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Abstract
When ultrasonography was initially intro-
duced into clinical practice, its use for detec-
tion of intestinal diseases was greatly restrict-
ed due to the problem that ultrasound imag-
ing is greatly affected by gas. However, with 
the development of ultrasound technology, 
ultrasonography has been applied widely to 
the detection of intestinal diseases in recent 
years. In this article, we will review the appli-
cation value of different ultrasound methods 
in the diagnosis of intestinal eminence dis-
eases, mesenteric ischemic diseases, intestinal 
acute abdomen, and intestinal motility disor-
ders. Furthermore, we will discuss the disad-
vantages of ultrasonography in diagnosis of 
intestinal diseases to provide a reference for 
clinicians. 

Key Words: Ultrasonography; Intestine; Auxiliary 
examination

Huang Z, Fan YH, Lv B, Huang B. Diagnostic value of 
ultrasonography for detection of intestinal diseases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 2401-2404

摘要
超声检查问世之初, 由于超声成像易受气体的
影响, 使其在肠道疾病检查中的应用受到了极
大的限制. 但是随着超声检查技术的进步, 各
种超声检查在肠道疾病诊断中的应用越来越
广泛. 本文主要介绍近年来不同超声检查技术
在肠道隆起性病变、肠壁病变、肠系膜缺血
性病变、肠道急腹症及肠道动力异常中的应
用价值, 同时客观评价超声在肠道疾病诊治中
存在的不足, 为超声检查的临床应用提供参考.  

关键词: 超声检查技术; 肠道; 辅助检查
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0  引言

目前对肠道病变检测多采用肠镜、X线钡餐、

放射性核素、选择性血管造影、CT等方式. 然
而, 这些检测方法都不同程度地受到价格和安

全性的影响而使大部分患者难以接受. 寻找一

种简便、安全的检测方法非常重要. 20世纪70
年代诊断用超声检查问世之初, 主要用于肝、

胆、胰、脾、肾等实质性脏器的检查. 超声显

像易受气体干扰, 肠道属空腔器官, 内有气体, 
从而使其在肠道病变检查中的应用受到了限制. 
但是, 随着消泡剂、超声造影剂、超声成像技

术和探头设计的进步, 超声检查在肠道病变诊

断中的应用也越来越广泛, 并且体现了巨大的

价值. 本文对目前超声检查在肠道疾病诊断、

治疗中的应用及其存在的不足作一概述. 

1  超声在检测肠道隆起性病变中的应用

肠道隆起性病变的发病率居高不下, 包括上皮

病变、上皮下病变及腔外压迫. 胃、肠镜检查

能发现消化道隆起性病变, 但仅能对部分隆起

性病变作出明确诊断, 对于上皮下和胃肠道腔

外压迫所引起的隆起性病变诊断困难. 寻找简

便、经济的检查方法对患者很重要. Fukumoto
等[1]以胶囊内镜或双气囊小肠镜为对照, 研究

www.wjgnet.com
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■背景资料
目前, 超声检查技
术在肠道疾病的
诊治中尚未得到
合理应用, 国外多
项研究成果显示
超声检查技术在
肠道疾病的诊治
中有巨大的应用
价值, 值得学习.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



经腹超声检测小肠肿瘤的准确性. 结果发现, 经
腹超声检测小肠肿瘤特异性可达到98.6%, 对>2 
cm的肿瘤的检出率达9.5%. 自1980年应用以来, 
超声内镜(endoscopic ultrasonography, EUS)为内

镜下诊治开辟了一个全新的领域. EUS不仅能清

楚显示胃肠道隆起病变的起源层次和回声特点, 
而且还能显示肿物的边界、大小、包膜、有无

浸润征象, 对了解病变的起源、性质、分期, 鉴
别良恶性, 正确区分胃肠道腔内病变和胃肠道

腔外压迫性隆起都有重要临床价值. Uradomo
等[2]研究证实EUS可对阑尾部位的病变性质进

行正确鉴别, 包括黏液囊肿、异位阑尾、胃肠

道间质瘤、脂肪瘤等. 对于肠道肿瘤EUS可进行

术前分期诊断, 为治疗方案的抉择和预后的判

断提供有价值的信息. EUS还可鉴别肠道其他良

性疾病、预测病情发展程度、评价治疗效果、

监测术后复发, 在其引导下可对原发肿瘤或肿

大淋巴结进行活检. Lok等[3]通过EUS下小肠肿

瘤的大小、形态、是否囊性变、回声是否均匀

判断肿瘤潜在的危险性, 并对47位小肠肿瘤小

于3 cm的、形态规则、回声均匀的患者进行平

均约17.3 mo的随访, 发现仅3例有肿瘤增大. 提
示超声可为肠道肿瘤良恶性的判断提供可靠的

线索. 对于胃肠道息肉特别是宽蒂息肉, EUS可
以显示息肉根部或蒂部有无较粗的管状无回声

结构(息肉滋养血管), 从而正确评估内镜手术风

险, 设计更详细合理的手术方式. 彩色多普勒超

声可显示肿瘤的血供情况. 二维超声联合彩超

检查对评价肿瘤的良恶性、是否需要手术、何

时手术有很高的参考价值. 国内陈丽萍等[4]报道

腹部二维超声联合彩色多普勒超声对小肠平滑

肌瘤的诊断率可达94.1%.

2  超声在检测肠壁病变中的应用

多种肠道疾病如炎症性肠病、结核、感染等

均可引起肠壁的病变. 超声检查对肠壁病变的

病因学诊断有一定参考价值, 且为非侵入性、

操作方便, 其在肠壁病变相关疾病诊断中的应

用也越来越广泛, 尤其是在炎症性肠病的诊断

中, 与X线钡餐相比显示了巨大的应用前景[5]. 
Bremner等[6]通过研究认为超声在诊断小肠克罗

恩病上与X线钡剂灌肠相比可得到88%的阳性

预计值. Pascu等[7]通过研究发现利用超声检测

判断炎症性肠病活动性的准确率达89%, 通过核

磁共振检查的准确率为73%. 提示我们对于不

愿接受肠镜检查的患者, 腹部超声监测辅助诊
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断炎症性肠病可作为首选的检查方法. Barreiros
等 [8]通过腹部超声对7例肠结核患者的研究发

现, 存在以下不同程度的病变: 肠系膜不对称

增厚(100%)、肠内脓肿(86%)、瘘管(43%)、肠

系膜淋巴结增大、回声不均及局限的低回声点

(86%)、腹水(29%)、脾肿大(14%). 提示回盲部

肠系膜增厚伴壁内脓肿或淋巴结增多高度提示

肠结核. 超声不但可发现肠道的形态改变和生

理功能的异常, 体外高频超声还可检测典型的

病理组织改变. Nylund等[9]将手术切除的克罗恩

病患者的肠道组织改变与其相应的超声变化检

测结果进行了比较, 发现黏膜下层轻中度纤维

化体外高频超声表现为高回声区伴散在的低回

声点, 黏膜下层重度纤维化表现为高回声区伴

片状的低回声区, 肌层的轻中度纤维化表现为

低回声层伴散在的高回声点, 肌层的重度纤维

化表现为低回声层伴片状的高回声区域. 可见

超声检查可为肠壁病变的诊断提供重要的参考

价值.

3  超声在肠系膜缺血性病变中的应用

随着人口老龄化及心血管患者的增加, 急性肠

系膜缺血的发病率也在增加. 其目前诊断的金

标准为动脉造影, 但造影剂存在潜在的肾毒性. 
彩色多普勒超声检查肠系膜缺血特异性强, 可
以作为疑似患者的首选检查, 并且图像表现可

为是否需要手术治疗提供参考. 有研究结果显

示, 在肠系膜动脉急性缺血, 彩超下出现肠道蠕

动停止、肠壁变薄、肠袢积液时常需要手术, 
一旦出现肠壁层次不清、肠壁蠕动停止, 无论

是肠系膜动脉还是静脉缺血均需手术[10]. 彩超

可显示肠壁血管密度, 研究认为彩超检查肠壁

血管密度增加通常提示肠壁存在炎症反应[11]. 对
于肠旋转不良患者, 通过彩色多普勒超声检查

是否存在肠管和肠系膜的血供异常, 可作为患

者是否需要手术的有效筛查方法. 无肠管和肠

系膜的血供异常可不行手术处理[12]. 

4  肠道急腹症的超声检查价值

肠道急腹症是一类以急性腹痛为突出表现, 需要

早期诊断和及时处理的腹部疾病. 其特点是发

病急、进展快、变化多、病情重, 一旦诊断延

误, 治疗方针不当, 将会给患者带来严重危害甚

至死亡. 以往临床诊断很困难, 现在B超和彩超

的普及为大多数急腹症, 尤其是肠套叠、阑尾炎

等常见肠道急腹症的诊断和鉴别诊断提供了可
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治中的应用价值, 
为超声检查技术
的进一步应用提
供参考.
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靠的依据. 国外研究认为: 与X线、CT、核磁共

振相比, 超声诊断肠套叠为较好的检查方法[13]. 
国内亦报道高频彩色多普勒超声显像对小儿肠

套叠的诊断率可达97.9%[14]. 阑尾炎超声图像下

特点为: 单纯性阑尾炎主要是阑尾肿大, 直径>7 
mm, 阑尾壁肿胀、增厚, 阑尾壁厚>2.5 mm、化

脓性阑尾炎阑尾肿大更明显, 黏膜毛糙, 阑尾腔

内有较多液性暗区、坏疽性阑尾炎, 阑尾轮廓

不清, 阑尾轻度肿大, 壁层次不清, 阑尾腔内有

液性暗区[15]. Je等[16]对160例疑似阑尾炎的儿童

进行阑尾超声检查, 指标包括: 最大的阑尾直径

(maximal-outer-diameter, MOD)和最大的阑尾壁

厚度(maximal-mural-thickness, MMT). 并根据最

终的治疗方法将其分为手术与非手术组. 结果发

现两组的MOD、MMT中位值之间其存在显著

差异, 认为最合适的诊断阑尾炎的MOD和MTT
值为: MOD>0.57 cm与MTT>0.22 cm.

5  肠道动力异常的超声检查价值 

超声检查不干扰肠道的正常动力状态, 并且能在

生理状态下评价肠动力, 近年来已被用于研究胃

肠道的动力异常. 有研究通过超声观察肠易激综

合征(irritable bowel syndrome, IBS)患者乙状结

肠分节运动的频率和推进运动的幅度, 结果发现

便秘型IBS分节运动频率减小, 腹泻型IBS推进运

动幅度增大, 为IBS的发布机制研究提供线索[17]. 
Arslan等[18]使用高频超声检测十二指肠, 以研究

在过敏性刺激时, 肠壁的结构和动力. 发现部分

患者中, 在刺激之后, 可观察到黏膜增厚、肠壁

层次数量的改变和十二指肠持续的收缩. 他推测

黏膜增厚可能为刺激所导致的黏膜水肿所致, 肠
壁层次数量增加可能是过敏反应使黏膜肌层增

厚, 形成一个新的产生回声的界面之故. 这为过

敏所致肠道功能异常的机制研究提供了线索. 对
儿童便秘患者, 通过超声检查估算结直肠的直径

长度, 从而间接反映肠道的传导功能, 作为便秘

严重程度的参考标准, 并可进行病因学分析[19,20]. 
估计肠内粪便量与判断便秘的严重程度、指导

治疗密切相关. 有学者通过研究发现, 临床触诊

所估计粪便量与超声检测到的粪便量比较有显

著意义, 与超声相比, 临床触诊判断低估了31%
患者体内的粪便量[21]. 

6  结论

超声检查无创伤和辐射, 可实时观察, 作为肠道

病变的辅助检查, 不但可以减少一些不需要的

损伤性检查, 减轻对患者身体的损伤, 还可以减

少我们有限的医疗资源的利用. 但是, 我们也要

清楚地认识到, 目前超声检查还存一定的不足. 
一方面, 消化道超声造影法虽然有口服脱水剂

法、灌注法、消化道复合声学影法等, 但显像

效果仍然欠理想, 且检查前患者需要做肠道清

洁、检查时需要一次性饮入大量液体、检查时

间长, 给患者带来了不便; 另一方面, 超声检查

结果受操作者主观影响很大, 对操作者技术要

求高, 且目前超声对肠道病变的检查结果尚缺

少统一的检查参数可循. 如何提高超声肠道显

像的质量、建立统一的检测参数, 将超声检查

广泛应用于肠道病变的检查中, 为患者谋福利, 
需要医务人员的继续努力. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Compound 
Ketamine Oral Solution (CKOS) on gastric 
emptying rate, intestinal transit rate, and plasma 
motilin levels in rats and to evaluate the safety 
of application of CKOS to clinical practice.

METHODS: One hundred and twenty-five Wi-
star rats were randomly divided into five groups 
(25 rats each): control group (intragastrically 
given 1 mL distilled water), sauce group (in-
tragastrically given 1 mL sauce solution), mid-
azolam (MID) group (intragastrically given 1 mL 
MID solution, 10 mg/kg), ketamine (KET) group 
(intragastrically given 1 mL KET solution, 100 

mg/kg), and CKOS group (intragastrically given 
1 mL CKOS). These groups were further divided 
into five subgroups (five rats each) for testing at 
different time points. After gastric administra-
tion, each rat was intragastrically given 1 mL 
of 0.2% phenolphthalein. Blood samples were 
taken at 0, 30, 60, 120 and 360 min to measure 
plasma motilin levels. The stomach and small 
intestine of the rats in the 30-min subgroup were 
removed to measure the rates of gastric empty-
ing and intestinal transit, respectively. 

RESULTS: In the control group, the motilin levels 
at 30 and 60 min were significantly higher than 
that at baseline (219.6 ng/L ± 13.05 ng/L and 235.4 
ng/L ± 22.43 ng/L vs 178.3 ng/L ± 15.32 ng/L, 
both P < 0.01). In the sauce group, the motilin lev-
els at 30 and 60 min were significantly higher than 
that at baseline and those at corresponding time 
points in the control group (all P < 0.01). The mo-
tilin levels at 30 and 60 min in the KET, MID and 
CKOS groups were lower than those in the control 
group at corresponding time points (all P < 0.01 
or 0.05). There were no differences in the motilin 
levels among the KET, MID and CKOS groups. 
The rates of gastric emptying and intestinal transit 
were significantly higher in the sauce group than 
in the control group (both P < 0.01). The rates of 
gastric emptying at 30 min in the KET, MID and 
CKOS groups were significantly lower than that in 
the control group (all P < 0.01 or 0.05). The rate of 
intestinal transit in the KET group was lower than 
that in the control group (P < 0.01).

CONCLUSION: CKOS can slow down gastric 
emptying in rats. KET and MID can inhibit ex-
cretion of motilin.

Key Words: Child; Premedication; Compound Keta-
mine Oral Solution; Motilin; Gastric emptying; In-
testinal transit
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摘要
目的: 观察复方氯胺酮口服液(CKOS)对大鼠
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■背景资料
目前小儿麻醉前
用药一直没有成
熟的剂型, 而且口
服用药溶液量较
大. 复方氯胺酮口
服液具有用药容
量少, 口味易被患
儿接受, 镇静效果
满意等特点. 在临
床应用上也有较
高的安全性.

■同行评议者
李勇, 副教授, 上
海中医药大学附
属市中医医院消
化科



胃排空、肠转运速度、胃动素水平的影响, 进
一步评价其临床应用的安全性. 

方法: 选Wister大鼠125只, 随机分成5组, 每组
25只, 每组又分成5个时点, 每个时点5只. 对
照组(C组): 蒸馏水1 mL灌胃; 调味剂组: 调味
剂溶液(含清甜素、巧克力香精、除苦剂)1 
mL灌胃; 咪达唑仑组(MID组): 咪达唑仑溶液
1 mL灌胃, 剂量为10 mg/kg; 氯胺酮组(KET
组): 氯胺酮溶液1 mL灌胃, 剂量为100 mg/kg; 
CKOS组: CKOS溶液(含氯胺酮剂量为100 mg/
kg、咪达唑仑剂量为10 mg/kg加调味剂等)1 
mL灌胃. 立刻用0.2%酚红1 mL灌胃. 分别于
0、30、60、120、360 min 5个时点断头取血
2 mL, 检测血浆胃动素. 将30 min时点对应的
大鼠取出胃肠, 观察色素在小肠移行速度, 用
分光光度计检测胃内色素残留率. 

结果: C组30、60 min胃动素水平分别为219.6 
ng/L±13.05 ng/L、235.4 ng/L±22.43 ng/L
较0点水平178.3 ng/L±15.32 ng/L有显著的
升高(均P <0.01), T组30、60min胃动素较0点
也有明显升高(均P <0.01), 且与C组对应时
点相比, 也有显著差异(均P <0.01), 表明调味
剂能促进胃动素的分泌. KET组、MID组、

CKOS组30、60 min胃动素水平都低于C组
对应时点(均P <0.05或0.01). T组30 min胃残
留率为30.29%±7.42%比C组30 min残留率
(46.07%±6.01%)显著减少(P <0.01), T组小肠
推进比显著大于C组(P <0.01). KET组、MID
组和CKOS组的30 min胃残留率显著大于C组
(P <0.05或0.01). KET组小肠推进比显著小于C
组(P <0.01).

结论: CKOS口服减慢大鼠胃液体排空速度; 
CKOS对胃动素分泌有一定的抑制作用.

关键词: 小儿; 麻醉前用药; 复方氯胺酮口服液; 胃

动素; 胃排空; 小肠转运
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0  引言

目前临床常用的麻醉前给药方法是经直肠、经

鼻、肌注途径给药, 不仅小儿不易接受, 且造成

术前恐惧, 影响术后小儿的身心健康. 口服给药

是一个比较方便易行、小儿较易接受的用药途

径[1,2]. 复方氯胺酮口服液(Compound Ketamine 
Oral Solution, CKOS)是我们与药科大学合作共
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同研制的麻醉前口服用药剂型. 在前期临床应

用中发现其镇静效果满意率可达到90%以上[3]. 
虽尚未发现反流误吸的病例, 但该药是否增加

反流误吸的危险还不清楚. 任何降低食管下端

括约肌张力, 减慢胃排空和肠转运动速度, 增加

胃酸分泌的因素都会增加反流误吸的危险. 研
究表明胃动素(motilin, MTL)可以增强胃动力[4]. 
CKOS对MTL的影响还不清楚. 本研究通过动物

实验观察CKOS对大鼠胃排空、肠转运速度、

MTL水平的影响, 探讨其对胃肠动力的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wister大鼠125只, ♂, 体质量200 g±
25 g, 中国医院大学实验动物中提供, 实验前大

鼠禁食12 h, 禁水2 h. 酚红、NaOH(沈阳化学

制剂公司购置)、复方氯胺酮口服液(沈阳药科

大学配制)、752型分光光度计(上海光谱仪器

有限公司生产)、MTL放免试剂盒(解放军总医

院东亚放免研究所)、氯胺酮(华北制药, 批号: 
20040217)、咪达唑仑(徐州恩华药业公司, 批号: 
B1153).
1.2 方法 
1.2.1 分组: Wister大鼠125只, 随机分成5组, 每
组25只, 每组又分成5个时点, 每个时点5只(各组

各时点大鼠体质量无统计学差异). C(Control, 对
照)组: 蒸馏水1 mL灌胃; T组(调味剂组): 调味剂

溶液1 mL灌胃, 含清甜素, 巧克力香精, 除苦剂; 
MID(Midazolam, 咪达唑仑)组: MID溶液1 mL灌
胃, 剂量为10 mg/kg; KET(Ketamine, 氯胺酮)组: 
KET溶液1 mL灌胃, 剂量为100 mg/kg; CKOS组: 
CKOS溶液(含KET剂量为100 mg/kg、MID剂量

为10 mg/kg加调味剂等)1 mL灌胃.
1.2.2 步骤: 每只1 mL溶液灌胃后, 立刻用0.2%酚

红1 mL灌胃. 分别于0、30、60、120、360 min 5
个时点断头取血2 mL, 置于含30 μL 10% EDTA
和30 μL抑肽酶塑料管中混匀, 3 500 r/min, 4 ℃
离心15 min, 取血浆-20 ℃保存. 迅速将30 min时
点对应的大鼠开腹取全胃肠, 自幽门括约肌处取

胃, 沿大弯侧剪开, 将胃内色素残留物充分洗于

5 mL 0.1% NaOH中, 3 500 r/min离心15 min, 取上

清滤液, 以752型分光光度计, 波长560 nm测吸光

度. 另测定1 mL 0.2%酚红加1 mL蒸馏水和5 mL 
0.1% NaOH的吸光度为基础光密度. 按公式(样
品吸光度/基础吸光度×100%)计算胃液体残留

率, 同时量取幽门括约肌至色素最前端及至盲肠

的距离, 以二者之比作为小肠推进比. 血浆MTL

www.wjgnet.com

■研发前沿
许多研究表明: 小
儿麻醉前用药采
用口服的方式较
易被患儿及其家
属接受, 也能达到
理想的镇静效果. 
但其是否增加反
流误吸的危险目
前还不清楚. 这个
问题限制了这种
方式在临床上的
广泛应用. 术前口
服药对胃肠动力
的影响需要进行
深入研究.
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测定采用放免法, 参照试剂盒说明进行.
统计学处理 应用SPSS10.0版本统计分析软

件, 所得参数以mean±SD表示, 以方差分析进行

统计学处理.

2  结果

2.1 各组不同时点血浆MTL水平 各组大鼠0 min 
MTL无统计学差异(P >0.05). C组和T组灌胃后

MTL水平上升, 60 min后达到最高. C组30 min、
60 min MTL较0 min有显著的升高(P <0.01), T组
30、60 min MTL较0 min也有明显升高(P <0.01), 
且与C组相同时点相比, 也有显著差异(P <0.01), 
表明调味剂能促进MTL的分泌. KET组、CKOS
组30、60 min MTL水平与0 min相比无统计学

差异(P >0.05), MID组30、60 min MTL水平高

于0 min(P <0.05或<0.01), KET组、MID组、

CKOS组30、60 min MTL水平都低于C组相同

时点(P <0.01或<0.05), 并显著低于T组相同时点

(P <0.01), KET组、MID组、CKOS组3组之间无

统计学差异(P >0.05). 360 min KET组和MID组的

MTL水平低于组内0 min, 也低于C组(P <0.05, 表
1, 图1).
2.2 胃内色素残留率和小肠推进比 T组30 min胃
残留率比C组显著减少(P <0.01), T组小肠推进比

显著大于C组(P <0.01). KET组、MID组和CKOS
组的30 min胃残留率显著大于C组(P <0.01或
<0.05). KET组小肠推进比显著小于C组(P <0.01), 
MID组和CKOS组小肠推进比也小于C组, 但没

有统计学差异(P >0.05. 表2, 图2, 3).

3  讨论

小儿术前哭闹不合作一直是临床尚未解决的

一大难题. 在前期研究中通过动物实验和临床

研究已经证实了CKOS口服用药起效快、镇静

■相关报道
Takefumi等给小
鼠静脉注入催眠
剂量的MID和生
理 盐 水 后 ,  发 现
MID能够以剂量
相关的方式抑制
胃排空和肠转运
速度.

表 1 各组大鼠各时点胃动素的变化 (mean±SD, ng/L)

     
分组                0 min  30 min      60 min        120 min      360 min

C组        178.3±15.32           219.6±13.05b              235.4±22.43b 183.8±22.87 182.2±8.58

T组        179.2±17.48           252.6±21.45bd             273.6±18.35bd 193.4±23.25a 180.6±16.01

KET组        184.8±18.27           192.2±14.20d              195.8±17.63d 171.8±12.83 162.8±20.25ac

MID组        175.8±14.67           199.4±11.17ac             211.0±17.51bc 180.0±11.73 159.8±10.96ac

CKOS组        180.8±9.63           185.0±10.42d              190.4±12.10d 177.0±11.47 168.0±13.45

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组0时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  同时点C组.
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图 1 各组大鼠各时间点胃动素的变化. aP<0.05, bP<0.01 vs  

同组0时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  同时点C组.
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图 2 各组大鼠30 min胃残留率. aP<0.05, bP<0.01 vs  C组.

图 3 各组大鼠小肠推进比. bP<0.01 vs  C组.

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

小
肠

推
进

比
(%

)

C组         T组      KET组    MID组  CKOS组

b

b

表 2 各组大鼠30 min胃残留率、小肠推进比 (mean±SD, %)

     
分组     胃残留率    小肠推进比

C组  46.07±6.01   50.36±9.25

T组  30.29±7.42b   70.31±7.52b

KET组  57.40±4.68b   37.82±3.83b

MID组  55.37±6.14a   45.31±4.93

CKOS组  58.96±4.63b   42.20±6.06

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组.
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效果确切, 患儿及其家属易于接受[3], 并通过动

物实验证明对大鼠重要脏器有保护作用[5,6], 对
胃黏膜无明显刺激性[7]. CKOS使小儿术前合作

程度增加、哭闹大大减少, 但其术后恶心、呕

吐, 反流、窒息发生率如何尚不清楚, 本研究目

的是为了进一步证实该剂型对胃肠动力的影

响. 本研究发现KET组的30 min胃残留率、小肠

推进比与C组相比, 有明显的统计学差异, 表明

KET都能够减慢大鼠胃对液体的排空和小肠推

进速度. MID组和CKOS组的30 min胃残留率与

C组相比, 也有明显的统计学差异, 表明MID和

CKOS都能够减慢大鼠胃液体的排空速度. 
为了使小儿更容易接受CKOS, 我们在口服

液中加了赋形剂, 调味剂由清甜素、巧克力香

精、除苦剂和蒸馏水组成, 其热卡密度和渗透

压大于蒸馏水. 研究结果证实调味剂组的排空

速度和小肠推进速度要快于对照组. CKOS的成

分由KET、MID和调味剂构成. KET 、MID都能

够减慢大鼠胃液体的排空速度, CKOS组与KET
和MID组相比没有统计学差异, 表明CKOS对胃

肠动力的抑制没有随联合用药而进一步加强, 
这可能是KET和MID与调味剂综合作用的结果. 
Inada等[8]给小鼠静脉注入催眠剂量的MID和生

理盐水后, 用含有荧光物质的液体灌胃, 30 min
后观察胃排空和肠转运情况, 发现MID能够以剂

量相关的方式抑制胃排空和肠转运速度. 本研

究的结果显示MID能够抑制胃排空, 这与Inada
的研究结果一致. MID组的小肠推进比为45.31%
±4.93%, 与C组的小肠推进比(50.36%±9.25%)
相比没有统计学差异(P  = 0.059). 这一点与Inada
的研究结果不一致, 可能与用药剂量不同有关. 

本研究结果显示KET口服能够减慢胃液体

排空和肠转运速度. 胃排空受年龄、容量、热卡

密度和渗透压等因素影响. 300 mL盐水的排空

速度要大于150 mL盐水的排空速度. Grant等[9]研

究了止痛剂量的KET对成人胃动力的影响, 比较

KET 0.5 mg/kg肌注与生理盐水肌注后对乙酰胺

基酚的吸收情况, 发现两者没有差异. 吸入麻醉

药对胃肠动力有抑制作用. Freye等[10]比较KET
和MID联合静脉输入剂量分别为5 mg/(kg•h)、
0.5 mg/(kg•h)与吸入1.5%的安氟醚对胃肠动力的

影响, 发现两者没有统计学差异. 在前期研究中, 
我们发现CKOS中的KET能够抑制大鼠的脑星

形细胞和胃的兴奋性受体N-甲基D-门冬氨酸受

体1(N-methyl-D-aspartate receptor 1, NMDAR1)
的表达, 而MID能够加强抑制性受体γ-氨基丁

酸A受体(gamma-aminobutyric acid A receptor, 
GABAAR)的表达[11,12]. KET 5 mg/(kg•h)和MID 
0.5 mg/(kg•h)静脉输入对胃动力抑制作用可能

是分别通过抑制胃平滑肌上的NMDAR1和能够

兴奋胃腺体中的GABAAR来实现的. 
M T L是启动胃肠收缩活动的兴奋性脑肠

肽, 是增加胃肠动力的重要激素, MTL不足导致

胃肠平滑肌松弛、胃张力及蠕动减弱、胃排空

时间延长、胃液潴留增加[13]. 本研究结果显示

KET组、MID组、CKOS组在30 min和60 min
的M T L水平都低于C组和T组, 由此可以推断

KET、MID、CKOS对灌胃后MTL分泌增加反

应的抑制, 是他们减慢胃排空和肠转运速度的

原因之一. 
麻醉用药异丙酚具有显著的镇吐作用. 有

文章报道异丙酚降低血浆M T L水平 ,  异丙酚

的镇吐作用可能与降低血浆MTL水平有关[14]. 
CKOS组的MTL水平没有大幅度上升, 不会导致

因MTL水平过高而引起的恶心和呕吐. 在许多

临床研究中, 经常采用KET和MID单独或联合

混以较大容量的甜饮料术前口服. 本研究表明

KET、MID单独或联合口服会减慢胃液体排空

和肠转运速度, 如术前口服液体量较大, 会增加

胃储留, 增加反流误吸的危险. CKOS口服减慢

大鼠胃液体排空速度. 但在临床应用时, 30 kg以
下的小儿口服容量小于7.5 mL, 由于容量较小, 
降低了反流误吸的危险. CKOS临床应用是安全

可行的.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanisms underlying 
the therapeutic effect of Huangqi Decoction 

against dimethylnitrosamine (DMN)-induced 
liver fibrosis in rats.

METHODS: Liver fibrosis was induced in rats 
by intraperitoneal injection of DMN for 4 wk. 
Rats were randomly divided into two groups: 
normal group and model group. Fibrotic rats in 
the model group were further randomly divided 
into two subgroups: model control subgroup 
and Huangqi Decoction subgroup. The Huangqi 
Decoction subgroup was intragastrically ad-
ministered Huangqi Decoction for 2 wk, while 
the model control subgroup was administered 
equal volume of saline. At the end of 2, 4 and 
6 wk, hepatic tissue samples were collected to 
detect the protein expression of Fas, caspase-8, 
caspase-3, matrix metallopeptidase-9 (MMP-9), 
tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) 
and TIMP-2 by Western blot, mRNA expression 
of α-SMA by real time-PCR, and MMP-2 and 
MMP-9 activity by gelatin enzymography. 

RESULTS: Compared with the normal group, 
the expression levels of Fas, caspase-8, cas-
pase-3, TIMP-1 and TIMP-2 proteins and α-SMA 
mRNA as well as MMP-2 and MMP-9 activity 
in liver tissue increased gradually in the model 
group and peaked at 4 wk. Compared with the 
model control subgroup, the expression levels 
of Fas, caspase-8, caspase-3, TIMP-1 and TIMP-2 
proteins and α-SMA mRNA as well as MMP-2 
activity at 6 wk were significantly reduced (1.05 
± 0.02 vs 1.17 ± 0.04, 1.41 ± 0.04 vs 1.98 ± 0.06, 0.86 
± 0.01 vs 1.19±0.04, 1.03 ± 0.03 vs 1.58 ± 0.06, 1.16 
± 0.04 vs 1.53 ± 0.01, 3.12 ± 0.47 vs 8.48 ± 0.45 and 
2.15 ± 0.03 vs 2.33 ± 0.05, respectively; all P < 0.05 
or 0.01), and MMP-9 protein expression and ac-
tivity were significantly increased (1.21 ± 0.00 vs 
1.12 ± 0.01 and 1.25 ± 0.07 vs 1.10 ± 0.04, respec-
tively; both P < 0.05 or 0.01) in liver tissue in the 
Huangqi Decoction subgroup. 

CONCLUSION: Huangqi Decoction exerts sig-
nificant anti-fibrotic effects perhaps by inhibiting 
hepatic cell apoptosis and hepatic stellate cell 
(HSC) activation, modulating the MMPs/TIMPs 
system, and promoting extracellular matrix 
(ECM) degradation. 

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病发展的
共 同 途 径 ,  也 是
进一步向肝硬化
发展的必经之路, 
在一定情况下可
被 逆 转 ,  但 若 病
因 持 续 存 在 ,  肝
纤维化逐渐加重, 
肝小叶及血管等
逐 渐 被 改 建 ,  最
终发展为不可逆
转 的 肝 硬 化 .  如
何逆转肝纤维化
成为当今肝病学
界的热点问题.

■同行评议者
朱传武, 主任医师, 
江苏省苏州市第
五人民医院传染
科; 姚登福, 教授, 
南通大学附属医
院分子医学中心
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摘要
目 的 :  探 讨 黄 芪 汤 逆 转 二 甲 基 亚 硝 胺
(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的大鼠肝纤
维化的作用机制.

方法: 采用DMN诱导大鼠肝纤维化, 造模4 
wk, 随机分为正常组, 2 wk模型组, 4 wk模型
组. 造模结束后, 将模型组随机分为模型对照
组, 黄芪汤组. 黄芪汤组于第5周起灌胃, 模
型对照组以同体积生理盐水灌胃. 2 wk、4 
wk、6 wk末分别收集大鼠肝组织, 免疫印迹
法检测Fas、caspase-8、caspase-3、MMP-9、
TIMP-1、TIMP-2蛋白表达; 实时定量PCR法
检测α-SMA mRNA表达; 明胶酶图法检测肝
组织MMP-2和MMP-9的活性. 

结果: 与正常组相比, 模型组Fas、caspase-8、
caspase-3、MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白
表达量、α-SMA mRNA表达量、MMP-2活
性和MMP-9活性均于造模后逐渐升高, 4 wk
时达到高峰. 与6 wk模型对照组相比, 黄芪
汤组Fas、caspase-8、caspase-3、TIMP-1、
TIMP-2蛋白表达量, α-SMA mRNA表达量、

MMP-2活性明显降低(1.05±0.02 vs  1.17±
0.04, 1.41±0.04 vs  1.98±0.06, 0.86±0.01 vs  
1.19±0.04, 1.03±0.03 vs  1.58±0.06, 1.16±
0.04 vs  1.53±0.01, 3.12±0.47 vs  8.48±0.45, 
2.15±0.03 vs  2.33±0.05, 均P <0.05或0.01). 
MMP-9蛋白表达及活性均显著升高(1.21±
0.00 vs  1.12±0.01, 1.25±0.07 vs  1.10±0.04, 
均P <0.05或0.01).

结论:  黄芪汤显示了良好的抗肝纤维化作
用 ,  作用机制与其抑制肝细胞凋亡 ,  抑制
HSC活化, 调控MMPs/TIMPs系统, 促进ECM
降解有关. 

关键词: 黄芪汤; 肝纤维化; 细胞凋亡; 肝星状细胞

活化; 基质金属蛋白酶组织抑制剂
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0  引言

肝纤维化是继发于各种原因引起的肝脏的一种

损伤修复反应过程[1], 是肝硬化的早期和必经

阶段, 在一定情况下可被逆转[2-5]. 目前认为肝

脏损伤-肝实质炎症、坏死-肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)激活-大量肝脏内细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)沉积, 是肝纤维化发

生机制的核心环节. 其中肝细胞凋亡是肝纤维

化进展的重要促动因素, HSC激活, ECM降解减

少是肝纤维化发生的重要环节. 本实验在前期

实验的基础上进一步探讨黄芪汤对二甲基亚硝

胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导的大鼠肝纤

维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠, ♂, 54只, 清洁级, 体质量

150-180 g, 购自中国科学院上海实验动物中心, 
上海中医药大学实验动物中心饲养, 造模和观

察, 正常饮食饮水. 黄芪汤由黄芪、炙甘草组成, 
制成粗粉末. 水煎, 浓缩煎出液制成流浸膏, 真
空干燥后冷藏保存. DMN购自日本东京化成株

式会社. 小鼠抗Fas单克隆抗体(BD Bioscience
公司); 兔抗caspase-8单克隆抗体 (CHEMICON
公司); 兔抗caspase-3单克隆抗体(Cell Signaling 
Technology公司); 小鼠抗MMP-9单克隆抗体

(Calb iochem公司); 小鼠抗TIMP-1单克隆抗

体(Lab Vision公司); 小鼠TIMP-2单克隆抗体

(Lab Vision公司). 逆转录试剂盒(Revert AidTM 
First Strand cDNA Synthesis Kit),  Ferments Life 
Sciences(购于晶美生物工程有限公司); 荧光定

量PCR检测试剂盒, SYBR Green Ex TaqTM(perfect 
Real Time), TaKaRa Biotechnology(Dalian)Co.Ltd, 
(购自上海皓嘉科技发展有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 采用Ala-Kokko方法[6]复制肝

纤维化模型. 模型组40只大鼠以2 mL/kg剂量于

每周前3 d连续腹腔注射0.5%的DMN溶液(以生

理盐水稀释), 共4 wk. 正常组大鼠腹腔注射等量

生理盐水. 在造模的2、4 wk分别处死正常组大

鼠3只/模型组大鼠4只, 正常组大鼠3只/模型组

大鼠6只, 作为用药前动态观察. 造模结束后, 将
模型组大鼠随机分为模型对照组(15只), 黄芪汤

组(15只), 另外还剩下正常组(8只). 黄芪汤组于

第5周起, 按65 kg体质量成人临床用量的8倍量

用蒸馏水10 mL稀释灌胃, 每日1次, 共2 wk. 正
常组与模型对照组以同体积生理盐水灌胃. 实

■研发前沿
黄芪汤重用黄芪
为君, 少以甘草为
臣佐, 共同达到补
气祛湿之功用. 药
效学结果显示可
有效逆转肝纤维
化, 但其抗肝纤维
化的机制还有待
进一步研究. 
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验结束时戊巴比妥钠麻醉, 打开腹腔, 取肝, 称
质量后, 以Eppendorf管分装后液氮速冻, -80 ℃
保存备用. 
1.2.2 免疫印迹法检测肝组织Fas、caspase-8、
caspase-3、MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白表

达: 提取肝组织蛋白, 定量, 与SDS上样缓冲液混

合, 95 ℃-100 ℃变性5 min; 制胶, 上样, 电泳, 切
胶, 半干转膜器恒流300 mA转PVDF膜70 min; 1
×TTBS洗膜5 min×3次, 以5%脱脂奶粉TTBS
封闭, 室温震荡1 h; 置于经封闭液稀释的一抗

(Fas: 1∶5 000; caspase-8: 1∶100; caspase-3: 
1∶1 000; MMP-9: 1∶100; TIMP-1: 1∶200; 
TIMP-2: 1∶4 000)中, 4℃轻摇过夜; 1×TTBS洗
膜5 min×3次, 置于经1×TTBS稀释的二抗中, 
室温震荡1 h, TTBS洗5 min×3次, 除去未结合的

二抗. 暗室中发光, 压片, 显影, 定影; 应用复日

FR-200生物电泳图象分析系统分析底片中的目

的条带, 计算机自动读取并记录每条带的光密

度值. 目的条带与内参(GAPDH)条带光密度的

比值为目的蛋白的相对表达量, 正常组蛋白的

相对表达量计为1. 
1.2.3 实时定量PCR法检测α-SMA mRNA表达

量: 提取肝组织总RNA, 反转录后进行PCR扩增. 
18S为内参. 引物如下: α-SMA Forward: 5'-CGA
GAGGACGTTGTTAGCATAGAG-3', Reverse: 
5'-GGGCATCCACGAAACCA-3'; 18S Forward: 
5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3', Reverse: 
5'-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'. PCR反应

条件: 95 ℃预变性10 s; 95 ℃变性5 s, 退火延伸

并作一步, 温度58 ℃, 20 s, 共40个循环. 
1.2.4 明胶酶图法检测肝组织MMP-2、MMP-9
活性: 提取肝组织蛋白, 定量, 制备SDS聚丙烯

酰胺凝胶, 含0.1%明胶的8%分离胶, 5%堆积胶, 
取含50 μg总蛋白的匀浆液与4倍样品缓冲液混

和后上样, 进行还原但非变性电泳. 电泳条件: 

4 ℃, 60 V, 时间约2.5 h. 电泳结束后, 凝胶置于

洗脱液中洗脱45 min×2, 然后以漂洗液漂洗30 
min×2. 其后, 将凝胶置于孵育液中, 37 ℃孵育

18 h. 孵育结束后经考马斯亮蓝染色液染色4 h, 
可显示出MMP-2和MMP-9位于蓝色背景上的

透亮带. 应用复日FR-200生物电泳图像分析系

统在灰阶模式下扫描电泳凝胶, 并分析MMPs活
性条带灰度密度值, 正常组MMPs活性计为1.

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采
用SPSS11.5中的ANOVA程序进行单因素方差分

析, 组间比较采用q检验, P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 凋亡相关蛋白免疫印迹检测结果 各时间点

模型组大鼠肝组织Fas、caspase-8、caspase-3相
对表达量显著高于正常组(P <0.01), 4 wk模型组

大鼠肝组织Fas、caspase-8、caspase-3表达最高, 
6 wk有所下降. 与6 wk模型组相比, 黄芪汤组大

鼠肝组织Fas(P<0.01), caspase-8(P<0.01), caspase-
3(P<0.01)蛋白表达显著降低(图1, 表1).
2.2 α-SMA实时定量PCR检测结果 各时间点模

型组及黄芪汤组大鼠肝组织α-SMA mRNA表达

显著高于正常组(P <0.01), 4 wk模型组大鼠肝组

织表达最高; 6 wk有所下降, 与6 wk模型组相比, 
黄芪汤组大鼠肝组织α-SMA mRNA表达显著降

低(P <0.01). 
2.3 MMPs/TIMPs免疫印迹、明胶酶图结果 各
时间点模型组大鼠肝组M M P-9、T I M P-1、
TIMP-2蛋白表达, MMP-2、MMP-9活性显著高

于正常组, 4 wk模型组最高, 6 wk有所下降; 与
6 wk模型组相比, 黄芪汤组大鼠肝组织TIMP-1, 
TIMP-2蛋白表达(P <0.05), MMP-2活性显著降低

(均P <0.05), MMP-9蛋白表达(P <0.05)及MMP-9
活性明显升高(P <0.01, 图2, 3, 表2, 3).

表 1 各组肝组织中Fas、caspase-8、caspase-3蛋白
表达量 (mean±SD,  n  = 4)

     
分组                       Fas              caspase-8        caspase-3

正常组 1.00±0.02     1.00±2.60E-03 1.00±0.01

2 wk模型组 1.28±0.05b   37.00±1.00b 1.34±0.01b

4 wk模型组 1.66±0.07b 254.00±10.00b 2.03±0.10b

6 wk模型组 1.17±0.04b     1.98±0.06b 1.19±0.04b

黄芪汤组 1.05±0.02d     1.41±0.04d 0.86±0.01d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  6 wk模型组.

表 2 各组肝组织中MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白表
达量 (mean±SD, n  = 4)

     
分组                    MMP-9 TIMP-1          TIMP-2

正常组 1.00±0.01 1.00±0.06 1.00±0.03

2 wk模型组 1.32±0.02a 4.00±0.03a 1.17±0.03a

4 wk模型组 1.48±0.02a 6.00±0.11a 2.16±0.00a

6 wk模型组 1.12±0.01a 1.58±0.06a 1.53±0.01a

黄芪汤组 1.21±0.00c 1.03±0.03c 1.16±0.04c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  6 wk模型组.

■相关报道
有 研 究 证 实 ,  二
甲 基 亚 硝 胺
(DMN)诱导细胞
凋 亡 ,  与 死 亡 受
体 信 号 结 合 ,  诱
导 肝 细 胞 凋 亡 , 
通过细胞外信号
释 放 趋 化 性 / 炎
症性因子加重肝
损伤并激活HSC; 
HSC可以吞噬肝
细 胞 凋 亡 小 体 , 
增强促纤维形成
基因及死亡配体
的表达.



www.wjgnet.com

闫晓风, 等. 黄芪汤对二甲基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化模型作用的机制                                                            2413

3  讨论

肝纤维化是由肝细胞损伤引起炎症反应、肝纤

维组织增生和肝细胞结节状再生3种改变反复

交错进行的过程, 是一个缓慢而动态的过程, 涉
及细胞、细胞因子、ECM之间一系列复杂的变

化[7-9]. 肝细胞凋亡是肝细胞增生不良、肝纤维

化进展的重要促动因素. 
细胞凋亡在人体组织细胞中普遍存在, 他

由基因编程控制, 许多基因参与此过程的调节, 
细胞凋亡是有核细胞通过启动自身内部的遗传

机制激活内源性DNA内切酶而发生的一种主动

细胞死亡的过程. 正常肝组织中肝细胞凋亡少

见, 随着肝纤维化发生、发展, 肝细胞凋亡出现

显著的变化. 细胞凋亡可能是不同类型肝病细

胞死亡的共同通路[10], 严重慢性病毒性肝炎患者

肝细胞凋亡明显增加[11], 原发性胆汁性肝硬化患

者肝中肝细胞和胆管上皮细胞凋亡率增加[12]. 
课题组前期研究证实[13,14], 黄芪汤能显著

改善大鼠肝组织病理变化, 降低羟脯氨酸(Hyp)
含量, 降低血ALT、AST、ALP、GGT活性, 进
而有效逆转肝纤维化. 本研究基于前期良好的

药效学基础, 进一步探讨黄芪汤抗肝纤维化的

作用机制. 结果显示, 2、4、6 wk模型组大鼠肝

组织凋亡相关蛋白Fas、caspase-8、caspase-3
表达量明显高于正常组, 黄芪汤明显减少模型

大鼠Fas、caspase-8、caspase-3蛋白表达量, 与

α-SMA mRNA表达量趋势一致. 提示肝细胞凋

亡、HSC激活之间存在密切的因果关系, 黄芪汤

可有效抑制肝细胞凋亡及HSC激活. 
细胞凋亡的途径主要有3条, 他们是: 线粒

体通路、死亡受体通路、内质网通路. F a s、
caspase-8、caspase-3是死亡受体通路的主要蛋

白. 研究发现[15-19], 在肝脏疾病中, 肝细胞凋亡主

要是通过Fas/FasL途径介导所致. 有研究证实[21], 
DMN诱导细胞凋亡, 与死亡受体信号结合, 诱导

肝细胞凋亡, 通过细胞外信号释放趋化性/炎症

性因子加重肝损伤并激活HSC; HSC可以吞噬

肝细胞凋亡小体, 增强促纤维形成基因及死亡

配体的表达. 黄以群等[22]研究表明, 苦参素可显

著降低慢性乙型肝炎患者血清中FasL、Fas、
TNF-α、IL-6水平. 严茂祥等[17]研究认为中药复

方肝力克可调节肝纤维化大鼠肝细胞的凋亡水

平, 抑制肝纤维化大鼠肝细胞Fas/FasL, Bcl-2/
Bax的表达. 黄芪汤抑制肝细胞凋亡, 可能通过

死亡受体途径发挥主要作用. 
H S C的过度激活是肝纤维化的中心环节, 

并最终导致大量ECM的合成, 而α-SMA蛋白的

过度表达是HSC活化的标志. α-SMA蛋白表达

的增强提示大量成纤维细胞的侵入和活化, 进
一步合成胶原. 本实验结果显示, 大鼠肝组织

α-SMA mRNA表达随模型进展明显持续升高, 
黄芪汤能够明显减少模型大鼠α-SMA mRNA表

达量, 说明在外界因素的刺激下, HSC激活并增

殖, 导致ECM合成分泌增多, 从而发生肝纤维化, 
且肝纤维化程度随刺激因素的持续而进行性加

表 3 各组肝组织中 MMP-2、MMP-9活性变化 (n  = 4)

     
分组             MMP-2活性     MMP-9活性

正常组  1.00±0.03    1.00±0.01

2 wk模型组 3.00±0.08a    1.30±0.01a

4 wk模型组 3.62±0.16a    1.38±0.01a

6 wk模型组 2.33±0.05a    1.10±0.04a

黄芪汤组  2.15±0.03c    1.25±0.07d

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  6 wk模型组.
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图 2 各组肝组织中MMP-9、TIMP-1、TIMP-2蛋白表达
变化.
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图 1 各组肝组织中Fas、caspase-8、caspase-3蛋白表
达变化. N: 正常组; 2: 2 wk模型组; 4: 4 wk模型组; 6: 6 wk

模型组; H: 黄芪汤组.

N         2         4        6         H  

图 3 大鼠肝组织MMP-2、9活性的变化. N: 正常组; 2: 2 

wk模型组; 4: 4 wk模型组; 6: 6 wk模型组; H: 黄芪汤组.

