次, 每次5 min. 
加30 g/L H2O2 50 μL/片, 室温下浸泡5 min. 双蒸

水洗片3次, 每次5 min. 加上Permeabilisation 50 
μL/片, 室温3 min. 双蒸水洗片3次, 每次5 min. 
切片加入TdT(0.6 μL)和dUTP(1.4 μL), 37℃湿

盒中标记60 min. PBS洗片3次, 每次3 min. 加 
Blocking Reagent 50 μL/片, 37℃, 30 min, 甩片. 
加Avidin-HRP工作液50 μL/片, 37℃湿盒中标记

60 min. PBS洗片3次, 每次3 min. DAB(现配)显
色液50 μL/片, 显微镜下控制显色. PBS洗片终止

显色. 苏木素复染, 常规封片. 显微镜下计数500
个细胞, 以细胞内出现棕色颗粒着为凋亡阳性

细胞, 计算计算凋亡指数(AI). AI = 凋亡细胞/总
数细胞×100%[10].

统计学处理 统计学数据采用mean±SD表

示, 资料采用χ2检验和t检验和Pearson相关性, 
P <0.05有统计学意义.

■研发前沿
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2  结果

2.1 蛋白表达 35例PC患者中, P53阴性表达18例
(第1组), 阳性表达17例(第2组)(图1). Bcl-2蛋白

在第2组中表达上调, 而在第1组中表达下调(P  
= 0.047), Bax蛋白在两组中表达都明显上调(P  
= 0.274); Bcl-2/Bax比率在第2组(14/17)明显高

于第1组(4/18)(P  = 0.018). Bcl-xL蛋白在两组中

表达也明显上调(分别15/17和14/18)(P >0.05), 而
Bcl-xS在第1组表达上调(13/18), 在第2组表达下

调(3/17)(P <0.05). Bcl-xL/Bcl-xS在两组都表达上

调(P >0.05)(图2, 表1).
2.2 细胞凋亡 在P53阴性和阳性表达组的PC中, 
AI分别为12.1±2.47和9.1±1.48, 差异有显著性

(P  = 0.023); 在Bcl-2, Bax, Bcl-xL和Bcl-xS高表

达组(≥1), AI分别为10.36±2.26, 11.39±3.82, 
11.18±3.21, 12.83±2.66, 在Bcl-2, Bax, Bcl-xL
和Bc l-xS低表达组(<1), AI分别为11.54±2.54, 
10.45±2.06, 10.45±1.36, 10.00±2.43, 差异分

别无统计学意义(P >0.05); 而在Bcl-2/Bax比率≥

1组, AI为9.19±1.87, Bcl-2/Bax比率<1组, AI为

■相关报道
大多数作者研究
了Bcl-2家族某些
蛋白与胰腺癌之
间的关系, 但系统
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见.

表 1 胰腺癌组织中Bcl-2, Bax, Bcl-xL, Bcl- xS蛋白表达
与P53的关系

     
分组  Ratio≥1              Ratio<1            P

Bcl-2  

    第1组        5               12            0.047

    第2组      15                 3

Bax  

    第1组      15                 3            0.274

    第2组      15                 2

Bcl-2/Bax  

    第1组        4               14            0.012

    第2组      14                 3

Bcl-xL  

    第1组      15                 3            0.334

    第2组      14                 3

Bcl-xS  

    第1组      13                 5            0.021

    第2组        3               14

Bcl-xL/Bcl-xS  

    第1组      14                 4            0.215

    第2组      12                 5

表 2 Bcl-2, Bax, Bcl-xL, Bcl- xS蛋白表达与AI的关系

     
分组   n            AI   P

Bcl-2/G3PDH   

    Ratio≥1 20 10.36±2.26          0.056

    Ratio<1 15 11.54±2.54 

Bax/G3PDH   

    Ratio≥1 30 11.39±3.82          0.364

    Ratio<1   5 10.45±2.06 

Bcl-xL/G3PDH   

    Ratio≥1 29 11.18±3.21          0.173

    Ratio<1   6 10.45±1.36 

Bcl-xS/G3PDH   

    Ratio≥1 16 12.83±2.66          0.069

    Ratio<1 19 10.00±2.43 

Bcl-2/Bax   

    Ratio≥1 18   9.19±1.87          0.012

    Ratio<1 17 13.02±3.45 

Bcl-xL/Bcl-xS   

    Ratio≥1 26 11.72±2.58          0.082

    Ratio<1   9 12.51±3.19

P53(-)
1      2      3    4

P53(+)
5      6       7       8

P53

Bcl-2

Bax

Bcl-xL

Bcl-xS

G3PDH

图 2 Western blot检测P53, Bcl-2, Bax, Bcl-xL和Bcl-xS蛋白
表达.

图 1 免疫组织化学法检测P53在胰腺癌组织中的表达. A: 

P53染色阴性(×100); B: P53染色阳性(×200).

A

B
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13.02±3.45, 差异有统计学意义(P  = 0.012); Bcl-
xL/Bcl-xS比率与AI无相关性(P >0.05, 图3, 表2).

3  讨论

野生型p53 (W t-p53 )是转录调节因子, 其在细胞

DNA合成、DNA修复和凋亡调节过程中起重要

作用[11]. 由于W t-P53蛋白的半衰期短并且含量

低微, 因此, 通过免疫染色方法难以检测得到[7]. 
当p53突变后, 突变p53可与细胞中的某些蛋白

结合而积聚在细胞中, 在这种情况下可通过免

疫组化方法检测到高水平的突变p53表达[7].     
细胞凋亡是由基因调控的主动而有序的自

我消亡过程, 大多数情况下, 细胞生死是通过

p53依赖或非依赖两条途径进行调节的, 而高效

的细胞凋亡必须通过p53途径[12-13]. 在本实验中, 
PC组织中P53阳性表达率为48.6%, AI在P53阴
性组明显高于P53阳性组, 说明PC中细胞凋亡是

P53依赖性, 这与文献的研究结果相一致[14-16]. 
P53的凋亡调节作用是通过上调Bax和下调

Bcl-2或Bcl-xL等实现的, 通过他们的相互作用

调节着细胞线粒体的通透性, 从而影响着下游

的促凋亡基因的功能[6-7,17-20]. 
我们的研究结果表明, Bcl-2在P53阳性表达

的PC中过度表达, 而在P53阴性表达的PC中明

显低表达, 说明Bc l-2是P53依赖性调节, 即P53
高表达者对Bcl-2的抑制作用减弱或消失, 而P53
丧失者对Bcl-2的抑制作用加强. Bax在P53阴性

和阳性组都表达上调, 但差别无统计学意义, 说
明Bax是不依赖P53进行调节的. Bc l-xL在P53
阳性和阴性表达的肿瘤组织中也都存在明显上

调(P >0.05), 而Bc l-xS在P53阳性表达的肿瘤组

织中下调, 在P53阴性表达肿瘤组织中明显上

调(P <0.05), 提示Bcl-xS是P53依赖性调节. 研究

Bcl-xL/Bcl-xS和Bcl-2/Bax比率发现, 后者在P53
阳性和阴性表达组的差异有显著性(P <0.05), 说

明Bcl-2/Bax比率是依赖P53进行调节的. 但凋亡

检测表明: Bax和Bcl-xL表达与AI无相关性, 尽
管Bc l-2低表达组和Bc l-xS高表达组的AI高于

Bcl-2高表达组和Bcl-xS低表达组, 差异无显著

性. Bcl-xL/Bcl-xS比率在不同AI之间的差异也无

统计学意义, 但AI在Bcl-2/Bax高比率组明显低

于低比率组(P <0.01), 所以Bcl-2/Bax两蛋白之间

的比例是决定对细胞凋亡抑制作用强弱的关键

因素[21-27]. 因此, 细胞凋亡不是由单一的凋亡相

关蛋白决定的, 而是由许多蛋白共同作用的结

果[28-29]. 
总之, Bcl-2和Bcl-xS是受P53依赖性调节的

抑凋亡蛋白和促凋亡蛋白, P53主要通过调节

Bcl-2/Bax比率发挥凋亡调节作用的. 
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Abstract
AIM: To evaluate the value of diffusion-
weighted imaging (DWI) in ascites diagnosis.

METHODS: Data including MR presentations, 
tumor indicators of 188 patients with ascites 
were analyzed for any difference in sensitiv-
ity and specificity between DWI and tumor 
indicators. Accuracy of tumor lesions staging 
determined either by WB-DWI (whole body-dif-
fusion-weighted imagine) or by non- WB-DWI 
were also compared for difference, if any. DWI 
features were summarized.

RESULTS: The specificity of DWI was sig-
nificantly higher than that of tumor indicators 
(92.0% vs 33.3%, P < 0.05). The accuracy of WB-
DWI group was significantly higher than that of 

non- WB-DWI group (c2 = 5.29, P = 0.021). The 
conventional MRI and DWI, cystis contents and 
seroperitoneum (hematocele, empyema) were 
varied. DWI was of excellent differential diag-
nostic capacity.

CONCLUSION: DWI can discriminate the 
tumor from non-tumorous lesions, predict 
malignant ascites, judge the nature of the se-
roperitoneum and cystis contents in lesions 
exactly. It can be widely used for patients with 
ascites.

Key Words: Diffusion-weighted imaging; Ascites; 
Diagnosis
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摘要
目的: 探讨磁共振扩散加权成像(DWI)成像在
腹水病因诊断中的价值. 

方法: 分析188例腹水患者MR表现、肿瘤指
标及随访结果, 比较磁共振DWI技术与肿瘤
指标法诊断的敏感性、特异性有无差别; 比
较WB-DWI(Whole body-diffusion-weighted 
imagine)方法与非应用组术前分期准确性有
无差别; 总结不同液体影像特征. 

结果: 磁共振DWI技术较肿瘤指标法特异性
高(92.0% vs  33.3%, P <0.05); WB-DWI比非应
用组术前分期准确性高, 两组具有统计学意义
(c2 = 5.29, P  = 0.021). 64例病灶囊内容物及腹
腔积液(积血、积脓)的常规及DWI特征, 表现
各有不同, DWI具有准确的鉴别诊断能力.

结论: DWI可以鉴别肿瘤与非肿瘤性病变, 预
测恶性腹水, 而且可以准确判断腹腔积液和病
变液性成分性质, 在腹水病因诊断中值得推广
应用.

关键词: 扩散加权成像; 腹水; 诊断
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■背景资料
腹 水 成 因 复 杂 , 
临床需要综合问
诊、检体诊断、

实验室检查、影
像及腔镜等多项
结果综合分析, 造
成参考价值不直
观、诊疗成本增
加、创伤甚至贻
误 病 情 等 弊 端 . 
MR-DWI在肿瘤
病变的诊断中已
得到广泛认可, 本
研究将探讨这一
技术在腹水病因
诊断中的具体优
势.

■同行评议者
韩新巍, 教授, 河
南省郑州大学第
一附属医院放射
科
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0  引言

由各种原因引起的腹腔内游离液体过量积聚称

为腹水. 各种疾病一旦并发腹水, 常提示疾病的

严重性. 导致腹水的病因甚为复杂, 临床最常见

的3类疾病是: 门脉高压性腹水、恶性肿瘤腹膜

转移、结核性腹膜炎[1]. 恶性肿瘤侵袭或转移所

致的腹水又称恶性腹水. MRI在诸多影像手段

中, 以其多方位、多参数成像、高性能的软组

织分辨率在腹水病因诊断中较有优势. 扩散加

权成像(diffusion-weighted imaging, DWI)技术为

近年来出现的新技术, 作为功能影像学诊断方

法, 将影像表现与组织病理成分、状态结合起

来分析, 相比以往的形态学诊断可获取更大的

信息量, 在肿瘤病变的诊断中已得到广泛应用[2]. 
本文旨在探讨这一技术在腹水病因诊断中的具

体优势. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾分析2006-06/2008-06我院腹水患

者188例 MRI影像资料及随访结果. 均经超声确

定腹腔积液进一步行MRI检查. 纳入标准所有患

者均有肿瘤指标检测结果, 一项超过正常值范

围视为阳性组.
1.2 方法 采用Siemens AVANTO 1.5T磁共振扫描

仪. 所有患者均先行腹部大范围T2WI冠位平扫, 
发现病变直接或间接征象后确定重点扫描区域

常规SET1WI、SET2WI、fs-T2WI序列扫描, 受
检者取仰卧位, 行轴位及冠状位、失状位扫描. 
SET1WI序列: TR 400 ms, TE 13 ms, 矩阵256×
256, 层厚4.0 mm, 层间距1.0 mm. T2WI冠状位扫

描, TR 3000-5000 ms, TE 96-126 ms, 矩阵160×
160, FOV 360-450 mm, 层厚3 mm, 无间隔扫描. 
DWI应用导航回波EPI-DWI技术, 自由呼吸对病

变区域进行扫描, 轴位, 必要时加冠状位及矢状

位, 取扩散敏感系数b值为50、400、800 s/mm2,  
其中50、400 s/mm2一次扫描完成, 并自动生成

ADC图. TR 3900 ms, TE 76 ms, 层厚4 mm, 层间

隔0.4 mm, FOV 40 cm×40 cm, 矩阵128×128, 
扫描时间分别为2.09 min、1.10 min. 共有54例
临床高度怀疑肿瘤病变者行WB-DWI扫描, 均经

手术病理证实. 
统计学处理 全部数据经SSPS10.0统计学软
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件处理. MR结果与病理及随访结果生成四格表, 
行c2检验, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 MRI-DWI及MRI诊断 提示腹水伴随肿瘤性

病变者108例: 30例肝硬化合并肝癌或胆管细胞

癌; 23例为卵巢恶性肿瘤(原发和转移); 18例为

胰腺癌或壶腹周围癌; 13例为胆管癌; 10例行全

身扫描发现淋巴结、骨转移及其他脏器转移(图
1A-B); 6例为胃、肠道肿瘤, 其中1例为阑尾黏

液癌破裂形成腹膜假黏液瘤(图1C); 腹膜转移瘤

7例(图1G). MRI诊断为非肿瘤性病变者80例: 肝
硬化(代偿期或失代偿期)53例; 以急腹症行MR
检查, 8例为急性重症胰腺炎, 2例为卵巢黄体囊

肿破裂(图1D-F), 2例为脾破裂, 1例为腹水合并

盆腔脓肿(图1H-I). 其余14例MR检查为阴性结

果. 随访结果: MRI-DWI组误诊6例, 漏诊11例; 
肿瘤指标法阳性者160例, 误诊50例, 漏诊3例.
2.2 MRI-DWI方法与肿瘤指标法对比 MRI-DWI
技术与肿瘤指标法的差别具有统计学意义(c2 = 
17.46, P <0.05, 表1). MRI-DWI技术与肿瘤指标

法的敏感性接近(90.3% vs  97.4%), 特异性明显

高于肿瘤指标法(92.0% vs  33.3%, 表2).
2.3 应用WB-DWI与非应用组临床分期准确性比

较 应用WB-DWI临床分期准确性高于非应用组, 
两组具有统计学意义(c2 = 5.29, P  = 0.021<0.05, 
表3).
2.4 MRI-DWI方法用于腹腔积液及病灶内液性

成分的鉴别 总结64例具有液性成分的病灶及腹

腔积液(积血、积脓)的常规及DWI特征, 表现各

有不同, DWI具有准确的鉴别诊断能力(表4).

3  讨论

DWI能反应组织中水分子无序扩散运动快慢的

信息, 水分子所在的组织不同, 即所处的微环境

www.wjgnet.com

■研发前沿
分子影像是目前
研 究 热 点 ,  这 一
功能成像技术在
临床中的应用尚
处于探索中, WB-
D W I 成 像 范 围
广, 对肿瘤诊断敏
感、准确, 将会是
日后肿瘤早期诊
断、监测治疗不
错的技术.

表 1 MRI-DWI及肿瘤指标结果与随访结果比较 (n = 188)

     
                病理及随访结果

  肿瘤         非肿瘤               合计

MR结果  108            80                188

肿瘤病变  102              6                108

非肿瘤病变   11            69                  80

肿瘤指标  160            28                188

阳性  110            50                160

阴性      3            25                  28

c2 = 17.46, P  = 0.00<0.005.
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不同其扩散能力也不同; 扩散能力间接与扩散

障碍的数量成比例, 如细胞膜, 紧密连接, 纤维, 
大分子和细胞器等. 在快速增长高能量循环的

组织, 如恶性肿瘤组织一般表现为核大, 核浆比

高, 细胞排列密集[3], 肿瘤细胞之间接触抑制功

能丧生, 单位面积内细胞数目异常增加, 扩散屏

障的数量增加导致扩散受限, 两者呈正相关. 另
一方面, 细胞外间隙少, 水分子运动受限, 故在

DWI图像上表现为高信号. DWI就是基于这种扩

散能力差异转化图像的灰度信号或其他参数值, 
组织的扩散能力用ADC值来表示, 与DWI信号呈

负相关, 即越是弥散受限的组织ADC值越低. 
腹水常规检查、血清腹水白蛋白梯度

(SAAG)、酶学、肿瘤标志物和其他生化检测可

为腹水病因诊断提供线索, 其中肿瘤标记物简

■相关报道
谭海波 et al 提出
(18)F-FDG PET/ 
C T 对 不 明 原 因
腹水的诊断符合
率是45.5%. 临床
尚有采用蛋白芯
片 、 D N A 倍 体
分析等方法用于
良、恶性腹水的
鉴别.

表 3 应用WB-DWI对肿瘤术前分期的影响

     
             术前分期结果
WB-DWI

       符合       不符合          合计             符合(%)

应用        53           1            54               98.0

非应用        94         14          108               87.0

合计      147         15          162               90.7

c2 = 5.29, P  = 0.021<0.05.

表 2 MRI-DWI结果与肿瘤指标法比较

     
两种方法     敏感性(%)         特异性(%)

肿瘤指标        97.4             33.3

DWI        90.3             92.0

A B C

D E

I

F

HG

图 1 MRI-DWI及MRI诊断结果. A-B: 箭头所指WB-DWI大范围显示腹膜、骨、淋巴结多个转移灶与正常组织对比明显; 

C: 误诊为腹水患者, MR显示腹腔巨大囊性占位, 无包膜, 推移周边器官, 箭头所指为阑尾肿块, 术后证实阑尾黏液癌并腹膜

假黏液瘤; D: 临床怀疑脏器破裂患者, 子宫上方箭头所指卵巢黄体, 周边血肿包裹, 膀胱前方箭头所指病灶为腹腔积血; E: 

同一患者压脂图, 白箭所指膀胱前方积血信号低于尿液; F: 同一患者DWI, b值 = 800 s/mm2弥散图, 短箭所指积血信号明显

高于尿液; G: 腹膜转移形成网膜饼; H: 腹腔脓肿b = 50 s/mm2弥散图, 箭头所指病灶前方气－液平; I: 同一患者弥散图, b值 

= 800 s/mm2, 脓液呈明显高信号.
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便、重复性强成为肿瘤筛查较好的手段, 但特

异性差, 文中对比结果充分说明了这一点. 腹腔

镜、消化系内镜, 血管造影等有创检查方法直

视病变、且可取组织行病理学检查, 某种程度

上较影像学诊断准确, 但安全性及患者的耐受

状况使其应用受到限制, 况且须结合影像等辅

助检查针对可疑病灶实施. 超声为发现腹水的

最简便手段, 但对疾病鉴别诊断的准确性较差. 
CT与MRI相比有辐射损伤、擅长对肺、骨病变

的诊断, 软组织分辩较差. 常规MRI软组织分辨

率明显高于其他影像手段, 但属于形态诊断, 对
小病灶、转移灶、淋巴结肿大性质定性非常困

难, 对液性病灶鉴别诊断能力有限, 而DWI技术

问世, 这一功能影像技术从分子水平分析病变, 
其准确性目前已得到临床广泛认可. 

DWI在腹水诊断中的优势及应用. (1)有助

于鉴别良、恶性病变: 当腹水患者发现占位病

变则需要较准确判断良、恶性. DWI作为功能

影像诊断较常规形态学诊断明显突出显示病

灶. 即肿瘤组织随着b值的增加信号衰减程度低

于正常组织, 因此, 在正常组织信号衰减的背景

中将肿瘤衬托出来呈现高信号. 如肝脏占位病

变中, 以往MR鉴别诊断最可靠手段为增强扫

描, 势必增加经济负担、费时、造影剂不良反

应难免. 应用DWI技术, 依据组织含水量的不同

其A D C值具有显著差异这一理论进行病变的

鉴别诊断. 如囊肿内部主要由液体成分构成, 含
水量最大, 和脑脊液一样, 水分子扩散运动不受

限, 故ADC值最大. 血管瘤主要由血管成分构成, 
同时夹杂纤维间隔、瘢痕, 含水量相对较多. 肝
癌和转移瘤富含细胞成分, 含水量较少, 运动受

到限制, 因此, ADC值最低. 同时由于肝癌 富血

供、高灌注, 使其ADC值又高于转移瘤[4-5]. 这一

技术在其他部位病变诊断中的定性价值已得到

临床广泛认可, 然而, 部分患者并不能检出肿瘤, 
只表现肿瘤的间接征象. 脏器受累常表现为胆

系梗阻、胰腺炎、肠梗阻、幽门梗阻、输卵管

积液等肿瘤继发病变, 为慢性腹水患者急性发

病就诊的直接因素, 也为临床进一步检查提供

重要线索. 随着DWI在体部不断的应用, MR以
其优越的软组织分辨力清晰显示肿瘤病变的直

接及间接征象, 使肿瘤病变诊断显得相对容易, 
从而使癌性腹水的诊断简便、易行, 明显优于

肿瘤指标法. 但是, 减少影像学漏诊有赖于对病

变的影像学表现的认识. DWI技术毕竟仍然处

于探索阶段, 需要我们不断随访, 总结经验, 提
高诊断水平. (2)发现常规扫描易漏诊的病变: 对
于腹水合并肿瘤病变诊断, 不仅是发现病变, 指
导临床分析病变与腹水的因果关系, 更要确定

有无转移、转移灶的多少、脏器、血管受累情

况, 这对手术切除的可行性评价、制定诊疗计

划至关重要. 发现腹膜后多发淋巴结肿大、网

膜及骨转移灶更支持恶性腹水的诊断. 但小淋

巴结、腹膜及骨转移灶, 与正常组织缺乏明显

的信号对比, 常规扫描易漏诊. 全身DWI(WB-
DWI)为近年出现的针对肿瘤特异性诊断的新

技术, 采用DWI结合STIR技术获得薄层DWI及
其三维图像, 显示范围广, 一次扫描可全景显示

多处骨、淋巴结、腹膜及其他部位转移, 也称

“类PET”技术. 对肿瘤TNM分期比临床更准

确, 判断术后有无复发为无创、可信的检查手

段[6-7]. 本文的研究结果充分说明了这一点. 此
外, 腹腔脏器等信号病变或小结节病灶, 如肝硬

化发育不良结节、肝腺瘤、局灶结节增生及小

表 4 不同性质液体的影像特征鉴别表 (n  = 64)

液体  n        T1WI     T2WI       T1压脂          T2压脂                       DWI特征
  b = 800 s/mm2    ADC值

            信号均值            (×10-3 mm2/s)

浆液 25       低       高       同T1WI       同T2WI       与尿液信号衰减改变相似       42.3±4.28     2702.2±117.07

黏液   9       稍高   高       同T1WI       同T2WI       稍高或高信号                   85.8±9.52     929-2641变异较大a

脂液   6       高       稍高   信号减低    信号减低    脱屑组织团块明显高信号   169±13.2          789±57.3

         或稍高信号

脓液   8       低       高       同T1WI       同T2WI       明显高信号                 157.5±12.43        936±182.23

血液 16       低或   低或   相对增高    同T2WI       亚急性为高信号, 陈旧性为   132±14.52   521.78±94.52b

            高       周围          高低混杂, 铁环沉积部位

       见铁环       见磁敏感伪影

aADC值由于病灶内蛋白含量的不同测量值出现较大范围波动; b陈旧出血病变ADC值变异较大, 本组纳入均为亚急性血肿. 

■应用要点
肿瘤指标法简便, 
可用于肿瘤筛查, 
本研究提出DWI
技术特异性明显
高于肿瘤指标法, 
并且DWI技术有
助于鉴别诊断, 可
以指导临床分析
腹水与病灶之间
的 关 系 ,  避 免 误
诊.
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肝癌. 目前认为肝腺瘤、局灶性结节增生ADC
值居于中等, 低于肝囊肿、血管瘤, 而高于恶性

肿瘤, 接近于正常肝实质. 但尚缺乏大规模的研

究报道用ADC值来界定肝脏内良、恶性小结节

病变, 能否应用DWI、增强扫描等诸多信息综

合判断病变尚值得我们进一步探索[8]. (3)有助于

鉴别腹腔积液的性质及含液性成分病变的诊断: 
腹腔积液实验室分为: 渗出液、漏出液、乳糜

液. 妇科病变常合并腹水, 占位性病变中液性成

分复杂多变成为诊断难点. MRI结合常规及DWI
信号特征可将不同性质液体作出鉴别. 从文中

研究结果中可以看出, DWI使浆液、脓液有明

显区别, 而超声、CT无法准确分辩. 机制为脓液

的高黏滞度和脓肿中的多细胞性, 与浆液相比

粘滞度不同, 对水分子扩散的阻碍程度也不同, 
DWI表现及相应的ADC值就不同[9]. 虽然黏液、

亚急性血肿在常规序列及DWI不易鉴别, 血肿

信号特征却处于动态变化中. 超急性期出血为

氧合血红蛋白, 在DWI上呈高信号, ADC值降低

或正常, 这表明在红细胞内水的运动相对受限. 
亚急性晚期出血以细胞外正铁血红蛋白为主, 
在DWI上呈高信号, ADC升高, 表明细胞外水

分增加. 含有去氧血红蛋白、细胞内正铁血红

蛋白和含铁血黄素的出血, 由于磁敏感效应在

DWI上呈低信号[10-11]. 熟知上述液体的影像特征

对诊断很有帮助, 尤其在急腹症、临床症状与

影像表现难以解释造成诊断困难的病例, 上述

规律往往给我们提供有价值的线索. 
总之, MRI-DWI技术在功能成像方面判断病

变的良、恶性. 他依靠实性肿瘤的不同组织学特

点来进行诊断与鉴别诊断, 基于囊性病变的内容

物不同黏滞度来推断他们的性质. 在腹水病因诊

断中, 不仅发现肿瘤病变及间接征象, 且可敏感

显示常规平扫容易漏诊的病灶及转移灶、便于

术后无创复查, 准确判断有无复发. 而WB-DWI
成像范围广, 对肿瘤筛查敏感. 与PET相比, 不涉

及电离辐射, 成本较低, 术前TNM分期较其他影

像方法较有优势, 对肿瘤疾病早期发现、监测治

疗方面将有望成为优于PET-CT的影像手段. 因
此, 腹水病因诊断中有很好的应用前景. 
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Abstract
COX-2 is an inducible enzyme which is over 
expressed in gastric cancer tissues and plays an 
important role in the incidence, development 
and prognosis of gastric cancer by regulating 
the formation of vessel, inducing mutations, 
immune suppression, suppression of apoptosis, 
changing the activity of adhesion molecule to 
promote tumor metastasis, and so on. COX 
selective inhibitors can be used as one of the 
basic anti-tumor drugs because of their tumor 
suppression function in the future.

Key Words: Cyclooxygenase-2; Gastric cancer; Cy-
clooxygenase
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摘要
环氧合酶2是诱导性酶, 在胃癌组织中高表达. 
主要参与胃癌的血管形成、诱导基因突变、

抑制肿瘤免疫、抑制凋亡、改变黏附因子活
性, 促使肿瘤转移等, 对胃癌的发生、发展、

预后均起重要的作用. 选择性环氧合酶抑制剂
具有抑癌作用, 有望成为胃癌治疗的基础药物
之一. 

关键词: 环氧合酶-2; 胃癌; 环氧合酶
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0  引言

胃癌是危害人类生命健康的常见恶性肿瘤, 其
病死率在我国居第1位. 早期准确诊断是决定胃

癌成功治疗与预后的关键. 诊断胃癌的技术方

法众多, 对与胃癌相关的分子生物学标志物进

行检测则是早期准确诊断重要手段之一. 研究

表明环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)作为

前列腺素合成的限速酶, 与胃癌发病密切相关,
可以作为胃癌标志物[1]. 已有试验证实应用选

择性COX-2抑制剂(cyclooxygenase-2 inhibitors, 
COXIBs)能有效地抑制胃癌增殖, 促进胃癌细胞

凋亡[2]. 

1  环氧合酶

环氧合酶(cyclooxygenase, COX), 又称前列腺

素过氧化物合成酶(prosta glandin hyperoxide 
synthase, PGHS), 是花生四烯酸(arachidonic acid, 
AA)合成前列腺素代谢的关键酶, 具有环氧合

酶和过氧化物酶双重活性, 环氧合酶活性能催

化AA转化为PGG2(prostaglandin G2), 过氧化物

酶活性则使AA转化为PGH2(prostaglandin H2), 
PGH2在各种组织中经特异性酶转化为其他的

PGs, 发挥生理作用. 目前已经证实的COX同工

酶至少有两种, 即COX-1和COX-2, 二者氨基酸

序列约有60%同源性, 而在活性结构域的氨基酸

同源性则高达90%. 
COX-1基因属于“管家基因”, 位于9号染

色体q32-33.3, 由11个外显子和10个内含子组

®

■背景资料
环氧合酶是前列
腺素系列因子合
成的限速酶. 其有
两 种 同 工 酶 :  环
氧合酶 -1与环氧
合酶-2, 其中环氧
合酶 -2是一种诱
导 性 酶 ,  与 肿 瘤
的发生发展有密
切的关系. 选择性
COX-2抑制剂有
抗癌作用, 并已成
功用于预防和治
疗家族性腺瘤性
息肉病等疾病的
癌变.
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成, 全长约22.5 kb, 无TATA盒和CAAT启动元件. 
COX-1又称结构性环氧合酶(constitutive COX), 
由599-600个氨基酸残基组成, 在各组织中均有

表达, 主要定位于细胞内质网, 其主要功能包括

保护黏膜、调节凝血机制及内脏血流分布等.  
C O X - 2基因在 1号染色体上的定位是

q25.2-25.3, 含有10个外显子和9个内含子, 全长

约有8.3 kb, 其5'端有TATA盒、CAAT增强子结

合蛋白(CCAAT/enhancer binding protein, C/EBP)
反应元件、CRE(cAMP responsive element)
反应元件、另外还含有可以与AP-2(act ivator 
protein-2)结合位点, 及核因子-kappa B(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)结合位[3], 多种因素(如: 
致炎因子, 损伤, 致瘤因子, 生长因子等)可诱导

其迅速表达, 属诱导型快反应基因. COX-2由
604个氨基酸组成, 在大多数组织没有表达脑、

肾、妊娠后期胎盘、及输精(卵)管等有表达, 参
与排卵, 排精, 及分娩等功能. COX-2生理情况下

定位于细胞核膜, 在炎症等刺激后可以在相应

组织的胞质和胞核表达, 参与炎症反应、促进

损伤组织修复及机体的免疫功能.

2  COX-2在恶性肿瘤中的表达

COX-2在许多恶性肿瘤内存在着高表达, 如乳

癌、肺癌、大肠癌和鼻咽癌等. COX-2高表达不

仅是恶性肿瘤发生的早期事件, 而且与恶性肿

瘤的浸润程度、淋巴结转移、TNM分期及患者

的预后均有着直接的关系[4-7].

