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Abstract
Hepatic ischemia/reperfusion injury (HIRI) is a 
common pathophysiological process encountered 
in liver surgery. It has significant effects on the 
migration, adhesion, colonization and growth of 
circulating tumor cells by affecting the expression 
of some cytokines such as chemokines, adhesion 
molecules, matrix metalloproteinases, and vas-
cular endothelial growth factor. Therefore, HIRI 
is highly correlated with the postoperative recur-
rence and metastasis of liver cancer. 

Key Words: Hepatic ischemia/reperfusion injury; 
Cytokine; Tumor proliferation; Tumor metastasis

Zhou WP, Sun HY. Effects of hepatic ischemia/
reperfusion injury on tumor proliferation and metastasis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 861-864

摘要
肝缺血再灌注损伤 ( h e p a t i c  i s c h e m i a /

reperfusion injury, HIRI)是肝脏外科常见的病
理生理过程. HIRI通过引起趋化因子、黏附
分子、基质金属蛋白酶、血管内皮细胞生长
因子等细胞因子表达改变, 对血液中残留肿
瘤细胞的迁移、黏附、定植、生长等步骤有
着重要的影响. 与肝癌术后的复发、转移关
系密切.  

关键词: 肝缺血再灌注损伤; 细胞因子; 肿瘤增殖; 

肿瘤转移

周伟平, 孙汉勇. 肝缺血再灌注损伤对肿瘤增殖、转移的影

响. 世界华人消化杂志  2010; 18(9): 861-864

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/861.asp

0  引言

无论是在原发性肝癌还是继发性肝癌, 手术切

除仍是目前的首选治疗手段. 但术后肝内肿瘤

的复发是影响患者总体生存率的主要因素. 手
术中为控制出血, 常需阻断肝脏血流, 导致残肝

的缺血再灌注损伤(hepatic ischemia/reperfusion 
injury, HIRI). 研究表明缺血再灌注损伤不仅

可引起术后肝功能衰竭, 还可以促进血液中肿

瘤细胞在肝脏定植、生长, 在肝癌术后归巢复

发、转移过程中扮演重要角色[1-2]. 血液中游离

肿瘤细胞在肝脏中定植、生长过程: 首先肿瘤

细胞在趋化因子的作用下定向迁移至肝脏, 再
在黏附分子的作用下与血管壁黏附并分泌降

解细胞外基质酶, 使其逸出血管侵入肝实质定

植、生长.

1  HIRI后趋化因子的表达对肿瘤细胞增殖、转移

的影响

趋化因子在缺血再灌注损伤的病理过程中起着

重要的作用, 尤其是CXC亚家族在HIRI中是调

节中性粒细胞聚集的关键因子[3-5]. 趋化因子是

能使细胞发生趋化运动的一类细胞因子, 绝大

多数趋化因子含有4个保守的半胱氨酸, 根据前

两个半胱氨酸的相对位置不同, 趋化因子可分

为CXC(α)、CC(β)、C(δ)和CX3C(γ)4个亚家族. 

www.wjgnet.com
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趋化因子及其受体不仅参与炎症的致炎过程, 
而且在肿瘤的发展、转归过程起重要作用, 其
介导肿瘤细胞在特定的器官定植、生长[6]. 

C X C家族中C X C R4受体及其特异配体

CXCL12的结合, 是目前研究较多的趋化因子

途径, 不仅与肿瘤归巢转移、复发而且与肿瘤

的增殖、血管形成相关 .  在H I R I的病理过程

中, 缺氧诱导因子-1(hypoxia inducible factor 1, 
H I F-1)是调节细胞组织对缺氧反应的中心介

质. HIF-1可诱导CXCL12表达, 其主要机制是

CXCL12基因启动子区有两个HIF-1结合区域

HBS1和HBS2(内皮细胞中HBS1是HIF-1依赖

的CXCL12合成表达的结合域), HIF-1α与HBS1
结合后转录活化, 使得CXCL12在缺血、缺氧

组织中高表达[7]. CXCL12高表达促使CXCR4
阳性肿瘤细胞定向向缺血、缺氧组织归巢、黏

附. 肿瘤活检和细胞系中检测许多肿瘤细胞都

有CXCR4表达, 包括结肠癌细胞、肝癌细胞、

乳腺癌细胞等[8,9]. Müller等[10]研究发现乳腺癌

CXCR4高表达, 其主要转移靶器官(肺、肝、骨)
中CXCL12表达明显增高, CXCR4/CXCL12在乳

腺癌细胞的定向转移中起着重要作用. CXCR4/
CXCL12作用不仅包括肿瘤细胞的迁移归巢, 还
可以促进肿瘤血管的发生[8,11]. 当前的研究热点

肿瘤干细胞, 被认为与肿瘤的复发、转移关系

密切; 同样许多肿瘤干细胞也有CXCR4表达[12], 
CXCR4/CXCL12轴也介导着肿瘤干细胞的归巢, 
促进肿瘤的转移、复发[13,14].

2  HIRI后黏附分子的表达对肿瘤细胞增殖、转

移的影响

缺血再灌注后肝脏趋化因子表达增高, 促使血

液中的肿瘤细胞的归巢. 但要进入肝实质, 首先

肿瘤细胞要与血管壁的黏附, 在这一过程中黏

附分子发挥着重要作用. 黏附分子目前主要分

为两大类: 一类是细胞表面的与黏附有关的分

子, 主要分为4大家族, 即钙粘连素、选择素、

免疫球蛋白超家族和整合素家族, 此外尚有透

明质酸的受体CD44和连环蛋白. 另一类是在细

胞间隙中充满的多种蛋白质和多糖组成的细胞

外基质(extracellular matrix, ECM). 
当前有关选择素的研究较多, 选择素为跨

膜糖蛋白, 介导细胞与细胞之间的黏附, 并具

有高度选择性; 主要包括: E-选择素、P-选择

素、L-选择素. 选择素体内的配体主要是sLex和

sLea, 在白细胞和肿瘤细胞的表面均有表达. 正
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常肝窦内皮细胞上不表达E-选择素, HIRI中血

清一氧化氮水平下降、细胞内钙超载、氧自由

基大量产生及细胞因子的释放(TNF-α、IL-1、
IL-6、IL-10、PAF等)通过对转录因子NF-κB的
调控, 使得包括肝窦内皮细胞在内的相应肝组

织细胞表面的黏附分子(E-选择素、P-选择素、

细胞间黏附分子1和血管细胞间黏附分子1等)相
继表达上调[3]. 大量研究表明E-选择素与肿瘤细

胞黏附、转移关系密切[15-17]. 内皮细胞表面的E-
选择素表达增高与肿瘤细胞上的相应配体sLex

和sLea结合介导两者之间的相互识别和早期黏

附. 其机制可能与炎性反应中内皮细胞表面E-选
择素和白细胞上相应配体sLex和sLea结合, 导致

白细胞在内皮细胞上滚动, 并为以后白细胞贴

壁及游出血管到达炎症部位相似. P-选择素由内

皮细胞和血小板表达, 主要储存于内皮细胞的

Weibel-Palade小体和血小板的α颗粒内, HIRI过
程中释放的大量炎症因子及趋化因子激活后快

速表达于血管内皮细胞表面. 大量研究表明研

究报道P-选择素可与肿瘤细胞上相应的选择素

共同配体单位sLex和sLea结合, 介导活化的血小

板、内皮细胞与肿瘤细胞的共同黏附, 协同促

进肿瘤转移[18,19]. 目前有关L-选择素在缺血再灌

注损伤中表达改变的研究不多.

3  HIRI后基质金属蛋白酶的表达对肿瘤细胞增

殖、转移的影响

肝缺血再灌注通过上调趋化因子和黏附分子促

进肿瘤细胞的归巢和血管内细胞的黏附, 但要

在肝实质定植生长, 必须突破血管基底膜. 因此

对基底膜及ECM的蛋白酶解作用被视为肿瘤

侵袭转移的关键步骤. ECM由蛋白质和蛋白聚

糖组成的网架, 基底膜是ECM的一个重要部分. 
ECM的改变和重塑是肿瘤侵袭和血管生成的基

本条件. 与蛋白水解相关酶类中基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinase, MMP)与肿瘤侵袭转

移关系最为密切也研究最多. MMP及其抑制因

子(tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMPs)
是ECM成分的主要调节因素. 缺血再灌注过程

中炎症反应、呼吸爆发、诱生型一氧化氮的表

达等病理过程均可导致MMP表达上调, 尤其是

MMP-9, 其与肝脏Disse间隙Ⅳ胶原蛋白和纤维

连接蛋白的降解关系密切[20-22]; 同时金属蛋白

酶抑制剂TIMP-1表达降低[23]. 因此缺血再灌注

通过MMPs表达上调降解ECM、破坏局部组织

结构、促进ECM重塑的作用, 从而促进肿瘤侵

www.wjgnet.com
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出、转移. MMP-9是胶原酶类亚家族, Moore等
研究表明在HIRI中中性粒细胞、单核细胞、巨

噬细胞、T淋巴细胞等大量产生MMP-9, 使其在

损伤组织中高表达, 与CD44形成复合体, 并经后

者介导与ECM结合, 从而发挥促进肿瘤细胞的

侵犯与血管形成的重要作用[24-27]. Nicoud等[28]研

究发现MMP-9基因敲除小鼠的结肠癌肝转移瘤

的数量、体积均不如野生小鼠, 证实了MMP-9
在缺血再灌注过程中介导肿瘤细胞侵袭转移.

4  HIRI对肿瘤血管生成的影响

肿瘤细胞浸出肝脏血管进入肝实质, 新生血管

的形成对肿瘤的生长和转移起着重要的作用. 
肿瘤血管形成是一个复杂的多步骤过程, 他受

多种因子调节. 血管内皮生长因子(vascular en-
dothelial growth factor, VEGF)是目前发现的作用

最强、特异性最高的血管生成因子, 参与了血

管新生的每个环节[30]. Tsurui等[31]认为VEGF介
导的血管生成参与癌栓形成和肿瘤肝内转移机

制, 可作为反映肿瘤进展和潜在血管侵犯的分子

标志物. 国内外许多学者研究表明VEGF与缺血

再灌注损伤密切相关[32,33]. 在HIRI过程中许多的

因素可对VEGF的表达产生重要的影响. 缺氧情

况下, 细胞产生HIF-1, 研究证实[34,35]: HIF-1不仅

可促进VEGF的转录, 而且可增加VEGF mRNA
的稳定. VEGF基因s'端启动子中有一28 kb的增

强子片段, 内含HIF-1结合位点, 该片段与缺氧

时VEGF基因转录率增加有关. HIF-1与相应的

DNA结合, 进而激活了HIF-1α羧基端转录活性

区. 这些变化增加了HIF-1α羧基端与P300/CBP-
CH1的结合力, 后者为核磷酸蛋白, 是HIF-1调控

DNA的重要信号传导蛋白. 激活的HIF-1α通过

该核磷酸蛋白将转录信号传给VEGF, 开始发挥

其转录活性. 另外在HIRI过程中TNF-α、TGF、
IL-1、IL-6等表达增高, 他们也在转录水平促进

了VEGF的表达[35].

5  结论

由此可见, HIRI可引起许多细胞因子表达改变, 
影响着肿瘤细胞从归巢、黏附、血管基底膜降

解和肿瘤血管形成的每一步. 上述仅对每一步

中某一、两个因素进行了论述, 其他还有很多

的细胞因子在起作用. 而且每一步之间的细胞

因子作用是交叉的、复杂的网络. 目前对HIRI
促进肿瘤复发、转移的研究很受关注, 但很多

都仅限于动物水平的研究, 尚未见有完整的临

床RCT研究报道, 我们在肝肿瘤手术中采用不同

的肝血流阻断方法如单纯门静脉阻断、半肝血

流阻断等以减轻患者缺血再灌注损伤, 初步研

究资料表明对患者的术后肿瘤复发、转移有着

重要的影响. 
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Abstract
AIM: To isolate and expand cancer stem cells in 
human gallbladder carcinoma cell line GBC-SD 
and to identify their biological properties.

METHODS: GBC-SD cells were cultured in 
serum-free conditions to derive tumor spheres. 
Tumor spheres were then expanded and cul-
tured in serum-containing medium to permit 
their differentiation. The proliferative capacity 
of tumor sphere-forming cells was tested by 
methyl thiazoly tetrazolium (MTT) assay. The 
tumorigenicity of tumor sphere-forming cells 
was evaluated using animal experiments. The 

expression of CD15s and CD24 on the surface 
of tumor sphere-forming cells was detected by 
flow cytometry. 

RESULTS: Small number of floating tumor 
spheres were isolated and expanded in serum-
free conditions. These tumor spheres attached 
to the bottom of culture plates and began to 
differentiate in serum-containing medium. The 
proliferation and xenograft tumorigenicity of 
tumor sphere-forming cells (80.00% vs 10.00%, 
P < 0.05) significantly increased compared with 
those cultured in serum-containing conditions. 
The percentage of CD15s-bearing cell population 
was significantly higher in tumor spheres than 
in the common GBC-SD cells (2.56% ± 0.38% vs 
10.77% ± 0.93%, t = 18.25, P < 0.05). 

CONCLUSION: The cancer stem cells in GBC-
SD cell line can be isolated and expanded in 
serum-free conditions. CD15s may be a cell sur-
face marker for these cancer stem cells. 

Key Words:Gallbladder carcinoma; GBC-SD cell line; 
Serum-free medium; Cancer stem cell; Cell surface 
marker
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摘要
目的: 分离扩增肿瘤干细胞, 并鉴定其生物学
性质.

方法: 用无血清培养基培养人胆囊癌G B C-
SD细胞得到肿瘤细胞球. 将肿瘤细胞球传代
扩增, 并用含血清培养基培养促使其分化; 将
肿瘤球和普通GBC-SD细胞分别种入96孔板, 
MTT检测增殖能力, 并将肿瘤球和普通GBC-
SD细胞分别植入裸鼠皮下, 观察移植瘤的形
成; 流式细胞术检测CD15s和CD24在肿瘤球
细胞和普通GBC-SD细胞中的表达, 筛选细胞
表面标志物. 

结果: 在无血清培养基中, 胆囊癌细胞可以形

www.wjgnet.com
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■背景资料
原发性胆囊癌是
胆道系统最常见
的恶性肿瘤, 恶性
程度高, 目前的手
术治疗方法几乎
达到了极限, 术后
易复发, 而对目前
的各种化疗药物
也都不敏感, 预后
差. 近来的研究表
明, 肿瘤的发生、

发展和转移与肿
瘤中的一小亚群
细胞-肿瘤干细胞
相关, 这小群细胞
具有自我更新和
分化潜能、耐受
放化疗、高致瘤
性等特性, 是治疗
后肿瘤复发的原
因. 因此, 通过对
胆囊癌干细胞的
研究, 阐明其生物
学特性并研究其
维持机制, 是攻克
胆囊癌的关键所
在之一.

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科



成少量的肿瘤细胞球, 并显示很强的自我更
新和增殖能力, 含血清环境能够诱导其分化
而贴壁生长; 在动物实验中, 肿瘤球细胞较普
通GBC-SD细胞显示更强的致瘤能力(80.00% 
vs  10.00%, P <0.05); 标志物CD15s在肿瘤球的
表达较普通GBC-SD细胞明显增高(2.56%±

0.38% vs  10.77%±0.93%, t  = 18.25, P <0.05).

结论: 人胆囊癌细胞GBC-SD的肿瘤干细胞可
以通过无血清培养环境来分离和扩增, CD15s
可能为其细胞表面标志物.

关键词: 胆囊癌; GBC-SD细胞系; 无血清培养基; 

肿瘤干细胞; 细胞表面标志物
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0  引言

肿瘤干细胞理论认为, 肿瘤中存在肿瘤干细胞, 
他们具有自我更新和无限增殖能力, 是肿瘤发

生、发展、治疗后复发和转移的根源 [1-3].  到
目前, 已经在白血病、脑肿瘤、乳腺癌、胰腺

癌、前列腺癌、卵巢癌、尤文肉瘤等[4-10]多种恶

性肿瘤中分离出肿瘤干细胞. 我们用无血清培

养基成功从人胆囊癌GBC-SD细胞中分离扩增

出肿瘤干细胞并进行生物学研究, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM/F12(1∶1)培养基(Gibco); B27添
加剂(Gibco); 人表皮生长因子(EGF, Pe-proTech); 
人碱性成纤维生长因子(bFGF, Pepro-Tech); L -
谷氨酰胺(Sigma); 特级胎牛血清(Hy-clone); 抗
CD15s-FITC(Santa Cruz); 抗CD24-PE(BD); 人胆

囊癌细胞系GBC-SD购自上海中国科学院研究

所; 实验用裸鼠由华中科技大学同济医学院实验

动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胆囊癌细胞系GBC-SD, 用
含100 mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素和100 
kU/L链霉素的DMEM/F12培养基, 在37 ℃、50 
mL/L CO2饱和湿度条件下培养, 0.2 g/L胰蛋白

酶的消化、传代, 实验选用对数生长期的细胞. 
1.2.2 肿瘤球的培养和扩增: 取对数生长期的

细胞消化后 ,  P B S洗2次 ,  用无血清培养基悬

浮培养, 无血清培养基由DMEM/F12(1∶1)、
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B27(1∶50)、EGF(20 µg/L)、bFGF(10 mg/L)、
LIF(10 mg/L)和L -谷氨酰胺(2 mmol/L)组成. 每
天加入0.25 mL无血清培养基, 观察细胞球形成

的过程, 拍照并记录. 10 d后收集细胞球吹散后

按1∶2传代, 以后每天加入0.25 mL的培养基, 7 
d传代续培养扩增. 
1.2.3 肿瘤球的分化: 将生长良好的肿瘤球置入

含100 mL/L血清的DMEM/F12中培养, 观察细胞

的生长情况, 待细胞完全贴壁后, 应用免疫细胞

化学法检测胆囊癌的分化标志物CD44s. 
1.2.4 细胞体外增殖能力检测: 将肿瘤球和普通

GBC-SD细胞制成细胞密度为1 000个活细胞

/100 µL的单细胞悬液, 接种于96孔板, 每孔加液

100 µL, 并每孔补加100 µL继续培养, 分别在培

养的0、1、3、5、7 d进行MTT比色试验. 每孔

加入MTT溶液(5 g/L)20 µL, 37 ℃孵育4 h后, 每
孔加入DMSO 150 µL震荡, 选择490 nm波长, 在
酶联免疫检测仪测定各孔的吸光度(A )值, 以时

间为横轴, A值为纵轴, 绘制细胞生长曲线. 
1.2.5 动物体内成瘤实验: 将肿瘤球和普通GBC-
SD细胞消化吹散制成单细胞悬液, 用不含血清

的PBS洗2次后, PBS重悬, 按1×104数量级分别

注入裸鼠右腹部皮下, 观察移植瘤形成时间及

生长速度的情况. 自肉眼可观察到移植瘤形成

持续观察6 wk, 测量移植瘤的大小, 并处死、解

剖裸鼠取出肿瘤. 
1.2.6 免疫组织化学: 将裸鼠皮下移植瘤甲醛固

定, 制成切片行HE染色, 部分行脱蜡、水化及抗

原修复后, 按照说明书应用免疫组织化学SP法
检测胆囊癌敏感标志物CA19-9的表达. 
1.2.7 流式细胞术检测肿瘤干细胞标志物的表

达: 将肿瘤球和普通GBC-SD细胞制成单细胞悬

液, 细胞PBS洗2次后, 用含20 mL/L胎牛血清的

PBS重悬, 调整细胞密度为1×106/mL, 分别标上

肿瘤干细胞标志物的抗体: 抗CD15s-FITC和抗

CD24-PE, 冰上避光孵育40 min后, PBS洗2次, 上
流式检测其表达.

统计学处理 应用SPSS11.0软件处理数据, 
标志物表达差异采用两样本t检验, P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 胆囊癌细胞在无血清培养基中生成肿瘤球 
胆囊癌细胞在无血清培养基中培养48 h后, 少
部分细胞贴壁, 大部分细胞不贴壁, 可见少量细

胞球形成, 细胞数目4-8个不等, 悬浮生长, 细胞

www.wjgnet.com

■相关报道
自1997年Bonnet等
从白血病细胞中
分离出肿瘤干细
胞后, 目前人们已
经相继在多种实
体肿瘤中分离出
肿瘤干细胞, 并进
一步研究其生物
学特性的维持机
制. 目前已经证实
细胞信号通路、

microRNA等在肿
瘤干细胞生物学
特性的维持中其
重要作用, 有望成
为治疗的靶点. 
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间连接较紧密. 随着时间的延长, 细胞球渐增大, 
细胞数目增多, 培养5-7 d后, 可观察到数十个细

胞组成的细胞球, 细胞呈椭圆形或者类圆形, 随
着时间的延长生长速度渐减慢(图1). 经吹散后

继续在无血清培养基中培养, 部分细胞仍可继

续形成新的肿瘤球, 且在相同细胞密度培养的

条件下, 肿瘤球细胞形成的肿瘤球较普通GBC-
SD细胞形成的肿瘤球数目明显增多, 但仍有相

当一部分的肿瘤球细胞未能形成新的肿瘤球.
2.2 肿瘤球在含血清环境中发生分化 含血清培

养基培养6 h时候后, 肿瘤球周边可见细胞贴壁, 
贴壁细胞呈梭形, 随着时间的延长, 贴壁细胞增

多, 肿瘤渐缩小(图2A), 培养48 h后, 组成肿瘤球

的细胞基本上全部贴壁, 肿瘤球消失. 经免疫细

胞化学检测, 贴壁细胞明显表达胆囊癌分化相

关标志物CD44s(图2B).
2.3 肿瘤球细胞体外具有强增殖能力 MTT检测结

果显示, 在相同的时间内, 肿瘤球细胞的A值较普

通细胞明显增高, 显示更强的增殖能力(图3).
2.4 肿瘤球细胞具有强致瘤的能力 接种肿瘤

球细胞裸鼠在5 w k后可观察到形成明显的移

植瘤, 成瘤率80.00%(8/10), 而接种普通GBC-
SG细胞的裸鼠移植瘤形成不明显，成瘤率仅

10.00%(1/10)(图4), 差异有统计学意义(8/10 vs  
1/10, P <0.05). 移植瘤经HE染色, 可见细胞核大, 
深染, 细胞排列紊乱, 经免疫组织化学检测, 肿瘤

球细胞形成的移植瘤明显表达胆囊癌敏感标志

物CA19-9(图5).
2 .5  C D15s+细胞在肿瘤球细胞中比例增高  
CD15s在普通GBC-SD细胞和肿瘤球细胞中阳

性率的差异有统计学意义(2.56%±0.38% v s  

图 1 GBC-SD细胞在无血清培养基中形成的肿瘤球(×200).

图 2 肿瘤球细胞在含血清的环境中渐贴壁生长以及CD44s
在其中的表达. A: 肿瘤球细胞贴壁生长(×200); B: CD44s的

表达(SP×200).
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图 3 GBC-SD细胞生长曲线.
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图 4 裸鼠皮下移植瘤形成比较. A: 植入肿瘤球细胞; B: 植

入普通GBC-SD细胞.

■创新盘点
本研究利用在干
细胞环境中扩增
胆囊癌干细胞, 并
根据细胞表面标
志物表达的变化
来发现可能的肿
瘤干细胞标志物, 
可有效地避开对
非特异标志物的
验 证 ,  并 首 次 以
CD15s为肿瘤干细
胞标志物来研究.
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10.77%±0.93%, t = 18.25, P <0.05), CD24阳性细

胞率差异无统计学意义(t = 1.641, P >0.05, 图6).

3  讨论

胆囊癌是胆道系统最常见的恶性肿瘤, 其难以

早期发现并极易发生侵袭转移, 确诊时多数患

者因处于晚期而丧失了最佳手术时机, 虽然近

年来胆囊癌手术切除范围不断扩大, 其总体5年
生存率仍在5%左右[11,12]. 临床实践表明, 目前的

手术治疗方法几乎达到了极限, 放疗、化疗等

综合治疗仍是有望提高患者生存率的重要手段. 
但是遗憾的是, 胆囊癌对目前的各种化疗药物

都不敏感. 近来的研究表明, 肿瘤的发生、发展

和转移与肿瘤干细胞相关, 这小群细胞具有自

我更新、耐受放化疗、高致瘤性等特性, 是治

疗后肿瘤复发的原因[13,14]. 因此, 研究胆囊癌干

细胞, 阐明其特殊的生物学特性是有效治疗胆

囊癌的关键之一. 
由于肿瘤干细胞在肿瘤组织中含量很少且

分离困难, 因而对其生物学特性的研究具有很

大难度. 在长期的研究中, 人们观察到含EGF、
bFGF、LIF的无血清培养基可以促进正常干细

胞的体外扩增而不发生分化[15], bFGF可以促进

神经干细胞进行不对称分裂, 从而实现自我更

新并产生具有对EGF反应性的干细胞, 而EGF反
应性的干细胞在EGF作用下, 通过有丝分裂进

行自我扩增, 并通过不对称分裂来生成具有对

bFGF反应性的神经干细胞. LIF有助于保持干细

胞的未分化状态, 并延长干细胞体外扩增时间. 
Singh等[5]用无血清培养基从神经上皮肿瘤中培

养出细胞球, 并证实其具有肿瘤干细胞的特性, 
在对结肠癌、骨肉瘤、肺癌、黑色素瘤、皮肤

癌等肿瘤干细胞的研究中[16-20], 人们也观察到通

过无血清培养可以分离扩增出肿瘤干细胞. 据
以上研究, 可以通过选择合适的培养基培养肿

瘤细胞球来扩增肿瘤干细胞, 并通过免疫学或

者利用细胞功能, 将肿瘤干细胞进一步分离纯

化. 在此研究中, 我们用含有bFGF、EGF、B27
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图 6 流式细胞术检测CD15s和CD24在
GBC-SD细胞中的表达. A, C: 普通细胞; B, 

D: 肿瘤球细胞; A, B: CD15s-FITC; C, D: 

CD24-PE.

图 5 裸鼠皮下移植瘤HE染色以及CA199在其中的表达. A: HE染色(×200); B: CA199的表达(SP,×200).

A B■应用要点
标志物CD15s在
肿瘤球细胞中表
达上调, 提示可能
为特异标志物, 可
尝试用来分离细
胞亚群并进行生
物学鉴定. 
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和LIF的培养基来培养胆囊癌细胞, 观察到大部

分胆囊癌细胞不能耐受无血清培养基的环境而

停止增殖并出现相继凋亡, 少部分细胞在培养48 
h后渐出现分裂增殖, 随着培养时间的延长渐形

成细胞球并不断增大, 经吹散传10代以上仍可

以形成相同的肿瘤球, 且在相同初始细胞密度

的条件下, 肿瘤球细胞形成的肿瘤球较由非肿

瘤球GBC-SD细胞形成的肿瘤球数目明显增多, 
但仍有相当一部分的肿瘤球细胞未能形成新的

肿瘤球. 经过在含血清的环境中培养, 肿瘤球细

胞出现贴壁生长并基本上均表达胆囊癌分化标

志物CD44s[21], 说明肿瘤球中未分化的细胞发生

分化. 此外, 高致瘤性是肿瘤干细胞的另一主要

特征, 而高致瘤性主要从两个方面来评价[22], 一
是肿瘤干细胞的体外克隆形成能力, 另外是肿

瘤干细胞在免疫缺陷动物体内形成肿瘤的能力. 
在此研究中我们观察到, 来自肿瘤球的细胞体

外增殖能力明显高于普通GBC-SD细胞, 此外, 
动物实验结果也显示肿瘤球细胞具有更强的形

成移植瘤能力, 这些均支持肿瘤球中富含有肿

瘤干细胞的设想. 
在肿瘤干细胞的研究中, 难点首先在于对

肿瘤干细胞的识别, 由于在同一肿瘤中, 肿瘤干

细胞和其他普通的肿瘤细胞的形态和大小没有

明显区别, 无法从形态学上辨别. 目前很多研究

主要通过细胞表面标志物来识别和分离肿瘤干

细胞, 如前列腺癌干细胞表达CD44[23]、肝癌干

细胞表达CD90[24]、胰腺癌[25]和甲状腺癌[26]干

细胞表达CD133等. 为了检测胆囊癌GBC-SD
中高致瘤细胞的细胞表型, 我们选择CD15s和
CD24蛋白来研究, 近来研究表明CD15s和肿瘤

的发展、预后相关[27-30], CD24被证实为多种肿

瘤干细胞[6,7]的特异性表面标志. 本实验通过流

式分析显示, CD15s+在肿瘤球细胞中的比例明

显高于普通细胞, 因而认为CD15s可能为胆囊癌

肿瘤干细胞的细胞表面标记. 
据以上研究, 我们认为胆囊癌细胞系GBC-

SD中存在肿瘤干细胞, 可以通过无血清培养基

培养形成肿瘤细胞球的方法得以一定程度的扩

增, 为进一步的分离和鉴定提供条件, CD15s可
能为其特异性表面标记. 本研究为胆囊癌肿瘤

干细胞的进步一研究奠定了基础.

4      参考文献
1 Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL. Stem 

cells, cancer, and cancer stem cells. Nature 2001; 414: 
105-111

2 Scadden DT. Cancer stem cells refined. Nat Immunol 

2004; 5: 701-703
3 O'Brien CA, Kreso A, Dick JE. Cancer stem cells in 

solid tumors: an overview. Semin Radiat Oncol 2009; 
19: 71-77 

4 Bonnet D, Dick JE. Human acute myeloid leukemia 
is organized as a hierarchy that originates from 
a primitive hematopoietic cell. Nat Med 1997; 3: 
730-737

5 Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, Bonn VE, 
Hawkins C, Squire J, Dirks PB. Identification of a 
cancer stem cell in human brain tumors. Cancer Res 
2003; 63: 5821-5828

6 Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A, 
Morrison SJ, Clarke MF. Prospective identification 
of tumorigenic breast cancer cells. Proc Natl Acad Sci 
U S A 2003; 100: 3983-3988

7 Li C, Heidt DG, Dalerba P, Burant CF, Zhang L, 
Adsay V, Wicha M, Clarke MF, Simeone DM. 
Identification of pancreatic cancer stem cells. Cancer 
Res 2007; 67: 1030-1037

8 Collins AT, Berry PA, Hyde C, Stower MJ, Maitland 
NJ. Prospective identification of tumorigenic 
prostate cancer stem cells. Cancer Res 2005; 65: 
10946-10951

9 Zhang S, Balch C, Chan MW, Lai HC, Matei D, 
Schilder JM, Yan PS, Huang TH, Nephew KP. 
Identification and characterization of ovarian 
cancer-initiating cells from primary human tumors. 
Cancer Res 2008; 68: 4311-4320

10 Suvà ML, Riggi N, Stehle JC, Baumer K, Tercier 
S, Joseph JM, Suvà D, Clément V, Provero P, 
Cironi L, Osterheld MC, Guillou L, Stamenkovic 
I. Identification of cancer stem cells in Ewing's 
sarcoma. Cancer Res 2009; 69: 1776-1781

11 Levy AD, Murakata LA, Rohrmann CA J r . 
Gallbladder carcinoma: radiologic-pathologic 
correlation. Radiographics 2001; 21: 295-314; 
questionnaire, 549-555

12 Jemal A, Siegel R, Ward E, Murray T, Xu J, Thun 
MJ. Cancer statistics, 2007. CA Cancer J Clin 2007; 
57: 43-66 

13 Wicha MS, Liu S, Dontu G. Cancer stem cells: an 
old idea--a paradigm shift. Cancer Res 2006; 66: 
1883-1890; discussion 1895-1896

14 Milas L, Hittelman WN. Cancer stem cells and 
tumor response to therapy: current problems and 
future prospects. Semin Radiat Oncol 2009; 19: 96-105

15 Martens DJ, Tropepe V, van Der Kooy D. Separate 
proliferation kinetics of fibroblast growth factor-
responsive and epidermal growth factor-responsive 
neural stem cells within the embryonic forebrain 
germinal zone. J Neurosci 2000; 20: 1085-1095

16 Ricci-Vitiani L, Lombardi DG, Pilozzi E, Biffoni M, 
Todaro M, Peschle C, De Maria R. Identification 
and expansion of human colon-cancer-initiating 
cells. Nature 2007; 445: 111-115

17 Wi lson H, Huelsmeyer M, Chun R , Young 
KM, Friedrichs K, Argyle DJ. Isolat ion and 
characterisation of cancer stem cells from canine 
osteosarcoma. Vet J 2008; 175: 69-75

18 Eramo A, Lotti F, Sette G, Pilozzi E, Biffoni M, 
Di Virgilio A, Conticello C, Ruco L, Peschle C, 
De Maria R. Identification and expansion of the 
tumorigenic lung cancer stem cell population. Cell 
Death Differ 2008; 15: 504-514

19 Fang D, Nguyen TK, Leishear K, Finko R, Kulp 
AN, Hotz S, Van Belle PA, Xu X, Elder DE, Herlyn 
M. A tumorigenic subpopulation with stem cell 

■名词解释
肿瘤干细胞: 肿瘤
中具有无限自我
更新能力, 能产生
异质性肿瘤细胞
并具有极强致瘤
能力的细胞.