N         2         4        6         H  

MMP-9
92 000 Da
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72 000 Da

■创新盘点
本研究以中医经
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生物学角度探讨
其抗肝纤维化的
作用机制. 
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重, 而黄芪汤可通过抑制HSC激活与增殖达到抗

肝纤维化的作用. 
目前认为肝纤维化是各种原因导致的肝损

伤持续存在, 组织发生修复反应时因ECM合成

和代谢失衡, 导致ECM产生多于降解, ECM在肝

内异常沉积而引起的病理过程, 是一个涉及复

杂的细胞及分子机制的动态过程[23]. 影响ECM
合成和降解平衡的因素很多, 其中调控ECM代

谢的细胞因子失衡是最重要原因[24]. 
肝组织中, 基质金属蛋白酶(matrix metallo-

proteinases, MMPs)及其抑制因子基质金属蛋白

酶组织抑制因子(tissue inhibitor of metal protease, 
TIMPs)在纤维形成和纤维降解中发挥重要作

用[25], MMPs促进ECM降解, 而TIMPs通过抑制

MMPs阻止ECM降解[26,27]. 正常情况下, MMPs/
TIMPs处于动态平衡, 调节肝内ECM的合成和

降解, 维持其质和量的稳定. 病理状态下MMPs/
TIMPs失衡与肝炎、肝纤维化、肝硬化的发生

发展有密切关系[28].
MMP-2是相对分子质量72 000 Da的明胶

酶, 以无活性的前体形式产生, 激活后可以分解

基底膜的主要成分Ⅳ型胶原, 后者是维持HSC于
生理性静息状态的必要物质, 而活化的HSC不仅

能产生大量的ECM, 也是肝内MMP-2的主要来

源, MMP-2通过降解正常的内皮下基质, 破坏肝

HSC等多种细胞生存的内环境, 有利于HSC的激

活, 因而MMP-2与HSC活化两者互为因果, 在肝

纤维化早期尤为突出, 并使纤维化进程不断推

进[29]. Murawaki等[30]检测了肝组织内MMP-2酶
原含量, 其升高程度与肝组织胶原含量呈正相

关. Takahara等[31]证实MMP-2参与了肝纤维化过

程中肝组织的重塑, 活动性评分呈正相关. 本实

验结果与上述研究非常一致, DMN大鼠肝组织

MMP-2活性随着模型的加重逐渐升高, 4 wk时
达到高峰. 与6 wk模型组相比, 黄芪汤组MMP-2
活性明显降低, 表明黄芪汤可下调MMP-2的表

达来改善HSC等多种细胞生存的内环境, 使HSC
活化减少, 从而使肝纤维化程度减轻. 由此提示, 
下调MMP-2表达, 从而改善HSC等多种细胞生

存的内环境, 使HSC活化较少, 是黄芪汤有效治

疗实验性大鼠肝纤维化的机制之一. 
M M P-9是相对分子质量92 000 D a的明

胶酶, 主要来源于库弗细胞[32], 以酶原形式分

泌, 被激活后形成Ⅳ型胶原酶, 降解破坏ECM
和基底膜 [33]. 关于M M P-9在肝纤维化中的作

用目前尚有争议 [34].  黄芪汤组大鼠肝组织蛋

白表达MMP-9显著升高, TIMP-1, 2明显降低, 
MMP-9活性明显增强. 提示黄芪汤可以显著提

高MMP-9活性, 促进MMP-9而抑制TIMP-1, 2表
达, 降解过度沉积的ECM, 维持MMPs/TIMPs调
控的动态平衡.  

前期研究 [13]根据中医以方测证理论认为

DMN大鼠肝硬化的病机既有气虚又有湿阻, 两
者并重. 但单纯补气有助湿之弊, 单纯祛湿有伤

正之虞. 黄芪汤重用黄芪为君, 补中气助气化, 
气足则湿邪得化, 湿去则正气得复, 再少以甘草

为臣佐, 补中益气, 助黄芪补中气, 共同达到补

气祛湿之功用. 切中DMN大鼠纤维化的病机特

点. 以上研究结果结合现代研究[35-37], 提示黄芪

汤具有明显的抗肝纤维化的作用, 其作用机制

与抑制肝细胞凋亡, 抑制HSC活化、调控MMPs/
TIMPs系统, 促进ECM降解有关.
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Abstract
AIM: To evaluate the influence of transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1)-induced epithelial-
mesenchymal transition (EMT) on side population 
cells in SMMC-7721. 

METHODS: The percentages of SP cells in 
SMMC-7721 and HepG2 cells were analyzed 
by flow cytometry. TGF-β1 was added to the 
cultured SMMC7721 and HepG2 cells to in-
duce EMT in vitro. Seventy-two hours later, cell 
morphological changes were observed, the pro-

tein expression of E-cadherin was detected by 
Western blot and immunofluorescence, and the 
changes in the percentages of SP cells were ana-
lyzed by flow cytometry.

RESULTS: An experimental system for the 
selection of SP cells from hepatocellular carci-
noma cells was successfully established. There 
were 4.3% of SP cells in SMMC-7721 cells, and 
the expression of ABCG2 (ATP-binding cassette 
superfamily G member 2) was up-regulated 
in these SP cells. No SP cells were detected in 
HepG2 cells. After exposure to TGF-β1 for 72 h, 
SMMC-7721 cells showed significant morpho-
logical changes and reduced E-cadherin expres-
sion and SP cell percentage.

CONCLUSION: TGF-β1 is able to induce EMT 
and reduce the percentage of side population 
cells in hepatocellular carcinoma cell lines, sug-
gesting that EMT may promote the invasion and 
metastasis of carcinoma cells by suppressing the 
proliferation of cancer stem cells.

Key Words: Side population cell; Transforming 
growth factor-β1; Epithelial-mesenchymal transi-
tion; Cancer stem cell; Hepatocellular carcinoma
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摘要
目的: 观察转化生长因子β1(TGF-β1)诱导的
上皮间质转化(EMT)对SMMC-7721中SP细胞
的影响. 

方法: 常规培养人肝癌细胞系SMMC-7721和
HepG2, 利用流式细胞术分析肝癌细胞系中
SP细胞的含量并分选出SP细胞, Western blot
检测ABCG2蛋白的表达. TGF-β1诱导肝癌细
胞SMMC-7721, 动态观察细胞形态学变化, 
Western blot和免疫荧光检测EMT相关指标钙

®

■背景资料
肿瘤干细胞学说
认为, 肿瘤组织中
并非所有的肿瘤
细胞都具有恶性
特征, 只有肿瘤干
细胞具有自我更
新和分化潜能, 成
为肿瘤增殖、抗
药和复发的根源. 
上皮间质转化学
说最早被发育生
物学家用来描述
胚胎发育过程中
某些特定部位的
上皮细胞所发生
的形态学改变, 发
生间质转化的上
皮细胞在经历了
短暂的结构改变
后, 细胞的迁徙和
运动能力增强, 从
而成为肿瘤侵袭
和转移的重要机
制之一. 

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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粘蛋白(E-cadherin)的表达, 通过流式细胞仪
分析TGF-β1诱导前后SP细胞含量的变化. 

结果: 利用流式细胞术成功建立了肝癌S P
细胞分选体系. 检测发现, S M M C-7721中
SP细胞含量为4.3%, Western blot显示该SP
细胞ABCG2蛋白表达明显上调. 而HepG2
中未能检测出SP细胞. TGF-β1诱导72 h后
SMMC-7721细胞发生上皮间质转化, Western 
blot和免疫荧光检测发现E-cadherin蛋白的表
达下调, 同时SP细胞含量也明显降低.

结论: 不同肝癌细胞系中SP细胞含量的差别
可能与细胞系的遗传背景和性质不同有关. 
EMT可能抑制了肿瘤干细胞的增殖, 促进肿
瘤细胞向侵袭和转移的方向发展.

关键词: 边缘群细胞; 转化生长因子β1; 上皮间质转

化; 肿瘤干细胞; 肝癌
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0  引言

恶性肿瘤的基本特性是细胞异常增殖、浸润转

移和复发, 其发病机制仍有待进一步阐明. 新近

研究发现, 肿瘤组织中并非所有的肿瘤细胞都

具有恶性特征, 只有肿瘤干细胞具有自我更新

和分化潜能, 成为肿瘤增殖生长、转移和复发

的根源[1-3]. 边缘群(side population, SP)细胞最初

是造血干细胞经流式细胞仪分选发现的一类具

有很强的自我更新和增殖分化能力的细胞[4,5]. 
随后, 人们在肿瘤细胞系中也发现少量具有这

样特性的SP细胞[6,7]. 目前认为肿瘤组织SP细胞

代表的是一族肿瘤干细胞, 这些细胞对化疗药

物有内在的高抵抗性, 即使大部分肿瘤细胞被

常规化疗杀死, 只要残存SP细胞, 都可能引起

肿瘤复发和转移[8-10]. 上皮-间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)最早被发育生物学

家用来描述胚胎发育过程中某些特定部位的上

皮细胞所发生的形态学改变, 发生EMT的上皮

细胞在经历了短暂的结构改变后, 细胞的迁徙

和运动能力增强. 转化生长因子β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)是一种具有多种功能

的细胞因子, 已有研究发现其在诱发EMT中起

着关键的作用[11,12]. 目前认为和肿瘤干细胞一样, 
EMT亦是一种重要的肿瘤侵袭和转移机制[13-15]. 

原发性肝癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之

一, 临床上病情常迅速进展, 预后极差. 因此针

对肝癌的侵袭转移一直是该领域的研究热点. 
已有文献报道在肝癌组织和细胞系中发现肿瘤

干细胞[16,17]. 但关于肝癌组织中EMT和SP细胞

之间的关系, 国内外尚无相关报道. 本论文以

TGF-β1诱导肝癌细胞系发生EMT, 观察其对SP
细胞的影响, 试图为今后进一步研究肝癌复发

转移提供新的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞系SMMC-7721和HepG2由
华中科技大学附属同济医院肝病研究所保存. 
DMEM培养基购自Gibco公司; 胎牛血清购自

Clark公司; Hoechst 33342、碘化丙啶(Propidium 
Iodide, PI)和维拉帕米均购自Sigma公司; 人
TGF-β购自英国Protech公司; 三磷酸腺苷结合盒

转运体成员2(ATP-binding cassette superfamily G 
member 2, ABCG2)及钙粘蛋白(E-cadherin)兔抗

人多克隆抗体购自Santa Cruz公司. FACS Aria流
式细胞仪及其分析软件为美国BD公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SMMC-7721和HepG2细胞用含

青链霉素及100 mL/L胎牛血清的DMEM培养

液在37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养, 
0.25%胰蛋白酶液消化传代, 取对数生长期细胞

用于实验. 
1.2.2 SP细胞分析及分选: 调整细胞密度为106/
mL, 设实验组和对照组. 实验组加入Hoechst 
33342至终浓度为10 mg/L. 对照组先加入终浓度

为50 mmol/L的维拉帕米在37 ℃水浴10 min. 然
后, 两组细胞均于37 ℃恒温避光水浴90 min, 每
15 min摇匀1次. 最后500 g于4 ℃离心5 min弃上

清, 以4 ℃预冷的HBSS重悬细胞. 在反应体系中

加入PI使其终浓度为0.5 mg/L时上流式细胞仪

检测. 仪器参数如下, 355 UV激发光源, 610 nm
双色短通反射滤镜, 450 nm和675 nm边缘长通

滤片分别散射蓝光和红光部分. 测量前向散射

和侧向散射二维参数图, 检测细胞均一性, 将低

蓝光低红光且维拉帕米组缺失区域设定为SP细
胞的门(gate), 分析并分选出SP和非SP细胞. 
1.2.3 TGF-β1诱导SMMC-7721后SP细胞分析: 
SMMC-7721细胞培养方法同前, 设实验组和

对照组. 实验组加入TG F-β1至其终浓度为10 
μg/L, 置37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件下培

养72 h后, Olympus倒置显微镜观察细胞形态, 

■研发前沿
肿瘤干细胞学说
和细胞上皮间质
转化学说是肿瘤
学领域新近研究
的重点和热点. 由
于肿瘤干细胞缺
乏特异性的细胞
表面标志, 而大量
的研究证实干细
胞及某些前体细
胞具有SP表型, 因
此推测SP细胞可
作为一种肿瘤干
细胞筛选和分离
纯化的标志. 深入
探讨SP细胞与肿
瘤干细胞之间的
联系及调控的机
制将是此领域亟
待研究的重要问
题之一. 
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Western blot分析E-cadherin蛋白的表达. 流式细

胞仪分析SMMC-7721细胞发生EMT时SP细胞

的含量变化.
1.2.4 Western blot检测目的蛋白表达: ABCG2
及E-cadherin蛋白的表达采用Western blot检测. 
RIPA裂解液提取总蛋白, Bradford法检测其浓

度. 取50 μg总蛋白进行电泳. 10% SDS-PAGE中
电泳完毕后将凝胶中的蛋白转移至硝酸纤维素

膜上, 5%的封闭液封闭2 h, 加入一抗(兔抗人多

克隆抗体, 1∶100), 4 ℃过夜; 洗膜, 再加入二抗

(羊抗兔IgG-HRP, 1∶10 000)孵育1 h, 洗膜后进

行ECL显色. 利用相关图像分析软件扫描分析条

带的灰度值. 目的蛋白表达的相对强度 = 目的

条带的灰度值/β-actin条带的灰度值. 
1.2.5 免疫荧光法检测细胞E-cadherin蛋白的表

达: 待上述各组SMMC-7721细胞在盖玻片上生

长融合到90%-95%时, 取出以4%的甲醛室温固

定30 min;  0.2% Triton X-100透化5 min; 5%的封

闭液室温封闭30 min; 加入一抗4 ℃过夜后, 加
入二抗避光孵育30 min, 激光共聚焦显微镜观察

蛋白定位表达情况.
统计学处理 应用SPSS11.0软件进行统计分

析, 实验数据以mean±SD表示, 各组间比较均采

用t检验, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肿瘤细胞系中SP细胞的分析 SMMC-7721和

HepG2细胞经Hoechst 33342及PI双标记后经流

式细胞仪分析, SP细胞位于左下角两种荧光均

阴性或很弱的区域, SMMC-7721细胞实验组SP
细胞含量为4.3%, 由于维拉帕米可以阻断SP细
胞排出Hoechest 33432, 经维拉帕米处理后SP细
胞含量减少为0.1%. HepG2细胞实验组和对照组

之间无明显区别(图1). 前向散射和侧向散射二

维参数图分析SMMC-7721中SP和非SP细胞形

态、大小、胞质均匀性无明显区别. ABCG2表
达于SP细胞表面, 是造成细胞SP表型的关键分

子之一. 与非SP细胞相比, SMMC-7721中SP细
胞ABCG2表达明显上调(图2). 
2.2 TGF-β1诱导SMMC-7721发生EMT 研究显示, 
TGF-β1在诱发细胞EMT中起着关键作用, 而上

皮性标志物E-cadherin是EMT过程中表达下调的

主要因子之一. SMMC-7721细胞在TGF-β1刺激

下逐渐由原来的多角形生长变化为长梭形, 排列

松散, Western blot和免疫荧光均提示E-cadherin
的表达下调, 提示细胞间黏附减弱(图3, 4). 
2.3 TGF-β1诱导SMMC-7721EMT后SP细胞含量

分析 TGF-β1诱导SMMC-7721发生EMT后, 其
SP细胞含量明显下降. 未加入维拉帕米组SP细
胞含量为0.1%, 经维拉帕米处理后SP细胞含量

减少为0.0%(图5).

3  讨论

1996年, Goodell等采用流式细胞术研究造血干

■相关报道
最 初 的 研 究 表
明 :  来 源 于 骨 髓
的SP细胞具有很
强的造血干细胞
活 性 ,  能 重 建 致
死放射量照射小
鼠的髓系和淋巴
系 血 细 胞 ;  随 后
人们相继在多种
正常组织、肿瘤
组织和细胞系中
分离出功能类似
的SP细胞.
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图  1  肝 癌 细 胞 系
中 S P 细 胞 分 析 .  A : 

SMMC-7721细胞实验

组; B: SMMC-7721细

胞对照组; C: HepG2细

胞实验组; D: HepG2细

胞对照组. 
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细胞在体内的增殖情况时发现有一小群细胞呈

彗星状分布在细胞主群的一侧, 他们将这群细

胞称为SP细胞. 最初的研究表明: 来源于骨髓的

SP细胞具有很强的造血干细胞活性, 能重建致

死放射量照射小鼠的髓系和淋巴系血细胞; 随
后人们相继在多种正常组织(骨髓、骨骼肌、

肺、肝、心脏、睾丸、肾、皮肤、脑和乳腺

等)、肿瘤组织和细胞系中分离出功能类似的SP
细胞[18-21]. 由于SP细胞符合肿瘤干细胞学说的特

点, 对肿瘤组织中SP细胞的研究随即成为新的

热点[22,23]. 
S P细胞能特异性的将荧光染料H o e c h s t 

33342排出到胞外, 从而具有Hoechst 33342拒染

或淡染性, 钙离子拮抗剂能够阻止这个过程, 这
是流式细胞仪进行检测分选的基本原理. 膜转

运蛋白ABCG2是决定不同组织来源SP细胞排

出Hoechst 33342的决定性基因之一. ABCG2是
从MCF-7乳腺癌耐药细胞株克隆出来的ATP结
合盒转运子家族的一个新成员, 是一种多药耐

药基因, 推测其与SP细胞对化疗药物的内在高

抵抗性有关[24-26]. 维拉帕米和利血平能够抑制

SP细胞上膜转运蛋白的功能, 常使SP细胞数量

显著下降, 因此常被用来辅助鉴定SP细胞. 目
前认为维拉帕米主要阻断ABC转运蛋白家族中

■创新盘点
国内外学者已在
多种人肿瘤细胞
系中发现SP细胞; 
上皮间质转化机
制在肿瘤侵袭转
移过程中的作用
也 有 所 报 道 .  本
论文在此基础上
首先检测了SP细
胞在两种常用肝
癌细胞系中的分
布情况, 并深入探
讨转化生长因子
诱导的肝癌细胞
系发生上皮间质
转化对SP细胞含
量的影响. 结合肿
瘤学领域新理论, 
旨在为将来组织
水平研究肝癌转
移、抗药及复发
机制提供理论基
础, 此研究思路和
技术路线国内外
报道较少. 

图 4 免疫荧光法示SMMC-7721细胞中E-cadherin蛋白的表达(免疫荧光法). A-D: 实验组; E-H: 对照组; 绿色荧光: 

E-cadherin的表达; 蓝色荧光: Hoechst 33258核染色.
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图 5 SMMC-7721细
胞经TGF-β1诱导发生
EMT后SP细胞分析. A: 

无维拉帕米组; B: 维拉

帕米组.

1                             2
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β-actin
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图 2 SMMC-7721细胞中ABCG2蛋白的表达. 1: SP细胞; 2: 

非SP细胞.
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图 3 SMMC-7721细胞中E-cadherin蛋白的表达. 1: 对照

组; 2: 实验组.
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多药耐药蛋白质1(multidrug resistance protein 1, 
MDR1), 但其阻断没有特异性; 利血平主要阻断

P-糖蛋白和ABCG2蛋白[27]. 不同细胞群中这些

膜蛋白的表达情况存在差异, 例如有些胃肠肿

瘤细胞中ABCG2并未参与SP细胞表型的形成, 
细胞培养前后SP和非SP细胞中ABCG2是一致

的. 因此, 不同的膜运载体在外排Hoechst 33342
中可能起着不同的作用[28], 从而间接影响了维拉

帕米等药物的阻断作用. 
我们的研究显示, SMMC-7721中Hoechest 

33342阴性/弱阳性细胞含量为4.3%, HepG2中未

能检测出此类细胞, 不同肝癌细胞系中此细胞

含量的不同可能与细胞系的遗传背景和性质不

同有关. 经维拉帕米处理后SMMC-7721中这些

细胞的含量下降为0.1%, 采用Western blot检测

发现该细胞群ABCG2蛋白的表达明显上调, 可
确认此Hoechest 33342阴性/弱阳性细胞为SP细
胞. 我们成功的采用流式细胞术建立肿瘤细胞

株中SP细胞分离纯化体系, 从而满足后续研究

的需要. 
E M T是指上皮细胞在特定的生理和病理

情况下向间质细胞转化的现象. 正常上皮细胞

富于细胞间黏附从而形成稳定的细胞间接触. 
EMT时上皮组织基本结构消失, 失去细胞极性

和紧密连接, 细胞内骨架成分重排并获得移行

能力等间质细胞的特性. EMT与胚胎发育过程

和特定类型的伤口愈合中细胞及组织的重塑有

关. 肝癌组织的中央细胞往往是上皮表型, 当
经历EMT后肿瘤细胞摆脱细胞之间的连接, 从
而获得突破基底膜、侵袭周围组织的能力 [29]. 
E-cadherin是上皮组织中的一种依赖Ca2+的细胞

间跨膜粘连糖蛋白分子, 主要参与细胞间的连

接. E-cadherin同时也是EMT的关键分子. TGF-β
是诱发EMT最强的因素之一[30]. 我们的研究结

果显示, 加入TGF-β1后, SMMC-7721细胞的形

态发生改变. 免疫荧光提示定位于胞质的表达

阳性细胞明显减少, Western blot提示其蛋白表

达明显下调, 说明TGF-β1能够诱导肿瘤细胞系

发生EMT, 从而在肝癌转移过程中起到重要的

作用.
既然SP细胞和EMT都与肝癌的发生及转移

有关, 两者之间的关系如何呢? 我们的研究发现, 
TGF-β1诱导SMMC-7721细胞发生EMT后, SP细
胞比例分别从未诱导前的4.3%降低到诱导后的

0.1%. 分析其可能的机制, 我们推测EMT状态的

诱导和维持在一定程度上抑制了肿瘤干细胞的

增殖, 促进了肿瘤细胞向侵袭和转移方向发展. 
另外, TGF-β1本身的作用机制也相当复杂, 对于

SMMC-7721细胞而言可能发挥了肿瘤生长抑制

因子的作用[31]. 
总之, 我们的研究建立了肝癌肿瘤干细胞分

选体系, 初步探讨了SP细胞和EMT之间的关系, 
为将来进一步研究肿瘤干细胞在肝癌发生中的

作用和调控机制提供了新的思路和依据.

4      参考文献
1 Mueller MT, Hermann PC, Heeschen C. Cancer 

stem cells as new therapeutic target to prevent 
tumour progression and metastasis. Front Biosci 
(Elite Ed) 2010; 2: 602-613

2 Sottoriva A, Verhoeff JJ, Borovski T, McWeeney 
SK, Naumov L, Medema JP, Sloot PM, Vermeulen 
L. Cancer stem cell tumor model reveals invasive 
morphology and increased phenotypical heterogeneity. 
Cancer Res 2010; 70: 46-56 

3 Frank NY, Schatton T, Frank MH. The therapeutic 
promise of the cancer stem cell concept. J Clin Invest 
2010; 120: 41-50

4 Chan RK, Garfein E, Gigante PR, Liu P, Agha 
RA, Mulligan R, Orgill DP. Side population 
hematopoietic stem cells promote wound healing in 
diabetic mice. Plast Reconstr Surg 2007; 120: 407-411; 
discussion 412-413  

5 王榕, 蒋敬庭, 杨伊林, 吴昌平. 肿瘤干细胞的分离与
纯化研究进展. 中国组织工程研究与临床康复 2009; 
13: 161-164

6 Wang J, Guo LP, Chen LZ, Zeng YX, Lu SH. 
Identification of cancer stem cell-like side population 
cells in human nasopharyngeal carcinoma cell line. 
Cancer Res 2007; 67: 3716-3724

7 张鹏, 秦环龙. 大肠癌干细胞分选与鉴定的研究进展. 
世界华人消化杂志 2008; 16: 4031-4035

8 Wu C, Wei Q, Utomo V, Nadesan P, Whetstone H, 
Kandel R, Wunder JS, Alman BA. Side population cells 
isolated from mesenchymal neoplasms have tumor 
initiating potential. Cancer Res 2007; 67: 8216-8222

9 Sabisz M, Skladanowski A. Cancer stem cells and 
escape from drug-induced premature senescence 
in human lung tumor cells: implications for drug 
resistance and in vitro drug screening models. Cell 
Cycle 2009; 8: 3208-3217 

10 Gupta PB, Chaffer CL, Weinberg RA. Cancer stem 
cells: mirage or reality? Nat Med 2009; 15: 1010-1012

11 韩磊, 郭克建, 周文平, 陈希涛. Genistein对TGF-β1诱
导人胰腺癌细胞上皮-间质样转化的作用. 世界华人
消化杂志 2008; 16: 2359-2363

12 张红燕, 孙洋, 李珊珊, 杨建萍, 阎爱华, 王新华, 王小
军. TGF-β1引发的上皮间质转化与食管鳞癌浸润转移
的关系. 世界华人消化杂志 2008; 16: 3162-3166

13 杨文君, 陈丽荣. 上皮间质转化在肿瘤侵袭转移中的
作用. 实用肿瘤杂志 2008; 23: 86-90

14 Iwatsuki M, Mimori K, Yokobori T, Ishi H, Beppu 
T, Nakamori S, Baba H, Mori M. Epithelial-
mesenchymal transition in cancer development and 
its clinical significance. Cancer Sci 2010; 101: 293-299

15 Sarkar FH, Li Y, Wang Z, Kong D. Pancreatic 
cancer stem cells and EMT in drug resistance and 
metastasis. Minerva Chir 2009; 64: 489-500

16 宋凯, 杨硕菲, 吴俊华, 江春平. 肝癌干细胞的研究进

■应用要点
本文研究了肝癌
细胞系中SP细胞
的调控机制, 有助
于从不同的侧面
了解肿瘤干细胞
在肝癌中的分布
和 作 用 ,  从 而 为
后续治疗肝癌转
移、抗药及复发
提供理论基础. 



www.wjgnet.com

王波, 等. TGF-β1诱导的上皮间质转化对肝癌细胞系中边缘群细胞的调控               2421

展. 世界华人消化杂志 2009; 17: 3704-3710
17 丁景弦, 白小明, 张海, 汪亦品, 彭韬, 冷静. Huh7细胞

中边缘群细胞分选及其增殖分裂能力的研究. 南京医
科大学学报(自然科学版) 2010; 30: 139-143

18 Kayo H, Yamazaki H, Nishida H, Dang NH, 
Morimoto C. Stem cell properties and the side 
population cells as a target for interferon-alpha in 
adult T-cell leukemia/lymphoma. Biochem Biophys Res 
Commun 2007; 364: 808-814

19 Komuro H, Saihara R, Shinya M, Takita J, Kaneko 
S, Kaneko M, Hayashi Y. Identification of side 
population cells (stem-like cell population) in pediatric 
solid tumor cell lines. J Pediatr Surg 2007; 42: 2040-2045

20 Wu C, Alman BA. Side population cells in human 
cancers. Cancer Lett 2008; 268: 1-9

21 Hermann PC, Bhaskar S, Cioffi M, Heeschen C. 
Cancer stem cells in solid tumors. Semin Cancer Biol 
2010; 20: 77-84

22 Saikawa Y, Fukuda K, Takahashi T, Nakamura R, 
Takeuchi H, Kitagawa Y. Gastric carcinogenesis 
and the cancer stem cell hypothesis. Gastric Cancer 
2010; 13: 11-24

23 Maenhaut C, Dumont JE, Roger PP, van Staveren 
WC. Cancer stem cells: a reality, a myth, a fuzzy 
concept or a misnomer? An analysis. Carcinogenesis 
2010; 31: 149-158

24 Ding XW, Wu JH, Jiang CP. ABCG2: a potential 
marker of stem cells and novel target in stem cell 

and cancer therapy. Life Sci 2010; 86: 631-637
25 Smith PJ, Furon E, Wiltshire M, Campbell L, Feeney 

GP, Snyder RD, Errington RJ. ABCG2-associated 
resistance to Hoechst 33342 and topotecan in a 
murine cell model with constitutive expression of 
side population characteristics. Cytometry A 2009; 
75: 924-933

26 奚忠, 江春平, 丁义涛. ABCG2在肝细胞性肝癌组织
和肝癌细胞株中的表达及意义. 世界华人消化杂志 
2009; 17: 247-252

27 曹宝山, 贾军, 任军, 马博, 鲁智豪, 邸立军, 宋国红, 方
健, 马力文. 维拉帕米和利血平对A549和H460肺癌侧
群细胞的阻断差异机制及意义. 现代肿瘤医学 2009; 
17: 8-12

28 窦骏. 肿瘤干细胞研究面临的挑战与对策. 生物技术
通讯 2009; 20: 561-563

29 Yilmaz M, Christofori G. EMT, the cytoskeleton, 
and cancer cell invasion. Cancer Metastasis Rev 2009; 
28: 15-33

30 Gavert N, Ben-Ze'ev A. Epithelial-mesenchymal 
transition and the invasive potential of tumors. 
Trends Mol Med 2008; 14: 199-209

31 Kabashima A, Higuchi H, Takaishi H, Matsuzaki Y, 
Suzuki S, Izumiya M, Iizuka H, Sakai G, Hozawa 
S, Azuma T, Hibi T. Side population of pancreatic 
cancer cells predominates in TGF-beta-mediated 
epithelial to mesenchymal transition and invasion. 
Int J Cancer 2009; 124: 2771-2779

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2010年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》名词术语标准

本刊讯 本刊名词术语一律标准化, 前后统一, 如原词过长且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括号内

注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国自然科学名词审定委员会公布的《生理学名词》、《生物化学名词

与生物物理学名词》、《化学名词》、《植物学名词》、《人体解剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医

学名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为准, 国家食品药

品监督管理局批准的新药, 采用批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员会的“命名原则”, 新译名词应

附外文. 公认习用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, 

CT, MRI等. 为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在A4纸上. 中医药名词英译要遵循

以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 

阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞

逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 通常应小写.

■同行评价
本研究选题新颖, 
为肿瘤干细胞在
肝癌发生中的作
用和调控机制提
供新的依据.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年8月18日; 18(23): 2422-2426
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

FAF1 mRNA在胃癌组织中的表达及其与幽门螺杆菌感染
的相关性  

刘爱群, 葛莲英, 罗小玲, 罗 元, 林思彤 

刘爱群, 葛莲英, 广西医科大学附属肿瘤医院内镜室 广西壮
族自治区南宁市 530021 
罗小玲,  广西医科大学科技处 广西壮族自治区南宁市 
530021
罗元, 林思彤, 广西医科大学附属肿瘤医院病理科 广西壮族
自治区南宁市 530021
刘爱群, 2008级广西医科大学肿瘤学在读博士, 主要从事消化
系肿瘤的基础和临床研究.
广西自然科学基金资助项目, No. 0728203 
作者贡献分布: 此课题由刘爱群、葛莲英及罗小玲设计, 研究过
程由刘爱群、罗元及林思彤操作完成; 数据分析及本论文写作
由刘爱群与葛莲英完成. 
通讯作者: 葛莲英, 主任医师, 530021, 广西壮族自治区南宁市
河堤路71号, 广西医科大学附属肿瘤医院内镜室. 
gelianying2008@163.com
电话: 0771-5310521
收稿日期: 2010-05-08   修回日期: 2010-07-05
接受日期: 2010-07-12   在线出版日期: 2010-08-18

Relationship between FAF1 
mRNA expression and 
Helicobacter pylori infection in 
gastric cancer  

Ai-Qun Liu, Lian-Ying Ge, Xiao-Ling Luo, Yuan Luo, 
Si-Tong Lin   

Ai-Qun Liu, Lian-ying Ge, Department of Endoscopy, the 
Affiliated Tumor Hospital of Guangxi Medical University, 
Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China 
Xiao-Ling Luo, Science and Technology Agency, Guangxi 
Medical University, Nanning 530021, Guangxi Zhuang Au-
tonomous Region, China 
Yuan Luo, Si-Tong Lin, Department of Pathology, the Af-
filiated Tumor Hospital of Guangxi Medical University, 
Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China 
Supported by: the Natural Science Foundation of Guangxi, 
No. 0728203 
Correspondence to: Lian-Ying Ge, Department of En-
doscopy, the Affiliated Tumor Hospital of Guangxi Medi-
cal University, 71 Hedi Road, Nanning 530021, Guangxi 
Zhuang Autonomous Region, 
China. gelianying2008@163.com  
Received: 2010-05-08    Revised: 2010-07-05
Accepted: 2010-07-12    Published online: 2010-08-18 

Abstract
AIM: To investigate the expression of Fas-
associated factor 1 (FAF1) mRNA and to analyze 
its relationship with Helicobacter pylori (H.pylori) 
infection in gastric cancer.

METHODS: Real-time fluorescent quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was used to detect the expression of 
FAF1 mRNA in 40 gastric cancer specimens and 
matched normal gastric mucosa tissue speci-
mens. The β-actin gene was used as a reference 
for normalization of FAF1 expression level. 
H.pylori infection was detected by HE Staining, 
toluidine blue staining and Warthin-Starry silver 
staining. 

RESULTS: The expression level of FAF1 mRNA 
was significantly lower in gastric cancer than 
in corresponding normal gastric mucosa tissue 
(0.27 ± 0.12 vs 0.48 ± 0.08, P < 0.05). The expres-
sion level of FAF1 mRNA in well-differentiated 
cancer tissue was higher than that in poorly dif-
ferentiated cancer tissue (0.39 ± 0.06 vs 0.19 ± 0.06, 
t = 9.966, P < 0.01). The expression level of FAF1 
mRNA was significantly lower in gastric cancer 
with distant metastasis than in that without dis-
tant metastasis (0.25 ± 0.11 vs 0.34 ± 0.14, t = 2.753, 
P <0.01). The expression of FAF1 mRNA showed 
no obvious relationship with tumor size, infiltra-
tion degree, stage, and lymph node metastasis 
in gastric cancer. The expression level of FAF1 
in H.pylori-positive patients was lower than that 
in H.pylori-negative patients (0.18 ± 0.06 vs 0.29 ± 
0.12, P < 0.05), whereas FAF1 expression had no 
significant correlation with H.pylori infection in 
normal gastric mucosa tissue (0.49 ± 0.08 vs 0.47 
± 0.11, t = 0.6515, P > 0.05).

CONCLUSION: Abnormal expression of the 
FAF1 gene may be related to the carcinogen-
esis and development of gastric cancer, and the 
expression level of FAF1 gene can be down-
regulated by H.pylori infection during gastric 
carcinogenesis. 

Key Words: Gastric cancer; Fas-associated factor 1 
mRNA; Real-time fluorescent quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction; Helico-
bacter pylori

Liu AQ, Ge LY, Luo XL, Luo Y, Lin ST. Relationship 
between FAF1 mRNA expression and Helicobacter pylori 
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■背景资料
胃癌的发生是多
阶段、多基因调
控的进展性过程. 
H.pylori 感染不仅
能够诱导胃黏膜
上皮细胞的增殖, 
同时诱导其凋亡, 
凋亡的增加进一
步引起胃上皮细
胞代偿性过度增
殖, 当细胞增殖速
率超过凋亡时, 细
胞凋亡被抑制, 使
异常细胞被清除
的 能 力 降 低 ,  而
且处于过度增殖
状态的细胞更易
受到致癌物质的
损伤, 从而增加了
DNA畸变的危险, 
最终可能导致胃
癌的发生.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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摘要
目的: 探讨FAF1 mRNA在胃癌组织中的表
达 水 平 及 其 临 床 意 义 以 及 与 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori, H.pylori )感染的相关性.

方法: 应用实时荧光定量逆转录聚合酶链反
应(RT-PCR)技术对40例胃癌患者及相应正
常胃黏膜组织中的FAF1 mRNA进行定量检
测, 以β-act in为内参照. H.py lor i 采用HE染
色、甲苯胺蓝染色和Warth in-Starry银染法
进行检测. 

结果: 胃癌组织中FAF1 mRNA的表达明显低
于相应正常胃黏膜组织(0.27±0.12 vs  0.48
±0 .08 ,  P <0 .05) .  高、中分化的胃癌组织
FAF1 mRNA表达值明显高于低、未分化的
胃癌组织(0.39±0.06 vs  0.19±0.06, t  = 9.966, 
P <0.01). 有远处转移的胃癌组织FAF1 mRNA
表达值低于无远处转移的胃癌组织(0.25±
0.11 vs  0.34±0.14, t  = -2.753, P <0.01), 而FAF1 
mRNA表达水平在浸润深度、有无淋巴结转
移、肿瘤大小及临床分期不同的胃癌组织中
无显著性差异. FAF1 mRNA表达量在H.pylori
阳性胃癌组织中明显低于H.py lor i 阴性(0.18
±0.06 vs  0.29±0.12, P <0.05). FAF1表达量在
H.pylori 阳性正常胃黏膜组织中与H.pylori 阴
性比较无显著差异(0.49±0.08 vs  0.47±0.11, t 
= 0.6515, P >0.05). 

结论: FAF1基因的表达异常可能与胃癌的发
生发展有关, H.pylori感染可能通过下调FAF1
基因的表达而发挥致癌作用.

关键词: 胃癌; Fas相关因子1 mRNA; 适时荧光定

量逆转录聚合酶链反应; 幽门螺杆菌
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0  引言

近来研究表明, 肿瘤不仅是增殖和分化异常的

疾病, 也是细胞凋亡异常的疾病, 细胞凋亡状态

及其调控基因的异常, 参与肿瘤的发生、发展[1]. 
Fas相关因子1(Fas-associated factor 1, FAF1)是
新近发现的一种能够增强Fas诱导凋亡作用的蛋

白, 且在胃癌组织中有特异性低表达[2]. 幽门螺

杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )感染与胃癌的

发生关系密切, 被WHO确认为第Ⅰ类致癌因子. 
然而, 其致癌的确切机制至今还不是很清楚. 关
于FAF1在H.pylori感染所致胃癌变过程中的表

达改变及机制, 国内外尚未见相关报道. 本研究

采用实时荧光定量RT-PCR技术检测在胃癌组织

及相对正常胃黏膜组织中FAF1 mRNA表达水

平, 探讨FAF1基因与胃癌发生、发展的关系, 并
同时进行H.pylori感染检测, 进一步了解胃癌发

生发展的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-06/2006-04广西医科大学附

属肿瘤医院及广西壮族自治区人民医院胃癌根

治性手术切除并有完整检查资料的胃癌标本40
例. 其中男29例, 女11例, 年龄34-78(中位年龄55)
岁, 所有病例术前均未进行放疗和化疗或免疫治

疗. 胃癌组织取自原发灶中央非坏死部分, 正常

胃黏膜组织取自距离肿瘤原发灶≥5 cm处, 所有

病例均经病理检查证实. 胃癌组织标本经液氮浸

泡5 min, 后放入-80 ℃冰箱低温保存. 后经10%
中性甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 然后制备4 μm厚

连续切片. H.pylori感染分别用HE染色、美蓝染

色、Warthin-Starry(W-S)银染3种方法检测, 其中

3种方法中两种及以上者为H.pylori阳性, 标本取

胃窦区正常黏膜, 若胃窦为肿瘤组织, 则取周围

经病理检查证实的正常胃黏膜检测. 引物采用

Primer 5软件设计, FAF1上游引物: 5'-cttgctgaat
cagggctctc-3', FAF1下游引物:5'-tccaccccaaattctgt
agc-3', 扩增片段长度为164 bp, 内参β-actin上游

引物: 5'-accgagcgcggctacagc-3', β-actin下游引物: 
5'-ctcattgccaatggtgat-3', 扩增长度为180 bp, 所有

引物均由上海生工生物技术有限公司合成. 定量

PCR试剂盒为美国QIAGENE公司产品.  
1.2 方法 取0.05-0.1 g胃组织采用TRIzol法提取

总RNA. 将上述提取的完整的总RNA按试剂说

明书操作逆转录合成cDNA. 取上述逆转录反应

产物cDNA 2 μL, 加2×Quanti Tect SYBR Green 
PCR buffer 12.5 μL, 10 μmol/L上下游引物各0.75 
μL, RNase-free Water 9 μL(25 μL反应总体积)进
行定量PCR. 反应条件: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 
45 s, 55 ℃ 45 s, 72 ℃ 60 s, 35个循环, 72 ℃ 10 
min末延伸. 55 ℃采集光源, β-actin作为内参照, 
每份样本均根据β-actin的拷贝数进行校正. 结果

的计算: ΔΔCt = (样品Ct均值-内参照Ct均值)-(对
照样品Ct均值-对照内参照Ct均值), 然后取2-ΔΔct

■创新盘点
国 内 外 尚 未 见
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胃癌变过程中的
表达及机制的报
道，而本研究采
用比较敏感的荧
光实时定量PCR
法检测了40例患
者胃癌和正常胃
黏膜组织中FAF1 
mRNA的水平, 并
进一步分析他们
的表达与临床指
标的关系.



www.wjgnet.com

2424                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年8月18日    第18卷   第23期

即代表被检样品初始FAF1 mRNA的含量.
统计学处理 采用SPSS15.0软件进行统计学

分析. FAF1 mRNA的相对含量以mean±SD表示. 
统计学方法采用单因素方差分析及t检验, 方差

不齐用t '检验, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌组织及正常胃黏膜组织中FAF1 mRNA
水平 胃癌组织和相对正常胃黏膜组织中均检测

到FAF1及β-actin基因的表达(图1, 2). 胃癌组织

及正常胃黏膜组织中FAF1 mRNA的含量分别为

0.27±0.12、0.48±0.08, 两组间相比差异有显

著性(P <0.05).  
2.2 不同临床参数胃癌组织中FAF1 mRNA水平

的关系 高中分化的胃癌组织、低未分化的胃

癌组织中FAF1 mRNA含量分别为0.39±0.06、
0.19±0.06, 两组间相比差异有显著性(t = 9.966, 
P <0.01); 有远处转移的胃癌组织、无远处转移

的胃癌组织中FAF1 mRNA含量分别为0.19±
0.07、0.29±0.12, 两组间相比差异有显著性(t = 
-2.753, P <0.01), 而FAF1 mRNA表达水平在浸润

深度、有无淋巴结转移、肿瘤大小及临床分期

不同的胃癌组织中无显著性差异(表1). 
2.3 胃癌和相对正常胃黏膜组织中FAF1 mRNA

含量与H.pylori感染的关系 40例患者中H.pylori
感染率为(21/40, 52.50%). H.pylori常位于胃黏

膜腺体隐窝处, 聚集存在, 镜下呈淡蓝色、棕

黑色、淡紫色短棒状(图3). 在H.py lor i阳性和

H.pylori阴性胃癌中, FAF1 mRNA含量分别为

0.18±0.06和0.29±0.12, H.py lor i阳性者明显

低于H.py lor i阴性, 二者之间有显著性差异(t = 
3.6084, P <0.05). 在H.pylori阳性和H.pylori阴性

正常胃黏膜组织中, FAF1含量分别为0.49±0.08
和0.47±0.11, 二者之间无显著差异(t = 0.6515, 
P >0.05).

3  讨论

FAF1是新近发现的Fas死亡信号结合体的成员

之一, 其N-末端区域能与Fas特异性的结合, 他是

图 1 FAF1 mRNA和β-actin mRNA RT-PCR产物电泳图. A: FAF1 mRNA; 1-2: 正常组织; 3-6: 癌组织; 7: 阴性对照; 8: 相对分

子质量参照物(DNA Marker); B: 内参照β-actin mRNA; 1-6: β-actin; 7: 相对分子质量参照物(DNA Marker).
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图 2 FAF1 mRNA的荧光定量RT-PCR扩增曲线.
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表 1 不同临床参数胃癌组织中FAF1 mRNA含量 (mean±SD)

     
临床参数                  n          FAF1 mRNA         t 值  P 值 

浸润深度     1.090 0.283

    浆膜内   7 0.30±0.12   

    浆膜及浆膜外 33 0.25±0.11   

临床分期     1.568 0.125

    Ⅰ、Ⅱ   8 0.32±0.12   

    Ⅲ、Ⅳ 32 0.25±0.11   

肿瘤直径(cm)     0.100 0.921

    ≥5 18 0.26±0.11   

    <5 22 0.26±0.12   

淋巴结转移     1.266 0.213

    有   3 0.34±0.14   

    无 37 0.25±0.11   

远处转移   -2.753 0.009

    有 12 0.19±0.07   

    无 28 0.29±0.12   

分化程度     9.966 0.000

    高、中分化 14 0.39±0.06   

    低、未分化 26 0.19±0.06

■相关报道
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能够增强Fas介导细胞凋亡的蛋白分子[3-6], 他编

码的一种蛋白牵涉肿瘤细胞的存活和人类一些

肿瘤的发病[7]. 甚至在缺乏任何外来死亡信号的

情况下, FAF1过表达也会启动细胞凋亡[8]. 除了

与Fas相互作用之外, FAF1也是蛋白激酶CK2的
调节亚单位的成员之一[2], 二者相互结合成复合

物,当受到DNA损伤刺激时其诱导凋亡作用显著

增加[9]. 目前对FAF1与癌症的关系的研究还很

少. 更令人感兴趣的是, Bjørling-Poulsen等[2]在对

各种不同组织来源的肿瘤用Western blot检测中

发现, FAF1只在胃癌组织中特异低表达尤其是

在含印戒细胞的胃癌组织中. 这提示FAF1可作

为胃癌比较特异的诊断指标. 因此研究胃癌组

织中的FAF1的表达水平的改变可望为胃癌的基

因治疗提供一个新的靶基因. 本研究采用比较

敏感的荧光实时定量PCR法检测了40例患者胃

癌和正常胃黏膜组织中FAF1 mRNA的水平, 并
进一步分析他们的表达与临床指标的关系. 结
果表明, FAF1 mRNA在癌组织中的表达水平明

显低于正常组织, 并与肿瘤的分化程度、有无

远处转移等临床病程特征有着明显的关联: 高
中分化胃癌患者的FAF1 mRNA表达值显著高于

低、未分化患者; 无远处转移的高于有远处转

移, 这说明FAF1与胃癌细胞的分化及生存预后

具有重要的关系, 他可能作为一个抑癌基因参

与胃癌的发生发展过程.  
H.pylori是人类胃癌的Ⅰ类致癌原, 在胃癌

的发生发展中起重要致病作用, 但其致病的确

切机制不清. H.pylori在胃内的寄居部位与胃癌

的好发部位一致, 这些结论也显示了两者的相

关性. 临床流行病学资料显示: 在H.pylori感染

的高风险人群中进行根治性治疗能明显降低胃

癌的危险率[10,11]. 一般认为H.pylori感染是胃癌

发生发展进程中的首要推动因子. H.pylori感染

后, 增加了胃黏膜的损伤程度和敏感性, 使细胞

具备了向恶性方向转化的条件. 一些学者应用

cDNA array分析了H.pylori诱导的胃上皮细胞基

因表达谱的变化, 表明在H.pylori的刺激下, 胃
癌细胞株有21个基因上调和17个基因下调. 对
基因表达变化的进一步研究, 将有助于了解宿

主细胞的抵抗策略和适应性变化的根本机制, 
从而为干预有关环节, 减轻宿主细胞对H.pylori
的易感性提供新的思路[12]. 胃癌的发生是多阶

段、多基因调控的进展性过程. H.pylori感染不

仅能够诱导胃黏膜上皮细胞的增殖, 同时诱导

其凋亡, 凋亡的增加进一步引起胃上皮细胞代

偿性过度增殖, 当细胞增殖速率超过凋亡时, 细
胞凋亡被抑制, 使异常细胞被清除的能力降低, 
而且处于过度增殖状态的细胞更易受到致癌物

质的损伤, 从而增加了DNA畸变的危险, 最终可

能导致胃癌的发生[13,14]. 本研究实验结果为40例
胃癌标本中, H.pylori感染率达到52.50%, 比国

内外一些文献报道低[15,16], 可能与本研究样本例

数较少有关. 本研究在检测过程中发现H.pylori
感染存在于胃黏膜表面黏液中、细胞表面、胃

小凹、腺腔以及癌旁组织中, 而癌组织内少见

H.pylori , 其可能原因是胃癌组织中的微环境不

适合H.pylori生长, 或者是胃癌组织释放了某种

破坏因子使局部H.pylori破坏崩解所致, 这与文

献报道较为一致[17]. H.pylori感染导致胃癌的途

径有很多种[18-20], 尚有待我们的进一步研究, 而
对H.pylori感染与胃癌中特异性低表达基因的研

究将具有重要的意义.  
在40例胃癌标本中H.pylori感染阳性组与阴

性组相比, 前者FAF1阳性表达率明显低于后者

(P <0.05), 而在相应的正常胃黏膜组织中表达无

明显差异. 表明H.pylori感染通过调控FAF1基因

的表达使其明显下调, 从而使癌细胞凋亡减少, 
细胞生存期延长, 细胞数量增加并进一步促进

细胞增殖, 从而影响细胞凋亡与增殖的平衡, 使

■同行评价
本文选题新颖, 设
计 可 靠 ,  结 论 明
确, 具有一定的科
学性、可读性和
临床科研价值.

