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Abstract
World Chinese Journal of Digestology (WCJD) 
i s a peer -reviewed, onl ine , open-access 
(OA) journal. The biggest advantage of the 
OA model is that it provides free, full-text 
articles in PDF and other formats for experts 
and the public without registration, which 
eliminates the obstacle that traditional journals 
possess and usually delays the speed of the 
propagation and communication of scientific 
research results. The open-access model has 
been proven to be a true approach that may 
achieve the ultimate goal of the journal, i.e., 
the maximization of the benefits to readers, 
authors and the society.

Key Words: World Chinese Journal of Digestology ; 
Open-access journal; Publishing model; Maximi-
zation

Wang YB. Open-access publishing model for World 
Chinese Journal of Digestology achieves maximization of the 
benefits to readers, authors and the society. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 751-754

摘要
《世界华人消化杂志》是一本全国性开放获
取(open-access, OA)的学术类期刊. 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, 实现了读者、作者和社会三个价值最
大化的目标, 努力推进本学科的繁荣和发展. 

关键词: 世界华人消化杂志; 开放获取; 出版模式; 

价值最大化

王苑本. 《世界华人消化杂志》开放获取的出版模式实现了临

床医师和公众的利益最大化. 世界华人消化杂志  2010; 18(8): 

751-754
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0  引言

《世界华人消化杂志》从2004-06-06, 开始采用

开放获取(open-access, OA)的出版模式[1]. 从事

临床医疗工作的医师, 其主要任务是全心全意

为广大患者服务, 也就是说应以其自身良好的

服务态度、精湛的技术水平为患者解除痛苦、

延长甚至挽救其生命, 更为重要的事情是将自

己成功的临床诊断和治疗经验总结成文发表在

医学期刊上, 让更多的同行知道, 使更多的患者

受益, 以发挥更大的作用. 我将自己发表文章的

过程及作为《世界华人消化杂志》副总编辑谈

一些OA的出版模式对临床医师和公众利益最大

化的看法. 

1  传统出版文章的传播作用

我自1955年从事临床医疗工作以来, 一直按上

述要求努力工作. 随着时间的迁移, 确实是解除

了不少患者的痛苦, 也延长、挽救了一些患者

的生命, 此时, 除使我内心感到极大欣慰外, 也
激励着我应更加勤奋学习, 更快、更进一步提

高自己的技术水平, 以便在为患者服务中发挥

www.wjgnet.com
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更大的作用. 但经过多年工作后, 逐渐使我感觉

到, 我在临床医疗工作中所积累的一些成功经

验的受益者, 仅是经我治疗的少数患者, 更多的

患者是否受益, 就不得而知了. 如果是这种情况

的话, 在为患者服务中发挥更大作用的心愿就

根本没有实现, 多年来积累的宝贵经验仍被包

围在一个非常局限的范围内. 为此, 1962年开始

我采取把一些成功的、有较大实用价值的经验

撰写成论文, 让更多的同行知道, 使更多的患者

受益, 以达到发挥更大作用的目的; 但经数10年
的观察, 发挥最大作用的想法一直未能实现, 现
举2篇文章发表的过程. 
1.1 第1篇文章回顾 我将1961-1962年在北京协

和医院进修后的毕业论文《硫脲类药物对甲状

腺机能亢进症的远期疗效》发表在《中华内科

杂志》[2], 在该文中我们把一些最重要的经验做

了阐述, 除适应证、不良反应外, 还特别指出: 
“服药时间太短”、“不要进行间断治疗”、

“治疗中出现甲状腺增大和暂时性甲低如何处

理”等对甲状腺机能亢进治疗成败的关键问题, 
但从这篇文章发至今的40多年中, 我又接诊了

大量在外院治疗失败转诊患者. 他们都是因为没

有按我在本篇文章[2]中所提出的那些经验去做

所致, 而这些患者经我按上述经验进行正规治疗

后, 大部分得到长期缓解, 部分患者临床治愈.
1.2 第2篇文章回顾 在纤维胃镜引进以前, 国内

各种内科学资料均认为“季节性、规律性、

饥饿性上腹痛是诊断十二指肠球部溃疡的重

要依据”, 内科医师对凡具有上述临床表现均

按十二指肠溃疡诊治. 1973年我院引进日产奥

林巴斯纤维内镜并用于临床, 经一段时间工作

后, 我发现上述理论较片面、甚至不正确. 于是

1975年开始, 我对一些具上述症状的患者都进

行了包括胃镜、活组织病理学在内的简单临床

研究, 至1980年共积累了341例. 根据结果我们

得到的体会是: 典型、规律性、饥饿性上腹痛

可以是十二指肠溃疡的重要临床表现, 而不是

诊断十二指肠的主要依据. 为了使更多的患者

得到正确诊治, 减少误诊误治给患者带来的不

良后果(尤其是胃癌患者), 我把这一研究结果在

《人民军医》杂志上发表[3], 文章发表已近30年, 
期间我又接诊了大量被外院医师按老观点误诊

的患者, 其中最多的是慢性浅表性胃炎、慢性

萎缩性胃炎、单纯十二指肠炎、胃溃疡及部分

早期胃癌; 这些误诊而长期疗效不佳的患者, 经
我们纠正其错误诊断并给予合理治疗后都得到
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了长期缓解或治愈, 最使我欣慰的是一些被误诊

的早期胃癌都得到了手术治疗, 恢复了健康.
回顾历史证明: 我多年积累的经验未被广

泛推广, 受益患者为数极少; 用李镇西先生的话

讲: 作者价值最大化、读者价值最大化、社会

价值最大化, 对我来说根本未能实现[4]. 

2  OA出版文章的传播作用

随着改革开放的深入发展, 具有市场经济和计

划经济并存方针的内涵不断更新, 走具有中国

特色社会主义道路受到了13亿人民的热烈拥

护, 全国上下一齐努力, 国民经济得到了飞速的

发展; 目前, 我国已成为世界经济强国, 在这种

国情下, 胡锦涛总书记在全国科技大会上提出: 
“15年要建成创新型国家, 这是一条道路, 是一

个新的起点, 现在各行各业都在研究如何走出

具有中国特色的创新型道路这个大问题……”. 
那么作为与全国人民身体健康紧密相关的医学

期刊, 如何通过创新, 打造成中国的一流期刊就

成为我们当前的重要任务, 实际上, 从1993年开

始, 马连生教授白手起家, 在当时山西省科委李

镇西主任鼎力支持下就开始创办了第1期《新

消化病学杂志》; 担任总编辑的马连生教授从

杂志创办开始, 就严格遵循着市场经济规律和

计划经济相结合的原则, 并着重市场经济模式

成功创办我国唯一的一本“特殊性杂志”; 但
自这本特殊性杂志开始创办后10多年中, 可以

说历经了千辛万苦, 走过了无数高低不平、布

满荆棘的坎坷道路, 如: 当时国内的“权威性”

医学杂志及一些医学界的“权威专家”, 不但

对这一新问世的期刊不给予支持, 反而发表了

冷嘲热讽的恶意语言挖苦. 随即不少医学院校

也做出不成文的规定: “凡在《新消化病学杂

志》上刊登的文章不能做医师晋升的依据”

等, 一时间“乌云密布”, 似乎《新消化病学杂

志》只能昙花一现就必定要消失. 面对这些情

况, 马连生教授对外界的各种杂音, 不但不予以

理会, 反而更加辛勤、努力地对杂志未来的发

展进行思考和规划, 如确定杂志阶段发展目标, 
聘请大量具有高技术水平的医学专家, 改造和

扩大编辑队伍, 制定杂志出版、流通、经营等

管理制度, 使以市场经济为主体的杂志纳入社

会主义市场计划经济运行轨道. 加之李镇西先

生一直热情、坚持, 特别是国家改革开放政策

的深入发展, 被当时称为“个体户”所办的杂

志, 不但没有“昙花一现”而消失, 反而越办越
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2008年度《世界
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好, 逐渐升级为《中国新消化病杂志》、《华

人消化杂志》, 直到现在的《世界华人消化杂

志》, 并于1995年、1997年经有关部门批准, 又
出版发行了《中国新消化杂志(英文版)》. 由
于英文版质量迅速提高, 1998年又被国家有关

部门命名为《世界胃肠病杂志(英文版)》, 即
World Journal of Gastroenterology (WJG ), 向全

世界公开发行. 目前, 《世界华人消化杂志》、

W J G 已被国际上诸多著名医学文库收录 ,  尤
其是WJG被世界最有权威性的Index Medicus, 
Medline, PubMed, Science Citation Index Expand-
ed收录. 2004年《世界华人消化杂志》被国家定

为核心期刊, 2006年中华人民共和国新闻出版

总署给WJG颁发“荣获为第三届国家期刊奖百

种重点期刊”证书, 同年中国科学技术信息研

究所给WJG颁发了“百种中国杰出学术期刊”

证书及“中国科技核心期刊”证书, 至此WJG
与《世界华人消化杂志》已成功的实现了与国

际期刊接轨的目标, 而成为国内外具有一定分

量的著名医学期刊. 在杂志迅速发展的同时, 作
为两个杂志领军人物的潘伯荣名誉总编辑和马

连生总编辑, 其脚步不但未停止, 在李镇西先生

的支持下, 又迈出了更大的步伐, 即WJG在形成

在线办公和网络版系统的基础上, 于2004年率

先在国内启动了其内涵为: “学术信息共享的

自由理念和出版原创开放的新型商业模式”[4]. 
在这种出版模式下, 学术成果可以无障碍地进

行传播, 任何研究人员可以平等地、免费地获

取和使用, 这一步为实现“作者价值最大化、

读者价值最大化、社会价值最大化”, 更好地

为进行研究成果的快速信息传导、更好地为广

大患者服务提供了一个新途径, 为医学期刊办

得更好提出了新方向和创新模式. 一心想使自

己积累多年的临床经验和一些科研成果能发挥

更大作用, 而又一直未能实现的我, 此时才见到

了曙光, 内心得到了极大欣慰. 只举1例即可说

明: 在多年临床工作中, 发现了不少“胃息肉”

患者, 这对一般医师来说, 给予息肉消融治疗即

算完成任务, 而对我来说, 必须对发现的息肉取

活组织进行病理检查明确息肉性质后再行治

疗; 巧合的是, 在众多被发现的胃息肉中经病理

证明有2例是低恶性程度的胃类癌, 众所周知早

期胃类癌在内镜下用肉眼观察与胃息肉是无法

区别的, 如果把早期胃类癌按息肉治疗方法去

处理, 将会给患者留下长期不良后果. 为减少或

者避免误诊误治, 我对胃类癌的流行病学、病

因及发病机制、病理组织学所见、临床表现、

诊断及治疗等问题, 以述评形式发表在2002年
《世界华人消化杂志》[5]. 由于2004年《世界华

人消化杂志》已启动了新型的模式, 文章发表

后, 引起了的强烈反应, 甚至普通患者都亲自登

门拜访本人, 后又应邀在天津市约200人消化内

科医师参加的学术会议上做了报告, 2009-04又
受中华医学会总会邀请在桂林召开的“消化系

统疾病新进展研讨会”上做发言交流. 仅此例

(当然还有一些例子), 对我来说实现了多年来一

直想使自己的临床经验和临床研究发挥更大作

用的理想, 从而也证明目前的OA模式确能发挥

“作者、读者、社会价值最大化”.

3  再接再厉更上一层楼

多年以前, 山西省软科学院李镇西院长, 在《从

W J G 创新商业模式看中国科技期刊的“突

围”》一文中[4], 明确指出了三个重要观点: (1)
新经济时代呼唤新的办刊理念和模式; (2)创新

商业模式是突围的切入点和突破口; (3)关键在

于创业的应战模式与创新活力. 在文章中李先

生还打了一个幽默的比喻, “一位科学家感叹

地说: 对于一个中国科学家来说, 在国际著名期

刊上发表文章, 只是买了一张船票, 如果我们自

己打造一艘驶向国际学术界的宝船, 也就是自

己的精品期刊, 那该多好!”. 生动的比喻进一

步说明了中国科技期刊必须突围创新模式, 才
能够立于世界先进期刊之林的道理. 实际上, 当
时世界胃肠病杂志社马连生社长已经按着李镇

西院长所提出的观点, 并在李镇西院长鼎力支

持下艰难地为杂志社所办的杂志进行着一系

列的“突围”工作, 和编辑部所有人员一起一

步一步地打造着我国的精品期刊. 功夫不负有

心人, 多年辛勤地劳动终于出现了丰硕的成果. 
2004-06 WJG正式启动了开放存取的新型期刊

商业运作模式, 也初步实现了作者、读者、社

会价值最大化, 使这种运作模式显示出巨大的

生命力. 因此, 国家自然科学基金委杂志部祖广

安主任在其发表的一篇“路在他们的脚下-WJG
开始走向国际化”的论文中[6], 明确而肯定的评

价: “WJG国际化取得了初步成功, 成功的原因

就在于他完全是按照国际上办刊模式, 制定并

贯彻了期刊、编辑和出版标准, 成为科技期刊

实行国际化得一个榜样”. 同时, 祖广安主任在

其1篇“希望WJG能够成为中国学术期刊实现

国际化的旗帜”一文中指出: “我们这一代参



www.wjgnet.com

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

与了中国学术期刊改革的人们不可以小瞧WJG
期刊的探索与发展, 是在披荆斩棘、在与中国

几十年来办刊的固有习惯和势力的抗争中艰难

的求发展, 但是前途是光明的, 是每个人都可以

看到的. 只是看他有没有坦荡的胸怀去承认他, 
去鼓励他! 我为自己能创办国际优秀学术期刊

的远大理想和一些思路能被马社长和他的WJG
期刊所采纳并逐步实现而感到高兴! 为在中国

大地上能够树立起这样的一面旗帜做出了一些

贡献而感到欣慰!”[7]. 作为《世界华人消化杂

志》副总编辑, 我认为有义务说: WJG在中国科

技期刊突围中所取得的丰硕成果, 已载入光荣

的历史手册, 已成为过去, 今后的任务仍十分繁

重, 困难仍会不断出现, 对于各级领导对我们的

赞扬应视为是对我们的激励和把杂志办得更好

所提出的进一步要求. 
因此我们衷心希望世界胃肠病杂志社的全

体同仁, 在今后的岁月中, 应进一步认清形势、

埋头苦干、锐意创新、加倍努力地工作, 使杂

志社越办越好, 从而得到更多患者、读者、作

者及社会各界的尊重和热爱; 努力吧, 我们的期

刊一定会有更新的起色, 在科技期刊突围中一

定会更上一层楼. 
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《世界华人消化杂志》按时完成 2009 年度出版任务

本刊讯 2009-12-28,《世界华人消化杂志》按时完成2009年1-36期的出版任务, 出版各类文章774篇, 全部经过

同行专家评议. 其中评论性文章158篇(20.41%), 原创性文章237篇(30.62%), 研究快报91篇(11.76%), 临床经验

253篇(32.69%), 病例报告13篇(1.68%), 会议纪要2篇(0.26%).

2010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. 

(编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
AIM: To establish a hybrid cell line (by fusing 
HepG2 cells with primary human hepatocytes) 
that can be infected by hepatitis B virus (HBV) 
and be serially subcultured in vitro, and to 
evaluate the infection ability of HBV in this 
hybrid cell line.

METHODS: Normal human hepatocytes were 
isolated and cultured. Primary human hepato-
cytes were then fused with HGPRT-deficient 
HepG2 cells (induced with ethyl methanesul-
fonate). The hybrid cells were identified by the 
trypsin G-banding method. After the hybrid 
cells and normal HepG2 cells were infected 
with serum-derived HBV virions, intracellular 
and secreted HBV DNA as well as intracellular 
HBV cccDNA (covalent closed circle DNA) were 

detected by nested polymerase chain reaction 
(PCR). HBcAg in infected cells was analyzed 
by indirect immunofluorescence. HBsAg and 
HBeAg in the supernatants of infected cells were 
identified by electrochemiluminescence.

RESULTS: A hybrid cell line was established 
successfully by fusing HepG2 cells with primary 
human hepatocytes. This hybrid cell line could 
be subcultured in vitro. Karyotype analysis 
showed that the modal chromosome number 
of hybrid cells was 99. HBV DNA was detected 
consistently in both hybrid cells and their culture 
medium 4 days post-infection. HBV cccDNA 
was detected consistently 3 days post-infection. 
HBcAg, HBsAg and HBeAg were also detected 
consistently 4 days post-infection. In contrast, 
negative results were obtained in control HepG2 
cells infected with HBV virions.

CONCLUSION: A new hybrid cell line that can 
be used for establishing an in vitro cell model of 
HBV infection is established successfully. This 
new hybrid cell line inherits the characteristics 
of both HepG2 cells and primary human hepa-
tocytes.

Key Words: Hepatitis B virus; Cell model; Cell fu-
sion; Infection
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摘要
目的: 建立一新型细胞株, 使该细胞株既能自
然感染HBV又能传代培养, 评价杂交细胞对
HBV的自然感染能力. 

方法: 分离培养未携带HBV的人原代肝细胞, 
与诱导突变的HepG2细胞进行融合得杂交细
胞, 经HAT培养基筛选, 利用胰蛋白酶G显带
技术鉴定所得细胞, 用含HBV的慢性乙型肝
炎患者血清感染杂交细胞(同时感染HepG2
作为对照), 巢式PCR检测感染后细胞内HBV 
DNA合成及分泌情况及有无HBV复制中间产

www.wjgnet.com
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■背景资料
由于缺乏有效的
体外病毒感染和
复 制 模 型 系 统 , 
HBV感染肝脏的
早期机制研究进
展 较 为 缓 慢 ,  从
而在一定程度上
影响了乙型肝炎
及其相关肝脏疾
病的基础和临床
研究.

■同行评议者
刘成海 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属曙光医院(东
部)肝病研究所



物HBV cccDNA, 间接免疫荧光检测感染后细
胞内HBcAg的表达, 电化学发光法检测感染
后细胞培养上清中的HBsAg和HBeAg. 

结果: 成功建立人原代肝细胞与HepG2的杂交
细胞, 能体外传代培养, 染色体核型分析示杂
交细胞染色体众数为99条, 证实为融合细胞, 
HBV感染后第4天起, 杂交细胞内和培养上清
中均能检测到HBV DNA, HBV感染后第3天
起, 杂交细胞内可以检测到HBV的复制中间
产物HBV cccDNA, HBV感染后第4天起, 杂交
细胞胞质及部分胞核内HBcAg始终是阳性表
达, 间接免疫荧光染色呈胞质弥漫性着色, 电
化学发光法检测培养上清中HBsAg及HBeAg
持续表达; 而感染后的HepG2细胞检测结果均
为阴性.

结论:  成功建立的兼具有人原代肝细胞和
HepG2遗传特性的杂交细胞株可以被慢性乙
型肝炎患者血清中的HBV病毒自然感染, 可
进一步用作研究HBV感染的体外细胞模型.

关键词: 乙型肝炎病毒; 细胞模型; 细胞融合; 感染
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是全

球范围内影响人类健康的重大问题, 我国是乙

型肝炎高流行地区, 全国一般人群HBsAg阳性

率为9.09%, 估计约1.1亿人为慢性HBV感染, 占
全世界慢性HBV感染人数的1/3[1]. 目前人们对

HBV及其所致疾病有了相当深入的认识, 但由

于缺乏合适的动物模型及体外细胞培养系统, 
HBV的生物学研究和治疗进展缓慢[2-6]. 常用的

HBV细胞模型2.2.15细胞系由于HBV基因整合

于细胞染色体, 不能形成HBV自然生活周期中

至为关键的cccDNA, 与病毒自然感染存在很大

差异. 为此, 本研究旨在建立一新型细胞系, 能
够自然感染HBV并能体外传代培养, 为HBV感

染宿主细胞的早期机制的研究, 以及病毒侵入

人肝细胞后完整的复制过程的研究提供一个强

有力的工具.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2细胞购自武汉大学中国典型

培养物保藏中心, 成人原代肝细胞取自齐鲁医
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院一未携带HBV的肝血管瘤手术患者, 胎牛血

清、DMEM培养基、HAT选择培养基、HT培
养基均购自Gibco公司, 6-巯基嘌呤(6-MP)、
乙基甲磺酸(EMS)、秋水仙素购自Sigma公司, 
二甲基亚砜(DMSO)购自Gibco公司, 聚乙二醇

1500(PEG)购自罗氏公司, 微量样品基因组DNA
提取试剂盒(TIANamp Micro DNA Kit)为北京

天根生化科技有限公司产品, HBV DNA和HBV 
cccDNA基因扩增引物由上海博尚生物工程有

限公司合成, Taq DNA聚合酶、dNTPs、DNA 
Marker为天根(TIANGEN)产品, 绿豆核酸酶为

美国Promega公司产品, 单克隆抗体Mouse Anti-
HBcAg为美国Chemicon公司产品, FITC标记的

二抗: FITC-conjugated goat anti-mouse IgG(H+L 
chain specific)为美国Southern Biotechnology 
Associates产品, 封闭用山羊血清为进口分装产

品, 购自上海麦莎生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 HGPRT缺陷HepG2细胞(HGPRT-HepG2)的
诱导和筛选[7,8]: 选择增殖活力强并处于对数生

长期的HepG2细胞, 用含EMS 0.3 g/L的完全培

养基作用16 h后, 换为含胎牛血清100 mL/L的培

养基培养7-10 d, 然后更换为含6-MP 0.01 g/L的
完全培养基作用48 h后用含胎牛血清50 mL/L的
培养基维持生长, 为防止回复突变, 每3 wk左右

加入6-MP重复筛选. 
1.2.2 人原代肝细胞的分离与培养: 参照文献[9], 
取自一未携带HBV的肝血管瘤患者手术切除的

肝脏组织, 经病理学证实为非癌组织, 超净工作

台内去除坏死部位及结缔组织, 用含青霉素、

链霉素终浓度分别为100 IU/mL和100 mg/L的
PBS缓冲液冲洗肝脏组织标本3-4次, 用手术剪

将标本剪成细小碎块(≤5 mm3), 采用直接胶原

酶消化法在肝组织碎块中加入5 mL左右0.1 g/L
的Ⅳ型胶原酶, 37 ℃消化15 min, 将含胶原酶的

上清液移入离心管中, 重复上述操作1次, 收集

上清, 将剩余组织块在200目铜网上研磨, 培养

基冲洗, 收集上清, 将收集的所有上清一起离心, 
500 r/min离心5 min, 重复3次, 以去除血细胞. 用
不完全培养基重悬离心所得沉淀, 采用差异贴

壁法分离肝实质细胞与成纤维细胞, 将纯化的

肝细胞用肝细胞培养基(含胎牛血清、胰岛素、

地塞米松、谷胱甘肽等)培养, 经台盼兰染色排

除法确定肝细胞存活率≥90%. 
1.2.3 细胞融合和杂交细胞的筛选: 将HGPRT-
HepG2细胞和人原代肝细胞制成细胞悬液, 计

www.wjgnet.com

■研发前沿
体外模型是研究
乙型肝炎的一种
重 要 工 具 ,  迄 今
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型, 因此一种新的
更理想的细胞模
型的建立显得极
为重要.
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数板计数 ,  调整浓度分别为2×106/m L、1×
105/mL, 等体积混合两细胞悬液, 1 000 r/min离
心10 min, 30 s内加入1 mL 50% PEG溶液[10], 作
用2 min, 800 r/min离心5 min弃上清, 用完全培

养基重悬细胞, 移入培养板, 24 h后加HAT选择

培养基, 2-3 d换液1次, 2 wk后利用有限稀释法

将融合后细胞进行单克隆, 直至每孔含1个细胞, 
等细胞稳定生长后换HT选择培养基, 1 wk后换

含胎牛血清100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基

维持培养. 
1.2.4 杂交细胞的染色体核型分析: 利用常规胰

蛋白酶G显带技术[11]处理对数生长期的野生型

HepG2细胞、HGPRT-HepG2细胞和杂交细胞,
高倍显微镜下观察细胞染色体标本, 分别随机

计数这3种细胞的20个分裂相的染色体数. 
1.2.5 HBV感染杂交细胞: 经实时定量PCR检测

的HBV DNA阳性血清(来自山东大学齐鲁医院

检验科)以无血清DMEM培养基稀释至1.5×108

拷贝/mL, 以HepG2细胞作为对照细胞, 将杂交

细胞和HepG2细胞接种至6孔板, 生长至铺满

60%孔板面积时(约4×105/孔)开始感染, 每孔加

入2 mL病毒血清稀释液, 37 ℃、50 mL/L CO2条

件下孵育2 h, PBS冲洗细胞5次, 换成完全培养

基, 将细胞放回37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱中

继续培养[12], 此时开始计算为0 d. 
1.2.6 HBV感染后杂交细胞内及培养上清液中

HBV DNA的检测: 从HBV感染后第1天起, 每天

收集感染后杂交细胞和HepG2细胞, 用微量样

品基因组DNA提取试剂盒提取感染后各天的杂

交细胞和HepG2细胞的基因组DNA, -20 ℃储存

备用; 为避免感染血清里病毒残留的可能, 从感

染后第3天开始收集杂交细胞和HepG2细胞的

培养上清液, 1 000 r/min离心10 min, 去除沉淀

后煮沸裂解10 min, 15 000 r/min离心10 min, 取
上清10 μL作为第1轮PCR反应的模板. 巢式PCR
检测感染后细胞及培养上清液内是否存在HBV 
DNA, 引物序列P1-1: 5'-TCA CCA TAT TCT 
TGG GAA CAA GA-3', P1-2: 5'-CGA ACC ACT 
GAA CAA ATG GC-3'; P2-1: 5'-GGC TCA AGT 
TCA GGA ACA GT-3', P2B(B型HBV DNA下游

引物): 5'-CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG 
A-3', P2C(C型HBV DNA下游引物): 5'-GGT CCT 
AGG AAT CCT GAT GTT G-3'. 巢式PCR实验流

程及扩增条件参考文献[13-16]. 
1.2.7 感染后杂交细胞内HBV cccDNA的检测: 
选用绿豆核酸酶消化法结合缺口引物法检测

HBV cccDNA. 微量样品基因组DNA提取试剂

盒提取感染后各天的杂交细胞和HepG2细胞的

基因组DNA, 用绿豆核酸酶消化基因组DNA, 
绿豆核酸酶是单链水解酶, 使rcDNA线性化, 而
cccDNA可以抵抗绿豆核酸酶的消化而保持完

整双链结构, 继续作为PCR模板而被选择性扩

增[17-20], 引物序列P3-1: 5'-CTG AAT CCC GCG 
GAC GAC CC-3', P3-2: 5'-ACC CAA GGC ACA 
GCT TGG AGG-3'; P4-1: 5'-GTC TGT GCC TTC 
TCA TCT GCC-3', P4-2: 5'-AGA TGA TTA GGC 
AGA GGT GAA AAA-3'.
1.2.8 电化学发光法检测感染后细胞培养上清

液中的HBsAg和HBeAg: 为了避免感染血清病

毒残留的可能, 从感染后第4天开始收集杂交细

胞和HepG2细胞的培养上清液, 1 000 r/min离心

10 min去除沉淀, 送往齐鲁医院检验科, 按Roche
公司的HBsAg、HBeAg定量检测试剂盒说明书

及Roche Elecsys 2010全自动电化学发光免疫分

析仪操作流程进行检测, 计算机自动给出所测

样本的COI值(Cutoff值指数). 所购Roche公司的

HBsAg、HBeAg定量检测试剂盒的阳性标准为

COI≥1.0.
1.2 .9  间接免疫荧光检测感染后杂交细胞内

HBcAg的表达: 从感染后第1天起, 每天收集1
孔细胞, 40 g/L多聚甲醛(冰预冷)4 ℃固定细胞

15-20 min, 100 mL/L的山羊血清封闭30 min, 加
入抗-HBcAg一抗4 ℃过夜, 二抗为FITC标记的

山羊抗鼠IgG, 37 ℃孵育30 min, 荧光显微镜下

观察结果.

2  结果

2.1 成功建立了人原代肝细胞与HepG2细胞的杂

交细胞 该杂交细胞在培养瓶中呈单层贴壁生长, 
细胞呈长多角形, 比HepG2细胞略饱满, 可传代培

养, 传代一次约需2-4 d, 经冻存复苏后可继续生

长. 利用胰蛋白酶G显带技术分别对野生型HepG2
细胞、HGPRT-HepG2细胞和杂交细胞的20个分

裂相的染色体进行计数, 所得染色体众数分别为: 
51、53、99条(图1). 该结果表明杂交细胞为人原

代肝细胞与HGPRT-HepG2细胞的杂合体.
2.2 感染后细胞及培养上清液中HBV DNA的检

测 巢式PCR检测感染后细胞及培养上清液发

现, 从感染后的第4天到第20天的杂交细胞及培

养上清液都可以扩增120 bp的HBV DNA特异性

片段(图2); 而对照细胞HepG2在感染后不能检出

HBV DNA. 这说明HBV病毒颗粒能够自然感染

■相关报道
常用的细胞模型
HepG2.2.15细胞
系稳定转染了完
整的HBV基因组, 
表达HBV DNA、

病毒蛋白并能产
生病毒样颗粒, 但
由于HBV基因是
通过转染而非自
然感染的方式进
入细胞, 不能用于
HBV早期感染过
程的研究, 不能形
成HBV自然生活
周期中至为关键
的cccDNA, 与病
毒自然感染存在
很大差异.
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该杂交细胞并且能够合成HBV DNA分泌到胞外.
2.3 感染后杂交细胞中HBV cccDNA的检测 绿
豆核酸酶消化法结合缺口引物法检测H B V的

复制中间产物HBV cccDNA发现, 从感染第3天
至第20天, 杂交细胞内可以检测到HBV cccD-
NA(图3). 而对照细胞HepG2在HBV感染后没有

检出HBV cccDNA. 该结果提示HBV侵入细胞

后启动了病毒在细胞内自然复制, 合成了HBV 
cccDNA作为HBV DNA复制和转录的最初模板.
2.4 感染后细胞培养上清液中HBsAg和HBeAg
的检测  收集感染后第4天到第20天的杂交细

胞培养上清液, 利用电化学发光法检测结果显

示: 从HBV感染后第4天起, 杂交细胞能持续分

泌HBsAg, 最低值为2.12 IU/mL, 最高值为93.16 
IU/mL(≥1为阳性), 从感染后第5天起, 杂交细胞

能持续分泌HBeAg, 最低值为1.012 S/Co, 最高

值为2.146 S/Co(≥1为阳性), 而对照细胞HepG2
检测结果为阴性(图4).
2.5 感染后杂交细胞内HBcAg的检测 间接免疫

荧光检测证实, 从感染后第1天到感染后第20
天, 杂交细胞胞质及部分胞核内HBcAg始终阳

性表达, 荧光染色后呈弥漫性着色, 而对照细胞

HepG2在HBV感染后没有检测到HBcAg的表达

(图5).

3  讨论

HBV属于嗜肝DNA病毒科, 其感染具有高度的

种属特异性和组织特异性, 能用做感染的动物

模型只能是与人类亲缘关系相近的灵长类动

物如黑猩猩、树鼩等[21], 然而由于黑猩猩体积

较大、成本高以及受伦理道德约束等因素限

制了其应用; 而树鼩由于其感染效率低, 且仅

导致短暂的轻度感染, 病毒滴度也很低[22], 因
此也难以推广应用. 另外, HBV相关病毒如土

拨鼠HBV(WHV)、鸭HBV(DHBV)等也有用

来做HBV的相关研究[23-26], 但是由于这些病毒

与H B V存在一定差异, 不能真实反映H B V的

复制及转录情况 ,  因此上述这些动物都不是

理想的H B V动物模型. 现有H B V体外感染细

胞模型主要包括人原代肝细胞(primary human 
hepatocytes, PHH)[27]、树鼩原代肝细胞(primary 
tupaia hepatocytes, PTH)和HepRG细胞[28,29], 但
各自都有其缺陷, PHH来源困难、体外存活时

间短, 而PTH体外HBV感染效率很低, HepRG细

胞在肾上腺皮质激素和DMSO连续诱导2 wk以
上可获得对HBV的易感性[30-32], 但其培养条件苛

刻并且化学处理后可能对HBV感染过程影响也

限制了其应用. 能在体外长期培养的HepG2.2.15
细胞也是目前应用较广泛的细胞模型, 问题是

H B V是整合在宿主细胞染色体上 ,  不能模拟

HBV自然感染细胞的过程, 不能形成HBV自然

生活周期中至为关键的cccDNA, 病毒复制水平

低且不能人为改变[33,34]. 总之, 目前应用于HBV

■创新盘点
本研究借鉴体细
胞杂交技术将人
原 代 肝 细 胞 与
HGPRT-HepG2细
胞融合得到一新
型杂交细胞株, 该
细胞株既能自然
感染HBV又能传
代培养, 为HBV侵
入人肝脏的机制
研究提供一个强
有力的工具.

图 1 细胞染色体众数. A: 

HepG2细胞; B: HGPRT-

HepG2细胞; C: 杂交细胞.

A B C

6   5  4   3  2   1

600
bp

500
400
300
200

100

图 2 HBV感染后细胞及培
养上清液中的HBV DNA. 1: 

分子质量标准; 2: 阳性对照

(乙型肝炎患者血清中HBV 

DNA, C型); 3: 感染后杂交细

胞培养上清中HBV DNA(C

型);  4 :  感染后杂交细胞中

HBV DNA(C型); 5: 未感染杂

交细胞中HBV DNA; 6: 感染

后HepG2细胞中HBV DNA.

图 3 HBV感染后细胞内的
HBV cccDNA(294 bp为HBV 
cccDNA的特异性扩增片段). 
1: 分子质量标准; 2: 感染后

杂交细胞中HBV cccDNA; 

3: 感染后HepG2细胞中HBV 

cccDNA; 4: 未感染杂交细胞

中HBV cccDNA; 5: 乙型肝炎

患者血清中HBV cccDNA.
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感染的模型均存在明显的缺陷. 
本实验借鉴体细胞杂交技术将人原代肝细

胞与HGPRT-HepG2细胞融合, 经HAT选择培养

基筛选及有限稀释法得到一新型杂交细胞株, 
之所以选择HepG2细胞不仅因为他具有可传代

性, 并且因其属肝胚瘤细胞系, 与原代肝细胞

具有同源性. 核型分析证实该杂交细胞株染色

体众数为99条, 人原代肝细胞为46条, HGPRT-
HepG2细胞为53条, 据此可推测该杂交细胞是

含人原代肝细胞和HGPRT-HepG2细胞基因组的

杂交细胞. 经HBV感染实验证实, 杂交细胞株对

血清来源的HBV自然感染易感, 并能在感染后

启动有效的病毒复制, 合成HBV复制中间产物

cccDNA, 合成HBV DNA和HBV特异性蛋白抗

原HBsAg、HBeAg和HBcAg. 因此, 该杂交细胞

株可作为HBV自然感染的细胞模型, 进行HBV
感染宿主细胞的早期机制, 包括病毒黏附、胞

吞、脱壳等早期感染过程的研究和病毒侵入人

肝细胞后完整的复制过程的研究, 为体外研究

HBV的自然感染及其生命过程提供新的研究平

台, 目前国际上尚无类似用作HBV体外感染的

细胞模型[2,33,35].
杂交细胞融合成功到现在已经历时9 mo余, 

已传至40代以上. 第40代的杂交细胞与第1代杂

交细胞相比, 除在染色体数目上稍有丢失外, 在

细胞形态、生长特性和对HBV的易感性等方面

没有明显差别, 说明我们建立的杂交细胞株具

有较好的遗传稳定性. 
本课题组之前曾用H B V携带者的原代肝

细胞与H e p G2细胞融合建立了一株杂交细胞

HepCHLine-4[12], 与之相比该新型细胞株有着独

特的优势, 用于HBV体外感染时可以完全排除

细胞模型自带病毒的影响(经巢式PCR检测, 该
新型杂交细胞株本身并未携带HBV基因组), 由
于是空白模型, 因此同理推测该杂交细胞株也

可用作其他类型病毒性肝炎如丙型肝炎、戊型

肝炎等体外感染的研究, 因硕士期间时间及精

力有限, 未能进行其他病毒性肝炎的探究, 接下

来将由课题组继续探讨.
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B 图 4 HBV感染后电化学发光法
检测HBsAg和HBeAg. A: 感染后细

胞培养上清液中HBsAg(≥1 IU/mL

为阳性); B: 感染后细胞培养上清

液中HBeAg(≥1 S/Co为阳性).

图 5 HBV感染后间接免疫荧光
检测细胞内HBcAg. A: 感染后杂交

细胞(a: 胞质; b: 胞核); B: 未感染

杂交细胞; C: 感染后HepG2细胞.

A B C
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Abstract
AIM: To investigate whether nitric oxide (NO) 
donor sodium nitroprusside (SNP) can induce 
the apoptosis of hepatic stellate cells (HSC-T6) 
and to explore potential mechanisms involved.

METHODS: The apoptosis of HSC-T6 cells was 
determined by flow cytometry and Hoechst 
staining. The nuclear translocation of nuclear 
factor-κB (NF-κB) p65 was detected by laser 

scanning confocal microscopy. The expression 
of tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 
(TIMP-1), type I procollagen (procollagen I), 
and growth arrest and DNA damage-inducible 
protein (GADD45β) mRNAs was detected by 
real-time reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR).

RESULTS: The apoptosis rate was significant-
ly higher in HSC-T6 cells treated with SNP 
than in control cells (20.78% ± 5.91% vs 3.25% 
± 1.26%, P = 0.031). Apoptotic HSC-T6 cells 
showed dense nuclear staining or granular 
fluorescence after Hoechst staining. Tumor 
necrosis factor-α (TNF-α)-mediated nuclear 
translocation of NF-κB p65 was inhibited 
by SNP treatment. With the increase in SNP 
dose, the expression levels of TIMP-1, procol-
lagen I and GADD45β mRNAs were reduced 
(all P < 0.05).

CONCLUSION: SNP can induce the apopto-
sis of HSC-T6 cells and reduce the expression 
of TIMP-1 and procollagen I mRNAs perhaps 
by inhibiting NF-κB activity and reducing 
GADD45β mRNA expression.

Key Words: Sodium nitroprusside; Nuclear factor-
κB; Hepatic fibrosis
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by sodium nitroprusside and mechanisms involved. Shijie 
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摘要
目的: 探讨一氧化氮(nitric oxide, NO)供体硝
普钠(sodium nitroprusside, SNP)在诱导肝星状
细胞(hepatic stellate cell, HSC-T6)凋亡中的作
用及其机制. 

方法: 应用流式细胞仪和Hoechst 33258染色
法检测HSC凋亡; 激光扫描共聚焦显微镜检测
荧光标记NF-κB p65的核转位; Real -time PCR
方法检测基质金属蛋白酶抑制因子-1(t issue 
inhibitors of matrix metalloproteinase-1, 
TIMP-1)、Ⅰ型前胶原(ProcollagenⅠ)、抗凋
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亡蛋白基因(growth arrest and DNA damage-
inducible protein, GADD45β) mRNA表达. 

结果: SNP组HSC凋亡率较对照组显著增加
(20.78%±5.91% vs  3.25%±1.26%, P  = 0.031), 
Hoechst 33258染色法显示SNP组HSC细胞核
呈致密浓染块状或颗粒状的荧光, 提示细胞
出现凋亡; SNP抑制TNF介导活化的HSC NF-
κB p65核转位; 随着其剂量不断增加, TIMP-1, 
ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA表达随之减
少(P <0.05).

结论: SNP能诱导HSC凋亡, 减少TIMP-1, 
Procol lagenⅠ mRNA表达, 其机制可能与
通过抑制NF-κB活性, 减少抗凋亡蛋白基因
GADD45β mRNA表达有关.

关键词: 硝普钠; 核因子-κB; 肝纤维化
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0  引言

近年来研究认为核因子-κB(nuclear factor-κB, 
NF-κB)通路在诱导肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)凋亡, 逆转肝纤维化(hepatic fibrosis)
中有重要作用[1]. 文献报道一氧化氮(nitric oxide, 
NO)可调控NF-κB活性[2], 并可通过线粒体膜通

路诱导HSC凋亡[3], 而NO通过NF-κB通路诱导

HSC凋亡作用的机制尚未见人报道. 本实验研究

NO供体硝普钠(sodium nitroprusside, SNP)通过

NF-κB通路诱导HSC凋亡的作用, 从而为临床应

用该药物抗肝纤维化治疗提供了新的希望和理

论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞系HSC-T6系上海中医药大

学徐列明教授惠赠, 其表型为活化的HSC. 小鼠

抗NF-κB p65抗体(美国Santa Cruz公司); SYBR 
Green Real-time PCR Master Mix(北京天根生

化科技有限公司); TRIzol(北京赛百盛基因技术

有限公司); PI染色剂、人型TNF-α(上海Sigma
公司); NO供体硝普钠(SNP)、免疫荧光染色试

剂盒-抗小鼠CY3、Hoechst染色试剂盒(江苏省

海门市碧云天生物技术研究所). 应用Real-time 
PCR测定mRNA表达: 引物由北京赛百盛基因技

术有限公司合成, 引物序列为: GAPDH上游5'-
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TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3', 下游5'-AGA
TCCACAACGGATACATT-3. 扩增产物: 286 bp. 
GADD45β上游5'-GCTCTAGACCCTCATCCCC
CAGAACAATC-3', 下游5'-CGGAATTCGCCCT
CCGCTGACTTATG-3', 扩增产物: 332 bp. Ⅰ型

前胶原上游5'-TTCACCTACAGCACGCTTGTG
-3', 下游5'-GATGACTGTCTTGCCCCAAGTT-3', 
扩增产物: 67 bp. TIMP-1上游5'-GTGTTTCCCT
GTTCAGCCAT-3'. 下游5'-TATTGCCAGGTGCA
CAAATC-3', 扩增产物: 375 bp.
1.2 方法 
1.2.1 HSCs的培养及分组: 复苏HSC-T6后, 接
种于含80 mL/L胎牛血清、100 IU/mL青霉素、

100 mg/L链霉素及1 mol/L HEPES的DMEM培

养液中, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养至对数

生长期, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化终止反应, 吹打

制成单细胞悬液, 细胞计数板准确计数. 实验分

组: 分别设立对照组: 仅以含80 mL/L胎牛血清

的DMEM细胞培养液培养细胞; SNP处理组: 加
入浓度分别为1、5、10 mmol/L SNP; TNF-α刺
激组: 浓度为100 μg/L; SNP+TNF-α组: 先加10 
mmol/L SNP 1 h后再加100 μg/L的TNF-α刺激1 h.
1.2.2 应用Real-time PCR测定mRNA表达: 采用

TRIzol试剂盒, 按说明一步法提取细胞总RNA, 
测定R N A纯度及定量并完整性鉴定 ,  逆转录

cDNA第一链合成后行PCR; 利用基因设计软件

Primer 5.0进行引物对设计. 在PE5700实时荧光

定量PCR仪上进行实时定量扩增. SYBR反应体

系: 25 μL. 反应条件为: 93 ℃ 5 min, 1个循环; 
93 ℃ 45 s, 55 ℃ 1 min, 10个循环; 93 ℃ 30 s, 55 
℃ 45 s, 30个循环. 设空白对照, PCR反应前3-15
个循环的荧光信号作为荧光本底信号, 调节基

线至适宜处, 各荧光曲线与基线交叉点的循环

数即为Ct值. 扩增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电

泳证实, 照相. Real-time PCR方法结果使用比较

阈值法进行定量分析: 目的基因定量拷贝数 = 
2-ΔΔCt公式比较[4,5], Ct值是热循环仪中荧光达

到荧光阈值(Threshold)的循环数, ΔCt值 = 目的

基因Ct值-内参照基因Ct值, ΔΔCt = 实验组ΔCt
值-对照组ΔCt. 对每一标本计算目的基因的拷贝

数. 以对照组基因表达量为1, 2-ΔΔCt值即为实

验组较对照组基因表达的倍数.
1.2.3 免疫荧光染色法-抗小鼠Cy3检测NF-κB的

活性: 将计数5×104/mL细胞接种于六孔板内, 
设立TNF-α组、SNP+TNF-α组作用HSC 2 h后, 
吸尽培养液, 加入固定液固定, 固定10 min或更

www.wjgnet.com

■研发前沿
国外有人报道NO
可诱导HSC凋亡, 
其机制是通过线
粒 体 膜 通 路 ,  而
N O 是 否 可 通 过
NF-κB通路诱导
HSC凋亡, 目前尚
未见人报道.



