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Abstract
Langerhans cel l hist iocytosis (LCH) is a 
rare disease characterized by an abnormal 
proliferation of histiocytes, known as Langerhans 
cells (LCs). At present, the pathogenesis of LCH 
remains unknown. LCH often involves the bone, 
skin, lung, bone marrow and lymph nodes. 
Besides, the liver, bile duct and gastrointestinal 
tract may also be affected. LCH has no specific 
clinical manifestations compared to other 
digestive system diseases. Once digestive system 
involvement is diagnosed in LCH patients, 
prompt treatment (even liver transplantation) 
should be given. In this paper, we will review 
the digestive system manifestations, diagnosis 
and treatment of LCH.
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摘要
郎格汉斯组织细胞增多症是一种少见的全身
多系统受侵犯的组织细胞异常增生性疾病, 常
见受累部位为骨、皮肤、肺脏、骨髓、淋巴
结等, 除此之外, 尚可侵犯肝脏、胆道及胃肠
道等消化器官, 临床表现与其他消化系统疾病
相比缺乏特异性, 故诊断难度较大. 一旦郎格
汉斯组织细胞增多症患者明确诊断消化系统
受累, 则需要系统性治疗, 甚至是肝脏移植. 本
文综述郎格汉斯组织细胞增多症的消化系统
表现, 从而对其早期诊断及治疗提供帮助. 
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0  引言

郎格汉斯细胞性组织细胞增多症(langerhans cell 
histiocytosis, LCH)是一组病因未明的组织细胞

(单核巨噬细胞系统和树突状细胞系统)增殖性

疾病, 因1868年Paul Langerhans最早在表皮组

织中描述而得名. 本病为少见疾病, 好发于婴儿

和儿童, 成人尤为罕见[1-3]. 最近, 法国的1项流

行病学调查结果表明, 该病年发病率为4.6/100
万儿童(0-14岁)[4], 而在成年人中的发病率仅为

1/100万-2/100万[5]. LCH可侵犯1个或多个器官

和组织, 骨骼系统较为多见, 亦可侵犯如皮肤、

肺脏、下丘脑、垂体、淋巴结、肝脏和脾脏 
等[6-16]. 其病因和发病机制尚未明确, 近年来研究

发现多与体内免疫调节紊乱有关[17-24]. 其病程可

呈迅速进展致死, 也可缓慢进展. 研究显示, 其
临床进展、治疗的效果及预后与郎格汉斯细胞

(langerhans cells, LCs)侵犯的部位有关[25]. LCH
临床表现各异, 消化系统脏器中肝脏、胆道、

胃肠道等均可受累, 可为唯一受累器官, 也可为

多系统LCH受侵犯部位之一, 并可能为多系统

LCH患者的首发症状. 成人LCH患者通常因为

其主要症状而就诊于不同的专科门诊, 这就为
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■背景资料
郎格汉斯组织细
胞增多症隶属组
织细胞疾病范畴, 
国际组织细胞学
会为国际上研究
此疾病的最权威
机构. 在我国, 郎
格汉斯组织细胞
增多症患者多于
血液科治疗, 但因
其浸润器官的多
样性, 消化科医生
也可能首诊此类
患者. 因此, 消化
科医生有必要掌
握郎格汉斯组织
细胞增多症的临
床特点及其消化
系统表现.
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其疾病的明确诊断带来了很大的困难. 因此, 消
化科医生应该充分认识LCH的消化系统表现, 
有助于患者尤其是成年患者的早期诊断、选择恰

当的治疗方案及其正确判断预后. 为此, 本文将对

LCH的消化系统表现、诊断和治疗进行综述.

1  LCH的消化系统表现

1.1 肝脏 LCH是一种临床表现多样的疾病, 可
仅表现为无需或仅需微小干预治疗的孤立皮疹

或者单纯的骨溶解, 也可浸润到内脏器官, 如肝

脏、脾脏, 引起肝、脾肿大. 肝脏受累较为常见, 
肿大程度不一, 大多为轻至中度肿大[26].

肝脏可为LCH患者唯一的受累部位, 也可

为多器官损害之一. 典型的多器官LCH患者肝

脏受侵犯的比例为20%, 脾脏30%, 淋巴结为

50%. 因此, 当患者出现肝脾肿大, 同时伴有淋

巴结肿大时, 应警惕LCH的可能. 无症状性的肝

脏肿大、黄疸、生化异常, 如转氨酶升高、高

胆红素血症和/或凝血酶原时间延长, 提示肝脏

LCH的存在[27]. 目前, 组织细胞学会提出的对于

肝脏受累的诊断标准为: 肝肿大, 锁骨中线肋缘下

>3 cm和/或肝功能异常(如排除其他原因所致的低

蛋白血症<55 g/L, 低白蛋白血症<25 g/L)和/或肝

脏组织病理学诊断. 这一诊断标准被临床工作

者广泛接受并应用于临床. 在组织学上, 肝脏病

变可分为4个病理分期, 即增殖期、肉芽肿期、

黄瘤期和纤维化期. 受LCs浸润的肝脏可表现为

3种不同的病理学形态, 一为汇管区的炎症细胞

浸润, 炎症细胞主要由淋巴细胞构成, 同时伴有

数目不等的中性粒细胞和嗜酸细胞[26]; 二为汇

管区被S-100染色阳性的LC浸润, 并沿胆管规则

排列, 为LCH最常见的组织学表现[28]; 三为与组

织细胞浸润相关的汇管区纤维化. 影像学能够

显现病理活检漏诊的病变, 对于疾病分级和评

估肝脏受累的程度具有重要意义. 在影像学上, 
肝脏病变与疾病的4个病理分期相关. 在增殖期

和肉芽肿期, 汇管区有LC浸润、炎症和水肿, 在
超声上表现为汇管区低回声, CT上为低回声, 注
入对比剂后可增强[29]. MRI T1-W像低信号、

T2-W像高信号[29,30]. 黄瘤期门脉周围的脂肪浸

润在超声上表现为高回声, 而在CT上仍为低密

度结节, MRI则为T1-W像高信号、T2-W像低信

号[29,31]. 在纤维化期组织学上表现为管周纤维化

和由硬化性胆管炎引起的结节性胆汁性肝硬化, 
超声上表现边界清晰的汇管区低回声病灶, 有
局灶性钙化. 胆管造影和磁共振胰胆管水成像
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见胆管扩张, 可呈串珠状[29,32].
1.2 胆道 L C可浸润胆管系统, 引起胆管的组

织学改变[33]. 典型的病理改变为硬化性胆管炎

(sclerosing cholangitis, SC), 表现为胆管弥漫性

炎症、广泛纤维化增厚和胆管狭窄. 多发生于

治疗无效的病情活动的LCH患者及既往有LCH
病史而无病情活动迹象的患者[34-36]. SC可发生于

小胆管和大胆管甚至是胆总管, 可表现为不规

则的胆管狭窄和/或扩张, 胆管壁钙化增厚, 在成

人可合并胆管结石, 最终可发展为肝硬化. LCH
是儿童SC的主要原因之一, 大约有[33]的儿童SC
继发于LCH. 在成人中, 仅有部分病例报道, 尚
无系统统计.
1.3 胃肠道 胃肠道功能紊乱在LCH患者中很常

见, 但是有关胃肠道LCs浸润的证据很少. 只有

在内镜活检阳性时, 才能够明确胃肠道受累的

诊断. 胃肠道受累常见部位为食管、胃、十二

指肠、直肠乙状结肠及回盲部 .  内镜下胃及

十二指肠多表现为多发浅溃疡形成, 可伴有黏

膜下出血; 结肠镜下除多发浅溃疡形成外, 尚可

见结肠和末端回肠的结节性增生及管腔狭窄[37]. 
此外, 尚有成人LCH仅表现为孤立的结肠息肉

而无其他器官受累的报道[38].
Ha i t等[39]检索了从1966-2004年Medl ine

发表的英文文献, 关键词为“Langerhans cell 
histiocytosis”“colitis”和“gastrointestinal 
tract”. 共检索到明确诊断胃肠道受累的LCH
病例报道22例. 分析发现, 其主要症状为便血

(59%)、无血性腹泻(18%)、肛周瘘管(4%)和便

秘(9%). 便血仅发生在多器官受累的LCH患者, 
77%的患者同时合并低蛋白血症. 86%(12/14)行
胃镜检查的患者存在十二指肠LCH的组织学证

据, 其中8例存在下消化系症状(便血, 腹泻). 上
消化系活检阳性率高(100%), 而下消化系活检

阳性率仅为64%.

2  诊断

LCH的诊断依靠典型的临床表现和病理组织学

以及免疫组织化学结果, 确定诊断要靠病理组

织学的典型镜下表现(且S-100a免疫染色阳性或

电镜下Birbeck颗粒阳性)[40-42]. LCH主要的病理

改变为病变组织中存在数量不等的组织细胞, 
即郎格汉斯细胞, 此细胞在光镜下为单个核细

胞, 平均直径12 μm, 胞质中等量质匀, 有细小的

粉红色颗粒, 少见有胞质空泡和吞噬现象. 胞核

常有折叠或切迹(核沟), 或呈多叶状, 核染色质
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■研发前沿
目前国内外学者
普遍认为郎格汉
斯组织细胞增多
症可以侵犯多种
消化器官, 并且与
疾病预后相关. 但
因郎格汉斯组织
细胞增多症属少
见疾病, 尤其在成
人中更为罕见, 目
前发表的文章多
为个案报道, 其典
型的消化系统临
床表现仍无系统
总结.
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不规则, 含有1-3个嗜碱性的核仁融合的组织细

胞, 偶可形成多核巨细胞. 有丝分裂相缺如病变

组织内尚可见少量嗜酸性粒细胞、淋巴细胞、

浆细胞和中性粒细胞. 在透射电镜下LC胞质内

含有一种特殊的细胞器, 朗格汉斯细胞颗粒或

称Birbeck颗粒, 其功能尚未明了, 这种Birbeck颗
粒为LCs所特有.

3  治疗

2008年国际组织细胞学会发表了LCH的推荐意

见[40]指出, LCH侵犯器官的发生率与患者的年

龄相关, 通常情况下, 儿童多见单病灶或多病灶

的骨损害, 成人则单病灶的肺脏损害多见. 并提

出了LCH疾病严重程度的临床分层, 将其分为

单器官系统疾病(single organ system disease)和
多器官疾病(multi-organ disease), 前者包括单病

灶(unifocal)和多病灶(multifocal), 后者又分为无

器官功能障碍(no organ dysfunction)和器官功能

障碍(organ dysfunction). 器官功能障碍依据受

累的器官又可分为低风险(侵犯皮肤、骨、淋

巴结、脑垂体)和高风险(侵犯肺脏、肝脏、脾

脏、造血系统). 并根据此临床分层选择相应的

治疗方案[43].
通常情况下, 单器官单病灶的LCH需要最

小的治疗, 如单病灶骨病变仅需要局部活检刮

除[44-46]. 如果没有合并器官功能障碍, 也可以采

取等待的方案, 给病灶自愈的时间及机会. 多系

统多病灶的LCH需要系统治疗, 系统治疗可以

降低患者的死亡率和复发率[47-55]. 2009年公布的

LCH Ⅲ治疗指南是目前对LCH患者治疗方案选

择的最权威意见, 指南中包括对各种临床分层

的儿童LCH患者的推荐治疗方案[56].
LCH与肝脏疾病的关系包括急性LCH导致

的肝脏病变和LCH的肝脏后遗症, 鉴于两者治

疗不同, 要严格区分以上两种情况. 急性LCH肝

脏受累患者的死亡率是不受累患者的3倍, 大约

有65%的患者经过化疗后肝脏病变可以消退, 
35%的患者肝脏病变会持续进展[53]. 急性硬化性

胆管炎的儿童在诊断后立即行肝脏移植, 不发

生移植后复发或者对化疗敏感者预后较好, 可
不进一步发展为慢性肝病和终末期肝硬化[57].

LCH导致的终末期肝病和急性LCH肝脏受

累且对化疗不敏感患者也需要进行肝移植, 其
长期存活率约为80%, 但很多患者移植后出现急

性排斥反应, 部分对激素治疗无效者需行再次

肝移植[58]. 虽然肝脏移植后LCH的肝外复发并不

少见, 但是肝内复发的病例很少见, 直到最近才

有相关报道[59].
目前报道胃肠道受累的LCH病例预后极差, 

18 mo内的死亡率为59%, 化疗后完全缓解率仅

为18%[39]. 因明确诊断胃肠道受累的LCH患者报

道例数极少, 缺乏治疗经验, 原则上多器官多部

位受累患者需进行系统治疗.

4  结论

LCH是一组少见的组织细胞增殖性疾病, 其发

病机制尚未明确, 其临床表现各异, 多器官多部

位均可受累, 因此增加了临床的诊断难度. 目前

对儿童LCH的系统性研究较多, 其治疗方案也

日渐成熟; 但对于成人LCH, 仅有少量病例报道, 
仍缺乏相应的治疗指南. 国际组织细胞学会一

直致力于成人及儿童LCH诊断及治疗的基础及

临床试验的研究. 2009-04, 国际组织细胞学会批

准了LCH的评价和治疗指南, 为临床LCH的治

疗提供了新的有力的武器. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of recombinant 
human growth hormone (rhGH) on tumor 
growth and VEGF expression in subcutaneous 
xenograf ts der ived f rom human gastr ic 
carcinoma SGC-7901 cells in nude mice.

METHODS: The expression of growth hormone 
receptor (GHR) in human gastric carcinoma 
cell line SGC-7901 was detected by immuno-
cytochemistry. Thirty nude mice bearing sub-

cutaneous xenografts derived from carcinoma 
SGC-7901 cells were randomly divided into three 
groups: control group, low-dose rhGH group 
and high-dose rhGH group. The low- and high-
dose rhGH groups were injected with rhGH at 
doses of 0.5 and 2.5 U/(kg•d) once a day for two 
weeks, respectively, while the control group was 
injected with equal volumes of normal saline for 
the same duration. The changes in body weight 
and tumor volume were recorded. The content 
of serum VEGF in peripheral blood was ana-
lyzed by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). The expression of VEGF mRNA and 
protein in tumor tissue was detected by re-
verse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and immunohistochemistry, respec-
tively.

RESULTS: GHR i s h igh ly expressed in 
SGC-7901 cells. After treatment with rhGH for 
three days, the tumor volume was significantly 
larger in the two rhGH groups than in the con-
trol group (both P < 0.05). High-dose rhGH re-
vealed stronger tumor growth-promoting effect 
than low-dose one (P < 0.05). No significant dif-
ference was found in the body weight of nude 
mice among the three groups (all P > 0.05). The 
content of serum VEGF was elevated more obvi-
ously in the high-dose rhGH group than in the 
low-dose rhGH group and the control group. 
(252.94 ng/L ± 15.32 ng/L vs 167.60 ng/L ± 9.54 
ng/L and 49.94 ng/L ± 5.73 ng/L, respectively; 
both P < 0.05). The expression level of VEGF 
protein in tumor tissue was significantly higher 
in the two rhGH groups than in the control 
group. The relative expression level of VEGF 
mRNA was much higher in the high-dose 
rhGH group than in the low-dose rhGH group 
and the control group (0.647 ± 0.0447 vs 0.412 ± 
0.0351 and 0.323 ± 0.0258, respectively; both P < 
0.05).

CONCLUSION: RhGH can promote tumor 
growth and VEGF expression in subcutaneous 
xenografts derived from human gastric carci-
noma SGC-7901 cells in nude mice.

®

■背景资料
重组人生长激素
(rhGH)具有与人
体内源生长激素
同等的作用, 能够
刺激骨骼生长, 促
进全身蛋白质合
成 ,  调 节 脂 肪 代
谢 ,  增 强 免 疫 机
能. 但是由于生长
激素(GH)具有促
细胞有丝分裂效
应, 理论上存在潜
在的促肿瘤生长
风险, 故其能否用
于恶性肿瘤患者
的代谢调理仍有
争 议 .  有 报 道 认
为 ,  rhGH不仅可
促进肿瘤细胞增
殖, 而且可能与肿
瘤血管新生有关, 
但尚无明确的理
论证据.

■同行评议者
王振宁, 教授, 中
国医科大学附属
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肿瘤科



程璐, 等. 重组人生长激素对荷人胃癌细胞SGC-7901裸鼠移植瘤生长及VEGF表达的影响			               537

www.wjgnet.com

Key Words: Recombinant human growth hormone; 
Growth hormone receptor; Vascular endothelial 
growth factor; Gastric carcinoma

Cheng L, Su XY, Lin Y, Li SY. Recombinant human 
growth hormone promotes tumor growth and VEGF 
expression in subcutaneous xenografts derived from 
human gastric carcinoma SGC-7901 cells in nude 
mice.  Shij ie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 
536-541

摘要
目的: 探讨重组人生长激素(rhGH)对荷人胃癌
细胞株SGC-7901裸鼠移植瘤生长及VEGF表
达的影响. 

方法: 免疫细胞化学染色法鉴定SGC-7901细
胞株GHR表达状态, 30只接种皮下移植瘤的
裸鼠随机分为: 对照组(生理盐水0.2 mL/d), 
低剂量rhGH组[0.5 U/(kg•d)], 高剂量rhGH组
[2.5 U/(kg•d)], 连续给药14 d, 观察并记录裸
鼠体质量和肿瘤体积, 酶联免疫吸附法测定
血清VEGF含量, 免疫组织化学法检测胃癌
组织中VEGF蛋白表达, RT-PCR检测VEGF 
mRNA表达.

结果: SGC-7901细胞株GHR呈强阳性表达. 自
rhGH给药第3天起, rhGH给药组与对照组肿
瘤体积相差悬殊(P <0.05), 且高剂量rhGH比低
剂量rhGH促肿瘤生长效应更加明显(P <0.05), 
3组间裸鼠体质量差别不明显(P >0.05). 裸鼠
血清VEGF含量, 与对照组和低剂量rhGH组相
比, 高剂量rhGH组血清中VEGF水平明显升
高, 差别具有统计学意义(252.94 ng/L±15.32 
ng/L vs  49.94 ng/L±5.73 ng/L, 167.60 ng/L±
9.54 ng/L, 均P <0.05). 肿瘤组织VEGF蛋白的
表达, 对照组VEGF表达呈中度阳性; 低剂量
rhGH组和高剂量rhGH组VEGF表达量高, 呈
强阳性. 肿瘤组织VEGF mRNA表达水平, 高
剂量rhGH组VEGF相对表达量明显高于对
照组和低剂量r h G H组, 差别具有统计学意
义(0.647±0.0447 vs  0.323±0.0258, 0.412±
0.0351, 均P <0.05).

结论: rhGH能促进GHR阳性表达的SGC-7901
移植瘤生长, 并促进VEGF表达.

关键词: 重组人生长激素; 生长激素受体; 血管内皮

生长因子; 胃癌
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0  引言

恶性肿瘤患者常并发严重营养不良, 特别是手

术、放化疗后及晚期消化系肿瘤患者, 以胃癌

患者营养不良的发生率最为突出, 且恶病质一

旦启动, 常规的营养支持治疗往往难以逆转, 直
接影响了肿瘤患者的生活质量和生存时间. 作
为一种高效的促合成代谢因子, 重组人生长激

素(recombinant human growth hormone, rhGH)在
刺激骨骼生长加速, 纠正负氮平衡状态, 增强抗

感染能力等方面疗效显著, 然而rhGH能否应用

于胃癌患者, 在改善患者全身状况的同时, 是否

会促进原有肿瘤的生长、浸润和转移复发, 仍
需要深入评价. 生长激素受体(growth hormone 
receptor, GHR)是生长激素(growth hormone, GH)
发挥生物学效应的基础, 本研究通过建立GHR
阳性表达的裸鼠胃癌皮下移植瘤模型, 给予不

同剂量的rhGH干预, 于动物在体水平了解rhGH
对胃癌组织生长及血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人低分化胃腺癌细胞株SGC-7901购
自中国科学院上海细胞生物研究所. BALB/c, 
nu/nu, ♂裸鼠40只, 购自上海斯莱克实验动物有

限公司, 周龄4-5 wk, 体质量14-16 g, 许可证号: 
SCXK(沪)2004-2005, 无特定病原体(SPF)条件

下饲养. 注射用rhGH(珍怡)为上海联合赛尔生

物工程有限公司惠赠. 兔抗人GHR多克隆抗体, 
兔抗人VEGF多克隆抗体, 小鼠血管内皮细胞生

长因子ELISA试剂盒, 浓缩型SABC免疫组织化

学试剂盒均购自武汉博士德生物技术有限公司. 
TRIzol试剂和RT-PCR试剂盒分别为Invitrogen和
TaKaRa公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 胃癌细胞GHR表达的检测: SGC-7901细
胞培养液为含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640, 
37 ℃含50 mL/L CO2的饱和湿度培养箱中培养. 
应用免疫细胞化学染色法鉴定SGC-7901的GHR
表达情况. 操作步骤按说明书进行. 阳性细胞染

为棕黄色或棕褐色, 胞膜、胞质着色. 高倍镜下

(×200)随机选择5个视野并分别计数100个细胞, 
根据阳性细胞占计数细胞的百分比, 将免疫染

色分级如下: 阴性(-), ≤5%; 弱阳性(+), 6%-25%; 
中等阳性(++), 25%-50%; 强阳性(+++), ≥50%.
1.2.2 裸鼠胃癌皮下移植瘤模型的建立: 取处于

对数生长期的胃癌细胞SGC-7901, 用2.5 g/L胰

■研发前沿
rhGH能否利用其
促蛋白合成优势, 
纠正恶性肿瘤患
者的负氮平衡状
态, 其肿瘤相关安
全性问题需要进
一步研究.
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蛋白酶消化制成单细胞悬液, 台盼蓝拒染法计

数活细胞数占95%以上. 收集细胞, 调节浓度为

2×106/mL, 随机选取5只裸鼠, 右前肢腋下接种

SGC-7901细胞, 每只0.2 mL. 7 d后接种部位可触

及肿瘤组织, 14 d后可见直径1.5-2 cm的肿块. 颈
椎脱臼法处死裸鼠, 皮肤消毒, 无菌条件下, 于
右前肢腋下取出瘤块, 置于有少许生理盐水的

培养皿中, 去掉坏死组织, 称质量, 按瘤块质量, 
每克肿瘤加入4 mL生理盐水, 于组织匀浆器中

研磨, 配成混悬液, 浓度约为(1-2)×107个/mL, 接
种至35只实验裸鼠右前肢腋下, 每只0.2 mL, 7 d
后见皮下移植瘤形成.
1.2.3 实验分组与观察指标: 剔除过大或过小的

肿瘤, 选取肿瘤直径5-6 mm的30只裸鼠进入实

验, 随机平均分为3组. 对照组(C组): 生理盐水

0.2 mL/d; 低剂量GH组(L组): rhGH 0.5 U/(kg·d); 
高剂量GH组(H组): rhGH 2.5 U/(kg·d); 腹壁皮下

注射, 每天1次, 自肿瘤接种后第15天至第28天, 
共14 d. 每日观察裸鼠的行动、对外界刺激的反

应、皮毛色泽及摄食情况. 自第12至第30天, 每
3 d监测裸鼠的体质量和皮下移植瘤的生长情况

并记录, 测量肿瘤长径(A)和垂直横径(B), 按公

式V  = A×B2/2计算肿瘤体积, 描绘肿瘤体积增

长曲线. 停药2 d后, 每只裸鼠摘除眼球取血约0.5 
mL, 后脱臼法处死裸鼠, 取皮下移植瘤, 并仔细

检查其他脏器有无转移.
1.2.4 血清VEGF含量检测: 肿瘤接种第30天, 摘
除裸鼠眼球取血约0.5 mL, 并于室温下静置2 h, 
待血液凝固后, 3 000 r/min离心10 min, 提取上层

血清于-80 ℃冻存备检. 小鼠VEGF ELISA试剂

盒检测各组血清中VEGF水平.
1.2.5 免疫组织化学法检测胃癌组织中VEGF蛋

白表达: 肿瘤组织用10%中性甲醛固定, 石蜡包

埋、切片, 以PBS替代一抗作为阴性对照. 免疫

特异性染色定位于细胞质. 阳性判断标准以阳

性细胞占计数细胞的百分比为准, 免疫分级标

准同1.2.1.
1.2.6 RT-PCR检测胃癌组织中VEGF mRNA的表

达: 取新鲜肿瘤组织, TRIzol提取总RNA, 使用随

机引物合成cDNA. 以人VEGF165为参照设计引

物, VEGF-upper: 5'-GCACCCATGGCAGAAGG
AGGAG-3', VEGF-lower 5'-TCACCGCCTCGG
CTTGTCAC-3'; 以人H3(HH3)作为内参, 引物序

列为HH3-upper: 5'-ATGGCTCGTACAAAGC-3', 
HH3-lower: 5'-TTAAGCACGTTCTCCACG-3', 
以逆转录成的cDNA为模板, 进行PCR, 程序为: 

94 ℃变性3 min, 94 ℃ 30 s, 50 ℃ 45 s, 72 ℃ 40 s, 
30个循环, 72 ℃延伸5 min, 1.0%琼脂糖电泳检

测扩增产物. Image Master VDS凝胶图像分析仪

扫描凝胶图谱, 用LabImageVersion2.7.1分析系

统对PCR产物半定量分析, 以DNA扩增量之比

(NVECF/NH3)代表VEGF mRNA相对表达水平.
统计学处理 用SPSS13.0统计处理软件, 计

量数据以mean±SD表示, 不同组间样本均数比

较采用单因素方差分析, 配对设计的样本均数

比较用两因素方差分析. 以P <0.05作为有统计学

差异的标准.

2  结果

2.1 SGC-7901胃癌细胞株GHR的表达 SGC-7901
细胞染为棕黄色, 主要为细胞膜、细胞质着色, 
阳性细胞数约为83%, 说明GHR呈强阳性表达

(图1).
2.2 裸鼠体质量和肿瘤体积变化 实验开始, 肿瘤

接种后第7天, 皮下可触及小瘤结节, 第10天较

为明显. 待肿瘤最长径长至0.5 cm左右, 约肿瘤

接种后第12天, 开始每3天记录肿瘤大小和裸鼠

体质量. 第15天起予以rhGH药物干预. 给药前3
天, 3组裸鼠之间的体质量和肿瘤体积变化不明

显(P >0.05), 且rhGH实验组裸鼠活动状态和进食

量好于对照组. 至给药后第3天起(第18天), 低剂

量rhGH组、高剂量rhGH组与对照组相比, 皮下

移植瘤体积增加明显(P <0.05), 且高、低rhGH剂

量浓度组间亦有差别(P <0.05); 而3组裸鼠体质

量差别不具有统计学意义(P >0.05). 随着肿瘤体

积的增大, 给药的后半程, 各组裸鼠体质量增长

速度均较前半程减缓(图2). 实验结束处死动物, 
各组裸鼠肝脏、肺脏、胸腹腔均未见转移病灶.
2.3 SGC-7901裸鼠血清VEGF水平 与对照组

和低剂量rhGH组相比, 高剂量rhGH组血清中

V E G F水平明显升高 ,  差别具有统计学意义

■相关报道
王鹰等研究发现
r h G H 能 够 促 进
生 长 激 素 受 体
(GHR)阳性表达
的 肝 癌 细 胞 株
Bel-7402分泌更
多 的 V E G F,  促
进与其共培养的
血管内皮细胞生
长 ,  参 与 肿 瘤 血
管 的 生 成 ;  而 对
于 G H R 阴 性 表
达的肝癌细胞株
SMMC-7721, 虽
有VEGF的分泌 , 
但不受rhGH干预
的影响.

图  1  SGC-7901免疫细胞化学染色.
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(252.94 ng/L±15.32 ng/L vs  49.94 ng/L±5.73 
ng/L, 167.60 ng/L±9.54 ng/L, 均P <0.05, 图3).
2.4 肿瘤组织VEGF蛋白的表达 对照组VEGF为
中度阳性, 阳性细胞数约占计数细胞总数38%, 
低剂量rhGH组和高剂量rhGH组VEGF表达量高, 
呈强阳性, 阳性细胞比例均超过60%(图4).
2.5 肿瘤组织VEGF mRNA的表达 高剂量rhGH
组VEGF相对表达量明显高于对照组和低剂量

rhGH组, 差别具有统计学意义(0.647±0.0447 vs  
0.323±0.0258, 0.412±0.0351, 均P <0.05, 图5). 
VEGF和H3扩增后电泳结果显示产物片段大小

和预先设计一致.

3  讨论

rhGH具有直接的代谢调理作用, 已作为一种促

合成代谢药物广泛应用于非肿瘤患者蛋白热卡

不足型营养不良的治疗. 胃癌患者由于术前不能

正常进食, 肿瘤组织消耗大量能量, 手术创伤大, 
且术后处于高分解代谢状态, 近90%患者发生体

质量丢失, 20%直接死于营养不良、恶病质[1]. 给
予单纯的肠内、肠外营养支持治疗并不能显著

逆转恶性肿瘤患者的高分解代谢状态, 因此, 许
多学者试图通过应用rhGH的代谢调理和免疫

调节作用来纠正负氮平衡, 增强机体抵抗力, 从
而提高抗肿瘤治疗疗效, 延长生存期. 有研究证

实体内环境中上调鼠生长激素分泌量的生理学

刺激不会促进小鼠所荷肿瘤的生长, 认为使用

rhGH是一种治疗人类癌性恶病质的适合方法[2]. 
然而考虑到rhGH的间接促细胞生长增殖效应, 
大剂量使用是否会促进原发肿瘤的生长, 是否

增加了第二肿瘤的发生可能, 以及是否使原先

非肿瘤患者的新发恶性肿瘤概率增加, 临床研

究资料仍存在分歧[3-7].

■创新盘点
肿瘤的血管生成
是肿瘤生长、侵
袭和转移的重要
条件, 探讨rhGH与
血管生成的关系
有助于进一步评
价其肿瘤相关安
全性. 以rhGH作用
的靶点GHR为切
入点, 判断其表达
状态, 更全面地研
究rhGH生物学效
应的发挥.

图  4  免疫组织化学检测各组肿瘤组织中VEGF蛋白的表达
(×200). A: 对照组; B: 低剂量rhGH组; C: 高剂量rhGH组.
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C图  2  SGC-7901裸鼠体质量和肿瘤体积的变化. A: 体质量; 

B: 肿瘤体积.
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肿瘤血管生成是肿瘤生长、侵袭和转移的

重要条件[8]. 肿瘤通过血管从宿主获得丰富的

营养, 并依赖其向宿主输出大量恶性细胞致肿

瘤不断生长和转移, 形成一个促血管生成循环. 
肿瘤的血管生成与多种生长因子的刺激有关, 
其中VEGF是最主要、最直接的促血管生长因 
子[9]. 临床研究亦发现在胃癌患者的血清及癌组

织中VEGF的表达水平均异常增高, 且与浸润深

度及有无转移呈正相关, 对疾病预后具有提示

作用[10]. 故审视rhGH临床肿瘤患者应用的安全

性, 不可忽视其对VEGF表达的影响.
GH可以经生长介质介导, 通过GH-胰岛素

样生长因子-1(insulin-like growth factor-1, IGF-1)
轴, 促进胰腺癌细胞BXPC-3的增殖[11]. 但其与靶

细胞表面GHR的结合则是GH发挥促生长效应

更直接的途径[12], GH和IGF-1能够促进人乳腺癌

细胞株MCF7在无血清条件中生长, 并且保护细

胞免受多柔比星细胞毒效应的影响. 运用IGF-1
受体抗体阻断后仍然观察到GH的促增殖效应,
而使用GHR受体拮抗剂培维索孟却使其促增殖

效应消失, 说明GH的这一效应是直接发挥作用, 
并没有经IGF-1介导[13]. 还有研究发现, rhGH能

促进表达GHR的人肝癌细胞Bel-7402移植瘤的

生长, 其作用有随用药量增加而增强的趋势, 两
者之间存在一定相关性[14]. 本课题小组先前的研

究结果也显示, rhGH对GHR阳性表达的肝癌细

胞具有明显促增殖作用, 但对于GHR阴性表达

的肝癌细胞, 由于缺少结合位点, 故未发现rhGH
有促其增殖的作用[15,16], 提示GHR极可能是影响

rhGH发挥生物学效应的关键靶点. 
本实验首先通过免疫细胞化学染色鉴定

SGC-7901胃癌细胞株GHR呈强阳性表达, 在
体水平观察rhGH对GHR阳性肿瘤生长、营养

状况改善程度及VEGF表达的影响. 给药初期, 
rhGH治疗组的所有裸鼠, 活动状态及饮水进食

量均较对照组为佳. 说明rhGH确实能够在一定

程度上改善机体代谢状态. 给药3 d后, rhGH给

药组的肿瘤生长速率开始明显快于对照组, 肿
瘤体积增大显著, 说明rhGH对GHR阳性的肿瘤

有较明显的促生长作用, 且高剂量rhGH组的促

生长效应更显著; 但3组裸鼠体质量数值无显著

差别, 且在给药的后半程, rhGH治疗组的裸鼠

体质量随着肿瘤体积的逐步增大, 增长速度逐

渐减缓, 最后高剂量rhGH组裸鼠体质量甚至低

于低剂量rhGH组, 可能与肿瘤增长过快增加了

机体的消耗有关. 同时为了进一步评价rhGH与

肿瘤血管生成的关系并结合体外研究的实验结

果, 提示rhGH能促GHR+肝癌细胞株Bel-7402分
泌更多的VEGF, 促进与其共培养的血管内皮细

胞生长, 参与肿瘤血管的生成[17]; 本实验中采用

动物皮下移植瘤模型, 于体内水平研究rhGH对

胃癌组织VEGF表达的影响, 结果发现, rhGH给

药组VEGF的阳性表达率明显高于对照组, 且随

着给药剂量增加, VEGF表达阳性程度越高; 同
时我们采用RT-PCR从基因转录水平检测VEGF 
mRNA的表达, 可见各实验组约在495 bp处出现

深浅不一的条带, 结论符合蛋白水平检测结果. 
此外, 肿瘤不断生长分泌的VEGF不仅仅局限于

肿瘤组织本身, 大量的VEGF释放入外周血, 血
浆中也可以检测到高水平的VEGF, 且与组织中

VEGF表达变化相一致. 由此可见, 对于GHR阳
性表达的肿瘤, 可能存在GH发挥促增殖作用的

直接通路, 故存在促进肿瘤生长的风险. 同时随

着rhGH干预浓度的升高, VEGF表达量也有增

加, 推测其也极可能促进了肿瘤的血管生成, 有
关其信号通路的具体机制仍需深入探索.

胃癌的治疗不仅包括抗肿瘤治疗本身, 从代

谢调理治疗的角度, 以改善患者代谢状态, 使总

蛋白合成增加, 有效恢复和维护脏器功能, 提高

化疗耐受性, 从而延缓恶病质发生发展. rhGH在

促蛋白合成方面存有独特的优势, 但是应用于

恶性肿瘤患者, 仍需权衡利弊. GHR是其发挥作

用的关键靶点之一, rhGH应用于GHR阳性表达

的肿瘤, 有促进肿瘤生长及肿瘤血管生成的风

险, 临床上使用应谨慎.
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图  5  SGC-7901肿瘤VEGF mRNA表达. M: Marker; 1: 对照
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Abstract
AIM: To investigate the effects of apigenin on 
cell growth and gene expression in human 
hepatoma cell line Huh-7.

METHODS: After Huh-7 cells was cultured 
and treated with different concentrations of 
apigenin, cell proliferation was measured by 
colorimetric methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay; cell clonogenicity was detected by colony-
forming assay; and cell cycle distribution and 
apoptosis were examined by flow cytometry. 
The impact of apigenin on the tumorigenicity of 
Huh-7 cells in nude mice was also detected. The 

differential gene expression between cells treat-
ed and untreated with apigenin was detected by 
cDNA microarray and verified by quantitative 
real-time reverse transcription-polymerase chain 
reaction and Western blot.

RESULTS: Compared with untreated cells, 
cells treated with apigenin exhibited a marked 
growth inhibition. The half maximal inhibitory 
concentration (IC50) of apigenin on cell growth 
was approximately 10.5 mg/L ± 0.3 mg/L. Api-
genin treatment could cause a cell cycle block at 
G2/M phase, decrease the percentage of cells at 
G0/G1 phase, promote apoptosis, and inhibit the 
tumorigenicity of Huh-7 cells in vivo. Apigenin 
treatment could also dramatically alter the ex-
pression of 1 764 functionally related genes in 
Huh-7 cells. Of these differentially expressed 
genes, the majority are involved in nucleic acid 
binding and transport, enzyme catalytic activity 
regulation, transcriptional regulation, cytoskel-
etal structure and/or adhesion, signal trans-
duction, metabolism, apoptosis or the immune 
response. Of note, apigenin could significantly 
downregulate the expression of interleukin-4 re-
ceptor and ubiquitin-specific protease 18.

CONCLUSION: Apigenin partially inhibits 
Huh-7 cell growth in vitro and in vivo by block-
ing cell cycle at G2/M phase and promoting 
apoptosis. Apigenin treatment alters the expres-
sion of multiple genes in Huh-7 cells.

Key Words: Apigenin; Huh-7 cell; Hepatoma cell; 
Interleukin-4 receptor; Ubiquitin-specific protease 
18; cDNA microarray

Cai J, Liu AW, Zhao XL, Zhang SH. Apigenin inhibits cell 
growth and alters expression of multiple genes in human 
hepatoma cell line Huh-7. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨芹菜素(apigenin)对Huh-7肝癌细胞
生长及基因表达的影响. 

方法: 采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法、

平板克隆形成实验、流式细胞术分别检测芹

®

■背景资料
原发性肝癌绝大
多 数 是 肝 细 胞
癌, 素有“癌中之
王”之称, 现有的
治疗手段效果不
佳. 近年, 从膳食
中获取癌症的有
效预防和治疗制
剂成为目前人们
普遍关注的问题. 
芹菜素是天然存
在的一种黄酮类
化合物, 广泛存在
于多种水果、蔬
菜 ( 包括芹菜 )、
茶叶、小麦芽和
一些调味品中, 近
年来, 越来越多的
研究表明芹菜素
可以抑制肿瘤的
发生、发展.

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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菜素对Huh-7细胞增殖、克隆形成、周期及
凋亡的影响; 通过动物模型观察芹菜素对裸
鼠人肝癌Huh-7移植瘤肿瘤质量及体积的影
响; 采用基因芯片技术检测芹菜素作用前后
Huh-7细胞全基因组序列, 分析其基因表达差
异; 采用qRT-PCR、Western blot技术验证基因
芯片结果. 

结果: 与对照组相比, 不同浓度的芹菜素(5、
10、20 mg/L)处理Huh-7细胞后, 芹菜素对
Huh-7细胞的生长有显著的抑制作用(IC50 = 
10.5 mg/L±0.3 mg/L). 细胞周期阻滞于G2/M
期、降低G0-G1期细胞的比例、并促进细胞凋
亡和抑制移植瘤的生长. 全基因芯片发现芹
菜素可改变Huh-7细胞中1 764个功能性基因
的表达. 在这些差异表达的基因中, 大多数与
核酸结合、转运、接触和酶调节活性、转录
调节、细胞骨架结构和黏附、信号转导、代
谢、凋亡以及免疫反应等有关. 其中最重要的
发现是芹菜素显著下调IL-4R和USP18基因表
达, qRT-PCR、Western blot检测结果与芯片结
果相符.

结论: 芹菜素可能通过阻滞细胞周期于G2/M
期并诱导细胞凋亡从而抑制体内体外Huh-7
细胞的生长, 并影响多种基因的表达.

关键词: 芹菜素; Huh-7; 肝癌细胞; 白介素4受体; 

USP18; cDNA芯片
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0  引言

近年来, 膳食物中提取的天然抗癌药物的研究

主要集中在通过诱导凋亡而导致癌细胞选择性

和持久性的清除. 黄酮类化合物是一种具有多

种生物活性的植物膳食成分, 他具有预防多种

癌症的潜能[1,2]. 芹菜素是天然存在的一种黄酮

类化合物, 广泛存在于多种水果、蔬菜(包括芹

菜)、橘子、茶叶、小麦芽和一些调味品中, 作
为一种健康的食物成分被证明具有抗炎、抗

癌和清除自由基的能力[3,4]. 近年, 许多研究表

明芹菜素通过P53依赖途径诱导细胞周期阻滞

以及诱导凋亡而具有对多种人类癌细胞特有

的毒性作用, 包括乳腺癌、结肠癌、肺癌、皮

肤癌和前列腺癌[4-17]. 研究证实, 芹菜素通过诱

导凋亡及诱导细胞周期阻滞于G2/M期而抑制

肝癌细胞的生长[4,16,17]. 芹菜素抗癌作用的分子

机制包括: 增加Bax/Bcl-2的比例而诱导凋亡, 
或者通过其他分子机制包括上调D R5、调节

IGF-1/IGF-1R信号、FAK/Src信号、β-catenin信
号、P38-MAPK、PI-3K/AKT和ERK信号途径 
等[7,14,15,18-23]. 然而, 这种化合物对肝癌细胞抑制

作用的具体分子机制至今仍未完全清楚. 本研

究验证芹菜素的抗肝癌活性, 并进一步阐述其

细胞毒性的分子机制. 

1  材料和方法

1.1  材料  D M E M培养基、胰酶及胎牛血清

(F B S)购自G i b c o公司. 芹菜素、二甲基亚砜

(DMSO)、MTT、碘化丙啶(P I)、Rnase购自

Sigma公司. 细胞凋亡检测试剂盒购自北京凯基

生物有限公司. IL-4R抗体及Western blot试剂盒

购自Santa公司, USP18、SLC27A3、CCR2抗体

分别购自LifeSpan、Novus和Abcam公司. 实验

前, 芹菜素用DMSO溶解, 培养基稀释, DMSO终

浓度≤0.1%.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: Huh-7细胞购自上海中科院细胞

研究所, 细胞接种于DMEM培养基中(含100 mL/L 
FBS), 置于37 ℃, 饱和湿度, 50 mL/L CO2培养箱

中, 2-3 d传代1次, 取对数生长期细胞用于实验.
1.2.2 增殖抑制实验: Huh-7细胞接种于96孔板, 
每孔加入100 μL(每孔接种细胞数约8×103个), 
待细胞贴壁后吸出培养液, 加入终浓度为5、
10、20 mg/L的芹菜素, 阴性对照加0.1% DMSO, 
将接种并开始贴壁生长的当天设为0 d, 连续观

察6 d, 每组设3个复孔, 实验重复3次. 加入MTT
测光吸收值, 绘制各组细胞生长曲线[24]. 细胞增

殖抑制率(%) = (1-实验组平均A 490/对照组平均

A 490)×100%. IC50值代表能产生50%增殖抑制率

时的药物浓度. 
1.2.3 平板克隆形成实验: 终浓度为5、10、20 
mg/L芹菜素处理的及对照组Huh-7细胞按每孔

2 000个细胞接种于六孔板, 每组3个复孔, 培养

10-15 d, 甲醇固定后姬姆萨染液染色10-30 min, 
显微镜下计算克隆形成数(克隆形成率 = 克隆数

/接种细胞数×100%), 实验重复3次. 
1.2.4 流式细胞术检测细胞周期分布: 终浓度为

5、10、20 mg/L芹菜素作用48 h后收集细胞, 离
心, 700 mL/L乙醇固定后PI染色, 用流式细胞仪

(FACSCAN, USA)测定细胞周期分布[24], 以0.1% 
DMSO为对照组, 每组3个复孔, 实验重复3次. 
1.2.5 Annexin V-FITC/PI染色流式细胞仪检测细

■研发前沿
研究报道, 芹菜素
通过诱导凋亡及
诱导细胞周期阻
滞于G2/M期而抑
制肝癌细胞的生
长. 然而, 这种化
合物对肝癌细胞
抑制作用的具体
分子机制至今仍
未完全清楚.
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胞凋亡: 终浓度为5、10、20 mg/L芹菜素作用48 
h后收集细胞, 离心, Annexin V-FITC/PI染色后, 
用流式细胞仪检测细胞凋亡率, 以0.1% DMSO
为对照组, 每组3个复孔, 实验重复3次. 
1.2.6 裸鼠移植瘤实验: BALBA/c裸鼠购自上海

实验动物中心, 经随机分组, 实验组和对照组各

4只裸鼠. 在同一部位皮下注射2×106个培养的

Huh-7细胞, 2 d后实验组裸鼠腹膜内给以芹菜素

50 μg/d[22], 对照组给以0.1% DMSO. 30 d后, 取
出肿瘤比较质量及体积并在显微镜下观察其病

理学变化. 
1.2.7 cDNA基因芯片分析: 终浓度为10 mg/L芹
菜素(实验组)及0.1% DMSO(对照组)作用48 h后, 
TRIzol法提取总RNA, 进行Agilent人全基因组芯

片检测(Agilent人全基因组芯片含有41 000个基

因, 操作步骤见文献[25]. 实验由上海康成生物

科技有限公司协助完成, Ratio值为0.5-2.0的基因

不存在显著的表达差异, 而在该范围之外的基

因则被认为表达出现显著改变. 实验重复3次. 
1.2.8 Real-time定量RT-PCR(qPCR): 将10 mg/L
芹菜素作用48 h后及对照组的细胞TRIzol法抽

提RNA, 然后逆转录成cDNA, 按SYBR-荧光定

量检测试剂盒说明书配成反应体系进行P C R
扩增, 用于qPCR的基因包括SLC27A3, FATP-3, 
OVOL1, CCR2, ECT2, IL4Ra, USP18, SLC10A2, 
HIP1R, NUP35, GAPDH作为内对照. 反应条件

为: 95 ℃预变性10 min, 然后95 ℃变性5 s, 60 ℃
退火34 s, 共40个循环. 实验重复3次. 结果由厂

家自带的应用软件系统进行分析. 
1.2.9 Western blot检测[26]: 终浓度为5、10、20 
mg/L芹菜素作用Huh-7细胞后48 h后收集细胞, 
将其溶解于含10 mmol/L Tris(pH7.4), 1% SDS, 
1 mmol/L原钒酸钠及蛋白酶抑制剂的蛋白提

取液中, 利用K lose法提取. 取50 µg总蛋白上

样, SDS-PAGE电泳分离, 转膜, 分别孵育一抗, 
IL4Rα(sc-28361, 1∶500),  USP18(LS-B1182-50, 

1∶1 000),  SLC27A3(H00011000-A01, 1∶1 000), 
CCR2(ab32144, 1∶500)及GAPDH (sc-47724, 
1∶2 000). 实验重复3次. 条带密度用Fluor-S 
MultiImager and Quantity-One软件分析.

