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Abstract
Caustic esophageal injuries are corrosive burns 
of esophagus mostly caused by ingestion of 
chemical caustic substances such as strong acid 
or alkali. There is often “saddle” dysphagia 
following three pathologic phases after injury. 
In addition to early emergency treatment, it is 
very important to prevent corrosive esophageal 
stricture by medication, dilation, stenting and so 
on. Different surgical operations can be selected 
for those with cicatrix stricture of esophagus. 
In this paper, we comment on the causes, 
pathology, diagnosis of caustic esophageal 
injury and prevention and management of 
corrosive esophageal stricture. 

Key Words: Corrosive burn of esophagus; Diagno-
sis; Prevention; Management; Corrosive esopha-
geal stricture

Tan QY, Wang RW, Jiang YG. Strengthening the 
understandings on corrosive esophageal burn and 
prevention and management of corrosive esophageal 
stricture. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 
637-641

摘要
食管腐蚀伤为吞服强酸或强碱等化学腐蚀剂
后引起的食管化学性灼伤. 灼伤后随着病理
过程的不同阶段常有典型的“马鞍形”吞咽
困难临床表现. 食管腐蚀伤后除早期急救处理
外, 采用药物、扩张和置管等方法预防食管瘢
痕狭窄至关重要. 对预防措施失败、已形成严
重食管瘢痕狭窄者, 可根据情况采用不同的手
术治疗方式. 本文结合作者的临床实践与国内
外文献, 就食管腐蚀伤的病因、病理、诊断和
伤后食管瘢痕狭窄的预防与治疗作一述评. 

关键词: 食管腐蚀伤; 诊断; 防治; 食管瘢痕狭窄

谭群友, 王如文, 蒋耀光. 加强对食管腐蚀伤的认识及伤后瘢痕

狭窄的防治. 世界华人消化杂志  2009; 17(7): 637-641

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/637.asp

0  引言

食管腐蚀伤大多为吞服强碱或强酸等腐蚀性化

学腐蚀剂所致的食管灼伤. 美国每年大约发生

5000-15 000例, 但绝大多数不严重, 很少需行食

管重建手术治疗. 我国虽无确切统计, 但临床并

不少见. 严重食管腐蚀伤后除早期可能危及生

命外, 若预防不及时或措施失败, 可导致食管瘢

痕狭窄, 影响患者进食, 出现营养不良并影响生

活质量, 临床处理甚为棘手[1-4]. 近年来, 在食管

腐蚀伤后的诊断处理和瘢痕狭窄的防治方面有

了一些新进展. 本文在对食管腐蚀伤的病因、

病理进行分析的基础上, 结合我们的诊治体会, 
简介并评述目前国内外常用的食管腐蚀伤的诊

断和伤后食管瘢痕狭窄的防治方法. 

1  食管腐蚀伤的病因与病理

除强碱强酸外, 常见的腐蚀剂还有农药、过氧

乙酸及其他化学制品或药物. 除部分是因为成

www.wjgnet.com
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人自杀时故意吞服外, 在儿童和大多数成人主

要是误服所致, 因此, 加强这类化学物质的保管

非常重要[5]. 
食管腐蚀伤的严重程度, 取决于吞服化学

腐蚀剂的种类、浓度、剂量、性状、食管的解

剖特点、伴随的呕吐情况及腐蚀剂与组织接触

的时间等因素. 强碱产生较严重的溶解性坏死, 
可引起食管蛋白溶解脂肪皂化, 碱性腐蚀伤是

酸性腐蚀伤的11倍; 而强酸产生蛋白凝固性坏

死, 一般较浅表, 但由于不能像强碱一样被胃酸

中和, 可引起胃甚至十二指肠严重损伤. 吞服液

态腐蚀剂很快通过食管到达胃内, 损伤面广, 大
多食管和胃损伤严重, 瘢痕狭窄较重; 固态腐蚀

剂如结晶或粉末, 易黏附于口腔黏膜, 服入后立

即发生剧痛, 迫使停止继续吞服, 故损伤多局限

于口腔和咽喉部, 食管以下损伤较轻. 化学腐蚀

剂通常与食管的三个生理狭窄接触时间最长, 
因此常在这些部位发生较严重的灼伤[1-2]. 

食管腐蚀伤的病理变化类似皮肤烧伤, 根据

严重程度可分为三度: Ⅰ度损伤局限于黏膜或黏

膜下层, 组织充血水肿或轻度上皮脱落, 一般不造

成瘢痕狭窄; Ⅱ度损伤累及食管肌层, 黏膜严重充

血、出血、渗出, 表层坏死、深度溃疡, 食管纤维

增生, 大多愈合后形成瘢痕导致狭窄; Ⅲ度损伤累

及食管全层及周围组织, 食管坏死穿孔、大出血, 
可导致纵隔炎、败血症, 常致休克、中毒甚至死

亡, 幸存者产生严重的食管瘢痕狭窄[1,6]. 

2  食管腐蚀伤的诊断

一般根据吞服强酸或强碱等腐蚀性化学药物病

史, 体检发现口唇、舌、口腔及咽部发现灼伤

的痕迹, 患者有食管腐蚀伤的相应临床表现即

可做出诊断[2]. 采集病史时除了解吞服腐蚀剂

的剂量、浓度、性质(酸或碱)及原因(误服或自

杀), 还应了解损伤的范围及损伤程度. 早期食管

镜和超声食管镜检查可了解病理变化、损伤程

度及部位[7-8]. 但检查应十分细心、谨慎, 以免发

生穿孔. 后期食管造影检查可明确瘢痕狭窄部

位、范围及程度. 
吞服腐蚀剂后的临床表现与吞服化学腐蚀

剂的种类、浓度、剂量、性状、吞服方式、损

伤部位、范围及严重程度有关[1]. 主要有: (1)疼
痛与呕吐, 吞服腐蚀剂后立即感唇、口腔、咽

部、胸骨后疼痛. 胃腐蚀伤时可有上腹痛, 随即

反射性呕吐, 呕吐物为血性. 亦可有上腹部压

痛, 若胃壁坏死或穿孔则腹部压痛更为明显, 甚

638                                ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年3月8日    第17卷   第7期

至出现腹肌紧张及反跳痛等腹膜炎表现. (2)吞
咽困难, 食管腐蚀伤后典型的吞咽困难表现呈

“马鞍型”, 即早期因疼痛和口、咽、食管充

血水肿, 出现不同程度的拒食或吞咽困难, 约10 
d左右局部充血、水肿消退, 可逐渐恢复经口进

食, 若食管损伤严重, 由于瘢痕组织增生挛缩, 
再度出现进行性加重的吞咽困难. (3)其他并发

症, 吞服强酸、强碱量多且浓度高者可出现发

热、昏迷、休克等中毒症状, 严重者导致死亡; 
若伤及会厌、喉部及呼吸道, 可出现咳嗽、声

音嘶哑及呼吸困难, 因反流误吸可引起肺部并

发症[9]; 视食管、胃损伤的严重程度, 可有小量

或大量呕血、黑便, 严重者出现食管穿孔破入

纵隔引起纵隔炎, 穿入胸腔引起液气胸, 穿入气

管引起误吸及肺炎, 胃穿孔则造成弥漫性腹膜

炎; 若伤后严重瘢痕狭窄, 患者因进食困难而引

起严重营养障碍, 小儿生长发育受到影响. 

3  食管腐蚀伤的急救处理

食管腐蚀伤后应简要采集病史, 包括吞服腐蚀

剂的种类、时间、浓度和量. 于伤后数小时内

来医院者, 最关键的是迅速判断患者一般情况

后, 立即进行急救处理. (1)全身治疗, 禁食、抗

感染、镇静、止痛, 纠正低血压和低血容量, 保
持水电解质及酸碱平衡, 早期营养支持; (2)保持

呼吸道通畅, 必要时行气管切开及机械辅助呼

吸; (3)吞服量大者放置鼻胃管用少量温盐水反

复洗胃, 以减少毒素吸收. 胃管予以保留, 可早

期鼻饲饮食, 同时对食管腔起着支撑作用, 避免

食管完全闭锁. 针对腐蚀剂性质采用中和治疗, 
以弱酸中和强碱, 常用橘子汁、柠檬汁和食醋; 
以弱碱中和强酸, 如肥皂水、氧化镁、蛋清和

植物油等. 但由于担心中和治疗可能因酸碱反

应产热加重对消化系的损伤, 因此尚有争议; (4)
对吞服腐蚀剂量多、浓度高的患者, 可有上消

化系的广泛坏死、穿孔、严重出血, 常需急诊

手术. 视损伤情况可施行胸腔闭式引流术、纵

隔扩清术、食管切除、颈部食管外置、食管胃

切除术或空肠造瘘术等. 但这类手术死亡率很

高. Dapri et al [10]对浓盐酸腐蚀伤, 中下段食管和

胃严重损伤穿孔的病例采用腹腔镜经膈肌裂孔

行食管切除术, 创伤较小, 术后6 mo再行食管结

肠颈部吻合术, 术后恢复顺利. 

4  食管腐蚀伤后瘢痕狭窄的预防

4.1 药物预防 肾上腺皮质激素有抗炎、减轻组

www.wjgnet.com
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外, 食管腐蚀伤后
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和置管等方法预
防食管瘢痕狭窄, 
探索采用不同的
手术方式治疗已
形成严重食管瘢
痕狭窄, 均是目前
研究的热点.



谭群友, 等. 加强对食管腐蚀伤的认识及伤后瘢痕狭窄的防治                                                           639

www.wjgnet.com

织水肿, 促进上皮化及抑制纤维组织增生的作

用, 对中等程度食管腐蚀伤有效, 已广泛用于临

床[11]. 但单用激素治疗可能加重感染, 因此, 同时

应用广谱抗生素可提高治疗效果. β-氨基丙晴、

青霉胺及秋水仙素等具有较强的抗胶原代谢作

用, 能抑制瘢痕形成, 但由于毒性大, 难以长期

应用以达到治疗目的. 上皮生长因子和干扰素γ

动物实验证实有效, 但尚未用于临床. 皮下注射

肝素7 d有较好的预防效果, 其机制是抗凝、抗

血栓及对上皮保护作用, 其他如曲美他嗪、硫

糖铝[12]、白藜芦醇[13]、臭氧[14]和Ebselen[15]在动

物实验中对食管腐蚀伤后瘢痕狭窄的预防均有

明显效果, 但尚未在临床得到肯定. 抗结核药物

异烟肼的衍生物肼苯哒嗪为单胺氧化酶抑制剂, 
能够影响胶原的交联而抑制胶原合成, 我科将

其用于预防食管腐蚀伤后瘢痕狭窄的研究. 实
验研究发现异烟肼组食管狭窄部管径、食管顺

应性均非常显著大于对照组, 而胶原含量及胶

原密度明显低于对照组, 也显著低于激素组, 说
明异烟肼具有非常显著的预防食管腐蚀后瘢痕

狭窄的作用, 其效果明显优于激素. 经医院伦理

委员会批准, 临床试用异烟肼有一定辅助治疗

效果. 
4.2 食管扩张 对瘢痕狭窄较轻或病变较短的病

例, 早期采用探条式或循环式食管扩张可获较

肯定的疗效[16]. 美国许多中心食管扩张的成功

率在60%-80%, 但严重、多发及广泛狭窄则效

果不佳. 一般超过3处的多发狭窄、超过5 cm长

的狭窄, 引导钢丝不能通过弯曲的狭窄或伴有

食管气管瘘者, 都不宜扩张治疗. 扩张多在食管

腐蚀伤后10 d开始进行. 但近一些年来, 不少人

主张早期扩张, 其效果更为显著. 除采用扩张器

进行食管扩张外, 亦可采用循环扩张法, 这种方

法虽然早已用于临床, 但最近国外仍有人采用, 
认为这种方法较为简单、方便、穿孔危险性较

小, 效果可靠, 特别在我国一些经济不发达地区

更为适用. 对于咽喉闭锁的病例, Vimalraj et al [17] 
等采用逆行扩张法, 取得了较好的疗效. 
4.3 食管腔内置管 Reys et al [18]最先报道了食管

腔内置管预防食管腐蚀伤后瘢痕狭窄. 此后不

断有学者报道长时间的食管腔内置管预防食

管腐蚀伤后瘢痕狭窄, 疗效显著 [19-20]. 我们对

食管腔内置管预防食管腐蚀伤后瘢痕狭窄的

机制采用犬进行了实验研究, 结果显示置管组

食管组织胶原蛋白沉积减少及排列趋向一致, 
TGF-β1、Smad3 mRNA及蛋白水平高, Smad7 

mRNA及蛋白水平下降是预防腐蚀伤后瘢痕狭

窄的可能机制[21]. 尽管有采用记忆合金支架治疗

食管腐蚀伤后瘢痕狭窄的报道, 但因支架管较

短, 容易移位, 且难以取出, 而且按我们的实验

研究对组织的刺激反应非常显著, 较应用硅胶

管严重, 因而难以用于食管腐蚀伤后瘢痕狭窄

的预防. 临床上我们采用改良食管腔内两端固

定的加压置管法预防食管腐蚀伤后瘢痕狭窄33
例, 28例避免了手术治疗, 有效率达84.9%. 其方

法是, 在食管腐蚀伤后急性炎症水肿消退后, 一
般约10 d左右, 于食管腔内全程置入约1.5 cm直

径的医用硅橡胶管为支架, 上端缝一软塑料管

经鼻引出固定, 下端经胃造口引出腹壁, 导管胃

内部剪一超过1/2周径的侧孔, 经口进食及胃造

口饲食, 可通过此孔进入胃内, 固定支撑约4-6 
mo后拔除[22]. 

5  食管腐蚀伤后瘢痕狭窄的外科治疗

若上述药物或扩张、支架等方法疗效不佳, 需
行手术治疗, 以恢复患者经口进食[23]. 对儿童, 尽
可能选择微创手术方式[24]. 手术时机一般在腐蚀

伤后半年、瘢痕稳定后. 手术适应证包括: (1)广
泛食管狭窄, 扩张治疗有导致食管穿孔危险者; 
(2)短而硬的狭窄经扩张疗效不佳者; (3)伴幽门

梗阻者. 
5.1 局限性食管、幽门瘢痕狭窄 多仅需行局部

成形手术即可. 
5.2 广泛食管狭窄 扩张无效均需手术治疗. 但
瘢痕狭窄段食管是否切除, 目前仍有争议. 主张

切除者认为, 瘢痕段食管癌的发生率超过普通

人群1000倍, 切除瘢痕段食管并非想象那样困

难[25]; 主张旷置者认为切除瘢痕段食管易损伤

邻近器官, 即使癌变多在数十年之后, 旷置的获

益大于手术切除狭窄段食管. 欧美国家多采用

切除而国内多旷置瘢痕段食管. 不论瘢痕段食

管是否切除, 多采用胃或结肠替代食管, 少数用

空肠代胃者. 
5.2.1 胃代食管: 国外无论切除或旷置瘢痕段食

管常采用管状胃经食管床或胸骨后隧道与颈部

食管吻合. 而管状胃具有长度足够、血供好、无

反流等优点, 较以往我国常用的全胃延长5-6 cm, 
将胃上提至颈部甚至咽部吻合均无困难[26]. 我科

切除瘢痕段食管用胃重建31例, 其中弓下吻合22
例, 弓上及颈部吻合8例, 颈部吻合1例. 术中2例
主动脉弓部游离困难, 但术后恢复顺利, 无严重

并发症. 亦可采用食管胃颈部侧侧吻合方法, 方

■创新盘点
本文着重讨论食
管腐蚀伤后瘢痕
狭窄的预防与治
疗, 尤其是改良食
管腔内加压置管
和一整套根据不
同病情确定不同
手术方式的措施, 
在国内报道不多.
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法简便, 显著减少吻合口瘘及狭窄的发生. 
5.2.2 结肠代食管: 国内大多采用结肠重建, 经
腹切取带血管蒂的左半结肠或右半结肠, 以右

半结肠重建占多数. 切除瘢痕段食管经食管床

与口端食管吻合, 或旷置瘢痕段食管经胸骨后

隧道与颈部食管或咽部吻合[27-28]. 亦可采用两期

结肠重建, 第一期游离结肠经胸骨后上提至颈

部, 二期行结肠食管吻合术, 可避免广泛游离及

经胸骨后上提结肠在缺血情况下进行吻合, 减
少吻合口狭窄. 我科80例结肠重建中, 均旷置瘢

痕段食管, 术后死亡5例(6.2%), 颈部吻合口瘘14
例, 狭窄4例. 
5.2.3 结肠代食管、空肠代胃术: 适用于食管广

泛狭窄伴胃挛缩者, 临床此类病例不多. 
5.2.4 复杂病例的手术方法: (1)腐蚀伤已累及咽

部, 需行咽结肠吻合术, 如咽隐窝已形成瘢痕, 
可在离声门稍远后外侧壁开口与结肠吻合, 吻
合口应足够大, 至少3 cm以上, 单层宽边吻合[29]. 
我科施行15例, 均恢复经口进食[30]. (2)食管腐蚀

伤后颈段食管局限性狭窄或结肠重建颈部吻合

口狭窄, 食管扩张治疗效果不佳者, 国外报道采

用胸锁乳突肌瓣修复[31]. 由于颈阔肌皮瓣肌质较

薄, 血供丰富, 转移灵活, 我科收治26例均应用

颈阔肌皮瓣进行修复, 全部患者肌皮瓣存活, 恢
复经口进食. 远期观察移入食管腔内颈阔肌皮

瓣类似食管黏膜, 病理观察为皮肤类角化[32]. 动
物实验研究证实肌皮瓣能与食管较好愈合, 也
能耐受常规剂量的放射. (3)食管及胃均受累及, 
食管严重狭窄及胃挛缩, 我科收治3例, 行结肠

代食管、空肠代胃术, 均顺利恢复经口进食. (4)
重建食管替代物坏死, 我科先后收治2例. 1例为

第1次重建结肠坏死, 予以切除后胃造口饲食, 
17年后再次在外院采用空肠重建食管, 3 mo后
空肠又扭转坏死, 转来我科后切除坏死空肠、

通过胃造口饲食, 逐渐增加饲食量, 使胃扩大, 9 
mo后采用胃重建食管成功. 另1例为重建结肠坏

死亦采用上述扩大胃的方法, 采用管状胃与颈

段食管吻合, 恢复经口进食[33]. (5)结肠重建术后, 
胸骨后结肠严重狭窄, 我科曾收治2例均采用背

阔肌皮瓣修复. 

6  结论

食管腐蚀伤后随着病理过程的不同阶段常有典

型的“马鞍形”吞咽困难临床表现. 除早期急

救处理外, 在吞咽梗阻缓解期需采用药物、扩

张和置管等方法预防食管瘢痕狭窄, 对预防措

施失败、已形成严重食管瘢痕狭窄的病例, 病
变局限者可采用食管成形术, 病变广泛者应视

具体情况采用切除或旷置瘢痕段食管, 胃、结

肠、空肠或颈阔肌皮瓣代食管手术治疗. 
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■同行评价
本文就近年来国
内外在食管腐蚀
伤后的诊断处理
和瘢痕狭窄防治
方面的最新进展, 
结合自己的诊治
体会进行述评, 具
有一定的临床参
考价值. 
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了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (常务副总编辑: 张海宁 2009-03-08)
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Abstract
AIM: To study the effects of Tan II A on the 
proliferation, apoptosis and expression of HIF-
1α of human gastric cancer cell line SGC7901 
under hypoxia. 

METHODS: The model of hypoxia was es-
tablished by CoCl2. There were four groups: 
normal control group, hypoxia control group, 
and hypoxia combined with different concen-

trations of Tan II A group. After Tan II A was 
added to the media with 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 and 
10.0 mg/L, respectively for 24, 48 and 72 h 
during hypoxia, and the cells' proliferative vi-
tality was detected by MTT. After Tan II A was 
added to the media with 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 and 
10.0 mg/L respectively for 48 and 72 h dur-
ing hypoxia, the apoptosis of SGC7901 human 
gastric cancer cells was detected by HOECHST 
staining . After Tan ⅡA was added to the me-
dia with 0.5, 2.0 and 10.0 mg/L respectively 
for 48 h during hypoxia, the expression of 
HIF-1α protein was detected by immunocyto-
chemical staining. 

RESULTS: MTT confirmed that the proliferation 
of SGC7901 cancer cells was obviously inhibited 
by Tan II A (P < 0.01) in a dose- and time-depen-
dent manner under hypoxia, and the inhibition 
rate reached 71.2% after treatment with 10 mg/L 
Tan II A for 72 h. HOECHST staining found Tan 
II A induced apoptosis of gastric cancer cells in 
a dose- and time-dependent manner after treat-
ment with 0.5-10.0 mg/L Tan II A for 48 h and 
72 h respectively under hypoxia (F = 60354.00, 
187922.10, both P < 0.05), and the apoptosis rate 
reached 40.70% ± 1.55% after treatment with 
10.0 mg/L Tan II A for 72 h. Immunocytochemi-
cal staining revealed that the expression of HIF-
1α protein was inhibited by Tan II A in a dose-
dependent manner under hypoxia (F = 712.326, 
P < 0.01). 

CONCLUSION: Tan II A inhibits the prolifera-
tion of SGC7901 human gastric cancer cells and 
induces the apoptosis of them under hypoxia, 
which may be related to the down regulation of 
HIF-1α protien expression by Tan II A. 

Key Words: Tan II A; Hypoxia; Gastric cancer cell; 
Apoptosis; Hypoxia inducible factor-1 alpha 

Zong XS, Feng YG, Wang X, Xing GH, Wu MY, Zhu Y. 
Effects of Tan II A on the proliferation, apoptosis and 
expression of HIF-1α of human gastric cancer cell line 
SGC7901 under hypoxia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(7): 642-646
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■背景资料
肿瘤微环境低氧
是多种肿瘤的特
点, 是导致肿瘤发
生发展的重要原
因. 寻找低氧下对
肿瘤有抑制作用
的小分子化合物
是目前国际肿瘤
界热点. 中医学理
论认为, “瘀血在
经络脏腑之间, 结
为症瘕(肿瘤)” , 
并以此为依据采
用活血化瘀抗肿
瘤的治则治疗肿
瘤. 本课题组推测
中医所指的“淤
血”在分子细胞
水平很可能就是
肿瘤的缺氧现象. 

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科
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摘要
目的: 观察丹参酮ⅡA(Tan ⅡA)对低氧培养下
人胃癌SGC7901细胞增殖、凋亡及HIF-1α表
达的影响. 

方法: 用氯化钴(CoCl2)创建低氧模型, 设常氧
对照组、低氧对照组和低氧加不同浓度Tan 
ⅡA组. 分别取0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mg/L
的Tan ⅡA干预低氧胃癌SGC7901细胞24、
48、72 h后, MTT法检测细胞活力; 用上述同
样浓度的Tan ⅡA干预低氧胃癌细胞48 h和72 
h后, HOECHST染色法检测细胞凋亡. Tan Ⅱ
A(0.5、2.0、10.0 mg/L)干预低氧胃癌细胞48 
h后, 免疫细胞化学二步法检测HIF-1α蛋白表
达的变化.  

结果: MTT法证实, 低氧条件下, Tan ⅡA呈时
间、剂量依赖性地抑制胃癌SGC-7901细胞增
殖(P <0.01), 10.0 mg/L Tan ⅡA作用细胞72 h
后, 其抑制率达71.2%. HOECHST染色法发
现, 低氧条件下, 分别用0.5-10.0 mg/L浓度的
Tan ⅡA作用胃癌细胞48、72 h, Tan ⅡA可呈
时间、剂量依赖性地诱导胃癌SGC-7901细
胞凋亡(F  = 60354.00, 187922.10, 均P <0.05), 
10.0 mg/L Tan ⅡA 作用细胞72 h后, 凋亡率达
40.70%±1.55%. 免疫细胞化学法显示, Tan Ⅱ
A呈剂量依赖性地抑制低氧诱导的HIF-1α蛋
白表达(F  = 712.326, P <0.01). 

结论: 低氧条件下, Tan ⅡA抑制胃癌细胞增
殖并诱导其凋亡, 这种作用可能与其抑制HIF-
1α蛋白表达有关. 

关键词: 丹参酮ⅡA; 低氧; 胃癌细胞; 凋亡; 低氧诱

导因子-1α 
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0  引言

肿瘤低氧是多种实体瘤包括胃癌的特点, 而低

氧环境下低氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1 alpha, HIF-1α)的表达是肿瘤发生发

展、血管生成、放化疗抵抗、恶性演进、侵袭

与转移的关键环节之一[1-4,10-11]. 特别是低氧导

致克隆选择, 使恶性程度高、凋亡机制缺陷的

肿瘤细胞群得以在低氧环境下逆境生存增殖并

对各种化疗药物耐药, 使肿瘤不断演进[5-9]. 因
此, 寻找低氧下对肿瘤有抑制作用或抑制HIF-

1α表达或活性的小分子化合物是目前国际肿瘤

界热点[12-17].  而中医学理论认为, “瘀血在经络

脏腑之间,结为症瘕(肿瘤)”, 并以此为依据采

用活血化瘀抗肿瘤的治则治疗肿瘤, 取得了良

好的治疗效果, 但其分子机制尚待深入探索[18]. 
我们推测, 肿瘤低氧现象和中医的“淤血”理

论暗合. 丹参是著名的活血化瘀中药, 丹参酮Ⅱ

A(Tan ⅡA)是其重要单体成分之一, 临床和基

础研究表明, 丹参及Tan ⅡA具有抗肿瘤活性, 
目前已发现其对多种肿瘤细胞具有生长抑制、

诱导凋亡和诱导分化作用, 并调节多种肿瘤相

关基因的表达[19]. 根据前述理论, 我们推测Tan 
ⅡA活血化瘀抗肿瘤的分子机制可能是通过抑

制低氧微环境下肿瘤细胞HIF-1α的表达或活性

发挥抗肿瘤作用. Tan ⅡA对低氧肿瘤的影响未

见报道. 本课题研究了Tan ⅡA对经典低氧模拟

剂氯化钴(CoCl2)
[20]培养的胃癌SGC7901细胞增

殖、凋亡和HIF-1α表达的影响, 以深化对丹参

及其有效成分活血化瘀抗肿瘤作用和机制的认

识, 为其抗肿瘤的临床应用提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC7901购自山东省医

学科学院, 接种于含100 mL/L胎牛血清、青霉

素、链霉素各l×105 U/L的RPMI 1640培养液

中, 置37℃, 50 mL/L CO2培养箱内常规传代培

养. 丹参酮ⅡA (Tan ⅡA)为中国药品生物制品检

定所的标准品, 用二甲亚砜(DMSO)溶解, 终浓

度为0.2 g/L, 4℃冷藏备用. HOECHST32258荧光

染色试剂盒及CoCl2购于美国Sigma公司. RPMI 
1640培养基、MTT均购自美国Gibco公司. 胎牛

血清(杭州四季青), HIF-1α mAb及PV-9000免疫

组化试剂盒均为为北京中山金桥生物技术有

限公司产品. 二氧化碳恒温培养箱(HREA Cell 
Germany); TE300倒置显微镜及BH-2型荧光显微

镜(Olympus公司). 
1.2 方法 
1.2.1 MTT法测定Tan ⅡA对低氧下培养的胃

癌细胞生长的抑制率: 取对数生长期的人胃癌

SGC7901细胞, 按照3×107/L的密度接种于96孔
培养板, 每孔体积为100 μL, 设常氧对照组、低

氧模拟剂(CoCl2, 150 μmol/L)对照组及CoCl2加

Tan ⅡA组,  待细胞贴壁后分别加入CoCl2及Tan 
ⅡA(0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mg/L), 每个浓度

组设6个复孔, 四周加入不含药物的细胞培养液

为空白对照. 分别培养至24、48、72 h后, 每孔

加入5 g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养4 h, 轻轻

■研发前沿
依据中医的“淤
血”理论, 从活血
化瘀中药中筛选
在低氧环境下对
肿瘤有抑制作用
的小分子化合物
具有广阔的前景, 
同时有助于揭示
活血化瘀药物抗
肿瘤的分子机制, 
具有重要的理论
和临床价值. 
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吸尽上清液, 加入二甲基亚砜150 μL/每孔, 振荡

10 min, 在酶标仪上以490 nm波长测每孔的吸光

度A值, 并取6孔的平均值, 细胞生长抑制率 = (A
常氧对照组-A低氧对照组或用药组)/A常氧对照

组×100%.  
1.2.2 HOECHST染色法检测Tan ⅡA对低氧下

培养的胃癌细胞凋亡的影响: 取对数生长期的

SGC7901制成2×108/L的细胞悬液, 每孔0.5 mL, 
加入放有盖玻片的24孔板内, 设常氧对照组、低

氧模拟剂CoCl2(150 μmol/L)对照组及CoCl2加不

同浓度Tan ⅡA组, 待细胞贴壁后分别加入CoCl2

及Tan ⅡA(0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mg/L)作用

48 h和72 h后分别取出细胞爬片, 甲醇/冰醋酸固

定液固定5 min后, 加入荧光染液HOCHEST33258
重悬细胞, 室温避光l h, PBS冲洗, 用抗荧光液封

片. 判定标准: 正常细胞核为蓝色, 凋亡的细胞核

为白色. 每片连续观察10个细胞分布均匀的200
倍镜视野, 每视野计数50个细胞, 共500个细胞, 计
算其阳性率百分数, 并取其均值. 凋亡率 = 凋亡

细胞数/(正常细胞数+凋亡细胞数).  
1.2.3 免疫细胞化学二步法观察Tan ⅡA对低氧

下培养的胃癌细胞HIF-1α表达的影响: 取对数

生长期的SGC7901制成2×108/L的细胞悬液, 每
孔0.5 mL, 加入放有盖玻片的24孔板内, 设常氧

对照组、低氧模拟剂CoCl2(150 μmol/L)对照组

及CoCl2加不同浓度Tan ⅡA组, 待细胞贴壁后

分别加入CoCl2及不同浓度的Tan ⅡA(0.5, 2.0, 
10.0 mg/L), 48 h后取出细胞爬片, 冷丙酮固定5 
min, PBS冲洗, 按PV-9000试剂盒步骤检测HIF-
1α, DAB显色, 脱水, 透明, 中性树胶封片. 用已

知阳性的乳腺癌切片作为阳性对照, 以PBS代
替一抗作为阴性对照. 结果判定: HIF-1α阳性结

果为细胞质或胞核内有棕黄色颗粒出现. 采用

HPAIS-1000彩色病理图文分析系统, 检测HIF-

1α阳性细胞的平均A值, 以间接反映HIF-1α蛋白

的表达量, 并取其均值.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 组间比

较用t检验和方差分析, 用SPSS13.0统计软件分析. 

2  结果

2.1 Tan ⅡA对低氧下培养的胃癌细胞生长的抑

制作用 低氧下胃癌细胞的增殖受抑制, 并呈时

间依赖性; 而Tan ⅡA则可呈剂量和时间依赖

性地进一步抑制低氧胃癌细胞的生长(24 h F值

63.804, P <0.05; 48 h F值166.895, P <0.01; 72 h F
值405.185, P <0.01), 10.0 mg/L Tan ⅡA作用细胞

72 h后, 其抑制率达71.2%(表1). 
2.2 Tan ⅡA对低氧下培养的胃癌细胞凋亡的影

响 常氧组细胞培养48、72 h, 只有少数细胞发

生凋亡; 单纯低氧培养48、72 h, 细胞凋亡率分

别为3.01±0.35、5.07±0.32, 提示低氧可诱导

胃癌细胞凋亡(单纯低氧组与常氧对照组比较P  
= 0.001). 而0.5-10.0 mg/L浓度的Tan ⅡA低氧下

作用胃癌细胞48、72 h, 凋亡率呈浓度和时间依

赖性进一步升高(24 h F值60354.00, P <0.05; 48 h 
F值187922.10,  P <0.01, 表2). 10.0 mg/L Tan ⅡA

     

表 2 不同浓度Tan ⅡA干预对低氧SGC-7901细胞凋亡
率的影响 (mean±SD, n  = 6, %)

          48 h         72 h

常氧组    1.07±0.13       2.32±0.16  

低氧组    3.01±0.35     5.07±0.32

低氧加Tan ⅡA组(mg/L)  

    0.5    4.23±0.39     6.74±0.34

    1.0    6.73±0.58   10.05±0.48

    2.0  11.06±1.30   18.87±1.24

    5.0  20.58±1.46   26.97±1.77

    10.0  31.03±1.47   40.70±1.55

表 1 不同浓度Tan ⅡA干预对低氧SGC-7901细胞增殖活性的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
         24 h        48 h      72 h

           A 值          IR(%)           A 值            IR(%)         A 值       IR(%)

常氧组  0.496±0.042       0.722±0.028     0.834±0.030  

低氧组  0.407±0.014 18.0 0.582±0.035 19.4 0.659±0.035 21.4

低氧加Tan ⅡA组(mg/L)   

    0.5  0.395±0.024 22.0 0.516±0.019 27.8 0.602±0.020 28.6

    1.0  0.370±0.026 26.0 0.438±0.031 38.9 0.506±0.020 39.3

    2.0  0.329±0.017 34.0 0.365±0.048 48.6 0.432±0.037 48.8

    5.0  0.294±0.113 40.0 0.295±0.026 59.7 0.331±0.016 60.7

    10.0  0.251±0.028 50.0 0.220±0.034 69.4 0.290±0.013 71.2

■创新盘点
本研究选择典型
的活血化瘀中药
丹参的主要有效
单体成分丹参酮
ⅡA, 从低氧角度
阐明其活血化瘀
抗肿瘤的微观机
制, 达到中西医两
种理论的内在统
一.  
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低氧培养72 h后细胞凋亡率达40.70±1.55(图1). 
2.3 Tan ⅡA对低氧下培养的胃癌细胞HIF-1α表

达的影响 常氧对照组HIF-1α蛋白呈低水平表

达, 单纯低氧培养细胞48 h后HIF-1α蛋白表达

明显增高, 而低氧加Tan ⅡA组HIF-1α蛋白表达

随Tan ⅡA浓度的增加而逐渐降低. 常氧组、单

纯低氧组、低氧加Tan ⅡA 0.5、2.0、10.0 mg/L
各组A值分别为0.177±0.019、0.670±0.044、
0.552±0.035、0.438±0.031、0.379±0.034. 说
明TanⅡA呈剂量依赖性的抑制低氧诱导的HIF-
1α的表达(F = 712.326, P <0.01, 图2). 

3  讨论

肿瘤低氧是多种实体瘤包括胃癌的特点, 其缺

氧主要是由于实体瘤低分化, 恶性程度高, 生长

迅速, 血管生长的相对滞后, 常常引起血供不

足, 循环和淋巴系统紊乱. 而HIF-1α的表达, 是
肿瘤发生发展、血管生成、放化疗抵抗、恶性

演进、侵袭与转移的关键环节之一[1-11]. 低氧还

导致肿瘤基因组和蛋白质组不稳定, 通过克隆

选择, 使发生肿瘤相关基因突变的肿瘤细胞亚

群在低氧逆境下生存增殖, 耐受放化疗打击, 进
而浸润转移[5-9]. 因此, 探索低氧环境下有效的抗

肿瘤药物已经成为国内外学者的共识[12-17]. 已经

发现, 作为丹参的主要有效提取成分, Tan ⅡA在

常氧下抑制人肺癌细胞、鼻咽癌细胞、肝癌细

胞、胃癌细胞等多种实体瘤肿瘤细胞以及人早

幼粒白血病细胞及其耐药细胞株的增殖, 诱导

肿瘤细胞凋亡及分化[19], 然而低氧下Tan ⅡA对

肿瘤细胞包括胃癌细胞的影响尚未见报道. 本
研究通过细胞增殖抑制实验发现, 与常氧组比

较, 低氧下胃癌细胞增殖减慢, 而Tan ⅡA对低

氧下胃癌细胞的生长增殖具有进一步的抑制作

用, 10.0 mg/L浓度时其抑制率达71.2%, 并呈剂

量、时间依赖性. 有研究表明, 低氧对肿瘤细胞

周期有明显影响, 低氧使肿瘤细胞停止于G1/S
期, 而这种细胞群不易被放化疗手段杀伤, 成为

放化疗抵抗的原因之一[20-22]. 而我们的结果表明, 
Tan ⅡA对低氧下的胃癌细胞增殖有明显抑制作

用, 推测Tan ⅡA可能对处于G1/S期的低氧细胞

群有杀伤或诱导凋亡作用. 我们应用HOECHST
染色法进一步观察了Tan ⅡA对低氧下培养的

胃癌细胞凋亡的影响. 结果表明, 低氧本身可一

定程度的诱导胃癌细胞凋亡, 而Tan ⅡA则可呈

剂量和时间依赖性的诱导胃癌细胞进一步凋亡, 
结合MTT结果, 我们推测Tan ⅡA可能对处于细

胞周期各期特别是G1/S期的细胞群均有诱导凋

亡作用. 研究表明, 低氧环境下, 多种肿瘤细胞

包括胃癌细胞存在凋亡异常, 一方面低氧使凋

亡敏感细胞群发生凋亡, 另一方面低氧使凋亡

耐受细胞群得以克隆增殖进而成为具有放化疗

抵抗和高侵袭转移能力的优势细胞群, 这种细

CBA

图 1 胃癌细胞株SGC7901细胞的凋亡(HOECHST染色法×200). A: 常氧对照组; B: 低氧对照组; C: 低氧加10.0 mg/L Tan ⅡA组.

图 2 胃癌细胞株SGC7901 HIF-1α蛋白的表达(免疫细胞化学二步法×400). A: 常氧对照组; B: 低氧对照组; C: 低氧加10.0 

mg/L Tan ⅡA组.

CBA

■应用要点
本研究发现, 低氧
条件下, 丹参酮Ⅱ
A 可 抑 制 胃 癌 细
胞增殖并诱导其
凋亡, 这种作用可
能与其抑制HIF-
1α蛋白表达有关. 
该研究结果表明, 
丹 参 酮 Ⅱ A 可 能
是对低氧肿瘤有
效的小分子单体
化合物. 通过该研
究, 初步揭示了丹
参活血化瘀药物
抗肿瘤的分子机
制, 为其抗肿瘤的
临床应用提供了
初步理论依据.  
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胞群的治疗是放化疗的难点[5-9]. 我们的结果提

示, Tan ⅡA可能对这类细胞群具有诱导凋亡作

用. HIF-1是低氧条件下由HIF-1α和HIF-1β两个

亚单位聚合产生的一种异源二聚体转录因子, 
是调控多种低氧反应靶基因表达的关键转录因

子. 其中HIF-1α蛋白在低氧下稳定, 而常氧下则

被泛素-蛋白酶系统迅速降解; 而HIF-1β则呈组

成性表达, 不受氧分压的调控[3]. 研究发现HIF-1
通过调控多种靶基因的表达以及与肿瘤相关

基因的相互作用, 对肿瘤的发生发展、血管生

成、放化疗抵抗、恶性演进、侵袭与转移、克

隆选择与调亡抵抗等有重要影响[1-11]. 多数研究

表明, HIF-1α表达升高使肿瘤细胞耐受凋亡, 放
化疗抵抗, 这与肿瘤细胞的癌基因和抑癌基因

的具体变化有关[23-26]. 我们应用免疫细胞化学法

发现: 常氧下胃癌SGC7901细胞HIF-1α呈低水

平表达, 低氧下HIF-1α表达明显增高, 而Tan Ⅱ
A可呈剂量依赖性地抑制低氧下HIF-1α的表达. 
因此, 我们推测Tan ⅡA诱导低氧胃癌细胞凋亡

的作用可能与其抑制HIF-1α的表达相关. 总之, 
我们的初步研究结果表明, Tan ⅡA在低氧下可

抑制胃癌细胞的增殖, 并诱导其凋亡; 其机制至

少部分可能是通过抑制HIF-1α的表达来实现的. 
这一发现有助于揭示Tan ⅡA活血化瘀抗肿瘤的

分子机制. 低氧下Tan ⅡA对胃癌细胞的上述作

用的具体分子机制值得进一步深入探讨. 
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进行中药或者复
方研究, 则更有临
床应用前景和价
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Pdcd4 tumor 
suppressor gene expression on the cytotoxic 
activity of hydroxycamptothecine (HCPT) to the 
human gastric cancer cell line BGC-823 and its 
mechanism.

METHODS: Lipid-mediated transfection was 
used to obtain Pdcd4 high-expressed BGC-823 
cell line and the control cell lines. MTT method 
was used to determine the growth inhibition of 
HCPT to the transfected BGC-823 cells. Flow cy-
tometry was used to analyze the effects of HCPT 
to the cell cycle and apoptosis rate of the trans-
fected BGC-823 cells. Western blot was used to 
analyze the transfection results and the expres-
sion of Pdcd4 protein in the transfected BGC-823 
cells treated with HCPT.

RESULTS: A stable Pdcd4 high-expressed 
BGC-823 cell line was established. MTT results 
showed that after the transfection treated with 

HCPT for 24 and 72 hours, the IC50 of the Pdcd4 
high-expressed group was lower than that of the 
control groups (pCDNA3.1 and pCDNA-Pdcd4-
D418A) (74.48 μmol/L vs 87.67, 102.30 μmol/L; 
14.30 μmol/L vs 40.59, 29.54 μmol/L, all P < 0.05). 
After the transfected BGC-823 cells were treated 
with 80 μmol/L HCPT for 72 hours, the cell pro-
portion in G0/G1 phase declined, while the cell 
proportion in S phase increased and the apopto-
sis cell rate increased significantly (pCDNA3.1: 
45.40% vs 5.65%; pCDNA-Pdcd4-D418A: 36.21% 
vs 3.07%; pCDNA-Pdcd4: 46.17% vs 4.25%, all P 
< 0.05). Western blot results showed that after 
transfected BGC-823 cells were treated with 80 
μmol/L HCPT for 72 hours, the expression of 
Pdcd4 protein was increased.

CONCLUSION: High expression of Pdcd4 in-
creases the sensitivity of BGC-823 cells to HCPT. 
HCPT induces BGC-823 cells S-stage arrest and 
apoptosis. HCPT up-regulates the expression of 
Pdcd4 protein in BGC-823 cells.

Key Words: Programmed cell death 4; Hydroxyca-
mptothecine; Human gastric cancer; BGC-823 cell

Wang HQ, Sun ZX. Effect of Pdcd4 tumor suppressor 
gene expression on cytotoxicity of hydroxycamptothecine. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 647-651

摘要
目的: 探讨抑癌基因Pdcd4的表达对羟基喜树
碱细胞毒活性的影响及其机制. 

方法: 采用脂质体转染法将带有全长Pdcd4 
cDNA的质粒转入BGC-823细胞, MTT法测定
羟基喜树碱对Pdcd4cDNA转染BGC-823细胞
的生长抑制作用, 流式细胞术检测羟基喜树碱
作用前后细胞周期和凋亡率的变化, Western 
blot蛋白印迹法检测Pdcd4蛋白表达. 

结果: 建立了稳定转染Pdcd4cDNA的BGC- 
823细胞系 ;  羟基喜树碱作用转染细胞24, 
72 h后, 药物对Pdcd4cDNA转染组细胞的半
数抑制浓度均低于两对照组(p C D N A3.1与
pCDNA-Pdcd4-D418A)(74.48 μmol/L vs  87.67, 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
Pdcd4是一个新发
现的抑癌基因, 在
多种癌症中表达
下调或缺失. 前人
研究发现, 在肾癌
细胞中表达Pdcd4 
cDNA, 可以增强
其对抗肿瘤抗生
素苯醌安莎霉素
(geldanamycin)的
敏感性.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室



102.30 μmol/L; 14.30 μmol/L vs  40.59, 29.54 
μmol/L, 均P <0.05); 流式细胞仪测定结果表
明, 80 μmol/L羟基喜树碱作用转染细胞24 
h, 处于细胞周期G0/G1期的细胞比例下降, S
期细胞比例升高, 出现细胞周期S期阻滞, 72 
h, 细胞凋亡率显著升高(pCDNA3.1: 45.40% 
vs  5.65%; pCDNA-Pdcd4-D418A: 36.21% 
vs  3.07%; pCDNA-Pdcd4: 46.17% vs  4.25%, 
P <0.05); Western blot结果表明80 μmol/L羟基
喜树碱作用转染细胞72 h, Pdcd4蛋白表达水
平升高.

结论: 提高人胃腺癌细胞BGC-823中Pdcd4蛋
白的表达能增强其对羟基喜树碱的敏感性; 
羟基喜树碱能引起BGC-823细胞S期阻滞, 并
能诱导细胞凋亡; 羟基喜树碱本身也可上调
BGC-823中Pdcd4的表达.

关键词: 程序性细胞凋亡因子4; 羟基喜树碱; 人胃

腺癌; BGC-823细胞
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0  引言

程序性细胞死亡因子4(programmed cell death 
4, Pdcd4)是近年来新发现的一个抑癌基因, 他
在人肺癌、肠癌等多种人癌组织中表达下调

或缺失[1-2]. 羟基喜树碱(hydroxycamptothecine, 
HCPT)是一种具有选择性抑制DNA拓扑异构酶

Ⅰ(TopoⅠ)的植物抗癌药, 具有广谱抗癌作用, 
临床上用于治疗原发性肝癌、胃癌等. 对抗癌

药物减毒增效的研究一直是一个重要而困难的

课题. 有报道指出, 细胞中Pdcd4的表达水平可

能影响某些抗癌药物的抗癌活性[3]. 本实验拟

通过建立Pdcd4 cDNA稳定转染BGC-823细胞

系, 测定羟基喜树碱对转染细胞的增殖抑制作

用、细胞周期和凋亡率的变化及Pdcd4的表达情

况, 以考察抗癌药物羟基喜树碱对人胃腺癌细胞

BGC-823的细胞毒活性与BGC-823细胞中抑癌

基因Pdcd4的表达的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基为Gibco公司产品, 胎
牛血清购于中国医学科学院生物工程研究所-
灏阳生物, G418为Inalco公司产品, 10-羟基喜树

碱购于Sigma公司, 原药以DMSO溶解并配成80 
mmol/L贮存液, 分装后-20℃贮存; DH5α工程菌
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为Biodee公司产品, 转染试剂Lipofectamine为
Invitrogen公司产品; 噻唑蓝(MTT)为Ameresco
公司产品; 兔抗人Pdcd4抗体为美国肯塔基大

学医学院杨新盛博士(Dr. Hsin-Sheng Yang)惠
赠, 兔抗actin、辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG
和ECL试剂购于北京中杉金桥生物技术有限公

司, Santa Cruz Biotech公司产品. 蛋白酶抑制剂

Protease Inhibitor Cocktail Set Ⅲ为Calbiochem公

司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃腺癌细胞BGC-823购自协

和基础所细胞库. 采用含100 mL/L小牛血清, 100 
kU/L青霉素和100 mg/L: 链霉素的RPMI 1640培
养液, 37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度培养箱中培

养, 2-3 d换液传代1次. 取对数生长期细胞为实

验对象. 转染细胞采用含100 mL/L小牛血清, 300 
mg/L G418的RPMI 1640培养液, 37℃, 50 mL/L 
CO2的饱和湿度培养箱中培养, 2-3 d换液传代1
次. 取对数生长期细胞为实验对象.
1.2.2 脂质体转染建立稳定表达Pdcd4 cDNA
的人胃腺癌BGC-823细胞系: 转染质粒分别为

pcDNA3.1(空质粒)、pcDNA3.1-Pdcd4(Pdcd4 
c D N A表达质粒)及p c D N A3.1-P d c d4D418 
A(Pdcd4 cDNA突变质粒), 以上质粒均为美国肯

塔基大学医学院杨新盛博士惠赠. 
1.2.3 MTT法测定羟基喜树碱对BGC-823细胞的

增殖抑制作用: 取对数生长期细胞, 重悬于含体

积分数为100 mL/L FBS的RPMI 1640培养液中, 
以1×103个细胞/孔的终浓度接种于96孔培养板, 
24 h后加入0、40、80、160 μmol/L的HCPT, 每
个浓度重复3个孔, 培养不同时间后, 加MTT, 置
37℃, 50 mL/L CO2培养箱中孵育6 h, 小心吸去

上清, 加入DMSO后震摇, 使蓝紫色沉淀充分溶

解. 在酶标仪555 nm波长处读取吸光度值, 测定

细胞增殖抑制率, 并绘制抑制率曲线, 计算不同

时间药物对癌细胞的半数抑制浓度(IC50). 实验

重复3次. 
1.2.4 流式细胞术测定细胞周期变动和凋亡: 收
集80 μmol/L HCPT作用不同时间的BGC-823细
胞, 用PBS(pH7.2)洗涤2次, 700 mL/L冰乙醇固

定, 4℃保存过夜. 1000 r/min离心5 min弃去固定

液. 1 mL PBS重悬, 1000 r/min离心5 min弃上清. 
加入30 mg/L的RNaseA 200 μL, 37℃, 40 min. 
1000 r/min离心5 min弃上清. 加入50 mg/L的PI
染液200 μL, 4℃避光60 min. 上机前常规进行光

路流路校准, 流式细胞仪检测结果经CELLQuest 

www.wjgnet.com

■研发前沿
Pdcd4基因表达下
调或其产物泛素
化途径的激活可
能是部分癌症发
生发展的原因之
一. Pdcd4可能是
抗癌药物研究的
新靶点. Pdcd4的
表达对抗癌药物
细胞毒作用的影
响以及抗癌药物
对Pdcd4表达的影
响还缺乏广泛深
入的研究.

■相关报道
国外有报道在具
有抗癌活性药物
geldanamycin和
tamoxifen的作用
下, Pdcd4蛋白的
表达水平高于平
均 值 .  稳 定 表 达
P d c d 4 反 义 核 酸
能显著降低乳腺
癌MCF-7细胞对
geldanamycin和
tamoxifen的敏感
性. 在肾癌UO-31
细胞中表达Pdcd4 
cDNA后, 增强了
其对geldanamycin
的敏感性.
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Software分析.
1.2.5 Western blot检测Pdcd4表达: 80 μmol/L 
HCPT作用BGC-823细胞72 h后, 加含蛋白酶抑

制剂的细胞裂解液裂解细胞, 离心取上清液, 测
定蛋白浓度, SDS-PAGE电泳, 然后样品带电转

移至硝酸纤维素膜, 50 g/L脱脂牛奶封闭, 一抗

(兔抗人Pdcd4, 1∶1000稀释)过夜, 辣根过氧化

物酶标记二抗(羊抗兔, 1∶5000稀释)室温作用1 
h, ECL试剂显影.