张明明, 等. 硝普钠诱导肝星状细胞HSC-T6凋亡及其机制                  763

www.wjgnet.com

长时间(可4 ℃固定过夜); 用封闭液封闭60 min; 
用稀释的特定一抗(1∶300)作用60 min, 为增强

与一抗的结合, 可以4 ℃作用过夜; 加入1 mL稀
释好的荧光标记的二抗(1∶500)作用60 min, 回
收荧光标记的二抗(注避光); 以上每步间均用洗

涤液洗3次, 每次5 min, 也可以在摇床上轻轻摇

动; 滴一滴本试剂盒提供的抗荧光淬灭封片液

于载玻片上, 使细胞接触封片液切勿弄反; 如果

一抗选用适当, 在荧光显微镜下可以观察到红

色的荧光.
1.2.4 流式细胞仪-碘化丙啶(PI)染色法检测HSC
凋亡: 设立对照组、SNP组(10 mmol/L SNP), 每
组设立3份标本重复培养24 h后, 收集各组细胞

2×106/mL, 500-1 000 r/min离心5 min, 弃去上

清, 3 mL PBS洗涤2次, 离心后弃去, 700 mL/L乙
醇4 ℃固定过夜, 用1 g/L的RNA酶37 ℃处理30 
min, 加0.5 g/L碘化丙啶染色, 避光30 min, 用流

式细胞仪进行测定作凋亡分析.
1.2.5 Hoechst 33258染色法观察凋亡细胞的形态

学改变: 将计数5×104/mL细胞接种于六孔板内, 
设立对照组、SNP组(10 mmol/L SNP)作用HSC 
24 h后, 吸尽培养液, 加入0.5 mL固定液, 固定10 
min或更长时间(可4 ℃过夜); 去固定液, 用PBS
或0.9% NaCl洗2遍, 每次3 min, 吸尽液体, 加入

0.5 mL Hoechst 33258染色液, 染色5 min; 去染色

液, 用PBS或0.9% NaCl洗2遍, 每次3 min, 吸尽

液体, 滴一滴抗荧光淬灭封片液于载玻片上, 盖
上贴有细胞的盖玻片, 让细胞接触封片液, 荧光

显微镜可检测到呈蓝色的细胞核.
统计学处理 数据均用mean±SD表示, 用

SPSS15.0软件进行统计分析. 两组间应用两样

本均数比较的t检验, 多组间均数差异性比较采

用单因素方差分析及SNK-q检验进行两两比较, 
P <0.05即认为有统计学意义.

2  结果

2.1 SNP对HSCs凋亡的影响 流式细胞仪-碘化丙

啶(PI)染色法显示SNP组HSC凋亡率较对照组

显著增加(20.78%±5.91% vs  3.25%±1.26%, P  
= 0.031<0.05, 图1). Hoechst 33258荧光染色显示 
对照组HSC细胞核呈弥散均匀的荧光; SNP组部

分HSC的细胞核出现浓染致密的块状或颗粒状

荧光, 提示细胞核浓缩、染色质凝集、DNA片

段化, 细胞出现凋亡(图2).
2.2 SNP对NF-κB p65的活性的影响 静息状态下

NF-κB存在于细胞质, 激活后转移到细胞核内, 

结果显示TNF-α组激活HSC-T6 p65, SNP组抑制

TNF-α介导活化的HSC-T6 p65从细胞质转移到

细胞核(图3).
2.3 SNP对TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β 
mRNA的表达影响 应用Real-t ime PCR测定

TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA表达, 
结果表明SNP组较对照组明显减少(P  = 0.003, P  
= 0.004, P  = 0.001)并呈剂量相关性, 提示SNP抑
制TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA表

达见表1.

3  讨论

H S C的活化、增殖是肝纤维化形成的中心环

节, 在肝纤维化过程中扮演重要角色[6-8], 活化的

HSC分泌大量Ⅰ型前胶原(ProcollagenⅠ)、基质

金属蛋白酶抑制因子-1(tissue inhibitors of matrix 
metalloproteinase-1, TIMP-1)[9], 抑制其活性或诱

导其凋亡是抗肝纤维化研究的热点[10,11]. 文献报

道NF-κB能抑制多种类型的细胞凋亡[12], 故抑制

NF-κB活性可以诱导HSC凋亡.
NO对基因表达的调节作用是近年来发现的

NO的一种新的生物学效应[2], 其中NO对NF-κB
活性的调控作用是该研究领域中的热点. 近年

来, NO发展趋势已从单纯的基础研究逐渐向应

用方面转化, NO供体型药物研究取得了重大进

展[13-17].
NF-κB是1986年由Sen和Bal t imore在小

鼠B淋巴细胞中发现的一种能与免疫球蛋白κ

轻链基因增强子B位点特异结合的核蛋白因

子 [18],  具有代表性的是由p65和p50组成的异

源二聚体. 在非激活条件下, 与其NF-κB抑制

蛋白(inhibitor of κB, IκB)组合成无活性的三

聚体形式, 存在于细胞质中. 作为可诱发的转

录调节因子 ,  N F-κ B结合位点可接受免疫刺

激如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 

■相关报道
文献报道NO可通
过线粒体膜通路
诱导HSC凋亡, 这
为临床应用NO供
体型药物治疗慢
性肝病提供新的
理 论 依 据 ;  张 宁
等研究发现中高
浓度SNP抑制NF-
κB活性的机制与
其 通 过 N O 减 少
IκBα降解、促进
IκBα再合成有关; 
李异玲等证明NO
不但参与了化学
性肝纤维化过程, 
并在此过程中起
到抑制纤维化发
展的作用.

表 1 SNP对TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA的表
达影响 (n  = 3, mean±SD)

分组            TIMP-1         ProcollagenⅠ      GADD45β 

对照组       1.00               1.00     1.00

SNP(mmol/L)

    1       0.67±0.35a     0.80±0.17a     0.43±0.20a   

    5       0.50±0.28a     0.56±0.16a     0.36±0.18a   

    10       0.37±0.27a     0.43±0.15a     0.26±0.07a

aP  = 0.003, P  = 0.004, P  = 0.001 vs  对照组.
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TNF-α)、白介素-1(interleukin-1, IL-1)、脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)或T细胞激活剂, 此外

紫外线照射、电离辐射、炎症性细胞因子生长

因子, 以及细菌或病毒感染等均可激活NF-κB.
活化的NF-κB被释放出来, 并移位入核中, 与特

异性的κB位点结合, 通过启动炎症因子的基因

转录而使炎症反应放大, 从而参与了肝脏的炎

症损伤过程[19-22]. 张宁等[23]研究发现中高浓度

SNP抑制NF-κB活性的机制与其通过NO减少

IκBα降解、促进IκBα再合成有关, 本实验研

究与上述报道的结果一致, 通过激光扫描共聚

焦显微镜形态学的观察证实了TNF-α激活HSC
的NF-κB p65活性, SNP阻断了TNF-α介导活化

HSC的核转位, 抑制了NF-κB p65活性, 进而诱导

HSC的凋亡. 本实验也通过流式细胞仪和 Hoechst
染色法结果证实SNP可诱导HSC-T6凋亡.

肝纤维化特征是以胶原为主的细胞外间

质(extracellular matrix, ECM)在肝内过多沉 
积[24,25], 其中Ⅰ型胶原是ECM的主要成分. 基质

金属蛋白酶抑制因子(TIMPS)通过阻止ECM降

解, 从而形成或促进肝纤维化, 邹海峰等[26]研究

表明TIMP-1参与肝纤维化的形成过程, 并与肝

纤维化的程度成正相关. 本实验通过Real-time 
PCR方法检测TIMP-1, ProcollagenⅠ mRNA表

达, 结果显示随着SNP浓度不断增加, TIMP-1, 
ProcollagenⅠ mRNA表达随之减少(P  = 0.003, 
0.004), 提示SNP可以减少TIMP-1, ProcollagenⅠ
mRNA表达, 故我们认为SNP可以减少TIMP-1, 

■创新盘点
本 文 通 过 N O 供
体 S N P 抑 制 N F -
κB活性 ,  减少抗
凋 亡 蛋 白 基 因
GADD45β mRNA
表达研究SNP诱
导HSC凋亡作用
的机制, 为肝纤维
化治疗揭示新的
可能靶点.
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图 1 流式细胞仪检测SNP对HSC-T6凋亡的作用. A: 对照组; B: SNP组.

图 2 Hoechst 33258荧光染色法检测SNP对HSC-T6凋亡的作用. A: 对照组; B: SNP组.

A B

图 3 激光扫描共聚焦显微镜检测荧光标记NF-κB p65的核转位(×400). A: TNF-α组; B: SNP+TNF-α组.
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ProcollagenⅠ从而抑制肝纤维化, 李异玲等[27]证

明NO不但参与了化学性肝纤维化过程, 并在此

过程中起到抑制纤维化发展的作用. 我们的研

究与其报道的结果一致.
GADD45(growth arrest and DNA damage-

inducible protein, GADD45)是抑制细胞生长及

DNA损伤诱导表达的蛋白, 其基因家族参与细

胞周期进程及细胞凋亡的调控[28], GADD45β是

GADD45家族中的一员, 属于核内蛋白, 是个抑

制细胞凋亡的基因, 受NF-κB调控, GADD45β
的表达需要NF-κB的诱导, 细胞核因子NF-κB
是GADD45β的上游调节因子[29-31]. 本实验通过

Real-time PCR方法检测GADD45β mRNA表达, 
结果显示随着SNP浓度不断增加, GADD45β 
mRNA表达随之减少(P  = 0.001), 提示SNP可以

下调抗凋亡蛋白基因GADD45β表达. 因此, 我们

认为SNP诱导HSC凋亡的可能机制为SNP通过

抑制NF-κB活性, 阻断下游靶基因GADD45β表

达, 从而诱导HSC凋亡.
总之, 我们认为SNP能诱导HSC凋亡, 减少

TIMP-1, ProcollagenⅠ mRNA表达, 其机制可能

与通过抑制NF-κB活性, 减少抗凋亡蛋白基因

GADD45β mRNA表达有关. 本实验通过NF-κB
通路研究SNP诱导HSC凋亡作用的机制, 从而为

肝纤维化形成的分子机制研究提供新的理论依

据, 也为肝纤维化治疗揭示新的可能靶点.
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Abstract
AIM: To compare the effects of short hairpin 
RNAs (shRNAs) targeting the proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA), c-Myc and cdc2 k genes 
on the hyperplastic behavior and lithogenic 
potential of proliferative cholangitis (PC), and 
to select the best target for antiproliferative 
treatment of PC.

METHODS: A rat model of PC was developed 
by retrogradely inserting a nylon thread into the 
common bile duct. Using the nylon thread as the 
guide wire, an intralumenal injection of PCNA, 
c-Myc and cdc2 k shRNAs into the common bile 

duct was performed in three different groups of 
model rats, respectively.

RESULTS: Compared to the c-Myc and cdc2 k 
shRNA treatment groups, the degree of hyper-
plasia of biliary epithelium and collagen fibers 
in the bile duct wall in the PCNA shRNA treat-
ment group were significantly decreased. In ad-
dition, the protein expression and secretion of 
mucin from the hyperplastic biliary epithelium 
and peribiliary gland were remarkably reduced 
in the PCNA shRNA treatment group.

CONCLUSION: PCNA shRNA possesses more 
strong inhibitory effects on collagen fiber hyper-
plasia in and mucin secretion from the bile duct 
wall of rats with experimental PC than c-Myc 
and cdc2 k shRNAs. Therefore, PCNA shRNA 
holds more promise for prevention of postopera-
tive biliary restenosis and stone recurrence in PC 
patients.

Key Words: Proliferative cholangitis; Hepatolithi-
asis; Recurrence; Biliary restenosis; Antisense gene 
therapy

Zhou Y, Li FY, Wang XD, Jiang LS, Cheng NS, Li QS, 
He S. Efficacy of antisense gene therapy for proliferative 
cholangitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 
767-772

摘要
目的: 探讨并对比PCNA、c-Myc、cdc2 k 
shRNA对PC的过度增殖和成石潜力的影响, 
以期筛选PC抗增殖治疗的最佳靶点. 

方法: 经十二指肠乳头向胆总管内逆行插入
尼龙缝合线建立慢性增生性胆管炎的大鼠实
验模型. 三种反义治疗组则以尼龙缝合为导引
向胆总管内分别注入0.5 mL的PCNA、c-Myc
或cdc2 k shRNA. 

结果: PCNA shRNA治疗组的胆道黏膜上皮
和胆管壁胶原纤维的过度增殖程度均明显低
于c-Myc、cdc2 k shRNA治疗组; 此外, PCNA 
shRNA治疗组胆管壁的黏蛋白基因表达及黏
蛋白分泌也低于c-Myc、cdc2 k shRNA治疗组.
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■背景资料
近年来, 随着对肝
内胆管结石病理
的深入研究发现, 
结石的术后高复
发率和胆道再狭
窄率均与术后遗
留的慢性增生性
胆管炎(PC)密切
相关 .  PC在肝内
胆管结石的发生
和发展中发挥着
极为重要的作用. 
PC业已被认为是
结石术后复发的
主要诱因和病理
学基础所在, 而对
PC的后续治疗将
有助于降低结石
复发率和胆道再
狭窄率, 但遗憾的
是对于PC的治疗
现阶段仍无行之
有效的办法.
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结论: PCNA shRNA治疗能够更为有效的抑制
PC病变胆管的胶原纤维过度增生及黏液过度
分泌, 更有望达到预防胆道再狭窄和结石术后
复发的目的.

关键词: 肝内胆管结石; 慢性增生性胆管炎; 复发; 

胆道狭窄; 反义基因治疗
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0  引言

肝内胆管结石虽是亚太地区的常见病, 但其至

今仍被视为是一种难治性疾病; 单纯的手术治

疗已很难使当今肝内胆管结石的远期疗效有较

大的提高, 如何预防肝内胆管结石的术后复发

和胆道再狭窄至今依然是肝胆外科中的难点, 
对其治疗亦需探讨新的途径[1-5]. 近年来, 随着对

肝内胆管结石病理的深入研究发现, 结石的术

后高复发率和胆道再狭窄率均与术后遗留的慢

性增生性胆管炎(proliferative cholangitis, PC)密
切相关[6-10]. PC在肝内胆管结石的发生和发展中

发挥着极为重要的作用[11,12]. 首先, PC病变胆管

壁内过度增生的纤维结缔组织可促使胆管腔的

变形及狭窄, 造成胆汁淤积. 其次, 大部分的胆

管周围腺体均有旺盛的黏液分泌功能, 这进一

步的加剧了病变胆管腔内的胆汁淤积. 另需着

重指出的是, 这些分泌至胆管腔内的过多的黏

液不仅参与形成启动结石生成的成核因子, 而
且还可通过促使胆汁中其他成分的聚集、沉淀, 
形成丝网状支架而使结石增大[8,13,14]. 鉴于此, PC
业已被认为是结石术后复发的主要诱因和病理

学基础所在, 而对PC的后续治疗将有助于降低

结石复发率和胆道再狭窄率, 但遗憾的是对于

PC的治疗现阶段仍无行之有效的办法[13-17].  
鉴于PC是一种慢性增殖性疾病的特点, 抗

增殖治疗可能会有助于抑制P C的过度增殖行

为, 而这种过度增殖行为又恰恰与肝内胆管结

石的形成密切相关[7,9,18]. 鉴于此, 我们在前期

研究中曾分别探讨了PCNA、c-Myc、cdc2k 
shRNA对PC的抗增殖疗效, 以期通过控制或逆

转PC, 而达到预防结石术后复发和胆道再狭窄

的目的[8,10]. 本研究拟在前期研究基础上, 进一步

对比三种反义治疗的确切疗效, 以期筛选PC抗

增殖治疗的最佳靶点.
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1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠56只, 体质量220-250 g, 由
四川大学华西实验动物中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 随机分为以下5组: 慢性增生

性胆管炎模型组(PC模型组, 10只): 按Park等介

绍的方法建立慢性增生性胆管炎动物模型[9]. 以
26号针头刺破十二指肠前壁, 经十二指肠乳头

向胆总管内逆行插入5-0的尼龙缝合线直至肝

门处, 缝合线末端缝合戳孔处; 三种反义治疗组 
(PCNA组、c-Myc组、cdc2k组, 每组10只): 以
尼龙缝线为导引, 向胆总管内插入20号静脉留

置针, 分别注入0.5 mL的 PCNA、c-Myc或cdc2k 
shRNA; 假手术组(SO组, 6只): 仅行开腹手术. 7 
d后, 收集胆总管内的胆汁以备Mucin 3的ELISA
检测, 切取大鼠胆总管以备进一步检测.
1.2.2 Ki-67和Mucin3的Real time-PCR检测: 以
TRIzol提取胆管壁总RNA, RNA的逆转录反应

按照试剂盒说明进行. 用SYBR Green进行实时

荧光定量分析, 以目标基因与GAPDH的比值作

为相对表达水平. 
1.2.3 Mucin 3的ELISA检测: 胆汁标本与Mucin 3
抗体在96孔板内孵育1 h, PBS漂洗后每空加入

100 µL过氧化物聚合羊抗鼠血清孵育1 h, PBS漂
洗3次, TMB显色, 450 nm读取积分光密度. 
1.2.4 collagenⅠ的Western blot检测: 取100 µg蛋
白进行SDS-PAGE凝胶电泳, 电转膜至PVDF后
进行杂交. 滴加collagenⅠ一抗后4 ℃孵育过夜, 
TBS漂洗后, 滴加HRP结合的二抗孵育2 h, X线

显影, 以目标基因与β-actin表达的积分光密度比

值作为相对表达水平.
统计学处理 应用SPSS10.01统计软件进行

分析处理. 计量资料以mean±SD表示, 各组间比

较用方差分析(One-way ANOVA), 两两比较用

LSD过程. 差异显著标准: P <0.05.

2  结果

2.1 组织学观察 PC模型组胆管的主要病理特点

为: 乳头状增生的胆管黏膜上皮、过度增生的

黏膜下腺体、纤维化增厚的胆管壁, 这些病理

改变均可导致胆管腔的阻塞及狭窄(图1A), 而
且上述病理变化与肝内胆管结石病例中经常观

察到的慢性增生性胆管炎十分相似. 值得关注

的是, 三种反义治疗组的胆道黏膜上皮、管周

黏膜下腺体、管壁胶原纤维的过度增殖情况、

胆管壁的纤维化增厚程度均较PC模型组明显降

www.wjgnet.com

■研发前沿
PC这种慢性增殖
性炎症结构亦是
肝内胆管结石并
发胆管癌的病理
学结构基础, 对这
种慢性增殖性炎
症的早期阻断亦
有助于预防胆管
癌的发生. 但遗憾
的是对于PC的治
疗现阶段仍无有
效的解决办法.
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低, 特别是PCNA shRNA治疗组(图1B-D). 此外, 
PCNA shRNA治疗组的胆管壁纤维化增厚程度

虽略低于c-Myc和cdc2k shRNA组, 但差异并未

达到统计学意义(P >0.05, 图2).
2.2 Ki-67的表达变化 PC模型组胆管壁的Ki-67
表达明显上调; c-Myc和cdc2k shRNA治疗组的

Ki-67 mRNA表达较PC组已明显降低, 而PCNA 
shRNA治疗组的降低程度要更为明显, 但其表

达水平仍高于假手术组(P <0.05). c-Myc和cdc2k 
shRNA治疗组之间的Ki-67表达并无显著性差异

(P >0.05, 图3). 
2.3 胆管壁Mucin 3 mRNA表达变化 PC模型组

胆管壁的Mucin 3 mRNA表达明显上调, 但经

PCNA、c-Myc或cdc2k shRNA治疗后, Mucin 3  
mRNA表达明显降低, 其中PCNA shRNA治疗组

的Mucin 3 mRNA表达又要略低于c-Myc和cdc2k 
shRNA治疗组, 但仍高于假手术组(P <0.05, 图4). 
2.4 胆汁中Mucin 3蛋白表达 PC模型组胆汁的

Mucin 3蛋白含量增加至假手术组的3倍, 而经

PCNA、c-Myc或cdc2k shRNA治疗后, Mucin 3
蛋白含量明显下降. 此外, PCNA shRNA治疗组

的Mucin 3蛋白虽略低于c-Myc和cdc2k shRNA
治疗组, 但差异并不显著(P >0.05, 图5). 
2.5 病变胆管壁的collagenⅠ检测 PC模型组的

col lagenⅠ蛋白表达明显上调, 但经PCNA、

c-Myc或cdc2k shRNA治疗后, collagenⅠ蛋白表

达明显降低, 其中PCNA shRNA治疗组的减低程

度最为明显, 但仍高于假手术组(P <0.05, 图6).

3  讨论

作为一种难治性疾病, 肝内胆管结石具有治疗

失败率高和复发率高(4.2%-40%)等特点, 其术后

4-10年的再手术率可高达37.1%-74.4%[19-21]. 过
去, 由于我们过多的关注于如何提高肝内胆管

结石的手术技能, 未能充分的认识到PC与结石

形成及发展之间的关系, 对取石后尚遗留的PC
一直未给与足够的重视, 由此而造成的术后胆

道再狭窄和结石复发等问题极大地影响了当今

肝内胆管结石的术后远期疗效[2-4,7-10,15]. PC与结

石之间可形成恶性循环: 结石本身及其继发的

感染均可刺激胆管壁组织持续性过度增生, 发
生PC和胆管狭窄, 而反过来PC的反复发作, 又
可通过产生黏蛋白及造成胆道狭窄、胆汁淤积

等病理改变促成新的结石形成[13-18]. 因而即使取

净结石后, 由结石引发的PC仍将持续、广泛的

■相关报道
近 年 来 ,  多 项 体
内、外研究业已
表 明 ,  应 用 反 义
技术特异性的封
闭增殖相关基因
(PCNA, c-Myc, 
cdc2k或E2F等)的
表达, 可通过阻止
细 胞 从 G 1进 入 S
期或从G 2进入M
期进行DNA复制, 
使细胞的增殖活
动明显受到抑制, 
可有效地防止球
囊成形术后因血
管内膜细胞过度
增殖所致的管腔
狭窄, 在过度增殖
性疾病的治疗中
显示了良好的应
用前景.
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图 1 各组胆管壁的HE染色. A: PC组; B: PCNA shRNA组; C: c-Myc shRNA组; D: cdc2k shRNA组.
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图 2 不同组胆管壁厚度比较. aP<0.05 vs  PCNA shRNA组.
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存在, 成为结石术后复发的隐患. 由此可见, 对
肝内胆管结石的治疗, 不仅要重视结石的清除

和病变胆管狭窄的纠正, 更要注重对术后遗留

的PC的后续治疗, 因PC恰是该恶性循环的中枢

环节[9,14,17]. 鉴于此, 我们有理由相信, 通过对手

术后或胆道镜取石后遗留的PC的后续治疗将有

助于预防肝内胆管结石的术后复发及胆管再狭

窄率, 从而减少肝内胆管结石患者的再次手术

或内镜取石的机率[3,15,20-22]. 另需着重指出的是, 
PC这种慢性增殖性炎症结构亦是肝内胆管结石

并发胆管癌的病理学结构基础, 对这种慢性增

殖性炎症的早期阻断亦有助于预防胆管癌的发 
生[14-18,23]. 但遗憾的是对于PC的治疗现阶段仍无

有效的解决办法. 
作为慢性增生性胆管炎的主要病理学表现, 

胆道黏膜上皮的过度增殖在肝内胆管结石的形

成及发展中起到了至关重要的作用, 但现阶段

却无任何行之有效的治疗措施来控制或逆转病

变胆管黏膜的这种过度增殖行为[9,17-21]. 近年来, 
多项体内、外研究业已表明, 应用反义技术特

异性的封闭增殖相关基因(PCNA, c-Myc, cdc2k
或E2F等)的表达, 可通过阻止细胞从G1进入S期
或从G2进入M期进行DNA复制, 使细胞的增殖

活动明显受到抑制, 可有效地防止球囊成形术

后因血管内膜细胞过度增殖所致的管腔狭窄, 
在过度增殖性疾病的治疗中显示了良好的应用

前景[24-28]. 鉴于PC也是一种慢性增殖性疾病的

特征, 我们在前期研究中探讨并证实了, 病变胆

管腔内给予PCNA、c-Myc、cdc2k shRNA能够

通过特异性的封闭PCNA、Ki-67等细胞增殖相

关基因的表达, 抑制胆管黏膜上皮的过度增殖

及胆管壁的纤维化增厚[8,10]. 在本研究中进一步

的对比上述三种反义治疗的确切抗增殖疗效时

发现, PCNA shRNA治疗组的胆管黏膜的增生

程度及Ki-67表达水平均明显低于c-Myc或cdc2k 
shRNA治疗组. 该结果提示, PCNA shRNA治疗

能够更为有效的抑制胆管黏膜的过度增殖行为, 
更有望成为PC抗增殖治疗的最佳靶点.

■应用要点
通过对手术后或
胆道镜取石后遗
留的PC的后续治
疗将有助于预防
肝内胆管结石的
术后复发及胆管
再 狭 窄 率 ,  从 而
减少肝内胆管结
石患者的再次手
术或内镜取石的
机率.
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作为慢性增生性胆管炎的另两项主要病理

学表现, 病变胆管壁胶原纤维的过度增生及黏

液的过度分泌亦在胆道狭窄及结石形成中起到

了至关重要的作用[9,16,28,29]. 首先, 由胶原纤维过

度增生所致的胆道狭窄可改变胆汁流, 造成胆

汁淤积; 而胆汁淤积及胆道狭窄又可引发细菌

定植及胆道感染, 可刺激胆管黏膜分泌大量的

黏液[16,21,30]. 分泌至胆管腔内过多的黏液将促使

非结合胆红素及钙盐的溶解性降低, 并相互结

合形成结石的成核因子. 不仅如此, 胆汁中如存

在过多的黏液还可促使胆汁中的其他成分聚

集、沉淀, 形成结石的丝网状支架而使结石增

大[29,31]. 鉴于此, 我们有理由相信, 通过对这种胶

原纤维过度增殖及黏液过度分泌的有效抑制, 
将有助于减少结石的术后复发率及胆道再狭窄

率, 但现阶段对此却无任何行之有效的治疗措

施[23,27-29]. 
对此, 我们在前期研究中曾探讨并证实了, 

PCNA、c-Myc或cdc2k shRNA治疗能够通过抑

制增殖相关基因的表达来抑制病变胆管壁胶原

纤维的过度增殖; 此外, 三种反义治疗对胆管黏

膜上皮及黏膜下腺体的抗增殖疗效还有助于降

低病变胆管的黏液分泌[8,10]. 在本研究中进一步

对比三种反义治疗的确切疗效时发现, PCNA 
shRNA治疗组的胆汁中Mucin 3含量和胆管壁厚

度虽略低于c-Myc或cdc2k shRNA治疗组, 但差

异并不显著. 然而, PCNA shRNA治疗组的胆管

壁Mucin 3 mRNA和collagenⅠ蛋白表达却显著

低于c-Myc或cdc2k shRNA治疗组. 上述结果表

明, PCNA shRNA治疗能够更为有效的抑制PC
病变胆管壁的胶原纤维过度增生及黏液过度分

泌, 更有望达到抑制病变胆管成石潜力的目的. 
上述三种反义治疗的不同疗效的根源可能在于: 
PCNA作为细胞增殖所必需的核抗原, 是DNA聚

合酶δ的重要辅助因子, 许多细胞内、外增殖因

子如c-Myc、EGF、TGF-α的信号传导过程都必

须经过PCNA的参与, 才能引发细胞的DNA合成

及分裂增殖; 与c-Myc, cdc2k相比, PCNA在DNA
复制、细胞增殖和细胞周期调控中可能发挥着

更为广泛和关键的作用, 因而, 靶向PCNA的反

义抗增殖治疗, 能够更为有效的抑制PC的过度

增殖行为和成石潜力, 更有望达到预防结石复

发和胆管再狭窄的目的[15,27,32,33]. 
现阶段肝内胆管结石术后高复发率的根源

即在于: 目前尚无任何有效的药物来控制结石

复发的病理基础-PC, 因而在胆道镜取石后也无

任何的后续的药物治疗措施, 只有任凭结石的

复发, 这使此类患者常需多次进行手术或胆道

镜取石[7-11]. 对此, 我们的研究结果显示, 三种反

义治疗, 特别是应用PCNA shRNA治疗能够有效

的抑制PC的过度增殖行为和成石潜力. 虽然本

实验是在胆总管上验证而不是在肝内胆管, 但
这种新的抗增殖疗法依然在PC的治疗中显示了

良好的应用前景, 因本研究中所选用的大鼠PC
模型业已被证实与人肝内胆管结石的病理学和

细菌学均十分相似[9,17-19]. 鉴于此, 本研究可能

会为预防肝内胆管结石术后复发和胆管再狭窄

的药物研发奠定相关实验基础, 以期减少或避

免肝内胆管结石患者的再次手术或内镜治疗机

率, 从而提高当今肝内胆管结石的术后远期疗 
效[3,5,19-21,34]. 但目前该方面的研究甚少, 本研究也

仅对其疗效进行了初步的探讨, 该新疗法的远

期疗效、相关并发症及更为全面的靶基因筛选

均需在后续的研究中进一步探讨和验证[24-27,35].
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
localization of apoptosis-regulatory protein 
cellular FLICE-like inhibitory protein (cFLIP) 
and its downstream apoptotic factor caspase-8 
in the formation of benign biliary strictures after 
bile duct injury.

METHODS: An animal model of benign biliary 
strictures was established in dogs by inducing 
bile duct injury. Tissue specimens were taken 
from the anastomotic sites created in 15 model 
dogs (experimental group) and 15 matched 
sham-operated dogs (control group) at 2, 3, 4, 5 

and 6 months after injury induction. The expres-
sion and localization of c-FLIP and caspase-8 
proteins in these specimens was detected by 
immunohistochemistry using the streptavidin-
biotin complex (SABC) method. The average op-
tical density for each slice was then calculated, 
and the differential expression of c-FLIP and 
caspase-8 proteins at different time points was 
compared between the two groups.

RESULTS: Strong positive expression of c-FLIP 
protein was found in anastomotic tissue in the 
experimental group at all time points, mainly 
distributed in the cytoplasm of fibroblasts. Sig-
nificant differences were noted in the expression 
levels of c-FLIP protein between the experimen-
tal group and the control group at all time points 
(22.33 ± 3.40 vs 3.41 ± 0.69, 21.01 ± 5.43 vs 3.28 ± 
0.95, 18.93 ± 2.54 vs 3.11 ± 1.01, 18.88 ± 3.40 vs 3.35 
± 0.74, and 17.23 ± 3.53 vs 3.19 ± 0.91, respec-
tively; all P < 0.05), but not among different time 
points in either of the two groups (all P > 0.05). 
Weak expression of caspase-8 was observed in 
anastomotic tissue in the experimental group at 
all time points, mainly concentrated in glandular 
epithelium and less localized in stromal tissue, 
Significant differences were also noted in the ex-
pression levels of caspase-8 between the experi-
mental group and the control group at all time 
points (3.20 ± 0.86 vs 11.66 ± 2.80, 3.42 ± 1.17 vs 
10.16 ± 3.08, 3.65 ± 0.90 vs 10.03 ± 1.93, 3.91 ± 0.71 
vs 10.90 ± 4.02, and 4.01 ± 0.88 vs 11.23 ± 2.73, re-
spectively; all P < 0.05) but not among different 
time points in either of the two groups (all P > 
0.05). A negative correlation was noted between 
the expression of c-FLIP and caspase-8 (r = -0.94, 
P < 0.05).

CONCLUSION: cFLIP may exert anti-apoptotic 
effects during the formation of benign biliary 
stricture by down-regulating the expression of 
caspase-8.

Key Words: Bile duct; Immunohistochemistry; Ap-
optosis; Cellular FLICE-like inhibitory protein; Cas-
pase-8
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■背景资料
胆道良性狭窄即
胆道在受到急慢
性良性损伤后以
瘢痕形式愈合, 从
而导致后期瘢痕
挛缩形成狭窄的
病理转归. 常导致
胆道梗阻, 结石形
成以及肝硬化的
发生. 病理特点以
慢性炎症的持续, 
成纤维及肌成纤
维细胞大量增生
为主.
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摘要
目的: 观察凋亡调控蛋白FLICE样抑制蛋白
(FLICE-like inhibitory protein, c-FLIP)及其下
游凋亡因子caspase-8在胆道损伤愈合良性狭
窄形成过程中的表达和定位. 

方法: 建立胆管损伤后良性狭窄犬模型, 利用
采用免疫组织化学SABC法分别对15例犬胆
道损伤后2、3、4、5、6 mo及其配对的15例
假手术组的吻合口组织中c-FLIP及caspase-8
表达和定位进行分析 ,  根据染色细胞的比
例, 计算每张切片的平均吸光度值, 分别比较
cFLIP及caspase-8在实验组及其配对的假手术
组胆道吻合口组织表达的差异, 及两组内不同
时相之间c-FLIP及caspase-8在吻合口组织表
达的差异. 

结果: c-FLIP蛋白于实验组内各时间点均呈阳
性表达, 定位于间质细胞, 以成纤维细胞胞质
最明显, 各时间点内实验组与对照组比较有
显著性差异(22.33±3.40 vs  3.41±0.69, 21.01
±5.43 vs  3.28±0.95, 18.93±2.54 vs  3.11±
1.01, 18.88±3.40 vs  3.35±0.74, 17.23±3.53 
vs  3.19±0.91, 均P <0.05), 而各时间点之间无
显著性差异(P >0.05). caspase-8于实验组各时
相均呈现弱表达, 定位以腺上皮居多, 间质组
织表达相对较弱, 与配对之对照组比较均差异
显著(3.20±0.86 vs  11.66±2.80, 3.42±1.17 vs  
10.16±3.08, 3.65±0.90 vs  10.03±1.93, 3.91
±0.71 vs  10.90±4.02, 4.01±0.88 vs  11.23±
2.73, P <0.05), 而各时间点之间亦无显著性差
异(P >0.05). c-FLIP与caspase-8蛋白表达成负
相关(r  = -0.94, P <0.05).

结论: cFLIP可能通过抑制caspase-8的激活在
胆道良性狭窄形成过程中发挥了其抗凋亡的
作用.

关键词: 胆道; 免疫组织化学; 凋亡; FLICE样抑制

蛋白; 半胱氨酸特异性蛋白酶8
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0  引言

有研究表明, 胆道良性狭窄的形成类似于皮肤
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病理性瘢痕的发生机制, 均由成纤维细胞大量

增殖分化 ,  细胞外基质过度合成及分泌所造 
成[1]. 而近年来对病理性瘢痕机制的探索日益深

入, 细胞增殖与凋亡平衡观的引入[2,3]也为胆道

良性狭窄形成机制的研究提供了新的思路, 但
在胆道良性狭窄研究领域中, 尚未涉及对细胞

凋亡的探索. 本实验旨在通过犬胆道良性狭窄

模型, 对凋亡调控蛋白cFLIP及其下游凋亡因子

caspase-8在胆道损伤吻合后狭窄瘢痕组织内的

表达水平进行动态观察及定位情况研究, 为寻

求胆道良性狭窄解决办法提供一条新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 本地健康杂交犬30只, 由四川大学动物

实验中心提供, 雌雄不限, 平均体质量12.6 kg±
2.1 kg. 40 g/L多聚甲醛溶液及PBS(pH7.0-7.6)均
购于四川大学华西医学中心, 第一抗体c-FLIPs/L
兔抗狗IgG(bs-0119R, 北京博奥森), caspase-8兔
抗狗IgG(bs-0052R); 二抗羊抗兔IgG生物素标记

(ZB2010.Lot Uo221, 北京中杉金桥), DAB显色

试剂盒(DAB-0031, 福州迈新).
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 分笼饲养, 并随机(数字法)分
为实验组15只, 对照组15只. 术前晚禁食, 氯胺

酮4 mg/kg及速眠醒0.1 mL/kg肌肉注射诱导麻

醉, 上肢静脉穿刺补液, 青霉素320万U加入10%
葡萄糖氯化钠注射液中, 术中静滴. 经右上腹肋

缘下弧形切口入腹, 首先距十二指肠上缘2 cm处

游离出胆总管(上下游离范围不超过1 cm), 实验

组横向切开胆总管前壁及侧壁,保留后壁2 mm,
以5-0不吸收丝线作胆总管壁全层吻合, 针距约

0.4-0.5 mm, 边距约0.3-0.4 mm. 术毕探查吻合口

无渗漏, 于肝肾隐窝放置引流管后关腹. 对照组

游离胆总管后直接关腹. 术后于皮下注射生理

盐水补液并预防感染治疗3 d, 3 d后拔除腹腔引

流管. 
1.2.2 标本采集及检测: 分别于术后2、3、4、
5、6 mo取材, 每次取材6只, 实验组及对照组各

3只. 切取吻合口连同上、下1 cm组织, 40 g/L多
聚甲醛溶液, PBS(pH7.0-7.6)固定, 常规脱水、

透明、浸蜡、包埋制成蜡块后行4 μm连续切

片, HE染色, 光镜观察. 免疫组织化学染色采用

SABC法, 切片常规脱蜡至水, H2O2灭活内源性

过氧化物酶, 微波修复抗原, 正常山羊血清封闭,
分别滴加一抗, 4 ℃过夜; 滴加生物素化二抗及

SABC复合液, DAB-H2O2显色, 染色步骤按DAB

www.wjgnet.com

■研发前沿
胆道良性损伤后
的远期狭窄问题
一直是临床上非
常棘手的难题. 目
前对其机制的探
讨国内外相关报
道较少, 但已有学
者证实其与瘢痕
发生机制相类似, 
而胆道环境的复
杂性使其具有异
于普通瘢痕形成
机制的独特性. 胆
汁成分对创面的
影响使其愈合处
于慢性持续性的
炎症环境中. 现今
热点及重点集中
于对肌成纤维细
胞表型转化, 胆管
细胞群的生物特
性, 及某些细胞因
子, 信号通路的作
用研究. 而胆管细
胞群之间的作用
与影响以及如何
减少成纤维细胞
增生, 基质成分沉
积是目前亟待研
究的问题.
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试剂盒说明进行; 苏木素复染, 封片, 观察. 用已

知c-FLIP/caspase-8的阳性切片作阳性对照, 用
PBS液分别代替一抗、二抗作阴性对照. 每张切

片随机选取5个互不重叠的高倍镜视野(400倍), 
进行统计. 
1.2.3 结果判定标准及统计指标: 阳性细胞评定

标准: c-FLIP/caspase-8均以细胞质或核染成黄

色为阳性细胞. 应用Image pro plus4.5图像分析

软件, 对各组切片平均表达强度进行定量分析, 
即测量其平均吸光度值(IA ).

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件包进行

统计学分析, 各组数据以mean±SD表示; 组间

及组内比较采用方差分析, P <0.05为有统计学意

义. c-FLIP及caspase-8数据进行Spearman相关性

分析, P <0.01有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 实验组1只犬术后15 d死于腹腔感

染, 另有1犬术后9 d死于胆漏, 为保证样本量, 于
同样条件下按上述造模方法, 另外补入新样本. 
其余犬只, 食欲, 反应尚可. 
2.2 组织学观察 各组均有慢性炎症细胞浸润, 纤
维组织增生并分割腺上皮, 灶性淋巴滤泡形成

的现象, 为典型的慢性炎症表现. 其中2、3、4 
mo组均有胆管壁, 上皮下的灶性充血及出血现

象. 并有不同程度的腺体扩张. 而5、6 mo组出

现腺体深陷肌层的表现, 这可能是纤维增生所

造成的腺体移位. 由此可见, 胆管损伤愈合后即

处于慢性持续性的炎症环境中, 管壁结构明显

破坏, 纤维组织大量增生是其主要的病理改变. 
2.3 免疫组织化学结果 c-FLIP蛋白于实验组内

各时间点均为阳性表达, 定位上来看, 主要集中

于上皮下间质组织细胞质, 以成纤维细胞最为

明显, 染色较深, 炎症细胞如单核巨噬细胞, 淋
巴细胞及血管内皮细胞均有不同程度表达, 而
腺上皮表达不明显(图1). caspase-8于实验组各

时相均呈现弱表达, 定位上以腺上皮居多, 间质

组织表达相对较弱(图1).
c-FLIP蛋白于实验组内各时间点均较与其

配对的对照组有显著表达(P <0.05), 前者明显强

于后者. 各时间点之间比较无明显差异(P >0.05), 
但总体上随时间推移呈下降趋势(表1). caspase-8
于实验各组均呈现弱表达, 与对照组差异显著

(P<0.05), 各时间点间亦无显著性差异(P>0.05), 但
总体上随时间推移呈上升趋势(表2). 相关性分析

结果: 胆道损伤愈合之瘢痕形成过程中, c-FLIP与
caspase-8蛋白表达成负相关(P<0.01, r  = -0.94).

3  讨论

胆道良性损伤后的远期狭窄问题一直是临床上

■相关报道
Lu等发现, Fas介
导的凋亡途径的
阻断可能是导致
病理性瘢痕的原
因 之 一 ,  他 们 在
文中引入了凋亡
与增殖的平衡观. 
Aarabi等也证实
在增生性瘢痕形
成过程中, AKT通
路依赖的凋亡的
抑制发挥了重要
作用 .  而Geng等
发现胆道损伤后
即处于慢性炎症
环境下, 成纤维及
肌成纤维细胞大
量增生, 胶原过度
沉积造成了瘢痕
的增生及塑形失
败. TGF-β是此过
程中最为重要的
信号蛋白.

A B

C D

图 1 cFLIP和caspase-8在实验组及对照组犬胆道吻合口组织中的表达(×400). A: 实验组cFLIP在间质组织中染色明显, 在

腺体组织中无明显染色; B: 对照组cFLIP总体表达较弱, 部分腺体组织轻度染色; C: 实验组caspase-8总体表达较弱, 在腺体组

织中染色较间质组织明显; D: 对照组caspase-8在间质及腺体组织中均有表达.
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非常棘手的难题. 目前对其机制的探讨国内外

相关报道较少, 但已有学者证实其与瘢痕发生

机制相类似, 均由成纤维细胞大量增殖并过度

分泌胶原等基质成分所致[1]. 而胆道环境的复杂

性又使其具有异于普通瘢痕形成机制的独特性, 
由此对其的研究进展远远落后于对病理性瘢痕

的探究. 就前者来说, 胆道损伤后即处于胆汁成

分所造就的慢性炎症环境下[1], 各种复杂的刺激

因素仍于探索之中. 而就后者而言, 目前研究集

中与对凋亡的探讨. Aarabi等[2]证实在增生性瘢

痕形成过程中, AKT依赖的凋亡通路的抑制发挥

了重要作用. Lu等[3]也发现, Fas介导的凋亡途径

的阻断可能是导致病理性瘢痕的原因之一. 而
Messadi等[4]则认为NF-κB及其靶基因, 尤其是抗

凋亡基因可能在瘢痕疙瘩的发病机制中起重要

作用. 本实验即是选取受NF-κB激活的下游抗凋

亡基因cFLIP作为研究重点. 
caspase-8同源结构FLICE抑制蛋白(cFLIP)

是一种针对死亡受体诱导凋亡的负性调节因

子. 因其碳末端含有两个类似caspase蛋白的死

亡效应域(death effector domains, DEDs)可竞争

性招募某些死亡域(death domain, DD), 从而造

成caspase失活, 凋亡受阻. cFLIP对抑制caspase-8
前体特异性较高, 与其结构上所具有的caspase-8
同源性有关. 本实验中选用caspase-8作为观察

cFLIP凋亡抑制作用的另一个指标也正是基于

此点. 目前, 发现受cFLIP抑制的死亡受体包括: 
Fas, TRAIL, DR3、DR4 以及DR5等[5]. cFLIP已
经被发现在胃癌[6], 胰腺癌[7], 大肠癌[8]等肿瘤

细胞中处于表达上调的状态. 其突出的抗凋亡

功能使肿瘤细胞无论何时都能逃脱由死亡诱导

信号复合物(death-inducing signaling complex, 
DISC)所发起的凋亡攻势, 被众多学者称为“免

疫逃逸”的始作者[9]. 目前认为, cFLIP表达受核

转录因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)所
调控. Kreuz等[10]发现在药物干预诱导肿瘤坏死

因子激活NF-κB的SV80细胞系中, cFLIP呈现表

达上调. Banno等[11]应用siRNA沉默子证明在表

皮角质形成细胞中, cFLIP是主要的NF-κB依赖

性抗凋亡基因. NF-κB受TNF、IL-1等外源性炎

症因子所激活, 进入核内启动了包括许多炎症

细胞因子, 抗凋亡蛋白, 免疫相关抗体, 黏附分

子等基因表达. 因而他在炎症, 肿瘤, 免疫等众多

生物学进程中被看做是最重要的枢纽性蛋白[12]. 
胆道环境下的伤口愈合过程是一个慢性持续性

的炎症过程[1], 大量炎症因子, 免疫因子地持续

释放及缺血缺氧因素均可造成NF-κB的持续激

活[13]. cFLIP作为NF-κB依赖性抗凋亡基因完全

有可能处于过度表达状态. 本实验恰恰验证了

这一点. cFLIP于各时间点均有较强表达, 并以纤

维结缔组织为主. 这说明成纤维细胞较上皮细

胞有更强的凋亡抑制趋势, 其机制可能与胆道

上皮细胞的特殊结构有关. 胆管上皮细胞内的

胆酸转运蛋白(apical sodium-dependent bile acid 
transporter, ASBT)类似于膜受体, 决定了细胞对

胆酸的选择性和敏感性, 而他的表达量受胆汁

成分的调节[14-16]. 有研究表明[17], 胆管上皮细胞

内胆酸浓度的改变, 可通过Ca2+, P13K, PKC等信

号通路影响细胞的增殖、凋亡、分泌及基因表

达. 而Lilienbaum等[18]在研究神经元NF-κB信号

通路时发现: Ca2+, P13K, PKC这三条信号途径均

与NF-κB的激活关系密切. 因此, 有可能是胆道

■创新盘点
本文借鉴瘢痕研
究中的凋亡增殖
平衡观, 并结合胆
道自身环境, 引入
目前研究热点之
一的炎症关键性
核 转 录 因 子 N F -
κB, 取其下游凋
亡 因 子 ,  从 凋 亡
角度对胆道损伤
愈合的独特性有
了较为新颖的认
识 .  本 文 虽 然 没
有花哨的检测手
段, 但从实用角度
讲, 免疫组织化学
因其独到的组织
定位以及节约标
本量的优点而非
常适合本实验. 另
外, 文中所提出的
ASBT对NF-κB信
号通路的影响也
是一大亮点. 这是
作者总结大量相
关文献后所提炼
的一个非常值得
探究的新课题.