3  胃癌与COX-2 
3.1 COX-2在胃癌中的表达 在胃癌组织中也有

COX-2的高表达[1], 并且其表达与胃癌的微血管

密度(micro vessel density, MVD)、血管侵袭、

低凋亡率及淋巴结的转移都有着一定的相关 
性[8]. 研究发现从癌前病变恶变为胃癌的过程中, 
COX-2的表达是逐渐增加的[9], 提示COX-2参与

了胃癌的发病过程. 有学者发现在不同组织类

型的癌细胞内COX-2的胞内定位略有不同[10]. 除
在胃癌细胞内高表达外, COX-2在胃癌组织的巨

噬细胞和成纤维细胞也有表达[11]. 
3.2 COX-2在胃癌组织中的表达机制 COX-2
是诱导性表达的细胞因子 ,  多种因素可以诱

导C O X-2的表达: (1)幽门螺杆菌(H p y l o r i ):  
H pylori是胃炎、胃溃疡以及胃癌发病的罪魁祸

首. 1994年, 世界卫生组织国际癌症研究机构正

式将H pylori列为Ⅰ类致癌原. 从H pylori感染到

胃癌的发生大致过程为: H pylori感染→单纯性

胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠上皮化生(以大肠型

上皮化生更易癌变)→不典型增生→胃癌. 在这

个过程中, COX-2的表达有逐渐增加的趋势, 并
与H pylori感染有着正相关关系[12]. 王海滨 et al [13]

用H pylori喂养小鼠可见胃黏膜COX-2显著增

多, 而抗H pylori治疗后, COX-2表达则明显降低; 
与H pylori共孵育的胃癌细胞内的COX-2的表达

也明显增多[14]. 目前, H pylori感染促进COX-2高
表达的机制尚未阐明. 一般认为, H pylori感染

可以诱发胃炎症反应, 产生许多炎性细胞因子

可以使COX-2的表达上调[15]; H pylori感染可使

胃泌素的表达增加[16], 后者可以促使COX-2的
表达, 使COX-2的mRNA的半衰期延长[17]. 用胃

泌素释放肽(gastrin-releasing peptide, GRP)抑制

剂可以降低癌组织的COX-2的表达[18]. H pylori
感染还可以作为其他诱导因子(如高盐饮食)诱
导COX-2表达的一个基础. (2)抑癌基因突变: 肿
瘤的发生与癌基因与抑癌基因的比例失衡有关, 
抑癌基因突变可以引起癌症的发生, 最常见的

如p53 , 野生型P53蛋白可阻止COX-2基因的上

游的TATA盒结合蛋白与启动子复合物的形成, 
从而阻止了COX-2的表达, 突变的p53表达产物

属于癌蛋白, 通过Ras/Raf/MAPK信号通路调节

COX-2的表达, 而COX-2又可以反向诱导p53突
变, 二者在癌组织中共表达[19]. 突变型p53过度

表达能促进胰腺癌中COX-2的过表达[20], 另外, 
COX-2还可以抑制野生型p53的抑癌活性, 提高

肝细胞对乙肝病毒致癌的易感性[21]. (3)NF-κB: 
生理条件下NF-κB以无活性的形式存在于细胞

胞质内, 受到刺激后, 进入细胞胞核发挥作用. 
在COX-2基因上游有NF-κB的结合位点, NF-κB
与其结合后上调COX-2的表达. 采用硫酸软骨

素阻断NF-κB活性后可见COX-2的表达明显减

少[22]. 从慢性萎缩性胃炎→不典型增生→胃癌

的渐变过程中, 二者表达平行增加[23]. COX-2与
NF-κB共表达对胃癌组织的血管生成起重要作

用, NF-κB还可以上调血管内皮细胞生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)的表

达, 后者是启动血管生成的重要因子[24]. 在NF-
κB+/COX-2-大肠癌中, MVD明显低于NF-κB+/
COX-2+组, 表明NF-κB促进血管增生可能是通

过促进COX-2起作用[25]. (4)其他: 吸烟可以增加

胃癌发生率, 尼古丁可以与黏膜上皮细胞的烟

碱乙酰胆碱受体(nicotinic acetylcholine receptor, 
nAChR)结合, 上调COX-2的表达[26]; 单核细胞

■研发前沿
一系列的实验证
实COX-2可以促
进胃癌细胞增殖, 
抑制胃癌细胞凋
亡 ,  是 影 响 胃 癌
发生发展的重要
因 子 ,  目 前 围 绕
COX-2的促癌机
制及以COX-2为
靶点治疗胃癌成
为研究的热点.
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趋化因子-1(monocyte chemoattractant protein 1, 
MCP-1)也可以上调COX-2的表达[27].

4  COX-2的对胃癌的影响机制

4.1 促进血管的形成和淋巴结转移 肿瘤浸润和

转移与血管和淋巴管的增生有密切联系. 多种

细胞因子如VEGF、成维细胞生长因子(f ibro-
blast growth foctor, FGF)等都可以促进血管和淋

巴管增生. VEGF是决定胃癌患者不良预后的一

个相对独立因素[28]. COX-2的催化产物PGE-2通
过EP(E prostanoid)受体激活Her2/neu酪氨酸激

酶信号通路[29]及活化剂蛋白(activator protein-1, 
AP-1)和转录激活因子(activating transcription 
factor-4, ATF-4)[30]促进VEGF表达. 在EP3基因敲

除小鼠Lewis肺癌模型的肿瘤血管生成受到明显

抑制, 也证明COX-2是通过PGE途径促进血管增

生[31]. VEGF反过来又能促进COX-2的表达, 其相

互作用被某些因素(如炎症)激发后, 即可加速恶

性肿瘤的发生与发展[32]. FGF-2促血管生成作用

同样依赖COX-2, 用COX-2抑制剂塞来昔布可阻

断血管增生, 抑制肿瘤的生长[33]. FGF又可通过

AKT信号通路促进COX-2的表达, 二者对血管

增生有协同作用[34].  
4.2 免疫逃避 机体免疫是一个复杂的全身性反

应过程. COX-2的催化产物PGE-2可抑制树突状

细胞成熟, 促进IL-10的表达, 而抑制CD8+ T细胞

的活性[35], 抑制人白细胞抗原(human leucocyte 
antigen, HLA)Ⅰ和Ⅱ的表达, 减少淋巴因子等活

性细胞因子的产生, 从而减少机体免疫系统对

突变细胞的免疫监视作用[36]. 用COXIBs可以通

过增加干扰素的表达[37]和NK细胞的活性[38]等途

径增强肿瘤免疫反应.  
4.3 COX-2改变端粒酶的活性 端粒(telomere)位
于DNA分子末端, 对于保持人染色体在DNA复

制过程中的长度具有重要的作用. 端粒酶(telom-
erase)是由蛋白质与RNA组成能维持端粒结构

的核糖体蛋白. 正常机体细胞在进行分裂和分

化的过程中, 端粒酶的活性逐渐降低, 使细胞最

终走向衰老和凋亡. 端粒酶活性的持久表达可

使细胞获得不死性, 最终发展成为肿瘤. COX-2
可以使端粒酶表达增加, 用COXIBs可以降低端

粒酶的活性[39]和人端粒酶逆转录酶活性[40]. 
4.4 对黏附因子的作用 黏附分子(adhesion mol-
e c u l e, A M)是介导细胞与细胞、细胞与细胞

外基质间黏附作用的膜表面糖蛋白. 对于癌细

胞浸润起抑制作用的黏附分子如E-钙黏素(E-

cadherin), 可阻止癌细胞从癌组织解离. COX-2
可使E-cadherin活性降低, 增加肿瘤的侵袭力[41]. 
抑制COX-2后E-calherin表达增加[42]. 细胞外基

质胶原成分可阻止癌细胞的扩散, 而基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)可以降

解胶原成分, MMP表达增高, 则使局部组织胶

原成分分解加速, 有利于癌细胞扩散. 在胃癌

组织中COX-2的表达与MMP的表达有着相关 
性[43], 使用COXIBs能使MMP的表达下调[44]. 
CD44作为透明质酸的膜受体在癌细胞转移过

程中同样起重要作用, 有黏附细胞基质, 参与

淋巴细胞的归巢和活化以及癌细胞扩散等作

用. COX-2通过PGE-2上调CD44的表达[45], 用
COXIBs则减少CD44分子的表达[46]. CD44分子

也可反向诱导COX和VEGF的表达, 用CD44单
抗体封闭CD44后, COX-2的表达下调[47]. 尿激酶

型纤溶酶原激活物(urokinase-type plasminogen 
activator, uPA)对降解细胞外基质, 促进癌细胞转

移也起重要作用. COX-2及PGE2可以上调胃癌

组织的uPA表达[15]. 用COXIBs抑制COX-2的活

性能同时下调uPA的表达[48].  
4.5 抑制细胞凋亡和促进细胞增殖 bcl-2基因是

一个重要的抗凋亡基因. 赵滢 et al [49]认为COX-2
可能是bcl基因的上游调节者. Lin et al [50]也认为, 
COX-2是通过PI3K信号途径来上调凋亡抑制蛋

白Bcl-2家族成员中的MCL-1表达, 使癌细胞凋

亡受抑. 研究表明COX-2还通过诱导p53基因突

变抑制细胞凋亡[19]. 使用COX-2抑制剂后发现

死亡受体和凋亡信号通路的关键酶胱冬酶(Cas-
pases)的表达增加, 表明COX-2可能有抑制死亡

受体表达的作用. COX-2的过表达可以使转化生

长因子的抗细胞增殖活性减弱[51]. COX-2还可以

减弱抑癌基因Fas介导的细胞凋亡信号[52]. 
4.6 参与毒物代谢 COX-2具有氧化酶活性, 可
以使化学毒物(前致癌物质)氧化为致癌物质, 如
可使苯并芘氧化成为三氧苯并芘, 后者致癌活

性大大增强. 这些化学物质有些又是COX-2表
达的诱导剂, 形成恶性循环, 加速癌肿的发生. 
值得一提的是, COX-2的这种作用, 不需要肝

脏的P450系统的参与, 直接在肝外就可以进行. 
COX-2的氧化酶活性还可以使机体产生氧自由

基, 同样诱导肿瘤的发生. 
4.7 其他机制 COX-2尚可以通过PI3K/Akt(phos-
phatidylinositol 3-kinase/Akt)途径参与卵巢癌的

发生[53], PI3K/Akt是在癌症发生与发展中起重要

作用的一条信号途径[54]; COX-2还可以下调胃癌

■相关报道
Li et al 报道用选
择性COX-2抑制
剂可以促进胃癌
细胞的凋亡.
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组织中15-羟前列腺素脱氢酶(15-Hydroxyprosta-
glandin dehydrogenase, 15-PGDH)表达从而减少

PGE2的降解[55]. 
4.8 COX-2抑制剂 COX抑制剂分非选择性(如阿

斯匹林)和选择性COX-2抑制剂(如塞来昔布等). 
二者作用差别与COX的分子结构有关, COX的

分子立体结构有一狭长的沟, AA只有通过该沟

才被催化为相应的产物. 环氧合酶抑制剂与这

条沟结构结合, 阻止AA的催化. COX-2分子中的

第523位的Vla被Ile所代替使其立体结构的沟宽

增加, 产生侧袋, 选择性COX-2抑制剂可以与宽

沟结合, 但不能与COX-1的窄沟结合. COXIBs
已经证实具有抗胃癌和预防胃癌发生的作 
用[37-40,42,44,46], COXIBs对胃癌细胞抑制作用比非

选择性的COX抑制剂要强[56], 但也也有学者报

道二者作用相仿[57]. COXIBs的抗癌机制尚未阐

明, 可能有二个途径: (1)依赖COX-2途径: 主要

是抑制COX-2的活性和PGE2的表达, 从而起到

抑制细胞增殖和促进细胞凋亡[1]、减少血管生

成[58]、增强免疫[38]等作用. 使用COXIBs, 会使

其底物含量增加, 并且可以通过鞘磷脂转化为

神经酰胺, 后者有诱导细胞凋亡的作用. (2)非依

赖COX-2途径: 机制尚不清楚, 可能与促进死亡

受体(death receptor, DR)的表达[59]、逆转耐药发

生, 增加胃癌细胞对化疗药的敏感性[60-61]、抑

制NF-κB活性[62]、下调过氧化物酶体增殖蛋白

激活性受体-γ(peroxisome proliferators-activated 
receptor-gamma, PPAR-γ)的表达[63]、上调NAG-
1(non-steroidal anti-inflammatory drug-activated 
gene-1)的表达[64]、以及下调胃癌间质成纤维细

胞表达角质细胞生长因子(keratinocyte growth 
factor, KGF)等作用有关[11]. 

COXIBs虽被证实具有抗癌作用, 但使用时

存在增加心血管疾病的潜在风险[65], 可以增加血

管紧张素的升压作用, 增加全身循环阻力; 降低

前列环素(prostacyclin, PGI抗内源性血栓形成的

重要因子之一)的合成, 增加血管内皮细胞对切

应力的反应性[66].

5  结论

COX-2是影响胃癌发生发展的重要因素, 深入研

究COX-2能为揭示肿瘤的发病机制提供新的思

路. 选择性COX-2抑制剂早已被证实具有抗癌作

用, 其应用前景广阔, 美国FDA已批准将COX-2
抑制剂应用于家族性腺瘤性息肉病的治疗, 对
预防其癌变起到很好效果. 但COX-2抑制剂具有

使心血管疾病发病率增高等风险. 在未来的研

究中主要是进一步寻找诱导COX-2表达及促癌

机制, 研制出高效、安全和抗肿瘤特异性强的

选择性COX-2抑制剂,为治疗和预防胃癌提供更

好的方案.

6      参考文献
1 Samaka RM, Abdou AG, Abd El-Wahed MM, 

Kandil MA, El-Kady NM. Cyclooxygenase-2 
expression in chronic gastr i t is and gastr ic 
carcinoma, correlation with prognostic parameters. 
J Egypt Natl Canc Inst 2006; 18: 363-374

2 L i JY , Wang XZ, Chen FL , Yu JP , Luo HS . 
Nimesulide inhibits proliferation via induction of 
apoptosis and cell cycle arrest in human gastric 
adenocarcinoma cell line. World J Gastroenterol 2003; 
9: 915-920 

3 Appleby SB, Ristimäki A, Neilson K, Narko K, Hla 
T. Structure of the human cyclo-oxygenase-2 gene. 
Biochem J 1994; 302 (Pt 3): 723-727

4 蔡凤林, 周士福, 马兆生, 吴玉玉, 金琳芳. 乳腺浸润性
导管癌中COX-2、MMP-2的表达及其相关性. 实用癌
症杂志 2008; 23: 44-47  

5 谭明旗, 张秀娟, 周卓. Survivin、COX-2蛋白在肺
腺癌中的表达及意义. 中国现代医学杂志 2007; 17: 
2924-2927

6 许小飞, 曹兴建, 刘雅洁, 张晓鹃. 环氧合酶-2在食管
癌中表达及与血管生成关系. 南通大学学报(医学版) 
2007; 27: 83-86

7 Pan J, Kong L, Lin S, Chen G, Chen Q, Lu JJ. 
The cl inical significance of coexpression of 
cyclooxygenases-2, vascular endothelial growth 
factors, and epidermal growth factor receptor in 
nasopharyngeal carcinoma. Laryngoscope 2008; 118: 
1970-1975

8 Mao XY, Wang XG, Lv XJ, Xu L, Han CB. COX-2 
expression in gastric cancer and its relationship 
with angiogenesis using tissue microarray. World J 
Gastroenterol 2007; 13: 3466-3471

9 张梅, 王立东, 王俊宽, 郭涛, 冯笑山, 李寒冰, 李琮宇, 
李吉林, 焦新英, 范宗民, 何欣, 樊慧, 申秋, 郭军辉, 
罗平, 王能超, 吴爱群, 邢国兰. 贲门癌癌组织中环氧
合酶-2蛋白的表达. 郑州大学学报(医学版) 2007; 42: 
417-418 

10 Chen XL, Su BS, Sun RQ, Zhang J, Wang YL. 
Relationship between expression and distribution 
of cyclooxygenase-2 and bcl-2 in human gastric 
adenocarcinoma. World J Gastroenterol 2005; 11: 
1228-1231

11 Yashiro M, Nakazawa K, Tendo M, Kosaka K, 
Shinto O, Hirakawa K. Selective cyclooxygenase-2 
inhibitor downregulates the paracrine epithelial-
mesenchymal interactions of growth in scirrhous 
gastric carcinoma. Int J Cancer 2007; 120: 686-693

12 石巍, 姚育红, 廖爱军, 刘立玺, 胡光胜. 不同胃黏膜病
变中幽门螺杆菌感染与环氧合酶表达相关性分析. 中
华消化杂志 2004; 24: 750-751

13 王海滨, 郝素珍, 刘蕾, 田锋. 幽门螺杆菌对Balb/c小
鼠胃粘膜上皮细胞表达环氧合酶-2的影响. 热带医学
杂志 2007; 7: 415-417

14 Iwamoto J, Mizokami Y, Takahashi K, Matsuoka 
T, Matsuzaki Y. The effects of cyclooxygenase2-
prostaglandinE2 pathway on Helicobacter pylori-
induced urokinase-type plasminogen activator 
system in the gastric cancer cells. Helicobacter 2008; 

■创新盘点
本文简单介绍环
氧合酶的基因结
构及分子组成, 重
点阐述COX-2在
胃癌中的表达机
制及其在胃癌发
生、发展、浸润
和转移过程中所
起 的 作 用 ,  并 对
COX-2抑制剂的
抑癌机制等最新
研究成果加以总
结.



www.wjgnet.com

382                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2009年2月8日       第17卷      第4期

13: 174-182
15 Konturek PC, Konturek SJ, Brzozowski T. Gastric 

cancer and Helicobacter pylori infection. J Physiol 
Pharmacol 2006; 57 Suppl 3: 51-65

16 林瑞新, 任辉, 张研, 房学东. Hp阳性胃癌患者PG及胃
泌素水平的研究. 中国实验诊断学 2007; 11: 1250-1251

17 S u b r a m a n i a m D , R a m a l i n g a m S , M a y R , 
D i e c k g r a e f e B K , B e r g D E , P o t h o u l a k i s C , 
Houchen CW, Wang TC, Anant S . Gastr in-
mediated interleukin-8 and cyclooxygenase-2 
gene expression: differential transcriptional and 
posttranscriptional mechanisms. Gastroenterology 
2008; 134: 1070-1082

18 Hohla F, Schally AV, Kanashiro CA, Buchholz S, 
Baker B, Kannadka C, Moder A, Aigner E, Datz C, 
Halmos G. Growth inhibition of non-small-cell lung 
carcinoma by BN/GRP antagonist is linked with 
suppression of K-Ras, COX-2, and pAkt. Proc Natl 
Acad Sci U S A 2007; 104: 18671-18676

19 Han JA, Kim JI, Ongusaha PP, Hwang DH, Ballou 
LR, Mahale A, Aaronson SA, Lee SW. P53-mediated 
induction of Cox-2 counteracts p53- or genotoxic 
stress-induced apoptosis. EMBO J 2002; 21: 
5635-5644

20 Hermanova M, Trna J, Nenutil R, Dite P, Kala 
Z. Express ion of COX-2 is associated with 
accumulation of p53 in pancreatic cancer: analysis 
of COX-2 and p53 expression in premalignant 
and malignant ductal pancreatic lesions. Eur J 
Gastroenterol Hepatol 2008; 20: 732-739

21 Cheng AS, Yu J, Lai PB, Chan HL, Sung JJ. COX-2 
mediates hepatitis B virus X protein abrogation 
of p53-induced apoptosis. Biochem Biophys Res 
Commun 2008; 374: 175-180

22 Xu CX, Jin H, Chung YS, Shin JY, Lee KH, Beck GR 
Jr, Palmos GN, Choi BD, Cho MH. Chondroitin 
sulfate extracted from ascidian tunic inhibits 
phorbol ester-induced expression of Inflammatory 
factors VCAM-1 and COX-2 by blocking NF-
kappaB activation in mouse skin. J Agric Food Chem 
2008; 56: 9667-9675

23 唐爱萍, 曲春雁, 曲延刚. 核因子-κB和环氧合酶-2在
胃癌及癌前病变中的表达. 山西医药杂志 2007; 36: 
648-649

24 裴锋, 张克亮. 核因子-κB和环氧合酶-2在胃癌组织中
的表达与肿瘤微血管形成的关系. 华中科技大学学报
(医学版) 2007; 36: 355-358

25 朱惠明, 王立生, 黄勋, 罗伟香, 师瑞月, 苏学劲, 王晓
玫. 大肠癌核因子-κB和环氧合酶2的表达及其与肿瘤
血管形成的关系. 肿瘤研究与临床 2004; 16: 367-369

26 Grozio A, Catassi A, Cavalieri Z, Paleari L, Cesario 
A, Russo P. Nicotine, lung and cancer. Anticancer 
Agents Med Chem 2007; 7: 461-466

27 Futagami S, Tatsuguchi A, Hiratsuka T, Shindo 
T, Horie A, Hamamoto T, Ueki N, Kusunoki 
M, Miyake K, Gudis K, Tsukui T, Sakamoto C. 
Monocyte chemoattractant protein 1 and CD40 
ligation have a synergistic effect on vascular 
endothelial growth factor production through 
cyclooxygenase 2 upregulation in gastric cancer. J 
Gastroenterol 2008; 43: 216-224

28 Vidal O, Soriano-Izquierdo A, Pera M, Elizalde JI, 
Palacín A, Castells A, Piqué JM, Volant A, Metges 
JP. Positive VEGF immunostaining independently 
predicts poor prognosis in curatively resected 
gastric cancer patients: results of a study assessing 
a panel of angiogenic markers. J Gastrointest Surg 

2008; 12: 1005-1014
29 Howe LR, Chang SH, Tolle KC, Dillon R, Young 

LJ, Cardiff RD, Newman RA, Yang P, Thaler 
HT, Muller WJ, Hudis C, Brown AM, Hla T, 
Subbaramaiah K, Dannenberg AJ. HER2/neu-
induced mammary tumorigenesis and angiogenesis 
are reduced in cyclooxygenase-2 knockout mice. 
Cancer Res 2005; 65: 10113-10119

30 Jain S, Chakraborty G, Raja R, Kale S, Kundu GC. 
Prostaglandin E2 regulates tumor angiogenesis in 
prostate cancer. Cancer Res 2008; 68: 7750-7759

31 Amano H, Hayashi I , Endo H, Ki tasato H, 
Yamashina S, Maruyama T, Kobayashi M, Satoh 
K, Narita M, Sugimoto Y, Murata T, Yoshimura 
H, Narumiya S, Majima M. Host prostaglandin 
E(2)-EP3 signaling regulates tumor-associated 
angiogenesis and tumor growth. J Exp Med 2003; 
197: 221-232

32 Da MX, Wu XT, Wang J, Guo TK, Zhao ZG, Luo T, 
Zhang MM, Qian K. Expression of cyclooxygenase-2 
and vascular endothelial growth factor-C correlates 
with lymphangiogenesis and lymphatic invasion in 
human gastric cancer. Arch Med Res 2008; 39: 92-99 

33 Masferrer JL, Leahy KM, Koki AT, Zweifel BS, Settle 
SL, Woerner BM, Edwards DA, Flickinger AG, 
Moore RJ, Seibert K. Antiangiogenic and antitumor 
activities of cyclooxygenase-2 inhibitors. Cancer Res 
2000; 60: 1306-1311

34 聂海祺, 孙黎光, 叶丽平. bFGF经Akt信号转导通路诱
导胃癌BGC-823中COX-2和NF-κB表达研究. 中国医
科大学学报 2007; 36: 116-118  

35 Ahmadi M, Emery DC, Morgan DJ. Prevention of 
both direct and cross-priming of antitumor CD8+ 
T-cell responses following overproduction of 
prostaglandin E2 by tumor cells in vivo. Cancer Res 
2008; 68: 7520-7529

36 Chen TH, Fukuhara K, Mandai M, Matsumura 
N, Kariya M, Takakura K, Fujii S. Increased 
cyclooxygenase-2 expression is correlated with 
suppressed antitumor immunity in cervical 
adenocarcinomas. Int J Gynecol Cancer 2006; 16: 
772-779

37 Sharma S, Zhu L, Yang SC, Zhang L, Lin J, Hillinger 
S, Gardner B, Reckamp K, Strieter RM, Huang M, 
Batra RK, Dubinett SM. Cyclooxygenase 2 inhibition 
promotes IFN-gamma-dependent enhancement of 
antitumor responses. J Immunol 2005; 175: 813-819

38 K u n d u N , W a l s e r T C , M a X , F u l t o n A M . 
Cyclooxygenase inhibitors modulate NK activities 
that control metastatic disease. Cancer Immunol 
Immunother 2005; 54: 981-987

39 亓玉琴, 司君利, 魏涛, 李文利, 贺远龙, 朱菊人. 选择
性环氧合酶-2抑制剂塞来昔布对胃癌治疗作用的体内
实验研究. 临床消化病杂志 2006; 18: 282-285 

40 He H, Xia HH, Wang JD, Gu Q, Lin MC, Zou B, 
Lam SK, Chan AO, Yuen MF, Kung HF, Wong 
BC. Inhibition of human telomerase reverse 
transcriptase by nonsteroidal antiinflammatory 
drugs in colon carcinoma. Cancer 2006; 106: 
1243-1249

41 Rao DS, Gui D, Koski ME, Popoviciu LM, Wang 
H, Reiter RE, Said JW. An inverse relation between 
COX-2 and E-cadherin expression correlates with 
aggressive histologic features in prostate cancer. 
Appl Immunohistochem Mol Morphol 2006; 14: 375-383

42 Zhou Y, Ran J, Tang C, Wu J, Honghua L, Xingwen 
L, Ning C, Qiao L. Effect of celecoxib on E-cadherin, 
VEGF, Microvessel density and apoptosis in gastric 

■应用要点
本 文 阐 明 了
COX-2表达机制
及其在胃癌的发
生发展中的作用
机 制 ,  为 临 床 以
COX-2为靶点治
疗胃癌和研制新
药提供理论依据. 



www.wjgnet.com

王俊先, 等. COX-2与胃癌关系的研究进展                    383

cancer. Cancer Biol Ther 2007; 6: 269-275
43 李百文, 沈强. 胃癌组织中环氧合酶-2与基质金属蛋白

酶的表达及与胃癌生物学特征的关系. 临床内科杂志 
2007; 24: 118-120

44 Zhao Y, Zhou S, Heng CK. Celecoxib inhibits serum 
amyloid a-induced matrix metalloproteinase-10 
expression in human endothelial cells. J Vasc Res 
2009; 46: 64-72

45 Dohadwala M, Batra RK, Luo J, Lin Y, Krysan 
K, Pold M, Sharma S, Dubinett SM. Autocrine/
paracrine prostaglandin E2 production by non-
small cell lung cancer cells regulates matrix 
metalloproteinase-2 and CD44 in cyclooxygenase-
2-dependent invasion. J Biol Chem 2002; 277: 
50828-50833

46 Jia XQ, Zhong N, Han LH, Wang JH, Yan M, Meng 
FL, Zhang SZ. Effect of NS-398 on colon cancer 
cells. World J Gastroenterol 2005; 11: 353-356

47 Murphy JF, Lennon F, Steele C, Kelleher D, 
Fitzgerald D, Long AC. Engagement of CD44 
modulates cyclooxygenase induction, VEGF 
generation, and proliferation in human vascular 
endothelial cells. FASEB J 2005; 19: 446-448

48 Shin VY, Wu WK, Chu KM, Wong HP, Lam EK, 
Tai EK, Koo MW, Cho CH. Nicotine induces 
cyclooxygenase-2 and vascular endothelial growth 
factor receptor-2 in association with tumor-
associated invasion and angiogenesis in gastric 
cancer. Mol Cancer Res 2005; 3: 607-615

49 赵滢, 张天彪, 王强. 胃癌组织caspase-3, Bcl-XL和
Cox-2表达与临床病理行为的关系. 世界华人消化杂
志 2005; 13: 711-715

50 L i n M T , L e e R C , Y a n g P C ,  H o F M , K u o 
M L . C y c l o o x y g e n a s e - 2 i n d u c i n g M c l - 1 -
dependent survival mechanism in human lung 
adenocarcinoma CL1.0 cells. Involvement of 
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway. J Biol 
Chem 2001; 276: 48997-49002

51 Enders GA. Cyclooxygenase-2 overexpression 
abrogates the antiproliferative effects of TGF-beta. 
Br J Cancer 2007; 97: 1388-1392

52 Casado M, Mollá B, Roy R, Fernández-Martínez 
A, Cucarella C, Mayoral R, Boscá L, Martín-Sanz 
P. Protection against Fas-induced liver apoptosis 
in transgenic mice expressing cyclooxygenase 2 in 
hepatocytes. Hepatology 2007; 45: 631-638

53 Gu P, Su Y, Guo S, Teng L, Xu Y, Qi J, Gong H, 
Cai Y. Over-expression of COX-2 induces human 
ovarian cancer cells (CAOV-3) viability, migration 
and proliferation in association with PI3-k/Akt 
activation. Cancer Invest 2008; 26: 822-829

54 孙晓杰, 黄常志. PI3K-Akt信号通路与肿瘤. 世界华人

消化杂志 2006; 14: 306-311
55 Liu Z, Wang X, Lu Y, Han S, Zhang F, Zhai H, Lei 

T, Liang J, Wang J, Wu K, Fan D. Expression of 
15-PGDH is downregulated by COX-2 in gastric 
cancer. Carcinogenesis 2008; 29: 1219-1227

56 Yu J, Tang BD, Leung WK, To KF, Bai AH, Zeng ZR, 
Ma PK, Go MY, Hu PJ, Sung JJ. Different cell kinetic 
changes in rat stomach cancer after treatment 
with celecoxib or indomethacin: implications on 
chemoprevention. World J Gastroenterol 2005; 11: 
41-45

57 Harris RE, Beebe-Donk J, Alshafie GA. Similar 
reductions in the risk of human colon cancer 
by selective and nonselective cyclooxygenase-2 
(COX-2) inhibitors. BMC Cancer 2008; 8: 237

58 Zhu YM, Azahri NS, Yu DC, Woll PJ. Effects 
of COX-2 inhibition on expression of vascular 
endothelial growth factor and interleukin-8 in lung 
cancer cells. BMC Cancer 2008; 8: 218

59 He Q, Luo X, Jin W, Huang Y, Reddy MV, Reddy 
EP, Sheikh MS. Celecoxib and a novel COX-2 
inhibitor ON09310 upregulate death receptor 5 
expression via GADD153/CHOP. Oncogene 2008; 
27: 2656-2560

60 朱风尚, 陈锡美, 王毅军, 张霞. 罗非昔布对胃癌细胞
BGC-823内在耐药的逆转作用. 同济大学学报(医学
版) 2007; 28: 25-29

61 Senzaki M, Ishida S, Yada A, Hanai M, Fujiwara 
K, Inoue S, Kimura T, Kurakata S. CS-706, a novel 
cyclooxygenase-2 selective inhibitor, prolonged 
the surv iva l o f tumor-bear ing mice when 
treated alone or in combination with anti-tumor 
chemotherapeutic agents. Int J Cancer 2008; 122: 
1384-1390

62 盛传伦, 孙步彤. NSAIDs对胃癌移植瘤的抑制作用及
对COX-2、VEGF、NF-κB表达的影响. 中国实验诊
断学 2006; 10: 575-577 

63 Wick M, Hurteau G, Dessev C, Chan D, Geraci 
MW, Winn RA, Heasley LE, Nemenoff RA. 
Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 
is a target of nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
mediating cyclooxygenase-independent inhibition 
of lung cancer cell growth. Mol Pharmacol 2002; 62: 
1207-1214

64 Pang RP, Zhou JG, Zeng ZR, Li XY, Chen W, Chen 
MH, Hu PJ. Celecoxib induces apoptosis in COX-2 
deficient human gastric cancer cells through Akt/
GSK3beta/NAG-1 pathway. Cancer Lett 2007; 251: 
268-277  

65 Farooq M, Haq I, Qureshi AS. Cardiovascular risks 
of COX inhibition: current perspectives. Expert Opin 
Pharmacother 2008; 9: 1311-1319

66 Grosser T. The pharmacology of selective inhibition 
of COX-2. Thromb Haemost 2006; 96: 393-400

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本文较系统地综
述了COX-2与胃
癌的关系研究进
展 ,  文 章 条 理 清
晰, 参考文献引用
恰当, 对胃癌的基
础与临床研究有
一定参考价值.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年2月8日; 17(4): 384-388
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

CD8+CTL在乙型肝炎发病作用中的研究现状及进展

赵永晓, 冯丽英

赵永晓, 冯丽英, 河北医科大学第二医院消化内科 河北省石
家庄市 050000
作者贡献分布: 本综述由赵永晓书写完成, 冯丽英审校.
通讯作者: 冯丽英, 050000, 河北省石家庄市和平西路215号, 河
北医科大学第二医院消化内科. hysfly888@163.com
电话: 0311-66002951
收稿日期: 2008-12-12   修回日期: 2009-01-08
接受日期: 2009-01-12   在线出版日期: 2009-02-08

Current status and advance 
of CD8+CTL in occurrence of 
hepatitis B 

Yong-Xiao Zhao, Li-Ying Feng

Yong-Xiao Zhao, Li-Ying Feng, Department of Gastroen-
terology , the Second Hospital of Hebei Medical University, 
Shijiazhuang 050000, Hebei Province, China
Correspondence to: Li-Ying Feng, Department of Gastro-
enterology, the Second Hospital of Hebei Medical Univer-
sity, 215 Heping West Road, Shijiazhuang 050000, Hebei 
Province, China. hysfly888@163.com
Received: 2008-12-12    Revised: 2009-01-08 
Accepted: 2009-01-12    Published online: 2009-02-08

Abstract
The cellular immune response is thought to 
play a critical role in viral clearance and disease 
pathogenesis during HBV infection. Cytotoxic 
T-lymphocytes (CTLs) response to HBV plays a 
key role in the viral clearance and liver cell injuries. 
As a main subpopulation of CTL, CD8+CTL can 
eliminate viral through cytotoxic mechanism and 
non-cytotoxic mechanism. In acute hepatitis B, 
the CTL response is polyclonal and multispecific, 
which can eliminate the virus in time; but the 
CTL response is monoclonal and monospecific in 
chronic HBV infection, which causes persistent 
HBV infection. This may be concerned with the 
dysfunction and insufficiency of the CD8+CTL.