2  结果

2.1 建立稳定转染Pdcd4 cDNA的BGC-823细

胞系 采用脂质体转染法, 分别将pcDNA3.1(3.1
组)、pcDNA3.1-Pdcd4(Pdcd4组)、pcDNA3.1-
Pdcd4D418A(D418A组)转染BGC-823细胞, 300 
mg/L G418筛选2-4 wk, 通过Western blot法分

析, 结果Pdcd4组(表达有功能的Pdcd4蛋白)和
D418A组(表达突变的功能部分丧失的Pdcd4蛋
白)的Pdcd4蛋白表达明显强于3.1组, 确认三种

质粒已稳定转染(图1).
2.2 上调Pdcd4表达对BGC-823细胞HCPT药物

敏感性的影响 分别用0、40、80、160 μmol/L 
HCPT作用3种BGC-823转染细胞24、72 h后, 
MTT法测定细胞增殖抑制率, 并绘制抑制率曲

线(图2), 计算IC50. 结果表明, 羟基喜树碱对三组

转染细胞均有显著增殖抑制作用, 比较HCPT作
用三种转染细胞24、72 h的半数抑制浓度, 结
果HCPT对Pdcd4 cDNA转染组(pCDNA-Pdcd4)
细胞的半数抑制浓度(24 h: 74.48 μmol/L; 72 

h: 14.30 μmol/L)均低于两对照组(24 h: pCD-
NA3.1: 87.67、pCDNA-Pdcd4-D418A: 102.30 
μmol/L; 72 h: pCDNA3.1: 40.59 μmol/L; pCD-
NA-Pdcd4-D418A: 29.54 μmol/L). 低浓度(40、
80 μmol/L)HCPT作用3种转染细胞72 h, 高浓度

(160 μmol/L)HCPT作用三种转染细胞24 h后, 
Pdcd4组抑制率均高于其他两转染组(图3). 以上

结果说明Pdcd4增强了人胃腺癌细胞BGC-823对
HCPT的敏感性.
2.3 HCPT对转染细胞的细胞周期和凋亡率的影

响 采用80 μmol/L HCPT作用三种BGC-823转染

细胞24、72 h后, 流式细胞术检测细胞周期和凋

亡率的变化, 结果发现各转染组加入HCPT24后, 
与溶剂对照组(3.1c, D418Ac, Pdcd4c)相比, 加药

3.1           D418A         Pdcd4
54 kDa

43 kDa

Pdcd4蛋白

actin

图 1 三种BGC-823转染细胞中Pdcd4蛋白的表达. 3.1: 

pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-Pdcd4D418A转染

细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞.

图 2 HCPT作用三种转染细胞抑制率曲线. A: 24 h; B: 72 h; 

3.1: pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-Pdcd4D418A转

染细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞.
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表 1 80 μmol/L HCPT处理三种转染细胞24, 72 h细胞周期及凋亡率分布 (%)

     
       24 h                    72 h

       G0/G1               S                  G2/M   Apo             G0/G1       S           G2/M   Apo

3.1c      65.13           13.33 21.54       1.09           55.08   31.71         13.20                5.65

3.1t     12.42           64.63 22.95       1.71           32.11   56.84         11.05              45.40

D418Ac     61.96           15.35 22.69       0.67           66.46   23.52         10.02                3.07

D418At     11.97           67.11 20.92       1.17           21.89   66.42           9.69              36.21

Pdcd4c     70.01           11.89 17.10       1.05           51.75   37.40         10.85                4.25

Pdcd4t     16.64           66.68 16.68       1.68           22.73   66.56         10.71              46.17

■创新盘点
本文通过脂质体
转染技术把含有
Pdcd4 cDNA的质
粒导入人胃腺癌
BGC-823细胞中
实现了稳定转染, 
并利用转染细胞
株研究Pdcd4的表
达对10-羟基喜树
碱细胞毒活性的
影响, 同时考察了
10-羟基喜树碱对
Pdcd4蛋白表达的
影响.
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组(3.1t, D418At, Pdcd4t)细胞G0/G1期细胞比例

显著下降, S期细胞比例显著升高, 但是3组转染

细胞间无明显差别, 72 h后, 各加药组细胞凋亡

率显著升高(表1). 说明HCPT能引起BGC-823细
胞S期阻滞, 进而能诱导肿瘤细胞凋亡, HCPT对
3转染组的细胞周期影响相近, 没有显著差别.
2.4 HCPT对Pdcd4表达的影响 采用80 μmol/L 
HCPT作用3种BGC-823转染细胞72 h后, Western 
blot法检测Pdcd4蛋白的表达情况, 结果发现3种
转染细胞中Pdcd4蛋白表达量均升高(图4), 说明

HCPT能显著上调Pdcd4蛋白表达.

3  讨论

喜树碱(camptothecine, CPT)是从珙桐科植物喜

树中分离提取的五环生物碱, 是有选择性抑制

DNA TopoⅠ作用的植物抗癌药. 由于喜树碱的

水溶性和脂溶性都比较差, 其钠盐的抗癌活性

较低, 临床应用受到严格限制. 10-羟基喜树碱

其化学结构与喜树碱相似, 仅第10位碳原子上

的氢为羟基所取代. 与喜树碱相比, 羟基喜树碱

毒性小、抗肿瘤作用更强, 使喜树碱类药物在

肿瘤防治中起到了重大作用. 尤其在抗癌药紫

杉醇生产用原料严重枯竭的形势下, 羟基喜树

碱的发展前景更加看好[4]. 已有的体外研究表

明羟基喜树碱对多种癌细胞均有抑制或杀伤作

用, 本实验同样发现羟基喜树碱能抑制人胃腺

癌细胞BGC-823增殖, 引起BGC-823细胞S期阻

滞, 继而诱导肿瘤细胞凋亡率升高, 结果与涂水

平 et al [5]的报道一致, 而Zhang et al [6]研究发现

羟基喜树碱诱导人肝癌细胞G2/M期阻滞, 说明

HCPT对不同来源不同类型的肿瘤细胞周期变

化的影响有所不同.
Pdcd4最初发现是小鼠上皮JB6细胞恶性转

化的抑制物, Pdcd4可与真核细胞翻译起始复合

物中的eIF4A起始因子等直接作用, 进而影响与

细胞增殖有关的转录因子蛋白质合成[7]. Jansen 
et al通过Western blot方法分析美国癌症研究所

(NCI)60种癌细胞中Pdcd4蛋白表达情况, 发现在

大多数的肾源、肺源和神经胶质源的肿瘤细胞

中, Pdcd4蛋白的表达水平下降[3]. 提高Pdcd4的
表达可作为抗癌研究新的靶点[8]. 

Jansen et al [3]实验还证明, 在肾癌UO-31细胞

中表达Pdcd4 cDNA, 增强了其对geldanamycin的
敏感性, 并伴随着细胞周期阻滞和凋亡的增加. 
本研究发现, 人胃腺癌BGC-823细胞转染Pdcd4 
cDNA后, 与对照组相比, HCPT对Pdcd4转染组

细胞增殖抑制率增加, 药物对癌细胞的半数抑

制浓度降低, 说明提高BGC-823细胞中Pdcd4的
表达水平增加了癌细胞对羟基喜树碱的敏感性. 

为了弄清Pdcd4引起羟基喜树碱细胞毒活

性增加是药物抗癌活性与Pdcd4抑癌基因作用

的简单叠加还是Pdcd4通过某种作用途径诱导

了药物的抗癌活性的提高, 我们测定了不加药

情况下3种转染细胞的生长曲线、细胞周期和

细胞凋亡情况 ,  结果发现各转染细胞的生长

情况和细胞周期分布无明显差别, 说明Pdcd4 
cDNA转染本身并没有明显影响BGC-823细胞

的增殖和凋亡, 转染Pdcd4 cDNA组引起羟基

喜树碱细胞毒活性增加不是药物抗癌活性与

Pdcd4抑癌基因作用的简单叠加. 本研究还发现

羟基喜树碱本身可增加BGC-823细胞中Pdcd4
蛋白表达, 其机制尚不清楚. 提高Pdcd4在细胞

图 4 80 μmol/L HCPT作用三种转染细胞72 h Pdcd4蛋
白的表达. 3.1: pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-

Pdcd4D418A转染细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞. c: 

对照组; t: 处理组.

c        t        c       t        c      t

54 kDa

43 kDa

Pdcd4

actin
3.1          D418A          Pdcd4

■应用要点
Pdcd4基因可增强
胃腺癌BGC-823
细胞对10-羟基喜
树碱的敏感性, 为
进一步提高羟基
喜树碱临床疗效
提供了新思路.

图 3 HCPT作用三种转染细胞抑制率曲线. A: 80 μmol/L; 

B: 160 μmol/L; 3.1: pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-

Pdcd4D418A转染细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞.
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中的表达能增加癌细胞对羟基喜树碱的敏感性, 
而羟基喜树碱能使Pdcd4上调表达, 二者协同作

用可能大大增加了羟基喜树碱对癌细胞的细胞

毒作用, 提示Pdcd4可能参与了羟基喜树碱对癌

细胞的杀伤作用, 其分子机制有待进一步研究. 
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第二十一次全国中西医结合消化学术会议征文通知   

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2009-07-23/26在南宁市召开第二十一次全

国中西医结合消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为功能性胃肠病、炎症

性肠病和消化内镜新技术临床应用演示)新技术新理论继续教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、

中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班者授予国家级1类继续教育学分; 大会论

文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容 

功能性胃肠病、炎症性肠病中西医结合基础与临床治疗研究; 幽门螺杆菌相关疾病的中西医结合基础与治疗

研究; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研究; 消化系肿瘤中西医结合诊疗; 脾

胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等疾病)的基础研究、临床研究与实

践等.

2      征稿要求 

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿

件传送, 截稿日期: 2009-06-30.

3      联系方式 

袁海锋, 朱永苹, 530011, 广西壮族自治区南宁市华东路10号广西中医学院瑞康医院, 电话: 0771-2188107; 

13597004049; 13077766271, 传真: 0771-2411156, rkxhnk@sina.com或czs.xiaohua@163.com 
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Abstract
AIM: To observe the expression of IRAK-M in 
endotoxin-tolerant Kupffer cells and to explore 
its role in endotoxin tolerance of Kupffer cells.

METHODS: The model of endotoxin-tolerant 
Kupffer cells was established by lipopolysaccha-
ride (LPS, 10 μg/L) pretreatment, and was com-
pared with control cells. At different time points 
after LPS (100 μg/L) stimulation, the TNF-α lev-
el in culture medium was measured by ELISA. 
The mRNA expression of TNF-α and IRAK-M in 
Kupffer cells was detected by RT-PCR. TransAM 
NF-κB Kit was used to examine the activation 

of NF-κB. The expression of IRAK-M protein in 
Kupffer cells was detected by Western blot. 

RESULTS: In both groups, LPS stimulation 
increased TNF-α level in culture medium, and 
enhanced TNF-α mRNA expression and NF-κB 
activation in Kupffer cells, but these parameters 
were significantly lower in tolerant group than 
in control group (P < 0.05). In control group, 
the expression of IRAK-M mRNA could not be 
detected until 24 h after LPS stimulation. How-
ever, this expression was slight in tolerant group 
before LPS stimulation and was rapidly up-
regulated after stimulation, peaking at 6 h and 
was still stronger than the expression in control 
group at 24 h (P < 0.05). In addition, there was 
no IRAK-M protein expression in control group 
until 24 h after LPS stimulation, but this expres-
sion could be detected in tolerant group before 
LPS stimulation and was up-regulated in a time-
dependent manner. There was significant differ-
ence between two groups (P < 0.01). 

CONCLUSION: IRAK-M expression is sig-
nificantly up-regulated in endotoxin-tolerant 
Kupffer cells and it may play an important role 
in endotoxin tolerance of Kupffer cells. 

Key Words: Kupffer cell; Endotoxin tolerance; In-
terleukin-1 receptor associated kinase-M

Li XH, Chen XF, You HB, Liu HZ, Liu ZJ, Gong JP. 
Expression of IRAK-M in endotoxin-tolerant Kupffer cells 
and its significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(7): 652-656

摘要
目的: 观察内毒素耐受状态下Kupffer细胞中
白介素-1受体相关激酶-M(IRAK-M)的表达
并探讨其在Kupffer细胞内毒素耐受形成中的
作用.

方法: 通过脂多糖(LPS, 10 μg/L)预处理建立
内毒素耐受Kupffer细胞模型, 并与对照组细
胞进行比较; 在LPS(100 μg/L)刺激后不同时
点, 用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测细胞培
养液中TNF-α水平, 逆转录聚合酶链反应(RT-

®

■背景资料
内毒素又名脂多
糖, 是G-细菌最重
要的致病物质, 能
激活单核-巨噬细
胞系统并引起大
量炎症介质释放, 
导致全身过度炎
症反应及器官损
害. 内毒素耐受是
生物在长期进化
过程中形成的一
种保守的负反馈
调节机制, 能避免
机体对脂多糖刺
激的持续过度反
应. 

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院普
外科; 戴朝六, 教
授, 中国医科大学
第二临床学院(盛
京医院)肝胆外科
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PCR)检测细胞中TNF-α和IRAK-M的mRNA
表达, TransAM NF-κB Kit检测细胞中NF-κB
活性, 蛋白印迹法(Western blot)检测细胞中
IRAK-M蛋白表达. 

结果: LPS刺激在两组细胞中均引起TNF-α释
放增加, TNF-α mRNA表达以及NF-κB活性增
强, 但耐受组细胞的三种指标明显低于对照
组(P <0.05); 对照组细胞在LPS刺激24 h后才
能检测出IRAK-M mRNA的表达, 而耐受组细
胞在LPS刺激前已可检测到IRAK-M的基因表
达, 且该表达在LPS刺激后迅速增强, 于6 h达
高峰, 24 h时仍明显高于对照组(P <0.05); 对照
组细胞在LPS刺激24 h后才有微弱的IRAK-M
蛋白表达, 而耐受组细胞在LPS刺激前已有
IRAK-M的蛋白表达, 并随LPS刺激进一步上
调, 两组有显著差异(P <0.01). 

结论: 内毒素耐受状态下, K u p f f e r细胞中
的IRAK-M表达明显增强, IRAK-M可能在
Kupffer细胞内毒素耐受形成中起重要作用. 

关键词: Kupffer细胞; 内毒素耐受; 白介素-1受体

相关激酶-M
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0  引言

内毒素又名脂多糖(lipopolysaccharide, LPS), 为
G-细菌最重要的致病物质, 他能激活单核-巨噬

细胞系统(mononuclear phagacytic system, MPS), 
引起TNF-α等大量炎症介质释放, 导致全身过度

炎症反应及器官损害[1-3]. 内毒素耐受(endotoxin 
tolerance)是生物在长期进化过程中形成的一种

保守的负反馈调节机制, 是一种适应性应答, 能
避免机体对LPS刺激的持续过度反应. 所谓内毒

素耐受是指: 机体或单核-巨噬细胞受LPS初次刺

激后, 对LPS的再次刺激呈低反应性[4-5]. 最近有

研究表明, 白介素1受体相关激酶-M(interleukin-1 
receptor associated kinase-M, IRAK-M)对LPS信
号通路起负性调节作用, 可能参与内毒素耐受的

形成机制[6-7]. 业已证明, IRAK-M主要在单核-巨
噬细胞中表达[6-9]. Kupffer细胞为常驻肝血窦的

巨噬细胞, 占单核-巨噬细胞总量的80%-90%, 是
MPS的典型代表[10-11]. 但目前尚无有关Kupffer细
胞中IRAK-M表达的研究报道. 本研究通过建立

内毒素耐受Kupffer细胞模型, 观察IRAK-M在

Kupffer细胞中的表达, 并探讨其在Kupffer细胞

内毒素耐受形成中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康成年昆明小鼠, 清洁级, 体质量

20-25 g, 购自重庆医科大学实验动物中心; 脂多

糖(E.coli.  O111:B4)及Ⅳ型胶原酶购自美国Sigma
公司; DMEM培养基及特级胎牛血清购自美国

Hyclone公司; 兔抗IRAK-M多克隆抗体购自美

国AnaSpec公司; 小鼠TNF-α ELISA试剂盒、

Western blot检测试剂盒等购自武汉博士德生物

技术有限公司; RT-PCR试剂盒为TaKaRa公司产

品; 核蛋白提取试剂盒Nuclear Extraction Kit及
NF-κB活性检测试剂盒TransAM NF-κB Kit为美

国Active Motif公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 Kupffer细胞分离、培养和鉴定: 阻断肝上

下腔静脉, 经门静脉插管灌注, 灌注液由肝下下

腔静脉插管引出; 用D-Hanks液灌注洗净肝内血

液后, 行肝脏原位循环灌注0.05% Ⅳ型胶原酶; 
充分消化后切下肝脏用200目不锈钢滤网过滤

后经50 g离心5 min去掉实质细胞; 非实质细胞

在50%与25%的Percoll配成的梯度离心液上经

1000 g离心15 min进一步纯化后, 于含100 mL/L
胎牛血清的DMEM培养基中孵育, 6 h后洗去未

贴壁细胞即得Kupffer细胞. 台盼蓝染色显示细

胞成活率>95%. 乳胶颗粒吞噬试验显示枯否细

胞纯度>90%.  
1.2.2 细胞模型建立及分组: 将纯化后的Kupffer
细胞用含100 mL/L FBS的DMEM培养基调整细

胞浓度为5×108/L并接种于24孔培养板中, 每孔

1 mL, 培养12 h后随机分为两组: (1)对照组, 细
胞换用新鲜培养基继续培养, 24 h后再换用含

LPS 100 μg/L的培养基进行培养; (2)耐受组, 细
胞先在含LPS 10 μg/L的培养基中孵育, 24 h后处

理同对照组. 各组在随后的相应时相点收集标

本. 每时点均设有重复孔.  
1.2.3 培养液中TNF-α含量: 各组分别在相应时

间收集培养上清液, 于-70℃保存备用; 采用武汉

博士德生物技术有限公司的小鼠TNF-α ELISA
试剂盒检测, 具体方法参见试剂盒说明书. 
1.2.4 Kupffer细胞中NF-κB活性: 提取各细胞样

本的核蛋白并定量, 按2 μg/孔加入96孔板(孔内

已包被与NF-κB结合位点相一致的脱氧寡核苷

酸序列), 置100 r/min摇床室温孵育1 h; 洗涤后, 

■相关报道
文 献 报 道 , 
IRAK-M主要在
单核-巨噬细胞中
表达 .  Kupffer细
胞为常驻肝血窦
的 巨 噬 细 胞 ,  占
单 核 - 巨 噬 细 胞
总量的80%-90%, 
是 单 核 - 巨 噬 细
胞系统的典型代
表, 但目前尚无有
关Kupffer细胞中
IRAK-M表达及
其作用的研究报
道. 

■研发前沿
白介素1受体相关
激酶-M(IRAK-M)
对脂多糖信号通
路起负性调节作
用, 可能参与内毒
素耐受的形成机
制. 
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每孔加入1∶1000的NF-κB p65亚单位抗体100 
μL, 室温孵育1 h; 洗涤后, 每孔加入1:1000辣根

过氧化物酶标记的二抗100 μL, 室温孵育1 h; 洗
涤后, 每孔加入显色液100 μL, 室温避光孵育10 
min; 每孔加入终止液100 μL, 于5 min内用全自

动酶标仪在450 nm波长下测出A值, 即表示NF-
κB相对活性.  
1.2.5 Kupffer细胞中TNF-α和IRAK-M的mRNA
表达: 采用美国Life Technologies公司的TRIzol
试剂盒提取Kupffer细胞总RNA; 用TaKaRa公司

两步法逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)试剂盒检

测细胞中的mRNA表达; PCR引物由上海鼎安生

物科技有限公司设计并合成. IRAK-M引物: 上
游5'-GAA AAC GAC CCT GGA CCT CT-3', 下游

5'-CAC GGC TGA GTG TTG TGC AA-3', 扩增产

物大小为500 bp; TNF-α引物: 上游5'-TCT ACT 
GAA CTT CGG GGT GA-3', 下游5'-AGT AGA 
CCT GCC CGG ACT C-3', 扩增产物大小为542 
bp; 内参照β-actin引物: 上游5'-CAT TGT GAT 
GGA CTC CGG AG-3', 下游5'-ATA GTG ATG 
ACC TGG CCG TC-3', 扩增产物大小为300 bp. 
PCR条件为: 94℃ 45 s, 55℃ 1 min, 72℃ 1 min, 
30个循环, 72℃延伸5 min. 扩增产物经15 g/L琼
脂糖凝胶电泳后, 采用Gel Doc 2000凝胶成像系

统成像, 并作半定量分析, 结果以相对吸光度值

(RA )×面积(mm2)表示. mRNA相对含量 = (目的

基因条带RA×mm2)/(β-actin条带RA×mm2). 
1.2.6 Western blot检测Kupffer细胞中IRAK-M蛋

白表达: 提取Kupffer细胞的胞质蛋白并定量; 将
蛋白经100 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分

离并电转印至硝酸纤维素(NC)膜; 将NC膜用含

50 g/L脱脂奶粉的PBS-Tween液室温封闭1 h; 洗
涤后, 与兔抗IRAK-M多克隆抗体溶液在37℃孵

育2 h; 洗涤后, 再与辣根过氧化酶标记的羊抗兔

IgG在37℃孵育1 h; 洗涤后, NC膜用二氨基联苯

胺显色. 用Gel Doc 2000凝胶成像系统对目的条

带成像并作半定量分析, 蛋白含量以相对吸光

度值(RA )×面积(mm2)表示. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 组

间比较采用SPSS10.0软件进行方差分析, P <0.05
表示差异有显著性. 

2  结果

2.1 培养液中TNF-α含量的变化 两组细胞培养

液中TNF-α水平均随LPS刺激的持续呈逐渐升

高趋势, 刺激后1 h与刺激前相比已有显著差异

(P<0.01); 但耐受组细胞培养液中的TNF-α水平升

高相对缓慢, 自LPS刺激后3 h开始显著低于对照

组(P<0.05), 自6 h起差异更加显著(P<0.01, 图1). 
2.2 Kupffer细胞中核因子NF-κB的活性变化 LPS
刺激后, 两组细胞中的NF-κB活性迅速增强, 并
于3 h达高峰, 而后逐渐下降; 但耐受组细胞的

NF-κB活性在LPS刺激后明显低于对照组细胞, 
两组间的显著性差异一直持续到LPS刺激后12 
h(P <0.05), 而在此之前两组间的差异更为显著

(P <0.01, 图2). 
2.3 Kupffer细胞中TNF-α mRNA的表达 LPS刺
激后, 两组细胞中的TNF-α mRNA表达均明显

增强, 并于3 h达高峰; 但耐受组细胞的表达强度

弱于对照组, LPS刺激后1 h两组间已有显著差

异(P <0.05), 3 h及6 h时两组间的差异更加显著

(P <0.01, 图3). 
2.4 Kupffer细胞中IRAK-M mRNA的表达 对照

组细胞直到LPS刺激后24 h才能检测到IRAK-M 
mRNA的微弱表达. LPS刺激前, 耐受组细胞内已

有微弱的IRAK-M mRNA表达; LPS刺激后, 耐受

细胞中的IRAK-M mRNA表达迅速上调并于6 h达
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■应用要点
本 研 究 表 明
IRAK-M可能对
K u p f f e r 细 胞 的
L P S 信号通路起
负性调节作用, 并
可能参与Kupffer
细胞内毒素耐受
状态的形成, 为内
毒素血症的临床
治疗提供了潜在
的干预靶点. 

■创新盘点
本 研 究 从 蛋 白
质与mRNA水平
研究了 IRAK-M
在 内 毒 素 诱 导
Kupffer细胞耐受
中的表达及其意
义. 
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高峰, 与对照组细胞有显著差异(P<0.01), 24 h时表

达虽有所减弱, 但仍强于对照组(P<0.05, 图4). 
2.5 Kupffer细胞中IRAK-M蛋白的表达 Western 
blot检测显示, 对照组细胞直到LPS刺激24 h后
才能检测到微弱的IRAK-M蛋白表达. 耐受组

细胞在LPS刺激前已有微弱的IRAK-M蛋白表

达, LPS刺激后该表达迅速上调, 且随LPS刺激的

时间进一步增强, 与对照组相比有显著性差异

(P <0.01, 图5). 

3  讨论

内毒素又名脂多糖(L P S), 是G-细菌细胞壁上

的重要成分, 且属病原相关分子模式(pathogen 
associated molecular patterns, PAMPs)能为单核

-巨噬细胞表面的Toll样受体4(toll like recepto 
4, TLR4)所识别, 并经髄样分化因子88(myeloid 
differentiation factor 88, MyD88)、白介素-1受体

相关激酶(Interleukin-1 receptor-associated kinase, 
IRAK)、TNF受体相关因子6(TNF recep to r 
associated factor 6, TRAF6)等细胞内信号分子的

参与, 引起NF-κB等转录因子的活化, 从而导致

TNF-α等大量炎症介质释放, 造成机体过度炎症

反应及器官损害[12-14]. 然而, 生物在长期进化过

程中形成了一种针对内毒素损害的内源性保护

机制, 即内毒素耐受, 能避免了机体对LPS刺激

的持续过度反应. 所谓内毒素耐受是指: 机体或

单核-巨噬细胞经LPS预处理后, 对LPS的再次刺

激呈低反应性[4-5]. 
IRAK-M是IRAK家族成员之一, 主要在单核

-巨噬细胞内表达, 为无活性的激酶[6-9]. 近来有研

究表明, IRAK-M对LPS信号通路具有负性调节

作用并可能参与内毒素耐受的形成[6-7]. Kupffer
细胞是定居在肝脏中的巨噬细胞, 其数量占体

内单核-巨噬细胞总数的80%-90%, 是单核-巨噬

细胞系统中最大的细胞群及典型代表[10-11]. 因位

于肝血窦内, Kupffer细胞能清除进入门静脉血

液的肠源性细菌及其毒性产物如LPS, 故成为机

体的一道重要防线. 然而, 当大量LPS随血液循

环进入肝脏后, 则可引起Kupffer细胞的过度激

活. 此时的Kupffer细胞作为一个巨大的“炎症

介质库”, 对机体过度炎症反应和器官损害的

发生起重要作用[10-11,15-16]. 由于Kupffer细胞代表

着单核-巨噬细胞的绝大部分功能, 因此Kupffer
细胞的内毒素耐受与整个机体内毒素耐受状态

密切相关. 然而, 目前尚无有关Kupffer细胞中

IRAK-M表达的研究报道. 
本实验中 ,  我们在成功分离小鼠肝脏

Kupffer细胞的基础上, 采用低浓度LPS(10 μg/L)
预处理的方式诱导Kupffer细胞的内毒素耐受状

态. 研究发现, 经低浓度LPS预处理后的Kupffer
细胞对更高浓度LPS(100 μg/L)刺激呈现出明

显的低反应性, 表现为: (1)细胞对TNF-α的释放

明显减少; (2)细胞中的TNF-α mRNA的表达明

显减弱; (3)细胞中转录因子NF-κB的活化程度

降低. 上述结果从转录因子活化、前炎症细胞

因子的基因表达及释放等不同层面证实了内毒
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图 5 Kupffer细胞中IRAK-M蛋白表达. A: Western blot检测

结果, 1: 对照组24 h, 2-7: 耐受组0、1、3、6、12、24 h; B: 

蛋白含量(n = 4), bP<0.01 vs  各组0时点; dP<0.01 vs  对照组同

时点.

■名词解释
内毒素耐受: 指机
体或单核-巨噬细
胞受脂多糖初次
刺激后, 对脂多糖
的再次刺激呈低
反应性. 
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素耐受Kupffer细胞模型的成功建立. 此外, 我
们发现对照组细胞在LPS刺激后24 h才开始有

IRAK-M的基因转录及蛋白表达, 且程度微弱; 
而耐受组细胞在LPS再度刺激前在mRNA和蛋

白水平上均能检测出IRAK-M的表达, 且两种

水平的表达在LPS刺激后均迅速上调, 同时伴

随着NF-κB活化程度的减弱. 由于NF-κB活化是

LPS激活单核-巨噬细胞的中心环节, 也是LPS
信号转导的必然结果[17-18], 故本实验结果表明

IRAK-M可能对Kupffer细胞的LPS信号通路起

负性调节作用, 并可能通过该作用参与Kupffer
细胞内毒素耐受状态的形成. 
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Abstract
AIM: To investigate mechanism of puerarin on 
alcoholic hepatitis in rats. 

METHODS: Twenty-one Wistar rats were divid-
ed into three groups randomly, with intragastric 
administration of the control group by corn oil 
+ 500 g/L glucose 20 mL/(kg•d); intragastric 
administration of the model group by 400 mL/L 
alcohol 8 g/(kg•d)+ corn oil; peritoneal injection 
of the puerarin group by puerarin 5 mg/(kg•d); 
After thirty days. Serum and liver tissue samples 
were prepared, and the levels of alanine trans-
aminase (ALT), aspartate transaminase (AST), 
and γ-glutamyltranspeptidase (GST) were deter-
mined by chromatometry, serum PGE2, TNF-α 
and IL-6 by radioimmunity method, and COX-2 
expression on the hepatic tissue by Western blot. 

Pathological changes on hepatic tissue was de-
termined by light microscopy. 

RESULTS: The serum ALT, AST and GST was 
significantly higher in model group than in con-
trol group (107.5 ± 6.81 vs 33.20 ± 10.55, 138.29 ± 
9.72 vs 47.86 ± 14.3, 3.57 ± 0.53 vs 1.43 ± 0.43, all 
P < 0.01). The serum ALT and AST was signifi-
cantly lower in puerarin group than in model 
group (52.33 ± 13.19, 63.33 ± 7.03, P < 0.01). The 
serum GST level was lower, but not signifi-
cantly. The levels of serum PGE2, TNF-α and 
IL-6 were significantly higher in model group 
than in control group (274.13 ± 26.15 vs 193.84 
± 23.97, 1.85 ± 0.11 vs 0.90±0.18, 68.07 ± 12.64 vs 
40.50 ± 5.09, all P < 0.01), and the levels of the 
serum PGE2, TNF-α and IL-6 were significantly 
lower in puerarin group than in model group 
(227.05 ± 21.55, 1.35 ± 0.19, 53.16 ± 5.62, all P < 
0.01). Expression of COX-2, was weak, but had 
high expression in model group(P < 0.01). The 
expression of COX-2 in puerarin group was 
down regulated, compared with model group (P 
< 0.01). 

CONCLUSION: Puerarin has effects on hepatic 
injury in alcoholic hepatitis. 

Key Words: Puerarin; Alcoholic hepatitis; Prostag-
landin E2; Tumor necrosis factor; Interleukin-6; 
Cyclooxygenase type 2

Qu ZW, Wen CY, Wang AP, Ju WB, Ren AH, Liu MY, 
Zhou Y. Protective effect of puerarin on rats with 
alcoholic hepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(7): 657-661

摘要
目的: 探讨葛根素对酒精性肝炎的作用机制. 

方法: 21只Wistar大鼠, 随机分为3组, 正常对
照组(n  = 7)用玉米油+500 g/L葡萄糖20 mL/
(kg•d)灌胃, 模型组(n  = 7)用400 mL/L乙醇按
8 g/(kg•d)+玉米油灌胃, 葛根素组(n  = 6): 葛根
素+酒精, 按葛根素5 mg/(kg•d)腹腔注射给药. 
采用比色法测定血清AST, ALT及GST, 放免法
测定血浆PGE2, TNF及IL-6, Western blot方法

www.wjgnet.com
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■背景资料
酒精性肝炎(AL)
目前尚无特效的
治疗药物, 本研究
为葛根素对酒精
性肝炎的实验研
究, 探讨了葛根素
对酒精性肝炎的
作用机制.

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科

   



检测肝组织COX-2表达, 并通过光镜观察肝组
织病理变化.  

结果: 血浆ALT, AST及GST模型组与正常对
照组比较有明显升高(107.5±6.81 vs  33.20
±10.55, 138.29±9.72 vs  47.86±14.3, 3.57
±0.53 vs  1.43±0.43, 均P <0.01); 与模型组
比较, 葛根素组血浆ALT及AST水平(52.33±
13.19, 63.33±7.03)有明显下降(P <0.01). GST
有下降趋势, 但无明显著意义; 模型组与正常
对照组比较血浆PGE2, TNF及IL-6明显上升
(274.13±26.15 vs  193.84 ±23.97, 1.85±0.11 
vs  0.90±0.18, 68.07±12.64 vs  40.50±5.09, 均
P <0.01); 与模型组比较, 葛根素组血浆PGE2, 
TNF及IL-6明显下降(227.05±21.55, 1.35±
0.19, 53.16±5.62, 均P <0.01), COX-2正常对照
组呈弱表达, 模型组显著高表达, 与正常对照
组比较差别显著(P <0.01), 葛根素组COX-2表
达下调, 与模型组相比有明显下调(F  = 27.94, 
P <0.01). 

结论: 葛根素通过抑制肝脏COX-2的表达, 从
而减少炎症介质PGE2、TNF及IL-6的生成, 
最终减轻酒精对肝脏的损伤作用. 

关键词: 葛根素; 酒精性肝炎; 前列腺素2; 肿瘤坏死

因子; 白介素6; 环氧化物酶2
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0  引言

酒精性肝炎(alcohotic hepatitis, AL)为常见病及

多发病, 严重者发展为肝坏死或肝功能衰竭, 进
一步发展为肝硬化、肝癌、肝昏迷等合并症[1-2]. 
目前尚无特效的治疗药物. 目前应用于临床试

验研究的药物有糖皮质激素, 已酮可可碱, 抗氧

化剂, 抗TNF-α抗体等[2]. 从中医中药角度为治

疗酒精性肝炎提供了新途径, 葛根素(puerarin)
是从豆科植物野葛的干燥根中提取的一种化学

成分, 其化学名为8-β-D葡萄吡喃糖-4', 7二羟基

异黄酮[3-6]. 葛根素药理实验研究表明, 其具有抗

酒精中枢抑制作用, 对心肌的保护作用, 对肾的

保护作用, 抗氧化作用抗缺血再灌注损伤作用, 
抗酒精中枢抑制作用, 降血糖, 防治糖尿病及其

并发症, 改善血液流变学指标, 改善微循环和抗

血小板聚集的作用. 临床上有报道用葛根素治

疗酒精性肝炎冠心病等[9-12], 但对酒精性肝炎的
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1  材料和方法

1.1 材料 兔抗鼠COX-2多克隆抗体(美国Cayman
公司); 小鼠抗大鼠, β-actin mAb(美国Sigma公
司); 生物素标记的羊抗兔二抗(英国KPL公司), 
辣根过氧化物酶标记羊抗兔及羊抗鼠二抗、

化学发光剂ECL北京中山生物技术有限公司), 
PGE2, TNF及IL-6放免试剂盒(北京北方生物技

术研究所). 葛根素注射液为北京协和药厂生产

(批号国药准字H2003122), 硝酸纤维素膜(北京

鼎国生物技术有限责任公司), 其他试剂均为分

析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 21只Wistar大鼠, ♂, 体质量170-220 
g ,  购于吉林大学动物部 (许可证号S C X K 
2003-007), 随机分为3组, 对照组(n  = 7)用玉米油

2 g/(kg·d)+500 g/L葡萄糖20 mL/(kg·d)灌胃, 模
型组(n  = 7)用400 g/L乙醇按8 g/(kg·d)+玉米油2 
g/(kg·d)灌胃, 葛根素组(n  = 7): 葛根素+酒精, 葛
根素0.05 g/dL, 按葛根素5 mg/kg ig给药, 处死大

鼠取血清及肝脏. 给药30 d造模结束后, 采用巴

比妥钠麻醉、腹主动脉釆血后处死大鼠, 共剩

余对照组7只, 模型组7只, 葛根素组6只. 各取全

血约4-5 mL, 4000 r/min, 10 min离心后收集上清

分装-70℃保存. 取肝右叶生理盐水洗净, 滤纸吸

干盐水后分成数份, 1份于100 g/L中性甲醛溶液

中固定, 其他于液氮速冻数分钟后-70℃保存.  
1.2.2 血清AST, ALT, GST的测定: 采用比色法, 
用日立7170全自动生化分析仪检测.  
1.2.3 血清PGE2, TNF及IL-6的测定: 采用125I标记

放射免法测定, 按试剂盒说明书进行. 所用仪器

为FJ-2008PSγ计数器. 3000 r/min, 3 s离心, -70℃
保存待检, 检测前40℃ 3500 r/min, 离心15 min, 
取上清液分别检测. 
1.2.4 肝组织病理学检查: 光镜观察肝组织, 100 
g/L甲醛固定标本, 乙醇梯度脱水, 二甲苯透明.  
1.2.5 COX-2表达检测: 使用Western blot方法检

测肝组织COX-2表达, 冷冻的肝组织称质量后按

1∶10比例用三去污蛋白裂解液裂解, 离心10 000 
r/min, 5 min, 2次, 取上清. 用考马斯亮蓝(G250)
测定蛋白含量. 以每样品总蛋白为150 μg上样, 
用不连续100 g/L SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 半
干转转蛋白至硝酸纤维素膜: 100 g/L脱脂奶粉

封闭; 一抗4℃过夜; TBS洗膜; 辣根过氧化物酶

标记二抗37℃ 2 h, TBST洗膜, ECL作用后X胶

www.wjgnet.com

■相关报道
Bykov et al 报道
酒精性肝病PGE2
及 T N F 升 高 ,  而
用COX-2抑制剂
Celecoxib可以显
著改善酒精性肝
病的肝损害.



曲智威, 等. 葛根素对大鼠酒精性肝炎的影响及其机制                                                       659

www.wjgnet.com

片曝光, 经显影、定影等处理后观察结果. 并用

Bandscan软件作灰度扫描分析, 用COX-2与内参

(β-ac t in)灰度值比值表示各样本COX-2表达强

度, 并作统计学处理. 
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  用

SPSS13.5统计软件处理数据, 采用方差分析和最

小显著法检验, P <0.05或0.01具有显著性差异. 

2  结果

2.1 一般情况 实验过程中乙醇灌胃组有1只大鼠

死亡, 死因为灌胃误入气管. 正常对照组存活大

鼠初始体质量各组相比没有显著性差异. 实验

中, 大鼠的一般表现: 正常对照组被毛光滑, 精
神状态好, 食欲佳, 体质量增加. 模型组大鼠精

神萎靡, 活动减少, 食欲减退, 消瘦, 皮毛无光泽, 
有脱毛现象, 体质量较前有所下降. 给药组大鼠

精神、食欲及活动介于正常组与模型组之间. 
2.2 肝脏的病理学变化 
2.2.1 肉眼观: 正常大鼠肝脏被膜光滑, 呈红褐

色, 明亮有光泽. 模型组大鼠肝脏体积明显增大, 
包膜紧张, 边缘圆钝, 颜色浅黄或土黄色, 与周

围组织有粘连, 可见局灶性黄白色变性灶, 切面

油腻, 无光泽. 给药组肝脏变化介于正常组与模

型组之间, 颜色较正常组浅, 较模型组深, 无局

灶黄白色变性灶, 切面无明显油腻感, 尚有光泽. 
2.2.2 HE染色: 正常对照组, 大鼠肝细胞以中央

静脉为中心呈放射状排列, 细胞形态正常, 小叶

结构正常(图1A); 模型组有细胞肿胀, 细胞内轻

度气球样变, 有小叶结构紊乱, 但无明显肝细胞

坏死、炎症细胞浸润及明显脂肪肝改变(图1B); 
葛根素组肝细胞亦有轻度细胞肿胀, 几乎无气

球样变, 小叶结构基本正常(图1C). 
2.3 肝脏生化指标的变化 由表1所见血浆ALT, 
AST及GST模型组与正常对照组比较有明显升

高, 差别均有显著性意义(P <0.01); 葛根素组与

模型组比较血浆ALT, AST及与正常对照组比

较有明显下降, 差别均有显著性意义(P <0.01), 
GST与模型组比较有下降趋势, 但无显著意义

(P >0.05), 葛根素具有保护肝细胞损伤作用. 
2.4 血清PGE2, TNF及IL-6的变化 由表2所见模

型组血清PGE2, TNF及IL-6与正常对照组比较

有明显升高, 差别均有显著性意义(P <0.01); 葛
根素组与模型组比较血清PGE2, TNF及IL-6明
显下降, 差别均有显著性意义(P <0.05), 葛根素

具有减少炎症介质PGE2, TNF及IL-6作用. 

表 1 各组血清ALT, AST及GST变化 (mean±SD, IU/L)

     
分组            n             ALT                         AST                  GST

对照组       7    33.20±10.55     47.86±14.30   1.43±0.43    

模型组       7  107.50±6.81b    138.29±9.72b   3.57±0.53b

葛根素组   6    52.33±13.19d    63.33±7.03d   3.00±0.63

F值                         96.82                134.49            30.02

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  模型组.

表 2 血清PGE2, TNF及IL-6的变化 (mean±SD, μg/L)

     分组           n            PGE2        TNF                       IL-6

对照组      7   193.84±23.97     0.90±0.18     40.50±5.09

模型组      7   274.13±26.15b    1.85±0.11b      68.07±12.64b

葛根素组  6   227.05±21.55c     1.35±0.19c    53.16±5.62c

F值                       19.60                 61.04                17.83

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

图 1 肝脏组织病理学变化(HE染色×400). A: 对照组; B: 模

型组; C: 葛根素组.

A

B

C
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2.5 肝组织COX-2表达 正常对照组呈弱表达, 
模型组显著高表达 ,  与对照组比较差别显著

(P <0.01, 图2). 葛根素组COX-2表达下调, 与模

型组相比有明显下调(P <0.01),  F  = 27.94. 经计

算机Bandscan软件分析其灰度值, COX-2灰度值

与β-actin灰度值比值为: 对照组(n  = 7)为0.196±
0.079, 模型组(n  = 7)为0.421±0.033, 葛根素组(n 
= 6)为0.281±0.046. 

3  讨论

COX是前列腺素类(prostaglandins, PGs)物质合

成过程中的一个限速酶. COX-2是他的一个亚

型, 他在正常组织中不表达或低表达, 但在炎

症、肿瘤等病理状态下, 可受众多因素的刺激, 
使其表达明显升高[13-15]. 己经有实验证实, 在酒

精性肝炎中, 肝脏COX-2表达明显升高, 使其合

成产物PGE2升高, 加重酒精性肝炎的各种病理

损伤. 本实验通过建立酒精性肝损伤的大鼠模

型, 观察葛根素对大鼠酒精肝损伤的影响, 同时

测定肝组织COX-2的表达, 以明确COX-2与肝损

伤的关系, 探索葛根素及选择性COX-2抑制剂对

酒精性肝损伤的影响. 本实验表明对照组呈弱

表达, 模型组显著高表达, 与对照组比较差别显

著. 葛根素组COX-2表达下调, 与模型组相比有

明显下调, 与Bykov et al报道一致[16]. 
酒精性肝损伤时, 首先损害线粒体, 因肝

细胞内线粒体AST浓度大大超过肝窦血液中的

浓度, 即使肝细胞无明显坏死, 而仅有肝细胞

膜的通透性增加时, 血中AST的浓度就可明显

升高[17-20], 故他是酒精性肝损伤的敏感指标而血

清ALT则在酒精性肝炎时可正常或轻微升高. 本
实验中, 虽然肝组织学改变没有达到明显脂肪

肝、酒精性肝纤维化的程度, 但仍明显存在肝

细胞损伤, 故其血清ALT、AST在模型组中较

对照组均有明显升高. 而经葛根素组, 其AST、
ALT较肝损伤组均有降低, 提示葛根素可以减

轻酒精所致大鼠肝细胞损伤. GST主要存在于

细胞膜和微粒体上, 参与谷胱甘肽的代谢, 当肝

细胞损伤时, 即释放到血液中[21]. 本实验结果显

示, 在酒精性肝损伤的模型组中, 血浆GST活性

升高, 模型组与对照组相比均有显著性意义, 其
同时出现的血清AST、ALT升高也说明了这一

点[22-24]. 在使用葛根素血浆GST有下降趋势, 但
无统计学意义, 表明葛根素可以减轻酒精所致

大鼠肝细胞损伤. 
急性酒精性肝炎的病理学特点是伴有肝细

胞损伤的炎症性改变, 其机制为炎症因子释放,
过氧化物打击, 内毒素的释放, Kupffer的侵润等, 
炎症因子有PGE2, TNF, TGF及IL-6等, PGE2为
COX-2的代谢产物, Bykov et al报道酒精性肝病

PGE2及TNF升高, 而用COX-2抑制剂Celecoxib
可以显著改善酒精性肝病的肝损害[16], 我们的

结果表明模型组血清PGE2, TNF及IL-6与对照

组比较有明显升高, 差别均有显著性意义; 葛根

素组与模型组比较血清PGE2, TNF及IL-6明显

下降, 差别均有显著性意义, 葛根素具有减少炎

症介质PGE2, TNF及IL-6作用. 
以上结果表明, 在酒精性肝损伤过程中, 早

期的肝组织化学性炎症改变即可刺激其COX表

达, 进而导至炎症介质PGE2, TNF及IL-6的释放. 
而使用葛根素可以拮抗上述变化, 从而减轻酒

精导致的肝组织损伤. 
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葛根素组.
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Abstract
AIM: To investigate the variation of NF-κB 
and its effect on immune response in rats with 
obstructive jaundice (OJ).

METHODS: Sixty male Wistar rats were ran-
domized into 3 groups, that is, sham operation 
group, common bile duct ligation (CBDL) group, 
and CBDL+PDCT group. Liver histopathology, 
levels of serum TB, ALT and LPS, liver IL-1β, 
IL-6, IL-10 and NF-κB were detected at 7 d and 
14 d after operation respectively in each group (n 
= 10).

RESULTS: In CBDL group, all rats were injured 
with the liver histological damage, in which the 
level of serum TB, ALT, LPS were all increased 
as compared with those in SHAM group 7 d and 
14 d post-operation (7 d: 140.14 ± 10.17 vs 7.309 

± 1.04, 134.479 ± 10.20 vs 35.79 ± 3.76, 189.33 
± 11.05 vs 2.816 ± 0.58; 14 d: 194.608 ± 12.73 vs 
36.142 ± 3.51, 217.797 ± 12.37 vs 7.321 ± 1.03, 
292.816 ± 14.53 vs 2.664 ± 0.53, all P < 0.01), be-
sides, expressions of IL-1β, IL-6, IL-10 and NF-
κB in liver were increased at day 7 (P < 0.01) and 
even more significant at day 14 (P < 0.01). After 
PDTC administration, compared with those in 
CBDL group, the level of serum TB, ALT as well 
as the expressions of IL-1β, IL-6 and NF-κB in 
liver were all significantly decreased at 7 d (P < 
0.01), while at 14 d there was no significant dif-
ference. However, after PDTC administration, 
compared with those in CBDL group, there was 
no significant difference for the level of LPS and 
IL-10 at both 7 d or 14 d.

CONCLUSION: In the early days (7 d), PDTC 
does play a protective role in OJ by down-
regulating the activation of NF-κB and down-
regulating IL-1β and IL-6, so as to alleviate the 
injuries of liver tissues. While in the late days (14 
d), PDTC has no significant effect, which may be 
caused by LPS, IL-10 and other functional chan-
nels.

Key Words: Obstructive jaundice; Nuclear factor-
kappaB; Pyrrolidine dithiocarbamate; Total bilirubin; 
ALT; Lipopolysaccharides
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摘要
目的: 探讨梗阻性黄疸(obstructive jaundice, 
OJ)时NF-κB的变化及其对免疫应答的影响. 

方法: 60只Wistar♂大鼠随机分成3组: 假手术
组(SHAM组)、梗阻性黄疸组(CBDL组)和梗
阻性黄疸+NF-κB抑制剂脯氨酸二硫化氨基
甲酸酯(PDTC)组(PDTC组). 每组术后7、14 d
分批(n  = 10)检测光镜下肝脏病理组织学, 血
清总胆红素(TB), 谷丙转氨酶(ALT), 内毒素
(LPS)水平, 肝组织促炎因子IL-1β、IL-6, 抑炎
因子IL-10以及NF-κB蛋白表达. 

®

■背景资料
梗阻性黄疸 (OJ )
是外科常见的临
床 表 现 ,  围 手 术
期发生的感染、

肝衰竭、多器官
功能不全综合征
(MODS)等并发症
和高死亡率与术
前机体的免疫功
能受抑有密切关
系. NF-κB是一种
广泛存在于体内
细胞的核转录因
子, 通过对多种免
疫相关因子的调
节, 调控机体正常
免疫功能, 可导致
梗阻性黄疸时肝
脏炎性损伤以及
继发的机体免疫
功能改变.

■同行评议者
崔云甫, 教授, 哈
尔滨医科大学第
二附属医院普外
一科
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结果: CBDL组7、14 d大鼠均出现肝组织病理
损伤, CBDL组较SHAM组血清TB、ALT、LPS
增高(7 d: 140.14±10.17 vs  7.309±1.04, 134.479
±10.20 vs  35.79±3.76, 189.33±11.05 vs  2.816
±0.58; 14 d: 194.608±12.73 vs  36.142±3.51, 
217.797±12.37 vs  7.321±1.03, 292.816±14.53 
vs  2.664±0.53, 均P<0.01), 肝组织IL-1β, IL-6, 
IL-10和NF-κB表达增强(均P<0.01), 且14 d较7 d
变化更为显著. PDTC组大鼠血清TB、ALT和
肝组织IL-1β、IL-6、NF-κB表达在7 d时相点
时比CBDL组显著下降(P<0.01), 而到14 d时相
点时比较CBDL组无明显变化; LPS和IL-10表
达与CBDL组各时相点相比无明显差异.

结论: 梗阻性黄疸大鼠早期(7 d)通过PDTC抑
制NF-κB活化表达, 可下调促炎因子的表达, 减
轻肝损. 后期(14 d)作用不明显, 其机制可能是
通过LPS、IL-10等其他途径所致.

