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Abstract
Chenodeoxycholic acid (CDCA) derivative 
HS-1200 can inhibit the proliferation and induce 
the apoptosis of human hepatoma BEL7402 cells 
in a dose- and time-dependent manner. In con-
trast, HS-1200 shows no apoptosis-inducing ef-
fect in normal human hepatic cell lines. HS-1200 
induces the apoptosis of BEL7402 cells perhaps 
by up-regulating the expression of Bax protein 
and down-regulating the expression of Bcl-2 
protein. The increased ratio of Bax to Bcl-2 might 
contribute to the permeabilization of the outer 
mitochondrial membrane (OMM) and make 
it  permeable to intermembrane space proteins 
such as cytochrome C. Once released, cyto-
chrome C promotes the activation of caspase-9 
and thereby results in the activation of caspase-3, 

which functions as the downstream effector of 
the cell death program. Furthermore, as caspase-
8-specific inhibitor z-IETDfmk shows no impact 
on HS-1200-mediated apoptosis of BEL7402 
cells, HS-1200 induces apoptosis perhaps via the 
activation of mitochondrial pathway. 

Key Words: Chenodeoxycholic acid derivative; 
Hepatoma cell line; Apoptosis; Mechanism

Qin CY, Liu H. Apoptosis-inducing effect of synthetic 
chenodeoxycholic acid derivative, HS-1200, in human 
hepatoma cell line BEL-7402 and the mechanisms 
involved. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(7): 
641-645

摘要
鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200可有效地抑制肝
肿瘤细胞株BEL7402的生长, 其作用随药物浓
度提高和作用时间延长而增强, 呈一定的剂
量、时间依赖性; 鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200
对人肝肿瘤细胞株BEL7402有显著的生长抑
制作用, 该生长抑制作用与HS-1200诱导肝
肿瘤细胞凋亡有关; HS-1200对正常肝细胞
株无生长抑制及诱导凋亡的作用. HS-1200
诱导凋亡的机制可能是HS-1200提升Bax而
降低Bcl-2的表达, 从而使线粒体膜通透性增
高, 使细胞色素C由线粒体释放入胞质, 活化
caspase-9, 活化的caspase-9切割pro-caspase-3
生成caspase-3, 从而诱导凋亡; 但上述凋亡过
程中caspase-8特异性抑制剂未改变HS-1200诱
导的凋亡, 因而HS-1200诱导肝肿瘤细胞凋亡
途径为内源性凋亡途径.

关键词: 鹅脱氧胆酸衍生物; 肝癌细胞株; 凋亡; 

机制
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0  引言

原发性肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 
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■背景资料
目前肝癌的治疗
仍以手术切除为
首选的治疗方法, 
但手术切除的突
出问题是术后复
发率高、手术切
除率低, 加上绝大
多数患者在确诊
时已属临床中晚
期, 失去了手术治
疗的机会. 因此, 人
们不断研究出一
些新的疗法, 或者
采取多种疗法的
综合治疗以提高
肝癌的总体疗效. 
在各种治疗方法
中, 肝癌的化疗在
肝癌的治疗中占
有重要的地位. 但
由于肝癌对化疗
不敏感或由于连
续化疗产生耐药
性, 在多数肝癌患
者中化疗有效率
往往低于25%. 因
而, 迫切需要创造
出有效的治疗肝
癌的化疗药物. 最
近许多研究表明, 
鹅脱氧胆酸衍生
物能诱导多种癌
细胞凋亡并能抑
制其增殖, 如乳腺
癌细胞、人前列
腺癌细胞、人子
宫颈癌细胞、及
人骨肉瘤细胞等.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科



占原发性肝肿瘤的80%-90%[1]. 在我国, 自20世
纪90年代以来肝癌的年病死率已上升为城市和

农村恶性肿瘤病死率的第2位和第1位. 目前肝

癌的治疗仍以手术切除为首选的治疗方法, 但
手术切除的突出问题是术后复发率高、手术切

除率低, 加上绝大多数患者在确诊时已属临床

中晚期, 失去了手术治疗的机会. 因此, 人们不

断研究出一些新的疗法, 或者采取多种疗法的

综合治疗以提高肝癌的总体疗效. 在各种治疗

方法中, 肝癌的化疗在肝癌的治疗中占有重要

的地位. 但由于肝癌对化疗不敏感或由于连续

化疗产生耐药性, 在多数肝癌患者中化疗有效

率往往低于25%[2,3]. 因而, 迫切需要创造出有效

的治疗肝癌的化疗药物.
胆汁酸是胆固醇的主要极性衍生物, 他有

助于饮食中脂质的吸收, 并且能调整控制胆固

醇体内平衡的基因表达. 根据其化学结构的不

同, 不同胆汁酸表现出不同的生物效应[4]. 鹅脱

氧胆酸可使胆固醇结石溶解, 而胆酸及脱氧胆

酸则无此作用. 临床常用鹅脱氧脱酸及熊去氧

胆酸治疗胆固醇结石. 最近许多研究表明, 鹅
脱氧胆酸衍生物N -[(3α,5β,7α)-3,7-二羟基-24-
氧代胆甾烷-24-基]β-丙氨酸苄酯(HS-1200)和
N -[(3α,5β,7α)-3,7-二羟基-24-氧代胆甾烷-24-
基]L -苯丙氨酸苄酯(HS-1199)能诱导多种癌细

胞凋亡并能抑制其增殖, 如乳腺癌细胞、人前

列腺癌细胞、人子宫颈癌细胞、及人骨肉瘤细

胞[5-8]等; 两种胆汁酸衍生物的效果, 以HS-1200
作用更强[9]. 另有报道疏水性胆汁酸如鹅脱氧胆

酸在体内及体外实验中可诱导肝细胞凋亡[10-14]. 
上述研究证明鹅脱氧胆酸衍生物具有诱导多种

肿瘤细胞凋亡的作用, 并且鹅脱氧胆酸衍生物

HS-1200对人肝肿瘤细胞株BEL7402有显著的

生长抑作用, 该生长抑制作用与HS-1200诱导肝

肿瘤细胞凋亡有关; HS-1200对正常肝细胞株无

生长抑制及诱导凋亡的作用[15].

1  鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200对肝肿瘤细胞凋

亡信号通路的作用及证据

我们应用人工合成的鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200
作用于肝肿瘤细胞株BEL7402和正常肝细胞株

L-02, 发现他对肝肿瘤细胞株有明显的生长抑制

作用, 其抑制率具有明显的药物浓度依赖性和

时间依赖性, 而对正常肝细胞株则无生长抑制

作用. 这说明HS-1200可以有效地杀伤肝肿瘤细

胞, 对正常肝细胞则无杀伤作用, 这为HS-1200
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应用于临床治疗肝癌提供了实验依据. 细胞凋

亡是由于启动了细胞内的自杀程序, 导致细胞

核染色质浓缩, 并聚集于细胞核周边, 在被激活

的内源性核酸内切酶作用下, 染色质DNA规律

性断裂为大量200 bp大小及其倍体的核苷酸片

段, 形成核碎片, 同时细胞内发生一系列生化改

变. 最后, 细胞膜包裹细胞质和核碎片, 形成大

小不一的凋亡小体(apoptosis bodies). DNA断裂

是凋亡细胞的特征之一, 我们应用DNA琼脂糖

凝胶电泳检测发现, 经HS-1200处理的肝肿瘤细

胞出现典型的DNA梯形带, 说明细胞发生了凋

亡. 同时荧光显微镜下可观察到典型的细胞凋

亡的形态特征, 说明HS-1200抑制人肝肿瘤细胞

的生长主要是通过诱导细胞凋亡实现的. 了解

细胞凋亡信号通路可有助于探讨癌症的发生机

制进而发现更有效的治疗方法, 因而我们进一

步探讨HS-1200诱导肝肿瘤细胞凋亡的机制. 目
前认为细胞凋亡信号通路包括两条[16]: (1)来自

于细胞膜外的死亡受体(death receptors)信号通

路: 一些凋亡刺激因素激活细胞膜外死亡受体, 
死亡受体进一步活化膜上Fas相关的死亡结构

域(fas associated death domain, FADD), 结合并

活化半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶8(cysteinyl 
aspartate specific proteinase cysteine aspartases 
8, caspase-8), 活化的caspase-8进一步切割pro-
caspase-3生成caspase-3, 从而诱导凋亡; (2)线粒

体信号通路: 许多凋亡信号通过进入线粒体, 诱
导线粒体内的细胞色素C(cytochrome C, Cyto-C)
等小分子释放到胞质, 活化caspase-9, 活化的

caspase-9切割pro-caspase-3生成caspase-3, 从而

诱导凋亡. 这一过程中, Bcl-2, Bcl-xL等抑制这

一过程, 而Bax, BNIP3等促进这一过程.
1.1 Bcl-2家族与细胞凋亡 线虫是良好的研究

细胞凋亡的模型, 最早在凋亡中发现ced-9基因

具有抗凋亡作用, 在哺乳动物中与之同源的是

Bcl-2家族. 而Bcl-2基因首先在人体内的B淋巴

细胞中发现[17]. Bcl-2家族是凋亡信号通路中最

重要的蛋白家族之一, 在哺乳动物中, 迄今发现

28个成员, 按功能可以分为三类: (1)Bcl-2亚家

族(抗凋亡亚家族), 这类亚家族成员包括Bcl-2, 
Bcl-xL[18], Bcl-W[19]等; (2)Bax亚家族(促凋亡亚

家族), 主要包括Bax[20], Bcl-Xs等; (3)BH3 only
亚家族, 这类亚家族成员也是促凋亡性的, 由
于其功能结构域中仅仅包含BH3结构域, 故命

名为BH3 only亚家族, 目前发现该家族成员包

括Bid[21,22],  Bad, Blk, P193, NOXA等. 按结构上
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划分, Bcl-2蛋白家族成员都有4个关键性结构

域(BH1-BH4), 他们在Bcl-2家族中高度保守. 而
且Bcl-2家族蛋白都拥有一个C末端跨膜结构域

(TM), 他是促进蛋白质与线粒体结合的关键性

部位. 他存在于BH1和BH4之间. 按功能上可以

分为两大类, 促凋亡和抗凋亡. 尤其是BH4结构

域仅存在于Bcl-2家族中抗凋亡成员中, 如Bcl-2, 
Bcl-xL, 而在促凋亡成员中都不存在BH4结构域, 
表明BH4结构域对于Bcl-2家族抗细胞凋亡起到

关键性作用. 相反, BH1和BH2主要是蛋白质间

相互作用的区域, 尤其是Bcl-2家族蛋白中, 抗凋

亡和促凋亡成员之间的相互作用所需要的结构

域. 另外, 在促凋亡成员中也有许多成员, 仅仅

包含BH3结构域, 称为BH3亚家族. 因此, 通常认

为BH3是Bcl-2家族中促凋亡的关键结构域. 而
Bax亚家族成员都包含有BH1, BH2和BH3三个结

构域. 已经证明Bcl-2家族成员与线粒体膜通透

性相关并调结膜的完整性[23]. Bcl-2家族中促凋

亡成员如Bax, 一般认为通过破坏线粒体功能, 
导致线粒体通透性转换孔(permeability transition 
pore, PTP)的开放[24], 使线粒体内的一些小分子

物质, 如Cyto-C, smac渗漏到胞质, 从而诱导细胞

凋亡[25-27]. 当给一定的凋亡刺激时, 这些蛋白转

位之线粒体膜上, 诱导PTP开放. 已经发现Bax与
PTP孔的形成单位VDAC或ANT存在直接相互

作用的关系[28]; 相反, Bcl-2可以阻断PTP开放从

而抑制细胞凋亡[25-27]. 其机制是Bcl-2直接或间接

抑制VDAC或通过破坏Bax与VDAC或ANT的相

互作用. 在凋亡过程中, Bax表达水平升高能通

过抑制Bcl-2的活性而诱导凋亡[29]; 在药物诱导

的凋亡过程中, Bcl-2与Bax的比率的提高较单纯

Bcl-2的表达升高, 使细胞存活方面发挥更为重

要的作用[30]. 我们研究表明经HS-1200处理的肝

肿瘤细胞, 其Bax的表达水平增高而Bcl-2的表达

降低, 使得Bax与Bcl-2的比率明显升高, Bax不仅

发挥其诱导凋亡作用, 而且抑制Bcl-2抗凋亡作

用, 因而肝肿瘤细胞的线粒体膜电位降低, 线粒

体膜电位的降低提示肝肿瘤细胞经HS-1200处
理后细胞线粒体外膜通透性发生了变化; 上述

表明Bax与Bcl-2比率的提高与线粒体外膜通透

性增高有关.
1.2 线粒体与细胞凋亡 线粒体是细胞的一个独

特而重要的细胞器 ,  是细胞的“动力工厂” . 
新近研究表明, 线粒体功能改变与细胞凋亡密

切相关, 包括促凋亡因子、活性氧(ROS)过度

生成、能量生成障碍、胞质内钙失衡等. 在线

粒体的细胞凋亡通路中, 线粒体扮演着重要角

色, (1)释放caspases激活因子如Cyto-C; (2)丧
失电子传递链功能, ATP生成减少, 细胞能量不

平衡; (3)线粒体膜电位消失, 诱导细胞凋亡的

产生; (4)承载着Bcl-2家族蛋白调节细胞凋亡

的功能. 同时, 在多种诱导凋亡的因素, 物理化

学、生化等外界因素、细胞内的氧化应急凋亡

的反应等, 都与线粒体直接相关. 上述表明, 线
粒体在细胞凋亡中处于中心位置. 线粒体释放

Cyto-C, 是caspase自身正反馈激活链中关键步

骤, 受Bcl-2蛋白家族调控[25,26]. 线粒体在细胞凋

亡过程中最重要的一点在于他可释放能够激

活Caspase的蛋白[31]. 在无细胞的体系中, 自发

的、可以由Bcl-2抑制的染色质聚集和DNA片

段化依赖于线粒体的存在, 进而发现实际上是

依赖于Cyto-C从线粒体中的释放. 从线粒体释放

的Cyto-C与Apaf-1、Procaspase-9结合在一起形成

“凋亡体”(Apoptosome), 其结果是caspase-9的激

活[32]. 除Cyto-C之外, 线粒体还可释放其他介导

细胞凋亡的分子: Procaspase-3和AIF(Apoptosis-
inducing factor). AIF在体外可作用于Procaspase 
3, 并且其本身可能就是一个caspase. 线粒体发

生上述改变的机制在于线粒体膜上一种叫PT通
道(permeability transiton pore)的形成. 促凋亡信

号会使caspases激活(某些Caspase的底物就是位

于线粒体膜上的蛋白)、胞质Ca2+水平升高、产

生Ceramide, 诸如此类的改变会直接或间接地

引发PT通道. PT通道是由线粒体一些内膜外膜

蛋白组成的, 定位于内外膜接触点,并可以无选

择性地允许≤1.5 kDa分子通过[33]. 这个通道的

开放会由于线粒体基质内的高渗透压, 使线粒

体内外H+梯度消失, 呼吸链脱偶联, 能量产生中

断; 还会由于水和溶质的进入使基质肿胀并导

致外膜破裂, 释放出包括Cyto-C在内的各种活

性蛋白[34,35]. 线粒体在细胞凋亡中的重要性还在

于他与Bcl-2基因家族之间的关系. 实际上, 很多

Bcl-2家族的蛋白如Bcl-2、Bax、BCL-xL等都

定位于线粒体膜上. 而且实验证实, Bcl-2家族蛋

白可以影响PT通道开放及其Cyto-C、AIF的释

放, 还可以改变线粒体外膜的通透性[36,37]. 如Bax
一方面可以直接促使线粒体膜内的大小约为12 
kDa的Cyto-C在外膜未被破坏的情况下通过某

种通道释放至胞质; 另一方面, 又可以激发PT通
道的开放. 而Bcl-2蛋白则起抑制作用. 

Bcl-2蛋白家族成员, 在线粒体膜上形成同

源或异源二聚体, 直接决定细胞的命运. 如促

■应用要点
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凋亡蛋白Bax转位至线粒体膜上, 自身形成同

源二聚体, 打开PTP孔, 诱导Cyto-C, 凋亡诱导

因子(apoptosis inducing factor, AIF)等从线粒体

释放至胞质[38,39]. 在胞质中Cyto-C与Apaf-1, 以
及pro-caspase-9共同结合在一起形成“凋亡

体(apoptosome)”, 激活caspase-9, 进一步活化

caspase-3, 执行细胞凋亡. 然而, 如果抗凋亡蛋

白Bcl-2在线粒体外膜上高表达, 一方面与Bax
结合, 抑制Cyto-C释放的正反馈机制; 另一方

面, 他有“质子泵”的功能, 使线粒体内呼吸

产生的H+外泵至胞质, 维持跨膜电位Δψm, 减少

ROS生成, 抑制细胞凋亡. 许多证据认为线粒体

内Cyto-C的释放是细胞凋亡发生的重要一步; 
Cyto-C从线粒体内膜空间的正常位置释放后, 使
得线粒体外膜通透性、膜电位以及超微结构都

发生了改变. 线粒体基本功能的改变以及线粒

体膜通透性的变化, 在细胞凋亡的调节中起了

重要作用.

2  结论

肝肿瘤细胞经HS-1200处理后发生了细胞程序

性死亡, 其机制如下: HS-1200处理后肝肿瘤细

胞中促凋亡蛋白Bax明显升高, 而抗凋亡蛋白 
Bcl-2的表达明显降低, 因而Bax与Bcl-2的比率

大大提高, Bax的促凋亡作用不仅增强, 而且限

制Bcl-2的抗凋亡作用; Bcl-2家族蛋白表达情

况的变化引发线粒体PT通道的开放, 这个通道

的开放会由于线粒体基质内的高渗透压, 使线

粒体内外H+梯度消失, 呼吸链脱偶联, 能量产

生中断; 还会由于水和溶质的进入使基质肿胀

并导致外膜破裂, 释放出包括Cyto-C在内的各

种活性蛋白. 我们研究发现HS-1200处理后肝

肿瘤细胞的线粒体膜电位丧失并有Cyto-C由线

粒体释放入胞质, 验证了Bcl-2家族蛋白表达情

况的变化引发的线粒体结构和功能的改变. 线
粒体基本功能的改变以及线粒体膜通透性的变

化, 在细胞凋亡的调节中发挥重要作用. West-
ern blot结果表明Apaf-1、cleaved-caspase-9和
cleaved-caspase-3的蛋白表达水平明显升高, 而
pro-caspase-8的表达无变化; 并且, 流式细胞

学检测发现鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200诱导肝

肿瘤细胞BEL7402凋亡可被caspase-9抑制剂

抑制, 而不被caspase-8抑制剂抑制. 上述结果

证明, Cyto-C进入胞质中, 则以dATP/ATP依赖

的方式与Apaf-1结合, 形成低聚体并激活cas-
pase-9前体; 结果激活caspase-9并进一步导致

下游的效应caspase-3激活, 最终导致细胞凋亡. 
鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200有望成为治疗肝癌

的药物.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of paeonol alone 
or in combination with 5-fluorouracil (5-FU) 
on the proliferation and apoptosis of human 
esophageal carcinoma EC9706 cells.

METHODS: Six different concentrations of pae-
onol (7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125.00 and 250.00 
mg/L, respectively), three different concentra-
tions of 5-FU (12.50, 25.00 and 50.00 mg/L, 
respectively), and paeonol (31.25 mg/L) in com-
bination with 5-FU (12.50 mg/L) were used to 
treat EC9706 cells for different durations (24, 48 
and 72 h). Untreated EC9706 cells were used as 
the control group. The proliferation of EC9706 
cells was detected by methyl thiazolyl tetrazo-
lium (MTT) assay after treatment for different 
durations. After treatment of EC9706 cells with 
paeonol at concentrations of 31.25, 62.50, 125.00 

and 250.00 mg/L for 72 hours, the cell cycle was 
analyzed by flow cytometry; cell morphological 
changes were observed using an inverted micro-
scope; the morphology of apoptotic cells was ob-
served by HE staining and light microscopy. The 
expression of apoptosis-associated proteins Bcl-2 
and Bax was detected by immunocytochemistry 
after treatment of EC9706 cells with paeonol 
(31.25 mg/L) and 5-FU (12.50 mg/L), alone or in 
combination, for 48 hours. 

RESULTS: Paeonol or 5-FU could significantly 
inhibit the proliferation of EC9706 cells in a 
concentration- and time-dependent manner 
(both P < 0.05). Paeonol in combination with 
5-FU showed more significant inhibitory ef-
fects on the proliferation of EC9706 cells when 
compared with paeonol or 5-FU alone (both P < 
0.05). Paeonol (125.00 mg/L) treatment altered 
the cell cycle distribution of EC9706 cells: the 
percentages of cells in G0/G1 and G2/M phases 
decreased, while that of cells in S phase in-
creased (G0/G1 phase: 21.18% ± 2.28% vs 62.17% 
± 5.23%; G2/M phase: 0.76% ± 0.54% vs 9.92% 
± 3.10%; S phase 78.06% ± 2.82% vs 27.91% ± 
2.13%; all P < 0.05). Typical apoptotic changes 
were observed in EC9706 cells treated with 
paeonol. Both paeonol and 5-FU down-regulat-
ed the expression of Bcl-2 and up-regulated the 
expression of Bax, which was especially promi-
nent in the combination group (2.21 ± 0.14 vs 
5.67 ± 0.30 and 4.22 ± 0.34; 8.55 ± 0.33 vs 3.90 ± 
0.27 and 6.28 ± 0.26, all P < 0.05). 

CONCLUSION: Paeonol can significantly 
inhibit the proliferation and induce the apop-
tosis of human esophageal carcinoma EC9706 
cells. Paeonol in combination with 5-FU shows 
a synergistic effect in suppressing the prolifer-
ation and promoting the apoptosis of EC9706 
cells. 

Key Words: Paeonol; 5-Fluorouracil; Esophageal 
carcinoma; Proliferation; Apoptosis; Bcl-2; Bax
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■背景资料
丹皮酚是牡丹皮
的主要活性成分, 
具有广泛的药理
活性, 包括解热、
镇 痛 、 抗 菌 消
炎、抗动脉粥样
硬化、抑制血小
板聚集及增强细
胞免疫功能和抗
氧化作用. 近年来
研究发现, Pae有
一定的抗肿瘤活
性, 体外实验发现
他对多种肿瘤细
胞株有增殖抑制
作用, 灌胃给药对
小鼠肝肿瘤有抑
制作用.

■同行评议者
马大烈, 教授, 上
海第二军医大学
长海医院病理科
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摘要
目的: 探讨丹皮酚(paeonol, Pae)单独及联合
5-FU对人食管癌EC9706细胞的增殖抑制及凋
亡诱导作用.

方法:  采用6种浓度的P a e(7.81、15.63、
31.25、62.50、125.00、250.00 mg/L)、3种
浓度的5-FU(12.50、25.00、50.00 mg/L)及
Pae(31.25 mg/L)和5-FU(12.50 mg/L)联合分别
处理EC9706细胞24、48、72 h, 同时设对照组
(细胞不做处理), 采用MTT法检测各个时间段
细胞的增殖情况; 采用流式细胞术检测4种浓
度的Pae(31.25、62.50、125.00、250.00 mg/L)
处理EC9706细胞72 h后细胞周期的变化; 倒置
显微镜下观察各Pae组细胞各时间段形态学变
化, HE染色光镜下观察凋亡细胞; 采用免疫细
胞化学法检测经Pae(31.25 mg/L)、5-FU(12.50 
mg/L)单独和联合作用48 h后细胞中凋亡相关
蛋白Bcl-2及Bax的表达. 

结果: Pae、5-FU可明显抑制EC9706细胞增
殖, 并随着浓度的增加和作用时间的延长而
增强(P <0.05), Pae与5-FU联合用药比单用Pae
或5-FU抑制效果更明显(P <0.05); Pae作用后
E C9706细胞中G0/G1期和G2/M期细胞比例
下降, S期细胞比例上升(Pae 125.00 mg/L组: 
G0/G1期21.18%±2.28% vs  62.17%±5.23%、

G2/M期0.76%±0.54% vs  9.92%±3.10%、

S期78.06%±2.82% vs  27.91%±2.13%, 均
P <0.05); HE染色光镜下可见典型的肿瘤细胞
凋亡改变; Pae、5-FU可下调EC9706细胞中
Bcl-2蛋白表达, 同时增强EC9706细胞中Bax
蛋白的表达, 联合用药组较单药组作用更为明
显(2.21±0.14 vs  5.67±0.30, 4.22±0.34; 8.55
±0.33 vs  3.90±0.27, 6.28±0.26, 均P <0.05).

结论: Pae可明显抑制人食管癌EC9706细胞的
增殖, 促进其凋亡, Pae联合5-FU作用更为明显.

关键词: 丹皮酚; 5-氟尿嘧啶; 食管癌; 增殖; 凋亡; 

Bcl-2; Bax
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0  引言

食管癌是世界上最常见的六大恶性肿瘤之一, 
严重威胁着人类的健康, 其死亡率居整个肿瘤

死亡的第6位[1]. 中国是世界上食管癌发病率和

死亡率最高的国家, 河南省又是中国食管癌发

病率和病死率最高的地区. 食管鳞癌侵袭性强, 
预后差, 临床进展迅速, 多伴有淋巴结转移, 且
易复发. 化疗药5-FU是食管癌治疗中最常用的

药物之一, 但是逐渐出现的耐药却成为治疗中的

一个难题, 而且5-FU的不良反应较多, 限制了其

临床应用及疗效的进一步提高, 因此临床上主张

联合用药. 丹皮酚(paeonol, Pae)是牡丹皮的主要

活性成分, 具有广泛的药理活性, 包括解热、镇

痛、抗菌消炎、抗动脉粥样硬化、抑制血小板

聚集及增强细胞免疫功能和抗氧化作用[2-7]. 近年

来研究发现, Pae有一定的抗肿瘤活性, 体外实验

发现他对多种肿瘤细胞株有增殖抑制作用, 灌
胃给药对小鼠肝肿瘤有抑制作用[8-11]. 本研究旨

在探讨Pae和5-FU联合应用对人食管癌EC9706
细胞的抑制作用, 为Pae临床应用于食管癌的治

疗提供理论和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌EC9706细胞株, 由中国医学科

学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室惠

赠; RPMI 1640购于美国Gibco公司; 胎牛血清购

于杭州赛乐生物科技有限公司; 胰蛋白酶购于美

国Hykelone公司; Pae购自南京金陵药业股份有

限公司; 5-FU购自上海旭东海普药业有限公司; 
四甲基偶氮唑蓝(MTT)购于Amresco公司; 二甲

基亚砜(DMSO)购于美国Sigma公司; 碘化丙啶

(PI)购于美国Sigma公司; RNaseA购于天根生化

科技有限公司; Bcl-2抗体、Bax抗体、通用型免

疫组织化学(SP)染色试剂盒、DAB显色试剂盒

均购于北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 食管癌EC9706细胞于RPMI 
1640培养液(含100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L青
霉素和100 kU/L链霉素), 37 ℃、50 mL/L CO2细

胞培养箱内贴壁培养. 隔天换液, 2-3 d传代1次, 
取对数生长期细胞进行以下实验. 
1.2.2 MTT法: 按文献描述的方法进行实验[12], 设
不同浓度药物实验组、细胞对照组和空白对照

组, 取对数生长期细胞6×107/L接种于96孔板

上, 每组设3个复孔, 每孔接种100 µL, 置37 ℃、

50 mL/L CO2细胞培养箱中继续培养24 h后, 弃
上清, 实验组每孔分别加入200 µL培养液稀释的

药物(Pae终浓度为7.81、15.63、31.25、62.50、
125.00、250.00 mg/L, 5-FU终浓度为12.50、
25.00、50.00 mg/L, 联用组终浓度为Pae 31.25 

■研发前沿
本研究为Pae的临
床应用提供了实
验 依 据 ,  为 食 管
癌患者的中药防
治、改善预后和
提高生活质量开
辟了一条新途径, 
但具体用法和剂
量还有待进一步
研究.
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mg/L+5-FU 12.50 mg/L, 两药合用的比例为1∶1
方案), 细胞对照组和空白对照组只加入等量的

培养液, 分别继续培养24、48、72 h, 在终止培

养前4 h实验组及对照组每孔加入20 µL MTT(5 
g/L), 再培养4 h后, 小心吸弃上清, 加入150 µL 
DMSO溶解MTT沉淀, 用振荡器振荡10 min, 待
紫色结晶完全溶解, 酶标仪上570 nm波长处测定

吸光度值(A值). 按下式计算药物对肿瘤细胞生

长的抑制率: 肿瘤细胞生长抑制率(%) = [1-(实
验组A值-空白对照组A值)/(细胞对照组A值-空
白对照组A值)]×100%. 
1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期: 消化收集各实

验组(Pae浓度分别为31.25、62.50、125.00、
250.00 mg/L)及对照组培养72 h的细胞, 3 000 
r/min离心10 min, PBS漂洗, 200目滤网过滤, 调
整单细胞悬液浓度为1×109/L. 体积分数为700 
mL/L的预冷乙醇固定, PBS漂洗, 加入RNase 
37 ℃水浴30 min, 再加入PI染液4 ℃避光染色30 
min, 上机(激发波长488 nm)检测细胞周期. 
1.2.4 细胞形态学观察: 倒置显微镜下观察: 取对

数生长期EC9706细胞消化传代并延续培养24 h
后换含不同浓度Pae(7.81-250 mg/L)的培养液继

续培养, 对照组只加等量培养液培养, 倒置显微

镜下连续观察细胞生长情况; HE染色: 将细胞涂

片用冷丙酮4 ℃固定20 min, 自然晾干, 水化后

用5 mL/L Triton-X 100 PBS溶液处理10 min, 水
化后Gill苏木精染2 min, 10 mL/L盐酸乙醇处理1 
s, 42 ℃温水蓝化10 min, 伊红染2 s, 常规脱水封

片后光镜下观察形态学变化. 
1.2.5 免疫细胞化学法检测凋亡相关蛋白Bcl-2和

Bax的表达: 取对数生长期的EC9706细胞用胰酶

消化, 加1640培养液制成1.5×108/L的细胞悬液, 
取24孔板放入已消毒玻片, 每孔加0.4 mL细胞悬

液, 培养24 h待其贴壁后分为实验组和对照组, 
其中实验组分别加入0.5 mL培养液稀释的药物

(Pae 31.25 mg/L、5-FU 12.50 mg/L、Pae 31.25 
mg/L+5-FU 12.50 mg/L, 两药合用的比例为1∶1

方案), 对照组加入等量培养液. 培养48 h后吸弃

孔内液体, PBS洗3次, 每次3 min, 40 g/L多聚甲

醛固定30 min, PBS洗3次, 每次3 min, 取出盖玻

片细胞面朝上晾干后用中性树胶固定于载玻片

上, PBS洗3次, 每次3 min, 0.3% Triton-X 100(1 
g/L柠檬酸钠配制)冰浴中孵育30 min, 其余步骤

按SP试剂盒操作说明进行, 每次实验均以PBS代
替一抗做阴性对照. 最后DAB显色, 光学显微镜

下观察, 摄片. 
1.2.6 免疫细胞化学结果判定: Bcl-2、Bax蛋白

阳性信号呈棕黄色颗粒样物质, 主要位于细胞

质内. 高倍镜下随机选取10个视野(每个视野观

察细胞数不少于100个), 按阳性细胞所占百分

比及着色深浅进行结果判定[13]. 评分标准: (1)
阳性细胞数计分: <1%为0分; 1%-25%为1分; 
26%-50%为2分; 51%-75%为3分; >76%为4分; 
(2)细胞着色强度计分: 无显色为0分; 淡黄色为

1分; 棕黄色为2分; 棕褐色为3分. 最后综合两部

分得分进行综合评分.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件进行统

计学处理, 计量资料采用mean±SD表示, 采用单

因素方差分析, 以α = 0.05为显著性标准, P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 P a e、5-F U单药对E C9706细胞的增殖抑

制作用 与对照组相比, Pae和5-FU各单药组均

对E C9706细胞的增殖有明显的抑制作用(均
P <0.05), 药物浓度越高, 作用时间越长, 其抑制

作用越强(均P <0.05, 图1).
2.2 Pae、5-FU联用对EC9706细胞的增殖抑制

作用 与对照组相比, Pae与5-FU联用组明显抑制

EC9706细胞的增殖(P <0.05), 且其抑制作用强于

各同浓度单药组(均P <0.05, 图2).
2.3 Pae对人食管癌细胞EC9706细胞周期的影响 
当EC9706细胞经系列浓度Pae作用72 h后, 细胞

周期分布受到干扰, 与细胞对照组相比, 用药组

图 1 Pae、5-FU不同浓度各时间对EC9706细胞的抑制率. A: Pae; B: 5-FU.
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G0/G1期和G2/M期细胞比例下降, S期细胞比例

上升(均P <0.05). 而且Pae浓度越高, S期细胞比

例也越高, S期细胞周期阻滞作用表现出剂量依

赖性(P <0.05, 表1).
2.4 细胞形态学观察 倒置显微镜下观察, 对照组

EC9706细胞增殖旺盛, 呈多边形贴壁生长, 胞体

大、折光率高, 随着时间延长无明显变化. 药物

作用24 h后, Pae 7.81、15.63 mg/L组与对照组相

比无明显差别, Pae 31.25-250.00 mg/L组细胞增

殖减慢, 可见部分细胞变小、变圆, 折光率下降, 
贴壁能力降低(贴壁不牢); 药物作用48 h后, 各
用药组细胞均可见上述变化, 而且更明显, 细胞

间接触变松, 部分细胞浮起; 药物作用72 h后, 各
用药组细胞逐渐脱离培养瓶壁, 悬浮于培养液

中, 药物浓度越高, 漂浮细胞的数量就越多, Pae 
125.00 mg/L组和250.00 mg/L组除少量圆形完整

细胞外, 还可见大量悬浮的细胞碎片. HE染色, 
对照组正常细胞染色体呈均匀淡蓝色或蓝色, 
未见凋亡小体. 用药组中Pae 31.25-250.00 mg/L
组出现较多的凋亡细胞, 表现为细胞体积缩小, 
核固缩、核碎裂、染色变深, 部分裂解形成凋

亡小体. 而坏死细胞肿胀, 细胞膜呈连续性破坏, 
核呈淡蓝色, 甚至蓝色消失. 
2.5 Pae、5-FU单独及联合应用对EC9706细胞

凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax表达的影响 Bcl-2、
Bax的表达主要位于细胞质, 阳性细胞胞质被染

成黄色或棕黄色, 阴性细胞胞质为蓝色. 对照组

Bcl-2蛋白表达率最高, Bax蛋白表达率最低, 各
实验组Bcl-2蛋白表达率均有所下降, Bax蛋白

表达率均有所上升, 以联合用药组最为显著, 各
实验组与对照组相比差异均有统计学意义(均
P <0.05), 联合用药组与各单药组相比差异均具

有显著性(均P <0.05, 表2, 图3).

3  讨论

Pae又称牡丹酚, 是毛莨科植物牡丹(paeon ia 
suffruicosa andr)根皮和萝摩科植物长徐长卿干

燥根或全草的主要有效成分. Pae是一种小分子

的酚类化合物, 呈白色针状结晶, 具有熔点低

(51 ℃±1 ℃)、易挥发及水溶性差的特性[14-16]. 
其相对分子质量为166.18 Da, 分子式为C9H10O3, 
化学名2-羟基-4-甲氧基苯乙酮[17]. 有研究发现

Pae对多种体外培养的肿瘤细胞有增殖抑制作

用, 体内应用有抗肿瘤作用[8-11]. 本实验以食管

癌EC9706细胞为研究对象, 进一步探讨Pae单
独及和5-FU联合应用抗肿瘤的可能性. 结果显

示, Pae和5-FU单独应用对EC9706细胞的增殖

均有抑制作用, 随着药物浓度的升高和作用时

间的延长, 抑制细胞增殖的作用逐渐增强. Pae
与5-FU联合应用对EC9706细胞有协同抑制作

用, 抑制率较单用其中一种药物时显著提高. 流
式细胞仪发现Pae作用于EC9706细胞后细胞周

期分布也发生了明显变化, 表现为S期细胞比例

上升, G0/G1期和G2/M期细胞比例下降, 且S期细

胞周期阻滞作用表现出剂量依赖性. 表明Pae对
EC9706细胞周期分布的影响主要是阻滞细胞周

期中S期向G2/M期的转变过程, 减少有丝分裂. 
Pae改变了细胞周期, 使细胞被阻滞在S期, 而
5-FU是细胞周期选择性作用药物, 选择作用于

表 2 Pae、5-FU单独及联合应用对食管癌EC9706细胞
Bcl-2、Bax蛋白表达的影响 (mean±SD)

     
分组          Bcl-2           Bax

对照组                    7.54±0.19   2.10±0.17

Pae 31.25 mg/L    5.67±0.30a   3.90±0.27a

5-FU 12.5 mg/L    4.22±0.34a   6.28±0.26a

Pae 31.25 mg/L+    2.21±0.14ac   8.55±0.33ac

5-FU 12.5 mg/L

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  各单药组.

80.00
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60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00

抑
制

率
(%

)

24              48             72
t /h

Pae+5-FU
Pae 31.25 
mg/L
5-FU
12.50 mg/L
对照组

图 2 Pae、5-FU单独及联合应用不同时间对EC9706细胞
的抑制率.

表 1 Pae对食管癌EC9706细胞周期的影响 (mean±SD)

     
分组

                             细胞周期分布(%)

          G0/G1       S           G2/M

对照组   62.17±5.23      27.91±2.13      9.92±3.10

Pae(mg/L) 

    31.25    60.35±1.51      39.48±1.54a     0.17±0.04a

    62.5    42.49±1.18ac    56.42±0.78ac    1.09±0.41a

    125    21.18±2.28ac    78.06±2.82ac    0.76±0.54a

    250    17.80±4.40a     80.74±3.88a      1.46±0.68a

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  邻近上组.

■创新盘点
本实验以食管癌
EC9706细胞为研
究 对 象 ,  进 一 步
探 讨 P a e 单 独 及
和5-FU联合应用
抗肿瘤的可能性. 
结果显示, Pae和
5-FU单独应用对
EC9706细胞的增
殖均有抑制作用, 
随着药物浓度的
升高和作用时间
的延长, 抑制细胞
增殖的作用逐渐
增强, 联合用药效
果更明显.
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S期细胞, 两药联合使用使S期细胞明显增多, 形
成细胞增殖的瓶颈, 故两药联合使用具有协同

效应, 能增强抗肿瘤作用. 
细胞凋亡是一个程序化、多基因调控的过

程, 与细胞凋亡相关的基因大致有Bcl-2家族、

P53、Fas、c-Myc、K-ras等, 其中Bcl-2是凋亡

调控的中心环节. 体外实验表明, 去除生长因

子后, 正常细胞便逐渐转向凋亡, 而当Bcl-2过
度表达时, 这一凋亡现象便被抑制[18-21]. 由此可

见, Bcl-2可通过抑制凋亡延长细胞寿命, 产生细

胞过度增殖和堆积, 在肿瘤发生中起始动作用. 
Bax基因是一种凋亡促进基因, 属Bcl-2同一家

族[22,23]. Bax基因的作用与Bcl-2相反, 其单体以

及Bax/Bax形式的同源二聚体均有促凋亡作用. 
Bax又可与Bcl-2形成异源二聚体, 抑制后者的功

能促进凋亡. Bcl-2/Bax两蛋白之间的比例是细

胞凋亡发生与否的关键因素[24,25]. 本实验发现, 
Pae和5-FU能明显下调食管癌EC9706细胞Bcl-2

图 3 食管癌EC9706细胞中Bcl-2、Bax的表达(SP×400). A-D: Bcl-2; E-H: Bax, A, E: 对照组; B, F: Pae 31.25 mg/L处理组; 

C, G: 5-FU 12.50 mg/L处理组; D, H: Pae 31.25 mg/L+5-FU 12.50 mg/L组.

A B

C D

E F

G H

■应用要点
若能在临床上联
合应用Pae和5-FU
治疗食管癌, 有可
能既降低化疗药
物的使用剂量又
提高疗效, 减轻化
疗药物对患者的
不良反应.
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蛋白的表达, 上调Bax蛋白的表达, 使Bcl-2/Bax
比例下降, 而联合用药组效果更为显著, 与单药

组相比差异具有显著性. 
总之, Pae联合5-FU对食管癌EC9706细胞的

增殖抑制有协同作用, 其机制可能在于通过改

变细胞周期, 下调Bcl-2的表达, 上调Bax表达, 使
得Bcl-2/Bax比值降低诱导凋亡. 若能在临床上

联合应用Pae和5-FU治疗食管癌, 有可能既降低

化疗药物的使用剂量又提高疗效, 减轻化疗药

物对患者的不良反应. 本研究为Pae的临床应用

提供了实验依据, 为食管癌患者的中药防治、

改善预后和提高生活质量开辟了一条新途径, 
但具体用法和剂量还有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the anti-hepatitis B virus 
effects of HH Capsules in HepG 2.2.15 cell line 
and explore potential mechanisms involved.

METHODS: HepG2.2.15 cells were randomly di-
vided into blank control group, positive control 
group (lamivudine), and HH Capsule group. 
The HH Capsule group was further divided into 
ten subgroups according to the concentration of 

HH Capsules used. Drug toxicity was detected 
using Cell Counting Kit-8 (CCK-8). Hepatitis 
B virus surface antigen (HBsAg) and hepatitis 
B virus e antigen (HBeAg) were detected by 
enzyme-linked immunosorbent assay. Hepatitis 
B virus DNA (HBV DNA) was measured by flu-
orescence-based quantitative polymerase chain 
reaction (PCR). The expression of 2′5′-oligoad-
enylate synthetase (2′5′-OAS) and RNA-depen-
dent protein kinase (PKR) mRNAs and proteins 
was detected by fluorescence-based quantitative 
PCR and Western blot, respectively. 

RESULTS: The half toxic concentration (TC50) of 
HH Capsules is 2.113 g/L. HH Capsules at con-
centrations of 312, 156, 78 and 39 mg/L could 
reduce the quantity of extracellular HbsAg (0.834 
± 0.008, 1.021 ± 0.011, 1.347 ± 0.017 and 1.548 ± 
0.015 vs 2.593 ± 0.008) and HbeAg (0.285 ± 0.007, 
0.462 ± 0.008, 0.565 ± 0.009 and 0.733 ± 0.008 vs 
1.334 ± 0.007). HH Capsules at concentrations 
of 312 and 156 mg/L could reduce intracellular 
HBV DNA [(3.423 ± 0.110)×109 copies/L and 
(3.640 ± 0.082)×109 copies/L vs (6.857 ± 0.060)×
109 copies/L] and extracellular HBV DNA levels 
(6 547 ± 87 and 7 710 ± 62 vs 24 300 ± 200). HH 
Capsules at a concentration of 312 mg/L could 
up-regulate the expression of intracellular OAS 
(0.885 ± 0.038 vs 0.688 ± 0.068) and PKR mRNAs 
(0.139 ± 0.06 vs 0.058 ± 0.005) and proteins.

CONCLUSION: HH Capsules can exert anti-
hepatitis B virus effects in vitro perhaps by up-
regulating the expression of OAS and PKR 
mRNAs and proteins. 

Key Words: HH Capsules; Hepatitis B virus; Oli-
goadenylate synthetase; RNA-dependent protein 
kinase
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Zazhi  2010; 18(7): 652-656

摘要
目的: 研究H H胶囊体外抗乙型肝炎病毒的
作用及其对抗病毒蛋白2'5'-寡腺苷酸合成酶

®

■背景资料
慢性病毒性乙型
肝炎(简称慢性乙
型肝炎)呈世界性
流行, 我国是慢性
乙型肝炎的高发
地 区 ,  慢 性 乙 型
肝炎严重危害我
国人民的生命健
康, 而对于慢性乙
型肝炎的治疗, 目
前仍无理想的药
物 及 方 法 ,  因 此
寻找安全有效的
抗乙型肝炎病毒
(HBV)药物十分
迫切.

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科
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(2'5'-Oligoadenylate Synthetase, 2'5'-OAS)、
RAN依赖蛋白激酶(RAN-dependent protein 
kinase, PKR)的影响. 

方法: HepG2.2.15是目前最常用的乙型肝炎病
毒感染的体外实验模型, 将细胞随机分为空白
对照组、阳性对照组(3TC)、不同浓度的HH
胶囊组. 用CCK-8检测药物细胞毒性, 酶联免
疫法检测乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)和乙
型肝炎病毒e抗原(HBeAg); 荧光定量聚合酶链
反应法检测乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸(HBV 
DNA); 用Western blot、荧光定量PCR方法分
别检测细胞内抗病毒蛋白2'5'-OAS、PKR及其
mRNA水平. 

结果: HH胶囊的TC50是2.11 g/L、312.00 mg/L、
156.00 mg/L、78.00 mg/L、39.00 mg/L HH胶
囊均可以降低细胞外HBeAg(0.285±0.007, 
0.462±0.008, 0.565±0.009, 0.733±0.008 vs  
1.334±0.007)和HbsAg(0.834±0.008, 1.021
±0.011, 1.347±0.017, 1.548±0.015 vs  2.593
±0.008)水平, 312.00 mg/L、156.00 mg/L 
H H胶囊均可以减低细胞内乙型肝炎病毒
DNA[(3.423±0.110)×109 copies/L, (3.640±
0.082)×109 copies/L vs  (6.857±0.060)×109 
copies/L]、细胞外乙型肝炎病毒DNA(6 547±
87、7 710±62 vs  24 300±200), 312.00 mg/L 
HH胶囊可以增加细胞内OAS mRNA(0.885±
0.038 vs  0.688±0.068)、PKR mRNA(0.139±
0.06 vs  0.058±0.005)表达及其OAS、PKR蛋
白水平.

结论: HH胶囊具有良好的抗乙型肝炎病毒作
用, 推测可能与增加细胞内OAS、PKR及其
mRNA水平有关.