  



www.wjgnet.com

properties in melanomas. Cancer Res 2005; 65: 
9328-9337

20 Toma JG, McKenzie IA, Bagli D, Miller FD. Isolation 
and characterization of multipotent skin-derived 
precursors from human skin. Stem Cells 2005; 23: 
727-737

21 Yanagisawa N, Mikami T, Mitomi H, Saegusa M, 
Koike M, Okayasu I. CD44 variant overexpression 
in gallbladder carcinoma associated with tumor 
dedifferentiation. Cancer 2001; 91: 408-416

22 李锦军, 顾健人. 癌干细胞研究进展. 生命科学杂志 
2006; 18: 333-339

23 Simon RA, di Sant'Agnese PA, Huang LS, Xu H, 
Yao JL, Yang Q, Liang S, Liu J, Yu R, Cheng L, Oh 
WK, Palapattu GS, Wei J, Huang J. CD44 expression 
is a feature of prostatic small cell carcinoma and 
distinguishes it from its mimickers. Hum Pathol 
2009; 40: 252-258

24 Yang ZF, Ho DW, Ng MN, Lau CK, Yu WC, Ngai 
P, Chu PW, Lam CT, Poon RT, Fan ST. Significance 
of CD90+ cancer stem cells in human liver cancer. 
Cancer Cell 2008; 13: 153-166

25 Hermann PC, Huber SL, Herrler T, Aicher A, 
Ellwart JW, Guba M, Bruns CJ, Heeschen C. Distinct 
populations of cancer stem cells determine tumor 
growth and metastatic activity in human pancreatic 

870                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月28日    第18卷   第9期

cancer. Cell Stem Cell 2007; 1: 313-323 
26 Zito G, Richiusa P, Bommarito A, Carissimi 

E, Russo L, Coppola A, Zerilli M, Rodolico V, 
Criscimanna A, Amato M, Pizzolanti G, Galluzzo 
A, Giordano C. In vi t ro ident i f icat ion and 
characterization of CD133(pos) cancer stem-like 
cells in anaplastic thyroid carcinoma cell lines. PLoS 
One 2008; 3: e3544

27 Günther K, Dworak O, Remke S, Pflüger R, Merkel 
S, Hohenberger W, Reymond MA. Prediction of 
distant metastases after curative surgery for rectal 
cancer. J Surg Res 2002; 103: 68-78 

28 Paganuzzi M, Bobbio B, Marroni P, Filiberti R, 
Secco GB, Grossi CE. Prognostic role of serum sialyl 
Lewisx (CD15s) in colorectal cancer. Oncology 2003; 
65: 52-59 

29 Ellmark P, Belov L, Huang P, Lee CS, Solomon 
MJ, Morgan DK, Christopherson RI. Multiplex 
detection of surface molecules on colorectal cancers. 
Proteomics 2006; 6: 1791-1802 

30 Ratei R, Karawajew L, Schabath R, Ehrfeldt A, 
Grunert F, Ludwig WD. Differential expression of 
the carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 
molecules panCD66, CD66a, CD66c and of sialyl-
Lewis x (CD15s) on blast cells of acute leukemias. 
Int J Hematol 2008; 87: 137-143

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本文条理清晰, 分
析得当, 有自己的
见解, 研究有一定
意义.

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

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

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: 1 112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 

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

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

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

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

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

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

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

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

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)
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Abstract
AIM: To determine the protective effects of 
isoproterenol preconditioning (IPC) against 
ischemia/reperfusion injury in rats after 
pancreas transplantat ion and to explore 
mechanisms involved.

METHODS: The expression of heat shock pro-
tein 70 (HSP70) in the pancreas of rats undergo-
ing IPC was detected at different time points af-
ter IPC. A rat model of posttransplant pancreatic 
ischemia/reperfusion injury was established. 

The donor rats that showed high expression of 
HSP70 in the pancreas were used as experiment 
group, while donor rats that did not undergo 
IPC were used as control group. The blood and 
pancreatic samples were taken 6 h after pancreas 
transplantation. The expression of HSP70 in the 
pancreas was detected by Western blot and im-
munohistochemistry. The expression of TNF-α 
in the pancreas was detected by immunohisto-
chemistry. Serum amylase was determined by 
iodine colorimetry. The apoptosis rate of pancre-
atic cells was determined by flow cytometry. 

RESULTS: The expression level of HSP70 in the 
pancreas of donor rats reached the peak at 24 h 
after IPC, which was significantly higher than 
those at other time points (0.92 ± 0.25 vs 0.24 ± 
0.04, 0.34 ± 0.06, 0.58 ± 0.07, 0.62 ± 0.11 and 0.25 
± 0.09, respectively; all P < 0.05). The expres-
sion levels of HSP70 in the experimental group 
at 6, 12, 24 and 36 h after IPC were significantly 
higher than those in the control group at corre-
sponding time points (0.34 ± 0.06 vs 0.28 ± 0.07, 
0.58 ± 0.07 vs 0.25 ± 0.04, 0.92 ± 0.25 vs 0.27 ± 0.05 
and 0.62 ± 0.11 vs 0.25 ± 0.06, respectively; all P 
< 0.05) but returned to normal level at 48 h. No 
significant differences were noted in the expres-
sion levels of HSP70 among each time point in 
the control group. HSP70 was mainly expressed 
in pancreatic acinar cells and the vessel wall. The 
expression level of TNF-α, apoptosis rate, neu-
trophil count and serum amylase significantly 
increased in the control group when compared 
with those in sham-operated group (all P < 0.01). 
However, the levels of these parameters  signifi-
cantly decreased in the experiment group when 
compared with those in the control group (11 929 
± 1 220 vs 46 111 ± 3 127, 26.7% ± 4.5% vs 37.4% ± 
4.7%, 3 308 ± 531 vs 6 668 ± 1 506 and 1 057 IU/L
± 148 IU/L vs 1 408 IU/L± 195 IU/L, respective-
ly; all P < 0.05). 

CONCLUSION: Isoproterenol preconditioning 
reduces ischemia/reperfusion injury in rats after 
pancreas transplantation perhaps by inducing 
the production of HSP70. 
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■背景资料
胰腺移植缺血再
灌注损伤是胰腺
移植失败的主要
原因之一. 胰腺持
续性缺血可导致
组织损伤和细胞
死亡, 早期再灌注
尽管对组织非常
重 要 ,  但 再 灌 注
后循环白细胞附
壁、聚积, 渗出血
管、侵及脏器, 导
致组织细胞坏死, 
另外补体激活以
及活性氧的产生
致使缺血的脏器
损伤更为严重. 在
此过程中多种炎
性细胞因子参与, 
导致组织细胞凋
亡及坏死. 通过预
处理的方法启动
机体内源性保护
机制, 提高胰腺对
缺血再灌注损伤
的耐受性是减轻
胰腺缺血再灌注
损伤理想的方法.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科
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Preconditioning of pancreatic graft with isoproterenol 
reduces posttransplant ischemia/reperfusion injury in 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 871-876

摘要
目的: 探讨减轻大鼠胰腺移植后缺血再灌注
损伤的保护作用机制.

方法: IPC后动态检测大鼠胰腺组织热休克蛋
白表达. 建立大鼠胰腺移植缺血再灌注模型, 
选择表达热休克蛋白高峰时段供体大鼠胰腺
移植作为实验组, 未预处理供体大鼠胰腺移植
作为对照组. 移植后6 h, 采集静脉血及移植胰
腺. 热休克蛋白70(HSP70)分别用Western blot
法及免疫组织化学法检测. 免疫组织化学法测
定肿瘤坏死因子-α(TNF-α)表达. 流式细胞仪
检测胰腺细胞凋亡率. 碘淀粉比色法检测血淀
粉酶水平. 

结果: IPC后供体大鼠胰腺中HSP70的表达在
24 h达到高峰, 与其他各时段比较具有显著差
异(0.92±0.25 vs  0.24±0.04, 0.34±0.06, 0.58
±0.07, 0.62±0.11, 0.25±0.09, 均P <0.05), IPC
后6 h, 12 h, 24 h, 36 h大鼠胰腺中HSP70的表
达与未预处理组相应时段比较差异也显著
(0.34±0.06 vs  0.28±0.07, 0.58±0.07 vs  0.25
±0.04, 0.92±0.25 vs  0.27±0.05, 0.62±0.11 
vs  0.25±0.06, 均P <0.05), 48 h恢复到原来水
平. 而未预处理组各时段间比较差异无统计
学意义(P >0.05). HSP70主要表达于胰腺腺泡
细胞及血管壁. 对照组胰腺组织中TNF-α、细
胞凋亡率、中性粒细胞、血淀粉酶的水平明
显升高, 与假手术组相比差异显著(均P <0.01). 
实验组降低了胰腺组织中TNF-α、细胞凋亡
率、白细胞数、血淀粉酶的水平, 与对照组
比较差异具有统计学意义(11 929±1220 vs  
46 111±3127, 26.7%±4.5% vs  37.4%±4.7%, 
3 308±531 vs  6 668±1 506, 1 057 IU/L±148 
IU/L vs  1 408 IU/L±195 IU/L, 均P <0.05).

结论: IPC减轻了大鼠胰腺移植后缺血再灌注
损伤, IPC保护作用与HSP70的诱导生成有关.

关键词: 异丙肾上腺素预处理; 胰腺移植; 缺血再灌

注损伤; 热休克蛋白70
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0  引言

胰腺移植缺血再灌注(ischemia/reperfusion, I/R)
损伤是胰腺移植失败的主要原因之一[1-3]. 胰腺

持续性缺血可导致组织损伤和细胞死亡, 早期

再灌注尽管对组织非常重要, 但再灌注后循环

白细胞附壁、聚积, 渗出血管、侵及脏器, 导致

组织细胞坏死, 另外补体激活以及活性氧的产

生致使缺血的脏器损伤更为严重, 即再灌注损

伤[4,5]. 在此过程中多种炎性细胞因子参与, 导致

组织细胞凋亡及坏死[6,7]. 通过预处理的方法启

动机体内源性保护机制, 提高器官对缺血再灌

注损伤的耐受性是减轻缺血再灌注损伤理想的

方法. 国外报道通过异丙肾上腺素预处理可以

减轻由蛙皮素引起的胰腺炎损伤[8]. 本实验采用

大鼠胰腺移植模型, 通过腹腔注射异丙肾上腺

素预处理, 探讨减轻大鼠胰腺缺血再灌注损伤

的保护作用机制. 为临床通过异丙肾上腺素预

处理减轻缺血再灌注损伤提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠, ♂, 体质量200-250 
g, 由中国医科大学动物部提供. 一抗兔抗大鼠

热休克蛋白70(heat shock protein 70, HSP70)抗
体、二抗碱磷酶标记山羊抗兔IgG(北京中山生

物技术有限公司). HSP70及TNF-α免疫组织化

学染色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司). 
β-actin(Santa Cruz biotechnology公司). 碘化丙啶

(Sigma公司). 硝酸纤维素膜(Bio-Rad公司)、异

丙肾上腺素(上海禾丰药业有限公司).  
1.2 方法 
1.2.1 诱导热休克蛋白大鼠分组: (1)异丙肾上腺

素预处理(IPC)组: IPC组腹腔注射异丙肾上腺

素0.05 mg/kg. (2)未预处理(C)组: C组腹腔注射

与IPC组相应等量0.9%氯化钠注射液. 按照预处

理后0、6、12、24、36、48 h分6小组. 分别于

预处理后各时段将IPC组(n = 36)及C组(n  = 36)
大鼠处死取胰腺组织, 各时段大鼠胰腺组织置

-70 ℃冰箱保存, 待Western blot法及免疫组织化

学检测胰腺组织HSP70. 
1.2.2 Western blot法检测胰腺组织HSP70的表

达: 将胰腺组织用匀浆机与缓冲液制成匀浆, 离
心收集上清液, 蛋白定量后, SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳, 转印至硝酸纤维素膜上. 各与一抗兔抗

www.wjgnet.com

■研发前沿
热休克蛋白是一
组高度保守的蛋
白质, 当器官暴露
于各种应激条件
下, 细胞表达热休
克蛋白增强. 不仅
通过修复受损伤
的 蛋 白 质 ,  使 细
胞在应激阶段存
活 ,  而 且 还 帮 助
合成、降解、折
叠、跨膜转运蛋
白质, 具有抗细胞
凋亡, 抑制炎性细
胞因子的表达, 起
到增强细胞对损
害的耐受, 维持细
胞的正常功能代
谢, 提高细胞的生
存能力, 在器官移
植领域日益受到
关注.
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大鼠HSP70抗体及一抗兔抗大鼠β-actin抗体孵

育过夜, TBS液洗去未结合的抗体, 二抗碱磷酶

标记山羊抗兔IgG孵育2 h. TBS洗去未结合的二

抗. 膜浸入AKP显色液染色20 min, 将膜转至蒸

馏水中, 终止显色反应. 运用凝胶图像分析系统

(GDS8000型, 美国UVP公司)测定电泳条带积分

吸光度值(IA). 以β-actin作为内对照, 将目的条带

IA与β-actin IA的比值作为目的蛋白相对表达量. 
1.2.3 大鼠胰腺移植模型建立及分组: 术前大鼠

全身肝素化, 开腹将大鼠横结肠系膜、十二指

肠悬韧带剪断, 分别结扎切断胆总管、肝固有

动脉、胃左及胃短动静脉、胃幽门、肾左右动

脉, 在腹腔干动脉上结扎腹主动脉, 在肠系膜

上动脉下切断腹主动脉, 插管UW液灌洗, 高度

60 cm, 灌洗5-8 mL, 直到胰腺变白为止, 游离切

断腹主动脉、门静脉, 取出胰腺及脾, 放在4 ℃ 
UW液中, 腹主动脉远端封闭, 将腹主动脉近端

及门静脉断端分别与另外一只大鼠腹主动脉、

下腔静脉端侧吻合, 用7-0丝线将供体十二指肠

断端与受体空肠作端侧吻合, 逐层关腹, 制成大

鼠胰腺移植模型. 将表达热休克蛋白高峰时段

大鼠及未预处理组大鼠分别作为供体鼠制作此

模型, 分别作为实验组及对照组. 实验组10只预

处理后的大鼠作为供体与10只未处理大鼠受体

分别行胰腺移植, 对照组10只未预处理大鼠作

为供体与10只未处理大鼠受体分别行胰腺移植. 
10只大鼠仅行麻醉后开腹, 不制成模型, 作为假

手术组. 通血再灌注6 h后视为胰腺移植成功, 分
别处死实验组及对照组大鼠, 取其胰腺及血样

检测. 
1.2.4 免疫组织化学法检测预处理后胰腺组织

HSP70及移植后胰腺组织TNF-α的表达: 胰腺标

本固定于中性甲醛液24 h, 经脱水、浸蜡及包埋, 
切片. 按照HSP70及TNF-α免疫组织化学染色试

剂盒说明书操作进行. 应用显微图像分析系统

(Metamorph/Dpio/Bx41, UIC/Olympus, US/JP)测
免疫组织化学TNF-α IA进行量化比较. 
1.2.5 流式细胞仪检测移植后胰腺细胞凋亡率: 
收集各组胰腺组织, 放在400目筛网上, 筛网覆盖

于小烧杯上, 剪碎胰腺组织, 用PBS液冲洗组织

碎块, 将浑浊液体移入流式细胞仪专用管中, 在
离心机上1 000 r/min, 离心5 min, 弃上清, 留试管

底液体加含RnaseA酶的碘化丙啶0.8 mL染色液

混匀, 4 ℃避光30 min. 然后上流式细胞仪检测. 
1.2.6 碘淀粉比色法行血清淀粉酶测定: 1个淀粉

酶单位为100 mL血清中的淀粉酶在37 ℃条件

下, 15 min水解5 mg淀粉. 血清正常值为80-180
淀粉酶单位. 
1.2.7 胰腺组织白细胞计数: 在200倍HE染色片

随机选4个视野, 显微图像分析系统(Metamorph/
Dpio/Bx41, UIC/Olympus, US/JP)计数白细胞, 取
平均值为此片白细胞数.

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS10.0软件, 诱导热休克蛋白组内各时段之间

比较采用单因素方差分析. 两组之间比较采用t
检验. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 HSP70在胰腺组织的表达 异丙肾上腺素预

处理组大鼠胰腺组织中HSP70的表达在异丙肾

上腺素预处理6 h后增加, 在24 h达到高峰(0.92
±0.25), 48 h恢复到原来水平, 预处理24 h的IDV
与其他各时段IDV比较有显著性差异(P <0.05, 表
1, 图1). IPC后6, 12, 24, 36 h大鼠胰腺中HSP70
的表达与未预处理组相应时段比较差异也显著

(P <0.05, 表1). 而未预处理组各时段间比较差异

无统计学意义(P >0.05, 表1, 图2).
2.2 IPC后胰腺组织HSP70的表达 HSP70免疫组

织化学染色显示, IPC后HSP70主要表达于胰腺

腺泡细胞及血管壁, 而未预处理组免疫组织化

表 1 胰腺组织中HSP70(IDV)/β-actin(IDV)比值在各时间段比较 (n  = 36, mean±SD)

     
分组                  0 h  6 h          12 h  24 h             36 h     48 h

IPC组 0.24±0.04       0.34±0.06a       0.58±0.07a       0.92±0.25ac        0.62±0.11a       0.25±0.09

C组 0.26±0.03       0.28±0.07        0.25±0.04        0.27±0.05          0.25±0.06        0.27±0.06

aP<0.05 vs  C组, cP<0.05 vs  IPC组中0, 6, 12, 36, 48 h.

■相关报道
Frossa rd等报道
通过大鼠热处理
产生热休克蛋白
可以减轻大鼠急
性胰腺炎的发生
程度.

图 1 IPC组不同时段胰腺组织中HSP70的表达.
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学HSP70的表达为弱阳性(图3).
2.3 IPC后对胰腺移植后缺血再灌注损伤的影响 
胰腺移植后再灌注6 h 100%成功, TNF-α在胰腺

腺泡细胞中表达, 对照组TNF-α、细胞凋亡率, 
白细胞浸润数, 血淀粉酶的水平显著增高, 与假

手术组比较有显著性差异(P <0.01). 而实验组明

显降低了胰腺细胞TNF-α、凋亡率、白细胞浸

润数, 血淀粉酶水平, 与对照组比较差异有统计

学意义(P <0.05, 表2).

3  讨论

热休克蛋白是一组高度保守的蛋白质, 当器官

暴露于各种应激条件下, 细胞表达热休克蛋白

增强[9]. 不仅通过修复受损伤的蛋白质, 使细胞

在应激阶段存活, 而且还帮助合成、降解、折

叠、跨膜转运蛋白质[10]. 其中主要是HSP70家
族, HSP70家族是多基因家族, 广泛分布在细胞

的亚细胞结构中, 其N端结构域高度保守, 具有

ATP酶活性, 可结合ATP, 其C端类似MHC结合肽

结构区域, 同源性及功能差异较大, 具有结合多

肽或特殊蛋白并调节其构象的功能[11]. 本实验结

果证实, 异丙肾上腺素预处理后HSP70的表达强

度有时间依从性, 在异丙肾上腺素预处理后24 h
胰腺组织的HSP70表达至高峰, 随后HSP70缓慢

恢复到原来水平. Frossard等[8]报道通过大鼠热

处理产生热休克蛋白可以减轻大鼠急性胰腺炎

的发生程度. 我们通过腹腔注射异丙肾上腺素

应激诱导大鼠HSP70的产生, 因此将预处理后24 
h表达HSP70高峰的大鼠作为供体进行胰腺移

植, 观察异丙肾上腺素预处理对大鼠胰腺移植

后缺血再灌注损伤的保护作用. 
组织器官缺血再灌注时大量激活的白细胞

及细胞因子进入缺血组织. 其中由再灌注黏附

于血管壁的白细胞产生的毒性物质, 破坏胰腺

血管内皮细胞[12-15]. TNF-α引起细胞因子级联反

应, 加重炎症反应[16-18]. 急性胰腺炎通常被认为

是胰腺腺泡细胞合成及分泌的消化酶引起的自

身消化疾病. 同样胰腺移植物缺血再灌注损伤

时, 胰腺腺泡细胞内胰蛋白酶原及NF-κB被激

活, 引起腺泡细胞损伤和胰腺炎, 导致血淀粉酶

升高[19,20]. 与其他研究结果一样[21], 我们在研究

中也证实, HSP70主要表达于胰腺腺泡细胞及

血管壁. 这样可以抑制胰腺胰蛋白酶原激活, 从
而抑制胰蛋白酶的自身消化, 可以降低胰腺炎

时血淀粉酶水平, 而HSP70在血管壁抑制白细胞

在血管壁的黏附聚集, 抑制白细胞渗出血管壁, 
减轻了胰腺缺血再灌注损伤[22]. NF-κB与HSP70
结合将阻止NF-κB的核易位, 并抑制TNF-α的转

录[23], 从而HSP70抑制缺血再灌注损伤时表达

TNF-α, 减轻了TNF-α对胰腺组织的损害. 本实

验组降低了TNF-α的表达及血淀粉酶水平, 减少

了白细胞浸润, 提示热休克蛋白在大鼠胰腺移

植缺血/再灌注损伤过程中起到增强细胞对损害

的耐受, 维持细胞的正常功能代谢, 提高了细胞

的生存能力. 
脏器缺血性再灌注损伤可以引起细胞凋

亡[24-26]. 目前研究已明确, 细胞表面的Fas/Apo-1
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表 2 胰腺移植后再灌注6 h各组TNF-α、凋亡率、白细胞数、血淀粉酶的比较 (n = 10, mean±SD)

     
分组                 TNF-α(IA )    凋亡率(%) 白细胞数(cm2)        血淀粉酶(IU/L)

实验组            11 929±1 220a 26.7±4.5a 3 308±531a            1 057±148a

对照组            46 111±3 127d 37.4±4.7d 6 668±1 506d         1 408±195d

假手术组              2 294±247      6.0±1.0  1 397±191    112±13

aP<0.05 vs  对照组; dP<0.01 vs  假手术组.

图 3 胰腺组织HSP70的表达(×400). A: 未预处理组; B: 

IPC组.

A B

■创新盘点
本研究首次提出
应用异丙肾上腺
素诱导热休克蛋
白减轻胰腺移植
缺血性再灌注损
伤. 为临床通过异
丙肾上腺素预处
理减轻缺血再灌
注损伤提供实验
依据.

图 2 未预处理组不同时段胰腺组织中HSP70的表达.
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受体和他们的配体相结合是诱导凋亡的重要原

因, 热休克蛋白的表达可能提供一种能够包裹

自身和外来抗原新的免疫物质, 通过抑制c-Jun
激酶的活性来抑制凋亡受体, 从而使细胞避免

凋亡[27,28]. Matsumoto等[29]研究发现大鼠短暂高

温预处理后, 体内积聚热休克蛋白, 并减少细胞

凋亡, 而热休克蛋白合成的抑制物能阻碍这种

现象. 我们在实验中证实, 实验组的移植胰腺细

胞凋亡率明显低于对照组, 间接提示经异丙肾

上腺素预处理, 胰腺高表达的热休克蛋白降低

了胰腺细胞的凋亡率, 从而减轻了大鼠胰腺移

植缺血再灌注损伤. 
总之, 经过异丙肾上腺素预处理后减轻了大

鼠胰腺缺血性再灌注损伤, 表明异丙肾上腺素

预处理减轻大鼠胰腺缺血性再灌注损伤的机制

可能与上调胰腺组织HSP70的表达有关, 且异丙

肾上腺素应用剂量小, 使用方便, 具有临床应用

价值.
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2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
AIM: To construct the recombinant small hairpin 
RNA (shRNA) plasmids targeting the proline-
rich tyrosine kinase 2 (Pyk2) gene (pGCsi-Pyk2   
shRNA) and detect their expression in Lovo cells.

METHODS: Three pairs of Pyk2 shRNA se-
quences were designed and ligated to the pGCsi 
vector that contains U6 promoter and hygro-
mycin B to obtain shRNA expression plasmids 
targeting the Pyk2. The recombinant pGCsi-
Pyk2 shRNA plasmids were introduced into 
Lovo cells by liposome-mediated transfection 

and selected with hygromycin B. The expression 
of Pyk2 mRNA and protein was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: Restriction enzyme digestion and 
sequence analysis showed that recombinant 
pGCsi-Pyk2 shRNA plasmids were success-
fully constructed. The expression levels of Pyk2 
mRNA and protein in Lovo cells transfected 
with pGCsi-Pyk2 shRNA plasmids were signifi-
cantly lower than those in Lovo cells transfected 
with empty or negative plamsids.

CONCLUSION: Recombinant pGCsi-Pyk2 shR-
NA plasmids are successfully constructed. Their 
transfection can silence the expression of Pyk2 
gene in Lovo cells. The pGCsi-Pyk2 shRNA plas-
mids obtained lay a foundation for further study 
of the role of the Pyk2 gene in the pathogenesis 
of colorectal cancer.

Key Words: Proline-rich tyrosine kinase 2; Colon 
cancer; RNA Interference; Small hairpin RNA; 
pGCsi vector

Hu G, Wang X, Zheng QJ, Wan YL, Liu YC, Zhu J. 
Construction of shRNA expression plasmids targeting 
the Pyk2 gene and their expression in Lovo cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 877-882

摘要
目的: 构建重组质粒PGCsi-Pyk2 shRNA, 并检
测所引起的Pyk2 mRNA和蛋白在Lovo结肠癌
细胞系中的表达. 

方法: 设计合成3对Pky2基因shRNA序列, 形
成双链后将其依次连入带有U6启动子并含有
潮霉素B的pGCsi空载体, 构建成能产生Pyk2
短发卡RNA的质粒; 采用双酶切和测序分析
鉴定插入基因的序列; 脂质体介导重组质粒
pGCsi-Pyk2 shRNA稳定转染Lovo细胞系并通
过潮霉素B筛选, 获得比较单一的转染细胞; 
分别采用RT-PCR、Western blot等检测转染前
后Pyk2的水平表达. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
大量的研究证据
表明, Pyk2在调节
细胞的增生与分
化、细胞骨架重
组、黏附和迁移
以及一些转录因
子的活性中发挥
作用, 与人类肿瘤
的发生密切相关.

■同行评议者
葛海燕, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院普通外
科; 王石林, 主任
医师, 中国人民解
放军空军总医院
普通外科



结果: 酶切鉴定和测序分析表明重组表达质
粒pGCsi-Pyk2 shRNA构建无误; 绿色荧光
照相及PCR表明质粒转染成功; RT-PCR和
Western blot均表明, 与转染空质粒PGCsi组和
转染仅含免疫荧光基因组细胞相比, 转染重
组表达质粒pGCsi-Pyk2 shRNA细胞中Pyk2 
mRNA及蛋白表达水平均明显降低.

结论: 成功构建重组质粒pGCsi-Pyk2 shRNA, 
并证明他能降低Pyk2在Lovo细胞株系中的表
达, 为进一步研究Pyk2如何调控Hic-5/ARA55, 
Paxillion等下游靶基因的表达和参与结肠癌
表观遗传学发生机制奠定了基础.

关键词: Pyk2; 结肠癌; RNA干扰; 小发夹RNA; 

pGCsi载体
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0  引言

富 含 脯 氨 酸 的 非 受 体 酪 氨 酸 蛋 白 激 酶

2(proline-rich tyrosine kinase-2, Pyk2)是黏着斑

激酶FAKs家族成员, 可能在调节细胞的增生与

分化, 调节细胞的黏附和迁移能力, 调节转录因

子的活性方面发挥作用. 大量的流行病学和实

验研究也表明, Pyk2在结直肠癌的发生发展中

有重要意义. Guo等[1]研究表明, Pyk2在正常的

胃黏膜组织和胃癌组织中表达差异有显著性, 
可能在胃癌的发生中起作用. Zhang等[2]研究表

明, Pyk2与其他的因素是结直肠癌的预后因素. 
在胃肠道肿瘤中, Pyk2作为一种潜在的抑癌基

因存在. 而靳西凤等[3]报道认为RNA干扰技术

对研究结肠癌的发生机制能提供强有力的支

持, RNA干扰技术(s iRNA)在结肠癌基础研究

中也被广泛应用[4-10]. 本研究拟通过基因重组技

术构建Pyk2 shRNA的真核表达载体, 并转染到

Lovo结直肠癌细胞系, 研究已经表明, Lovo结
直肠癌细胞系是未分化细胞株, 但其Pyk2蛋白

呈高表达[11,12], 对结直肠癌的发生发展起抑制

作用, 我们通过构建Pyk2 shRNA, 人为地降低

Lovo细胞系中Pyk2的表达量, 为探讨Pyk2是否

通过Hic-5/ARA55及Paxilion等下游通路的激

活抑制肠道肿瘤的发生提供研究基础.

1  材料和方法

1.1 材料 空质粒p G C s i(带有潮霉素B抗体基

878                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月28日    第18卷   第9期

因片段)购于北京毅新兴业公司, DMEM、胎

牛血清、LB培养基均为Gibco公司产品, 感受

态细菌购于DH-5α(全式金公司), 限制性内切

酶和T4 DNA连接酶为NEB公司产品, 脂质体

Lipofectamine 2000购于Invitrogen公司, Protein 
Ladder (10748010)购自Invitrogen公司, 鼠抗人

Pyk2Ab购自Santa Cruz公司(sc-100379),  RT-
PCR试剂盒及DNA Ladder购自Promega公司, 结
肠癌细胞株Lovo由本实验室保存.
1.2 方法 
1.2.1 合成Pyk2基因干扰寡核苷酸序列: 针对Pyk2 
mRNA全序列设计合成4对Pyk2基因干扰寡核

苷酸序列, 即Pyk2-1, Pyk2-2, Pyk2-3, Pyk2-4经过

BLAST数据库分析未发现同源序列. 其序列如

下: Pyk2-1: 5'-GCTTCTATAGCAACAGCTTCA-
tcaagag-TGAAGCTGTTGCTATAGAAGC-3'; 
3'-GCTTCTATAGCAACAGCTTCA-aatgcag-
TGAAGCTGTTGCTATAGAAGC-5', 针对131-151 bp
位置; Pyk2-2: 5'-GCTACTTG CCAGAAGACTTCAT-
caaga-GTGAAGTCTTCTGGCAAGTAGC-3'; 
3'-GGCTACTTGCCAGAAGACTTCAT-aggtc-
GTGAAGTCTTCTGGCAAGTAGC-5', 针对401-422 
bp位置; Pyk2-3: 5'-GCTGTA CTCACTGCAGATATG-
tcaagag-CATATCTGCAGTGAGTACAGC-3'; 
3'-GCTGTACTCACTGCAGATATG-agttctc-
CATATCTGCAGTGAGTACAGC-5', 针对1 581-1 602 
bp位置; Pyk2-4: 5'-GGACATTGCCATGGAGCAAGA-
tcaagag-TCTTGCTCCATGGCAATGTCC-3'; 
3'- GGACATTGCCATGGAGCAAGA-agttatc-
TCTTGCTCCATGGCAATGTCC-5', 针对2 061-2 081 
bp位置.
1.2.2 P y k2的扩增及纯化及重组质粒p G C s i-
Pyk2 shRNA的体外构建: 根据GenBank中人

Pyk2基因cDNA设计PCR引物, 从人结肠癌手

术患者正常切缘组织中提取总RNA, 并用上述

引物通过RT-PCR法扩增得到目的基因cDNA
片段, 酶切4 h后过柱回收PCR产物. pGCsi载体

经Hin dⅢ酶切5 h, Bam HⅠ酶切4 h后加入1 μL
去磷酸酶, 反应0.5 h后电泳检测, 切胶回收. 将
pGCsi酶切回收后产物和PCR回收后产物用T4
连接酶22 ℃连接4 h后, 取3 μL产物热休克法

转入感受态细胞DH-5α(全式金公司), 37 ℃倒

置培养过夜, 次日挑取单克隆, 接入LB培养基, 
37 ℃振荡培养过夜. 提取菌液行PCR和电泳后

将PCR鉴定正确的COMF-shRNA载体提取质

粒(百泰克公司), 使用pGCsi载体上的序列为引

www.wjgnet.com

■研发前沿
研究表明Pyk2通
过对下游的Hic-5/
ARA55, Paxillion
等基因的调控, 与
降低人类结直肠
癌的发病相关, 在
结直肠癌中作为
一种潜在的抑癌
基因发挥作用.
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物送测序(华大基因).   
1.2.3 脂质体介导的pGCsi-Pyk2 shRNA稳定转

染及分选: 脂质体介导的pGCsi-Pyk2 shRNA稳

定转染及流式分选: 结肠癌细胞株Lovo体外常

规培养并传代维持, 然后取状态良好的细胞以2
×108/L接种于6孔板. 待细胞80%汇合时, 采用

Lipofectamine 2000介导分别转染pGCsi-Pyk2 
shRNA1、pGCsi-Pyk2 shRNA2、pGCsi-Pyk2 
shRNA3及带有无义片段的pGCsi载体到Lovo细
胞中. 转染空质粒组(pGCsi组), 同时设空白对照

组, 只加入等量质脂体, 其余步骤同上, 每组设3
复孔. 转染24及72 h后, 荧光显微镜下观察细胞

内绿色荧光蛋白表达情况, 评价转染效率. 72 h
后收集各组细胞用潮霉素B分选转染和未转染

的Lovo细胞.
1.2.4 RT-PCR检测目的基因Pyk2 mRNA在Lovo
细胞系中的表达: 针对筛选出来的4组细胞, 选
择其中的3组包括Pyk2 shRNA1, Pyk2 shRNA2, 
Pyk2 shRNA3, 以及转染空载体的Lovo细胞以

及转染无义基因的Lovo细胞, 并以未转染载体

的Lovo细胞作为对照组. 每组提取1×105个细

胞, TRIzol一步法提取细胞总RNA, 先行逆转录

48 ℃ 45 min, 并用先前设计的上下游引物, PCR
检测Pyk2 mRNA的表达. PCR扩增的条件为: 
94 ℃变性2 min, 按下述参数循环40次: 94 ℃变

性30 s, 60 ℃退火1 min, 68 ℃延伸2 min; 最后

68 ℃延伸7 min, 4 ℃保存. 12%琼脂糖凝胶电泳

分析各组PCR产物并拍照保存.
1.2.5 Western blot检测目的蛋白Pyk2在Lovo
细胞系中的表达: 选择P y k2 s h R N A1, P y k2 
shRNA2, Pyk2 shRNA3, 并以未转染载体的

Lovo细胞, 转染空载体的Lovo细胞以及转染

无义基因的Lovo细胞作为对照组. 每组取5×
106个细胞, 加100 μL细胞裂解液和2 μL蛋白酶

抑制剂, 提取细胞总蛋白. 取50 μg细胞总蛋白, 
10% SDS-PAGE电泳, 转硝酸纤维素膜, 1∶500
稀释的鼠抗人Pyk2单抗, 碱性磷酸酶标记的兔

抗鼠二抗, DAB显色, Western blot检测细胞内

Pyk2的蛋白表达水平.