Key Words: Hepatitis B virus; CD8+CTL; Dysfunction

Zhao YX, Feng LY. Current status and advance of 
CD8+CTL in occurrence of hepatitis B. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 384-388

摘要
乙型肝炎的发病机制主要是机体清除乙肝病

毒(hepatitis B virus, HBV)而引发的细胞免疫
损伤. 机体产生的针对HBV的细胞毒性T细胞
(cytotoxic T cell, CTL)在病毒清除及肝细胞损
伤方面均起关键作用. CD8+CTL是CTL的主
要功能亚群, 他们通过细胞毒机制和非细胞
毒机制清除病毒. 在急性自限性HBV感染时, 
CTL应答呈多克隆性和多特异性, 能够及时清
除病毒; 而在慢性HBV感染时, CTL应答呈单
克隆性和寡特异性, 导致HBV持续感染.慢性
HBV感染可能与CD8+CTL数量不足及功能缺
陷有关.

关键词: 乙型肝炎病毒; CD8+CTL; 功能缺陷
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0  引言

乙型肝炎的发病机制尚不十分明确, 亦无特殊

治疗方法, 抗病毒治疗只能抑制病毒复制, 不能

彻底地清除病毒, 因此阐明乙型肝炎的发病机

制尤为重要. 目前认为, 乙型肝炎的发病机制主

要是机体清除乙肝病毒(hepatitis B virus, HBV)
而引发的细胞免疫损伤. 机体产生的针对HBV
的细胞毒性T细胞(cytotoxic T cell, CTL)在清除

病毒中发挥关键作用. HBV特异性CTL对感染肝

细胞的识别被认为是引起肝细胞损伤和清除病

毒的中心环节. 病毒感染短暂或持续、肝细胞

损伤的严重或轻微, 主要取决于CTL应答的广度

和力度[1]. 本文就CTL在乙型病毒性肝炎发病中

作用的研究现状作一综述.

1  CTL的结构、分型

细胞免疫功能的执行者是T淋巴细胞, 而CD4+T
细胞和C D8+T细胞代表两类主要的T细胞亚

群. 其中C D8+T细胞可分为幼稚型和效应/记
忆型, CTL是其效应阶段, 也是CD8+T细胞的

主要功能亚群. 根据膜表面抗原分子及T细胞

抗原受体(T C R)的不同将C T L分为3个亚群 : 
(1)CD3+CD4-CD8+细胞, 即CD8+CTL, 他通过

®
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TCRαβ识别靶细胞特异性抗原和Ⅰ类MHC分

子; (2)CD3+CD4+CD8-细胞, 即CD4+CTL, 他通

过TCRαβ识别靶细胞特异性抗原和Ⅱ类MHC分
子; (3)CD3+CD4-CD8-TCRγδ+细胞, 即NKT细
胞, 是MHC非限制性的T细胞; 其中CD8+CTL是
机体细胞免疫的主要效应细胞[2]. 静止的CTL以
前体细胞形式存在, 在识别并结合靶细胞表面

抗原多肽-MHC-Ⅰ类分子复合物后, 活化为抗原

特异性的CTL效应细胞, 发挥特异性杀伤靶细胞

的功能. CD8+CTL在细胞免疫中具有重要作用, 
特别是在抗病毒、抗胞内感染的作用尤为明显.

2  CTL抗病毒的作用机制

CTL通过对病毒相关抗原表位的识别、活化后, 
可以通过两种不同的机制清除病毒: (1)细胞毒

机制: 经穿孔素、颗粒酶途径杀伤感染肝细胞, 
或通过Fas/FasL途径启动靶细胞的凋亡, 在清除

病毒的同时可造成感染肝细胞的损伤, 以上两

种细胞毒途径可以独立存在, 也可以协同作用; 
(2)非细胞毒机制: 通过分泌细胞因子IFN-γ、
TNF-α等清除细胞内病毒而不杀伤感染肝细胞.
2.1 细胞毒机制 人体被HBV感染后, MHC-Ⅰ类

抗原限制的CD8+CTL可以通过2条细胞毒途径

清除HBV: 一是通过穿孔素和颗粒酶途径, 使感

染的肝细胞溶解破坏的同时清除HBV: CTL被
激活后, 其细胞内的穿孔素以及其他介质以脱

颗粒形式释放出来, 在Ca2+的作用和中性pH条件

下, 以单聚体的形式与靶细胞膜结合, 在靶细胞

膜上形成管状结构, 导致膜的完整性受损, 一些

电解质和大分子物质流出胞外, 致使靶细胞因

渗透压改变而溶解死亡[3]. 颗粒酶是CTL胞内颗

粒中的一类丝氨酸蛋白酶, 可经穿孔通道进入

细胞而促进杀伤作用. 同时穿孔素还可以促发

靶细胞对颗粒酶快速的内饮作用. 二者可独立

或协同作用. 二是通过Fas途径介导靶细胞凋亡: 
CTL识别抗原时诱导自身表达FasL, 并与靶细胞

表面Fas结合, 启动凋亡信号, 活化细胞死亡程

序, 介导靶细胞凋亡而清除HBV. 后者在清除病

毒时, 无细胞内容物(如溶酶体酶)外漏, 可保护

正常组织细胞免遭损害, 并能激活内源性核酸

内切酶可降解病毒DNA, 阻止靶细胞死亡所释

放的病毒再度感染旁邻正常细胞, 在抗病毒感

染中具有更重要的生物学意义.
CD8+CTL通过细胞毒机制清除HBV的作

用特点是: (1)杀伤效应具有抗原特异性, 且受

MHC-Ⅰ类分子限制; (2)可连续杀伤靶细胞, 杀
伤效率高. 对靶细胞进行攻击后的CTL细胞与裂

解的靶细胞分离后, 又可继续攻击其他的靶细

胞, 一个CTL细胞在几小时内可以杀伤数十个靶

细胞.
2.2 非细胞毒机制 CTL效应功能除能以细胞毒

性破坏感染细胞清除HBV外, 还能产生细胞因

子通过非细胞毒效应抑制病毒基因的表达和复

制[1]而不引起细胞损伤. 免疫系统在识别病毒抗

原后分泌抗病毒的细胞因子IFN-γ, TNF-α和IL-2
等, 这些因子通过作用于肝细胞, 使肝细胞应答

细胞因子诱导的信号和激活特定的细胞内信号

转导途径发挥抗病毒作用, 并能增强抗原提呈及

NK细胞、单核巨噬细胞对病毒的杀伤吞噬作用.

3  CTL在急性HBV感染中的作用

急性HBV感染时, HLA-Ⅰ分子限制的CTL对病

毒外膜、衣壳和多聚酶蛋白的多个抗原表位有

活跃的特异的CTL应答, 表现为多克隆性(指一

株CTL能识别多个表位进行应答)和多特异性

(指多个TCR能与一个MHC-抗原肽复合体相互

作用), 在清除病毒同时伴随着肝细胞的损伤[1].
由于HBV不能在体外组织培养中生长, 而

黑猩猩是惟一能被感染的动物, 这些缺陷一直

阻碍了HBV感染免疫病理的研究[4]. 迄今的研究

认为急性HBV感染时CD8+T细胞在病毒的清除

和发病中均起主要作用. Thimme et al [5]通过分别

对CD4+T和CD8+T缺失的黑猩猩研究就证明了

这一点. 急性乙型肝炎患者的体内可测到较高

频率的CTL群体, 这部分细胞具有分泌穿孔素、

颗粒酶及IFN-γ的能力, 也说明当病毒侵入机体

后, 特异性CTL可通过细胞毒途径和非细胞毒途

径抑制病毒复制并清除病毒. 也有研究认为在

急性HBV感染中非细胞毒机制更早于细胞毒机

制发挥抗HBV作用. Guidotti et al [6]对急性乙型

肝炎黑猩猩模型进行研究, 通过对其进行每周

采血和肝脏穿刺发现, 感染后约8 wk肝内的各种

HBV DNA分子, 包括cccDNA达峰值, 此后迅速

降低, 同时第8周出现IFN-γ mRNA, 并逐渐升高. 
在病毒的降低过程中并无ALT升高或肝组织病

变, 直至10-12 wk开始出现炎症, 表明肝内病毒

清除与肝细胞损伤不是同时发生, HBV清除在

肝损伤前开始, 但是病毒的清除与IFN-γ mRNA
同时出现. 由此推测机体可能在感染病毒的早

期存在一种有效的清除HBV而不引起肝细胞损

伤的机制, 而这种机制可能与IFN-γ有密切关系.

4  CTL在慢性HBV感染中的作用

慢性HBV感染时, 1个克隆的CTL只对病毒的单

■研发前沿
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一或少数表位应答, 且应答性很弱, CTL应答呈

单克隆性和寡特异性, 因此感染得以持续, 肝内

炎症和肝细胞损伤也较轻微[1]. 在慢性HBV的感

染过程中, CTL数量不足及功能缺陷影响了CTL
的功能, 导致机体不能及时清除病毒.
4.1 CTL数量不足与慢性HBV感染 在对黑猩猩

的研究中发现, 感染乙肝病毒之前去除体内的

CD8+T细胞, 可以导致病毒的持续感染和病毒

的高复制[5]. 这说明足够的CD8+T细胞在病毒的

清除方面起着关键的作用.
既往研究表明急性自限性HBV感染患者体

内出现强烈而多克隆的CTL反应, 同时伴随血清

转氨酶升高及肝脏病理损害, 进而引起HBV的

清除; 而在慢性乙肝患者体内CTL反应非常微

弱甚至检测不到[7]. Maini et al [8]及Sobao et al [9]研

究发现, 在病毒载量高的患者外周血中, 表位特

异性的CTL很低, 而且即使在病毒载量低、anti-
HBe(+)的患者外周血中并不都能检测出表位特

异性的CTL. 可能的原因: (1)病毒特异性CTL优
先隔室在肝内, 外周血中特异性CTL相对减少. 
(2)慢性肝炎病程长, 清除病毒过程中消耗了大

量的特异性CTL, 致使特异性CTL处于耗竭状

态. (3)特异性CTL的数量低于检测标准. (4)检测

方法不敏感. 然而病毒抗原特异性CTL的研究

是揭示病毒性肝炎免疫发病机制的关键, 了解

抗原特异性CTL的数量及功能变化有利于阐明

病毒性肝炎的发病机制, 也有利于抗病毒治疗

过程中机体免疫状态的检测[10]. 近年来MHC/肽
四聚体复合物(tetramer)技术为检测表位特异性

CTL提供了定量标准[11], 也为进一步了解慢性

HBV感染患者表位特异性CTL与病毒复制及肝

脏损害之间的相关性提供了可能.
4.2 CTL功能缺陷与慢性HBV感染 通过tetramer 
技术结合胞内因子染色分析, 发现比单纯tetra-
mer方法所得到的表位特异性CTL要多. 在这些

能被tetramer检测出的CTL中, 有的不具有分泌

细胞因子或穿孔素的能力, 表明慢性乙肝患者

外周血的CTL数量不能反映其功能, 体内存在的

CTL数量并不能代表机体的免疫状态. 在慢性乙

肝患者体内, HBcAg18-27特异性CTL可以被测

到, 但这部分表位特异性的CTL存在着功能缺

陷, 其产生穿孔素、颗粒酶及IFN-γ的能力低下

甚至缺失[12]. Maini et al [8]也报道, 病毒载量低、

ALT正常的慢性乙肝患者, HBV特异性CD8+T 
细胞占循环中CD8+T细胞频度高, 表现为静止

性表型, 但在体外抗原刺激下, 体外增殖能力迅

速增加、IFN-γ的产生及细胞毒活性增强; 而病毒

载量高、ALT升高的慢性乙肝患者, HBV特异性

CD8+T细胞占循环中CD8+T细胞频度低, 而且在

体外抗原刺激下, 增殖能力低下. 这种病毒特异

性CTL的功能缺陷在HIV、CMV中也有报道[13-14].
CTL功能缺陷可能的原因: (1)病毒的高复

制状态. 在感染LCMV(淋巴细胞性脉络丛脑膜

炎病毒)的动物模型中发现, 持续的高病毒复制

可以导致T细胞功能的逐渐丧失[15]. 在临床试验

中发现HBV特异性CTL的反应强度与血清的病

毒载量呈负相关, 在低病毒载量时可以检测到

较强的T细胞反应, 在较高病毒载量时, T细胞

反应很弱, 甚至检测不到[16]. You et al [17]还报道T
细胞的功能缺陷与血清病毒载量呈明显的直线

相关, 高病毒载量在T细胞的低反应中起重要作

用. (2)病毒变异影响CTL对病毒的识别. Webster 
et al [18]在研究中发现HBcAg特异性CD8+T细胞

的缺失可能是病毒变异引起来的. (3)CD4+T细
胞不足, 因为CD8+T细胞功能的充分发挥需要

CD4+T细胞的辅助. (4)抑制性受体的表达. 程
序性死亡受体-1(programmed death 1, PD-1)是
CD28共刺激家族中的一种抑制性受体, 可以被

T细胞表达[19]. 他的配体PD-L1表达在肝脏中的

抗原提呈细胞, PD-L1与PD-1相互作用导致T细
胞抗病毒功能的抑制和T细胞的凋亡 [20]. 通过

给LCMV感染的小鼠注射封闭PD-1或PD-L1的
抗体可以恢复LCMV特异性CD8+T的分泌细胞

因子的能力及细胞毒性, 也引起病毒载量的显

著降低[21]. 在给HBV转基因小鼠注射PD-L1的
封闭抗体后也发现肝脏中的CTL分泌IFN-γ增 
多 [14,22].  在临床研究中也发现阻断了P D-1与
PD-L1的反应可以引起HBcAg特异性CD8+T
细胞数量上的增加和扩增能力的增强. 这说明

PD-1与PD-L1的反应抑制了病毒特异性CTL的
功能. (5)凋亡相关蛋白的高表达. Lopes et al [23]

研究发现凋亡前体蛋白Bim在慢性乙型肝炎患者

中的HBV特异性CD8+T中的表达是上调的, 通过

阻断Bim介导的细胞凋亡, 可以恢复HBV特异性

CD8+T的功能. (6)T细胞功能缺陷与调节性T细胞

(CD4+CD25+T)有一定关系[24]. 调节性T细胞在预

防免疫病理损伤的同时也参与了病毒的持续感染.

5  结论

HBV感染后病毒的清除与宿主特异性的CTL应

■相关报道
Lau et al在临床研
究中发现, 进行骨
髓移植或外周血
干细胞移植时, 慢
性乙型肝炎患者
在接受了对HBV
有免疫力的骨髓
后, 可以清除体内
的HBsAg,  有一
部分甚至发生了
HBsAg的血清学
转换, 而且已经证
实受者体内的T细
胞来源于供者.
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答的强度及宽度密切相关. 急性自限性乙肝患

者体内可以观察到强烈的多克隆、多特异性

的CTL应答, 可以及时清除病毒; 而在慢性乙肝

患者体内CTL应答很弱或检测不到, 是单克隆

性、寡特异性的, 导致病毒持续存在, 病程迁延. 
HBV特异性CTL功能缺陷, 应答的减弱是乙肝

病毒持续存在、感染慢性化的主要原因. 宿主

的特异性细胞免疫状态决定了HBV感染后的临

床转归. 通过一些免疫调节治疗可以恢复CTL
的功能, 这为我们治疗慢性HBV感染提供了新

的方向. 在临床研究中发现, 进行骨髓移植或外

周血干细胞移植时, 慢性乙型肝炎患者在接受

了对HBV有免疫力的供者(Anti-HBs和/或Anti-
HBc阳性)的骨髓后, 可以清除体内的HBsAg, 
有一部分受者甚至发生了HBsAg的血清学转

换, 产生乙肝表面抗体, 而且通过染色体检测, 
已经证实受者体内的T细胞来源于供者[25]. Luo  
et al [26]在肝移植中也有类似发现. 这说明慢性乙

型肝炎患者特异性的细胞免疫功能障碍, 一旦

获得正常的细胞免疫功能, 就能及时清除病毒, 
这为我们对乙肝患者进行特异性的免疫治疗提

供了新的理论依据.
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Abstract
Th17 cells are identified as a new subset of T 
helper cells unrelated to Th1 or Th2 cells, and 
several cytokines are involved in regulating their 
activation and differentiation. Th17 cells not only 
play an important role in host defense against 
extracellular pathogens, but also are associated 
with the development of autoimmunity and 
inflammatory response. Although the etiology 
of inflammatory bowel disease remains unclear, 
accumulating evidence suggests that the 
abnormality of innate and adaptive immunity 
responses plays an important role in intestinal 
inflammation. The identification of Th17 cells 
help us to explain some of the anomalies seen 

in the Th1/Th2 axis and has broadened our 
understanding of the immunopathological 
effects of Th17 cells in the IBD development.

Key Words: Th17 cells; Inflammatory bowel dis-
ease; Immunopathological role
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摘要
Th17细胞是最近发现的一种与Th1和Th2细胞
亚群无关的新的辅助性T细胞亚群, 其分化调
节与多种细胞因子有关, 可以清除特定的细胞
外病原体起到保护作用, 对自身抗原的特异性
又可导致炎症和自身免疫性疾病发生. 炎症性
肠病的具体发病机制尚未阐清, 但研究发现先
天性和获得性免疫反应在肠道炎症中起着重
要作用, 而Th17细胞的发现有助于解释一些
Th1/Th2轴中的异常现象, 更好的认识Th17细
胞在炎症性肠病发生过程中的免疫病理作用. 

关键词: Th17细胞; 炎症性肠病; 免疫病理作用
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0  引言

C D4 + T细胞在辅助多种细胞启动发生免疫

反应中起着重要作用 ,  当抗原刺激后 ,  原始

C D4 + T细胞活化扩增并分化为可以产生干

扰素γ(interferon gamma, IFN-γ)和淋巴毒素 
(lymphotoxin, LT), 增强细胞内病原体清除, 有
效激活细胞介导的免疫反应的Th1细胞群; 同时

还可以分泌IL-4和IL-13, 启动B细胞介导的免疫

反应, 清除细胞外病原体的Th2细胞群[1]. 近来对

IL-17细胞因子家族和IL-23细胞因子的研究, 发
现了一种新的Th细胞亚群, 即Th17细胞. 与Th1
和Th2细胞亚群相似的是Th17细胞在转录分化

过程中也需要特异性的细胞因子. 虽然对这类

新的细胞亚群功能尚未完全了解, 但已有研究
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显示Th17细胞亚群可以对一些Th1和Th2型免

疫不能清除的细胞外病原体有显著的宿主保护

作用, 同时又在动物实验阶段证实Th17细胞也

有显著的促炎作用, 对自身抗原的特异性亦可

导致多种自身免疫性疾病的发生[2], 本文重点

讨论Th17细胞的免疫学特征及其在炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)发病机制中的

免疫病理作用.

1  Th17细胞

最初认为Th17细胞和Th1细胞是相关的, 在不同

的细胞因子作用下由共同的Th1前体细胞分化

而来, 但是大量研究显示Th17细胞是与Th1和
Th2细胞无关的一类独特亚群[3-5]. Th17细胞主

要产生IL-17A和IL-17F, 以及少量的TNF和IL-6, 
其中IL-17A是Th17细胞发挥免疫调节作用的

主要效应因子. IL-17是最近发现的一个新的细

胞因子家族中的一员, 该细胞因子家族包括IL-
17A、IL-17B、IL-17C、IL-17D、IL-17E(IL-25)
和IL-17F. 已经证实, IL-17在体内外均是强效

的炎症因子, 具有多种生物学活性, 可以通过诱

导促炎因子(如IL-6、TNF)、化学因子(如KC,  
MCP-1和MIP-2)以及基质金属蛋白酶等促进组

织炎症发生[3]. IL-17还涉及参与中性粒细胞的增

生、成熟和趋化作用[6]. 体外研究显示IL-17受体

(IL-17R)缺陷小鼠由于缺少中性粒细胞的募集

作用而更容易导致肺部感染, 同样IL-17在肺组

织内过度表达也可促进白细胞释放过多化学因

子引起组织炎症[7]. IL-17还可以刺激T细胞, 促
进树突细胞成熟[3,5]. 虽然IL-17是在获得性免疫

应答过程中产生, 但是与IL-1β, TNF或Toll-like
受体(TLR)相似, 其通过诱导一些先天性免疫介

质如IL-6、急性时相蛋白、G-CSF和前列腺素

E2而发挥先天性免疫作用. 因此, IL-17是通过获

得性免疫与先天性免疫系统联合的方式来促进

炎症的发生, 并且也像大多数炎症因子一样主

要是在体外发挥作用.

2  Th17细胞的分化和调节

最初研究认为IL-23可以诱导Th17细胞分化[2,8], 
IL-23是IL-12异二聚体细胞因子家族中的一员, 
除与IL-12一样都拥有共同p40亚单元外还含有

独特的p19亚单元. IL-23通过IL-12Rβ1和IL-23R
异二聚体受体复合物来发送信号[9], 由于他和

IL-12拥有共同的p40亚单元和IL-12Rβ1, 因此推

测与IL-12作用相似可以启动Th1反应, 但是p19
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缺陷小鼠可以促进正常的Th1反应, 却不能促进

产IL-17细胞生成[2,10]. 另有研究发现IL-23基因

敲除的小鼠几乎没有Th17细胞, 并且即使在没

有IL-23因子的情况下产生正常Th17细胞, 他们

也无法扩增和生存. 因此, IL-23并不能诱导原始

T细胞分化为Th17细胞, 而且原始T细胞中并没

有IL-23受体的表达亦进一步证实这种观点[11]. 
虽然IL-23并不能诱导原始T细胞分化为Th17细
胞, 但却可以诱导Th17细胞增殖, 并且体外试验

也发现IL-23可以为已经分化的Th17细胞提供生

存信号[12]. 既然IL-23不是Th17细胞分化的必须

因子, 那么哪种因子在起作用? 研究显示TGF-β
和IL-6可以激活原始T细胞分泌大量的IL-17, 且
只有TGF-β和IL-6同时大量存在的情况下才可

以诱导原始T细胞分化为Th17细胞, 而后IL-23
才可以促进分化后的Th17细胞增殖. 在炎症状

态下, IL-6或TGF-β和IL-6同时存在可以上调

Th17细胞表达IL-23R, 进而促进IL-23维持并加

强Th17细胞的表达[13-14]. 此外体外实验亦证实, 
TGF-β和IL-6同时存在促进Th17细胞分化的作

用可以被IL-1和TNF进一步增强. Th17细胞分化

增殖受许多细胞因子的影响, 体外实验研究发

现中和IFN-γ和IFN促进IL-23刺激的Th17细胞增

殖, 而Th1和Th2细胞效应因子IFN-γ和IL-4可以

抑制IL-23刺激的Th17细胞增殖[13]. 此外, Th1和
Th2细胞亚群增殖分化过程中的重要细胞因子

IL-2也可以长期的干预Th17细胞的扩增存活. 因
此, 可以看出Th1和Th2细胞均能干预IL-23诱导

的IL-17表达, 并能够显著抑制Th17细胞增殖. 此
外体内试验发现阻断体内TNF效应可以显著抑

制IL-23和IL-17的表达[15]. 但是IL-4和IFN-γ却不

能直接抑制TGF-β和IL-6启动的Th17细胞增殖

分化. TGF-β可以通过间接效应(阻滞先天免疫

系统细胞产生的IFN-γ和IL-4)以及直接作用于

原始T细胞前体来促进Th17细胞增殖. 且其可不

依赖IL-23而诱导IL-17的表达, 并且IFN-γ非但

不能抑制TGF-β对Th17细胞促生成作用, 反而在

IFN-γ存在时TGF-β诱导IL-17的表达作用更强.
IL-27是另外一个IL-12家族成员, 对Th17细

胞的形成有负调节作用[16]. T细胞活化后在IL-27
作用下可以诱导T-bet形成, 而T-bet是原始CD4+ 
T细胞分化过程中的关键的转录因子. 但是IL-
27R缺陷的小鼠由于效应T细胞调节反应异常可

以形成严重的免疫病理损害. IL-27介导的信号

传导可以加重炎症恶化, 增强炎症组织中Th17
细胞的生成和表达IL-17的T细胞增殖. IL-27
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可以不依赖IL-6和TGF-β信号途径而抑制IL-6
和TGF-β启动诱导的Th17细胞分化. 而IL-27对
Th17细胞的抑制效应需要转录因子STAT1的参

与. 虽然T-bet和抑制蛋白SOCS3并不参与IL-27
介导的Th17细胞抑制作用, 但是STAT1的下游因

子可能参与[17-18]. 
在缺乏Th1和Th2特异性转录因子STAT1、

STAT4、T-bet或STAT6小鼠中, 分离出的CD4+ 
T细胞, 在活化的IL-23作用下仍可分化为Th17
细胞. 此外在缺乏STAT4、STAT6或T-bet的小

鼠中Th17细胞仍可正常分化, 说明这些转录因

子并非是Th17细胞分化过程中所必须的[19]. 此
外, Th17细胞并不表达转录因子T-bet、HIx或
GATA-3提示他们有可能是一种特殊的T辅助细

胞. 近年来研究证实至少一种转录因子RORγt涉
及Th17细胞增殖, RORγt主要在胚胎淋巴组织诱

导的细胞中表达, 这些细胞参与淋巴结和Peyer's
淋巴结, 肠道淋巴组织和未成熟胸腺细胞的形

成[20]. 分化的Th17细胞及肠道固有层产IL-17的T
细胞也表达RORγt. RORγt缺陷的小鼠中这些细

胞群也会缺如. 在原始T细胞中转入RORγt编码

的逆转录酶可以诱导IL-17的产生. 这些都证实

RORγt在Th17细胞分化中的作用. IL-17A和IL-
17F都共同表达于Th17细胞, 基因编码的这些分

子也在同一个位点, 因此, RORγt可能作为一个

染色体重建因子打开IL-17位点, 是其他因子共

同结合在IL-17启动子, 因此在Th17分化过程中

RORγt可能与其他转录因子共同作用[21]. 而最近

文献报道[22]证实了这一点, Th17细胞中还高度

表达RORα, 而RORα在IL-6和TGF-β作用下也可

以促进Th17细胞分化, 而且高度表达的RORα还

可在RORγ缺陷的细胞中促进Th17细胞分化. 
但是也有报道发现小鼠和人体中T h17的

生物学作用并不相同, 最初在人体内的两项研 
究[23-24]显示, IL-6和IL-1β(由单核细胞和传统的

树突细胞产生)是Th17反应的关键因子而TGF-β
则不是, 其中Acosta-Rodriguez et al [23]还发现

TGF-β抑制IL-17的产生的作用. 但是最近也有

研究显示TGF-β、IL-1β和IL-6、IL-21或IL-23
都可以在人类脐血细胞中分离出的原始CD4+ T
细胞诱导产生IL-17. TGF-β抑制RORγ t诱导的

IL-17表达[25], 但是这种抑制作用可以被炎症因

子减轻, 另一项研究显示TGF-β和IL-1β、IL-6、
IL-23一起促进Th17分化, 还有研究显示TGF-β
增强外周T细胞中IL-17的产生[26], 从这种观点

来看, IL-1β和IL-6促进记忆CD4+ T细胞, 产生

IL-17, 而TGF-β等其他炎症细胞因子促进原始

CD4+ T细胞分化为Th17细胞.

3  Th17细胞在炎症性肠病中的作用

Th17细胞亚群的发现拓宽了我们对人类炎症疾

病形成过程的认识, 有助于解释一些Th1/Th2轴
中的异常现象, 更好的认识Th17细胞平衡在自

身免疫性疾病和免疫介导的组织损伤中的作用. 
20多年来, Th1细胞一直被认为在许多慢性炎症

性疾病中介导组织破坏, 但是一些动物模型实

验证实这些细胞并不是自身免疫、过敏和微生

物免疫中维持并起决定性作用的细胞, 而IL-17
有可能在其中起着主要作用. 目前已发现既往

被称为Th1型的疾病如现在根据动物实验结果

认为其实是Th17细胞相关的疾病. 
IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 

UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD), 虽然其具

体发病机制尚不清楚, 但是最近的研究[27]显示肠

道炎症中先天性和获得性免疫反应起着重要作

用. CD患者的肠道炎症主要特征是由促炎因子

IL-12启动的Th1细胞对肠道菌群的异常反应; 而
UC患者, 肠黏膜的促炎症细胞因子主要是IL-4
和IL-13等升高. IBD动物模型中已证实了这种

假设, 肠道炎症能够通过针对IL-12p40亚单位的

mAb来阻断[28]. IL-12同源细胞因子家族还包括

IL-23和IL-27. 像IL-12一样, IL-23主要由接触病

源微生物而激活的树突细胞产生[29]. 认识到抗

IL-12p40抗体可以中和IL-12和IL-23可以使我们

重新评估他们在IBD发病过程中的作用. IBD动

物模型中研究显示IL-23在肠道的慢性炎症中起

着重要作用. 应用针对p19亚单位的mAb选择性

的清除IL-23, 抑制IL-10基因敲除小鼠中自发性

结肠炎的形成[30-31]. 已有报道CD和UC患者中肠

道黏膜组织炎症部位中IL-23p19 mRNA表达增

高显著增高, 但在用激素治疗后临床症状明显

改善的患者肠黏膜组织中IL-23p19 mRNA明显

降低. 此外, CD患者LP巨噬细胞可以产生大量

的IL-23, 而UC则没有. 活动性CD和UC患者病变

肠黏膜中CD3+ T细胞和CD68+单核细胞和巨噬

细胞中可以观察到IL-17的表达. 活动性CD患者

中IL-17+细胞数是正常对照组的20倍, 是非活动

性CD患者的4倍; 相对于正常人, CD和UC患者

血清中的IL-17也明显增高, 并比非活动性IBD
患者血清中的IL-17也升高[32]. 重组IL-23可以增

强UC患者中LP-CD4+细胞产生IL-17, 但对CD这
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种作用却很弱, 这更证实了UC患者中Th17免疫

的显著特征; IL-23p19、IFN-γ和IL-12p35在CD
中显著上调, IFN-γ或IL-12实际上可以抑制人类

LP-CD4+ T细胞产生IL-17, 因此可以推测, 尽管

CD患者中黏膜中也发现有Th17细胞, CD患者中

Th1细胞产生过多的IFN-γ可能对Th17细胞产生

IL-17有负性调节作用, 这更证实了传统观点中

CD是一种Th1疾病, Th1通路通过多种机制来拮

抗Th17通路. 因此根据Th1/Th17平衡观点, UC患
者可能是一种Th17疾病, 而CD患者仍是经典的

Th1型疾病, 而黏膜中IL-23的表达增强可以调节

UC和CD中的差异. 
有证据显示IL-23/IL-17轴在正常肠道组织

微环境稳定中起着重要作用, 例如, 在正常健康

的小鼠中, IL-23主要在回肠末端固有层树突细

胞中表达, 而Th17细胞在肠道固有层中出现的

频率显著高于在周围淋巴组织中出现的频率[33]. 
尽管他在IBD的发病机制中起着重要作用, IL-23
可能在肠组织中起着重要的免疫保护作用. 因
而IL-23缺陷小鼠在肠道病原体拘橼酸菌感染后

表现有较强的易感性和致死性[33]. 有趣的是拘橼

酸菌感染IL-23缺陷小鼠仍然可以产生强有力的

Th17反应, 提示IL-23介导的保护反应不需要涉

及IL-17[13]. 虽然一些研究显示在各种IBD模型中

IL-23诱导的肠道病理常伴随有IL-17产物的增

多, 但炎症组织还伴有其他大量的炎症因子, 包
括IL-1β、IL-6, IFN-γ和TNF[31]. 此外, 在许多T细
胞依赖的IBD模型中, Th1细胞在固有层炎症组

织中明显的占有优势, 最后, IL-23可以启动由先

天免疫系统细胞介导的慢性结肠炎, 与这种假

说一致即IL-23介导的肠道炎症不需要涉及Th17
细胞[31,34].

IL-17和Th17细胞在肠道病理和稳定性中

的作用尚不十分清楚, IL-17在上皮层可能有某

些保护作用, 体外研究显示IL-17可以促进上皮

细胞之间紧密连接增强[35], 用抗IL-17中和抗体

可以加重DSS诱导的结肠炎严重性[36]. 相反, 最
近的研究通过比较Th1细胞和Th17细胞对于小

鼠诱导的结肠炎发现T h17细胞更具有显著的

致病性[37]. 在IL-10基因敲除小鼠, 单用特异性

的IL-17抗体并不能影响炎症产生, 除非再加入

IL-6抗体协同起效, 说明在肠道IL-17和其他的

炎症介质有协同增强作用[34]. 最近的研究显示

Th17细胞群内的潜在异质成分可以分泌IL-10, 
一种抑制肠道炎症的因子[38]. 因而Th17细胞作

用随所在环境中其他因子的不同而发挥不同的

作用. 在正常的肠道黏膜组织中, Th17细胞的基

本功能可能在维持上皮屏障功能中起到放哨作

用; 然而在慢性肠道炎症中, 高浓度的IL-23可以

充分发挥致病性和抗菌功能.

