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Abstract
Gastrointestinal smooth muscle has spontaneous 
contractile activity, which is very important to 
digestion and absorption function. However, 
the pacemaking mechanism in gastrointestinal 
smooth muscle is still not clear. In this article, 
we review the recent advances in research on 
the mechanisms underlying gastrointestinal 
pacemaker ac t iv i ty . We summar ize the 
c lassi f icat ion, funct ion and pacemaking 
mechanisms of pacemaker cel ls , and the 
relationship between pacemaker cells and 
gastrointestinal motility dysfunction. As 
abnormal pacemaking activity is often associated 
with gastrointestinal motility dysfunction, it 
is of great clinical significance to clarify the 
pacemaking mechanisms in the gastrointestinal 
tract.
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摘要
胃肠道平滑肌具有自动节律性收缩的特性, 对
消化和吸收功能具有十分重要的生理意义, 但
目前尚未明确胃肠道平滑肌的起搏机制. 本文
综述了近几年关于胃肠道起搏机制研究的最
新进展, 从起搏细胞的分类、功能、起搏机制
以及其与胃肠动力障碍性疾病的关系等方面
做了阐述. 胃肠道平滑肌起搏活动的异常是
引发胃肠动力障碍性疾病的重要原因之一, 因
此, 胃肠起搏机制的相关基础研究具有重要的
临床意义.
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0  引言

胃肠道平滑肌具有自发性、节律性蠕动的特

性, 类似心脏节律性的起搏活动, 这种自发节律

性运动由慢波(slow wave), 即基本电节律(basic 
electric rhythm)控制. 胃肠道平滑肌的自发节律

性运动对机体的消化和吸收功能具有非常重要

的生理意义. 目前, 消化系平滑肌的起搏机制以

及起搏功能异常导致的动力障碍性疾病的发病

机制还有许多问题需要解决. 近十年来, Cajal间
质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)成为胃肠起

搏功能机制和一些胃肠动力障碍性疾病研究的

热点细胞, 从而引起基础和临床研究领域学者

们的广泛关注. 本文以基础和临床研究的最新

科研成果为背景阐述了胃肠平滑肌起搏功能机

制以及相关疾病的研究进展. 

1  胃肠道起搏细胞的分类及功能

Ambache等[1]首次发现慢波电节律控制小肠收
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■背景资料
关于胃肠Cajal间
质细胞的研究已
有一百多年的历
史. ICC作为胃肠
起搏细胞不仅产
生慢波电活动, 将
电信号传递给平
滑肌, 还参与胃肠
动力功能的调节, 
因此日益得到学
者们的广泛重视. 
近 年 来 ,  有 关 胃
肠 I C C 的分布以
及形态学的研究
已较清楚, 但关于
I C C 起搏功能的
研究还存在多种
争议和无法解释
的现象.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科



缩活动, 并发现慢波的产生与存在于肠道平滑

肌间的ICC有关. 从此, ICC与慢波之间的关系得

到深入研究. 根据所在部位不同, 将存在于胃肠

道内的ICC分为4类[2], (1)ICC-MY: 位于环形肌

和纵形肌之间; (2)ICC-IM: 位于肌束间; (3)ICC-
DMP: 位于环形肌深肌层内的ICC-IM, 只存在

于小肠; (4)ICC-SM: 位于黏膜下层, 只存在于结

肠. 现有的研究结果表明, ICC-MY和ICC-IM两

种细胞与胃肠道平滑肌的自发性收缩活动有关. 
ICC-MY是主要的起搏细胞, 具有自动产生节律

性去极化的功能, 从而产生慢波[3,4]. ICC-MY作

为起搏细胞产生的自发性内向电流称之为起搏

电流. ICC-IM同样能够产生一种持续性放电活

动, 称之为单位电位(unitary potentials), 依靠这

种电位的存在, ICC-IM可将ICC-MY产生的起搏

信号传递给予ICC-IM形成紧密连接的平滑肌[5], 
从而完成自发性收缩过程, 除此之外, ICC-IM在

神经信号传递过程中还具有调节作用[6]. 由此可

见, ICC-MY和ICC-IM在胃肠道慢波的产生、传

递及神经肌肉信号传递的过程中承担着不同的

功能. 

2  起搏电位产生的机制

“起搏单位”是ICC-MY产生自动去极化的关

键结构, 由IP3敏感的钙库、线粒体及钙敏感的

通道三部分组成[7-10], 即首先发生IP3Ⅰ型受体的

激活, 使IP3敏感的钙库释放钙[9,10], 随后引发线

粒体摄取钙的过程, 从而导致胞内一定区域的

钙离子浓度降低, 最终激活低钙敏感的通道开

放, 离子流动引发电位改变, 由此周而复始即形

成了规律性的电位变化. 虽然目前关于胃肠道

起搏机制的研究已取得一定进展, 但在这个领

域中还有许多有争论的学说, 例如起搏通道究

竟是氯通道还是非选择性阳离子通道的争论就

一直存在, 另外ryanodine敏感的钙库以及胃肠

道其他类型ICC是否也参与起搏过程等许多问

题尚未明了, 这说明ICC还需要大量深入的研究. 
2.1 非选择性阳离子通道 如前所述, ICC-MY和

ICC-IM两种细胞与胃肠道平滑肌的自发性收

缩活动都有关, 都能产生自发性的电活动, 但
ICC-MY产生的起搏电位和ICC-IM产生的单位

电位机制有所不同. Takeda发现参与ICC-MY起

搏电位的电流可被[Ca2+]i增加而阻断, 具有低钙

敏感性, 根据反转电位和对Na+具有通透性的特

点, 鉴定这种电流是非选择性阳离子通道(non-
selective cation channel, NSCC)开放产生的, 在
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过去的研究中, 多数学者的数据都支持这一结 
论 [10-13]. I C C-I M产生的单位电位是一种基础

电流, 并有瞬间自发性内向电流(spontaneous 
transient inward currents, STICs)叠加于其上, 有
CaM依赖性, [Ca2+]i增加对电流具有促进作用, 
这种电流同样对Na+通透, 反转电位接近0 mV, 
并能被Ga3+阻断, 因此鉴定这种高钙激活的电

流也是非选择性阳离子通道. 因为调整氯离子

平衡电位(ECl)对两种细胞产生的电流都没有影

响, 所以排除了有氯离子参与起搏电位和单位

电位的可能性. Takeda等[13]认为在不同种类的

ICC中表达不同机制的非选择性阳离子通道是

ICC在胃肠起搏活动中行使不同功能的基础. 
有研究表明, 参与胃肠道ICC-MY起搏活动

的非选择性阳离子通道是一类特殊的瞬间受体

电位(transient receptor potential, TRP)通道, 这
种通道的特殊之处在于存在多种门控机制, 在
视、触、嗅、听等感觉产生的机制中具有重要

作用[14]. TRP通道是一类六次跨膜的非选择性阳

离子通道, 包括7个亚型, 在TRP家族中至少两类

亚型与胃肠道ICC-MY起搏电流相关: TRPC4[15]

和TRPM7[16], 在HEK293细胞上异源表达这两种

通道都会产生一种类似于ICC起搏电流的内向

电流, 说明起搏通道有可能属于TRP通道家族. 
2.2 氯通道 Tokutomi等[17]于1995年发现从小鼠

小肠分离出的ICC起搏电流的翻转电位接近氯

离子的翻转电位, 而且氯通道的阻断剂SITS抑
制起搏电流, 因此他们认为, 起搏电流的产生与

氯离子有关, 随后的许多研究结果也支持这一

结论[18-21]. Ki to等通过组织原位记录方法发现

ICC-MY产生的起搏电位包括两个时相, 分别由

不同电流参与: 第一时相是电位的快速上升期, 
由电压依赖的钙通道开放造成; 第二时相是平

台期, 由钙激活氯通道开放所致[19,20]. 虽然在培

养的ICC上已发现高电导性、内向整流性和容

积敏感性等氯通道[17,18,22], 但对氯通道为起搏通

道这一观点持有异议的学者认为, 在新鲜分离

的c-kit阳性ICC上并未发现钙激活氯通道, 只发

现存在NSCCs通道[13]; 另外, 氯通道阻断剂缺乏

特异性[23,24], 不仅能够阻断氯通道也能够阻断非

选择性阳离子通道[12,25], 因此他们认为氯通道阻

断剂能够阻断起搏电流的依据不足以说明起搏

通道就是氯通道[13]. 但最新研究发现, 在胃肠道

间质肿瘤(gastrointestinal stromal tumors, GIST)
中存在一种特异性的ANO1蛋白(anoctamin 1/
TMEM16A), 即钙激活氯通道蛋白, 这种蛋白不

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃肠动力相关疾
病一直是临床常
见病、多发病, 因
其复杂多样给临
床治疗带来一定
困难. 对ICC的研
究使人们逐渐意
识 到 I C C 的 结 构
和功能异常是导
致胃肠动力疾病
的关键因素, 因此
I C C 将 成 为 胃 肠
动力疾病治疗的
关键和靶点.
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仅是胃肠道ICC的特异性标志蛋白, 也参与慢波

的产生过程[26-28], 这一结果有力地支持了氯通道

参与起搏活动的结论. 最近Parsons等[21]还发现

ICC-MY存在一种由ATP和PKA激活的外向整流

氯电流(PKA- and ATP-activated chloride channel, 
PACC), 这种氯通道产生一种尾电流, 只参与

ICC-MY起搏活动的后除极化过程. 因此可以认

为, 胃肠道起搏细胞存在有多种氯通道, 与其他

种类的通道共同参与起搏活动的产生和调节. 
2.3 其他离子通道 除了前面所讲的非选择性阳

离子通道和氯通道, 已经证实在胃肠道ICC上还

存在钠、钾和钙等通道, 这些通道也参与调节

ICC起搏活动, 对胃肠道的自发性收缩功能具有

一定的影响. 在新鲜分离的狗近端结肠[29]和豚

鼠胃窦[30]分别发现了IKCa的存在, 这种电流有

可能参与胃肠道自发性内向电流的再去极化调

节过程. 在鼠类和狗的小肠以及结肠发现了T型
钙通道的存在[31-33], Gibbons等[34]研究表明, T型
α1H钙通道的阻断剂能够阻断小鼠小肠ICC起

搏电位的上升支, 因此推测T型α1H钙通道参与

小鼠小肠起搏电位的产生, 但T型α1H钙通道不

参与人小肠ICC的起搏活动[35]. 钠通道一直被认

为在心脏起搏中起到关键作用, 而只有在最近

几年才在胃肠ICC中发现SCN5A编码的NaV1.5
钠通道, 这种钠通道参与慢波上升支的形成, 具
有机械敏感性, 当细胞膜受到牵拉时, 内向钠电

流峰值的幅度增加[36], 因此可以看出虽然钠通道

并不是起搏通道, 但在胃肠动力的调节中起到

重要的作用. 
2.4 钙库和线粒体 钙离子在胃肠ICC起搏活动

中扮演极其重要的角色, 钙离子从钙库中释放

是激活起搏活动的起始机制[37,38], 已明确IP3敏
感的钙库是胃肠道ICC产生起搏活动的关键结

构[9,10], 但ryanodine敏感的钙库在胃肠道起搏

活动中的作用还有争议. 有学者发现ryanodine
对胃肠道慢波的电活动没有影响 ,  因此认为

ryanodine敏感的钙库不参与起搏过程[7,38,39], 但
Aoyama等则发现ryanodine能完全阻断胃肠ICC
钙振荡, 因此认为ryanodine与IP3敏感的钙库应

该是共同参与引起ICC起搏电流的钙振荡[40], 而
且Aoyama等和Liu等也进一步发现胃肠ICC上存

在ryanodine3受体(RyR3), 并对起搏活动有调节

作用, 这一数据为ryanodine敏感的钙库参与起

搏过程提供了有力的支持[40,41].

3  胃肠起搏功能与运动障碍

早在1995年Huizinga等[42]学者就发现胃肠道ICC

网络消失会导致慢波消失, 从此人们逐渐发现

胃肠道多种疾病与ICC有关. 已有证据表明, ICC
网络的受损、异常、缺失或增生都会导致胃肠

道慢波异常, 从而引起动物[43]或人[44,45]胃肠动力

障碍或疾病, 如糖尿病性胃肠动力失调[46]; 功能

性消化不良[47]; 假性肠梗阻[48]; 贲门失弛缓症[49]; 
幽门狭窄[49]等. 甚至一些肿瘤也与ICC有关, 如
GIST是一种常见的胃肠道间质肉瘤, 特征性地

过量表达由c-kit原癌基因编码的酪氨酸激酶受

体CD117[50-52]. 因此, 与ICC相关疾病的研究日益

得到重视. 
关于胃肠动力疾病的治疗, 多数学者认为, 

ICC可以成为治疗的靶向目标[53,54]. 一些能够影

响ICC功能的药物已应用于临床或正在研究当

中. c-kit原癌基因的过度表达是导致GIST发生

的主要原因, 一直以来因为其对放疗和化疗不

为敏感, 手术治疗成为唯一的手段, 但治疗效果

不佳. 自从2001年Joensuu等[55]首次报道酪氨酸

激酶受体阻断剂imabinib应用于治疗GISTs以后, 
imabinib逐渐在临床得到应用, 并收到良好的治

疗效果[50-52]. 目前与ICC有关的促胃动力药物的

研究也有所进展. DA-9701是一种由牵牛种子和

延胡索块茎合成的中草药型促运动剂, 可通过

激活ICC的起搏活性加速胃排空速度, 增加胃顺

应性, 其促进胃肠动力的效果强于莫沙必利和

西沙必利[56,57], 目前在韩国已用于治疗功能性消

化不良病的临床Ⅲ期试验阶段[56]. 最新的治疗胃

肠动力疾病的方法显示, 对于一些因ICC的缺失

或功能异常所导致胃肠动力疾病, 可以采用骨

髓移植的方法植入具有多种分化潜能的多能干

细胞, 进而促使其转分化为ICC, 从而恢复胃肠

动力[58]. 与ICC有关的临床用药及治疗方法为胃的临床用药及治疗方法为胃临床用药及治疗方法为胃

肠动力疾病的治疗开辟了新的方向.

4  结论

多数学者的研究结果已证实胃肠道的起搏活动

与ICC的自发节律性电活动相关, 细胞内自发性

钙震荡是引起ICC起搏活动的重要机制, 其中

IP3介导的钙库对钙离子节律性的钙释放是关键

环节; 多种胃肠道疾病, 尤其是动力障碍性疾病

与ICC的损伤或缺失具有密切的关系. 然而, 关
于胃肠平滑肌的起搏功能研究还有许多问题尚

待解决, 如起搏电流的离子机制、疾病过程中

引起ICC损伤并缺失的机制等. 总之, 为明确胃

肠动力障碍性疾病的发病机制, 研究ICC起搏活

动的产生机制以及其在胃肠疾病发生发展过程

■名词解释
T R P 通 道 :  是 一
类六次跨膜的非
选择性阳离子通
道 ,  分 为 7 大 类 : 
TRPC、TRPV、

TRPM、TRPA、

TRPN、TRPP和
TRPML, 存在于
不同种类的生物
中 ,  包 括 蠕 虫、

植物、鱼类、鼠
类和人类. TRP通
道在可兴奋和非
兴奋细胞中具有
多种功能 .  其中 , 
TRP通道最重要
的作用是具有感
觉 功 能 ,  作 为 最
古老的细胞感受
装置, TRP通道不
仅感受外界刺激, 
如视觉、听觉、

触觉、温度觉、

味 觉 和 嗅 觉 等 , 
同时也感受内环
境 的 变 化 ,  如 酸
碱度或激素水平
的变化等.
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中所起的作用具有重要的临床意义. 
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Abstract
The prevalence of obesity and type 2 diabetes 
has increased over recent decades. Bariatric 
surgery has been widely used in clinical practice. 
There are three categories of bariatric surgery: 
restrictive surgery, malabsorptive surgery, and 
combined restrictive and malabsorptive surgery. 
Bariatric surgery causes not only weight loss but 
also a remarkable and durable remission of type 
2 diabetes mellitus. However, the mechanism of 
diabetes resolution remains unclear. In addition 
to weight loss and food intake restriction, 
incretins also seem to contribute to the resolution 
of type 2 diabetes following bariatric surgery. 

In this article, we will review the efficacy and 
safety of various bariatric procedures and the 
mechanism of diabetes resolution resulting from 
bariatric surgery.

Key Words: Bariatric surgery; Type 2 diabetes mel-
litus; Incretin

Hou WF, Liu GQ, Hong TP. Remission of type 2 diabetes 
in obese patients after bariatric surgery: the role of 
incretins. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 
324-328

摘要
肥胖和2型糖尿病的患病率呈逐年增高的趋
势. 减肥手术作为减轻体质量的有效方法, 近
年来逐渐得到广泛的应用. 其主要分为限制型
手术、吸收不良型手术及联合型手术. 减肥手
术在减轻体质量的同时也使肥胖患者的糖尿
病得到了缓解, 但其缓解糖尿病的机制目前尚
不完全清楚. 除了体质量减轻、摄食减少外, 
关于肠促胰岛素在减肥手术中的作用也受到
了越来越多的重视. 本文对减肥手术的术式、

疗效、安全性及治疗糖尿病的可能机制进行
讨论.

关键词�� 减肥手术; 2型糖尿病; 肠促胰岛素
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0  引言

糖尿病与肥胖密切相关, 约有80%的2型糖尿病

患者是肥胖或体质量超质量者[1]. 减肥手术作为

减轻体质量的有效治疗方法, 近年来得到了越

来越广泛的应用. 相关研究还显示, 接受减肥手

术的患者在减轻体质量的同时, 由肥胖引起的

其他疾病如糖尿病、高血压、高脂血症、脂肪

肝等也相应得到改善.

1  减肥手术的分类

减肥手术从原理上大致可以分为3类, 即限制型

手术、吸收不良型手术以及联合型手术.

®

■背景资料
近年来, 减肥手术
得到了越来越广
泛的关注. 多项临
床研究显示, 减肥
手术不仅可使患
者的体质量平稳
下 降 ,  而 且 对 于
其他相关疾病如
糖尿病、高脂血
症、高血压及癌
症等也有显著的
疗效. 本文对减肥
手术的术式、疗
效、安全性及治
疗糖尿病的可能
机制进行讨论.

■同行评议者
曹志成, 英国生物
医学科学研究所
院士, 香港伊利沙
伯医院临床肿瘤
科



侯文芳, 等. 肠促胰岛素�减肥手术治疗肥胖2型糖尿病患者中的作用                 325

www.wjgnet.com

1.1 限制型手术 该类手术可在最大程度上减

少胃容积, 由此减少食物摄取, 形成早饱. 常
见的术式为可调式胃束带术(adjustable gastric 
banding, AGB). 该术式可形成一个小的胃囊

和一个可调节的出口, 通过限制患者的进食而

达到减质量的效果. 经腹腔镜进行的可调式胃

束带术(laparoscopic adjustable gastric banding, 
LAGB)是一种改良型手术, 于1993年设计成功, 
1994年正式在欧洲用于临床, 并逐渐推广至全

世界, 2001年被美国FDA批准使用.
1.2 吸收不良型手术 小肠旁路手术是将小肠上

端40 cm处直接接到末端50 cm处, 可以迅速减

轻体质量, 但因术后患者出现慢性腹泻、电解

质紊乱、肝硬化等严重的并发症而被弃用[2]. 此
后提出的胆胰旁路术(biliopancreatic diversion, 
BPD)类似于BillrothⅡ胃大部切除术, 先行胃窦

切除, 然后将胃连接至远端250 cm处的小肠, 旷
置的小肠再与末端50 cm处的回肠吻合, 这样将

小肠消化液与食物首先分流, 到远端小肠才汇

合. Marceau和Hess改良了此术式, 即胃大部被切

除, 保留胃小弯和胃窦, 十二指肠第一部被切断

并连接至远侧250 cm小肠, 胆胰袢吻合至远侧

100 cm回肠, 使得共同通路更长, 吸收面积增加, 
此术式被称为胆胰旁路-十二指肠转位术[3].
1.3 联合型手术 该术式是限制型与吸收不良型

手术相结合的术式, 1967年由Mason首先报道, 
其将胃隔出容量为15-30 mL的小胃囊, 并与空肠

做吻合口, 类似胃大部分切除手术的BillrothⅡ
的术式, 其后因吻合口溃疡、逆行性反流等, 故
不断进行了改良. 直至1977年, Griffen等应用胃

旁路手术(Roux-en-Y Gastric Bypass, GBP)使胃-
空肠吻合, 大大减少了反流的发生率, 目前已逐

渐成为美国减肥手术的首选术式.

2  减肥手术治疗糖尿病的有效性与安全性

近年来, 减肥手术得到了越来越广泛的关注. 多
项临床研究显示, 减肥手术不仅可使患者的体质

量平稳下降, 而且对于其他相关疾病如糖尿病、

高脂血症、高血压及癌症等也有显著的疗效.
Dixon等[4]完成的1项随机对照研究将60例

合并新诊断2型糖尿病(病程<2年)、体质量指数

(BMI)30-40 kg/m2的肥胖患者随机分为行LAGB
的手术治疗组和改变生活方式的传统治疗组, 
比较两组的疗效, 其中糖尿病缓解被定义为在

不用药的情况下空腹血糖<7.0 mmol/L、糖化血

红蛋白(HbA1C)<6.2%. 2年后手术组的平均BMI

从36.9 kg/m2下降到29.5 kg/m2, 体质量减轻达

20%, 糖尿病缓解率达到73%(22/30); 而传统组

的平均BMI只从37.1 kg/m2下降到36.6 kg/m2, 糖
尿病缓解率也只有13%(4/30). Ramos等[5]对20例
BMI介于20-30 kg/m2的2型糖尿病患者行腹腔镜

下十二指肠-空肠旷置术的疗效进行了观察, 发
现术后3 mo平均BMI从27.1 kg/m2明显下降到25 
kg/m2, 并且至术后6 mo一直维持稳定降低; 与此

同时, 空腹血糖和HbA1C水平也出现了明显的

下降, 术后6 mo仅有2例患者还需要使用口服降

糖药治疗. 尽管如此, 减肥手术在BMI<30 kg/m2

的患者中的研究数据仍然非常有限. Lee等[6]对

820例行腹腔镜下GBP的肥胖患者中合并有2型
糖尿病或空腹血糖受损的201例患者进行随访

发现, 术后1年时患者体质量平均下降32.1%, 术
前BMI>35 kg/m2的患者中有98.5%血糖恢复正

常, 而BMI<35 kg/m2的患者则有89.5%血糖恢复

正常; 术后5年, 患者体质量和平均血糖水平依

然保持平稳.
2004年, Buchwald等[7]对136项研究进行

Meta分析发现, 基线平均BMI为46.9 kg/m2, AGB
组患者的额外体质量下降平均为47.5%, GBP组
为61.6%, 而BPD组可达到70.1%; 3种不同术式

的糖尿病缓解率分别为47.9%、83.7%及98.9%. 
除此之外, ≥70%的患者的高脂血症得到改善, 
61.7%的患者的高血压得以纠正, 85.7%的患者

的阻塞性睡眠呼吸暂停综合征消失. 2009年, 
Buchwald等[8]进一步对621项研究进行Meta分析

显示, 基线平均BMI为47.9 kg/m2, 总体的额外体

质量减轻55.9%, 总体的糖尿病缓解率78.1%, 额
外体质量减轻和糖尿病缓解率按照幅度大小依

次为BPD、GBP及AGB, 并且在术后<2年与≥2
年时的效果几乎没有差别.

除了减轻体质量、改善血糖和血脂等效应

外, 减肥手术还可能降低患者的死亡风险. 美
国的1项关于GBP长期疗效的回顾性队列研究

显示, 在术后随访平均7.1年内, 手术组因冠心

病、糖尿病及癌症的死亡风险较对照组分别

下降56%、92%及60%. 进一步分析提示, BMI
≥45 k g/m2亚组患者的全因死亡风险显著高

于BMI<45 kg/m2亚组患者, 手术可使BMI≥45  
kg/m2亚组患者的死亡风险明显降低, 但未能显

著降低BMI<45 kg/m2亚组患者的死亡风险[9]. 另
1项来自瑞典的前瞻性对照研究通过平均10.9年
的随访发现, 减肥手术组在术后1-2年的体质量

减轻最为明显, 并且在术后10年仍然可保持稳

■研发前沿
减肥手术对于肥
胖 2 型 糖 尿 病 患
者的远期疗效、

获益-风险比以及
成本-效益比尚需
进行仔细的评估, 
相关机制方面的
研究仍有待深入
开展.
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定, 而常规治疗组体质量下降不足2%. 与常规治

疗组相比, 减肥手术组可显著降低累计死亡率, 
尤其是心肌梗死和癌症所致的死亡[10].

有趣的是, Service等[11]观察了6例GBP术后

出现餐后神经低血糖症(neuroglycopenia)的患

者, 所有患者均有高胰岛素血症, 除了1例患者

存在可疑胰岛素瘤的影像学证据外, 其余患者

未见胰岛素瘤的放射学改变. 每位患者行选择

性动脉钙刺激试验均为阳性, 并根据试验结果

进行胰腺部分切除术, 所有患者术后低血糖症

状均消失. 每位患者术后组织学检查均发现胰

岛细胞增生症, 其中1例还存在多发性胰岛素瘤. 
切除胰腺的免疫组织化学染色可见5例患者在

胰腺导管中出现胰岛素阳性细胞. 上述结果提

示, GBP可促进胰岛细胞增殖和(或)新生.
尽管减肥手术为糖尿病患者带来了巨大的

益处, 但其潜在风险也是不容忽视的. Papasavas
等[12]对接受腹腔镜下GBP的116名患者进行随

访发现, 术后肠梗阻的发生率为10.3%, 上消化

道出血为3.4%, 吻合口狭窄3.4%, 残胃穿孔为

0.9%. 此外, 其他不良事件还可能有消化性溃

疡、吻合口瘘、急性胃扩张等. 甚至有1例患者

在术后第1天就因为呼吸循环衰竭而死亡.
减肥手术后另一种常见并发症是倾倒综合

征, 可表现为腹痛、腹泻、恶心、呕吐, 甚至头

晕、休克, 这可能是由于手术后胃内食物骤然倾

倒至十二指肠或空肠所致. 值得注意的是, 这种

并发症在糖尿病患者中更容易出现. Padoin等[13]

对103名接受GBP的肥胖患者进行的1项回顾性

研究发现, 49名合并2型糖尿病的肥胖患者术后

倾倒综合征的发生率为44.9%, 而54名非糖尿病

的肥胖患者则仅为5.6%. 此外, GBP术后还可长

期出现多种维生素的缺失[14], 应积极予以补充.

3  减肥手术缓解2型糖尿病的机制

3.1 体质量减轻 2型糖尿病的发生与肥胖密切

相关, 故体质量减轻最初被认为是减肥术后导

致糖尿病缓解的最重要原因. 最明显的例子是

LAGB术后患者, 该项手术并没有改变胃肠道的

解剖结构, 只是限制了上胃部的容积. Dixon等等[15]

对50例肥胖2型糖尿病患者接受LAGB术后1年例肥胖2型糖尿病患者接受LAGB术后1年肥胖2型糖尿病患者接受LAGB术后1年
的疗效观察发现, 体质量减轻越明显的患者中

糖尿病缓解的几率越高. Ponce等等[16]的研究同样

证实在LAGB术后2年患者中糖尿病的缓解与体

质量减轻明显相关.
另有许多研究显示, 在减肥手术后数天之

内血糖和血清胰岛素水平就可恢复正常, 远远

早于体质量减轻的出现时间. Pories等等[17]于1995
年报道了608例病理性肥胖患者行GBP的治疗

效果, 其中术前146例患者伴有2型糖尿病, 152
例为糖耐量受损; 术后4 mo内, 在体质量下降之

前, 83%的2型糖尿病患者和98.7%的糖耐量受损

患者在不需任何药物治疗和特殊饮食情况下血

糖、血清胰岛素及HbA1C水平恢复正常. Schau-
er等等[18]的研究也同样显示, 在接受腹腔镜下GBP
的肥胖2型糖尿病患者中, 其空腹血糖和HbA1C
水平的下降均明显早于体质量的改变. 上述结

果提示, 合并2型糖尿病的肥胖患者行GBP术后

出现糖尿病的缓解或治愈, 并不是继发于重度

肥胖的减重效果, 而是一种原发的特异性作用.
3.2 摄食减少 在两种不同的减肥手术方式中, 
AGB对于限制摄食的作用显著强于GBP, 但是

AGB术后糖尿病缓解率并不优于GBP. Rubino 
等[19]在GK糖尿病大鼠的研究中发现, 十二指肠

-空肠旁路手术(duodenal-jejunal bypass, DJB)并
不影响碳水化合物或脂肪的摄入, 但却可以减

轻糖尿病; 与行假手术的对照组相比, 在同等摄

食和体质量减轻的条件下, DJB手术组仍然显示

出了更有效控制血糖的优势. 此外, 张士虎等[20]

观察GBP对非肥胖型糖尿病大鼠的降糖作用及

其与术后饮食量改变的关系同样发现, GBP能显

著降低实验大鼠的血糖, 但与GBP术后饮食减少

无关. 以上研究说明, 在减肥手术后, 摄食减少

和体质量下降与2型糖尿病缓解有关, 但可能却

不是糖尿病缓解的最根本原因.
3.3 肠道神经内分泌的变化 胃肠道是重要的内

分泌器官, 可以分泌多种胃肠道激素. GBP术
后食物绕过转流区较早地刺激远端空肠和回

肠, 胃肠道内分泌激素改变对糖代谢的调节作

用是减肥手术治疗糖尿病的重要机制之一. 因
此, 目前认为远端空肠和回肠过早接触食物和

(或)胃、十二指肠和空肠上段旷置与糖尿病病

情的改善相关, 由此出现了后肠道假说(hindgut 
hypothesis)和前肠道假说(foregut hypothesis)两
种理论. 
3.3.1 后肠道假说: 食物快速接触下段小肠, 营养

物质刺激肠道内分泌激素的合成和(或)分泌增

加, 通过肠道-胰岛轴调控胰岛β细胞功能, 增加

胰岛素的合成和(或)释放, 并可改善外周组织对

胰岛素敏感性. 其中研究较多的是胰升糖素样

肽-1(GLP-1), GLP-1是一种重要的肠促胰岛素

(incretin), 主要由末端空肠、回肠及结肠的L细

■相关报道
Dixon等对50例肥
胖2型糖尿病患者
接受LAGB术后1
年的疗效观察发
现, 体质量减轻越
明显的患者中糖
尿病缓解的几率
越高. Ponce等的
研究同样证实在
LAGB术后2年患
者中糖尿病的缓
解与体质量减轻
明显相关.
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胞分泌. 已经证实, GLP-1的受体在人类和啮齿

动物的β细胞中均有表达, GLP-1可诱导胰岛素

的合成和释放. GLP-1和GLP-1受体激动剂不仅

可以促进胰岛β细胞的增殖和新生, 还可以抑制

β细胞的凋亡, 从而增加糖尿病动物的β细胞总

量(β cell mass), 改善β细胞的功能. GLP-1除了葡

萄糖依赖性促进胰岛素分泌外, 还具有抑制胰

升糖素分泌、延迟胃排空、抑制食欲、改善胰

岛素敏感性等多种生物学功能[21]. 抑胃肽或称葡

萄糖依赖性促胰岛素多肽(GIP)是另一种重要的

肠促胰岛素. GIP由十二指肠和空肠的K细胞分

泌, 具有强烈的葡萄糖依赖性促胰岛素分泌作

用. 研究显示, GIP不仅可以促进第一时相胰岛

素分泌、改善胰岛素敏感性, 还具有促进GLP-1
的分泌、抑制胃酸分泌等作用[22].

2007年, Laferrère等等[23]观察了8例合并2型糖例合并2型糖合并2型糖

尿病的肥胖妇女患者在行GBP术后1 mo, 不仅口

服葡萄糖刺激的GLP-1和GIP分泌水平增加, 口
服葡萄糖耐量试验与相同血糖水平的静脉注射

葡萄糖耐量试验的胰岛素曲线下面积差值也恢

复到正常水平, 提示减肥手术可使肠促胰岛素

效应恢复正常. 另有研究表明, GBP术后高胰岛

素钳夹试验显示胰岛素抵抗并未明显改善或仅

有轻微改善[24,25], 因此推断GBP改善2型糖尿病

的机制是通过增加胰岛素分泌来克服胰岛素抵

抗[26]. 高宏凯[27]的研究显示, 保留全胃的GBP手
术具有较好的控制血糖水平作用; 食物转流的

效应部位是远段空肠和回肠; GBP手术可能通

过刺激小肠L细胞, 增加回肠胰升糖素原mRNA
合成, 提高血清GLP-1水平, 通过肠道-胰岛轴调血清GLP-1水平, 通过肠道-胰岛轴调GLP-1水平, 通过肠道-胰岛轴调

控血糖水平. 关于减肥手术后GIP水平变化的报

道相对较少, 且结论不一. Clements等等[28]的报道

显示, 在GBP术后数月GIP的水平并无明显变化, 
这与Laferrère等报道的GIP水平增高不一致.等报道的GIP水平增高不一致.报道的GIP水平增高不一致.

其他非肠促胰岛素的肠道神经内分泌激

素在减肥手术后也有变化. 如多肽YY(peptide 
YY, PYY), 其同样是在进餐后由远端小肠的L
细胞分泌, 可以抑制食欲, 促进早饱, 延缓胃排

空. Morínigo等等[29]发现重度肥胖患者(BMI 47.4 
kg/m2±6.1 kg/m2)在接受GBP术前, GLP-1和
PYY对摄食的反应明显下降. 术后6 mo, 尽管患

者仍为肥胖状态(BMI 43.6 kg/m2±7.8 kg/m2), 但
其GLP-1和PYY对标准餐刺激的反应明显加强. 
Ghrelin主要由胃底和近端小肠分泌, 可以促进

食欲, 增加食物摄入, 抑制胰岛素分泌. 关于GBP
术后Ghrelin的变化, 目前的研究结果不一[30,31]. 

因此, 有关PYY、Ghrelin等其他胃肠道激素在

减肥手术后糖尿病缓解中的作用, 尚待进一步

阐明.
3.3.2 前肠道假说: 手术使食物绕过十二指肠和

近侧空肠, 阻止未知的“抗肠促胰岛素因子”

或“胰岛素抵抗因子”从前肠道的释放. 为了

证实前肠道假说, Rubino等等[19]将12周龄的2型糖

尿病动物模型GK大鼠随机分为两组, 分别实施

十二指肠-空肠旁路术(duodenal-jejunal bypass, 
DJB)和胃空肠吻合术(gastrojejunostomy, GJ). 术
后每天监测体质量的变化, 并在术后10 d进行口

服葡萄糖耐量试验. 第1次手术后4 wk时进行第

2次手术, 即GJ组将胃与十二指肠分离, 使近端

小肠旷置; 而GJB组将胃与十二指肠吻合, 使旷

置的近端小肠再开放. 第2次手术后1 wk再次行

口服葡萄糖耐量试验. 结果发现, 与对照组相比, 
手术组的大鼠摄食和体质量增加均较少, DJB组
大鼠第1次手术后有更好的血糖控制, 而GJ组大

鼠的血糖则无明显改善. 第2次手术后惊奇地发

现, GJ组大鼠近端小肠再旷置后, 其糖耐量异常

情况得到了明显的改善; 而DJB组大鼠近端小肠

再开放后则出现了糖耐量的再次恶化. 上述结

果提示, 近端小肠在血糖调节中可能起着重要

作用, 近端小肠可能存在某些尚未阐明的“抗

肠促胰岛素因子”.

4  结论

肥胖和2型糖尿病的患病率均呈逐年增加的趋

势, 与其相关的各种并发症严重影响了患者的

生活质量和生存机会. 在治疗性生活方式改变

和降糖药物治疗不能达到满意疗效的情况下, 
减肥手术为重度肥胖的2型糖尿病患者提供了

一种治疗的选择. 有关减肥手术缓解糖尿病的

机制, 除了体质量减轻、摄食减少外, 肠促胰岛

素可能发挥重要的作用. 然而, 减肥手术对于肥

胖2型糖尿病患者的远期疗效、获益-风险比以

及成本-效益比尚需进行仔细的评估, 相关机制

方面的研究仍有待深入开展.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of clopidogrel 
on the proliferation of human gastric epithelial 
GES-1 cells.

METHODS: GES-1 cells were cultured in vitro. 
After GES-1 cells were incubated with clopi-
dogrel at concentrations of 0.01, 0.1, 0.5 and 1 
mmol/L for 24, 48 and 72 h, the reduced prolif-
eration rates of GES-1 cells were examined using 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. A 
dose-response curve was established by plotting 
the reduced cell proliferation rates against the 

concentrations of clopidogrel. The half maximal 
inhibitory concentration (IC50) and safe concen-
tration (IC90, concentration that achieves 90% 
inhibition) of clopidogrel were calculated using 
the Bliss method. The morphology changes of 
GES-1 cells treated with clopidogrel were ob-
served under an inverted phase contrast micro-
scope. Flow cytometry was used to detect cell 
apoptosis after GES-1 cells were incubated with 
clopidogrel for 24 h.

RESULTS: Clopidogrel induced GES-1 cell in-
jury in a concentration-dependent manner (F = 
11.546, P = 0.002), but not in an obvious time-de-
pendent manner (F = 13.455, P = 0.003). The IC50 

and IC90 of clopidogrel at 24, 48 and 72 h were 
0.36 and 0.51, 0.35 and 0.08, and 0.16 and 0.08 
mmol/L, respectively. After clopidogrel treat-
ment, the number of adherent cells was reduced, 
cells became round and suspended, and some 
cells showed nuclear condensation. Flow cytom-
etry analysis indicated that the apoptosis rates of 
cells treated with clopidogrel at concentrations 
of 0, 0.01, 0.1, 0.5 and 1 mmol/L were 4.7%, 5.3%, 
14.7%, 51.0% and 60.5%, respectively. The apop-
tosis rate of GES-1 cells rose with the increase in 
drug concentration.

CONCLUSION: Clopidogrel can inhibit the 
proliferation and induce the apoptosis of GES-1 
cells in a concentration-dependent manner.

Key Words: Clopidogrel; GES-1 cell; Methyl thiazolyl 
tetrazolium assay; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨氯吡格雷(Clopidogrel)对人胃黏膜
上皮细胞株GES-1增殖的影响. 

方法: 体外培养人胃黏膜上皮细胞株GES-1, 
将含不同浓度氯吡格雷(0.01、0.1、0.5和1 
mmol/L)的培养液与GES-1细胞共同培养24、

www.wjgnet.com
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高 ,  氯 吡 格 雷 对
胃肠道的损害引
起了临床医师的
广泛关注. 
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48及72 h, 采用MTT比色法计算细胞生长抑
制率. 以药物不同浓度对GES-1细胞生长抑制
率作图, 得到剂量反应曲线. 依据Bliss法, 利
用SPSS15.0软件求出氯吡格雷的半数抑制浓
度IC50和安全浓度IC90(存活率≥90%的药物浓
度). 倒置相差显微镜观察各浓度组氯吡格雷
与GES-1细胞共同培养24 h后细胞形态学变
化, 用流式细胞术膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素
-碘化丙啶(Annexin V-FITC/PI)双染法检测各
浓度组氯吡格雷与GES-1细胞共同培养24 h后
对细胞凋亡的影响. 

结果: 氯吡格雷对GES-1细胞的损伤呈浓度依
赖性(F  = 11.546, P  = 0.002), 无时间依赖性(F  
= 13.455, P  = 0.003). 氯吡格雷作用24 h、48 h
和72 h的IC50分别为0.36、0.51和0.35 mmol/L, 
IC90分别为0.08、0.16和0.08 mmol/L. 光镜下
可见药物作用后贴壁细胞数量减少, 细胞变
圆, 悬浮, 部分细胞核浓缩, 细胞损害随药物浓
度增加而增大. 流式细胞术显示: 空白对照组
及0.01、0.1、0.5、1 mmol/L氯吡格雷组凋亡
率为4.7%、5.3%、14.7%、51.0%、60.5%. 随
着氯吡格雷药物浓度增加, GES-1细胞的凋亡
率亦随之增加.

结论: 氯吡格雷可抑制人胃黏膜上皮细胞的
增殖, 具有剂量依赖性, 诱导细胞发生凋亡.

关键词�� 氯吡格雷; GES-1细胞; MTT法; 凋亡
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0  引言

氯吡格雷作为新型噻吩吡啶类药物, 其应用于

心脑血管疾病的治疗已逾10年. CAPRIE[1]和

CURE[2]实验证实, 氯吡格雷可显著减少各类

缺血事件的发生, 效果优于阿司匹林. CURE、
PCI-CURE[3]及CREDO[4]试验显示, 在非ST段抬

高的急性冠脉综合征(acute coronary syndrome, 
ACS)中, 阿司匹林和氯吡格雷联合治疗能使血

管事件的发生率降低20%, 在经皮冠状动脉介

入治疗(percutaneous coronary intervention, PCI)
中降低30%, 确定了氯吡格雷在ACS和PCI中的

应用价值. 近来, 在质子泵抑制剂(proton pump 
inhibitor, PPI)预防氯吡格雷相关的胃肠道损伤

中, 心血管事件的发生率和死亡率升高[5-9], 氯
吡格雷对胃肠道的损伤引起了临床医师的广泛
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关注. 氯吡格雷是具有独立的损伤胃肠道黏膜

作用, 还是仅影响出血黏膜的修复, 目前尚不明 
确[10]. 本研究拟采用人胃黏膜上皮细胞株GES-1
与氯吡格雷共培养, 通过MTT法及流式细胞术

研究氯吡格雷对GES-1细胞的损伤作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃黏膜上皮细胞株G E S-1由江苏

省人民医院消化科实验室馈赠 .  氯吡格雷购

自北京诺德恒信化工技术有限公司 (批号 : 
NDS0060513), 用PBS溶解配成10 mmol/L的母

液, 调pH值为7.4, 用0.22 μm微孔滤膜过滤除菌, 
4 ℃存放, 用时以无血清DMEM稀释成所需浓

度. DMEM高糖培养液为美国Hyclone公司生产, 
新生小牛血清为杭州四季青公司生产, 噻唑蓝

(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)购自美国Sigma公
司, Annexin V FITC/PI凋亡检测试剂盒购自美国

BD公司. Bio-Rad 680全自动酶标仪为美国Bio-
Rad公司产品. Olympus IX51倒置相差显微镜为

日本Olympus公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将G E S-1细胞置于细胞培养

瓶内, 以DMEM为培养液, (含15%小牛血清, 
pH7.4), 置37 ℃, 50 mL/L CO2温箱中培养, 隔天

更换培养液, 每3 d按1∶3比例传代, 实验时取对

数生长期细胞.
1.2.2 细胞生长抑制实验: 人胃黏膜上皮细胞株

GES-1用含15%小牛血清的DMEM培养液常规

培养. 应用MTT比色法, 将处于对数生长期的人

胃黏膜上皮细胞以每孔2×105加入96孔培养板

中, 每孔200 μL, 培养24 h贴壁后分别加入不同

浓度(0.01、0.1、0.5和1 mmol/L)的氯吡格雷, 
每组设4个复孔. 分别连续培养24、48和72 h后, 
加入5% MTT 10 μL, 继续培养4 h. 小心吸出培

养液, 每孔加入DMSO 100 μL, 室温震荡10 min
溶解. 同时设不加药物的阴性对照组以及只加

DMEM培养液的空白对照组. 以490 nm为测定

波长, 用酶标仪检测吸光度(A值), 计算抑制率. 
抑制率 = (阴性对照孔A值-加药孔A值)/(阴性对

照组A值)×100%. 以药物的不同浓度对GES-1
细胞生长抑制率作图, 可得到剂量反应曲线. 根
据Bliss法, 利用SPSS15.0软件[11]求出药物的半数

抑制浓度IC50和安全浓度IC90. 
1.2.3 倒置相差显微镜观察细胞形态: 将含不同

浓度氯吡格雷(浓度分别为0, 0.01, 0.1, 0.5和1 
mmol/L)的培养液与对数生长期的GES-1细胞共

www.wjgnet.com
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同培养24 h后, 在倒置相差显微镜下观察细胞形

态学变化.    
1 .2.4 流式细胞术膜联蛋白V-异硫氰酸荧光

素 -碘化丙啶双染法检测药物对G E S-1细胞

凋亡的影响: 将氯吡格雷(浓度分别为0, 0.01, 
0.1, 0.5和1 mmol/L)与对数生长期的GES-1细
胞作用24 h后, 0.25%胰酶消化, 2 000 r/min离
心5 m i n, 弃去上清及细胞碎片, 收集细胞悬

液;  冷P B S液洗涤两遍 ,  调整细胞浓度至1×
109 cell/L; 加入Annexin V-FITC和PI各5 μL; 旋
涡混匀, 避光室温孵育15 min后立即用流式细

胞仪检测细胞凋亡情况. 正常活细胞Annexin正常活细胞Annexin 
V及PI均低染(Annexin V-PI-), 分布在流式细

胞分析图的左下区; 凋亡早期细胞Annexin V
高染而PI低染(Annexin V+PI-), 分布在图的左

上区; 凋亡晚期细胞或死亡细胞Annexin V及

P I均高染(A n n e x i n V+P I+), 分布在图的右上 
区[12].