2  结果

2.1 重组质粒pGCsi-Pyk2 shRNA酶切鉴定及

测序分析 选择Pyk2基因上4个位点, 设计引物

行PCR后行12%琼脂糖凝胶电泳分析(图1). 结
果显示4个样本的Pyk2均能有效扩增, 片段大

小为50 b p左右. 将p G C s i酶切回收后产物和

PCR回收后产物分别采用限制性内切酶Hin d
Ⅲ和B a m HⅠ双酶切, 并转入感受态细胞, 提
取菌液行P C R并行P C R产物的12%琼脂糖凝

胶电泳分析(图2). 结果显示仅转染了空载体

的质粒扩增片段为260 b p左右的片段 ,  而转

染了含4种P y k2片段的质粒的扩增片段均为

310 bp左右. 说明空质粒pGCsi中已插入Pyk2 
shRNA片段, 且插入方向无误. 选取经酶切鉴

定正确的重组质粒进行核苷酸序列测定, 结果

表明, 测序序列与GenBank中人Pyk2基因原始

序列完全相同, 重组质粒pGCsi-Pyk2 shRNA
构建成功(图3).
2.2 RT-PCR检测转染Pyk2 shRNA的Lovo细胞系

中Pyk2 mRNA表达明显降低 转染24 h后在荧光

显微镜下观察可见, 除空白对照组未有明显的

绿色荧光外, pGCsi-Pyk2 shRNA1, 2, 3组, 仅转

染无义基因片段的载体组和pGCsi空载体组细

胞都能发出特异性的绿色荧光(图4), 经潮霉素

B分选转染的细胞. 提取RNA后行RT-PCR, 12%
琼脂糖凝胶电泳分析(图5). 结果显示未转染载

体的Lovo细胞, 转染空载体的Lovo细胞以及转

■相关报道
Zhang等研究指出
Pyk2表达水平, 肿
瘤组织学分级以
及TNM分期是影
响大肠癌患者预
后的独立因素, 可
能通过提高大肠
癌细胞的凋亡水
平、降低其增殖
水平来发挥抑癌
作用.

1     2      3    4       5     6     7

50 bp

图 1 Pyk2扩增后电泳图. 1-4: 4个样本的PCR产物; 5, 6: 

两个阴性对照; 7: DNA Marker. 
图 2 转染4个位点质粒菌液及空载体PCR结果. 1: DNA 

Marker; 2-6分别为位点1、位点2、空载体、位点3、位点4

的PCR产物.

1      2      3        4      5       6

500 bp
200 bp
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染无义基因的Lovo细胞中Pyk2的表达量明显高

于转染Pyk2 shRNA1, 2, 3质粒的Lovo细胞. 说
明Pyk2 shRNA能有效地抑制Lovo细胞中Pyk2 
mRNA的表达.
2.3 Western blot检测转染Pyk2 shRNA的Lovo细

胞系中Pyk2蛋白表达明显降低 选择转染Pyk2 
shRNA1, 2, 3的Lovo细胞系, 以未转染载体的

Lovo细胞, 转染空载体的Lovo细胞以及转染无

义基因的Lovo细胞为对照. 提取细胞总蛋白, 以
每个样本100 μg蛋白进行SDS-PAGE, 用Pyk2单
抗进行Western blot检测, 以b-actin为内参(图6). 
结果显示转染了Pyk2 shRNA1, 2, 3的Lovo细胞

中Pyk2蛋白的表达均明显低于对照组中Pyk2蛋
白的表达量. 而内参表达量基本一致, 说明转染

的Pyk2 shRNA质粒能有效降低Lovo细胞中Pyk2
蛋白的表达.

3  讨论

Pyk2是非受体酪氨酸蛋白激酶FAKs家族的成

员, 在多种组织中都有Pyk2的表达如在神经组

织、造血组织以及小肠、肾、脾、附睾、胃

肠、前列腺等[13-17]. Pyk2主要依赖Ca2+浓度[18,19]

或PKC参与细胞内的MAPK、PI3K[20,21]或JNK
等信号通路转导 ,  将胞外信息与胞内效应分

子联系起来, 催化多种含SH2结构域的底物蛋

白磷酸化 ,  在调节细胞的增生与分化、细胞

骨架重组、黏附和迁移以及一些转录因子的

活性中发挥作用, 目前的研究发现, 在胃癌、

结直肠癌、胰腺癌、乳腺癌、前列腺癌、肺

癌等常见肿瘤的发生发展过程的不同阶段

发挥着重要的作用 [23-33]. 然而, 目前的研究表

明 ,  P y k2在不同部位的肿瘤发生的作用不完

全一样. Iiizumi等[25]发现在前列腺癌中, RhoC

■创新盘点
本文采用RNA干
扰技术体外构建
Pyk2 shRNA的真
核表达质粒, 并在
脂质体的介导下
转染进入Lovo结
肠癌细胞株, 降低
其在Lovo细胞系
中的表达, 为研究
Pyk2的抑癌作用
提供条件.

30                 40                 50                 60                70
A GCTT CTATA GCAACA GCT TCACTCT TGAT GAAGCTGTTGCTAT AGAAGCGGAT

20                30                40                 50                 60                 70
GCTACTT GCCAGAAGACTTCACTC TT GATGAAGTCTTCT GGCAAGTAGCGGATC

20                    30                  40                   50                  60
A A GC T GTACT CACT GCAG ATAT GCT CT TGACATA T CTGCA GTGA GTACA

20                   30                  40                  50                  60
A A GGACATT G CCATG G AGCAAGACT CTT G ATCT TGCT CCATGGC AATGT

A B C D

图 3 含四个位点Pyk2 shRNA片段的质粒1, 2, 3, 4测序结果. A-D分别为选择的4个位点, 经测序显示其核苷酸序列与其数

据库中的原始序列一致.

图 4 转染了3种siRNA质粒、无义基因、空载体及空白对照的绿色荧光照. A: Lovo细胞; B: 转染空载体的Lovo细胞; C: 仅

转染无义基因的Lovo细胞; D: Pyk2 shRNA1; E: Pyk2 shRNA2; F: Pyk2 shRNA3.

A B C

D E F
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通过激活P y k2促进前列腺癌的转移;  Vi t a l e 
等[26]发现Pyk2在cAMP信号通路介导的前列腺

癌浸润及核分化中发挥作用; Wang等[30]对Pyk2
在前列腺癌细胞中的作用机制进行了研究, 发
现Pyk2通过与下游的信号分子ARA55(Hic-5)
相互作用并使其磷酸化, 间接改变了雄激素受

体的活性, 从而控制前列腺癌细胞的生长; Sun
等报道Pyk2通过激活c-Src/ERK通路促进肝细

胞癌的增殖和浸润[31,32]. 然而在胃肠道肿瘤中, 
Pyk2却作为一种抑癌基因而存在, Zhang等[2]报

道Pyk2在结直肠癌中低表达, 是结直肠癌的预

后指标; Guo等[1]报道Pyk2在胃癌组织中表达明

显降低, 其降低程度与胃癌的分期及恶性程度

正相关; Cui等[34]报道Pyk2的下游基因Hic-55/
ARA55能减少结直肠癌细胞的生长及促进癌细

胞的凋亡.
我们构建的Pyk2 shRNA的真核表达载体

pGCsi-Pyk2 shRNA经限制性核酸内切酶酶切

鉴定、DNA测序证实目的基因Pyk2序列与数

据库中相应序列一致, 质粒构建成功; 我们进一

步将脂质体介导pGCsi-Pyk2 shRNA质粒稳定转

染到Lovo结肠癌细胞中, 通过绿色荧光等实验

方法筛选稳定转染的细胞, 然后通过RT-PCR及
Western blot方法检测各组细胞中Pyk2的mRNA
和蛋白的表达水平差异, 结果表明, 在高表达

Pyk2的Lovo结肠癌细胞中转染Pyk2 shRNA后, 

Pyk2 mRNA和蛋白的表达均明显下降.
目前还没有文献明确报道P y k2通过何种

信号通路介导影响结肠癌的发生发展, 可能与

其下游的Hic-5/ARA55及Paxillion等相关, 其
在人体的各种肿瘤中的作用也未有定论, 我们

构建Pyk2 shRNA质粒, 希望为以后研究Pyk2
在结肠癌及其他肿瘤的抗肿瘤治疗中的角色

奠定基础.
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Abstract
A I M :  T o g e n o t y p e e x t e n d e d - s p e c t r u m 
β - l a c t a m a s e ( E S B L ) - p r o d u c i n g e n t e r o -
bacteriaceae isolated from patients with 
antibiotic-associated diarrhea.

METHODS: The feces samples were collected 

from patients with antibiotic-associated diarrhea 
and cultured to isolate ESBL-producing entero-
bacteriaceae. Klebsiella pneumoniae carbapene-
mase production was evaluated by the modified 
Hodge test. Metallo-β-lactamase production was 
determined by the imipenem–EDTA double-
disk synergy test. Antibiotic resistance genes 
were amplified by polymerase chain reaction 
(PCR). The sequences of PCR products were de-
termined and compared with those deposited in 
GenBank. 

RESULTS: Fifty Klebsiella pneumoniae strains, 
21 Escherichia coli strains and 18 Proteus strains 
were isolated. Of all isolated strains, 64 carry ES-
BLs of the CTX-type, 68 carry ESBLs of the TEM-
type, and 21 carry ESBLs of the SHV-type. CTX-, 
TEM- and SHV-type ESBLs were present in 84% 
(42/50), 76% (38/50) and 15% (7/50) of Klebsi-
ella pneumoniae isolates, respectively. TEM- and 
CTX-type ESBLs were present in 100% (18/18) 
and 40% (7/18) of Proteus isolates, respectively. 
No SHV-type ESBLs were detected in Proteus 
isolates. CTX-, TEM- and SHV-type ESBLs were 
present in 100% (21/21), 83% (17/21) and 83% 
(17/21) of Escherichia coli isolates, respectively.  

CONCLUSION: The enterobacteriaceae isolated 
from patients with antibiotic-associated diarrhea 
in our study mainly carry TEM- and CTX-type 
ESBLs. 

Key Words: Antibiotic-associated diarrhea; Enteric 
bacilli; β-lactamase; Polymerase chain reaction; Se-
quence analysis

Feng XJ, Zhang Y, Luo Y, Zheng PY. Genotyping of 
extended-spectrum β-lactamase-producing entero-
bacteriaceae isolated from patients with antibiotic-
associated diarrhea. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(9): 883-888

摘要
目的: 研究抗菌药物使用后, 引起腹泻患者肠
道杆菌产超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)细菌的耐
药基因型并进行序列分析.

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来, 由于头孢
菌素类抗菌药物
的大量使用甚至
是滥用, 导致肠道
杆菌产超广谱β -
内酰胺酶(ESBL)
的分离率越来越
高, 抗生素相关性
腹泻(AAD)在临
床发生率亦越来
越高. 研究该类患
者肠道杆菌产超
广谱β -内酰胺酶
基因型对于临床
抗感染治疗, 预防
抗生素相关性腹
泻, 控制院内感染
的暴发流行有着
重要意义.

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科



方法:  收集临床住院应用抗菌药物后出现
腹泻患者的大便或肛拭子进行培养, 分离产
ESBLs的肺炎克雷伯菌50株、大肠埃希菌21
株和变形杆菌18株, 通过改良Hodge实验、

EDTA双纸片增效试验、分别测定KPC、金
属酶; 聚合酶链反应(PCR)检测其耐药基因、

分析PCR产物序列并在GenBank中比对分析, 
总结产ESBLs细菌同源性的和变异情况. 

结果: 89株产E S B L的菌株中, 有64株携带
C T X型耐药基因, 68株携带T E M型耐药基
因, 21株携带SHV型耐药基因. 肺炎克雷伯
菌中C T X型占到84%(42/50), T E M型占到
76%(38/50), SHV型占到15%(7/50); 变形杆菌
中没有SHV型, 而TEM型占到100%(18/18), 
CTX型占到40%(7/18); 大肠埃希菌中CTX
占到100%(21/21),  S H V型和T E M型均为
83%(17/21); 同时检出3株产KPC和22株产金
属酶的细菌.

结 论 :  本 院 抗 生 素 腹 泻 患 者 肠 道 杆 菌 产
ESBLs耐药基因主要以CTX和TEM为主, 同
时携带两个或两个以上耐药基因的细菌占
49%(44/89).

关键词: 抗生素性腹泻; 肠道杆菌; β-内酰胺酶; 聚

合酶链反应; 序列分析
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β-内酰胺酶基因型的调查. 世界华人消化杂志  2010; 18(9): 

883-888
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0  引言

由于抗生素大量、甚至盲目使用, 临床在治疗

感染性疾病的同时, 使肠道中有益菌被抑制, 肠
道的微生态平衡被打破, 导致菌群失调, 此时肠

上皮细胞的代谢调节水平和生理功能发生紊

乱, 使腹泻进一步加重, 即产生抗生素相关性腹

泻[1]. 抗生素性腹泻、肠道菌群失调症、细菌的

耐药等问题给患者带来了经济、肉体上的痛苦. 
自1983年德国学者首先在肺炎克雷伯菌中发现

了超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)[2], 由于这种酶能

够水解广谱头孢菌素, 近年来人们对于他的基

因分型、耐药机制及传播方式的研究越来越多. 
一般认为, ESBLs大多源于TEM、SHV位的基因

突变. 有关抗生素相关性腹泻患者的肠道杆菌

产ESBLs分型情况报道的很少. 本文对住院患者

因各种感染使用抗菌药物后导致腹泻的大便进

行培养, 分离出产ESBLs的肺炎克雷伯菌、大肠
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埃希菌和变形杆菌做耐药基因型和流行趋势及

序列分析, 结果如下.   

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009年郑州大学第一附属医院临

床科室随机病例, 因非肠道感染使用抗菌药物

后出现轻微或严重腹泻, 取其不重复患者大便

126份进行培养, 他们均曾使用过头孢菌素类、

喹诺酮类、碳青霉烯类等两种或两种以上抗

菌药物. 质控菌株为大肠埃希菌ATCC25922(产
酶)、AT C C35218(不产酶)、肺炎克雷伯菌

ATCC700603; ATB细菌鉴定仪, 法国BioMerieux
公司; 药敏纸片、头孢噻肟、头孢噻肟/克拉

维酸、头孢他啶、头孢他啶/克拉维酸, 厄他培

南、美罗培南, 英国Oxoid公司产品; PCR扩增

仪(Biometra TGRADIENT); PCR MIX、标记物, 
天根生化科技有限公司; 电泳及凝胶成像系统

(BIO-RAD); 凝胶纯化及测序, 大连宝生物有限

公司; API 20E板条, 法国BioMerieux公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 耐药表型检测: (1)ESBLs检测: 常规K-B纸
片扩散法, 选择头孢噻肟(30 μg)、头孢噻肟/克
拉维酸(30 μg/10 μg); 头孢他啶(30 μg)、头孢他

啶/克拉维酸(30 μg/10 μg)两组进行ESBL表型确

证试验. 以CLSI2009版判定标准[3], 任何一组复

合剂纸片抑菌环直径大于或等于单独抗生素纸

片抑菌环直径5 mm, 即判定为产ESBL菌株, 并
将其进行基因分型; (2)改良Hodge实验: 将0.5个
麦氏单位ATCC25922做10倍稀释, 涂于MH平板

上. 在平板中心贴厄他培南纸片, 将待检菌和阳

性对照菌分别按2009版CLSI方法接种至平板. 
35 ℃培养过夜, 取出观察; (3)金属碳青霉烯酶检

测0.5麦氏单位的待测菌涂布MH平板, 分别贴美

罗培南的纸片和含8 μL 0.5 mol/L EDTA-Na2的

美罗培南纸片, 纸片间距离大于15 mm.  35℃过

夜培养, 观察美罗培南和含EDTA-Na2美罗培南

纸片对细菌的抑制情况,   后者与前者抑菌环直

径相差>7 mm的为金属酶阳性. 
1.2.2 耐药基因检测: CTX型、SHV型和TEM型

β-内酰胺酶基因; KPC-2型碳青霉烯酶基因及

金属酶等基因表型及引物见相关文献(表1), 进
行PCR扩增, 所用引物均由大连宝生物有限公

司合成. PCR反应后经产物纯化、测序, 序列

在GenBank上检索比对, 确认表型. 分别与参考

序列EU938349.1、GQ343054.1、GU064388.1
比对. 反应体系: 缓冲液5 μL, dNTP 1 μL, 引物

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文通过对该类
腹泻患者肠道杆
菌产超广谱β -内
酰胺酶进行基因
分型的调查与研
究 ,  不 仅 发 现 常
见流行的基因型
( C T X、S H V、

TEM等), 亦发现
了新的少见耐药
基 因 ( K P C - 2 、

IMP), 这种耐碳氢
霉烯类耐药基因
的出现会给临床
抗感染治疗带来
更得大困惑.
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各0.5 μL, 聚合酶0.25 μL, 模板2 μL. 反应条件: 
94 ℃, 5 min, 94 ℃, 1 min, 55 ℃, 1 min, 72 ℃, 1 
min, 72 ℃, 7 min, 4 ℃保存. 100 V电泳20 min.

2  结果

2.1 ESBLs检测 126株细菌经表型确认有89株为

ESBLs阳性, 总阳性检出率71%(89/126). 分别为

大肠埃希菌21株、肺炎克雷伯菌50株、变形杆

菌18株; 37株其他细菌, 其中ESBLs阴性大肠埃

希菌8株、肺炎克雷伯菌2株和变形杆菌1株; 非
发酵菌中铜绿假单胞菌7株, 粪肠球菌9株, 白色

念珠菌10株. 
2.2 改良Hodge实验和EDTA双纸片增效实验 改
良Hodge实验中, 3株肺炎克雷伯菌呈现阳性结

果(图1), 经PCR扩增、测序, 在GenBank中比对

后, 均为KPC-2型耐药基因; 金属酶表型检测结

果, 有22株细菌可以被EDTA抑制(图2), 经PCR
扩增、测序后证实其为19株VIM型和3株IMP型
产金属酶细菌.
2.3 基因型检测 
2.3.1 C T X-M型耐药基因 :  肺炎克雷伯菌中

含C T X耐药基因的菌株占84%(42/50); 大肠

埃希菌中为100%(21/21); 而变形杆菌中只有

40%(7/18)(表2). 测序结果经GenBank中比对后

的分型情况详见表2. PCR结果见图3.
2.3.2 TEM型耐药基因: 肺炎克雷伯菌中含TEM
耐药基因的菌株占76%(38/50); 大肠埃希菌为

82%(17/21); 而变形杆菌中所有的菌株均含有此

耐药基因. 经测序为TEM-1b型耐药基因(表2).
2.3.3 SHV型耐药基因: 肺炎克雷伯菌中只含

SHV耐药基因的菌株占14%(7/50); 大肠埃希菌

中为83%(17/21); 而变形杆菌中无此耐药基因. 
测序为SHV-11型、SHV-36型(表2).
2.4 测序结果 以SHV型引物为例, 测定结果为

SHV-11型, 除此之外, 还有SHV-36型耐药基因检

出(图4).
TEM型耐药基因全部为TEM-1b型; CTX耐

药基因为CTX-M1、CTX-M9型. 测序结果显示

表 1 引物和目标基因

     
目标基因  引物序列(5'-3')             大小(bp)

CTX[4] F: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT 593

 R: TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA 

TEM[5] F: TCA ACA TTT CCG TGT CG  860

 R: CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA 

SHV[5] F: ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 780

 R: AGA TAA ATC ACC ACA ATG CGC 

KPC-2[6] F: GCT ACA CCT AGC TCC ACC TTC 989

 R: ACA GTG GTT GGT AAT CCA TGC 

VIM[7] F: ATG GTG TTT GGT CGC ATA TC 500

 R: TGG GCC ATT CAG CCA GAT C 

IMP[8] F: CAT GGT TTG GTG GTT CTT GT 270

 R: ATA ATT TGG CFF ACT TTG GC 

表 2 ESBLs菌株CTX、TEM、SHV等亚型基因总检出率

     
亚型种类                           n                        检出率(%)

TEM-1b             68              76.4

CTX-M1             31              34.8

CTX-M9             33              37.1

SHV-11             14              15.7

SHV-36               7                7.9

KPC-2               3                3.4

VIM             19              21.3

IMP               3                3.4

新类型               1                1.1

1                                      2

图 2 EDTA增效实验. 1: 美罗培南; 2: 滴加了EDTA的美罗

培南纸片, H8: 菌株标号.

H8

图 3 肺炎克雷伯菌属菌CTX型PCR结果. M: Marker; 1, 2, 6, 

8, 11: 菌株标号.

M     1     2      6     8    11

bp
750 

500
593 bp

■相关报道
Beaugerie等对抗
生素性腹泻的主
要原因进行全面
分析, 证实他们多
是由梭状芽孢杆
菌、金黄色葡萄
球菌等引起; 钱英
等曾对健康人群
肠道大肠埃希菌
对氟喹诺酮药物
的耐药性及耐药
机制进行研究, 证
实了我国健康人
群肠道大肠埃希
菌对氟喹诺酮类
抗菌药物的耐药
率为很高, 耐药基
因主要由gyrA基
因和parC基因位
点 突 变 造 成 ,  以
gyrA基因为主. 

图  1  肺 炎 克 雷
伯菌Hodge试验阳
性结果. 9, 10, 11:

Hodge阳性的菌株

编号; 标: Hodge

阴性的标准菌株; 

ETP: 厄他培南.

ETP
标

11

10

9
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碱基发生一些变异, 碱基的缺失有20株、插入

的有36株、变异的有33株, 且不同的耐药基因

表现出一定的规律性. TEM型耐药基因没有碱

基插入现象, 碱基的缺失和变异常常表现在序

列末端; CTX型耐药基因没有出现碱基缺失, 而
碱基的插入和变异出现在序列前端; SHV型耐

药基因中碱基的缺失表现在序列前端、碱基的

插入出现在序列末端, 没有出现变异情况.

3  讨论

众所周知 ,  肠杆菌科及其相关细菌大肠埃希

菌、肺炎克雷伯菌、变形杆菌、柠檬酸杆菌、

摩根摩根菌、普罗维登斯菌和假单胞菌等, 对
人类是极其有益并组成人类肠道的正常菌群[9]. 
但是近年来, 有关该类细菌引起的院内感染、

尤其是产ESBLs的多重耐药的肠杆菌科细菌引

起的内源性感染, 在世界各地陆续有报道, 分离

率各不相同. 我国深圳、广东等经济发达地区

ESBLs检出率24%-37%[10,11], 姜森等报道的大肠

埃希菌ESBLs检出率为40%[12], 台湾地区也报道

了有关ESBLs在阴沟肠杆菌中的流行[13]. 本研究

126株肠道杆菌ESBLs检出率为71%, 远远高于

我国其他地区, 亦高于国外报道[14,15]. 该类患者

的共同特点是: 抗生素使用时间大多超过1 wk以
上, 且均使用过头孢菌素类、喹诺酮类、碳青

霉烯类等两种以上抗菌药物. 考虑与抗菌药物

的使用有着密切关系; 而这类腹泻患者患者培

养结果大多显示菌群失调, 极易引起内源性感

染甚至是院内感染的暴发流行. 
ESBLs出现对临床感染治疗带来了极大的

威胁, 成为目前亟待解决的问题. 本实验结果显

示, 我院因应用抗菌药物导致的腹泻患者大便

培养肠道杆菌的ESBLs基因型是以CTX、TEM
为主, 大肠埃希菌中100%含有CTX耐药基因, 
肺炎克雷伯菌CTX为84%, 变形杆菌100%含有

TEM-1b型耐药基因. 与国内报道大致相同[16-18], 
与文献报道的亚洲地区流行亦较符合[19,20]. 这
类细菌以水解头孢噻肟、头孢曲松等三代头孢

菌素为主, 因此对其显示高度耐药性. SHV耐药

基因在变形杆菌中没有检出, 肺炎克雷伯菌中

检出率为14%, 但在大肠埃希菌中83%的菌株均

含有此耐药基因, 该基因是巯基变量(sulphydryl 
variable)的简称, 以能够水解头孢噻吩中的巯基

而得名. SHV型ESBLs是由广谱酶SHV-1的编码

基因的1-4个核苷酸突变引起氨基酸改变而形

成的一系列酶蛋白, 其中第238位和第240位氨

基酸是影响酶水解能力的主要位点. 第238位由

丝氨酸替换甘氨酸, 引起对头孢他啶水解能力

增强; 第240位由赖氨酸替换谷氨酰胺,造成对

头孢噻肟的水解能力增强[21]. 临床表现对头孢

他啶、头孢噻肟、头孢哌酮等抗菌药物表现高

度耐药性; 但上述三种基因对含酶抑制剂复合

制剂敏感性较好、目前且没有发现耐碳青霉烯

类抗菌药物菌株. 本组资料显示, 89株产ESBLs
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图 4 SHV型基因图谱.
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■名词解释
超广谱β -内酰胺
酶(ESBLs): 属质
粒介导, 是当前细
菌出现的新的耐
药 趋 势 之 一 ,  多
发生在肠杆菌科
等革兰阴性杆菌
中; 细菌一旦产生
该类酶, 则对第三
代头孢菌素(如头
孢噻肟、头孢他
啶、头孢哌酮、

头孢曲松等)以及
单环酰胺类抗生
素产生耐药.
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耐药菌株往往同时含有多个耐药基因型, 例如: 
CTX型、TEM型、SHV型可同时出现在同一菌

株中, 因此造成了严重的多重耐药的产生, 这一

点与王贺等[22]、张晓梅等[23]关于肠杆菌科细菌

的研究一致. 从相同耐药基因的高度同源性来

看, 他们来源于同一细菌. 又因个别碱基的差异, 
可能是导致不同菌株的药敏实验结果不同的主

要原因. 有关变异碱基是否导致蛋白表达的变

异还有待于我们进一步研究. 
本研究还检出产碳青霉烯酶KPC-2型和金

属酶IMP和VIM型细菌. KPC-2型是1998年美国

首次在肺炎克雷伯菌中检出[24], 以后世界各地关

于KPC型耐药菌的报道逐渐增多, 希腊的一家医

院内爆发了KPC-2型耐药基因在肺炎克雷伯菌中

的流行[25]. 国内山东、江苏等陆续分离出KPC-2
型的沙雷菌[26]和大肠埃希菌[27], 河南也曾报道分

离出1株产KPC-2的肺炎克雷伯菌[28], 金属酶早在

20世纪90年代中国香港在亚胺培南耐药的不动

杆菌中就发现IMP-4型耐药基因[29]. 2001年广州

报道在绿脓杆菌中发现了IMP-4型耐药基因[30], 
浙江大学附属第二医院发现1种IMP-4型产酸

肺炎克雷伯菌[31]. 本次我们从大便中检出1株产

IMP-4型肺炎克雷伯菌, 河南尚属首例. 这些菌

株能够水解碳青霉烯类抗生素导致耐药. 由于

其耐药基因存在于质粒上, 且能横向传播, 极易

造成医院内感染的暴发流行, 应该引起我们的

高度重视. 同时提示, 临床医生在治疗抗生素相

关性腹泻时, 应注意防止自身肠源性感染, 慎重

使用广谱抗生素; 必要情况下, 可以加服一些肠

道微生态制剂[32].
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
runt-related transcription factor 3 (RUNX3) and 
Ras association domain family 1A (RASSF1A) 
promoter methylation in human gastric cancer.

METHODS: The mRNA expression and meth-
ylation of RUNX3, and RASSF1A in 62 gastric 
cancer specimens and 56 adjacent normal tissue 

specimens were detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
methylation-specific PCR (MSP), respectively. 
The expression of VEGF protein was measured 
by immunohistochemistry in methylation-pos-
itive and -negative cancer tissue specimens and 
20 normal gastric tissue specimens. 

RESULTS: The mRNA expression levels of 
RUNX3 and RASSF1A in gastric cancer were 
lower than those in normal gastric tissue (0.629 
± 0.461 vs 0.893 ± 0.543 and 0.653 ± 0.476 vs 0.858 
± 0.581, respectively; both P < 0.05). The posi-
tive rates of RUNX3 and RASSF1A methylation 
were significantly higher in gastric cancer tissue 
specimens than in normal control ones (69.4% 
vs 26.8% and 66.1% vs 23.2%, respectively; both 
P < 0.01). The expression levels of RUNX3 and 
RASSF1A mRNAs were lower in methylation-
positive cancer tissue specimens than in methyl-
ation-negative ones (P < 0.05). Neither RUNX3 
nor RASSF1A promoter methylation were 
correlated with sex, age, tumor size, tumor dif-
ferentiation degree, and Lauren classification. 
However, RASSF1A methylation was related 
with TNM stage and depth of infiltration, and 
RUNX3 methylation was associated with lymph 
node metastasis, vascular invasion and TNM 
stage. The positive rate of VEGF protein expres-
sion in RUNX3 methylation-positive gastric can-
cer specimens was significantly higher than that 
in RUNX3 methylation-negative ones (86.0% vs 
57.9%, P < 0.05). 

CONCLUSION: Aberrant RUNX3 and RASSF1A 
promoter methylation may lead to down-regu-
lation of the two genes in GC and is therefore in-
volved in the progression of the disease. RUNX3 
promoter methylation may participate in the 
vascular/lymphatic metastasis of GC. 

Key Words: Stomach neoplasm; Methylation; Runt-
related transcription factor 3; Ras association domain 
family 1A; Vascular endothelial growth factor
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■背景资料
胃癌是我国病死
率最高的消化系
肿 瘤 之 一 ,  其 中
甲基化导致的抑
癌基因表达失活
是胃癌发生的重
要原因 .  RUNX3
基因位于染色体
1 p 3 6 . 1位点 ,  是
TGF-β信号通路
的重要调节因子, 
具有调节胃黏膜
上皮细胞增殖与
凋亡平衡的作用, 
其表达缺失与胃
癌的发生、发展
相关 .  RASSF1A
是近年发现的抑
癌 基 因 ,  位 于 染
色体3p21.3处. 其
启动子区甲基化
与胃肠道肿瘤发
生、发展有密切
的联系.
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摘要
目的: 探讨胃癌RUNX3、RASSF1A基因启动
子甲基化在胃癌进展转移中的作用及意义.

方法: RT-PCR和MSP检测62例胃癌标本及56
例正常胃黏膜组织RUNX3、RASSF1A基因
mRNA表达及甲基化状况, 免疫组织化学检
测VEGF在RUNX3、RASSF1A甲基化与非甲
基化胃癌组织及20例正常组织中的表达, 并
分析RUNX3、RASSF1A甲基化与VEGF表达
的关系. 

结果: 胃癌组织RUNX3与RASSF1A表达较正
常组织均明显降低(0.629±0.461 vs  0.893±
0.543, 0.653±0.476 vs  0.858±0.581, 均P<0.05), 
且RUNX3与RASSF1A甲基化率均高于正常组
织(69.4% vs  26.8%, 66.1% vs  23.2%, 均P<0.01). 
胃癌组织中R U N X3、R A S S F1A甲基化组
mRNA表达量较非甲基化组明显降低(0.545±
0.299 vs  0.736±0.291, 0.562±0.208 vs  0.674±
0.185, 均P<0.05). RASSF1A甲基化与肿瘤TNM
分期及浸润深度相关, RUNX3甲基化与肿瘤淋
巴结转移、血管侵犯及TNM分期相关(P<0.05). 
RUNX3甲基化组胃癌组织VEGF蛋白表达高
于非甲基化组(86.0% vs  57.9%), RUNX3甲基化
与VEGF表达相关(P<0.05).

结论: RUNX3、RASSF1A启动子高甲基化可
能是导致其表达降低的原因, 并与胃癌进展演
变相关. RUNX3甲基化可能参与胃癌血管、

淋巴管转移.

关键词: 胃肿瘤; 甲基化; RUNX3; RASSF1A; 血管

内皮生长因子

林海, 曹俊, 张斌, 吴育美, 邹晓平. RUNX3、RASSF1A启动子

高甲基化与胃癌进展转移的关系. 世界华人消化杂志  2010; 

18(9): 889-896
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0  引言

胃癌发病率居所有恶性肿瘤的第2位, 是否发生

转移对患者治疗方式的选择及预后影响较大, 
而目前尚缺乏可以实现早期检测胃癌侵犯转移

的指标[1-3]. VEGF的表达与肿瘤血管、淋巴管

转移密切相关, 多数肿瘤中均存在VEGF高表

达, 虽然已有报道抑癌基因表达失活与VEGF表
达相关, 但是其具体调节机制仍不完全清楚[4-6]. 