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计分析, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 芹菜素可显著抑制Huh-7细胞的生长 从生

长曲线可以看出, 不同浓度的芹菜素(5、10、
20 mg/L)处理Huh-7细胞后, 芹菜素对Huh-7细
胞的生长有显著的抑制作用(IC50 = 10.5 mg/L
±0.3 mg/L)(图1), 各组间差异具有统计学意义

(P <0.05). 同样, 从平板克隆实验结果看出, 不同

浓度芹菜素(5、10、20 mg/L)处理Huh-7细胞的

克隆形成率分别为33.67%±6.51%, 24.33%±

6.51%和17.33%±6.66%, 与对照组(72.33%±

15.82%)相比差异具有显著性(P <0.001, 图2). 
2.2  芹菜素阻滞细胞周期于G2/M期并诱导细

胞凋亡 与不加药组相比, 不同浓度芹菜素(5、
10、20 mg/L)处理Huh-7细胞48 h后, 细胞周期

的分布均发生改变, 主要表现在G0/G1期细胞减

少, 细胞周期阻滞于G2/M期, 各组间的差异具有

显著性(P <0.05, 图3, 表1), 同时还可见芹菜素处

理Huh-7细胞后, 细胞周期分布出现明显的亚二

倍体峰. 通过凋亡检测实验进一步证实芹菜素

可诱导细胞凋亡, 各组间差异具有统计学意义

(P <0.05, 图4, 表1).
2.3 芹菜素抑制Huh-7细胞在裸鼠中的致瘤性 芹
菜素处理的裸鼠肿块体积明显较未用芹菜素处

理的小(P <0.05, 图5A, B), HE染色, 显微镜下观

察发现芹菜素未处理的裸鼠肿块组织中可见弥

漫的小梁、显著的异型性及较强的核分裂(图
5C), 而芹菜素处理组裸鼠肿块组织则可见明显

的坏死(图5D). 
2.4 基因芯片检测结果 全基因组芯片检测显示, 

■相关报道
有关研究提出芹
菜素抗癌作用的
分子机制包括: 增
加Bax/Bcl-2的比
例 而 诱 导 凋 亡 , 
或者通过其他分
子机制包括上调
DR5、调节IGF-1/
I G F - 1 R 信 号、

FAK /S rc信号、

β-catenin信号、

P38MAPK、PI-
3K/AKT和ERK信
号途径等.

表  1  芹菜素对Huh-7肝癌细胞周期和细胞凋亡的影响 (n  = 3)

     
分组

					       细胞分布 (%)			      
凋亡指数

			          G0/G1		             S		         G2/M

对照组			45   .45±5.11	 32.45±2.11	 22.10±3.07	   4.42±1.33

芹菜素(5 mg/L)		  25.20±3.76b	 33.51±5.66	4 1.30±1.90b	 11.92±3.03a

芹菜素(10 mg/L)		  23.50±2.53b	 28.68±5.09	4 7.82±2.58b	 16.50±3.86b

芹菜素 (20 mg/L)		    9.36±3.35b	 29.17±1.79	 61.47±5.10b	 22.34±5.96b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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在41 000个基因中, 1 764个基因的表达发生改

变. 其中1 336基因显示上调(≥2倍), 428个基因

显示下调表达(≤0.5倍). 在这些基因中大多数属

于核酸结合、转运、接触反应或酶调节活性、

转录调节、细胞骨架结构或黏附、信号转导、

代谢、凋亡以及免疫反应相关基因. 此外, 我们

意外地发现了免疫反应相关基因IL-4R下调了地发现了免疫反应相关基因IL-4R下调了发现了免疫反应相关基因IL-4R下调了

5.21倍, 以及与泛素依赖性蛋白分解代谢相关

基因USP18下调了5.03倍. 本研究还发现了一些

与代谢(SLC27A3, P4HB), 转录(OVOL1, OTP), 
细胞信号转导(ECT2, MAPK1IP1L, BMPR1A, 
AMFR), 细胞运动(AMFR), 生物学过程(HIP1R), 
转运(NUP35, SLC10A2), 炎症反应(CCR2), 肿瘤

抑制(ZDHHC2), 糖分解代谢(GLDC)等相关的

基因表达差异. 
2.5 qPCR、Western blot验证 选择了10个显著差

异的基因进行qPCR验证, 结果与基因芯片分析

的结果是一致的, 其中IL4R, USP18, SLC27A3 
和CCR2的mRNA存在显著差异(P <0.05, 图6). 随
后用Western blot对4个基因的蛋白表达也验证

这一差异(P <0.05, 图7). 结果显示, 10 mg/L芹菜

素处理后Huh-7细胞中IL4R, USP18, SLC27A3
和CCR2基因mRNA及蛋白水平的表达较对照组

均有显著性差异(P <0.05, 图7).

3  讨论

在本研究中, 我们首先验证了芹菜素通过阻滞

细胞周期于G2/M期、降低G0/G1期细胞比例, 诱
导细胞凋亡而抑制体内体外肿瘤细胞生长的

作用. 同时, 我们还发现了芹菜素可显著改变

Huh-7细胞中的多种基因的表达. 在这些基因中

大多数属于核酸结合、转运、接触反应或酶调

节活性、转录调节、细胞骨架结构或黏附、信

号转导、代谢、凋亡以及免疫反应相关基因. 
其中最重要发现是, 芹菜素处理后免疫反应相

关基因IL-4R的表达下调了5.21倍, 泛素特异性

蛋白酶USP18基因下调了5.03倍. 通过qPCR和

Western blot检测, 进一步证实这2个基因在RNA
及蛋白水平的表达与芯片检测结果一致. 

目前已有研究表明IL-4R在多种肿瘤细胞中

过度表达, 包括神经胶质瘤、肺癌、卵巢癌、

结直肠腺癌和头颈部肿瘤. 并且研究证实了由

IL-4和假单胞菌外毒素的突变形式熔合构成的

一种IL-4R靶向细胞毒素对脑部肿瘤、胆囊癌、

卵巢癌、脑膜间皮瘤、鳞状细胞癌及乳腺癌的

抑制作用[27,28]. 在肿瘤的发生过程中, IL-4R可激

■创新盘点
目前国内外关于
芹菜素影响肝癌
细胞生长的研究
较少. 本研究观察
芹菜素对Huh-7肝
癌细胞生长及基
因表达的影响, 证
实了芹菜素的抗
肝癌活性, 并初步
探究其细胞毒性
的分子机制.
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图  1  不同浓度芹菜素对Huh-7细胞生长的影响. A: MTT法; B: IC50值; n  = 3.
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图  2  不同浓度芹菜素对Huh-7细胞平板克隆形成的影响. A: 对照组(0.1% DMSO); B: 5 mg/L芹菜素; C: 10 mg/L芹菜素; D: 

20 mg/L芹菜素.
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活多种信号途径, 包括P38MAPK、PI3K/AKT
和JAK-STAT信号途径[29]. 而芹菜素被证明可通

过多条信号途径抑制细胞增殖、诱导细胞凋 
亡[7,14,15,20-23], 这提示芹菜素可能通过IL-4R信号

途径抑制肝癌细胞的生长[27,30]. 
USP18基因编码一种泛素类蛋白酶UBP43, 

后者是一种Ⅰ型干扰素诱导基因, 他可通过JAK/
STAT途径, 在INF-β处理的肿瘤细胞中上调而发

■应用要点
本研究芹菜素抑
制肝癌细胞生长
的作用及其分子
机 制 ,  为 研 发 新
的天然、高效的
临床抗肝癌药物
以及寻找新的抗
肝癌分子靶点提
供了一定的理论
依据.

图  3  不同浓度芹菜
素对Huh-7细胞周期
分布的影响. A: 对照

组(0.1% DMSO); B: 

5 mg/L芹菜素; C: 10 

mg/L芹菜素; D:  20 

mg/L芹菜素.
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图  4  不同浓度芹菜素对
Huh-7细胞凋亡的影响. A: 

对照组(0.1% DMSO); B: 5 

mg/L芹菜素; C: 10 mg/L芹

菜素; D: 20 mg/L芹菜素.
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挥抑制肿瘤细胞增殖及分化的作用[31-33]. Duex 
等[34]在鳞状上皮细胞癌的研究中发现USP18可
通过上调EGFR的表达促进肿瘤的进展. 另有研

究提出, UBP43表达的降低可增加机体清除HBV
病毒的能力, 小鼠中UBP43基因的敲除可表现出

抑制HBV、细菌感染及恶性转化的能力[35]. 这些

结果为芹菜素抗肿瘤及抗病毒的作用提出了新

的证据. 
除此之外 ,  芹菜素处理后 ,  一些代谢

(SLC27A3, P4HB), 转录(OVOL1, OTP), 细胞信

号转导(ECT2, MAPK1IP1L, BMPR1A, AMFR), 
细胞运动(AMFR), 生物学过程(HIP1R), 转运

(NUP35, SLC10A2), 炎症反应(CCR2), 肿瘤抑制

(ZDHHC2), 糖分解代谢(GLDC)等相关的基因

表达也发生了显著的改变, 我们还发现了一个探

针名称为A_32_P100452的基因上调了近6倍, 但
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图  5  芹菜素(50 μg/d)对裸鼠人肝癌Huh-7移植瘤生长的影响. A: 移植瘤体积; B: 肿瘤生长曲线(n  = 4); C: 对照组(0.1% 

DMSO); D: 50 μg/d芹菜素组.
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图  6  qRT-PCR检测基因RNA水平的表达. 1: IL4Ra; 2: 
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FATP-3; 8: OVOL1; 9: ECT2; 10: CCR2; n  = 3, aP<0.05, 
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图  7  Western blot检测基因蛋白水平的表达. A: Western 

blot电泳; B: 电泳定量分析; n  = 3, aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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是他的功能目前还并不清楚. 对于以上这些基因

在芹菜素抗肿瘤作用都有待进一步深入研究. 
本研究表明芹菜素通过阻滞细胞周期于G2/

M期和增加细胞凋亡抑制Huh-7细胞的生长, 并
调节多种基因的表达, 首次报道芹菜素可下调

IL-4R以及USP18的表达. 本研究结果为芹菜素

抑制肝癌细胞的机制提出了新的研究思路, 膳
食中的黄酮类化合物可能成为预防及治疗肿瘤

(例如肝癌)的一种有效药物.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
thioredoxin-1 (Trx-1) in the lungs of rats with 
L-arginine (L-Arg)-induced acute necrotizing 
pancreatitis (ANP) and assess the effects of 
melatonin on Trx-1 expression.

METHODS: Seventy-two male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into three groups: 

normal control group, model control group and 
melatonin intervention group. The ANP model 
group was intraperitoneally injected three times 
with 6% L-Arg at a dose of 25 mL/kg body 
weight at an interval of 1 h to induce ANP. The 
normal control group was intraperitoneally in-
jected with equal volumes of normal saline. The 
melatonin intervention group was injected intra-
peritoneally with 0.25% melatonin at a dose of 
20 mL/kg body weight half an hour before ANP 
induction. Rats were executed at 6, 12 and 24 
hours after last L-Arg injection. The expression 
of Trx-1 in the lungs was detected by immuno-
histochemistry. The pathological changes in the 
pancreas and lungs were analyzed and scored 
according to Kusser’s  and Lei’s criteria, respec-
tively. The contents of serum Trx-1 and amylase 
were measured.

RESULTS: At 6, 12 and 24 hours after last L-Arg 
injection, the pathological changes in the pan-
creas and lungs in the model control group were 
more severe than those in the normal control 
group (all P < 0.01). However, the pathological 
changes in the pancreas and lungs in the mela-
tonin intervention group were milder than those 
in the model control group (P < 0.01 or 0.05). At 
24 hours, the content of serum amylase in the 
model control group was significantly higher 
than that in the normal control group (4 598 
U/L ± 2 274 U/L vs 2 033 U/L ± 863 U/L, P < 
0.01). In contrast, the content of serum amylase 
in the melatonin intervention group was lower 
than that in the model control group (3 990 
U/L ± 1 146 U/L vs 4 598 U/L ± 2 274 U/L, P < 
0.05). Compared to the normal control group, 
serum Trx-1 contents in the model control group 
significantly decreased at 6 and 12 hours but 
significantly increased at 24 hours. The contents 
of serum Trx-1 in melatonin intervention group 
at 6 and 12 hours were significantly higher than 
those in the model control group.

CONCLUSION: Lung injury is closely related 
to pancreatic injury in ANP. The expression of 
Trx-1 in the lungs of rats with ANP increases 

®

■背景资料
急性坏死性胰腺
炎临床上又称之
为重症急性胰腺
炎, 病情发展快、

病死率高, 急性胰
腺炎相关性肺损
伤是其胰外损伤
中重要的并发症, 
可出现 A R D S 和
呼吸衰竭. 氧化应
激在该病发病中
起着重要作用.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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significantly. Overexpression of Trx-1 in the 
lungs is closely associated with the development 
of ANP and acute pancreatitis-associated lung 
injury. Melatonin can, to a certain extent, alter 
the expression of Trx-1 and reduce pancreatic 
and pulmonary injury in ANP in rats.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Acute 
lung injury; Thioredoxin-1; Melatonin

Niu GJ, Tang GD, Liang ZH, Zhong WY, Huang WF. 
Effects of melatonin on Trx-1 expression in the lungs of 
rats with acute necrotizing pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 550-556

摘要
目的: 探讨内源性硫氧还蛋白-1(Trx-1)在急性
坏死性胰腺炎(ANP)大鼠模型肺组织中的表
达; 观察褪黑素对ANP胰和肺脏的保护作用
和对肺组织Trx-1表达的影响. 

方法: 将72只SD大鼠随机分成对照组(C组, n  
= 24)、急性胰腺炎组(A组, n  = 24)、褪黑素前
干预组(M组, n  = 24). A组用6%的左旋精氨酸
(L -Arginine, L -Arg)腹腔内注射, 每次25 mL/kg
体质量, 共3次, 注射间隔1 h, 诱导ANP模型, 
在首次注射L -Arg前30 min腹腔注射生理盐水
20 mL/kg体质量1次; C组同法注射相当于A组
各次注射用量的等容积生理盐水; M组在诱导
胰腺炎前30 min腹腔内注射0.25%褪黑素(20 
mL/kg体质量)干预. 在注射完L -Arg后的6、
12、24 h三个时点分批处死大鼠, 应用免疫组
织化学技术检测各组ANP肺组织Trx-1的表达, 
并观察各组对应各时点胰腺、肺组织病理学
和肺免疫组织化学的改变; 抽取动脉血测定
Trx-1和淀粉酶. 

结果: A组大鼠胰腺和肺组织病理损伤在6、
12、24 h时点比C组明显加重(均P <0.01); M
组胰腺和肺组织病理损伤在6、12、24 h时点
较A组明显减轻(P <0.01或0.05). A组、M组肺
组织表达Trx-1量在6、12、24 h时点较C组显
著升高(均P <0.01). 在24 h, A组血清淀粉酶较
C组显著升高(4 598 U/L±2 274 U/L vs  2 033 
U/L±863 U/L, P <0.01); M 组较A组低(3 990 
U/L±1 146 U/L vs  4 598 U/L±2 274 U/L, 
P <0.05). A组大鼠血清Trx-1含量在6、12 h时
点显著降低, 24 h时点显著升高, 呈前低后高
趋势; 与A组比较, M组血清Trx-1在6、12 h时
点显著升高, 24 h时点显著降低, 量的峰值前移.

结论: Trx-1在ANP肺损伤组织中的过度表达
与急性胰腺炎相关性肺损伤关系密切. 褪黑
素影响Trx-1表达, 并可能在一定程度上减轻

ANP的胰、肺组织损伤.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 急性肺损伤; 硫氧还蛋

白-1; 褪黑素
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis 
ANP)临床上又称之为重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP), 病情发展快、病死率

高. 急性胰腺炎相关性肺损伤(acute pancreatitis-
associated lung injury, APALI)是ANP胰外损伤

中重要的并发症, 可出现急性呼吸窘迫综合征

(acute respiratory distress syndrome, ARDS)和呼

吸衰竭[1-3]. 氧化应激在APALI中起着重要作用, 
硫氧还蛋白-1(thioredoxin-1, Trx-1)作为组织细

胞氧化应激的重要指标, 在该病的作用尚不清

楚. ANP时, Trx-1在肺等组织的表达情况尚知之

甚少; 其表达程度与肺组织损伤程度关系如何

目前亦不清楚[4,5]. 褪黑素(melatonin, MT)因其强

抗氧化活性近年来也受到关注[6]. 在大剂量左旋

精氨酸(L -arginine, L -Arg)分次腹腔注射诱发的

实验性ANP大鼠动物模型中, 肺组织在ANP发
展过程中, 其Trx-1表达情况和组织病理炎症程

度有无相关改变; 褪黑素对ANP肺组织Trx-1表
达和胰肺组织的病理改变的影响国内外罕有报

道. 本实验拟用大剂量L -Arg腹腔注射制备ANP
大鼠模型, 研究Trx-1在ANP大鼠模型中肺组织

表达情况, 探讨Trx-1与氧化应激在ANP肺损伤

的关系; 观察褪黑素对ANP及肺急性损伤的保

护作用和对Trx-1表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠72只, 体质量180-250 g. 
由广西医科大学实验动物中心提供. L -Arg和褪

黑素购于美国Sigma公司; 一抗: Thioredoxin-1 
(C63C6)Rabbit mAb(Cell Signaling); 大鼠Trx-
1ELISA试剂盒由Adlitteram诊断实验室提供. α-
淀粉酶试剂盒(上海执诚生物技术有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 ANP动物模型的制备: 根据谭至柔等[7]实

验方法并加以改进制备ANP大鼠模型: SD大鼠

按随机表法分成正常对照组(C组, n  = 24)、ANP

■研发前沿
氧 化 应 激 在
APALI中起着重
要作用, 已经成为
该病研究热点. 硫
氧还蛋白 -1作为
组织细胞氧化应
激的重要指标, 在
该病的作用尚不
清楚, 在肺等组织
的表达情况尚知
之甚少; 其表达程
度与肺组织损伤
程度关系如何目
前亦不清楚. 褪黑
素因其强抗氧化
活性近年来也受
到关注, 褪黑素对
ANP肺组织Trx-1
表达国内外罕有
报道, 对胰肺组织
的病理改变的影
响研究有限, 有必
要深入研究.
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组(A组, n  = 24)、褪黑素前干预组(M组, n  = 24). 
所有大鼠实验前禁食12 h, 自由饮水. A组用6%
的L -Arg腹腔内注射, 每次25 mL/kg体质量, 共3
次, 注射间隔1 h, 诱导ANP模型. C组大鼠腹腔内

注射等量生理盐水. 干预组参考Szabolcs等[6]方

法: M组应用0.25%褪黑素(melatonin)(20 mL/kg
体质量)在诱导ANP前30 min腹腔注射进行预处

理. 各组大鼠在末次注射L -Arg后, 于6、12和24 
h 3个时点, 每组各处死8只大鼠. 从腹主动脉取

血在-80 ℃保存并留取胰肺组织标本待测. 
1.2.2 血清淀粉酶和Trx-1测定: 用EPS速率法, 在
日立7170A大型全自动生化仪上检测. (校准品: 
英国Randox公司). Trx-1按ELISA试剂盒说明书

操作检测. 
1.2.3 提取肺和胰腺组织行组织病理学检查: 将
右下肺和胰腺标本完全浸入10%中性甲醛液固

定, 用石蜡包埋、切片及HE染色. 采用单盲法由

病理科医师对大鼠肺组织的病理改变, 在光镜

下观察并分别按雷文章等[8]结合Schimidt等[9]评

分标准进行综合评分; 胰腺组织按Kusser等[10]评

分法进行病理评分. 光学显微镜下观察胰腺组

织的病理学改变. 在每例大鼠肺和胰腺组织中, 
随机各取5个视野进行综合评分. 
1.2.4 免疫组织化学技术检测肺组织Tr x-1表

达水平: 采用Eliv ison二步法检测Trx-1. 兔抗

鼠多克隆一抗(Thioredoxin 1 Babbit aMb, Cell 
Signaling公司)工作浓度为1∶200, 生物素化抗

兔二抗来源于即用型免疫组织化学Elivison plus
广谱试剂盒. 用PBS替代一抗作阴性对照, 用已

知阳性肺癌切片作阳性对照. 染色模式: 胞核和

/或胞质.
肺组织免疫组织化学评分参照Lu等[11]采用

半定量积分法: 在全片上、下、左、右、中各

随机选取一个400倍视野, 观察每个视野中阳性

细胞的染色强度及该强度细胞占视野中所有肺

细胞的百分率. 分级: 按阳性细胞占总细胞数的

百分率分4级, Ⅰ级: 5%-25%; Ⅱ级: 26%-50%; 
Ⅲ级: 51%-75%; Ⅳ级: >75%. ≥5%作为阳性标

准. 阳性细胞的染色强度分为4级: 1级: (±); 2
级: (+); 3级: (++); 4级: (+++). 一个视野的免疫

组织化学染色得分 = 该视野中的各种染色强度

与该强度阳性细胞的百分率级别的乘积之和. 
该组织的免疫组织化学染色综合得分 = 5个视

野的免疫组织化学染色得分之总和÷5. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 各组

计量资料以mean±SD表示; 采用重复测量资料

的方差分析方法, 球形性检验, 对不同处理组、

不同时间点之间各指标进行统计分析 ;  采用

Spearman等级相关进行分析. 检验水准为0.05.

2  结果

2.1 血清淀粉酶水平 A组大鼠血清淀粉酶水平比

C组增高, 随着观察时间的延长, 血清淀粉酶含量

呈逐渐增加趋势, 在24 h达到高峰. 与A组相比, h达到高峰. 与A组相比,达到高峰. 与A组相比, 
M组血清淀粉酶水平12 h下降. A组和M组24 h较 h下降. A组和M组24 h较下降. A组和M组24 h较 h较较
6 h明显升高(表1, 图1C). h明显升高(表1, 图1C).明显升高(表1, 图1C). 
2.2 血清Trx-1的水平 A组大鼠血清Trx-1含量在

6、12 h时值显著降低, 24 h时值显著升高, 呈前

低后高趋势; 与A组比较, M组血清Trx-1在6、12 
h显著升高, 24 h时显著降低, 量的峰值前移(表2, 
图1D). 
2.3 胰腺组织病理学改变 光镜下C组未见明显病

理变化. A组在各时点均可见胰腺组织间质增宽, 
小叶间隔及腺泡间隔扩张, 胰腺组织发生不同程

度的组织水肿、炎症细胞浸润, 腺泡细胞出现空

泡化、脱落及衰变, 部分胰腺组织可见腺泡细胞

坏死、腺小叶结构消失等病理学改变. 大片状出

血少见. 病变随时间延长而加重, 24 h达高峰. M h达高峰. M达高峰. M
组病变较A组明显减轻(表1, 图1A). 
2.4 肺组织病理学改变 C组无明显病理改变. A
组镜下可见肺间质和肺泡水肿, 炎症细胞浸润, 
间质增宽, 毛细血管淤血, 肺透明膜形成, 甚至

灶性或片状肺不张. 光镜下病变随着时间的延

长加重, 尤以肺泡间隔增宽和炎症细胞大量浸

润最为突出. A组评分明显高于C组. M组各时点

病变明显较A组轻. (表1, 图1B, 图2). 
2.5 三组大鼠肺组织Trx-1表达 Trx-1主要在肺巨

噬细胞、肺泡上皮细胞和小支气管上皮表达. C
组大鼠肺组织Trx-1多呈弱表达或无表达, A组和

M组均较C组表达显著增强. A组Trx-1的表达随

时间延长而增强. M组较A组表达峰值前移, 呈
现先高后低趋势(表2, 图1E, 图3). 
2.6 胰腺组织病理评分与其他指标的相关性分

析 胰腺组织病理评分: 在M组, 同肺组织病理评

分、肺免疫组织化学染色评分和血清淀粉酶呈免疫组织化学染色评分和血清淀粉酶呈染色评分和血清淀粉酶呈

正相关(r s = 0.463, P  = 0.023; r s = 0.714, P  = 0.000; 
r s = 0.649, P  = 0.001; P <0.05, r s>0.04); 在A组, 其
评分与肺组织病理评分、肺免疫组织化学染色免疫组织化学染色染色

评分呈正相关(r s = 0.452, P  = 0.027; r s = 0.500, P  
= 0.013).

3  讨论

ANP无论病因如何, 他的结局总是局部和全身

■相关报道
本课题组前期研
究证实在野生鼠
实验性ANP中胰
腺组织该蛋白表
达上调, 褪黑素干
预可致其表达峰
值提前. 现进一步
深入研究他们在
APALI的作用.



www.wjgnet.com

牛桂军, 等. 硫氧还蛋白-1在急性坏死性胰腺炎大鼠肺组织中的表达及褪黑素干预的影响			               553

的炎症反应, 这与氧化应激和炎症介质的过度 释放有关[1,12,13]. 氧化应激和促炎因子协同, 激

■应用要点
本 研 究 有 助 于
研 发 人 工 合 成
Trx-1、Trx-1的内
源性调节剂和褪
黑素诱导剂的研
究; 有助于进一步
筛选对涉及氧化
应激的急慢性肺
部疾病等炎症相
关性疾病的有效
治疗药物; 有助于
将来临床运用. 随
着研究的深入, 对
炎症相关性疾病
等的防治有重大
意义.

表  1  各组胰腺、肺组织病理评分分值和血清淀粉酶检测值 (n  = 8, mean±SD)

     
分组	               胰腺病理评分(分)	     肺组织病理评分(分)              血清淀粉酶(U/L)

对照组

    6 h		   0.25±0.46	           0.52±0.35		  1 736±436

    12 h		   0.13±0.35	           0.52±0.35		  1 901±777

    24 h		   0.13±0.35            	           1.00±0.46		  2 033±863

实验组

    6 h		   4.50±1.20b	           4.00±1.52b		  2 129±760 

    12 h		   5.75±1.49b	           7.00±2.98b		  3 012±1 425a

    24 h		   8.25±1.40bfh	           9.52±2.80bf		  4 598±2 274bfh

干预组

    6 h		   1.88±0.84bd	           2.52±1.03bc		  1 824±334

    12 h		   2.38±1.19bdf	           4.00±1.07bd		  1 835±499c

    24 h		   6.75±2.12bcfh	           7.52±3.76bcfh		 3 990±1 146a

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组; fP<0.01 vs  6 h; hP<0.01 vs  12 h.

图  1  各组6、12、24 h观察指标. A: 胰腺组织病理评分; B: 肺组织病理评分; C: 淀粉酶评分; D: 血清Trx-1评分; E: 肺组织

Trx-1免疫组织化学评分.
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活单核巨噬细胞系统产生大量活性氧及活性氮

等致微循环障碍. 大量炎性介质进入体循环, 通
过多条信号转导通路, 触发了炎症级联扩增的

信号转录通道, 导致“二次打击”和全身炎症

反应综合征、多器官功能障碍综合征及APALI
发生[2]. 同时, 机体有关细胞释放一系列介质和

酶, 如胰蛋白酶、氧自由基(oxygen free radicals, 
OFR)等直接损伤肺泡上皮及肺血管内皮细胞. 
其中Ⅱ型肺泡上皮细胞在ARDS早期即受损, 致
表面活性物质合成减少或功能降低, 导致肺泡

表面张力增高和肺顺应性下降, 发生肺泡水肿[3]. 
本实验显示应用大剂量L -Arg分次大鼠腹腔

注射后, 出现血浆淀粉酶明显升高, 胰腺逐渐出

现坏死等病理变化, 并伴发胰腺远隔器官肺的

损害, 且随着胰腺损伤加重, 肺脏病理损伤改变

相应加重. 光镜下可见肺组织间质水肿, 肺泡间

隔增宽, 炎症细胞浸润, 肺泡内可见淡红色肺水

肿液体渗出. 与临床患者SAP病变过程相似, 证
明了ANP和APALI模型的建立是成功的, 血清淀

粉酶活性在注射L -Arg后12 h升高, 峰值约24 h[6]. 
Trx-1是一种反应氧化应激水平的指标, 其

在氧化应激和许多炎症相关性疾病表达上调. 
急性胰腺炎患者血清中Trx-1增加表达, 并和病

情严重程度呈正相关[12,14]. Trx-1不仅在维持细

胞氧化还原状况中起重要作用, 且其可通过抑

制炎症部位的中性粒细胞发挥抗炎效应[12]. 研
究发现Trx-1过度表达, 通过抑制NF-κB活性, 
抑制iNOS表达[15,16], 高水平的Trx-1可保护胰

腺和肺等组织或细胞减轻氧化损伤, 改善胰腺

炎及APALI. Trx-1抑制细胞凋亡信号调节激酶

-1(apoptosis signal-regulating kinase 1, ASK-1)是
已知的抗凋亡效应的机制[4,17]. 给予Trx-1减轻香

烟诱导的肺炎症和大鼠的肺损伤[18,19]. 研究报道

Trx-1在间质性肺病和肺损伤患者肺泡巨噬细胞

图  2  24 h肺组织病理变化(HE×400). A: 对照组; B: ANP组; 

C: 褪黑素组.

C

B

A

C

B

A

图  3  24 h肺组织免疫组织化学变化(DAB×400). A: 对照组; 

B: ANP组; C: 褪黑素组.

■同行评价
本文内容丰富, 设
计合理, 结果有很
好的参考价值.
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和Ⅱ型肺泡上皮细胞表达增强[20,21]. 
本研究进一步充实了我们前期的探索, 在

L -Arg诱导的非转基因大鼠的ANP模型中, ANP
可诱导Trx-1表达[22], 血清Trx-1的含量呈现随时

间延长先降低后升高的趋势, 在24 h时达峰值; 
深入研究表明, A组随时间延长, 肺组织的Trx-1
蛋白表达均较对照组显著增高, 体现了机体的

自我保护机制. 从相关性分析也可以看出, Trx-1
表达与胰腺组织和肺损伤程度呈正相关. 表明

Trx-1表达与组织炎症反应相关, 其表达强度与

炎症反应亦有关, 反映应激反应和伴随组织结

构损伤, 在其病理生理过程中发挥重要作用. 可
作为细胞再生和炎症的标志和反映ANP及相关

性肺损伤一个较好指标. 
本实验显示, A、M组Trx-1在肺组织不同

程度的上调表达, 主要定位在肺巨噬细胞和肺

泡上皮细胞; 肺损伤以肺泡隔增厚特别突出, 导
致肺泡腔塌陷. 而从巨噬细胞和肺泡上皮细胞

分泌的Trx-1可能阻断控制上皮细胞的凋亡信 
号[17], 由于肺泡Ⅱ型上皮细胞和巨噬细胞对肺组

织病理生理过程起关键性作用. 因此, 我们推测

Trx-1在肺巨噬细胞和肺泡上皮细胞的过度表达

可能参与了巨噬细胞和肺泡Ⅱ型上皮细胞调控

和活化, 在APALI中发挥十分重要的作用. 
MT因其强抗氧化活性近来也受到关注. MT

可通过电子供体直接对多种氧自由基解毒, 还
可抑制一氧化氮合酶, 使一氧化氮产生减少, 并
可通过阻断转录因子NF-κB的活性而发挥抗炎

作用[6]. 本实验结果显示, ANP大鼠褪黑素前干

预可显著提高血清Trx-1含量, 使组织中Trx-1表
达峰值提前, 而Trx-1可减轻大鼠胰腺和肺的病

理损伤. 提示褪黑素可通过激活Trx-1的表达发

挥抗氧化活性, 减轻全身炎症反应, 保护胰腺和

肺等重要器官. M组24 h胰腺和肺组织Trx-1表达

减低, 可能与褪黑素半衰期短, 腹腔单次注射的

药物消耗有关. 提示褪黑素对胰腺炎以及其相

关性肺损伤有一定保护作用, 持续或延长给药

时间有望增强疗效. 
总之, 大剂量L -Arg分次腹腔注射, 可以成

功制造实验性大鼠ANP及APALI模型; 肺损伤病

变严重程度在24 h内随ANP病程的延长和胰损

伤逐渐加重. Trx-1在ANP血液和肺组织表达上

调, 提示氧化应激参与了胰腺炎及相关性肺损

伤; 并可能对该病的发生发展发挥一定保护作

用. 褪黑素可一定程度影响Trx-1的表达, 对减轻

实验性ANP动物的胰肺等损伤有一定保护作用.
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Abstract
AIM: To detect the correlations among vascular 
endothelial growth factor (VEGF) expression, 
microvessel density (MVD) and multiple 
pathological parameters in gastric cancer and 
analyze the significance of VEGF expression and 
MVD in patients with gastric cancer.

METHODS: A total of 169 patients with gastric 
cancer were retrospectively analyzed. The ex-
pression of VEGF and CD34 in gastric cancer 
specimens was detected by immunohistochem-
istry. The correlations among VEGF expression, 
MVD, and prognostic parameters were then 
analyzed.

RESULTS: A positive correlation was noted 
between VEGF expression and MVD in gastric 
carcinoma (P = 0.0053). Both VEGF expression 
and MVD were associated with tumor inva-
sion, lymph node metastasis and TNM stage. 

The five-year disease-free survival and overall 
survival were lower in patients with tumors 
positive for VEGF than in those with tumors 
negative for VEGF (38.8% vs 57.1% and 35.3% vs 
54.8%, respectively; both P < 0.01). The five-year 
disease-free survival and overall survival were 
lower in patients with tumors having high MVD 
score (> 5) than in patients with tumors having 
low MVD score (35.3% vs 53.9% and 23.5% vs 
49.3%, both P < 0.05).

CONCLUSION: VEGF expression is closely as-
sociated with tumor angiogenesis and progres-
sion in gastric cancer. VEGF expression, MDV 
and tumor site are valuable parameters for pre-
dicting the prognosis of gastric cancer.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Mi-
crovessel density; Prognosis; Gastric cancer
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摘要
目的: 探讨血管内皮生长因子(VEGF)、CD34
的表达与人胃癌多种临床病理因素的关系, 分
析其在患者预后中的意义. 

方法:  通过免疫组织化学方法回顾性检测
169例不同分级分期胃癌组织VEGF的表达, 
用C D34免疫染色法计数肿瘤微血管密度
(MVD), 分析VEGF、MVD和胃癌的临床病理
因素之间的相关性; 并就169例胃癌患者的预
后及其相关因素进行统计分析. 

结果: VEGF的阳性表达率为50.3%, VEGF和
CD34为正相关(P  = 0.0053). VEGF的表达与肿
瘤侵袭深度, 淋巴结转移, 静脉侵犯及TNM分
期有关, MVD与原发肿瘤侵犯深度、淋巴结
转移、肿瘤大小、静脉侵犯显著相关. VEGF
阳性表达者5年无病生存率和总生存率较低
(38.8% vs  57.1%, P <0.05; 35.3% vs  54.8%, 
P <0.01); MVD积分高者5年无病生存率和总生
存率也较低(35.3% vs  53.9%, 23.5% vs  49.3%, 
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■背景资料
VEGF的表达预示
增高的肿瘤转移
风险和差的预后. 
当前常用的定量
评估血管生成过
程的方法之一是
检测CD34抗原的
表达. CD34常用
来检测肿瘤血管
化内皮细胞, 并且
通过微血管密度
(MVD)定量测定
其表达. 本��是
通过免疫组织化
学SP法对169例胃
癌组织中VEGF、
C D 3 4 的 表 达 及
MVD的变化 ,  并
对患者临床病理
资料进行统计分
析, 探讨了VEGF
和CD34的表达与
人胃癌多种临床
病理因素的相互
性, 分析其在患者
生存和预后中的
意义.

■同行评议者
张俊, 副教授, 上
海交通大学医学
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均P <0.05).

结论: VEGF表达与血管生成和肿瘤演进相关, 
VEGF、MVD及肿瘤部位对胃癌患者是一个
有价值的预后因素.

关键词: 血管内皮生长因子; 微血管密度; 预后; 

胃癌
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0  引言

胃癌是当今世界范围内最常见的恶性肿瘤之一[1], 
尽管近来胃癌早期检测技术和手术治疗方式

有很大的改进, 他仍然是癌症的第二死因[2], 因
此, 寻找能够精确代表肿瘤生物特性、筛选高

危早期胃癌患者且能预测预后的生物标志物非

常重要, 这些标志物将会有助于更好地实施个

体化治疗. 肿瘤血管生成在恶性肿瘤发生、发

展过程中起重要作用. 迄今为止学者们已描述

了多种促血管生成及抗血管生成因子, 其中最

重要的是血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)[3,4], 此种糖蛋白能刺激内皮

细胞增殖、阻止新生血管退化、增加微血管通

透性. 研究发现, 在食管癌、胃癌、结直肠癌、

乳腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌和非小细胞肺癌

等肿瘤组织中[5-10], VEGF的表达预示增高的肿

瘤转移风险和差的预后. 当前常用的定量评估

血管生成过程的方法之一是检测CD34抗原的

表达. CD34是人类造血祖细胞表面的一种糖蛋

白, 血管内皮细胞表面同样可以检测到他的表

达. CD34常用来检测肿瘤血管化内皮细胞, 并且

通过微血管密度(microvessel density, MVD)定量

测定其表达[11]. 本研究是通过免疫组织化学SP
法对169例胃癌组织中VEGF、CD34的表达及

MVD的变化, 并对患者临床病理资料进行统计

分析, 探讨了VEGF和CD34的表达与人胃癌多

种临床病理因素的相互性, 分析其在患者生存

和预后中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选取1992-01/2002-06本院住院手术治

疗的169例患者胃癌标本, 收集患者的临床、病

理及手术资料, 采用回顾性研究. 患者中年龄

17-86(平均59.6)岁, 临床随访期1-144 mo, 平均

56 mo. (2)VEGF多克隆抗体(1∶50)、CD34单克
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隆抗体(1∶30)及SP检测试剂盒和DAB显色液均

购自武汉博士德生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织学SP法检测胃癌组织VEGF、
CD34表达: 根据病理报告从最具有侵袭力的部

位行组织切片(3 µm厚), 采用免疫组织化学SP方
法检测胃癌组织VEGF、CD34表达, 按照试剂

盒说明书所示步骤操作. PBS代替一抗作为阴性

对照, 用VEGF阳性直肠癌组织切片及CD34阳
性血管内皮组织切片作为阳性对照. 
1.2.2 染色分析: 采用染色强度和染色细胞百分

比的联合评分来评判VEGF[12]. 染色强度评分为: 
0(无), 1+(弱), 2+(中等), 3+(强). 阴性表达定义

为: 各种强度且小于25%肿瘤细胞染色; 强度0、
1或2且小于50%肿瘤细胞染色; 强度0、1且小于

75%肿瘤细胞染色; 其余病例定义为VEGF阳性

表达.
1.2.3 CD34染色法评估和胃癌组织新生血管数

及MVD: 每例标本先在低倍镜下寻找3个以上的

热点区域(hot spots), 然后在高倍镜下(×200)观
察. 计算此区域的微血管数和MVD. 所有标本分

为2组(低和高)进行统计分析, CD34评分前10%
者为高MVD[13].

统计学处理 结果处理应用SPSS13.0软件. 
采用χ2检验和F isher精确概率法评估VEGF和
CD34的表达与其他变量的相互关系; Spearman
秩相关分析评估等级数据; Kaplan-Meier法进行

生存分析; Log rank检验进行多预后性变量比

较; COX比例风险模型研究独立危险因素(经单

变量分析中证实为有意义的独立危险因素). 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 VEGF和CD34在胃癌中的表达 VEGF染色: 
85例阳性(表1). VEGF主要位于癌细胞胞质(图表1). VEGF主要位于癌细胞胞质(图). VEGF主要位于癌细胞胞质(图
1). 所有标本的MVD平均值为50±22. 17例标本

定为高MVD(>86), 其他152例例为低MVD.
2.2 VEGF和CD34的表达和临床病理因素的关系 
169例患者中, VEGF阳性表达85例, CD34高表例患者中, VEGF阳性表达85例, CD34高表

www.wjgnet.com

图  1  患者胃癌标本染色. A: VEGF染色; B: CD34染色.

A B■研发前沿
本文通过��证
实VEGF在胃癌的
血管生成中起着
重要作用, 联合其
他指标更能准确
预测胃癌的预后, 
但是VEGF能否成
为胃癌的治疗靶
点仍有待进一步
��. 
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达152例, 17例低表达. VEGF表达与肿瘤侵犯深VEGF表达与肿瘤侵犯深

度、淋巴结转移、静脉侵犯、TNM分期显著相

关. MVD与原发肿瘤侵犯深度、淋巴结转移、

肿瘤大小、静脉侵犯显著相关(表2).

表  2  VEGF和CD34的表达和临床病理因素间的关系

     
观察指标

                     总计                     VEGF n (%)	                 
P 值

	            CD34 n (%)	                 
P 值

	                (n  = 169)	     阴性                阳性		         低                 高

年龄(岁)

    <60		    84	 41(48.8)         43(51.2)         0.8171	 75(89.3)           9(10.7)         0.7784

    ≥60		    85	 43(5.6)           42(49.4)		  77(90.6)           8(9.4)

性别

    男		  122	 58(47.5)         64(52.5)         0.3649        108(88.5)         14(11.5)         0.4834

    女		    47	 26(55.3)         21(44.7)		  44(93.6)           3(6.4)

肿瘤部位(胃)

    前1/3		    26	   9(34.6)         17(65.4)		  24(92.3)           2(7.7)

    中1/3		    69	 37(53.6)         32(46.4)         0.2380	 61(88.4)           8(11.6)         0.8310

    后1/3		    74	 38(51.4)         36(47.6)		  67(90.5)           7(9.5) 

肿瘤大小(mm)

    <50		    92	 47(51.1)         45(48.9)         0.6943	 84(91.3)           8(9.4) 

    ≥50		    77	 37(48.1)         40(51.9)		  65(88.3)           8(11.7)         0.0355

组织学类型

    分化型		   86	 40(46.5)         46(53.5)         0.3981	 80(91.4)           6(8.7)           0.1751

    未分化型	   83	 44(53.0)         39(47.0)		  72(91.7)         11(8.4) 

浸润深度

    黏膜		    41	 30(73.2)         11(26.8)		  41(100.0)         0(0.0)

    黏膜下		   48	 27(56.3)         21(43.7)         0.0001	 45(93.8)           3(6.2)           0.0059

    肌层及更深	   80	 27(33.8)         53(66.2)		  66(82.5)         14(17.5)

淋巴结转移

    阴性		    96	 52(54.2)         44(45.8)		  87(90.6)           9(9.4) 

    阳性		    73	 32(43.8)         41(56.2)         0.0086	 65(89.1)           8(10.9)         0.0389

静脉侵犯

    阴性		    86	 56(65.1)         30(34.9)         0.0001	 84(97.7)           2(2.3)           0.0007

    阳性		    83	 28(38.8)         55(66.3)		  68(81.9)         15(18.1)

肿瘤分期(TNM)

    Ⅰ		    24	 11(45.8)         13(54.2)		  19(79.2)           5(20.8)

    Ⅱ		    24	   5(20.8)         19(79.2)         0.0121	 20(83.3)           4(16.7)

    Ⅲ		    26	 12(46.2)         14(53.8)		  24(92.3)           2(7.7)

    Ⅳ		    95	 56(58.9)         39(41.1)		  89(93.7)           6(6.3)           0.1180

化疗

    否		  105	 55(52.4)         50(47.6)         0.3721	9 7(92.4)         8(7.6)             0.1767

    是		    64	 29(45.3)         35(54.7)		  55(85.9)         9(14.1)

表  1  胃癌组织VEGF染色细胞百分比

     
VEGF染色强度	 0(0%)      1(1%-25%)      2(26%-50%)      3(51%-75%)      4(76%-100%)      总计

0(无)		   13a 				     		              13

1+(弱)		   	   15a	           16a		  22a 	           11	             64

2+(中等)			       8a	           10a		  21 	           38	             77

3+(强)			       0a	             0		     3 	           12	             15

总计n		   13	   23	           26	  	  46	           61	           169

a阴性染色病例.