图 3 H.pylori 在胃黏膜表面的聚焦(×400). A: 美蓝染色呈蓝色; B: W-S银染呈棕黑色; C: HE染色呈淡紫色.
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胃癌细胞获得恶性转化的潜能与特征, 促进了

胃癌的发生发展, 在一定程度上两者呈负相关. 
同时在本研究中我们发现了这样一个可能, 即
FAF1在胃癌中的减少表达或许是逃避凋亡的另

外一种途径. 随着分子生物学的发展, 应用一些

基因的敲除或敲入技术, 沉默癌基因和H.pylori
或激活抑癌基因, 相信会成为治疗胃癌的一个

有效手段.  
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《世界华人消化杂志》被收录情况
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Abstract
AIM: To investigate the expression of hepatoma-
derived growth factor (HDGF) in hepatocellular 
carcinoma (HCC) tissue and HepG2 cells and to 
analyze its significance.

METHODS: Ten HCC tissue samples and 
matched noncancerous tissue samples were col-
lected. The mRNA expression of HDGF in these 
HCC samples, noncancerous tissue samples and 
HepG2 cells was detected by real-time RT-PCR. 
The protein expression of HDGF in 137 HCC tis-
sue samples and 49 normal liver tissue samples 
was examined by immunohistochemistry. The 
relationship between HDGF expression and 
clinicopathological parameters in HCC was then 
analyzed. 

RESULTS: The expression levels of HDGF 
mRNA were 21.11 and 11.39 times higher in 

HCC tissue and HepG2 cells than in noncan-
cerous tissue, respectively. The positive rate of 
HDGF expression in HCC tissue was signifi-
cantly higher than that in normal liver tissue 
(77.4% vs 51.5%, P = 0.011). High expression of 
HDGF protein was positively correlated with T 
classification, N classification and clinical stage 
(all P < 0.05) in HCC patients. Univariate Cox 
analysis showed that HDGF expression, N clas-
sification and clinical stage had significant cor-
relation with survival prognosis of HCC patients 
(P = 0.028, 0.041 and 0.000; HR = 1.557, 1.526 
and 2.316, respectively). Multivariate analysis 
showed that HDGF expression might be an in-
dependent prognostic indicator (P = 0.000, HR 
= 0.358) for the development and progression 
of HCC. Patients with higher HDGF expression 
showed a significantly shorter overall survival 
time than those with low HDGF expression. 

CONCLUSION: HDGF is highly expressed in 
HCC tissue and HepG2 cells. High HDGF ex-
pression is an independent prognostic factor in 
HCC patients. High HDGF expression is associ-
ated with poor overall survival in patients with 
HCC. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; HepG2 cell; 
Hepatoma-derived growth factor; RT-PCR; Immu-
nohistochemistry; Multivariate analysis
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摘要
目的: 探讨肝癌组织中及肝癌细胞HepG2中
HDGF的表达及其意义.

方法: 收集10对配对的新鲜肝癌及其癌旁组
织, 提取总RNA, 并用同样的方法提取HepG2
细胞的总RNA. 随后利用M-MLV逆转录酶逆
转录成cDNA, RT-PCR检测HDGF在肝癌组
织、癌旁组织及HepG2细胞中的表达情况. 收
集137例肝癌和49例正常对照组织石蜡切片, 
免疫组织化学检测HDGF在肝癌与非癌组织
之间的差异表达, 并分析该基因表达与肝癌患
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■背景资料
H D G F 是 H D G F
家族的第一位成
员 ,  是 一 种 肝 素
结合蛋白, 他具有
高 度 保 守 的 N 端
氨 基 酸 序 列 ,  称
其为“hath”区. 
H D G F通过核定
位信号序列转位
于 细 胞 核 中 ,  并
在诱导细胞生长
活性中必不可少. 
H D G F是在肝脏
再生的DNA合成
前的一种重要的
自分泌因子, 能够
促进肝组织的再
生. HDGF在多种
肿瘤细胞中高表
达, 并与肿瘤的不
良预后密切相关.

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科



者临床病理参数之间的关系. 

结果: 成功提取肝癌及其癌旁组织和HepG2
细胞的总RNA. RT-PCR检测显示在肝癌组织
及HepG2细胞中HDGF mRNA表达量都明显
高于癌旁临近的非癌组织, 最高分别为癌旁
组织的21.11倍和11.39倍. 免疫组织化学分析
显示HDGF在肝癌组织中高表达占77.4%, 明
显高于正常组织(51.5%, P  = 0.011), 且高表达
的HDGF与肝癌的临床分期、N分类和T分类
呈明显相关(均P <0.05). Cox模型单变量分析
显示, N分类、临床分期、HDGF表达水平与
患者的生存预后明显相关(P = 0.028, 0.041, 
0.000; HR = 1.557, 1.526, 2.316). 多变量分析, 
HDGF表达水平可以作为独立的预后因素影
响疾病的发生及发展(P = 0.000, HR = 0.358). 
Kaplan-Meier生存分析, 过表达的HDGF可明
显缩短患者的生存时间. 

结论: 在肝癌组织和HepG2细胞中HDGF高
表达. HDGF是肝癌患者一个独立的预后预测
因子.

关键词: 肝癌; 肝癌细胞HepG2; 肝癌细胞衍生生长

因子; 逆转录聚合酶链式反应; 免疫组织化学; 多因

素分析
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0  引言

肝细胞癌(hepatocelluar carcinoma, HCC)的致死

率及发病率分别占世界的第3位和第5位, 每年

约有600 000患者死于肝癌, 每年新增病例约100
万[1]. 我国地属B型肝炎病毒慢性感染率和饮食

结构中黄曲霉素暴露率较高的东亚地区, 是肝

癌的高发国家, 在世界每年肝癌死亡病例和新

增病例中, 我国占全世界的45%和40%以上[2]. 
目前引起肝癌发病的因素有多种, 包括病毒性

肝炎、黄曲霉素、遗传因素等, 他们导致癌基

因的过度表达, 抑癌基因丢失表达, 最终引起肝

癌的发生. 肝癌细胞衍生生长因子(hepatoma-
derived growth factor, HDGF)是一个肝癌获得性

的生长因子, 于1986年由Klagsbrun等[3]首先从

肝癌细胞培养上清液中分离, 1994年该基因由

Nakamura等克隆[4]. HDGF具有促进细胞增殖、

血管生成及营养神经活性, 与包括肝癌在内的

多种肿瘤的发生和进展相关[5]. 本研究先通过

RT-PCR分析新鲜的肝癌与癌旁组织配对标本和
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肝癌细胞HepG2中HDGF mRNA的表达情况, 再
通过免疫组织化学在蛋白水平分析肝癌和正常

组织中该因子的表达情况, 并分析其与肝癌患

者临床病理参数之间的关系, 旨在探讨HDGF的
临床病理意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-05/2009-06中南大学湘雅二

医院经病理诊断为HCC的新鲜肝癌和对应的临

近癌旁组织共10对, 液氮冻存后转入-70 ℃冰箱

保存. HepG2细胞由中南大学肿瘤研究所保存, 
该细胞在RPMI 1640+100 mL/L FBS的生长培基

中, 37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养生

长. 收集2008-12/2009-12中南大学湘雅二医院肝

癌137例和对照正常组织石蜡切片49例, 其中肝

癌患者患病年龄17-79(中位患病年龄48)岁. 入选

者的病史资料齐全. 依照国际抗癌联盟于2002年
提出的最新恶性消化系肿瘤的TMN6分期标准[6], 
将入选患者的肝癌进行分期. DEPC, TRIzol, 荧
光定量PCR试剂盒, Taq酶和DNA marker(大连

宝生物公司); TIANScript cDNA第一链合成试

剂盒(Tiangen公司); PCR试剂盒, DNA Marker, 
DEPC(TaKaRa公司); HDGF、内参GAPDH基因

PCR引物(上海英骏生物公司); HDGF兔抗人多

克隆抗体(武汉三鹰公司); Beta-actin(Santa Cruz 
公司); SP超敏试剂盒, 内源性生物素阻断试剂盒, 
DAB显色液(福州迈新生物技术公司). 
1.2 方法 
1.2.1 提取肝癌组织及其配对癌旁组织, 肝癌细

胞HepG2的总RNA: 取组织100 mg研磨至粉末, 
加入TRIzol 1 mL混匀, 转入1.5 mL EP管. 取对

数生长期肝癌细胞HepG2, 预冷的PBS洗2次, 加
入TRIzol 1 mL, 冰上静置10 min后吹打, 将悬液

转移到1.5 mL EP管中. 每升TRIzol加氯仿0.2 L, 
紧闭离心管, 剧烈摇荡15 s, 室温放置2 min, 4 ℃, 
12 000 g , 30 min. 取上层水相转入新的离心管, 等
比例加入异丙醇, 上下颠倒10次后, 4 ℃, 12 000 
g , 30 min. 弃上清液, 加入1 mL的750 mL/L乙醇, 
混匀, 4 ℃, 12 000 g , 10 min. 弃上清, 超净台内

室温干燥10 min. 将RNA溶于30 μL DEPC水中, 
4 ℃过夜, 分装保存于-80 ℃. 1%琼脂糖凝胶电

泳观察RNA质量, 并用紫外分光光度计测定抽

提RNA浓度、纯度. 
1.2.2 逆转录合成cDNA和实时qPCR反应: 取3 
μg总RNA按照逆转录第一链合成试剂盒说明

书进行cDNA的合成. RT-PCR法按照试剂盒说

明书进行操作, 95 ℃预变性, 95 ℃变性, 上荧
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■研发前沿
研究表明H D G F
是在肝脏的再生
的DNA合成前的
一种重要的自分
泌 因 子 ,  能 够 促
进肝组织的再生. 
H D G F在多种肿
瘤细胞中高表达, 
并与肿瘤的不良
预后密切相关.
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光定量仪反应, 检测各模板的Ct值. 采用相对

定量法来比较mRNA表达的差异: 以临近癌旁

组织GAPDH为内参, 计算肝癌组织的ΔΔCt值, 
ΔΔCt = (样品目的基因的Ct值-对照目的基因的

Ct值)-(样品看家基因的Ct值-对照看家基因的Ct
值). 通过2-ΔΔCt法确定各肝癌细胞株中HDGF表
达特性, 用单因素方差分析肝细胞、肝癌细胞

株之间HDGF的表达差异. PCR引物由上海英骏

生物公司合成: GAPDH sense: 5'-GCACCGTCA
AGGCTGAGAAC-3'; Antisense: 5'-TGGTGAAG
ACGCCAGTGGA-3'; HDGF sense: 5'-GAGGGT
GACGGTGATAAGAA-3'; Antisense: 5'-GAAAC
ATTGGTGGCTACAGG-3'. 
1.2.3 免疫组织化学检测: 石蜡切片常规脱蜡, 入
水, 高温高压修复抗原; 滴加内源性过氧化物酶

阻断剂, 37 ℃ 10 min, PBS冲洗3次×5 min; 滴
加非免疫性动物血清, 37 ℃ 10 min; 弃去非免疫

性动物血清; 滴加一抗HDGF多克隆抗体(稀释

比例为1∶50), 4 ℃过夜, PBS洗3次×5 min; 滴
加二抗生物素标记的羊抗鼠/兔IgG(SP试剂盒C
液), 37 ℃孵育30 min, PBS洗3次×5 min; 滴加链

霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶溶液, 37 ℃孵育

30 min, PBS洗3次×5 min; 滴加新鲜配制的DAB
溶液, 显色5-10 min; 自来水冲洗, 苏木素复染, 
酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封片. PBS替代

一抗作为空白对照, 细胞膜及细胞质中呈现棕

黄色颗粒为阳性. HDGF主要以核内表达为主, 
该基因也同样在内皮细胞中表达较高. 因此我

们评估HDGF表达强度的评价的方法为: 在检测

的5个视野中, 每个视野平均有90%以上的细胞

为表达阳性, 同时表达水平应相当或高于内皮

细胞核表达为HDGF表达指数水平Ⅱ(expression 
index, EI levels Ⅱ)即高表达(high expression), 反
之为表达指数水平Ⅰ(expression index , EI levels
Ⅰ)即低表达(low expression).

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件包进

行统计学处理. 荧光定量PCR法检测肝癌细胞

株HDGF表达特性, 结果比较采用单因素方差

分析, 多重比较采用SNK检验. χ2检测HDGF蛋
白表达与临床病理参数之间的相关性. Kaplan-
Meier和Log-rank test方法分别绘制和比较生存

曲线. Cox风险比例模型分析影响肝癌患者预后

的因素.

2  结果

2.1 RNA质量 提取的肝癌和其对应的癌旁临近

组织, 以及HepG2细胞RNA用1%琼脂糖凝胶电

泳检测其完整性. 电泳检测有3条清晰的rRNA
带: 28S、18S、5S, 说明RNA无降解, 质量较好

(图1).
2.2 荧光定量PCR分析检测mRNA表达情况 通
过2-ΔΔCt法确定肝癌组织及HepG2细胞HDGF 
mRNA的表达差异. 我们以HDGF表达最小的癌

旁组织N5作为对照, 计算各自组织细胞中HDGF
的表达量(表1). 与非癌肝组织相比, 所有的肿瘤

组织及HepG2细胞都展示了HDGF高表达, 其中

T9样品表达量最高, 为21.11倍. 而HepG2细胞第

3高表达为11.39倍.
2.3 免疫组织化学检测蛋白表达 137例肝癌组

织和49例正常肝组织中HDGF的表达结果显示, 
HDGF主要在细胞核中表达, 且肝癌组织HDGF
的表达明显比正常组织中高(P  = 0.011, 表2).
2.4 HDGF在HCC患者中的表达与临床病理参数

之间的关系 HDGF在细胞核中过表达与年龄、

性别、是否吸烟、饮酒以及HBV感染、有无远

处转移无关, 但与疾病的临床分期、T分类和N
分类明显相关(表3).
2.5 Cox模型分析影响肝癌患者预后的因素 单变

量分析显示, N分类、临床分期、HDGF表达水

平与患者的生存预后明显相关(P = 0.028, 0.041, 

表 1 肝癌细胞HDGF mRNA的表达(mean±SD)

     
标本样品                            ΔCt                            2-ΔΔCt(folds)

N1  7.13±0.86           1.49

T1  4.53±0.32           9.06

N2  6.95±0.76           1.69

T2  4.60±0.37           8.63

N3  6.78±0.37           1.90

T3  4.35±0.87         10.27

N4  6.28±1.171           2.69

T4  4.65±0.58           8.34

N5  7.71±1.82           1.00

T5  5.40±1.31           4.96

N6  6.29±0.51           2.67

T6  4.77±0.51           7.67

N7  6.13±1.24           2.99

T7  4.54±1.08           9.00

N8  6.85±1.19           1.82

T8  4.79±0.85           7.57

N9  6.81±1.01           1.87

T9  3.31±0.81         21.11

N10  6.58±0.36           2.19

T10  3.77±0.71         15.35

HepG2      4.20±0.35         11.39

■相关报道
R e n 等 的 研 究 表
明, HDGF在肺癌
中 过 表 达 ,  与 其
侵袭性生物学行
为和不良临床预
后 相 关 ,  并 证 实
H D G F 的多克隆
抗体对于肺癌细
胞A549的异种移
植瘤模型具有抗
肿瘤活性.
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0.000; HR = 1.557, 1.526, 2.316). 高表达的HDGF, 
N2, N3和临床分期为Ⅲ、Ⅳ期使肝癌的不良预

后的风险增加, 并且是影响其预后的独立因素. 
多变量分析, HDGF表达水平可以作为独立的预

后因素影响疾病的发生及发展(P = 0.000, HR = 
0.358). Kaplan-Meier生存分析, HDGF高表达的

HCC患者其最长生存时间为72 mo, 且仅为患者

总数的17%, 而HDGF低表达的患者最长生存时

间为96 mo, 占总数的38%. 说明高表达的HDGF
可明显缩短患者的生存时间(图2, 表4).

3  讨论

肝癌与其他肿瘤一样, 是一个多因素参与、多

阶段发展的复杂过程. HDGF是HDGF家族的第

一位成员, 是一种肝素结合蛋白, 他具有高度保

守的N端氨基酸序列, 称其为“hath(homologous 
to amino terminus of HDGF)”区[6,7]. HDGF通
过核定位信号序列转位于细胞核中, 并在诱导

细胞生长活性中必不可少, 对某些HCC细胞及

成纤维细胞, 内皮细胞, 血管平滑肌细胞, 胚胎

肝细胞具有促有丝分裂的作用[4,8-10], 研究表明

H D G F是在肝脏的再生的D N A合成前的一种

重要的自分泌因子, 能够促进肝组织的再生[11]. 
HDGF在多种肿瘤细胞中高表达, 并与肿瘤的不

良预后密切相关. Ren等[12]的研究表明, HDGF
在肺癌中过表达, 与其侵袭性生物学行为和不

良临床预后相关, 并证实HDGF的多克隆抗体对

于肺癌细胞A549的异种移植瘤模型具有抗肿瘤

活性. Yamamoto等[13]对于食管癌的研究也表明, 
HDGF的表达情况是评价早期食管癌(1-2期)预

后的独立因素, 但不能作为评价进展期食管癌

(3-4期)的独立因素. Mao等[14]的研究表明HDGF
的高表达将通过Erk1/2的活化和促进细胞锚定

非依赖性生长而促使胃上皮肿瘤化, 且与胃癌

的低分化和淋巴转移倾向相关. 廖斐等[15]通过

siRNA抑制HDGF mRNA和蛋白质的表达, 发现

其可能通过下调PCNA的表达和抑制p-ERK1/2
蛋白活化而抑制大肠癌LoVo细胞的增殖. Tsang
等[16,17]研究证实, 敲低HDGF表达的HepG2细胞, 
促凋亡蛋白Bad的表达上调并且有ERK和Akt的
激活, 导致细胞固有性凋亡途径被激活, 同时还

通过NF-κB信号通路激活Fas而诱导非固有凋亡

途径, HDGF可能是肿瘤细胞的生存因子并将成

为肿瘤治疗的靶点之一. Yamamoto等[18]最近的

研究证实VitK2正是通过抑制HDGF的mRNA和

蛋白的表达对肝癌细胞HepG2具有剂量依赖性
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表 2 HDGF在肝癌与正常组织中的表达 (n ,%)

     
标本分组

                
n

                      HDGF  
P 值

           高表达          低表达

肝癌组织            137      73(77.4)       64(26.6) 

正常肝组织           49      16(51.5)       33(48.5)       0.011

表 3 HDGF在肝癌中的表达与临床病理参数相关性 (n ,%)

     
 
临床病理参数

         
n

                     HDGF  
P 值

           高表达          低表达

标本分组

    肝癌组织 137 73(77.4) 64(26.6)

    正常肝组织   49 16(51.5) 33(48.5) 0.011

性别

    男   87 51(81.0) 36(19.0)

    女   50 22(43.6) 28(56.4) 0.112

年龄(岁)

    ≥50   69 36(75.3) 33(24.7)

    <50   68 37(47.7) 31(52.3) 0.865

吸烟

    是   47 24(79.5) 23(20.5)

    否   90 49(76.8) 41(23.2) 0.722

饮酒

    是   48 28(0.0) 20(0.0)

    否   89 45(0.0) 44(0.0) 0.473

HBV感染

    是 103 54(0.0) 49(0.0)

    否   34 19(0.0) 15(0.0) 0.843

T分类

    T1-T2   98 42(73.3) 56(26.7)

    T3-T4   39 31(87.5)   8(12.5) 0.000

N分类

    N0-N1   64 22(66.2) 42(33.8)

    N2-N3   73 51(86.7) 22(13.3) 0.000

远处转移

    有   33 22(87.5) 11(12.5)

    无 104 51(76.9) 53(23.1) 0.109

临床分期

    Ⅰ-Ⅱ   56 11(54.5) 45(45.5)

    Ⅲ-Ⅳ   81 62(89.0) 19(11.0) 0.000

图 1 部分肝癌和其对应的癌旁临近组织总RNA的电泳结
果. T: 肝癌组织; N: 对应的癌旁组织.

T1      N1    T2     N2  T3   N3  T4  N4   T5   N5  T6   N6

■创新盘点
目前关于 H D G F
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HDGF表达水平.
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抑制增殖作用.  
目前关于HDGF在中国肝癌患者中的表达

研究报道不多, 在本研究中, 首先利用实时荧光

定量PCR技术比较了10对配对的肝癌与其临近

的非癌肝组织, 以及HepG2细胞中HDGF表达

水平. 结果显示, 与非癌肝组织相比, 所有的肿

表 4 单变量和多变量综合生存Cox回归模型总结

     
临床参数

        单变量分析                  多变量分析 n (%)

             P 值            HR               95%CI     P 值       HR         95%CI

年龄(岁)

    ≥50 vs  <50 0.321 1.219 0.825-1.801

性别

    男 vs  女 0.310 1.229 0.826-1.829

吸烟

    是 vs 否  0.784 1.059 0.701-1.601

饮酒

    是 vs 否 0.468 0.861 0.574-1.291

HBV感染

    是 vs  否 0.866 1.040 0.661-1.634

T分类

    T3-T4 vs  T1-T2 0.390 1.202 0.790-1.828

N分类

    N2-N3 vs  N0-N1 0.028 1.557 1.048-2.314 0.267 0.722 0.406-1.283

M分类

    M0 vs  M1 0.170 0.731 0.468-1.143

临床分期

    Ⅲ-Ⅳ vs  Ⅰ-Ⅱ 0.041 1.526 1.017-2.290 0.335 1.443 0.684-3.044

HDGF表达指数(EI)

    Ⅱ vs  Ⅰ 0.000 2.316 1.548-3.464 0.000 0.358 0.210-0.610

HR: 各变量风险比(hazard ratio)的估计值.

Cu
m

 s
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Survival time(mo)
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HDGF低表达
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图 2 检测HDGF在肝癌组织中的表达和肝癌患者生存曲线. A: 高表达; B:  低表达; C: 未见表达; D: 生存曲线.

■应用要点
H D G F参与了中
国人肝癌的发生
和进展, 其表达水
平与临床病理指
标和预后有一定
关系, 可作为肝癌
患者预后的指标
之一.
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瘤组织及HepG2细胞都显示HDGF明显高表达

(较非癌肝组织高), 其中T9样品表达量最高, 为
21.11倍. 而HepG2细胞第3高表达为11.39倍. 对
于137个HCC患者和49个非癌正常肝组织标本

的免疫组织化学结果显示, HDGF主要在核中表

达, 胞质也部分表达. 统计分析显示, HDGF蛋白

表达也和mRNA表达水平类似, 明显在癌组织

中高表达(P  = 0.011). Enomoto等[19]发现HDGF
的过表达能够部分抑制小鼠肝细胞的成熟分化. 
Okuda等将HDGF基因导入NIH3T3细胞中[20], 稳
定高表达HDGF蛋白虽然不能对细胞在软琼脂

分析中产生重要的锚定非依赖生长, 但该细胞

却在裸鼠中产生了肉瘤样肿瘤, CD31免疫组织

化学分析该组织发现产生了许多的新生血管. 
瞬时转染发现, HDGF能促进VEGF基因的表达

明显增高. Chang等[21]免疫组织化学分析52例
大肠基质肿瘤HDGF表达. 核高表达的HDGF正
向相关于肿瘤有丝分裂细胞计数、肿瘤大小、

PCNA和Ki-67表达、细胞多形性现象和NIH风

险水平. 此外, 核和胞质HDGF高表达的患者无

病生存期明显减少. 日本Yoshida等[22]通过HDGF
抗体研究发现HDGF在肝癌细胞的胞核与胞质

中的表达远高于癌周正常肝细胞, 在肿瘤中的

表达也大大高于临近脂肪肝或脂肪肝. 在肝癌

FLS小鼠模型建立中也发现, HDGF的表达在肿

瘤形成的早期就已经增高, 他能够加强DNA合

成及细胞中脂滴微粒的形成从而激活巨噬细胞

集落. 说明HDGF是在FLS小鼠中可能是通过旁

分泌的方式而从受到刺激的肝细胞中释放或分

泌, 并通过自分泌的方式刺激肝肿瘤细胞的生

长. 以上研究报道都证实HDGF在肿瘤的发生, 
发展中起到了重要作用, 本阶段试验的结果也

提示, HDGF的高表达可能与中国人肝癌发生有

密切关系. 
目前, 在以HepG2为研究对象对HDGF促

使肿瘤发生的作用机制研究中发现, 过表达的

HDGF不但能加快细胞的增殖, 还能促进细胞

的恶性转化. 在抑制HDGF表达后能抑制肿瘤

细胞生长, 并促使细胞发生凋亡. Hu等[23]利用

反义寡核苷酸抑制敲低HDGF表达不但可以抑

制HepG2细胞的生长, 而且还能抑制HDGF表
达同时诱导HepG2细胞和其他肿瘤细胞发生凋

亡. 进一步研究机制发现, 抑制HDGF表达可以

促进细胞中促凋亡蛋白Bad表达, 也使ERK和

Akt失活, 这种方式又反过来促使Bad蛋白上的

Ser-112核Ser-136发生去磷酸化, 然后激活内在
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的凋亡信号通路, 如线粒体膜去极化、线粒体

细胞色素C(Cyt C)释放以及激活caspase-9和3, 
加快促凋亡的过程. Abouzied等[24]还在HepG2
细胞中敲低HDGF表达后, 通过NF-κB信号通路

触发Fas介导的外部凋亡信号转导通路. 降低的

HDGF表达能增加Fas启动子活性和Fas的表达. 
抑制Fas表达能减轻抑制HDGF表达后细胞凋亡

的诱导和生长抑制. 通过BAY11-7082抑制NF-
κB表达, 能减少HDGF敲低表达后对于Fas启动

子活性的影响, 增加Fas的表达、凋亡的诱导和

生长的抑制. 结合本试验研究结果, 可以推测

HDGF在中国人肝癌的发展过程中起到了重要

的作用. 即肝癌组织和HepG2细胞中HDGF的高

表达, 既可能是肝癌的诱发和促进因素之一, 也
有可能是肝癌发生和进展的结果表现, 这与肝

细胞在DNA复制前能够自分泌HDGF的特点相

符合[11]. 
国内外多种肿瘤研究中表明H D G F是一

个独立的预后预测因子 ,  其中也包括了肝癌 . 
Yoshida等[25]对于100位接受了手术治疗的HCC
患者的肝癌标本进行免疫组织化学分析HDGF
表达, 并对其中10例进行RT-PCR检测mRNA
表达情况. 生存分析和多因素分析显示, HDGF
指数阳性(>90%的肝癌细胞中核及胞质中均有

阳性染色)的患者无瘤生存和总生存率明显低

于HDGF指数阴性(除前者以外)的患者, 提示

HDGF是评价HCC预后的较好指标. Hu等[26]对

105例HCC标本应用免疫染色检验HDGF表明, 
其在肝癌细胞核中的表达与患者的临床分期相

关, 并可以作为HCC患者术后评估无病和总生

存率的新的预后指标之一. 本研究发现, 过表达

的HDGF与肝癌的临床分期、N分类和T分类(均
P = 0.000)明显相关. 生存曲线分析发现, HDGF
的表达与患者的预后明显相关. HDGF表达越高, 
患者的生存时间愈短. Cox回归模型分析显示, 
过表达的HDGF可作为中国肝癌患者独立的预

后因子. 
总之, HDGF参与了中国人肝癌的发生和进

展, 其表达水平与临床病理指标和预后有一定

关系, 可作为肝癌患者预后的指标之一.

4      参考文献
1 Schütte K, Bornschein J, Malfertheiner P. Hepatocellular 

carcinoma--epidemiological trends and risk factors. Dig 
Dis 2009; 27: 80-92

2 韩泽广. 肝癌基因组学研究进展. 中国科学C辑: 生命
科学 2008; 38: 907-912

3 Klagsbrun M, Sasse J, Sullivan R, Smith JA. Human 

■同行评价
本文设计合理, 方
法先进, 具有一定
的临床参考价值.



www.wjgnet.com

周南翔, 等. HDGF在肝癌组织和肝癌细胞HepG2中的表达及其意义                                                       2433

tumor cells synthesize an endothelial cell growth 
factor that is structurally related to basic fibroblast 
growth factor. Proc Natl Acad Sci U S A 1986; 83: 
2448-2452

4 Nakamura H, Izumoto Y, Kambe H, Kuroda T, 
Mori T, Kawamura K, Yamamoto H, Kishimoto T. 
Molecular cloning of complementary DNA for a 
novel human hepatoma-derived growth factor. Its 
homology with high mobility group-1 protein. J Biol 
Chem 1994; 269: 25143-25149

5 Abouzied MM, El-Tahir HM, Prenner L, Häberlein 
H, Gieselmann V, Franken S. Hepatoma-derived 
growth factor. Significance of amino acid residues 
81-100 in cell surface interaction and proliferative 
activity. J Biol Chem 2005; 280: 10945-10954

6 International Union Against Cancer (UICC). Sobin LH, 
Wittekind C, editors. TNM classifiction of malignant 
tumors. 6th ed. New York: Wiley-Liss, 2002: 81-83

7 Izumoto Y, Kuroda T, Harada H, Kishimoto T, 
Nakamura H. Hepatoma-derived growth factor 
belongs to a gene family in mice showing significant 
homology in the amino terminus. Biochem Biophys 
Res Commun 1997; 238: 26-32

8 Kishima Y, Yamamoto H, Izumoto Y, Yoshida K, 
Enomoto H, Yamamoto M, Kuroda T, Ito H, Yoshizaki 
K, Nakamura H. Hepatoma-derived growth factor 
stimulates cell growth after translocation to the 
nucleus by nuclear localization signals. J Biol Chem 
2002; 277: 10315-10322

9 Everett AD, Stoops T, McNamara CA. Nuclear 
targeting is required for hepatoma-derived growth 
factor-stimulated mitogenesis in vascular smooth 
muscle cells. J Biol Chem 2001; 276: 37564-37568

10 Enomoto H, Yoshida K, Kishima Y, Kinoshita T, 
Yamamoto M, Everett AD, Miyajima A, Nakamura H. 
Hepatoma-derived growth factor is highly expressed 
in developing liver and promotes fetal hepatocyte 
proliferation. Hepatology 2002; 36: 1519-1527 

11 Enomoto H, Nakamura H, Liu W, Yoshida K, 
Okuda Y, Imanishi H, Saito M, Shimomura S, Hada 
T, Nishiguchi S. Hepatoma-derived growth factor is 
induced in liver regeneration. Hepatol Res 2009; 39: 
988-997

12 Ren H, Chu Z, Mao L. Antibodies targeting 
hepatoma-derived growth factor as a novel strategy 
in treating lung cancer. Mol Cancer Ther 2009; May 
12. [Epub ahead of print]

13 Yamamoto S, Tomita Y, Hoshida Y, Morii E, Yasuda 
T, Doki Y, Aozasa K, Uyama H, Nakamura H, 
Monden M. Expression level of hepatoma-derived 
growth factor correlates with tumor recurrence of 
esophageal carcinoma. Ann Surg Oncol 2007; 14: 
2141-2149

14 Mao J, Xu Z, Fang Y, Wang H, Xu J, Ye J, Zheng S, 
Zhu Y. Hepatoma-derived growth factor involved 
in the carcinogenesis of gastric epithelial cells 
through promotion of cell proliferation by Erk1/2 
activation. Cancer Sci 2008; 99: 2120-2127

15 廖斐, 董卫国, 罗和生, 刘蒙. 沉默肝癌衍生生长因子

对大肠癌细胞增殖的抑制. 世界华人消化杂志 2009; 
17: 1286-1291

16 Tsang TY, Tang WY, Tsang WP, Co NN, Kong SK, 
Kwok TT. Downregulation of hepatoma-derived 
growth factor activates the Bad-mediated apoptotic 
pathway in human cancer cells. Apoptosis 2008; 13: 
1135-1147

17 Tsang TY, Tang WY, Tsang WP, Co NN, Kong SK, 
Kwok TT. Mechanistic study on growth suppression 
and apoptosis induction by targeting hepatoma-
derived growth factor in human hepatocellular 
carcinoma HepG2 cells. Cell Physiol Biochem 2009; 
24: 253-262

18 Yamamoto T , Nakamura H, L iu W, Cao K, 
Yoshikawa S, Enomoto H, Iwata Y, Koh N, Saito 
M, Imanishi H, Shimomura S, Iijima H, Hada 
T, Nishiguchi S. Involvement of hepatoma-
derived growth factor in the growth inhibition of 
hepatocellular carcinoma cells by vitamin K(2). J 
Gastroenterol 2009; 44: 228-235

19 Clermont F, Gonzalez NS, Communi D, Franken S, 
Dumont JE, Robaye B. HDGF is dephosphorylated 
during the early steps of endothelial cell apoptosis 
in a caspase-dependent way. J Cell Biochem 2008; 
104: 1161-1171

20 Enomoto H, Nakamura H, Komatsu-Kanatani 
N, Liu Y, Yoshida K, Okuda Y, Yamamoto T, Liu 
WD, Nishiguchi S. Partial blockage of hepatocyte 
maturation in hepatoma-derived growth factor 
transgenic mice. World J Hepatol 2009; 1: 98-102

21 Chang KC, Tai MH, Lin JW, Wang CC, Huang CC, 
Hung CH, Chen CH, Lu SN, Lee CM, Changchien 
CS, Hu TH. Hepatoma-derived growth factor is a 
novel prognostic factor for gastrointestinal stromal 
tumors. Int J Cancer 2007; 121: 1059-1065

22 Yoshida K, Nakamura H, Okuda Y, Enomoto H, 
Kishima Y, Uyama H, Ito H, Hirasawa T, Inagaki S, 
Kawase I. Expression of hepatoma-derived growth 
factor in hepatocarcinogenesis. J Gastroenterol 
Hepatol 2003; 18: 1293-1301

23 Hu TH, Lin JW, Chen HH, Liu LF, Chuah SK, 
Tai MH. The expression and prognostic role of 
hepatoma-derived growth factor in colorectal 
stromal tumors. Dis Colon Rectum 2009; 52: 319-326

24 Abouzied MM, El-Tahir HM, Prenner L, Häberlein 
H, Gieselmann V, Franken S. Hepatoma-derived 
growth factor. Significance of amino acid residues 
81-100 in cell surface interaction and proliferative 
activity. J Biol Chem 2005; 280: 10945-10954

25 Yoshida K, Tomita Y, Okuda Y, Yamamoto S, 
Enomoto H, Uyama H, Ito H, Hoshida Y, Aozasa 
K, Nagano H, Sakon M, Kawase I, Monden M, 
Nakamura H. Hepatoma-derived growth factor 
is a novel prognostic factor for hepatocellular 
carcinoma. Ann Surg Oncol 2006; 13: 159-167

26 Hu TH, Huang CC, Liu LF, Lin PR, Liu SY, Chang 
HW, Changchien CS, Lee CM, Chuang JH, Tai MH. 
Expression of hepatoma-derived growth factor in 
hepatocellular carcinoma. Cancer 2003; 98: 1444-1456

           编辑  曹丽鸥  电编  吴鹏朕



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年8月18日; 18(23): 2434-2441
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

microRNA在食管癌中的特征

程 蕾, 凌志强, 毛伟敏

程蕾, 浙江中医药大学附属浙江省肿瘤医院 浙江省杭州市 
310053
程蕾, 凌志强, 毛伟敏, 浙江省肿瘤医院 浙江省肿瘤研究所 
浙江省杭州市 310022
浙江省自然科学基金资助项目, N o.  Y2080749;  N o. 
Y2091110
人事部留学人员科技活动项目择优基金资助项目, N o. 
2008004
浙江省科技计划基金资助项目, No. 2009C33143
作者贡献分布: 本文综述由程蕾完成, 凌志强与毛伟敏负责审校.
通讯作者: 凌志强, 副研究员, 医学博士, 310022, 浙江省杭州市
半山桥广济路38号, 浙江省肿瘤医院, 浙江省肿瘤研究所. 
lingzq@hotmail.com
电话: 0571-88122423  传真: 0571-88122413
收稿日期: 2010-04-27   修回日期: 2010-07-06
接受日期: 2010-07-12   在线出版日期: 2010-08-18

MicroRNAs and esophageal 
cancer 

Lei Cheng, Zhi-Qiang Ling, Wei-Min Mao

Lei Cheng, Zhejiang Cancer Hospital, Zhejiang Chinese 
Medical University, Hangzhou 310053, Zhejiang Province, 
China
Lei Cheng, Zhi-Qiang Ling, Wei-Min Mao, Zhejiang Can-
cer Research Institute, Zhejiang Cancer Hospital, Hangzhou 
310022, Zhejiang Province, China
Supported by: the Natural Science Foundation of Zhe-
jiang Province, Nos. Y2080749, Y2091110; the Science 
and Technology Foundation for Selected Overseas Chinese 
Scholars, Ministry of Personnel of China, No. 2008004; and 
the Science and Technology Program of Zhejiang Province, 
No. 2009C33143
Corresponding to: Zhi-Qiang Ling, Zhejiang Cancer 
Research Institute, Zhejiang Cancer Hospital, 38 Guangji 
Road, Banshanqiao District, Hangzhou 310022, Zhejiang 
Province, China. lingzq@hotmail.com
Received: 2010-04-27    Revised: 2010-07-06
Accepted: 2010-07-12    Published online: 2010-08-18 

Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are a class of non-
coding RNAs of 19-22 nucleotides that regulate 
gene expression at the post-transcriptional 
level. MiRNAs have been demonstrated to be 
involved in almost all basic signaling path-
ways. Recent studies indicate that miRNAs are 
closely associated with tumor genesis, differ-
entiation, metastasis and relapse. The research 
of miRNA alterations in the pathogenesis of 
esophageal cancer has been attracting more and 
more attention, providing a new technique for 
early diagnosis, treatment and prognosis of the 

disease. MiRNAs might act as new biomarkers 
for tumor diagnosis and new targets for tumor 
gene therapy. This article focuses on the bio-
synthesis, mechanisms of action, and detection 
of miRNAs, their relationship with tumors, as 
well as their potential use in the diagnosis, clas-
sification and biological treatment of esopha-
geal cancer. 

Key Words: MicroRNA; Oncogene; Tumor suppres-
sor gene; Esophageal cancer
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摘要
microRNAs(miRNA)是一类长19-22个核苷酸
的内源性非编码的小分子RNA, 通过对靶基
因转录后水平的负调控, 几乎参与了体内所有
的基本信号传导途径. 最近发现microRNA与
肿瘤的发生、分化、转移及复发等密切相关. 
食管癌发生过程中microRNA的改变已成为目
前的研究热点, 为食管癌的早期诊断、治疗和
预后提供了新的手段. microRNA有望成为肿
瘤诊断新的生物学标志和肿瘤基因治疗的新
靶点. 本文着重介绍microRNA的产生、作用
机制、与肿瘤的关系、检测方法及其在食管
癌的诊断、分期和生物治疗方面的潜在作用.    
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0  引言

microRNA(miRNA)是一类长度为19-22个核苷

酸(nt)的非编码单链小RNA分子, 广泛存在于动

物、植物以及病毒中, 通常, 如果miRNA与其

靶基因mRNA的3-uTR(非翻译区)片段完全互

补, 则通过启动mRNA的3'端Poly(A)尾和5'端脱

帽子结构, 介导mRNA的降解[1]. 大量研究表明, 
miRNA参与了包括细胞分裂增殖、分化与发

®
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育以及代谢等许多重要的生物学过程. miRNA
本身并不编码蛋白质 ,  而是通过与特异的靶

mRNA结合使之降解或者抑制其翻译, 从而降

低相关靶基因蛋白质的表达[2]. 迄今为止, 在人

类估计约有1 000多种miRNAs, 目前已被证实的

miRNAs就达500多个[3]. 肿瘤发生发展过程中所

出现的特异性miRNA的异常表达, 不仅可以区

分不同肿瘤的起源, 同时也可以反映肿瘤发展

的不同阶段[4]. 食管癌是世界上最常见的6大恶

性肿瘤之一, 其中我国的年新发病例约占世界

食管癌新发病例的50%以上, 严重危害我国人民

的健康. 由于食管癌的早期症状不明显, 大多数

就诊患者已处于中晚期, 预后效果很差, 5年生

存率只有10%左右. 然而, 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%. 
因此, 提高癌前病变如Barrett's食管或癌症的早

诊率并加以治疗, 对降低食管癌的发生率和死

亡率具有重大意义. 

1  miRNA的生物合成

miRNA位于1个基因的内含子中, 其初始转录子

(pri-miRNA)在核中进行转录. 在细胞核中Pri-
miRNA被Drosha(一种RNase Ⅲ核酸内切酶)切
成70 nt左右茎环状的pre-miRNA. pre-miRNA
由核质/细胞质转运蛋白Exportln-5运输到胞质

中, 这一过程需要G蛋白因子Ran参与. 在胞质中

pre-miRNA被Dicer剪切成22 nt的双链miRNA, 
这段序列定位于pre-miRNA的3'或5'端. 成熟

的miRNA与其互补序列形成的双螺旋结构解

旋后, 一条链被降解, 另一条成熟的miRNA进

入RNA诱导的基因沉默复合物(RNA-induced 
silencingcomplex, RISC)中, 形成非对称RISC复
合物(asymmetric RISC assembly). 该复合物会结

合到靶mRNA的3'非翻译区(untranslated region, 
UTR), 阻断靶基因的翻译, 在大多数情况下成熟

miRNA和靶mRNA序列不完全互补[5,6]. 转录产

物最初的茎-环结构提供了寻找潜在的miRNA
基因的结构线索. miRNA与他的目的mRNA互

补的碱基配对决定了这个过程的特异性[7]. 每个

miRNA可以有多个靶基因, 而几个miRNA可以

调节同一个基因. miRNA可以与不完全互补的

目的mRNA 3' UTR配对来抑制蛋白质的翻译, 
也可以与UTR完全互补来使目的mRNA降解. 
显然, miRNA与直接参与蛋白表达的mRNA、

tRNA及rRNA不同, 他们和蛋白合成并没有直接

关系, 而是通过与mRNA分子发生相互作用来抑

制蛋白合成, 从而控制基因的表达, 提示miRNA
的重要性在于调控基因表达, 而非蛋白的编码

合成. 

2  miRNA在肿瘤中的研究进展

2.1 oncomirs 研究表明, miRNA可以作为抑

癌基因或者癌基因, 这类m i R N A被称为致癌 
miRNA(oncogenic miRNA, oncomirs). oncomirs
的负调控和染色体的缺失、增加及易位有关[8]. 
miRNA的表达可通过作用于癌基因或抑癌基因

的表达来影响肿瘤的发展, 如miR-17-92可以直

接影响癌基因. miRNA还通过介入细胞周期、

凋亡、血管生成和转移来影响肿瘤的发生发展

等过程[9-11]. miRNA的表达谱比编码蛋白的基因

表达谱更能准确区分肿瘤类型. miRNA在肿瘤

的发生、发展、诊断及预后都有其特征性的表

达谱, 因此可通过检测miRNA的表达谱来指导

临床诊治工作. 
2.2 miRNA的检测方法 目前, 基因芯片技术、

Northern blot、qRT-PCR等方法已被用于检测

miRNA的表达水平及功能评价. 基因芯片采用

大规模微阵列技术, 一张芯片上包含成千上万

个探针, 大大提高了筛选的速度和通量. 其中

miRCURy TMLNA芯片应用最为多见. 该芯片

是一种建立在“核酸锁”(1ocked nucleic acid, 
LNA)修饰探针基础上的miRNA表达谱检测技

术平台. DNA探针和miRNA之间的键是不稳定

的, 因为DNA单体可在N构象和S构象之间来回

移动. LNA是一种经特殊化学修饰的新型核苷

酸衍生物, 是DNA类似物, 其亚甲基桥用于锁

定糖环, 让单体保持在N位置. 在高温下, LNA/
RNA双链比DNA/RNA双链稳定. 这增加了在微

阵列筛选中的灵敏性和特异性, 并减小了杂交

误差. 在核苷酸链合成时掺入LNA所制备的探

针, 特别适合短序列miRNA的高通量检测, 赋予

LNA芯片较高的灵敏度与特异性. 另外, 通过调

整LNA修饰的核苷酸在探针中的比例可以自由

设计Tm值, 实现探针与miRNA杂交Tm值的均

一化. 再者, LNA修饰探针敏感性高, 样品用量

少、标记最低仅需要1-2 μg总RNA, 无需富集

提纯[12]. 筛选肿瘤组织中的miRNA表达谱可以

对肿瘤进行分类, 并指导临床肿瘤的个体化治

疗, 也可以用miRNA表达谱作为一种生物标志

物去监测肿瘤治疗的效果[13]. 目前大部分的实

验都取材于冰冻标本或者石蜡包埋的标本, 因
取材不便等多种原因, 不适合用于早期诊断, 因

■研发前沿
目前关于miRNA
的研究已成为备
受 瞩 目 的 热 点 , 
重点在于确定各
个肿瘤特异性的
microRNA及与其
相应的靶mRNA、

简便快速的检测
方法, 及其在肿瘤
治疗领域的运用, 
如RNAi等先进的
技术.
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此寻找出敏感的生物标志物迫切需要一种非侵

入性且易于操作的检测方法. 最理想的是以体

液如血清、血浆、尿液等作为实验标本进行肿

瘤的诊断. 血清中miRNA能用于肿瘤的诊断有

以下几方面原因: (1)miRNA在肿瘤中呈负调控

表达[14]; (2)瘤中的miRNA的表达谱有着组织特

异性[15]; (3)miRNA在甲醛液固定的组织中有很

高的稳定性, 可以推测miRNA在血浆或血清中

也具有相同的稳定性[16,17]. 目前一系列的研究已

证实游离的DNA、mRNA及miRNA存在于血清

中, 也存在于其他的体液中, 都有望成为潜在的

生物标志物[18-23]. Ho等[24]在被新确诊为胰腺癌患

者的血浆里提取miRNA, 将其转化为cDNA, 利
用qRT-PCR方法, 以人工合成的miR-54为正常对

照组, 得出结论, 在胰腺癌患者的血浆中检测出

miR-210, 提出存在于血浆中的miR-210可作为

胰腺癌临床诊断和预后评估的分子标志物. 血
清microRNA有望成为新兴的肿瘤诊断和预后的

分子标志物.  
2.3 m i R N A在恶性肿瘤诊断中的研究  已知 , 
miRNA是通过特异性基因沉默导致靶mRNA
降解, 抑制蛋白质的合成或在细胞分化、增殖

和凋亡等关键时期调控转录后的基因表达水

平, 即作为癌基因参与恶性肿瘤的发生和发育, 
又作为抑癌基因参与控制恶性肿瘤的形成. 因
此, 对miRNA作用机制的研究有助于加深对肿

瘤发生机制的理解. 一直以来, 肿瘤的早期诊断

仍是困扰科学家们的一大难题, 为此科学家们

不断寻找快速简便的检测方法. Gilad等[25]研究

了血清中的miRNA得出以下结论: 1 mL的人血

清中就有足够的miRNA产生探测信号可被基因

芯片所探测到, 用Heat-Map和量集群分析法可

以得出血清中的miRNA在很大程度上能区分

肿瘤患者与健康献血者, miRNA在怀孕的妇女

的血清中较未孕妇女升高; 文章中尚未得出性

别, 年龄和肿瘤治疗手段包括放、化疗对血清

中miRNA的表达是否存在影响. Rosenfeld等[26]

在对miRNA的表达分析后认为肿瘤的多样性也

决定了其与正常组织不同的miRNA表达谱的不

同, 且miRNA具有高度的组织特异性, 可用于确

认转移灶的起源. Xiao等[27]选取了55例胃癌及

17例正常组织标本, 采用qRT-PCR技术研究了

miR-106a与胃癌的相关性, 结果发现miR-106a
在肿瘤组织中表达高于正常组织, 且与肿瘤分

期、瘤组织大小、分化、淋巴结及远处侵犯转

移有关, 存在显著性差异(P <0.01). Xiao等[27]认

为miR-106a可用于胃癌的诊断. Wickramasinghe 
等[28]运用qRT-PCR及Western blot技术发现miR-
NA的表达在乳腺癌中与雌激素受体α(estrogen 
receptor α, ERα)的表达有关, 在ERα阳性的肿

瘤中miR-21表达要高于ERα阴性的肿瘤, 雌二

醇(E2)在MCF-7人乳腺癌细胞中抑制miR-21表
达, 这种抑制又被羟基他莫昔芬(4-OHT)、法洛

德西(ICI 182 780)、siRNA ERα所阻止. E2也能在

MCF-7中负调控miR-21靶基因PDCD4、PTEN、

BCL2的蛋白表达. 同时发现, ERβ也是肿瘤抑制

基因. Uziel等[29]在成神经管细胞瘤(medulloblas-
tomas, MBs)中发现26种miRNA表达升高, 24
种miRNA表达下降, 且与基因型无关. 在这26
种miRNA中有9种已被证实是由癌基因的miR-
NA17-92所编码, 其中3种miR-17-92(miR-92、
miR-19a、miR-20)在人MBs中过表达. 结果认

为, miRNA-17-92联合SHH信号旁路促进了机

体中MBs的形成与发展. La ios等[30]为了验证

miRNA在卵巢肿瘤复发的作用, 应用Real-time 
TaqMan PCR等技术对复发的卵巢肿瘤进行了

miRNA表达谱分析, 结果显示miR-9与miR-223
在表达谱中表现最明显, 分别处于下调最高峰

与上调最高峰, 认为miR-9与miR-223可作为检

测卵巢肿瘤复发的潜在生物指标. 同时研究者

推测Dicer与Drosha可能没在肿瘤复发中起明显

作用. 
2.4 miRNA与恶性肿瘤的治疗 miRNA不仅仅具

有肿瘤诊断作用, 由于miRNA在肿瘤发生发展

过程中起到癌基因或抑癌基因的作用, 因此可

以通过调控miRNA的表达来达到治疗肿瘤的目

的. miRNA参与肿瘤基因治疗主要有两种方式, 
一种是那些具有抑癌作用的miRNA过表达, 利
用脂质体转染模拟内源性miRNA的人工合成的

双链miRNA, 或利用miRNA的表达载体在体内

表达大量miRNA, 常用的表达载体为病毒类载

体(包括腺病毒载体、腺病毒伴随病毒载体、慢

病毒载体等). 另外, 还可以通过导入人工合成

的、与具有癌基因性的成熟miRNA序列互补的

反义寡聚核昔酸(anti-miRNA oligonucleotides, 
A M O s)的方法来灭活肿瘤细胞中的m i R N A. 
AMOs是一种被用于调控失控基因过度表达的

手段. 由于miRNA仅长约19-24个碱基, 用AMOs
抑制miRNA活性被认为可能是目前最好而且

最实际的方法. Fei等[31]以miR-16、miR-21、
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miR-214、miR-181a为靶点, 设计、合成相对应

的AMOs, 并将其转染入肺癌A649细胞株中, 利
用流式细胞仪检测A549细胞流式细胞术检测

细胞凋亡率和细胞周期分布, 并利用RT-PCR技
术检测miR-21在细胞株中的表达情况. 结果显

示: AMO-miR-21、AMO-miR-16、AMO-miR-
181a通过诱导凋亡抑制了A549细胞株的生长, 
这些抑制作用与剂量及作用时间成正比, AMO-
miR-21在A549细胞株中下调了miR-21的表达. 
得出结论: miR-21、miR-16、miR-181a可作为

肺癌治疗的靶点, AMOs为肿瘤的治疗开辟了新

途径.