890                               ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月28日    第18卷   第9期

既往我们已经研究发现RUNX3在胃癌癌前病

变及早期胃癌中均存在高甲基化现象, 对胃癌

的发生起重要作用, 但有关RUNX3甲基化是否

参与胃癌进展转移尚不完全清楚[7]. RASSF1A
是目前发现的在不同类型肿瘤中最常发生甲基

化的基因, 关于其启动子甲基化与国内胃癌关

系的报道较少. 我们通过检测进展期胃癌组织

RUNX3、RASSF1A基因甲基化和mRNA表达, 
以及VEGF蛋白表达, 以期进一步深入探讨抑癌

基因高甲基化与胃癌发生、发展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 62例胃癌组织(6例为皮革胃)及相应

的56例正常胃黏膜组织取自鼓楼医院普外科

2008-04/2009-06行手术切除的胃癌患者, 其中

男44例, 女18例, 年龄34-83岁(平均年龄61.5岁±

10.1岁). 肿瘤组织取自肿块中心未发生坏死的组

织, 正常组织取自距肿块5 cm以外区域, 病理检

测未见癌细胞浸润, 所有患者术前均未行放、化

疗. 所有癌组织标本术后均经病理学专家确诊为

胃癌. 根据1997年国际抗癌联盟TNM分期标准

将62例胃癌分为Ⅰ/Ⅱ期17例, Ⅲ/Ⅳ期45例. 肿瘤

浸润深度: T1/T2期22例, T3/T4期40例(T1: 肿瘤

浸润至黏膜或黏膜下层; T2: 肿瘤浸润至肌层或

浆膜层; T3: 肿瘤已穿透浆膜层, 但未侵及邻近组

织; T4: 肿瘤侵及邻近组织或器官). 按Lauren分型

分为肠型30例, 弥漫型25例, 混合型7例. 按术后

病理分为高/中分化24例, 低分化38例. 标本离体

后立即存入-80 ℃冰箱备用. 组织获取均征得患

者及家属知情同意, 并经鼓楼医院伦理委员会同

意. 引物委托上海英骏生物技术有限公司合成.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  R N A 提取及逆转录聚合酶链式反应

(RT-PCR): 取100 mg组织匀浆后, 参照TRIzol 
(Invitrogen, USA)说明书提取癌及正常组织RNA, 
琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性, 用紫外分光

光度计检测RNA浓度及纯度. 取2 μg RNA, 参
照逆转录试剂盒(Invitrogen, USA)操作说明书逆

转录合成cDNA. 取2 μL cDNA扩增RUNX3基因

(311 bp), 同时扩增β-actin1(434 bp)作为内参. 其
中RUNX3引物序列为: F: 5'-ATCCCCTGACAA
AAAGTGACG-3'; R: 5'-GCAAAGCAGTTTCCA
CCCA-3', β-actin1引物序列: F: 5'-CGGGAAATC
GTGCGTGAC-3'; R: 5'-TGGAAAGGTGGACAG
CGAGG-3'. 反应体系包括: 10×PCR Buffer 2.0 
μL, dNTP 1.6 μL, MgCl2 2.0 μL, 上下游引物各0.4 
μL(10 pmol/L), cDNA2.0 μL, Taq酶0.1 μL, 双蒸水

www.wjgnet.com

■研发前沿
淋巴结及血道转
移 是 胃 癌 的 主
要 转 移 途 径 .  近
年 来 已 有 研 究
发 现 R U N X 3 、

R A S S F 1 A 基 因
甲基化对胃癌的
发生起重要作用, 
VEGF与胃癌的微
转移相关. 但是有
关抑癌基因甲基
化在胃癌进展转
移中的具体作用
机制研究尚不完
全清楚.
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补齐至20 μL. RASSF1A(331 bp)引物序列: F: 5'-C
TTTTACCTGCCCAAGGATGC-3'; R: 5'-CACCT
CCCCAGAGTCATTTTCC-3'. β-actin2(263 bp)引
物序列:F: 5'-GAGACCTTCAACACCCCAGC-3', 
R: 5'-ATGTCACGCACGATTTCCC-3'. 反应体系

包括: 10×PCR Buffer 2.5 μL, dNTP 2.0 μL, MgCl2 
1.5 μL, 上下游引物各0.5 μL(10 pmol/L), cDNA 2.0 
μL, Taq酶(TaKaRa, 日本)0.125 μL, 去离子水补齐

至25 μL. 反应条件为: 95 ℃, 5 min, 95 ℃, 30 s, 退
火温度(RUNX3 58 ℃, RASSF1A 60 ℃)45 s, 72 ℃, 
1 min, 共38个循环, 最后72 ℃延伸10 min. 取5 μL 
PCR扩增产物在2%琼脂糖凝胶同一胶孔上行同

步电泳, 凝胶成像仪拍照, 分别计算RUNX3、
RASSF1A与内参的平均吸光度(A )值, 以两者吸

光度比值作为目的基因相对表达量.
1.2.2 DNA提取及修饰: 取50-80 mg组织, 使用

蛋白酶K消化、酚/氯仿变性、乙醇沉淀法提取

组织DNA, 紫外分光光度计测定DNA浓度及纯

度. 取1 μg DNA按试剂盒EZ DNA Methylation 
GoldTM(Zymo research, USA)说明书步骤行亚硫

酸氢钠修饰, 修饰后DNA存于-80℃备用.
1.2.3 甲基化特异性聚合酶链式反应(MSP): 按
照Herman等[8]提出的MSP方法, 分别设计甲基化

与非甲基化引物行MSP扩增检测癌与正常组织

RUNX3、RASSF1A基因是否发生甲基化. 具体引

物序列、退火温度及扩增片段大小见表1. MSP
反应体系为25 μL: 包括去离子水16.875 μL, 10
×PCR Buffer(含15 mmol/L MgCl2)2.5 μL, dNTP 
2.5 μL, 上下游引物各0.5 μL(10 pmol/L), 修饰

DNA 2.0 μL, Taqhotstart酶(TaKaRa, 日本)0.125 
μL. 反应条件: 95 ℃, 5 min, 95 ℃, 45 s, 退火温

度复性45 s, 72 ℃, 1 min, 共40个循环, 最后72 ℃
延伸10 min. 同时分别选取经甲基化酶M.SssⅠ
(New England BioLabs® Inc.)处理和未处理的正

常人外周血淋巴细胞DNA作为甲基化、非甲基

化阳性对照, 去离子水代替DNA作空白对照. 取
5 μL MSP产物在3%琼脂糖凝胶上电泳, 用GDS-
8000(UVP, 美国)凝胶成像仪拍照分析. 
1.2.4 免疫组织化学检测VEGF表达: 将组织标本

用100 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 制备4 μm厚连续

切片. 采用EnVision二步法行免疫组织化学染色. 
具体操作步骤如下: 将石蜡切片常规脱蜡至水, 
采用高压锅加热法行抗原修复, 10%山羊血清封

闭, 滴加兔抗人VEGF单克隆抗体(北京中杉金桥

生物技术有限公司)并于4 ℃过夜, PBS漂洗3次, 
滴加二抗(北京中杉公司试剂盒)并在室温下孵育

30 min, DAB显色, 苏木精复染后将切片脱水、透

明并封片. 以已知的VEGF染色阳性切片做阳性

对照, PBS代替一抗做阴性对照. 高倍镜下随机取

4个视野, 以细胞质出现棕黄色或棕褐色颗粒为

VEGF阳性, 根据阳性细胞百分比及染色强度分

别计分判定VEGF染色结果: 阳性细胞百分比计

数如下: ≤10%(0分), 11%-25%(1分), 26%-50%(2
分), 51%-75%(3分), ≥76%(4分). 染色强度评分如

下: 无染色(0分), 淡染色(1分), 棕黄色(2分), 棕褐

色(3分). 以两项积分乘积<3分为阴性, 积分≥3分
判定为阳性(3-6分弱阳性; ≥6分强阳性)[11,12].

统计学处理 采用SPSS16.0软件进行统计

分析. χ2检验、t -检验分别用于比较癌与正常组

织中RUNX3、RASSF1A两基因甲基化率及表

达差异. χ2检验或Fisher确切概率法对性别、年

龄、TNM分期等临床病理参数进行单因素分析. 
RUNX3和RASSF1A两基因甲基化与其mRNA
表达及VEGF蛋白表达之间的关系用t -检验和χ2

检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 RUNX3、RASSF1A基因mRNA表达 RUNX3

表 1 MSP引物序列

     
基因   引物序列   产物大小(bp)      退火温度(℃)   参考文献

RUNX3MF  ATAATAGCGGTCGTTAGGGCGTCG       115  60                  [9]

RUNX3MR  GCTTCTACTTTCCCGCTTCTCGCG    

RUNX3UF  ATAATAGTGGTTGTTAGGGTGTTG       115  55                  [9]

RUNX3UR ACTTCTACTTTCCCACTTCTCACA    

RASSF1AM F GTGTTAACGCGTTGCGTATC          93  58                [10]

RASSF1AM R   AACCCCGCGAACTAAAAACGA  

RASSF1AU F    TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG       105  58                [10]

RASSF1AU R CAAACCCCACAAACTAAAAACAA  

MF: 甲基化上游引物; MR: 甲基化下游引物; UF: 非甲基化上游引物; UR: 非甲基化下游引物.

■相关报道
本课题组在前期
研究发现RUNX3
在胃黏膜异型增
生及早期胃癌中
甲基化率分别为
48.1%、50%, 而
R A S S F 1 A 基 因
无 甲 基 化 现 象 . 
Oshimo等报道进
展 胃 癌 R U N X 3
甲基化率达71%. 
Byun等研究发现
R A S S F 1 A 甲 基
化与肿瘤分期分
级、分期有关.
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在胃癌与正常胃黏膜组织中的相对表达量分别

为0.629±0.461和0.893±0.543, 癌组织RUNX3
表达量低于正常组织, 差异具有统计学意义(t = 
2.189, P = 0.033). RASSF1A在癌与正常组织中的

相对表达量分别为0.653±0.476, 0.858±0.581, 
两组差异具有统计学意义(t  = 2.017, P = 0.046). 
RUNX3甲基化组胃癌组织其RUNX3 mRNA表

达低于非甲基化组(0.545±0.299 vs  0.736±0.291, 
t  = 2.310, P = 0.025). RASSF1A甲基化组的胃癌

RASSF1A mRNA表达量低于非甲基化组(0.562±
0.208 vs  0.674±0.185, t = 2.572, P = 0.012, 图1).
2.2 癌与正常组织RUNX3、RASSF1A甲基化 胃
癌组织RUNX3甲基化率为69.4%(43/62), 高于

正常组织26.8 %(15/56), 癌组织甲基化率是正

常胃黏膜组织的2.60倍, 差异具有统计学意义

(P <0.01). RASSF1A在癌组织和正常组织中的甲

基化率分别为66.1%(41/62)和23.2%(13/56), 癌
组织甲基化率是正常组织的2.80倍, 具有统计学

差异(P <0.01, 图2).
2.3 同一组织标本RUNX3、RASSF1A甲基化 癌
组织中RUNX3与RASSF1A两基因同时发生甲

基化的有29例(46.8%), 正常组织有6例(10.7%), 
两组差异显著(P <0.01). 癌组织中R U N X3、
R A S S F1A至少1个基因存在甲基化的有54例
(87.1%), 正常组织为17例(30.4%), 两者差异显

著(P <0.01). 癌组织中RUNX3与RASSF1A两基

因甲基化不存在相关性(表2).
2.4 RUNX3、RASSF1A甲基化与患者临床及病

理参数的关系 两基因甲基化与患者性别、年

龄、肿瘤大小、分化程度、Lauren分型之间无

相关性(P >0.05), 但RUNX3甲基化与肿瘤淋巴结

转移、血管侵犯、TNM分期相关, 而RASSF1A
甲基化与T N M分期和浸润深度具有相关性

(P <0.05, 表3).
2.5 V E G F免疫组织化学  胃癌细胞胞质可见

VEGF阳性染色, 阳性率为79.0%(49/62), 正常胃

黏膜细胞阳性率为15.0%(3/20), 癌组织VEGF蛋
白表达明显高于正常胃黏膜组织(P = 0.000, χ2 

= 26.724). 将胃癌组织按RUNX3甲基化与否分

组发现, RUNX3甲基化组中VEGF表达阳性的

有37例(86.0%), 非甲基化组中VEGF表达阳性

的有11例(57.9%), 两组差异显著, RUNX3甲基

化与VEGF表达相关(P = 0.022, χ2 = 5.974, 表4). 
VEGF在RASSF1A甲基化与非甲基化胃癌组织

中表达率分别为81.0%(35/43)和73.7%(14/19), 
无统计学差异(P = 0.513, χ2 = 0.473, 图3).

3  讨论

RUNX3基因编码TGF-β信号通路下游转录调

节因子, 其表达失活, 可以使胃黏膜细胞凋亡

受抑, 并向恶性细胞转化 [13]. R A S S F1A是位

于染色体3p21.3位点的抑癌基因 ,  通过阻断

CyclinD1累积及控制细胞G1/S期进展而抑制肿

瘤细胞生长[14,15]. RUNX3、RASSF1A基因在肺

癌、胃癌、乳腺癌等多种实体瘤中均存在甲基

化导致的表达失活[16-18]. 本实验发现胃癌组织

RUNX3与RASSF1A基因均存在低表达改变, 并
伴有高甲基化现象. 为了更好地阐明RUNX3、
RASSF1A基因甲基化与表达之间的关系, 我们

进一步对发生与未发生甲基化的胃癌组织中

RUNX3、RASSF1A mRNA表达做统计分析, 发
现两基因存在甲基化的癌组织其mRNA表达均

较未发生甲基化的胃癌组织明显降低, 差异具

有统计学意义. 表明RUNX3、RASSF1A基因甲

基化与其表达相关, 抑癌基因高甲基化可能是

导致其表达降低的原因. 本实验中个别组织不
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表 2 RUNX3、RASSF1A甲基化联合分析

     
RUNX3   n

            RASSF1A  
χ2值          P 值

         M         U 

M 39      29             10      0.587      0.564

U 23      15               8 

合计 62      44             18

bp
750
500

250

M     N    T      N    T     N     T     N    T

bp
750
500

250

M     N    T      N    T     N     T     N    T

β-actin1
RUNX3

RASSF1A
β-actin2

图 1 胃癌及正常组织RUNX3、RASSF1A基因mRNA表达. M: 

DL 2000 DNA Marker标准品; N: 正常组织; T: 肿瘤组织.

图 2 MSP检测RUNX3、RASSF1A甲基化电泳图. M: DL 

2000 DNA Marker标准品; M: 甲基化; U: 非甲基化.

 M    Tumor   Tumor    Nomal    Contrast
M    U    M    U     M   U    M+  U+ Nbp

250
100

bp
250

100

 M    Tumor   Tumor    Nomal    Contrast
M    U    M    U     M   U    M+  U+ N

RUNX3

RASSF1A

■创新盘点
本研究采用MSP
及免疫组织化学
技术检测胃癌及
正 常 胃 黏 膜 组
织 中 R U N X 3 、

RASSF1A甲基化
及VEGF蛋白表达
状况, 并分析两基
因甲基化与临床
病理参数的关系.
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存在RUNX3及RASSF1A甲基化却出现基因表

达缺失或降低, 对于这种现象, 我们考虑除了甲

基化外可能还有杂合性缺失、点突变等机制共

同调节基因的表达.
与前期研究[7]的RUNX3在异型增生、早期

胃癌中甲基化率分别为48.1%、50%相比, 本研

究发现RUNX3在进展期胃癌中甲基化率达到

69.4%, 这与Oshimo等[19]报道的71%甲基化率基

本一致, 稍高于Kim等[20]等报道的64%的甲基化

率. 随着胃癌的发展RUNX3甲基化率逐步升高, 
这提示RUNX3甲基化可能贯穿于胃癌进展演变

的全过程, 与胃癌的发生发展均有关系.RASS1A
在胃癌组织中的甲基化率为66.1%, 正常胃黏膜

组织为23.2%. 胃癌组织RASS1A甲基化率稍高

表 3 RUNX3、RASSF1A甲基化与患者临床及病理参数的关系

     
临床病理参数           n

     RUNX3             
 χ2值           P 值

                    RASSF1A               
χ2值           P 值

                   M               U                 M                 U 

性别  

    男 44 31 13 0.086 0.770 29 15 0.003 1.000

    女 18 12   6  12   6

年龄(岁)

    ≥60 38 27 11 0.781 0.133 24 14 0.387 0.591

    <60 24 16   8 17   7

肿瘤大小(cm)

    ≥5 33 25   8 1.361 0.280 23 10 0.401 0.596

    <5 29 18 11 18 11

分化程度

    高/中 24 19   5  1.774 0.260 15   9 0.230 0.784

    低 38 24 14 26 12

淋巴结转移

    有 43 34   9 6.231 0.018a 30 13 0.829 0.395

    无 19   9 10 11   8

血管侵犯

    有 42 33   9 5.204 0.038a 29 13 0.495 0.570

    无 20 10 10 12   8

TNM分期

    Ⅰ/Ⅱ 17   8   9 5.478 0.030a   7 10 6.511 0.016a

    Ⅲ/Ⅳ 45 35 10 34 11

Lauren 分型

    肠型 30 21   9 1.630 0.443 17 13 2.260 0.323

    弥漫型 25 20   5 15 10

    混合型   7   4   3   2   5

浸润深度

    T1/T2 22 12 10 3.519 0.085 10 12 6.507 0.023a

    T3/T4 40 31   9 31   9

aP<0.05.

图 3 VEGF在胃黏
膜中的表达. A: 正

常 胃 黏 膜 组 织 ;  B : 

RUNX3甲基化的胃

癌组织; C: RUNX3

非甲基化胃癌组织.

A B C ■应用要点
通过检测RUNX3、
RASSF1A基因甲
基化可以有助于
准确评价胃癌的
分期分级, 及判断
肿瘤有无微转移. 
应用去甲基化药
物逆转RUNX3基
因甲基化或许可
以通过降低胃癌
组织VEGF表达 , 
减少胃癌血管淋
巴管生成.
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于李学彦等[21]报道的甲基化率. 而同Ye等[22]的

研究结果相比, RASS1A在胃癌组织中的甲基化

率基本一致, 而正常胃黏膜组织RASS1A甲基

化率高于其报道的14.8%检出率. 关于正常组织

RASS1A甲基化率的差异, 我们考虑可能是由于

病例年龄组成不同所致(61.5±10.1/57.6±13.7). 
由于我们所检测标本的患者其年龄相对较高, 
而且已有研究表明随着年龄增长, 正常胃黏膜

出现RASSF1A等抑癌基因高甲基化的几率将会

增加[20,23]. 当通过对RUNX3和RASSF1A甲基化

进行联合分析时我们发现, RUNX3与RASSF1A
甲基化不存在相关性, 这说明两基因甲基化可

能是通过不同路径影响胃癌的发生发展. 由于

联合检测两个基因甲基化的敏感性和特异性均

高于单基因甲基化检测, 而且目前已有报道通

过检测血清中肿瘤细胞游离DNA甲基化作为肿

瘤的分子标记[24,25]. 这提示或许在今后的临床

研究中可以应用这种创伤较小的检查方法, 联
合检测多个相关基因甲基化或建立肿瘤相关基

因的甲基化模式图谱, 从而为肿瘤的诊断、分

型、分期及个体化诊疗等提供帮助.
此外, 通过与患者临床病理指标比较我们

发现, 两基因甲基化率在分期较晚及浸润较深的

胃癌中较高, 表明随着肿瘤的进展演变, 甲基化

现象变得更为普遍. RUNX3甲基化率在发生血

管及淋巴管转移的胃癌组织中明显升高, 这提示

RUNX3甲基化可能参与胃癌的进展及血管、淋

巴管转移. 由于VEGF是最主要的血管淋巴管生

成调节因子, 其不仅参与肿瘤新生血管的形成, 
而且可以通过与淋巴管内皮细胞Flt-4受体相结

合而诱导瘤体内淋巴管的增生、扩张, 与肿瘤的

血管淋巴管转移有密切的联系[26,27]. VEGF高表

达的肿瘤患者对治疗的反应及预后较差[28,29]. 虽
然既往有报道甲基化等原因造成的抑癌基因表

达失活及癌基因激活可能与肿瘤组织VEGF高
表达相关,但是有关抑癌基因甲基化与VEGF表
达之间的关系仍不完全清楚[5-6,30]. 为了进一步

阐明RUNX3甲基化与胃癌转移之间的关系, 我
们用免疫组织化学检测了43例RUNX3发生甲基
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化与19例未发生甲基化的胃癌组织, 分析发现

RUNX3发生甲基化的胃癌组织其VEGF表达阳

性率(86.0%)明显高于RUNX3非甲基化胃癌组

织(57.9%), RUNX3甲基化与VEGF表达相关. 伏
洁等[31]利用胃癌组织芯片验证了RUNX3失表

达可以通过促进VEGF表达增加胃癌血管的生

成和转移. 而Peng等[12]通过动物实验及对120例
胃癌组织中RUNX3与VEGF表达的研究也发现, 
RUNX3低表达与VEGF高表达密切相关, 通过激

活RUNX3基因表达可以有效抑制胃癌血管及淋

巴管的形成. 这说明RUNX3甲基化或许是通过

调节VEGF高表达从而促进胃癌的血管及淋巴管

转移. 由于RUNX3基因表达失活与胃癌转移密

切相关, 而甲基化所导致的基因表达异常属于可

逆性遗传改变, 应用5-Aza-cdR等去甲基化药物

可以逆转甲基化而使得抑癌基因恢复表达[32,33]. 
这提示或许可以通过应用5-Aza-cdR等去甲基化

药物逆转RUNX3基因甲基化以降低胃癌组织中

VEGF的表达, 从而使得胃癌血管淋巴管生成减

少, 降低肿瘤转移的可能性, 改善胃癌患者预后. 
但是由于并非所有抑癌基因甲基化均参与胃癌

的进展转移, 而目前的去甲基化药物尚不能做到

针对特异性基因实现去甲基化, 故如何进一步研

究RUNX3特异性去甲基化药物对于肿瘤的去甲

基化治疗具有重要意义.
总之, 启动子高甲基化是导致抑癌基因表

达失活或降低的重要机制, 其不仅与胃癌发生相

关, 而且参与胃癌的进展转移. 在今后的临床研

究中检测胃癌组织RUNX3、RASSF1A甲基化

或许有助于评估胃癌的浸润及转移状况从而优

化患者的临床治疗方案. 并且通过检测患者的不

同基因甲基化状况, 可以为患者的诊断及临床预

后评估提供参考, 同时如能针对特异基因去甲基

化, 或许可以将有助于降低肿瘤的浸润转移并改

善预后[34,35]. 但有关甲基化与胃癌之间的具体分

子机制及相关因素尚需进一步深入研究.

志谢: 感谢鼓楼医院病理科周祀乔, 冯安宁在胃

癌组织标本收集过程中所提供的帮助.
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以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.
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Abstract
Hepatitis E virus (HEV) is the cause of human 
hepatitis E. Hepatitis E is endemic in many devel-
oping countries, including China, and represents 
a major public health problem. In this article, we 
will review the current knowledge on humoral 
and cellular immune responses and mechanisms 
of immunologic injury in HEV infection as well 
as the development of HEV vaccines. 

Key Words: Hepatitis E virus; Infectious immunity; 
Vaccine
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摘要
戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, HEV)是引起

戊型肝炎的病原体. 在发展中国家戊型肝炎是
一个重要的公共卫生问题, 我国是HEV的流
行区. 本文就近期HEV感染后的体液免疫反
应、细胞免疫反应、免疫损伤机制的研究以
及HEV疫苗研制的进展进行综述.

关键词: 戊型肝炎病毒; 感染免疫; 疫苗
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0  引言

戊型肝炎 (h e p a t i t i s  E )是由戊型肝炎病毒

(hepatitis E virus, HEV)引起的急性病毒性肝炎, 
主要流行于亚洲、非洲和中美洲的发展中国家, 
即可呈散发, 也可引起暴发流行. 戊型肝炎的临

床表现与甲型肝炎类似, 以感染青壮年为主, 表
现为急性、自限性, 病死率小于0.1%. 然而孕

妇感染HEV常出现严重的肝脏衰竭, 病死率较

高, 可达20%[1]. 最近研究又发现, 接受器官移植

者、免疫功能低下的患者以及老年人HEV感染

后, 能够转为慢性感染[2,3]. 我国是戊型肝炎的

流行区, 戊型肝炎严重危害我国人民的健康, 是
一个重要的公共卫生问题. 研究HEV感染后机

体的免疫反应对于了解HEV的致病机制、研究

HEV的诊断方法以及HEV感染的预防和戊型肝

炎的治疗具有重要意义. 本文将对HEV感染免

疫研究进展进行综述. 

1  HEV基因组及其编码蛋白

H E V的病毒体为二十面体对称结构 ,  直径约

27-34 nm, 没有包膜. 其基因组为单股、正链

RNA, 长约7.2 kb, 由一个25 nt的5'端非翻译区

(U T R)、三个开放读码框架(O R F1, O R F2及
ORF3)和一个约65-74 nt的末端为多聚腺苷酸

(Poly A)的3'UTR组成. ORF1位于5'端, 长约5 kb, 
编码一些非结构蛋白, 包括RNA合成过程中所

需的鸟苷酸转移酶、甲基转移酶、半胱氨酸蛋

白酶、RNA解旋酶和RNA聚合酶等[4]. ORF2长
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■背景资料
戊 型 肝 炎 病 毒
(HEV)是戊型肝
炎的病原体, 主要
通过粪-口途径经
肠 道 传 播 .  戊 型
肝炎既可呈散发, 
也可引起暴发流
行, 我国是戊型肝
炎的流行区. 戊型
肝炎通常为急性
肝炎, 但其病程与
机体免疫状况有
关. 孕妇感染HEV
病死率较高, 器官
移植或其他免疫
功能低下者感染
HEV可能会发展
为慢性.
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约2 kb, 位居编码区的3'端, 编码病毒的衣壳蛋

白. ORF3是一个小的读码框, 长度为372 nt, 在3'
端与ORF2有331 nt的重叠, 编码一个具有免疫原

性的不超过123个氨基酸的小分子磷蛋白. ORF3
蛋白的功能尚未确定, 但发现其能够与细胞骨

架蛋白[5], 以及病毒衣壳蛋白[6]相结合, 可能参与

或调节细胞的信号传导过程[7], 最近的研究发现

ORF3蛋白与病毒复制过程中病毒体从宿主细胞

内的释放有关[8].

2  HEV感染的体液免疫反应

2.1 抗体产生的规律 HEV感染后, 可刺激机体产

生抗体. 通过对散发性急性戊型肝炎患者的研

究发现,  HEV IgM和IgA抗体通常在发病就诊时

即可检出, 发病的第6-7天IgM和IgA抗体水平达

到最高, 在随后的几周略有降低, 之后在4-6 mo
内迅速降低, 直至无法检出; 在发病的第9天可

以检测到IgG抗体, 血清HEV IgG抗体出现时血

清转氨酶(ALT)浓度处于高峰, IgG在体内持续

存在的时间比较长, 8年后仍以高浓度存在[9,10]. 
HEV抗体及其他感染标志物的出现规律在早期

的动物感染性试验研究中也曾得到证实[11]. 
体液免疫反应主要是由ORF2和ORF3编码

蛋白刺激产生的. ORF2衣壳蛋白高度保守, 免疫

原性强, 并且是细胞免疫应答的主要靶物质, 其
产生的抗体具有中和性保护作用, 抗体水平高, 
在体内维持时间长. ORF3蛋白可以刺激机体产

生抗体, 其抗体在体内存在时间很短, 可能没有

中和病毒的作用. ORF1蛋白虽然具有免疫原性, 
但免疫原性弱, 并且由于不是病毒体的结构成

分, 其抗体可能不具有保护作用[12]. 
诊断急性戊型肝炎除了通过RT-PCR检测血

清或粪便中的HEV基因组以外, 主要是通过检

测新产生的HEV抗体, 尤其是特异性HEV IgM
抗体. HEV-IgM抗体的检测通常应用HEV基因

组ORF2和ORF3羧基端(C-端)重组蛋白作为已

知抗原[13]. 目前已经有了商品化的EIA检测试剂

盒. 另外, 专门针对中和抗体的EIA检测方法也

已经建立[14]. 
2.2 体液免疫对机体的保护作用 抗HEV的体

液免疫反应能产生足够的保护作用, 从而清除

HEV或阻止HEV感染. 将HEV单克隆抗体与病

毒悬液在体外混合孵育后注射动物, 或预先给

动物注射单克隆抗体后再用HEV攻击动物, 单
克隆抗体都能够显示出保护作用, 试验动物不

发生感染[15]. 在HEV流行地区对曾感染HEV的
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人群进行长期跟踪, 发现HEV感染者体内抗体

可以持续存在并且不再感染HEV[16]. 将曾感染

HEV的猴子的抗体阳性血清转移到另一个猴子

体内, 再用HEV攻击时, 后者不再感染; 曾感染

过HEV恢复后的猴子在接受HEV时也不再感染, 
显示抗血清对病毒具有中和作用[17,18]. 然而, 较
早的研究用HEV感染者恢复后的血清进行被动

免疫, 结果没有起到预防的作用, 可见单份血清

中低浓度的免疫球蛋白不足以控制HEV感染[15]. 
早期的免疫电镜研究还证实, 来自世界不

同国家和地区的HEV病毒体存在血清学交叉免

疫反应. 随后的研究证实, 来自墨西哥的Mexi-
can HEV病毒株的ORF2和ORF3区域的基因重

组蛋白与来自巴基斯坦及索马里等HEV爆发流

行地区的血清能够发生反应[9]. 基于型别相同的

抗原表位的存在, 目前认为尽管感染哺乳动物

和人的HEV有4个不同的基因类型, 而血清型只

有1个. 
2.3 HEV中和性抗原表位的定位 一般认为具有

保护作用的体液免疫反应由ORF2蛋白诱导产

生. ORF2衣壳蛋白抗原性强, 其抗体对HEV具有

中和作用, 能够阻断病毒与敏感细胞的结合, 也
可能通过加强细胞免疫清除病毒, 因此中和性

抗原表位的认定主要集中于ORF2蛋白. 
全长ORF2基因编码产生一个含有660个氨

基酸的72 kDa蛋白, ORF2蛋白是病毒体的衣壳

蛋白, 目前发现只有这一种衣壳蛋白. 根据HEV 
ORF2区域的核苷酸序列推测出ORF2编码蛋白

的氨基酸序列, 通过化学合成或基因重组蛋白

表达的方法, 可获得一系列相互重叠的ORF2基
因编码的多肽片段, 以此作为抗原进行研究, 已
经认定了许多线性的和空间构象的ORF2编码

蛋白的抗原表位. 用ORF2区重叠的多肽片段免

疫小鼠制备单克隆抗体(mAb), 通过动物病毒感

染试验或细胞病毒感染试验筛选出了对HEV具

有中和作用的mAb[19-24], 进一步通过免疫印迹试

验(WB试验)或酶联免疫吸附试验(ELISA)确定

可与中和抗体结合的多肽片段, 从而确定了一

些中和性抗原表位的位置[19,20]. Meng等发现抗

ORF2 452-617氨基酸基因重组蛋白的抗体能够

与HEV结合并阻断培养细胞对HEV的吸附, 而
这个单克隆抗体不与人工合成的同样序列的线

性多肽结合, 因此首先确定了HEV的中和性抗

原表位为立体构象, 并发现HEV基因1型Burme 
病毒株的中和表位位于ORF2区域452-617氨基

酸间[21]; 最近又发现基因4型HEV中和性表位位

www.wjgnet.com

■研发前沿
对HEV感染的细
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提供新的思路和
方法, 因此是目前
HEV感染免疫研
究的重点.
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于477-613氨基酸之间, 而第477位和613位的亮

氨酸(Leu477 and/or Leu613)对于这个中和表位

的形成至关重要[22], 另一个研究也证实了这段区

域能够被中和抗体识别[14]. 应用类似的方法, 禽
HEV ORF2蛋白也有两个中和表位已经确定[23].

3  HEV感染的细胞免疫反应

3.1 HEV感染细胞免疫反应的研究 与体液免疫

反应相比较, 对HEV感染过程中细胞免疫反应

的研究比较少, 但最近有了一些新的进展. 研究

发现, HEV急性患者外周血单核细胞(peripheral 
blood mononuclear cell, PBMCs)中CD4+ T细胞

数量升高, 患者PBMCs在受到ORF2抗原刺激时

反应增强, 产生干扰素-γ(IFN-γ)的量明显高于

对照, 而TNF-α、IL-2和IL-4的产生量并未受影

响. 可能ORF2蛋白抗原特异性地刺激PBMCs产
生IFN-γ, 具有正调节作用. 这与非特异性有丝

分裂原植物血凝素(phytohaemagglutinin, PHA)
对PBMCs的刺激作用不同, PHA可以使上述四

种细胞因子的产量提高. HEV患者血清中IL-1β
的含量明显高于对照组. 根据此结果推断, 既
不属于Th1也不属于Th2的CD4+ IFN-γ分泌细

胞, 可能在戊型肝炎急性患者中介导或参与了

对肝细胞的损伤[24]. 通过分离HEV感染急性期

患者和正常对照的外周血单核细胞, 在体外进

行培养, 用不同片段的ORF2重组蛋白进行刺

激, 结果40例患者中有32个(80%)有明显的单

核细胞增殖刺激增长作用, 而21个对照中只有

7个(33%)表现出同样的刺激作用(P <0.001), 能
够刺激外周血单核细胞增殖为HEV ORF2区域

73-156, 289-372, 361-444和505-588的多肽片

段; 而HEV ORF3的多肽片段池(peptide pools)
没有诱导单核细胞的增殖作用, 表明介导细胞

免疫应答的抗原表位可能存在于ORF2蛋白而

非ORF3蛋白. 289-372区域的HEV ORF2蛋白片

段的诱导作用与HLA-DRB1 010X等位基因的

出现有关[25]. 
3.2 细胞免疫反应在临床诊断中的应用 基于

上述研究结果, 已经发展了高灵敏度的IFN-γ 
ELISPOT试验用于测定HEV感染的细胞免疫

应答, 以检测是否曾经感染过HEV. 用试验性

感染了H E V的猩猩以及戊型肝炎恢复后患者

的血清以及PBMCs进行试验, 结果表明HEV特

异性IFN-γ ELISPOT反应与抗HEV ELISA反应

的试验结果高度一致. 因此, HEV特异性IFN-γ 
ELISPOT试验可作为另一个可选择的方法用于

HEV感染临床诊断, 还可以用于细胞免疫致病

作用的研究[26].

4  免疫损伤机制的研究

病毒感染可通过感染因子的直接作用或间接的

抗宿主免疫反应引起宿主细胞的损伤. HEV感

染时, IgM和IgG出现与转氨酶升高、黄疸等症

状的出现时间一致, 间接表明了肝细胞损伤与

抗体的产生有关[16]. 戊型肝炎急性期, 患者淋巴

细胞受抗原刺激后的增殖反应明显增强[27]. 因
此, 体液免疫和细胞免疫反应可能在HEV感染

的肝细胞损伤过程中都起重要作用. 
孕妇感染HEV, 肝损伤严重, 病死率高达

20%. 对患急性戊型肝炎的孕妇进行免疫学指标

的测定, 并与未怀孕的戊型肝炎急性患者、健

康孕妇、健康非孕妇女相比较, 结果显示急性

戊型肝炎孕妇PBMCs对PHA刺激的反应性明显

低于健康孕妇和健康非孕妇女, 而HEV急性患

者-无论在孕妇或非孕妇, 淋巴细胞受抗原刺激

后的增殖反应要明显升高. 患急性戊型肝炎的

孕妇PHA和HEV抗原刺激PBMCs产生的Th1细
胞因子显著降低, 而Th2细胞因子明显生高. 因
此认为, HEV感染孕妇高死亡率的原因可能与

细胞介导的免疫反应以及Th1/Th2产生的细胞

因子比例有关[27].

5  HEV疫苗的研制

HEV ORF2编码区的氨基酸序列保守, 病毒衣壳

蛋白的抗原性稳定, 只有一个血清型, 甚至最近

发现的禽HEV(暂定为基因5型)与1-4型HEV也

存在交叉免疫[28,29]; HEV感染后, 体内可产生具

有中和性保护作用的抗体, 抗体在体内存在时

间较长, 学者们一致认为能够制备有效的HEV
疫苗用以预防HEV感染. 由于ORF2所编码的衣

壳蛋白高度保守、抗原性强、其抗体具有中和

性保护作用, 并且是引起细胞免疫应答的主要

抗原[30-32], 因此, HEV疫苗的研究瞄准了ORF2区
域或其编码蛋白. 