表 1 两组术后不同时间点吻合口组织c-FLIP蛋白表达测定 (n  = 3, IA 值, mean±SD)

     
分组              2 mo            3 mo         4 mo         5 mo         6 mo

实验组     22.33±3.40a   21.01±5.43a 18.93±2.54a 18.88±3.40a 17.23±3.53a

对照组       3.41±0.69     3.28±0.95   3.11±1.01   3.35±0.74   3.19±0.91

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 两组术后不同时间点吻合口组织caspase-8蛋白表达测定 (n  = 3, IA 值, mean±SD)

     
分组              2 mo            3 mo         4 mo         5 mo          6 mo

实验组       3.20±0.86a     3.42±1.17a   3.65±0.90a   3.91±0.71a   4.01±0.88a

对照组     11.66±2.80   10.16±3.08 10.03±1.93 10.90±4.02 11.23±2.73

aP<0.05 vs  对照组.
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损伤愈合过程中的胆汁内环境的变化使ASBT
表达改变, 进而影响了胆管上皮细胞对胆汁成

分地摄取及反应, 通过复杂的信号网络传导, 最
终导致NF-κB的激活减少或c-FLIP基因表达直

接受到抑制, 但其具体机制还有待进一步探究. 
总之, 胆道纤维结缔组织细胞凋亡增殖失衡可

能是造成最终瘢痕形成, 胆管狭窄的原因之一. 
另外, Jiang等[19]发现, 在原发性硬化性胆管炎鼠

模型中, CD4+ T细胞内cFLIPL表达的上调促进

了其抗凋亡能力, 并导致了肝门部炎症的恶化. 
本实验中, cFLIP在炎症细胞如单核巨噬细胞, 
淋巴细胞及血管内皮细胞中均有不同程度的表

达, 这些炎症细胞将因为caspase-8的激活受阻而

失凋亡, 从而大量增殖并分泌炎症介质, 导致炎

症的持续并再次激活NF-κB, 进而又将启动下游

cFLIP表达, 如此反复, 成为一个正反馈的过程, 
造成炎症的不断进行且凋亡持续受阻. 这可能

也是造成胆道慢性炎症环境形成, 最终成纤维

细胞大量增殖并不断分泌基质成分导致胆道吻

合口瘢痕形成的原因之一. 
caspase即半胱氨酸特异性蛋白酶, 因含有

能在天冬氨酸残基后切割其他蛋白的关键性半

胱氨酸残基而具有独特性. 他们是细胞凋亡进

程的启动者. caspase通常以酶原(procaspase)的
形式存在, 相对分子质量为29-49 kDa. N末端具

有一个原结构(prodomain), C端包含约20 kDa的
大亚基和约10 kDa的小亚基, C端同源区存在半

胱氨酸激活位点, 此激活位点结构域为QACR/
QG. 当DISC与此结构域偶联后, N端原结构域

被去除, 在大小亚基中进行切割; 大小亚基形成

异源二聚体, 进而形成四聚体, caspase激活完 
成[20]. 因此我们可通过测定caspase的表达量来

了解Procaspase被激活的程度, 即凋亡发生率的

高低. caspase-8作为凋亡启动者在本实验中普遍

弱阳性表达, 说明细胞凋亡程度较低, 进一步表

明: (1)胆道修复细胞凋亡受阻, 尤其是成纤维细

胞, 其大量增殖分化可能与此有关. (2)cFLIP可
能发挥了竞争性抑制作用. 另外, caspase-8持续

性的弱阳性表达, 证明其前体激活持续受阻, 这
和本实验中光镜所发现的慢性炎症的持续性相

吻合. 本实验中应用Spearman相关分析还发现, 
cFLIP和caspase-8的蛋白表达呈负相关, 这说明

了cFLIP通过抑制caspase-8的激活, 充分发挥了

其在胆道修复过程中的抗凋亡作用. 
有文献表明[21], cFLIP的表达下调对许多不

同种类的肿瘤细胞抵抗均敏感, 并已成功发现

几种小分子物质能通过降低cFLIP表达以达到

抗肿瘤的目的. 他们包括DNA损伤剂(顺铂和阿

霉素), RNA的合成抑制剂(放线菌素D), 蛋白质

合成抑制剂(放线菌酮), 拓扑异构酶Ⅰ抑制剂

(喜树碱, 9-NC的, 拓扑替康)和组蛋白去乙酰化

酶抑制剂(菌素A). 是否我们可以将此运用于胆

道狭窄的治疗中, 提高成纤维细胞的凋亡率, 从
而达到减轻瘢痕形成的作用, 这还有待于进一

步的探究.
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■应用要点
可通过下调cFLIP
表达来抑制胆道
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Abstract
AIM: To investigate the evolution characteristics 
of hepatitis B virus (HBV) quasispecies during 
sequential therapy in patients with lamivudine-
resistant HBV infection.

METHODS: Serum samples were collected from 
seven patients with lamivudine-resistant HBV 
infection during sequential therapy. The reverse-
transcriptase (RT) region of the HBV polymerase 
gene was amplified, cloned and sequenced. Se-
quence mutations were analyzed to characterize 
the evolution of HBV quasispecies.

RESULTS: Lamivudine-resistant strains were 
persistently present in the serum of patients 
1, 4 and 5. The main mutation patterns were 
M204I+L80I, M204I+L80I+L180M, M204V+ 
L180M+G173L, and M204V+L180M. The 
proportion of these mutant strains changed 
constantly. The wild-type strain was detected 
in patients 2 and 3. However, lamivudine-
resistant strains were detected in patient 2 dur-
ing following therapy. Double-resistant mutant 
strains M204V+L180M+G173L+T184A and 
M204V+L180M+G173L+N236D were detected in 
patient 6, who underwent combination therapy 
with adefovir dipivoxil and lamivudine, and 
in patient 7, who underwent adefovir dipivoxil 
monotherapy.

CONCLUSION: Lamivudine-resistant mutant 
strains in the serum of patients with HBV infec-
tion do not easily disappear during sequential 
therapy. Cross-resistant or multi-resistant strains 
of HBV quasispecies are often present during 
sequential therapy and affect the response to the 
therapy, thereby resulting in therapeutic failure.

Key Words: Lamivudine; Resistance; Hepatitis B vi-
rus; Quasispecies

Wu ZP, Han T, Gao YT, Li Y, Liu T, Jing L, Liu L, Du 
Z. Evolution of hepatitis B virus quasispecies during 
sequential therapy in patients with lamivudine-resistant 
hepatitis B virus infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(8): 779-785

摘要
目的: 探讨拉米夫定(LAM)耐药后序贯治疗中
HBV准种的演变特点. 

方法: 收集7例拉米夫定耐药患者序贯治疗中
的血清, 对HBV聚合酶基因逆转录酶区进行
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■背景资料
拉 米 夫 定
(LAM)、阿德福
韦酯(ADV)、恩
替卡韦 ( E T V )、
替比夫定(LdT)等
核苷 ( 酸 ) 类似物
(NAs)被广泛用于
抗乙型肝炎病毒
(HBV)治疗, 但长
期服用NAs易使
HBV聚合酶基因
发生选择性耐药
突变. 拉米夫定能
够快速抑制HBV
的 复 制 ,  但 耐 药
发生率很高, 针对
这些LAM耐药患
者, 目前常用的有
效补救治疗方案
是联合ADV或换
用ETV治疗. 在长
期应用LAM治疗
过程中HBV聚合
酶基因会连续变
异产生不同类型
的耐药位点. 那么
LAM耐药后的序
贯治疗中HBV聚
合酶基因耐药突
变如何演变? 值得
进一步深入研究.

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科



PCR扩增克隆并测序, 结合临床用药分析序列
突变, 探讨其演变特征.

结果: 患者1、4、5在序贯治疗中L A M耐
药变异株一直存在, 主要以M204I+L80I、
M 2 0 4 I + L 8 0 I + L 1 8 0 M 、 M 2 0 4 V + 
L180M+G173L、M204V+L180M为主, 所占
比例在不断发生变化. 患者2、3在序贯治疗中
检测出野生株, 但患者2在后续治疗中又选择
出LAM耐药变异株. 患者6在ADV联合ETV治
疗时、患者7在单用ADV治疗时测时分别测
出双重耐药株M204V+L180M+G173L+T184A
和M204V+L180M+G173L+236D.

结论: 拉米夫定耐药后序贯治疗中原耐药突
变不易消失, 且容易在此基础上筛选出交叉耐
药株或多重耐药株, 他的出现影响序贯治疗的
应答甚至导致序贯治疗的失败.

关键词: 拉米夫定; 耐药; 乙型肝炎病毒; 准种
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0  引言

拉米夫定(L A M)、阿德福韦酯(A D V)、恩替

卡韦(ETV)、替比夫定(LdT)等核苷(酸)类似物

(nucleotide/side analogs, NAs)被广泛用于抗乙

型肝炎病毒(HBV)治疗, 但长期服用NAs易使

HBV聚合酶基因发生选择性耐药突变. 拉米夫

定能够快速抑制HBV的复制, 但耐药发生率很

高, 针对这些LAM耐药患者, 目前常用的有效

补救治疗方案是联合ADV或换用ETV治疗[1,2]. 
在长期应用LAM治疗过程中HBV聚合酶基因

会连续变异产生不同类型的耐药位点[3]. 那么

LAM耐药后的序贯治疗中HBV聚合酶基因耐

药突变如何演变? 值得进一步深入研究, 本研究

主要探讨7例LAM耐药患者序贯治疗中HBV准

种的演变特征. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取7名2003-2008年间在天津市第三

中心医院肝胆内科就诊的HBV患者, 这些患者

LAM耐药后接受NAs序贯治疗. 每例患者选取

3-4份不同时间点的血清进行HBV聚合酶基因的

序列分析. 7例患者基本特征及临床用药见表1. 
此研究经本院医学伦理委员会批准, 患者签署
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知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 HBV DNA的定量: 采用上海科华生物工程

公司生产的HBV核酸扩增(PCR)荧光定量检测

试剂盒(S200359), 检测下限为500拷贝/mL, 本研

究中将低于检测下限定为阴性. 
1.2.2 巢式PCR扩增: 用上述试剂盒处理的血清

样品进行巢式PCR扩增, 扩增区域为聚合酶基

因的逆转录酶区(A-F, rt40-rt280). 应用Primer 
Express 2.0软件设计引物, 上游引物1为5'-GAG
TCTAGACTCGTGGTGGAC-3', 下游引物2为
5'-GGGTCTTTTGGGCTTTGCTGCC-3', 下游引

物3为5'-TGATTGGAAAGTATGTCAGAGAC-3'. 
一次PCR反应体系包括: 5 μL 10×PCR缓冲液

(含Mg2+)、4 μL dNTP(各1.25 mmol/L)、引物1/2
各1、2 μL Taq酶(1 U/μL)、4 μL模板, 加超纯

水至50 μL 反应条件: 预变性94 ℃, 2 min; 变性

94 ℃, 1 min; 复性60 ℃, 45 s; 延伸72 ℃, 45 s; 35
个循环, 延长72 ℃, 5 min. 二次PCR反应体系同

前, 引物为1/3, 模板为一次PCR产物. 
1.2.3 克隆及测序: 将二次PCR产物电泳、纯化

回收后克隆到PMD18-T载体中, 每个样本挑选

5-12个重组克隆送上海英俊生物技术有限公司

测序, 序列峰图应用Chromas(V1.62)分析, 序列

比对采用BioEdit(V7.0.4)软件, 选用的GenBank
序列包括M57663(A基因型)、D00329(B型)、
X01587/X75656/X75665(C型)、X02496(D型)、
X75657(E型)、X69798(F型)、AF160501(G型), 
患者HBV序列均与X01587相似性最高, 为C基

因型.

2  结果

2.1 患者临床特征 患者1、2、5用药过程中HBV 
DNA(以下简称DNA)和ALT的动态演变分别见

图1-3. 患者1开始服LAM时Child-Pugh分级为

A级, 在LAM耐药后联合ADV治疗22 wk, 由于

DNA持续阳性而换用LdT, 10 wk后DNA反弹至

6.32log10拷贝/mL, 同时出现ALT反弹, 故换用

ETV 0.5 mg/d, 13 wk后DNA持续阴性, ALT亦恢

复正常, 患者病程中未出现任何并发症. 患者2
开始服LAM时已并发腹水、胸水, Child-Pugh
分级为B级, 服LAM 63 wk时出现DNA反弹至

5.64log10拷贝/mL, 继续服LAM仍维持在5-7log10

拷贝/mL, 132 wk后ALT反复异常, 139 wk时
DNA反弹至8.53log10拷贝/mL, 后联合ADV治疗, 
56 wk后DNA基本维持阴性, 但ALT仍异常, 且

www.wjgnet.com

■相关报道
Gerolami等报道
服 用 L A M 时 出
现 A D V 耐 药 株
A181V.



吴珍萍, 等. 拉米夫定耐药后序贯治疗中HBV准种的演变                  781

www.wjgnet.com

119 wk时患者出现肾损害, 故换用ETV 1 mg/d, 
同时予胸腺肽调节免疫, DNA仍维持阴性, 26 
wk后ALT正常, 该患者病程中反复出现腹水、

胸水及食管胃底静脉曲张出血 ,  予保肝、利

尿、补充白蛋白、间断放腹水、胸水治疗, 食
管胃底静脉曲张予套扎治疗, 病情稳定. 患者5

开始服LAM时Child-Pugh分级为A级, 停药24 wk
后再服LAM, 32-40 wk DNA在4-5log10拷贝/mL
波动, 联合ETV 0.5 mg/d治疗, 8 wk后DNA仍为

4.75log10拷贝/mL, 换用ETV 1 mg/d, DNA从第6
周开始持续阴性, 治疗期间ALT基本维持正常, 
在此期间先后行8次TACE治疗, 84 wk时ALT的

表 1 患者的基本特征及序贯用药情

 
患者              1    2             3                     4                        5               6                     7

诊断  CR          CR    HCC            HCC  HCC         CHB          CHB

年龄/性别  36/男          55/男   58/女            70/男  51/男         22/男         34/女

HBeAg/HBeAb +/-          +/-    -/+            +/+  +/-         +/-          +/-

基因分型  C型          C型    C型            C型  C型         C型          C型

初始治疗药物 LAM          LAM   LAM            LAM  LAM         LAM          LAM

用药时间(wk) 40          139    62            28   48         48          40

第2次序贯用药 LAM+ADV        LAM+ADV        LAM+ADV        LAM               LAM         LAM          ETV

用药时间(wk) 22          119    88             60    40         48          12

第3次序贯用药 LdT          ETV 1 mg/d                    LAM+ADV     LAM+ETV     ADV          ADV

          0.5 mg/d

用药时间(wk) 10          55               22    8         70          48

第4次序贯用药 ETV 0.5 mg/d       ETV          ETV          ADV+ETV 

          1 mg/d         1 mg/d      0.5 mg/d

用药时间(wk) 45        44         20          28

第5次序贯用药                ADV+ETV

                 0.5 mg/d 

用药时间(wk)                36 

患者4、5、6服用LAM中间自动停药, 后再次服用LAM, 第2次用药时间为停药后重新服LAM的时间; CR: 肝硬化; HCC: 肝细胞癌, 

CHB: 慢性乙型病毒性肝炎.
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图 1 患者1病毒耐药突变的临床过程和进化. 该患者LAM

耐药后联合ADV序贯治疗, 病毒载量一直在3-4log10拷贝

/mL, 换用LdT 10 wk后出现病毒反弹, 后改用ETV 0.5 mg/d. 

抗病毒治疗方案在图的上方显示, L: 拉米夫定; A: 阿德福韦

酯; E: 恩替卡韦.

图 2 患者2病毒耐药突变的临床过程和进化. 该患者在使

用LAM 63 wk后出现病毒反弹继续使用LAM, 病毒一直维持

在5-7log10拷贝/mL, 139 wk时为8.53log10拷贝/mL联合ADV

治疗, 56 wk后病毒基本维持阴性, 但119 wk时患者出现肾损

害, 最终换用ETV 1 mg/d.
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■应用要点
对需抗病毒治疗
的HBV感染者, 初
始治疗尽可能选
耐药率低的NAs.
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反弹可能由于在此期间接受了TACE治疗, 病程

中病情稳定未出现并发症. 
患者3开始服LAM时Child-Pugh分级为A级, 

在LAM耐药后联合ADV治疗, 28 wk后DNA持续

阴性, 在此期间先后行5次TACE治疗, 并出现食

管胃底静脉曲张出血给予套扎治疗, 病情稳定. 
患者4开始服LAM时Child-Pugh分级为A级, 停
药4 wk后DNA为4.89log10拷贝/mL, YMDD为野

生型, 再次服LAM 60 wk时DNA反弹至6.69log10

拷贝/mL, 联合ADV治疗12 wk时DNA转阴, 但
22 wk时又升至3.25log10拷贝/mL, 在此期间先后

4次行TACE治疗, 病情稳定未出现并发症. 患者

6停药64 wk后, 再次服LAM 48 wk时DNA反弹, 
换用ADV 70 wk时DNA再次反弹, 后换服ETV 1 
mg/d 20 wk, DNA仍阳性; 又换成ADV联合ETV 
0.5 mg/d治疗, 16 wk时DNA为5.49log10拷贝/mL, 
36 wk时下降到3.72log10拷贝/mL, 目前仍在随访

中. 患者7服LAM 40 wk时发生耐药, DNA为6.63 
log10拷贝/mL, 换用ETV 0.5 mg/d治疗12 wk降
至5.72log10拷贝/mL, 后因经济原因换用ADV 48 
wk, DNA持续在4-5 log10拷贝/mL波动, 改ADV
联合ETV 0.5 mg/d治疗, 28 wk后DNA转阴, 目前

仍在随访中. 
2.2 克隆分析及多重耐药突变的演化 每例患

者选取3-4份不同时间点的血清进行克隆测

序做准种分析 ,  研究耐药株聚合酶基因的序

列变化, 总克隆数为225个(表2). 患者1、2、5
的耐药突变模式及克隆数见表3, 值得注意的

是患者1联合ADV治疗22 wk时, 有20%(2/10)
的克隆出现T184I, 在LdT 10 wk时57%(4/7)的
克隆出现L180M, 同时出现DNA及ALT反弹, 
ETV 21 wk时虽然DNA为阴性, 但采用巢式

PCR扩增, 克隆测序发现仍存在LAM耐药突变

M204I+L80I约67%(8/12)和M204I+L180M+L80I
约33%(4/12). 患者2经联合ADV治疗11 wk后, 

图 3 患者5病毒耐药突变的临床过程和进化. 该患者LAM

服用48 wk病毒转阴后自动停药24 wk, 重新服用LAM 40 wk

时耐药, 改联合ETV 0.5 mg/d治疗, 8 wk后持续不降, 改单用

ETV 1 mg/d.
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表 2 3例患者的准种分析

     
                                                 各患者在不同时间点的HBV聚合酶基因与参考序列X01857C比对的全部氨基酸替代位点

患者1 

    LAM+ADV 22 wk    (G0173V10M0204I10C0256S10L180I8/V1E1263D9D5131N5H655Q4H794R3T8184I2S9117P1R9120K1N9

     139S1S9246P1)10

    LdT 10 wk    (H055Q7L080I7G0173V7M0204I7C0256S7E0263D7V3112A4L3180M4)7

    ETV 7 wk    (H055Q5L080I5V0112A5G0173V5L0180M5M0204I5C0256S5E0263D5)5

    ETV 21 wk    (H055Q12L080I12G0173V12M0204I12C0256S12E0263D12V8112A4L8180M4F1046L2D10131G2S10143P2)12

患者2 

    LAM 60 wk    (G0173V10L0180M10M0204V8/A2L5231S5S857T2S9116A1F9249L1)10

    LAM+ADV 11 wk    (G0173L10L0180M10M0204V8/I2C0256S10L0267Q10V8207A2F8249S2)10

    LAM+ADV 89 wk    (G0173V8L0180M8M0204V8S0223A8I0224V8C0256S8N665D2L672P2K6168R2F6178S2L6229F2R6280S2)8

    ETV 1 mg/d, 12 wk (R0153W10G0173V10L0267Q10M8129V2S8223P2)10

患者5 

    再服LAM 40 wk    (N0139K11G0173L6/V5L0180M11M0204V11S0213T11I0224V11C0256S11D2134N9L8229F3S9116P2R9120

     G2F9227S2P9237H2S10137P1L10144P1G10165X1)11

    ETV 1 mg/d, 16 wk (D0134N10N0139K10G0173L10L0180M10M0204V10S0213T10I0224V10C0256S10L877S2S8185G2Y9245H1)10

    ETV 1 mg/d, 44 wk (D0134N7N0139K7G0173L7L0180M7M0204V7S0213T7I0224V7C0256S7A686T1)7

扩号内大写字母为氨基酸缩写, 大写字母的下标数字表示克隆数, 大写字母之间数字表示其在逆转录酶区的位置, 数字前的氨基酸

代表与参考株相同, 后面的氨基酸代表变异株, 括号外的下标数字为总克隆数.

■同行评价
本文选题明确, 具
有一定的创新性, 
方法简单可靠, 可
重复性强, 较准确
反映了研究工作
的科学问题和特
定内容.
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在原耐药突变基础上选择出100%(10/10)的
G173L及20%(2/10)的M204I, 但89 wk时G173L
及M204I突变消失, 25%(2/8)的耐药株上出现

T184S, 换用ETV 1 mg/d, 12 wk时均为野生型

(10/10). 患者5在ETV 1 mg/d序贯治疗6 wk后
虽然DNA持续阴性, 但16、44 wk时仍检测到

M204V+L180M+G173L(10/10、7/7). 
患者3在LAM 62 wk时出现DNA反弹, 检

测均为M204I+L80I(10/10)突变 ,  联合A D V
治疗20 w k时恢复野生型(9/9) ,  虽然28 w k
后D N A持续阴性 ,  但36、54 w k时仍检测到

M204I+L80I(11/11)、M204V+L180M(10/10). 
患者4停药4 w k时均为野生型(10/10),  再服

L A M出现D N A反弹时以M 2 0 4 I为优势株

(90%, 9/10), 联合A D V治疗22 w k时选择出

M204I+L180M+L80I约56%(5/9)和M204I+L80I
约44%(4/9). 患者6再次服L A M 48 w k时均

为M204V+L180M+G173L(6/6),  换用A D V 
70 w k后D N A反弹, 仍为M204V+L180M+G
173L(10/10), 在ADV联合ETV 0.5 mg/d治疗

36 w k时出现双重耐药株M204V+L180M+
G173L+T184A(10%, 1/10). 患者7在LAM耐

药时均为M204V+L180M+G173L(10/10), 在
ADV治疗15 wk时出现10%(1/10)双重耐药株

M204V+L180M+G173L+N236D, 48 wk时出现

40%(4/10)的M204V+L180V+G173L.

3  讨论

HBV耐药是乙肝患者抗病毒治疗过程中最棘手

的问题之一. HBV耐药的根源在于: HBV复制水

平很高, 但由于其聚合酶缺乏校正功能, 因而复

制过程中很容易参入错误碱基形成变异株. 这
些变异株的特点各不相同, 在一个HBV感染者

体内常形成以某一个优势株为主的相关突变株

组成的病毒群称为准种, 他是一个不断变化的

病毒群. 
本研究除了患者2和3在L A M耐药后的序

贯治疗过程中选择出野生株为优势株外, 其余

5名患者仍以LAM耐药株为优势株, 且L180M
与L80I分别伴随M204V及M204I出现, G173L多
在M204V/I+L180M的基础上发生. 患者3联合

ADV治疗后短期内恢复为野生株, 但随着用药

时间的延长, LAM耐药株将再次被筛选出来, 并
且呈动态演变, 36 wk时为M204I+L80I, 54 wk
时为M204V+L180M. 患者1换用E T V后虽然

DNA阴性, 但通过巢式PCR提高扩增效率, 仍
检测到M204I+L180M+L80I和M204I+L80I耐药

株. 患者5换用ETV治疗, 在DNA阴性后亦发现

表 3 耐药突变及克隆分析

     
                 用药时间(wk)                     耐药突变模式                       克隆数(总)

患者１         LAM+ADV 22             M204I+L80I              6

               M204I+L80I+T184I             2

               M204I+L80V              1

               M204I              1(10)

         LdT 10             M204I+L180M+L80I             4

               M204I+L80I              3(7)

         ETV 7             M204I+L180M+L80I              5(5)

         ETV 21             M204I+L80I                  8

               M204I+L180M+L80I              4(12)

患者2         LAM 63             M204V+L180M             8

               L180M              2(10)

         LAM+ADV 11             M204V+L180M+G173L            8

               M204I+L180M+G173L                  2(10)

         LAM+ADV 89             M204V+L180M             6

               M204V+L180M+T184S            2(8)

         ETV 1 mg/d, 12            无耐药突变            10(10)

患者5         LAM+ETV 0.5 mg/d, 8            M204V+L180M+G173L            6

               M204V+L180M             5(11)

         ETV 1 mg/d, 16            M204V+L180M+G173L          10(10)

         ETV 1 mg/d, 44            M204V+L180M+G173L            7(7)
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M204V+L180M+G173L耐药株, ETV耐药主要发

生在LAM耐药基础上, M204V+L180M+G173L
的存在增加了ETV耐药风险[4]. 这些耐药株影响

HBV复制能力及对NAs的敏感性, 此3例患者虽

然在目前随访中DNA仍保持阴性, 但从准种角

度讲, 序贯治疗仍具有潜在的耐药风险, 对于这

类患者将考虑从免疫学等角度进行综合治疗. 
患者1、2、5在L A M耐药后最终都采用

ETV治疗, 经ETV治疗后患者1和5仍能检测出

LAM耐药株, 而患者2中M204V+L180M+T184S
和M204V+L180M突变株则全部演变为野生

型 .  推测这可能与不同的变异株的复制性、

对E T V的敏感性及宿主的免疫有关 .  突变株

M204V+L180M+T184S对ETV耐药, 但患者2经
ETV治疗后病毒株却全部演变为野生型, 这提示

ETV加倍剂量同时给予胸腺肽调节免疫治疗能

更有效地抑制耐药病毒株的复制. 
患者6在ADV联合ETV治疗、患者7在单

用A D V序贯治疗过程中分别出现双重耐药

株M204V+L180M+G173L+T184A和M204V+ 
L180M+G173L+N236D, N236D与ADV的耐药相

关, 这与Yim等报道相似[5,6]. 这种双重耐药变异

株可能导致HBV复制能力增强及对NAs敏感性

降低, 容易导致序贯治疗的失败[7]. 
准种分析揭示了HBV以群体、动态的形式

存在, 很多位点的改变是DNA复制过程中非特

异的变异, 受内源(宿主免疫)和外源性(NAs)因
素的影响, HBV的变异位点众多, 文中列出患

者1、2、5的HBV逆转录酶区域与参考序列比

对的所有不同“变异”, 从中可发现患者1在联

合ADV治疗时并无L180M变异, 但在换用LdT
后57%的克隆上出现L180M, 目前尚无报道此

位点与LdT耐药直接相关, 但是LdT与LAM同

属左旋类核苷酸类似物, 所以在其作用下是否

更容易筛选出L180M值得进一步观察. T184S/I
与ETV耐药相关, 患者1和2在LAM联合ADV
后分别出现T184I和T184S变异, 同样, 患者5在
LAM耐药时11份克隆里有2份出现P237H, 有
报道Q215H、P237H、N236D与ADV的耐药有 
关[5,8]. 推测这些患者在体内HBV仍复制的情况

下, 药物作用更容易筛选出对其他NA耐药的突

变, Gerolami等亦报道服用LAM时出现ADV耐

药株A181V[9]. 另外患者2在LAM耐药时20%克

隆为M204A, 推测可能是HBV复制过程的非特

异突变, 与LAM耐药无关, 他不影响HBV复制能

力及对NAs的敏感性, 因而在联合ADV治疗过

程中能被完全抑制, 故联合治疗后M204A消失, 
而只检测到M204V/I耐药突变. 患者7在ADV治

疗48 wk时40%的突变株出现L180V, 他是否与

耐药相关有待进一步实验验证. 另外, 从结果中

可看出H55Q、C256S、E263D、S223A、I224V
等位点突变率较高, 这些突变的临床意义还需

要做体外表型实验来检测其对HBV复制能力及

对NAs敏感性的影响[10]. 
总之, 本研究分析了7例LAM耐药患者序贯

治疗后HBV准种的演变特点, 结果显示部分患

者即使采用ADV、ETV等序贯治疗, LAM耐药

突变仍不易消失, 即使DNA检测为阴性, 提高扩

增效率仍可检测到耐药变异株, 即使短时间内

HBV野生株恢复为优势株, 但随着用药时间的

延长, 原耐药变异株仍然会被筛选出来, 甚至在

此基础上筛选出交叉耐药株或多重耐药株. 因
此, 一旦发生耐药, 将对序贯治疗产生持续的影

响, 因而进一步说明对需抗病毒治疗的HBV感

染者, 初始治疗尽可能选耐药率低的NAs.
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Abstract
AIM: To investigate p14ARF (alternative reading 
frame) methylation and expression in colorectal 
cancer and to analyze their relationship with the 
biological behavior of colorectal cancer.

METHODS: The methylation-specific poly-
merase chain reaction (MSP) method was used 
to detect p14ARF gene methylation in 30 colorec-
tal cancer specimens, 30 colorectal adenoma 
specimens, and 30 normal mucosa specimens. 
The expression of p14ARF mRNA and protein 
in these specimens was detected by semi-quan-
titative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and immunohistochemistry, 
respectively.

RESULTS: The expression level of p14ARF 
mRNA in colorectal cancer was not only lower 
than that in colorectal adenoma (0.283 ± 0.011 
vs 0.721 ± 0.023, P < 0.05) but also significantly 
lower than that in normal mucosa tissue (0.283 
± 0.011 vs 0.958 ± 0.015, P < 0.01). Similar re-
sults were also obtained for the positive rate of 

p14ARF protein expression (20.0% vs 56.7%, P < 
0.05; and 20.0% vs 76.7%, P < 0.01). The methyla-
tion rates of the p14ARF gene were 46.6%, 20.0% 
and 0.0% in colorectal cancer, colorectal adeno-
ma and normal mucosa tissue, respectively, with 
significant differences among the three groups. 
The methylation of p14ARF is correlated with 
cancer differentiation and lymph node metasta-
sis (both P < 0.05).

CONCLUSION: The methylation of p14ARF 
may be involved in the evolution of colorectal 
cancer and may be an early event in the carcino-
genesis of colorectal cancer. Therefore, p14ARF 
methylation may be used as a marker for early 
diagnosis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; p14ARF; Methyla-
tion; Immunohistochemistry

Xiong CL, Huang Y. Methylation and expression of 
p14ARF in colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(8): 786-790

摘要
目的: 研究p14ARF基因甲基化及蛋白表达在
直肠癌中的作用, 探讨p14ARF基因与直肠癌
生物学行为的关系. 

方法: 采用MSP方法(甲基化特异性PCR)检
测30例直肠癌组织、腺瘤组织、正常黏膜组
织p14ARF基因甲基化情况. 采用RT-PCR方
法(半定量逆转录PCR)检测p14ARF基因在
大肠癌组织、腺瘤组织、正常黏膜组织中的
表达情况及采用免疫组织化学法(SP法)检测
p14ARF蛋白在这些组织中的表达情况. 然后
用t检验及卡方检验对其数据进行分析. 

结果: p14ARF基因在30例直肠癌组织、腺
瘤组织、直肠正常黏膜组织中表达量分别
为0.283±0.011, 0.721±0.023, 0.958±0.015. 
直肠癌组织中p14A R基因表达低于腺瘤组
织 (P <0.05 ) ,  明显低于直肠正常黏膜组织
(P <0.01), 三者差异有统计学意义(P <0.05). 
p14A R F蛋白在30例直肠癌组织、腺瘤组
织、正常黏膜组织中表达率分别为20.0%、

®

■背景资料
目前表观遗传学
在肿瘤中的作用
机制研究越来越
成为热点, 也为预
防肿瘤发生, 进行
肿瘤基因治疗提
供了新的思路. 目
前 ,  在 很 多 肿 瘤
中发现了p14ARF
基因表达异常, 但
研究直肠腺瘤-癌
演变过程p14ARF
甲基化情况较少, 
p14ARF基因恢复
去甲基化状态治
疗直肠癌尚处在
临床研究阶段.
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56.7%、76.7%. p14ARF蛋白在正常组织中的
表达高于直肠腺瘤(P <0.05), 明显高于直肠癌
组织(P <0.01); p14ARF甲基化在30例直肠癌组
织、腺瘤组织、正常黏膜组织中表达率分别
为46.6%、20.0%、0.0%. 三者差异有统计学
意义. p14ARF基因甲基化与直肠癌分化程度
及淋巴转移密切相关(P <0.05).

结论: p14ARF甲基化可能参与了直肠腺瘤-腺
癌的演变过程, 可能是直肠癌发生的早期事
件. p14ARF甲基化状态可作为直肠癌患者早
期诊断的一个生物学指标.

关键词: 大肠癌; p14ARF; 甲基化; 免疫组织化学

熊超亮, 黄缘. p14ARF基因甲基化及蛋白表达在直肠癌中的作

用. 世界华人消化杂志  2010; 18(8): 786-790
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0  引言

目前随着DNA翻译后修饰的表观遗传学研究发

展, 人们发现DNA甲基化与肿瘤发生的关系越

来越密切, 在许多肿瘤中存在一个或多个肿瘤

抑制基因的CpG岛的甲基化, 由于甲基化可使这

些关键基因表达失活, 功能丧失, 从而导致了肿

瘤的发生[1,2]. 研究发现跟其他遗传学改变方式

不同的是启动子区甲基化具有可逆性, 这就使

的甲基化造成的基因沉默可由去甲基化试剂恢

复其表达成为一种可能, 这为临床抗肿瘤化疗

无疑开辟了了一条新的道路[3-5]. 因此现在研究

抑癌基因的甲基化越来越受到人们的关注, 研
究5'启动子区CpG岛甲基化已成为当今研究肿

瘤分子生物学的热点. 我们研究p14ARF基因甲

基化及蛋白表达在直肠癌中的作用, 无论是在

对直肠癌发生机制的理论研究, 还是在对直肠

癌早期诊治、预后判断的临床研究都具有重要

的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集南昌大学第二附属医院2008-2009
年直肠腺癌手术标本30例, 其中中分化20例, 低
分化10例, 年龄40-75(平均57.4)岁, 男17例, 女13
例, 所有癌标本术前未进行化疗、放疗. 到内镜

室收集30例直肠腺瘤组织、30例正常黏膜组织

对照. 腺瘤组织中绒毛状腺瘤15例, 管状腺瘤15
例, 年龄30-75(平均51.3)岁, 男18例, 女12例. 正
常直肠黏膜组织, 年龄30-72(平均48.7)岁, 其中

男15例, 女15例. 试剂: TRIzol RNA试剂盒, 逆转

录试剂盒, 2×TaqPCR MasterMix, DNA Marker 
DL600, 蛋白酶K, Wizard DNA Clean-up试剂盒, 
鼠抗人p14ARF单克隆抗体, SP试剂盒, DAB显
色试剂盒等.
1.2 方法 
1.2.1 甲基化特异性PCR: (1)采用蛋白酶K消

化、酚一氯仿抽提法提取基因组DNA. (2)DNA
纯化及修饰: DNA纯化用Wizard clean-up systerm
试剂盒纯化. 具体步骤按说明书进行. DNA亚硫

酸氢盐修饰: 取2 µL DNA, 加入50 µL灭菌双蒸

水, 加3 mol/L的NaOH 3.3 µL, 37 ℃变性15 min, 
加10 mol/L对苯二酚30 mL和3 mol/L亚硫酸氢

钠520 µL混匀, 加200 µL液状石蜡封闭, 锡纸包

裹55 ℃水浴16 h. (3)甲基化特异性PCR: 取纯化

及修饰后DNA 2 µL加入目的基因上下游引物各

1 µL, 2×Taq PCR MasterMix 12.5 µL, 无核酶水

8.5 µL建立25 µL反应体系行PCR扩增. 甲基化

p14ARF引物: 5'-GTGTTAAAGGGCGGCGTAG
C-3', 5'-AAAACCCTCACTCGCGACGA-3'; 扩
增条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃ 45 s, 54 ℃ 45 
s, 72 ℃ 1 min, 35个循环, 72 ℃再延伸7 min; 非
甲基化p14ARF引物: 5'-TTTTTGGTGTTAAAG
GGTGGTGTAGT-3', 5'-CACAAAAACCCTCAC
TCACAACAA-3'; 扩增条件: 95 ℃预变性5 min, 
94 ℃ 45 s, 60 ℃ 45 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环, 
72 ℃再延伸7 min; PCR扩增产物鉴定: 各取上

述产物10 µL在2%的琼脂糖凝胶上电泳观察结

果, p14ARF基因甲基化条带大小为122 bp, 未甲

基化条带为132 bp; 结果判定: MSP产物电泳时

只出现未甲基化条带, 样本计为未甲基化; 出现

甲基化条带, 无论是否出现未甲基化条带, 均为

甲基化.
1.2.2 半定量逆转录PCR: (1)用TRIzol试剂分别

提取直肠癌组织和腺瘤组织、正常直肠黏膜组

织的总RNA(A 260/A 280均在1.8-2.0). (2)用逆转录

酶和Olingo(dT)合成cDNA, 严格按逆转录试剂

盒说明步骤进行. (3)基因组扩增(PCR): 取上述

产物2 µL依次加入目的基因上下游引物各1 µL, 
2×TaqPCR MasterMix 12.5 µL无核酶水8.5 µL
建立25 µL反应体系, 行PCR扩增: 内参β-actin基
因引物: 正义: 5'-CCAGGCACCAGGGCGTGAT
GGTGGGCATGG-3', 反义: 5'-AGCAGCCGTGG
CCATCTCTTGCTCGAAGTC-3'; p14ARF基因引

物: 正义: 5'-GGTTTTCGTGGTTCACATCC-3', 反
义: 5'-CAGGAAGCCCTCCCGGGCA-3'; 扩增条

件: 95 ℃预变性5 min; 94 ℃变性45 s, 56 ℃退火

■研发前沿
目 前 研 究 认 为
p14ARF基因表达
异常与多种肿瘤
的发生及转移有
关, 相关分子机制
的研究中还有不
少问题需要一步
阐明: (1)p14ARF
基因表达失活形
式 有 多 种 ,  他 们
是不是单一作用
于肿瘤发生过程.  
(2)p14ARF甲基化
在直肠腺瘤-癌演
变生物学行为中
涉及的信号通路
及与其他癌基因
及抑癌基因的相
互作用如何 ;  (3)
用去甲基化试剂
使p14ARF基因恢
复去甲基化状态
对抑制直肠癌发
生、发展价值有
多大, 去甲基化过
程相关机制如何.

■相关报道
已有多项研究支
持p14ARF基因在
肿瘤发生过程中
发挥抑制性调节
作 用 ,  目 前 对 其
可能的机制研究
主要包括如何参
与正常细胞生长
周期调控及异常
表达对肿瘤细胞
的成瘤、侵袭、

转 移 能 力 影 响
等. 不少研究认为
p14ARF基因在肿
瘤组织中表达缺
失与p14ARF基因
甲基化水平有关.
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45 s, 72 ℃延伸45 s, 30个循环; 72 ℃末次延伸5 
min. (4)电泳鉴定: 各取上述产物5 µL在2%的琼

脂糖凝胶上电泳, 在紫外下观察条带并用凝胶

成像系统分析, p14ARF基因条带大小为254 bp, 
内参β-actin基因为581 bp, PCR产物量以光密度

/面积表示, 以p14ARF基因产物量/β-actin产物量

的比值作为表达结果. 
1.2.3 免疫组织化学法: (1)采用免疫组织化学SP
法, 具体实验步骤按免疫组织化学试剂盒说明

书进行, 用PBS代替一抗做阴性对照. (2)结果判

定: p14ARF蛋白阳性反应主要定位于细胞核, 参
照Sulzers分级法, 阴性(-): 阳性细胞<10%; 阳性

(+): 阳性细胞数10%-50%; 强阳性(++): 阳性细

胞数>50%.
统计学处理 采用t检验对RT-PCR数据; χ2检

验对甲基化及免疫组织化学相关数据进行分析, 
检验显著性水准取α = 0.05, 以P <0.05为有统计

学意义. 数据由SPSS13.0统计软件处理.

2  结果

2.1 p14ARF甲基化表达情况 在30例直肠癌组织

中有14例(46.67%)发生了p14ARF基因甲基化, 
30例直肠腺瘤组织中有6例(20%)发生了p14ARF
基因甲基化, 30例正常黏膜组织中有0例(0%)发
生甲基化. 他们之间两两比较差异均存在统计

学意义(P <0.05, 图1, 表1).
2.2  p14ARF基因mRNA表达情况 p14ARF基因

mRNA在直肠癌组织中基本不表达, 在直肠腺

瘤组织中可见表达, 在直肠正常黏膜组织中明

显表达. 正常黏膜组织mRNA表达量(0.958±
0.015)高于腺瘤组织(0.721±0.023)(P <0.05), 明
显高于肿瘤组织组织(0.283±0.011)(P<0.01, 图2).
2.3 p14ARF蛋白表达 p14ARF蛋白在直肠癌组

织中表达率为20%(6/30), 在腺瘤组织中表达率

为56.67%(17/30), 在直肠正常黏膜组织中表达

率为76.67%(23/30), 他们三者之间差异均存在

统计学意义(P <0.05, 图3, 表2).
2 .4 p14A R F甲基化与直肠癌临床病理特点 

p14ARF甲基化与直肠癌发生关系密切, 在直

肠癌临床病理特点中, p14ARF甲基化与直肠

癌患者年龄、性别、肿瘤大小无关; 但与肿瘤

分化程度及淋巴转移呈正相关, 分化程度越低, 
p14ARF甲基化程度相对越高(表3).

3  讨论

直肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 占大肠

癌发病率中70%以上, 且随人们生活习惯、饮食

结构及环境的改变, 发病率有逐年上升趋势[6]. 
现代分子生物学研究证实肿瘤的发生是一个多

基因、多因素、多阶段参与的复杂过程, 涉及

各种抑癌基因的失活及癌基因的激活, 同时凋

亡调节基因、DNA修复调节基因和端粒等也在

其中发挥着重要的作用. p14ARF基因作为人体

一种重要抑癌基因, 在正常细胞生长周期调控

中起着重要作用. 
ARF基因位于人染色体9p21, 通过可变阅

读框, 编码两种蛋白质: p16INK4a和p14ARF. 
p14ARF含有2个外显子, 即Exon1β和Exon2. 
p14ARF蛋白是一种核蛋白, 蛋白折叠产生一个

由5个大约32个氨基酸残基锚蛋白袢重复组成

表 1 p14ARF甲基化在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组
织中的表达 (n  = 30)

     
分组                  

           p14ARF    
χ2值 P 值

               甲基化       非甲基化

直肠癌组织             14               16            18.26    <0.01

正常黏膜组织           0               30              4.63    <0.05

直肠腺瘤组织           6               24              4.80    <0.05

表 2 p14ARF蛋白在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织
中的表达 (n  = 30)

     
分组                  

    p14ARF蛋白    
χ2值 P 值

                阳性             阴性

直肠癌组织               6               24            19.28    <0.01

正常黏膜组织         23                 7              6.16    <0.05

直肠腺瘤组织         17               13              8.53    <0.05
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bp
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Marker     M       U      M         U       M       U

T A N

图 1 p14ARF甲基化在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织
中表达电泳图. T: 直肠癌; A: 直肠腺瘤; N: 正常组织; M: 甲

基化; U: 非甲基化.