3  miRNA在食管癌中的研究进展

食管癌是世界上八大常见肿瘤之一, 而我国是

食管癌发病率和死亡率最高的国家, 其发病率

居恶性肿瘤的第4位. 食管癌的形成是多因素

作用、多基因变化和多阶段发展的过程, 其发

生、发展与癌基因组、表观基因组及组织环境

等诸多因素有关. 从正常食管黏膜→癌前病变

→食管癌各发展演变过程皆存在特征性的生物

标志物, 对此筛选不仅有助于食管癌早期诊断, 
而且为其临床治疗提供新的药靶. 目前, 业已证

实, 食管癌miRNA的研究不仅有利于食管癌的

早诊、预估转移和预后, 而且对开展食管癌个

性化治疗具有重要的意义. 
通过基因芯片技术对肿瘤组织与正常组织

miRNA的表达谱进行检测已有报道, 如mRNA
表达谱Barrett's食管(Barrett's esophagus, BE)
与食管腺癌(esophageal adenocarcinoma, EAC)
的鉴别诊断. 与mRNA相比, 食管癌组织中的

miRNA的表达谱为区别肿瘤组织与正常组织

及肿瘤类型提供了更好的方法. 例如, 为区分

肺癌和正常组织, 肺腺癌与鳞癌以及前列腺、

甲状腺良恶性肿瘤都利用了不同的miRNA表

达谱. 此外, miRNA在鉴别分化不良的肿瘤的

来源中也扮演了重要的角色. 因此, Feber等[32]

提出了两点假设: (1)在食管恶性肿瘤中存在着

肿瘤特异性miRNA表达谱. (2)miRNA的表达

谱与BE进展到腺癌的进程有关. 为此研究人员

选取了1999-2005年做过食管(部分)切除术的

患者, 共制作了35份食管冰冻组织标本, 其中

10例腺癌(AC)、10例鳞状细胞癌(squamous-
cell carcinoma, SCC)、9例正常鳞状上皮组织

(normal squamous epithelium, NSE)、5例BE
和1例高度异型性(high gradedysplasia, HGD). 

应用基因芯片技术得出以下实验结果 :  13种
miRNA在食管的AC、SCC、NSE中的表达明

显不同, 如miR-194、miR-192、miR-200c在
A C中高表达, 但在S CC中低表达. m iR-42在
SCC中的表达谱和在AC中差别甚远, miR-21、
miR-205, miR-203、miR-93在肿瘤与正常组织

中的表达谱也有很大的差别, 但在两种不同的

肿瘤组织中差异不明显. NSE与SCC的表达谱

相似, 但与AC不同, BE的表达谱处于AC与NSE
之间, HCG的基因表达谱与AC相似. 得出的结

论: 应用miRNA表达序列区分了正常食管、BE
高度异型性与两种不同的肿瘤类型. 为了更好

地区分在4组的特定的miRNA表达谱, 还利用

了miRNA数据库. 这种分析方法在确认5个BE
患者miRNA表达亚型上起了重大的作用. 研究

者认为BE与AC不同的miRNA表达能确认肿瘤

进展的特殊标志物. 目前, BE的分子遗传学与

其发展为E A C的进展已经受到了研究者的重

视, 但从BE到EAC发展过程的分子机制仍不清

楚. Kan等[33]在文章中研究了miR-106b-25多顺

反子与BE与EAC的关系. 实验材料: 食管培养

细胞(HEEpiC、QhTRT、ChTRT、GihTRT、
OE-33)、22例正常的上皮组织、24例BE、22
例EAC. 通过基因芯片技术、qRT-PCR技术研

究miRNA不同的表达谱, qPCR技术检测miR-
106b-25拷贝数的改变以及在定位于染色体

7q22.1的MCM7基因. 在试管中进行细胞增殖、

细胞周期循环、凋亡, 在活体内进行肿瘤发生

试验, 从而去验证miR-106b-25的生物作用. 为
了证实miR-106b-25直接作用的靶细胞, 实验中

还运用了免疫印迹法与荧光素酶分析法. 得出

以下结论: miR-106b-25在试管内或活体内能

影响增殖、凋亡、促进细胞循环以及促进肿

瘤生成. miR-93和-106b靶向抑制p21, 促使p21 
mRNA降解, miR-25亦靶向抑制Bim蛋白翻译. 
得出的结论为: miR-106b-25通过抑制靶基因

p21与Bim促进了食管癌的发生发展. Maru等[34]

也研究了miR-196a在食管癌中的应用, 他们得

出的结论是: miR-196a在EA、BE、良恶性交

界位置、高度恶性组织中表达增加. 认为miR-
196a可以作为BE筛检的生物标志物, 并认为角

蛋白5(keratin 5, KRT5)、富含脯氨酸的小分子

蛋白2C(small proline-rich protein 2C, SPRR2C)
及S100钙粒蛋白A9(calcium-binding protein 
A9, S100A9)是miRNA-196a的靶基因. Hiyoshi
等 [35]研究了m i R-21在食管鳞癌中的作用: 选

■创新盘点
此 篇 文 章 全 面
系 统 地 阐 明 了
m i c r o R N A 的合
成及其检测方法, 
在肿瘤诊断及治
疗 中 的 运 用 .  目
前, 关于食管癌中
microRNA的文献
不多, 本文对此做
了详细地阐述, 让
读者对microRNA
的食管癌表达谱
有了深入的了解.
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取了20例配对的食管鳞癌标本及7组食管鳞癌

的细胞株(TE6、TE8、TE10、TE11、TE12、
TE14、KYSE30), 运用TagMan qRT-PCR和原

位杂交技术进行检测. 通过对转染反义miR-21
细胞增殖及侵袭能力的分析, 来判断miR-21在
食管鳞癌的发展中所扮演的角色, 并进一步探

讨了m i R-21靶向调控程序性细胞死亡4(p r o-
grammedcelldeath4, PDCD4)的机制. PDCD4是
近年来新发现的抑癌基因, 不仅对细胞的程序

性死亡进行重要调节, 而且通过抑制蛋白转录

和翻译过程抑制肿瘤细胞的生长. 实验结果如

下: 20对配对样本中, 18例肿瘤组织中miR-21
的表达明显高于对照的正常组织, 其中有淋巴

结或者血道转移的患者样本中的miR-21表达

显著提高, 对miR-21原位杂交(in situ hybridiza-
tion, ISH)的实验结果显示: 石蜡包埋的食管鳞

癌组织强阳性染色. 7组细胞株的miR-21也表

现为高表达, 转染反义miR-21的细胞的增殖及

侵袭能力显著降低, 食管鳞癌的PDCD4蛋白水

平与miR-21表达呈负相关. 在转染反义miR-21
的细胞中, 在PDCD4 mRNA水平未改变的前提

下, 不仅增加了PDCD4蛋白的表达, 而且还增

加了含有PDCD4-3'非编码区结构的荧光素酶

报告基因的活性. 研究者得出以下结论: 在食管

鳞癌中, miRNA-21在转录后水平负调控靶细胞

PDCD4及细胞增殖与侵袭能力, 该结论为食管

鳞癌的靶向治疗提供了依据. Guo等[36]也在其

文章中研究了miR-103/107与食管癌的关系, 进
行了以下的实验: 选取了1999-2001期间31对食

管鳞癌的标本及癌旁正常组织作为实验组, 这
些组织在手术中液态氮下切割并保存在-80 ℃. 
选取了一组包含了24例配对样本, 该组标本保

存时间均<6 mo. 所有的样本的相关信息比如

年龄、性别、病理、分化、TNM分期、肿瘤

分期、术后的生存时间都可以获得. 这些食管

癌标本首先用石蜡包埋法及进行HE染色. 按照

以下实验步骤进行检测: (1)标记目标RNAs: 用
TRIzol法提取RNA, 并运用聚乙二醇(polyeth-
ylene glycol, PEG)溶解析出法先分离低相对分

子质量RNA, 其次对分离后得到的低相对分子

质量R N A进行荧光素标记、沉淀、乙醇清洗

并干燥, 最后将低相对分子质量RNA悬浮于含

有3×SSC、0.2% SDS、15%甲酰胺的杂交缓

冲液中. (2)玻片杂交: 在BioMixer II芯片杂交仪

上进行杂交, 该种方法的优点早已在全基因组

mRNA表达谱的文章中被报道[37]. 杂交结束后, 

分别在42 ℃及室温条件下用含有0.2% SDS、
SSC溶液和0.2% SCC液连续冲洗芯片各5 min, 
然后用LuxScan 10K-A laser confocal scanner扫
描芯片运用LuxScan 3.0 software软件分析所得

到的图像. (3)计算分析: 建立模型, 并利用拔靴

法估计实验组31对标本的每个预测模型准确

度, 利用计算公式计算准确度. 可利用最公开有

效的方法预测miRNA靶基因, 如: miRBase[38]、

miRANDA[14]、TARGETSCAN[8]、PICTAR[39]

软件. 利用生存分析Kaplan-Meier方法绘制患者

的生存曲线, Cox proportional hazard回归模型

检查协变量的共同效果. (4)定量RT-PCR: 为了

验证miRNA的表达谱, 研究者利用带有miRNA
特殊引物的qRT-PCR法检测mRNA, 设置U6
为内参基因, 反应的条件为: 95 ℃ 10 min、40
个循环: 95 ℃ 15 s、60 ℃ 35 s、72 ℃ 3 s. 最
后用LightCycler软件分析得出的结果, 利用溶

解曲线分析法分析qRT-PCR扩增产物, 并运用

琼脂糖凝胶电泳证实. 研究者在对31对食管癌

样本和与之相对应的、距离至少有5 c m范围

的相邻的正常组织标本的miRNA表达谱的进

行分析, 得出以下结论: 从冰冻组织中提取的

RNA总量大幅度下降, 而从新鲜组织中提取的

RNA无明显下降, 但是新鲜组织中和储备组织

中的miRNA的表达谱相近, 说明短的miRNA
片段在冰冻组织中相对稳定, 这样就大大扩大

了从组织中研究miRNA的范围. 同时, 通过对

在7组不同的因素如年龄、性别、病理类型、

分化等级、T、N、TMN中的miRNA表达谱比

较, 发现有5种miRNA(miR-335、miR-181d、
miR-25、miR-7、miR-495)与病理类型有关

(对蕈伞型与髓样型进行比较). miR-25和miR-
130b与分化等级有关(通过对高、中、低等级

进行比较). 吸烟量和饮酒量被认为是鳞癌的高

危因素, 然后试验中发现miRNA表达谱的变化

与这些因素无关, 甚至与年龄无相关性. 通过

对肿瘤与正常组织的miRNA表达谱分析得出: 
miR-25、miR-424、miR-151在肿瘤组织中高

表达, miR-100、miR-99a、miR-29c、miR-140
呈低表达. 并且得出结论: miR-103/107低表达

与总体生存率增高有关, miR-103/107高表达、

TNM与预后成反比, 所以这两种miRNA可被

用于食管癌的早期诊断以及作为基因治疗的

靶点. Sugito等[40]报道核糖核酸酶(ribonuclease 
rnase, RNASE)在食管鳞癌中的比例增高与高

R N A S E表达与食管鳞癌的不良预后有关. 一

■应用要点
该文章重点阐述
了microRNA的检
测及治疗, 对肿瘤
尤其是食管癌的
早期诊断及治疗
开拓了思路, 为进
一步深入研究奠
定了基础.
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部分miRNA表达谱的改变不是偶然的, 能提示

miRNA与肿瘤相关基因的mRNA的转录的改

变. 这些偶然的miRNA的靶基因可能是肿瘤抑

制基因或者其他和肿瘤相关的基因, 如: 生长因

子、生长因子受体、信号传感器、转录因子、

凋亡调节物、细胞分裂调控基因、DNA修复

基因. 目前有许多的文章已经提出了许多用于

识别miRNA(44-47)靶基因的方法. 在这些假设

的靶基因中, YWHAM是肿瘤抑制基因, 他能调

节细胞周期, TGFBR3参与了β转化生长因子的

信号传导通路, AXIN2参与了Wnt信号传导通

路, TAF5被认为是转录因子, CAPZA2参与了

细胞运动, 一些靶基因可能通过不同的机制参

与了食管癌进展过程. 如YWHAH基因与肿瘤

抑制相关, 能调节细胞周期. 相关的报道也提

出miR-107在消化系肿瘤(结肠癌、胰腺癌、胃 
癌[41,42])中高表达, 食管癌也属于消化系统, 以上

的结论也证明了miR-103/miR-107在食管癌中

的高表达与预后差有关. 通过单变量及多变量

分析表明, miR-103/107在食管癌患者的低、高

表达水平均与无病生存率的存在相关性. 这些

结论为研究食管癌发生发展的分子机制奠定了

基础, 同时, 也为食管癌的诊断提供了简便且经

济的方法, 如qRT-PCR技术. Matsushima等[43]通

过miroRNA基因芯片技术对从食管鳞癌细胞株

(OE21、TE10)、食管鳞状细胞株Het1及食管

鳞癌患者活检组织标本中所提取的miRNA表

达谱进行分析, 发现: 与在Het1细胞株中相比, 
miR-203、miR-429、miR-205、miR-200c、
miR-141在食管鳞癌细胞株OE21、TE10中表

达增高. 同样与Het1细胞株中相比, miR-153、
miR-100、miR-125b、miR-10a、miR-99a、
miR-376a、miR-379、miR-651、miR-146b在
OE21、TE10细胞株中表达降低. 通过qRT-PCR
技术在多种恶性肿瘤细胞株及非恶性细胞株进

行验证, 其中包括5组食管鳞癌细胞株(TE5、
TE8、TE10、TE11、OE21). 发现: 在所有的食

管鳞癌细胞株中, 只有miR-205表达一致增高与

miR-10表达一致降低. 通过转染反义-miR-205
入细胞株中, 发现细胞的增殖、分化、凋亡均

未见明显改变. 敲除miR-205后, 受侵细胞的数

量明显增加, 表明miR-205可以改变食管鳞癌中

细胞的转移及侵袭性. 得出结论: 在食管鳞癌中, 
miR-205与miR-10表达改变显著, 在食管鳞癌发

生、发展过程中, miR-250可能通过抑制E-钙黏

蛋白(E-cadherin, E-CD)转录, 影响上皮-间质转

变(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 从
而调控了细胞的侵袭与转移. 为研究食管鳞癌

的发病机制提供了新的思路.

4  结论

miRNA在食管癌发生发展中的功能研究越来

越受到人们的关注. 因此, 分析miRNA的表达

水平为食管癌患者早期的筛查和提高临床治疗

效果提供了很大的帮助. 同时, 一些与肿瘤异常

反应相关的miRNA可被应用于化疗试剂的研

制. 同时, 专家们可利用miRNA的表达谱分析

为肿瘤患者提供个体化的治疗方案. 但是, 基于

miRNA的治疗方法, 从研究到实践的过程仍需

要不断地摸索与完善. 作为一种潜在治疗新手

段, miRNA治疗的效果仍然需要时间来验证. 对
miRNA的深入研究, 为食管癌的早期和精确的

诊断提供一个新的治疗靶标, 为创新发展食管

癌的治疗策略开拓了美好的前景. 
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Abstract
Ulcerative colitis (UC) is a chronic, nonspecific 
inflammatory bowel disease usually associated 
with recurrent attacks. Intestinal bacterial trans-
location induced by intestinal mucosal barrier 
dysfunction may mediate abnormal immune re-
sponse and chronic intestinal inflammation and 
therefore play an important role in the develop-
ment and progression of UC. The GH-SOCS2-
IGF1 axis, consisting of growth hormone (GH), 
suppressors of cytokine signaling 2 (SOCS2), and 
insulin-like growth factor-1 (IGF-1), is involved 
in the injury and repair of intestinal mucosal 
barrier. The research on the abnormal regulation 
of the GH-SOCS2-IGF1 axis in the pathogenesis 
of intestinal mucosal barrier dysfunction in UC 

has attracted increasing attention. This paper 
will briefly summarize the respective role of GH, 
SOCS2, and IGF-1, and discuss the regulatory 
role of the GH-SOCS2-IGF1 axis in the patho-
genesis of intestinal mucosal barrier dysfunction 
in UC. 

Key Words: GH-SOCS2-IGF-1 axis; Ulcerative coli-
tis; Intestinal mucosal barrier
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SOCS2-IGF-1 axis in the pathogenesis of intestinal 
mucosal barrier dysfunction in ulcerative colitis. Shijie 
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摘要
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种反
复发作的原因不明的肠道慢性非特异性炎
症性肠病. 由肠黏膜屏障功能异常或损伤而
形成的“肠道细菌易位”可介导异常免疫
反应和慢性肠道炎症在UC的发生与发展中
起着重要作用. 近年来研究显示, 生长激素
(growth hormone, GH)、细胞因子信号抑制蛋
白-2(suppressors of cytokine signaling proteins 
2, SOCS2)和胰岛素样生长因子-I(insulin like 
growth factor-1, IGF-1)相互作用形成GH-
SOCS2-IGF1轴, 参与肠黏膜屏障的损伤与
修复过程, 而对GH-SOCS2-IGF1轴的调控异
常进而导致的肠黏膜屏障功能损伤在UC中
的影响作用已日益受到关注. 本文旨从GH、

SOCS2、IGF-1各自的生物学效应以及GH-
SOCS2-IGF-1轴对UC肠黏膜屏障的调节作用
等方面作一简要概述.

关键词: GH-SOCS2-IGF-1轴; 溃疡性结肠炎; 肠

黏膜屏障
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称慢性

非特异性溃疡性结肠炎, 是一种反复发作的原

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)又称慢性非
特异性溃疡性结
肠 炎 ,  是 一 种 反
复发作的原因不
明的肠道慢性非
特异性炎症性肠
病. 目前, 本病确
切的发病机制尚
未 明 确 ,  可 能 与
感染、遗传、免
疫、饮食、环境
以及精神心理等
多方面因素有关. 
大 量 研 究 表 明 , 
肠黏膜屏障的损
伤与溃疡性结肠
炎的发生、发展
密切相关.

■同行评议者
王富春, 教授, 长
春中医药大学针
灸推拿学院
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因不明的肠道慢性非特异性炎症性肠病. 本病

主要累及结肠黏膜及黏膜下层, 初起多见为黏

膜浅层的弥漫性炎症改变和广泛性充血, 继而

出现黏膜水肿、糜烂和溃疡, 若久病失治或误

治则可出现肠壁变厚、变窄或肠管变短等症

状[1,2]. 目前, 本病确切的发病机制尚未明确, 可
能与感染、遗传、免疫、饮食、环境以及精

神心理等多方面因素有关. 大量研究表明, 肠
黏膜屏障的损伤与U C的发生、发展密切相

关[3,4]. 近年来, 随着对其研究的不断深入, 人们

发现在肠黏膜屏障损伤和修复的过程中生长激

素(growth hormone, GH)-细胞因子信号抑制蛋

白-2(suppressors of cytokine signaling proteins 2, 
SOCS2)-胰岛素样生长因子-1(insulin like growth 
factor-1, IGF-1)轴发挥重要作用, 已日渐受到人

们的关注. 我们查阅了近年来国内外的相关文

献, 旨从GH-SOCS2-IGF-1轴对UC肠黏膜屏障的

调节作用这一角度进行概述. 

1  GH、SOCS2和IGF-1的生物学效应

1.1 GH GH是由脑垂体前叶嗜酸性细胞分泌的

一种含191个氨基酸, 相对分子质量为22 000 kDa
的单一肽链的蛋白质激素. GH因种群不同其结

构及组成有所不同, 人类GH是由191个氨基酸组

成, 相对分子质量为21 500 Da, 含有两个二硫键

的单肽链. GH的合成和分泌主要受下丘脑生长

激素释放激素(growth hormone releasing hormone, 
G H R H)和生长激素释放抑制激素 (g r o w t h 
hormone release inhibiting hormone, GHIH)的双

重控制. GHRH促进GH分泌及合成; GHIH抑制

GHRH的合成产生, 两者均能与垂体前叶的特异

性受体结合. 此外, 应激、低血糖、运动以及内

分泌激素如雌激素、睾酮等也可促进GH的分

泌; 而高血糖、游离脂肪酸则可抑制GH的分泌. 
GH一方面通过直接与靶器官表面特异性受

体(GH receptor, GHR)结合, 刺激靶细胞从而发挥

生物学作用; 另一方面则通过刺激肝细胞、肠及

其他部位产生的胰岛素样生长因子(insulin like 
growth factors, IGFs)[5]而间接发挥其生物学效应. 
GHR广泛表达于机体各个组织器官, 特别是胃、

小肠、大肠等胃肠道各个部分中. 研究证实在胃

肠道上皮细胞、黏膜固有层、黏膜肌层、黏膜

下层以及肌层固有层中存在大量GHR[6]. 这些部

位的GHR与生长激素结合, 能够促进肠黏膜细

胞对谷氨酰胺的摄取和利用[7,8], 加速细胞核内

DNA和RNA的合成和/或提高已合成的RNA的

活性, 增加肠道内蛋白及其他营养物质的合成, 
营养肠道. 目前研究表明, 生长激素能够影响肠

黏膜细胞有丝分裂的速度[9], 并可能通过酪氨酸

激酶促进人类肠道细胞的离子转运、增殖和分

化[10], 对肠质量, 长度, 黏膜质量, 绒毛高度和腺

窝深度有明显的促进作用[11]. 此外, 大量的动物

研究表明[12,13], GH能有效减少肠源性细菌和内毒

素移位, 对包括肝细胞[14]、肠道免疫细胞[15]在内

的多种细胞的凋亡进行调节, 从而起到对胃肠道

的保护作用. 
1.2 IGF-1 胰岛素样生长因子(insulin like growth 
factors, IGFs)是一种因其空间结构与胰岛素相

似, 能与胰岛素竞争胰岛素受体结合部位, 产生

胰岛素样作用而得名的蛋白多肽. IGFs有两个亚

型即IGF-1和IGF-2, 是体内重要的生长因子之一. 
其中IGF-1又名生长介素, 是由第12号染色体短

臂的基因编码的含有70个氨基酸, 相对分子质量

7 649 Da的单链碱性多肽.  
IGF-1可在机体大多数组织中表达, 其在血

浆中多以结合蛋白的形式存在, 仅1%以游离形

式存在. 研究发现, 肝、脂肪等组织都能合成

分泌IGF-1, 肝脏是合成与分泌IGF-1的主要场

所, 循环中的IGF-1多来源于GH与肝细胞膜上的

GHR结合而促使肝脏产生; 其他组织包括软骨组

织, 脂肪组织等也能通过旁分泌或自分泌的形式

在局部分泌IGF-1. 
根据分泌部位的不同, I G F-1的调控方式

和功效不尽相同. IGF-1主要通过与细胞膜上

的IGF-1受体(IGF-1 receptor, IGF-1R)结合发挥

生物学作用, 其IGF-1R几乎存在于动物的所有

组织及细胞中, 包括整个胃肠道、肝脏、中枢

神经系统等[16], 其中绝大部分免疫细胞均表达

IGF-1R. IGF-1发挥作用的形式多样化, 主要通

过内分泌、自分泌和旁分泌3种机制来发挥其

作用. 此外, IGF-1的生物学作用以及IGF-1与
IGF-1R结合的有效性要受胰岛素样生长因子结

合蛋白(insulin-like growth factor binding protein, 
IGFBPs)的调节. 现已证实, IGFBP-3可在一定程

度上调节IGF-1对组织的活性[17], IGFBP-3含量

越低, 游离IGF-1增多, IGF-1对组织的作用就强; 
而IGFBP-3含量高, 游离IGF-1减少, 其对组织的

作用相对较弱. 
O h n e d a等 [18]通过转基因小鼠实验发现 , 

IGF-1过表达对肠道黏膜的长度和重量等的影响

与以前观察发现的生长激素过表达的表现相似, 
两者均能促进小肠的生长. IGF-1可通过作用于

■研发前沿
SOCS2的调节作
用是基于何种机
制上发生, 以及其
不同部位、不同
表达水平对调节
作用是否有差异
等诸多问题尚待
明确. 因此, 如何
通过GH-SOCS2-
I G F - 1 轴 调 控 以
适 度 表 达 G H 、

IGF-1, 使其在UC
的肠黏膜屏障损
伤的修复方面发
挥作用可能将成
为今后研究的一
个方向.
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小肠隐窝上皮细胞的IGF-1R, 促进上皮细胞的增

殖、分化以及DNA、RNA合成[19], 其促隐窝细

胞增殖作用强于生长激素, 但刺激肠上皮细胞分

化的效果不如生长激素. 因IGF-1不能分辨正常

细胞与癌细胞, IGF-1的过度表达可能会引起新

生物及某些组织增生, 导致组织纤维化以及肿瘤

等的发生[20]. 此外, IGF-1还可抑制肠黏膜细胞等

多种细胞的凋亡[14,21], 促进细胞合成胶原和细胞

外基质. 动物实验证实, IGF-1能降低小鼠肠黏膜

的通透性, 增强肠上皮细胞屏障的功能[22]. 
1.3 SOCS-2 SOCS-2家族, 是一类可被多种细

胞因子诱导产生、且对细胞因子信号通路具

有负反馈调节作用的蛋白分子. 该家族主要由

SOCS1-7及CIS这8个成员组成, 拥有共同的结构

特点[23,24], 即中间包含一个SH2结构域, 通过这一

结构可以与信号传导蛋白和转录激活物(signal 
transducers and activators of transcription, STAT)竞
争结合细胞因子受体上磷酸化的酪氨酸残基; C
末端有一段由40个氨基酸构成, 为全家族共有, 
在进化中高度保守的序列, 称为“SOCS盒”, 与
蛋白酪氨酸激酶(Janus kinase, JAK)家族的酪氨

酸磷酸化位点(如JAK2的KEYY)非常相似; N末

端为一段可变序列. 迄今为止, 人们对SOCS家族

中的SOCS1、SOCS2、SOCS3及CIS的研究较

多, 而且发现其中SOCS2在肠道方面发挥着极为

重要的作用. 
SOCS2由198个氨基酸组成, 其N末端相对

较短, 长度为50-75个氨基酸. 通常编码SOCS2的
mRNA在未受刺激的骨髓、脾和外周血细胞等

组织和细胞内呈低水平表达. 但当受到细胞因

子或其他刺激物诱导时, SOCS mRNA表达则会

即刻上调, 其表达水平很大程度上受到刺激因

子类型和所在组织不同的影响. 此外, 细胞所处

环境和/或细胞分化程度也会影响SOCS mRNA
的表达. I somäki等[25]通过对类风湿性关节炎

(rheumatoid arthritis, RA)患者不同部位SOCS2 
mRNA表达的观察发现, SOCS2 mRNA在RA患

者滑液巨噬细胞中的表达呈上升趋势, 在外周血

中则相反. 
通常情况下, SOCS2能被包括GH、IGF-1在

内的多种细胞因子或激素所诱导, 其发生主要

依赖于JAK/STAT信号传导通路的激活. 反过来, 
SOCS2又通过对细胞因子所介导的信号转导过

程进行抑制从而发挥相应的作用. Tannahill等[26]

发现SOCS2能增强STAT5的磷酸化作用, 但对细

胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated 

kinase, ERK)的磷酸化作用影响较小. 由此推测, 
SOCS2对信号转导的抑制作用可能是通过JAK/
STAT信号传导途径来发挥的. 

SOCS2在机体的生长发育中起重要调节作

用. Metcalf等[27]通过对SOCS2(-/-)型小鼠的研究

发现: 当小鼠体内缺乏SOCS2时, 其生长速度大

大超过同等条件下的正常小鼠, 主要表现为长骨

长度的增加以及机体大多数器官成比例的扩大. 
Greenhalgh等[28]则发现SOCS2在低水平表

达时能抑制催乳素分泌信号的传导, 影响妊娠

的发生, 而当其达到一定浓度时又恢复了对催

乳素的应答性, 起促进作用. 这一研究发现提示

SOCS2可能有双向调节作用. 越来越多的研究

表明: SOCS2与SOCS1、SOCS3之间存在相互作

用. SOCS2能抑制SOCS1或SOCS3的表达[29]. 如
SOCS2能通过加快SOCS3降解促进IL-2和IL-3信
号, 从而影响T淋巴细胞的增生, 参与到辅助性T
淋巴细胞平衡中[26].

2  GH-SOCS2-IGF-1轴之间的相互影响作用

人们很早就认识到GH与IGF-1之间的交互作用. 
大量的研究表明, 在体内GH与IGF-1通过形成

GH/IGF-1轴而发挥作用. 一方面GH与靶细胞上

的GHR相结合, 刺激肝脏及肠道IGF-1的生成[30], 
IGF-l则直接作用于靶细胞, 介导GH的生物学效

应, 此时IGF-1随着GH的上升而增高; 另一方面

当IGF-l达到一定水平时, 他又可以在垂体前叶

或丘脑下部水平负反馈调控GH的分泌.
I s s h i k i等 [31]通过对糖尿病大鼠的肾小球

RNA进行DNA微列阵分析发现, 大鼠系膜细胞

中过度表达的SOCS2能够通过防止p66Shc衔接

蛋白上的酪氨酸317磷酸化作用, 进一步抑制了

IGF-l诱导的ERK的激活, 从而起到对IGF-1R介
导的生物学作用的抑制作用. 此外, 通过SOCS2
缺陷小鼠等一系列实验, 人们发现当小鼠体内

缺乏SOCS2时, 小鼠会出现一系列GH和IGF-1失
调控的特征性表现[27], 可见大量尿蛋白的降低, 
局部组织如心脏、肺脏及脾脏IGF-1的增多以

及皮肤胶原蛋白的累积. 种种研究表明, SOCS2
可能对GH-IGF-1通路起着负性调节作用. 但
SOCS2并非仅仅抑制GH及IGF-1的信号传导, 而
对GH信号转导可能有双重作用. 有研究发现, 
SOCS2过表达的小鼠并未出现生长缺陷, 反而

体积明显大于野生型小鼠, 推测SOCS2在低浓

度时可抑制GH的作用, 而高浓度时则可增强其

信号转导[32].

■相关报道
Isomäki等通过对
类风湿性关节炎
(RA)患者不同部
位SOCS2 mRNA
表达的观察发现, 
SOCS2 mRNA在
RA患者滑液巨噬
细胞中的表达呈
上升趋势, 在外周
血中则相反.



www.wjgnet.com

张榕, 等. GH-SOCS2-IGF-1轴对溃疡性结肠炎肠黏膜屏障的影响                                                          2445

目前为止 ,  人们已经初步认识到G H、

SOCS2和IGF-1之间的影响作用, 但对这一影

响作用产生的机制并不明确. 目前大部分研究

表明, GH-SOCS2-IGF-1轴可能主要通过JAK2/ 
STAT5信号传导途径来发挥相互影响作用的. 
GH与靶组织细胞膜表面GHR结合, 导致受体

二聚化, 再以其结构域在胞内膜近侧区的富含

脯氨酸的短链基序-box1作为结合位点与JAK2
相互靠近并磷酸化[33], 而活化的JAK使GHR胞

内端以及一些信号蛋白的某些关键位点的酪氨

酸残基磷酸化[34], 从而活化包括JAK2/信号转

导及STAT5通路在内的多种信号通路. 活化的

GHR为STAT5提供了锚定位点, STAT5与受体

胞内端结合之后, 在JAK2的催化下发生酪氨酸

磷酸化而被活化, 活化的STAT5与受体分离, 并
发生同或异二聚化, STAT5二聚体转位进入核

内, 与靶基因启动子上的STAT反应元件相结合, 
从而启动包括SOCS2在内的靶基因转录, 合成

的SOCS2又通过SH2区与活化的细胞因子受体

的磷酸化酪氨酸残基结合, 竞争性抑制STAT的
结合或隐藏受体上的STAT结合位点, 从而抑制

STAT的进一步活化, 使得JAK/STAT信号调节通

路受抑制, 从而抑制了IGF-1和GH的功能, 发挥

负反馈调节作用.

3  GH-SOCS2-IGF-1轴对UC肠黏膜屏障功能的

调节作用

近年来, 在对UC的发病机制研究中发现, 由肠

上皮细胞凋亡异常[35-37]、炎症细胞因子等炎症

介质诱导的紧密连结蛋白表达异常 [38]以及黏

蛋白表达减少[39,40]等所致的肠黏膜屏障功能异

常在UC的发生与发展中起着重要作用. 而GH-
SOCS2-IGF-1轴参与肠黏膜屏障功能的调控, 对
GH-SOCS2-IGF-1轴的调控异常进而导致的肠黏

膜屏障功能损伤在UC中的影响作用已日益受到

人们的关注. 
3.1 对肠上皮细胞的调节作用 肠上皮细胞为单

层柱状上皮细胞, 他与肠黏膜表面的黏液层、

基底膜、黏膜下固有层共同构成了肠黏膜机械

屏障. 生理状态下, 肠上皮细胞沿着隐窝绒毛轴

进行增殖-分化-凋亡, 正常的结肠细胞凋亡主要

发生在肠腔表面的上皮层. 在病理状态下, 上皮

细胞这一正常增殖-分化-凋亡顺序可能遭到破

坏. Iwamoto等[41]通过对活动期UC肠上皮细胞的

变化观察发现, 活动期UC除肠腔上皮细胞外, 病
变处及邻近的非病变处隐窝上皮细胞凋亡也增

加. 同时, 在炎症活动区域, 上皮细胞生存时间

大为缩短, 只有正常细胞的一半[42], 使上皮细胞

凋亡速率明显增加. 肠上皮细胞凋亡的异常使

得由其构成的肠黏膜机械屏障被破坏, 从而导

致结肠黏膜的损伤.
通常进行上皮细胞连续性重建是损伤后黏

膜修复最重要的步骤. GH-SOCS2-IGF-1轴一方

面可以通过GH、IGF-1的营养作用, 促进肠上皮

细胞的分化与增殖[43]; 另一方面则通过IGF-1缓
解细胞凋亡的发生, 使肠上皮细胞凋亡减少[21]. 
结肠上皮细胞凋亡和增殖重新达到平衡时, 正
常细胞稳态开始恢复, 受损黏膜也逐步修复. 
3.2 对成纤维细胞的调节作用 UC的特征性表

现在于结肠上皮表浅而广泛的缺失和固有层的

炎症改变. 当肠道受损时, 固有层上皮下肌样成

纤维细胞在GH、IGF-1的作用下分化和增殖[44], 
从而促进胶原的大量分泌以促进伤口愈合. 但
当GH/IGF-1表达过度时, 则会促使细胞增殖分

化功能过强, 而使肠道肌层和间质细胞过度生

长, 胶原组织过度沉积, 从而导致肠道肿瘤和/或
纤维化, 最终出现肠壁变厚、变窄, 肠管变短

等[45,46]. 此时, SOCS2发挥其负反馈调节作用, 通
过对GH/IGF-1信号通路传导的抑制, 下调GH/
IGF-1的表达水平, 使之恢复正常水平, 从而减少

对UC肠黏膜的损害[47]. 
3.3 对UC肠黏膜屏障功能的调节作用 大量研究

证实, 由肠上皮细胞为主构成的肠黏膜机械屏

障是肠道防御机制的重要环节, 构成了肠道防

御肠腔内致病性抗原(细菌、有毒物质、食物抗

原物质、致癌物质等)侵入的第一道防线. 当肠

黏膜机械屏障结构和功能保持完整时, 能有效

地防止肠腔内致病性抗原侵入, 维持肠道内环

境的相对稳定, 防止相关疾病的发生. 反之, 当
肠黏膜机械屏障受损时, 大量的致病抗原侵入

黏膜及黏膜下层, 引发一系列免疫炎症反应, 进
一步加重肠黏膜屏障的损伤程度. 

研究发现, 肠黏膜屏障通透性的改变是UC
发病的主要因素之一, 而肠黏膜屏障通透性的

增加又与肠上皮细胞的凋亡异常以及肠上皮

细胞间紧密连接(tight junction, TJ)受损[48]有关. 
GH-SOCS2-IGF-1轴通过对肠上皮细胞的凋亡

与增殖进行调节, 使得肠上皮细胞凋亡/增殖比

恢复正常, 肠黏膜通透性降低, 从而减少致病

性抗原侵入以及继发性炎症损伤的发生, 由此

缓解肠黏膜屏障的进一步损害. 另一方面, GH-
SOCS2-IGF-1轴通过GH、IGF-1对肠道的营养
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作用[6,49], 促进肠黏膜细胞的生长, 使得肠黏膜高

度增加, 肠绒毛增多, 对受损肠黏膜有修复和保

护作用. 此外, GH-SOCS2-IGF-1轴还可刺激胶

原沉积[50]、细胞分裂, 使得平滑肌体积增大, 肠
长度增长, 促进受损肠黏膜的愈合.

4  结论

近年来, 人们已经认识到GH-SOCS2-IGF-1轴
在治疗溃疡性结肠炎过程中的重要性 ,  G H-
SOCS2-IGF-1轴可通过降低肠黏膜通透性, 促进

肠黏膜细胞的分化、增殖和刺激胶原沉积等多

种方式, 参与肠黏膜屏障的修复过程. 但就现有

的临床资料来看, 通过增加GH、IGF-1在体内

的表达来治疗疾病, 已取得了一定的疗效. 然而,  
GH、IGF-1的过度表达会导致患肠道癌症和/或
肠纤维化的风险加大, 造成肠黏膜的进一步损

伤. 此外, 虽有大量动物实验证实SOCS2对GH、

IGF-1存在负反馈调节作用, 但SOCS2的调节作

用是基于何种机制上发生, 以及其不同部位、

不同表达水平对调节作用是否有差异等诸多问

题尚待明确. 因此, 如何通过GH-SOCS2-IGF-1
轴调控以适度表达GH、IGF-1, 使其在UC的肠

黏膜屏障损伤的修复方面发挥作用可能将成为

今后研究的一个方向. 目前, 针对GH-SOCS2-
IGF-1轴对UC肠黏膜屏障功能的调节作用知之

甚少, 且确切机制尚不清楚. 随着这方面研究的

不断深入, 必将对肠黏膜屏障功能的调节认识

以及UC的治疗有着重要的指导作用. 
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Abstract
DNA methylation is a major epigenetic mecha-
nism and plays an important role in the patho-
genesis of tumors. The endothelin receptor B 
(EDNRB) gene is an important candidate tumor 
suppressor gene. EDNRB promoter hypermeth-
ylation has been detected in several types of 
tumors and may therefore be used as a useful 
molecular marker for tumor diagnosis. In addi-
tion, EDNRB gene methylation may also be used 
as a new target for tumor treatment due to the 
reversibility of DNA methylation.  

Key Words: Endothelin receptor B; Gene; Hyper-
methylation; Tumor
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relationship between aberrant methylation of EDNRB 
and tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 
2448-2452

摘要
遗传学修饰的D N A甲基化在肿瘤的发生发
展中起重要作用. 内皮素受体B(endothel in 
receptor B, EDNRB)基因是候选的抑癌基因之
一. 甲基化引起EDNRB基因失活与某些肿瘤
发生的关系日益受到人们的关注, 可能成为
某些肿瘤早期诊断的分子标志物, 同时由于
DNA甲基化具有可逆性, 也可为某些肿瘤提
供新的治疗靶点.  

关键词: 内皮素受体B; 基因; 高甲基化; 肿瘤
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0  引言

抑癌基因启动子高度甲基化被认为是除突变和

缺失以外的抑癌基因功能失活的关键机制, 在肿

瘤的发生和发展中起重要作用[1]. 候选抑癌基因-
内皮素受体B(endothelin receptor B, EDNRB)基
因, 已成为目前肿瘤表遗传学研究的热点之一. 

1  DNA甲基化与癌症的关系

随着表遗传学的发展, 人们认识到肿瘤不仅是

遗传性疾病, 同时也是由DNA甲基化异常引起

的基因调控失常的表遗传性疾病[2]. 人类基因组

DNA存在广泛的甲基化修饰. 在早期发育阶段, 
甲基化和去甲基化的交替进行是细胞得以生长

和分化的关键程序, 且在细胞正常发育以及保

持基因组稳定性中起着至关重要的作用. 正常

细胞内, 启动子区的胞嘧啶-磷酸-鸟嘌呤(CpG)
岛呈非甲基化状态, 而大部分散在分布的CpG岛

二核苷酸多发生甲基化[3]. 肿瘤中常伴随基因组

整体甲基化水平降低和某些基因CpG岛区域甲

基化水平异常升高(如抑癌基因), 并且这两种变

化可在一种肿瘤中同时发生. 基因组整体甲基

化水平降低可导致原癌基因活化等, 这些因素

促进了肿瘤的发生; 基因启动子区的CpG岛发生

异常高甲基化可导致基因转录沉默, 使重要基

因如抑癌基因等表达极度降低或不表达, 进而

®

■背景资料
EDNRB基因是一
种内皮素受体基
因, 作为一种抑癌
抑 制 基 因 ,  其 启
动子高甲基化在
多种肿瘤的发生
发展中有着重要
作 用 .  随 着 检 测
方法的不断更新, 
EDNRB基因可能
成为某些肿瘤的
标志物, 而且甲基
化改变不像基因
突变和缺失等改
变 ,  具有可逆性 . 
DNA甲基化的可
逆性特征为临床
抗肿瘤治疗提供
了一种新途径, 应
用DNA甲基转移
酶抑制剂可以使
一些重要基因发
生去甲基化, 恢复
正常功能.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师 ,  中 国 人 民 解
放军第二军医大
学长海医院消化
内科
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也促进了肿瘤细胞的形成[4]. 

2  EDNRB基因的结构与生物学活性

EDNRB基因位于13号染色体q22, GenBank ID 
1910, 长度大约为24 kb, 含7个外显子和6个内含

子, 其启动子部位包含一个CpG岛[5], 而在CpG岛

的过甲基化作用时基因转录灭活. 其编码产物

EDNRB属于G蛋白偶联受体超家族, 与配体内

皮素(endothelin, ET)结合传递细胞外的信号, 在
胚胎发育过程中,  EDNRB/ET-3在神经嵴细胞

迁移发育分化成神经节细胞时候扮演着重要角

色[6], 与巨结肠病相关联[7]. 目前研究表明: ET-1
及其受体(ETAR和ETBR), 通常被称为ET轴(ET-
axis), 已经表明与多种人肿瘤的增殖、血管生

成和转移有关. 在多种肿瘤中, ET-1表达常增多, 
而相应的受体却因肿瘤细胞类型不同而不同[8]. 
EDNRB基因启动子的高甲基化与多种肿瘤相关

联, 伴随有EDNRB基因表达的沉默[9-18]. 