4  结论

通过揭示IL-23在IBD动物模型中肠道慢性炎

症中的作用以及证实IL-23R对CD易感性的影

响, 为将来IBD的治疗提供了新的治疗靶点, 炎
症部位IL-23的选择性表达, 提示以IL-23通路为

靶点的治疗可以有效的发挥全身免疫保护性作

用, 而不是抑制全身免疫反应. 最近的研究[39]显

示IL-23是有效的肿瘤启动因子, 人类结肠癌中

也发现IL-23的表达增高, 因此抑制IL-23可以对

IBD患者炎症促进的结肠癌发生起到预防性治

疗作用. 但是也需警惕IL-23阻断后黏膜感染增

加的危险. 小鼠模型和人类IBD患者中仍需进一

步弄清IL-17和Th17细胞肠道稳定中的作用, 此
外小鼠IBD模型中的发现提示小鼠模型中组织

特异性的自身免疫性疾病中IL-23/IL-17轴的病

理机制在肠道中并非同一模式[40]. IL-23的效应

远不止简单的增加Th17/IL-17在肠道中的反应, 
而是刺激先天性和获得性免疫反应. 还有证据

显示IL-17和其他的Th17细胞因子具有环境依赖

性, 根据局部组织中的其他因子来发挥保护性

或致病性反应. 因此可以通过了解肠道正常和

炎症部位中的细胞因子网络, 来减轻肠道炎症

或刺激保护性免疫反应.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of electro-
acupuncture (EA) at Zusanli points (ST36) 
on gastric emptying, plasma contents of NO 
and MTL during oral fluid resuscitation of 
hemorrhagic shock in rats with 40% blood 
volume loss.

METHODS: Twenty-four SD rats were random-

ly divided into three groups: oral GES without 
hemorrhage (GES group, n = 8), hemorrhage 
resuscitated with oral GES+EA (H+GES/EA 
group, n = 8), and hemorrhage resuscitated with 
oral GES+sham-EA (H+GES/SEA group, n = 8). 
Hemorrhagic shock model was established by 
loss of 40% of total blood volume from carotid 
artery of rats. GES, at the dosage of two times 
of blood loss, was given twice intragastrically 
at a 30 min interval beginning from 30 min post 
bleeding. Bilateral Zusanli points (ST36) and 
sham points were electro-acupunctured with 
constant voltage (2-3 mA, 2-100 HZ) to animals 
with no anesthesia for 1 hour after a second in-
tragastric administration. Rats were sacrificed 4 
h after hemorrhage/operation and bloods were 
harvested for evaluation of plasma nitrogen 
monoxidum (NO) and motilin (MTL). Gastric 
emptying rates (GE) were determined by phenol 
red emptying.

RESULTS: Four hours after blood loss, gastric 
emptying rate of H+GES/EA group was 21.6% 
higher than H+GES/SEA group, but 17.6% low-
er than GES group (P < 0.05). The plasma con-
tents of NO in H+GES/EA group were signifi-
cantly lower than H+GES/SEA group (90.2 ± 8.3 
vs 103.9 ± 12.5, P < 0.01), and significantly higher 
than GES group (90.2 ± 8.3 vs 53.6 ± 6.9, P < 0.01). 
The plasma contents of MTL were significantly 
in H+GES/EA than H+GES/SEA (101.3 ± 18.7 vs 
73.7 ± 14.1, P < 0.01), and significantly decreased 
than GES group (101.3 ± 18.7 vs 132.26 ± 24.1, P 
< 0.01). 

CONCLUSION: The results indicate that electro-
acupuncture at Zusanli points have significant 
effects on promoting gastric emptying rate, in-
hibiting the contents of plasma NO and increas-
ing the contents of plasma MTL after early oral 
fluid resuscitation of hemorrhagic shock in rats 
with 40% blood volume loss.

Key Words: Electro-acupuncture; Hemorrhage; Oral 
fluid resuscitation; Gastric emptying rate; Monoxi-
dum; Motilin
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■背景资料
口服液体复苏是
战争、自然灾害
和突发事故等特
殊环境下产生的
大批创伤伤员, 由
于液体供应受限
和 ( 或 ) 救治条件
恶劣等原因难以
实施早期静脉复
苏时进行的救治
措施. 休克时胃肠
道处于严重缺血
缺氧状态, 口服补
液在发挥快速复
苏作用的同时, 往
往伴有胃排空及
肠吸收功能的下
降, 严重影响了口
服复苏的效果. 足
三里穴是足阳明
胃经合穴, 能有效
促进和调节胃肠
道动力.

■同行评议者
曹志成, 英国生物
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摘要
目的: 研究电针足三里对40%血容量失血大鼠
早期口服葡萄糖-电解质液(GES)时胃排空率、

血浆一氧化氮(NO)及胃动素(MTL)的影响.  

方法: ♂SD大鼠24只, 随机分为假手术+口服
GES组(GES组, n  = 8)、失血+口服GES+电
针足三里组(H+GES/EA, n  = 8)、失血+口服
GES+非经非穴组(H+GES/SEA, n  = 8). 用氯
胺酮-速眠新Ⅱ肌注复合麻醉后, 行右侧颈总
动脉插管, 按全身血容量的40%分两次间隔15 
min放血制作失血性休克模型, GES组不予放
血. 于失血后0.5 h及1 h分两次灌胃给予总计2
倍失血量的GES. H+GES/EA组和H+GES/SEA
组大鼠用自制布袋固定, 于第2次灌胃后在清
醒状态下电针刺激足三里穴(频率2-100 HZ, 
强度2-3 mA, 时间1 h)和非经非穴处皮肤(足
三里外侧旁开0.5 cm, 频率2-100 HZ, 强度2-3 
mA, 时间1 h). 失血后4 h腹主动脉抽血处死
动物, 酚红法测定胃排空率, 检测血浆NO和
MTL水平. 

结果: 失血后4 h, H+GES/EA组胃排空率比
H+GES/SEA组提高了21.6%, 比GES组降低
了17.6%(P <0.05). H+GES/EA组血浆NO水平
显著低于H+GES/SEA组(90.2±8.3 vs  103.9
±12.5, P <0.05), 而显著高于GES组(90.2±
8.3 vs  53.6±6.9, P <0.01); MTL含量显著高
于H+GES/SEA组(101.3±18.7 vs  73.7±14.1, 
P <0.01), 而显著低于GES组(101.3±18.7 vs  
132.26±24.1, P <0.01).

结论: 电针足三里能显著降低血浆NO水平, 提
高MTL含量, 改善40%血容量失血大鼠早期口
服补液时胃排空率.

关键词: 电针; 失血; 口服补液; 一氧化氮; 胃动素; 

胃排空率
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口服液体复苏是主要针对战争、自然灾害和突
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发事故等特殊环境下产生的大批创伤伤员, 由
于液体供应受限和(或)救治条件恶劣等原因难

以实施早期静脉复苏时进行的救治措施[1-2]. 但
前期研究发现, 休克时胃肠道处于严重缺血缺

氧状态, 口服补液在发挥快速复苏作用的同时, 
往往伴有胃排空及肠吸收功能的下降, 严重影

响了口服复苏的效果[3]. 足三里穴是足阳明胃经

合穴, 能有效促进和调节胃肠道动力. 本文的目

的在于研究电针足三里穴对40%血容量失血大

鼠早期口服补液过程中胃排空率、血浆一氧化

氮及胃动素水平的影响, 以及针刺足三里穴后

胃排空率与血浆NO、MTL的关系, 初步探讨失

血性休克早期口服复苏时电针促进胃排空功能

的机制, 为减轻失血性休克早期口服补液引起

的胃肠道并发症治疗提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠24只, 50-60日龄, 体质量

210-230 g, 购自军事医学科学院实验动物中心. 
葡萄糖-电解质溶液(GES)配方: 每1 L水中溶解

3.5 g NaCl、2.5 g NaHCO3、1.5 g KCl和20 g葡
萄糖, 使用前置于37℃恒温水浴箱预热. 电针刺

激采用国产HANS电针仪. 一氧化氮(NO)检测试

剂盒由南京建成生物工程研究所提供, 胃动素

检测试剂盒由北京华英生物技术研究所提供.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备与分组: 大鼠购入后适应性喂养1 
wk, 术前禁食18-20 h, 禁水2 h. 按随机数字表法

将动物: 分为假手术+葡萄糖-电解质溶液(GES)
组(GES组, n  = 8)、失血+口服GES+电针足三里

组(H+GES/EA, n  = 8)、失血+口服GES+非经非

穴组(H+GES/SEA, n  = 8). 大鼠称重后用氯胺酮-
速眠新Ⅱ肌注复合麻醉(0.5 mL/kg体质量)后, 消
毒颈部皮肤, 取右侧切口打开, 分离结扎右侧颈

总动脉, 于近端插管, 按大鼠全身血量的40%(按
65 mL/kg体质量)[4]隔15 min分两次放血, 每次于

5 min内放完. 放血完毕结扎动脉近端, 缝合皮

肤. 放血完成后0.5 h及1 h在大鼠清醒状态下进

行灌胃. GES组结扎右侧颈动脉后不予放血; 各
组手术或放血后30 min及1 h用大鼠灌胃针对动

物进行GES液口服补液, 拟复苏总补液量为失血

总量的3倍, 本实验4 h过程中按2倍分两次给予. 
H+GES/EA组大鼠用自制布袋固定, 于第2次灌

胃后在清醒状态下常规消毒双下肢并备皮, 取
足三里穴(膝关节后外侧、腓骨小头下约5 mm 
处)直刺7 mm[5], 针刺后接电针仪(国产HANS, 

www.wjgnet.com
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LH202H, 频率2-100 HZ, 强度2-3 mA, 时间1 h). 
H+GES/SEA组口服GES后刺激非经非穴(足三

里外侧旁开0.5 cm, 频率2-100 HZ, 强度2-3 mA, 
时间1 h).
1.2.2 血浆NO和MTL含量检测: 动物失血后4 h
腹主动脉取血, 3000 r/min离心10 min取血浆

-40℃冻存待测. 硝酸还原酶法检测NO含量; 放
射免疫法检测胃动素含量, 严格按照试剂盒说

明书操作.
1.2.3 胃排空率测定: 各组动物于伤后4 h处死, 以
酚红为指示剂, 按Scarpignato et al [6]的方法测定

胃排空率. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 实验数

据采用SPSS11.0统计软件进行F检验及相关性

分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 电针对血浆NO含量的影响 H+GES/EA组血

浆NO水平(90.2±8.3 μmol/L)显著低于H+GES/
SEA组(103.9±12.5 μmol/L)(n  = 8, P <0.05), 而显

著高于GES组(53.6±6.9 μmol/L)(n  = 8, P <0.01, 
图1).
2.2 电针对血浆MTL含量的影响 H+GES/SEA
组血浆MTL含量(101.3±18.7 pg/mL)显著低于

GES组(132.3±24.1 pg/mL)(n  = 8, P <0.01), 而显

著高于H+GES/SEA组(73.7±14.1 pg/mL)(n  = 8, 
P <0.01, 图2).
2.3 胃排空率(GE) 失血后4 h, H+GES/EA组胃

排空率比H+GES/SEA组提高了21.6%, 比GES
组降低了17.6%(P <0.05). 相关与回归分析显示, 
胃排空率与血浆NO含量呈负相关(r  = -0.936, 
P <0.01), 与血浆MTL含量呈正相关(r  = 0.975, 
P <0.01).

3  讨论

口服液体复苏是主要针对战争、自然灾害和突

发事故等特殊环境下, 由于液体供应受限和(或)
救治条件恶劣等原因难以实施早期静脉复苏时

用于休克伤员的救治措施. 国内外的研究表明, 
对于小于40%体表面积的烧伤或少于40%血容

量的失血引起的休克伤员早期口服补液能取得

良好的复苏效果[7-8]. 但实践表明低血容量休克

时由于胃肠道缺血常对口服补液不能耐受, 表
现为呕吐以及胃排空和肠吸收障碍. 因此提高

缺血状态下胃肠对口服液的耐受能力, 将是提

高口服复苏效果的关键.

国内外研究表明, 胃排空是口服液体复苏的

主要限制性因素. 机体发生休克时, 胃肠等消化

器官作为首先牺牲的器官, 其组织血流量显著

降低. 其作用在于机体为满足重要生命脏器的

血液供应, 血流发生重新分布, 胃肠道血流量减

少、胃肠组织细胞缺血缺氧[9]. 此时通过口服补

充大量液体, 吸收后虽然能迅速恢复消化系统

局部及全身灌流, 有效改善烧伤休克的脏器功

能和循环指标; 但另一方面, 能造成消化器官局

部的缺血-再灌注效应, 进一步加重了组织损伤, 
从而导致胃肠道排空和消化功能障碍, 严重影响

了口服补液的治疗效果. 本研究结果显示, 40%血

容量失血大鼠口服补液后, 胃排空率显著降低.
NO是一种新型的神经递质, 对体内多个器

官均有作用, 参与众多生理和病理过程[10]. 其生

理功能之一是作为胃肠道非肾上腺素能非胆碱

能(NANC)神经的递质, 引起胃肠道平滑肌和括

约肌的舒张. 有研究报道, 重度烫伤大鼠肠组织

中NOS活力升高, NO产生增多, 对胃肠道动力产

生抑制作用, 电针可降低重度烫伤大鼠NO含量

和NOS活性[11]. 本研究结果显示, 大鼠失血40%
发生低血容量性休克时, 血浆NO含量显著升高, 
电针足三里后NO含量明显降低, 且与胃排空率

呈负相关.

■应用要点
电针足三里穴能
够降低血浆NO水
平 ,  增加MTL含
量, 显著改善40%
血容量失血早期
口服补液时胃排
空率, 在提高野战
条件下成批休克
伤员口服液体复
苏的效果方面具
有潜在的运用价
值.

图 1 40%血容量失血大鼠各组血浆NO含量变化. bP <0.01 

vs  GES组; cP<0.05 vs  H+GES/SEA组.
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图 2 40%血容量失血大鼠口服补液时血浆MTL含量的变
化. bP<0.01 vs  GES组; dP<0.01 vs  H+GES/SEA组.
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MTL是重要的脑肠肽激素, 其生理功能是

促进胃肠运动. Yang et al [12]发现, 胃排空与血浆

胃动素密切相关. MTL的不足导致胃肠平滑肌

松弛、胃张力及蠕动减弱、胃排空时间延长、

胃液潴留增加[13]. 有研究者认为MTL的释放亦

受迷走神经张力和中枢神经系统的调节[14]. 本实

验结果表明, 大鼠发生失血性休克时, 血浆MTL
水平明显降低, 电针足三里后MTL水平显著升

高, 且与胃排空率呈正相关.
祖国传统医学中, 足三里穴用来治疗胃肠

道疾病由来已久, 故有“肚腹三里留”之说. 足
三里穴是足阳明胃经合穴(经气所汇为合), 胃经

是十二经脉中多气多血之经, 与胃肠道关系最为

密切. 电针足三里不仅能够兴奋迷走神经中枢核

团, 也能够兴奋外周迷走神经纤维. 实验中我们

发现, 40%血容量失血口服补液时给予电针足三

里穴治疗后, 血浆NO含量减少, MTL含量增加, 
胃排空率增高. 这可能与电针足三里的针刺信息

能够上传到中枢影响中枢迷走核团, 兴奋迷走神

经, 从而抑制血浆NO和刺激MTL释放有关.
电针足三里与GES联用, 一方面可改善失血

休克早期受抑的胃排空功能, 另一方面促进GES
液排入小肠, 增加小肠对口服液的吸收, 能有效

提高血容量, 增加心输出量和尿量. 足三里穴是

足阳明胃经合穴, 能有效促进和调节胃肠道动

力. 电针足三里穴能够降低血浆NO水平, 增加

MTL含量, 显著改善40%血容量失血早期口服补

液时胃排空率, 在提高野战条件下成批休克伤员

口服液体复苏的效果方面具有潜在的运用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of diammonium 
glycyrrhizinate (DG) on ulcerative colitis (UC) in 
rats and to probe into its underlying mechanism. 

METHODS: Fifty male Wistar rats were random-
ly divided into 5 groups: normal control group, 
model group, 5-aminosalicylic acid (5-ASA) 
group, DG group, and combination of 5-ASA 
and DG group (n = 10 in each group). The rat 
colitis model was induced by 2, 4-dinitrochloro-
benzene (DNCB) and acetic acid. Disease activ-
ity index (DAI), colonic histology, myeloperoxi-
dase (MPO) activity and superoxide dismutase 
(SOD) activity were observed.The expression of 
nuclear factor (NF)-κB and inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) in colonic mucosa were deter-
mined by immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared with model group, 
DAI(3.30 ± 1.34, 3.20 ± 1.14 vs 7.80 ± 1.62, both P 
< 0.01), lesions of colonic mucosa (1.88 ± 0.34,1.84 
± 0.21 vs 3.09 ± 0.22, both P < 0.01), MPO activ-
ity (0.46 ± 0.07, 0.47 ± 0.04 vs 0.61 ± 0.04, both P 

< 0.01), NF-κB expression (0.373 ± 0.031, 0.368 ± 
0.028 vs 0.517 ± 0.028, both P < 0.01) and iNOS 
expression (0.350 ± 0.015, 0.365 ± 0.025 vs 0.487 
± 0.021, both P < 0.01) in colonic mucosa in DG 
group and 5-ASA group were decreased sig-
nificantly and SOD activity were significantly 
increased (19.83 ± 3.36, 20.27 ± 2.44 vs 13.09 ± 3.24, 
both P < 0.01). The above changes were even 
more significant in combination of 5-ASA and 
DG group (all P < 0.01), and there was no signifi-
cant difference between normal control group 
and combination of 5-ASA and DG group, nor 
between 5-ASA group and DG group. 

CONCLUSION: DG could treat experimental 
colitis in rats, which may be related to relieve 
colon tissue injury in colitis by suppressing the 
activity of NF-κB, resisting oxygen free radicals, 
and exerting antioxidation effects. The combina-
tion treatment of DG and 5-ASA has a better ef-
fect than either of individual treatment alone. 

Key Words: Diammonium glycyrrhizinate; Ulcerative 
colitis; Myeloperoxidase; Superoxide dismutase; 
Nuclear factor-κB; Inducible nitric oxide synthase

Huo LJ, Guo HR. Effects of diammonium glycyrrhizinate 
on ulcerative colitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(4): 399-404

摘要
目的: 观察甘草酸二铵(DG)对溃疡性结肠炎
(U C)大鼠的治疗作用并探讨其可能的作用
机制. 

方法: 50只♂清洁级健康Wistar大鼠分为正常

对照组, 模型对照组, 5-氨基水杨酸(5-ASA)
组, DG组, 5-ASA+DG组, 每组10只. 用2,4-二
硝基氯苯+乙酸联合建模法制备UC大鼠模型. 
观察疾病活动指数(DAI)、结肠黏膜组织学
变化、髓过氧化物酶(MPO)及超氧化物歧化
酶(SOD)活性, 免疫组织化学法检测核因子
-κB(NF-κB)及诱生型一氧化氮合酶(iNOS)
表达.

结果: 与模型对照组相比, DG组和5-ASA组

www. wjgnet. com

®

■背景资料
UC是一种病因不
明的主要累及直
肠、结肠黏膜的
慢性非特异性炎
症和溃疡性病变. 
虽然近年来 ,  UC
在感染、遗传、

免疫等病因学方
面的研究取得了
一定的进展, 药物
治疗方面也有了
相应的进展, 并且
他们已用于结肠
炎的基础研究和
临床治疗, 但因其
不良反应发生率
比较高、价格昂
贵等问题影响了
传统治疗药物在
临床上的广泛应
用. 因此, 寻找不
良反应小的药物
用于治疗UC非常
必要. 

■同行评议者
刘占举, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化内科



大鼠的DAI(3.30±1.34, 3.20±1.14 vs  7.80
±1.62, 均P <0.01)、组织学损伤评分(1.88±
0.34, 1.84±0.21 vs  3.09±0.22, 均P <0.01)、
MPO活性(0.46±0.07, 0.47±0.04 vs  0.61
±0.04, 均P <0.01)和结肠黏膜NF-κB(0.373
±0.031, 0.368±0.028 vs  0.517±0.028, 均
P <0.01)、iNOS(0.350±0.015, 0.365±0.025 vs  
0.487±0.021, 均P <0.01)表达显著降低, SOD
活性(19.83±3.36, 20.27±2.44 vs  13.09±3.24, 
均P <0.01)显著增高; DG联合5-ASA治疗组以
上指标改善更明显(均P <0.01), 且与正常对照
组相比各指标间差异无统计学意义. DG组和
5-ASA组相比上述各指标间差异也无统计学
意义. 

结论: DG可有效治疗UC, 其作用机制可能与
抑制NF-κB活化、清除氧自由基、抗氧化损
伤等有关. 与5-ASA联用其治疗效果优于两者
单独用药. 

关键词: 甘草酸二铵; 溃疡性结肠炎; 髓过氧化物

酶; 超氧化物歧化酶; 核因子-κB; 诱生型一氧化氮

合酶

霍丽娟, 郭海荣.甘草酸二铵对溃疡性结肠炎大鼠的治疗作

用.  世界华人消化杂志  2009; 17(4): 399-404

http://www. wjgnet. com/1009-3079/17/399.asp

0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称为非

特异性溃疡性结肠炎, 病变主要累及结肠黏膜

和黏膜下层, 病因和发病机制至今仍不明确, 目
前认为主要与遗传、感染、环境、免疫等多

因素有关. 而其传统治疗药物有氨基水杨酸制

剂、糖皮质激素以及免疫抑制剂等, 虽能控制

大多数患者的症状, 但长期使用不良反应比较

大[1-2]. 因此, 近年来人们一直在积极地寻找疗效

确切、安全、价格便宜且不良反应小的药物来

治疗UC. 甘草酸二铵(DG)是甘草活性成分甘草

次酸的左旋构型, 目前主要用于治疗肝炎等疾

病, 该药不仅有与皮质类固醇类似的非特异性

抗炎作用, 而且有镇痛、保护膜结构、抗脂质

氧化、改善肝功能及调节免疫等生物活性[3-4]. 
特点是疗效好, 不良反应小, 更主要的是无激素

样的不良反应. 目前, 国内外有关其治疗UC的报

道很少, 且机制不明. 本实验旨在明确DG对溃疡

性结肠炎大鼠的治疗作用, 并通过观察其对UC
大鼠结肠黏膜NF-κB p65、iNOS表达和MPO、

SOD活性的影响来探讨其可能的作用机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 ♂清洁级健康Wistar大鼠50只, 体质

量220±10 g, 由山西医科大学实验动物中心

提供. 甘草酸二铵(商品名: 甘利欣, 胶囊, 批号

070818)系江苏正大天晴药业股份有限公司生产; 
5-氨基水杨酸(商品名: 艾迪莎, 进口注册证号

H20040727)系法国爱的发制药集团生产; 2, 4-二
硝基氯苯购于北京五洲元业生物工程有限公司; 
髓过氧化物酶(MPO)检测试剂盒、超氧化物歧

化酶(SOD)检测试剂盒、考马斯亮兰蛋白测定试

剂盒购于南京建成生物工程研究所; iNOS免疫

组化试剂盒购于武汉博士德生物有限公司; NF-
κB免疫组化试剂盒购于Santa Cruz工程有限公

司; Novapath TM酶标仪(日本); Olympus BH-2显
微照相系统(日本). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将大鼠50只随机分为5组, 每组10只, 
分别为正常对照组、模型对照组、5-ASA组、

DG组、5-ASA+DG组. 
1.2.2 造模及给药: 模型对照组和各治疗组大鼠

参照文献[5]采用2,4-二硝基氯苯和乙酸联合建

模法制备UC模型. 正常对照组和模型对照组大

鼠每日给予生理盐水1 mL/200 g体质量, 5-ASA
组给予5-ASA溶液100 mg/(kg·d), DG组给予DG
溶液40 mg/(kg·d), 5-ASA+DG组(联合用药组)给
予5-ASA溶液100 mg/(kg·d)(08:00)、DG溶液40 
mg/(kg·d)(16:00), 用直径3 mm的导尿管经肛门

插入结肠深度约8 cm处给药, 药物均溶于蒸馏

水, 其中5-ASA颗粒剂经研磨过滤后配置成混悬

液, 按1 mL/200 g体质量灌肠, 每日灌肠1次, 共
7 d. 每日观察各组大鼠腹泻、便血及体重改变, 
评价疾病活动指数[6]. 
1.2.3 标本采集及处理: 用药7 d后, 大鼠称质量, 
取距肛门约8 cm的结肠, 一部分甲醛固定、石蜡

包埋、切片, HE染色观察结肠黏膜组织学改变

并进行及评分[7], 另一部分置于-70℃冰箱备测. 
1.2.4 结肠炎症评价及MPO、SOD活性测定: 
采用疾病活动指数(DAI)、组织学损伤评分及

MPO活性的测定来评价结肠炎症. 化学比色法

测定结肠组织MPO、SOD活性, 按试剂盒说明

操作. 
1.2.5 结肠黏膜NF-κB p65、iNOS免疫组化染色: 
结肠黏膜NF-κB p65、iNOS的表达采用SABC免
疫组织化学法检测(按试剂盒说明书操作). 封片

后, 每张切片随机选取5个高倍视野, 进行阳性

程度的测定, 用平均吸光度值表示其强弱, 若平
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■研发前沿
目前UC传统治疗
药物存在疗效欠
佳、复发率高、

不良反应大和价
格昂贵等问题, 寻
找 疗 效 确 切 ,  安
全, 且来源广, 价
格便宜的治疗UC
的药物成为当前
国内外研究的热
点. 
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均吸光度值高则说明其表达强, 反之, 该值低则

说明其表达弱. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 用

SPSS13.0统计软件包进行处理, 计量资料多组间

比较采用方差分析, 各组间两两比较采用LSD检

验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般状况及病理学改变 模型对照组大鼠从

造模第1天起至2 wk左右时, 开始出现懒动、体

质量渐减轻、黏液稀便及血便等症状; DG组和

5-ASA组大鼠的一般状况随给药时间延长逐渐

好转, 体质量增加, 无血便, 尤以联合用药组大

鼠改善显著. 肉眼观察, 模型对照组大鼠结肠黏

膜充血水肿, 可见出血点、红斑和小溃疡; DG
组和5-ASA组大鼠仅见小溃疡愈合后的痕迹; 联
合用药组无异常发现. 光镜下示模型对照组大

鼠结肠黏膜上皮细胞坏死脱落, 有小溃疡及隐

窝脓肿形成, 腺体广泛破坏, 黏膜固有层内有中

性粒细胞、淋巴细胞等炎性细胞浸润; DG组和

5-ASA组示腺体排列尚整齐、少数腺腔有灶性

上皮坏死, 固有层仅有少量淋巴细胞、个别中

性粒细胞浸润; 联合用药组仅见结肠黏膜有少

量淋巴细胞浸润(图1). 
2.2 DAI、组织学损伤评分及MPO活性 模型对

照组D A I、组织学损伤评分及M P O活性较正

常对照组显著增高(P <0.01); DG组和5-ASA组

D A I、组织学损伤评分及M P O活性较模型对

照组显著降低(P <0.01), 仍高于正常对照组, 两
治疗组间比较差异无统计学意义; 联合用药组

DAI、组织学损伤评分及MPO活性较两单独用

药组显著降低(P <0.01), 与正常对照组相比差异

无统计学意义(表1). 
2.3 结肠黏膜SOD活性的检测 模型对照组大

鼠结肠黏膜S O D活性较正常对照组显著降低

(P <0.01). 5-ASA组和DG组大鼠结肠黏膜SOD活

图 1 大鼠结肠黏膜组织病理学改变(HE染色,×100). A: 正常对照组; B: 模型对照组; C: 5-ASA治疗组; D: DG治疗组; E: 联

合用药组. 

A B

C D

E

■相关报道
甘草酸二铵是中
药甘草有效成分
的 第 三 代 提 取
物 ,  具 有 较 强 的
与皮质类固醇类
似的非特异性的
抗炎、抗生物氧
化、保护膜结构
及改善肝功能等
生物活性. 最近刘
颖 et al 研究发现, 
甘草酸二铵能有
效改善UC大鼠的
结肠炎症反应, 认
为其作用机制与
抗氧化、降低促
炎性细胞因子水
平等有关. 
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性较模型对照组显著升高(P <0.01), 但仍低于正

常对照组, 两治疗组间比较无差异. 联合用药组

大鼠结肠黏膜SOD活性较两单独用药组显著升

高(P <0.01), 与正常对照组相比差异无统计学意

义(表1). 
2.4 结肠黏膜NF-κB p65的表达 正常对照组大鼠

结肠黏膜仅见少量NF-κB p65表达(表2). 模型对

照组大鼠结肠黏膜NF-κB p65平均吸光度值显

著高于正常对照组(P <0.01). 5-ASA组和DG组大

鼠结肠黏膜NF-κB p65的平均吸光度值较模型

对照组显著降低(P <0.01), 但仍高于正常对照组, 
两治疗组间比较差异无统计学意义. 联合用药

组大鼠结肠黏膜NF-κB p65的平均吸光度值较

两单独用药组明显降低(P <0.01), 与正常对照组

相比差异无统计学意义. 
2.5 结肠黏膜iNOS的表达 正常对照组大鼠结肠

黏膜仅见少量iNOS表达. 模型对照组大鼠结肠

黏膜iNOS平均吸光度值显著高于正常对照组

(P<0.01). 5-ASA组和DG组大鼠结肠黏膜iNOS的
平均吸光度值较模型对照组显著降低(P <0.01), 
但仍高于正常对照组, 两治疗组间比较差异无统

计学意义. 联合用药组大鼠结肠黏膜iNOS的平

均吸光度值较两单独用药组明显降低(P <0.01), 
与正常对照组相比, 差异无统计学意义(表2). 

3  讨论

本实验采用2, 4-二硝基氯苯和乙酸联合建模法

制备UC模型, 该模型是免疫方法模型, 病程长, 
病理变化更接近于人类UC, 有急性发作和慢性

发展过程, 成功率高, 重复性好, 症状典型, 而且

简单易行, 尤其适用于探索UC抗炎药物疗效的

研究. MPO是主要存在于中性粒细胞中的一种

酶, 其活性是中性粒细胞浸润的重要指标, 也是

结肠炎严重程度的指标[8-9]. MPO活性与DAI、组

织学损伤评分三者较好地反映了结肠炎症状和

组织学改变的特点和程度. 本实验发现, 模型对

照组MPO活性与DAI、组织学损伤评分明显高

于正常对照组; 5-ASA治疗组和DG治疗组大鼠

DAI、组织学损伤评分及MPO活性较模型对照

组有所改善, 而与正常对照组比较仍有统计学意

义; 联合用药组的DAI、组织学损伤评分及MPO
活性较两单独用药组改善更明显, 与正常对照组

比较差异无统计学意义. 说明5-ASA和DG均具

有一定的抗炎作用, 且联合用药效果更佳.  
目前大多学者认为UC的发生是免疫、遗

传、环境及肠道细菌等多种因素共同作用的结

果. 其中免疫因素是最重要的因素之一, 细胞因

子在调节肠道免疫中扮演重要角色, 近年研究

认为NF-κB的活化与细胞因子的调控关系密切. 
NF-κB家族由5个成员组成, 其中p65具有显著的

促炎特性, 在调控靶基因的转录中起着关键性的

作用. 研究表明, NF-κB调控着UC患者细胞因子

的释放, 参与了UC肠道的炎症和免疫反应[10-11]. 
有研究发现UC患者病变结肠黏膜组织NF-κB表
达水平显著增高, 认为NF-κB与UC关系密切, 其
表达水平可作为评价病情活动性和严重性的指

标之一[12]. 还有研究发现NF-κB“诱饵”寡核苷

酸对小鼠DSS结肠炎有较好的保护作用, 认为

NF-κB信号通路在DSS结肠炎中起着重要的作

用, 预示着该通路可以为UC的治疗提供一个有

价值的靶标[13]. 因此, 可以认为NF-κB的激活对
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表 1 各组DAI、组织学损伤评分及MPO、SOD活性的测定结果(mean±SD)

     
分组       DAI评分               组织学评分  MPO(u/g组织)           SOD(u/mg prot)

正常对照组   0.50±0.85             0.21±0.34                      0.29±0.07                       27.69±1.81

模型对照组   7.80±1.62d             3.09±0.22d                     0.61±0.04d                      13.09±3.24d

5-ASA组    3.20±1.14bdf             1.84±0.21bdf                   0.47±0.04bdf                    20.27±2.44bdf

DG组      3.30±1.34dbf             1.88±0.34dbf                   0.46±0.07dbf                    19.83±3.36dbf

5-ASA+DG组   1.50±1.23b             0.44±0.21b                     0.34±0.02b                      25.45±2.65b

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常对照组; fP<0.01 vs  5-ASA+DG组. 

表 2 各组结肠黏膜NF-κB p65、iNOS平均吸光度 (n  = 
10, mean±SD)

     
分组          iNOS  NF-κB p65

正常对照组 0.234±0.017         0.187±0.019

模型对照组 0.487±0.021d        0.534±0.028d

5-ASA组    0.365±0.025dbf      0.368±0.028dbf

DG组    0.350±0.015dbf      0.373±0.031dbf

5-ASA+DG组 0.251±0.017b        0.210±0.025b

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常对照组; fP<0.01 vs  5-ASA+ 

DG组. 