图 2 p14ARF基因在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织中
表达电泳图. T: 直肠癌; A: 直肠腺瘤; N: 正常黏膜组织.
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■创新盘点
p14ARF基因是人
类最重要的正常
细胞生长周期调
控 基 因 之 一 ,  关
于p14ARF基因失
活与肿瘤的关系
研 究 很 多 ,  但 迄
今关于p14ARF基
因甲基化在直肠
腺瘤-癌演变过程
中的相关作用报
道尚少.
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的椭圆形分子. 该蛋白相对十分稳定, 半衰期

接近6 h, 主要经过蛋白酶体途径降解. p14ARF
基因通过减弱mdm2介导的p53 基因降解而起

作用, 形成了人类正常细胞生长周期调控的p53
依赖性通路, 并在此通路中扮演着源头开关作

用. p14ARF基因通过加速癌基因mdm2表达蛋

白的降解, 能恢复和稳定细胞野生型p53水平, 
增强p53的G1/S卡点效应, 抑制细胞生长[7]. 从我

们的研究中可以看到: p14ARF基因及蛋白表达

在直肠癌、直肠腺瘤、直肠正常黏膜组织中均

存在明显差异, 在直肠癌表达中低于直肠腺瘤

(P <0.05), 明显低于直肠黏膜正常组织(P <0.01). 
这说明p14ARF基因在维持直肠正常黏膜细胞

生长周期中起着十分重要的作用, 他的存在有

效地抑制了直肠癌的发生 .  而各种原因引起

p14ARF基因的异常表达, 使p14ARF基因丧失

了对正常细胞生长周期的调控, 致p53依赖性通

路失效, p53不能抑制细胞发生凋亡, 细胞生长

失控, 从而导致肿瘤的发生. 目前, 在很多肿瘤

中发现有p14ARF基因表达异常, 常见于非小细

胞肺癌、胃癌、神经胶质瘤、白血病和黑色素

瘤, 这也说明p14ARF基因异常表达与多种肿瘤

发生关系密切[8]. 作为抑癌基因, p14ARF基因

失活方式主要包括基因的甲基化、基因缺失和

突变[9]. 而近年来随着表观遗传学的兴起, 人们

发现DNA甲基化是表观遗传学的主要方式之

一, 许多肿瘤存在一个或多个抑癌基因的CpG
岛的甲基化. 5'启动子区CpG岛富含C-G对, 此区

高度甲基化可影响启动子功能, 导致基因表达

受影响, 在癌变过程中发挥着主要作用[10]. 本研

究发现p14ARF基因甲基化同样存在于直肠癌

中. 我们的研究显示: 30例直肠癌组织中有14例
(46.67%)发生了p14ARF基因甲基化, 30例直肠

腺瘤组织中有6例(20%)发生了甲基化, 30例正

常黏膜组织中有0例(0%)发生甲基化. 他们之间

两两比较差异均存在统计学意义(P <0.05). 这说

明p14ARF基因甲基化在直肠癌、直肠腺瘤、

直肠正常黏膜组织中3组之间明显存在差异, 在
直肠癌中呈现高甲基化状态, 甲基化率可高达

46.67%, 而腺瘤组织也存在部分甲基化(甲基化

率为20%), 且p14ARF基因甲基化与直肠癌肿

瘤分化有关(P <0.05), 而与直肠癌患者性别、年

龄、及肿瘤大小无关(P >0.05), 这说明p14ARF
基因甲基化可能参与了直肠癌由腺瘤演变为腺

癌的形成过程, 可能是直肠癌发生中的早期事

件. 我们的研究还显示: p14ARF基因甲基化不仅

与肿瘤分化程度呈正相关, 与直肠癌淋巴转移

也存在正相关, 这说明p14ARF基因甲基化可能

也参与了直肠癌的转移机制, 也可能是因为直

肠癌组织分化程度低、恶性程度更高、侵袭性

表 3 p14ARF甲基化与直肠癌临床病理特点

     
临床病理参数    n        

p14ARF甲基化    
甲基化率(%) P 值

                        +             -

性别

    男         17      8   9 47.1       >0.05

    女         13      6   7 46.1

年龄(岁)

    ≤50         11      5   6 45.4       >0.05

    >50         19      9 10 47.4

肿瘤大小(cm)

    ≤3         12      6   6 50.0       >0.05

    >3         18      8 10 44.4

分化程度

    中分化         20      6 14 30.0       <0.05

    低分化         10      8   2 80.0

淋巴结转移

    无         18      7 11 38.9       <0.05

    有         12      7   5 58.3

图 3 p14ARF蛋白在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织中表达情况(SP×200). A: 直肠正常黏膜组织中表达强阳性; B: 直肠

腺瘤组织中表达阳性; C: 直肠癌组织中表达阴性.

A B C ■应用要点
本 研 究 表 明
p 1 4 A R F 基 因 甲
基化是直肠癌发
生过程中的重要
分 子 事 件 ,  检 测
p 1 4 A R F 基 因 甲
基化状态可作为
直肠癌患者早期
诊断或判断预后
的一个生物学指
标. 恢复p14ARF
基因去甲基化状
态可能成为直肠
癌治疗的一种重
要手段.
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更强, 以致更容易发生早期转移. 我们还研究了

下直肠癌中p14ARF基因甲基化与p14ARF蛋白

表达的关系, 我们发现有14例p14ARF基因甲基

化的直肠癌组织4例发生了p14ARF蛋白阳性表

达, 其解释原因可能是部分甲基化只发生在单

等位基因上, 而另一等位基因未发生甲基化, 故
能编码蛋白表达. 而16例未发生p14ARF基因甲

基化直肠癌组织有14例p14ARF蛋白阴性表达. 
这说明可能还有其他p14ARF基因失活方式参与

直肠癌的形成, 如突变、缺失等. 
总之, 我们通过研究p14ARF基因甲基化及

蛋白表达在直肠癌中的作用, 探讨直肠癌发生

发展的分子机制, 检测p14ARF基因甲基化状

态可作为直肠癌患者早期诊断或判断预后的

一个生物学指标. 如果我们能通过对直肠癌中

p14ARF甲基化进行干扰, 寻找合适的去甲基化

试剂使直肠癌甲基化基因恢复去甲基化状态, 
从可以在源头上防止p14ARF甲基化对直肠癌产

生的影响, 这将为临床药物抗肿瘤治疗及基因

干扰治疗提供了一种可能, 开辟一条新的重要

途径.
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Abstract
AIM: To inves t iga te the s ign i f i cance o f 
expression of urokinase-type plasminogen 
activator (uPA), matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) 
and transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in 
gastrointestinal stromal tumors (GISTs).

METHODS: The expression of uPA, MMP-2, 
MMP-9 and TGF-β1 mRNAs and proteins in 124 
GISTs specimens was detected by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

and Western blot, respectively.

RESULTS: In gastrointestinal stromal tumors, 
the mRNA expression of uPA, MMP-2, MMP-9 
and TGF-β1 is closely correlated with tumor 
stage (NIH classification), mucosal invasion and 
lymphatic metastasis. The mRNA expression 
levels of uPA, MMP-2, MMP-9 and TGF-β1 were 
up-regulated with increasing tumor stage, show-
ing significant differences among low-, mod-
erate- and high-risk GISTs. The positive rates 
of uPA, MMP-2, MMP-9 and TGF-β1 mRNA 
expression was not correlated with age, sex and 
histological type. Similar results were obtained 
for the expression of uPA, MMP-2, MMP-9 and 
TGF-β1 proteins in GISTs. The expression of 
uPA protein is positively correlated with that 
of TGF-β1, MMP-2 and MMP-9 (r = 0.356, 0.323 
and 0.346, respectively).

CONCLUSION: The positive activation of 
TGF-β1 in GISTs possibly up-regulates uPA 
expression which in turn activates MMP-2 and 
MMP-9. The activation of MMP-2 and MMP-9 
may lead to the degradation of extracellular ma-
trix degradation and promote tumor invasion 
and metastasis.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumor; Urok-
inase-type plasminogen activator; Matrix metal-
loproteinase-2; Matrix metalloproteinase-9; Trans-
forming growth factor-β1; Invasion and metastasis

Zhao Y, Wang Q, Deng X, Zhao Y, Zhang TB. Significance 
of expression of metastasis-related factors uPA, MMP-2, 
MMP-9 and TGF-β1 in gastrointestinal stromal tumors. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 791-797

摘要
目的: 研究uPA、MMP-2、MMP-9、TGF-β1
等侵袭转移相关因子在胃肠道间质瘤(GISTs)
中的表达及其临床病理意义. 

方法: 应用RT-PCR及Weste rn b lo t法检测
uPA、MMP-2、MMP-9、TGF-β1在124例
GISTs中的表达. 

结果: 在GISTs中, 随着NIH分级增高, uPA、
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■背景资料
胃 肠 道 间 质 瘤
(GISTs)是一类独
立起源于胃肠道
原始间质干细胞
呈非定向分化的
消化系间叶肿瘤, 
占全部胃肠道恶
性 肿 瘤 的 2 . 2 % . 
GISTs主要发生血
行转移, 极少经淋
巴转移, 且其治疗
措施单一, 手术治
疗是其主要的治
疗手段, 术后放化
疗均不敏感. 研究
GISTs的侵袭与转
移对肿瘤的治疗
具有重要意义.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师 ,  天 津 市 第 一
中心医院消化内
科



MMP-2、MMP-9、TGF-β1的mRNA表达水平
上调, 低、中、高危组有明显差异(P <0.05或
0.01), 其阳性表达率与性别、年龄、组织学
类型无关, 与肿瘤侵袭转移和黏膜受侵关系密
切; 四者的蛋白表达水平与mRNA表达一致; 
uPA与TGF-β1蛋白阳性表达之间呈显著正相
关(r  = 0.356)、uPA与MMP-2、MMP-9蛋白阳
性表达之间亦呈显著正相关(r  = 0.323, 0.346).

结论: TGF-β1、uPA、MMP-2及MMP-9参与
了GISTs的浸润和转移; TGF-β1可能通过上调
uPA, 激活MMP-2及MMP-9, 进而降解细胞外
基质.

关键词: 胃肠道间质瘤; 尿激酶型纤溶酶原激活物; 

基质金属蛋白酶2; 基质金属蛋白酶9; 转化生长因

子β1; 侵袭转移

赵毅, 王强, 邓鑫, 赵滢, 张天彪. 侵袭转移相关因子在胃肠道

间质瘤中的检测及其意义. 世界华人消化杂志  2010; 18(8): 

791-797
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)是胃肠道最常见的间叶源性肿瘤, 占胃

肠道肿瘤的1%-4%, 每年发病率约2/10万[1]. 过
去对GISTs的组织发生、生物学行为、肿瘤的

恶性程度都不十分明确, 给临床诊治带来了很

多混淆. 近几年随着免疫组织化学、分子生物

学、基因诊断和治疗的发展, GISTs诊断与治疗

取得了很大的进展. 尽管如此, 与其他肿瘤相比, 
GISTs肿瘤性质不可预测性仍较为突出, 其生物

学特征仍较难以评估, 如何控制肿瘤的侵袭与

转移仍是其治疗目前面临的主要问题[2]. 
肿瘤的侵袭、转移依赖于肿瘤细胞具备

的降解细胞外基质(extracellular matrix, ECM)
及基底膜的能力, 而这一降解过程主要依靠蛋

白水解酶来完成 .  尿激酶型纤溶酶原激活物

(urokinase-type plasminogen activator, uPA)和
基质金属蛋白酶类(matrix metallo proteinase, 
MMPs)能有效地降解ECM, 参与肿瘤的侵袭及

转移过程. 
迄今为止 ,  关于G I S Ts侵袭转移相关因

子的研究报道极少, 因此我们采用RT-PCR和

Western blot方法检测GISTs组织中转化生长因

子β(TGF-β1)、尿激酶型纤溶酶原激活因子uPA
和基质金属蛋白酶MMP-2、MMP-9基因以及蛋

白的表达, 以探讨其与GISTs侵袭转移的关系.
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1  材料和方法

1.1 材料 选择临床病理资料完整、随访结果确

切的中国医科大学附属盛京医院1990/2007-02
手术切除、病理证实的G I S Ts新鲜组织标本

124例. 男64例、女60例, 年龄9-79(中位年龄

54.3)岁. 其中肿瘤发生于胃62例(50.0%)、小肠

28例(22.6%)、结直肠14例(11.3%)、食管9例
(7.3%)、胃肠道外11例(8.9%, 其中网膜4例、肠

系膜4例、后腹膜3例); 一抗为兔抗人购自美国

Santa Cruz公司. 二抗为牛抗兔购自中山金桥生

物公司.
1.2 方法 
1.2.1 GISTs的诊断标准: 常规形态符合GISTs诊
断要点, 免疫组织化学CD117阳性确诊; 或者常

规形态符合GISTs诊断要点, CD117阴性而CD34
阳性确诊, 或者CD117、CD34阴性, 并且平滑肌

肌动蛋白(SMA)、结蛋白(Desmin)、神经脊突

细胞抗原(S-100)蛋白也均阴性, 排除平滑肌源

性和神经源性肿瘤, 病理组织学形态符合GISTs
而纳入本研究. 其中CD117阳性113例(91.1%)、
CD34阳性109例(87.9%). 依据Fletcher等[3]提出

的GISTs生物学行为分级标准进行分级(NIH分

级): 肿瘤直径<2 cm和核分裂相<5/50 HPF为极

低度侵袭危险性(Ⅰ级); 肿瘤直径2-5 cm和核分

裂相<5/50 HPF为低度侵袭危险性(Ⅱ级); 肿瘤

直径5-10 cm和核分裂相<5/50 HPF或肿瘤<5 cm
和核分裂相6-10/50 HPF为中度侵袭危险性(Ⅲ
级); 肿瘤直径>5 cm和核分裂相>5/50 HPF或肿

瘤>10 cm和核分裂相>10/50 HPF为高度侵袭危

险性(Ⅳ级). 本文124例GISTs中、除9例因其他

原因死亡外, 其余115例随访资料完整, 随诊时

间10-204 mo, 中位随访时间52 mo.
1.2.2 RT-PCR检测GISTs中uPA、MMP-2、
MMP-9及TGF-β1的mRNA表达: 选择特异性

引物序列分别为: uPA上游序列5'-ccatctacagga
ggcaccg-3', 下游序列5'-gccaaactggggatcgttat-3'; 
MMP-2上游序列5'-ccccaaaacggacaaagagt-3', 下
游序列5'-gcacgagcaaaggcatcat-3'; MMP-9上游序

列5'-cgaactttgacagcgacaaga-3', 下游序列5'-agggc
gaggaccatagagg-3'; TGF-β1上游序列5'-ctgctgtggc
tactggtgc-3', 下游序列5'-catagatttcgttgtgggtttc-3'; 
内参照β-actin上游序列5'-aaatcgtgcgtgacattaa-3', 
下游序列5'-ctcgtcatactcctgcttg-3'. PCR反应条件

为95 ℃变性1 min, 52 ℃-57 ℃退火2 min, 72 ℃
延伸10 min. 所有的标本都经过3次重复检测. 产
物大小分别为347、315、212及322 bp. 将各目
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的基因的PCR反应产物在20 g/L的琼脂糖溴化

乙锭凝胶上电泳, 采用UVP凝胶成像分析系统

扫描测定PCR产物带的密度, 将各目的基因产物

带所测得的密度值与内对照β-actin产物带的密

度值进行比较, 各目的基因表达水平以与β-actin
内对照比值的形式来表达.
1 .2 .3  We s t e r n印迹法检测G I S Ts中u PA、

MMP-2、MMP-9及TGF-β1的蛋白表达: 0.5 g 
GISTs加入1 mL细胞裂解缓冲液(cell signaling 
technology, Beverly, MA)及1 mmol的PMSF(苯甲

基磺酰氟)匀浆. 按常规步骤提取蛋白, 测定蛋白

浓度. 电泳前, 加入SDS样品缓冲液, 100 ℃煮沸

5 min, 离心后上样, 12% SDS-PAGE分离, 然后将

蛋白转至硝酸纤维素膜上, 一抗孵育, 碱性磷酸

酶偶联的IgG作为二抗, O-dianidine及β-naphthyl 
acid phosphate作为碱性磷酸酶底物显色.

统计学处理 所有统计资料应用SPSS13.0软
件包进行数据分析, 采用t检验和相关分析. 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 GISTs中uPA、MMP-2、MMP-9及TGF-β1

的mRNA的表达 在124例GISTs患者中, TGF-β1 
mRNA的表达随NIH分级而上调(P <0.05或0.01,
图1), TGF-β1的阳性表达率与性别、年龄、组

织学类型无关, 但与黏膜受侵和肿瘤侵袭转移

均显著相关(P <0.05或0.01, 表1); 同时我们也发

现uPA mRNA的表达随NIH分级上调(P <0.05或
0.01, 图1), uPA的阳性表达率与性别、年龄、

组织学类型无关, 与肿瘤侵袭转移和黏膜受侵

显著相关(P <0.05或0.01, 表1); MMP-2、MMP-9 
mRNA的表达随NIH分级上调(P <0.05或0.01, 图
1), 其阳性表达率与性别、年龄、组织学类型无

关, 但与黏膜受侵和肿瘤侵袭转移均显著相关

(P <0.05或0.01, 表1). 各指标与临床病理特征之

间的关系详见表1.
2.2 GISTs中uPA、MMP-2、MMP-9及TGF-β1
蛋白的表达 在124例GISTs患者中, TGF-β1蛋白

的表达随NIH分级而上调, TGF-β1蛋白的阳性

表达率随着肿瘤侵袭转移危险性的升高呈现逐

渐升高的趋势(P <0.05或0.01, 图2, 3). TGF-β1蛋
白的阳性表达率与性别、年龄、组织学类型无

关, 但与黏膜受侵和肿瘤侵袭转移均显著相关

■相关报道
Desruisseau等通
过对乳腺癌的研
究发现 ,  TGF-β1 
mRNA的表达与
肿瘤浸润深度、

生长方式和肿瘤
侵袭转移等生物
学行为密切相关, 
能在一定程度上
促进肿瘤的侵袭
和转移.

表 1 GISTs中uPA、MMP-2、MMP-9及TGF-β1 mRNA的表达与临床病理特征关系

     
临床病理指标   n             uPA             MMP-2  MMP-9       TGF-β1

性别   

    男  65 0.7285±0.0801a          0.4426±0.0575a          0.5826±0.0641a          0.6389±0.0792

    女  59 0.7264±0.0872b          0.4251±0.0510a          0.6198±0.0806a          0.6226±0.0770

年龄(岁)

    ≥55  70 0.7086±0.0921a          0.4189±0.0503a          0.6025±0.0723b          0.6128±0.0735b

    <55  54 0.7116±0.0996a          0.4496±0.0540a          0.6084±0.0791a          0.6351±0.0714a

组织学类型 

    上皮样  28 0.7183±0.0791a          0.4283±0.0474a          0.6188±0.0804a          0.6238±0.0772a

    梭形  73 0.7015±0.0842b          0.4305±0.0689a          0.5925±0.0770a          0.6024±0.0904a

    混合型  23 0.7265±0.0799a          0.4534±0.0589b          0.6286±0.0817a          0.6373±0.1024a

肿瘤侵袭转移    

    无  84 0.6297±0.0693a          0.3206±0.0353a          0.4827±0.0531a          0.3429±0.0477b

    有  40 0.7502±0.0825ac         0.4587±0.0551ac         0.6482±0.0843ac         0.7518±0.0456ac

肿瘤旁组织            124 0.4302±0.0645           0.2749±0.0412           0.2357±0.0353           0.1928±0.0289

NIH分级

    超低危    6 0.5555±0.0889bc         0.3260±0.0522bc         0.3450±0.0552bc         0.3460±0.0554ad

    低危  20 0.6444±0.0709ac         0.3673±0.0404ad         0.5448±0.0599ad         0.4881±0.0537ac

    中危  37 0.7063±0.0848ad         0.4534±0.0544ac         0.6132±0.0736ac         0.6024±0.0723ad

    高危  61 0.7488±0.0899ac         0.4552±0.0546bc         0.6455±0.0775bc         0.7336±0.0880bc

黏膜受侵

    无  79 0.5986±0.0841a          0.3341±0.0357a          0.4752±0.0618a          0.3829±0.0388a

    有  34 0.7134±0.0856a          0.4592±0.0597a          0.6382±0.0845ac         0.7208±0.0963ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  肿瘤旁组织; cP<0.05, dP<0.01 vs  同检测项目同病理指标的其他组.
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(P <0.05或0.01); 同时我们也发现uPA蛋白的表

达随NIH分级亦呈上调趋势(P <0.05或0.01, 图
2, 3), uPA的阳性表达率亦与性别、年龄、组织

学类型无关, 与黏膜受侵和肿瘤侵袭转移显著

相关(P <0.05或0.01). MMP-2、MMP-9蛋白的表

达也随着NIH分级的增加而上调(P <0.05或0.01, 
图2, 3). 本研究的124例GISTs组织中, TGF-β1与
uPA蛋白阳性表达之间呈显著正相关(r  = 0.356, 
P  = 0.036); TGF-β1与MMP-2、MMP-9蛋白阳性

表达之间呈显著正相关(r  = 0.266, P  = 0.0031; r  

= 0.532, P  = 0.0053); uPA与MMP-2、MMP-9蛋
白阳性表达之间亦呈显著正相关(r  = 0.323, P  = 
0.031; r  = 0.346, P  = 0.024)

3  讨论

肿瘤的侵袭和转移是牵涉多个分子生物学事件

的极其复杂过程, 他是决定肿瘤恶性度的最重

要因素[4]. 肿瘤转移过程涉及多种机制, ECM的

降解和基底膜破坏是肿瘤浸润和转移的先决条

件[5], ECM和基底膜既能为肿瘤的生长和转移

提供酶作用底物, 同时又是肿瘤侵袭和转移的

屏障[6]. 研究表明, 肿瘤细胞首先必须具备降解

ECM及基底膜的能力, 然后通过已存在的或新

形成的结合位点与ECM结合, 进而溶解ECM, 
最后向外扩散、侵袭和转移至邻近组织及远处

器官[7].
TGF-β家族是一组结构相关蛋白的异二聚

体多肽, 能够通过与细胞膜上的TGF-β受体结

合, 发挥信号传导作用[8]. 目前发现TGF-β至少

包括5种亚型, 其中, TGF-β1是人体内的主要存

在形式, 因此, 对TGF-β1的研究有助于我们进

一步明确TGF-β在体内的生物学活性. 成熟的

TGF-β1是由112个氨基酸亚单位通过二硫键形

成的二聚体多肽, 相对分子质量为25 kDa. 主要

在内皮细胞、血细胞、结缔组织细胞和上皮细

胞中表达. TGF-β1作为生长因子, 具有调节细胞

增殖、分化和凋亡等多种生物活性. 近年的研

究表明, 他还在调节细胞增殖、分化、细胞外

基质形成、细胞的移动、黏附、肿瘤转移等方

面具有重要作用[9]. 
uPA由Astedt等首先发现, 其基因定位于10

■创新盘点
迄 今 为 止 ,  关 于
G I S Ts 侵袭转移
相关因子的研究
报道极少, 因此本
研究采用RT-PCR
和Western blot方
法检测 G I S Ts 组
织中TGF-β1、尿
激酶型纤溶酶原
激活因子 u PA 和
基质金属蛋白酶
MMP-2、MMP-9
基因以及蛋白的
表达, 以探讨其与
GISTs侵袭转移的
关系.

图 1 GISTs中uPA、MMP-2、MMP-9及TGF-β1的mRNA的
表达. M: Marker; 1: 肿瘤旁组织; 2: 极低度侵袭危险性; 3: 低

度侵袭危险性; 4: 中度侵袭危险性; 5: 高度侵袭危险性.

M          1         2        3        4        5

TGF-β1

uPA

MMP-2

MMP-9

β-actin

1           2           3            4           5

uPA

MMP-2

MMP-9

TGF-β1

β-actin

图 2 GISTs中uPA、MMP-2、MMP-9及TGF-β1的蛋白表
达. 1: 肿瘤旁组织; 2: 极低度侵袭危险性; 3: 低度侵袭危险

性; 4: 中度侵袭危险性; 5: 高度侵袭危险性.

图 3 GISTs中uPA、MMP-2、MMP-9和TGF-β1蛋白表达
与NIH分级的关系. 1: 肿瘤旁组织; 2: 极低度侵袭危险性; 3: 

低度侵袭危险性; 4: 中度侵袭危险性; 5: 高度侵袭危险性. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  肿瘤旁组织; cP<0.05 vs  组间比较.
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号染色体长臂上, 长度为6.5 kb, 编码相对分子

质量为53 kDa的蛋白酶[10]. uPA是一种丝氨酸蛋

白水解酶, 具有水解蛋白和信号转导等多种功

能, 最重要的作用是激活纤溶酶原转变为纤溶

酶, 后者可催化降解多种底物, 如细胞外基质的

重要组成部分: 纤维蛋白、纤维结合素和层粘

连蛋白等. 另外, 活性纤溶酶还能激活MMP-2、
MMP-3、MMP-9和MMP-13等基质金属蛋白酶

的前体, 活化的MMPs可进一步降解细胞外基质, 
特别是降解其中的基质和Ⅳ型胶原, 对细胞迁

移和肿瘤侵袭转移过程中细胞外基质的降解有

重要作用[11]. 目前有大量研究证实uPA与乳腺癌

及其他肿瘤转移密切相关[12], 但对于其表达与信

号转导通路的关系目前研究较少. 
许多学者通过对乳腺癌、胆囊癌、结肠 

癌[13-15]等肿瘤的研究发现, TGF-β1 mRNA的表

达与肿瘤浸润深度、生长方式和肿瘤侵袭转移

等生物学行为密切相关, 能在一定程度上促进

肿瘤的侵袭和转移[16]. 本研究中, 124例GISTs
均检测到TGF-β1 mRNA的表达, 且与年龄、性

别及组织学类型无显著关系, 而与肿瘤侵袭转

移、NIH分级及黏膜受侵有显著相关. 这一结

果提示, GISTs中TGF-β1 mRNA的水平与GISTs
的恶性表型有关. TGF-β1 mRNA水平高的病灶

具有较强的纵深浸润和广泛转移的倾向和能力, 
表现出较恶的生物学行为, 预后也较差[17-19], 可
能是TGF-β1通过上调蛋白水解酶和其他细胞因

子的分泌等机制, 增强了肿瘤的侵袭转移能力; 
此外, TGF-β1本身还可作为一种运动因子, 促进

肿瘤细胞的运动和迁移[20,21]. Bae等[22]研究结果

显示, 胃癌组织内TGF-β1表达和血管生成之间

无任何关系, 而另一血管生成因子VEGF与肿瘤

内的MVD[23]有高度相关性, 认为其差异可能由

TGF-β1首先通过刺激VEGF高表达间接影响肿

瘤中血管生成而产生[24-26]. 有试验表明, TGF-β
能以剂量和时间依赖的方式上调uPA mRNA和

蛋白的表达, 促进转移[27,28], 而其上调uPA的作用

主要是通过PI3K/Akt/NF-κB通路所介导的[29]. 本
研究中发现: 随着GISTs组织中TGF-β1 mRNA表

达的增高, uPA mRNA亦呈高表达, 其近肿瘤旁

组织表达较弱. 且与TGF-β1 mRNA表达趋势一

致, uPA mRNA阳性表达率在黏膜侵袭和肿瘤侵

袭组显著增高, 与年龄、性别、组织学类型不

相关. 此结果与我们观察到的TGF-β1 mRNA表

达结果相同 同时二者的蛋白表达水平与mRNA
表达水平一致, 提示TGF-β1可能介导uPA的上

调; uPA在具有浸润能力的GISTs恶性肿瘤细胞

中高表达, 表明uPA与GISTs的进展有关, 提示

uPA可作为判断GISTs侵袭和转移的指标. uPA可

以激活纤溶酶原转变为纤溶酶[30], 纤溶酶能激活

MMP-2、MMP-3、MMP-9和MMP-13等MMPs
的前体. 这些MMPs是一组Zn离子依赖性内肽

酶, 可以降解所有ECM. 肿瘤细胞分泌的MMPs
一方面通过降解基底膜和包绕肿瘤的基质(Ⅳ
型胶原), 另一方面则通过新生血管生成等促

进肿瘤生长和扩散, 从而促进肿瘤的浸润和转 
移[31]. 其中MMP-2, MMP-9与肿瘤浸润和转移关

系最密切[32,33]. Bloomston等[34]通过基因转染, 将
MMP-2基因转入人乳腺癌细胞株中, 发现转基

因后的肿瘤细胞侵袭能力明显增加. 
本试验中我们发现: MMP-2阳性表达与患

者的年龄、性别及组织学分型无明显相关性, 
而与肿瘤侵袭转移、NIH分级有关, 说明MMP-2
参与了GISTs的浸润和转移, 与患者预后密切相

关; 随着GISTs恶性程度的增高, MMP-9表达亦

呈递增趋势, 结果提示MMP-2、MMP-9的过度

表达可以降解细胞外基质及基底膜, 水解血管

基底膜, 使血管通透性增高, 导致肿瘤的局部浸

润和远处转移. 在GISTs中MMP-2与MMP-9的表

达呈明显正相关, uPA和MMP-2、MMP-9表达

之间呈明显正相关, 故我们猜测在GISTs中uPA
在PI3K/Akt信号转导通路介导的TGF-β1调节下, 
可进一步激活MMP-2和MMP-2同时也具有激活

MMP-9的功能. 四者在GISTs的发生、发展过程

中的密切相关, 协同促进GISTs肿瘤ECM的降解

和肿瘤细胞的侵袭、转移. 
肿瘤的侵袭和转移程度是影响预后的主要

因素, uPA、MMP-2、MMP-9和TGF-β1四者之

间相互调节、共同参与GISTs的发生发展. 因此, 
我们认为uPA、MMP-2、MMP-9和TGF-β1的表

达可能是GISTs恶性肿瘤生长、浸润、转移以

及判断预后的重要指标. 以他们作为靶点, 抑制

其表达可阻断肿瘤的转移通道, 进而治疗肿瘤

改善预后.
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Abstract
Mucins (MUCs), the main components of 
the gastric mucus gel, are a family of high-
molecular-weight glycoproteins expressed by 
specialized epithelial cells lining the luminal 
surface of different organs. Numerous studies 
have indicated that Helicobacter pylori (H.pylori) 
colonizes the gastric mucosa by utilizing 
adhesins or non-adhesins that bind the MUCs 
expressed on gastric epithelial cells. During the 
infection process, H.pylori causes alterations of 
mucin expression. On the other hand, MUCs can 
exert protective effects against H.pylori infection 
owning to its unique structure. In this review, 
we give an overview of the protective role of 
MUCs  against H.pylori infection.

Key Words: Gastric mucin; Helicobacter pylori; Adhesin
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摘要
黏蛋白(MUCs)是由特殊的上皮细胞分泌的大

分子量的糖蛋白, 是构成胃黏液凝胶的主要组
成成分. 多项研究显示幽门螺杆菌(H.pylori )
通过其表面的黏附素分子或非黏附素分子与
胃黏蛋白结合从而定植在胃黏膜上皮上. 在
H.pylori感染过程中, H.pylori导致了胃黏蛋白
的表达发生了改变. 反之, 胃黏蛋白也因其特
有的结构在抗H.pylori感染中也发挥了重要作
用. 此文就目前有关胃黏蛋白在抗H.pylori 感
染中的作用的研究现状及进展作一简要概述. 

关键词: 胃黏蛋白; 幽门螺杆菌; 黏附素
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0  引言

全世界超过 5 0 % 的人口感染幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H.pylori ), 其可导致各种胃

部疾病, 如慢性胃炎、消化性溃疡和胃癌. 目前, 
H.pylori已被视为Ⅰ级致癌因素. 三联疗法是目

前所推荐的根除H.pylori的一线疗法, 但该方案

的根除失败率已经达到25%, 而且还有逐年上升

的趋势, 其失败的主要原因中就包括对H.pylori
的获得性耐药 [1]. 这在治疗H.py lo r i 相关的胃

十二指肠疾病中引起了广泛的关注. H.pylori通
过其表面的黏附素分子或非黏附素分子与黏蛋

白相结合来定植在胃黏膜上皮上. 近年的研究

发现胃黏蛋白因其特有的结构在抗H.pylori感
染, 尤其在抗H.pylori的黏附中发挥了重要作用. 
现就目前有关胃黏蛋白在抗H.pylori感染中的作

用研究现状作一综述. 

1  黏蛋白的类型及其表达特征

黏蛋白是由特殊的上皮细胞分泌的大分子量的

糖蛋白. 他位于不同的管腔表面, 如呼吸道、胃

肠道、生殖道等. 黏蛋白是构成上皮表面黏液

凝胶的主要组成成分, 其分布位置的特殊性使

其成为黏膜防御体系的一道屏障, 保护黏膜不

受外来物质及微生物致病原的侵袭, 另一方面

通过他们的特殊结构向上皮细胞内传递信息从

®

■背景资料
黏蛋白是构成胃
上皮表面黏液凝
胶的主要组成成
分, 因在其多肽链
的丝/苏氨酸的羟
基上连接上N -乙
酰半乳基, 然后逐
个加上糖基直至
O -连接寡糖链形
成, 因此是一种O -
连接型糖蛋白. 其
多变的连接方式
和分支结构对于
糖蛋白的生物学
功能起着至关重
要的作用. 关于黏
蛋白在抗幽门螺
杆菌感染中的作
用已被人们所关
注, 这可能为抗幽
门螺杆菌的治疗
带来突破.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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而有利于上皮的更新. 根据黏蛋白在上皮细胞

的表达模式不同, 将其分为跨膜型和分泌型. 跨
膜型黏蛋白包括MUC1、MUC12、MUC13、
MUC15、MUC16、MUC17、MUC20. 分泌型

包括MUC2、MUC5AC、MUC5B、MUC6、
MUC7、MUC8、MUC19. 正常成人的胃黏膜

表达MUC1、MUC5AC、MUC6. 黏蛋白MUC1
在胃窦部的表层黏膜上皮广泛表达, 而在胃窦

部幽门腺和胃体腺中则呈灶状表达. MUC5AC
的分布则局限于小凹上皮的细胞质中和黏液

颈细胞中. MUC6分布于幽门窦腺体的细胞质

中, 也分布于胃体的黏液颈细胞和主细胞中. 尽
管这些黏蛋白的基因在染色体上定位不同, 但
他们的主要结构是蛋白骨架 ,  即黏液核心肽 . 
黏液核心肽的典型结构是串联重复区(variable 
number of tandem repeats, VNTR), 其中丝氨

酸、苏氨酸、脯氨酸尤为丰富, 这些都是糖基

化的潜在位点. Ho等研究发现[2], MUC5AC和

MUC6在胃黏液凝胶中保持分离, 呈层状线性

排列. MUC5AC主要位于凝胶中的表层和底层, 
而MUC6则位于其中. 黏蛋白的这种自然的分

层现象为胃的黏液层提供了更强的黏液性, 为
胃上皮细胞提供了独立的而且充分的保护作

用. 相对于MUC5AC来说, MUC6在深部黏液中

存在, 其特征为该黏蛋白的O-聚糖侧链具有α1, 
4-GlcNAc残端. 胃黏液凝胶的厚度是可变的, 大
致为5-300 µm. 关于H.pylori感染导致胃黏液凝

胶的厚度报道不一. Al-Marhoon等研究发现, 虽
然cagA+菌株感染有导致黏液层厚度增加的倾

向, cagA+或cagA-的H.pylori感染与无H.pylori感
染比较, 两者均不影响胃黏液凝胶的厚度[3].

2  H.pylori 的特性

2.1 H.pylori 如何穿过胃黏液凝胶 H.pylori是革

兰阴性的微需氧菌, 其形态为螺旋形, 长度大约

2.5-5.0 µm. H.pylori自身的一些特点使其可以

在胃十二指肠这一不利于细菌生长的环境中生

存, 但H.pylori是通过什么方式来穿过胃壁表面

的黏液凝胶仍不清楚. 早先研究认为, H.pylori拥
有为数众多的长鞭毛, 鞭毛运动可以使他们像

螺钉穿过木塞那样穿过黏稠的胃液. 最近, Celli 
等[4]研究发现, 胃上皮表面黏液凝胶中黏蛋白的

流变学改变是pH依赖性的, 在中性pH时为黏液

溶液形式, 而在酸性情况下为黏液凝胶形式. 由
于H.pylori感染提高了胃腔pH值, 从而导致了

胃黏液的黏弹性的明显下降. 在分别对H.pylori

在酸性和中性胃黏液中的运动力研究显示 , 
H.pylori在较高的pH值中可以自由穿梭, 而在较

低的pH值时活动明显受到限制. 因此认为螺旋

形的H.pylori并不是穿过胃的黏液凝胶, 而是通

过改变了周围环境中黏液的流变学性质从而获

得运动力. 
2.2 H.pylori对胃黏蛋白的黏附力 黏附是细菌定

植于上皮细胞表面的必备条件, 由细菌表面的

黏附素分子介导. 穿过胃黏液凝胶的H.pylori可
通过黏附素识别胃上皮细胞表面的聚糖结构, 
而这些结构主要存在于胃黏液凝胶中的黏蛋白

上. 而不能黏附在上皮上的H.pylori , 很快就从上

皮细胞的表面和黏液凝胶中清除. 
目前认为H . p y l o r i 主要的黏附素均为

H.p y l o r i 外膜蛋白的家族成员 .  在这些黏附

素中, 血型相关抗原结合黏附素(blood group 
antigen-binding adhesin, BabA)识别果糖化的

ABO/Lewis b抗原(Leb), 而该抗原存在于红细胞

和胃肠道的黏膜上皮细胞上. 在胃黏膜上, Leb抗

原主要表达于表面的上皮细胞和分泌型黏蛋白

MUC5AC上[5]. 另一个黏附素是唾液酸结合黏附

素(sialic acid-binding adhesin, SabA), 结合黏液

酰LewisX(sLex)和黏液酰Lewis a(sLea)抗原, 黏
液酰Lewis抗原则在感染和炎症的胃黏膜上常 
见[6]. 此外, H.pylori通过其表面的BabA和SabA
黏附素也可以与从人胃上皮细胞上脱落在胃液

中的MUC1相结合[7].
另外 ,  最近L o k e等 [8]在实验中发现 ,  经

DIG(digoxigenin-3-O-succinyl-e-aminocaproic 
acid hydrazide)标记的黏蛋白结合在H.pylori的
烷基氢过氧化物还原酶(AhpC)和尿素酶上, 此
说明H.pylori的这两种蛋白在与黏蛋白的结合中

同样也发挥了作用. 虽然位于H.pylori表面的尿

素酶及AhpC并不属于H.pylori外膜蛋白的家族

成员, 但他们是H.pylori胞膜的组成部分, 同样具

有与胃黏蛋白的亲和力. 因此, H.pylori表面存在

的其他的非外膜蛋白在黏附中的作用还有待进

一步的研究.

3  H.pylori 感染对胃黏蛋白表达的影响

先前有关H.pylori感染导致的胃黏蛋白表达改

变的研究主要集中于对MUC5AC、MUC6表达

的影响. 这些研究显示胃黏膜H.pylori感染导致

了MUC5AC的表达下调[9,10]、MUC5AC合成的

抑制[11,12]、MUC6的过表达[13]以及表面上皮的

MUC6的异常表达[14]. 最近, Marques等[15]研究

■研发前沿
目前对于包括黏
蛋白在内的糖蛋
白的结构研究是
糖组学领域一个
研究热点, 但是人
类疾病样本的收
集, 糖蛋白的分离
富集以及现有的
分析技术都制约
着黏蛋白结构解
析的发展.
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发现, 在H.pylori感染和H.pylori非感染中, MU-
C5AC的表达无明显区别. Kang等[16]研究也显示, 
MUC5AC的表达与H.pylori感染无关. 同样, 关
于H.pylori感染导致的MUC6的表达也报道不一. 
Kang和Morgenstern[17]的研究都认为H.pylori感
染的胃黏膜上MUC6的表达下调. 

4  黏蛋白抗H.pylori 感染机制

4.1 MUC6抗H.pylori感染机制 唾液和胃的黏蛋

白均具有高度的和特异性的结合H.pyloriⅠ的能

力[18], 而胃的黏液凝胶可以使大多数的H.pylori
从上皮细胞表面清除. 如在罗猴模型中, 不分泌

黏蛋白的罗猴则具有较少的H.pylori的结合能力

从而具有更高的H.pylori感染密度并发展为胃 
炎[6]. 同样, Sjogren's综合征(干燥综合征)的患者

因其产生较少的黏蛋白, 胃黏膜则出现更明显

的H.pylori相关的病理学改变[19], 说明分泌的黏

蛋白结合了H.pyloriⅠ从而保护了胃黏膜上皮. 
H.p y l o r i 细胞壁包含有特征性的α-胆固

醇葡萄糖苷类, 如胆固醇-α-D -吡喃葡萄糖苷

(cholesteryl-α-D -glucopyranoside, CGL). CGL是
二磷酸尿苷葡萄糖(UDP-Glc)在胆固醇-α-葡萄

糖基转移酶的作用下, 将其上的糖基以α键转移

到胆固醇的C3端而形成的. 2004年, Kawakubo
等[20]研究发现, 胃黏蛋白MUC6的O-聚糖侧链的

α1, 4-GlcNAc残端有强大的抗H.pylori作用. α1, 
4-GlcNAc结构则是胆固醇-α-葡萄糖基转移酶的

有效的抑制剂, 而胆固醇-α-葡萄糖基转移酶只

存在于H.pylori上, 这就意味着由胃腺颈黏液细

胞和胃窦幽门腺产生的MUC6可能在宿主抵抗

H.pylori感染中发挥重要作用. 已经有实验研究

发现H.pylori的生长可被含α1, 4-GlcNAc残端的

有效浓度为0.5 mmol/L的黏蛋白型O -聚糖明显

抑制[21]. 因此, 胆固醇-α-葡萄糖基转移酶抑制剂

的发现对于研发含有α1, 4-GlcNAc残端结构的

黏蛋白型O -聚糖药物作为H.pylori的抗菌剂, 从
而有效防治H.pylori感染十分重要. 
4.2 MUC1抗H.pylori 感染机制 在黏液层下, 细
胞表面的黏蛋白MUC1广泛表达于所有黏膜上

皮细胞的顶端. 由于黏蛋白MUC1本身具有很

长的丝状结构, 因此其有可能是宿主和穿透黏

液层的微生物之间相互作用的第一站. 已经发

现缺乏Muc1基因的小鼠对H.pylori [22]和空肠弯

曲杆菌[23]的感染具有易感性, 并且发现Muc1基
因的小鼠无论是在H.pylori定植的范围方面还

是在其导致的病理学发展的程度方面都更严

重. 但是关于MUC1如何限制H.pylori感染的机

制仍不十分清楚. Lindén等[7]认为, 当H.pylori还
没有结合到MUC1上时, MUC1的长达200-400 
nm的胞外区域就能够在空间上阻挡H.pylori黏
附到宿主细胞表面, 因此立体阻碍了其黏附到

细胞表面的其他配体上; 当H.pylor i结合到了

MUC1上时, MUC1的胞外区域就从上皮细胞的

表面释放出来, 因此其作用就类似于一个诱饵

覆盖了H.pylori的BabA和SabA黏附素, 从而阻

止H.pylori的进一步黏附. 这与先前的研究认为

H.pylori可以导致MUC1的表达降低相一致[11]. 
通过这两种限制H.pylori与上皮细胞的黏附就

可以减少其致病性, 因为这限制了H.pylori的由

Cag致病岛编码的分泌系统的活性, 从而减少了

H.pylori释放的促炎因子进入上皮细胞内[24]. 然
而在Linden的实验也发现[7], 同时去除H.pylori的
2种黏附素BabA和SabA对H.pylori所导致的细胞

凋亡的影响要远远大于去除CagA的影响. 虽然

黏附素和CagA同时影响了上皮细胞的活性, 但
是CagA要达到最大的影响, 就必须通过H.pylori
上的黏附素黏附在上皮细胞上. 在人的胃窦的

活检标本中发现感染了BabA阳性的H.pylori菌
株则会出现更明显的淋巴细胞的浸润, 明显的

上皮增生, 腺体的萎缩和肠化[25]. 同样, 严重的中

性粒细胞浸润和萎缩(更为严重的病理学表现)
与SabA的表达相关[26]. Lindén等发现H.pylori导
致的胃上皮细胞的凋亡和坏死与黏附素BabA
和SabA的表达呈剂量依赖性, 缺失编码BabA和

SabA黏附素的等位基因突变的菌株就大大减少

了导致细胞死亡的能力. 这说明这些黏附素是

H.pylori细胞表面的主要决定因素, 而附着于上

皮的H.pylori的数量决定了对上皮细胞活力的

影响.
有关MUC1胞外区域的长短是否影响其在

空间上立体阻碍H.pylori黏附到细胞表面的其

他配体上; 已研究发现具有编码短的胞外糖基

化区域的短VNTR等位基因的MUC1与疾病密

切相关. 有解释认为MUC1的短的形式在空间

阻碍附着或在作为可释放的诱饵方面都是很

难奏效的, 因此无法阻止H.pylori与上皮细胞表

面的结合, 从而不能阻止其所致的病理学改变. 
同时, Costa等从转染了编码不同VNTR长度的

MUC1VNTR等位基因的细胞的实验中说明长

的等位基因在与H.pylori结合方面更有效, 这可

能是因为长的VNTR区域提供了更多的细菌结

合的位点[27]. 

■应用要点
本文对目前已有
的关于黏蛋白的
抗幽门螺杆菌感
染的机制的研究
进行综述, 为今后
研发基于黏蛋白
结构的抗幽门螺
杆菌感染的新药
提供参考.
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至于与MUC1胞外区域释放相关的蛋白水

解酶, Lindén等和Thathiah[28]都认为是MMP-14
而不是ADAM17. 然而, MMP-14只是部分影响

了感染细胞的MUC1的脱落, 对非感染细胞的

MUC1的脱落并无影响, 这就意味着在MUC1的
释放中存在其他因素. 虽然, 并不能肯定排除其

他目前不知的酶, 但是很有可能也存在MUC1的
SEA区域中的跨膜域和胞外域的非共价作用的

分离从而导致其胞外区域的释放. 目前发现许

多细胞表面黏蛋白在合成过程中, SEA是其分离

的部位[29]. 同样, 胞外区域的释放也可能是由于

MUC1结合了H.pylori后构象发生了变化, 或者是

由于具有高度运动能力的H.pylori所产生的剪力

的作用.

5  结论

大量的研究显示H.pylori通过其表面的黏附素

分子或非黏附素分子与黏蛋白相结合来定植在

胃黏膜上皮上, 从而进一步致病. 对黏蛋白在抗

H.pylori感染, 包括其作为H.pylori的胆固醇-α-
葡萄糖基转移酶的抑制剂或者在抗H.pylori黏附

中发挥的作用的进一步了解将有助于我们制备

抗菌剂或者抗黏附抗体进行抗H.pylori感染治

疗, 这可能对H.pylori耐药的防治具有突破性的

进展. 
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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
Anastomotic leakage is a common complication 
after anterior resection for rectal cancer. It can 
increase postoperative mortality rate and local 
tumor recurrence rate, lower long-term survival, 
result in long-term impairment of anorectal 
function and increase patients’ suffering, raise 
treatment costs, and prolong hospital stay. 
A better understanding of the risk factors for 
AL has important clinical implications for the 
management of such complication.