3  EDNRB基因甲基化在某些人类肿瘤中的发现

3.1 前列腺癌 Pao等[9]发现, 与相应的正常邻近组

织相比, 前列腺癌组织中EDNRB基因启动子5'
端CpG岛甲基化程度的高低与EDNRB基因表达

呈现密切的负相关, 甲基化程度越高则表达越

低. 用5-氮杂-2'-脱氧胞苷处理前列腺癌细胞后, 
EDNRB基因表达被重新激活. Bastian等[10]研究

发现前列腺癌中高甲基化率为14%, 而良性前列

腺增生则无甲基化, 其CpG岛高甲基化对前列腺

癌有预后价值. 
3.2 肝癌 Hsu等[11]以EDNRB和p16两个候选肿

瘤抑制基因研究34例肝细胞癌的表遗传学变

化发现, EDNRB与p16基因高甲基化的分别为

29.4%(10/34)和32.3%(11/34), mRNA转录子的降

低与EDNRB与p16基因高甲基化具有明显的相

关性. 同时发现EDNRB基因启动子异常甲基化

与患者的年龄、性别、临床分期或者是否为病

毒感染所致无关联. 
3.3 肺癌 Chen等[12]在对79例肺癌的研究中发

现, 其中26例(32.9%)有EDNRB基因存在异常甲

基化. EDNRB基因启动子高甲基化有组织类型

差异, 与临床病理特征无关. mRNA转录子降低

与异常甲基化相关. 5-氮杂-2'-脱氧胞苷处理后, 
H1355人肺癌细胞株的甲基化状态得到逆转, 而
且EDNRB基因再次表达. 
3.4 食管癌 Zhao等[13]在对21例食管原发鳞状细

胞癌和匹配邻近正常组织的研究中发现, 其中5

例(23.8%)EDNRB基因5'CpG岛高甲基化, 另外

16例(76.2%)肿瘤组织中有相对于低或中等水

平的异常甲基化, 肿瘤组织的异常甲基化水平

明显高于匹配的邻近正常组织. 通过实时定量

PCR分析, 相对于匹配的邻近正常组织, EDNRB
基因mRNA的表达在启动子高甲基化的肿瘤组

织中明显减少. 在食管鳞状细胞癌株中加入5-氮
杂-2'-脱氧胞苷处理后, EDNRB基因表达恢复. 
这些说明EDNRB基因启动子高甲基化, 可能在

食管鳞状细胞癌的发生中起重要作用. 
3.5 白血病 Hsiao等[14]在26例白血病患者和8例
随机正常志愿者的研究中, 检测p16和EDNRB
基因启动子的高甲基化情况发现: p16在急性淋

巴细胞白血病为85%, 在急性粒细胞白血病中为

83%, 而慢性粒细胞白血病没有检测到甲基化; 
EDNRB在急性淋巴细胞白血病中为92%, 在急

性粒细胞白血病中为75%, 慢性粒细胞白血病中

为100%. 8例随机正常供血者中p16和EDNRB基
因启动子没有检测到异常甲基化. 
3.6 恶性黑色素瘤 Kumasaka等[15]通过转基因小

鼠建立黑色素瘤模型的4种阶段: 非肿瘤、良

性、癌前病变及恶性. 通过检测EDNRB基因的

表达发现, 随着恶性度的增加, EDNRB基因的表

达逐渐减少. 在EDNRB基因为杂合子的转基因

模型小鼠(Ednrb+/-; RET mice)中, >80%的模型

小鼠的原发肿瘤为恶性, 肿瘤的发生之前没有

良性病变部位, 这和人类原发恶性黑色素瘤的

形成类似, 也说明了EDNRB基因的表达减少可

能促使人恶性黑色素瘤的发生. 
3.7 鼻咽癌 Zhou等[16]在对鼻咽癌EDNRB基因的

表遗传学的研究中, 通过半定量RT-PCR和实时

荧光定量PCR对49例鼻咽癌患者和12例慢性鼻

咽炎活检组织的EDNRB的mRNA表达进行检

测; 采用甲基化特异性PCR(methylation specific 
PCR, MSP)方法, 测定EDNRB基因的甲基化状

态; 4种鼻咽癌细胞株经过5-氮杂-2'-脱氧胞苷处

理后检测mRNA表达情况发现: 在鼻咽癌组织

和鼻咽癌细胞株中, EDNRB基因表达下调; 而
EDNRB甲基化状态, 相对于慢性鼻咽炎组织的

42%, 鼻咽癌活检组织高达84%. 5-氮杂-2'-脱氧

胞苷的处理均激活了鼻咽癌细胞株EDNRB基因

的表达. 从而认为高甲基化影响了EDNRB基因

的表达, 可能在鼻咽癌的形成中发挥作用. 
3.8 膀胱癌 Yates等[17]取90例恶性膀胱癌和30例
正常尿道上皮的样本, 通过定量甲基化特异性

PCR对这些样本的17个基因的启动子进行检测

■研发前沿
甲 基 化 引 起
EDNRB基因失活
与肿瘤发生的关
系日益受到人们
的关注. 在目前报
道 的 基 础 上 ,  是
否有更多肿瘤的
发生与EDNRB基
因的甲基化有关, 
EDNRB基因是否
会成为肿瘤筛查
的一个广谱分子
标志物, 受到了研
究者的关注.
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发现: EDNRB, RASSF1a, E-cadherin TNFSR25
及APC这5种基因与膀胱癌的进展相关. 多变量

分析提示: 相对于肿瘤的分级, 这些基因的甲基

化程度与肿瘤的进展甚至死亡率更有相关性, 
其中EDNRB基因启动子高甲基化对膀胱癌预后

敏感度达66%-100%. 
3.9 子宫内膜癌 Zhu等[18]进行了子宫内膜癌组织

中EDNRB基因启动子区域CpG岛甲基化状态的

研究, 取35例子宫内膜癌组织标本和20例正常

子宫内膜组织标本作对照. 35例子宫内膜癌组

织中, 甲基化率为31.4%(11/35), 13例癌旁组织

中的甲基化率为53.9%(7/13), 22例外周血白细

胞DNA中的甲基化率为40.9%(9/22), 不同的组

织中EDNRB基因启动子的甲基化率比较差异无

统计学意义. 但与正常对照组的子宫内膜组织

中未检测到该基因启动子的甲基化相比, 差异

有统计学意义. 

4  EDNRB基因可能成为癌症早期诊断的分子标

志物

Zhu等[19]在子宫内膜癌的研究中发现有13例患

者仅在癌旁组织或外周血中出现EDNRB基因

甲基化, 而癌组织中未出现EDNRB基因的甲基

化. 可能是在癌前病变向癌的演进过程中, 继发

有其他的分子水平的改变, 如点突变和(或)杂
合性缺失, 故能在癌旁组织或白细胞中检出该

基因的甲基化. 因此, 甲基化是抑癌基因失活的

“二次打击”中其中的“一次打击”[20], 这说明

EDNRB基因异常甲基化是癌变过程中的一个早

期、频发事件. EDNRB基因启动子异常高甲基

化与多种肿瘤的发生相关. EDNRB基因启动子

区甲基化状况可能会成为一种非常有前途的分

子标志物. 然而EDNRB基因并没有在所有上述

肿瘤组织中完全甲基化, 如表1. 这说明肿瘤组

织往往存在多基因多位点的甲基化, Phé等[22]研

究发现通过多种抑癌基因甲基化的检测对前列

腺癌的诊断要比单基因的诊断准确. Chen等[12]

在肺癌甲基化与非甲基化的病例中, 5年的生存

率无明显差异, 认为EDNRB基因异常甲基化可

能不是肺癌唯一的预后因素. 因此发展和采用

高通量的基因甲基化检测方法, 鉴定肿瘤特异

的基因甲基化图谱将成为这个领域的研究趋势, 
而EDNRB基因甲基化的研究必将是甲基化图谱

绘制中的重要部分. 

5  EDNRB基因CpG岛甲基化主要的检测方法

5.1 MSP MSP是目前DNA甲基化研究领域最常

使用的技术[23]. 其原理: 设计的引物中包含多个

CpG位点, 一对引物是针对发生甲基化的CpG
位点, 另一对引物是针对未发生甲基化的CpG
位点. 检测MSP扩增产物, 若用针对处理后甲基

化DNA链的引物能扩增出片段, 则说明该检测

的位点存在甲基化; 若用针对处理后非甲基化

DNA链的引物扩增出片段, 则说明被检测的位

点不存在甲基化. MSP是一种分析给定DNA序

列是否存在甲基化的快速定性方法, 但由于甲

基化特异引物所包含的CpG位点有限, 会丢失一

些甲基化信息. 
5.2 亚硫酸盐-基因组测序法 Frommer等[24]利用

亚硫酸氢盐对DNA进行化学修饰的方法为DNA
甲基化研究开辟了一条全新的思路, 其原理: 单
链DNA中未发生甲基化的胞嘧啶可被亚硫酸氢

盐脱氨基而转变为尿嘧啶, 而甲基化的胞嘧啶

保持不变. 然后, 利用PCR技术对需要的那段序

列进行扩增, 将尿嘧啶全部转化成胸腺嘧啶, 对
PCR产物进行测序并与未经修饰的序列比较, 便
可判断该CpG位点是否发生甲基化. 在该技术的

推动下, 有关特定基因控制区CpG岛异常甲基化

与肿瘤发生相关的报道大量出现, 但是此方法

需要大量的克隆测序, 较为繁琐、昂贵. 
5.3 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 Seque-
nom's EpiTYPER是近年来问世的一种新型高通

量检测甲基化仪器, 这种检测方法是基于碱基

特异性裂解结合质谱测定分析建立的新型检测

技术, 其原理: 基因组DNA经亚硫酸氢盐处理后

使非甲基化的胞嘧啶转化成尿嘧啶(C-U)而甲基

化的胞嘧啶保持不变, 然后使用T7-启动子区标

记PCR对其进行扩增, 接着使用RNA酶A对产生

的单链RNA分子进行碱基特异性裂解. 由于C/T
的转变导致反转录链C/A的转变, 结果使含有甲

表 1 EDNRB基因启动子高甲基化情况 (%)

     
肿瘤

               甲基化频率              
参考文献

  肿瘤组            对照组

前列腺癌  14.0          0.0               [10]

肝癌  29.4          0.0               [11]

肺癌  32.9          0.0               [12]

食管癌  23.8          0.0               [13]

鼻咽癌  84.0        42.0               [16]

膀胱癌  66-100                [17]

子宫内膜癌 31.4          0.0               [18]

肾癌  73.0        49.0               [21]

■相关报道
Phé等研究发现通
过多种抑癌基因
甲基化的检测对
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要比单基因的诊
断准确.
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基化CpG位点的片段与含有非甲基化CpG位点

的片段的每个CpG位点之间相差16 Da, 这个质

量差通过基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionisation, time-
of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)来
分析[25-27], 进而得知基因的甲基化状况. 这种方

法适用于大样本基因启动子区CpG位点的甲基

化定量检测, 但是相关耗材价格昂贵.

6  肿瘤治疗的新途径

DNA甲基化是靠DNA甲基转移酶(DNA methyl-
transferase, DNMT)来维持的, 在CpG甲基化异常

机制参与的肿瘤细胞中常表现为过度表达[28]. 而
甲基化改变不像基因突变和缺失等改变, 具有可

逆性[29]. DNA甲基化的可逆性特征为临床抗肿瘤

治疗提供了一种新途径: 应用DNMT抑制剂可以

使一些重要基因发生去甲基化, 恢复正常功能. 
从广义上讲, DNMT抑制剂可分为3大类: 核苷

类DNMT抑制剂, 如5-旦胞苷及其脱氧核糖类似

物; 非核苷类DNMT抑制剂, 如肼屈嗪; 自行设计

的抑制剂, 如RG108[30]. 5-氮杂-2'-脱氧胞苷是第

一个被美国FDA批准上市治疗恶性肿瘤的去甲

基化药物, 最初被认为是细胞毒性物质, 后经临

床试验研究表明, 它能与DNMT共价结合, 降低

酶的生物活性而得以抵制甲基化, 低甲基化后的

基因再次活化[31-33]. 有研究显示, 在前列腺癌、

鼻咽癌、肺癌和食管癌细胞株中经5-氮杂-2'-脱
氧胞苷处理后EDNRB基因重新表达[9,12,13,16]. 目
前, 5-氮杂-2'-脱氧胞苷已成功应用于临床的一些

实例, 如在急性粒细胞白血病中的应用[34]. 小分

子干扰RNA是一种新发现的分子通过与mRNA
结合导致其降解和基因沉默. 通过干扰DNMT 
mRNA, 使DNMT的表达下降, 从而使得DNA去

甲基化[35]. 反义寡聚核苷酸是为杂交选择mRNA
区域而合成的核苷酸. 如MG98就是一种反义寡

聚脱氧胸苷酸, 能够特异地抑制DNMT1 mRNA
翻译的过程. 有药物动力学的研究证明, 它的药

效与药物剂量无关[36]. DNMT的反义寡聚核苷酸

在可以不改变DNA甲基化模式的基础上增加抑

癌基因的表达, 提示有可能DNMT调节基因表达

是一个不依赖甲基化的过程[37]. 

7  结论

表遗传学改变已经成为肿瘤研究领域中的热点, 
EDNRB基因甲基化的异常与上述肿瘤的发生具

有一致性, 但因果关系尚不明确. 还有很多问题

需要去探索: 导致EDNRB基因异常甲基化的原

因是什么? 是否有更多类型的肿瘤发生EDNRB
基因异常甲基化? 是否有一种更为特异、简便

与价廉的检测方法用以检测EDNRB基因是否在

肿瘤性疾病中发生异常甲基化? 有无不良反应

更少的药物或其他方法来防止EDNRB基因发生

异常甲基化或逆转甲基化? 总之, EDNRB基因

与肿瘤关系的研究尚处于初步探索阶段. 相信

随着上述问题的逐一解决, 人类对肿瘤的诊断

与治疗会迈出一大步.
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Abstract
AIM: To observe the variation in base excision 
r e p a i r ( B E R ) f u n c t i o n o f m u t a n t D N A 
polymerase β (polβ).

METHODS: The plasmids pcDNA4-C-polβ1 and 

pcDNA4-C-polβ2 were transfected into polβ-
knockout EC9706 cells by lipotransfection. The 
stable transfectants were screened in the medi-
um containing G418. The recombinant proteins 
were purified by nickel column chromatogra-
phy. DNA substrate that contains a single-base 
deletion was synthesized to test the BER func-
tion of the purified recombinant proteins. 

RESULTS: Cell strains stably transfected with 
pcDNA4-C-pol β1 and pcDNA4-C-pol β2 were 
successfully obtained. Purified proteins polβ1 
and polβ2 were incubated with synthesized 
DNA substrate that contains a single-base dele-
tion to test their BER function. Wild-type polβ 
could completely excise the DNA substrate 
while the mutant polβ could only partly excise 
the DNA substrate. 

CONCLUSION: Wide-type polβ has stronger 
activity than mutant polβ in repairing DNA sub-
strate that contains a single-base deletion. 

Key Words: DNA polymerase β; Nickel affinity chro-
matography; Base excision repair

Zhao SM, Chen XD, Zhang CJ, Zhao GQ, Dong ZM. 
DNA repair function of DNA polymerase β in human 
esophageal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(23): 2460-2463

摘要
目的:  观 察 突 变 型 D N A 聚 合 酶 β ( D N A 
polymerase β, polβ)的碱基切除修复(base 
excision repair, BER)功能的改变.

方法: 将polβ真核表达载体pcDNA4-C-polβ1, 
pcDNA4-C-polβ2以脂质体介导方式转染polβ
基因敲除的EC9706细胞, G418筛选得到稳定
转染pcDNA4-C-polβ1, pcDNA4-C-polβ2的细
胞克隆; 通过镍柱亲和层析法纯化蛋白; 退火
合成含有单碱基缺失的DNA底物, 与纯化的
野生型和突变型polβ蛋白进行BER修复实验. 

结果: G418筛选得到稳定转染pcDNA4-C-
polβ1, pcDNA4-C-polβ2的EC9706细胞; 提取

®

■背景资料
D N A聚合酶β主
要 功 能 被 认 为
是 参 与 D N A 修
复 ,  他 是 目 前 已
知碱基切除修复
( B E R )中最重要
的聚合酶之一. 研
究结果显示, 在多
种肿瘤组织中发
现polβ基因的突
变和表达异常, 然
而对于突变和表
达异常的polβ基
因其修复功能有
无改变, 目前相关
资料较少.

■同行评议者
石 毓 君 ,  副 研 究
员, 四川大学华西
医院



赵四敏, 等. DNA聚合酶β在食管癌组织中的修复功能                                                        2461

www.wjgnet.com

并纯化出polβ1、polβ2蛋白与退火合成单碱
基缺口的DNA底物进行BER实验. 在BER实
验中, 野生型polβ能够在DNA底物的酶切位
点处将其完全切开, 而突变型polβ仅将其部
分切开.

结论: 野生型的polβ能够修复单碱基缺失的
DNA底物, 而突变型的polβ碱基切除修复功能
明显减弱.

关键词: DNA聚合酶β; 镍柱亲和层析; 碱基切除

修复
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0  引言

DNA聚合酶β(DNA polymerase β, polβ)是DNA
聚合酶家族中的一员, 为一看家基因. 其主要

功能被认为是参与DNA修复, 在碱基切除修复

(base excision repair, BER)过程中填补单核苷酸

缺口[1], 包括短补丁(单一核苷酸)BER途径和/或
长补丁(几个核苷酸合并)BER途径[2], 是目前已

知BER中最重要的聚合酶之一[3]. 迄今为止, 已
在直肠癌、前列腺癌、食管癌、胃癌、鼻咽癌

等多种人类肿瘤组织中发现polβ基因的突变和

表达异常[4-8]. 近年来许多学者对polβ在肿瘤组

织及细胞系中的突变, 表达状态进行了系统研

究, 然而肿瘤组织中突变polβ的功能改变鲜见报

道. 本课题组曾在世界上首次发现在食管癌高

发区及非高发区食管癌患者中有polβ基因的突

变存在[9], 人食管癌组织polβ基因突变突变率达

36%, 且其突变形式与已报道的在其他肿瘤中

polβ基因的突变形式不尽相同有以A/G转换和

G/T颠换为热点等的多种突变形式[10]. 作为该课

题的后继研究, 本实验选择利用先前所构建的

野生型和食管癌突变型polβ基因真核表达载体

(pcDNA4-C-polβ1和pcDNA4-C-polβ2), 转染入

polβ基因敲除的EC9706细胞(本实验室前期构

建并冻存), 纯化得到39 000 Da的polβ蛋白, 检测

其对单碱基缺失DNA底物的修复能力, 为探讨

polβ基因突变在肿瘤发生发展中的作用积累实

验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 野生型和食管癌突变型p o l β基因真

核表达载体(pcDNA4-C-polβ1和pcDNA4-C-
p o l β2)均由本实验室构建保存; H i s l i n k T M蛋

白纯化试剂盒、限制性内切酶H i n dⅢ购自

Promega公司; G418购自Gibco公司; 脂质体

(LipofectamineTM2000)购自Invi trogen公司; 
DMEM、胎牛血清购自杭州四季青生物工程研

究所.
1.2 方法 
1.2.1 细胞转染及蛋白纯化: 将本实验室先前构

建的质粒pcDNA4-C-polβ1和pcDNA4-C-polβ2
分别以脂质体包裹的方式转染入polβ基因敲除

的EC9706细胞, 转染6 h后换为含100 mL/L BSA
的DMEM完全培养基继续培养, 继续培养24 h后
G418筛选2 wk, G418筛选浓度为700 g/L, 得到

稳定表达pcDNA4-C-polβ1, pcDNA4-C-polβ2的
细胞克隆, 收集稳定转染的细胞使用HislinkTM蛋

白纯化试剂盒纯化蛋白; 纯化的蛋白通过紫外

分光光度法测定蛋白含量, 将得到的野生型和

突变型polβ蛋白均稀释为400 μg/L. 
1.2.2 聚丙烯酰胺凝胶电泳: 浓缩胶浓度为5%, 
分离胶浓度为15%. 分别取pcDNA4-C-polβ1, 
pcDNA4-C-polβ2稳定转染后超声破碎细胞的

上清液以及HislinkTM蛋白纯化试剂盒纯化的蛋

白, 加入相应体积的5×Loading Buffer, 95 ℃煮5 
min后SDS-PAGE电泳, 考马斯亮蓝R-250染色30 
min, 甲醇-冰醋酸脱色并观察. 采用凝胶分析系

统扫描, 分析SDS-PAGE后凝胶上的染色条带.
1.2.3 BER修复实验DNA底物的制备: 合成带有

Hin dⅢ酶切位点的单碱基缺失DNA底物的3条
单链P1、P2、P3分别为P1: 5'TACCGCGGCCG
AACTCCATCTGGATAA3'; P2: 5'CTTAGAACG
CTCGGTTGCTATTGGGTAC3'; P3: 5'GTACCC
AATAGCAACCGAGCGTT CTAAGCTTATCC
AGATGGAGTTCGGCCGCGGTA3'; 由上海生

工公司合成. 退火反应体系50 μL, 其中P1 11.25 
μL, P2 11.25 μL, P3 22.5 μL, 10×Buffer 5 μL. 退
火条件为: 95 ℃煮沸3 min, 自然降温至70 ℃维

持10 min, 再自然降温至37 ℃, 1.5%琼脂糖凝胶

电泳并凝胶成像分析, 退火产物大小56 bp.
1.2.4 BER修复及酶切鉴定: 设计的DNA底物碱

基缺口处含有Hin dⅢ酶切位点, 如果缺口能被

polβ蛋白修复, 则完整的DNA底物能被Hin dⅢ
切开, 分别成为27和28 bp的两个片段, 如果polβ
蛋白修复功能丧失或不足, 则缺失不能或只能

部分被修复, DNA底物不能或部分被Hin dⅢ切

开. 但如果存在蛋白浓度过高可以将底物全部

■研发前沿
polβ是一重要的
DNA 修复酶, polβ
是BER 过程的重
要组成部分, polβ
异常的细胞表现
为BER的缺乏和
对损伤碱基物质
敏感性的增加, 也
会增加抑癌基因, 
原癌基因以及其
他控制生长的重
要基因的突变频
率, 从而增加肿瘤
的发生几率.因此
进一步研究polβ及
其在DNA修复中
作用的规律和机
制, 及其在人类肿
瘤中的表达特征
已经成为肿瘤分
子机制深入研究
中的一个新领域.



www.wjgnet.com

2462                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年8月18日    第18卷   第23期

修复或蛋白浓度过低底物全不能修复这类情

况, 则不能观察出野生型和突变型polβ的功能差

别. 因此按1∶4, 1∶8和1∶16分别稀释400 μg/L 
polβ1和polβ2蛋白. BER修复反应体系6 μL, 10
×Buffer 0.6 μL, 修复实验DNA底物3 μL, 4×
dNTP 0.6 μL, 稀释后polβ1(或polβ2)蛋白0.6 μL, 
MilliQ-H2O 1.2 μL, 37 ℃水浴30 min, 后70 ℃灭

活10 min. 酶切体系为10 μL, 其中Buffer 1 μL, 
Hin dⅢ 1 μL, BER修复产物5 μL, MilliQ-H2O 3 
μL, 37 ℃酶切2 h, 2%琼脂糖凝胶电泳, 凝胶分

析系统扫描分析结果.

2  结果

2.1 BER实验DNA底物的制备 3条单链P1、P2、
P3退火后形成含有单碱基缺失的56 bp的DNA底

物, 琼脂糖凝胶电泳后凝胶成像分析, 条带单一

位置正确, 说明退火产物与预期结果相符(图1).
2.2 细胞转染后蛋白纯化结果 表达产物经SDS-
PA G E分析, 结果显示, 在相对分子质量约为

39 000 Da的蛋白条带处, 转染重组质粒组明显

亮于转染空质粒组, 与预期的融合蛋白大小相

符(图2); HislinkTM蛋白纯化试剂盒纯化的蛋白

仅在39 000 Da位置有一条带, 说明蛋白表达及

纯化成功(图3).
2.3 BER实验结果 当含有碱基缺失的DNA底物

得到BER修复, 可被Hin dⅢ切开成为27和28 bp
的两个短片段. 1∶4稀释polβ1蛋白的BER产物, 
经Hin dⅢ酶切, 56 bp的DNA底物带完全消失, 说
明彻底修复DNA底物上的碱基缺失; 而对应的

1∶4稀释polβ2蛋白的BER产物, Hin dⅢ酶切后

仍然存在明显的56 bp DNA底物带, 说明突变型

polβ蛋白仅能部分修复DNA底物上的碱基缺失. 
polβ蛋白进一步稀释, 1∶8稀释时polβ1的BER
作用也显著高于polβ2; 1∶16稀释时, polβ1还能

修复部分DNA底物上的碱基缺失, 而对应polβ2
已完全没有修复活性, 电泳结果仅有1条未修复

的56 bp DNA底物带(图4).

3  讨论

肿瘤的发生是多个基因突变累积的结果. 这些

突变包括参与DNA复制和修复以及维持基因稳

定性和完整性的基因, 其中polβ基因和肿瘤的关

系受到越来越多的关注. polβ是一重要的DNA 
修复酶, 该酶在哺乳类动物细胞的同源性以及

在结构进化中的高度保守性说明他在生命活动

中起着重要作用[11]. 自从重组全DNA技术克隆

出了DNA聚合酶β的cDNA以后, 他的生物学功

能越来越受到人们的重视. 有人称其为生物进

化过程的“看家酶”. 其突变的存在与一些肿

瘤的发生有关[12].
野生型polβ最为重要的功能是在DNA切除

修复中填补由碱基切除所产生的单个核苷酸缺

口, 一般而言, 他并不参与其他DNA聚合酶的

催化反应. 但在应对外来损伤因素时, 高表达的

polβ则有可能参与DNA跨损伤合成或者其他的

DNA修复途径等, 引起DNA合成和修复中的突

变机会的增加[13]. polβ是BER过程的重要组成部

分, 而BER又是异常基因修复的重要途径, 对于

细胞的正常生长具有至关重要的作用. polβ异常

的细胞会显示BER的缺乏以及增加对损伤碱基

的物质的敏感性, 也会增加抑癌基因, 原癌基因

以及其他控制生长的重要基因的突变频率, 从

M           1 图 1  DNA底物退火电
泳结果. M: DNA Marker 

DL2000; 1: DNA底物, 长

度56 bp.bp
2 000
1 000

750
500

250

100

1      2          3      M 图 2 诱导表达
SDS-PAGE结果. 
M: 蛋白Marker; 

1: pcDNA4-C-

polβ1; 2: pcDNA4-

C-polβ2; 3: 空质

粒.

Da
97 200

66 400

45 300

35 000

25 100

14 100

1            2            M
Da
97 200

66 400

45 300

35 000

25 100

14 100

图  3  纯 化 后
蛋白SDS-PAGE
结 果 .  M :  蛋 白

Marker; 1: 野生型

polβ1; 2: 突变型

polβ2.

■创新盘点
有 调 查 显 示 :  分
析90种肿瘤有超
过35%的肿瘤存
在polβ基因的突
变 . 但 关 于 突 变
polβ基因的功能
改变少有报道. 本
实验分析食管癌
突变型polβ基因
的碱基切除修复
功 能 改 变 ,  并 且
本实验选用的细
胞株是polβ基因
敲除的EC9706细
胞, 确保发挥作用
的是转染细胞的
polβ基因, 排除了
本底干扰的问题.
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而增加肿瘤的发生几率.
本研究结果显示: 野生型polβ能够修复单碱

基缺失的56 bp的DNA底物, Hin dⅢ发挥作用, 得
到27和28 bp的两个片段, 提示野生型polβ BER
功能正常; 食管癌组织中突变的polβ不能或只能

部分修复单碱基缺失的56 bp的DNA底物, 提示

突变的polβBER功能丧失或减弱. polβ突变是一

种负性显性突变, 可能引起碱基切除修复功能

缺陷, 从而可能参与了肿瘤的发生[14]. 在体外突

变的polβ可以抑制野生型polβ的BER活性[15]. 缺
陷的polβ失去了正常的BER功能, 同时还可能抑

制细胞本身野生型polβ的BER功能, 不能修复细

胞自发的或内源性的DNA损伤, 引起基因突变

的积累, 也增加了原癌基因和抑癌基因突变的

积累, 导致增变基因表型.
polβ基因和肿瘤之间的关系正逐渐受到关

注, 很多的研究证明他参与了肿瘤的发生和发

展, 进一步研究polβ及其在DNA修复中作用的

规律和机制, 及其在人类肿瘤中的表达特征已

经成为深入研究肿瘤分子机制中一个新的领域, 
他将有助于了解肿瘤的发病机制, 对于肿瘤的

基因治疗和抗药性以及化疗药物选择方面也会

给以有益的提示.
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■同行评价
本文创新性一般, 
实验方法较合理, 
结果可靠, 有一定
的科学价值.

图 4 BER产物Hin dⅢ酶切电泳结果. M: DNA Marker 

DL2000; 1-3: 分别为1∶4、1∶8、1∶16稀释polβ1蛋白; 4: 

未进行BER的DNA; 5-7: 分别为1∶4、1∶8、1∶16稀释

polβ2蛋白.
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Abstract
Along with social progress and life style transfor-
mation, morbid obesity, type 2 diabetes mellitus, 
and metabolic syndrome are increasingly becom-
ing a great threat to human health. Because con-
ventional conservative treatment has little effect 
on these diseases, they were considered incurable 
before. However, surgery shows good results in 
the treatment of these diseases and has therefore 
revolutionized their treatment. This review aims 
to elucidate the therapeutic mechanisms of sur-
gery for morbid obesity and 2 diabetes mellitus 
and to discuss the current situation and future 
prospects of surgical treatment of these diseases. 
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摘要
随着社会发展和生活方式的转变, 肥胖症和2

型糖尿病以及由此发展而来的代谢综合征, 成
为一类威胁人类健康的重要疾病. 因传统的非
手术治疗收效甚微, 既往此类疾病被认为无法
治愈. 但是现在手术治疗效果显著, 形成了标
准的治疗方式, 使此类疾病的治疗方式发生革
命性的转变. 本文就手术治疗肥胖症和2型糖
尿病的现状和机制进行综述, 并对从开放手
术、腹腔镜手术到内镜手术的发展过程进行
回顾和展望.  

关键词: 手术治疗; 肥胖症; 2型糖尿病; 机制
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0  引言

当人体质量增加到一定程度 ,  容易并发糖尿

病、高血压、高脂血症、冠心病等一系列疾病, 
称为肥胖症(obesity)或病态肥胖(morbid obesity). 
判断肥胖程度的常用指标是体质量指数(body 
mass index, BMI). 因为人种、文化和环境等的

差异, 世界各地诊断肥胖症的标准不尽一致[1,2], 
但出现并发症被视为核心要素. 国人的BMI≥28
时, 检出高血压、糖尿病、冠心病的危险因素

的特异度就高达90%以上[3,4]. 现代社会肥胖症

正在成为全球流行的疾病. 我国肥胖症发病率

也在逐年上升, 2005年的研究显示我国超重和

肥胖者共2.8亿人, 肥胖者6 844万人[5]. 肥胖症给

患者造成的危害显而易见, 除了引发失业、离

婚、自卑, 甚至自杀等许多社会和心理问题外, 
其本身并发的糖尿病、高血压、脂肪肝、胆石

症、脑梗、心血管疾病、阻塞性睡眠呼吸暂停

综合征等一系列疾病, 常常给患者造成致命危

害. 世界卫生组织已将肥胖列为影响健康的第5
大危险因素. 有研究显示, 与肥胖症相关的疾病

负担占到总体医疗费用的3%-6%[6], 肥胖引起的

后果比吸烟和酗酒更严重[7], 而重度肥胖症患者

的实际寿命可能比预期寿命少20年[8]. 肥胖症和

糖尿病密切相关, 是2型糖尿病(type 2 diabetes 
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■背景资料
现代社会肥胖症
患者越来越多, 肥
胖症容易引发2型
糖尿病和代谢综
合征, 此类慢性代
谢疾病对人类健
康危害极大, 传统
治疗收效甚微, 而
手术治疗效果显
著, 使此类疾病有
可能获得治愈. 

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
消化内科



mellitus, T2DM)患者中最常见的危险因素[9]. 约
90%的T2DM是肥胖症或体质量超重者, 研究显

示肥胖症患者比正常体质量者发展为糖尿病的

风险增加10倍[10]. T2DM发病的核心机制是胰岛

素抵抗(insulin resistance, IR). 2004年Wild等[11]

研究提示, 全球有糖尿病患者约1.7亿人, 到2030
年预计将达到3.66亿, 其中85%-90%为T2DM. 糖
尿病正日益成为威胁人类健康的重大疾病. 长
期血糖控制不佳者, 可伴发各种器官, 尤其是

眼、心、血管、肾、神经等损害, 病情严重或

应激时可发生酮症酸中毒和高渗性昏迷等急性

并发症, 导致残废或者早亡. 而肥胖症和T2DM
发展到一定阶段便可出现代谢综合征(metabolic 
syndrome, MS)[10]. MS是指在个体中多种代谢异

常情况集结存在的现象[9], 是一组代谢紊乱性疾

病的总称, 以中心性肥胖、IR、高血压、高三

酰甘油血症、高密度脂蛋白胆固醇降低、糖耐

量下降或T2DM为主要表现的症候群. 其中肥胖

症和T2DM可能是MS的始动和中心环节, 而IR
是MS各种代谢异常集结出现的共同发病机制. 
MS患者常具有多重心血管危险因素, 是心血管

疾病的高危人群[12,13]. MS患病率像肥胖症和糖

尿病一样逐年上升, 美国的资料显示MS已累及

24%的成人[14,15]. 而中国成人(35-74岁)男性MS
发病率为9.8%, 女性为17.8%[16]. 可以认为肥胖

症-T2DM-MS-心脑血管疾病是目前和未来除

恶性肿瘤外最危害人类健康的问题, 世界许多

学者和机构都呼吁予以重视, 及早预防和干预.

1  手术治疗肥胖症和T2DM的现状

1.1 传统治疗 肥胖症和T2DM传统的治疗方法

包括饮食控制、体力锻炼、药物治疗, 如药物

减肥、口服降糖药或注射胰岛素等, 由于难以

坚持, 或造成生活质量下降, 如节食引起饥饿感

等, 效果不佳, 极易反弹, 或血糖无法完全控制

正常, 都不可避免进一步加重或发展成MS. 特别

是T2DM在以往由于要终身治疗, 被认为是一种

不可治愈的疾病. 
1.2 手术治疗 
1.2.1 历史: 手术治疗肥胖症和T2DM开始于20
世纪50-60年代, Kremen等[17]1954年首先报道了

空回肠旁路手术, 迄今已有半个多世纪. 减肥手

术(bariatric surgery)发展至今已开发出数十种术

式, 根据作用机制可分成3大类: 限制摄入型、

减少吸收型和联合型手术. 限制摄入型作用机

制为缩减胃容积, 减少进食量, 主要有胃垂直绑
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扎成形术(vertical banded gastroplasty, VBG)[18]、

可调节胃束带术(adjustable gastric banding, 
AGB)[19]和胃袖状切除术(s leeve gastrotomy, 
SG)[20]等. 减少吸收型作用机制为将胃流出道改

道缩短, 减少十二指肠和上段空肠的吸收面积, 
主要有可控空回肠旁路术(controlled jejunocolic 
bypass)[21]、胆胰转流术(biliopancreatic diversion, 
B P D) [22]和改良的胆胰转流十二指肠转位术

(biliopancreatic diversion with duodenal switch, 
BPD-DS)[23]等. 联合型即联合进行胃减容和转流

的术式, 主要有胃旁路术(gastric bypass, GP)[24]

和改良的Roux-en-Y胃旁路术(Roux-en-Y gastric 
bypass, RYGB)[25]等. BPD-DS一般都联合了SG, 
也可归为联合型手术. 许多术式因为减质量效

果较差或不良反应严重, 逐渐被淘汰. 最早减肥

手术都是开腹手术, 自从腹腔镜外科发展起来

后, 大部分减肥手术都转为腹腔镜操作, 实现了

微创化的转变. 如Wittgrove等[26]1994年就开展

了腹腔镜RYGB. 
1.2.2 疗效: 虽然各种术式效果不一, 综合多数研

究报道, 均显示减肥手术可显著减轻患者的超

重体质量. 如van Gemer等[27]报道21例VBG患者

多余体质量可减少50%-60%, 显著改善生活质

量, 并可延长寿命, 而且费用较低. Fielding等[28]

认为AGB减质量效果较慢, 但腹腔镜可调节胃

束带术(laparoscopic adjustable gastric banding, 
LAGB)安全易行, 可取除回复, 并报道一组41例
青少年LABG患者随访发现减质量达到70%并

保持了5年[29]. Arias等[30]报道腹腔镜胃袖状切除

术(laparoscopic sleeve gastrotomy, LSG)术后两年

平均减质量达67.9%. SG常作为联合BPD-DS和
RYGB治疗极度肥胖患者的一期手术[20], 但研究

显示SG单独应用减质量效果也很明显[31]. BPD
的效果似乎更好, Scopinaro等[22]报道1976年以

来1 968例BPD患者随访18年, 减质量持续到达

70%以上. Marceau等[23]发现联合SG的BPD-DS
的效果还要优于远端胃切除的BPD, 且手术风险

及并发症均较老式BPD少. 此类术式虽然效果明

显, 但创伤大, 操作复杂, 死亡率高, 术后并发症

多见, 且腹腔镜下操作难度更大, 因而较少应用. 
GB因为反流、吻合口溃疡等并发症基本上被

RYGB取代. Higa等[32]则报道腹腔镜RYGB术后

两年可减质量69%, 3年仍达62%. Weinel等[33]认

为RYGB的减质量效果与Roux臂的长短有关. 最
近的一项研究比较了腹腔镜RYGB(laparoscopic 
Roux-en-Y gastric bypass, LRYGB)和腹腔镜BPD-
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■研发前沿
国外十分普及手
术治疗代谢疾病. 
但因手术方式多
种多样, 各种术式
的详细机制还未
阐明, 对其正在深
入研究中. 此外手
术方式也在向微
创化方向快速发
展. 而国内开展得
较慢, 有必要加强
研究.
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DS(laparoscopic biliopancreatic diversion with 
duodenal switch, LDS)两种方法, 结果LRYGB
手术时间为91 min而LDS是206 min(P<0.001), 1
例LDS转成开放手术; 早期并发症LRYGB 4例, 
LDS为7例(P  = 0.327); 住院天数LRYGB为2 d而
LDS是4 d(P<0.001); 远期并发症分别是4例和9例
(P  = 0.121); 但术后1年的减质量效果则是LDS优
于LRYGB(74.8% vs  54.4%, P<0.001)[34]. 
1.2.3 减肥手术治疗T2DM和MS: 很早人们就发

现了减肥手术除减质量外在代谢方面的作用[21]. 
后来许多研究显示减肥手术治疗T2DM的惊人

效果. 1992年Pories等[35]首次报道515例行RYGB
的肥胖患者中, 发现288例伴T2DM或糖耐量损

害(impaired glucose tolerance, IGT)术后仅30例
(5.8%)仍有糖尿病, 后来又报道RYGB术后146
例伴T2DM和152例IGT受损患者分别有121例
(82.9%)和150例(98.7%)血糖、糖化血红蛋白和

胰岛素水平都保持在正常范围, 并得到完全控

制; 353例伴发高血压者86%血压恢复到正常水

平, 其他MS相关表现均到达不同程度改善[36]. 有
专门研究显示GB可改善患者的大动脉弹性和左

室功能[37]. Papadia等[38]报道了一组平均年龄16.8
岁的青少年肥胖患者接受BPD治疗, 平均随访

11年发现, 除了减质量外, 伴发的高血压、高血

糖和血脂紊乱等均大大改善. 一般认为联合术

式比单纯限制型手术效果更好, 但创伤和并发

症也相当较多. 但Vidal等[39]比较分析SG(39例)
和RYGB(52例)治疗肥胖症伴T2DM和MS的结

果, 显示术后1年两者减质量效果相似(63.00% 
vs  66.06%, P  = 0.413); 而T2DM治愈率相同, 均
为84.6%(P = 0.618), MS的治愈率也相当(62.2% 
vs 67.3%, P  = 0.392). 研究还显示减质量与T2DM
治愈无关, 而与MS治愈有关, 并认为手术可以

控制MS患者各种心血管危险因素. 另有报道显

示AGB对肥胖症并T2DM、IGT和MS都有益处, 
可以阻止IGT发展为T2DM[40], 可见限制型手术

也有相当疗效. 2004年Buchwald等[41]荟萃分析

了136篇共22 094例患者行AGB、GP、胃成形

术、BPD或DS减肥手术的资料, 76.8%的糖尿病

完全治愈, 86.0%得到改善, 高脂血症70%以上得

到改善, 高血压61.7%治愈, 78.5%有改善, 85.7%
的呼吸睡眠暂停消失. 认为减肥手术可使大多数

糖尿病、高脂血症、高血压和呼吸睡眠暂停获

得治愈或好转. 近年来研究发现相关手术对非

肥胖症的T2DM也有优异疗效. DePaula等[42,43]用

腹腔镜SG联合节段回肠插入近端空肠手术治疗

BMI<35和BMI为21-29的T2DM均取得显著疗效, 
绝大部分患者血糖恢复正常, 不再需要胰岛素治

疗, 甚至高血脂、高血压和微蛋白尿都得到有效

控制. 而相关动物实验也证实了手术对非肥胖糖

尿病的效果[44]. 可以推测及早行手术治疗有可能

阻止T2DM向MS发展的趋势. 
1.2.4 手术治疗的优缺点: 相比传统治疗, 手术治

疗肥胖症、T2DM和MS的疗效非常显著, 使人们

对此类疾病的认识正在发生深刻变化. 肥胖者可

能获得长期减质量, 而T2DM和MS及相关并发症

均可得到长期的改善. 特别是T2DM有可能从以

往认为的需要终身用药不可治愈的慢性内科疾

病变成一种通过一次手术可以彻底治愈的外科

疾病. 这是减质量手术的最大优点. 但手术治疗

毕竟也增加了手术相关的许多风险和并发症. 手
术涉及麻醉、身体的创伤、器官的毁损、生理

结构的破坏以及一定的死亡率, 术后还要较多的

并发症. Buchwald等[41]统计显示手术死亡率单纯

限制型手术为0.1%, GB是0.5%, 而BPD或DS达
到1.1%. 而且除了AGB外, 其他术式可调控性和

可恢复性都很差. 德国一篇报道SG术后两年总

并发症达14.1%, 手术并发症为9.4%, 术后死亡率

1.4%[45]. Kellogg等[46]分析了RYGB患者短期再入

院和再手术率, 分别为7.01%和2.57%, 常见的原

因有恶心、呕吐、脱水、腹痛、切开疼痛等, 而
开放手术高于腹腔镜手术. REGB最常见的远期

并发症是胃肠吻合口溃疡, Hata等[47]报道一组患

者RYGB术后10.4%怀疑溃疡而行治疗, 其中115
例行胃镜82例证实溃疡, 15例再次手术治疗. 减
肥手术还有减质量不足、反弹, 以及腹泻、倾倒

综合征、营养不良、维生素和微量元素缺乏、

慢性腹痛、肠粘连、肠梗阻, 甚至胆石症、结肠

癌[48,49]等并发症. 毁损性、创伤大、破坏性强、

可控可复性差和一系列的并发症, 这些都是手术

治疗的缺点. 
1.2.5 国内外现状: 手术治疗肥胖症和T2DM在欧

美国家已被普遍接受并广泛开展. 仅在美国每年

接受此类手术的患者就超过10万例. 各机构纷纷

制订相关诊治标准和共识指南, 美国的医保政策

也将其纳入补偿范围. 减肥手术的概念在逐渐向

代谢手术(metabolic surgery)过渡. 手术方式也逐

渐集中到几种经典术式, 其中RYGB经过数十年

的实践和完善, 一直是欧美的主流术式, 并成为

治疗T2DM和MS的标准术式, 有学者认为其在治

疗效果、手术风险和术后生活质量三者之间达

到了较好的平衡[50]. 而国内开展较晚, 21世纪开

■相关报道
Chiellini等评价了
9 例 经 口 胃 成 形
术(TOGA)患者胰
岛素敏感性的变
化 ,  发现3 mo后
在体质量减轻的
同时胰岛素敏感
性显著改善, 显示
仅用内镜完成的
TO G A达到了传
统减肥手术同样
的效果, 而创伤大
大减轻. 
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始郑成竹等学者陆续开展了相关临床和基层研

究工作[51,52], 并在2007年制订了国内首部相关指

南[53]. 由于国人接受度较低, 国内开展得还很不

充分, 与国外差距较大.

2  手术治疗T2DM和MS的作用机制

目前对手术治疗T2DM和MS研究还不够深入, 
确切机制尚不清楚. 起初认为胃缩容后进食减

少可能与血糖下降有关[54], 但后来的许多研究发

现AGB等单纯限制摄入手术效果不明显[55], 而
RYGB降血糖作用独立于进食减少和体质量减

轻[56]. 另外多项研究显示, RYGB术后血糖可很

快降至正常, 而此时体质量还未有明显下降, 提
示其降血糖作用与体质量减轻无关[57,58], 而主要

与胃流出道改变有关. 目前的研究多集中在改

道手术影响肠-胰岛轴上, 认为手术改变了食物

的流向, 影响胃肠激素分泌, 通过肠-胰岛轴调节

胰岛内分泌功能[59]. 相关的调节机制目前有两种

假说. 
2.1 十二指肠空肠(前肠)假说 十二指肠空肠旷置

后, 食物成分减少或停止了对近端小肠的刺激, 
K细胞释放抑胃肽(gastric inhibitory polypeptide, 
GIP)减少, 从而解除了IR, 使T2DM得到长期治

愈. 研究显示, 十二指肠空肠旁路术的大鼠糖耐

量显著改善, 而胃空肠吻合术则无此作用, 认为

近端小肠被绕过是关键[56], 后来又发现RYGB仅
降低糖尿病患者的GIP, 而不降低无糖尿病者的

GIP[57], 这一结果得到了动物实验的证实[44], 对
非T2DM的G-K大鼠行BPD或GBP后, 近端空肠

释放的GIP明显减少. 
2.2 远端回肠(后肠)假说 RYGB或BPD术后, 食
物更快达到远端小肠, 刺激远端小肠的L细胞

分泌胰高糖素样肽-1(glucagon-like peptide-1, 
GLP-1), GLP-1可增加胰岛素分泌, 还可促进胰

岛细胞增殖和再生, 减少凋亡, 进一步导致胰岛

素分泌增加, 从而使血糖降低[60]. 多项研究观察

到BPD术后GLP-1分泌大量增加[61-63]. 
2.3 其他胃肠激素 还有许多胃肠激素参与控制

T2DM的机制也在研究中. 饥饿素(ghrelin)是目

前已知唯一可在外周刺激食欲的胃肠激素, 通
过增强下丘脑神经肽Y的分泌表达来发挥作用, 
促进摄食、减少脂肪利用和能量消耗, 从而增

加体质量[64]. 有多项研究提示GBP术后饥饿素水

平下降[65,66], 从而减少了对食欲的刺激, 并抑制

生长抑素释放, 升高胰岛素水平, 降低血糖. 多
肽YY3-36(peptide YY3-36)是一种主要由回肠L

细胞在餐后释放的后肠激素, 作用于下丘脑弓

状核抑制神经肽Y的释放, 产生饱胀感, 抑制胃

的排空及胃肠蠕动, 从而抑制食欲[67]. 有研究观

察到GBP术后对照节食治疗多肽YY3-36显著升

高[68]. 另外, 改道手术后瘦素(leptin)水平升高和

脂连素(adiponectin)水平升高可能参与增高胰岛

素敏感性并维持血糖长期正常[69]. 动物实验也

显示, 十二指肠空肠旷置术后血清瘦素水平明

显下降后, 糖代谢恢复正常[70]. 总之, 参与手术

治疗T2DM作用的胃肠激素很多, 推测手术改变

了原有胃肠道结构甚至功能, 导致原代谢内分

泌状态被破坏, 从而恢复了正常的糖代谢, 但各

种术式的详细机制还有待进一步深入研究.

3  结论

随着腹腔镜减肥手术的广泛开展和逐渐成熟, 
内镜手术治疗代谢疾病也开始进入各国学者的

视野. 已在临床使用的有内镜胃内放置水囊及

十二指肠套管减肥法. 而经自然腔道内镜手术

(natural orifice transluminal endoscopic surgery, 
NOTES)问世和初步应用[71], 使参照外科原理

采用内镜治疗肥胖症成为可能. Ellsmere等[72]综

述了仅有的36篇涉及内镜应用于减肥手术的初

步研究文献, 认为内镜治疗相关疾病将大有可

为. 而基于内镜技术的经口胃成形术(transoral 
gastroplasty, TOGA)已经开始在临床应用[73,74]. 
随着技术的发展和器械的改进, 内镜治疗代谢

病, 将可以达到外科手术相似的原理和效果, 并
且更安全微创, 可控可复性更好. 随着经济发展

和老龄化社会的到来, 肥胖及代谢相关疾病越

来越流行, 严重危害人类健康. 而此类疾病内科

治疗困难, 减肥手术或代谢外科的创立和发展

为其提供了一种有效手段, 使其得到普遍治愈

成为可能. 而随着代谢手术作用机制的深入研

究, 胃肠激素参与肠-胰岛轴调节糖代谢的机制

逐渐阐明, 一种基于激素水平调节机制的药物

治疗有可能诞生, 使代谢病从有创的手术治疗

又回到无创的药物治疗. 
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of Xiaoshihewei 
Granule and its each herbal component on 
gastric emptying and small intestinal propulsion 
in healthy mice.

METHODS: An orthogonal design was used 
to evaluate the effects of Xiaoshihewei Gran-
ule and its each herbal component on gastric 
emptying and small intestinal propulsion in 
Kunming mice. The effects of each herbal com-
ponent on gastrointestinal motility were then 
compared. 

RESULTS: Orthogonal analysis showed that 
Sharen, Shanzha and Shenqu herbs in Xiaoshi-
hewei Granule had significant impact on 
gastric emptying, and Sharen, Shanzha and 
Laifuzi herbs had significant impact on small 
intestinal propulsion in healthy mice. Signifi-

cant synergistic effects were observed among 
the various herbal components of Xiaoshihe-
wei Granule. 

CONCLUSION: Sharen, Shanzha and Shenqu 
herbs in Xiaoshihewei Granule have signifi-
cant impact on gastric emptying, while Sharen, 
Shanzha and Laifuzi herbs have significant 
impact on small intestinal on in healthy mice. 
There are significant synergistic effects among 
the various herbal components of Xiaoshihewei 
Granule. 