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多
组间比较采用One-way ANOVA分析; SPSS15.0
软件进行数据处理及分析, P<0.05有显著性差异.

2  结果

2.1 不同浓度氯吡格雷对GES-1细胞作用不同时

间对细胞的抑制作用 细胞生长抑制试验显示

氯吡格雷对GES-1细胞具有损伤作用, 并且具有

剂量依赖性, 但未显示有时间依赖性(F 药物浓度 = 
11.546, P  = 0.002; F时间 = 13.455, P  = 0.003, 表1, 
图1). 根据Bliss法, 氯吡格雷作用24、48和72 h
的IC50分别为0.36 mmol/L(95%CI: 0.26-0.46)、
0.51 mmol/L(95%CI: 0.30-0.64)和0.35 mmol/L 
(95%CI: 0.24-0.44); 氯吡格雷作用24、48和72 h的
IC90分别为0.08 mmol/L(95%CI: 0.03-0.13)、0.16 
mmol/L(95%CI: 0.03-0.28)和0.08 mmol/L(95%CI: 
0.03-0.13).
2.2 GES-1细胞损害的光镜检查 对照组GES-1细
胞呈长梭形, 均一贴壁生长. 不同浓度氯吡格雷

(0.01, 0.1, 0.5和1 mmol/L)作用于GES-1细胞24 h
后贴壁细胞数量减少, 细胞变圆, 悬浮, 部分细

胞核浓缩, 且随药物浓度增大, 悬浮细胞数量增

多(图2).
2.3 氯吡格雷对GES-1细胞凋亡的影响 流式细

胞术显示: 对照组凋亡率为4.7%(早期凋亡率为

3.2%, 晚期凋亡率为1.5%); 0.01 mmol/L氯吡格

雷组凋亡率为5.3%(早期凋亡率为2.0%, 晚期凋

亡率为3.3%); 0.1 mmol/L氯吡格雷组凋亡率为

14.7%(早期凋亡率为7.3%, 晚期凋亡率为7.4%); 
0.5 mmol/L氯吡格雷组凋亡率为51.0%(早期凋

亡率为32.7%, 晚期凋亡率为18.3%); 1 mmol/L
氯吡格雷组凋亡率为6 0 . 5 % (早期凋亡率为

33.7%, 晚期凋亡率为26.8%). 随着药物浓度增

加, GES-1细胞凋亡率亦随之增加(图3, 4).

3  讨论

氯吡格雷作为新型抗血小板药物, 具有抗血小

板聚集及抗血栓形成作用[13]. 其作用机制为, 通
过选择性地与血小板表面腺苷酸环化酶偶联的

二磷酸腺苷(adenosine diphosphate, ADP)受体结

合, 阻断ADP对腺苷酸环化酶的抑制作用, 促进

血管舒张剂刺激磷蛋白(vasodilator-stimulated 
phosphoprotein, VASP)的磷酸化, 抑制纤维蛋

白原与其血小板受体GPⅡb/Ⅲa结合而发挥作 
用 [14].  此外 ,  氯吡格雷还能阻断A D P释放后

引起的血小板活化扩增 ,  从而抑制其他激动

剂诱导的血小板聚集 .  氯吡格雷对血栓素

A2(thromboxane A2, TXA2)、前列环素合成及

磷脂酶活性没有影响[15], 因此氯吡格雷对于有阿

司匹林抵抗的患者同样有效. 
阿司匹林因抑制前列腺素的生成而导致胃

肠道黏膜的损害, 已为临床医师所熟知. 但是

氯吡格雷对人胃肠道黏膜损害的资料报道不

多. 氯吡格雷是具有直接的损害胃肠道黏膜作

■相关报道
Lanas等的1项临
床病例对照研究
发 现 ,  使 用 氯 吡
格雷75 mg/d者胃
肠道出血风险(校
正 危 险 比 为 2 . 8 , 
95%CI: 1.9-4.2)
与使用阿司匹林
100 mg/d者出血
风 险 ( 校 正 危 险
比为2.7, 95%CI: 
2 . 0 - 3 . 6 ) 相 当 . 
C h a n等的1项前
瞻性、随机、双
盲临床试验显示
阿司匹林联合埃
索美拉唑组与氯
吡格雷组相比, 再
发上消化道事件
的比率显著降低
(0.7% vs  8.6%).

表 1 氯吡格雷作用GES-1细胞后A 490nm值 (n = 4, mean±SD)

     
氯吡格雷          

24 h   48 h          72 h
浓度(mmol/L)

0 0.725±0.036    1.506±0.051   2.115±0.180

0.01 0.658±0.030    1.2�5±0.084   1.857±0.186

0.1 0.565±0.055    1.203±0.063   1.5�3±0.230

0.5 0.261±0.074    0.672±0.144   0.717±0.162

1 0.134±0.014    0.277±0.076   0.2��±0.008
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图 1 不同浓度氯吡格雷对GES-1细胞的生长抑制率.
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用, 还是仅影响损伤黏膜的修复, 目前尚不明确. 
2008年美国心脏学会和美国心脏病学会基金会

联合美国胃肠学会共同发布的减少抗血小板药

物和非甾体类消炎药物导致胃肠道并发症的专

家共识指出[16], 氯吡格雷为ADP受体拮抗剂, 可
抑制血管内皮生长因子的释放, 从而延迟了胃

溃疡的修复. 氯吡格雷的这种抗血管生长作用

可能抑制了胃黏膜糜烂和其他药物或者H.pylori
感染所致的小溃疡的愈合. 在酸存在的情况下, 
这可能会导致一些较轻的没有临床症状的胃黏

膜损害的延迟愈合, 甚至加重成为有明显临床

症状的溃疡和出血.  
本研究从细胞水平研究氯吡格雷对人胃黏

膜上皮细胞是否具有直接损害作用. 利用MTT
比色方法了解氯吡格雷对GES-1细胞的剂量及

时间毒性情况. 实验结果显示氯吡格雷对GES-1
细胞增殖具有明显抑制作用, 并且具有剂量依

赖性, 但无时间依赖性. 目前, 国外诸多有关氯

吡格雷相关性胃肠道损害的临床病例对照研

究[17-20]中, 患者所服氯吡格雷药物剂量通常为

75 mg/d. 氯吡格雷对上消化系损害的剂量及时

间毒性情况, 尚需要更多大规模多中心随机对

照临床研究, 以补充循证医学的证据. IC50
[21]是

指在用药后存活的细胞数量减少一半时所需的

药物浓度. 安全浓度IC90是指用药后细胞的存活

率≥90%的药物浓度. 根据Bliss创建的加权机

率单位法, 采用SPSS软件计算得出氯吡格雷作

用24、48和72 h的IC50分别为0.36、0.51和0.35 
mmol/L, 此浓度与临床常规负荷给药剂量(300 
mg)后血药浓度大致相当. 根据氯吡格雷的药代

动力学, 多次口服氯吡格雷75 mg以后, 其羧酸

盐衍生物血药浓度约在1 h后达峰(3 mg/L). 由
Bliss法求出氯吡格雷作用24、48和72 h安全浓

度IC90分别为0.08、0.16和0.08 mmol/L, 与临床

■创新盘点
本研究从细胞水
平证实氯吡格雷
对人胃黏膜上皮
细胞具有直接损
害作用, 呈剂量依
赖性, 诱导细胞发
生凋亡.

图 2 不同浓度氯吡格雷与GES-1细胞作用24 h后倒置相差显微镜下细胞形态(×100). A: 对照组; B: 0.01 mmol/L组; C: 0.1 

mmol/L组; D: 0.5 mmol/L组; E: 1 mmol/L组.
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C D
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常规口服剂量(75 mg)下的血药浓度相符. 实验

从细胞学角度证实氯吡格雷推荐剂量75 mg/d, 
绝大多数患者耐受良好, 在达到抗栓疗效的同

时, 最大可能地降低出血等副作用风险. 为了研

究氯吡格雷对GES-1细胞凋亡的影响, 我们对

药物作用后的细胞进行流式细胞仪Annexin V 
FITC/PI双染法检测. 结果显示随着药物浓度增

加, GES-1细胞凋亡率亦随之增加. 
本研究证明, 氯吡格雷对人胃黏膜上皮细胞

具有直接损害作用, 呈剂量依赖性, 诱导细胞发

生凋亡. 因此, 临床医师应提高对氯吡格雷相关

性上消化道出血等并发症的认识, 对需要服用

氯吡格雷等抗血小板药物的患者, 应首先评估

胃肠道损害风险, 且事先预防优于事后补救.
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图 4 不同浓度氯吡格雷对GES-1细胞凋亡的影响.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of B-cell-specific 
Moloney murine leukaemia virus insertion site 
1 (Bmi-1) gene knock-down on cell senescence 
and migration in human gastric caner cell line 
BGC823.

METHODS: Two pairs of complementary small 
hairpin RNA (shRNA) oligonucleotides target-
ing the Bmi-1 gene were devised, synthesized, 
annealed and cloned into the pRNAT-U6.2 
vector. After DNA sequencing to verify the 
correct insertion of the shRNA sequences, the 
recombinant plasmids were transfected into 
BGC823 cells. The expression of Bmi-1 mRNA 
and protein was examined by reverse transcrip-

tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. The effects of Bmi-1 
knockdown on cell senescence and migration 
were determined by β-Gal activity assay and 
Boyden chamber assay, respectively.

RESULTS: The double-stranded shRNA oli-
gonucleotides targeting the Bmi-1 gene were 
successfully cloned into the pRNAT-U6.2 vec-
tor. DNA sequencing results verified the correct 
insertion of the shRNA sequences. RT-PCR and 
Western blot analyses indicated that the expres-
sion levels of Bmi-1 mRNA and protein were 
significantly downregulated in cells transfected 
with the recombinant plasmids. Particularly, 
Bmi-1 protein expression was almost completely 
abolished in cells transfected with the recom-
binant vector harboring shRNA targeting the 
sequence GGAGGAGGTGAATGATAAA (nt 
1 104-1 122). Compared with untransfected cells 
and cells transfected with the empty vector, the 
average percentage of senescent cells increased 
and the number of cells passing through the 
Matrigel decreased in cells transfected with the 
recombinant vectors.

CONCLUSION: ShRNA-mediated silencing of 
the Bmi-1 gene can effectively promote cell se-
nescence and reduce migration in human gastric 
caner cell line BGC823.

Key Words: Bmi-1; siRNA; Gastric cancer; Senes-
cence; Metastasis

Gao FL, Liu CL, Li WS, Zhao GQ. ShRNA-mediated 
silencing of the Bmi-1 gene promotes senescence and 
inhibits migration in human gastric caner cell line 
BGC823. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 
335-339

摘要
目的: 研究靶向Bmi-1 siRNA对胃癌BGC823
细胞衰老和转移的作用. 

方法: 设计B m i-1的s i R N A靶序列, 分别合
成两条互补的寡核苷酸链 ,  退火后重组入
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■背景资料
胃癌的浸润及转
移是影响预后的
重要因素, 其浸润
与转移受多因素
与多基因调控. 目
前, 发现与胃癌发
病有关的癌基因
主要有c - M y c、
R a s 、 h s t 、

c-erbB-2等. Bmi-1 
基因可与c - M y c 
协同对恶性细胞
逃逸于凋亡有重
要作用, 引起细胞
转化和肿瘤形成.

■同行评议者
唐世刚, 教授, 中
南大学湘雅三医
院内科



pRNAT-U6.2载体, 转化扩增后进行序列测定. 
用脂质体包裹转染人胃癌BGC823细胞, 采
用RT-PCR和Western blot分别检测Bmi-1基因
mRNA和蛋白表达的变化. SA-β-Gal染色检测
和细胞体外侵袭实验检测分析对细胞衰老和
侵袭、转移的影响. 

结果: 靶向Bmi-1基因的s iRNA的双链寡核
苷酸片段克隆入pRNAT-U6.2载体, 经测序分
析, 插入片段正确; RT-PCR和Western blot检
测显示, Bmi-1基因的表达水平明显降低, 其
中以1 104-1 122 nt(GGAGGAGGTGAATGAT 
AAA)为靶序列的siRNA沉默作用最佳, Bmi-1 
mRNA和蛋白表达几乎完全抑制. 转染siRNA
组的衰老细胞百分率显著升高、穿透Matrigel
的细胞数显著下降, 与未转染和转染空载体组
比较差异有显著性(P <0.01).

结论: 抑制胃癌BGC823细胞Bmi-1基因表达, 
可以增加细胞的衰老和降低细胞侵袭、转移
的能力.

关键词�� Bmi-1; siRNA; 胃癌; 细胞衰老; 细胞转移
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0  引言

原癌基因Bmi-1(B-cell specific moloney leukemia 
virus insertion site-1, Bmi-1)是多梳基因家族

(polycomb group, PcG)家族的一员, 属于转录抑

制因子, 在许多肿瘤中存在Bmi-1基因的高表

达[1-3], Bmi-1高表达提示预后不良[4,5]. 研究表明

Bmi-1是通过作用于INK4a/ARF基因位点而影

响细胞增殖及衰老的, 且Bmi-1基因的表达水

平还与肿瘤的侵袭、转移密切相关[6,7]. 黄丽芳 
等[8]利用RNA干扰技术抑制Bmi-1在慢性髓性白

血病K562细胞中的过表达, 从而抑制K562细胞

的增殖. 因此, 本实验拟利用RNA干扰技术, 沉
默胃癌BGC823细胞Bmi-1基因的表达, 观察对

胃癌BGC823细胞生长和转移的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 siRNA载体pRNAT-U6.2购自GeneScript
公司; BglⅡ和Hin dⅢ、T4 DNA连接酶购自

Promega公司; Bmi-1抗体(sc-10745)美国Santa 
Cruz公司; 人胃癌细胞系BGC823购自上海中科

院细胞库; RPMI 1640、胎牛血清购自Gibco公
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司; 脂质体LipofectamineTM2000, G418, TRIzol试
剂、RT-PCR试剂盒购自Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 针对Bmi-1的siRNA靶序列的筛选: 利用

Promega siRNA靶序列分析设计系统, 扫描人

Bmi-1基因序列(NM_005180), 依据s iRNA靶

序列设计原则, 经BLAST同源性分析, 最终选

择2个确定19个碱基的siRNA靶序列1104-1122 
nt(GGAGGAGGTGAATGATAAA)和1356-1374 
nt(GAGAGATGGACTGACAAAT)为靶序列. 分
别合成2对发卡样DNA寡核苷酸单链(1104F、
1104R和1356F、1356R), 两端分别加上Bam H
Ⅰ和X h o Ⅰ内切酶残基 ,  上海生工公司合成 . 
1104F 5'-GATCCGGAGGAGGTGAATGATAAA 
TTCAAGAGATTTATCATTCACCTCCTCC 
TTTTTTC-3'; 1104R 5'-TCGAGAAAAAAGGA
GGAGGTGAATGATAAATCTCTTGAATTTAT
CATTCACCTCCTCCG-3'; 1356F 5'-GATCCG
AGAGATGGACTGACAAATTTCAAGAGAAT
TTGTCAGTCCATCTCTCTTTTTTC-3'; 1356R 
5'-TCGAGAAAAAAGAGAGATGGACTGACA
AATTCTCTTGAAATTTGTCAGTCCATCTCTC 
G-3'. 
1.2.2 siRNA载体质量组: 常规方法退火2对发卡

样DNA寡核苷酸单链(1104F、1104R和1356F、
1356R), 成为双链DNA(si1104和si1356). 然后重

组连接, 2×连接反应缓冲液5 μL, 黏末端线性

pRNAT-U6.2载体1 μL, T4连接酶1 μL, 退火产物

(si1104和si1356)3 μL, 4 ℃过夜, 常规操作方法

转化感受态细胞DH5α. 
1.2.3 重组子的筛选鉴定: 随机挑取转化菌用通

用引物PRNA-U6.2 FORWARD、PRNA-U6.2 
REVERSE PCR扩增法鉴定重组子. 取少量菌重

悬于50 μL去离子水中100 ℃煮沸裂解细菌为

模板, PCR扩增体系为5 μL 10×Buffer, 2 μL 4
×dNTP, PRNA-U6.2 FORWARD和PRNA-U6.2 
REVERSE各0.5 μL, 0.5 μL Taq DNA聚合酶, 5 
μL模板DNA, 去离子H2O补足50 μL. 94 ℃预变

性3 min; 94 ℃ 45 s, 55 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 35个
反应循环. 2%琼脂糖凝胶电泳分析扩增结果. 对
阳性重组子的插入序列进行DNA序列分析, 得
到pRNAT-U6.2-si1104和pRNAT-U6.2-si1356. 
1.2.4 脂质体介导siRNA转染BGC823细胞: 转染

方法参照LipofectamineTM2000说明书进行. 转染

选择质粒的终浓度为2 mg/L, 分别转染pRNAT-
U6.2-si1104和pRNAT-U6.2-si1356为实验1组和

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外文献报道
B m i - 1 基因在多
种肿瘤中均有表
达, 且与肿瘤的侵
袭、转移密切相
关. RNA干扰因其
可在胞质中导致
同源的mRNA特
异性降解从而特
异性抑制基因表
达已成为人们研
究的热点. 

■相关报道
黄 丽 芳 等 利 用
RNA干扰技术抑
制Bmi-1在慢性髓
性白血病K562细
胞中的过表达, 从
而抑制K562细胞
的增殖, 本文利用
RNA干扰技术, 沉
默胃癌BGC823细
胞Bmi-1基因的表
达, 观察分析对胃
癌细胞衰老和侵
袭、转移的影响, 
为胃癌治疗寻求
新的靶点.
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实验2组, 同时转染空pRNAT-U6.2质粒作为空载

体对照组, 以未转染的BGC823细胞为空白对照

组. 转染6 h换用含有800 mg/L G418完全培养基, 
筛选培养后进行相关检测. 
1.2.5 RT-PCR检测: 按照RT-PCR试剂盒说明书进

行操作; Bmi-1引物Forward 5'-GGAGACCAGC
AAGTATTGTCC-3'; Reverse 5'-GACCATTCCTT
CTCCAGGTAT-3', 扩增片段为517 bp; 同时扩增

β-actin作为内参照. 
1.2.6 免疫印迹: 收集各组细胞, 超声破碎细胞, 
测定蛋白的含量, 取适量样品, 进行SDS聚丙烯

酰胺凝胶电泳; 电转到PVDF膜上用含50 g/L脱
脂奶粉4 ℃封闭6 h; 加入1∶200兔抗人(Bmi-1)
多克隆抗体, 4 ℃下孵育过夜; 再用1∶2 000山
羊抗兔IgG二抗, 孵育1 h. 化学发光法分别检测

PVDF膜上Bmi-1蛋白的表达量. 
1.2.7 细胞衰老染色: 将各组转染后的细胞接种

6孔板, 24 h细胞贴壁后, 使用美国Cell Biolabs公
司细胞衰老β-半乳糖苷酶染色试剂盒, 按照说明

书步骤进行染色, 后随机选取5个视野进行拍照

(×100), 计数每个视野下衰老细胞百分率. 
1.2.8 细胞体外侵袭实验: 采用Boyden Chmber 
Assay方法, 含有Matrigel(美国BD公司)的无血

清1640培养基加到上层小室的滤膜上, 37 ℃放

置2 h使Matrigel形成凝胶备用. 下室用无血清培

养基培养的NIH3T3细胞的上清液200 μL作为趋

化因子. 400 μL 1×109/L细胞加入上室. 37 ℃ 50 
mL/L CO2条件下培养24 h. HE染色, 显微镜下(×
100)随机计数6个视野滤膜背面的细胞数. 每组

设5个平行实验.

2  结果

2.1 siRNA发卡DNA的退火结果 1104F、1104R

和1356F、1356R发卡样寡核苷酸DNA单链退火

后, 电泳可见明亮条带, 位于100 bp下, 接近100 
bp处, 与设计完全一致, 见图1.
2.2 针对Bmi-1 siRNA载体的鉴定 2个发卡样单

链DNA退火产物(si1104和si1356)与pRNAT-U6.2
双黏质粒连接后, 转化DH5黏质粒连接后, 转化DH5质粒连接后, 转化DH5α, 在Amp+LB平板上

培养, 都长出10多个转化菌落. 随机各挑选2个
克隆, 对插入片段进行DNA序列测定, 均得到与

设计一致的阳性重组子(pRNAT-U6.2-si1104和
pRNAT-U6.2-si1356)(图2).
2.3 RT-P C R检测B m i-1 m R N A的表达 转染

pRNAT-U6.2-si1104和pRNAT-U6.2-si1356的实

验1、2组胃癌BGC823细胞中Bmi-1 mRNA表达

都受到抑制, 其中实验1组的抑制效果优于实验2
组; 而两个对照组(空载体组和空白对照组)的细

胞中都存在较高水平的Bmi-1 mRNA表达(图3).
2.4 Bmi-1的表达 未转染的胃癌BGC823细胞和

转染空载体pRNAT-U6.2的细胞中Bmi-1蛋白

GG AG GA GG T GAA T GA T AAA T T CAA GA GT T TA T CA T TC AC CT C C TC C T T T T T T

G AGA GA T GG AC T GAC AA A T T T CA A GA GA AT T T GT CAG T CCA T CT CT CT T T T T T

图 2 转化菌重组质粒插入序列测序结果. 上图为重组质粒

pRNAT-U6.2-si1104插入序列测序结果; 下图为重组质粒

pRNAT-U6.2-si1356插入序列测序结果; 2个重组质粒的插

入序列与对应的设计序列完全一致.

750
500

M            1            2

2 000

1 000

250

100

图 1 siRNA发卡DNA的退火电泳结果. M: DNA Marker 

(DL2000); 1: 1104F、1104R发卡样单链DNA退火产物; 2: 

1356F、1356R发卡样单链DNA退火产物.

bp

图 3 RT-PCR检测细胞中Bmi-1 mRNA表达水平. M: DNA 

Marker(DL2000); 1: 转染pRNAT-U6.2-si1104的实验1组

细胞, 扩增检测Bmi-1 mRNA表达水平; 2: 转染pRNAT-

U6.2-si1356的实验2组细胞, 扩增检测Bmi-1 mRNA表达水

平; 3: 转染pRNAT-U6.2空载体的空载体对照组细胞, 扩增

检测Bmi-1 mRNA表达水平; 4: 未转染的空白对照组细胞, 

扩增检测Bmi-1 mRNA表达水平.
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■创新盘点
本研究成功构建了
Bmi-1真核表达质
粒, 并转染了人胃
癌BGC823细胞, 利
用RNA干扰技术, 
沉默胃癌BGC823
细胞Bmi-1基因的
表达, 观察对胃癌
BGC823细胞生长
和转移的影响, 结
果发现抑制胃癌
BGC823细胞Bmi-1
基因表达, 可以增
加细胞的衰老和降
低细胞侵袭、转移
的能力.
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呈现高表达; 而转染靶向Bmi-1(pRNAT-U6.2-
si1104和pRNAT-U6.2-si1356)的实验组胃癌细

胞中, Bmi-1蛋白被显著抑制, 其中转染pRNAT-
U6.2-si1104的细胞中Bmi-1蛋白几乎完全抑制

(图4).
2.5 细胞衰老染色实验和细胞体外侵袭实验结

果 细胞衰老染色实验和细胞体外侵袭实验数据

见表1. 转染pRNAT-U6.2-si1104和pRNAT-U6.2-
si1356的实验1、2组的平均细胞衰老率, 与2个
对照组相比显著增加, 差异有显著性(P <0.01); 
实验1、2组穿透Matrigel的平均细胞数, 与2个对

照组相比显著减少, 差异有显著性(P <0.01). 说
明抑制胃癌BGC823细胞Bmi-1基因表达, 可以

增加细胞的衰老和降低细胞侵袭和转移的能力.

3  讨论

胃癌是消化系常多见的恶性肿瘤, 占全球癌症

死亡原因的第2位[9]. 胃癌的浸润及转移是影响

预后的重要因素. 其浸润与转移受多因素与多

基因调控. 目前, 发现与胃癌发病有关的癌基因

主要有c-Myc、Ras、hst、c-erbB-2等[10]. Bmi-1 
基因属于PcG成员, 首次被提出是在转基因鼠

的淋巴瘤细胞传代中, 可与c-Myc协同作用引起

细胞转化和肿瘤形成[1]. 人类Bmi-1基因定位于

10p11.23, 由10个外显子组成, cDNA全长3 568 
bp, 位于640-1 620 bp的开放阅读框编码一个含

326个氨基酸, 相对分子质量45 kDa的核蛋白

质. 序列同源性对比显示, 人和小鼠的Bmi-1在

DNA水平和氨基酸水平上同源性分别为86%和

98%[7]. Bmi-1蛋白有氨基端环指结构和中心区

H-T-H结构域, 这对细胞复制寿命的延长和对抑

制p16 INK4a是必须的. Jacobs等[11]通过小鼠和

体外实验证实INK4a/ARF位点是Bmi-1基因的

下游调控位点, 直接受Bmi-1的负调控而影响细

胞增殖和衰老. 在不同启动子的作用下, INK4a
编码p16 INK4a与p19ARF两种蛋白. 在细胞周

期中, 由于cyclinD/CDK4/6复合物的作用, pRB
是高度磷酸化的, 使他不能结合并抑制E2F转录

因子, 允许E2F靶基因转录, 使细胞由G1期进入S
期, 促进细胞生长和增殖. 当Bmi-1高表达时, p16 
INK4a表达下调, 促进cyclinD与CDK4/6形成复

合物, 通过p16 INK4a/cyclinD/Rb通路, 促进细

胞的生长和增殖; Bmi-1高表达还抑制p19ARF, 
通过p19ARF/MDM2/P53通路, 阻止细胞周期

停滞和细胞凋亡[7]. 肿瘤细胞中Bmi-1基因表达

失调间接对pRb和P53的异常调控可能是pRb和
P53肿瘤抑制途径频阻的重要原因. 国外有研 
究[12]表明, Bmi-1基因是一种转录抑制因子, 一
旦被激活可高表达于肿瘤细胞中, 其核蛋白产

物在INK4a-ARF位点, 即多梳应答元件形成复

合物介导相邻基因沉默, 在转录水平来调控细

胞的衰老和增殖, 引起一系列的细胞生物学改

变. 此外, B m i-1基因可间接激活人端粒酶逆

转录酶(human telomerase reverse transcriptase, 
hTERT)的活性而永生化人乳腺上皮细胞[13], 这
可能是Bmi-1基因参与肿瘤形成的另一途径. 

有研究提示胃癌组织中Bmi-1存在高表达

现象, 并且Bmi-1的表达水平与肿瘤的大小和淋

巴结转移有高度的相关性[4,7]. 黄开红等[14]用RT-
PCR方法测定42例胃癌手术切除标本, 结果发现

Bmi-1 mRNA表达与胃肿瘤大小、淋巴结转移及

浸润深度密切相关(P<0.05), 并且, Bmi-1 mRNA 
阳性表达者生存率明显低于阴性者, Bmi-1的
过表达与肿瘤发展及预后密切相关. 因此, 本

表 1 细胞衰老染色实验和细胞体外侵袭实验结果 (n  = 5)

     
分组        转染质粒

         衰老染色实验视野内    体外侵袭实验    

               平均细胞衰老率(%)        视野内平均细胞数(个)

实验1组           pRNAT�U6.2�si1104  2�.3±3.�b       22.4±4.2b

实验2组           pRNAT�U6.2�si1356  25.�±4.3b       33.6±5.5b

空载体对照组          pRNAT�U6.2   15.6±2.7        74.7±�.3

空白对照组          �    17.2±3.1        6�.�±10.1

bP<0.01 vs  对照组.

1                2              3               4

Bmi-1

β-actin

图 4 Western blot检测Bmi-1的表达. 1: 转染pRNAT-

U6.2-si1104的实验1组; 2: 转染pRNAT-U6.2-si1356的实验

2组; 3; 转染pRNAT-U6.2空载体的空载体照组; 4: 未转染

的空白对照组.

■应用要点
本研究利用RNA
干扰技术, 沉默胃
癌 B G C 8 2 3 细胞
B m i - 1 基因的表
达, 观察分析对胃
癌细胞衰老和侵
袭、转移的影响, 
为胃癌治疗寻求
新的靶点.
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课题利用RNA干扰技术, 设计了2个针对Bmi-1
的siRNA靶序列1 104-1 122 nt和1 356-1 374 nt, 
构建出2个重组siRNA载体pRNAT-U6.2-si1104
和pRNAT-U6.2-si1356, 转染入胃癌BGC823细
胞. RT-PCR和Western blot检测结果显示, 以
1 104-1 122 nt(GGAGGAGGTGAATGATAAA)
靶序列构建的siRNA载体pRNAT-U6.2-si1104转
染的细胞, Bmi-1基因在mRNA和蛋白水平的表

达被非常有效的抑制; 细胞衰老染色实验结果

显示, 该组细胞的平均细胞衰老率最高28.3%±

3.9%; 同时体外侵袭实验结果显示, 该组细胞穿

透Matrigel的平均细胞数最少22.4±4.2. 说明抑

制胃癌BGC823细胞Bmi-1基因表达, 可以增加

胃癌BGC823细胞的衰老和降低细胞侵袭和转

移能力. 本实验结果与文献报道相似, 胃癌的发

生与发展受多因素影响、多基因调控, 多步骤

逐渐演进的过程, Bmi-1在胃癌的发生发展、浸

润侵袭转移过程中起着重要的作用, 通过进一

步的深入研究和探索, Bmi-1有望成为胃癌基因

治疗的靶点.
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■同行评价
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Bmi-1基因, 从而
发现其基因和蛋
白表达水平降低, 
可以导致胃癌细
胞的衰老加速和
转移能力下降, 对
胃癌的基因治疗
和靶点选择提供
了实验依据, 实验
结果有一定的说
服力.
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Abstract
AIM: To observe the protective and therapeutic 
effects and anti-lipid peroxidation effects of 
taurine ganbo in rats with alcoholic liver disease.

METHODS: A rat model of alcoholic liver dis-
ease was established by intragastric infusion 
of alcohol. Seventy-five male Wistar rats were 
randomly divided into five groups: normal 
control group, model group, low-dose taurine 
ganbo group, middle-dose taurine ganbo group, 
and high-dose taurine ganbo group. The model 
group was given dehydrated alcohol (500 mL/L) 
once a day for 8 weeks. The three taurine ganbo 
groups were treated as the model group and 
additionally given taurine ganbo once a day for 
8 weeks. The normal control group was given 
equal volumes of distilled water for the same 
duration. After treatment, all the rats were 

killed. Serum alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate amino transferase (AST), triglyceride 
(TG), total cholesterol (T-CHO), glucose (GLU), 
and circulating IgG against malondialdehyde-
modified human serum albumin (MDA-HSA) 
were measured. Hepatic pathological changes 
were observed.

RESULTS: The levels of serum ALT, AST, TG, 
T-CHO, and GLU were significantly higher 
in the model group than in the normal con-
trol group, the middle- and high-dose taurine 
ganbo groups (all P < 0.0). The levels of serum 
ALT, AST and GLU in the low-dose taurine 
ganbo group were lower than those in the 
model group (63.67 U/L ± 6.89 U/L vs 81.53 
U/L ± 22.85 U/L, 131.2 U/L ± 11.63 U/L vs 
156.47 U/L ± 32.23 U/L, and 6.38 mmol/L ± 
0.66 mmol/L vs 6.86 mmol/L ± 0.67 mmol/L, 
respectively; all P < 0.01 or 0.05). The level of 
circulating IgG against MDA-HSA in the mod-
el group was higher than those in the normal 
control group and the middle- and high-dose 
taurine ganbo groups (all P < 0.01). Compared 
to the normal control group, the model group 
had a much heavier lipid accumulation (P < 
0.01). The hepatic pathological changes were 
milder in the middle- and high-dose groups 
than in the model group (both P < 0.05).

CONCLUSION: Taurine ganbo can attenuate al-
cohol-mediated increase in serum ALT, AST, TG 
and T-CHO levels and exert anti-lipid peroxida-
tion effects in rats with alcoholic liver disease.

Key Words: Taurine ganbo; Alcoholic liver disease; 
Alcohol; Lipid peroxidation

Zhang B, Zhang CP, Jiang YP, Tian ZB, Niu QH. Anti-
lipid peroxidation effects of taurine ganbo in rats with 
alcoholic liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(4): 340-345

摘要
目 的 :  观 察 牡 蛎 肝 宝 对 大 鼠 酒 精 性 肝 病
(alcoholic liver disease, ALD)的防治作用及其
抗脂质过氧化效应.

®

■背景资料
酒精是西方国家
导致肝病的首要
原因, 近年来随着
我国经济的发展, 
酒精性肝病已经
成为我国仅次于
乙型肝炎的第二
大肝脏疾病, 而且
发病率有逐年上
升的趋势. 进一步
研究其相关的发
病及防治机制有
利于国民的健康
事业的发展.

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科; 范建高, 教
授, 上海交通大学
医学院附属新华
医院消化内科
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方法: 采用给予乙醇灌胃制造酒精肝模型的
方法, 75只♂Wistar大鼠随机均分为空白组、

模型组以及牡蛎肝宝低剂量、中剂量、高剂
量5组. 模型组仅给予500 mL/L的乙醇灌胃8 
wk, 治疗组给予同等量乙醇灌胃, 同时还给分
别给予低剂量、中剂量和高剂量牡蛎肝宝8 
wk. 空白对照组每天仅给予等量蒸馏水灌胃
8 wk. 治疗结束后, 抽取大鼠腹主动脉血液, 检
测血清ALT、AST、TG、TC、GLU及丙二醛
加合物抗体IgG, 同时取大鼠肝脏做冰冻切片, 
用苏丹Ⅲ染色, 观察各组脂肪变程度. 

结果: 空白组及牡蛎肝宝中、高剂量组血清
ALT、AST、TG、TC、GLU均明显低于模型
组(均P <0.01), 牡蛎肝宝中、高剂量组血清丙
二醛加合物抗体IgG浓度低于模型组(P <0.01), 
牡蛎肝宝低剂量组血清ALT、AST和GLU低
于模型组(63.67 U/L±6.89 U/L vs  81.53 U/L
±22.85 U/L, 131.2 U/L±11.63 U/L vs  156.47 
U/L±32.23 U/L, 6.38 mmol/L±0.66 mmol/L 
vs  6.86 mmol/L±0.67 mmol/L, P <0.01或0.05); 
模型组肝脏病理改变的程度高于空白对照组
(P <0.01); 牡蛎肝宝中、高剂量组肝脏病理改
变的程度均低于模型组(P <0.05).

结论: 牡蛎肝宝可以降低ALD的肝脏脂质蓄
积, 抗脂质过氧化, 有保肝降酶作用.

关键词�� 牡蛎肝宝; 酒精性肝病; 乙醇; 脂质过氧化

张博, 张翠萍, 江月萍, 田字彬, 牛庆慧. 牡蛎肝宝对大鼠酒精

性肝病的抗脂质过氧化作用. 世界华人消化杂志  2010; 18(4): 

340-345

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/340.asp

0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是因长

期过量饮酒引起的中毒性肝脏疾病, 包括酒精

性脂肪肝、酒精性肝炎、酒精性肝硬化等5种
类型[1]. ALD是西方国家导致肝硬化的最主要

原因[2,3], 在我国ALD的发病率也逐年上升, 酒精

已成为继病毒性肝炎后导致肝损害的第二大病 
因[4]. 酒精所致肝病, 除轻微病理改变者外, 最常

见的是甘油三酯在肝内堆积形成脂肪肝, 影响

肝脏功能, 并可发展为肝硬化. 牡蛎肝宝是从海

洋生物牡蛎、扇贝、蛤蜊等提炼出的有效生物

活性成分, 是卫生部审批公布的药食同源名单

中的食品, 含有丰富动物性糖原、牛磺酸、B族
维生素、微量元素锌等, 具有广泛的生物学作

用, 对乙醇所致小鼠肝损伤有一定的防治作用[5]. 

本实验通过建立实验性乙醇肝损伤大鼠动物模

型, 进一步探讨牡蛎肝宝对ALD的防治作用及

其可能的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 75只健康Wistar大鼠, ♂, 体质量232.8 g
±19.9 g, 购自华中科技大学同济医学院实验动

物学部. 所需辣根过氧化物酶标记的兔抗大鼠

IgG购自北京博奥森生物技术有限公司, 其余试

剂均购自青岛沃尔森生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及灌胃: 参考林红等, 采用酒精灌胃

方法制造大鼠酒精性肝病模型[6-9]. 75只健康♂

Wis ta r大鼠, 按每组15只, 随机分为空白组、

模型组和3个实验组, 即牡蛎肝宝低剂量组、

中剂量组、高剂量组, 采用灌胃的方法, 从小

剂量开始, 模型组和实验组分别给予500 mL/L
的乙醇8 mL/(kg·d)2 wk、10 mL/(kg·d)2 wk增
加到15 mL/(kg·d)4 wk, 此外实验组还分别给

予牡蛎肝宝0.04 g/(kg·d)、0.13 g/(kg·d)、0.40 
g/(kg·d)各2 wk、0.08 g/(kg·d)、0.26 g/(kg·d)、
0.8 g/(kg·d)各2 wk增加到0.12 g/(kg·d)、0.4 
g/(kg·d)、1.2 g/(kg·d)各4 wk(相当于人体推荐

剂量的3.3、10、30倍), 各组自由饮水与进食, 
空白对照组每天仅给予模型组体积相当的蒸

馏水灌胃. 灌胃8 wk, 禁食12 h后处死. 用0.3%
戊巴比妥钠按照1 mL/kg对大鼠行腹腔注射麻

醉, 麻醉成功后, 从大鼠腹主动脉抽取血液, 静
置0.5 h, 以3 000 r/min离心10 min, 吸取上层血

清, 用0.5 μL离心管分装放置-70 ℃深低温冰箱

备用, 行血生化检查; 同时取大鼠肝脏左叶放

-70 ℃深低温冰箱备用, 做冰冻切片, 用苏丹Ⅲ

染色, 观察脂肪变性.
1.2.2  指标检测 :  (1)采用日立7600-210全自

动生化分析仪检测各组血清中A LT、A S T、 
T G、T-C H O、G L U的含量 ;  (2 )用E L I S A
法 ,  参考V i d a l i等对血清中丙二醛蛋白加合

物(malondialdehyde-modified human serum 
albumin, MDA-HSA)抗体浓度进行比较[10-13]: 在
酸性条件下水解丙二醛二甲缩醛得到丙二醛

(malondialdehyde, MDA)[14], 将其与白蛋白反应, 
制得MDA-HSA并包被于聚乙烯板上, 然后按照

ELISA的常规步骤进行封闭、加入血清标本、

加入辣根过氧化物酶标记的兔抗大鼠IgG、加

入显色液、最后加终止液, 用美国BIO-RAD伯

乐酶标仪(型号: 550)在450 nm处检测吸光度值

■研发前沿
对酒精性肝病的
研究, 目前较多的
集中在氧化应激
和免疫相关机制
方面, 而氧化应激
可以引起脂质过
氧化, 引发机体的
免疫反应, 可以说
脂质过氧化在酒
精性肝病的发病
中起了非常重要
的作用, 进一步研
究脂质过氧化的
机制将有助于酒
精性肝病的防治.
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(A )(除了加入显色剂孵育以后不洗涤直接加

终止液以外, 其余每一步操作完成后都要用含

0.25% Tr ion-X-100的PBS严格洗涤); (3)乙醇

中毒大鼠肝脏病理组织学变化与评分标准 [5]: 
对每张病理切片全面进行观察(不得遗漏任何

视野), 观察脂肪滴在肝脏的分布、范围和面

积. 并根据病变程度进行量化, 按“-(0分)、+(1
分)、++(2分)、+++(3分)、++++(4分)”量化

积分.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 对所

获得各组生化值数据及用ELISA法所测MDA-
HSA抗体IgG吸光度值(mean±SD)进行One-way 
ANOVA检验, 对各组肝脏病理脂肪变(各组不同

阳性值个数n )进行Mann-Whitney Test非参数秩

和检验, 以P <0.05为差别有统计学意义.

2  结果

2.1 一般状况 实验期间大鼠活动正常, 精神状

态、进食以及排便情况未见异常, 75只大鼠进

入结果分析. 
2.2 大鼠血清GLU、ALT、AST、TG、TC含量

的变化 模型组ALT、AST、TG、T-CHO均明显明显

高于空白组(P <0.01), GLU高于空白组(P <0.01), 
说明模型建立成功; 与模型组相比, 牡蛎肝宝

低、中、高药物组ALT、AST及高剂量组TG均

降低(P<0.01), 中、高剂量组T-CHO(均P<0.01)、
GLU(均P<0.01)及中剂量组TG(P<0.01)明显降低, 
低剂量组GLU比模型组降低(P<0.05, 表1).
2.3 大鼠血清MDA-HSA抗体浓度 模型组明显高

于空白组、中剂量组和高剂量组(P <0.01, 图1).
2.4 肝脏病理变化 与空白组比较, 模型组肝脏出

现明显脂肪变(P <0.01); 与模型组相比, 牡蛎肝

宝中、高剂量组脂肪变均减轻(P <0.05, P <0.05, 
表2, 图2).

3  讨论

人体摄入的酒精经胃肠道吸收后 ,  大部分经

肝脏氧化分解 ,  在代谢过程中 ,  乙醇被氧化

成乙醛 ,  有10%-20%被肝细胞微粒体乙醇氧

化系统(microsomal ethanol oxidizing system, 
MEOS)催化, 产生大量自由基作用于细胞膜上

的不饱和脂肪酸而诱导肝脏脂质过氧化产生

MDA[15,16], 与肝脏内蛋白反应生成MDA-HSA, 
该加合物不需使用佐剂就具有免疫原性, 能诱

发外周血T细胞的增殖反应 [17], 引发机体产生

针对MDA-HSA的抗体IgG, 抗体可以直接对这

些蛋白加合物和载体蛋白发生免疫作用, 从而

进一步诱发机体对肝脏的自身免疫反应, MDA
还能与乙醛和蛋白反应生成丙二醛-乙醛蛋白

■相关报道
Zhou等分别用锌
在动物实验中治
疗 酒 精 性 肝 病 , 
取得了较好效果, 
而 W u 等 则 用 牛
磺酸在大鼠酒精
性肝病模型中取
得了较好的效果, 
不排除将来开发
出以锌或牛磺酸
治疗酒精性肝病
的可能.