Key Words: Rectal cancer; Anastomotic leakage; 
Risk factor

Gao YF, Dong M. Risk factors for anastomotic leakage 
after anterior resection for rectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 803-807

摘要
吻合口漏(anastomotic leakage, AL)是直肠癌
前切除术后常见并发症之一, 使术后病死率、

肿瘤局部复发率提高, 降低长期生存率, 并使
肛管直肠功能长期受损, 增加患者痛苦, 增加
治疗费用, 延长住院时间. 因而加深对AL危险
因素认识, 具有重要临床意义. 

关键词: 直肠癌; 吻合口漏; 危险因素
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0  引言

吻合口漏(anastomotic leakage, AL)是直肠癌前

切除术后常见并发症之一, 其发生率2%-28%[1-4]; 
差异之大, 部分是由于目前对于AL还没有广泛

认同的定义, 限制了不同研究单位和机构资料

的可比性; 部分是由于选择患者的标准、手术

医生的专业技术水平等差别所造成的. AL为肠

内容物从两个空腔脏器外科吻合口处漏出, 肠
内容物可见于切口或者引流管内, 或者积聚于

吻合口周围, 导致发热, 脓肿, 败血症, 代谢失

调, 和/或多器官功能衰竭. 对于没有肠内容物

自吻合口出现, 没有临床症状或体征的, 而被影

像学检查发现的AL应被定义为亚临床漏. AL
的临床诊断是指无需影像学检查就能确诊的任

何肠内容物渗漏造成的腹膜炎, 直肠阴道瘘和

盆腔脓肿; 也可通过临床, 内镜或影像学检查判 
断[4]. 由于AL与较高的死亡率相关, 故早期诊断

具有重要意义, 但目前尚无有效的术后监测方

法. den Dulk等采用临床容易获得的术后监测指

标进行评分, 并根据评分进行相应的处理, 从而

减低对AL的延误诊断及其继发的病死率; 标准

监测组与历史对照组检出率分别为9.4%, 7.0%, 
病死率由39%降低至24%; 多变量分析显示延误

诊断时间显著的缩短(4 d vs  1.5 d, P  = 0.01), 从
而可以减少首发症状与确诊时的时间[5]. 另有作

者指出术后血清C-反应蛋白升高是AL的重要

指标; 吻合口黏膜内pH值是形成AL的独立危险

因素[6]; 腹膜内乳酸/丙酮酸比值, 细胞因子IL-6, 
IL-10及TNF-α在发展为有症状的AL组明显增 
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加[7], 但在临床上未普遍使用. 

1  直肠癌切除术后AL发生的高危因素

1.1 与患者基础状态相关的危险因素 一般危

险因素, 如: 高龄, 男性, 体质量指数(BMI≥30  
kg/m2), 不良生活习惯(吸烟、酗酒)等; 病理相

关危险因素, 如: 糖尿病, 心脑血管疾病(如冠心

病), 肺部疾病(如COPD), 贫血、低蛋白(ALB<30 
g/L), 术前激素使用, 术前放化疗等; 与肿瘤相关

的危险因素: 如肿瘤的大小, 位置, 病理类型对

AL作用不明显[2,8]. 
1.2 与手术相关危险因素 
1.2.1 与术者相关因素: 结直肠癌外科治疗结果

在不同手术者之间有显著的差异, 一般认为是

由术者专业技术水平或手术量的差异造成的. 1
项前瞻性研究发现, 专业较非专业医师, 有较低

的术后死亡率、AL发生率, 较高的无局部复发

率和长期生存率. 对于择期结直肠手术来说, 高
手术量(≥18.5次/年)外科医师有较低的围手术

期死亡率, AL的危险随着手术量的增加而降低[8]. 
其他与术者相关因素如: 手术时间延长≥3 h(OR  
= 2.5, 95%CI: 1.5-4.3, P  = 0.02)、术中失血量超

过500 mL、多次输血、术中污染、医源性远端

直肠撕裂、医源性肿瘤或临近直肠穿孔等与较

高的AL相关[9,10]. 
1.2.2 全直肠系膜切除术(t o t a l m e s o r e c t a l 
excision: TME): TME进入临床应用以后, 低位

前切除手术方式明显增加, 并使局部复发率较

传统手术显著降低. 同时, 临床AL的发生率也随

之增加. Carlsen等研究指出: TME可以把5、10
年局部复发率降低到5%, 5年生存率达到80%, 
TME组术后死亡率为7%, AL发生率为16%, 发
生AL后需要手术处理的比非TME组要高. Law
等指出TME比较复杂, 比高位肿瘤施行部分直

肠系膜切除术有较高的AL发生率(8.1% vs  1.3%, 
P <0.001),中、远端直肠癌施行TME与近端直肠

癌行部分直肠系膜切除术相比, 其局部AL发生

率与生存率相近[10]. 国内蓝祥海等报道单用吻合

器与吻合器结合全TME术后AL的发生率分别为

7.4%(5/68)与17.3%(9/52)[11]. 但最近1项Meta分
析指出: TME手术是导致AL的高危因素(OR  = 
1.24, 95%CI: 0.84-1.83, P  = 0.29), 但与传统手术

治疗直肠癌相比, 差异无统计学意义(OR  = 1.98, 
95%CI: 0.85-4.61, P  = 0.11)[12]. 
1.2.3 吻合口位置: 距肛缘的位置越高, AL的风

险越小. Platell等指出: 腹膜内AL为1.5%, 腹膜外
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为6.6%, 超低位前切除与AL的高发生率相关, 腹
膜外吻合患者AL并发症及病死率均升高[13]. 中
低位肿瘤行TME比高位肿瘤行部分直肠系膜切

除术更加困难并且有较高的AL发生率[10]. 吻合口

距肛缘≤10 cm的AL发生率是>10 cm的3.5倍[2].
1.2.4 吻合口的血运/张力: 1项术中使用激光多

普勒测量仪在预测结直肠癌进行器械吻合后AL
发生的可靠性研究显示, 直肠残端血流减少与

较高的AL相关; 和基础测量值相比, 在结肠切除

后血流减少76.3%, 在AL与血流减少之间存在正

相关. 国内陈创奇等指出, 于肠系膜下动脉根部

结扎, 只要保留中结肠动脉和边缘动脉弓, 则可

保证前切除术时吻合口的良好血运, 避免发生

AL, 并能达到根治的目的; 否则有时会危及吻合

口近端的血供, 从而引起AL. 腹膜返折平面以下

直肠缺乏浆膜层结构, 因而对张力的耐受性差, 
如肠管游离不充分, 勉强拉拢缝合, 则吻合口张

力大. 有作者认为常规进行脾曲松解是直肠癌

低位前切除术中的必须步骤, 可以提供安全、

无张力的吻合条件, 然而另有作者认为脾曲松

解可能增加脾脏损伤的机会, 不做脾曲松解可

以节省手术时间, 不增加AL、局部复发率及术

后病死率[14]. 
1.2.5 吻合方式/技术: 低位直肠癌术后结、直

肠连续性的恢复有4种: 结肠肛管端对端吻合

(the straight coloanal anastomosis, CAA), J形贮

袋吻合(the colon J pouch, CJP), 结肠成形术(the 
transverse coloplasty pouch, TCP), 端侧吻合(side-
to-end). 在1项随机对照研究中显示TCP(15.9%)
较CJP(0%)有较高的AL; CJP具有较低的AL, 可
能是由于吻合口近端肠管具有较好血液供应(已
被激光多普乐技术证实); TCP术式AL与CAA相

当[15]. 大多数学者认为吻合技术(手法与器械)不
是AL发生的决定性因素, Lustosa等指出如果不

考虑吻合口位置的话, 目前数据尚不能说明手

法缝合与器械吻合哪个较优, 及双层较单层缝

合哪个更好的结论. Slawomir等研究指出: 单吻

合器双荷包吻合法消除了双吻合器相互交叉的

吻合线及吻合死角的弊端, 吻合确实, 术后AL的
发生率较低(0.6%)[16]. 国内邱辉忠等报道文献统

计的双吻合技术在低位直肠肿瘤手术后AL发生

率为2.5%-11.0%[17]. 提示单吻合器双荷包吻合法

在降低AL方面可能优于双吻合技术.

2  与预防措施相关的危险因素

2.1 术前准备 传统观念认为术前常规使用机械
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性肠道准备, 可以降低择期结直肠外科术后AL, 
但此措施缺乏科学证据. 1项Meta分析指出就术

后AL发生率而言, 机械性肠道准备有害(可以使

大肠壁结构及炎性改变[18]), 不能降低AL发生率, 
并建议对于结直肠外科术前省略此措施[19]. 虽
然有试验证据支持术前不使用机械性肠道准备, 
但对于具体患者应具体分析, 如果做出了错误

的决定, 将给患者带来巨大的不良后果. 另外对

于术前预防性使用抗生素已被确认有效, 一致

认为预防性抗生素应当覆盖需氧及厌氧菌, 毒
性最低, 效果确实. 但就给药方式, 不主张使用

口服肠道抗生素[20], 静脉给药效果较好, 切皮前, 
及之后再每隔8 h连续给药2次的效果, 要比仅切

皮前一次给药的预防效果好[21]. 
2.2 局部感染 Keshava等在AL周围发现艰难梭菌

毒素, 并强调指出术后感染艰难梭菌对结直肠

吻合口的潜在损害作用[22]. 右半结肠切除术较左

半结肠切除术后吻合口漏发生率显著降低. 对
于左半结肠切除术, 如果结肠清洁度较差, 应进

行术中结肠盥洗. 当结肠清洁度较差进行姑息

性切除及低位远端直肠吻合时, 应该考虑使用

预防性造口[23]. 术前肠道准备不充分, 术区污染, 
术后引流不畅使盆腔积液和吻合口周围感染是

发生漏的重要因素. 急诊手术(3.7%)较择期手术

(1.6%, P <0.001)有较高的AL发生率, 考虑也与肠

道准备欠佳, 术区污染有关[8].
2.3 预防性造口的作用 低位前切除(low anterior 
resection, LAR)术后同期使用造口(回或结肠造

口术)保护结、直肠吻合口, 一直是个有争议的

问题. 最近1项Meta分析1 024名患者后指出在结

直肠术后AL发生率方面, 行回肠或结肠辅助性

造口方式之间尚未发现差异[24]. 回肠造口增加

并发症发生率及住院费用, 因而不应作为常规

使用, 但可以选择性的用于肠道准备较差, 和有

促进AL发生的并存病的情况[25]. 虽然在低位直

肠癌保留括约肌的手术中经常使用临时性造口, 
但其对AL的作用尚不明确, 而且造口术后有一

定的并发症, 最常见如: 皮炎、红班, 最严重的

是脱水及造口脱出; 造口关闭后切口感染, 小肠

梗阻等不良反应, 因而应该慎重使用造口. Huh
等研究指出, 即使没有使用造口, 吻合口并发症

发生率也不高, 低位直肠癌手工结肠肛管吻合

的患者没有必要使用造口, 但术前接受放疗的

患者为促进吻合口良好愈合应该使用[26]. Lipska
等指出, 男性, 腹部手术史及低位直肠癌与AL发
生率增加相关, 建议有这些危险因素时应考虑

使用预防性造口术, 并可选择性的应用于女性

患者[27]. 良好的术前准备, 包括新辅助化疗后选

择手术时间, 正确的外科手术方式, 对于大部分

直肠癌, 包括TME及超低位吻合的患者, 可以避

免使用造口, 并可以减少因此而需要的二次手

术; 对于急诊, 吻合环不完整, 水气试验阳性, 及
高危患者仍需要一期预防性造口[28]. 最近一项

关于预防性造口的Meta分析研究结果指出: 预
防性造口不影响AL的发生率, 但可以改善漏发

生后的不良后果, 如粪性腹膜炎及败血症; 与临

床相关AL的A值为0.32(95%CI: 0.17-0.59), 提示

预防性造口对降低AL并发症具有统计学意义

(Z  = 3.65, P  = 0.0003); 由于AL导致的并发症而

需要再手术的A值为0.27(95%CI: 0.41-0.45), 因
此预防性造口可以显著减少二次手术(Z  = 3.95, 
P <0.0001); 降低临床相关的AL发生率, 并推荐

用于低位直肠癌外科[29]. 
2.4 盆腔引流管 常规使用盆腔引流未被证明对

减少AL有用, 不鼓励使用. Yeh等对978例择期行

前切除的直肠癌患者AL的危险因素进行调查,
单变量研究指出预防性的使用盆腔引流不能降

低AL的发生, 对于择期的患者不鼓励常规使用

盆腔引流[30]. 荷兰1项随机对照研究对比了引流

对TME合并及不合并术前放射治疗的作用, 多
变量分析显示TME术后不放置盆腔引流是AL的
独立危险因素, TME术后放置一根或两根盆腔

引流, 可以降低AL的不良后果[31]. 恰当的低位盆

腔引流对治疗AL并发症非常重要, 如手术操作

困难, 预防盆腔血肿, 但除外灌洗作用之外而行

引流. 
2.5 术中检测吻合口 关于AL的检测方法常用的

为水气试验. Griffith等使用该方法检测器械吻

合的严密性, 发现不完整的“面包圈”与术后

AL的发生具有统计学相关性, 在修补经气水试

验发现的吻合口缺陷后, 没有患者术后出现有

临床症状的AL发生. 但Schmidt等研究发现, 术
后AL在检测试验中正常与异常的患者中没有差

异[32]; 另有作者报道术中使用亚甲蓝灌肠进行

检测.

3  结论

直肠癌术后A L的发生受多种因素影响, 如性

别、年龄、直肠肛管的解剖结构、血供分布特

点, 肿瘤大小、位置等是我们术前不能改变的

事实; 术前贫血、低蛋白、合并其他器官疾病

与功能障碍可以通过充分的术前准备予以纠正, 

■相关报道
大多数学者认为
吻合技术(手法与
器 械 ) 不 是 A L 发
生的决定性因素, 
Lustosa等指出如
果不考虑吻合口
位置的话, 目前数
据尚不能说明手
法缝合与器械吻
合哪个较优, 及双
层较单层缝合哪
个更好的结论.
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以改善患者的手术耐受力; 术中遵守无瘤、无

菌、无血、微创原则, 减少裸化肠管的距离, 减
少对吻合端的张力与血供的破坏, 熟悉吻合器

械的操作等; 术后细心的观察, 积极的治疗等. 
充分认识这些因素后, 我们可以针对具体患者

采取相应的预防措施, 从而有效减少AL的发生. 
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Abstract
The research on the regulation of microRNAs 
(miRNAs) and DNA methylation belongs to 
the scope of epigenetics. Both microRNAs 
(miRNAs) and DNA methylation play an im-
portant role in the development and progres-
sion of human cancers. Recently, it has been 
demonstrated that there exist complex recipro-
cal regulatory mechanisms between microR-
NAs and DNA methylation. In this paper, we 
will give a review of the recent advances in 
understanding such reciprocal regulation in 
colorectal cancer, with an aim to offer new 
insight into the diagnosis and treatment of the 
disease.

Key Words: Colorectal cancer; MicroRNA; DNA 
methylation; Epigenetics
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摘要
microRNA(miRNA)及DNA的甲基化修饰都属
于表观遗传学的重要内容, 两者在肿瘤的发生
发展中起着重要的作用. 目前发现, microRNA
与DNA甲基化之间存在着复杂的相互调控机
制. 本文将就两者在大肠癌中相互作用的研究
进展进行综述, 旨在为大肠癌的研究提供新的
思路.

关键词: 大肠肿瘤; miRNA; DNA甲基化; 表观遗

传学
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0  引言

大肠癌是最常见的消化系肿瘤之一. miRNA是

新近发现的一类在动植物及病毒中广泛存在

的单链非编码RNA, 鉴于其作用机制, 有学者[1]

将其归入表观遗传学(epigenetics)的范畴. DNA
甲基化异常是表观遗传学的重要内容. miRNA
及D N A甲基化都与肿瘤的形成有着密切的联 
系[2,3]. 目前研究发现, 他们之间的相互调控在肿

瘤的发生、发展进程中同样发挥了十分重要的

作用. 本文就大肠癌中两者相互作用的研究进

展作一综述. 

1  microRNA概述及在大肠癌中的表达

miRNA的编码基因首先转录产生1 000 bp左右

的初级产物(pr i-miRNA), 后者在细胞核内被

RNaseⅢ内切酶家族的Drosha酶进一步切割成

70 bp左右的发夹状前体(pre-miRNA), 该前体

在exportin-5蛋白的作用下转运至细胞质, 然后

经Dicer酶切割成约22 nt的成熟miRNA. 成熟的

miRNA在RNA诱导沉默复合物(RNA-induced 
silencing complex, RISC)的引导下, 与靶mRNA3'
端非翻译区(3'UTR)完全或不完全匹配结合, 诱
导靶mRNA降解或阻遏其翻译, 从而在转录后水

平沉默基因的表达, 并通过细胞内复杂的调控

网络对细胞发育、分化、增殖与凋亡等进行精

®

■背景资料
表观遗传是指细
胞内的基因型未
发生变化而表型
却发生了改变的
遗传现象, 主要涉
及DNA甲基化、

非编码RNA等方
面的调控; 大肠癌
是最常见的消化
系肿瘤之一. 近年
来研究表明, 表观
遗传在大肠癌的
发生发展中起到
了重要的作用, 对
其深入研究将为
认识和治疗肿瘤
提供新的思路.

■同行评议者
李玉民, 教授, 兰
州大学第一医院
普外科
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确调节[4,5]. 
miRNA对mRNA的沉默方式取决于两者特

异性结合的程度[6]. 大多数的植物miRNA可以与

靶序列完全匹配而进入RNA干涉途径降解靶分

子; 而绝大多数哺乳动物miRNA与靶mRNA的

3'UTR序列不完全配对, 通过RISC复合体降低靶

基因蛋白的表达, 在转录后翻译水平抑制靶基

因的表达. 
越来越多的研究证实, 正常组织与肿瘤组

织中miRNA的表达存在显著的差异, miRNA在

肿瘤的发生、发展中起着重要的调控作用[7,8]. 
目前的研究表明, 大肠癌相关miRNA达几十种

之多(表1). miRNA具有促癌和抑癌的作用, 这
取决于他们在细胞中的表达方式以及在细胞

恶性转化进程中的作用[9]. Kumar等[10]在研究包

括大肠癌在内的多种人类肿瘤细胞中miRNA
的表达调控时发现, miRNA的普遍抑制(global 
inhibition)可引起细胞成瘤性的增加并导致肿瘤

的形成. Monzo等[11]发现, miR-17-5p及其靶分子

E2F转录因子1(E2F transcription factor 1, E2F1)
在人类结肠的早期胚胎发育和肿瘤的发生中存

在着相似的表达模式, 且肿瘤的恶性程度越高, 
其表达模式越接近胚胎中的表达. 提示胚胎发

育期, 结肠组织中miR-17-5p的高表达通过下调

E2F1的表达促进细胞的增殖; 而结肠癌发生过

程中miR-17-5p的表达重新被激活, 并导致了细

胞的恶性增殖. 
大肠癌中miRNA的表达与临床病理特征

及肿瘤的预后存在相关性. 研究者检测197例
结肠癌组织中miRNA的表达并结合病例随访

发现, 37种miRNA的表达存在差异, 其中miR-
20a、miR-21、miR-106a、miR-181b及miR-203
的表达升高, 而又以miR-21的升高最显著, 且其

在结肠癌中的高表达与较差的分化、较差的化

疗疗效及较低的生存率相关[12]. Kopetz等[13]发

现, miR-320和miR-498的表达与Ⅱ期大肠癌患

者无进展生存期(progression- free survival, PFS, 
指从开始对肿瘤进行针对性治疗直至肿瘤出现

继发进展生长的时间跨度, 是肿瘤治疗的临床

研究常用的权衡指标之一)有关, 两者高表达的

患者, 其PFS明显缩短. Schepeler等[14]对49例Ⅱ

期大肠癌的肿瘤标本进行检测发现, miR-142-
3p、miR-212、miR-151及miR-144四种miRNA
的差异性表达可以将受检的大肠癌分成微卫

星稳定(microsatellite stable, MSS)及不稳定型

(microsatellite stable, MIS), 其准确率、特异性和

敏感性分别为84%、81%和92%. 这两种类型区

分的意义在于, 微卫星不稳定型具有较好的预

■研发前沿
m i R N A 是 新 近
发现的一类在动
植物及病毒中广
泛存在的单链非
编码RNA,  其与
DNA甲基化都属
于表观遗传学的
范畴, 且都与肿瘤
的形成有着密切
的 联 系 .  目 前 发
现, 他们之间的相
互调控在肿瘤的
发生、发展进程
中同样发挥了十
分重要的作用, 两
者之间相互作用
的机制有待进一
步的研究发现.

表 1 大肠癌中miRNA的表达概况

     上调miRNA            预测靶点  下调miRNA         预测靶点

let-7b   let-7an 

let-7g         TGFR2 miR-10an 

miR-9         TCF4, MSH2 miR-15b 

miR-17-3p  miR-23a 

miR-17-5p  miR-25 

miR-21   miR-27a 

miR-26a   miR-27b 

miR-29b-2  miR-30c 

miR-30a-3p  miR-34b/cn 

miR-30a-5p  miR-107 

miR-31   miR-124an      CDK6, Rb

miR-96         K-Ras miR-125a 

miR-124b        MLH1 miR-125b       VEGF,  

miR-128b          IGFR1, 

          VEGFR

miR-132   miR-127 

miR-135a         MSH2 miR-130a       TGFR2

   miR-133a       BAX, K-Ras

miR-135b   miR-133b       K-Ras

miR-141         APC, MSH2 miR-134 

miR-142-3p  miR-137       TGF2I

miR-142-5p  miR-143 

miR-181a   miR-145       TGFR2, APC

miR-181b   miR-147 

miR-182         IGFR1 miR-154       MLH1

miR-183   miR-191 

miR-194   miR-199a 

miR-200a         MSH2 miR-199b 

miR-200b         MLH1 miR-214       TP53, 

	 	 	 	       b-catenin

          TGFR2, 

          BAX,

miR-200c         MLH1, SMAD2        CDKN2b, 

          EGFR

miR-203   miR-296 

miR-205         K-Ras, SMAD4 miR-299       b-catenin,

         MSH2, PTEN        CDKN2a

   miR-337 

miR-215   miR-339 

miR-219         TGFR2 miR-342n 

   miR-368 

miR-320   miR-370       BAX, AKT1

miR-338   miR-582  

miR-372         TGFR2, SMAD2  

         MLH1, AKT1  

n可被DNA甲基化调控.
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后, 而其化疗的效果较差. 
鉴于miRNA在大肠癌中的重要作用, 研究

其调节机制对于揭示肿瘤的发生发展及制定相

关的治疗策略有重要意义. 近年来, miRNA与

DNA甲基化的关联性报告明显增多, 越来越多

的研究表明, 两者之间存在着复杂的相关调节

机制.

2  大肠癌中miRNA与DNA甲基化修饰的相互作用

m i R N A的表达调控可以发生在转录水平, 也
可发生在转录后的加工成熟阶段. m i R N A编

码基因启动子序列的CpG岛可以发生DNA的

甲基化, 而甲基化所导致表达沉默即是在转录

水平对miRNA进行调节; 此外, Michael等[15]还

发现, 大肠癌和腺瘤组织中miR-143和miR-145
的表达均减少, 而pre-miR-143水平却没有显著

的变化, 这提示miR-143的表达在转录后(post-
transcriptional)受到调节而下调. 目前研究显示, 
与mRNA相似, pri-miRNA也具有7-甲基鸟嘌呤

核苷帽结构和多聚腺苷酸尾部[5], 且人类miRNA
编码基因中约有47%与CpG岛相关[16]. 这些都提

示: miRNA可能像一般的蛋白编码基因一样, 可
以被DNA甲基化等表观遗传修饰调控. 

与此同时, miRNA分子也可以调控表观遗

传作用. DNA甲基化转移酶(DNMT)催化S-腺苷

甲基硫胺酸(SAM)的甲基基团转移至胞嘧啶上, 
在甲基化过程中发挥关键作用. miRNA可以通

过调节DNMT的表达进而调节DNA的甲基化. 
2.1 甲基化调控miRNA在大肠癌中的表达

2.1.1 CpG岛甲基化调控miRNA的表达: 哺乳动

物中, DNA的甲基化发生在CpG二核苷酸中胞

嘧啶的5位碳原子上. CpG按一定的含量成簇地

出现形成CpG岛. 人类基因组中大约包括38 000
个CpG岛, 70%已知基因的5'端调节区有CpG岛

存在[17]. 在人体正常细胞中, 多数与基因表达有

关的CpG岛未被甲基化, 而只有富含CpG重复

序列和逆转录因子(retroelements)被彻底地甲基

化. 在肿瘤形成过程中, 这种模式发生了改变[18], 
出现了基因间重复序列的低甲基化和编码区域

CpG的高甲基化. Lujambio等[19]比较了结肠癌细

胞HCT-116的野生型和DNA甲基化酶DNMT1/
3B基因双敲除(DKO)型细胞中miRNA的表达, 
发现缺乏DNMT的细胞中, 18/320的miRNA表达

升高3倍以上, 其中miR-124a、373、200c、130b
及517c这5种miRNA包埋于典型的CpG岛内, 而
miR-124a所处的CpG岛在DKO细胞中被特异性

的甲基化. 随后, 研究者在大肠癌组织中也发现

了相当比例甲基化的miR-124a, 并证实甲基化

导致的miR-124a表达减少可以诱导下游CDK6
的激活, 继而引起Rb蛋白的磷酸化, 促使肿瘤发

生. CpG岛甲基化调节miRNA的表达与大肠癌

临床病理特征存在相关性. Grady等[20]发现, 去
甲基化剂作用后, 大肠癌细胞中has-miR-342的
表达上调, 并且肿瘤细胞的凋亡明显增加. 在检

测40种其他类型的肿瘤细胞中, 只在一种肺癌

细胞中检测到has-miR-342的部分甲基化, 这说

明has-miR-342的甲基化失活具有大肠癌特异

性. Bandres等[21]在大肠癌细胞系中发现了表达

下调的has-miR-9、has-miR-129及has-miR-137, 
采用甲基化特异性PCR(MSP)及亚硫酸盐测序

分析发现, 其中has-miR-9的表达与CpG岛的甲

基化水平呈反比, 且与淋巴结转移存在相关性. 
Lujambio等[22]发现, 包括结肠癌淋巴结转移细胞

系中, miR-148a、miR-34b/c及miR-9由于启动子

CpG岛的甲基化而表达下调, 而他们相应靶点

如C-MYC、E2F3(E2F transcription factor 3)、
CDK6和TGIF2(TGFB-induced factor homeobox 
2)的表达随之升高, 并与肿瘤的转移能力相关. 
2.1.2 去甲基化或低甲基化作用调控miRNA的表

达: DNA的去甲基化通过作用于基因的重复单

元(repetitive elements)、逆转座子、缺乏CpG的

启动子、内含子及基因沙漠(gene desert)等引起

染色体的重构和基因的易位, 进而影响基因的

稳定性[23-26]. 其同样也参与miRNA的调控. 正常

情况下, 细胞中的let-7a-3所在CpG岛高度甲基

化而致其失活, 肺癌细胞中则出现了相应CpG岛

的低甲基化, 并导致let-7a-3的激活, 激活的let-
7a-3使得近200个基因调节障碍, 参与肿瘤的形

成[27]. 可见, 低甲基化或去甲基化作用也可以增

加miRNA分子的表达, 并参与肿瘤的形成. 这种

现象在大肠癌中尚未发现, 但其提示DNA甲基

化调控miRNA表达的复杂性. 
2.1.3 miRNA的甲基化调控的影响因素: miRNA
的甲基化同时受到其他因素的调控. MBP家族

中的甲基化CpG结合蛋白2(methyl CpG-binding 
protein 2, MeCP2)通过结合于甲基化的CpG而

抑制基因的表达[28]. Nomura等[29]发现, 磷酸化

导致的去极化作用可以解除其与CpG的结合, 
并引起miR-184的表达上调. 有实验表明, 基因

中单个核苷酸改变引起了pre-miRNA结构的

变化. Bemis等在黑色素瘤细胞中发现[30], pr i-
miRNA中核苷酸串联重复序列变异(VNTR)影

■相关报道
编 码 基 因 启 动
子区域CpG岛的
DNA甲基化可以
影响miRNA的表
达 ,  而miRNA则
可通过调节甲基
化的关键酶作用
于 D N A 甲 基 化 , 
两者之间的相互
调控同时还受到
多种因素的作用.
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响了成熟miRNA的表达和功能. 谷胱甘肽-S-转
移酶P1(glutathione S- transferase P1, GSTP1)与
包括大肠癌在内的多种肿瘤的化疗耐药相关[31], 
Ronneberg等[32]发现, 乳腺癌细胞GSTP1启动子

区域存在ATAAA重复片段的变异和四种单核

苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms, 
SNPs), 这些序列的变化导致转录因子c-Myb结
合位点的改变, 影响GSTP1转录的活性. 而其转

录活性的改变导致启动子区域DNA甲基化的改

变. Hazra等[33]发现, 大肠癌中参与一碳代谢途

径的某些基因的单核苷酸多态性, 如rs1801131
及rs1801198与启动子CpG岛甲基化表型(CpG 
island methylator phenotype, CIMP)相关, 也就是

说这两种SNPs可以影响细胞某些基因的甲基

化. 可见, 核苷酸串联重复序列变异及单核苷酸

多态性可能参与了miRNA的甲基化调节. 以上

结果均提示, 大肠癌的发生发展中, 异常DNA甲

基化修饰可以通过类似于调节mRNA甲基化的

方式对miRNA的表达进行调控. 
2.2 大肠癌中miRNA对DNA甲基化的影响 随着

研究的不断深入, 人们发现, miRNA作为表观

遗传的重要方面, 参与了对DNA甲基化的调控. 
Lewis等[34]预测的miRNA分子调节靶点中, 包括

了组蛋白甲基化转移酶、MBPs、染色体区域

结合蛋白和组蛋白去乙酰化酶, 这些蛋白产物

涉及包括DNA甲基化在内的表观遗传的调节过

程. Bao等[35]最初在植物中发现, 基因启动子区

域CpG岛的甲基化过程需要miRNA的参与; Ting
等[36]研究缺乏Dicer的结肠癌细胞系发现miRNA
参与了抗分泌型卷曲相关蛋白 -4 (s e c r e t e d 
frizzled-related protein 4, SFRP-4)编码基因CpG
岛的甲基化作用. 
2 . 2 . 1  m i R N A 调节 D N A 甲基化的关键酶 : 
D N A的甲基化由D N A甲基化转移酶 (D N A 
methyltransferase, DNMT)介导, 该酶包括3种亚

型: DNMT1、DNMT3A和DNMT3B, 他们从S-
腺苷-L -蛋氨酸中转移一个甲基到CpG二核苷酸

的胞嘧啶上, 介导DNA的甲基化[37]. 传统观点认

为, DNMT1主要维持体细胞中DNA甲基化的状

态, 而DNMT3A/3B则负责DNA甲基化的从头

合成; 但目前的研究表明, 他们都具有这两种作

用[38]. miRNA可以通过调节DNMT影响DNA的

甲基化. Ng等[39]利用大肠癌细胞中miR-143为
研究对象, 观察miRNA与DNA甲基化转移酶以

及细胞甲基化的关系. 发现大肠癌肿瘤组织中

miR-143的表达与DNMT3A基因mRNA及蛋白

的表达呈负相关(r  = -0.59, P  = 0.0066), 通过计

算机预测发现, DNMT3A可能是miR-143的作用

靶点. 随后, 他们从大肠癌细胞中克隆DNMT3A
基因mRNA的3'UTR序列, 并将该序列插入到

pGL3-promotor载体上荧光素酶基因下游, 部分

插入后的3'UTR经基因定点突变试剂盒作用, 致
其种子序列发生点突变作为对照, 随后将带有

突变及野生型3'UTR序列的pGL3-promotor载体

与miR-143共转染结肠癌细胞系228和SW480. 
结果发现 ,  带有野生型3'U T R序列的载体和

miR-143共转染的肿瘤细胞表现出了显著增强

的荧光活性, 而发生突变的3'UTR序列则不与

miR-143结合. 这说明, miR-143将DNMT3A作为

直接作用靶点, 而抑制DNMT3A的表达; 随后, 
通过转染增加大肠癌细胞miR-143的表达可以

引起DNMT3A基因mRNA显著降低, 并抑制了

肿瘤细胞的生长, 而使用siRNA沉默DNMT3A
基因同样使肿瘤细胞的生长受到抑制. 这说明, 
miR-143将DNMT3A作为直接作用靶点, 而抑

制其的表达, 发挥抑癌作用, 大肠癌中miR-143
的表达下调, 促进了肿瘤的发生. 还有研究表

明, m i R N A可以通过其他靶点而间接作用于

DNMT, 从而调节DNA的甲基化. Benetti等[40]研

究Dicer缺陷小鼠胚胎干细胞的甲基化调节时发

现, Dicer的缺乏导致的miR-290表达下调, 可以

引起其下游靶点Rbl2的表达上调, 后者作为甲

基化转移酶Dnmt3A和3B的抑制因子, 抑制了这

两种酶的表达, 进而导致细胞基因组甲基化水

平降低, 并引起端粒的异常重构和延长. miRNA
还可作用于组蛋白修饰过程中的甲基化转移酶

而调节组蛋白氨基酸基团的甲基化, 影响基因

的表达. Wang等[41]发现, B细胞转化型慢性淋巴

细胞白血病中, miR-19a等特异性miRNA的下

调导致蛋白精氨酸甲基转移酶PRMT5(protein 
arginine methyl- transferases)的表达增高, 后者介

导RB抑癌基因家族中RB1、RBL1及RBL2启动

子区域组蛋白的甲基化, 从而导致其表达减少. 
Varambally等[42]发现, miR-101的下调导致组蛋

白甲基转移酶EZH2的表达增加, 后者介导靶基

因启动子组蛋白H3的赖氨酸27(H3K27)的甲基

化, 导致基因沉默, 参与肿瘤的进展. 
2.2.2 其他: 除了对甲基化转移酶的作用, miRNA
还可以通过其他机制调节DNA的甲基化. Bao 
等 [ 3 5 ]研究拟南芥植物发现 ,  胞质中成熟的

miRNA可进入细胞核与转录的mRNA配对, 并
结合其他因子而形成非特异性染色质重构复合

■创新盘点
本 文 综 述 了 大
肠 癌 相 关 的
microRNA与DNA
甲基化相互作用
及意义, 并探讨了
相关调控因素及
在肿瘤相关信号
通路中的作用, 旨
在为大肠癌的诊
治提供新的思路.
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物(unspecified chromatin remodeling complex), 
诱导基因启动子的甲基化. Ting等[36]发现, 在结

肠癌细胞系HCT116中, 突变的Dicer可以引起一

些基因启动子区域的去甲基化改变, 而在此过

程中, DNMTs的活性并未受到影响. 提示miRNA
或是其他类型的非编码R N A分子 ,  通过调节

DNMTs以外的途径参与了细胞DNA的甲基化调

节[37].

3  两者的相互调控与肿瘤相关信号传导通路的

关系

越来越多的研究表明, m i R N A通过大肠癌相

关的信号传导通路发挥作用 ,  其中包括W n t/
b-catenin通路、EGFR(KRAS及磷脂酰肌醇-3激
酶)通路、P53通路、IGF通路等[43,44]; 另外, 许多

信号通路的共有成分, 如c-Myc、COX-2等也与

miRNA存在相互调控[45]. 同样, miRNA与DNA
甲基化之间的调控与这些信号传导通路也存在

关联. Toyota等[46]发现, 作为P53直接作用靶点的

miR-34b/c在大肠癌中表达受DNA甲基化的调

节. 他们先用甲基转移酶抑制剂处理大肠癌细

胞系, 然后检测其中137种miRNA的表达, 发现

mir-34b/c的表达明显上调, 而mir-34b/c编码基因

的上游存在密集的CpG岛, 在大肠癌组织及细胞

系中甲基化也是广泛存在的. 去甲基化剂作用

后可以重新激活miR-34b/c的表达, 而抑制其下

游靶蛋白肝细胞生长因子受体(c-Met)、细胞周

期蛋白依赖激酶4(CDK4)和SFRS2(splicing fac-
tor arginine/serine-rich 2)的表达, 其中, CDK4是
P53的作用靶点, 而MET和SFRS2都与P53调节

网络有关, 提示DNA甲基化导致的mir-34b/c失
活通过P53网络的作用来促进大肠癌的发生发

展. Benetti等[40]发现miR-290对Dnmt3A和3B的
调控中, 作为甲基化转移酶抑制因子而起中介

作用的Rbl2, 属于Rb家族成员, 同样参与细胞周

期的网络调控. 

4  结论

大肠癌miRNA与DNA的甲基化相互调控机制

的研究还刚起步, 还存在着许多问题. 比如, 大
肠癌作为一种异质性的肿瘤, 包括许多的亚型

(DNA微卫星稳定及不稳定型、CpG高甲基化型

及低甲基化型等), 而不同亚型之间两者的相互

调控有什么差异, 差异有什么意义尚有待于深

入的研究; 此外, 大肠癌的发生是一个多阶段的

演进过程, 两者的调控在哪个阶段发挥作用、

谁是启动因素、确切的作用机制以及同细胞调

控网络的相互作用等问题尚待研究解决. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of hepatocellular 
g r o w t h f a c t o r ( H G F ) o n t h e a n o i k i s o f 
SMMC-7721 cells and the role of phosphoinositide 
3 kinase (PI3K) in this process.

METHODS: SMMC-7721 cells were suspended 
to induce anoikis. The anoikis rate of suspended 
cells was detected by terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) 
assay. SMMC-7721 cells cultured in suspension 
were divided into three groups: control cells, 

cells treated with HGF, and those pretreated 
with LY294002 and then treated with HGF. After 
HGF treatment, cell survival and proliferation 
were evaluated by trypan blue staining and 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay, re-
spectively; anoikis was detected by flow cytom-
etry; and the expression of Akt, phosphorylated 
Akt (p-Akt), focal adhesion kinase (FAK), and 
phosphorylated FAK (p-FAK) was detected by 
Western blot.

RESULTS: The anoikis rate of suspended 
SMMC-7721 is higher than that of adherent cells 
(21.72% ± 6.85% vs 66.67% ± 7.66%, P < 0.05). 
The survival rat of suspended SMMC-7721 
treated with HGF is significantly higher than 
that of control cells (P < 0.05). However, HGF 
treatment could not significantly improve the 
survival of suspended SMMC-7721 pre-treated 
with LY294002 (P < 0.05). MTT assay showed 
that HGF treatment could improve the prolif-
eration of suspended SMMC-7721 but showed 
little impact on the proliferation of suspended 
SMMC-7721 pre-treated with LY294002 (both P 
< 0.05). FCM and Hoechst 33258 staining results 
indicated that HGF could reduce the anoikis 
of SMMC-7721 while LY294002 could inhibit 
such effect (both P < 0.05). Western blot analysis 
showed that HGF treatment could up-regulate 
the expression of Akt, FAK, p-Akt and p-FAK in 
suspended SMMC-7721 cells but not in suspend-
ed SMMC-7721 cells pre-treated with LY294002.

CONCLUSION: HGF can reduce the anoikis of 
SMMC-7721 cells by activating Akt and FAK in 
a PI3K-dependent manner.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Anoikis, 
Hepatocellular growth factor; Akt; phosphoinositide 
3 kinase
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摘要
目的: 探讨HGF对SMMC-7721失巢凋亡的影
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■背景资料
肝细胞癌是一种
恶性肿瘤, 其病死
率仅次于第一位
的肺癌. 肝细胞生
长因子 (HGF)是
间充质细胞分泌
的多效应因子, 对
细胞增殖等多种
生物学行为具有
调节作用. 失巢凋
亡是细胞由于脱
离其黏附的基质
而产生的, 其对于
维护内环境的稳
定有重要作用, 而
肿瘤细胞具有抗
失巢凋亡的能力.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



响以及PI3K在该过程中的作用. 

方法: 悬浮培养SMMC-7721, 建立失巢凋亡模
型, 应用TUNEL染色观察凋亡率. 分别悬浮培
养SMMC-7721、HGF处理后SMMC-7721及
LY294002预处理后的HGF处理细胞, 用台盼
蓝染色观察细胞失巢凋亡后存活率, 用MTT
检测细胞的增殖能力的变化, 流式细胞仪检测
失巢凋亡细胞的早、晚期凋亡率, Hoechst染
色观察不同处理细胞的凋亡情况. 应用免疫印
迹技术检测失巢凋亡后Akt、p-Akt、FAK、

p-FAK的表达.

结 果 :  T U N E L 染 色 显 示 ,  悬 浮 培 养 的
SMMC-7721失巢凋亡率远大于贴壁培养的
SMMC-7721(21.72%±6.85% vs  66.67%±

7.66%, P <0.05); 台盼蓝染色显示, HGF处理
后的SMMC-7721存活率明显高于悬浮培养
细胞(P <0.05), 而HGF不能提高经LY294002预
处理后细胞的存活率; MTT实验显示HGF处
理细胞A值明显大于悬浮培养细胞(P <0.05), 
LY294002预处理细胞与悬浮培养细胞相似. 
流式细胞仪和Hoechst 33258染色均显示HGF
处理后细胞的失巢凋亡明显低于悬浮培养细
胞(P <0.05), 而经LY294002处理后细胞的失巢
凋亡率明显升高. 蛋白印迹结果显示HGF处理
后细胞Akt、FAK、p-Akt、p-FAK的表达均
升高, 而经LY294002预处理后, 其表达与悬浮
培养SMMC-7721一致.

结论: 在肝细胞癌SMMC-7721失巢凋亡过程
中, HGF通过活化Akt和FAK来增强细胞的抗
失巢凋亡能力, 该作用受PI3K的调节.
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0  引言

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤 ,  其发病率

呈逐年上升的趋势 ,  居全球第5位 ,  死亡率居

第3位, 仅次于肺癌和胃癌[1]. 肝细胞生长因子

(hepatocellular growth factor, HGF)是间质细胞

(如成纤维细胞、巨噬细胞等)分泌的一种多效

应生长因子, 对细胞增殖等多种生物学行为具

有调节作用[2]. 失巢凋亡是一种细胞的程序死亡, 
由于是细胞外基质和其他细胞脱离接触而诱发
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的, 他的存在对于维护组织内环境稳定和结构

完整具有重要意义[3]. 当肿瘤细胞离开原发部位, 
获得逃逸失巢凋亡的能力, 便能长时间存活, 这
是恶性肿瘤获得侵袭和转移能力的先决条件. 
我们之前的研究已经证明HGF可以促进肝细胞

癌的侵袭和转移, 并且明确HGF对肝细胞癌侵

袭和转移作用与PI3K有关[4,5]. 
为了进一步论证在失巢凋亡状态下HGF对

肝细胞癌SMMC-7721的作用及影响, 本实验应

用poly-HEMA对肝细胞癌SMMC-7721细胞悬浮

培养, 观察细胞的存活状况, 并初步探讨其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料  肝细胞癌细胞系S M M C-7721为中

国医科大学发育生物学教研室惠赠 ;  H G F、
LY 2 9 4 0 0 2购于S i g m a公司 ;  A k t和磷酸化

Akt(Ser-473)抗体购于Cell Signal公司; FAK和

磷酸化FAK(Tyr-397)抗体购于Invitrogen公司; 
poly-HEMA(P3932-10G)购于Sigma公司; 原位凋

亡试剂盒, 购于日本TaKaRa生物.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝细胞癌细胞系SMMC-7721
培养于含100 mL/L胎牛血清、100 g/L青霉素、

100 g/L链霉素的DMEM培养液中, 当细胞生长

至培养瓶底面的70%-80%进行传代.
1.2.2 失巢凋亡的诱导: 为避免细胞贴壁, 按照

Folkman等的方法[10], 取poly-HEMA用950 mL/L
的乙醇, 配置成浓度为120 g/L的储存液, 混合过

夜. 800 g离心, 去除未溶物, 1∶10用950 mL/L
乙醇稀释, 制成工作液. 加入平皿, 室温干燥过

夜, 用之前, 用PBS漂洗2次. 然后, 将细胞以1×
106/mL接种于培养皿中, 培养于含血清10 mL/L
的DMEM培养基中, 37 ℃, 50 mL/L CO2, 培养. 
1.2.3 TUNEL染色: 取贴壁培养与悬浮培养24 h
的SMMC-7721做TUNEL染色, 比较二者凋亡的

差别: 将贴壁培养和悬浮培养的细胞悬浮于PBS
中, 滴加于硅烷处理的载玻片上, 均匀涂片, 风
干, 40 g/L多聚甲醛室温固定30 min. PBS漂洗2
次, 加入透化缓冲液100 µL冰上孵育5 min. PBS
漂洗2次, 加入预冷的TdT反应液(FITC标记)50 
µL孵育在湿盒中, 37 ℃反应60 min, PBS冲洗, 
Hoechst33258复染细胞核, 封片. 计数每200个细

胞中, TUNEL染色阳性的细胞数, 计算百分率. 
计数至少3次独立实验的结果, 记为细胞凋亡率, 
统计分析. 
1.2.4 HGF处理: 将SMMC-7721细胞血清饥饿3 
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■研发前沿
HGF能够促进很
多肿瘤细胞的侵
袭和转移, 而对于
其可以促进细胞
的抗失巢调往能
力研究才刚刚开
始. 并且, 抗失巢
的分子机制研究
目前报道较少. 故
而 ,   HGF促进肝
细胞癌抗失巢凋
亡机制的研究成
为国内外学者的
研究热点. 通过促
进肿瘤细胞的失
巢凋亡成为亟待
解决的问题之一. 
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h, 消化收集, 用无血清DMEM悬浮, 细胞计数后, 
以1×105/mL细胞密度悬浮, 加入HGF浓度为50 
µg/L[4], 处理12 h. 对照组细胞加入等体积无血清

培养液. 
1.2.5 LY294002处理: 细胞培养方法同上, 血清饥

饿3 h, 加入LY294002(终浓度10 µmol/L)预处理1 h, 
PBS漂洗3次, 加入HGF(终浓度50 µg/L)处理12 h. 
1.2.6 台盼蓝染色: 分别取HGF, HGF+LY294002
处理组细胞和对照SMMC-7721细胞取无血清培

养液处理, 悬浮培养0、6、12、24 h, 1∶1(V /V )
与2 g/L的台盼蓝溶液混合, 用血细胞计数板计

数每100倍视野活细胞数, 连续计数3个. 统计分

析, 计算存活率. 
1.2.7 细胞增殖实验(MTT): 将HGF, LY294002处
理组细胞和对照组细胞分别以5×104/mL悬浮, 
每孔100 µL接种于96孔板, 每组3孔, 72 h后取出

孔板, 用PBS漂洗3次, 每孔加入无血清DMEM 
200 µL, 每孔20 µL MTT(pH7.2-7.4)5 g/mL, 
37 ℃, 50 mL/L CO2, 培养4 h, 小心吸弃上清, 每
孔加入DMSO 100 µL, 振荡, 溶解, 于酶标仪以

595 nm 波长扫描, 测定吸光度(A )值. 平行3次, 
取平均值. 
1 .2 .8  流式细胞仪检测 :  用流式细胞仪检测

贴壁培养S M M C-7721、悬浮培养24 h后的

SMMC-7721、HGF处理以及HGF+PI3K处理细

胞的失巢凋亡率. 将细胞收集, 用PBS漂洗2次, 
悬浮于85 µL的缓冲液中, 加入10 µL FITC标记

的AV和5 µL PI, 立即流式细胞仪检测. 
1.2.9 Hoechs t33258染色: 贴壁培养SMMC- 
7721、悬浮培养24 h后的SMMC-7721、HGF处
理以及HGF+PI3K处理细胞, 全部以1×106/mL
涂片. 40 g/L多聚甲醛固定, P B S漂洗, 加入

Hoechst33258染色10 min, PBS漂洗, 甘油封片. 
倒置荧光显微镜观察拍照. 
1.2.10 免疫印迹: 细胞处理方法同上, 24 h后, 离
心收集悬浮培养的细胞, PBS漂洗3次, RIPA缓冲

液冰上裂解30 min, BCA法测定蛋白含量. SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 1 g/L BSA封闭, 一
抗(Akt, p-Akt, FAK, p-FAK)室温孵育3 h, 二抗室

温孵育1 h, BCIP/NBT显色.
统计学处理 文中所有数据均用mean±SD

表示. SPSS13.0统计分析, 应用t检验比较分析.