■相关报道
Yo s h i d a 等 认 为
V E G F 起 效 后 可
促进肿瘤血管形
成及瘤体生长, 本
��也认同这一
观点.
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2 .3  M V D与V E G F的相互关系  M V D的表达

与VEGF有显著相关性. VEGF阳性表达肿瘤

MVD为62.1±24.8, 高于阴性者(52.5±19.4, P  = 
0.0087). 
2.4 VEGF表达及MVD与患者生存的效应 5年无

病生存率和总生存率为40.6%. Kaplan-Meier生
存率曲线表明: VEGF阳性表达者有着低的5年
无病生存率和总生存率(38.8% vs  57.1%, P <0.05; 
35.3% vs  54.8%, P <0.01); MVD积分高者有着低

的5年无病生存率和总生存率(35.3% vs  53.9%, 
P <0.05; 23.5% vs  49.3%, P <0.05, 图2). 
2.5 单变量和多变量分析胃癌患者预后 用单变

量分析法评估了所有临床病理因素的预后. 表3
表明: 肿瘤大小、部位、侵犯深度、淋巴结转

移、静脉侵犯、VEGF评分、MVD和TNM分期

可作为5年无病生存率和总生存率的独立预后

因素; 用COX比例风险回归模型多变量分析表

明: 仅肿瘤侵犯深度、淋巴结转移情况可作为

无病生存和总体生存的独立预后因素. 肿瘤部

位仍可作为无病生存的独立预后因素(表4). 

3  讨论

对实体瘤来说, 如果没有血管生成其体积不会

超过1-2 mm3. 血管生成过程受精密的调节: 局
部肿瘤及宿主细胞释放的促血管生成因子和抗

血管生成因子(包括内皮细胞、周细胞及免疫细

胞). 本研究不仅阐明了VEGF表达与血管生成

和肿瘤演进呈正相关, 同时其与淋巴结转移、

肿瘤侵犯深度、血管侵犯相关, 进一步验证了

VEGF是促癌因子这一假设, 提示了VEGF可能

作为肿瘤侵袭性的一个有用的生物指标. 另外

本研究证实VEGF阳性患者MVD比VEGF阴性

者高, 这与以前的结果一致[14]. VEGF阳性肿瘤

新生血管化最显著这一发现提示增多的血管供

应反映增高的转移能力. 肿瘤形成血管前, 肿瘤

细胞很少进入全身血液循环, 新生的肿瘤血管

有增加的长度、直径和不完整的内皮细胞层和

基底膜, 其形状不规则且易于出血和或血栓形

成, 进而使肿瘤细胞进入循环系统. 所谓的血管

生成开关依赖于肿瘤正阳性和负性血管生成物

质的静平衡, 其中VEGF发挥着关键的正性调节

作用. 
我们采用CD34免疫染色法可视化内皮细

胞来检测微血管. 用微血管计数法来测定肿瘤

新生血管性可能解释一些重要的假设, 然而此

方法依赖于代表新生血管活性的肿瘤热点区域, 
并且假设高的转移率与多的血管状态有关. 内
皮标志物并不能区分新生血管和已存在的血管, 
并且这2种血管的结构不同, 其肿瘤细胞进入微

循环的能力也不同. 即使同一区域也可能存在

血管不均一性, 肿瘤边缘也不一定总包含最多

的血管. 这些瘤内的变异可能会解释一些文献

图  2  VEGF表达及MVD与
患者5年无病生存率和总生
存率的关系. A, C: 5年无病

生存率; B, D: 总生存率; A, 

B: VEGF; C, D: MVD.
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■应用要点
本 � � 的 表 明 , 
VEGF是血管生成
中的很重要的环
节, 并且是胃癌患
者预后的有价值
的预测因子.
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报道的相反的预后结果. 尽管MVD是一个有用

的预后指标, 但其本身并不是血管功能或治疗

效果的指示器, 也不应该用MVD来指导治疗试

验患者的筛选[11]. 
现在有理由考虑一些在恶性肿瘤进展中影

响多条通路的治疗方案. Yoshida等[15]认为VEGF
起效后可促进肿瘤血管形成及瘤体生长, 本研

究也认同这一观点. 
Shi等研究表明对于一些类型的胃癌VEGF

可作为一独立的预后因素[6], 然而也有报道不

同意这种观点[16]. 这些不同的报道可能由于采

用的方法和患者的数量不同导致. 当前研究发 
现[6]VEGF阳性患者5年生存率远低于VEGF阴性

患者. 多变量分析结果显示, VEGF并不能作为

独立的预后因素. 本研究表明VEGF联合其他临

床病理因素可能作为筛选胃癌患者和提示预后

有价值的工具. 
总之, 本研究的表明, VEGF是血管生成中

的很重要的环节, 并且是胃癌患者预后的有价

值的预测因子. 目前还需要更多的前瞻性研究

去确认VEGF是胃癌发生发展过程中起标志作

用, 至于VEGF是否可作为治疗靶点, 患者是否

从抗血管生成制剂中获得疗效且监测这些治疗

方法的有效性还需进一步研究.
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本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 
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Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are a class of short non-
coding RNAs widely distributed in plants and 
animals. They can inhibit the expression of 
protein-coding genes by binding to the 3' UTR 
of mRNAs and inducing either translational 
repression or mRNA degradation. It has been 
demonstrated that miRNAs play important 
roles in regulating cell proliferation, apoptosis 
and differentiation. In addition, miRNAs can 
function as oncogenes or tumor suppressor 
genes and are therefore closely associated 
with oncogenesis. This review will focus on 
the biogenesis, silencing mechanism, and 
biological function of miRNAs, and their 
roles in the development and progression of 
cholangiocarcinoma.

Key Words: MicroRNA; Oncogene; Tumor suppres-
sor gene; Cholangiocarcinoma
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摘要
MicroRNA(miRNA)是一类新发现的、非编码
的、大小约为22个核苷酸, 参与转录后基因调
控的RNA, 广泛存在于动植物中. 研究已经证
实, miRNA在细胞的增殖、凋亡、分化、个
体发育等方面发挥着巨大作用, 另外miRNA
与肿瘤的发生和发展密切相关, 发挥着癌基因
或抑癌基因的作用. 本文主要介绍miRNA的
产生、作用机制、生物功能以及在胆管癌的
发生和发展中的作用. 

关键词: MicroRNA; 癌基因; 抑癌基因; 胆管癌
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0  引言

MicroRNA(miRNA)是一种长度约为22个核苷

酸大小, 参与转录后基因调控的非编码RNA, 广
泛的存在于真核生物中[1]. 1993年, Lee等从线虫

(caenorhabditis elegans)中发现了第一个miRNA 
lin-4, 他通过碱基配对的方式结合到靶mRNA 
lin-14的3'端非翻译区(3'UTR), 抑制l in-14的翻

译, 从而影响线虫的形态发育; 2000年, Reinhart
等在研究线虫的发育调控中又发现了另一个具

有转录后调控功能的miRNA let-7, 从而拉开了

miRNA的研究序幕[2,3]. 随后, 研究发现miRNA不

仅对生物的发育周期具有调控作用, 而且在细

胞的增殖、凋亡、分化、代谢等过程中发挥着

重要作用[4-6], 另外miRNA的异常表达与多种癌

症的发生有着密切的关系[7]. 胆管癌是一种来源

于肝内或肝外胆管上皮的恶性肿瘤, 过去曾被

认为是少见病, 但近年来随着影像诊断技术的

发展, 胆管癌的检出率不断增多, 在肝脏原发性

肿瘤中, 胆管癌的发病率仅次于肝癌[8]. 胆管癌

预后很差, 在全部癌症死者中占2.88%-4.65%[9], 
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■背景资料
胆管癌是一种来
源于肝内或肝外
胆管上皮的恶性
肿瘤, 过去曾被认
为是少见病, 但近
年来随着影像诊
断技术的发展, 胆
管癌的检出率不
断增多, 在肝脏原
发性肿瘤中, 胆管
癌的发病率仅次
于 肝 癌 .  胆 管 癌
预 后 很 差 ,  在 全
部癌症死者中占
2.88%-4.65%, 并
且已经成为肝内
原发肿瘤导致患
者死亡的第一位
肿瘤. 目前, 唯一
治愈性治疗为手
术切除或肝移植, 
而靶向治疗目前
仍处于研究中, 近
些年的研究表明
miRNA在胆管癌
的发生及发展中
起着重要作用.

■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



并且已经成为肝内原发肿瘤导致患者死亡的第

一位肿瘤[8]. 目前, 唯一治愈性治疗为手术切除

或肝移植, 而靶向治疗目前仍处于研究中, 近些

年的研究表明miRNA在胆管癌的发生及发展中

起着重要作用, 因此本文就miRNA的产生、作

用机制、功能及其与胆管癌的关系和目前的研

究进展综述如下. 

1  miRNA的研究概况

1.1 miRNA的产生 miRNA基因通常是由RNA
聚合酶Ⅱ转录, 命名为pri-miRNA的初级转录物

(具有5'端的帽子结构和3'端PolyA), 在miRNA
基因转录过程中一些转录因子可结合到miRNA
基因上游的特异位点来影响miRNA基因的表

达. 随后, pri-miRNA通过两次剪切产生成熟的

miRNA. 动物pri-miRNA的第一次剪切位于细

胞核内, 经核酸酶RNase Ⅲ Drosha和辅助因子

DGCR8作用产生大小约70个核苷酸组成的一

种不完全配对茎环结构的miRNA前体, 称为pre-
miRNA; pre-miRNA由Ran-GTP依赖性核浆转运

蛋白Exportin5转移至细胞质内进行第2次剪切, 
由核酸酶RNaseⅢ Dicer及其协同因子TRBP及
PACT将其茎环结构剪切成约22个核苷酸的双链

RNA片段, 即成熟的miRNA和其互补序列所组

成的二聚体[10,11]. 
1.2 miRNA作用机制及生物功能 miRNA双体中

成熟miRNA会选择性整合入RNA诱导沉默复合

体(RNA induced silencing complex, RISC)中识别

靶基因, 而另一条会快速降解. 然后, miRISC复
合体依据miRNA与其靶基因序列的互补性高低

分为两种作用模式: 植物的miRNA通常与其靶

基因序列精密互补, 可直接通过RNA干扰机制

导致靶基因的降解[12]; 而动物miRNA一般与靶

基因互补性较差, 他们主要是通过一种目前还

不清楚的机制导致蛋白质合成受阻[13], 最终达到

对靶基因表达负调控的功能. 
miRNA的靶基因多种多样[14], 在机体的整

个生理过程中都参与调控作用. 动物模型研究

已经表明miRNA的表达具有时间性和组织特

异性, 暗示他们在组织和器官的发育、功能发

挥及维持等过程中存在重要的调控作用. 如在

线虫中最早发现的lin-4和let-7两个miRNA, 他
们通过调控lin-14、lin28及lin-41等基因来影响

线虫的幼体发育[2,15,16]; 果蝇中的miRNA bantam
可通过作用于hid基因来促进细胞的增殖、抑

制细胞凋亡, 从而调控机体的发育[4]; 在哺乳动
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物中miRNA对组织分化的调控也有重要的作

用, 研究表明miR-181可调节造血干细胞的分

化[17], miR-223对粒细胞生成具有调控作用[18], 
miR-1及miR-133可促进成肌细胞的增殖和肌形

成[19], miR-143可调控脂肪细胞的分化[20]. 此外, 
miRNA在保持细胞体内平衡方面也具有调节作

用, 如miR-15a和miR-16通过作用于抗凋亡基因

Bcl-2来诱导细胞的凋亡[21], miR-21通过下调与

凋亡相关基因的表达来抑制细胞的凋亡[21,22]. 最
近研究还表明, miRNA在机体的免疫功能方面

也有重要调控作用, 如miR-155和miR-125b可调

节脂多糖诱导的机体内毒素休克[23], Akt1可通过

调控miRNA的表达水平来影响巨噬细胞在脂多

糖刺激下的炎症反应[24]. 
总之 ,  m i R N A具有广泛的生物学功能 , 

miRNA的表达异常不仅影响着机体正常的生长

发育, 而且与机体多种癌症的发生密切相关[7]. 
1.3 miRNA与肿瘤 miRNA作为基因表达的负调

控因子, 其不仅可以下调抑癌基因的表达, 同样

可以抑制癌基因的表达, 因此miRNA在机体平

衡癌基因及抑癌基因的表达方面有着重要作用, 
当与抑癌基因相关的miRNA表达异常增多时或

者与癌基因有关的miRNA表达明显下调时将会

导致机体产生癌变. 通过对结肠癌、肾癌、前

列腺癌、膀胱癌、肺癌及乳腺癌等多种癌组织

中的217个miRNA的表达情况进行研究表明, 癌
变组织中的多种miRNA表达异常下调[25], 此外

Volinia等[26]检测了乳腺癌、肺癌、胰腺癌、前

列腺癌及胃癌等6种实体瘤的228个miRNA表达

情况, 发现26个miRNA的表达异常增多, 而17个
miRNA的表达明显减少. 因此, miRNA对肿瘤的

形成具有双重作用, 一方面可作为癌基因发挥

作用, 如miR-21可通过抑制TPM1(Tropomyosin 
1)来促进细胞的生长[27], miR-20a及miR-106对
RB1及TGFBR2等抑癌基因的表达具有抑制作

用[26], 研究表明这类miRNA在肿瘤组织中呈不

同程度的高表达[26,28]; 另一方面具有抑癌基因

的作用, 如miR-15a及miR-16可作用于抗凋亡基

因Bcl-2来诱导细胞的凋亡[21], Let-7可负调控癌

基因RAS的表达来抑制细胞的增殖[29,30], 而这类

miRNA在肿瘤组织中表达将被抑制[29,31].

2  miRNA在胆管癌发生发展中的作用

最近研究表明, 多种miRNA在胆管癌细胞或组织

中表达水平有不同程度的上调或下调(表1)[32-35], 
但是癌组织样品与胆管癌细胞株中miRNA的表
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达谱截然不同, 这可能是由于样品的来源不同

所致, 通过这一现象可以揭示miRNA的异常表

达与胆管癌的发生发展密切相关. 下面介绍与

胆管癌发生发展比较密切的几种miRNA. 
2.1 miR-21 研究表明miR-21在多种恶性肿瘤中

的表达异常[28,34,36,37],  进一步的研究揭示了多

种抑癌基因是miR-21直接的靶基因, 如TPM1, 
PDCD4(programmed cell death 4), maspin及
PTEN(phosphatase and tensin homolog)等[38], 通
过对这些基因表达的抑制不仅利于肿瘤的生

长, 而且对肿瘤的侵袭与转移也有重要的作用. 
另外, 研究发现 miR-21对Bcl-2的表达也具有调

控作用, 当miR-21表达受到抑制时将降低细胞

Bcl-2的表达, 从而提高细胞凋亡[39]. 表1中显示

了miR-21在胆管癌组织和三种胆管癌细胞中都

有高表达, 说明miR-21对胆管癌的发生可能存

在密切联系. 最近的研究表明了miRNA-21在胆

管癌中的高表达将抑制PDCD4及TIMP3(Tissue 
inhibitor of metalloproteinases 3)等抑癌基因的表

达[34], 另外也可有效地抑制PTEN的表达[32], 而当

miR-21表达受抑制时将导致胆管癌细胞对抗肿

瘤药物-吉西他滨(Gemcitabine)敏感度的提高[32]. 
2.2 miR-200 miR-200家族包括miR-200a、miR-
200b、miR-200c、miR-141及miR-429等五个成

员, 研究认为miR-200家族可通过抑制ZEB1及
ZEB2的表达来增强E-钙黏附蛋白(E-cadherin)
的表达, 从而在上皮细胞-间充质转化(epithelial- 
mesenchymal transition, EMT)过程中有着重要

作用[40], 进一步研究表明高转移乳腺癌细胞株

(4TO7)中的miR-200家族及E-cadherin低表达, 

从而促进了细胞的转移和侵袭[41]. 然而, 在胆管

癌细胞中研究认为, miR-200家族中的miR-141
及miR-200b存在过表达[32]. miR-141的靶基因为

CLOCK, CLOCK在调节机体生理节律中起着

重要作用, 另外也可以作为抑癌基因来抑制细

胞分裂并促进细胞凋亡[32], 因此miR-141可能通

过抑制CLOCK的表达来促进胆管癌细胞增殖; 
miR-200b的靶基因是PTPN12(protein tyrosine 
phosphatase, non receptor type 12), PTPN12能够

通过对c-Abl及Src去磷酸化来抑制Ras通路从而

达到抑癌作用, 所以miR-200b表达的抑制将导

致胆管癌细胞耐药性的降低[32]. 
2.3 let-7a 最初研究表明let-7在线虫的发育中起

着重要调控作用[3], 随着研究的深入发现l e t-7
在肺癌、结肠癌及胃癌等多种癌组织中表达降 
低[42-44], 表明le t-7的功能抑制可能与肿瘤的发

生、发展密切相关. 通过表1可知, 胆管癌组织

中let-7a及let-7b的表达被下调, 而研究认为癌基

因HMGA2(high mobility group A2)是let-7的靶

基因, let-7可通过下调HMGA2的表达而抑制肺

癌细胞的增殖[45], 由此可推测let-7可能在胆管癌

的发生过程中起到抑癌作用. 然而, Meng等研

究发现IL-6(interleukin-6)过表达的胆管癌细胞

中let-7的表达被上调, 进一步研究表明抑癌基因

NF-2(neurofibromatosis 2)是let-7a的靶基因, 由
于NF-2是Stat-3的负调控子, 因此let-7a通过下

调NF-2的表达而提高Stat-3通路的活性, 使IL-6
过表达的胆管癌细胞抗药性增强[46]. 由此推测, 
let-7对不同状态下的胆管癌可能表现不同的调

控作用, 而let-7所表现出的这种双重作用的机制
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表  1  肝内胆管癌或胆管癌细胞中异常表达的miRNA

     
				  

胆管癌组织a				           胆管癌细胞b

							                              Mz-ChA-1         TFK           KMCH

上调	            miR-106a、miR-224、miR-374、miR-193、miR-15a、	     miR-200b、miR-21、miR-23a、

	            miR-21、miR-25、miR-130b、miR-17-5p、miR-331、	     miR-141、miR-27a

	            miR-19a、miR-142-3p、miR-223、miR-324-5p、	

	            miR-20、miR-17-3p、miR-15b、miR-106b、miR-103、

	            miR-107、miR-93、miR-27a

下调	            miR-198、miR-302b、miR-204、miR-337、miR-371、	     miR-125a、miR-31、miR-95、

	            miR-302d、miR-200c、miR-184、miR-338、miR-185、	     miR-29

	            miR-320、miR-373、miR-98、miR-214、miR-145、

	            miR-222、miR-328、let-7b、miR-197、let-7a、miR-560、

	            miR-370、miR-188、miR-662、miR-191、miR-512-3p、

	            miR-520e、miR-513、miR-494

a胆管癌组织与正常组织的比较; b三株胆管癌细胞与胆管细胞的比较.
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可能是由于IL-6对DNA甲基化转移酶DNMT-1
活性的调控所致[47], 但还需要进一步的研究. 
2 . 4  其他m i R N A  近些年来的研究还发现 , 
miR-29、miR-204、miR-320及miR-370在胆管

癌的发生发展中也具有调控作用[33,48,49]. miR-29
及miR-320的表达在胆管癌细胞或组织中被抑

制, 进一步的研究表明, Bcl-2家族中抗凋亡基因

Mcl-1是miR-29及miR-320的靶基因[33,48], Mcl-1在
胆管癌细胞的抗凋亡过程中起着重要作用[50], 胆
管癌细胞中miR-29或miR-320的表达上调会降

低Mcl-1的表达从而导致细胞耐药性的降低[33,48]. 
miR-204在胆管癌组织的表达也被下调, 研究发

现miR-204可抑制Bcl-2的表达, 从而提高细胞

的抗药性[33]. 另外, 研究还发现IL-6可降低胆管

癌细胞中miR-370的表达, 而miR-370对癌基因

MAP3K8(mitogen-activated protein kinase kinase 
kinase 8)具有负调控作用, 因此这将有利于IL-6
促进胆管癌细胞的生长[49].

3  结论

miRNA在胆管癌的发生发展中发挥着重要作用, 
随着越来越多的miRNA引起研究人员的关注, 
将会发现更多与胆管癌发生发展相关的miRNA, 
这些将为胆管癌的诊断提供新的思路, 也为胆

管癌的靶向治疗提供新的药物靶点.  
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Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are a class of short non-
coding RNAs (19-24 nucleotides in length). 
They can inhibit protein translation and induce 
degradation of target mRNAs, and thus play 
an important role in the regulation of gene 
expression. Recent studies have identified 
miRNAs in colorectal cancer (CRC) tissue and 
blood that may help accurately diagnose the 
presence of CRC, predict disease recurrence, 
and evaluate clinical and pathological features 
of CRC. Overexpression and silencing of 
specif ic miRNAs are associated with the 
development and progression of CRC. The 
differential expression of miRNAs in CRC 
tissue and blood offer the prospect for their 
use in ear ly detec t ion and screening o f 
the disease. In addition, miRNAs may be 
important targets for gene therapy of CRC. In 
this paper, we will review the potential role 
of miRNAs as biomarkers for diagnosis and 
treatment of CRC.

Key Words: MicroRNA; Colorectal cancer; Biomar-
ker

Yang JJ, Ma YL, Qin HL. MicroRNAs as biomarkers for 
colorectal cancer: recent advances. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(6): 568-575

摘要
MicroRNAs(miRNAs)是一种短链(19-24个核
苷酸)非编码R N A, 可抑制蛋白质翻译或其
靶基因mRNAs的降解, 因而在基因表达调控
中发挥重要作用. 最近的研究发现存在于大
肠癌(colorectal cancer, CRC)组织和血液中的
miRNAs可较准确地诊断大肠癌的存在, 并帮
助判断CRC临床病理特征及预测疾病复发. 特
异miRNAs的过表达和沉默与CRC的发生发
展相关, 且其在CRC组织和血液中的差异表达
为早期筛选和诊断CRC提供了应用前景. 另
外, miRNAs可能成为CRC基因治疗的重要靶
点. 本文将就miRNAs作为生物标志物在CRC
诊治中的潜在作用作一综述.

关键词: miRNAs; 大肠癌; 生物标志物
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0  引言

大肠癌(colorecta l cancer, CRC)是一个多基

因、多阶段、长期形成的复杂的病变过程 , 
早期诊断 ,  及时监测肿瘤复发和有效治疗对

CRC患者的预后意义重大. 近年来已发现许多

microRNAs(miRNAs)存在于CRC肿瘤组织和血

液中, 并在CRC的发病机制中起重要作用. 这为

提高CRC的早期筛查, 早期诊断, 治疗效果及准

确判断预后提供了一个全新的视角. 

1  miRNAs的生物学特征, 生物合成及其作用机制

1 .1  m i R N A s的生物学特征  大量研究发现

miRNAs具有许多共同的生物学特征[1]: (1)具有

高度保守性、时序性和组织特异性; (2)以单拷

®

■背景资料
大肠癌 (CRC)是
临床最常见的恶
性 肿 瘤 之 一 ,  其
发生是一个多因
素、多阶段和多
基因改变协同作
用的过程. 近年来
研究发现miRNAs
在CRC中的表达
广泛失调 .  因此 , 
利用CRC组织和
血液中的miRNAs
可较准确地诊断
大肠癌的存在, 并
帮助判断CRC临
床病理特征及预
测疾病复发. 而有
关miRNAs如何参
与肿瘤化疗的研
究则为CRC的治
疗提供了又一有
力工具.

■同行评议者
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贝、多拷贝或基因簇等多种形式存在于基因组

中(但大多数为基因簇形式), 他们多以顺反子形

式转录出前体转录产物, 且位于独立的转录单

位中. 人类miRNAs基因分布于除Y之外的所有

染色体中, 且绝大部分位于基因间隔区, 也有少

数存在于已知基因内含子中; (3)广泛存在于真

核生物中, 本身不具有开放阅读框, 是一组不编

码蛋白质的短序列RNAs; (4)几乎均为单链结构, 
而与其作用相似的成熟s iRNA则是双链结构; 
(5)由核酸酶Dicer作用于前体双链生成含有3'羟
基和5'磷酸的核苷酸片段, 这一特点使他与大

多数寡核苷酸和功能性RNA的降解片段区别开

来. 目前对miRNAs的研究还处于起步阶段, 更
多生物学特性的进一步发现, 将有助于加深对

miRNAs功能的认识. 
1.2 miRNAs的生物合成和作用机制 miRNA在体

内的形成最初始于RNA聚合酶的转录, 其产物

为Pri-miRNA(primary miRNA)的前体分子. Pri-
miRNA在核糖核酸酶Drosha的作用下, 剪切为

具有茎环结构的约70个核苷酸长度的miRNA前

体(Pre-miRNA). Pre-miRNA在Ran-GTP依赖的

核质转运蛋白Exportin-5的作用下从核内运输

到胞质中. 在Dicer酶的作用下, miRNAs前体被

剪切成21-25个核苷酸长度的单链miRNA, 并结

合到RNA诱导的基因沉默复合物(RNA-induced 
silencing complex, RISC)中, 形成非对称RISC复
合物. 该复合物与标靶mRNA相结合来发挥其基

因调控作用[2-4]. 
目前miRNAs确切的作用机制还不是很清

楚. 研究表明miRNAs以不同方式下调基因表

达, 若miRNAs与其标靶mRNAs在开放阅读框

中以完全互补的方式结合, mRNAs将发生特异

性降解; 若miRNAs在mRNAs的3'端非翻译区

(3'UTR)以部分互补的方式与mRNAs结合, 则
仅抑制其翻译而不影响mRNAs稳定性[5]. 通常

一种miRNA可与多种mRNAs靶点相作用, 多种

miRNAs也可以与一种mRNA相作用. mRNAs的
3'UTR包含多个miRNAs的作用位点, 且和抑制

翻译的程度有关, miRNAs结合的位点越多, 抑
制的程度就越大. 由此形成复杂而又精确的调

节网络, 调控着生物体的基因表达和生理功能, 
一旦miRNAs的表达水平失调, 可导致包括肿瘤

在内的多种疾病发生.

2  miRNAs在CRC细胞生长、凋亡、侵袭和转移

中的作用

目前的研究证实miRNAs在肿瘤的发生发展中

发挥着非常重要的调节作用, 约半数miRNAs
的上游基因位于染色体内与肿瘤相关的区

域中 .  根据m i R N A s在肿瘤发病中作用的不

同, 有人提出了“癌miRNAs(OncomiRs)与抑

癌miRNAs(tumor suppressing)”的观点[6-8], 即
miRNAs在肿瘤的发生与发展过程中既可扮演

癌基因也可扮演抑癌基因的角色. 在肿瘤组织

中表达上调的miRNAs可能起到癌基因的作用, 
表达下调的miRNAs可能起到抑癌基因的作用. 
在CRC中也常存在特定miRNAs的过表达或表

达沉默, 这些miRNAs表达的失调常与CRC肿瘤

细胞生长、凋亡、侵袭和转移相关联. 
最近, Borralho等[9]在结肠癌细胞系HCT116

中瞬时过表达m i R-143导致细胞活力减少约

60%, 而使用G418抗生素筛选的miR-143过表达

细胞系暴露于5-氟尿嘧啶(5-FU)后, miR-143表
达的增加与细胞活力减少及细胞凋亡增加相关

联. 研究还证实以上改变与核碎裂及caspase-3, 
-8和-9活性的增加有关. 另外, miR-143可导致细

胞外调节蛋白激酶5, NF-κB和Bcl-2蛋白的表达

下调, 而当暴露于5-FU后其表达下调更加明显. 
这提示miR-143可能作为抑癌基因参与调节细

胞生长, 细胞凋亡和某些化疗反应关键蛋白, 并
增加结肠癌细胞系对5-FU的敏感性. Chen等[10]

也发现在转染了miR-143的结肠癌细胞系LoVo
中, KRAS(miR-143的作用靶点)的表达显著降

低, 而转染miR-143特异性抑制剂则增加LoVo
细胞系中KRAS蛋白的表达水平. 使用miR-143
抑制剂处理过的LoVo细胞系表现出更强的增

殖能力. 这说明miR-143可通过抑制KRAS的翻

译来抑制CRC细胞系生长. Guo等[11]则报道了

miR-126的缺失可促进结肠癌细胞系的生长. 
miRNAs对调节细胞分化和维持干细胞可

塑性状态极为重要. Monzo等[12]评估了miRNAs
在人类胚胎结肠组织, CRC及与其相匹配的正

常结肠组织中的表达水平. 结果发现miR-17-92
簇与其靶点E2F1在结肠组织生长及癌变中显示

了相似的表达形式, 并均可促进细胞增殖. 提示

miRNAs在胚胎发育和结肠上皮肿瘤转化中起

重要作用. 
抑癌基因表达下调与CpG岛启动子区甲基

化紧密相关, 而miRNAs的表达也受到包括启动

子区异常甲基化或组蛋白修饰等不同表观遗传

机制的调控. hsa-miR-342的表达通常与其宿主

基因EVL一致, 且EVL上游的CpG岛甲基化导致

hsa-miR-342表达沉默. 进一步研究发现在86%

■研发前沿
利用 m i R N A s 表
达 谱 筛 选 并 鉴
定 C R C 的 诊 断
标 志 物 ,  是 当 前
CRC研究中的热
点 .  而 以 癌 基 因
或抑癌基因身份
参与CRC发病的
m i R N A s 数量众
多 ,  这 就 为 随 后
的验证工作设置
了 较 大 障 碍 ,  如
何在大量的候选
标志物中找到真
正有效的诊断标
志 物 ,  还 需 研 究
者们进一步深入
探究.
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的大肠腺癌和67%的大肠腺瘤中存在EVL/hsa-
miR-342位点的甲基化, 提示EVL/hsa-miR-342
的甲基化是CRC发生的早期事件. 此外, CRC患
者癌旁正常黏膜甲基化出现频率为56%, 而在非

CRC患者的正常黏膜中仅为12%. hsa-miR-342
在CRC细胞系HT-29中的重组可诱导凋亡, 提示

他可作为促凋亡的抑癌基因起作用[13,14]. 位于

CpG岛的miRNAs(hsa-miR-9, hsa-miR-124, hsa-
miR-129, hsa-miR-137和hsa-miR-149)在CRC
组织标本中表达下调. 其中hsa-miR-9-1, hsa-
miR-129-2和hsa-miR-137的CpG岛甲基化常

仅存在于CRC细胞系和原发性CRC肿瘤中[15]. 
Toyota等[16]研究发现miR-34b和miR-34c在CRC
中发生表观沉默, 即miR-34b/c表达下调与邻近

的CpG岛超甲基化相关. miR-34b/c CpG岛甲基

化常存在于CRC细胞系(9/9, 100%)和原位CRC
肿瘤(101/111, 90%)中, 而不存在于正常结肠黏

膜中. 提示miR-34b/c是CRC中新的抑癌基因, 且
miR-34b/c CpG岛是CRC中表观沉默的重要靶点.

Schimanski等[17]利用瞬时转染miR-196a
的大肠癌细胞系S W480做体外不同功能和体

内肺转移模型分析, 发现miR-196a以剂量依赖

和基因特异的形式抑制其靶点HoxA7, HoxB8, 
HoxC8和HoxD8表达. 高表达水平的miR-196a
不仅可活化AKT信号通路, 还可促进癌细胞分

离, 迁移, 侵袭并增强化疗敏感性, 但不影响细

胞增殖和凋亡. 此外, miR-196a可增加CRC的肺

转移. 提示miR-196a在CRC中可作为癌基因而

起作用. Asangani等[18]将miR-21转染结肠癌细

胞系Colo206f可显著抑制包含抑癌基因Pdcd4-
3'-UTR的荧光素酶报告基因, 而转染抗miR-21
的结肠癌细胞系RKO中的Pdcd4蛋白表达增加

且侵袭性降低. 此外, 这些细胞的血管内渗和肺

转移均减少. 相反, miR-21在Colo206f中的过表

达显著减少Pdcd4蛋白的表达并增加细胞侵袭

性, 而Pdcd4 mRNA的表达未发生改变[19]. 提示

miR-21可在转录后水平下调Pdcd4并刺激CRC
的侵袭, 血管内渗和转移. 另外, Hu等[20]发现

miR-141可通过调节Smad相互作用蛋白1的表达

水平来抑制CRC细胞迁移和侵袭.

3  miRNAs在CRC组织中的表达

最近, 许多基于CRC组织中miRNAs表达谱的

研究试图明确其在CRC发生发展中的作用[21-27] 

(表1). Diosdado等[26]使用实时RT-PCR测定55个
CRC和10个健康对照者组织中miR-17-92簇的

表达水平及48个肿瘤组织中c-Myc mRNA的表

达水平. 结果发现除了miR-17-92簇中的miR-
18a外, 其余5个(miR-17, miR-19a, miR-20a, miR-
19b-1和miR-92a-1)均在CRC肿瘤组织中表达增

加(相比于正常组织). c-Myc和miR-17-92簇的

表达显著正相关, 提示c-Myc转录活性可影响

miR-17-92簇的表达, 从而间接促进CRC发展. 
Arndt等[21]利用MirVana miRNA Bioarrays检测8
个CRC细胞系模型, 45个不同分期的CRC组织

及其相匹配的正常结肠组织中的miRNAs表达

谱. 结果从中鉴定了37个差异表达的miRNAs, 
其中一些miRNAs表达改变(包括miR-133a表达

缺失和miR-224表达增加)与CRC进展相关联. 此
外, 还有11个差异表达miRNAs共存于CRC和正

常结肠组织及CRC细胞系中. 使用基因组富集

分析鉴定与信号通路相关的差异表达miRNAs, 
并分析转移和非转移性同源细胞系的基因表

达, 发现参与细胞周期和神经调节蛋白通路的

miR-145靶点在转移性细胞系中显著下调. 这提

示在不同阶段的CRC中, 表达变化的miRNAs
可作为CRC潜在的诊断和预后标志物. Ng等[25]

研究发现, miR-143在87.5%(35/40)的CRC组织

中表达下调. 恢复结肠癌细胞系中miR-143的
表达水平可减少肿瘤细胞生长和软琼脂集落

形成, 并下调其靶点DNA甲基转移酶3A(DNA 
methyltranferase 3A, DNMT3A) mRNA和蛋白

表达水平, 提示miR-143在CRC中可通过调节

DNMT3A来抑制肿瘤发生发展. Yamamichi等[27]

对39个CRC和34个大肠息肉组织标本鉴定发现, 
miR-21在CRC中的表达水平高于正常结肠黏膜, 
且其高表达也见于肿瘤相关间质成纤维细胞中. 
据此推测肿瘤分泌的细胞因子可诱导miR-21的
表达. miR-21与其靶点PDCD4(肿瘤抑制蛋白)的
表达负性相关. 虽然miR-21表达上调常见于癌

前腺瘤中, 但其在腺癌中的表达水平远高于非

致瘤性息肉. 在癌前腺瘤到晚期癌期间, miR-21
的表达频率和程度显著增加. Motoyama等[28]使

用包含455个人类miRNAs探针的微阵列及实时

RT-PCR测定CRC和癌旁正常组织中的miRNAs
表达谱, 发现共有21个miRNAs在CRC组织中

过表达, 其中miR-31, miR-183, miR-17-5p, miR-
18a, miR-20a和miR-92在CRC组织中的表达水

平高于癌旁正常组织(P <0.05). 而miR-143和
miR-145在CRC组织中的表达水平远远低于癌

旁正常组织(P <0.05). Ba等[29]在15对配对结肠癌

■相关报道
Huang等使用实
时RT-PCR检测晚
期大肠肿瘤(包括
癌和晚期腺瘤)患
者及健康对照组
患者血清中12个
miRNAs的表达水
平, 发现血清miR-
29a和miR-92a对
晚期肿瘤具有重
要的诊断价值.
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和正常癌旁组织中筛选鉴定出200多个miRNAs, 
其中有132个同时表达于结肠癌和癌旁正常组

织, 而结肠癌组织中有47个miRNAs表达下调. 

miRNAs在CRC中的差异表达, 提示其与结肠癌

的发生发展紧密联系, 有可能成为诊断CRC的

有希望的生物标志物.

■创新盘点
本 文 综 述 了
m i R N A s 的生物
学特征及作用机
制, 并重点介绍了
其在CRC细胞生
长、凋亡、侵袭
和转移中的作用, 
在CRC组织及外
周血中的表达, 以
及与CRC的临床
病理特征、预后
及复发、化疗反
应性的关系, 其他
文献并未系统总
结近年来miRNAs
在CRC中的表达
及明确其重要的
临床意义.

表  1  microRNA在CRC组织及癌旁正常组织中的差异表达

     
microRNA	           表达水平(CRC中)	   染色体定位		            参考文献

miR-18a		  上调	               13q31.3			   [21,23,10]

miR-29b		  上调	               1q32.2或7q32.3		  [21,24,12]

miR-93		  上调	               7q22.1			   [21,22,10]

miR-25		  上调	               7q22.1			   [21,12,10]

miR-182		  上调	               7q32.2			   [21,24,12]

miR-96		  上调	               1q32.2或7q32.2		  [21,24,12]

miR-183		  上调	               7q32.2			   [21,24,12]

miR-29a		  上调	               7q32.3			   [21,24,12]

miR-135a	 上调	               3p21.1或12q23.1		  [22,24,12]

miR-221		  上调	               Xp11.3			   [23,12,10]

miR-200b	 上调	               1p36.33			   [24,12,10]

miR-200c	 上调	               12p13.31			   [24,12,10]

miR-155		  上调	               21q21.3			   [24,12,10]

miR-19a		  上调	               13q31.3			   [21,23,24,10]

miR-20a		  上调	               13q31.3			   [21,22,3,10]

miR-17-5p	 上调	               13q31.3			   [21,22,12,10]

miR-106b	 上调	               7q22.1			   [21,22,23,10]

miR-31		  上调	               9p21.3			   [21,24,12,10]

miR-224		  上调	               Xq28			   [21,23,24,12]

miR-222		  上调	               Xp11			   [22,23,12,10]

miR-210		  上调	               11p15.5			   [21,24,12,10]

miR-223		  上调	               Xq22			   [22,23,12,10]

miR-17-3p	 上调	               13q31.3			   [23,24,12,10]

miR-203		  上调	               14q32.33			   [21,22,24,12,10]

miR-21		  上调	               17q23			   [21,22,24,12,10]

miR-34a		  上调	               1p36.22			   [21,22,24,12,10]

miR-181b	 上调	               1q31.1或9q33.3		  [21,22,24,12,10]

miR-95		  上调	               4p16.1			   [21,22,23,24,12]

miR-92		  上调	               13q31.3或Xq26.2		  [22,23,24,12,10]

miR-106a	 上调	               Xq26.2			   [21,22,23,24,12,10]

miR-143		  下调	               5q32-33			   [21,25,10]

miR-30c		  下调	               1p34.2或6q13		  [21,24,12]

miR-1		  下调	               18q12.3或20q13.33		  [21,22,10]

miR-195		  下调	               17p13			   [21,12,10]

miR-204		  下调	               9q21.12			   [24,12,25]

miR-214		  下调	               1q23			   [24,12,10]

miR-137		  下调	               1p21.3			   [24,12,25]

miR-149		  下调	               2q37.3			   [24,12,10]

miR-100		  下调	               11q24.1			   [24,12,10]

miR-26a		  下调	               3p22.2或12q14.1		  [12,25,10]

miR-125b	 下调	               11q24.1或21q21.1		  [12,25,10]

miR-30a-3p	 下调	               6q13			   [21,22,24,12]

miR-125a	 下调	               19q13.41			   [21,12,25,10]

miR-133a	 下调	               18q11.或20q13.33		  [21,24,12,25]

miR-139		  下调	               11q13.4			   [21,24,12,10]

miR-145		  下调	               5q32			   [24,12,25,10]
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4  miRNAs与CRC临床病理特征之间的关系

近年来研究发现, miRNA的表达水平除了在肿

瘤与正常组织之间的差别之外, 在不同的肿瘤

类型, 肿瘤分期及其他临床相关变量下均有不

同的特征. Wang等[30]应用实时RT-PCR检测并分

析了miR-31, miR-143和miR-145在98个原发性

CRC及配对癌旁组织标本中的表达及其与临床

病理特征之间的关系. 结果显示miR-31在CRC
中的表达水平高于正常结肠黏膜(P  = 0.001), 且
其表达与晚期TNM分期(P  = 0.026)和更深的

肿瘤浸润程度正相关(P  = 0.024). miR-145在结

肠癌(P  = 0.001)和直肠癌(P  = 0.012)中表达均

下调, 而miR-143仅在结肠癌中表达下调(P  = 
0.023). 除了miR-145的表达与肿瘤部位相关外

(P  = 0.03), miR-143和miR-145与其他临床病理

特征之间无关联(P >0.05). Díaz等[31]发现miR-
17-5p和miR-106a的表达改变与CRC患者预后

生存相关联. miR-106a表达下调预示了更短的

无病生存期(disease-free survival, DFS)和总存

活数(overall survival, OS)(分别为P  = 0.03和P  = 
0.04). 在CRC早期阶段, miR-17-5p与DFS相关联. 
miR-17-5p和miR-106a的表达水平与其共同靶点

E2F1的表达负相关(分别为P  = 0.04和P  = 0.03), 
而miR-126与其宿主基因EGFL7的表达无相关

性. miR-106a的表达失调提示其可作为独立于

肿瘤分期的DFS和OS标志物. Slaby等[32]的研究

则发现, 肿瘤组织中(相比于癌旁正常组织)miR-
21(P  = 0.0001)和miR-31(P  = 0.0006)表达上调, 
miR-143(P  = 0.011)和miR-145(P  = 0.003)表达下

调. 高表达的miR-21与CRC患者淋巴结阳性率

(P  = 0.025)及远处转移(P  = 0.009)相关, 且其表

达水平与CRC临床分期相关(P  = 0.032). 而低表

达的miR-143(P  = 0.006)和miR-145(P  = 0.003)常
存在于最大直径>50 mm的肿瘤中. 另外, 以上

miRNAs与血清CEA的表达水平不相关. 另有研

究发现 miR-31的表达水平与CRC肿瘤分期相 
关[23]; hsa-miR-9-1的甲基化状态与淋巴结转移

相关[15]; 而miR-18a过表达的CRC患者比其低表

达患者的临床预后更差(P  = 0.07)[28].  
目前, 40岁以下患者早发CRC的原因仍不

清楚. 最近, Yantiss等[33]评估了24个<40岁的CRC
患者(实验组)和45个≥40岁的CRC患者(对照

组)组织中miR-21, miR-20a, miR-183, miR-192, 
miR-145, miR-106a, miR-181b和miR-203的表达

水平, 发现miR-21, miR-20a, miR-145, miR-181b
和miR-203的表达水平显著增加. 提示miRNAs

对早发CRC的发生发展起促进作用.

5  miRNAs在CRC患者外周循环血中的表达

因miRNAs存在于体液中(尤其是血清), 所以有可

能成为有用的临床标志物. 最近的研究显示肿瘤

源性miRNAs可以非常稳定地存在于人类血清中

(因受内源性核糖核酸酶的保护), 且其表达水平

足以供临床检测使用[34]. Huang等[35]使用实时RT-
PCR检测晚期大肠肿瘤(包括癌和晚期腺瘤)患
者及健康对照组患者血清中12个miRNAs的表

达水平, 发现血清miR-29a和miR-92a对晚期肿

瘤具有重要的诊断价值. 两者在鉴别CRC和正

常对照组时分别具有0.844和0.838的接受者操

作特征曲线下面积(area under receiver operating 
characteristic curve, AUC). 更重要的是, 这两个

miRNAs在鉴别晚期腺瘤和正常对照组时也分

别具有0.749和0.769的AUC. 联合使用这两个

miRNAs的受试者工作特征(receiver operating 
characteristic, ROC)鉴别CRC和晚期腺瘤时, 
AUC分别为0.883和0.773, 且分别具有83.0%和

73.0%的敏感性及84.7%和79.7%的特异性. 这
些数据提示血清miR-29a和miR-92a作为新的无

创性生物标志物, 在早期诊断CRC时具有巨大

的潜力. Ng等[24]发现CRC和健康对照组中有5个
差异表达miRNAs(miR-135b, miR-95, miR-17-
3p, miR-92, miR-222)在血清和组织中表达均上

调, 进一步验证发现miR-17-3p和miR-92在25个
CRC患者和20个健康对照者血清中表达显著增

加(P <0.0005), 而在10个术后CRC患者血清中他

们的表达显著降低(P <0.05). 另外, 利用miR-92
的不同表达水平可区分CRC患者与胃癌患者, 
炎性肠病患者和正常受试者, miR-92的AUC为
88.5%. 在临界值为240时, miR-92鉴别诊断CRC
和对照组的敏感性和特异性分别为89%和70%. 
提示miR-92在CRC患者血清中显著增高, 有可

能成为CRC筛查诊断的生物标志物. Chajut等[36]

利用定量RT-PCR检测10个健康对照者和10个
CRC患者血清中350多个miRNAs的表达水平, 
发现一些miRNAs在CRC患者和健康对照者血

清中的表达水平显著不同. 进一步对其中22个
miRNAs在大样本人群(共118个CRC患者和健康

对照者)中检测, 结果提示循环血miRNAs有可能

成为诊断CRC的有希望的标志物. 
血浆和血清miRNAs的表达水平显著相关, 

提示他们均可用来研究miRNAs在外周血中的

表达. 现已在健康受试者血中鉴定出超过100个

■应用要点
特异 m i R N A s 的
过表达和沉默与
CRC的发生发展
相关, 且其在CRC
组织和血液中的
差异表达为早期
筛选和诊断CRC
提供了应用前景, 
同时开辟了CRC
治疗的新途径与
新思路.
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miRNAs, 这个表达谱明显不同于含有肿瘤特异

性miRNAs的CRC患者. Chen等[37]发现相比于健

康对照组, 有69种miRNAs仅存在于CRC患者血

清中. 进一步鉴定发现14个仅存在于CRC(而非

其他癌症组, 如肺癌等)患者血清中的miRNAs
独特表达谱. 对产妇血清中胎盘miRNAs的检测

发现其表达水平随着胎龄的增加而增加, 提示

miRNAs可作为不同生理和病理环境中的生物

标志物[38]. 肿瘤特异性miRNAs的重叠性和差异

性表达表明单个miRNA诊断CRC的敏感性较低, 
若能针对年龄相匹配的正常人、有早期病变的

患者(如腺瘤)及不同阶段CRC患者建立一组外

周循环血中miRNAs的差异表达谱, 即有望实现

对早期病变和不同阶段CRC的准确诊断与评估. 