关键词: 梗阻性黄疸; 核因子κB; 脯氨酸二硫化氨

基甲酸酯; 血清总胆红素; 谷丙转氨酶; 内毒素
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0  引言

梗阻性黄疸(obstructive jaundice, OJ)是外科常见

的临床表现, 围手术期发生的感染、肝衰竭、多

器官功能不全综合征(multiple organ dyfunction 
syndrome, MODS)等并发症和高死亡率与术前

机体的免疫功能受抑有密切关系[1]. N F-κB是

一种广泛存在于体内细胞的核转录因子, 通过

对多种免疫相关因子的调节 ,  调控机体正常

免疫功能 ,  可导致梗阻性黄疸时肝脏炎性损

伤以及继发的机体免疫功能改变[2]. 本实验检

测O J时肝脏病理组织学, 血清总胆红素(to ta l 
b i l i rub in, TB)、谷丙转氨酶(ALT)和内毒素

(lipopolysaccharides, LPS)的水平, 肝组织促炎

细胞因子IL-1β、IL-6, 抗炎细胞因子IL-10和
NF-κB蛋白的表达, 同时应用PDTC抑制NF-κB
的活化后, 再次检测上述指标的变化, 来探讨

NF-κB在OJ大鼠不同时期对机体免疫应答、肝

损伤的影响机制, 为进一步研究干预治疗早期

梗阻性黄疸时机体的免疫力降低、肝损伤提供

新的理论依据和实践经验. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级,♂, Wis tar大鼠60只, 体

质量220 -230  g ,  购于中科院上海实验动物

中心. 吡咯烷二硫代氨基甲酸盐(pyr ro l i d ine 
dithiocarbamate, PDTC)购于Sigma公司. IL-1β, 
IL-6, IL-10细胞因子ELISA试剂盒购于美国R&B
公司. 蛋白抽提试剂盒购于Active Motiff公司, 
BCA蛋白定量试剂盒和EMSA(电泳迁移率变迁

检测)试剂盒购于Pierce公司. Olympus AU7200
全自动生化仪, 北京金山川公司MB-80内毒素定

量测定系统.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 大鼠随机分成3组, 假手术

组(SHAM组), 梗阻性黄疸组(CBDL组), 梗阻

性黄疸+PDTC组(PDTC组), 每组10只大鼠. 氯
胺酮(50 mg/kg)麻醉, SHAM组取上腹正中切

口约2-3 mm, 解剖肝蒂, 仅游离胆总管, 不予结

扎. CBDL、PDTC组在距肝门5 mm处用4-0丝
线双道结扎胆总管, 逐层关腹, 操作严格无菌. 
PDTC组在术前24 h ip 100 g/L PDTC (75 mg/kg, 
S igma), 术后每天给予100 g/L P D T C i p(50  
mg/kg), 直至处死. SHAM组和CBDL组则同期ip
等量生理盐水. 各组分别于术后7、14 d分批(n  = 
10)下腔静脉采血, 制备血清, 取出肝组织, 部分

置于40 g/L多聚甲醛溶液固定, 部分置液氮保存, 
最后将大鼠处死.
1.2.2 肝脏组织病理学检查: 取40 g/L多聚甲醛液

固定的肝组织, 常规脱水, 石蜡包埋, 切片. 切片

HE染色, 观察肝组织病理变化. 
1.2.3 血清生化指标测定: TB和ALT用Olympus 
AU7200全自动生化仪检测; LPS由北京金山川

公司MB-80微生物快速动态检测系统检测, 取下

腔静脉血6 mL, 3000 r/min离心15 min后, 取血浆

进行测定(鲎试剂偶氮基质显色法). 
1.2.4 肝组织匀浆的制备及其IL-1β, IL-6, IL-10
细胞因子含量测定: 取100 mg肝组织, 内切式匀

浆机冰上匀浆后, 以3000 r/min离心30 s, 取上清

液冰上继续裂解20 min, 加入50 µL 10% Nonidet 
P(NP)-40, 震荡30 s, 4℃ 3000 r/min离心10 min, 
取上清液, -80℃冰箱冻存备用. 通过大鼠IL-1β, 
IL-6, IL-10定量ELISA试剂盒测定, 严格参照试

剂盒操作说明进行. 
1.2.5 EMSA法检测NF-κB活化表达: 新鲜肝脏取

材组织称质量匀浆后抽提核蛋白, 步骤按试剂

盒说明书. 以BCA法测定抽得的蛋白蛋白浓度. 
步骤按试剂盒说明书. 本实验中NF-κB探针序

列如下: 5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG 
C-3', 采用3'末端生物素标记[3]. 制备60 g/L聚丙

■研发前沿
梗阻性黄疸内毒
素血症是机体免
疫功能受损的结
果, 内毒素血症刺
激炎症细胞产生
的细胞因子及炎
症介质可能是抑
制细胞免疫的主
要因素.
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烯酰胺凝胶. 按照EMSA试剂盒, 每孔取抽提的

核蛋白6 µg, 与缓冲液及探针混匀, 室温孵育20 
min后, 上样电泳, 100 V, 60 min, 半干电转移(280 
mA 40 min)将蛋白转至带阳性电荷的尼龙膜. 紫
外灯交联后化学发光显色. 显影后采用图像分

析系统对条带灰度进行分析.
统计学处理 结果数据以mean±SD表示, 用

SPSS14.0软件进行统计学分析. 组内前后不同时

点间两两比较采用成组t检验; 组间比较采用单

因素方差分析, P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 光镜下肝脏病理组织学改变 光镜下假手术

组肝组织结构正常, CBDL组7 d可见肝内胆管

扩张, 肝细胞肿胀、水样变性, 空泡变性、有少

量点状或灶状坏死; 汇管区有明显的小胆管、

毛细血管以及结缔组织增生(图1A). 结扎14 d可

见大范围的汇管区周围肝细胞变性、坏死; 胆
管细胞大量增生, 并伸入肝实质内; 纤维结缔组

织增生向肝小叶内扩展, 肝小叶有形态改变(图
1B). PDTC组在胆总管结扎7 d时肝病理改变较

之CBDL组明显减轻(图1C), 可见少量纤维组

织、新生胆管增生, 但仍可见肝细胞肿胀以及

少量灶性坏死; 结扎14 d时与CBDL组相比肝病

理改变差别不显著(图1D).
2.2 血清生化指标变化 血清ALT、TB、LPS水平

在CBDL组各时相均明显高于假手术组(P<0.01), 
且在术后14 d较7 d增高更明显(P<0.01); PDTC组
在术后7 d其血清ALT, TB水平明显低于同时相

的CBDL组(P<0.01), 术后14 d与CBDL组无明显

差异. PDTC组各时相的LPS值与CBDL组无明显

差异(P<0.01, 表1).
2.3 肝组织细胞因子变化 CBDL组肝组织IL-1β, 
IL-6, IL-10各时相点较SHAM组明显增高, 有统

■相关报道
在 体 外 试 验 中 , 
Tabary et al研究发
现IL-10可以通过
抑制IκB激酶复合
体来抑制NF -κB
的活性, 进而抑制
NF -κB对炎症因
子的调控作用.

表 1 各组大鼠血清生化指标值

                ALT (U/L)                  TB (mol/mL)                          LPS (ng/L) 

               7 d        14 d                        7 d                   14 d                 7 d            14 d

SHAM组     35.79±3.76        36.142±3.51           7.309±1.04            7.321±1.03            2.816±0.58           2.664±0.53

CBDL组 134.479±10.20b   194.608±12.73b      140.14±10.17b     217.797±12.37b       189.33±11.05b    292.816±14.53b

PDTC组   91.659±7.47bd    182.713±15.38b    103.886±10.96bd    209.107±12.06b     188.624±11.12b    289.533±15.76b 

bP<0.01 vs  SHAM组; dP<0.01 vs  CBDL组.

A B

C D

图 1 光镜下肝脏病理组织学改变. A: CBDL组7 d; B: CBDL组14 d; C: PDTC组7 d; D: PDTC组14 d.
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计学意义(P <0.01), 且14 d时相点较7 d增高明显

(P <0.01); PTDC组7 d时相点肝组织IL-1β, IL-6较
CBDL组降低(P <0.01), 而14 d时相点无明显差异

(P <0.01); CBDL组和PDTC组肝组织IL-10相应

时相点对比均无明显差异(P <0.01, 表2).
2.4 NF-κB活化表达 SHAM组无特异性阻滞条

带; CBDL组可见活化蛋白与探针结合产生的明

显阻滞条带, 14 d时相点阻滞条带的面积与灰

度较7 d强(P <0.05); PDTC组有较少量蛋白活化, 
阻滞条带的面积与灰度各时相点均弱于对应的

CBDL组(P <0.05, 图2).

3  讨论

梗阻性黄疸患者术后较多并发症和高死亡率与

术前机体的免疫功能受抑有密切关系. 细胞因

子是免疫细胞调节细胞生长、分化、发挥免疫

功能的关键信使. 梗阻性黄疽可以启动机体内

细胞因子的分泌, 在梗阻性黄疸的发生、发展

过程中参与其对多器官功能障碍的启动. 而内

毒素是细胞因子产生的主要诱导剂, 诱导细胞

分泌多种炎性因子, 并借助这些炎性因子发挥

免疫调节作用. NF-κB是NF-κB/Rel家族中的最

主要成员之一[4], 是细胞因子释放的开关[5]. 正
常情况下NF-κB以无活性状态存在于细胞质中, 

由多肽链P50与P65两亚基构成的二聚体, 与其

抑制蛋白IκB结合形成非活性的三聚体, 处于不

表达状态. 细胞外的许多刺激物如内毒素、炎

症细胞因子、生长因子、病毒蛋白等均可激活

NF-κB, 首先引起NF-κB诱导激酶的活化, 继而

活化IκB激酶, IκB激酶磷酸化, IκB从NF-κB复
合体上脱落, 活化的NF-κB移向细胞核内, 结合

到靶基因的启动子或增强子的κB结构域, 引起

许多因子的转录, 包括促炎因子IL-1β, IL-6等[6-7]. 
NF-κB蛋白激活引起的多种基因表达的改变将

会导致炎症性疾病和肿瘤的发生. 在阻塞性黄

疸中NF-κB作为一种重要的炎症转录调控子, 对
肝组织的炎性反应、氧化应激以及肝细胞凋亡

和再生发挥着重要作用[8]. 本实验发现梗阻性黄

疸发生后肝组织NF-κB蛋白表达逐渐增多. 与此

同时, 血清中反映肝损伤的指标ALT、TB也明

显上升, 血清LPS也逐渐升高. 肝脏组织的促炎

细胞因子表达逐渐增多, 而抗炎因子IL-10也随

时间OJ延长表达增多. 肝脏组织病理损伤随时

间加重. 
PDTC是一种抗氧化剂, 可通过直接清除

活性氧中间产物(reactive oxygen intermediates, 
ROIs)减少局部自由基产生从而抑制NF-κB激活, 
使致炎细胞因子基因表达受到抑制, 进而减少致

■应用要点
PDTC是一种抗氧
化剂, 可通过直接
清除活性氧中间
产物(ROIs)减少
局部自由基产生
从而抑制NF -κB
激活, 使致炎细胞
因子基因表达受
到抑制, 进而减少
致炎细胞因子的
释放.

表 2 各组大鼠肝脏IL-1β, IL-6, IL-10表达的水平变化

     
             IL-1β                          IL-6                                   IL-10 

              7 d          14 d                           7 d                    14 d                 7 d         14 d

SHAM组      6.88±1.3               6.81±1.06             35.6±6.89        36.56±6.30        50.76±5.2         53.74±6.9

CBDL组  140.65±12.15b      193.02±15.02b      179.12±9.81b       232.7±16.61b     78.96±8.83b    104.65±10.08b

PDTC组    90.75± 11.81d     178.15±14.09d      130.41±12.57d     229.8±15.04b     73.19±8.94b    100.53±8.33b 

bP<0.01 vs  SHAM组; dP<0.01 vs  CBDL组.

图 2 NF-κB活化表达. aP<0.05 vs  同组7 d; cP<0.05 vs  CBDL组同时点.
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炎细胞因子的释放[9-12]. PDTC干预OJ大鼠后, 早
期(7 d)较CBDL组NF-κB蛋白表达减少, 肝脏促

炎细胞因子IL-1β, IL-6表达不同程度降低, 肝组

织损伤减轻, 血清ALT、TB降低. 这表明早期抑

制NF-κB的激活对减轻阻塞性黄疸病程早期的

肝脏炎性损伤有积极的作用, IL-1β, IL-6则可能

是NF-κB抑制剂PDTC减轻阻塞性黄疸时肝脏损

伤的机制之一. 后期(14 d)较CBDL组NF-κB蛋白

表达亦降低, 而细胞因子IL-1β, IL-6则无明显降

低, 肝组织损伤, 血清ALT、TB; PDTC组的LPS
和抗炎细胞因子IL-10较CBDL组早晚期均无明

显变化. 梗阻性黄疸内毒素血症是机体免疫功能

受损的结果, 内毒素血症刺激炎症细胞产生的细

胞因子及炎症介质可能是抑制细胞免疫的主要

因素[13]. 在体外试验中, Tabary et al [14]研究发现

IL-10可以通过抑制IκB激酶复合体来抑制NF-κB
的活性, 进而抑制NF-κB对炎症因子的调控作用. 
IL-10主要由T淋巴细胞产生, 可抑制LPS等诱导

的单核巨噬系统的活化及炎性细胞因子的合成, 
抑制创伤、感染等炎症介质介导的炎症反应, 对
抑制早期炎症反应、保护器官功能方面有重要

意义, 但后期介导的细胞免疫抑制是感染性休

克和免疫功能下降的重要原因. OJ后期, LPS和
IL-10在PDTC组同CBDL组均明显升高, 所以本

实验推测, OJ后期通过LPS和IL-10等其他因素对

促炎因子的表达起较主要的作用, 从而提高了机

体感染和多器官功能损伤的风险, 而NF-κB对促

进炎症因子表达的作用相对不明显. 另外其他细

胞因子、细胞凋亡也有可能影响NF-κB的表达

作用, NF-κB的具体机制有待进一步的研究, 使
其对保护机体器官功能产生积极的临床意义.

总之, 梗阻性黄疸时NF-κB的活化上调了细

胞因子的表达,导致肝损伤, 早期通过PDTC可抑

制NF-κB活化而减轻肝损伤, 后期PDTC作用不

明显, 由此推出阻黄机体免疫功能改变是多种

因素调节的结果, LPS和IL-10可能是重要的影响

因素, 我们应尽早改善机体的免疫功能.
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Abstract
AIM: To investigate the expression changes of 
pulmonary intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1) after pioglitazone treatment in rats 
with severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: A total of 54 Sprague Dawley rats 
were randomly and divided into 3 groups, 
named group A, C and T (n = 18). Group A 
and C served as SAP model group and sham 
operation group, respectively. Rats in group T 
were treated with pioglitazone, an agonist of 

peroxisome proliferator activated receptor. The 
modified Li Qing-hua’s method was used to re-
produce SAP models. Histopathological changes 
of pulmonary tissues were examined by micros-
copy. The activity of myeloperoxidase (MPO) in 
pulmonary tissues was measured. The expres-
sion of pulmonary ICAM-1 was determined by 
immunohistochemical staining (ABC). 

RESULTS: The histological examination re-
vealed intensive inflammatory response in pul-
monary tissues after SAP model was induced, 
but inflammatory response was significantly 
alleviated in group T. The activity of MPO (6 h: 
5.12 ± 0.71 vs 6.03 ± 0.63, P < 0.05; 12 h: 5.20 ± 0.66 
vs 8.05 ± 0.62, P < 0.01) in the lung tissues were 
significantly decreased. After modeling, the ex-
pression of ICAM-1 was persistently increased 
from the 3rd hour on. In group A, the expression 
of ICAM-1 was 0.82 ± 0.23, 1.03 ± 0.31 and 1.40 
± 0.58 at the 3rd, 6th, and 12th hour, respectively, 
and there was significant difference between 
those at the 12th and 3rd hour (P < 0.05). In 
group T, ICAM-1 expression was 0.62 ± 0.18, 0.75 
± 0.27 and 0.78 ± 0.31 at the 3rd, 6th, and 12th hour, 
respectively, and there was marked difference at 
the 12th hour between group A and group T (P < 
0.05). ICAM-1 expression was weakly positive in 
group C, and faded away as time went by. 

CONCLUSION: The severity of pancreatitis and 
degree of lung injury could be predicted by de-
tection of ICAM-1 expression and pioglitazone 
inhibits the expression of ICAM-1 in SAP. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Lung injury; 
Pioglitazone; Intercellular adhesion molecule-1
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摘要
目的: 探讨PPARγ激动剂吡咯列酮对重症急性胰
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■背景资料
SAP患者常并发
全身多器官功能
衰竭, 成为SAP的
主要死亡原因, 其
中 ,  尤以A PA L I
最 为 突 出 .  S A P
时大量中性粒细
胞(PMN)聚集于
肺组织是APALI
早期的基本病理
改 变 ,  也 是 导 致
APALI的重要因
素. ICAM-1促使
白细胞的游走、

聚集. PPARγ途径
在动物模型及体
外实验中均具有
抑制单核/巨噬细
胞系统活化, 减少
炎症细胞积聚和
炎症因子的释放, 
从而发挥抗炎症
作用. 

■同行评议者
李国威, 教授, 西
安交通大学医学
院第二医院普通
外科

   



腺炎大鼠肺组织ICAM-1表达的影响及其意义. 

方法: 将54只健康雄性SD大鼠随机分为假手
术组(A组)、SAP组(B组)、吡格列酮治疗组
(C组), n  = 18, 制作SAP模型, 通过免疫组织化
学方法动态观察3组大鼠肺组织中ICAM-1的
表达, 同时观察肺组织病理及髓过氧化物酶
(MPO)的改变.  

结果: A组大鼠肺组织出现明显的充血水肿和
中性粒细胞增多, 而T组肺部炎症反应明显减
轻. T组肺组织MPO明显低于A组(6 h: 5.12±
0.71 vs  6.03±0.63, P <0.05; 12 h: 5.20±0.66 
vs  8.05±0.62, P <0.01). 从造模3 h起, A组大
鼠肺部ICAM-1即持续上调, 呈时间依赖性, 
3, 6, 12 h表达分别为0.82±0.23, 1.03±0.31, 
1.40±0.58, 12 h与3 h比较差异有统计学意义
(P <0.05); T组ICAM-1在3, 6, 12 h表达分别为
0.62±0.18, 0.75±0.27, 0.78±0.31, 12 h明显
低于A组(P <0.05); C组呈弱阳性表达, 并随时
间推移而消失. 

结论: SAP合并肺损伤时, 肺组织中ICAM-1
过度表达, 中性粒细胞大量浸润, 吡格列酮对
其的表达有抑制作用. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 肺损伤; 吡格列酮; 细胞

间黏附分子-1
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0  引言

重 症 急 性 胰 腺 炎 相 关 性 肺 损 伤 ( a c u t e 
pancreatitis-associated lung injury, APALI)是重

症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
早期最常见、最严重的并发症 ,  临床症状从

较轻的低氧血症到成人呼吸窘迫综合征(adu l t 
respiratory distress syndrome, ARDS)均可出现. 
1 wk内死亡的AP患者大约60%伴有肺损伤或

ARDS. 目前治疗尚无良策. 我们的前期实验证

实, 吡格列酮对重症急性胰腺炎具有防治作用, 
本实验旨在探讨AP早期肺损伤的发生机制, 并
观察吡格列酮对其的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠(由南昌大学医学院动

科部提供)54只, 体质量160-200 g, 盐酸吡格列
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酮(成都宇洋高科技发展公司), 牛磺胆酸钠购

自Sigma公司, 细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)由北京中杉金桥

生物技术有限公司提供, MPO试剂盒购自南京

建成生物研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 SAP模型建立和分组: 应用编号法随机分成

SAP组(A组)、假手术组(C组)和吡格列酮治疗组

(T组), 每组18只. 采用李清华的方法制作SAP模
型[1]: 实验前大鼠禁食12 h、自由饮水, 术前2 h腹
腔注射无菌处理的10% DMSO溶液(1 mL/100 g), 
A组采用盐酸氯胺酮腹腔注射麻醉开腹, 逆行胰

胆管内加压注射5%牛磺胆酸钠溶液(1 mL/kg). C
组手术方式同A组, 但开腹后不注射5%牛磺胆

酸钠溶液, 仅翻动胰腺并以钝器轻划胰腺3次. T
组制模方法同A组, 但以DMSO-吡格列酮(50 mg/
kg)代替10% DMSO于术后立即腹腔内注射.  
1.2.2 取材与检测: 各组大鼠于术后3、6、12 h分
批麻醉后腹主动脉放血法处死, 分别取各时段肺

组织标本. 取左下肺组织以中性甲醛固定, 部分

肺组织用-80℃液氮冻存. 肺组织经固定、包埋、

常规HE染色制片, 依据雷文章 et al [2]标准进行评

分. 肺组织ICAM-1表达检测如下: 切片常规脱蜡

至水, 微波修复抗原, 过氧化氢阻断内源性过氧

化物酶, PBS冲洗, 加兔抗ICAM-1(1∶50), 湿盒内

4℃冰箱过夜, 加非生物素化的二抗, 37℃孵育20 
min, PBS冲洗, DAB显色, 苏木素复染、中性树胶

封片. PBS代替一抗为阴性对照. 胞膜或胞质呈棕

黄色为阳性. 阳性积分计算方法[3]: 随机观察3个
高倍视野, 分别计算阳性细胞数N1、总细胞数N; 
同时进行阳性细胞着色强度(F)判断: 浅黄色为1
分, 黄色为2分, 棕黄色为3分, 最终的阳性积分 = 
N1/N×F. MPO参照说明书进行. 

统计学处理 数据采用mean±SD表示, 采
用SPSS13.0软件包进行统计学分析, 各组间比

较采用单因素方差分析, 不同指标间的相关性

用两个变量相关分析, 以P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 肺组织病理学 假手术组大鼠肺组织中肺间

质有轻度水肿, 可能与应激有关, 随时间延长, 
肺损伤逐渐减轻. A组大鼠肺组织损伤严重, 术
后3 h肺组织损伤主要表现为肺泡间隔水肿、

增宽, 少量炎症细胞浸润, 随时间延长, 肺组织

损害更加明显, 可出现肺泡腔内有渗出物及肺

www.wjgnet.com

■相关报道
Ito et al 在缺血-再
灌注大鼠模型研
究结果表明, 吡格
列酮可通过抑制
TNF-α、CINC-1
等炎症因子的产
生, 减少中性粒细
胞在肺内聚集及
脂质过氧化作用, 
从而达到保护作
用. 

■研发前沿
PPARγ与多种细
胞因子、黏附分
子基因的转录和
表达关系密切, 并
借此影响急、慢
性炎症的发生、

发展. 
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泡腔塌陷等病理改变, 综合评分以12 h改变最明

显. T组镜下表现与A组大体相似, 亦呈现出不同

程度的肺损伤, 但与A组同时间段相比病变程度

轻, 并随时间的延长而逐渐减轻. T组病理评分

与A组同时段比较, 术后3 h差异无统计学意义

(P >0.05), 术后6 h差异有统计学意义(P <0.05), 术
后12 h差异有显著性(P <0.01). C组与A、T组同

时段相比差异均有显著性(P <0.01, 表1). 
2.2 MPO的变化 A组肺组织MPO 12 h与3 h、6 h
比较差异均有显著性(P <0.01); T组肺组织MPO 
6、12与3 h比较差异均有显著性(P <0.01); 与C组
相比, A组术后3 h差异有统计学意义(P <0.05), 术
后6 h、12 h差异均有显著性(P <0.01); 与C组相

比, T组术后6、12 h差异均有显著性(P <0.01); T
组与A组相比, 6 h差异有统计学意义(P <0.05), 12 
h差异有显著性(P <0.01, 表1). 
2.3 ICAM-1的表达 阳性染色定位于肺组织血管

内皮细胞、细支气管及肺泡上皮细胞的胞膜、

胞质(图1). C组仅有少量弱阳性表达位于肺组织

血管和细支气管上皮细胞. 随时间延长阳性染

色消失; 术后3 h, A组ICAM-1在血管内皮细胞、

肺泡上皮细胞和细支气管上皮细胞的胞膜及胞

质有较强表达, 此后表达持续增强, 12 h与3 h比
较差异有统计学意义(P <0.05); T组各时段均见

阳性染色, 但较同时段A组弱, 不同时段之间差

异无统计学意义(P >0.05); A组与C组同时段相

比差异均有显著性(P <0.01); T组与C组同时段相

比, 在3 h、6 h组差异有显著性(P <0.01), 12 h差

异有统计学意义(P <0.05); A组与T组比较, 术后

12 h差异有统计学意义(P <0.05, 表2). 
2.4 ICAM-1及MPO与组织病理学评分的相关性 
T组和A组肺组织ICAM-1及MPO与肺组织病理

学评分均明显正相关(P <0.01). 

3  讨论

噻唑烷二酮类化合物是PPARγ合成激动剂, 包括

表 1 三组大鼠肺组织病理学评分及MPO变化 (mean±SD, n  = 6)

     
                               肺组织病理学评分                                             MPO

                           3 h       6 h  12 h                          3 h            6 h        12 h

C 0.67±0.52           0.50±0.55            0.33±0.52            3.27±0.90           3.22±0.59           3.15±0.64

A 2.17±0.75b          2.33±0.52b          2.50±0.55b             4.47±0.60a          6.03±0.63bf         8.05±0.62bfh

T 1.83±0.75b          1.67±0.52bc         1.50±0.55bd        3.83±0.75    5.12±0.71bdf        5.20±0.66bdf

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组; fP<0.01 vs  同组3 h; hP<0.01 vs  同组6 h.

分组         

表 2 三组大鼠肺组织ICAM-1比较 (mean±SD, n  = 6)

     
分组

              ICAM-1 

    3 h                 6 h           12 h

C          0.18±0.11          0.20±0.11           0.15±0.12

A          0.82±0.23b         1.03±0.31b         1.40±0.58be

T          0.62±0.18b         0.75±0.27b         0.78±0.31ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  同组3 h.

图 1 各组大鼠术后12 h ICAM-1免疫组化染色(×200). A: C

组; B: T组; C: A组.

A

B

C

■创新盘点
噻唑烷二酮类化
合物具有广泛的
抗炎特性 .  目前 , 
国内外对PPARγ
激动剂与肺损伤
的研究主要集中
在缺血-再灌注或
内毒素引起的肺
损伤. PPARγ激动
剂对急性胰腺炎
引起的肺损伤研
究甚少. 本实验首
次研究了吡格列
酮对APALI的影
响. 
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吡格列酮、环格列酮、曲格列酮、罗格列酮等, 
临床上主要用于2型糖尿病的治疗. 近年来的研

究显示, 此类药物具有广泛的抗炎特性. 但迄今

为止尚未发现炎症因子基因的顺式作用元件中

具有PPARγ结合区域, 由此看来PPARγ对炎症因

子的转录抑制可能是间接效应. PPARγ配体的抗

炎机制仍有待进一步研究. 
在我们的前期研究中发现[4], 吡格列酮可以

通过PPARγ、NF-κB等两条途径, 调节炎症因子

的表达, 如促炎因子IL-6、TNF-α表达受抑, 而
抗炎因子IL-10表达增强. 另外, Wan et al [5]在胰

腺炎的体外研究中发现, 吡格列酮可通过抑制

IKK活性, 减少Iκβα的磷酸化及降解, 进而减

少P65的表达, 同时, 胰腺内PPARγ表达上升, 
而PPARγ拮抗剂GW9662几乎可以完全阻断吡

格列酮的这种作用, 从而认为, 吡格列酮是通

过P PA R γ受体依赖途径来减轻胰腺炎的炎症

反应.
APALI是重症急性胰腺炎早期严重并发症

之一. PPARγ激动剂在肺损伤中亦起抗炎作用, 
但相关研究主要集中在缺血-再灌注或内毒素引

起的肺损伤. Ito et al [6]在缺血-再灌注大鼠模型

研究结果表明, 吡格列酮可通过抑制TNF-α、
CINC-1等炎症因子的产生, 减少中性粒细胞在

肺内聚集及脂质过氧化作用, 从而达到保护作

用. 然而PPARγ激动剂对急性胰腺炎引起的肺损

伤研究甚少. 本实验首次研究了用吡格列酮对

APALI的影响. 
研究表明[7], 中性粒细胞在APALI的发展过

程中起着关键作用. 在胰腺炎发展中, 中性粒细

胞过度被激活, 通过血液循环到达肺脏后, 再由

血管内游入肺组织, 产生一系列炎症介质(如: 活
化氧、弹力蛋白酶等), 直接或间接导致肺脏损

伤. MPO存在于中性粒细胞的嗜天青颗粒中, 约
占细胞干质量的5%, MPO活性的高低可以反映

组织中的中性粒细胞聚集程度. 本研究结果显

示, 造模3 h后, A组肺组织中MPO即显著升高, 
而T组能明显抑制MPO活性, 减少中性粒细胞在

肺部的聚集, 从而减轻肺损伤的严重程度. 
在中性粒细胞发挥炎症效应时, 中性粒细

胞与血管内皮细胞之间的黏附是中性粒细胞到

达肺组织的重要条件. 细胞间黏附是一个复杂

的过程, 需要多种细胞表面黏附分子的参与, 而
PMN表面的整合素CD11b/CD18β2复合体与血

管内皮细胞表面的ICAM-1以受体-配体的形式

相结合是细胞黏附过程中的关键环节. 研究表

明, AP鼠的胰腺、肺脏有大量PMN浸润, 而敲除

ICAM-1基因或应用抗ICAM-1抗体后, AP鼠胰

腺、肺脏中PMN积聚数目明显减少, 微血管通

透性降低, 组织损伤也明显减轻[8-11]. 本实验结果

表明, C组肺组织中ICAM-1少量表达于血管内

皮细胞胞膜上; A组肺组织中ICAM-1呈高表达, 
并随时间推移而表达增强; 与A组同时间段相比, 
T组ICAM-1表达明显下降. 此结果表明, 吡格列

酮可降低ICAM-1的表达, 进而减轻APALI的严

重程度. 
APALI发生、发展的许多中间环节尚未完

全阐明, 尤其是炎症从胰腺局部到远端脏器的

扩散机制, 值得我们进一步研究和探索. 我们的

研究表明, 在APALI的发病过程中, 中性粒细胞

被过度激活, 在肺部聚集. 而吡格列酮可以降低

血管内皮细胞ICAM-1的表达, 抑制中性粒细胞

的游出及肺内聚集, 从而达到减轻肺脏损伤程

度. 表明PPARγ激动剂有可能成为一种治疗SAP
肺损伤的有效手段. 
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黏附分子之一. 
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Abstract
AIM: To investigate the relation of adiponectin 
with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
in Uygur national minority.

METHODS: Two hundred and sixty patients 
with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
served as fatty liver disease group, while 129 
healthy people served as normal control group 
who were all Uygur nationality. Blood pressure, 
height, physique were measured and 2-hour 
intravenous blood of empty stomach and OGTT 
were collected to measure blood fat, insulin, 
blood glucose and adiponectin level. BMI and 

HOMA-IR were assessed. Relationship of lipo-
protein with NAFLD and with index described 
above were analyzed and investigated. 

RESULTS: After correcting such confounding 
factors as sex, age, BMI, SBP, DBP, TC, HDL, 
LDL, TG, FBG, PBG, FINS, PINS, serum adipo-
nectin level was significantly reduced in fatty 
liver group compared with normal group. And 
the incidence rate, BMI, SBP, DBP, TC, HDL, 
LDL, TG, FBG, PBG, FINS, HOMA-IR level 
decreased as serum lipoprotein increased (P < 
0.05). Logistic return analysis showed that after 
consideration of confounding factors such as 
sex, age, BMI, SBP, DBP, HOMA-IR, TC, HDL, 
LDL, TG, FBG, PBG, FINS, PINS, the OR values 
for second, third and four layer were 0.460 (P = 
0.031), 0.449 (P = 0.022), 0.099 (P = 0.000) respec-
tively compared with the first layer 

CONCLUSION: NAFLD adiponectin level is 
lower in Uygur nationality, and is also an inde-
pendent risk factor. 

Key Words: Uygur; Non-alcoholic fatty liver disease; 
Adiponectin

Shi GY, Guo XW, Wang J, Feng H, Xu AY, He FP.  
Relationship between adiponectin and non-alcoholic fatty 
liver disease in Uygur national minority. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 672-676

摘要
目的: 探讨脂联素与维吾尔族非酒精性脂肪
肝病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)
的关系. 

方法: 选择非酒精性脂肪肝患者260人(脂肪
肝组)和健康对照129人(正常对照组), 均为维
吾尔族, 检测血压、身高、体质量, 抽取空腹
及OGTT的2 h静脉血, 检测血脂、胰岛素、血
糖及脂联素水平, 计算BMI、HOMA-IR, 分析
脂联素与NAFLD及上述指标的关系. 

结果:  在校正性别、年龄、B M I、S B P、
DBP、TC、HDL、LDL、TG、FBG、PBG、

FINS、PINS的影响因素后, 与正常组相比, 脂

®

■背景资料
近 年 ,  随 着 对 脂
联素的深入研究, 
已有研究证实脂
联素水平降低是
NAFLD发病的独
立危险因素, 但血
清脂联素水平与
维吾尔族脂肪肝
关系的研究尚未
见报道. 因此, 本
研究通过对维吾
尔族NAFLD患者
的脂联素水平分
析 ,  探 讨 维 吾 尔
族NAFLD患者血
清脂联素变化特
点 ,  以 及 脂 联 素
与HOMA-IR、血
脂、血压、血糖
等的关系.

■同行评议者
范小玲, 教授, 北
京地坛医院综合
科; 陈国凤, 主任
医师,中国人民解
放军第302医院感
染七科 
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肪肝组血清脂联素水平降低, 差异具有统计
学意义; 而脂肪肝组患病率、BM I、SBP、
DBP、TC、HDL、LDL、TG、FBG、PBG、

FINS、HOMA-IR水平随着血清脂联素的增
高呈现下降趋势(P<0.05); Logistic回归分析结
果提示在校正了性别、年龄、BMI、SBP、
DBP、HOMA-IR、TC、HDL、LDL、TG、

FBG、PBG、FINS、PINS的影响的情况下, 以
血清脂联素四分位最低层为对照, 第二、三、

四分位层时患脂肪肝的OR值分别为0.460(P  = 
0.031)、0.449(P  = 0.022)、0.099(P  = 0.000). 

结论: 维吾尔族NAFLD脂联素水平降低, 亦
是其独立危险因素. 

关键词: 维吾尔族; 非酒精性脂肪肝; 脂联素

石光英, 郭新文, 王隽, 冯慧, 许爱云, 何方平. 脂联素与维吾尔

族非酒精性脂肪肝病的关系. 世界华人消化杂志  2009; 17(7): 

672-676
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0  引言

非酒精性脂肪肝病(non-a lcoho l ic fat ty l iver 
d i s sease, NAFLD)的发病率呈逐年上升的趋

势, 被认为是肝脏相关性疾病及其相关性死亡

的一个主要原因, 其发病机制尚不清楚. 目前

认为脂代谢异常(尤其是甘油三脂)与胰岛素抵

抗所引发的高游离脂肪酸、高胰岛素血症是

NAFLD发病机制的中心环节[1]. 近年, 随着对脂

联素(adiponectin, 又名Acrp30, AdipoQ, apM1, 
GBP28)的深入研究, 已有研究证实脂联素水平

降低是NAFLD发病的独立危险因素[2], 但血清

脂联素水平与维吾尔族脂肪肝关系的研究尚未

见报道. 因此, 本研究通过对维吾尔族NAFLD患

者的脂联素水平分析, 探讨维吾尔族NAFLD患

者血清脂联素变化特点, 以及脂联素与HOMA-
IR、血脂、血压、血糖等的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2006-01/2008-01在我科住院的

NAFLD患者260例(脂肪肝组)和我院体检中心健

康对照129例(正常对照组), 其中男220例, 女169
例, 年龄30-60(平均46.77±8.32)岁, 均为维吾尔

族, 所有患者均为初诊, 未接受任何治疗措施, 包
括饮食、运动及药物治疗. 排除标准为: 病毒性

肝炎(主要是乙型和丙型肝炎); 自身免疫性肝炎; 
各种肝硬化; 胆道梗阻; 长期饮酒, 每日摄入酒精

量, 女性≥40 g, 男性≥80 g, 连续5年以上; 严重

感染和糖尿病并发症; 一些遗传性疾病, 包括肝

豆状核变性, α-1抗胰蛋白酶缺乏, 血色病等; 服
用导致脂肪肝形成的药物等; 无内、外科急性疾

患; 使用避孕药的女性. NAFLD的诊断按2006-03
中华医学会标准[3]执行: B超显示: (1)肝肾回声差

异, 肝回声>肾回声; (2)肝前后回声差异, 近场回

声密度增强而远场衰减; (3)肝内静脉结构模糊

不清;边缘角圆钝; (4)肝脏轻至中度肿大; (5)彩色

多普勒血流显像提示肝内彩色血流信号减少或

不易显示, 但肝内血管走向正常.
1.2 方法 
1.2.1 标本和相关数据收集: 受试者过夜空腹, 于
上午9:00-10:00抽取前臂静脉血约8 mL, 其中

4 mL用于检测肝肾功能、肝炎病毒标志物、

血糖、血脂等, 另3 mL立即加入抑肽酶, 离心

分离血清, 于-20℃保存待测空腹胰岛素(fasting 
serum insulin, FINS)和脂联素. 然后行75 g po葡
萄糖耐量(oral glucose tolerance test, OGTT)试
验, 抽取服糖后2 h的前臂静脉血约4 mL, 其中1 
mL用于测定糖负荷后2 h血糖(postprandial blood 
glucose, PBG), 3 mL离心分离血清, -20℃保存

待测糖负荷后2 h胰岛素(postprandial insulin, 
PINS). 所有样本收集后统一测定胰岛素和脂联

素. 体检: 由同一护士测量受试者的血压、身

高、体质量、腰围及臀围, 并计算体质量指数

(body mass index, BMI) = 体质量/身高2(kg/m2). 
肝脏B超采用美国GE400彩色超声诊断仪(探头

频率315 MHz)进行, 由同一经验丰富的技术人

员负责测量.  
1.2.2 实验室检测: 血脂、血糖、肝功能的测

定采用日本罗氏P800型自动生化仪检测 .  胰
岛素、脂联素和肝炎病毒标志物均用放射免

疫法测定 ,  试剂盒分别购于上海放射免疫分

析技术研究有限公司和美国Linco公司. 胰岛

素批内CV<4.2% , 批间CV<7.6%; 脂联素批内

CV<6.21%, 批间CV<9.25%. 胰岛素抵抗指数

(insulin resistance index, HOMA-IR) = 空腹血糖

×空腹胰岛素/22.5.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进行

数据处理. 计量资料采用mean±SD表示, 率的比

较采用卡方检验, 均数间比较采用t检验、单因

素方差分析、协方差分析, NAFLD危险因素分

析采用Logistic回归模型, 均采用双侧检验, 检验

标准α = 0.05. 

2  结果

2.1 脂肪肝组和对照组间脂联素水平 从表1可以

■研发前沿
非酒精性脂肪肝
病(NAFLD)的发
病率呈逐年上升
的趋势, 被认为是
肝脏相关性疾病
及其相关性死亡
的一个主要原因, 
其发病机制尚不
清楚.
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看到, 脂肪肝组的脂联素水平低于正常对照组, 
且差异具有统计学意义.
2.2 脂肪肝组和对照组间脂联素水平协方差

分析 为进一步了解脂肪肝组、对照组间血清

脂联素水平的差异是否独立于其他因素, 采用

协方差分析, 校正性别、年龄、BM I、收缩压

(SBP)、舒张压(DBP)、总胆固醇(TC)、高密

度胆固醇脂蛋白(H D L)、低密度胆固醇脂蛋

白(LDL)、甘油三脂(TG)、空腹血糖(FBG)、
PBG、FINS、PINS后, 两组间脂联素水平的差

异仍有统计学意义(表2). 
2.3 不同脂联素水平时脂肪肝患病率及BM I、
H O M A-I R、血压、血糖、血脂水平比较 不
同血清脂联素水平分层 ,  分析脂肪肝患病率

的情况. 按血清脂联素的四分位数(19、23、
27 mg/L)将研究对象分成4组后, 发现随着脂

联素水平的增高, 脂肪肝患病率呈现下降趋势, 
差异具有统计学意义; 而BMI、SBP、DBP、
TC、HDL、LDL、TG、FBG、PBG、FINS、
HOMA-IR的水平随着血清脂联素的增高也呈

现下降趋势, 且差异具有统计学意义, 脂联素与

上述指标呈负相关(表3). 
2.4 血清脂联素水平与脂肪肝的Logistic回归分

析结果 为进一步了解血清脂联素水平和脂肪

肝的关系是否独立于其他因素, 采用Logistic回
归模型, 校正性别、年龄、BMI、SBP、DBP、
HOMA-IR、TC、HDL、LDL、TG、FBG、

PBG、FINS、PINS, 以血清脂联素四分位最低

层为对照, 在血清脂联素第二、三、四分位层

时患脂肪肝的OR值分别为0.460(P  = 0.031)、
0.449(P  = 0.022)、0.099(P  = 0.000). 随着血清脂

联素水平的升高, 患脂肪肝的OR值呈降低的趋

势(表4).

3  讨论

目前普遍认为肥胖、胰岛素抵抗、糖尿病、高

血脂、高血压等疾病在NAFLD发生中起重要

作用. 研究表明70%的糖尿病患者肝功能异常是

由于并发NAFLD所致, 肝活检显示75%以上的

肥胖者患有NAFLD. 成年人NAFLD的发病率约

17%-33%, 而至少有20%的NAFLD可能进展为

肝纤维化及肝硬化. 因此, 在肥胖、糖尿病、高

血压、高血脂等疾病高发的今天, 脂肪肝给人

类的健康带来了巨大威胁. 而维吾尔族人群由

于饮食结构等原因(在饮食方面主要以面食、肉

类和奶制品为主)超重和肥胖现象极其明显. 本
研究为进一步研究维吾尔族NAFLD的相关研究

奠定了基础.
脂联素是近几年新发现的脂肪细胞因子, 主

要在白色脂肪组织中表达和分泌, 血清生理浓

度为5-30 mg/L, 是血浆浓度最高的脂肪细胞因

子, 约占血浆蛋白总量的0.01%. 大量临床资料

和动物实验表明, 与目前已知的其他脂肪细胞

因子所不同的是, 肥胖、糖尿病、高血压患者

的血清脂联素水平较正常人明显下降, 血清脂

联素水平与空腹胰岛素及血糖水平呈负相关, 
也就是说在脂肪容量增大时, 脂联素分泌反而

减少. 研究表明: 脂联素可增加胰岛素敏感性, 

表 1 脂肪肝组、对照组间血清脂联素、血脂、血压、
BMI水平

     
                      

                对照组    脂肪肝组        
 t /χ2     P

                 (n  = 129)    (n  = 260)

年龄(岁)           45.61±9.03      47.76±8.46     2.301   0.022

BMI(kg/m2)          26.96±3.69      27.54±3.55     1.489   0.137

SBP(mmHg)      127.43±19.71  129.29±21.19  0.883   0.405

DBP(mmHg)        78.71±11.08    80.10±12.11   1.099   0.272

TC(mmol/L)            4.09±1.00  4.62±1.02     4.835   0.000

HDL(mmol/L)         1.03±0.30        1.08±0.28     1.494    0.136

LDL(mmol/L)         2.25±0.80         2.61±0.80    4.128    0.000

TG(mmol/L)           1.43±0.70         1.79±0.91    3.887   0.000

FBG(mmol/L)         5.11±0.93          5.61±1.49       3.466    0.001

2HPG(mmol/L)       7.07±1.87         7.65±2.91     2.363   0.019 

FINS(mIU/L)          9.82±5.06         9.93±4.65    0.189   0.850

2h PINS(mIU/L)   19.06±12.34     17.79±11.16  1.019   0.309

HOMA-IR              2.26±1.32         2.56±1.73    1.724   0.085

脂联素(mg/L)      26.32±5.11       21.88±4.65     8.578   0.000

性别(男/女)               83/46    137/123      4.762    0.029

表 2 校正其他影响因素情况下脂肪肝组、对照组间脂
联素差异的协方差分析

     
                    

                           MS             F                 P

脂联素(mg/L) 663.040     49.792             0.000

性别(男/女)          0.017       0.016             0.899

年龄(岁)    51.360       3.857             0.050

BMI(kg/m2)     2.667       0.200             0.665

SBP(mmHg) 110.936       8.331             0.004

DBP(mmHg)   40.129       3.014             0.083

TC(mmol/L) 727.970     54.670             0.000

HDL(mmol/L)   17.258       1.296             0.256

LDL(mmol/L)     5.344       0.401             0.527

TG(mmol/L)   47.108       3.538             0.061

FBG(mmol/L)     0.385       0.029             0.865

2HPG(mmol/L) 457.210     34.335             0.000

FINS(mIU/L)   65.239       4.899             0.027

3HPINS(mIU/L)     1.320     99.000             0.753

■相关报道
研究表明70%的
糖尿病患者肝功
能异常是由于并
发 N A F L D 所致 , 
肝活检显示75%
以上的肥胖者患
有NAFLD.
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降低血脂, 保护肝脏[4-9], 脂联素水平降低与胰岛

素抵抗、血脂异常、肝脏对活性氧和细胞因子

损害的敏感性增加以及肝内炎症、坏死的发生

等密切相关[4]. 我们的研究发现, 在校正性别、

年龄、BMI、SBP、DBP、TC、HDL、LDL、
TG、FBG、PBG、FINS、PINS的影响因素后, 
与正常组相比, 脂肪肝组血清脂联素水平降低, 
差异具有统计学意义; 而脂肪肝患病率、BMI、
SBP、DBP、TC、HDL、LDL、TG、FBG、

PBG、FINS、HOMA-IR水平随着血清脂联素

的增高呈现下降趋势. 
脂联素改善胰岛素抵抗和糖代谢的作用, 

源于他能增加骨骼肌脂肪酸氧化, 并抑制肝糖

异生. 脂联素通过磷脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶

B途径, 改善骨骼肌中胰岛素信号的传递, 促进

信号分子(骨骼肌胰岛素受体、胰岛素受体底

物-1)的络氨酸磷酸化, 从而增加骨骼肌脂肪酸

氧化, 使甘油三脂降低, 改善胰岛素抵抗. 脂联

素还可抑制参与糖异生的磷酸烯醇式丙酮酸羧

激酶和葡萄糖-6-磷酸酶的活性, 增强胰岛素对

肝细胞内糖异生和肝糖输出的抑制作用. 国外

有研究表明, 脂联素能够抑制TNF-α在巨噬细

胞中的合成, 而TNF-α又可降低GLUT4 mRNA 
水平和胰岛素受体的数目及对胰岛素的亲和

力, 从而导致胰岛素抵抗[10]. 所以, 脂联素是机

体脂质代谢和血糖稳态调控网络中的重要调节

因子. 在瘦素抵抗及脂联素缺乏时, 丧失抗脂

肪毒性的保护能力, 便发生与糖脂毒性相关的

NAFLD[11]. 有研究证实, NAFLD患者血清脂联

素水平低, 并与肝脏坏死性炎症程度相关, 由此

认为低脂联素血症将导致坏死性炎症型NAFL
的发生、发展, 且发挥了独立于胰岛素抵抗的

作用[12]. 本研究的Log i s t ic回归分析结果提示

在校正了性别、年龄、B M I、S B P、D B P、

■同行评价
本文通过不同分
析方法分析了脂
联素与维吾尔族
人群非酒精性脂
肪肝的相关性, 分
析 较 为 透 彻 ,  深
入, 全面, 可以较
明确的说明二者
的关系, 但新颖性
一般.

表 4 血清脂联素水平与脂肪肝的Logistic回归分析结果

     
        B       Standard Error          Odds Rations             95%CI          P

脂联素≤19 mg/L 　 　   1.000  　      0.000 

19<脂联素≤23 mg/L -0.777       0.361   0.460       0.227-0.993     0.031 

23<脂联素≤27 mg/L -0.801       0.349   0.449       0.226-0.890     0.022 

脂联素>27 mg/L  -2.315       0.395   0.099       0.046-0.214     0.000 

进入方程的其他变量    

TG     0.341       0.160   1.407       1.027-1.926     0.033 

HOMA-IR    0.581       0.273   1.492       1.030-1.931     0.021 

表 3 不同脂联素水平时脂肪肝患病率及BMI、血压、血脂水平比较(mg/L)

     
                      

                        脂联素1       脂联素2        脂联素3        脂联素4 　

        ≤19   19<脂联素≤23  23<脂联素≤27             >27     
F/χ2     P

n                  101    98                    123    67 　

年龄(年)  48.35±7.77   47.88±7.98   46.09±9.67   45.63±8.95   2.158  0.093 

BMI(kg/m2) 28.10±3.81   27.69±3.85   27.37±3.14   25.69±3.24   6.735  0.000 

SBP(mmHg)               135.96±22.57 132.06±22.08 125.23±17.69 119.07±15.46 11.909  0.000 

DBP(mmHg) 84.66±12.63   80.91±12.49   77.46±10.05   74.21±8.87 13.913  0.000 

TC(mmol/L)   4.98±1.36     4.75±0.83     4.31±0.47     3.42±0.74 44.739  0.000 

HDL(mmol/L)   1.10±0.31     1.09±0.30     1.05±0.25     0.97±0.29   3.419  0.017 

LDL(mmol/L)   2.73±0.93     2.66±0.75     2.49±0.68     1.87±0.60 19.939  0.000 

TG(mmol/L)   2.10±1.05     1.72±0.82     1.48±0.65     1.32±0.68 15.790  0.000 

FBG(mmol/L)               6.151±1.97     5.26±0.81     5.32±1.06     4.84±0.69 16.420  0.000 

PBG(mmol/L)   8.98±3.69     7.43±1.95     6.82±1.95     6.37±1.32 20.271  0.000 

FINS(mIU/L) 11.35±5.98     9.86±3.83     9.52±4.36     8.43±4.26   5.673  0.001 

2h PINS(mIU/L) 20.27±11.63   18.78±12.23   16.69±10.90   17.06±11.36   2.100  0.100 

HOMA-IR    3.20±2.31     2.35±1.12     2.30±1.29     1.86±0.97 12.300  0.000 

性别(男/女)        59/42          67/31          50/73           44/23  20.634  0.000 

脂肪肝(否/是)       15/86          29/69          39/84           46/21  54.042  0.000 
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HOMA-IR、TC、HDL、LDL、TG、FBG、

PBG、FINS、PINS的影响的情况下, 脂联素水

平降低是维吾尔族NAFLD的独立危险因素.
总之, 本研究仅在维吾尔族中探讨了脂联素

与NAFLD及其影响因素的关系, 研究结果证实

在维吾尔族中脂联素水平降低是NAFLD形成的

独立危险因素, 调节脂联素水平对NAFLD的预

防和治疗具有一定临床意义. 查阅相关文献, 我
们还发现, 排除维吾尔族人群(正常和NAFLD患

者)的脂联素水平较本次研究结果低, 下一步我

们将利用流行病学调查、基因分析等方法进行

维吾尔族、汉族人群NAFLD危险因素的进一步

研究.
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Abstract
Esophageal cancer is one of the most common 
fatal cancers worldwide. There are two major 
types of esophageal cancer, squamous cell 
carcinoma and adenocarcinoma. Because of 
the poor survival rate of esophageal cancer, 
successful assessment of risk factors and 
prevent ion s trategies become crucia l in 
prevention and treatment of this cancer. This 
article reviews the most updated research 
discoveries and reveals that tobacco, alcohol 
consumpt ion and bad ea t ing habi t s a re 
considered as the major r isk factors for 
esophageal cancer. Carcinogens-contaminated 
food, unbalanced diet, genetic susceptibility 
and some chronic gastrointestinal disease 
are also factors contributed to esophageal 
cancer development. To prevent this disease, 
there are two major strategies, primary and 

secondary preventions.  