2  结果

2.1 SMMC-7721细胞存活率 贴壁培养细胞的细

胞凋亡率很低, 而悬浮培养24 h后, 细胞的凋亡

率明显增加(图1, 2); 贴壁培养细胞TUNEL染色

阳性率较悬浮细胞显著降低(21.72%±6.85% vs  

■相关报道
目前的研究认为, 
HGF对于肿瘤细
胞抗失巢凋亡的
机制是通过多信
号 通 路 实 现 的 , 
PI3K信号通路在
此过程中发挥了
重要的作用. HGF
与c-Met结合, 激
活下游很多激酶, 
引起肿瘤细胞的
抗失巢凋亡. 

BA

图 2 不同培养对SMMC-7721细胞存活率的影响(Hoechst33258染色×400). A: 悬浮培养; B: 贴壁培养.

图 1 不同培养对SMMC-7721细胞存活率的影响(TUNEL染色×400). A: 悬浮培养; B: 贴壁培养.

BA
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66.67%±7.66%, P<0.05, 图3).
2.2 HGF对失巢凋亡细胞生存率的影响 SMMC- 
7721分别于无血清培养基(ASF)悬浮培养, HGF
和HGF+LY294002处理后, 经过不同时间的悬

浮培养处理后, ASF台盼蓝染色结果可见, 3组
细胞随着时间的延长, 存活率均逐渐降低, 而经

HGF处理后的SMMC-7721活性明显大于ASF和
HGF+LY294002处理组(图4).
2.3 HGF对失巢凋亡细胞增殖能力的影响 选
择24 h作为细胞悬浮培养后增殖能力检测的时

间. HGF处理后的SMMC-7721细胞的增殖能

力明显高于无血清培养液对照组(约2倍), 而经

HGF+LY294002预处理后的SMMC-7721细胞增

殖能力与对照组无明显差别(图5).
2.4 HGF对细胞失巢凋亡率的影响 由图6可见, 
单染AV的细胞表示早期凋亡; AV和PI双染的细

胞表示晚期凋亡; 贴壁的SMMC-7721早期凋亡

率为5.14%, 悬浮培养24 h后的凋亡率为20.56%, 
加HGF处理后为13.19%, HGF+LY294002处理细

胞的凋亡率为23.12%. 总凋亡率分别为: 13.36%, 
60.82%, 41.24%, 68.75%, 见表1. 贴壁细胞与悬

浮培养细胞、HGF处理细胞与悬浮培养细胞、

HGF+LY294002组细胞与HGF处理细胞相比在

早期凋亡率方面差异具有统计学差异(P <0.05); 
由图7可见, 悬浮培养24 h后, 细胞的凋亡率明显

高于贴壁细胞, 经HGF处理后细胞的凋亡率明显

降低, 而经LY294002抑制后, 凋亡率又重新升高.
2.5 HGF对Akt和FAK的影响 由图8A可见, HGF
处理组细胞的Akt和p-Akt表达约为ASF组的3倍, 
LY294002组约为HGF组细胞的1/3. HGF(50 µg/L)
可以促进Akt的高表达和Akt位点的磷酸化. 由
图8B可见, HGF处理组细胞的FAK表达约为ASF
组的4倍, LY294002组约为HGF组细胞的1/3, 而
p-FAK表达约为ASF组的6倍, LY294002组约

为HGF组细胞的1/5, 所以HGF可以促进FAK表

达增高和磷酸化. (ASF为无血清培养液处理的

悬浮培养细胞; HGF为HGF处理SMMC-7721; 
LY294002为LY294002预处理后加入HGF处理

的SMMC-7721).

3  讨论

正常细胞依赖于细胞外的基质成分黏附生存, 
当脱离这些基质后, 黏附状态被破坏, 即可发生

细胞的失巢凋亡, 这对于维持体正常的组织内

环境是非常重要的. 肿瘤细胞获得了抗失巢凋

亡能力, 即产生了侵袭和转移能力[11-15]. 据文献

报道, 很多恶性肿瘤在失去与细胞外基质的黏

附以后FAK和Akt仍然可以有较高水平的磷酸 

■创新盘点
本文以肝细胞癌
细 胞 系 S M M C - 
7721为研究对象, 
用HGF和PI3K抑
制剂LY294002处
理, 观察其对于在
失巢凋亡时, HGF
和LY294002对于
肝癌细胞的抗失
巢凋亡能力的不
同影响, 简要论述
SMMC-7721的抗
失巢凋亡能力的
机制.
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图 3 TUNEL染色阳性率分析.
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图 4 HGF对失巢凋亡细胞生存率的影响. ASF: 无血清培养

基悬浮培养SMMC-7721; HGF: HGF处理后SMMC-7721; 

HGF+LY294002 :  LY294002预处理后加入HGF处理

SMMC-7721.

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

A
值

ASF                HGF         HGF+LY294002

0.1125

0.21375

0.1275

图 5 HGF对失巢凋亡细胞增殖能力的影响. ASF:  无

血清培养基悬浮培养SMMC-7721; HGF: HGF处理后

SMMC-7721; HGF+LY294002: LY294002预处理后加入

HGF处理SMMC-7721.

表 1 流式细胞仪检测细胞凋亡率 (%)

     
分组      早期凋亡率 晚期凋亡率  总凋亡率

贴壁SMMC-7721组          5.14           8.22         13.36

悬浮SMMC-7721组        20.56         40.26         60.82

HGF组          13.19         28.05         41.24

HGF+LY294002组         23.12         45.63         68.75
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化[3,6], 这说明Akt和FAK与肿瘤细胞的抗失巢

凋亡能力的获得有关[7,8]. 我们之前的研究证实, 
HGF能够促进肝细胞癌SMMC-7721的上皮间叶

转化作用, 增强其侵袭和转移能力[4], 增加其黏

着斑激酶的表达[5]. 然而, HGF对于肝细胞癌细

胞失巢凋亡的研究尚未见报道. 
本实验应用poly-HEMA[9,10]包被六孔板, 悬

浮培养细胞, 由TUNEL染色发现悬浮培养细胞

的凋亡率明显高于贴壁细胞, 说明该方法能够

成功制造失巢凋亡模型; 台盼蓝染色结果表明, 
0 h时, 细胞的生存率相同, 从6-24 h, 应用HGF处
理后SMMC-7721细胞的生存能力逐渐强于ASF
组, 而当加入PI3K抑制剂LY294002以后, 细胞的

生存能力明显受到抑制, 与对照组细胞相似. 差

■应用要点
本文探讨肝细胞
癌SMMC-7721失
巢凋亡时, HGF与
LY294002对其影
响及作用机制. 通
过对SMMC-7721
的抗失巢凋亡机
制的论述, 阐明肿
瘤细胞抗失巢凋
亡能力的获得与
HGF有关. 为肝细
胞癌的研究及治
疗提出一个新的
思路.
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图 6 流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率. A: 贴壁培养SMMC-7721; B: 悬浮培养SMMC-7721; C: HGF处理SMMC-7721; 

D: LY294002预处理后加HGF处理SMMC-7721.
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图 7 HGF对细胞失巢凋亡率的影响(Hoechst33258染色). A: 贴壁培养SMMC-7721; B: 悬浮培养SMMC-7721; C: HGF处理

SMMC-7721; D: LY294002预处理后加HGF处理SMMC-7721.

图 8 Western blot检测HGF对Akt和FAK的影响. A: 各组Akt与p-Akt的表达结果; B: 各组FAK和p-FAK的表达结果.
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别以24 h的结果最为明显, 可见HGF+LY294002, 
即PI3K抑制剂能够明显抑制HGF引起的细胞活

性增强; MTT实验结果说明, HGF处理后的细胞

抗失巢凋亡能力明显强于对照组细胞, 约为对

照组细胞的2倍, 而经PI3K抑制物LY294002预处

理后, SMMC-7721细胞的增殖能力明显下降, 与
对照组细胞相似; 流式细胞仪结果发现, 悬浮培

养细胞的早期凋亡率, 即AV单染细胞, 约为贴壁

培养细胞4倍, 而经HGF处理后再悬浮培养, 其
凋亡率明显降低, 约为正常贴壁细胞的2.5倍, 而
经LY294002预处理后, HGF的抑制失巢凋亡作

用消失, 与悬浮培养细胞相近, 这说明HGF对细

胞失巢凋亡的抑制作用于PI3K信号通路有关;  
Hoechst33258染色也显示了HGF处理后肝细胞

癌的抗凋亡作用增强, 经PI3K抑制剂抑制后, 该
作用明显消失. 由此可见, HGF可以增强肝细胞

癌细胞SMMC-7721的抗失巢凋亡能力, 并且是

通过调节PI3K信号通路的来调节细胞的抗失巢

凋亡能力. 
Western blot结果显示, HGF处理后的细胞

Akt和p-Akt的表达均高于对照组细胞, 应用PI3K
抑制物LY294002处理后, Akt的表达与磷酸化

水平显著降低约为HGF处理组细胞的1/3. 这些

说明在肝细胞癌SMMC-7721失巢凋亡细胞中

PI3K参与调节Akt的活化过程, 抑制Akt的表达

及活化. 本研究结果也显示了, PI3K抑制剂能够

明显抑制该作用. FAK的表达在HGF处理后也增

加, 但其磷酸化更为明显, 他们都在LY294002预
处理后下降, 但以磷酸化FAK更为明显. 这说明

HGF处理后的肝细胞癌SMMC-7721的抗失巢凋

亡能力增强, 而这种增强作用受PI3K调节. 总之, 
HGF通过活化PI3K激活Akt和FAK, 从而抑制肝

细胞癌细胞的失巢凋亡. 
总之, HGF对于肝细胞癌SMMC-7721的抗

失巢凋亡具有重要的增强作用. 而该作用是通

过PI3K信号通路调节的, 抑制PI3K便可以抑制

HGF引起的SMMC-7721抗失巢凋亡能力的增

强. 这可能为肝细胞癌的治疗提供一个新思路.
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Abstract
AIM: To investigate the synergistic effects of 
somatostatin analogue octreotide (OCT) and 
chemotherapeutic drug mitomycin (MMC) on 
the growth of gastric cancer SGC-7901 cells.

METHODS: SGC-7901 cells were cultured in vitro 
and divided into four groups: control group, OCT 
group, MMC group and OCT plus MMC group. 
The proliferation of SGC-7901 cells was evaluated 
by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. The 
expression of apoptosis-related protein Bcl-2 was 
measured by immunohistochemistry.

RESULTS: OCT at concentrations ranging from 
1 × 10-9 g/L to 1 × 10-3 g/L could exert inhibitory 
effects on the growth of SGC-7901 cells. OCT at a 
concentration of 1 × 10-5 g/L achieved a reduced 
rate of cell proliferation of 20.9%, significantly 
higher than that in the control group (P < 0.05). 

The reduced rates of cell proliferation varied 
from 14.1% to 71.1% when the concentrations of 
MMC increased from 1 × 10-4 g/L to 1 × 10-2 g/L. 
OCT in combination with MMC showed a syn-
ergistic effect on the growth of SGC-7901 cells: 
the reduced rates of cell proliferation varied 
from 22% to 45.8% when the concentration of 
MMC increased from 1 × 10-3 g/L to 5 × 10-3 g/L 
(P < 0.05). The combined inhibitory effects of 
MMC and OCT were higher than that of MMC (5 
× 10-3 g/L) alone (54.8% vs 30.4%, P < 0.05). The 
percentages of Bcl-2-positive cells were reduced 
in the OCT group, MMC group and OCT plus 
MMC group (12.9%, 6.7% and 5.0%, respectively). 
The percentage of Bcl-2-positive cells was signifi-
cantly lower in the OCT plus MMC group than in 
the OCT group and MMC group (both P < 0.05).

CONCLUSION: OCT can enhance the inhibitory 
effects of MMC on the growth of SGC-7901 cells.

Key Words: Somatostatin analogue; Gastric cancer; 
Chemotherapy; Apoptosis

Su HY, Liu WT, Wang BM, Zhang WZ, Su X. Octreotide 
enhances the inhibitory effects of mitomycin on the 
growth of gastric cancer SGC-7901 cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 815-818

摘要
目的: 探讨生长抑素类似物奥曲肽(OCT)联合
细胞毒化疗药物丝裂霉素(MMC)对胃癌细胞
系SGC-7901的抑制作用. 

方法: 体外培养人胃癌细胞株SGC-7901, 分别
设空白组、对照组、OCT组、MMC组以及
OCT+MMC组. 用MTT比色法观察对胃癌细
胞生长的影响; 用免疫组织化学法分析对细
胞凋亡调节基因Bcl-2表达的影响. 

结果: 在OCT组中, 当浓度从1×10-9 g/L到1
×10-3 g/L变化时, OCT对胃癌细胞均有抑制, 
当OCT为1×10-5 g/L时, 其抑制作用最明显
(20.9%, P <0.05). MMC随着浓度由1×10-4 g/L
增加至1×10-2 g/L其抑制率也由14.1%增加至
71.1%, 呈递增趋势. OCT联合MMC的抑制作
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■背景资料
胃癌是消化系统
常见的恶性肿瘤, 
发病率、死亡率
高 ,  手 术 和 化 疗
是主要治疗手段. 
但是由于恶性程
度高、转移早以
及术后复发和转
移 等 ,  远 期 疗 效
不 理 想 .  化 疗 药
物 不 良 反 应 大 , 
患 者 耐 受 性 差 , 
因此本课题组希
望找到一种不良
反应小、具有抗
肿瘤活性的药物, 
能够增强化疗药
的作用.

■同行评议者
宋于刚, 教授, 南
方医科大学南方
医院消化内科研
究所



用随着MMC浓度由1×10-3 g/L增加至5×10-3 
g/L, 抑制率也由22%增加至45.8%(均P <0.05); 
当MMC为5×10-3 g/L时, 联合治疗组优于单
独给药组(54.8% vs  30.4%, P <0.05). OCT、
MMC及OCT+MMC均可以下调Bcl-2的表达, 
阳性细胞数分别为12.9%、6.7%和5.0%(均
P <0.05), 其中OCT+MMC组下调作用最明显.

结论: OCT联合MMC可以增强对胃癌细胞的
抑制作用, 联合应用可以减低MMC的剂量.

关键词: 生长抑素类似物; 胃癌; 化学治疗; 细胞
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0  引言

胃癌是消化系常见恶性肿瘤之一, 其发病率占

所有恶性肿瘤的第1位, 近年我国胃癌死亡率呈

上升趋势[1]. 手术是治疗胃癌的主要方法, 但其

恶性程度高、转移早及多药耐药等问题常导致

进展期胃癌术后复发和转移、远期疗效不理想, 
因此化疗仍占有重要地位. 近年来, 生长抑素类

似物(somatostatin analogue, SSTA)的抗肿瘤活性

备受关注, 本文将着重研究OCT对胃癌细胞的

抑制作用以及联合MMC的抗肿瘤效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC-7901, 由本实验室

提供. 标准胎牛血清(FBS)购自美国HycLone
公司 .  四甲基偶氮唑蓝(M T T)及二甲基亚砜

(DMSO)购自美国Sigma公司. 胰蛋白酶购自美

国Gibco公司. 丝裂霉素(MMC)购自协和发酵工

业株式会社. SSTA-奥曲肽(OCT)由瑞士诺华公

司提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞株SGC-7901培养于

含100 g/L热灭活FBS的RPMI 1640培养基中, 在
37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度培养箱中培养. 
1.2.2 MTT实验: 取对数生长期的人胃癌细胞株

SGC-7901, 调整细胞浓度为1×104/mL, 接种于

96孔培养板中, 每孔100 μL, 同时进行以下实

验: (1)空白组, 不含细胞; (2)对照组, 含细胞不

加药物; (3)OCT组, 每孔中加入OCT后其终浓

度分别为1×10-3、1×10-4、1×10-5、1×10-6、

1×10-7、1×10-8、1×10-9 g/L; (4)MMC组, 每
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孔中加入MMC后其终浓度分别为: 1×10-4、

1×10-3、2.5×10-3、5×10-3、7.5×10-3、1×
10-2 g/L; (5)OCT(1×10-5 g/L)+MMC组: MMC取
小于IC50的3个浓度1×10-3、2.5×10-3和5×10-3 
g/L. 每个浓度设8个平行复孔, 培养24 h后加入

MTT(5 g/L)每孔15 μL, 再培养4 h, 弃去上清液, 
每孔加入DMSO 150 μL, 震荡至MTT完全溶解, 
酶联检测仪600 nm处测吸光度(A )值, 求抑制率. 
抑制率 = (对照组A值-实验组A值)/对照组A值

×100%. 
1.2.3 免疫组织化学法测定Bcl-2蛋白在胃癌细

胞的表达: 将实验分为对照组、OCT组(1×10-5 
g/L)、MMC组(5×10-3 g/L)和OCT+MMC组, 
37 ℃, 50 mL/L CO2孵育箱中培育24 h后, PBS冲
洗, 固定, 室温孵育, 血清封闭, 加鼠抗人P53单
克隆抗体4 ℃过夜, 次日加入山羊抗小鼠IgG, 滴
加SABC, 加入DAB-H2O2显色, 显微镜观察. 在
Olympus倒置光学显微镜下Bcl-2阳性细胞呈棕

黄或棕黑色, 与背景同色为阴性. 而后200倍显

微镜下计数5个视野, 计算阳性细胞百分数. 
统计学处理 实验数据均由3次以上独立的

重复实验得出, 计量资料以mean±SD描述, 数据

统计用SAS统计软件进行t检验、组间资料的方

差分析及χ2检验, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 OCT对人胃癌细胞株SGC-7901增殖的影响 
随着OCT浓度由1×10-9 g/L增加至1×10-5 g/L, 
其抑制率由7.9%增加至20.9%, 再增加浓度至1
×10-3 g/L其抑制率转而下降为14.3%. 当OCT为
1×10-5 g/L时, 其A值与对照组相比有统计学差

异(P <0.05). 
2.2 MMC对人胃癌细胞株SGC-7901增殖的影响 
随着MMC浓度由1×10-4 g/L增加至1×10-2 g/L
其抑制率也由14.1%增加至71.1%, 呈递增趋势. 
当MMC浓度为1×10-4 g/L时, 其A值与对照组相

比无统计学差异(P >0.05), 余治疗组与对照组相

比均有统计学差异(均P <0.05). 
2.3 联合用药对人胃癌细胞株SGC-7901增殖的

影响 随着MMC浓度由1×10-3 g/L增加至5×
10-3 g/L, MMC+OCT的抑制率也由22%增加至

45.8%. 各治疗组与对照组相比均有统计学差异

(均P <0.05). 
2.4 单独及联合用药的抑制率比较  当M M C
为1×10-3 g/L时, OCT、MMC及OCT+MMC
三者的抑制率之间无统计学差异(P >0.05); 当
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■研发前沿
生长抑素类似物-
奥曲肽 (OCT)对
胃癌抑制作用和
机制的研究已有
报道, 但是单独应
用抑制率不高, 效
果 不 明 显 .  因 此
本研究应用OCT
联 合 丝 裂 霉 素
(MMC), 结果显示
联合应用抑制率
高于MMC单独用
药, 其机制可能是
通过下调细胞凋
亡抑制基因Bcl-2
的表达, 今后仍需
要进一步的进行
动物实验, 以明确
其临床价值.

■创新盘点
OCT具有抗肿瘤
活 性 ,  但 其 自 身
的抑癌活性较弱, 
单独用药尚不能
达 到 满 意 的 疗
效 ,  因 此 本 课 题
组研究OCT联合
经典的化疗药物
MMC的作用 ,  探
讨OCT是否具有
化疗药增敏剂的
作 用 ,  并 进 一 步
从细胞凋亡调节
基因Bcl-2表达上
探讨了二者联合
的机制和可能.
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MMC为2.5×10-3 g/L时, OCT与MMC及MMC
与OCT+MMC之间无统计学差异(P >0.05), 但
OCT与OCT+MMC之间有统计学差异(P <0.05); 
当MMC为5×10-3 g/L时, OCT与MMC之间无

统计学差异(P >0.05), O C T+M M C与O C T及
OCT+MMC与MMC之间均有统计学差异(均
P <0.05, 图1).
2.5 单独及联合用药对胃癌细胞Bcl-2蛋白表达

的影响 OCT、MMC及OCT+MMC均可以下调

Bcl-2的表达, MMC及OCT+MMC与对照组相比

有统计学差异(P <0.05), 其中OCT+MMC组下调

作用最明显(图2).

3  讨论

生长抑素(somatostatin, SST)是一种下丘脑及胃

肠道D细胞分泌的神经肽类激素, 具有抑制脑垂

体生长激素分泌、调节胃肠激素分泌、消化系

外分泌以及胃肠内脏血流的作用. 天然SST的血

浆半衰期较短(不超过3 min), 临床开发出几种

SSTA, 其血浆半衰期约为120 min, 而且抑制生

长激素从垂体释放的作用较SST强约50倍. 目前, 
SSTA已用于许多临床疾病的治疗, 例如: 垂体

瘤、肝硬化食管静脉曲张出血以及急性胰腺炎

等, 并取得良好疗效. 由于SST具有诱导癌细胞

凋亡和抑制肿瘤细胞生长等作用, 应用SSTA治

疗肿瘤, 特别是胃肠道肿瘤已成为一个研究热

点[2,3]. OCT是目前临床中常用的SSTA. 
生长抑素受体(somatostatin receptor, SSTR)

在体内不仅存在于正常组织中 ,  多种肿瘤也

表达SSTR, 这是应用SSTA治疗肿瘤的分子基 
础[4,5]. 大量研究显示[6-8], SSTA抗肿瘤机制包括

(1)与存在于肿瘤细胞表面的SSTR结合后发挥

的直接作用; (2)与存在于正常细胞表面的SSTR
结合的间接作用. Denzler等报道, 在1例胃癌患

者的肿瘤周围黏膜下层血管有成倍的SSTR表

达, 而在来自食管或胰腺癌而没有胃部病变的

对照组胃黏膜下层血管中SSTR表达就很少[9]. 
SSTR亚型的研究显示, 胃癌细胞膜上有SSTR3
蛋白表达[10]. 还有研究显示胃癌肿瘤组织中存

在5种SSTR亚型的表达, 并以SSTR2表达最为

显著 [11]. 胃癌细胞系SGC-7901是人低分化胃

腺癌细胞, 细胞膜表达SSTR2、3[12,13]. 因此, 这
为OCT治疗胃癌提供了可能. 间接的抗肿瘤作

用是通过抑制GH/IGF-1轴, 从而抑制促肿瘤生

长的细胞因子或激素(EGF、胰岛素、IGF-1、
CCK等)的合成与分泌、抑制肿瘤血管的形成、

诱导肿瘤细胞发生凋亡. Ferjoux等[14]认为受体

亚型不同, SSTA抗增殖作用就会涉及不同的传

导通路. 
本研究显示, 单独应用OCT作用于胃癌细胞

系SGC-7901, 随着浓度的增加其抑制率也增加, 
但当其浓度达到1×10-5 g/L时, 其抑制率最大

为20.9%, 再增加浓度其抑制率反而下降, 提示

OCT对SGC-7901的抑制具有饱和性, 这也间接

提示了SGC-7901表面存在与OCT结合的SSTR. 
当OCT与MMC联合应用时, 其抑制率与两

药单独应用相比有所增加. 随着MMC浓度由1×
10-3 g/L增加至5×10-3 g/L时, 其抑制率由16.6%
增加至30.4%, 联合OCT(1×10-5 g/L)后其抑制

率由22.0%增至45.8%. 由实验结果可见, 1×10-5 
g/L OCT及低浓度的MMC对SGC-7901的抑制无

明显差异, 但当二者联合应用时, 轻度MMC浓度

的增加, 可以导致对SGC-7901的明显抑制. 该结

果显示, OCT可以增强 MMC对胃癌细胞的抑制

作用, 联合应用可以使小剂量的MMC抑制作用

增加, 因而减少MMC的不良反应. 
Bc l-2是目前公认的调节细胞凋亡的重要

基因之一, 其激活和过度表达能抑制细胞正常

的凋亡, 延长细胞寿命, 使生理状态下细胞凋亡

和增殖的动态平衡发生紊乱, 从而增加肿瘤发

生的机会并促进肿瘤的发展. 有研究证实Bcl-2
基因在胃癌中呈高表达[15,16]. 本研究结果显示, 
OCT可以下调Bcl-2的表达, 这可能是OCT抑制

胃癌细胞生长的机制之一. OCT联合MMC后, 使
其阳性细胞指数由6.7%下降至5.0%. 由此可见, 
OCT可协同MMC下调Bcl-2的表达, 减少Bcl-2对
细胞凋亡的抑制, 进而达到抑制胃癌细胞生长

的作用.

图 1 10-5 g/L奥曲肽联合不同浓度MMC对胃癌细胞系
SGC-7901的抑制.
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■应用要点
本研究从细胞水
平探讨了OCT联
合 M M C 对 胃 癌
细胞的抑制作用, 
为今后进一步的
临床试验提供了
细胞水平的应用
基础. 
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OCT是自身分泌的神经肽类激素, 有较低

的毒性, 同时又具有一定的抗肿瘤特性; 细胞毒

化疗药物具有抑制肿瘤细胞生长的作用, 但其

存在抑制效率低、不良反应多的缺陷, 二者的

联合应用则有可能增强作用效率、减少用药剂

量, 从而减少不良反应, 本研究的结果初步显示

了OCT与MMC联合应用的优势.
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Abstract
AIM: To investigate the changes in enteric 
cholinergic neurons and intestinal transit in 
starved rats and to explore the protective 
mechanism of aminoguanidine (AG) on enteric 
nervous system and gastrointestinal motility.

METHODS: Ninety male Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into three groups: nor-
mal control group (n = 10), starvation group (n = 
40) and AG group (n = 40). The starvation group 
and AG group were further divided into four 
subgroups for testing on 3, 5, 7 and 9 days after 
starvation. The AG group was intraperitoneally 

injected with AG 150 mg/(kg•d) from the first day 
of starvation. Rats were killed on days 3, 5, 7 and 
9 after starvation to take intestinal samples. The 
rate of intestinal transit was assessed with dextran 
blue-2000. The distribution density of cholinergic 
neurons in the ileal myenteric plexus were evalu-
ated by acetylcholinesterase (AChE) histochemistry.

RESULTS: The rates of intestinal transit were 
significantly lower at all time points after starva-
tion in the starvation group and AG group than 
in the control group (all P < 0.05 or 0.01). The 
rates of intestinal transit in the starvation group 
and AG group decreased with time, reaching the 
lowest point on day 9. However, the rates of in-
testinal transit were significantly higher on days 
3, 5 and 7 in the AG group than in the starvation 
group (52.2% ± 4.7% vs 47.5% ± 4.2%, 49.8% ± 
5.6% vs 42.3% ± 5.4%, and 43.3% ± 6.4% vs 36.6% 
± 5.2%, all P < 0.05) though there was no obvious 
difference on day 9. The density of cholinergic 
neurons was significantly lower in the starvation 
group and AG group than in the control group 
at all time points (all P < 0.01). The density of 
cholinergic neurons in the starvation group and 
AG group decreased with time, reaching the 
lowest point on day 9. The density of cholinergic 
neurons was significantly higher on days 5 and 
7 in the AG group than in the starvation group 
(both P < 0.05) though there was no obvious dif-
ference on days 3 and 9.

CONCLUSION: Early intraperitoneal supple-
ment of aminoguanidine is helpful in promoting 
enteric nervous system function and intestinal 
transit in starved rats.

Key Words: Starvation; Aminoguanidine; Enteric 
nervous system; Cholinergic neuron; Gastrointesti-
nal motility

Lu ZH, Zhang XP, Cheng AG. Protective effects of 
aminoguanidine on enteric cholinergic neurons and 
gastrointestinal motility in starved rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 825-829

摘要
目的: 观察饥饿大鼠肠道胆碱能神经元和肠
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■背景资料
在重大事故及自
然灾害中被埋困
人员饥饿状态下
机体发生应激反
应, 肠道为应激的
中心器官, 但肠神
经对肠动力功能
的影响及变化规
律尚不十分清楚. 
本文研究饥饿大
鼠肠神经及肠动
力功能的变化过
程, 探索氨基胍的
肠神经保护机制, 
以期为深入研究
被困人员肠道保
护提供依据.
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传输功能的变化, 探讨氨基胍对肠动力功能保
护的神经机制. 

方法: 90只♂SD大鼠随机分为正常对照组(C
组, n  = 10)、全饥饿组(S组, n  = 40)和氨基胍
(aminoguanidine AG)组(A组, n  = 40), S、A组
随机分为饥饿3、5、7、9 d亚组(n  = 10). A组
给予AG 150 mg/(kg•d)腹腔注射. 采用葡聚糖
蓝染色法测定各组肠道色素推进比率, AchE
组织化学染色法测定各组回肠肌间神经丛胆
碱能神经元分布密度. 

结果: S、A组各时间点肠道色素推进率较对
照组明显降低(P <0.05或0.01), 并随饥饿时间
延长呈进行性下降, 均于9 d达最低点, A组
在饥饿后3、5、7 d较S组高且有显著性差异
(52.2%±4.7%, 49.8%±5.6%, 43.3%±6.4% vs  
47.5%±4.2%, 42.3%±5.4%, 36.6%±5.2%, 均
P <0.05), 饥饿后9 d A组较S组无显著差异. S、
A组各时间点胆碱能神经元分布密度较对照
组明显降低(P <0.01), 并随饥饿时间延长呈进
行性下降, 均于9 d达最低点, A组在饥饿后5、
7 d较S组高且有显著性差异(均P <0.05), 饥饿
后3、9 d A组较S组无显著差异.

结论: 饥饿后早期给予氨基胍能够一定程度
减轻肠胆碱能神经元损伤, 改善肠传输功能, 
发挥肠神经保护作用.

关键词: 饥饿; 氨基胍; 肠神经系统; 胆碱能神经元; 

胃肠动力
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0  引言

在重大事故及自然灾害中被埋困人员饥饿状态

下机体发生应激反应, 其中, 肠神经及肠动力功

能在饥饿应激中的病理变化是需要关注的重要

环节. 肠神经系统(enteric nervous system, ENS)
由肠肌间神经丛和黏膜下神经丛组成[1], 在各种

调节胃肠蠕动功能的机制中起主要作用, 其中

主要的兴奋性神经元是乙酰胆碱能神经元[2], 在
肠道淤血、缺血再灌注等应激条件下, 肠壁内

的乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AchE)阳性

神经元数量减少, 提示应激条件会造成ENS神经

元功能异常[3], 氨基胍(aminoguanidine, AG)作为

一种选择性诱生型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)抑制剂, 能有效地抑制应
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激状态下肠道产生的过多NO, 发挥肠道保护作 
用[4], 但对于完全饥饿状态下ENS神经元及肠

动力功能的保护作用还鲜见报道. 本研究采用

AchE组织化学染色技术, 观察氨基胍(AG)对饥

饿大鼠肠神经及肠动力功能的影响, 探讨早期

添加AG对肠神经的保护机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠90只(北京维通利华实验

动物技术有限公司提供清洁级), 质量250 g±20 
g, 随机分为正常对照组(C组, n  = 10)、全饥饿组

(S组, n  = 40) 和氨基胍+全饥饿组(A组, n  = 40).
1.2 方法 
1.2.1 造模: 单笼适应性喂养1 wk后进行实验, 实
验期无饲料供应, 自由摄水, 自然光照, 室温控

制在18 ℃-25 ℃. 饥饿组和氨基胍组随机分为

3、5、7、9 d 4个亚组, 氨基胍组于饥饿当天开

始干预, 氨基胍按150 mg/(kg•d)配制成2 mL溶液

定时腹腔注射; 饥饿组定时腹腔注射生理盐水2 
mL/d, 排除腹腔注射操作本身干扰因素, 两组实

验期间自由饮水, 直至被处死.
1.2.2 小肠传输速率测定: 各亚组大鼠禁水12 h, 
于相应时间点采用20 g/L葡聚糖蓝-2000溶液0.4 
mL灌胃后30 min, 10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)
腹腔注射麻醉, 开胸经左心室顺序灌注37 ℃ 9 
g/L氯化钠溶液、4 ℃含10 g/L氯化钙的40 g/L甲
醛液固定组织. 剖腹取出胃肠道, 截取幽门至回

盲部整段小肠, 盲肠侧在上、幽门侧在下, 以5 g
重物垂直牵引悬挂, 测量并记录幽门至葡聚糖

蓝-2000色素推进最前端(推进长度)、幽门至盲

肠(总长度)的长度, 二者之比为小肠传输速率.
1.2.3 组织标本制备: 小肠传输速率测定完毕, 
迅速截取距回盲部3 cm一段回肠(5 cm), 用0.01 
mol/L PBS冲洗后用10 g/L多聚甲醛+1%氯化钙

溶液稍充盈, 将肠管两端结扎紧, 立即置入4 ℃
上述溶液中过夜, 次日如下述行全层铺片, 0.01 
mol/L PBS冲洗, 沿肠系膜处剪开肠管, 再将组织

剪成0.5 cm×0.5 cm的组织块, 在解剖显微镜下

用钟表镊剥除黏膜层和黏膜下层, 再用镊尖轻

轻挑去附于肌间神经丛的环行肌, 即得外纵肌

层标本(肠肌间神经丛附于其上).
1.2.4 酶组织化学染色: 每只大鼠各取5片外纵

肌层标本分别进行乙酰胆碱酯酶(AchE)组织化

学染色. AchE染色法[3]: 按Karnovsky-Roots直接

法进行AchE神经元染色, 将剥离的上段纵肌层

标本用0.01 mol/L PBS冲洗3次, 置入含碘化乙

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠神经及其分泌
递质种类多, 调节
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激条件和强度、

干预时间、干预
药物种类、剂量
和给药方式, 需要
精心研究、设计.
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酰硫代胆碱(美国Sigma公司)5 mg、0.1 mol/L醋
酸缓冲液(pH5.5)6.5 mL、0.1 mol/L枸橼酸钠0.5 
mL、30 mmol/L硫酸铜l mL及蒸馏水l mL的孵

育液中37 ℃孵育60 min. PBS冲洗、贴片、铺平, 
牵拉率小于1∶1.1, 晾干、逐级酒精脱水, 二甲

苯透明, 中性树胶封片. 另设对照实验: 孵育液

中不加碘化乙酰硫代胆碱.
1.2.5 结果观察: Olympus光学显微镜下观察, 比
较各组大鼠肠肌间神经丛AchE阳性神经染色强

弱, 每只标本随机计数5个200倍视野, 单盲下测

定被检测的外纵肌层标本AchE阳性神经元细胞

数量, 用于比较各组AchE阳性神经元密度.
统计学处理 计量资料数据以mean±SD表

示, 多组间比较采用完全随机设计方差分析, 进
一步采用均数间两两比较的LSD法, SPSS13.0统
计分析软件对实验数据进行统计学分析.

2  结果

2.1 小肠传输速率 小肠传输速率在饥饿后3 d开
始进行性降低, 并于饥饿后9 d达最低点, S、A组

各时间点比对照组明显降低, 其中3 d时A组差异

显著(P<0.05), 其余各组差异非常显著(P<0.01). A
组在饥饿后3、5、7 d较S组高且有显著性差异

(P<0.05), 饥饿后9 d A组较S组无显著差异(表1).
2.2 回肠肌间神经丛AchE组织化学染色结果 光
镜下, 对照组AchE阳性神经元染色呈棕黄色, 胞
体大小不等, 形态多样, 细胞核不着色, 胞体内

可见大量棕黄色或棕黑色强阳性染色颗粒; 随
饥饿时间延长, 饥饿各组强阳性神经元及其胞

体内强阳性染色颗粒着色逐渐变浅, 数目呈减

少趋势, AchE组织化学染色对照实验结果呈阴

性, 具体结果及数值如下述: 回肠肌间神经丛胆

碱能神经元分布密度在饥饿后3天开始进行性

降低, 并于饥饿后9 d达最低点, S、A组各时间

点比对照组明显降低(P <0.01), A组在饥饿后5、
7 d较S组高且有显著性差异(P <0.05), 饥饿后3、
9 d A组较S组无显著差异(表2, 图1).

3  讨论

在胃肠道诸多功能中, 正常的肠蠕动功能意义

不仅在于参与食物的消化、吸收和排泄, 同时

也是胃肠道非免疫防御的重要机制, 可防止肠

内有害物质包括内毒素的积聚和限制细菌生长, 
是肠腔内环境的“清道夫”[5]. 胃肠蠕动反映

了胃肠道平滑肌、黏膜上皮和血管的整合的功 
能 [6],  其神经调节主要依赖3个系统即中枢神

经、自主神经和E N S, 其中E N S起主要作用, 
ENS是独立的具有与脑和脊髓类似的整合和处

理信息功能机制的神经系统, 可以不依赖中枢

而具有高度的自主性, 因此称作胃肠道的“微

型脑”[1,7,8]. ENS主要兴奋性神经递质是乙酰

■相关报道
研 究 证 实 ,  适 当
应用肠神经调节
药物更有利于应
激状态下肠神经
及肠传输功能的
保 护 ,  有 利 于 肠
道黏膜屏障功能
的 保 护 ,  延 缓 肠
道内毒素积聚和
细菌移位.

表 1 大鼠小肠传输速率比较 (mean±SD)

     
分组             时间(d)            总长度(cm)                 推进长度(cm)    推进比率(%)

对照组  0         122.3±10.5  71.4±8.9      59.2±7.1

饥饿组  3         126.4±10.1  59.9±6.2b     47.5±4.2b

  5         121.4±10.7  51.4±6.4b     42.3±5.4b

  7         128.4±11.7  46.5±8.8b     36.6±5.2b

  9         122.9±10.3  34.8±6.9b     28.1±4.9b

AG组  3         122.0±10.5  63.6±7.1a     52.2±4.7ac

  5         124.1±10.2  60.3±7.1b     49.8±5.6bc

  7         119.8±11.4  51.3±8.6b     43.3±6.4bc

  9         126.8±12.9  41.0±8.8b     32.2±5.6b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  饥饿组.

表 2 大鼠回肠肌间神经丛AchE阳性神经元分布密度 
(mean±SD, ×200)

     
分组               时间(d)

                          AchE阳性神经元

    (个/200倍视野)

对照组  0  77.63±6.41

饥饿组  3  65.25±6.36d

  5  53.75±6.54d

  7  38.13±6.96d

  9  30.75±6.19d

AG组  3  69.50±6.32d

  5  61.25±5.70ad

  7  47.35±7.58ad

  9  36.38±6.09d

aP<0.05 vs  饥饿组; dP<0.01 vs  正常对照组.
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胆碱(acetylcholine, Ach), AchE是Ach的水解酶, 
AchE活性增强代表Ach释放增加, 胆碱能神经兴

奋性增高. ENS与胃肠蠕动密切相关, 研究显示, 
糖尿病、间断禁食应激大鼠肠胆碱能神经元分

布密度异常, 同时出现肠蠕动功能损伤[9,10].
肠道为应激的中心器官, 在应激反应中, 机

体为保证心、脑重要器官血液供应, 通过复杂

的神经-内分泌系统介导, 调节全身血流重新分

配, 产生选择性内脏血管痉挛, 肠道缺血、缺 
氧[11], 肠黏膜屏障受损, 肠道细菌、内毒素群移

位, 引起炎性反应及多种细胞因子表达, 过氧化

物酶水平升高, 抗氧化防御系统的清除能力下

降, 产生大量的氧自由基[12]等肠道损伤机制. 完
全饥饿是一种严重应激状态, 可通过上述机制

损害肠道功能, 本实验结果显示, 肠动力方面, 
全饥饿组大鼠肠道传输比率明显低于对照组, 
并随着饥饿时间延长进行性降低, 提示肠传输

功能障碍; ENS方面, 回肠肌间神经丛胆碱能神

经元分布密度明显低于对照组, 并随着饥饿时

间延长进行性降低, 提示ENS兴奋功能降低. 以
上结果证实饥饿应激损害ENS及胃肠运动功能, 
并随饥饿时间延长, 这种损害进行性加重, ENS
及胃肠运动功能损害在时间和程度上基本一致.

AG是一种具有亲核作用的肼化物, 基本的

化学结构为HN-NH-C-NH, 带有一个能与缺乏

电子的羰基起反应的无毒亲核肼基团, 能使过

量的氧化酶失活[13,14], AG与L -精氨酸(NO合成底

物)和L -精氨酸类似物(N -单甲基-L -精氨酸, NOS
竞争性抑制剂)的化学结构相似, 为iNOS的选择

性抑制剂, 这些化学结构特点使AG具有独特的

生化作用. 研究显示, AG对应激诱导的肠黏膜

损伤、肠道炎性反应、肠道微循环障碍具有保

护作用[15,16], 我们建立饥饿应激模型, 研究AG对

ENS及胃肠运动的影响, 结果显示, AG组大鼠肠

■应用要点
本文为进一步研
究灾害中被困人
员肠神经及肠动
力功能保护提供
依据.

图 1 大鼠回肠肌间神经丛AchE表达(×200). A: 对照组; B: 饥饿3 d组; C: 饥饿5 d组; D: 饥饿7 d组; E: 饥饿9 d组; F: AG 3 d组; 

G: AG 5 d组; H: AG 7 d组; I: AG 9 d组.

A B C

D E F

G H I
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道传输比率在饥饿后3、5、7 d明显高于全饥饿

组, 回肠肌间神经丛胆碱能神经元分布密度在

饥饿后5、7 d明显高于全饥饿组, 提示AG能一

定程度减轻饥饿应激对胆碱能神经元及肠道传输

功能的损伤作用, 发挥ENS及胃肠运动保护作用.
AG可能通过以下途径保护ENS及胃肠运动

功能: AG能够使应激状态下肠道nNOS的mRNA
转录水平升高[17], 促进nNOS合成, 进而保持正

常神经源性NO的稳定合成, 发挥其对肠道平滑

肌[18]、黏膜屏障、血管紧张度及血管渗透性的

生理调节作用, 保证ENS及胃肠运动功能正常运

行; 作为iNOS的选择性抑制剂, AG能抑制应激

时被炎症刺激、内毒素及细胞因子激活的iNOS
合成, 进而减轻诱导型NO大量合成引起的抑制

线粒体呼吸链、脂质过氧化或DNA断裂等细胞

毒性作用及参与炎症细胞趋化、炎症反应逐步

放大等有害反应[15], 减少应激对ENS及胃肠运动

功能的伤害; AG还能降低毛细血管内白细胞的

黏滞、抑制血管内皮生长因子[14,19]. 但AG的这

种保护作用是有限的, 饥饿终末期, AG组较全饥

饿组肠道传输比率, 胆碱能神经元分布密度无

显著差异, 可能是由于神经递质合成原料耗竭, 
损伤因素进行性积累加重, 胆碱能神经元结构

已严重破坏, AG失去有效保护作用.
总之, 饥饿后早期给予氨基胍可明显改善肠

道胆碱能神经元结构和功能, 改善肠传输功能; 
但其不能完全阻止饥饿后肠神经及肠传输功能

受损.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
covered esophageal stents for the treatment of 
benign esophageal and cardial stricture.