6  miRNAs对CRC预后及复发的影响

最近对miRNAs的研究显示, 一些miRNAs与CRC
无复发生存率相关, 因此可作为CRC的预后及

预测其复发的生物标志物. Schepeler等等[39]在10个
正常黏膜组织和49个Ⅱ期结肠癌组织中鉴定出

315个差异表达的miRNAs, 其中miR-145在肿瘤

组织中表达最低. 另外, 37个高表达miR-320或
miR-498的Ⅱ期结肠肿瘤患者(中位生存期为75 
mo)的无进展生存期显著不同于低表达miR-320
或miR-498的患者. 对肿瘤进行年龄, 性别, 肿瘤

分期, 分化和组织分级的分层分析发现, 这两个

miRNAs是无复发生存率的独立预测因子. 联
合17个miRNAs表达谱对31个CRC复发进行预

测, 其结果为准确性81%, 特异性83%及敏感性

77%. Xi等等[40]在24个CRC组织及其配对正常结

肠黏膜标本中, 评估了10个miRNAs在CRC患

者中的潜在的预后诊断价值, 发现肿瘤组织中

的hsa-miR-15b, hsa-miR-181b, hsa-miR-191和
hsa-miR-200c显著过表达(分别为P  = 0.0278, P  = 
0.0002, P  = 0.0264和P  = 0.0017). Kaplan-Meier生
存分析显示hsa-miR-200c与患者的生存显著相

关(P  = 0.0122). 相对于9个低表达hsa-miR-200c
的患者(中位生存期为38 mo), 高表达hsa-miR-
200c的患者(中位生存期为26 mo)的生存时间更

短. 序列分析显示hsa-miR-181b和hsa-miR-200c
的表达与抑癌基因p53的突变状态显著相关(分
别为P = 0.0098和P  = 0.0322). 提示hsa-miR-200c
可能是CRC的一个预后因素. Schetter等等[22]分析

了84个结肠腺癌组织及其配对癌旁正常组织中

的miRNAs表达谱, 并在113个CRC患者中评估

了miRNAs与肿瘤状况, TNM分期, 生存预后及

对辅助化疗的反应. 结果鉴定了37个差异表达

的miRNAs, 随后对miR-20a, miR-21, miR-106a, 
miR-181b和miR-203的验证发现, 他们均在肿瘤

中过表达(P <0.001). miR-21的高表达存在于腺

瘤(P  = 0.006)和较晚的TNM分期中. 原位杂交显

示miR-21在结肠癌细胞中高表达, 且与较差的

生存率和治疗结果相关, 而与TNM分期无关. 此
研究提示miRNAs的表达谱在结肠腺癌中广泛

改变, 而高表达的miR-21与较差的生存率和治

疗结果相关.

7  miRNAs与CRC化疗的关系

化疗药物是CRC治疗的主要方法之一, 因此近

来有关miRNAs如何参与CRC化疗反应的研究

成为人们关注的热点. Tazawa等等[41]在CRC细胞系

HCT116和PKO中, 观察到miR-34a有抑制肿瘤

细胞增殖的作用. 使用阿霉素处理HCT116细胞

系后, miR-34a的表达水平显著升高且呈时间依

赖性, 即随着处理时间的延长其表达水平逐渐

升高. 推测阿霉素可能是通过调节miR-34a的表

达发挥抗癌作用. Nakagawa等等[42]在α-mangostin 
(一种夹氧杂蒽酮)处理的大肠癌细胞系DLD-1
中发现, miR-143表达上调, 而ERK5蛋白(可促

进细胞生长增殖, 并受miR-143负性调节)表达

下调, 表明α-mangostin的抗癌作用可能通过上

调miR-143表达水平来实现. 许多针对5-FU及卡

培他滨与miRNAs的研究[9,43-45]表明, 5-FU及卡培

他滨可使CRC细胞系中诸多miRNAs表达失调, 
推测这可能与他们作用于CRC细胞的不同靶点

有关, 而miRNAs则是这些化疗药物发挥抗肿

瘤作用的中间分子. 最近, Song等等[46]的研究部分

阐明了miR-140参与肿瘤细胞耐药性的机制, 即
miR-140通过对组蛋白脱乙酰基酶4的抑制介导

了细胞周期G1和G2期的阻滞, 从而降低肿瘤细

胞的增殖. 因此, miR-140可能是一个能够克服

肿瘤细胞耐药性的治疗靶点, 针对他的进一步

研究有可能为CRC治疗提供新的策略. 

8  结论

miRNAs在CRC组织和血液中的表达谱表明其

有可能作为C R C筛查、诊断和预测复发的生

物标志物. 此外, 化疗药物能够影响CRC细胞

中miRNAs表达水平, 提示miRNAs有可能成为

CRC基因治疗的靶点. 但目前研究尚处于起始

阶段, 除需继续寻找新的与CRC相关的miRNAs
外, 原已发现的各种miRNAs的功能也有待进一

■同行评价
本文选题较好, 内
容丰富, 参考文献
引用合理, 可读性
较好.
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步深入研究. 总之, miRNAs在CRC发病机制中

的研究为CRC诊治提供了新的途径与思路. 
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Abstract
Alpha-fetoprotein (AFP) is an important marker 
for the diagnosis of fetal defects and tumors, 
especially hepatic carcinoma. However, AFP 
has a low specificity in the diagnosis of hepatic 
carcinoma. In recent years, advances in research 
on the mechanisms of AFP action not only lead 
to the discovery of many AFP-related molecules 
(such as AFP-L3 and AFP mRNA) that can 
also be used for the diagnosis of tumors, but 
also open up new applications of AFP in the 
treatment of tumors.

Key Words: Alpha-fetoprotein; Isoform; Function; 
Clinical application
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摘要
多年来甲胎蛋白在胎儿缺陷和肿瘤, 尤其是肝
脏肿瘤的临床诊断中发挥着重要作用, 但其对

于肝脏肿瘤的诊断缺乏特异性. 近年来随着对
其作用机制和功能的深入研究, 发现了多种与
AFP相关且可用于肿瘤诊断的物质, 如: AFP
的异质体AFP-L3, AFP-mRNA等, 并开辟了其
在肿瘤治疗中的新领域. 
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0  引言

甲胎蛋白(AFP)是一种糖蛋白, 生理情况下低浓

度存在于成人体内(<20 µg/L); 胚胎期浓度较高, 
可通过脐带血进入母体血液中, 因此妊娠期孕

妇体内AFP有所升高, 然而如显著异常则标志胚

胎发育异常; 病理状态下, AFP与原发性肝癌、

胃肿瘤、肺癌、胰腺和胆管癌、睾丸肿瘤等相

关. AFP可以出现于许多临床情况, 因此其临床

应用广泛. 本文对近年来关于AFP的研究作一

综述.

1  AFP的结构

AFP与维生素D结合蛋白、α-白蛋白和白蛋白

同属类白蛋白家族, 相对分子质量约68 kDa, 半
衰期5 d, 是一条由590个氨基酸残基构成的单

多肽链. 其编码基因位于4号染色体的q臂11-22
区, 由15个外显子和14个内含子相隔形成3个区, 
从5'端到3'端依次为5'端非编码区、信号肽编码

区、3'端非编码区, 具有真核生物基因的典型结

构. AFP的分子形状像英文字母U, 分子左臂电子

云密度低的区域, 被称做铰链区, 可能是结构域

之间多肽连接区, 使得结构域灵活摆动, 促使他

结合或释放相应配体. AFP分子有3个结构域, 被
称作结构域Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ, 每个结构域由195个氨

基酸残基构成, 分别有4, 5, 6个二硫键, 因此决

定了AFP的构象具有高度的稳定性. 在这3个结

构域中, 结构域Ⅲ最为保守, 在哺乳动物中比结

构域Ⅰ、Ⅱ展示出更大的氨基酸序列的相同性, 

®
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结构域Ⅰ最为不保守, 是人和其他动物AFP功能

不同的主要部位. 试验证明, 结构域Ⅲ含有一个

主要的疏水结合位点和一个二聚化区域. 结构

域Ⅰ和Ⅱ含有脂肪酸和胆红素的结合位点.

2  AFP的异质体

AFP是一种糖蛋白, 每个分子有一条单天冬酰胺

连接的复合型碳水化合物链. 早在1970年Parves
通过对原发性肝癌患者血清作淀粉凝胶电泳试

验时, 发现AFP常有不同的移动度, 而胎儿及新

生儿的血清AFP在电泳上移动度相同, 认为肝癌

患者血清AFP电泳移动度不同为唾液酸含量不

同所致, 从而提出AFP异质体这一概念. 随后的

研究表明, AFP的糖链结构存在不同程度的变异, 
而所谓的异质性主要是因为AFP所含的碳水化

合物不同所致. AFP的糖链不是遗传编码的, 而
是依赖于存在于宿主细胞的内质网和高尔基复

合物中的整套糖化酶. 这些酶存在不同的组织

分布, 因此卵黄囊来源的AFP和肝脏来源的AFP
不同. 各种肿瘤中的AFP存在差异也表明每种肿

瘤中糖化酶的质量和数量的差异. 
不同器官和各种病理状态下细胞产生的

AFP有相同的序列, 在免疫学上相同. 异质性可

以通过AFP与不同凝集素和pH环境的反应展现

出来, 表现为与各种凝集素结合(反应)或非结合

(无反应). 最常用于AFP研究的凝集素是刀豆蛋

白A(Con-A)和小扁豆凝集素(LCA). 凝集素不仅

对糖残基有特异性, 而且对于整条碳水化合物

分子具有特异性. 
慢性肝炎和肝硬化的良性慢性肝病, 和原

发性肝癌的AFP, 表现出与凝集素LCA不同的亲

和力. 在过去的10年中, 研究表明总AFP是由3种
不同的异质体构成的异源糖蛋白的集合. 依据

对LCA亲和电泳的反应性, 总AFP可以被分为3
种异质体: L1、L2、L3. AFP-L1不与LCA反应, 
存在于慢性肝炎和肝硬化中, 构成非恶性肝病

中总AFP的主要部分. AFP-L3有LCA的结合活

性, 看起来仅由肿瘤细胞产生. AFP-L2与LCA有

中度亲和力, 主要来源于卵黄囊肿瘤, 在怀孕期

间在母体的血清中也可以检测到[1]. 

3  AFP的功能及其临床应用

AFP是一种肿瘤相关的胎儿蛋白, 临床长期被用

作胎儿缺陷和肿瘤的血清标志物, 以诊断及监

测疾病的进展. AFP有很多重要的生理功能, 包
括: 运输功能、作为生长调节因子的双向调节

功能等, 近年来其应用更加广泛. 

3.1 AFP的运输功能 AFP能够结合和转运大量配

体, 如: 胆红素、脂肪酸、类固醇、重金属、染

料、各种药物, 以及明显影响人群的环境因子, 
如: 类黄酮、二噁英、植物雌激素等. 一些高

浓度的疏水配体, 如脂肪酸、雌激素等, 能诱导

AFP三级结构的构象改变. 
3.2 维持血浆胶体渗透压 由于AFP与成人血清

白蛋白高度同源, 又是胎儿体内的主要蛋白质, 
因此认为AFP在胎儿体内的作用犹如成人白蛋

白, 具有维持血浆胶体渗透压和运输物质的作

用[2].
3.3 AFP作为生长调节因子 在大量体外细胞和

体内动物模型中, 哺乳动物的AFP是一种最早和

最重要的促进生长的胎儿肿瘤相关性蛋白. AFP
从受精合子开始, 在囊胚、原肠胚、胚胎、胎

儿和新生儿时期的每个阶段都能检测到, 因此

很有可能这种胎儿蛋白在确保哺乳动物成功完

成孕期中发挥重要作用. 在过去的10年中, 有报

道证实AFP是一个能够增强和抑制生长的双向

调节因子. AFP上调和下调生长和分化的功能具

有剂量依赖性, 这已经在包括胎盘、卵巢、子

宫、淋巴、表皮、内皮、睾丸、乳腺、肝脏和

某些肿瘤细胞中得到证实[3-7]. Dudich等用不同

种类的肿瘤细胞和正常人胚胎成纤维细胞作为

研究对象, 发现剂量大于100 mg/L的AFP作用于

体外培养的各种细胞, 均有不同程度的生长抑

制作用, 但若剂量小于100 mg/L时, 对细胞的生

长有明显促进作用[3]. AFP对细胞生长的调节作

用可能包括凋亡调节、胞质信号调节和受体脱

敏等, 通过细胞膜表面上的AFP受体介导细胞内

吞AFP, 从而达到自我生长调节的自分泌机制[8]. 
AFP具有免疫抑制的作用, 长期被认为是T细胞

和B细胞的免疫调节剂[9], 主要表现为抑制母体

对胚胎发育的免疫应答以及肿瘤患者对肿瘤的

免疫应答[2,10]. 
3.4 AFP是原发性肝癌敏感的血清学标志物 自
AFP用于临床后, 原发性肝癌生前确诊率明显

提高. 日本肝炎的临床研究表明, AFP在原发性

肝癌的检测中以20%为截点, 敏感性79%, 特异

性78%. 在小肝癌中AFP的敏感性较低, 从33%
至65%. 但是AFP轻度而有意义的升高(20-200 
μg/L)在许多慢性肝病的患者中很常见. 据报道, 
慢性肝炎中15%-58%, 肝硬化中11%-47%的患

者血清AFP有所升高. 因此, 原发性肝癌和慢性

肝病的患者血清AFP水平重叠很常见. 这就扰乱

了慢性肝病患者AFP检测结果的解释. 因此, 对

■研发前沿
A F P - L 3 是 H C C
高度特异性和生
物恶性的标志物, 
AFP mRNA应用
于检测血液循环
中肝癌细胞, 可作
为原发性肝癌早
期诊断和鉴别诊
断的指标, 亦可作
为复发或转移的
标志. 依据AFP在
肿瘤细胞中高效
特 异 性 表 达 ,  以
及肿瘤细胞表面
AFP受体过表达
等, 可将AFP应用
于肿瘤的治疗等
方面. 
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于原发性肝癌来说, 需要一种较高特异性的确

定试验来完成相对低特异性的AFP检测. 临床研

究表明AFP-L3是HCC高度特异性的标志物. 可
以在近35%的小肝癌(<2 cm)患者血清中检测到. 
与影像学技术相比, 对于原发性肝癌的早期诊影像学技术相比, 对于原发性肝癌的早期诊学技术相比, 对于原发性肝癌的早期诊

断有9-12 mo的提前时间. 对于血清AFP值介于

100-200 μg/L的患者, AFP-L3>10%对HCC诊断

的敏感度为71%, 特异度为63%, 而>35%敏感度

降为35%, 特异度可达100%. 一般以15%为临界

值, 比10%为临界值更能确定肝癌的恶性特征, 
可取得较好的敏感性和特异性[11]. 而且进一步的

临床研究表明AFP-L3是原发性肝癌的一种生物

恶性标志物. 表达AFP-L3的肝癌细胞有早期血

管侵袭和肝内转移的倾向. 此外, AFP mRNA应

用于检测血液循环中肝癌细胞, 可作为原发性

肝癌早期诊断和鉴别诊断的指标, 亦可作为复

发或转移的标志[12-14]. 
3.5 AFP在其他肿瘤中的应用 各种源于内胚层

的胃肠道肿瘤、内胚窦瘤(卵黄囊瘤)、生殖细

胞癌患者, AFP均可有不同程度的升高. 胃癌患

者中AFP阳性率可达5%-15%, 是一组具有特殊

病理特征的高度恶性肿瘤, 更易发生肝转移和

淋巴转移, 具有明显的侵袭性和恶性生物学行

为, 多发于老年人, 存活期少于1年, 被认为是一

种独立的预后因素, AFP越高肝转移的可能越早, 
因此早期发现对于选择手术方式和判断预后有

指导意义[15]. 内胚窦瘤是卵黄囊发生的高度恶性

生殖细胞瘤, 病死率高, 早期手术发现及手术治

疗至关重要, AFP是早期诊断的指标, 且与治疗

效果相关, 其上升与下降可反映内胚窦瘤的生

长状况、病情进展与缓解[16]. 
3.6 AFP在儿科疾病中的应用 AFP在胚胎发育期

由胎儿卵黄囊和肝脏大量合成, 至妊娠12 wk左
右, 卵黄囊退化, 胎儿肝脏成为合成的主要场所. 
胎儿时, 其血清浓度很高(1-10 g/L), 出生后12-18  
mo AFP浓度逐渐降至10 µg/L以下. AFP可用

作筛查神经管缺陷、非整倍体的实验室标志 
物[17-19]. 在神经管缺损、脊柱裂、无脑儿等病

理情况下, AFP可由开放的神经管进入羊水, 导
致其在羊水中含量显著升高, 此外先兆子痫、

妇婴输血、宫内发育迟缓、胎儿死亡, AFP均
有所升高[20,21]. AFP水平下降表明存在染色体异

常(非整倍体), 如三体, 以及Turner's综合征、脑's综合征、脑s综合征、脑

积水、胎儿生长受限等[22-24]. 此外, 如果新生儿

AFP明显升高, 提示新生儿肝炎、先天性胆道闭

锁或有能分泌AFP的胚胎性恶性肿瘤等. 

3.7 作为判断急性肝功能衰竭患者预后的标志  重
型肝炎患者在发生肝细胞炎症坏死后能否有效

的再生, 与其预后有关, AFP增高者, 预后较好[25]. 
原因在于: (1)AFP能促进肝细胞生长因子受体

表达, 从而促进肝细胞增殖、分化、再生[26,27]; 
(2)AFP出现于有丝分裂旺盛的肝细胞和(或)幼
稚肝细胞[28,29]. 在急性病毒性肝炎、活动性慢性

乙型肝炎和肝硬化时, AFP升高标志肝细胞再生

活跃; (3)AFP具有促进细胞增殖的作用[30]. 
3.8 AFP在肿瘤治疗中的应用 AFP在肿瘤细胞中

高效特异性表达, 因此将外源治疗基因或细胞

因子置于AFP特异性启动子或增强子的下游, 原
发性肝癌中特异性的反式作用因子作用于该启

动子, 激活转录, 实现目的基因的选择性表达, 
可克服原发性肝癌基因治疗有效性低、不良反不良反

应大的弊端大的弊端[31,32]. 此外, AFP可以作为抗癌药物

结合物的载体. 依据肿瘤细胞表面AFP受体过表

达, 将AFP与细胞毒性药物偶联, AFP通过受体

介导的胞吞途径结合并选择性地进入肿瘤细胞, 
从而将结合的药物特异性地送到靶细胞发挥作

用, 且对于由于膜受体和/或转运体的高表达而

引起耐药的人类肿瘤细胞具有较高的疗效 [33]. 
Richardson等[34]进行的病例对照研究和Melbye
等[35]进行的前瞻性调查研究表明, 妊娠期间母

体血中的高水平AFP与乳腺癌的低发病率有关. 
血清AFP水平升高, 对母体乳腺组织中存在的肿

瘤微病灶生长具有抑制作用[36]. 随后Bennett等
进行的异种移植动物实验, Vakharia等[37], 以及

Bennett等[38]应用AFP合成肽进行的体内外试验

均表明, AFP及其衍生肽不仅可用于肿瘤治疗, 
还可以用于对乳腺癌和其他肿瘤进行化学预防. 
以AFP为靶抗原进行基因免疫治疗. 近年研究

表明AFP阳性患者体内存在AFP特异性免疫应 
答[39,40], AFP编码的蛋白及抗原表位肽能诱导特

异性CTL, 特异性地杀伤AFP阳性的肿瘤细胞. 
即使在高水平AFP环境下, AFP表位多肽仍能被

T细胞受体识别, 有效激发CTL反应[41].

4  结论

过去对于AFP的研究仅局限于诊断方面, 随着近

年来研究的深入, 在AFP的结构、功能以及作用

机制等方面都取得了长足的进步, 这就为其在

肿瘤、胎儿及新生儿疾病的诊断, 以及肿瘤的

治疗领域等方面开拓了一片新天地. 
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■同行评价
本文比较全面地
综述了AFP在各
方面的表达和作
用 ,  文 笔 比 较 流
畅, 概括准确, 用
词 简 练 ,  论 述 全
面 ,  比 较 完 整 地
阐述了AFP及其
异质体的近年应
用进展.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of chronic water 
immersion-restraint stress on the ultrastructure 
of interstitial cells of Cajal (ICC) in the gastric 
antrum of rats.

METHODS: Forty-eight male Sprague-Dawley 
rats were randomly and equally divided into 
six groups: three experimental groups and three 
matched control groups. The three experimental 
groups underwent water immersion-restraint 
stress for one hour daily for 3, 7 and 14 days, re-
spectively, while the three control groups were 
allowed free access to food and water. On days 4, 
15 and 28, the rats in both the experimental and 
control groups were sacrificed. Two pieces of an-
trum tissues were taken from each rat and fixed 
in 3% glutaraldehyde for electron microscopic 
examination.

RESULTS: ICC were normal in all the control 

groups but showed visible injuries in the three 
experimental groups. With the prolongation 
of the stress, the morphological damage be-
came more evident in ICC, especially in inter-
muscular ICC (ICC-MY) and intramuscular ICC 
(ICC-IM). Major ultrastructural changes in ICC 
included reduced number of gap junctions and 
organelles.

CONCLUSION: Chronic water immersion-re-
straint stress can lead to ultrastructural damage 
in ICC in the gastric antrum of rats.

Key Words: Interstitial cells of Cajal; Chronic water 
immersion-restraint stress; Ultrastructure

Zhang D, Xia ZW, Han YJ. Ultrastructural changes in 
interstitial cells of Cajal in the gastric antrum of rats 
undergoing water immersion-restraint stress. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 581-585

摘要
目的: 研究不同时程慢性束缚水浸应激大鼠
胃窦Cajal间质细胞(ICC)的超微结构改变. 

方法: ♂SD大鼠48只随机分为6组, 即实验3、
7、28 d组和对照3、7、28 d组, 每组8只. 实验
组每日束缚水浸1 h, 对照组自由摄食饮水; 于
实验第4、8、29天晨禁食12 h后脱颈处死. 取
胃窦组织2块放入3%戊二醛中固定并电镜下
观察ICC超微结构. 

结果: 所有对照组ICC的超微结构均无异常
改变, 试验3、7、28 d各组ICC的超微结构与
同期对照组比较均有明显的损害, 主要表现
为ICC的缝隙连接减少、细胞器减少等, 以
肌内ICC(ICC-MY)和肌间ICC(ICC-IM)为主; 
随着应激时间的延长, ICC的超微结构受损
逐渐加重.

结论: 慢性束缚水浸应激可以损伤大鼠胃窦
ICC的超微结构.

关键词: Cajal间质细胞; 慢性束缚水浸应激; 超微

结构
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0  引言

以往的研究已经证明, 慢性束缚水浸应激可以

导致大鼠胃排空功能的改变[1-3]. 影响胃动力的

因素多种多样, ICC可能参与其中. 以往的研究

多集中在ICC数量上的改变方面, 且多数以急性

应激刺激为主, 更多的研究着眼于糖尿病相关

的ICC细胞损伤[4]. 本研究拟通过不同时程的慢

性低强度应激刺激实验来观察大鼠胃窦ICC的

超微结构改变, 探讨慢性应激损伤胃排空功能

的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD健康♂大鼠, 体质量150-160 g, 购自

北京大学医学部实验动物部, 并按照SPF级别动

物饲养要求饲养. 本研究得到北京大学医学部

动物保护委员会伦理批准.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将18只大鼠随机分成实验组和对照

组, 对照组不接受任何刺激, 自由摄食饮水; 实
验组每日上午于21 ℃水浴箱内束缚水浸1 h. 于
实验第3、7、28天20:00后禁食, 次日8:00将实

验组及同期对照组大鼠序贯脱颈处死. 
1.2.2 取材: 全部大鼠剖腹后结扎贲门及幽门, 在
结扎部位远端0.5 cm处游离全胃, 滤纸拭干称质

量; 注入2%甲醛5 mL进行内固定, 20 min后沿胃

大弯侧剪开, 去离子水冲洗干净. 即刻剪取腺胃

幽门旁0.5 cm前壁大弯侧组织2块, 大小为2 mm
×1 mm, 立即放入戊二醛(3%)固定液中固定, 送
北医病理电镜室. 
1.2.3 电镜观察: 固定后的组织用0.2 mol/L蔗糖

磷酸缓冲液漂洗, 再用2%的四氧化锇后固定1 h, 
丙酮中梯度脱水, 在1%醋酸双氧铀中停滞染色1 
h, 再通过环氧丙烷与环氧树脂. 1 mm切片用亚

甲蓝染色, 在光镜下观察, 确定黏膜层、环形肌

层、纵行肌层. 超薄切片用酒精醋酸双氧铀、

再用柠檬酸盐后染色, 保留纵行肌层、环形肌

层、黏膜下层、部分黏膜层, 用HITACHI H-600
透射电镜观察、照相.

2  结果

2.1 对照组大鼠胃窦ICC特点

2.1.1 形态: 对照组大鼠胃的平滑肌细胞排列整
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齐, 肌细胞内细胞器丰富, 线粒体的嵴较多. 肌
间丛神经元的胞核清晰, 细胞器丰富, 并有大量

线粒体及粗面内质网, 神经轴突和树突末梢处

电子密度均匀, 神经膨体内有较多的突触小泡. 
紧邻肌间丛神经元可见ICC. ICC多为细长形、

纺锤形(图1A)、梭形(图1B)、椭圆形(图1C)星
形或不规则形(图1D), 细胞突起较多, 突起较长, 
突起常放射状变平, 在突起中有很多中间丝和

细丝. ICC与其他的ICC之间、ICC与平滑肌细胞

和神经细胞之间多见由紧密并置的质膜形成的

缝隙连接(图1C). 有丰富的沿细胞膜分布的膜下

小空腔, 有较完整的基膜, 细胞核多不规则, 细
胞核大, 占细胞大部分, 胞质较少, 异染色质较

多见, 沿核膜下分布, 结构清晰, 胞质和突起内

线粒体非常丰富, 常紧密排列在胞质里, 游离核

糖体与多聚核糖体多见, 可见到发达的粗面内

质网、滑面内质网、高尔基体(图1E, F). 其胞质

突起围绕神经束形成不完整的髓鞘样结构, 壁内

神经及ICC的突起相互连接形成网络, 分布均匀.
2.1.2 分布: I C C主要分布于环行肌细胞之间

(ICC-IM)及环行肌层与纵行肌层之间(ICC-MY), 
而内外环形肌之间ICC(ICC-DMP)及环行肌层

的内表面ICC(ICC-SM)则相对较少. ICC细胞往

往与神经纤维末梢及神经束伴随存在, 并由许

多的缝隙连接紧密连接在一起. 存在于肌细胞

之间的ICC形状较圆, 存在于环行肌层内的ICC
形状则为细长形.
2.2 实验组大鼠胃窦 ICC 的变化

2.2.1 3 d组: (1)ICC与其他细胞之间的缝隙连接

稍有减少, 尚存的细胞连接结构较完整, 连接较

对照组松散(图2A); (2)ICC核周的细胞质无明显

减少, 但空泡样变增多, 线粒体空泡样肿胀(图
2B), 胞质广泛溶解, 胞质内可见自噬性空泡(图
2A); (3)ICC基膜与细胞膜未分离, 无空洞形成; 
(4)ICC内的细胞器数量较正常减少, 核糖体减

少, 内质网轻度扩张(图2A); (5)核内染色质边集

(图2C), 可见少许凋亡小体.
2.2.2 7 d组: (1)缝隙连接减少较3d组显著, 尚存

的细胞连接结构也有所破坏, 连接松散; (2)ICC
核周的细胞质空泡样变加重, 线粒体肿胀, 部分

嵴消失, 胞质广泛溶解; (3)ICC基膜不完整, 与细

胞膜部分分离, 可见空洞形成; (4)ICC内的细胞

器数量较正常减少, 核糖体减少, 内质网轻度扩

张, 粗面内质网脱颗粒; (5)核固缩, 核内异染色质

明显, 形成空网状结构, 核内凋亡小体增多(图3).
2.2.3 28 d组: (1)缝隙连接显著减少, 尚存的细胞
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连接结构也有破坏, 结构不清, 连接松散; (2)ICC
核周的细胞质明显减少, 线粒体肿胀, 胞质广泛

溶解, 胞质内可见许多自噬性空泡; (3)ICC基膜

与细胞膜部分分离, 形成空洞; (4)ICC内的细胞

器数量较正常减少, 核糖体减少, 内质网扩张, 
粗面内质网脱颗粒; (5)核固缩, 核内异染色质明

显, 形成空网状结构, 核内凋亡小体多见(图4). 

3  讨论

本研究的透射电镜观察显示: 正常情况下ICC
的主要分布区域在肌间和肌内, 这与文献报道

一致[5-6]. 慢性束缚水浸应激后, 实验组ICC超微

结构出现明显的损害, 其受损的主要表现为缝

隙连接减少、细胞器减少等; 随着应激时间的

延长, ICC超微结构受损情况逐渐加重, 而且以

ICC-MY和ICC-IM为主. 
缝隙连接也叫融合膜, 是细胞间隙内的窄

缝. 并列的细胞膜在这里不融合, 而是被一个宽

20-40 A的缝隙隔开, 示踪剂硝酸镧可以显示缝

隙内的六角形排列的颗粒. 融合膜是一个对传

递生物电信息和代谢信息阻力特别低的细胞膜

区域. 大鼠的平滑肌细胞之间、平滑肌与神经

细胞及ICC与平滑肌细胞、ICC与神经细胞间均

可通过缝隙连接和牙样突起而互相连接, 周围

细胞质特别富于微胞饮小泡, 而质膜的其余部

分被基板、胶原和网状纤维包围着. 缝隙连接

和牙样突起共同保证了动作电位的传导以及同

步收缩. 广泛的缝隙连接成为ICC适应作为神经

系统控制胃肠平滑肌运动的中介的结构基础[7]; 
慢性束缚水浸后细胞连接破坏, 导致缝隙连接

减少, 神经系统对肌细胞的调节减弱. 因而其作

为胃肠运动起搏细胞和作为神经细胞控制肌细

胞运动的中介功能显著下降, 可能引致胃肠道

慢波节律减慢或紊乱, ICC的损伤很可能是慢性

应激大鼠胃动力改变的原因之一. 
对照组大鼠胃窦ICC超微结构显示, 线粒体

■应用要点
本文旨在研究不
同时程的慢性应
激对大鼠 I C C 超
微结构的影响, 探
讨慢性应激后胃
动力改变的可能
机制.

A B

C D

E F

图  1  大鼠胃窦ICC的形态. A: 细长型ICC; B: 梭形ICC; C椭圆形ICC; D: 星形和不规则形ICC; E: 内质网; F: 高尔基体.
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含量丰富, 滑面内质网、粗面内质网和高尔基

体丰富, 说明其具有活跃的合成功能, 这一特征

支持ICC作为胃肠道慢波起搏细胞的需要. 接受

慢性应激刺激后, ICC的细胞器减少, 突出表现

在线粒体数量减少, 随应激时间的延长改变更

加显著, 线粒体肿胀, 甚至溶解. 内质网也出现

肿胀现象, 粗面内质网脱颗粒, 并逐渐出现基质

溶解空泡化等. 线粒体数目的减少及残存线粒

体质量变差使其合成功能大大降低, 从而使能

量供应减少, 这可能导致ICC细胞作为神经细胞

兴奋的传导功能降低. 在应激状况下, 粗面内质

网显著扩张, 脱颗粒, 其内容物的密度减低, 并
且向核周间隙的开口变宽, 表现为肿胀; 而这一

系列的变化均导致其合成体内重要蛋白质的功

能降低. ICC细胞器的变化必然会带来其细胞功

能的异常. 
先期的研究显示[1], 经低强度慢性束缚水浸

刺激后, 大鼠胃排空率改变, 早期并不明显, 而
本文显示, 此时ICC的超微结构已经出现损伤. 
至实验7 d时, 实验组大鼠胃排空率较对照组增

加, 而ICC细胞超微结构的损伤改变进一步加重. 
至实验28 d时, 实验组大鼠的胃排空较对照组减

慢, 此时的ICC损伤则进一步加重. ICC超微结构

的损伤持续进行性加重, 但大鼠的胃排空快慢

于此并不平行, 提示参与胃排空功能的调节因

素是多方面的. 应激刺激导致的ICC结构损伤只

是机制之一. 
从胃的生理角度讲, 胃排空受胃蠕动的力

量、频率和幽门对胃内容物流出阻力的双重影

响, 而胃蠕动的力量、频率又由激素机制、神

经源性机制、肌源性机制(即起搏胃慢波的ICC
机制)三种因素的共同作用结果决定. 当给予动

物机体应激刺激后, 如上多种途径共同改变决

定胃排空率的变化, 也就是说, ICC起搏胃慢波

的肌源性机制只是控制胃排空率的其中一种机

制, 在不同的阶段这几种机制所发挥的作用可

能不同. 短期内的应激虽然可以导致ICC超微结

构的改变, 一方面可能起功能仍未完全丧失, 另
一方面, 参与调节胃排空的其他途径可能通过

调节补偿了尚属细微的ICC功能变化. 因此其胃

排空功能在短期内尚可维持正常. 这种复杂的

在接受应激后的不同阶段内所发挥的作用可能

存在一定得差异, 应激时间越长, 调节机制的补

图  2  3 d组大鼠胃窦ICC超微结构改变. A: 缝隙连接减少、

结构松散, 胞质广泛溶解, 可见自嗜性空泡; B: 线粒体空泡

样肿胀; C: 染色质边集、皱缩.

A

B

C
图  3  7 d组大鼠胃窦ICC超微结构改变. A: 核固缩; B: 核内

异染色质明显.

A

B
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偿作用越复杂. 随着ICC的超微结构破坏渐趋严

重, 缝隙连接破坏不可逆, 细胞器、胞质、胞核

固缩, 变形, 甚至细胞死亡, 包括ICC起搏胃慢波

在内的正向调节机制彻底失利. ICC超微结构的

改变只是其中的一个重要发病机制. 

其他研究显示: 短期强烈的应激刺激可以

导致大鼠胃窦ICC的超微机构改变[8]. 而本研究

结果表明, 低强度的慢性束缚水浸应激也可以

损伤大鼠胃窦ICC的超微结构, 其损伤程度随应

激时间延长而逐渐加重. 超微结构改变的同时

胃排空功能出现异常, 但大鼠胃排空快慢的改

变与其胃窦ICC细胞的损伤程度不平行, 说明应

激后的胃功能改变有多种机制参与, ICC细胞的

损伤可能参与应激性胃动力改变的过程.
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图  4  28 d组大鼠胃窦ICC超微结构改变. A: 核固缩, 核内异

染色质明显; B: 异染色质形成网状, 可见凋亡小体; C: 异染

色质形成网状, 可见凋亡小体.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Wuji Pill with 
different compatibility on the enzymatic activity 
of cytochrome P450 1A2 (CYP1A2) in rat liver 
microsomes in vitro.

METHODS: Using phenacetin as a substrate 

probe, the effects of Wuji Pill with different 
compatibility (No.1-9) on the enzymatic activity 
of CYP1A2 were detected by high-performance 
liquid chromatography (HPLC).

RESULTS: The half maximal inhibitory concen-
trations (IC50) of Rhizoma Coptidis, Fructus Evodiae 
Rutaecarpae, Radix Paeoniae Alba and Wuji Pill 
(No.1-9) on the enzymatic activity of CYP1A2 
were 28.07, 989.69, 6633.28, 57.92, 104.38, 321.28, 
32.17, 80.09, 71.47, 76.76, 40.41 and 29.45 mg/L, 
respectively. Rhizoma Coptidis and Wuji Pill 
(No.1-9) could significantly suppress the enzy-
matic activity of CYP1A2. The suppressive ef-
fects of Rhizoma Coptidis in Wuji Pill on the activ-
ity of CYP1A2 depend on the proportion of Fruc-
tus Evodiae Rutaecarpae and Radix Paeoniae Alba in 
Wuji Pill. With the increase in the proportion of 
Rhizoma Coptidis and Fructus Evodiae Rutaecarpae 
in Wuji Pill, the suppressive effects of Wuji Pill on 
the activity of CYP1A2 were strengthened. With 
the increase in the proportion of Radix Paeoniae 
Alba in Wuji Pill, the suppressive effects of Wuji 
Pill on the activity of CYP1A2 was weakened.

CONCLUSION: Wuji Pill with different compat-
ibility shows different suppressive effects on the 
enzymatic activity of CYP1A2. This may explain 
why Wuji Pill with different compatibility has 
different pharmacodynamic and pharmacoki-
netic characteristics.

Key Words: Wuji Pill; CYP1A2; Phenacetin; High-
performance liquid chromatography; Chinese medi-
cine

Weng XG, Li YJ, Yang Q, Liang RX, Wang YW, Liu XN, 
Han X, Zhang GL, Sui F, Zhu XX. Effects of Wuji Pill 
with different compatibility on the activity of cytochrome 
P450 1A2 in rat liver microsomes in vitro. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 586-591

摘要
目的: 探讨戊己丸不同配比方对大鼠体外肝
微粒体CYP1A2酶活性的影响, 从“中药配伍-
代谢”关系探讨中药配伍机制. 

方法: 按L9(3
4)正交表, 戊己丸的配比设计为9

®

■背景资料
CYP1A2是参与药
物代谢的CYP450
酶中的重要同工
酶之一, 代谢是中
药 ( 复方 ) 起作用
的重要环节, 戊己
丸是临床治疗肠
易激综合征(IBS)
常用有效方剂, 不
同配比戊己丸历
代医家均有应用, 
从“中药配伍-代
谢”关系研究戊
己丸配伍作用规
律对于指导临床
用药, 揭示中药复
方用药奥秘具有
现实意义.

■同行评议者
李康, 副教授, 广
东药学院药科学
院药物分析教研
室
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个受试复方, 以非那西丁为探针药, HPLC检
测戊己丸对大鼠体外肝微粒体CYP1A2酶活
性的影响.

结果: 黄连、吴茱萸、白芍提取物及戊己丸
方1-9抑制CYP1A2的生药IC50分别为: 28.07、
989.69、6633.28、57.92、104.38、321.28、
32.17、80.09、71.47、76.76、40.41、29.45 
mg/L; 黄连及戊己丸可以显著抑制CYP1A2酶
活性, 不同配比戊己丸抑制CYP1A2酶活性作
用不同, 有统计学差异; 随着黄连、吴茱萸两
药在戊己丸方中剂量水平的增高, 戊己丸组方
抑制CYP1A2酶活性的能力增强, 随着白芍在
戊己丸方中剂量水平的增高可以减弱该组方
抑制CYPA2酶活性的能力, 且戊己丸组方中
吴茱萸和白芍配比不同可以影响方中黄连抑
制CYP1A2酶活性的程度.

结论: 戊己丸配比不同, 对CYP1A2酶活性的
抑制作用不同, 这种差异可能是不同配比戊己
丸药效学、药动学差异的原因所在.

关键词: 戊己丸; CYP1A2; 非那西丁; 高效液相色谱

法; 中药
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0  引言

戊已丸可疏泻肝之郁火、调和脾胃 ,  是临床

治疗肠易激综合征(irritable bowel syndrome, 
I B S)常用有效方剂 ,  最早见于宋代刘昉《幼

幼新书》卷二十六 ,  由黄连、吴茱萸、白芍

各五两组成 ,  《医方考》将方中药物用量改

为黄连十两、吴茱萸二两、白芍二两 ,  黄
连、吴茱萸、白芍用药比例由1∶1∶1改为 
5∶1∶1, 而《中国药典》(2005年版)收载本

方的比例为: 黄连300 g, 吴茱萸(制)50 g, 白芍

(炒)300 g. 宫海民等[1]比较了戊已丸中黄连、吴

茱萸、白芍1∶1∶1和5∶1∶1两种配比的药效, 
其中1∶1∶1配伍组长于镇痛, 而5∶1∶1配伍

组长于抗炎, 提示戊已丸配比不同, 所产生的药

效也不尽相同. 本课题组前期药理研究也表明, 
戊己丸不同配比方有不同的药效特点[2]. 