Key Words: Esophageal cancer; Risk factors; Bar-
rett’s esophagus; Primary prevention; Secondary 
prevention; Molecular markers

Zhang XG, Zhong L, Wang JF. Evaluation of risk factors 
and prevention strategies of esophageal cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 677-680

摘要
食管癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 主要包
括鳞癌和腺癌两种类型, 严重威胁着人类健
康. 由于食管癌较差的预后存活率, 准确的了
解其发生的危险因素和采取有效地预防措施
成为防治该种癌症的关键. 本文综述了近些年
在食管癌危险因素和预防领域的研究成果, 发
现吸烟饮酒、不良的饮食习惯、食用被致癌
物或霉菌污染的食物、膳食失衡、遗传易感
背景和某些慢性消化系疾病等都是危险因素, 
预防主要涉及一级和二级预防两个部分.

关键词: 食管癌; 危险因素; Barrett's食管; 一级预

防; 二级预防; 分子标志物
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0  引言

世界范围内食管癌的发病率和致死率在常见癌

症中分别排第8位和第6位[1], 其发病学上的地理

学差异是所有癌症中最明显的. 在食管癌高发

区中国此种癌症发病率比非洲西部低发区高出

20倍[2], 我国的太行山南端三省交界地区更成为

全球食管癌发病率最高的区域. 食管癌的主要

类型包括鳞癌和腺癌, 在发展中国家(如中国)以
不良饮食习惯和膳食失衡为危险因素的鳞癌占

优势；而在西方等发达国家腺癌的发病率相对

较高, 且主要以白人为主, 这与肥胖以及胃食管

反流病和Barrett's食管等癌前疾病发病率较高有

关[3]. 食管癌的早期症状通常不明显, 临床诊治

患者大都处于中晚期, 预后效果很差, 5年生存
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中分别排第8位和
第6位. 食管癌主
要包括鳞癌和腺
癌两种类型, 发展
中国家食管癌主
要以鳞癌为主, 西
方等发达国家则
为腺癌占优势. 

■同行评议者
王健生, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院

   



率只有10%左右. 但早期食管癌(包括上皮内癌

和黏膜内癌)的5年生存率可达90%-100%. 故了

解食管癌的危险因素并指导人们日常生活中积

极预防, 提高癌前病变或癌症的早诊率并加以

治疗, 对降低食管癌的发生率和死亡率有重要

意义. 

1  食管癌危险因素

食管癌是多因素疾病, 其发生往往是环境和遗

传因素综合作用的结果. 
1.1 吸烟和饮酒 研究显示吸烟是食管癌危险

因素. Freedman et al [4]发现吸烟是引发食管腺

癌和鳞癌的危险因素, 刘伯齐 e t a l [5]研究也表

明烟草的使用与食管癌死亡风险存在显著正

相关, 每日吸烟支数越多、吸烟年限越长, 则
吸烟者与非吸烟者食管癌死亡的相对危险度

(RR : 1.20-2.45)越大. 饮酒也是食管癌危险因素, 
Freedman et al [4]报道饮酒是鳞癌的危险因素, 对
于还有抽烟嗜好的人危险程度更高. 我国的研

究显示饮酒在食管癌低发区危险因素大小与饮

酒剂量相关[6].
1.2 不良饮食习惯和膳食失衡 进食速度快和喜

吃热烫食物可能会使食管黏膜受损, 易发展为

慢性食管炎、食管溃疡和食管上皮异型增生等

疾病, 治疗不及时可能癌变. 一项对中国江苏省

食管癌高发区赣榆和低发区大丰的影响因素研

究发现, 进食速度快是食管癌危险因素, 两地的

OR (让步比: 暴露中结果几率除以未暴露中结果

几率)分别为赣榆: OR  = 3.09; 大丰: OR  = 4.01[6]. 
张钦凤 et al [7]利用随机模型对研究食管癌危险

因素的文献进行Meta分析后发现吃热烫食物为

食管癌危险因素(合并后OR  = 2.41). 高盐饮食也

是食管癌危险因素(OR  = 4. 463)[8]. 
膳食失衡, 主要表现为新鲜蔬菜和水果摄

入不足, 造成人体内核黄素、维生素A、C以及

铁、硒等元素缺乏, 动物实验表明这些物质的缺

乏作为辅助因素, 可直接或间接影响食管癌变过

程中启动和促发两个阶段. 已有研究证实食物纤

维,新鲜蔬菜和水果的摄入不足, 以及高脂肪食

物的过量摄入也是食管腺癌的危险因素[9].  
1.3 食物因素 在食管癌高发区居民喜食的酸

菜、虾油蟹酱等腌制或发酵食品中检测到硝酸

盐、亚硝酸盐或亚硝胺类物质的存在, 亚硝胺

类化合物是一种强致癌物质, 可以引发不同动

物食管等多种器官的癌变[10-12], 而硝酸盐和亚

硝酸盐类是亚硝胺化合物的前体物质. 汪求真 
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et al [13]对国内多项关于食管癌饮食因素的病例

对照研究文献中的饮食因素进行Meta分析后发

现腌制食品与食管癌的OR合并为2.79, 在中国

人群食管癌发病中的作用较强. 另外, 食管癌高

发区含氮化肥的不合理使用和工业污染, 使水

体中含有亚硝胺化合物, 增大了亚硝胺的可能

摄入量, 提高了食管癌发病率. 
此外, 早些年的研究证实食用被霉菌污染的

食物也是食管癌危险因素. 高发区林州食物中曾

检测到几种常见的霉菌, 如串珠镰刀菌、杂色曲

菌、园弧青菌、娄地青霉、念珠菌、白地霉等, 
实验证实他们均可促进亚硝胺的形成[14]. 对河北

食管癌高发区粮食进行了霉菌分离培养, 经鉴

定有17种, 用污染较多的黄曲霉菌制成饲料喂

大鼠、小鼠, 先后诱发出食管癌前病变和肺癌; 
利用分离培养的串珠镰刀菌饲喂大鼠诱发了前

胃乳头状瘤和食管乳头状癌[15]. 
1.4 遗传因素 Wei et al [16]发现, 有食管癌家族史

的发病率增高(OR  = 1.57), 说明遗传因素在食管

癌发生中有重要作用. 这些因素主要包括与细

胞周期和凋亡相关的基因多态性, 与代谢酶相

关的基因多态性, 以及这些基因的表达异常. 
P53与细胞周期及凋亡相关, 其第72密码

子的CGT/CCT单核苷酸多态性可形成分别携

带Arg/Arg, Pro/Pro, Arg/Pro基因型的人群. Lee 
et al [17]报道携带Pro/Pro基因型者易患食管鳞癌. 
Bcl-2是另一种与细胞凋亡相关的基因, 其表达

可抑制细胞凋亡. 闫增荣 et al [18]发现bcl-2在食

管癌中的表达与其他危险因素间有着协同效应, 
饮酒、吃新鲜蔬菜少、吃肉蛋鱼少与bcl-2阳性

表达的OR值分别为2.583、2.234和4.030, 但未

发现食管癌家族史与bcl-2异常表达之间有联系. 
研究还发现肿瘤分化程度越高bcl-2表达率越高, 
表明该基因异常表达可作为判定食管癌恶性程

度的重要参数. 
关于代谢酶基因多态性和食管癌关系的研

究发现, 携带CYP2E1cl/c1基因型或ALDH2*1*2
基因型, 以及CYP1A1第七外显子发生突变的个

体患食管癌的危险明显增加[19], 但各代谢酶基

因型之间未发现明确的交互作用.
1.5 消化系疾病 具有某些慢性消化系疾病的患

者罹患食管鳞癌和腺癌的风险会不同程度的升

高. 不良的饮食习惯可能会使食管黏膜受损, 易
发展为慢性食管炎、食管溃疡和食管上皮增生

异常等疾病, 而发展为异型增生特别是重度增

生是这些疾病癌变的先兆. Wang et al [20]在一组

www.wjgnet.com

■研发前沿
食管癌危险因素
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认知的食管癌危
险因素进行更深
入的研究之外, 基
因层面与食管癌
发生的关系以及
癌前病变的研究
成为较新颖的内
容, 而筛选出与食
管癌发生相关的
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以对高危人群进
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有检查方法提高
癌前病变和癌症
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具有满意的特异
性和敏感性的标
志物还有很多工
作要做.
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878例内镜检查加黏膜活检后经3.5年随访, 病理

组织学为基底细胞增生、轻度、中度和重度异

型增生者, 食管鳞癌的发生率为5.0%、5.3%、

26.7%和65.2%, 中度和重度异型增生只占随访

例数的9.5%, 而发生癌症占总发癌数65.9%, 提
示中度和重度异型增生是食管鳞癌的癌前病变. 
一项对191例病理诊断均为鳞癌患者的调查发

现, 胃与十二指肠溃疡史(OR  = 1.980)也是食管

鳞癌发生的危险因素[8]. 
引发腺癌的高风险慢性疾病主要是胃食管

反流症和Barrett's食管. Solaymani-Dodaran et al研
究证实Barrett's食管患者患食管腺癌的风险比普

通人群高约30倍, 单纯的胃食管反流患者患食管

腺癌的风险也有轻度增加[21]. Shaheen et al也报道

胃食管反流和食管腺癌的发生有关, Barrett's食
管可看成是食管腺癌的癌前状态, 并认为腺癌发

展具有几个阶段, 先是长期的胃食管反流症状

使正常的食管鳞状上皮化生为特殊肠化生型上

皮, 形成Barrett's食管, 再发展为柱状上皮异型

增生, 最后发展为食管腺癌[22]. 
1.6 其他因素 食管癌发生率和人的社会经济地

位呈负相关[23], 这可能是因为具有较高教育背景

和经济地位的人享有较好的生活条件和卫生保

健所致. 还有研究指出肥胖是食管腺癌的危险

因素[9]. 心情郁闷, 心理素质差也可能增加食管

癌的发生率, 可能是由于心理原因导致机体免

疫机能和抵抗力降低, 从而为其他危险因素发

生作用提供机会或发生协同作用, 但心理因素

的作用难以量化还有待深入研究[24].

2  可采取的预防措施

对食管癌防治有决定意义的包括一级(病因)预
防和二级(临床前 ,  “早发现、早诊断、早治

疗”)预防. 一级预防的目标是防止癌的发生, 了
解病因和危险因素, 并采取相应预防措施, 增进

身心健康. 二级预防则是防治初发疾病的发展, 
包括阻断癌前发展和食管癌“三早”措施, 使
患者最大程度的恢复健康.
2.1 食管癌的一级预防 不吸烟, 适量饮酒或不饮

酒; 吃饭时细嚼慢咽, 不吃热烫和高盐食物; 多
吃新鲜粮食、蔬菜和水果, 保证肉蛋类食品的适

量摄入. 适当生吃大蒜类食物, 其中的丙基硫化

物、硒等成分可在癌变过程的启动、促进阶段

阻止肿瘤形成[25]. 饮茶也可以预防食管癌发生[26]. 
另外, 适当补充维生素C、β-胡萝卜素、维生素

E、核黄素和硒复方营养素可以降低食管癌发

病风险[27]. 
改善食物储存和加工方法, 防止粮食发霉和

减少腌制、发酵类食品比例. 利用亚硝胺易光

解, 能被水蒸汽引带, 并在漂白粉作用下分解的

理化特性, 可对饮用水源进行晒水和漂白粉消

毒, 减少外界环境的亚硝胺摄入量. 
2.2 食管癌的二级预防 采用内镜下碘染色以及

多点活检开展食管癌及癌前病变的检查, 可确

诊和定位轻、中和重度异型增生, 原位癌, 黏膜

内癌等早期微小病灶. 对于重增、原位癌和黏

膜内癌等采取操作简单、痛苦小、恢复快、效

价比高的内镜下黏膜切除、APC等新的微创治

疗手段可使五年生存率达86%-100%. 特别是对

重度异型增生采取内镜下微创治疗, 可以有效

切断目标人群癌变风险的主要来源, 使食管癌

的发病率下降2/3[28]. 
对于轻、中度增生患者可以进行药物防治

和营养干预等癌前病变阻断治疗. 贺宇彤 et al [29]

运用Meta-analysis对7个使用抗癌乙片, 复方苍

豆丸, 六味地黄丸等中草药预防食管癌发生的

研究进行合并分析, OR值为0.359.

3  结论

食管癌的危险因素已基本研究清楚, 但由于不

同地域的人群暴露于各种危险因素的程度不同, 
个别因素的确切作用效果还有待研究. 下一步

可以根据现有的研究成果在人群中开展相关健

康教育, 使一级预防渗透到日常生活中. 
另外, 患有前文提到的几种疾病的癌前状态

人群只有一部分会发展为食管癌, 无法筛选出

这一部分人群是现有检测手段不足之处, 由此

导致现阶段二级预防中对某些无癌变风险对象

的无效预防和治疗, 造成医疗资源的浪费, 也给

患者带来严重的精神和物质负担. 因此如何能

准确识别癌前病变的人群是未来工作应解决的

主要问题. 一些细胞周期调控基因、DNA修复

基因和代谢基因的遗传变异及异常表达可作为

分子标志物, 用来指示食管癌癌前病变的发生

和发展, 使得解决这个问题成为可能, 并已经取

得一定的进展. 白经修 et al [30]研究发现对γ-谷氨

酰转肽酶(γ-GT)阳性伴重增的患者进行干预可

明显提高食管癌防治的效价比. 目前还发现一

些可用于早期食管癌诊断的血清标志物如癌胚

抗原(CEA)、鳞状上皮细胞癌相关抗原(SCC)和
P53抗体等[31], 这种检测手段痛苦小, 对于食管

癌癌前病变的检出也具有一定临床意义, 但是

■创新盘点
本文第1次将食管
癌危险因素、预
防和癌前病变及
癌症早期检测3个
关系密切的研究
领域的成果进行
了整合论述.



www.wjgnet.com

这些标志物的特异性和敏感性还有待提高. 
总之, 了解并远离食管癌危险因素和对癌

前病变积极治疗可以降低食管癌的发生率和死

亡率, 但要根本实现防治食管癌的目标还有很

多的工作要做. 
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Abstract
The close relationship between H pylori and 
gastric mucosa lesions have been commonly 
recognized. H pylori infection may cause the 
unbalance of gastric mucosal cell multiplication 
and apoptosis, which are closely related to the 
pathogenesis of various gastric diseases such as 
gastric cancer. The complex network system of 
p53 gene plays a vital role in the regulation of 
cell multiplication and apoptosis. This review 

makes a summary about the relationship 
among p53 gene downstream network, H pylori 
infection and gastric mucosal cell multiplication 
and apoptosis. 

Key Words: p53  gene; Helicobacter pylori ; Gastric 
disease
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摘要
H p y l o r i 与胃黏膜病变关系密切已被公认, 
H pylori 感染可引起胃黏膜细胞增殖与凋亡
的失衡 ,  这与其致病致癌密切相关 .  p53 基
因这一复杂的网络系统在调控细胞凋亡与
增殖的过程中 ,  发挥重要的作用 .  就p53 下
游基因网络与H pylori、胃黏膜细胞增殖凋
亡之间的关系作一综述. 

关键词: p53 ; 幽门螺杆菌; 胃疾病 
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0  引言

自1983年Warren与Mashall从胃黏膜中分离出

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )后, 国
内外学者对H pylori感染与胃十二指肠疾病的

关系从多方面做了研究. 现已明确, H pylori是
慢性胃炎的主要致病菌, 与胃癌的发生密切相

关, 1994年世界卫生组织国际癌症研究机构已

将H pylori列为人类Ⅰ类致癌因子. 在胃黏膜癌

变的过程中, Correa提出的正常胃黏膜→慢性

浅表性胃炎(chronic superficial, CSG)→慢性萎

缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)→肠上

皮化生(intestinal metaplasia, IM)→非典型增生

(dysplasia, DYS)→胃癌(gastric carcinoma, GC)
这一病变模式被大家普遍认可, H pylori被认为

在这一过程中起着始发和先导作用, 但其确切
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■背景资料
自1983年Warren
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的作用机制尚未完全阐明. H pylori感染可引起

胃黏膜细胞增殖与凋亡的失衡, 这与其致病致

癌密切相关. 新近的研究表明, p53基因这一复

杂的网络系统在调控细胞凋亡与增殖的过程

中, 发挥重要的作用. 现就p53下游基因网络与

H pylori、胃黏膜细胞增殖、凋亡之间的关系

作一综述如下. 

1  p53 基因网络结构及与细胞凋亡、增殖的关系

1.1 p53 的结构和功能 人p53基因定位于17号染

色体(17p13,17), 全长约20 kb, 有11个外显子和10
个内含子, 编码393个氨基酸残基的P53蛋白. 
P53蛋白为核内磷酸化蛋白, 以四聚体形式低水

平表达于体内. p53基因中有5个高度保守区, 其
中4个位于5-8外显子, 是突变热点. 正常p53基
因以序列专一的方式与DNA调控区结合, 使P53
蛋白起转录因子的作用. DNA损伤后, p53基因

活化, 从而使p53 依赖的细胞周期素依赖激酶

(cyclin dependent kinase, CDK)抑制剂p21 waf21和

DNA修复基因GADD45的转录上调, 使细胞在

G1期出现生长停滞, 进行DNA修复. 在p53基因

缺失或突变的细胞, DNA损伤后不能通过p53介
导的途径进入G1期停滞和DNA修复, 遗传信息

受损的细胞进入增殖, 最终导致恶性肿瘤的发

生[1-2].
1.2 mdm2 基因的结构和功能 mdm2基因定位于

人染色体12q13,14, 其转录产物mRNA广泛表达

于正常人体的多个器官, 骨骼肌含量最高, 其次

为肝、肺、胰等, 与细胞基本生理活动有关[3]. 
MDM2蛋白产物上有五个保守区, 从氨基端开

始, 分别为: Ⅰ区, 19-102氨基酸区域, 是mdm2
与p53 相互结合部位; Ⅱ区, 181-185氨基酸区

域, 核定位序列; Ⅲ区, 221-272氨基酸区域, 该区

域为含有40%谷氨酸和精氨酸残基的高度酸性

区域, 能与核糖体L5蛋白及5SrRNA结合; Ⅳ区: 
305-322氨基酸区域, 该区域含有一个锌指结构; 
Ⅴ区: 438-478氨基酸区域, 该区域含有一个环指

结构, 可介导蛋白质-蛋白质的相互作用, 也可以

与DNA或RNA结合[4]. 
MDM2蛋白主要功能是与P53蛋白酸性活

化域直接结合形成P53-MDM2复合物, 从而抑制

wtp53介导的转录激活功能. 此外, mdm2基因的

酸性活化域具有反式激活作用, 与转录调控有

关[3].
1.3 P U M A的结构与功能  p53 上调节的细胞

凋亡调控因子(p53  up-regulated modulator of 
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apoptosis, PUMA)是2001年由Yu et al [5]和Nakano 
et al [6] 2个独立研究小组同时发现, 是Bcl-2蛋白

家族的促凋亡成员之一, 具有强大的促凋亡作

用, 可被内、外源性p53快速诱导活化. PUMA基

因定位于19q, cDNA全长1.9 kb, 转录本由4个外

显子(1α、2、3、4)组成, 编码1个由193个氨基

酸组成的蛋白, 该蛋白定位于线粒体膜上. Bcl-2
蛋白家族中促凋亡蛋白的共同点是都含有1个
由9个氨基酸(LRRMADDLN)组成的BH3保守结

构域. PUMA的BH3结构域位于其氨基酸序列的

第141-149位, 缺少此结构域的PUMA突变体也

将丧失诱导凋亡的功能[7]. 
PUMA是p53的下游靶基因, PUMA上游启

动子序列中含p53 的结合位点, 受到凋亡信号

刺激后, p53 可直接与其靶位点结合从而促进

PUMA转录和蛋白表达, PUMA通过其BH3结
构域与Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-W、Mcl-1等抑凋亡

蛋白结合, 导致线粒体通透性增加并释放细胞

色素C和Smac/DIABLO(second mitochondrial-
drived activator caspase/direct IAP-binding protein 
with low PT), 启动细胞凋亡.
1.4 p21 基因的结构和功能 p21 WAF1/CIP1基因定位

于人染色体6p21,2, 其DNA长度85 kb. 该基因

上游2.4 kb和8 kb处各有一个P53蛋白特殊序

列结合位点, 在上游1-2 kb核苷酸处有MyoD 
(myogenic D, 肌源性转录因子)结合区, 在上

游50-104 bp核苷酸处有Sp1结合区. p21基因

的表达产物P21蛋白定位于细胞核中, 由164个
氨基酸构成, 富含精氨酸, N末端第21-26氨基

酸与细胞周期素D、E(cyclin D、cyclin E)结
合, C末端第124-164氨基酸与增殖细胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)结合, 中
间第49-72氨基酸与细胞周期依赖性蛋白激酶

2(cyclin-dependent kinase2, CDK2)结合. 
p21 可通过由p53 介导的途径发挥作用 , 

p21 WAF1/CIP1基因是p53基因最重要的下游基因之

一, 该基因上游2.4 kb处含有一个P53蛋白的特

异性结合位点. 当细胞受到来自体内和体外的

各种损伤后, 野生型P53蛋白作用于p21基因, 使
其迅速表达. p21基因的表达产物P21蛋白是目

前已知的具有最广泛激酶抑制活性的细胞周

期抑制蛋白. p21可与几乎每一个Cyclin2CDK
复合物结合, 广泛的抑制各Cycl in-CDK复合

物, 如cyclinD-CDK4/CDK6、cyclinE-CDK2和
cyclinA-CDK2, 但对cyclinB相关的复合物抑制

活性较弱. 已有研究证明, p21的过表达可使细
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胞周期阻滞于G1期、G2期或S期[8]; 如果DNA的

损伤发生在S期之前, P21蛋白主要通过与CDK-
Cyclin结合并抑制其功能使细胞周期停滞于G1

期; 而发生在S期的损伤, P21蛋白主要是通过与

PCNA的结合来抑制DNA的合成[9].
1.5 bax的结构和功能 Oltvai et al [10]在1993年首

先在白介素3(IL-3)依赖细胞的凋亡过程中发现

了bax基因, bax基因是编码21 kDa的蛋白质, 由
192个氨基酸组成, Bax蛋白与Bcl-2蛋白同源性

较高, 因mRNA剪接方式不同, Bax mRNA有α、

β、δ、γ、σ、ζ 6种亚型[11]. Bax是Bcl-2家族中

第一个被确认有细胞凋亡促进作用的成员. 
Bax蛋白在凋亡发生过程中起到重要枢纽

作用. Bax蛋白作为p53下游应答蛋白, 与Bcl-2、
P53共同参与调节细胞凋亡的过程. 如果细胞损

伤严重, 则在p53的调控下发生凋亡. 表现为调

控Bcl-2蛋白表达减少, Bax蛋白表达增多, Bcl-2/
Bax比例下降, Bcl-2与Bax的异源二聚体减少, 
Bax同源二聚体增多. Bax与线粒体膜结合, 形
成渗透性膜转移孔复合物, 建立线粒体膜通道, 
介导线粒体发生释放反应, 包括:细胞色素C、

凋亡诱导因子(apoptosis inducing factor, AIF)、
促凋亡蛋白等. 细胞色素C等与凋亡促进因子

-1(Apuf-l)和Caspase-9, 结合形成复合体, 在ATP
参与下, 使caspases蛋白酶家族发生酶解级联

激活, 主要通过caspase-3激活破坏基因组DNA
的caspase激活的核酸内切酶(caspase activated  
endonuclease,  CAD), 造成基因组DNA裂解;失活

DNA修复相关酶(DNA-PK、PARP), 造成DNA
修复能力降低; 分解细胞骨架(如Lamins)等凋亡

执行过程.

2  H pylori 与胃上皮细胞凋亡、增殖的关系

正常胃黏膜的结构与功能依赖于黏膜上皮细胞

增殖(Pro-liferation)和凋亡(apoptosis)之间的动

态平衡, 两者失衡就可能引起病变. 大量研究表

明H pylori感染可引起胃黏膜上皮动力学改变, 
即细胞过度增殖和凋亡, 是H pylori感染致胃癌

发生的机制之一.
2.1 H pylori引起胃黏膜上皮细胞增殖加速 由于

增殖细胞的基因组具有不稳定性, 细胞增殖加

快的同时, 也增加了DNA损伤和产生非整倍体

的危险性. 且有丝分裂期细胞较静止期细胞更

容易受致癌物质的损伤而发生癌变. 若损伤的

DNA得不到及时修复又不能启动凋亡系统使

该细胞自动死亡, 就有可能由不典型增生发展

为癌肿. 增殖细胞核抗(Proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)主要表达于G1晚期和S期, G2早

期及其他各期内均能检出低水平. PCNA能与

DNA多聚酶结合, 他的表达合成与细胞增殖状

态密切相关, 故检测PCNA可反映细胞增殖特

征. Kuipersw et al [12]研究了H pylori感染对胃上

皮细胞增殖的影响, 发现H pylori阳性慢性胃炎

组与H pylori阴性慢性胃炎组相比, 胃窦部黏膜

细胞增殖明显加快, 经完整三联治疗4 wk后, 不
论H pylori是否根除, 黏膜增殖现象均明显好转. 
同时用PCNA的mAb进行检测, 发现H pylori感
染的胃黏膜PCNA呈过度表达, 在清除H pylori
后, 其表达水平显著下降. 说明H pylori能促进

黏膜细胞增殖, 增加了上皮细胞发生癌变的可

能性. 研究表明H pylori感染与增殖细胞数量增

加有关, 从正常胃黏膜到慢性胃炎、肠上皮化

生、不典型增生、胃癌, 细胞增殖数量逐级增

加, 在慢性胃炎的H pylori感染组和非感染组之

间存在很大差异[13], 提示H pylori感染可诱导增

殖发生.
2.2 H p y l o r i 诱导胃黏膜上皮细胞凋亡增加 
Moss et al [14]对H pylori感染的胃黏膜进行细胞

凋亡的研究, 发现H pylor i感染的胃黏膜上皮

凋亡细胞占16.8%, 较H pylori阴性(2.9%)和根

除H pylori治疗后(3.1%)显著增加(P <0.05). 表
明H pylori感染能诱导细胞凋亡, 并刺激胃上皮

细胞增殖与畸变, 导致胃癌发生. Peek et al [15]研

究发现CagA(+)H pylori感染者胃窦部上皮细胞

的增殖指数(proliferation index, PI)较CagA(-)
及无H p y l o r i 感染者明显增加 ,  而凋亡指数

(apoptotis index, AI) 则相对较低. 因此, 在没有

相应成比例的凋亡增加的情况下, 细胞增殖的

增加会导致CagA(+)H pylori携带者发生胃癌

的危险性增加. 有结果显示随着胃黏膜萎缩、

化生、不典型增生的出现, H pylor i感染与非

感染的胃黏膜上皮细胞凋亡程度差异逐渐减

少或消失, 提示H pylor i感染主要在胃癌的起

始阶段起作用[16-17]. 
为了保持胃黏膜细胞总量, 过量的细胞凋亡

会诱发代偿性细胞增殖, 一旦出现细胞过度增

殖, 那么易受基因毒性损害及有“利他性”细

胞死亡(凋亡的一种自我防御形式)倾向的分裂

细胞比率增加. 一旦这种“利他性”机制失灵, 
那么, 组织就可能出现无限制增殖[18]. 

总之, H pylori感染早期引起胃上皮细胞凋

亡增加, 随后降低, 而增殖水平持续升高, 过度
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增殖并且不伴随相应的凋亡, 细胞增殖和凋亡

失衡最终导致发生突变的细胞继续生长而癌变. 

3  p53 基因网络与H pylori 感染致胃上皮细胞凋

亡、增殖的关系

3.1 p53 基因网络的关系 p53介导的信息传递途

径是一个复杂的网络系统, 其生物学效应主要

是通过激活或抑制大量下游基因表达来完成细

胞周期负调控、DNA复制与修复、细胞凋亡

等. p53活化其相应靶基因可诱导细胞周期停滞

和(或)细胞凋亡. P21和PUMA分别是p53诱导细

胞周期停滞和细胞凋亡的关键靶基因. PUMA在

p53依赖性凋亡中起重要作用, PUMA上游启动

子序列中含p53的结合位点, 受到凋亡信号刺激

后, p53可直接与其靶位点结合从而促进PUMA
转录和蛋白表达. p53可以上调Bax的表达水平, 
Bax和PUMA合作可诱导细胞凋亡[8]. 另外, p21
作为p53的下游激活产物, 执行p53的部分功能. 
当细胞DNA损伤后, p53蛋白积聚, 使p21基因表

达上调使细胞阻滞于G1期, 以赢得时间, 在细胞

进入S期前修复损伤的DNA. 有趣的是在p53的
靶基因中, MDM2却是一种癌基因, MDM2既是

p53重要的下游基因, 又是调节p53的重要因子, 
p53与MDM2之间存在一种互相反馈调节环路: 
一方面, p53能特异性地结合MDM2基因并刺激

他的转录, 同时MDM2又能结合p53 , 其结合位

点正好位于p53反式活化区, 从而抑制p53的功

能. MDM2与p53的结合能够使p53转运至胞质, 
通过蛋白溶解作用促进p53降解[3,19]. 这一调节途

径的重要性在于使得p53保持低水平, 不干扰细

胞的正常生长和发育过程. 
3.2  p53 基因网络、H pylor i 与胃上皮细胞凋

亡、增殖的关系 H pylori感染不仅可诱导细胞

有丝分裂加速, 导致细胞DNA损伤和产生非整

倍体的危险性增高, 而且可引起细胞的癌基因

突变、活化或过度表达, 使细胞恶变. 
正常p53存在于所有体细胞中, 并作为“分

子警察”(molecular police-men)监视细胞基因组

的完整性. 若DNA损伤, p53能使复制停止, 修复

损伤的DNA; 若修复失败, 则p53启动凋亡系统

使细胞死亡, 阻止有癌变倾向的基因突变细胞

产生. p53突变以后即丧失正常p53具有的抑癌功

能. 突变的p53不仅抑癌活性丧失, 反而促使细

胞向恶性转变, 即由抑癌基因变成癌基因. Wang 
et al [20]研究了胃癌及其癌前病变中H pylori感染

癌基因表达, 结果发现在慢性胃炎组、萎缩性

胃炎组、肠化生组、早期胃癌组、高分化胃癌

组均有感染, 且抑癌基因p53在肠化生组、早期

胃癌组、和高分化胃癌组分别有3例(30%)、2例
(33%)、18例(60%)高表达, 其中18例p53阳性高

分化胃癌有11例H pylori阳性, 说明H pylori感染

可在胃癌发生的早期诱导p53突变. 高华 et al [21]

研究了根除H pylori对P53蛋白表达的影响, 结
果显示p53表达阳性率在H pylori阳性胃良性病

变与H pylori阴性胃良性病变相比有非常显著

性差异(P<0.01). 除菌后H pylori阴性组与除菌前

及除菌后H pylori仍阳性组相比, 差异非常显著

(P<0.01). 表明H pylori感染可促进突变型p53表
达增强, H pylori根除治疗后其表达降低. 另外还

发现, P53蛋白染色阳性组PCNA显著高于染色

阴性组, 提示P53蛋白的表达与细胞增殖密切相

关, 表明H pylori感染可促进胃黏膜上皮细胞增

殖, 使突变型p53基因不断增强, 这可能是胃癌

发生的一个重要原因. 
研究发现MDM2蛋白对wtp53具有负性调

节功能, 在肿瘤组织中, MDM2的异常主要表

现为基因的扩增和过表达, 从而使wtp53的抑

癌活性丧失. Kodama et al [22]研究了H pylori根
除对胃黏膜中MDM2的表达的影响, 结果显示

未感染组MDM2的表达明显低于感染组, 在感

染组H pylori根除后6 mo后, MDM2表达水平

明显降低. 
p53正向细胞凋亡调控因子PUMA, 是近年

来新发现的一个Bcl-2家族、BH3-only亚家族

成员, PUMA可以通过p53依赖性途径快速诱导

凋亡. Wei et al [23]研究了H pylori通过P53蛋白家

族对胃上皮细胞的作用, 结果显示H pylori作用

于胃上皮细胞后导致P53蛋白家族中P73蛋白

表达上调, P73的增加又导致前凋亡基因PUMA
在胃上皮细胞中的表达上调. 张宇雯 et al [24]研

究了p u m a 基因转染对人胃癌S G C-7901细胞

株增殖和凋亡的影响及其作用机制, 结果显示

PUMA的表达使SGC-7901细胞的增殖能力降低

并诱导凋亡. 
Tian et al [25]研究了H pylori与肿瘤抑制基

因在胃癌和相关损伤中表达之间的关系, 结果

显示p21 WA F1在胃萎缩性炎、肠化生、异型增

生、胃癌组表达逐渐降低, 但与H pylori感染无

相关性. 凌红 et al [26]在研究H pylori感染与ras
基因产物P21蛋白表达关系时发现, 胃癌或胃

癌前病变组织中的r a s基因第12位密码子点突

变者H pylori感染率高于无突变者, 且P21蛋白
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■同行评价
本文系统阐述了
p53 下游基因网络
与H pylori、胃黏
膜细胞增殖及凋
亡之间的关系, 文
笔流畅, 学术价值
较好.
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过度表达在H pylori感染组显著高于无感染组, 
提示H pylori感染后可能引起ras基因第12位密

码子的点突变. ras基因突变可引起产物P21蛋
白分子的氨基酸发生改变, 导致其功能异常和

过表达, 并能持续向细胞内传递信号, 引起细胞

持续增殖, 导致细胞癌变. 
b a x 是重要的促细胞凋亡基因之一. 刘海

峰 et al [27]研究了H pylori感染及根除治疗对胃

癌前病变组织中促凋亡基因Bax蛋白表达的影

响, 结果显示H pylori阳性胃癌前病变组Bax蛋
白阳性表达率显著高于H pylori阴性胃癌前病

变(72.3% vs  48.0%, χ2 = 4.191, P <0.05), H pylori
感染与Bax阳性表达及分级呈正相关(r  = 0.978, 
P <0.01). 经三联治疗根除H pylori后, Bax蛋白阳

性表达率较治疗前显著降(70.3% vs  43.2%, χ2 = 
5.506, P <0.05), 而H pylori仍为阳性者Bax蛋白阳

性表达率则无变化. Lee et al [28]研究了H pylori对
胃上皮细胞的影响及凋亡相关蛋白在胃癌发生

中的表达, 结果显示Bax在慢性胃炎及肠化生胃

炎中H pylori阳性组较H pylori阴性组表达明显

上调. 表明H pylori感染可以促进Bax蛋白的表

达, 这可能是H pylori感染诱导胃黏膜上皮细胞

凋亡的主要机制, 导致胃黏膜上皮细胞增生与

凋亡的调节紊乱, 从而使胃黏膜上皮细胞易于

向恶性转化.
H pylori感染能导致不同胃黏膜病变的增殖

与凋亡的失衡及相关凋亡调控基因的改变; 根
除H pylori后, 胃黏膜细胞增殖与凋亡的失衡的

恢复在不同病变有所不同; 同时胃癌前病变的

病理改变的逆转和阻滞也有所不同[29]. 因此, 寻
找H pylori感染后胃癌前病变逆转的临界点具有

重要的意义, 而H pylori感染和p53及其下游基因

关系的研究就显得尤为重要, 有待进一步揭示

其中的奥妙.
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Abstract
I n f l a m m a t o r y b o w e l d i s e a s e ( I B D ) i s 
characterized by chronic inflammation of 
intestinal tract, and it is classified into 2 subtypes 
traditionally, namely ulcerative colitis (UC) 
and Crohn’s disease (CD). Many investigations 
have shown that intestinal lymphocyte homing 
(lymphocyte homing, LH) is closely related 
to IBD. This paper reviews the advances in 
the relationship between inflammatory bowel 
disease and lymphocyte homing. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Lym-
phocyte homing; Adhesion molecules

Chu ZX, Qin HL. Progress of gut associated lymphocyte 
homing in inflammatory bowel disease. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 687-693

摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)

是慢性肠道炎症疾病, 传统上分为溃疡性结肠
炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD). 诸多研究表明, IBD与肠道淋巴
细胞归巢(lymphocyte homing, LH)密切相关, 
本文就IBD与LH研究进展作一综述. 

关键词: 炎症性肠病; 淋巴细胞归巢; 黏附分子
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0  引言

20世纪60年代, Gowans和Knight et al [1-2]从正常

鼠的输出淋巴管分离出淋巴细胞, 用放射性物

质标志后注入受体动物的血循环, 再通过闪烁

显像术和放射自显影术来探测这些细胞的分布, 
观察到小淋巴细胞分布于全身次级淋巴组织, 
而激活的免疫母细胞则选择性的迁移至黏膜部

位. 受这个实验的启发, 随后多个小组的科学家

进行了一系列活体研究. 这些试验奠定了淋巴

细胞再循环和归巢概念的基础. 目前认为炎症

性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)发病与

基因易感性个体对正常肠道共栖菌群的异常免

疫反应有关[3-4], 肠道淋巴细胞归巢(lymphocyte 
homing, LH)作为免疫反应的一个关键环节, 在
IBD的发病和复发中发挥重要作用. 

1  基本概念

成熟淋巴细胞离开中枢免疫器官后, 经血液循

环趋向性迁移并定居于外周免疫器官或组织特

定区域, 称为LH. LH的分子基础是淋巴细胞与

内皮细胞黏附分子的相互作用. 介导LH的黏附

分子称为淋巴细胞归巢受体(lymphocyte homing 
receptor), 其相应配体为血管地址素(vscular 
addressin), 主要表达于血管内皮细胞表面[5]. 

2  淋巴细胞归巢机制,淋巴细胞归巢受体、地址

素、趋化因子

淋巴细胞从循环募集到目标组织是一个高度

调节的过程, 依赖一系列黏附分子的相继作用. 
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■背景资料
目前认为炎症性
肠病(IBD)发病与
基因易感性个体
对正常肠道共栖
菌群的异常免疫
反应有关. IBD传
统上被分为两个
亚型: 即溃疡性结
肠炎(UC)和克罗
恩病(CD). 失控的
肠道炎症是他们
共同的路径. 自循
环中增强的淋巴
细胞归巢在肠道
炎症的发病和复
发中发挥重要作
用.

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属第十
人民医院普外科

   



需经历贴壁, 滚动(rolling); 趋化因子对整合素

的激活(activing); 整合素介导的淋巴细胞牢固

黏附(adhereing); 淋巴细胞于高内皮静脉(high-
endothelial venules, HEV)内皮细胞间隙的游出. 
该过程涉及到一系列归巢受体、地址素及趋化

因子的级联作用[6-7]. 各亚群的具体归巢步骤有

所不同[8-12].
2.1 淋巴细胞归巢受体 主要包括选择素家族的

L-选择素[13]、整合素家族的α4β7和淋巴细胞功

能相关抗原LFA-1(αLβ2) 等. 其与相对应的地址

素相互识别、相互作用可介导淋巴细胞与内皮

细胞间的黏附和游出过程. 
2.2 地址素 L-选择素、α4β7和LFA-1的配体

(地址素 )分别为黏膜地址素细胞黏附分子

-1(mucosal addressin cell adhesion molecule-1, 
MAdCAM-1)和细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)/血管细胞黏附分

子-1(vascular adhesion molecule-l, VCAM-l), 均
属于免疫球蛋白超家族(immunoglobulin super 
family, IgSF), 具有与Ig相似的结构特征. 外周

淋巴结地址素(peripheral lymph node addressin, 
PNAd)是一种特殊形式的MAdCAM-1, 即为碳

水化合物抗原决定簇修饰的MAdCAM-1.
2.3 趋化因子 趋化性细胞因子是一个蛋白质家

族, 分子质量多为8-10 kDa. 与淋巴细胞归巢相

关的趋化性细胞因子很多[14-19], 按半胱氨酸的

位置、排列方式和位置可分为四个亚家族, 其
中最具代表性的是CCR9. CCR9和整合素α4β7
联合表达于归巢至肠道的淋巴细胞, 选择性运

输至小肠. 通过活体显微镜检查能直观的观察

到在正常和T N F-α刺激条件下淋巴细胞依赖

CCR9/CCL25黏附于鼠小肠内皮[20].

3  炎症性肠病中淋巴细胞归巢

3.1 淋巴细胞 有研究表明IBD中炎症浸润部位

的肠黏膜中T、B细胞总数量增加, 各具体亚群

有增有减. SAMP1/Yit小鼠能自发性发生回肠

炎症, 是研究IBD的重要动物模型. Matsuzaki 
et al [21]用荧光标记T细胞, 再从尾静脉注入受体

小鼠, 并用活体显微镜监测派伊尔淋巴结(peyer 
patches, PP)毛细血管后微静脉、黏膜下层微血

管和末端回肠绒毛毛细血管内的T细胞归巢, 发
现与AKR/J小鼠和15 wk龄的SAMP1/Yit小鼠相

比, 35 wk的SAMP1/Yit的小鼠HEV内T淋巴细

胞归巢明显增强, 免疫组化技术证实CD4、CD8
和β7整合素阳性的细胞浸润增加. 与此相似, 
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Teramoto et al [22]把从脾脏提取的T和B淋巴细胞

用荧光标记后注入受体小鼠, 再用右旋葡聚糖

硫酸钠 (dextran sulfate sodium, DSS)诱导结肠炎, 
活体显微镜观察提示受体结肠黏膜及黏膜下层

内T和B淋巴细胞的黏附均显著增强. 诸多文献

认为, LH增多是肠道淋巴细胞数目增加的重要

机制之一[21-22]. 
3.1.1 CD4+ T细胞: CD和UC中CD4+T细胞归巢显

著增加, 其中CD以分泌IFN-γ和IL-2的Th1型细

胞为主, 而UC以非典型的Th2型细胞占优势, 其
分泌TGF-β和IL-5而不分泌IL-4[4]. 

大量的实验性结肠炎模型都表现为T h l
型炎症 ,  其炎症特征在肉眼和光镜水平下均

和C D相似 .  研究的较多的有三硝基苯磺酸

(trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)结肠炎和

IL-10基因敲除小鼠发生的结肠炎. IL-10是Th2
型反应的促进因子, Th1型反应的抑制因子. 通
过动物试验技术把编码IL-10的基因敲除后,小
鼠可自发肠道炎症, 病变以直肠和结肠为主, 病
理学特征与人类CD十分相似, 炎症部位T浸润, 
分泌高水平IFN-γ和TNF-α, 表现为显著的Th1型
免疫反应.

I F N-γ是T h l型炎症的关键因子 ,  其产生

过度主要与两个分子有关, 一个为T-bet, 另一

个为STAT4(signal transducer and activator of 
transcription 4). Furuta et al [23]比较同一遗传背景

下T-bet(-/-)、STAT4(-/-)及T-bet(-/-)和STAT4(-/-)
小鼠发现, 单独敲除T-bet或STAT4基因, Th1型
反应均显著降低, 若同时敲除两基因, 则几乎检

测不到Th1型反应. Thieu et al [24]发现T-bet促进

Th1型分化, 需要STAT4的参与. 有学者报道CD
患者表达特征性受体IL-12Rβ2的Th1细胞数量

显著增加, 炎症组织中的T细胞的核提取物中的

STAT4和T-bet含量也显著增加[25].  
从目前资料来看 ,  U C类似于一种缓和

的T h2型免疫反应 [26],  T h2介导的B细胞激活

的证据是自身抗体的出现 ,  包括核旁型抗中

性粒细胞胞质抗体(perinuclear antineutrophil 
cytoplasmatic antibodies, pANCA)和抗IgG1、
IgG4亚类抗体[27-28]. 最近有研究发现, IL-13在
UC的发病中起重要作用, 可影响肠道上皮细胞

的紧密连接、凋亡和再生[29-30].
3.1.2 CD8+ T细胞: IBD的发生发展与上皮内淋

巴细胞含量也密切相关 .  外周血及肠黏膜固

有层以CD4+ T细胞占优势, 而上皮内淋巴细胞

(intraepithelial lymphocytes, IELs)90%以上是

www.wjgnet.com
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CD3+的T细胞, 其中主要是CD8+ T细胞, 而CD4+ 

T细胞极少. 肠黏膜固有层中一部分CD8+ T淋巴

细胞可迁移至绒毛顶部附近形成IELs. CD8+ T 
IEL群包括CD8αα和CD8αβT细胞, 可表达γδ或

αβ受体. Natascha et al [31]报道CD患者肠上皮内

淋巴细胞对上皮来源的靶细胞的细胞溶解活动

明显加强, CD8+IEL较正常人明显升高; CD患者

T细胞表型和功能上的改变只限于肠黏膜的淋

巴细胞, 而血液中T细胞的功能没有变化, IEL对
肠组织的细胞溶解活动明显加强. 

不同于CD4+ T细胞促炎作用, γδT细胞在

IBD的发生和发展过程中起保护调节作用[32-35], 
其一般均为CD8αα+. Inagaki-Ohara et al [36]报道

γδT基因敲除小鼠能自发结肠炎, 其幼鼠表显出

对TNBS诱导结肠炎的高度敏感性. Hoffmann 
e t a l [37]把提取自野生型或IL-10转基因小鼠的

γδT细胞, 预防性转移至同类系TNBS诱导的结

肠炎小鼠,发现TNBS小鼠肠道和脾脏淋巴细胞

分泌TNF-α减少, IL-10和TGF-β增加, 从而使小

鼠生存时间延长, 组织损伤减轻. Kühl et al [38]研

究了在多种IBD动物模型中删除或敲除γδT, 发
现早期干预使黏膜固有层中淋巴细胞及脾细胞

IFN-γ分泌增加, 提示γδT细胞在肠道炎症的早

期发挥重要作用, 可能的机制是影响IFN-γ分泌

和上皮细胞再生.另有研究表明γδT细胞是细胞

因子Th17的重要来源, 有细菌感染时, 可快速诱

导Th17型反应, 保护肠黏膜[39-40].
3.2 LH相关分子

3.2.1 MAdCAM-1: IBD中LH显著增强, 淋巴细

胞及上皮细胞表面归巢相关分子表达也伴随

增加, 其中最重要的是α4β7/MAdCAM-1分子. 
多种I B D动物模型中均能检测到显著增加的

MAdCAM-1蛋白. 近年来开发出一种可增强超

声成像的胶囊, 其内含有可与MAdCAM-1特异

结合的微气泡(microbubbles, MB). Bachmann 
et al [41]给SAMP1/Yit结肠炎小鼠服用此种胶囊

后作腹部超声, 发现MB可聚集于肠道炎症部

位, 产生显著增强的回声. 
Souza e t a l [42]以激惹性肠炎为对照组, 通

过内窥镜及经口空肠活检取得C D和U C患者

的结肠和空肠标本后, 做免疫组织染色并用计

算机软件分析图像, 发现IBD患者α4β7整合素

和MAdCAM-1表达水平显著增加; 日本学者

Arihiro et al [43]等收集CD(40例)和UC(24例)手术

切除标本作冰冻切片, 用免疫组化技术分析也

发现CD和UC炎症部位的黏膜中MAdCAM-1阳

性血管含量增加. 
C D和U C患者炎症部位的肠黏膜中都含

大量的MAdCAM-1阳性的的血管, 并且在炎

症部位的溃疡底部E-选择素表达相似, 但前者

溃疡底部MAdCAM-1阳性的的血管明显比后

者丰富. MAdCAM-1阳性的的血管在肠道深

层表达, 主要在集合淋巴结, 是CD的特征之一. 
MAdCAM-1在CD中的广泛表达可导致肠道透

壁性炎症[43]. 
3.2.2 I C A M-1: 在U C急性期, 内皮细胞表达

ICAM-1也明显增加[44-46], 同时伴有其配体LFA-1
表达增加, 提示其在炎性细胞进入病变组织过

程中起重要作用. 有研究表明嗜酸性粒细胞在

结肠的聚集依赖于β2整合素/I C A M-1而不是

α4β7[47], 在ICAM-1-/-的小鼠, 嗜酸性粒细胞性

的结肠炎表现明显缓解. 另外, ICAM-1基因的多

态性与IBD的发病密切相关[48-50].
3.2.3 趋化因子: CCL25/CCR9是生理条件下调

节小肠LH的重要趋化因子, 随着CD炎症进展, 
CCL25和CCR9在调节小肠淋巴细胞归巢中的显

著作用减弱. 针对CCL25和CCR9的靶向治疗只

有在SAMP1/Yit小鼠模型疾病的早期有效, 提示

在疾病后期非特异的炎症信号起主要作用[51]. 在
CD的炎症部位趋化因子Fractalkine(CX3CL1)表
达增加, 其两种同质异型配体之一的T280M能

影响克罗恩病的临床表现和发病部位[52]. 
3.3 树突状细胞(dendritic cells, DC)与LH 生理和

炎症状态下的LH都与DC细胞密切相关, DC和

T细胞的相互作用参与IBD的发病过程. Drakes 
et al [53]通过输入CD45RBhiCD4+ T细胞至重症联

合免疫缺陷小鼠建立结肠炎模型, 分离结肠的

DC细胞与同系基因型、同种异体基因型脾脏

CD4+T细胞和自体结肠分离T细胞的免疫反应, 
发现结肠DC与自体固有层的T细胞共同培养时

所产生的IFN-γ和IL-6数量显著高于与同系基因

或同种异体基因型脾脏T细胞共同培养的含量. 
Hart et al [54]用多色流式细胞计量术分析IBD患

者黏膜固有层中DC细胞表面分子, 并用胞内染

色分析DC在无外源性刺激下产生的细胞因子, 
发现IBD时, DC细胞激活, 表面微生物识别受体

上调并产生更多的促炎细胞因子. 与此相对应, 
Baumgart et al [55]研究了活动性和非活动性IBD患

者及其正常人类浆DC(PDC)和髓系DC(MDC), 
观察到IBD急性期外周血中未成熟的DC细胞显

著减少, 缓解期IBD患者PDC和MDC数量与正常

对照组基本接近. 