METHODS: Thirty two patients with benign 
esophageal and cardial stricture were selected. 
Appropriate stents were inserted depending on 
particular patient's condition. The success rate 
of stent insertion, the improvement in swallow 
function, the complications and their manage-
ment were recorded.  

RESULTS: Stents were placed successfully in all 
patients. Dysphagia was resolved persistently 
in all patients after stent placement. No serious 
complications, such as esophageal perforation, 
and massive hemorrhage, occurred. However, 

all patients suffered varying degrees of chest 
pain. Four patients developed severe chest pain 
but got relieved after intramuscular injection 
of analgesics. Stent migration occurred in 3 
patients. Granulation tissue hyperplasia at the 
proximal portion of the stent occurred in one pa-
tient. Esophageal fistula can be closed after stent 
placement. Stents could be removed successfully 
under endoscopic assistance six months after 
stent placement.  

CONCLUSION: Covered esophageal stent inser-
tion is a safe and effective treatment for benign 
esophageal and cardial stricture.

Key Words: Esophageal stricture; Benignity; Stent; 
Treatment
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摘要
目的: 评价被膜食管支架治疗食管贲门良性
狭窄的疗效和安全性. 

方法: 选择食管贲门良性狭窄患者32例, 根据
不同患者选择合适的被膜食管支架置入狭窄
段. 观察操作成功率、吞咽困难改善情况、术
中术后并发症的发生及其处理等. 

结果: 32例均一次性成功置入支架, 支架置入
后吞咽困难症状均得到持续改善. 所有患者
未出现食管穿孔、出血等严重并发症, 但均出
现不同程度的胸骨后闷胀隐痛不适, 其中4例
患者胸痛较明显, 肌注止痛剂后缓解; 3例出
现支架脱落; 1例出现支架近端肉芽组织增生. 
支架置入后可有效封闭食管气管瘘、食管纵
隔瘘等. 术后6 mo可经内镜成功取出支架.

结论: 内镜下置入被膜食管支架是治疗食管
贲门良性狭窄的一种安全、有效的方法.

关键词: 食管狭窄; 良性; 支架; 治疗
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■背景资料
食管贲门良性狭
窄是临床上的一
种 常 见 病 ,  包 括
手术后吻合口狭
窄、化学灼伤性
狭窄、肿瘤放疗
后单纯疤痕性狭
窄、贲门失弛缓
症等. 近年来有不
少学者研究内镜
下不同类型的支
架置入术在各种
疾病中的应用.

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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0  引言

食管贲门良性狭窄包括手术后吻合口狭窄、化

学灼伤性狭窄、肿瘤放疗后单纯疤痕性狭窄、

贲门失弛缓症等. 食管贲门良性狭窄既往曾采

取手术治疗, 随着微创概念的推广及介入医学

的迅速发展, 出现了内镜下探条或球囊导管扩

张术、永久性金属支架扩张术、暂时性不带膜

或带膜金属支架扩张术等. 每种治疗方法各有

优缺点, 有学者提出内镜下扩张术和永久性金

属支架扩张术的中远期疗效欠佳[1], 暂时性带膜

金属支架扩张术有望能较长期有效缓解吞咽困

难等症状[2,3]. 为探寻有效的治疗方法, 我们进行

了被膜食管支架治疗食管贲门良性狭窄的临床

观察, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-12/2009-03莆田学院附属医院共

治疗食管贲门良性狭窄32例, 其中男25例, 女7
例, 年龄44-80(平均年龄64)岁. 其中单纯食管癌

或贲门癌术后吻合口狭窄19例, 吻合口狭窄合

并食管气管瘘3例, 合并食管纵隔瘘5例, 食管癌

放疗后单纯疤痕性狭窄2例, 贲门失弛缓症2例, 
纵隔淋巴结肿大压迫中段食管致食管狭窄1例.
1.2 方法 根据不同患者选择合适的被膜食管支

架置入狭窄段. 本研究采用江苏省淮安市西格

玛公司的CZES型覆膜食管支架. 术后观察进食

改善情况及可能出现的并发症, 并积极处理. 3 d
后行泛影葡胺造影了解支架情况, 术后1、3、6 
mo行造影或胃镜检查观察支架扩张以及移位、

脱落、肉芽组织增生等. 术后6 mo取出支架, 以
后6-12 mo复查胃镜.

2  结果

32例患者均一次性成功置入支架, 共置入支架

33个(有1例因狭窄段较长, 且合并有中段食管自

发性破裂, 予重叠置入2支被膜食管支架), 操作

成功率100%. 
2.1 吞咽困难缓解情况 吞咽困难根据Stooler分
级: Ⅰ级: 能进软食; Ⅱ级: 能进半流质; Ⅲ级: 仅
能进流质饮食; Ⅳ级: 不能进食. 术前Ⅱ级5例, 
Ⅲ级21例, Ⅳ级6例; 术后Ⅰ级21例, Ⅱ级11例; 
术后梗阻解除, 吞咽困难缓解Ⅰ-Ⅲ级. 32例患者

随访4-30 mo, 中位随访时间6.5 mo, 吞咽困难症

状仍能得到持续改善. 
2.2 术中术后并发症及处理 所有患者术中术后

均未出现操作相关性食管穿孔、大出血等严重

并发症, 但均出现不同程度的胸骨后闷胀隐痛

不适. 术后轻度的胸痛、胸部异物感无需特殊

处理, 大部分在1-3 d后缓解. 4例患者胸骨后疼

痛明显, 肌注止痛剂后缓解; 3例患者取出支架

时出现少量渗血, 予制酸、止血治疗后好转; 2
例患者出现反流症状, 予制酸剂及黏膜保护剂

后缓解; 1例出现肉团堵塞支架, 予胃镜下取出

肉团; 3例分别在术后15 d、2 mo及5 mo出现支

架脱落予胃镜下取出支架后重新置入; 1例在术

后6 mo出现肉芽组织长入支架近端, 予胃镜下

重叠置入支架; 其余患者未发现明显支架端口

黏膜增生及支架再狭窄等. 
2.3 瘘口封闭效果 32例患者中有3例合并食管气

管瘘, 5例合并食管纵隔瘘, 目前瘘口均已封闭, 
支架已取出.

3  讨论

食管良性狭窄是食管疾病的常见并发症, 主要

引起吞咽困难等临床症状, 严重者甚至无法进

食, 影响了患者的生活质量并可危及生命, 因
此, 探寻一种安全有效的治疗方法显得尤为重

要. 多数学者认为暂时性覆膜金属支架置入术

是治疗食管良性狭窄的最有效方法之一[1-7]. 当
然, 也有部分学者持不同观点. 2008年来自美国

威斯康星大学的1项双中心前瞻性研究: 该研究

应用一种可取出自扩性的聚四氟乙烯树脂支架

治疗难治性食管良性狭窄, 结果只有约40%的患

者吞咽困难症状能获得长期缓解, 但这种操作

具有较大的风险, 因此建议要谨慎选择操作患

者[8]. 另有学者指出在金属支架放置期间可能有

效, 但是在支架取出后吞咽困难的复发率高, 尤
其是长段狭窄的患者[9]. 国内也有学者研究指出, 
对于难治性食管良性狭窄, 可采用支架治疗, 但
是在安全性及远期疗效上选用非自扩支架优于

自扩金属支架[10]. 基于以上, 我们进行了被膜食

管支架治疗食管贲门良性狭窄的临床观察. 
本研究中32例患者成功置入支架后吞咽困

难症状均可改善Ⅰ-Ⅲ级, 与术前比较有显著差

异, 这与国内外许多学者的报道结果相一致. 通
过随访4-30 mo(中位随访时间6.5 mo), 吞咽困难

症状仍能得到持续改善. 说明了暂时性置入被

膜食管支架治疗食管贲门良性狭窄的近期及中

■应用要点
本研究进行了内
镜下被膜食管支
架置入术治疗食
管贲门良性狭窄
的临床观察. 研究
显示内镜下置入
被膜食管支架治
疗食管贲门良性
狭窄是安全、有
效的, 可以较满意
地提高患者的生
活质量.
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期效果是值得肯定的. 我们认为应优先选择暂

时性被膜食管支架置入术治疗食管贲门良性狭

窄, 而并非永久性金属支架扩张术、内镜下球

囊扩张术. 分析如下: (1)食管贲门良性狭窄的患

者可能还有相当长的一段生存期, 金属支架若

“永久性”地置入狭窄段毕竟是一异物, 可能

长期刺激食管黏膜致肉芽组织增生、再狭窄、

食管气管瘘等, 况且其中远期的有效性及安全

性尚有待进一步考究. (2)内镜下球囊扩张术对

食管壁肌层的撕裂是急性、不规则的, 因此修

复时产生的疤痕较多, 易导致再狭窄. 支架置入

术是随着支架的逐渐扩张造成食管壁肌层慢性

均匀撕裂, 修复时疤痕产生少, 再狭窄发生率低. 
且有研究显示即使支架移除后出现再狭窄的患

者对后续(球囊扩张或二次支架置入等)治疗也

较前敏感, 效果较放支架前要好[11]. 而且球囊扩

张术的疗效受球囊位置、压力等多种因素影

响, 比较不易掌握. 研究还显示暂时性被膜食管

支架置入术不仅可以有效缓解吞咽困难等症状, 
同时还可以有效封闭食管气管瘘、食管纵隔瘘

等, 这是其他介入手段所无法做到的. 一些新型

的生物可降解的食管支架正在进一步的研发当

中, 其安全性、有效性及并发症的发生率等正

在进一步的研究当中[12]. 因此, 我们认为在新型

的生物可降解的食管支架普及之前, 暂时性被

膜食管支架置入术仍应是治疗食管贲门良性狭

窄的首选方法. 
32例术中术后均未出现操作相关性食管穿

孔、大出血等严重并发症, 因此我们认为只要

严格掌握手术适应证、禁忌证, 严防暴力操作, 
食管支架置入术仍是一种安全的操作. 该操作

最常见的并发症为胸骨后闷胀隐痛不适. 这是

因为支架扩张造成食管壁肌层的撕裂和贲门生

理结构的破坏造成的, 疼痛大多能忍受并在数

日后自行缓解, 较剧烈者肌注止痛剂后亦可缓

解. 研究中亦有少数患者出现出血、反流、食

物堵塞、支架脱落等并发症, 但经过处理后均

已好转. 这与其他学者研究所阐述的内镜下食

管支架置入术的并发症相一致[13]. 
支架置入后多长时间再取出最合适, 目前

对于这一问题国内外学者尚未统一意见. 不同

的学者在其各自的研究中支架放置的时间均不

同. 支架置入体内后随着温度上升而逐渐扩张, 
当支架温度达35 ℃-37 ℃时, 约需12-24 h, 支架

即可完全扩张达预定的直径. 早期有学者认为

支架放置的时间越长, 黏膜增生包裹支架两端

致胃镜下取出支架的难度越大. 因此认为, 支架

放置的最佳时间为4-8 wk[14], 甚至有人认为最好

在1 wk内取出[15]. 但是, 我们可以发现在一些随

访研究中吞咽困难复发率较高的患者其支架放

置的时间较短. 况且, 随着科技的进步, 现在支

架的质量较前已有明显改善, 异物感轻, 并发症

少. 有学者用个体化设计的全覆膜金属支架治

疗难治性食管良性狭窄, 最长放置时间达12 mo, 
竟无1例因为黏膜增生致支架再狭窄或无法取

出[6]. 因此, 我们认为应在尽量减少黏膜增生、

保证支架可再取出的前提下延长支架放置时间, 
在两者中寻找一平衡点. 本研究中支架放置时

间为6 mo, 结果显示在随访满6 mo的患者中仅1
例在术后6 mo出现肉芽组织长入支架近端, 其余

患者未发现黏膜增生等现象, 支架可顺利取出. 
且随访4-30 mo(中位随访时间6.5 mo), 吞咽困难

症状仍能得到持续改善. 当然, 我们这次临床观

察的例数仅32例, 且随访时间仍不够长, 因此在

以后的研究中, 我们准备进一步扩大临床观察

的患者数量并延长随访时间以不断的探索改进. 
总之, 内镜下置入被膜食管支架是治疗食管

贲门良性狭窄的一种安全、有效的方法, 可以

满意地提高患者的生活质量.
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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, T1/2不能写成tl/2或T , 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.
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Abstract
AIM: To analyze the quality of life in patients 
with gastroesophageal reflux disease (GERD) 
attending the gastroenterology outpatient clinics 
of three hospitals in Tongling, Anhui Province.

METHODS: GERD patients were identified 
from consecutive patients attending the gastro-
enterology outpatient clinics of three hospitals 
in Tongling, Anhui Province from June 2008 to 
August 2008 according to the clinical diagnostic 

criteria of GERD (RDQ score ≥ 12) by using the 
validated Chinese version Reflux Disease Ques-
tionnaire (RDQ) and the Los Angeles Classifica-
tion for diagnosis and grading of reflux esopha-
gitis (RE). Each GERD patient was matched to 
two healthy subjects. The impact of GERD on 
the quality of life in these subjects was evaluated 
using the Chinese version of the Short Form-36 
(SF-36) survey scale. The survey data were used 
to create a database with the Epi Data 3.0 pro-
gram. Statistical analysis was performed using 
the SPSS 13.0 software package.

RESULTS: A total of 199 GERD patients were 
identified from 7 352 consecutive outpatients, of 
which 187 patients participated in the survey. 
The quality of life score (SF-36) was significantly 
lower in GERD patients than in healthy controls, 
in nonerosive reflux disease (NERD) patients 
than in RE patients, and in female GERD pa-
tients than in male GERD patients.

CONCLUSION: The quality of life declines 
obviously in NERD patients and female GERD 
patients when compared with RE patients and 
male GERD patients, respectively. Psychological 
factors may play an important role in the devel-
opment of GERD.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Epi-
demiology; Quality of life

Qu GQ, Hu HY, Li A, Guo JZ, Liang XF, Tang SJ, Long X, 
Qian LK, Cheng XX, Cao B. Quality of life in patients with 
gastroesophageal reflux disease: an analysis of 187 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 834-838

摘要
目 的 :  调 查 消 化 门 诊 人 群 胃 食 管 反 流 病
(gastroesophageal reflux disease, GERD)生活质
量状况.

方法: 针对安徽铜陵三家市级医院2008-06/08
消化内科门诊连续就诊人群, 根据国内通用
的GERD临床诊断标准(RDQ总积分≥12分)和
洛杉矶反流性食管炎(RE)内镜诊断标准进行
GERD调查和诊断. 采用中文版SF-36生存质

®

■背景资料
G E R D已成为严
重影响人们生活
质量的主要消化
疾 病 之 一 .  资 料
显示甚至比糖尿
病、高血压等患
者更差. GERD患
者因生活质量差
而劳动力下降, 给
社会及家庭造成
了重大的疾病负
担. 因此GERD患
者生活质量的研
究具有重要临床
意义.

■同行评议者
刘海峰, 教授, 武
警总医院消化科
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量量表进行GERD患者生活质量状况地评估. 
所有调查资料使用Epi Data 3.0软件建立数据
库, 利用SPSS13.0做统计学分析. 根据数据的
分布特征, 分别采用χ2检验、非参数检验、两
样本t检验. 

结果: 三家市级医院消化内科门诊7 352例连
续就诊患者中共调查诊断出GERD 199例. 187
例GERD患者实际参与了生活质量状况的调
查, 选取了374例同年龄同性别的正常健康
人群进行了病例对照研究. 结果显示, GERD
病例组8个纬度生活质量评分、S F-36量表
总分均明显低于健康对照组, 有显著性差异
(P <0.05). 非糜烂性反流病(nonerosive reflux 
disease, NERD)组7个纬度生活质量评分、

S F-36量表总分均明显低于反流性食管炎
(reflux esophagitis, RE)组患者, 有显著性差异
(P <0.05). 无论NERD或RE组女性患者生活质
量量表总分均明显低于男性, 有显著性差异
(P <0.05).

结论: GERD患者生活质量较正常健康人群
明显下降; 在NERD、女性患者中更为突出. 
精神心理因素可能在GERD发病中起到一定
作用.

关键词: 胃食管反流病; 流行病学; 生活质量
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)是由多种因素造成的消化系动力障碍性

疾病[1], 又根据内镜下有无食管炎表现分为反流

性食管炎(reflux esophagitis, RE)和非糜烂性反

流病(nonerosive reflux disease, NERD)[1]. GERD
临床十分常见, 且发病率呈逐年增长趋势[2], 已
成为严重影响人们生活质量的主要消化疾病之

一[3]. 有资料显示GERD无论是RE或NERD, 其生

活质量均较健康人群明显下降, 甚至在某些方

面比一些慢性器质性疾病如糖尿病、高血压等

患者更差[4]. GERD患者因生活质量差而劳动力

下降, 给社会及家庭也造成了重大的负担[5]. 因
此, 本研究针对安徽铜陵三家市级医院消化内

科门诊连续就诊人群进行了GERD的诊断与调

查, 旨在分析本地区GERD患者的生活质量, 为
改善本地区GERD生活质量状况提供科学依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用症状问卷筛查法, 针对2008-06/08
本地区三家市级医院(安徽铜陵市第一、第四

人民医院和有色职工总医院)消化内科门诊连

续就诊的人群进行筛查. 凡有烧心、反食、反

酸、非心源性胸痛反流症状之一的患者均作

为入选对象, 剔除重复病例. 所有入选对象均

进行国内通用的反流性疾病问卷(reflux disease 
questionnaire, RDQ)调查和胃镜检查, 凡符合诊

断标准者即为本组所需GERD病例. 健康对照者

在各社区居委会或社区卫生服务中心(站)随机

抽取产生.
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: 凡是符合以下任何一项标准

者即为GERD, 排除重复病例. (1)国内通用的

GERD临床诊断标准[6]: 有典型“烧心、反流”

等不适症状, 且RDQ症状总积分≥12分者; 根据

罗马Ⅲ标准排除功能性烧心、食管源性胸痛以

及功能性消化不良等且无器质性疾病、无手术

史. 这些患者再结合胃镜进一步区分NERD或

RE. (2)内镜标准: 凡是内镜显示食管远端黏膜

有糜烂破损者均为RE, 分级标准参照洛杉矶RE
内镜分级标准[1], 排除化学、物理及霉菌性食管

炎等.
1.2.2 调查方法: 所有入选对象均进行RDQ问卷

和胃镜检查, 根据诊断标准确立GERD病例. 调
查中每发现1例GERD病例, 选取2例同年龄同性

别健康志愿者, 采用中文版SF-36生活质量量表

进行GERD患者生活质量状况的病例对照研究. 
1.2.3 调查方式与内容: 所有被调查对象均由经

严格培训的消化内科及内镜医师和护师等直接

面对面、以询问填写的方式进行问卷调查. 内
容涉及人口学特征资料、中文版RDQ问卷、内

镜资料、SF-36量表等内容. 
1.2.4 RDQ症状问卷调查与积分方法: RDQ问

卷主要以被调查者过去4 wk中烧心、反流(反
食)、非心源性胸痛和反酸四种为统计症状. 根
据这4种症状的频次及严重程度调查计分, 积分

为各项症状出现的频次与程度的积分相加. 具
体RDQ积分方法参照中国GERD研究协作组推

荐的国内通用的方法[6]. 
1.2.5 GERD生活质量评估与SF-36量表简介: 本
组采用中文版SF-36量表进行GERD患者生活质

量地评估. 该量表[7]共有8个维度和36个条目, 还
有1个条目-健康变化(HT)条目用于评价对健康

状况总体变化的主观感受. 这8个维度分别是生

■研发前沿
G E R D 发病率呈
逐年增长趋势, 是
近年来消化疾病
学 研 究 的 热 点 . 
GERD是慢性病 , 
病情易反复, 治疗
效果差, 严重影响
着患者的健康状
况和生活质量. 近
年来 G E R D 生活
质量的研究受到
广泛关注, 而国内
学者对此研究却
不多.

■相关报道
张艳丽等报道RE
和N E R D组生活
质量各纬度和综
合评分均较健康
人 群 明 显 下 降 , 
而N E R D在躯体
和精神方面的生
活 质 量 则 更 差 . 
G E R D患者生活
质量下降很可能
与患者的异常精
神心理状态有关.
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理功能(PF)、生理职能(RP)、躯体疼痛(BP)、
总体健康(GH)、活力(VT)、社会功能(SF)、情

感职能(RE)、精神健康(MH). 8个维度各自包括

不同的条目, 采用评分方法也不同. 而健康变化

(HT)条目不进行重新评分; SF-36的主要统计指

标是计算8个纬度的健康得分和反映健康变化

(HT)条目地评分. 根据8个纬度各个条目的重新

评分值, 可以计算出8个纬度的初得分和终得分. 
因为各纬度包含的条目不同, 初得分不便于相

互比较. 对初得分进行标准公式转换即可得到

终得分, 终得分为0-100, 可以用于纬度间的相互

比较. 各维度得分高低能够直接反映健康状况

的好坏, 得分高说明健康状况好.
统计学处理 所有调查资料均输入电脑, 资

料实行双人录入双人校对, 使用Epi Data 3.0软
件建立数据库, 利用SPSS13.0进行统计学处理. 
根据数据的分布特征, 分别采用χ2检验、非参数

检验、两样本t检验等方法.

2  结果

本地区三家医院消化内科门诊7 352例连续就诊

患者中共调查诊断出GERD 199例, 其中RE 94
例, NERD 105例, 排除重复病例. 187例GERD患

者实际参与了生活质量状况的调查, 按照1∶2
配比选取374例同年龄同性别的正常健康人群

进行了病例对照研究. 收回有效调查问卷病例

组187份, 对照组374份. 
2.1 各纬度生活质量状况分析与SF-36量表总

分比较 GERD病例组8个纬度生活质量评分、

SF-36量表总分均明显低于对照组, 有显著性差

异(P <0.05, 表1, 2). NERD组7个纬度生活质量评

分、量表总分均明显低于RE组, 有显著性差异

(P <0.05, 表2, 3).
2.2 GERD男性患者与女性患者的生活质量状况

比较 GERD病例组中, 无论NERD组或RE组, 女
性生活质量量表总分均明显低于男性, 有显著

性差异(P <0.05, 表4).

3  讨论

G E R D是近年来消化疾病学研究的热点 [ 8 ] . 
GERD是慢性病, 病情易反复, 治疗效果差; 反
酸、烧灼感和反食严重影响着患者的健康状况

和生活质量[9]. 近年来, GERD患者生活质量的研

究开始受到广泛关注. 然而国内学者对此研究

却较少[10]. 
G E R D健康相关生活质量量表 (G E R D-

HRQL)属于疾病专用问卷, 侧重反映酸反流对

日常生活的影响, 对全面评估患者的生活质量

有局限性, 适宜于临床对生活质量治疗效果的

评价[11]. 而SF-36量表是一个普适性量表[7], 近年

来越来越多地被用于各种慢性疾病对生活质量

影响的评估. 该量表是由美国波士顿健康研究

所研制的简明健康测量量表, 是从量化的角度, 
较为全面、直观地反映患者生理、心理和社会

功能等方面的健康状况, 注重生理和心理健康

两方面的评价[7]. 量表的生理功能(PF)、生理职

能(RP)和躯体疼痛(BP)注重生理方面, 情感职能

(RE)和精神健康(MH)注重心理方面, 而总体健

康(GH)、活力(VT)和社会功能(SF)3个维度同时

受生理和心理两个方面的影响. 健康变化(HT)
条目是对健康转变状况的自评. 各个维度的得

分高低能够直接反映健康状况的好坏, 得分高

说明健康状况好. SF-36量表可以综合评价出

GERD患者和普通人群生活质量的区别, 而且能

反映出不同疾病和症状对患者健康生活质量的

表 1 病例组和健康对照组SF-36量表各项纬度的非参检验

     
      GH1          PF1                 RP1                BP1    SF1       RE1           MH1                  vt1

病例组(中位数)   67.00           95.00           84.00           62.00           62.50         100.00           84.00           77.50

对照组(中位数)   72.00         100.00         100.00           84.00           62.50           66.67           86.00           80.00

最大值  100.00         140.00         100.00         100.00           87.50         100.00         100.00         100.00

最小值      0.00           10.00             0.00           12.50           12.50             0.00             4.00             0.00

Z值  -10.592         -7.155       -11.611        -7.117         -9.435        -4.825         -9.408         -7.858

P值      0.001           0.001           0.001           0.001           0.001           0.001           0.001           0.001

表 2 不同组SF-36量表总分的比较

     
分组                量表总分               t 值                 P 值

RE组         531.21±159.87          3.190          0.002

NERD组         452.08±176.67 

病例组         489.52±173.07      -13.294          0.001

对照组         642.29±100.03

■创新盘点
本 文 比 较 了
NERD与RE、男
女性别之间的差
异, 生活质量下降
在 N E R D 和女性
患者中则更为突
出. 进一步探讨机
体性激素水平的
变化与 G E R D 症
状的发生和生活
质量的关系, 深入
研究精神心理因
素在 N E R D 和女
性患者发病机制
中的作用, 将有助
于指导临床治疗.
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影响及治疗前后生活质量的变化, 也可以对同

一病种的不同亚群进行比较[7,12]. 因此本研究采

用SF-36量表进行了GERD患者生活质量地评估. 
本组结果显示GERD病例组8个纬度生活质

量评分和量表总分均明显低于健康对照组, 有
显著性差异; 两个亚组中NERD组7个纬度生活

质量评分和量表总分均明显低于RE组, 说明与

健康人群比较, GERD患者生活质量明显下降. 
与RE患者比较, NERD患者生活质量则更差, 提
示NERD与RE可能是两种不同的疾病状态, 表
现在对生活质量的影响上也有不同 .  张艳丽 
等[13]也报道RE和NERD组生活质量各纬度和综

合评分均较健康人群明显下降, 而NERD在躯体

和精神方面的生活质量则更差. 
本组进行了男性与女性患者的生活质量量

表总分地比较, 结果显示无论是NERD或RE, 女
性患者量表总分均明显低于男性; 说明与男性

患者比较, 无论是NERD还是RE, 女性患者生活

质量更差, 国内尚罕见报道, 提示男性与女性患

者之间也可能存在病因发病机制的差异, 可能

是两类不同的疾患者群, 值得临床进一步地研

究和探讨. 美国40个临床中心进行了1项性激素

水平与GERD症状发生的关系的试验, 结果显示

对绝经期妇女单独给予雌激素治疗, 而不加孕

激素治疗可能会导致GER症状的发生; 提示某

些生理性激素如雌激素等性激素水平有可能参

与了GERD的发病[14]. 因此本组男性与女性患者

之间的差异很可能与其性激素等生理激素水平

有关, 进一步从生理性激素水平的变化角度来

探讨机体性激素水平的变化与GERD症状的发

生和生活质量状况的关系, 可能会有新的发现. 
SF-36量表同时注重生理和心理健康两方

面的评价. GERD患者生活质量下降很可能与患

者的异常精神心理状态有关[13]. 精神心理异常

状态可能会对患者生活质量产生负面的影响. 
而这一影响可能在NERD和女性患者中则表现

地更为突出. 进一步深入研究精神心理因素在

NERD和女性患者发病机制中的作用, 有助于指

导临床医师进行更有效的治疗. 临床上, 慢性消

化系统疾病如肠易激综合征、GERD对患者生

活质量地影响明显; 在长期治疗与反复的过程

中, 很多患者出现抑郁和/或焦虑. 因此, 改善慢

性疾病患者的生活质量亦是治疗的重点目标

之一[15].
总之, GERD患者的生活质量较正常健康人

群明显下降, 值得重视的是, 表现在NERD患者

和女性患者中则更为突出. 精神心理异常可能

对患者生活质量产生负面的影响. 临床医师在

治疗上应注重患者, 尤其是NERD患者和女性患

者给予及时地心理疏导或心理治疗, 着力改善

其生活质量状况, 强调躯体疾病和精神心理的

整体治疗, 努力提高其生活质量, 可能为治疗带

来新的突破.

致谢: 感谢安徽医科大学附属省立医院消化科

王巧民教授的指导, 及安徽铜陵市第一人民医

院消化科束庆文主任、有色职工总医院消化科

何向阳副院长的大力支持与帮助.

4      参考文献
1 陆再英, 钟南山. 内科学. 第7版. 北京: 人民卫生出版

社, 2008: 372-375
2 Shaw MJ, Talley NJ, Beebe TJ, Rockwood T, 

Carlsson R, Adlis S, Fendrick AM, Jones R, Dent 
J, Bytzer P. Initial validation of a diagnostic 
questionnaire for gastroesophageal reflux disease. 

表 3 RE组和NERD组患者SF-36量表各项纬度的非参检验

     
      GH1          PF1                 RP1                BP1    SF1       RE1           MH1                  vt1

RE组(中位数)   47.00           90.00           50.00           72.00           62.50           66.67           72.00           67.50

NERD组(中位数)   45.00           85.00           25.00           62.00           62.50           33.33           68.00           60.00

最大值    97.00         140.00         100.00         100.00           87.50         100.00         100.00         100.00

最小值      0.00           10.00             0.00           12.00           12.50             0.00             4.00             0.00

Z值    -3.113         -3.451         -2.354         -2.809         -0.485         -2.329        -2.662         -2.825

P值      0.002           0.001           0.019           0.005           0.628           0.020           0.008           0.005

表 4 男女性别差异在不同组别中SF-36量表总分的比较

     
分组  性别             量表总分                t 值            P 值

RE组    男       531.24±159.87       1.525       0.002

    女       452.08±176.66

NERD组    男       506.70±167.60       3.510       0.001

    女       387.76±166.67

病例组    男       528.40±161.60       4.380       0.001

    女       417.15±171.58

■应用要点
改善GERD患者生
活质量是治疗的
重点目标之一. 精
神心理异常可能
对GERD患者生活
质量产生负面的
影响. 临床治疗上
应注重患者, 尤其
是NERD和女性患
者给予及时地心
理疏导或心理治
疗, 着力改善其生
活质量, 强调躯体
疾病和精神心理
的整体治疗.



www.wjgnet.com

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

Am J Gastroenterol 2001; 96: 52-57 
3 章宏, 徐晶, 厉有名, 虞朝辉, 许国强, 陈春晓, 季峰. 浙

江省内科门诊人群胃食管反流病及危险因素流行病
学调查. 中华消化杂志 2007; 27: 443-446

4 Wiklund I. Review of the quality of life and burden 
of illness in gastroesophageal reflux disease. Dig 
Dis 2004; 22: 108-114  

5 Sifrim D, Zhang X. Pathophysiology of GERD 
in China: the same factors at a lower scale. Am J 
Gastroenterol 2004; 99: 2094-2097

6 中国胃食管反流病研究协作组. 反流性疾病问卷在胃
食管反流病诊断中的价值. 中华消化杂志 2003; 23: 
651-654

7 魏朝晖, 莫一心, 陈和年. 生命质量测定量表SF-36的
应用. 国外医学·社会医学分册 1997; 14: 145-147

8 Wong BC, Kinoshita Y. Systematic review on 
epidemiology of gastroesophageal reflux disease in 
Asia. Clin Gastroenterol Hepatol 2006; 4: 398-407

9 庄永艿, 赵金光, 周永红, 李九菊. 张掖市门诊人群胃

食管反流症状流行病学调查及影响因素分析. 医学综
述 2009; 15: 1109-1111 

10 牟向东, 谢鹏雁. 胃食管反流病生活质量的研究现状. 
社区医学杂志 2008; 6: 47-49

11 Fass R, Tougas G. Functional heartburn: the stimulus, 
the pain, and the brain. Gut 2002; 51: 885-892

12 刘晓红, 柯美云, 宋志强, 罗金燕, 袁耀宗, 侯晓华, 朱
有玲, 孙菁, 查慧. 雷贝拉唑对胃食管反流病患者生活
质量的影响. 中华内科杂志 2005; 44: 818-821

13 张艳丽, 孙晓红, 陈春晓, 柯美云, 王智凤, 方秀才. 反
流性食管炎和非糜烂性反流病患者症状谱、生活质
量和精神心理状态调查. 胃肠病学 2008; 13: 82-86

14 Zheng Z, Margolis KL, Liu S, Tinker LF, Ye W. 
Effects of estrogen with and without progestin and 
obesity on symptomatic gastroesophageal reflux. 
Gastroenterology 2008; 135: 72-81

15 朱风尚, 陈锡美, 王志荣, 张东伟, 张霞. 埃索美拉唑对
胃食管反流病患者症状和生活质量的影响. 世界华人
消化杂志 2008; 16: 530-534

           编辑  李军亮  电编  何基才  

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

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》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)
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文章的科学性和
可读性较好, 具有
一定的创新性, 对
临床工作有一定
的指导作用, 较好
地反映我国胃食
管反流病临床研
究的先进水平.
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Abstract
AIM: To observe the efficacy of acupuncture at 
acupoints of Foot-Yangming Meridian in the 
treatment of patient with functional dyspepsia 
(FD) and to compare with that of unspecific 
acupuncture.

METHODS: Sixty FD patients were randomly di-

vided into two groups: control group and treat-
ment group. The treatment group was treated 
by acupuncture at acupoints of Foot-Yangming 
Meridian, while the control group was treated 
by unspecific acupuncture. All patients received 
a total of four treatment cycles, each of which 
consisted of acupuncture once a day (0.5 h each 
time) for one week (five times). Immediately 
before and after the treatment and at one month 
after the treatment, all patients were requested 
to fill in several scales, such as Nepean Dyspep-
sia Index [NDI, including Nepean Dyspepsia 
Symptom Index (NDSI) and Nepean Dyspepsia 
Life Quality Index (NDLQI)], FD Symptom In-
dex (FDI), and MOS 36-Item Short-Form Health 
Survey (SF-36).

RESULTS: The efficacy of acupuncture at acu-
points of Foot-Yangming Meridian in improving 
the symptoms of FD patients was better than that 
of unspecific acupuncture. The total response 
rates achieved in treating postprandial fullness, 
early satiation, epigastric pain, and epigastric 
burning were significantly higher in the treat-
ment group than in the control groups (85.72% vs 
19.23%, 78.26% vs 20.00%, 94.11% vs 6.25%, and 
60.00% vs 7.69%, respectively; all P < 0.01). At the 
end of the treatment or at one month after the 
treatment, NDSI and FDI decreased significantly, 
and NDLQI and SF-36 increased significantly in 
the two groups compared to pretherapy values (all 
P < 0.01). NDSI and FDI were significantly lower, 
and NDLQI and SF-36 were significantly higher 
in the treatment group than in the control group 
(all P < 0.01).

CONCLUSION: Acupuncture at acupoints of 
Foot-Yangming Meridian is effective in the treat-
ment of FD patients. Both the short-term (at the 
end of the treatment) and long-term efficacy 
(one month after the treatment) of acupuncture 
at acupoints are superior to those of unspecific 
acupuncture in FD patients.

Key Words: Functional dyspepsia; Acupuncture; 
Acupoints of Foot-Yangming Meridian
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■背景资料
关于经穴主治的
特异性, 是一个争
论了几十年的热
点问题, 至今肯定
者与否定者的观
点仍针锋相对, 各
持 其 说 .  本 研 究
围绕经穴效应特
异性基本规律是
“经脉循行是基
础, 经气会聚是关
键”的工作假说, 
选用针灸临床疗
效肯定的功能性
消化不良为研究
载体, 结合针灸临
床研究规范、临
床流行病学、循
证医学和GCP临
床研究方法, 通过
科学、规范的临
床研究设计, 以临
床效应严格评价
经穴效应特异性
的基本规律.

■同行评议者
沈洪, 教授, 南京
中医药大学附属
医院江苏省中医
院消化科



acupuncture at acupoints of Foot-Yangming Meridian in 
the treatment of patients with functional dyspepsia: an 
analysis of 30 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(8): 839-844

摘要
目的: 分析针刺足阳明经特定穴治疗功能性
消化不良(FD)的临床疗效, 探讨针刺足阳明经
特定穴对FD的经穴效应特异性. 

方法: 将60例FD患者随机分到治疗组(A)和
对照组(B)各30例. 治疗组针刺足阳明经特定
穴, 对照组针刺非经非穴. 两组均每日针刺1
次, 每次0.5 h, 每周5次为1个疗程, 治疗4个疗
程. 分别于治疗前、治疗完成、治疗后1 mo由
受试者填写尼平消化不良指数(NDI), 包括症
状指数(NDSI)和生活质量指数(NDLQI), 消化
不良症状积分(FDI), 健康相关生活质量评分
(SF-36). 统计与分析所获资料. 

结果: 治疗组各种症状的疗效高于对照组 . 
治疗组各症状上腹饱胀不适、早饱、上腹
痛、上腹烧灼感的总有效率分别为85.72%、

78.26%、94.11%、60.00%, 明显高于对照
组(19.23%、20.00%、6.25%、7.69%), 差异
有统计学意义(P <0.01); 治疗完成和1 mo随
访时, 两组相对治疗前NDSI, FDI均显著降
低, NDLQI, SF-36均显著增加(均P <0.01); 且
同期比较治疗组NDSI, FDI明显低于对照组, 
NDLQI, SF-36明显高于对照组(均P <0.01).

结论: 针刺足阳明经特定穴与非经非穴治疗
FD都是有效的治疗方法, 但前者治疗FD近期
疗效(治疗完成)和远期疗效(治疗后1 mo)都明
显优于后者.

关键词: 功能性消化不良; 针刺; 足阳明经特定穴
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是一

种常见的消化系统疾病, 属中医的“痞证”、

“胃脘痛”、“嘈杂”、“纳呆”、“嗳气”

等范畴. 罗马Ⅲ学术委员会使用下面的定义: FD
系指存在被认为源自胃十二指肠区域的症状, 
且无任何可以解释这些症状的器质性、系统性

或代谢性疾病. 临床上消化不良可单独出现或
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组合出现餐后饱胀不适、早饱、上腹部疼痛、

上腹烧灼感等症状. FD的发生与胃酸分泌、胃

动力功能障碍、胃肠道激素、内脏敏感、心理

因素、幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )
感染、迷走神经张力低下、血液流变等相关, 
但迄今对FD发生症状的机制尚未完全明确. 所
以对FD的治疗以对症治疗为主, 目的在于缓解

或消除消化不良症状, 改善患者的生活质量[1,2]. 
本课题组从2007-10/2008-05采用针刺胃经上特

定穴和非经非穴治疗FD, 比较受试者的临床疗

效和各项量表积分的变化. 现将有关情况报告

如下.

1  材料和方法

1.1 材料 FD患者60例病例来源于2007-09/2008- 
05湖南中医药大学第一附属医院针灸科门诊、

消化内科门诊、社会上招募的符合FD诊断标准

的志愿者, 均统一在湖南中医药大学第一附属

医院针灸科门诊室治疗. 2008-06完成随访. 60
例患者随机分成两组(足阳明经特定穴组-治疗

组、非经非穴组-对照组), 患者基本情况为: (1)
治疗组30例, 年龄21-51(平均27.93±6.30)岁, 病
程2.1-6.5(平均3.71±1.78)年, FDI (4.33±1.45); 
(2)对照组30例, 年龄23-46(平均28.87±6.40)
岁, 病程1.7-5.6(平均3.10±1.59)年, FDI(3.97±
1.38). 两组年龄和病程及各量表积分比较均无

显著性差异(P >0.05), 具有可比性. 
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: 参照2006年罗马Ⅲ标准[1]: (1)必
须符合以下一点或一点以上: 餐后饱胀不适、

早饱、上腹痛、上腹烧灼感; (2)没有可以解释

上述症状的器质性疾病(包括上消化系内镜下)
的证据. 诊断前症状出现至少6 mo, 近3 mo症状

符合以上标准. 
1.2.2 纳入标准: 参照标准同1.2.1: (1)符合FD的

诊断标准者; (2)年龄在18-65岁者(包括18和65
岁); (3)在治疗前至少15 d内没有服用过任何胃

肠促动力药, 未参加其他临床研究者; (4)签署知

情同意书(根据赫尔辛基宣言所制定), 自愿参加

本项研究者. 同时符合以上4项的患者, 方可纳

入本项研究. 
1.2.3 排除标准: 参照标准同1.2.1: (1)意识不清, 
不能表达主观不适症状, 精神病患者; (2)进展性

恶性肿瘤或其他严重消耗性疾病, 易合并感染

及出血者; (3)合并心血管、肝、肾、消化、造

血系统等严重原发性疾病者; (4)孕妇及哺乳期
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■研发前沿
通过观察针刺足
阳明经特定穴(原
穴冲阳、络穴丰
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里 、 郄 穴 梁 丘 )
和非经非穴对照, 
治疗功能性消化
不良(FD)患者的
临床疗效和各量
表 积 分 的 变 化 , 
分析针刺足阳明
胃经特定穴治疗
F D 的 临 床 疗 效 , 
探讨针刺足阳明
经 特 定 穴 对 F D
是否具有相对的
经穴效应特异性. 
为阐明经穴效应
特异性的基本规
律是“经脉循行
是基础、经气会
聚是关键”的工
作假说提供临床
科学依据.
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妇女. 凡符合上述任何1条的患者, 即予以排除.
1.2.4 治疗方案: (1)取穴部位: 治疗组取胃经原穴

冲阳、络穴丰隆、合穴足三里、郄穴梁丘. 对
照组取冲阳、丰隆、足三里、梁丘水平旁开, 
胃经胆经连线的中点, 避开血管. 穴位定位参照

WHO1990-12346颁布的《腧穴国际标准化方

案》的定位标准, 针刺操作参照文献[3]; (2)针具

的选择: 针灸针选用苏州医疗用品厂生产的华

佗牌一次性针灸针, 规格必须是φ0.30×(25-50 
mm); (3)具体操作: 常规消毒, 针刺后行提插捻

转手法捻转的角度90-180度, 提插的幅度0.3-0.5 
cm, 频率在每分钟60-90次, 出针后用干棉球按

压针孔以防出血. 治疗组和对照组均每日针刺1
次, 每次0.5 h, 每周5次为1个疗程, 共治疗4个疗

程. 分别于治疗前、治疗结束时, 治疗后1 mo分
别由受试者填写尼平消化不良指数(NDI)、消

化不良症状积分(FDI)、健康相关生活质量评分

(SF-36). 再对结果进行统计与分析.
1.2.5 疗效标准: (1)NDI疗效标准: NDI, 包括症

状指数NDSI和生活质量指数NDLQI. 据参考文

献[4], NDSI评分: 分值 = 频率计分+强度计分+
影响度计分, 得分越高其症状越重. NDLQI评分: 
本部分共25个条目得分转换为首先将各个条目

的原始分相加S, 总的最小分M(每个条目最小可

能得分的总和), R(总的得分的最大范围). 则转

换后的总得分 = 100-{[(S-M)/R]×100}; (2)FDI
疗效标准: FDI标准参照中华中医药学会脾胃

病专业委员会制定的分级标准 [5]先按4分法积

分. 消化不良主要症状(餐后饱胀不适、早饱、

上腹痛、上腹烧灼感)的4分严重程度积分方法

如下: 无: 没有症状, 积0分; 轻度: 有症状但完

全能忍受, 积1分; 中度: 感觉不适并已影响工作

和睡眠等正常生活, 积2分; 重度: 不能进行工作

和睡眠等正常生活, 积3分; 疗效评定标准参照

文献[6]. 因为受试者不是每项症状都有, 每项

改善的程度也不同. 所以按4个症状分别计算其

疗效. 临床控制→患者主诉症状积分改善3分或

症状完全消失; 显效→患者主诉症状积分改善2
分; 有效→患者主诉症状积分改善1分; 无效→

患者主诉症状积分未改变或下降; 症状积分改

善程度: 总有效率(A+B+C)/(A+B+C+D); 总显

效率(A+B)/(A+B+C+D); 治愈率A/( A+B+C+D); 
(3)SF-36是美国波士顿健康研究所研制的简明

健康调查问卷, 他被广泛应用于普通人群的生

存质量测定、临床试验效果评价以及卫生政策

评估等领域[7]; 评分方法参照文献[8], SF-36量表

的计分方法, 按积分法计分后, 采用极差法再计

算总的转化分. 即用每项原始分之和减去这项

可能最低分之和, 除以每项最高可能分数之和

减去每项最低分数之和, 得出总转化分. 具体公

式为: 转换分数 = (原始分数-最低可能分数)/(最
高可能分数-最低可能分数)×10.

统计学处理 所有数据采用SPSS16.0统计分

析软件进行处理, 用mean±SD表示. 首先进行

正态性、方差齐性检验, 满足条件者组内治疗

前后比较用配对t检验, 两组间比较用成组t检验; 
不满足条件者用秩和检验. 等级数据采用秩和

检验. 以P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 两组不同症状疗效比较 治疗结束治疗组: 
腹饱胀不适、早饱、上腹痛、上腹烧灼感的

总有效率分别为85.72%、78.26%、94.11%及

60.00%, 明显高于对照组: 19.23%、20.00%、

6.25%及7.69%, 差异有显著性意义(P <0.01, 表1). 
提示针刺足阳明胃经特定穴治疗FD的疗效明显

高于非经非穴组(表中显效一列缺失, 说明: 因为

入组患者中没有重度患者, 症状积分都为1-2分, 

■相关报道
大量的临床资料
证明针灸对胃肠
道功能具有双向
调 节 作 用 ,  尤 其
对胃动力具有良
好的双向调节作
用. 张晓军等将92
例FD患者随机分
为, 针刺组46例和
对照组46例, 针刺
组针刺足三里、

内关、中脘、太
冲等穴, 对照组用
多潘立酮和雷尼
替丁治疗, 两组均
以10 d为一疗程, 
疗程间隔2 d, 共
3个疗程. 结果针
刺治疗能明显减
轻FD引起的上腹
疼痛、饱胀、嗳
气等症状, 总有效
率84.8%, 对照组
63.0%.