表 1 各组血清生化值 (mean±SD, n  = 15)

     
分组         ALT(U/L)         AST(U/L)           TG(mmol/L)      T-CHO(mmol/L)       GLU(mmol/L)

空白组  55.20±3.76b  118.13±8.64b         0.55±0.07b        1.16±0.11b       6.28±0.21b

模型组  81.53±22.85  156.47±32.23         1.26±0.44        1.42±0.11       6.86±0.67

低剂量组  63.67±6.89b  131.20±11.63b         1.07±0.36        1.33±0.25       6.38±0.66a

中剂量组  58.40±6.37b  119.20±5.28b         0.90±0.33b        1.20±0.24b       6.36±0.37b

高剂量组  61.87±8.17b  123.60±7.78b         0.79±0.15b        1.21±0.17b       6.29±0.50b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

表 2 各组肝脏病理变 (n  = 15)

     
分组

   病变程度

            -             +            ++          +++       ++++

空白组           8            5            2            0            0b

模型组           1            3            5            4            2

低剂量组           1            5            5            3            1

中剂量组           2            7            4            2            0a

高剂量组           2            8            3            2            0a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.
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图 1 MDA-HSA抗体IgG吸光度值(A 450nm). 1: 空白组; 2: 模

型组; 3-5: 牡蛎肝宝低、中、高剂量组.
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加和物, 导致新的不同的偶合物的形成[18-25]. 研
究提示, 丙二醛加合物抗体IgG和肿瘤坏死因

子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)浓度的高

低影响到疾病的预后, 浓度越高, 肝损伤越严 
重[10,12], 同时, 脂质过氧化还可以导致线粒体功

能障碍, 影响DNA的功能,并且能促进肝脏肿瘤

基因的激活[26-28].
正常肝内存在具有保护性的抗氧化反应

物, 如谷胱甘肽(GSH)等. 长期饮酒者, 肝细胞

内GSH含量明显降低或耗竭, 肝中GSH减少在

线粒体最为明显, 从而加剧对线粒体结构和功

能的损害, 研究显示 [5], 在给予牡蛎肝宝的小

鼠肝脏内GSH的含量明显增加、MDA的含量

明显下降. 本实验模型组大鼠血清MDA-HSA
抗体IgG浓度明显增高, 这与Vi da l i等[10]结果

相一致, 而给予牡蛎肝宝组IgG浓度、ALT、
A S T、T G、T-C H O均较模型组有不同程度

降低, T G的降低则可以降低脂肪肝的相关危 
险[29], 说明该药具有较好的抗脂质过氧化和保

肝功效.
肝脏病理结果也显示, 给予牡蛎肝宝的大

鼠肝脏脂肪变明显低于模型组 ,  说明该药对

ALD有较好的降低肝脏脂肪蓄积的作用. 牡蛎

肝宝含有天然牛磺酸(含量在4%以上), 以及丰

富B族维生素、微量元素锌等, 牛磺酸可以逆

转ALD的脂肪变性和脂质过氧化, 给予牛磺酸

可以降低血清AST、TNF-α等, 增加肝脏总蛋

白, 降低肝脏内MDA含量[30-32], 补充锌可以使肝

脏肝细胞核因子-4α和过氧化物酶体增生物激

活受体-α的活性得到恢复, 使肝脏脂肪酸氧化

和极低密度脂蛋白(very low density lipoprotein, 
VLDL)分泌相关基因上调, 增加肝脏游离脂肪

酸的氧化和VLDL的分泌, 减轻由酒精引起的肝

脏脂类蓄积, 降低脂质过氧化产物MDA的含量, 
减少TNF-α在肝脏的mRNA的水平的升高, 减
轻肝脏的炎症反应, 抑制酒精引起的肝细胞凋 
亡[33,34].

本实验结果还显示, 模型组血糖高于空白

组、牡蛎肝宝中、高剂量组. 酒精摄入可抑制

细胞代谢、变型和更新所需的胰岛素反应基

因, 降低胰岛素与受体的结合, 导致胰岛素抵 
抗[27,35], 给予牡蛎肝宝的药物组血糖则较模型

组有不同程度的降低, 但由于尚未检测空腹胰

岛素和计算胰岛素抵抗指数, 因此该药是否对

ALD的胰岛素抵抗有一定的治疗作用, 仍有待

进一步研究.
本实验结果显示, 牡蛎肝宝可以促进酒精

代谢, 降低低肝脏脂肪蓄积, 降低脂质过氧化的

损害, 能从多个途径保护肝脏, 减轻酒精对肝脏

的损害, 对ALD的治疗有一定辅助价值.

■创新盘点
本文将酒精性肝
病转氨酶变化、

血脂变化、血糖
及针对丙二醛加
合物抗体的IgG联
合进行检测, 取得
了较理想的效果, 
但牡蛎肝宝是否
对胰岛素抵抗有
一定的治疗作用
还有待于进一步
的研究.

图 2 各组大鼠肝组织病理学变化(苏丹Ⅲ染色×400, 图中橘黄色为脂肪颗粒). A: 空白组; B: 模型组; C-E: 牡蛎肝宝低、

中、高剂量组.

A B C

D E



www.wjgnet.com

344                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年2月8日       第18卷       第4期

志谢�� 青岛大学医学院附属医院中心实验室对

本实验提供的帮助.

4      参考文献
1 中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组. 

酒精性肝病诊断标准. 中华肝脏病杂志 2003; 11: 72
2 Diehl AM. Liver disease in alcohol abusers: clinical 

perspective. Alcohol 2002; 27: 7-11 
3 Mann RE, Smart RG, Govoni R. The epidemiology 

of alcoholic liver disease. Alcohol Res Health 2003; 
27: 209-219

4 庄辉. 酒精性肝病的流行病学. 中华肝脏病杂志 2003; 
11: 698  

5 张翠萍, 李英兰, 张民生, 田字彬, 孔心娟. 牡蛎肝宝对
乙醇所致小鼠肝损伤的保护作用及其抗脂质过氧化
效应. 中国临床康复 2006; 10: 82-84

6 林红, 吕淼, 张义侠, 王炳元, 傅宝玉. 酒精性肝病大鼠
模型的建立. 世界华人消化杂志 2001; 9: 24-28

7 赵初环, 卢中秋, 李惠萍, 吴斌, 李景荣, 胡国新. 大
鼠酒精性肝病模型的建立. 浙江临床医学 2007; 9 : 
435-436

8 伏建峰, 史清海, 岳新华, 张东辉. 改进的酒精灌胃
法建立大鼠酒精性肝病模型. 解放军预防医学杂志 
2006; 24: 336-338

9 French SW. Intragastric ethanol infusion model for 
cellular and molecular studies of alcoholic liver 
disease. J Biomed Sci 2001; 8: 20-27 

10 Vidali M, Hietala J, Occhino G, Ivaldi A, Sutti S, 
Niemelä O, Albano E. Immune responses against 
oxidative stress-derived antigens are associated 
with increased circulating tumor necrosis factor-
alpha in heavy drinkers. Free Radic Biol Med 2008; 
45: 306-311

11 Xu D, Thiele GM, Beckenhauer JL, Klassen LW, 
Sorrell MF, Tuma DJ. Detection of circulating 
antibodies to malondialdehyde-acetaldehyde 
adducts in ethanol-fed rats. Gastroenterology 1998; 
115: 686-692

12 Rigamonti C, Mottaran E, Reale E, Rolla R, Cipriani 
V, Capelli F, Boldorini R, Vidali M, Sartori M, 
Albano E. Moderate alcohol consumption increases 
oxidative stress in patients with chronic hepatitis C. 
Hepatology 2003; 38: 42-49

13 Rolla R, Vay D, Mottaran E, Parodi M, Traverso N, 
Aricó S, Sartori M, Bellomo G, Klassen LW, Thiele 
GM, Tuma DJ, Albano E. Detection of circulating 
antibodies against malondialdehyde-acetaldehyde 
adducts in patients with alcohol-induced liver 
disease. Hepatology 2000; 31: 878-884

14 Tinahones FJ, Gómez-Zumaquero JM, Garrido-
Sánchez L, García-Fuentes E, Rojo-Martínez G, 
Esteva I, Ruiz de Adana MS, Cardona F, Soriguer F. 
Influence of age and sex on levels of anti-oxidized 
LDL antibodies and anti-LDL immune complexes in 
the general population. J Lipid Res 2005; 46: 452-457

15 金武丕, 权修权, 孟繁平, 崔香丹, 朴海今. 大鼠酒精性
肝病细胞凋亡与细胞色素P4502E1和氧化应激的关
系. 世界华人消化杂志 2007; 15: 2181-2185

16 Fernández A, Colell A, Garcia-Ruiz C, Fernandez-
Checa JC. Cholesterol and sphingolipids in alcohol-
induced liver injury. J Gastroenterol Hepatol 2008; 23 
Suppl 1: S9-S15

17 Stewart SF, Vidali M, Day CP, Albano E, Jones DE. 
Oxidative stress as a trigger for cellular immune 
responses in patients with alcoholic liver disease. 

Hepatology 2004; 39: 197-203
18 Viitala K, Makkonen K, Israel Y, Lehtimäki T, 

Jaakkola O, Koivula T, Blake JE, Niemelä O. 
Autoimmune responses against oxidant stress and 
acetaldehyde-derived epitopes in human alcohol 
consumers. Alcohol Clin Exp Res 2000; 24: 1103-1109

19 Mottaran E, Stewart SF, Rolla R, Vay D, Cipriani V, 
Moretti M, Vidali M, Sartori M, Rigamonti C, Day 
CP, Albano E. Lipid peroxidation contributes to 
immune reactions associated with alcoholic liver 
disease. Free Radic Biol Med 2002; 32: 38-45

20 Duryee MJ, Klassen LW, Thiele GM. Immunological 
response in alcoholic l iver disease. World J 
Gastroenterol 2007; 13: 4938-4946

21 Tuma DJ. Role of malondialdehyde-acetaldehyde 
adducts in liver injury. Free Radic Biol Med 2002; 32: 
303-308

22 Tuma DJ, Casey CA. Dangerous byproducts of 
alcohol breakdown--focus on adducts. Alcohol Res 
Health 2003; 27: 285-290

23 Kharbanda KK, Todero SL, Shubert KA, Sorrell MF, 
Tuma DJ. Malondialdehyde-acetaldehyde-protein 
adducts increase secretion of chemokines by rat 
hepatic stellate cells. Alcohol 2001; 25: 123-128

24 Niemelä O. Distribution of ethanol-induced protein 
adducts in vivo: relationship to tissue injury. Free 
Radic Biol Med 2001; 31: 1533-1538

25 Thiele GM, Worrall S, Tuma DJ, Klassen LW, Wyatt 
TA, Nagata N. The chemistry and biological effects 
of malondialdehyde-acetaldehyde adducts. Alcohol 
Clin Exp Res 2001; 25: 218S-224S

26 Yan M, Zhu P, Liu HM, Zhang HT, Liu L. Ethanol 
induced mitochondria injury and permeability 
transition pore opening: role of mitochondria in 
alcoholic liver disease. World J Gastroenterol 2007; 
13: 2352-2356

27 Yao XH, Chen L, Nyomba BL. Adult rats prenatally 
exposed to ethanol have increased gluconeogenesis 
and impai red insu l in response o f hepat i c 
gluconeogenic genes. J Appl Physiol 2006; 100: 
642-648

28 Wang Y, Millonig G, Nair J, Patsenker E, Stickel F, 
Mueller S, Bartsch H, Seitz HK. Ethanol-induced 
cytochrome P4502E1 causes carcinogenic etheno-
DNA lesions in alcoholic liver disease. Hepatology 
2009; 50: 453-461

29 向国卿, 孟宪云, 张浩, 台文霞, 孟晓丹, 王炳元. 脂肪
肝相关危险因素的评估. 世界华人消化杂志 2009; 17: 
1038-1041

30 Wu G, Yang J, Sun C, Luan X, Shi J, Hu J. Effect 
of taurine on alcoholic liver disease in rats. Amino 
Acids 2009; 36: 457-464

31 Kerai MD, Waterfield CJ, Kenyon SH, Asker DS, 
Timbrell JA. Reversal of ethanol-induced hepatic 
steatosis and lipid peroxidation by taurine: a study 
in rats. Alcohol Alcohol 1999; 34: 529-541

32 Bleich S, Degner D. Reversal of ethanol-induced 
hepatic steatosis and lipid peroxidation by taurine: 
a study in rats. Alcohol Alcohol 2000; 35: 215

33 Kang X, Zhong W, Liu J, Song Z, McClain CJ, Kang 
YJ, Zhou Z. Zinc supplementation reverses alcohol-
induced steatosis in mice through reactivating 
hepatocyte nuclear factor-4alpha and peroxisome 
proliferator-activated receptor-alpha. Hepatology 
2009; 50: 1241-1250

34 Zhou Z, Liu J, Song Z, McClain CJ, Kang YJ. Zinc 
supplementation inhibits hepatic apoptosis in mice 

■同行评价
本研究设计合理, 
方法先进, 数据准
确, 分析恰当, 学
术价值较好.



www.wjgnet.com

张博, 等. 牡蛎肝宝对大鼠酒精性肝病的抗脂质过氧化作用                 345

subjected to a long-term ethanol exposure. Exp Biol 
Med (Maywood) 2008; 233: 540-548

35 de la Monte SM, Yeon JE, Tong M, Longato L, 

Chaudhry R, Pang MY, Duan K, Wands JR. Insulin 
resistance in experimental alcohol-induced liver 
disease. J Gastroenterol Hepatol 2008; 23: e477-e486

           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 •

2008 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
                                                                   总被引频次                   影响因子                   

                                                          数值      学科排名       离均差率 数值       学科排名     离均差率
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G803 肝脏       586 25 -0.49  0.594  11              0.14 

G938 国际呼吸杂志      645 22 -0.44  0.294  34            -0.43 

G415 国际内分泌代谢杂志      663 20 -0.43  0.379  28            -0.27 

G501 临床肝胆病杂志      582 27 -0.50  0.441  22            -0.15 
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G261 临床心血管病杂志      836 17 -0.28  0.371  29            -0.29 

G293 临床血液学杂志      408 31 -0.65  0.329  33            -0.37 

G491 岭南心血管病杂志      161 39 -0.86  0.158  40            -0.70 

G662 内科急危重症杂志      308 34 -0.73  0.279  36            -0.46

G523 内科理论与实践        34 40 -0.97  0.171  39            -0.67 

G746 实用肝脏病杂志      312 33 -0.73  0.562  14              0.08 

G190 世界华人消化杂志    2480   6    1.15  0.547  17 0.05 

G800 胃肠病学       619 23 -0.46  0.621  10              0.19 

G326 胃肠病学和肝病学杂志      580 28 -0.50  0.415  23            -0.20 
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G285 中华消化内镜杂志    1314 13   0.14  0.578  12 0.11 

G168 中华消化杂志    2571   5   1.23  1.025    4 0.97 

G892 中华心率失常学杂志      494 30 -0.57  0.657    9 0.26 

G170 中华心血管病杂志    4186   2   2.63  1.375    1 1.64 

G172 中华血液学杂志    1501 12   0.30  0.489  19            -0.06 

 平均值     1154   0.520   

以上数据摘自2009年�《中国科技期刊引证报告》(核心�). 科学技术文献��社, 177-178.
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Abstract
AIM: To investigate possible involvement of 
extracellular matrix (ECM) protein matrilin-2 in 
oval cell-mediated liver regeneration in rats.

METHODS: A rat model of hepatic oval cell 
proliferation was established using the modified 
Soft-Farber protocol. The control group was fed 
normal saline. On days 2, 4, 6, 9, 12 and 15 after 
partial hepatectomy (PH), rat liver tissue sam-
ples were collected. The dynamic relationship 
between matrilin-2 protein expression and oval 
cell distribution during the proliferation and dif-
ferentiation of oval cells was analyzed using im-
munohistochemistry and Western blot.

RESULTS: On day 2 after PH, oval cells began 
to proliferate around the portal area, and matri-
lin-2 deposition was observed in the hepatic 
sinusoids in the periportal area. On day 9, pro-
liferating oval cells were present in the hepatic 
acini, and matrilin-2 upregulation was noted. 

On day 12, as oval cells differentiated to form 
hepatocellular nodules, matrilin-2 was distrib-
uted mainly in the periphery of the nodules, and 
little protein was present in the nodules. The 
expression level of matrilin-2 protein began to 
be upregulated on day 2 after PH, and reached 
the peak on day 9. After day 12, the protein level 
returned to physiological level.

CONCLUSION: The close relationship between 
matrilin-2 expression and oval cell distribution 
suggests a role for the protein in stem cell-fed 
liver regeneration.

Key Words: Oval cell; Partial hepatectomy; Liver 
regeneration; Matrilin-2

Chen Z, Huang L, Yan JJ, Yan YQ. Involvement of 
extracellular matrix protein matrilin-2 in oval cell-
mediated rat liver regeneration. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(4): 346-349

摘要
目的: 探讨肝脏胞外基质Matrilin-2在肝再生
中与卵圆细胞的关系及作用. 

方法: 采用改良的Soft-Farber建立大鼠肝脏卵
圆细胞增殖模型, 对照组灌喂生理盐水. 分别
取术后2、4、6、9、12、15 d大鼠肝组织, 采
用免疫组织化学以及Western blot的方法动态
观察大鼠卵圆细胞增殖模型中肝脏胞外基质
成分Matrilin-2的变化与卵圆细胞的关系. 

结果: 肝脏部分切除术(partial hepatectomy, 
PH)后第2天, 卵圆细胞开始向门静脉周围区
域增殖, Matrilin-2主要出现在门静脉周围的
肝窦状隙内; 术后第9天, 卵圆细胞进一步向
肝实质内增殖, Matrilin-2表达增加; 术后第12
天, 随着卵圆细胞分化为小肝细胞结节, 大多
数Matrilin-2位于结节周边, 少数出现在结节
内. Matrilin-2的含量自肝切除后第2天开始升
高, 第9天达到高峰, 第12天后逐步恢复生理
水平.

结论: 肝脏胞外基质成分Matrilin-2与卵圆细
胞介导的肝脏再生存在紧密联系并发挥重要

®

■背景资料
近年来, 肝脏胞外
基质对卵圆细胞
激活和增殖的影
响引起了越来越
多研究者的关注. 
肝脏胞外基质调
控卵圆细胞的分
化, 支持卵圆细胞
的自我更新, 在正
常生理状态下抑
制其分化, 而在损
伤时促进其增殖
分化. Matrilin-2是
新发现的非胶原
型细胞外基质蛋
白的新家族成员
之一, 目前对其功
能的认识还很不
明确.

■同行评议者
朱亮, 副教授, 大
连医科大学生理
教研室
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0  引言

近年来, 肝脏胞外基质对卵圆细胞激活和增殖

的影响引起了越来越多研究者的关注. 肝脏胞

外基质调控卵圆细胞的分化, 支持卵圆细胞的

自我更新, 在正常生理状态下抑制其分化, 而
在损伤时促进其增殖分化. Matrilin-2是新发现

的非胶原型细胞外基质蛋白的新家族成员之

一, 目前对其功能的认识还很不明确. 但是基于

他广泛的组织分布以及对多种组织起到重塑作

用, 本研究动态观察卵圆细胞增殖分化过程中, 
Matrilin-2与卵圆细胞的关系以及对卵圆细胞增

殖分化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠20只, ♂, 体质量120-150 g,  
由中国人民解放军第二军医大学动物中心提供. 
Matrilin-2兔抗人多克隆抗体, 购自武汉华美生

物工程有限公司, BCA蛋白定量试剂盒购自武

汉博士德生物工程有限公司, β-actin购自Santa 
Cruz公司等.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝卵圆细胞增殖模型的建立: 采用

改良的Soft-Farber模型, 将2-乙酰氨基芴(购自

Sigma公司)配成1%浓度, 通过胃管按每天15 
mg/kg对实验大鼠灌喂连续4 d, 第5天停喂, 在氯

胺酮麻醉下行肝脏2/3切除, 切除肝左叶和肝中

叶, 第6天继续灌喂, 连续1 wk. 对照组灌喂生理

盐水. 分别于术后2、4、6、9、12、15 d断颈处

死大鼠, 每个时间点2只. 迅速取肝组织液氮冻

存后至-80 ℃冰箱保存备用, 剩下肝组织以100 
g/L甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋, 5 μm连续切片

备用. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 连续石蜡切片经常规

脱蜡后, 以3%过氧化氢溶液浸泡10 min后灭活

内源性过氧化物酶; 抗原热修复后以正常兔血

清封闭, 然后分别加1∶150稀释的抗Matrilin-2
第一抗体(兔抗人多克隆抗体, 购自武汉华美生

物工程有限公司)工作液4 ℃过夜; 以PBS代替

第一抗体作为阴性对照. 加生物素标记的兔抗

鼠第二抗体(购自Dako公司)室温30 min; 加结合

过氧化物酶链霉亲和素37 ℃, 45 min; 加新鲜配

制的DAB显色, 苏木素复染, 脱水、透明和封片. 
显微镜下观察结果. 
1.2.3 Western blot检测Matrilin-2在肝组织中的表

达: 组织蛋白裂解, 在等量的肝组织各(0.1 g)在
液氮中碾磨后加入裂解缓冲液中冰浴30 min, 超
声破碎细胞至4 ℃恒温离心机内8 000 r/min离
心15 min, 取上清, BCA蛋白定量试剂盒进行蛋

白定量, 分装后-80 ℃冻存. 分别取等量蛋白裂

解液, 加入上样缓冲液煮沸5 min变性, 经SDS-
PAGE凝胶电泳, 电泳后将蛋白转至硝酸纤维

素膜上, 50 g/L脱脂奶粉(脱脂奶粉2.5 g溶于50 
mL TBST中)封闭12 h, 将膜置于Matrilin-2多抗

(用TBST 1∶1 000稀释, 内含50 g/L脱脂奶粉和

0.02% Na3N)5 mL盒中, 室温2 h. 将膜置于抗兔

二抗5 mL(用TBST 1∶2 000稀释, 内含50 g/L脱
脂奶粉), 室温1 h. 用ECL显色液A和B各500 μL
混匀后放入膜曝光、显影和定影, X光胶片扫描

后在医学图形分析系统上进行分析.

2  结果

2.1 Matrilin-2在大鼠肝卵圆细胞增殖过程中的

表达 Matrilin-2在灌喂2-AAF之前的正常大鼠肝

脏组织表达于胆管血管周围以及肝窦状隙内. 
PH后第2天, Matrilin-2主要在门静脉周围的肝窦

状隙内放射状分布(图1A). 在卵圆细胞增殖的过

程中, Matrilin-2染色在PH后第9天到达顶峰, 随
后下降, 包含Matrilin-2的基底膜始终围绕未分

化的卵圆细胞(图1B). PH后第12天由卵圆细胞分

化的小肝细胞结节内(虚线部分)缺乏Matrilin-2
的表达, 结节周围Matrilin-2表达逐渐减少(图1C). 
15 d后, 卵圆细胞进一步减少, 小肝细胞与血管之

间的联系开始重建, 肝脏结构开始恢复. 在尚未

完全形成窦状隙和胞外基质的门静脉周围小肝

细胞结节内出现Matrilin-2的表达(图1D).
2.2 肝卵圆细胞活化过程中肝组织内Matrilin-2
的表达变化 在正常肝组织中未见Matrilin-2, 肝
切除后第2天即可见Matrilin-2表达, 到第9天达

到高峰, 第12天后逐步恢复生理水平(图2).

3  讨论

本研究采用2-AAF/PH建立卵圆细胞增殖模型, 
运用免疫组织化学以及Western blot的方法动态

分析了肝脏胞外基质成分Matrilin-2与卵圆细胞

之间的相互关系, 观察了在卵圆细胞介导的肝

■研发前沿
Matrilin-2是由卵
圆细胞产生的重
要的胞外基质成
分, 并且参与由卵
圆细胞介导的肝
脏 再 生 过 程 .  胞
外基质的重塑可
能对于调控卵圆
细胞的迁移、增
殖、分化以及肝
再生过程有重要
作用. Matrilin-2在
卵圆细胞增殖中
的确切作用机制
需要进一步研究.
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再生中Matrilin-2的变化, 研究表明, 在卵圆细胞

增殖和分化的重建过程中, 卵圆细胞与肝脏胞

外基质成分Matril in-2具有紧密的解剖学关系. 
这些结果说明胞外基质的重建对于卵圆细胞介

导的肝再生具有重要作用. 肝脏胞外基质是一

个动态的大分子复合物, 包括胶原、非胶原结

构糖蛋白以及蛋白多糖, 在维持肝脏正常结构

和细胞的增殖、迁移分化方面具有重要作用[1]. 
Matrilins为近年发现的一个新的细胞外基

质蛋白家族, 有4个呈现出大致相同结构的家族

成员. 唯独不同的是, Matril in-2包含一个位于

第2个vWFA域和寡聚合反应域之间的片段, 和
其他任何已知的蛋白序列不具有同源性[9-31]. 已
知生物细胞的一个基本特征就是他们与邻近细

胞及ECM间有着规律性的相互作用, 这种相互

间的接触和作用主要通过“ECM-黏附分子-细
胞骨架”的介导途径, 进行着跨膜联系, 并决定

着生物细胞的形态. 现证实ECM不仅具有连接

和支持细胞、组织的作用, 而且可以影响细胞

形态, 调控细胞迁移、增殖、分化、代谢及功

能, 并与人类胚胎形态发生密切相关. 肝脏具有

很强的再生能力, 但肝细胞的增殖受抑制, 而肝

脏又有再生需求时, 卵圆细胞即活化. 2-AAF处
理后可以抑制肝细胞DNA合成而抑制增殖, 然
而卵圆细胞不受抑制, 开始活化. 基底膜在由卵

圆细胞参与的肝脏再生过程中发挥了重要作

用, 卵圆细胞在成熟肝细胞不能再生形成肝结

节时被激活, 而且成熟的肝细胞周围缺乏基底

膜, 而未分化的卵圆细胞具有完整的基底膜结

构, 分化为成熟肝细胞后基底膜消失[2-7]. 由于抗

基底膜抗体可诱导卵圆细胞快速分化, 可以推

断基底膜和卵圆细胞之间的这种关系可以阻止

细胞分化程序的启动. 这对于研究该分子抑制

作用机制具有重要意义. 层粘连蛋白被证明是

由卵圆细胞形成的胆管基底膜重要组成部分. 
Matrilin-2蛋白表达与层粘连蛋白表达类似[8], 表
明Matrilin-2可能也是干细胞起源肝脏再生过程

中产生的重要的细胞外基质成分. 充分认识基

底膜组成对于研究如何启动和抑制的卵圆细胞

分化机制具有重要意义. 
我们通过免疫组织化学研究结果清楚地

表明了Matri l in-2存在于卵圆细胞周围的基底

膜区域, Matrilin-2在灌喂2-AAF之前的正常大

鼠肝脏组织表达于胆管血管周围以及肝窦状

隙内. PH后第2天, Matrilin-2出现在门静脉周围

的肝窦状隙内放射状分布, 而且随着卵圆细胞

的增殖分化, 这种蛋白几乎从小叶胆管和肝静

脉基底膜消失. 同时我们通过Western blot方法

比较了不同时段2-AAF/PH组的肝组织总蛋白

中Matri l in-2的量, 发现肝切除后第2天即可见

Matrilin-2表达, 到第9天达到高峰, 第15天后逐

步恢复生理水平. 这意味Matrilin-2参与卵圆细

胞介导的肝再生. 本研究动态观察了胞外基质

成分Matrilin-2与卵圆细胞有紧密联系, 我们推

测其可能在早期肝脏再生阶段提供卵圆细胞增

殖必须的生长因子, 随着卵圆细胞向肝细胞分

化, 围绕在卵圆细胞周围的基底膜逐渐减少最

后消失, 胞外基质成分可能影响卵圆细胞的分

化状态, 并且影响卵圆细胞的黏附、迁移和增

殖. 这种不同的生物学特性和潜在的分子机制

需要进一步阐明. 
总之, 本研究结果表明, 在卵圆细胞增殖模

型中, Matrilin-2是由卵圆细胞产生的重要的胞

外基质成分, 并且参与由卵圆细胞介导的肝脏

■创新盘点
本 研 究 采 用
2 - A A F / P H 建 立
卵圆细胞增殖模
型, 运用免疫组织
化学以及Western 
blot的方法动态分
析了肝脏胞外基
质成分Matrilin-2
与卵圆细胞之间
的 相 互 关 系 ,  观
察了在卵圆细胞
介导的肝再生中
Matrilin-2的变化.

图 2 各组大鼠肝组织Matrilin-2水平蛋白印迹图. 1: 对照

组(正常肝组织); 2-6模型组(2-AAF/PH组: PH后2、4、6、

9、12 d, β-actin作为内参照).

1          2        3       4         5          6

Matrilin-2

β-actin

图 1 Matrilin-2在大鼠PH后肝卵圆细胞增殖过程中的表达(×200). A: 第2天; B: 第9天; C: 第12天; D: 第15天.

A B C D
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再生过程. 胞外基质的重塑可能对于调控卵圆

细胞的迁移、增殖、分化以及肝再生过程有重

要作用. Matrilin-2在卵圆细胞增殖中的确切作

用机制需要进一步研究.
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■同行评价
肝再生过程中, 当
肝实质细胞增殖
被 抑 制 时 ,  肝 脏
微环境对卵圆细
胞 激 活 ,  是 该 领
域的热点研究之
一. 有关非胶原型
细胞外基质蛋白
Matrilin-2与卵圆
细胞的关系, 相关
研究较少, 体现了
该研究的创新性. 
免疫组织化学和
Western blot的动
态观察, 较好地描
述了Matrilin-2与
卵圆细胞参与的
肝脏再生之间的
紧密联系, 有很好
的启发意义和科
学研究价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Uygur 

medicine Xipayi Kui Jie’an on the expression 
of inducible nitric oxide synthase (iNOS) gene 
in rat ulcerative colitis and explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: A rat model of ulcerative colitis 
was established using 2, 4-dinitrochlorobenzene 
(DNCB) and acetic acid. The UC rats were divid-
ed into four groups: normal saline (NS) group 
and low-, medium- and high-dosage Xipayi Kui 
Jie’an treatment groups. The expression of iNOS 
mRNA and protein was detected using semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot, re-
spectively.

RESULTS: No significant differences were 
noted in the expression levels of iNOS mRNA 
between the Xipayi Kui Jie’an treatment groups 
and the NS group. In contrast, the expression 
level of iNOS protein was down-regulated in the 
high-dosage Xipayi Kui Jie’an treatment group 
when compared to the NS group (0.44 ± 0.40 vs 
1.00 ± 0.07, P < 0.05).

CONCLUSION: Xipayi Kui Jie’an exerts thera-
peutic action against UC in rats perhaps by 
downregulating iNOS expression at the post-
transcription level.

Key Words: Xipayi Kui Jie’an; Ulcerative colitis; In-
ducible nitric oxide synthase

Huang JJ, Yunusi K, He J, Ni Q, Chen Y, Ma WJ, Wufuer 
H. Xipayi Kui Jie’an downregulates iNOS expression in 
rat ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(4): 350-354

摘要
目的: 检测维药西帕依溃结安对大鼠溃疡性
结肠炎模型中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)基
因表达的影响, 探讨药物的可能作用机制. 

方法: 采用2, 4-二硝基氯苯(DNCB)复合乙酸
法构建溃疡性结肠炎大鼠模型, 建立维药西

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)被世界卫生
组织列为难治病
之一, 近年来发病
率有明显增加趋
势. 而新疆维吾尔
医药西帕依溃结
安在治疗肠道炎
症方面疗效确切, 
但机制不清. 故通
过进行药物干预
的动物实验研究
来探讨该药的作
用机制十分必要.

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科
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帕依溃结安大、中、小剂量干预组及生理盐
水阴性对照组(NS组), 应用半定量RT-PCR和
Western blot方法检测各组中iNOS mRNA和蛋
白质的表达水平. 

结果: 与NS组相比, 维药西帕依溃结安各干预
组iNOS mRNA表达水平无统计学意义, iNOS 
蛋白表达水平下调, 差异有统计学意义(0.44
±0.40 vs  1.00±0.07, P <0.05).

结论: 维药西帕依溃结安治疗溃疡性结肠炎
可能是通过在转录后水平上调节iNOS的表达
而发挥作用.

关键词�� 维药西帕依溃结安; 溃疡性结肠炎; 诱导型

一氧化氮合酶

黄静静, 库热西·玉努斯, 贺捷, 倪群, 陈艳, 马文静, 哈木拉提·
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)也称慢性非

特异性溃疡性结肠炎, 是一种病因不明的慢性

肠道炎症, 病变主要累及黏膜层及黏膜下层, 以
溃疡、糜烂为主, 多累及直肠和远端结肠. 临床

上以腹泻、腹痛、黏液脓血便和里急后重等为

主要表现. 该病病程长, 病情轻重不一, 呈反复

发作, 近年来发病率有明显增加趋势[1,2], 并与结

肠癌关系密切, 已被世界卫生组织列为难治病

之一. 新疆维吾尔医药西帕依溃结安在治疗肠

道炎症方面疗效确切[3], 但其作用机制尚不清

楚. 我们在前期研究中已应用2, 4-二硝基氯苯

(2, 4-dinitrochlorobenzene, DNCB)与乙酸复合

法诱导了大鼠溃疡性结肠炎模型, 其症状、结

肠黏膜损伤指数(CMDI)评分和组织病理学改

变都表明模型建立成功, 同时半定量RT-PCR结
果显示模型中炎症相关因子核因子-κB(nuclear 
f a c t o r-κ B, N F-κ B)、诱导型一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase, iNOS)、环氧合

酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)的mRNA表达水

平均有增高[4-6], 提示他们可能参与了UC的发生

发展, 与众多文献报道相一致[7-9]. 为明确药物作

用的分子机制, 本研究在前期研究基础上应用维

药西帕依溃结安对溃疡性结肠炎大鼠进行干预, 
以iNOS为候选基因, 检测药物对iNOS的mRNA
及蛋白质表达水平的影响从而探讨药物的可能

作用机制, 为临床治疗提供理论及实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SPF级Wista r大鼠, ♂, 体质量

200-250 g, 由新疆医科大学实验动物中心提供. 
RNA提取试剂TRIzol购自Invitrogen公司, 异丙

醇、乙醇购自MERCK公司, 氯仿为国产光谱纯, 
逆转录试剂盒、PCR试剂盒均购自上海生工生

物工程技术服务有限公司, 引物借助Primer 5.0
软件设计, 由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成. iNOS一抗和β-actin一抗均购自Santa 
Cruz公司, 辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗为

北京中杉金桥公司产品. DNCB、丙酮、乙酸等

试剂均为国产分析纯. 维药西帕依溃结安由新

疆维吾尔医研究所提供.
1.2 方法 
1.2.1 动物处理及分组: 参照文献构建UC模型[10]: 
大鼠先适应性喂养1 wk, 颈背部脱毛, 每天用2%
的DNCB丙酮液滴背, 每次5滴, 连用14 d, 于第

15天用直径3 mm的导管(导管头端3 cm打孔, 使
液体均匀分布于结肠)经肛门插入大鼠结肠内8 
cm左右注入0.1%的DNCB乙醇液0.25 mL, 第16
天同法灌体积分数为5%的乙酸2 mL, 作用15 s
后立即注入生理盐水5 mL冲洗, 以消除乙酸的

作用(灌肠前禁食24 h, 自由饮水). 灌肠7 d后按

完全随机法将大鼠分为生理盐水阴性对照、维

药西帕依溃结安大、中、小剂量干预共4组, 分
笼喂养, 开始药物干预, 用直径3 mm的导管经肛

门插入大鼠结肠内5-8 cm左右分别注入: 生理

盐水2.25 mL/(100 g•d)、维药西帕依溃结安225 
mg/(kg•d)、150 mg/(kg•d)、75 mg/(kg•d), 治疗

20 d后脱颈椎处死大鼠, 取距肛门5-8 cm的结肠

组织, 分别留取RT-PCR和Western blot标本, 液氮

冷冻后-80 ℃冰箱冻存.
1.2.2 半定量RT-PCR检测iNOS mRNA表达水平: 
总RNA的提取采用经典的TRIzol法, 经琼脂糖凝

胶电泳、浓度和纯度鉴定后, 取1.0 μg总RNA以

Oligo-(dT)18为引物将mRNA逆转录成cDNA, 反
应体系20 μL, 操作按试剂盒说明书进行. 以1 μL 
cDNA做模板, 对大鼠iNOS基因进行扩增, PCR
反应体系50 μL, 以β-actin为内参照, 引物序列: 
iNOS[11]上游5'-CCACATCTGGCAGGATGAGA
A-3', 下游5'-AGGCACAGAACTGAGGGTACA
-3', β-actin上游5'-GAGGGAAATCGTGCGTGA
C-3', 下游5'-CTGGAAGGTGGACAGTGAG-3', 
扩增产物长度分别为416 bp和445 bp. PCR反应

参数: 94 ℃预变性4min; 94 ℃变性40 s、56 ℃ 
iNOS(61 ℃ β-actin)复性30 s、72 ℃延伸45 s, 循

■研发前沿
众 多 文 献 表 明
iNOS参与了溃疡
性结肠炎的发生
发展甚至癌变过
程, 他已成为众多
药物研究的靶点.

■相关报道
众多研究证实维
药西帕依溃结安
确实具有很强的
抗炎、清除氧自
由 基 、 调 节 免
疫、抗血小板聚
集、抗菌等作用, 
在治疗肠道炎症
方面疗效确切.
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环35次; 72 ℃总延伸7 min. 将PCR产物在含溴化

乙啶的2%琼脂糖凝胶上电泳, 采用Bio-Rad凝胶

成像仪分析系统根据电泳条带的面积和亮度计

算出每个条带的积分光密度. 以待测因子iNOS
的光密度对同一标本β-actin(内参照)光密度的

比值表示iNOS mRNA的表达水平. 
1.2.3 半定量Western blot检测iNOS蛋白表达

水平: 将结肠组织标本按1∶5质量比例加入细

胞裂解液, 冰上匀浆, 裂解后离心, 取上清. 用
BCA(bicinchoninic acid)比色法检测样品蛋白浓

度后进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(上样60 μg), 
电泳结束后将蛋白电转移至NC膜上, 丽春红S染
色鉴定, 根据Marker剪下相应的iNOS(130 kDa)和
β-actin(43 kDa)蛋白条带, 洗去丽春红, 以50 g/L
脱脂奶粉4 ℃封闭过夜, 洗膜后分别加入iNOS的
兔mAb(1∶100)、β-actin的山羊mAb(1∶200)4 ℃
孵育12 h, 洗膜后分别加入结合有HRP标记的抗

兔二抗(1∶4 000)、抗山羊二抗(1∶5 000)4 ℃孵

育12 h, 洗膜后于暗室中将杂交膜放入已混匀的

ECM化学发光剂中, 反应1 min后曝光、显影、

定影, 使目的蛋白印迹于X光胶片上. 采用Image 
Tool凝胶图像分析系统对X光胶片扫描分析, 根
据蛋白条带的面积和灰度计算出每个条带的积

分光密度. 以每组iNOS表达的面积灰度值对同

一标本β-actin(内参照)表达的面积灰度值的比

值表示iNOS蛋白表达水平.
统计学处理 数据采用SPSS15.0统计软件处

理. 半定量RT-PCR结果: 数据方差齐, 进行完全

随机设计资料的方差分析, 采用Dunnett法比较

药物干预组与NS阴性对照组间iNOS mRNA的

表达差异; 半定量Western blot结果: 数据方差不

齐, 经数据变换后仍采用上述方法比较药物干

预组与NS阴性对照组间iNOS蛋白的表达差异, 
检验标准α = 0.05.

2  结果

2.1 iNOS mRNA的表达 与NS组相比, 维药西帕

依溃结安各干预组iNOS mRNA表达差异未显示

出统计学意义(图1, 表1).图1, 表1).表1). 
2.2 iNOS蛋白的表达 与NS组相比, 维药西帕依

溃结安大剂量干预组iNOS蛋白表达水平有下

调, 差异有统计学意义(图2, 表1).图2, 表1).表1).

3  讨论

溃疡性结肠炎属炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)中的一种, 其病因和发病机制尚不

清楚, 一般认为是由遗传、环境、免疫等因素

相互作用而引起的一种以肠道炎症为主要表现

的慢性疾病, 其中炎症介质起重要作用[12], 尤其

是炎症前因子与抗炎因子之间的平衡失调被视

为溃疡性结肠炎的一个重要发病机制[13,14].   
维吾尔医学理论认为结肠炎的病变产生

是由于浅黄色胆液质所致[3], 即体液失平衡, 这
不仅与上述免疫失衡机制相吻合, 而且其治疗

UC的药物(维药西帕依溃结安)一方面可调节体

液失衡, 另一方面他的主要成分没食子(turkish 
galls)历来被视为是治疗各种急、慢性炎症的良

药. 没食子所含的没食子鞣质和没食子酸具有

固涩、收敛、燥湿、止血、消炎、镇痛、抗免

疫、抗腹泻等作用, 主要用于大肠虚滑、泻痢

不止、习惯性肠炎、便血、牙龈松弛、牙周炎

等的治疗[15]. 众多研究也已证实维药西帕依溃结

安确实具有很强的抗炎、清除氧自由基、调节

免疫、抗血小板聚集、抗菌等作用[16,17], 在治疗

肠道炎症方面疗效确切[3]. 
NO作为一种新型免疫分子和炎症介质, 同

表 1 各实验组中iNOS mRNA及蛋白的表达 (mean±SD)

     
分组   n           iNOS mRNA        iNOS蛋白

NS组                18      0.651±0.383      1.00±0.07

大剂量干预组          21      0.613±0.180      0.44±0.40a

中剂量干预组          19      0.494±0.223      0.56±0.49

小剂量干预组          22      0.867±0.310      0.87±0.36

aP<0.05 vs  NS组.

1        2        3
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图  1  结 肠 组 织 中
i N O S  m R N A 的 表
达. 1: DNA Marker; 

2: iNOS(416 bp); 3: 

β-actin(445 bp).

图 2 结肠组织中iNOS、β-actin蛋白的表达.

iNOS

β-actin

■应用要点
本文结果提示维
药西帕依溃结安
对iNOS蛋白有调
节作用, 提示iNOS
可能是维药西帕
依溃结安治疗UC
的作用靶点, 为药
物的治疗作用提
供了一定的理论
依据, 并为进一步
研究奠定基础.
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时也是一种自由基, 具有活泼的生化性质, 在消

化、循环、免疫等多系统的生理、病理过程中

起重要作用, 是目前研究的热点. 他由精氨酸分

解产生, 体内催化此反应的一氧化氮合酶(NOS)
有四种同工酶: 神经型NOS(nNOS)、内皮型

NOS(eNOS)、诱导型NOS(iNOS)和新发现的线

粒体型NOS(mtNOS)[18], 其中与炎症关系密切的

是iNOS. iNOS本身是一个静止的基因, 正常情

况下不表达, 在免疫反应或炎症时可被一些细

胞因子(NF-κB、IL-1、IFN-γ、TNF-α)和内毒

素(LPS)等激活合成过量的NO, 有促炎、促氧

化、促自由基生成、促DNA损伤的作用[19]. 对
于肠道组织, NO是近年来发现的重要的气体信

号分子和神经递质, 他不仅能通过趋化作用削

弱肠黏膜的屏障功能、启动炎症反应, 而且能

降低肠道平滑肌的兴奋性, 使肠道内容物在肠

道长时间滞留引起肠梗阻、肠炎[20-22]. 同时, 众
多研究表明NO与UC的发生、发展、甚至癌变

过程密切相关[23,24]. 
鉴于维药西帕依溃结安的抗炎、抗氧化及

清除自由基作用与NO的作用相拮抗, 同时由于

NO在生物体内含量低、半衰期极短, 他的结构

也不稳定, 很难准确测定其含量, 所以本研究将

维药与动物模型相结合, 通过检测药物对iNOS 
mRNA和蛋白表达水平的影响反映药物对NO合

成的影响, 探讨药物的可能作用机制. 研究结果

显示维药西帕依溃结安大剂量干预组与NS组相

比iNOS蛋白表达水平有下调, 差异有统计学意

义(0.44±0.40 vs  1.00±0.07, P <0.05). 提示维药

西帕依溃结安治疗溃疡性结肠炎可能是通过在

转录后水平上调节iNOS的表达发挥作用的. 
与溃疡性结肠炎相关的炎症因子、炎症介

质有很多种, 他们之间存在着错综复杂的关系, 
许多细胞因子在调节NO合成的同时其本身的分

泌又受NO水平的调节[25,26]. 我们正在以与UC密
切相关的因子为靶点进行研究[27], 期望为阐明维

药西帕依溃结安治疗溃疡性结肠炎的作用机制

奠定基础.
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Abstract
AIM: To evaluate the possibility of using 
melanoma antigen-1 (MAGE-1) and New York-
esophageal-1 (NY-ESO-1) antigens as specific 
targets for immunotherapy of gastrointestinal 
stromal tumors (GISTs) and using MAGE-1 and 
NY-ESO-1 mRNA levels as auxiliary parameters 
for risk classification of GISTs.

METHODS: The expression of MAGE-1 and 
NY-ESO-1 mRNAs was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) in 30 GIST tissue specimens. The cor-

relation of MAGE-1 and NY-ESO-1 mRNA 
expression with pathological parameters was 
analyzed in GISTs.