与其他病毒疫苗的研制一样, 目前正在研制

的HEV疫苗的种类主要有DNA疫苗、HEV假病

毒疫苗以及HEV重组蛋白疫苗, 而进展最快的

当属美国国立卫生研究院(NIH)Purcell领导的课

题组研制的ORF2重组蛋白疫苗[33]. 他们应用昆

虫细胞/杆状病毒载体系统表达ORF2蛋白片段, 
在昆虫细胞内, 内切酶将衣壳蛋白依次切割为

逐渐递减的小片段, 首先切去氨基端一段111 aa

■创新盘点
本文对HEV感染
后的体液免疫反
应、细胞免疫反
应、免疫损伤机
制以及HEV疫苗
的研制等多个方
面的最新研究进
展进行了综述.
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信号序列样, 接着从羧基端相继进行切割, 得到

63、62、56、53 kDa的片段. 研究发现, 62 kDa
和56 kDa的片段保护性最好, 而56 kDa的片段最

稳定. 因为有些中和抗原表位在自然情况下为

空间立体结构, 维持这些蛋白的自然结构也非

常必要. 应用恒河猴进行的临床前期的试验表

明, 56 kDa重组蛋白对感染的预防功效为83%, 
对试验中用HEV 1、2、3型病毒攻击的猴子的

保护率为100%. 基于动物(猴子)试验显示的良

好保护作用, 葛兰素史克公司(GSK)采用双盲随

机试验在尼泊尔高危人群中进行了临床Ⅱ阶段

试验, 尼泊尔军人志愿者参与试验, 其中半数人

接种疫苗, 另一半人接受安慰剂, 分3个剂量, 分
别在0、1、6 mo时进行接种, 随后进行跟踪观

察. 结果表明疫苗的保护率为95.5%, 而只接种

两个剂量的疫苗, 保护率仍可达87%[1,15]. 然而, 
目前并没有获得批准的H E V疫苗实际应用于

HEV感染的预防.

6  结论

HEV感染机体后的免疫反应主要由HEV ORF2
和ORF3蛋白引起, 体液免疫和细胞免疫同时存

在. 目前已经定位了一些抗原表位, 中和性抗原

表位主要存在于ORF2蛋白. 研究表明HEV感

染后的肝细胞损伤与免疫反应有关, 但免疫损

伤机制仍需进一步研究. HEV疫苗的研究主要

基于ORF2区域或其编码蛋白,  ORF2 56 kDa的
基因重组蛋白疫苗经过临床试验已经证明能够

有效预防HEV感染, 但目前尚没有获得批准的

HEV疫苗. 
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Abstract
Mutations of the hepatitis B virus (HBV) DNA 
polymerase, mainly occurring in the YMDD 
region, are related to resistance to lamivudine. 
Although these mutations often occur after la-
mivudine use, they can also emerge naturally. 
Many scholars have demonstrated the existence 
of natural YMDD mutations. Although many 
methods are currently used to detect YMDD 
mutations, a unified approach for detection of 
YMDD mutations is still unavailable. The emer-
gence of YMDD mutations may be associated 
with HBV DNA levels and genotypes. 

Key Words: Hepatitis B virus; YMDD; Natural muta-
tion
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摘要
HBV DNA聚合酶(polymerase, P)的变异主要
发生在YMDD区域, 并与拉米夫定的耐药有
关. 尽管这些变异株会在应用拉米夫定之后出
现, 但是他们也会"自然产生". 很多学者都已
证实了YMDD自然变异株的存在. 目前检测
YMDD变异的方法有多种, 但还没有一个完
全统一的方法. HBV YMDD变异可能与HBV 
DNA水平及其基因型等有一定的关系.

关键词: 乙型肝炎病毒; YMDD; 自然变异
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)是我国

最主要的慢性肝炎类型, CHB主要的治疗方法

是抗病毒治疗. 目前抗HBV的药物主要有两大

类, 一类是干扰素(interferon, IFN), 另一类是核

苷类似物(nucleoside analogue, NA). IFN的疗

效相对确定, 但不良反应相对多见, 且一般不

用于某些病情(如失代偿期肝硬化). NA使用方

便、价格相对低廉、疗效相对确切且耐受性较

好, 其中拉米夫定目前在临床上应用最广; 但
长期使用NA可导致HBV变异并对其产生耐药

性. 主要是由于HBV在复制过程中要经过一个

逆转录过程, 经逆转录形成HBV DNA的负链, 
这一过程是在HBV DNA P的指导下完成的, 由
于HBV DNA P缺乏校正功能, 所以HBV在复制

过程中具有较高的自然变异率[1], 且每24 h可
以产生3.2×1010-1011含有单一位点突变的HBV 
DNA[2]. 最常见的是HBV DNA P基因的酪氨酸

-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨酸(YMDD)区域

发生变异, 主要突变为YI(异亮氨酸)DD或YV(缬
氨酸)DD, 即由YMDD变异为YIDD(rtM204I)或
YVDD(rtM204V), 在抗病毒药物的压力下变异

®

■背景资料
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对多见, 且一般不
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米夫定目前在临
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率可能更高[3], 从而会影响抗病毒的疗效. HBV
自然变异可能会对抗病毒治疗提出一定的挑战.

1  HBV感染发生其DNA P基因YMDD自然变异

在应用NA(特别是拉米夫定)之后易出现HBV 
DNA P基因的YMDD变异, 实际上有些患者体内

HBV变异株与野生株共存, 只是野生株占优势, 
不易被一般检测方法检测, 长期的药物作用抑

制了野生株的复制, 此时耐药的变异株成了优

势株, 临床上就会表现出耐药[4]. 近年日本学者

检测18例未经拉米夫定和其他抗病毒药物治疗

的HBV无症状携带者, 且ALT保持正常范围1年
以上, 结果发现有5例发生了YMDD变异, 证明了

HBV无症状携带者YMDD变异是自然存在的[5,6]. 
韩国学者[7]报道40例未经拉米夫定治疗的CHB
患者中发现有3例患者出现YMDD基因序列变

异, 变异率为7.5%. 中国学者研究196例未经抗病

毒治疗的CHB患者中有21例发生YMDD变异, 其
中20例为YVDD变异、1例为YIDD变异[8]. 研究

还发现肝硬化患者中也存在YMDD自然变异的

现象, 变异率为26.41%[9]. 以上主要是东亚的报

道, 而伊朗学者发现没有接受拉米夫定治疗的

CHB患者YMDD变异率为0%[10].

2  HBV DNA P基因YMDD变异的检测方法

2.1 核酸序列分析 核酸的序列测定是所有其他

快速简便检测变异技术的基础, 是最直接最基

本的检测点变异的方法. 大部分测序的基本原

理均采用Sanger发明的双脱氧DNA链末端终

止法. 其基本原理为: DNA链在进行复制时, 在
DNA P作用下以互补单链DNA为模板, 以带有

3'-OH末端的单链寡核苷酸为引物, 不断地将4
种dNTP(dATP、dTTP、dCTP、dGTP)加到新

生链的3'-OH末端, dNTP为单脱氧核糖核酸, 即
脱去了第二位C原子上的氧原子, 而第三位C原

子上的氧原子能够与另一dNTP第五位C原子上

的磷酸基团形成3'、5'磷酸二酯键, 双脱氧核糖

核酸(ddNTP)的第三位C原子上的氧原子也被脱

去, 这样在DNA合成过程中, 他能够与正常核苷

酸形成磷酸二酯键, 但由于其3'-OH中氧原子的

脱去而不能与下一个核苷酸形成3'、5'磷酸二

酯键, 延伸中的DNA链被终止. 所以在进行DNA
延伸时当dNTP掺入时, 链能够继续延伸, 而当

ddNTP掺入时, 链被终止, 由于ddNTP的掺入是

随机的, 能够发生在链延伸的任何一点, 这样便

形成相差仅一个碱基的大小不等的一系列DNA
片段, 经聚丙烯酰胺凝胶电泳, 放射自显影后即

可读出所测DNA的序列. 这种直接测序是HBV
测序的经典方法, 但是敏感性低, 只有当变异病

毒占总病毒的25%以上时才能被检测到[11].
2.2 双寡聚核苷酸引物技术 此项技术为韩国

Seegene公司的专利技术, 这种设计独特的双

寡聚核苷酸引物(dual priming oligonucleotide, 
DPO)技术为多重PCR技术的应用提供了新的

前景. DPO引物由5'端、多聚脱氧次黄嘌呤核苷

区和3'端三部分组成. PCR扩增时, 多聚脱氧次

黄嘌呤核苷区并不与模板结合, 而是形成了泡

状突起, 使引物的5'端和3'端各具不同的功能: 5'
端的18-25个碱基起始引物与模板结合起固定

作用, 3'端的6-12个碱基决定着引物的特异性延

伸, 两者相互作用, 既保证扩增的特异性, 又大

大提高了扩增效率; DPO引物与模板发生错配

的几率很小, 一旦有三个以上碱基错配, 就不会

成功扩增[12]. 此方法通过简单的引物设计便极

大地提高了PCR的敏感度与特异度, 应用DPO引

物的这一特点该方法可用于检测基因突变, 采
用此技术通过多重PCR可同时检测rtM204I/V/S
和rtL180M变异, 检测灵敏度为1×103拷贝/mL, 
能检测出最少2%的变异株[13,14]. 目前已开发出

用于拉米夫定耐药检测的试剂盒. 此外这种基

于DPO技术的多重PCR还可以用于幽门螺杆菌

的检测[15]. 该方法具有较高的灵敏度和特异度, 
操作简单, 性价比高, 将是一种很有前途的检测

YMDD变异的方法.
2.3 MGB-Taqman探针实时PCR法 目前国内已有

经国家食品药品监督管理局批准的用于检测拉

米夫定耐药的试剂盒. Taqman探针是实时PCR
常用的探针, 用于变异株的检测又称为3'核酸酶

法. 将MGB(minor groove binder)结合到Taqman
探针的3'端不仅可以有效提高探针的退火温度, 
还可以显著降低错配序列与探针的退火温度, 
使MGB-Taqman探针较普通Taqman探针在检测

单核苷酸变异时具有更高的敏感性与特异性.该
法检测YVDD和YIDD的灵敏度可精确到10和
50拷贝, 最少能测出10%的变异株; 用该方法在

一项21份样本的YMDD检测中, 有15例检测出

YMDD变异株阳性, 而直接测序和反向杂交的

阳性数分别为11例和9例; 提示MGB-Taqman探
针实时PCR法是检测YMDD变异灵敏的准确的

方法[16]. 研究发现该方法应用于YMDD多重变

异更具临床意义[17].
2.4 扩增阻碍突变系统(amplification refractory 
mutation system, ARMS) ARMS于1989年建立, 

■研发前沿
YMDD的变异和
自然变异与血清
病毒载量等有一
定 的 关 系 .  在 应
用 N A 抗 病 毒 治
疗前检测YMDD
变 异 有 重 要 意
义 ,  但 目 前 检 测
YMDD自然变异
尚没有一个公认
统一的标准.
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是PCR技术应用的发展, 也有学者将其译为放

大受阻突变系统, 也称等位基因特异性扩增法

(allele-specific amplification, ASA). 该方法是基

于引物3'端错配PCR的方法, 如引物3'端碱基与

模板错配会导致Taq酶扩增效率下降. 根据这个

原理设计引物3'端与HBV耐药株序列互补而与

野生株错配, 此时PCR反应将选择性扩增变异

株, 这种方法称放大受阻突变PCR(ARMS-PCR), 
该方法在105-109拷贝/mL的野生株病毒内可最

低检测到0.01%变异株. 研究发现该方法联合分

子信标技术可在YMDD变异株成为优势株前进

行有效的预测[11].
不同的方法在灵敏度、特异性、性价比等

方面各有优缺点, 虽然YMDD变异株的临床与

科研需要检测方法标准化, 但是目前还不能确

定哪一种方法是检测的"金标准".

3  HBV DNA P基因YMDD变异的相关性研究

3.1 HBV DNA P基因YMDD变异与部分血清

学标志物水平的关系 在拉米夫定治疗中, 发生

YMDD变异病例的HBV DNA载量明显高于无

变异者, DNA载量小于105拷贝/mL的很少发生

变异; 治疗前HBV DNA高载量提示治疗期间发

生YMDD变异的概率要大, 所以治疗前的病毒

载量对治疗中YMDD变异具有指示性作用, 且
ALT与HBV DNA的相互关联能够指导临床对

NA的合理应用[18-20]. 如果治疗前HBeAg阳性且

ALT和DNA水平较高, 这种病例发生YMDD变

异的可能性较大, 最终可能导致病情反弹[21].
3.2 HBV DNA P基因YMDD变异与HBV基因

型的关系 P基因Y M D D变异与性别、国家、

家族聚集史没有直接关联 ,  跟病程和病情的

严重程度有一定的关系; HBV的C基因型发生

YVDD(rtM204V)变异100%伴随rtL180M变异, 
其发生rtL180M/M204V明显高于B基因, 而且C
基因型不发生点变异, rtM204I和rtL180M发生的

点变异只存在于B基因型[20,22], 总体来说B基因

型更易发生YMDD自然变异[8]. 与B基因型相比

C基因型在发生耐药后HBV DNA的载量会更高, 
HBV基因型、治疗前ALT和DNA水平可作为独

立的因素用于判断YMDD变异的模式[23].

4  结论

拉米夫定易导致HBV DNA P基因发生YMDD变

异, 事实上有些患者体内HBV变异株与野生株

共存, 只是野生株占优势, 一般的检测方法不易

将其检测出来. YMDD的变异和自然变异与血清

病毒载量等有一定的关系. 在应用NA抗病毒治

疗前检测YMDD变异有重要意义, 但目前检测

YMDD自然变异尚没有一个公认统一的标准.
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Abstract
Fibroscan (FS) is a novel non-invasive method 
to assess hepatic fibrosis in patients with chronic 
liver disease by measuring liver stiffness. It is 
a rapid and user-friendly technique that can be 
easily performed with immediate results and 
good reproducibility. So far, FS has been used 
not only in patients with chronic hepatitis C but 
also in those with chronic liver diseases of other 
etiologies, such as chronic hepatitis B, alcoholic 
liver disease, and non-alcoholic liver disease. 
Moreover, FS appears to be an excellent tool for 
early detection of cirrhosis and complications of 
cirrhosis. As FS has excellent patient acceptance, 
it is useful for monitoring fibrosis progression 
and regression in the individual case. However, 

some influencing factors and certain limitations 
exist in the clinical application of FS. The aim of 
this article is to review the application value of 
FS in the diagnosis of hepatic fibrosis.       

Key Words: Fibroscan; Hepatic fibrosis; Application 
value

Zhu X, Tang H. Application value of Fibroscan in the 
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摘要
瞬时弹性扫描仪(Fibroscan, FS)是一种新型
的、无创性的通过测定肝脏硬度值来评估慢
性肝脏疾病患者肝纤维化程度的仪器. 他具有
操作简单、快速、重复性好等优点. 目前, FS
不仅用于慢性丙型肝炎患者肝纤维化的测定, 
也可用于其他原因引起的肝脏疾病的肝纤维
化测定. FS对测定早期肝硬化及合并肝硬化
并发症患者的肝脏硬度值有较大的价值. 由于
FS能被患者普遍接受及可以重复测定, 因此
可用于监测肝脏纤维化的进展或逆转, 指导临
床治疗. 但FS在临床应用中也存在一些影响
因素和一定局限性. 本文就FS在肝纤维化诊
断方面的应用价值作一综述.

关键词: 瞬时弹性扫描仪; 肝纤维化; 应用价值
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0  引言

肝脏纤维化是所有慢性肝脏疾病进展的结果[1], 
是肝硬化发展过程中的中间环节, 在代偿期肝

硬化的患者中, 每年发展成失代偿期肝硬化, 肝
癌的比例及死亡率分别为4%、3%、3%[2]. 对
肝纤维化的早期诊断有助于预测疾病的后果及

早期制定合理治疗方案, 从而延缓肝纤维化发

展成肝硬化甚至肝癌的进程. 肝纤维化的诊断

方法在最近几年进展很快, 研发无创性的, 可
靠的测定肝纤维化的方法一直是近年的研究热

®

■背景资料
肝脏活检目前仍
然 是 诊 断 肝 脏
纤 维 化 的 金 标
准 ,  但 是 由 于 肝
活检的有创性和
抽样误差限制了
其在临床的使用, 
Fibroscan是近年
内研发的无创、

简便的测定肝脏
纤维化的仪器, 其
诊断的价值对临
床有指导作用.  

■同行评议者
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点, 瞬时弹性扫描仪(fibroscan, FS)是2003年由

Sandr in等研制的应用超声波技术测定肝组织

弹性的方法, 他是一种新型、无创、快速、操

作简单、可以重复及床旁测定肝脏纤维化的仪

器。有许多研究证实, FS测定的肝纤维化值和

肝脏组织纤维化程度的METIVIA分期相关[3-5]. 
但他对评价肝纤维化程度的准确性及各期的分

界(Cutoff)值与肝组织纤维化METAVIR分期的

对应性, 受一些因素的影响.

1  原理和结果解释

FS是以超声检查为基础, 通过测定肝脏硬度值

判断肝纤维化和肝硬化分级[6], FS由3个部位组

成: 能产生超声波并作为超声波接收器的换能

器, 位于换能器上能发出低频震动波的探头及

记录数据的软件程序. 超声换能器探头安装在

振动器的轴上, 低振幅、低频率的振动通过换

能器探头换能, 产生一种弹性剪切波在组织中

传播, 脉冲-回波超声捕获装置跟踪剪切波并测

定他的速度, 剪切波在肝脏组织中的传播速度

直接反应肝组织弹性度, 组织越硬, 剪切波传播

越快, 测定的值越高. 测定时, 患者仰卧位, 右上

肢上举放在头部, 换能器的探头放在患者右侧

肝脏部位肋间隙的皮肤上, 垂直于皮肤, 测量位

置定好后, 检查者按探头按钮开始采集图像, 软
件会自动分析测定是否成功, 测定值的单位用

千帕(kPa)表示, 成功测定10次后取中位数即是

最后测定值, 测定的深度在距离皮肤25-65 cm, 
测定的肝脏弹性度值的范围为2.5-75 kPa, 肝脏

硬度测定结果的有效性取决于两个重要的参数, 
四分位数间距: 反应了有效测定值的一致性, 不
能超过中位数的20%-30%; 成功率: 是测定成功

的次数除以总的采集次数, 至少60%以上. 以测

定的敏感度为纵坐标, 1-特异度为横坐标, 每个

阈值的敏感度和相对应的特异度在坐标图上都

成为一个点, 将这些点连成线, 即为接受者操作

特性曲线(ROC曲线). ROC曲线下面积(AUROC)
反应测定组织硬度的准确性, 曲线下面积越接

近于1, 准确性越高[7].

2  FS在肝纤维化诊断中的应用价值

FS作为肝纤维化无创性诊断的检查方法之一, 
评价其应用价值在于其诊断肝纤维化的准确性

及其与金标准肝组织纤维化分期的相关性. 肝
活检仍然被看做是诊断肝脏纤维化的金标准, 
但肝活检是有创性的检查, 可能给患者带来痛

苦及出现一些并发症甚至死亡(据报道死亡率为

0.1%-0.01%)[8]. 一部分患者不能接受, 而且肝活

检难以重复进行、存在抽样误差, 不利于了解

肝纤维化这个动态发展过程[9-11]. 几种血清学的

指标: 如透明质酸, 层粘蛋白, Ⅳ型胶原纤维及Ⅲ

型前胶原; 几种肝纤维化评分模型: 如APRI指数, 
AAR指数, Forns指数, FibroTest等, 均可以用于测

定肝脏纤维化程度[12-15], 但这些血清学指标易受

肝外情况的影响[16,17], 当这些评分模型单独用于

研究时, 由于各实验室间的差异使他们的诊断性

能降低[18-20]. 多个研究证实: FS可以测定肝病患者

的肝脏纤维化程度, 肝脏纤维化程度越重, FS测
定值越高, 且FS测定值和肝脏纤维化METIVIA分

期相关性高[6,21-23]. FS是无创性、简洁、快速的检

查, 大多数患者都容易接受, 反复检测可以监测

肝脏纤维化的进展或者逆转情况[24]. FS测定值是

一个客观的物理学参数, 该参数与肝脏硬度直

接相关, 不受肝外情况的影响, 理论上用于所有

的慢性肝病患者[25,26]. 因此FS的应用范围宽, 适
用人群广, 可重复性好, 具有很大的应用价值.

3  FS在各种肝病所致肝纤维化中的应用价值

3.1 病毒性肝炎 
3.1.1 FS在丙型肝炎后肝纤维化诊断中的应用

价值: 丙型肝炎病毒所致的肝脏纤维化是丙型

肝炎进展的结果, 其纤维化的程度作为疾病进

展、是否需要抗病毒治疗及了解抗病毒治疗

疗效的重要参考[27,28]. FS在诊断丙型肝炎后肝

纤维化或者丙型肝炎病毒合并艾滋病毒感染致

肝纤维化均有较大意义, 肝脏硬度测定(LSM)
值与肝脏纤维化的METAVIR分期相关性较高, 
尤其对于明显肝纤维化和肝硬化患者(表1), F
≥3的AUROC为0.85-0.91, F  = 4的AUROC为
0.90-0.99. 因此LSM值可以作为丙型肝炎治疗

时机的选择和判定治疗效果的参考指标之一. 
Castéra指出, 在FS和FibroTest结果一致的情况

下, 对F≥2, F≥3, F = 4的患者分别有84%, 95%, 
94%的患者肝活检可以证实, 联合以上二种检查

方法能让大部分患者避免肝活检[29,30].
3.1.2 FS在乙型肝炎后肝纤维化诊断中的应用价

值: FS最先用于丙型肝炎后肝纤维化的诊断, 近
年来对FS在乙型肝炎后肝纤维化的研究逐渐增

多, 对乙型肝炎病毒致肝纤维化, 其肝脏硬度值

与肝纤维化的分期的相关性也大, 特别是对于

明显肝纤维化和肝硬化的患者(表2), 且与丙型

肝炎病毒致肝纤维化具有相近的Cutoff值, F≥

■研发前沿
本文主要针对乙
型肝炎病毒、丙
型肝炎病毒、丙
型肝炎病毒合并
获得性免疫缺陷
病毒感染、酒精
性、非酒精性导
致的肝脏纤维化
各 M E T I V I A 分
期 与 F S 测 定 的
Cutoff值的相关关
系, 及FS值的影响
因素.



www.wjgnet.com

908                               ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月28日    第18卷   第9期

3的AUROC为0.87-0.93, F = 4的AUROC为0.93. 
乙型肝炎与丙型肝炎后肝纤维化的F0-F4分期

的Cutoff值是否一致, 需要积累更多的临床资料. 
若有差异, 可根据病因来制定肝纤维化分期的

Cutoff值.
3.2 肝硬化及合并并发症患者 FS对于诊断慢性

肝病患者肝硬化的准确性高, 但报道的Cutoff值
在10.3-17.6 kPa之间, 各报道存在差异(表3). 这
和所选的研究人群和肝硬化的病因有关. Ganne-
Carrie指出使用14.6 kPa作为肝硬化的分界, 排除

肝硬化比预测肝硬化的意义更大, 假阴性率主

要由于非活动性肝硬化或者大结节性肝硬化[31]. 

因此在临床的应用中, 这个值可作为用来作为

排除肝硬化的Cutoff值. Foucher还指出不同的

Cutoff值不仅可以诊断肝硬化, 还可以区分肝硬

化的并发症如食管静脉曲张, 腹水史, 肝癌和食

管出血. 多个研究指出肝硬化的Cutoff值可区分

有无伴食管静脉曲张的肝硬化的患者, 报道的

Cutoff值在 21 kPa以上[23,32,33], 肝脏硬度值的测定

可以预示肝硬化的并发症, 肝脏硬度值越高, 越
可能合并严重并发症, 通过肝硬度值测定, 临床

医师可以评估患者发生并发症的风险及行食管

内窥镜检查的风险, 积极预防并发症的出现[34,35]. 
尽管Fibroscan测定值对预测严重肝纤维化和肝

表 1 诊断慢性丙型肝炎纤维化分级的肝脏硬度阈值 (Cutoff)

     
          肝脏纤维化分级(Metavir)

作者                 n     合并HIV          F≥1                        F≥2                        F≥3                        F = 4 

                   Cutoff值(kPa)  AUROC  Cutoff值(kPa)   AUROC   Cutoff值(kPa)    AUROC      Cutoff值(kPa)   AUROC

Ziol等[61]             327      否                          8.7           0.79           9.6           0.91 14.5 0.97

Sandrin等[48]         106      否             5.1           0.90            7.6            0.88              0.91  0.99

Castera等[29]         183      否                          7.1           0.83           9.5           0.90 12.5 0.95

Obara等[4]               51      否             5.6           0.87            9.5            0.92         10.3           0.85 17.2 0.90

Ogawa等[62]          161      否             6.7(中位数)            9.1(中位数)            13.7(中位数)                  26.4(中位数) 

Ledinghen等[63]      72       是                                           0.72                            0.91        11.8-14.5 0.97

Vergara等[64]         169       是                          7.2           0.87              14.6-17.6 0.95

AUROC: ROC曲线下面积, 反映试验的诊断价值, AUROC越接近1, 诊断的准确性越高. Cutoff值为各纤维化分期的肝硬度平均值.

表 2 诊断慢性乙型肝炎纤维化分级的肝脏硬度阈值 (Cutoff)

     
          肝脏纤维化分级(Metavir)

作者                      n               F≥1                        F≥2                        F≥3                        F = 4 

                   Cutoff值(kPa)  AUROC  Cutoff值(kPa)   AUROC   Cutoff值(kPa)    AUROC      Cutoff值(kPa)   AUROC

Marcellin等[65] 202               7.2         0.81      8.1m/10.5n       0.93       11.0m/18.2n 0.93

Chan等[5]  161         6.8/4.2        0.80                          8.4          0.87         9.0m/13.4n 0.93

Ogawa等[62]   68         6.4(中位数)             9.5(中位数)             11.4(中位数)            15.4(中位数)

m灵敏度和特异度之和最大时; n诊断准确性最高时.

表 3 诊断肝硬化及其并发症的肝脏硬度阈值 (Cutoff)

     
                                            预测并发症的肝脏硬度值[Cutoff(kpa)]
作者                        n       病因              Cutoff(kPa)   AUROC

   食管静脉曲张    肝硬化      
腹水史        肝癌         食管出血

                               2级以上     ChildB/C级        

Ganne-Garrie等[31]  1 257    各种a                 14.6     0.95     

Foucher等[22]   711    各种a                 17.6     0.96             27.5          37.5           49.1          53.7          62.7

Kim等[66]    194    各种a                 10.3     0.80     

Castera等[33]   298    丙型肝炎病毒    12.5     0.96         21.5

a包括丙型肝炎病毒、乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒和艾滋病毒合并感染、酒精性、非酒精性、自身免疫性等.

■相关报道
FS测定的可重复
性较好, 对肝脏纤
维化METIVIA分
期F≥3及F≥4的
患者, FS值和肝脏
纤维化分期的相
关性较好.
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硬化准确率更高, 但可以较早发现早期肝纤维

化的患者, 从临床的意义来说, 对预防其发展成

肝硬化及出现并发症意义重大[4,36].
3.3 酒精性肝病及非酒精性脂肪性肝病 FS对
酒精性及非酒精性肝病患者肝脏硬度测定的

Cutoff值与其纤维化分期相关性好. NGUYEN-
KHAC等指出酒精性肝病的患者, 对METAVIR
分期F≥2的AUROC在0.90以上, METAVIR分期

F≥1, F≥2, F≥3, F≥4的Cutoff值分别为5.9、
7.8、11、19.5 kPa[37]. Yoneda等发现肝脏硬度

值与非酒精性脂肪性肝病患者肝纤维化程度明

显相关, 且不受脂肪变性的影响, FS预测各期肝

纤维化的ROC曲线下面积分别为F1: 0.93, F2: 
0.87, F3: 0.90, F4: 0.99, METAVIR分期F>1, F>2, 
F>3, F>4的Cutoff值分别为5.9、6.65、9.8、17.5 
kPa[38,39]. 对于明显肝纤维化和肝硬化的患者, 其
Cutoff值及AUROC与病毒性肝炎具有相近的值.

4  FS测定值的影响因素

许多研究已经证实了FS的临床应用价值, 他的

测定值和肝脏组织的纤维化程度(F0-F4)均有高

度的相关性[29,40-42]. 但是, 肝脏硬度值也受肝脏

纤维化以外的其他因素的影响, 几项研究显示

了在转氨酶升高的慢性病毒性肝炎患者和急性

肝脏损害的患者中肝脏硬度值可能受转氨酶影

响, Coco对228例病毒性肝炎的患者研究后指出, 
在慢性肝炎患者中, 除了肝脏本身纤维化, ALT
是独立影响肝脏纤维化FS测定值的因素, 对处

于相同肝纤维化分期的患者, ALT正常者的肝

脏硬度值较ALT升高者低, 当ALT升高时, 患者

的肝硬度值升高1.3-3倍[43]. Sagir等报道20例各

种原因引起的急性肝脏损害患者的肝硬度值, 
其中15个患者肝脏急性炎症期肝脏硬度值超过

12.5 kPa, 这些患者的超声检查没有提示肝硬化, 
11个患者肝活检也没提示肝硬化, 6个患者在转

氨酶恢复正常后肝脏硬度值都降到了12.5 kPa以
下[44]. Arena等报道了18名急性病毒性肝炎的患

者的肝硬度值和转氨酶水平的下降是平行的[45]. 
Chan等研究显示, 转氨酶对肝脏硬度值有影响, 
特别是血清转氨酶的升高对无纤维化的患者的

FS测定值影响大, 而对桥接肝纤维化和肝硬化

的影响较小[5]. 因此对明显急性肝脏炎症的患者, 
临床医师对FS测定值的解释应多加注意, 同时

应动态观察, 其值不一定反映肝脏硬度, 肝脏硬

度值除受肝纤维化程度影响外, 还受肝细胞炎

症、水肿、肝脏血管充血影响[44]. 胆红素也是

影响FS测定肝纤维化的一个重要因素, Kim等测

定急性肝炎患者炎症期和恢复后的肝脏硬度值, 
认为总胆红素的改变可能是影响肝脏硬度值改

变的因素之一[46]. 总胆红素的升高使肝脏硬度

测定值升高, Millonig等测定肝外胆汁淤积的患

者的肝脏硬度值提示, 不管肝脏纤维化程度如

何, 肝外胆汁淤积使肝脏硬度值增加, 15个胆汁

淤积的患者有13个患者在胆汁淤积解除后FS测
定值均下降. 肝外胆汁淤积的患者解除梗阻后, 
FS评估肝脏硬度是有价值[47]. 最近Lucidarme等
提出IQR/M(四分位差/肝脏硬度平均值)影响FS
测定值和肝活检不一致的影响因素, 最适的值是

0.21, 而成功率不影响肝纤维化分级的准确性[3]. 
据报道: 未发现肝脏脂肪变性对FS测定值有影

响[43,48,49], 为提高FS诊断肝纤维化的准确性, 减
少这些因素的干扰, 应该考虑在患者转氨酶水

平或胆红素水平恢复正常后再行FS检查.

5  FS的可重复性和局限性

FS对肝脏硬度值测量的可重复性是他能广泛用

于临床的前提条件[50,51]. Sandrin等评估了106名
丙型肝炎患者指出, FS检查的重复性好, 操作者

之内和操作者之间的变异系数小, 分别为3.2%
和3.3%[6,48,52]. Boursier对操作者之间的一致性进

行了研究, 对250例慢性肝脏疾病的患者, 初学

者和专家之间检查的肝脏硬度的一致性随着肝

脏硬度的不同而有差异, 对于FS测定值<9 kPa
的患者, 组间相关系数是0.49, 对于FS测定值≥9 
kPa的患者, 组间相关系数是0.87[49]. 对肝脏硬度

值更高的患者进行肝脏硬度的测定, 初学者和

专家测定的值的相关性更高. Quelli等对不同病

因的慢性肝脏疾病的200例患者分别由2个操作

者对每个患者测2次LSM, 操作者之内和操作者

之间的重复性极好, 组内相关系数是0.98, 对轻

度的肝纤维化, 操作者之间的一致性降低(F0-F1
的组间相关系数是0.6, F≥2的相关系数是0.99), 
对于肝脂肪变性细胞≥25%的相关系数是0.90, 
而肝脂肪变性细胞<25%的相关系数是0.98, 对
于体质量指数≥25 kg/m2相关系数是0.94, 体质

量指数<25 kg/m2相关系数是0.98[52], 体质量指数

和肝脏脂肪变性对操作者的一致性无明显影响. 
有Meta分析表明: FS对肝硬化诊断价值大, 但是

对早期肝脏纤维化的诊断准确性有所降低[53], FS
对于测定明显肝纤维化或者肝硬化患者的LSM
值重复性好. FS可以测定95%以上的慢性肝脏疾

病患者的肝脏硬度值, 在不同的研究中报道失

■创新盘点
此文对Fibroscan
在肝脏纤维化诊
断中的临床应用
及局限性进行了
综述, 有利于更好
的指导临床应用.
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败率为2.4%-9.4%[29,48,52]. 导致失败的因素主要是

肥胖, Foucher测量2 114例慢性肝脏疾病患者的

肝脏硬度指出, 通过多因素分析唯一影响成功率

的因素是体质量指数>28[54], 肥胖或超重的患者

由于使弹性波或者超声逐渐减弱, 导致肝脏硬度

无法测定[54-56]. Kettaneh指出: 体质量指数和年龄

影响成功率. 肋间隙狭窄, 年龄偏大的患者[57]测

定成功率降低, 但有报道称年龄不会影响肝脏

硬度值[58], 对于合并腹水的患者, 不能成功测定

其LSM值[6,54]. 有学者建议对提高Fibroscan检测

的成功率, 可以通过改进超声的探头来实现.

6  结论

FS具有无创、无痛、快速、操作简单等优点, 
对肝纤维化的诊断具有较高的准确性和较好

的重复性, 尤其对于明显肝纤维化及肝硬化的

患者, FS还可动态的随访肝病患者肝脏纤维化

的变化. 对各种原因引起的肝病所致的肝硬化

的诊断及治疗后疗效判定等, 都有很大的应用

价值. 目前, 虽然FS还不能完全替代肝组织活

检, 但他必将有很大的应用前景[59]. 在我国一些

医院已投入临床使用, 在不久的将来, FS将可

能作为肝病患者一项常规的检查. FS对肥胖、

肋间隙狭窄的患者成功率低, 有学者建议通过

改进超声的探头来提高成功率. 目前对肝组织

METAVIA纤维化分期相对应的FS测定的界限

值尚未固定, 因此需要积累更多的临床资料. 有
学者提出: 联合FS, 血清生化学指标及B超检查, 
也许可以提高其诊断价值, 使一部分患者避免

肝活检. 但这些都需要积累更多的资料进一步

的研究证实[60]. 相信随着临床应用的增多及经验

的积累, FS将会在肝病的临床诊治中起到重要

的作用.
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Abstract
Colorectal cancer is a worldwide enormous 
cancer burden and a major therapeutic chal-
lenge as other solid tumors. The cancer stem 
cell hypothesis provides a cellular mechanism 
to account for the development, progression, 
recurrence and metastasis of colorectal can-
cer. The aim of this paper is to review the ad-
vances in research on colorectal cancer stem 
cells. 