表 1 两组不同症状疗效 

     
症状    分组       n   治愈n (%)            有效n (%)   无效n (%)           总有效率(%)

餐后饱胀不适 治疗组     28   5(17.86)          19(67.86)     4(14.29)             85.72b

  对照组     26   0(0.00)            5(19.23)   21(80.77)             19.23

早饱  治疗组     23 15(65.22)            3(13.04)     5(21.74)             78.26b

  对照组     25   2(8.00)            3(12.00)   20(80.00)             20.00

上腹痛  治疗组     17 12(70.59)            4(23.52)     1(5.89)               94.11b

  对照组     16   0(0.00)            1(6.25)   15(93.75)               6.25

上腹烧灼感 治疗组     10   5(50.00)            1(10.00)     4(40.00)             60.00b

  对照组     13   1(7.69)            0(0.00)   12(92.31)               7.69

bP<0.01 vs  对照组.
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所以当积分改善2分呈显效时其实已治愈).
2.2 两组各量表积分比较 治疗完成和治疗后1 
mo随访时2组相对治疗前NDSI与FDI显著降低, 
NDLQI与SF-36显著增加(均P <0.01); 且同期比

较治疗组NDSI与FDI明显低于对照组, NDLQI
与SF-36则明显高于对照组(均P <0.01, 表2, 图1).

3  讨论

本研究选择了对不同症状的疗效进行评价, 是
因为罗马Ⅲ提出新的分型标准是基于对FD发病

机制的不断深入认识[9,10],“消化不良症状群”

包括很多不同的症状, 没有一个症状会出现在

所有的FD患者中, 不同的患者症状有相当大的

变化. 人群研究显示FD并不是一个均质性疾病. 
不同的FD患者的病理生理不同, 一种症状相对

应于一种病理生理学机制异常. 不同的病理生理

学机制异常相关症状的所需的治疗不同, 疗效也

不同. 临床上并没有专用于治疗消化不良总体症

状的特定药物, 通常是针对某一个症状的.
因为胃排空、胃电图、血胃动素等客观疗

效指标缺乏特异性, 在临床研究中发现FD患者

的胃排空、胃电图、血胃动素等指标发生了改

变, 此时患者的症状可能并无任何变化, 这在国

内外的不少临床研究中已经得到证实[11-13]. 而
FD的疗效评价指标SF-36、NDI等的科学性在

国际上早已得到了认可, 这些量表的信度与效

度已在多个不同国家的临床研究中得到一致认

可, 根据目前的研究情况, 本研究选用国际通用

的指标尼群消化不良指数(NDI)[4], 健康相关生

活质量评分(SF-36)[6], 同时选择了国内常用简便

易行的消化不良症状积分(FDI)[5]评价疗效. 这几

个指标能很好地评价FD患者的临床症状和生活

质量, 且在本研究中疗效评价取得一致. 
中医认为FD多属脾胃之病, 病位在胃, 涉

及肝脾两脏. 由于外感时邪, 饮食不节, 脾胃虚

弱, 情志不畅等所致. 从本研究得知, 针刺足阳

明胃经特定穴治疗FD有效, 并且疗效明显高于

非经非穴组. 治疗组各症状上腹饱胀不适、早

饱、上腹痛、上腹烧灼感的总有效率分别为

85.72%, 78.26%, 94.11%, 60.00%, 明显高于对照

组(19.23%, 20.00%, 6.25%, 7.69%, 均P <0.01). 比
较两组各项量表积分能够得出针刺足阳明经在

改善患者症状, 提高患者生活质量方面近期疗

效和远期疗效都明显高于非经非穴对照组. 即
本研究结果表明针刺足阳明经特定穴治疗FD具

有经穴效应特异性. 那么为什么足阳明经特定

穴治疗FD具有经穴效应相对特异性? 可以从以

下几个方面认识.
以前临床研究发现针刺健康人胃经四白、

天枢、足三里、上巨虚、内庭等穴大多能使胃

窦容积明显增大, 而针刺经穴左右旁开1-2 cm的

对照点则变化不明显[14]. 动物研究显示, 电针家

兔胃经“四白”、“梁门”、“足三里”均可

使家兔胃黏膜损伤指数显著降低, 而电针足三

表 2 两组各种量表积分比较 (mean±SD)

     
量表

      治疗组              对照组

       治疗前   治疗后                  随访(1 mo)               治疗前          治疗后    随访(1 mo)

NDSI  42.53±16.642     17.86±12.660bd     14.14±13.120bd   39.53±15.088    30.45±16.917b    27.69±14.707b

NDLQI 76.43±13.337     91.60±6.237bd       94.20±6.706bd     77.97±9.813      81.51±10.522b    82.10±9.813b

FDI   4.33±1.446         1.50±1.036bd         1.25±1.236bd       3.97±1.377        3.38±1.568b        3.00±1.336b

SF-36 64.19±14.349     82.04±9.084bd       88.57±5.691bd     68.76±11.264    75.53±9.082b      77.70±8.476b

bP<0.01 vs  同组治疗前; dP<0.01 vs  对照组.

图 1 两组各种量表积分比较(mean±SD). A: 治疗后; B: 1 

mo随访.
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里外2 mm的对照点则未见显著性差异[15]. 在实

验研究方面, 有学者发现在升高实验性胃溃疡

兔胃黏膜PGE2(前列腺素E2)、EGF(表皮生长

因子)含量方面, 针刺胃经穴组优于脾经穴组、

肝经穴组、膀胱经穴组和胆经穴组, 脾经次之. 
虽然多条经脉可联系同一脏腑, 但从作用强度

和广度看, 经脉与脏腑的联系仍具有相对特异 
性[16]. 有研究发现, 在对十二指肠溃疡疼痛消失

时间、H.pylori清除率及次要症状的改善方面, 
足三里优于上巨虚、下巨虚(尤其在疼痛的消失

时间方面), 上巨虚与下巨虚的效果基本相似[17]. 
祖国医学认为体表与内脏的联系是通过经

脉实现的. 这种相关表现在脏腑病变可反应到

经络, 又表现在经络对脏腑的调治. 经脉脏腑相

关是经穴特异性的理论依据. 脾与胃互为表里, 
足阳明经脉属胃络脾, 足太阴经脉属脾络胃,使
得脾与胃气血相通, 生理上互相影响, 病理上密

切相关. 杨上善在《黄帝内经太素》说: “胃受

水谷, 化生气血, 为足阳明脉, 资润五脏六腑, 五
脏六腑禀成气血, 譬之四海滋泽无穷, 故名为海

也.”足阳明胃经属胃, 为多血多气之经, 而胃为

后天之本, 具有受纳水谷, 化生气血之功, 直接

关系到全身消化吸收功能与营养状况, 所以足

阳明胃经能有效调节脾胃功能, 促进胃肠动力, 
改善消化不良的症状.

经络是运行全身气血, 联络脏腑形体官窍, 
沟通上下内外, 感应传导信息的通路系统, 是人

体功能的调节系统, 是人体结构的重要组成部

分. 经络的功能活动表现为经气. 腧穴是脏腑经

络气血输注于躯体外部的特殊部位, 是疾病的

反应点和针灸疗法的刺激点.“经脉所过, 主治

所及”指的是腧穴能治本经循行部位及远隔部

位的组织、器官、脏腑的病症. 体现在本研究

即所选腧穴冲阳、丰隆、足三里、梁丘都在足

阳明经下肢部位, 但能调节相关脏腑脾胃的功

能, 治疗相关脏腑脾胃的病变, 能有效调节脾胃

功能, 促进胃肠动力, 改善消化不良的症状, 这
几个穴位治疗FD与非经非穴对照疗效有特异性.

特定腧穴 ,  特定主治 .  主治相同 ,  疗效有

别. 即特定穴不仅有一般腧穴的主治特性, 还有

独特的主治作用. 本研究选取了足阳明胃经的

几个特定穴进行治疗: 冲阳, 是足阳明胃经原

穴. 原气是十二经脉维持正常生理功能的根本, 
原穴是脏腑原气留止的部位, 脏腑发病时会相

应反映到原穴上来, 五脏六腑有病可取原穴治

疗.《难经•六十六难》云:“五藏六府之有病者, 

皆取其原也.”丰隆, 是足阳明胃经之络穴, 别走

于足太阴脾经, 故可治脾胃二经疾患. 丰隆还能

去痰化湿,《玉龙歌》云:“痰多宜向丰隆寻”. 
针刺丰隆穴可通调脾胃气机, 使气行津布, 中土

得运, 湿痰自化, 所以能很好地改善消化不良的

症状. 足三里, 是胃经的合穴, 同时又是胃的下

合穴, 能健脾和胃、疏通经络、调和气血、理

气消胀、化积导滞、行气止痛, 《四总穴歌》

云:“肚腹三里留”, 《灵枢•邪气脏腑病形》记

载“合治内腑”, 强调下合穴是治疗六腑疾病

的主要穴位, 治疗胃病自然离不开取胃经的下

合穴了. 梁丘, 为胃经郄穴, 郄穴是各经脉在四

肢部经气深聚的部位, 用来治疗急症. 阳经郄穴

多用来治疗急性疼痛, 所以梁丘是治疗胃痛不

可缺少的穴位. 疗效是肯定的. 即本研究所选足

阳明胃经特定穴治疗FD相对本经非特定穴疗效

有特异性.
针灸调理胃肠功能作用是通过神经-内分

泌-免疫网络调控途径来实现的[18]. 胃肠道功能

的神经调节主要依赖3个系统, 即中枢神经系

统、自主神经系统和肠道神经系统[14,15,19]. 当针

灸信息到达下丘脑时, 可以进一步经下丘脑-腺
垂体-肾上腺轴[18](HPA)对内分泌系统产生调节, 
这可能是针灸持续效应的重要机制. 针灸刺激

躯体感觉神经的游离末梢所释放的神经肽如P
物质(SP)、生长抑素(SS)、降钙素基因相关肽

(CGRP)等能增强或抑制各种免疫细胞如淋巴细

胞、肥大细胞和白细胞等功能, 诱导或抑制炎

性介质体液成分产生, 从而参与局部免疫功能

的调节[15,16,19]. 也就是说针刺足阳明胃经特定穴

和非经非穴都能通过神经-内分泌-免疫网络调

控途径在针灸调整胃肠作用机制中起作用, 这
就是为什么治疗完成和1 mo随访时两组各疗效

指标相对治疗前均显著改善. 但针刺足阳明经

特定穴调整胃肠作用明显高于非经非穴治疗组, 
两组同期比较治疗组疗效指标改善程度明显高

于对照组. 
由以上的结果及解释我们可以得出如下的

结论: (1)针刺足阳明经特定穴与非经非穴治疗

FD都是有效的治疗方法, 且前者治疗FD近期疗

效(治疗完成)和远期疗效(治疗后1 mo)都明显优

于后者. (2)两者均能改善患者的症状, 提高患者

的生活质量, 其改善程度前者明显优于后者.
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Abstract
AIM: To investigate the correlations among 
Helicobacter pylori (H.pylori) infection, serum 
gastrin (GAS) and spleen-stomach damp-heat 
syndrome in patients with chronic gastritis.

METHODS: Based on the combination of disease 
and syndrome, a total of 209 patients with chronic 
gastritis were clinically studyed. The positive rate 
of H.pylori infection in these patients was exam-
ined by the 14C-urea breath test. Serum GAS was 
determined by radioimmunoassay.

RESULTS: The positive rate of H.pylori infection 
and serum GAS level in chronic gastritis patients 
with the spleen-stomach damp-heat syndrome 
were significantly higher than those in patients 
without the spleen-stomach damp-heat syn-

drome (χ2 = 10.572, t = 8.984, both P < 0.01).

CONCLUSION: H.pylori infection is closely asso-
ciated with chronic gastritis and spleen-stomach 
damp-heat. Elevated serum gastrin level may be 
a reflection of spleen-stomach damp-heat.

Key Words: Spleen-stomach damp-heat syndrome; 
Serum gastrin; Helicobacter pylori ; Chronic gastritis

Zhou HM, Lv WL, Gao QH, Zhou YP, Wang J, Li TW, Liu 
L. Correlations among serum gastrin, Helicobacter pylori 
infection and spleen-stomach damp-heat syndrome in 
patients with chronic gastritis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(8): 845-847

摘要
目的: 探讨微观指标幽门螺杆菌(H.pylori )、
血清胃泌素(GAS)与慢性胃炎脾胃湿热证的
相关性. 

方法: 在病证结合的模式下, 对209例慢性胃
炎患者进行临床研究, 运用14C-尿素呼气试
验指进行H.pylori 检测; 放射免疫法检测分析
GAS水平. 

结果: 脾胃湿热证组的H.pylori 感染阳性率及
血清胃泌素均明显高于非脾胃湿热组, 差异有
统计学意义(χ2 = 10.572, t  = 8.984, 均P <0.01).

结论: H.pylori 感染与慢性胃炎脾胃湿热证高
度相关; 血清胃泌素升高可能是“脾胃湿热
证”的微观证据之一.

关键词: 脾胃湿热证; 血清胃泌素; 幽门螺杆菌; 慢

性胃炎
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0  引言

湿热证是中医临床常见病证, 随着当前疾病谱
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■背景资料
GAS是最重要的
胃肠激素之一, 他
是胃酸分泌的主
要调节激素, 能最
大限度刺激壁细
胞分泌盐酸, 改善
胃黏膜血液循环, 
而胃酸分泌增多
是慢性胃炎发病
的一个重要因素. 
在胃肠激素的相
关性研究方面, 发
现湿热证患者血
清胃动素、GAS
等增高.
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的改变, 人们体质以及饮食结构的变化, 湿热

证愈来愈多见. 对脾胃病实证中湿热证的临床

研究显示, 慢性胃炎中脾胃湿热证占首位[1]. 而
“病证结合”研究是目前临床证候规律研究

的方向之一, 我们认为在提高“病”的证据质

量同时, 中医“证”的证据同样需要重视, 这
也是中医疗效评价标准的需要. 基于以上认识, 
本课题在病证结合的模式下, 对209例慢性胃

炎病例进行临床研究, 探讨微观指标幽门螺杆

菌(Helicobacter pylori , H.pylori )、血清胃泌素

(gastrin, GAS)与慢性胃炎脾胃湿热证的相关性, 
为深入开展湿热证临床及本质研究打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-03/2008-09湖北省中医院消

化门诊的慢性浅表性胃炎患者209例(经电子胃

镜确诊)进行H.pylori检测. 其中中医辨证为脾胃

湿热证组105例, 包括男47例, 女58例, 平均年龄

46.96岁±10.51岁; 非脾胃湿热证组104例, 包括

男38例, 女66例, 平均年龄46.88岁±11.10岁. 两
组无性别(χ2 = 1.464, P  = 0.226)和年龄差异(t  = 
0.058, P  = 0.954). 从上述慢性浅表性胃炎患者

209例中抽取自愿进行血清胃泌素检测的患者

110例, 其中脾胃湿热证组50例, 包括男23例, 女
27例, 平均年龄47.96岁±10.889岁; 非脾胃湿热

证组60例, 包括男26例, 女34例, 平均年龄46.95
岁±10.893岁. 两组无性别(χ2 = 0.079, P  = 0.779)
和年龄差异(t  = 0.484, P  = 0.629).
1.2 方法 
1.2.1 排除标准: 参考《中药新药临床研究指导

原则》中胃痞中医脾胃湿热证证候诊断标准, 
并排除有明显兼夹证候或合并证候的胃炎患

者、或合并有消化性溃疡、及合并有严重心脑

血管、肝、肾功能损害的患者.
1.2.2 H.pylori检测: 运用14C尿素呼气试验法, 让
患者空腹状态或进食后2 h受检, 服下14C尿素胶

囊一粒(14C-UBT试剂盒购自深圳海得威生物科

技有限公司), 静坐25 min后向专用的集气瓶中

吹气, 收集呼气样品, 向样品瓶内加入稀释闪烁

液 4.5 mL, 加盖密封, 液体摇匀后放人H.pylori
测试仪上测定. 结果用dpm/mmol表示, 大于100 
dpm/mmol为阳性, 小于100 dpm/mmol为阴性. 
1.2.3 血清GAS检测: 试剂盒购自北京北方生物

技术研究所, 批号: S10940100. 取慢性胃炎患者

空腹肘正中静脉血2 mL, 置于不抗凝试管中, 静
置后在离心机中3 000 r/min离心10 min, 分离血
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清, 冻存于-60 ℃待测, 备检. 按说明书用放射免

疫γ计数仪(GC-1200γ放射免疫计数器)检测样

本. 由湖北省中医院核医学放免室协助完成. 结
果用t检验.

统计学处理 H.pylori  14C尿素呼气试验检测

结果用卡方检验; 血清胃泌素(GAS)检测结果用

mean±SD表示, 采用t检验. 以P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 H.pylori检测 慢性胃炎脾胃湿热证组H.pylori
感染阳性患者64例, 阴性41例明显高于非湿热

证组(H.pylor i感染阳性患者40例, 阴性64例), 
2组相比有非常显著性差异(χ2 = 10.572, P  = 
0.001).
2.2 GAS检测 脾胃湿热证组(患者50例)较非脾

胃湿热组(患者60例)GAS水平显著增高(53.79 
ng/L±28.67 ng/L vs  18.10 ng/L±10.81 ng/L, t  = 
8.984, P  = 0.000).

3  讨论

H.pylori是1983年由Warren与Marshall从慢性胃

炎患者的胃黏膜组织中首先发现的[2], 他是一

种革兰阴性、S形或弧形弯曲的细菌, 具有很强

的运动能力, 可以穿透覆盖于胃黏膜上皮细胞

的黏液层. H.pylori感染属中医“邪气”侵袭的

范畴, 有关研究[3,4]认为, 慢性胃病脾胃湿热证

H.pylori感染率最高. 多数学者认为H.pylori感
染以实证、热证为多见, 有学者[5]提出湿热之邪

与H.pylori在病因学上是同一致病原的观点, 张
琳认为[6]H.pylori具有类似湿热病邪的致病特点

(隐匿性、渐进性、反复性、迁延性), 胃内“湿

热”环境有利于H.pylori的生存. 
GAS是最重要的胃肠激素之一, 他是胃酸

分泌的主要调节激素, 能最大限度刺激壁细胞

分泌盐酸, 改善胃黏膜血液循环, 而胃酸分泌增

多是慢性胃炎发病的一个重要因素[7]. 在胃肠激

素的相关性研究方面, 发现湿热证患者血清胃

动素、GAS等增高. 如武一曼等[8]观测到脾胃湿

热组胃窦黏膜分泌GAS的G细胞数显著高于脾

气虚组、分泌生长抑素的D细胞数则显著降低, 
G/D细胞比值显著升高, 并认为其与H.pylori介
入有关, 指出GAS和生长抑素是研究脾胃湿热

证的首选指标. 
本研究的结果表明H.pylori感染与慢性胃炎

脾胃湿热证高度相关; 脾胃湿热证组血清GAS

www.wjgnet.com

■相关报道
多 数 学 者 认 为
H.pylori 感染以实
证、热证为多见, 
有学者提出湿热
之邪与H.pylori 在
病因学上是同一
致病原的观点, 张
琳认为H.pylori 具
有类似湿热病邪
的致病特点(隐匿
性、渐进性、反
复 性、迁 延 性 ) , 
胃内“湿热”环
境有利于H.pylori
的生存.
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分泌水平显著高于非脾胃湿热组, 推测GAS升
高可能是“脾胃湿热证”的微观辨证证据之一. 
由于脾胃湿热组H.pylori感染率高, H.pylori损害

胃黏膜屏障, 破坏了胃酸对GAS的反馈作用, 从
而使胃窦G细胞释放GAS增加, 导致血清GAS升
高, 因此将宏观的脾胃湿热证与实验室微观的

H.pylori及GAS结合起来, 探讨其内在联系是很

有必要的. 
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of laparoscopic 
appendectomy (LA) versus open appendectomy 
(OA) in the treatment of complicated appendicitis 
in children.

METHODS: A total of 268 children with com-
plicated appendicitis who underwent either LA 
(LA group, n = 128) or OA (OA group, n = 140) 
from January 2000 to November 2009 were ret-
rospectively analyzed. The surgical outcomes 
and therapeutic effects were compared between 
the two groups. 

RESULTS: The operative time was significantly 
longer in the LA group than in the OA group (62.2 
min ± 15.3 min vs 57.1 min ± 6.4 min, P < 0.01). The 
time required for postoperative restoration of anal 
exhaust was significantly shorter in the LA group 

than in the OA group (26.8 h ± 7.6 h vs 42.9 h ± 8.3 
h, P < 0.001). Postoperative hospital stay in the LA 
group was significantly shorter than that in the 
OA group (5.2 d ± 2.3 d vs 9.5 d ± 2.6 d, P < 0.001). 
Postoperative intraabdominal abscess occurred in 
1 child in the LA group and in 9 children in the OA 
group (P = 0.036). Wound infection occurred in 3 
children in the LA group and in 28 children in the 
OA group (P < 0.001). Bowel obstruction occurred 
in 2 children in the LA group and in 5 children in 
the OA group (P = 0.518). 

CONCLUSION: LA has many advantages over 
OA in the treatment of complicated appendici-
tis in children, such as minimal invasion, early 
recovery, low complication rate, short hospital 
stay and good cosmetic appearance. Therefore, 
LA is safe and effective in the treatment of com-
plicated appendicitis in children. 

Key Words: Complicated appendicitis; Laparoscopic 
appendectomy; Children

Tian P, Wang WH, Zhang C, Wang ZK, Zhao SK. 
Laparoscopic versus open appendectomy in the treatment 
of complicated appendicitis in children: an analysis of 268 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 848-850

摘要
目的: 对比分析腹腔镜和开腹阑尾切除术在
治疗小儿复杂性阑尾炎中的疗效. 

方法: 回顾性分析2000-01/2009-11小儿复杂性
阑尾炎患者268例临床资料, 其中腹腔镜阑尾
切除术(LA)128例, 开腹阑尾切除术(OA)140
例, 比较两组手术情况和疗效.  

结果: 手术时间: LA组较OA组长(62.2 min
±15.3 min vs  57.1 min±6.4 min, P<0.01); 术
后肛门排气时间: LA组较OA组短(26.8 h±
7.6 h vs  42.9 h±8.3 h, P <0.001); 术后住院时
间: LA组较OA组短(5.2 d±2.3 d vs  9.5 d±2.6 
d, P <0.001); 术后腹腔脓肿LA组1例, OA组9
例(P = 0.036); 切口感染: LA组3例, OA组28
例(P <0.001); 肠梗阻: LA组2例, OA组5例(P = 
0.518).

®

■背景资料
小儿阑尾由于其
解剖特点, 一旦感
染, 发展很快, 且
易坏疽与穿孔. 腹
腔镜应用于小儿
阑尾炎, 既是一种
早期诊断手段, 又
是一种治疗方法, 
随着腔镜技术的
发展, 腹腔镜阑尾
切除术(LA)已成
为治疗单纯性阑
尾炎的首选方法. 
而在复杂性阑尾
炎中的应用还存
在争议. 

■同行评议者
李 永 翔 ,  主 任 医
师 ,  安 徽 医 科 大
学第一附属医院
普外科
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结论: LA较OA具有创伤小、恢复快、并发症
少、住院时间短和美容效果好等优点, 是治疗
小儿复杂性阑尾炎一种安全有效的手术方式.

关键词: 复杂性阑尾炎; 腹腔镜阑尾切除术; 小儿

田鹏, 王旺河, 张超, 王志凯, 赵淑坤. 腹腔镜及开腹手术治疗小儿

复杂性阑尾炎268例. 世界华人消化杂志  2010; 18(8): 848-850
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0  引言

自1983年德国Semm[1]首次成功实施腹腔镜阑尾

切除术(laparoscopic appendectomy, LA)以来, 以
其创伤小、恢复快、并发症少等优点[2,4], 受到

广大患者欢迎, LA已成为治疗小儿单纯性阑尾

炎的首选方法, 但是在复杂性阑尾炎(包括阑尾

穿孔, 阑尾坏疽, 阑尾周围脓肿)中的应用还存在

争议. 本研究回顾性分析2000-01/2009-11我院

小儿复杂性阑尾炎患者268例的临床病例资料, 
对比LA及开腹阑尾切除术(open appendectomy, 
OA)手术情况及疗效, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 LA组128例, 其中男75例, 女53例, 年龄

5-14(8.3±2.4)岁. 其中阑尾穿孔、坏疽、周围脓

肿分别为70例、25例、33例. OA组140例, 其中男

78例, 女62例, 年龄4-14(7.8±2.5)岁. 其中阑尾穿

孔、坏疽、周围脓肿分别为80例、21例、39例. 
两组患者均有发热、腹痛、腹胀、恶心、呕吐、

右下腹部压痛、反跳痛, B超检查可见腹腔、盆腔

积液, 部分患者可见肿大阑尾影及阑尾区包块形

成. 均经手术或术后病理学检查证实病理分型. 
1.2 方法 
1.2.1 手术: LA组均采用气管插管全麻. 先行平卧

位, 取脐上方5 mm切口, 建立二氧化碳气腹8-12 
mmHg. 置入Trocar和腹腔镜, 常规腹腔探查, 取脐

与耻骨联合之间连线的中点切口5 mm、右中腹

切口10 mm, 吸除腹腔及盆腔脓液. 取体位采用头

低足高15度, 向左倾斜15-30度. 阑尾周围脓肿病

例一般由回肠、盲肠、大网膜、腹壁组成脓壁, 
用吸引棒或分离钳钝性分离脓肿及腹壁粘连, 也
可用超声刀锐性分离, 显露阑尾. 用超声刀分段离

断阑尾系膜至阑尾根部. 对于阑尾末端或体部穿

孔, 分别用可吸收夹或7号线双重结扎阑尾根部, 
于远侧0.5 cm剪断, 阑尾残端黏膜电凝处理. 对于

阑尾根部穿孔或坏疽, 由于无法结扎, 残端用缝合

线“8”字缝合关闭, 大网膜覆盖, 缝合加固. 腹盆

腔用生理盐水和甲硝唑反复冲洗, 直至液体变清, 
经10 mm Trocar或用标本袋取出阑尾, 戳孔碘伏溶

液消毒, 送病理检查. 根据术中情况放置引流管. 
OA组采用全麻或硬膜外麻醉, 在麦氏点或右

下经腹直肌切口, 吸除腹腔积液, 常规处理系膜及

阑尾, 荷包或8字包埋阑尾残端, 甲硝唑冲洗腹腔, 常
规碘伏溶液冲洗切口, 根据术中情况放置引流管. 
1.2.2 指标观测: 观察两组手术时间, 术后肛门排

气时间, 腹腔脓肿发生率, 切口感染率, 肠梗阻

发生率及术后住院时间加以对比.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行处理, 选

用u检验或者χ2检验, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

两组手术均成功, LA组无中转开腹. LA组较OA
组手术时间长, 差异有统计学意义(P<0.05). 对比, 
LA组较OA组术后肛门排气时间及术后住院时

间短, 差异有统计学意义(P <0.05). 术后随访1-24 
mo. LA组腹腔脓肿1例, 经彩超引导下穿刺引流

后痊愈; 术后切口感染3例, 经局部切口换药治疗

愈合; 肠梗阻2例, 保守治疗痊愈. OA组腹腔脓肿

9例, 7例彩超引导下穿刺引流, 1例彩超引导下穿

刺置管引流, 1例再次开腹探查脓腔, 吸尽脓液置

管引流痊愈; 切口感染28例, 经局部切口换药和

二期切口缝合痊愈; 肠梗阻5例, 4例保守治疗, 1
例再次手术行肠粘连松解术痊愈. 两组均无术后

出血、肠瘘和切口疝等并发症. 两组腹腔脓肿发

生率及切口感染率比较, LA组较OA组低, 差异

有统计学意义(P <0.05). 术后肠梗阻发生率比较

差异无统计学意义(P>0.05, 表1). 

3  讨论

腹腔镜应用于小儿阑尾炎, 既是一种早期诊断

手段, 又是一种治疗方法. 随着腔镜技术的发展, 
腹腔镜阑尾切除术治疗单纯性或慢性阑尾炎, 
损伤小、机体的应激反应轻、免疫抑制少[3,4]、

并发症少、胃肠功能恢复快、疤痕小, 住院时

间短的优势已得到公认[5,6]. 而在复杂性阑尾炎

中的应用还存在争议. 
Lintula等[7]认为在处理阑尾周围脓肿的时候, 

因腔镜器械无手感而易有医源性损伤, 导致术后

并发症, 建议及时中转开腹; Krisher等[8]建议穿孔

性阑尾炎应用开腹手术, 因为LA增加腹腔脓肿几

率. 但近年来学者研究认为LA治疗复杂性阑尾炎

是安全有效的手术方式. Nadler等[9]报道穿孔性阑

尾炎时应用LA总的并发症明显低于OA, 但感染

性并发症无明显差别. 另有学者报道LA治疗穿孔

■相关报道
Mallick等报道LA
治疗穿孔性阑尾
炎, 在切口感染率
和再就诊率, 形成
腹腔脓肿几率均
明显降低; Nadler
等报道穿孔性阑
尾炎时应用LA总
的并发症明显低
于开腹手术, 但感
染性并发症无明
显差别. 

■研发前沿
腹腔镜阑尾切除
术治疗单纯性阑
尾炎, 损伤小、并
发症少、恢复快, 
住院时间短的优
势已得到公认. 而
在复杂性阑尾炎
( 包 括 阑 尾 穿 孔 , 
阑尾坏疽, 阑尾周
围脓肿)中应用的
安全和可行性还
存在争议. 
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性阑尾炎, 在切口感染率和再就诊率, 形成腹腔

脓肿几率均明显降低[10-12]. 本研究结果显示, LA与

OA相比, 腹腔脓肿、切口感染并发症的发生率均

较低, 考虑原因可能有: (1)LA减少了对肠管的牵

拉翻转, 避免了纱布对肠壁的反复摩擦, 损伤. (2)
大量盐水冲洗腹腔、盆腔. 由于小儿大网膜尚未

发育完善, 炎症不易局限, 脓液扩散机率大. 利用

腹腔镜视野广的特性, 可彻底吸净腹腔隐匿部位

的残余渗液, 并做彻底冲洗及通畅引流, 最大限度

地清除了感染灶. (3)超声刀等器械的改进及广泛

应用, 减少了术中出血, 减少了由热传导引起的副

损伤, 缩短了手术时间. (4)LA对肌肉和筋膜损伤

小, 体壁神经和肌肉免遭切断, 疼痛轻, 术后下床

活动早, 腹腔粘连减少[10]. (5)三孔法延长腹膜创口

与手术操作位置的距离, 避免了腹壁切口的污染, 
可进一步减少了腹膜粘连的发生. 有报道称使用

一孔法或两孔法应用于LA[13,14], 因增加切口感染

率, 故不建议在复杂性阑尾炎时使用. (6)由于标本

用标本袋或自套管中直接取出, 减少了病灶接触

内脏及筋膜, 减轻了腹腔的污染, 可进一步减少术

后腹腔脓肿及窦道形成的发生率. (7)根部结扎, 缝
扎比用套扎形成残端瘘的几率小[15]. (8)术中常规

置入防粘连剂. (9)围手术期抗生素的应用. 两组术

前, 术后均静脉应用头孢菌素或联合应用甲硝唑

抗菌治疗. 术中甲硝唑溶液冲洗腹盆腔, 在腹腔镜

监视下, 可以对病灶进行更有针对性的冲洗. (10)
手术均由有经验的术者施行. 

本结果显示, 手术时间LA组较OA组长, 考
虑由于腔镜下全腹腔冲洗, 以及腔镜下缝合时

间较长有关. 但这并不影响术后恢复, 相反, LA
由于更彻底清除了感染病灶, 使肛门排气时间

缩短, 胃肠道功能恢复更快, 住院时间更短. 
总之, 本研究表明, LA较OA术后胃肠道功

能恢复早, 并发症少, 住院时间短, 痛苦小, 美容

效果好. 故在腹腔镜手术操作熟练以后, 复杂性

阑尾炎已不再是手术禁忌, 经腹腔镜行脓肿引

流及阑尾切除术是安全可行的.
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表 1 两组术后各项临床观察指标对比

     
分组             n          手术时间(min)  术后肛门排气时间(h)   腹腔脓肿 n (%)  切口感染 n (%)  肠梗阻 n (%)  术后住院时间(d)

LA组 128 62.2±15.3 26.8±7.6  1(0.8)      3(2.3)            2(1.6)   5.2±2.3

OA组 140 57.1±6.4  42.9±8.3  9(6.4)    28(20.0)            5(3.6)   9.5±2.6

χ2值或u值      3.50  16.58  4.374    20.378            0.418 14.36

P值  <0.01  <0.001  0.036    <0.001            0.518 <0.001

■同行评价
本文设计方案合
理, 方法可行, 结果
较可信, 但开展这
些手术也不能盲
目, 必须在保证安
全的情况下开展.
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Abstract
AIM: To make a survey of depression patients 
with physical symptoms as the first symptoms 
attending gastroenterology outpatient clinic of a 
general hospital and to analyze the reasons for 
misdiagnosis of the disease.

METHODS: A total of 5 754 depression patients 
with somatic symptoms as the first symptom 
were surveyed with a self-rating mental health 
scale (SCL-90) and Chinese Classification and 
Diagnostic Criteria for Mental Disorders, 3rd 
edition (CCMD-3).

RESULTS: Only a small part of the patients 
(5.3%) visited psychological department, while 
most of the patients visited other clinical depart-
ments, of which only a small number of patients 
(7.2%) were identified by non-psychological 
physicians.

CONCLUSION: Only very few depression pa-
tients with physical symptoms as the first symp-
tom can be identified and given appropriate 
treatment in gastroenterology outpatient clinics 
of general hospitals.

Key Words: Physical symptom; Depression; Gastro-
enterology outpatient clinic; Misdiagnosis

Wang T, Chen YL, Lu YR. A survey of depression patients 
with physical symptoms as the first symptom attending 
gastroenterology outpatient clinic of a general hospital: 
an analysis of 5 754 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(8): 851-853

摘要
目的: 了解综合医院消化门诊以躯体症状为
首发的抑郁症患者就诊状况和误诊分析. 

方法: 采用心理健康症状自评量表(SCL-90)与
中国精神疾病(心理障碍)分类方案与诊断标
准(CCMD-3)调查我院消化门诊5 754例以躯
体症状为首发的抑郁症患者. 

结果: 只有少部分(5.3%)患者直接就诊于心理
精神科, 大部分就诊于其他临床科室, 且表现
的躯体症状多种多样, 其中仅7.2%被临床科
室医师识别, 大部分被漏诊误治.

结论: 综合医院消化门诊就诊者以躯体症状
为首发的抑郁症识别率很低. 临床科室医师
应提高对躯体疾病伴有抑郁症的识别和处理
能力.

关键词: 躯体症状; 抑郁症; 消化门诊; 误诊
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0  引言

随着社会的快速发展、生活节奏的加快、紧张

因素的增加, 抑郁症现已成为临床上一种常见

疾病, 其发病率很高, 据世界卫生组织估计, 全
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■背景资料
抑郁症是一种综
合征, 涉及躯体和
心理两个方面, 导
致抑郁患者就诊
途径的多样化, 特
别是以躯体症状
为首发的抑郁症
患者更应引起临
床各专业医生的
注意, 如果不能早
期识别及对症治
疗, 不仅不能及时
有效地为患者减
轻痛苦, 还会增加
患者医疗费用, 延
误治疗时机.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科



球发病率3%-5%, 中国为6.9%[1], 近年来发病

率呈上升趋势. 国外报道抑郁症已是目前综合

医院门诊中最常见的精神障碍, 其患病率约为

12%-40%[2]. 我国国内情况也基本相似, 抑郁症

在精神科的就诊率远远低于其他临床科室, 约
74%左右的抑郁症患者大多会首先选择在综合

医疗机构就诊[3]. 抑郁症是一种综合征, 涉及躯

体和心理两个方面[4,5], 导致抑郁患者就诊途径

的多样化, 特别是以躯体症状为首发的抑郁症

患者更应引起临床各专业医生的注意, 如果不

能早期识别及对症治疗, 不仅不能及时有效地

为患者减轻痛苦, 还会增加患者医疗费用, 延误

治疗时机. 因此, 在综合医疗机构中开展对抑郁

症的识别、诊治情况研究有着十分重要的意 
义[6]. 本调查对5 754例以躯体症状为首发的抑郁

症患者在消化门诊就诊和误诊状况进行了分析.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-07/2009-09我院消化门诊以躯

体症状为首发症状的抑郁症患者5 836例 ,  其
中5 754例接受SCL-90量表及CCMD-3标准评

价, 应答率98.6%. 诊断标准符合 SCL-90 2级
或因子分≥3分. 其中男2 803例(48.71%), 女
2 951例(51.29%); 工人1 414例(24.57%), 农民

1 612例(28.01%), 干部589例(10.23%), 商人836
例(14.53%), 教师681例(11.84%), 学生406例
(7.06%), 其他216例(3.76%). 平均年龄(38.13± 
2.12)岁; 平均病程(3.4±1.2)年. 将搜集到的合格

病例的诊断分为心理精神专科医师(调查员)组
和非专科医师组. 两组间年龄、病程无统计学

差异.
1.2 方法 本研究以消化门诊患者为基础的横断

面研究. 所有研究对象在调查前均签署了知情

同意书, 并由3名调查员使用统一自制临床资料

调查表面对面调查. 所有调查员均经过严格培

训, 能熟练掌握各项工具的使用及询问技巧, 各
工具的一致性检验均达高度一致性(组内相关系

数ICC = 0.853, P <0.05). 调查内容包括对象的一

般情况(姓名、性别、年龄、病程时间、文化程

度、职业、社会经济状况等), 躯体症状, 首诊科

室、检查、首诊诊断、治疗等. 并进行SCL-90
评分和CCMD-3评价. 

统计学处理 所有数据均采用SPSS13.0统计

软件包处理. 疾病的识别率、构成比均以百分

比表示, 组间比较采用χ2检验, 以P <0.05有统计

学意义.
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2  结果

2.1 一般情况 在5 754例合格研究对象中, 平均

年龄(38.13±2.12)岁, 平均病程(3.4±1.2)年, 其
中男性2 803例, 女性2 951例. 
2.2 误诊率比较 对心理精神专科医师组和非专

科医师组对就诊者抑郁症的识别情况进行比较

发现, 专科组对抑郁症的识别率高达92%, 非专

科组则为13%, 见表1. 结果表明, 在综合医院消

化门诊中非精神专科医师对抑郁症的识别率远

远低于专科医师, 其差别具有显著性(χ2 = 0.791, 
P  = 0.006). 5 754例抑郁症患者的躯体症状按系

统归类, 各躯体症状类型分布情况见表2.
2.3 首诊科室情况 5 754例抑郁症患者中首诊

心理精神科305例(5.3%), 心血管内科771例
(13.4%), 消化内科1174例(20.4%), 神经内科650
例(11.3%), 内分泌科621例(10.8%), 呼吸科644
例(11.2%), 外科616例(10.7%), 风湿科512例
(8.9%), 疼痛科449例(7.8%), 其他科12例(0.2%).
2.4 首诊时非精神科诊治情况 5 754例抑郁症患

者中, 除305例(5.3%)首诊时直接就诊与心理精

神科门诊外, 其余患者5449例(94.7%)就诊于非

精神科时, 曾给予了不同的诊断. 其中神经衰

弱、神经官能症610例(11.2%), 植物神经紊乱

801例(14.7%), 冠心病567例(10.4%), 更年期综

www.wjgnet.com

■研发前沿
本次研究是一项
以消化门诊为基
础 的 现 况 研 究 , 
研究共连续收集
了合格研究对象
5 754例 ,  合格率
98.6%, 研究的样
本量较充足, 统计
效率较高. 

表 1 专科医师和非专科医师对抑郁症的识别比较 n (%)

     
     抑郁症的识别    

χ2值        P 值
               正确              不正确

专科医师        5 294(92.0)       460(8.0)     0.791    0.006

非专科医师        748(13.0)    5 006(87.0)

表 2 5 754例抑郁症患者的躯体症状分布情况

     
躯体症状类型                  n(%)

头痛               63(1.1)

头晕或昏倒              52(0.9)

胸痛             144(2.5)

腰痛             305(5.3)

恶心或胃部不舒服         3 867(67.2)

肌肉酸痛             322(5.6)

胸闷               69(1.2)

发冷或发热              46(0.8)

身体发麻或刺痛              40(0.7)

咽部不适             362(6.3)

身体无力             265(4.6)

思维离奇             219(3.8)



王涛, 等. 综合医院消化门诊以躯体症状为首发的抑郁症调查5 754例                 853

www.wjgnet.com

合征670例(12.3%), 风湿/类风湿病311例(5.7%), 
胆囊炎234例(4.3%), 阑尾炎207例(3.8%), 乳腺

增生263例(4.8%), 慢性胃肠炎1220例(22.4%), 
心理障碍392例(7.2%), 其他174例(3.2%). 识别

率7.2%, 误诊率92.8%, 就诊于非精神科抑郁症

患者均有大量非精神科检查和相应治疗, 均无

抗抑郁治疗. 有68例患者曾经被诊断为抑郁症

而未进行任何治疗, 其中34例认为没有必要治

疗, 22例认为自己没有抑郁症状, 12例惧怕药物

不良反应而不接受治疗. 

3  讨论

抑郁症现已是一种高患病率、高复发率、高致

残率和高自杀率的严重精神疾病[7], 已成为危害

人类健康及加重医疗负担的主要疾病之一[8]. 本
次研究是一项以消化门诊为基础的现况研究, 
研究共连续收集了合格研究对象5 754例, 合格

率98.6%, 研究的样本量较充足, 统计效率较高. 
心理健康症状自评量表(SCL-90)和中国精神疾

病分类方案与诊断标准(CCMD-3)评价率超过了

95%, 表明本次研究有较好的代表性和依从性, 
主要研究结果能较好真实、准确地反映当前我

院消化门诊抑郁症的状况. 
抑郁症在精神科的就诊率远远低于其他临

床专业科室, 本次研究约94.7%左右的抑郁症患

者首先选择在综合医疗非精神科就诊, 其就诊

症状多种多样, 如头痛、头晕或昏倒、胸痛、

腰痛、恶心或胃部不舒服、肌肉酸痛、呼吸困

难、发冷或发热、身体发麻或刺痛、喉咙有梗

死感、身体某一部位无力及有一些别人没有的

想法或念头, 而在消化门诊则以恶心或胃部不

舒服、咽部不适等为高表现症状. 这些以躯体

症状为首发的抑郁症患者因心理障碍症状不明

显, 突出了躯体不适, 而且大多数只强调躯体症

状, 坚持把症状归因与躯体疾病, 缺乏精神疾病

知识, 从而造成非精神科医师难于正确识别, 进
而导致漏诊误治[9]; 其次非精神科医师缺乏精

神科知识以及询问病史简单化也是造成低识别

率的另一个主要原因[10,11]. 因此亟需加强对公

众关于抑郁症科普知识的普及和宣传, 并且提

高综合医院消化门诊医师对当前抑郁症的识别

情况、临床特点等现状的了解, 改变以往旧的

生物医学模式, 向生物-心理-社会医学模式转

变, 加强精神专业知识, 提高对以躯体症状为首

发的抑郁症的识别率, 减少误诊率, 避免不必要

的昂贵检查和治疗, 并给予患者规范、合理、

全程、个体化的心理及药物治疗, 使以躯体症

状为首发的抑郁症患者早期就能得以正确诊治, 
减少患者的经济负担、躯体痛苦和精神压力, 
从而改善患者的社会功能和生活质量.
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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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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T , 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

1-2

《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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陈进宏 副主任医师

复旦大学附属华山医院外科

陈敬贤 教授

安徽医科大学微生物教研室

陈卫昌 教授

苏州大学附属第一医院消化内科

范建高 教授

上海交通大学医学院附属新华医院消化内科

房林 副教授

同济大学附属上海市第十人民医院普外科

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

季国忠 教授

南京医科大学第二附属医院消化科

姜慧卿 教授 

河北医科大学第二医院消化科

李华山 主任医师

中国中医科学院广安门医院肛肠科

李军祥 教授

北京中医药大学附属东方医院消化内科

李永翔 主任医师

安徽医科大学第一附属医院普外科

李瑜元 教授

广州市第一人民医院内科

李玉民 教授  

兰州大学第一医院普外科

刘成海研究员 

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病研究所

                                                                 • 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！

刘改芳 主任医师   

河北医科大学第三医院消化内科

刘海峰 教授  

武警总医院消化科

刘海林 主任医师  

上海交通大学医学院附属第九人民医院消化科

刘连新 教授  

哈尔滨医科大学第一临床医学院普通外科三病房

邵先玉 主任医师  

泰山医学院附属医院消化内科            

沈洪 教授

南京中医药大学附属医院江苏省中医院消化科

宋于刚 教授

南方医科大学南方医院消化内科研究所

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

王炳元 教授 

中国医科大学附属第一医院消化内科 

王凯 教授

山东大学齐鲁医院肝病科 

杨建民 教授 

浙江省人民医院消化内科

张国梁 主任医师

天津市第一中心医院消化内科 

张锦生 教授

复旦大学上海医学院病理学系

张志坚 教授

福州总医院消化内科

郑鹏远 教授

郑州大学第二附属医院消化科

www.wjgnet.com
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