RESULTS: The positive rates of MAGE-1 and 
NY-ESO-1 mRNA expression in GIST specimens 
were 30% and 47%, respectively. At least one of 
these two cancer-testis antigens (CTAs) was de-
tected in 18 GIST tissue specimens. The expres-
sion of MAGE-1 and NY-ESO-1 mRNAs was not 
correlated with age, sex or pathologic type (P > 
0.05), but correlated with tumor site, tumor di-
ameter and risk grade (all P < 0.05). The expres-
sion levels of MAGE-1 and NY-ESO-1 mRNAs 
in GISTs of high risk grade were significantly 
higher than those in GISTs of low risk grade (P 
< 0.05). No negative correlation was noted be-
tween the expression of MAGE-1 and NY-ESO-1 
mRNAs in GISTs (r = 0.018, P > 0.05).

CONCLUSION: MAGE-1 and NY-ESO-1 
mRNAs are expressed specifically in GIST tis-
sue and may be potentially promising targets 
for antigen-specific immunotherapy of GISTs. 
The expression of MAGE-1 and NY-ESO-1 
mRNAs is correlated with the risk grade of 
GISTs. MAGE-1 and NY-ESO-1 mRNA levels 
are promising auxiliary parameters for risk 
classification of GISTs.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumors; Can-
cer-testis antigen; Reverse transcription-polymer-
ase chain reaction; Melanoma antigen-1; New York-
esophageal-1
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摘要
目的: 探讨肿瘤-睾丸抗原(CTA)MAGE-1和
NY-ESO-1作为胃肠间质瘤(GISTs)免疫治疗
特异性靶点及MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA作
为辅助GISTs危险度分级指标的可能性, 及其
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■背景资料
近年来许多��
表 明 ,  肿 瘤 睾 丸
抗原基因编码的
肿瘤相关抗原在
多种肿瘤中均有
较 高 的 表 达 ,  同
时在除睾丸和胎
盘外的正常组织
中 不 表 达 ,  是 特
异性免疫治疗的
理 想 靶 分 子 ,  因
此肿瘤睾丸抗原
已成为多肽疫苗
�发的最有希望
的一类抗原.

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院普通外
科; 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



与GISTs生物学行为的关系. 

方法: 采用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)技
术, 检测30例GISTs中MAGE-1和NY-ESO-1 
mRNA的表达, 并取正常胃肠道组织作为阴
性对照组, 同时分析MAGE-1和NY-ESO-1 
mRNA表达与病理特征的关系. 

结果: 正常对照组中无阳性表达, 30例GISTs
中, 18例至少表达一种CTA, MAGE-1和NY-
ESO-1 mRNA在GISTs中的表达率分别为
30%和47%. MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA表
达与患者年龄、性别和病理类型无关, 而与
肿瘤生长部位、肿瘤大小及危险度分级有关
(P <0.05). MAGE-1 和NY-ESO-1 mRNA在低
危、中危、高危三个组中表达量随着危险
度分级的升高而增高, 三组间差异有统计学
意义(P <0.05). MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA
在GISTs中的表达不存在相关性(r  = 0.018, 
P >0.05).

结论: MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA在GISTs
中的高特异性表达, 其抗原有望成为GISTs
免疫治疗特异性的靶点 ;  M A G E-1和N Y-
ESO-1 mRNA表达与GISTs危险度分级有关, 
MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA有望成为辅助
GISTs危险度分级的诊断指标.

关键词�� 胃肠道间质瘤; 肿瘤-睾丸抗原; 逆转录-

聚合酶链反应; MAGE-1; NY-ESO-1
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0  引言

胃肠间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)是一种具有恶性潜能, 同时也是消化系最

常见的间叶源性肿瘤. 近年研究发现, GISTs可
能起源于胃肠道Cajal间质细胞(interstital cells of 
Cajal, ICC)或胃肠道ICC与平滑肌细胞共同起源

的原始细胞, 其特征性改变是原癌基因c-kit功能

获得性改变和蛋白产物CD117的表达[1,2]. 肿瘤-
睾丸抗原(cancer-testis antigen, CTA)在多种肿瘤

组织中表达, 但在正常组织中表达仅限制于睾

丸和胎盘组织[3]. 由于CTA这种与肿瘤相关的特

异性表达方式, 使其成为特异性免疫治疗的理

想靶分子. CTA在GISTs中的表达情况, 国内尚

未见文献报道. 我们应用RT-PCR法检测CTA在
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GISTs中的表达, 旨在为GISTs的特异性免疫治

疗提供分子理论依据, 并探讨其作为辅助GISTs
危险度分级指标的可能性.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-2009年南昌大学第二附属医院胃

肠外科提供的资料完整、诊断明确的GISTs新
鲜肿瘤标本30例, 其中男17例, 女13例, 发病年

龄31-78(平均55.7±3.6)岁; 胃间质瘤18例, 肠间

质瘤12例; 梭形细胞型19例, 上皮细胞型7例, 混
合细胞型4例; 按肿瘤最大径可分为<5.0 cm组6
例, 5.0-10.0 cm组10例, >10.0 cm组14例; 按NIH
推荐的Fletcher分级标准[4]分为低危组6例, 中危

组10例, 高危组14例. 所有患者均经手术切除治

疗, 且术前均未接受化疗和放疗. 同时收取正常

胃肠道组织作为阴性对照组, 收取南昌大学第二

附属医院泌尿外科提供的睾丸组织作为阳性对

照组. 引物由江西省南昌东湖生物公司设计并合

成, TRIzol及RT-PCR试剂盒购于Fermentas公司.
1.2 方法 总RNA提取按照TRIzol试剂说明书的

操作步骤进行, RNA提取后均经电泳鉴定. 逆
转录步骤按试剂盒进行, 合成cDNA后以内参照

β-actin进行PCR反应. PCR反应条件及引物序列

见表1. PCR产物全部加入10 g/L低熔点琼脂糖

凝胶进行电泳检测. 利用Bandleader 3.0软件分

析PCR产物条带密度. 基因表达值以(目的基因

密度值/β-actin基因密度值)×100%表示, 进行半

定量数据分析处理.
统计学处理 所有数据采用SPSS13.0统计软

件进行统计分析. 计量资料以mean±SD, 采用t
检验, 计数资料采用χ2检验, 以P <0.05为有统计

学意义.

2  结果

2.1 MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA在GISTs组织

中的表达 正常对照组中无阳性表达, 阳性率

为0%(0/20), 30例GISTs中, 18例至少表达一种

CTA, 阳性表达率为60%(18/30), 两者具有显

著性差异(P <0.01), 说明MAGE-1和NY-ESO-1 
mRNA在GISTs组织中高度表达. 其中MAGE-1 
mRNA阳性表达率为30%(10/30), 与正常对照组

有显著差异(P <0.01), NY-ESO-1 mRNA阳性表

达率为47%(14/30), 与正常对照组有显著差异

(P <0.01).
2.2 MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA的表达与GISTs
病理特征的关系 MAGE-1 mRNA表达与性别、

年龄和病理类型无关(P >0.05, 表2). 与肿瘤生长

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤-睾丸抗原在
多种恶性肿瘤中
的表达情况, 国内
外有大量文献报
道, 但其在胃肠道
间质瘤中的表达, 
国内外报道罕见.
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部位、肿瘤大小和危险度分级有关(P<0.05, 表2). 
NY-ESO-1 mRNA表达与性别、年龄和病理类

型无关(P >0.05, 表2). 与肿瘤生长部位、肿瘤大

小和危险度分级有关(P <0.05, 表2).
2.3 MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA表达的半定量

结果 MAGE-1和NY-ESO-1的RT-PCR产物电泳

结果示扩增片段分别为171 bp和332 bp, 与预

期设计的目的片段相同, MAGE-1和NY-ESO-1 
mRNA在GISTs组织中均有高度表达, 而在正常

组织中未发现其表达, 且MAGE-1和NY-ESO-1 
mRNA表达均与GISTs危险度分级有关(图1). 
MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA在低危、中危、高

危3个组中表达量随着危险度分级的升高而增

高, 3组间差异有统计学意义(P <0.05, 表3).
2.4 MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA在GISTs组中

表达的相关性 30例GISTs组织中MAGE-1和NY-
ESO-1 mRNA共阳性表达6例(6/30), 两者表达不

存在明显相关性(r  = 0.018, P >0.05, 表4).

3  讨论

目前GISTs的治疗倾向于外科治疗与甲磺酸伊

马替尼的联合应用. 其中外科手术切除是其主

要治疗方法. 完整切除肿瘤及切缘阴性是外科

切除治疗的基本标准. 此外以甲磺酸伊马替尼

为代表的靶向治疗药物开启了GISTs治疗新时

代. 甲磺酸伊马替尼治疗GISTs的主要适应证是

■相关报道
Perez等在2008年
首次报道了肿瘤-
睾丸抗原在胃肠
道间质瘤中的表
达情况, 并指出肿
瘤-睾丸抗原可作
为一个新的独立
指示预后的指标.

表 1 CTA基因扩增引物序列及PCR反应条件

     
基因   引物序列3'-5'

              PCR反应条件

         T(℃)     t (min)   T(℃)    t (min)    T(℃)   t (min)    
循环 产物(bp)

NY-ESO-1        CAGGGCTGAATGGATGCTGCAGA      94        1        60        1        72        1        3����      332

            GCGCCTCTGCCCTGAGGGAGG        

MAGE-1            CTGTTCCTGTATCCTCACC       94        1        72        1        72        2        3����      171

           GACTCACACTACCTCCAC        

β-actin              GGTACGGGTGTAGTGCGGGACCACGGACC     94        1        ����6        1        72        1        24      ����80

           CTGAAGCTCGTTCTCTACCGGTGC

表 2 MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA的表达与GISTs病理特征的关系

     
病理特征    n

                    MAGE-1的表达                 NY-ESO-1的表达

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

性别           0.068         1.000   0.002 0.961

    男  17   6(3����)                8(47) 

    女  13   4(31)                6(46) 

年龄(岁)           0.000        1.000    0.089 0.76����

    <��������  12   4(33)                6(����0) 

    ≥��������  18   6(33)                8(44) 

病理类型           2.729        0.2��������         0.062 0.969

    梭形细胞型 19   8(42)                9(47) 

    上皮细胞型   7   2(29)                3(43) 

    混合细胞型   4   0(0)                2(����0) 

部位           ����.62����        0.04����   6.4����1 0.011

    胃  18   3(17)                ����(28) 

    肠  12   7(����8)                9(7����) 

肿瘤大小(cm)          7.371        0.02����   6.73���� 0.034

    <����    6   0(0)                1(17) 

    ����-10  10   2(20)                3(30) 

    >10   14   8(����7)              10(71) 

危险度分级          7.371        0.02����   6.73���� 0.034

    低危组    6   0(0)                1(17) 

    中危组  10   2(20)                3(30) 

    高危组  14   8(����7)              10(71) 
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c-kit基因突变和CD117阳性的病例, 尤其是c-kit
基因11号外显子突变者, 而对PDGFRA 18号外

显子有突变者, 则效果不佳[5-7]. 但甲磺酸伊马替

尼最大的问题是相当一部分病例服药3年以上

均出现不同程度耐药, 当出现耐药时是继续服

药, 还是加量或改用多靶点药物, 或继续寻求外

科手术, 目前尚无统一的意见.
除了手术和甲磺酸伊马替尼, 免疫治疗在

肿瘤综合治疗中同样占有重要地位, 这是因为

免疫治疗除了可以直接杀伤已有的肿瘤细胞

外, 还可以通过提高机体免疫能力来及时杀灭

新产生的肿瘤细胞. CTA抗原基因编码的肿瘤相

关抗原能在多种肿瘤组织中表达, 但在正常组

织中表达仅限制于睾丸和胎盘组织. 虽然Chen 
等 [8]的研究发现C TA的异位表达能引发自体

免疫反应. 但精原细胞不表达位于细胞表面的

HLAⅠ类和Ⅱ类抗原, 所以CTA引发的自体免

疫反应不会造成自身的损伤[9]. 由于CTA的这个

优点, 使CTA成为特异性免疫治疗的理想靶点. 
CTA是包含MAGE、NY-ESO-1、SSX、LAGE
等的一个基因大家族. MAGE由van der Bruggen
等[10]于1991年首次在黑色素瘤细胞中成功分离

出, 并通过特异性细胞毒性T细胞识别MAGE
基因的表达产物, 特异性杀伤肿瘤细胞. 而NY-
ESO-1由Chen等[11]在1997年在一食管鳞状细胞

癌中患者中发现. 随后的一系列研究显示NY-
ESO-1可能是目前已发现的免疫原性最强的抗

原之一, 使其成为NY-ESO-1阳性肿瘤最有效的

免疫治疗靶点[12-16]. 我们的研究发现: 在GISTs

组织中, MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA基因均有

高度表达, 表达率分别达到30%和47%. 因此以

MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA为靶点的多肽疫苗

开发, 有望使特异性免疫治疗成为继手术和甲

磺酸伊马替尼外, GISTs重要的辅助治疗手段.
GISTs被普遍认为是具有不同恶性潜能的

肿瘤, 因此对GISTs危险程度的准确分级, 不仅

关系到预后的判断, 更为重要的是, 还能指导术

后如何正确联合甲磺酸伊马替尼进行辅助治

疗. 目前对于GISTs危险程度的准确分级, 尚无

统一意见. 现在广泛采用的是美国国立卫生院

(NIH)推荐的Fletcher分级标准[4]: 即按肿瘤的大

小和核分裂相数将GISTs分为极低危、低危、

中危和高危4个等级. 但史恩溢等[17]认为按此标

准, 一方面过高地评估了约4%的非恶性患者, 另
一方面又过低地评估了约17%的恶性患者, 且对

恶性GISTs的分级也欠准确. 同时美国陆军研究

所(AFIP)的1项研究表明: 在肿瘤大小和核分裂

相数相似的情况下, 小肠间质瘤恶性生物学潜

能明显比胃间质瘤更高[18,19]. 因此GISTs治疗指

南(2007版)关于GISTs危险因素分级新增了肿瘤

部位的因素, 认为上消化系的肿瘤较下消化系

肿瘤的危险程度低, 即Miettinen新分级标准[20,21]. 
尽管Miettinen新分级标准比Fletcher分级标准更

能准确反应GISTs危险程度, 但实际工作中, 仍
有一小部分GISTs不能按此标准准确分级. 能否

引入一特异性高, 又方便检测的临床指标辅助

GISTs危险因素分级值得研究. Perez等[22]应用免

疫组织化学方法检测了CTA在35例GISTs中的表

达, 结果显示: 高危组CTA的表达明显高于中、

表 3 GISTs各危险度分级组中MAGE-1和NY-ESO-1 
mRNA表达量 (mean±SD)

     
分组   n            MAGE-1 mRNA       NY-ESO-1 mRNA

低危组   6 0.10±0.01a 0.41±0.01c

中危组 10 0.����0±0.02 0.60±0.01

高危组 14 0.81±0.01 0.89±0.01

aP<0.0����, t  = 2.331; cP<0.0����, t  = 1.706 vs  中危组, 高危组.

■创新盘点
目前尚未见运用
RT-PCR法检测胃
肠道间质瘤中肿
瘤-睾丸抗原表达
情况的报道, 本�
�不仅分析肿瘤-
睾丸抗原表达与
临床病理的关系, 
还运用RT-PCR半
定量分析胃肠道
间质瘤各危险度
分级组间表达的
差异情况.

表 4 GISTs组中MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA表达的关系

     
MAGE-1

                NY-ESO-1              
r 值 P 值

              +             -      

+             6             4            0.189            0.317

-             8            12

图 1 GISTs各危险度分级组中MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA
表达. A: MAGE-1 mRNA; B: NY-ESO-1 mRNA; 1: 

Marker; 2: 阳性对照组; 3: 低危组; 4: 中危组; 5: 高危组; 6: 

正常对照组.
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低危组, 并认为CTA能作为一个新的独立指示预

后的指标. 我们的研究同样发现: MAGE-1和NY-
ESO-1 mRNA在GISTs组织中有高度表达, 且
MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA表达均与GISTs危
险度分级有关. MAGE-1 mRNA的表达由低危组

的无表达, 上升到中危组的20%和高危组的57%, 
同样, NY-ESO-1 mRNA的表达由低危组的17%, 
上升到中危组的30%和高危组的71%, 说明

MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA抗原可能参与了疾

病的发展. 同时经RT-PCR半定量检测, MAGE-1
和NY-ESO-1 mRNA在各危险度分级组中表达量

均随危险程度升高而增高, 这使MAGE-1和NY-
ESO-1 mRNA有望成为辅助GISTs危险因素分级

的检测指标. 在12例肠间质瘤中, MAGE-1和NY-
ESO-1 mRNA的表达分别达到了58%和75%, 两
者均高于其在胃间质瘤中的表达(17%, 28%), 这
也在一定程度上说明肠间质瘤的恶性程度高于

胃间质瘤. 此外, 在MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA
同时表达的6例GISTs中, 5例属于高危组, 说明

随着疾病的发展, MAGE-1和NY-ESO-1表现出

聚集表达的趋势, CTA抗原的这种聚集表达为研

究CTA抗原疫苗的应用提供了可能性. 但我们也

发现, MAGE-1和NY-ESO-1 mRNA的表达率略

高于Perez等的免疫组织化学结果. CTA基因与

蛋白在GISTs中的表达关系及其在GISTs发生、

发展中的作用有待于我们进一步的研究与证实.
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Abstract
Hepatocellular carcinoma (HCC) is characterized 
by hypoxia due to robust cell proliferation. 
Hypoxia can promote tumor cell proliferation, 
metastasis and neovasculogenesis, inhibit 
differentiation and apoptosis, and decrease 
chemosensitivity and radiosensitivity. Hypoxia-
inducible factor-1α (HIF-1α) is a key mediator of 
physiological and pathological hypoxia response 
and controls the transcription of numerous genes 
that are of pivotal importance for angiogenesis 
and cellular metabolism. Therefore, HIF-1α is 
closely related with the proliferation, metastasis 
and apoptosis of HCC cells. Recently, HIF-
1α-based gene therapy has become a novel 
adjunctive strategy for the management of HCC. 
This review focuses on the relationship between 
HIF-1α and the progression and therapy of HCC.

Key Words: Hypoxia-inducible factor-1 alpha; Hepa-
tocellular carcinoma; Gene therapy

Li SS, Yao DF, Dong ZZ. Advances in understanding the 
relationship between hepatic hypoxia-inducible factor-1 
alpha and hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 361-367

摘要
失控的增殖导致缺氧(hypox ia)是肝细胞癌
(HCC)形成的特征性微环境. 缺氧可促进癌
细胞增殖、转移、血管新生、抑制癌细胞分
化、凋亡以及对放化疗耐受. 缺氧诱导因子
-1α(HIF-1α)是介导生理性和病理性低氧反应
的关键转录因子, 在转录水平上调控百余种
靶基因, 参与调节血管新生及糖代谢等过程, 
与HCC生长、浸润、转移和预后等密切相关. 
近年来以HIF-1α为靶点的基因疗法如RNA干
扰、反义技术和自杀基因技术等, 成为HCC
辅助治疗的新策略. 本文综述了HIF-1α转录
水平异常与HCC发生、发展及靶向HIF-1α基
因治疗HCC的新进展.

关键词�� 缺氧诱导因子-1α; 肝细胞癌; 基因治疗
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0  引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
以血供丰富、进展迅速及化疗耐药著称的恶性

肿瘤[1]. HCC由肝炎病毒(HBV、HCV)的慢性感

染或在肝硬化基础上发展而来, 因肝内纤维化

破坏脉管系统及癌基因激活/抑癌基因失活等

使癌细胞增殖失控导致缺氧. 缺氧诱导因子-1α 
(hypoxia-inducible factor-1 alpha, HIF-1α)是调节

氧稳态的重要转录因子, 通过下游靶基因调控

肿瘤能量代谢、血管生成和转移等环节, 促进

HCC发生与发展. 他还可通过上调Ⅰ型纤溶酶

原激活物抑制剂(plasminogen activator inhibitor, 
PAI-1)、肾上腺髓质素-1(adrenomedu l l in-1, 
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ADM-1)和肾上腺髓质素-2(adrenomedullin-2, 
ADM-2)促肝纤维化形成[2]. HCC患者HIF-1α转

录水平上呈高表达者, 总体生存率和无病生存

率较低表达者明显减低, 且静脉及淋巴结转移

率较高. 在肝癌等多种肿瘤中H IF-1α过表达, 
缺氧和HIF-1α转录异常共同促进HCC进展, 并
对传统疗法耐受. 随着RNA干扰、自杀基因等

技术日趋成熟, 已开展了靶向HIF-1α基因治疗

HCC的研究, 本文就HIF-1α转录水平上异常与

HCC发生发展及靶向HIF-1α基因治疗的研究进

展作一综述.

1  HIF-1α转录机制及在肝细胞恶性转化时的表达

HIF-1是由氧调节的α亚基和组成性表达的β亚

基(芳香烃受体核转运蛋白, ARNT)构成的异二

聚体转录因子. α亚基具有结合DNA及异二聚

体化的bHLH/PAS结构域, 一个氧依赖降解区域

(oxygen-dependent domain, ODD)和两个转录激

活区域(N-TAD和C-TAD). 常氧下, 脯氨酸羟化

酶(PHD1、PHD2和PHD3)羟化HIF-1α ODD区

402位和564位脯氨酸残基, 经pVHL-E3泛素连

接酶-S26蛋白酶体途径降解, HIF抑制因子FIH
羟化803位天冬氨酸残基, 阻止其与共转录因子

环腺苷酸反应元件结合蛋白p300/CBP结合, 抑
制转录启动; 缺氧下, 羟基化作用消除, C-TAD
与p300/CBP结合, α亚基稳定后转入核内, 与β

亚基异二聚体化, 作用于缺氧反应基因启动子

区域的缺氧反应元件(hypoxia-response element, 
HRE), 激活下游靶基因转录. β亚基缺少ODD区

域, 且只含有一个TAD区, 不受氧浓度的调节. 除
了氧分压, 生长因子刺激、癌基因激活、抑癌

基因失活、Ca2+信号和ROS等均可在常氧下诱

导HIF-1α产生[3]. HIF-1α的活性调节与HIF-1α

稳定性、磷酸化和氧化还原条件的改变、共辅

助激活蛋白的相互作用有关. PI3K/Akt/FRAP/
mTOR/4E-BP、MEK1/ERK/MAPK等信号通

路, 在调节HIF-1α中也起重要作用. 羟基化、泛

素化、乙酰化、巯基化和磷酸化也均参与调节

HIF-1α的半衰期和转录活性[4], 可作为一种细胞

缺氧状态下的防御机制[5,6].
肝内实体瘤存在缺氧微环境 ,  癌细胞增

殖、浸润对缺氧的适应性调节即依赖于HIF-1α. 
人HCC及癌周组织中HIF-1α分布主要定位于胞

质, 部分位于胞核. 癌灶组织HIF-1α表达均匀, 
肿瘤坏死区周围及肿瘤浸润边缘HIF-lα表达增

多; 癌旁组织中靠近肿瘤边缘被压扁的肝组织
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条索中及中央静脉周围HIF-1α表达明显, 癌周

组织表达明显强于其癌灶组织, 表明HIF-1α表

达增强与癌周组织的增生活跃密切相关, 且HIF-
1α表达强度与分化程度负相关, 表达率与肿瘤

直径正相关, 与HBsAg、肿瘤数目间未见明显

相关[7]. 在鼠肝癌发生发展过程中, 肝癌形成的

早期阶段, 即变性期, HIF-1α在转录水平和蛋白

水平上既已过表达, 表现为肝细胞变性、癌前

和癌变组HIF-1α在基因和蛋白表达上呈动态梯

度增高, 且外周血中亦可检测到HIF-1α的表达

变化, 同时基因序列与GenBank中基因源序列同

源性分析完全一致[8].

2  肝炎病毒慢性感染与HIF-1α表达

HBV感染在我国肝癌病因中居首. HBx, 即HBV
编码蛋白, 可诱导H IF-1α ODD的氨基酸残基

去乙酰化, PHD和VHL与HIF-1α分离, 从而稳

定H IF-1α表达. 在HBx转基因小鼠和HBV感

染的HCC患者中, 转移相关蛋白-1(metastasis-
associated 1, MTA1)和组蛋白去乙酰酶(histone 
deacetylase 1, HDAC1)蛋白水平增高, 且癌组织

与周围非肿瘤硬化结节相比, MTA1和HDAC1
蛋白水平也明显升高, HBx上调MTA1/HDAC1
复合体的表达, M TA1通过H D A C1去乙酰化

HIF-1α, 中和乙酰基转移酶(acetyltransferase 1, 
ARD1)的作用, 两者协调一致促进HIF-1α稳定

表达, 在HBV相关肝癌血管新生和转移中发挥

重要作用[9,10]. HBx稳定HIF-1α后, 可诱导核转

录因子C/EBP-β, 转录激活多重耐药相关基因

(multi-drug resistance protein 1, MDR1), 增强

其活性, 使肝癌治疗从化疗敏感转变为化疗耐 
受[11]. 体外研究也表明HBx过表达上调HIF-1α, 
两者显著相关, HIF-1α可作为HBV相关肝癌患

者的预后指标[12].
HCV感染极易致慢性化是肝硬化和HCC发

生的主要原因之一. HCV活化NF-κB、STAT-3、
PI3K/AKT和P42/P44丝裂酶原蛋白激酶, 稳定

HIF-1α, 促进HCV感染的细胞释放促血管生成

因子, 诱导血管新生及肝细胞恶性转化[13]. HCV
阳性患者中其TGF-β2、VEGF和CD34表达较

阴性患者显著升高. HCV核心蛋白可激活HIF-
1α、E2F1、ASK1、JNK/P38、ERK、AP-1、
ATF-2和CREB等多种途径上调TGF、VEGF和
CD34, 诱导血管新生. HCV通过影响线粒体呼

吸链活性产生一系列氧化应激反应, 导致线粒

体氧化应激磷酸化受损, 转向依赖于非氧化应
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■研发前沿
肝癌细胞缺氧, 核
内HIF-1α积聚, 诱
导多种生长因子
表达上调, 诱发肝
癌形成, 以HIF-1α
为靶点的基因疗
法如RNA干扰、

反义技术和自杀
基因技术等, 成为
HCC辅助治疗的
新策略.
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激糖代谢, 而不影响细胞增殖. HCV感染的细胞

和慢性丙型肝炎患者肝活检均证实HCV可上调

HIF-1α, 并转录激活HIF-1α的靶基因如糖代谢

相关基因等, 参与HCC的发生发展, 使患者对抗

氧化应激治疗敏感性下降[14]. 
H C V核心蛋白转染H e p G2细胞后激活

NF-κB, 进而增强TGF-α转录活性, 最终活化

MAPK/ERK通路刺激细胞增殖. 核心蛋白能直

接和P53、P73和pRb等肿瘤抑制蛋白结合, 调节

Cyclin-依赖激酶(cyclin-dependent kinase, CDK)
抑制因子P21/Waf的表达, 而P21/Waf是P53的
转录调控靶位, 核心蛋白通过直接调节Cyclin/
CDK复合物的功能, 参与细胞周期异常改变和

肿瘤的发生. 此外, 核心蛋白还能与LZIP蛋白、

hnRNP K蛋白和RNA解旋酶DEADbox DDX3
蛋白等结合. 在表达核心蛋白的细胞和转基因

小鼠模型中证实c o r e能与线粒体蛋白伴侣分

子Prohibitin结合, 破坏Prohibitin与线粒体DNA
编码的细胞色素C氧化酶(cytochrome coxidase, 
COX)的相互作用, 导致COX活性下降, 线粒体

功能障碍, 肝细胞氧化应激损伤.

3  HIF-1α表达与多种信号通路间关系

3.1 NF-κB NF-κB信号途径的活化在HCC发生发

展过程中起重要作用. 缺氧激活IKKβ, 使IκB磷
酸化, NF-κB与其分离并活化[15]. 但HIF-1α与NF-
κB的关系不甚明了. 资料报道不一, 如HIF-1α可

激活NF-κB, NF-κB可调控HIF-1α的转录, HIF-
1α的激活与NF-κB的抑制可共存[16-18]. NF-κB抑
制因子IκB-α, 可作用于FIH, 使其与HIF-1α分离, 
减少803位天冬氨酸羟基化, 增强其转录活性[19]. 
NF-κB结合于HIF-1α距起始位点-197/188 bp的
启动子区, 调节常氧HIF-1α mRNA和蛋白基础

水平, 进而上调VEGF、GLUT1、GLUT2[20,21]等.
3.2 MicroRNA 缺氧除通过HIF-1α介导的经典

途径促进HCC发生发展, 近来研究发现还可通

过作用于缺氧调节的MicroRNA(HRMs)扩大

其促血管新生、细胞增殖、糖酵解、DNA损

伤、抗凋亡等靶效应. 缺氧条件下H I F-1α上

调或下调许多HRMs, 如上调MicroRNA-21、
M i c r o R N A-155等 ,  下调M i c r o R N A-26、
MicroRNA-101、MicroRNA-122等, 均与HCC
有密切关系[22]. MicroRNA-21、MicroRNA-155
通过下调P T E N和C/E B P β促肝癌形成 [23 ,24]. 
M i c r o R N A-26水平下降可活化N F-κ B信号

通路促H C C形成 [25]. M i c r o R N A-101在肝癌

组织及肝癌细胞中表达均减少 ,  异位表达的

MicroRNA-101通过抑制Mcl-1发挥促凋亡效

应, 明显抑制肝癌细胞集落和裸鼠HCC形成[26]. 
MicroRNA-122在体内体外研究中均可敲除靶基

因ADAM-17, 抑制血管生成、瘤体形成、肝内

转移、侵袭等, 而在HCC患者中其表达明显下

调[27].
3.3 MIF 巨噬细胞移动抑制因子(macrophage 
migration inhibition factor, MIF)不仅是炎症因子, 
而且具有内分泌和酶的活性, 被认为是胞内信

号分子, 参与血管生成, 肿瘤进展. 缺氧条件下

HIF-1α上调MIF的表达, MIF又可通过P53途径

稳定HIF-1α, 进一步促进癌细胞增殖、生长、

侵袭等[28]. 人MIF在5'-非翻译区域含有HRE, 定
位于转录起始位点+25区域附近, cAMP反应元

件CRE, 即转录因子CREB结合位点, 定位于-20
区域附近, 常氧下CREB抑制HIF-1α活性, 而缺

氧时CREB降解, 允许HIF-1α转录激活启动子, 
促使MIF在肝癌中过表达, 下调P27水平[29]. HBx
可借助MIF促进HBV感染者发展为肝癌 [30,31]. 
MIF单抗作用于HepG2细胞后, 阻断细胞周期G0/
G1期, 减少CyclinD1、VEGF和IL-6分泌, 抑制细

胞增殖.
3.4 其他 肝细胞缺氧, 核内HIF-1α积聚, 诱导多

种生长因子及Ⅰ型胶原纤维表达上调, 而在HIF-
1α缺陷小鼠上述表达均降低, HIF-1α作为促肝

纤维化因子调节剂, 诱发肝癌形成[2,32]. Rac和
Id-1稳定HIF-1α, 上调VEGF表达, 诱导血管新

生, 促进癌细胞侵袭[33,34]. 缺氧时组蛋白脱甲基

酶JMJD1A、JMJD2B HRE结合丰富的HIF, 且
启动子区域募集了大量RNA聚合酶Ⅱ, HIF可直

接靶向jumonji蛋白, 使之去甲基化, 促进肝癌发

生与发展[35]. HCC中HIF-1α上调FoxM1表达, 降
低P21核内水平, 升高CyclinB1和CyclinD1, 使
其获得易感性表型, 参与癌细胞增生、血管生

成、凋亡抵抗[36,37]. H IF-1α转录激活多种糖酵

解相关基因, 且HIF-1α高表达者癌侵袭率高, 生
存率低[38]. HIF靶基因自分泌活动因子vimentin, 
fibronectin, keratins 14、18和19, MMP2, uPAR, 
cathepsin D, uPAR, c-Met和CXCR4均参与肝癌

浸润转移[39].

4  HIF-1α表达与肝癌基因治疗

缺氧条件下, HIF-1α转染5-FU处理的HepG2细
胞后, MDR1、MRP1和LRP表达上调, 参与耐药

形成[40]. 放疗后瘤细胞再氧和, 活性氧刺激HIF-

■创新盘点
肝癌组织内广泛
低氧, HIF-1α表达
调节下游基因, 促
血管生成、癌细
胞增殖、转移和
凋亡等过程, 对传
统放、化疗耐受, 
抗血管疗法易致
缺氧, HIF-1α过表
达是监测肝癌复
发的良好指标.



www.wjgnet.com

364                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年2月8日       第18卷       第4期

1α核内积聚, 翻译增加, 抑制内皮细胞凋亡, 降
低血管损伤, 增加放疗抵抗, 抑制放疗后HIF-1α
活性, 可加强血管破坏, 显著提高放疗敏感性[41]. 
兔VX2肝癌模型表明TAE显著激活HIF-1α, 靶向

促血管生成因子, 推动残余癌复发[42]. HIF-1α常

导致单一治疗失败, 故以HIF-1α或HRE为靶点

的基因治疗可作为HCC治疗的辅助手段.
4.1 siRNA与shRNA 外源性双链RNA结合同源

互补靶mRNA引发的转录后基因沉默. HIF-1α 
siRNA转染HepG2细胞后, HIF-1α及其靶基因

VEGF在mRNA和蛋白水平均下调, 缺氧下发挥

抗肝癌血管生成效应[43]. HSP70-2缺氧下高表

达, 加强对缺氧诱导凋亡的抵抗, HIF-1α siRNA
转染HCC细胞后, HSP70-2表达减少[44,45]. 体外

研究表明HIF-1α s iRNA转染依托泊甙处理的

HepG2细胞, 上调Bak的表达, 活化P53和caspase, 
增加缺氧下细胞凋亡, 恢复药物敏感性[45]. 腺病

毒介导的HIF-1α shRNA转染人外周血祖细胞, 
可显著下调HIF-1α及VEGF的表达, 抑制其克

隆形成、分化、增殖、迁移[46]. HIF-1α siRNA
可消除缺氧刺激下Hep3B的迁移能力[47]. VEGF 
siRNA可使Ang、单核细胞化学吸引蛋白(mono-
cyte chemotactic protein 1, MCP-1)、IL-6、
IL-8和TGF-β1下调, 而靶向HIF-1α siRNA虽可

使VEGF、Ang和TGF-β1减少, 但上调IL-6、
IL-8、MCP-1, 故两者联合更有效抑制血管新 
生[48]. 靶向HIF-1α和VEGF的siRNA共转染入人

脐静脉内皮细胞和视网膜局部缺血C57BL/6J鼠
模型中发现HIF-1α siRNA联合VEGF siRNA显

著下调两者mRNA及蛋白水平的表达, 体内体外

研究均最大效应的抑制了VEGF的表达[49]. 经腹

膜腔内注射siRNA(HIF-1α)/PEI, HIF-1α及PAI-1
表达下调, 同时降低PAI-1活性, 减少术后腹部黏

附[50].
4.2 MicroRNA MicroRNA是内源性的大小与

siRNA相仿的非编码RNAs, 通过与靶mRNA3'-'--
端非翻译区结合发挥调节作用. 现仅发现唯一

直接靶向HIF-1α的microRNA, 即miR-17-92, 位
于13q31.3. 经等量标记试剂iTRAQ联合生物信

息靶向预测的质谱分析, HIF-1α是miR-17-92的
直接靶点, 可被其负性调节. 但miR-17-92仅在常

氧下负性调节HIF-1α, 缺氧条件下miR-17-92表
达, 均不影响其过表达[51]. 对miR-17-92负性调节

肝癌HIF-1α的研究有待探讨.
4.3 反义DNA或反义RNA 利用DNA或RNA分

子通过碱基配对原则与目的基因的mRNA互补

结合, 通过各种机制使其降解或抑制其编码蛋

白的翻译, 从而抑制目的基因表达. HIF-1α反义

寡核苷酸技术可抑制肝癌细胞增殖, 降低HIF-
1α mRNA和蛋白质表达[52]. 体内研究证实, 反
义HIF-1α可协同多柔比星下调VEGF的表达, 抑
制肿瘤生长, 血管生成, 细胞增殖, 诱导凋亡, 增
强多柔比星抗肝癌疗效[53]. 反义寡核苷酸靶向

VEGF启动子区H IF-1α结合位点, 下调VEGF 
RNA及蛋白水平, 显著抑制VEGF表达, 抗血管

新生, 抑制癌细胞生长[54]. 反义HIF-1α下调HIF-
1α表达, 增加X线诱导的缺氧细胞凋亡, 增强放

疗敏感性[55].
缺氧不仅反式激活端粒逆转录酶基因

(hTERT)启动子活性, 增加内源性hTERT表达, 
HIF-1α反义寡核苷酸下调hTERT表达, 表明缺

氧条件下HIF-1α介导hTERT上调, 端粒酶活性

增高, 为肝癌治疗抵抗的原因之一[56]. 经门静脉

注入腺相关病毒介导的反义HIF-1α, 在鼠肝中

长期局限性表达, 可逆转TAE致缺氧引起的HIF-
1α、VEGF、GLUT-1、LDH-A和增殖核抗原升

高, 控制血管新生和癌细胞增殖, 抑制瘤体生长, 
加强TAE疗效[57].
4.4 核酶 核酶为具有酶活性的分子, 可定点切割

目的基因, 有效阻断其表达. 靶向HIF-1α的核酶

基因真核表达载体转染肝癌细胞Hep3B, 低氧

条件诱导后HIF-1α表达明显下降, 转录活性下 
调[58]. 靶向hTERT启动子、AFP等核酶基因对肝

癌研究较多[59,60], 而靶向HIF-1α核酶基因真核表

达载体研究较少.
4.5 自杀基因 酶/前体药物治疗(GDEPT)即将自

杀基因导入肿瘤细胞, 介导无活性前体或低毒

性药物代谢为毒性产物, 杀伤肿瘤细胞. 自杀基

因体系包括单纯疱疹病毒-胸苷激酶基因(HSV-
TK)、水痘带状疱疹病毒-胸苷激酶基因(VZV-
TK)、大肠杆菌胞嘧啶脱氨酶(EC-CD)等. 整合

HRE的嘌呤核苷酸磷酸化酶(PNP)/9-6-甲基嘌

呤(Mep-dR)自杀基因体系具有明显抗肝癌效 
应[61]. 整合HRE的Bax自杀基因, 缺氧诱导下, 上
调Bax表达, 增强其介导的细胞凋亡, 抑制瘤体

生长. 胞嘧啶脱氨酶(CD), 是一种前体药物激活

酶, 可将无活性的5-氟胞嘧啶转化为有活性的5-
氟尿嘧啶(5-FU), HIF上调启动子序列插入HRE
的可编码CD的自杀基因表达, 克服缺氧诱导对

5-FU耐药性产生, 可用于肝癌治疗研究. 构建受

VEGF启动子调控的, 融合HIF-1α ODD区的白

喉毒素表达载体(DT-A), 其下游含有EPO mRNA 

■应用要点
靶 向 H I F - 1 α 或
HRE的基因治疗, 
敲除目的基因后, 
导致基因功能性
缺失. 故抑制HIF-
1α过表达 ,  阻断
对下游基因的激
活, 对肝癌治疗具
有新的应用前景.
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结合蛋白(ERBP)序列, 常氧下DT-A经pVHL和
氧介导途径降解, 缺氧下ERPB结合序列稳定

mRNA. 体内研究表明缺氧下其可诱导凋亡, 抑
制肿瘤生长, 而对常氧正常组织损伤较小[62].

5  结论

肝癌实体瘤内广泛低氧, HIF-1α过表达, 调节百

余种下游靶基因, 编码EPO、VEGF、HO-1和
iNOs、GLUT-1、糖酵解酶和3-磷酸甘油醛脱

氢酶、IGF-Ⅱ、IGF结合蛋白和酪氨酸羟化酶

等, 调控血管生成、细胞代谢、癌细胞增殖、

转移、凋亡等过程, 促进肿瘤的发生发展及对

传统放、化疗耐受, 导致预后不良. TAE/TACE
导致缺氧, 促进血管形成, 而抗血管疗法更进一

步导致缺氧, 从而形成恶性循环, 利于肝癌复发. 
肝癌切除术后, HIF-1α伴或不伴有Ang-2过表达

的患者无病生存期较低表达长, 是监测肝癌复

发的良好指标[63]. 靶向HIF-1α或HRE的基因治

疗, 敲除目的基因后, 导致基因功能性缺失. 故
抑制HIF-1α过表达, 阻断对下游基因的激活, 对
肝癌治疗具有新的应用前景.
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Abstract
Cholangiocarc inoma (CCA) i s a k ind of 
malignancy arising from the epithelial cells 
lining the intrahepatic and extrahepatic bile 
ducts. Because of the difficulty in early diagnosis 
and poor therapeutic effect, the five-year 
survival rate for CCA patients is low. Therefore, 
there is an urgent need to develop new effective 
chemotherapy drugs for CCA. Tamoxifen (TAM), 
as a nonsteroidal antiestrogen mainly used for 
therapy of breast cancer, also exhibits antitumor 
activity against other tumors, including CCA. 
However, the exact mechanisms of tamoxifen 
therapy for CCA have not been completely 
elucidated yet. This paper reviews the recent 
advances in research on the mechanisms of TAM 

therapy for CCA.

Key Words: Cholangiocarcinoma; Tamoxifen; Anti-
estrogen; Tumor

Shen DY, Chen QX, Li WG. Advances in research 
o n  t h e  m e c h a n i s m s  o f  t a m o x i f e n  t h e r a p y  f o r 
cholangiocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(4): 368-372

摘要
胆管癌(cholangiocarcinoma, CCA)是一种来
源于肝内或肝外胆管上皮细胞的恶性肿瘤. 
早期诊断困难, 临床疗效差和5年生存率低等
特点使之成为临床重点攻坚肿瘤. 因此, 需要
研究和开发新型有效的化疗药物. 三苯氧胺
(tamoxifen, TAM)是一种非甾体类抗雌激素药
物, 临床上主要用于乳腺癌的治疗, 对其他肿
瘤包括CCA也有抑制活性, 但具体机制尚不
完全清楚. 本文主要阐述TAM抗CCA机制的
研究进展.

关键词�� 胆管癌; 三苯氧胺; 抗雌激素; 肿瘤
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0  引言

全球范围内, 胆管癌占全部胃肠道肿瘤的3%, 
占肝胆恶性肿瘤的10%-15%, 是继肝癌之后第

二大肝胆系恶性肿瘤[1]. 目前胆管癌的发病率

和死亡率全球各不相同, 东南亚地区的发病率

最高, 在日本及我国的发病率以每年递增5%的

速度上升, 是消化系肿瘤中上升速度最快的肿 
瘤[2]. 胆管癌临床疗效差, 虽然手术切除是其最

有效疗法, 但手术体征少且术后复发率高, 要
延长存活期和提高生存质量很大程度上依赖

于化疗药物的治疗[3]. 然而, 胆管癌对化疗药物

不敏感且极易产生耐药性, 临床上还没有理想

的化疗药物[4]. 因此, 研究胆管癌耐药产生的分

子机制并开发新型有效的化疗药物是目前研

究治疗胆管癌的热点. 三苯氧胺又称他莫昔芬

®

■背景资料
近年来, 胆管癌的
发病率越来越高, 
由于其早期诊断
困难, 临床疗效差
和5年生存率低 , 
研究和开发新型
有效化疗药物成
为当务之急.

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科



沈东炎, 等. 三苯氧胺抗胆管癌机制的研究进展                   369

www.wjgnet.com

(tamoxifen, TAM), 是一种非甾体类抗雌激素药

物. 临床上, TAM已作为绝经前后妇女乳腺癌治

疗的首选药物, 其不良反应小, 可长期应用, 且
不用考虑分期因素, 同时也应用于子宫内膜癌

和卵巢癌等妇科肿瘤的治疗[5]. 本文主要阐述

TAM抗胆管癌所涉及的信号通路, 旨在为临床

制定胆管癌治疗策略提供新思路. 

1  TAM与肿瘤的关系

近年来, 国内外对TAM的临床和实验研究进展

很快, 发现TAM不仅在妇科肿瘤中的应用具有

一定疗效, 而且对肝癌、胰腺癌、结肠癌、肺

癌、恶性神经胶质瘤、黑色素瘤、前列腺癌

和肾癌等肿瘤也具有一定的治疗作用[6-8], 同时

还能提高肿瘤对化疗药物的敏感性而逆转肿瘤

的耐药性[9]. TAM的抗肿瘤机制可分为雌激素

受体(estrogen receptor, ER)介导和非ER介导途

径两种, 其中非ER介导途径主要涉及蛋白激酶

C(protein kinase C, PKC)、钙调蛋白(calmodulin, 
CaM)、c-Myc、神经酰胺、c-Jun激酶(c-Jun 
NH2-terminal kinase, JNK)和P38等蛋白所参与

的信号途径[8]; 另外, TAM在抗肿瘤机制方面可

能还跟线粒体通透性的转变、氧化应急、转化

生长因子以及细胞膜的流动性改变等有关[8]. 总
之, TAM抗肿瘤机制在细胞及分子水平上存在

着多条介导细胞凋亡的信号途径, 但这些途径

尚需进一步的研究证实, 以增加对TAM介导肿

瘤细胞凋亡信号途径机制的认识.