■相关报道
拮抗淋巴细胞归
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导致JC-多瘤病毒
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行性多病灶性脑
白质病(PML). 
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3.4 IBD中的白细胞募集 虽然CD和UC的发病机

制和临床表现不全相同, 但他们都有大量免疫

细胞浸润肠道. 在IBD中促炎症细胞因子的上调

可导致血管黏附分子的表达增加, 使炎症细胞

持续浸润. 与黏膜血管上的MAdCAM-1表达增

加相对应, IBD患者中的炎症细胞可通过肠道特

异的方式归巢至黏膜固有层. 
一旦炎症已经建立, 引导器官特异归巢到

组织的信号的作用往往不及一般性的炎症相关

过程所起的作用. 对肠道共栖菌的免疫失调, 过
多的TLR配体和促炎细胞因子的持续过分泌能

激活上皮和内皮细胞, 因此能促进白细胞募集

至肠黏膜间隙[3]. 激活的中性粒细胞能产生大量

的超氧阴离子和活性氧(reactive oxygen species, 
ROS), 这些分子具有很高的反应性,可以与细

菌的细胞膜、核酸分子及蛋白质发生氧化还

原反应,造成微生物的损伤和死亡. 此外, ROS
还可上调一些细胞因子及黏附分子如TNF-α、
I L-1、I C A M-1的表达水平 ,  放大炎症效应 . 
Yousefi et al [56]最近发现嗜酸性粒细胞一种全

新的呼吸爆发机制. 嗜酸性粒细胞生理条件下

在嗜酸细胞活化趋化因子的作用下在肠道黏膜

固有层中维持较高基线水平. 在IBD的炎症部

位内毒素(lipopolysaccharide, LPS)、C5a等可

与IL-5发挥协同作用, 触发嗜酸性粒细胞瞬时

弹射出线粒体DNA和阳离子蛋白, 在胞外形成

黏性网络捕获并在胞外杀灭细菌, 同时造成自

身组织损伤[57].

4  IBD中LH的影响因素

多种因素可通过作用于归巢受体、地址素等黏

附分子的表达, 从而影响肠道淋巴细胞的归巢

进而影响IBD的病理和转归.
4.1 一些酶对黏附分子的活力有作用 N-乙酰葡

糖胺-6-磺化酶对L-选择素的配体活力是必须

的, 前者又被表达于高内皮静脉的N-乙酰葡萄

糖胺-6-O-硫基转移酶(N-acetylglucosamine-6-
O-sulfotransferase-1, GIcNAc6ST-1)催化, 一旦

缺乏, L-选择素的配体严重受损[58-59]. 在UC的

急性期能诱导HEV样血管表达PNAd, 这与编码

GIcNAc6ST-1的基因转录增加相关, 他能指导

MECA-79表位的表达, 提示通过为循环中的T
细胞提供额外的黏附位置, GIcNAc6ST-1在UC
的发病中起一定的作用. 亦有研究指出表达于

HEV的唾液酸蛋白, 当其被一系列转糖酶和转

磺酶作用后, 才能够作为L-选择素的配体[60]. 

4.2 细胞因子 报道的最多的是T N F-α细胞因

子, Ando et al [61]研究用TNF-α刺激一种新的结

肠上皮细胞株MJC-1, 发现24 h内MAdCAM-1
的表达量明显增加, 并与TNF-α呈剂量依赖性, 
同时淋巴细胞的黏附增加了2-6倍, 其可运用

MAdCAM-1抗体来抑制. 诱导MAdCAM-1表达

增加的信号通路包括: 蛋白激酶C、酪氨酸激

酶、P38丝裂原活化蛋白激酶和转录因子核因

子NF-κB. 另有研究表明通过激活转录因子核因

子NF-κB, TNF-α也能激活其他的细胞黏附分子: 
如E-选择素、ICAM-1和VCAM-1. LPS也能够刺

激鼠小肠内ICAM-1、E及P-选择素的表达. 
4.3 维生素D的衍生物 Stio et al [62-64]的一系列研

究表明, 维生素D的衍生物(1,25-二羟维生素、

DEB 1089、KH 1060、TX 527)能影响IBD中

的LH相关分子的表达. 其最新的研究发现无论

是否和TNF-α或LPS联合应用, 维生素D的衍生

物(1,25-二羟维生素D和EB 1089)均能显著降低

IBD患者和正常人ICAM-1的表达, 体外的细胞

试验也得出相似的结论[65].
4.4 微生态制剂 Angulo et al [65]通过手术在大鼠

结肠中创造一段无粪流的肠段, 用抗生素除去

该肠段原有菌群后, 植入来自炎症大鼠结肠的

正常菌群, 其是否含干酪乳杆菌(Lactobacillus 
case i , L. case i)作对照研究, TNBS诱导结肠

炎, 发现L. casei干预能显著降低结肠淋巴细胞

归巢, 同时伴有ICAM-1表达明显降低. Okada 
e t a l [67]报道给予D S S干预之前或之后 ,  在饮

水中添加费氏丙酸杆菌的提取物1,4-二羟基

-2-萘甲酸(1,4-Dihydroxy-2-naphthoic acid, 
DHNA), 均能提高DSS诱导IBD小鼠的存活率, 
改善炎症评分, 并能显著缓解结肠部位增高的

MAdCAM-1和β7-整合素阳性细胞数量. 
4.5 超氧化物歧化酶 Seguí et al [68]观察到TNBS诱
导结肠炎大鼠, 每天给予超氧化物歧化酶达13 
mg/kg时, 能显著降低结肠HEV内淋巴细胞的黏

附, 同时伴有内皮细胞VCAM-1表达明显降低. 
随后他们在IL-10基因敲除和DSS模型中也得到

相似的结论[69].

5  拮抗淋巴细胞归巢治疗IBD

从C D的炎症环境可知针对T h1的细胞因子的

抑制治疗是有益的 .  抗T N F的单抗英夫利昔

(infliximab)在两个关键的临床实验中, 已证明

对CD患者有效并被美国FDA批准应用于临床. 
然而抗TNF-α的治疗在UC中疗效较差, 这进一
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IBD中LH的因素
及如何拮抗LH治
疗 I B D 进行了初
步综述, 介绍了目
前研究进展情况
和发展趋势. 希望
能为更深入的研
究提供文献参考.
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步突出了理解U C和C D之间不同的免疫病理

机制的重要性. 其他一些作用于TNF的药物如

CDP571、依那西普(etanercept)也在临床评估中. 
其中CDP571对CD的效果与英夫利昔相似, 而依

那西普在CD中的疗效有限. 相似的, 人们正满怀

希望的探讨抗IL-12和抗IL-6治疗. IL-11是一种

能增强肠上皮屏障功能且能抑制炎症细胞因子

分泌的白介素, 但其作用仍在临床评估中. 
抑制拥有CD和UC特征的破坏性免疫细胞

的流入, 为IBD的治疗提供了另外的一个途径. 
因为淋巴细胞募集是一个高度调节的过程, 所
以潜在的可设计出有高度选择性的抗炎治疗

方案. α4β7/MAdCAM-1和CCR9/CC25可作为

小肠中CD的选择性靶点, 而对于UC可能需要

更多的途径. Alicaforsen(ISIS 2302)是一种能抑

制ICAM-1反义核苷酸[70], 已证明在公开标签

的研究中对UC有效, α4β7的抑制物(MLN02, 
Mil lennium)和CCR9的抑制物(Traf ice t-EN, 
Chemocentryx)对CD的作用也在评估中. 这些药

物的应用不仅有益于IBD患者, 也有益于正罹患

原发性硬化性胆管炎等肠外疾病的患者.

6  结论

肠道LH是多种黏附分子参与、多步骤的反应过

程, 其对肠免疫屏障的平衡有重要意义, 并且是

IBD重要发病机制之一. 因此通过干预淋巴细胞

归巢为该类疾病提供了新的治疗途径. 相信随

着分子生物学和临床药理学研究的进展, 必将

推进这一重要领域的深入研究.
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Abstract
AIM: To investigate whether OCT affects the 
expression of Fas, FasL, P53, P21, P27 and c-Myc 
in SGC-7901 HGC cells.

METHODS: Expression percentage of Fas, FasL, 
P53, P21, P27, c-Myc-positive cells and G0/G1, 
S, G2/M stage were detected by using flow cy-
tometry (FCM) with or without OCT treatment. 
Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and FCM in SGC-7901 HGC cells 
were applied to evaluate the mRNA and protein 
expression levels of Fas, FasL, P53, P21, P27 and 
c-Myc in SGC-7901 HGC cells treated with and 

without OCT.

RESULTS: After treatment with 1 × 10-7 mol/L 
OCT for 6, 12, 24, 48 h, although P53 mRNA 
expression was significantly decreased, Fas and 
FasL mRNA expression were both significantly 
increased in SGC-7901 HGC cells. However, 
P21, P27 and c-Myc mRNA expression did not 
significantly change in SGC-7901 HGC cells with 
or without OCT treatment. The relative intensity 
of Fas and FasL protein expression were also en-
hanced, but the relative intensity of P53 protein 
expression was decreased in SGC-7901 HGC 
cells (5.5 ± 0.3 vs 3.2 ± 0.1, 5.1 ± 0.3 vs 4.5 ± 0.1, 3.3 
± 0.2 vs 4.9 ± 0.3, P < 0.05 or 0.01). The relative 
intensity of P21, P27 and c-myc protein expres-
sion did not change. However, G0/G1, S, G2/M 
stage did not significantly change in SGC-7901 
HGC cells with or without OCT treatment.

CONCLUSION: Our data suggest that OCT 
leading to apoptosis is associated with down-
regulation of mutant-type P53 and up-regulation 
of Fas and FasL in SGC-7901 HGC cells.

Key Words: Stomach neoplasm; Apoptosis; Oc-
treotide; Fas; FasL; P53; Reverse transcription-
polymerase chain reaction; Flow cytometry

Tang ZB, Du N, Fang DC. Effects of octreotide on 
expression of Fas, FasL and P53 in human gastric cancer 
SGC-7901 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 
694-698

摘要
目的: 探讨奥曲肽(OCT)对胃癌细胞SGC-7901
中Fas, FasL, P53, P21, P27和c-Myc表达的影响. 

方法: 流式细胞术和RT-P C R法分别用于检
测经OCT(1×10-7 mol/L)处理前后胃癌细胞
SGC-7901中Fas, FasL, P53, P21, P27, c-Myc阳
性癌百分率、mRNA表达和蛋白表达及细胞
周期G0/G1、S、G2/M的变化. 

结果: 胃癌细胞SGC-7901经OCT诱导6、12、

®

■背景资料
奥曲肽 (OCT)是
近年人工合成的
一种长效八肽生
长抑素类似物, 其
分子结构为一环
形 肽 ,  具 有 活 性
的四个氨基酸排
列顺序与SS相同, 
OTC的生物学活
性明显强于SS, 且
作用时间更加持
久. 目前OTC主要
应用于消化系疾
病和多种内分泌
肿瘤的治疗. 临床
和基础大量研究
均表明, OTC不仅
能抑制多种内分
泌激素分泌, 而且
具有抑制肿瘤增
殖的功能, 他对肿
瘤细胞的抑制作
用正受到越来越
多的重视.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科; 葛海燕, 教
授, 同济大学附属
第十人民医院普
通外科
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24和48 h后, Fas和FasL mRNA表达均明显增
加, P53 mRNA表达则显著减少, 而P21, P27
和c-Myc mRNA表达均无明显变化; 胃癌细胞
SGC-7901经OCT诱导12 h后, Fas和FasL蛋白
相对表达强度也显著增加, P53蛋白相对表达
强度则明显降低(5.5±0.3 vs  3.2±0.1, 5.1±
0.3 vs  4.5±0.1, 3.3±0.2 vs  4.9±0.3, P <0.05或
0.01), 而P21, P27和c-Myc蛋白相对表达强度
均无明显改变. 细胞周期G0/G1、S、G2/M在
OCT处理前后的变化并不明显.

结论: OCT能上调SGC-7901胃癌细胞中Fas和
FasL表达, 下调突变型p53表达, 是其诱导凋亡
作用的重要机制之一.

关键词: 胃肿瘤; 凋亡; 奥曲肽; Fas; FasL; P53; 逆

转录多聚酶链反应; 流式细胞术
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0  引言

奥曲肽(octreotide, OCT)是近年人工合成的一

种长效八肽生长抑素类似物, 其分子结构为一

环形肽, 具有活性的四个氨基酸排列顺序与SS
相同, OTC的生物学活性明显强于SS, 且作用

时间更加持久. 目前OTC主要应用于消化系疾

病和多种内分泌肿瘤的治疗. 临床和基础大量

研究均表明, OTC不仅能抑制多种内分泌激素

分泌, 而且具有抑制肿瘤增殖的功能, 他对肿瘤

细胞的抑制作用正受到越来越多的重视[1-6].  我
们以前的研究发现O T C可抑制人胃癌细胞株

SGC-7901的生长并可诱导其凋亡[7], 但其抗凋亡

机制目前仍不清楚. 为此, 我们就OTC对胃癌细

胞SGC-7901中Fas, FasL, p53 , p21 , p27和c-myc
基因的调控作用进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 OTC由瑞士Sandoz药厂惠赠, 人胃癌细

胞株SGC-7901为中国人民解放军第三军医大

学西南医院全军消化内科中心冻存细胞. 37℃
水浴快速复苏后, 加入5 mL含100 mL/L小牛血

清, 100 U/mL链霉素和青霉素的RPMI 1640培
养液中, 置37℃、50 mL/L CO2的环境中培养. 
总RNA提取试剂盒(TripureTM Isolation Reagent)
为德国Boehringer Mannheim(B.M)公司产品, 
RT-PCR检测试剂盒(Access RT-PCR system, 

A1250)为美国Promega公司产品, DNA Marker
为上海华美公司产品. Fas引物序列: F: 5'-GA
CCCAGAATACCAAGTGCAGATGTA-3' R: 
5'-CTGTTTCAGGATTTAAGGTTGGAGATT-3', 
产物长度296 bp. FasL引物序列: F: 5'-CTGGG
GATGTTTCAGCTCTTC-3', R: 5'-CTTCACTC
CAGAAAGCAGGAC-3' 产物长度304 bp. p53
引物序列: F: 5'-TTGGATCCATGTTTTGCCAA
CTGGCC-3', R: 5'-TTGAATTCAGGCTCCCCT 
TTCTTGCG-3', 产物长度489 bp. p21引物序列: 
F: 5'-CTCAGAGGAGGCGCCATG-3', R: 5'-GGG 
CGGATTAGGGCTTCC-3', 产物长度517 bp. p27
引物序列: F: 5'-AGGATGTCAGCGGGAGCCG
G-3', R: 5'-CTTCTTGGGCGTCTGCTCCA-3', 产
物长度250 bp. c-myc引物序列: F: 5'-CCAGGA
CTGTATGTGGAGCG-3', R: 5'-CCTGAGGACC
AGTGGGCTGT-3', 产物长度505 bp. 看家基因

GAPDH引物序列: F: 5'-CCACCCATGGCAAAT
TCCATGGCA-3', R: 5'-TCTAGACGGCAGGTC
AGGTCCAC-3', 产物长度598 bp. 所有引物均由

上海Sangon公司合成, PAGE纯化.
1.2 方法 
1.2.1 反转录聚合酶链反应(RT-PCR): 选择对数

生长期SGC-7901细胞, 以4.5×108个/L浓度接

种于6孔培养板中, 每孔1.5 mL, 待其生长至对

数生长期, 每孔加入终浓度为1×10-7 mol/L的
OTC, 继续无血清培养6、12、24、48 h. 设未经

OTC(1×10-7 mol/L)处理的胃癌细胞为空白对

照. RNA 提取采用Tripure提取液(宝灵曼公司), 
按宝灵曼RNA提取试剂盒说明书操作. RT-PCR
采用一步一管法, 反应体系为: 总体积25 µL, 5
×Buffer 5 µL、MgSO4 1 µL、dNTP 0.5 µL、
Primer mix 1.5 µL、AMV 0.5 µL、Tf1 0.5 µL、
模板RNA 1 µL, 加灭菌水至终体积25 µL. 2400
型PCR仪(美国Perkin-Elmer公司产品)扩增反应

参数为: 首先将RNA反转录成cDNA, 于94℃变

性2 min后, 开始PCR的热循环: 94℃变性30 s, 
60℃退火40 s, 68℃延伸1 min, 共35个循环; 最后

68℃延伸7 min. 用GAPDH作为外参照物. PCR
产物在15 g/L琼脂糖凝胶上电泳. 电泳结果经

Gel Doc 100型成像仪(美国Bio-Rad公司产品)输
入电脑, 应用四星SX-100图象分析软件(上海四

星生物技术实业有限公司产品), 对条带进行吸

光度峰值下面积积分, 各个目的基因与其相应

的GAPDH积分之比, 即为该目的基因mRNA相

对水平.

■研发前沿
诱导细胞凋亡可
能是OCT杀伤肿
瘤细胞的途径之
一, 但其具体机制
尚不清楚.
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1.2.2 流式细胞术分析: 消化收集经OTC(1×
10-7 mol/L)作用12 h后的SGC-7901细胞, PBS清
洗两次, 加入1∶100稀释的一抗100 µL, 在37℃
恒温水浴中温育30 min, PBS洗2次, 然后加入 
1∶20稀释的FITC标记的二抗100 µL, 37℃水浴

30 min, PBS洗2次, 离心去上清, 除去未结合的

多余荧光抗体. 加入1.0 mL PBS, 经200目滤网过

滤, 上机检测. 测量数据及图形输入计算机, 应
用相应程序软件进行资料处理, 测定前以鸡血

红细胞标准样品调整仪器的CV值在5%以内. 设
未经OTC(1×10-7 mol/L)处理的胃癌细胞为空白

对照. 
1.2.3 流式细胞仪检测胃癌细胞凋亡: 消化收集

经OTC(1×10-7 mol/L)诱导6、12、24 h后的胃

癌细胞, 细胞用PBS清洗两次, 加入700 mL/L冷
乙醇固定24 h以上(4℃). 随后清洗细胞, 与含1 
g/L RNA酶的PBS缓冲液(pH7.4)200 µL(含4% 
Triton X-100)共同孵育(37℃)30 min. 然后用碘丙

锭(PI)400 µL作细胞DNA染色, 暗处15 min或4℃
过夜. 200目尼龙膜过滤. 应用流式细胞仪FACS 
420(美国BD公司)检测, 观察是否存在凋亡细胞

并测定其含量, 设未经OTC(1×10-7 mol/L)处理

的胃癌细胞为空白对照. 所有资料均经IysisⅡ软

件收集, 储存和分析.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 组

间比较行t检验.

2  结果

2.1 胃癌细胞中Fas, FasL, p53 , p21 , p27和c-myc 
mRNA表达水平的变化 经RT-PCR检测, 在胃癌

细胞SGC-7901中均发现有Fas, FasL, p53 , p21 ,  

p27和c-myc产物的出现. 胃癌细胞SGC-7901经
OCT诱导6、12、24和48 h后, Fas和FasL mRNA
表达均明显增加, p53  mRNA表达则显著减少, 而
p21 , p27和c-myc  mRNA表达均无明显变化(图1).
2.2 胃癌细胞中Fas, FasL, P53, P21, P27和c-Myc 
蛋白阳性细胞比例的变化 胃癌细胞SGC-7901
经OCT诱导12 h后, Fas和FasL蛋白阳性细胞比

例明显增加, P53蛋白阳性细胞比例则显著降

低, 与OCT处理前相比均有显著性差异(P <0.05, 
P <0.01, 表1), 但P21, P27和c-Myc蛋白阳性细胞

比例在OCT处理前后的变化并不明显, 未显示

显著性差异(P >0.05, 表2).
2.3 胃癌细胞中Fas, FasL, P53, P21, P27和c-Myc 
蛋白表达强度的变化  胃癌细胞S G C-7901经
OCT诱导12 h后, Fas和FasL蛋白相对表达强度

均显著增加, 而P53蛋白相对表达强度则显著减

少, 与OCT处理前相比均有显著性差异(P <0.05, 
P <0.01, 表1), 而P21, P27和c-Myc蛋白相对表达

强度在胃癌细胞SGC-7901中的改变不明显, 与
OCT处理前相比均无显著性差异(P >0.05, 表2). 
2.4 OCT对胃癌细胞SGC-7901周期分布的影响 
经流式细胞术检测, 1×10-7 mol/L的OCT作用

SGC-7901细胞12 h后, 各细胞周期G0/G1、S、
G2/M均无明显变化, 与OCT处理前相比均无显

著性差异(P >0.05, 表3).

3  讨论

诱导细胞凋亡可能是O C T杀伤肿瘤细胞的途

径之一, 但其具体机制尚不清楚. 为此, 我们就

OTC对胃癌细胞SGC-7901中凋亡及细胞周期相

关基因的调控作用进行了研究. Fas/FasL信号传

■相关报道
张 青 云  e t  a l 发
现 胃 癌 细 胞
SGC-7901第6外
显子204位密码子
由GAG-GCG, 使
编 码 的 G l u 变 成
Ala. 即SGC-7901
的第6个外显子发
生了点突变及缺
失, 因而可使其表
达的P53蛋白结构
发生变化, 野生型
P53丧失了功能.

表 1 OCT对SGC-7901细胞中Fas、FasL和P53蛋白表达的影响 (%, mean±SD)

     
OCT  Fas    FasL    P53

(mol/L)    阳性率         相对强度    阳性率          相对强度    阳性率            相对强度

0 53.4±5.2        3.2±0.1 64.2±2.2          4.5±0.1 60.8±5.2           4.9±0.3

1×10-7 70.6±6.7b       5.5±0.3b 71.8±2.9a         5.1±0.3 48.6±4.8a          3.3±0.2b

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mol/L OCT.

表 2 OCT对SGC-7901细胞中P21、P27和c-Myc蛋白表达的影响 (%, mean±SD)

     
OCT  P21    P27    c-Myc

(mol/L)    阳性率         相对强度    阳性率          相对强度    阳性率            相对强度

0  65.4±6.5        4.7±0.1 60.7±2.6        5.4±0.3 72.6±8.5           4.2±0.4

1×10-7 68.2±5.7        5.1±0.2 63.8±3.1        4.9±0.1 70.1±7.4           3.8±0.2
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导途径是一个独特的凋亡途径. 目前认为FasL
是死亡因子, 而Fas抗原是他的受体, Fas与FasL
的结合抗Fas抗体交联Fas, 可诱导表达Fas的靶

细胞凋亡[8-9]. 人类某些肿瘤细胞常常异常高表

达Fas抗原, 但对于不表达或低表达Fas抗原的肿

瘤细胞也可以通过某些细胞因子[10], 诱导其表

达或增量表达. 有研究表明胃癌细胞上Fas受体

表达的量低于正常的胃组织, 胃癌细胞从基因

水平下调Fas分子的表达[11], 从而逃避机体Fas/
FasL系统的监控, 细胞凋亡受抑制, 使得胃癌细

胞不断增殖. 如果使肿瘤细胞的Fas表达上调, 
可恢复肿瘤细胞对Fas/FasL介导的凋亡的敏感

性. 本实验的结果显示OCT不仅可使SGC-7901
细胞中的Fas mRNA和蛋白表达增加, 而且还可

使FasL mRNA和蛋白表达显著增加. 结果提示

OCT可通过上调Fas和FasL基因的mRNA和蛋白

表达, 以诱导SGC-7901细胞凋亡. 
目前认为, 在诱导凋亡过程中, p53和c-myc

有协同作用[12]. 在许多肿瘤中, c-myc的高表达和

p53功能缺失同存[13]. 张青云 et al发现胃癌细胞

SGC-7901第6外显子204位密码子由GAG-GCG, 
使编码的Glu变成Ala. 即SGC-7901的第6个外显

子发生了点突变及缺失, 因而可使其表达的P53
蛋白结构发生变化, 野生型p53丧失了功能[14]. 有
研究表明突变型p53不但失去了抑癌功能, 而且还

能促进细胞异常生长, 并能阻止细胞凋亡[13,15-17]. 
我们发现胃癌细胞SGC-7901经OCT处理后, 突
变型p53表达明显减少, 而c-myc表达无明显变

化. 本实验结果提示在胃癌细胞SGC-7901中, 失
去了p53和c-myc在诱导凋亡过程中的协同作用, 

OCT可通过下调突变型p53表达, 抑制胃癌细胞

SGC-7901生长, 促进细胞凋亡. 
p53和c-myc都是半衰期很短的转录因子, 

前者对细胞周期负调控, 使细胞阻滞于G期, 而
后者则正调控, 可取消p53诱导的G1期阻滞, 从
而促进细胞进入增殖周期, 两者的作用是对立

的[18]. p27能抑制cyclinD1/CDK4功能, 从而阻滞

G1期
[15]. 含野生型p53的细胞, 在DNA受到损伤

时, 此信号传递给P53, 表现为P53蛋白的升高. 
P53蛋白启动p21的转录, 又使P21蛋白迅速升高. 
p21是细胞周期内通用性抑制物, 通过抑制CDK
的激活, 导致G1期阻滞, 使细胞赢得时间, 在进

入S期之前修复损伤的DNA[19-20]. 当p53突变时, 
其促进p21转录的功能丧失, 从而使细胞不能阻

滞于G1期以修复损伤的DNA. 有报告OCT不引

起癌细胞G1期阻滞, 与OCT不能诱导p2l、pRb、
c-myc有关[21-22]. 这与我们的研究结果—致. 

总之, OCT可通过上调Fas和FasL表达, 下
调突变型p53表达, 诱导SGC-7901细胞凋亡, 抑
制细胞生长. OCT诱导SGC-7901细胞凋亡并不

需要G1期阻滞, 这与OCT不能诱导p2l、pRb、
c-myc有关. 这可能是OCT诱导细胞凋亡和抑制

细胞生长的重要机制之一, 为OTC应用到临床

治疗胃癌提供了新的思路和实验依据. 
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图 1 OCT对胃癌细胞SGC-7901中Fas, FasL, p53 , p21 , p27
和c-myc  mRNA表达的影响.
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表 3 OCTSGC-7901细胞周期分布的影响 (%, mean±SD)

     
OCT (mol/L)             G0/G1         S             G2/M

0         66.2±6.7        15.4±1.5        18.3±2.0

1×10-7         72.0±7.4        15.0±1.9        12.9±2.2

■同行评价
本研究方法较成
熟, 语言流畅, 但
是该论文只是研
究了胃癌细胞株
SGC-7901的变化, 
如果能检测临床
上胃癌患者的相
关变化, 则更加有
说服力.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects 
on hepatitis B virus (HBV) replication and 
expression by transfecting artificial microRNA 
targeted ASGPR1 into HepG2.2.15 cells.

M E T H O D S :  T h r e e a m i R N A - H B V p l a s -
mids were constructed and transfected into 
HepG2.2.15 cells via LipofectamineTM 2000 
reagent. The level of ASGPR1 mRNA was mea-
sured by semi-quantitative RT-PCR. The level 
of ASGPR1 protein was measured by western 
blot. HBV antigen secretion was detected in the 

cells with transient and stable transfection by 
time-resolved fluoroimmunoassays (TRFIA). 
HBV DNA replication was examined by fluo-
rescence quantitative PCR. 

RESULTS: Three amiRNA significantly reduced 
ASGPR1 mRNA and protein expression, and 
the greatest reduction was seen in amiRNA-
ASGPR1-610 transfected group. Expressions 
of ASGPR1 mRNA and protein were down-
regulated by 57.3% and 49.8% at 72 h(P < 0.01). 
At the virus level, three amiRNA-ASGPR1 
plasmids obviously inhibited the secretion of 
HBsAg and HBeAg with the greatest reduc-
tion seen in amiRNA-ASGPR1-610 transfected 
group. Expression levels of HBsAg and HBeAg 
were down-regulated by 31.3% and 33.6% after 
72 h (P < 0.01) and HBV DNA level was down-
regulated by 29.7% at 72 h (P < 0.01). 

CONCLUSION: In HepG2.2.15 cells, HBV rep-
lication and expression could be inhibited by 
artificial microRNA targeted ASGPR1. Artificial 
microRNA targeted ASGPR1 could be a prom-
ising therapeutic approach for chronic HBV 
infection. 

Key Words: Hepatitis B virus; RNA interference; Mi-
croRNA; HepG2.2.15 cell

Gao YF, Yu L, Li JB, Wei SF, Li X, Shen JL. Inhibition 
of hepatitis B virus gene expression and replication by 
artificial microRNA targeted ASGPR1. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 699-704

摘要
目的: 设计并构建ASGPR1靶向的microRNA
表达载体, 观察其对ASGPR1基因的抑制作用
及其在HBV感染基因治疗中的应用价值. 

方法: 以ASGPR1为靶基因, 设计并构建3个
针对ASGPR1不同位点的microRNA表达载
体, 通过脂质体方法转染HepG2.2.15细胞, RT-
PCR和Western blot检测其对ASGPR1 mRNA
和蛋白的抑制作用 ,  乙肝五项定量和H B V 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
大 量 研 究 发 现 , 
许多病毒在治疗
选 择 压 力 下 可
以通过靶基因序
列的突变来逃避
RNAi, 针对病毒
的RNAi治疗可能
会因为病毒变异
而 降 低 疗 效 .  针
对病毒复制所需
要宿主基因进行
RNAi可能是避免
病毒抗性突变株
出现的一种解决
办法. 

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科

   



DNA检测其对HBV的抑制作用.  

结果: ASGPR1 mRNA和蛋白的平均水平分
别下降了57.3%和49.8%(P <0.01); 在病毒水
平3种amiRNA均能明显抑制相应细胞株中
HBsAg和HBeAg的分泌, 其中以amiRNA-
ASGPR1-610抑制作用最强, 对培养72 h的细
胞上清中的HBsAg和HBeAg抑制率分别为
31.3%和33.6%(P <0.01), HBV DNA的抑制率
为29.7%(P <0.01). 

结论: 靶向ASGPR1的外源性microRNA能显
著抑制靶基因的表达, 进而抑制HBV的复制
和表达. ASGPR1可以作为慢性HBV感染基因
治疗的候选靶点. 

关键词: 乙型肝炎病毒; RNA干扰; MicroRNA; 

HepG2.2.15细胞
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0  引言

去唾液酸糖蛋白1(asialoglycoprotein receptor 1, 
ASGPR1)是在肝细胞膜表面特异性表达的转膜

分子, 可介导去唾液酸糖蛋白黏附并进入肝细

胞[1]. 研究表明, ASGPR1可能是介导HBV进入肝

细胞的主要受体之一, 应用ASGPR1的配基、抗

体等抑制ASGPR1的水平可阻断HBV进入肝细

胞, 进而抑制HBV的复制[2-3]. 进一步研究发现, 
在已感染HBV的肝细胞中, 阻断ASGPR1表达

后, HBV的表达和复制水平下降[4]. 因此, 推测阻

断ASGPR1的表达可抑制HBV的复制, ASGPR1
可成为抗HBV的潜在作用靶点. 

MicroRNA(miRNA)是一种大小约22 nt的
非编码小分子单链R N A, 可以通过对靶基因

mRNA的剪切或抑制靶基因mRNA的翻译调控

靶基因的表达[5]. miRNA作用方式很大程度上和

siRNA介导的RNAi途径重叠[6]. 与siRNA相比, 
miRNA仅仅需要和靶基因部分的结合即可以发

挥作用, 因而可以在很大程度上避免因为病毒

变异导致的RNAi治疗失败, 这将对容易发生变

异的病毒感染(如HCV, HBV, HIV)的治疗更有优

势[7-8]. miRNA功能的研究可能有助于提出治疗

病毒感染性疾病的新方法, 但尚未见microRNA
介导的RNAi用于HBV基因治疗研究的报道. 为
探讨ASGPR1在HBV RNA干扰基因治疗中的
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应用价值, 本研究设计并合成靶向ASGPR1的
microRNA序列, 构建外源性microRNA的表达载

体, 转染HepG2.2.15细胞, 观察其对ASGPR1的
抑制作用, 并进一步观察ASGPR1抑制后对HBV
表达和复制的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA6.2-G/W-EmGFP-miRNA表达

质粒购自美国Invitrogen公司, 稳定表达HBV的

HepG2.2.15细胞系由本室保存, DMEM为Gibco
公司产品, T4 DNA连接酶为TaKaRa公司产品, 
TRIzol、脂质体Lipofectamine 2000为invitrogen
公司产品, A3500逆转录试剂盒、质粒纯化试

剂盒和G418为P r o m e g a公司产品, 山羊抗人

ASGPR1多克隆抗体和鼠抗人ac t in抗体购自

Santa Crusz公司. 乙肝五项定量检测试剂盒为苏

州宏波生物有限公司产品, 其他试剂均为国产

或进口分析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 microRNA表达载体的构建、质粒纯化: 
根据A S G P R1基因序列(N M_001671), 应用

Inv i t rogen公司的在线RNAi设计软件设计针

对ASGPR1基因的microRNA, 利用BLAST对
选择的靶序列进行同源分析 ,  排除非特异性

microRNA. miRNA相应的单链DNA序列由上海

英俊公司合成. 退火合成双链, 利用T4连接酶与

载体链接, 将连接后的载体转化入TOP10细菌, 
质粒抗性筛选, 提取质粒测序证实插入序列的

正确性.  
1.2.2 HepG2.2.15细胞的转染: 将HepG2.2.15
细胞按每孔1×105的数量接种于6孔培养板 , 
DMEM培养液(含100 g/L小牛血清, 100 kU/L青
霉素, 100 kU/L链霉素)37℃、50 mL/L CO2培养, 
待细胞生长融合至80%左右, 更换无抗生素、无

血清的DMEM培养液继续培养4 h后, 用脂质体

2000进行转染. 按其说明书方法进行, 每孔细胞

分别加入2 μg质粒和5 μL脂质体, 转染6 h更换

含100 g/L小牛血清的无抗生素的DMEM培养液. 
转染后24、48、72 h分别收集细胞和培养上清

液待检.  
1 .2 .3  RT-P C R检测转染后H e p G2 .2 .15细胞

ASGPR1 mRNA的表达: 细胞转染后72 h, 在每

孔细胞中加入0.5 mL TRIzol, 按照说明书方法

提取总RNA, 各取1 μg总RNA, 按照逆转录试

剂盒说明进行cDNA第一链的合成. 用于扩增

ASGPR1基因上游引物为P1: 5'-TGCTGCTTGT

www.wjgnet.com

■研发前沿
RNAi抗HBV基因
治疗有着广泛的
应用前景, 已有对
HCV、HIV病毒
感染宿主基因治
疗的报道, 均取得
了较好的疗效. 包
括宿主基因在内
的多靶位的RNAi
已成为抗病毒基
因治疗的热点. 

■相关报道
Ya n g  e t  a l 通过
反义寡核苷酸技
术 研 究 显 示 ,  靶
向ASGP R1的反
义寡核苷酸可以
特 异 性 和 剂 量
依 赖 性 地 阻 断
ASGPR1的表达, 
并 进 一 步 抑 制
HBV的复制. 
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GGTTGTCTGTG-3'; 下游引物为P2: 5'-AGCCC
GTCTCGTAGTCCGTCCC-3', 预期扩增片段长

535 bp. 用于扩增内参照GAPDH基因的上游引

物为P3: 5'-CCACTCCTCCACCTTTGACGC-3'; 
下游引物为P4: 5'-AGTTATTTCATGGGACAC
GAGTT-3'; 预期扩增片段长337 bp.  PCR 反应

条件为: 94℃预变性5 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 s,  
72℃ 30 s, 循环30次; 最后72℃延伸10 min. 扩增

结束后取PCR产物5 μL琼脂糖凝胶电泳, 观察并

记录结果. 
1.2.4 Western blot检测HepG2.2.15细胞转染后

ASGPR1蛋白的表达: 细胞转染72 h后, 在每孔

细胞中加入RIPA裂解液裂解细胞, 获得蛋白, 
裂解上清用BCA试剂盒定量蛋白浓度. 各组分

别取蛋白30 μg, 100 g/L SDS-PAGE后200mA
转膜2 h, 用含50 g/L牛奶的PBST室温封闭1 h, 
洗膜3次, 加入稀释的山羊抗人ASGPR1多克隆

抗体(1∶4000)或鼠抗人actin(1∶5000), 室温轻

摇1 h. PBST洗膜3次, 每次10 min. 分别加入稀

释的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠IgG、兔抗

羊IgG酶标二抗, 稀释比例为1∶5000-10000, 室
温轻摇1 h. 用PBST洗膜3次, 每次10 min, 暗室

下ECL发光显色, 曝光, 观察结果.  
1.2.5 乙肝五项定量和HBV DNA荧光定量PCR
检测: 乙肝五项定量采用双抗体夹心时间分辨

免疫荧光分析法进行检测, HBV DNA应用ABI 
GeneAmp PE7500荧光定量PCR仪检测, 正向引

物: 5'-GGAGTATGG ATTCGCACTCCTC-3'; 反
向引物: 5'-TTGTTGTTGTAGGGGACCTGCCT-
3', 荧光探针: 5'-ACTTCCGGAAACTACTGTTA
GACGA-3'. 

统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  由
SPSS13.0统计软件处理, 采用t检验和单因素方

差分析得出P值, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 ASGPR1靶向microRNA表达载体的构建结

果 将3对合成的64 nt的寡核苷酸序列进行合成

双链, 合成双链后经3%琼脂糖凝胶电泳进行确

认. 然后进行载体的连接, 经测序引物进行PCR
扩增插入片段后送Invitrogen公司测序证实插入

序列的正确性, 均排除碱基的突变, 分别命名为

amiRNA-ASGPR1-188, 610, 772. 
2.2 瞬时转染amiRNA-ASGPR1对ASGPR1 
mRNA的抑制作用 靶向ASGPR1 mRNA的3个质

粒转染HepG2.2.15细胞72 h后, 提取细胞总RNA
并逆转录, 以看家基因GAPDH为内参照, 进行

PCR反应, 扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳分

析, 然后对电泳条带应用半定量分析, 以对照组

细胞ASGPR1 mRNA与GAPDH mRNA的比值为

100%, 计算治疗组的相对百分比, 结果显示: 转
染72 h后, amiRNA-ASGPR1-188、amiRNA-AS-
GPR1-610和amiRNA-ASGPR1-772组ASGPR1 
mRNA水平较空白转染组和阴性质粒转染组均

显著降低(P <0.05), 而空白组和阴性质粒转染组

相比无显著性差异(P >0.05, 图1). 在这三组质粒

中, amiRNA-ASGPR1-610组的ASGPR1 mRNA
水平下降最为显著, 抑制率为57.3%, amiRNA- 
ASGPR1-188和amiRNA-ASGPR1-772组的抑制

率分别为44.5%和35.6%. 
2.3 瞬时转染amiRNA-ASGPR1对ASGPR1蛋白

的抑制作用 Western blot印迹结果显示转染后72 
h ASGPR1蛋白的表达量与空白转染组和阴性质

粒转染组相比均有显著降低(P <0.05), amiRNA-
La-610组的ASGPR1蛋白表达减少最明显, 为
49.8%, amiRNA-ASGPR1-188组为46.3%, amiR-
NA-ASGPR1-772组为39.3%, 而阴性质粒组组表

达量无明显改变(图2), P >0.05, 与mRNA检测结

果基本一致. 
2.4 瞬时转染amiRNA-ASGPR1对HBsAg和

HBeAg的抑制作用 转染后的第2天细胞上清中

的HBsAg和HBeAg即开始受到抑制, 但无明显

显著性差别. 在转染后48 h抑制效果较明显, 72 
h病毒抑制达到高峰, 96 h后抑制作用开始渐减

弱. 3个质粒对HBV的表达均有抑制作用, 其中, 
以amiRNA-ASGPR1-610作用最为明显, 而阴

性对照组对蛋白表达的影响不明显. amiRNA-
ASGPR1-610在转染后的48、72和96 h三个时

750 bp
500 bp

250 bp

ASGPR1
GAPDH

M   mock   NC   188    610   772

图 1 瞬时转染amiRNA-ASGPR1-188, 610, 772对ASGPR1 
mRNA的抑制.

图 2 瞬时转染amiRNA-ASGPR1-188, 610, 772对ASGPR1蛋
白的抑制.

ASGPR1

actin

1           2           3            4           5 
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间点对HBsAg的抑制率分别为20.2%, 31.3%和

19.1%(图3A), 对HBeAg的抑制率分别为17.6%, 
33.6%和24.3%(图3B), 其他2个质粒的抑制率

相对较低. 考虑到瞬时转染质粒的转染效率仅

能达到50%-60%左右, 所以我们判断amiRNA-
ASGPR1-610的实际抗原分泌抑制率最高能达

到50-60%以上, 说明在提高转染效率的前提下, 
amiRNA-ASGPR1介导的RNA干扰能达到较好

的治疗效果, 可以作为抗HBV的基因治疗靶位. 
2.5 瞬时转染amiRNA-ASGPR1对HBV DNA的

抑制作用 为明确amiRNA-ASGPR1转染后对

HBV复制的影响, 对瞬时转染各个时间点培养

上清中的HBV DNA水平采用实时荧光定量PCR
进行了检测, 结果表明, 特异性靶向ASGPR1的
amiRNA能降低细胞培养上清中的拷贝数. 与
HBsAg和HBeAg抑制的作用相似, 3个质粒对培

养上清中的HBV DNA也均有不同程度的抑制

作用, 而阴性对照组载体对HBV DNA几乎没有

作用(图4). 其中amiRNA-ASGPR1-610的抑制

效果最为明显. amiRNA-ASGPR1-610在转染后

48、72和96 h对HBV DNA的抑制率为23.2%, 
29.7%和19.0%. 因为载体的转染效率较低只有

50%-60%, 同样可以认为, amiRNA-HBV实际的

病毒复制抑制率可以达到50%以上. 
2.6 amiRNA-ASGPR1转染对细胞增殖的影响 质
粒转染后, 每日在倒置显微镜下观察细胞形态, 
治疗质粒转染组和对照组形态无明显变化, 在
开始的24 h细胞生长较空白细胞生长的速度稍

慢, 其后基本和空白对照生长速度一致. 在转染

细胞后72 h, 加入MTT, 继续孵育4 h后, 490 nm

波长检测各细胞培养孔中的吸光度, 以细胞对

照组的A值为1, 计算各个质粒转染组的相对A
值, 结果显示: 各质粒转染组的A值与空白细胞

相比无显著性差异, P >0.05. 

3  讨论

RNA干扰(RNA inter ference, RNAi)是一项

新兴的基因沉默技术 ,  主要通过 s i R N A和

microRNA(miRNA)两种小RNA分子来发挥

作用 [9]. 大量体内外实验研究已经证明, 使用

siRNA控制HBV表达和复制具有高效性和可行

性[10-13]. 但越来越多的研究发现, 许多病毒在治

疗选择压力下可以通过靶基因序列的突变来逃

避siRNA介导的RNAi, 针对病毒的RNAi治疗效

果可能会因为病毒的变异而降低疗效, 甚至失

去治疗作用[14-17]. microRNA通过两种作用方式

发挥其生物功能:当他们与靶mRNA完全或几乎

完全配对时, 可以引起靶mRNA的剪切反应即

RNA干扰作用; 在不完全配对的时候, 可以引起

靶mRNA的翻译抑制[7-8], 这是其较之siRNA优越

之处. 
外源性人工合成的microRNA(ar t i f i c ia l 

m i c r o R N A, a m i R N A)技术是指利用内源性

miRNA前体分子产生小RNA去介导动物或植物

中的靶基因沉默[18-20]. 最近, 几个基于miRNAs表
达框架的pol Ⅱ启动子驱动的RNAi载体被构建, 
这种RNAi载体能表达外源性miRNA通过RNA
干扰途径指导RNA的清除或转录抑制[8,21-22]. 利
用microRNA表达框架产生外源性miRNA特异

性降解靶基因的体内外实验已经展示了极好的

应用前景. 我们采用的以microRNA介导的RNAi
研究显示: 靶向ASGPR1的外源性miRNA表达质

粒能特异性的显著降低ASGPR1 mRNA和蛋白

水平的表达. 
另一种有效的病毒RNAi治疗途径将是针

对病毒感染和复制所需要的宿主细胞因素进行
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■应用要点
本文为HBV基因
治疗的研究提供
了新的思路, 并为
慢性HBV感染临
床基因治疗提供
新的基因靶点. 

图 3 瞬时转染amiRNA-ASGPR1对HBsAg和HBeAg的抑
制作用. A: HBsAg; B: HBeAg. 1: mock; 2: negative control; 

3: amiRNA-ASGPR1-188; 4: amiRNA-ASGPR1-610; 5: 

amiRNA-ASGPR1-772.
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图 4 瞬时转染amiRNA-ASGPR1对HBV DNA的抑制作用. 
1: mock; 2: negative control; 3: amiRNA-ASGPR1-188; 4: 

amiRNA-ASGPR1-610; 5: amiRNA-ASGPR1-772.

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

24 h 48 h 72 h 96 h

1            2          3           4            5

b
bb

b
bbb

相
对

水
平



www.wjgnet.com

郜玉峰, 等. 靶向ASGPR1的外源性microRNA对HBV表达和复制的抑制作用                                                  703

RNA干扰研究. 以宿主基因为靶位RNAi治疗的

优点是他不依赖于病毒的基因组, 因而能避免

病毒通过突变逃避RNAi的缺点. Xue et al针对

HCV复制所需的几个宿主基因进行了RNA干扰

治疗研究. 结果显示针对宿主基因hVAP-A、La
和PTB的siRNA能显著降低宿主基因的表达, 同
时发现HCV的复制水平受到了显著的抑制[23-24]. 
另外, 这些治疗对细胞的活性并没有明显的影

响. 提示与病毒复制相关的宿主基因可能作为

抑制病毒复制的一个靶点. ASGPR1不仅是HBV
感染肝细胞的候选受体, 而且可以促进HBV在

体内的复制. Yang et al [4]通过反义寡核苷酸技术

研究显示: 靶向ASGPR1的反义寡核苷酸可以特

异性和剂量依赖性地抑制HepG2.2.15细胞中的

ASGPR1表达, ASGPR1表达下调后, HepG2.2.15
细胞培养液中的HBV DNA, HBsAg和HBeAg的
水平也显著降低, 证实阻断ASGPR1的表达可阻

断HBV的复制. 我们采用的以microRNA介导的

RNAi研究显示: 靶向ASGPR1的外源性amiRNA
表达质粒能特异性的阻断ASGPR1 mRNA和

蛋白水平的表达. 随后的病毒抑制水平检测显

示: 阻断ASGPR1表达后, 细胞培养上清中的

HBsAg、HBeAg和HBV DNA水平有明显的下

降, 其中amiRNA-ASGPR1-610治疗组对HBV 
DNA的抑制率可以达到32.4%, 如果考虑到转染

效率的影响, 我们判断实际的抑制率可以达到

50%-60%左右, 与Yang et al的研究结果一致, 也
和我们以前的稳转实验研究抑制效率相符[25]. 说
明ASGPR1的确在HBV的感染和复制中起到重

要作用, ASGPR1可以作为HBV抗病毒治疗的一

个候选靶点. 目前尚无HBV易感的肝细胞株, 如
果利用HBV易感肝细胞株进行可能会取得更理

想的疗效. 另外, 为了证实靶向ASGPR1的外源

性amiRNA对HBV的复制不是由质粒和脂质体

的细胞毒性引起, 我们检测了治疗组转染细胞

的细胞增殖情况. 实验结果显示, 在转染后72 h, 
转染组细胞的形态无明显变化, 转染组细胞的A
值与空白细胞对照组相比没有显著的差异, 因
此, 可以判断对HBV复制的抑制并不是由细胞

毒性引起的. 
外源性amiRNA介导的RNA干扰可以高效

阻断ASGPR1宿主靶基因的表达. ASGPR1的表

达水平与HBV的复制和表达有密切关系, 进一

步证实其在HBV的感染和复制中起着关键作用. 
与H B V感染和复制相关的宿主基因可以作为

HBV基因治疗的一个候选靶位. 在提高转染效

率的情况下, 外源性amiRNA能够作为一种新的

抗HBV的基因治疗手段. microRNA介导的RNAi
作为一种新型的HBV基因治疗技术, 展示了良

好的应用前景, 但RNAi要应用于临床, 其组织靶

向性和表达效率、药代动力学及如何选择最有

效的靶序列等问题仍有待解决, 比如本研究中

所采用的质粒载体, 若具有肝器官靶向性, 则可

能提高其效果. 
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Abstract
AIM: To observe gastric emptying rates in 
simple obesity accompanied by bulimia, simple 
obesity with normal diet and normal weight 
people, and to investigate the characteristics of 
gastric emptying.

METHODS: Forty two subjects with simple obe-
sity accompanied by bulimia, 32 subjects with 
simple obesity and normal food intake and 40 
people with normal weight were studied with 
SPECT. After subjects eating test meal marked 
99mTc-DTPA, picture of stomach was collected, 
and gastric emptying rate was calculated accord-
ing to a fixed formula.

RESULTS: Gastric emptying halftime of simple 
obesity accompanied by bulimia was shorter 
than that of normal control (71.21 ± 19.2 min 

vs 81.25 ± 14.08 min, P < 0.01). Gastric empty-
ing halftime of normal food intake group was 
similar to that of normal control group. Gastric 
emptying rate of simple obesity with bulimia 
was quicker than normal control (30 min: 22.35% 
± 4.53% vs 15.82% ± 4.72%; 60 min: 55.13% ± 
9.21% vs 47.25% ± 8.18%; 90 min: 76.35% ± 5.76% 
vs 69.29% ± 8.85%; 120 min: 92.22% ± 7.41% vs 
84.92% ± 6.53%, all P < 0.01). Gastric emptying 
rate of normal food intake group was similar to 
that of normal control group.

CONCLUSION: The gastric emptying rate in 
simple obesity with bulimia become is quicker, 
which may partly account for obesity. 

Key Words: Simple obesity; Single-photon emission 
computed tomography; Gastric emptying

Liu HF, Liu L, Chang LL, Fan YK. Characteristics of 
gastric emptying rate in simple obesity accompanied by 
bulimia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 705-707

摘要
目的: 观察单纯性肥胖伴暴食行为者、肥胖
饮食正常者及正常体质量者胃排空速率, 并探
讨三者胃排空速率的变化特征. 

方法: 采用SPECT(单光子发射计算机扫描), 
对42例单纯性肥胖伴暴食行为者32例饮食正
常者及40例正常体质量健康志愿者进食99mTc-
DTPA标记的实验餐后胃部图象采集, 按公式
计算出胃半排空时间及各时相胃排空率. 