复方用药是中医治病的主要形式, 也是辨

证论治理论精髓具体表现. 中药成分复杂, 作用

形式多样, 中药化学成分(原型药或代谢物)是其

作用的物质基础, 因此, 中药复方的配伍变化体

现不同疗效与其化学成分代谢特征存在关联. 
本课题组从“中药配伍-代谢”关系探讨复方配

伍机制, 以戊己丸为范例, 研究戊己丸配伍(比)
与机体主要肝药酶-CYP450之间的相互影响, 本
文报道戊己丸不同配比方对大鼠体外CYP1A2
酶活性的影响, CYP1A2主要在肝脏表达, 人类

CYP1A2的含量约占肝脏CYP450总量的13%, 
参与咖啡因(90%以上的咖啡因清除由该酶介

导)、非那西丁、醋氨酚等20多种药物的代谢, 
并且在十几种前致癌物的激活或灭活中发挥重

要作用[3,4].
本实验以方剂对CYP1A2酶活性的影响为

主效应, 以IC50作为量化观察指标, 研究戊己丸

配伍的数、量、相互比例与方剂主效应的关系, 
为探讨中药复方配伍机制提供新的研究思路.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠, ♂, 体质量200 g±20 g, 北
京维通利华实验动物技术有限公司提供, 许可

证编号: SCXK(京)2007-0001, SPF级; HPLC色
谱仪(美国Waters 2695自动进样液相仪, Waters 
2489-U V检测器 ,  E m p o w e r数据处理系统), 
Kromasil-C18色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 
美国Avanti J-30I超高速离心机; 美国Sorval l 
super T21高速离心机; 日本MDF-U 50V超低温

冰箱(-80 ℃); 连续加样器; 国产BHW-2电热恒温

水浴箱; 分析天平; 匀浆器. 非那西丁、对乙酰

氨基酚、6-磷酸葡萄糖、β-萘黄酮均购自Sigma
公司; 氧化型辅酶Ⅱ(北京纵横洋洲公司), 苯巴

比妥钠注射液(天津金耀氨基酸有限公司), BCA
试剂盒(北京赛驰生物科技有限公司), 精密pH
试纸, 色谱纯乙腈(Tedia, 美国), 甲醇(色谱纯, 天
津四友试剂公司), 高纯水, 氯化镁(分析纯), 氯
化钾(分析纯), 氢氧化钾(分析纯), 磷酸. 黄连、

制吴茱萸、炒白芍饮片均购自北京卫仁饮片厂; 
黄连醇提物、制吴茱萸醇提物、炒白芍混合提

取物(醇提加水提)由中日友好医院剂型室按优

选工艺分别进行提取.
1.2 方法 
1.2.1 戊己丸受试复方配比设计: 按照L9(3

4)正交

表, 采用以下9个不同配比戊己丸, 其中方4为药

典收录方. 方1-9中黄连、制吴茱萸、炒白芍的比

例分别为: 3∶1∶3; 3∶2∶6; 3∶6∶12; 6∶1∶6; 
6∶2∶12; 6∶6∶3; 12∶1∶12; 12∶2∶3; 12∶
6∶6.
1.2.2 实验分组与药物配制: 实验分为12组: 戊己

■研发前沿
目前主要从亚细
胞、细胞及整体
水平研究药物对
CYP450酶的影响
作 用 ,  如 从 肝 微
粒体、肝原代细
胞培养或体内实
验 研 究 C Y P 4 5 0
酶活性或基因、

蛋 白 表 达 等 .  中
药 与 C Y P 4 5 0 酶
之间的关系研究
难点在于中药(复
方)成分多样 ,  对
CYP450酶影响作
用复杂, CYP450
酶对不同中药成
分代谢情况也同
样复杂, 亟待研究
的问题是如何采
用有效研究模式
及严密的数理统
计分析, 从中药与
代谢酶之间纷繁
复杂的相互影响
关系中探索两者
之间的作用规律.
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丸不同配比方1-9; 黄连、制吴茱萸、炒白芍各

单味药提取物; 各组药物均采用500 mL/L甲醇

溶液作为溶剂, 取相应量的黄连醇提物、制吴

茱萸醇提物与炒白芍提取物混合, 按各自组方

成分比例配制.
1.2.3 大鼠肝微粒体制备: 参照文献[5]方法, 大鼠

经苯巴比妥钠与β-萘黄酮诱导CYP450酶生成增

加后, 用高速离心法制备肝微粒体, -80 ℃保存备

用. 以小牛血清白蛋白为标准品, 采用BCA试剂

盒法测定微粒体蛋白含量, 蛋白浓度为1.2 g/L.
1.2.4 肝微粒体混合酶系组成: 为测定药物对

CYP450同工酶的IC50值, 每一受试药设7个浓

度及溶剂对照, 8个受试条件, 每1条件做平行3
个孵育管, 1个受试药每次需做24个孵育管, 每
次配制12 mL微粒体混合酶系溶液, 其组成为: 
1.2.3项下肝微粒体悬液1.2 mL, 0.4 mol/L MgCl2

溶液120 μL, 1.65 mol/L KCl2溶液120 μL, 6-磷酸

葡萄糖15 mg, 氧化型辅酶Ⅱ20 mg, 纯净水4.56 
mL, 0.2 mol/L磷酸盐缓冲液(pH7.4)6 mL, 震荡

混匀; 混合酶系配制在冰浴上进行, 临用时现配.
1.2.5 CYP1A2酶代谢活性检测: 每1孵育管加

入5 μL受试药溶液之后, 吸取120 μL浓度为100 
μmol/L的CYP1A2特征底物-非那西丁溶液, 加
入1.2.4项下的12 mL肝微粒体混合酶系溶液中, 
混匀, 均匀加入24个孵育管内, 每1孵育管添加

0.5 mL, 混匀. 以上操作在冰浴上进行, 之后将孵

育管置37 ℃水浴中孵育3 h后, 加入0.5 mL冰冷

甲醇终止反应, 转入1.5 mL离心管, 4 ℃冰箱放

置3 h沉淀蛋白后, 18 000 r/min离心20 min, 取上

清液20 μL, HPLC进样测定非那西丁代谢产物-
对乙酰氨基酚浓度, 对乙酰氨基酚的生成量与

CYP1A2酶活性呈正相关[6].
1.2.6 HPLC检测方法学建立: (1)HPLC条件:  
Kromasil-C18色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 
流动相A: 5%乙腈、15%甲醇、80%水; 流动

相B: 10%乙腈、60%甲醇、30%水; 梯度洗脱

程序: 0 min(100% A), 8 min(80% A, 20% B), 12 
min(60% A, 40% B), 20 min(100% A); 运行时间: 
40 min; 流速: 1 mL/min; 柱温: 30 ℃; 检测波长: 
245 nm; 进样量: 20 μL; (2)对照品储备液配制: 
精密称取非那西丁、对乙酰氨基酚一定量, 配
制10 mL的0.5 g/L非那西丁和10 mL的0.31 g/L
对乙酰氨基酚储备液; (3)标准曲线测定: 取一定

量对乙酰氨基酚储备液, 以50%肝微粒体混合酶

系溶液: 50%甲醇的混合溶液(与孵育体系最终

溶液成分一致)稀释, 配制0.375、0.185、0.09、

0.04、0.02、0.01 mg/L浓度对照品溶液, 每1梯
度浓度溶液进样20 μL测定, 重复进样2次, 取平

均值, 以组分的峰面积(A)为纵坐标, 组分浓度(c, 
mg/L)为横坐标, 进行线性回归; (4)方法回收率: 
取适量对乙酰氨基酚对照品储备液, 以50%肝微

粒体混合酶系溶液: 50%甲醇的混合溶液分别配

制高、中、低3个浓度的对乙酰氨基酚混合溶

液, 3个浓度溶液分别进样20 μL, 按上述HPLC条
件测定相应成分含量, 以含量测定值比实际值

计算方法回收率; (5)最低检测限: 根据S/N(信噪

比)≥3计算.
1.2.7 戊己丸不同配比方对大鼠CYP1A2酶活性

的影响: 本实验12个戊己丸提取物组方终浓度

(特指CYP1A2酶代谢活性实验受试药的最高浓

度, 由终浓度依次往下对半稀释6个浓度, 作为

IC50测定所需梯度浓度), 详见表1. 每1受试药的

每1受试浓度(共8个受试浓度, 包括溶剂对照)做
3个平行孵育管, 平行实验2次, 按1.2.5项下步骤

检测受试药对CYP1A2酶活性的影响. pH值对

CYP450酶活性影响较大[7], pH6-8为CYP450酶
生理pH值范围, 实验均需调定孵育管内pH值至

7.0左右.
统计学处理 计算加与不加受试药物的情

况下, 非那西丁经CYP1A2代谢产生对乙酰氨基

酚的量, 按照以下公式计算不同浓度受试药对

CYP1A2酶活性的抑制率: 抑制率(%) = (不加受

试药对乙酰氨基酚生成量-加受试药对乙酰氨基

酚生成量)/不加受试药对乙酰氨基酚生成量×

■相关报道
杜贵森报道其在
临床运用戊己丸
时 ,  扩 大 该 方 剂
运用范围, 凡遇情
志内伤、肝胃不
和所致的多种疾
病, 每选用戊己丸
作基础方、加味
施治于临床, 取得
满 意 的 疗 效 .  王
丹等认为中药对
CYP450的作用 , 
受多种内外因素
的 影 响 ,  中 药 不
同 来 源 ,  各 种 炮
制加工、制剂等
工艺过程均会对
CYP450产生不同
影 响 作 用 ,  如 何
排除各种非实验
因 素 的 影 响 ,  并
合理进行实验设
计, 是当前中药对
CYP450活性作用
研究中的难点.

表  1  戊己丸提取物组方终浓度(未添加终止反应的冰冷
甲醇前孵育管内受试药终浓度) [μg(生药)/mL]

     
分组	     黄连         制吴茱萸       炒白芍          总浓度

黄连	   672.24	           -	                 -          672.24

提取物

制吴茱萸	       -	    4 259.32               -       4 259.32

提取物

炒白芍	       -	           -	        35 870      35 870

提取物

方1	   168	         56	             168           392

方2	   168	       112	             336           616

方3	   168	       336	             672        1 176

方4	   336	         56	             336           728

方5	   336	       112	             672        1 120

方6	   336	       336	             168           840

方7	   672	         56	             672        1 400

方8	   672	       112	             168           952

方9	   672	       336	             336        1 344
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100%; 然后采用改良Bliss法计算IC50值
[8]. 若某

受试药IC50>50 μmol/L, 说明药物抑制能力弱; 若
IC50<50 μmol/L, 说明该药物抑制能力强. 数据以

mean±SD表示, 采用SPSS11.5统计软件进行t检
验, 单因素方差分析、多因素方差分析及正交t
值法计算.

2  结果

2.1 HPLC方法学考察 对乙酰氨基酚回归方程: 
A = 3397.3c-2342.2, (n  = 6, r  = 0.9997), 表明对

乙酰氨基酚在0.01-0.375 mg/L浓度范围内具有

良好的线性关系; 对乙酰氨基酚平均回收率为

99.58%, 最低检测浓度为0.01 mg/L. 相应图谱见

图1, 图2.
2.2 戊己丸提取物组方终浓度对CYP1A2酶活性

的影响 戊己丸不同配比方对CYP1A2的抑制影

响存在较大差异(表2).表2).).
2.3 戊己丸组方中各单味药对CYP1A2酶活性

影响的IC50值 戊己丸组方中3味药单用均能对

CYP1A2酶活性产生抑制作用, 黄连IC50值非常

低, 对CYP1A2的抑制作用显著, 是戊己丸方中

抑制CYP1A2酶活性的主要物质, 制吴茱萸IC50

值较高, 对CYP1A2酶活性抑制不明显, 炒白芍

IC50值很高, 对CYP1A2酶活性抑制较弱; 不同配

比情况下复方中的吴茱萸和炒白芍拆方IC50值

均较单味药IC50值极显著降低. 方2、6、8中黄

连拆方IC50值与黄连单味药中IC50值比较无显著

差异, 方1、4、5、9中黄连拆方IC50值比黄连单

味药中IC50值显著降低, 方3、7中黄连拆方IC50

值比黄连单味药中IC50值显著升高(表3).表3).).
2.4 戊己丸组方中的3味药对CYP1A2的作用 (1)
单因素方差分析: 方1-9的组间两两比较均有

显著差异; (2)多因素方差分析: 方1-9中, 黄连, 
制吴茱萸, 炒白芍均有3个剂量水平, 随着黄连

和制吴茱萸的剂量水平增加, 可以造成组方对

CYP1A2酶活性抑制作用的加强, 而随着炒白芍

剂量水平的增加, 可以造成组方对CYP1A2酶活

性抑制作用的减弱; (3)正交t值法计算: 见表4, 
在戊己丸的3种因素(3味药)3水平(3味药在9个
复方组合中均有小、中、大3个剂量水平配伍)
正交设计实验中, 除炒白芍小、中剂量水平差

别不会导致戊己丸组方对CYP1A2酶活性产生

有统计学差异的影响外, 其余两药各剂量水平

间比较及炒白芍中、大剂量水平间和小、大剂

量水平间比较均能显著改变相应戊己丸组方对

CYP1A2酶活性的影响. 

3  讨论

戊己丸方含黄连、吴茱萸、白芍, 黄连属苦寒

清热药, 入心、胃经可泻心火、清胃热, 吴茱萸

属温阳散寒药, 归肝、脾、胃、肾经, 可温中

止呕, 助阳止泻, 芍药性味苦、平, 入肝、脾经, 
“白芍药益脾”, 长于养血敛阴, 柔肝止痛[9]; 由
此可见, 戊己丸疏泻肝火、调和脾胃之功, 能治

腹痛泻痢、呕吐吞酸等症, 乃方中3味药集结所

长, 协同制衡而表现出的整体药效, 又因3味药

性味、归经及功效各有不同侧重, 故从戊己丸

方解亦能推测戊己丸不同配伍配比可造成其药

■创新盘点
本 文 以 方 剂 对
CYP1A2酶活性
的影响为主效应, 
以 I C 5 0作 为 量 化
观察指标, 研究戊
己丸配伍的数、

量、相互比例与
方剂主效应的关
系, 为探讨中药复
方配伍机制提供
新的研究思路.

表  2  戊己丸提取物组方终浓度对CYP1A2酶活性的影响
(mean±SD, n  = 6)

     
分组

	                  孵育实验终浓度  终浓度下对乙酰氨

	                    [μg(生药)/mL]     基酚生成抑制率(%)

黄连提取物	        672.24	9 7.91±0.32

制吴茱萸提取物	     4 259.32	8 7.19±0.85

炒白芍提取物	   35 870		8  0.53±3.18

方1		         392		82  .68±3.68

方2		         616		9  0.04±2.42

方3		      1 176		89  .09±3.85

方4		         728		9  6.83±0.95

方5		      1 120		9  6.25±0.47

方6		         840		9  6.79±0.29

方7		      1 400		9  7.39±0.42

方8		         952		9  5.05±1.24

方9		      1 344		98  .58±0.34

0.14
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图  1  对乙酰氨基酚、非那西丁对照品色谱图. A: 对乙酰氨

基酚, t  = 5.863; B: 非那西丁, t  = 34.838.

图  2  戊己丸提取物组方中对乙酰氨基酚、非那西丁色
谱图.
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效特点之差异, 但其配伍机制尚需进行现代科

学研究方可揭去复方用药奥秘之面纱. 
中药复方应用是中医辨证论治的精髓, 只有

探明中药复方配伍机制才有能更好地利用中医

药这一民族瑰宝为人民的健康卫生服务. 目前

中药配伍研究虽已取得一定成就, 但尚不能完

全阐明复方配伍机制. 配伍研究实验设计可采

用析因设计、正交设计、均匀设计等, 中药复

方一般药味较多, 如何分析主药, 找出最佳组合

及最优剂量, 从而达到精简处方的目的, 值得重

视和研究. 孙卫民和孙瑞元根据中药方剂研究

特点, 按正交设计原理及F值与t值的特定关系, 

提出了正交t值法[10], 本法能较合理解释复方配

伍各因素、水平间的相互作用. 
我们以戊己丸为范例, 采用黄连, 制吴茱萸, 

炒白芍作为戊己丸组方用药, 前期进行了一系

列配伍相关研究, 可以证明不同配比戊己丸药

效上有不同侧重, 不同配比戊己丸血药动力学

参数各有不同, 以及胃肠吸收、代谢也有明显

差异, 并且从Caco-2细胞, P-糖蛋白等层次初步

分析了造成以上差异的机制[11,12], 课题组希望通

过对戊己丸配伍的范例研究, 建立一种有效的

中药复方配伍研究方法, 即从配伍药效, 配伍中

药吸收、分布、代谢、排泄等环节, 整体、细

■应用要点
药物代谢性相互
作用是导致患者
发生不良反应乃
至严重不良反应
或死亡的重要原
因, 戊己丸及黄连
均是现代临床常
用中药(复方), 从
本实验结果看, 临
床使用戊己丸及
黄连, 尤其存在多
药共用的情况下, 
务必要注意防范
可能因戊己丸或
黄连抑制CYP1A2
酶活性而出现的
不良药物代谢性
相互作用.

表  3  戊己丸提取物组方对CYP1A2酶活性影响的IC50值拆方 (mean±SD, n  = 6)

     
分组

				          受试药拆方[μg (生药)/mL]			                  提取物组方IC50

		          黄连提取物	             制吴茱萸提取物	     炒白芍提取物	                 [μg(生药)/mL]

黄连提取物	      28.07±1.398	               -		        -		                28.07±1.398

制吴茱萸提取物	        -		            989.69±110.953	       -		              989.69±110.953

炒白芍提取物	        -		                -		  6 633.28±336.094	          6 633.28±336.094

方1		       24.82±1.850a	               8.27±0.617f	      24.82±1.851h	               57.92±4.319

方2		       28.47±2.107	             18.98±1.405f	      56.94±4.214h	             104.38±7.725

方3		       45.90±2.784d	             91.79±5.568f	    183.59±11.136h	             321.28±19.488

方4		       14.85±1.173d	               2.47±0.195f	      14.85±1.173h	               32.17±2.541

方5		       24.03±1.396a	               8.01±0.465f	      48.06±2.791h	               80.09±4.652

方6		       28.59±3.062	             28.59±3.062f	      14.29±1.531h	               71.47±7.656

方7		       36.84±2.988b	               3.07±0.249f	      36.84±2.988h	               76.76±6.224

方8		       28.53±6.143	               4.75±1.024f	        7.13±1.536h	               40.41±8.702

方9		       14.72±2.499d	               7.36±1.249f	        7.36±1.249h	               29.45±4.997

aP<0.05, bP<0.01, dP<0.001 vs  黄连提取物组; fP<0.001 vs  制吴茱萸提取物组; hP<0.001 vs  炒白芍提取物组.

表  4  戊己丸提取物组方对CYP1A2酶活性影响的L9(3
4)正交t 值法计算结果 (mean±SD, n  = 6)

     
统计项	                黄连		              制吴茱萸		               炒白芍		           t 值

M1	      483.58			       166.85			       169.80		               t (0.05, 45) = 2.0145

M2	      183.73			       224.88			       166.00		               t (0.01, 45) = 2.6910

M3	      146.62			       422.2			        478.13		               t (0.001, 45) = 3.5235

D1-2	      299.85			      -58.03			           3.80	

D2-3	        37.11			    -197.32			    -312.13	

D1-3	      336.96			    -255.35			    -308.33	

t 1-2	        28.0769		           5.4337		           0.3558	

t 2-3	          3.4748		         18.4763		         29.2267	

t 1-3	        31.5517		         23.9101		         28.8709	

P 1-2	 [t  = 28.0769>3.5235]d	 [t  = 5.4337＞3.5235]d	 t  = 0.3558<2.0145

P 2-3	 [t  = 3.4748>2.6910]b	 [t  = 18.4763>3.5235]d	 [t  = 29.2267>3.5235]d

P 1-3	 [t  = 31.5517>3.5235]d	 [t  = 23.9101>3.5235]d	 [t  = 28.8709>3.5235]d	

M1、M2、M3: 分别是该列药物低、中、高剂量IC50值之和; D1-2是M1与M2极差; D2-3是M2与M3极差; D1-3是M1与M3极差. bP<0.01, 
dP<0.001.
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胞、亚细胞等水平研究中药配伍, 综合分析、

阐述中药配伍机制. 
中药复方是由配伍中药一定的数(中药味

数)、量(剂量水平)、比(各组成药味的数、量比

例)构建起来的在主效应上有别于单味药的新个

体(方剂), 方剂主效应的观察指标可以是药效、

代谢或毒性方面的, 配伍药物数、量、比变化

可以导致方剂整体效应发生量变甚至质变. 本
实验进行戊己丸不同配比方对大鼠CYP1A2酶
活性的影响研究, 以戊己丸对CYP1A2酶活性

的影响作为方剂主效应, 探讨戊己丸配伍数、

量、比变化与方剂主效应差异的相关性 ,  从
“药物配伍-代谢”关系阐述中药配伍机制. 实
验表明, 戊己丸可以显著抑制体外大鼠肝微粒

体CYP1A2酶活性, 黄连是抑制CYP1A2酶活性

的主要物质, 吴茱萸和白芍虽抑制CYP1A2酶活

性作用较弱, 但不同配比情况下复方中的吴茱

萸和白芍拆方IC50值均较单味药IC50值极显著降

低, 这主要是因为各复方中加入了对CYP1A2
酶活性抑制极显著的黄连造成的 ,  吴茱萸、

白芍两药在方中配比不同还可造成黄连抑制

CYP1A2酶活性能力的改变, 并且按L9(3
4)正交

设计的戊己丸方1-9在抑制CYP1A2酶活性作用

上, 组间比较均有显著差异, 复方中黄连本身的

不同比例和引入对CYP1A2酶活性影响不显著

的不同配比吴茱萸和白芍后, 对CYP1A2酶活性

造成了相互制衡或者相互促进的作用.
戊己丸方1-9中, 黄连、吴茱萸、白芍均有

3个剂量水平, 随着黄连和吴茱萸的剂量水平增

加, 可以造成组方对CYP1A2酶活性抑制作用的

加强, 而随着白芍剂量水平的增加, 可以造成组

方对CYP1A2酶活性抑制作用的减弱; 黄连、吴

茱萸、白芍各自的3个剂量水平, 除白芍小、中

剂量水平差别不会导致戊己丸组方对CYP1A2
酶活性产生统计学差异的影响外, 其余2药各剂

量水平间比较及白芍中、大剂量水平间和小、

大剂量水平间比较均能显著改变相应戊己丸组

方对CYP1A2酶活性的影响.
总之, 本实验揭示戊己丸配伍数、量、比

不同与方剂主效应差异存在密切相关, 那么, 不
同配比戊己丸在药效上的差异, 是否与不同配

比戊己丸进入机体后对肝微粒体CYP1A2造成

了不同的抑制作用, 从而导致戊己丸本身在机

体内被代谢的差异(药物被代谢差异可造成机体

内药效物质的差异)有关? 以及戊己丸对肝微粒

体其他CYP450同工酶是否有类似作用? 体外实

验结果是否可被体内实验印证? 这有待进一步

实验研究及分析阐述, 作者将另行撰文报道.
药物代谢性相互作用[13,14]是导致患者发生

不良反应乃至严重不良反应或死亡的重要原因, 
戊己丸及黄连均是现代临床常用中药(复方), 从
本实验结果看, 临床使用戊己丸及黄连, 尤其存

在多药共用的情况下, 务必要注意防范可能因

戊己丸或黄连抑制CYP1A2酶活性而出现的不

良药物代谢性相互作用.
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Abstract
AIM: To observe the effects of estradiol on the 
response of colonic smooth muscle stripes to 
cholecystokinin (CCK) in ovariectomized guinea 
pigs.

METHODS: Thirty guinea pigs were divided 
into three groups: A (ovariectomized guinea 
pigs), B (ovariectomized guinea pigs treated 
with estradiol for 3 days), and C (ovariectomized 
guinea pigs treated with estradiol for 7 days). 
The response of colonic smooth muscle stripes 
isolated from guinea pigs to CCK was recorded 
using a tension transducer.

RESULTS: After addition of CCK, the ampli-
tude of the contraction of colonic smooth muscle 
stripes increased in all the three groups. Com-
pared with group A, the increase in the ampli-
tude of the contraction of colonic smooth muscle 
stripes was significantly higher in groups B and 

C (0.134 g ± 0.026 g and 0.179 g ± 0.027 g vs 0.096 
g ± 0.015 g, respectively, both P < 0.05).

CONCLUSION: Estradiol can enhance the sensi-
tivity of colonic smooth muscle to CCK in ovari-
ectomized guinea pigs.

Key Words: Estradiol; Cholecystokinin; Colonic con-
traction

Zhang YS, Yu BP, Xiao Y, Zhao M, Zhang LJ. 17β-estradiol 
enhances cholecystokinin-induced stimulation of colonic 
motility in ovariectomized guinea pigs. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 592-595

摘要
目的: 观察17β-雌二醇对去卵巢豚鼠结肠平滑
肌的作用. 

方法: 将豚鼠分为A组(去卵巢7 d)、B组(去卵
巢+雌二醇3 d)、C组(去卵巢+雌二醇7 d). 利
用张力换能器记录豚鼠离体结肠平滑肌肌条
对胆囊收缩素(cholecystokinin, CCK)的反应. 

结果: 加入CCK后, 三组平滑肌肌条收缩幅度
均增加, 增加幅度分别为0.096 g±0.015 g、
0.134 g±0.026 g、0.179 g±0.027 g. B、C两
组增加幅度较A组更为明显(P <0.05), 差别有
统计学意义.

结论: 雌二醇能增强结肠平滑肌对CCK的敏
感性.

关键词: 雌二醇; 胆囊收缩素; 结肠收缩

张永顺, 余保平, 肖勇, 赵梦, 张丽静. 17β-雌二醇对去卵巢豚鼠

结肠平滑肌的作用.  世界华人消化杂志  2010; 18(6): 592-595
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0  引言

妇女在经前或经期时常出现各种胃肠道动力紊乱

症状, 如腹痛、腹胀、早饱、腹泻或便秘[1]. 另外,  
在以腹部不适和排便改变为主要表现的肠道功

能疾病肠易激综合征(irritable bowel syndrome, 
IBS)的患者中2/3为女性[2]. 这些资料提示我们

®

■背景资料
肠易激综合征是
功能性肠病中最
为常见的一种疾
病. 其发生机制迄
今尚未完全明了, 
性别、饮食、感
染、精神因素等
被认为与上述异
常有关. 鉴于女性
较男性多发且女
性腹痛常与月经
有相关性, 本研究
组考虑雌激素可
能参与了疾病的
发生.

■同行评议者
田字彬, 教授, 青
岛大学医学院附
属医院消化内科
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卵巢激素可能影响胃肠道的功能. 已有的研究

表明雌二醇能够影响胃肠道和胆囊的运动[3], 其
确切机制不清, 但胆囊收缩素在其中发挥的作

用正日益受到重视. 本实验通过建立去卵巢模

型, 用雌二醇替代, 分析豚鼠结肠平滑肌肌条对

CCK的反应. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年豚鼠30只, ♀, 体质量250-350 
g ,  由华中科技大学同济医学院动物中心提

供. 实验用八肽胆囊收缩素(cholecystokinin-
octopeptide, CCK-8)和17β-雌二醇(17β-estradiol)
购自Sigma(Fisher Scientific)公司. 阿托品产自江

苏盐城药业有限公司, 尼莫地平产自拜耳医药

保健股份有限公司(北京), 河豚毒素(TTX)购自

大连瑞芳公司. 张力换能器、RM6240多道生理

信号采集处理系统购自成都仪器厂. Tryrode液
成分包括: NaCl 147.0 mmol/L, KCl 4.0 mmol/L, 
CaCl2 2.0 mmol/L, MgCl2 1.05 mmol/L, NaH2PO4 
0.42 mmol/L, Na2HPO4 1.81 mmol/L, 葡萄糖5.5 
mmol/L, 用NaOH调pH值到7.35-7.45.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将30只豚鼠随机分为3组, A组为去卵

巢7 d组, B组为去卵巢7d后皮下注射17β-雌二醇

3 d组, C组为去卵巢7 d后皮下注射17β-雌二醇

7 d组. 三组体质量差别无统计学意义. 豚鼠水合

氯醛2 mL/1 kg腹腔麻醉, 固定, 取背部两侧肋骨

下缘1-2 cm处切口, 结扎输卵管后切除卵巢, 缝
合肌层后双氧水消毒, 缝合皮肤关闭腹腔, 常规

消毒, 待豚鼠清醒后送回动物房中. 饲养7 d后, 
给予B、C两组豚鼠皮下注射17β-雌二醇25 μg/kg. 
饲养环境: 温度20 ℃-25 ℃, 湿度40%-60%, 自由

进食、进水, 每2 d补充1次青菜. 
1.2.2 离体肌条制备: 各组豚鼠饲养时间到后, 击
昏后颈动脉放血处死后迅速剖腹. 取长约3 cm的

近端结肠, 去黏膜后沿纵轴将结肠制备成长约8 
mm, 宽约3 mm的肌条, 将肌条与张力换能器相

连, 浸没于37 ℃ Tyrode液中, 给肌条1.0 g的前负

荷, 待肌条出现规律的自发性收缩并稳定1 h后
记录机械收缩信号, 将1.0 g前负荷设定为0. 
1.2.3 CCK的干预: 肌条收缩稳定后, 使用微量进

样器添加各浓度CCK-8(1×10-9、1×10-8、1×
10-7 mol/L)于A组, 观察豚鼠结肠平滑肌肌条对

1×10-9、1×10-8、1×10-7 mol/L各浓度CCK-8
的反应, 以及各组豚鼠(A、B、C组)结肠平滑肌

肌条对1×10-8 mol/L CCK-8的反应; 滴加1×10-5 

mol/L阿托品、尼莫地平和TTX于A组观察三者

对1×10-8 mol/L CCK-8作用的影响. 每种药物作

用后, Tyrode液冲洗肌条3次或更换肌条.
统计学处理 以给药前3 min胆囊肌条的张

力作为对照值, 每次给药后3 min变化的最大数

值为效应值(药物作用前后的变化程度). 实验

结果均以mean±SD表示, 对所得数据采用单因

素方差分析, 多通道生物信号采集分析系统数

据软件和统计软件SPSS13.0进行统计学分析. 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 不同浓度CCK对A组豚鼠结肠平滑肌的作

用 加入1×10-9、1×10-8、1×10-7 mol/L各浓度

CCK-8后, 豚鼠离体结肠平滑肌肌条收缩振幅增

加, 分别增加0.092 g±0.013 g、0.125 g±0.021 
g、0.155 g±0.025 g, 呈浓度依赖性增加(图1, 2).
2.2 拮抗剂对A组10-8 mol/L CCK作用的影响 阿
托品、尼莫地平、河豚毒素等拮抗剂可以部分

阻断CCK-8对离体结肠平滑肌肌条的作用, 效
应值分别为同浓度CCK-8作用(以1×10-8 mol/L 
CCK-8作用的效应值为1)的67.1%、54.1%、

48.1%(图3).
2.3 1×10-8 mol/L CCK对三组豚鼠结肠平滑肌

肌条的作用 去卵巢7 d组(A组), 去卵巢豚鼠雌

二醇皮下注射3 d组(B组)以及去卵巢豚鼠雌二

醇皮下注射7 d组(C组)加入1×10-8 mol/L CCK-8

■研发前沿
对肠易激综合征
的研究, 目前主要
集中于探讨发病
机制中的胃肠动
力学异常和内脏
感觉异常两个方
面. 关于内脏敏感
性增高的文章和
报道有不少, 有学
者认为精神因素
是内脏高敏感的
主要原因, 但至今
仍然没有达成共
识, 且具体机制不
明. 而胃肠动力异
常方面, 胆囊收缩
素被认为在其中
发挥着重要作用, 
但研究结果并不
统一.

50 s
0.15 g

50 s
0.12 g

50 s
0.10 g

CCK-8 10-7 mol/LA

CCK-8 10-8 mol/LB

CCK-8 10-9 mol/L

C

图  1  不同浓度CCK-8作用后的结肠肌条收缩波形. A: 1×

10-7 mol/L; B: 1×10-8 mol/L; C: 1×10-9 mol/L.
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后, 离体结肠平滑肌肌条收缩振幅均增加, 分别

为0.096 g±0.015 g、0.134 g±0.026 g、0.179 g
±0.027 g. B、C两组同A组相比, 收缩幅度增

加, B组收缩幅度小于C组, 差异具有统计学意义

(P <0.05, 图4).

3  讨论

IBS是最常见的一种功能性肠道疾病, 发病机

制尚不清楚. 目前, 认为其可能与性别、精神因

素、食物、神经性激素、感染、免疫等多种因

素有关, 其中性别被认为是重要因素之一[4,5]. 流
行病学研究显示女性是IBS患者中的主要人群. 
国外学者研究报道, 经前期和经期女性更容易

出现腹痛、稀便和其他一些消化系症状, 这提

示女性性激素的波动可能对IBS有影响, 与胃肠

道动力相关. 
已经知道, 雌二醇是雌激素中的主要物质, 

也是卵巢分泌的最重要的性激素. 因此, 普遍用

雌二醇来反映雌激素的作用. 研究发现, 急性给

予雌二醇对结肠平滑肌电压依赖性钾电流的密

度没有影响, 而肌注雌二醇7 d的小鼠结肠平滑肌

电压依赖性钾电流密度受到抑制[6]. 然而雌二醇

对离体结肠平滑肌的直接作用并不显著[7], 故我

们怀疑雌二醇可能通过其他途径影响结肠作用.
CCK是一种重要的胃肠激素, 参与胃肠道

动力的调节. 研究发现, 存在两种CCK受体, 即
CCK-AR和CCK-BR, 前者存在于外周组织, 而
后者主要表达于中枢神经系统. 已经清楚, CCK
的效应包括刺激膳食后胆囊收缩、促进Oddi括

约肌舒张、抑制胃排空等功能. 有研究报道, 静
脉注射C C K-8后结肠运动呈推进性增强及腹 
痛[8]; 有人发现IBS患者血浆中CCK的含量明显

高于正常对照组[9]. 上述研究显示, CCK与IBS腹
痛、腹泻症状可能存在联系. 

本实验发现, 向离体的豚鼠肌条滴加CCK-8
后, 肌条收缩力增加, 且与CCK-8浓度呈正相关. 
有研究表明, CCK作用于肠壁神经元上受体, 肠
神经通过神经末梢释放乙酰胆碱作用于肌细胞

表面受体, 引起细胞去极化进而发挥对结肠平

滑肌的作用[10]. 在本实验中加入尼莫地平、阿托

品和河豚毒素后, 肌条收缩幅度缩小, 证实了前

面的观点. 
在本实验中, 将随机分组的豚鼠去卵巢后以

雌二醇替代, 制作结肠平滑肌离体肌条直观观

察各组对CCK的反应. 发现雌二醇替代后肌条

收缩更明显, 表明雌二醇可通过影响CCK受体

表达发挥对结肠运动的影响. 
有学者通过研究发现, 肌注雌激素后, 血浆

中CCK水平升高[11]. 本实验中, 雌二醇肌注3 d和
7 d组较去卵巢组豚鼠结肠平滑肌肌条对CCK的

敏感性增高, 提示了雌二醇可提高CCK受体水

平的表达. 我们猜测雌二醇可能增强CCK受体

的活性或升高其表达水平. 而应用CCK受体拮

抗剂后, 这种雌激素引起的CCK水平升高现象

消失[12], 表明雌二醇可能是通过CCK受体来调

节CCK水平. 
雌二醇影响结肠运动的途径可能尚不仅如

此. 有学者报道, 雌激素能够通过诱导生长因子

的表达使得肥大细胞数目增多, 并使其释放组

织胺的能力增强; 而且, 表达雌激素受体的细胞

数与肥大细胞数目有很强的相关性, 通过染色

观察到表达雌激素受体的细胞与肥大细胞形态

结构相似[13,14], 提示肥大细胞能够表达雌激素受

体, 雌激素可能会通过肥大细胞影响肠道功能

从而引起各种消化系统症状. 
总之, CCK-8及雌激素在IBS的发生发展中

有重要作用, 其作用机制尚未完全明确, 需要更

■相关报道
自从流行病学提
示性别因素在肠
易激综合征起病
中的作用后, 对雌
激素与肠易激综
合征的研究就已
展开. 有学者通过
研究得出结论, 雌
二醇可提高肠道
对痛觉的敏感性, 
然而与此类似的
结果并不多见, 故
可信度仍然不确
定. 韩炜等发现在
肥大细胞表现有
雌激素受体的表
达, 将性别和免疫
因素联系起来, 开
拓了作者对肠易
激综合征的视野, 
对今后继续研究
免疫因素有指导
意义.
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图  2  不同浓度CCK-8对豚鼠结肠平滑肌肌条的效应.
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图  4  各组豚鼠结肠平滑肌肌条对10-8 mol/L CCK-8的反应.
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进一步的研究, 这些研究将为IBS的治疗策略提

供新的方法和新的思路.
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的实用价值, 对揭
示IBS发病有一定
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Abstract
AIM: To investigate the effects of combined 
treatment with itopride, domperidone and 
metoc lopramide on d iges t ive func t ion , 
gastrointestinal emptying and serum ghrelin 
level in patients with functional dyspepsia (FD).

METHODS: One hundred and twenty FD pa-
tients were divided into six groups according to 

the Rome II criteria: those treated with itopride, 
domperidone and metoclopramide, alone or in 
double combination. The clinical symptoms, gas-
trointestinal emptying rate and serum ghrelin 
level were observed before and after treatment.

RESULTS: The symptoms of FD patients were 
significantly improved after each treatment. 
The symptomatic relief rates achieved in the 
combination groups were much better than 
those in single-drug groups (all P < 0.01). The 
gastric emptying rates achieved in the combina-
tion groups were also much better than those in 
single-drug groups (54.26% ± 18.57%, 55.12% ± 
18.22% and 47.17% ± 15.21% vs 36.23% ± 11.68%, 
32.16% ± 10.08% and 32.24% ± 10.12%, respec-
tively; all P < 0.01). The intestinal emptying rates 
in the itopride plus domperidone group and the 
itopride plus metoclopramide group were much 
better than that in the domperidone plus meto-
clopramide group (89.27% ± 11.36% and 88.67% 
± 13.25% vs 69.16% ± 19.26%, respectively; both 
P < 0.01). The intestinal emptying rate in the ito-
pride group was much better than those in the 
domperidone group and the metoclopramide 
group (78.23% ± 12.56% vs 58.96% ± 12.20% and 
58.33% ± 12.57%, respectively; both P < 0.01). 
The level of serum ghrelin in FD patients was 
significantly lower than that in normal controls 
(P < 0.05). After drug treatment, the level of se-
rum ghrelin rose obviously. The levels of serum 
ghrelin in combination groups were higher than 
those in single-drug groups (all P < 0.05 or 0.01).

CONCLUSION: Treatment with itopride, dom-
peridone and metoclopramide in double com-
bination achieves better efficacy in FD patients 
than treatment with these drugs alone. Combi-
nation therapy significantly improves dyspepsia 
and gastric motility in FD patients perhaps by 
altering the level of serum ghrelin.

Key Words: Itopride; Domperidone; Metoclopra-
mide; Functional dyspepsia; Gastrointestinal emp-
tying; Ghrelin
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■背景资料
功能性消化不良
是以餐后上腹不
适 或 疼 痛 、 早
饱 、 恶 心 、 呕
吐、暖气等为主
要表现的症候群. 
其发病率较高, 严
重危害着人们生
活质量, 是当今临
床上亟待解决的
问题之一.

■同行评议者
刘正稳, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
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摘要
目的: 研究伊托必利、多潘立酮和甲氧氯普
胺联合应用对功能性消化不良(FD)患者胃肠
功能和Ghrelin含量的影响. 

方法: 以FD患者为研究对象, 依据罗马Ⅱ标准, 
将符合纳入标准的患者120例随机分为6组, 分
别给予盐酸伊托必利, 多潘立酮, 甲氧氯普胺, 
以及联合用药给予盐酸伊托必利+多潘立酮, 
盐酸伊托必利+甲氧氯普胺和多潘立酮+甲氧
氯普胺, 观察用药前后各临床症状积分改善程
度、胃肠排空率及血清Ghrelin的水平改变.

结果: 各组FD患者服药后消化不良等症状均
明显改善, 在症状缓解率, 联合用药组明显优
于单独用药组(P<0.01); 在胃排空率, 各联合用
药组明显优于单独用药组(54.26%±18.57%, 
55.12%±18.22%, 47.17%±15.21% vs  36.23%
±11.68%, 32.16%±10.08%, 32.24%±10.12%, 
均P <0.01); 在肠排空率, 联合用药组中伊托
必利+多潘立酮组和伊托必利+甲氧氯普胺组
明显优于多潘立酮+甲氧氯普胺组(89.27%±

11.36%, 88.67%±13.25% vs  69.16%±19.26%, 
均P <0.01); 单独用药组中伊托必利明显优于
多潘立酮或甲氧氯普胺(78.23%±12.56% vs  
58.96%±12.20%, 58.33%±12.57%, P <0.01); 
但伊托必利单独用药明显优于多潘立酮+甲氧
氯普胺联合用药(P<0.05). FD患者血清Ghrelin
水平明显降低(P <0.05). 经药物治疗后Ghrelin
水平明显回升, 联合用药组明显高于单独用药
组(P<0.05或0.01).

结论: 伊托必利、多潘立酮和甲氧氯普胺联
合用药比单独用药更有效, 可显著改善FD患
者的胃肠动力, 该功能可能与血清ghrelin水平
改变有关.

关键词: 伊托必利; 多潘立酮; 甲氧氯普胺; 功能性

消化不良; 胃肠运动; Ghrelin
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是

一种常见的临床疾病 ,  占消化系疾病患者的

20%-40%, 一直是人们研究的热点. 但目前FD发

病机制尚未明确, 可能涉及多种因素. 近年来国

内外研究表明, 胃肠动力功能障碍是FD的主要

发病机制, 并且胃肠动力异常伴有胃肠激素变

化与异常. Ghrelin是1999年Kojima等[1]发现的由

28个氨基酸组成的小分子多肽. 其具有促进胃

酸分泌、胃肠运动、促进摄食和调控能量代谢

等功能. 为明确胃动力药对FD的治疗效果, 指导

临床用药, 本实验采用胃肠排空检测法和放射

免疫法, 结合临床观察探讨单用或联合应用伊

托必利、多潘立酮和甲氧氯普胺对FD患者的胃

肠运动和Ghrelin含量的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 按罗马Ⅱ标准诊断FD患者. 选择以上

腹胀、早饱、暖气、恶心和呕吐为主要表现, 
早饱和/或上腹胀的临床症状评分达2级或2级以

上, 年龄为18-60岁的动力障碍型FD患者为研究

对象. 实验前72 h停用抗胆碱药、解痉药、抑酸

药及促动力药. 入选FD患者120例, 男66例, 女
54例. 同期选择性别和年龄配对的健康志愿受

试者10例(男6例, 女4例)作为对照组. 以上两组

人群均征得本人同意, 且符合以下条件: (1)排除

妊娠或哺乳期妇女, 伴有其他心、肝、肾、内

分泌等疾病, 或合并精神疾病; (2)排除不能表达

主观不适症状, 过敏体质, 以及有腹部手术史者; 
(3)FD患者在入选时和药物治疗后分别记录上

腹胀、早饱、嗳气、恶心、呕吐等症状, 并给

以评分. 症状评分标准按0-3级记录: 0级为无症

状, 记0分; 1级为有轻度感觉但不明显, 记为1分; 
2级为症状稍重, 但不影响工作, 记为2分; 3级为

症状严重, 难以坚持工作, 记为3分
1.2 方法 
1.2.1 分组及治疗: 将符合纳入标准的患者分为6
组(n  = 20), 分别给予盐酸伊托必利50 mg, tid; 多
潘立酮10 mg, tid; 甲氧氯普胺5 mg, tid; 盐酸伊

托必利+多潘立酮(50 mg+10 mg), tid; 盐酸伊托

必利+甲氧氯普胺(50 mg+5 mg), tid; 多潘立酮+
甲氧氯普胺(10 mg+5 mg), tid. 药物均在餐前30 
min服用, 疗程4 wk, 并以10名健康志愿者作为

对照组.
1.2.2 胃肠排空检测: 所有受试者均采用统一的

标准试餐, 包括50 g火腿肠和80 g油炸方便面, 
用500 mL白开水冲泡. 要求受试者在10 min内吃

完标准试餐. 标准试餐的总能量为1 966 kJ, 其中

■研发前沿
功能性消化不良
是一常见的临床
疾病, 是当今研究
的热点之一. 其发
病机制复杂, 涉及
多种因素, 胃肠动
力障碍和胃肠激
素变化异常是发
病的主要原因. 

■相关报道
以往研究显示伊
托必利、多潘立
酮和甲氧氯普胺
单独用药均有改
善患者消化功能
不良等症状. 该症
状的改善与消化
不良患者胃肠激
素分泌变化研究
较少.
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碳水化合物46%, 脂肪42%, 蛋白质12%. 受试者

空腹至少8 h以上. 经期妇女应在月经周期的卵

泡期(约为月经干净之后的2 wk内)进行检查, 以
减少激素对胃排空的影响. 检查前至少3 d未使

用可能影响胃排空功能的药物和其他措施(包括

烟酒等). 受试者在进食标准试餐的10 min内分

次均匀地口服下不透X光的钡条(长10 mm, 直径

1 mm), 共计20根. 注意应整吞服下钡条, 不可嚼

碎. 于餐后5 h, 72 h各透视并拍摄腹平片一张. 5 
h透视时同时口服20%稀钡溶液20 mL, 以确定胃

内钡条排空情况. 统计胃肠内不透X标记物残留

数, 计算排空率. 排空率 = (20-胃或肠内残留钡

条数)/20×100%. 检测用药前后胃排空率及肠排

空率的大小, 并进行比较.
1.2.3 Ghrelin放射免疫测定: Ghrelin放射免疫分

析试剂盒由北京科美东雅生物技术有限公司提

供. 灵敏度<50 ng/L, 批内差异<7.0%, 批间差异

<15%. 放免检测严格按说明书进行操作. 即配

制Ghrelin标准液, 1∶8 000抗Ghrelin血清和I125-
Ghrelin液. 各管加I125-Ghrelin 100 µL, 抗Ghrelin
血清100 µL. 样品管加200 µL, 标准管加Ghrelin 
100 µL, 最后以磷酸缓冲液补足总反应体积为

500 µL; 4 ℃冰箱内孵育24 h; 各管加1∶3羊抗兔

血清100 µL, 继续孵育24 h, 4 000 g离心20 min, 
弃上清液, 测沉淀物的cpm, 根据同批测定管的

Ghrelin竞争抑制曲线, 求取每升血清Ghrelin免
疫反应阳性物的含量(ng/L).

统计学处理 采用SPSS统计软件包处理. 计
量数据采用mean±SD的形式, 两组间均数比

较采用成组t 检验 ,  缓解率的比较采用卡方检

验, 多个样本均数间比较采用Newman-Keuls法. 
P <0.05定义为显著性差异, P <0.01表示有极显著

差异.

2  结果

2.1 治疗后临床症状积分变化比较 6组F D患

者口服药物后各种症状均有减轻或缓解, 上腹

痛、腹胀、早饱、嗳气、呕吐等临床症状较

用药前均有统计学意义(P <0.05-0.01, 表1). 在
症状缓解率, 联合用药组明显优于单独用药组

(P <0.01); 单独用药组中伊托必利明显优于多

潘立酮和甲氧氯普胺(P <0.05), 但多潘立酮与

甲氧氯普胺组间无明显差异(P >0.05); 在联合

用药组, 伊托必利+多潘立酮组和伊托必利+甲
氧氯普胺组明显优于多潘立酮+甲氧氯普胺组

(P <0.05-0.01), 而伊托必利+多潘立酮组与伊托

必利+甲氧氯普胺组无明显差异(P >0.05).
2.2 促动力药对FD患者胃肠排空的影响 FD患者

餐后钡条胃肠排空率明显低于健康正常对照组

(P <0.01, 表2), 经伊托必利、多潘立酮或甲氧氯

普胺单独或联合治疗后, 胃肠排空率明显改善, 
且联合用药组优于单独用药组(P <0.05-0.01), 但
胃排空率各单独用药组间和各联合用药组间无

显著差异(P >0.05); 在肠排空率, 联合用药组中

伊托必利+多潘立酮组和伊托必利+甲氧氯普胺

组明显优于多潘立酮+甲氧氯普胺组(P <0.01), 
而伊托必利+多潘立酮组与伊托必利+甲氧氯

普胺组相比无明显差异(P >0.05); 单独用药组

中伊托必利明显优于多潘立酮和甲氧氯普胺

(P <0.01), 但多潘立酮与甲氧氯普胺组间无明显

差异(P >0.05); 伊托必利单独用药优于多潘立酮

+甲氧氯普胺联合用药(P <0.05). 伊托必利促肠

排空作用明显优于多潘立酮和甲氧氯普胺.
2.3 促动力药对FD患者血清Ghrel in含量的影

响  图1显示放射免疫研究结果 .  F D患者血清

Ghrelin水平明显低于正常对照组(P <0.01), FD
患者各组治疗后较治疗前Ghrelin含量显著增高

(P <0.05-0.01); 联合用药各组则明显高于单独用

药组(P <0.05-0.01).