2  胆管癌耐药性

化疗是目前治疗肿瘤最有力最常用的手段, 耐
药现象却是造成肿瘤治疗失败的主要因素. 胆
管癌对各种化疗药物不敏感且极易产生耐药

性, 然而其耐药产生机制目前还不清楚. 已有

研究显示多种蛋白参与胆管癌耐药性的产生: 
谷胱甘肽S转移酶-1(glutathioneS-transferase-π, 
GSTP1-1)的抑制剂可以提高胆管癌细胞内阿

霉素和顺铂的药物浓度 ,  逆转胆管癌细胞对

这两种药的耐药性 [10,11];  下调细胞半乳凝素

-3(galectin-3, Gal-3)的表达水平可以提高胆管

癌细胞对化疗药物的敏感性[12]; 多药耐药蛋白

(multidrug resistance protein, MRP1)和GSTP1-1
在未经过化疗的胆管癌组织中均有不同程度

的高表达, 提示胆管癌的原发性多药耐药可能

与MRP1和GSTP1-1有关[13]; 胸腺嘧啶核酸合酶

(thymidylate synthase, TS)活性的升高会导致胆

管癌细胞对5-氟尿嘧啶产生耐药[14]; 转染突变型

IκBα可致使胆管癌细胞对多种化疗药物产生耐

药性[15]. 目前针对胆管癌耐药机制的研究尚处

于初级阶段, 这些耐药蛋白参与的上下游信号

通路将是以后研究的重点.

3  TAM具有抑制胆管癌细胞增殖的作用

目前国内外关于TAM抗胆管癌作用的研究报道

较少. TAM可以在体外抑制胆管癌细胞系SK-
ChA-1、MZ-ChA-1和QBC939的生长, 并诱导细

胞凋亡, 其抑制率和凋亡率呈时间和剂量依赖

性[16-21]; 在异种移植胆管癌细胞系SK-ChA-1的
裸鼠体内, TAM可使肿瘤体积减小80%[20]; TAM
对QBC939的增殖抑制率明显高于5-氟尿嘧啶

和顺铂等临床常用化疗药物, QBC939对TAM的

敏感性也明显高于肝癌细胞和卵巢癌细胞 [21]; 
TAM还可提高QBC939胞内阿霉素和顺铂的药

物浓度, 从而提高阿霉素和顺铂的细胞毒性[19]. 
可见, TAM在胆管癌细胞和动物模型上具有明

显的抗胆管癌作用, 其具体机制报道如下.

4  TAM抗胆管癌的机制

4.1 TAM通过ER介导胆管癌细胞凋亡 人类正常

的胆管细胞不表达ER, 但在发生胆管炎、多囊

性肝病时, 胆管细胞可表达ER-α及ER-β, 雌激素

可促进胆管细胞的增殖[22]. 国内有研究报道称

临床胆管癌组织中有ER的表达, 其表达阳性率

在40%-50%, 明显比癌旁组织高, 其ER的高表达

与胆管癌的恶性程度和预后有关, 提示胆管癌

可能是一种性激素依赖性肿瘤[23,24]. 国外研究也

显示在肝内胆管癌组织和胆管癌细胞系HuH-28
均有表达ER-α和ER-β两种ER, 而在胆管癌细胞

系TFK-1和Mz-ChA-1只表达ER-β, 17β-雌二醇

(17β-estradiol, 17β-E2)均可刺激这3种胆管癌细

胞的生长, 17β-E2可通过ER诱导胆管癌细胞系

HuH-28高表达血管内皮生长因子及其受体从而

促进肿瘤细胞的生长, ER拮抗剂可抑制这种作

用[25,26]. Sampson等等[16]采用RT-PCR技术在胆管癌

细胞株SK-ChA-1检查到ER mRNA的存在, 并且

用Northern blot技术证实存在着全长6.5 kb的ER 
mRNA片段, 另外他也用免疫共沉淀技术证明了

ER蛋白的存在. 同时Sampson等还发现TAM可等还发现TAM可还发现TAM可

以拮抗17β-E2诱导胆管癌细胞的生长, 因此, 他
们提出TAM展现出这种抗胆管癌作用可能是通

过ER途径介导的, 但不排除存在其他途径. 由
此看来, 胆管癌组织和多种胆管癌细胞系可能

■研发前沿
TAM是一种广谱
的抗肿瘤药物, 对
胆管癌细胞也具
有明显的增殖抑
制作用, 但具体机
制尚不完全清楚. 
TAM与CaM关系
密切 ,  C a M 所涉
及的信号通路是
TAM抗胆管癌机
制研究的热点.
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存在ER的表达, TAM可能通过ER介导胆管癌细

胞凋亡, 但是也有不少研究发现, TAM在不表达

ER的胆管癌细胞系也具有抗胆管癌活性, 因此, 
TAM抗胆管癌可能还存在其他机制. 
4.2 TAM通过调节Fas信号通路介导胆管癌细胞

凋亡 Fas属于肿瘤坏死因子α受体家族成员, 广
泛分布于各种正常或病态组织的细胞表面, Fas/
FasL系统参与细胞凋亡过程[27]. CaM是一种重要

的Ca2+结合蛋白, 当细胞内Ca2+升高, CaM可以与

多种蛋白结合, 从而参与细胞增殖、分化和凋增殖、分化和凋、分化和凋

亡等多条信号途径[27]. Pan等等[17]研究发现, TAM
能明显抑制Fas表达阳性的SK-ChA-1的生长并

诱导细胞凋亡, 而对Fas表达阴性组或是Fas抗体

预处理的阳性组没有明显的效果, 而且在Fas阳
性和阴性组均没有表达ER, 这提示TAM可能通

过非ER依赖的Fas介导细胞凋亡. Vickers等等[18]发

现γ干扰素(γ-IFN)可以增强TAM对Fas表达阳性

的SK-ChA-1细胞的生长抑制效果, 但具体机制

还不清楚. 两者联合的抑制率比单独用TAM或

γ-IFN有明显的提高, 提示两种药物具有协同作

用, 因此提出γ-IFN和TAM两种药的联合可为临

床胆管癌的治疗提供一个新的思路. Ahn等等[27]发

现Fas可以直接与CaM结合, Fas上的CaM结合位

点位于胞质段的死亡结构域DD, 当Fas活化后, 
CaM在30 min内迅速与Fas结合, 2 h后慢慢脱离

Fas. CaM与Fas的结合可能延缓Fas介导细胞凋

亡的起始, 当钙调蛋白拮抗剂TAM加入时, TAM
可能与CaM结合而促进CaM离开Fas, 从而促进

Fas介导细胞凋亡. 但具体的机制还有待于进一

步研究. 
4.3 TAM通过调节AKT/c-FLIP信号通路介导胆

管癌细胞凋亡 最近研究发现TAM抗胆管癌机

制还存在其他信号途径. Pawar等等[20]在研究胆管

癌细胞系SK-ChA-1中发现, TAM可在细胞和动

物模型中抑制丝/苏氨酸蛋白激酶AKT的磷酸

化和下调细胞凋亡抑制蛋白(cellular FLICE like 
inhibitory protein, c-FLIP)的表达. AKT是一种调

控细胞生长的蛋白激酶, 在多种恶性肿瘤中高

表达[28]. AKT可直接与CaM结合促使自身磷酸

化, 活化的AKT胞膜易位磷酸化相关蛋白, 进而

调控细胞生长信号途径[29]. TAM可能是通过抑

制CaM与AKT的结合而抑制AKT的磷酸化, 从
而阻滞胆管癌细胞的生长. c-FLIP是一种抑制起

始凋亡蛋白酶活化的凋亡抑制蛋白, 在多种恶

性肿瘤中高表达, 并与肿瘤的耐药性相关, 包括

胆管癌[30-32]. 最近发现c-FLIP也可与CaM结合[32]. 
Pawar等报道等报道报道[20], 诱导SK-ChA-1细胞高表达野生

型c-FLIP可降低细胞对TAM的敏感性, 而细胞转

染c-FLIP显性突变体(敲除c-FLIP与CaM的结合

位点)则可明显提高TAM的细胞毒性. 但是, 在没

有表达c-FLIP的胆管癌细胞HuCCT-1, TAM不能

发挥抑制肿瘤生长的作用. 可见, c-FLIP的表达

及其CaM结合位点是TAM发挥抗胆管癌活性的

重要决定因子. 当TAM与c-FLIP竞争结合CaM, 
c-FLIP无法活化而失去抗凋亡作用, 而如果使

c-FLIP高表达, TAM诱导细胞凋亡的作用将被

减弱. 由此可见, TAM发挥抗胆管癌作用不管是

抑制AKT活化还是下调c-FLIP的表达都是通过

CaM信号通路实现的. 据文献[33,34]报道, 在多

种恶性肿瘤中AKT活性抑制和c-FLIP表达下调

常同时出现, 但具体的机制并不清楚. 在Pawar
等报道的实验中报道的实验中[20], TAM促使AKT活性抑制和

c-F L I P表达下调是发生在转录水平还是在蛋

白翻译后水平还不清楚, 但至少可以说明一点, 
AKT和c-FLIP都可与CaM结合, 作为钙调蛋白拮

抗剂的TAM可能通过CaM信号通路诱导胆管癌

细胞凋亡. 
4.4 其他途径 Liu等等[19]报道在表达多药耐药蛋白

P糖蛋白的胆管癌细胞系QBC939中, TAM可与

阿霉素和顺铂竞争结合P糖蛋白结合位点, 从而

提高阿霉素和顺铂的胞内浓度, 增加其细胞毒

性. 可见, TAM可以在一定程度上逆转胆管癌的

耐药性, 提高胆管癌对抗肿瘤药物的敏感性. 另
外, Han等等[21]报道TAM可能通过上调P53蛋白的

表达量而实现诱导QBC939细胞周期阻滞和细

胞凋亡, 具体机制还有待深入研究.

5  结论

TAM对胆管癌细胞具有抑制增殖和诱导凋亡作

用, 在动物模型体内也可明显抑制肿瘤的生长. 
目前研究TAM抗胆管癌机制主要涉及到CaM、

Fas、AKT、FLIP和P53, 以及逆转胆管癌的耐

药性, 但这几种信号途径具体机制和彼此间的

联系以及哪种信号途径起主要作用还有待于深

入. TAM因其抗癌性强且广谱、不良反应小和

价格便宜等优点已成为临床热衷的化疗药物. 
相信随着研究的深入, TAM抗胆管癌的机制将

被逐步阐明, 并借此认识理清胆管癌发病的分

子机制, 以期寻找抗胆管癌的主要基因靶点, 制
定胆管癌靶向分子基因治疗. 

■相关报道
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Abstract
As the incidence of inf lammatory bowel 
disease (IBD) increases in recent years, accurate 
diagnosis of the disease becomes much more 
important. Moreover, the wide use of new 
targeted drugs requires precise evaluation 
of their therapeutic effects. Transabdominal 
ultrasound, as a newly emerging noninvasive 
method, plays an important role in diagnosing 
IBD, evaluating disease activity, and observing 
therapeutic effects. In this article, we will review 
the application of transabdominal ultrasound in 
the detection of IBD.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Crohn’s 
disease; Ulcerative colitis; Ultrasound

Zhang J, Wang Y, Cao XC. Application of transabdominal 
ultrasound in the detection of inflammatory bowel 
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摘要
随着炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 

IBD)近年来发病率的增加及新的靶向药物的
应用, 对于其诊断及药物疗效随访越来越受到
重视. 经腹超声(transabdominal ultrasound, US)
作为一种无创的新兴检查方法疾病诊断、病
变活动性的评估、药物疗效的随访观察等方
面有重要作用, 成为研究热点. 现本文将其在
炎症性肠病诊察中的应用做一综述. 

关键词�� 炎症性肠病; 克罗恩病; 溃疡性结肠炎; 超声
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一类病因尚不明确的以肠道免疫功能紊乱为主

的慢性非特异性炎症疾病, 主要包括克罗恩病

(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC). 之前认为本病好发于北美及欧洲等

西方国家, 但近年来国内多家医院的数据显示, 
IBD就诊病例逐年增多, 可能与人们生活方式改

变有关, 也可能对该病的认识水平提高有关. 目
前对IBD的诊断手段较多[1], 但主要依靠临床表

现、内镜及组织病理学检查等. 此外, 近年来关

于靶向药物(如单克隆抗体)治疗IBD的疗效评估

也成为学者研究的热点, 由于各种超声设备及技

术的进步, 其作为一种实时、无创、便捷、廉价

的检查方法已越来越多地受到临床的关注, 经腹

超声在对IBD诊察中显示出较好的应用价值.

1  检查方法

20年前, 经腹肠道超声(transabdominal ultrasound, 
US)已开始应用于临床辅助诊断肠道炎症性疾

病, 近年来随着超声设备及技术的发展, 临床超

声检查方法也有显著进步. 目前超声对IBD的诊

断方法主要包括传统肠道超声、口服对比剂的

肠道超声、静脉注射对比剂超声造影、能量多

普勒及门静脉和肠系膜动脉的彩色多普勒超声

检测[2-4]. 
1.1 传统肠道超声 传统US检查前患者准备各家

www.wjgnet.com
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报道不一, 但通常情况下检查前至少禁食4 h, 有
的则要求检查前一晚开始禁食[5], 以减少肠蠕动

和肠腔内气体, 一般不使用肠道对比剂. 由于结

直肠内气体含量较多, Limberg等[6]报道使用轻

泻剂、肠道清洗及服用解痉剂(如东莨菪碱)可
以获得较好的观察效果. 肠道超声检查探头频

率为3.5-14 MHz. 通常, 检查者先用3.5-5 MHz
的探头经腹常规扫查总揽全局, 然后采用7.5-14 
M H z凸阵或线阵探头对可疑病变段肠管进行

细节扫查, 能获得更好的对比度分辨率, 可以观

察肠壁厚度、分层、腔内情况、有无狭窄及扩

张、肠管蠕动等. 但传统肠道超声也有其缺点, 
即使能做好肠道准备工作, 仍可能因为肠腔内

残余内容物及肠管空虚而影响对肠壁结构的观

察. 传统肠道超声是观察诊断肠道炎症性疾病

的基础检查方式, 很多新的超声检查方法皆在

此方法上改进以更有利于诊断. 
1.2 口服对比剂的肠道超声 近期有报道采用

口服不可吸收的无回声对比剂如聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG), 可以将肠腔充盈, 更
好的显示肠壁结构, 降低不同观察者间对IBD诊

断的差异率[7]. Válek等[8]通过鼻-空肠灌肠管注

入阴性对比剂进行经腹超声检查, 该方法的灵

敏性与传统超声、小肠造影等方法相比无统计

学差异, 并且避免了辐射, 对需长期监测病变的

患者价值颇大. Valette等[9]也认为经直肠注入温

水即所谓超声水造影能充盈扩张肠道, 减少气

体干扰, 从而更清晰的评估细小病变. 具体扫查

方法与传统肠道超声无异, 但其对肠壁层次结

构的观察显著优于传统肠道超声, 对传统肠道

超声显示不明确的病灶, 其诊断更明确、可靠, 
但如果采用灌肠等方法又受到患者耐受程度的

限制, 因此常常选择性应用于能耐受的患者. 
1.3 静脉注射对比剂超声造影 超声造影检查采

用的造影剂有由氟碳类物质制成的微球、乳剂

和脂质体(如Sono Vue)及包裹空气或氟碳类气

体的多聚体(如Sonavist), 这些造影剂中的微泡

直径约2.5 μm, 在血液中平均存在约12 min后
溶解, 通过呼吸呼出. 通常先进行传统肠道超声

扫查, 定位病变段肠管, 然后将造影剂注入静脉

内, 采用色彩编码的多普勒超声(colour coded 
doppler sonography, CCDS)观察感兴趣区的血流

灌注情况, 同时使用量化分析软件(如Qontrast), 
获得感兴趣区超声信号强度变化图 ,  计算出

时间强度曲线, 再转化为各种参数曲线, 得到

多种参数, 如信号峰值强度(peak of the signal 
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intensity, PEAK)、达峰时间(time-to-peak, TTP)
及局部血流量(regional blood volume, RBV), 最
后定量评估各种参数变化来评估病情[10]. 由于

静脉注射对比剂超声造影采用特定软件分析, 
更客观, 更易对多个指标进行量化而越来越多

地被使用. 
1.4 能量多普勒 与静脉超声造影有异曲同工之

处, 由于不用注射对比剂免除了患者痛苦及一

些副作用, 比较容易在临床工作中开展, 能量多

普勒能观察肠壁微小血流, 不受流速、血管方

位、声速角度的影响, 有利于末梢血流、低速

血流信号的显示, 从而评估肠壁血管密度. 除了

观察肠壁血管化程度, 能量多普勒也可以评估

IBD患者的一些并发症情况, 如确定瘘管走行, 
区分脓肿和腹腔肿块等[11]. 但能量多普勒也有一

定局限性, 如不能显示血流方向、速度快慢及

性质, 如果能量阈值调节不当会引起伪像, 阈值

过高致使一些低流量低速血管不能显示, 过低

则可能出现非血流性的着色, 而且其相对静脉

超声造影, 能早期发现IBD复发或指示疾病进入

非活动期的灵敏度较低, 且对病变段肠管只能

半定量分析, 缺少标准化参数. 
1.5 门静脉和肠系膜动脉的彩色多普勒超声检

测 患者检查前常隔夜空腹以减少肠道内气体

干扰, 然后沿着肠系膜动脉或门静脉的纵轴扫

查, 在其起始部取样获得血流动力学参数, 如收

缩期峰流速、舒张末期流速、平均流速、搏动

指数、阻力指数等, 通过对这些参数进行量化

比较, 进而判断IBD是否处于活动期及治疗效

果[12-14]. 
由此可见, 传统肠道超声是基石, 在进一步

的超声检查前定位病变肠段, 然后根据患者和

临床实际情况采用口服对比剂的肠道超声以便

更细致观察病变肠段或者可以用能量多普勒或

彩色多普勒半定量及定量分析肠壁血管化程度, 
门静脉和肠系膜动脉的彩色多普勒则选择性使

用以获得血管的血流动力学参数.

2  IBD的超声表现

2.1 CD的超声表现 CD和UC均属于炎性肠病, 两
者的超声表现有一定的共通之处, 但由于其病

理特点的不同, 在超声上也有其不同点. CD最常

用的诊断指标之一为肠壁增厚, 肠壁僵硬, 这主

要是由于炎症水肿及纤维化造成. 其他一些主

要征象包括: (1)肠壁层次改变或消失: 正常肠壁

超声下分5层, 最内为强回声黏膜层, 向外依次
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为低回声黏膜肌层, 强回声黏膜下层, 低回声肌

层, 强回声的浆膜层. CD急性期由于水肿及炎症

浸润而各层界限消失, 主要表现为低回声. 慢性

期, 肠壁分层可以出现, 但层次减少, 主要表现

强回声, 提示纤维化[8,15]; (2)深溃疡形成: 黏膜下

层的强回声界限中断[11]; (3)肠壁微血管增多: 在
能量多普勒和超声造影上能观察到肠壁信号较

正常肠管增强; (4)肠蠕动改变及结肠袋消失: 急
性期肠蠕动亢进, 慢性期则减弱, 慢性期纤维组

织增生使结肠袋消失[7]; (5)肠腔狭窄: 急性期和

慢性期均可有狭窄, 超声可见狭窄近端肠腔扩

张; (6)肠系膜改变: 肠系膜因纤维脂肪组织增生

而增厚, 回声增强, 肠壁外缘不规则, 并可见多

个无回声或低回声反应性增生淋巴结肿大; (7)
脓肿、瘘管形成. 
2.2 UC的超声表现 和CD相同, UC最常见的表现

也是肠壁增厚, 可能由于CD是全肠壁炎症, 其肠

壁厚度可以超过6 mm, 而UC肠壁超过6 mm罕 
见[16], 其他CD与UC的鉴别点包括: (1)肠壁的层

次在超声图像中仍然存在, 因为UC的病理改变

主要是表浅黏膜的炎症而不是跨肠壁病变[5]; (2)
肠管外壁不规则并有较多强回声的脂肪组织多

见于CD, 这与CD患者促结缔组织生长因子增多

有很好的相关性; (3)使用彩色多普勒或能量多

普勒观察肠壁血流信号在CD上更丰富[10]; (4)CD
患者肠系膜淋巴结肿大更多更常见[10]. 

总之, 无论是UC还是CD, 二者均有一些超

声表现的共同点, 如肠壁增厚, 肠壁层次消失或

减少, 溃疡形成, 肠壁微血管增多而致血流信号

增加, 肠腔狭窄或扩张, 结肠袋消失使肠管显示

僵硬, 肠蠕动改变, 肠系膜回声增强, 肠壁外缘

淋巴结肿大等. 但就不同的方面而, UC和CD因

其各自的病理特点不同, 而评估标准各不相同, 
应仔细鉴别.

3  评估体系

传统经腹超声可以观察肠壁厚度、肠壁分层情

况、肠壁可压缩性、肠壁彩色多普勒信号强度

及其腹膜增厚程度(与肠系膜纤维化相关)等, 从
而判断IBD患者是否处于活动期并进行分级. 近
年来学者们逐步建立起更为详尽和具有可操作

性的量化指标系统. 
就肠壁厚度而言, 较常用的指标为厚度大

于3 mm. Fraquelli等[17]关于US诊断CD的Meta分
析指出, 将肠壁增厚大于4 mm作为分界点, 诊断

的敏感性由88%降为75%, 但特异性从93%提高

为97%, 认为在初次诊断时用4 mm作为参考值

比较敏感, 而随诊病例则应以3 mm作为疾病复

发的界限. Drews等[18]通过将肠壁厚度、血管化

程度的组织学与US表现相比较发现, 慢性期炎

症局限于黏膜层, 所以肠壁可以无增厚, 且无可

探及的血流信号, 以此评估病变活动性, 观察随

访药物治疗效果. 肠壁厚度最容易观察进而评

价病变情况, 可操作性及客观性强, 易于被临床

超声诊断医师掌握. 
另外 ,  通过彩色多普勒观察肠系膜上动

脉、肠系膜下动脉的血流动力学变化, 可以评

估IBD是否处于活动期. CD活动期肠系膜上动

脉的血供增加, 血流量明显高于正常人及缓解

期患者, 有的学者[7]认为可以将500 mL/min作为

判断是否处于活动的阈值, 尽管如此, 血流量也

存在“灰色地带”(450-600 mL/min), 在这一范

围内, 健康人群、轻度活动期CD患者及缓解期

患者可有重叠[11,19], 很难对疾病活动性做出正确

评估. 另外肠系膜上动脉收缩期峰流速在不同

时期患者基本无异, 但是舒张末期流速、平均

流速在活动期患者较高, 而阻力指数则较低. 同
样这些变化在UC主要表现在肠系膜下动脉[20,21], 
这与肠系膜上下动脉供血区域不同相关. 由于

肠系膜血管血流动力学变化受多种因素(肌源

性、局部代谢因素、自主神经等)影响, 检查前

需要排除如此多因素的影响较困难, 因此彩色

多普勒观察肠系膜动脉并不能应用于所有患者

(约60%-70%患者可行)而且操作起来比较耗时, 
使得这一技术不能在临床常规使用. 

能量多普勒及静脉注射对比剂的超声

造影对判断I B D是否处于活动期的方法很多. 
Migaleddu等[22,23]观察发现病变肠壁可以出现3
种不同的强化方式: 黏膜下层为主的强化, 从黏

膜下层开始的全肠壁强化以及从浆膜外血管开

始的由外向内的全肠壁强化. 这3种强化方式与

CD处于活动性息息相关, 且与CDAI有较好的相

关性. 国外学者还通过建立半定量肠壁血管化

程度观察IBD的活动性. Heyne等及Drews等运

用Limberg分型将能量多普勒观察到的肠壁厚

度联合其血管化程度分为5型: Limberg 0: 正常

肠壁; Limberg 1: 肠壁增厚; Limberg 2: 肠壁增

厚并有较短的血管出现; Limberg 3: 肠壁增厚并

出现较长的血管; Limberg 4: 肠壁增厚且出现能

与肠系膜相连的长血管, 分级越高, 表示疾病越

活跃[18,24]. 也有学者采用软件定量分析造影后各

项参数, 如PEAK(即扩散末期信号强度的最大

■相关报道
Girlich等通过对4
名志愿者与20名
证实为CD的患者
进行静脉注射对
比剂的超声造影
检查, 运用定量分
析软件, 发现病变
的与正常的肠壁
间多种灌注参数
均有显著的统计
学差异, 使定量评
估肠壁血管化程
度及炎症活动性
成为可能. 
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值)、TTP(即造影剂达到最大扩散程度的时间)
及RBV(与曲线下面积成正比)变化情况判断IBD
肠壁血管化程度[10], 在CD患者以上3种参数均显

著高于正常志愿者, 研究者认为这种定量方法

在判断肠壁血管化程度上更精确, 能排除不同

观察者间经验等主观因素影响, 可操作性及重

复性强. 能量多普勒及静脉注射对比剂的超声

造影能观察到与炎症活动度息息相关的血管化

情况, 这是所有评估方式中最直接的一种途径. 
总之, 肠壁厚度作为判断IBD活动性最简单

的方法目前为临床广泛采用, 根据初发或随诊

选择不同的指标(4 cm或3 cm), 彩色多普勒观察

的肠系膜上、下动脉的血流动力学参数影响因

素较多, 目前尚无统一阈值, 且操作耗时, 临床

使用受限, 能量多普勒及静脉注射对比剂的超

声造影是最直观、最直接评估IBD活动性的方

式, 随着造影剂、技术及仪器的发展, 这一评估

方式越来越多的为广大超声诊断医师采用.

4  诊断准确性及局限性

对于IBD的US诊断灵敏性和特异性各家报道不

一, Pascu等等[25]通过观察肠壁厚度、肠壁分层情

况、肠壁可压缩性、肠壁彩色多普勒信号强度

及其腹膜增厚程度, 建立起超声活动指数来量

化IBD活动性, 并显示出与临床有较好的相关

性, 且超声评估UC活动性与临床指标间的相关

性高于CD. Rispo等等[26]认为US诊断IBD的灵敏度

为92%, 特异性为96.7%. 而Calabrese等等[27]认为其

诊断特异性较低为66.7%, 灵敏度较高为96.2%. 
这可能与大家所选取的诊断标准阈值不一有关, 
如前所述将肠壁厚度阈值由3 cm提高到4 cm, 诊
断的灵敏性下降但特异性提高. 但Horsthuis等等[28]

的Meta分析发现尚无有关实验证实这种阈值差

异到底有无统计学意义. 而且, 采用不同的超声

检查方法, 对IBD诊断的敏感性、特异性、准确

性均不相同, De Pascale等等[29]的研究结果表明静

脉注射对比剂的超声造影诊断IBD的敏感性、

特异性、准确性分别为96%、90%、94%, 均明

显高于彩色能量多普勒及通过肠壁厚度判断

IBD, 另外一些研究[30,31]也同样认为静脉注射对

比剂的超声造影在诊察IBD方面也更有优势. 
另外, CD患者不同肠段, US诊断的准确性

也不一, 大多数文献均认为末段回肠病变最易检

查, 敏感性为95%, 而横结肠及左半结肠病变的

显示敏感性则为82%和88%, 空肠最难诊断, 其
敏感性为72%[32]. 对于CD的并发症, Maconi等等[33]

和Gasche等等[34]发现, 以CT或手术病理作为判定

标准, US能诊断出83%和100%的CD相关腹腔脓

肿. 而UC, 通过将US与内镜或X线钡餐造影作

比较发现降结肠和乙状结肠是US最易诊断的肠

段, 其敏感性为97.6%, 而升结肠和横结肠病变

的诊断敏感性分别为76.6%, 71.7%, 国内学者的

相关数据与以上研究结果也基本一致, 但认为

对于横结肠病变的定位符合率较低, 可能与横

结肠位置变化较大有关, 直肠由于其位置比较

深在及受气体影响最难观察[32,35], 位于直肠及肛

周的病变, 也许内镜超声更有优势[36,37]. 与内镜

和X线钡餐造影检查一样, 检查的诊断准确度也

与检查者经验有相关性. 相关文献报道对于一

个经验丰富者而言, 其诊断敏感性从76%-92%
不等[32,36,38], 诊断特异性也较高. 

近年来, MRI也作为IBD的一种无辐射检

查方法越来越多地被临床工作者重视, 有的学地被临床工作者重视, 有的学被临床工作者重视, 有的学 
者[39]通过把MRI及US分别与内镜相比较发现对

终末段回肠炎症性肠病的诊断, MRI与内镜及

US具有较高的一致性. 但也有的学者[40]将MRI
与US评估CD范围及活动性分别做了对比, 认为

US相对于每段肠管而言, 其诊断敏感性(91%)、
特异性(98%)及准确性(95%)均高于MRI(分别为

83%, 97%, 91%), 两种检查方法均显示出对回

盲部病变显示的较好的敏感性(分别为100%和

93%), 对于瘘管的检测, US的敏感性、特异性、

准确性分别为82%、100%、90%, 而MRI则为

70%、92%、80%, 另外本研究还表明通过肠壁

厚度判断CD活动性US明显优于MRI. 
由此可见, 随着检查方式及技术的发展, 超

声诊断IBD的敏感性、特异性及准确性逐步提

高, 横向比较可以与X线钡餐造影、内镜及MRI
等方法相媲美, 甚至更有优势. 单从超声本身来

讲, 其诊断UC和CD的准确性各不相同, 对不同

病变段肠管, 诊断的敏感性、特异性及准确性也

不同, 对于检查盲区, 可适当选用其他检查方式.
US检查也有一定局限性, 如其常常会漏诊

十二指肠和空肠病变, 直肠、肛管和部分乙状

结肠则由于其本身的解剖位置较深, 探头不足

以穿透到达此深度和其内气体干扰, 很难对病

变进行观察. 另外, US空间分辨率不够高, 难以

发现早期表浅的病变[5]等.

5  结论

US作为一种非侵入性的、实时、快捷、性价比

高的检查方法, 通过采用不同的检查方法, 如传

■创新盘点
国内尚无较全面
的关于经腹超声
诊断炎症性肠病
的 相 关 综 述 ,  本
文总结了多种超
声检查方法在此
类疾病中的应用
价 值 ,  特 别 是 结
合了超声造影及
能量多普勒等研
究 热 点 ,  有 一 定
的新颖性.
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统肠道超声、能量多普勒及静脉注射对比剂的

超声造影、门静脉和肠系膜动脉的彩色多普勒

超声检测等方法来观察肠壁厚度、分层情况、

肠壁多普勒信号强度、肠蠕动情况、肠系膜情

况及相应的并发症等可以初步确定IBD的诊断. 
当然, 该项技术目前还不够成熟, 受检查者熟练

程度、仪器设备情况、受检查肠道情况等多种

因素影响, 应用于临床对疾病的诊断还不是十

分准确. 但随着技术进步, 特别是彩色多普勒和

能量多普勒的应用, 使之在评估病变的活动性, 
动态观察病情变化情况方面能有效替代内镜和

X线钡餐造影检查, 尤其对临床进行个体化治

疗、判断疗效、确定治疗方案方面有一定的指

导作用. 为此还需要进一步的更广泛的临床资

料和经验的积累. 
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器设备情况、受
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Abstract
AIM: To investigate the methylation and 
protein expression of the tissue inhibitor of 
metalloproteinase-3 (TIMP-3) and E-cadherin 
genes in human esophageal carcinoma cell lines 
EC1 and EC9706 untreated or treated with the 
demethylating agent 5-Aza-CdR.

METHODS: Methylation-specific PCR (MSP) 
and immunocytochemistry were used to de-
tect the methylation and protein expression 

of TIMP-3 and E-cadherin genes in EC1 and 
EC9706 cells untreated or treated with 5 μmol/L 
of 5-Aza-CdR. 

RESULTS: The TIMP-3 gene was not meth-
ylated, and the TIMP-3 protein was weakly 
expressed in both EC1 and EC9706 cells. The 
E-cadherin gene was hypermethylated in EC1 
cells but semi-methylated in EC9706 cells. The 
E-cadherin protein expression was undetectable 
in both cell types. After treatment with 5-Aza-
CdR, the TIMP-3 gene remained non-methyl-
ated, and the expression of the TIMP-3 protein 
was slightly upregulated in the two cell types. 
In contrast, E-cadherin gene methylation was re-
versed, and the protein expression was strongly 
upregulated in both cell types. 

CONCLUSION: E-cadherin gene methylation 
occurs in both EC1 and EC9706 cells, and 5-Aza-
CdR can effectively reverse such methylation. 
TIMP-3 gene inactivation seems unrelated to 
methylation as 5-Aza-CdR can only slightly up-
regulate the expression of TIMP-3 protein. 

Key Words: Esophageal carcinoma; Methylation; 
5-Aza-CdR; Tissue inhibitor of metalloproteinase-3; 
E-cadherin

Zhao X, Li P, Ma JF, Zhao JM, Yang HY, Dong ZM. 
Methylation and protein expression of the TIMP-3 and 
E-cadherin genes in human esophageal carcinoma cell 
lines EC1 and EC9706. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(4): 379-383

摘要
目的:  观察食管癌细胞系E C1和E C9706中
TIMP3、E-Cadherin基因甲基化的水平及蛋白表
达, 以及去甲基化药物5-Aza-CdR对其的影响.

方法:  应用甲基化特异性P C R(M S P)和免
疫细胞化学的方法 ,  分别检测体外培养的
食管癌细胞系E C1和E C9706中T I M P3和
E-Cadherin基因甲基化水平及蛋白表达. 用5 
μmol/L 5-Aza-CdR处理两种细胞系后, 用同
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■背景资料
原发性食管癌是
我国最常见的恶
性肿瘤, 严重威胁
人类健康. 近几年
随着研究甲基化
手段的进步, 使更
多的食管癌相关
基因的甲基化情
况得以明确, 但迄
今为止尚未见临
床上利用上述食
管癌相关基因甲
基化状态的改变, 
进行食管癌的早
期诊断及干预甲
基化的基因治疗
来防治食管肿瘤
的发生.

■同行评议者
张志坚, 教授, 中
国人民解放军福
州总医院消化内
科



样的方法检测其甲基化水平及蛋白表达, 观
察药物的影响. 

结果:  T I M P3基因在食管癌细胞系E C1和
EC9706中均表现为非甲基化, 蛋白呈现弱表
达; 而E-Cadherin基因在EC1中发生甲基化, 
EC9706中发生半甲基化, 蛋白表达均缺失. 
5-Aza-CdR作用后的两种细胞系中, TIMP3基
因仍为非甲基化, 而蛋白表达似有所曾强; 但
E-Cadherin基因甲基化得到了逆转, 蛋白表达
由原来的不表达, 转变为强表达.

结论: 5-Aza-CdR能够有效逆转E-Cadherin基
因甲基化, 并使其蛋白恢复表达; TIMP3基因
的失活似与甲基化机制无关, 5-Aza-CdR对其
蛋白表达的恢复作用微弱. 

关键词�� 食管癌; 甲基化; 5-Aza-CdR; TIMP3; 

E-Cadherin
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0  引言

在肿瘤发生过程中, 甲基化模式发生逆转、相

关基因的甲基化紊乱发生率很高, 是肿瘤发生

中基因表达沉默的主要机制, 尤其表现在肿瘤

抑制基因和错配修复基因 .  近年来随着肿瘤

甲基化状态研究的深入, 越来越多基因的甲基

化被认为与肿瘤的发生、发展及预后有关[1-3]. 
但基因的甲基化能否作为临床的相关判定指

标, 去甲基化药物能否作为临床用药, 存在着

争议 [1], 因此我们选定与食管癌发生、发展有

关的一些基因: 细胞凋亡相关基因TIMP3及与

肿瘤远端转移有关的E-Cadherin基因, 在体外

培养的食管癌细胞系EC1、EC9706中研究这

两种基因的甲基化状态, 并对比使用去甲基化

药物5-Aza-CdR作用后其甲基化逆转的情况及

蛋白表达的改变, 为甲基化指标及去甲基化药

物的临床应用提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株EC1和EC9706(本室留

存); 5-Aza-CdR购自Sigma公司; Methylamp One-
Step DNA Modification Kit购自EPIGENTEK公

司; Taq酶购自TaKaRa公司; CpG甲基转移酶

购自NEB公司; 引物均为Invitrogen公司合成; 
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E-Cadherin抗体购自Santa Cruz公司; TIMP3抗
体、免疫组织化学染色、DAB显色试剂盒购自

北京博奥森公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌细胞株EC1和EC9706, 
于RPMI 1640(Gibco公司)培养液(内含100 g/L胎
牛血清, 100 kU/L青霉素和100 kU/L链霉素)中
贴壁培养(37 ℃, 50 mL/L CO2). 隔天换液, 取对

数生长期细胞进行后续实验. 
1.2.2 甲基化特异性PCR(MSP): EC1和EC9706
分别按照5×105细胞数接种到培养瓶中, 在培

养基中培养24 h, 细胞贴壁后, 加药组在2种细胞

中分别加入含有5 μmol/L的5-Aza-CdR的培养

基[4], 未加药组在正常的完全培养基中, 培养72 
h后, 分别按试剂盒详细说明提取细胞DNA(基
因组DNA提取试剂盒, 天根公司), 紫外分光光

度计检测DNA浓度和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检

测DNA完整性. 用CpG甲基转移酶(M.SssⅠ)
处理正常食管上皮DNA作为阳性对照, 未处理

的作为阴性对照, 按Methylamp One-Step DNA 
Modification Kit说明采用亚硫酸氢钠法修饰

DNA. 引物序列如表1, 反应条件为: 95 ℃预变

性10 min, 95 ℃ 30 s, Tm ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 35
个循环, 72 ℃延伸2 min. 反应结束后取产物5 
μL进行20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 使用凝胶成像

分析系统分析电泳结果. 其中出现甲基化条带, 
而没有非甲基化条带的, 判定为甲基化; 出现非

甲基化条带而没有甲基化条带的判定为非甲基

化; 同时出现甲基化和非甲基化条带的, 判定为

半甲基化. 
1.2.3 免疫细胞化学: 用免疫细胞化学方法分别

检测TIMP3和E-Cadherin基因蛋白表达. 将细胞

接种在底部放有盖玻片的24孔板中, 用1.2.2中
的方法处理加药组和未加药组, 72 h后, 40 g/L
多聚甲醛固定细胞后取出盖玻片 ,  分别使用

TIMP3和E-Cadherin基因的一抗, 按照试剂盒说

明进行染色. 结果依据阳性细胞所占百分比及

着色深浅进行判定[3], 阳性细胞数计: <5%为0分; 
5%-25%为1分; 26%-50%为2分; 51%-75%为3分; 
>76%为4分. 细胞着色强度计分: 无显色: 0分; 
淡黄色: 1分; 棕黄色: 2分; 棕褐色: 3分. 2项评分

总和为总积分, 0-1分为阴性(-), 2-3分为弱阳性

(＋), ≥4分为阳性(++).

2  结果

2.1 MSP检测甲基化的水平 TIMP3基因在食管

www.wjgnet.com

■研发前沿
食管癌的表遗传
研究对于食管癌
的发病机制、细
胞免疫与防御、

细胞分化以及预
防治疗等方面具
有十分重要的意
义 .  弄 清 楚 食 管
癌中基因甲基化
状态的改变及其
作用方式并建立
相应的筛查技术, 
将为食管癌的研
究带来更深入的
发展.
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癌细胞系EC1和EC9706中都出现非甲基化条带, 
即发生了非甲基化. E-Cadherin基因在EC1中出

现甲基化条带, 发生了甲基化, 而在EC9706中甲

基化条带和非甲基化条带都出现, 说明发生了

半甲基化. 使用去甲基化药物5-Aza-CdR分别处

理2组细胞后, TIMP3基因结果仍为非甲基化, 与
用药物刺激前没有差别. 而E-Cadherin基因使用

5-Aza-CdR后, 2种细胞中只出现了去甲基化条

带, 说明其甲基化的情况得到了逆转(图1, 2).
2.2 免疫细胞化学检测蛋白表达  结果见图3, 
TIMP3基因在食管癌细胞系EC1和EC9706中都

表现为弱阳性(+), 经5-Aza-CdR处理仍为弱阳

性(+), 表达稍见增强; E-Cadherin基因在食管癌

细胞系EC1和EC9706中都表现为阴性, 经5-Aza-
CdR处理后, 表达均增强, 为阳性(+++).

3  讨论

Costello等[5]总结了甲基化与癌症的发生关系, 
认为个别基因的甲基化与肿瘤的发生密切相关, 
因此特殊肿瘤组织应有特异性, 且特异性基因

的甲基化与肿瘤化疗反应及患者的生存有直接

的关联, 故异常的DNA甲基化模式可能是有用

的分子标志. 近年来, 人们通过对几种癌、癌旁

组织和正常组织DNA的分析, 确定某些癌基因

(H-Ras、c-Myc)低甲基化和抑癌基因(Rb、p16)
的高甲基化改变是细胞癌变的一个重要特征[1-3]. 
且甲基化水平与肿瘤的生物学特性密切相关, 
不同肿瘤的不同期, 发生状态不同. 

TIMP3是一种抑癌基因[6,7], 他可以抑制肿

瘤生长、血管生成和侵袭转移, 而且可以促进

凋亡. 而TIMP3表达降低或缺失往往是肿瘤发生

的重要因素. 大量的文献表明[8,9], 在胃癌、乳腺

癌等肿瘤中, 该基因的沉默都与自身甲基化相

关. 我们对食管癌细胞系EC1和EC9706中TIMP3
基因甲基化和蛋白表达的情况进行研究, 发现

TIMP3基因在两种细胞中均未发生甲基化, 但其

蛋白表达呈弱阳性, 可也有研究认为在食管癌

腺癌中有部分出现甲基化[7]. 
E-Cadherin基因为钙依赖性的跨膜黏附分

子, 主要参与同源细胞间的连接, 是上皮细胞

间相互黏附和维持组织结构稳定的重要蛋白, 
E-Cadherin基因表达降低或缺失, 与肿瘤的分

化、侵袭及远处转移密切相关[11,12]. 对胃癌、

结直肠癌、乳腺癌及前列腺癌的研究均表明, 
E-Cadherin启动子区CpG岛的甲基化与该基因

的表达降低有关[10,11]. 也有研究认为, 该基因的

甲基化在部分食管癌患者中存在, 与食管癌分

化有关[12]. 我们研究证实, 食管癌细胞系EC1中

图 1 T IMP3、E-Cadher in基因在食管癌细胞系EC1和
EC9706中的甲基化状态. 1, 4: 阳性对照; 2, 5: 阴性对照; 3, 6:

空白对照; M: 甲基化产物; U: 非甲基化产物.

bp
200

100

                        TIMP3                             E-Cadherin 
                  EC1  EC9706                         EC1  EC9706
 Marker  1   M   U   M   U   2   3 Marker 4   M   U  M   U   5   6

图 2 经5-Aza-CdR处理后的TIMP3、E-Cadherin基因甲基
化状态. M: 甲基化产物; U: 非甲基化产物.

bp
200

100

                          TIMP3                         E-Cadherin 
                   EC1         EC9706            EC1           EC9706
  Marker     M      U       M       U        M       U       M       U   

表 1 甲基化分析的引物序列及温度

     
基因      正向引物    反向引物                大小(bp)     T(℃)

TIMP3 

    M      5'-CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC-3'         5'-CCGAAAACCCCGCCTCG-3'  116         59

    U       5'-TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT-3'    5'-CCCCCAAAAACCCCACCTCA-3' 122 

E-cad

    M      5'-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT-3'              5'-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT-3 116         57

    U       5'-TAACTAAAAATTCACCTACCGAC-3'             5'-CACAACCAATCAACAACACA-3'   97         53

■相关报道
Costello等总结了
甲基化与癌症的
发生关系, 认为个
别基因的甲基化
与肿瘤的发生密
切相关, 因此特殊
肿瘤组织应有特
异性, 且特异性基
因的甲基化与肿
瘤化疗反应及患
者的生存有直接
的关联, 故异常的
DNA甲基化模式
可能是有用的分
子标志.
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出现甲基化, 而EC9706中为半甲基化, 其蛋白表

达均缺失. 
甲基化抑制剂5-Aza-CdR是一种竞争性核

苷酸类甲基转移酶抑制剂, 已广泛应用于各种

肿瘤的甲基化逆转[13,14], 其应用于食管癌的效

果并不确定. 我们经过此药物作用于两种食管

癌细胞, 发现5-Aza-CdR对于已发生甲基化的

E-Cadherin基因有很好的逆转作用, 而对非甲基

化的TIMP3无明显影响, 相应的免疫细胞化学检

测的蛋白表达也得出同样的结论. 
无论哪种基因作为食管癌甲基化的诊断和

预后的指标, 其敏感性一定要充分考虑, 因此, 
筛选肿瘤发生的特异性甲基化基因, 用DNA甲

基化诊断食管癌还需要进一步研究. 使用去甲

基化药物对恶性肿瘤的治疗效果是否优于传

统的化疗药、食管癌治疗的合理用药、5-Aza-
CdR自身的不稳定性和高选择性都要充分的考

虑. 所以, 去甲基化药物广泛应用于临床食管癌

治疗还需要更深入的研究.
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图 3 食管癌细胞系EC1 和EC9706中TIMP3、E-Cadherin基因的表达. A: EC1-TIMP3; B: EC1-TIMP3-5-Aza-CdR; C: 

EC1-E-Cadherin; D: EC1-E-Cadherin-5-Aza-Cd; E: EC9706-TIMP3; F: EC9706-TIMP3-5-Aza-CdR; G: EC9706-E-

Cadherin; H: EC9706-E-Cadherin-5-Aza-Cd.
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对患者的高效、
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癌中基因甲基化
状态的改变及其
作用方式, 将为食
管癌的分子机制
研究及其临床治
疗和预后提供了
新的思路.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)
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Abstract
AIM: To analyze aberrant promoter methylation 
of the p16 and O-6-methylguanine-DNA 
methyltransferase (MGMT) genes in serum DNA 
samples from patients with gastric carcinoma. 