Key Words: Xiaoshihewei Granule; Orthogonal de-
sign; Gastric emptying; Small intestinal propulsion

Chi P, Li Y, Chen SN. Effects of Xiaoshihewei Granule on 
gastrointestinal motility in Kunming mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 2464-2468

摘要
目的: 研究消食和胃冲剂及其方中各组成药
物对小鼠胃肠动力的影响.

方法: 将消食和胃冲剂及其各组成药味以正
交设计法分组, 以昆明小鼠为对象, 观察各
组用药后营养性半固体食物于胃内残留率
和小肠推进比, 并依正交设计的方法探讨方
剂中各药味对小鼠胃肠动力的主次作用和
交互作用. 

结果: 消食和胃冲剂中部分组成药物有促进
胃排空和小肠推进的作用. 各单味药增加胃排
空效应的大小为: 砂仁>山楂>神曲>枳实, 莱
菔子作用不明显, 茯苓、甘草则作用相反, 可
见砂仁、山楂、神曲对促进胃排空起主要作
用; 各单味药增加小肠推进效应的大小为: 砂
仁>山楂>莱菔子>枳实, 茯苓、神曲作用不明
显, 甘草则作用相反. 可见砂仁、山楂、莱菔
子对促进小肠推进起主要作用. 各组成药物之
间存在着广泛的协同作用.

结论: 消食和胃冲剂中砂仁、山楂、神曲对
胃排空有明显的促进作用, 砂仁、山楂、莱菔
子对小肠推进有明显的促进作用, 各味药物之
间存在着广泛的协同作用.

®

■背景资料
功能性消化不良
是临床常见的消
化 系 疾 病 ,  其 中
24%-78%患者存
在胃肠动力障碍. 
许多研究表明, 中
药有促胃肠动力
的作用.

■同行评议者
魏睦新, 教授, 南京
医科大学第一附
属医院中医内科
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0  引言

功能性消化不良是临床常见的消化系疾病, 其
中24%-78%患者存在胃肠动力障碍. 许多研究

表明, 中药有促胃肠动力的作用. 本研究中消食

和胃冲剂是在经典方剂保和丸的基础上加减而

得, 并已在前期的动物实验中证实对正常小鼠

及胃肠运动障碍小鼠的胃排空和小肠推进起到

明显的促进作用, 本文采用正交设计方法, 在动

物实验中通过计算营养性半固体食物的胃排空

率和小肠推进比, 研究该冲剂中各组成药物对

胃肠动力的影响, 探讨各药味在该方剂中的作

用大小及其交互作用, 进而开发出一种新的促

胃肠动力药物. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康6周龄、♂, 昆明系小白鼠160只, 体
质量19-21 g, 由中国医科大学附属盛京医院医学

动物实验中心提供. 取焦山楂、神曲、茯苓、炒

莱菔子、砂仁、炒枳实、炙甘草(购于沈阳市药

材采购供应站), 将其混合即消食和胃冲剂组方, 
每味药均制成生药浓度为50%的水煎剂. 制备营

养性半固体糊[1]: 10 g羧甲基纤维素钠溶于250 
mL蒸馏水中, 分别加入16 g奶粉, 8 g糖, 8 g淀粉

搅拌均匀后加入4 mL碳素墨水, 配成300 mL约
300 g的半固体糊状物, 冰箱冷藏保存, 用前2 h取
出, 恢复至室温. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按正交设计方法, 每味药为1个因子,
共7个因子, 均取“不给药”和“给全药量”两

个水平, 随机确定各药的代号, 但水平号未随机

化, 水平1为不含药物的溶液, 水平2为含7种药物

的全方剂(山楂15 g、神曲10 g、茯苓10 g、枳实

10 g、砂仁15 g、莱菔子10 g、甘草10 g). 采用

主效应不与交互作用混杂的正交表L16(215)设计, 
即进行16组实验, 2个水平, 15个因子(7个主效应

列, 7个两两混杂交互作用列, 1个空白列). 根据

正交表中主效应列的水平配成16种不同组合的

配方. 不管各组用药的成分有何不同, 某一成分

的用量固定不变, 而投药的容量也固定不变.  
1.2.2 给药及取材方法: 按正交设计表L16(215)

的安排, 将小鼠随机分16次进行实验, 每组10
只, 每日给予相应药物0.4 mL/只, 均喂养7 d. 实
验前小鼠禁食不禁水18 h, 第8天各组动物分别

灌喂相应药物0.4 mL/只, 1 h后灌喂营养性半固

体糊0.5 mL/只, 15 min后脱颈椎处死, 立即剖

开腹腔, 结扎胃贲门和幽门, 迅速从贲门处至回

肠末端分离胃肠. 取幽门至回肠末端肠管, 将其

自然拉直铺平, 分别测量从幽门括约肌至半固

体糊前端及至回盲部的小肠长度, 计算幽门括

约肌至半固体糊前端的距离占幽门括约肌至回

盲部距离百分比为小肠推进比. 取胃, 用滤纸拭

干后称胃全质量, 沿胃大弯剪开胃体, 洗去胃内

容物后拭干, 称胃净质量. 以胃全质量和胃净质

量的差值为胃内残留物质量, 计算胃内残留物

占所灌半固体糊(0.5 g)的质量百分比为胃内残

留率.
统计学处理 正交设计采用直观分析和方差

分析法, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各单味药物对小鼠胃排空功能的影响 各单

表 1 消食和胃冲剂对胃排空作用方差分析

     
列号   因子       SS    V         MS F

1 A 936.360 1 936.360 139.589b

11 E 198.810 1 198.810   29.638b

6 B×C, E×F, 

D×G

171.610 1 171.610   25.583b

3 A×B, D×E, 

F×G

151.290 1 151.290   22.554b

2 B 129.960 1 129.960   19.374b

4 C   88.360 1   88.360   13.172a

5 A×C, D×F, 

E×G

  39.690 1   39.690     5.917

14 G   39.690 1   39.690     5.917

9 A×D, B×E, 

C×F

  38.440 1   38.440     5.730

15 C×F, B×F, 

A×G

  27.040 1   27.040     4.031

7 空列   16.000

10 B×D, A×E, 

C×G

    6.760

8 D     5.290 5     2.385

12 C×D, A×F, 

B×G

    3.240

13 F     2.250

A: 山楂; B: 神曲; C: 茯苓; D: 枳实; E: 砂仁; F: 莱菔子; G: 甘草. 

×表示前后两者产生交互作用.aP <0.05; bP <0.01, F 0.05(1,5) = 

6.61, F 0.01(1,5) = 16.3.

■相关报道
实 验 研 究 表 明 , 
砂仁水提液可明
显增加小鼠的胃
排空和小肠运动
功能.
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味药增加胃排空效应的大小为: 砂仁>山楂>神
曲>枳实, 莱菔子作用不明显, 茯苓、甘草则作

用相反. 正交表交互作用有7列, 每一列有3个
交互作用. 其中第3、6列交互作用较大, 分别

为-6.35和-6.75, 其他列的交互作用与第3、6列
相差较大, 认为其交互作用较小, 进一步作方

差分析. 在正交表中安排1个空白列, 其偏差平

方和为16.000, 将偏差平方和小于空白列的另4
列与空白列一起合并为误差估计, 用来计算各

因子的F比值. 按F比值查表判断其显著性, 结
果可见, 砂仁、山楂、神曲对胃排空有促进作

用, 莱菔子、甘草作用不明显, 茯苓则对胃排空

有抑制作用. 交互作用列中, 第6、3列作用显著

(P <0.01), 同直观分析一致(表1-3). 
2.2 各单味药物对小鼠小肠推进功能的影响 各
单味药增加小肠推进效应的大小为: 砂仁>山楂

>莱菔子>枳实, 茯苓、神曲作用不明显, 甘草

则作用相反. 正交表交互作用有7列, 每一列有3
个交互作用. 其中第3、6列交互作用较大, 分别

为5.927和4.447, 其他列的交互作用与第3、6列
相差较大, 认为其交互作用较小, 进一步作方差

分析. 在正交表中安排1个空白列, 其偏差平方

和为13.913, 将偏差平方和小于空白列的另2列
与空白列一起合并为误差估计, 用来计算各因

子的F比值. 按F比值查表判断其显著性, 结果可

见, 砂仁、山楂、莱菔子对小肠推进有促进作

用, 茯苓、神曲作用不明显, 甘草则对小肠推进

有抑制作用. 交互作用列中, 第3、6列作用显著

(P <0.01), 同直观分析一致(表2-4).

3  讨论

保和丸出自经典方剂《丹溪心法》, 由山楂、

神曲、半夏、茯苓、陈皮、连翘、莱菔子组

成, 其功效可消食和胃, 治疗饮食不节, 伤及脾

表 2 正交设计和效应计算表

     
        1         2        3      4     5    6        7      8

实验号    A×B A×C B×C

   D×E D×F E×F

        A         B    F×G      C E×G D×G      D

1     1   1   1   1   1   1   1   1

2     1   1   1   1   1   1   1   2

3     1   1   1   2   2   2   2   1

4     1   1   1   2   2   2   2   2

5     1   2   2   1   1   2   2   1

6     1   2   2   1   1   2   2   2

7     1   2   2   2   2   1   1   1

8     1   2   2   2   2   1   1   2

9     2   1   2   1   2   1   2   1

10     2   1   2   1   2   1   2   2

11     2   1   2   2   1   2   1   1

12     2   1   2   2   1   2   1   2

13     2   2   1   1   2   2   1   1

14     2   2   1   1    2   2   1   2

15     2   2   1   2   1   1   2   1

16     2   2   1   2   1   1   2   2

Ⅰ胃   41.575 36.775 37.200 31.575 35.700 37.400 32.925 34.500

Ⅱ胃   26.475 31.275 30.850 36.475 32.350 30.650 35.125 33.550

8R -15.100 -5.500 -6.350   4.900 -3.350 -6.750   2.200 -0.950

Ⅰ肠   62.674 71.050 67.844 72.606 69.252 68.584 71.740 68.697

Ⅱ肠   78.941 70.565 73.771 69.009 72.362 73.031 69.875 72.917

8R   16.267   0.485   5.927 -3.597   3.110   4.447 -1.865   4.220

Ⅰ胃和Ⅱ胃分别表示1水平下和2水平下实验数据之和. R胃为极差, 其值表示各因子效应的大小. 如本实验R = (Ⅱ-Ⅰ)/8, 用8R胃表示给

药与不给药的效应差别. 负值大, 表示给药使胃排空增加的效应大, 正值大则相反; Ⅰ肠和Ⅱ肠分别表示1水平下和2水平下实验数据之

和. R肠为极差, 其值表示各因子效应的大小. 如本实验R = (Ⅱ-Ⅰ)/8, 用8R肠表示给药与不给药的效应差别, 正值大, 表示给药使小肠

推进增加的效应大, 负值大则相反. A: 山楂; B: 神曲; C: 茯苓; D: 枳实; E: 砂仁; F: 莱菔子; G: 甘草. ×表示前后两者产生交互作用.

■创新盘点
本文采用正交设
计方法, 在动物实
验中通过计算营
养性半固体食物
的胃排空率和小
肠推进比, 研究该
冲剂中各组成药
物对胃肠动力的
影响, 探讨各药味
在该方剂中的作
用大小及其交互
作用, 进而开发出
一种新的促胃肠
动力药物.
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胃及肝气不舒, 横逆犯脾所致脘腹痞满胀痛, 嗳
腐吞酸, 恶心呕吐等. 本研究中消食和胃冲剂由

保和丸加砂仁、炒枳实、炙甘草, 减半夏、陈

皮、连翘而成. 实验研究表明, 砂仁水提液可明

显增加小鼠的胃排空和小肠运动功能[2]. 山楂

含有脂肪酶, 能促进脂肪消化, 并能增加胃消化

酶的分泌, 促进消化. 对胃肠功能具有一定调节

作用, 对活动亢进的兔十二指肠平滑肌呈抑制

作用, 而对松弛的大鼠胃平滑肌有轻度的增强

收缩作用[3]. 莱菔子有促进肠推进作用, 而对胃

排空有抑制作用[4], 对离体家兔的胃、十二指

肠平滑肌有显著收缩效应[5]. 神曲为酵母制剂, 
含有维生素B复合体、酶类等, 可通过氧化供

能, 促进人体对蛋白质的消化[6]. 枳实可增强狗

在体小肠的肌电活动, 并被阿托品阻滞, 提示与

M受体有关 [7]. 研究表明枳实煎剂可促进胃排

空及小肠推进功能, 可能与血浆胃动素水平升

高有关[8,9]. 
本实验采用营养性半固体糊灌喂法观察

消食和胃冲剂中各组成成分对胃肠动力的影

响, 通过正交分析表明, 在该方剂中, 对于促进

胃排空和小肠推进, 7味药物的作用有主有次, 
强弱不等. 砂仁、山楂、神曲对促进胃排空起

主要作用, 砂仁、山楂、莱菔子对促进小肠推

进起主要作用. 各单味药之间存在较广泛的一

级交互作用, 神曲与砂仁, 山楂与莱菔子, 山楂

与枳实对促进胃排空及小肠推进有显著的协

同作用. 
本研究提示, 消食和胃冲剂中部分组成药

物有显著促进小鼠胃排空及小肠推进功能的

表 3 正交设计和效应计算表及其胃残留率和小肠推进比

     
       水平                        

              9  10      11      12         13                  14                  15                     

实验号          A×D                B×D    C×D                 C×E         
胃残留

       
小肠推

          B×E                 A×E    A×F                 B×F            
率(%) 

       
进比(%)

          C×F                 C×G     E   B×G                 F                   G                 A×G  

1   1   1   1   1   1   1   1 53.80 50.04

2   2   2   2   2   2   2   2 44.20 67.77

3   1   1   1   2   2   2   2 51.20 58.44

4   2   2   2   1   1   1   1 40.80 63.56

5   1   2   2   1   1   2   2 32.20 62.38

6   2   1   1   2   2   1   1 33.00 71.48

7   1   2   2   2   2   1   1 37.60 65.76

8   2   1   1   1   1   2   2 39.80 61.96

9   2   1   2   1   2   1   2 19.20 92.65

10   1   2   1   2   1   2   1 33.60 72.04

11   2   1   2   2   1   2   1 22.60 79.57

12   1   2   1   1   2   1   2 28.80 84.33

13   2   2   1   1   2   2   1 25.20 75.83

14   1   1   2   2   1   1   2 11.40 88.66

15   2   2   1   2   1   1   2 34.20 64.91

16   1   1   2   1   2   2   1 36.80 73.54

Ⅰ胃 35.675 33.475 37.450 34.575 33.550 32.350 35.425

Ⅱ胃 32.375 34.575 30.600 33.475 34.500 35.700 32.625

8R -3.300   1.100 -6.850 -1.100   0.950   3.350 -2.800

Ⅰ肠 69.399 72.042 67.379 70.536 67.890 72.674 68.977

Ⅱ肠 72.216 69.572 74.236 71.079 73.725 68.941 72.638

8R   2.817 -2.470   6.857   0.543   5.835 -3.733   3.661

Ⅰ胃和Ⅱ胃分别表示1水平下和2水平下实验数据之和. R胃为极差, 其值表示各因子效应的大小. 如本实验R = (Ⅱ-Ⅰ)/8, 用8R胃表示

给药与不给药的效应差别. 负值大, 表示给药使胃排空增加的效应大, 正值大则相反; Ⅰ肠和Ⅱ肠分别表示1水平下和2水平下实验数

据之和. R肠为极差, 其值表示各因子效应的大小. 如本实验R = (Ⅱ-Ⅰ)/8, 用8R肠表示给药与不给药的效应差别, 正值大, 表示给药

使小肠推进增加的效应大, 负值大则相反. A: 山楂; B: 神曲; C: 茯苓; D: 枳实; E: 砂仁; F: 莱菔子; G: 甘草. ×表示前后两者产生交互

作用.

■应用要点
消食和胃冲剂中
砂仁、山楂、神
曲对胃排空有明
显的促进作用, 砂
仁、山楂、莱菔
子对小肠推进有
明显的促进作用, 
各味药物之间存
在着广泛的协同
作用.
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曲、砂仁消食理气为君药; 炒莱菔子、炒枳实

理气和胃为臣药; 食积内郁, 易于生湿化热, 故
以茯苓渗湿健脾为佐药; 炙甘草调和诸药为使

药, 诸药合用共奏消食和胃之功. 全方补泻兼施, 
使升降出入有序, 脾胃运化如常, 进而胃肠动力

得以恢复, 临床诸症得以消除. 如进一步加以研

究, 可能对一些胃肠道运动功能障碍性疾病的

治疗有一定的意义, 进而开发出新的促进胃肠

动力药物.
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表 4 消食和胃冲剂对小肠推进作用方差分析

     
列号   因子          SS    V           MS F

1 A 1 058.526 1 1 058.526 198.090b

11 E    188.101 1    188.101   35.201b

3 A×B, D×E, 

F×G

   140.541 1    140.541   26.300a

13 F    136.189 1    136.189   25.486a

6 B×C, E×F, 

D×G

     79.121 1      79.121   14.806a

8 D      71.234 1      71.234   13.331a

14 G      55.726 1      55.726   10.428a

15 C×F, B×F, 

A×G

     53.582 1      53.582   10.027

4 C      51.768 1      51.768    9.688

5 A×C, D×F, 

E×G

     38.688 1      38.688    7.240

9 A×D, B×E, 

C×F

     31.753 1      31.753    5.942

10 B×D, A×E, 

C×G

     24.404 1      24.404    4.567

7 空列      13.913

12 C×D, A×F, 

B×G

       1.177 3 2.604

2 B        0.941

A: 山楂; B: 神曲; C: 茯苓; D: 枳实; E: 砂仁; F: 莱菔子; G: 甘草. 

×表示前后两者产生交互作用.aP <0.05; bP <0.01, F 0.05(1,3) = 

10.1, F 0.01(1,3) = 34.1.
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《2009 年版中国科技期刊引证报告》( 核心版 ) 发布
《世界华人消化杂志》2008 年影响因子 0.547   

本刊讯 中国科学技术信息研究所发布2008年《世界华人消化杂志》的总被引频次为2 480, 位居1 868种中

国科技论文统计源期刊的第100位, 41种内科学类期刊的第6位. 2008年《世界华人消化杂志》的影响因子为

0.547, 41种内科学类期刊的第17位. 大家最为关注的是《2009年版中国科技期刊引证报告》(核心版)中新增一

个综合评价指标, 即综合评价总分, 该指标根据科学计量学原理, 系统性地综合考虑被评价期刊的各影响力指

标(总被引频次、影响因子、他引率、基金论文比、引文率等)在其所在学科中的相对位置, 并按照一定的权

重系数将这些指标进行综合集成, 对期刊进行综合评价. 《世界华人消化杂志》总分为49.5, 在41种内科学类

期刊中排名第8位, 在1 868种中国科技期刊排名第341位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文选题适当, 设
计合理, 有一定的
临床参考价值.

作用, 证实了该冲剂组方合理, 方中焦山楂、神
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Abstract
AIM: To investigate the effects of trichosttain 
A (TSA), a histone deacetylase inhibitor, on 
apoptosis in hunman gastric cancer cell line 
SGC-7901.

METHODS: After SGC-7901 cells were incubat-
ed with 75 μg/L TSA for 48 h, cell apoptosis was 
measured by flow cytometry, and the expression 
of acetylated  histone H3 was detected by immu-
nohistochemistry. 

RESULTS: TSA could significantly inhibit pro-
liferation and induce apoptosis of SGC-7901 

cells. The expression level of acetylated histone 
H3 was higher in SGC-7901 cells treated with 
TSA (75 μg/L for 48 h) than in control cells (35.43 
± 6.05 vs 1.12 ± 1.06). The apoptosis rate was 
significantly different between SGC-7901 cells 
treated with TSA (75 μg/L for 48 h) and control 
cells (P < 0.05).  

CONCLUSION: TSA can induce SGC-7901 cell 
apoptosis possibly by up-regulating the expres-
sion of acetylated histone H3. 

Key Words: Gastric neoplasm; Trichostatin A; Apop-
tosis; Acetylated histone H3; SGC-7901

Yang TS, Li YL, Zhao T. Trichostatin A increases histone 
H3 acetylation and promotes apoptosis in gastric cancer 
cell line SGC-7901. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(23): 2469-2471

摘要
目的: 探讨组蛋白去乙酰化酶(HDAC)抑制剂
曲古菌素A(TSA)对胃癌细胞系SGC-7901中
组蛋白H3乙酰化水平及细胞凋亡的影响.

方法: 流式细胞仪检测细胞凋亡率, 免疫细胞
化学法检测75 μg/L TSA干预前胃癌细胞系
SGC-7901中乙酰化组蛋白H3的表达. 

结果: TSA干预后胃癌细胞系SGC-7901中乙
酰化组蛋白H3的表达水平明显升高 ,  乙酰
化组蛋白H3阳性细胞数从1.12±1.06上升至
35.43±6.05, 与未干预相比两者表达有显著性
差异(P <0.01), 流式细胞仪分析显示细胞凋亡
率增加到22.13%±3.49%.

结论: TSA可诱导细胞凋亡, 促进胃癌细胞系
SGC-7901中乙酰化组蛋白H3的表达.

关键词: 胃肿瘤; 曲古菌素A; 细胞凋亡; 乙酰化组

蛋白H3; SGC-7901
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■背景资料
组蛋白乙酰化酶
(HAT)和组蛋白去
乙酰化酶(HDAC)
二者之间的动态
平衡控制着染色
质的结构和基因
的表达. 曲古菌素
A(TSA)是一种异
羟肟酸类HDAC
抑制剂, 能抑制组
蛋白去乙酰化酶
的活性.

■同行评议者
谢敏 ,  主任医师 , 
南京大学医学院
附属鼓楼医院普
外科



2010; 18(23): 2469-2471

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/2469.asp

0  引言

组蛋白乙酰化酶(histoneacetylase, HAT)和组蛋

白去乙酰化酶(histonedeacetylase, HDAC)是调

节组蛋白乙酰化状态的一对功能相互拮抗的

蛋白酶, 二者之间的动态平衡控制着染色质的

结构和基因的表达. 曲古菌素A(trichostatin A, 
TSA)是一种异羟肟酸类组蛋白去乙酰化酶抑

制剂(histonedeacetylase inhibitors, HDACi), 能
抑制HDAC的活性, 影响细胞增殖[1,2]. 本研究以

TSA作用胃癌细胞系SGC-7901, 观察SGC-7901
细胞中组蛋白H3乙酰化的变化及其对该细胞凋

亡的影响, 初步探讨其在胃癌细胞系SGC-7901
中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株SGC-7901由黑龙江省肿瘤

防治研究所惠赠. 100 mL/L胎牛血清、100 g/L链
霉素、含100 kU/L青霉素的RPMI 1640(Gibco公
司)培养液. 兔抗人乙酰化组蛋白H3多克隆抗体

购自美国Upstate公司, 其工作浓度为1∶100. 增强

型SABC免疫组织化学检测试剂盒购自北京中山

公司. TSA购于Sigma公司, 批号T8552/028k4153. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验设空白对照组和75 μg/L TSA组[3]. 
1.2.2 细胞培养: SGC-7901细胞常规培养于胎牛

血清(杭州四季青生物工程材料有限公司)、100 
kU/L青霉素和100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养

液中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中贴壁培养. 
每1-2 d传代1次, 取对数生长期细胞进行实验. 
1.2.3 流式细胞术: 收集培养48 h对照组和处理

组细胞, 离心, PBS洗2次, 用Annexin V缓冲液重

悬细胞, 取5×106细胞加入5 μL Annexin V-FITC 
(Pharmingen)混匀, 室温避光孵育10 min. 离心, 
弃上清, 用190 μL Annexin V-FITC缓冲液重悬细

胞, 加入20 mg/L PI 10 μL, 用流式细胞仪检测凋

亡细胞. 
1.2.4 免疫组织化学检测: 采用SABC法. 各组按

说明书进行操作. 染色结果以细胞核内出现明

确的棕黄色或棕褐色判定为阳性表达. 采用图

像分析软件UTHSCSA Image Tool 3.0版, 随机选

取10个高倍视野(×200)计数阳性细胞数, 计算

平均数.
统计学处理 采用SPSS17.0统计分析软件. 
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数据用mean±SD表示, 组间差异采用F 检验, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 75 μg/L TSA对SGC-7901细胞凋亡的影响 流
式细胞术检测, 75 μg/L TSA处理SGC-7901细胞

48 h和对照组细胞相比, SGC-7901细胞凋亡率

达到22.13%±3.49%(图1).
2.2 免疫组织化学观察 各组免疫细胞化学采

用图像分析软件处理(图2), 对照组蛋白H3阳
性细胞数为1.12±1.06, 而T S A组则为35.43
±6.05, TSA组较对照组阳性细胞数显著增高

(P <0.01).

3  讨论

组蛋白乙酰化/去乙酰化修饰是基因转录调控

的关键机制之一. 乙酰化是最早被发现的与转

录有关的组蛋白修饰方式, 主要发生在组蛋白

H3和H4的尾部比较保守的赖氨酸残基. 组蛋白

乙酰化水平受一对互相拮抗的蛋白酶-HAT和
HDAC调控, HAT/HDAC活性紊乱会使基因表达

失控, 导致癌症的发生[4]. HDACi可以通过抑制

HDAC活性, 诱导组蛋白高乙酰化, 调节基因表

达, 从而发挥抗癌效应. 
TSA是第一个来源于天然产物的HDACi, 

是H D A C i的代表药物之一, 属异羟肟酸类化

合物, 可通过其异羟肟酸配基与HDAC管状结

构底部的锌离子结合抑制HDACs的活性[5]. 本
实验采用流式细胞仪检测75 μg/L TSA处理胃

癌SGC-7901细胞的凋亡率, 48 h后出现明显

的凋亡, 凋亡率达到22.13%±3.49%, TSA在

SGC-7901细胞中所诱导的细胞凋亡效应与TSA
在其他恶性肿瘤细胞中的作用相符[6-9]. 

本实验采用免疫细胞化学方法检测TSA(75 
μg/L)干预前后, 胃癌细胞系SGC-7901乙酰化

组蛋白H3表达水平, 正常培养的SGC-7901细
胞乙酰化组蛋白H3呈低水平表达, TSA干预后, 
SGC-7901细胞乙酰化组蛋白H3表达水平明显

增加(P <0.01). 这种生物学效应表明, TSA通过抑

制HDAC[6], 打破了SGC-7901细胞原有的组蛋白

乙酰化调控状态, 使得SGC-7901细胞中乙酰化

组蛋白H3表达增多. 
去乙酰化转移酶抑制剂抗肿瘤主要通过调

控与肿瘤相关的基因来实现的, 具体的机制因

肿瘤和去乙酰化转移酶抑制剂的种类不同而有

所不同[10-13], 其对肿瘤细胞的效应主要通过以

下几个途径来实现: (1)阻滞细胞周期、诱导细

www.wjgnet.com

■相关报道
国内外有关报道
提示TSA对多种
肿瘤细胞有显著
抑制作用, 抑制肿
瘤细胞凋亡.

■研发前沿
体外培养已经证
实 ,  T S A 能 促 进
多 种 肿 瘤 的 凋
亡 ,  但 对 T S A 在
胃癌中的凋亡作
用和TSA可以促
进 胃 癌 细 胞 系
SGC-7901中乙酰
化组蛋白H3表达
的研究不多.
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胞分化; (2)诱导细胞凋亡; (3)抑制血管生成; (4)
增加肿瘤细胞对化疗和放疗的敏感性. TSA等

HDACi作为HDAC抑制剂, 可诱导组蛋白的高

乙酰化状态, 而组蛋白高乙酰化很可能是TSA等

HDACi作用的始动环节, 因此, 我们推测TSA等

HDACi有可能通过诱导组蛋白高乙酰化激活或

抑制相关基因转录, 直接或间接诱导肿瘤细胞

凋亡. 
我们的研究初步表明, TSA可以促进胃癌细

胞系SGC-7901中乙酰化组蛋白H3的表达, 诱导

SGC-7901细胞凋亡, 这极有可能发展为一种新

的治疗胃癌的方法, 但TSA的具体作用机制有待

进一步研究.
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图  1  流 式
细 胞 仪 检 测
SGC-7901细胞
凋亡. A: 对照

组; B: 实验组.

100       101       102           103         10410
0   

  
 1

01   
  

   
10

2 
  
  
    

  1
03 

  
  
  
  1

04
PI

Annexin V

Data 002

100       101       102           103         10410
0   

  
 1

01   
  

   
10

2 
  
  
    

  1
03 

  
  
  
  1

04
PI

Annexin V

Data 003

A

B

图 2 乙酰化组蛋白H3染色结果(×200). A: 阳性对照; B: 

对照组; C: TSA组.
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■同行评价
本文选题较好, 数
据可靠, 对胃癌的
治疗有一定的参
考价值.

■创新盘点
国内外大多以研
究胃癌细胞系的
增殖为目标, 对于
细胞凋亡的研究
大多使用流式细
胞仪检测细胞周
期. 而本研究是将
凋亡与免疫组织
化学结合起来, 探
讨H3的表达及细
胞凋亡. 
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Abstract
AIM: To find biomarkers for early diagnosis 
o f esophagea l cancer (EC) by detec t ing 
differentially expressed low molecular weight 
serum proteins using mass spectrometry.

METHODS: The serum proteomic patterns of EC 

patients and healthy controls were detected us-
ing the surface-enhanced laser desorption/ion-
ization-time of flight-mass spectrometry (SELDI-
TOF-MS). Differential protein peaks between 
EC patients and controls were analyzed using 
the Biomarker Pattern Software, and a model for 
early diagnosis of EC was developed and vali-
dated using an artificial neural network (ANN). 
Differential protein peaks between early and ad-
vanced EC patients were analyzed to establish a 
model for staging of EC. 

RESULTS: Five differential serum proteins were 
identified between EC patients and controls, and 
three differential serum proteins were found 
between early and advanced EC. The diagnostic 
model established based on the five differential 
serum proteins between EC patients and con-
trols had a sensitivity of 87.88%, a specificity of 
91.43%, and an accuracy of 89.71%. The blind 
test generated a sensitivity of 95.83%, a specific-
ity of 89.13%, and an accuracy of 91.43%. The 
staging model established based on the three 
differential serum proteins between early and 
advanced EC had a sensitivity of 75.76%, a spec-
ificity of 79.17%, and an accuracy of 77.19%. 

CONCLUSION: SELDI-TOF-MS in combination 
with ANN is simple and feasible for the diagno-
sis and staging of EC. 

Key Words: Esophageal cancer; Proteomics; Stag-
ing; Diagnostic model; Surface-enhanced laser des-
orption/ionization time-of-flight mass spectrometry

Ren XJ, Tan XL, Yang CH, Li XQ, Feng F, Hu QY, 
Ding YH, Dai TY, Wang KZ. Detection of differentially 
expressed low molecular weight serum proteins for 
diagnosis and staging of esophageal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 2472-2477

摘要
目的: 研究食管癌癌变过程中血清低相对分
子质量蛋白的细微变化, 探索食管癌发生的
机制, 寻找食管癌早期诊断的生物标志物和
方法.

®

■背景资料
食管癌早期诊断
和分期诊断对食
管癌的研究具有
重要价值, 目前急
需寻找能够诊断
早期食管癌的方
法, 以提高食管癌
患者的生存率; 急
需寻找可以在术
前明确分期的方
法, 利于手术方式
的选择和术前的
治疗. SELDI蛋白
芯片技术在这方
面研究上有其显
著的优势.

■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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方法:  应用表面激光解析电离飞行时间质
谱技术对食管癌患者血清和健康对照血清
进行蛋白质谱指纹图谱检测, 通过Biomarker 
Wizard软件筛选差异蛋白, 使用人工神经网络
软件建立食管癌早期诊断模型并用盲法验证
其诊断效果; 将食管癌早期和中晚期食管癌
患者血清质谱图进行比对分析, 寻找各期差异
蛋白, 并建立分期诊断模型. 

结果: 发现食管癌和正常人差异蛋白5种, 早
期食管癌和中晚期食管癌差异蛋白3种. 通过
早期食管癌组和健康对照组建立早期诊断模
型的灵敏度87.88%, 特异度91.43%, 准确度
89.71%, 经过盲法验证结果为灵敏度95.83%, 
特异度89.13%, 准确度91.43%. 早期食管癌和
中晚期筛选的差异蛋白建立的分期诊断模型
灵敏度75.76%, 特异度79.17%, 准确度77.19%.

结论: 表面增强激光解析离子化飞行时间质
谱联合人工神经网络技术操作较为简便, 在食
管癌的诊断和分期上具有可行性. 

关键词: 食管癌; 蛋白组学; 分期; 诊断模型; 表面增

强激光解析离子化飞行时间质谱
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0  引言

食管癌位居我国恶性肿瘤的前列, 其发病机制

和早期诊断技术一直是国内外学者研究的热点. 
因早期癌变是否能够发现已成为目前食管癌预

后的决定因素, 故本研究采用能够检测1 fmol级
别的微量蛋白的表面激光解析电离飞行时间质

谱(surface-enhanced laser desorption/ionization-
time of flight-mass spectrometry, SELDI-TOF-
MS)技术, 检测食管癌的各期(从0期到Ⅳ期)的血

清中的蛋白组学变化, 寻找相关差异蛋白, 旨在

提高食管癌的早期诊断率, 阐明食管癌的相关

发病机制并探索低相对分子质量差异蛋白组在

食管癌诊断和分期中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 试验对象分为3组: 早期食管癌组、中

晚期食管癌组和健康对照组. 食管癌患者来自

2008-07/2009-12泸州医学院附属医院收治的食

管癌患者. 根据术后病理诊断, 以国际抗癌联盟

(UICC)食管癌TNM分期标准(2002), 所有食管癌

均经过病理证实为食管鳞癌. 早期诊断模型建模

组和验证组食管癌病例构成: 男36例, 女21例, 平
均年龄59.6(31-83)岁. 其中早期诊断模型食管癌

建模组33例: 其中0期1例, Ⅰ期1例, ⅡA期31例; 
早期诊断模型验证组食管癌24例: 0期2例, Ⅰ期3
例, ⅡA期19例. 中晚期食管癌组24例: 男16例, 女
8例, 平均年龄60.7(33-87)岁, 其中ⅡB期3例, Ⅲ
期20例, Ⅳ期1例. 健康对照组82例: 男51例, 女31
例, 平均年龄54.5(27-79)岁, 所有健康对照组标本

均源于泸州医学院附属医院的2008-07/2009-12
健康体检者. 所有癌症患者均于术前1 d空腹无

菌采取静脉血, 均于术后病理学确证且在采血

之前未经任何放化疗治疗. 健康对照组, 每例标

本均做常规生化检测, 肝肾功能, 血脂、血糖均

处于正常范围, 并排除了肝炎, 糖尿病, 结缔组

织病等易使血清中产生干扰蛋白的疾病. 所有

试验样本无溶血. 早期食管癌, 中晚期食管癌和

正常人在年龄和性别上无统计学差异. 蛋白指

纹图谱分析仪(PBS Ⅱ/C)Ciphergen Biosystem 
Inc. 美国), 水(HPLC级), 三氟乙酸(trifluoro-acetic 
acid, TFA)(Sigma USA), 芥子酸(sinapic acid, SPA 
Sigma USA), 能量吸收分子, 乙腈(acetonitrile, 
HPLC grade), PBS(磷酸盐缓冲液, 10×), 均购

自美国Sigma公司. 96孔蛋白质芯片工作平台

(Ciphergen Biosystem Inc.美国), Au蛋白芯片.
1.2 方法 
1.2.1 标本的采集和处理: 抽取清晨空腹前臂静

脉全血3 mL于洁净试管(不抗凝), 避免溶血, 置
4 ℃冰箱中1-2 h, 然后4 ℃ 3 000 r/min离心10 
min; 取上清加入eppendof管. 再次3 000 r/min离
心5 min, 0.5 mL eppendof管分装, 30-100 μL每管, 
放入-80 ℃保存, 每个样本至少3管以上. 
1.2.2 芯片预处理和血清样本准备: 将芯片装入

96孔芯片处理器中进行预处理, 在处理血清样

本的同时活化芯片. 先在每孔中依次加入丙酮, 
盐酸(0.01 mmol/L), 盐酸甲醇(1∶1混合), 甲醇, 
每次加入后振荡5 min, 拍干, 卸下芯片, 室温干

燥后点样. 与此同时, 预先将血清从-80 ℃冰箱

取出, 在冰上缓慢融化(30-60 min), 放入低温离

心机4 ℃离心2 min. 取200 μL离心管编号, 于每

管中分别加入5 μL PBS, 5 μL待检血清, 充分混

匀. 在活化芯片至第3步时, 即芯片处理器开始

振荡时加入盐酸甲醇, 立即向血清样本中加入10 
μL半饱和SPA, 同时充分混匀后点样于芯池中, 
再次点样加能量吸收分子, 干燥上机检测. 
1.2.3 数据采集与处理: 用ProteinChip Software 

■研发前沿
随着SELDI技术
的研究深入, 其在
肿瘤方面的应用
前景亦有越来越
广 阔 .  如 何 设 计
更好的实验用于
肿瘤的诊断、治
疗、疗效判断和
预后估计, 并使之
能够早日用于临
床已是当前研究
者面临的主要问
题之一. 食管癌作
为危害我国人民
健康的主要肿瘤
之一, 已成为目前
SELDI-TOF-MS
研究的焦点. 
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3.2软件收集质谱信号, 设置激光强度为190, 检
测灵敏度9, 检测上限100 000 m/z, 优化收集数据

2 000-20 000 m/z, 信号收集位置20-80, 每个样本

取140个点所收集信号的平均值. 所有样本均使

用相同的参数设置. 使用Biomarker Wizard 软件

去除噪音, 初始的噪音过滤值为5, 第2次的噪音

过滤值为2, 以10%为最小阈值进行聚类, 相对分

子质量偏差设为0.3%后, 结合早期食管癌, 中晚

期食管癌以及正常人质谱图筛选差异蛋白. 
1.2.4 建立模型和盲法验证: 使用筛选出的差

异蛋白, 结合人工神经网络(a r t i f ic ia l neura l 
network, ANN)软件-人工神经网络Office插件

2.01(Youngfan开发)版本. 早期食管癌和健康对

照组建的早期诊断模型采用早期食管癌33例, 
健康对照组35例建立模型, 剩下未参与建模(24
例早期食管癌和46例健康对照)的样本作为验

证组. 分期诊断模型使用早期食管癌33例和中

晚期食管癌24例建立模型. 早期诊断模型输入

层、隐含层、输出层的节点分别设置5、3、1, 
以筛选的差异蛋白峰强度作为输入节点, 设定

训练组食管癌患者的目标输出值为1, 正常对照

的目标输出值为0, 训练次数为1 000, 学习率为

0.02(此时网络误差基本恒定且最小), 采用反向

传播(back-propagation)算法, 建立并存储人工神

经网络诊断模型. 盲法验证: 利用双盲方法, 将
验证组中食管癌和健康对照血清蛋白标志物质

谱数据输入模型进行模拟仿真计算. 根据建模

时尤登指数最好时设定cut-off值, 通过模拟计算

的结果, 对模型的预测诊断效能进行评价. 分期

诊断模型输入层、隐含层、输出层的节点分别

设置3、3、1, 以筛选的差异蛋白峰强度作为输

入节点, 设定训练组中晚期食管癌患者的目标

输出值为1, 早期食管癌的目标输出值为0, 训练

次数为1 000, 学习率为0.02, 建立并存储ANN诊

断模型. 并将建模组数据回纳入所建模型, 根据

仿真计算值计算模型的诊断效能. 
1.2.5 差异蛋白统计学处理和诊断模型诊断效能

评估: 使用SPSS11.5软件对早期、中晚期食管癌

和健康对照所筛选差异蛋白强度分别进行方差

分析; 对早期和晚期食管癌差异蛋白单独进行t
检验, 分析其差异有无显著性. 两个诊断模型中

各个差异蛋白的独立诊断价值使用SPSS进行分

析, 以尤登指数最高时确定诊断阈值, 并计算此

时的灵敏度和特异度. 对两个模型的ANN预测

值与各个差异蛋白强度同时输入SPSS软件绘制

ROC曲线图, 计算并比较曲线下面积大小. 最后

对ANN软件联合各个差异蛋白后的预测诊断效

能和各个差异蛋白单独诊断食管癌的价值进行

分析.

2  结果

2.1 差异蛋白的检出 早期食管癌例, 中晚期食

管癌和正常人, 在相对分子质量2 000-20 000 Da
共检测到有统计学差异的56个(P <0.05). 筛选

出5个差异蛋白分别是4 473、4 633、5 006、
5 343、5 926(表1), 3组中各个差异蛋白表达. 其
变化均是在食管癌中增高, 中晚期食管癌较早

期食管癌更高(图1).
单独分析早期食管癌和中晚期食管癌质谱

图发现了3个显著差异(P <0.001)差异蛋白, 分别

是4 473、5 334、5 890. 3个差异蛋白强度情况. 
均是中晚期食管癌患者明显增高(表2), 这3个蛋

白建立的分期诊断模型能够很好地区分早期和

中晚期食管癌患者.
2.2 各差异蛋白在各组中的诊断价值及其ROC
曲线图 早期和分期诊断模型中各个差异蛋白

的诊断价值如下(表3, 表4), 早期诊断模型中

ANN预测值和质荷比为5 006、5 926、5 343、
4 633、4 473的ROC曲线(图2A)下面积分别为

0.958、0.88、0.848、0.758、0.725、0.716. 分
期诊断模型中ANN预测值和质荷比为5 334、

表 1 早期、中晚期食管癌和正常人差异蛋白 (mean±SD)

     
差异蛋白                        峰强度         方差分析

(m/z)       晚期食管癌  早期食管癌  正常对照    F值          P值

4 473 11.48±

  8.59

  7.70±

  4.98

  4.29±

  3.34

11.45 <0.001

4 633   9.70±

  4.55

  7.52±

  3.80

  4.82±

  3.05

12.43 <0.001

5 006   9.92±

  3.68

  7.81± 

  3.85

  2.54±

  2.36

40.25 <0.001

5 343 32.97±

16.07

23.67±

12.72

13.12±

  9.17

18.28 <0.001

5 926 48.11±

19.84

40.61±

15.63

19.89±

12.54

26.34 <0.001

■相关报道
国内外许多学者
对使用SELDI技
术诊断食管癌进
行了广泛的研究, 
差异蛋白筛选结
合蛋白组学数据
库 初 步 鉴 定 后 , 
再经过其他技术
(2-DE等)验证鉴
定后建立诊断模
型, 这可能是进一
步探讨食管癌发
病机制和提高诊
断食管癌诊断率
的关键.

表 2 早期食管癌、中晚期食管癌差异蛋白 (mean±SD)

     
差异蛋白          峰强度             t 检验

(m/z)    早期食管癌     中晚期食管癌      t 值   P 值

4473     7.7±4.98      11.57±8.50      2.158    0.035

5334 23.86±12.64    33.40±15.55    2.554    0.013

5890 10.28±8.11      17.18±14.70    2.260    0.028
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5 890、4 473的R O C曲线(图2B)面积分别为

0.774、0.678、0.670、0.657.
2.3 诊断模型 使用5个差异蛋白建立早期食管癌

和正常人的诊断模型. 该模型的灵敏度87.88%, 
特异度91.43%, 准确度89.71%, 使用未参与建

模的病例盲法验证结果为灵敏度95.83%, 特异

度89.13%, 准确度91.43%. 使用3个在早期和中

晚期食管癌的差异蛋白建立的区别食管癌病理

分期模型的诊断效率是: 灵敏度75.76%, 特异度

79.17%, 准确度77.19%.

3  讨论

食管癌已成为我国危害人们健康的常见肿瘤, 
目前临床就诊的手术患者中多数为Ⅱ、Ⅲ期患

者, 占90%以上, 但目前Ⅱ、Ⅲ食管癌5年生存率

在20%-36%[1]. 目前张合林等[2]发现淋巴结转移

已成为食管癌预后的重要因素, 王永岗[3]研究发

现有淋巴结转移者的5年生存率为16.4%, 明显

低于无淋巴结转移者的51.9%, 且ⅡB期患者的

5年生存率和Ⅲ期患者相近. 故本研究据淋巴结

转移的与否将食管癌分为早期食管癌(0、Ⅰ、

ⅡA期)、中晚期食管癌(ⅡB、Ⅲ、Ⅳ期), 以便

于更好地分析食管癌癌变过程中蛋白变化情况, 

探索食管癌癌变机制. 
本项研究筛选出食管癌低相对分子质量差

异蛋白质共计56个(P <0.05), 其中表达明显差异

(P <0.001)的有5个, 他们对于食管癌的诊断价值

大小依次为: 5 006 Da>5 926 Da>5 343 Da>4 633 
Da>4 473 Da, 其灵敏度在64.71%-82.35%, 特异

性为77.17%-91.43%. 而在分期诊断模型中, 3个
差异蛋白的诊断价值大小分别为5 334 Da>5 890 
Da>4 473 Da, 其灵敏度为72.73%-81.82%, 特异

度在54.17%-66.67%. 陈建平等[4]研究食管癌患

者和正常人血清发现, 差异蛋白强度在正常人

中均高于食管癌, 而本研究与王英等[5], 王立东

等[6], 刘茶珍等[7], 施民新等[8], Xu等[9], 亦不全相

同. 各个研究所筛选差异蛋白和建立模型的诊

断效果不同, 这可能与多种因素有关. (1)病例选

择: 如王士杰等[10]只选择了高发区病例; 有的学

者只选用食管鳞癌或腺癌[11], 有的两者兼有. (2)
芯片种类: WCX2芯片主要和蛋白质表面的正

电荷基团相互作用(如赖氨酸, 精氨酸, 组氨酸)
而捕获蛋白质; IMAC3芯片可以螯合金属离子

(Cu2+, Ni2+. Ca2+)等, 通过色氨酸, 半胱氨酸及磷

酸化氨基酸等与血清中蛋白质相结合以检查磷

酸化蛋白质或生物标志分子; 而本研究所用金

芯片是在将样品经过适当处理后直接点样干燥

表 3 早期诊断模型中各个差异蛋白的诊断价值

     
差异蛋白m/z 诊断阈值 灵敏度(%) 特异度(%)

4 473   6.45 64.71 80.00

4 633   5.43 73.53 77.14

5 006   4.86 82.35 91.43

5 343 22.70 61.76 91.43

5 926 30.99 79.41 82.86

表 4 分期诊断模型中各个差异蛋白的诊断价值

     
差异蛋白m/z 诊断阈值 灵敏度(%) 特异度(%)

4 473 10.04 81.82 54.17

5 334 33.12 81.82 54.17

5 890 11.65 72.73 66.67

差
异

蛋
白

强
度

60

40

20

0
4 473    4 633    5 006     5 343    5 926

中晚期食管癌
早期食管癌
正常对照

差异蛋白(m/z)

图 1 3组中各个差异蛋白表达情况.