关键词: HH胶囊; 乙型肝炎病毒; 寡腺苷酸合成酶; 

RAN依赖蛋白激酶
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)呈世界性

流行, 我国是慢性病毒性乙型肝炎(简称慢性乙

型肝炎)的高发地区, 慢性乙型肝炎严重危害我

国人民的生命健康, 而对于慢性乙型肝炎的治

疗, 目前仍无理想的药物及方法, 因此寻找安

全有效的抗HBV药物十分迫切. HepG2.2.15细

胞是一种转染了人HBV DNA的人肝癌细胞株, 
能持续而稳定地表达HBsAg、HBeAg、HBV 
DNA, 是目前筛选抗HBV新药的最常用细胞模

型. HH胶囊是我们长期临床治疗慢性乙型肝炎

的经验方, 我们在国家“十一五”科技支撑计

划项目资助下对HH胶囊进行了一系列的新药

开发研究, 现将HH胶囊体外抗HBV作用及部分

作用机制研究结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2.2.15细胞由四川大学华西医院

生物治疗国家重点实验室保种, 细胞接种在含

100 mL/L胎牛血清的1640培养液中, 在37 ℃、

50 mL/L CO2、95%湿度的培养箱中培养, 实验过

程中每周用G418筛选. 拉米夫定(3TC, 葛兰素史

克)用二亚基亚砜(DMSO)溶解于培养液, 稀释成

不同浓度[1]. HH胶囊由黄连6 g、虎杖15 g、赶黄

草15 g、甘草5 g等组成, 由四川省中医药科学院

制备水、醇提取物后, 用DMSO溶解于培养液[2]. 
CCK-8试剂盒(碧云天生物), 原装特优级胎牛血

清(赛黙飞世尔生物), G418(Sigma), RPMI 1640培
养基干粉(Gibco), 基因扩增仪(Bio-Rad), CO2培养

箱(Sanyo), 垂直板电泳转移装置(上海天能生物), 
电泳仪(北京君意), PVDF膜(Whatman), 化学发光

试剂(ShineGene), OAS/PKR一抗(Santa Cruz), 内
参一抗(Santa Cruz).
1.2 方法 
1.2.1 药物毒性实验: 将浓度为1.0×108/L的
细胞悬液接种于96孔板 ,  细胞分为3个浓度

3TC(300.00、200.00、100.00 mg/L)、10个浓

度HH组(5.00 g/L、2.50 g/L、1.25 g/L、625.00 
m g/L、312.00 m g/L、156.00 m g/L、78.00 
mg/L、39.00 mg/L、20.00 mg/L、10.00 mg/L)、
0.1% DMSO、空白组, 每组4复孔, 每孔100 μL, 
48 h换液1次, 分别在第48、96、144 h进行细

胞毒性实验[3], 用酶标仪读取A值, 波长450/650 
nm. 计算药物对细胞抑制百分率(%) = (对照孔

平均A值-试验孔平均平均A值)/对照孔平均A值

×100%, 半数毒性浓度(TC50)计算公式[4]: TC50 = 
Antilog[B+(50-<50%抑制百分率)/(>50%抑制百

分率-<50%抑制百分率)×C], 式中C = A-B, A = 
log(>50%药物浓度), B =  log(<50%药物浓度). 
1.2.2 HH胶囊的药效学实验: 将细胞悬液接种于

24孔板, 分为DMSO组、3TC组(200.00 mg/L)、
4个HH浓度组(312.00、156.00、78.00、39.00 
mg/L), 每组4复孔, 每孔600 μL, 48 h换液1次, 
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144 h时分别收集细胞上清及细胞, -80 ℃冻存, 
待测. 
1.2.3 上清HBsAg、HBeAg检测: 采用酶联免疫

检测试剂盒(上海科华生物)检测上清HBsAg、
H B e A g, 严格按试剂盒说明书操作 .  药物对

HBsAg/HBeAg的抑制百分率 = (A 对照孔-A 实验孔)/
A 对照孔×100. 50%抑制浓度(IC50)是对HBsAg、
HBeAg抑制率为50%时浓度. 
1.2.4 培养上清中HBV DNA检测: 采用荧光定

量PCR检测试剂盒(达安基因)检测上清中HBV 
DNA, 严格按试剂盒说明书操作. 药物对HBV 
DNA的抑制率 = (对照组HBV DNA拷贝数-实验

组HBV DNA拷贝数)/对照组HBV DNA拷贝数

×100%. 
1.2.5 细胞内中HBV DNA检测: 采用DNA提取试

剂盒(天根生化)提取细胞内总DNA, 采用荧光定

量PCR检测试剂盒(达安基因)检测细胞内HBV 
DNA, 严格按试剂盒说明书操作. 药物对HBV 
DNA的抑制率 = (对照组HBV DNA拷贝数-实验

组HRV DNA拷贝数)/对照组HBV DNA拷贝数

×100%. 
以治疗指数(TI)评价药物临床应用前景, TI 

= TC50/IC50, TI>2为有效低毒, 2>TI>1为低效有

毒, TI<1为有毒性作用. 以药物作用第144 h的TI
为标准. 
1.2.6 HH胶囊作用机制研究实验: 将浓度1.0×
108/L的细胞悬液接种于12孔板, 分为D M S O
组、3TC组(200.00 mg/L)、2个HH浓度组(312 
mg/L、78 mg/L), 每组3复孔, 每孔1 000 μL, 48 
h换液1次, 144 h时收集细胞, -80 ℃冻存, 待测. 
1.2.7 细胞内OAS、PKR mRNA的荧光定量PCR
检测: 根据互联网生物信息资源辅助设计引物

序列为: OASF: CAAGGTGGTAAAGGGTGGCT; 
OASR: CAAACTTCACGGAAAATGCTCT, 
191 bp; PKRF: TAACGAGAAGGCGGAGCG; 
PKRR: CCATTTGGATGAAAAGGCACT, 197 
bp; TRIzol一步法提取细胞总RNA, 取2 μg细胞

总RNA为模板进行逆转录, 行PCR反应时, 取1 

μL逆转录得到的cDNA为模板, 待测基因引物

浓度按30 pmol/50 μL体系进行扩增, PCR扩增

条件为94 ℃ 4 min; 94 ℃ 0.5 min; 60 ℃ 0.5 min; 
72 ℃ 0.5 min, 循环35次; 72 ℃检测信号. 
1.2.8 细胞内OAS、PKR蛋白Western blot检测[5]: 
待测细胞用蛋白质裂解液裂解30 min, 13 000 
r/min, 4 ℃离心20 min, 取含50 μg总蛋白的上

清液以12% SDS-PAGE凝胶电泳, 过夜转膜后, 
在摇床上室温封闭4 h, 膜置于含1∶500一抗或

1∶3 000内参一抗的封闭液孵育3 h, Tris碱-氯
化钠-吐温20洗液(TBST)洗膜3次, 1∶5 000浓
度加入二抗孵育1.5 h, TBST洗膜3次, 将化学发

光试剂加于膜上, 立即在暗室曝光、洗片, 对
胶片进行扫描, 然后用UVP凝胶图像处理系统

Labworks4.6软件分析目的条带的灰度值.
统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件, 不

同组之间进行t检验分析, 数据用mean±SD表示.

2  结果

2.1 实验药物对细胞毒性实验 3个浓度3TC、

0.1% DMSO对2.2.15细胞均无细胞毒性, 但HH
胶囊对细胞有一定细胞毒性, 且毒性具有浓度

依赖性, HH胶囊的TC50是2.11 g/L. 
2.2 H H胶囊对上清中H B e A g、H B s A g影响 
312.00、156.00、78.00、39.00 mg/L的HH胶囊

可以减低上清中HBeAg(0.285±0.007、0.462±
0.008、0.565±0.009、0.733±0.008 vs  1.334±
0.007)、HBsAg(0.834±0.008、1.021±0.011、
1.347±0.017、1.548±0.015 vs  2.593±0.008), 
312.00 mg/L HH胶囊对HBeAg、HBsAg抑制

作用强于3TC组(0.285±0.007 vs  0.684±0.008; 
0.834±0.008 vs  1.346±0.020), 提示HH胶囊对

2.2.15细胞分泌的HBeAg、HBsAg具有抑制作

用(图1).
2 .3  H H胶囊对细胞内、外H B V D N A影响 
312.00、156.00 mg/L HH胶囊均可以减低细胞

内HBV DNA内(3.423±0.110、3.640±0.082 
vs  6.857±0.060, ×109 copies/L)、细胞外HBV 
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DNA(6 547±87、7 710±62 vs  24 300±200), 
312.00 mg/L HH胶囊对细胞外HBV DNA抑制作

用强于3TC组(6 547±87 vs  7 326±25), 提示HH
胶囊可以降低细胞内、外HBV DNA水平(图2).
2.4 HH胶囊对细胞内OAS、PKR mRNA影响 
312.00 mg/L HH胶囊、3TC可以增加细胞内

OAS(0.885±0.038、0.791±0.018 vs  0.688±
0.068)、PKR mRNA(0.139±0.06、0.089±0.003 
vs  0.058±0.005)水平(图3).
2.5 HH胶囊对细胞内OAS、PKR蛋白影响 HH
胶囊可以增加细胞内OAS、PKR蛋白水平, 与
空白组比较, 高浓度H H组差异有统计学意义

(P <0.01, 图4).

3  讨论

中医药是我国的特色和优势, 众多专家学者对

中医药防治慢性乙型肝炎进行了系列研发, 总
结出一系列有效的方药, 如复方六月雪、参灵

益肝颗粒、白背叶根、青蒿素、野老鹳草、虎

杖、大黄、蕨麻[1-2,6-11]. HH胶囊由黄连、赶黄

草、虎杖、甘草等多味中药组成, 具有清热祛

湿解毒等功能, 是我们长期临床治疗毒性乙型

肝炎的经验基础方, 我们在临床实践中发现具

有较好的抗HBV、保肝作用, HH胶囊在国家

“十一五”科技支撑计划项目资助下进行了抗

HBV开发研究. 
为了使HH胶囊中复方成分很好的溶解到

培养液中, 我们采用0.1% DMSO作为助溶剂, 药
物对细胞毒性实验中, 我们发现0.1% DMSO、

3个浓度3TC对2.2.15细胞是无毒性的, 高浓度

的HH胶囊对2.2.15细胞有一定毒性, 并且HH胶

囊细胞毒性具有浓度依赖性, HH胶囊的TC50是

2.11 g/L, HBeAg、HBsAg的IC50若分别按78.00 
mg/L、156.00 mg/L算, HBeAg、HBsAg的TI分
别是27、14, 所以HH胶囊对HBeAg、HBsAg的
实际TI分别大于27、14, 均大于2, 提示HH胶囊

抗HBV低毒有效, 具有良好的新药应用前景. 
本次实验药效学研究揭示HH胶囊可以不

同程度地降低培养上清中HBsAg、HbeAg、
细胞内外的HBV DNA,  312.00 mg/LHH胶囊对

HBeAg、HBsAg、细胞外HBV DNA抑制作用

强于200.00 mg/L 3TC组(P <0.01), 但是在抑制细

胞内HBV DNA方面二者无明显差异(P >0.05), 
提示HH胶囊体外具有直接抗HBV作用, 另外

HH胶囊中的部分单味药或单体已被开发为治疗

慢性乙型肝炎的临床新药, 并取得良好效果[12,13], 
所以HH胶囊有望开发为临床抗HBV新药. 

JAK-STAT信号转导通路是目前临床使用的

许多抗HBV药物如3TC、干扰素等发挥抗病毒

作用的途径之一, 这些药物通过调控该信号转

导通路诱导产生抗病毒蛋白2'5'-OAS、PKR而

发挥抗病毒作用的[14-16], 研究抗HBV药物对JAK-
STAT信号通路影响已经成为目前该领域研究热

点, 但是目前JAK-STAT信号转导通路尚未应用

于中医药抗HBV研究领域, 在中医药抗HBV研

究领域尚属空白, 所以本次药物的机制学研究

中引入JAK-STAT信号转导通路, 采用荧光定量

PCR、Western blot方法初步探讨了HH胶囊对该

信号通路的效应产物抗病毒蛋白OAS、PKR影
响, 具有较高的创新性. 本研究结果提示HH胶囊

可以增强2.2.15细胞内OAS、PKR及其mRNA表

■名词解释
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达水平, 进而引起病毒mRNA降解和抑制蛋白质

合成达到抗HBV效果, 推测HH胶囊抗HBV作用

可能与增强2.2.15细胞内OAS、PKR及其mRNA
表达水平有关, 调控JAK-STAT信号转导通路有

可能是HH胶囊抗HBV作用的机制之一, 当然还

有必要对JAK-STAT信号转导通路中其他信号进

行研究、验证. 
总之, 本次研究不仅从体外实验研究了HH

胶囊抗HBV作用, 为HH胶囊申报临床新药提

供依据, 以降低病毒性肝炎的死亡率及其造成

的经济损失, 具有重要社会意义; 另外本研究还

首次从信号转导通路的角度探讨了HH胶囊抗

HBV作用机制, 有一定的学术创新价值. 当然, 
体外实验毕竟不能完全模拟体内过程, 我们正

在进一步采用鸭乙型肝炎、HBV转基因小鼠等

模型进行体内实验进行验证.
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Abstract
AIM: To investigate the role of macrophage 
inflammatory protein-3α (MIP-3α) and chemokine 
receptor 6 (CCR6) in the pathogenesis of ulcerative 
colitis (UC) and to explore the mechanism of 
therapeutic effect of Met-RANTES against UC.

METHODS: Forty mice were randomly and 
equally divided into four groups: blank con-
trol group, model control group, normal saline 
group, and Met-RANTES treatment group. Ul-
cerative colitis was induced in mice by giving 

dextran sodium sulfate (DSS). The impact of 
Met-RANTES on disease activity index (DAI), 
gross morphological score (GMS) and histopath-
ological score (HPS) in UC was then evaluated. 
The expression of MIP-3α and CCR6 mRNAs 
was measured by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). The expression 
of MIP-3α and CCR6 proteins was examined by 
Western blot and immunohistochemistry. 

RESULTS: The DAI, GMS and HPS were higher 
in the model control group and the normal sa-
line group than in the blank control group. The 
expression levels of MIP-3α and CCR6 mRNAs 
and proteins in UC were significantly higher in 
the model control group and the normal saline 
group than in the blank control group (all P < 
0.01). The DAI, GMS and HPS as well as the 
expression levels of MIP-3α and CCR6 mRNAs 
and proteins in the Met-RANTES treatment 
group were significantly lower than those in 
the model control group and the normal saline 
group (mRNA: 0.21 ± 0.08 vs 1.09 ± 0.08 and 1.08 
± 0.07, and 0.25 ± 0.08 vs 1.11 ± 0.07 and 1.05 ± 
0.08; protein: 0.28 ± 0.08 vs 0.98 ± 0.07 and 1.05 ± 
0.06, and 0.25 ± 0.07 vs 1.19 ± 0.07 and 1.15 ± 0.06; 
all P < 0.01). In contrast, no statistical differences 
were noted in DAI, GMS and HPS as well as the 
expression levels of MIP-3α and CCR6 mRNAs 
and proteins between the model control group 
and the normal saline group (all P > 0.05). 

CONCLUSION: The expression of MIP-3α and 
its receptor CCR6 is up-regulated in UC, which 
is closely related with the development and 
progression of UC. Met-RANTES can down-reg-
ulate the expression of MIP-3α and CCR6 and 
ameliorate inflammatory damage in mice with 
UC. MIP-3α and CCR6 may represent novel 
pharmacological targets for treatment of UC. 

Key Words: Ulcerative colitis; Macrophage inflam-
matory protein-3α; Chemokine receptor 6; Met-
RANTES
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■背景资料
随着我国人民经
济、生活水平的
提 高 ,  其 生 活 方
式、饮食结构发
生巨大变化, 因此
我国炎症性肠病
特别是UC的发病
率 明 显 上 升 .  但
UC的病因和发病
机制尚不清楚, 故
迫切需要对其进
行相关研究.
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邵 先 玉 ,  主 任 医
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3α and CCR6 in the colon of mice with experimental 
ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(7): 657-663

摘要
目的: 探讨MIP-3α及其受体CCR6在实验性小
鼠溃疡性结肠炎(UC)发病中的作用, 并分析
Met- RANTES疗效机制.

方法: 用葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导建立结肠炎
小鼠模型, 观察Met-RANTES对小鼠结肠炎
病活动指数(DAI)、大体形态评分(GMS)、结
肠组织学病理评分(HPS)的影响; 并通过RT-
PCR检测其对小鼠结肠组织MIP-3α、CCR6 
mRNA的表达变化及Western blot和免疫组
织化学方法检测其小鼠结肠组织MIP-3α、
CCR6的蛋白表达变化. 

结果: DAI、GMS和HPS在DSS模型组和生
理盐水治疗组中高于空白对照组, MIP-3α和
CCR6在小鼠溃疡性结肠炎中表达上调, 在小
鼠空白对照组中不表达或弱阳性表达, 差异
有统计学意义(P <0.01); 与DSS模型组和生理
盐水治疗组相比, Met-RANTES治疗组小鼠
DAI、GMS和HPS降低, MIP-3α和CCR6表达
下调(mRNA: 0.21±0.08 vs  1.09±0.08, 1.08
±0.07; 0.25±0.08 vs  1.11±0.07, 1.05±0.08, 
P <0.01; 蛋白: 0.28±0.08 vs  0.98±0.07, 1.05
±0.06; 0.25±0.07 vs  1.19±0.07, 1.15±0.06, 
P <0.01); 生理盐水治疗组小鼠DAI、GMS和
HPS以及MIP-3α和CCR6表达与DSS模型组相
比表达无明显差异(P >0.05).

结论: MIP-3α与CCR6参与了小鼠UC的发
生、发展; Met-RANTES能下调MIP-3α及
CCR6的表达, 并能减轻炎症损伤; 针对MIP-
3α或CCR6的靶向治疗可能是UC一种有效的
治疗方法.

关键词: 溃疡性结肠炎; MIP-3α; CCR6; Met-

RANTES
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

因和发病机制不明的炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD). 目前认为其发病可能与遗

 

传、免疫、感染及精神等多因素相互作用有关, 
而免疫学因素是UC研究中的热点. UC在欧美

国家较多见, 近年来我国发病率不断上升[1]. 在
治疗上, 除传统的水杨酸类、糖皮质激素和免

疫抑制剂药物以外, 新的治疗方法包括生物制

剂不断出现, 但未能取得突破性进展, 很多方

法还停留在实验室阶段. 通过阻断有关趋化因

子或(和)阻断趋化因子受体来间接阻断趋化因

子从而阻止炎症细胞募集到炎症部位是一种

新的抗炎策略[2-8]. 我们以趋化因子拮抗剂Met-
RANTES干预葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的小鼠

UC, 探索MIP-3α及其受体CCR6在UC中的作用, 
并探讨Met-RANTES疗效可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c小鼠, ♀, 40只, 周龄4-6 wk, 体质

量14-20 g, 购自南通大学动物实验中心(屏障环

境); Met-RANTES, R&D公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 UC模型建立: 造模前小鼠在动物房屏障

环境饲养1 wk, 按Stevceva等[9]的方法, 将40只
Balb/c小鼠随机分为空白对照组、DSS模型对照

组、生理盐水治疗组和Met-RANTES治疗组. 空
白对照组饮用蒸馏水饮7 d. DSS模型对照组、

生理盐水治疗组和Met-RANTES治疗组饮用50 
g/L DSS溶液(5 mg DSS溶于100 mL蒸馏水)7 d, 
建立急性期UC模型; DSS模型对照组未给予任

何治疗; 趋化因子拮抗剂Met-RANTES治疗组从

给DSS第3天开始给予Met-RANTES(20 μg溶于

0.5 mL PBS中, ip, qd), 共5 d; 生理盐水治疗组小

鼠从给DSS第3天开始给予生理盐水(0.5 mL, ip, 
qd), 共5 d. 第8天用颈椎脱臼法处死所有小鼠. 
采集小鼠结肠标本备检. 
1.2.2 症状体征观察及评分: 造模过程中每日观

察小鼠体质量变化、大便性状、便血等情况. 
参照Murano等[10]所列标准进行评分, 疾病活动

指数(DAI) = (体质量下降分数+大便性状分数

+便血分数)/3. DAI评分标准: 无体质量下降、

大便性状正常、无便血分别记为0分; 体质量

下降1%-5%记为1分; 体质量下降5%-10%、半

稀便、大便隐血(+)分别记为2分; 体质量下降

10%-15%记为3分; 体质量下降>15%、稀便、便

血分别记为4分.
1.2.3 大体形态评分: 小鼠以颈椎脱臼法处死后, 
立即开腹分离结肠, 沿肠系膜剪开肠腔, 祛除大

便, 生理盐水冲洗数次, 观察大体形态改变, 参

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前认为细胞因
子网络调控的失
衡可能是导致肠
黏膜多种病理改
变的关键 ,  在UC
发病发展中起着
重要作用. 以趋化
因子及其受体分
子为控制靶点, 通
过激活或拮抗趋
化因子受体的信
号传导来调控趋
化因子系统的功
能, 从而探索治疗
UC的方法已逐渐
为学术界所关注.
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照下列标准进行评分: 无损伤为0分; 黏膜充血

为1分; 溃疡面积<受损面积的25%为2分; 溃疡面

积 = 受损面积的25%-50%为3分; 溃疡面积>受
损面积的50%为4分.
1.2.4 组织学评分: 取病变明显处组织, 常规石蜡

包埋、切片、HE染色, 观察组织学改变, 参照

Boirivant[11]所列标准进行盲法评分: 正常记为0
分; 极低白细胞浸润, <10% hpf记为1分; 少量白

细胞浸润, 10%-25% hpf记为2分; 中量白细胞浸

润, 25%-50% hpf, 同时伴血管密集和肠壁增厚记

为3分; 大量白细胞浸润, >50% hpf, 血管高度密

集, 隐窝变形、扭曲, 肠壁肿胀伴溃疡记为4分.   
1.2.5 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)测定MIP-
3α、CCR6: 提取总RNA然后逆转录反应合成

cDNA, 取5 μL cDNA用于PCR扩增. 以GAPDH
为内参照. GAPDH、MIP-3α和CCR6引物由上

海生工生物科技公司设计并合成. GAPDH引物

系列如下: 上游引物为5'-ATG GGA AGC TGG 
TCA TCA AC-3', 下游引物为5'TTC AGC TCT 
GGG ATG ACC TT-3', 扩增长度484 bp. MIP-3Α
上游引物为5'-AGC AGC AAG CAA CTA CGA 
CT-3', 下游引物为5'-TCT TAG GCT GAG GAG 
GTT CA-3', 扩增长度202 bp. CCR6上游引物

为5'-GGT CAA CTT TAA CTG TGG GAT G-3',  
下游引物为5'-GGT GTA GGC GAG GAC TTT 
CT-3', 扩增长度514 bp. MIP-3α 94 ℃预变性3 
min, 94 ℃变性30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃延伸40 
s, 循环34次, 72 ℃延伸7 min. CCR6和GAPDH扩

增反应步骤同上, 58 ℃退火30 s. 扩增后取PCR
产物作1.5 g/L琼脂糖凝胶电泳. 用“凝胶分析系

统”对条带作半定量分析, 读取其积分吸光度

值(IA值), 以MIP-3α及CCR6平均IA值/GAPDH
平均IA值来表示MIP-3α及CCR6相对表达强度. 
1.2.6 Western blot检测MIP-3α、CCR6蛋白表

达: 提取总蛋白, 紫外分光光度法测定总蛋白浓

度, 制备10 g/L十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE), 蛋白上样量每孔20 μL, 在垂

直电泳槽中电泳后转膜至硝酸纤维素膜上, 5% 
TBST封闭4 h, 加入稀释的MIP-3α、CCR6一抗

(工作浓度1∶300)4 ℃孵育过夜. TBST洗膜10 
min×3次, 加入稀释的二抗(工作浓度1∶15 000)
孵育3 h, ECL荧光试剂显影. 以GAPDH为内参

照, 凝胶成像分析系统处理数据, 以MIP-3α或
CCR6与内参照的灰度比值作为MIP-3α或CCR6
蛋白的相对表达量. 
1.2.7 免疫组织化学法检测MIP-3α、CCR6蛋

白表达: 采用Elivison二步法. MIP-3α工作浓度

15 μg/L, CCR6工作浓度1∶300, 二抗工作浓度

1∶500, 具体步骤参照试剂盒说明书, 光学显微

镜下观察蛋白表达. 结果判断[12]: 胞膜或胞质中

呈棕黄色或褐色颗粒状物者为阳性细胞. 每张

切片随机选取4个高倍视野, 分别根据染色强

度和阳性细胞比例进行评分, 总分为两者之积. 
染色强度: 0分, 无棕黄色颗粒; 1分, 淡黄色颗

粒; 2分, 深棕色颗粒; 3分, 大量深棕色或褐色颗

粒. 阳性细胞比例: 0分, 阴性; l分, 1%-25%; 2分: 
26%-50%; 3分, 51%-75%; 4, 76%-100%.

统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  用
STATA10.0统计软件进行t检验, 方差分析, P<0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 DAI评分 空白对照组小鼠饮食、活动及大

便性状正常, 毛色光泽, 体质量略有增加. 各造

模组小鼠造模后第1天开始出现厌食、活动减

少、坚毛、大便表现为稀便或半成形不黏肛便, 
体质量减轻; 第3天开始出现便血或大便隐血

[(+)-(++)]; 体质量减轻更加明显; 趋化因子拮抗

剂Met-RANTES治疗组, 给药后饮食、体质量逐

渐增加、毛色逐渐恢复光泽, 便血或大便隐血

逐渐减少至消失或隐血(±-+), DSS模型对照组

和生理盐水治疗组与空白对照组相比, DAI评分

明显增高, 差异有统计学意义(均P <0.01); 生理

盐水治疗组小鼠与DSS模型对照组小鼠DAI评
分差异无统计学意义(P >0.05); 趋化因子拮抗剂

Met-RANTES治疗组与DSS模型对照组和生理

盐水治疗组对比, DAI明显下降, 差异有统计学

意义(均P <0.01); Met-RANTES治疗组与空白对

照组相比, 差异有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 大体形态观察及评分 空白对照组小鼠结肠

黏膜无充血水肿、糜烂及溃疡形成, 两只远端

结肠黏膜轻度充血. DSS模型对照组, 生理盐水

表 1 各组疾病活动指数和组织学评分比较 (分, mean±SD)

     分组                                 DAI评分      大体形态评分     组织学评分

空白对照组             0.56±0.18       0.34±0.21       0.89±0.28

DSS模型对照组      3.52±0.47bd     2.89±0.56bd     4.49±0.46bd

生理盐水治疗组     3.52±0.47bd     2.85±0.51bd     4.25±0.31bd

Met-RANTES        0.96±0.17ab     0.98±0.34ad     1.58±0.38ad

治疗组

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  Met-RANTES组.

■相关报道
Bhat ia等研究发
现 在 蛙 皮 素 诱
导 的 急 性 胰 腺
炎 模 型 中 给 予
Met-RANTES可
以明显减轻肺损
害 .  均提示Met -
RANTES具有广
泛的生物学作用.
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治疗组小鼠结肠黏膜充血水肿、糜烂及少许

浅表溃疡形成, 病变连续存在. Met-RANTES
治疗组结肠黏膜轻度充血水肿, 无糜烂及溃疡

形成(表1). 
2.3 组织学观察及评分 空白对照组小鼠结肠黏

膜上皮完整, 固有层腺体形态正常、排列整齐, 
黏膜及黏膜下层可见少量炎症细胞浸润, 未见

糜烂及溃疡(图1A). DSS模型对照组, 生理盐水

治疗组小鼠结肠黏膜上皮损伤、缺失、糜烂及

溃疡形成, 固有层腺体变形、排列紊乱, 黏膜及

黏膜下层可见密集分布的淋巴细胞和单核细胞

浸润, 亦可见少量中性中性粒细胞浸润, 偶见淋

巴滤泡形成(图1B, C). Met-RANTES治疗组结肠

黏膜可见炎症细胞浸润, 程度较DSS模型组和

生理盐水治疗组轻, 未见明显糜烂及溃疡(图1D, 
表1).
2.4 MIP-3α、CCR6 mRNA表达 空白对照组

MIP-3α、CCR6 mRNA微弱表达; DSS模型对照

组和生理盐水治疗组MIP-3α、CCR6 mRNA表

达上调, 明显高于空白对照组(P <0.01); RANTES
治疗组MIP-3α、CCR6 mRNA表达上调, 幅度较

DSS模型组和生理盐水治疗组明显降低, 与空白

对照组、DSS模型组及生理盐水治疗组相比差

异有统计学意义(P <0.05或0.01, 表2, 图2).
2.5 MIP-3α、CCR6蛋白表达 空白对照组MIP-
3α、CCR6蛋白微弱表达; DSS模型对照组和生

理盐水治疗组MIP-3α、CCR6蛋白表达上调, 明
显高于空白对照组(P <0.01); Met-RANTES治疗

组MIP-3α、CCR6蛋白表达上调, 幅度较DSS
模型组和生理盐水治疗组明显降低, 与DSS模
型对照组和生理盐水治疗组比较(P <0.01); Met-
RANTES治疗组MIP-3α、CCR6蛋白表达与空

白对照组相比(P <0.05, 表2, 图3).
2.6 免疫组织化学 对照组MIP-3α、CCR6不表

达或仅弱阳性表达; DSS模型组和生理盐水治

疗组MIP-3α、CCR6表达上调, 明显高于对照

组(均P <0.01); Met-RANTES治疗组MIP-3α、
CCR6表达上调, 幅度较DSS模型组和生理盐水
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图 1 小鼠结肠标
本(HE×100). A: 空

白对照组; B: 模型

对照组; C: 生理盐

水治疗组; D: Met-

RANTES治疗组.

A B

C D

GAPDH 484 bp

MIP-3α 202 bp

1          2         3         4         5

GAPDH 484 bp

CCR6 514 bp

图 2 小鼠结肠标本MIP-3α、GAPDH和CCR6的mRNA表达. 
A: MIP-3; B: GAPDH; C: CCR6. 1: 空白对照组; 2: Met-

RANTES治疗组; 3: 生理盐水治疗组; 4: 模型对照组; 5: 

Marker.

A

B

C

■创新盘点
本研究通过Met-
R A N T E S 阻 断
MIP-3α及其受体
CCR6从而阻止炎
症细胞募集到炎
症部位, 是一种新
的抗炎策略, 以探
索细胞因子在UC
中的作用, 并探讨
Met-RANTES疗
效可能机制. 
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治疗组明显降低(均P <0.01); Met-RANTES治疗

组MIP-3α、CCR6蛋白表达与对照组相比有明

显差异(均P <0.05, 表2, 图4).

3  讨论

趋化因子是一类促炎细胞因子, 趋化因子通过

其相应受体对多种细胞如淋巴细胞、中性粒细

胞、单核细胞、树突状细胞(DC)等的趋化作用

而在多种疾病的免疫反应和炎症损伤中发挥重

要作用. MIP-3α通过其受体CCR6的作用趋化

未成熟树突状细胞进入结肠黏膜, 同时活化和

趋化淋巴细胞[13,14]. 在UC中, 肠上皮细胞能吸引

中性粒细胞和淋巴细胞等炎症细胞到受累肠黏

膜表面, 并释放细胞因子, 在细胞因子IL-1α、
TNF-α等的作用下NF-κB表达上调, NF-κB进一

步上调MIP-3α以及CCR6的表达[15]. 从而使更

多的imDC和趋化淋巴细胞聚集于受累肠壁, 使
炎症进一步加重. DC是一类专职抗原呈递细胞, 
具有强大的抗原呈递和处理功能. 成熟树突状

细胞可以激活T淋巴细胞发生免疫反应并表达

重要的共剌激分子如CD80、CD86、CD83、
CD54和CD40等[16]. 尽管产生炎症的原因各不相

同, 但最终导致炎症的途径是由CD4 T细胞分化

的辅助性T细胞1(Th1)或Th2所介导. UC通常被

认为是Th2介导的肠道黏膜炎症. 
Met-RANTES是CC亚族趋化因子拮抗剂, 通

过重组人RANTES(regulated on activation, normal 
T-cell expressed and secreted), 在RANTES的NH2
端加上蛋氨酸(met)修饰后得到RANTES的类似

物Met-RANTES(me-thionylated RANTES). 研究

发现, Met-RANTES是人CCR1的有效拮抗剂, 同
时也具有拮抗CCR5的作用[17-20], 可以竞争性结合

趋化因子受体而抑制RANTES和MIP-1α的趋化

作用, 特异性抑制其对单核细胞, 嗜酸性粒细胞

和T细胞趋化作用. Uchida等[21]在小鼠气管移植

实验中发现, 给予Met-RANTES能减轻气道闭塞

和下调细胞外信号调节酶的表达. Bhatia等[22]研

究发现在蛙皮素诱导的急性胰腺炎模型中给予

Met-RANTES可以明显减轻肺损害. 均提示Met-
RANTES具有广泛的生物学作用. 

在一些慢性炎症性疾病中, 趋化因子靶向治

疗逐渐被学术界关注, 许多趋化因子和他们的受

体已被成功地作为靶向治疗干预. Hyun等[23]在小

鼠大肠炎动物模型研究表明: 在大肠炎的发展阶

段, 给予IP-10单克隆抗体能减轻临床症状和组

织损伤、减少IP-10 mRNA的表达以及减少单核

细胞在淋巴结和结肠的累积. Rivera-Nieves等[24]

通过自发鼠类动物模型研究发现, 在慢性回肠

炎早期CCR9表达增多; CCL25, 即胸腺表达的

趋化因子(TECK), 表达局限于小肠; 给予抗体阻

断CCL25/CCR9能减轻早期慢性鼠类回肠炎, 而
在后期阶段由于CCR9表达下降, 治疗效果不佳. 
Kucuk等[25]研究表明在小鼠实验性结肠炎模型

中给予Met-RANTES治疗可以明显减少结肠黏

膜的损害同时可以抑制肠道内细菌的移位. 我
们的研究发现, 在DSS诱导的小鼠结肠炎模型

中, MIP-3α及其受体CCR6表达明显上调, 在空

白对照组小鼠不表达或弱阳性表达. 在DSS诱导

的小鼠结肠炎模型中通过给予趋化因子拮抗剂

Met-RANTES, 小鼠临床症状较DSS模型对照组

表 2 各组MIP-3α、CCR6 mRNA、蛋白表达和免疫组织化学评分 (mean±SD, n  = 10)

     
分组

                 mRNA           蛋白   免疫组织化学评分(分)

        MIP-3α CCR6          MIP-3α      CCR6                 MIP-3α          CCR6

空白对照组    0.09±0.06        0.11±0.06         0.08±0.06         0.07±0.06        0.51±0.38       0 .61±0.47

DSS模型对照组          1.09±0.08bd      1.11±0.07bd        0.98±0.07bd      1.19±0.07bd      4.17±0.46bd      5.01±1.05bd

生理盐水治疗组          1.08±0.07bd      1.05±0.08bd       1.05±0.06bd      1.15±0.06bd       4.37±0.76bd      5.05±1.09bd

met-RATES治疗组    0.21±0.08ad       0.25±0.08ad       0.28±0.08ad       0.25±0.07ad       2.65±0.32ad      2.62±0.48ad

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  Met-RANTES组.

■应用要点
MIP-3α与CCR6
参与了小鼠UC的
发生、发展; Met-
RANTES能下调
MIP-3α及CCR6
的表达, 并能减轻
炎 症 损 伤 ;  针 对
MIP-3α或CCR6
的靶向治疗可能
是UC一种有效的
治疗方法. 

图 3 小鼠结肠标本MIP-3α、CCR6蛋白的表达. A: MIP-

3α; B: CCR6. 1: DSS模型组; 2: 生理盐水治疗组; 3: Met-

RANTES治疗组; 4: 对照组.

1           2           3         4

A

B

MIP-3α 12 kDa

GAPDH 37 kDa

CCR6 42.5 kDa

GAPDH 37 kDa
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和生理盐水治疗组明显减轻, MIP-3α与CCR6表
达显著下调. CCR6作为MIP-3α的受体, 其表达

情况与MIP-3α的表达情况相一致, 提示MIP-3α
和CCR6在UC的发病中扮演重要作用, 且Met-
RANTES对UC有治疗作用, 其机制可能是通过

拮抗MIP-3α和CCR6来实现的. 但Met-RANTES
治疗组小鼠和正常空白对照组相比, MIP-3α、
CCR6的表达是上调的, 差异有统计学意义, 推
测其原因可能为在给予Met-RANTES时候, 同时

也在给予DSS; 其次, Met-RANTES不是MIP-3α
和CCR6的特异拮抗剂; Met-RANTES的给予剂
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量也有待进一步探索. Met-RANTES在UC中的

作用还不完全清楚, 深入研究Met-RANTES在
UC中的作用以及其与MIP-3α、CCR6的相互关

系将给UC治疗带来希望. 
我们认为,  MIP-3α、CCR6在UC的发病

发展中起着重要作用, Met-RANTES具有拮抗

MIP-3α、CCR6的活性并对UC有治疗作用. 因
此, 通过拮抗炎症因子的活性来减轻炎症损伤

并达到治疗目的, 是一种可行的UC治疗方法, 
但是寻找安全有效的炎症因子拮抗剂, 仍需要

进一步研究.

■同行评价
本文探索MIP-3α
及 其 受 体 C C R 6 
在 U C 中 的 作
用 ,  并探讨Met -
RANTES疗效机
制, 有一定的科研
和临床意义.

图  4  各 组 M I P -
3α、CCR6的表达. 
A, B: 空白对照组; 

C, D: DSS模型对

照组; E, F: 生理盐

水治疗组; G,  H : 

Met-RANTES治

疗组. A, C, E, G: 

M I P - 3α表 达 ( ×

100); B, D, F, H: 

CCR6表达(×400).

A B

C D

E F

G H
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Abstract
AIM: To investigate the role of nitric oxide (NO) 
in the development and progression of hepatitis 
and liver cirrhosis.

METHODS: Peripheral and portal plasma in-
ducible nitric oxide synthase (iNOS) activity was 
measured by the nitric acid reductase method. 
The expression of iNOS mRNA and protein in 
the liver was measured by reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR) and immu-
nohistochemisty, respectively.

RESULTS: Peripheral and portal plasma iNOS 
activity, especially the latter, was significantly 
higher in patients with chronic hepatitis or liver 
cirrhosis than in normal controls (F = 102.793 
and 25.052, respectively; both P < 0.01). The ex-
pression levels of iNOS protein in the liver of 
patients with chronic hepatitis or liver cirrhosis 
were enhanced when compared to that in nor-
mal controls (F = 46.796, P < 0.05). The expres-
sion levels of iNOS mRNA in the liver of pa-
tients with chronic hepatitis or hepatic cirrhosis 
were also higher than that in normal controls (F 
= 26.832, P < 0.01), showing an increasing trend 
with the progression of the diseases.

CONCLUSION: The iNOS/NO system plays an 
important role in the development and progres-
sion of chronic hepatitis and hepatic cirrhosis 
perhaps by dilating blood vessels. 

Key Words: Chronic Hepatitis; Cirrhosis; Nitric ox-
ide; Inducible nitric oxide synthase

Li R, Zhang N, Zhao J, Xu LH, Li YJ, Liu F, Chen WG. 
Peripheral and portal plasma iNOS activity and hepatic 
expression of iNOS in patients with chronic hepatitis or 
liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(7): 
664-668

摘要
目的: 探讨内源性NO在慢性病毒性肝炎-肝硬
化发展进程中的作用.

方法: 采用硝酸还原酶法比色测定外周静脉
及门静脉血浆中i N O S活性, 并用免疫组织
化学和RT-PCR方法观察肝组织iNOS蛋白及
RNA的表达. 

结果: 在慢性肝炎患者及肝硬化患者门静脉
血与外周血中iNOS活性与对照组相比均明显
升高(F  = 102.793, 25.052, P<0.01), 且门静脉血
iNOS活性增高更为明显. 慢性肝炎组及肝硬
化组中iNOS蛋白的灰阶值均低于正常对照组
(F  = 46.796, P<0.05), 表明iNOS表达增强. 慢性

®

■背景资料
在病毒性肝炎和
肝硬化的发生、
发展过程中, 内源
性NO是一个非常
重要的生理性及
病理生理性因子, 
但NO与肝病的确
切关系有待进一
步阐明.

■同行评议者
朱 传 武 ,  主 任 医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科
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肝炎组、肝硬化组iNOS mRNA的表达均分别
显著高于正常对照组(F  = 26.832, P <0.01), 且
随着肝脏病变的加重表达逐渐增加.

结论: iNOS/NO体系在慢性肝炎-肝硬化发生
发展中起着保持血管舒张状态的重要作用.

关键词: 慢性肝炎; 肝硬化; 一氧化氮; 诱导型一氧

化氮合酶
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0  引言

一氧化氮(nitric oxide, NO)作为一种气体信号分

子具有信息传递、介导炎症反应等多种功能. 
NO参与了多种肝脏疾病的发生与发展, 参与肝

硬化高动力循环的形成和维持, 近年来, 肝内一

氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)克隆的出

现, 使NO与肝病关系的研究不断深入. 然而, 有
关NO慢性肝炎患者与肝硬化患者中的表达差异

尚少见报道. 本文通过病理诊断对20例慢性肝

炎患者、20例肝硬化患者和10例正常人门静脉

血及外周血中NO进行检测, 并观察诱导型一氧

化氮合酶(iNOS)在肝组织中蛋白以及mRNA的

表达情况, 比较NO在门静脉血与外周血中的差

异, 并检测iNOS/NO体系在慢性肝炎患者及肝

硬化患者中的表达水平, 分析其中的差异变化, 
以探讨NO在肝硬化发生、发展过程中发挥的作

用, 为肝硬化的早期诊断提供新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2009-01我院肝病住院患者

40例, 肝硬化诊断均符合2000-09西安中华医学

会传染病与寄生虫病学会分会肝病分会联合修

订的标准, 慢性肝炎组均为乙型肝炎表面抗原阳

性, 但病理检查未达到肝硬化诊断标准的患者, 
正常对照组为经伦理委员会讨论批准的健康体

检人员, 甲、乙、丙型肝炎肝均为阴性, 肝功能

正常, 通过B超导向下肝穿刺活检, 取患者肝组

织, 通过病理学诊断, 确定慢性肝炎组患者20例, 
其中男12例, 女8例, 平均年龄53.55岁; 乙型肝炎

后肝硬化组患者20例, 其中男8例, 女12例, 平均

年龄50.35岁; 正常对照组10例, 其中男7例, 女3
例, 平均年龄45.68岁, 肝病组均无原发性心肺肾

疾病, 无肿瘤病史, 近期无服用硝基类药物史. 

iNOS测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 
iNOS上下游引物均由上海生工生物工程公司合

成; RNA抽提试剂TRIzol为美国Invitrogen公司产

品; RT-PCR一步法试剂盒为德国QIAGEN产品; 
iNOS单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本收集: 3组人员清晨空腹采肘静脉血

(肝素钠抗凝)3 mL,  B超导向下经肝穿刺门静脉

插管取门静脉血约1 mL, 4 ℃ 4 000 r/min离心10 
min, 分离血清-80 ℃冰箱保存; 所有受试者均在

B超导向下经肝穿刺, 取肝组织1.8 cm×0.2 cm
放入洁净EP管中密封, -80 ℃冰箱保存, 另取一

次用100 g/L甲醛固定后, 石蜡包埋. 
1.2.2 血清中iNOS活性的测定: 采用硝酸还原酶

化学比色法, 根据试剂盒操作步骤检测. 
1.2.3 RT-PCR检测肝组织内iNOS mRNA的

表达: 使用TRIzol法提取肝脏总RNA, 应用10 
g/L的琼脂糖凝胶电泳检查RNA的完整性, 并
用紫外分光光度仪行R N A浓度及纯度测定 , 
A 260/A 280均为1.8-2.0说明RNA纯度较高. 应用

RT-PCR一步法检测试剂盒对肝组织总RNA进

行扩增. 设计引物, iNOS引物序列为: 上游: 5'- 
GGAGCCAGCTCTGCATTATC -3', 下游: 5'-TT
TTGTCTCCAAGGGACCAG-3', 片段长度195 
bp; 内参GAPDH引物序列: 上游: 5'-ACCACAG
TCCATGCCATCAC-3', 下游: 5'-TCCACCACC
CTGTTGCTGTA-3', 片段长度452 bp. iNOS的
RT-PCR反应条件: 50 ℃, 30 min; 95 ℃, 15 min; 
94 ℃, 30 s, 52 ℃, 45 s, 72 ℃, 60 s, 共35个循环; 
72 ℃延伸10 min, 反应结束后, PCR产物用20 
g/L的琼脂糖凝胶进行电泳分析, 采用Quantity 
one凝胶成像分析系统计算各个条带的吸光度

值, 以iNOS/GAPDH比值表示iNOS mRNA的相

对表达水平.
1.2.4 iNOS蛋白表达: 采用ABC免疫组织化学方

法, 石蜡包埋组织后, 5 μm厚连续切片, 脱蜡至

水, 抗原热修复, DAB显色, 苏木素复染, 脱水、

透明, 中性树胶封片. 阳性部位在胞质处显棕黄

色. 每例切片在低倍镜下将视野按十字形分为

上、下、左、右、中5个区域, 然后在400倍镜

视野下应用OLMPUS-DP70彩色病理图文分析

系统, 测定免疫反应阳性产物灰度值, 灰度值越

低说明表达越强, 反映细胞内蛋白表达量越多, 
以灰度值来进行量化后的统计学分析.

统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析, 所有数据以mean±SD表示, 采用方差分析

■相关报道
Stark等的研究表
明内毒素刺激的
库普弗细胞和肝
细胞的NO释放增
加 ,  NO水平的上
升与肝细胞蛋白
质合成的下降相
平行 ,  表明NO能
抑制肝细胞蛋白
质的合成, 这可能
是临床上常见的
肝硬化患者易产
生低蛋白血症的
原因之一.

■研发前沿
肝病患者血清NO
水平明显升高, 说
明NO参与肝炎、
肝炎后肝硬化发
病过程 ,  寻求NO
在慢性肝病损害
和保护作用的浓
度界限, 有可能为
利用NO控制慢性
肝病、肝硬化提
供新的治疗方案.
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进行组间比较, 使用独立样本t检验与相关性分

析, P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 正常人及慢性肝炎患者、肝硬化患者门静

脉血及外周血中iNOS活性的变化 肝硬化组以

及慢性肝炎组患者门静脉血iNOS活性与正常对

照组比较均明显升高(F  = 102.793, P <0.01). 在此

基础上进一步行组间两两比较差异均有统计学

意义. 肝硬化组以及慢性肝炎组患者外周静脉

血iNOS活性与正常对照组比较也明显升高(F  = 
25.052, P≤0.01). 各组患者门静脉血与外周静脉

血之间iNOS活力的比较, 正常对照组和慢性肝

炎组门静脉血与外周静脉血之间iNOS活力相比

差异无统计学意义, 但在肝硬化组, 门静脉血中

iNOS活力明显高于外周静脉血, 二者差异有统

计学意义(表1).
2.2 正常人及慢性肝炎患者、肝硬化患者肝组

织中iNOS mRNA的表达 肝硬化组iNOS mRNA
的相对表达量显著高于正常对照组(F  = 26.832, 
P <0.01), 行Q检验示肝硬化组、慢性肝炎组及正

常对照组两两比较均有统计学意义, 且随着肝

硬化病变的加重, iNOS mRNA的表达逐渐增加

(图1, 表2).
2.3 正常人及慢性肝炎患者、肝硬化患者肝组

织中iNOS蛋白的表达 慢性肝炎组iNOS的灰阶

值低于正常对照组, 而肝硬化组肝组织中iNOS
的灰阶值最低(F  = 46.796, P <0.05), 表明肝硬化

患者肝组织中iNOS蛋白的表达最高(图2, 表2).