METHODS: Nested methylation-specific poly-
merase chain reaction (nMSP) was adopted to 
detect the promoter methylation of the p16 and 
MGMT genes in serum DNA samples from 69 
patients with gastric carcinoma. Serum DNA 
samples from 16 healthy individuals were used 
as normal controls.  

RESULTS: The frequencies of p16 and MGMT 
promoter methylation in patients with gastric 

carcinoma were 30.4% and 17.4%, respectively. 
In contrast, no p16 and MGMT promoter meth-
ylation was detected in normal controls. The 
frequencies of p16 and MGMT promoter meth-
ylation were significantly higher in patients with 
gastric carcinoma than in normal controls (both 
P < 0.05). 

CONCLUSION: Detection of p16 and MGMT 
promoter methylation in serum DNA samples 
can provide valuable information for molecular 
diagnosis of early gastric carcinoma. 

Key Words: p16 ; MGMT; Methylation; Gastric carci-
noma; Nested methylation-specific PCR

Wang Y, Zhou L, Chen XQ, Zhang W, Wang L. Detection of 
p16 and MGMT promoter methylation in gastric carcinomas 
by nested methylation-specific polymerase chain reaction. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 384-387

摘要
目的: 探讨胃癌患者血浆p16 和MGMT基因启
动子区甲基化状态. 

方法: 采用巢式甲基化特异性PCR法(nested 
methylation-specific PCR, nMSP)对69例胃癌患
者血浆中p16和MGMT基因启动子区甲基化状
态进行研究. 同时以16例健康体检作为对照.  

结果: 在受检的69例胃癌患者中, p16、MGMT
基因启动子区甲基化率分别为30.4%(21/69)、
17.4%(12/69). 对照组未见p16、MGMT基因
启动子区甲基化. 胃癌患者血浆中存在p16 和
MGMT基因启动子区甲基化, 其中p16 基因启
动子区甲基化与对照组相比差异显著, 具有统
计学意义.

结论: 检测血浆循环DNA中p16、MGMT基
因启动子区的甲基化状态, 可为胃癌的早期
分子诊断提供了有用信息.

关键词�� p16 ; MGMT; 甲基化; 胃癌; 巢式甲基化特

异性PCR法

王燕, 周力, 陈晓琴, 张维, 王岚. 巢式MSP法检测胃癌患者血

®

■背景资料
p16 基因是目前甲
基化研究较多的
肿瘤抑制基因, 已
有研究显示胃癌
组织中存在p16 基
因启动子区甲基
化, 相比之下, 对
胃癌患者MGMT
基因启动子甲基
化状态的研究较
少. 在恶性肿瘤患
者血清或血浆中
存在外周血循环
DNA, 这种细胞外
游离DNA来源于
肿瘤细胞, 已有研
究证实肿瘤患者
血清或血浆DNA
与原发灶组织存
在一致的基因改
变, 为应用外周血
进行分子诊断提
供了可能.

■同行评议者
崔立红 ,  副教授 , 
中国人民解放军
海军总医院消化
内科
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0  引言

p16基因是机体重要的抑癌基因, 通过抑制细胞

周期蛋白依赖性激酶(cyclin dependent kinases 
4/6, CDK4/6)活性, 使细胞周期停滞于G1/S期, 
对细胞周期起着负性调控作用 .  M G M T基因

编码的O6-甲基鸟嘌呤-D N A甲基转移酶(O6-
methylguanine-DNA methyltransferase, MGMT)是
一种高效的DNA直接修复酶, 可修复由烷化剂引

起的DNA损伤, 在DNA修复中发挥重要作用. 启
动子区高甲基化是引起基因沉默的主要机制之

一, 可能影响基因功能的正常发挥[1]. p16基因是

目前甲基化研究较多的肿瘤抑制基因, 已有研究

显示胃癌组织中存在p16基因启动子区甲基化[2], 
相比之下, 对胃癌患者MGMT基因启动子甲基化

状态的研究较少. 在恶性肿瘤患者血清或血浆中

存在外周血循环DNA, 这种细胞外游离DNA来

源于肿瘤细胞[3], 已有研究证实肿瘤患者血清或

血浆DNA与原发灶组织存在一致的基因改变, 为
应用外周血进行分子诊断提供了可能. 为了解胃

癌患者外周血中p16和MGMT基因启动子区甲

基化状态, 本研究采用巢式甲基化特异性PCR法
(nested methylation-specific PCR, nMSP)对胃癌患

者进行血浆p16、MGMT基因启动子区甲基化状

态研究, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-06/2009-09贵阳医学院附属医院

收治的经确诊的胃癌患者69例, 其中男49例, 女
20例, 年龄23-72(平均年龄51)岁, 所有患者诊

断标准参照《实用内科学》[4]. 同时以16例体

检者为对照, 其中男7例, 女5例, 年龄24-57(平
均年龄41)岁. 亚硫酸氢钠(Sigma)、对苯二酚

(Sigma)、矿物油(Sigma)、Wizard DNA Clean-Up 
System(Promega公司)、CpG甲基转移酶M.SssⅠ
(New England Biolabs)、琼脂糖(西班牙分装)、
Taq酶(TaKaRa)、100 bp DNA Marker(天根)、Tris
饱和酚(天津灏洋生物制品有限责任公司)、蛋白

酶K(德国Merck). DSHZ-300多用途水浴恒温振荡

器(江苏太仓市实验设备厂)、TU-1810紫外可见

分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司)、
梯度PCR扩增仪(德国Eppendorf 5330型)、DNA
成像分析仪(美国Bio-Rad公司). 引物合成参照文

献[5-7], 由上海捷瑞生物工程有限公司合成(表1).

1.2 方法 
1.2.1 标本收集: 采集受检者外周血2 mL, 经
EDTA抗凝, 分离血浆, -80 ℃保存备用. 
1.2.2 常规酚-氯仿法提取血浆D N A: 提取的

血浆D N A经紫外可见分光光度计定量 ,  选择

A 260/280>1.7的DNA样本进行后续试验, DNA样本

保存于-20 ℃. 
1.2.3 nMSP法检测胃癌患者p16、MGMT基因

启动子区甲基化状态: (1)基因组DNA的亚硫

酸盐修饰: 参考Herman等[8]的方法, 取约1.5 μg 
DNA, 加入超纯水至50 μL; 加入5.5 μL新鲜配

制的3 mol/L NaOH, 37 ℃水浴30 min后加入30 
μL 10 mmol/L氢醌和520 μL 3 mol/L亚硫酸氢

钠(pH5.0), 轻柔混匀后加入100 μL石蜡油覆盖

液面, 55 ℃避光水浴16 h; 次日取出样本, 按照

Promega Wizard Cleanup System说明进行DNA
纯化, 收集50洗脱液, 加入5.5 μL新鲜配制的

3 mol/L NaOH, 室温放置15 min, 加入33 μL 10 
mol/L乙酸铵、1 μL 10 g/L糖原及165 μL冰无水

乙醇沉淀DNA, -20 ℃过夜; 次日取出后离心弃

上清, 再用100 μL 700 mL/L乙醇洗涤2次, 离心弃

上清, 室温干燥后, 加入35 μL超纯水溶解, -20 ℃
保存备用. (2)n-MSP法检测p16、MGMT基因启

动子甲基化状态: 以亚硫酸盐修饰后的DNA样

本为模板, 分别以p16启动子区引物(p16-ff、p16-
fr)和MGMT启动子区引物(MGMT-ff、MGMT-
fr)进行第1轮PCR, 扩增p16、MGMT基因启动子

区, 反应体系: 10×PCR缓冲液2.5 μL、2 mmol/L 
Mg2+、200 μmol/L dNTPs、引物10 pmol、Taq 
DNA聚合酶1 U、硫化处理DNA 3 μL, 用ddH2O
补齐25 μL. 扩增程序: 95 ℃预变性5 min; 95 ℃ 
45 s, 退火45 s(p16基因60 ℃、MGMT基因52 ℃), 
72 ℃ 45 s, 扩增35个循环; 再经72 ℃延伸10 min. 
以第1轮PCR扩增出p16、MGMT基因启动子区

目的条带的PCR产物经30倍稀释后取2 μL为模

板, 用p16基因甲基化引物(p16 -mf、p16 -mr)和
非甲基化引物(p16 -uf、p16 -ur)以及MGMT基因

甲基化引物(MGMT-mf、MGMT-mr)和非甲基

化引物(MGMT-uf、MGMT-ur)进行第2轮PCR, 
反应体系同第1轮PCR, 扩增程序: 95 ℃预变性5 
min; 95 ℃, 15 s, 退火15 s(p16基因甲基化引物为

65 ℃, 非甲基化引物为62 ℃; MGMT基因甲基化

引物、非甲基化引物为66 ℃), 72 ℃, 15 s, 扩增

28个循环; 再经72 ℃延伸10 min. 扩增产物经2%
琼脂糖凝胶电泳检测, 紫外成像仪下观察结果并

拍照. 每批标本均同时扩增甲基化酶SssⅠ修饰

■研发前沿
p16和MGMT基因
高甲基化与其表
达的相关性及在
临床上的运用价
值尚需深入研究.
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的胎盘DNA作为甲基化阳性对照, 以去离子水为

模板的反应体系作为阴性对照.
统计学处理 采用SPSS统计学软件进行χ2检验.

2  结果

2.1 结果判断 以甲基化处理的胎盘DNA为阳性

对照经甲基化引物扩增后出现相应片段, 双蒸水

作空白对照经甲基化引物扩增无相应片段出现, 
同时甲基化引物与非甲基化引物扩增必出现任

一条或两条均扩增出相应条带时, 满足以上条件

时判为结果有效. 仅非甲基化引物扩增出相应片

段为甲基化阴性. 仅有甲基化引物扩增出相应片

段即为完全甲基化, 甲基化引物与非甲基化引物

均扩增出相应片段为不完全甲基化, 完全甲基化

和不完全甲基化均计为甲基化检测阳性. 
2.2 p16、MGMT基因nMSP扩增结果 结果显示, 在
受检的69例胃癌患者中, p16、MGMT基因启动

子区甲基化率分别为30.4%(21/69)、17.4%(12/69). 
对照组未见p16、MGMT基因启动子区甲基化. 差
异显著, 具有统计学意义(图1, 表2).图1, 表2).).

3  讨论

DNA甲基化可通过不改变基因序列而引起基因

表达失活, 是肿瘤形成过程中基因沉默的重要

机制之一[1]. DNA甲基化状态改变往往出现在细

胞恶性增殖早期, 并随恶性肿瘤的发生、发展

而变化. 循环DNA存在于血液(血清或血浆)、滑

膜液等体液中[3]. 应用血清或血浆进行人类肿瘤

某些抑癌基因甲基化状态的研究报道已见于胶

质瘤[9]、乳腺癌[10]、胃癌[11,12]等. 由于外周血循

环DNA的水平较肿瘤组织中相应DNA水平低, 
且基因组DNA在进行硫化处理过程中存在降解, 
因此本研究中采用较普通较甲基化特异性PCR
法(MSP)具有更高灵敏度的巢式甲基化特异性

PCR法(nMSP)进行相关研究[13]. 结果显示胃癌

患者血浆样本中存在p16和MGMT基因启动子

区高甲基化改变. 
p16基因作为机体重要的抑癌基因, 其启动

表 1 p16 和MGMT基因的n-MSP引物

     
名称   引物序列    产物大小(bp)   退火温度(℃)

p16-ff  5'-GAAGAAAGAGGAGGGGTTGG-3'         280  60

p16-fr  5'-CTACAAACCCTCTACCCACC-3'  

p16-mf  5'-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3'        150  67

p16-mr  5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3'  

p16-uf  5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3'        151  62

p16-ur  5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3'  

MGMT-ff  5'-GGATATGTTGGGATAGTT-3'         289  52

MGMT-fr  5'-CCAAAAACCCCAAACCC-3'  

MGMT-mf 5'-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3'           81  66

MGMT-mr 5'-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3'  

MGMT-uf 5'-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3'          93  66

MGMT-ur 5'-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3'  

表 2 nMSP检测胃癌患者p16、MGMT基因甲基化结果 %(n)

     
分组              n                 p16 基因                      MGMT基因

对照组   16     0.0(0/0)        0.0(0/0)

病例组   69   30.����(21/69)a     17.����(12/69)a

aP<0.05 vs  对照组.

M    U   M   U    M   U   M   P    B   M   U    M   U
1          2         3                         4          5

M  P   B   M  U   M   U  M   U   M  U   M   U
1        2        3        4        5

A

B

bp
500
400
300
200
100
80
60

图 1 nMSP检测p16 和MGMT基因启动子区甲基化. A: p16 ; 

B: MGMT; M: DNA Marker(DNA MarkerⅠ、20 bp DNA 

Ladder Marker); P: 阳性对照; B: 空白对照; M: 甲基化引物扩

增; U: 非甲基化引物扩增; 1-5: 部分检测样本.

■相关报道
在本课题组前期
对胃癌患者外周
血p16 基因的相关
研 究 中 ,  结 果 显
示p16 基因第1、2
外显子缺失率为
8.7%(6/69), 所有
检测样本未见点
突变.
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子区甲基化已被证实存在于多种人类肿瘤中. 以
往研究认为基因纯合性缺失或点突变是基因表

达失活的主要机制, 在本课题组前期对胃癌患

者外周血p16基因的相关研究中, 结果显示p16基
因第1、2外显子缺失率为8.7%(6/69), 所有检测

样本未见点突变. 本研究对69例胃癌患者外周血

基因组p16基因启动子区甲基化状态进行检测, 
结果显示p16基因启动子区存在甲基化, 甲基化

率为30.4%, 与对照组相比差异具有统计学意义. 
Ikoma等[12]采用MSP法检测到48%(52/109)的胃

癌患者外周血中存在包括p16基因在内的至少一

个基因高甲基化异常. 以上研究结果表明p16基
因启动子区甲基化是胃癌中p16基因失活的主要

机制. 由于p16基因启动子甲基可能引起表达失

活, 失去对细胞周期正常的负性调控作用, 致细

胞过度增殖, 细胞周期加速, 使未修复的DNA过

早进入S期, 从而导致肿瘤的发生. 
MGMT是机体重要的DNA修复基因. 国内

段家华等[14]和雷晓华等[15]分别应用加强型原位

杂交三相寡核苷酸探针高效标记技术和免疫组

织化学法检测胃癌组织中MGMT基因和蛋白表

达, 结果显示胃癌组织中MGMT低表达或表达不

足. 本研究对69例胃癌患者血浆中MGMT基因启

动子区甲基化状态研究, 结果显示甲基化发生率

为17.4%(12/69). 以上研究提示胃癌中MGMT基
因低表达不足可能与MGMT基因高甲基化有关. 

肿瘤发生过程较为复杂, 往往涉及多种基

因[16,17]的异常改变. 本研究证实胃癌患者血浆中

p16和MGMT基因存在启动子区高甲基化表现, 
其中p16基因甲基化率与Ksiaa等[16]采用胃癌组

织进行研究所得甲基化率相似(29.4%). 本研究

中MGMT基因甲基化率(17.4%)低于Ksiaa等报

道(36.8%), 但Zhao等[17]研究也显示胃癌组织中

较低的MGMT甲基化率(6.9%), 以上研究结果不

一致与所用受检样本及检测方法有关, 因此尚

需进一步研究以证实胃癌患者中MGMT基因甲

基化状态. 
基因表达的调控机制较为复杂, 本研究成

功运用nMSP法对胃癌患者外周血p16和MGMT
基因甲基化状态研究, 但p16和MGMT基因高甲

基化与其表达的相关性及在临床上的运用价值

尚需深入研究.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between 
chromosome damage in peripheral blood 
lymphocytes and oxidative stress in patients 
with alcoholic liver disease (ALD).

METHODS: Thirty-one ALD patients (experi-
mental group) and 22 healthy volunteers (control 
group) were included in the study. Chromo-
some damage in peripheral blood lymphocytes 
was detected by cytokinesis-block micronucleus 
test. Plasma malondialdehyde (MDA) content 
was determined by the thiobarbituric acid (TBA) 
method, and superoxide dismutase (SOD) ac-
tivity was measured by the xanthine oxidase 
method.

RESULTS: The content of plasma MDA was 

significantly higher in the experimental group 
than in the control group (5.88 μmol/L ± 2.62 
μmol/L vs 2.89 μmol/L ± 1.33 μmol/L, P < 0.01), 
while the activity of SOD was significantly lower 
in the experimental group than in the control 
group (49.28 kU/L ± 6.03 kU/L vs 57.35 kU/L ± 
4.96 kU/L, P < 0.01). A negative correlation was 
noted between the content of plasma MDA and 
SOD activity (r = -0.454, P < 0.05) in both groups. 
The rate of micronucleus formation was signifi-
cantly higher in the experimental group than in 
the control group (P < 0.01). A positive correla-
tion between the content of MDA and the rate of 
micronucleus formation (r = 0.493, P < 0.01), and 
a negative correlation between SOD activity and 
the rate of micronucleus formation were found 
in the experimental group (r = -0.422, P < 0.05).

CONCLUSION: Oxidative stress plays an impor-
tant role in chromosome damage in peripheral 
blood lymphocytes in patients with alcoholic 
liver disease, suggesting that oxidative stress 
is one of the mechanisms causing chromosome 
damage in peripheral blood lymphocytes in 
these patients.

Key Words: Alcoholic liver disease; Chromosome 
aberration; Oxidative stress; Malondialdehyde; Su-
peroxide dismutase

Wang BJ, Wang Q, Zhang ZQ. Relationship between 
chromosome damage in lymphocytes and oxidative stress 
in patients with alcoholic liver disease. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 388-391

摘要
目的: 探讨酒精性肝病(alcoholic liver disease, 
ALD)患者外周血淋巴细胞染色体损伤与体内
氧化应激之间的关系. 

方法: 采用胞质分裂阻滞法微核实验、硫代
巴比妥酸显色法和黄嘌呤氧化酶法分别检测
31例ALD患者和22例健康体检者外周血淋巴
细胞染色体损伤情况、血浆丙二醛(MDA)含
量及超氧化物歧化酶(SOD)活性. 

结果: 病例组与对照组血浆M D A含量分别

®

■背景资料
酒精滥用和酒精
依赖已成为当今
世 界 日 益 严 重
的 公 共 卫 生 问
题 ,  而且ALD是
发达国家肝硬化
的 重 要 病 因 ( 占
80%-90%), 也是
青壮年死亡的主
要原因, 酗酒者患
肝硬化是正常人
的6.8倍 .  在亚洲
各 国 ,  尽 管 病 毒
性肝炎占主要地
位, 但随着社会经
济条件的好转和
生活水平的提高, 
ALD有日渐增多
趋势.

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科
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为5.88 μmol/L±2.62 μmol/L和2.89 μmol/L
±1.33 μmol/L, SOD活性分别为49.28 kU/L
±6.03 kU/L和57.35 kU/L±4.96 kU/L, 血浆
MDA含量随着SOD活性的降低而增高, 两组
各指标之间有显著性差异(P <0.01), 且病例组
MDA含量与SOD活性变化之间呈负相关(r  = 
-0.454, P <0.05). 此外, 病例组微核率高于对
照组, 两组相比有显著性差异(P <0.01). 病例
组MDA含量与微核率存在正相关(r  = 0.493, 
P <0.01), 而SOD活性与微核率存在负相关(r  = 
-0.422, P <0.05).

结论: ALD患者体内氧化应激在外周血淋巴细
胞染色体损伤中起重要作用, 提示ALD患者
体内的氧化应激是其外周血淋巴细胞染色体
损伤的机制之一.

关键词�� 酒精性肝病; 染色体畸变; 氧化应激; 丙二

醛; 超氧化物歧化酶
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0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是由于

长期大量饮酒导致的肝脏疾病. ALD包括轻症

A L D、酒精性脂肪肝、酒精性肝炎、酒精性

肝纤维化和酒精性肝硬化五种临床分型[1]. 目
前在我国ALD发病率呈上升趋势, 其已成为仅

次于病毒性肝炎的第二大肝病病因[2]. ALD的

发病机制复杂, 可能与酒精及其代谢产物对肝

脏的毒性作用、氧化应激、免疫反应、细胞

凋亡、内毒素、遗传多态性及与病毒的叠加作

用等多种因素有关[3]. 在这些因素中, 自由基介

导的氧化应激逐渐成为关注焦点. 许多研究表

明酒精有明显的遗传毒性作用[4-7], 其机制还不

太清楚, 包括氧化应激、脂质过氧化产物和乙 
醛[8], 一般认为自由基的生成在酒精的遗传毒

性中起着重要作用[7]. 本课题通过胞质分裂阻

滞法微核实验检测ALD患者外周血淋巴细胞染

色体损伤情况、硫代巴比妥酸显色法检测血浆

丙二醛(malondialdehyde, MDA)水平及黄嘌呤

氧化酶法检测血浆超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)活性, 探讨ALD患者外周血淋巴

细胞染色体损伤与其体内氧化应激之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-03/2009-11在兰州大学第一医院

消化科住院和门诊就诊的ALD患者31例(病例

组), 诊断标准依据2006年酒精性肝病诊疗指 
南[1], 平均年龄53.58岁±9.99岁, 每天饮酒量90.6 
g±55.2 g, 饮酒史22.2年±8.5年, 其中酒精性脂

肪肝11例、酒精性肝炎10例、酒精性肝硬化10
例. 同一时期在兰州大学第一医院体检中心体

检的健康志愿者22例(对照组), 平均年龄52.82
岁±9.92岁, 不吸烟、不饮酒. 两组之间年龄无

显著性差异(P >0.05). 所有研究对象半年内无射

线及各种有害毒物接触史, 都排除肝炎病毒感

染、自身免疫性肝病、药物性肝病及代谢性肝

病. SOD、MDA试剂盒均购自南京建成生物制

品公司, 二甲基亚砜、细胞松弛素B均购自美国

Sigma公司, 1640混合培养基购自北京易世盛达

科技发展有限公司. BB16UV/BB506OUV CO2培

养箱, 分光光度计, L80-2离心沉淀机, Beckman. 
LX. 20全自动生化分析仪.
1.2 方法 每人抽取静脉血4.5 mL, 其中2.5 mL 
(EDTA抗凝)用于微核试验、血浆MDA含量和

SOD活性的检测, 2 mL静脉血离心后血清用于

ALT、AST检测. 用硫代巴比妥酸比色法测定

MDA含量, 黄嘌呤氧化酶法测定SOD活性, LX. 
20全自动生化分析仪检测ALT, AST. 胞质分裂

阻滞法微核实验见文献[9], 用于检测外周血淋

巴细胞微核率. 胞质分裂阻滞法微核实验方法

具体包括: (1)细胞培养(需无菌操作): EDTA抗

凝血0.5 mL, 在采血后24 h内种入1640混合培养

基, 混匀后置37 ℃±0.5 ℃温箱内避光培养44 h
后, 加终浓度为4.5 mg/L细胞松弛素B继续避光

培养28 h; (2)制片和染色: 终止培养后将细胞液

吸入离心管中1 000 r/min离心5 min后, 加入7 mL 
4 ℃下预冷的0.075 mol/L KCl低渗后, 立即离心

8 min, 弃上清. 用固定液(甲醇∶冰醋酸 = 3∶1)
快速固定, 离心8 min, 弃上清, 再重复固定2次. 
滴片后用Giemsa染色. (3)镜检: 在油镜下计数

1 000个双核细胞, 计算其微核细胞率(‰).
统计学处理  结果以m e a n±S D表示 ,  用

SPSS11.0统计学软件进行t检验、Mann-Whitney
检验及Spearman等级相关分析, P <0.05为两者之

间有显著性差异.

2  结果

2.1 外周血淋巴细胞微核的细胞学特征 游离于

胞质中, 与主核完全分开, 重叠或相切时, 能看

到各自的完整核膜, 呈圆形或椭圆形, 结构与主

核相同, 着色与主核一致或略浅, 不折光, 大小

■研发前沿
ALD的致病因素
单一, 即长期大量
的乙醇摄入, 但其
发病机制较为复
杂, 目前尚不完全
清 楚 .  可 能 与 乙
醇及其代谢产物
对肝脏的毒性作
用、氧化应激、

免疫反应、细胞
凋亡、内毒素、

遗传多态性及与
病毒的叠加作用
等多种因素有关. 
近年来, 自由基的
过量产生导致的
氧化应激在酒精
性肝病中的作用
逐渐受到重视. 乙
醇有明显的遗传
毒性作用其机制
还不太清楚, 包括
氧化应激、脂质
过氧化产物和乙
醛, 一般认为自由
基的生成在乙醇
的遗传毒性中起
着重要作用.

■相关报道
Michael等有很多
关于胞质分裂阻
滞法微核实验的
报道, 从他的报道
中可以了解胞质
分裂阻滞法微核
实验操作不断完
善的过程及应用
的范围.
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为主核1/3以下的小核, 即为微核(图1). 在一个视

野中, 连续出现多个双核淋巴细胞(图1A), 在一

个双核淋巴细胞中出现一个微核(图1B), 在一个

双核淋巴细胞中也可同时出现两个微核(图1C).
2.2 ALT、AST、MDA、SOD及微核率变化 由
表1可以看出病例组血清ALT、AST与对照组相

比均升高, 两组相比有显著性差异(P <0.01); 血
浆MDA含量随着SOD活性的降低而增高, 经统

计学分析, 病例组和对照组两指标之间都有显

著性差异(P <0.01), 且病例组MDA含量与SOD活

性变化之间呈负相关(P <0.05, r  = -0.454). 此外, 
病例组微核率高于对照组, 两组相比有显著性

差异(P <0.01).
2.3 MDA含量和SOD活性与微核率变化的比较 
行Spearman等级相关分析, 病例组血浆MDA含

量与外周血淋巴细胞微核率存在正相关(P <0.01, 
r  = 0.493), SOD活性与外周血淋巴细胞微核率存

在负相关(P <0.05, r  = -0.422).

3  讨论

酒精滥用和酒精依赖已成为当今世界日益严重

的公共卫生问题, 而且ALD是发达国家肝硬化

的重要病因(占80%-90%), 也是青壮年死亡的

主要原因, 酗酒者患肝硬化是正常人的6.8倍. 

在亚洲各国, 尽管病毒性肝炎占主要地位, 但
随着社会经济条件的好转和生活水平的提高, 
ALD有日渐增多趋势[10]. 2007年全国ALD的多

中心调查分析显示我国ALD基本呈逐年上升趋 
势[11]. ALD的致病因素单一, 即长期大量的乙醇

摄入, 但其发病机制较为复杂, 目前尚不完全清

楚. 近年来, 自由基的过量产生导致的氧化应激

在ALD中的作用逐渐受到重视.
在正常情况下, 自由基的产生和清除之间

存在着动态平衡. 但在某些病理情况下, 机体的

自由基过量生成和(或)抗氧化防御系统受损, 自
由基产生和清除的动态平衡遭到破坏, 导致氧

化应激(oxidative stress)的出现[12], 由氧诱发的

自由基称为活性氧族(reactive oxygen species, 
R O S), 这包括过氧化氢(H2O2)、羟基自由基

(OH-)和超氧阴离子(O2
-)等[13]. 肝脏线粒体、细

胞色素P450酶、中性粒细胞和激活的枯否细胞

是自由基的重要来源[14]. 生物膜富含脂质和蛋

白质, 膜脂是膜的基本骨架, 在维持细胞的正常

结构和功能方面起重要作用, 膜脂的主要成分

是多聚不饱和脂肪酸(PUFA)[15]. 自由基对细胞

的损伤作用, 主要是引起生物膜不饱和脂肪酸

发生脂质过氧化反应, MDA作为氧自由基与生

物膜不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的代谢

产物, 其含量的变化间接反映了组织中氧自由

基含量和组织损伤程度[16]. SOD是生物体内最

为重要的抗氧化酶之一, 是清除ROS的第一道防 
线[2]. 他的变化与体内自由基的变化呈负相关, 
其含量高低间接反映了清除自由基能力, 对机

体的氧化和抗氧化平衡起着至关重要的作用, 
能清除自由基和过氧化物, 当体内自由基产生

增多时, 他与超氧阴离子(O2
-)反应产生过氧化

氢, 再由谷胱甘肽过氧化物酶和过氧化氢酶作

用产生水, 这样使自由基得以清除, 从而降低

表 1 ALT、AST、MDA、SOD及微核率变化 (mean±SD)

     
指标        病例组          对照组

ALT(U/L)  57.52±40.23b    23.32±6.67

AST(U/L)    69.1±15.64b    30.68±6.69

SOD(kU/L) 49.28±6.03b    57.35±4.96

MDA(μmol/L)   5.88±2.62b      2.89±1.33

微核率(‰) 25.47±5.14b    12.50±5.40

bP<0.01 vs  对照组.

图 1 外周血淋巴细胞微核图(姬姆萨染色). A: 多个双核淋巴细胞(×40); B: 一个双核细胞出现一个微核(×100); C: 一个双

核细胞出现两个微核(×100). A中箭头: 双核淋巴细胞; B、C: 微核.

A B C■应用要点
ALD患者外周血
淋巴细胞DNA损
伤与氧化应激存
在 相 关 性 ,  则 氧
化应激可能是酒
精诱导的DNA损
伤 机 制 之 一 ,  可
以为DNA损伤的
治 疗 提 供 依 据 , 
而微核也可作为
遗传损伤的敏感
指标之一.
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脂质过氧化物的生成并加速其清除, 减少其对

细胞和组织的损伤 [17,18]. 因此, 可以通过测定

MDA含量和SOD活性, 评估ALD患者体内氧

自由基水平. 本实验结果显示病例组MDA含量

明显高于对照组, 而SOD活性明显低于对照组

(P <0.01), 且MDA含量与SOD活性变化呈负相关

性(P <0.05, r  = -0.454), 提示ALD患者体内存在

氧化应激.
微核是由细胞分裂后期滞后的染色体断

片、一个或多个染色体组成的小体. 微核游离

于胞质中, 与主核完全分开, 重叠或相切时, 必
须看到各自的完整核膜, 呈圆形或椭圆形, 结构

与主核相同, 着色与主核一致或略浅, 不折光, 
大小为主核1/3以下的小核[19]. 微核的形成是细

胞受遗传毒物作用后的一种遗传学终点, 故凡

能使染色体发生断裂, 并延迟到细胞分裂后期, 
或使染色体和纺锤体联结遭到破坏的遗传损伤, 
都可用微核实验来检测[20]. 各种理化因素作用

于细胞染色体, 影响其正常功能, 使细胞的DNA
的复制和染色体的分裂受到破坏. 其中氧自由

基中的O2
-或OH-可攻击DNA及合成DNA所需的

酶, 使DNA链发生断裂, 碱基损伤, DNA-DNA、

DNA-蛋白质发生交联, 染色体断裂, 这样DNA
复制转录功能不能正常进行, 从而影响蛋白质

合成. 由于蛋白质合成受阻, SOD含量减少, 酶活

性减弱或丧失, 自由基不能有效清除. 由于自由

基积累, 脂质过氧化反应进一步加强, 导致MDA
和O2

-浓度升高. 大量的MDA和O2
-又可反作用于

细胞的DNA, 则更进一步加剧了遗传物质的损

伤, 结果导致畸变频率升高[21]. 本实验结果显示

ALD患者外周血淋巴细胞微核率明显高于对照

组(P <0.01), 血浆MDA含量与外周血淋巴细胞微

核率存在正相关(P <0.01, r  = 0.493), SOD活性与

外周血淋巴细胞微核率存在负相关(P <0.05, r  = 
-0.422), 提示ALD患者体内氧化应激在外周血淋

巴细胞染色体损伤中起重要作用.
总之, ALD患者体内氧化应激与外周血淋巴

细胞损伤有明显相关性, 提示ALD患者体内的

氧化应激可能是其外周血淋巴细胞染色体损伤

的机制之一.
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Abstract
AIM: To assess the relationship between serum 
thrombopoietin (TPO) level and Child-Pugh 
grade in patients with liver cirrhosis.

METHODS: One hundred and nineteen liver 
cirrhotic patients (experimental group) and 30 
healthy volunteers (control group) were in-
cluded in the study. Serum TPO level was de-
tected by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). Meanwhile, routine blood tests, blood 
biochemistry tests, detection of hepatitis virus 
markers, and color Doppler ultrasound exami-
nation of the liver were performed.

RESULTS: Based on clinical manifestations and 

laboratory examinations, 43 patients were clas-
sified as having Child-Pugh class A cirrhosis, 63 
as having Child-Pugh class B cirrhosis, and 13 
as having Child-Pugh class C cirrhosis. No sig-
nificant difference was noted in serum TPO level 
between the control group and the experimental 
group. Patients with Child-Pugh class A cir-
rhosis had higher serum TPO level than normal 
controls (P = 0.19), while those with Child-Pugh 
class B or C cirrhosis had significantly lower se-
rum TPO levels (43.44 ng/L ± 33.51 ng/L and 
45.16 ng/L ± 30.04 ng/L, respectively; P = 0.001 
and 0.048, respectively) than normal controls. 
Platelet counts (PLT) in patients with Child-
Pugh class A, B or C cirrhosis were significantly 
lower than that in normal controls (all P < 0.001). 
Serum TPO was negatively correlated with 
PLT in normal controls (r = - 0.363, P = 0.048). 
Although no correlation was noted between se-
rum TPO and PLT in patients with Child-Pugh 
class A or C cirrhosis, a positive correlation was 
found between serum TPO and PLT in patients 
with Child-Pugh class B cirrhosis (r = 0.383, P = 
0.002).

CONCLUSION: Reduced hepatic synthesis of 
TPO is important for the development of throm-
bocytopenia in cirrhotic patients. Serum TPO 
and PLT can be used as parameters for evalua-
tion of liver function.

Key Words: Liver cirrhosis; Thrombopoietin; Plate-
let count; Thrombocytopenia; Child-Pugh grade

Liu PL, Sun JS, Wang BY, Qin YJ. Relationship between 
serum thrombopoietin level and Child-Pugh grade in 
patients with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(4): 392-396

摘要
目的: 探讨肝硬化患者Child-Pugh分级与血小
板生成素(TPO)的关系. 

方法: 选取肝硬化患者119例, 另选取与肝硬化
组性别和年龄相匹配的30例健康人作为对照
组; 晨起空腹采血、离心分离血清, 检测血液
常规、血液生化、血离子、肝炎病毒标志物, 

®

■背景资料
血小板生成素在
肝 脏 合 成 ,  是 介
导血小板产生的
最主要的细胞因
子, 血小板生成素
合成减少可能是
肝硬化患者血小
板减少症的重要
原因, 研究Child-
Pugh各级肝硬化
患者血小板生成
素与血小板的关
系有重要的临床
意义.

■同行评议者
赵 桂 鸣 ,  主 任 医
师, 天津市肝病研
究所天津市传染
病医院慢性肝炎
科
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肝脾B超检查; 用ELISA法检测血清TPO含量.

结果: 肝硬化患者中Child-Pugh A、B、C级分
别为43例、63例和13例. 与对照组相比, 肝硬
化患者平均TPO水平无显著性差异, A级TPO
水平有升高的趋势, 但无统计学意义, 而B级
(43.44 ng/L±33.51 ng/L)和C级(45.16 ng/L±
30.04 ng/L)则明显降低(P  = 0.001, 0.048); 血
小板计数(PLT)在A级、B级和C级逐渐下降, 
与对照组相比, 均有显著性差异(均P <0.001); 
TPO与PLT在对照组呈负相关(r  = -0.363, P  = 
0.048), 在Child-Pugh A级和C级两者无相关性, 
在B级呈正相关且有统计学意义(r  = 0.383, P  = 
0.002).

结论: 肝脏合成TPO减少是晚期肝硬化患者血
小板减少的重要原因; TPO和PLT可以作为反
应肝脏功能的指标.

关键词�� 肝硬化; 血小板生成素; 血小板; 血小板减

少症; Child-Pugh�级
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0  引言

血小板减少症是肝硬化患者非常常见的并发 
症[1], 在慢性肝病中发生率为15%-70%, 甚至高

达76%[2]. 其原因可能与脾脏功能亢进[3,4]和肝脏

功能减退[5]有关. 血小板生成素(thrombopoietin, 
TPO)主要由肝细胞合成, 肝脏功能减退, 肝脏

合成TPO受损可能是导致肝硬化患者血小板减

少的主要原因[6,7]. 但肝脏功能不同程度的肝硬

化患者血小板生成素和血小板(platelet, PLT)之
间关系的研究较少, 对Child-Pugh各级TPO和

PLT进行相关性检验的研究更少. 本研究通过对

Child-Pugh各级TPO和PLT关系的研究, 探讨在

不同程度肝脏功能的肝硬化患者TPO与血小板

减少症的关系.  

1  材料和方法

1.1 材料 本研究由中国医科大学附属第一医院

医学伦理委员会审查通过, 并征得所有受试者

的知情同意. 收集2008-08/2009-06在中国医科

大学附属第一医院消化内科住院, 临床诊断明

确的肝硬化患者119例, 诊断符合2000-09西安会

议修订的《病毒性肝炎防治方案》中的诊断标 

准[8], 并排除合并恶性肿瘤、营养不良、血液系

统疾病、急性药物性和中毒性肝损伤及入院前

输血的患者. 另收集30例性别和年龄与实验组

相匹配、同期在本院体检的无肝炎病史, 肝炎

病毒标志物阴性, 肝脏酶学指标正常, 肝脏彩色

多普勒超声检查正常的健康人作为对照组.
1.2 方法 
1.2.1 TPO检测: 所有受试者采晨起空腹血液5 
mL, 室温放置30 min, 1 000 g , 15 min离心后, 分
离血清于两个EP管中, -20 ℃保存备用. TPO检

测用酶联免疫吸附(ELISA)法, 试剂盒购自美

国R&D公司(R&D Systems, McKinley, Minnea- 
polis, MN, USA), 检测灵敏度为7.45 ng/L. 酶
标仪为Bio-Rad Model 550 Microplate Reader系
美国Bio-Rad公司产品. 实验步骤: (1)将试剂和

标本于室温放置30 min以上, 充分融化至室温; 
(2)TPO标准品倍比稀释, 浓度依次为2 000、
1 000、500、250、125、62.5、31.2、0 ng/L; 
(3)微孔板标记标准品组, 实验组和对照组, 每孔

加Assay Diluent RD1-1 50 μL; (4)分别加TPO标

准品, 实验组标本和对照组标本200 μL于相应

微孔, 覆盖封板膜, 室温孵育3 h; (5)弃去孔内液

体, 向每孔加洗液(25倍稀释, 即20 mL浓缩洗液

加500 mL双蒸水稀释)400 μL, 弃去孔内液体, 甩
干, 共洗5次; (6)向各孔加TPO结合物200 μL, 覆
盖封板膜, 室温孵育1 h; (7)弃去孔内液体, 向每

孔加洗液400 μL, 弃去孔内液体, 甩干, 共洗5次; 
(8)每孔加底物溶液(显色剂A+显色剂B等体积混

匀)200 μL, 室温避光孵育30 min; (9)每孔加终止

液50 μL; (10)于30 min内测量吸光度, 测量波长

450 nm, 校正波长540 nm. 
1.2.2 血细胞分析: 所有受试者采晨起空腹血液

2 mL, 采用日本希森美康公司生产的XE-2100全
自动血液分析仪进行血细胞分析. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行数

据的统计分析. 实验数据采用mean±SD表示, 实
验组和对照组组间均数比较采用两个独立样本

的t检验, 多组间均数比较采用单因素方差分析; 
相关性检验用Pearson相关分析; 性别采用χ2检

验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 一般资料 本研究共入选肝硬化患者119例, 
其中男84例, 女35例, 平均年龄53.97岁±11.89
岁, Child-Pugh A、B、C级分别为43例、63例和

13例. 对照组30例, 其中男20例, 女10例, 平均年

■研发前沿
在肝硬化患者中, 
有关血小板生成
素与血小板的关
系 仍 存 在 争 议 , 
部分学者认为两
者存在正相关关
系 ,  尚 有 学 者 认
为两者没有关系, 
因为研究方法和
对 象 不 同 ,  其 结
果 各 异 .  有 学 者
研究血小板生成
素类似物对改善
血小板减少症有
临床效果.

■相关报道
L i 等 研 究 认 为
T P O与P LT正相
关. Rios等只分析
了肝硬化合并血
小板减少的患者, 
未分析肝硬化血
小板正常的患者. 
Eissa等分析了血
吸虫性肝硬化患
者 ,  均 认 为 T P O
与 P LT 减少没有
关系.
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龄57.90岁±13.23岁. 两组间性别和年龄没有显

著性差异(P值分别为0.663和0.116). 
2.2 Child-Pugh各级TPO方差分析结果 对照组血

清TPO为70.32 ng/L±33.80 ng/L. 与对照组相比, 
实验组平均血清TPO无统计学意义(表1); TPO在

实验组Child-Pugh A级为82.14 ng/L±47.93 ng/L, 
与对照组相比有升高趋势, 但无统计学意义(P  = 
0.19); Child-Pugh B级(43.44 ng/L±33.51 ng/L)
和C级(45.16 ng/L±30.04 ng/L)血清TPO水平较

对照组显著下降(P  = 0.001, 0.048); Child-Pugh 
B级、C级与A级相比, TPO显著下降(P  = 0.000, 
0.003); Child-Pugh B级、C级之间没有统计学意

义(P  = 0.88, 图1A). 
2.3 Child-Pugh各级PLT方差分析结果 对照组

PLT为(201.30±57.45)×109/L. Child-Pugh A
级、B级、C级分别为(107.95±72.92)×109/L、
(78.82±49.00)×109/L、(63.77±26.38)×109/L, 
与对照组相比呈进行性减少, 且有统计学意义

(均P <0.001); B级和C级与A级相比, PLT显著减

少, 有统计学意义(P值分别为0.011和0.016), B级
和C级之间无显著性差异(P  = 0.39, 表1, 图1B). 
2.4 Child-Pugh各级TPO与PLT的Pearson相关分

析结果 对照组TPO与PLT呈负相关(r  = -0.363, P  
= 0.048); 而Child-Pugh A级(r  = -0.011)和C级(r  = 
0.120)两者无相关性(P值分别为0.943和0.695); 
在B级(r  = 0.383)呈正相关且有统计学意义(P  = 

0.002, 表2).