■创新盘点
本课题基于UC研
究的最新进展, 运
用2, 4-二硝基氯
苯和乙酸联合建
模法制备大鼠UC
模型, 观察甘草酸
二铵对实验性结
肠炎大鼠的保护
作用及其相关机
制. 
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炎症的发展起着关键作用. 
近年来, 自由基损伤已经成为UC发病的重

要机制之一, 自由基包括氧自由基(oxygen free 
radicals, OFR)和NO自由基. 氧自由基及其触

发的脂质过氧化反应学说与UC的发病相关[14]. 
OFR是一类具有高度化学反应活性的含氧基团, 
其氧化作用强, 能够引起脂质过氧化而导致组

织和细胞的损伤. SOD是存在于生物体内的重

要的抗氧化酶系, 能有效地清除氧自由基, 抑制

肠组织中的脂质过氧化反应, 并能稳定细胞膜, 
SOD活性是反映细胞膜功能和机体抗炎症反应

的主要指标. 陈香宇 et al [15]采用SOD脂质体灌肠

治疗大鼠实验性结肠炎, 使SOD能在炎症的结

肠局部达到最高浓度, 直接作用于病灶, 结果取

得理想疗效, 其作用机制可能与其减轻氧自由

基(OFR)及其代谢产物(如ONOO-等)的损害, 保
护肠黏膜有关. Segui et al [16]报道, UC时SOD能

显著减少脂质过氧化物, 吸收白细胞进入肠道

炎症部位, 从而改善肠道的慢性炎症. NO作为一

种新型信号分子, 具有调节内皮细胞、平滑肌

细胞和神经功能, 参与机体炎症和组织损伤, 在
消化系统病理生理中起着重要作用.

NO主要由一氧化氮合酶(NOS)催化L-精氨

酸产生, 体内NOS有结构型NOS(cNOS)和诱生

型NOS(iNOS)两种. cNOS先天性存在, 释放少

量NO, 作为神经递质调节局部血流. iNOS在正

常生理状态下基因不表达, 当受到某些细胞因

子、病原微生物刺激后即被激活, 其持续释放

大量NO, 对肠黏膜有毒性损伤及促炎作用. 研
究表明, UC时结肠黏膜层主要以iNOS为主, 检
测其表达对了解UC的病理学机制具有重要意

义. 陈香宇 et al [17]采用DNCB诱发的大鼠实验性

结肠炎模型, 应用动态观察的方法, 采取多个时

间点的标本检测NOS的活性、NO的水平, 认为

NO、NOS与大鼠实验性结肠炎有关, NO过量生

成可能在UC发生、发展过程中起一定作用. 因
此, 抑制NOS可能是治疗UC的主要途径之一[18]. 
Rumi et al [19]研究发现, 选择性iNOS抑制剂氨基

胍对DSS诱导的实验性结肠炎大鼠能够起到预

防效果, 认为内生型NO在炎症过程中起着双重

作用, 这取决于NOS的构型, cNOS产生的NO发

挥着有益效应, iNOS产生的NO发挥着有害作用.
本实验发现, 5-ASA和DG治疗1 wk后大鼠结

肠黏膜NF-κB p65和iNOS表达较模型对照组显

著降低, SOD活性显著增高, 但与正常对照组相

比仍有统计学意义, 表明5-ASA和DG可能通过

抑制过度激活的NF-κB、增加SOD活性及减少

iNOS表达从而在一定程度上起到治疗UC大鼠的

作用, 但还未能达到最佳的治疗效果, 两治疗组

相比, 上述各指标差异无统计学意义. 而联合用

药组较两者单独用药时效果更佳, 结肠黏膜NF-
κB p65、iNOS表达显著降低, SOD活性显著增

加, 且与正常对照组相比差异无统计学意义.
总之, DG可作为治疗大鼠UC的药物, 其作

用机制可能是通过抑制NF-κB活化从而减少炎

性介质的释放, 增加SOD活性、减轻氧自由基和

脂质过氧化作用对UC大鼠结肠组织的损伤、减

少iNOS的表达, 而对UC大鼠起保护作用的, 其疗

效与5-ASA相当, 且与5-ASA联合应用其治疗效

果优于两者单独用药. 由于DG价格便宜, 且长期

应用无激素样不良反应, 因此有希望在临床上替

代5-ASA. 本实验结论为临床应用DG治疗UC提
供了一定的理论依据, 但DG在临床上应用是否

可达到同样的治疗效果还有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To systemically evaluate the accuracy 
o f H py lo r i stool antigen (HpSA) test for 
diagnosing H pylori infection in children and 
teenagers through meta-analysis.

METHODS: Articles related to diagnosis of H pylori 
infection by HpSA test published from 1998-01 to 
2008-05, were retrieved in CNKI and CBM. Relat-
ed journals were also searched manually. Data 
analysis was conducted by software of Meta-
Disc1.4. Indexes reflecting accuracy of HpSA test 
for diagnosing H pylori infection such as sen-
sitivity, specificity, likelihood ratio, diagnostic 
odds ratio were pooled using fixed effect model. 
SROC (Summary receiver operating characteris-
tic) curve was used to summarize overall diag-
nostic performance. 

RESULTS: We included 17 studies which were 
homogeneous, including 1466 subjects among 
whom there were 737 people were positive and 
729 were negative. Sensitivity of HpSA test 
for the diagnosis of H pylori infection was 92% 
(95%CI 90%-94%), specificity was 92% (95%CI 
90%-94%), PLR(positive likelihood ratio)was 
11.44 (95%CI 8.83-14.81), NLR (negative likeli-
hood ratio) was 0.10 (95%CI 0.08-0.13), DOR 
(diagnostic odds ratio) was 126.14(95%CI 
84.84-187.55). The area under SROC curve was 
0.9696. Q index was 0.9193. 

CONCLUSION: HpSA test as a non-invasive test 
is a highly accurate method to diagnose H pylori 
infection in children and teenagers. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Diagnosis; Children 
and teenagers; Helicobacter pylori  stool antigen; 
Systematic review

Zhang TZ, Zhang TM , Han J, Gao JY. Diagnosis of H pylori 
infection in children and teenagers by H pylori stool 
antigen test: a systematic review. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(4): 405-410

摘要
目的: 采用Meta分析的方法评价幽门螺杆菌
粪便抗原(H pylori stool antigen, HpSA)诊断儿
童H pylori感染的价值, 为临床应用提供依据.

方法: 以“幽门螺杆菌”、“儿童”“诊断
性试验”、“粪便抗原”、“诊断准确性”

www.wjgnet.com
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■背景资料
幽门螺杆菌粪便
抗原检测是一种
新的非侵入性检
测H py lo r i 的方
法 ,  他 不 仅 克 服
了血清抗H pylori
抗体不能用于对
近期根除效果判
断的缺陷, 能反映
现症感染情况, 而
且没有13C尿素呼
吸试验诸如受特
殊设备限制、费
用昂贵不易普遍
推广、操作过程
还需患儿配合及
适当禁食的缺点. 
检测标本易于获
得、操作简便、

省时, 不需要昂贵
的仪器.

■同行评议者
沈薇, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科

 



为检索词, 通过联机检索CNKI中国期刊全文
数据库、CBM中国生物医学文献数据库, 文
献追溯和手工检索的方法收集发表时间为
1998-01/2008-05国内正式刊物上公开发表的
有关评价粪便抗原检测H pylori感染准确性的
相关研究文献. 按确定的纳入、排除标准进行
筛选, 采用QUADAS工具对纳入的文献进行
质量评价, 应用MetaDisc1.4软件进行Meta分
析, 综合评价灵敏度、特异度、似然比、诊断
优势比和SROC曲线下面积、Q*指数等指标. 

结果: 共17篇文献符合纳入标准, 各研究间
具有同质性 .共累计样本含量1466例 ,  由金
标准确诊H pylori 感染737例, 非感染729例. 
M e t a分析结果显示各研究之间的一致性较
高, 粪便抗原诊断H pylor i 感染的合并敏感
度、特异度分别是92%(95%CI 90%-94%)和
92%(95%CI 90%-94%); 合并阳性似然比、

阴性似然比分别为11.44(95%CI 8.83-14.81)
和0.10(95%CI 0.08-0.13). 合并诊断优势比
DOR126.14(84.84-187.55). 绘制SROC曲线, 
估计SROC曲线下面积AUC = 0.9696,  Q* = 
0.9193.

结论: 粪便抗原检测儿童及青少年H pylori感
染的方法准确度较高.

关键词: 幽门螺杆菌; 儿童; 青少年; 诊断性试验; 粪

便抗原; 系统评价

张天哲, 张铁民, 韩健, 高静云. 粪便抗原检测儿童及青少年幽

门螺杆菌感染诊断试验的系统评价. 世界华人消化杂志  2009; 

17(4): 405-410

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/405.asp

0  引言

幽门螺旋杆菌(H pylor i )的发现及其相关胃、

十二指肠疾病的认识是近二十年来胃肠学领域

中最大的研究进展之一, 对胃、十二指肠疾病

以及其他相关疾病的防治产生了深远的影响. 
我国是H pylori高感染国家. 近年来,流行病学资

料显示成人H pylori感染不少在儿童期获得, 儿
童是H pylori感染的易感人群, H pylori感染不仅

是儿童胃炎、胃溃疡、再发性腹痛的病因之一, 
而且与儿童生长发育及成年后消化性溃疡、胃

癌的发生密切相关. 因此, 在儿童期快速、准确

地检测出H pylori具有重要意义. 近年来粪便抗

原检测H pylori感染的方法逐步广泛用于临床

检测, 也有学者对这种非侵入性诊断方法进行

过综合评价[1], 但仅是对多个研究灵敏度、特

406                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2009年2月8日       第17卷      第4期

异度、预测值、似然比的合并, 而诊断试验的

性能不仅由灵敏度决定, 也由特异度决定, 即
诊断试验的Meta分析需要同时考虑这两个指

标, ROC曲线(接受试者工作特征曲线)才是评价

试验准确性的综合指标. 对于同一诊断试验的

多个不同研究进行综合评价的方法, 有学者介

绍了诊断试验Meta分析的方法[2-3]: 综合接受者

工作特征(summary receiver operation operating 
characteristic, SROC)曲线方法. 本研究在考察灵

敏度、特异度、似然比、诊断优势比等指标的

同时, 结合SROC曲线法对国内10年来运用粪便

抗原检测儿童H pylori感染的结果进行系统评

价, 为临床应用提供科学依据.

1  材料和方法

1 .1  材料  以“幽门螺杆菌”、“诊断性试

验”、“粪便抗原”、“准确性”为检索词, 通
过计算机检索中国期刊全文数据库CNKI、中国

生物医学文献数据库CBM, 文献追溯和手工检

索的方法收集1998-01/2008-05国内正式刊物上

发表的有关评价粪便抗原检测幽门螺杆菌感染

准确性的相关文献. 按确定的纳入、排除标准进

行筛选.
1.2 方法 
1.2.1 纳入与排除标准: 文献纳入标准: (1)研究

类型: H pylori粪便抗原检测儿童幽门螺杆菌感

染的诊断试验研究的全文文献, 无论是否采用

盲法; (2)检测方法为酶联免疫吸附法(ELISA); 
(3)各个临床试验明确说明采用什么检测作为

“金标准”; (4)且要有完整的临床数据包括真

阳性数(TP)、真阴性数(TN)、假阳性数(FP)、
假阴性数(FN); (5)样本含量大于30例. (6)研究对

象为有上消化系症状者, 年龄<18岁; (7)同一作

者发表的内容相近的文章, 纳入样本量最大者. 
文献排除标准: (1)文摘、综述、讲座和述评类

文献; (2)数据有误或数据不完整无法获得诊断

四格表数据; (3)感染未经金标准证实; (4)重复发

表的文献. 
1.2.2 数据提取: 提取研究作者、发表时间、患

儿年龄、病例类型、四格表数据、临界值、金

标准、试剂盒生产公司等信息. 
1.2.3 文献质量评价: 参考系统评价中评价诊断

性研究质量的工具-QUADAS评价条目, 结合实

际情况, 增加了是否说明诊断性试验所确定的

临界值; 样本含量的大小几方面对纳入研究进

行质量评价. 

www.wjgnet.com

■相关报道
国外学者也对国
外粪便抗原检测
H py lo r i 的研究
文献进行过系统
评 价 ,  论 证 了 粪
便抗原检测是一
个较好的非侵入
性 试 验 ,  我 国 学
者对我国开展的
此种方法的检测
结果进行综合评
价, 结果为灵敏度
94%-95.57%、特
异度93.17%-94%, 
高于血清学检测
的特异度(87.7%), 
灵敏度与其相近; 
但低于13C尿素呼
气试验的灵敏度
(95.49%)和特异
度(94.76%).
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1.2.4 数据分析: (1)分析指标: 利用MetaDsic1.4
软件[4]计算各研究的合并灵敏度(SEN)、合并

特异度(SPE)、阳性似然比(PLR)、阴性似然

比(NLR)、诊断优势(DOR)及其95%可信区间

(concidence interval, CI). 并进行综合接受者工

作特征(SROC)曲线分析, 估计SROC曲线下面

积(area under curve, AUC)和Q*指数. (2)异质性

检验: 对上述分析指标在综合分析前均作异质

性检验, 如存在异质性, 则采用随机效应模型进

行汇总处理, 反之则采用固定效应模型. 利用

MetaDsic1.4软件[4], 在各指标合并前分别采用χ2

检验、Cochran-Q检验进行异质性检验. I2指数

也可大致反映异质性的严重程度, I2<25%则异质

性较小, 25%<I2<50%则为中等度异质性, I2>50%
则研究间的异质性较大[5].

2  结果

2.1 纳入研究的基本特征 最初检索到121篇相

关中文文献, 均已全文形式发表, 发表时间为

1998-2008, 符合纳入标准的共17篇[6-22], 患者年

龄1.7-18岁, 共计1466名研究对象, 其中经金标

准确定H pylori感染者737例, 非感染者729例. 未
纳入的文献为没有说明具体实验数据、没有明

确的金标准、重复发表、被研究者超过18岁. 
各研究的基本特征见表1. 
2.2 纳入研究的质量评价 对纳入17篇文献进行

质量评价发现: 所有研究均有明确的金标准并

与其比较, 所有研究的研究对象都经金标准的

检查, 即不存在证实偏倚; 12篇文献明确描述待

评价试验的实验步骤、操作方法等, 使他人易

在相同条件下重复; 多数研究(12篇)写明试验结

果判读的临界值. 但在有些条目上还有欠缺, 表
现在: 对金标准的试验操作过程没有足够清楚

的描述, 只详细叙述待评价试验的操作过程, 试
验重复性考虑得不全面; 仅有3篇提及结果观察

采用盲法; 多数研究只笼统地将研究对象归为

有上消化系症状者, 不清楚疾病类型是否全面, 
其中2篇为反复腹痛患儿, 4篇具体说明研究对

象分别为慢性胃炎, 十二指肠球部溃疡,十二指

肠球炎, 浅表性胃炎, 结节性胃炎, 胃溃疡, 反流

性食管炎, 出血性胃十二指肠炎患儿; 研究的样

本含量不足, 样本含量在31-182例之间, 普遍偏

低, 多数没有达到诊断试验应有的样本含量, 从
以上信息可见国内诊断性研究的质量、科学性

还不是很高. QUADAS评价[23]结果见表2.
2.3 粪便抗原检测Meta分析

2 . 3 . 1  异质性检验及各指标的M e t a分析合

并结果 :  从 I 2指数的大小上看 ,  各指标的 I 2

指数在0%-22 .4%之间 ,  I 2<25%,  也表明异

质性较小 .  1 7项研究的合并S E N及S P E均

为92%, 95%C I: 90%-94%(图1A-B), P LR为

11.44, 95%CI: 8.83-14.81(图1C), NLR为0.10, 
95%CI: 0.08-0.13(图1D), DOR为126.14, 95%CI: 
84.84-187.55(图2), SROC曲线下面积(AUC)为

表 1 17篇纳入文献的基本特征

     
第一作者            金标准

       临界       
  TP          FP       FN       TN          n           SEN             SEP           PLR           NLR           DOR

             值(A)    

刘敏  et al [6]     联合试验   0.161        40         6         4       43        93       0.909       0.878        7.42       0.104        71.67

余幼民 et al [7]  联合试验   0.161        19         3        4       49        75       0.826       0.942      14.32       0.185        77.58

耿岚岚 et al [8]  联合试验   0.120        53         2        5       24        84       0.914       0.923      11.88       0.093      127.20

王东来 et al [9]  联合试验   0.161        36         4        2       40        82       0.947       0.909      10.42       0.058      180.00

金宗平 et al [10] 呼气试验   0.120        36         5        8       56      105       0.818       0.918        9.98       0.198        50.40

郭鹏涛et al [11]  联合试验   0.161      101         3        2       16      122       0.981       0.842        6.21       0.023      269.33

曾至荣 et al [12] 联合试验   0.120        17         2        1       20        40       0.944       0.909      10.39       0.061      170.00

张艳玲 et al [13] 呼气试验   0.120        13         1        2       15        31       0.867       0.938      13.87       0.142        97.50

刘风霖 et al [14] 联合试验   0.120        39         5        3       74      121       0.929       0.937      14.67       0.076      192.40

吴力力 et al [15]  联合试验   无             34         4        2       60      100       0.944       0.938      15.11       0.059      255.00

蒲秀红 et al [16] 呼气试验   0.120        68         3        7     104      182       0.907       0.972      32.34       0.096      336.76

陈宇翔 et al [17] 联合试验   0.120        51         3        2       20        76       0.962       0.870        7.38       0.043      170.00

关克涛 et al [18] 联合试验   0.120        29         1        4       20        54       0.879       0.952      18.46       0.127      145.00

张艳玲 et al [19] 呼气试验   0.120          4         4        1       22        31       0.800       0.846        5.20       0.236        22.00

张瑾 et al [20]     联合试验   无              32         2        5       33        72       0.865       0.943      15.14       0.143      105.60

刘光华 et al [21] 呼气试验   0.151        66         6        4       54      130       0.943       0.900        9.43       0.063      148.50

康红莊 et al [22] 联合试验   0.120        40         2        3       23        68       0.930       0.920      11.63       0.076      153.33

■创新盘点
本文通过Meta分
析不仅综合定量
描述了灵敏度、

特异度、似然比
等反映粪便抗原
检测H pylori 感染
诊断试验真实性
的指标, 而且引入
了总诊断优势比
DOR这一反映了
诊断效能、全面
评价诊断试验准
确性及判别能力
的指标, 同时采用
综合接受者工作
特征(SROC)曲线
分析方法, 通过曲
线 下 的 面 积 及 Q
指数(Q*)之大小
进步显示了诊断
试验准确度的高
低, 为临床应用提
供科学依据.
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0.9696, Q* = 0.9193(图3).
2.3.2敏感性分析结果: 为了考察本次Meta分析

结论的稳定性, 从四个角度进行敏感性分析: (1)
去除2个未注明临界值的研究; (2)去除试剂生产

厂家非协和药业的3个研究; (3)去除金标准仅为

单项试验(呼气试验)的5个研究; (4)去除样本含

量小于70例的5个研究. 结果与原有纳入的17项
研究相比结果一致, 由表3结果显示: 各评价指

标均变化不大, 且可信区间大部分重叠. 说明本

次研究的结论可靠、稳定. 

3  讨论

目前临床检测H pylor i感染的方法较多, 主要

包括侵入性和非侵入性检查两大类. 前者是指

通过内窥镜检查先取得胃黏膜标本, 再行组织

学、快速尿素酶试验、细菌培养, 有一定的创

伤性, 对于儿童及青少年这一群体, 不易被接

受, 非侵入性检查相对更适宜这一人群, 在非侵

入性的H pylori检测方法中, 除了已有的13C尿

素呼吸试验和血清抗H pylori抗体的检测, 粪便

HpSA检测是一新的非侵入性的检测方法, 其标
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表 2 17篇纳入文献的QUADAS评价

     
QUADAS评价条目

                    文献数量

        是 否          不清楚

病例谱是否包含了各种病例及易混淆的疾病病例      4  2 11

研究对象的选择标准是否明确        6  - 11

金标准是否能准确区分有病、无病状态     17  -  -

金标准和待评价试验检测的间隔时间是否足够短, 以避免出现疾病病情的变化 17  -  - 

是否所有病例无论待评价试验的结果如何, 都接受了相同的金标准试验  17  -  -

金标准试验是否独立于待评价试验即待评价试验不包含在金标准中  17  -  -

待评价试验的操作是否描述的足够清楚且可进行重复   12   5  -

金标准试验的操作是否描述的足够清楚且可以进行重复     2 15  -

待评价试验的结果判读是否是在不知晓金标准试验结果的情况下进行的    3   - 14

金标准试验的结果判读是否是在不知晓待评价试验结果的情况下进行的    3   - 14

是否报告了难以解释中间试验结果     17   -  -

对退出研究的病例是否进行解释     17   -  -

■应用要点
Meta分析结果显
示粪便抗原检测
H pylori 感染诊断
试验诊断效能较
高, 是一无创、简
便、经济的准确
性较高的检测方
法.

刘敏 et al[1]       0.91 (0.78-0.97)
余幼民 et al [2]    0.83 (0.61-0.95)
耿岚岚 et al [3]    0.91 (0.81-0.97)
王东来 et al[4]    0.95 (0.82-0.99)
金宗平 et al[5]    0.82 (0.67-0.92)
郭鹏涛 et al[6]    0.98 (0.93-1.00)
曾至荣 et al[7]    0.94 (0.73-1.00)
张艳玲 et al[8]    0.87 (0.60-0.98)
刘风霖 et al[9]    0.93 (0.81-0.99)
吴力力 et al[10]   0.94 (0.81-0.99)
蒲秀红 et al[11]   0.91 (0.82-0.96)
陈宇翔 et al[12]   0.96 (0.87-1.00)
关克涛 et al[13]   0.88 (0.72-0.97)
张艳玲 et al[14]   0.80 (0.28-0.99)
张瑾 et al[15]      0.86 (0.71-0.95)
刘光华 et al[16]   0.94 (0.86-0.98)
康红莊 et al[17]   0.93 (0.81-0.99)

Pooled Sensitivity = 0.92 (0.90 to 0.94)
Chi-square = 20.61; df =  16 (P  = 0.1939)
Inconsistency (I-square) = 22.4%

0.0        0.2       0.4        0.6        0.8       1.0
Sensitivity

Sensitivity (95% CI)

刘敏 et al[1]       0.10 (0.04-0.27)
余幼民 et al[2]    0.18 (0.08-0.45)
耿岚岚 et al[3]    0.09 (0.04-0.22)
王东来 et al[4]    0.06 (0.01-0.22)
金宗平 et al[5]    0.20 (0.11-0.37)
郭鹏涛 et al[6]    0.02 (0.01-0.09)
曾至荣 et al[7]    0.06 (0.01-0.41)
张艳玲 et al[8]    0.14 (0.04-0.52)
刘风霖 et al[9]    0.08 (0.03-0.23)
吴力力 et al[10]   0.06 (0.02-0.23)
蒲秀红 et al[11]   0.10 (0.05-0.19)
陈宇翔 et al[12]   0.04 (0.01-0.17)
关克涛 et al[13]   0.13 (0.05-0.32)
张艳玲 et al[14]   0.24 (0.04-1.37)
张瑾 et al[15]      0.14 (0.06-0.33)
刘光华 et al[16]   0.06 (0.02-0.17)
康红莊 et al[17]   0.08 (0.03-0.23)

Fixed Effects Model
Pooled Negative LR = 0.10 (0.08 to 0.13)
Cochran-Q = 17.26; df =  16 (P  = 0.3693)
Inconsistency (I-square) = 7.3%

0.01                          1                      100.00
Negative LR

刘敏 et al[1]         7.42 (3.49-15.80)
余幼民 et al[2]    14.32 (4.70-43.64)
耿岚岚 et al[3]    11.88 (3.13-45.09)
王东来 et al[4]    10.42 (4.08-26.61)
金宗平 et al[5]      9.98 (4.26-23.38)
郭鹏涛 et al[6]      6.21 (2.20-17.55)
曾至荣 et al[7]    10.39 (2.76-39.13)
张艳玲 et al[8]    13.87 (2.06-93.46)
刘风霖 et al[9]    14.67 (6.26-34.41)
吴力力 et al[10]   15.11 (5.83-39.16)
蒲秀红 et al[11]   32.34 (10.57-98.91)
陈宇翔 et al[12]     7.38 (2.56-21.22)
关克涛 et al[13]   18.45 (2.71-125.49)
张艳玲 et al[14]     5.20 (1.91-14.17)
张瑾 et al[15]      15.14 (3.92-58.48)
刘光华 et al[16]     9.43 (4.40-20.19)
康红莊 et al[17]   11.63 (3.07-44.05)

Fixed Effects Model
Pooled Positive LR = 11.44 (8.83 to 14.81)
Cochran-Q = 10.61; df =  16 (P  = 0.8332)
Inconsistency (I-square) = 0.0%

0.01                          1                      100.00
Positive LR

Negative LR (95% CI)Positive LR (95% CI)

刘敏 et al[1]       0.88 (0.75-0.95)
余幼民 et al[2]    0.94 (0.84-0.99)
耿岚岚 et al[3]    0.92 (0.75-0.99)
王东来 et al[4]    0.91 (0.78-0.97)
金宗平 et al[5]    0.92 (0.82-0.97)
郭鹏涛 et al[6]    0.84 (0.60-0.97)
曾至荣 et al[7]    0.91 (0.71-0.99)
张艳玲 et al[8]    0.94 (0.70-1.00)
刘风霖 et al[9]    0.94 (0.86-0.98)
吴力力 et al[10]   0.94 (0.85-0.98)
蒲秀红 et al[11]   0.97 (0.92-0.99)
陈宇翔 et al[12]   0.87 (0.66-0.97)
关克涛 et al[13]   0.95 (0.76-1.00)
张艳玲 et al[14]   0.85 (0.65-0.96)
张瑾 et al[15]      0.94 (0.81-0.99)
刘光华 et al[16]   0.90 (0.79-0.96)
康红莊 et al[17]   0.92 (0.74-0.99)

Pooled Sensitivity = 0.92 (0.90 to 0.94)
Chi-square = 11.66; df =  16 (P  = 0.7673)
Inconsistency (I-square) = 0.0%

0.0        0.2       0.4        0.6        0.8       1.0
Specificity

Specificity (95% CI)

图 1 异质性检验及各指标的Meta分析合并森林图. A: 灵敏度;  B: 特异度; C: 阳性似然比; D: 阴性似然比.
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本易于获得、操作简便、省时, 不需要昂贵的

仪器. 可反映现症感染情况, 适用于治疗后复查, 
判断疗效. 我国近几年, 有关评价该方法诊断价

值的研究也有许多报道, 但大多为小样本研究. 
因此本研究采用Meta分析这种可对多个同类研

究结果进行汇总定量分析的方法, 从统计学角

度达到增大样本含量, 提高检验效能, 对我国近

十年使用粪便抗原检测H pylori感染的诊断试验

做一系统评价. 
纳入的17个研究其灵敏度从80.0%-98.1%, 

特异度从84.2%-97.2%不等, 但经异质性检验有

较高的一致性, 这可能与各研究所设定的临界值

较为相近有关, 另外其他影响试验结果的因素都

比较一致, 如试验试剂盒多数为协和药业出品; 
金标准多为联合试验, 且较为一致, 并对H pylori
阳性或阴性的判断较为严格, 错分偏倚小.

17项粪便抗原检测H pylori感染的诊断研究

的综合定量分析结果显示合并灵敏度和特异度

较高, 均为92%(95%CI: 90%-94%), 似然比属于

同时反映灵敏度和特异度的复合指标, 本研究

PLR为11.44, 提示H pylori感染者经粪便抗原检

测结果为阳性的机会是非感染者11.44倍; NLR

为0.10, 提示粪便抗原检测试验错误判断阴性的

机会是正确判断的10%. 一般来说如果似然比大

于10或小于0.1, 使验前概率到验后概率发生决

定性变化, 基本可以确定或排除诊断[24]; 总诊断

优势比为126.14, 远远大于1, 说明H pylori感染

者比非感染者更有可能获得粪便抗原试验阳性

结果, 前者是后者的126.14倍, 他反映了诊断效

能, 能全面评价了诊断试验准确性及判别能力. 
SROC曲线分析通过曲线下的面积及Q*之大小

进一步显示了诊断试验准确度的高低, AUC = 
0.9696, Q* = 0.9193, 均接近1, 表明粪便抗原检

测H pylori感染的准确度很高. 国外学者对国外

粪便抗原检测H pylori的研究文献也进行过系

统评价[25], 论证了他是一个较好的非侵入性试

验, 我国学者[1,26-27]也对我国开展的粪便抗原检

测H pylori感染的实验进行综合评价, 他们的结

果为灵敏度94%-95.57%、特异度93.17%-94%. 
与其他两种非侵入性检查Meta分析相比, 粪便

抗原检测的特异度高于血清学检测的特异度

(87.7%), 灵敏度与其相近; 但低于13C尿素呼气

试验的灵敏度(95.49%)和特异度(94.76%). 在诊

断优势比方面, 幽门螺杆菌粪便抗原检测方法

表 3 从四个角度进行敏感性分析的结果

     
分析角度              研究个数  SEN(95% CI)   SPE(95% CI)    PLR (95% CI)   NLR (95% CI)    DOR(95% CI)                AUC             Q*

原17项研究 17 0.92               0.92           11.44              0.10            126.14                 0.9696      0.9193

              (0.90, 0.94)  (0.90, 0.94)  (8.83, 14.81)  (0.08, 0.13)  (84.84, 187.55) 

去除未注明临界值 15 0.92               0.92           11.06              0.10            122.37                 0.9687      0.9178

的研究              (0.90, 0.94)  (0.90, 0.94)  (8.41, 14.54)  (0.08, 0.13)  (80.39, 186.26)  

去除试剂为非协和 14 0.91               0.93           12.49              0.11  119.62                 0.9684      0.9172

药业研究              (0.88, 0.93)  (0.91, 0.95)  (9.42, 16.57)  (0.08, 0.14)  (78.12, 183.16) 

去除金标准为单项 12 0.93               0.92           10.67              0.09            139.73                 0.9707      0.9209

试验研究                         (0.91, 0.95)  (0.89, 0.94)  (7.84, 14.52)  (0.07, 0.13)  (84.58, 230.85)

去除小样本研究 12 0.92               0.93           11.00              0.10  132.06                 0.9704      0.9205

              (0.90, 0.94)  (0.90, 0.95)  (8.34, 14.52)  (0.07, 0.13)  (84.90, 205.43)

刘敏 et al[1]         71.67 (18.83-272.72)
余幼民 et al[2]      77.58 (15.85-379.65)
耿岚岚 et al[3]    127.20 (23.02-702.77)
王东来 et al[4]    180.00 (31.09-1042.16)
金宗平 et al[5]      50.40 (15.28-166.20)
郭鹏涛 et al[6]    269.33 (41.71-1739.33)
曾至荣 et al[7]    170.00 (14.15-2042.26)
张艳玲 et al[8]      97.50 (7.90-1203.01)
刘风霖 et al[9]    192.40 (43.67-847.72)
吴力力 et al[10]   255.00 (44.37-1465.59)
蒲秀红 et al[11]   336.76 (84.16-1347.48)
陈宇翔 et al[12]   170.00 (26.40-1094.69)
关克涛 et al[13]   145.00 (15.07-1395.33)
张艳玲 et al[14]     22.00 (1.92-251.54)
张瑾 et al[15]       105.60 (19.09-584.10)
刘光华 et al[16]   148.50 (39.86-553.28)
康红莊 et al[17]   153.33 (23.84-986.22)

Fixed Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio = 126.14 (84.84
to 187.55)
Cochran-Q = 9.30; df =  16 (P  = 0.9007)
Inconsistency (I-square) = 0.0%

0.01                          1                      100.00
Diagnostic Odds Ratio

图 2 合并诊断比值比森林图.
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图 3 SROC曲线.