3  讨论

肝硬化是一种多种致病因素长期或反复作用

于肝脏引起的肝实质弥漫性损害, 使肝细胞变

性、坏死、再生, 导致肝小叶和肝血管结构的

紊乱, 最终形成假小叶及血管重建, 进一步引起

一系列肝功能损害和门静脉高压的临床表现, 
病毒性肝炎是肝硬化发病的主要原因之一. 

N O由L -精氨酸(L -a rg i n e)在N O S的作用

下生成, NO是一种活性很强的自由基, 具有氧

化、还原特性. 内源性N O是由L -精氨酸通过

N O S的催化 ,  脱去胍基末端氮原子与氧结合

而成. 在N O合成过程中, N O S是一重要的限

速酶, 目前已经确定的NOS有3型[1]: 神经原型

NOS(nNOS)主要分布在神经元细胞, 参与神经

信息传递; 内皮型NOS(eNOS)主要分布于内皮

细胞, 起着维持血液和淋巴循环的作用; 诱导

型NOS(iNOS)分布广泛, 主要参与炎症反应. 
nNOS、eNOS在静息期细胞持续表达, 产生低

浓度的NO, 发挥生理性调节作用, 所以也统称

为结构型NOS, 受钙调素调控; 而iNOS在静息

期细胞不表达, 在细胞受到各种刺激因子例如

内毒素、IL-1β、TNF-α、IFN-γ等作用后可诱

导激活iNOS, 以不依赖钙调素调控的方式促进

NO的快速合成, 发挥特定的病理生理调节作用. 
iNOS主要分布在血管内皮、巨噬细胞、中性

粒细胞、肝细胞等部位[2]. NO是一种强有力的

血管内皮细胞舒张因子, 广泛参与机体生理功

能的调节. NO作为一种细胞传导信使, 以扩散

方式到达靶细胞, 在许多组织中发挥重要的生

理和病理作用, 其重要作用是介导血管平滑肌

表 2 各组肝组织中iNOS mRNA相对表达量与蛋白的表达
(mean±SD)

     
分组                    n            iNOS蛋白                 iNOS mRNA

正常对照组      10      181.71±6.75             0.53±0.08       

慢性肝炎组      20      166.01±8.23a            0.75±0.18b        

肝硬化组         20      144.56±10.93ac         0.89±0.06bc     

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  慢性肝炎组.

表 1 各组门静脉血与外周静脉血之间iNOS活力的比较 (mean±SD, kU/L)

     
分组               n                  门静脉血              外周静脉血                     t 值                       P 值

正常对照组 10    9.02±1.04      8.63±1.98        0.422  0.682

慢性肝炎组 20  13.30±1.73a    12.87±2.59b        0.623  0.537

肝硬化组  20  19.29±1.93bd    16.07±2.22bc        4.913  0.000

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  慢性肝炎组.

Marker      1           2          3 
bp

452

195

GAPDH

iNOS

图 1 各组肝组织中iNOS mRNA的表达. 1: 肝硬化组; 2: 慢

性肝炎组; 3: 正常对照组.

■创新盘点
本文采用门静脉
取血的方法测定
门静脉血中iNOS
的含量并与外周
静脉血比较差异.
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扩张. 有很多实验证明, 在肝硬化患者和动物血

浆中, NO水平明显增高, 且与疾病的严重性相

关[3,4]. 有学者证实肝硬化门脉高压者内脏组织, 
如腹主动脉、肠系膜动脉、肝脏、胃肠黏膜等

NOS均表达升高, 致使内脏血管扩张从而使流

入门静脉血量增多[5,6]. 
我们的研究显示: 在肝硬化患者门静脉血

与外周血中iNOS活力与对照组、慢性肝炎组

相比均明显升高; 研究还显示肝硬化时门静脉

血较外周静脉血中iNOS活力升高更为明显, 表
示iNOS活力在门脉系统中作用更为显著. 慢性

肝炎及肝硬化肝组织中iNOS蛋白的表达以及

iNOS mRNA的表达与对照组相比均明显增加, 
且肝硬化组较慢性肝炎组iNOS蛋白及mRNA的

表达也明显升高. 因此, iNOS慢性肝炎向肝硬化

发展过程中可能逐渐增高, NO参与了慢性肝炎

到肝硬化的发展进程. 

然而在肝炎、肝硬化发病过程中, NO起损

伤还是保护作用, 仍有争议. 潘红英等[7]报道, 慢
性重型病毒肝炎(早期)患者血清NO的水平显著

高于健康者, 且NO与总胆红素呈显著正相关, 与
血浆凝血酶原活动度呈显著负相关, 由此说明, 
慢重肝(早期)患者血清NO水平高低在一定程度

上反映了肝细胞受损害的轻重, 可作为判定慢

重肝(早期)的指标之一. Sharara等[8]在用IFN-α
治疗丙型肝炎的过程中, 观察到NOS活性及NO
含量随血清ALT和HCV mRNA的降低而升高, 
提示NO水平与肝损害程度呈负相关, 推测NO
在肝损害中具有保护作用. 然而, 另有研究显示: 
LPS和/或病毒诱生的IFN-γ、TNF-α等多种细胞

因子导致肝细胞、库普弗细胞产生大量NO, 而
NO可造成线粒体损伤, 即过量NO可致氧化性肝

损伤. 因此, 长期高水平NO对细胞的毒性作用

可能大于保护作用[9]. Stark等[10]的研究表明内毒

素刺激的库普弗细胞和肝细胞的NO释放增加, 
NO水平的上升与肝细胞蛋白质合成的下降相平

行, 表明NO能抑制肝细胞蛋白质的合成, 这可能

是临床上常见的肝硬化患者易产生低蛋白血症

的原因之一. NO可以通过抑制线粒体乌头酸酶

活性对肝细胞的能量代谢产生重要影响. 另外, 
NO对肝细胞葡萄糖代谢、脂类代谢亦有影响, 
并且可通过抑制DNA合成的酶类而抑制NOS 
DNA的合成, 早在1991年Vallance等[11]首先提出

内源性NO合成和释放过多是引起肝硬化高动力

循环的主要介质这一假说. 有学者对肝硬化患

者血清NO水平与对照组进行比较, 发现肝硬化

患者血清NO水平明显升高, 且随着病情进展呈

递增性变化, 说明血清中NO水平与肝功能状态

有关[12]. 
肝硬化门静脉高压主要与门静脉系统血流

受阻以及内脏血流高动力循环有关, 二者均与

肝硬化时血管活性物质的代谢紊乱密切相关. 
NO致门静脉高压高动力循环的机制是: (1)NO
能与可溶性鸟苷酸环化酶活性基团的Fe2+结合, 
使该酶激活, 激活的鸟苷酸环化酶作用于GTP
使之转化为cGMP, 进而激活依赖于cGMP的蛋

白激酶, 使胞质内游离Ca2+降低, 血管平滑肌舒

张[13]. Pizcueta等[14]对CCl4所致大鼠肝硬化的研

究表明, 在使用NOS抑制剂L -NMMA后肝硬化

大鼠平均动脉压、内脏血管阻力、门静脉阻力

显著升高, 心输出量、门静脉压力显著降低, 如
预先给予L -精氨酸则可以阻断L -NMMA的有关

效应, 提示NO参与了肝硬化门静脉高压时高动

图 2 iNOS在各组肝组织中的表达(DAB×100). A: 正常对照

组; B: 慢性肝炎组; C: 肝硬化组.

A

B

C

■应用要点
本研究提示, 门静
脉取血的方法相
对安全, 门静脉血
中相关因子的变
化可相对直接的
反应肝脏病理生
理变化.
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力循环的形成, 在肝硬化门静脉高压症的形成

和维持中起着重要作用; (2)肝硬化时血清NO水

平升高能够降低内脏血管对缩血管物质如内皮

素、去甲肾上腺素、血管紧张素等的敏感性[15]; 
(3)NO对门脉系统侧支循环的建立也起一定作

用, NO能使血管括约肌舒张, 或引起A-V短路开

放, 可导致门静脉血流量和内脏血流量的进一

步增加[16]. 
由此我们推测NO含量升高主要因为高水平

的内毒素通过刺激巨噬细胞、库普弗细胞释放

细胞因子, 诱导诱生型一氧化氮合酶生成大量

NO, 硬化的肝窦内皮细胞内皮型一氧化氮合酶

功能减退, NO释放减少使肝内血管阻力增加, 进
一步促进肝硬化的发展. 

目前对于NO对肝炎、肝硬化形成的作用机

制并未完全阐明, 但是气体信号分子NO体系的

确参与了肝硬化门静脉高压的形成, 并对肝脏

的血流调节具有重要的作用, 而NO与其他信号

分子之间有无相互调节作用, 均有待于进一步

的研究证实.
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■同行评价
本文通过检测慢
性肝炎和肝硬化
患 者 外 周 静 脉
血、门静脉血及
肝组织中 i N O S /
N O 体系的表达 , 
进一步说明NO与
肝硬化的关系, 具
有一定的意义.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of splenectomy 
and partial splenic embolization (PSE) on 
immune function in patients with hepatocellular 
carcinoma and hypersplenism.

METHODS: A prospective study was per-
formed. Sixty-nine patient clinically diagnosed 
as liver cancer with hypersplenism were ran-
domly divided into two groups: PSE group (n 
= 37) and splenectomy group (n = 32). The PSE 
group underwent PSE and transcatheter arterial 
chemoembolization (TACE), while the splenec-
tomy group underwent splenectomy and TACE. 
Before and after treatment, blood routine exami-

nation was performed, and immunologic pa-
rameters were determined in both groups. The 
complications associated with treatment were 
also observed. 

RESULTS: In the PSE group, significant differ-
ences were noted in WBC and PLT (both P < 0.05) 
but not in RBC (P > 0.05) between before and af-
ter treatment. Similar results were also obtained 
in the splenectomy group. No significant differ-
ences were found in preoperative CD4+ lympho-
cyte percentage and CD4+/CD8+ ratio between 
the PSE group and the splenectomy group. 
However, significant differences were noted in 
CD4+ lymphocyte percentage and CD4+/CD8+ 
ratio 7 and 28 days after treatment (CD4+: t = 
16.063 and 9.409, both P < 0.05; CD4+/CD8+: t = 
2.060 and 2.228, both P < 0.05). Significant dif-
ferences were noted between preoperative and 
postoperative CD4+ lymphocyte percentage and 
CD4+/CD8+ ratio in the PSE group (all P < 0.05) 
but not in the splenectomy group (all P > 0.05). 
There is no significant difference in the incidence 
of complications (such as fever, abdominal pain, 
ascites, and pleural effusion) between the two 
groups (P > 0.05). 

CONCLUSION: PSE has several advantages 
over splenectomy in the treatment of hepatocel-
lular carcinoma with hypersplenism, including 
simpleness, fewer complications, and being able 
to improve cellular immune function. 

Key Words: Liver cancer; Hypersplenism; Partial 
splenic embolization; Splenectomy; Immune func-
tion

Ma LH, Zhou J, Shi LM, Hu DW, Wang ZX, Cui L. Impact of 
splenectomy partial splenic embolization on immune function 
in patients with hepatocellular carcinoma and hypersplenism. 
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摘要
目的: 研究脾切除及部分脾动脉栓塞术(PSE)
对肝癌伴脾亢患者免疫功能的影响. 

方法: 前瞻性研究肝癌合并脾亢的患者69例, 
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■背景资料
肝癌伴脾功能亢
进临床较为常见. 
近年来有人应用
部分脾动脉栓塞
术(PSE)治疗肝癌
伴脾功能亢进, 经
初步临床观察, 他
可能是一个未来
的治疗方向, 其对
患者免疫功能的
影响是目前临床
关注的重要课题.

■同行评议者
黄志勇, 教授, 华
中科技大学同济
医院普外科



全部经过影像学及实验室检查证实为肝癌合
并脾亢, 随机分为两组, 其中PSE组37例, 脾切
除组32例. PSE组实施肝癌介入治疗同时行
PSE(双介入)治疗, 脾切除组实施肝癌介入治
疗同时行外科切脾. 观察两组术前术后的外周
血象、免疫系统指标及临床症状体征的变化. 

结果: 在PSE组, 术后测WBC、PLT, 与术前比
较均有显著性差异(P <0.05); 术后测RBC与术
前相比无显著差异(P >0.05). 在脾切除组, 术
后测WBC、PLT, 与术前比较均有显著性差异
(P <0.05); 术后测RBC与术前相比无显著差异
(P >0.05). 术前测PSE组与脾切除组的CD4+、

CD4+/CD8+, 两组间无显著差异, 术后7 d、术
后28 d测CD4+, 两组间有显著差异(t  = 16.063, 
9.409, P <0.05). 术后7 d、术后28 d测CD4+/
CD8+, 两组间有显著差异(t  = 2.060, 2.228, 
P <0.05). 在PSE组, 术后测CD4+、CD4+/CD8+

分别与术前比较, 均有显著性差异(P <0.05). 
在脾切除组, 术后测CD4+、CD4+/CD8+分别
与术前比较, 均无显著性差异(P >0.05). 两组
病例术后并发症(发热、腹痛、腹水、胸腔积
液)发生率的比较均无显著性差异(P >0.05). 

结论: PSE与传统脾切除术相比, 有操作简
单、并发症少、术后细胞免疫功能改善等优
点, 取得了更好的临床治疗效果.

关键词: 肝癌; 脾功能亢进; 部分脾栓塞术; 脾切除; 

免疫功能
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是全

球第5位常见的肿瘤, 占所有癌症的5.6%[1,2]. 在
我国, 肝癌每年的新发病例占全世界肝癌病例

数的43.7%[3], 其中50%-90%的肝癌患者合并

肝硬化或脾功能亢进[4]. 由于多数肝癌患者临

床就医时已是晚期 ,  且能够外科手术治疗的

低于20%[5], 所以大多数选择经导管动脉栓塞

化疗(transcatheter arterial chemoembolization, 
TACE)[6,7]. 肝癌患者多数合并有肝硬化、脾脏

功能亢进, 有些学者认为巨脾脾亢患者抗氧化

维生素含量和抗氧化酶活性降低、促进肝硬化

发展并具有负性抗肿瘤作用[8]. 目前外科治疗

脾亢主要是脾切除术, 而肝癌根治术同时行脾
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切除术, 手术的创伤大、风险高, 全脾切除术后

患者免疫系统功能与保脾者相比明显下降, 因
此近年来已陆续报道了应用部分性脾栓塞术

(partial splenic embolization, PSE)治疗脾功能亢

进, 是在保持脾脏部分功能的基础上治疗脾亢. 
在进行肝癌介入治疗的同时进行PSE, 具有创伤

小、风险小的优点, 本文通过检测PSE术前术后

患者血常规、免疫学指标, 探讨PSE对患者免疫

功能的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2006-03/2009-02河北省承德医学

院附属医院就诊, 并被临床确诊为肝癌合并脾功

能亢进的患者69例, 其中37例行PSE同时行肝癌

介入治疗术(双介入治疗术), 32例实施外科切脾

同时行肝癌介入治疗术. 69例患者均为原发性肝

癌伴脾功能亢进患者, 其中男30例, 女39例, 年龄

33-74(平均51)岁; 手术治疗两组的患者性别、年

龄无显著性差异(P <0.05). 全部病例的诊断标准

符合中国抗癌协会肝癌专业委员会2001-09在广

州召开的第八届全国肝癌学术会议上正式通过

的“原发性肝癌的临床诊断与分期标准”及脾

功能亢进国内的诊断标准(1991). 
1.2 方法 
1.2.1 手术: (1)PSE: 采用Seldinger穿刺技术, 在
数字减影X光机导引下, 穿刺右股动脉送入5F 
RH导管或5F cobra导管, 经髂总动脉、腹主动

脉、腹腔动脉干, 行造影检查, 了解肝癌情况及

脾脏大小情况. 先行肝动脉灌注化疗及栓塞治

疗, 然后将导管超选择插入脾下极动脉, 经导管

缓慢注入明胶海绵颗粒混悬剂, 行脾下极动脉

栓塞. 根据栓塞过程中脾动脉血流情况掌握栓

塞面积: 血流速度稍有减慢栓塞程度约40%, 轻
度减慢约60%, 明显减慢或成蠕动样前进栓塞程

度大于80%. (2)全脾切除术: 于左肋缘下切口进

腹, 结扎脾动脉主干, 离断脾胃、脾肾和脾膈韧

带, 搬出脾脏予以切除. 腹腔镜下切脾按文献方

法进行[9]. 
1.2.2 血常规检测: 术前1 d, 术后1 d、术后7 d、
术后28 d化验患者红细胞计数(RBC)、白细胞计

数(WBC)、血小板计数(PLT). 检测患者免疫功

能指标: 术前1 d, 术后7 d、术后28 d检测CD4+细

胞比例、CD8+细胞比例及CD4+/CD8+比值测定. 
1.2.3 观察术后并发症: 观察患者术后腹痛(程
度、持续时间、是否有顽固性腹痛的发生及

其持续时间)、胃肠道反应(恶心、呕吐情况及
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■相关报道
Tomikawa等在实
验鼠中研究发现
肝部分切除脾栓
塞后DNA合成多
于未栓塞组, 并且
肝细胞生长因子
的激活也早于未
栓塞组, 证明了病
脾可产生某种毒
素或因子对机体
免疫功能有不良
影响.
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发生时间)、发热(程度、持续时间)、腹水、胸

水、门静脉血栓、爆发性感染、脾脓肿的发生

情况.
统 计 学 处 理  各项指标检测所得数值用

Excel建立数据库, 采用SPSS13.0软件进行统计

分析, 计量资料采用mean±SD表示, 各组间比较

采用t检验, 计数资料采用χ2检验. 检验水准P  = 
0.05.

2  结果

2.1 血常规的变化

2.1.1 WBC: PSE组与脾切除术组WBC比较, 术
前、术后均无显著性差异(均P >0.05). 在PSE
组, WBC术前与术后7、28 d比较, 均有显著性

差异(t  = 15.103, 11.872, 均P <0.05). 在脾切除组, 
WBC术前与术后7、28 d比较, 也有显著性差异

(t  = 9.498, 10.478, 均P <0.05, 表1). 
2.1.2 RBC: PSE组与脾切除术组RBC比较, 术
前、术后均无显著性差异(均P >0.05). 在PSE组, 
RBC术前与术后7、28 d比较, 无显著性差异(t 
= 0.687, 0.743, 均P >0.05). 在脾切除组, RBC术
前与术后7、28 d比较, 无显著性差异(t = 1.470, 
0.606, 均P >0.05, 表1). 
2.1.3 PLT变化: PSE组与脾切除术组PLT比较, 术
前、术后均无显著性差异(均P >0.05). 在PSE组, 
PLT术前与术后7、28 d比较, 有显著性差异(t  = 
33.268, 35.505, 均P <0.05). 在脾切除组, PLT术前

与术后7、28 d比较, 有显著性差异(t  = 25.776, 
20.668, 均P <0.05, 表1).
2.2 T细胞亚群的变化

2.2.1 CD4+细胞比例: PSE组与脾切除术组CD4+细

胞比例术前比较, 无显著差异(P>0.05); PSE组与

脾切除术组CD4+细胞比例术后7、28 d比较, 均有

显著差异(均P<0.05, 表2, 图1). 在PSE组, CD4+细

胞比例术后7、28 d与术前比较, 均有显著性差异

(t = 13.947, 8.314, 均P<0.05). 在脾切除术组, CD4+

细胞比例术后7、28 d与术前比较, 均无显著性差

异(t  = 0.946, 1.009, 均P>0.05, 表2, 图1).
2.2.2 CD4+/CD8+比值: PSE组与脾切除术组术前

表 1 两组患者中WBC、RBC和PLT的变化 (mean±SD)

     
                       WBC    RBC             PLT

              PSE组 脾切除术组  PSE组         脾切除组          PSE组     脾切除组

术前       2.54±0.66          2.43±0.53          3.40±0.67        3.31±0.67          49.81±7.55  50.72±8.81

术后1 d       8.13±1.40          8.05±1.58          3.44±0.68        3.35±0.70          78.54±10.15           81.09±8.91

术后7 d       6.20±1.38a         6.10±2.03a         3.46±0.84        3.44±0.68        117.41±11.26a        119.22±12.53a

术后28 d       5.65±1.45a         5.53±1.48a         3.49±0.89        3.39±0.71        182.54±23.55a        180.19±36.54a

aP<0.05 vs  同组术前.

表 2 两组患者T细胞亚群的变化 (mean±SD)

     
                             CD4+细胞比例                CD4+/CD8+比值

          PSE组               脾切除术组              t值             P 值 PSE组        脾切除术组  t值  P 值

术前  30.55±6.00         28.03±5.79          1.765        0.082        1.51±0.26         1.49±0.29        0.326       0.745

术后7 d  48.55±4.26a        29.16±5.73        16.063        0.000        1.59±0.24a        1.46±0.28        2.060       0.043

术后28 d  45.07±7.41a        29.66±5.97          9.409        0.000        1.62±0.23a        1.50±0.22        2.228       0.029

aP<0.05 vs  同组术前.
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图 1 两组患者T细胞亚群的变化. A: CD4+细胞比例; B: 

CD4+/CD8+比值. 1: 术前; 2: 7 d; 3: 28 d.
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CD4+/CD8+比值的比较, 无显著性差异(P >0.05); 
PSE组与脾切除术组术后7、28 d CD4+/CD8+比

值的比较, 均有显著性差异(均P <0.05, 表2, 图1). 
在PSE组, 术后7、28 d CD4+/CD8+比值与术前

比较, 有显著性差异(t = 2.259, 2.950, 均P <0.05). 
在脾切除术组, 术后7、28 d CD4+/CD8+比值

与术前比较, 无显著性差异(t = 1.416, 0.130, 均
P >0.05, 表2, 图1).
2.3 流式细胞仪分析结果 术前CD4+、CD8+的比

率和CD4+/CD8+比值分别为31.72%、25.43%、

1.25∶1; 术后28 d CD4+、CD8+比率和CD4+/CD8+

比值分别为56.13%、21.24%、2.64∶1(图2).
2.4 术后并发症 两组患者术后并发症(发热、腹

痛、腹水胸腔积液)的发生率比较均无显著性差

异(P >0.05), 在PSE组, 术后均恢复, 37例均无死

亡, 无后遗症. 脾切除组, 术后均恢复, 32例均无

死亡, 无后遗症(表3). 
在PSE组, 栓塞面积大, 并发症出现多. 本组

脾栓塞面积60%的病例25例, 脾栓塞面积40%的

病例12例. 12例栓塞面积40%的病例术后8例出

现发热, 25例栓塞面积60%的病例术24例出现发

热, 两组比较有显著性差异(P <0.05). 12例栓塞

面积40%的病例术后7例出现腹痛, 25例栓塞面

积60%的病例术23例出现发热, 两组比较有显著

性差异(P <0.05). 12例栓塞面积40%的病例术后

2例出现腹水, 25例栓塞面积60%的病例术5例出

现发热, 两组比较无显著性差异(P >0.05). 
2.5 PSE造影图像 PSE造影图像见图3.

3  讨论

我国原发性肝癌患者多数是在乙型肝炎、肝硬

化的基础上发展的, 绝大部分合并脾功能亢进[12]. 
脾脏是免疫活性细胞受抗原刺激后分化增殖、

发生免疫应答的重要外周淋巴器官之一[10], 在机

体免疫反应中起着重要作用. 正常脾脏切除后, 
可导致机体免疫功能下降, 出现急性爆发性感

染. 脾动脉节段性分布特征为PSE提供了解剖学

基础, 脾动脉自腹腔动脉干发出后, 逐级分出脾

叶动脉、脾段动脉、亚段动脉, 供应相应区域

的脾脏组织, 各叶、段、亚段间血管吻合极少. 
上述特征为PSE提供了解剖学依据, 即当栓塞某

叶支或段支后, 相应区域的脾脏组织会发生缺

血梗死. 因此, 行PSE准确的选择靶动脉是极其

必要的. 脾动脉近端栓塞后, 脾实质通过侧支循
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表 3 两组患者并发症发生率

     
分组                    PSE n (%)    脾切除组 n (%)    χ2值 P 值

发热(>38.5 ℃)    32(86.48)     26(81.25)      0.351     0.553

腹痛         30(81.08)     25(78.13)      0.093     0.761

腹水           7(18.92)       6(18.75)      0.000     0.986

胸腔积液           1(2.70)         4(12.50)      1.210     0.271

图 2 术前及术后28 d 
CD4 +、CD8 +的比率和
CD4+/CD8+比值. A, B: 术

前; C, D: 术后28 d; A, C: 

CD4+; B, D: CD8+.
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■应用要点
P S E 与传统脾切
除 术 相 比 ,  有 操
作简单、并发症
少、术后细胞免
疫功能改善等优
点, 取得了更好的
临床治疗效果.
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环可不产生梗死, 而外周脾动脉, 经脾段动脉分

支之间吻合动脉较少, 且栓塞剂均分布在外周

脾组织, 至梗死机化, 包绕在残留脾组织外周, 
能有效地限制了脾脏进一步增大. 因此把脾段

外周小动脉支作为栓塞靶动脉是PSE治疗脾亢

的前提. 
人体免疫系统是复杂的调节网络, 各免疫细

胞间具有相互促进, 相互制约的作用, 并以此维

持生理平衡[16]. 正常机体中各种T细胞亚群相互

作用, 维持着机体的正常免疫功能, 当不同淋巴

细胞亚群的数量和功能发生异常时, 机体免疫

功能将发生紊乱. CD4+和CD8+分别代表TH/诱
导亚群和HS/抑制亚群, CD4+/CD8+比值减少是

免疫缺陷的重要指征[11]. 
本研究通过对肝癌合并脾功能亢进的患者

进行肝癌介入治疗, 同时分别进行PSE和脾切除. 
初步研究结果表明, 部分性脾栓塞术较脾切除

治疗脾功能亢进更安全有效, 并且能改善患者

的免疫功能. 
PSE和脾切除术对外周血象有相同的影响. 

PSE组与脾切除术组术后白细胞、血小板较术

前均明显增高, 有显著差异. 脾脏具有清除血细

胞的功能. 脾功能亢进时, 大量的血液淤滞在肿

大的脾脏内, 在功能活跃的巨噬细胞系统的作

用下, 血细胞被大量破坏, 以及因脾脏过度分泌

血小板抗体(PA-IgG)更加重了血小板的破坏[15]

导致外周血细胞, 尤其是白细胞、血小板减少. 
脾切除后, 脾脏破坏外周血细胞的功能消失, 外

周血细胞的数量明显上升, 和术前比较有显著

差异. 而部分性脾栓塞术通过栓塞部分脾动脉

分支, 将脾脏外周的红髓部分栓塞, 使网状内皮

细胞数目减少, 该部分脾实质缺血性坏死、机

化、萎缩, 最终被结缔组织增生代替. 这种不可

逆的病理改变削弱了脾脏吞噬和破坏血细胞的

能力, 减少血细胞在脾脏的滞留和破坏, 从而改

善脾功能亢进患者的外周血象. PSE组与脾切除

组, 术后7 d、28 d外周血细胞数量比较无显著差

异. 综合以上PSE治疗脾功能亢进对外周血细胞

的影响方面达到了和脾切除的相同疗效. 红细胞

数量术前术后无明显变化. 这一结果与Xu等[13]的

研究结果一致, 但Pålsson等[14]报道: 根据长期随

访结果, 脾栓塞患者术后在经过一段较长时间

后, 其红细胞升高具有显著差异. 
PSE与脾切除术相比, 有改善患者术后免疫

功能的作用. 本课题表明: PSE组经过PSE治疗

后, CD4+ T细胞亚群于术后7 d、28 d较术前有不

同程度的改善, 经统计分析有显著差异(P <0.05). 
CD4+/CD8+比值较术前明显改善, 经统计分析有

显著差异(P <0.05). CD4+和CD8+分别代表TH/诱
导亚群和TS抑制亚群. 肝癌合并脾功能亢进患

者, CD4+降低, CD4+/CD8+降低, 从而导致机体

免疫监视、防御和调节功能低下[17,18]. 脾为免疫

调节的重要器官, 也是强烈影响细胞免疫的动

力器官[19]. 主要起到免疫功能的是脾脏的白髓

部分, 白髓位于脾脏中央部. PSE后脾脏外围或

部分被栓塞, 外周较大范围的组织增生, 限制了

图 3 肝癌伴脾亢
患者术中脾造影术. 
A: 脾栓塞前造影; 

B, C: 脾栓塞后造

影; D: PSE及TACE

后造影.

A B

C D

■同行评价
本研究分析了部
分脾动脉栓塞术
治 疗 肝 癌 伴 脾
亢 患 者 术 前 术
后的外周血象及
临床症状体征的
变 化 情 况 ,  并 且
检测免疫系统指
标CD4+、CD4+/
CD8+的变化 ,  具
有一定的新颖性.
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脾脏的充血肿大[20], 但其内部组织未受影响. 本
课题PSE组, 肝癌合并脾功能亢进患者在行肝

癌介入治疗的基础上行PSE后, CD4+、CD8+明

显改善, CD4+/CD8+比值较术前明显增高, 均有

统计学意义(P <0.05). 说明肝癌合并脾功能亢进

患者的脾脏并非无功能, 而是其功能由正性免

疫效应转向负性免疫效应, 可产生正常脾脏不

会产生的某种毒素或因子, 对抗体产生了不良

结果, 这是一种双向调节作用. 脾功能亢进行部

分脾栓塞后可以减弱这种免疫抑制作用, 使患

者的免疫功能得到改善. Tomikawa等[21]在实验

鼠中研究发现肝部分切除脾栓塞后DNA合成

多于未栓塞组, 并且肝细胞生长因子的激活也

早于未栓塞组, 证明了病脾可产生某种毒素或

因子对机体免疫功能有不良影响. 而脾切除组, 
肝癌合并脾功能亢进者行脾切除术后, CD4+、

CD4+/CD8+比值均有所下降但差异无统计学意

义(P >0.05). 以上结果提示脾脏被切除后, 其产

生淋巴细胞合成抗体的功能被剥夺, 机体T淋巴

细胞系统出现紊乱, 淋巴细胞转换率明显下降, 
但本次样本均取自成年人, 因为成年人免疫系

统完善, 淋巴结发育成熟, 脾切除后机体免疫功

能尚有其他淋巴器官代偿[22]. PSE组较脾切除组

术后第7 d、28 d的CD4+、CD4+/CD8+比值均有

明显改善, 差异显著, 有统计学意义(P >0.05), 说
明PSE较脾切除能够保留脾脏的正常免疫功能

并能改善脾功能亢进时增强的负性免疫效应. 
PSE栓塞面积与术后并发症是有联系的. 从

理论上讲, 栓塞面积与疗效成正比, 即面积越大, 
疗效越明显, 多数学者认为[23-26]残留20%的脾组

织就可以维持脾脏的免疫功能及过滤作用, 但
栓塞后综合征重, 易出现脾脓肿、败血症和肝

功能衰竭等严重并发症. 也有学者认为栓塞面

积小于30%则难以达到改善外周血象的理想疗

效或中远期复发脾亢的风险增高[27]. 另有作者

提出分期栓塞即分2-3次进行脾脏栓塞, 每次栓

塞范围在30%左右, 此法比较安全[28], 故本研究

PSE组栓塞脾脏面积选定于40%-60%, 其中三系

外周血细胞均出现下降栓塞60%, 其余栓塞40%. 
PSE组术后出现32例需处理的发热(发热主要和

栓塞后组织缺血梗死、炎性渗出、液化吸收、

急性水肿刺激包膜有关), 其中栓塞40%的患者

中8例出现发热, 栓塞60%的患者中24例发热, 
经检验两组比较有显著性差异, 说明患者术后

发热情况和栓塞面积有正相关, 栓塞面积越大

出现发热的几率越大. 共有30例出现腹痛, 栓塞
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40%的12例患者中7例出现腹痛, 绝大多数疼痛

于Ⅱ度以下(疼痛明显, 睡眠受干扰), 栓塞60%
的25例患者中23例出现腹痛, 4例出现Ⅲ度疼痛

(疼痛剧烈, 伴自主神经功能紊乱, 睡眠严重受干

扰)栓塞40%的25例中2例出现顽固性腹痛. 两组

比较腹痛有显著性差异, 说明腹痛和栓塞面积

大小成正相关性. 脾切除组的术后并发症主要

是发热、右上腹痛. 其发热原因主要是由于术

后吸收热. 6例出现腹水, 是由于脾切除术及肝

介入术后肝功能异常、术后禁饮食低蛋白血症

所致. PSE组和脾切除组术后并发症发生比率经

统计学分析虽无显著差异, 但从手术方式上来

看, 行PSE治疗是和肝癌介入治疗同时进行的, 
无需另行手术切口, 而脾切除则需要在全麻下

于左肋缘下切开进行, 切口约10 cm, 这增加了麻

醉风险, 手术风险, 且创伤大. 
总之, PSE与传统脾切除术相比, 有操作简

单、并发症少、术后细胞免疫功能改善等优点, 
取得了更好的临床治疗效果.
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《2009 年版中国科技期刊引证报告》( 核心版 ) 发布
《世界华人消化杂志》2008 年影响因子 0.547   

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

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

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

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

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

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

期刊中排名第8位, 在1 868种中国科技期刊排名第341位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
blood total cholesterol and gallstones.

METHODS: The teaching and administrative 
staff (n = 3905) at a university who underwent a 
routine physical examination were included in 
the study. Gallstones were detected by color ul-
trasound, and blood total cholesterol was deter-
mined using an automatic biochemical analyzer. 

RESULTS: A total of 189 cases of gallstones 
were screened, of which 68 (35.98%) had mark-
edly elevated cholesterol levels (> 5.17 mmol/L), 
40 (21.16%) had slightly elevated cholesterol 
levels (4.67-5.16 mmol/L), and 81 cases (42.86%) 
had normal cholesterol levels (< 5.17 mmol/L). 
The prevalence of gallstones in subjects with el-
evated cholesterol levels was significantly higher 
than that in subjects with normal cholesterol lev-
els (P < 0.01). 

CONCLUSION: High cholesterol may be associ-
ated with the development of gallstones. During 

conservative therapy of gallstones, lowering 
cholesterol should be considered. 

Key Words: Cholesterol; Gallstones; Physical ex-
amination

Xi ZM, Ma YF. Relationship between blood total 
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摘要
目的: 探讨胆固醇与胆结石的关系.

方法: 对某高校3 905名教职员工进行健康
检查, 采用彩超进行肝胆检查, 全自动生化
分析仪进行血总胆固醇测定, 分析他们二者
的关系. 

结果: 3 905名教职员工健康检查发现胆结石
189例, 其中胆固醇增高(>5.17 mmol/L)68
例 (35 .98%),  胆固醇正常偏高 (4 .67-5 .16 
mmol/L)40例(21.16%), 胆固醇正常(<5.17 
mmol/L)81例(42.86%), 胆固醇正常偏高和
增高与胆固醇正常相比, 其胆结石发病率明
显增高(均P <0.01).

结论: 胆结石与高胆固醇增高有一定关系, 在
胆结石保守治疗时, 应注意降低胆固醇.

关键词: 胆固醇; 胆结石; 健康检查
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0  引言

胆石病是世界范围的常见病, 其大多数指胆囊

结石, 常见主要成分是胆固醇, 属于胆固醇类结

石. 全国两次胆石病调查结果显示, 我国胆囊结

石的比例正逐渐增加[1]. 20世纪后30年, 胆固醇

结石病的基础研究经历了卓有成效的发展, 较
清晰地建立了以胆汁分泌、成核和胆囊动力-三
方面缺陷为基础的胆石形成机制的学说[2], 进入

®
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传和环境因素、
致石基因研究、
胆汁脂类转运机
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21世纪以来, 胆石病基础研究在流行病学研究

胆石病的遗传和环境因素、致石基因研究、胆

汁脂类转运机制的研究等[3,4]方面取得进展, 胆
固醇与胆结石关系的研究较少, 本文通过普查

的方法, 对胆结石与胆固醇的关系进行研究.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2009-03-06对某高校3 905名教职员

工进行了健康检查, 其中男2 340例, 女1 565例, 
共发现胆囊结石189例, 其中男104例(55.03%); 
女85例(44.97%). 人群发病率为4.84%, 男性发病

率为4.44%; 女性发病率为5.43%, 女性发病率比

男性高0.99%.
1.2 方法 采用西门子ACUSON ANTARES彩超

进行胆囊检查, 奥林巴斯AU400全自动生化分析

仪进行胆固醇测定, 参考值: >5.17 mmol/L为增

高, <5.17 mmol/L为正常, 4.67-5.16 mmol/L为正

常偏高. 检查前要求被检查者3 d不吃肉、鸡蛋, 
不喝酒, 空腹静脉采血.

统计学处理 计算资料以例数(n )和百分数表

示, 用χ2检验. 以P <0.05有统计学差异.

2  结果

2.1 胆结石病例年龄分布 21-30岁1例(0.53%); 
31-40岁16例(8.47%); 41-50岁41例(21.68%); 
51-60岁55例(29.10%); 61-70岁33例(17.46%); 
71-80岁32例(16.93%); 80-90岁11例(5.82%). 
41-60岁91例(48.15%)为高发年龄段, 与其他年

龄段相比发病率明显增高(均P <0.01, 图1).
2.2 胆结石与血总胆固醇 胆结石病例血总胆固

醇在1.67-2.16 mmol/L 8例(4.23%); 2.17-2.66 
mmol/L 0例; 2.67-3.16 mmol/L 8例(4.23%); 
3.17-3.66 m m o l/L 15例(7.94%); 3.67-4.16 
mmol/L 24例(12.70%); 4.17-4.66 mmol/L 26
例(13.76%); 4.67-5.16 mmol/L 40例(21.16%); 
5.17-5.67 mmol/L 41例(21.69%); 5.68-6.17 
mmol/L 10例(5.29%); 6.18-6.67 mmol/L 15例
(7.94%); 6.68-7.17 mmol/L 2例(1.06%). 胆结

石病例胆固醇多数在4.0-6.0 mmol/L之间. 胆
固醇增高68例(35.98%); 胆固醇正常偏高40例
(21.16%); 胆固醇正常81例(42.86%), 胆固醇正

常偏高和增高与胆固醇正常相比, 其胆结石发

病率明显增高(均P <0.01, 图2).

3  讨论

胆石症包括发生在胆囊和胆管的结石, 是常见

病、多发病. 随着人们生活水平的提高, 我国胆

石症的特点发生了明显变化. 1981年以前的资

料显示, 我国胆管结石的发病率比胆囊结石高, 
胆色素结石比胆固醇结石多, 1983-1985年对全

国11 342例胆石症调查显示, 胆囊结石发生率已

高于胆管结石, 胆固醇结石已多于胆色素结石[5]. 
本文报道189例胆石症均为胆囊结石, 手术21例
均为胆固醇结石. 美国胆石症患者约为2 000万, 
发病率为10%[6]. 1989年第4次全国胆道外科会

议上, 报道了采用B超检查对几个地区居民进行

胆石症普查的结果, 共普查10.26万例, 发现胆石

症6 790例, 总患病率为6.62%[6]. 本文报道胆石症

患病率为4.84%. 在我国, 因胆石症住院的例数仅

次于急性阑尾炎, 女性患者较男性多2-3倍[7], 本文

报道男性发病率为4.44%, 女性发病率为5.43%, 
女性发病率比男性高0.99%.

当血液中胆固醇增多时, 可经过肝细胞质膜

转运分泌进入胆汁, 使胆汁中胆固醇浓度增加, 
胆固醇在胆汁中呈过饱和状态而在胆囊内结晶, 
逐渐形成胆结石[8]. 冠心病和胆结石有较多的共

■应用要点
胆结石形成的关
键是胆汁中胆固
醇过饱和, 鉴于高
胆固醇有可能增
加胆结石发病率, 
所以在胆结石保
守治疗时, 应注意
降低血胆固醇.
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图 1 胆结石患者年龄分布. 1: 21-30; 2: 31-40; 3: 41-50;  
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图 2 胆结石患者分布. A: 胆固醇增高, 1: 5.17-5.67 mmol/L; 

2: 5.68-6.17 mmol/L; 3: 6.18-6.67 mmol/L; 4: 6.68-7.17 
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mmol/L; 2: 4.66-4.17 mmol/L; 3: 4.16-3.67 mmol/L; 4: 

3.66-3.17 mmol/L; 5: 3.16-2.67 mmol/L.
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■相关报道
1 9 8 9 年 第 4 次 全
国胆道外科会议
上, 报道了采用B
超检查对几个地
区居民进行胆石
症普查的结果, 共
普查10 .26万例 , 
发现胆石症6 790
例 ,  总 患 病 率 为
6.62%.
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注意降低血胆固醇. 
本研究的不足在于没有分析甘油三酯, 甚

至低密度脂蛋白、高密度脂蛋白与胆结石的

关系.
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■同行评价
本文通过3 905例
职工的健康体检
资料, 探讨胆固醇
与胆结石的关系, 
对于胆石病的发
病机制及其治疗
有一定意义.

同因素, 如年龄、性别、种族、肥胖、高脂血

症、糖尿病等, 有研究发现冠心病合并胆结石者

明显高于冠状动脉造影正常者, 同时胆结石合并

冠心病明显高于无胆结石者, 回顾性研究证实高

胆固醇增高胆结石发病率[9]. 通过高胆固醇饮食

对胆结石形成的动物实验, 用0.3%的高胆固醇饲

料进行试验喂养狗, 连续喂养6 wk, 观察动物胆

结石的形成, 测定血中胆固醇和甘油三酯水平, 
分析胆汁中成分的改变, 在实验4 wk内试验组

动物形成胆结石, 且成石率为100%, 结石直径为

1-11 mm实验组动物血清胆固醇和甘油三酯水平

显著提高(均P <0.01), 胆汁中胆固醇和胆固醇结

晶显著升高(P<0.01), 通过高胆固醇膳食, 实验动

物血清及胆固醇和甘油三酯水平增加, 胆汁中胆

固醇增加, 成石性胆汁形成, 提示胆固醇代谢的

异常变化在胆囊结石中起作用[10]. 本文报道189
例胆结石, 胆固醇增高68例(35.98%); 胆固醇正

常偏高40例(21.16%); 胆固醇正常81例(42.86%). 
胆固醇正常偏高和增高与胆固醇正常相比, 其胆

结石发病率增高(均P <0.01). 胆结石形成的关键

是胆汁中胆固醇过饱和, 鉴于高胆固醇有可能增

加胆结石发病率, 所以在胆结石保守治疗时, 应
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)
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Abstract
A I M :  T o e v a l u a t e  t h e  a d v a n t a g e s  o f 
computed tomography (CT) colonography 
and to summarize the main points for CT 
colonography.

METHODS: Multislice CT colonography was 
performed in 46 patients with suspected colon-
ic diseases, of which some patients underwent 
CT colonography in both the supine and prone 
positions. Different post-processing techniques 
such as multiplanar reformation (MPR), CT 
virtual colonoscopy, shaded surface display, 
Raysum and virtual pathology were employed 
to evaluate the mucosal and peripheral appear-

ance of the colon.

RESULTS: Eleven patients showed negative 
results. Eleven patients were diagnosed as colon 
polyps, of which one had familial colonic polyp-
osis. Sixteen patients were diagnosed as malig-
nant lesions, of which 2 showed local thickening 
of the colon wall and 14 showed mass lesions. 
Five patients were diagnosed as inflammatory 
diseases.

CONCLUSION: The location, size, density and 
adjacent invasion of colon lesions can be evalu-
ated objectively by CT colonography. The main 
points for CT colonography include sufficient 
cleansing of the colon lumen, adequate air injec-
tion, and combination of multiple post-process-
ing techniques.

Key Words: Tomography; X-ray computed tomogra-
phy; Colorectal polyp; Colonography

Ye YF, Zhang SQ, Li DH, Wang LQ, Zhou RM, Liu 
RH, Sun JL. Computed tomography colonography: 
advantages and main points. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(7): 679-684

摘要
目的: 评价CT结肠造影(CTC)对结肠病变检出
的优势, 总结结肠CTC检查的技术关键. 

方法: 对46例患者行结肠充气CTC检查, 部分
病例采用了仰及俯卧位双体位扫描, 综合应用
了包括多平面重建、仿真内窥镜、表面和透
明重建、管腔展开等多种后处理技术来评价
结肠黏膜面及肠外表现. 

结果: 11例CTC未见异常, 11例为结肠息肉(其
中1例为家族性息肉病患者), 16例结肠恶性病
变(2例表现为结肠壁局限性增厚、14例表现
为肠壁肿块), 5例结肠炎性病变, 3例其他结肠
病变.

结论: CTC可真实地评价结肠病变的部位、

大小以及周围侵犯; 充分的肠道准备、充入
足够量的气体并充分利用多种后处理技术是

www.wjgnet.com
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■背景资料
随着螺旋CT成像
技术的不断发展
进 步 ,  多 层 螺 旋
CT(MSCT)的快
速容积数据采集
和强大的图像后
处理重建功能, 使
结 肠 的 C T 成 像
成 为 可 能 ,  基 于
M S C T进行的结
肠注气后的检查
又被称为CT结肠
造影(CTC).