3  讨论

T P O是巨核细胞增殖、分化、成熟和介导血

小板产生的最主要的细胞调节因子[9], 主要由

肝细胞合成[10], 肝脏功能受损时, TPO的合成下

降, PLT的产生就会减少[11]. 但TPO是否是肝硬

化患者血小板减少的原因尚存在争议, 可能因

研究人群和方法不同, TPO与PLT关系的研究报

道并不一致[12-15]. Aref等的研究主要分析了HCV
感染(合并和未合并肝硬化)的患者[12], Rios等和

Español等只分析了肝硬化合并血小板减少的患

者, 未分析肝硬化血小板正常的患者[13,14], Eissa
等分析了血吸虫性肝硬化患者[15], 均认为TPO与

PLT减少没有关系. Li等研究认为TPO与PLT呈
正相关关系, Child-Pugh分级中, A、B级TPO水

平升高, C级降低[16,17]; Kujovich等研究认为, TPO
合成减少是肝硬化血小板减少症的主要原因[7], 
但以上研究均未做不同分级间的相关性检验. 
本研究纳入了肝硬化血小板减少和血小板正常

的患者, 进行Child-Pugh分级, 对各级TPO和PLT
进行比较及相关性检验, 尚无研究报道. 

本研究结果提示, 与对照组相比, 肝硬化

Child-Pugh A级血清TPO水平有升高趋势(P  = 
0.19), PLT轻度下降, 有统计学意义(P <0.001). 在
Child-Pugh A级, 肝脏功能尚属代偿期, 有较强

表 1 肝硬化组与对照组TPO和PLT比较

     
分组          n   PLT(×109/L)      TPO(ng/L) 

肝硬化组      11�       8����.����0±58.��           5����.61±42.�3 

对照组        30     201.30±5����.45           ����0.32±33.80 

t值                  -0.�4����                   -1.506 

P值                  <0.000                     0.134

表 2 Child-Pugh各级TPO和PLT的关系

     
Child-Pugh分级   n          r 值                  P 值  

对照组                30                 -0.363               0.048 

A级                43                 -0.011               0.�43 

B级                63                   0.383               0.002 

C级                13                   0.120               0.6�5

图 1 Child-Pugh各级TPO与PLT的方差分析结果. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  A级.
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■创新盘点
对Child-Pugh各
级血小板生成素
和血小板进行相
关性检验的研究
至今尚未见详细
报道.
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的储备能力, 由于血小板分布异常和破坏增加

导致的血小板减少[16], 机体负反馈调节后使肝脏

合成TPO增加[18], TPO作用于骨髓巨核细胞, 使
血小板的合成代偿性增加[19]. 循环PLT虽比对照

组下降, 但仍大于100×109/L[20,21], 属生理调节范

畴, 故统计学意义不显著. 
与对照组相比, Child-Pugh B级和C级血清

TPO水平显著下降(P值分别为0.001和0.048); 循
环PLT显著减少(均P <0.001). 说明在Child-Pugh 
B级和C级的患者, 肝脏功能损伤严重, 肝脏合成

TPO减少[22]. 有报道, 与无肝硬化的对照组相比, 
肝硬化组肝脏总TPO mRNA减少30%-40%[23]; 
Osada等研究认为, 如果TPO缺乏, 未成熟的巨

核细胞就会凋亡, 血小板的产生就会减少[24]. de 
Sauvage等报道, 基因敲除鼠TPO mRNA降低

50%, 循环PLT下降67%[25]. 可以证实在B、C级
的患者, TPO合成减少导致了循环PLT下降. 但
两组比较, TPO没有差异, 说明当肝脏功能下降

到一定程度时, 肝脏合成TPO严重减少, 超过了

肝脏的代偿范围, 提示晚期肝硬化患者, TPO合

成受损是PLT减少的重要原因. 在肝硬化血小板

减少症的发生中, 脾功能亢进是另一个重要原

因[26,27], 但本研究未进行脾脏功能与血小板减少

症及与TPO关系的研究, 这方面有待于进一步的

研究.  
在生理条件下, PLT对TPO具有负反馈调节

作用, 本研究结果与文献报道一致, 对照组TPO
与PLT呈负相关关系[28]. 在Child-Pugh A级, 肝脏

功能维持在相对正常水平, TPO与PLT仍呈负相

关关系; 在B级和C级肝脏功能损害加重, 血清

TPO含量明显减低, 与PLT下降呈正相关. TPO和

PLT的关系随着肝功能损害程度发生相应的改

变. 有研究报道, 血清TPO与肝功能指标如白蛋

白、凝血酶原时间、凝血酶原活动度等均有相

关性[13,17], TPO与反应肝功能的13C氨基比林呼吸

试验正相关[29], 提示TPO和PLT可以作为反应肝

脏功能的指标. 
总之, 在Child-Pugh A级, 血清TPO水平比健

康对照组高, PLT也处于较高水平; 在Child-Pugh 
B、C级, 血清TPO水平明显下降, PLT下降也更

明显, 说明肝硬化患者, 肝脏功能在一定范围内

(Child-Pugh A级)时, TPO对血小板的生成具有

调节作用, 在晚期肝硬化(Child-Pugh B、C级)患
者, TPO合成减少是血小板减少的重要原因. 当
肝功能较好时, 血清TPO水平较高, PLT维持在

正常水平; 肝脏功能损伤严重时, 血清TPO水平

下降, PLT进行性减少, 其相关关系由负相关逐

步转变成正相关, 进一步说明TPO和PLT可以作

为反应肝脏功能的指标.

志谢�� 感谢检验科巴静老师, 消化内科石田老师

和李异玲老师对本研究的支持和指导.

4      参考文献
1 Nomura T, Kubota Y, Kitanaka A, Kurokouchi 

K, Inage T, Saigo K, Iseki K, Baba N, Yamaoka G, 
Arai T, Taminato T. Immature platelet fraction 
measurement in patients with chronic liver disease: 
a convenient marker for evaluating cirrhotic 
change. Int J Lab Hematol 2009 Aug 19. [Epub ahead 
of print]

2 Afdhal N, McHutchison J, Brown R, Jacobson 
I, Manns M, Poordad F, Weksler B, Esteban R. 
Thrombocytopenia associated with chronic liver 
disease. J Hepatol 2008; 48: 1000-1007 

3 李璐, 曾争, 尹彪, 蔺小红, 万华, 霍娜, 徐京杭, 徐小
元. 部分脾动脉栓塞术治疗肝硬化脾功能亢进39例. 
世界华人消化杂志 2007; 15: 1297-1301

4 秦建平, 蒋明德, 汪庆华, 李小安, 曾维政, 徐辉, 顾明. 
部分脾栓塞治疗肝硬化并发门脉高压及脾功能亢进
症. 世界华人消化杂志 2002; 10: 860-861  

5 Yoshiuchi K, Takimoto Y , Moriya J , Inada 
S ,  A k a b a y a s h i  A .  T h r o m b o p o i e t i n  a n d 
thrombocytopenia in anorexia nervosa with severe 
liver dysfunction. Int J Eat Disord 2009 Oct 6. [Epub 
ahead of print]

6 Peck-Radosavljevic M. Thrombocytopenia in 
liver disease. Can J Gastroenterol 2000; 14 Suppl D: 
60D-66D

7 Kujovich JL. Hemostatic defects in end stage liver 
disease. Crit Care Clin 2005; 21: 563-587

8 中华医学会传染病与寄生虫病学分会, 肝病学分
会. 病毒性肝炎防治方案. 中华肝脏病杂志 2000; 8: 
324-329

9 Fukushima-Shintani M, Suzuki K, Iwatsuki Y, Abe 
M, Sugasawa K, Hirayama F, Kawasaki T. AKR-501 
(YM477) in combination with thrombopoietin 
enhances human megakaryocytopoiesis. Exp 
Hematol 2008; 36: 1337-1342 

10 Erickson-Miller CL, Delorme E, Tian SS, Hopson 
CB, Landis AJ, Valoret EI, Sellers TS, Rosen J, Miller 
SG, Luengo JI, Duffy KJ, Jenkins JM. Preclinical 
activity of eltrombopag (SB-497115), an oral, 
nonpeptide thrombopoietin receptor agonist. Stem 
Cells 2009; 27: 424-430

11 Witters P, Freson K, Verslype C, Peerlinck K, 
Hoylaerts M, Nevens F, Van Geet C, Cassiman D. 
Review article: blood platelet number and function 
in chronic liver disease and cirrhosis. Aliment 
Pharmacol Ther 2008; 27: 1017-1029

12 Aref S, Mabed M, Selim T, Goda T, Khafagy N. 
Thrombopoietin (TPO) levels in hepatic patients 
with thrombocytopenia. Hematology 2004; 9: 351-356

13 Rios R, Sangro B, Herrero I, Quiroga J, Prieto J. The 
role of thrombopoietin in the thrombocytopenia of 
patients with liver cirrhosis. Am J Gastroenterol 2005; 
100: 1311-1316

14 Español I, Hernández A, Muñiz-Diaz E, Ayats R, 
Pujol-Moix N. Usefulness of thrombopoietin in 

■应用要点
本文探讨血小板
生成素在不同肝
脏功能的肝硬化
患者血小板减少
症中的作用, 为进
一步研究血小板
生成素的临床应
用奠定基础.



www.wjgnet.com

396                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年2月8日       第18卷       第4期

the diagnosis of peripheral thrombocytopenias. 
Haematologica 1999; 84: 608-613

15 Eissa LA, Gad LS, Rabie AM, El-Gayar AM. 
Thrombopoietin level in patients with chronic liver 
diseases. Ann Hepatol 2008; 7: 235-244

16 Li Q, Sun GZ, Wang BE, Jia JD, Ma H, Wei YX, 
Cong YL, Shen J. [The relationship among the 
counts of platelet, thrombopoietin and spleen 
index in patients with liver cirrhosis] Zhonghua 
Ganzangbing Zazhi 2004; 12: 210-212

17 El-Barbary MA, Saad AE, Attia FM, Mandour 
MI, Haidara MA, Dal lak MM, Isenovic ER. 
Thrombocytopenia in Patients With Chronic 
Hepatitis C: A Possible Role of HCV on Platelet 
Progenitor Cell Maturation. Angiology 2009 Aug 18. 
[Epub ahead of print]

18 Sungaran R, Markovic B, Chong BH. Localization 
and regulation of thrombopoietin mRNa expression 
in human kidney, liver, bone marrow, and spleen 
using in situ hybridization. Blood 1997; 89: 101-107

19 Kuter DJ , Begley CG. Recombinant human 
thrombopoietin: basic biology and evaluation of 
clinical studies. Blood 2002; 100: 3457-3469

20 李琴, 孙桂珍, 王宝恩, 贾继东, 马红, 魏玉香, 丛玉隆, 
沈静. 肝硬化患者血小板计数与血小板生成素及脾脏
指数间的关系. 中华肝脏病杂志 2004; 12: 210-212

21 孙素珍, 师水生, 刘俊. 慢性肝病患者血清血小板生成
素与血小板计数的关系. 临床医药实践杂志 2007; 16: 
15-17

22 J i a n g X H , X i e Y T , T a n D M . [ S t u d y o n t h e 
influencing factors of thrombocytopenia in viral 
hepatitis] Zhonghua Ganzangbing Zazhi 2004; 12: 
734-736

23 Okubo M, Shiota G, Kawasaki H. Thrombopoietin 
levels in serum and l iver t issue in patients 

with chronic viral hepatitis and hepatocellular 
carcinoma. Clin Sci (Lond) 2000; 99: 207-214

24 Osada M, Komeno T, Todokoro K, Takizawa M, 
Kojima H, Suzukawa K, Ninomiya H, Abe T, 
Nagasawa T. Immature megakaryocytes undergo 
apoptosis in the absence of thrombopoietin. Exp 
Hematol 1999; 27: 131-138

25 de Sauvage FJ , Carver-Moore K, Luoh SM, 
R y a n A , D o w d M , E a t o n D L , M o o r e M W . 
Physiological regulation of early and late stages of 
megakaryocytopoiesis by thrombopoietin. J Exp 
Med 1996; 183: 651-656

26 Ohira M, Ishifuro M, Ide K, Irei T, Tashiro H, 
Itamoto T, Ito K, Chayama K, Asahara T, Ohdan H. 
Significant correlation between spleen volume and 
thrombocytopenia in liver transplant patients: a 
concept for predicting persistent thrombocytopenia. 
Liver Transpl 2009; 15: 208-215

27 Akyüz F, Yekeler E, Kaymakoğlu S, Horasanli S, 
Ibrişim D, Demir K, Aksoy N, Poturoğlu S, Badur 
S, Okten A. The role of thrombopoietin and spleen 
volume in thrombocytopenia of patients with 
noncirrhotic and cirrhotic portal hypertension. Turk 
J Gastroenterol 2007; 18: 95-99

28 Weksler BB. Review article: the pathophysiology of 
thrombocytopenia in hepatitis C virus infection and 
chronic liver disease. Aliment Pharmacol Ther 2007; 
26 Suppl 1: 13-19

29 Giannini E, Botta F, Borro P, Malfatti F, Fumagalli 
A, Testa E, Podestà E, Chiarbonello B, Polegato 
S, Mamone M, Testa R. Relationship between 
thrombopoietin serum levels and liver function 
in patients with chronic liver disease related to 
hepatitis C virus infection. Am J Gastroenterol 2003; 
98: 2516-2520

           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 •

《中国期刊引证报告（扩刊版）》发布《世界华人消化杂志》
2008 年影响因子 0.729   

本刊讯 《中国期刊引证报告（扩刊版）》是依托中国科学技术信息研究所国家工程技术数字图书馆“知识服

务”系统, 在“万方数据-数字化期刊群”基础上, 结合中国科技论文与引文数据库(CSTPCD), 以我国正式出版的

各学科6108种中英文期刊为统计源期刊. 对全部期刊的引文数据, 严格按题名、作者、刊名、年、卷、期、页等

进行分项切分后, 进行规范化处理和有效链接, 经统计分析, 编制而成. 2008年《世界华人消化杂志》总被引频次

3683次, 影响因子0.729, 即年指标0.142, 引用期刊数732, 学科扩散指标0.533, 被引半衰期4.303, H指数8. (编辑部主

任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本研究方法合理, 
结论明确, 实验证
据充足, 文章具有
科学性、创新性
和可读性较好地
反映我国或国际
胃肠病学临床和
基础研究的先进
水平.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年2月8日; 18(4): 397-399
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

BMP2在原发性肝癌患者血清中的表达

温 彪, 米俊杰, 侯桃华, 郭晓红, 白春爱, 许翠萍

温彪, 米俊杰, 侯桃华, 山西医科大学 山西省太原市 030001
郭晓红, 山西医科大学第一医院科研实验中心 山西省太原
市 030001
白春爱,  山西医科大学第一医院科技处 山西省太原市 
030001
许翠萍, 山西医科大学第一医院消化内科 山西省太原市 
030001
山西省归国留学人员基金资助项目, N o. 200568, N o. 
2009103
作者������������ 此课题由许翠萍与温彪设计; 研究过程由温彪、
米俊杰、侯桃华及郭晓红操作完成;白春爱给予行政、技术支
持; 研究所用试剂及分析工具由许翠萍提供; 数据分析由温彪完
成; 在许翠萍指导下, 论文由温彪完成.
通�作者���作者��作者���� 许翠萍, 主任医师, 030001, 山西省太原市解放南路
85号, 山西医科大学第一医院消化内科. cuipingxu@hotmail.com
电话: 0351-4639511
收稿日期: �009-11-18 ��日期: �009-1�-10: �009-11-18 ��日期: �009-1�-10�009-11-18   ��日期: �009-1�-10��日期: �009-1�-10日期: �009-1�-10: �009-1�-10�009-1�-10
接受日期: �009-1�-14 在���日期: �010-0�-08日期: �009-1�-14 在���日期: �010-0�-08: �009-1�-14 在���日期: �010-0�-08�009-1�-14   在���日期: �010-0�-08在���日期: �010-0�-08日期: �010-0�-08: �010-0�-08�010-0�-08

Expression of serum bone 
morphogenetic protein 2 in 
patients with primary hepatic 
carcinoma 

Biao Wen, Jun-Jie Mi, Tao-Hua Hou, Xiao-Hong Guo, 
Chun-Ai Bai, Cui-Ping Xu  

Biao Wen, Jun-Jie Mi, Tao-Hua Hou, Shanxi Medical 
University, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Xiao-Hong Guo, Department of Experimental Center of 
Science and Research, the First Hospital of Shanxi Medical 
University, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Chun-Ai Bai, Office of Science and Technology, the First 
Hospital of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, 
Shanxi Province, China
Cui-Ping Xu, Department of Gastroenterology, the First 
Hospital of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, 
Shanxi Province, China
Supported by: the Foundation for Returned Overseas Chi-
nese Scholars, Shanxi Province, No. 200568 and No. 2009103
Correspondence to: Cui-Ping Xu, Department of Gastro-
enterology, the First Hospital of Shanxi Medical University, 
85 Jiefang South Road, Taiyuan 030001, Shanxi Province, 
China. cuipingxu@hotmail.com
Received: 2009-11-18    Revised: 2009-12-10
Accepted: 2009-12-14    Published online: 2010-02-08 

Abstract
AIM: To investigate the diagnostic value of 
serum bone morphogenetic protein 2 (BMP2) in 
patients with primary hepatic carcinoma (PHC) 
by measuring serum BMP2 levels in patients 
with chronic liver disease.

METHODS: Seventy serum samples, including 

20 from patients with chronic hepatitis, 20 from 
those with hepatic cirrhosis and 30 from those 
with PHC, were detected in the study. Seventeen 
serum samples from normal donors were used 
as normal controls. The serum level of BMP2 
was measured by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). The content of serum alpha-
fetoprotein (AFP) was determined by radioim-
munoassay. 

RESULTS: The level of serum BMP2 in PHC 
patients was significantly lower than those in 
chronic hepatitis patients, hepatic cirrhosis pa-
tients and normal controls (all P < 0.05). The sen-
sitivity, specificity and accuracy of serum BMP2 
measurement in diagnosis of PHC were 90%, 
100% and 96.55%, respectively. The sensitivity of 
serum BMP2 measurement in diagnosis of PHC 
was higher than that of serum AFP measure-
ment (χ2 = 22.78, P = 0.001). 

CONCLUSION: Serum BMP2 level has appre-
ciable value in the diagnosis of PHC. 

Key Words: Bone morphogenetic protein 2; Hepatic 
carcinoma; Diagnosis

Wen B, Mi JJ,  Hou TT, Guo XH, Bai CA, Xu CP. 
Expression of serum bone morphogenetic protein 2 in 
patients with primary hepatic carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 397-399

摘要
目的: 探讨血清骨形态发生蛋白2(BMP2)对原
发性肝癌(PHC)的诊断价值.

方法: 对70例慢性肝病患者及17例正常对照
者血清进行检测, 并按临床诊断或病理诊断
分组, 其中慢性病毒性肝炎20例, 肝炎后肝硬
化20例, PHC 30例. 分别用酶联免疫法检测
血清BMP2, 用放射免疫法测定血清甲胎蛋白
(AFP). 

结果: 肝癌组患者血清BMP2较正常对照组、

肝炎组、肝硬化组降低, 且差异均有统计学意
义(P <0.05); BMP2诊断PHC的敏感性是90%, 
特异性是100%, 准确率是96.55%; BMP2诊断
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■背景资料
原发性肝癌是一
种恶性程度高, 进
展快 ,  侵袭性强 , 
预后差的肿瘤, 临
床上确诊的肝癌
多数属于中晚期, 
已失去有效的治
疗机会, 因此, 对
PHC的早期诊断
极为重要. AFP是
目前临床应用最
广泛的肝癌肿瘤
标志物, 但其敏感
性仅为39%-65%.
因此寻找敏感性
较高的肝癌标志
物仍是目前研究
的热点.
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PHC的敏感性高于AFP(χ2 = 22.78, P  = 0.001).

结论: 血清BMP2对PHC的诊断具有一定的
价值.

关键词�� 骨形态发生蛋白2; 原发性肝癌; 诊断
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)是
一种恶性程度高, 进展快, 侵袭性强, 预后差的

肿瘤, 临床上确诊的肝癌多数属于中晚期, 已
失去有效的治疗机会, 因此, 对PHC的早期诊断

极为重要. 血清甲胎蛋白(AFP)是目前临床应

用最广泛的肝癌肿瘤标志物, 但其敏感性仅为

39%-65%[1]. 因此寻找敏感性较高的肝癌标志

物仍是目前研究的热点. 骨形态发生蛋白(bone 
morphogenetic proteins, BMPs)是TGF-β超家族

成员中一族, 广泛存在于人体组织细胞、血液

中, 其在胚胎的发生、发育以及在组织细胞的

增殖、分化、凋亡等方面都起着重要作用 [2]. 
BMP2是BMPs家族中的重要成员, 其在胚胎肝

中均有表达, 且在胚胎肝的发育、分化中起重

要作用[3,4]. 肝癌的发生、发展和胚胎肝的发育

在分子机制上极其相似[5], 因此, BMP2可能与

肝癌的发生、发展有关, 并已得到一些研究证

实[6-9]. 本研究旨在通过检测慢性肝病患者血清

BMP2, 探讨其在PHC诊断中的价值.

1  材料和方法

1 .1  材料  病例来自山西医科大学第一医院

2009-05/2009-09经确诊的住院患者, 其中慢性病

毒性肝炎20例, 肝炎后肝硬化20例, PHC 30例. 
病毒性肝炎和肝炎后肝硬化病例的诊断均符合

2000年第六次全国传染病与寄生虫学术会议修

订的病毒性肝炎诊断标准[10]. PHC诊断符合中国

抗癌协会肝癌专业委员会2001年修订的原发性

肝癌诊断标准[11]. 正常对照组17例, 均为同期健

康体检者. BMP2人血清单克隆抗体、PBS缓冲

液(博士德生物工程有限公司); AFP试剂盒(天津

协和医学科技有限公司); BIO-TEK(ELX-800)全
自动酶标仪(美国宝特公司); 全自动洗板仪(美国

宝特公司); SN-697型全自动双探头放射免疫γ计

数器(上海核所日环光电公司).
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1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 取清晨空腹静脉血, 立即离心后

取血清, 于-20 ℃冰箱中保存、待测.
1.2.2 检测方法: 用酶联免疫吸附法检测血清

BMP2, 用放射免疫法测定AFP. 严格按说明书进

行操作.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行

分析, 数据用M(QR)表示, 多组间的比较采用

Kruskal-Wallis检验, 选用最小显著差值法(least-
significant difference, LSD法)法进行各组间的多

重比较, 相关性分析采用Spearman等级相关分

析法, 计数资料用χ2检验, 以P <0.05表示差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 各组血清BMP2的检测 PHC组血清BMP2较
其他组低, 且差异均有统计学意义(P <0.05), 其
余各组间差异均无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.2 BMP2和肿瘤标志物AFP在诊断PHC中的

临床评价 以非肝癌患者血清B M P2含量下限

148.95 ng/L为阳性临界值时, PHC组中有28例
低于此数值, 其他组中无样本低于此数值, 因此, 
BMP2在诊断PHC的敏感性为90%(27/30), 特异

性为100%(57/57), 准确率为96.55%(84/87); AFP
以20 μg/L为阳性临界值时, PHC组中有20例高

于此数值, 其他组中有40例高于此数值, 因此, 
在诊断PHC的敏感性为66.67%(20/30), 特异性

为70.18%(40/57), 准确率为68.97%(60/87).
2.3 BMP2和AFP在诊断PHC中的敏感性 用χ2检

验比较各指标在诊断PHC中的敏感性, 将BMP2
和AFP进行比较, 差异有统计学意义(χ2 = 22.78, 
P = 0.001, 表2).
2.4 BMP2和AFP的相关性 采用Spearman等级相

关分析法对各组血清BMP2和AFP进行相关性分

析, 结果发现BMP2和AFP无相关性(r  = 0.315, P 
= 0.235).

3  讨论

BMP2是天然骨形态发生蛋白提取物中的最主

要的形式, 位于第20号染色体p12区[12], 具有抑

制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡的作用[13]. 
有学者发现其在消化系统肿瘤中也具有相应的

作用, Hardwick等[14]通过检测BMP2对结肠癌细

胞的生物学行为的影响, 发现BMP2在体外能

够抑制结肠癌细胞的生长、增殖, 促进细胞凋

亡和分化. 有研究发现BMP2能促进肝癌细胞系

HepG2中抑癌因子PTEN蛋白的表达[6], 并可直

www.wjgnet.com

■相关报道
黄河等用免疫组
织化学法发现肝
癌 细 胞 中 B M P 2
的表达强度明显
低于肝癌癌旁组
织, 提示PHC发生
可能与肝细胞中
BMP2的含量减少
有关.

■应用要点
骨形态发生蛋白
2 具 有 抑 制 肿 瘤
细胞增殖的作用, 
原发性肝癌患者
血清BMP2降低 , 
通 过 检 测 血 清
BMP2, 从而早期
诊断PHC的发生. 
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接促进肝癌细胞系HepG2的凋亡[7]及抑制肝癌

细胞系Huh7的生长[9]. 黄河等[8]用免疫组织化学

法发现肝癌细胞中BMP2的表达强度明显低于

肝癌癌旁组织, 提示PHC发生可能与肝细胞中

BMP2的含量减少有关. BMPs为一种分泌性蛋

白, 当BMP2由组织细胞分泌释放入血后, 就可

在血清中检测到BMP2. 1984年, Urist等[15]首次

用放射免疫法检测到了血清中BMPs. 目前临床

上检测血清BMP2的报道尚少见, 尚未见定量检

测肝癌患者血清BMP2的报道.
本实验研究发现PHC组血清BMP2水平较

正常对照组、肝炎组、肝硬化组低, 差异均有

统计学意义(P <0.05), 而正常对照组、肝炎组、

肝硬化组间差异无统计学意义. Xu等[9]应用部

分肝切除大鼠模型观察术后不同时间点BMP2
的动态变化, 发现BMP2在肝大部切除术后再生

肝组织中的表达强度明显低于正常肝组织, 提
示BMP2有抑制肝细胞再生的作用. 而BMP2具
有抑制肿瘤细胞增殖的作用[13]. 因此推测, 本实

验中PHC组BMP2较其他组降低, 可能是由于肝

癌细胞大量增殖, BMP2失去其抑制肿瘤的作用. 
所以, 通过检测血清BMP2, 可以早期诊断PHC
的发生. 本实验中, BMP2在诊断PHC中有较高

的敏感性(90%). 同时, BMP2诊断PHC的敏感性

显著高于传统肿瘤标志物AFP(P <0.01). 因此, 

BMP2在PHC的诊断中具有广泛的前景, 值得我

们进一步深入研究.
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表 1 BMP2在慢性肝病患者血清中的水平

     
分组                    n                 BMP2 (ng/L) M(QR) 

正常对照组                    17                  379.51(�74.83)      

慢性肝炎组                    �0                  318.05(153.59)

肝硬化组                        �0                  �78.76(174.5�)

原发性肝癌组                30                    �39.51(115.�3)ab

aP≤0.05 vs  慢性肝炎组和肝硬化组; bP≤0.01 vs  正常对照组.

表 2 BMP2和AFP诊断PHC的敏感性比较

     
AFP                            n

                         BMP2

            阳性                 阴性 

阳性                       54                       5�                       �

阴性                       33                       30                       3

总计                       87                       8�                       5

■同行评价
文章采用BMP-2
作为诊断原发性
肝 癌 的 标 志 物 , 
具有一定的创新
性 ,  为 诊 断 肝 癌
提供了一个新的
标志物.
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Abstract
AIM: To observe changes in serum carbohydrate 
antigen 19-9 (CA19-9) and carcinoembryonic 
antigen (CEA) levels in patients with common 
bile duct stones.

METHODS: A total of 68 patients with surgi-
cally confirmed common bile duct stones were 
included in the study. The correlations of serum 
CEA and CA19-9 with total bilirubin and direct 
bilirubin were analyzed. For 20 patients whose 
serum CA19-9 levels were twice more than 
the upper limit of normal values, a consistent 
follow-up was conducted to analyze the correla-
tions of the difference between preoperative and 
postoperative serum CA19-9 levels with total 
bilirubin and direct bilirubin.

RESULTS: Significant correlations were noted 

between serum CA19-9 and total bilirubin and 
direct bilirubin (r = 0.813 and 0.786, respectively; 
both P = 0.000) in patients with common bile 
duct stones. No significant correlations were 
noted between serum CEA and total bilirubin 
and direct bilirubin. The difference between 
preoperative and postoperative serum CA19-9 
levels has significant correlations with total bili-
rubin and direct bilirubin (r = 0.787 and 0.806, 
respectively; both P = 0.000).

CONCLUSION: Elevated serum CA19-9 levels 
are noted in patients with concurrent common 
bile duct stones and obstructive jaundice. In 
these patients, serum CA19-9 as a tumor marker 
has a poor specificity.

Key Words: Common bile duct stone; Obstructive 
jaundice; CA19-9

Xie HP, Wen MY. Elevated serum CA19-9 levels in 
patients with common bile duct stones. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 400-403

摘要
目的: 探讨胆总管结石对血清CEA、CA19-9
的影响. 

方法: 回顾经ERCP或手术证实、治疗的胆总
管结石患者68例, 分析血清CEA, 特别是血清
CA19-9与胆总管结石患者总胆红素、直接胆
红素的相关性; 并对20例血清CA19-9值超过
正常上限两倍以上的患者统一时间进行随访, 
分析治疗前后血清CA19-9变化值与总胆红
素、直接胆红素变化值的相关性. 

结果: 血清C A19-9与总胆红素、直接胆红
素存在明显相关性(r  = 0.813, 0.786, 均P  = 
0.000); 血清CEA与总胆红素、直接胆红素不
存在相关性; 治疗前后血清CA19-9变化值与
总胆红素、直接胆红素变化值存在明显相关
性(r  = 0.787, 0.806, 均P  = 0.000).

结论: 胆总管结石合并阻塞性黄疸时, 可导致
血清CA19-9升高, 此时血清CA19-9作为肿瘤
标志物的特异性差.

®

■背景资料
CA19-9是临床常
用的肿瘤标志物, 
对引起阻塞性黄
疸的胰腺癌、胆
管癌等均有一定
的诊断价值. 但一
些良性疾病合并
阻塞性黄疸时, 也
可以引起CA19-9
升高. 本文结合胆
总管结石患者相
关 临 床 资 料 ,  分
析治疗前的肿瘤
标志物CA19-9、
C E A 与 总 胆 红
素、直接胆红素
的关联性, 以及治
疗前后CA19-9变
化与总胆红素、

直接胆红素变化
的关联性.

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院消化内科
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0  引言

糖类抗原CA19-9在上消化系肿瘤细胞中普遍表

达[1], 其测定是临床上诊断恶性胰胆疾病的可靠

手段[2]. 但是, 很多的良性疾病也可以导致血清

CA19-9升高[3-9]. 本文结合胆总管结石患者接受

ERCP或手术治疗前后的情况, 对胆总管结石导

致血清CA19-9升高进行分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-01/2009-08华中科技大学同

济医学院附属同济医院经ERCP或者外科手术

治疗的胆总管结石患者68例, 其中男40例, 女28
例, 年龄17-83(平均54)岁. 所用病例均无肿瘤病

史及罹患肿瘤的依据. 术前均进行相关的影像学

检查(包括腹部超声、CT或者MRI检查)提示存

在胆总管结石, 再经ERCP或者手术证实及治疗.
1 . 2  方法  术前检查此类患者的胆红素等生

化指标、血清CEA(本院参考值: 0-5 µg/L)及
CA19-9(本院参考值: 0-37 kU/L)等肿瘤标志物. 
对血清CA19-9升高超过正常值上限两倍以上

(CA19-9>74 kU/L)的患者进行随访. 根据血清总

胆红素的水平, 将所有患者分成3组: 重度黄疸

组(总胆红素大于170 µmol/L)、轻-中度黄疸组

(总胆红素介于34-170 µmol/L)、无明显黄疸组

(总胆红素小于34 µmol/L), 并统计患者的血清总

胆红素、直接胆红素、CEA、CA19-9值.
统计学处理 应用统计软件包SPSS18.0, 计

量资料数据用mean±SD表示, 进行近似t检验或

配对t检验及相关性分析, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 血清CA19-9、CEA与血清总胆红素、直接

胆红素的关系 血清CA19-9与血清总胆红素、

直接胆红素明显相关(r  = 0.813, P  = 0.000; r  = 
0.786, P  = 0.000). 血清CEA与血清总胆红素、直

接胆红素不相关(r  = 0.061, P  = 0.622; r  = 0.109, 
P  = 0.378, 表1).表1).). 
2.2 黄疸程度不同组间血清CA19-9、CEA值的

比较 重度黄疸组与轻-中度黄疸组、重度黄疸

组与无明显黄疸组、轻-中度黄疸组与无明显黄

疸组之间血清CA19-9的水平均有统计学意义(t  
= 4.415, P  = 0.003; t  = 4.894, P  = 0.002; t  = 2.326, 
P  = 0.028). 重度黄疸组与轻-中度黄疸组、重度

黄疸组与无明显黄疸组、轻-中度黄疸组与无明

显黄疸组血清CEA的水平均无统计学意义(t  = 
0.701, P  = 0.504; t  = 1.111, P  = 0.302; t  = 1.378, P  
= 0.175).
2.3 治疗前、后血清CA19-9变化分析 治疗后, 
随着血清总胆红素及直接胆红素的下降, 血清

CA19-9值也明显下降, 血清CA19-9的变化值

(640.69 kU/L±709.00 kU/L)与总胆红素变化值

(144.45 µmol/L±92.71 µmol/L)、直接胆红素变

化值(93.93 µmol/L±62.30 µmol/L)存在明显相

关(r  = 0.078, 0.806, 均均P  = 0.000).).

3  讨论

CA19-9属于Ⅰ型糖类抗原, 主要分布于正常胎

儿胰腺、胆囊、肝、肠等组织, 成人则存在于

胰、胆管上皮处, 以唾液黏蛋白形式存在于血

清中, 含量甚微. 自从Korprowski等[10]发现人类

结肠肿瘤细胞产生CA19-9以来, 血清CA19-9作
为临床常用的肿瘤标志物, 应用于胰腺癌、胆

管癌、结肠癌、胃癌等恶性疾病的诊断、治

疗、预后和复发的判断[11-22]. 但也发现, 临床上

很多良性疾病可以引起CA19-9升高[3-9]. 原因可

能是与半抗原结合的载体, 在组织损伤或破坏

时, 神经苷脂增加, 进入血液循环, 这时单克隆

抗体只识别抗原, 导致假阳性增加[23]. 本文的

资料显示, 胆总管结石引起CA19-9升高, 与总

胆红素及直接胆红素明显相关, 而且总体趋势

而言, 这种CA19-9的升高随着黄疸的程度增加

而增加, 又随着黄疸的下降而下降. 这说明阻

塞性黄疸可引起CA19-9值的升高, 这与有关文 
献[3,8,9,24-29]提示良性疾病引起阻塞性黄疸可导致

CA19-9升高的报道相符. 因而在阻塞性黄疸时, 
血清CA19-9作为肿瘤标志物的特异性差, 这与

相关文献[16,19,30,31]报道CA19-9作为胰腺癌、胆

管癌等的肿瘤标志物特异性不高相符. 在解除

阻塞性黄疸后, 血清CA19-9又可以恢复到正常

水平, 这与Marrelli等[28]的报道相符. 因而血清

CA19-9值升高而并无黄疸或者黄疸程度不足以

解释时, 或者黄疸减退后CA19-9值仍保持高值

甚或有增加趋势时, 仍需警惕肿瘤的可能性. 
癌胚抗原(C E A)在1965年由G o l d等 [32]和

Chen等[34]进行了描述, 是临床常用的肿瘤标志

物, 也应用于消化系恶性疾病, 包括引起阻塞性

■研发前沿
阻塞性黄疸可引
起 血 清 C A 1 9 - 9
升 高 ,  如 何 在 阻
塞性黄疸的情况
下, 客观评价血清
CA19-9的临床意
义, 是困扰临床医
生的一个难点.
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黄疸的胰腺癌、胆管癌的诊断、治疗、预后及

复发的评估[17,22,30,33-38]. 本研究中, 即使合并明显

黄疸的胆总管结石患者, 血清CEA也在正常范

围, 血清CEA与总胆红素、直接胆红素也无明

显关联. 鉴于CEA对引起阻塞性黄疸的恶性肿

瘤有一定的灵敏性和特异性, 在阻塞性黄疸时, 
血清CEA的检测, 可能有利于良、恶性疾病的

鉴别.
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■同行评价
胆总管结石合并
阻塞性黄疸时, 血
清CA19-9升高十
分 常 见 ,  本 文 回
顾分析认为血清
CA19-9作为肿瘤
标记物的特异性
差, 对临床具有一
定的指导意义.
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Abstract
AIM: To assess the efficacy and safety of 
endoscopic treatment of acute biliary pancreatitis 
(ABP).

METHODS: Relevant databases were searched 
to identify randomized controlled trials or quasi-
randomized controlled trials evaluating the effi-
cacy and safety of endoscopic treatment of acute 
biliary pancreatitis. The quality of the included 
studies was evaluated using the criteria recom-
mended by the Cochrane Handbook for System-
atic Reviews of Interventions Version 5.0. Statis-
tical analyses were performed with RevMan5.0 
(Cochrane Collaboration) software.

RESULTS: Four randomized controlled trials or 
quais-randomized controlled trials involving 317 
patients were included. A meta-analysis showed 
that there were significant differences, between 
endoscopic treatment group and conventional 
treatment group, in the time to onset of ab-

dominal pain relief [odd ratio (OR) = -2.98; 95% 
confidence interval (CI): -4.98, -0.97], the time to 
recovery of white blood cells (OR = -4.63, 95%CI: 
-5.29, -3.97) and serum amylase (OR = -3.85; 
95%CI: -4.49, -3.21), the complication rate (OR = 
0.34; 95%CI: 0.18, 0.66), and the hospitalization 
time (OR = -7.51; 95%CI: -9.89, -5.13).

CONCLUSION: Current evidence shows that 
endoscopic treatment of acute biliary pancreati-
tis can significantly reduce the time to onset of 
abdominal pain relief, the time to recovery of 
white blood cells and serum amylase, the com-
plication rate, and the hospitalization time.

Key Words: Endoscopy; Acute biliary pancreatitis; 
Systematic review

Chai C, Cao N, Li Q, Yang KH. Endoscopic treatment 
of acute biliary pancreatitis: a systematic review. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 404-408

摘要
目的: 评价内镜治疗急性胆源性胰腺炎的临
床疗效和安全性.

方法: 通过计算机检索全面收集全世界关于
内镜治疗急性胆源性胰腺炎的随机对照试验
/或半随机对照试验,并辅手工检索和其他检
索. 按照纳入排除标准纳入文献, 由两名研究
者独立筛选并提取资料, 采用Handbook5.0推
荐的质量评价标准评价纳入研究的方法学质
量, 采用RevMan5.0软件进行统计学处理. 

结果: 最终纳入4个研究 ,  包括317例患者 . 
Meta分析结果显示内镜组治疗组与传统治疗
组相比, 在腹痛缓解时间(OR  = -2.98, 95%CI: 
-4.98, 0.97)、白细胞复常时间(OR  = -4.63, 
95%CI: -5.29, -3.97)、血淀粉酶复常时间(OR  
= -3.85, 95%CI: -4.49, -3.21)、并发症发生率
(OR  = 0.34, 95%CI: 0.18, 0.66)和住院时间(OR  
= -7.51, 95%CI: -9.89, -5.13)方面存在统计学
差异.

结论: 当前研究显示,与传统治疗组相比, 内镜
治疗组能显著减少急性胆源性胰腺炎的腹痛

®

■背景资料
急性胆源性胰腺
炎(ABP)发病急 , 
进展快, 早期干预
可迅速改善病情
并 减 少 复 发 ,  系
统评价内镜治疗
ABP的临床疗效
具有重要的指导
意义.

■同行评议者
刘超, 副教授, 中
山大学孙逸仙纪
念医院肝胆胰外
科
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缓解时间、白细胞及血淀粉酶复常时间, 降低
并发症的发生, 缩短住院时间.

关键词�� 内镜; 急性胆源性胰腺炎; 系统评价
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0  引言

急性胆源性胰腺炎(acute biliary pancreatitis, 
ABP)是一种常见的外科急腹症, 占急性胰腺炎

总发病率的50%以上, 该病起病急、发展快、

病死率高[1]. 引起ABP的胆道病变包括胆石症、

胆总管囊性扩张、先天性胰胆管汇流异常、

Oddi括约肌功能紊乱等, 其中胆石症是首要原

因, 共同通道是胆胰反流的解剖学基础. ABP在
临床上以急性上腹痛、恶心呕吐、发热、淀粉

酶升高、发现胆道结石等病变为主要特点. 传
统疗法是内科综合治疗和/或外科手术治疗, 但
疗效欠佳. Neoptolemos等[2]首先应用内镜治疗

ABP, 认为早期行ERCP和EST可显著降低ABP
并发症的发生率并缩短住院时间. 随着胆道疾

病内镜器械的发展, 操作技术的不断提高, 通过

内镜逆行性胰胆管造影术(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatograph, ERCP)、十二指肠乳头

括约肌切开术(endoscopic sphincterotomy, EST)
及经内镜鼻胆管引流术(endoscopic nasobiliary 
drainage, ENBD)已普遍用于胆总管疾病的诊

治, 并取得了明显的疗效. 周如建等[3]报道135例
ABP早期行ENBD和EST安全有效, 并发症少, 是
ABP理想的手术方法. 为了进一步明确内镜治疗

急性胆源性胰腺炎的临床疗效和安全性, 本研

究利用Cochrane系统评价的方法对所纳入的随

机对照试验进行系统评价, 以期为临床实践提

供最佳决策.

1  材料和方法

1.1 材料 以“内镜 AND 急性胆源性胰腺炎”

检索中国期刊全文数据库(1994/2009-09), 中
国生物医学文献数据库(1978/2009-09) ,  中
文科技期刊全文数据库(1989/2009-09) ,  数
字化期刊全文数据库 ( 1 9 9 7 / 2 0 0 9 - 0 9 ) ;  以
“endoscopic AND acute biliary pancreatitis” 
检索P u b M e d(1966/2009-09) ,  C o c h r a n e 
l ibrary(2009年3期), EMBase(1974/2009-09), 
S C I(1974/2009-09) .  检索词分目标疾病和

干预措施两大部分 ,  并根据具体数据库调

整, 所有检索采用主题词[MEDLINE(MeSH), 
EMBASE(EMTREE)]与自由词相结合的方式, 
所有检索策略通过多次预检索后确定 .  手工

检索《中华消化内镜杂志》、《中国内镜杂

志》、《现代消化及介入诊疗》, 并用Google 
Scholar、Medical Martix等搜索引擎在互联网上

查找相关文献, 追查已纳入文献的参考文献, 与
本领域专家、通讯作者等联系以获取以上检索

未发现的相关信息. 如试验报告不详或资料缺

乏, 通过信件与作者进行联系获取. 初检相关文

献133篇.
1.2 方法 
1.2.1 纳入排除标准: (1)研究类型: 随机对照试

验和/或半随机对照试验, 无论是否采用盲法, 语
种不限; (2)研究对象: 符合WHO有关急性胰腺

炎的诊断要点, 且B超或CT发现胆囊结石、胆

总管结石、胆总管扩张, 并排除其他原因引起

的胰腺炎(如酒精性、高脂血症和外伤等), 其种

族、国籍、年龄、性别不限; (3)干预措施: 内镜

治疗组 vs  传统治疗组; (4)观察指标: 腹痛缓解

时间、白细胞复常时间、血淀粉酶复常时间和

住院时间.
1.2.2 文献筛选和资料提取: 由两名研究者独立

阅读所获文献题目和摘要, 在排除明显不符合

纳入标准的试验后, 对可能符合纳入标准的试

验阅读全文, 以确定是否符合纳入标准. 两位研

究者交叉核对纳入试验的结果对有分歧而难以

确定其是否纳入的试验通过讨论或由第3位研

究者决定其是否纳入. 缺乏的资料通过电话或

信件与作者进行联系予以补充.  提取资料主要

包括: (1)一般资料: 题目、作者姓名、发表日期

和文献来源; (2)研究特征: 研究对象的一般情

况、各组患者的基线可比性、干预措施; (3)结
局指标: 腹痛缓解时间、白细胞复常时间、血

淀粉酶复常时间和住院时间. 
1.2.3 质量评价: 纳入文献的方法学质量依据

Cochrane评价手册5.0[4]随机对照试验治疗的质

量评价标准进行评估: (1)采用何种随机分配方

法, 方法是否正确; (2)是否进行分配隐藏, 方法

是否正确; (3)是否采用盲法, 对哪些人实施了盲

法; (4)有无失访和退出, 是否采用意向性分析.
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

RevMan5.0[5]统计软件进行Meta分析. 计数资料

采用相对危险度(RR)为疗效分析统计量; 计量

资料采用加权均数差(WMD)或标准化均数差

■相关报道
1997年美英两国
将 E R C P、E S T
作 为 A 级 推 荐 列
入 了 A P 的 治 疗
方案中 ;  2002年
中国急性胰腺炎
处理指南主张当
ABP患者有可疑
或已证实结石符
合重症标准或同
时存在胆管炎、

黄疸扩张或患者
症状开始较轻后
来 加 重 时 ,  应 行
ERCP+EST, 及时
解除壶腹梗阻, 不
但能使胰腺炎得
到恢复且可预防
严重并发症发生.
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(SMD), 各效应量均以95%CI表示. 各纳入研究

结果间的异质性采用χ2检验, 若纳入研究具有足

够一致性(P >0.1和I2<50%)时, 采用固定效应模

型进行分析, 若纳入研究存在异质性时, 分析其

异质性来源, 对可能导致异质性的因素进行亚

组分析. 若各研究间存在统计学异质性而无临

床异质性或差异无临床意义时, 采用随机效应

模型. 如各组间异质性过大, 则采用描述性分析. 
必要时, 采用敏感性分析检验结果的稳定性.