结果: 单纯性肥胖伴暴食行为组较正常体
质量组胃半排空时间明显缩短(71.21±19.2 
min vs  81.25±14.08 min, P <0.01). 单纯性肥
胖饮食正常组较正常体质量组胃半排空时间
无明显差别. 单纯性肥胖伴暴食行为组较正
常体质量组各时间段胃排空率明显加快(30 
min: 22.35%±4.53% vs  15.82%±4.72%; 60 
min: 55.13%±9.21% vs  47.25%±8.18%; 90 
min: 76.35%±5.76% vs  69.29%±8.85%; 120 
min: 92.22%±7.41% vs  84.92%±6.53%, 均
P <0.01), 单纯性肥胖饮食正常组与正常体质
量组各时间段胃排空率比较无明显差异.
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■背景资料
肥胖症在美国及
其他西方发达国
家是发病率最高
的公共健康问题
之 一 .  据 最 新 统
计, 在美国成人中
1 9 . 5 %的男性和
25%的女性患有
肥 胖 症 .  据 我 国
2004年全国营养
与健康综合调查
结果显示, 成人肥
胖率7.1%, 约6000
万人, 其中儿童约
960万人. 相关疾
病的发病率也增
高. 肥胖与胃排空
过速或胃动力亢
进有关.

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科



结论: 单纯性肥胖伴暴食行为者胃排空速率
加快, 这可能是导致肥胖的一个重要原因.
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0  引言

肥胖症在美国及其他西方发达国家是发病率最

高的公共健康问题之一. 据最新统计, 在美国成

人中19.5%的男性和25%的女性患有肥胖症. 据
我国2004年全国营养与健康综合调查结果显示, 
成人肥胖率7.1%, 约6000万人, 其中儿童约960
万人. 相关疾病的发病率也增高[1-3]. 肥胖与胃排

空过速或胃动力亢进有关[4]. 胃半排空时间被认

为是胃排空定量分析中的金指标. 本研究采用

SPECT观察了单纯性肥胖伴暴食行为者进食实

验餐后胃半排空时间及各时间段胃排空速率的

变化特征, 探讨了其胃排空速率变化的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 单纯性肥胖伴暴食行为组(A组)(进餐

速度快, 一次进餐量大于正常人, 或进餐次数

多, 易饥饿)体质量指数BMI≥30 kg/m2 42例, 
男22例, 女20例, 平均年龄(28.2±9.3)岁, BMI
为(31.55±1.52); 单纯性肥胖伴饮食正常组(B
组)(进餐速度及进餐量与正常人相似)32例, 男
17例, 女15例, 平均年龄(29.1±8.5)岁, BMI为
(31.72±1.64); 正常体质量健康志愿者(C组)40
例为对照组, 男20例, 女20例, 平均年龄(23.5±
5.2)岁, BMI为(22.1±2.4)kg/m2, 所有受试对象无

胃肠道疾病史, 无其他系统重大疾病史, 受试者

半年内未曾应用任何药物. 排除(1)继发于神经

-内分泌-代谢紊乱基础上的多种疾病中伴肥胖

症: 下丘脑病、垂体病、胰岛疾病、甲状腺功

能减退症、肾上腺皮质功能亢进症、性腺功能

低下症、其他(水钠贮留性肥胖症等, 除外糖尿

病胃轻瘫). (2)女性受试者在妊娠期、哺乳期.
1.2 方法 受检者检测前1 wk内禁用胃肠动力药, 
禁食8 h, 要求在5 min内进食完99m9Tc-DTPA标

记的实验餐, 方便面(康师傅牌)80 g放入400 mL
开水中煮2 min, 并放入切成碎丁状火腿肠(双汇

牌)50 g; 将生鸡蛋打入一次性纸杯中, 并将1毫
居99mTcm-DTPA标注入蛋黄中搅匀, 用5 mL鲁花
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牌花生油放入不粘锅煎炒4-5 min成鸡蛋饼. 总
热量400 kJ. 待食物全部进入胃内后, 直立位用

低能高分辨率准直器以胃部为中心进行平面采

集, 矩阵位256×256, 每帧采集60 s, 每隔30 min
采集一帧, 共采集2-2.5 h. 若2 h放射性尚未下降

50%, 可继续延长观察时间至3 h. 将胃部感兴趣

区(ROI)选择在第1帧, 然后计算出每帧计数, 用
计算机程序, 放射性活度-时间作图, 求出半排

空时间及排空率. 勾画出胃的轮廓对ROI采集

资料, 并按下述公式计算出各时相的胃排空率. 
GEt(%) = [Cmax-(Ct/k)/Cmax]×100%(GEt: 时间

t时的胃排空率; Cmax: 胃区内最大计数率; Ct: 
时间为t时胃区计数; k: 衰减校正常数).

统计学处理 计量资料数据以mean±SD表

示, 采用STATA8.0软件, 样本均数间比较采用方

差分析, q检验.

2  结果

2.1 各组半排空时间 A、B、C组胃半排空时

间71.21±19.2 min、79.88±15.43 min、81.25
±14.08 min. A组较C组胃半排空时间明显缩

短(P <0.01); B组C组胃半排空时间无明显差异

(P >0.05).
2.2 各组各时间段胃排空率 A组较C组各时间段

胃排空率明显加快; B组较C组各时间段胃排空

率无明显差异(表1).

3  讨论

WHO公布BMI≥30 kg/m2即为肥胖[5], 单纯性肥

胖症的病因和发病机制是复杂的. 遗传、环境和

社会经济因素均可影响进食行为, 决定体质量、

脂肪组织的分布, 而肥胖发生的基本机制是食物

摄入超过能量消耗, 而决定食物摄入量的主要因

素是胃容量及胃排空速度. 在胃排空过快的情况

下, 食物在胃内停留的时间变短. 由胃内食物引

起的负反馈饱胀感信号很快变弱, 从而引发饥饿

www.wjgnet.com

■研发前沿
肥胖患者胃排空
情况是研究热点. 
SPECT法测定肥
胖伴暴食行为者
胃排空报道较少. 
胃排空与其影响
因素胃肠激素的
相关性有待进一
步研究.

表 1 三组各时间段胃排空率的比较 (mean±SD, %)

     
餐时间          A组    B组             C组

(min)

30 22.35±4.53b      16.23±3.41      15.82±4.72

60 55.13±9.21a      49.81±5.85      47.25±8.18

90 76.35±5.76a      70.75±2.45      69.29±8.85

120 92.22±7.41a      86.11±3.58      84.92±6.53

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组.
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感, 导致进餐间隙变短, 进餐次数增加, 从而引起

肥胖[6]. 在肥胖患者中胃动力发生了变化[7]. 胃动

力亢进或胃排空加速在肥胖形成中可能起重要

作用[8]. 对胃排空的检测方法很多种[9], 有放射性

核素法、实时超声法、X线法、磁共振成像、

呼吸实验、胃阻抗测定法、药代动力学间接检

测法、插管法. 其中放射性核素法是一种灵敏

的、无创的、符合生理过程的检测方法, 其胃

半排空时间被认为是胃排空定量分析中的金指

标[10-11]. 性别对胃排空有影响[12]. 这项研究尽量

克服了这一影响. 有研究发现采用半固体试餐发

现其正常半排空时间介于液体及固体两种食餐

之间, 测试结果更符合正常人消化的过程. 本实

验采用半固体试餐应用放射性核素法检测肥胖

者的胃排空时间. 国外一些对肥胖者胃排空的研

究中肥胖患者胃排空加快及减慢均有报道, 但大

多数观点认为肥胖患者胃排空加速[13]. 胃容量增

加或无明显变化[14]. 国内有报道单纯性肥胖症患

儿液体胃排空加速[15]. 应用13C呼气实验检查肥

胖症患者与正常体质量者进食固体餐后胃排空

情况, 结果发现肥胖组胃排空时间明显缩短, 而
半固体餐肥胖组与正常组胃排空无明显差别. 这
与这项研究结果不太相符, 可能与核素法及13C
呼气实验法两种对胃排空的检查方法不同有关. 
但总趋势均证实肥胖者胃排空加快. 肥胖患者饮

食习惯大致可分为以下几种: 伴暴食行为者: 进
餐速度快、一次进餐量大于正常人, 或进餐次

数多、易饥饿. 饮食正常者: 饮食速度和进餐量

与正常体质量者相似. 伴功能性消化不良者: 早
饱、腹胀、进餐量小于正常人. 饮食习惯可影响

到胃排空速率. 暴食行为是没有节制的进食大

量食物, 是肥胖症的一个亚型, 多数肥胖患者有

暴食倾向, 有实验将肥胖患者分为三组: 暴食行

为组, 亚暴食行为组, 非暴食行为组, 结果发现

暴食行为组胃容量最大、胃排空加快, 相关的

胃肠激素也有相应变化[16]. 暴食症者多发展为肥

胖这与该项研究结果一致: 肥胖伴暴食行为组

胃排空速率较正常体质量组明显加快(P <0.05)
有统计学意义. 而单纯性肥胖饮食正常者和正

常体质量者胃排空速率无明显差异(P >0.05)无
统计学意义. 这方面的研究较少, 可能与肥胖患

者伴饮食正常及功能性消化不良者数量较少, 
病例不易收集有关. 本课题研究结果发现, 单纯

性肥胖伴暴食行为者比单纯性肥胖饮食正常者

和正常体质量者胃排空速率显著加快, 单纯性

肥胖饮食正常者和正常体质量者胃排空速率无

显著差异. 单纯性肥胖症的病因和发病机制是

复杂的, 暴食、胃排空加快可能是部分肥胖者

肥胖形成的主要原因之一, 这对肥胖的治疗及

新药开发可能有一定实用价值. 

4      参考文献
1 Dai Z, Xu YC, Niu L. Obesity and colorectal cancer 

risk: a meta-analysis of cohort studies. World J 
Gastroenterol 2007; 13: 4199-4206

2 Piretta L, Alghisi F, Anzini F, Corazziari E. 
Prevalence of overweightedness in patients with 
gastro-esophageal reflux. World J Gastroenterol 2007; 
13: 4602-4605 

3 Qureshi K, Abrams GA. Metabolic liver disease 
of obesity and role of adipose t issue in the 
pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease. 
World J Gastroenterol 2007; 13: 3540-3553

4 Lee JS. [Obesity and gastrointestinal motility] 
Korean J Gastroenterol 2006; 48: 89-96  

5 叶任高, 陆再英. 内科学. 第6版. 北京: 人民卫生出版
社, 2004: 832-835

6 周吕, 柯美云. 神经胃肠病学与动力. 第1版. 北京: 科
学出版社, 2005: 440-441

7 Park MI, Camilleri M. Gastric motor and sensory 
functions in obesity. Obes Res 2005; 13: 491-500

8 常丽丽, 姚树坤, 任锡玲, 高富贵, 周晓娜, 张淑梅, 刘
润. 单纯性肥胖者进餐前后自主神经功能的变化特征. 
世界华人消化杂志 2007; 15: 2955-2957

9 Gilja OH, Hatlebakk JG, Odegaard S, Berstad 
A, Viola I, Giertsen C, Hausken T, Gregersen 
H. Advanced imaging and visual izat ion in 
gastrointestinal disorders. World J Gastroenterol 
2007; 13: 1408-1421 

10 翟宏丽. 胃动力检测方法的研究新进展. 胃肠病学和
肝病学杂志 2004; 13: 150-151

11 W a s e e m S ,  M o s h i r e e  B ,  D r a g a n o v  P V . 
Gastroparesis: Current diagnostic challenges and 
management considerations. World J Gastroenterol 
2009; 15: 25-37

12 Córdova-Fraga T, De la Roca-Chiapas JM, Solís 
S, Sosa M, Bernal-Alvarado J, Hernández E, 
Hernández-González M. Gender difference 
i n  t h e  g a s t r i c  e m p t y i n g  m e a s u r e d  b y 
magnetogastrography using a semi-solid test meal. 
Acta Gastroenterol Latinoam 2008; 38: 240-245

13 Clegg M, Shafat A. Conference on "Multidisciplinary 
approaches to nutritional problems". Postgraduate 
Symposium. The role of fat in gastric emptying 
and satiety: acute and chronic effects. Proc Nutr Soc 
2009; 68: 89-97

14 Csendes A, Burgos AM. Size, volume and weight 
of the stomach in patients with morbid obesity 
compared to controls. Obes Surg 2005; 15: 1133-1136

15 王宝西, 王茂贵. 儿童单纯性肥胖症和营养不良胃排
空分析. 第四军医大学学报 2003; 24: 472-474

16 Geliebter A, Yahav EK, Gluck ME, Hashim SA. 
Gastric capacity, test meal intake, and appetitive 
hormones in binge eating disorder. Physiol Behav 
2004; 81: 735-740

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本研究设计合理, 
方法和结论可靠, 
具有一定的学术
价值.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年3月8日; 17(7): 708-711
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃肠激素和胃黏膜pH值在体外循环心脏手术中的变化

黑飞龙, 王泽锋, 崔勇丽, 于 坤, 周伯颐, 龙 村

黑飞龙, 崔勇丽, 于坤, 周伯颐, 龙村, 中国医学科学院阜外
心血管病医院体外循环科 北京市 100037
王泽锋, 兰州大学第一医院心脏外科 甘肃省兰州市 730030
作者贡献分布: 此课题由黑飞龙设计; 研究过程由黑飞龙, 王泽
锋, 崔勇丽, 于坤, 周伯颐及龙村操作完成; 数据分析由王泽锋完
成; 本论文写作由黑飞龙完成.
通讯作者: 黑飞龙, 100037, 北京市西城区, 中国医学科学院阜
外心血管病研究所阜外心血管病医院体外循环科. 
heifeilong@yahoo.com
电话: 010-88398285
收稿日期: 2008-12-29   修回日期: 2009-01-13
接受日期: 2009-01-19   在线出版日期: 2009-03-08

Changes in gastrointestinal 
hormone and gastric 
intramucosal pH during cardiac 
surgery with cardiopulmonary 
bypass 

Fei-Long Hei, Ze-Feng Wang, Yong-Li Cui, Kun Yu,
Bo-Yi Zhou, Cun Long

Fei-Long Hei, Yong-Li Cui, Kun Yu, Bo-Yi Zhou, Cun 
Long, Department of Cardiopulmonary Bypass, Cardio-
vascular Institute and Fuwai Hospital, Chinese Academy of 
Medical Sciences and Peking Union Medical Collage, Bei-
jing 100037, China
Ze-Feng Wang, Department of Cardiac Surgeon, First 
Hospital of Lanzhou University, Lanzhou 730030, Gansu 
Province, China
Correspondence to: Fei-Long Hei, Department of Car-
diopulmonary Bypass, Cardiovascular Institute and Fuwai 
Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 
100037, China. heifeilong@yahoo.com
Received: 2008-12-29    Revised: 2009-01-13 
Accepted: 2009-01-19    Published online: 2009-03-08

Abstract
AIM: To investigate the changes of blood 
lactate concentration, gastric intramucosal pH 
(pHi), plasma motilin (MOT), gastrin (Gas) 
and calcitonin gene-related peptide (CGRP) in 
perioperation of  cardiopulmonary bypass (CPB) 
in 20 patients.

METHODS: Blood samples were obtained re-
spectively at the following intervals: before 
anesthesia, before CPB, CPB 15 minutes, 5 min-
utes after unclamping aorta, 20 minutes after 
CPB and 3 hours after operation. MOT, Gas and 
CGRP in samples were measured by radioim-
munoassay.

RESULTS: MOT and Gas were higher during 
and after CPB than before starting of CPB (89.72 
± 21.59 vs 57.20 ± 13.26, 271.35 ± 45.61 vs 196.93 
± 42.56, both P < 0.05). On the contrary, CGRP 
were significantly lower during and after CPB 
than that before starting of CPB (63.17 ± 20.26 vs 
115.37 ± 29.04, P < 0.05). Blood lactate concen-
tration was higher and pHi was lower during 
CPB than that before starting and after ending of 
CPB, but there were no significant difference.

CONCLUSION: During CPB, as time goes by, 
motilin concentration and gastrin are significant-
ly elevated while CGRP is decreased. Decreased 
pHi is a potential risk factor for gastrointestinal 
complication after the heart operation.

Key Words: Cardiopulmonary bypass; Calcitonin 
gene-related peptide; Motilin; Gastrin; Gastric in-
tramucosal; pH
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摘要
目的: 探讨体外循环(cardiopulmonary bypass, 
CPB)中血乳酸, 胃黏膜pH值, 胃肠激素变化. 

方法: 20例心脏直视手术患者, 分别在麻醉
前、CPB前、CPB 15 min、开放升主动脉后5 
min、停止CPB 20 min和术后3 h, 测定红细胞
压积, 血乳酸(Lac), 计算胃黏膜pH值(pHi). 放
射免疫法测定降钙素基因相关肽(CGRP)、胃
泌素(GAS)和胃动素(MOT)浓度.  

结果: GAS和MOT在CPB15 min浓度均显著高
于CPB前(89.72±21.59 vs  57.20±13.26, 271.35
±45.61 vs  196.93±42.56, 均P <0.05), 相反, 
CGRP在CPB中浓度与CPB前相比明显降低
(63.17±20.26 vs  115.37±29.04, P<0.05). 尽管
体外循环期间血Lac浓度高于CPB前, pHi低于
CPB前, 但与体外循环前相比差异无显著性.

结论: CPB过程中随时间延长, 血清中MOT和

®

■背景资料
体外循环和手术
创伤等应激因素
作用于中枢神经
系统和胃肠道, 使
神经内分泌系统
胃肠激素的分泌
发生变化, 导致胃
酸分泌增多, 过多
的胃酸可对胃肠
道黏膜屏障造成
破坏, 而发生消化
系统并发症, 监测
CPB期间pHi能预
防和减少胃肠黏
膜酸中毒, 减少术
后消化系统并发
症的发生.
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Gas显著增高, CGRP显著降低, pHi下降是CPB
术后发生胃肠道并发症的潜在的危险因素.

关键词: 体外循环; 降钙素基因相关肽; 胃泌素; 胃

动素; 胃黏膜; pH
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0  引言

体外循环(cardiopulmonary bypass, CPB)心脏手

术后消化系并发症的发病率为2.1%, 但死亡率

却高达19.4%-87%[1-2]. 随着CPB及手术技术的

提高, 重症、复杂手术的逐年增多, 消化系并发

症越来越受到重视. 胃黏膜pH(pHi)是反映胃肠

黏膜缺血缺氧最敏感的指标, 胃肠激素在胃酸分

泌的调控中起着非常重要的作用, 本文旨在了解

CPB心脏外科手术期间pHi和胃肠激素的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 20例CPB心脏手术患者, 术前患者均无

服用相关药物或消化系疾病病史, 血尿常规、

肝肾功能检查基本正常.
1.2 方法 患者全部采用咪唑安定、芬太尼和泮

库溴铵诱导, 气管插管后行机械通气, 术中用芬

太尼-异氟醚和泮库溴铵维持麻醉. CPB采用德

国Stockt滚压泵, 日本Terumo膜式氧合器, 平流

灌注. 预充液为乳酸林格氏液、血定安、新鲜

血浆等, 浅低温、轻度血液稀释, 中高流量灌注. 
术中监测血流动力学、ACT、血气、尿量. 胃
黏膜pH测定[3]: 剑突下体表听诊定位置人胃管, 
将胃内容物吸尽后注入无菌生理盐水30 mL, 夹
闭胃管稳定30 min, 使胃液PCO2与胃黏膜PCO2

平衡. 分别于麻醉前、CPB前、CPB 15 min、
开放升主动脉后5 min和停CPB 20 min和停CPB 
3 h 6个时点抽出2 mL胃液, 立即测定胃液PCO2. 
同时抽动脉血测定pH、HCO3

-. 基于CO2是一可

自由弥散的气体, 胃黏膜PCO2与胃液PCO2相等, 
胃黏膜内HCO3

-与动脉血HCO3
-相近, pHi通过

PCO2和胃黏膜HCO3
-代入Henderson-Hasselbach

公式pHi = 6.1+log[HCO3
-/(PCO2×0.0307)]而计

算出, pHi反映胃肠黏膜的酸碱度. 
全部患者分别在麻醉前、CPB前、CPB 15 

min、开放升主动脉后5 min和停CPB 20 min和
停CPB 3 h 5个时点从中心静脉采血, 离心分离

出血浆低温保存. 胃泌素、胃动素、降钙素基

因相关肽用放免法测定, 试剂盒由东亚放免研

究所提供提供. 为排除CPB中血液稀释因素对测

定值的影响, 所有测定值按如下公式校正: 校正

值 = 实测值×(1-采样Hct)/(1-术前Hct)(Hct: 红
细胞压积).

统计学处理 所有实验结果用mean±SD表

示, 用SPSS11.0 for Windows进行统计处理, 组内

比较用q检验. 以P <0.05表示有差异, P <0.01有显

著差异.

2  结果

2.1 患者一般情况 所有患者均无服用相关药物

或消化系疾病病史, 血尿常规、肝肾功能检查

基本正常, 在CPB支持下进行心脏手术, 术后均

痊愈出院, 术中CPB情况见表1.
2.2 围CPB期胃黏膜pH值变化 pHi和血浆乳酸水

平在CPB 15 min、开放升主动脉后5 min比麻

醉前、CPB前、停CPB 20 min和停CPB 3 h降
低(表2).
2.3 围CPB期胃肠激素变化 胃泌素和胃动素浓

度在CPB期比术前和术后明显升高, CGRP浓度

在CPB期比术前和术后明显降低(P <0.05, 表3).

3  讨论

CPB和手术创伤等应激因素作用于中枢神经系

统和胃肠道, 使神经内分泌系统胃肠激素的分

泌发生变化, 导致胃酸分泌增多, 过多的胃酸可

对胃肠道黏膜屏障造成破坏, 而发生消化系统

并发症. 一旦发生消化系统并发症, 临床后果常

很严重, 死亡率很高[4-8].
胃泌素是由胃幽门窦和十二指肠黏膜分

泌, 主要生理作用之一为激活壁细胞上胃泌素

受体促进胃底腺分泌盐酸. 创伤应激时儿茶酚

胺水平增高, 胃黏膜血流量减少, 刺激胃壁黏膜

细胞基底部颗粒释放, 诱发胃泌素分泌增加. 同
时迷走神经兴奋可直接作用壁细胞或通过G细

胞释放胃泌素, 而产生大量胃酸. 另外术前禁食

■研发前沿
对围体外循环期
消化系统状态的
监测是围术期管
理 的 难 点 ,  监 测
pHi能预防和减少
胃肠黏膜酸中毒, 
减少术后消化系
统并发症的发生.

表 1 患者一般情况

     
项目         mean±SD

年龄(岁)       41.3±23.85

体质量(kg)    57.62±11.37

体外循环时间(min)    82.50±35.36

主动脉阻断时间(min)   45.72±15.54

辅助时间(min)    21.55±8.75

最低鼻温(℃)    31.23±2.96
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所致的低血糖也是引起GAS释放增加的重要因

素. 本实验结果显示胃泌素浓度在CPB 15 min、
开放升主动脉后5 min比麻醉前、CPB前、停

CPB 20 min和停CPB 3 h明显增高, 说明随着手

术进行, 应激刺激逐步加强, 到复温前后, 由于

机体降温后又复温以及升主动脉开放, 再次温

度变化使机体对应激的刺激达到最强, 胃泌素

浓度也达到峰值. 随后机体复温和自体循环的

逐步恢复, 应激刺激减弱, 胃泌素浓度开始下

降, 但由于强烈的应激原依然存在, 所以停机后

胃泌素浓度仍难恢复术前水平. 与本实验相似, 
Hanekamp、徐鹏 et al研究显示体外膜肺氧合支

持和CPB手术患者的强烈应激反应, 加剧胃泌素

的产生和释放[9-11]. 胃动素由十二指肠黏膜分泌, 
可刺激胃及肠管的机械性收缩运动. 创伤时机

体产生应激反应导致血中MOT升高, 而高水平

MOT可刺激GAS的释放增加, GAS刺激胃酸分

泌并降低幽门括约肌张力导致十二指肠液返流

入胃, 从而使胃黏膜受损. 胃酸过多分泌所致的

胃排空延缓及胃肠道缺血均也刺激MOT分泌增

加. MOT和GAS不仅引起创伤后应激性溃疡的

重要因素, 而且可能对胃黏膜损伤的病理过程

产生重要影响[7]. 本实验结果显示胃动素浓度在

CPB 15 min、开放升主动脉后5 min比麻醉前、

CPB前、停CPB 20 min和停CPB 3 h明显增高, 
围CPB期胃动素浓度的变化类似胃泌素. 

降钙素基因相关肽是37个氨基酸组成的具

有舒血管作用的神经肽. 在胃内CGRP除了神

经来源, 还有旁分泌及内分泌来源, 分泌细胞主

要分布于胃窦的腺上皮中, 而他的神经纤维见

于消化管的各壁层, 主要沿黏膜下微动脉、消

化腺及黏膜下肌间神经丛分布, 其释放受辣椒

素敏感传入神经支配. 目前认为CGRP通过一氧

化氮和前列腺素的介导, 抑制胃酸分泌, 舒张血

管, 参与胃肠道血流的应变性调节, 对胃肠血管

有扩张作用, 同时对胃肠激素的释放也有调节

作用[12-13]. 本研究显示围术期胃动素和胃泌素升

高的同时, CGRP却显著降低. CGRP浓度在CPB 
15 min、开放升主动脉后5 min比麻醉前、CPB
前、停CPB 20 min和停CPB 3 h明显降低, CGRP
浓度随手术应激刺激增强而降低. CGRP降低可

能会加重胃动素和胃泌素升高所致的胃酸过度

分泌及胃肠道缺血的程度. 
研究表明pHi是反映胃肠黏膜缺血缺氧的

敏感指标[14]. 在CPB期间由于低温低压和平流灌

注, 机体尤先保证重要脏器的血供, 患者不同程

度地存在胃黏膜低灌注和酸中毒; 这种状态持

续时间过长或程度严重时可导致术后胃肠道并

发症的发生. 本实验结果显示pHi和血浆乳酸水

平在CPB 15 min、开放升主动脉后5 min比麻醉

前、CPB前、停CPB 20 min和停CPB 3 h降低. 
随着手术进行, 应激刺激逐步加强, 复温期机体

耗氧量急剧增加, 更加重了胃肠黏膜缺血缺氧, 
说明CPB期间存在胃肠道黏膜低灌流和酸中毒. 
停止CPB后随着应激刺激减弱, pHi逐渐恢复到

术前水平. 
胃肠激素对胃酸的分泌起重要作用, 有刺

激、抑制或双重作用, 各种胃肠激素对胃酸和

胃肠道血流的调节是相互制约, 保持平衡[15]. 一
旦CPB和外科创伤等应激因素打破这种平衡, 胃
肠激素会发生明显变化, 促使胃酸分泌增多, 造
成程度不同的消化系损伤. 本研究显示CPB心脏

■创新盘点
本研究通过监测
手术期间pHi和胃
肠激素的变化, 了
解术中胃肠道损
伤的情况, 采取积
极的措施, 减少术
后消化系统并发
症的发生.

表 2 围CPB期pHi和Lac变化

     
指标                     麻醉前                    CPB前                  CPB 15 min         主动脉开放5 min       停CPB 20 min             停CPB 3 h

pHi       7.43±0.04           7.39±0.03            7.31±0.10            7.28±0.08            7.33±0.05            7.32±0.03

Lac(mol/L)        1.3±0.5     1.2±0.3                2.3±0.8                3.7±1.9             3.1±1.5                2.7±0.9

表 3 围CPB期GSA, MOT和CGRP变化

     
指标                           麻醉前                  CPB前                 CPB 15 min      主动脉开放5 min     停CPB 20 min          停CPB 3 h

GSA(mg/L)         69.27±11.35     57.20±13.26     89.72±21.59ac   101.37±19.63ad     77.31±17.59      65.27±21.64

MOT(mg/L)      152.47±34.27   196.93±42.56   271.35±45.61ac   351.57±53.13ad   229.44±51.79a   237.26±47.12a

CGRP(mg/L)     121.15±29.48   115.37±29.04     63.17±20.26ac     68.59±23.22ac     98.36±28.35      88.27±18.67

aP<0.05 vs  麻醉前; cP<0.05, dP<0.01 vs  CPB前.
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手术期间胃动素和胃泌素升高及CGRP浓度降

低可能与心脏手术后消化系并发症有关. pHi是
反映胃肠黏膜缺血缺氧最敏感的指标, 监测CPB
期问pHi能预防和减少胃肠黏膜酸中毒, 减少术

后消化系统并发症的发生. 
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2009-03-08)

■同行评价
本研究方法先进, 
结果可靠, 结论明
确, 具有较大的理
论及实际意义.
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Abstract
AIM: To explore relationship of hepatitis B 
virus covalently closed circular DNA (HBV 
cccDNA) expression to the expression of HBx 
protein within hepatocellular carcinoma and to 

investigate their significance.

METHODS: The tumor tissues and their adja-
cent-tumor tissues of 42 HCC cases were select-
ed. The expression of the HBx protein was de-
tected by SABC immunohistochemistry and the 
expression levels of hepatitis B virus covalently 
closed circular DNA were measured by real time 
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The expression of the HBx protein 
was negative in normal liver tissues while there 
were 31 positive cases (73.8%) in tumor tissues 
and 35 positive cases (83.3%) in adjacent-tumor 
tissues without significant difference. The levels 
of HBV cccDNA in the adjacent-tumor tissues 
were higher than those in HCC tissues but no 
significant difference was detected between 
them. The levels of HBV cccDNA in tumor tis-
sues whose HBx proteins expression were posi-
tive were higher than those whose HBx proteins 
expression were negative (P < 0.05), and similar 
result existed in the adjacent-tumor tissues (P < 
0.05). There was a positive correlation between 
HBx protein expression and the expression lev-
els of HBV cccDNA (r = 0.778, P < 0.01).

CONCLUSION: There is a positive correlation 
between the expression of the HBx protein and 
the level of HBV cccDNA, and their interaction 
might have a very important effect on emer-
gence and development of HCC.

Key Words: Covalently closed circular DNA; Hepati-
tis B virus x protein; Hepatocellular carcinoma; Real 
time polymerase chain reaction

Pan AP, Huang GY, Chen J, He YL. Relationship between 
hepatitis B virus covalently closed circular DNA and HBx 
protein expression in hepatocellular carcinoma and its 
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 
712-715

摘要
目的: 探讨肝细胞性肝癌中乙型肝炎病毒
(HBV)cccDNA与HBx蛋白表达的关系及其意义. 

®

■背景资料
H B V  c c c D N A 
是 H B V 复 制 的
中间体 ,  是HBV 
mRNA和前基因
组RNA的合成模
板, 同时也是HBV
持续感染的关键
因素, 对HBV的复
制和感染状态的
建立具有十分重
要的意义. HBx是
HBV的X开放阅
读框架(ORF)编码
的一种具有反式
激活作用的多功
能蛋白质, 在调节
基因转录、细胞
信号转导、控制
细胞增殖和转化
中具有重要作用. 
但是两者间的关
系及如何致癌的
机制仍未清楚.

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师 ,  上海市(复旦
大学)公共卫生中
心
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方法: 取42例肝细胞性肝癌患者的癌和癌旁组
织, 采用SABC法检测组织中的HBx蛋白; 采用
RT-PCR法检测组织中的HBV cccDNA水平. 

结果: HBx蛋白在癌及癌旁组织中的阳性例数
分别为31例(73.8%)和35例(83.3%), 无显著性
差异; 癌旁组织中cccDNA水平较癌组织中的
高, 但是统计学检验无显著性差异; 癌组织和
癌旁组织中HBx蛋白(+)者的cccDNA水平均
明显高于HBx蛋白(-)者(P <0.05). HBx蛋白表
达与cccDNA水平呈正相关(r  = 0.778, P <0.01).

结论: HBx蛋白的表达与cccDNA水平明显相
关, 他们相互作用、相互影响并在肝癌的发生
发展中起重要作用.

关键词: 共价闭合环状DNA; 乙型肝炎病毒X蛋白; 

肝细胞性肝癌; 适时聚合酶链反应
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0  引言

乙型肝炎是世界上流行最严重的病毒性疾病, 
全球有约3.5亿乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染者. 慢性乙型肝炎是肝硬化和肝癌的

高危素. HBV复制的中间体, 是HBV mRNA和

前基因组RNA的合成模板, 同时也是HBV持续

感染的关键因素[1], 对HBV的复制和感染状态

的建立具有十分重要的意义[2]. HBx是HBV的X
开放阅读框架(ORF)编码的一种具有反式激活

作用的多功能蛋白质, 在调节基因转录、细胞

信号转导、控制细胞增殖和转化中具有重要作

用[3]. 为探讨HBV cccDNA的复制与HBx蛋白表

达间的关系, 选取我院42例肝癌患者的组织进

行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2002-04/2008-06本院手术切除

的肝细胞性肝癌患者42例, 其中男35例, 女7例, 
年龄28-71(中位年龄46)岁. 每例肝癌患者取癌

组织和癌旁组织, 所有标本均经100 g/L甲醛固

定, 石蜡包埋, 5 μm连续切片. 肿瘤均经术后病

理证实, 肝癌患者经血清学检查均呈HBsAg阳
性. 所有标本另取一小份立即放入液氮内保存, 
转移至-80℃冰箱备用. 兔抗H B x蛋白多克隆

抗体购自武汉晶美生物工程有限公司, 免疫组

化SABC试剂盒购自武汉博士得生物工程有限

公司. Taq酶、dNTP、氯化镁溶液、超纯水和

DNA分子量标准等购自大连宝生物公司. DNA
提取试剂盒购自美国Promega公司. Plasmid-
SafeTM ATP依赖性DNA酶购自美国EPicentre
公司. 乙型肝炎病毒cccDNA核酸荧光PCR检

测试剂盒购于上海之江生物科技有限公司 . 
PCR仪为美国伯乐公司生产的MJ-1型荧光定

量PCR仪.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化实验: 石蜡切片经二甲苯脱蜡后, 
逐级酒精入水. 按照免疫组化SABC试剂盒使用

说明书, 采用SABC法, 抗原热修复用微波修复

15 min, 一抗4℃过夜, 生物素标记的二抗(通用

型, 即可用于抗兔又可用于抗鼠)37℃孵育1 h, 
SABC复合物37℃孵育30 min, DAB显色, 苏木

素复染, 中性树胶封固. 设阳性对照和阴性对照. 
阳性对照为经重复实验证实为阳性的切片; 在
阳性切片上分别用PBS替代一抗和用正常兔血

清IgG代替一抗作为阴性对照.
1.2.2 免疫组化实验结果的判定标准: 免疫组化

阳性反应物为棕黄色颗粒, 在细胞的胞质或胞核

内呈棕黄色染色为阳性细胞. 参照判定标准[2], 一
方面按照阳性细胞面积占切片总面积的百分

比进行积分:设0%-5%为0分; 5%-25%为1分; 
25%-50%为2分; 50%-75%为3分; 75%-100%为4
分. 另一方面按阳性细胞中染色的强度积分: 设
弱阳性为1分; 中等阳性为2分; 强阳性为3分. 将
上述两项相加, 之和大于1的即判定为阳性标本. 
1.2.3 RT-PCR: (1)肝组织中DNA及cccDNA
的提取 :  按照D N A提取试剂盒说明书提取

肝癌组织及癌旁组织的总D N A. 提取肝组织

中HBV cccDNA: 取1 μg总DNA用Plasmid-
SafeTM ATP依赖性DNA酶常规酶切, 于70℃水

浴30 min以灭活该酶. (2)cccDNA引物与探针:
上游引物: 5'-ATACGGGTCAATGTCCATGC-
3'(nt 1551-1571); 下游引物: 5'-CCGTCTGTG 
C C T T C T C AT C T-3'(n t 1991-2011).  探针 : 
5 '-FA M-C C G T C T G T G C C T T C T C AT C T-
TAMRA-3'(nt 1880-1900). 扩增片段大小为370 
bp. (3)cccDNA定量扩增反应: PCR系统包括10
×Buffer 2.5 μL, Mg2+ 6 μL, 6 mmol/L, dNTP 2 
mL, 200 μmol/L, 引物1 μL, 400 μmol/L, 探针1 
μL, 200 μmol/L, ROX 0.5 μL, Taq酶0.2 μL, 1 U, 
标本0.5 μg, 加双蒸水至25 μL. 循环条件为94℃ 
2 min, 1个循环, 90℃ 20 s至60℃ 1 min, 45个循

■研发前沿
HBV感染后, 病毒
基因组常整合入
宿主细胞基因组
造成宿主细胞染
色体不稳定. X基
因是最常被整合
的基因, 整合形式
的 X 基 因 产 生 的
HBx蛋白在体内
和体外都具有反
式激活作用. HBx
蛋白是一种多功
能蛋白质, 可促进
肝细胞转化, 亦与
HBV感染后HCC
的发生密切相关.
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环. 阳性标准品为cccDNA标准质粒. 取标准质

粒104、105、106、107作标准曲线. 样本及标准

品均做3复管, 结果取其均值. 每次扩增均设阳

性对照及阴性对照.
统计学处理 用SPSS13.0进行统计处理. 率

的比较用χ2检验, cccDNA水平的比较用t检验. 
HBx蛋白表达与cccDNA水平的关系用相关性分

析. α = 0.05为检验水准.

2  结果

2.1 H B x蛋白表达 H B x蛋白在癌及癌旁组织

中的阳性例数分别为31例和35例, 阳性率分别

为73.8%和83.3%, 无显著性差异(P >0.05, 表1); 
HBx蛋白阳性反应物主要位于胞质(图1A-B), 
HBx蛋白阳性反应细胞多呈弥漫性分布. 阳性对

照为阳性结果; 阴性对照, 即阳性切片用PBS及
正常兔血清代替一抗, 结果均为阴性(图1C).
2.2 肝组织中cccDNA的表达 癌旁组织中cccD-
NA水平(5.72±1.23 copy/mg)较癌组织中(5.31±
1.21 copy/mg)的高, 但是统计学检验无显著性差

异(P >0.05).
2.3 HBx蛋白表达情况与cccDNA表达水平的

关系  癌组织和癌旁组织中H B x蛋白(+)者的

cccDNA水平均明显高于HBx蛋白(-)者(P <0.05, 
表2). HBx蛋白表达与cccDNA水平呈正相关(r  = 
0.778, P <0.01).

3  讨论

乙型肝炎病毒共价闭合环状D N A(h e p a t i t i s 
B virus covalently closed circular DNA, HBV 
cccDNA)是HBV复制的中间体, 是HBV mRNA
和前基因组RNA的合成模板, 也是HBV持续感

染的关键因素[4-5], 是病毒活跃复制状态的重要

指标, 是HBV生活周期的核心部分[6]. 最近有报

道HBV病毒负荷和活跃复制与HCC的发生相关

联[7-8]. HBV病毒活跃复制通过增加病毒DNA整

合到癌基因、抑癌基因或细胞DNA调控元件附

近直接启动恶性转化, 导致基因组不稳定, 还增

加转录活化蛋白HBVx蛋白的产生, 通过与p53

抑制基因的结合阻断其诱导的调亡, 从而诱导

癌变. HBV病毒活跃复制还通过引起肝脏坏死

炎性反应间接诱导癌变[9]. 
HBV感染后, 病毒基因组常整合入宿主细胞

基因组造成宿主细胞染色体不稳定. X基因是最

常被整合的基因, 整合形式的X基因产生的HBx
蛋白在体内和体外都具有反式激活作用[3]. HBx
蛋白是一种多功能蛋白质[3]促进肝细胞转化[10], 
亦与HBV感染后HCC的发生密切相关[11]. 

虽然研究发现cccDNA和HBx蛋白均可能与

HBV感染后HCC的发生有着密切关系[7-8,11], 但
是他们的之间的关系以及他们如何致癌的机制

仍未清楚. 因此深入探讨cccDNA和HBx蛋白的

表达及他们在HCC发生发展中的作用是本研究

的重点. 
本研究表明, 癌旁组织HBx蛋白的表达略

高于癌组织中HBx蛋白的表达, 但是没有显著

性差异(P >0.05). 说明HBx蛋白本身可能未直接

参与肝癌的发生发展. 同时也发现癌旁组织中

cccDNA水平较癌组织中的高, 但是亦无显著性

差异(P>0.05). 这也表明, 虽然文献报道, cccDNA
的表达水平反映HBV复制状态的活跃程度, 同时

■应用要点
本研究结果表明, 
深入探讨cccDNA
与HBx蛋白的关
系, 可能会为阐明
HBV相关性HCC
的发生和发展提
供有益线索.

表 1 HBx蛋白在癌组织、癌旁组织中的表达 n (%)

     
分组

        HBx蛋白表达

               +                      -

癌组织        31(73.8)           11(26.2)

癌旁组织        35(83.3)               7(16.7)

A B

C

图 1 免疫组化染色结果. A: 肝癌组织中HBxAg阳性; B: 癌

旁组织中HBxAg阳性; C: 阴性对照: 肝癌组织阴性.

表 2 HBx蛋白表达与cccDNA水平的关系 (mean±SD, log)

     
HBx蛋白表达

                      cccDNA水平(copies/mg) 

                  癌组织                               癌旁组织

+            6.25±1.31a                      6.15±1.36

_            4.64±1.25                         5.64±1.45 

aP<0.05 vs  HBx蛋白表达(-).
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HBV活跃复制状态与肝癌的发生密切相关[2], 但
是本研究未能证实cccDNA在HCC发生中的直接

的显著作用. Zhang et al [12]提出cccDNA在肝脏中

的分布是不均匀的, 本研究也发现cccDNA在癌

旁组织中的水平高于癌组织中的水平, 虽然无显

著性差异(P>0.05), 但这一结果支持上述观点. 
在癌及癌旁组织中, HBx蛋白表达阳性者

cccDNA水平均明显高于HBx蛋白表达阴性者

(P <0.05), 同时发现HBx蛋白的表达与cccDNA水

平呈正相关(r  = 0.778, P <0.01). 张涛 et al [2]认为, 
HBv病毒活跃复制可增加HBVx蛋白的产生, 并
通过与p53结合诱导癌变. 而cccDNA水平可以

反映HBV病毒复制的活跃程度, 因此我们的数

据似乎表明, 活跃复制的HBV感染是通过HBVx
蛋白的作用而致癌的. 但是, Chou et al [1]在研究

HBV cccDNA的转录能力时发现, 细胞内转录

因子可以被HBx蛋白激活, HBV cccDNA的转录

活性很大程度上被HBx蛋白调控, HBx蛋白可看

作一种潜在的转录激活子, 推测HBx可通过提

高细胞内转录因子的表达而改变HBV cccDNA
的转录能力, 缺乏X蛋白的表达导致源自HBV 
cccDNA的病毒转录物产量降低, 由于X蛋白的

缺乏引起病毒pgRNA的表达下调, 基因组进入

细胞核及HBV cccDNA库的扩增或被间接终止. 
因此, 在乙肝相关性HCC中, cccDNA与HBx蛋白

相互作用, 相互影响, cccDNA可能通过增加HBx
蛋白的表达并通过其作用而致癌, 而HBx蛋白也

调控着cccDNA的转录, 使得HBV的复制处于活

跃状态. 虽然两者在肝癌发生发展中的确切机

制尚未阐明, 但是本研究的结果提示, 深入探讨

cccDNA与HBx蛋白的关系, 可能会为阐明HBV
相关性HCC的发生和发展提供有益线索, 值得

深入研究. 
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Abstract
AIM: To evaluate BIG on HBV recurrence after 
orthotopic liver transplantation (OLT), and 
to investigate prevention strategies for liver 
transplantation with YMDD. 

METHODS: One hundred and twenty four cases 
who underwent orthotopic liver transplanta-
tion and fulfilled the enrollment criteria, were 
retrospectively analyzed. HBV reinfection was 
analyzed and compared between long-term in-
tramuscular hepatitis B virus immunoglobulin 
& entecavir group and intramuscular hepatitis 
B virus & immunoglobulin and Lamivudine 
group. The effect of the prophylaxis for HBV 

reinfection in patients with YMDD mutants was 
investigated. HBV markers in serum, HBV DNA 
and the ratio of HBV reinfection were analyzed.

RESULTS: Entecavir group with a follow- up 
period of 19.5 ± 9.4 mo, showed no HBV rein-
fection. However, 10 patients had been traced 
for 18.1 ± 6.4 mo in lamivudine group. The rate 
of HBV reinfection in entecavir group was sig-
nificantly lower than lamivudine group (0% vs 
11.9%, P < 0.05). The patients with YMDD mu-
tants before transplantation in Entecavir group 
had been traced no postoperative HBV reinfec-
tion. 

CONCLUSION: Entecavir and intramuscular 
HBIG as the prophylaxis of HBV reinfection is 
more effective than the lamivudine and intra-
muscular HBIG, especially for patients with pre-
operative YMDD mutants. 

Key Words: Liver transplantation; Hepatitis B virus; 
Entecavir; Immunoglobulin

Zheng JF, Han DK, Li L, Luo XL, Xiao M, Lu SC, Lv J. 
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with entecavir for long-term prophylaxis of hepatitis 
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摘要
目的:  评价恩替卡韦联合乙肝免疫球蛋白
(HBIG)预防原位肝移植(OLT)术后HBV再感
染的效果, 并探讨术前存在YMDD患者的预
防策略. 

方法: 回顾性分析2003-05/2008-01行同种
异体原位肝移植术患者, 比较长期使用与拉
米夫定+肌注型HBIG预防HBV再感染的效
果; 并观察术前出现YMDD患者应用恩替卡
韦+肌注型HBIG的疗效; 两组患者观察截止
2008-10, 对HBV DNA定量水平、乙肝两对
半、HBV再感染率进行统计学分析. 

结果: 恩替卡韦组40例患者, 随访时间19.5±
9.4 mo, 未发现HBV再感染; 拉米夫定组共84

®

■背景资料
目前OLT是治疗
HBV相关性终末
期肝病非常有效
的方法. 但移植肝
HBV复发, 可导致
移植肝功能衰竭,
甚至受体死亡, 因
此在LT术前、术
中和术后进行抗
HBV治疗对改善
肝移植患者的预
后具有关键作用. 
国内外研究揭示
LAM加HBIg的抗
病毒方案能有效
预防OLT后HBV
的复发, 但存在长
期应用LAM, 病
毒发生YMDD变
异后, 引起拉米夫
定 耐 药 ,  乙 肝 复
发, 而恩替卡韦有
抗病毒活性强, 变
异率低, 对YMDD
变异有效的特点. 
比较ETV加HBIg
与LAM加HBIg的
疗效, 寻找更好的
抑制肝移植后预
防乙肝复发的方
案. 

■同行评议者
邱双健 ,  副教授 , 
复旦大学中山医
院 肝 肿 瘤 外 科 ;  
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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例患者, 随访时间18.1±6.4 mo, 其中10例出现
了HBV再感染, 再感染率为11.9%, 两组差异
有统计学意义. 6例术前出现YMDD患者应用
恩替卡韦+肌注型HBIG预防, 无术后乙肝再
感染. 

结论: 恩替卡韦联合HBIG与拉米夫定联合
HBIG相比, 有效地降低了肝移植术后HBV再
感染率, 对术前存在YMDD变异的的患者有效.

关键词: 肝移植; 乙型肝炎病毒; 恩替卡韦; 免疫球

蛋白
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0  引言

肝移植已成为目前治疗终末期肝病的最有效的

方法, 如果乙肝患者在肝移植后不加任何防治

乙肝复发的措施, 其乙肝复发率高达80%-100%, 
可导致移植肝功能衰竭, 需要再移植, 甚至受

体死亡[1]. 肝移植术后HBV再感染和肝炎复发

是影响移植物存活和肝移植长期疗效的重要因

素. 目前使用拉米夫定(lamivudine, LAM)联合

乙肝免疫球蛋白预防肝移植术后HBV在感染取

得良好效果[2]. 但对于不同抗病毒药物和拉米

夫定变异的患者疗效仍有待评价. 国内外研究

表明, LAM治疗期间, 病毒DNA编码的DNA聚

合酶基因序列发生了变异, 这种变异在YMDD
序列及其附近, 因而称为YMDD变异. 30%的患

者在服药1年时发生了YMDD变异, 服药时间延

长到2年时, 病毒变异率达到58%. 发生YMDD
变异的病毒株对LAM有耐药性, 变异病毒对肝

脏有明显损伤作用. 目前常用的核苷类抗病毒

药物用法为: 在肝移植前只要存在HBV DNA
复制均需应用抗病毒药物包括LAM、阿德福

韦(adefovir, ADV)和恩替卡韦(entecavir, ETV), 
通常建议应用抗病毒药物时间超过3 wk以上, 
以保证在移植时HBV DNA定量阴性, 肝移植

后, 无论HBV DNA及乙肝病毒检测指标如何, 
均需持续口服抗病毒药物加肌注小剂量乙肝免

疫球蛋白预防乙肝复发, 如长期应用LAM, 出
现YMDD变异, 则应加用ADV, 或换用ETV 1.0 
g/d. 抗病毒药物中ETV抗病毒作用最强, 起效

迅速且变异率低[3]. 现将我院2003-05/2008-01因
乙肝相关的终末期肝病接受肝移植病例的随访

资料分析, 比较ETV与LAM联合乙肝免疫球蛋

白预防肝移植术后乙肝复发的效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 佑安医院2003-05/2008-01因乙肝相关

的终末期肝病或合并肝细胞癌接受肝移植手

术者164例, 40例随访过程中脱落, 共124例作为

本次研究的对象. LAM联合小剂量乙肝免疫球

蛋白(对照组)84例, 男63例, 女21例, 平均年龄

48.1±9.3岁, 其中肝细胞癌37例, 肝硬化或重型

肝炎47例, 无LAM耐药病例, 术前HBeAg(+) 24
例, 术前HBV DNA阳性45例, 随访时间18.1±6.4 
mo. ETV联合小剂量乙肝免疫球蛋白40例, 男31
例, 女9例, 平均年龄46.3±8.6岁, 其中肝细胞癌

16例, 肝硬化或重型肝炎24例, LAM耐药病例6
例, 术前HBeAg(+) 16例, 术前HBV DNA阳性23
例, 随访时间19.5±9.4 mo. 两组患者在年龄、性

别、术前HBeAg(+)、术前HBV DNA阳性(HBV 
DNA>1×106拷贝/L)、随访时间等方面差异无

统计学差异, 但对于术前LAM耐药存在差异. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 所有病例常规应用HBIG肌肉

注射给药, 术中无肝期肌肉注射800 U, 术后1 wk
内肌肉注射400 U/d, 术后3 mo内血清持HBsAb 
目标滴度保持在400 U/L以上, 术后3-6 mo保持

在300 U/L以上, 6 mo之后保持在100 U/L以上, 
并根据应用抗病毒预防方案的不同分为两组: 
(1)LAM组84例, 术前接受口服抗病毒治疗, 术后

继续口服LAM抗病毒治疗, 若在肝移植术后治

疗过程中出现对LAM耐药的YMDD变异株的患

者, 则联合应用LAM和ADV(ADF)或改用ETV 
1.0 g/d; (2)ETV组: 术前存在LAM变异po ETV 1.0 
g/d, 无LAM变异po ETV 0.5 g/d, 术后继续口服抗

病毒药.  
1.2.2 抗排异方案: 采用FK506+骁悉+激素或新

山地明+骁悉+激素三联疗法, 激素于术后6 mo
内停药, 临床或肝穿提示急性排斥予以调整治

疗方案后无效者予以激素冲击治疗.  
1.2.3 血清学HBV标志物检测: 乙型肝炎病毒检

测指标: 包括HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb和
HBcAb水平, 术后1 mo内每周复查1次, 之后每

个月复查1次, 连续3 mo, 若无并发症3 mo后复

查1次. 采用ELISA法. 
1.2.4 肝功能检测: 肝功能术后1 wk内每天检查1
次, 术后2-4 wk内每周检查3次, 之后每周检查1
次, 连续3 mo, 若无并发症1 mo检查1次.  