■同行评议者
袁友红 ,  副教授 , 
湖南省人民医院
科研部



CTC的技术关键.
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0  引言

随着螺旋CT成像技术的不断发展进步, 多层螺

旋CT(multislice computed tomography, MSCT)
的快速容积数据采集和强大的图像后处理重建

功能, 使结肠的CT成像成为可能, 基于MSCT进
行的结肠注气后的检查又被称为CT结肠造影

(computed tomography colonography, CTC). 本文

应用了结肠充气法对患者进行了CTC的扫描, 评
价了该方法对结肠病变的检出较结肠镜和常规

腹部CT的优势所在, 并总结了结肠CTC检查的

技术关键. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集46例于我院行结肠充气法CTC的
患者, 其中男28例, 女18例; 年龄18-84(平均年龄

56)岁. 临床表现有腹痛、腹泻、便血、便秘、

肛门下坠等. 本组46例中12例未行结肠镜检查, 
其中5例为高龄(≥71岁)或合并严重心血管疾患; 
其余34例中只有19例结肠镜检查顺利到达盲肠, 
1例因结肠曲度过大而未能到达回盲部, 1例因

结肠内大量粪便致不能进镜, 13例因肠壁病变

致管腔狭窄而使结肠镜不能通过.
1.2 方法 
1.2.1 肠道准备: 除2例因特殊原因未行肠道准备

外, 44例患者均在检查前2 d给予少渣饮食, 39例
于检查当日早8:00口服20%甘露醇250 mL, 后服

糖盐水1 500-2 000 mL; 1例采用口服硫酸镁的方

法导泻; 2例采用了番泻叶加灌肠的方法导泻; 2
例口服“和爽”(复方聚乙二醇电解质散, 每袋

137.15 g, 深圳万和制药有限公司生产)导泻. 导
泻后6 h行多层螺旋CT检查. 13例肠道准备满意, 
无明显残留液体及粪便; 33例结肠内残留或多

或少的粪便或液体. 
1.2.2 检查设备及扫描参数、后处理技术: 33
例采用了德国产西门子16层螺旋CT(Siemens 
Sensasion 16), 13例采用了美国产GE 64层螺

旋CT(应用GE Lightspeed VCT螺旋CT扫描机, 
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Advantage Workstation 4.3_08工作站). 扫描层

厚5.0 mm, 重建间隔0.625 mm, 视野(FOV)50 cm
×50 cm, 120 kV, 200 mA. 扫描时间与扫描范围

有关, 扫描范围50-90 cm, 扫描时间4.1-7.0 s. 本
组病例所采用的后处理技术主要有多平面重建

(multiple planar reformation, MPR)、表面重建、

透明重建、仿真内窥镜和管腔展开, 其中管腔

展开技术仅应用于由GE Lightspeed VCT螺旋CT 
扫描机扫描的13例患者. 由2名有经验的诊断专

业医师对所得原始图像及后处理图像进行评价

和分析. 
1.2.3 充气方法及扫描体位: 嘱患者左侧卧位于

检查床上, 自肛门插入肛管注入空气1 000-1 500 
mL, 视患者体形不同注气量有所增减; 待患者觉

腹胀后停止注气, 扫描仰卧位定位像, 观察各段

结肠的充气情况, 如有肠段充气差, 需补充注气

达满意后扫描. 先给予仰卧位扫描, 肠道清洁无

明显残留液体及粪便者不再行俯卧位扫描, 若
遇肠道准备较差患者, 需改俯卧位再次扫描. 本
组中8例患者只给予了仰卧位扫描, 其余38例先

后行仰卧及俯卧位扫描. 

2  结果

2.1 CTC结果阴性 46例中有11例的CTC未发现

异常. 其中4例未行结肠镜检查; 1例因结肠曲度

过大、1例因结肠脾曲大量较硬较大粪块而使

结肠镜无法通过, 这两例经CTC检查为阴性结

果. 另外5例CTC阴性结果的病例, 1例结肠镜检

查报肠激惹, 1例结肠镜报横结肠外压性病变, 3
例经结肠镜检查为慢性乙状结肠或直肠炎. 
2.2 结肠隆起性病变

2.2.1 息肉: 35例CTC阳性的病例中, 11例经CTC
检出了结肠息肉. 其中1例为家族性息肉病患者. 
其余10例患者经CTC共检出了17枚息肉, 息肉的

生长部位按发生频率高低依次为乙状结肠(7)、

www.wjgnet.com

■研发前沿
有关CTC的研究
已在多个领域广
泛 展 开 ,  包 括 临
床应用、软件开
发、肠内容物标
记、CT技术的优
化、显示方法研
究及计算机辅助
诊断等.

A B

图 1 男, 49岁, 间断便血1年. A: 自盲肠向直肠方向观察的

仿真内窥镜图像; B: 自直肠向盲肠方向观察的仿真内窥镜

图像. 可见黏膜皱上一小结节样隆起性病变, 结肠镜证实为

一小息肉.
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盲肠及升结肠(5)、结肠脾曲(3)、直肠(2); 息肉

大小小于0.5 cm的有5枚, 大于0.5 cm而小于1.0 
cm的有8枚, 大于1.0 cm的有4枚; CTC观察息肉

基底较宽的5枚, 窄基底或细蒂者12枚(图1). 
2.2.2 恶性占位: 35例CTC阳性的病例中, 有16例
患者经CTC检出结肠恶性病变, 其中2例表现为

肠壁局限性增厚, 均发生于结肠肝曲, 经手术病

理证实分别为高分化腺癌和腺瘤伴小灶状癌变; 
表现为肿块者14例(共15个肿块), 其中10例因肿

块直接导致了结肠管腔狭窄(图2), 而使CTC前

的结肠镜检查失败; 肠壁增厚或肿块生长部位

按发生频率高低依次为乙状结肠(6)、结肠肝曲

(5)、结肠脾曲(2)、横结肠中段(2)、盲肠及升

结肠(2); 肿块大小介于1.2-7.0 cm; CTC观察到浆

膜面受侵者11例; 周围淋巴结转移者5例(图3); 远
处转移者4例, 其中2例因肠道梗阻较重而施行

姑息改道手术, 2例行内镜下结肠支架置入, 后
行辅助化学治疗. 
2.2.3 结肠炎性病变: 属于此类的共有5例, 除1例
表现为回盲瓣旁憩室炎外, 其余4例CTC上均表

现为结肠肠壁的增厚, 可为局限性增厚, 可为累

及一段肠管的对称性增厚, 也可为累及多段肠

管的肠壁增厚, 其中2例因管腔狭窄导致结肠镜

无法通过. 本组病例经临床对症治疗后, 复查腹

部CT提示病变较前好转或临床症状明显缓解. 
2.2.4 其他: 本组中1例经CTC证实为先天性巨结

肠短段型; 2例为横结肠及乙状结肠冗长症. 上
述35例均经电子结肠镜或手术病理证实.

3  讨论

结肠镜由于能够直观地显示黏膜而成为评价结

肠的标准检查方法[1-10], 可用作诊断和治疗, 因为

如果息肉较小可被切除、活检以取得病理学诊

断[11-14]. 但他是一项有创检查方法, 除检查前需

经充分肠道准备外, 检查过程中患者较为痛苦, 
且有发生结肠出血、穿孔等严重并发症的可能

■相关报道
F l e t c h e r 等研究
显示结合仰卧位
和俯卧位CTC扫
描 ,  可 明 显 提 高
对直径5 mm以上
息肉检出的敏感
性, 单用仰卧位扫
描时其敏感性为
45.1%, 结合俯卧
位扫描时敏感性
提高到68.6%, 同
时俯卧位扫描尤
其有助于左半结
肠和直肠息肉的
检出.

图 2 男, 44岁, 腹痛、便血6 mo. A: 横断面图像; B: 冠状面MPR图像; C: 矢状面MPR图像; D: 全结肠表面重建图像; E: 全

结肠透明重建图像. MPR图像可见降结肠近段肠壁明显不规则增厚, 浆膜面毛糙, 周围脂肪间隙模糊不清, 术后病理为低分

化腺癌侵及浆膜. 全结肠表面重建图像可见降结肠近段类似“苹果核”样改变的塑形缺损. 全结肠透明重建图像可见降结

肠近段类似“苹果核”样透明化的塑形缺损.

A B C

D E

图 3 女, 58岁, 右下腹不适6 mo. 横断面见升结肠近端肠

壁明显不规则增厚, 管腔狭窄, 浆膜面毛糙, 可见突起样影, 

同层面见升结肠左后方脂肪间隙内多发结节样淋巴结影, 术

后病理回报升结肠高分化腺癌伴周围淋巴结转移.
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性[15]; 由于造成结肠梗阻的结直肠癌不能通过

内镜, 因此无法对肿瘤本身进行评价, 而对这种

患者用钡剂检查, 在技术上也存在通过障碍等

困难, 同时还会提高因钡剂浓缩造成的结肠梗

阻加重的危险性; 仅能检测结肠黏膜表面情况, 
无法检测结肠外如浆膜受累以及结肠病变对肠

外的侵犯. 结肠镜也有一定的失败率, 他取决于

检查者的技巧、肠道局部解剖关系、之前是否

有腹部手术史以及患者对麻醉的耐受力. 本组

46例中除12例未行结肠镜检查外, 其余34例结

肠镜的完成率约为55.9%(19/34). 
CTC的仿真内窥镜技术可以任意旋转视角

进行多方位观察, 因此大大提高了结肠黏膜的

显示率, 从而避免了结肠镜检查盲区, 避免漏诊

病变. 本组中1例结肠肝曲占位患者, CTC前的

结肠镜漏诊乙状结肠病变1处, 经CTC提示后行

二次肠镜发现病变. 与结肠镜相比, CTC检查无

需插管, 只需自肛门注入适量的空气使结肠充

分扩张, 除患者自觉腹胀外, 无其他明显不适, 
因此尤其适用于高危人群的筛选检查, 无肠穿

孔、出血并发症, 对于高龄或合并其他严重心

血管疾患的患者, 目前CTC是可以代替结肠镜的

唯一检查. 本组中有5例是因高龄(≥71岁)或合

并严重心血管疾患, 不适合行结肠镜检查, 从而

选择结肠CTC检查的. 因此说, 结肠CTC是对结

肠镜的一个重要的补充检查手段. 
CTC对结肠梗阻性病变的应用已超出结肠

镜的诊断范围, 因为镜身不能通过的狭窄段是

可以被气体自由贯穿的, 因此术前能够完整评

价结肠情况的检查首选CTC. 后处理技术之一

的仿真内窥镜可自梗阻点近端和远端任意观察

结肠内腔与病变; 对≥5 mm的息肉或肿瘤病变

的细节显示与结肠镜相似[16-22]; CTC可通过多平

面重建的后处理方式得到病变部分冠状位及矢

状位图像, 从而清晰显示周围的解剖结构, 进而

更加精确定位结肠内病变, 而不是像结肠镜那

样只能通过距肛缘的长度来大致判断病变位置, 
而且这种能够显示结肠整体的重建图像更受临

床医师欢迎; 不仅可显示肠壁黏膜面, 还可以显

示肠外结构, 对结肠癌患者, 为临床医生提供结

肠外受累信息, 有助于对结肠癌进行分期, 对手

术计划的制订起到关键的辅助作用, 也可了解

克隆氏病及溃疡性结肠炎对结肠的侵犯范围, 
评价保守治疗效果. 本组16例恶性病变患者, 除
2例表现为肠壁增厚的患者局部浆膜面光滑未

受侵外, 通过多平面重建图像观察到浆膜面受

侵者11例; 周围淋巴结转移者5例, 与手术所见

相符. 
CTC可真实地评价肿块的部位、大小以及

周围侵犯的情况[23-32], 与结肠镜相比, CTC在评

价恶性病变的远处转移方面的优势更是显而易

见的. 而此点又是手术是否执行的关键因素, 本
组中远处转移者4例, 有2例因肠道梗阻较重而

施行姑息改道手术, 有2例行内镜下结肠支架置

入, 后行辅助化学治疗, 如果这4例患者单独依

靠结肠镜结果而贸然手术的话, 不仅临床医师

会在术中遭遇术前想不到的一些情况, 而使手

术达不到预期的效果, 而且患者要承受更大的

身体和心理的痛苦. 
与常规CT的腹部扫描相比, CTC的优势在

于患者不必等待口服阳性肠道对比剂进入结肠

所需的时间(至少2 h); 对于那些未行肠道准备的

患者, 常规的腹部结肠检查会受肠内粪便的影

响而不能客观评价病变的位置或形态; 对于结

肠息肉等较微小病变, 常规腹部结肠CT扫描常

是阴性结果. 
CTC的技术关键: (1)需进行充分的肠道清

洁准备, 如果肠道内仍可见大量残余液体, 需
结合仰、俯卧位两种体位观察 .  由于本组中

71.7%(33/46)的患者肠道准备都不能达到满意

的程度, 因此在CTC扫描时需改变体位扫描, 通
过结合仰、俯卧位2种体位观察, 可使气体和

残余液体重新分布, 以弥补被残余液体所掩盖

的那部分结肠肠壁. 有研究指出, 双体位扫描还

能使结肠的扩张度得到显著改善, 横结肠在仰

卧位, 直肠、乙状结肠在俯卧位具有更为满意

的扩张度[33]. Fletcher等研究显示结合仰卧位和

俯卧位CTC扫描, 可明显提高对直径5 mm以上

息肉检出的敏感性, 单用仰卧位扫描时其敏感

性为45.1%, 结合俯卧位扫描时敏感性提高到

68.6%, 同时俯卧位扫描尤其有助于左半结肠和

直肠息肉的检出[34]. (2)需注入足够量的气体使

结肠肠腔尽可能的扩张. CTC检查技术由于向结

肠肠腔内注入适量的空气使结肠充分扩张, 从
而形成了肠腔内气体与肠壁的密度对比, 易于

进行仿真内窥镜、表面重建和透明重建的后处

理; 也由于结肠肠壁被尽可能的展开, 从而使对

肠壁细节的观察和评价变得更加客观真实, 再
通过多平面重建的方式为临床医师提供更加直

观的图像资料. 肠腔扩张不良是造成结肠仿真

内窥镜技术中病灶漏诊的重要原因之一, 肠管

扩张不良将使仿真内窥镜视野狭小, 不利于病

■应用要点
在对CTC图像进
行分析时, 可先采
用仿真内窥镜进
行腔内飞越, 发现
黏膜面的隆起性
病变时, 再结合多
平面重建图像寻
找该隆起性病变
在横断、冠状及
矢状位图像中的
位置, 通过了解病
变内部的密度来
评价该隆起性病
变的性质.
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灶的检出和细致观察; 在扩张不足的肠管中结

肠袋间皱襞往往更加突出明显, 会造成仿真内

窥镜视野中皱襞下盲区的产生. 因而保证结肠

的充分扩张、结肠壁平坦、皱襞尽量展开是仿

真内窥镜技术的基本要求[35,36]. 因此结肠内注气

量的多少决定了肠壁的展开程度, 从而直接决

定了CTC评价结肠病变的有效性. (3)利用多种

后处理技术辨认息肉、结肠皱襞和粪便残渣. 
CTC检查对于结肠较大的占位性病变显示较为

清晰, 检出率较高, 但对于结肠微小病变, 如小

于5 mm的息肉, 多位作者的研究显示其检出率

均不高[16-22], 除了上述的两种因素制约了结肠微

小病变的检出外, 合理地运用多种后处理技术

也有助于结肠微小病变的显示和鉴别. 因为结

肠黏膜面和肠外表现分别可由仿真内窥镜和多

平面重建的方式显示出来. 在结肠各段充气良

好的情况下, 表面重建和透明重建侧重于显示

病变在结肠这一整体中的定位, 而不是对病变

细节的显示, 因此作者认为结肠的表面重建和

透明重建是“锦上添花”的后处理方法. 由于

仿真内窥镜技术能够多方位观察结肠黏膜, 不
存在检查盲区, 因此对结肠隆起性病变检出的

敏感性较高, 作者通过对46例结肠充气CTC患者

进行后处理后发现, 在对CTC图像进行分析时, 
可先采用仿真内窥镜进行腔内飞越, 发现黏膜

面的隆起性病变时, 再结合多平面重建图像寻

找该隆起性病变在横断、冠状及矢状位图像中

的位置, 通过了解病变内部的密度来评价该隆

起性病变的性质. 在诸多后处理方式中, 管腔展

开技术又被称为仿真病理, 是将结肠黏膜以平铺

的方式展开, 从而将所有结肠黏膜直接呈现在观

察者的面前, 进一步提高了黏膜病变的显示率. 
本组中有13例也采用了该种后处理技术.

从1994-02全美胃肠道放射学会上, Vining和
Gelfand博士第1次展示了通过应用螺旋CT扫描

获得的容积数据报告以及结肠仿真内窥镜的飞

越录像开始到现在, 有关CTC的研究已在多个领

域广泛展开, 包括临床应用、软件开发、肠内

容物标记、CT技术的优化、显示方法研究及计

算机辅助诊断等. 相信随着计算机技术的不断

发展, CTC的临床应用研究还将达到一个崭新的

高度, 还会有越来越多的患者得益于这项检查

方法.
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Abstract
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is 
closely associated with genetic, environmen-
tal, and metabolic stress. Elevated sensitivity 
of hepatocytes to injury is found in NAFLD 
in some circumstances, such as exposure to 
hepatotoxic substances (carbon tetrachloride, 
alcohol) and cholestasis. Mitochondrial dys-
function, free fatty acids, oxidative stress, in-
flammatory factor and calcium overload in he-
patocytes play an important role in the patho-
genesis of increased sensitivity of hepatocytes 
to injury in NAFLD. Further elucidation of the 
pathogenesis of hepatocyte sensitivity to inju-
ry may provide a new strategy for prevention 

and treatment of NAFLD. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Hepa-
tocyte; Sensitivity; Pathogenesis

Shen H, Liu T, Zhang L, Zheng PY, Ji G, Xing LJ. 
Pathogenesis of increased sensitivity of hepatocytes to 
injury in non-alcoholic fatty liver disease. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(7): 685-688

摘要
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是遗传-环境-代谢应激相关
性肝病. NAFLD肝细胞对损伤因素如毒性化
学物质(四氯化碳)、酒精、胆汁淤积的敏感
性增加. 线粒体功能障碍、游离脂肪酸、氧
应激、炎症因子、肝细胞钙超载等在NAFLD
肝细胞损伤敏感性的机制中起重要作用. 对
NAFLD肝细胞损伤敏感性的机制探索将成为
研制防治肝病药物重要的新途径.  

关键词: 非酒精性脂肪肝; 肝细胞; 敏感性; 机制
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除乙醇和其他明确的肝损

伤因素外所致的, 以弥漫性肝大泡性脂肪变、

伴或不伴炎症为主要特征的临床病理综合征, 
包括单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎、肝纤维化以

及肝硬化[1]. 在西方国家, NAFLD是最常见的肝

脏疾病之一, 占总肝病的17%-33%[2,3]. 
目前在NAFLD发展过程中, 胰岛素抵抗被

认为是最主要的病理生理因素[4,5]. NAFLD肝

细胞对损伤因素如毒性化学物质(四氯化碳)、
酒精、胆汁淤积的敏感性增加. 但是NAFLD肝

细胞损伤敏感性的机制是什么呢? 本文主要围

绕NAFLD肝细胞损伤敏感性的机制展开, 对
NAFLD肝细胞损伤敏感性的机制探索将成为研

www.wjgnet.com
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制防治肝病药物重要的新途径.

1  肝细胞损伤的相关因素

肝细胞损伤是遗传、环境、体内多因素改变介

导的生物学过程, 是肝脏疾病的共有表现. 肝脏

可受外来侵害因素或内在循环紊乱、代谢障

碍、免疫反应等因素的影响, 通过适应性防御

反应和破坏性反应过程, 发生变性、凋亡、坏

死、免疫-炎症反应、纤维化、缺血、基因表达

异常、再生等多种形式的肝损伤改变. 各种损

害因子可分别或先后以肝细胞、库普弗细胞、

肝星状细胞、内皮细胞和胆管细胞等为靶细胞, 
激发细胞损伤及其伴同的组织结构和功能改变, 
导致肝细胞损伤. 

2  肝细胞损伤的类别

关于细胞死亡过程的研究, 近年来已成为生物

学、医学研究的一个热点. 肝细胞损伤可分为

两种: 一种是肝细胞变性: 也称为亚致死性损伤; 
另一种是致死性细胞损伤: 又可分为凋亡和坏

死两种类型[6,7]. 在凋亡的级联反应中, 一类重要

的物质就是胱冬肽酶(caspase). 在不同的细胞类

型中, 凋亡有两条不同的信号传播途径[8]: (1)启
动caspase被激活后, 产生一强的信号反应, 然后

直接活化效应caspase; (2)当启动caspase活化的

程序不够充分时, 通常需要线粒体的参与放大

这一过程.

3  NAFLD肝细胞损伤敏感的机制

3.1 线粒体与肝损伤 近年来关于线粒体的研究

表明, 线粒体在NAFLD肝细胞死亡中起着关键

的作用. 线粒体功能障碍已成为肝脏损伤的一

个机制, 他在细胞凋亡以及坏死的过程中都起

着重要的作用[9]. 
3.1.1 细胞色素C的释放: 细胞色素C是线粒体

释放的前凋亡因素. 在细胞质, 细胞色素C与凋

亡激活因子Ⅰ结合后, 再与ATP结合, 激活cas-
pase-9, 然后激活caspase-3, caspase-3刺激凋亡

的效应途径, 导致ADP-核糖聚合酶断裂, 核小

体间DNA水解, 细胞皱缩, 染色体边缘化, 核小

叶形成. caspase也参与线粒体释放细胞色素C的
上游过程, TNF-α和FasL与其受体的结合激活

caspase-8, caspase-8断裂Bid, 然后定位至线粒体, 
诱导细胞色素C的释放. 
3.1.2 线粒体瞬时通透性孔道: 线粒体的主要功

能为通过氧化磷酸化合成ATP, 在线粒体内膜经

呼吸链电子传递转化还原等价物以利用能量. 
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线粒体瞬时通透性孔(mitochondria permeability 
transition pore, MPT)[10-12]是线粒体内膜一种可由

铜离子诱导的可逆性通道, 他在跨膜线粒体蛋

白释放至胞液的过程中起到重要作用. 氧化磷

酸化障碍及MPT改变均可以引起细胞损伤. PT
孔开放可诱致线粒体去极化、解偶联、肿胀、

使内膜对相对分子质量小于1.5 kDa的溶质分子

自由通透, 如果PT孔开放, 导致外膜破裂, 则可

释放出细胞色素C引起凋亡. 
3.1.3 Bcl-2家族的作用: 与死亡程序相关的另一

重要成分是Bcl-2家族[13]. 这一家族的不同成员

对凋亡或坏死可能具有促进或抑制两种不同的

作用, 其主要作用靶点是线粒体. 近年来, 有关

bc l-2 基因蛋白家族作用机制方面进行了大量

研究, 对其已有了一定了解, 并提出了几种作用

模式, 但确切的机制尚未确定. Harris等[14]指出, 
bcl-2基因蛋白家族对于PT孔的开放和关闭起关

键的调节作用, 促凋亡蛋白Bax等可以通过与内

膜的腺苷转位因子(adenine nucleotide trans2lo-
cator, ANT)或电压依赖性阴离子通道(voltage 
dependent anion channel, VDAC)的结合介导PT 
孔的开放, 而抗凋亡类蛋白如Bcl-2、Bcl-xL等
则可通过与Bax竞争性地与ANT结合, 或者直

接阻止Bax与ANT、VDAC的结合来发挥其抗

凋亡效应. Mikhailov等[15]研究发现, 发生膜转位

Bax在线粒体膜上形成了由四聚体到十聚体组

成的低聚复合物, 从而在线粒体外膜上形成通

道介导细胞色素C的释放, 此复合物的形成可被

Bcl-2抑制. 由上可见, Bax对于细胞色素C的释放

起着关键的作用, 在凋亡信号的刺激下Bax可从

胞质转位到线粒体膜上, 从而启动线粒体介导

的细胞凋亡. 抗凋亡类Bcl-2蛋白可以通过阻止

促凋亡蛋白在线粒体膜上形成低聚体来发挥其

抗凋亡作用[16]. 
3.2 胆汁淤积与肝细胞损伤 在NAFLD胆汁淤积

中, 升高的疏水性胆汁酸加速了肝细胞坏死, 最
终导致肝损伤和肝硬化[17]. 其机制为: 疏水性胆

汁酸通过激活Fas和TRALL死亡受体, 线粒体功

能障碍, 氧化应激, JNK/AP-1信号通路诱导肝细

胞凋亡[18-22]. 也有文章报道疏水性胆汁酸也通过

内质网应激诱导的肝细胞凋亡[23]. 
3.3 氧应激与肝损伤

3.3.1 细胞自由基的直接损害与脂质过氧化作

用: 为反应性氧化物(ROS)及其代谢产物的产生

超过对其去毒或防御的能力. 氧化物和抗氧化

物之间的动态失衡导致氧化应激. ROS通过传

www.wjgnet.com
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递1个或2个电子对细胞成分和生物物质起直接

损害作用. OH-主要与细胞脂质、蛋白质、DNA
起反应; O2-与和H2O2主要与细胞蛋白质而不是

脂质或DNA起反应. ROS损害的重要靶位是线

粒体. 由于mtDNA缺失及修复障碍, 导致MPT开
放、呼吸链电子传递受阻、NF-κB核内移位等

改变, 促进继发性氧应激, 使ROS生成增多及抗

氧化物缺失. 在应激的驱动下, ROS进一步通过

脂质过氧化介导生化性和结构性破坏, ROS氧
化细胞及细胞器的生物膜, 从磷脂膜的多不饱

和脂肪酸提取H+进行链反应形成脂质过氧化物, 
可诱致细胞死亡. 
3.3.2 ROS与细胞内信号级联反应: ROS为细胞

信号传递分子及细胞信号传导刺激因子. 细胞

信号受氧化还原的调节, 效应细胞对ROS反应可

使其自身的信号分子产生信号变异, 引发一系

列信号级联反应影响其生物功能. ROS通过调节

和活化细胞内信号分子的表达, 扩增与级联反

应相关的细胞损害. ROS内信号级联反应包括诱

致应激活化的蛋白激酶、转录因子(激活物蛋白

-1、缺氧诱致因子-1、NF-κB等)、凋亡信号调

节物(caspase、Bad、Bcl-2等)以及琉基在细胞

内翻译水平的信号传导改变等表达异常. 肝脏

缺血再灌注损伤反应后期(>24 h)则表现为炎症

介导的坏死、凋亡. 
3.4 肿瘤坏死因子与肝损伤 TNF-α是一种大多

由巨噬细胞产生的细胞因子. TNF-α是凋亡的重

要介质之一. TNF-α介导肝细胞损伤的机制尚

不十分明了, 大量研究证明, TNF大多数生物学

效应由TNF-R1介导[24,25]. TNF-R1胞内区含死亡

结构域, 其引起细胞凋亡或通过激活核转录因

子NF-κB使某些细胞增殖、分化; 也可触发信

号传导级联而导致细胞凋亡. TNF与TNF-R1结
合, 可通过以下3条途径触发细胞死亡. 第一条

途径: TNF与TNF-R1结合并使TNF-R1在胞内形

成三聚体, 后者与TNF受体相关死亡结构域蛋白

(TNF-receptor-associatedeath domain, TRADD)连
接[26], 引起不同的生物学效应. 第二条途径: TNF
与TNF-R1结合, 通过TRADD聚集RIP(Receptor-
interacting protein)[27]. RIP死亡区优先与TRADD
死亡区结合并与TNF-R1发生较弱的连接, 引起

细胞的凋亡. 第三条途径: TNF诱导细胞凋亡的

另一途径是鞘磷脂酶(sphingomyelinase, SMasc), 
其产生的脂质神经酰(ceramide, CM)作为死亡信

号级联中重要的信号物质, 可引起细胞凋亡和

NF-κB激活[28]. 同时神经酰胺可直接与线粒体内

细胞色素C结合, 释放线粒体, 或者通过促进氧

化应激而导致其对肝细胞的损伤. 
3.5 肝细胞钙超载与肝损伤 细胞的许多重要生

理代谢活动都与胞内Ca2+浓度有关, 且钙稳态对

细胞的生存极为重要[29]. 在NAFLD中细胞毒性

物质CCl4可直接损伤肝细胞膜, 使Ca2+跨膜内流

增加引起肝细胞受损. 大量Ca2+涌入细胞并主要

聚集在线粒体内, 由于线粒体膜电势丧失, 呼吸

链功能障碍, 电子传递链电子外漏增加, 促进了

氧自由基的产生. 导致线粒体及肝细胞的脂质

过氧化损伤. Ca2+激活Ca2+依赖性磷脂酶, 促进膜

磷脂分解[30]; 从而促使核苷酸酶、腺核苷酸环

化酶、Na+-Ca2+-ATP酶降解[31]; 激活钙依赖核苷

酸内切酶, 引起DNA水解[32]阻断胞内依靠转录

而进行的潜在修复过程. 这些因素都可加重肝

细胞损伤, 产生恶性循环.

4  结论

总之, NAFLD肝细胞损伤敏感性是一种由多种

因素介导的复杂的生物学过程, 损伤的结果是

肝细胞可能发生凋亡或者坏死. 但是NAFLD肝

细胞损伤敏感性的机制仍未完全阐明. 进一步

研究NAFLD肝细胞损伤敏感性的机制将对于肝

脏疾病的预防和治疗起到重要的作用.
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Abstract
The etiology and pathogenesis of inflammatory 
bowel disease (IBD) remain incompletely under-
stood. Inflammatory process caused by abnor-
mal intestinal mucosal immune responses plays 
an important role in the pathogenesis of IBD. T 
helper 17 (Th17) cells mediate chronic inflamma-
tion and autoimmune diseases, while regulatory 
T (Treg) cells suppress autoimmunity. There is 
an interrelationship between Th17 cells and Treg 
cells. Some studies have shown that Th17/Treg 
balance is critical in maintaining intestinal im-
mune homeostasis. Th17/Treg imbalance may 
be a cause of human IBD. Recent studies have 
also shown that transforming growth factor-β, 
interleukin-6 and retinoic acid may be key fac-
tors regulating Th17/Treg balance. As intestinal 
flora is closely related with the occurrence of 
IBD, probiotic treatment of IBD has attracted 
wide attention. Elucidation of the regulation of 

Th17/Treg balance is key to understanding IBD. 

Key Words: T helper 17 cell; Regulatory T cell; In-
flammatory bowel disease
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的病因和发病机制尚未完全明确, 肠道黏膜免
疫系统异常反应所导致的炎症过程在发病中
起重要作用. 辅助性T细胞17(T helper 17 cells, 
Th17)可介导慢性炎症和自身免疫性疾病的发
生, 调节性T细胞(regulatory T cell, Treg)有抑
制自身免疫的功能, 二者存在相互转化的关
系. 有研究表明Th17/Treg转化平衡是维持肠
道免疫稳态的重要因素, 这可能是导致人类
IBD的原因之一. 最近研究表明TGF-β, IL-6和
维甲酸(retinoic acid, RA)可能是调控二者平衡
关系的重要因素. 肠道菌群(intestinal flora)与
IBD的发生发展关系密切, 益生菌(probiotics)
对IBD的治疗作用成为研究的热点. 深化对
Th17/Treg转化调控关系的研究是当前重要的
研究课题. 

关键词: 辅助性T细胞17; 调节性T细胞; 炎症性肠病
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0  引言

IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和
克罗恩病(Crohn's disease, CD). 目前认为环境、

遗传、感染和免疫是IBD的主要病因, 国外学者

做了大量研究[1-3]表明肠道黏膜免疫反应的激活

是导致IBD发生、发展和转归过程的直接原因. 
Th17的发现解释了传统Th1/Th2轴异常现象发

生的原因, 研究证实Th17可参与IBD尤其是UC
的发生. Treg数量减少或功能异常均可导致IBD
的发生. 转化生长因子-β(transforming growth 
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17(Th17)和调节
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控关系的失衡在
I B D发病过程中
发挥重要作用. 
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factor β, TGF-β)诱导幼稚T细胞转化为Treg抑制

自身免疫; 在IL-6存在的情况下, TGF-β则促进

幼稚T淋巴细胞分化为Th17细胞, 分泌前炎症因

子IL-17, 促进自身免疫和炎症的发生. RA通过

其受体RARα可调节FOXP3和IL-17表达, 从而

诱导FOXP3表达和抑制Th17的极化. 菌群失调

是IBD的发病因素之一, 益生菌制剂可有效调节

患者肠道菌群平衡, 是治疗IBD的辅助疗法. 这
些研究深化了对IBD发病机制和治疗的认识. 本
文将结合这些研究热点, 介绍Th17/Treg失衡以

及肠道菌群与IBD关系的研究概况.

1  Th17的调控和生物学效应

1.1 Th17的发现 Th17的发现源于免疫学家对

自身免疫性疾病的研究. 一直以来, 研究人员

认为Th1功能失调可引起自身免疫性疾病, 如
多发性硬化病, 类风湿关节炎及其实验模型的

发生. 然而研究发现, 抑制或敲除Th1型细胞因

子I L-12和I F N-γ对诱导实验性自身免疫性脑

炎(experimental autoimmune encephalomyelitis, 
EAE)产生不同影响, 敲除IL-12 p40的小鼠对诱

导EAE产生抵抗, 而敲除IFN-γ则产生易感性[4]. 
IL-23的发现引起人们重新评价IL-12和IL-23在
诱导EAE过程中的作用[5]. IL-23是IL-12家族的

新成员, IL-23与IL-12共同拥有亚单位p40, 另
一个亚单位p35被p19取代. 一些研究表明IL-23 
p19缺陷小鼠不能诱导E A E和胶原性关节炎

(collagen-induced arthritis, CIA), 而IL-12 p35缺
陷小鼠则可以诱导这两种疾病模型. 这提示至

少IL-23参与诱导自身免疫疾病动物模型[5]. 2005
年, Park等[6]和Harrington等[7]研究发现, IL-23通
过促进CD4+ T细胞分泌炎性细胞因子IL-17而发

挥其促炎效应, 因此IL-23 p19基因的敲除影响

了细胞因子IL-17的水平, 间接影响自身免疫性

疾病的发生, 并首次提出Th17细胞的概念.
1.2 Th17的分化和调控

1.2.1 Th17的分化: 过去发现IL-23基因敲除小鼠

体内不能产生Th17, 表明IL-23在Th17分化中发

挥重要作用. 近年来的研究显示IL-23只表达于

已激活的或记忆性CD4+ T细胞[7,8], 这说明IL-23
不参与Th17细胞的早期分化, 但在维持Th17表
型稳定、存活、增殖及功能方面起重要作用. 

为了找出诱导初始CD4+ T细胞分化为Th17
的关键细胞因子, Veldhon等[9]敲除TGF-βR2基
因, 结果发现该鼠体内缺乏Th17细胞, 不能诱导

EAE发生, 而注射TGF-β中和性抗体能阻止或减
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少EAE病情. 还有研究发现TGF-β1的缺陷可阻

止EAE小鼠Th17细胞的分化, 抑制小鼠对EAE
的诱导[10]. 这表明TGF-β是Th17分化的必需因

子, 同时也是诱导初始CD4+ T细胞分化为具有

免疫抑制作用的CD25+Foxp3调节性T细胞(Treg)
的主要细胞因子. TGF-β在Th17分化中发挥至关

重要的作用. 
有研究表明, 阻断IL-6信号通路抑制了鼠

Th17细胞的分化, 说明IL-6和TGF-β是诱导Th17
分化的关键. 在TGF-β单独存在条件下, 初始

CD4+ T细胞被诱导分化为Treg细胞[11]. Xu等[12]

做了一项研究, 体外激活纯化的小鼠CD25+ T细
胞后产生大量TGF-β, 在IL-6存在时CD4+ CD25+ 
Foxp3+ T细胞分化为Th17; IL-6可诱导CD4+ 
CD25+ Foxp3+(GFP+)T细胞分化为Th17. 因此

IL-6是决定初始CD4+ T细胞分化为Treg还是

Th17的关键因子. 
研究发现Th17能自分泌产生IL-21来促进自

身分化进程[13]. IL-6可诱导Th17自分泌IL-21, 后
者通过正反馈诱导IL-21和IL-23R的表达, 同时

IL-21诱导STATA3表达并与IL-23系统共同诱导

RORγt表达, 促进IL-17的产生[14]. 
总之, Th17的分化主要包括3个阶段: TGF-β

和IL-6首先启动Th17分化, IL-21介导Th17扩大

分化规模, IL-23则在分化后期维持Th17稳定分

化成熟. 
1 .2.2 T h17的调控 :  维甲酸相关孤儿素受体

γt(RORγt)是Th17分化的重要转录因子[15]. RORγt
是维甲酸家族成员之一, 特定表达与T细胞区域, 
其作用是调节胸腺中T细胞的发育和外周血中

效应性T细胞的分化. 有研究发现, 未致敏T细胞

充分表达RORγt可诱导其向Th17细胞方向分化, 
分泌IL-17发挥致炎作用; 若缺乏RORγt的表达, 
则其不能向Th17细胞方向分化[16]. 新近研究还

表明Th17细胞分化的另一个转录激活因子ROR, 
他可上调Th17细胞表达. Yang等[17]在研究中发

现ROR缺导致IL-17在体内外表达减少. ROR可
能通过与RORγt共同表达的协同方式促进Th17
细胞的分化[16]. 

Stat3是IL-6, IL-21和IL-23的主要信号传导

因子, 是产生IL-17的关键因子, Stat3缺乏导致

IL-17产生细胞减少[18-20]. 还有研究表明Stat3可
调节RORγt的表达, Stat3缺乏使RORγt的表达受

损, 导致T细胞中T-box(T-bet)和Foxp3表达增加; 
相反, Stat3的功能亢进时RORγt的表达增加, 抑
制Foxp3的表达, 抑制CD4+ Th细胞向Treg方向分
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化, 促进Th17细胞的增殖. Stat3同时可诱导IL-
23R[21]. 

干扰调节因子-4(interference regulatory 
factor 4, IRF4)最近被报道是Th17分化的重要

因子 [22]. 有研究发现I R F4参与E A E模型鼠炎

性Th17细胞的发育过程 [23]. 进一步研究发现, 
IRF4-/- T细胞不能产生IL-17. IRF4-/-小鼠不能诱

导EAE, IRF4在RORγt表达中起重要作用[22]. 
1.3 Th17的生物学效应 Th17分泌多种细胞因子, 
主要分泌IL-17A(IL-17), IL-17F, IL-21和IL-22. 
IL-17细胞因子家族包括IL-17A, IL-17B, IL-17C, 
IL-17D, IL-17E(IL-25)和IL-17F. IL-17是通过获

得性免疫与先天性免疫系统联合的方式来促进

炎症的发生, 并且也像大多数炎症因子一样主

要是在体外发挥作用.
Th17相关细胞因子可引发许多炎症反应. 

IL-17可促进炎性细胞因子, 趋化因子(如MCP-1
和MIP-2), 环氧合酶-2, 组织降解蛋白酶(MMPs)
及基质金属蛋白酶等的合成, 引起组织细胞浸润

和组织破坏[24,25].  源于Th17的细胞因子可以保护

宿主对抗各种细菌和真菌, 特别在对黏膜表面的

保护上起重要作用, 这些功能加强修复, 促进中

性粒细胞活化, 刺激上皮细胞产生防御作用[25].

2  Treg的调控和生物学效应

2.1 Treg的发现 Sakaguchi等[26]在1995年做了一

个创新性的研究, 首次在啮齿类动物身上发现

CD4+ T细胞的一个亚型表达CD25(IL-2受体α

链), 被称为CD4+CD25+ T细胞亚群. 实验中将小

鼠外周CD4+CD25+ T细胞去除后引发自身免疫

性疾病, 而将CD4+CD25+ T细胞和CD4单阳性T
细胞共同过继转移, 则可预防自身免疫性疾病

的发生, 这表明此类T细胞能介导外周免疫耐受, 
可能是导致各种自身免疫疾病发生的原因. 
2.2 Treg的分类和功能 根据细胞因子表面标记、

转录因子的表达及分泌细胞因子的不同, CD4+ 

Treg主要分为两个亚群: 自然调节性T细胞(na-
ture Treg, nTreg)和适应调节性T细胞(adaptive or 
induced Treg, aTreg or iTreg). nTreg主要指在胸腺

发育成熟后进入外周淋巴组织的Treg细胞, 在预

防病理性自身免疫反应方面起作用; iTreg主要

由成熟T细胞诱导产生, 在微生物感染和移植免

疫中起主要作用. nTreg主要为CD4+CD25+ Treg, 
目前对这类亚型的研究较多, 约占外周CD4+ T
细胞的5%-10%, 是维持机体内环境稳定的主要

Treg, 其功能为通过下调自身免疫应答来诱导自

身免疫耐受和抑制自身免疫疾病的发生[27]. 这种

功能使CD4+CD25+ Treg在自身免疫疾病, 慢性炎

症, 肿瘤免疫和器官移植等中发挥重要作用. 
2.3 Treg的调控 FOXP3属于foxhead家族分叉头

/翼状螺旋(forkhead/winged-helix)转录调节因子, 
目前是公认的CD4+CD25+ Treg特异性标志. 在转

基因动物实验中发现, 随着FOXP3表达水平的

降低, nTreg的抑制功能丧失, 并分化为Th2细胞, 
最终导致自身免疫综合征[28]. 还有实验证明, T
细胞表面过度表达FOXP3可以使其转变为Treg
表型, 并发挥其抑制活性[29]. 持续表达FOXP3是
维持Treg抑制活性的关键因素[30]. 因此FOXP3对
CD4+CD25+ Treg的发育、外周表达和功能维持

起关键性作用. 
TGF-β由Th3分泌, 是重要的免疫调节分

子, 通过调节FOXP3表达来影响Treg的功能. 研
究表明TGF-β对维持小鼠外周CD4+CD25+ Treg
的数量, 功能及FOXP3表达至关重要, TGF-β在
外周诱导FOXP3的表达[31,32]. 在没有TGF-β存在

的情况下, Treg细胞抑制功能减弱, 在体内存活

率降低[10,33]. TGF-β激活Smad3, 同时刺激TCR
诱导NFAT的活化. Smad3和NFAT共同作用促进

FOXP3表达[34]. 此外, 诱导FOXP3的表达还需要

IL-2介导激活Stat5. TGF-β和IL-2可维持分化后

Treg细胞的生存和功能[35].

3  Th17/Treg失衡在炎症性肠病中的作用

传统观念认为, UC患者肠道黏膜炎症主要是由

IL-4和IL-13促进分化的Th2细胞占优势; 而CD
患者主要是IL-12促进分化的Th1细胞占优势. 
T h17细胞的发现拓宽了对I B D形成机制的认

识, 有助于解释Th1/Th2轴中异常现象发生的原

因. Kinugasa等[36]指出IL-17通过细胞外信号调

节(ERK)-丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)通路参

与调节肠上皮屏障功能, IL-17可能是引起肠道

炎症的潜在因素. Veldhoen等[37]发现, 在大肠炎

症模型小鼠的肠道和淋巴器官中, 可以同时检

测出IFN-γ+和IL-17+的CD4+ T细胞. 另一项研究

发现活动性CD和UC患者病变肠黏膜中CD3+ T
细胞、CD68+单核细胞和巨噬细胞中可以检测

到IL-17的表达. 活动性CD患者中IL-17细胞数

是正常对照组的20倍, 是非活动性CD患者的4
倍. 相对于正常人, CD和UC患者血清中的IL-17
明显增高, 非活动性IBD患者血清中的IL-17也
升高. 重组IL-23可以进一步诱导UC患者的LP-
CD4+细胞产生IL-17, 但对CD患者这种作用却

■相关报道
Mucida等研究表
明在 IL-6存在的
情况下, TGF-β则
促进幼稚T淋巴细
胞分化为Th17细
胞, 分泌前炎症因
子IL-17, 促进自
身免疫和炎症的
发生. Kitani等的
实验也证明Treg
可 有 效 的 修 复
I B D 患者黏膜炎
症, 但是在炎症部
位出现IL-6和/或 
IL-23时, Treg则分
化为致病性Th17. 
Bai等实验对RA
和 R A Rα在人类
和小鼠结肠炎免
疫应答中的作用
机制进行了研究, 
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很弱, 这更证实了UC患者中Th17免疫的显著特

征[38]. 以上研究均提示Th17细胞参与了炎症性

肠病的发病. 
CD4+CD25+ Treg细胞数量减少、功能异常

或抑制功能受损, 均可导致肠黏膜损伤, 从而诱

发IBD的发生. Becker等[39]研究表明, TGF-β主
要参与诱导和维持转录因子FOXP3的表达以及

CD4+CD25+ Treg细胞的增殖与活化, FOXP3通过

下调Smad3进而增强TGF-β信号通路, 加强后者

的免疫抑制活性. 活化后的Treg细胞可与高浓度

TGF-β抗体特异性结合, 阻断Treg细胞的免疫抑

制效应, 同时Treg细胞分泌的TGF-β与自身细胞

膜受体结合, 激活后再借助细胞-细胞间接触从

而发挥其免疫抑制效应. 另有研究认为Tregs依赖

IL-10、TGF-β抑制先天或获得性免疫诱导的肠

黏膜炎症反应, CD4+CD25+ Treg细胞数量的减少

或功能异常可能是导致IBD发病的主要因素[40,41]. 
Th17和Treg是CD4+ T细胞的亚型, 二者存

在相互转化关系. TGF-β诱导幼稚T细胞转化为

Treg抑制自身免疫. 在IL-6存在的情况下, TGF-β
则促进幼稚T淋巴细胞分化为Th17细胞, 分泌前

炎症因子IL-17, 促进自身免疫和炎症的发生[42]. 
虽然Treg可有效的修复IBD患者黏膜炎症, 但是

在炎症部位出现IL-6和/或IL-23时, Treg则分化

为致病性Th17[43]. 因此, Th17/Treg平衡转化关系

的变化在IBD形成过程中起重要作用.
调控Th17/Treg之间的平衡, 可能成为治疗

IBD的新方法. 维生素A代谢产物RA是TGF-β
依赖免疫应答的主要调控因子, 可阻止IL-6启
动诱导前炎症Th17细胞并促进抗炎Treg的分

化[42]. 这些发现提示RA可调控前炎症和抗炎免

疫. RA的作用主要通过核受体RARα介导. 活化

的RARα可调节FOXP3和IL-17表达, 和/或直接

调节RORγt基因, 从而引起诱导FOXP3表达和抑

制Th17的极化. 研究表明, 只有在TGF-β和RA存

在的条件下, 肠系膜淋巴结树突状细胞CD103+

才可以诱导FOXP3+ Tregs[44,45]. 还有实验[46]对

RA和RARα在人类和小鼠结肠炎免疫应答中

的作用机制进行了研究, 结果表明RA可以诱导

FOXP3表达, 下调IL-17表达. 一些学者提出RA
可以通过调控Th17/Treg来维持体内免疫稳态的

平衡[47]. 因此, RA可能通过对Th17/Treg的调控, 
继而影响IBD的进程.

4  肠道菌群与IBD的关系

胃肠道内存在着大量的微生物, 这些共生菌群与

人体健康息息相关. 随着对肠道菌群的深入研

究, 人们发现IBD的发病与肠道菌群失调密切相

关. 哈佛医学院的Mazmanian等[48]发表文章指出

肠道生态失调(dysbiosis)是造成免疫失衡, 诱发

IBD等肠道疾病的主要原因. 实验性结肠炎动物

模型均是在有肠道细菌时发生的. 例如IL-10基
因敲除小鼠和HLAB27转基因大鼠等模型在无

菌条件下喂养不会形成肠道炎症[49]. 大量研究表

明[50,51], IBD患者的肠道菌群与正常人相比表现

出明显不同, 如双歧杆菌和产酪酸菌减少. 这为

益生菌治疗或辅助治疗IBD提供了理论依据.