■名词解释
1  诊 断 优 势 比
DOR:  表示病例
组中阳性结果的
优势(真阳性率与
假阴性率之比)与
对照组中阳性结
果的优势(假阳性
率与真阴性率之
比)的比值 .  如果
DOR>1说明由金
标准确定的阳性
组比阴性组更有
可能获得诊断试
验阳性结果. 
2  Q * 指 数 :  是
SROC曲线与直线
TPR+FPR = 1(在
这条直线上灵敏
度 = 特异度)相交
处的灵敏度, 取值
范围为0.5-1, 反映
了SROC曲线与左
上角接近的程度, 
当SROC曲线接近
于左上角时, 指标
Q*接近于1. Q*指
数越大, 表示诊断
试验的准确度越
高. 
3 SROC曲线: 一
种反映诊断试验
准确度的图形, 由
曲线方程可得到
曲线下的面积, 可
利用这一面积的
估计值作为诊断
试验准确度的综
合指标, 取值范围
为0.5-1, 值越大, 
表示诊断试验的
准确度越高.
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的DOR均高于上述两种非侵入性方法[28].
本研究尚存在以下不足: (1)检索文献仅限

于中文, 存在语种偏倚; (2)虽然采取多种途径从

多个数据库广泛检索正式发表文献, 那些由于

种种原因未能发表的文献不在研究之列, 另外

阳性结果的研究往往比阴性结果的研究更容易

发表, 所以不能排除潜在的发表偏倚. 
虽然本研究存在上述不足, 但我们还是利

用中国近十年来使用HpSA检测儿童及青少年 
H pylori感染有关文献资源, 从循证检验与诊断

的角度得出了在儿童及青少年中, 粪便抗原检

测H pylori感染方法具有较高准确度. 需要指出

的是, 鉴于发表文献的质量不高, 希望将来能有

更多的学者和儿科医生能更多的开展一些设计

严谨、大样本量、甚至多个地区共同合作的诊

断试验的研究, 以获得可信度高的循证医学证

据, 更准确地为广大临床工作者和医疗卫生决

策者服务.
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Abstract
AIM: To analyze clinical characteristics of senile 
peptic ulcer.

METHODS: Patients with senile peptic ulcer 
confirmed by gastroscopy in our hospital from 
Jan 2007 to Oct 2008 were retrospectively ana-
lyzed and compared with those <60 years old 
with peptic ulcer detected contemporarily. 

RESULTS: There were 124 peptic ulcer cases, 
including 61 cases of gastric ulcer, 51 cases of 
duodenal ulcer and 12 cases of complex ulcer in 
the aged group, and 100 peptic ulcer cases < 60 
years old, including 29 cases of gastric ulcer, 64 
cases of duodenal ulcer, and 7 cases of complex 
ulcer. Significant difference was detected be-
tween the two groups (P < 0.01). For senile gas-
tric ulcer, gastric body ulcer was the dominant, 
accounting for 36.1%, D > 2 cm was 29.5%. Up-
per gastrointestinal hemorrhage was the most 
common complication, accounting for 43.5%. 

CONCLUSION: Symptoms of senile peptic ulcer 

are not typical. The incidence rate of superior 
position is higher. The morbidity of gastric ulcer 
is high, and the involved area is bigger for aged 
people. More and severe complications are seen. 

Key Words: Peptic ulcer; Elderly; Clinical analysis

Liu BN, Yu JP, Yu HG. Analysis of 124 cases with senile 
peptic ulcer detected by gastroscopy. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 411-413

摘要
目的: 探讨老年消化性溃疡的临床特点. 

方法:  回顾性分析我院内镜中心2007-01/ 
2008-10经胃镜检出的的老年消化性溃疡患
者, 并与同期行胃镜检查的60岁以下的消化性
溃疡患者进行对比. 

结果: 老年组124例, 胃溃疡61例, 十二指肠球
部溃疡51例, 复合溃疡12例; 中青年组100例, 
胃溃疡29例, 十二指肠球部溃疡64例, 复合溃
疡7例. 两组相比胃溃疡有显著差异(P <0.01). 
老年组胃体溃疡占胃溃疡的36.1%, 直径>2 
cm的溃疡占29.5%, 并发症以上消化道出血
为主, 占43.5%, 均较中青年组有显著性差异
(P <0.05). 

结论: 老年消化性溃疡症状不典型, 溃疡部位
由幽门向贲门推移, 且胃溃疡比十二指肠球部
溃疡多, 溃疡面积较大, 合并症多且较严重.

关键词: 消化性溃疡; 老年; 临床分析
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华人消化杂志  2009; 17(4): 411-413
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0  引言

消化性溃疡是一种常见病, 一般认为是胃黏膜

攻击因子(主要是胃酸和胃蛋白酶)相对增强或

防御因子(主要是胃黏液屏障、黏膜屏障和黏膜

血流量等)相对减弱, 二者失衡所引起. 老年消化

性溃疡是指年龄60岁以上的人群发生的消化性

www.wjgnet.com

®

■背景资料
随着社会的发展, 
老年性消化性溃
疡日益增多. 由于
老年性溃疡病与
中青年相比有许
多不同的特点, 临
床上极易漏诊、

误诊. 

■同行评议者
任建林, 教授, 厦
门大学附属中山
医院消化内科; 郑
鹏远, 教授, 郑州
大学第二附属医
院消化科



溃疡. 2007-01/2008-10我院内镜中心经胃镜检查

有上消化系症状的患者13 264例, 检出消化性溃

疡1638例, 其中, 老年消化性溃疡患者124例, 占
7.6%. 本文对经胃镜诊断的老年消化性溃疡患

者与同期行胃镜检查的60岁以下的消化性溃疡

患者进行对比, 总结分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选取经胃镜诊断的老年性消化性溃疡患

者124例, 其中, 男93例, 女31例, 年龄>60岁, 平均

年龄67.1岁; 同时采用等比例抽样方法将确诊为

消化性溃疡的中青年患者按年龄段分为: 20岁以

下, 20-30岁, 30-40岁, 40-50岁, 50-59岁5组, 对每组

采用简单抽样的方法抽取设计的样本个数, 共抽

取年龄在60岁以下的患者100例作为中青年组, 其
中, 男69例, 女31例, 年龄18-59(平均年龄44.7)岁. 
1.2 方法 所有患者均经Olympus-XQ260电子胃

镜检查确诊, 既往有胃癌病史, 应激性溃疡, 吻
合口溃疡, 肝硬化食管胃底静脉曲张破裂出血, 
消化系肿瘤出血及血液疾病所致出血的病例均

排除在外[1]; 比较两组的溃疡类型、溃疡部位、

并发症等.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 两组

数据比较均采用χ2检验.

2  结果

2.1 溃疡类型 老年组中, 胃溃疡患者61例, 十二

指肠球部溃疡51例, 复合溃疡12例; 而中青年组

中, 胃溃疡29例, 十二指肠球部溃疡64例, 复合

溃疡7例. 两者相比, 胃溃疡及十二指肠球部溃

疡均有显著性差异(P <0.01, 表1).
2.2 溃疡部位 老年组61例胃溃疡患者中, 胃底溃

疡5例, 胃体22例, 胃角15例, 胃窦17例, 幽门管2
例; 中青年组29例中, 胃底溃疡1例, 胃体4例, 胃
角10例, 胃窦13例, 幽门管1例. 两组相比, 胃体

溃疡有显著性差异(P <0.01, 表2).
2.3 溃疡面积 老年组61例胃溃疡患者中, 溃疡直

径<1.0 cm的24例, 直径在1.0-2.0 cm之间的19例, 
>2.0 cm的18例; 中青年组29例胃溃疡患者中, 溃
疡直径<1.0 cm的19例, 直径在1.0-2.0 cm之间的

7例, >2.0 cm的3例. 两组相比, 直径<1.0 cm和直

径>2.0 cm的均有显著性差异(P <0.05, 表3).
2.4 临床表现 老年组多以腹胀及上腹部不适就

诊, 其次为嗳气, 食欲减退, 黑便, 呕吐, 反酸, 胸
骨后疼痛等, 另有少数患者无明显症状. 中青年

组最常见的症状为腹痛, 其次为嗳气, 反酸, 食
欲减退, 呕吐, 黑便等.

412                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2009年2月8日       第17卷      第4期

2.5 并发症 老年组124例患者中, 发生出血54例, 
穿孔11例, 幽门梗阻8例, 癌变7例; 中青年组100
例中, 出血23例, 穿孔6例, 幽门梗阻9例, 癌变1
例. 两组相比, 发生出血的患者例数有显著性差

异(P <0.01, 表4).

3  讨论

溃疡病是老年人常见疾病. 随着社会的发展, 老
年性消化性溃疡日益增多 [2-3]. 本文资料显示, 
老年性溃疡病与中青年相比有许多不同的特

点: (1)溃疡部位由幽门向贲门推移, 且胃溃疡比

十二指肠球部溃疡多[4-7]. 124例老年溃疡病患者

中, 胃溃疡61例, 占总数的49.2%; 中青年组100
例, 胃溃疡29例, 占29%, 两组相比有显著差异. 
老年组61例胃溃疡患者中, 胃体溃疡占36.1%, 

www.wjgnet.com

表 1 两组溃疡类型比较 n (%)

     
分组            n       胃溃疡    十二指肠球部溃疡    复合溃疡

老年组 124   61(49.2)b 51(41.1)b          12(9.7)

中青年组 100   29(29) 64(64)            7(7)

bP<0.01 vs  中青年组.

表 2 两组胃溃疡部位比较 n (%)

     
分组            n     胃底      胃体        胃角        胃窦     幽门管

老年组      61  5(8.2)  22(36.1)a 15(24.6)  17(27.9)  2(3.3)

中青年组 29  1(3.4)    4(13.8) 10(34.5)  13(44.8)  1(3.4)

aP<0.05 vs  中青年组.

表 4 两组并发症的比较 n (%)

     
分组               n      出血         穿孔      幽门梗阻     癌变

老年组   124      54(43.5)b   11(8.9)    8(6.5)       7(5.6)

中青年组   100      23(23)  6(6)       9(9)          1(1)

bP<0.01 vs  中青年组.

表 3 两组胃溃疡大小对比 n (%)

     
分组                    n 

                             直径(cm)

        <1.0        1.0-2.0            >2.0

老年组        61  24(39.3)a      19(31.1)       18(29.5)a

中青年组        29  19(65.5)        7(24.1)         3(10.3)

aP<0.05 vs  中青年组.

■应用要点
本文总结老年性
消化性溃疡特点, 
有助于临床医生
进一步诊断和治
疗该种疾病. 
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明显高于中青年组. 这可能与老年人肠上皮化

生、胃窦炎、胃窦胃体黏膜交界上移, 溃疡部

位由下而上推进, 也与胃黏膜的退行性变等因

素有关[8], 故高位溃疡的发病率随着年龄的增高

而增高[9]. 由于高位溃疡靠近贲门和胃体, 患者

常可出现吞咽困难、胸骨后疼痛, 因而易被误

诊为食管疾病和心绞痛. (2)老年人的溃疡面积

较大. 本组资料显示, 61例老年性胃溃疡患者中, 
溃疡直径<1.0的患者24例, 占39.3%, 低于中青年

组; 而溃疡直径>2.0的患者18例, 占29.5%, 明显

高于中青年组. 这可能由于老年人胃黏膜防御能

力减弱, 黏膜血运较差, 且老年人多有其他伴随

疾病, 使得导致溃疡的因素增加, 因此胃溃疡较

大而深. (3)老年人机体反应能力差, 往往缺乏周

期性、规律性的上腹部疼痛, 多数患者仅有腹胀

或上腹部不适, 食欲不振, 体重减轻, 贫血等; 少
数患者甚至没有症状, 使得老年溃疡病常常起病

隐匿, 症状不典型[10]. 另外, 老年溃疡病患者, 常
伴有高血压病、糖尿病、慢性支气管炎和心脑

血管疾病, 从而影响溃疡病的检查、诊断和治

疗. 这就要求临床医生提高警惕, 及时发现可疑

症状, 尽早做胃镜检查, 以早诊断、早治疗. (4)
老年溃疡病合并症多且较严重[11]. 最常见的并发

症是上消化系出血, 出血往往突然发生, 出血量

大, 不易止血, 容易发生休克, 并可诱发脑血栓

形成或心肌梗塞. 这是因为老年人溃疡深, 面积

大, 且胃和十二指肠壁的血管硬化, 血管易破裂

且不易收缩止血[12]. 本文资料显示, 124例老年性

溃疡病患者中, 54例发生出血, 占43.5%, 显著高

于中青年组的23%. 老年溃疡病患者可发生多次

出血, 病死率较高. 溃疡穿孔时症状较轻, 症状

与体征不明显, 有资料显示25%-28%的病例腹

部X线检查未见膈下游离气体[13], 极易延误诊断

与治疗. 溃疡穿孔自然闭合少, 需立即手术. 幽
门梗阻也是溃疡病并发症之一, 主要是由于幽

门附近溃疡愈合形成瘢痕或发生水肿和痉挛所

造成的, 其较中青年人发生率低, 但临床表现比

中青年重, 可出现碱中毒、脱水、低血钾及全

身衰竭等症状, 增加了治疗难度. 功能性梗阻可

随病情好转而缓解, 如果是溃疡形成瘢痕致梗

阻, 可行内镜下水囊扩张治疗, 亦可行外科手术

治疗. 该组老年溃疡病患者有5.6%发生癌变. 癌
变特点是上腹痛失去原来的特点和规律性, 变
为持续性疼痛, 虽经服药治疗, 症状不改善, 反
而逐渐加重, 同时伴有食欲减退、疲乏无力、

消瘦、贫血、大便潜血试验阳性. 当出现此类

症状时, 应及时作X线钡餐检查或纤维胃镜检查, 
以便早期确诊, 并作手术治疗[14]. 

无并发症的老年消化性溃疡患者应首先进

行内科治疗, 治疗原则和方法与一般溃疡患者

大致相同, 但由于老年人胃黏膜有血管扭曲、

血管壁增厚等退行性变, 导致胃黏膜供血减少, 
损伤后修复能力减低; 且老年人胃黏液分泌减

少, “黏液屏障”减弱, 胃黏膜易再次受损, 因
此, 需提高老年消化性溃疡的愈合质量. 有学者

提出低愈合质量与高愈合质量溃疡的鉴别 [15]: 
两者普通内镜下均可见红色瘢痕, 低愈合质量

溃疡色素内镜下为结节型, 超声内镜下黏膜肌

层深部有低回声区, 病理组织显著异常: 瘢痕薄, 
腺体少, 结构紊乱, 大量结缔组织充填; 而高愈

合质量溃疡色素内镜下为平坦型, 超声内镜下

黏膜肌层深部无低回声区, 病理组织接近正常. 
前者较后者复发率高. 应针对老年消化性溃疡

的特点, 进行及时、正规和彻底的治疗, 不断提

高溃疡的愈合率, 减少溃疡的复发率. 
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Abstract
AIM: To discuss the practical value of high-
frequency electricity combined with argon 
plasma coagulation in treatment of gastric 
polypus.

METHODS: A total of 70 patients with 356 
gastric polypi were excised either with high-
frequency electroresection combined with argon 
plasma coagulation or with high-frequency elec-
troresection only. 

RESULTS: One hundred eighty two polypi in 
36 patients (group A), were excised with high-
frequency electroresection combined with argon 
plasma coagulation without hemostasia, while 
174 polypi in 34 patients (group B) were excised 
with high-frequency electroresection. For group 

A, all polypi were excised successfully once. For 
group B, 145 polypi were removed successfully 
while 19 polypi needed hemostasia. The hemo-
static effect was better in group B than in group 
A (χ2 = 33.02, P < 0.01). 

CONCLUSION: High-frequency electroresection 
combined with argon plasma coagulation is a 
safe, simple, and promising way to treat gastric 
polypus. 

Key Words: High-frequency electroresection; Argon 
plasma coagulation; High-frequency electrocoagu-
lation 

Huang J, Wu XW, Zeng Y, Yu JP. Treatment of gastric 
polypus with high-frequency electroresection combined 
with argon. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(4): 
414-416

摘要
目的: 探讨经内镜高频电切联合氩离子凝固
术(argon plasma coagulation, APC)治疗胃多发
息肉的实用价值.

方法: 分别用高频电切联合氩离子凝固术(A
组)与高频电切联合电凝(B组)治疗胃多发息
肉70例患者. 分析比较两组患者的基本资料及
治疗效果. 

结果: 70例患者共356枚息肉, 经高频电切联
合氩离子凝固术36例(A组, 182枚, 其中山田
Ⅰ-Ⅱ型151枚, 山田Ⅲ-Ⅳ型31枚)均一次性顺
利切(灼)除, 经内镜高频电切联合电凝34例(B
组, 174枚，其中山田Ⅰ-Ⅱ型146枚, 山田Ⅲ-
Ⅳ型28枚)其中25例(145枚)息肉一次性顺利
切(灼)除, 另9例(29枚)出血需钛夹止血. A组
治疗过程中止血效果明显优于B组(χ2 = 33.02, 
P <0.01).

结论: 经内镜高频电切联合氩离子凝固术效
确切, 操作简便、安全性好、不良反应少, 耗
时少, 优于高频电切联合电凝治疗, 有较高的
临床推广价值.

关键词: 高频电切; 氩离子凝固术; 高频电凝

®

■背景资料
APC是一种非接
触式电凝固技术, 
其原理是利用特
殊装置将氩气离
子化, 传导高频电
流至靶组织产生
热 效 应 ,  从 而 达
到治疗效果. 因其
具有凝固深度均
匀、无炭化等特
性, APC已成为目
前最富创造精神
的治疗手段之一.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科
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0  引言

消化系息肉是消化系统的常见病和多发病, 因
其发展具有潜在恶变倾向, 应予以内镜下切除. 
我科于2006-10起开展经内镜高频电切联合氩离

子凝固术(argon plasma coagulation, APC)治疗胃

多发息肉效果良好, 并与经内镜高频电切联合

高频电凝治疗方法比较, 现报告结果如下.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-10-08/2007-10-01我院胃多发

息肉患者70例(356枚), 并进行了经内镜治疗. 按
照采用氩离子凝固术治疗或高频电凝治疗方法

不同分别分为A、B组. 仪器为AG9800氩气高频

电刀并附氩气离子束凝固导管及圈套器各一套

(山东玉华电器有限公司提供), 所用内镜为奥林

巴斯GIF V70电子胃镜.
1.2 方法 
1.2.1 术前准备: 术前检查血常规、出凝血时

间、心电图等. 术日前晚起禁食水. 术前20 min
肌注地西泮10 mg、山莨菪碱注射液10 mg以减

少胃肠蠕动的影响. 
1.2.2 操作步骤: 高频电切时输出功率一般在

30-80 W之间, 并切割与收圈同时进行. 过大的息

肉用多次通电、减少每次踩踏电切档(黄色)通
电时间的方法切除, 主要治疗山田Ⅲ-Ⅳ型息肉.
1.2.3 内镜氩束凝治疗: 术前打开氩气瓶阀门, 注
入氩气, 氩气流量1.0-1.5 L/s, 功率设定为35-45 
W. 使用前先测试氩气刀效果, 将可屈式氩气离

子束凝固导管经内镜钳道伸出置于息肉上方

0.3-0.5 cm处, 踩踏氩束凝档(蓝色)每次输出时间

1-3 s. 主要治疗山田Ⅰ-Ⅱ型息肉, 也用于电切后

有出血时止血.
1.2.4 高频电凝治疗: 输出功率35-50 W, 将圈套

器收至只剩先端部分, 经内镜钳道伸出置于息肉

上, 踩踏电凝档(灰色)通电灼除息肉, 主要治疗山

田Ⅰ-Ⅱ型息肉, 也用于电切后有出血时止血.  
1.2.5 术后处理: 常规禁食1 d, 卧床、严密观察

72 h, 并药物治疗(奥美拉唑、维生素K1、止血

芳酸等).
统计学处理 资料计算结果采用SPSS12.0统

计软件包进行统计分析, 组间值得比较进行t检

验, 率的显著性检验进行卡方检验, P <0.05表示

有统计学意义.

2  结果

两组基本资料及治疗效果比较: 70例患者共356
枚息肉进行内镜下治疗. A组经高频电切联合氩

离子凝固术36例(182枚)均一次性顺利切(灼)除, 
B组经高频电切联合电凝34例(174枚), 其中25例
(145枚)息肉一次性顺利切(灼)除, 另9例(29枚)出
血需改钛夹止血, 年龄分布没有统计学差异. 两
组比较有显著性差异(χ2 = 33.02, P<0.01, 表1). 

3  讨论

胃息肉可单发或多发, 胃息肉可分为真性和假

性两种, 真性息肉又称息肉样腺瘤, 其病变性质

属于肿瘤性增生, 可发生癌变[2]. 假性息肉则为

炎性黏膜增生而形成的息肉. 此病的发病年龄

较大, 多伴有胃酸缺乏或胃酸低下, 因此常可出

现上腹部轻微疼痛与不适, 恶心, 厌食, 消化不

良等症状. 如息肉表面有糜烂, 溃疡, 可发生间

歇性或持续性出血. 较大的息肉阻塞于幽门管

或息肉样胃窦黏膜滑入十二指肠, 则可出现幽

门梗阻症状, 因而必须积极治疗. 
胃息肉的数量、形态、大小、在不同的患

者中各异, 所以采用治疗方法也不相同. 山田Ⅰ

-Ⅱ型息肉由于无蒂故不利于圈套器圈套, 故一

般不用电切, 采用电凝或氩束凝灼除, 山田Ⅲ-
Ⅳ型息肉有蒂, 故有利于圈套器圈套行电切治

疗, 但有些息肉有较大血管电切后出血, 需电凝

或氩束凝止血. 对于多发息肉的患者上述两种

方法一般都会用到, 就会存在高频电切联合氩

离子凝固术与高频电切联合高频电凝术选择问

题. A、B两组在电切方面无需比较, 主要是氩离

子凝固术与高频电凝术有很大差异. APC是一种

非接触式电凝固技术, 其原理是利用特殊装置

将氩气离子化, 传导高频电流至靶组织产生热

效应, 从而达到治疗效果. 因其具有凝固深度均

匀、无炭化等特性, APC已成为目前最富创造

精神的治疗手段之一[3-4]. 德国Grund和Farin et al
于1991年首先将APC技术引入内镜治疗领域[5]. 
APC装置包括一台高频电能发生器、一台氩离

子凝固器、一根远端陶瓷管口内装有钨丝电极

的可屈式纤维Teflon管, 其中的氩气通过离子化

传导由钨丝电极产生的高频电能, 继而能量传

导至组织而产生凝固效应[5-6]. APC治疗时, 只需

将探头伸出内镜头端至息肉上方0.3-1.0 cm, 根

■应用要点
APC是一种新型
内镜治疗胃息肉
技术, 与常规的高
频电凝方法相比, 
具有多方面优势, 
值得进一步推广.
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据息肉的大小适量施以氩离子凝固治疗, 凝固

次数视息肉的大小、部位而定. 一般以内镜下

整个息肉灼除为止. 由于氩气流是散发的, 因而

可产生轴向及侧向的电流传导, 氩离子束几乎

可到息肉的每一个角落, 对息肉的处理非常自

如、简便, 有独特的优势[7-9]. 本组应用高频电切

联合氩离子凝固术36例(182枚)均一次性顺利

切(灼)除, 疗效确切. 内镜下氩气刀治疗最大的

优点是凝固深度的自限性, 在长时凝固的过程

中, 组织炭化形成薄焦痂, 且由于氩气在电离过

程中大量吸热, 因而组织炭化程度轻, 不会对组

织造成延迟性损伤, 对组织的穿透一般不超过3 
mm, 不会出现穿孔, 因而相对安全. 而高频电凝

深度不易掌握, 安全性不如氩气刀. 高频电凝治

疗时探头与组织接触, 治疗后会出现探头与组

织粘连, 拉离探头时对组织亦有损伤、出血, 需
反复处理, 耗时多, 此亦为穿孔的因素之一. B组
有9例(29枚)出血需改钛夹止血, 可见A组应用高

频电切联合氩离子凝固术与高频电切联合电凝

相比, 前者无出血等并发症的发生, 更加安全有

效, 耗时少. 
总之, APC是一种新型内镜治疗胃息肉技

术, 与常规的高频电凝方法相比, 具有多方面优

势, 值得进一步推广.
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表 1 两组患者的一般资料及治疗效果比较

     
分组    n (男/女)      年龄(岁)         息肉(枚)         山田Ⅰ-Ⅱ型     山田Ⅲ-Ⅳ型   一次性顺利切(灼)除 枚(%)   钛夹止血 枚(%)    

A组      22/14    42.8±22.2          182                   151                   31                      182(100.0)                      0(0)

B组      23/11    44.3±20.3          174                   146                    28                      145(83.3)                      29(16.7)  
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
methylation of 5'CpG island in the promoter 
region of Caveolin-2 gene and development of 
gastric carcinoma.

METHODS: Using methylation-specific PCR 
technique, the methylation status of the 5'CpG 
island in the promoter region of Caveolin-2 gene 
was measured in 33 tissue samples of gastric 
carcinoma and 5 normal gastric tissue samples 
>5 cm apart from tumor. 

RESULTS: Methylation of the 5'CpG island in 
the promoter region of Caveolin-2 gene in all 5 
samples of normal gastric tissues was negative. 

In 33 gastric cancerous tissue samples, the meth-
ylation positive rate of promoter region of Ca-
veolin-2 gene was 87.9% (29/33), among which 
20 cases (60.6%) complete methylation, 9 cases 
(27.3%) were partial methylation, and 4 samples 
were negative. Statistics showed the methylation 
rate of the promoter region of Caveolin-2 gene 
was obviously higher in gastric carcinoma than 
in normal gastric tissues. 

CONCLUSION: The methylation positive rate 
of the 5'CpG island in the promoter region of 
Caveolin-2 gene in gastric carcinoma is high, 
indicating that its methylation  may be related to 
genesis of gastric carcinoma. 

Key Words: Gastric carcinoma; Caveolin-2 gene; 
Methylation; Methylation-specific PCR

He X, Liu B, Xing CP, Ha XQ, Dong L, Qian Z, Liu ML, 
Su QJ. Detection of methylation status of Caveolin-2 gene 
in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(4): 417-420

摘要
目的: 探讨Caveolin-2基因启动子区域5'CpG
岛甲基化与胃癌发生发展的关系. 

方法: 运用甲基化特异性PCR(MSP)技术检测
33例胃癌组织及5例距肿瘤5 cm以上的癌旁正
常胃组织中Caveolin-2基因启动子区域5'CpG
岛甲基化状态.  

结果: 5例正常胃组织Caveolin-2基因启动子区
域5'CpG岛均为甲基化阴性. 33例胃癌组织中 
29例甲基化阳性, 甲基化率为87.9%(29/33), 
其中20 例癌组织(60.6%)表现为完全甲基化, 9
例癌组织(27.3%)表现为部分甲基化. 4例癌组
织(12.1%)表现为甲基化阴性. 统计学结果显
示癌组织中Caveolin-2基因启动子区域5'CpG
岛甲基化率显著高于正常组织. 

结论: 胃癌组织中存在较高的Caveolin-2基因
启动子区域5'CpG岛甲基化率, 甲基化可能与
胃癌的发生有关. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是常见的消
化系恶性肿瘤, 其
发生发展是机体
(内因)与环境(外
因)相互作用的结
果, 在其发生发展
的各阶段都有遗
传学改变. 目前相
关基因的异常甲
基化已成为研究
热点. 

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
消化外科研究所
与器官移植中心
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0  引言

Caveolae是细胞膜上特定的直径约50-100 nm的

微区域, 由胆固醇、鞘脂及蛋白质组成. Caveolin
是Caveolae的标记蛋白, 参与胞吞和胞内运输

作用、胆固醇运输、信号传导、血管生成等过

程,与病原体感染、阿尔茨海默病、糖尿病、

肌肉病变、肿瘤、心肺疾病等密切相关 [1-2]. 
Caveolin-2是Caveolins家族的一员. 本实验室先

前采用免疫组织化学染色方法、原位杂交和甲

基化特异性PCR(MSP)技术对Caveolin-1基因

和Dnmt1的mRNA和蛋白在胃癌组织中的表达

状况及Caveolin-1基因外显子1和2的启动子区

域的CpG岛甲基化状况进行了初步研究, 实验

结果表明: 在胃癌组织中Caveolin-1蛋白阳性表

达率仅为28.2%[3-4], Dnmt1蛋白阳性表达率为

70%[5], Spearman等级相关分析显示Dnmt1蛋白

与Caveolin-1蛋白表达呈负相关, 而Caveolin-1基
因外显子1和2的启动子区域的CpG岛甲基化发

生率为73.33%和90%, 并推测Caveolin-1蛋白表

达降低与其发生甲基化有关. 为了进一步研究

Caveolin基因甲基化在胃癌发生发展中的作用, 
我们采用甲基化特异性PCR(MSP)技术进一步

检测了胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲

基化状态, 以探讨Caveolin-2基因启动子区域甲

基化与胃癌发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 33例胃癌组织及5例距肿瘤5 cm以上

的癌旁正常胃组织同时取自中国人民解放军兰

州军区兰州总医院2007-06/2008-04胃癌术后切

除的胃组织标本, 标本取后于-40℃保存. 33例
胃癌组织均为腺癌, 其中高中分化16例, 低分化

17例. 患者男28例, 女5例, 年龄32-83(平均61.36)
岁. 所有标本均为新鲜标本, 并经病理学检查确

诊. 患者术前均未进行放疗和化疗. 基因组DNA
修饰试剂盒(CpGenome DNA Modification Kit)
购于美国Chemicon公司. Taq酶(DR100A), dNTP, 
DNA Marker, 均购于宝生物工程(大连)有限公司

(TaKaRa). 琼脂糖粉(Agarose Regular)购于上海生
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工生物工程有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 采用传统的酚-氯仿抽提

法提取DNA[6].  
1.2.2 基因组DNA的亚硫酸氢盐修饰: 基因组

DNA的修饰使用甲基化修饰试剂盒, 操作步骤

按试剂盒说明进行.  
1.2.3 引物设计: 从GenBank中检索出Caveolin-2
基因DNA序列(基因序列号: AJ242718, promoter
位于1-1132 bp), 依据该基因序列运用Primer 
Premier5.0引物设计软件针对启动子区域设计

Caveolin-2基因的甲基化(M)及非甲基化(U)引
物. 引物设计原理为: DNA经NaOH变性后成为

单链, 其胞嘧啶(C)可被亚硫酸氢盐脱氨基转变

为尿嘧啶(U), 继而以胸腺嘧啶(T)的形式被扩增; 
而甲基化的胞嘧啶(C)即5-甲基胞嘧啶(5-mC)则
不能被修饰, 仍保持为5-mC. 根据5-mC 和非甲

基化的C修饰后的不同, 而设计引物, 发生甲基

化与未发生甲基化DNA的上游引物之间的差别

为C变为T, 下游引物的差别为鸟嘌呤(G) 变为腺

嘌呤(A). 引物序列及产物长度见表1. 引物由上

海生工生物工程有限公司合成. 
1.2.4 PCR: PCR采用25 µL反应体系. 每份经亚硫

酸氢盐修饰后的标本都分别用甲基化与非甲基

化引物扩增, 由于DNA双链中总是存在非甲基

化的胞嘧啶, 使得修饰后的DNA双链不再完全

配对, 容易形成二级结构, PCR扩增时不易解链. 
因而我们采用热启动法进行PCR扩增: 预变性

之前, 不加入Taq酶, 在预变性之后再加入酶(温
度保持在95.5℃). PCR反应体系均为: 模板12.5 
µL, 10×PCR缓冲液(Mg2+ Plus)2.5 µL, dNTP混
合物(各2.5 µmol/L)2.5 µL, TaKaRa Taq(5 U/µL)
非甲基化引物扩增为0.5 µL, 甲基化引物扩增为

0.3 µL,上游引物(10 µmol/L)1.5 µL, 下游引物(10 
µmol/L)1.5 µL,灭菌去离子水甲基化引物扩增为

4.2 µL, 非甲基化引物扩增为4.0 µL. 扩增参数

为: 95.5℃预变性5 min后开始30个循环: 95.5℃
变性30 s, 甲基化引物60℃退火45 s, 非甲基化引

物50℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 最后于72℃延伸

7 min, 4℃保存. 由于一次扩增后电泳条带不清, 
可能是修饰过程中使一部分DNA丢失, 扩增产

量较低的缘故, 故取一次扩增产物8 µL, 用相同

的条件进行二次扩增.  
1.2.5 结果判定: 取PCR扩增产物5 µL用20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察结果. 甲基化与非

甲基化引物阳性目的条带均119 bp. 如果甲基化
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■研发前沿
目前已在胃癌中
检测出多个抑癌
基因CpG岛存在
异 常 甲 基 化 ,  如
p16 ,  RUNX3、
E - c a d h e r i n 、

PTEN、及TSLC1
等. 

■创新盘点
本研究运用MSP
方法对胃癌及距
肿瘤5 cm以上的
癌旁正常胃组织
中Caveol in-2基
因甲基化状况进
行 了 研 究 ,  提 示
Caveolin-2基因甲
基化对人的胃癌
的发生、发展可
能有一定的促进
作用. 
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引物扩增后出现大小为119 bp特异性条带, 则认

为启动子区域存在甲基化, 若非甲基化引物扩

增后出现大小为119 bp特异性条带, 则认为启动

子区域存在非甲基化, 甲基化与非甲基化引物

扩增后均出现大小为119 bp特异性条带为部分

甲基化, 也认为启动子区域存在甲基化. 若两对

引物均未扩增出特异性条带, 则认为实验失败, 
需重复实验. 

统计学处理 根据数据类型选择Fisher确切

概率法, 使用SPSS10.0统计软件包进行统计学处

理, 显著性水准为α = 0.05. 