■研发前沿
恩替卡韦具有抗
乙 肝 病 毒 活 性
强, 变异率低, 对
LAM耐药的病毒
株有效的特点, 在
乙肝患者的治疗
中取得良好效果, 
但对于在肝移植
术后的患者中的
疗效仍有待评价, 
特别是与LAM加
HBIg的疗效的比
较. 

■创新盘点
本文通过对124例
HBV相关性终末
期肝病肝移植的
临床资料分析, 揭
示低剂量乙肝免
疫球蛋白(HBIg)
联 用 恩 替 卡 韦
( E T V )可以有效
预防OLT后HBV
再感染, 对术前存
在YMDD变异的
的 患 者 有 效 .  恩
替卡韦联合HBIG 
与拉米夫定联合
HBIG 相比, 有效
地降低了肝移植
术后HBV 再感染
率. 是目前理想的
控制OLT后HBV
复发的治疗措施,
但更长期的临床
预防效果仍需要
观察.
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1.2.5 HBV DNA定性和定量测定及YMDD变异: 
若HBsAg(+), 采用PCR法定性测定HBV DNA; 
若HBV DNA(+),则定量检测, 其敏感度<1×106

拷贝/L, 扩增病毒DNA编码的DNA聚合酶基因

序列, 进一步检测酪氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-
天门冬氨酸(YMDD)变异, 最常见的变异是M(酪
氨酸)被V(缬氨酸)或I(异亮氨酸)取代.  
1.2.6 肝组织活检及免疫组化染色检查: 主要为

HBsAg和HBcAg, Envision法, 全套免疫组化试

剂. 肝穿刺活检在出现临床症状, 临床怀疑HBV
再感染或复发时进行. 
1.2.7 HBV再感染及乙肝复发标准: 根据2001年
7月中华医学会器官移植分会主办的“肝脏移

植术后预防乙肝复发专题研讨会”制定的标

准, HBV再感染: 血清HBsAg(+); 血清HBV DNA 
(+); 肝组织HBsAg和(或)HBcAg(+); 肝组织HBV 
DNA(+). 必须符合以下标准才可诊断为肝移植

术后乙肝复发: 有以上HBV再感染的证据; 肝功

能化验异常,并可排除其他原因; 肝活检组织病

理学符合病毒性肝炎改变. 
统计学处理 运用SPSS11.5统计软件行检验.

2  结果

124例肝移植患者随访时间为6-36 mo, 平均18±
2.17 mo. 在随访期内, LAM组有4例和ETV组有2
例患者因为肿瘤复发在1年内死亡, 至死亡时无

HBV再感染, 其余患者均存活至随访结束. 
LAM组84例患者中, 术后1 wk内77例患者

HBsAg转阴, 其余2 mo内转阴; 45例患者1 wk内
出现HBsAb, 其余3 wk内出现HBsAb. 据诊断标

准, 在随访期内共有10例患者发现有HBV再感

染, 再感染率11.9%; 其中6例证实有乙肝复发, 
复发时间平均为8.2±4.3 mo, 复发率为7.14%, 5
例检测到YMDD变异株,发现时间平均为术后

9.1 mo. ETV组40例患者, 术后1 wk内37例患者

HBsAg转阴, 其余2 wk内转阴; 32例患者术后1 
wk内出现HBsAb, 其余3 wk内出现HBsAb. 患者

随访期内并未出现HBV再感染. 两组疗效比较

见表1.
使用SPSS11.5软件, 进行Fisher校正的χ2检验, 

再感染率两组间差异具有统计学意义(P = 0.034), 
其余指标两组间无明显统计学差异. 

3  讨论

肝移植术是各种终末期肝病的有效治疗手段, 
国内接受肝移植术的患者大多为乙肝相关性疾

病, 术后须长期进行抗病毒治疗以预防HBV再

感染和肝炎复发[5-9]. 目前常用的, 预防效果获

得认可的预防肝移植术后乙肝复发的治疗方法

为LAM联合小剂量乙肝免疫球蛋白[9,13,21-25]. 但
是仍面临由YMDD变异引起LAM耐药的问题. 
ETV可通过在HBV多聚酶的启动、前基因组

mRNA逆转录酶形成和HBV DNA正链合成等多

个环节中的作用抑制HBV多聚酶活性, 变异率

低[3]. 多个体外和临床研究已证实ETV具有强大

的抗病毒作用, 且起效最为迅速, 并且HBV发生

变异后耐药仍有效. 
本研究比较了LAM及ETV联合乙肝免疫球

蛋白预防乙肝复发的疗效, 拉米夫啶联合乙肝

免疫球蛋白组84例患者, 10例出现乙肝再感染, 
再感染率为11.9%, 其中6例出现复发, 复发率为

7.14%, 与国内其他文献报道的复发率基本一致. 
再感染病例均为术前HBV DNA阳性患者, 考虑

术后再感染与乙肝病毒复制未能完全控制有明

显相关. ETV能更有效的控制乙肝病毒复制, 在
其治疗的40例患者中, 无1例出现乙肝再感染, 
再感染率及复发率为0, 未发现YMDD变异, 疗
效令人满意. 与LAM组对比, 在乙肝再感染率上

明显优于对方, 但在复发率上差异不明显, 可能

是因为LAM联合乙肝免疫球蛋白复发率已较低, 
因此应增加病例数可能出现差异. ETV组有6例
术前出现YMDD变异的患者, 应用ETV治疗后, 
平均随访时间达18±2.17 mo, 未出现HBV再感

染, 这充分说明对YMDD变异的患者, ETV仍能

有效地预防HBV再感染. 
在L A M组乙肝复发6患者中 ,  4例加用

ETV1.0抗病毒治疗, 3例肝功能稳定, 病毒定

量转阴, 1例肝功能恶化, 再次肝移植. 2例加用

ADV治疗, 肝功能稳定. 使用LAM联合乙肝免疫

球蛋白预防HBV再感染失败的患者, 治疗效果

仍不理想. 
总之, ETV联合乙肝免疫球蛋白能有效预防

肝移植术后HBV再感染, 对术前存在YMDD变异

的的患者有效. ETV联合HBIG与LAM联合HBIG

表 1 LAM组与ETV组疗效的比较 n (%)

     
分组        n

       术后1 wk内       再感       
复发率

       YMDD

        HbsAg转阴率    染率                           变异

LAM      84        77(91.7)      10(11.9)    6(7.14)      5(5.9)

ETV       40        37(92.5)        0             0              0

P             0.974          0.033      0.176         0.323

■名词解释
YMDD变异 :  拉
米夫定治疗期间, 
病毒DNA编码的
D N A 聚 合 酶 基
因序列发生了变
异 ,  这 种 变 异 在
YMDD序列及其
附 近 ,  因 而 称 为
YMDD变异.
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相比, 有效地降低了肝移植术后HBV再感染率. 
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Abstract
AIM: To evaluate combined application of 
laparoscopic ultrasonography and percutaneous 
ultrasonography in radiofrequency ablation for 
hepatic cancer.

METHODS: Between September 2007 and No-
vember 2008, 25 patients with 43 malignant 
liver nodules were treated with 1aparoscopic 
ultrasonography-guided and percutaneous 
ultrasonography-guided radiofrequency abla-
tion at our hospital. Of 25 patients, there were 
18 males and 7 females with a mean age of 42 
(28-77) year, with 20 Hepatic cancer 2.7-7.5 cm in 

diameter with the mean size of 3.8 cm. Hepatitis 
B positive was diagnosed preoperatively in 14 
patients, and hepatitis C positive in 2 patients. 
There were sixteen patients with liver cirrhosis 
and thirteen patients with chronic calculous 
cholecystitis. One lesion was found in 14 pa-
tients, two lesions in 3 patients, three lesions in 4 
patients, and dotty lesions in 4 patients. A1l pa-
tients were followed up with helical computed 
tomographie (CT) scan and ultrasonography.

RESULTS: Laparoscopic RFA therapy was per-
formed successfully in 25 patients combined with 
1aparoscopic ultrasonography, and 4 patients ex-
perienced 1oca1 recurrence at the ablation site, 3 
patients had a new malignant nodule, for whom 
percutaneous RFA therapy was performed suc-
cessfully with percutaneous ultrasonography. Of 
all cases, 11 patients were performed laparoscopie 
cholecystectomy simultaneously. With 1aparo-
scopic ultrasonography guidence, the mean RFA 
time per lesion was 39.3 ± 12.1 min, the mean total 
operation time was 95.5 ± 25.8 min, and the mean 
blood loss was 148.5 ± 84.3 mL. With percutane-
ous ultrasonography guidance, the mean RFA 
time per lesion was 28.3 ± 10.3 min, the mean 
total operation time was 50.2 ± 11.5 min, and 
no bleeding sign was found by ultrasound after 
RFA. No specific complications such as bleeding, 
gallbladder injury, gastrointestinal tract dam-
age, diaphragmatic injury, bile leakage, stricture 
of bile duct and liver function failure developed 
during and after RFA therapy. During a follow-
up period of 3-14 months, three of these patients 
experienced primary liver cancer recurrence, for 
which surgeons recommended liver transplanta-
tion. The remaining cases are alive so far.

CONCLUSION: We are relatively satisfied with 
long curative effect of combined application of 
1aparoscopic ultrasonography and percutaneous 
ultrasonography in radiofrequency ablation for 
hepatic cancer.

Key Words: Liver; Laparoscopic ultrasonography; 
Percutaneous ultrasonography; Hepatic cancer
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■背景资料
射频消融是近年
来开展的高效微
创的肿瘤治疗新
技术, 在肝脏恶性
肿瘤的治疗方面
取得了较好的疗
效, 腹腔镜超声和
经皮超声引导下
射频消融治疗肝
癌优势各有所长, 
联合应用对患者
的临床效果较好, 
生存率较高且并
发症较低.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
院、浙江省东方
医院)消化科
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application of laparoscopic ultrasonography and 
percutaneous ultrasonography in radiofrequency ablation 
for hepatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(7): 720-723

摘要
目的: 探讨腹腔镜超声和经皮超声在肝癌射
频消融治疗中的联合应用. 

方法: 2007-09/2008-11我院对25例肝癌患者的
43个肝内肿瘤在腹腔镜超声和经皮超声引导
下行射频消融治疗. 肿瘤直径2.7-7.5(平均3.8) 
cm. 本组中, HBV(+)14例, HCV(+)2例, 合并有
不同程度肝硬化16例, 胆囊结石13例. 其中1个
癌灶14例, 2个癌灶3例, 3个癌灶4例, 4例多发. 
术后采用超声检查及螺旋C T增强扫描评价
RFA疗效. 

结果: 25例患者顺利完成腹腔镜超声引导下
射频消融治疗, 有4例射频治疗部位复发和3例
肝内新发病灶又采取经皮超声引导下射频消
融治疗. 全部病例中, 11例同时行胆囊切除术, 
在腹腔镜超声引导下, 单个肿瘤平均射频治疗
时间为39.3±12.1 min, 平均总手术时间95.5
±25.8 min, 平均总出血量148.5±84.3 mL. 在
经皮超声引导下, 单个肿瘤平均射频治疗时
间28.3±10.3 min, 平均总手术时间50.2±11.5 
min, 治疗后超声检查肝周、腹腔未见明确积
液. 患者术中、后均未出现严重并发症. 术后
随访, 有3例CT提示原发性肝癌复发, 外科医
生建议行肝移植, 其余22例随访至2008-11均
存活.

结论: 腹腔镜超声和经皮超声在肝癌射频消
融治疗中的联合应用, 使患者的远期疗效比较
满意.

关键词: 肝脏; 腹腔镜超声; 经皮超声; 射频消融; 
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0  引言

肝癌常发生在乙肝、肝硬化的基础上, 使肝储

备功能明显降低, 以至手术切除率率[1], 总体切

除率仅有30%左右[2]. 射频消融(radiofrequency  
ablation, RFA)技术随着仪器性能的完善, 对深藏

于肝实质内的或位于肝门区靠近大血管的肝癌, 
能起到手术般的疗效且损伤小[3]. 腹腔镜超声

(laparoscopic ultrasound, LUS)在临床应用后, 扩
展了经皮超声引导下RFA术的适应证, 由于其清

晰度优于经皮超声, 能够更好地判断肿瘤的大

小、数目以及肿瘤与周围血管的关系, 使LUS引
导下穿刺部位更加准确[4]. 但对于复发或转移的

位置较安全的小肝癌, 我们仍采取经皮超声引

导下RFA治疗. 二者的联合应用, 使许多随肿瘤

的多发、复发及转移需进行反复多次治疗的肝

癌患者以最小的创伤得到手术切除治疗的效果.

1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2008-11我院在LUS和经皮超

声引导下对25例患者的43个肝内肿瘤实施RFA
治疗, 其中, LUS引导下射频治疗36个病灶, 经皮

超声引导下射频治疗7个治疗后复发和转移病

灶. 其中男18例, 女7例, 年龄28-77(平均年龄42)
岁. 原发性肝癌(primary liver cancer, PLC)20例
(28个癌灶), (其中肝细胞癌14例, 4例合并门静

脉癌栓, 胆管细胞癌2例), 转移性肝癌(metastasis 
liver cancer, MLC)5例(8个癌灶). HBV(+)14例, 
HCV(+)2例, 合并有不同程度肝硬化16例, 胆囊

结石13例. 肝功能ChildA级11例, B级6例, C级3
例. 血小板计数≤40×109/L 9例. 所有病例均经

病理学确诊. 肿瘤直径2.7-7.5 cm, 平均直径3.8 
cm, 其中≤5 cm 10例, AFP≥400 mg/L 8例, 其中

1个癌灶14例, 2个癌灶3例, 3个癌灶2例, 4例多

发. 18例为原发性肝癌首次就诊, 4例为原发性

肝癌治疗后复发来治疗, 3例为结肠癌肝转移. 
采用ALOKA-3500超声诊断仪(超声探头为专用

ALOKALUS探头, 型号: UST-MC11-8731, 频率

8.0 MHz, 轴直径10 mm, 长度310 mm), 腹腔镜设

备(AIM型), RFA治疗仪(RITA-1500X型).
1.2 方法 
1.2.1 LUS引导下RFA治疗: 腹腔镜RFA治疗组

按腹腔镜手术的术前常规准备, 全身麻醉. 将腹

腔镜放入腹腔观察肝脏形态和表面情况, 再用

LUS常规检查确定肝脏占位性病灶的位置、数

目、大小是否与术前检查相符, 以及避免遗漏

手术前影像学没有发现的病灶. 根据肿瘤情况, 
外科医生采取措施, 将肿瘤调节到合适的位置, 
以便插入射频电极进行RFA治疗. 治疗前常规用

18G-BARD活检枪对肝脏病灶进行穿刺活检. 根
据术前影像学检查、腹腔镜所见及LUS检查确

定瘤体布针部位及进针深度, 超声监视下伞状

打开集束电极针后锁定, 接射频治疗仪(RITA-
1500X)进行RFA治疗. 治疗结束后, 立即行LUS

■研发前沿
随着RFA技术应
用的深入和普及, 
LUS或经皮超声
引导下单一的对
肝癌患者RFA治
疗已经不能获得
很好的临床效果, 
二者的联合应用
有突出的优势, 使
患者的远期疗效
比较满意.

■创新盘点
本文通过总结25
例肝癌患者RFA
治疗资料, 较系统
地探讨了LUS和
经皮超声在肝癌
RFA治疗中联合
应用的优点.
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监测射频治疗效果及肿瘤周围血管和胆管情况, 
对于直径小于3 cm的肿瘤只要一次射频治疗就

可以使肿瘤完全凝固坏死, 对于较大的肿瘤可

以穿刺2-3次完成一个病灶的RFA治疗. 
1.2.2 经皮超声引导下RFA治疗: 经皮超声RFA
治疗组按术前常规准备, 患者需空腹8-12 h, 治
疗前患者取仰卧位或左侧卧位, 常规经皮超声

检查结合CT确定肿瘤的位置、大小、数目及血

流情况, 确定最佳进针点, 应注意与周围组织的

关系, 防止发生严重并发症. 术中根据肿瘤的大

小和患者耐受情况决定治疗时间. 治疗范围包

括肿块周边1 cm外科安全带. 在超声引导下将

集束电极穿刺人治疗区底部, 超声监视下伞状

打开集束电极针后锁定, 接射频治疗仪(RITA-
1500X)进行RFA治疗, 治疗停止后收电极针, 退
针1 cm后重复治疗直至治疗区域浅面即完成一

次进针治疗, 最后烧灼针道后退出. 术后常规超

声检查射频治疗效果及肿瘤周围血管和胆管情

况, 腹腔内有无出血.
1.2.3 观察指标: 观察血常规、肝肾功能、体

温、进食、腹部症状及体征等情况, 疗效判断

以治疗后7-14 d复查彩色多普勒超声血流显像

(CDFI)和1 mo后CT增强扫描为标准. 病灶完全

灭活: CDFI检查病灶内无血流, 整个病灶回声

增强; CT增强扫描病灶无强化. 病灶部分灭活: 
CDFI检查病灶内有血流, 病灶回声部分增强或

不增强; CT增强扫描病灶部分强化.

2  结果

25例顺利完成LUS引导下RFA治疗, 有4例射频

治疗部位复发和3例肝内新发病灶又采取经皮

超声引导下RFA治疗. 其中, 1例左外叶巨大肿瘤

伴右叶转移; 另有1例发现肝内未知的多发低回

声结节. 术后病理学检查证实: 16例为肝细胞癌

合并肝硬化. 术中超声显示肿瘤组织治疗区回

声增强, 其内血流信号消失, 回声增强区涵盖病

灶周围0.5-1.0 cm. 术中行胆囊切除11例, 就诊时

3例患者已经切除胆囊. LUS和经皮超声在肝癌

RFA治疗中的应用情况比较(表1). 24例患者的

31次治疗术后出现一过性发热、血清转氨酶升

高, 其中8例体温超过39℃. 本组患者术中、术

后均未出现大出血、胆囊灼伤、胃肠道损伤、

膈肌损伤、胆漏、胆管狭窄、肝功能衰竭等严

重并发症. 术后7-14 d复查超声, 治疗部位的回

声比治疗前增强, 但不均匀, 瘤体内血供全部消

失. 术后1 mo行增强CT检查, 43个结节中有37

个(86.5%)表现为边界清晰的射频致凝固坏死的

未增强区. 术后随访3-14 mo, 有3例定期复查时, 
CT提示原发性肝癌复发, 又处于肝硬化失代偿

期, 已失去手术指征, 外科医生建议行肝移植术

而中断随访, 其余22例随访至2008-11均存活.

3  讨论

RFA是一种微创性肿瘤物理治疗技术, 其热能随

时间逐渐向外周传导, 从而使局部组织细胞发

生热凝固性坏死和变性, 达到消融目的, 可以起

到对早期肿瘤的根治性治疗和对中晚期肿瘤的

姑息性治疗. 本组中大多数患者伴有不同程度

肝硬化, 这一与肝癌发生密不可分的基础病变, 
使肝癌经常复发, 对于这些包括肿瘤直径≥5 cm
者或合并血管、胆管癌栓或治疗后复发或肝外

转移以及合并肝功能失代偿等不能采取多次手

术切除的中晚期肝癌患者[5], 我们采取姑息性治

疗, RFA由于操作简便、微创、安全, 可在LUS
和经皮超声引导下操作, 可随肿瘤复发、转移

而反复治疗, 解决了传统开腹手术二次手术困

难的问题,  故适宜中晚期肝癌的治疗.
腹腔镜外科经过十余年的发展, 随着手术

技巧的提高以及器械的改进, 其触角不断向新

的外科领域延伸, 比如: 腹腔镜下肝脏切除术、

腹腔镜下胆总管切开取石术、腹腔镜下结、直

肠癌切除术等[6]. 本组中, 由于大多数肝癌患者

同时合并胆囊结石及结肠癌等, 所以, 均采取了

腹腔镜下RFA治疗联合胆囊切除或结肠切除等, 
既减轻了患者的症状和痛苦, 又为术后复发再

次治疗减少了顾虑. Tsioulias et al [7]将Lus和螺

旋CT以及MRI、PET等术前检查进行比较, 发
现Lus对于腹部肿瘤的分期以及可切除性判断

具有更高的准确性, 可以帮助外科医生决定手

术的方案, 减少不必要的开腹术. Gómez-Rubio 

表 1 LUS和经皮超声在肝癌RFA治疗中的应用

     
分组                       LUS引导下            经皮超声引导下

单个肿瘤平均         (39.3±12.1)min      (28.3±10. 3)min

射频治疗时间

平均总手术时间      (95.5±25.8)min      (50.2±11.5)min

平均总出血量        (148.5±84.3)mL         极少或无

肿瘤直径     3.7-7.5 cm  2.7-4.5 cm

肿瘤个数      以多发为主  1-3个

肿瘤治疗位置禁忌           无          有(膈顶、胆囊旁等)

术中相关疾病治疗 胆囊切除(11例)、     无

  结肠癌切除(3例)

■应用要点
本 研 究 总 结 了
LUS和经皮超声
在肝癌RFA治疗
中联合应用的临
床价值, 二者的联
合应用更能体现
出外科微创化的
优势, 在肝脏恶性
肿瘤的治疗方面
取得了不少经验, 
值得总结及推广
应用.
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et al [8]的初步经验提示: 结合了LUS的腹腔镜能

够进行一次安全、有效、相对简单的检查过程, 
显示肝癌情况并做出最佳的选择: 肝脏切除或

肝移植. 例如: 本组中1例患者计划做LUS引导

下RFA, 经腹腔镜及LUS检查后, 发现肝内未知

的多发低回声结节, 鉴于患者肝硬化严重, 术中

仅对最大的血供丰富的病灶行RFA治疗, 如果

继续RFA治疗可能导致肝功能衰竭, 随采取其

余留待观察, 1 mo后又对生长较快的病灶行经

皮超声引导下RFA治疗. 翟博 et al [9]研究发现肝

硬化程度及与肝硬化程度有关的凝血机制障碍

(PT值和血小板数量异常)是针道出血的重要决

定因素. 由于肝癌多合并肝炎后肝硬化和门脉

高压, 即肝功能损害引起凝血功能障碍和脾功

能亢进引起血小板减少, 因此出血不易自止, 对
于这类患者, 最理想的治疗手段是LUS引导下

肝癌RFA治疗, 由于腹腔镜下易于识别和处理

肝穿刺部位的出血[10], 而要采取经皮超声引导

下RFA治疗, 就会出现很大危险. 尽管腹腔镜下

治疗相比开腹切除术创伤要小的多, 相比经皮

超声引导下还是有很大创伤, 大多数经皮超声

引导下RFA治疗后的患者都可以走回病房, 从
本研究中可以看出平均总出血量极少或无, 但
经皮超声引导下RFA治疗仅局限于病灶相对安

全及自身体质好的患者.
Santambrogio et al [11]研究证实, 结合了LUS

的腹腔镜在术中探查腹部肿瘤时, 相比传统的

术前影像检查更精确. 尽管采取了腹腔镜及LUS
和术前的大量影像学检查, 隐性癌灶还会被遗

漏, 再就是硬化肝脏这一与肝癌发生密不可分

的基础病变和RFA治疗的不彻底, 对于复发的肿

瘤主要采取经皮超声引导下RFA治疗. 仅很少

一部分肝转移癌适合手术切除治疗, 主要的原

因是肝内多发转移或转移灶靠近大血管及胆管, 
对于这类病例, 根治性的外科切除术可能导致

术后肝脏储备功能不足[12]. 经皮超声引导下RFA
作为局部微创治疗, 可较好的灭活肝内转移灶, 
而且对肝脏损伤小, 当肝内出现再发病灶时可

再次或反复多次治疗, 因此RFA为治疗肝转移癌

的有效方法, 长期观察可延长生存期[13-14], 例如: 
本组中有1例结肠癌术后半年肝转移患者, 定期

复查时被确诊, 当即入院行经皮超声引导下RFA
治疗, 由于创伤小, 患者术后可以走回病房.

总之, 在腹腔镜下开展的LUS引导下RFA治

疗肝癌仅是手术的一部分, 治疗原则以小创口

开展大手术, 而经皮超声引导下RFA仅对复发或

转移的局部癌灶进行治疗, 二者的联合应用, 总
的临床效果是有突出的优势, 对肝癌患者多次

反复治疗, 其疗效优于单一治疗, 使患者的远期

疗效比较满意. 我国原发性肝癌及转移性肝癌

的发生率较高, 临床上以中晚期癌为主. 因此, 
当前提高肝癌治疗总体效果的关键在于外科技

术的微创以及对术后复发选择合理的综合治疗. 

4      参考文献
1 王峰, 牟培源, 周宁新, 周丁华, 白媛媛. 腹腔镜超声在

肝癌射频消融治疗中的临床应用. 世界华人消化杂志 
2009; 17: 205-208

2 Sotiropoulos GC, Lang H, Frilling A, Molmenti 
EP, Paul A, Nadalin S, Radtke A, Brokalaki EI, 
Saner F, Hilgard P, Gerken G, Broelsch CE, Malagò 
M. Resectability of hepatocellular carcinoma: 
evaluation of 333 consecutive cases at a single 
hepatobiliary specialty center and systematic 
review of the literature. Hepatogastroenterology 2006; 
53: 322-329 

3 吴孟超, 吴在德. 黄家驷外科学. 第7版. 北京: 人民卫
生出版社, 2008: 1721

4 Okabayashi T, Kobayashi M, Akimori T, Akisawa 
N, Iwasaki S, Onishi S, Araki K. Usefulness 
of laparoscopic radiofrequency ablat ion of 
hepatocellular carcinoma. Surg Technol Int 2005; 14: 
177-181  

5 杨甲梅, 李叶晟. 中晚期肝癌的外科治疗. 临床外科杂
志 2008; 16: 579-580

6 王国斌. 积极稳健地推进腹腔镜外科发展. 腹部外科 
2006; 19: 4-5

7 Tsioulias GJ, Wood TF, Chung MH, Morton DL, 
Bilchik A. Diagnostic laparoscopy and laparoscopic 
ul trasonography opt imize the s taging and 
resectability of intraabdominal neoplasms. Surg 
Endosc 2001; 15: 1016-1019

8 G ó m e z - R u b i o M , M o y a - V a l d é s M , G a r c í a 
J . Diagnostic laparoscopy and laparoscopic 
u l t r a s o n o g r a p h y w i t h l o c a l a n e s t h e s i a i n 
hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol 
2005; 11: 4120-4123

9 翟博, 徐爱民, 盛月红, 刘晟, 李晓燕, 陈夷. 肝癌射频
消融后针道出血防治21例. 世界华人消化杂志 2006; 
16: 2423-2427 

10 蔡秀军, 王一帆. 肝脏恶性肿瘤的微创手术治疗. 中国
现代手术学杂志 2005; 9: 1-3

11 S a n t a m b r o g i o R , B a r a b i n o M , O p o c h e r E . 
Laparoscopic ultrasonography for abdominal 
tumors. Ultrasound Med Biol 2006; 32 suppl: 48

12 Joosten J, Ruers T. Local radiofrequency ablation 
techniques for liver metastases of colorectal cancer. 
Crit Rev Oncol Hematol 2007; 62: 153-163

13 Seidenfeld J, Korn A, Aronson N. Radiofrequency 
ablation of unresectable liver metastases. J Am Coll 
Surg 2002; 195: 378-386

14 Lau TN, Lo RH, Tan BS. Colorectal hepatic 
metastases: Role of radiofrequency ablation. Ann 
Acad Med Singapore 2003; 32: 212-218

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本文选题较好, 设
计合理, 具有一定
的临床参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the differential diagnostic 
significance of DNA ploidy analysis and serum, 
ascetic carcinoembryonic antigen (CEA), ascites/
serum CEA ratios assay in malignant (PHC and 
non-PHC malignancy) and benign ascites.

METHODS: Flow cytometry (FCM) was used 
for DNA ploidy analysis and enzyme linked im-
munosorbent assay (ELISA) for CEA assay in 56 
malignant (31 PHC and 25 non-PHC) ascites. As 
a control, 50 nonmalignant ascites were evalu-
ated at the same time. If the serum or ascitic 
CEA value >5 μg/L, and the ascites/serum CEA 

ratios >1, then the CEA assay was defined as 
positive. If an aneuploidy was detected, the re-
sult of the DNA ploidy analysis was defined as 
positive.

RESULTS: The sensitivity and specificity of 
ascitic CEA, ascites/serum CEA ratios>1 and 
aneuploidy in differential diagnosis of PHC 
ascites and non-PHC with malignant ascites or 
with benign ascites were 35.48%, 84% and 72%, 
84%; 35.48%, 98% and 72%, 98%; 70.97%, 86% 
and 71.43%, 86%, respectively. The sensitivity 
and specificity of the combination assay of aneu-
ploidy and ascites/serum CEA ratios >1 in dif-
ferential diagnosis of PHC ascites and non-PHC 
with malignant ascites or with benign ascites 
were 93.55%, 100%; 92%, 100%, respectively.

CONCLUSION: Our study confirmed the dif-
ferential diagnostic value between benign and 
malignant ascites of the combination assay of 
ascites/serum CEA ratios assay and the DNA 
ploidy analysis.

Key Words: Primary hepatic carcinoma; Malignant 
ascites; Carcinoembryonic antigen; Ascites/serum 
carcinoembryonic antigen ratios; DNA ploidy analy-
sis; Aneuploidy; Differential diagnosis

Zhang AJ,  Xu L,  Li  WL,  Ma SY,  Niu ZY,  Wang 
Q .  S i g n i f i c a n c e  o f  D N A  p l o i d y  a n a l y s i s  a n d 
carcinoembryonic antigen assay for differential diagnosis 
between benign and malignant ascites. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 724-728

摘要
目 的 :  探 讨 D N A 倍 体 分 析 与 癌 胚 抗 原
(carcinoembryonic antigen, CEA)检测对良、

恶性腹水鉴别诊断的意义. 

方法: 应用流式细胞术对106例腹水患者(良
性腹水50例, 原发性肝癌并腹水31例, 非肝癌
恶性腹水25例)进行腹水细胞DNA倍体分析, 
以腹水细胞中发现异倍体为阳性; 同时采用
ELISA法进行腹水及血清CEA测定, 以血清或

®

■背景资料
临床上不明原因
腹水的鉴别诊断
常较困难, 但又具
有非常重要的意
义, 其中以鉴别腹
水的良恶性质预
后价值更大. 迄今
为止, 在腹水中找
到恶性肿瘤细胞
仍是确诊恶性腹
水的“金标准”, 
但是, 由于受到各
种原因限制, 目前
腹水常规细胞学
检查的诊断率仅
有50%-60%, 远不
能满足临床需求, 
有必要在这方面
开展更多的研究.

■同行评议者
张吉翔, 教授, 南
昌大学第二附属
医院消化内科; 黄
颖秋, 教授, 本溪
钢 铁 ( 集 团 ) 有 限
责任公司总医院
消化内科
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腹水CEA浓度>5 μg/L、腹水/血清CEA比值
>1为阳性. 

结果: 腹水CEA、腹水/血清CEA比值阳性和
腹水中检出异倍体鉴别肝癌并腹水及非肝癌
恶性腹水与良性腹水的灵敏度和特异度分别
为35.48%, 84%及72%, 84%; 35.48%%, 98%及
72%, 98%; 70.97%, 86%和71.43%, 86%. 腹水
中检出异倍体与腹水/血清CEA比值阳性联合
检测鉴别肝癌并腹水及非肝癌恶性腹水与良
性腹水的灵敏度分别为93.55%和92%, 特异度
均为100.00%.

结论: DNA倍体分析联合腹水/血清CEA比值
检测对于鉴别良、恶性腹水是有价值的生物
学指标.

关键词: 原发性肝癌; 恶性腹水; 癌胚抗原; 腹水/血

清癌胚抗原比值; DNA倍体分析; 异倍体; 鉴别诊断
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杂志  2009; 17(7): 724-728

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/724.asp

0  引言

腹水的病因诊断是一个临床难题, 恶性肿瘤引

起的恶性腹水约占腹水病因的10%, 发生后预后

极差. 临床上以腹水为主要表现的患者, 应该首

先鉴别其良、恶性质. 而肝癌是引起恶性腹水

的常见原因. 本研究检测了良、恶性腹水患者

中腹水细胞的DNA异倍体、腹水、血清癌胚抗

原(carcinoembryonic antigen, CEA)以及腹水/血
清CEA比值, 探讨其在良、恶性腹水鉴别诊断

中的临床价值. 同时对这些指标在原发性肝癌

合并腹水与非肝癌恶性腹水中的不同意义进行

分析比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2005-01/2007-03在我院消化科住

院的腹水患者共106例, 其中男65例, 女41例, 平
均年龄57.2±10.1岁. 经腹水常规、生化、细胞

学检查、腹腔镜检查或剖腹手术等方法确诊为

原发性肝癌并腹水31例; 其他恶性肿瘤并腹水

25例(包括胃癌6例, 结直肠癌6例, 胆管癌3例, 胰
腺癌3例, 卵巢癌2例, 乳腺癌1例, 恶性腹膜间皮

瘤1例, 非何杰金氏淋巴瘤1例, 原发灶来源不明

的腹膜转移癌2例); 良性腹水50例: 肝硬化腹水

34例, 结核性腹膜炎6例, 慢性心功能衰竭4例, 

胰腺炎2例, 细菌性腹膜炎1例, 肾病综合征1例, 
慢性肾功能衰竭1例, 系统性红斑狼疮1例; 两组

患者在性别和年龄构成上均无显著性差异. 其
中经腹水行细胞学检查确诊25例, 阳性率44.6%. 
另选取10例健康体检者的静脉全血作为流式

细胞仪检测DNA倍体时的二倍体对照. CEA酶

联免疫反应试剂盒购自瑞典CanAg公司; DNA-
Prep试剂盒购自美国Beckman Coulter公司. 全
自动酶标分析仪(伯乐680型, 美国), 流式细胞

仪(EPICS XL-MCL型, 美国), 低温高速离心机

(Contifuge Stratos型, 德国).
1.2 方法 
1.2.1 标本制备: 按腹膜腔常规穿刺方法进行腹

腔穿刺, 抽取腹水100 mL行DNA倍体分析及

ELISA法检测腹水CEA浓度; 同时常规静脉穿刺

取血2 mL, 离心分离血清, 行ELISA法检测血清

CEA浓度.
1.2.2 流式细胞仪腹水DNA倍体分析: 由我院中

心实验室按试剂盒说明书对腹水脱落细胞进行

DNA倍体分析, 以正常人新鲜淋巴细胞的DNA
荧光信号主峰值作为二倍体细胞DNA含量的参

考值, 以腹水中二倍体细胞DNA含量作为内标, 
由仪器自带程序对样品细胞的DNA指数、增殖

指数、S期细胞百分率等指标进行分析, 并作出

直方图. 以直方图上出现与二倍体细胞G0/1峰完

全分离的荧光信号峰(DI ≠ 1), 即判断受检标本

含有DNA异倍体细胞为阳性.
1.2.3 血清及腹水CEA浓度测定: 按试剂盒说明

书操作, 将25 μL血清或腹水标本、标准液、控

制液及100 μL抗体加入反应微孔中, 室温下反应

1 h; 用稀释的洗液反复冲洗6次, 再加入100 μL
染色剂, 37℃孵化30 min; 然后加入100 μL反应

终止液, 在15 min内在405 nm吸光度下读出吸光

度(A )值, 以A值为纵坐标, 以标准品浓度为横坐

标, 绘制标准曲线. 根据血清或腹水样品的A值

可在标准曲线上查出其浓度, 结果由全自动酶

标分析仪自动产生. 血清和腹水的CEA标准均

采用>5 μg/L为阳性. 若血清或腹水CEA阳性, 则
计算腹水/血清CEA比值, 以比值>1为阳性.

统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 
均数比较采用t检验; 计数资料采用率或构成比

表示, 应用χ2检验.

2  结果

2.1 腹水细胞DNA倍体分析结果 二倍体DNA细

胞直方图及异倍体DNA细胞直方图见图1. 31例

■研发前沿
近年来, 随着对恶
性腹水形成机制
的研究进展, 针对
恶性腹水的治疗
研究也不断深入, 
一些新疗法不论
在动物实验还是
临床研究中均显
示了明显疗效, 对
于缓解症状、提
高生存质量都有
一定作用, 甚至可
使小部分患者获
得较长期生存. 而
准确的诊断是合
理治疗的基础, 因
此寻找理想的检
测方法以提高良
恶性腹水的鉴别
诊断效能已成为
目前研究的热点.
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肝癌并腹水患者有22例(70.97%)检出异倍体, 25
例非肝癌恶性腹水患者有18例(72%)检出异倍

体, 均明显高于良性腹水患者的异倍体检出率

(7/50, 14%), 差异有统计学意义(χ2
PHC = 27.02, 

P <0.01; χ2
non-PHC = 25.23, P <0.01), 而肝癌并腹水

和非肝癌恶性腹水患者之间异倍体检出率无差

别; 异倍体区别肝癌并腹水及非肝癌恶性腹水与

良性腹水的灵敏度分别为70.97%和72%, 特异度

均为86%(表1).
2.2 血清CEA检测结果 25例非肝癌恶性腹水

患者的血清CEA浓度为9.79±10.04 μg/L, CEA
阳性率64%(16/25), 高于肝癌并腹水患者(分别

为3.34±1.47 μg/L及29.03%), 差异有统计学意

义(t  = 3.538, P <0.01及χ2 = 27.02, P <0.01); 也高

于良性腹水组患者(分别为3.32±2.27 μg/L及
26%), 差异有统计学意义(t  = 4.366, P <0.01及χ2 
= 10.15, P <0.01). 而肝癌并腹水患者的血清CEA
浓度及CEA阳性率与良性腹水组患者之间均无

差别. 血清CEA区别非肝癌恶性腹水与良性腹

水的灵敏度为64%(16/25), 特异度为74%(表1).
2.3 腹水CEA检测结果 31例肝癌并腹水患者

的腹水CEA浓度为4.13±3.78 μg/L, CEA阳性

率35.48%, 高于良性腹水组患者(分别为2.61±
1.88 μg/L及16%), 差异有统计学意义(t  = 2.409, 
P <0.05及χ2 = 4.046, P <0.05); 但低于非肝癌恶性

腹水患者(分别为31.77±46.90 μg/L及72%), 差
异有统计学意义(t  = 3.275, P <0.01及χ2 = 7.391, 

P <0.01); 非肝癌恶性腹水患者的腹水CEA浓

度及腹水CEA阳性率均较良性腹水患者高, 差
异有统计学意义(t  = 4.420, P <0.01及χ2 = 23.08, 
P <0.01). 腹水CEA区别肝癌并腹水及非肝癌恶

性腹水与良性腹水的灵敏度分别为35.48%和

72%, 特异度均为84%(表1).
2.4 腹水/血清CEA比值检测结果 31例肝癌并腹

水患者腹水/血清CEA比值阳性有11例(35.48%), 
高于良性腹水组患者的腹水/血清CEA比值阳性

率(2%), 但低于非肝癌恶性腹水患者的腹水/血
清CEA比值阳性率(72%), 差异均有统计学意义

(χ2 = 14.45, P <0.01及χ2 = 7.391, P <0.01). 非肝癌

恶性腹水患者的腹水/血清CEA比值阳性率高

于良性腹水组, 差异有统计学意义(χ2 = 43.17, 
P <0.01). 腹水/血清CEA比值区别肝癌并腹水及

非肝癌恶性腹水与良性腹水的灵敏度分别为

35.48%和72%, 特异度均为98%(表1).
2 .5  腹水细胞D N A倍体分析联合腹水 /血清

C E A 比 值 检 测 结 果  肝癌并腹水患者D N A
倍体分析与腹水 /血清C E A比值同时阳性为

12.90%(4/31), 非肝癌恶性腹水组为52%(13/25), 
良性腹水组为0.00%(0/50); 肝癌并腹水患者

DNA倍体分析或腹水/血清CEA比值阳性的阳

性率为93.55%(29/31), 非肝癌恶性腹水组为

92%(23/25), 良性腹水组为18%(9/50), DNA倍体

分析联合腹水/血清CEA比值检测鉴别肝癌并腹

水及非肝癌恶性腹水与良性腹水的灵敏度分别

■相关报道
Trape et al 发现, 
恶性浆膜腔积液
中肿瘤标志物浓
度明显高于良性
积液或血清中浓
度 .  积液 /血清比
值分析在CEA、

CA19-9和CA15-3
较单一积液检测
结果显示了更好
的灵敏度和最大
的特异度. 曾志勇 
et  al 发现恶性腹
水组CEA几项指
标均明显高于良
性组, 其中腹水与
血清CEA比值的
灵敏度和准确度
均显著高于腹水
CEA和血清CEA
标准.

表 1 良、恶性腹水细胞DNA倍体分析和CEA检测结果 n (%)

     
 分组    n  血清CEA阳性 腹水CEA阳性 腹水/血清CEA比值阳性 异倍体阳性

PHC组  31    9(29.03)d   11(35.48)ad          11(35.48)bd   22(70.97)b

non-PHC组 25  16(64.00)b   18(72.00)b          18(72.00)b   18(72.00)b

良性腹水组 50  13(26.00)      8(16.00)            1(2.00)     8(16.00)

PHC组: 肝癌并腹水组; non-PHC组: 非肝癌恶性腹水组; aP<0.05, bP<0.01 vs  良性腹水组; dP<0.01 vs  non-PHC组.
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图 1 腹水细胞DNA倍体
检测结果. A: 二倍体; B: 

异倍体.
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为93.55%和 92%, 特异度均为100.00%(表1).

3  讨论

恶性肿瘤引起的腹水称为恶性腹水, 通常是恶性

肿瘤腹腔内侵犯的第一个体征, Garrison et al [1]报

道, 52%恶性肿瘤患者在原发癌诊断时已有明显

腹水. 腹腔穿刺抽取腹水进行常规、生化、细

胞学等方面的检查, 可较准确的鉴别腹水的性

质, 尤其是腹水细胞病理学检查, 阳性者有确诊

意义, 至今仍作为“金标准”. 但其阳性率仅有

50%左右[2], 限制了其在临床上的应用. 寻找能

够更有效鉴别良、恶性腹水的方法, 现已成为

临床研究的热点. 肝癌是引起恶性腹水的最常

见病因之一, 除癌肿向腹膜种植转移外, 还常因

为合并肝硬化、门静脉高压、门静脉或下腔静

脉癌栓等原因所致[3], 故肝癌合并腹水在临床上

与其他恶性腹水有许多不同, 鉴别诊断时应特

别注意. 
CEA最初发现于成人结肠癌组织中, 1965

年由Gold et al [4]首先报道. CEA是一种结构复杂

的可溶性糖蛋白, 分子质量约为200 kDa, 具有

二级以上结构. 胚胎期主要存在于胎儿的胃肠

管、胰腺和肝脏, 出生后逐渐消失或仅存留微

量. 当细胞癌变时, 此类抗原可重新合成, 并表

达于肿瘤细胞表面, 也可分泌到血流中, 因此血

液中可检测到异常增高. CEA也可被分泌入浆膜

腔内, 由于其分子质量大, 分泌后能潴留在浆膜

腔内而不会像在血浆中那样被迅速降解, 研究表

明检测其浓度有助于鉴别良恶性浆膜腔积液[5]. 
因为血中CEA可漏出和渗出到胸腹水中, 

使胸腹水中的CEA值升高, 所以单纯以胸腹水

中C E A值作为诊断依据假阳性多, 特异度差. 
Trapé et al [6]评估了联合测定浆膜腔积液和血清

中的5种肿瘤标志物在鉴别诊断胸腹膜腔积液

性质中的作用. 结果发现, 恶性浆膜腔积液中肿

瘤标志物浓度明显高于良性积液或血清中浓度. 
积液/血清比值分析在CEA、CA19-9和CA15-3
较单一积液检测结果显示了更好的灵敏度和最

大的特异度, 认为CEA检测其积液/血清比值能够

提高诊断的灵敏度和特异度. 国内曾志勇 et al [7]

检测了腹水及血清中的CEA水平, 并计算了腹

水与血清CEA比值, 发现恶性组三者均明显高

于良性组, 但灵敏度较低, 分别为32%、28%和

66%, 特异度分别为92%、90%和94%, 准确度分

别为62%、59%和80%, 其中腹水与血清CEA比

值的灵敏度和准确度均显著高于腹水CEA和血

清CEA标准.
目前研究发现CEA具有促进转移的作用, 

可能与干扰原发灶内肿瘤细胞间连接有关 . 
Benchimol et al [8]从分子水平上证实CEA是一种

黏附因子, 他具有同型细胞聚集和识别现象, 从
而有可能使转移瘤细胞在血液循环及转移脏器

中形成集落, 成活性较单个细胞明显增高, 对肿

瘤的转移起重要作用. 因此CEA常与肿瘤的转

移浸润有关. CEA升高, 主要见于结肠癌、胃

癌、肺癌、胆管癌, 肝癌等亦可引起增高[9], 但
CEA作为肿瘤标志物应用于肝癌诊断, 敏感度

和特异度都较差, 被推荐作为转移性肝癌的标

志[10]. 
本研究中非肝癌恶性腹水组患者血清CEA

浓度明显高于肝癌并腹水及良性腹水组; 血清

CEA在非肝癌恶性腹水组患者中的表达阳性率

也明显高于肝癌并腹水及良性腹水组, 而在肝

癌并腹水与良性腹水组之间无差别, 表明血清

CEA在良恶性腹水的鉴别诊断中有一定价值, 
但仅限于非肝癌恶性腹水与良性腹水组. 其鉴

别诊断灵敏度为64%, 特异度为74%, 与文献报

道类似[11]. 总体来说, 诊断价值有限. 原因是一些

非肿瘤疾病如肝功能衰竭、大量吸烟者、慢性

溃疡性结肠炎、Crohn病等亦常见血CEA升高, 
故特异性不高. 而本组良性病患者中以肝硬化

患者为多, 可能是造成这种现象的主要原因. 
本研究中肝癌并腹水患者腹水CEA浓度高

于良性腹水组, 但较非肝癌恶性腹水患者低; 腹
水CEA在肝癌并腹水患者中的表达阳性率也高

于良性腹水组, 较非肝癌恶性腹水低. 表明腹水

CEA在良恶性腹水的鉴别诊断中有一定价值, 
其鉴别诊断肝癌并腹水及非肝癌恶性腹水与良

性腹水的灵敏度分别为35.48%和72%, 特异度

均为84%. 文献报道[12]将腹水CEA检测与常规

细胞病理学检测结合, 使67例恶性腹水的阳性

率由58.2%提高到85.07%, 灵敏度82.6%, 特异度

94.5%. 另有研究[13]表明, 胸腹水中CEA值较血

中CEA值的正确诊断率、灵敏度、特异度均好

(分别为82.4%对58.8%, 95.7%对56.5%, 71.4%对

60.7%), 本研究中, 腹水CEA检测阳性率在肝癌

并腹水组明显低于文献报道, 进一步提示导致

恶性腹水的病因不同,  CEA的表达会有差异. 我
们检测了患者腹水/血清CEA比值, 发现其阳性

率在恶性腹水组均高于良性腹水组, 其鉴别诊

断肝癌并腹水及非肝癌恶性腹水与良性腹水的

灵敏度分别为35.48%和72%, 特异度均为98%. 

■创新盘点
本研究将流式细
胞术DNA倍体分
析 与 腹 水 / 血 清
CEA比值联合检
测用于良恶性腹
水的鉴别诊断, 最
大限度的发挥了
二者各自在灵敏
度和特异度方面
的长处, 有效的提
高了鉴别诊断的
效能. 同时发现肝
癌并腹水与非肝
癌恶性腹水存在
一些不同的特点, 
为进一步研究提
出了一些新的思
路.
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与文献报道[7]相比, 肝癌并腹水组腹水/血清

CEA比值的特异度相似, 而灵敏度较低. 说明单

纯使用CEA尚不能作为鉴别良恶性腹水的敏感

指标. 
正常人体细胞多为二倍体(即2N = 46条染

色体), 非整倍体和多倍体很少见, 而恶性肿瘤

细胞具有不可抑制的克隆性增殖, 且分裂呈多

极、紊乱. 恶性腹水中有一定数量的癌细胞分

裂象, 并有明显的染色异常改变. 周秀彦 et al [14]

应用高分辨染色技术, 发现恶性腹水患者中, 其
染色体出现多倍体、超二倍体、亚四倍体及染

色体出现缺失、畸变者达82.35%, 提示腹水染

色体检查对良、恶性腹水的鉴别具有重要意

义. 本研究中DNA异倍体在肝癌并腹水及非肝

癌恶性腹水患者中的阳性率分别为是70.97%和

72%, 明显高于良性腹水组的阳性率14%. 以腹

水中找到异倍体细胞为标准鉴别诊断肝癌并腹

水及非肝癌恶性腹水与良性腹水的灵敏度为分

别为70.97%和72%, 特异度均为86%. 与文献报 
道[15-19]接近, 提示检测腹水中的异倍体对于鉴别

诊断良恶性腹水有一定价值. 但仍存在一定的

假阳性率和假阴性率. 假阳性的产生可能与标

本制作过程中的某些染色体发生机械性缺失有

关, 标本中存在较多炎性细胞和多核细胞也可

导致检出非整倍体可能, 少数良性疾病细胞内

的染色体可产生一过性畸变也是造成假阳性的

原因之一[20]; 造成假阴性的主要原因分析与肿

瘤细胞未脱落至浆膜腔以及存在高分化的二倍

体肿瘤等因素有关. 
如前所述, CEA与腹水细胞异倍体在恶性

腹水的鉴别诊断中都有一定价值, 也都存在一

定的局限性. 我们将DNA倍体分析与腹水/血清

CEA比值联合检测, 结果发现二者联合鉴别肝

癌并腹水及非肝癌恶性腹水与良性腹水的灵敏

度分别为93.55%和92%, 特异度均为100.00%. 
联合检测较各单项指标灵敏度与特异度均有明

显提高, 说明二者具有较好的互补性, 可以克服

单项检测固有的一些缺陷, 对于良、恶性腹水

鉴别诊断有很高的应用价值. 
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Abstract
AIM: To summarize the clinical features of 
primary liver carcinoma prognosis in hope of 
shedding light on factors that affect prognosis in 
elderly patients.