5  益生菌对IBD的治疗作用

目前临床常用的益生菌主要为双歧杆菌、乳杆

菌、粪肠球菌、某些种类的非致病性大肠埃希

菌等. Zocco等[52]的研究中, 187例静止期UC患
者随机接受乳杆菌GG、美沙拉嗪或两者联合

治疗, 结果显示乳杆菌GG控制UC复发的作用与

美沙拉嗪相比无明显差异, 但在延长复发时间

方面似更为有效. Fedorak等[53]总结了2005年之

前和之后到2007年两个阶段中益生菌治疗IBD
的研究. 分析表明益生菌能够预防、缓解、治

疗IBD或减少其复发. 其中酪酸梭菌显示出良好

的效果. Pochard等[54]的实验证明了乳酸菌促进

IL-12和IFN-α的分泌, 从而调节Th1/Th2的平衡. 
Menard等[55]研究表明, 乳酸菌的代谢产物可发

挥抗TNF-α的作用, 抑制NF-κB的表达. 研究[56]

表明, 益生菌可减少恶唑酮诱导的实验性结肠炎

小鼠血清中IL-23和TNF-α分泌. 而IL-23是维持

Th17表型稳定、存活、增殖及功能的重要因素, 
因此, 益生菌可以通过减少IL-23的分泌, 进而抑

制IL-17的产生和功能, 这证实了益生菌制剂可

通过此途径改善肠道炎症状态. 另有研究[57]认为

益生菌可促进TGF-β轴调节性细胞分化, 抑制前

炎症因子的产生. 因此, 益生菌是治疗IBD的有

效辅助药物. 

6  结论

Th17和Treg的转化平衡关系失衡是诱导IBD的

原因之一. Th17促进肠道炎症的发生, 诱导自身

免疫疾病的发生, 而Treg则抑制肠黏膜炎症反

应. 目前研究认为TGF-β, IL-6和RA可相互作用

调节Th17/Treg平衡, 若此平衡失调导致IL-17等
促炎因子的分泌增多, Treg数量减少抑制自身

免疫的功能减弱, 则最终引起肠黏膜损伤诱发

IBD. 而肠道菌群在IBD的发病过程中发挥重要
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作用, 益生菌可抑制炎症因子的分泌, 为IBD的

治疗提供了新的方向. Th17/Treg相互转化的调

控机制研究深化了对IBD免疫机制的认识, 并且

可能提示今后治疗IBD的新策略.
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is a chron-
ic nonspecific intestinal inflammatory disease 
whose pathogenesis is closely associated with 
the alterations in mucosal barrier function. 
Normal mucosal barrier can not only main-
tain the stability of enteric flora and prevent 
the translocation of microbes and endotoxin 
but also play an important role in intestinal 
immune defense against microbes. Functional 
impairment of mucosal barrier has been 
noted in IBD. In this article, we will review 
the recent advances in understanding the 
pathogenesis of mucosal barrier dysfunction 
in IBD. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Mechani-
cal barrier; Immunologic barrier; Biological barrier
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是肠道慢性非特异性炎症, 黏膜屏障与IBD的
关系密切. 正常的肠黏膜屏障能维持肠道内菌
群的稳定、防止肠道内细菌及毒素的移位以
及对微生物进行适当的免疫防御反应起重要
作用. 而当发生IBD时存在肠黏膜屏障功能的
障碍. 本文就肠黏膜屏障功能在IBD中作用机
制的研究进展作一综述. 

关键词: 炎症性肠病; 机械屏障; 免疫屏障; 生物屏障
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)、克

罗恩病(Crohn's disease, CD), 发病率逐年增高, 
而其发病机制还未完全阐明, 但可以肯定肠黏

膜屏障功能失调参与了IBD的发生, 无论UC或

CD均存在肠黏膜屏障功能障碍. 肠黏膜屏障主

要包括机械屏障、免疫屏障及生物屏障. 机械

屏障由肠上皮细胞、肠黏液组成; 免疫屏障即

肠道免疫防御系统主要由分泌性免疫球蛋白

(secretory immunoglobulin, SIgA)和肠相关淋巴

组织(gut associated lympathic tissue, GALT)构成; 
肠道正常菌群构成了肠道的生物屏障. 

1  机械屏障

1.1 肠上皮细胞的屏障功能 完整的肠上皮细胞

能阻止细菌及毒素等大分子渗透至肠黏膜固有

层, 激活固有层免疫细胞维护肠黏膜屏障功能的

稳定, 避免了黏膜异常免疫反应的发生. CD患者

一级亲属存在肠上皮通透性异常, 说明肠黏膜屏

障功能在IBD中具有遗传易感性[1]. 
肠上皮细胞屏障功能主要依赖肠上皮细

胞间的紧密连接. 上皮细胞紧密连接由紧密连

接蛋白构成 ,  这些蛋白主要包括闭锁蛋白、
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连接相关分子等跨膜蛋白和闭锁小带(zonu la 
occludens, ZO)、丝状肌动蛋白等30多种胞内蛋

白. 在IBD患者结肠黏膜中存在连接复合物(E-
黏钙蛋白及β-连环蛋白)的表达下调[2]. 肠上皮

细胞间的紧密连接能被TNF-α、IL-17、INF-γ
等多种细胞因子及上皮下的免疫网络所动态调

控[3]. 正常的肠上皮细胞功能在肠机械屏障中起

不可低估的作用. 肠黏膜上皮细胞能表达前列

腺素受体EP4(也被称为PTGER4), EP4能调节上

皮的屏障功能: EP4基敲除小鼠更易患葡聚糖诱

导的结肠炎[4]. 上皮细胞不断与肠腔内的微生物

及上皮下的免疫细胞网络接触和相互作用. 核
因子-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)在IBD
中的作用已经得到公认[5]. 上皮细胞特殊的NF-
κB活化或抑制可能是其炎症再发或抑制的关键. 
IBD中肠腔内有些细菌可能通过抑制NF-κB抑

制蛋白(inhibitor nuclear factor-kappa B, IκB)的
降解、抑制与P50-P65异源二聚体结合的IκB遍
在蛋白化以及增强过氧化合物酶体增殖物激活

受体(peroxisome proliferator-activated receptors, 
PPARs)-γ介导的RelA核输出发挥降低上皮细胞

中NF-κB活性的功能[6]. 肠上皮细胞能表达Toll
样受体(Toll-like receptors, TLRs)、核苷酸结合

寡聚域蛋白-2(nucleotide-binding oligomerization 
domain protein-2, NOD2). TLRs家族是一种识

别微生物体上保守结构 -病原相关分子模式

(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)
的模式识别受体(pattern recognition receptors, 
PRRs), 他可表达于肠道黏膜的上皮细胞中, 并
介导微生物与细胞之间的相互作用, 对维护正

常的肠黏膜屏障必不可少. TLRs能够识别共生

菌或病原菌表达的PAMPs, 与黏膜耐受和保护

有密切关系[7]. TLRs信号途径可激活蛋白激酶

C(protein kinase C, PKC), 引起ZO-1向细胞顶部

紧密连接处的转移, 从而增强肠道黏膜屏障的

完整性[8]. NOD2基因为第1个已证实的人类CD
易感基因[9], 其蛋白的生理功能主要为: 调控细

胞的凋亡及对细菌成分的反应, 诱导NF-κB的激

活[10]. NOD2突变后能降低NF-κB的活性, 造成机

体先天免疫系统低反应性, 从而诱导了机体对

肠腔内微生物异常强烈的继发性免疫反应, 进
而引起CD的发生[11]. Hisamatsu等[12]推测NOD2
作为抗菌因子参与黏膜上皮细胞对肠道细菌的

反应, NOD2基因变异引起相应功能缺陷故无法

防御有害菌群, 导致CD发生. Rosenstiel等[13]也

发现在NF-κB介导下, TNF-α和INF-γ可上调肠上
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皮细胞内NOD2基因表达, 提高对LPS的敏感性. 
1.2 肠黏液 肠上皮表面覆盖的黏液主要为杯状

细胞分泌的MUC2、MUC3等黏蛋白, 他们是一

类糖蛋白, 有细菌黏附结合的生态位点, 可与肠

上皮细胞上的结合位点竞争, 从而阻止细菌与

肠上皮细胞结合, 有利于肠蠕动时清除细菌. 肠
黏液对抑制结肠炎的发生起重要作用[14], MUC2
缺失的小鼠能发生自发性结肠炎[15]. 杯状细胞除

了分泌MUC系列黏蛋白, 还能分泌三叶草样多

肽, 其在上皮/黏膜防御及修复中起关键作用[16]. 
杯状细胞分泌的一种抵抗素样分子(resistin-like 
molecule, RELM)β, 被发现能诱导细菌的聚集, 
而敲除这种基因能减少葡聚糖诱导的结肠炎症

性损伤[17].

2  免疫屏障

肠道免疫防御系统可以称为黏膜的监视系统, 
他对肠道内的菌群及抗原进行识别并作出不同

的反应, 以维持肠道及全身的免疫平衡. 
2.1 SIgA 黏膜浆细胞分泌IgA, 肠上皮细胞产生

分泌片段, 2分子IgA通过J-链和1个分泌片段连

接形成SIgA. SIgA分泌后分布于黏膜表面, 是
肠道免疫屏障的重要方面. SIgA能中和毒素、

细菌和其他生物活性抗原, 在补体等作用下溶

解细菌, 与之形成抗原抗体复合物, 封闭其与肠

上皮细胞结合的特异部位, 阻止细菌与肠上皮

细胞吸附. 此外, SIgA还通过介导抗体依赖细胞

介导的细胞毒(antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity, ADCC)作用等机制来行使多种功能. 
2.2 GALT GALT中派伊尔氏结(Peyer's paches, 
PP)、孤立的淋巴滤泡及黏膜固有层是肠道黏膜

免疫的诱发部位, 而黏膜固有层既是诱发部位

又是效应部位, 另外, 上皮细胞间淋巴细胞也是

黏膜免疫的效应部位. 
GALT中还包括微皱褶细胞(micro-fold cell, 

即M细胞)、潘氏细胞、树突状细胞(dendr i t ic 
cell, DC)、巨噬细胞. 肠黏膜内的“哨兵细胞”

不断地监测肠道内的微生物, 其中的M细胞通

过对大分子、IgA复合物及微生物的胞饮作用, 
将他们运输至抗原递呈细胞(antigen presenting 
cell, APC). 在APC中, 骨髓来源的DC是肠黏膜

固有层中主要的亚型, 根据部位、成熟的程度

及炎症阶段可表现大量的可塑功能. 体内免疫

荧光显微镜技术发现DC在肠上皮下形成了大

量的网络, 同时通过上皮细胞间隙与肠腔内的

抗原相互作用[18]. 肠腔内定植的DC对细菌选择

www.wjgnet.com

■相关报道
国外Wells等报道
了黏膜免疫屏障
尤其是肠相关淋
巴组织(GALT)中
的多种免疫细胞
及其表达的受体
(TLRs、NLRs、
CLRs等 )对腔内
微生物的不同免
疫反应在肠黏膜
中的作用. 

■研发前沿
肠黏膜屏障功能
异常是 I B D 发病
的重要环节. 黏膜
屏障功能的研究
将有助于进一步
对 I B D 发病机制
的认识. IBD中遗
传易感基因、黏
膜免疫以及肠腔
内的微生物如何
影响黏膜屏障功
能正成为 I B D 的
研究热点.



毛靖伟, 等. 肠黏膜屏障在炎症性肠病中作用机制的研究进展                                                       697

www.wjgnet.com

能部分的被CX3CR1依赖机制调节, 这种机制能

允许DC与微生物直接接触[19]. TLRs与相应的配

体作用后能刺激未成熟的CD11c+、CD11b+DC
产生IL-23; 而IL-23基因敲除实验证实, IL-23在
结肠炎症小鼠模型的炎症中起主导作用[20]. DC
在IL-4、B淋巴细胞及肠内细菌参与下于肠道

炎症的肉芽肿形成中起作用[21]. GALT中的潘

氏细胞位于绒毛隐窝的底部, 他们分泌抗微生

物肽, 包括: α与β防御素[22]. 潘氏细胞α-防御

素的分泌减少可导致NOD2突变患者回肠末端

CD的发生[23]. 由于炎症信号, 循环中的巨噬细

胞迁移到肠黏膜固有层, 这些细胞不同于腔内

定植的巨噬细胞, 他们能表达髓样细胞触发受

体(triggering receptor expressed on myeloidcells, 
TREM)-1/2、NOD样受体(NOD-like receptors, 
N L R s)及T L R s[24,25]. 小鼠体内的巨噬细胞对

STAT3选择性裂解, 说明巨噬细胞对IBD有调节

作用[26]. IL-10基因敲除的小鼠由于肠道内的巨

噬细胞产生大量的IL-12、IL-23而导致了肠道

的炎症, 去除小鼠体内的巨噬细胞后可阻止结

肠炎的发展[27]. 体内的免疫细胞如巨噬细胞和

DC迁移至目标黏膜组织依赖细胞因子、炎症

介质、黏附分子等的表达. 此外, 这些细胞产生

的活性氧是炎症、组织损伤、上皮细胞通透性

的关键因素. 补充活化的DC及巨噬细胞至黏膜

固有层, 可放大局部炎症反应[28], 这些细胞对黏

膜的归巢被炎症介质受体和细菌信号调控. 由
不同种类受体识别不同类的微生物分子是黏膜

免疫的重要环节, 已有十余种TLRs、二十余种

NLRs、一些C型凝集素受体(C-type lectin recep-
tors, CLRs)以及β-葡聚糖受体被证实参与了黏

膜免疫过程[29]. 这些受体除了在肠上皮细胞内表

达, 还主要在上述的DC、巨噬细胞及潘氏细胞

中表达. TLR识别微生物后, 通过已知的NOD2蛋
白激活NF-κB途径, 启动信号级联反应, 诱导相

关基因表达以防御微生物. 细菌肽聚糖成分胞

壁酰二肽(muramyl dipeptide, MDP)可被NLRP1
炎性体所识别[30], 持续的MDP刺激可能使这些

通路对入侵肠道的微生物等的耐受.

3  生物屏障

微生物控制着易感宿主IBD的进展. 微生物动态

平衡尤其是黏膜中的共生菌群和宿主防御反应

在慢性IBD发生、发展中起中枢性作用. 运用抗

生素对IBD的一些亚型有益, 同时益生菌或某些

细菌前体能改善IBD[31]. 不同种系的实验鼠自发

性慢性肠炎的发生依赖腔内菌群参与: 肠道限菌

状态下, 实验鼠的结肠炎很少发生; 但是当肠腔

内给予一定量的细菌后则很快发生结肠炎[32]. 肠
道共生菌群及其产物可能作为自身抗原而诱导

免疫耐受, 肠道感染时, 一些条件致病菌损害肠

黏膜屏障, 肠腔内细菌及其产物等抗原移至肠黏

膜固有层并激活黏膜免疫系统, 使之对肠腔内抗

原失去耐受, 从而诱发IBD[33]. 宿主防御反应比肠

道内细菌种类本身更可能决定这种相互作用的

结果. 由于菌丛的多样性、复杂性及对他们特性

的研究方法有限阻碍了微生物-宿主相互作用的

研究. 对微生物进行基因分析及菌丛分布、动力

学等研究, 将有助于对IBD进一步了解. 

4  结论

正常的肠黏膜屏障对维持肠道内微生物的稳

定、防止肠道内细菌及毒素移位及适当的细菌

免疫防御反应有重要作用. 肠黏膜屏障中任一

屏障的功能异常均可导致多种肠道疾病的发生. 
肠黏膜屏障功能异常是IBD发病的重要环节. 改
善肠黏膜屏障功能是治疗IBD的重要目标, 如何

用药、用什么药对黏膜屏障功能进行调节依赖

对肠黏膜屏障的深入研究. 对IBD中遗传易感基

因、肠腔内的微生物以及黏膜免疫, 尤其是固

有层内免疫细胞及细胞因子网络如何影响黏膜

屏障功能进行更深层次的研究, 将有助于我们

对其发病机制的认识. 
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Abstract
AIM: To observe the impact of Weitongxiaopi 
(WTXP) Decoction on gastrointestinal motility 
and plasma motilin levels in rats with functional 
d y s p e p s i a ( F D ) d u e t o s p l e e n - s t o m a c h 
deficiency-cold.

METHODS: FD was induced in 66 rats by giving 
vinegar. The rats were then randomly divided 
into six groups: normal control group, model 
control group, low-dose WTXP Decoction group, 
medium-dose WTXP Decoction group, high-
dose WTXP Decoction group and domperidone 

group.  The latter five groups were given normal 
saline, different concentrations of WTXP Decoc-
tion and domperidone by gastrogavage twice 
a day for 14 days. Plasma motilin (MOT) level, 
gastric emptying rate and small intestinal pro-
pulsion rate were measured. 

RESULTS: WTXP Decoction at all concentrations 
could significantly increase plasma MOT levels 
and small intestinal propulsion rates in FD model 
rats (MOT: 104.57 pmol/L ± 14.05 pmol/L, 124.90 
pmol/L ± 15.21 pmol/L, and 125.84 pmol/L ± 
27.67 pmol/L vs 81.95 pmol/L ± 12.02 pmol/L, 
all P < 0.01; small intestinal propulsion rate: 
55.62% ± 2.92%, 56.91% ± 4.65%, and 59.04% ± 
3.24% vs 51.80% ± 3.57%; all P < 0.01). No sig-
nificant differences were noted in small intesti-
nal propulsion rates among the normal control 
group, medium- and high-dose WTXP Decoc-
tion groups (all P > 0.05). However, the small 
intestinal propulsion rates in these three groups 
were better than that in the domperidone group 
(all P < 0.01). Although WTXP Decoction at all 
concentrations could improve gastric emptying 
rate, there were no significant differences in gas-
tric emptying rates between the WTXP Decoc-
tion groups and the domperidone group (all P > 
0.05). 

CONCLUSION: WTXP Decoction can promote 
gastrointestinal motility in rats with FD due to 
spleen-stomach deficiency-cold by increasing 
plasma MOT levels. 

Key Words: Weitongxiaopi Decoction; Functional 
dyspepsia; Gastrointestinal motility; Motilin 
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摘要
目的: 观察胃痛消痞方对功能性消化不良(FD)
大鼠胃肠动力、血浆胃动素(MOT)的影响.
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■背景资料
功能性消化不良
(FD)是最常见的
消化内科疾病. 该
病的病因和发病
机制至今尚未清
楚 ,  西 医 无 特 效
药, 多采取对症治
疗 ,  而 中 医 治 疗
FD可获得满意的
疗效. 因此寻找促
胃动力中药具有
现实的理论意义
和实用价值.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科



方法: 将66只大鼠以食醋灌胃建立FD模型, 
随机分为空白组、模型组、中药(低、中、

高)剂量组、多潘立酮组; 分别用生理盐水、

不同浓度的胃痛消痞方、多潘立酮, 每日2次
灌胃治疗14 d; 观测各组大鼠血浆MOT水平、

小肠推进比、胃内排空率. 

结果: 与模型组比较, 各浓度胃痛消痞方均能
明显提高血浆MOT含量、提高小肠推进比, 
差异有统计学意义(MOT含量: 104.57 pmol/L
±14.05 pmol/L, 124.90 pmol/L±15.21 pmol/L, 
125.84 pmol/L±27.67 pmol/L vs  81.95 pmol/L
±12.02 pmol/L, P <0.01; 小肠推进比: 55.62%
±2.92%, 56.91%±4.65%, 59.04%±3.24% 
vs  51.80%±3.57%, P <0.01), 空白组、中药
中、高剂量组之间小肠推进比无明显差异
(P >0.05), 但均高于多潘立酮组(P <0.01); 能
提高胃排空率, 与多潘立酮组无统计学差异
(P >0.05).

结论: 胃痛消痞方能通过提高血浆中MOT水
平, 从而促进脾胃虚寒型FD大鼠的胃肠动力.

关键词: 胃痛消痞方; 功能性消化不良; 胃肠动力; 
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是消

化系常见疾病, 其发病机制较复杂. 目前西医治

疗本病, 多采用促胃肠动力药, 如多潘立酮、莫

沙必利等, 方法单一, 只能改善胃肠动力问题. 
经过多年的临床观察, 我们发现“脾胃虚寒”

是其临床主要证型, 胃痛消痞方是以四君子汤

为基础加减而来, 该方既能改善胃肠动力, 又能

消食导滞, 我科临床应用多年取得很好疗效. 本
实验研究该方对实验大鼠胃肠动力和胃动素

(motilin, MOT)的影响, 探讨其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级Wistar大鼠66只, ♂, 周龄

10-12 wk, 体质量180-220 g, 购于中国医科大学

附属盛京医院动物实验室, 动物使用许可证号

SYSK(辽)2003-0019. 胃痛消痞方(党参、茯苓、

白术、干姜、鸡内金、焦山楂、延胡索、肉

桂、砂仁、薏苡仁、炙甘草)购于辽宁中医药
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大学中药局. 按照中药常规煎法制成相当于生

药1 kg/L的药液, 4 ℃冰箱保存备用. 给药前, 将
药液配制成所需浓度的药液. 多潘立酮(每片10 
mg), 西安杨森公司生产, 批号(080903368), 每日

给药前用蒸馏水配制成0.3 g/L浓度的药液. 羟
甲基纤维素(国药集团化学试剂有限公司, 批
号: F20080523); 食用醋(沈阳市酿造厂, 总酸量

35 g/L, 生产批号: 200807); MOT放免试剂盒(中
国人民解放军东亚免疫试剂所产品). 营养性半

固体糊的制备: 取5 g羟甲基纤维素溶于100 mL
蒸馏水中, 然后分别加入奶粉8 g、糖4 g、淀粉4 
g、2 mL碳素墨水及蒸馏水, 每加一次搅拌均匀, 
配成半固体糊150 mL(约150 g), 置冰箱中冷藏保

存, 使用前2 h取出, 恢复常温.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 按文献[1]方法, 用4 ℃食醋给大鼠

10 L/g灌胃, 每日1次, 连续10 d. 大鼠出现活动减

少、倦卧少动、饮食及饮水量减少. 造模成功

后每组随机取大鼠1只, 处死后取胃观察胃黏膜, 
胃黏膜表面无溃疡及黏膜损害, 说明造模成功.
1.2.2 分组及给药: 大鼠适应性饲养1 wk后, 将大

鼠随机分为空白组、模型组、中药低、中、高

剂量组、多潘立酮组, 每组11只. 造模, 造模成

功后给药, 依据人和鼠给药剂量换算公式[2]: dB = 
dARB/RA(WA/WB)1/3, 计算出中药低、中、高剂量

组分别予相当于含生药0.625 kg/L、1.25 kg/L、
1.875 kg/L的中药煎剂2 mL灌胃, 多潘立酮组予

0.3 g/L的多潘立酮溶液2 mL灌胃, 模型组予生

理盐水2 mL灌胃, 均为每日2次, 共2 wk.
1.2.3 观察实验指标: 末次给药后禁食不禁水, 24 
h后予半固体糊0.3 mL/100 g灌胃, 30 min后迅

速打开腹腔, 腹主动脉采血, 置于含30 μL的100 
g/L的EDTA和30 μL抑肽酶混合均匀的塑料试

管里, 用低温离心机4 ℃, 3 600 r/min, 离心5 min, 
分离血浆, 分装, -70 ℃冰箱保存. 按试剂盒说明

书, 用自动放免仪(GC-1500, 中国科大中佳公司)
测出MOT值. 同时结扎贲门和幽门, 剪取肠管, 
测小肠总长度(幽门-回盲部), 从幽门至墨汁前沿

的距离作为“墨汁在肠内推进距离”, 按公式

计算: 小肠推进比 = 墨汁推进长度/小肠全长×

100%. 同时取胃, 称质量, 沿胃大弯剪开胃体, 洗
去胃内容物, 拭干后称胃净质量, 按公式计算[4]: 
胃排空率 = [1-(胃全质量-胃净质量)/灌胃量]×
100%.

统计学处理 资料数据以mean±SD表示, 
采用F分析, 用SPSS17.0软件进行统计学分析, 

www.wjgnet.com

■相关报道
近年来多数学者
认为胃肠运动功
能障碍是FD的主
要发病机制. 另有
研究证实FD患者
胃排空延长、收
缩减弱或Ⅲ期收
缩缺乏均与MOT
不出现释放高峰
或峰值下降有关.

■研发前沿
本文主要研究中
药对功能性消化
不良胃肠激素及
胃肠动力的研究, 
是目前治疗FD领
域中比较热门的
话题. 亟待解决的
问题是中药促胃
肠激素分泌的作
用机制.
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P <0.05为差异具有显著性意义.

2  结果

2.1 对血浆MOT的影响 多潘立酮组及中药各治

疗组MOT水平明显高于模型组(107.21 pmol/L
±10.22 pmol/L, 104.57 pmol/L±14.05 pmol/L, 
124.90 pmol/L±15.21 pmol/L, 125.84 pmol/L±
27.67 pmol/L vs  81.95 pmol/L±12.02 pmol/L, 
P <0.01); 中药中、高剂量组MOT水平均高于多

潘立酮组, 差异显著(P <0.01), 但两组之间无明

显差异(P >0.05); 中药低剂量组与多潘立酮组比

较, 差异无统计学意义(P >0.05).
2.2 对小肠推进比及胃排空率的影响 各治疗组

小肠推进比及胃排空率均高于模型组(P <0.01); 
空白组、中药中、高剂量组之间小肠推进

比无明显差异(P >0.05), 但均高于多潘立酮组

(P<0.01); 中药低剂量组与吗叮啉组相比, 中药低

剂量组与空白组比较, 小肠推进比差异有统计学

意义(P <0.05); 中药低、中、高剂量组胃排空率

与多潘立酮组比较, 均无明显差异(P>0.05, 表1).

3  讨论

FD在我国的发病率约为20%-30%[4]. 虽然目前

FD发病机制尚未阐明, 但近年来, 诸多研究表明, 
FD的发病与胃动力障碍及神经系统、神经递质

的调节有关. 胃肠激素是影响胃肠动力的重要

因素, 其含量减少可引起FD患者的胃肠动力改

变, 临床主要表现为胃排空障碍[5].
FD属于中医学胃痞病范畴, 《伤寒论•辨

太阳病脉证并治》记载:“但满而不痛者, 此为

痞”. 中医认为, 情志不畅、饮食不节、素体禀

赋不足、湿热内阻等原因, 导致中焦气机阻滞, 
脾胃升降失调, 是本病的主要病因病机. 其病位

虽在胃, 但与肝脾两脏密切, 或脾胃同病、或肝

脾同病. 脾主运化水谷, 脾气弱、脾失健运则食

物消化吸收功能障碍, 从而出现食欲不振、食

后腹胀、便溏等症状.脾性喜燥而恶湿, 长期脾

气虚弱, 水谷运化不利, 湿滞脾胃, 寒湿伤及脾

阳, 故可出现四肢不温, 口淡不渴, 腹痛, 喜温喜

按等症状. 按照中医辨证分析, 有人大致将FD分

为气滞型和虚寒型[6], 此处所谓的虚寒型即是脾

胃虚寒型. 我们参考多种FD造模方式[1,7,8], 最终

选定邱赛红等[1]的以冰食醋灌胃治疗脾胃虚寒

证的造模方法, 造模后经随机抽样观察, 未发现

胃黏膜溃疡及炎症等病变, 说明食醋对胃黏膜

未造成损伤, 造模成功.
胃痛消痞方源于《太平惠民和剂局方》

的经典名方四君子汤, 方中君以党参、茯苓、

白术补气健脾; 臣以砂仁行气调中、和胃醒脾, 
薏苡仁健脾益胃, 鸡内金、焦山楂健脾胃、消

食积; 佐以肉桂、延胡索、干姜温阳止痛, 使
以调和诸药、补脾益气之甘草 ,  共奏健脾行

气、消食除胀之功效. 实验结果表明, 胃痛消

痞方可明显促进FD大鼠的胃动力. 各浓度组可

以显著提高胃排空率及小肠推进比, 其中在促

进胃排空方面与多潘立酮作用相当, 差异无统

计学意义; 在提高小肠推进比方面, 均强于多

潘立酮组. 近年来, 许多人致力于中医药促胃

肠动力的研究, 取得了不错的成果. 有研究也

证实, 砂仁 [9-11]等对胃排空和肠道传输均有较

强促进作用. 鸡内金[9,12]可提高胃运动机能, 增
强胃蛋白酶、胰脂肪酶活性. 砂仁、党参[12]等

可以增强胃的功能, 促进消化液的分泌, 增进

肠道运动, 排出消化管内的积气, 起到帮助消

化、消除肠胀气的症状.
MOT是胃肠激素中重要的一种, 在多数哺

乳动物的上消化道均有表达[13]. MOT主要作用

于平滑肌上的胃动素受体, 导致平滑肌收缩, 加
速胃排空和小肠传输时间. 研究发现MOT通过

直接作用于消化道平滑肌上的受体引起平滑肌

内环-磷酸鸟苷(c-GMP)浓度增加, 使细胞内钙

离子从微粒体释放出来[14]. 也有实验证实MOT
可明显升高神经元内Ca2+浓度[15]. 细胞内Ca2+浓

度增加后可引起平滑肌收缩. 本实验研究发现, 
不同浓度的胃痛消痞方, 均可以提高FD大鼠血

浆中MOT含量, 其中低剂量组与多潘立酮作用

相当, 而中、高剂量组MOT水平, 则明显高于

多潘立酮组(P <0.01). 推测胃痛消痞方可能通

过刺激胃窦部及十二指肠胃动素分泌细胞, 促
进MOT的分泌. 提示胃痛消痞方促进胃肠动力

表 1 各组大鼠小肠推进比、胃排空率的比较 (n  = 10, %)

     
分组                              小肠推进比     胃排空率  

空白组  59.59±2.97bd   75.78±3.45

模型组  43.98±3.95   56.07±6.04

中药低剂量组 55.62±2.92bce   75.41±2.86b

中药中剂量组 56.91±4.65bd   76.11±2.60b

中药高剂量组 59.04±3.24bd   76.31±4.13b

多潘立酮组 51.80±3.57bf   77.06±3.66b

bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  多潘立酮组; eP<0.05, 
fP<0.01 vs  空白组.

■应用要点
胃痛消痞方能显
著增高大鼠模型
血浆MOT的含量, 
表明其能通过促
进内源性MOT的
释放、促进胃排
空达到治疗的目
的, 为临床上应用
胃痛消痞方治疗
脾胃虚寒型FD提
供了理论和实验
依据.

■创新盘点
本研究首次通过
观察胃痛消痞方
对脾胃虚寒型FD
大 鼠 模 型 血 浆
MOT含量和胃排
空的影响, 探讨其
作用机制.
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的作用, 可能是通过提高大鼠血浆中MOT含量

实现的.
另外, 在实验过程中发现, 不同浓度的胃痛

消痞方, 在治疗过程中未出现治疗效果的显著

差异, 提示在调整胃肠动力的时候, 中药剂量运

用应该适度, 并非剂量越大越好.
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■同行评价
本研究选题一般, 
采用的方法可行, 
学术价值一般.
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Abstract
AIM: To investigate the alterations in the 
ultrastructure of interstitial cells of Cajal (ICC) 
in the gastric antrum of rats undergoing chronic 
water immersion-restraint stress.

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 28 days, re-
spectively, while the three control groups were 
allowed free access to food and water. On days 
4, 8 and 29, the rats in both the experimental and 
control groups were sacrificed. Two pieces of an-
trum tissues were taken from each of three rats 
in each group and fixed in 3% glutaraldehyde 
for electron microscopic examination. The sever-
ity of injury was then scored.  

RESULTS: Compared to the control groups, the 
ICC in the gastric antrum of rats in the experimen-
tal groups showed widened perinuclear space, 
discontinuous basement membrane, cytoplasmic 
dissolution and vacuolation, decreased number of 
gap junctions, mitochondrial swelling and vacu-
olation, dilated endoplasmic reticulum, decreased 
amount of rough endoplasmic reticulum, and nu-
clear abnormality. With the prolongation of stress 
duration, the ultrastructural injury to ICC was 
aggravated, particularly prominent in cytoplasmic 
dissolution and vacuolation and the decrease in 
the amount of rough endoplasmic reticulum. 

CONCLUSION: Chronic water immersion-
restraint stress can induce ultrastructural injury 
to ICC in the rat gastric antrum. 

Key Words: Chronic water immersion-restraint 
stress; Interstitial cell of Cajal; Ultrastructure
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摘要
目的: 研究不同时程慢性束缚水浸应激对大鼠
胃窦Cajal间质细胞(ICC)超微结构的损伤, 量
化分析细胞内不同超微结构的损伤程度. 

方法: 48只雄性SD大鼠随机分为6组, 即实验3 
d、7 d、28 d组和对照3 d、7 d、28 d组, 每组8
只. 实验组每日给予束缚水浸1 h, 对照组自由摄
食饮水; 禁食12 h后分别于第4、8、29天晨脱颈
处死, 每组中的3只大鼠被各取胃窦组织2块放
入3%戊二醛中固定并送电镜室镜检. 将损伤的
严重程度分成0-3级并以此标准计分并计算. 

结果: 不同应激时间组大鼠胃窦ICC的核周间
隙、基膜、内质网的损伤严重程度无明显差
别。缝隙连接和线粒体的损伤积分有明显差
异, 胞质溶解、粗面内质网减少、核异常程度
积分有极显著性差异; 量化分析显示: 随着应
激时间的延长, 超微结构受损呈现逐渐加重的
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趋势, 主要表现在缝隙连接、线粒体、胞质和
粗面内质网等方面.

结论: 慢性应激可以导致大鼠胃窦ICC超微结
构的损伤, 不同细胞超微结构的损伤随应激的
延长有所差别; 量化分析可以显示不同细胞
器受损伤的程度.

关键词: 束缚水浸; Cajal间质细胞; 超微结构
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0  引言

既往的研究表明, 急性高强度的应激刺激可以

导致大鼠胃运动功能障碍[1-2]和ICC超微结构损

伤[3]. 而慢性长时间的应激刺激同样也可以导致

大鼠胃运动功能受损[4], 一方面表现在胃ICC数
量的变化, 同时也表现为明显的超微结构广泛受

损. 目前, 多数关于ICC超微结构的变化都局限

于描述性的叙述, 而缺乏更加客观的量化研究资

料. 基于此, 本文拟通过尝试对细胞核、细胞器

的变化进行分级评分的方法, 旨在定量地评价损

伤, 更科学地探讨超微结构受损的严重程度.  

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD健康大鼠48只, ♂, 体质量

150-160 g, 购自北京大学医学部实验动物部. 本
研究得到北京大学医学部动物保护委员会认可. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 48只♂SD大鼠随机分为6组, 即实验3 
d、7 d、28 d组和同期对照组, 每组8只, 对照组不

接受任何刺激, 自由摄食饮水; 实验组大鼠23 ℃束

缚水浸1 h/d, 分别于第4天、8天、29天晨与禁食12 
h后将实验组和对照组大鼠一并脱颈处死. 
1.2.2 组织获得: 全部大鼠游离全胃; 沿胃大弯侧

剪开, 去离子水冲洗干净后迅速剪取其腺胃幽

门旁0.5 cm前壁大弯侧组织各2块(每组中的3只
大鼠)大小为2 mm×1 mm, 立即放入3%戊二醛

中固定, 送北京大学医学部病理电镜室镜检. 
1.2.3 标本制备: 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、

704                                ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月8日    第18卷   第7期

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. 
1.2.4 电镜观察: 观察两组大鼠胃窦部ICC的超

微结构改变并进行比较. 在透射电镜下, 每组大

鼠胃窦标本内选取10个ICC细胞, 其中5个环肌

内ICC, 5个环纵肌间ICC, 观察ICC超微结构受

损情况. 观察项目包括: 核周间隙增宽(A)、基膜

不完整不连续(B)、胞质溶解空泡化(C)、缝隙

连接减少(D)、线粒体肿胀空泡化(E)、内质网

扩张(F)、粗面内质网减少(G)、核异常程度(H). 
A-G损伤程度评分方法: 0分: 正常, 无任何损害; 
1分: 轻度受损, 损害面积小于全部的1/4; 2分: 中
度受损, 损害面积为全部的1/4-1/2; 3分: 重度受

损, 损害面积大于全部的1/2. H损伤程度评分方

法: 0分: 正常, 无任何损害; 1分: 染色质边集; 2
分: 核皱缩; 3分: 核碎裂、凋亡小体形成.

统计学处理 所得全部数据录入SPSS13.0, 
并采用t检验、一般线性模型等方法进行统计学

处理, 设定P  = Sig(2-tailed)<0.05为有统计学意

义, P  = Sig(2-tailed)<0.01为有显著统计学意义.

2  结果

与相应对照组比较, 不同时程的实验组大鼠胃窦

ICC均出现核周间隙增宽、基膜不完整不连续、

胞质溶解空泡化、缝隙连接减少、线粒体肿胀

空泡化、内质网扩张、粗面内质网减少以及核异

常，同期的实验组和对照组间上述项目积分程度

几乎均有显著差异(P<0.05). 不同应激时间的核周

间隙增宽、基膜不完整不连续、内质网扩张的损

伤评分无差别(P>0.05), 而缝隙连接减少、线粒体

肿胀空泡化的损伤评分存在差异(P<0.05), 胞质溶

解空泡化、粗面内质网减少、核异常程度的损害

差异则更为明显(P <0.01). 随着应激时间的延长, 
胞质溶解空泡化、缝隙连接减少、线粒体肿胀空

www.wjgnet.com

1 μm 

图 1 对照组大鼠胃窦组织的透射电镜下表现(×12 000).

■研发前沿
当大鼠面临慢性
应 激 时 ,  其 胃 内
I C C 的 超 微 结 构
明显受损, 且这种
损害随着时间的
延长逐渐加重, 这
种损伤可能是其
胃动力改变的病
生理机制之一, 但
不同细胞器受损
伤的程度变化并
不一致，机体在
接受应激后自身
的调节补偿机制
的存在时其变化
过程更为复杂. 至
于超微结构的损
伤在应激刺激消
失后是否可以恢
复、损伤的严重
性和可逆性与刺
激的强度和时程
是否相关等问题
均需要进一步研
究确认.
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泡化、粗面内质网减少、核异常程度几乎均呈现

逐渐加重的趋势, 其中以胞质溶解空泡化、粗面

内质网减少最突出(表1, 图1, 2).

3  讨论

大鼠的整个胃肠道均有ICC-MY和ICC-IM, ICC-
MY负责起搏, 而ICC-IM则作为神经递质的中介

者起到电传导的作用[5-8]. 正常大鼠胃内ICC超微

结构的特点为核大、线粒体丰富、缝隙连接较

多等[9-10], 而其在消化系的主要功能为: 胃肠道平

滑肌活动的起搏; 推进电活动的传播; 调节神经

递质. 功能是要靠结构来实现的, ICC有非常丰富

的线粒体, 这说明其功能活跃, 适应其作为胃肠

慢波起搏细胞的需要; 该细胞互相之间、与神经

末梢之间、与平滑肌细胞之间形成很多缝隙连

接, 这也说明了其作为神经系统控制胃肠平滑肌

的中介功能; 粗面内质网、滑面内质网和丰富的

高尔基体, 说明其具有活跃的合成功能以适应其

图 2 实验组大鼠胃窦组织的透射电镜下表现. A: 核周间隙增宽(×30 000); B: 基膜不连续不完整(×20 000); C: 胞质溶解空

泡化(×20 000); D: 缝隙连接减少(×15 000); E: 线粒体肿胀空泡化、粗面内质网减少(×15 000); F: 内质网扩张(×20 000); G: 

核异常(×12 000).

0.5 μm 0.5 μm 

0.5 μm 1 μm 

1 μm 0.5 μm 

0.5 μm 

A B

C D

E F

G
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通过合成神经递质NO、CO达到调节电传导的作

用. 因此, 我们将应激后可能发生损害的微结构

分别进行量化分析并结合与其功能的关系将其

归类: 影响起搏的结构: A、E、H; 影响电传播的

中介结构: D; 影响调节功能的结构: B、C、G、F. 
本实验结果显示: 在大鼠接受低强度慢性应

激刺激后, 其胃窦ICC的超微结构受到广泛的破

坏. 因此可以认为, 应激可以损伤大鼠胃窦ICC功
能的各个方面. 而ICC的起搏、传导及调节功能

的改变可能是应激状态下胃肠功能改变的重要

机制[11,12]. 本研究得出: 无论应激多长时间, 核周

间隙、基膜、内质网等遭受破坏的程度无差别; 
而在胞质溶解空泡化、缝隙连接减少、线粒体

肿胀空泡化、粗面内质网减少、核异常的程度

上则有着统计学意义的差别存在, 其规律就是随

着应激时间的延长, 胞质溶解空泡化、缝隙连接

减少、线粒体肿胀空泡化、粗面内质网减少、

核异常几乎均呈现逐渐加重的趋势, 其中以胞质

溶解空泡化、粗面内质网减少最为突出. 而胞质

溶解空泡化、缝隙连接减少、线粒体肿胀空泡

化、粗面内质网减少、核异常涵盖了ICC的主要

功能, 也就是说, 应激时间越长, 胃内ICC起搏、

传导和调节神经递质的能力越差, 尤其是调节功

能. 其实, ICC合成NO和CO等重要神经递质减少, 
仍然是使得ICC传导来自神经的冲动到肌细胞或

其他ICC的功能大大减弱. 
由此, 我们可以看出, 当大鼠面临慢性应激

时, 其胃内ICC的超微结构明显受损, 且这种损

害随着时间的延长逐渐加重, 这种损伤可能是

其胃动力改变的病生理机制之一, 但不同细胞

器受损伤的程度变化并不一致, 机体在接受应

激后自身的调节补偿机制的存在时其变化过程

更为复杂. 至于超微结构的损伤在应激刺激消

失后是否可以恢复、损伤的严重性和可逆性与

刺激的强度和时程是否相关等问题均需要进一

步研究确认.
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表 1 慢性应激大鼠胃窦ICC超微结构损伤程度评分 (分, mean±SD)

     分组             A             B  C        D             E  F         G                H

            实验组  对照组  实验组 对照组  实验组  对照组  实验组  对照组  实验组 对照组  实验组 对照组  实验组 对照组   实验组 对照组

3 d     1.2±    0.8±  2.3±  0.7±   1.4±   0.2±   1.4±   0.1±   1.5±  0.6±  1.9±   0.3±  1.2±  0.1±   1.3±   0.3±

          0.7       0.5      0.5      0.4       0.6      0.2       0.6       0.1       0.6       0.4      0.8       0.2      0.5     0.1       0.8       0.2

7 d     1.5±   0.7±  2.2±   0.5±   1.4±   0.3±   1.4±   0.3±    2.1±  0.6±  1.9±   0.2±  1.7±  0.1±   2.2±    0.4±

            0.8      0.5      0.7      0.3       0.5       0.3       0.6        0.3       0.7c     0.4      0.9      0.2      0.7c     0.0       0.6c      0.2

28 d   1.4±   0.6±  2.8±  0.6±    2.6±   0.2±    2.7±   0.1±   2.7±  0.5±   2.5±   0.2±  2.3±   0.3±   2.3±   0.4± 

          0.5       0.4     0.8      0.3       0.5a       0.2       0.7a      0.1      0.9a     0.3      0.6      0.1      0.8a     0.1       0.9a       0.2

A: 核周间隙增宽; B: 基膜不完整不连续; C: 胞质溶解空泡化; D: 缝隙连接减少; E: 线粒体肿胀空泡化; F: 内质网扩张; G: 粗面内质

网减少; H: 核异常程度. aP<0.05 vs  同组3, 7 d, cP<0.05 vs  同组3 d.
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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-inducing 
effect of tumor necrosis factor-α (TNF-α) on 
hepatic stem cells (WB cells) and to elucidate the 
molecular mechanisms involved.

METHODS: After WB cells were incubated with 
TNF-α for different durations, cell apoptosis 
and cell cycle alterations were analyzed by flow 
cytometry; DNA alterations were tested by aga-
rose gel electrophoresis; and signaling molecules 
related to cell proliferation and apoptosis were 
analyzed by Western blot and electrophoretic 
mobility shift assay (EMSA).

RESULTS: After treatment with TNF-α for 24 h, 
apoptosis was induced in 51% of WB cells, and 
the DNA was broken down into 180-200 bp frag-

ments. Of all growth or apoptosis regulatory pro-
teins examined, the levels of caspase-3 and acti-
vated NF-κB were found to be up-regulated after 
TNF-α treatment. Furthermore, TNF-α treatment 
could also induce Erk/Akt hypophosphorylation.

CONCLUSION: TNF-α induces growth inhibi-
tion and apoptosis of WB cells perhaps by up-
regulating caspase-3 and activated NF-κB and 
inducing Erk/Akt hypophosphorylation.

Key Words: Tumor necrosis factor-α; Hepatic stem 
cell; Apoptosis; Phosphorylation; Signaling pathway
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摘要
目的: 研究肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)诱导肝干细胞(WB细胞)凋亡
及其信号转导机制. 

方法: WB细胞经TNF-α诱导不同时间, 用流式
细胞术(FCS)检测细胞凋亡及细胞周期改变; 
用核酸提取及电泳技术检测细胞DNA的变化; 
经Western blot检测TNF-α诱导WB细胞与凋亡
有关分子的改变. 

结果: TNF-α诱导WB细胞24 h, FCS发现51%
细胞凋亡, 核酸电泳出现DNA “ladder”现
象; 同时与细胞凋亡相关的转录因子NF-κB核
内转移, 活化的凋亡蛋白酶caspase-3增多, 而
与细胞增殖相关的信号转导途径被阻断-磷酸
化的Erk/Akt水平下调.

结论: 经TNF-α诱导, 与凋亡相关的信号分子
caspases-3被激活, 而与细胞增殖有关的信号
途径被阻断(p-Erk/Akt)下调, 导致细胞可能发
生增殖阻滞而凋亡. 

关键词: 肿瘤坏死因子α; 肝干细胞; 细胞凋亡; 磷

酸化; 信号转导
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■背景资料
肝功能衰竭目前
还没有特效的治
疗措施, 肝移植由
于供体、价格等
因素使其应用受
到限制, 最近研究
显示肝干细胞可
能在肝脏结构与
功能重建中发挥
治疗作用.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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0  引言

病毒性肝炎是我国一个高发性传染病, 随着病

程可发展为肝硬化、重症肝坏死、肝功能衰

竭. 其病理特点是大块或亚大块肝细胞坏死, 残
存肝细胞的增殖受多种因素的影响, 故依赖病

变肝脏自身的能力引发肝再生有很大困难, 而
传统的抗病毒及支持对症治疗无法使患者痊愈. 
原位肝移植由于供肝缺乏、费用昂贵、可能存

在免疫排斥问题等使临床受益者极少. 肝细胞

移植及生物人工肝是治疗严重肝病的有效手段, 
但自体肝细胞获取困难、增殖性差、细胞长期

培养困难等又极大地制约了他们在临床的应用. 
而干细胞具有向成熟肝细胞分化的潜能, 并参

与肝功能重建[1,2], 即可以利用干细胞作为组织

工程的启动细胞进行治疗性克隆扩增, 在肝脏

结构与功能重建中发挥治疗作用, 这将给肝病

治疗提供新的措施. 调查发现, 肝硬化、重症肝

坏死患者血清TNF-α水平均有不同程度的升高

并与病情呈正相关, 提示TNF-α含量与肝细胞坏

死程度密切相关. TNF-α是否能诱导肝干细胞凋

亡导致坏死的肝脏再生障碍而加重病情甚至导

致患者死亡? 为明确TNF-α升高与肝干细胞凋

亡之间的关系及可能的分子机制, 我们采用流

式细胞术(flow cytometry, FCS)及Western blot、
凝胶阻滞实验(electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA)等实验方法检测细胞凋亡及凋亡

相关途径的变化.  