Key Words: Colorectal cancer; Cancer; Stem cell
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摘要
结直肠癌与其他实体肿瘤一样是我国乃至世
界范围的重要疾病负担, 其治疗也面临许多挑
战. 近几年, 日益受到重视的癌症干细胞理论
似乎可以解释结直肠癌的发生发展、复发转
移的细胞学机制. 本文就结直肠癌干细胞的研
究进展作一综述.   

关键词: 结直肠癌; 癌症; 干细胞
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0  引言

结直肠癌与其他实体肿瘤一样是我国乃至世

界范围的重要疾病负担, 其治疗也面临许多挑

战. 近几年, 日益受到重视的癌症干细胞(cancer 
stem cell, CSC)理论似乎可以解释结直肠癌的发

生发展、复发转移的细胞学机制, 可能为改进

结直肠癌的治疗策略提供理论依据, 从而改善

结直肠癌患者的预后.

1  CSC理论的提出与初步证据

同一组织的恶性肿瘤存在不同的病理学分类, 
且表达不同的生物标志. 随着基因芯片与蛋白

组学技术的进展, 对同一组织的恶性肿瘤分类

已达到分子水平. 这些肿瘤生物学现象可以理

解为不同亚型的肿瘤起源于不同的细胞. 然而, 
同一细胞来源的肿瘤经常显示出细胞在功能

上的异质性(functional heterogeneity), 表现为不

同的增殖与分化能力[1,2]. 目前, 能解释此现象

的CSC模型(图1)越来越被大多数学者所接受. 
CSC是指具有自我更新及产生组成肿瘤不同细

胞能力的肿瘤细胞亚群[3-5]. 这些细胞显示出干

细胞样特性与持续维持致瘤的能力. Lapidot等
对急性粒系白血病细胞的研究首次证实CSC的

存在[6]: 大约占白血病细胞总数的0.01%-1%的

细胞移植入免疫缺陷小鼠后能诱导形成白血

病. 尤其值得关注的是在实体肿瘤中也被证实

CSC的存在. Al-Hajj等从乳腺癌组织中分离出

CD44+CD24-/low的细胞亚群, 并发现他们具有

起始肿瘤的能力[7]. Singh等利用CD133作为分选

标志分离并鉴定出脑肿瘤中的CSC[8]. 此后, 日
益增加的证据显示几乎所有的实体肿瘤包括结

肠、肝[9]、胰[10]、前列腺[11]、卵巢[12]、肺[13]、

黑色素瘤[14]等都被特有的CSC亚群按等级组织

与维持. 至今, 乳腺癌与脑恶性肿瘤的CSC研究

更为深入. 已有证据显示CSC的生物学行为随
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整个肿瘤生长进展或经受临床干预过程而变化

(图2), Barabe等[15]研究显示白血病干细胞具有

随时间积累而出现进化潜能, 表现为从最初细

胞类型到含有重分配的免疫球蛋白H基因, 这
一研究提示CSC本身可能出现克隆进化(clonal 
evolution); Clark等[16]报道肿瘤细胞体内系列移

植可产生更多的侵袭性肿瘤; Creighton等[17]对经

历常规内分泌与化学治疗后残余乳腺癌的研究

显示其中CD44+CD24-/low表型的CSCs出现更多

间质标志基因表达. 这些研究报道均提示CSCs
受其所处小境(niche)的影响可能出现生物学特

性的变化.

2  结直肠癌干细胞存在的实验证据

首次报道结直肠癌干细胞存在的两个研究小组

是O'Brien等[18]与Ricci-Vitiani等[19], 前者在17例
原发与转移结肠癌组织中用FACS分析显示原

发结肠癌组织中CD133+细胞占7.5%-15.9%, 转
移结肠癌中CD133+细胞占3.2%-24.5%, 分选出

CD133+与CD133-细胞后, 分别植入NOD/SCID
小鼠肾囊内鉴定肿瘤起始细胞(colon cancer-
initiating cell, CC-IC), 结果显示262个CD133+

肿瘤细胞中有1个CC-IC; 后者的19例结肠癌组

织中有16例含有C D133+细胞, 约占总细胞的

0.7%-6.1%, 另3例未检出CD133+细胞, 通过体内

外实验显示一小群未分化的CD133+细胞皮下

植入NOD/SCID小鼠能产生与父代相似的结肠

癌. 随后, Todaro等[20]报道在21例结肠癌组织中

CD133表达为0.3%-3%, 裸鼠皮下移植结果显示

2×106 CD133-细胞在15 wk的观察期间无肿瘤

生长, 而2.5×103 CD133+细胞生成肿瘤体积在

1.5 cm3左右; 进一步分析显示CD133+细胞能通

过自分泌IL-4保护这些细胞免于凋亡以及抵抗

常规治疗. 至此, CD133作为结直肠CSC的标志

已被大多数学者所认可. 
除了C D133作为结直肠C S C的标志外 , 

CD44与结直肠CSC的研究也有报道. Dalerba
等 [ 2 1 ]对人类结肠 C S C s 的表型研究显示 : 
(EpCAM)high/CD44+表型的结肠癌细胞为CSC, 
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同时对此表型的细胞表面标志谱分析发现

CD166也能作为CSC的表型; 此外, 作者还发现

CD44+细胞代表了CD133+细胞群中的小部分亚

群细胞. 即与CD133+结肠癌细胞比较, CD44+结

肠癌细胞中更有效地富集了CSCs. Du等[22]利用

慢病毒R N A干扰技术敲出结直肠癌细胞中的

CD44或CD133基因后显示: 仅CD44基因敲出能

明显阻止癌细胞克隆形成以及抑制移植模型中

细胞的致瘤性. 该研究提示CD44在结直肠CSC
中具有很重要的功能意义. 

为了验证再生一个异质性结直肠癌的能力

是否存在于一个单克隆结直肠癌细胞群体或依

靠多个不同的CSCs, 也即按目前研究所定义的

单个结直肠CSC是否确实具有多向分化潜能. 
Vermeulen等[23]对原发与肝转移结直肠癌细胞行

结肠球培养, 这些球能在免疫缺陷小鼠中成瘤, 
从球分离成单个癌细胞培养结果显示20个细

胞中大约有1个细胞能形成克隆, 同时在球培养

中大约16个CD133+细胞中有1个细胞能形成球, 
而CD133-细胞需250个中有1个细胞能形成球; 
在与CD133共表达的标志如CD44、CD166、
CD24、CD29中, 以CD133+CD24+细胞有更高的

克隆形成能力(约20%); 通过对单细胞克隆的结

肠CSCs的体内外研究显示CSCs具有多向分化

潜能, PI3K信号通路参与了CSCs分化的决定. 该
研究支持了拥有多向分化潜能的CSC导致了组

成肿瘤的细胞层级的假说. 
为了解决单用免疫方法检测C D133表达

的不确定性, Shmelkov等[24]建立了在CD133基
因的启动区域敲进报道基因lacZ的遗传小鼠模

型, 结果发现CD133广泛表达在成年小鼠结肠上

皮细胞; 用CD133抗体检测成年人正常结肠上

皮显示其表达在绝大多数分化的上皮细胞; 在
原发的人结肠癌标本中免疫染色也显示CD133
广泛表达在所有恶性上皮细胞中; 随后的Il10-/-
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克隆进化

CSC1

CSC2
图 1 CSC模型.

图 2 CSC生物学特征的变化.
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CD133lacZ的自发结肠癌小鼠模型中也得到一致

的CD133表达的结果. 该研究结果引起了人们对

CD133作为原发结直肠癌干细胞标志的质疑. 随
后Horst等[25]与Kojima等[26]应用作用于不同表位

的抗体对结直肠癌的CD133免疫染色结果也支

持该研究, 即CD133并不局限表达在少数结直肠

癌上皮细胞中. 
醛脱氢酶1(a ldehyde dehyd rogenase 1, 

ALDH1)近来被认为是一个有前景的CSC标志. 
ALDH是氧化细胞内醛的一个解毒酶, 他的存

在可能是干细胞长期存活的基础. 自从J ones
等 [27]首次描述了利用测量细胞内A L D H酶活

性分离造血祖细胞之后, 已有研究报道在鼠脑

中分离出ALDH+细胞具有自我更新与多向分

化的潜能以及ALDH1是乳腺CSC的特异性标

志[28,29]. Huang等[30]对7例结肠癌患者的研究显

示: ALDH+ESA+细胞范围在3.5%±1.0%, 低于

CD44+ESA+与CD133+ESA+细胞范围的5-7倍; 
500个ALDH+ESA+细胞NOD/SCID小鼠移植在

30 d内能形成肿瘤, 而10 000 ALDH- ESA+细胞

在50 d内仍不能形成肿瘤; ALDH+CD133+ESA+

细胞比ALDH+ESA+细胞的致瘤率高(89% vs  
58%), ALDH+CD44+ESA+细胞与ALDH+ESA+细

胞的致瘤率相同(70%). 该研究提示ALDH1是结

肠CSC的一个标志, 结合CD133可以稍稍增加

CSC的富集. 但Chu等[31]却报道了不一致的结果, 
从4例原发结肠癌小鼠移植瘤中分离出CD44hi

具有高的致瘤性, 结合ALDH标志分选的细胞其

致瘤性较单独的CD44hi有明显增加, 而CD44hi与

CD133结合却不增加其致瘤能力. 比较这两个研

究, 可能与后者的研究采用了CD44表达强度高

的细胞有关. 
综合目前所有的结直肠CSC的研究, 尽管

在分选标志上的差异, 甚至有矛盾的结果, 但仍

可认为在结直肠癌中存在干细胞样的细胞亚群, 
其特异性细胞表型还需深入研究.

3  结直肠癌干细胞的起源

CSCs是否直接起源于突变的干细胞或肿瘤形

成过程中获得干细胞特性的成熟细胞目前还不

清楚. Mani等[32]对永生化的人乳腺上皮细胞行

上皮间质转换(epithelial-masenchymal transition, 
EMT)诱导后, 产生了有干细胞特性的细胞, 同
时乳腺癌中分离的干样细胞也表达E M T的标

志. 该研究提示癌细胞受EMT的临时诱导可能

是CSC的来源. 另一方面, CSCs 的特性极其类似

于正常的干细胞, 都具有自我更新与多潜力分

化的能力以及表达共同的表面标志[33]. 在大多数

实体组织中, 由于他们的干细胞及其子代细胞

还无确切的细胞表面免疫表型, 因此更难确定

CSCs类似的细胞类型或起源于某种细胞. 但就

结直肠CSC的起源目前已有一些研究显示可能

来源于干细胞的突变. 
Z h u等 [ 3 4 ]用C r e及L a c Z报道基因敲入

Prom1(即CD133)的基因位点(Prom1C-L)建立小

鼠模型, 谱系跟踪研究显示Prom1+细胞位于小

肠隐窝基底部, 并共表达另一个肠干细胞基因

Lgr5[35], 产生完整的小肠上皮, 因此是小肠干细

胞; 当该小鼠含有β-catenin突变时, 出现了隐窝

结构破坏与隐窝基底部不相称地Prom1+细胞扩

展, 谱系跟踪证实Prom1+细胞的子代细胞代替

了整个小肠肿瘤黏膜, 其病理为局灶性高级别

上皮内瘤变与隐窝腺瘤形成, 有7%的这些子代

肿瘤细胞仍表达Prom1. 此研究提示Prom1标记

的成体小肠干细胞易受肿瘤转化并维持部分突

变的Prom1+肿瘤细胞. 
Barker等[36]建立了敲入Lgr5并他莫昔芬诱

导Cre重组酶表达在肠长期生存的干细胞或短

生存期的传递-放大细胞的小鼠模型, 当诱导肠

Lgr5+干细胞APC基因缺失的数天内就出现肿瘤

性转化, 转化的干细胞位于肠隐窝的底部, 驱动

微腺瘤无阻止性生长, 从而在3-5 wk后发展成肉

眼所见的腺瘤; 而当APC基因缺失在隐窝的传递

至放大细胞时, 诱导的微腺瘤被明显推迟, 甚至

在30 wk之后大的腺瘤仍非常少. 该研究提示隐

窝干细胞特异性APC缺失将导致进行性生长的

肿瘤. 
目前多数研究提示人类结肠隐窝的干细胞

数大约占隐窝总细胞数的1%, 即每个隐窝不到

20个干细胞, 他们位于隐窝基底部. Boman等[37]

通过对结肠癌触发事件行计算机模拟建立数学

模型, 提出了干细胞过剩(stem cell overpopula-
tion)假说, 即仅仅隐窝干细胞数量增加可能解释

导致结肠癌发生的早期组织学异常, 而不是非

干细胞群体的凋亡、分化或增殖变化所致. 并
认为隐窝干细胞过剩是在细胞层面上连接结肠

分子水平的触发(如典型的APC突变)到组织水

平的早期变化(隐窝增殖异常)的关键事件. 随后, 
在家族性腺瘤性息肉病标本中利用免疫组织化

学染色显示腺瘤发生过程中结肠隐窝MSH2、
Bcl-2、survivin等标志的变化, 得到了支持隐窝

基底细胞扩展的证据[38]; 另两个利用结肠细胞

■相关报道
Mani等对永生化
的人乳腺上皮细
胞行上皮间质转
换(EMT)诱导后, 
产生了有干细胞
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干样细胞也表达
EMT的标志.
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表观遗传标志甲基化的研究显示在家族性腺瘤

性息肉病中伴随结肠癌发生的干细胞生存能力

被增强[39,40]; 这些研究间接支持了在结肠癌发生

发展中干细胞过剩假说. 最近, Huang等[30]的研

究显示ALDH1+细胞在人结肠隐窝中是稀少的, 
并局限在隐窝基底部干细胞占据的位置, 在从

正常上皮到APC突变上皮, 再到腺瘤, ALDH1+细

胞在数量上增加以及向隐窝上段分布, 且少量

ALDH1+结肠癌细胞就能在免疫缺陷小鼠中致

瘤, 提示在结肠瘤变与驱动结肠癌发展过程中

出现了进行性的结肠干细胞过剩. Boman等[41]进

一步研究认为结肠癌变过程中导致干细胞过剩

的机制可能与控制能增殖的结肠隐窝细胞比例

与其处于细胞周期S期的概率失调有关. 
结合以上关于肠干细胞与结肠癌的关系研

究, 可以推测结肠隐窝干细胞在获得或遗传APC
基因突变的第一次打击后出现突变的干细胞数

量过剩, 在随后所处的小境变化时受到了再次

突变的第二次打击后形成了CSCs, 在组织学上

出现细胞癌变.

4  转移性结直肠癌干细胞的研究

在癌细胞中仅CSCs具有自我更新与多向分化

的特性, 可以预测也只有CSCs才能在远隔部位

形成转移性肿瘤. Hermann等[10]对胰腺癌细胞

系的研究支持了这个概念, 同时证实CSCs中独

特亚群CD133+CXCR4+表型细胞为转移性胰腺

CSCs. 早在此研究之前, Brabletz等[42]以结直肠

癌为模型, 阐述了原发肿瘤细胞发生EMT后具

有转移能力, 癌细胞经过循环迁移到远隔部位

后发生M E T并形成与原发肿瘤组织构型一致

的肿瘤, 借此推断恶性肿瘤进展过程中可能存

在具有运动迁移特性的CSCs, 首次提出迁移性

CSCs(migrating cancer stem cells)的概念. 细胞发

生EMT已经被发现能获得干细胞特性, 可能是

CSCs的起源; 而CSCs发生EMT 是否能产生转移

性CSCs还有待实验证实. 
在结肠癌肝转移病例中, Shmelkov等[24]利用

FACS分析了19例标本, 其中有11例出现CD133+

细胞(1.9%-30%), 且在有CD133+的转移性结肠

癌中分离出的CD133+细胞与CD133-细胞都能

在免疫缺陷小鼠形成肿瘤; 与CD133+细胞比较, 
CD133-细胞体内展示更快生长率与体外显示有

更高的反映肿瘤侵袭性标志CEA的阳性率. 提
示CD133可能也不是转移性结直肠CSCs的标志. 

我们通过对来源于同一患者的原发肿瘤

所建立的细胞系S W480及其转移淋巴结所建

立的细胞系SW620用FACS分析显示: CD133
在SW480细胞系中阴性表达, 在SW620细胞系

中为阴性与阳性两群细胞; 从SW620细胞系中

分选出CD133+与CD133-细胞, 侵袭性实验显示

CD133-细胞强于CD133+细胞; 软琼脂克隆形成

实验示CD133-细胞形成克隆能力高于CD133+

细胞; 鉴于结肠癌细胞体外3D球培养可模拟肿

瘤早期微转移[43,44], 我们通过悬吊培养CD133-

细胞与CD133+细胞, 二者都能形成球, 分析显

示CD133-细胞的球中出现了CD133+细胞, 而
CD133+细胞的球中并无CD133-细胞产生. 我
们的研究支持CD133不是转移性结直肠CSCs
的标志, 并提示转移性结直肠癌细胞中出现的

CD133+细胞可能来源于从原发肿瘤中迁移出去

的CD133-细胞. 
结直肠癌组织的侵袭前沿(invasive front)常

出现一些分离的或成簇的癌细胞, 称之为肿瘤

出芽(budding), 大数量的研究提示肿瘤出芽与结

直肠癌细胞EMT有密切关系[45]. 推测正是这些

肿瘤出芽细胞发生了EMT, 并执行远处转移的

生物行为. Horst等[25]对结直肠癌组织免疫染色

示肿瘤腺泡CD133表达, 在其侵袭前沿未分化的

肿瘤“芽”CD133染色阴性. 我们的研究也获得

了一致的结果, 对50例组织学上有肿瘤出芽的

结直肠癌标本行CD133免疫染色, 结果显示大多

数肿瘤腺体细胞表达CD133, 而所有出芽的肿瘤

细胞为CD133阴性表达, 其相应的转移淋巴结或

肝转移灶免疫染色显示存在CD133+与CD133-的

两群细胞. 
综合以上研究, 我们提出CD133与结直肠癌

转移的假说, 即结直肠癌侵袭前沿CD133-细胞

经循环迁移至远隔淋巴结或肝脏等器官; 在局

部微环境影响下, 部分CD133-细胞上调CD133
的表达, 表现为转移灶中含有CD133+与CD133-

细胞. 在转移肿瘤CD133-细胞中寻找转移性结

直肠CSCs可能是一个有效的途径.

5  结直肠癌干细胞研究的相关问题

CD133是最先作为结直肠CSCs的标志, 但也

是质疑较多的分子. 目前常用的CD133抗体为

AC133与AC141单克隆抗体(Miltenyi, 德国), 他
们作用于CD133的糖基化表位. 这就意味着当用

这两个抗体识别与分选CSCs时, CD133的糖基

化状态可能成为CSC表型的间接标志, 而不是

CD133蛋白本身表达[46]. 已有研究报道在结肠癌
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中CD133表位(AC133)具有细胞周期依赖性变

化的特点[47]. 因此, 应用CD133多克隆抗体以及

结合其mRNA水平才能反应细胞CD133的表达. 
由于在我们的研究中C D133-的结直肠癌细胞

能形成结肠球, Shmelkov等[24]的研究中CD133-
结直肠癌细胞移植在免疫缺陷小鼠能致瘤, 暗
示CD133本身并不执行肿瘤生长的功能, 这与

Du等[22]以及Hors t等[48]. 在结肠癌细胞中敲出

CD133后未观察到CD133具有功能作用的报道

一致. 但是理解这一问题还有待阐明CD133的分

子细胞功能. 到目前为止, 结直肠CSCs还缺乏特

异性好、稳定性高、实用性强的单个或一组分

选标志. 
鉴定肿瘤细胞是否为CSC的“金标准”为

移植成瘤实验. 大多数情况下异种移植的效率

显著低于同种移植, 部分原因在于生长因子、

细胞因子与相应受体、配体的种属特异性. 正
如Kelly等[49]研究提示异种移植可能对在异种环

境能生存的细胞具有选择性. 而就是这样生存

下来的细胞被我们公认为CSCs. 但是, 建立完

全拥有人体微环境的小鼠模型却是一个巨大的

挑战. 另一个影响异种移植效率的因素是现有

的免疫缺陷小鼠体内残存的免疫效应细胞. 比
如目前广泛用于CSCs研究的NOD/SCID小鼠仍

维持有自然杀伤细胞的活性. 而Quintana等[50]

应用缺乏自然杀伤细胞的更加严重的免疫缺陷

NOD/SCID-IL2Rγnull小鼠进行人黑色素瘤细胞致

瘤实验, 结果显示能致瘤的细胞频率显著增加. 
此外, 异种移植的部位也影响致瘤细胞的频率. 
O'Brien等[18]在结直肠CSC的鉴定过程中发现在

肾囊内移植100-200个细胞就能出现显著差异, 
而Ricci-Vitiani等[19]在皮下移植却需至少3 000个
细胞才能显示出差异. 这可能与肾囊内丰富的

血管环境有关系. 目前还没有结直肠CSC原位移

植实验的报道.

6  结论

随着CSC研究领域的快速发展, 以及基因组学等

高通量的筛选技术的进步, 必将有助于识别结

直肠CSC新的标志; 结合对结直肠癌干细胞起源

机制的进一步研究, 将使靶向结直肠CSCs的治

疗成为可能, 真正达到能治愈结直肠癌的目标. 
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Abstract
AIM: To investigate the impact of long-term 
chronic water immersion-restraint stress on 
the number of interstitial cells of Cajal (ICC) 
in the gastric antrum of rats and to explore the 
relationship between ICC and gastric motility 
changes caused by chronic stress.

METHODS: Forty-eight male Sprague-Dawley 
rats were randomly and equally divided into 
six groups: three experiment groups and three 
matched control groups. The three experimental 
groups underwent water immersion-restraint 
stress for one hour daily for 3, 7 and 14 d, re-
spectively, while the three control groups were 
allowed free access to food and water. On days 
4, 8 and 29, the rats in both groups were sacri-
ficed. Gastric tissue samples were collected from 
areas at the lesser curvature of the membranous 

stomach and the lesser curvature of the glan-
dular stomach as well as areas near the upper 
one third of the great curvature of the glandu-
lar stomach and the pylorus of the glandular 
stomach. Paraffin-embedded sections were then 
made. The number of ICC was counted after im-
munohistochemical staining for c-Kit. 

RESULTS: Intermuscular (ICC-MY) and intra-
muscular ICC (ICC-IM) were predominant types 
of ICC in normal rats, whereas submucosal ICC 
(ICC-SM) and ICC in the deep muscular plexus 
(ICC-DMP) were minor ones. The number of 
ICC were statistically different between the 
experiment and control groups on days 7 and 
28 after stress: the number of ICC increased on 
day 7 but decreased on day 28 in the experiment 
groups. After stress, significant changes were 
found in the number of ICC-MY and ICC-IM, 
but not in that of ICC-SM and ICC-DMP. 

CONCLUSION: Long-term chronic water im-
mersion-restraint stress alters the number of ICC 
in the gastric antrum of rats. 

Key Words: Stomach; Interstitial cell of Cajal; 
Chronic water immersion-restraint stress

Zhang D, Xia ZW, Han YJ. Long-term chronic water 
immersion-restraint stress alters the number of interstitial 
cells of Cajal in the gastric antrum of rats. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 研究不同时程低强度束缚水浸应激对
大鼠Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, 
ICC)数量的影响, 探讨慢性应激导致胃动力改
变与ICC的相关性.

方法: 雄性SPF级SD大鼠48只被随机分为6组, 
即实验3 d、7 d、28 d组和对照3 d、7 d、28 d
组, 每组8只. 实验组23℃水域箱内束缚水浸1 
h/d, 对照组自由摄食饮水. 4 d、8 d、29 d晨序
贯脱颈处死. 取膜胃小弯侧(ICC-1)、腺胃小
弯侧(ICC-3)、腺胃大弯侧上1/3处(ICC-5)、

®

■背景资料
在胃肠电活动及
其动力功能的研
究中, 越来越多的
研究已证实Cajal
间质细胞(ICC)在
其中发挥了重要
作用, 然而目前的
研究大多集中在
胃肠器质性病变
与 I C C 关 系 和 机
制的研究上, 对于
慢性应激及胃肠
的功能性病变与
I C C 的 变 化 未 见
研 究 .  本 研 究 旨
在通过慢性应激
动物模型来观察
I C C 在 不 同 应 激
阶段内的数量变
化, 以探讨ICC在
慢性应激导致的
胃功能改变中所
起的作用.

■同行评议者
魏睦新, 教授, 南京
医科大学第一附
属医院中医内科
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腺胃幽门旁0.5 cm处(ICC-7)组织各一块放入
固定液中, 制成石蜡切片; 抗c-kit免疫组织化
学染色, 观察不同层次ICC计数. 

结果:  正常大鼠胃内 I C C主要分布在肌内
(ICC-MY)和肌间(ICC-IM), 而黏膜下(ICC-
SM)和深肌丛(ICC-DMP)较少. 实验3 d组的各
层ICC数量与对照组相比无明显差异, 实验7 d
和28 d组大鼠不同部位、不同层次及同一部
位不同层次ICC数量明显异于同期对照组. 应
激时间长短对不同部位不同层次及同一部位
不同层次ICC总数有明显影响, 其大致规律是
先正常后增加再减少, 即先升高后降低. 应激
主要引起ICC-MY及ICC-IM数量发生变化, 而
本来较少的ICC-SM和ICC-DMP受影响较轻.

结论: 长时间低强度的慢性束缚水浸应激可
以使大鼠胃窦ICC数量发生变化.

关键词: 胃; Cajal间质细胞; 慢性束缚水浸应激
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0  引言

近年来, 随着现代生活方式的转变及旧医学模

式向社会-心理-生物医学模式的转变, 应激对机

体造成的心身损害越来越引起人们的重视. 一
些腹胀、腹痛、腹泻、便秘等胃肠道症状而

无相应器质性病变的功能性胃肠病(functional 
gastrointestinal diseases, FGIDs)已成为一种常

见病多发病. 精神因素在本组疾病发生中起重

要作用, 而胃肠动力障碍及其电活动异常又是

FGIDs的主要病生理基础[1,2]. 在胃肠电活动及

其动力功能的研究中, 越来越多的研究已证实

Cajal间质细胞(interstitial cell of  Cajal, ICC)在其

中发挥了重要作用, 然而目前的研究大多集中

在胃肠器质性病变与ICC关系和机制的研究上, 
对于慢性应激及胃肠的功能性病变与ICC的变

化未见研究[3-5]. 本研究旨在通过慢性应激动物

模型来观察ICC在不同应激阶段内的数量变化, 
以探讨ICC在慢性应激导致的胃功能改变中所

起的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级成年同龄SD大鼠48只, ♂(实验动

物许可证号SCXK京2006-0008), 体质量150 g左

右, 购自北京大学医学部实验动物部. 本研究得

到北京大学医学部动物保护委员会认可. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 首先将大鼠置于昼夜节律光照条件

下, 自由进食进水, 室温在18 ℃-22 ℃, 饲养1 wk
以适应环境, 每日触摸1次, 每次5 min. 随后将48
只大鼠随机分成实验3、7、28 d组和同期对照

组, 共6组, 每组8只. 
1.2.2 造模: 对照组不接受任何刺激, 自由摄食饮

水; 实验组大鼠2 ℃水域箱内束缚水浸1 h/d, 分
别于第4、8、29天晨将相应组别的大鼠于禁食

12 h后序贯脱颈处死. 
1.2.3 取材: 每组大鼠禁食12 h后予阿拉伯胶炭

糊15 mL/kg灌胃, 30 min后脱颈处死, 开腹, 结扎

胃贲门和幽门, 游离全胃, 用滤纸拭干后称全质

量; 注入2%多聚甲醛5 mL内固定20 min; 沿胃

大弯剪开胃体, 洗去胃内容物后拭干, 称净质量. 
分别剪取ICC-1(膜胃小弯侧)、ICC-3(腺胃上部

小弯侧)、ICC-5(腺胃上部大弯侧)、ICC-7(腺
胃幽门前区0.5 cm前壁大弯侧)各1块全层组织

约0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm大小立即置于40 g/L
多聚甲醛溶液中固定2 h, 常规洗涤、脱水、透

明、浸蜡、石蜡包埋后, 切片待测. 
1.2.4 ICC测定方法: 采用c-kit免疫组织化学法

(选用美国Santa Cruz PV-6001二步法, C-Kit/
CD117试剂盒, 购自北京中杉金桥公司). 石蜡切

片脱蜡至水→抗原修复液(购自北京世济合力

生物科技有限公司)修复抗原: 微波高火15 min, 
自然冷却20 min, 冷水浴10 min→去离子水涮洗

后PBS浸洗5 min→3% H2O2室温孵育10 min以
阻断内源性过氧化物酶→PBS浸洗5 min 3次→

3%牛血清白蛋白45 ℃温箱孵20 min→滤纸吸

干→滴加1∶400一抗温箱孵育2 h→PBS浸洗5 
min 4次→滴加二抗(PV-6001山羊抗兔IgG抗体

-HRP多聚体)温箱孵育30 min→PBS浸洗5 min 
4次→DAB(3 mL去离子水加A、B、C各1滴)显
色3-10 min, 光镜下观察见细胞质出现褐色片状

或颗粒状物为c-Kit阳性→PBS涮洗, 去离子水

涮洗→苏木素复染→分色→返蓝→脱水透明→

树胶封片.  
1.2.5 ICC数量观察: 按照ICC分布的4个层次观

察: 黏膜下ICC(ICC-SM): 位于黏膜下及环状肌

层表面; 肌间ICC(ICC-MY): 存在于环状和纵行

肌之间; 肌内ICC(ICC-IM): 存在于环状肌和纵

行肌束内; 深肌丛ICC(ICC-DMP): 处于环状肌

层内. 在×400镜下, 每个部位每个层次随机选

■研发前沿
继续延长应激时
间后, 各部位ICC
的数量均明显减
少, 而最突出的体
现在 I C C - M Y和
ICC-IM的数量上
变化. 这种变化是
否可逆, 有待于进
一步研究.
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取10个视野, 计数ICC阳性胞体和突起的个数之

和. 免疫组织化学法染色后ICC呈现棕黄色, 分
布在肌间、肌内、黏膜下、深肌层, 为梭形、

圆形、多角形和不规则形等, 高倍光镜下容易

辨别[6-8].
统计学处理 采用SPSS13.0对数据进行统计

学处理, 采用T-Test、一般线性模型、LSD-t检验

分析, 以P  = Sig(2-tail)<0.05为差异有统计学意义, 
P = Sig(2-taile)<0.01为差异有显著统计学意义.

2  结果

2.1 各部位ICC总数的比较

2.1.1 T-Test: 正态性检验结果符合正态分布(图
1A). 由表1可知, 实验3 d组和对照3 d组比较, 
I C C-1、3、5、7四个部位的I C C数量无差异

(P >0.05). 而实验7 d组和对照7 d组比较, ICC-1
组差异有统计学意义(P <0.05), 而ICC-3、5、7
组差异显著(P <0.01). 实验28 d组和对照28 d组

比较四个部位的数值均有显著差异(P <0.01). 
2.1.2 一般线性模型: 应激时间长短对不同部位

ICC总的影响, 有显著意义(F  = 25.081, P <0.01, 
图1B); 同一大鼠各取材部位ICC总数的组间比

较: 实验3 d组与实验7 d组、实验7 d组与实验28 
d 组比较均差异显著(P <0.01), 实验3 d组与实验

28 d组比较有统计学差异(P = 0.021<0.05, 图1C). 
不同部位对ICC总值间的影响, 有明显统计学差

异(F  = 54.46, P <0.01); 各部位间比较均有统计学

意义(P≤0.05或0.01, 图1D).
2.2 不同取材部位不同层次ICC数量的变化

2.2.1 T-Test: 3 d时实验组各层次ICC数量与对照

组无差别; 7 d时, 部位1、3、5的ICC-SM、ICC-
DMP与对照组无差别, 上述部位的ICC-MY和

ICC-IM数量、部位7的各层ICC数量与对照组差

别明显. 应激28 d时, 部位1、3的ICC-SM、ICC-
DMP和部位5的ICC-SM与对照组无差别, 上述

部位其他层次及部位5、7的各层ICC数量均与

应激水平

胃取材部位

图 1 各部位10个视野ICC总数均值的比较. A: 正态分布图; B: 应激水平对各部位ICC总的影响; C: 应激水平对不同部位ICC

总数均值的影响; D: 不同部位ICC总数均值的组间比较.
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表 1 不同取材部位ICC总数的比较 (mean±SD)

     
分组

               ICC-1                           ICC-3                 ICC-5                              ICC-7

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

3 d    100.6±   99.6± 150.3± 153.8± 259.1± 253.3± 204.3± 200.8±

  23.4   21.7   36.8   39.5   46.7   41.0   42.3   42.9

7 d 111.0± 157.3± 161.0± 229.5± 251.3± 305.7± 212.4± 384.5±

  19.4   45.2   28.3   82.8   42.7   79.5   27.1   53.1

28 d 121.1±   64.0± 163.9± 106.1± 270.0± 161.4± 221.2± 121.4±

  28.7   19.7   49.1   28.2   56.1   44.4   67.3   67.3

■相关报道
研究表明, ICC是
胃肠慢波的起搏
细胞, 并推进电活
动的传播;  ICC对
肠神经信号的传
递具有调节作用.
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对照组间存在差异(表2, 3). 
2.2.2 一般线形模型:  应激时间对部位1各层ICC
数量有显著影响(F  = 17.07, P <0.01), 部位1不同

层次ICC数量有明显差异(P <0.01); 组间比较: 部
位1的ICC-SM数量在不同应激时间组间比较无

差别; ICC-DMP的3 d与28 d组间比较无差异(P = 
0.329>0.05), 其余层次ICC数量各组间比较均有

显著统计学差异, 见图2A. 
应激时间对部位3各层I C C数量有显著影

响(F  = 16.05, P <0.01). 组间比较: 部位3的ICC-
SM各组间比较无显著性差异; ICC-DMP的3 d
与28 d组间比较无差异(P  = 0.12>0.05), 其余层

次ICC数量各组间比较均有显著统计学差异(图
2B). 应激时间对部位5各层ICC数量有显著影

响(F  = 12.79, P <0.01). 组间比较: 部位5之ICC-
DMP的3 d与7 d组间比较无差异(P >0.05), 其余

各层次ICC数量各组间比较均有显著统计学差

异(均P <0.01, 图2C). 应激时间对部位7各层ICC
数量有显著影响(F  = 37.2, P <0.01). 组间比较: 
部位7之ICC-DMP的3 d与28 d组间比较无差异

(P >0.05). 其余各层次ICC数量各组间比较有显

著统计学差异(均P <0.01, 图2D).