3  讨论

FD是以餐后上腹不适或疼痛、早饱、恶心、呕

吐、嗳气等为主要表现的症候群. 胃肠测压、

胃排空、胃电图等研究表明, 空腹、餐后均存

在着胃肠运动的异常及排空障碍,空腹时胃窦、

十二指肠运动减弱, 餐后胃窦、十二指肠动力

低下, 胃固体、液体及混合餐排空延迟.
至今FD的病因及发病机制仍不清楚, 其症

状的产生并非单一因素引起的疾病, 而是诸多

因素经不同的机制所导致的一组症候群. 目前

认为FD发病机制 [2]可能其一是内脏感觉过敏. 
表现为近端胃对机械扩张的敏感性增加, 与患

者餐后疼痛、打嗝及体质量下降有关. 其二是

30%-80% FD患者有消化运动异常. 常见胃排空

减慢, 近端胃受纳性舒张功能减弱, 胃窦移行性

复合波(MMC)减少或缺如, 胃十二指肠协调运

动减弱, 小肠MMC减少, 小肠消化间期无传导性

暴发收缩活动增加等. 其三是幽门螺杆菌感染. 
幽门螺杆菌是否为FD发病因素一直存在争议. 
其四是精神应激. 应激可使中枢促皮质释放因

子分泌增加, 引起胃排空减缓, 内脏感觉呈高敏

状态. 常规应用促动力药、黏膜保护剂、抑酸

■创新盘点
以往研究主要焦
点集中在单独选
用一种药物疗效
进 行 观 察 .  本 研
究同时观察和比
较了伊托必利、

多潘立酮和甲氧
氯普胺这三代药
在症状改善、胃
肠 排 空 和 血 清
Ghrelin水平改变, 
使医师对这些药
物的临床应用有
更加清楚的选择.
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剂、抗幽门螺杆菌及中成药等治疗可使部分患

者得到缓解. 但有不少患者经上述常规治疗后

无明显疗效. 最近有文献报道, 胃动力障碍与脑

-肠轴功能障碍有关, 特别是和多巴胺受体功能

异常有着直接密切的联系. 本研究发现伊托必

利、多潘立酮和甲氧氯普胺均可改善FD患者胃

肠运动和消化不良症状, 且伊托必利促进胃肠

运动和改善消化不良症状明显优于多潘立酮和

甲氧氯普胺.
多巴胺受体分为D1和D2受体, 多巴胺可显

著抑制胃肠运动功能. 甲氧氯普胺可通过作用

于D1和D2受体产生抗多巴胺的作用. 多潘立酮

是一种合成的苯咪唑类衍生物, 为一种多巴胺

受体拮抗剂, 通过拮抗胃肠道多巴胺受体, 特异

性地作用于上消化道, 可显著增强胃蠕动, 促进

胃排空, 增加胃窦收缩次数, 协调胃十二指肠运

动, 恢复胃窦十二指肠协调性, 有效解除上消化

系动力障碍症状[3,4]. 盐酸伊托必利为一种新型

胃肠促动力药, 系甲基酰胺衍生物, 具有多巴胺

D2受体阻断剂及乙酰胆碱酯酶抑制剂的双重作

用, 通过刺激内源性乙酰胆碱释放并抑制乙酰

胆碱水解, 可增加胃的内源性乙酰胆碱, 增强胃

十二指肠的运动, 而解除消化系动力障碍症状[5].
虽然单独用药可减少多种药物的不良反应, 

但长期单用一种药物, 机体对该药会产生耐受

性[6]且作用单一. 联合用药能增加疗效降低毒性, 
例如中医传统用药, 自古至今擅长于配伍使用

药物, 西医虽然不这样分, 但往往根据疾病的需

要也常常使用多种药物配合治疗, 通过综合用

表  1  FD患者药物治疗前后症状积分和缓解率比较

     
	          疼痛	              腹胀	  早饱	        反酸	              嗳气	  恶心	        呕吐	              总分

伊托必利

    用药前   2.16±0.61    2.05±0.43    1.55±0.36    0.96±0.15    1.36±0.37    0.32±0.10    0.25±0.08    8.65±2.10

    用药后   1.06±0.23b   0.93±0.08b   0.62±0.12b   0.38±0.07b   0.26±0.07b   0.25±0.08a   0.17±0.05b   3.61±0.70

    缓解率(%)  50.93            54.63             60.00             60.42            80.88             21.88            32.00             58.27c

多潘立酮

    用药前   2.13±0.69    2.21±0.54    1.56±0.51    1.06±0.34    1.42±0.39    0.22±0.07    0.26±0.08    8.86±2.62

    用药后   1.33±0.43b   1.37±0.37b   0.55±0.17b   0.97±0.30    0.65±0.17b   0.16±0.05b   0.18±0.05b   5.21±1.54

    缓解率(%)  37.56            38.01             64.74               8.49            54.23             27.27            30.77             41.20

甲氧氯普胺

    用药前   2.17±0.66    2.16±0.57    1.65±0.42    1.01±0.33    1.38±0.34    0.26±0.08    0.24±0.07    8.87±2.47

    用药后   1.26±0.35b   1.25±0.32b   0.74±0.21b   0.86±0.27    0.77±0.21b   0.22±0.07    0.16±0.05b   5.26±1.48

    缓解率(%)  41.94             42.13             55.15             14.85             44.20             15.38             33.33             40.70

伊托必利+多潘立酮

    用药前   2.16±0.57    2.20±0.49    1.64±0.32    1.03±0.27    1.39±0.31    0.31±0.08    0.25±0.06    8.98±2.10

    用药后   0.17±0.02b   0.12±0.03b   0.15±0.03b   0.05±0.01b   0.08±0.02b   0.24±0.07b   0.15±0.03b   0.96±0.21

    缓解率(%)  92.13             94.55             90.85             95.15             94.24             22.58             40.00             89.31f

伊托必利+甲氧氯普胺

    用药前   2.14±0.67    2.16±0.47    1.56±0.28    0.98±0.18    1.42±0.32    0.32±0.10    0.25±0.07    8.83±2.09

    用药后   0.18±0.05b   0.12±0.02b   0.17±0.03b   0.07±0.01b   0.09±0.02b   0.25±0.08a   0.15±0.03b   1.03±0.24

    缓解率(%)  91.59             94.44             89.10             92.86             93.66             21.88             40.00             88.34e

甲氧氯普胺+多潘立酮

    用药前   2.15±0.56    2.17±0.57    1.48±0.21    1.01±0.26    1.37±0.31    0.33±0.10    0.22±0.07    8.73±2.08

    用药后   0.57±0.14b   0.48±0.11b   0.38±0.07b   0.25±0.05b   0.13±0.02b   0.25±0.08b   0.16±0.05b   2.22±0.52

    缓解率(%)  73.49             77.88             74.32             75.25             90.51             24.24             27.27             74.57

aP<0.05, bP<0.01 vs  用药前; χ2 = 0.02-6.48, cP<0.05 vs  单独用药各组间比较; χ2 = 0.02-52.43, eP<0.05, fP<0.01 vs  联合用药组

及单独用药组各组间比较. 
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图  1  FD患者治疗前后血清Ghrelin含量改变(ng/L). 1: 对照

组; 2: FD组; 3: 伊托必利组; 4: 多潘立酮组; 5: 甲氧氯普胺

组; 6: 伊托必利+多潘立酮组; 7: 伊托必利+甲氧氯普胺组; 

8: 多潘立酮+甲氧氯普胺组. aP<0.05, bP<0.01.

■应用要点
本研究通过对伊
托必利、多潘立
酮和甲氧氯普胺
单独用药和联合
用 药 比 较 ,  可 使
临床医师对这些
药物的临床应用
做出更加准确的
选择.



www.wjgnet.com

600                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年2月28日      第18卷      第6期

药发生综合治疗作用, 有利于疾病的恢复. 本研

究发现联合应用伊托必利, 多潘立酮组或甲氧

氯普胺, 患者消化不良临床症状的改善(如上腹

痛、腹胀、早饱、嗳气等)和胃肠排空率均显著

优于其单独用药组. 提示, 联合用药更有利于临

床消化不良患者功能恢复和改善.
胃肠激素是胃肠运动功能的重要调节因素. 

当今胃肠激素完全超出了单一的内分泌激素

的范畴, 而是一类具有多种来源的多种成分、

多种作用方式和功能的激素. Ghrelin是一种具

有生长激素释放活性的脑肠肽. 随着研究的不

断深入, 发现他还与食欲调节、能量平衡和肥

胖、心脏、胃肠功能及睡眠等有关[7-11]. Masuda
等研究发现, 静脉注射Ghrelin能剂量依赖性地增

强胃肠道活动, 刺激胃酸分泌, 此作用会被阿托

品的前处理和双侧迷走神经切断术所消除[12,13]. 
Ghrelin能促进大鼠胃的排空, 减少大鼠手术后

的胃梗阻[14]; Sibi l ia等给小鼠脑室或腹膜注射

Ghrelin, 发现摄食后1 h. 2 h胃食物残留量明显减

少, 提示胃排空率的增快[15]. 有文献报道, Ghrelin
可促进糖尿病大鼠胃排空增快[16], 其作用机制可

能通过促进乙酸胆碱释放所致. 本研究发现, FD
患者血清Ghrelin水平明显低于正常对照组; FD
患者经治疗后, Ghrelin水平显著增高; 本研究还

发现, 联合用药Ghrelin水平较单独用药显著增

高(P <0.05-0.01). 提示, 这些促胃动力药物, 可能

通过Ghrelin水平改变, 改善胃运动, 但具体机制

不清, 尚有待于进一步研究.
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表  2  FD患者药物治疗前后胃肠排空率比较 (%)

     
		            胃排空率(5 h)    肠排空率(72 h)

对照组(n = 10)    健康者     92.00±9.28   94.00±8.06

FD组(n  = 120)    治疗前     6.67±2.12b    56.38±15.13b

伊托必利组         治疗前     6.76±2.17     56.33±14.57

	           治疗后   36.23±11.68   78.23±12.56

多潘立酮组         治疗前     6.58±2.06     57.27±15.21

	           治疗后   32.16±10.08   58.96±12.20

甲氧氯普胺组     治疗前     6.64±2.08     57.12±18.33

	           治疗后   32.24±10.12   58.33±12.57

伊托必利+          治疗前     6.72±2.15     56.56±14.37

多潘立酮组         治疗后   54.26±18.57e  89.27±11.36e

伊托必利+          治疗前     6.69±2.17     57.28±17.07

甲氧氯普胺组     治疗后   55.12±18.22e  88.67±13.25e

多潘立酮+          治疗前     6.54±2.07     54.27±16.92

甲氧氯普胺组     治疗后   47.17±15.21e  69.16±19.26cg

bP <0.01 vs  对照组; cP <0.05 vs  伊托必利治疗后组; eP <0.05- 

0.01, q  = 0.02-7.12 vs  单独用药治疗后组比较; gP<0.01, q  = 

0.18-5.99 vs  联合用药治疗后组比较.

■同行评价
本文不仅比较了
每种药物的单独
作用, 而且比较了
他们的联合作用. 
因此, 该研究结果
对临床药物的联
合应用具有一定
参考意义.
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Abstract
AIM: To investigate the changes in the number 
of Vα24 natural killer (NK) T cells in peripheral 
blood and its possible correlation with the 
severity of hepatic injury in patients with 
chronic hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: Twenty-six patients with chronic 
hepatitis B (CHB), 9 patients with liver cirrhosis 
(LC), 8 patients with acute-on-chronic liver fail-
ure (ACLF), and 7 normal controls (NCs) were 
included in the study. The percentage of Vα24 
NK T cells in total peripheral blood T lympho-
cytes was determined by flow cytometry.

RESULTS: The percentages of Vα24 NKT cells 
in patients with CHB and ACLF were signifi-
cantly lower than that in NCs (0.8012% ± 0.2979% 
and 0.4638% ± 0.2244% vs 1.1114% ± 0.3546%, 
respectively, both P < 0.05). The percentage of 
Vα24 NK T cells had a significant positive corre-
lation with prothrombin time (PT) and a signifi-
cant negative correlation with total bilirubin (TB), 
but had no significant correlations with serum 
alanine aminotransferase (ALT) and HBV DNA 
level.

CONCLUSION: The percentage of Vα24 NK 
T cells in peripheral blood decreases with the 
aggravation of hepatic injury in patients with 
chronic HBV infection, implying that Vα24 NKT 
cells play an important role in the pathogenesis 
of chronic hepatitis B.

Key Words: V alpha 24 natural killer T cell; Hepati-
tis B; Flow cytometry
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摘要
目的: 探讨慢性HBV感染者外周血Vα24自然
杀伤T细胞(NKT)数量变化及其与肝脏损伤程
度的关系. 

方法: 观察对象为慢性乙型肝炎(CHB)患者26
例、乙型肝炎后肝硬化患者(LC)9例、慢加
急性肝衰竭患者(ACLF)8例和7名正常对照组
(NC), 入院后次日清晨取静脉全血2 mL, 裂解
红细胞后, 采用流式细胞仪检测外周血Vα24 
NKT细胞数量占外周血T淋巴细胞的比例,  同
时检测肝功能、凝血功能判断肝脏损害程度. 

结果: CHB, ACLF组患者外周血Vα24 NKT细
胞数量分别为0.8012%±0.2979%、0.4638%
±0.2244%, 明显低于正常对照组(1.1114%±

0.3546%, P <0.05); CHB中度及重度患者NKT

www.wjgnet.com
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■背景资料
最近在动物模型
中的研究提示NK
细 胞 或 N K T 细
胞参与多种病因
引起的肝细胞损
伤, 但对NK细胞
或NKT细胞在慢
性乙型肝炎病毒
(HBV)感染者肝
细胞损伤机制中
的作用尚不清楚.

■同行评议者
姚希贤, 教授, 河
北医科大学附属
第二医院消化内
科



数(0.7344%±0.2441%, 0.6925%±0.3612%)明
显低于正常对照组. NKT数与凝血酶原活动
度(PTA)呈显著正相关, 与血清总胆红素(TB)
呈显著负相关.

结论: 慢性HBV感染者外周血Vα24 NKT细胞
数明显降低, 并随肝损害程度加重而减少, 提
示Vα24 NKT细胞可能参与CHB患者肝细胞
损伤.

关键词: Vα24自然杀伤T细胞; 乙型肝炎; 流式细胞术
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0  引言

自然杀伤T细胞(natural killer T cells, NKT)是
一个具有自然杀伤细胞(N K)受体及功能的T
细胞亚群, 人类NKT细胞表面特异性的标记是

TCRVα24片段, 通常和Vβ11片段结合[1,2]. NKT
活化时主要识别抗原提呈细胞表面分化抗原

CD1d分子提呈的糖脂类抗原[3], 并在活化后释

放高水平性的γ-干扰素(IFN-γ)和白介素(IL-4)
等 [4],  对于免疫应答的方向起着重要调节作

用. 并且N K T在肝脏优势聚集, 占肝脏T淋巴

细胞数的20%-30% [5,6]. 这种倾向性的分布说

明N K T细胞在肝脏的局部免疫中有着重要地

位. 多数学者认为, NKT细胞以CD3+CD56+作

为表面标志[7], 但近年来研究认为CD3+CD56+

细胞为细胞因子诱导的杀伤细胞(c y t o k i n e-
induced killer cell, CIK细胞)主要的效应细胞, 
C I K细胞表面也同时表达T细胞和N K细胞的

表面标志, 是一类NKT 样细胞群[8], 国内有些

研究将NKT细胞完全等同于CD3+CD56+CIK细 
胞[9,10]. 最新文献证实, NKT细胞表面特异性标志

是TCRVα24[11]. 因此, 本试验选择抗-TCRVα24
单克隆抗体作为特异性标志物进行检测. 最近

在动物模型中的研究提示NK细胞或NKT细胞

参与多种病因引起的肝细胞损伤, 但对NK细胞

或NKT细胞在慢性HBV感染者肝细胞损伤机制

中的作用尚不清楚. NKT细胞为固有免疫细胞, 
对不同HBV感染患者的外周血Vα24 NKT细胞

数量变化未见报道. 本试验通过流式细胞术检

测乙型肝炎患者外周血中的NKT细胞数, 并探

讨其与肝脏损伤程度的关系, 初步探索NKT细
胞在乙型肝炎患者发病机制中的作用.
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1  材料和方法

1.1 材料 2009-04/2009-08贵州省遵义医学院第

一附属医院住院的慢性HBV感染患者43例及门

诊体检者7例, 慢性HBV感染者及肝损伤分度参

照2000年《病毒性肝炎防治方案》[12]的诊断标

准. 各组分别为门诊健康体检者7例, 女2例, 男
5例, 年龄22-38岁. HBV感染患者43例, 女16例, 
男27例, 年龄11-70岁, 血清学抗HCV、HDV、

HGV、HIV阴性; 并除外自身免疫性及酒精性

肝病和肝占位性病变.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 健康对照组标本为门诊体检肝

功能正常的早晨空腹外周静脉血, 慢性乙型肝

炎病毒感染者均为入院后次日清晨取1 mL静脉

全血肝素钠抗凝.
1.2.2 一般治疗: 所有患者住院前未接受正规治

疗, 入院后予保肝降酶等对症治疗, 慢性乙型肝

炎、乙型肝炎后肝硬化和慢加急性肝衰竭据病

情予干扰素或核苷类似药物抗病毒治疗, 均未

用糖皮质激素等特殊治疗.
1.2.3 流式细胞仪检测: 取肝素钠抗凝全血100 
μL, 加入荧光标志的单克隆抗体CD3-FITC 10 
μL、TCRVα24-PE 20 μL, 混匀, 4 ℃避光孵育30 
min, 加入2 mL红细胞裂解液, 迅速于混旋器上

混匀, 室温放置8 min, 弃上清液, 加PBS 2 mL洗
涤, 离心, 转速为1 000 r/min, 5 min, 弃上清液, 加
220 μL固定液混匀后, 立即上流式细胞仪检测. 
用美国BD公司FACSCalibur流式细胞仪, 启动

FACSCom软件, 使仪器处于最佳工作状态. 采用

Cellquest软件检测及分析. 测定时各荧光通道均

以相应同型(isotype)IgG染色细胞作阴性对照.
统计学处理 研究数据按成组统计要求收

集、整理, 用SPSS13.0软件进行数据统计分析. 
数值用mean±SD表示, 组间比较采用成组设计

的t检验, 并进行直线相关分析.

2  结果

2.1 一般资料 各组间男女比例和年龄差别统计

学无意义. 血常规的白细胞(WBC)和血小板计数

(PLT)在各组间统计学无意义. 肝功、凝血功能

和甲胎蛋白(AFP)统计学结果见表1.
2.2 各组HBV感染患者NKT细胞数 各组患者外

周血NKT细胞数检测结果: CHB组(0.8012%±

0.2979%)及ACLF组(0.4638%±0.2244%)患者外

周血NKT细胞数明显低于正常对照组(1.1114%
±0.3546%, P <0.05), LC组(0.9856%±0.3926%)
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■研发前沿
自然杀伤T(NKT)
细胞是近年来新
发现的一种新型
免疫细胞. 近年来
的研究认为NKT
细胞在机体免疫
自稳、抗感染和
抗肿瘤免疫等方
面具有重要的作
用. NKT细胞活化
后能迅速产生高
水平的IFN-γ, 且
其细胞毒活性亦
增强, 因此NKT细
胞具有抗病毒的
潜能. 目前国内外
尚无人体NKT细
胞抗HBV的体内
研究.
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与NC组(1.1114%±0.3546%)比较无显著差异. 
从图1可以看出, ACLF患者组降低最为明显, 最
高值为0.83%、最低值为0.26%. 而肝硬化患

者外周血NKT细胞差异较大, 虽然多数患者在

1.0%以下, 少数患者与正常对照组比较无明显

降低.
2.3  慢性乙型肝炎轻、中、重度患者外周血

NKT细胞数的变化 从图2可以看出慢性乙型肝

炎患者随肝损害程度加重, NKT细胞明显降低. 
慢性乙型肝炎轻度患者NKT细胞与正常对照比

较无显著差异, 而中度及重度患者NKT细胞数

显著低于正常对照组.
2.4 各组H B V感染者N K T细胞百分比与生化

指标的相关性 NKT细胞数与凝血酶原活动度

(PTA)呈显著正相关(r  = 0.336, P <0.05), 与总胆

红素(TB)呈显著负相关(r  = -0.297, P <0.05). 和
ALT、CHE、AFP、WBC及HBV DNA无明显相

关性.

3  讨论

NKT细胞是一类特殊的T淋巴细胞, 他可识别

非典型MHC-Ⅰ样的CD1d分子表面糖脂类抗 
原[13,14]. NKT细胞强大的免疫调节功能及其自身

具有的细胞毒性, 并且可在肝脏内倾向性地大

量聚集, 而肝细胞本身也表达NKT细胞的配体

CD1d, 从而具有激活NKT细胞的能力, 提示着

NKT细胞可能在肝脏局部免疫中起着重要作用. 
NKT细胞有两种功能, 一方面他有较弱的

抗病毒, 抗肿瘤的作用, 可通过Fas-FasL途径和

分泌穿孔素等直接介导细胞毒作用. 更为重要

的功能是其双向的免疫调节功能, 使机体TH1与
TH2处于相对平衡的状态. 当HBV诱导肝脏免疫

紊乱引起T细胞免疫耐受打破, 细胞毒性T细胞

(CTL)可导致肝细胞的免疫性损伤. 因此, 外周

血NKT细胞可发挥其弱的抗病毒的作用, 但由

于NKT细胞数量及功能的低下, 其调节免疫的

功能减弱, 促使调节TH0向TH2转化的能力下降, 
肝脏炎症仍可进一步的加重.

激活后的NKT细胞产生大量的细胞因子, 
在肝脏受损、纤维化和损伤修复过程中发挥抗

病毒、预防肿瘤及免疫调节方面等重要的作

用. NKT细胞在自身免疫性肝炎的作用已被证 
明[15,16]. 故而, NKT细胞在天然免疫和特异性免

疫之间起着重要的桥梁作用.
在CC l4处置引起的慢性肝损伤模型中, 其

NKT细胞枯竭与敲除Ja18基因野生型小鼠所产

■相关报道
Guidotti等研究发
现急性感染HBV
的黑猩猩体内确
实存在发挥非细
胞 毒 性 作 用 的
H B V D N A清除
机制. 而且这种效
应细胞分泌表达
的IFN-γ细胞因子
可能是由NKT或
NKT活化的NK细
胞产生.

表  1  各组患者入院时肝功、总胆红素、胆碱酯酶、凝血功能和AFP (mean±SD)

     
项目	                NC	               CHB		   LC		    ACLF

ALT	        23.4±4.2	      593.0±507.1a	         175.6±204.6	            272.2±428.7

TB	        9.67±2.32	        88.4±126.5a	           41.7±45.3	            334.2±208.3ae

CHE	        -		           5.9±2.90	           13.2±30.0	              2.06±1.22c

PTA	        -		         91.2±14.3	           66.3±19.4c	              33.0±5.5be

AFP	        -		         30.9±73.5	           88.7±122.3	            101.0±106.2

aP<0.05 vs  NC; cP<0.05 vs  CHB; eP<0.05 vs  LC.

图  1  各组HBV感染患者外周血NKT细胞.
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图  2  慢性乙型肝炎轻、中、重度患者外周血NKT细胞数.
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生的肝脏炎症和损伤是一致的[17]. 这表明在慢

性的肝脏炎症与损伤中NKT细胞可能发挥有限

的作用, 可能是由于肝NKT细胞耗竭. 最新的证

据提示在许多的鼠类模型中, 激活的NK/NKT细
胞也促成了肝损伤的发展及进程[18,19]. 也从反面

证实NKT在肝脏炎症损伤中所起的作用. 另外, 
CXCR6及CXCL16在诱导肝脏NKT细胞募集中

的重要作用也提供了明确的证据[6,20].
基于上述事实, 我们的实验主要是通过探

寻NKT细胞在不同肝炎组中其外周血的分布变

化的规律, 从而间接阐明NKT细胞在乙型肝炎

发病机制中所起的作用. 我们的实验结果显示, 
正常健康人组与HBV感染者组中(慢性中、重

度组、肝衰竭组)外周血NKT细胞的数量分布有

明显的统计学差异, 随肝损害程度加重NKT细
胞降低明显, 并与PTA呈正相关, 与TB呈负相关, 
提示NKT细胞数与乙型肝炎患者肝细胞损伤程

度有关. 另外, 我们发现正常健康人组与肝硬化

无明显的统计学差异, 其原因可能与肝硬化化

患者主要以肝脏的纤维化为主, 而其肝脏炎症

损伤不明显, 提示慢性HBV感染者外周血NKT
细胞数主要与肝脏炎症损害程度相关, 与肝脏

纤维化程度无明显相关.
乙型肝炎患者外周血NKT细胞降低的原因

尚不清楚, 可能与肝脏募集外周循环血液中的

淋巴细胞有关, 因为肝窦内皮细胞有孔窗并且

缺乏基底膜, 这种独特的解剖使得肝脏更有利

于直接或间接引发的淋巴细胞富集[21], 调节免疫

反应, 以清除病原体感染的肝细胞; 也可能是由

于HBV直接作用于NKT细胞, 使之发生损伤或

凋亡而减少. 因为既往的研究提示HBV既可感

染肝细胞, 又可以感染外周血单个核细胞[22]. 
慢性HBV感染者NKT细胞的总体水平均

降低的意义尚不清楚. 我们曾检测2例急性自限

性乙型肝炎外周血NKT细胞含量(结果未报告), 
发现明显高于健康对照组和慢性感染组(分别

为: 2.31%, 2.56%), 考虑可能是急性HBV初次感

染, 激活了NKT细胞的活性, 发挥抗HBV的作用. 
提示慢性肝炎患者外周血NKT细胞降低可能和

HBV感染后病情的慢性化有关, NKT细胞在HBV
感染慢性化中的作用还值得今后进一步探讨.

尽管肝脏NK/NKT细胞的作用在动物模型

中已被广泛的研究, 但他们在肝脏疾病中发挥

的作用目前仍不清楚. 进一步阐述肝脏NK/NKT
细胞在肝脏疾病中的作用, 可能对今后开展乙

型肝炎的免疫治疗开创新的思路. 考虑分离出

乙型肝炎患者体内的NKT细胞, 在体外培养扩

增, 回输到患者体内; 或者应用某种药物, 例如

NKT细胞的刺激物α-GalCer, 在乙型肝炎患者体

内直接刺激NKT细胞使其活化、增殖以提高抗

HBV的能力. 因此, 关于NKT细胞的作用机制及

其在临床的应用价值仍有待进一步探讨.
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Abstract
AIM: To detect the role of methylation of the 5’
CpG island located in the promoter region of the 
human mutS homolog-2 (hMSH2) gene in the 
pathogenesis of gastric carcinoma.

METHODS: The methylation of the hMSH2 
promoter was examined by methylation-specific 
polymerase chain reaction (MSP) in 40 gastric 
carcinoma specimens, 40 matched cancer-adja-
cent mucosa specimens, 14 chronic atrophic gas-
tritis (CAG) specimens, and 6 chronic superficial 
gastritis (CSG) specimens.

RESULTS: The methylation of the hMSH2 pro-
moter was detected in 24 out of the 40 (60%) 

gastric cancer specimens, 15 out of the 40 (37.5%) 
cancer-adjacent mucosa specimens, and 5 out of 
the 14 (35.7%) CAG specimens. No methylation 
was detected in 6 CSG specimens. The rate of 
hMSH2 promoter methylation was significantly 
higher in gastric cancer tissue than in non-carci-
noma tissue (P < 0.05). No significant differences 
were detected in the rates of hMSH2 promoter 
methylation among cancer-adjacent mucosa 
specimens, CAG specimens and CSG specimens. 
The rate of hMSH2 promoter methylation is not 
correlated with the clinicopathological param-
eters of gastric cancer.

CONCLUSION: The hMSH2 promoter methyla-
tion may be a main mechanism responsible for 
mismatch repair (MMR) dysfunction that is in-
volved in the development, but not the progres-
sion, of gastric cancer.

Key Words: Gastric carcinoma; Mismatch repair 
gene; Methylation; hMSH2
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摘要
目的: 探讨hMSH2基因启动子区5'CpG岛高甲
基化在胃癌发生过程中的作用. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(methylat ion 
specific PCR, MSP)方法检测胃癌及非癌组织
中hMSH2基因启动子区甲基化状态. 

结果: 40例胃癌中hMSH2基因启动子区高甲
基化24例(60%), 其癌旁黏膜组织中有15例
(37.5%)发生甲基化, 14例慢性萎缩性胃炎组
织中有5例(35.7%)发生甲基化, 6例慢性浅表
性胃炎组织中未见甲基化. 四组甲基化水平相
比, 差别有统计意义(P<0.05). 胃癌组甲基化水
平高于癌旁组, 差别有统计意义(P<0.05). 癌旁
组、慢性萎缩性胃炎组、慢性浅表性胃炎组
三组甲基化水平相比, 差别无统计意义. 胃癌
各临床病理参数组之间相比差别无统计意义.

®

■背景资料
细胞错配修复功
能缺陷, 不能及时
修复DNA复制时
的错误, 会导致肿
瘤相关基因基因
组DNA突变的累
积, 最终可导致肿
瘤发生. DNA错配
修复基因系统中
任何一种基因突
变, 都会引起错配
修复功能缺陷, 产
生遗传不稳定性, 
导致肿瘤易感. 近
来研究发现, 错配
修复基因表达缺
陷的原因不仅有
基因突变, 基因启
动子区的高甲基
化也是其主要原
因之一.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
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学英, 教授, 哈尔
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附属医院黑龙江
省肝脾外科中心
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结论: 胃癌组织中hMSH2基因启动子区高甲
基化可能是导致其错配修复功能缺陷的重要
原因之一; 而错配修复功能缺陷在胃癌的发生
中起着重要作用, 但可能与其发展关系不大.

关键词: 胃癌; 错配修复基因; 甲基化; hMSH2
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0  引言

胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤, 其发生是一个

多步骤, 多因素参与进行性发展的过程. 作为多

基因相关性肿瘤, 目前认为多种基因在不同阶段

参与了胃癌的发生, 已有研究发现, 肿瘤抑制基

因启动子区甲基化与肿瘤的发生密切相关[1,2]. 本
研究采用甲基化特异性PCR(methylation specific 
PCR, MSP)方法, 检测40例胃癌组织及其癌旁黏

膜组织和20例慢性胃炎组织中hMSH2基因启动

子区的甲基化状态, 探讨hMSH2基因启动区高

甲基化与胃癌发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2008-08自青岛大学医学院附

属医院普外科手术切除的胃癌组织40例, 男29
例, 女11例, 年龄31-81(中位年龄57)岁, 男女比

2.6∶1, 经病理诊断低分化腺癌32例, 中分化腺

癌6例, 印戒细胞癌2例. 患者术前均未接受放化

疗和免疫治疗, 每例均取相应癌旁组织, 即距离

癌组织边缘5 cm的组织, 经病理诊断慢性浅表

性胃炎13例, 慢性萎缩性胃炎伴肠上皮化生27
例. 胃镜普通活检钳取20例慢性胃炎胃窦中部

组织(慢性浅表性胃炎6例, 慢性萎缩性胃炎14
例)4块, 男4例, 女16例, 年龄26-59(中位年龄47)
岁. 组织取出立即置于液氮冻存, 迅速转移至

-70 ℃超低温冰箱冻存备用. 组织DNA提取使用

上海华舜生物有限公司的柱式小量组织/细胞基

因组DNA抽提试剂盒(W6501). 甲基化修饰使用

CHEMICON的CpGenomeTM DNA Modification 
kit S7820. 引物序列参考文献[3], 由上海生工生

物工程技术有限公司合成(表1).
1.2 方法 MSP检测hMSH2基因甲基化: 组织基

因组DNA的提取按照DNA抽提试剂盒说明操

作. 甲基化修饰严格按照试剂盒说明书进行. 处
理后DNA样本保存于-70 ℃超低温冰箱备用. 然
后用PCR仪扩增目的基因, 同一标本用甲基化

引物和非甲基化引物分别扩增, 引物序列、目

的片段大小见表1. 25 μL PCR反应体系: TaKaRa 
Taq HS(5 U/μL)0.125 μL, 10×PCR Buffer(Mg2+  

Plus)2.5 μL, dNTP Mixture(各2.5 mmol/L)2 μL, 
Forward Primer(6 μmol/L)1 μL, Reverse Primer  
(6 μmol/L)1 μL, 甲基化修饰后DNA 10 μL, dH2O 
8.375 μL. PCR扩增条件参考文献[4]并行梯度

PCR找出最佳条件: 94 ℃预变性3 min, 94 ℃ 
30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 40 s, 共35个循环, 最后

72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5 μL, 与1 μL 6×
Loading Buffer混合, 进行琼脂糖凝胶(浓度20 
g/L)电泳, 紫外光凝胶成像系统观察结果. 若启

动子区发生甲基化, 则甲基化特异性引物可扩

增出相应条带; 若未发生甲基化, 则非甲基化特

异性引物可扩增出相应大小目的条带.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析. 甲基化频率的差异及其与肿瘤临床病理

特征之间的关系采用χ2检验. 以P <0.05为差别有

统计学意义.

2  结果

2.1 各组织中hMSH2甲基化状态 胃癌组、癌旁

组、慢性萎缩性胃炎组、慢性浅表性胃炎组四

组甲基化水平相比, 差别有统计意义(χ2 = 9.946, 
P  = 0.019); 胃癌组甲基化水平高于癌旁组, 差别

有统计学意义(χ2 = 4.053, P  = 0.044); 癌旁组、

慢性萎缩性胃炎组、慢性浅表性胃炎组三组甲

基化水平相比, 差别无统计学意义(χ2 = 3.348, 
P  = 0.187); 慢性萎缩性胃炎组甲基化水平高于

慢性浅表性胃炎组, 但差别无统计学意义(P  = 
0.129, 表2). 各组织基因组DNA甲基化修饰行

MSP, 琼脂糖凝胶电泳结果见图1.
2.2 hMSH2基因启动子甲基化与胃癌临床病例

参数之间的关系 hMSH2基因启动子区甲基化状

态与胃癌患者的年龄、性别及肿瘤的部位、大

小、TNM临床分期之间无明显联系(表3).

3  讨论

错配修复基因(mismatch repair gene, MMR)是人

体内一组高度保守的管家基因, 具有修复DNA
碱基错配、增强DNA复制忠实性、维持基因

组稳定性和降低自发性突变的功能[5,6]. 目前人

类的MMR系统含有9个错配修复基因. MMR发
生异常, 则其错配修复功能发生缺陷无法修复

DNA复制中出现的碱基错配, 产生遗传不稳定

性, 导致肿瘤易感. 引起错配修复基因表达缺陷

的原因除基因突变外, 基因启动区的高甲基化

■研发前沿
DNA甲基化导致
错配修复缺陷是
胃癌发病机制中
一 个 重 要 途 径 . 
目前研究较多的
是 h M L H 1 基 因 , 
hMSH2基因也有
一 定 研 究 ,  但 研
究 结 果 不 一 致 , 
有研究说胃癌组
织中hMSH2的表
达 正 常 ,  亦 有 报
道其表达缺失或
减少.

■相关报道
大部分的研究表
明胃癌患者存在
h M L H 1 启 动 子
甲 基 化 及 其 表
达 消 失 ,  亦 有 学
者 对 h M S H 2 的
表达情况进行了
检 测 .  L e u n g 等
在对MSI-H胃癌
患者研究中发现
hMLH1表达消失, 
而hMSH2的表达
却正常 .  Ha l l ing
等在MSI胃癌中
却观察到hMSH2
表达消失. Zhang
等 发 现 h M S H 2 
mRNA表达减少. 
Grogg等在对17例
MSI检测中却发
现hMSH2均正常
表达.
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也是其主要原因之一[7]. 肿瘤抑制基因CpG岛甲

基化导致其转录失活, 是肿瘤发生高度一致的

特征[8]. 
hMSH2定位于染色体2p22-21或2p16-15, 基

因组DNA全长(不包括启动子)为73 kb, 含16个
外显子, cDNA全长为3 116 bp, 其中开放阅读框

架为2 727 bp, 编码909个氨基酸序列, 与966个氨

基酸序列的酿酒酵母菌性MSH2蛋白有41%同

源性, 且高度保守片段的同源性达85%, 位于密

码子573-764处[9,10]. hMSH2与hMSH6或hMSH3
形成二聚体复合物, hMSH2与hMSH6形成的二

聚体复合物与单个碱基或一个碱基的缺失/插入

错配位置结合, hMSH2与hMSH3形成的二聚体

复合物与2-4个碱基的缺失/插入错配位置结合. 
由此可见, 与错配结合有关的hMSH2是必须的, 
而hMSH6和hMSH3则有一定的互补性. 因此, 研
究了解hMSH2表达失活的机制及其与胃癌发

生的关系有十分重要的临床意义. 本实验应用

MSP技术对胃癌组织, 癌旁组织和慢性胃炎组

织中的hMSH2启动子甲基化情况进行检测. 

有研究发现 ,  启动子甲基化是h M L H1和
hMSH2表达下调的主要机制[11]. 本研究结果显

示, 40例胃癌组织中有24例(60%)hMSH2启动子

区发生甲基化, 甲基化的比例明显高于非癌组

织, 差别有统计学意义(P <0.05). 支持hMSH2基
因由于启动子区髙甲基化导致其基因沉默, 引
起表达下调, 不能发挥其应有错配修复功能, 从
而引起肿瘤易感发生的机制假设. 亦有研究显

示, hMLH1和hMSH2启动子髙甲基化参与了口

腔鳞状细胞癌和葡萄胎的发生[12,13], 同样也有

研究发现原发性乳癌患者中有16% hMSH2启
动子区高甲基化[14]. 上述事实可从另一方面补

充说明由于启动子区甲基化导致肿瘤发生的机

制. 实验结果中, 40例胃癌癌旁组织中, 有15例
(37.5%)hMSH2启动子区发生甲基化, 低于胃癌

组织启动子区甲基化水平, 差别有统计学意义

(P <0.05). 癌旁组织细胞与癌细胞处于同一内外

环境中, 并具有相同的遗传物质, 因此被认为是

肿瘤的易发组织[15]. 本实验显示, 癌旁组织启动

子区hMSH2甲基化水平介于胃癌组和慢性浅表

表  1  引物序列及扩增条件

     
hMSH2引物			       引物序列(5'-3')		            产物长度(bp)	      温度(℃)

甲基化(M)	 正义	 TCGTGGTCGGACGTCGTTC			   132	          60

		  反义	 CAACGTCTCCTTCGACTACACCG

非甲基化(U)	 正义	 GGTTGTTGTGGTTGGATGTTGTTT		  137	          60

		  反义	 CAACTACAACATCTCCTTCAACTACACCA

表  2  各组织中hMSH2甲基化状态

     
分组			   n          hMSH2甲基化 n (%)

胃癌组		                40	   24(60.0)

癌旁组		                40	   15(37.5)

慢性萎缩性胃炎组	               14	     5(35.7)

慢性浅表性胃炎组	                 6	     0(0)

10A        13C        11C          S4

600

300
200
100

bp Marker M    U    M    U     M    U      M    U

图   1   部 分 胃 癌 组 织 和 相 应 癌 旁 组 织 及 慢 性 胃 炎 组 织
中hMSH2启动子区MSP检测结果图. 10A: 胃癌组织标本; 

11C、13C: 胃癌癌旁组织标本; S4: 慢性浅表性胃炎组织标

本. Marker: 100 bp DNA ladder; M: 甲基化引物扩增; U: 非

甲基化引物扩增. 

表  3  hMSH2基因启动子甲基化与胃癌临床病例参数之
间的关系

     
病理参数	               n 	  hMSH2甲基化n (%)	 χ2值	 P 值

年龄(岁)

    ≥60	            18         11(61)             0.017       0.897

    <60	            22         13(59)		

性别

    男	            29         17(59)             0.000       1.000

    女	            11           7(64)		

癌肿部位

    胃窦	            22         15(68)             1.364       0.243

    胃体底	           18           9(50)		

肿瘤大小(cm)

    ≥5	            23         11(48)             3.342       0.068

    ＜5	            17         13(76)		

临床分期

    Ⅰ、Ⅱ期         11           6(55)             0.188       0.665

    Ⅲ、Ⅳ期         29         18(62)		

■创新盘点
本文测定从慢性
胃炎到胃癌发生
过 程 中 的 几 个
重 要 阶 段 中 的
hMSH2启动子区
甲基化水平, 发现
hMSH2启动子区
甲基化水平有逐
渐升高的趋势, 推
测hMSH2启动子
区高甲基化与胃
癌发生有一定的
关系.

■应用要点
胃癌缺乏特异的
诊 断 手 段 ,  大 部
分发现时已是晚
期 ,  因 此 早 期 诊
断是治疗的前提. 
本文发现慢性萎
缩性胃炎组织中
hMSH2启动子区
已出现一定水平
的甲基化, 胃癌组
织则出现高水平
的甲基化, 推测慢
性萎缩性胃炎有
进一步发展至胃
癌的可能, 为胃癌
的早期诊断提供
一个思路 .  同时 , 
推测对于已发生
甲基化的DNA组
织进行去甲基化
治疗有可能阻断
其向胃癌的发展, 
为基因治疗提供
一定的帮助.
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性胃炎组之间, 说明癌旁组织处于胃癌组织与

慢性浅表性胃炎组织之间的一种中间状态, 从
而推断hMSH2甲基化程度逐渐累积至一定水平

可导致基因表达的改变即基因沉默, 促使组织

向肿瘤的转变. 
癌旁组甲基化水平虽高于慢性萎缩性胃

炎组, 但差别无统计意义. 5例慢性萎缩性胃炎

(35.7%)hMSH2启动子区发生甲基化, 慢性浅表

性胃炎hMSH2启动子区未见甲基化, 前者甲基

化水平高于后者, 但差别无统计意义. 上述结果

说明慢性萎缩性胃炎hMSH2启动子区甲基化水

平已接近癌旁组水平, 两者在向胃癌的转化几

率方面已无太大差别. 慢性萎缩性胃炎组织中

hMSH2启动子区出现低水平的甲基化, 从另一

层面说明慢性萎缩性胃炎作为胃癌的癌前疾病, 
其基因层面已经出现一定的改变, 但该结论尚

需大样本研究资料证实. 
总之, 慢性浅表性胃炎hMSH2启动子区尚

未见甲基化, 慢性萎缩性胃炎(35.7%)和胃癌癌

旁组织(37.5%)已出现一定水平的甲基化, 胃
癌组织出现较高水平的甲基化(60%), 说明异

常基因的积累最终导致肿瘤的发生, 因此检测

hMSH2启动子区甲基化的水平对于胃癌的预防

有一定的临床意义. 但hMSH2启动子区甲基化

水平与患者的年龄、性别以及肿瘤的部位、大

小、临床分期无关, 提示hMSH2启动子区甲基

化水平可能只与胃癌的发生有关, 而与其发展

关系不大. 
胃癌的发生是一个多因素, 多步骤, 多阶段

发展的过程, 亦是一个多基因参与的复杂过程, 
其中包括癌基因的激活、抑癌基因的失活、错

配修复基因的表达异常. 就错配修复基因发生

启动区甲基化而言, 已涉及众多基因, 虽然其中

研究较多较为透彻的有hMLH1基因, hMSH2基
因也有一定研究, 但其具体作用机制十分复杂

尚需进一步研究论证. 同时亦需大样本研究证

实其特异性和敏感性.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of CD44v6 in 
gastric cancer and analyze its relationship with 
tumor biological behavior.

METHODS: Fifty patients with gastric carci-
noma, who were treated at the Second Affili-
ated Hospital of Liaoning Medical University 
between 2004 and 2009 and had detailed patho-
logical data, were included in the study. The 
expression of CD44v6 in operative and gastro-
scopic samples collected from these patients was 
detected by immunohistochemistry using the 
streptavidin-peroxidase method.