1  材料和方法

1.1 材料 肝干细胞株(WB细胞)[3]我室保存. 培
养条件为DMEM、100 mL/L胎牛血清, 50 mL/L 
CO2、37 ℃环境下培养. DMEM、胰酶为Gibco
公司产品; 胎牛血清为Life Technologies公司

产品; DNA提取试剂盒为Promega公司产品; 
TNF-α为Sigma公司产品; 抗体、HRP-羊抗鼠

及羊抗兔IgG、ECL检测系统为Santa Cruz产品. 
[γ-32P]ATP购自北京亚辉生物医学工程公司, NF-
κB双链寡核苷酸探针(由Promega公司提供)序
列如下5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG 
C-3', 3'-TCA ACT CCG CTG AAA GGG TCC 
G-5'.
1.2 方法 
1.2.1 TNF-α诱导细胞凋亡: WB细胞以1×108
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个/L培养于培养瓶, 细胞贴壁后, 换加入放线菌

素(ActD)15 µg/L无血清培养液处理细胞30 min, 
用20、40、80、100 µg/L TNF-α, 经不同时相

(8、18、24 h)处理WB细胞, 对照组加等量生理

盐水.  
1.2.2 FCS检测细胞凋亡: 离心收集经TNF-α诱
导的WB细胞1×106个, PBS洗2次, 用700 mL/L
乙醇4 ℃固定细胞24 h, PBS洗2次, RNA酶消化, 
37 ℃ 30 min, 加入PI染色, 4 ℃ 30 min流式细胞

仪测定.  
1.2.3 凋亡细胞的核酸电泳检测: 取经TNF-α诱
导的WB细胞2×106个, 用含2 mmol/L EDTA、

pH7.5的PBS离心洗2次(1 200 r/min), 弃上清, 
加400 µL TBE(临用时加0.25% NP40), 10 µL 
RNase至1 g/L, 37 ℃, 30 min, 加蛋白酶K(1 g/L) 
10 µL, 37 ℃, 30 min. 14 000 r/min, 4 ℃离心15 
min, 收集上清(-70 ℃), 取上清50 µL, 加上样缓

冲液5 µL, 1.5%琼脂糖凝胶电泳30 min, 紫外线

透视仪下观察, 凋亡细胞出现DNA ladder.  
1.2.4 EMSA: 细胞用预冷的PBS洗2次, 提取核

蛋白液. NF-κB寡核苷酸(1.75 µmol/L)2 µL加10
×T4多核苷酸激酶缓冲液1 µL, [γ-32P]ATP(111 
TBq/mmol)1 µL, 无菌水5 µL, 最后加T4多核苷

酸激酶(5-10 U/µL)1 µL, 37 ℃保温10 min, 再向

反应体系中加入1 µL 0.5 mol/L EDTA终止反应. 
核蛋白在DNA结合液(20 mmol/L Hepes pH7.9, 
100 mmol/L KCl, 20% glycerol, 0.2 mmol/L EDTA, 
0.5 mmol/L DTT, 0.5 mmol/L PMSF)与1 µL 32P
标记的NF-κB寡核苷酸探针4 ℃反应20 min. 电
泳、显影、定影、水洗、晾干.  
1.2.5 Western blot: 提取细胞总蛋白, 100 µg蛋
白经SDS-PAGE电泳, 电转至PVDF膜后浸入

含50 g/L脱脂奶粉的TBST 4 ℃过夜, 加一抗

(caspases-3/8、p-Akt/p-ERK)室温1 h, TBST洗4
×10 min, 加HRP标记的相应二抗(1∶5 000), 室
温1 h, TBST洗4×10 min. ECL系统A、B液等体

积混合, 均匀涂在PVDF膜上, 再将PVDF膜转移

到保鲜膜并包裹好, X线片压片, 曝光60 s, 显影1 
min, 定影5 min.

2  结果

2.1 ActD/TNF-α诱导肝干细胞DNA断裂 经ActD
诱导, TNF-α为80、100 µg/L时细胞出现凋亡典

型的DNA ladder, 即核酸经琼脂糖凝胶电泳呈现

180-200 bp或其整倍数的“梯带”现象(图1), 当
TNF-α为80 µg/L时凋亡率超过50%, 而对照组胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞因子作为炎
症反应的重要载
体与肝脏疾病的
进展密切相关, 探
索细胞因子在肝
脏疾病发展以及
干细胞移植治疗
肝脏疾病是该研
究领域的热点.

■相关报道
2007年Nguyen等
报道肝细胞损害
的反应中, 肝脏启
动免疫应答机制, 
分泌一系列细胞
因子包括HGF、
EGF等刺激卵圆
细胞的增殖分化, 
参与肝损伤的修
复及肝细胞再生.
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凋亡率低(图2). 80 µg/L TNF-α诱导WB细胞9、
18、24 h, 凋亡细胞比例为31%、32%、51%, 对
照组0.89%(图3). 
2.2 TNF-α对细胞凋亡相关分子的影响 TNF-α诱
导WB细胞1 h, 细胞总蛋白中活化的凋亡蛋白酶

caspase-3增多, 与细胞增殖相关的信号转导途径

被阻断-磷酸化的Erk/Akt水平下调(图4). TNF-α
诱导20 min即出现NF-κB核内转移(图5).

3  讨论

干细胞分化发育的特异性是其自身特性和生存

微环境联合作用的结果, 其中微环境起重要作

用. 近期研究结果显示, 肝干细胞具有在组织器

官中自我修复及再生能力, 在细胞活性因子如

HGF[4,5]、TGF-α、EGF诱导下可以增生、定向

分化为成熟肝实质细胞, 即细胞活性因子可能

是调控肝干细胞分化的主要因素; 有研究发现

干细胞表达TGF-α、aFGF、HGF、SCF的受体,
表明生长因子可能通过自分泌和旁分泌方式调

控他们的生长. 故我们认为肝脏微环境是调控

肝干细胞生长发育的关键, 似乎只要给予肝脏

再生的微环境, 干细胞就可以在体内分化成肝

细胞. 因此, 模拟特定细胞分化的体内环境是诱

导肝干细胞定向分化的关键所在.  
在肝脏再生机制的研究中显示, 肝干细胞

只有在肝脏严重损伤的病理情况下才产生应答

并大量增殖, 参与肝脏的修复[6]. TNF-α是一种

促炎性细胞因子, 在肝脏主要由激活的Kupffer
细胞产生, 既能直接损伤肝细胞, 又能参与肝

脏炎症、肝细胞再生等, 适量表达可激活NF-
κB启动肝细胞增殖[7]; 如大量持续表达, 则会引

起细胞凋亡, 延缓肝细胞再生[8,9]. 近年来研究

发现TNF-α能引起肝细胞凋亡, 在暴发性肝衰

竭中, TNF-α介导的肝细胞凋亡起很重要的作

用. Takei等研究证实, TNF-α抗体可阻止半乳

糖胺引起的肝细胞凋亡, 防止暴发性肝衰竭发 
生[10,11]. 持续升高的TNF-α是否也能诱导肝干细

胞凋亡导致肝再生障碍? 通常肝细胞对TNF-α
耐受, 在某些毒性因子致敏后, TNF-α则对肝细

胞产生毒性作用. 本研究结果显示: 在给予放线

菌素(ActD)一种人称“转录捕获”的RNA合成

抑制剂的刺激后, TNF-α表现出细胞毒作用, 肝
干细胞对刺激变得敏感导致凋亡. 通过对TNF-α
不同剂量、不同时相诱导的WB细胞, 用流式细

胞术(FCS)检测发现G2+M期细胞比例明显减少, 
说明细胞增殖性减弱; 核酸电泳出现DNA ladder
说明DNA被激活的核酸内切酶切割成180-200 
bp或其整倍数的片段即凋亡信号途径被激活; 
我们进一步采用Western blot在蛋白水平检测与

细胞凋亡相关的信号转导途径的改变, 结果显
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■创新盘点
本文论述了研究
TNF-α诱导肝干
细胞(WB细胞)凋
亡及其信号转导
机制. 阐述细胞因
子与肝干细胞的
关系, 提出对肝衰
竭患者若辅以抗
TNF-α治疗, 可能
通过减少细胞凋
亡, 提高细胞增生
能力增强肝再生.
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示凋亡相关的caspase-3表达上调, 而与细胞增殖

相关的MAPK、PI3K[12]信号途径中关键分子Erk
和Akt的磷酸化水平下调, 导致细胞增殖阻滞, 
发生凋亡. 另外, TNF-α还可激活NF-κB[13], 这是

一种在调控细胞的生存和凋亡中起关键作用的

调控因子. 我们的研究结果显示经TNF-α诱导的

WB细胞20 min后即出现NF-κB核内转移. 而NF-
κB持续活化可能促进细胞凋亡. 因此我们推测

这些可能是导致坏死的肝脏再生障碍而加重病

情甚至导致患者死亡的重要机制.  
病毒性肝炎、肝硬化是临床常见病, 约10%

的患者最终死于肝功能衰竭, 肝干细胞的生存

和凋亡对肝损伤的修复及再生有重要意义[14,15], 
肝干细胞移植将是解决供体肝脏严重缺乏的重

要途径之一; 另外, 自体的肝干细胞移植能有效

地避免排斥反应. 而合适的生长微环境或细胞

因子对肝干细胞的自我更新和增殖有重要作用, 
我们的研究结果提示对肝衰竭患者若辅以抗

TNF-α治疗, 可能通过减少细胞凋亡, 提高细胞

增生能力来增强肝再生.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of 
Laggera alata against acetamidophenol-induced 
liver damage.

METHODS: The main components of Laggera 
alata extract (LAE) were quantitatively ana-
lyzed by the Folin-Ciocalteu method and high-

pressure liquid chromatography (HPLC). Before 
mice were intragastrically given high-dosage 
acetamidophenol (1000 mg/kg), different doses 
of LAE (50, 100 and 200 mg/kg) was intragastri-
cally administered to investigate its preventive 
effect against acetamidophenol-induced liver 
damage.

RESULTS: Quantitative analysis of LAE by the 
Folin Ciocalteu method showed that LAE con-
tains a high content of phenolic compounds (52.6 
g GAE/100 g extract). The HPLC analysis indi-
cated that dicaffeoylquinic acids are the major 
components of LAE, whose content amounts to 
53%. LAE at a dose of 100 mg/kg could obvious-
ly protect mice from acetamidophenol-induced 
death. LAE at doses of 50, 100 and 200 mg/kg 
(especially 100 and 200 mg/kg) significantly re-
duced serum AST and ALT levels in mice treat-
ed with acetamidophenol. Furthermore, LAE 
at all doses could improve acetamidophenol-
induced hepatic injury. 

CONCLUSION: LAE has potent protective effect 
against acetamidophenol-induced liver injury in 
mice. Dicaffeoylquinic acids may be the active 
ingredients in LAE that are responsible for the 
hepatoprotective effects of LAE. 

Key Words: Laggera alata ; Dicaffeoylquinic acid; 
Acetamidophenol; Hepatoprotection

Wu YH, Hao BJ, Hu SQ, Shi SY, Wang JG, Yang LX, 
Zhao Y. Laggera alata extract prevents acetamidophenol-
induced liver damage in mice. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(7): 711-715

摘要
目的: 探讨六棱菊提取物(LAE)对药物性肝损
伤的抑制作用.

方法: 采用Folin Ciocalteu和HPLC方法对LAE
的主要成分进行定量分析; 通过预防给药探
讨LAE对大剂量(1000 mg/kg)醋氨酚引起的小
鼠中毒死亡的影响; 运用醋氨酚引起的小鼠
急性肝损伤模型评价LAE大(200 mg/kg)、中
(100 mg/kg)、小(50 mg/kg)剂量对药物性肝损
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■背景资料
近年来药物性肝
炎问题日益突出, 
但尚无防治药物
性肝炎的有效方
法. 六棱菊是一种
常用的民间草药, 
有关该植物化学
成分的研究已有
不少报道, 但有关
其药理学研究报
道还比较少, 且尚
未见其用于药物
性肝损伤的报道.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科



伤的抑制作用. 

结果: Folin Ciocalteu法测定结果表明LAE的
总酚含量为56.5 g GAE/100 g提取物; HPLC分
析结果显示LAE的主要成分为是二咖啡酰奎
尼酸类化合物, 其含量为53.0%. 醋氨酚中毒
保护试验表明, LAE在100 mg/kg剂量下对大
剂量醋氨酚所致小鼠死亡有明显抑制作用. 药
效评价结果显示: LAE在50、100和200 mg/kg
剂量下灌胃给药, 均能明显降低肝损伤小鼠血
清AST和ALT水平, 其中100和200 mg/kg剂量
具有显著性影响; 病理组织学检测表明, 模型
组小鼠肝组织呈现以中央静脉为中心的放射
状坏死和脂肪变性, LAE大、中、小剂量组小
鼠肝损伤均有一定程度的改善.

结论: 六棱菊对醋氨酚所致的药物性肝损伤
具有较强的抑制作用. 二咖啡酰奎尼酸类化合
物可能是六棱菊保肝作用的主要物质基础.

关键词: 六棱菊; 二咖啡酰奎尼酸类化合物; 醋氨

酚; 保肝作用 
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0  引言

菊科六棱菊属(Laggera genus )植物约有20余种, 
主要分布在非洲热带及亚洲东南部. 国内外仅对

少数几种该属植物进行过研究, 其中包括产于我

国的六棱菊(Laggera alata ). 他是我国仅有的两种

药用六棱菊属植物之一, 主要分布在长江以南及

西南地区. 六棱菊属植物广泛用于民间, 具有清

热解毒、抗菌消炎等功效, 疗效甚著[1]. 作为一

种治疗炎症性疾病的民间草药六棱菊已被使用

了300多年, 有关该植物化学成分的研究已有报

道[2-7], 但有关其药理学研究报道还很少. 在前期

对其进行系统的植物化学和抗炎药理研究基础

上[4-6,8], 我们对六棱菊提取物的主要成分进行了

定量分析, 并采用药物性肝损伤模型-醋氨酚诱

导的小鼠急性肝损伤模型研究了该提取物的保

肝作用.

1  材料和方法

1.1 材料 六棱菊全草采集于云南省腾冲县(标本

号: ZY200308LA); AST/GOT测试盒和ALT/GPT
测试盒(宁波慈城生化试剂厂); 醋氨酚[含量≥
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98.0%, 中国医药(集团)上海化学试剂公司]; 维生

素C片(湖北华中药业有限公司); Folin-Ciocalteu 
试剂(Merck 公司产品). ICR小鼠, 雌雄各半, 体质

量20 g±2 g, 清洁级, 浙江省实验动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 六棱菊提取物(LAE)的制备与分析: 取干

燥药材20 kg, 以950 mL/L乙醇回流提取3次, 提
取液合并浓缩得浸膏915 g, 用热水溶解后用乙

酸乙酯萃取以除去亲脂性成分, 留下的水溶液

用正丁醇分割, 将正丁醇部分浓缩, 得棕黑色粉

末320 g, 即LAE; Folin Ciocalteu比色法测定LAE
总酚含量; 成分分离: 取2.0 g提取物溶解在水里, 
通过Sephadex LH-20柱层析, 用甲醇洗脱分离出

3个化合物: A、B和C. HPLC定量分析条件为: 
Waters 2695型色谱仪, 色谱柱Zorbax SB-C18, 柱
温30 ℃, 流速为0.8 mL/min, 洗脱条件为1 mL/L
乙酸和乙氰, 检测波长为280 nm.
1.2.2 LAE对醋氨酚所致小鼠死亡率的影响: ICR
小鼠30只, 随机分成3个组: 溶剂(生理盐水)组
(NS 10 mL/kg, n  = 10)、维生素C组(VitC 1 000 
mg/kg, n  = 10)和LAE组(LAE 100 mg/kg, n  = 10). 
各组动物灌胃给药, 每天1次, 连续3 d. 末次给药

后1 h, 所有小鼠灌胃给予醋氨酚1 000 mg/kg. 醋
氨酚致毒24 h后记录各组死亡情况[8,9].
1.2.3 LAE对醋氨酚致小鼠急性肝损伤的影响: 
ICR小鼠60只, 随机分成6个组: 溶剂组(NS 10 
mL/kg, n  = 10)、模型组(NS 10 mL/kg, n  = 10)、
维生素C组(VitC 1 000 mg/kg, n  = 10)、六棱菊

小剂量组(LAE 50 mg/kg, n  = 10)、六棱菊中剂

量组(LAE 100 mg/kg, n  = 10)和六棱菊大剂量组

(LAE 200 mg/kg, n  = 10). 各组动物灌胃给药, 每
天1次, 连续7 d. 末次给药后5 h, 各组小鼠(溶剂

对照组除外)一次性灌胃醋氨酚500 mg/kg; 末次

给药24 h后, 摘眼球取血, 分离血清, 按试剂盒说

明测定AST和ALT活性, 同时取肝进行病理组织

学检查[9-11].
统计学处理 统计分析采用SPSS vers ion 

10.0软件处理, 实验数据以mean±SD表示, 采用

单因素方差分析(ANOVA)和Student's t -test, 以
P <0.05表示差异具有显著性.

2  结果

2.1 LAE的量化分析 LAE的总酚含量为56.5 g 
GAE/100 g提取物. 经光谱分析和文献对照[12,13], 
从提取物中分离的3个化合物分别确定为: 3, 4-O-
二咖啡酰奎尼酸(A)、3, 5-O -二咖啡酰奎尼酸
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■研发前沿
各种原因引起的
肝损伤发病率高, 
治疗困难, 对传统
中药或民间药物
中寻找安全高效
的保肝药物是抗
肝炎药物研究的
热点之一, 而深入
研究植物提取物
的物质基础和药
效机制是当前亟
待解决的问题.

■创新盘点
本研究首次采用
醋氨酚引起的小
鼠急性肝损伤模
型探讨六棱菊提
取物对药物性肝
损伤的影响.
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(B)和4, 5-O -二咖啡酰奎尼酸(C), 3个化合物的

分子式为: C25H24O12, 相对分子质量为516.45 Da, 
其结构见图1. 二咖啡酰奎尼酸类化合物(3, 4-O -
二咖啡酰奎尼酸、3, 5-O -二咖啡酰奎尼酸和 
4, 5-O -二咖啡酰奎尼酸)是LAE的主要成分, 其
含量为53.0%.
2.2 LAE对醋氨酚所致小鼠死亡率的影响 溶剂

组死亡率为90%, VitC组为40%, LAE组死亡率为

50%. VitC和LAE对醋氨酚致小鼠死亡的保护率

分别为50%和40%(表1).
2.3 L A E对醋氨酚致小鼠急性肝损伤的影响 
LAE大、中、小剂量均能明显降低肝损伤小鼠

血清AST和ALT水平, 其中大、中剂量具有显著

性作用(P <0.05或0.01, 表2). VitC也具有显著保

护作用; 型组小鼠肝细胞呈现以汇管区为中心

的放射状坏死和脂肪变性, LAE组和VitC组小鼠

肝损伤均有一定程度的改善(图2).

3  讨论

药物性肝炎(drug-induced hepatitis)是指在治

疗过程中由于药物的毒性损害或过敏反应所

致的肝脏疾病 ,  主要是由于用药不慎或滥用

药物引起. 近年来随着新药的不断问世和药物

品种及剂量的增加, 药物性肝炎有逐年增多的

趋势. 尽管药物性肝炎问题日益突出, 但迄今

尚无预防药物性肝炎的有效方法. 当前药物性

肝炎的治疗主要是祛除病因治疗, 即停用肝损

害药物, 并施以“保肝”治疗药物[14]. 醋氨酚

(acetamidophenol), 又名扑热息痛, 是临床常用

的解热镇痛药, 临床常用剂量不会导致肝损害, 
但大剂量的醋氨酚可产生严重的肝损伤, 其损伤

机制是在其代谢过程中产生大量的N -乙酰对苯

醌亚胺(NAPQI)超过了GSH的解毒能力, NAPQI
具有亲电性和强大的氧化作用, 于是未被清除的

NAPQI与生物大分子共价结合, 导致蛋白质巯基

被氧化和芳香基化, 以及生物膜系统发生脂质过

氧化, 从而导致肝细胞变性坏死[15]. 醋氨酚诱导

的小鼠肝损伤模型是药物性肝损伤模型的代表, 
常用于药物性肝损伤的药效评价. 

六棱菊作为一种民间药用植物, 在民间和中

医实践中广泛用于炎症性疾病(包括肝炎)的治

疗, 疗效甚著. 目前国内外对六棱菊的研究主要

停留在植物化学成分和复方研究上, 缺乏现代

药理和药效物质基础相关研究, 且尚无六棱菊

改善药物性肝损伤的现代研究报道[2-8]. 因此, 本
课题组在研究六棱菊提取物的抗炎作用的同时, 
运用大鼠原代肝细胞损伤模型探索性地考察了

LAE的体外抗肝细胞损伤作用, 结果证实其具较

表 1 LAE对醋氨酚所致小鼠死亡率的影响 (mean±SD, 
n  = 10)

     
分组                      剂量(mg/kg)   死亡率(%)       保护率(%)

溶剂  -       90              -

VitC  1 000       40             50

中剂量LAE    100       50             40

图 1 二咖啡酰奎尼酸类化合物的化学结构. A: 3, 4-O-二

咖啡酰奎尼酸; B: 3, 5-O-二咖啡酰奎尼酸; C: 4, 5-O-二

咖啡酰奎尼酸.
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表 2 LAE对醋氨酚致小鼠肝损伤的影响 (mean±SD, n  
= 10)

     
分组                      AST (IU/L)      ALT (IU/L)

溶剂         45.82±6.13b                 21.35±3.57b

模型组       124.42±15.64                 60.27±8.69

VitC         79.62±14.55a  42.53±10.29a

LAE组(mg/kg)   

    50         98.74±21.05  45.46±11.67

    100         84.51±11.74a  40.22±10.26a

    200         80.28±7.62b  33.12±6.59b 

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
本研究将为六棱
菊及其提取物用
于药物性肝损伤
的保肝治疗提供
一定理论依据, 同
时也为六棱菊植
物的民间应用和
中医临床用药提
供部分科学依据.
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强的体外抗肝细胞损伤作用. 在体外实验的基

础上, 我们对LAE的物质基础进行了量化分析

(分离鉴定了LAE的主要成分为二咖啡酰奎尼酸

类化合物, 并采用HPLC进行定量分析), 并采用

CCl4、D-GalN引起的化学性肝损伤和BCG-LPS
引起的免疫性肝损伤动物模型对该提取物的保

肝作用进行了深入研究(部分资料尚未出版), 体
内外研究表明, LAE对CCl4、D-GalN和BCG-
LPS引起的肝损伤具有较强的保护作用[16]. 

在LAE的保肝作用已明确的基础上, 本论文

进一步探讨了LAE对醋氨酚诱导的小鼠急性肝

损伤模型的保护作用, 旨在探讨其对药物性肝

损伤的影响. 故首先研究了LAE对大剂量(1 000 
mg/kg)醋氨酚引起的小鼠中毒死亡的影响, 结
果表明, LAE和阳性药物VitC对大剂量醋氨酚

所致小鼠死亡有明显保护作用. 然后以醋氨酚

为肝毒物, 建立小鼠急性药物性肝损伤模型, 并
用来评价LAE对药物性肝损伤的影响. 结果表

明, LAE对醋氨酚引起的肝损伤小鼠血清转氨酶

(AST和ALT)升高有明显抑制作用, 同时对醋氨

酚导致的肝组织病理改变具有一定程度的改善, 
而阳性药物VitC也产生了相似的影响. 提示LAE
可能具有较强的抗药物性肝损伤的潜力. 

总之, 在前期研究基础上, 本研究初步表明

LAE对醋氨酚引起的药物性肝损伤具有明显的

保护作用, 并初步探索了其药效物质基础, 为该

植物的民间应用和中医临床应用提供了部分科

学依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of different 
antibiotics on the bioconversion of daidzein 
into equol by intestinal microflora of ICR mice 
in vitro and to determine the critical inhibitory 
concentrations of sensitive antibiotics.

METHODS: Fresh fecal samples of ICR mice 
were cultured in brain heart infusion (BHI) 
broth containing substrate daidzein and differ-
ent antibiotics at normal adult doses. After incu-
bation in an anaerobic chamber for three days, 
the biotransformation of daidzein by intestinal 
microflora of ICR mice was detected by high 
performance liquid chromatography (HPLC). 

The critical inhibitory concentrations of sensitive 
antibiotics were determined by decreasing the 
amount of antibiotics gradually. 

RESULTS: At normal adult doses, all 11 antibiot-
ics showed complete inhibition of the bioconver-
sion of daidzein into equol. Amoxicillin, ofloxacin 
and norfloxacin at concentrations of 1/32 of the 
normal adult doses showed no obvious inhibitory 
effects on daidzein bioconversion. In contrast, 
azithromycin, leucomycin, oxytetracycline, rifam-
picin, and metronidazole at similar concentrations 
could completely inhibit daidzein bioconversion. 
Doxycycline, erythromycin and cephradine at 
similar concentrations reduced the biosynthesis of 
equol from daidzein by 87.7%, 80.5% and 65.2%, 
respectively. At concentrations of 1/256 of the 
normal adult doses, azithromycin, rifampicin and 
metronidazole showed complete inhibition of the 
bioconversion of daidzein into equol. The lowest 
inhibitory concentrations of these three sensitive 
antibiotics were 1/512, 1/800 and 1/1 024 of the 
normal adult doses, respectively. 

CONCLUSION: Different antibiotics show dif-
ferent inhibitory effects on the bioconversion of 
daidzein into equol by intestinal microflora of 
ICR mice. Amoxicillin, ofloxacin and norfloxacin 
show the weakest inhibitory effects on daidzein 
bioconversion, whereas metronidazole, rifam-
picin and azithromycin are the most sensitive 
antibiotics, of which metronidazole shows the 
strongest inhibitory effects, followed by rifampi-
cin and azithromycin. 

Key Words: Antibiotics; ICR mouse; Daidzein; Mi-
crobial biotransformation

Ni X, Hao QH, Cheng ZY, Fan JR, Liang XL, Wang 
XL.  Effects  of  different  antibiot ics  on daidzein 
biotransformation by intestinal microflora of ICR mice in 
vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(7): 716-721

摘要
目的: 探讨不同抗生素对ICR小鼠肠道微生物
菌群体外转化黄豆苷原为雌马酚的影响, 确定

®

■背景资料
具有天然雌激素
活性的大豆异黄
酮是大豆在其生
长过程中形成的
一类次生代谢产
物, 与其他类营养
物 质 相 比 ,  虽 含
量较低但其对人
体生理健康却起
着不可忽视的作
用. 体内外实验均
表明, 大豆异黄酮
被人或其他动物
摄取后, 将被寄居
在胃肠道内的微
生物菌群逐步降
解为生理活性更
高更广的各种代
谢产物. 然而, 人
和其他动物体内
的肠道微生物菌
群受包括饮食、
抗生素使用、疾
病以及压力在内
的各种因素影响
较大, 这些外界因
素的改变会直接
影响大豆异黄酮
在体内的吸收与
转化, 进而影响了
大豆异黄酮对人
体和其他动物的
有益调节作用. 因
而, 研究不同因素
对体内大豆异黄
酮转化菌株的影
响具有重要意义.

■同行评议者
魏 继 福 ,  副 研 究
员, 江苏省人民医
院中心实验室
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敏感抗生素抑制雌马酚合成的临界点浓度.

方法: 取ICR小鼠新鲜粪样于BHI液体培养基
中, 加入底物黄豆苷原, 同时加入正常成人剂
量的抗生素在厌氧工作站中培养3 d, 采用高
效液相色谱检测黄豆苷原被转化情况. 根据转
化结果依次降低所挑选的敏感抗生素浓度, 确
定各种不同抗生素抑制ICR小鼠肠道微生物
菌群转化黄豆苷原为雌马酚的临界点浓度. 

结果: 当使用正常成人剂量时, 11种供试抗
生素均完全抑制ICR小鼠肠道微生物菌群体
外转化黄豆苷原为雌马酚能力; 当加入正常
成人剂量1/32浓度时, 阿莫西林(amoxicillin, 
AMX)、氧氟沙星(ofloxacin, OFLX)、诺氟
沙星(norfloxacin, NOR)几乎不产生抑制作
用, 多西环素(doxycycline, DOX)、利君沙
(erythromycin ethylsuccinate, EES)和头孢拉
定(cefradine, CED)使培养基中雌马酚浓度
降低了87.7%, 80.5%和65.2%, 其余5种抗生
素阿奇霉素(azythromycin, AZI)、吉他霉素
(leucomycin, LM)、土霉素(oxytetracycline, 
OTC)、利福平(r i fampicin, RFP)和甲硝唑
(metronidazole, MNZ), 则完全抑制黄豆苷原
向雌马酚的转化; 当使用剂量为正常成人剂
量1/256时, AZI、RFP和MNZ完全抑制了ICR
小鼠肠道微生物菌群体外转化能力, 继续降低
抗生素浓度, 测得AZI、RFP和MNZ有效抑制
黄豆苷原转化为雌马酚的临界点浓度分别为
1/512, 1/800和1/1 024.

结论: 不同种类抗生素对ICR小鼠肠道微生
物菌群中大豆异黄酮转化菌株的抑制作用不
同, 11种抗生素中抑制作用最小的是AMX、

OFLX和NOR; 抑制作用最强的是MNZ, 其次
为RFP和AZI.

关键词: 抗生素; ICR小鼠; 黄豆苷原; 微生物转化
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0  引言

具有天然雌激素活性的大豆异黄酮(s o y b e a n 
isoflavone)是大豆在其生长过程中形成的一类

次生代谢产物, 主要由黄豆苷原(daidzein)、染

料木黄酮(genistein)组成[1], 人体本身虽不能合

成, 但大豆异黄酮却对人体的生理健康有着不

可忽视的作用. 美国科学家1986年首先发现大

豆异黄酮具有抑制癌细胞生长的作用, 尤其对

人体结肠癌、乳腺癌和前列腺癌等与性激素有

关的癌症具有很好的预防和治疗作用. 此外, 大
豆异黄酮还具有防治中老年骨质疏松, 减少心

脑血管发病率, 减轻更年期妇女不适症等多种

功效[2,3]. 体内外试验均表明, 大豆异黄酮被人或

其他动物吸收后, 主要被肠道内的微生物菌群

逐步降解[4,5], 其中黄豆苷原被降解为二氢黄豆

苷原(dihydrodaidzein, DHD)、雌马酚(equol)和
去氧甲基安哥拉紫檀素(O -Desmethylangolensin, 
O -D m a) ;  染料木黄酮被降解为二氢染料木

黄酮(d ihydrogenis te in, DHG)和4-乙基苯酚

(4-Ethylphenol)等不同代谢产物, 在目前已知的

大豆异黄酮所有代谢产物中雌马酚是活性最高

的成分[6,7]. 然而, 由于受饮食习惯、年龄、大肠

中氧化还原状态、疾病、抗生素使用等诸多因

素影响[8-13], 寄居在胃肠道内的大豆异黄酮转化

菌株的正常生长与转化也随之受到影响. 据国

外报道, 甲硝唑(metronidazole, MNZ)、卡那霉

素(kanamycin, KAN)、万古霉素(vancomycin, 
VAN)和KAN+VAN可使猕猴血清中雌马酚水

平分别下降80%, 93%, 98%和99%; 多西环素

(doxycycline, DOX)对雌马酚水平没有影响, 但
能增加血浆黄豆苷原、染料木黄酮、二氢染料

木黄酮和黄豆黄素的水平. ICR小鼠形体小、饮

食单一、寿命短且不同个体间差异较小, 特别

是经体外转化试验发现, 其肠道微生物菌群转

化黄豆苷原重现性好, 因此, 本文以ICR小鼠为

试材, 研究不同抗生素对其粪样中大豆异黄酮

转化菌株的影响. 研究结果不仅为进一步研究

不同抗生素的体内影响提供参考, 在指导人们

合理使用抗生素方面也具有实际意义.

1  材料和方法

1.1 材料 阿莫西林(AMX, 华北制药集团制剂有

限公司, 0.25 g); 头孢拉定(CED, 上海五洲药业

股份有限公司, 0.25 g); 氧氟沙星(OFLX, 华北制

药集团制剂有限公司, 0.1 g); 诺氟沙星(NOR, 吉
林亚泰明星制药有限公司, 0.1 g); 利君沙(EES, 
西安利君制药有限责任公司, 0.125 g); 吉他霉素

(LM, 河南天工药业有限公司, 0.1 g); 阿奇霉素

(AZI, 四川美大康药业股份有限公司, 0.25 g); 多
西环素(DOX, 新乡同心药业有限公司, 0.1 g); 土
霉素(OTC, 河北东风药业有限公司, 0.25 g); 利福

平(RFP, 沈阳红旗制药有限公司, 0.15 g); 甲硝唑

(MNZ, 山西春宇制药有限公司, 0.2 g). ICR小鼠, 

■相关报道
2003年BLAIR等研
究发现甲硝唑、卡
那霉素、万古霉素
和卡那霉素+万古
霉素可使猕猴血
浆中马雌酚水平分
别下降80%, 93%, 
98%和99%. 而多西
环素、卡那霉素和
卡那霉素+万古霉
素则能增加猕猴血
浆中大豆黄素水
平. 不同种类抗生
素对异黄酮代谢影
响不同, 有些抗生
素会影响肠道对异
黄酮的吸收, 而有
些则能扰乱肠道微
生物菌群平衡, 直
接影响异黄酮的体
内代谢.
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月龄2 mo, 购于北京实验动物研究中心, 厌氧工

作站为Concept 400型, 英国Ruskinn公司.
1.2 方法 
1.2.1 样品采集: 用灭菌镊子或消毒棉签取适量

新鲜ICR小鼠粪样, 置于脑心浸液(BHI)培养基

的试管内于厌氧工作站内培养24 h. 工作站内通

入的混合气体为850 mL/L N2、100 mL/L H2和50 
mL/L CO2, 温度为37 ℃. 
1.2.2 对照组处理: 将培养后粪样震荡混匀后, 
取100 μL接种到盛有1 mL新鲜BHI液体培养基

的试管中, 在37 ℃下厌氧培养24 h后, 加入10 
mmol/L的底物黄豆苷原20 μL, 继续在厌氧工作

站内培养3 d.
1.2.3 抗生素处理: 将培养后粪样震荡混匀后, 
取100 μL接种到盛有1 mL新鲜BHI液体培养基

的试管中, 在37 ℃下厌氧培养24 h后, 加入10 
mmol/L的底物黄豆苷原20 μL和不同浓度的各

种抗生素(从正常成人剂量开始, 以2倍逐渐递

减), 继续在厌氧工作站内培养3 d.
1.2.4 高效液相色谱(HPLC): 将工作站内培养基

用等量乙酸乙酯萃取3次, 离心浓缩仪蒸干后加

入100%甲醇并在HPLC上(Waters1525)检测, 所用

流动相为乙腈和水, 具体方法参照以往报道[14]. 
根据HPLC检测结果确定敏感抗生素有效抑制

黄豆苷原向雌马酚转化的临界点浓度.
1 . 2 . 5  标 准 曲 线 的 测 定 :  将黄豆苷原 (美国

Indofine公司)、二氢黄豆苷原(本实验室纯化保

存)和雌马酚(美国LClabs公司)标准品分别配制

成1.0、0.5、0.2、0.1和0.05 mmoL/L等5个浓度, 
在270 nm下用高效液相色谱测定标准溶液, 色
谱仪自动记录各浓度下的谱峰积分面积, 每样

品重复3次. 以各标准品浓度为横坐标, 以峰面

积为纵坐标, 作回归方程.

2  结果

2.1 对照组HLPC检测结果 在厌氧工作站内培养

的仅加入底物而没有加入任何抗生素的ICR小

鼠菌群培养液用乙酸乙酯萃取后, 在HPLC色谱

上明显出现四个谱峰(图1实线); 将底物黄豆苷

原加入到既不接入ICR小鼠菌群又无任何抗生

素的新鲜BHI液体培养基中, 37 ℃下培养相同时

间后用乙酸乙酯进行萃取, 通过HPLC检测出现

一物质峰(图1短划线); 将标准品二氢黄豆苷原

与雌马酚混合后在完全相同条件下进行高效液

相检测, HPLC色谱上出现两个峰(图1圆点), 其
中前面峰为二氢黄豆苷原, 后面峰为雌马酚. 由
图1可以看出, ICR小鼠肠道菌群代谢产物中的

峰1的出峰时间(8.902 min)与底物黄豆苷原基本

一致, 峰2(10.224 min)和峰3(19.156 min)与标准

品二氢黄豆苷原和雌马酚的出峰时间完全相同, 
代谢产物中的峰4(24.996 min)在不加入底物仅

接入小鼠菌群的培养基中也同样存在, 且该峰

不随底物黄豆苷原的增加而增大(结果未显示), 
因而, 将峰4确定为菌群代谢培养基所产生. 根
据谱峰保留时间和紫外吸收图谱[14,15], 将8.902 
min出现的峰1确定为未被转化的底物黄豆苷原, 
将10.224 min和19.156 min出现的峰2和峰3分别

确定为代谢产物二氢黄豆苷原和雌马酚.
2 . 2  外标法测定各代谢产物含量  根据各标

准液浓度及H P L C测得的峰面积 ,  得到各标

准品的标准曲线方程分别为 :  黄豆苷原y  = 
2E+07x-267270(R2 = 0.9995); 二氢黄豆苷原y = 
1E+07x+38125(R2 = 0.9999); 雌马酚y = 3E+06x-
68164(R2 = 0.9983). 根据标准曲线将HPLC测得

的各代谢产物峰面积转化为相应浓度, 比较不

同抗生素对ICR小鼠肠道菌群转化黄豆苷原的

影响.  
2.3 抗生素处理 
2.3.1 正常成人抗生素浓度处理: 使用正常成人

剂量的抗生素处理体外培养的ICR小鼠粪样菌

群时, HPLC未检测到有二氢黄豆苷原和雌马酚

图 1 未加抗生素小鼠肠道菌群体外转化底物黄豆苷原的高效液相色谱图.
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■创新盘点
本研究首次报道
了添加不同种类
不同浓度的抗生
素 对 I C R 小 鼠 肠
道微生物菌群体
外转化黄豆苷原
为雌马酚能力存
在较大差异. 通过
供试抗生素所属
类别及作用特点, 
可对小鼠肠道内
参与雌马酚合成
的微生物菌株特
点进行推测.
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产生, 这表明该浓度下全部11种供试抗生素均完

全抑制了ICR肠道菌群转化黄豆苷原为雌马酚

的能力. 
2.3.2 正常成人抗生素浓度的1/32处理: 对上述

11种抗生素按2倍递减依次降低抗生素浓度, 结
果发现, 在正常成人剂量1/32的浓度下, AMX、

OFLX和NOR处理的ICR小鼠肠道菌群转化黄豆

苷原为雌马酚的量与对照接近, 表明这三种抗

生素在该浓度下对ICR小鼠肠道菌群影响较弱, 
为不敏感抗生素. DOX、EES和CED则明显抑制

了ICR小鼠肠道菌群转化能力, 使培养基中雌马

酚浓度分别降低了87.7%, 80.5%和65.2%. 在全

部11种供试抗生素中, AZI、LM、OTC、RFP和
MNZ抑制作用最强, 使加入培养基中的底物黄

豆苷原完全没有被转化(表1).
2.3.3 正常成人剂量1/256处理: 将正常成人剂量

1/32浓度下明显抑制雌马酚生成的8种抗生素

(DOX, EES, CED, AZI, LM, OTC, RFP和MNZ)
继续降低浓度. 结果发现, 当使用正常成人剂量

1/256时, EES处理与对照结果完全相同, 表明该

浓度下EES对ICR小鼠肠道微生物菌群转化黄豆

苷原能力无任何影响, CED和DOX则对雌马酚

的生成表现出轻微抑制作用. 在该浓度下LM和

OTC则明显抑制了ICR小鼠肠道菌群转化生成

雌马酚能力, 使培养基中雌马酚的生成量分别

降低了88.8%和90.7%. 在正常成人剂量1/256浓
度下, 三种抗生素即AZI、RFP和MNZ则表现出

极强的抑制作用, 完全抑制了ICR小鼠肠道菌群

转化黄豆苷原能力, 称之为极敏感抗生素(表2).
2.3.4 极敏感抗生素抑制转化的最低临界浓度:  
对AZI、RFP和MNZ继续降低浓度, 当使用正常

成人剂量1/512处理ICR小鼠肠道菌群时, AZI处
理下开始有少量二氢黄豆苷原和雌马酚生成, 
表明AZI有效抑制雌马酚生成的临界点浓度大

约在1/512, 在该浓度下使雌马酚的生成量降低

了94.8%. 与AZI不同, RFP和MNZ在该浓度下仍

完全抑制了ICR小鼠肠道菌群体外转化黄豆苷

原为雌马酚的能力(图2).
为确定R F P和M N Z有效抑制雌马酚生成

的临界点浓度, 继续降低浓度到正常成人剂量

1/1 024. 结果发现, 在该极低浓度下, RFP处理

时, HPLC虽检测到有大量二氢黄豆苷原生成, 
但完全抑制了雌马酚的生成; MNZ在该极低浓

度下对雌马酚生成有明显抑制作用, 使培养基

中的雌马酚生成量降低了85.2%. 为更准确确

定RFP和MNZ有效抑制雌马酚生成的临界点

浓度, 最后又尝试了正常成人剂量1/800浓度处

理, 结果发现, MNZ在该浓度下能完全抑制黄豆

苷原的转化, 而RFP在该浓度下完全抑制雌马

酚的生成, 但HPLC检测到有少量二氢黄豆苷原

(5.5 μmol/L)被生成. 因此, 将RFP和MNZ有效抑

制雌马酚生成的临界点浓度分别定为1/800和
1/1 024(图3).

3  讨论

大量研究结果表明, 大豆异黄酮代谢产物具有

比大豆异黄酮更高更广的生物学活性. 雌马酚

为大豆异黄酮黄豆苷原代谢产物, 也是目前大

豆异黄酮所有微生物代谢产物中活性最高的成

表 1 正常成人剂量1/32浓度的抗生素对ICR小鼠肠道菌
群体外转化黄豆苷原的影响

     
抗生素

     1/32浓度1     黄豆苷原及其代谢产物 (μmol/L)

        (mg/L)          Daidzein         DHD            Equol

未加抗生素         -               20.2          12.6          125.9

AMX          5.1                2.8            0.0          116.6

CED          1.0              59.4            0.0            43.8

OFLX          4.1                6.2          10.5          114.0

NOR          2.0              16.0          10.8          113.7

EES          5.1              37.9          20.7            24.5

AZI          5.1            116.1            0.0  0.0

LM        12.2            122.4            0.0  0.0

OTC          5.1            112.2            0.0  0.0

DOX          2.1              42.2            6.2            15.5

RFP          6.1            102.0            0.0  0.0

MNZ          4.1            174.2            0.0  0.0

1: 抗生素正常成人剂量(单位: mg/L): AMX: 164; CED: 32.6; 

OFLX: 130; NOR: 65; EES: 164; AZI: 164; LM: 390; OTC: 164; 

DOX: 66; RFP: 196; MNZ: 130.

表 2 正常成人剂量1/256浓度的抗生素对ICR小鼠肠道
菌群体外转化黄豆苷原的影响

     
抗生素

    1/256浓度     黄豆苷原及其代谢产物 (μmol/L)

        (mg/L)          Daidzein         DHD            Equol

未加抗生素       -                  20.2           12.6          125.9

CED                0.1                   1.4             0.0          106.7

EES                 0.5                   4.3           21.2          123.2

AZI                  0.5               123.1            0.0              0.0

LM                  1.2               112.0            0.0            14.1

OTC                0.5               110.4             0.0            11.7

DOX                0.2                 10.4             0.0            93.3

RFP                 0.6               108.2             0.0   0.0

MNZ               0.4            148.6             0.0   0.0

■应用要点
本实验通过雌马
酚生成量研究了
不 同 抗 生 素 对
I C R 小 鼠 肠 道 微
生物菌群体外转
化黄豆苷原的抑
制作用, 确定了敏
感抗生素种类及
其抑制雌马酚合
成的临界点浓度. 
研究结果既可指
导临床医师合理
用药, 又将为进一
步体内实验提供
理论指导.



www.wjgnet.com

720                                ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月8日    第18卷   第7期

分, Axelson等1982年在人体尿液中首次检测到

了雌马酚. 雌马酚在结构上与人体雌激素受体

雌二醇最为接近, 可与雌激素受体结合, 依据体

内雌激素水平发挥类似雌激素或拮抗雌激素的

双重调节作用. 此外, 雌马酚在抗氧化、抑制癌

细胞生长、减少骨质疏松和缓和妇女更年期症

状方面的生理作用明显高于其亲本化合物黄豆

苷原. 因此, 本研究中主要以培养基中雌马酚的

生成量来评价不同抗生素对ICR小鼠肠道微生

物菌群对黄豆苷原体外转化的抑制作用.
近年来大豆异黄酮转化菌株陆续从不同动

物胃肠道微生物菌群中分离出来, 尽管从不同

动物体内分离的具有相同转化作用的大豆异黄

酮转化菌株各不相同, 但总体上大豆异黄酮转

化菌株为人和其他动物体内的非优势菌群, 其
正常生长繁殖很可能依赖于其周围环境中的优

势微生物菌群的相对平衡. 使用一定浓度的抗

生素会破坏肠道微生物菌群平衡, 进而影响了

大豆异黄酮微生物转化菌株的正常生长与转

化. 本研究中, 当使用正常成人剂量的1/32时, 
CED、EES和DOX明显抑制了ICR小鼠肠道微

生物菌体外转化黄豆苷原为雌马酚能力, 而当

使用浓度降低到正常成人用量的1/256时, 上述

三种抗生素几乎不产生影响. 推测, 该浓度或许

对ICR小鼠肠道内某些优势菌群有一定影响, 但
对总的肠道微生物菌群平衡并不造成威胁. 同
时, ICR小鼠肠道内的大豆异黄酮转化菌株可能

对这些抗生素并非十分敏感. 然而, 体内外环境

存在较大差异, 从口腔(口服药)经胃进入肠道过

程中, 药物要经过一个重新被吸收、分布、代

谢和排泄的过程, 因此, 有必要对体外转化敏感

抗生素进行进一步体内试验, 以便更准确更合

理指导用药.
本研究中MNZ、AZI和RFP在极低浓度下

(<1/512)即可完全抑制ICR小鼠肠道微生物菌群

将黄豆苷原转化为雌马酚的能力, 尤其是MNZ

在使用正常成人用量1/1 024时即可完全抑制雌

马酚的生成. 推测这些在极低浓度下即可有效

抑制黄豆苷原向雌马酚有效转化的抗生素可能

直接对大豆异黄酮转化菌株有较强的抑杀作用, 
特别是属硝基咪唑类的MNZ通过抑制DNA合成

具有抗厌氧菌作用, 而对需氧菌或兼性需氧菌

无效. RFP是利福霉素SV的人工半合成品, 是一

线抗结核病药物. RPF不仅对结核杆菌及麻风杆

菌有作用, 对革兰氏阴性杆菌也有抑制作用. 结
核病属人体慢性疾病, 结核病患者需长期服用

抗结核药物, 其对患者肠道微生物菌群中大豆

异黄酮微生物转化菌株可能是毁灭性的. AZI是
唯一半合成15元环大环内酯类抗生素, 尤其对

革兰氏阴性菌有较强的抗菌作用. 值得一提的

是, AZI在大环内酯类抗生素中半衰期长(35-48 
h), 且大部分以原形由粪便排出体外, 因而对肠

道敏感微生物菌群的不良作用会明显加强. AZI
因其疗效好, 不良反应小, 目前作为抗感染药物

正被广泛使用, 有关AZI对人体内大豆异黄酮转

化菌株的抑杀作用有必要进一步研究.
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■名词解释
微生物生物转化: 
是利用微生物代
谢中产生的酶对
天然化合物进行
结构修饰的过程, 
通过微生物转化
技术可以获得大
量的新化合物. 由
于一种微生物可
以转化多种在分
子结构上完全不
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生物对结构相似
的物质可以发生
类似的反应, 所以
微生物转化已成
为现代生物工程
技术的重要组成
部分.
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■同行评价
本文探讨不同抗
生素对 I C R 小鼠
肠道微生物菌群
体外转化黄豆苷
原为雌马酚的影
响, 有一定的科学
意义.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of motilin 
and vasoactive intestinal peptide (VIP) in gastric 
mucosa of patients with primary bile reflux 
gastritis.