3  讨论

研究表明, ICC是胃肠慢波的起搏细胞, 并推进

电活动的传播;  ICC对肠神经信号的传递具有调

节作用[9,10]. ICC的缺失或处于病生理条件时可

出现胃肠道平滑肌反射能力减弱的现象[11]. 因此

在众多胃肠动力障碍性疾病中都有ICC的参与. 
慢传输性便秘、Hirschsprung病、慢性假性肠梗

阻, 甚至炎症性肠病等也有ICC数目减少, 以及

ICC形态和超微结构的改变[12-15]. 

■同行评价
本研究设计合理, 
数据可信, 有助于
了解胃运动调节
机制, 有很好的学
术价值.

表 2 位置1、3不同层次ICC数量的比较 (mean±SD)

     
分组

     ICC-1      ICC-3  

       ICC-MY       ICC-IM         ICC-SM        ICC-DMP   ICC-MY        ICC-IM          ICC-SM        ICC-DMP

实验3 d组 41.3± 29.2±   9.7± 20.5± 68.3± 44.7± 16.9± 31.3±

10.2   5.6   3.4   4.9 15.4 13.5   4.2   8.0 

对照3 d组 40.1± 28.0± 12.1± 21.8± 63.8± 42.5± 14.6± 31.9±

10.2   6.2   3.9   4.5 16.1   9.1   3.4 11.7 

实验7 d组 66.2± 45.8± 15.0± 32.4± 92.3± 70.2± 21.9± 47.2±

18.2 12.5   6.5 10.3 30.6 28.1   8.7 19.1 

对照7 d组 48.7± 30.2±   9.3± 26.1± 62.5± 47.1± 13.9± 38.8±

  5.7 10.2   5.4   8.0 13.6 12.1   5.2   8.3 

实验28 d组 27.3± 17.2±   9.9± 16.8± 41.6± 30.8±   9.4± 24.2±

  7.3   7.0   3.7   5.7 12.5   9.2   3.3   6.5 

对照28 d组 50.3± 31.6± 16.4± 24.1± 63.7± 48.2± 15.6± 35.3±

16.2 12.8   4.1   2.8 22.6 17.5   5.4   8.9 

表 3 位置5、7不同层次ICC数量的比较 (mean±SD)

     
分组

       ICC-5      ICC-7  

       ICC-MY         ICC-IM         ICC-SM        ICC-DMP   ICC-MY        ICC-IM          ICC-SM       ICC-DMP

实验3 d组 102.1± 77.8± 24.6± 50.2±   80.7±   60.1± 19.7± 39.2±

  14.4 12.8   5.5 10.8   19.4   12.0   4.7   8.8 

对照3 d组 107.7± 76.5± 23.9± 53.4±   87.8±   58.7± 16.9± 42.4±

  19.9 14.4   4.5 10.3   20.4   14.3   8.4   6.6 

实验7 d组 123.6± 88.0± 33.4± 61.3± 157.1± 111.9± 39.4± 76.2±

  31.7 24.6   7.8 20.2   25.7   16.9 17.5 12.4 

对照7 d组   91.7± 72.3± 28.2± 50.7±   83.8±   63.4± 19.2± 47.4±

  21.4   7.2   7.2 10.5   18.0     9.9   4.8   2.0 

实验28 d组   65.9± 46.2± 19.5± 32.1±   45.8±   34.3± 11.7± 28.6±

  17.3 10.7   6.6 12.7   15.6   19.9   3.3   9.5 

对照28 d组 109.4± 78.3± 30.0± 52.8±   87.3±   64.4± 28.3± 44.8±

  25.1 17.4   6.2 11.7   25.8   19.3 12.8 12.1 
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慢性束缚水浸应激 (以下简称应激 )可导

致类似功能性胃肠病的胃肠功能改变 ,  在其

病生理机制中除有肠神经系统(enteric nervous 
system, ENS)、胃肠激素、中枢神经系统(central 
nervous system, CNS)等参与外, 还有不可忽视

的肌源性机制-即ICC的参与. 胃肠神经-ICC-平
滑肌网络作为胃肠动力的基本单位, ICC在其中

担当接受与传递兴奋和抑制性神经递质的角色, 
即起搏和传递胃慢波的功能. 

除3 d外, 应激7 d、28 d后不同部位、不

同层次及同一部位不同层次ICC总数均值几乎

均较对照组有明显改变; 应激时间长短对不同

部位、不同层次及同一部位不同层次I C C总

数有明显影响, 其大致规律是先正常后增加再

减少, 即先不变再升高后降低; 应激主要引起

ICC-MY及ICC-IM数量发生变化, 而本来较少

的ICC-SM和ICC-DMP受影响较轻. 也就是说, 
除3 d组外, 应激对大鼠胃内不同部位、不同层

次及同一部位不同层次ICC总数是有明显影响

的, 且随着应激时间的延长, 其规律是: 不变(3 
d)-升高(7 d)-下降(28 d). 在此先升后降的过程

中, 还伴随发生了ICC细胞分布上的变化, 所有

对照组及应激3天组的ICC细胞分布均以胃体

大弯部数量最多, ICC细胞数量多少顺序为: 腺
胃大弯部>腺胃窦部>腺胃体小弯部>膜胃部; 
而7天应激组却以胃窦部ICC数量最多, 依次顺

序为: 腺胃窦部>腺胃体大弯部>腺胃体小弯部

>膜胃部, 且各部位ICC数量均较3 d组相同部

位增多, 并以具有起搏和传导功能的ICC-MY
和ICC-IM增多为主; 应激28 d组ICC细胞的分

布部位又恢复到以腺胃体大弯部数量最多, 且
各部位ICC数量均较3 d组相同部位明显减少, 
并以ICC-MY和ICC-IM减少为主. 而正常状态

下, 腺胃体大弯上1/3处是胃的主要起搏区域, 
该部位ICC的数量对胃动力起着至关重要的作

用. 据此推测, 应激刺激后ICC的变化一方面主

要体现在数量上, 而随着应激时间的延长, 实验

组ICC胃内分布的优势区域与对照组比较发生

明显的变化. 这种变化主要体现在ICC-MY、

ICC-IM的数量上. 而幽门前区的ICC数量明显

增加, 提示胃驱动蠕动发生的起搏部位可能发

生变化, 因此可能导致胃运动功能紊乱[16,17]. 继
续延长应激时间后, 各部位ICC的数量均明显

减少, 而最突出的体现在ICC-MY和ICC-IM的

数量上变化. 这种变化是否可逆, 有待于进一步

研究. 
以往的研究表明, 大鼠在接受应激刺激后可

出现胃运动功能的障碍, 胃排空降低, 且随着应

激时间的延长逐渐加重[18,19], 但其所采用的应激

实验均为较高强度的应急刺激. 
慢性应激和急性应激情况下, 胃功能的改变

可能有不同. 本文作者此前的资料显示: 慢性应

激可以导致大鼠胃排空变化, 早期排空加快, 后
期减慢, 这可能与神经、内分泌、肌源性多种

机制的调节剂补偿机制存在相关.
总之, 大鼠接受慢性应激刺激初期, ICC的

数量变化并不明显, 分布亦无变化, 而随着应激

时间延长, 大鼠ICC的数量和分布的优势区域发

生变化. 这种数量和分布的变化可能参与应激

刺激后胃运动功能异常的改变.
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Abstract
AIM:  To investigate the differential salivary pro-
tein expression profile between chronic gastritis 
and gastric cancer using mass spectrometry-
based proteomic technique, and to seek specific 
biomarkers for discrimination between gastric 
cancer and chronic gastritis. 

METHODS: Saliva specimens collected from gas-
tric cancer patients and chronic gastritis patients 
were detected using weak cation exchange mag-
netic beads and matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS). Corresponding peptide mass 
fingerprint was obtained to develop a differen-
tial diagnostic model for discrimination between 
chronic gastritis and gastric cancer. 

RESULTS: A total of 77 differential protein 

peaks were observed between chronic gastritis 
patients and gastric cancer patients. One protein 
peak with a mass-to-charge ratio of 6 021.72 Da 
was statistically significant (P < 0.05). Based 
on the analysis of the expression profile of this 
differential protein, a predictive model for dis-
crimination between gastric cancer and chronic 
gastritis was developed. The model has a speci-
ficity of 95.65% and a sensitivity of 71.43%. 

CONCLUSION: The protein expression profiles 
of saliva specimens collected from gastric cancer 
patients and chronic gastritis patients are ob-
tained. The diagnostic model for discrimination 
between gastric cancer and chronic gastritis is 
developed based on the expression profile of a 
differential protein with a molecular weight of 
6 021.72 Da. 

Key Words: Chronic gastritis; Gastric cancer; Dis-
crimination diagnosis; Saliva; MALDI-TOF-MS

Zhang XL, Wang JG, Cao MQ, Wu ZZ. Differential 
salivary proteome profile-based predictive model for 
discrimination between gastric cancer and chronic 
gastritis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 
926-931

摘要
目的: 探讨用蛋白质组学质谱技术筛选慢性
胃炎患者与胃癌患者唾液蛋白质表达谱, 寻找
可用于胃癌与慢性胃炎鉴别诊断的特异性生
物标志物.

方法: 采用蛋白质组学基质辅助激光解吸电
离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)技术, 并运
用弱阳离子磁珠(WCX)检测慢性胃炎患者和
胃癌患者的唾液, 得到相应的肽质量指纹图
谱, 建立鉴别诊断模型. 

结果: 慢性胃炎患者与胃癌患者两组共得到
蛋白质峰为77个, 其中1个有统计差异显著
的蛋白峰(P <0.05), 质荷比为: 6 021.72 Da, 通
过分析差异蛋白峰表达谱, 建立了分类预测
模型, 识别率为83.54%, 预测能力60.23%. 以
此模型进行临床回代检验结果14例慢性胃
炎, 其中10例被准确检出, 23例胃癌, 22例

®

■背景资料
慢性萎缩性胃炎
与胃癌的发生率
呈显著的正相关. 
慢性胃炎的发展, 
初始为炎性细胞
浸 润 为 主 ,  表 现
为慢性浅表性胃
炎 ,  如 炎 症 长 期
不 能 控 制 ,  则 可
引起腺体破坏或
肠 化 ,  逐 渐 发 展
为慢性萎缩性胃
炎 .  胃 癌 与 慢 性
胃炎的早期鉴别
诊断十分重要.

■同行评议者
周晓武, 副主任医
师, 中国人民解放
军空军总医院普
通外科
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被准确检出, 灵敏度71.43%(10/14), 特异度
95.65%(22/23).

结论: 初步得到了慢性胃炎与胃癌唾液差异
蛋白质表达谱, 并初步建立了以6021.72 Da蛋
白质区分慢性胃炎与胃癌的唾液蛋白鉴别诊
断模型.

关键词: 慢性胃炎; 胃癌; 鉴别诊断; 唾液; 蛋白质组

学基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

张晓丽, 王济国, 曹美群, 吴正治. 胃癌与慢性胃炎唾液蛋白质组

鉴别诊断模型. 世界华人消化杂志  2010; 18(9): 926-931

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/926.asp

0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是发生在胃部的恶性

肿瘤, 胃癌在我国极为常见, 在我国其发病率居

各类肿瘤的首位, 危害性大. 慢性萎缩性胃炎与

胃癌的发生率呈显著的正相关. 慢性胃炎的发

展, 初始为炎性细胞浸润为主, 表现为慢性浅表

性胃炎, 如炎症长期不能控制, 则可引起腺体破

坏或肠化, 逐渐发展为慢性萎缩性胃炎. 胃癌与

慢性胃炎的早期鉴别诊断十分重要. 本研究我

们利用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix assisted laser desorption ionization time of 
flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)技术, 
对胃癌患者与慢性胃炎患者唾液中的蛋白质峰

进行对比分析, 筛选唾液中胃癌与慢性胃炎鉴

别诊断的特异性生物标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有研究对象的唾液样品均为南方医

院及深圳市第二人民医院内科住院或门诊患者

经胃镜和或组织病理检查确诊为胃癌患者与慢

性胃炎患者的标本. 研究分组: 慢性胃炎21例(包
括慢性浅表性胃炎12例, 慢性萎缩性胃炎9例), 
男10例, 女11例, 平均年龄48.00岁±13.54岁; 胃
癌患者34例, 男21例, 女13例, 平均年龄50.53±
10.23岁. 经统计学分析, 各组性别、年龄分布

比较差异无显著性(P >0.05), 具有可比性. WCX
磁珠试剂盒(Bruker公司). α-氰基-4-羟基肉桂酸

[α-Cyano-4-hvdroxycinnamic acid(HCCA), Bruker
公司], 质量浓度0.3 g/L, 乙醇(色谱级)/丙酮(色
谱级) = 2/1, 新鲜配置. 质谱仪: AutoFlex III型
MALDI-TOF质谱仪(Bruker公司). 
1.2 方法 
1.2.1 标本收集: 唾液收集时间为6:00-8:00, 收集

前一晚睡前不再进食及服用任何药物, 收集前

2 h开始禁食水. 用清水漱口后静坐于椅上. 前
5 min内的唾液自然吞下后开始收集, 口腔唾液

积聚至一定量后, 吐入置于冰浴预冷的50 mL
离心管内, 每个唾液样本采集2-5 mL, 采集时间

为20-30 min. 每个样本采集完立即放入冰盒内. 
唾液采集在15 mL离心管中, 以10 000 r/min, 10 
min, 4 ℃离心. 取50 μL唾液分装在0.5 mL EP管
中, 于-80 ℃冰箱保存. 实验时由-80 ℃冰箱取出

样本, 常温解冻. 所有检测唾液均1次冻融.  
1.2.2 WCX磁珠处理: 4 ℃冰箱取出WCX磁珠

试剂盒, 处理过程参照试剂盒说明书, 主要经混

匀、清洗及洗脱等步骤. 最后将洗脱的多肽样品

溶液移入干净的0.5 mL样品管中, 备质谱分析. 
1.2.3 点样及质谱分析: 将磁珠分选后的多肽样

品溶液各取1 μL分别点靶, 室温下干燥后, 再
各点1 μL浓度为3 g/L的α-氰基-4-羟基肉桂酸

基质溶液(溶于50%乙腈, 2%三氟乙酸). 然后将

制备好的点样板置于MALDI-TOF质谱仪上进

行分析. 应用线性模式, 采集相对分子量范围

为1 000-10 000 Da. 激光能量为20%, 累计400 
shots. 质谱信号单次扫描累加50次, 获得肽质量

指纹图(PMF).
统计学处理 利用Bruker公司FlexAnalysis 

3.0和ClinProTools软件2.1进行数据的分组指标

及相关性进行分析. 并用软件ClinProTools2.1
中的统计学检验方法(参数T-Test和非参数方法

Wilcoxon Test)寻找差异蛋白, 分析有差异趋势

的多肽, 并利用软件中的遗传算法结合KNN(k-
nearest neighboure, k = 1, 3, 5, 7)建立分类预测

模型. 首先使用遗传算法, 设变异率为0.2, 交叉

率为0.5, 初始染色体个数为1 000, 适应度函数

用KNN判定结果的准确率, 最终经过10 000次
进化, 遍历k, 最终在差异蛋白中, 选用了其中的

几个蛋白峰, 建立模型. 计算模型的识别率和

预测能力. 并用随机抽样方法(随机选择80%样

本建立模型, 其余的20%作为验证样本, 运行10
次), 验证模型的有效性(平均特异性、灵敏性). 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

慢性胃炎组与胃癌组两组除算法选择问题被

排除的样本共37例, 对所有的样本检测质谱图

进行分析比较, 两个组共得到差异蛋白质峰为

77个, 其中通过遗传算法找到1个统计差异显

著的蛋白峰, 质荷比为6 021.72 Da, 通过分析差

■研发前沿
随着对唾液中蛋
白质的深入研究, 
人们发现越来越
多疾病的生物学
标志物, 唾液在疾
病早期发现及早
期诊断方面的优
势开始逐渐显示
出来.
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异蛋白峰表达谱, 并建立了分类预测模型, 识别

率为83.54%, 预测能力60.23%. 以此模型进行

临床回代检验结果14例慢性胃炎, 其中10例被

准确检出, 23例胃癌, 22例被准确检出, 灵敏度

71.43%(10/14), 特异度95.65%(22/23, 表1). 

3  讨论

胃癌是威胁人类健康最常见的消化系肿瘤之

一, 尽管近年来发病率和死亡率有所降低, 但其

发病率仍居各种恶性肿瘤的首位, 而且近年来

发病有明显年轻化趋势. 相当多的胃癌患者发

现时已经是晚期. 我国每年死于胃癌的患者达

15-20万, 几乎接近全部恶性肿瘤死亡人数的1/4. 
每年新发现的胃癌患者约达20万. 胃癌的常见

症状为上腹部不适或上腹部疼痛, 进食后症状

往往加剧, 而早期胃癌70%以上无明显症状, 随
着病情的发展, 可逐渐出现非特异性的、类同

于胃炎或胃十二指肠溃疡的症状, 包括上腹部

饱胀不适或隐痛、泛酸、嗳气、恶心, 偶有呕

吐、食欲减退、消化不良、黑便等. 而近年大

量研究成果表明, 萎缩性胃炎伴肠化生、不典

型增生与胃癌的发生存在着密切关系. 萎缩性

胃炎时, 化生的上皮细胞是癌的巢穴, 化生程度

越重, 癌变机会越多. 
蛋白质是生命活动的执行者和体现者, 是

生物体最重要的结构部分, 是生命的物质基础. 
转录后的不同剪接方式, 翻译后的不同修饰使

得基因和蛋白质不是一一对应关系, 一个蛋白

质不是一个基因的直接产物. 蛋白质的翻译后

修饰加工、转运定位、空间立体构型变化、蛋

白质之间的相互作用、蛋白质与其他生物分子

的相互作用等活动, 仅靠基因组学的研究是远

远不能获得足够的信息. 在人类基因组大规模

测序的基础上, 随着分析仪器和生物信息学的

飞速发展, 创立了与基因组学相对应的蛋白质

组学. 
近年来, MALDI-TOF-MS已成为生命科学

领域蛋白质组研究中必不可缺的重要关键技术

之一[23]. MALDI产生的离子常用飞行时间(time-
of-flight, TOF)检测器来检测, 因此MALDI-TOF
质谱很适合对蛋白质、多肽、核酸和多糖等生

物大分子的研究[1,2]. 基于MALDI-TOF的液体

芯片飞行时间质谱系统用于疾病生物标志物

的研究无疑走在分子诊断的前沿, 引领分子诊

断的发展[3]. 目前较多用于肿瘤[4-10]的早期诊断

和早期的前瞻性研究, 也可见于其他一些常见

疾病 [11,12]的研究. 蛋白质组学研究技术已成为

发现新的生物标志物的有力工具. 质谱技术与

蛋白质组学的结合也为这项研究提供了广阔前

景[3]. 蛋白质组的研究不仅能为生命活动规律提

供物质基础, 也能为众多种疾病机制的阐明及

攻克提供理论根据和解决途径. 通过对正常个

体及病理个体间的蛋白质组比较分析, 我们可

以找到某些“疾病特异性的蛋白质分子”, 他
们可成为新药物设计的分子靶点, 或者也会为

疾病的早期诊断提供分子标志. 作为蛋白质组

学最重要技术的质谱技术, 将在更高水平上寻

找复杂疾病(如心脑血管疾病、肿瘤、中风和神

经退行性疾病等)的蛋白质/肽谱和生物标志物

谱以及单独生物标志物, 并在复杂疾病发病机

制、诊断和治疗方面取得重大突破, 为复杂疾

病的研究、诊断和治疗带来新的希望[3]. 蛋白质

表达图谱比基因组表达图谱更能真实地反映生

物体的功能机制, 所以蛋白质组的研究具有深

远重大的意义. 他在组织细胞的整体蛋白质水

平上探索蛋白质作用模式、功能机制、调节控

制以及蛋白质群体内的相互关系, 获得对疾病

过程、细胞生理病理过程及调控网络的全面而

深入的认识, 揭示生命活动的基本规律[13]. 
唾液由于作为一种来源简单而丰富的材料, 

加之取材方便且没有创伤性使其在疾病诊断中

具有特别的优势. 早在1901年Michaels就率先用

检查唾液成分作为诊断疾病的辅助工具. 现在

唾液作为疾病诊断标本方面的价值已受到前所

未有的重视. 随着对唾液中蛋白质的深入研究, 
人们发现越来越多疾病的生物学标志物, 唾液

在疾病早期发现及早期诊断方面的优势开始逐

渐显示出来[14-22]. 目前国内外对唾液蛋白质组学

的研究还处于探索的初级阶段, 而且多为单个

指标的检测研究, 具有比较大的局限性. 
本研究采用AutoFlexIII型基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱仪(MALDI-TOF-MS), 并运

用WCX(弱阳离子磁珠)检测慢性胃炎患者和胃

癌患者唾液, 得到相应的肽质量指纹图谱(PMF), 
结果慢性胃炎组与胃癌组两个组共得到差异蛋

白质峰为77个, 其中通过遗传算法找到1个有统

计差异显著的蛋白峰, 质荷比为6 021.72 Da, 通
过分析差异蛋白峰表达谱, 初步建立了分类预

测鉴别诊断模型, 识别率为83.54%, 预测能力

60.23%, 可望成为早期胃癌和慢性胃炎的鉴别

诊断方法, 值得进一步深入研究. 
先前我们利用MALDI-TOF-MS进行胃癌患

■应用要点
本研究的发现也
进一步说明利用
蛋白质组学质谱
技术检测唾液中
的特异性生物标
志物是可行的, 他
为蛋白质组学水
平探索疾病的发
病机制、分子标
志与治疗靶点研
究提供了一条新
途径.
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■同行评价
本文选题较新, 方
法可靠, 文献引用
较新, 具有重要的
理论及实际意义.

表 1 慢性胃炎组与胃癌组之间的差异蛋白质峰(按照PWKW排序, 共77个)

     
Mass            DAve PTTA PWKW          PAD                 Ave1                Ave2      StdDev1            StdDev2

6 021.72 10.29 0.383 0.0498 0.000833 18.80 8.51 11.14 5.44 

5 222.47 11.59 0.848 0.6560 <0.000001 32.80 21.21 35.09 30.26 

3 778.64 10.00 0.848 0.6560 0.006950 37.68 27.67 16.04 15.80 

6 822.91 7.03 0.848 0.6560 0.000657 22.19 15.17 13.31 7.95 

7 651.73 6.20 0.848 0.6560 0.001790 23.20 17.00 9.30 14.48 

8 291.16 5.71 0.848 0.6560 <0.000001 20.75 15.04 21.78 19.30 

7 733.87 5.49 0.848 0.6560 0.000090 25.11 19.62 13.95 17.14 

7 846.82 3.16 0.848 0.6560 0.000102 16.16 13.00 7.33 8.89 

8 937.59 3.09 0.888 0.6560 <0.000001 22.98 26.07 13.62 29.18 

9 050.04 1.59 0.888 0.7750 <0.000001 15.75 14.16 9.72 14.18 

5 693.60 93.34 0.848 0.8620 <0.000001 66.91 160.24 33.54 200.12 

2 723.68 22.71 0.848 0.8620 0.000094 80.44 57.73 54.96 26.79 

1 805.11 21.42 0.848 0.8620 0.000003 41.11 62.52 23.16 54.05 

6 323.31 20.02 0.848 0.8620 <0.000001 44.30 64.32 45.33 88.89 

1 786.64 19.73 0.848 0.8620 0.000004 47.49 67.22 17.20 48.75 

1 296.39 19.11 0.848 0.8620 <0.000001 15.48 34.60 9.35 38.74 

5 584.66 16.70 0.848 0.8620 0.010200 50.16 66.87 22.02 45.78 

1 472.58 9.48 0.848 0.8620 0.000021 34.06 43.54 9.14 23.01 

5 461.45 9.18 0.848 0.8620 0.000013 21.99 31.16 9.53 24.01 

4 119.87 8.84 0.848 0.8620 0.000007 35.32 26.47 27.99 25.60 

5 528.54 8.82 0.848 0.8620 0.003210 24.14 32.96 12.18 20.28 

2 181.28 7.86 0.848 0.8620 0.002100 45.73 53.59 28.10 34.64 

1 288.45 7.39 0.848 0.8620 0.000012 42.76 35.37 30.85 32.64 

1 194.11 5.83 0.848 0.8620 0.000235 32.19 26.36 25.70 22.26 

6 690.91 5.68 0.848 0.8620 0.000030 24.77 19.09 14.08 17.37 

4 526.61 5.56 0.848 0.8620 0.000983 34.16 28.60 20.52 18.99 

5 501.47 5.35 0.879 0.8620 0.000006 29.45 34.81 29.03 24.77 

4 548.22 3.81 0.848 0.8620 0.359000 23.91 20.10 9.19 11.90 

7 767.39 3.45 0.848 0.8620 0.341000 23.00 19.56 7.57 9.26 

4 897.67 3.29 0.848 0.8620 0.000212 22.06 18.77 11.19 11.10 

4 240.99 3.26 0.888 0.8620 0.012600 32.20 28.94 18.31 21.46 

9 785.58 2.75 0.848 0.8620 0.000002 14.42 17.16 3.37 14.26 

5 031.86 2.06 0.968 0.8620 0.000020 48.26 50.32 27.96 59.32 

8 733.03 1.50 0.888 0.8620 0.090900 16.51 15.00 7.38 9.50 

6 575.16 1.01 0.888 0.8620 0.002490 18.57 17.56 6.04 9.66 

5 860.96 0.88 0.968 0.8620 <0.000001 18.12 19.00 8.04 19.88 

6 291.44 0.65 0.985 0.8620 0.000002 34.27 33.62 25.81 32.85 

8 837.63 0.49 0.968 0.8620 0.000615 19.53 20.02 6.97 14.04 

8 555.80 0.10 0.996 0.8620 <0.000001 22.49 22.39 14.55 21.81 

4 829.93 0.03 0.996 0.8620 <0.000001 20.28 20.25 9.15 21.16 

2 325.25 10.73 0.848 0.8910 <0.000001 46.06 35.33 44.55 32.36 

3 924.35  5.98 0.848 0.8910 0.156000 42.34 48.32 18.66 25.10 

1 733.58 42.05 0.848 0.9200 0.000007 144.05 186.10 98.81 176.37 

2 995.70 14.54 0.848 0.9200 0.000002 55.75 70.28 49.02 65.78 

4 370.23 14.78 0.914 0.9290 <0.000001 54.99 69.77 94.54 169.65 

8 137.37 11.47 0.848 0.9290 0.000021 52.68 64.15 48.66 56.05 

9 944.80 7.33 0.848 0.9290 <0.000001 16.45 23.78 9.83 28.74 

2 916.60 38.76 0.879 0.9930 <0.000001 177.79 216.54 193.04 200.80 

4 490.64 35.54 0.848 0.9930 <0.000001 53.34 88.88 42.32 100.06 

2 937.57 26.97 0.848 0.9930 0.000223 138.84 165.82 74.29 140.84 

1 589.59 16.48 0.848 0.9930 0.000615 68.36 84.84 36.37 71.55 

6 236.16 16.24 0.879 0.9930 <0.000001 62.22 78.46 70.95 94.00 
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者与正常人的唾液蛋白质组的研究, 取得了有

意义的研究结果[24]. 本研究的发现也进一步说明

利用蛋白质组学质谱技术检测唾液中的特异性

生物标志物是可行的, 他为蛋白质组学水平探

索疾病的发病机制、分子标志与治疗靶点研究

提供了一条新途径.
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《世界华人消化杂志》数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字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±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±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±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±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! 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of cocktail 
therapy on cell proliferation and collagen I (Col 
I) and tissue inhibitor of metalloproteinase-1 
(TIMP-1) mRNA expression in rat hepatic 
stellate cells.

METHODS: Hepatic stellate cells (HSC-T6) cul-
tured in vitro were exposed to taurine (taurine 
group), epigallocatechin gallate (EGCG; EGCG 

group), genistein (genistein group), and a combi-
nation of these three drugs (cocktail-treated group) 
for 24 h, respectively. Cell proliferation was deter-
mined by methyl thiazol tetrazolium (MTT) assay. 
The expression of Col I and TIMP-1 mRNAs was 
measured by semi-quantitative reverse-transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: Cell proliferation was significantly 
inhibited in the taurine group, EGCG group, 
genistein group and cocktail-treated group com-
pared with the control group (0.237 ± 0.007, 0.216 
± 0.009, 0.242 ± 0.008 and 0.130 ± 0.004 vs 0.452 
± 0.011, respectively; all P < 0.05). The reduced 
rate of cell proliferation was more significant in 
the cocktail-treated group than in other treat-
ment groups (all P < 0.05). The expression levels 
of Col I and TIMP-1 mRNAs markedly de-
creased in all treatment groups when compared 
with the control group (all P < 0.05). The expres-
sion levels of Col I and TIMP-1 mRNAs were 
significantly lower in the cocktail-treated group 
than in other treatment groups (P < 0.05). 

CONCLUSION: Cocktail therapy significantly 
inhibits cell proliferation and down-regulates 
Col I and TIMP-1 mRNA expression in HSCs. 
Cocktail therapy may be more effective than 
monotherapy in the treatment of liver fibrosis. 

Key Words: Cocktail therapy; Hepatic stellate cell; 
Gene expression

Liao M, Li Y, Shu W, Zhuo L. Effect of cocktail therapy 
on cell proliferation and collagen I and TIMP-1 mRNA 
expression in rat hepatic stellate cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 932-936

摘要
目的: 研究不同类型的抗肝纤维化药物联合
应用即鸡尾酒疗法对大鼠肝星状细胞(HSC)
的干扰效果.

方 法 :  将 体 外 培 养 的 大 鼠 肝 星 状 细 胞 株
HSC-T6分为牛磺酸组、表没食子儿茶素没食
子酸酯(EGCG)组、4, 5, 7-三羟基异黄酮组、

®

■背景资料
肝纤维化是一系
列复杂的多因素
过程, 目前, 对肝
纤维化的治疗尚
缺乏理想的治疗
方案, 许多药物由
于抗肝纤维化作
用靶位单一导致
疗效并不理想, 而
有些药物不良反
应大于治疗作用, 
不宜用于临床. 因
此, 将作用于肝纤
维化发生发展不
同环节、靶点的
药物联合应用即
鸡尾酒疗法以阻
断肝纤维化发展, 
达到保护肝脏的
目的, 可能是抗肝
纤维化药物研究
的新方向.

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科
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鸡尾酒组和对照组; 各组药物作用HSC-T6 24 
h后, 用噻唑兰比色法(MTT)测定活细胞数, 采
用半定量RT-PCR法检测细胞中Ⅰ型胶原及基
质金属蛋白酶组织抑制因子-1的mRNA表达
水平. 

结果: MTT实验观察到牛磺酸、EGCG、三
羟基异黄酮、鸡尾酒组HSC-T6的活细胞数
目减少, 与对照组的A 值比较有显著性差异
(0.237±0.007, 0.216±0.009, 0.242±0.008, 
0.130±0.004 vs  0.452±0.011, 均P <0.05), 其
中鸡尾酒组与单一用药各组相比也有显著性
差异(P <0.05). 与对照组相比, 各组的Col-Ⅰ、

TIMP-1的mRNA表达降低, 并且鸡尾酒组与
单一用药各组相比有统计学意义(P <0.05).

结论: 鸡尾酒疗法可抑制大鼠HSC-T6的增
殖, 与单一用药相比更能有效降低Col-Ⅰ、

TIMP-1的mRNA表达, 可能具有更高的纤维
化效果.