RESULTS: The positive rates of CD44v6 expres-
sion in gastroscopic and operative samples and 
metastatic lymph node samples were 60.00%, 
64.00% and 80.77%, respectively, significantly 

higher than that in benign gastric mucosa le-
sions (all P < 0.01). The positive rate of CD44v6 
expression in intestinal-type gastric carcinoma 
tissue was significantly higher than that in 
diffuse-type gastric tissue (75.86% vs 47.62%, P < 
0.05). The expression of CD44v6 was significant-
ly correlated with the depth of invasion, TNM 
stage and lymph node metastasis in gastroscopic 
and operative samples (all P < 0.05). There was 
no significant difference in the positive rate of 
CD44v6 expression between gastroscopic and 
operative samples (P > 0.05).

CONCLUSION: CD44v6 may be used as a new 
parameter for preoperative prediction of the de-
velopment, progression and metastatic potential 
of gastric carcinoma.

Key Words: CD44v6; Gastric carcinoma; Biological 
behavior; Immunohistochemistry

Zhang DW, Zhang JH. Relationship between CD44v6 
expression and tumor biological behavior in gastric 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 
610-615

摘要
目的: 研究CD44v6在胃癌胃镜标本和术后标
本中的表达, 并分析其与胃癌生物学行为的
关系. 

方法: 随机选取辽宁医学院附属第二医院普
通外科2004-2009年收治的有详细病例资料的
胃癌患者50例, 应用免疫组织化学方法检测胃
镜标本和术后标本胃组织中CD44v6的表达. 

结果: C D44v6在胃癌胃镜标本、术后标本
和转移淋巴结中的表达率分别为60.00%、

64 .00%、80 .77%, 显著高于胃良性病变
(P <0.01); CD44v6在肠型胃癌中的表达率显著
高于弥漫型胃癌(75.86% vs  47.62%, P <0.05). 
胃癌胃镜和术后标本中CD44v6的表达与胃
癌浸润深度, TNM分期和淋巴结转移均有关
(P <0.05). CD44v6在胃癌胃镜标本和术后标本

®

■背景资料
胃癌是一种常见
的消化系恶性肿
瘤, 发病率和死亡
率均较高, 我国胃
癌在各种恶性肿
瘤中居首位, 而胃
癌转移是影响患
者预后的主要因
素, 因此, 探讨胃
癌发生发展、转
移的分子机制, 寻
找与胃癌相关的
肿瘤标记性指标, 
一直是胃癌基础
与临床研究的主
题之一.
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中的总体表达率无显著性差异(P >0.05); 相同
临床病理参数, CD44v6在胃癌胃镜标本和术
后标本中的表达率无显著性差异(P >0.05).

结论: CD44v6可作为术前预测胃癌的发生、

病期进展和转移潜能的辅助生物学指标之一.

关键词: CD44v6; 胃癌; 生物学行为; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是一种常见的消化系恶性肿瘤, 发病率和

死亡率均较高, 我国胃癌在各种恶性肿瘤中居

首位, 年平均死亡率为25.53/10万, 而胃癌转

移是影响患者预后的主要因素, 因此, 探讨胃

癌发生发展、转移的分子机制, 寻找与胃癌相

关的肿瘤标记性指标, 一直是胃癌基础与临床

研究的主题之一. 其中, CD44v6作为变异型细

胞表面黏附因子, 是近年来尤为关注的在肿瘤

细胞的浸润和转移的过程中可能发挥重大作

用的因子[1-4], 但也有争议的结论. Higashikawa 
等[5]和Müller等[6]认为CD44v6的表达率与转移无

显著相关性, 本次研究目的在于分析胃镜标本

CD44v6的表达与胃癌临床病理特征的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选择我院普外科2004-2009年收

治的有详细病理资料的胃癌患者50例 ,  年龄

29-83(平均56.08)岁. 全部病例均按全国胃癌协

作组制定的有关胃癌组织学分型、浸润深度分

型和临床分期等规范对胃癌的术后标本进行系

统的病理诊断. 按组织学分型: 肠型胃癌29例, 
弥漫型胃癌21例. 按浸润深度分型: 早期胃癌10
例, 进展期胃癌40例. 按TNM分期: Ⅰ-Ⅱ期胃癌

20例, Ⅲ期胃癌30例. 其中有淋巴结转移者26例, 
无淋巴结转移者24例. 所有病例术前均未行任

何化疗或放疗. 通过胃镜检查, 病理确诊的良性

患者20例, 年龄28-67(平均50.55)岁. 鼠抗人单克

隆抗体CD44v6, SP超敏试剂盒, DAB显色剂, 均
购自福州市迈新生物技术开发公司.
1.2 方法 
1.2.1 SP法免疫组织化学染色: 石蜡切片经二甲

苯脱蜡、梯度酒精水化后,  放入枸橼酸盐抗原

修复液中(0.01 mol/L, pH6.0), 高温高压抗原修

复80 s; 每张切片依次加入1滴过氧化物酶阻断

液(A液)、非免疫动物血清(B液)、一抗、生物

素标记的二抗(C液)、链霉素抗生物素-过氧化

物酶溶液(D液), 期间均室温孵育, PBS冲洗. 最
后加入2滴新鲜配制的DAB显色液, 复染、梯度

酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封片. 用已知

的CD44v6阳性标本作为阳性对照. PBS代替一

抗作阴性对照. 切片结果用CIAS-1000细胞图像

分析系统计数阳性细胞百分数. 
1.2.2 结果判定标准: CD44v6表达强度根据阳性

物质着色深浅和阳性细胞所占百分率来判断. 
参照罗庆丰等[7]的标准, 对染色结果进行评分. 
以细胞膜出现黄染为阳性标记. 将阳性细胞的

百分数和细胞的染色强度分别分为4级. 阳性细

胞百分数≤5%、6%-25%、26%-50%、>50%分

别评为0、1、2、3分; 根据细胞内出现黄色的深

浅将无显色、淡黄色、橘黄色、棕黄色分别评

为0、1、2、3分, 将二者评分相加除以2, 作为该

切片的最终评分, 将0-0.5、1、1.5-2、2.5-3分分

别评为(-)、(+)、(++)、(+++), (-)定为阴性, (+)定
为弱阳性, (++)、(+++)均定为强阳性.

统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行统

计分析, 两样本率间的比较采用χ2检验, 配对计

数资料的差异性比较用四格表.

2  结果

2.1 CD44v6在胃良性病变、胃癌组织和转移淋

巴结中的表达 胃癌胃镜标本中CD44v6阳性表

达率为60.00%显著高于良性组(P <0.01); 胃癌术

后标本中CD44v6阳性表达率为64.00%, 显著高

于良性组(P <0.01); 转移淋巴结中CD44v6阳性表

达率为80.77%, 显著高于良性组(P <0.05, 表1). 
2.2 CD44v6的表达与胃癌组织学分型(Lauren分

型)的关系 在胃癌胃镜标本中, 肠型胃癌CD44v6
阳性率为75.86%(22/29), 显著高于弥漫型胃癌

CD44v6阳性率47.62%(10/21)(P<0.05, 表2).
2.3 CD44v6的表达与胃癌临床病理特征的关系

2.3.1 胃癌胃镜标本中CD44v6的表达与胃癌临

床病理参数的关系: 胃镜标本中, 进展期胃癌

CD44v6阳性率为70.00%(28/40), 显著高于早

期胃癌CD44v6阳性率20.00%(2/10)(P <0.05); 
Ⅲ期胃癌CD44v6阳性率为76.67%(23/30), 显
著高于Ⅰ -Ⅱ期胃癌C D44v6阳性率35 . 00% 
(7/20)(P <0.05); 有淋巴结转移者胃癌中CD44v6
阳性率为80.77%(21/26), 显著高于无淋巴结转

移者CD44v6阳性率37.50%(9/24)(P <0.05, 表3). 

■研发前沿
胃癌发生发展、

转移的分子机制
是目前研究的主
要问题, 探讨与胃
癌相关的肿瘤标
记性指标与胃癌
的生物学行为的
关系, 一直是胃癌
基础与临床研究
的热点之一. 
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2.3.2 胃癌术后标本中CD44v6的表达与胃癌临

床病理参数的关系: 术后标本中, 进展期胃癌

CD44v6阳性率为72.50%(29/40), 显著高于早

期胃癌CD44v6阳性率30.00%(3/10)(P <0.05), 
Ⅲ期胃癌CD44v6阳性率为76.67%(23/30), 显
著高于Ⅰ -Ⅱ期胃癌C D44v6阳性率45 . 00% 
(9/20)(P <0.05), 有淋巴结转移者胃癌中CD44v6
阳性率为80.77% (21/26), 显著高于无淋巴结转

移者CD44v6阳性率45.83%(11/24)(P <0.05, 表4). 
2.4 CD44v6在胃癌胃镜标本和术后标本中表达

的关系

2.4.1 C D44v6在胃癌胃镜标本和术后标本中

总体表达率的关系: CD44v6在胃癌胃镜标本

中的总体表达率为60.00%(30/50), 在术后标

本中的总体表达率64.00%(32/50), 并且同一

患者, 在两个标本中同时出现阳性的表达率为

58.00%(29/50), CD44v6在两个标本中的总体表

达率无显著性差异(χ2 = 0.25, P >0.05).
2.4.2 相同临床病理参数, CD44v6在胃癌胃镜标

本和术后标本中表达的关系: (1)在早期胃癌中, 
CD44v6在胃镜标本中的表达率为20.00%(2/10), 
在术后标本中的表达率30.00%(3/10), 并且同

一患者 ,  在两个标本中同时出现阳性的表达

率为20.00%(2/10), C D44v6在两个标本中的

表达率无显著性差异(χ2 = 0, P >0.05). (2)在
进展期胃癌中, C D44v6在胃镜标本中的表达

率为70.00%(28/40), 在术后标本中的表达率

72.50%(29/40),  并且同一患者 ,  在两个标本

中同时出现阳性的表达率为70.00%(28 /40) , 
CD44v6在两个标本中的表达率无显著性差异

(χ2 = 0, P >0.05). (3)在Ⅰ-Ⅱ期胃癌中, CD44v6
在胃镜标本中的表达率为35.00%(7/20), 在术

后标本中的表达率45.00%(9/20), 并且同一患

者 ,  在两个标本中同时出现阳性的表达率为

35.00%(7/20), CD44v6在两个标本中的表达率

无显著性差异(χ2 = 0.5, P >0.05). (4)在Ⅲ期胃癌

中, CD44v6在胃镜标本和术后标本中的表达率

均为76.67%(23/30), 并且同一患者, 在两个标本

中同时出现阳性的表达率也为76.67%(23/30). 
CD44v6在胃镜标本和术后标本中的表达呈现

一致性. (5)在淋巴结转移阴性胃癌中, CD44v6
在胃镜标本中的表达率为37.50%(9/24), 在术

后标本中的表达率45.83%(11/24), 并且同一患

者 ,  在两个标本中同时出现阳性的表达率为

37.50%(9/24), CD44v6在两个标本中的表达率无

显著性差异(χ2 = 0.5, P >0.05). (6)在淋巴结转移

阳性胃癌中, CD44v6在胃镜标本和术后标本中

的表达率均为80.77%(21/26), 并且同一患者, 在
两个标本及转移淋巴结中同时出现阳性的表达

■相关报道
有 学 者 研 究
CD44v6与癌前病
变的关系, 探讨其
在胃癌中的表达
与胃癌发生的关
系, 有学者同时研
究几个肿瘤标志
物与胃癌生物学
行为的关系. 其目
的都是为了胃癌
的早期诊断与治
疗, 提高患者的生
存质量.

表  1  CD44v6在胃良性病变、胃癌组织和转移淋巴结中的表达

     
分组	             n

	      CD44v6的表达	    
χ2值       P 值

	                   阴性  阳性 阳性率(%)

良性病变           20     17       3     15.00  

胃癌胃镜标本    50     20     30     60.00    11.61    <0.01     

胃癌术后标本    50     18     32     64.00    13.72    <0.01

转移淋巴结        26       5     21     80.77    19.60    <0.01

表  2  CD44v6的表达与胃癌Lauren分型的关系

     
Lauren分型           n

	      CD44v6的表达	    
χ2值       P 值

	                   阳性  阴性 阳性率(%)

肠型胃癌           29     22       7     75.86     4.22     <0.05

弥漫型胃癌       21     10     11     47.62

表  3  胃癌胃镜标本中CD44v6的表达与胃癌临床病理特
征的关系

     
临床病理参数　　 ｎ

        CD44v6的表达	      
χ2值       P 值

	                       阳性 阴性 阳性率(%)

浸润深度分型

    早期胃癌           10      2      8     20.00          

    进展期胃癌        40    28    12     70.00     6.38   <0.05

TNM分期

    Ⅰ-Ⅱ期             20      7    13     35.00          

    Ⅲ期	               30    23      7     76.67     8.68   <0.05

淋巴结转移

    阴性	               24      9    15     37.50          

    阳性	               26    21      5     80.77     9.74   <0.05

表  4  胃癌术后标本中CD44v6的表达与胃癌临床病理特
征的关系

     
临床病理参数　　 ｎ

        CD44v6的表达	      
χ2值       P 值

	                       阳性 阴性 阳性率(%)

浸润深度分型

    早期胃癌           10      3      7     30.00       

    进展期胃癌        40    29    11     72.50     4.56   <0.05

TNM分期

    Ⅰ-Ⅱ期             20      9    11     45.00        

    Ⅲ期	               30    23      7     76.67     5.22   <0.05

淋巴结转移

    阴性	               24    11    13     45.83        

    阳性	               26    21      5     80.77     6.61   <0.05
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率也为80.77%(21/26). CD44v6在胃镜标本、术

后标本和转移淋巴结中的表达呈现一致性.

3  讨论

CD44作为细胞表面糖蛋白黏附分子, 广泛存在

于机体之中, 国内外许多研究也均证实了这一

点, 在正常胃黏膜组织中只表达CD44s蛋白, 而
无拼接CD44v的表达[8]. 在重度萎缩性胃炎、肠

上皮化生、非典型增生的组织中不仅有CD44s
的表达, 而且还测到微量的CD44v的表达[9]. 本
研究结果显示, 在胃良性病变中, 胃溃疡伴肠化

和腺上皮不典型增生2例表达弱阳性, 主要分布

于腺体的腔缘侧胞膜上, 表达率为15%. 而在胃

癌中, 肿瘤细胞的各个侧面胞膜上均见强阳性

表达, 胃镜标本中表达率为60%, 术后标本中表

达率为64%, 两者与良性病变中的表达率有显著

差异(P <0.01), 与国内外的研究结果一致[10-12]. 另
外, 本研究还发现, CD44v6基因在胃溃疡伴肠化

和腺上皮不典型增生2例中表达弱阳性, 主要分

布于腺体的腔缘侧胞膜上, 而在胃癌中呈高表

达, 且肿瘤细胞的各个侧面胞膜上均见强阳性

表达, 这种分布极性的动态变化说明癌前病变

时已有部分CD44v6表达, 呈现由量变积累到质

变的发展过程, 但进展非常缓慢. 表明CD44v6
基因可能参与胃黏膜的癌变过程, CD44v6基因

的活化或过度表达可能改变胃黏膜上皮细胞上

CD44v6分子的分布, 导致细胞黏附性的变化, 从
而对胃黏膜癌变起着重要作用. 因此, 本研究认

为CD44v6可能作为肿瘤发生的因子在胃癌的早

期演变过程中起着重要作用, 与胃癌的发生密

切相关, 但具体机制有待于进一步研究证实. 
本研究还发现, 肠型胃癌C D44v6的表达

率为75 .86%, 明显高于弥漫型胃癌的表达率

47.62%, 与国外研究结果相一致[13,14]. 此结果提

示: CD44v6可能与胃黏膜上皮细胞的恶性转

化相关, 胃癌细胞可能从胃黏膜和肠化生黏膜

两种上皮细胞转化而来. 而CD44v6的表达与肠

型胃癌发生发展的关系可能较弥漫型更加密

切, 两型胃癌中C D44v6的不同表达有可能使

CD44v6的特异性抗体成为胃癌分型诊断的重要

工具. 关于肠化生和肠型胃癌之间的分子病理

学关系尚需做进一步研究探讨. 
本研究结果显示, 均匀一致的CD44v6强阳

性表达存在于进展期胃癌、Ⅲ期胃癌和伴有淋

巴结转移胃癌病例. 因此, 本研究认为, 随着胃

癌的病期进展和浸润转移的出现, CD44v6在胃

癌中的表达呈现递增的趋势. 并且, 在淋巴结转

移灶中均可检出CD44v6呈高表达的这一事实, 
提示CD44v6在胃癌转移过程中起着极其重要

的作用, 与胃癌进展及转移密切相关, 与徐胜军 
等[15]和Okayama等[16]的研究一致. Kerbel等[17]报

道, 具有转移潜能的亚克隆在原发癌发生的早

期就具有生长优势, 这种生长优势是由于转移

性亚克隆癌细胞群对局部细胞因子具有特殊反

应而呈现的选择性生长所决定的. 本研究结果

结合上述文献提示在早期胃癌中, CD44v6仅在

转移性亚克隆瘤细胞膜上表达, 随着肿瘤的进

展, 表达CD44v6的亚克隆因其具有与周围细胞

的间质有特殊的相互作用, 即转移潜能而在生

长中逐渐占据优势. Ou等[18]报道, 血管生成素-1
转染到胃癌细胞株后, 能显著增加CD44v6的表

达, 增加细胞的黏附性. 在细胞与细胞之间、细

胞与细胞外间质之间出现黏附特性的异常, 这
种黏附特性的异常导致肿瘤细胞具有从原发部

位脱落并向周围正常组织侵袭的能力[19,20]; 另一

方面, CD44v6作为淋巴细胞的归巢受体, 可通过

与远端血管及淋巴管内的配体集合, 使转移的

癌细胞更获得稳定性结合, 集落式生长, 逃避人

体免疫系统的识别和杀伤, 产生免疫逃逸, 形成

转移瘤. 而正是这种侵袭能力的大小决定了肿

瘤恶性程度的高低, 在肿瘤转移过程中起重要

作用[21-23]. 因而, 检测原发癌标本中分子标志物

的平均水平有可能反映整个肿瘤的一般转移

特性.
通过本研究发现, C D44v6在胃癌胃镜标

本中的总体表达率为60.00%(30/50), 在胃癌术

后标本中的总体表达率64.00%(32/50), 并且同

一患者, 在两个标本中同时出现阳性的表达率

为58.00%(29/50), CD44v6在两个标本中的总

体表达率无显著性差异(P >0.05). 本研究认为, 
CD44v6在胃癌胃镜标本中的总体表达率可以代

表术后标本中的总体表达率. 那么, 通过术前检

测CD44v6在胃镜标本中的表达水平, 将在胃癌

的诊断上有一定的意义, 特别是在胃镜病理未

明确诊断胃癌, 而CD44v6呈强阳性表达时, 可提

示有胃癌发生的可能性. 对于此类患者可以定

期复查胃镜, 进行CD44v6的检测, 动态观察其

在胃癌组织中的极性变化和表达强度, 将在提

高胃癌的早期诊断率上有一定的意义. 目前, 胃
癌的治疗方法仍以手术治疗为主, 手术范围的

大小主要依靠淋巴结转移的范围, 而确定肿瘤

转移主要是依据术后常规病理切片的结果, 这

■应用要点
本 研 究 表 明
CD44v6可作为术
前预测胃癌的发
生、病期进展和
转移潜能的辅助
生物学指标之一. 
并在指导医生对
手术范围的选择
和对预后的估计
上有一定的参考
价值. 相信随着分
子生物学技术的
不 断 发 展 ,  对 于
CD44v6在基因的
功能、调控机制
以及在肿瘤发生
发展、侵袭转移
方面作用机制的
研究不断深入, 检
测其在组织中或
血液中的异常表
达, 可望为胃癌的
早期诊断、临床
动态监测及预后
判断提供可靠的
理论依据.
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就给术中判断肿瘤转移和选择手术范围的大小

带来了一定困难. 可能由于手术切除不彻底, 造
成患者的复发转移. 另外, 有些患者虽然进行了

根治手术, 并且术后常规病理切片淋巴结无转

移, 但随后患者仍然出现肿瘤转移, 这一现象表

明单纯根据常规病理切片来判断胃癌的预后具

有一定的局限性, 那么, 通过检测原发癌标本中

能够反映整个肿瘤的一般转移特性的分子标志

物的平均水平, 将会弥补常规病理切片的不足. 
通过本研究发现, 相同临床病理参数, CD44v6在
胃癌胃镜标本和术后标本中的表达均无显著差

异(P >0.05). 并且, 70.00%的进展期胃癌, 76.67%
Ⅲ期胃癌, 80.77%伴有淋巴结转移的胃癌于胃

镜标本和术后标本及淋巴结转移癌中同时检出

CD44v6的阳性表达, 其表达呈现一致性. 本研究

认为, 胃镜标本中CD44v6的表达与临床病理参

数之间的关系能够代表术后标本中二者的关系. 
那么通过术前检测胃镜标本中CD44v6的表达率

就可以预测疾病进展和转移潜能, 并在指导医

生对手术范围的选择和对预后的估计上有一定

的参考价值. 总体表明CD44v6可作为术前预测

胃癌的发生、病期进展和转移潜能的辅助生物

学指标之一.
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Abstract
AIM: To explore the e f fec ts of d i f ferent 
nutritional support regimens on hepatic injury 
in patients with severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Eighty-six SAP patients with he-
patic injury were randomly divided into three 
groups: parenteral nutrition (PN) group (n = 28), 
enteral nutrition (EN) group (n = 29) and ecoim-
munonutrition (EIN) group (n = 29). All the pa-
tients received nutritional support for 14 days. 
The changes in plasma endotoxin and serum 
cytokine levels and hepatic function were deter-
mined.

RESULTS: The baseline levels of plasma endo-
toxin and serum tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
and interleukin-6 (IL-6) had no significant differ-

ences among the three groups. After 14 days of 
nutrition support, the levels of plasma endotox-
in and serum TNF-α and IL-6 in the EIN group 
were 1.28 ng/L ± 0.17 ng/L, 30.13 ng/L ± 8.12 
ng/L and 36.43 ng/L ± 8.24 ng/L, respectively, 
all significantly lower than those in the PN 
group and EN group (all P < 0.01 or 0.05). The 
hepatic function in the EIN group returned to 
normal levels after 14 days of nutrition support. 
The improvement in hepatic function achieved 
in the EIN group was significantly better than 
that achieved in the EN group.

CONCLUSION: EIN can help recover the bal-
ance of normal flora in the gut, reduce bacterial 
translocation, modulate immunological func-
tion, and attenuate the level of plasma endotoxin 
and serum cytokines, thereby alleviating hepatic 
injury in patients with SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Hepatic in-
jury; Parental nutrition; Enteral nutrition; Enteral 
ecoimmunonutrition

Bai LZ, Kang LM, Lu XG, Kang X, Fan ZW, Ji CY. Enteral 
ecoimmunonutrition support alleviates hepatic injury 
in patients with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 616-620

摘要
目的: 探讨不同营养支持对重症急性胰腺炎
肝损害的影响. 

方法: 86例重症急性胰腺炎肝损害患者在入
院48 h内随机分为3组, 即肠外营养(PN)组28
例, 肠内营养(EN)组29例和免疫微生态肠内营
养(EIN)组29例, 分别行PN, EN和EIN支持14 d. 
检测其内毒素、细胞因子及肝功能的改变. 

结果: 入院时EIN组内毒素、TNF-α、IL-6及
肝功能与PN组、EN组比较无显著差异. 营养
支持14 d后, EIN组内毒素、TNF-α和IL-6分
别为1.28 ng/L±0.17 ng/L, 30.13 ng/L±8.12 
ng/L, 36.43 ng/L±8.24 ng/L, 上述指标均较PN
组及EN组明显下降(P <0.01或0.05). EIN组14 d
后肝功能各项指标均恢复正常, 与PN组、EN

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)常并发全身
炎症反应综合征
和多器官功能障
碍综合征. 肝脏是
主要的受累的胰
外器官之一, 肝损
害与SAP病情发
展和预后密切相
关. 有效防护SAP
肝损害对降低胰
外器官损害, 减轻
SAP复杂化具有
重要意义. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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组比较有统计学意义(P <0.01或0.05).

结论: 肠内免疫微生态营养, 可以补充肠道正
常菌群, 减少细菌易位, 减少内毒素血症及炎
症因子的发生, 从而减轻重症急性胰腺炎肝
损害.
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营养; 肠道免疫微生态营养
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0  引言

重症急性胰腺炎(server acute pancreatitis, SAP)
是临床常见的急危重症, 死亡率高达20%-40%. 
SAP主要死于全身炎症反应综合征(sys t emic 
inflammatory response syndrome, SIRS)导致的多

器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS), 其中肝损害是SAP最常见的

并发症之一, 其损害可进一步加重SAP的病情, 
因此保护肝脏功能并中断其损害非常重要. 动
物实验表明[1], 肠内免疫微生态营养可以补充肠

道正常菌群, 维持肠道通透性, 减少细菌及内毒

素易位. 本研究拟通过对SAP肝损害的患者应用

肠内免疫微生态营养, 观察其对SAP肝损害时的

治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-09/2009-09我院急诊外科收治

SAP肝损害患者86例, 所有入选患者均符合2007
年中华医学会外科学会胰腺学组重症急性胰腺

炎诊断标准[2], 同时入院时血清总胆红素(TB)水
平≥34 μmol/L, 谷丙转氨酶(ALT)≥2倍正常值

且为第1次发病者. 同时凡需外科手术干预者、

病情过重者(APACHEⅡ评分>25分)、有严重代

谢性疾病者、胰腺恶性肿瘤、ERCP后急性胰

腺炎、发病前肝功能不全或其他影响肝功能的

慢性疾病、继发感染的患者均不在本研究之列. 
采用随机数字法将所有患者随机分为3组, 即肠

外营养组(parenteral nutrition, PN组, n  = 28), 其
中男13例, 女15例, 平均年龄62.0岁±6.5岁; 肠
内营养组(enteral nutrition, EN组, n  = 29), 其中男

18例, 女11例, 平均年龄61.2岁±4.9岁; 免疫微

生态肠内营养组(ecoimmunonutrition, EIN组, n  = 
29), 其中男15例, 女14例, 平均年龄60.4岁±5.4

岁. 86例患者年龄、性别、APACHEⅡ评分、

Balthazar CT评分等差异比较均无统计学意义.
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 所有患者均采取保守治疗, 使用抗生

素, 胃肠减压, 禁食, 抑制胰腺分泌等综合治疗. 
入院后48 h内, 对患者实施中心静脉置管, X线透

视下置管或内镜下鼻-空肠营养管置管, 分别实

施营养治疗2 wk. 本研究经医院伦理委员会批

准, 实施前均签定知情同意书. (1)PN组: PN经中

心静脉输注, 以10%、50%葡萄糖和20%脂肪乳

(力能)提供能量, 供热量每日110-130 kcal/kg, 糖
脂供能比1-2∶1; 以8.5%乐凡命供氮, 供氮量为

每日0.12-0.15 g/kg. 同时加入水溶性维生素(水
乐维他), 微量元素(安达美)和K+、Na+等电解质; 
按葡萄糖∶胰岛素 = 4-5 g∶1加入胰岛素, 所有

营养混入3 L袋中, 营养液输入时间不少于12-14 
h. (2)EN组: 80%能量和氮源由PN提供. 20%由

EN提供, EN组采用百普素(每袋126 g)为主要能

源. EN开始后第1-2天予百普素30-60 g/d, 逐量增

加, 3 d后予百普素252 g/d. 热、氮不足部分由PN
补充. (3)EIN组: 在EN基础上同时合并使用L -谷
氨酰胺(L -Gln)、L -精氨酸(L -Arg)、三联活菌制

剂(双歧杆菌、嗜酸乳杆菌及肠球菌, 上海信谊

制药厂). 用前测定活菌量: 1×109 CFU/mL. 使用

剂量: L -Gln 0.4 g/(kg·d)、L -Arg 0.25 g/(kg·d)、
三联活菌制剂100 mL/d, 将上述三药经空肠营养

管每天3次(分别于8:00, 12:00, 20:00)注入. 
1.2.2 指标观察: 入院时及治疗后7、14 d晨起空

腹各抽静脉血2 mL, 离心取血清、血浆, -80 ℃
保存备用. 血浆内毒素检测严格按说明书操作

(试剂盒和内毒素检测用水购自天津一瑞生物

工程有限公司); 应用ELISA法检测血清肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)、白介素-6(IL-6)(试剂购自

Sigma公司); 血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨

酶(AST)、谷胺酰转肽酶(GGT)、胆红素(TB、
DB)采用日立7600全自动生化分析仪检测.

统计学处理 采用SPSS14.0进行分析, 计量

资料用mean±SD表示, 并采用方差分析、t检
验; 计数资料用χ2检验; P <0.05有统计学差异.

2  结果

2.1 3组患者治疗前后血浆内毒素、TNF-α、

I L-6结果比较  入院时3组内毒素水平无明显

差异, 7 d后, E IN组内毒素开始缓慢下降, 到
14  d时E I N组与P N组比较 ,  统计学上有明显

差异(P <0.01), 与EN组比较, 亦有统计学差异

■研发前沿
近年来研究发现, 
内毒素及炎症因
子在SAP肝损害
发生发展中发挥
关键作用, 逐渐成
为国内外学者研
究的热点之一. 同
时, SAP肝损害的
营养支持方式及
其对SAP肝损害
的影响作用亦是
学者感兴趣的话
题之一.

■相关报道
徐桂芳等在2005
年报道早期肠内
免疫微生态营养, 
能够补充犬的肠
道正常菌群, 减少
细菌移位, 从而减
轻急性胰腺炎时
的肝损害. 陈磊等
研究显示肠内免
疫微生态营养能
够显著性的保护
猪肠道屏障功能, 
降低肠道的通透
性, 减少细菌及内
毒素的移位, 降低
NF-κB的活性及
细胞因子浓度, 维
持促抗炎症反应
平衡.
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(P <0.05). 入院时3组细胞因子水平基本上一致, 
无明显差异; 至营养后14 d, TNF-α、IL-6浓度

均呈下降趋势, EIN组TNF-α、IL-6水平下降明

显, 与PN组及EN组比较有显著性差异(P <0.05或
0.01, 表1).
2.2 3组治疗前后肝功能结果比较 入院时3组肝

功能均处于异常状态; 7 d后, 3组肝功能均有一

定程度的改善, 然EIN组改善程度明显优于PN组

(P <0.05); 14 d后, EIN组肝功能均已恢复正常, 与
PN组及EN组比较均有显著性差异, 有统计学意

义(P <0.05或0.01, 表2).或0.01, 表2).0.01, 表2).

3  讨论

SAP肝损害发生机制仍不是很清楚, 目前研究

认为肠源性内毒素血症在SAP肝损害中发挥重

要作用, SAP时肠道组织缺血, 再灌注后产生大

量氧自由基, 使肠黏膜受损, 加之SAP患者常采

取静脉营养, 肠道缺乏食物刺激, 致肠黏膜萎缩, 
使肠道屏障功能减弱, 肠道内的细菌和内毒素

易位, 造成内毒素血症, 使SAP时远隔脏器功能

受损[3,4]; 同时研究表明炎症因子如NO、NF-κB、
IL等在SAP肝损害中亦发挥重要作用, 这些细胞

因子参与SIRS和继发的其他脏器功能损害[5].
SAP多伴有肠源性内毒素血症(in tes t ina l 

endotoxemia, IETM), 内毒素血症与SAP肝损

害关系密切 [6].  在本试验中我们发现, 所有的

S A P肝损害患者都存在内毒素血症 ,  且均有

一个缓慢上升的过程 ,  这与邓群等 [7 ]的动物

表  1  3组治疗前后血浆内毒素、TNF-α、IL-6比较 (mean±SD, ng/L)

     
指标	      分组 	              n 	                   入院时		              7 d		                14 d

内毒素	     PN组	           28	              2.77±0.37		      3.25±0.32b	         2.43±0.21b

	     EN组	           29	              2.79±0.28		      3.06±0.17c	         1.97±0.24c

	     EIN组	           29	              2.83±0.35		      2.70±0.13	         1.28±0.17

TNF-α	     PN组	           28	          486.45±140.56	 313.42±144.65a	     135.76±31.25b

	     EN组	           29	          483.34±143.71	 245.39±90.39	       97.46±39.95d

	     EIN组	           29	          471.59±128.52	 116.46±47.34	       30.13±8.12

IL-6	     PN组	           28	          345.17±34.46	 324.15±31.4	     158.29±25.67b

	     EN组	           29	          339.43±29.83	 284.49±20.75	       93.97±18.64d

	     EIN组	           29	          356.26±34.68	 286.32±18.39	       36.43±8.24

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组入院时PN组; cP<0.05, dP<0.01 vs  同组入院时EN组.

表  2  3组治疗前后肝功能指标比较 (mean±SD)

     
指标	         分组 	             n 		  入院时		              7 d		                14 d

ALT(U/L)	       PN组	           28	          117.29±58.35	   97.29±34.29a	       59.28±19.73b

	       EN组	           29	          116.47±64.32	   63.47±19.68	       40.59±11.75c

	       EIN组	          29	          125.58±69.20	   61.32±14.57	       34.27±11.38

AST(U/L)	       PN组	           28	          152.29±31.62	 115.29±35.28	       82.49±28.18b

	       EN组 	          29	          156.18±36.74	   98.47±24.66	       67.31±14.57c

	       EIN组	          29	          137.29±43.68	 105.26±16.48	       32.17±15.89

GGT(U/L)	       PN组	           28	          325.28±38.19	 235.68±15.29a	       59.26±11.16b

	       EN组 	          29	          324.67±43.08	 123.59±20.36	       40.37±10.59d

	       EIN组	          29	          304.58±19.35	 110.35±16.37	       11.36±5.28

TB	       PN组	           28	            89.36±16.38	   63.73±15.29	       18.21±10.37b

(μmol/L)	       EN组 	          29	            89.17±13.64	   65.29±10.14	       16.39±11.16c

	       EIN组	          29	            90.26±15.87	   65.18±11.43	         9.72±8.71

DB	       PN组	           28	            72.69±18.36	   53.83±15.38	       22.75±9.73b

(μmol/L)	       EN组 	          29	            69.54±18.58	   54.36±10.49	       12.23±7.48

	       EIN组	          29	            69.37±16.34	   44.27±11.84	       11.58±8.42

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组入院时PN组; cP<0.05, dP<0.01 vs  同组入院时EN组.

■创新盘点
本 文 通 过 检 测
SAP肝损害患者
的内毒素及炎症
因子TNF-β、IL-6
以及不同营养支
持后的肝脏功能
的改变, 从临床角
度上探讨了肠内
免疫微生态营养
对肝损害患者的
治疗作用.

■应用要点
本研究阐述了内
毒素及炎症因子
TNF-α、IL-6对
SAP肝损害发病
中的作用, 并探讨
了EIN与PN、EN
治疗后的不同效
果 ,  为 临 床 防 治
SAP肝损害提供
了有意义的参考
价值, 对SAP肝损
害新型营养制剂
的研究开发具有
一定的指导价值.
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实验研究结果是一致的 .  同时我们发现 ,  使
用E I N组的S A P肝损害患者内毒素下降速度

明显快于P N及E N组 ,  显示E I N对肠道内毒

素的移位有一定的抑制作用 .  T N F-α是炎症

细胞因子家族中的重要成员 ,  其为S A P最早

升高的细胞因子 ,  可直接作用于血管内皮细

胞 ,  导致组织出血坏死 ,  他还可作为始动因

子在细胞核亚细胞水平上激发一系列的级联

反应 ,  诱导I L-6、I L-8等及其自身因子的产 
生[8]. 此外, TNF-α还是损伤远隔脏器的重要因

子, 其水平与SAP的严重程度、病死率和预后呈

明显正相关[9]. IL-6主要由单核细胞在TNF-α等
诱导下产生, 其水平可反映SAP的严重程度, 其
有强烈的致炎活性, 可直接作用于血管内皮细

胞, 使其通透性增加, 导致大量炎性渗出, 亦可

与TNF-α等协同, 构成炎性介质网络, 促使炎症

的扩散, SAP时大量的IL-6产生, 通过趋化、激

活中性粒细胞, 表达ICAM-1等黏附因子, 释放

蛋白水解酶解产生活性氧代谢产物而导致胰腺

及外周器官的损害[10]. 在本研究中我们可以发

现, SAP肝损害患者均存在炎症因子的过度表

达, 然EIN组能够有效地减少及抑制炎症因子

TNF-α、IL-6的表达, 从而加快肝功能的恢复, 
进一步验证了SAP肝损害的原因与炎症因子的

表达密切相关[5]. 
SAP传统的治疗方式一般都得长期禁食和

行PN, 以使胰腺得到充分的休息. 然而, PN导致

肠道黏膜屏障功能出现障碍, 诱发细菌易位, 导
致内毒素血症的产生[11], 从而对SAP的病情发展

极为不利. 故目前都主张早期行EN, 因为肠黏膜

的新陈代谢能量主要来自肠道营养物质, EN能

有效的保护肠黏膜屏障, 防止细菌和内毒素的

易位[12,13]. EIN可以增加肠黏膜和肝脏血流, 抑
制肠道透性增加, 维持肠上皮细胞的完整性等, 
防止肠道菌群失调, 减少内毒素易位的作用[14]. 
EIN中的Gln是机体内最丰富的条件非必需氨基

酸, 约占总游离氨基酸的60%, 是肠黏膜上皮细

胞等的主要能源物质, 能下调肠黏膜上皮细胞

的凋亡, 增加肠道SIgA的分泌, 抑制细菌和内毒

素的易位起到保护肠道生理屏障[15]; Arg可提高

淋巴细胞对有丝分裂原的反应性, 刺激其增殖, 
调节淋巴细胞和巨噬细胞分泌细胞因子; 促进

NO的合成, 可扩张肠道血管, 改善肠道的缺血状

态. Gln和Arg还能促进生长激素的合成和分泌, 
通过刺激IL-2的同原受体直接或间接上调免疫

功能. 三联活菌制剂能恢复肠道微生态平衡, 修

复肠道菌膜屏障, 抑制肠道致病菌生长, 减少内

毒素的产生[16]. 
本研究采用谷氨酰胺和双歧杆菌、乳酸杆

菌作为免疫微生态营养的主要成分, 结果显示

EIN组内毒素及炎症因子水平明显低于PN组及

EN组, 肝功能恢复正常明显快于PN组和EN组. 
故我们认为肠内免疫微生态营养可通过减轻肠

道内毒素易位, 减轻全身炎症反应, 从而减轻肝

脏功能的损害, 对SAP肝损害具有积极的保护作

用, 其临床价值值得进一步的研究及应用.
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2008 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
     	                                           			                   总被引频次 		                  影响因子                   

                                                    				      数值      学科排名       离均差率	 数值       学科排名     离均差率

1170	 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY		        7	 41	 -0.99 	 0.043 	 41            -0.92 

G275	 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY	 5432	   1	   3.71 	 0.792 	   6              0.52 

G803	 肝脏					       586	 25	 -0.49 	 0.594 	 11              0.14 

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

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

G501	 临床肝胆病杂志				      582	 27	 -0.50 	 0.441 	 22            -0.15 

G658	 临床荟萃					     1709	   8	   0.48 	 0.356 	 32            -0.32 

G257	 临床内科杂志				      875	 16	 -0.24 	 0.412 	 24            -0.21 

G855	 临床消化病杂志				      314	 32	 -0.73 	 0.294 	 34            -0.43 

G261	 临床心血管病杂志				      836	 17	 -0.28 	 0.371 	 29            -0.29 

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

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

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

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

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

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

G800	 胃肠病学					       619	 23	 -0.46 	 0.621 	 10              0.19 

G326	 胃肠病学和肝病学杂志				     580	 28	 -0.50 	 0.415 	 23            -0.20 

G083	 心肺血管病杂志				      246	 37	 -0.79 	 0.361 	 31            -0.31 

G419	 心血管病学进展				      585	 26	 -0.49 	 0.410 	 25            -0.21 

G260	 心脏杂志					       553	 29	 -0.52 	 0.406 	 26            -0.22 

G610	 胰腺病学					       268	 35	 -0.77 	 0.366 	 30            -0.30 

G234	 中国动脉硬化杂志				      934	 15	 -0.19 	 0.557 	 16	 0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2309	   7	   1.00 	 0.487 	 20            -0.06 

G211	 中国糖尿病杂志				    1567	 11	   0.36 	 0.570 	 13	 0.10

G380	 中国心血管杂志				      256	 36	 -0.78 	 0.225 	 37            -0.57 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     657	 21	 -0.43 	 0.562 	 14	 0.08 

G633	 中国血液净化				      680	 19	 -0.41 	 0.546 	 18	 0.05 

G119	 中国循环杂志				      694	 18	 -0.40 	 0.406 	 26            -0.22 

G231	 中华肝脏病杂志				    3283	   4	   1.84 	 1.119 	   2	 1.15 

G235	 中华高血压杂志				    1168	 14	   0.01 	 0.730 	   8	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     166	 38	 -0.86 	 0.207 	 38            -0.60 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     588	 24	 -0.49 	 0.442 	 21            -0.15 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1612	 10	   0.40 	 0.897 	   5	 0.73 

G156	 中华内科杂志				    3484	   3	   2.02 	 0.788 	   7	 0.52 

G161	 中华肾脏病杂志				    1643	   9	   0.42 	 1.068 	   3	 1.05 

G285	 中华消化内镜杂志				    1314	 13	   0.14 	 0.578 	 12	 0.11 

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

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

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

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

	 平均值					     1154			   0.520 		

以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.
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Abstract
AIM: To evaluate the value of clinical and 
endoscopic parameters for differential diagnosis 
of Crohn’s disease (CD) f rom intest inal 
tuberculosis (ITB).

METHODS: The clinical and colonoscopic data 
from 130 CD patients and 122 ITB patients, who 
were treated from June 2003 to February 2009, 
were analyzed retrospectively. The parameters 
for differentiating CD from ITB were screened 

by logistic regression analysis. The diagnostic ef-
ficacy of the screened parameters was analyzed 
using the regression equation and receiver oper-
ating characteristic (ROC) curve.

RESULTS: The clinical parameters helpful in 
differentiating CD from ITB include bloody 
stools, history of intestinal surgery, perianal dis-
eases, history of pulmonary tuberculosis, ascites 
and positive PPD skin test. The sensitivity, spec-
ificity, accuracy, positive predictive value, and 
negative predictive value of regression math-
ematical model established using these clinical 
parameters are 90.3%, 76.8%, 83.8%, 80.7% and 
88.0%, respectively. The endoscopic parameters 
helpful in differentiating CD from ITB include 
retcum involvement, longitudinal ulcer, cobble-
stoning, stuck open ileocecal valve, ring ulcer 
and rodent ulcer. The sensitivity, specificity, 
accuracy, positive predictive value and nega-
tive predictive value of regression mathemati-
cal model established using these endoscopic 
parameters are 82.9%, 82.0%, 82.5%, 82.9% and 
82.0%, respectively.

CONCLUSION: The parameters screened may 
aid in distinguishing CD from ITB. The regres-
sion mathematical model established using clini-
cal and endoscopic parameters can help improve 
the sensitivity and accuracy of differential diag-
nosis between CD and ITB.

Key Words: Crohn’s disease; Intestinal tuberculosis; 
Differential diagnosis; Clinical feature; Endoscopic 
feature; Regression equation

Liu XW, Li XF, Zou YY, Zhou MH, Ouyang CH, Wu XP, 
Lu FG. Screening of clinical and endoscopic parameters 
for differentiating Crohn’s disease from intestinal 
tuberculosis by logistic regression analysis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(6): 621-627

摘要
目的: 探讨对鉴别诊断克罗恩病(C r o h n's 
disease, CD)和肠结核(intestinal tuberculosis, 
ITB)有价值的临床及内镜指标和方法. 

方法: 回顾性分析2003-06/2009-02住院的CD

www.wjgnet.com
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■背景资料
克罗恩病与肠结
核的临床鉴别至
今尚无既敏感又
特 异 的 指 标 .  对
两者的鉴别仍是
临床工作的一大
难 题 ,  探 讨 鉴 别
两者的新方法和
新指标仍是研究
的热点.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科



患者130例、ITB患者122例的临床及内镜资
料; 采用Logistic回归分析的方法筛选鉴别CD
和ITB的相关指标, 并应用回归方程(数学模
型)的方法和ROC曲线分析其诊断效能. 

结果: 对CD和ITB鉴别有价值的临床指标分
别是: 血便、肠道手术史、肛周疾病、肺结
核、腹水、PPD阳性; 有意义的临床指标的
回归数学模型对C D和I T B鉴别诊断的敏感
性、特异性、准确性、阳性预测值、阴性预
测值分别为90.3%、76.8%、83.8%、80.7%、

88.0%. 对CD和ITB鉴别有价值的内镜指标是: 
直肠受累、纵行溃疡、鹅卵石征、受累回盲
瓣固定开口、环形溃疡、鼠咬状溃疡; 有意
义的内镜指标的回归数学模型对CD和ITB鉴
别诊断的敏感性、特异性、准确性、阳性预
测值、阴性预测值分别为82.9%、82.0%、

82.5%、82.9%、82.0%.

结论: 筛选出的临床和内镜指标可能对CD和
ITB的鉴别有用, 应用临床指标、内镜指标回
归数学模型的方法可提高诊断的敏感性和准
确性.