2  结果

2.1 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲基

化状态 5例正常胃组织Caveolin-2基因启动子

区域均为甲基化阴性. 33例胃癌组织中29例甲

基化阳性, 甲基化率为87.9%(29/33),其中20例
癌组织(60.6%)表现为完全甲基化, 9例癌组织

(27.3%)表现为部分甲基化, 4例癌组织(12.1%)
表现为甲基化阴性 .  胃癌组织中C a v e o l i n-2
基因启动子区域甲基化率显著高于正常组织

(P <0.05,图1).
2.2 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲基

化与临床病理参数的关系 经Fisher确切概率法

检验, 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲

基化状态与胃癌组织分化程度、患者年龄、性

别、肿瘤大小、浸润深度、有无淋巴结转移及

有无脉管侵犯等临床病理特征无关(P >0.05), 差

异无统计学意义(表2). 

3  讨论

胃癌的发生发展是机体(内因)与环境(外因)相
互作用的结果, 其发生发展的各阶段都有遗传

学改变. 在高等真核生物, DNA甲基化仅存在于

位于5'端CpG岛的胞嘧啶, 这种修饰对基因的表

达调控发挥重要的作用, 尤其是对于许多基因

启动子区域的CpG岛. 正常未甲基化的CpG岛发

生异常甲基化被证明在永生细胞和变异细胞是

一个相对频繁的事件, 并且与人类癌症中已确

定的抑癌基因的转录失活有关[7]. 目前已在胃癌

中检测出多个抑癌基因CpG岛存在异常甲基化, 
如p16 , RUNX3、E-cadherin、PTEN、及TSLC1
等[8]. Leal et al [9]运用MSP方法检测了胃腺癌中

CDH1, FHIT,MTAP 和 PLAGL1基因启动子区域

的甲基化状态, 研究结果显示, 其甲基化率分别

为98.7%, 53.9%, 23.1%和29.5%, 他们认为高甲

基化与胃癌的发生有关. 
Caveo lae是细胞膜上的特殊囊泡状结构,

是细胞膜生物功能多样性的重要结构基础 . 
Caveolin家族包括Caveolin-1、Caveolin-2和
Caveolin-3. Caveolin-1是分子质量为21-24 kDa 

表 1 Caveolin-2基因启动子区MSP所用引物

     
引物  引物序列               产物长度(bp) 

甲基化 5-CTGTGACTCGTGGGGACGGTTC-3      119

(M) 5-TTCCCGCTGTGGGCTCCAG-3          

非甲基 5-TTGTGATTTGTGGGGATGGTTT-3         119

化(U) 5-TTCCCACTATAAACTCCAA-3           

图 1 MSP法检测胃癌组织中Caveolin-2基因甲基化状态结
果. Marker: DL2000; 1-4: 癌组织; M: 甲基化引物扩增产物; 

U: 非甲基化引物扩增产物.

                1             2              3             4
Marker  M    U      M     U      M     U     M     U  Marker

bp
250
100

表 2 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲基化与
临床病理参数的关系 (n )

     
临床病理指标   n

                    甲基化 
P

 

                 阳性          阴性

分化程度    

    高中分化 16          15 1           0.601

    低分化  17          14 3 

年龄(岁)    

    <50    5            4 1           0.500

    ≥50  28          25 3 

性别    

    男  28          25 3           0.500

    女    5            4 1 

肿瘤大小(cm)    

    <4    5            5 0           1.000

    ≥4  28          24 4 

浸润深度    

    肌层    4            3 1           0.420

    浆膜外  29          26 3 

淋巴结转移    

    有  25          23 2           0.241

    无    8            6 2 

脉管侵犯    

    有    4            3 1           0.420

    无  29          26 3 

■应用要点
有可能通过检测
Caveolin-2基因甲
基化率对胃癌进
行 早 期 诊 断 .  同
时, 可以考虑运用
去甲基化药物对
胃癌进行临床基
因治疗
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的膜蛋白, 也是Caveolae的标志性蛋白, 其编码

基因定位于7q31.1, 有3个外显子. Caveolin-2和
Caveolin-3是近期发现的Caveo-lin家族成员, 其
中Caveol in-2长162 aa, 其编码基因也定位于

7q31.1, 有3个外显子, 其分布与Caveolin-1相似,
并与Caveolin-1形成异寡聚复合物, 细胞内转运

Caveolin-1需Caveolin-2参与, 因而Caveolin-2可
能是Caveolin-1的辅助蛋白[10-11].

本次实验结果显示 :  5 例正常胃组织

Caveo l in-2基因启动子区域均为甲基化阴性. 
33例胃癌组织中29例甲基化阳性, 甲基化率为

87.9%(29/33), 其中20例癌组织(60.6%)表现为

完全甲基化, 9例癌组织(27.3%)表现为部分甲

基化, 4例癌组织(12.1%)表现为甲基化阴性. 统
计学结果显示癌组织中Caveolin-2基因启动子

区域甲基化率显著高于正常组织(P <0.05). 提示

Caveolin-2基因启动子区域甲基化对人的胃癌的

发生、发展可能有一定的促进作用. 
我们研究还发现, 胃癌组织中Caveolin-2基

因启动子区域甲基化状态与胃癌组织分化程

度、患者年龄、性别、肿瘤大小、浸润深度、

有无淋巴结转移及有无脉管侵犯等临床病理特

征均无明显的相关关系(P >0.05). 
目前, 对于Caveolin-2基因在胃癌组织中的

具体作用机制还有待于进一步研究. 我们通过对

Caveolin-1第1、2外显子及Caveolin-2启动子区

域CpG岛甲基化状态的检测, 发现Caveolin-1第
1、2外显子及Caveolin-2启动子区域CpG岛均存

在较高的甲基化率, 基因启动子区域的高甲基化

可能会导致基因功能的失活或下降, 因而对人的

胃癌的发生、发展可能有一定的促进作用. 
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Abstract
AIM: To determine the expression status of 
chemokine receptor CXCR4 in gastrointestinal 
cancer and to explore its role in gastrointestinal 
carcinogenesis.

METHODS: Real-time PCR was used to detect 
mRNA expression of CXCR4 in gastrointestinal 
cancer samples. Reverse-transcription PCR (RT-
PCR) and Western blot were used to determine 
the expression of CXCR4 in gastrointestinal can-
cer cell lines.

RESULTS: Level of CXCR4 mRNA  was sig-
nificantly higher in 24 colorectal cancer samples 
than in matched normal tissues (P < 0.001). Level 
of CXCR4 mRNA was also significantly higher 
in 30 gastric cancer samples than in matched 
normal tissues (P < 0.001). Both CXCR4 mRNA 

and CXCR4 protein were expressed strongly in 
colon cell lines HT-29 and SW-480, and gastric 
cell lines SGC-7901 and AGS. CXCR4 expression 
was correlated significantly with staging and 
lymph node metastasis in gastric cancers (P = 0.01 
and P = 0.02, respectively).

CONCLUSION: CXCR4 is over-expressed in 
gastrointestinal cancers, and plays a role in gas-
trointestinal carcinogenesis.

Key Words: Gastrointestinal cancer; Chemokine re-
ceptor; CXCR4
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421-424

摘要
目的: 检测CXCR4在胃肠道肿瘤中的表达状
态, 探讨CXCR4在胃肠道肿瘤发病中的作用. 

方法: 采用即时定量PCR(Real-time PCR)检测
胃肠道肿瘤标本中CXCR4的表达. 采用逆转
录PCR(RT-PCR)和Western blot检测CXCR4在
胃肠道肿瘤细胞系中的表达. 

结果: CXCR4 mRNA在24例结直肠癌组织标
本的表达水平显著高于其配对的癌旁正常
组织(P <0.001). CXCR4 mRNA在30例胃癌组
织标本中的表达水平亦显著高于其配对的
癌旁正常组织(P <0.001). CXCR4 mRNA和蛋
白质在结肠癌细胞系HT-29和SW-480及胃癌
细胞系SGC-7901和AGS中均存在明显表达. 
CXCR4表达与胃癌患者分期及淋巴结转移状
态具有相关性(P  = 0.01, 0.02).

结论: CXCR4在胃肠道肿瘤中存在过度表达, 
其参与了胃肠道肿瘤的发病过程.

关键词: 胃肠道肿瘤; 趋化因子受体; CXCR4
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0  引言

胃肠道肿瘤是人类常见的肿瘤之一, 一直具有

较高的发病率和致死率, 而较早出现转移则是

导致胃肠道肿瘤不良预后的重要原因. 研究显

示趋化因子及趋化因子受体在胃肠道肿瘤的发

生发展过程中具有重要作用. 趋化因子受体是

七次跨膜受体, 其家族根据氨基酸序列可分为

四种类型, 即CR, CCR, CXCR和CX3CR. 由于白

细胞表面能够表达趋化因子受体, 因此在趋化

因子的作用下, 白细胞可发生定向的趋化运动, 
参与炎症的发展过程. 

近些年研究发现, 肿瘤细胞表面亦可表达

趋化因子受体. 这些肿瘤细胞在趋化物质的作

用下, 亦可出现定向的趋化运动, 并导致肿瘤出

现转移. 目前研究显示趋化因子受体CXCR4[1-5]

和CCR7[6-10]在多种肿瘤中存在过度表达, 表明

这些趋化因子受体参与了肿瘤的发生发展过程. 
本文将对胃肠道肿瘤中CXCR4的表达情况进行

检测, 以探讨CXCR4在胃肠道肿瘤发生发展中

的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌及相应的癌旁正常组织标本

各24例, 胃癌及相应的癌旁正常组织标本各30
例, 均来自于中国医科大学附属盛京医院. 标本

获取后即冷冻于液氮之中, 并保存在-80℃条件

下备用. 采用HE染色确定肿瘤标本主要由肿瘤

组织构成, 癌旁正常组织没有肿瘤细胞浸润. 人
类结肠癌细胞系HT-29和SW-480, 胃癌细胞系

SGC-7901和AGS购自于南京凯基(KeyGen)生物

科技发展公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 :  细胞系H T-29、S W-480、
SGC-7901和AGS培养于RPMI 1640培养基中, 其
中含有100 mL/L肽牛血清, 青霉素(100 IU/mL)
及链霉素(100 mg/L), 于37℃下置于含有50 mL/L 
CO2的培养箱中.
1.2.2 RNA提取和逆转录PCR反应: 采用TRIzol
试剂(TaKaRa公司)进行RNA提取, 具体步骤参

照其说明书进行. 采用随机9引物和AMV逆转录

酶进行逆转录反应. 反应体系共10 μL, 逆转录反

应条件: 30℃, 10 min; 42℃, 25 min; 99℃, 5 min; 
5℃, 5 min, 共1个循环. PCR总反应体系40 μL, 
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反应条件为: 94℃, 2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 
59℃, 30 s; 72℃, 2 min, 共30个循环. CXCR4基
因引物序列参见文献[5]. 内参基因GADPH的引

物序列为正义: 5'-GGGAAACTGTGGCGTGAT-
3'; 反义: 5'-AAAGGTGGAGGAGTGGGT-3'.
1.2.3 即时定量逆转录-RCR反应: 采用Ligh t 
Cycler system及LightCycler DNA Master SYBR 
GreenⅠ试剂盒(Roche Diagnostics)进行即时

定量逆转录PCR反应. 反应总体系为20 μL, 包
括25 mmol/L MgCl2, 10 μmol/L forward引物,  
10 μmol/L reverse引物, 2 μL LightCycler DNA 
Master SYBR GreenⅠ和2 μL cDNA. 采用比较

CT值方法来定量基因表达, 即通过比较靶基因

的CT值与内参基因GAPDH的CT值计算相对表

达量. CXCR4与GAPDH引物序列同上. 
1.2.4 Western blot: 使用裂解液裂解细胞, 收集

样品蛋白. 取蛋白20 μg, 加入适量浓缩的SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液, 沸水浴加热3-5 min, 以
充分变性蛋白. 冷却到室温后, 把蛋白样品直接

上样到SDS-PAGE胶加样孔内, 进行凝胶电泳. 
常规转膜. 将膜洗涤后, 用真空泵吸净洗涤液. 
加入封闭液, 4℃过夜. 按1∶1000稀释CXCR4多
克隆抗体(武汉博士得公司). 用真空泵吸净封闭

液, 加入一抗. 4℃孵育过夜. 按1∶1000稀释加

辣根过氧化物酶标记兔抗羊Ⅱ抗(武汉博士得公

司). 吸净洗涤液以后, 加入二抗, 4℃孵育1 h.
统计学处理 统计分析采用SPSS13.0进行. 

肿瘤组织与癌旁正常组织之间比较采用Mann-
Whitney U-test. 采用Fisher's exact检验分析

CXCR4表达与胃癌患者临床病理特征之间的相

关性. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 CXCR4在胃肠道肿瘤标本及其癌旁正常组

织标本中的表达 采用Real-time PCR对CXCR4 
mRNA在胃肠道肿瘤组织及癌旁正常组织中的

表达状态进行检测. 结果显示CXCR4 mRNA在

结直肠癌组织中表达显著高于癌旁正常组织, 
两者相差14.4倍(P <0.001). CXCR4 mRNA在胃

癌组织中表达亦显著高于癌旁正常组织, 两者

相差9.8倍(P <0.001, 图1).
2.2 CXCR4在胃肠道肿瘤细胞系中的表达 采用

RT-PCR技术对CXCR4 mRNA在胃肠道肿瘤细

胞系HT-29、SW-480、SGC-7901和AGS中表

达情况进行检测. 结果显示CXCR4在这些肿瘤

细胞中均有明显表达(图2). 采用Western blot技

www.wjgnet.com
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术对CXCR4蛋白在胃肠道肿瘤细胞系HT-29、
SW-480、SGC-7901和AGS中表达情况进行检

测. 结果显示CXCR4蛋白在这些肿瘤细胞中亦

均有明显表达(图3).
2.3 CXCR4表达与胃癌临床病理特征之间的相

关性 肿瘤组织中CXCR4 mRNA表达水平为正

常组织平均CXCR4 mRNA表达水平5倍以上时

被定义为CXCR4表达阳性. 采用Fisher's检验, 我
们对CXCR4表达与胃癌患者的临床病理特征之

间的相关性进行分析. 按诊断时年龄进行年龄

分组, >50为一组, ≤50为一组; 淋巴结转移状况

按是否有转移进行分组; 在肿瘤分期上, 将T1和
T2分为一组, T3和T4分为另一组; 组织类型上肠

型为一组, 弥漫型为另一组. 结果显示, CXCR4
表达与胃癌患者年龄、性别及组织类型均无相

关性, 而与肿瘤分期(P  = 0.01)、淋巴结转移情

况(P = 0.02)具有相关性(表1).

3  讨论

胃肠道肿瘤是人类常见的肿瘤之一, 在我国一

直具有较高的发病率和致死率. 胃肠道恶性肿

瘤发病的分子机制非常复杂, 涉及到多重基因

突变或表达改变, 其中包括抑癌基因失活和原

癌基因激活等. 这些基因表达改变导致细胞增

殖过度和凋亡减弱, 从而导致细胞出现失控性

生长. 在临床上, 部分胃肠道恶性肿瘤较早出现

转移, 进展迅速, 增加了治疗难度, 导致预后不

良. 研究发现, 这些肿瘤细胞表面常常出现了部

分趋化因子或趋化因子受体的过度表达, 提示

这些趋化因子及其受体参与了胃肠道肿瘤的发

展过程. 
趋化因子受体家族根据氨基酸序列可分为

四种类型, 即CR, CCR, CXCR和CX3CR. 由于

白细胞对某种特殊趋化因子的反应能力依赖

于其细胞表面所表达的趋化因子受体. 在趋化

因子受体作用下, 白细胞向趋化因子所在部位

进行运动, 参与炎症的发展过程. 近些年研究发

现, 肿瘤细胞表面亦可表达趋化因子受体, 这些

受体包括CXCR4、CXCR3[11-12]、CCR10[13]、

CCR9[14-15]、CCR7、CCR4[16]和CCR3[17]等. 其中

CXCR4的研究最为广泛, 其已被发现参与了多

种肿瘤的发病过程. 研究显示CCL21(一种CCR7
配体)和CXCL12(一种CXCR4配体)在淋巴结、

肺和肝脏等组织中高度表达, 故表达CCR7和
CXCR4的肿瘤常常转移到这些部位. 

在本研究中 ,  我们对C X C R4在胃肠道肿

瘤中的表达情况进行了研究. 我们采用即时定

表 1 胃癌患者CXCR4表达与临床病理特征相关性

     
因素                                n       CXCR4(+)    P

性别     0.32

    男     21           15  

    女       9             6

年龄(诊断时)         0.29

    >50     18           12  

    ≤50     12             9

分期     0.01

    T1T2     12             5  

    T3T4     18           16

淋巴结转移情况    0.02

    N0     13             6  

    N1-N3     17           15

组织类型     0.27

    肠型     11             7   

    弥漫型     19           14

1           2            3           4

CXCR4

GAPDH

图 2 CXCR4 mRNA在细胞系中表达. 1: HT-29; 2: SW- 

480; 3: SGC-7901; AGS; 4: β-actin.

图 3 CXCR4蛋白在细胞系中的表达. HT-29 1: HT-29; 2: 

SW-480; 3: SGC-7901; AGS; 4: β-actin.

1                2              3             4

CXCR4

β-actin

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

CX
CR

4/
G

AD
PH

 m
R
N

A

b

肿瘤组织
正常组织

结直肠                               胃

图 1 CXCR4 mRNA在肿瘤组织和癌旁正常组织中的表达. 
bP<0.001 vs  正常组织.
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量P C R对肿瘤组织及其配对的癌旁正常组织

中CXCR4 mRNA进行了定量检测. 结果显示

CXCR4在结直肠癌组织标本及胃癌组织标本

中均出现过度表达, 其表达量均显著高于其配

对的癌旁正常组织. 同时在对部分结肠癌及胃

癌细胞系的研究中亦发现, CXCR4 mRNA和

CXCR4蛋白在这些胃肠道肿瘤细胞系中均存在

明显表达. 在对CXCR4表达与胃癌患者临床病

理特征之间的相关性分析中发现, CXCR4表达

与胃癌患者分期及淋巴结转移中具有相关性. 
综合以上结果显示, CXCR4在胃肠道肿瘤中存

在过度表达. 结果提示CXCR4的过度表达, 可能

促进胃肠道肿瘤较早发生转移, 从而加速了胃

肠道肿瘤的进展过程. 
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic efficacy of 
entecavir in chronic HBV-infected patients.

METHODS: A total of 30 chronic HBV-infected 
patients in our hospital were treated with 0.5mg 
per day. Levels of HBV DNA and ALT were 
measured before treatment and on 4, 12, 24 
weeks after treatment. At the same time, hy-
aluronic acid (HA), laminin (LN), procollagen 
TypeⅢ (PCⅢ) and collagen typeⅣ (CⅣ) were 
also determined.

RESULTS: HBV DNA was decreased signifi-
cantly after treatment for 4, 12, 24 weeks (F = 
47.79, P < 0.05).The recovery rate of ALT was 
also improved. Seroconversion occurred to 3 
cases of 18 patients with HBsAg(+). Significant 
differences were observed in the levels of LN 
and HA after treatment, with remarkable dif-

ference at 12 weeks and 24 weeks after treat-
ment (F = 2.73, 2.79, both P < 0.05). CIV was 
decreased significantly after treatment for 24 
weeks. (F = 3.03, P < 0.05). The level of PCⅢ 
was decreased, but the difference was not sta-
tistically different.

CONCLUSION: Entecavir can effectively inhibit 
the HBV replication, improve liver function, 
decrease the levels of LN, HA, PCⅢ, CⅣ, and 
alleviate liver fibrosis.

Key Words: Entecavir; Chronic hepatitis B; Hy-
aluronic acid; Laminin; Procollagen type Ⅲ; Colla-
gen type Ⅳ
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in chronic HBV-infected patients: an analysis of 30 cases. 
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摘要
目的: 观察慢性乙型肝炎患者应用恩替卡韦
治疗后的临床疗效. 

方法: 2007-2008年来我院就诊的慢性乙型肝
炎患者30例, 给予恩替卡韦0.5 mg/d, 观察治疗
前及治疗后4、12、24 wk HBV DNA和ALT, 
同时检测血清肝纤维化指标即透明质酸, 层黏
连蛋白, 前胶原蛋白Ⅲ, 胶原蛋白Ⅳ. 

结果: 治疗后4、12、24 wk HBV DNA与治疗
前相比明显下降(F  = 47.79, P <0.05), 同时随着
时间延长, HBV DNA逐渐下降, ALT复常率逐
渐增加; 18例HBsAg(+)患者中3例发生血清学
转换; 血清LN、HA、PCⅢ、CⅣ水平治疗后
较治疗前下降, LN、HA于12、24 wk下降明
显(F  = 2.73, 2.79, 均P <0.05), CⅣ于治疗后24 
wk下降明显(F  = 3.03, P <0.05), 而PCⅢ在观察
期间虽然下降, 但无统计学差异.

结论: 慢性乙型肝炎患者服用恩替卡韦后能
有效抑制病毒复制 ,改善肝功能 ,  降低血清
LN、HA、PCⅢ、CⅣ水平, 减轻肝纤维化.

关键词: 恩替卡韦; 慢性乙型肝炎; 透明质酸; 层黏

连蛋白; 前胶原蛋白Ⅲ; 胶原蛋白Ⅳ
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化, 进而发展为肝
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药物主要有干扰
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韦是新一代的核
苷类似物, 已在临
床上得到广泛应
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0  引言

乙型肝炎病毒感染是一个全球性的健康问题, 
至2000年已有4亿或5%的世界人口现行慢性感

染[1], 随着慢性乙型肝炎患者病情的进展, 可出

现肝纤维化, 进而发展为肝硬化. 目前抗病毒药

物主要有干扰素和核苷类似物两大类, 而恩替

卡韦是新一代的核苷类似物, 已在临床上得到

广泛应用. 本文对恩替卡韦治疗的慢性乙型肝

炎患者进行治疗前HBV DNA、ALT及血清肝纤

维化指标的观察, 旨在探讨恩替卡韦对慢性乙

型肝炎患者的临床疗效, 及对肝纤维化是否具

有防治作用, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2007-2008年于我院就诊的慢性乙型肝

炎患者30例, 诊断符合2000-09(西安)第十次全

国病毒性肝炎与肝病学术会议修订的《病毒性

肝炎防治方案》中慢性乙型肝炎的诊断标准, 
其中男27例, 女3例, 年龄21-57岁. 所有病例在

筛选前12 mo内未接受抗病毒治疗及免疫调节

剂.排除标准: 患有丙型肝炎、丁型肝炎或其他

类型的肝脏疾患者, 有酒精性、自身免疫性或

胆汁淤积性肝病者, 近期(24 wk)内有胰腺炎, 胆
囊结石病史者均予以排除.
1.2 方法 入选患者均给予恩替卡韦0.5 mg/d, 观
察治疗前及治疗后4、12、24 wk HBV DNA和

肝功, 同时检测血清LN、HA、PCⅢ、PCⅣ水

平变化.
统计学处理 用SPSS11.5软件进行方差分析.

2  结果

2.1 治疗前后HBV DNA(log10 拷贝/mL, mean
±SD)比较 治疗后4、12、24 wk与治疗前相比

均有统计学差异(F  = 47.79, P <0.05), ALT复常

率(%): 4、12、24 wk分别为16.67%、53.33%、

86.67%. 治疗期间总体呈现随着治疗时间延长, 
HBV DNA下降, ALT得到改善(表1).
2.2 血清LN、HA、CⅣ、PCⅢ水平的变化 入选

患者经治疗后血清LN、HA、CⅣ、PCⅢ水平

与治疗前相比平均值均有下降, LN、HA于12、
24 wk下降明显, 有显著统计学差异(F  = 2.73, F  = 
2.79, P <0.05), PCⅣ则于24 wk下降明显, 有显著
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统计学差异(F  = 3.03, P <0.05), 而PCⅢ在观察期

间虽然下降, 但无统计学差异(F  = 0.831, P >0.05, 
表2).

3  讨论

恩替卡韦是新一代的核苷类似物, 经口服吸收

进入肝细胞后, 通过磷酸化作用成为二磷酸和

三磷酸恩替卡韦, 以后者为主并且后者是恩替

卡韦在肝细胞内抑制HBV DNA聚合酶的活性

形式, 三磷酸恩替卡韦的半衰期为14-15 h, 作用

较持久[2], 与HBV多聚酶的天然底物三磷酸脱

氧鸟嘌呤核苷竞争, 通过三个方面对HBV的复

制进行抑制: 聚合酶的引发, 负链的逆转录及正

链的DNA复制[3]. 我们的结果显示, 治疗后HBV 
DNA(log10 拷贝/mL, mean±SD)比治疗前明显

下降, 在治疗期间18例HbeAg(+)患者有3例发生

血清学转换, 且随着治疗时间延长, HBV DNA
下降, ALT复常率增加, 这与姚光弼 et al [4]研究

结果一致. 同时我们对肝纤维化指标检测的结

果显示: 治疗后LN、HA、CⅣ、PCⅢ水平较治

疗前明显下降, LN、HA于12、24 wk有显著性

统计学差异(P <0.05), CⅣ于24 wk有显著性统计

学差异(P <0.05), PCⅢ在观察期间也不断下降, 
但无统计学差异(P >0.05), 进一步相关分析发现

HBV DNA与肝血清纤维化指标之间无相关性, 
与报道[5-6]不一致, 这可能与入选病例组织炎性

分级、以及观察样本尚小和观察时间尚短有关

可能与观察样本尚小或者观察时间有关. 
慢性乙型肝炎是乙型肝炎病毒感染最重要

的过程和结局之一, 肝脏纤维化是慢性乙型肝

炎向肝硬化发展的前奏和必经环节[7-8]. 因此肝

纤维化的及时诊断和治疗对防治慢性乙型肝炎

患者进展为肝硬化具有重要的意义. 传统的肝

纤维化程度的诊断主要依赖于肝穿刺病理活检, 
但因其创伤性大且难以动态观察而存在局限性. 
在全国第十三次全国病毒性肝炎及肝病会议

上, 无创性的肝纤维化诊断成为会议的焦点. 施
光峰提到可以根据血清标志物来判断肝纤维化

情况. 直接标志物来源于肝细胞质, 如透明质酸, 
胶原蛋白Ⅳ, Ⅲ型前胶原蛋白, Ⅳ前胶原蛋白C
肽, Ⅳ前胶原蛋白C肽, Ⅳ前胶原蛋白N肽, 细胞

质金属蛋白酶等, 现在常采用多个指标联合评

价肝纤维化情况. 有作者认为慢性乙型肝炎患

者血清中LN、HA、PCⅢ、CⅣ的水平可以反

映肝纤维化程度. 血清肝纤维化标志物水平、

肝组织纤维化程度及炎性反应活动度之间有良

www.wjgnet.com
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治慢性乙型肝炎
患者进展为肝硬
化具有重要的意
义.
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好的相关性, 与肝脏损害程度及肝组织纤维化

发展的阶段性密切相关[9], 其中HA和LN不但反

映肝脏纤维化和炎症性改变, 亦能监测炎症和

肝纤维化的进展[10]. 因此, 检测血清肝纤维化指

标的含量可以客观地推测肝细胞损伤及纤维化

程度.
肝纤维化是一个动态的过程, 涉及细胞、

细胞因子、细胞外基质之间的复杂变化 [11-13]. 
HBV靶向损伤肝细胞, 产生释放纤维性介质, 并
诱导炎症细胞入肝, 损伤的肝细胞凋亡, 刺激

肝成纤维细胞产生纤维活性. 炎症细胞激活肝

星状细胞分泌胶原, 因而炎症细胞和产生纤维

的细胞相互刺激形成恶性循环, 结果是肝脏的

细胞外基质产生超过降解, 从而使过多的细胞

外基质沉积在肝脏组织中, 导致肝脏正常结构

的破坏与重建, 形成肝纤维化[14]. 因此患者血清

HBV持续复制活跃和肝脏炎症坏死是慢性乙型

肝炎进展至肝硬化的主要决定因素[15]. 有临床试

验表明: 一些阻断肝纤维化的药物, 目的为除去

原发性的肝损伤, 抑制肝星状细胞的激活或促

使其死亡以及基质降解, 最有效的治疗为除去

病因[16]. 通过有效抑制乙肝病毒复制或清除病毒

后患者病情持续性缓解, 即HBeAg血清学转换

及HBV DNA<104 copies/mL不仅可减缓肝纤维

化的进展, 还可降低肝纤维化的程度[17]. 我们的

结果提示恩替卡韦能有效抑制HBV复制, 同时,
通过减轻肝细胞的炎性坏死, 从而间断阻断肝

纤维化形成, 甚至可以防治乙肝病毒引起的肝

硬化. 
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Abstract
AIM: To evaluate the leakage rate and to identify 
risk factors after anterior resection for rectal 
cancer.

METHODS: During February 1998 and May 
2007, 518 patients underwent anterior resection 
in our hospital. We performed a retrospective 
study to identify risk factors for anastomotic 
leakage.

RESULTS: In our patients, the anastomic leak 
rate was 9.2% (48 of 518 patients). The risk fac-
tors for anastomotic leakage after anterior resec-
tion included age > 65 years old, albumin level 
less than 35 g/L, diabetes medical history, ab-
sence of a protective stoma and tumor diameter 
> 30 mm.

CONCLUSION: For patients with high risk fac-

tors for anastomotic leakage, a protective stoma 
significantly decreases the rate of clinical leaks 
and subsequent reoperation after low anterior 
resection.

Key Words: Anastomotic leakage; Anterior resec-
tion for rectal cancer; Risk factors

He N, Cao JQ, Zhu PQ, Wang ML, Xiong BX. Risk factors 
for anastomotic leakage after anterior resection for rectal 
cancer: an analysis of 518 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(4): 429-432

摘要
目的: 探讨直肠癌前切除手术术后吻合口漏
的发生率和危险因素. 

方法: 回顾性分析1998-02/2007-05我院行直肠
癌前切除手术患者518例的病例资料, 探讨直
肠癌前切除手术术后吻合口漏发生率的危险
因素.  

结果: 518例直肠癌前切除术后共发生吻合口
漏48例, 发生率9.2%(48/518). 患者年龄>65
岁、术前血清白蛋白<35 g/L、术前有糖尿病
病史、术中没有行保护性近端肠造瘘、肿瘤
病灶直径>30 mm是患者术后发生吻合口漏的
危险因素.

结论: 对于存在上述吻合口漏风险因素的患
者, 行保护性近端肠造瘘能够减低了吻合口漏
的发生率.

关键词: 吻合口漏; 直肠癌前切除术; 风险因素

何楠, 曹家庆, 朱培谦, 王梦龙, 熊炳贤. 直肠癌前切除手术术

后吻合口漏的风险因素分析. 世界华人消化杂志  2009; 17(4): 

429-432
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0  引言

吻合口漏是直肠癌低位前切除术的最严重的并

发症之一, 随着直肠全系膜切除(total mesorectal 
excision, TME)作为直肠癌治疗的标准手术应用

以及患者对保肛要求的增加使直肠癌前切除手
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■背景资料
术后发生吻合口
漏是影响手术效
果的重要原因. 本
文通过分析引起
术后吻合口漏的
风险因素, 以采取
相应的应对措施
来降低其发生率. 

■同行评议者
曹杰 ,  主任医师 , 
广州医学院附属
广州市第一人民
医院胃肠外科; 刘
连新, 教授, 哈尔
滨医科大学第一
临床医学院普通
外科



术例数明显增多, 但是术后吻合口漏的发生率

保持在2.8%-15%左右[1]成为影响手术效果的重

要原因. 本文回顾性分析了我院1998-02/2007-05 
518例行直肠癌前切除手术的资料, 旨在分析引

起术后吻合口漏的风险因素, 以采取相应的应

对措施来降低其发生率. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析了自1998-02/2007-05在南

昌大学第二附属医院胃肠外科手术的直肠癌病

例资料. 共有518例患者资料符合要求, 入选病

例必须同时满足下述条件: (1)肿瘤下端距肛缘

5-14 cm. (2)施行了TME技术的直肠癌前切除术. 
(3)所有的病例均行术前肠镜检查并病理确诊为

腺癌, 均未发现术前远处转移, 均未给予术前辅

助放化疗.
1.2 方法 
1.2.1 手术: 均由胃肠外科具有正高职称以上的

医师施行, 经中下腹绕脐的正中切口进腹, 根部

结扎肠系膜下动脉, 但保留左结肠动脉, 游离降

结肠、结肠脾曲以减少吻合张力, 采用尖头电

刀直视下分离, 辨认和保留腹下神经, 锐性分离

骶前间隙, 电刀切断两侧的直肠侧韧带, 直肠前

方在Denonvilliers筋膜前间隙内用电刀分离, 将
直肠一周均分离至提肛肌平面, 直角钳夹闭肿

瘤下方肠管后, 经肛门用1000 mL生理盐水冲洗

远端直肠腔. 行低位结肠直肠或结肠肛管吻合, 
吻合方式包括吻合器吻合和手工缝合均按常规

操作. 术后于吻合口周围放置双套管引流7-15 d. 
1.2.2 吻合口漏的诊断: 吻合口漏多发生在术后

10-13 d, 患者出现发热、下腹痛, 有腹膜炎、直

肠阴道漏的表现, 引流管引流液突然增多, 且有

气体、粪便或肠内容物排出, 造影剂灌肠X线检

查可帮助确诊. 
1.2.3 危险因素的分析: 危险因素包括临床因素

(年龄、性别、术前血红蛋白浓度、术前白蛋白

浓度、术前有无糖尿病病史、手工缝合或吻合

器吻合、保护性近端肠造瘘)和肿瘤因素(肿瘤

的分化程度、肿瘤下端距肛缘的距离、肿瘤的

直径、肿瘤的T分级、肿瘤的淋巴结转移情况), 
对其进行分析.