图 2 各个差异蛋白强度以及ANN预测值的ROC曲线. A: 早

期诊断模型; B: 分期诊断模型.
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■创新盘点
本研究建立了一
种对食管癌进行
早期诊断和分期
诊断的模型, 并具
有较高的诊断效
能, 可以在大样本
验证后用于临床
辅助诊断. 
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后检测. (3)数据挖掘软件. ANN是一种大规模并

行非线性处理系统, 具有良好的抗干扰能力, 适
应性、自学习能力, 在数据挖掘方面较决策树

和支持向量机有其独特的优势. ANN联合分析

差异蛋白质组, 建立的早期诊断模型和分期诊

断模型明显提高了诊断效率, ROC曲线下面积

为0.958和0.774, 较单个差异蛋白的诊断价值明

显增高, 提示ANN具有综合能力及提高多项试

验联合诊断的潜力. ANN联合SELDI技术筛选差

异蛋白诊断疾病模型有其显著的优势, 余捷凯

等[12]用于卵巢癌, 姜伟等[13]用于精神分裂症都取

得了很好的诊断效果. 
食管癌患者明显表达增高的5个差异蛋白

质组与疾病发展阶段呈现正相关的现象, 在肿

瘤晚期其表达强度增高明显. 因所选差异蛋白

均带一个电荷, 所以其质核比就代表了其相对

分子质量. 经Swiss-Prot蛋白质数据库初步检索, 
4 633 Da的蛋白质可能为一种等电点PI: 9.05, 相
对分子质量为4 632的蛋白质-单链DNA结合蛋

白(single-stranded DNA-binding protein MSSP-1). 
其可能作用于原癌基因的上游区局部, 与DNA
复制相关. 相对分子质量为5334的蛋白可能为

β-防御素134(beta-defensin 134), 相对分子质量

5 324 Da, PI: 6.73. 防御素是一类相对分子质量

在4 000 Da左右的阳离子抗菌肽, 普遍分布于哺

乳动物、昆虫及植物体内, 而人防御素属于抗

菌肽家族防御素类, 是人体免疫系统的重要组

成部分, 为4 000-6 000 Da的阳离子短肽, 是人

体内源性免疫系统的重要组成部分. β-防御素

(HBD3)在成年人心脏, 骨骼肌, 胸腺, 食管、口

腔黏膜等中均有表达[14]. 然而迄今为止β-防御素

家族的基因发现的不多, 功能也不很清楚, 故其

在食管癌的发生和进展中是否有作用以及作用

如何尚需进一步研究. 其他几个相对分子质量

没有在此数据库中发现相关蛋白. 
在分期诊断模型中各个差异蛋白在食管癌

中晚期的表达强度较早期食管癌高, 且差异有

显著性. 差异蛋白之一5 890查阅数据库鉴定为

为纤维蛋白原α链(fibrinogen alpha chain frag). 
目前发现血浆中纤维蛋白原增高与多种肿瘤的

发生、发展、转移和预后相关[15,16]. 而纤维蛋

白原α链表达强度增高是否与血浆中纤维蛋白

原含量相关目前还有待进一步研究. 差异蛋白

4 473鉴定为抗凝血酶Ⅲ(antithrombin-Ⅲ). 抗凝

血酶Ⅲ是一种球蛋白, 在肝脏内合成, Allard等[17]

发现其与脑卒中关系密切. 目前大多文献报道

在肿瘤患者血中抗凝血酶Ⅲ浓度较健康正常人

低, 可能是由于癌肿中有凝血活酶物质释放到

血流中促进凝血过程, 从而使其浓度下降. 本研

究筛选出差异蛋白虽然较健康对照高, 但是其

强度仍较大多数差异蛋白低. 本研究其他几个

差异蛋白未在蛋白组学数据库中找到人类相对

应的蛋白, 可能是未被人们发现的新蛋白. 分
期诊断模型在经过大样本验证可行后, 就可以

在食管癌患者术前就可以明确其是否属于中晚

期食管癌, 对手术方式的选择和术前治疗药物

的选择方面有重大的意义. 在蛋白组学技术结

合实验数据库的应用方面, 蔡建等[18]利用http://
www.dbmi.pitt.edu/EPO-KB/Query.jsp软件鉴定

了结直肠癌标志物血小板因子4, 并通过ELISA
验证. 因此通过SELDI技术筛选差异蛋白并经

数据库鉴定具有较好的准确性和较大的可行性. 
本研究采用高通量高灵敏度的SLEDI检测技术, 
从食管癌在发生发展过程中蛋白质代谢的细微

变化探索疾病过程的内在联系, 建立早期和分

期诊断模型, 进而寻找一种能够在食管癌早期

就能够较好诊断和在食管癌术前就能够明确进

行分期诊断的新方法. 这可能为肿瘤的诊断和

防治以及发病机制的探索找到一种新的方法. 
鉴于淋巴结转移将显著影响患者的预后, 而如

果能够在患者手术治疗前发现患者存在淋巴结

转移, 则可预先进行淋巴结清扫等处理提高患

者的术后生存率. 因此我们下一步将扩大样本

量, 多中心, 更长时间的重复验证早期和分期诊

断模型的诊断效果, 并将结合最新食管癌分期

UICC(2009年)进一步分析差异蛋白是否随转移

的淋巴结数目增多而变化并且鉴定其相关蛋白. 
更大样本的双盲验证和完善的诊断模型, 促使

其早日用于临床.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical significance of P27 
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
expression in hilar cholangiocarcinoma.

METHODS: The expression of P27 and PCNA 
was detected by immunohistochemistry in 44 hi-
lar cholangiocarcinoma specimens and 8 normal 
bile duct tissue specimens. 

RESULTS: The positive rates of P27 and PCNA 
expression in hilar cholangiocarcinoma were 
77.2% and 100%, respectively. P27 expression 
had a significant correlation with histological 
grade, lymph node metastasis and perineural 

invasion. PCNA expression was associated with 
histological grade, lymph node metastasis and 
vascular invasion. The survival of patients with 
low or absent P27 expression was significantly 
lower than that of patients with high P27 ex-
pression. PCNA expression in grade III and IV 
cancer was associated with poor survival when 
compared with that in grade II cancer. 

CONCLUSION: P27 and PCNA expression is as-
sociated with the development and progression 
of hilar cholangiocarcinoma and can be used as 
prognostic markers for the disease.

Key Words: Hilar cholangiocarcinoma; P27; Prolifer-
ating cell nuclear antigen; Immunohistochemistry

Li Z, Zhou NX, Zhang DL, Lv YL. Clinical significance of 
P27 and PCNA expression in hilar cholangiocarcinoma. 
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摘要
目的:  探 讨 P 2 7 蛋 白 和 增 殖 细 胞 核 抗 原
(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)在肝
门部胆管癌的表达及临床意义. 

方法: 免疫组织化学方法测定44例肝门部胆
管癌中P27蛋白与PCNA的表达情况, 并与8例
正常胆管组织进行对照分析. 

结果:  肝门部胆管癌P27表达的阳性率为
77.2%(34/44), PCNA为100%(44/44). P27的表
达与肿瘤的分化、淋巴转移及神经浸润显
著相关(P <0.05), 与年龄、性别、肿瘤浸润深
度、肿瘤分型、血管转移、临床分期等无显
著相关. 而PCNA的阳性表达与肿瘤的分化、

淋巴转移及血管转移显著相关, 与年龄、性
别、肿瘤浸润深度、肿瘤类型、神经浸润及
临床分期等无显著相关. P27蛋白与PCNA之间
呈负相关关系. P27低表达组与缺失组的生存
曲线明显低于高表达组生存曲线. 而PCNAⅡ
级患者预后较其他预后要好, Ⅳ级预后最差.

结论: 肝门部胆管癌中P27联合PCNA的检测
对判断肿瘤的恶性程度、预测转移趋势及示
预后均有重要意义.

®

■背景资料
肝 门 部 胆 管 癌
是 肝 外 胆 管 癌
的 主 要 类 型 ,  占
肝 外 胆 管 癌 的
58%-75%, 由于
所 处 位 置 隐 秘 , 
以往多在尸检中
发 现 .  近 年 来 随
着影像诊断学技
术 的 发 展 ,  其 发
病率似有上升的
趋势.

■同行评议者
陈进宏, 副主任医
师, 复旦大学附属
华山医院外科
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0  引言

肝门部胆管癌是肝外胆管癌的主要类型, 占肝

外胆管癌的58%-75%, 由于所处位置隐秘, 以往

多在尸检发现. 近年来随着影像诊断学技术的

发展, 其发病率似有增多的趋势[1]. 本试验通过

对44例肝门部胆管癌中P27蛋白与增殖细胞核

抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)的
表达研究, 探讨其生物学意义和临床意义. 现报

道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取中国人民解放军总医院1996-2000
年经手术切除、术前未行放化疗、有明确病理

结果及详细随访资料的肝门部胆管癌标本44例, 
用中性甲醛固定, 常规石蜡包埋. 其中男29例, 
女15例, 年龄17-73(平均53)岁. 按临床分期, Ⅰ-
Ⅱ期15例, Ⅲ期0例, Ⅳ期29例, 其中Ⅳa期27例, 
Ⅳb期2例. 病理分级(39例): 高分化腺癌13例, 中
分化腺癌17例, 低分化腺癌9例. 肿瘤分型: Ⅰ型

3例; Ⅱ型19例; Ⅲa型9例; Ⅲb型6例; Ⅳ型4例; 
Ⅴa型0例; Ⅴb型3例[2]. 对照组标本选取行根治

性切除的胆管癌标本的远端边缘的正常胆管组

织. 鼠抗人P27蛋白单克隆抗体和鼠抗PCNA单

克隆抗体均购于北京中杉金桥生物技术有限公

司, 抗兔/鼠通用型免疫组织化学检测试剂盒购

于上海基因有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 采用两步法(做高温高

压抗原修复), 一抗工作浓度P27为1∶20, PCNA
为1∶125. 用正常扁桃体组织(由北京中杉金桥

生物技术有限公司提供)作为阳性对照, 用PBS
代替一抗做阴性对照. 
1.2.2 结果判断标准: P27蛋白结果判断标准[3]: 
以细胞核或胞核伴胞质内出现棕黄色颗粒为阳

性结果, 每张切片选5个高倍视野进行细胞计数, 
按阳性细胞数占同类细胞的百分比. P27的表达

分为高表达组: 阳性细胞≥50%; 低表达组: 阳
性细胞<50%; 及阴性表达组: 无阳性细胞染色. 
PCNA结果判断标准: 选择细胞染色最明显高

倍视野处, 计算PCNA标记指数(PCNA labelling 
index, PCNA LI) = 阳性细胞/总计算的细胞数×

100%. 一般计算200个胆管上皮细胞, 只要细胞

核呈棕黄色, 不论染色强弱, 即计算为PCNA阳

性细胞. 分为5级: 0级: 未见阳性细胞, Ⅰ级: 阳
性细胞≤25%; Ⅱ级: 阳性细胞26%-50%; Ⅲ级: 
阳性细胞51%-75%; Ⅳ级: 阳性细胞≥76%.

统计学处理 采用四格表χ2检验. 生存分析

采用Kaplan-Meier法, 生存率的比较采用Log-
rank检验, 以P <0.05为差异有显著性. Kaplan-
Meier曲线由Stata自动生成.

2  结果

2.1 P27蛋白与PCNA在肝门部胆管癌中的表

达 P27蛋白与PCNA染色阳性细胞均为细胞核

着色. P27蛋白阳性率为77.3%(34/44), 其中高

表达14例(31.8%), 低表达20例(45.5%), 阴性表

达10例(22.7%), 而对照组中, P27蛋白阳性率为

100%(8/8), 以高表达为主; PCNA在所有的肿瘤

细胞中染色均为阳性. 其中Ⅰ级1例, Ⅱ级12例, 
Ⅲ级24例, Ⅳ级7例. 而对照组中PCNA阳性率为

87.5%(7/8), 以低表达为主, 6例阳性表达<25%. 
对照组与肝门部胆管癌组织中的P27蛋白阳性

率比较没有显著性差异, 但对照组与肝门部胆

管癌组织中的PCNA阳性率差异显著. 
2.2 P27蛋白和PCNA的表达与肝门部胆管癌临

床病理的关系

2.2.1 P27蛋白与肝门部胆管癌临床病理的关系: 
P27阳性表达与肿瘤分化、神经及淋巴的转移

呈显著相关(P <0.05). P27在高、中分化组、无

神经浸润组和无淋巴转移组阳性表达率明显高

于低分化组、已经发生神经浸润组及已经发生

淋巴转移组. 与患者性别、年龄、肿瘤浸润深

度、肿瘤分型、血管转移、临床分期等在统计

学上差异无显著(表1). 
2.2.2 PCNA的表达与肝门部胆管癌临床病理的

关系: PCNA的阳性表达与肿瘤的分化、淋巴转

移及血管转移显著相关(P <0.01); PCNA在中、

低分化组, 淋巴结及血管转移组中的强阳性表

达率明显高于高分化组, 淋巴结未转移组和血

管未转移组. PCNA阳性表达与患者年龄、性

别、肿瘤浸润深度、肿瘤类型、神经浸润和临

床分期等在统计学上差异无显著(表1).
2.3 P27蛋白和PCNA之间的相互关系 P27蛋白和

PCNA之间呈负相关关系, 相关系数为-0.5614.
二者之间呈线性关系(P  = 0.0006, 图1).

■相关报道
Ja rnag in等发现
P27的表达随胆树
近端向远端延伸
而呈进行性下降, 
其推论P27等细胞
周期蛋白的表达
取决于肿瘤位置
和形态.
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2.4 P27蛋白和PCNA与生存随访的关系 P27蛋
白高、低及阴性表达组的平均生存时间为84、
72与65 mo. P27高、低表达及缺失表达组各组

生存率经Logrank检验, 在统计学上差异不显著, 
但在Kaplan-Meier曲线上, P27的高表达组生存

曲线明显高于低表达组与缺失组的生存曲线(图
2A). PCNA平均生存时间分别为缺失、79、74
与56 mo(Ⅰ级患者由于病例数少, 中位生存时间

表现为缺失), 各级别患者的生存时间经Logrank
检验, 在统计学上存在显著性差异(P <0.05), 其
中Ⅱ级患者预后较其他级别患者预后要好, Ⅳ
级最差(图2B).

3  讨论

在肿瘤发生、发展过程中, 细胞周期调节失控

是一个重要的分子事件. 作为细胞周期负性调

节因子的P27, 其异常表达活性的改变会影响细

胞周期进程[4]. 进而影响细胞增殖, 其与肿瘤发

生、发展密切相关. P27Kip1是由Polyak等[5]于

1994年首先克隆出来的, 他是CDKI家族成员之

一, 主要作用于G1期, 抑制cyclin/CDK复合物的

活性, 阻止pRb磷酸化, 使细胞周期停滞于G1期, 
抑制细胞增殖. 近年发现, 在多种消化系肿瘤

中[4,6,7], P27Kip蛋白的异常表达与肿瘤的进展和

不良预后密切相关. 

表 1 P27蛋白与PCNA和各病理参数的关系 (n )

     
临床病理                      

n
                        P27阳性                          PCNA阳性 

参数                                       高             低           阴性            0级          Ⅰ级         Ⅱ级            Ⅲ级        Ⅳ级

性别

    男 29 10 12 7 0 1 8 13 7

    女 15 4 8 3 0 0 4 11 0

年龄(岁)

    <50 31 12 10 9 0 1 8 18 4

    >50 13 2 10 1 0 0 4 6 3

肿瘤浸润深度

    T1+T2 17 6 9 2 0 0 6 9 2

    T3 27 8 11 8 0 1 6 15 5

肿瘤分类

    Ⅰ型 3 0 3 0 0 0 0 3 0

    Ⅱ型 19 6 9 4 0 1 6 8 4

    Ⅲa型 9 6 1 2 0 0 4 5 0

    Ⅲb型 6 3 1 2 0 0 1 3 2

    Ⅳ型 4 0 3 1 0 0 0 3 1

    Ⅴa型 0 0 0 0 0 0 0 0 0

    Ⅴb型 3 1 1 1 0 0 2 1 0

肿瘤分化

    高分化 13 11 2  0b 0 1 12 0  0b

    中分化 17 1 13 3 0 0 0 16 1

    低分化 9 0 2 7 0 0 0 4 5

血管转移

    有 4 1 1 2 0 1 0 1  2b

    无 40 13 19 8 0 0 12 23 5

神经侵犯

    有 12 3 3  6a 0 1 2 6 3

    无 32 11 17 4 0 0 10 18 4

淋巴转移

    有 7 2 1  4a 0 0 1 1  5b

    无 37 12 19 6 0 1 11 23 2

临床分期

    Ⅰ-Ⅱ期 15 5 8 2 0 0 5 8 2

    Ⅲ-Ⅳ期 29 9 12 8 0 1 7 15 6

aP<0.05, bP<0.01.

■应用要点
P C N A 是 反 映 细
胞增殖活性的指
标. P27蛋白与其
联合应用将有助
于判断肝门部胆
管癌的恶性程度
及预后.
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本组肝门部胆管癌病例中P27蛋白的阳性

表达率为77.2%, 不同于国内刘岳兰等[8]关于胆

管癌的P27的阳性表达率为40.82%的报道. 考虑

原因可能和肿瘤位置有关. Jarnagin等[9]发现P27
的表达随胆树近端向远端延伸而呈进行性下降, 
其推论P27等细胞周期蛋白的表达取决于肿瘤

位置和形态. 
本研究发现, P27蛋白在肝门部胆管癌组织

中以低表达为主. Motagnolia等[10]认为, 一旦受

到恶性增殖信号的刺激, P27的蛋白表达水平

下降, 一方面由于合成降低, 更主要的是由于细

胞蛋白翻译后泛素蛋白酶体降解途径的速度提

高. P27蛋白水平功能的下降减低了他对CDK或

cyclin/CDK复合物活性的抑制效应, 导致CDK的

活化效应递增, 使细胞能够完成细胞周期G1-S期
的重要转换, 驱动细胞周期的运行, 而使细胞增

殖、分裂过快、过多直至肿瘤形成. 我们推测

P27蛋白在肝门部胆管癌中的低表达有可能缘

于相同的机制. 
本试验中, P27阳性表达与肿瘤分化、神

经及淋巴的转移呈显著相关(P <0.05). P27在
高、中分化组的阳性表达率明显高于低分化组

(P <0.01). 这说明其可作为一个预示恶性程度

的指标. 在肝门部胆管癌中, 神经浸润是一种

特殊的重要的转移方式. 肝门处由于在解剖上

神经、血管、淋巴管的紧密关系, 肿瘤可能首

先浸润小血管、淋巴管, 在神经纤维周围形成

“卫星”灶, 继而浸润神经周围间隙[11]. 本试验

结果显示P27蛋白在无神经浸润组和无淋巴结

转移组的阳性表达率显著高于神经浸润组和

淋巴结转移组(P <0.01), 这说明P27蛋白的低表

达或丢失可促进细胞外基质的降解和改变细胞

间的黏附力, 促进肿瘤转移. P27各组生存率经

Logrank检验, 虽然在统计学上差异无显著, 但在

卡-迈二氏曲线上, P27高表达组生存曲线明显高

于低表达组与缺失组的生存曲线, 且高表达组

的中位生存时间(84 mo)明显长于低表达组(72 
mo)及缺失组(65 mo). 可当增加样本量时可能得

到各组生存率存在差异性的结论. 这说明P27高
表达组的预后要好于低表达组及缺失组. 综述

以上表明肝门部胆管癌的分化程度越低, 肿瘤

浸润范围越广, P27蛋白的表达就越低或缺失越

高, 提示肝门部胆管癌的病程演变与P27蛋白缺

失有关. 这和国外报道相似[12]. 这充分说明P27
是一种抑癌基因蛋白, 在肝门部胆管癌的发生

发展中起着重要作用. 
PCNA是一种仅在增殖细胞中合成或表达

的核内多肽 ,  其合成、表达与细胞周期有关 . 
PCNA从细胞增殖周期G1期开始在细胞核内出

现, S期最为明显. 因此, 免疫组织化学方法显示

PCNA表达阳性细胞是处于DNA合成期细胞, 即
分裂增殖状态的细胞. PCNA在肿瘤的良恶性的

划分、恶性程度的确定等方面有广泛的应用[13]. 
在本试验中PCNA在中、低分化组, 淋巴结及血

管转移组中的强阳性表达率明显高于高分化组, 
淋巴结未转移组和血管未转移组. 这说明PCNA
表达率越高, 增殖活性愈高, 分化愈差, 发生血

管浸润与淋巴转移几率就越高, 提示PCNA可客

观的反映肝门部胆管癌的分化程度及恶性程度. 
PCNA各级别患者生存时间经Logrank检验, 在
统计学上存在显著性差异(P <0.05), 其中Ⅱ级患

者预后较其他级别患者预后要好, Ⅳ级最差. 这
说明PCNA阳性表达越强, 恶性程度越高, 预后

■同行评价
本文选题恰当, 有
一定的临床意义.

5.6              73

83.4

24.4

图 1 P27蛋白与PCAN之间的相互关系.

图 2 生存曲线. A: P27蛋白表达组; B: PCNA表达组.

缺失组

低表达

高表达

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

生
存

率
(%

)

t /mo
0                            50                        100

A

Ⅳ级

Ⅱ级

Ⅲ级

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

生
存

率
(%

)

t /mo
0                            50                        100

B



www.wjgnet.com

2482                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年8月18日    第18卷   第23期

越差, 这和国外报道相似[14]. 
P27与P C N A的表达呈负相关关系. 推断

P27是抑制细胞增殖的, 当其表达减弱, 导致细

胞周期失控, 其抑制功能减弱, 引起细胞恶性增

殖, 导致PCNA表达升高. 这说明P27与PCNA在

肝门部胆管癌的发生、发展过程中可能具有拮

抗作用. 
总之, 肝门部胆管癌的发生是多因素、多

阶段、进行性的过程, 存在着细胞周期调控的

异常与蛋白水平的变化, P27作为细胞周期抑制

剂, 具有多种生物学功能. P27蛋白是通过翻译

和泛素蛋白酶体降解来进行调节的. P27蛋白通

过影响cyclin CDK复合物活性来阻滞细胞停滞

于G1期, 从而抑制细胞增殖, 诱导细胞分化, 促
进细胞凋亡. PCNA是反映细胞增殖活性的指标. 
P27蛋白与其联合应用将有助于判断肝门部胆

管癌的恶性程度及预后.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical significance of 
serum chemerin levels in patients with Crohn’
s disease (CD) by evaluating the correlation 
of serum chemerin with gender, age and CD 
activity index (CDAI).

METHODS: Serum samples were collected 
from 50 CD patients and 50 healthy controls to 
determine chemerin levels by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The t-test was 
used to compare the statistic difference in se-
rum chemerin levels between the two groups. 
The correlation of serum chemerin with gen-
der, age and CDAI were analyzed by the t test, 
one-way analysis of variance, and Pearson’s 
correlation. 

RESULTS: Serum chemerin level was signifi-
cantly higher in CD patients than in healthy con-
trols (124.18 μg/L ± 21.32 μg/L vs 95.38 μg/L 
± 11.22 μg/L, P < 0.01). There was a significant 
positive correlation between serum chemerin 
level and CDAI (r = 0.438, P < 0.05) though no 
correlation was noted between serum chemerin 
level and gender or age in CD patients (both P > 
0.05). 

CONCLUSION: These findings indicate that 
the potential regulatory function of chemerin in 
intestinal inflammation may be associated with 
the immunopathogenesis of CD. 

Key Words: Chemerin; Crohn’s disease; Enzyme-
linked immunosorbent assay
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摘要
目的: 分析克罗恩病(Crohn's disease, CD)患者
血清chemerin的浓度与性别、年龄和疾病活
动指数的关系, 探讨chemerin在CD中的临床
意义.

方法: 选取CD患者50例与健康对照者50名作
为研究对象, 应用ELISA法检测两组对象血清
chemerin的浓度, 采用t检验比较两组间统计学
差异. 应用t 检验、单因素方差分析及直线相
关分析比较CD患者外周血中chemerin的浓度
与性别、年龄和疾病活动指数的关系. 

结果: 50例CD患者外周血中chemerin的浓度
与50名健康对照者血清chemerin的浓度具有
明显统计学差异, CD患者外周血中chemerin
的浓度显著高于健康对照者(124.18 μg/L±
21.32 μg/L vs  95.38 μg/L±11.22 μg/L, P <0.01). 
CD患者血清chemerin浓度与疾病活动指数
间存在显著的正相关(r  = 0.438, P <0.05), 而
与性别和年龄间均不存在显著的相关关系
(P >0.05).
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■背景资料
chemerin是孤独
G 蛋 白 偶 联 受 体
chemerin R的内
源性配体, 在组织
中分布广泛, 具有
调节先天性及获
得性免疫反应, 调
节骨骼的发育和
代 谢 ,  维 持 皮 肤
正常生理功能等
多种生物学效应. 
最近的研究表明
chemerin是一种
脂肪因子, 其表达
水平与肥胖相关,
并有调节脂肪细
胞的分化、脂解,
促进脂肪细胞内
胰岛素信号传导
途径等生物学效
应. 因此chemerin
是一种重要的生
理调节肽.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科



结论: CD患者chemerin水平明显升高, 与疾病
活动指数间存在显著的正相关.

关键词: Chemerin; 克罗恩病; 酶联免疫吸附试验
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0  引言

炎症性肠病主要包括克罗恩病(Crohn's disease, 
CD)和溃疡性结肠炎, 是一种慢性非特异性的胃

肠道炎症性疾病[1,2]. CD患者腹腔内脂肪积聚, 肠
系膜脂肪组织肥大和黏膜下脂肪沉积是该病的

特征[3,4]. chemerin可由脂肪组织释放[5,6], 但至今

尚未在CD患者中进行分析. 血液中chemerin的
活化形式含有134个氨基酸, 其前体在结构上属

于杀菌肽/半胱氨酸蛋白酶抑制剂家族. chemerin
通过碳末端的处理后 ,  具有趋化白细胞的功

能, 其受体ChemR23(chemokine like receptor 1, 
CMKLR1)属于G蛋白偶联受体, 主要分布在单

核细胞衍生的树突状细胞和巨噬细胞膜上[7-9]. 
机体在正常状态下, 除外周血白细胞, 其他组织

产生的chemerin是以其前体形式分泌到细胞外

的, chemerin前体活性很低, 在蛋白水解酶的作

用下去除碳末端的6个氨基酸转化为chemerin, 
即为ChemR23的强激动剂. chemerin-ChemR23
通路在炎症反应、脂肪代谢等方面都具有重

要作用. ChemR23的表达由促炎症性细胞因子, 
TLR配体和转化生长因子-β(transforming growth 
factor-beta, TGF-β)进行调节, 而这些因子在IBD
致病机制中起着重要作用[10-13]. 

本研究通过检测C D患者和健康者血清

chemerin的水平, 并对chemerin与临床指标进行统

计学分析, 从而探讨chemerin与CD之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-2010年在苏州市立医院北区

消化科门诊就诊或住院的临床诊断资料完整、

彼此无血缘关系的CD患者50例(诊断标准依据

中华医学会消化病学分会炎症性肠病协作组制

定的《中国炎症性肠病诊断治疗规范的共识

意见》)[14], 其中男22例, 女28例, 平均年龄34.63
岁±12.54岁; 患者的疾病活动指数(CD activity 
index, CDAI)为179.25分±62.45分; 平均病史7.24
年±3.68年; 疾病分类(维也纳分类)[15]: A1为39例, 
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A2为11例, L1、L2、L3和L4分别为8、12、26和
4例, B1、B2和B3分别为28、16和6例; 所有患者

近1 mo未使用皮质激素治疗, 近3 mo未使用过免

疫抑制剂, 近期无明确感染病史, 无严重心、肺

和神经、精神疾病, 并除外糖尿病及其他内分泌

疾病患者, 肝、肾功能损害者, 服用避孕药的女

性育龄患者以及创伤者等. 健康对照组50例, 均
为门诊体检健康者, 其中男24例, 女26例, 平均年

龄35.19岁±11.61岁; CD组和健康对照组的性别

构成比、年龄差异无统计学意义(均P>0.05). 
1.2 方法 
1.2.1 试剂与材料: 采用的人chemer in酶联免

疫分析试剂盒由美国R&D Systems公司生产, 
chemerin抗体为小鼠抗人chemerin单克隆抗体, 
与人chemerin有完全交叉反应, 与血浆胰岛素、

瘦素、脂联素、抵抗素等肽类激素无交叉反应. 
1.2.2 血清制备: 按常规采血并收集血清装于EP
管中, -20 ℃冻存, 待测. 
1.2.3 操作步骤: 严格按照试剂盒说明书进行操

作应在加终止液后15 min内. 以450 nm波长依

次测定各孔的吸光度(A值). 用标准品的浓度与

A值计算出标准曲线的直线回归方程式, 将标本

的A值代入方程式, 计算出样品浓度, 再乘以稀

释倍数, 即为样品的实际浓度(单位为μg/L).
统计学处理 采用统计软件分析(SPSS15.0 

for Windows, Chicago, IL). 计量数据用mean±
SD表示; 采用t检验比较两组间统计学差异. 应
用t检验、单因素方差分析和直线相关分析比较

CD患者外周血中chemerin的浓度与性别、年龄

和疾病活动指数的关系. P <0.05表示差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 两组血清chemerin水平的比较 先将CD组和

健康对照组的血清chemerin值经自然对数转换

以符合正态分布. CD组血清chemerin水平显著

地高于健康对照组(P <0.01). 在健康对照组, 女
性比男性有较高的血清chemerin水平(P <0.05); 
而在CD组, 性别之间血清chemerin水平的差异

无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.2 血清chemerin和临床资料间的相关性 先将

血清chemerin经自然对数转换以符合正态分布. 
在所有观察对象中作简单直线相关分析, 血浆

chemerin与CDAI间存在显著的正相关关系(r  = 
0.438, P <0.05), 而与性别和年龄间均不存在显著

的相关关系(P >0.05). 
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■研发前沿
chemerin是一种
新发现的脂肪因
子, 作为chemerin 
R的天然配体, 具
有多种生物学效
应. 克罗恩病是一
种慢性非特异性
肠道炎症状态, 由
脂肪细胞分泌的
chemerin是否可
以导致肠黏膜局
部和全身的炎症
反 应 增 强 ,  加 重
肠黏膜的功能障
碍并对其他组织
造成影响等问题
尚 未 明 确 .  深 入
研究chemerin和
chemerin R系统的
生物学功能, 为寻
找预防和治疗克
罗恩病提供新的
分子生物学靶点.
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3  讨论

2003年, Wit tamer等[7]在卵巢癌患者腹腔积液

中分离、鉴定出G蛋白偶联受体ChemR23的配

体, 发现该配体是一种趋化蛋白, 遂将其命名

为chemerin, 并同时将ChemR23称作chemerin受
体(chemerin receptor, chemerin R). 在炎症早期, 
chemerin能够趋化携有chemerin R的未成熟树突

状细胞和巨噬细胞, 起着联络天然性免疫与适

应性免疫的作用[8,9]. Prochemerin(相对分子质量

约为18 000 Da)是chemerin(相对分子质量约为

16 000 Da)的直接前体, 其生物活性较chemerin
显著降低 .  凝血、纤溶、炎症反应中的丝氨

酸蛋白酶(因子XⅡa、纤溶蛋白酶、弹性蛋白

酶、组织蛋白酶G等)能去除prochemerin羧基端

的数个氨基酸残基而使其激活, 成为具有生物

活性的chemerin. 研究[16]表明chemerin在炎症部

位的血管内皮细胞高表达, 从而通过chemerin与
ChemR23的特异性结合使ChemR23阳性的不成

熟的浆细胞样树突状细胞(plasmacytoid dendritic 
cells, pDC)跨过单层的血管内皮到达炎症部位, 
然后不成熟的p D C和巨噬细胞与微生物产物

TLR或炎症因子相互作用, 从而使pDC成熟[17]. 
在成熟过程中, pDC失去了吞噬能力, 却获得了

抗原递呈能力, 将抗原递呈给T淋巴细胞[18]. T淋
巴细胞到达炎症部位杀死病原体. 在以上这一

过程中chemerin的活化是限速步骤[19]. 最近有

研究[19,20]表明在炎症中一些天然杀伤细胞也表

达ChemR23, 且与树突状细胞同时存在. 提示在

炎症过程中, chemerin同时趋化了自然杀伤细

胞到达炎症部位, 自然杀伤细胞细胞通过单独

分泌细胞因子或与树突状细胞相互作用来参与

免疫反应. 最近研究[21]发现除趋化作用外, 脂肪

细胞可以通过自分泌作用合成并分泌chemerin
到胞外 ,  作用于脂肪细胞及其周围细胞上的

ChemR23受体, 在调节脂肪细胞分化和脂肪代

谢中发挥重要作用. 
chemerin是一种新发现的脂肪因子, 作为

chemerin R的天然配体, 具有多种生物学效应. 
然而, chemerin的确切生理作用目前并不十分清

楚. CD患者腹腔内脂肪积聚, 肠系膜脂肪组织肥

大和黏膜下脂肪沉积是该病的特征[3,4], chemerin
可由脂肪组织释放[5,6], 参与机体的免疫应答过

程, 而促炎症性因子和多种免疫细胞在CD致病

机制中起着重要作用[10-13]. 为探讨chemerin在CD
发生发展中的可能作用, 本研究通过酶联免疫

吸附试验检测了CD患者及健康者血清chemerin
水平, 并与健康对照者进行了比较, 同时分析

了血清chemerin与其他临床指标的关系. 结果

表明CD患者血清chemerin水平显著高于健康

者, 提示血清chemerin水平变化与患者免疫功

能紊乱的发生和发展有一定的关系, 患者肠黏

膜组织局部的慢性炎症反应加速了中性粒细胞

产生各种蛋白酶进而活化prochemerin的过程, 
从而使局部chemerin浓度增加, 继而导致入血

的chemerin增加; CD患者血清chemerin水平与

CDAI间存在显著的正相关关系, 似可佐证这种

推测. 外周血中chemerin浓度与年龄和性别之

间未发现统计学意义, 可能与试验的样本量不

足有关. 本试验也显示了chemerin可能具有作

为CD的诊断指标的潜力. 本研究选择CD患者

作为研究对象, 并且严格限制存在感染、应激

状态的患者入组, 目的是尽可能排除引起体内

chemerin水平变化的其他因素, 特别是排除感染

性炎症对体内活性chemerin水平的干扰, 这样使

得chemerin测定值能更好的反映体内的真实情

况和疾病的本质特征. 
总之, 外周血chemerin水平的明显升高, 提

示其与CD有明确相关性, 可能这种因子在CD的

发生、发展、及转归的病理生理机制中发挥重

要作用, 对于chemerin的深入研究, 有望为阐明

和治疗该疾病提供全新的途径.
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Abstract
AIM: T o a s s e s s t h e d i a g n o s t i c v a l u e o f 
intraoperative endoscopic examination in patients 
with intestinal lymphangiectasia (IL).

METHODS: Six patients with IL and protein-
losing enteropathy underwent intraoperative 
endoscopic examination during the study. In-
traoperative endoscopic examination was per-
formed via an intestinal incision to locate the site 
of lymph fluid leakage. 

RESULTS: Endoscopic findings included white 
fluid in the intestinal lumen, multiple scattered 
white spots, and white and swollen villi in all 

the 6 patients, polyps in 3 patients, and mucosal 
erosion in 2 patients. After subserosal injection of 
methylene blue, the sites of lymph fluid leakage 
were successfully located in 5 patients (83.3%). 

CONCLUSION: Endoscopic examination is a very 
important diagnostic test for patients with IL, espe-
cially for locating the site of lymph fluid leakage. 

Key Words: Intestinal lymphangiectasia; Protein-
losing enteropathy; Intraoperative endoscopy

Jiang GJ, Lin XC, Lin W, Shen WB, Geng WD, Chang 
H, Qi R. Diagnostic value of intraoperative endoscopic 
examination in patients with intestinal lymphangiectasia: 
an analysis of 6 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(23): 2487-2490

摘要
目的: 探讨术中内镜检查对小肠淋巴管扩张
症(intestinal lymphangiectasia, IL)的诊断价值.

方法: 6例IL并蛋白丢失性肠病患者, 男3例, 
女3例, 年龄15-55(平均33.5)岁, 术中经小肠切
口行内镜检查以确定肠道淋巴液漏出的部位. 

结果: 内镜下均可见肠腔内大量乳白色液体, 
黏膜见散在的、多发的白色斑点及弥漫性绒
毛肿胀、发白. 伴息肉样改变3例, 伴黏膜糜烂
2例. 于浆膜下注射亚甲蓝后, 5例发现淋巴液
漏出病灶.

结论: 内镜对IL的诊断, 尤其对确定淋巴漏出
的部位有重要价值.

关键词: 小肠淋巴管扩张症; 蛋白丢失性肠病; 术中

内镜
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0  引言

小肠淋巴管扩张症(intestinal lymphangiectasia, 
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■背景资料
小肠淋巴管扩张
症(IL)是由于各种
原因引起的淋巴
回流受阻, 致小肠
淋巴管扩张、破
裂, 淋巴液漏入肠
腔或腹腔, 形成乳
糜性腹泻、脂肪
泻及乳糜样腹水, 
从而引起低蛋白
血症. IL为一罕见
病, 内镜为其重要
的检查与诊断方
法. 近年来, 随着
胶囊内镜检查技
术的发展, IL检出
率有所提高, 但研
究报告仍以零星
个案报道为主.

■同行评议者
张志坚, 教授, 福州
总医院消化内科



IL)是引起蛋白丢失性肠病的重要原因. 由于发

病率低, 国内外文献多为个案报道, 有关的内镜

学研究至今仍然稀少. 本病分为原发性和继发

性, 两者病因有别, 但在肠道的改变相同. 本文

探讨术中内镜检查对IL的诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 对北京世纪坛医院2007-07/2009-10因IL
并蛋白丢失性肠病拟行手术治疗的6例患者术中

经小肠切口进行内镜检查以确定病变范围及手

术方案. 其中男3例, 女3例. 年龄15-55(平均33.5)
岁. 术前均综合临床、内镜、病理、淋巴管造

影、核素显影等资料而确诊. 
1.2 方法 术前禁食、禁水6 h. 术中经小肠切口进

镜, 向两侧检查小肠及十二指肠, 观察黏膜形态

变化. 其间为防内镜造成污染, 将内镜镜身置于

一个由聚乙烯薄膜制成的医用无菌保护套中, 由
外科医生持内镜镜身进镜, 由消化科医生持内

镜操作部操作, 共同完成内镜检查. 对可疑部位

于浆膜下多点注射0.5 g/L的亚甲蓝, 每点0.2-0.5 
mL, 观察肠黏膜面蓝色淋巴液漏出情况, 以确定

淋巴漏出部位.

2  结果

2.1 术中内镜 6例患者均可见肠腔内较多乳白色

液体存留(图1A); 黏膜见散在的、多发的白色斑

点(图1B), 绒毛呈弥漫性肿胀、发白(图1A, C); 
伴息肉样改变3例、伴有黏膜糜烂2例; 于浆膜

下注射亚甲蓝后, 5例肠液被染为蓝色并成功发

现淋巴液漏出病灶(图1A). 黏膜散在的、多发的

白色斑点, 直径0.2-0.4 cm, 略高出黏膜面, 呈粟

粒状或囊泡状; 弥漫性肿胀、发白的绒毛呈密

集的颗粒状或珊瑚样改变. 
2.2 肠道受累部位 6例均累及空肠, 同时累及

十二指肠(降部及其以下)4例, 累及回肠2例. 
2.3 术前胃镜检查 共5例术前行胃镜检查. 其中4
例于十二指肠降部发现本病改变, 3例获活检病

理证实; 1例胃镜下未发现本病改变, 未取活检. 
2.4 病理检查 4例患者明确淋巴液漏出灶后, 行
小肠或十二指肠部分切除并行病理检查; 1例术

中发现淋巴液漏出局限, 仅作局部缝扎, 未再做

病理学检查; 1例术前、术中内镜检查及术前活

检病理检查均符合本病, 但术中浆膜下注射亚

甲蓝后未能发现淋巴液漏出病灶, 故未切除肠

管, 仅取切口附近肠壁组织活检. 4例手术切除

的肠管标本行组织学检查, 结果均符合本病; 1
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例于小肠切口附近取肠壁组织活检, 组织学检

查未见本病改变. 组织学表现为固有层或黏膜

下淋巴管高度扩张, 伴黏膜下淋巴细胞、浆细

胞、嗜酸细胞浸润(图2), 与内镜下表现多发的

白色斑点及绒毛发白相对应. 1例可见浆膜下泡

沫细胞, 1例合并增生性息肉.

3  讨论

IL是由于各种原因引起的淋巴回流受阻, 致小肠

淋巴管扩张、破裂、淋巴液漏出. 因淋巴液漏

入肠腔, 丢失蛋白, 引起不同程度的蛋白丢失性

肠病. IL的发病率及各受累肠段所占比例目前尚

没有统计学资料报道. 本病发病不多, 但危害不

小, 值得深入研究. IL的检查方法主要有淋巴管

造影、核素显影、粪便α1抗胰蛋白酶测定、粪

便同位素标记蛋白测定及内镜检查. 前5种方法

因准确度、技术难度、放射性污染及费用高等

因素而受限. 内镜检查相对廉价、易于开展, 但
也有不足, 对其诊断价值还须更深入、更客观

的认识. 
本组资料中, 受累肠道主要是空肠, 其次是

十二指肠(降部或以下), 再次是回肠. 病变的这

一分布特点正是内镜检查的困难所在. IL的内

镜检查主要有胃镜、小肠镜、胶囊内镜和结肠

镜等. 胃镜达不到空肠与回肠; 小肠镜无论经口

还是经肛途径都难以在1次检查中完成对整个

十二指肠及全部小肠的检查; 胶囊胃镜虽能检

查自口至肛门的整个消化道, 但不能取活检; 结
肠镜只能达到末段回肠. 我们的内镜检查在手

术中进行, 在外科医生协助下可以对任何肠管

进行彻底的检查, 结合浆膜下注射亚甲蓝, 6例
中有5例成功发现了淋巴漏出的部位, 为外科手

术提供指导. 因此本方法对IL的诊断, 尤其对肠

道的淋巴漏出部位的确定有重要意义. 
IL可有以下内镜下改变: 一是散在的、多

发的白色或黄白色斑点, 可突起呈结节状、粟

粒状及囊泡状 ,  表面似有白膜但用水不能冲

掉[1-3]; 二是弥漫性绒毛肿胀、发白, 可呈颗粒

状、沙粒样、珊瑚样[1,4,5]; 三是伴发的息肉与黏

膜糜烂[1,3]; 四是局灶性的白色或黄白色斑片、

结节、团块或线条[4-6]. 本组资料除第四类没有

出现, 其他类型均有发生. 本组与文献不同之处

有以下两点: 一是浆膜下注射亚甲蓝可发现淋

巴漏出严重的部位; 二是肠内均见乳白色液体. 
IL患者弥漫性肠绒毛肿胀、发白的组织学特征

是黏膜下层与固有层淋巴管扩张及淋巴液滞留. 

www.wjgnet.com

■相关报道
Kim等将IL在十二
指肠的改变归纳
为3点: 一是多发
的、散在的针尖
状白点; 二是弥漫
性的绒毛增粗, 顶
端发白; 三是局限
性白色斑片与结
节. 他们对常规胃
镜检查进行回顾
性及前瞻性研究, 
结果表明有上述
胃镜下改变, 黏膜
活检证实有淋巴
管扩张者并不十
分罕见, 但多没有
吸收不良的临床
表现.

■研发前沿
目前胶囊内镜检
查是研究的热点, 
但其费用高及不
能取活检成为亟
待解决的难点与
重点.
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散在的、多发的白色或黄白色斑点用放大内镜

观察, 就是肿胀、增粗、发白的绒毛[7]. 两者组

织学改变并无实质区别. 有人认为白色斑点与

扩张的淋巴管较为集中有关[8]. 
在文献报道的内镜资料中“散在的、多发

的白色斑点”出现频率最高, 但他不是IL特有, 
淋巴瘤、非特异性十二指肠炎、贾弟鞭虫病等

也可出现[9]. 这种改变在某些IL患者可能也是可

逆的. 有报道原发性IL患者在进脂肪餐后才出现

这种改变[10,11]. 白色斑点在常规胃镜和小肠镜检

查中可有1.9%-10.0%的检出率, 活检病理也可

见黏膜下层及固有层淋巴管扩张, 但患者没有IL
的临床表现, 因而缺乏实际意义[8,12]. 

肠腔内出现乳白色液体, 原因有以下两点: 
一是食物的影响, 二是淋巴漏出[13]. 浆膜下注射

亚甲蓝后见亚甲蓝漏入肠腔, 是淋巴漏出的证

据, 但并不见于所有IL患者. 本组有1例临床有

明显蛋白丢失性肠病改变, 术前及术中内镜检

查、术前活检病理均符合IL, 术中肠腔内可见乳

白色液体, 但浆膜下注射亚甲蓝后并没有发现

亚甲蓝漏入肠腔. 对这类患者浆膜下注射亚甲

蓝并不能有效发现淋巴漏出的确切位置. 推测

其肠道淋巴漏出可能是弥漫的、多部位的、小

量的、缓慢的和非显性的, 虽然每个病灶漏出

不明显, 但由于病灶多, 其总量仍然可观. 
息肉样改变的意义有待进一步探讨, 本组中

3例有息肉样改变, 仅1例做病理检查, 结果为增

生性息肉. 黏膜糜烂可能与黏膜下淋巴管严重

扩张、破溃有关[3]. 息肉样改变与糜烂均缺乏特

异性, 因而不能作为IL的诊断依据.  
病理检查对IL的诊断固然重要, 但内镜活检

可能因取材部位、标本处理过程中淋巴液丢失

等因素影响诊断[8,12]. 本组有1例术前胃镜活检未

发现本病, 可能与此有关. 本组另有1例术前临

床资料、胃镜及活检都符合IL, 但手术中于切口

附近所取肠组织活检却未查出淋巴管扩张. 其
原因可能有以下两点: 一是活检部位并不是病

变最重之处; 二是标本处理过程中也可能因淋

巴液丢失而影响诊断. 这表明手术中活检也可

能漏诊. 
总之, 内镜下改变对IL的诊断有重要价值, 

但必须结合病理与临床表现才有意义. 术中内

镜对确定淋巴漏出的确切部位并进一步确定手

术范围有重要价值. 
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Abstract
AIM: To assess the long-term bowel function 
in patients with Hirschsprung’s disease after 
different radical operations by analyzing 
postoperative subjective and objective indicators.

METHODS: A total of 220 chi ldren with 
Hirschsprung’s disease who underwent modified 
Soave operation, improved Swenson operation or 
modified Duhamel operation at the First Hospital 
of Lanzhou University from June 1992 to April 
2008 were included in this study. The bowel func-
tion in these patients at 3, 6 and 24 mo after op-
eration was evaluated. 

RESULTS: The overall incidence of long-term 
bowel dysfunction was lower and its appearance 
was earlier in children undergoing improved 
Soave operation than in those undergoing im-
proved Swenson operation or modified Du-
hamel operation (23.8% vs 46.7%, 40.8%, all P < 
0.05) though no significant difference was noted 
in the overall incidence of long-term bowel 
dysfunction between the latter two groups. 
When the resection length was less than 35 
cm, the overall incidence of long-term bowel 
dysfunction was significantly lower in children 
undergoing modified Soave operation than in 
the other two groups of patients (both P < 0.05). 
However, when the resection length was more 
than 35 cm, no significant differences were 
noted in the overall incidence of long-term 
bowel dysfunction among the three groups of 
patients. Surgical procedure showed no cor-
relation with anorectal manometric pressure 
and anal canal length measured during barium 
enema examination at 2 years after surgery. 
However, the anorectal angle at 2 years after 
surgery was narrower in patients undergoing 
modified Soave operation than in the other two 
groups of patients (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Improved Soave operation is su-
perior to improved Swenson operation and modi-
fied Duhamel operation in improving long-term 
bowel function in patients with Hirschsprung’
s disease. The longer the length of bowel resect-
ed, the higher the incidence of bowel dysfunc-
tion. 

Key Words: Hirschsprung’s disease; Surgery; Long-
term bowel function
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■背景资料
随着医学生物模
式的转变, 排便功
能障碍影响着HD
患儿术后远期生
活质量的提高, 人
们对不同术式术
后远期排便功能
的评价, 已日益引
起临床的重视. 虽
然目前国内外先
天性巨结肠根治
术式众多, 但均不
同程度的遇到便
秘、污粪及术后
肠炎等远期问题.

■同行评议者
施诚仁, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
小儿外科
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摘要
目的: 评估经肛门改良Soave术、改良Swenson
术及改良Duhamel术治疗先天性巨结肠术后
远期排便功能的有效性及预后.

方法: 对1992-06/2008-04兰州大学第一医院
经肛门改良Soave术、改良Swenson术及改良
Duhamel术治疗的220例先天性巨结肠患儿术
后3 mo、6 mo、2年的排便功能进行随访. 对
不同随访时间排便功能障碍的发生率、手术
切除长度及肛门直肠测压、钡灌肠进行比较. 

结果: 经肛门改良Soave术远期排便功能障碍
的总发生率均低于后两者(23.8% vs  46.7%, 
40.8%, 均P <0.05), 且发生时间均早于后两者
(均P <0.05), 而后两者之间排便功能障碍的发
生率无统计学意义; 切除长度≤35 cm时经肛
门改良Soave术治疗的患儿术后排便功能障碍
的发生率低于后两者, 差异有统计学意义(均
P <0.05), 而后两者之间无统计学意义, 切除长
度>35 cm时三者之间无统计学意义; 手术方
式与直肠测压结果、钡灌肠肛管长度在术后2
年无相关性, 但改良Soave术后2年直肠肛管角
小于后两者(均P <0.05).