METHODS: Seventy-four patients with primary 
bile reflux gastric were divided into low reflux 
group (n = 42) and high reflux group (n = 32). A 
control group was composed of 28 subjects who 
showed no abnormalities during 24-hour gastric 
bilirubin monitoring with Bilitec 2000 and gas-
troscopic examination. The expression of motilin 
and VIP in biopsy specimens was detected by 
immunohistochemistry and analyzed using pa-
thology image analysis software.

RESULTS: The expression levels of motilin in 
the high and low reflux groups were lower than 
that in the control group (558.93 ± 223.63 and 
787.09 ± 252.97 vs 941.50 ± 275.87, respectively; 
both P < 0.05), while the expression levels of VIP 
in the high and low reflux groups were higher 
than in the control group (1700.06 ± 486.55 and 
1241.19 ± 359.34 vs 959.00 ± 335.78, respectively; 
both P < 0.01). The detection rates of metaplasia 
atrophy in the high and low reflux groups were 
higher than that in the control group (50.0% and 
26.2% vs 7.1%, respectively; P < 0.01 and 0.05). 
Patients with metaplastic atrophic gastritis had 
higher reflux rate than those with superficial 
gastritis (59.3% vs 30.5%, P < 0.05). The detection 
rate of Helicobacter pylori (H.pylori) decreased 
with the aggravation of bile reflux (64.3% and 
47.6% vs 25.0%, respectively; P < 0.01 and 0.05).

CONCLUSION: The parasecretion of motilin 
and VIP may play a role in the development of 
bile reflux gastritis. Bile reflux is one of the risk 
factors for gastric mucosa injury. Bile reflux can 
inhibit the infection of H.pylori.

Key Words: Duodenogastric reflux; Primary bile re-
flux gastritis; Motilin; Vasoactive intestinal peptide; 
Helicobacter pylori

Gao RM, Xu L, Meng XY, Wang Q. Expression of motilin 
and vasoactive intestinal peptide in gastric mucosa of 
patients with primary bile reflux gastritis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(7): 722-725

摘要
目的: 探讨胃黏膜胃动素(MTL)、血管活性肠
肽(VIP)的表达与原发性胆汁反流性胃炎之间
的关系. 

方法: 标本取自74例原发性胆汁反流性胃炎
患者, 其中低反流组42例和高反流组32例, 24 
h胃内胆红素监测及电子胃镜检查未见异常者
28例为对照组. 采用免疫组织化学法检测胃黏
膜MTL和VIP表达, 并用病理图像分析软件进
行分析. 

®

■背景资料
临床工作中, 胆汁
反流性胃炎的检
出率在同期胃镜
检出率中一直较
高, 但其发病机制
尚 无 定 论 .  已 有
研 究 显 示 ,  胆 汁
反流患者多伴有
胃肠道运动功能
障碍如胃窦功能
减弱、胃窦幽门
十二指肠协调运
动障碍、幽门压
力降低、胃排空
延迟等, 部分胃肠
激素亦参与了其
发病.

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化科
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结果: 高、低反流组较对照组胃黏膜MTL表
达明显降低(558.93±223.63, 787.09±252.97 
vs  941.50±275.87, 均P <0.05); VIP表达较对
照组明显增高(1700.06±486.55, 1241.19±
359.34 vs  959.00±335.78, 均P <0.01). 高、低
反流组胃黏膜化生性萎缩检出率均较对照组
高(50.0%, 26.2% vs  7.1%, P <0.01或0.05). 化
生性萎缩组较浅表性胃炎组胆汁反流程度重
(59.3% vs  30.5%, P <0.05). 随着胆汁反流程度
的加重, 幽门螺杆菌检出率下降(64.3%, 47.6% 
vs  25.0%, P <0.01或0.05).

结论: 胃黏膜MTL及VIP分泌紊乱可能在胆汁
反流性胃炎发生中起作用. 胆汁反流是胃黏膜
损伤的危险因素之一, 胆汁反流对幽门螺杆菌
感染起抑制作用.

关键词: 十二指肠胃反流; 原发性胆汁反流性胃炎; 

胃动素; 血管活性肠肽; 幽门螺杆菌
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0  引言

原发性胆汁反流性胃炎(p r imary b i le re f lux 
gastritis, PBRG)的发病机制目前尚不明确, 国内

外文献报道, 胆汁反流性胃炎占同期胃镜检出

率的9.9%-24.2%, 研究其发病机制对于预防胆

汁反流的发生有重要作用. 脑肠肽是一种具有

神经递质和激素双重功能的小分子多肽, 在调

节胃肠运动中起重要作用. 本研究通过对胃黏

膜胃肠激素胃动素(motilin, MTL)和血管活性肠

肽(vasoactive intestinal peptide, VIP)半定量表达, 
探讨胃黏膜中胃肠激素的变化及幽门螺杆菌

(H.pylori )感染与PBRG发生的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选择于2008-10/2009-04青岛市市立医院

就诊的PBRG患者74例, 其中男35例, 女39例, 年
龄18-70(平均46.87±14.40)岁. 纳入标准[1]: 具有

腹痛、腹胀、恶心、呕吐胆汁等4项症状中至少

2项, 近3 mo每周症状发作不少于3次, 且胃镜检

查发现黏液湖胆染同时伴胃窦黏膜糜烂和(或)
明显充血, 并经24 h胆红素监测仪(Bilitec2000)
检测证实存在病理性十二指肠胃反流的患者. 
剔除标准: 近4 wk来曾用抗生素、铋剂或质子泵

抑制剂者, 腹部手术史, 食管糜烂、上消化道狭

窄和肿瘤, 消化性溃疡, 肝、胆、胰等其他消化

系统疾患, 严重心肺疾病、糖尿病、神经系统

疾病等. 正常对照组选择无腹部手术史、无消

化系统慢性病史、无糖尿病和肝、胆、胰疾患

等病史, 近3 mo无消化系症状, 24 h胃内胆红素

监测及电子胃镜检查未见异常且病理证实为非

肿瘤者28例, 其中男13例, 女15例, 年龄25-68(平
均46.64±13.70)岁. 免疫组织化学广谱试剂盒、 
DAB显色剂均购自福州迈新生物技术开发公司. 
MTL鼠抗人单克隆抗体购自中美科技公司. VIP
兔抗人多克隆抗体购自北京博奥森生物技术有

限公司. 便携式胆汁监测仪(Bilitec2000)由瑞典

Medtronic Synectics公司生产. 病理图像分析采

用专业图像分析软件Image-ProÒPlus(IPP)6.0.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 根据中国慢性胃炎共识意见 [2]将

PBRG患者按病理表现分为浅表性胃炎组、化

生性萎缩组及非化生性萎缩组. 使用Bilitec2000
以胃内记录到胆红素吸收值≥0.25为胆汁反流, 
计算胆红素吸收值≥0.25的时间百分比, 胆红素

吸收值以0.25为界值时, 取反流时间百分比的

中位数23.60%作为分界, 将反流分为低反流组

(<23.60%)和高反流组(≥23.60%)[3].
1.2.2 胃镜检查及黏膜活检: 所有受试者均接受

Olympus260型电子胃镜检查, 常规在胃窦小弯

侧和大弯侧距幽门2-3 cm处取3块组织, 垂直活

检, 深达黏膜肌层. 其中1块作快速尿素酶试验, 
其余2块活检标本经100 g/L甲醛固定, 行胃黏膜

垂直包埋、切片, 分别用于苏木精伊红(HE)染
色、AB-PAS染色、改良Giemsa染色及免疫组

织化学检查.
1.2.3 24 h胃内胆红素监测: 所有受试者胃镜检

查后1 wk内, 行便携式胆汁监测仪(Bilitec2000)
检测, 连续记录24 h胃内胆红素浓度. 监测过程

中三餐进半流质饮食. 不进食番茄、胡萝卜、

香蕉、橙、蛋黄等光吸收特性与胆红素相近的

食物及饮料. 连续监测24 h, 以胃内记录到胆红

素吸收值≥0.25诊断为胆汁反流, 计算胆红素吸

收值≥0.25的时间百分比.
1.2.4 H.pylori 测定: 快速尿素酶试验阳性并改

良Giemsa染色镜检找到H.pylori . 同时具备作为

H.pylori阳性标准.
1.2.5 免疫组织化学染色: 按SP法免疫组化染色

试剂盒操作步骤进行. MTL、VIP阳性染色主

要位于胞质内, 为棕黄色颗粒沉积, 免疫组织

化学结果定量判断标准: 染色后先在光镜下做

■研发前沿
Bilitec2000胆红
素监测仪是根据
胆汁内胆红素在
450 nm处存在特
异吸收峰的特点, 
利用分光光度计
原理设计而成. 有
研究表明Bili tec 
2000在监测胃内
胆红素乃至胆汁
反流中是一个比
较可靠的设备, 可
以应用于DGR的
临床诊治和研究.

■相关报道
Vere等研究发现
胆汁反流性胃炎
中组织学慢性炎
症表现多于急性
炎 症 ,  肠 化 生 发
生比例为34.83%, 
而H.pylori 感染率
为16.08%, 提示
肠化生与胆汁反
流关系更为密切. 
Taylor等在大鼠实
验中发现空肠胃
侧侧吻合后, 8 wk
可发生肠化生, 56 
wk发生率达10%, 
认为胆汁反流因
素促成了肠化生.
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定性观察, 然后于高倍镜下(×400)观察胃黏膜

MTL、VIP阳性表达情况, 并随机选取互不重

叠的5个视野, 用专业图像分析软件Image-ProÒ 
Plus(IPP)6.0测定每个视野阳性染色的累积光密

度(累积吸光度 = 平均吸光度×面积), 取其平均

值作为该切片胃黏膜MTL、VIP表达的半定量

指标.
统计学处理 应用SPSS11.5软件, 对所得计

数资料的阳性率的比较采用χ2检验. 计量资料数

据均以mean±SD表示, 多组资料间比较采用单

因素方差分析, 以P <0.05作为差异有显著意义的

检验标准.

2  结果

2.1 各组MTL和VIP的表达及H.pylori 阳性率的

比较 高、低反流组胃黏膜MTL表达均较对照

组低(F  = 17.85, q  = 8.33, 3.56, P <0.01, 0.05), 而
VIP表达较对照组高(F  = 26.89, q  = 10.17, 4.11, 
P <0.01), 且皆有统计学意义. 高反流组胃黏膜

MTL表达较低反流组低(q  = 5.48, P <0.01), 具有

统计学意义; VIP表达较低反流组高(P  = 6.94, 
P <0.01), 具有统计学意义. 高反流组H.pylori阳
性检出率较对照组、低反流组低(χ2 = 9.386, 
P <0.01; χ2 = 3.951, P <0.05). 低反流组与对照

组H.pylori阳性检出率差别无统计学意义(χ2 = 
1.880, P >0.05, 表1).
2.2 不同类型萎缩性胃炎检出率的比较 高、低

反流组胃黏膜化生性萎缩检出率均较对照组

高(χ2 = 13.061, 4.031, P <0.01, 0.05), 且高反流

组较低反流组胃黏膜化生性萎缩检出率高(χ2 = 
4.443, P <0.05). 各组非化生性萎缩性胃炎检出率

无统计学差异(χ2 = 0.026-2.411, P >0.05, 表2).
2.3 胃黏膜不同病变高反流率、H.pylor i 阳性

率的比较 化生性萎缩组较浅表性胃炎组胆汁

反流程度重(χ2 = 5.191, P <0.05); 非化生性萎

缩组与化生性萎缩、浅表性胃炎组胆汁反流

程度无统计学差异(χ2 = 0.602-0.833, P >0.05). 
各组H.p y l o r i 阳性检出率无统计学差异(χ2 = 

0.000-0.022, P >0.05, 表3).

3  讨论

正常生理条件下 ,  机体存在十二指肠胃反流

(duodenogastric reflux, DGR)[4]. 反流物不对胃黏

膜造成损害. 但PBRG患者, 由于胃-幽门-十二指

肠运动障碍, 十二指肠内容物(胆汁酸、胆盐和

溶血卵磷脂)反流入胃, 在胃酸的作用下, 破坏胃

黏膜屏障, 引起H+向上皮细胞内反渗, 造成胃黏

膜慢性炎症、糜烂甚至溃疡.
本研究发现 ,  随着反流程度的逐渐加重 , 

PBRG患者胃黏膜MTL的表达呈下降趋势, 而
VIP的表达依次增加, 且组与组之间比较, 具有

统计学意义(P <0.05). 有研究证实MTL是兴奋

性神经递质, MTL的生理作用是调节胃肠移行

性运动复合波(migrating myoelectric complex, 
MMC), 具有强烈刺激上消化系的机械活动和

电活动的作用, 从而起肠道清道夫的作用. 有研

究表明, MTL水平降低可使胃排空延缓[5,6]. VIP
是抑制性神经递质, 许多研究已证明VIP在胃肠

运动调节中主要起抑制效应[7], 可抑制下食管

表 1 胃黏膜MTL、VIP表达量及H.pylori 检测结果 (mean±SD)

     
分组                n              MTL         VIP  H.pylori  n (%)

对照组             28  941.50±275.87          959.00±335.78   18(64.3)

低反流组             42  787.09±252.97a       1 241.19±359.34a   20(47.6)

高反流组             32  558.93±223.63ac       1 700.06±486.55ac     8(25.0)ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  低反流组.

表 2 不同类型萎缩性胃炎检出率 n (%)

     
分组         n               化生性萎缩           非化生性萎缩

对照组       28           2(7.1)        1(3.6)

低反流组       42         11(26.2)a        6(14.3)

高反流组       32         16(50.0)ac        5(15.6)

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  低反流组.

表 3 胃黏膜不同病变高反流率及H.pylori 阳性率 n (%)

     
分组    n             高反流n (%)      H.pylori  n (%)

浅表性胃炎组 36 11(30.5)         14(38.9) 

化生性萎缩组 27 16(59.3)a         10(37.0)

非化生性萎缩 11   5(45.5)           4(36.4)

aP<0.05 vs  浅表性胃炎组.

■创新盘点
本文将高低反流
组与正常对照组
胃黏膜兴奋性和
抑制性胃肠激素
的变化做比较研
究胆汁反流性胃
炎的发病机制, 并
研究胃黏膜损伤
程度与胆汁反流
程度及H.pylori 之
间的关系.

■应用要点
研究胃黏膜中胃
肠激素的变化及
H . p y l o r i 感染与
P B R G 发 生 的 关
系, 初步了解胃肠
激素变化在PBRG
的发病中所起的
作用, 对于预防胆
汁反流的发生提
供了一定的理论
基础.
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括约肌、胃幽门括约肌和肠肌张力, 抑制胃酸

及胃蛋白酶的分泌, 并能减慢胃排空、松弛消

化系括约肌. 分析其机制可能是兴奋性递质的

减少和抑制性递质的增加两者联合使胃排空延

长, 胃收缩减弱, 胃Ⅲ相的收缩缺乏或缩短使胃

腔内压减低, 导致胃内容清除能力下降, 从而使

十二指肠内容物反流机会增加, 故MTL较低及

VIP较高者为高反流组. MTL及VIP可能在胆汁

反流发生中起作用.
另一方面, 胃清除能力下降又延长了有害物

质胆汁酸在胃内的滞留时间, 增加对胃黏膜的

侵袭机会, 使胃黏膜损伤进一步加重. 从该研究

看化生性萎缩性胃炎较浅表性胃炎组, 胆汁高

反流患者所占的比例大(59.3% vs  30.5%), 比较

具有统计学意义(P <0.05), 非化生性萎缩与浅表

性胃炎组比较虽无统计学意义, 但高反流患者

比例也有增加(45.5% vs 30.5%), 即胃黏膜损伤

重者, 胆汁反流程度重, 其胃内胆汁酸浓度也高, 
这与国外研究报道的胃黏膜肠上皮化生的患者

其胃内总胆酸的浓度显著高于无肠上皮化生者

一致[8]; 反之, 随着胆汁反流程度的逐渐加重, 胃
黏膜损伤加重且以化生性萎缩为主, 且比较有

统计学意义(P <0.05), 非化生性萎缩之间无统计

学意义. 本试验中, 高低反流组化生性萎缩检出

率明显高于对照组(50.0%、26.2% vs  7.1%), 这
与国内外文献报道胆汁反流性胃炎与胃黏膜肠

化生、萎缩有关[9,10]一致. 故胃黏膜损伤程度可

能与胆汁反流程度相关, 胆汁反流使胃黏膜化

生性萎缩风险率增加.
从H.pylori感染阳性率上看, PBRG患者不

同胃黏膜病变, H.pylori表达阳性率之间无统计

学差异(P >0.05); 而化生性萎缩性胃炎组较浅表

性胃炎组反流程度重(P <0.05). 表明胆汁反流与

PBRG的胃黏膜损害有明显利害关系, 而H.pylori
感染似乎对其无明显影响, 从具体数据看, 化生

性萎缩组高反流者占59.3%比浅表性胃炎(30.5%)
高得多, 两者H.pylori检出率(37.0% vs  38.9%)无明

显差异, 这与最近的文献报道一致[11], 认为肠化

生是胆汁反流的一种特异性表现, 而H.pylori感
染与肠化生无因果关系. H.pylori感染与胆汁反

流性胃炎的关系尚存在争议[12]. 胆酸与H.pylori
感染对胃黏膜损伤是协同作用还是互不干涉或

胆酸抑制H.pylori生长尚不明确. 本研究发现, 高
反流组H.pylori阳性检出率较对照组、低反流组

低(P <0.05), 即反流程度重者, H.pylori感染率下

降. 这与我国近几年的研究报道一致, 分析原因

可能是: (1)H.pylori生存环境为pH≤4的酸性环

境中, 正常胃内的pH为2-3, 胆汁反流使胃酸中

和, 不适宜H.pylori的生长. (2)H.pylori在高浓度

的胆汁酸作用下, 其外形由原来的杆状变成表

面带有气泡的球状, 最后浓缩呈团块状而失去

活性. 使得高反流组较其他两组H.pylori感染检

出率低.
总之, PBRG患者存在兴奋性激素MTL及

抑制性激素VIP的分泌失调, MTL及VIP可能在

胆汁反流发生中起作用. 随着胆汁反流程度的

加重, 胃黏膜损伤程度加重, 可致胃萎缩、肠上

皮化生的发生. 胆汁反流对H.pylori感染起抑制

作用.
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■同行评价
本文对胆汁反流
性胃炎的病理生
理机制的阐述提
供了理论依据, 对
该病的临床诊治
具有一定潜在指
导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical value of the 
expression of kiss-1 (a metastasis suppressor 
gene) in gastric cancer.

METHODS: The expression of kiss-1 mRNA in 
gastroscopic biopy specimens taken from 30 
gastric cancer patients was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction. Based 
on kiss-1 expression level, the patients were di-
vided into two groups: those with high and low 
expression of kiss-1 mRNA. The clinicopatho-
logic characteristics of gastric cancer were then 

compared between the two groups.

RESULTS: The expression levels of kiss-1 mRNA 
in stage III-IV (TNM) gastric cancer patients (t = 
1.87, F = 1.00, P = 0.025) and those with frequent 
venous invasion (t = 3.51, F = 1.22, P = 0.009) or 
frequent distant lymph node metastasis (t = 2.26, 
F = 2.17, P = 0.009) were significantly lower than 
those in stage I-II (TNM) gastric cancer patients 
and those without venous invasion or distant 
lymph node metastasis, respectively.

CONCLUSION: The expression level of kiss-1 
mRNA can be used as an important biological 
marker for evaluating the TNM stage and prog-
nosis of gastric cancer.

Key Words: Kiss-1 ; Prognosis; Tumor staging; Prog-
nosis
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摘要
目的: 研究kiss-1 基因在胃癌中的表达水平及
其临床意义. 

方法: 30例患者依照PCR技术检测出的kiss-1
表达中位数分为高表达和低表达2组, 对比临
床病理学特征. 

结果: kiss-1 基因低表达者较高表达者均伴有
低肿瘤分期(t  = 1.87, F  = 1.00, P  = 0.025)、频
发肿瘤周围静脉侵袭(t  = 3.51, F  = 1.22, P  = 
0.009)和远处淋巴结转移(t  = 2.26, F  = 2.17, P  
= 0.009).

结论: kiss-1 基因表达可以成为反映胃癌分期
和预后的重要生物学标志物.

关键词: kiss-1 ; 胃镜; 肿瘤分期; 预后
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®

■背景资料
肿瘤转移是恶性
肿瘤最重要的生
物学特征之一, 肿
瘤转移抑制基因
在体内能直接抑
制转移潜能并抑
制肿瘤向第二位
点扩散, 故成为临
床及基础研究的
热点, kiss-1 基因
是近年新发现的
一种肿瘤转移抑
制基因.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心
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0  引言

肿瘤转移是恶性肿瘤最重要的生物学特征之

一, 肿瘤转移抑制基因在体内能直接抑制转移

潜能并抑制肿瘤向第二位点扩散, 故成为临床

及基础研究的热点, kiss-1基因是近年新发现的

一种肿瘤转移抑制基因. 我们选取已经病理证

实但未行手术和其他治疗的胃癌患者, 在麻醉

下活检肿瘤组织, 应用PCR技术提取并扩增肿瘤

的kiss-1  mRNA, 通过该基因的表达同时结合患

者经手术后的临床病理学特征进行分析, 旨在

分析其在胃癌发生、发展及浸润、转移中所起

的作用, 为进一步探讨胃癌的发生、发展及浸

润、转移机制和寻找有效地抑制胃癌浸润、转

移途径提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzo l试剂为大连宝生物工程有限

公司生产. 逆转录合成试剂盒为瑞士Roche公
司生产. Olympus CV-240电子胃镜, 美国ABI
公司PCR仪, 德国贝朗医疗有限公司Perfusor 
Compact S注射泵, 英国GE公司Datex-Ohmeda 
Excel-80麻醉机.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 对30例病理证实均为胃腺癌, 之前均

未接受手术、化疗、放疗及免疫治疗的患者行

胃镜活检, 手术后平均分为2组进行临床病理学

特征分析, 分组原则为通过测定所得kiss-1基因

表达率的中位数来界定, 分为高表达组(15例)和
低表达组(15例).
1.2.2 取材: 所有患者应用注射泵推注瑞芬太尼

和丙泊酚, 在麻醉状态下使胃镜进至病变部位, 
应用活检钳夹取肿瘤组织数块, 检查中确保患

者生命体征平稳.
1.2.3 RNA抽提和RT-PCR: 将存放在标本瓶中的

2-4块肿瘤组织用DEPC处理过的生理盐水洗净

血液, 立即置于液氮中, 24 h后储存在-80 ℃冰

箱保存, 备RNA抽提. 用TRIzol试剂提取组织总

RNA, 逆转录合成cDNA. PCR扩增检测kiss-1基
因的mRNA表达及其β-actin表达, 以β-actin作定

量对照, 对结果进行分析. PCR引物序列及退火

温度见表1. PCR反应后, 2%琼脂糖凝胶电泳, 紫
外灯下照相.

统计学处理 采用SPSS14.0统计软件, 采
用χ2检验中Fisher确切概率法、t检验和F检验, 
(P <0.05)为差异有统计学意义.

2  结果

结合临床病理学特征, 发现kiss-1  mRNA表达水

平在TNMⅠ-Ⅱ、无肿瘤周围静脉侵袭以及无

远处淋巴结转移的患者明显高于TNMⅢ-Ⅳ、

有肿瘤周围静脉侵袭和有远处淋巴结转移者

(P <0.05). 不同临床病理学特征胃癌组织中kiss-1  
mRNA表达见表2及图1.

3  讨论

目前, 癌症是威胁人类健康的第一杀手, 大多数患

者死于癌症的转移. 如果肿瘤转移得到控制, 将大

幅度提高肿瘤患者的生存期限和生活质量[1,2]. 因
此, 揭示肿瘤侵袭和转移的分子机制是当今肿

瘤研究的焦点. kiss-1是继nm23后1996年首先由

Lee等[3]使用修饰递减杂交技术, 在黑色素瘤细

胞系中分离鉴别的另一种新近发现的与肿瘤转

移有关的肿瘤转移抑制基因. kiss-1基因定位于

染色体lq32-q41, 有4个外显子, 编码1个大小为

145个氨基酸的亲水性蛋白[4-7]. Kotani等[8]报道1
个由kiss-1蛋白的68-121个氨基酸残基构成的54
个氨基酸残基肽, 在孤儿G蛋白偶联受体(orphan 
G protein-coupled receptors, GPCRs)上显示拮抗

活性的天然多肽, 这种kiss-1多肽能明显抑制肿

瘤细胞的化学趋向性和侵袭性, 并限制肿瘤细

胞的迁移蠕动功能, 从而抑制恶性肿瘤的侵袭

和转移. 随后应用RT-PCR、原位杂交及免疫组

织化学等方法, 研究发现kiss-1基因在包括甲状

腺、乳腺、心脏、肝脏、胃、结肠、肾脏、胰

腺、膀胱、卵巢等多种正常组织中广泛表达, 
在肿瘤存在转移、进展快、预后差者表达阴性

或缺失, 而kiss-1阳性率高者肿瘤进展慢、淋巴

结及远处转移率低、预后好[9-17]. 这些研究结果

进一步印证了kiss-1为恶性肿瘤重要的转移抑制

基因, 是评估恶性肿瘤侵袭和转移潜能及预后

的重要标志物[10-11,18-19].
本试验结果显示: kiss-1 mRNA表达在肿瘤

分期方面相比较差异有显著性(P <0.05); kiss-1  
mRNA在不同分化的胃癌组织中kiss-1  mRNA表

达组间比较差异无显著性, 表明kiss-1参与胃癌

的发生发展过程, 可能和kiss-1通过信号传导通

路促使细胞内第二信使DAG和IP3产生, 导致细

胞内钙离子水平增加, 进而抑制肿瘤细胞的增

殖、诱导其凋亡有关[20].
本试验结果显示: kiss-1  mRNA在有肿瘤周

围静脉侵袭以及远处淋巴结转移的胃癌患者表

达率降低, 与无肿瘤周围静脉侵袭(P <0.01)以及

■研发前沿
研 究 发 现k i s s - 1
基因的表达下降
或缺失与包括黑
色 素 瘤 、 乳 腺
癌、膀胱癌、食
管癌、肝癌、胰
腺癌、结肠癌等
多种疾病的进展
和转移密切相关, 
kiss-1 基因及其蛋
白产物为临床癌
症转移的治疗提
供了新的靶点; 亟
待研究的问题是
kiss-1 基因抑制肿
瘤转移的具体机
制和如何利用他
进行抑制治疗.

■创新盘点
本文运用麻醉条
件下胃镜活检组
织检测kiss-1 基因
的表达水平, 取得
了与检测病理标
本基因表达情况
相似的结果, 创新
点在于无痛和微
创技术.
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远处淋巴结转移(P≤0.01)的胃癌患者表达率相

比, 差异有显著性; 表明kiss-1参与胃癌浸润转

移过程, 可能是kiss-1可通过调节细胞质内抑制

性IκBα降解胞质中p65/p50 NF-κB蛋白, 使其与

MMP-9启动子的结合降低, 从而减少MMP-9的
合成, 导致细胞外基质降解减少、细胞间黏附

能力增强及肿瘤细胞移行能力下降, 进而抑制

肿瘤细胞的侵袭性[14-21].
本研究采用微创、无痛的方式取得胃肠中

活检组织, 可以对肿瘤的分期及预后进行早期

判定, 方法简单、方便、价格低、易为患者接

受, kiss-1基因表达缺失或下调在胃癌的发展、

侵袭及转移过程中发挥重要的作用[2,22], 可已成

为判断肿瘤已发生侵袭和转移的重要的生物学

标志; 并且可以把kiss-1基因作为靶点对肿瘤转

移进行基因治疗[23-25]. kiss-1基因在胃癌发生、

发展及浸润、转移过程中的具体作用机制还有

待于进一步的研究.

志谢: 感谢哈尔滨市第一医院科教科崔艳科长

在研究工作中给予的大力帮助.
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者制定最佳治疗
方案并可节约医
疗成本.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文科学性和可
读性能反映胃肠
病学临床和基础
研究的先进水平.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of rhubarb in the 
adjuvant treatment of severe acute pancreatitis.

METHODS: The following electronic biologi-
cal databases were searched: Medline (1966 
to 2009), Chinese Biological Medical Database 
(CBMdisk, 1978 to 2009), CNKI (1994 to 2009) 
and CQVIP (1989 to 2009). A manual search of 
relevant journals and conference proceedings 
was also performed. Randomized controlled 
trials (RCT) evaluating the efficacy of rhubarb 
in the adjuvant treatment of severe acute pan-
creatitis were collected. The retrieved studies 
were screened according to predefined inclu-
sion and exclusion criteria, and the quality 
of included studies was evaluated. A meta-
analysis was then performed using RevMan 4.2 
software. 

RESULTS: A total of 10 studies were included 
into the analysis. Compared with control pa-
tients, patients adjunctively treated with rhubarb 
had significantly faster relief of abdominal pain 
(WMD = -2.14; 95 confidence interval (CI): -2.57, 
-1.70; P < 0.01), and lower incidence of compli-
cations (RR = 0.49; 95%CI: 0.36, 0.65; P < 0.01). 
However, there was no significant difference in 
hospital mortality between the two groups of 
patients (RR = 0.54; 95%CI: 0.25, 1.13; P = 0.10). 

CONCLUSION: Adjunctive therapy of severe 
acute pancreatitis with rhubarb can decrease the 
incidence of complications and shorten the time 
of abdominal pain, but can not improve hospital 
mortality. 

Key Words: Integrated Chinese and Western medi-
cine; Rhubarb; Severe acute pancreatitis; Meta-
analysis; Systematic review

Sheng YY, Zou XP, Yu CG, Lv Y, Zhang LL. Adjuvant 
treatment of severe acute pancreatitis with rhubarb: a 
systematic review. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(7): 730-735

摘要
目的: 评价中药大黄辅助治疗重症急性胰腺
炎的疗效.

方法: 检索2009-06以前Medline、中国生物医
学文献数据库(CBMdisk, 1978-2009)、中国期
刊全文数据库(CNKI, 1994-2009)、维普数据
库(1989-2009)发表的有关中药大黄辅助治疗
重症急性胰腺炎疗效的随机对照临床试验并
手工检索相关文献, 按入选和排除标准选择试
验、评价入选文献的质量, 提取相关数据, 采
用RevMan4.2软件进行统计学分析. 

结果: 共有10项临床试验纳入本研究, 大黄
辅助治疗组腹痛缓解时间(W M D = -2.14 , 
95%CI: -2.57, -1.70; P <0.01)、并发症发生率
(RR = 0.49; 95%CI: 0.36, 0.65; P <0.01)均明显
低于对照组, 差异有统计学意义. 病死率(RR = 
0.54; 95%CI: 0.25, 1.13; P  = 0.10)与对照组比
较无统计学意义.

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)由于其病因
和发病机制复杂, 
近年来通过对胰
酶作用、细胞因
子、炎症介质、
血液滤过、营养
支持等在SAP发
病中作用的研究, 
为提高SAP治愈
率提供了有力的
理 论 基 础 支 持 . 
SAP的治疗应是
综合性的, 中西医
结合治疗SAP有
大量文献报道其
疗效显著.

■同行评议者
刘凤斌, 教授, 广
州中医药大学第
一附属医院消化
内科



盛颖玥, 等. 中药大黄辅助治疗重症急性胰腺炎的系统评价                                                    731

www.wjgnet.com

结论: 中药大黄辅助治疗SAP能显著降低患
者并发症发病率, 并能缩短患者腹痛持续时
间, 但对于降低死亡率与对照组无区别. 中药
大黄辅助治疗SAP值得临床推广应用.

关键词: 中西医; 大黄; 重症急性胰腺炎; Meta分析; 
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0  引言

急性胰腺炎(acu t e panc rea t i t i s, AP)是临床

上常见急腹症之一 ,  发病率约为每1 0万人

5.4-79.8例, 死亡率为10%-15%; 其严重程度

从自限性的轻型胰腺炎到威胁生命的重型胰

腺炎不等, 其中约20%可发展成重症急性胰腺

炎(severe acute pancreatitis, SAP)[1-3]. SAP起
病急、进展快, 病情复杂, 临床病理变化多端, 
早期即可发生全身炎症反应综合征(sys tem ic 
inflammatory response syndrome, SIRS)和多

器官衰竭(multiple organ failure, MOF), 严重

危害人类生命健康. 近年来, 随着医学科学的

发展 ,  特别是生长抑素的应用和外科重症监

护技术(SICU)等的进步, SAP病死率已有所下

降. 目前SAP的治疗已从以往主张早期积极手

术、规则性胰腺切除的方式转变到主张以个

体化综合内科保守治疗为主的治疗方案[4], 其
临床效果明显, 病死率已降至20%-30%[5], 其
中具有中国特色的中西医结合治疗S A P的研

究也取得了很大进展 ,  引起了医学界的关注 . 
大量文献表明 [6-7],  中西医结合治疗S A P相对

于单纯西医治疗具有相当优势, 2000年杭州会

议重症急性胰腺炎诊治草案 [8]就已建议将中

药大黄、芒硝纳入非手术治疗范畴. 但是由于

在临床治疗性研究中方法学应用不够规范, 且
样本量都较小, 在一定程度上影响了研究结论

的真实性和可重复性, 研究结果难以得到国外

医学界的承认, 以致中西医结合治疗SAP的方

法难以得到推广应用. 此外国内SAP的临床研

究主要集中在病例报道及回顾性研究上, 前瞻

性RCT研究较少, 论证力度较弱, 为此, 本研究

参照Cochrane系统评价方法, 对国内外有关文

献进行系统评价, 旨在明确中药大黄辅助治疗

SAP的临床疗效.

1  材料和方法

1.1 材料 初检所得文献共计3 040篇, 其中10
篇检索于Med l ine(1966-2009), 检索词主题词

为“Severe Acute Pancreatitis”、“Chinese 
Medic”“Traditional”; 2 301篇检索于中国生

物医学文献数据库(CBMdisk, 1978-2009): 1 964
篇检索主题词 = "胰腺炎, 急性坏死性/DT/TH/
ZJ/ZH/ZD/ZY"、337篇检索主题词 = "胰腺炎"、 
主题词 = "胰腺炎, 急性坏死性/DT/ZJ/ZB/ZH/
ZD/ZY"、“随机 or 对照”; 569篇检索于维普

数据库(1989-2009): 157篇检索词为关键词 = 
“重症胰腺炎”、关键词 = “中西医”, 38篇
检索关键词 = “重症胰腺炎”、关键词 = “中

药”, 26篇检索关键词 = “重症胰腺炎”、关

键词=“中医药”, 236篇检索关键词 = “重

症急性胰腺炎”, 55篇检索关键词 = “中西

医”、关键词 = “重症急性胰腺炎”、关键词 
= “中药”, 34篇检索关键词 = “重症急性胰

腺炎”、关键词 =“中医药”, 23篇检索关键

词 = “急性出血性胰腺炎”; 160篇检索于中国

期刊全文数据库(CNKI, 1994-2009): 81篇检索

词为关键词 = “重症胰腺炎”并且“治疗”并

且“中西医”或“中医”或者“中药”, 46篇
主题词 = “重症急性胰腺炎”、关键词 = “中

西医结合治疗”, 20篇关键词 = “坏死性胰腺

炎”并且“治疗”并且“中西医”或“中医”

或“中药”, 13篇关键词 = “出血性胰腺炎”

并且“治疗”并且“中西医”或“中医”或

“中药”.
1.2 方法 
1.2.1 纳入与排除标准: 纳入标准: (1)受试者性

别、病因不限, 年龄>16岁; (2)有SAP的具体诊

断标准, 诊断标准参照[(1992-05在第四届会议

上制定的诊断标准/重症急性胰腺炎的临床诊断

标准及分级标准1996年第二次方案)/2000年杭

州会议之重症急性胰腺炎诊治草案/2001年中

华医学会外科学分会胰腺学组修订的《重症急

性胰腺炎诊治原则草案》标准/2002-03曼谷世

界胃肠病大会制订的SAP诊断标准/2004年中国

急性胰腺炎诊治指南(草案)]; (3)随机对照试验

(RCTs), 有西医常规治疗作为对照组, 且两组观

察例数明确, 病例年龄、性别、病情等具有可

比性(注: 对照组为常规治疗, 禁食、补液、抑制

胰液分泌和营养支持等, 治疗组在对照组常规

治疗基础上加用中药大黄辅助治疗); (4)必须包

括终点指标数据中至少1项(终点指标: 腹痛缓解

■研发前沿
系统评价是目前
研究的热点, 中西
医结合治疗SAP
临床有显著的优
势, 但国内SAP临
床研究主要集中
于病例报道和回
顾性研究, 且治疗
方法、用量等均
有异同, 而前瞻性
RCT研究相对较
少 ,  论 证 力 度 较
弱, 研究结果难以
得到推广应用.
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时间, 并发症发生率及病死率); (5)在专业杂志

公开发表的文献; 排除标准: (1)半随机对照试验

(qRCTs); (2)未提供SAP诊断标准; (3)未提供研

究所需终点指标; (4)文献未设对照组; (5)对照组

中有其他中药治疗成分; (6)治疗组干预措施中

除中药药物治疗外还有其他辅助干预处理如针

灸等, 或施行了对照组未使用的其他西医治疗

方法; (7)原始数据记录不完整而无法利用的文

献, 重复发表的文献. 
1.2.2 质量评价: 各纳入研究的方法学质量评价

采用Cochrane手册4.2[9]推荐的简单评估法. 评
价条目包括评价随机对照试验外部与内部真实

性的关键指标: (1)随机方法是否正确; (2)是否

做到分配隐藏, 分配隐藏是否充分; (3)是否实施

盲法; (4)是否报告失访和退出情况, 如有失访

或退出是否采用意向治疗(ITT)分析; (5)基线资

料是否可比. 对于分配隐藏, 将试验评为A(完全

隐藏)、B(不清楚是否隐藏)、C(隐藏不充分)和
D(没有使用隐藏)4个等级. 在其他方面将试验评

为A(是)、B(不清楚)、C(否)3级. 如各评价条目

均为A级, 则为低度偏倚, 发生各种偏倚的可能

性最小, 质量评为A级; 若有一个条目或多个条

目为B, 则该试验有发生相应偏倚的中等度可能

性, 质量评为B级; 如其中有一个条目或多个条

目为C, 则该试验有发生相应偏倚的高度可能性, 
质量评为C级.
1.2.3 资料提取: 提取的主要资料包括: (1)试验

的基本情况、两组患者的基线情况和疾病状况; 
(2)试验设计、研究时间和干预措施、结局测量

指标; (3)反应研究质量的指标.
统计学处理  采用R e v M a n 4.2(R e v i e w 

Manager)进行固定或随机效应模型的Meta分析, 
并作森林图和漏斗图. 计数资料采用相对危险

度(RR)为疗效分析统计量; 计量资料采用加权

均数差(WMD), 各效应量均以95%CI表示. 各纳

入研究结果间的异质性采用χ2检验, 若纳入研究

间的差异没有统计学意义时(P≥0.1, I2≤50%), 
采用固定效应模型进行分析. 若各研究间存在

统计学上的异质性(P <0.1, I2>50%), 先分析异质

性来源, 去除异质性. 如异质性仍存在, 但临床

上提示存在同质性, 可进行合并, 则应用随机效

应模型进行Meta分析. 若异质性过大导致不能

合并则采用描述性分析. 对因研究方法学不同

导致的异质性, 则进行敏感性分析, 剔除权重最

大的研究后对Meta分析结果的稳定性进行评价.

2  结果

2.1 文献检索结果 查阅所获资料的参考文献, 手
工检索相关文献并获取全文, 剔除动物实验、

综述、个案、重复发表文献以及与SAP无关的

文献, 共获得中药大黄治疗SAP临床随机对照试

验中文文献10篇符合入选和排除标准纳入本研

究, 各研究的具体情况见表1.
2.2 纳入研究文献的质量评价 (1)随机分配方法: 
所有或多条质量评价标准仅部分满足(或不清

楚), 所有文献在文中都有“随机”字样, 其中有

1篇按照Doll式分配法, 其他文献均无具体随机

方法, 因此, 9个研究都存在选择性偏倚的高度

可能性; (2)分配方案隐藏: 10个研究均未说明是

否隐藏了分配方案. 因此, 10个研究都存在选择

性偏倚的高度可能性; (3)盲法: 所有研究均不清

楚盲法的使用, 这些研究均存在实施和测量偏

表 1 各研究特征及质量评价

     
研究者      随机方法  隐蔽分组   盲法

     失访或   
ITT分析

    基线        研究人数(n /n )   
             研究方案             疗效指标

       退出              相似性   治疗组/对照组

贾国强等[10] Doll式 未提及 未提及 0 - 相似 81/72 大黄(灌胃/灌肠) vs  常规 H+I

刘学良等[11] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 35/27 大黄(灌胃/灌肠) vs  常规 I

李玉明等[12] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 30/30 大黄(灌胃/口服) vs  常规 I

田辉等[13] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 20/20 大黄(灌肠) vs  常规 H+I

幸军等[14] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 16/15 大黄(灌胃/口服) vs  常规 A+ I

袁楚明等[15] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 26/22 大黄(灌胃/口服) vs  常规 A+H+ I

赵珂等[16] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 34/34 大黄(灌胃/口服) vs  常规 I

曾艳等[17] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 42/40 大黄(灌胃/口服) vs  常规 A

薄世宁等[18] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 20/17 大黄(灌胃/口服) vs  常规 A

李小荣等[19] 不清楚 未提及 未提及 0 - 相似 18/20 大黄(灌胃/口服) vs  常规 A

A = 腹痛缓解时间(d); H = 并发症发生; I = 死亡.

■相关报道
崔乃强等做了中
西 医 结 合 治 疗
SAP的中药筛选; 
胡石甫等行Meta
分析中西医结合
治疗SAP较单纯
西医治疗有明显
优势.
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倚的可能性; (4)失访或退出:所有研究均未报道

失访情况和进行ITT分析, 表明10个研究都存在

损耗偏倚的可能性; (5)均交待基线情况. 由此可

见, 仅1个研究[10]质量较好, 为B级, 其余试验均

为低质量研究, 研究质量为C级(表1).
2.3 纳入研究的临床特点 10个研究共包括受试

对象605例(治疗组322例, 对照组283例), 大黄

用量: 5 g tid 1篇[16]; 10 g bid 1篇[13]; 15 g bid 2
篇[10,19]; 20 g bid 2篇[17]; 30 g bid 3篇[11,14,18]; 50 g 
b id 2篇[12,15]. 大黄用法有灌胃、口服或灌肠, 所
有文献均未报道不良及严重不良事件(表1).
2.4 疗效分析结果 各纳入研究评价了腹痛缓解

时间, 并发症发生率及死亡率等指标, 但因纳入

的结局指标不完全相同, 故本研究对其分别进

行了分析.
2.4.1 2组患者腹痛缓解时间: 见表2, 共有5项研

究提供了患者腹痛缓解时间, 这些研究包括236
例研究对象, 其中治疗组122例, 对照组114例, 各
项研究异质性检验无明显异质性(χ2 = 11.15, P = 
0.02), 采用固定效应模型, 结果显示大黄辅助治

疗SAP缓解腹痛的时间显著短于对照组[WMD 
= -2.14, 95%CI: (-2.57)-(-1.70), P <0.01]. 敏感性

分析, 用随机效应模型替代固定效应模型来考

察结论的稳定性, 两种方法结果基本一致, 稳
定性较好[WMD = -2.39, 95%CI: (-3.23)-(-1.55), 
P <0.01].
2.4.2 并发症发生率: 如表3, 共纳入3项研究, 这
些研究包括241例研究对象, 其中治疗组127例, 
对照组114例. 治疗组并发症发患者数39例, 对
照组并发症发患者数72例. 异质性检验无明显

异质性(χ2 = 0.32, P  = 0.85), 因此采用固定效

应模型, 表明大黄辅助治疗SAP后患者并发症

发生率显著降低(RR = 0.49, 95%CI: 0.36-0.65, 
P <0.01). 敏感性分析, 随机效应模型替代分析效

应量, 仍然得出以上相同结论, 证明Meta分析结

果的稳定性较好(RR = 0.49, 95%CI: 0.36-0.66, 
P <0.01).
2.4.3 两组患者死亡率: 如表4, 7项研究提供了死

亡例数指标, 这些研究包括462例研究对象, 其
中治疗组242例, 对照组220例. 治疗组最终死亡

表 2 两组患者腹痛缓解时间

              Study or                 
n

              治疗组            
n

               对照组                        WMD (fixed)      
Weight(%)

              WMD (fixed)  
sub-category        (mean±SD)                      (mean±SD)                        95%CI                                           95%CI

01大黄

曾艳 2007          42         2.30±1.40       40         4.20±2.00

薄世宁 2000       20         4.85±2.28       17         6.82±2.27

李小荣 2003      18        12.40±4.10       20       18.50±3.30

辛军 2004          16          2.70±1.20       15         4.90±2.50

袁楚明 2007       26          4.01±0.42       22         6.05±1.52  

95%CI        122               114

Test for heterogeneity: χ2 = 11.15, df = 4 (P  = 0.02), I2 = 64.1%

Test for overall effect: Z  = 9.61 (P<0.00001)

  

  3.82        -1.90 [-2.65, -1.15]

  0.99        -1.97 [-3.44, -0.50]    

  0.38        -6.10 [-8.48, -3.72]

  1.11        -2.20 [-3.60, -0.80] 

  5.01        -2.04 [-2.70, -1.38] 

11.30        -2.14 [-2.57, -1.70]

表 3 两组患者并发症发生率

              
Study or                         治疗组                     对照组                                         RR (fixed)            

Weight(%)
               RR (fixed)  

sub-category     (n /n )                          (n /n )                                     95%CI                                          95%CI

田辉 2005     7/20  12/20

贾国强 2006   25/81  47/72

袁楚明 2007     7/26  13/22  

Total(95%CI)           127                    114

Total events: 39(治疗组), 72(对照组)

Test for heterogeneity: χ2 = 0.32, df = 2 (P  = 0.85), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 4.76 (P<0.00001)

  15.82            0.58 [0.29, 1.17]

  65.61            0.47 [0.33, 0.68]    

  18.57            0.46 [0.22, 0.94] 

100.00            0.49 [0.36, 0.65]

0.1   0.2      0.5  1     2          5     10
Favours治疗组     Favours对照组

■应用要点
中药大黄辅助治
疗SAP是具有中
国特色的治疗方
案 ,  本研究表明 , 
中药结合西医治
疗SAP能显著缩
短患者腹痛缓解
时间, 降低并发症
发生率, 临床疗效
显著.
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人数10例, 对照组死亡人数17例. 异质性检验无

明显异质性(χ2 = 1.78, P  = 0.94), 因此采用固定

效应模型, 表明中药大黄辅助治疗SAP后患者

最终死亡率与对照组无统计学差异(RR = 0.54, 
95%CI: 0.25-1.13, P  = 0.10).
2.5 文献发表偏倚 从中医药辅助治疗SAP死亡

率Meta分析的漏斗图(图1)可看出, 倒漏斗状对

称分布, 散在基底部, 稍有些不对称, 显示存在

发表偏倚, 漏斗尖部不明显, 表明高质量大样本

文献少.