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行

数据处理, 用c2检验分析各组间发生率的差异, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 患者的临床因素对直肠癌前切除手术术后
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吻合口漏发生率的影响 518例共发生吻合口漏

者48例(9.2%, 48/518). 男308例中发生吻合口漏

32例(10.3%, 32/308), 女210例中发生吻合口漏

16例(7.6%, 16/210), 差异无统计学意义(P >0.05, 
表1).

年龄28-86(平均55.3)岁; 其中>65岁152例, 
发生吻合口漏为22例(14.5%, 22/152); ≤65岁
366例, 发生吻合口漏26例(7.1%, 26/366), 差异

有统计学意义(P <0.05). 其他因素像术前有糖尿

病、血清白蛋白浓度<35 g/L、术中没有行保护

性近端肠造瘘对术后吻合口漏发生率均有影响

(P <0.05). 术前血红蛋白浓度及肠吻合方式对吻

合口漏的发生率没有影响(P >0.05).
2.2 患者的肿瘤因素对直肠癌前切除手术术后

吻合口漏发生率的影响 高分化患者122例, 发
生吻合口漏11例(9.0%, 11/122); 中分化患者311
例, 发生吻合口漏25例(8.0%, 25/311); 低分化患

者85例, 发生吻合口漏12例(14.1%, 14/85), 差异

没有统计学意义(P >0.05). 肿瘤病灶直径<30 mm 
158例, 发生吻合口漏8例(5.1%, 8/158); 肿瘤病

灶直径在30-50 mm之间210例, 发生吻合口漏27
例(12.8%, 27/210); 肿瘤病灶直径≥50 mm 150
例, 发生吻合口漏13例(8.6%, 13/150), 差异有统

www.wjgnet.com

■相关报道
国内董新舒 et al
报道915例直肠癌
前切除术后并发
症, 认为吻合口漏
的发生有全身及
局部两方面的因
素. 全身因素即性
别、贫血、低蛋
白; 局部因素有术
前肠道准备不充
分、远近切端肠
管血运不良、吻
合口张力过大、

吻合器使用不当.

表 1 患者的临床因素对直肠癌前切除手术术后吻合口
漏发生率的影响

     
临床因素            n        吻合口漏n (%)   P

性别    

    男         308          32(10.3) 

    女         210          16(7.6)          0.286

年龄(岁)   

    ≤65         366          26(7.1) 

    >65         152          22(14.5)        0.008

术前血清白蛋白(g/L)    

    ≥35         382          29(7.5) 

    <35         136          19(13.9)        0.028

术前血清血红蛋白(g/L)   

    ≥100         343          27(7.8) 

    <100         175          21(12.0)        0.125

术前有无糖尿病    

    有           48            9(18.8) 

    无         470          39(8.2)          0.017

吻合方式    

    手工缝合        112            7(6.3) 

    吻合器吻合        406          41(10.1)        0.214

保护性近端肠造瘘    

    有         130            6(4.6) 

    无         388          42(10.8)        0.035
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计学意义(P <0.05). 其他因素像肿瘤下端距肛缘

的距离、肿瘤T分级及肿瘤淋巴结转移情况对

术后吻合口漏的发生率均无影响(P >0.05, 表2).

3  讨论

本文分析了可能影响直肠癌前切除手术术后吻

合口漏发生率的12个相关因素, 发现患者年龄

>65岁、术前血清白蛋白<35 g/L、术前有糖尿

病病史、术中没有行保护性近端肠造瘘、肿瘤

病灶直径>30 mm是患者术后发生吻合口漏的危

险因素. 
老年患者的重要器官功能常发生退行性变, 

代偿能力和免疫功能下降, 生理储备功能不足, 
对手术的耐受力下降. 血清白蛋白<35 g/L是营

养不良的重要标志, 直肠癌的患者术前经常存

在着蛋白质-热量缺乏性营养不良, 其原因可能

与肿瘤引起的消化系梗阻、胃肠道功能紊乱及

肿瘤引起的神经内分泌紊乱、代谢紊乱导致的

恶病质有关. 糖尿病影响蛋白质、脂肪、氨基

酸代谢, 成纤维细胞功能下降, 影响术后吻合口

生长. 在我们的研究中这些因素均使术后吻合

口的发生率增高, 因此术前我们应采取相应的

措施如改善老年患者的心肺功能, 调整血糖及

血压水平, 纠正异常的生理指标, 对营养不良的

患者给予营养支持治疗对防止术后吻合口漏有

积极的作用. 
肿瘤因素中肿瘤病灶直径大者与术后吻合

口漏发生率增高有相关性. Alves et al [2]和Rullier 
et al [3]认为巨大肿瘤切除手术操作困难是吻合口

漏的主要风险因素. 这种情况尤其多见于合并

有心血管病的老年患者. Moran和Heald[4]认为吻

合口漏的主要原因是难以达到合适的解剖位置

和不良的血供带来的手术困难及巨大肿瘤的切

除等. 我们分析认为可能是因为肿瘤直径大的

患者病程长、全身情况差、加上肿瘤大手术剥

离和切除组织多导致局部组织的张力增加和微

循环血供不良等多方面原因造成了吻合口漏发

生率增加. 另外中低位直肠癌的低位吻合会增

加吻合口漏的发生率, Vignali et al [5]报告吻合口

距肛缘7 cm以上和以下者漏的发生率分别为1%
和7.7%, 本文比较了距肛缘不同距离的直肠癌

切除术后吻合口漏的发生率, 低位组(肿瘤下端

距肛缘距离<7 cm)吻合口漏的发生率明显高于

中高位组. Law et al [6]分析了吻合口漏的危险因

素, 发现预防性肠造瘘和性别是吻合口漏的主

要影响因素. 我们和赵广法 et al [7]均未发现性别

与吻合口漏的发生有相关性. 但是从我们的资

料分析显示保护性近端肠造瘘能够减低吻合口

漏的发生率, 并且已行保护性近端肠造瘘患者

发生的吻合口漏病情也相对较轻. 另外Konishi 
et al [8]和Law et al [6]报道中也提到保护性近端肠

造瘘患者的吻合口漏再次手术率和术后死亡率

明显降低. 虽然保护性近端肠造瘘有上述的优

点, 他是否应该常规使用却一直是争论的焦点. 
因为保护性近端肠造瘘的患者的住院时间延长

和住院费用增加[9],  肠造瘘患者还面临着第2次
手术, 行肠造瘘术和造瘘还纳时也有可能发生

并发症甚至是导致死亡[10]等等. 
总之, 老年患者、低蛋白血症、糖尿病史和

肿瘤病灶直径大是直肠癌前切除手术术后发生

吻合口漏的危险因素, 保护性近端肠造瘘能够

有效减低吻合口漏的发生率和减轻症状, 但他

也有风险及增加患者住院时间和费用. 所以外

科医生在治疗时应综合考虑这些因素, 加强围

手术期的营养支持, 提高对手术的耐受性, 对术

前一般情况差、年纪大、有糖尿病病史和肿瘤

直径大手术操作困难或合并低位吻合的患者可

给予行保护性近端肠造瘘.
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Abstract
AIM: To explore the roles of nuclear microsatellite 
instability (nMSI) and mitochondrial microsatellite 
instability (mtMSI) in the pathogenesis of 
colorectal cancer and their relationship.

METHODS: mtMSI was detected by using direct 
sequencing analysis, and nMSI by microsatellite 
scan method. Relationship between the positive 
incidence of mtMSI  and nMSI was analyzed.

RESULTS: Forty cases with colorectal cancers 
were studied for mtMSI and nMSI. The mtMSI 
in at least one locus was detected in 11 out of 40 
(27.5%) cases. Out of the 11 cases with mtMSI, 9 
showed mtMSI at one locus (17.5%) and 2 at 11 
loci (5%), but none at more than three loci. The 
nMSI at BAT25, BAT26 were detected in 9 out of 
40 (22.5%) cases. mtMSI was found not to be as-

sociated with sex, age, subsite or TNM stage (P 
> 0.05). mtMSI was significantly correlated with 
nMSI (P < 0.05).

CONCLUSION: mtMSI may be involved in the 
carcinogenesis of some colorectal cancer, and 
mtMSI is associated with nMSI.

Key Words: Colorectal cancer; Mitochondrial; Mic-
rosatellite instability

Cui HH, Han Y, Wang JH, Cao JB, Li SJ, Yang XY, Fan 
RY. Nuclear and mitochondrial microsatellite instability 
in colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(4): 433-436

摘要
目的: 探讨细胞核和线粒体DNA微卫星不稳
在大肠癌发生中的作用及两者的关系. 

方法:  直接测序法检测大肠癌线粒体控制
区DNA微卫星不稳定位点(mi tochondr i a l 
microsatellite instability, mtMSI); 微卫星扫描方
法检测细胞核BAT25、BAT26微卫星位点不
稳定性(nucle-ar microsatellite instability, nMSI). 
分析大肠癌mtMSI发生率在性别、年龄、部
位、分级各组间以及与nMSI的相关性. 

结果: 40份大肠癌组织检出m t M S I 11例
(27.5%), 其中仅1个微卫星位点mtMSI阳性者
11份(17.5%), 有2个微卫星位点mtMSI阳性者
2例(5%). 有9份于BAT25或BAT26位点检出
nMSI, 阳性率为22.5%. 大肠癌mtMSI发生率在
性别、年龄、部位、分级各组间无显著性差
异(P>0.05), 但与nMSI有显著相关性(P<0.05). 

结论: mtMSI在部分大肠癌的发生中起重要作
用, 大肠癌mtMSI与nMSI有相关性.

关键词: 大肠癌; 线粒体; 微卫星不稳定
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■背景资料
线粒体微卫星不
稳定的产生可能
导致整个基因组
不稳定, 基因组随
机突变率增高, 有
可能增加某些靶
基因编码区中重
复序列的突变率, 
导致肿瘤的发生.

■同行评议者
杜 雅 菊 ,  主 任 医
师, 哈尔滨医科大
学附属第二医院
消 化 内 科 ;  关 玉
盘, 教授, 首都医
科大学附属北京
朝阳医院消化科



0  引言

线粒体是细胞独特而重要的细胞器 ,  过去认

为他只是人体的“能量供应站” .  线粒体

DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)独立于细胞

核DNA之外, 能独立进行复制、转录和翻译. 由
于真核细胞线粒体DNA几乎均是小于20 kb的
闭环分子, 与核基因组相比, 其分子质量小, 缺
乏组蛋白保护, 易受致癌物攻击, 且其缺乏损伤

修复系统, 因此是致癌物的重要靶点. 此外, 人
体内90%以上的氧直接与线粒体的电子传递体

系-呼吸链相联系 .  大量的自由基在有氧代谢

过程中不断地产生, 由于线粒体内氧浓度很高, 
易产生自由基及过氧化氢等物质, 他本身又不

能合成谷胱甘肽而将这些过氧化物有效地清

除, 因此线粒体及mtDNA易受氧化性损伤. 线
粒体受损以后可通过改变细胞能量产生, 提高

线粒体氧化压力, 引起线粒体表达异常和/或调

控凋亡失控等途径, 影响细胞的生物学行为[1]. 
关于线粒体DNA微卫星不稳定(mitochondrial 
microsatel l i te instabil i ty, mtMSI)在大肠癌

(colorectal cancer, CRC)发生中的作用, 以及他

与核DNA微卫星不稳定(nuclear microsatellite 
instability, nMSI)的关系, 尚缺乏深入研究. 本研

究采用直接测序及微卫星扫描的方法, 检测了大

肠癌组织mtMSI和nMSI, 以期阐明其在CRC发生

中的作用, 从另一角度揭示大肠癌的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2008-01/2008-06手术切除的大

肠癌组织40例, 其中男26例, 女14例, 年龄27-84(平
均56)岁. 取材后部分标本用40 g/L甲醛固定, 其余

立即放置于-80℃超低温冰箱保存备用. 将固定的

大肠癌及距肿瘤1 cm以上正常黏膜连续冰冻切片

20张(5 μm), HE染色, 显微镜下观察, 证实大肠癌

组织中肿瘤细胞占70%以上. 全部患者术前均未

接受放射治疗和化学治疗. 大肠癌及正常基因组

DNA的提取采取酚/氯仿异戊醇提取法.
1.2 方法 
1.2.1 mtMSI的检测: 采用PCR为基础的方法扩增

mtDNA微卫星序列, D-环区的PCR扩增上游引

物(nt 15791-15810): 5'-ATCATTGGACAAGTA
GCATC-3', 下游引物(nt 725-706): 5'-GGTGAA- 
CTCACTGGAACGGG-3'. 由上海英俊公司合成. 
PCR的反应体积是20 μL. 包括各1 μL的两种引

物(20 pmol/μL), 5 μL的10×PCR缓冲液, 4 μL的
dNTPs(2.5 mmol/L), Mg2+ 3 μL(25 mmol/L), 0.5 
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μL的LATaq DNA聚合酶(5 U/μL)和100 ng的组

织, 其余用水补足. 用PCR仪(Thermal cycle 2720, 
applied bio-systems美国)进行反应. 起始变性温

度94℃, 5 min, 以下过程进行35个循环, 变性温

度94℃, 时间45 s; 复性温度56℃, 时间45 s; 延伸

温度72℃, 时间90 s; 结束延伸温度72℃, 时间7 
min. 取2 μL的反应产物, 在10 g/L的琼脂糖凝胶

上电泳, 确定D-环区成功扩增并拍照. 设计3条测

序引物: 5'-AAA ATA CTC AAA TGG GCC TGT 
C-3'; 5'-AGT CAA ATC CCT TCT CGT CC-3'; 
5'-TTT GAT TCC TGC CTC ATT CT-3'. 测序结果

行序列拼接, 并采用ClustralW 1.83和BioEdit软件

与人线粒体DNA文库中的序列进行比对.
1.2.2 n M S I的检测: 选择微卫星位点B a t-25 
(FAM)Forward: 5'-TCG CCT CCA AGA ATG 
TAA GT-3', Reverse: 5'-TCT GCA TTT TAA CTA 
TGG CTC-3', 片段大小120 bp, 位点4q12/C-kit; 
Bat-26(FAM)Forward: 5'-TGA CTA CTT TTG 
ACT TCA GCC-3', Reverse: 5'-AAC CAT TCA 
ACA TTT TTA ACC C-3'片段大小116 bp, 位点: 
2P16.3/hMSH2. 引物序列参照[2], 由上海英俊

公司合成. 荧光PCR反应体积20 μL, 包括10×
缓冲液, 1.5 mmol/L MgCl2, 200 μmol/L dNTP, 上
下游引物各0.5 μmol/L,  0.75 U Taq DNA多聚酶

(大连宝生物公司)和100 ng基因组DNA. PCR反
应条件为起始变性温度94℃, 5 min, 以下过程

94℃1 min, 57℃ 1 min, 72℃ 1 min, 35个循环, 
最后72℃延伸10 min. 变性后产物经ABIPRISM 
3730(Applied Biosystems)毛细管电泳45 min. 
Datacollection软件自动进行数据收集和处理,  并
生成原始的样品数据文件. GeneMarker分析软件

对配对产物数据自动分析检测nMSI阳性率.
统计学处理 采用软件SPSS16.0进行χ2检验.

2  结果

2.1 mtMSI检测结果 将310、514、16 184三个微

卫星位点综合分析, 40例样本中有11例(27.5%)表
现为mtMSI. 其中仅D310位点mtMSI阳性者11例, 
有D310, D514位点mtMSI阳性者2例, D16184位点

未检出阳性. 310位点突变明显高于514及16 184
位点. 同质性突变3个, 异质性突变8个(图1).

根据患者性别、年龄、统计结果显示, 大
肠癌mtMSI发生率在性别、年龄、部位、分级

各组间无显著性差异(P >0.05), 但与nMSI有显著

相关性(χ2 = 8.935, P  = 0.003, 表1).
2.2 n M S I检测结果  通过P C R扩增B AT25、

www.wjgnet.com

■相关报道
研究发现, 核基因
不稳定是导致遗
传性大肠癌的重
要原因, 核基因不
稳定是由于错配
修复基因的突变
引起的, 他可能也
是导致线粒体基
因微卫星不稳定
的原因.

■创新盘点
随着对线粒体与
肿瘤关系的研究
越来越深入, 近年
来人们开始注意
mtMSI与肿瘤的
发生发展的相互
关系. 本研究利用
直接测序及微卫
星扫描的方法检
测大肠癌患者细
胞核与线粒体微
卫星不稳定之间
的关系, 从而探讨
线粒体突变与大
肠癌的关系. 
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BAT26位点, 40例大肠癌中有9例MSI, 阳性率为

22.5%, 其中BAT25和BAT26同时阳性1例, 其余

均为BAT26阳性.

3  讨论

在我国大肠癌发病率逐年上升, 随着对线粒体与

肿瘤关系的研究越来越深入, 近年来人们开始

注意mtMSI与肿瘤的发生发展的相互关系[3-4]. 很
多疾病的发生均与线粒体结构和功能缺陷有关, 
因此有人将这些疾病统称为线粒体疾病[5-6]. 基
因不稳在肿瘤的发生中起重要作用, 包括核基

因组不稳和线粒体微卫星不稳定性. 滑行错配

(slipped-strand misparing, SSM)、氧化物损伤和

有限的自我修复能力是导致线粒体基因组不稳

定性(mitochondrial genome instability, mtGI)发生

的原因. 线粒体MSI(mitochondrial microsatellite 
instability, mtMSI)被定义为线粒体基因组内短

的碱基重复序列长度的变化. 目前认为, mtMSI
产生是由于复制时mtDNA链发生滑动错误导

致重复修复所致, 表现为微卫星简单重复序列

的增加或丢失, 广泛的MSI, 导致整个基因组不

稳定, 基因组随机突变率增高, 有可能增加某些

靶基因编码区中重复序列的突变率. 目前已发

现, 编码区微卫星改变能使基因发生移码突变

产生截短蛋白, 导致靶基因的失活; 而非编码区

微卫星现象致癌的机制尚不清楚. D-loop区是

mtDNA重链、轻链的复制起点, 为人类mtDNA
的主要非编码区, 对mtDNA的转录和复制起调

控作用. 肿瘤细胞m t D N A结构改变主要发生

在D-loop区. 用来检测mtGI的最常用的位点为: 
D310, D514和D16184位点[7]. D310区由12-18个
胞嘧啶残基组成, 在310位有一个胸腺嘧啶(T). 
不同的个体长度不同, 又由于其位于保守序列

区Ⅱ(conserved sequence block H, CSBZ), 与复

制和转录相关, 因此mtDNA的D-loop区尤其是

表 1 mtMSI与临床指标的关系 (n )

     
              n          mtMSI阳性   mtMSI阴性   P

性别                  0.500

    男           26               8               18

    女           14               3               11

年龄                  0.890

    ≤30             2               1                 1 

    30-60           17               4               13

    ≥60           21               6               15

肿瘤部位                            0.680

    直肠           22               5               17

    右半结肠          7               3                 4

    左半结肠        11               3                 8

TNM分期                  0.140

    Ⅰ             2               2                 0

    Ⅱ             9               2                 7

    Ⅲ           13               4                 9

    Ⅳ           16               3               13

微卫星                  0.003

    MSI             9               6                 3

    MSS           31               5               26

1700                  1750               1800                  1850

140                       145                      150

A
A   C   C   C   C    C    C   C    C    N    T    C   C   C   C    C   G   G

1850                1900              1950                2000

A   C   C   C   C    C    C   C    C    T    C   C   C   C    C   C   G    G

140                     145                     150                     155

1700                  1750         1800             1850            1900

140                   145                   150                 155

B
A   A     A   C  C   C  C   C    C   C  C    T   C   C  C  C   C   C  G    N

1750                 1800                1850              1900

140                       145                      150

A   A      A    C  C   C    C   C    C     T   C    C   C   C    C   C  G    C

图 1 大肠癌组织mtDNA微卫星不稳定(mtMSI). A: 异质性

突变; B: 同质性突变.

■应用要点
本研究为从线粒
体基因不稳、突
变方面进行深入
研究, 为揭示大肠
癌的发病机制奠
定基础. 
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D310区成为肿瘤体细胞突变研究的热点. 肿瘤

细胞的mtDNA不仅在结构上发生改变, 在数量

上也会发生改变. D514为(CA)n微卫星, 多为

4-10个(CA)重复. D16184为(PolyC)n微卫星, 重
复多为8-14个. 有研究表明, 对食管癌、胃癌、

肝癌等研究表明mtMSI是一种常见的现象, 可能

在这些肿瘤的发生过程中起重要作用[8-10]. 一些

研究证明: 核MSI与肿瘤细胞的生存优势有显著

的相关性, 而与肿瘤的转移能力呈负相关. 部分研

究发现, 线粒体微卫星不稳定与线粒体基因突变

有相关性. 但也有人得出相反的研究结果[9]. 本研

究检测了40例大肠癌3个最常见的mtDNA微卫星

位点的mtMSI, 11例检出mtMSI, 阳性率为27.5%. 其
中仅1个位点mtMSI阳性者11例, 2个位点mtMSI阳
性者2例, 未检测到3个或更多位点mtMSI阳性者. 
以上结果提示, mtMSI在大肠癌也比较常见, 可能

在部分大肠癌的发生中起重要作用. 
错配修复基因突变在遗传性非息肉性大肠

癌和部分散发性肿瘤的发生中起重要作用[11-13]. 
Dietmaier et al [14]研究了58个结肠癌患者的31个
微卫星标志后发现, 单碱基的重复序列发生率

最高, 其次为双碱基重复序列, 3碱基以上的重

复序列变异率较低. 而且Poly“A”的重复序

列发生变异率最高, 在58例大肠癌标本中, c-kit
癌基因内含子Poly“A”(BAT-25)与hMSH2基
因第5内含子的Po ly“A”检测到的变异分别

为10/58和13/58. 本研究在40例大肠癌中检测出

nMSI 9例, 其中6例同时合并mtMSI. 证实大肠

癌mtMSI与nMSI有相关关系. 分析原因, 错配修

复基因的突变可能不仅影响核基因也同时影响

线粒体基因的微卫星不稳定. 另外由于310区域

与D-环的复制密切相关, 故此区域MSI的发生可

能会影响mtDNA的复制, 导致大量的重复序列

小片段产生, 在线粒体膜及核膜受损时进入核

内整合到核DNA中, 从而诱发细胞的癌变. 由上

述结果我们推测, mtDNA非编码D-环区的MSI
与细胞癌变的过程密切关系, 但其机制尚需深

入研究证实. 实验中我们还做了统计学分析, 研
究未发现线粒体微卫星不稳定与患者性别、年

龄、肿瘤部位, 肿瘤分期之间的关系. 
下一步如能从线粒体基因不稳、突变方面

进行深入研究, 可能不仅有助于揭示大肠癌的

发病机制, 而且可能为其临床诊断、治疗和预

防提供新的思路. 
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Abstract
AIM: To probe into the diagnosis and treatments 
for abdominal lymphangioma (LA).

METHODS: Clinical data of 20 patients with ab-
dominal LA who received treatment in our hos-
pital during 1995 and 2007 were retrospectively 
analyzed.

RESULTS: All patients with tumors ranging from 
2 cm × 4 cm to 29 cm × 12 cm routinely underwent 
operation. Of 20 cases, 15 cases were found to be 
cystic, 1 case abscess, and 4 cases to have merged 
polypi; 5 cases were unilocular, and 15 multilocu-
lar. Pathological results showed that the tumor 
was composed of irregular and expanded lym-
phatic vessels. The patients had a mean follow-up 
of 210 mo ranging from 8 to 400 mo. Except for 1 
case who survived 45 mo with tumor, all the rest 
experienced no recurrence of tumor.

CONCLUSION: Abdominal LA is a rare and 
special condition of lymphatic tissue maldevel-
opment with diffused involvement. Definite 
diagnosis depends on pathological examination. 

The optimal treatment is complete surgical re-
moval.

Key Words: Abdominal lymphangioma; Diagnosis; 
Treatment
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摘要
目的: 探讨腹腔脏器淋巴管瘤(LA)的诊断和
治疗. 

方法: 回顾分析我院1995-01/2007-01诊治的腹
腔脏器LA患者20例临床资料. 

结果: 20例均行手术, 肿瘤最小为2 cm×4 cm, 
最大29 cm×12 cm. 其中15例呈囊性, 4例呈息
肉融合成一片, 1例呈脓肿样; 单房性5例, 多
房性15例. 病理检查示肿瘤由形状不规则的, 
扩张的淋巴管构成. 20例患者随访8-400(平均
210) mo; 除行肿瘤活检术1例经随访45 mo尚
带瘤生存外, 其他11例均未发现复发.

结论: 腹腔脏器LA是一种少见特殊类型的疾
病, 一经诊断应积极手术治疗, 术中冰冻切
片、术后病理检查, LA完整切除是关键.

关键词: 腹腔脏器淋巴管瘤; 诊断; 治疗
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0  引言

淋巴管瘤(lymphangioma, LA)按Harkine分类方

法分为单纯性LA、囊性LA、海绵状LA三类, 
其中以囊性LA为多见. 但腹腔脏器LA是少见的

腹部良性肿瘤, 现将我院1995-01/2007-01诊治的

腹腔脏器LA患者20例报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1995-01/2007-01诊治的腹腔脏

www.wjgnet.com
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器LA患者20例, 其中男9例, 女11例, 平均年龄

32.1(13-75)岁. 腹痛+呕吐+腹部包块12例(60%), 
体检发现脾占位4例(20%)腹痛+腹部包块2例
(10%), 频繁的便意+坠胀感阻塞感+肿物自肛门

突出者2例(10%). 症状持续时间为12 h至50年, 
平均350 mo. 腹部立卧位X线片示肠梗阻或肠腔

积气12例, 钡灌肠示直肠肠管及膀胱受压2例; B
超检查发现脾占位4例, CT检查均示腹内囊性肿

物7例. 术前诊断: 腹部包块14例, 肠梗阻12例, 
腹部包块伴不全性肠梗阻12例, 脾占位4例.
1.2 方法 20例均行手术治疗, 手术方式为肿瘤切

除＋肠管部分切除吻合术14例(肿瘤位于小肠肠

管12例, 结直肠肠管2例), 脾切除4例(肿瘤位于脾

脏), 行肿瘤切除2例(肿瘤位于肠系膜, 位于小肠

系膜1例合并大网膜多发性LA, 位于乙状结肠系

膜1例), 行探腹+肿瘤活检术1例(肿瘤位于胰头).

2  结果

20例均行手术, 肿瘤最小为2 cm×4 cm, 最大29 
cm×12 cm. 其中15例呈囊性, 4例呈息肉融合成

一片, 1例呈脓肿样; 单房性5例, 多房性15例. 病
理检查示肿瘤由形状不规则的, 扩张的淋巴管

构成. 分布于脏器全层, 黏膜内呈毛细淋巴管、

黏膜下至浆膜层为海绵状及囊状淋巴管, 壁薄

厚不一, 内衬单层扁平内皮细胞. 管腔内有粉染

淋巴液和散在淋巴细胞. 20例患者随访8-400(平
均210) mo; 除行肿瘤活检术1例经随访45 mo尚
带瘤生存外, 其他11例均未发现复发.

3  讨论

LA起源不明, 一般认为是胚胎发育过程中淋巴

组织发育障碍、淋巴管增殖扩张所致[1]; 是一种

较为常见的先天性脉管畸形. 在母亲怀孕时, 胎
儿处于胚胎发育时期, 原始的的淋巴囊应该与

整个淋巴系统贯通而发育成正常的淋巴系统, 
当某些部位的某些原始淋巴囊与淋巴系统隔绝, 
未完成贯通, 就形成了淋巴管瘤. 由于原始的淋

巴系统来源于静脉系统或邻近间质的5组原始

淋巴囊: 2组颈淋巴囊、1组腹膜后淋巴囊和2组
后淋巴囊. 所以淋巴管瘤也多发生于相关的部

位, 常位于颈、腋窝, 亦见于纵隔、口腔(唇、

舌)和腹腔等部位. 发生在颈、腋窝部的淋巴管

瘤常在出生时就存在, 但也有在成长过程中出

现的. 形成淋巴囊肿和淋巴管瘤组织. 病理上主

要表现为淋巴管的扩张、淋巴管组织增生和淋

巴管组织结构紊乱, 可向周围组织浸润生长, 但
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淋巴管瘤极少发生癌变. 其发生率在性别上没

有显著差别. 按淋巴管的扩张程度可分为单纯

性毛细管型淋巴管瘤, 海绵状淋巴管瘤和囊状

淋巴管瘤, 后者也称囊状水瘤. 病理组织学上LA
表现为淋巴管壁内衬一层扁平上皮, 壁可含有

淋巴样组织、小的淋巴间隙、平滑肌组织和泡

沫状细胞[2]. 腹腔内LA最常见的临床表现为质

地柔软的腹部囊性包块或脾占位, 通常生长比

较缓慢, 有些患者可以毫无症状; 腹部包块常常

在体检时或因其他疾病手术时才被发现. 但是

由于肿瘤压迫邻近脏器, 或发生感染、穿孔、

扭转或破裂等并发症时, 患者可以有急腹症表

现[3-5]. 淋巴管瘤易并发感染或瘤出血, 肿块突然

增大, 出现剧痛及全身发热等症状. 如瘤体压迫

气管、食管等脏器, 还可引起窒息或进食吞咽

困难. 
本组12例患者术前或术中均证实存在肠梗

阻, 占同期腹部LA的60%, 其中最常见的症状为

腹痛和呕吐, 占60%; 体征为腹部包块, 占70%; 
肿瘤侵犯肠管, 若阻塞肠腔可引起机械性肠梗

阻. 若肿瘤形状不规则, 尤其肠系膜两侧肿物呈

哑铃状, 再加上肠袢及其系膜过长, 可因肠内容

重量骤增, 肠管动力异常, 以及突然改变体位等

诱发因素而引起肠扭转; 肠壁的肿瘤如位于回

肠末段, 可致回盲部肠套叠. 肿瘤内液体可为浆

液性、乳糜性或血性, 合并感染或出血时可为

脓性或血性. 
本组患者术前均未能确诊为LA, 而拟诊为

腹部包块或肠梗阻, 经X线检查可以发现肠梗阻

征象, 但对判断梗阻的原因及性质比较困难. 初
步诊断为腹部包块的14例患者, 作腹部B超检查, 
阳性率达100%. 3例腹部包块伴肠梗阻者, CT
检查均示腹内囊性肿物. 若出现下列情况者应

考虑腹腔内LA的可能性: (1)患者首次表现为腹

痛、呕吐、腹胀等肠梗阻症状, 且腹部有一囊

性包块且腹部B超或CT检查发现有囊性包块, 特
别是囊肿为多房性或多发性者; (2)术中检查发

现肠管受肿瘤压迫、移位, 且肿瘤为囊性包块, 
瘤内多为浆液性或乳糜性液体者; (3)CT: 脾脏明

显增大, 全脾布满大小不等低密影, 增强后自边

缘向中心有明显强化. 术中所见: 脾脏20 cm×20 
cm×8 cm, 布满大小不等、淡黄色囊性病变. 

由于LA为良性肿瘤, 尽管表现不一, 但至今

手术治疗仍是最主要的选择. 一般在结合考虑

患者年龄、病灶大小和深度、对功能影响的程

度上, 决定手术方案. 海绵状淋巴管瘤与囊性淋

www.wjgnet.com
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巴管瘤一般均选择切除. 囊性淋巴管瘤因多发

生于颈部, 除明显影响外观外, 对呼吸、吞咽等

影响较大, 故应早期手术切除. 淋巴管瘤切除手

术有以下要点: (1)操作精细, 特别注意不要损伤

邻近重要组织. (2)对于感染病例, 应先控制感染, 
延期手术. (3)有的学者认为要安全彻底地切除, 
避免遗留内膜组织, 导致术后复发; 对于有怀疑

的区域, 可采用1%-2%的碘酒处理, 以破坏其活

力, 可能会减少复发. 腹腔内LA的治疗应首选肿

瘤完整切除. 若肿瘤不能完整切除, 术后可致复

发[6-10]. 本组19例患者采用手术切除肿瘤, 术后随

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

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

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

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

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

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2009-02-08)
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■同行评价
本研究临床资料
较 典 型 ,  讨 论 充
实, 对临床有很好
的指导意义.
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