结论: 经肛门改良Soave术后远期排便功能的
有效性高于其他两组; 手术切除肠段长度越
长, 排便功能异常的发生率越高; 耻骨直肠肌
或肛门括约肌在远期排便功能控制能力方面
发挥更大作用.  

关键词: 先天性巨结肠病; 外科手术; 远期排便功能
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0  引言

先天性巨结肠病(Hirschsprung's disease, HD)
是以病变肠管神经节细胞缺失为特征的小儿

常见胃肠道畸形之一. 1948年Swenson和Bill开
创了用手术治疗先天性巨结肠, 之后又出现许

多术式, 其中被广泛采用的有4种: Swenson、
Duhamel、Soave、Rehbein, 随着医学生物模式
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的转变, 人们对不同术式术后远期排便功能的

评价, 已日益引起临床的重视, 排便功能障碍影

响着HD患儿术后远期生活质量的提高. 我们随

访了1992-06/2008-04兰州大学第一医院经肛门

改良Soave术(84例)、改良Swenson术(60例)、改

良Duhamel术(76例)的220例患儿, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 入院时所有患儿均有反复便秘、腹胀等

低位肠梗阻症状, 体征与X线检查均表现为低位

肠梗阻征, 经钡剂灌肠确诊为HD. 术中所见和病

理结果亦均证实HD的诊断, 均为常见型、短段

型和长段型. 220例HD患儿中, 经肛门改良Soave
术组84例, 男72例, 女12例, 手术平均年龄1.5(40 
d-5)岁, 其中常见型64例, 短段型13例, 长段型7例; 
改良Duhamel术组76例, 男65例, 女11例; 手术平

均年龄1.9(60 d-15)岁, 其中常见型57例、短段型

10例、长段型9例; 改良Swenson术组60例, 男51
例, 女9例, 手术平均年龄1.7(14 d-14)岁, 其中常见

型48例、短段型7例、长段型5例, 3组患儿的年

龄、临床分型比较, 差异无统计学意义. 
1.2 方法 
1.2.1 改良Soave术: 于齿状线上约0.5-1 cm切开

直肠黏膜1周, 在黏膜和肌层间向上分离出直肠

肌鞘, 切开肌鞘, 分离结扎直肠、结肠系膜血管, 
直到超过扩张段, 在正常肠管段切断, 纵行劈开

直肠肌鞘后正中, 将近端肠管通过直肠肌鞘拉

下, 在齿状线水平与切口下端用可吸收线缝合1
周; 改良Duhamel术: 开腹后探查结肠病变范围, 
切除狭窄段和巨大病变的结肠. 沿直肠后壁钝

性分离一隧道, 达肛门内括约肌. 近端结肠放入

特制套筒内, 将套筒插入直肠后隧道. 转至会阴

部手术. 于肛门两侧缝线牵引, 在齿状线上约1.5 
cm处切开直肠后壁, 将套筒顶出切口外, 拖出的

近端结肠后壁与肛门后壁切口远端边缘分两层

缝合. 沿直肠腔内放入卵圆钳, 将直肠盲端夹住

并套叠翻出. 将环钳后片放入拖出的肠腔内, 将
翻出之直肠套入环钳并沿直肠前壁将环钳前片

放入, 使钳环超过套叠根部上缘, 以便前后片合

拢时只夹住直肠前壁返折和拖出的结肠前壁. 
旋紧螺丝, 将多余肠壁切除. 转回腹部手术, 缝合

盆底及两侧腹膜, 关闭腹腔; 改良Swenson术: 病
变结肠在腹腔充分游离后, 经肛门翻转拖出后切

除, 减少腹腔污染机会; 保留部分直肠前壁,使吻

合口呈前高后低的椭圆形, 增大吻合口直径, 减
少对直肠前壁的游离, 以保留直肠的部分感觉功

能和减少术后尿潴留和吻合口狭窄等并发症. 
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■研发前沿
目前多以单一术
式远期报道为主, 
不同手术方式远
期排便功能的比
较报道甚少, 本课
题对不同手术方
式治疗先天性巨
结肠术后远期排
便功能进行随访, 
并进行综合评价. 
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1.2.2 术后随访: 在术后3 mo、6 mo、2年对所

有患儿进行行电话随访、信件随访和部分门诊

随访. 记录术后不同时间排便次数, 粪便性状, 
有无便意、便秘、失禁及污粪, 是否肠炎、排

便控制, 是否使用缓泻剂. 复诊常规进行肛诊

及钡灌肠检查, 同时进行肛门直肠测压, 记录

直肠肛管抑制反射(rectoanal inhibitory reflex, 
RAIR)、肛管高压区长度、直肠静息压、肛管

静息压等. 比较3种手术方式与发育状况、在

不同时间的排便情况及不同切除长度之间的关

系; 同时对直肠肛管测压、钡灌肠检查结果进

行比较. 
根据结果将患儿分成排便正常组、失禁

组、污粪组、便秘组和肠炎组. (1)失禁标准: 每
周不能自我控制的排便次数>3次; (2)污粪标准: 
无意识地排出少量粪便并污脏内裤; (3)便秘标

准: 每周排便次数<3次或排便用力时间>25%的

排便时间[1]. 选肛管高压区长度和直肠肛管静息

压差作为反映肛门内括约肌功能指标; 选直肠肛

管角和肛管长度作为反映耻骨直肠肌功能指标.
本肛肠测压采用瑞典Medtronic公司生产胃

肠道动力仪, 应用标准气压袖带灌注(presscuff)
系统, 直肠刺激气囊采用标准气囊, 标准4通道

递进式导管, MMS计算机处理分析系统. 测量肛

管静息压、肛门高压区长度和RAIR.
统计学处理 所有数据的统计学处理均由

SPSS软件进行数据分析, 计量资料用mean±SD
表示, 采用方差分析; 计数资料采用χ2检验.

2  结果

2.1 不同手术方式与随访时间的排便功能障碍

的发生率 经肛门改良Soave术式远期排便功能

障碍的总发生率均低于后两者(均P <0.05), 且发

生时间均早于后者(均P <0.05), 而后两者之间排

便功能障碍发生率的差异无统计学意义(表1).
2.2 手术方式与切除长度 切除长度≤35 cm时

经肛门改良Soave术治疗的患儿术后排便功能

障碍的发生率低于后两者, 差异有统计学意义

(P <0.05), 而后两者之间无统计学意义(P >0.05), 
>35 cm时三者之间均无统计学意义(表2).
2.3 手术方式与直肠肛管测压、钡灌肠 手术方

式与直肠测压结果、钡灌肠肛管长度在术后2
年无相关性, 改良Soave术后2年直肠肛管角小于

其他两组(P <0.05, 表3).

3  讨论

HD自Ruys(1691年)及Hirschsprung(1886年)发现

描述之后, 随后的100多年里, 人们对HD进行了

深入的研究. 历经了各种手术方法的探索, 包括: 
Swenson、Duhamel、Rehbein、Soave等, 但各家

的报道结果相差甚远. 因此对HD手术后远期功

能的评价日显重要. 目前多采用临床主观评定与

客观检查即主客观相结合的方法评价其远期功

能. 我们采用主客观相结合的方法对兰州大学第

一医院开展的改良Swenson手术、改良Duhamel
手术和改良Soave手术远期排便效果进行了观察, 
评价不同根治术后HD远期的排便功能. 

表 1 不同手术方式与随访时间排便功能障碍的发生率 n (%)

     
分组                          n                总发生             术后3 mo                术后6 mo             术后2年

改良Soave术组 84 20(23.8)a 15(17.9)a   6(7.14)a   4(4.76)a

改良Swenson术组 60 28(46.7) 25(41.7) 13(21.7) 11(18.3)

改良Duhamel术组 76 31(40.8) 28(36.8) 14(18.4) 10(13.2)

aP<0.05 vs  改良Swenson术组和改良Duhanmel术组.

表 2 不同手术方式与手术切除长度排便功能障碍的发生率

     
分组

       ≤35 cm          >35 cm                  合计

       n           发生数      发生率(%)         n          发生数         发生率(%) 

改良Soave术组 75 14 18.7a   9   6 66.7 84

改良Swenson术组 43 17 39.5 17 11 64.7 60

改良Duhamel术组 61 21 34.4 15 10 66.7 76

aP<0.05 vs  改良Swenson术组和改良Duhanmel术组.

■创新盘点
国内对先天性巨
结肠手术治疗积
累了大量经验并
各有特点, 但对不
同术式术后远期
的排便功能未进
行系统的随访及
探索. 本研究对不
同手术方式治疗
先天性巨结肠术
后远期排便功能
随访, 综合分析将
直肠肛管测压技
术和钡灌肠用于
排便功能测定, 进
行综合评价, 能更
为客观地反映直
肠肛管及排便控
制肌群的解剖形
态与功能. 
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HD根治术后肛门功能从外科解剖重建到术

后功能重建需要相当长的时间. 术后长期规律

随访和功能重建是现代医学模式的重要内容之

一. 随访中我们发现, 不同术式排便功能障碍随

术后随访时间延长而减少, 且这种变化在术后6 
mo以后恢复速度转为平缓, 且术后2年内经肛门

改良Soave术不同时期排便功能障碍的发生率均

较改良Duhamel和改良Swenson术低. 这可能是

经肛门改良Soave术吸收以往术式的优点, 摒弃

其缺点, 并在此基础上加以改进的结果. 随访发

现, 经肛门手术拖出困难, 部分长段型巨结肠因

肠管切除不够, 而强行拖出吻合造成术后并发

症的发生率仍较高. 因此要根据患儿的不同条

件选择适宜的手术方式, 对于没有腹腔镜条件

的长段型、全结肠型巨结肠就不能单纯行经肛

手术, 可行改良Duhamel、改良Swenson术或充

分游离结肠后再经肛手术可能更为适宜. 
同时研究发现, 不同术式在切除长度≤35 

cm时, 改良Soave术可能避免了开腹的并发症. 
盆腔的整个手术在直肠肌层部或肌层下进行, 
对肛门内外括约肌损伤较小等因素, 使排便功

能障碍的发生率明显低于改良Duhamel术和改

良Swenson术, 但随肠管长度增加, 三者排便功

能无明显差别, 这与肠管切除后结肠缩短有关. 
因为术后重建的直肠乙状结肠的代偿时间越长, 
术后排便功能恢复越慢; 另一方面由于拖出结

肠与肛管残端吻合后导致结肠迂曲减少, 结肠

拉直甚至保持一定的张力, 无法储存粪便; 同时

由于结肠牵拉致直肠肛管角开大并固定, 不能

随着不同的排便状态发生改变, 易发生排便功

能障碍. 因此, 切除肠管越多, 排便功能障碍发

生率越高. 
切除内括约肌部分是改进HD手术的重要措

施[2-4]. 内括约肌的处理不当与排便功能障碍有密

切的关系, 如果切除过多, 可能产生污粪甚至失

禁; 切除过少, 又可导致便秘复发. 我们通过测量

RAIR、肛管高压区、肛门静息压、钡灌肠肛管

长度、直肠肛管角来反映内括约肌的功能状态. 
随访结果表明手术方式与直肠测压结果在术后

2年无相关性, 我们发现部分排便功能障碍的患

儿与客观检测结果并不完全一致, 说明肛门内括

约肌功能不是产生排便功能障碍唯一因素, 也有

报道[5]认为结肠传输功能缓慢也可能是发生便

秘的原因之一. 改良Soave术肛管后壁齿状线上

0.5 cm环形切开, 切开黏膜及部分环肌层, 以达到

部分内括约肌切除, 既避免了传统Soave和改良

Swensen术式保留括约肌过多, 引起便秘复发; 又
避免了改良Duhamel等术式破坏过多的括约肌, 
导致术后失禁. 

直肠肛管角为直肠下端与肛管两者轴线向

前形成的夹角, 以直肠肛管角作为反映对排便

控制具有重要意义. 肛管长度也在某种程度上

反映耻骨直肠肌环对直肠的钳闭作用, 夹角越

小, 耻骨直肠肌环功能越好. 直肠肛管角是维护

肛门正常节制功能的重要生理形态, 排便时此

角变大, 使肛管直肠拉直, 以利于粪便排出. 改
良Soave术后2年此角明显小于其他两组, 是由于

手术在直肠肌层与黏膜下进行, 紧贴直肠后壁

操作, 对耻骨直肠肌损伤小, 对耻骨直肠肌环功

能的影响小所致. 改良Duhamel、改良Swenson
术在探通直肠后隧道时可能造成致骶前神经丛

的损伤, 特别是耻骨直肠肌部分损伤所致. 
不同根治术后治疗效果不尽相同, 可能与

多种因素有关, 除手术方式、随访时间、病变

肠段范围外, 便秘、污粪的标准及术者对术式

的理解, 操作熟练程度等因素也影响着术后排

便功能的评价.

4      参考文献
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表 3 手术方式与直肠肛管测压、钡灌肠之间的关系 (mean±SD)

      
分组                  n

         引出RAIR      肛门高压区        肛管静息压      钡灌肠肛管        直肠肛管角

       (n )      长度(cm)              (mmHg)       长度(cm)    (度)

改良Soave术组 84 20 2.1±0.2 65.4±18.0 2.3±0.1   92.6±10.5a

改良Swenson术组 60 15 2.0±0.2 52.3±13.4 2.0±0.2 110.2±11.8

改良Duhamel术组 76 17 1.8±0.4 48.9±14.8 1.9±0.2 106.3±12.2

aP<0.05 vs  改良Swenson术组和改良Duhanmel术组.

■应用要点
本课题对目前常
用的3种手术方式
治疗先天性巨结
肠 术 后 随 访 ,  进
行排便功能的综
合 评 价 ,  探 索 影
响疾病术后恢复
的 因 素 ,  加 深 对
术 式 的 理 解 ,  合
理选择手术方式, 
预防术后并发症
的 发 生 ,  提 高 远
期 排 便 功 能 ,  指
导临床实践工作, 
都具有重要作用. 
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G415 国际内分泌代谢杂志      663 20 -0.43  0.379  28            -0.27 

G501 临床肝胆病杂志      582 27 -0.50  0.441  22            -0.15 
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G491 岭南心血管病杂志      161 39 -0.86  0.158  40            -0.70 

G662 内科急危重症杂志      308 34 -0.73  0.279  36            -0.46

G523 内科理论与实践        34 40 -0.97  0.171  39            -0.67 

G746 实用肝脏病杂志      312 33 -0.73  0.562  14              0.08 

G190 世界华人消化杂志    2480   6    1.15  0.547  17 0.05 

G800 胃肠病学       619 23 -0.46  0.621  10              0.19 

G326 胃肠病学和肝病学杂志      580 28 -0.50  0.415  23            -0.20 

G083 心肺血管病杂志      246 37 -0.79  0.361  31            -0.31 
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G231 中华肝脏病杂志    3283   4   1.84  1.119    2 1.15 

G235 中华高血压杂志    1168 14   0.01  0.730    8 0.40 

G639 中华老年多器官疾病杂志     166 38 -0.86  0.207  38            -0.60 

G876 中华老年心脑血管病杂志     588 24 -0.49  0.442  21            -0.15 

G155 中华内分泌代谢杂志    1612 10   0.40  0.897    5 0.73 

G156 中华内科杂志    3484   3   2.02  0.788    7 0.52 

G161 中华肾脏病杂志    1643   9   0.42  1.068    3 1.05 

G285 中华消化内镜杂志    1314 13   0.14  0.578  12 0.11 

G168 中华消化杂志    2571   5   1.23  1.025    4 0.97 

G892 中华心率失常学杂志      494 30 -0.57  0.657    9 0.26 

G170 中华心血管病杂志    4186   2   2.63  1.375    1 1.64 

G172 中华血液学杂志    1501 12   0.30  0.489  19            -0.06 

 平均值     1154   0.520   

以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of sequential 
therapy in pat ients who fai led f irst - l ine 
Helicobacter pylori (H.pylori) eradication therapy.

METHODS: Patients who were diagnosed 
with H.pylori infection by rapid urease test and 
pathological examination and failed first-line 
eradication therapy were enrolled. Failure of 
the initial treatment is defined if the patient is 
positive for the 14C-urea breath test within 4 wk 
after the treatment. These patients were ran-
domly divided into two groups: trial group (n = 
30) and control group (n = 32). The trial group 
received sequential regimen, omeprazole 20 mg 
plus amoxicillin 1 g, twice daily for the first 5 d, 
followed by omeprazole 20 mg, clarithromycin 
500 mg and tinidazole 500 mg, twice daily for 
the last 5 d; while the control group (n = 32) re-
ceived quadruple regimen, omeprazole 20 mg 
plus bismuth citrate 220 mg and amoxicillin 1 

g, twice daily, and levofloxacin 0.4 g once daily, 
for 7 d. Within 4 wk after the therapy, the 14C-
urea breath test was performed to detect H.pylori 
infection status. 

RESULTS: The eradication rates achieved in 
the trial group and control group were 82.14% 
versus 80.00% in the per-protocol analysis, and 
76.67% versus 75.00% in the intent-to-treat anal-
ysis, respectively, with significant differences 
between the two groups (both P > 0.05). 

CONCLUSION: Sequential therapy is an effec-
tive rescue regimen in patients who failed first-
line H.pylori eradication treatment. 

Key Words: Sequential therapy; Helicobacter pylori ; 
Rescue therapy

Yang JL, Zhao QX. Efficacy of sequential therapy in 
patients who failed Helicobacter pylori eradication 
treatment. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 
2496-2499

摘要
目的 :  探 讨 序 贯 疗 法 作 为 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H.pylori )补救治疗方案是
否有更高的H.pylori根除率.

方法: 经胃镜检查确诊为H.pylor i 阳性的慢
性胃炎和消化性溃疡患者, 用标准一线治疗
方案进行H.pylori根除治疗, 停药4 wk后14C尿
素呼气试验仍为阳性或复查胃镜组织学检查
H.pylori 为阳性的患者判定为根除失败. 对于
初次根除失败患者随机分为两组: 治疗组(30
例)方案为前5 d给予奥美拉唑+阿莫西林, 后
5 d给予奥美拉唑+替硝唑+克拉霉素; 对照组
(32例)给予奥美拉唑+枸橼酸铋钾+阿莫西林+
左氧氟沙星, 连续7 d, 比较治疗后两组患者的
H.pylori根除率.  

结果: 治疗组和对照组H.pylori  PP根除率分别
为82.14%和80.00%, ITT根除率分别为76.67%
和75.00%, 不具有统计学意义.

结论: 序贯疗法可作为H.pylori 一线治疗根除

®

■背景资料
彻底根除H.pylori
感染可促进消化
系溃疡愈合, 预防
溃 疡 复 发 ,  逆 转
M A LT淋巴瘤病
程, 对症状顽固的
H.pylori 相关性胃
炎也有效. 随着根
除H.pylori 治疗在
临床上的广泛应
用, 发现治疗失败
的病例也越来越
多, H.pylori 的耐
药率逐年上升.

■同行评议者
程斌, 教授, 华中
科技大学同济医
学院附属同济医
院消化内科
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失败患者的安全、有效的补救治疗方案. 

关键词: 序贯疗法; 幽门螺杆菌; 补救治疗
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0  引言

目前已确认幽门螺杆菌(Hel icobac ter pylor i , 
H.p y l o r i )感染是慢性胃炎的主要病因 ,  是消

化性溃疡和胃黏膜相关淋巴组织 (m u c o s a-
associatedlymphoid tissue, MALT)淋巴瘤的重

要病因. 近年来还发现H.pylori感染与某些胃肠

道外疾病亦相关[1]. 彻底根除H.pylori感染可促

进消化系溃疡愈合, 预防溃疡复发, 逆转MALT
淋巴瘤病程, 对症状顽固的H.pylor i相关性胃

炎也有效. 目前根除H.pylor i的方案分为两类: 
一类以铋剂为基础; 另一类是以质子泵抑制剂

奥美拉唑为基础加两种抗生素的三联短程方

案. 随着根除H.pylor i治疗在临床上的广泛应

用, 发现治疗失败的病例也越来越多, H.pylor i
的耐药率逐年上升. 2006年经流行病学调查表

明我国H.pylor i对抗生素的耐药率为: 甲硝唑

50%-100%(平均75.6%), 克拉霉素0%-40%(平均

27.6%), 阿莫西林0%-2.7%[3]. 因此根除治疗失败

的病例如何进行补救治疗就成为消化科医生目

前经常遇到的问题. 本课题通过序贯疗法补救

治疗常规根除H.pylor i失败病例与含铋剂四联

一周疗法根除H.pylori失败病例相对比, 观察其

H.pylori根治率及不良反应发生率, 探讨序贯疗

法是否有更高的根治率及优越性. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用随机、单盲、平行对照研究方法. 
选取H.pylori根除失败患者62例, 随机分为2组, 
其中治疗组30例, 男18例, 女12例, 年龄19-69(平
均43)岁, 慢性胃炎15例, 十二指肠溃疡9, 胃溃疡

6例; 对照组32例, 男21例, 女11例, 年龄18-70(平
均44)岁, 慢性胃炎17例, 十二指肠溃疡10例, 胃
溃疡5例. 治疗组失访2例, 对照组失访2例, 最后

有效病例58例. 患者的年龄、性别、症状及内镜

下检查结果无显著性差异(P>0.05). 
1.2 方法 
1.2.1 入选标准: (1)入选患者均接受过胃镜和病

理检查, 诊断为消化性溃疡或慢性浅表、萎缩性

胃炎; (2)经病理组织银染色法和快速尿素酶试验

检测证实H.pylori感染; (3)入选患者H.pylori初次

治疗方案均为国际标准一线方案: 质子泵抑制剂

/枸椽酸铋雷尼替丁(标准剂量)+阿莫西林(1 g)/甲
硝唑(0.4 g)+克拉霉素(0.5 g), bid×7 d; (4)初次治

疗失败依据: 初次治疗结束4 wk后行胃镜下银染

色法复查或14C尿素呼气试验为H.pylori阳性. 
1.2.2 排除标准: (1)年龄在18岁以下或者70岁以

上者; (2)孕妇及哺育期妇女; (3)对药物过敏者; 
(4)食道胃底静脉曲张者; (5)癌性溃疡的患者; 
(6)有特殊的球部溃疡, 如胃泌素瘤、肝性溃疡, 
复合性溃疡, 并发食管或幽门梗阻者; (7)心、

肝、肾功能不全者; (8)吻合口溃疡的患者; (9)酗
酒, 有药瘾者. 
1.2.3 治疗方案: 治疗组给予奥美拉唑20 mg+阿
莫西林(山东鲁抗医药股份有限公司)1 g每日2 
次, 连续5 d, 然后奥美拉唑20 mg+替硝唑(湖北

广济药业股份有限公司)500 mg+克拉霉素(江苏

恒瑞医药股份有限公司)500 mg每日2次, 连续5 
d. 对照组给予奥美拉唑20 mg+枸橼酸铋钾220 
mg+阿莫西林1 g每日2次+左旋氧氟沙星400 mg
每日1次, 连续7 d. 
1.2.4 症状改善指标: 上腹痛、腹胀、反酸、嗳

气、纳差、恶心和呕吐7项症状的严重程度评

分标准: 0分: 无症状; 1分: 偶有症状或症状较轻; 
2分: 经常发生, 部分影响日常工作及生活, 药物

能缓解; 3分: 症状严重, 影响日常工作及生活, 
药物难以缓解. 根据积分变化率进行三级疗效

评估, 其标准: 显效: 临床症状消失或基本消失; 
有效: 临床症状有所改善或明显减轻, 积分减少

50%以上; 无效: 临床症状无改善或加重, 积分减

少不足50%; 总有效率 = 显效率+有效率.
1.2.5 H.pylori检测方法和根除判断标准: 补救治

疗结束4 wk后胃溃疡行胃镜检查, 球部溃疡及慢

性胃炎者行14C-尿素呼气试验, 阴性者, 确定为

H.pylori根除成功, 阳性者为补救治疗失败, 通过

根除率评判该方案的疗效.
统计学处理 各组的H.pylori根除率用按意

愿治疗(ITT)分析和按方案治疗(PP)分析进行评

价, 用χ2检验及查四格表的统计意义检验便查表

法, 以P <0.05(双侧)认为差异有统计学意义. 症
状积分改变用t检验分析. 所有统计分析用SPSS
软件包进行.

2  结果

2.1 H.pylori根除率 治疗组和对照组H.pylori  PP
根除率分别为82.14%和80.00%, ITT根除率分别

■研发前沿
从 发 现 和 分 离
H.pylor i 至今, 已
有 2 8 年 的 历 史 . 
H.pylori感染依然
是一种在全世界
流行的慢性感染. 
中国是H.pylori感
染率较高的国家, 
因此H.pylori感染
的临床治疗是我
国H.pylori研究领
域中的重点, 也是
我国临床医师对
H.pylori研究最关
注的问题.
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为76.67%和75.00%, 无统计学意义(P>0.05, 表1).
2.2 症状积分改善状况 用χ2检验比较两组停药4 
wk后主要临床症状缓解率, 其显效率及有效率

均无统计学差异(表2).
2.3 不良反应 治疗组出现1例恶心, 1例口腔金属

味, 1例轻微腹泻, 不良反应发生率10.7%; 对照

组出现2例乏力, 1例纳差、恶心, 1例皮疹, 1例
头晕, 不良反应发生率13.3%. 两组不良反应均

为轻中度不适, 不影响治疗, 无需停药及特殊处

理, 服药期间或疗程结束停药后自行消失. 患者

用药前后血、尿、大便常规及肝肾功能均无异

常. 两组比较差异无显著性(P>0.05).

3  讨论

从发现和分离H.pylor i至今, 已有28年的历史. 
H.pylor i感染依然是一种在全世界流行的慢性

感染. 中国是H.pylori感染率较高的国家, 因此

H.pylori感染的临床治疗是我国H.pylori研究领

域中的重点, 也是我国临床医师对H.pylori研究

最关注的问题. 
我国已先后3次发布了关于H.pylori感染处

理若干问题的共识意见, 即1999年的《海南共

识》、2003年的《桐城共识》以及2007年的

《庐山共识》. 其中质子泵抑制剂(proton pump 
inhibitors, PPI)加两种抗生素的“三联疗法”仍

然是当前国内外H.pylori共识意见推荐的一线治

疗方案[4], 临床最常用的抗生素包括甲硝唑、克

拉霉素和阿莫西林. 随着根除H.pylori治疗的普

遍开展, 一些有效的治疗方案随着时间的推移

根除率在下降. 即使应用推荐的根除方案, 也有

10%-30%的患者持续有H.pylori感染, 从而有必

要进行补救治疗. 桐城共识方案中建议对于第

一次根治失败的患者, 有条件的单位应该进行

药物敏感性试验, 根据药物敏感性试验的结果

选取抗生素治疗. 但有条件行药物敏感试验的

单位有限, 且此项检查无形中增加了患者的经

济负担, 故存在二线方案以供选择. 
当第一线治疗失败时则进入第二线治疗, 即

补救治疗. 补救的治疗方案普遍采用四联方案

即: 铋剂, PPI, 联合两种一线抗生素. 研究发现四

联方案的治疗效果, 通常都有满意的疗效. 2003
年桐城共识中推荐以下根除方案为二线方案: 
PPI(标准剂量)+B(标准剂量)+M(0.4 g tid)+T(0.75 
g或1.00 g), bid×(7-14) d. 国内研究也表明包括标

准剂量PPI、秘剂、左旋氧氟沙星和阿莫西林的

四联补救方案是安全有效的, 根除率达83.87%[5]. 
故本研究用此种方案作为对照组. 

作为治疗组的序贯疗法由意大利学者首先

提出, 所用的H.pylori根除药物很普遍, 但给药方

法不同. 提出者De Francesco等发现14 d二联药

物治疗和随后的7 d三联药物治疗的H.pylori根
除率显著高于给药顺序相反的方案, 这提示给

予抗生素的顺序影响了H.pylori的根除率. 基于

这一研究结果, De Francesco等进一步简化了方

案, 提出了10 d序贯疗法, 在5 d的诱导期中应用

PPI常规剂量bid, 联合阿莫西林1 000 mg bid, 在
接下来的5 d中, 应用了PPI常规剂量bid, 替硝唑

500 mg bid, 和克拉霉素500 mg bid的三联治疗. 
初步研究提示, 前5 d诱导期采用的阿莫西林不

仅本身能够杀灭H.pylori , 而且还能减少患者的

细菌负荷量, 从而增加细菌对克拉霉素的敏感

性[6]. 因此, 有学者推测阿莫西林可以破坏细菌

的细胞壁, 从而防止形成克拉霉素泵出通道[7]. 
克拉霉素是一种新型的大环内酯类抗生素, 作
用机制是通过阻止DNA依赖蛋白质合成而达到

杀菌目的, 而且对酸较稳定, 能达到较高的血药

浓度和较长的半衰期. 另外较高的H.pylori根除

率也有可能是应用了替硝唑, 替硝唑的作用机

制尚未完全阐明, 其硝基可被还原成一种细胞

毒, 从而作用于细菌的DNA代谢过程, 促使细菌

表 2 停药4 wk后两组临床症状缓解率比较 n (%)

     
分组         n          显效           有效           无效       总有效率

治疗组   28    23(82.14)    3(10.71)    2(7.14)    26(92.86)

对照组   30    22(73.33)    5(16.67)    3(10.0)    27(90.00)

■创新盘点
本课题通过序贯
疗法补救治疗常
规根除H.pylori失
败病例与含铋剂
四联一周疗法根
除H.pylori失败病
例相对比, 观察其
H.pylori根治率及
不良反应发生率, 
探讨序贯疗法是
否有更高的根治
率及优越性.

表 1 患者H.pylori 根除率的比较

     
分组            根除 (n )         未根除 (n )       失访 (n )           合计 (n )

                                   根除率(%)

            PP                             ITT

治疗组               23                   5                   2                   30                     82.14                     76.67

对照组               24                   6                   2                   32                     80.00                     75.00

合计                   47                  11                   4                    62                     81.03                     75.80
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死亡. 替硝唑抗菌作用比甲硝唑强2-4倍, 具有更

长的作用时间[8]. 另外, 疗程延长对于疗效增加

是否起作用也有争议. 
序贯疗法的具体作用机制还有待进一步研

究. 研究表明序贯疗法疗效理想, 不受吸烟、

H.pylori  CagA阳性等因素影响[9], 且对非溃疡性

消化不良和溃疡患者也能达到相似的根除率. 
方案中的克拉霉素耐药可降低序贯疗法的根除

率, 但降幅远不及三联疗法. 此外, 序贯疗法的

不良反应轻且少见, 与三联疗法相比无明显差

异, 有学者提出可考虑作为补救方案[10], 而四联

疗法的不良反应发生率高且依从性低, 患者依

从性较差. 大多学者认为为避免二线治疗失败, 
一线治疗失败方案中的抗生素, 应假设为已耐

药, 在补救方案中避免再次使用[11]. 本研究表明

序贯疗法作为补救治疗方案较四联疗法相比有

相似根除率, 不良反应相对较少. 有研究表明序

贯疗法并不适用于克拉霉素和甲硝唑双重耐药

的地区[12], 可能为本实验中根除失败原因. 本研

究临床病例数相对较少, 是否可作为二线根除

方案予行推广, 尚待多中心、大样本的临床研

究来进一步证实其临床疗效和安全性. 
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500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1 980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). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
Primary malignant mesothelioma of the greater 
omentum is extremely rare. Here, we report a case 
of primary malignant papillary mesothelioma 
of the greater omentum that manifested as signs 
of pleural effusion (chest tightness) instead of 
common abdominal discomfort. A definitive 
diagnosis was established by laparoscopic 
biopsy in combination with positron emission 
tomography/computed tomography (PET/CT). 

Due to the lack of usual clinical or radiological 
manifestations, primary malignant mesothelioma 
of the greater omentum is easily misdiagnosed. 
Preoperative PET/CT can help locate the optimal 
site for endoscopic biopsy and improve the 
diagnosis of this rare disease.   

Key Words: Greater omentum; Mesothelioma; Pleu-
ral effusion; Diagnosis

He SP, Sun PL, Zhang ZH, Jin SX, Chen T, Hua YB, 
Huang M. Primary malignant mesothelioma of the 
greater omentum: a case report and literature review. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(23): 2500-2503

摘要
大网膜恶性间皮瘤临床极为罕见. 本文报道的
大网膜腺管乳头型恶性间皮瘤, 以胸腔积液常
见的胸闷为首发症状, 经PET/CT检查后, 腹腔
镜手术探查得以确诊. 本例无常见的消化系统
症状及影像学表现, 易被误诊、漏诊. 故对于
不明原因胸腹水, 应行常规胸腔镜或腹腔镜检
查, 有助于早期诊断. 术前PET/CT检查有利于
病灶定位, 提高诊断率.  

关键词: 大网膜; 间皮瘤; 胸腔积液; 诊断
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0  引言

大网膜间皮瘤是来源于大网膜间皮细胞的肿瘤, 
多为高度恶性肿瘤. 由于其临床表现、影像学表

现和实验室检查缺乏特异性, 诊断存在很大难

度, 使得患者不能得到及时诊断而延误治疗, 因
而在临床工作中要予以重视. 南京医科大学第一

附属医院成功诊断了1例以咳嗽、胸闷为首发症

状的大网膜恶性间皮瘤患者, 现报道如下. 

1  病例报告

男, 42岁, 供电工人. 因“干咳伴胸闷气喘二十

余天. ”于2009-06-22入院. 患者二十余天前不

®

■背景资料
大网膜间皮瘤是
来源于大网膜间
皮 细 胞 的 肿 瘤 , 
多为高度恶性肿
瘤. 由于其临床表
现、影像学表现
和实验室检查缺
乏特异性, 诊断存
在很大难度, 使得
患者不能得到及
时诊断而延误治
疗, 因而在临床工
作中要予以重视.

■同行评议者
陈洪 ,  主任医师 , 
副教授, 东南大学
附属中大医院消
化科



何书平, 等. 原发性大网膜恶性间皮瘤1例                                                        2501

www.wjgnet.com

明原因出现咳嗽伴胸闷气喘; 无发热盗汗, 无咳

痰咯血, 无胸腹痛, 无消瘦, 食纳及睡眠好, 二便

正常. 入院查体: T 37.3 ℃, R 22次/分, P 88次/分, 
BP 135/90 mmHg, 体质量指数为29.36(78 kg、
163 cm), 神志清, 精神欠佳, 全身皮肤黏膜无黄

染及出血点, 浅表淋巴结未触及肿大. 巩膜无黄

染, 口唇无紫绀, 胸廓两侧对称, 两下肺呼吸运

动减弱, 呼吸音低, 未闻及干湿性罗音. HR 88
次/分, 心律齐, 各瓣膜区未及杂音. 腹部饱满、

软, 无压痛、反跳痛, 肝脾肋下未及, 移动性浊

音(+), 双下肢无浮肿. 入院后进一步检查, 胸部

增强CT显示双侧中等量胸腔积液伴下肺膨胀

不全, 左下肺舌叶条片状密度增高影; ESR 100 
mm/h、C反应蛋白(C reactive protein, CRP)112 
mg/L、铁蛋白(serum ferritin, SF)1 020 μg/L、
CA125 398 kU/L, 余检查如血尿粪常规、肝肾

功能、凝血5项、抗核抗体、免疫5项、肿瘤标

志物(AFP、CEA、CA50、CA724、CA199、
NSE、CYFRA21-1)、β2-微球蛋白均正常; 腹
部B超: 脂肪肝, 肝稍大, 腹腔积液, 脾大, 胆胰未

见明显异常; PPD 1∶2 000皮试(-). 入院后胸腔

穿刺多次抽胸水检查示: 外观淡褐色, 浑浊; 胸
水常规示细胞计数为(1 800-7 600)×106/L, 单
核占70%-90%; 李凡他试验(+); 胸水乳糜试验

(+); 胸水肿瘤标志物CYFRA21-1、CA125增高

(33.07 μg/L, 1 039 kU/L), AFP、CEA、CA50、
CA724、CA199、NSE均在正常范围; 胸水生化: 
乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)126 U/L 
(血清LDH 163 U/L), 总蛋白(TP)55.2 g/L, 腺苷脱

氨酶(adenosine deaminase, ADA)6 U/L; 胸水GLU 
9.2 mmol/L(血GLU 9.6 mmol/L); 胸水三酰甘油

3.02 mmol/L; IFN-γ 0.1 ng/L; 胸水结核杆菌DNA
定量(-); 胸水膜式液基细胞学检查两次未见肿

瘤细胞; 淋巴管造影未见异常. 全身PET/CT检查

示: 右前下纵隔、腹膜后、肠系膜区多发小淋

巴结, 部分氟代脱氧葡萄糖(fluorodeoxyglucose, 
FDG)代谢轻度增高, 两侧胸腔内积液, 右中腹升

结肠外侧(图1A)、横结肠系膜处(图1B)见多处

斑片状FDG摄取轻度增高影, SUV最大值5.8. 
根据PET/CT检查结果, 考虑腹腔镜检查的

成功率及安全性远高于胸腔镜检查, 遂采取腹

腔镜手术探查. 术中见大网膜挛缩, 僵硬, 遍布

肿瘤结节, 质地硬(图2); 肿瘤结节手术切除中见

乳糜样液体溢出, 见中等量乳糜性腹水. 腹膜、

肠系膜未见转移病灶. 胃、肝脏、脾脏等脏器

未见异常.  

大网膜组织病理: (右侧大网膜)脂肪结缔组

织中可见小乳头状或腺管状结构, 表面被覆非

典型性上皮样细胞. 肿瘤细胞大小较一致, 胞质

嗜酸, 核大呈空泡状, 染色质细腻, 部分细胞内

可见红染的核仁, 核分裂像难以找到(图3), 考虑

为恶性肿瘤(恶性间皮瘤\低分化腺癌). 免疫组

织化学示上皮样细胞钙结合素calretinin(++)(图
4A)、广谱细胞角蛋白CKpan(++)、细胞角蛋白

CK5/6(+)、波形蛋白vimentin(+)(图4B)、上皮

膜抗原EMA(+); 结合HE切片本例符合恶性间皮

瘤腺管乳头型. 术中去除大网膜主要病灶, 术后

予鸦胆子油治疗, 胸腹水逐渐减少, 后转入肿瘤

科化疗. 现患者病情控制, 一般状况良好, 还在

随访中. 

2  讨论

大网膜是连于胃大弯和横结肠之间的四层腹膜, 
呈“围裙”状悬挂于横结肠和小肠之前. 大网

膜内含脂肪、血管、淋巴管等, 活动度大, 有限

制炎症蔓延的作用. 1908年Miller等首先报道了

间皮瘤, 1960年Wagner等首次提出间皮瘤的发

生与接触石棉粉尘有关[1]. 间皮瘤是一种起源于

间皮的肿瘤, 可发生于任何被间皮覆盖的体腔, 
以胸膜最常见. 发生于腹膜的间皮瘤则比较罕

见[1,2], 约占所有间皮瘤病例的20%-33%, 可发生

于2-92(平均年龄为54)岁, 其中约63%的病例年

龄为45-64岁, 儿童罕见; 其恶性多于良性, 男性

多于女性. 而原发于大网膜的间皮瘤则极为罕

见[3-5]. 间皮瘤病因不明, 除了与长期接触石棉以

外, 也认为可能与猿猴病毒(SV40)感染及人类染

色体13q和14q的缺失有关[1,2]; 其他病因有慢性

炎症刺激、放射性物质及亚硝胺等. 
病理诊断是确诊间皮瘤的可靠依据[2]. 根据

肿瘤内所含主要成分的不同, 将间皮瘤分为上

皮型、纤维型和混合型3种. 按形态分为局限型

和弥漫型, 后者多见. 局限型者多为纤维型, 恶
性程度较低; 弥漫型者多为上皮型, 恶性程度

高[4]. 组织类型分为腺管乳头型、肉瘤样型、未

分化型及混合型. 恶性间皮瘤在大网膜肿瘤的

发生率为8.2%, 呈细颗粒状或小结节状, 也可呈

弥漫性葡萄样, 内含浆液, 少数呈弥漫性胼胝样

增厚, 易侵犯周围脏器; 瘤细胞分化不同, 呈异

型性, 可见瘤巨细胞, 核分裂明显. 恶性间皮瘤

常表达的阳性标志物有: calretinin、高分子角蛋

白CK5/6、vimentin、间皮细胞抗原等. 本例为

弥漫型, 免疫组织化学结果显示: 上皮样细胞示

■研发前沿
不明原因乳糜性
胸腔积液是临床
常见的棘手问题, 
难以诊断. 在PET/
CT指导下内镜检
查, 有助于对不明
原因胸腔积液的
病因诊断.
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calretinin(++)、高分子细胞角蛋白CK5/6(+)、
vimentin(+), 组织学上属于典型的腺管乳头型. 
本例经腹腔镜活检病理确诊为原发于大网膜的

恶性间皮瘤, 肉眼观察为弥漫结节样改变, 并融

合广泛粘连, 切除肿瘤结节时可见乳糜样液体溢

出, 与上述病理描述一致. 去除患者大网膜主要

病灶后, 胸腹水逐渐减少. 胸水乳糜液常见于不

同原因导致胸导管破裂或阻塞, 使乳糜液溢出至

胸腔; 但该患者淋巴管造影未见异常, 而术中发

现腹水外观与胸水一致, 当挤压肿瘤结节时可见

乳糜样液体溢出, 加之去除大网膜主要病灶后, 
胸腹水逐渐减少. 推测原因之一是: 大网膜间皮

瘤肿瘤组织本身分泌乳糜液致乳糜性腹腔积液, 
腹液通过食道横隔孔流入胸腔至胸腔积液; 原因

之二可能与间皮瘤转移至胸膜, 从而致咳嗽、胸

闷、气喘等症状. 大网膜恶性间皮瘤与腹膜间皮

瘤一样, 发病隐匿, 早期多无症状, 临床表现无特

征性, 多数表现为消化系症状与体征[3-6], 如腹痛

及腹部包块; 腹水发生率高, 常因腹水就诊. 肿块

巨大时可压迫胃肠道, 产生食欲减退、饱胀不适

等症状, 可伴有恶心、呕吐, 可伴乏力、发热、

消瘦、贫血、低血糖等; 合并其他部位间皮瘤、

转移至其他脏器及合并症的相应表现. 弥漫型腹

膜间皮瘤随着疾病进展, 可于1年内死于肠梗阻

或体质消瘦[2]. 我们报道的病例为42岁男性患者, 
否认有石棉接触史, 无任何消化系症状, 胃纳可, 
无消瘦, 却主要表现为咳嗽、胸闷、气喘等呼吸

道症状, 伴有双侧胸腔积液, 与以往报道的腹膜

或大网膜间皮瘤临床表现完全不一致, 也因此就

诊住院于呼吸科病房. 
影像学检查是诊断与鉴别诊断腹膜或大网

膜间皮瘤的必要检查手段, 也是间皮瘤临床分

图 1 全身PET/CT
检查结果. A: 右中

腹升结肠外侧; B: 

横结肠系膜.

A B

图 2 腹腔镜下检查结果.

图 3 大网膜组织病理(HE染色×400).

图 4 免疫组织化学检查. A: calretinin(++); B: vimentin(+).

A

B

■创新盘点
原发于大网膜的
恶 性 间 皮 瘤 在
PubMed上仅见2
篇病例报道, 国内
也只见2例报道 , 
都表现为消化系
症状, 而本病例诊
断为大网膜恶性
间皮瘤, 但临床症
状以呼吸系统症
状为首发表现, 无
明显消化系症状.
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期的主要依据. 腹部CT可见腹膜有薄片状增厚

及腹水[2], 但缺乏特征性表现, 而累及大网膜的

病变CT影像不易发现. 头颅MRI、胸部CT检查

对间皮瘤的分期具有价值. 腹水脱落细胞学检

查常是阴性, 必需通过病灶活检, 常需要腹腔

镜或者剖腹探查, 行组织病理学检查方可确诊. 
PET/CT检查间皮瘤患者可见SUV值增高(本例

SUV值最高5.8), 因此PET/CT检查对良恶性胸腹

膜疾病具有鉴别诊断价值, 其对间皮瘤的诊断

的敏感性和特异性分别为96.8%和88.5%[4]. 随着

腹腔镜检查技术的发展, 以及病理学、免疫组

织化学诊断水平的进步, 提高了该疾病的诊断

率. 腹膜和大网膜间皮瘤症状不典型, 常误诊为

结核性腹膜炎、腹腔内原发或转移性肿瘤, 需
腹腔镜和剖腹探查活检, 加以病理诊断方可明

确. 我们报道的病例就是依赖于腹腔镜手术探

查, 依靠组织病理才确诊. 腹腔镜下腹膜和大网

膜间皮瘤的表现[7]为腹膜表面黄白或灰白色大

小不一结节, 大网膜增厚、挛缩, 表面呈结节状, 
该结节样病灶可融合为巨大实质性包块; 腹水

多呈黄色浑浊或血性浑浊液体. 我们报道的病

例术中见中等量乳白色腹水, 大网膜挛缩、僵

硬, 遍布黄白色肿瘤结节, 质地硬. 腹膜、肠系

膜未见转移病灶. 胃、肝脏、脾脏等脏器未见

异常. 与以往的报道描述一致. 
腹膜恶性间皮瘤属中胚叶源性恶性肿瘤, 

能分泌大量透明质酸黏液 ,  因此腹水呈渗出

液, 李凡他试验阳性, 细胞数>500×106/L, 血
清白蛋白梯度<11 g/L; 83.3%为黄色浑浊腹水, 
16.7%为血性腹水. 腹水脱落细胞学检查对腹

膜恶性间皮瘤的诊断仍较困难, 若腹水中查见

大量间皮细胞(≥5%)及典型的恶性间皮细胞则

可明确诊断, 但阳性率极低, 且需与反应性细

胞增生和转移性癌细胞鉴别. 本例大网膜恶性

间皮瘤患者, 胸腹腔见乳糜样积液, 胸水检查

显示为单核细胞为主的渗出液, 且乳糜试验阳

性. 这与以往间皮瘤的报道不一致. 腹水生化检

查本例患者IFN-γ 0.1 ng/L, ADA 6 U/L在正常

范围, 而肿瘤标志物CYFRA21-1 33.07 μg/L、
CA125 1 039 kU/L增高, 后者尤为显著. CA125
增高在以往间皮瘤的文献均有报道. 腹膜间皮

瘤患者中约25%的患者CA125升高, Duan等认

为, 部分间皮细胞来源的肿瘤具有分泌CA125

的能力, 如果患者同时有腹膜间皮瘤肝内转移, 
慢性肝病致肝脏对CA125的清除能力下降, 则
血CA125水平可明显增高. 然而, 由于CA125增
高多见于卵巢癌, 也可见于胰腺癌, 胃癌, 结肠

癌及乳腺癌, 因此血CA125对腹膜间皮瘤的诊

断不具特异性. 据Simsek报道7例恶性腹膜间

皮瘤患者血清CA125水平全部升高, 平均为308 
kU/L(8-1 300 kU/L). 在3例患者的随诊中发现

对化疗敏感的2例患者CA125降至正常, 1例化

疗无效患者CA125继续升高. 因此CA125可作

为监测间皮瘤治疗反应的一项指标. 恶性间皮

瘤患者红细胞沉降率(erythrocyte sedimentation 
rate, ESR)一般较快, 最高为157 mm/h, 白细胞

总数可轻度偏高或正常, CRP合成会增加, CRP
最高可达300 mg/L, 出现在肿瘤发生转移或并

发细菌感染时. SF是一种含铁的蛋白质, 主要在

肝脏合成, 血液中含量很微; 由于恶性肿瘤细胞

合成SF含量增加, 所以SF也是恶性肿瘤的标志

物之一. 本病例外周血检测发现ESR增快、CRP
增高, SF和CA125均明显增高, 与以往文献恶性

间皮瘤实验室指标特点相符[3]. 
本病例诊断为大网膜恶性间皮瘤, 但临床症

状以呼吸系统症状为首发表现, 无明显消化系症

状, 因此对于病因不明的双侧胸腔积液患者, 胸
水IFN-γ、ADA正常, 而血清CA125增高, 胸水

CA125双倍增高患者, 应需要警惕间皮瘤的可能; 
通过PET/CT全身检查有利于尽早定位诊断, 并
选择内镜检查获取病理, 有助于尽早明确诊断.
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■同行评价
本文可读性较强, 
有一定的临床参
考价值.
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