METHODS: Clinical data, including age, gender, 
hepatitis virus infection status, degree of hepatic 
cirrhosis, tumor size, and treatment of 176 elder-
ly patients who were diagnosed with primary 
hepatocellular carcinoma, were analyzed for 
clinical features. 

RESULTS: Among those with confirmed liver 
carcinoma, 94.9% patients were infected with 
hepatitis virus, 63.6% patients had history of 
chronic hepatitis, and 56.8% had complicated 
hepatic cirrhosis or liver firbrosis. The 1-, 2- and 
5-year survival rates for patients which received 
surgical operation were 83.1%, 66.0% and 28.8%, 

respectively, for those which received interven-
tion treatment, 73.0%, 56.2% and 10.1%, for those 
who received conservation treatment, 14.3%, 
7.1% and 0.0%. The 5-year survival rates of the 
patients who suffered small liver cancer were 
higher than of those who suffered big or huge 
liver cancer. 

CONCLUSION: Hepatitis infection virus was the 
main pathogenic factor of the primary hepatocel-
lular carcinoma. Surgical operation would im-
prove the survival rates of the elderly patients. 

Key Words: Primary hepatocellular carcinoma; 
Therapy; Aged

Dong WM, Wu BY. Primary liver carcinoma in elderly 
patients: an analysis of 176 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(7): 729-732

摘要
目的: 总结老年人原发性肝癌的临床资料, 分
析影响老年人原发性肝癌预后的临床特点, 
探讨影响老年人原发性肝癌患者预后的临床
因素. 

方法: 总结分析176例老年原发性肝癌患者的
临床特点, 包括年龄、性别、肝炎病毒感染、

肝硬化程度、肿瘤大小以及接受不同的治疗
方法. 

结果: 在所有确诊肝癌的患者中, 94.9%有肝
炎病毒(HBV及HCV)感染史, 63.6％有慢性
肝炎病史, 56.8％合并肝硬化或肝纤维化. 接
受手术治疗患者的1、2、5年生存率分别为
83.1%、66.0%及28.8%; 接受介入治疗的患
者的1、2、5年生存率分别为73.0%、56.2%
及10.1%; 采取保守治疗患者则为14.3%、

7.1%、0%. 小肝癌患者5年生存率明显高于大
肝癌及巨大肝癌患者.

结论: HBV感染是导致老年人原发性肝癌的
主要原因. 手术治疗是提高患者生存率的重要
方法, 介入治疗同样可以取得理想效果. 

关键词: 原发性肝癌; 治疗; 老年
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■背景资料
我国是原发性肝
癌 的 高 发 区 ,  原
发性肝癌的患者
总数已经高达全
球的40%-50%, 全
球每年54.1万新
发肝癌患者中有
31.8万发生在中
国. 从流行病学特
点看, 原发性肝癌
患者中绝大多数
患者有肝炎病毒
感染史 ,  HBV及
HCV感染是导致
老年人原发性肝
癌发生的重要因
素.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科  
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatocellular carcinoma, 
PHC)是我国常见的恶性肿瘤之一, 根据流行病

学调查统计我国原发性肝癌的年死亡率位列所

有恶性肿瘤年死亡率的第2位[1]. 本研究旨在通

过对老年肝癌患者临床资料的回顾性总结, 分
析老年人原发性肝癌临床特点, 影响预后的因

素, 以探讨老年人肝癌合理的治疗方式. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集并随访2000-01/2006-12在我院住院

治疗、资料完整的老年原发性肝癌患者176例. 
年龄范围65-92(平均74.5±8.2)岁, 其中男145例
(82.4%), 女31例(17.6%). 发病时小于80岁的146
例, 大于80岁30例. 患者均经影像、肝组织学及

血液生化检查, 其中组织学检查证实为肝细胞癌

125例, 胆管细胞癌11例, 所有患者均符合原发性

肝癌诊断标准[2].
1.2 方法 本研究主要分析不同因素对老年人肝

癌患者预后的影响, 包括患者的性别、年龄、

肝炎病毒感染情况、肝硬化程度、肿瘤大小、

以及接受不同的治疗方法. 按照全国肝癌研究

协作会议拟订的分期标准[2], 根据患者肿瘤大小

分为: 小肝癌(单个肿瘤直径<3 cm或2个肿瘤直

径<5 cm)88例, 大肝癌(单个肿瘤或2个肿瘤直径

>5 cm而<10 cm)60例, 巨大肝癌(单个肿瘤或2
个肿瘤直径>10 cm)28例. 同时根据所接受的治

疗方法因此将病例资料分为: (1)手术治疗组: 外
科手术切除肿瘤或姑息性外科治疗(包括有肝

动脉结扎和(或)肝动脉插管化疗、术中冷冻、

射频、微波治疗), 共59例. (2)介入治疗组: 包括

肝动脉栓塞化疗(TACE)、超声引导下微波固化

或无水酒精注射, 89例. (3)保守治疗组: 接受中

医中药及免疫治疗, 28例. 治疗方法的选择主要

依据患者的肿瘤大小、部位、年龄、肝功能及

心、肾、肺、脑等全身重要脏器功能耐受情况

综合分析并结合患者及其家属意见制定.
统计学处理  生存率的估计使用K a P l a n-

Meier法, 影响生存曲线的因素分析采用log-rank
检验, 三组治疗方法死亡风险的比较采用COX
比例风险模型调整已知的对预后有影响因素, 
检验水准α = 为0.05. 
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2  结果

2.1 一般情况 在所有确诊肝癌的患者中, 年龄范

围65-92岁, 平均年龄74.5±8.2岁, 其中男性145
例, 占82.4%, 女性31例, 占17.6%. 167例(94.9%)
的患者有肝炎病毒感染史, 其中157例(89.2%)有
乙肝病毒(HBV)感染史, 这之中有132例(75.0%)
表现为HBsAg阳性; 10例(5.7%)患者有丙肝病

毒(HCV)感染史, 其中2例(1.1%)同时合并乙肝

病毒感染, 无任何肝炎病毒感染依据者只有9例
(5.1%), 另外, 100例(56.8%)合并肝硬化或肝纤

维化. 
2.2 影响老年原发性肝癌患者生存率的单因素

分析 单因素分析(Log-rank检验)显示, 在整个

随访期间内发生死亡的可能性, 80以下的患者

要低于80及以上患者(P <0.01), 小肝癌患者要

低于大肝癌患者(P <0.01), 大肝癌患者要低于

巨大肝癌患者(P <0.05), 手术治疗要低于介入

治疗, 介入治疗要低于保守治疗; 性别、发病时

有无肝硬化以及是否有肝炎病毒感染对老年原

发性肝癌患者生存率的影响差异无统计学意义

(P >0.05). 具体的1、2、5年生存率见表1. 
2.3 不同治疗方法与老年原发性肝癌患者生存

率关系 图1显示的是不同方法治疗后不同随访

时间内老年原发性肝癌患者的生存率变化情况. 
从图中可以发现, 手术治疗优于介入治疗, 介入

治疗优于保守治疗. 为排除不同治疗组患者的

性别、年龄、肿瘤大小、病毒感染历史、肝硬

化历史的构成不同对治疗效果评价的干扰, 采
用多因素COX回归分析, 结果如表2所示. 

整个随访期内, 保守治疗的死亡风险为手

术治疗的7.51倍(P <0.01), 为介入治疗的5.90
倍(P <0.01), 手术治疗和介入治疗差别不明显

(P >0.05); 1年内 ,  保守治疗的死亡风险为手

术治疗的5.78倍(P <0.01), 为介入治疗的5.61
倍(P <0.01), 手术治疗和介入治疗差别不明显

(P >0.05); 2年内 ,  保守治疗的死亡风险为手

术治疗的5.59倍(P <0.01), 为介入治疗的5.41
倍(P <0.01), 手术治疗和介入治疗差别不明显

(P >0.05);  5年内, 保守治疗的全部受访者已全部

死亡, 手术治疗和介入治疗差别不明显(P >0.05); 
5年后, 手术治疗和介入治疗死亡风险差别亦不

明显(P >0.05). 

3  讨论

我国是原发性肝癌的高发区, 原发性肝癌的患者

总数已经高达全球的40%-50%, 全球每年54.1万

www.wjgnet.com
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方法、提高肝癌
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临床医师需要面
对的实际问题.
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新发肝癌患者中有31.8万发生在中国[1,3]. 从流行

病学特点看, 原发性肝癌患者中绝大多数患者

有肝炎病毒感染史, HBV及HCV感染是导致老

年人原发性肝癌发生的重要因素[4]. 本研究显示, 
肝癌患者中94.9%有乙肝病毒(HBV)及丙肝病毒

(HCV)感染史, 63.6%有慢性肝炎病史, 56.8%合

并肝硬化或肝纤维化, 男性患者高达82.4%. 本
研究显示, 老年肝癌患者肝炎病毒感染率明显

高于国内相关报道结果, 而患者合并肝硬化比

例与国内相关报道相似[4]. 
随着医学科技水平的发展, 肝癌治疗的手

段和方法不断提高与完善, 目前外科切除术、

介入治疗、聚能刀治疗、光子刀治疗及中西医

结合对症治疗已经广泛应用于原发性肝癌的治

疗. 选择适宜的治疗方法、提高肝癌患者的生

存率及改善生活质量是临床医师需要面对的实

际问题. 国内外多项大规模回顾性研究证实, 原
发性肝癌患者接受外科根治性切除可获得最好

疗效, 仍然是该病首选的治疗方法. 肝癌患者根

治性切除术后的5年生存率可达40%左右, 小肝

癌可达60%-70%[1]. 本研究也显示, 手术组患者

平均生存期接近4年, 其5年生存率接近30%, 均
明显高于接受其他治疗方法的患者, 这与国内

相关报道类似[5-6]. 但手术组患者5年生存率明显

表 2 三种方法治疗后患者死亡风险比的比较

     
                                                                     校正前                     校正后

                                                                   HR(95%CI)              P                  HR(95%CI)             P

保守治疗与手术治疗比较 　 　 　 　 　

    Entire follow-up period       8.09(4.20-15.58)     <0.001     7.51(3.61-15.60)     <0.001

    0 to 1 y follow-up       7.58(3.67-15.68)     <0.001     5.78(2.62-12.76)     <0.001

    0 to 2 y follow-up       6.20(3.36-11.42)     <0.001     5.59 (2.78-11.27)    <0.001

保守治疗与介入治疗比较     

    Entire follow-up period       4.74(2.82-7.97)       <0.001     5.90(3.40-10.23)     <0.001

    0 to 1 y follow-up       5.39(3.00-9.70)       <0.001     5.61(3.15-10.74)     <0.001

    0 to 2 y follow-up       4.57(2.72-7.67)       <0.001     5.41(3.11-9.42)       <0.001

介入治疗与手术治疗比较     

    Entire follow-up period       1.85(1.26-2.70)         0.002     1.27(0.80-2.03)         0.314

    0 to 1 y follow-up       1.37(0.66-2.82)         0.398     1.07(0.32-2.11)         0.674

    0 to 2 y follow-up       1.40(0.82-2.41)         0.219     1.10(0.45-1.86)         0.706

    0 to 5 y follow-up       1.73(1.19-2.52)         0.004     1.20(0.76-1.91)         0.436

    5 y to end of follow-up       1.36(0.54-2.32)         0.387     1.16(0.34-1.92)         0.277

表 1 影响老年原发性肝癌患者生存率的单因素分析 (n )

      
        取值    n

                           生存率(%)            
P 值

       1年                2年     5年

性别        男  145   99(68.3)          77(53.1) 24(16.6)           0.527

        女    31   20(64.5)          14(45.2)   2(6.5) 

年龄        80以下 146 105(71.9)          83(56.8) 25(17.1)           0.008

        80及以上   30   14(46.7)            8(26.7)   1(3.3) 

肿瘤大小        小肝癌   88   70(79.5)          55(62.5) 28(23.9) 

        大肝癌   60   37(61.7)          31(51.7)   6(8.3)           <0.001

        巨大肝癌   28   12(42.9)            5(17.9)   0(0) 

病毒感染史     有  167 109(65.3)          84(50.3) 22(13.2)           0.060

        无      9     9(100.0)          7(77.8)   4(44.4) 

肝硬化史        有  100   61(61.0)          48(48.0) 11(11.0)           0.061

        无    76   58(76.3)          43(56.6) 15(19.7) 

治疗方式        手术治疗   59   49(83.1)          39(66.0) 17(28.8) 

        介入治疗   89   65(73.0)          50(56.2)   9(10.1)         <0.001

        保守治疗   28     4(14.3)            2(7.1)   0(0) 　

■相关报道
国内外多项大规
模回顾性研究证
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好疗效, 仍然是该
病首选的治疗方
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生存率可达40%
左右, 小肝癌可达
60%-70%.
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低于国内一般人群报道, 除了本研究例数相对

少, 带有局限性外, 也要考虑到本研究对象为老

年人群, 病后平均预期寿命相对较短的因素. 
由于老年人多器官功能代偿不足, 手术风险

大, 临床上真正适合进行手术治疗的老年患者比

例相对较低, 本研究显示只有33%的患者获得手

术治疗的机会. 近年来介入治疗广泛地应用于临

床, 无疑是为原发性肝癌患者带来了福音[7]. 本研

究接受介入治疗的老年肝癌患者其1、2年生存

率分别为73.0%、56.2%, 与接受手术治疗的患者

无协助差异, 这与国内相关报道相似[8], 这对于老

年肝癌患者具有重要的临床意义. 
本研究也针对其他可能影响老年原发性肝

癌患者预后的因素进行了分析, 结果显示性别对

老年原发性肝癌患者预后无显著差异, 这与国内

相关报道结果相似[6]. 对比病例中高龄老年患者

与非高龄老年患者的生存率, 结果也未显示出显

著差异, 这一结果也从某种意义上说明对于老年

原发性肝癌患者来说, 年龄并非是决定取舍采取

积极治疗的唯一因素, 只要选择合适的治疗方

式, 同样可以取得一定效果. 当然, 高龄患者病例

数偏少、高龄患者肿瘤细胞发生发展的特殊生

物学行为, 也可能是出现这一结果的原因. 和国

内外研究结果相似[5], 本研究显示小肝癌患者的

1、2、5年生存率分别为79.5%、62.5%及23.9%, 
其预后明显好于大肝癌及巨大肝癌患者, 说明即

使是对于一般状况较差、综合条件不佳的老年

原发性肝癌患者, “早期发现、早期治疗”仍然

具有显著的临床意义.
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图 1 三种治疗方法不同随访时间的累计生存率.
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Abstract
AIM: To observe the effect and safety of 
Deanxit in combination with Birid Triple Viable 
(BIFICO) in treatment of diarrhea-predominant 
postinfectious irritable bowel syndrome (PI-IBS) 
without obvious psychiatric symptoms. 

METHODS: Sixty cases of diarrhea-predominant 
PI-IBS without obvious psychiatric symptoms 
were divided into 2 groups, and each group had 
30 cases. Combination treatment group received 
both Deanxit and BIFICO treatment, while the 
control group received BIFICO treatment only. 
After 2-week treatment, the therapeutic effect 
and drug safety were compared between the 2 
groups. 

RESULTS: The total effective rate was 90.0% 
in combination treatment group, and 60.0% in 
BIFICO group. The total effective rate in combi-

nation treatment group was significantly higher 
than that of BIFICO group (P < 0.05). There were 
no obvious side-effects found in both groups. 

CONCLUSION: Deanxit combined with BIFICO 
is safe and effective in treatment of PI-IBS with-
out obvious psychiatric symptoms. 

Key Words: Deanxit; Birid triple viable; Irritable 
bowel syndrome

Chen H, Lin LM, Zheng JJ. Treatment of diarrhea-
predominant Post-infectious irritable bowel syndrome 
with Deanxit: an analysis of 30 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 733-736

摘要
目的: 观察黛力新联合培菲康治疗无明显精
神症状的腹泻型感染后肠易激综合征的疗效
和安全性.

方法: 将60例无明显精神症状的腹泻型感染
后肠易激综合征患者分为2组, 每组病例均30
例. 联合治疗组采用黛力新联合培菲康治疗; 
对照组单用培菲康治疗. 治疗2 wk后, 比较药
物疗效和安全性. 

结果: 联合治疗组总有效率90.0%, 单用培菲
康组总有效率60.0%, 联合治疗组总有效率明
显优于单用培菲康对照组(P <0.05), 两组患者
均未发现明显的不良反应.

结论: 黛力新联合培菲康治疗无明显精神症
状的腹泻型感染后肠易激综合征安全、有效.

关键词: 黛力新; 培菲康; 肠易激综合征
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肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
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■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是最常见的
功能性肠道疾病, 
IBS的发病与胃肠
动力学异常、内
脏感觉异常、精
神因素以及感染
等诸多因素有关. 
近年来的研究提
出感染后肠易激
综合征(PI-IBS)的
新概念. 

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所

   



最常见的一种功能性肠道疾病, 以腹痛伴排便

习惯改变为特征. IBS分为腹泻型、便秘型、混

合型以及未分型, 临床上以腹泻型多见, 女性患

者多见. IBS的发病与胃肠动力学异常、内脏感

觉异常、精神因素以及感染等诸多因素有关[1-3]. 
近年来研究发现, IBS的发病率在肠道感染后显

著增加[4]. 患者被肠道病毒、细菌或寄生虫等

感染, 在病原体清除及黏膜炎症逐渐消退后, 出
现IBS症状, 称之为感染后肠易激综合征(post-
infectious irritable bowel syndrome, PI-IBS)[5-7]. 
PI-IBS也以腹泻型多见, 其比例可达70%以上[6]. 
虽然IBS严重影响患者的生活质量[8], 但是目前

尚无特效治疗[9], 已被公认为一种具有特殊病理

生理基础的身心疾患. 对于难治性IBS单一药物

往往不能达到满意效果, 本研究应用黛力新联

合培菲康短期治疗无明显精神症状, 常规药物

疗效欠佳的PI-IBS患者, 疗效满意, 报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2004-06/2007-12在温州医学院附属

第二医院消化内科住院或门诊PI-IBS患者60例, 
其中男11例, 女49例, 年龄22-48(平均年龄35.3)
岁; 病程12-72(平均18.3) mo, 其中病程≤15 mo 
13例, 病程>15 mo 17例. 腹痛、腹泻症状严重程

度分级标准: 0级 = 无明显症状; 1级 = 症状轻微,
偶尔影响某些社会活动; 2级 = 症状频繁, 影响较

多社会活动; 3级 = 症状持续且严重, 影响所有社

会活动. 根据上述分级法, 入选的PI-IBS患者均

属于1-2级.
1.2 方法 
1.2.1 病例选择及排除标准: PI-IBS患者入选标

准: (1)符合罗马Ⅱ诊断标准. (2)患病前无肠功

能紊乱症状. (3)就诊6 mo之前有明确急性胃肠

炎病史, 或对急性胃肠炎患者进行随访6 mo, 如
症状符合罗马Ⅱ诊断标准即入选. (4)胃肠道急

性感染症状持续1 d以上, 治疗未超过5 d而治愈, 
没有复发者. (5)血液生化、腹部B超、结肠镜等

检查, 除外了器质性疾病. PI-IBS患者排除标准: 
(1)有肠道器质性疾病及手术史者. (2)有全身其

他系统器质性疾病者. (3)孕妇和哺乳期妇女. (4)
有近期用药史者. 根据Zung自评量表, 采用医患

交谈和自填量表评分的方式进行焦虑自评量表

(SAS)和抑郁自评量表(SDS)的测评, 除外伴有

失眠、抑郁、焦虑等精神症状的患者. 
1.2.2 分组及给药: 将60例PI-IBS患者分成两组, 
两组患者的年龄、性别、病程及症状严重程度
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比较无显著性差异. 黛力新联合培菲康治疗组

30例, 予口服黛力新1片/次, 每日晨服, 口服培菲

康胶囊每次0.63 g, 每日2次; 单用培菲康组30例, 
予口服培菲康胶囊每次0.63 g, 每日2次. 两组患

者疗程均为2 wk, 疗程中禁用其他药物, 不改变

饮食及生活习惯. 疗程结束后进行疗效评定, 并
复查肝肾功能, 记录药物不良反应. 
1.2.3 疗效判断标准: 显效: 自觉症状消失, 腹泻

停止, 大便成形, 每日1-2次; 有效: 症状减轻, 大
便软, 基本成形, 每日2-3次; 无效: 症状无改善, 
腹泻不能控制. 总有效率 = (显效病例数+有效病

例数)/总例数×100%.
统计学处理 疗效评价采用χ2检验, P <0.05为

差异有显著性.

2  结果

2.1 两组治疗效果比较 总有效率分别是黛力

新联合培菲康组90.0%, 培菲康组60.0%. 联合

治疗组总有效率明显优于单用培菲康对照组

(P <0.05). 两组患者均未发现明显药物不良反应

(表1).
2.2 药物不良反应 黛力新联合培菲康组中, 1例
患者出现轻微口干症状, 1例患者出现轻微乏力

症状, 继续服药后症状消失. 培菲康组未见明显

药物不良反应出现.

3  讨论

培菲康为双歧杆菌、嗜酸乳杆菌和肠球菌的三

联活菌制剂, 口服后通过重建肠道菌群间的微

生态平衡, 广泛用于治疗感染后肠道菌群失调

引起的腹泻[10-11]. 但是单独使用培菲康治疗PI-
IBS存在局限性: (1)肠道菌群主要分布在大肠, 
小肠相对“无菌”但长度占肠道总长度的4/5, 
因此培菲康在治疗上存在“先天不足”; (2)口
服活菌易被消化液破坏. (3)肠道菌群失调仅仅

是产生PI-IBS症状的一个可能原因, PI-IBS还有

前述很多其他的病因, 即使能完全纠正菌群失

调, 也不是对所有PI-IBS都有疗效. 本研究中, 单
独使用培菲康治疗组的总有效率仅为60.0%, 因

www.wjgnet.com

表 1 两组治疗效果比较 n (%)

     
分组                        总有效         显效          有效          无效

黛力新+培菲康    27(90.0)    20(66.7)    7(23.3)       3(10)

培菲康             18(60.0)    14(46.7)    4(13.3)     12(40)

χ2 = 7.28, P<0.05.

■相关报道
较多的研究发现
针对肠道菌群失
调, 单用培菲康效
果欠佳. 而针对炎
症相关的内脏高
敏感和动力异常
的主要药物泽马
可由于药物安全
性问题以及主要
针 对 便 秘 型 I B S
患者而无法应用
于腹泻型PI-IBS
患者. 对于伴有抑
郁、焦虑症状的
IBS患者, 有较多
的报道发现临床
上应用黛力新有
较好的疗效, 但是
对于没有明显精
神症状的PI-IBS
患者的治疗鲜有
报道. 

■研发前沿
I B S 尚 无 特 效 治
疗, 单一药物治疗
疗效欠佳, 联合用
药已成为目前治
疗的趋势. 
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此, 临床上常将培菲康与其他药物联合使用, 提
高疗效.

黛力新每片含相当于0.5 mg氟哌噻吨的二

盐酸氟哌噻吨以及相当于10 mg美利曲辛的盐

酸美利曲辛. 氟哌噻吨作用于突触前膜多巴胺

受体, 增加突触间隙多巴胺的含量. 美利曲辛抑

制突触前膜对去甲肾上腺素及5-羟色胺(5-HT)
的再摄取, 提高突触间隙单胺类递质的含量. 氟
哌噻吨与美利曲辛联合应用的优点是: (1)提高

多种神经递质的含量, 疗效相加; (2)三氟噻吨可

拮抗美利曲辛的抗胆碱作用, 美利曲辛拮抗三

氟噻吨的锥体外系症状. 因此, 联合应用能快速

有效地改善焦虑、抑郁情绪, 降低内脏的高敏

感性, 且无明显嗜睡等不良反应.
20世纪60年代, 研究发现PI-IBS约占IBS总

患者的三分之一. 目前认为肠道感染后遗留的

肠道炎症与患者精神因素的共同作用[12], 促进了

PI-IBS的出现. 一次细菌性胃肠炎发作可以使患

者在此后1年内出现IBS症状的危险性增加12倍. 
病毒性胃肠炎发作后出现PI-IBS也很常见, 但
是维持时间较短暂[13]. 临床上PI-IBS以腹泻型多

见, 其原因可能是急性胃肠道感染后持续存在

的炎症破坏肠黏膜上皮屏障, 引起水钠吸收障

碍而产生腹泻. 本研究选取常见的腹泻型PI-IBS
患者作为研究对象, 具有较大的代表性.

短暂的肠道感染可导致内脏敏感性增高和

持续的肠道动力异常[14]. 黏膜炎症减轻后遗留的

神经肌肉功能紊乱可能是黏膜局部产生的炎症

介质的维持作用. 即使内镜下正常的黏膜也并

不能排除肠壁深层炎症改变肠道功能的可能性. 
严重IBS患者肠神经丛区域的神经节内及其周

围还有淋巴细胞浸润, 部分患者还有平滑肌起

搏细胞Cajal细胞形态的改变, 而该细胞是影响

胃肠动力的主要细胞.
IBS患者肠黏膜肥大细胞(mast cell, MC)增

多和活性增强与其肠道敏感性增高、动力异常

等密切相关[15]. 肠黏膜浸润增多的MC与神经纤

维的接近程度与IBS患者症状的严重程度和出

现频率明显相关[16]. 作为脑肠轴的终末效应细

胞, MC能够将患者精神方面的压力转换成以

5-HT为代表的生物活性介质的释放, 从而刺激

胃肠道神经纤维末梢并且影响其感知, 通过肠

道局部的神经内分泌免疫网络的复杂作用引起

肠神经系统-平滑肌功能可逆性的改变, 最终导

致肠道通透性增高, 引起腹泻.
此外, IBS患者还普遍存在下丘脑-垂体-肾

上腺轴的过度反应现象. 与IBS发病密切相关

的焦虑情绪与炎症相关的细胞因子有着密切

的关系[17]. 焦虑和抑郁等精神症状和黏膜炎症

改变伴随PI-IBS而产生. 多种细胞因子以及心

理应激均可刺激促肾上腺皮质激素释放因子

(corticotropin-releasing factor, CRF)的释放, CRF
一方面致敏杏仁核导致中枢性感觉过敏, 另一

方面刺激CRF1受体并通过激活5-HT受体导致

结肠运动加快.
PI-IBS患者就诊时, 大部分患者肠道感染已

消失, 但其遗留的前述肠道非特异性炎症目前

尚无特效药物治疗. 针对既往肠道感染遗留的

菌群失调, 单用培菲康效果欠佳. 而针对炎症相

关的内脏高敏感和动力异常的主要药物泽马可

由于药物安全性问题以及主要针对便秘型IBS
患者而无法应用于腹泻型PI-IBS患者. 对于伴有

抑郁、焦虑症状的IBS患者, 临床上应用黛力新

有较好的疗效, 并已积累了一定的经验. 在此基

础上, 本研究进一步试探性地在没有明显精神

症状的患者中短期小剂量应用黛力新联合培菲

康治疗PI-IBS患者, 其总有效率达到90.0%, 疗效

显著, 其可能原因是: (1)PI-IBS患者临床症状的

轻重不仅取决于感染的严重程度[13-18], 还受前述

胃肠动力、内脏感觉、以及精神因素[19-20]等共

同影响. 临床上同样是感染诱发的PI-IBS, 由于

中青年女性面临较多的家庭以及社会问题, 容
易产生抑郁和焦虑情绪, 因此好发[18,21]且迁延

难愈. 在漫长的病程中, 精神及心理因素存在明

显的波动, 并不一定和症状同时出现. 新近研究

也发现焦虑、抑郁总积分和肠黏膜炎症相关的

5-HT浓度之间无明显相关性[15], 即精神因素和

肠道炎症因素的分离现象. 在IBS不同亚型中, 
抑郁症状对患者疼痛阈值存在不同的影响[22]. 抑
郁症状对于这一年龄人群中精神、心理方面的

不稳定性为黛力新提供了应用的前提. (2)细菌

性胃肠炎后4%-31%患者出现PI-IBS[23], 提示不

同个体在胃肠道感染后患PI-IBS的概率相差悬

殊, 其原因与患PI-IBS之前3 mo之内个体存在的

易患因素有关.这些易患因素对个体患病的影响

从大到小依次排序如下: 原发疾病严重性>细菌

毒性>疑病心理、抑郁情绪、神经官能症以及

不良生活事件[23]. 随着PI-IBS病程的进展, 上述

易患因素(比如抑郁情绪)可能会减轻, 但是肠黏

膜的炎症如前述仍然长期存在, 并改变内脏感

觉和动力. 对于处于这一阶段的患者, 黛力新可

能更主要地是通过调解内脏感觉的途径, 改善

■创新盘点
目前国内外研究
主要针对伴有抑
郁、焦虑症状的
IBS患者的临床药
物治疗, 而本文从
临床实际出发, 观
察了联合应用黛
力新与培菲康对
无明显精神症状
的腹泻型PI-IBS
患者进行治疗的
疗效.

■名词解释
感染后肠易激综
合征(PI-IBS): 指
患 者 被 肠 道 病
毒、细菌或寄生
虫等感染, 在病原
体清除及黏膜炎
症逐渐消退后, 出
现IBS症状的综合
征.
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PI-IBS患者的内脏高敏感状况而起到缓解症状

的作用.
总之, 根据PI-IBS发病机制的复杂性, 针对内

脏感觉、胃肠动力、精神因素、菌群失调等诸

多因素, 应用黛力新与培菲康对无明显精神症状

的腹泻型PI-IBS患者进行治疗, 疗效显著, 且优于

单用培菲康治疗. 此外, 两种药物联合应用无明

显不良反应, 因此安全性良好, 值得临床推广.
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Abstract
AIM: To determine the expression levels 
of soluble CD40L in sera of patients with 
inflammatory bowel disease (IBD), and to study 
its clinical significance to the pathogenesis.

METHODS: Sera were collected from 12 patients 
with crohn’s disease (CD), 42 patients with ul-
cerative colitis (UC) and 34 healthy controls. 
sCD40L was analyzed by ELISA. These patients 
were treated routinely and sCD40L was detected 
after clinical remission. 

RESULTS: Levels of sCD40L were significantly 
increased in sera of patients with CD and UC 
compared with healthy controls (2456.5 ± 264.3 
ng/L, 2105.4 ± 238.1 ng/L vs 564.8 ± 188.6 ng/L, 
both P < 0.005). Moreover, sCD40L was found to 
be markedly decreased in sera from IBD patients 
after effective treatment (P < 0.005). Further 
analysis demonstrated that no relationship was 
present between sCD40L and other biochemical 
parameters such as CRP and liver and kidney 
function tests. 

CONCLUSION: sCD40L is significantly increased 
in sera from patients with IBD, suggesting that 

sCD40L is involved in the development of dis-
ease. Therefore, it can be used to evaluate early 
diagnosis and predict efficacy and prognosis. 

Key Words: sCD40L; Crohn’s disease; Ulcerative 
colitis; Inflammatory bowel disease

Xie F. Expression of soluble CD40L in inflammatory 
bowel disease and its clinical significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(7): 737-739

摘要
目的: 检测炎症性肠病(IBD)患者外周血清中
可溶性CD40L(sCD40L)水平, 并探讨其在疾
病发生过程中的临床意义.

方法: 收集12例克罗恩病、42例溃疡性结肠
炎和34例健康者的外周血, 离心分离血清, 使
用ELISA检测sCD40L水平. 患者经有效治疗, 
待症状控制后, 检测外周血sCD40L水平变化, 
分析sCD40L与疾病发展的关系. 

结果: CD和UC患者外周血清中sCD40L水平
明显高于健康对照组(2456.5±264.3 ng/L, 
2105.4±238.1 ng/L vs  564.8±188.6 ng/L, 均
P <0.005). 患者经过有效治疗, 发现外周血
sCD40L水平明显降低(P <0.005). 进一步分析
发现, sCD40L水平与患者的其他生化指标如
CRP、肝肾功能指标等之间无相关关系.

结论: sCD40L在IBD患者外周血中明显升高, 
可能作为早期诊断, 判断疗效和预后的指标.

关键词: 可溶性CD40L; 克罗恩病; 溃疡性结肠炎; 

炎症性肠病
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠

炎(ulcerative colitis, UC), 其病因和发病机制仍
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
包 括 克 罗 恩 病
(CD)和溃疡性结
肠炎 (UC) ,  其病
因和发病机制仍
不 清 楚 .  目 前 大
多学者认为肠壁
黏膜免疫调节异
常, 持续的肠道感
染 ,  肠 壁 黏 膜 屏
障 缺 损 ,  遗 传 和
环境因素等参于
疾病进程. CD40
主 要 表 达 在 B 细
胞、单核巨噬细
胞、树突状细胞
和少数成纤维细
胞上的辅助信号
分子 ,  而CD40L
主要表达在其激
活的T细胞. 本文
分析 I B D患者外
周血清中可溶性
CD40L(sCD40L)
水平, 旨在探讨其
在 I B D发生过程
中的免疫病理作
用 ,  以 及 疗 效 评
价.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
研究室

   



不清楚. 目前大多学者认为肠壁黏膜免疫调节

异常, 持续的肠道感染, 肠壁黏膜屏障缺损, 遗
传和环境因素等参于疾病进程[1-2]. CD40主要

表达在B细胞、单核巨噬细胞、树突状细胞和

少数成纤维细胞上的辅助信号分子, 而CD40L
主要表达在其激活的T细胞. CD40和CD40L信
号对相互作用可以诱导T细胞和抗原递呈细胞

激活, 表达辅助信号分子, 以及分泌促炎症细胞

因子[3]. 已研究报道[4-5], CD40和CD40L在IBD患

者炎症肠壁黏膜组织中表达增高, CD40信号刺

激可以激活IBD患者肠黏膜组织内T细胞分泌

高水平的促炎症细胞因子, 如TNF和IFN-γ, 提
示CD40信号在IBD发生过程中起着重要的病

理作用. 本文分析IBD患者外周血清中可溶性

CD40L(sCD40L)水平, 旨在探讨其在IBD发生过

程中的免疫病理作用, 以及疗效评价.

1  材料和方法

1.1 材料 于2005-06/2008-10收集了在我院消化

内科门诊和住院的CD患者12例, 其中男8例, 女
4例, 年龄18-42(平均31)岁, 包括5例回肠末端病

变, 4例回肠末端及降结肠病变, 3例降结肠病变. 
其中8例接受柳氮磺吡啶或美沙拉秦治疗, 4例
未接受任何治疗. 42例UC患者, 男性28例, 女14
例, 年龄19-63(平均44)岁. 其中25例接受柳氮磺

吡啶或美沙拉秦、甲硝唑和/或泼尼松治疗, 17
例未接受任何药物治疗. 所有患者均未接受任

何免疫抑制剂和生物免疫抑制剂治疗, 且均未

合并其它自身免疫性疾病和HIV感染. 诊断符合

中华医学会消化病学分会炎症性肠病学科组制

定的诊断指南[6]. 另外还采集34例健康体检者, 
男21例, 女13例, 年龄18-51(平均35)岁. 所有检

查对象在征求同意后, 行纤维结肠镜检查和/或
X-线钡餐造影, 并经组织病理学检查得到确诊. 
本研究得到医院医政科批准后进行.
1.2 方法 所有观察对象均于早晨空腹采集静脉

血, 离心分离血清, 置于-80℃冰箱保存待用. 离
心分离血清, 使用ELISA检测sCD40L水平. 试
剂盒有美国R&D公司提供, 实验操作严格按照

说明书进行. 上述患者经过有效治疗, 待症状控

制后, 继续检测外周血sCD40L水平变化, 分析

sCD40L与疾病发展的关系.
统计学处理 数据以mean±SD表示. 两组之

间数据比较采用t检验, P <0.05认为差异有显著.

2  结果

2.1 IBD患者外周血sCD40L变化 如表1所示, CD
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患者外周血清中sCD40L水平为2456.5±264.3 
μg/L, UC患者外周血清sCD40L水平为2105.4±
238.1 μg/L, 而健康对照组血清中sCD40L水平仅

为564.8±188.6 μg/L, 经统计学分析发现IBD患

者sCD40L浓度明显比健康者升高(P <0.005).
2.2 IBD患者有效治疗后sCD40L变化 上述IBD
患者接受正规药物治疗, 如柳氮磺胺吡啶(1.0, 
qid)片剂或美沙拉秦颗粒剂(艾迪莎, 1.0, tid), 结
合强的松片剂治疗(开始剂量0.75-1.0 mg/kg, 
2-3 wk后减量5 mg/wk). 经治疗3-4 wk后, 其中

11例CD患者、39例UC患者的临床症状得到控

制, 收集这些患者的外周血清, 通过ELISA分析

sCD40L水平, 结果发现IBD患者的sCD40L水平

比治疗前显著下降(P <0.005, 表1).
2.3 IBD患者血清sCD40L水平与其他生化指标

相关分析 经统计学分析发现, IBD患者sCD40L
水平与患者的其他生化指标, 如CRP、ALT、
AST、T-Bil、γ-GT等之间无相关关系(P >0.05).

3  讨论

既往报道显示[7], CD40和CD40L分子在IBD患者

炎症肠壁内有较高表达方式. CD40主要表达在

肠壁内B细胞和CD68+巨噬细胞, 而CD40L主要

表达在肠壁固有层内CD4+ T细胞. CD40L可直

接刺激外周血单核细胞分泌IL-12和TNF. 这些

促炎症细胞因子可引起肠壁组织损伤. 动物实

验证实, 使用抗小鼠CD40L单克隆抗体可有效

地阻断实验性慢性结肠炎的发生[4]. 这些研究工

作均说明CD40-CD40L信号通路在炎症性肠病

时炎症发生起着重要作用. 
CD40主要表达在B细胞、单核巨噬细胞、

树突状细胞和少数成纤维细胞等. 而CD40L主
要表达在激活的T细胞 ,  以及部分N K细胞和

NK-T细胞等. 通过CD40信号可诱导T细胞激活, 
并产生细胞因子; 刺激B细胞可诱导其产生免疫

球蛋白; 刺激单核巨噬细胞、树突状细胞可诱

导它们分泌细胞因子、杀伤肿瘤细胞和抑制细

胞凋亡; CD40可刺激血管内皮细胞表达辅助信

号分子如CD54、CD58和CD62E等[3]. 这些分子

www.wjgnet.com

表 1 IBD患者治疗后sCD40L变化分析 (mean±SD, μg/L)

     
分组                     n              治疗前       治疗后

克罗恩病          11  2324.4±242.7       769.4±198.5a 

溃疡性结肠炎    39  2265.1±251.4       691.1±201.3a 

aP<0.05 vs  健康者.

■相关报道
既 往 报 道 显 示 , 
CD40和CD40L分
子在IBD患者炎症
肠壁内有较高表
达方式 .  CD40主
要表达在肠壁内B
细胞和CD68+巨噬
细胞,而CD40L主
要表达在肠壁固
有层内CD4+ T细
胞.
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生物学特征说明了CD40信号可以参与机体细胞

与体液免疫反应. 近年来研究报道, CD40信号

通路已在许多自身免疫性疾病和炎症性疾病中

起着重要作用, 如类风湿性关节炎、红斑狼疮

疾病、多发性硬化和器官移植等[8-9]. CD40L在
上述疾病中外周血或炎症组织的T细胞上有很

高表达, 通过CD40信号可诱导各种淋巴细胞激

活并产生各种促炎症细胞因子(如IL-1、IL-2、
IFN-α、TNF), 吸引白细胞血管外浸润, 引起组

织损伤和功能障碍. 
我们检测IBD患者外周血清中sCD40L水平, 

发现IBD患者比健康对照组明显升高, 经过有效

治疗后, sCD40L水平呈显著下降. 这些结果说明

CD40L信号通路可直接诱导IBD的发生, 与既往

报道接近[10-11]. 目前, 在临床上已开展使用抗人

CD40L单克隆抗体对个别自身免疫性疾病展开

治疗, 如类风湿关节炎和血小斑减少性紫殿, 而
在CD患者中也进行了二期临床试验[12]. 因此, 进
一步研究CD40-CD40L信号通路在IBD中的免疫

病理作用显的尤其重要.
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和 2008 年中国国际化精品科技期刊   

本刊讯 由中国科学技术信息研究所主办的中国科技论文统计结果发布会于2008-12-09在北京国际会议中心

召开, 世界胃肠病学主编马连生和编辑部主任程剑侠参加此项发布会. 本会议介绍了中国精品科技期刊服务与

保障系统, 中国科技论文研究项目进展及精品科技期刊遴选, 百篇最具影响学术论文评选, 世界科技产出趋势

和利用科学计量学工具分析领域发展趋势以及发布了中国科技论文统计结果. 根据2007年度中国科技论文与

引文数据库(CSTPCD2007)统计结果, WJG荣获2007年度“中国百种杰出学术期刊”称号, 同时被选入2008年
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Abstract
A 55-year-old farmer was admitted to hospital 
because of repeated epigastric pain for 2 
months and aggravating for 1 wk. The definite 
diagnosis, made by endoscopic retrograde 
c h o l a n g i o p a n c r e a t o g r a p h y ( E R C P ) i s 
choledocholithiasis, and the pain was lessened 
after the operation. But the severe epigastric 
pain appeared again after the naso-biliary tube 
was pulled out. So the emergent ERCP was 
performed and he was diagnosed with biliary 
tract ascariasis. This case is typical and useful in 
clinical demonstration.

Key Words: Choledocholithiasis; Biliary tract; As-
cariasis; Endoscopic retrograde cholangiopancrea-
tography
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by endoscopic retrograde cholangiopanceatography. 
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摘要
患者, 男, 55岁, 农民, 因“反复上腹痛2 mo余, 
加重1 wk”入院. 入院后经ERCP诊疗术明确
诊断为“胆总管结石”, 术后腹痛减轻. 于拔
除鼻胆管后再次出现剧烈腹痛, 行急诊ERCP
诊疗术, 诊断为“胆道蛔虫病”. 本病例典型, 
有示教意义.

关键词: 胆总管结石; 胆道; 蛔虫; 逆行胰胆管造影
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0  引言

腹痛是内镜逆行胆胰管造影术(e n d o s c o p i c 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)诊
疗术后常见症状之一, 及时明确术后腹痛的原

因并治疗影响患者预后, 现将我院收治的1例
ERCP胆总管结石取石术后并发胆道蛔虫的病

例报道如下.

1  病例报告

男, 55岁, 农民, 因“反复上腹痛2 mo余, 加重

1 wk”入院. 患者于入院前2 mo以来, 间断出现

剑突下、右上腹疼痛, 向腰背部放射, 近1 wk疼
痛程度、次数均加剧. 求诊当地医院, 行胃镜检

查示慢性浅表性胃窦炎、十二指肠球部溃疡, 
上腹部CT示胆总管结石伴肝内胆管扩张, 谷丙

转氨酶76.7 U/L, 经治疗效果欠佳转入我科. 既
往无特殊病史, 否认传染病史, 无异嗜嗜好. 入
院查体: T: 37.0, P: 80次/min, R: 20次/min, Bp: 
124/70 mmHg, 全身皮肤黏膜、巩膜无黄染, 心
肺未见异常, 剑突下、右上腹压痛, 无反跳痛, 
Murphy's征可疑阳性. 辅助检查: 三大常规正常, 
肝功能示胆红素、转氨酶正常, 碱性磷酸酶243 

®

■背景资料
胆石病是我国常
见病之一, 发病率
较高. 在我国某些
地区, 胆道结石患
者多并发肠道蛔
虫 病 .  胆 道 结 石
的取石治疗术可
能刺激肠道蛔虫
上窜并钻入胆道
引起胆道蛔虫病, 
造成患者再次出
现腹痛. ERCP诊
疗术对于胆道结
石、胆道蛔虫病
皆具有良好的治
疗效果.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科; 
宋振顺, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学西京
医院肝胆外科
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U/L, γ-谷氨酰转肽酶241 U/L, 淀粉酶正常. 于
入院次日行ERC+EST+ENBD术, 术中见胆总管

直径约1.0 cm, 有散在结石透光影, 予网篮、球

囊反复取出数颗小结石, 未见胆总管有残留结

石, 十二指肠乳头切开处未见出血, 术后留置鼻

胆管, 胆汁引流通畅. 患者诉腹痛明显减轻, 术
后肝功正常, 4 h淀粉酶轻度升高, 12 h后复查恢

复正常. 于入院第5天行鼻胆管造影示胆总管无

明显扩张及结石影, 造影剂排出通畅, 予拔除鼻

胆管, 患者无诉不适. 于入院第6天患者突发右

上腹剧痛, 向腰背部放射, 呈阵发性钻顶样绞

痛. 急查肝功示总胆红素33.7 μmol/L; 直接胆红

素22.5 μmol/L; 谷丙转氨酶116U/L; 谷草转氨酶

193 U/L; 碱性磷酸酶286 U/L; γ-谷氨酰转肽酶

346 U/L; 总胆汁酸106.4 μmol/L; 血淀粉酶39 U/
L. 急查腹部B超未见明显异常. 予急诊行ERC术, 
于胆总管中上段示一条状充盈缺损, 长约8 cm, 
其以上胆总管轻度扩张, 予网篮套取蛔虫活体1
条, 再次造影示胆总管未见充盈缺损. 术后患者

无明显腹痛, 复查肝功等指标恢复正常, 予口服

“肠虫清”祛蛔治疗, 嘱出院后定期复查粪常

规、腹部B超等, 注意个人饮食卫生.

2  讨论

胆石病是我国常见病之一, 随着生活方式及饮

食习惯的改变, 发病率逐渐上升. 根据结石部位

的不同可将胆石病分为胆囊结石、肝外胆管结

石、肝内胆管结石等类型. 结合患者临床表现

及影响学检查等, 可诊断该病. 经ERCP对胆石

病的诊断准确性高, 且可进行活检、治疗等措

施, 具有安全、有效、微创、迅速减轻病患痛

苦、恢复快等优点. 
胆道蛔虫病是肠道蛔虫病的常见并发症之

一[1]. 蛔虫寄生部位以空肠最多, 回肠次之, 十二

指肠最少. 因其具有乱窜、钻孔、恶酸等习性, 
故当肠道寄生环境因素改变, 如发热、恶心、

呕吐、腹泻、便秘、大量饮酒、手术等所致

肠道功能紊乱及Oddi括约肌功能失调, 可使蛔

虫上窜并钻入胆道引起胆道蛔虫病. 该病急性

发作时造成患者极大痛苦, 且可并发重症胆管

炎、胆瘘、急性胰腺炎、败血症等, 可危及生

命. 患者常以突发上腹部钻顶样绞痛求诊, 症状

较重, 而体征轻微, 多仅有剑突下压痛, 腹部B超
是首选检查方法, 多可见胆总管轻中度扩张, 平
行双线状回声(双轨征), 蛔虫蠕动影像等. 但在

胆管缺少胆汁, 或有气泡、胆泥, 或是死亡虫体

萎缩等情况下, 则不易诊断. 部分病例可于内镜

检查过程中发现嵌顿于十二指肠乳头的虫体, 
并将其钳出. 对于完全钻入胆道的蛔虫, 既往多

采用口服药保守治疗, 效果不确定, 或外科手术

治疗, 创伤较大, 随着内镜技术的发展, ERCP诊
疗术不仅能明确蛔虫的位置、形态、数量, 而
且能在内镜下进行取虫治疗, 是早期治愈胆道

蛔虫病的最佳方案[2]. 
本病例“胆总管结石”诊断明确, 行ERC

诊疗术取出结石后, 患者症状缓解明显, 术后肝

功能、淀粉酶、血象等均正常. 但于拔除鼻胆

管次日, 患者突发剧烈腹痛, 检验提示有肝损害, 
腹部B超大致正常, 当时考虑可能肝内胆管或胆

囊仍有泥沙样结石陆续排入胆管引起梗阻性黄

疸伴胆管炎或胰腺炎, 亦不排除胆道蛔虫的可

能性, 而脏器穿孔、出血可能性则比较小. 
据报道, 在胆总管结石中, 胆石核心由虫体

或虫卵构成者可高达70%, 往往胆道结石患者

多并发肠道蛔虫, 在内、外科手术取石治疗等

刺激因素下, 蛔虫逆行入胆道, 发生胆道蛔虫病. 
本病例急诊腹部B超未提示明确阳性病变, 遂再

次行急诊ERC诊疗术, 明确“胆道蛔虫病”的诊

断. 追溯患者所生活地区, 自然人群胆石病及蛔

虫病的发病率均较高. 术前患者已禁食多日, 术
中EST术破坏了乳头括约肌部分功能, 加之手术

本身的刺激, 皆为肠道蛔虫逆行入胆道创造条件. 
该病例提示我们: (1)内、外科取石治疗前

后皆应强调“蛔虫病”的排除, 重视粪便蛔虫

卵镜检、腹部B超等简单易行的诊疗手段的应

用, 若诊断该病, 则应延缓手术, 先行祛虫治疗. 
(2)胆道结石术后早期, 患者突发剧烈腹痛时, 不
应忽视胆道蛔虫病的可能性, 尤其是来自蛔虫

病高发区的患者. (3)胆道蛔虫病应及早诊断, 及
时治疗, 避免并发症, 其诊断多依靠病史、症

状、体征, 但准确率不高, 在粪检、腹部B超或

CT呈阴性结果时, 可考虑行ERCP诊疗术. (4)对
于蛔虫病患者, 应进行规范的药物祛蛔治疗, 对
其进行健康教育, 嘱其养成良好的卫生习惯, 并
定期复查、随访, 避免复发.

3      参考文献
1 陈灏珠. 实用内科学(下册). 第12版. 北京: 人民卫生出

版社, 2005: 703-704
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