3  讨论

研究结论效果越好的(阳性结论)文章越容易发

表, 效果较差或阴性结果的文章不易发表, 此即

为发表偏倚. 本研究纳入的10篇文献终点指标

全部为阳性结果, 存在严重的发表偏倚, 这与文

献报道的一致[20]. 再者, 本研究录入的文献研究

质量不高, 缺少高质量的RCT文献支撑.
本研究纳入的10篇文献中大黄治疗S A P

常用的治疗方法有灌胃、灌肠, 用量则颇有区

别: 5、10、20 g各1篇; 15、50 g各2篇; 30 g 3
篇. 用量区别颇大, 大黄是安全、毒性较低的药

物, SAP由于肠道动力障碍, 故应加大大黄用量. 
2001年中华医学会外科学分会胰腺学组修订

的《重症急性胰腺炎诊治原则草案》标准推荐

大黄用法为15 g bid灌胃或灌肠, 有人研究30、
60、90 g大黄灌胃, 结果表明30 g效果最佳, 因此

大黄的标准基础用量还有待进一步规范.
我们采用Meta分析方法对纳入10例研究进

行了合并分析, 结果显示: (1)中药结合西医治疗

SAP能显著缩短患者腹痛缓解时间, 降低并发

症发生率. 各项研究异质性统一, 分析结果稳定

性好, 有极显著统计学意义(P <0.01); (2)本研究

大黄辅助治疗SAP对于降低死亡率无优势(P = 
0.10), 考虑与研究文献样本量小有关, 也与大黄

用量的不统一相关, 有待进一步研究统计; (3)单
药大黄其功用颇多, 主为通里攻下、清热利胆, 
其有效药物成分是大黄蒽醌, 可抑制厌氧菌感

染, 促进肠蠕动, 清除肠麻痹; 维持肠道菌群平

衡, 保护肠道黏膜屏障, 抑制肠道细菌易位和内

毒素的吸收, 其中研究较多的主要成分大黄素

可干预凋亡调控基因, 诱导胰腺腺泡细胞凋亡, 
从而避免或减少胰酶及炎症介质释放, 阻断发

病环节, 还可调控细胞增殖和分化, 加速胰腺组

织的再生和修复[21]. 因此, 在中药大黄辅助治疗

SAP的研究中, 我们应该进一步寻找、建立并评

价更适合、更规范的治疗指导, 以形成统一标

准指导临床治疗.
本研究所纳入的文献存在如下问题: (1)纳

入研究质量均不高: 全部为国内研究, 在纳入的

表 4 两组患者死亡率

Study or                         治疗组                    对照组                                   RR (fixed)                 
Weight(%)

                RR (fixed)  
sub-category     (n /n )                         (n /n )                                95%CI                                          95%CI

刘学良 2003     1/35  2/27

李玉明 2004     1/30  1/30

辛军 2004     1/16  1/15

田辉 2005     2/20  5/20

贾国强 2006     1/81  4/72

赵柯 2006     1/34  1/34

袁楚明 2007     3/26  3/22  

Total(95%CI)           242                  220

Total events: 10(治疗组), 17(对照组)

Test for heterogeneity: χ2 = 1.78, df = 6 (P  = 0.94), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 1.63 (P = 0.10)

  12.70           0.39 [0.04, 4.03]

    5.83           1.00 [0.07, 15.26]    

    5.81           0.94 [0.06, 13.68]

  28.13           0.40 [0.09, 1.83]

  23.83           0.22 [0.03, 1.94]    

    5.63           1.00 [0.07, 15.34]

  18.28           0.85 [0.19, 3.78] 

100.00           0.54 [0.25, 1.13]

0.1   0.2     0.5   1     2          5     10
Favours治疗组     Favours对照组

0.1     0.2        0.5       1         2            5       10 

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

SE(logOR)

OR (fixed)

图 1 文献发表偏倚.

■同行评价
本文从循证医学
角度对中药大黄
辅助治疗重症急
性胰腺炎进行了
系统评价, 对指导
临床和相关研究
具有一定的实用
价值和指导意义.
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10个研究中, 仅1篇按照Doll式分配法, 其他文

献均无具体随机方法, 所有试验也没有随机分

配方案的隐藏, 这些均可导致试验的高度选择

性偏倚. 所有研究均未提及盲法, 这些可能导致

实施和测量性偏倚, 影响到试验的质量. 纳入研

究样本量大多较小, 10个试验共纳入605例患者. 
因此该研究人群的代表性较差, 最终使该系统

评价的推广性受到限制; (2)纳入文献均未提及

治疗过程中出现的不良反应及例数, 无法做安

全性分析, 不利于推广应用. 长期以来人们普遍

认为中药没有或少有不良反应, 但近年来国内

外对中药毒性和不良反应的报道屡有出现[22], 因
此在进一步的临床试验中对中西医结合治疗的

疗效及不良反应应予以同等的重视.  
总之, 中药大黄辅助治疗SAP为具有中国特

色的“个体化”治疗, 具有显著的疗效, 在临床

上占有一定治疗优势, 但由于本研究中符合纳

入标准的RCT在质量上的局限, 还有待于严谨设

计的大样本、多中心、规范统一用法用量, 随
机、对照、安慰剂平行临床试验, 以提供更加

充分的证据, 并在今后的临床研究中进一步验

证及推广.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
self-expanding metallic stents (SEMSs) and to 
compare the short- and long-term outcomes 
of preoperative stent insertion and emergency 
surgery in the treatment of obstructive left-sided 
colorectal cancer.

METHODS: Sixty-two patients who underwent 
SEMS insertion and 186 patients who under-
went primary emergency surgery for left-sided 
colorectal cancer from 2000 to 2008 were retro-
spectively analyzed. 

RESULTS: The SEMSs were placed success-
fully in 61 patients, of which 14.5% developed 
complications such as perforating and migra-

tion. Primary anastomosis rate was higher in 
patients undergoing stent insertion than in those 
undergoing emergency surgery (87.1% vs 34.4%, 
P = 0.001). The complication rate was higher in 
patients undergoing emergency surgery than 
in those undergoing stent insertion (47.3% vs 
17.7%, P = 0.000). No significant difference was 
noted in the survival curve between the two 
groups (P = 0.497). 

CONCLUSION: Preoperative stent insertion is 
safe and effective in the treatment of obstructive 
left-sided colorectal cancer and may result in a 
higher primary anastomosis rate. Stent insertion 
does not seem to have a deleterious effect on 
prognosis. 

Key Words: Obstructive colorectal cancer; Left side; 
Primary resection and anastomosis; Stent; Out-
come

Xu K, Zhang H, Feng Y, Cong JC, Chen CS, Liu EQ. 
Comparison of the outcomes of preoperative stent 
insertion and emergency surgery in the treatment of 
obstructive left-sided colorectal cancer: an analysis of 248 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(7): 736-740

摘要
目的: 评价梗阻性结直肠癌支架置入的安全
性, 比较支架减压后手术与急诊手术的短、长
期效果.

方法: 回顾性分析2000-10/2008-02我院248例
梗阻性左半结直肠癌手术患者的临床资料, 按
支架与否分为两组, 统计结肠镜下留置结肠腔
内支架本身的成功率及并发症情况. 比较两组
Ⅰ期切除吻合例数、吻合口漏、切口感染、

脾撕裂、腹腔脓肿等短期并发症、住院期间
死亡率及两组生存曲线. 

结果: 内镜下留置结肠腔内镍钛记忆合金支
架成功率98.4%, 总的并发症发生率14.5%, 其
中严重并发症(穿孔、支架移位)发生率4.8%. 
Ⅰ期吻合支架组明显高于急诊手术组(87.1% 
vs  34.4%, P = 0.001). 总的并发症支架组明显
低于急诊手术组(17.7% vs  47.3%, P = 0.000). 

®

■背景资料
梗阻性结直肠癌
大多需要急诊手
术治疗, 其预后较
择期手术差的多,  
出现各种并发症
几率增加, 近年来
采用结肠腔内支
架置入治疗结直
肠癌梗阻被认为
是安全有效的治
疗方法.

■同行评议者
季加孚, 教授, 北
京大学临床肿瘤
学院北京肿瘤医
院外科
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两组患者2年生存曲线几乎重叠, 之后支架组
生存率略高于急诊手术组, 但两组生存曲线比
较无统计学差异(P  = 0.497).

结论: 对于梗阻性左半结直肠癌患者, 结肠镜
下留置结肠腔内支架术前减压是一种比较理
想的辅助方法, 增加Ⅰ期切除吻合机会, 避免
造口, 降低短期并发症, 长期生存率也较急诊
手术有一定的提高. 

关键词: 梗阻性结直肠癌; 左半; 一期切除吻合; 支

架; 治疗结果
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0  引言

大肠癌是常见的消化系恶性肿瘤之一, 其发病

率呈逐年上升趋势, 7%-47%的结直肠癌患者

会出现急性梗阻[1,2], 70%梗阻的肿瘤位于左半

结肠及直肠乙状结肠交界处, 出现梗阻的患者

85%需要急诊手术治疗, 其预后较择期手术差

的多[3,4]. 急诊手术的死亡率在15%-20%, 出现各

种并发症高达45%-81%, 而择期手术的死亡率只

有0.9%-6%[5,6]. 近年来采用结肠腔内支架置入治

疗结直肠癌梗阻被认为是安全有效的, 其作为

术前减压已经被越来越多的人采纳, 但对于这

一有创治疗的长期结果随访不多, 仅见于少数

病例. 本文总结近8年来我院采用不同方法治疗

的248例左半结直肠癌合并急性肠梗阻患者资

料分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析2000-10/2008-02我院248
例梗阻性左半结直肠癌手术患者的临床资料,
按支架与否分为两组: 支架组62例, 采用结肠镜

下留置结肠腔内支架术前减压, 其中54例行Ⅰ

期切除吻合, 5例已经广泛转移的患者支架后放

弃手术, 2例行择期Hartmann手术, 1例穿孔, 急
诊Hartmann手术; 急诊手术组186例, 其中64例
急诊减压后Ⅰ期切除吻合, 其余122例急诊行

Hartmann手术. 封闭式洗肠装置(日本, Create 
Medic公司).
1.2 方法 
1.2.1 纳入标准: (1)术前CT或肠镜诊断脾曲及脾

曲以下的结肠癌, 距肛门缘大于10 cm的直肠癌; 

(2)术前有腹痛、腹胀肠梗阻表现, 立位腹平片

有肠管扩张、见液气平面者; (3)术前无腹膜炎

表现; (4)所有患者均未进行术前辅助放化疗. 
1.2.2 结肠镜下留置结肠腔内支架术前减压: 患
者自愿选择支架与否, 所有支架置入由1名内镜

医师完成. 结肠镜下留置结肠腔内支架: 纤维结

肠镜达肿瘤狭窄部位后, 经活检通道导入导丝, 
在X线透视下通过狭窄部, 经导丝引入导管注入

适量造影剂, 了解肠道肿瘤部位、长度、狭窄

程度及有无并发肠道穿孔, 决定选用支架的类

型、型号, 再在内镜直视下将支架及输送器送

到超出狭窄区域2 cm处, 使狭窄处位于支架的中

部, 确定支架的位置无误后, 释放支架. 支架置

入后患者开始排气排便, 腹痛腹胀逐渐改善. 术
前常规口服肠道抑菌剂及口服洗肠液清洁肠道, 
2 wk内行结直肠癌根治术.
1.2.3 急诊Ⅰ期切除吻合的结直肠癌根治术: 选
择基础状态较好、年龄<60岁、术前血清白蛋

白>35 g/L、血红蛋白>100 g/L及不合并心肺疾

病的患者, 经术中单纯减压或减压后灌洗, 急诊

行Ⅰ期切除吻合的结直肠癌根治术: (1)单纯减

压Ⅰ期切除吻合: 手术时先按常规根治术方法

游离结肠, 断系膜血管, 在肿瘤远端肠管拟切断

处裸化肠壁, 离断肠管, 近端闭锁后外提至远离

切口, 贴近肿瘤切开肠壁, 插入直径2-3 cm的螺

纹管并结扎紧, 螺纹管远端与手术台下塑料袋

连接并扎紧袋口, 从扩张的小肠开始用手向结

肠依次推挤, 反复数次, 至肠腔排空为止. 近端

结肠根据肿瘤根治原则再切除一段, 然后行肠

管端端或端侧吻合; (2)术中经阑尾残端结肠灌

洗减压: 游离切断肠管及减压步骤同上. 减压后

肠钳夹闭回肠末端, 从阑尾根部插入12号导尿

管并固定, 导尿管与清洁灌肠袋连接, 用3-6 L生
理盐水冲洗结肠清洁, 改用0.2%甲硝唑500 mL
冲洗, 拔除导尿管, 行阑尾切除术, 切除吻合方

法同上; (3)术中封闭式洗肠装置结肠灌洗减压: 
游离切断肠管步骤同上. 经肿瘤近端肠管插入

洗肠装置内配备的蛇皮管, 结扎固定, 经侧孔导

入洗肠导管至盲肠, 导管接灌肠袋, 冲洗及吻合

方法也同上. 患者当中: 18例经单纯减压Ⅰ期切

除吻合, 24例经阑尾残端结肠灌洗减压Ⅰ期切

除吻合, 22例行封闭式洗肠装置结肠灌洗减压

Ⅰ期切除吻合. 
1.2.4 急诊Hartmann手术: 年龄>60岁、术前血清

白蛋白<35 g/L、血红蛋白<100 g/L、基础状态

较差的患者急诊行Hartmann术.

■相关报道
国内外文献报道
支架可以迅速解
除梗阻、减少急
诊手术及减少造
口, 尤其可提高基
础状态差患者的
生活质量, 但对长
期生存情况的报
道不一.

■研发前沿
支架后长期生存
情况的统计分析, 
需多中心、大样
本长期随访统计.
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1.2.5 观察指标: 结肠镜下留置结肠腔内支架的

成功率及并发症情况; 比较两组Ⅰ期切除吻合

例数、吻合口漏、切口感染、脾撕裂、腹腔脓

肿等短期并发症、住院期间死亡率; 随访两组

生存情况.
统计学处理 数据分析计量资料采用SPSS13.0

软件包独立样本t 检验分析 ;  计数资料采用

SPSS13.0软件包的χ2检验. 采用SPSS13.0软件的

Kaplan-Meier法绘制生存曲线, 生存曲线运用时

序检验Log2rank进行统计学分析. P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 患者临床病理特征 两组研究对象在年龄、

性别比例、肿瘤位置、肿瘤分化及TNM分期上

相当(P >0.05, 表1).
2.2 经内镜下留置结肠腔内镍钛记忆合金支架 
本组经内镜下留置结肠腔内镍钛记忆合金支架

成功率98.4%, 总的并发症发生率14.5%, 其中严

重并发症(穿孔、支架移位)发生率4.8%; 1例穿

孔, 急诊行Hartmann手术, 发生开展支架的初期; 
2例因支架移位再梗阻, 急诊手术, 经术中肠道

灌洗, 行Ⅰ期吻合, 无吻合口瘘发生; 另外, 5例
因肿瘤广泛转移, 支架后放弃手术; 其余56例支

架置入后2 wk内行结直肠癌根治术; 其中2例因

盆腔多发种植病灶而行Hartmann手术. 支架后

Ⅰ期吻合共54例(表2).
2.3 Ⅰ期吻合情况及短期并发症 支架组62例中

Ⅰ期吻合54例(87.1%), 3例发生吻合口漏, 保守

治疗痊愈; 急诊手术组186例中Ⅰ期切除吻合64

例(34.4%), 吻合口漏14例, 其中11例保守治疗痊

愈, 2例行近端结肠造口, 1例并感染性休克死亡. 
总的并发症(有的患者同时有2个或多个并发症)
支架组与急诊手术组相比有明显差异为(17.7% 
vs  47.3%, P  = 0.000). 其中切口感染急诊手术组

明显高于支架组(P  = 0.021), 其余各并发症吻

合口漏、脾撕裂、腹腔脓肿、肠梗阻需手术、

切口疝、心血管意外、呼吸衰竭、导管脓毒症

急诊手术组均高于支架组, 但无统计学意义(均
P >0.05). 支架组住院期间无死亡病例, 急诊手术

组住院期间死亡3例, 1例吻合口漏合并感染性

休克死亡, 1例心血管外死亡和1例呼吸衰竭死

亡, 但两组无统计学差异(P = 0.575, 表3).
2.4 长期生存率 支架组62例4例失访, 3例死于其

他疾病, 中位随访时间为46.53 mo; 急诊手术组

9例失访, 5例死于其他疾病, 中位随访时间44.18 
mo. 两组2年生存曲线几乎重叠, 之后支架组生

存率略高于急诊手术组, 但差异无统计学差异(P  
= 0.497, 图1).

表 2 肠道支架置入情况 

     
并发症    n (%)  结果   

穿孔  1(1.6)  急诊手术(Hartmann术)

支架移位再梗阻 2(3.2)  急诊手术(Ⅰ期切除吻合)

少量出血  2(3.2)  择期手术(Ⅰ期切除吻合)

轻微腹痛  3(4.8)  择期手术(Ⅰ期切除吻合)

里急后重  1(1.6)  择期手术(Ⅰ期切除吻合)

合计  9(14.5) 

表 1 患者临床病理特征

     
                     支架组(n  = 62)   急诊手术组(n  = 186)       P 值

年龄(岁)     64.18±8.46 63.02±8.65           0.347

男/女     38/24               112/74                0.881

位置                   0.901

    降结肠     23  65 

    乙状结肠  30  96 

    直肠       9  25 

肿瘤分化                 0.676

    高中分化  56                160 

    低分化        5   21 

    黏液腺癌    1     5 

TNM分期                 0.351

    Ⅱ       9  28 

    Ⅲ     42               138 

    Ⅳ     11  20

表 3 患者术后的短期效果

     
                            支架组(n = 62) 急诊手术组(n = 186)    P值

Ⅰ期切除吻合 54         64               0.001

并发症(%)   

吻合口瘘M   3(4.8%)         14N                 0.574

切口感染    5(8.1%)         39               0.021

脾撕裂    0           5               0.335

腹腔内脓肿   1(1.6%)           8               0.457

肠梗阻需手术   0           6               0.341

切口疝    1           6               0.684

心血管意外   0           3               0.575

呼吸衰竭    1           4               1.000

导管脓毒症   0           3               0.575

总的并发症 11         88               0.000

住院死亡率   0           3               0.575

M: 吻合口瘘包括经造影证实的亚临床瘘; N: Ⅰ期切除吻合的

64例中的14例吻合口漏.

■创新盘点
本文从支架置入
后短期及长期效
果进行统计分析, 
病例数较多, 统计
结果有一定意义.
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3  讨论

文献报道经内镜下留置结肠腔内镍钛记忆合金

支架成功率为88%-100%, 但有穿孔、出血、轻

微腹痛、支架移位、支架阻塞再梗阻等并发症, 
严重并发症穿孔少见[7-10]. 本研究中支架成功率

98.4%, 与文献报道接近, 1例穿孔, 发生于开展

支架初期, 之后未再出现, 随着技术的熟练, 穿
孔并发症可能减少, 2例因支架移位再梗阻, 为
不完全梗阻, 所以肠道支架置入在不完全梗阻

者应慎用. 内镜下留置结肠腔内镍钛记忆合金

支架可迅速消除肠梗阻的症状和X线异常表现, 
为有可能进行根治的患者赢得足够的肠道准备

时间, 使患者有时间进行机体状态调整, 避免急

诊手术应激, 增加择期手术时进行Ⅰ期吻合的

机会、降低并发症. 所以支架组Ⅰ期吻合率明

显高于急诊手术组. 
左半结直肠癌合并完全性肠梗阻往往需要

急诊手术, 其经典术式是Hartmann术, 但结肠

造口对患者生活造成的种种不便, 甚至有的患

者对造口不能够接受, 20世纪80年代以来, 国
内外文献均有报道通过不同方法结肠减压Ⅰ

期切除吻合, 但疗效各异[11-15]. 已有报道支架可

以迅速解除梗阻、减少急诊手术及减少造口, 
尤其可提高基础状态差患者的生活质量[16]. 本
研究中急诊手术根据患者不同的情况, 分别采

用Hartmann术、单纯减压Ⅰ期切除吻合、术

中经阑尾残端结肠灌洗减压Ⅰ期切除吻合、

术中封闭式洗肠装置结肠灌洗减压Ⅰ期切除

吻合. 急诊手术组总的短期并发症明显高于支

架组, 急诊条件下手术, 肠管扩张积气积粪, 术
野受限, 分离及术中减压过程中, 可能造成脾

脏撕裂, 且很难做到完全封闭、无污染, 肠管

暴露时间长, 减压时需游离、挤压, 造成脾脏

撕裂、切口感染、腹腔脓肿、术后肠粘连梗

阻等并发症高. 因急诊手术需减压切口往往加

大, 加之手术时间长、污染等切口感染裂开几

率增加, 术后切口疝发生几率也较择期手术增

加. 急诊条件下手术, 患者应激反应强烈, 心肺

并发症相对增加. 急诊手术组更容易出现导管

脓毒症, 这与他的高吻合口瘘有关, 本组的3例
导管脓毒症都是于长期静脉营养有关. 支架组

Ⅰ期切除吻合率, 明显高于急诊手术组(87.1% 
vs  34.4%, P  = 0.001), 支架组3例吻合口漏经保

守治疗均痊愈, 而急诊手术组14例吻合口漏保

守治疗痊愈11例, 2例行近端结肠造口, 1例合

并感染性休克死亡. 说明急诊手术组吻合口漏

口发生几率大且严重, 患者基础状态往往较差, 
保守治疗不易成功、风险大, 需慎重. 急诊手

术组住院期间死亡3例, 1例心血管意外死亡、

1例呼吸衰竭死亡、1例合并吻合口漏, 感染性

休克死亡, 而支架组住院期间无死亡病例, 说
明急诊条件手术, 患者基础状态差, 来不及调

整, 且应激反应强烈, 各种并发症发生率高, 1
个患者发生并发症可能不止一个, 多个并发症

导致患者死亡. 所以择期手术比急诊手术安全

得多.
支架组长期生存率略高于急诊手术组, 可

能是术野暴露差, 根治很难以彻底, 且挤压肠管

难免造成肿瘤细胞脱落种植或瘤栓逆行转移, 
急诊条件手术患者术后感染并发症增加, 术后

机体免疫功能下降也给肿瘤复发造成条件, 另
外患者合并吻合口漏几率增加. 有文献报道, 吻
合口漏增加局部复发率, 从而导致长期的生存

率下降[17,18]. 急诊手术术后短期并发症多, 延缓

手术至第1次化疗间期, 可能也是造成其长期生

存率偏低的原因. 另外急诊手术造口成为永久

造口几率增加, 不免对患者心理造成负面影响, 
可能对长期生存率有影响. 无论何种方法, 对比

其生存情况都会有争议, 首先不可能所有患者

均严格的采用一种化疗方案, 另外在化疗结束

后不可避免的会有部分患者求助于一种或多种

抗肿瘤药物. 在本组研究中还存在一个术者因

素, 研究中共统计4位术者的手术, 有的术者习

惯于1种辅助方法, 很少会用另外1种, 这些都会

引起结果的差异. 不过本研究中每组均有上述

因素存在, 因此也只从组间作比较. 有的学者报

道支架后5年生存率较择期手术降低[19], 也有报

道支架后较急诊手术并发症降低, 但长期生存

率无明显差异[20], 另有报道对于不能手术切除

的患者, 单纯支架减压比手术减压并发症低, 而
生存率相近[21], 值得进一步采用多中心研究来

评价支架的长期效果. 
总之, 对于梗阻性左半结直肠癌患者的Ⅰ

图 1 患者生存曲线.
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■应用要点
对于梗阻性左半
结直肠癌患者的
Ⅰ期切除吻合, 结
肠镜下留置结肠
腔内支架术前减
压是一种比较理
想的辅助方法.
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期切除吻合, 结肠镜下留置结肠腔内支架术前

减压是一种比较理想的辅助方法, 可以避免急

诊手术、增加Ⅰ期切除吻合机会、避免造口、

降低短期并发症, 且长期生存率也较急诊手术

有一定的提高.
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■同行评价
本文是此领域国
内报道病例数较
大的一回顾性研
究, 对两组患者进
行了生存方面分
析, 具有一定的临
床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the antifungal activity of 
alcohol extracts of 27 traditional Chinese herbs 
(TCHs) and extracting oils from 5 TCHs against 
intestinal Candida (C. albicans, C. krusei, and C. 
tropicalis) in vitro.

METHODS: The alcohol extracts of 27 TCHs were 
serially diluted to concentrations ranging from 
50 to 3.125 g/L, while the extracting oils from 5 
TCHs were serially diluted to concentrations rang-
ing from 5 to 0.0097 mL/L. The minimum inhibi-
tory concentrations (MICs) of these herb extracts 
against intestinal Candida were then determined. 

RESULTS: The alcohol extracts of 6 (cortex pseu-
dolaricis, coptis chinensis, phellodendron amu-
rense, Chinese gall, cassia, and clove), 4 (patchouli, 
Chuanxiong, acorus calamus, and fructus cnidii), 
and 2 (fructus schizandrae and fennel) TCHs had 

mean MICs of 1.56 g/L to 3.25 g/L, 12.5 g/L, and 
50 g/L, respectively. The alcohol extracts of the 
remaining 15 TCHs exhibited no antifungal ef-
fect. The extracting oils from 5 TCHs (cassia oil, 
Agastache rugosa oil, clove oil, small fennel oil, 
and fructus schizandrae oil) showed potent anti-
fungal effect against intestinal Candida. 

CONCLUSION: The alcohol extracts of 6 TCHs 
and extracting oils from 5 TCHs have significant 
antifungal activity against pathogenic Candida 
species (C. albicans, C. krusei, and C. tropicalis). 

Key Words: Intestinal Candida ; Alcohol extract of 
traditional Chinese herb; Extracting oil from tradi-
tional Chinese herb; Antifungal activity
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摘要
目的: 观察27种中药醇提液及5种中药提取油
对肠道念珠菌(白念、热带、克柔氏)的体外
抗菌活性.

方法: 采用试管药基法将27种中药醇提取液
倍比稀释成浓度50-3.125 g/L, 中药提取油倍
比稀释成5-0.0097 mL/L, 对肠道念珠菌进行
MIC观察. 

结果: 27种中药醇提取液中有6种(土槿皮、黄
连、黄柏、五倍子、桂皮、丁香)MIC均值为
1.56-3.25 g/L, 4种(广藿香、川芎、菖蒲、蛇床
子)MIC均值12.5 g/L, 2种(五味子、小茴香)MIC
均值50 g/L, 对念珠菌有不同程度的抑制作用, 
其他15种中药醇提取液无抑制作用. 5种中药
提取油(桂皮油、藿香油、丁香油、小茴香
油、五味子油)对念珠菌均有较强的抑制作用.

结论: 6种中药醇提取液及5种中药提取油对念珠
菌(白念、热带、克柔氏)均有较强的抑制作用.

关键词: 肠道念珠菌; 中药醇提取液; 中药提取油; 

抗菌活性

www.wjgnet.com

®

■背景资料
念珠菌感染在院
内真菌感染中占
首 位 ,  肠 道 念 珠
菌感染仅次于下
呼吸道占第2位 , 
以白念珠菌最多, 
其次是热带念珠
菌、克柔氏念珠
菌, 由于临床上高
效安全的抗真菌
药物较少 ,  因此 , 
念珠菌感染的发
病率呈上升趋势.

■同行评议者
高国全, 教授, 中
山大学中山医学
院生化系
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0  引言

由于临床上广泛应用广谱抗生素、糖皮质激素、

免疫抑制剂等, 使肠道真菌感染的发病率日益增

加. 而抗真菌治疗的药物仍以西药为主: 价格昂

贵、不良反应多, 易产生耐药菌株, 他们虽然对某

些真菌感染有效, 但从高效、低毒、抗真菌谱和

耐药性方面评价, 没有一种令人满意. 近年来, 许
多国内外学者对中草药抗真菌实验做了大量的筛

选工作, 发现有许多中草药及其提取物有很好的

抗真菌作用[1-7]. 本研究用32种中药的提取液对肠

道念珠菌(白念珠菌、热带念珠菌、克柔氏念珠

菌)进行体外抗菌活性的测定, 为治疗肠道念珠菌

感染开发高效、低毒的天然药物奠定基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 中药提取液: (1)醇提液: 土槿皮、黄连、

黄柏、五倍子、桂皮、丁香、蛇床子、广藿香、

五味子、川芎、菖蒲、小茴香、天冬、石榴皮、

板蓝根、苦参、儿茶、乌梅、地肤子、马勃、虎

杖、香附、决明子、半夏、川芎、石决明、蒲

黄; (2)挥发油: 桂皮油、藿香油、丁香油、小茴香

油、五味子油. 均由河北医科大学制药厂提取并提

供. 念珠菌临床株: 来自我院真菌室, 均为致病性真

菌(从肠道真菌病患者便中分离, 直接镜检可见大

量菌丝及芽生孢子, 培养有酵母样菌落生长, 经鉴

定为白念珠菌10株、热带念珠菌10株及克柔氏念

珠菌10株). 标准株: 白念珠菌1株、热带念珠菌1株
及克柔氏念珠菌1株, 均来自中科院微生物所.
1.2 方法 
1.2.1 药基配制: 将中药醇提取液及中药提取油(溶
于950 mL/L乙醇内, 配成100 mL/L的药物母液)分
别溶于高压灭菌(120 ℃, 0.1 Pa, 20 min)后的葡萄糖

蛋白胨琼脂基(40 g/L葡萄糖, 10 g/L蛋白胨, 20 g/L
琼脂)内, 趁热(60 ℃左右)充分混合, 中药醇提取液

倍比稀释成50、25、12.5、6.25、3.125、1.56及
0.78 g/L(以生药计算). 中药提取油倍比稀释成10、
5、2.5、1.25、0.625、0.3125、0.156、0.078、0.039
及0.0195 mL/L的系列药物浓度, 药物终浓度中乙

醇不超过50 mL/L培养基, 每个试管5 mL放置斜面. 
1.2.2 菌种接种: 挑取已活化的菌株, 加入8.5 g/L
氯化钠溶液中, 用血细胞计数板将菌悬液浓度

调节为1×108-9 CFU/L. 每个试管药基内接种100 
μL菌悬液, 每个浓度接种2管, 置36 ℃恒温箱内, 
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每日观察生长情况, 并记录, 120 h后判读结果. 
1.2.3 MIC值的判读: 用葡萄糖蛋白胨琼脂基加

菌悬液管作阳性对照, 用葡萄糖蛋白胨琼脂基

管作阴性对照. 将每管生长的情况与阳性及阴

性对照管比较, 以无真菌生长的最低药物浓度

药基管为MIC终点.

2  结果

2.1 中药醇提液抗念珠菌的MIC值 27种中药醇提

液有6种(桂皮、丁香、五味子、土槿皮、黄连、

黄柏)MIC均值1.56-3.25 g/L, 4种(广藿香、川芎、

菖蒲、蛇床子)MIC均值12.5 g/L, 2种(五味子、

小茴香)MIC均值50 g/L, 对肠道念珠菌(白念、热

带、克柔氏)有不同程度的抑制作用, 见表1. 其他

15种醇提液(天冬、石榴皮、板蓝根、苦参、儿

茶、乌梅、地肤子、马勃、虎杖、香附、决明

子、半夏、川芎、石决明、蒲黄)均无抑菌作用. 
2.2 中药提取油抗念珠菌的MIC值 5种中药提

取油(桂皮油、藿香油、丁香油、小茴香油、

五味子油 )对肠道念珠菌均有较强的抗菌作

用, 抗菌作用依次为桂皮油(0.039 mL/L)、藿

香油(0.078-0.156 mL/L)、丁香油(0.156-0.313 
mL/L)、小茴香油(0.156-0.313 mL/L)、五味子油

(0.313 mL/L), 见表2.

3  讨论

近年来, 许多学者对中草药抗真菌作用进行了

大量的筛选试验, 发现许多种中草药具有抗真

菌作用, 宫毓静等用164种中药乙醇提取物进行

抗真菌作用研究, 发现黄连、土皮、肉桂、丁

香、珊瑚姜、紫草素等有不同程度的抗真菌作

用[8]. 相比较传统抗真菌药物如氟康唑, 中草药具

有抗真菌作用强、不易耐药、低毒性等优点[9-11]. 
且我们曾发现肉桂油对小鼠肠道念珠菌有抑制

作用[12]. MIC值为抑制病菌生长繁殖的最低药

物浓度, 测定抗真菌药物的MIC值为抗真菌药

物临床应用提供实验依据, 并可进行致病真菌

耐药的监测[9,13]. 中草药抗真菌MIC值测定, 为
筛选抗真菌中草药提供依据. 由于各作者对中

药提取方法以及提取有效成分不同, 抗真菌作

用的MIC值出现差异. 经水煎或与培养基共同高

压, 可使某些药物的有效成分破坏. 本实验采用

了中药的醇提取液和提取油两种方法, 如: 桂皮

油对念珠菌MIC(0.039 mL/L)、醇提液(1.56 g/L), 
藿香油(0.078-0.156 mL/L)、醇提液(12.5 g/L), 丁
香油(0.156-0.313 mL/L)、醇提液(1.56 g/L), 小茴

香油(0.156-0.313 mL/L)、醇提液(50 g/L), 五味子

www.wjgnet.com

■相关报道
宫毓静等用164种
中药乙醇提取物
进行抗真菌作用
研究, 发现黄连、
土皮、肉桂、丁
香、珊瑚姜、紫
草素等有不同程
度的抗真菌作用. 

■研发前沿
念珠菌耐药株日
渐增多, 目前, 抗
真菌药物较多、
不 良 反 应 较 大 , 
且无良好的中药
治疗.
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油(0.313 mL/L)、醇提液(50 g/L), 抗念珠菌的效

果也有明显差异, 中药提取油对念珠菌的抗菌作

用优于中药醇提取液. 文献报道, 桂皮油、丁香

油、八角茴香油、藿香油[14]、五味子油在1 mL/L
以下的浓度下, 有很强的抗真菌作用. 本实验进

一步证明了其抗菌作用. 因中药醇提取液、中药

水提取液或中药提取的挥发油所做的体外抗真

菌实验, 均为中药抗真菌初筛阶段. 为临床提供

高效、低毒抗真菌制剂, 还需对中药抗真菌有效

化学成分、作用机制及药理作用等进一步研究, 
为合成新的抗真菌中药制剂奠定理论基础.
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表 1 中药醇提取液抗念珠菌MIC分布 (g/L)

     
中药

                 白念临床株(n  = 10)      标准株          热带临床株(n  = 10)        标准株            克柔氏临床株(n  = 10)      标准株

         范围               均值       (n  = 1)            范围                均值         (n  = 1)              范围                均值         (n  = 1) 

桂皮   1.56-3.25          1.56       1.56       0.78-3.25          1.56         1.56         1.56-3.25           1.56         1.56 

丁香   1.56-3.25          1.56       1.56       1.56-3.25          1.56         1.56         3.25-6.25           3.25         3.25

五倍子   3.25-6.25          3.25       3.25       0.78-3.25          1.56         1.56         3.25-6.25           3.25         3.25

土槿皮   1.56-6.25          3.25       3.25       1.56-6.25          3.25         3.25         3.25-6.25           3.25         3.25

黄连   3.25-6.25          3.25       3.25       3.25-12.50        6.25         6.25         3.25-6.25           3.25         3.25

黄柏   3.25-6.25          3.25       3.25       3.25-6.25          3.25         3.25         3.25-6.25           3.25         3.25

广藿香   6.25-25.00      12.50     12.50       6.25-12.50        6.25         6.25         6.25-12.50         6.25         6.25   

川芎   6.25-25.00      12.50     12.50     12.50-25.00      12.50       12.50       12.50-25.00       25.00       25.00

菖蒲 12.50-25.00      12.50     12.50       6.25-12.50      12.50       12.50       12.50-25.00       25.00       25.00

蛇床子 12.50-25.00      12.50     12.50     12.50-25.00      25.00       25.00       12.50-25.00       25.00       25.00

五味子 25.00-50.00      50.00     50.00     25.00-50.00      50.00       50.00       25.00-50.00       50.00       50.00

小茴香 25.00-50.00      50.00     50.00     25.00-50.00      50.00       50.00       25.00-50.00       50.00       50.00

表 2 中药提取油抗念珠菌MIC分布 (mL/L)

     
中药

                 白念临床株(n  = 10)      标准株          热带临床株(n  = 10)       标准株            克柔氏临床株(n  = 10)       标准株

         范围               均值       (n  = 1)           范围               均值          (n  = 1)              范围                均值          (n  = 1) 

桂皮油  0.019-0.039      0.039     0.039    0.039-0.019      0.039 0.039 0.039-0.078      0.078         0.078

藿香油  0.078-0.156      0.078     0.078    0.078-0.313 0.156 0.156 0.078-0.156      0.156         0.156

丁香油  0.156-0.313      0.156     0.156    0.078-0.313 0.156 0.156 0.078-0.156      0.156         0.156

小茴香油  0.078-0.313      0.156     0.156    0.156-0.625 0.313 0.313 0.078-0.313      0.156         0.156

五味子油  0.156-0.313      0.313     0.313    0.313-0.625 0.313 0.313 0.313-0.625      0.313         0.313

■创新盘点
本文研究了部分
中药抗念珠菌的
MIC值, 对比了中
药醇提液与提取
油的抗真菌活性.

■同行评价
本文探讨了多种
中药提取液对肠
道念珠菌的抑制
效 果 ,  为 临 床 应
用提供了基础依
据 ,  具 有 一 定 的
创新性.
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报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

中国知识资源总库收录. 2008年度《世界华人

消化杂志》总被引频次为2480, 位居内科学类

41种期刊的第6位; 影响因子为0.547, 位居内科

医学类41种期刊的第17位. 《世界华人消化杂

志》即年指标0.059, 他引率0.79, 地区分布数29, 
基金论文比0.340, 国际论文比0.00, 学科影响指

标0.59, 综合评价总分49.5, 位居内科学类41种
期刊的第8位.   
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 
文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议

纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实

用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
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《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(ISSN 1009-3079, 
CN 14-1260/R)》是一份同行评议性和开放获取

(open access, OA)的旬刊. OA最大的优点是面向

全国本领域专家及公众开放无需注册, 免费获

取PDF等格式的全文, 切实破除了传统性期刊阻

碍科学研究成果快速传播的障碍. OA是一项真

正意义上的公益性科学传播工具, 编委、作者

和读者利益的最大化的目标, 努力推进本学科

的繁荣和发展. 
《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基

因组学、微生物及分子生物学、病因学、流行

病学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影

像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也

报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进

技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

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

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T1-2 , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2009年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-85381892, 传
真: 010-85381893, 
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com; http://
www.wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 

材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序
号一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后

空1格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 
以下逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并考入

磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不

要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 
cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条粘贴在正文内, 
不能使用浆糊粘贴.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究

论文给予充分的反映, 并在文内引用处右上

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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角加方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需

在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上

角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文

献格式如下: 
1 Jung EM, Clevert DA, Schreyer AG, Schmitt 

S,  Rennert  J ,  Kubale R,  Feuerbach S, 
Jung F. Evaluation of quantitative contrast 
harmonic imaging to assess malignancy of 
liver tumors: A prospective controlled two-
center study. World J Gastroenterol  2007; 13: 
6356-6364 [PMID:  18081224; DOI: 10.3748/
wjg.13.6356]

2 马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863

3 Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4 尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 
第1版 .  上海 :  上海科学技术文献出版社 , 
1995: 382-385

5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet .com, 电
话: 010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求

帮助. 投稿须知下载网址http://www.wjgnet.
com/1009-3079/tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要

14-28 d. 所有的来稿均经2-3位同行专家严格评

审, 2位或以上通过为录用, 否则将退稿或修改

后再审. 接受后的稿件作者需缴纳稿件处理费

及发表费, 文章发表后可获得1本样刊及10套单

行本(稿酬).

5  修回稿须知
5.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
5.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修改, 
而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者符合

要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回编辑

部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线办公

系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承担责任.
5.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-8538-1892
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2010年国内国际会议预告

2010-03-25/28
第二十届亚太肝病学会年会
会议地点: 北京市
联系方式: info@apasl2010beijing.org

2010-04-02/05
第九届全国儿科放射学术大会
会议地点: 南京市
联系方式: gausli@yahoo.com.cn

2010-04-09/12
第二十六届国际放射学大会
会议地点: 上海市
联系方式: icr2010@cma.org.cn

2010-04-14/18
第四十五届欧洲肝脏研究协会会议(EASL)
会议地点: 奥地利, 维也纳
联系方式: http://www2.kenes.com/liver-congress/pages/
home.aspx

2010-04-16/17
2010消化疾病诊断与鉴别诊断临床思维医师论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmdabm@yahoo.com.cn

2010-05-01/05
美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国, 新奥尔良
联系方式: http://www.ddw.org/wmspage.cfm?parm1=679

2010-05-13/16
第四届MDCA肿瘤分子靶向及个体化医疗高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: 010-58430577

2010-05-13/15
第五届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 南京市
联系方式: office@cnsld.org

2010-05-28/31
2010中国普外科焦点问题学术论坛
会议地点: 兰州市
联系方式: 2010fis@gmail.com

2010-06-04/06
2010国际腹部创伤暨第十届全国脾脏外科学术研讨会
会议地点: 合肥市
联系方式: qiaohaiquan2008@yahoo.com.cn

2010-06-04/06
第二届世纪坛国际结直肠肛门病论坛
会议地点: 北京市
联系方式: luoch301@gmail.com; luoch301@gmail.com

2010-06-17/21
2010年全国肝脏疾病临床学术大会暨欧洲肝病学会日
会议地点: 厦门市
联系方式: zhgz@vip.163.com

2010-08-18/21
第二十一届世界癌症大会
会议地点: 深圳市
联系方式: bgs@caca.sina.net

2010-08-19/22
第二十二次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 苏州市
联系方式: szzyy88@163.com

2010-09-01
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.csgd.org.cn/2010/

2010-09-08/12
第九届全国介入放射学学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: csir2010@163.com

2010-09-09/11
中华医学会第十一次全国感染病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: infectioncma@163.com

2010-09-10/12
第四届国际肝病学会年会
会议地点: 加拿大, 蒙特利尔
联系方式: info@ilca-online.org

2010-09-16/19
第十三届全国临床肿瘤学大会暨2010年CSCO学术年会
会议地点: 北京市
联系方式: http://reg.csco.org.cn/reg2010/

2010-10-23/27
第十八届欧盟胃肠病周
会议地点: 西班牙, 巴塞罗那
联系方式: http://uegw10.uegf.org/
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党双锁 教授

西安交通大学第二医院感染科

高国全 教授

中山大学中山医学院生化系

高英堂 研究员

天津市肝胆疾病研究所分子细胞室

戈之铮 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

顾岩 教授

上海交通大学医学院附属上海第九人民医院外科

韩天权 教授 

上海交通大学医学院附属瑞金医院外科, 上海消化外科研究所

洪天配 教授

北京大学第三医院内分泌科

黄颖秋 教授

本溪钢铁(集团)有限责任公司总医院消化内科

黄志勇 教授 

华中科技大学同济医院普外科

江学良 主任医师

中国人民解放军济南军区总医院消化科

姜春萌 教授

大连医科大学附属第二医院消化科

李华 副教授

中山大学附属第三医院肝脏外科

刘凤斌 教授

广州中医药大学第一附属医院消化内科

马大烈 教授  

上海第二军医大学长海医院病理科

任超世 研究员 

中国医学科学院生物医学工程研究所

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

邵先玉 主任医师   

泰山医学院附属医院消化内科

孙学英 教授  

哈尔滨医科大学第一附属医院黑龙江省肝脾外科中心

谭德明 教授  

中南大学湘雅医院感染病科

宛新建 副教授  

上海市第一人民医院消化内科

王凯 教授  

山东大学齐鲁医院肝病科            

魏继福 副研究员

江苏省人民医院中心实验室

夏冰 教授

武汉大学中南医院消化内科

徐可树 教授

华中科技大学同济医学院协和医院消化内科

杨维良 教授

哈尔滨医科大学附属第二医院普外四科

姚登福 教授 

南通大学附属医院分子医学中心 

阴赪宏 研究员 

首都医科大学附属北京友谊医院感染暨急救医学科

于则利 教授

首都医科大学附属北京同仁医院外科 

袁友红 副教授

湖南省人民医院科研部

周士胜 教授

大连大学医学院医学研究中心

朱传武 主任医师 

江苏省苏州市第五人民医院传染科

www.wjgnet.com
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