2  结果

2.1 纳入研究的概述 初检相关文献133篇, 通过

阅读题目及摘要排除重复、无具体实质性相关

内容、非RCT、非临床研究及非治疗性文献篇,
剩下17篇查找原文进一步确定, 最终纳入4篇文

献[6-9], 包括317例患者. 纳入研究[8-9]按入院先后

顺序分组, 其余研究[6,7]未提及具体的随机方法; 
纳入研究均未描述分配隐藏和盲法, 均无失访. 
4篇纳入研究的特点见表1.
2.2 腹痛缓解时间 3个研究[6,8,9]报道了腹痛缓解

时间. 各研究间存在统计学异质性(P <0.00001, I2 
= 95%), 采用随机效应模型. Meta分析显示两组比

较有统计学差异(OR = -2.98, 95%CI: -4.98, -0.97), 
P  = 0.004), 内镜治疗组的腹痛缓解时间短(表2).表2).2).
2.3 白细胞复常时间 3个研究[6,8,9]报道了白细胞

复常时间. 各研究间无统计学异质性(P  = 0.26, 
I2 = 26%), 采用固定效应模型. Meta分析显示两

组比较有统计学差异(OR  = -4.63, 95%CI: -5.29, 
-3.97, P <0.00001), 内镜治疗组的白细胞复常时

间短(表3).表3).3).
2.4 血淀粉酶复常时间 4个研究[6-9]报道了血淀粉

酶复常时间. 各研究间无统计学异质性(P  = 0.52, 
I2 = 0%), 采用固定效应模型. Meta分析显示两

组比较有统计学差异(OR  = -3.85, 95%CI: -4.49, 
-3.21; P <0.00001), 内镜治疗组的血淀粉酶复常

时间短(表4).表4).4).
2.5 并发症发生率 4个研究[6-9]报道了并发症发

生率, 常见的并发症有低氧血症、急性肾功能

衰竭、心动过速、休克等. 各研究间无统计学

异质性(P  = 0.91, I2 = 0%), 采用固定效应模型. 
M e t a分析显示两组比较有统计学差异(O R  = 
0.34, 95%CI: 0.18-0.66, P  = 0.001), 内镜治疗组

的并发症发生率低(表5).表5).).
2.6 住院时间 4个研究[6-9]报道了住院时间. 各
研究间存在统计学异质性(P  = 0.004, I2 = 78%), 
采用随机效应模型. Meta分析显示两组比较有

统计学差异(OR  = -7.51, 95%CI: -9.89, -5.13, 
P <0.00001), 内镜治疗组的住院时间短(表6).表6).).

3  讨论

急性胆源性胰腺炎的病因、发病机制尚未有统

■创新盘点
本文首次对内镜
治疗ABP进行系
统评价, 具有重要
的临床指导意义.

表 1 纳入研究的一般情况

     
作者

             n                 性别(M/F)            年龄(岁)

          内镜治疗组  传统治疗组    内镜治疗组  传统治疗组    内镜治疗组        传统治疗组

陈国和等[6] 38   38      22/16          23/15        40.50±2.50   41.00±2.00

何剑琴等[7] 46   43      22/24          21/22        47.83±12.90   47.95±12.48

楼晓楼等[8]  42   46      22/20          24/20        66.30±5.80   67.40±6.60

蔡雪军等[9] 36   28               38/26                            21-67

表 2 内镜治疗组与传统治疗组腹痛缓解时间

     
Study or              Experimental                 Control   Weight        Mean Difference  Mean Difference

Subgroup         mean±SD   Total     mean±SD   Total       (%)      IV, Random, 95%CI IV, Random, 95%CI

蔡雪军 2008     2.1±0.3      36       3.5±0.6      28      35.8      -1.40 [-1.64, -1.16]

陈国和 2006     3.5±1.5      38       7.5±2.5      38      33.4      -4.00 [-4.93, -3.07]

楼晓楼 2008     7.7±2.7      42     11.4±3.7      44      30.8      -3.70 [-5.06, -2.34]

Total (95%CI)           116          110    100.0      -2.98 [-4.98, -0.97]

Heterogeneity: Tau2 = 2.92; χ2 = 37.40, df = 2 (P<0.00001); I2 = 95%

Test for overall effect: Z  = 2.91 (P  = 0.004)                  -20       -10          0          10          20

                 Favours experimental     Favours control
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一的认识, 治疗仍较为棘手. 目前认为, 急性胆

源性胰腺炎先行非手术治疗, 待患者全身情况

改善后再行手术治疗, 但不少患者未等病情稳

定就出现加重, 发展为重症胆源性胰腺炎而危

及生命. 应用十二指肠镜技术治疗急性胆源性

胰腺炎, 为近十几年来开展的一项新技术, 随着

时间的推移, 此项治疗技术也越来越成熟, 取得

了明显的临床疗效. Isogai等[10]提出了一种简易

评价ABP急诊干预的指标: (1)体温≥38 ℃; (2)
血清胆红素≥37.6 μmol/L; (3)胆管扩张≥11 
mm; (4)B超提示胆管结石. 以上4项中3项以上阳

性, 应该行急诊内镜治疗. 内镜技术本身可以引

起并发症, 应严格掌握适应证, 治疗成功与否与

操作者技术熟练程度密切相关. 操作时动作应

表 4 内镜治疗组与传统治疗组血淀粉酶复常时间

     
Study or              Experimental                 Control    Weight        Mean Difference  Mean Difference

Subgroup         mean±SD   Total     mean±SD    Total      (%)         IV, Fixed, 95%CI   IV, Fixed, 95%CI

蔡雪军 2008   8.30±2.50    36    12.30±3.40    28      18.0      -4.00 [-5.50, -2.50]

陈国和 2006   4.50±1.50    38      8.50±3.50    38      27.6      -5.00 [-5.21, -2.79]

何剑琴 2007   4.58±2.65    46      7.60±3.46    43      24.5      -3.02 [-4.31, -1.73]

楼晓楼 2008   8.20±2.10    42    12.50±3.30    44      29.9      -4.30 [-5.46, -3.14]

Total (95%CI)           162           153    100.0      -3.85 [-4.49, -3.21]

Heterogeneity: χ2 = 2.27, df = 3 (P  = 0.52); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 11.86 (P<0.00001)                  -10         -5          0           5           10

                 Favours experimental     Favours control

表 5 内镜治疗组与传统治疗组并发症发生率

     
Study or              Experimental                 Control    Weight          Odds Ratio     Odds Ratio

Subgroup           Events        Total        Events       Total         (%)    M-H, Fixed, 95%CI              M-H, Fixed, 95%CI

蔡雪军 2008          5            36            7            28        20.9        0.48 [0.14, 1.73]

陈国和 2006          5            38          13            38        34.8        0.29 [0.09, 0.92]

何剑琴 2007          1            46            4            43        12.5        0.22 [0.02, 2.02]

楼晓楼 2008          5            42          12            44        31.8        0.36 [0.11, 1.13]

Total (95%CI)           162           153    100.0        0.34 [0.18, 0.66]

Total events        16           36

Heterogeneity: χ2 = 0.53, df = 3 (P  = 0.91); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 3.21 (P  = 0.001)         0.001            0.01       1        10           1 000

             Favours experimental       Favours control

表 3 内镜治疗组与传统治疗组白细胞复常时间

     
Study or              Experimental                 Control   Weight        Mean Difference  Mean Difference

Subgroup         mean±SD   Total     mean±SD   Total       (%)         IV, Fixed, 95%CI   IV, Fixed, 95%CI

蔡雪军 2008     4.3±0.5      36       9.2±2.4      28      53.9      -4.90 [-5.80, -4.00]

陈国和 2006     8.5±2.5      38     13.5±3.5      38      23.5      -5.00 [-6.37, -3.63]

楼晓楼 2008     9.7±2.6      42     13.3±3.9      44      22.6      -3.60 [-5.00, -2.20]

Total (95%CI)           116          110    100.0      -4.63 [-5.29, -3.97]

Heterogeneity: χ2 = 2.72, df = 2 (P  = 0.26); I2 = 26%

Test for overall effect: Z  = 13.68 (P<0.00001)                  -10         -5          0           5           10

                 Favours experimental     Favours control

■同行评价
本研究目的明确, 
有实用价值, 研究
方法可靠, 但内容
较单一, 选用指标
单纯, 需进一步丰
富研究内容, 细化
观察指标.
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轻柔, 力求简捷, 避免出现大出血和穿孔. 另外

采用选择性胆管插管技术, 应尽量避免反复胰

管显影, 以免加重胰腺炎症. 
本系统评价结果显示: 与传统治疗组相比, 

内镜治疗组在腹痛缓解时间、白细胞复常时

间、血淀粉酶复常时间、并发症发生率和住院

时间方面的差别均具有统计学意义. ERCP(发病

后24-72 h)及EST或ENBD已成为急性胆源性胰

腺炎的一种重要治疗手段, 可清除胆道结石, 恢
复胆流, 减少胆汁胰管反流, 可加快患者症状缓

解, 能起到治疗和预防胰腺炎发展的作用. 内镜

治疗由于早期解除了共同通道梗阻, 避免了胰

腺炎向重型化的发展及早期手术对患者的再次

打击. 中国急性胰腺炎诊治指南[11]中指出, 当急

性胰腺炎怀疑或确定存在胆源性因素或病情恶

化者, 应行ENBD或EST以解除胆源性梗阻因素

而改善症状及降低胰腺炎的复发. 
纳入4个研究, 年龄、性别等基线可比. 纳入

研究[8,9]按入院先后顺序分组, 其余研究[6,7]未提

及具体的随机方法; 纳入研究均未描述分配隐

藏和盲法, 均无失访. 4个研究均来自中国, 样本

量相对于每年全世界患者样本量偏少, 有可能

存在选择性偏倚, 影响了结果的普遍性. 
在今后的研究中建议进行多中心, 大样本的

随机对照双盲试验, 在方法学上充分随机, 充分

实施分配隐藏, 按照Consort标准进行试验报告, 
以便得出更为可靠的结论指导临床应用. 

当前研究显示: 内镜治疗组的临床疗效和

安全性与传统治疗组相比存在差异, 内镜治疗

组能显著减少急性胆源性胰腺炎患者的腹痛缓

解时间、白细胞复常时间及血淀粉酶复常时间, 
降低并发症的发生, 缩短住院时间. 故可以考虑

在急性胆源性胰腺炎早期行内镜治疗. 鉴于纳

入研究质量低, 使论证强度受到一定限制, 有必

要进一步开展高质量、大样本随机临床对照试

验评价其疗效和安全性.
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表 6 内镜治疗组与传统治疗组住院时间

     
Study or              Experimental                 Control    Weight        Mean Difference  Mean Difference

Subgroup         mean±SD   Total     mean±SD    Total      (%)      IV, Random, 95%CI                IV, Random, 95%CI

蔡雪军 2008  15.70±4.60   36    24.30±5.70    28      23.9      -8.60 [-11.19, -6.01]

陈国和 2006  18.50±5.50   38    28.50±7.50    38      22.0    -10.00 [-12.96, -7.04]

何剑琴 2007    7.48±1.97   46    12.62±3.24    43      31.0      -5.14 [-6.26, -4.02]

楼晓楼 2008  16.10±5.10   42    23.30±7.60    44      23.2      -7.20 [-9.92, -4.48]

Total (95%CI)           162           153    100.0      -7.51 [-9.89, -5.13]

Heterogeneity: Tau2 = 4.44; χ2 = 13.55, df = 3 (P  = 0.004); I2 = 78%

Test for overall effect: Z  = 6.18 (P<0.00001)                  -20       -10          0          10          20

                 Favours experimental     Favours control
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Abstract
AIM: To explore the distinctive diagnostic features 
of biopsy and operative specimens between 
Crohn's disease and intestinal tuberculosis.

METHODS: A retrospective study was per-

formed to analyze the pathological features of 
110 biopsy specimens (55 from patients with 
Crohn's disease, and 55 from patients with intes-
tinal tuberculosis) and 38 operative specimens 
(29 from patients with Crohn's disease, and 9 
from patients with intestinal tuberculosis). The 
value of these pathological features in differen-
tial diagnosis of the two diseases was analyzed.

RESULTS: Pathologic parameters of biopsy 
specimens helpful in differentiating Crohn's 
disease from intestinal tuberculosis included 
broadened submucosa, fissure-like ulcer, and 
granuloma (37.5% vs 14.0%, 10.9% vs 0%, and 
10.9% vs 43.6%, respectively; all P < 0.05). Patho-
logic parameters of operative specimens helpful 
in differentiating Crohn's disease from intestinal 
tuberculosis included broadened submucosa, 
fissure-like ulcer, broadened muscularis propria, 
cobblestone appearance, and granuloma (51.7% 
vs 11.1%, 34.5% vs 0%, 62.1% vs 11.1%, 37.9% vs 
0%, and 20.7% vs 77.8%, respectively; all P < 0.05).

CONCLUSION: The pathological features of 
biopsy specimens have limited value in differ-
ential diagnosis of Crohn's disease and intes-
tinal tuberculosis. The pathological features of 
operative specimens have appreciable value in 
differentiating Crohn's disease from intestinal 
tuberculosis. It is essential to combine clinical, 
endoscopic and imageologic parameters to dif-
ferentially diagnose the two diseases.

Key Words: Crohn's disease; Intestinal tuberculosis; 
Biopsy specimen; Operative specimen; Pathology
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摘要
目的: 探讨克罗恩病(Crohn's disease, CD)和肠
结核(intestinal tuberculosis, ITB)活检及手术标
本的病理学特征在二者鉴别诊断中的价值.

方法: 选取在湘雅二医院、湘雅医院、湘西

www.wjgnet.com
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■背景资料
克罗恩病与肠结
核在临床、内镜
及影像学等方面
有许多相似和重
叠, 尚无特异鉴别
指标, 病理学特征
对二者的鉴别诊
断也存在争议, 有
必要从活检标本
及手术标本相结
合对比研究.

■同行评议者
杨柏霖, 副主任医
师, 南京中医药大
学附属医院结直
肠外科



自治州人民医院确诊的CD和ITB患者各55例, 
其中活检标本各55例; 手术病理标本CD 29例, 
手术ITB 9例. 统计每例标本的病理学特征并
进行比较. 

结果: CD患者活检标本与ITB患者活检标本
比较, 黏膜下层增宽、裂隙状溃疡及肉芽肿
差异均有统计学意义(37.5% vs  14.0%, 10.9% 
vs  0%, 10.9% vs  43.6%, 均P <0.05); 手术标本
比较, 黏膜下层增宽、裂隙状溃疡、固有肌
层增厚、鹅卵石征及肉芽肿差异均有统计
学意义(51.7% vs  11.1%, 34.5% vs  0%, 62.1% 
vs  11.1%, 37.9% vs  0%, 20.7% vs  77.8%, 均
P <0.05).

结论: 活检标本的病理学特征鉴别CD和ITB
价值有限, 手术标本病理学特征对他们有鉴别
价值, 但仍需结合临床、内镜及影像学检查综
合诊断.

关键词�� 克罗恩病; 肠结核; 活检标本; 手术标本; 病

理学

李学锋, 周明欢, 卢放根, 邹益友, 文继舫, 刘宇, 崔熠, 刘小

伟. 克罗恩病和肠结核活检及手术标本的病理学特征分析110

例. 世界华人消化杂志  �010; 1�(4)�� 40��41�
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0  引言

近年来在结核高发区的中国等发展中国家克罗

恩病发病率有升高趋势[1-3]. 克罗恩病与肠结核

在临床、内镜、影像学等方面有许多相似之处, 
尚无特异的鉴别指标, 因此, 临床医生对活检或

手术标本的诊断价值有巨大的依赖性. 但克罗

恩病和肠结核的活检标本病理学对二者的鉴别

价值有很大差异[4,5], 甚至手术标本的病理学特

征中, 不同学者的研究结果也不一致[4,6,7], 二者

的鉴别诊断仍是尚未解决的难题. 为此, 本研究

回顾性分析已确诊克罗恩病和肠结核病例的活

检和手术标本的病理学特征, 旨在进一步探讨

病理学在二者鉴别诊断中的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2003-06/2009-02中南大学湘雅二

医院、湘雅医院、湘西自治州人民医院确诊的

克罗恩病和肠结核患者的活检标本各55例; 克
罗恩病手术标本29例, 肠结核手术标本9例. 克
罗恩病诊断标准根据临床表现、影像学、内镜

和组织学特点并符合文献标准[8]. 肠结核诊断标

准是: (1)内镜活检标本抗酸染色阳性或结核杆
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菌培养阳性; (2)组织学检查发现有干酪样坏死; 
(3)临床表现、内镜及组织学检查高度怀疑结核, 
且抗结核治疗有效.
1.2 方法 先查阅收集病理取材记录, 对所有研究

对象的组织蜡块重新进行切片和HE染色, 设计

病理学分析指标, 由二位病理学专家进行盲法

阅片并记录.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行分析, 

资料分活检和手术标本病理学两部分, 对克罗

恩病和肠结核两组进行比较, 记数资料采用卡

方检验, 小样本采用Fisher精确概率法, 计量资

料采用t检验, 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 两组活检标本的病理学特征比较 在18个病

理学指标中对两者有鉴别价值的指标是: 黏膜

下层增宽(37.5% vs  14.0%, P  = 0.014)、裂隙状

溃疡(10.9% vs  0.0%, P  = 0.027)、肉芽肿(10.9% 
vs  43.6%, P  = 0.001), 其中肠结核组干酪性坏

死、肉芽肿融合、平均肉芽肿数量均高于克罗

恩病组(P  = 0.006, 0.002, 0.001, 表1).
2.2 两组手术标本的病理学特征比较 在23个病

理学指标中对两者有鉴别价值的指标是: 黏膜

下层增宽(51.7% vs  11.1%, P  = 0.034)、裂隙状

溃疡(34.5% vs  0.0%, P  = 0.040)、固有肌层增厚

(62.1% vs  11.1%, P  = 0.019)、鹅卵石征(37.9% 
vs  0.0%, P  = 0.038)、肉芽肿(20.7% vs  77.8%, 
P  = 0.003), 其中肠结核组干酪性坏死、肉芽肿

融合、平均肉芽肿数量均高于克罗恩病组(P  = 
0.010, 0.005, 0.001, 表2).

3  讨论

克罗恩病是北美、北欧等西方发达国家常见消

化系疾病[9-11]. 但随着工业化进程和环境等变化, 
克罗恩病在中国等发展中国家发病率呈升高趋

势[1-3,12]. 肠结核在发展中国家仍维持高发状态, 
与克罗恩病在同一地区同人种间表现相似难以

鉴别, 相互误诊率日益增高. 为探讨病理形态学

特点在二者鉴别中的价值, 本研究对确诊病例

的内镜活检和手术标本病理学特征进行回顾性

分析发现: 活检标本的病理学特征尚不足于鉴

别克罗恩病和肠结核, 手术标本对克罗恩病和

肠结核诊断的敏感性增加, 但仍需结合临床、

内镜及影像学检查综合诊断. 
长期以来, 病理学检查被认为是二者诊断

和鉴别诊断的金标准. 本研究对克罗恩病和肠

结核各55例活检标本的18个病理形态学特征进

www.wjgnet.com

■研发前沿
传统的病理取材
仅限于病变部位, 
但 确 诊 率 较 低 , 
有必要加强与病
理学专家的沟通
与 交 流 ,  有 利 于
发掘新的特异而
敏感的鉴别诊断
标志物.

■相关报道
有报道克罗恩病
的病变可出现在
肉眼观察正常的
黏膜中, 故内镜下
多片段、多数量
的病变肠黏膜组
织和正常组织活
检病理学检查有
利于二者的鉴别.
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行对比观察发现: 黏膜下层增厚、裂隙样溃疡

两个指标是诊断克罗恩病的重要特征; 干酪样

肉芽肿、肉芽肿数目增多且相互融合是肠结核

的主要病理学特点. 二者在淋巴细胞聚集、隐

窝炎症、黏膜下层破坏闭锁及肉芽肿位置等相

比均无差异. 可见活检标本用于鉴别二者的指

标有限, 且敏感性差从10.9%到43.6%不等, 与
国内外报道存在一定差异[4,13,14], 分析最可能的

原因是: (1)病理取材上的差异, 目前取材的部

位、数量及深度均尚未规范统一; (2)一些病理

指标的标准存在主观性, 不同病理医师可得出

不同结果. 可见加强与病理医师沟通合作, 对
2007年我国炎症性肠病会议[15]中克罗恩病诊治

规范的实践实施进行规范统一, 有利于提高对

克罗恩病的认识和诊断及鉴别诊断. 同时本研

究对29例克罗恩病、9例肠结核手术标本的病

理学特点进行研究发现: 黏膜下层增厚、裂隙

样溃疡、肉芽肿变化、固有肌层增厚和鹅卵石

征五个指标对克罗恩病和肠结核的鉴别具有重

要价值. 二者在淋巴细胞聚集、黏膜下层破坏

闭锁、黏膜下层炎症、肉芽肿位置、浆膜层厚

度、浆膜层炎症、全层炎症等相比均无差异. 
五个指标的敏感性较活检标本的敏感性有提

高, 从34.5%到77.8%不等. 裂隙样溃疡、鹅卵石

征对克罗恩病诊断有高度特异性, 干酪性肉芽

肿对肠结核有高度特异性, 但三者的敏感性均

很低, 当病理检查未发现这些特异指标时, 就无

法作出正确诊断. 克罗恩病虽为肉芽肿性胃肠

炎, 但肉芽肿检出率明显低于肠结核组, 且其在

克罗恩病活检和手术标本中的检出率仅为10.9%
和20.7%, 敏感性低而诊断价值受限, Carpenter 
等[16]认为在临床工作中并不一定要找到肉芽肿

后才作出克罗恩病诊断. 临床上手术治疗后病

理学仍未确诊的克罗恩病时有发生, 常玉英等[17]

总结我国1989-2003年3 397例克罗恩病患者特

点发现: 16例曾因阑尾炎多次行手术治疗, 其中

2例行4次手术治疗才经病理确诊, 1例5次手术

后病理报告为回肠末端克罗恩病; 1例不全肠梗

阻患者术后出现梗阻、肠瘘, 3次手术才病理确

诊. 可见对手术标本病理学的金标准需动态灵活

应用, 结合临床表现、内镜及影像学资料综合判

断才能提高诊断的准确性, 减少漏诊和误诊.
总之, 从纯病理形态学角度要想对克罗恩

病和肠结核作出较准确的鉴别, 组织活检标本

表 1 CD与ITB活检标本病理学鉴别指标的比较结果 n (%)

     
指标                            CD(n  = 55)        ITB(n  = 55)            P 值

杯状细胞减少   6(10.�)            �(16.4)           0.405

潘氏细胞化生   7(1�.7)            6(10.�)           0.76�

上皮不典型增生   �(16.4)            5(�.1)             0.�5�

隐窝炎症或脓肿   7(1�.7)            4(7.3)             0.340

黏膜肌增厚   �(16.4)            6(10.�)           0.405

黏膜层炎症 55(100.0)        55(100.0)         1.000  

淋巴细胞聚集 �0(36.4)          �1(3�.�)           0.�44

黏膜下层增宽a 15(37.5)            6(14.0)           0.014

黏膜下层破坏闭锁a   3(7.5)              �(�0.�)           0.0��

肉芽肿    6(10.�)          �4(43.6)           0.000

    干酪性坏死   0                     7(1�.7)           0.006

    肉芽肿融合   1(16.7)          �1(�7.5)           0.00�

    平均肉芽肿数量   �.33±0.77�   3.�1±1.56�   0.001

肉芽肿位置b                                                            0.67�

    黏膜层    3                   1�

    黏膜下层及以下   4                   13

溃疡  3�(70.�)          43(7�.�)           0.3�1

裂隙状溃疡   6(10.�)            0                    0.0�7

a15例CD活检标本未见黏膜下层, 1�例ITB活检标本未见黏膜下

层; bCD有1例、ITB有7例�黏膜层和黏膜层以下均发现肉芽肿.

表 2 CD与ITB手术标本病理学鉴别指标的比较结果 n (%)

     
指标                          CD(n  = 29)         ITB(n  = 9)             P 值

淋巴细胞聚集 16(55.�)           4(44.4)           0.70�

息肉样增生   4(13.�)           3(33.3)           0.3��

肉芽组织增生 13(44.�)           4(44.4)           1.000

纤维组织增生 ��(75.�)           6(66.7)           0.673

血管、淋巴管炎 �6(��.7)           �(��.�)           1.000

黏膜下层增宽 15(51.7)           1(11.1)           0.034

黏膜下层破坏闭锁   �(6.�)             3(33.3)           0.075

黏膜下层炎症 ��(100.0)         �(100.0)         

肉芽肿    6(�0.7)           7(77.�)           0.003

    干酪性坏死   0                    3(33.3)           0.010

    肉芽肿融合   1(16.7)           6(�5.7)           0.0��

    平均肉芽肿数量   �.�5±0.707  5.��±1.51�   0.000

肉芽肿位置c                1.000

    黏膜层    3                    5

    黏膜下层及以下   4                    6

溃疡  ��(75.�)           7(77.�)           1.000

裂隙状溃疡 10(34.5)           0                    0.040

固有肌层增厚 1�(6�.1)           1(11.1)           0.01�

固有肌层炎症 �3(7�.3)           6(66.7)           0.655

浆膜层增厚 13(44.�)           1(11.1)           0.115

浆膜层炎症 1�(65.5)           5(55.6)           0.6��

全层炎症  1�(65.5)           5(55.6)           0.6��

节段性分布          无法准确判断  无法准确判断

鹅卵石征  11(37.�)           0                    0.03�

cCD有1例、ITB有4例�黏膜层和黏膜层以下均发现肉芽肿.

■创新盘点
本研究同时对克
罗恩病与肠结核
的活检和手术标
本的病理学特征
进行对比分析, 得
出有价值的结果, 
立意有新颖性.
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目前基本不能满足临床诊断需要, 而手术标本

的病理学特征对诊断有价值, 但仍有部分指标

重叠且仅适用于手术患者而使临床应用受限. 
仍需寻找常规病理学指标以外的鉴别点, Kirsch 
等[18]通过对25例克罗恩病18例肠结核活检标本

的病理学研究发现: 肉芽肿直径大于0.05 mm的

比率在肠结核组中较克罗恩病显著增多, 具有

鉴别价值. 有研究认为克罗恩病的病变可出现

在肉眼观察正常的黏膜中, 故多片段多数量的

病变肠黏膜组织和正常组织活检病理学检查有

利于二者的鉴别[5]. 同时在常规病理学基础上的

免疫病理学、分子病理学技术的应用对二者的

鉴别带来了一些曙光[19,20], 但与临床实际工作需

要仍有差距, 进一步寻找既敏感又特异的病理

诊断指标仍是今后努力的方向.
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Abstract
AIM: To analyze the c l inical features of 
chronic constipation and the risk factors for its 
aggravation to provide a reference for future 
treatment of the disease.

METHODS: A total of 177 patients who meet the 
Rome III criteria for chronic constipation were 
selected by stratified cluster sampling to conduct 
a questionnaire survey. The content of the ques-
tionnaire included a total of 132 items on demo-
graphic factors and disease-related factors. The 
data from the survey were then input, checked 
and statistically analyzed.

RESULTS: A significant difference was noted 
in age between female and male patients with 
chronic constipation (P = 0.04). Chronic consti-
pation had a broad spectrum of symptoms. The 
most common symptom was effort during defe-
cation (82 cases, 68.9%) without medication. The 
percentage of female patients removing stools 
manually with a finger was significantly higher 
than that of male patients (χ2 = 7.937, P = 0.005). 
Decrease in stool frequency (< 3 per week), acid 
reflux, epigastric burning, bloating, abdominal 
pain and weight loss were closely related to the 
severity of chronic constipation (all P < 0.05). 
Drinking for men and the number of pregnan-
cies and deliveries for women were also closely 
related to the severity of chronic constipation (P 
< 0.05).

CONCLUSION: Chronic constipation can be 
prevented or eased by changing lifestyle, devel-
oping healthy bowel habits (at least three times 
per week), raising awareness of accompanying 
symptoms and warning symptoms, and regu-
larly visiting physicians.

Key Words: Chronic constipation; Clinical analysis; 
Risk factor

Xiao LN, Li GX, Geng RH, Kong XY, Gao J, Jin ZD, Li ZS. 
Clinical features of chronic constipation and risk factors 
for its aggravation: an analysis of 117 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(4): 413-417

摘要
目的: 分析慢性便秘的临床特点和影响其加
重程度的因素, 为进一步诊疗提供参考依据. 

方法: 采用整群分层方法筛选符合罗马Ⅲ标
准的慢性便秘患者, 对符合纳入标准的177例
进行问卷调查, 调查内容包括一般情况和疾病
相关因素等共132个项目, 调查结果经双人录
入、核对后, 进行统计学分析. 

结果: 慢性便秘患者中, 男女在患病年龄上
有显著性差异(P  = 0.04). 慢性便秘症状谱广
泛, 在不用药情况下, 最常见症状为排便费力
(68.9%). 在患者性别上存在统计学差异的症
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状仅为用手抠便(χ2 = 7.937, P  = 0.005). 排便
次数减少(<3次/周)、反酸、上腹烧灼感、上
腹饱胀、上腹疼痛和体质量减轻与慢性便秘
的严重程度关系密切(P <0.05). 男性饮酒、女
性妊娠次数和分娩次数与慢性便秘严重程度
有密切关系(P <0.05).

结论: 通过改变生活方式、养成排便习惯(至
少每周>3次), 预防伴随症状和警报症状, 培养
就诊意识, 可预防和减少慢性便秘向重度发展.

关键词�� 慢性便秘; 临床�析; 相关因素
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0  引言

便秘(constipation)是指排便次数减少、粪便量

减少、粪便干结、排便费力等为主要临床表现

的一种病症. 慢性便秘(chronic constipation)病
程至少6 mo, 其病因复杂, 给患者带来许多苦恼, 
影响生活质量[1]. 随着社会发展、竞争激烈、生

存压力增加及饮食结构的改变, 便秘的发生率

呈上升趋势, 已成为影响现代人生活质量的重

要因素之一. 北京地区对18-70岁人群进行的随

机、分层调查表明, 慢性便秘患病率为6.07%[2], 
分层调查表明, 60岁以上人群慢性便秘患病率

为7.3%-20.39%, 且随着年龄的增长患病率明显

增加[3,4]. 已往对慢性便秘的研究只限于对慢性

便秘的发病率和发病相关的因素上, 而对其临

床表现和影响便秘的严重程度上的临床分析则

论证不多. 本文对当前上海地区二级和三级医

院门诊患者中慢性便秘的患病情况及临床特点

和影响加重的相关因素进行调查分析, 为进一

步诊疗提供参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-04/09长海医院(三级医院)消化科

门诊患者2 118例及外院(二级医院)消化科门诊

患者1 210例, 共计3 328例, 对符合罗马Ⅲ标准

的慢性便秘患者进行问卷调查, 所有接受调查

者均签署知情同意书, 慢性便秘患者共收集177
例, 总体患病率为5.32%(177/3 328). 其中男63
名, 女114名, 男∶女=1∶1.81, 年龄16-88岁.
1.2 方法 
1.2.1 问卷内容: 参照北京协和医院的慢性便秘
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调查问卷, 并结合慢性便秘的临床特点, 制定慢

性便秘调查问卷. 调查内容涵盖一般人口学特

征、发病诱因、症状谱、伴随症状、既往诊疗

情况、发病相关因素、精神心理状况、生活质

量以及女性妊娠、分娩情况等共132个项目. 慢
性便秘由门诊接诊医生对前来就诊的患者接诊

后进行筛查, 对符合录入标准的病例, 由专业的

调查人员进行面对面详细的问诊和检查, 针对

调查表中的每1项都做到询问, 并详细记录, 问
卷数据经双人录入, 核对后, 并判定重度便秘标

准, 按性别分组并按便秘严重程度分层进行统

计分析.
1.2.2 诊断标准: 按罗马Ⅲ诊断标准[5]制定调查入

组标准: (1)病程至少6 mo. (2)在近3 mo中, 具有

以下2项或2项以上表现: 至少25%的排便感到费

力; 至少25%的排便为干球粪或硬粪; 至少25%
的排便有不尽感; 至少25%的排便有肛门直肠

梗阻或堵塞感; 至少25%的排便需用手法协助; 
每周排便少于3次. (3)1年内接受结肠镜或钡餐

检查以及相应的检查, 基本明确了便秘的诊断. 
重度便秘患者的筛选: 根据慢性便秘的诊治指 
南[6,7], 在问卷中存在以下6项中任何1项, 则判断

为重度便秘: (1)排便次数每周<1次. (2)排便的

费力程度为非常费力. (3)每次排便时间>60 min. 
(4)经常或几乎每次都需要用手协助排便. (5)需
要持续使用通便药且≥3 mo.

统计学处理 采用SPSS16.0统计分析软件进

行统计学处理, 两样本比较采用t检验, 率的比较

采用χ2检验.

2  结果

共收集门诊就诊患者3 328例(男1 571例 ,  女
1 757例)中符合调查录入标准的慢性便秘患者

177例, 对诊断为慢性便秘患者共调查181份, 有
效问卷共177份, 4份填写不全弃用, 有效率为

97.8%. 符合重度便秘标准者110例, 占有效问卷

总数62.1%.
2.1 性别构成及发病年龄分布 177例慢性便秘患

者中女114例、男63例, 女∶男 = 1.81∶1. 女性

发病年龄高峰在50-64岁(39.5%, 45/114), 而男性

则在65-79岁(30.2%, 19/63), 男女在患病年龄上

有显著性差异(P  = 0.041). 110例重度慢性便秘

患者中, 女(70例)∶男(40例) = 1.75∶l, 其中, 女
性发病年龄高峰在50-64岁(30例), 而男性则在

65-79岁(12例), 男女在重度发病年龄上显著性

差异更明显(P  = 0.029).
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2.2 慢性便秘的原因 从177例慢性便秘的调查来

看, 对于患者“认为的发病原因”依次为运动

少(40例, 22.6%), 进食蔬菜水果少(23例, 13%), 
其他(22例, 11.3%), 从小开始(18例, 10.1%), 家长

有便秘和情绪紧张(各14例, 各7.9%), 分娩后(10
例, 5.6%), 还有饮水少、痔疮、上厕所不方便、

环境变化等, 统计学分析, 在性别上都无显著差

异(P >0.05). 以上的其他类包括帕金森病、糖尿

病和服用其他药物引起的慢性便秘. 慢性便秘

的患者中, 引起加重(男40例, 女70例)的原因对

性别上的差异主要表现在饮酒上(男10例, 女6
例, χ2 = 5.527, P  = 0.019), 而吸烟、辛辣食物、

精神紧张、情绪低落、咖啡和浓茶在男女间没

有太大差异(P >0.05).
2.3 慢性便秘的症状谱 177例慢性便秘患者中, 
119例在近3 mo有便秘症状且不持续使用通便

药, 因而可以较准确地了解到患者的便秘相关

症状, 其中女77例, 男42例, 在罗马Ⅲ标准的6项
便秘症状中, 以排便费力最为常见(68.9%、82
例/119例), 男、女患者分别为69%(29例/42例)和
69%(53例/77例); 其他症状依次为大便干硬(75
例, 63%), 排便次数减少(<3次/周)(61例, 51%),周)(61例, 51%),)(61例, 51%), 
排便不尽感(42例, 35%), 肛门直肠阻塞感(31例, 
26%)和用手法协助排便(20例, 17%). 性别差异

均无统计学意义. 但是, 仔细分析用手协助排便, 
将其分为用手按摩腹部、用手抠便、开塞露灌

肠3种方式: 77例女性慢性便秘患者中需要用手

法协助排便有15例(19%), 以上3种方式分别占

67%(10例)、87%(13例)、47%(7例), 其中80%采

取≥2种方式协助排便; 42例男性慢性便秘患者

中需用手协助排便有5例(12%), 以上3种方式分

别占65%(4例)、35%(1例)、15%(2例), 其中40%
采取≥2种方式协助排便; 女性患者手抠便显著

高于男性(χ2 = 7.937, P  = 0.005).
虽然排便次数减少(<3次/周)症状在性别上周)症状在性别上)症状在性别上

无显著差异, 但他在110例重度慢性便秘组(62

例)和67例非重度慢性便秘组(25例)存在差异(χ2 
= 6.046, P  = 0.014). 重度慢性便秘患者110名, 其
中, 排便次数每周<1次36例(32.7%); 排便的费力

程度为非常费力35例(31.8%); 每次排便时间>60 
min 2例(1.8%); 经常或几乎每次都需要用手协

助排便18例(16.4%); 需要持续使用通便药且≥3 
mo 58例(52.7%). 以上症状性别差异也均无统计

学意义. 其中, 有22.7%存在2项或3项上述症状, 
需要持续使用通便药且≥3 mo的比例最高.
2.4 伴随症状或警报症状 本研究中, 慢性便秘患

者近3 mo的伴随症状中, 反酸、上腹烧灼感、

上腹饱胀、上腹疼痛与便秘的严重程度有存在

一定相关性, 而警报症状中仅体质量减轻与便

秘的严重程度相关(表1).
2.5 孕产史 为使女性重度慢性便秘组与非重度

慢性便秘组年龄匹配, 选取>30岁女性慢性便秘

患者(98例)进行分析. 两组间年龄差异无统计学

意义. 重度慢性便秘组多次妊娠(≥2次)和自然

分娩(≥1次)的比例均显著高于非重度慢性便秘

组(表2).
2.6 就诊意识 177例患者中, 认为便秘症状不需

要看医生或特殊处理的93例(52.5%), 这部分人

群只是想通过改善饮食和排便习惯调整来治疗

便秘. 58例(32.8%)经常自己服用一些非处方药

或中药治疗.

3  讨论

本研究采用罗马Ⅲ标准对177例慢性便秘患者

进行调查, 就诊的患者中, 重度慢性便秘比例高, 
占62.1%, 且治疗效果不佳. 调查发现, 女性慢性

便秘患者为男性的1.81倍, 重度慢性便秘患者中

女性为男性的1.75倍, 该比例基本与国外报道接

近[8]. 本研究发现女性慢性便秘患者发病年龄高

峰在50-64岁, 达39.5%, 男性为65-79岁(30.2%), 
女性明显早于男性. 女性慢性便秘的患病率高

且年龄早于男性, 分析原因, 可能主要与女性特

■相关报道
McCrea等综述了
北美地区便秘发
病率和特点情况, 
并阐明了在此基
础上性别和年龄
的 不 同 ,  研 究 发
现便秘的发病率
女 性 比 男 性 高 , 
然而在便秘的临
床 特 点 上 ,  存 在
性别差异的证据
还 不 充 分 ,  有 待
进一步验证.

表 1 慢性便秘的严重程度与伴随症状或警报症状的关系 n (%)

     
分组                    n

   反酸             上腹烧灼感            上腹饱胀        上腹疼痛    体质量减轻

                                有             无           有          无        有        无     有     无 减轻        未减轻

重度慢性便秘组     110   38(34.5)a   72(55.5)   21(19.1)a   89(80.9)   54(49.1)a   56(50.9)  25(22.7)a   85(77.3)   41(37.3)a  69(62.7)

非重度慢性便秘组   67   10(14.9)    57(84.1)     5(7.5)      62(92.5)   22(32.8)     45(67.2)    7(10.4)    60(89.6)   15(22.4)    52(77.6)

χ2值                 8.810              4.493             4.490            4.239          4.265

P值                 0.004              0.034             0.034            0.040          0.039

bP<0.01 vs  非重度组.
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有的解剖和生理特点、精神心理因素和内分泌

功能减退有关. 女性多有一定的盆底解剖缺陷, 
如直肠前突、直肠黏膜脱垂、盆底腹膜内疝、

会阴下降、子宫后倾等, 多容易造成出口梗阻

型便秘[9-11]. 女性慢性便秘的年龄高峰在50-64
岁, 正是女性处于更年期和绝经期、并向老年

迈进的时期, 此时, 女性卵巢功能减退, 特别是

内分泌功能减退, 精神情绪波动大, 多抑郁烦躁; 
机体机能也减退, 代谢减缓, 体育锻炼减少, 肠
蠕动功能下降, 肠道菌群和通透性改变, 容易诱

发便秘[12].
本研究发现, 在慢性便秘的症状谱中, 最常

见的症状是排便费力, 与文献[13]报道一致. 女
性用手协助排便方式中手抠便者明显高于男性, 
提示女性患者排便障碍的比例更高. 但是在慢

性便秘问卷调查的患者中, 接受排粪造影、肛

门直肠测压等检查者极少, 与当前便秘, 特别是

排便障碍没有得到足够重视有关. 在重症慢性

便秘中, 饮酒上存在性别差异, 这主要表现在男

性对酒精的摄入较多, 且多为啤酒和黄酒(上海

地区), 所以, 男性患者进行便秘治疗时更应减少

酒精摄入.
另外, 慢性便秘患者出现反酸、上腹烧灼

感、上腹饱胀、上腹疼痛和体质量减轻症状时, 
应引起重视, 因为这些症状警示着便秘有向重

度发展的可能. 需要说明的一点是, 这里的体质

量减轻主要是由饮食因素(如低纤维素和低热量

摄入)引起的身体脂肪含量的减少和非脂肪组织

含量的减少引起的身体质量量的减轻. 有文献

已经证实, 体质量减轻可以导致并向重度便秘

发展[14]. 对于排便次数减少(<3次/周)的症状也

应重视, 因为他也是导致慢性便秘加重的重要

原因. 所以临床上治疗慢性便秘时, 控制伴随症

状和警报症状, 提醒患者增加排便次数也是一

项必要的措施.
研究发现女性重度慢性便秘患者经阴道分

娩的比例及多次妊娠的比例均高于非重度便秘

组[15]. 这可能与妊娠分娩过程对女性盆底组织

器官造成的损伤有关[16]. 妊娠本身就是盆底功

能障碍的致病因素[17], 经阴道分娩又不同程度

地损伤会阴神经、肛提肌及盆内筋膜等盆腔支

持组织, 导致盆底器官脱垂, 多引起排便障碍型

便秘增加, 且随着妊娠次数和经阴道分娩次数

的增加, 便秘的严重程度增加[18]. 本研究中, 女
性的便秘患病比例高, 且重度便秘比例高, 使用

手法协助排便的比例也高, 亦支持上述观点.
此外, 本研究还发现慢性便秘的就诊率不

到一半, 且有约1/3的患者自行服用泻药处理, 有
的甚至出现了服药引起的身体的损害, 如结肠

黑变病, 电解质紊乱等. 低就诊率和非对症治疗

可能也是慢性便秘加重的一个重要原因. 因此, 
引起患者对慢性便秘的重视, 提高就诊率, 也是

在临床上治疗慢性便秘的有效措施.
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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
本研究设计合理, 
分析方法恰当, 数
据可靠, 分析条理
分明, 结论明确, 具
有临床参考价值.
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