关键词: 克罗恩病; 肠结核; 鉴别诊断; 临床特征; 内

镜表现; 回归方程

刘小伟, 李学锋, 邹益友, 周明欢, 欧阳春晖, 吴小平, 卢放根. 
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0  引言

克罗恩病(C r o h n's  d i s e a s e,  C D)和肠结核

(intestinal tuberculosis, ITB)在临床表现、内镜及

组织学检查等方面存在许多相似之处, 众多临

床研究和病例报道均证实两者的鉴别十分困难, 
相互误诊率达50%-70%[1-7]. 当ITB误诊为CD使

用激素或免疫抑制剂治疗可导致结核扩散, 甚
至死亡; 当CD误诊为ITB而使患者承受不必要

的抗结核药物的不良反应, 延误CD的治疗[8]. 因
为其发生机制及治疗方法不同, 治疗前确立正

确的诊断十分必要. 
发展中国家是结核的高发区, ITB是常见的

肺外结核病[9]. 而CD在北欧、北美等国家是常

见的消化系疾病[10-13]. 两者临床特征及肠镜下

表现均以不同地区疾病加以描述并作为鉴别诊

断的依据. 随着工业化进程和环境改变, CD等

炎症性肠病在中国等发展中国家发病率有升高

趋势[4,14-19]. 为在同地区、同人种间总结两者资
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料用以鉴别诊断成为可能. 已有多个小样本CD
和ITB的对比研究, 发现了一些有鉴别价值的指 
标[2,4,20]. 并认识到CD存在着东西方差异[21], 但既

敏感又特异的鉴别指标和方法仍尚未发现. 本
研究对中国南方地区同人种、相对大样本的

130例CD、122例ITB进行研究, 以期从临床和

内镜特点中发现有价值的鉴别指标或指标组合

供临床参考.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-06/2009-02在湘雅二医院、湘雅

医院、吉首大学附属医院病住院的CD和ITB患
者(其中前者168例, 后者156例)的资料. 排除溃

疡性结肠炎、不确定性肠炎、资料记录不全的

CD和ITB患者. 最后入选本研究的CD患者130
例, 其中男81例、女49例; ITB患者122例, 其中

男62例、女60例.
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: CD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[22,23]; 
ITB诊断标准: (1)内镜活检标本抗酸染色阳性或

结核杆菌培养阳性; (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.
1.2.2 资料收集和分析: 设计临床和内镜资料

收集表, 收集CD和ITB患者一般资料、临床特

征、实验室检查等结果35项, 内镜下表现特点

20个指标, 并对每个指标进行编码和赋值.
统计学处理 应用SPSS软件进行分析, 资料

分CD和ITB两组, 单变量计量资料采用t检验, 记
数资料采用χ2检验, 以P <0.05为有统计学意义, 
从众多单变量中找出有意义的指标. 有意义的

指标进行多变量二值Logistic回归分析, 建立回

归方程(数学模型), 计算有价值指标的OR值和

95%可信区间. 以ROC曲线分析回归数学模型的

诊断效能和确定预测诊断的诊断点.

2  结果

2.1 2组患者临床指标单因素分析 35个变量经单

因素比较的t检验或χ2检验发现, 病程、腹泻、

便秘、血便、发热、盗汗等21个指标有统计学

意义, 见表1. 
2.2 2组临床指标多因素Logistic回归分析 将21
个有意义的临床指标经多因素二值Logistic回归

分析, 发现: 血便、肠道手术史、肛周疾病、肺

结核、腹水、PPD阳性6个对鉴别CD和ITB有

www.wjgnet.com

■研发前沿
传统的鉴别研究
常见于样本数较
少的对比分析, 得
出的结果很难具
有代表性. 本研究
应用Logistic回归
方法对大样本数
和对大量数据进
行数学分析, 有利
于发掘新的特异
而敏感的鉴别指
标和方法.



刘小伟, 等. Logistic回归分析对克罗恩病和肠结核鉴别指标的筛选					                 623

www.wjgnet.com

价值的指标, 其中对ITB有诊断价值的是肺结核

(OR  = 113.10, 95%CI: 10.00-1 279.30)、PPD阳

性(OR  = 11.18, 95%CI: 3.74-33.41)、腹水(OR  = 
7.90, 95%CI: 2.72-22.94); 对CD有诊断价值的是

肠道手术史(OR  = 16.42, 95%CI: 3.19-84.56)、
肛周疾病(OR  = 15.07, 95%CI: 1.90-119.52)、血

便(OR  = 4.09, 95%CI: 1.20-13.95), 见表2. 建立

预测诊断CD和ITB的临床指标Logistic回归方程

(数学模型)为: P  = 1/[1+e-(0.708+1.409X1+2.9798X2+2.713X3- 

4.728X4-2.066X5-2.414X6)](P为预测值, e为自然对数), 经
χ2检验, 证实方程有统计学意义(χ2 = 129.759, P  
= 0.000). 应用ROC曲线求得数学模型诊断的敏

感性90.3%、特异性76.8%, 诊断点(预测界值)为
0.327, 当预测值P≥0.327时预测诊断为CD, 当预

测值P <0.327时预测诊断为ITB(临床数学模型诊

断的ROC曲线, 图1A).
2.3 2组肠镜指标单因素分析 在单因素比较的χ2

检验中: 直肠受累、乙状结肠受累、升结肠受

累、盲肠受累、回盲瓣受累、环形溃疡、纵行

溃疡等12个指标有统计学意义, 见表3.
2.4 2组肠镜指标多因素分析 将12个有意义的

肠镜指标经多因素二值Logis t ic回归分析, 发
现: 直肠受累、鼠咬状溃疡(图2A); 环形溃疡(图
2B); 受累回盲瓣固定开口(图2C); 纵行溃疡(图

■相关报道
国内外研究发现
了一些鉴别两者
的 指 标 和 方 法 , 
Amarapurkar等报
道应用各指标组
合的方式有利于
提高诊断的敏感
性和特异性.

表  1  两组患者临床指标单因素分析

     
指标			         CD(n  = 130)		       ITB(n  = 122)		    P 值

性别(男/女)		    81/49           		     62/60            		  0.066     

年龄(岁)			     35.54±15.35		    35.91±15.56		  0.844    

病程(mo)			     30.90±17.63		    15.91±11.22		  0.011

吸烟史(%)		    10.3			       7.8			   0.619   

饮酒史(%)		    14.5			     13.9			   0.877    

腹痛(%)			     86.1			     81.4			   0.151    

腹泻(%)			     66.1			     46.9			   0.002    

便秘(%)			       3.6			     13.3			   0.008

血便(%)			     32.1			       7.1			   0.000 

发热(%)			     29.7			     43.4			   0.027 

盗汗(%)			     19.6			     30.8			   0.029

贫血(%)			     58.2			     58.4			   0.966    

体质量下降(%)		    71.5			     76.1			   0.397   

肠道手术史(%)		    32.7			     10.6			   0.000  

阑尾切除史(%)		    15.4			       4.4			   0.003   

肛周疾病(%)		    16.4			       3.5			   0.001  

肠外表现(%)		    10.9			       1.8			   0.003    

肠梗阻(%)		    28.5			       9.7			   0.000    

腹腔脓肿(%)		    10.4			       4.4			   0.045

肺结核(%)		      1.2			     31.9			   0.000    

腹水(%)			       7.3			     35.4			   0.000 

粪便隐血(%)		    52.7			     37.2			   0.010 

白细胞			       8.49±4.70		      8.48±5.44		  0.988   

血小板			   323.03±132.71		  336.45±138.04		  0.416   

血红蛋白			   104.55±22.49		  107.04±23.68		  0.383 

总蛋白			     60.24±8.90		    63.33±10.12		  0.008  

白蛋白			     31.49±7.09		    31.13±8.29		  0.697     

球蛋白			     28.76±5.85		    31.95±6.60		  0.007  

总胆红素			       9.43±7.81		      9.89±6.50		  0.614

尿素氮			       3.71±1.53		      3.83±1.68		  0.520

凝血机制障碍(%)		    59.7			     51.1			   0.143  

ESR升高(%)		    71.3			     83.0			   0.034  

CRP升高(%)		    72.7			     59.3			   0.013    

PPD阳性(%)		      7.0			     42.7			   0.000   

结核抗体阳性(%)		      6.7			     32.0			   0.000
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2D); 鹅卵石征(图2E)6个肠镜指标对CD和ITB鉴
别有价值. 其中对ITB有诊断价值的是鼠咬状溃

疡(OR  = 28.31, 95%CI: 2.38-337.19)、环形溃疡

(OR = 10.80, 95%CI: 3.47-33.62)、受累回盲瓣固定

开口(OR = 4.19, 95%CI: 1.91-9.17), 对CD有诊断价

值的是鹅卵石征(OR = 16.24, 95%CI: 2.64-99.77)、
纵行溃疡(OR = 5.78, 95%CI: 2.29-14.58)、直肠受

累(OR = 4.48, 95%CI: 1.70-11.81), 见表4. 建立预

测诊断CD和ITB内镜指标的Logistic回归方程(数
学模型): P  = 1/[1+e-(0.283+1.499X1+1.753X2+2.787X3-1.432X4-2.379X5-

3.343X6)](P为预测值, e为自然对数), 经χ2检验方程

有统计学意义(χ2 = 151.414, P = 0.000). 应用ROC
曲线求得数学模型诊断的敏感性82.9%、特异性

82.0%, 诊断点为0.534, 当预测值P≥0.534时预测

诊断为CD, 当预测值P<0.534时预测诊断为ITB(内
镜数学模型诊断的ROC曲线, 图1B).
2.5 有意义的单个指标和回归数学模型的诊断

分析 每单一临床或内镜指标均显示特异性、阳

性预测值高, 敏感性、正确率及阴性预测值低

的特点. 而临床数学模型诊断的敏感性、特异

性、准确性、阳性预测值及阴性预测值分别为

90.3%、76.8%、83.8%、80.7%及88.0%, 内镜

数学模型诊断的敏感性、特异性、准确性、阳

性预测值及阴性预测值分别为82.9%、82.0%、

82.5%、82.9%及82.0%(表5).表5).).

3  讨论

CD和ITB由于发患者群、地区和临床特征及内

■创新盘点
本 研 究 应 用
Logistic回归方法
对克罗恩病与肠结
核的临床和内镜特
征进行筛查, 得出
有价值的结果.

表  2  两组患者临床指标多因素Logistic回归分析

     
指标(变量名)	         B	              S.E.	     χ2值	                P 值		  OR 值(95%CI)

血便(X1)		    1.409               0.626                 5.074               0.024                   4.093(1.201-13.950)

肠道手术史(X2)	   2.798               0.836               11.194               0.001                 16.415(3.187-84.557)

肛周疾病(X3)	   2.713               1.056                 6.595               0.010                 15.074(1.901-119.516)

肺结核(X4)	 -4.728               1.238               14.592               0.000               113.098(9.999-1279.297)

腹水(X5)		  -2.066               0.544               14.402               0.000                   7.893(2.715-22.941)

PPD阳性(X6)	 -2.414               0.559               18.668               0.000                 11.176(3.739-33.406)

常数项		    0.708               0.285                 6.154               0.013                   2.030

表  3  两组患者肠镜指标单因素分析 (%)

     
指标		            CD(n  = 130) ITB(n  = 122)     P 值

直肠受累			   38.5         16.4       0.006

乙状结肠受累		  44.6         23.0       0.001

降结肠受累		  33.8         24.6       0.254

横结肠受累		  40.0         32.8       0.401

升结肠受累		  46.2         62.3       0.069

盲肠受累			   43.1         57.4       0.023

回盲瓣受累		  55.4         75.4       0.018

受累回盲瓣固定开口	 12.3         50.8       0.000

受累回盲瓣开口闭塞	 24.6         18.0       0.368

末端回肠受累		  66.2         59.8       0.408

病变节段分布		  73.8         63.1       0.164

环形溃疡			     4.6         41.0       0.000

鼠咬状溃疡		    1.6         19.7       0.000

纵行溃疡			   54.7           8.2       0.000

网格状溃疡		  16.9           1.6       0.000

阿弗他溃疡		  53.8         44.3       0.282

鹅卵石征			   27.7           1.6       0.000

结节样增生		  48.5         32.8       0.000

息肉样增生		  33.1         44.3       0.080

肠腔狭窄			   29.2         23.0       0.423

图  1  ROC曲线. A: 临床数

学模型诊断; B: 内镜数学模

型诊断.
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镜表现等方面有许多相似和重叠, 目前发现的

两者特异性诊断指标和方法的敏感性较低而实

用性差[1,21,24-28]. 本研究对众多临床特征及内镜表

现进行数学分析, 确立了一组有意义的指标, 用
组合的方法对CD和ITB进行鉴别, 提高了诊断

的敏感性和准确性, 不失为一可取的方法. 
本研究对35项临床症状和体征及实验室检

查结果进行Logistic回归分析, 发现: 血便、肠道

手术史、肛周疾病、肺结核、腹水、PPD阳性

6个指标具有鉴别意义, 得到的Logistic回归方程

是: P  = 1/[1+e-(0.708+1.409X1+2.9798X2+2.713X3-4.728X4-2.066X5-

2.414X6)], 预测界值为0.327, 当预测值P≥0.327时
预测诊断为CD, 当预测值P <0.327时预测诊断为

ITB, 预测诊断的敏感性、特异性、准确性分别

90.3%、76.8%、83.8%. 同时本研究发现一组内

镜指标: 直肠受累、纵行溃疡、鹅卵石征、受

累回盲瓣固定开口、环形溃疡及鼠咬状溃疡对

CD和ITB鉴别诊断有价值, 建立的回归方程: P  = 
1/[1+e-(0.283+1.499X1+1.753X2+2.787X3-1.432X4-2.379X5-3.343X6)], 预
测界值为0.534, 当预测值P≥0.534时预测诊断

为CD, 当预测值P <0.534时预测诊断为ITB, 其
敏感性、特异性、准确性分别82.9%、82.0%、

82.5%. 以上说明指标组合提供了有意义的鉴别

诊断方式. 南非的Kirsch等[2]通过对25例CD和18
例ITB的临床资料研究发现肺结核、肛瘘、肠

外表现为鉴别两者的主要指标; 韩国的Lee等[29]

对CD和ITB各44例对比研究, 发现诊断CD的指

标为肛门直肠病变、纵形溃疡、鹅卵石征, 诊
断ITB的指标为环形溃疡、假息肉、病变少于

4个节段、回盲瓣固定开口. 国内罗中银等[30]一

组CD、ITB各30例对比分析认为, CD内镜下以

铺路石改变、节段性分布、纵行溃疡为主, ITB

■应用要点
本研究在临床上
指导克罗恩病与
肠结核的诊断及
鉴别有一定应用
价值, 提供了可用
于鉴别诊断的回
归方程.

表  4  两组患者内镜指标多因素Logistic回归分析

     
指标(变量名)		         B	            S.E.	              χ2值	   P 值		  OR 值(95%CI)

直肠受累(X1)		    1.499            0.495            9.169            0.002               4.477(1.697-11.811)

纵行溃疡(X2)		    1.753            0.472          13.796            0.000               5.775(2.289-14.576)

鹅卵石征(X3)		    2.787            0.926            9.054            0.003             16.238(2.643-99.774)

受累回盲瓣固定开口(X4)	 -1.432            0.400          12.829            0.000               4.187(1.913-9.168)

环形溃疡(X5)		  -2.379            0.580          16.851            0.000             10.795(3.467-33.615)

鼠咬状溃疡(X6)		  -3.343            1.264            6.994            0.008             28.306(2.376-337.186)

常数项			     0.283            0.375            2.690            0.309               1.327

图  2  两组鉴别有意义的部分指标肠镜图. A: 鼠咬状溃疡; B: 环形溃疡; C: 受累回盲瓣固定开口; D: 纵行溃疡; E: 鹅卵石征.
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内镜下以溃疡和假息肉为主. 顾清等[20]一组33例
CD、34例ITB对比研究结果也均与本研究发现

的指标及数量存在一定差异, 最可能的原因是

样本数的不同所致, 样本数越大发现的指标越

多, 指标也更反映真实情况, 同时也可能是疾病

的表现存在地域及人种差异[21,31]. 也许扩大样本

数, 进行前瞻性多中心研究更能得到理想结果.
尽管本研究发现了6个临床指标和6个内镜

指标对两者鉴别诊断具有特异性, 但在这些有

意义的指标中, 临床上的发生率并不是全或无, 
而是发生概率不等, 从发生率最低的肛周疾病

(16.4%)到最高的纵行溃疡(54.7%), 均存在不同

程度的阴性表现. 当患者出现部分特异指标而

又缺乏部分特异指标导致诊断困难时, 可应用

回归数学模型方法, 将各指标结果带入方程计

算出预测P值, 根据P值与预测界值的比较作出

预测性诊断. 如缺乏多个特异鉴别指标使回归

方程难以应用或不可靠时, 指标组合用于诊断

不失为一选择. Amarapurkar等[4]对CD和ITB各26
例研究, 发现: 发热、血便、腹泻、长病程、肺

结核、腹腔淋巴结等有鉴别价值, 其中发热、

血便、腹泻、长病程组合对CD诊断的敏感性

80.7%、特异性88.4%、准确性84.6%; 合并肺结

核、腹腔淋巴结对ITB诊断的敏感性57.6%、特

异性88.4%、准确性73.1%. 本研究中血便、肠

道手术史、肛周疾病、直肠受累、纵行溃疡、

鹅卵石征在CD出现较多, 建议作为诊断CD的一

组指标. 肺结核、腹水、PPD阳性、受累回盲瓣

固定开口、环形溃疡、鼠咬状溃疡在ITB患者

多见, 建议作为诊断ITB的一组指标. 根据患者

表现及2组指标的多少进行综合判断, 可能有助

于临床鉴别.   
总之 ,  本研究通过对相对大样本病例的

回顾性分析 ,  提供了两步法的鉴别诊断思路: 
(1)CD和ITB相对特异指标的回归数学模型诊断

法, 将各指标检测值带入回归方程得出预测值, 
进行预测诊断; (2)指标组合法, 对预测诊断CD
和ITB的指标分别进行组合, 得出倾向性诊断. 
在临床工作中, 鉴别CD和ITB的任务仍十分艰

巨, 寻找既敏感又特异的诊断指标和方法仍是

今后努力的方向. 
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Abstract
A I M :  T o e v a l u a t e t h e f e a s i b i l i t y a n d 
operative characteristics of second-stage 
pancreaticoduodenectomy (PD) for initially 
unresectable periampullary cancer and for 
metastatic pancreatic carcinoma after radical 
excision of colon carcinoma in senile patients.

METHODS: A total of five senile patients were 
included in the study. Four patients had malig-
nant obstructive jaundice, of which two under-
went first-stage cholecystectomy, common bile 
duct exploration and T-tube drainage, and the 
other two underwent cholangiojejunostomy. 
After jaundice subsidence and liver function 
recovery, these patients underwent second-

stage PD. Another senile patient simultaneously 
underwent PD and radical resection of sigmoid 
colon due to cancer recurrence and metastatic 
pancreatic carcinoma 19 years after initial cancer 
radical resection.

RESULTS: One patient underwent first-stage 
T-tube drainage for two months and developed 
jaundice and cholangitis after T-tube withdraw-
al. Due to gradual exacerbation, he underwent 
second-stage PD but died of liver and renal fail-
ure 10 days after the operation. The other four 
patients recovered gradually after PD, under-
went regular postoperative regular chemothera-
py, and survived for 32, 41, 58 (still alive) and 79 
months, respectively.

CONCLUSION: PD is indicated for aged pa-
tients with initially unresectable periampullary 
cancer or metastatic pancreatic carcinoma after 
radical excision of colon carcinoma, and can sig-
nificantly prolong their life span and improve 
their life quality.

Key Words: Periampullary cancer; Second-stage 
pancreaticoduodenectomy; Chemotherapy; Radio-
therapy; Metastatic pancreatic tumor; Combined 
first-stage pancreaticoduodenectomy and sigmoid 
cancer radical operation

Xu XB, Zhang H, Zhang HY, Xiao M, Liu CL, Zhang HY, 
Zhang XD, Feng ZQ, Zhao G. An analysis of four cases 
of second-stage pancreaticoduodenectomy and one case 
of combined first-stage pancreaticoduodenectomy and 
sigmoid cancer radical operation in aged patients. Shijie 
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摘要
目的: 探讨一期未能切除的老年壶腹周围恶
性肿瘤患者和结肠癌根治切除术后胰头区转
移癌患者行胰十二指肠切除术的可行性和手
术特点. 

方法: 4例恶性梗阻性黄疸患者中, 2例一期手
术施行胆囊切除术、胆总管探查术、T型管
引流术, 另2例一期手术施行胆管空肠吻合术, 
待黄疸减退、肝功能好转后, 二期手术施行胰
十二指肠切除术. 1例结肠癌根治术后19年再

®

■背景资料
随着人类寿命的
延长, 老年恶性低
位胆道梗阻(壶腹
周围恶性肿瘤)患
者日益增多, 甚至
有些老年人先后
或者同时发现患
有2种以上恶性肿
瘤. 由于老年人器
官功能衰退, 手术
耐受力和术后愈
合能力均较差, 而
胰十二指肠切除
术需全部或者部
分切除6个器官, 并
需进行胰肠、胆
肠、胃肠等复杂
的消化系重建, 是
一个很复杂、高
风险、并发症发
生率和手术死亡
率较高的大手术.

■同行评议者
王德盛 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
京医院肝胆外科



徐新保, 等. 老年二期胰十二指肠切除4例及一期联合结肠癌根治术1例					                 629

www.wjgnet.com

次发现乙状结肠癌及胰头区转移癌, 随后同时
成功实施胰十二指肠切除术及乙状结肠癌根
治术. 分析患者生存情况. 

结果: 5例患者中, 有1例胆总管引流近2 mo后
在外院拔除T管, 拔管后出现黄疸及胆管炎表
现, 逐渐加重, 再次来我院就诊后很快实施了
胰十二指肠切除术, 术后10 d死于肝肾功能衰
竭. 其余4例术后逐渐康复, 术后定期化疗, 分
别生存32、41、58、79 mo, 其中存活58 mo
的1例患者目前仍健康存活.

结论: 一期未能切除的老年壶腹周围恶性肿
瘤患者及结肠癌根治切除术后胰头区转移癌
患者, 行胰十二指肠切除术仍能显著延长患者
生命, 改善生活质量.

关键词: 壶腹周围肿瘤; 二期胰十二指肠切除术; 化

学治疗; 放射治疗; 胰腺转移性肿瘤; 结肠癌联合胰

十二指肠切除术
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0  引言

近年来, 关于老年患者胰十二指肠切除术屡有

报道, 但是, 有些老年患者因梗阻性黄疸导致的

肝功能损害、肿瘤较大、术中病情变化等原因, 
往往不能施行一期胰十二指肠切除术, 可能需

要分期手术. 还有一些老年患者, 在罹患壶腹周

围恶性肿瘤的同时还罹患其他恶性肿瘤, 给外

科治疗带来了极大的挑战. 国内外文献有关这

方面的报道很少. 2003-2007年在我院行胰十二

指肠切除术的65岁以上的患者中, 有4例壶腹周

围肿瘤患者进行了分期手术, 第一期行胆道探

查引流、胆肠吻合术, 待肝功能恢复、一般状

况好转后再施行二期胰十二指肠切除术; 另有

1例66岁患者在结肠癌根治术后19年再次发现

乙状结肠癌及胰头区域转移癌, 随后同时成功

施行了胰十二指肠切除术及乙状结肠癌根治术. 
现报道分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-2007年在我院行胰十二指肠

切除术65岁以上壶腹周围肿瘤患者4例, 以及结

肠癌根治术后19年再次发现乙状结肠癌及胰头

区域转移癌, 并同时成功实施胰十二指肠切除

术及乙状结肠癌根治术的66岁患者1例.
1.2 方法 
1.2.1 病例1: 男, 67岁, 因“间断性右上腹隐痛

不适6 mo”入院, 查体未见异常. 患者1年前发

现肝硬化, 6 mo前查出携带丙型肝炎病毒. 经全

面检查及化验诊断为“胆囊息肉”、“胆囊结

石伴慢性胆囊炎”、“胆总管结石”. 随后行

“胆囊切除、胆管探查、T管引流术”, 术中见

肝脏呈小结节状硬化, 胆总管直径约1.6 cm, 壁
厚约0.3-0.4 cm, 胆总管下端狭窄, 经扩张后可勉

强通过8号胆道探子. 术后病理: 慢性胆囊炎, 胆
囊腺瘤样息肉. 术后13 d经T管造影结果: 肝内

外胆管显示良好, 胆总管可见扩张, 未见充盈缺

损, 胆总管末端狭窄, 十二指肠内可见造影剂排

入. 术后14 d带T管出院, 出院时嘱患者胆管下

端狭窄不能除外恶性病变, 勿拔除T管, 1 mo后
返院复查. 但患者1 mo后在当地基层医院拔除

T管, 随后出现发热、腹痛, 经抗感染治疗后痊

愈. 术后7 mo余出现巩膜、皮肤黄染, 并逐渐加

重. 术后8 mo再次入住我院. 化验静脉血标本显

示CA19-9大于700 kU/L(我院检验科化验上限为

700 kU/L), 谷丙转氨酶144 U/L, 谷草转氨酶158 
U/L, 直接胆红素94.0 µmol/L, 总胆红素142.8 
µmol/L, 白蛋白31 g/L, 总蛋白93 g/L, GGT 787 
U/L, PT 17.7 s, 凝血酶原活动度53.479%. 腹部超

声: 肝内外胆管扩张, 胰腺体积增大伴胰管扩张, 
脾大. 腹部CT: 肝内外胆管扩张, 胰管扩张, 梗阻

水平在钩突水平, 不能除外胰、钩突肿瘤. 随后

施行胰十二指肠切除术, 术中见肿瘤位于十二

指肠乳头, 约3 cm×3 cm, 以活检枪穿刺活检快

速病理检查结果为腺癌. 手术较顺利, 术中出血

2 000 mL, 输血2 000 mL. 
1.2.2 病例2: 女, 65岁, 因“食欲不振、乏力伴皮

肤巩膜黄染1 mo余”及“CT检查提示胆总管扩

张、肝内胆管扩张, 胆囊结石”在当地基层医

院施行“剖腹探查术”. 术中探查见胆囊增大, 
内有结石, 胆总管扩张, 胆总管下端占位, 大小

直径约3 cm, 术中病理检查提示胆总管下端绒毛

管状腺瘤癌变. 该院技术条件无法施行胰十二

指肠切除术, 遂行“胆囊切除、胆管探查、T管
引流术”, 手术顺利, 术后恢复好, 黄疸减退, 肝
功能好转, 随后转入我院, 化验血总胆红素28 
µmol/L, 直接胆红素23.6 µmol/L, 谷丙转氨酶及

谷草转氨酶正常, 术后15 d行胰十二指肠切除术, 
手术顺利, 出血约400 mL, 输血400 mL. 
1.2.3 病例3: 男, 66岁, 患者因“皮肤、巩膜黄

■研发前沿
对于壶腹周围恶
性肿瘤导致的低
位胆道梗阻患者, 
是否在行胰十二
指肠切除术之前
首先减黄, 目前仍
然存有争议.
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染, 尿色深, 大便灰白”在当地医院行腹部超声

及CT检查考虑胆总管下段肿瘤, 并于该院施行

手术治疗, 术中发现肿瘤难以切除, 即行“胆

囊切除、胆肠吻合术”, 术后病理报告为胆管

低分化腺癌. 术后恢复顺利. 2 mo后即来我院

做γ-刀放疗, 1疗程后出院. 于术后半年再次入

住我院. 既往有糖尿病6年, 采用胰岛素皮下注

射治疗. 入院后化验肝功能及凝血功能均正常, 
HBsAg(+), CA19-9为275.24 kU/L. 超声、CT及
MRI检查显示: 胆管癌, 胆肠吻合术后, 肝内胆管

扩张, 胰管轻度扩张, 肝左叶可疑转移灶. 随即

施行胰十二指肠切除术, 术中出血约300 mL, 输
血400 mL, 手术顺利.  
1.2.4 病例4: 女, 68岁, 患者在某基层医院行腹部

CT检查显示左肾肿瘤及壶腹部占位病变, 随即

在该院施行左肾切除术, 壶腹部病变暂未处理. 3 
mo后出现上腹闷胀不适, 随后出现皮肤巩膜黄

染, 尿色加深, 大便色浅. 在该院再次检查考虑

为十二指肠乳头癌. 于首次手术后4 mo仍在该基

层医院手术治疗, 术中打开十二指肠后发现肿

瘤位于十二指肠乳头, 活检为腺癌, 未切除肿瘤, 
行胆囊切除、胆总管十二指肠吻合及胃空肠吻

合术. 术后7 d开始腹腔引流管引出较多胆汁性

液体, 每日约800 mL, 考虑存在肠漏, 经综合治

疗效果不佳, 术后2 wk转入我院继续治疗. 经禁

食水、胃肠减压、静脉高价营养、抑制消化液

分泌、抗炎等治疗, 腹腔引流液逐渐减少并停

止, 患者恢复进食, 予以拔除腹腔引流管, 住院31 
d后出院休养. 出院后一般状况较好, 体质量增

加, 休养40 d后再次入住我院, 入院查体无明显

异常, 化验肝功能及凝血功能均正常, 于入院后

第11天行胰十二指肠切除术, 术中发现十二指肠

乳头部肿瘤约2-3 cm大小, 肝外胆管直径2.0 cm, 
手术顺利, 术中出血600 mL, 输血600 mL. 
1.2.5 病例5: 男, 65岁, 因“进行性黄疸20 d, 上
腹痛伴发热、寒战6 d”入我院. 门诊腹部B超

示: 肝内外胆管扩张, 结石性胆囊炎, 胰头部实

性占位, 约4 cm×5 cm. 患者19年前曾因右半结

肠癌在当地医院行结肠癌根治术, 术后一般状

况良好. 患糖尿病1年, 一直服“优降糖”治疗

(每天1片). 入院查体: 皮肤巩膜中度黄染. 腹部

稍膨隆, 可见正中切口瘢痕, 长约25 cm. 右上腹

压痛, 中腹部可扪及包块, 约5 cm×5 cm, 活动

度差, 质硬, 无压痛, Murphy征阳性. 化验空腹血

糖8.8 mmol/L, 餐后血糖13.6 mmol/L, ALT 76 U, 
AST 86 U, TB 146.4 μmol/L, DB 92 μmol/L, TP 

67 g/L, ALB 35 g/L, AKP 884 U/L. 腹部CT示: 胰
腺体积增大, 胰头、钩突部可见一软组织肿块

影, 最大层面大小约3.7 cm×3.8 cm, 肿块密度

不均, 可见囊变坏死区; 增强扫描呈不均匀强化; 
胰管增宽, 总胆管增宽, 肝内胆管轻度增宽; 胆
囊壁增厚, 胆囊内可见环形高密度影; 肝、脾脏

增大. 钡灌肠示: 乙状结肠癌. 诊断为: 胰头癌、

乙状结肠癌、结肠癌根治术后、胆囊结石并慢

性胆囊炎、糖尿病(Ⅱ型). 入院后仍有发热(最
高39 ℃)、寒战, 经抗感染、保肝、营养支持治

疗2 wk, 胆管炎得到控制, 一般状况好转, 化验

WBC 9.1×109/L, HB 122 G/L, HCT 0.333 L/L, 
PLT 478×109/L, ALT 65 U, AST 89 U, TB 60.2 
µmol/L, DB 48.2 µmol/L, TP 77 g/L, ALB 38 g/L, 
凝血功能正常. 显示患者胆红素明显下降, 肝功

能好转. 随后施行胰十二指肠切除术联合乙状

结肠癌切除术. 术中于胃十二指肠动脉内放置

动脉化疗泵. 手术顺利, 术中出血约300 mL, 输
血约400 mL.

2  结果

病例1在二期胰十二指肠切除术后相继出现肺

部感染、肝功能衰竭、消化系出血、肾功能衰

竭、腹腔感染等并发症, 术后6 d死亡. 术后病

理为十二指肠乳头低分化腺癌. 病例2在二期胰

十二指肠切除术后逐渐康复出院. 术后病理: (胆
总管)隆起型中分化乳头状腺癌(2.4 cm×1.8 cm
×1.4 cm), 浸润至浆膜层, 未累及胰腺及十二指

肠, 小肠、胃及胰腺残端均未见癌, (胆管上缘)
未见癌, 胃周淋巴结、肝动脉淋巴结未见癌转

移. 术后返回当地医院定期化疗(具体不详), 术
后存活32 mo, 因肿瘤复发转移死亡. 病例3在二

期胰十二指肠切除术后恢复顺利, 术后19 d康复

出院. 术后病理: 胆管下端低分化腺癌, 十二指

肠、胃及胰腺残端未见肿瘤, 淋巴结未见转移. 
出院后在当地定期化疗, 术后41 mo死于肿瘤复

发转移. 病例4在二期胰十二指肠切除术后曾出

现应激性溃疡、胃潴留, 经保守治疗逐渐痊愈, 
术后48 d出院. 术后病理为十二指肠乳头中分化

腺癌. 术后在当地医院定期化疗, 至今已存活58 
mo, 目前仍健康存活, 未见肿瘤复发及转移. 病
例5在联合胰十二指肠切除和乙状结肠癌根治

术后恢复良好. 术后25 d化疗1次: 表阿霉素30 
mg、丝裂霉素8 mg、5-FU 0.5 g经动脉化疗泵

注入. 术后27 d痊愈出院. 术后病理: (1)胰头转移

性高分化腺癌; (2)结肠隆起型黏液腺癌, 癌组织黏液腺癌, 癌组织液腺癌, 癌组织

■相关报道
近十几年来, 国外
散在报道的二期
胰十二指肠切除
方式为: 一期施行
胰十二指肠切除, 
并用外引流管与
胰腺残端吻合, 将
胰液全部引流至
体外, 以防胰漏, 3 
mo后再施行二期
胰腺残端与空肠
吻合.
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侵及浆膜外脂肪组织; (3)术中送检(十二指肠韧

带、胰头)淋巴结均示慢性炎; (4)手术切除之残

端均未见癌, 淋巴结未见癌转移(0/11). 术后(指
末次手术后, 下同)共计返回我院复查化疗14次; 
术后5年内一般状况良好. 术后63 mo时发现肿

瘤腹腔转移扩散并有腹水, 给予腹腔化疗+热疗

4次, 治疗包括嘧啶、顺铂、金葡素、白细胞介

素-Ⅱ等, 腹水得到控制; 术后68 mo时发现肝转

移, 加强化疗, 病情相对稳定; 术后78 mo时行超

声引导下肝肿瘤穿刺活检+射频消融术, 活检病

理为肝脏转移性腺癌. 术后79 mo因肿瘤腹腔广

泛扩散及全身衰竭死亡.

3  讨论

本组5例患者年龄均为65岁以上, 前4例均行二

期胰十二指肠切除术, 病例1术后短期内死亡, 
后3例患者术后逐渐康复, 并经化疗后存活时

间较长, 目前仍有1例健康存活, 达到了延长生

命、改善生活质量的目的, 手术总体疗效尚可. 
分析病例1患者死亡原因, 主要有以下几点: 高
龄, 有慢性肝病, 黄疸较重, 肝功能较差, 凝血酶

原时间明显延长, 凝血酶原活动度活动度显著

降低, 首次减黄引流管拔除后没有行再次术前

减黄, 术中出血量较大, 术后出现了肝功能衰竭, 
并由此引起多器官功能衰竭. 病例2在基层医院

施行了减黄手术, 肝功能基本正常后在我院施

行了二期胰十二指肠切除术并获得了成功. 病
例3首次手术时因肿瘤较大, 仅行减黄手术, 术
后经放疗后肿瘤缩小, 最终成功施行了胰十二

指肠切除术并逐渐康复. 病例4发现同时罹患左

肾癌和壶腹周围肿瘤, 首先行左肾切除术, 随
后施行减黄手术, 待肝功能完全正常后施行胰

十二指肠切除术, 术后定期化疗, 至今仍然健康

存活. 病例5患2次结肠癌, 并出现胰头区域转移, 
尽管术前出现黄疸、发热、寒战等急性胆管炎, 
经控制胆管炎发作后肝功能明显改善, 胆红素

下降, 凝血机能正常, 同时行胰十二指肠切除术

和乙状结肠癌根治术, 术后恢复较顺利, 配合术

后化疗, 也获得了较长的生存期和较好的生活

质量. 
随着人类寿命的延长, 老年恶性低位胆道

梗阻(壶腹周围恶性肿瘤)患者日益增多, 甚至

有些老年人先后或者同时发现患有2种以上恶

性肿瘤. 由于老年人器官功能衰退, 手术耐受力

和术后愈合能力均较差, 而胰十二指肠切除术

需全部或者部分切除6个器官, 并需进行胰肠、

胆肠、胃肠等复杂的消化系重建, 是一个很复

杂、高风险、并发症发生率和手术死亡率较高

的大手术[1-3], 因此对老年壶腹周围肿瘤患者是

否施行胰十二指肠切除术应特别慎重. 本组老

年患者经胰十二指肠切除术后综合治疗, 除病

例1因术前肝功能较差导致术后死亡外, 其余总

体疗效相对满意, 结合文献报道, 我们认为只要

老年患者主要器官功能尚可, 也可施行胰十二

指肠切除术并获得满意疗效. 
对于壶腹周围恶性肿瘤导致的低位胆道梗

阻患者, 是否在行胰十二指肠切除术之前首先

减黄, 目前仍然存有争议. 由于梗阻性黄疸可以

引起肝肾功能受损、凝血障碍、营养不良、消

化吸收障碍等, 曾经许多外科学者认为总胆红

素升高者, 尤其是重症黄疸者(总胆红素≥171 
μmol/L)均应先行减黄手术再行胰十二指肠切

除, 这样可以改善肝功能[4], 提高患者对胰十二

指肠切除术的耐受能力, 明显降低术后的感染

率和病死率[5,6]. 田伏洲等[7]将血清总胆红素>220 
μmol/L的183例胰头癌患者随机分为减黄组(92
例)和不减黄组(91例), 减黄组采取超声引导下

PTCD或ENBD, 3 wk后进行手术; 不减黄组完成

常规术前准备后于入院5 d内进行手术. 结果显

示, 减黄组的肿瘤切除率较高(48.7% vs  15.4%, 
P <0.05)、术后并发症发生率较低 (2 .6% v s  
46.2%, P <0.05)、住院时间显著缩短(37.5 d±4.2 
d vs  49.1 d±8.4 d, P <0.05). 作者进一步指出, 减
黄标准可参照: 年龄×3+血清总胆红素, 若该指

标>380, 则术前减黄对患者治疗有益; <380者可

不必减黄直接手术. 但近年来由于对梗阻性黄

疸的进一步认识以及围手术期治疗水平的提高, 
尤其对可切除的恶性肿瘤患者, 本着尽可能缩

短患者术前准备时间这一原则, 有学者对重症

黄疸患者是否必须行术前减黄做了大量临床研

究, 发现术前减黄并没有减少胰十二指肠切除

手术的并发症和死亡率, 也未能改善其远期疗

效, 反而增加了住院时间及治疗费用, 甚至增加

术后感染并发症[8], 因此认为术前减黄对胰十二

指肠切除术的作用不大[9-13]. 但老年患者(65岁以

上)肝肾等重要器官功能脆弱, 结合我们的经验, 
认为老年低位胆道恶性梗阻的患者应该有选择

性地进行术前减黄. 具体讲, 我们认为恶性低位

胆道梗阻的老年患者如果血清总胆红素水平达

到150 μmol/L以上, 满足以下条件之一的有必要

进行术前减黄: (1)既往有长期慢性肝病史, 比如

慢性乙型肝炎、丙型肝炎或者肝硬化; (2)肝脏

■应用要点
一期未能切除的
老年壶腹周围恶
性肿瘤患者及结
肠癌根治切除术
后胰头区转移癌
患者, 行胰十二指
肠切除术仍能显
著延长患者生命, 
改善生活质量.
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酶谱显著升高, 白蛋白及前白蛋白明显降低; (3)
凝血酶原时间明显延长, 凝血酶原活动度明显

降低; (4)难以控制的梗阻性胆管炎; (5)肾功能受

损; (6)合并其他疾病或者其他原因导致等待手

术时间较长者. 至于术前减黄方式, 早在1966年
Maki等根据胰十二指肠切除术治疗壶腹周围癌

的临床经验, 提出梗阻性黄疸患者应行二期手

术, 即在接受根治性手术前先行胆道外引流手

术以改善患者的一般状态, 提高对手术的耐受

性. 20世纪70-80年代初期这一观点得到广泛认

同. 但随着医学技术的迅速发展, 壶腹周围肿瘤

早期确诊率明显提高, 需要术前减黄的患者也

较以前减少, 减黄手段趋向于微创化, 目前多采

用PTCD、ENBD或者PTCD+胆道内支架置入等

方式. 但我国许多中下级医院不具备微创减黄

的技术和设备, 许多低位胆道恶性梗阻的患者

(尤其是农村患者)不能得到早期诊断, 也难以承

受微创手段所需要的高质耗材价格, 因此, 手术

(胆道外引流术、胆道与空肠引流管架桥术或者

胆肠吻合术)减黄在我国的许多中下级医院仍有

继续开展的必要, 并且减黄效果迅速确切, 价格

低廉, 术中可以探查评估肿瘤分期, 即使对于大

型医院, 有时开腹手术减黄也是一种不可或缺

的有效减黄手段. 我们的有限经验显示术前减

黄最好同时行胆道内外引流, 尽管增加了操作

的复杂性, 但可以防止单纯外引流术所致的胆

道梗阻解除后胆汁分泌突然增加引起的大量体

液丧失, 防止电解质紊乱, 因此, 内外同时引流

减黄效果优于单一的外引流. 尽管有学者认为

胆道内支架通过肿瘤可能会造成肿瘤组织脱落

种植, 但这种极端意外很少发生, 不足为虑. 也
有学者认为一期手术减黄可以增加二期切除术

难度, 增加腹腔粘连, 但我们的4例二期手术显

示虽有一定粘连, 但并不严重, 手术难度并不大. 
至于减黄时间, 有作者认为减黄2 wk为宜. 本文

报道的病例2患者术前减黄15 d, 病例3减黄6 mo
余, 病例4减黄3 mo, 经过减黄, 3例患者术前血胆

红素和转氨酶基本恢复正常, 手术均获成功, 病
例2存活32 mo, 病例3存活41 mo, 病例4存活58 
mo且目前依然健康无瘤存活; 病例5虽未进行术

前减黄, 但经治疗后胆管炎得到控制, 血胆红素

及转氨酶水平均显著下降, 肝功能、凝血功能

正常, 手术也获得了成功, 术后存活79 mo. 可见, 
减黄时间长短并非决定手术成功与术后存活期

的主要因素, 因此, 我们建议减黄时间以使肝功

能和凝血功能基本恢复正常为宜, 而不应设置

具体的减黄时限. 
近十几年来, 国外散在报道的二期胰十二

指肠切除方式为: 一期施行胰十二指肠切除, 并
用外引流管与胰腺残端吻合, 将胰液全部引流

至体外, 以防胰漏, 3 mo后再施行二期胰腺残端

与空肠吻合[14-16]. 认为可以显著降低术后的胰漏

发生率. 国内报道的二期胰十二指肠切除术很

少[17,18], 术式与目前国外的不同, 是一期行减黄

手术, 二期行胰十二指肠切除术, 总体效果较好. 
我们认为, 有选择地开展后一种二期胰十二指

肠切除术更适合目前中国的中下级医院的实际

情况. 结合国内有限的报道和我们的经验, 近远

期疗效都比较满意. 
结肠癌胰腺转移, 国外有散在报道, 假如结

肠癌仅转移于胰腺, 可以施行一期联合胰腺部

分切除术(如转移灶位于胰头则施行胰十二指肠

切除术)和结肠癌根治术[19-22]; 意大利报道了1例
患者同时发现了乙状结肠癌和壶腹部恶性肿瘤, 
一期行乙状结肠癌根治术, 45 d后二期行胰十二

指肠切除术, 随访至术后33 mo患者仍然健康存

活[23]. 国内也有2篇关于结肠癌联合胰十二指肠

切除术的报道[24,25]. 国内外经验表明, 只要结肠

癌转移局限于胰腺, 可以施行结肠癌联合胰腺

部分切除或者胰十二指肠切除, 并不增加手术

死亡率, 术后患者能够获得较长的存活期. 这和

我们的经验一致. 
本组病例资料显示, 对于下级医院或者基层

医院首次手术不能切除的壶腹周围肿瘤老年患

者, 或者同时合并其他恶性肿瘤的老年患者, 决
不能轻易放弃手术切除的机会, 最好转至三级

甲等医院作进一步的诊治, 其中部分患者在技

术条件较好的大医院仍能成功施行胰十二指肠

切除术并逐渐康复. 同时, 术后的化疗、放疗等

手段也必不可少. 通过成功的手术和术后放化

疗等, 老年患者仍可显著改善生活质量, 延长生

命, 甚至达到完全治愈而长期无复发转移.
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