关键词: 鸡尾酒疗法; 肝星状细胞; 基因表达
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0  引言

迄今为止, 对肝纤维化的治疗尚缺乏理想的治

疗方案. 多年来针对肝纤维化的药物治疗在众多

离体和动物模型实验中显示了一定的疗效, 主要

包括抑制肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的
药物如干扰素[1], 作用于细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)和细胞因子的药物[2-6], 抗氧化剂[7], 
抗炎制剂[8]等. 但令众多学者困惑的是几乎所

有的抗肝纤维化药物在动物模型有效而临床无

效或效果很差, 这严重限制了抗肝纤维化药物

的临床应用和治疗效果. 因为肝纤维化是一系

列复杂的多因素过程, 许多药物由于抗肝纤维

化作用靶位单一导致疗效并不理想, 而有些药

物不良反应大于治疗作用, 不宜用于临床. 因
此, 将作用于肝纤维化发生发展不同环节、靶

点的药物联合应用即鸡尾酒疗法以阻断肝纤维

化发展, 达到保护肝脏的目的, 可能是抗肝纤维

化药物研究的新方向. 牛磺酸和表没食子儿茶

素没食子酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)
已有报道具有抗肝纤维化的作用; 其中, 牛磺酸

能促进HSC的凋亡[9], 抑制转化生长因子β1的表

达和阻断TGF-β1/Smad信号通路[10-12]; EGCG具

有很强的抗氧化作用并能抑制胶原的形成[13-15];  
4, 5, 7-三羟基异黄酮作为酪氨酸激酶抑制子, 可
抑制肝纤维化大鼠肝窦内皮细胞的增殖[16]. 本
实验的目的是联合应用以上三种作用于肝纤

维化不同环节的药物干扰大鼠HSC, 采用MTT
法和RT-PCR法观察鸡尾酒疗法对HSC增殖和

Ⅰ型胶原(col lagen Ⅰ, Col-Ⅰ)及基质金属蛋

白酶组织抑制因子-1(tissue inhibitors of metal 
protease-1, TIMP-1) mRNA表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 HSC-T6细胞由广西医科大学姜海行

教授馈赠. 牛磺酸和4, 5, 7-三羟基异黄酮购自

Sigma公司. EGCG购自四川乐山禹伽茶业科技

开发有限公司. DMEM购自Gibco公司. 胎牛血清

购自Hyclone公司. TRIzol购自Invitrogen公司. 逆
转录试剂盒购自Fermentas公司. 2×PCR mix购
自TaKaRa公司. CO2培养箱、高速冷冻离心机、

酶标仪为美国Thermo公司产品. 核酸蛋白测定

仪为日本岛津公司产品. 相差倒置显微镜为德国

Zeiss公司产品. PCR仪、凝胶成像分析系统、低

压电泳仪为美国Bio-Rad公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将冷冻保存于超低温冰箱中的

HSC-T6复苏后接种于含100 mL/L胎牛血清的高

糖DMEM培养液中, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培

养. 当细胞呈单层致密状时, 0.25%胰蛋白酶消化

后传代. 每次实验均在呈指数生长的细胞中进行. 
1.2.2 用药: 实验分为5组, 即对照组、牛磺酸组

(60 mg/L)、EGCG 组(70 mg/L)、三羟基异黄

酮组(14 mg/L)、鸡尾酒组(同时应用牛磺酸、

EGCG、三羟基异黄酮, 剂量不变).  
1.2.3 MTT法测定药物对细胞增殖的影响: 将
HSC以5×107/L接种于96孔板, 培养12 h后, 换含

各组药物的培养液(每个组设5个复孔)继续培养, 
20 h后每孔加入MTT 20 μL, 继续培养4 h, 吸出

全部液体, 加入100 μL DMSO, 微量振荡器上振

荡5 min, 酶标仪双波长(570/630 nm)比色. 
1.2.4 RT-PCR法检测Col-Ⅰ和TIMP-1 mRNA的

表达: (1)将细胞以5×107/L接种于50 mL培养

瓶中, 培养12 h后, 换含各组药物的培养液(每
个组设5个重复)继续培养24 h. (2)采用TRIzol
法抽提细胞中总RNA. 用核酸蛋白测定仪测定

RNA含量及纯度, 保证A 260/A 280均在1.8-2.0. (3)
取RNA 5 μg, 采用M-MuLV逆转录酶将其逆转
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录成cDNA. 根据NCBI的GenBank基因序列自行

设计引物, 引物序列为: β-actin: FP: 5'-AACCCT
AAGGCCAACCGTGAAAAG-3', RP': 5'-TCAT 
GAGGTAGTCTGTCAGGT- 3', 产物长度: 240 
bp; Col-Ⅰ: FP: 5'-TGCCGTGACCTCAAGATGT
G-3', RP: 5'-CACAA GCGTGCTGTAGGTGA-3', 
产物长度: 462 bp; TIMP-1: FP: 5'-CATGGTGA
GCCTCTGTGGAT-3', RP: 5'-GTTCAGGCTTC
AGCTTTTGC-3', 产物长度: 393 bp. (4)PCR扩
增cDNA, 条件为: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性

30 s, 各自退火温度(Col-Ⅰ为55 ℃; TIMP-1为
52 ℃)30 s, 72℃延伸30 s, 72℃延伸10 min, 总共

30个循环. (5)所有PCR产物在2%琼脂糖凝胶上

电泳后, 用凝胶成像系统拍照, Quantity One软件

测定灰度值, 灰度值以各基因产物与β-actin的积

分吸光度(A )的比值表示.
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计分

析. 数据均以mean±SD表示, 组间比较采用t检
验, P <0.05表示存在统计学意义. 

2  结果

2.1 MTT检测 牛磺酸组、EGCG组、三羟基异

黄酮组、鸡尾酒组与对照组的A值比较均有显

著性差异(0.237±0.007, 0.216±0.009, 0.242±
0.008, 0.130±0.004 vs  0.452±0.011, 均P <0.05), 
说明能抑制细胞的增殖. 鸡尾酒组与单一用药

各组相比亦有显著的抑制细胞增殖(P <0.05), 说
明鸡尾酒疗法能明显抑制HSC的增殖. 
2.2 Col-Ⅰ和TIMP-1 mRNA表达 以细胞总RNA为

模板, 进行RT-PCR反应, 扩增产物经凝胶电泳可

获得清晰目标基因产物条带(图1). 灰度分析结果

表明, Col-Ⅰ mRNA的表达量为牛磺酸组(0.322±
0.012)、EGCG组(0.318±0.023)、三羟基异黄酮

组(0.330±0.014)、鸡尾酒组(0.211±0.009)与对

照组(0.881±0.031)相比有显著降低(P<0.05), 鸡尾

酒组与单一用药各组相比也有显著降低(P<0.05); 
TIMP-1 mRNA的表达量为牛磺酸组(0.733±
0.015)、EGCG组(0.721±0.036)、三羟基异黄酮

组(0.745±0.011)、鸡尾酒组(0.404±0.019)与对照

组(1.135±0.045)比较有显著降低(P<0.05), 鸡尾酒

组与单一用药各组相比也有显著降低(P<0.05), 说
明肝纤维化药物的鸡尾酒疗法能明显抑制Col-Ⅰ
和TIMP-1 mRNA的表达(表1).

3  讨论

鉴于众多抗肝纤维化药物的单一应用的临床疗

效很差, 作用于肝纤维化不同环节的药物联合

应用日益成为关注的焦点. 有关实验研究初步

证实联合应用具有协同作用. 戚合德等[17]发现安

络化纤丸联合恩替卡韦用药更有利于阻断或逆

转肝纤维化的形成和发展; 曾佑祥等[18]在采用

阿米洛利联合苦参素预防大鼠肝纤维化的研究

发现, 两者对二甲基亚硝胺诱导的肝纤维化均

有预防作用, 两者联用有一定的协同作用; 拉米

夫定联合大黄素或肝纤方的抗肝纤维化作用研

究表明, 联合用药更有利于阻断或逆转肝纤维

化的形成与发展, 具有一定的临床试用价值[19]. 
抗纤维化药物的联合应用主要有以下优点, 首
先作用于肝纤维化形成的不同环节的药物联合

应用能更有效地阻断肝纤维化的发展, 达到比

任何单一药物更好的肝保护作用, 这一点对于

在目前大多单一的纤维化药物临床效果极差或

无效的情况下尤为重要[20]. 其次, 联合用药可以

减少单一药物的有效剂量, 降低与药物剂量相

表 1 各组对HSC-T6的Col-Ⅰ和TIMP-1 mRNA表达的影
响 (n  = 5, mean±SD)

     
分组            Col-Ⅰ      TIMP-1

对照组  0.881±0.031 1.135±0.045

鸡尾酒组  0.211±0.009a 0.404±0.019a

牛磺酸组  0.322±0.012ac 0.733±0.015ac

EGCG组  0.318±0.023ac 0.721±0.036ac

三羟基异黄酮组 0.330±0.014ac 0.745±0.011ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  鸡尾酒组.

图 1 各组Col-Ⅰ和TIMP-1mRNA表达的变化. A: Col-Ⅰ; B: 

TIMP-1, 1: 牛磺酸; 2: EGCG; 3: 三羟基异黄酮; 4: 鸡尾酒; 

5: Marker; 6: 对照.

Col-I 462 bp 
β-actin 240 bp

1     2     3     4     5     6

TIMP-1 393 bp
β-actin 240 bp

1     2     3     4     5     6

A

B
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维化效果.



www.wjgnet.com

廖明, 等. 鸡尾酒疗法对大鼠肝星状细胞的增殖及Ⅰ型胶原、TIMP-1 mRNA表达的影响                                               935

关的不良反应[21]. 
HSC的活化被认为是肝纤维化形成的中心

环节. 近来研究表明, 逆转肝纤维化关键在于减

少活化的HSC数量. 活化HSC数目减少, 不仅可以

使ECM分泌减少, 而且还可影响ECM的降解, 因
此抑制活化的HSC成为抗肝纤维化的研究热点. 
HSC的数量是由HSC增殖和凋亡共同决定的, 从
理论上讲, 减少活化HSC数量有这些途径: (1)抑
制HSC增殖; (2)诱导HSC凋亡, 直接减少HSC数
量; (3)逆转HSC的激活, 让HSC由活化型变回静

止型等. 但研究表明抑制增殖和诱导凋亡是减少

活化型HSC数量的主要途径, 因此, 抑制HSC增殖

是抗肝纤维化有效途径[22]. 我们检测了联合用药

的鸡尾酒疗法对大鼠肝纤维化细胞株HSC-T6的
影响. MMT检测结果发现鸡尾酒疗法能显著抑制

HSC-T6的增殖(P<0.05), 并且, 与单一用药各组相

比, 鸡尾酒组有显著性差异(P<0.05), 证实鸡尾酒

疗法能明显抑制HSC的增殖. 
目前认为ECM的过度增多和异常沉积是肝

纤维化发生的主要原因, 而Col-Ⅰ是肝纤维化

ECM的主要成分[23-25]. 在肝脏内参与EMC降解

的主要是基质金属蛋白酶(matrix metal protease, 
MMPs), 其中间质胶原酶(matrix metal protease 
-1, MMP-1)在降解肝脏ECM的主要成分-Ⅰ型

胶原的过程中起重要作用 ,  而对M M P-1的活

性起重要作用的是TIMP-1, TIMP-1通过抑制

MMPs(主要是MMP-1)的活性从而促进肝纤维

化的形成和发展[26,27]. 本实验结果表明, 联合应

用作用于肝纤维化不同环节的药物作用HSC后, 
明显抑制Col-Ⅰ和TIMP-1的mRNA表达, 与单一

用药各组相比有显著性差异(P <0.05), 从而进一

步证实鸡尾酒疗法的干扰效果.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Qingdai 
Granules (QDG) on the expression of mucin 
2 (MUC2) and inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) mRNAs in the colonic mucosa of rats 
with ulcerative colitis.

METHODS: Ulcerative colitis was induced 
in rats by giving an enema of trinitrobenzene 
sulphonic acid (TNBS) and ethanol. The experi-
mental animals were randomly divided into 
six groups: normal group, model group, sul-
fasalazine (SASP) group (500 mg/kg), and low-, 

medium- and high-dose QDG groups (600, 900 
and 1 200 mg/kg). Except the normal group, the 
other groups were given intragastrically nor-
mal saline, SASP, and different concentrations 
of QDG, respectively, from day 3 after model 
establishment for 10 d. On day 14, rats were 
killed to evaluate disease activity index (DAI) 
and colon mucosa damage index (CMDI). The 
expression of MUC2 and iNOS mRNAs in the 
colonic mucosa of rats was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). 

RESULTS: Compared with the model group, 
the DAI and CMDI in the medium- and high-
dose QDG groups significantly decreased, the 
expression of MUC2 mRNA in the colon of rats 
in the medium- and high-dose QDG groups was 
significantly up-regulated (2.06 ± 0.70 vs 1.24 
± 0.47 and 2.34 ± 0.86 vs 1.24 ± 0.47; both P < 
0.01), and the expression of iNOS mRNA in the 
high-dose QDG group was significantly down-
regulated (0.35 ± 0.12 vs 0.62 ± 0.31, P < 0.05). 

CONCLUSION: QDG can exert protective ef-
fects against rat ulcerative colitis perhaps by up-
regulating MUC2 mRNA expression and down-
regulating iNOS mRNA expression. 

Key Words: Ulcerative colitis; Qingdai Granules; 
Mucin 2; Inducible nitric oxide synthase

Du LY, Liu QF, Cheng XL, Chen MS, Li XM, Qiu J. 
Qingdai Granules up-regulate MUC2 mRNA expression 
but down-regulate iNOS mRNA expression in the colonic 
mucosa of rats with ulcerative colitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 937-941

摘要
目的: 观察青黛颗粒对TNBS诱导的溃疡性结
肠炎(UC)大鼠结肠黏膜黏蛋白(MUC2)及诱导
型一氧化氮合成酶(iNOS)基因表达的影响, 探
讨其治疗UC的可能作用机制.

方法: 将54只S D实验大鼠随机分为正常对
照组、模型对照组、阳性药物治疗组(SASP, 
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■背景资料
青黛颗粒是中国
医科大学附属第
一医院中医科治
疗溃疡性结肠的
传统验方, 临床应
用30多年来取得
显著的疗效. 尤其
在促进溃疡愈合
方面, 临床上亦可
用于鹅口疮的治
疗. 本次实验主要
是在本课题组前
期研究的基础上, 
探讨是其否可通
过调节影响肠道
黏膜上皮修复进
行研究.

■同行评议者
江 学 良 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军济南军区总医
院消化科



500 mg/kg)、青黛颗粒600、900、1 200 mg/kg
治疗组. 造模后第3天开始灌胃给药, 共给药10 
d. 实验第14天, 处死大鼠, 剖取其病变结肠组
织, 比较各组大鼠的DAI积分和CMDI评分, 用
逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)法检测MUC2
及iNOS基因的表达. 

结果: 较模型组青黛颗粒900、1 200 mg/kg治
疗组能显著降低实验大鼠DAI积分和CMDI评
分, 上调结肠组织中MUC2的基因表达(2.06±
0.70 vs  1.24±0.47; 2.34±0.86 vs  1.24±0.47, 
均P <0.01), 且青黛颗粒1 200 mg/kg治疗组能
下调iNOS的基因表达(0.35±0.12 vs  0.62±
0.31, P <0.05).

结论: 青黛颗粒可能通过上调结肠黏膜MUC2
的基因表达并下调iNOS的基因表达而起到抗
TNBS诱导的大鼠溃疡性结肠炎的作用.

关键词: 溃疡性结肠炎; 青黛颗粒; MUC2; 诱导型

一氧化氮合成酶
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是结肠黏

膜的慢性非特异性炎性疾病, UC的病因和发病

机制尚不十分明确, 许多资料显示其与环境、

遗传、感染、免疫等因素密切相关[1-6]. 目前治

疗仍以氨基水杨酸制剂、糖皮质激素、免疫

抑制剂为主, 但效果并不理想, 有必要从传统医

学的角度来寻找新的治疗UC的途径. 青黛颗粒

为中国医科大学附属第一医院中医科老中医祖

传验方, 临床应用30年来, 取得了良好的治疗效

果. 本课题组前期研究表明青黛颗粒可能通过

其抗脂质过氧化作用及下调炎症介质(TNF-α、
IL-1、ICAM), 抵抗TNBS诱导的大鼠UC[7,8]. 本
研究通过青黛颗粒灌胃治疗UC模型大鼠, 比较

各组大鼠DAI积分、CMDI评分; 检测结肠黏膜

屏障保护因子MUC2以及炎症因子iNOS的表达

水平, 从而评价青黛颗粒治疗UC的效果, 从分子

水平上探讨其可能的作用机制, 为其临床应用

提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 成年SD大鼠, ♂, 体质量250 g±20 g, 购
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于军事医学科学院实验动物中心, No. 0000737, 
室温, 光照周期12 h∶12 h条件饲养; 青黛颗粒

(QDG, 中国医科大学); 柳氮磺胺吡啶(SASP, 批
号: 040106, 上海三维制药有限公司); 2, 4, 6-三
硝基苯磺酸(TNBS, 批号: P2297, 美国Sigma公
司); TRIzol(批号: 155906-026 invitrogen); RT-
PCR试剂盒(批号: DRR012A, 大连宝生物工程

有限公司); PCR仪(德国Whatman Biometra公司).
1.2 方法 
1.2.1 TNBS法大鼠UC造模[9]: 取SD大鼠54只, 随
机分为6组: 正常对照组、模型对照组、阳性

药物治疗组(SASP, 500 mg/kg), 青黛颗粒600、
900、1 200 mg/kg治疗组. 各组动物于造模前禁

食24 h, 用1 000 mg/kg乌拉坦腹腔注射麻醉, 固
定于平板上, 板下部垫高使动物尾部与头部夹

角呈40度角. 将体积分数为50 g/L的TNBS水溶

液与500 mL/L乙醇以体积比1∶1混匀. 取一外

径2.0 mm、长约12 cm的硅胶输液管(用液体石

蜡润滑), 插入大鼠肛门8 cm, 按剂量100 mg/kg
缓慢灌注TNBS乙醇溶液, 1 min灌注完, 倒置

2 min后松开固定, 使其平卧于鼠笼中, 注意避

免TNBS自肛门流出. 造模结束后第2天随机处

死大鼠6只, 剖腹摘取直肠和结肠, 肉眼观察结

肠充血水肿情况, 确定造模成功. 造模后第3天
开始各组动物灌胃给药, 连续给药10 d. 空白对

照组和模型对照组动物按每千克体质量10 mL
灌胃给予蒸馏水. 实验期间每日记录动物体质

量、体征、大便性状和隐血情况. 按表1标准进

行DAI积分评定. 灌胃10 d后处死大鼠, 剖腹摘

取病变结肠组织, 进行CMDI评分[10]: 评分标准

为: 0分, 无损伤; 1分, 轻度充血、水肿, 表面光

滑, 无糜烂或溃疡; 2分, 充血水肿, 黏膜粗糙呈

颗粒状, 有糜烂或肠粘连; 3分, 高度充血水肿, 
黏膜表面有坏死及溃疡形成, 溃疡最大纵径<1 
cm, 肠壁增厚或表面有坏死及炎症; 4分, 在3
分基础上溃疡最大纵径>1 cm, 或全肠壁坏死. 
将结肠组织置于-80 ℃冰箱保存以备RT-PCR
实验用. 
1.2.2 结肠组织黏膜MUC2、iNOS mRNA的检

测: TRIzol法提取组织RNA, 按试剂盒说明逆转

录合成cDNA, RT-PCR半定量法检测MUC2、
iNOS基因表达. 本实验以TBP(TATA-box binding 
protein)管家基因为内参照. TBP反应条件: 94 ℃
预变性2 min, 94 ℃变性1 min, 55 ℃退火30 s, 
72 ℃延伸1 min, 共30个循环, 72 ℃共延伸10 
min. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳分离; MUC2反应条
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■研发前沿
目前治疗溃疡性
结肠炎仍以氨基
水杨酸制剂、糖
皮质激素、免疫
抑制剂为主, 但效
果并不理想, 有必
要从传统医学的
角度来寻找新的
治疗UC的途径.
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件: 94 ℃预变性2 min, 94 ℃变性1 min, 60 ℃退

火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共30个循环, 72 ℃共延

伸10 min. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳分离, 凝胶成像

系统检测PCR产物与TBP的比值; iNOS反应条

件: 94 ℃预变性2 min. 94 ℃变性1 min, 59 ℃退

火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共30个循环, 72 ℃共延

伸10 min, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳分离, 凝胶成像

系统检测PCR产物与TBP的比值. 各引物序列及

扩张长度见表2[11-13].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件处理, 

计量资料以mean±SD差表示, 经单因素方差分

析, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 症状与DAI积分 各组大鼠在用TNBS造模型

后出现体毛凌乱, 活动减少, 并出现稀便, 随实

验天数增加症状逐渐加重, 严重大鼠肛周可见

肉眼血便. 正常对照组无改变, 青黛颗粒900、
1 200 mg/kg治疗组和阳性药物治疗组可改善以

上症状. 实验各组同时伴有不同程度的质量下

降, 正常对照组体质量增加, 综合大鼠质量、大

便性状和隐血情况进行DAI积分(表3).
2.2 CMDI评分 正常对照组无改变, 模型组CMDI
评分最高, 青黛颗粒900、1 200 mg/kg治疗组阳

性药物治疗组可明显改善CMDI评分(表3).
2.3 不同处理因素对大鼠结肠黏膜MUC2基因

表达的影响 正常组大鼠结肠黏膜MUC2处于

较高表达水平, 用TNBS灌肠造模后表达量不

同程度下降. 青黛颗粒900、1 200 mg/kg治疗

组的MUC2基因表达较模型组而言有明显上升

(P <0.01). 青黛颗粒600 mg/kg治疗组的MUC2基
因表达较模型组而言差异不具有统计学意义; 
SASP治疗组的MUC2基因表达较模型组明显上

升(P <0.05, 图1), 青黛颗粒900、1 200 mg/kg治
疗组的MUC2基因表达较阳性药物治疗组差异

不具有统计学意义.
2.4 不同处理因素对大鼠结肠黏膜iNOS基因表

达的影响 正常组大鼠结肠黏膜iNOS处于较低

表达水平, 用TNBS灌肠造模后表达量不同程度

上升. 与模型组比较青黛颗粒1 200 mg/kg治疗

组结肠黏膜iNOS的基因表达明显降低(P <0.05, 
图2); 青黛颗粒600、900 mg/kg治疗组及阳性药

物治疗组结肠黏膜iNOS的基因表达较模型组差

异不具有统计学意义.

3  讨论

TNBS是一种有机化学试剂, 也可起半抗原作用[9]. 
TNBS与乙醇诱发大鼠结肠炎的主要机制为乙

醇破坏结肠黏膜屏障, TNBS渗入结肠与大分子

物质结合, 形成全抗原引起肠壁一系列免疫应

答与炎症反应, 其发病机制及病理表现与人类

炎症肠炎非常相似. 
细胞因子失衡是UC产生肠道非特异性炎症

的关键环节[14], 诸多细胞因子可同时或相继、直

图 1 RT-PCR法检测结肠黏膜MUC2 mRNA的表达, 凝胶成
像系统检测各组PCR产物的灰度值. A: 各组PCR产物灰度值

比较; B: 依据统计结果所做的柱形图, 1: 正常对照组; 2: 模

型对照组; 3: 阳性药物治疗组; 4: 低青黛颗粒组; 5: 中青黛

颗粒组; 6: 高青黛颗粒组. aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.
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图 2 RT-PCR法检测结肠黏膜iNOS mRNA的表达, 凝胶成像
系统检测各组PCR产物的灰度值. A: 各组PCR产物灰度值比

较; B: 依据统计结果所做的柱形图; 1: 正常对照组; 2: 模型

对照组; 3: 阳性药物治疗组; 4: 低青黛颗粒组; 5: 中青黛颗

粒组; 6: 高青黛颗粒组. aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.
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A表 1 DAI评分表

     
计分          体质量下降             大便性状                  便血

0       无  正常             阴

1      1-5    -               -    

2      6-10                半稀便           隐血(+)

3    11-15    -                -   

4  >15  稀便                  肉眼血便

正常大便: 成形大便; 半稀便: 不黏附于肛门的糊状、半成形大

便; 稀便: 可黏附于肛门的稀水样便. DAI＝(体质量下降分数+大

便性状分数+便血分数)/3.

■相关报道
有研究表明, 炎症
性肠病中肠黏膜
屏障的损伤是其
发病的关键因素.
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接或间接作用于靶细胞. 形成细胞因子网络, 在
UC的组织破坏及炎症反应中起着重要作用. 

有研究表明, 炎症性肠病中肠黏膜屏障的

损伤是其发病的关键因素[15]. 黏液层是肠黏膜重

要的化学屏障, 主要由黏液细胞分泌的黏蛋白

构成, 黏蛋白MUC2为主要成分. MUC2基因敲

除小鼠可自发结肠炎[16], 说明其对肠黏膜有直接

的保护作用. 一旦MUC2的质和量发生变化, 肠
道屏障功能受损, 通透性增高, 肠腔内的抗原、

内毒素等促炎物质进入肠黏膜固有层, 诱发免

疫反应. 现代研究表明, 青黛能降低毛细血管通

透性, 对平滑肌有抑制作用, 可调节机体免疫功

能, 并具有类皮质激素样作用, 其化学成分珍珠

为硫酸钙及多种氨基酸, 有较强的抗组胺和敛

和伤口并促进创口愈合的作用. 在临床实践中, 
给予UC患者青黛颗粒灌肠治疗能显著促进创面

的愈合. 本研究结果显示溃疡性结肠炎模型组

大鼠结肠黏膜的MUC2的基因表达较空白对照

组而言有显著的下降. 且青黛颗粒治疗组能显

著升高结肠黏膜MUC2基因的表达, 可能是其发

挥疗效的机制之一. 
一氧化氮是一种自由基性质的气体, 其合

成有赖于一氧化氮合成酶(NOS)的作用, 在炎症

性肠病中主要由诱生型一氧化氮合成酶(iNOS)
催化产生[17]. 国内学者亦有此报道[18]. iNOS是钙

离子和钙调蛋白非依赖性酶, 在正常生理状态

下无表达[19], 但在UC时结肠黏膜层上皮细胞过

量表达iNOS[20,21], 产生大量的NO, 从而参与机体

炎症和组织损伤, 在消化系病理生理中起着重

要用. 本研究显示, 溃疡性结肠炎模型组大鼠结

肠黏膜上皮细胞iNOS的基因表达较空白对照组

而言有显著的上升, 本研究结果显示青黛颗粒

散能显著降低结肠组织iNOS基因的表达, 从而

降低结肠NO的产生, 起到抗UC的作用.
总之 ,  本研究提示青黛颗粒能有效治疗

TNBS诱导的大鼠的溃疡性结肠炎, 其作用机制

可能与其能上调结肠黏膜MUC2的基因表达并

下调iNOS的基因表达有关.
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Abstract
AIM: To invest igate the effects of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) on the paracellular 
permeability of Caco-2 cell monolayers and to 
explore potential mechanisms involved.

METHODS: Caco-2 cells were cultured in vitro to 
establish a model of intestinal epithelial barrier 
and divided randomly into two groups: control 
group and TNF-α treatment group. The TNF-α 
treatment group was further divided into four 
subgroups for testing at 3, 6, 12 and 24 h after 
TNF-α treatment. The changes in transepithelial 
electrical resistance (TEER) of Caco-2 cells were 

measured using an electrical resistance system. 
The changes in cytoskeleton were observed by 
direct staining with rhodamine-phalloidin. The 
activation of nuclear factor-κB (NF-κB) was de-
termined by luciferase reporter gene assay. 

RESULTS: The TEER significantly decreased in 
all four treatment subgroups compared to the 
control group (all P < 0.05). The TEER was sig-
nificantly lower in the 24-h treatment subgroup 
than in other subgroups (all P < 0.05). The acti-
vation level of NF-κB was significantly raised in 
3-, 6- and 12-h treatment subgroups compared 
to the control group (all P < 0.05). The activa-
tion level of NF-κB in 12-h treatment subgroup 
was significantly higher than those in other sub-
groups (all P < 0.05). In the control group, rho-
damine-phalloidin staining showed that F-actin 
was visualized around the cell membrane and 
exhibited a honeycomb pattern of fluorescent 
staining. After treatment with TNF-α, the fluo-
rescence signals were weakened and distributed 
in a serrated pattern. 

CONCLUSION: TNF-α increases the paracel-
lular permeability of Caco-2 cell monolayers 
perhaps by inducing NF-κB activation and actin 
reorganization. 

Key Words: Tumor necrosis factor-α; Caco-2 cell; 
Nuclear factor-κB; Permeability
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子-α(TNF-α)对Caco-2
细胞间通透性的影响及作用机制. 

方法: 利用Caco-2细胞建立肠上皮细胞屏障
模型, 模型分为正常对照组(C组)和TNF-α预
处理组(TNF-α组), TNF-α组根据预处理时间
又分为3、6、12、24 h 4个亚组. 应用电阻仪
测定TNF-α预处理后各组Caco-2细胞的跨上
皮细胞电阻(transepithelial electrical resistance, 

®

■背景资料
已有的研究发现
I B D患者血清中
促炎细胞因子水
平 显 著 增 高 ,  这
可能是 I B D发病
的重要机制之一. 
TNF-α作为重要
的前炎性细胞因
子之一, 在不同的
体内、外研究中
均证实可以引起
肠上皮细胞屏障
通 透 性 增 加 ,  抗
TNF-α抗体可以
恢复受损的肠上
皮细胞屏障功能, 
但是TNF-α引起
肠黏膜屏障通透
性增高的具体机
制尚不清楚.

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



王国丽, 等. TNF-α体外对Caco-2细胞通透性的影响及其机制                                                  943

www.wjgnet.com

TEER)变化; 罗丹明-鬼笔环肽直接染色观察
细胞骨架改变; 同时采用荧光素酶报告基因
检测NF-κB活性. 

结果: TNF-α各亚组TEER均降低, 与C组比
较均有显著性差异(均P <0.05), 其中TNF-α 
24 h亚组TEER降低明显, 与C组及TNF-α 3、
6、12 h亚组比较有显著性差异(均P <0.05); 
TNF-α 3、6、12 h亚组NF-κB活性增高, 与C
组比较均有显著性差异(均P <0.05), 且TNF-α 
12 h亚组N F-κ B活性明显增高 ,  与C组及
TNF-α 3、6、24 h亚组比较均有显著性差异
(均P <0.05); 罗丹明-鬼笔环肽直接染色可见
C组的F-actin沿细胞膜分布, 呈蜂巢状线性荧
光, 100 μg/L TNF-α预处理后导致F-actin荧光
信号减弱, 并呈锯齿状异常分布.

结论: TNF-α导致Caco-2细胞间的通透性增加, 
其机制可能与NF-κB活化及F-actin重组有关.

关键词: 肿瘤坏死因子-α; Caco-2细胞; 核因子

-κB; 细胞间通透性

王国丽, 尹菁华, 毛定安, 何芳, 尹飞. TNF-α体外对Caco-2细

胞通透性的影响及其机制. 世界华人消化杂志  2010; 18(9): 

942-946

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/942.asp

0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一组病因不明的慢性肠道炎症性疾病, 他包括溃

疡性结肠炎和克罗恩病, 近年来其发病率有逐年

增高趋势. IBD的病因和发病机制尚不清楚, 目前

普遍认为免疫反应异常所导致的肠黏膜通透性

增加在其发病中起重要作用[1,2]. 已有的研究发现

IBD患者血清中促炎细胞因子水平显著增高[3,4], 
这可能是IBD发病的重要机制之一. TNF-α作为

重要的前炎性细胞因子之一, 在不同的体内、外

研究中均证实可以引起肠上皮细胞屏障通透性

增加[5-7], 抗TNF-α抗体可以恢复受损的肠上皮细

胞屏障功能[8], 但是TNF-α引起肠黏膜屏障通透

性增高的具体机制尚不清楚. 本研究利用Caco-2
细胞建立体外肠上皮细胞屏障模型, 观察TNF-α
对其通透性影响并探讨其可能的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 胎牛血清(四季青, 中国); 电阻仪ESR-
001(millipore, 日本); transwell(millipore, 日本); 罗
丹明-鬼笔环肽(invitrogen, 美国); Pnf-kb-luc(美
国芝加哥大学章坚教授馈赠); Lipofectamine 

2000(invitrogen, 美国); 其余分析试剂为国产或

进口分装. 
1.2 方法 
1.2.1 肠上皮细胞屏障模型的建立: Caco-2细胞

株, 来源于人大肠癌细胞. 应用含有200 mL/L胎
牛血清、10 g/L非必需氨基酸、10 g/L谷氨酰

胺和青霉素-链霉素双抗液的DMEM培养液, 将
Caco-2细胞在37 ℃、50 mL/L CO2条件下进行

培养, 3-4 d可基本融合. 将分化良好的Caco-2细
胞接种于Transwell板上(孔径1 μm, 有效膜面积

0.33 cm2), 接种密度为0.5×104/cm2, 隔天换液

(Transwell上层加入300 μL培养液, 下层加入1 
200 μL培养液), 倒置显微镜下观察细胞生长情

况. 约21 d后细胞形成紧密单层. 
1.2.2 分组: 待Caco-2细胞成紧密单层后, 无血清

培养24 h, 将其分为: 正常对照组(C组)和TNF-α
预处理组(TNF-α组). 根据TNF-α预处理时间又

分为3、6、12、24 h 4个亚组, 各亚组于其相

应的时间点在Transwell基底侧加入TNF-α 100 
μg/L分别孵育3、6、12、24 h. 
1.2.3 跨上皮细胞电阻(transepithelial electrical 
resistance, TEER)的测定: 参照文献方法应用电

阻仪测定各组Caco-2细胞的TEER[5]. 为保证数

值的准确性, 整个过程在恒定温度下(37 ℃)进
行, 每个Transwell均取不同方向的3个点, 重复

测定3次, 取均值乘以Transwell膜面积, 即为该

样品的TEER值, 以Ω·cm2示. 因为Transwell膜本

身也具有一定的TEER, 因此标准的TEER应将

样品的实测TEER值减去空白对照的TEER值. 
1.2.4 F-actin染色: 各组Coca-2细胞用PBS漂洗: 2 
min, 3次, 37 g/L多聚甲醛4 ℃孵育10 min, 冷PBS
漂洗2 min, 3次, 再用5 g/L Triton-x100于4 ℃孵

育15 min, 冷PBS漂洗: 2 min, 3次, 最后用2 kU/L
罗丹明-鬼笔环肽(Rhodamine-Phalloidin)室温避

光孵育1 h, PBS漂洗: 2 min, 3次. 染色结束后用

荧光倒置相差显微镜进行荧光镜检及拍照. 
1.2.5 NF-κB活性检测: 将Caco-2细胞以(1.5-2)×
105个/孔的密度接种到24孔板中, 隔天待其生长

融合至70%-80%时, 利用Lipofectamine 2000将
Pnf-κb-luc质粒转染入该细胞. 具体方法如下: 在
A、B两个eppendorf管中分别加入1 μg Pnf-κb-
luc质粒+serum free DMEM 至终体积50 μL每
孔; 1.5 μL lipofectamine 2000+48.5 μL serum free 
DMEM至终体积为每孔50 μL, 室温放置5 min, 
将A、B二者混合, 室温放置20-30 min后将混合

液缓慢而均匀地加到24孔板细胞液中, 每孔再

加入无血清DMEM 400 μL, 轻轻摇晃, 使DNA

■研发前沿
已有的资料显示
TNF-α可导致肠
上皮细胞通透性
改变, 但其具体的
损伤和调控机制
尚不明确. 而肠上
皮通透性增加是
I B D 的主要病理
改 变 之 一 ,  因 此
对这一问题的深
入研究有可能对
I B D 的治疗提供
新的思路.
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分布均匀, 37 ℃、50 mL/L CO2培养24 h后, 给每

孔更换500 μL正常的完全培养基. 按照1.2.2实
验分组方法, 分别于转染24、36、42、45 h后在

Transwell基底侧加入100 μg/LTNF-α, 继续孵育

至48 h收取细胞, 得到TNF-α 24、12、6、3四个

亚组. 每组取3个样品, 按荧光素酶活性检测试

剂操作指南及参考文献[9]提供的方法裂解、离

心, 取20 μL上清, 分别与100 μL荧光检测试剂混

合, 置TD-20/20荧光检测仪(Bio-Rad)中得到各

组的单光子仪读数, 进行统计学分析.
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计学

分析. 所有数据均以mean±SD表示, 采用配对t检
验或单因素方差分析(AVONA)的LSD方法对各

组间数据进行比较. 以P<0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 各组细胞的TEER TNF-α各亚组Caco-2细胞

TEER值均降低, 与C组比较统计学差异有显著

性(均P <0.05), 其中TNF-α 24 h亚组TEER降至最

低, 与C组及TNF-α 3、6、12 h亚组比较有显著

性差异(均P <0.05, 表1, 图1).
2.2 各组细胞NF-κB的活性 TNF-α 3、6、12 h组
NF-κB活性增高, 与C组比较统计学差异有显著

性(均P <0.05), 其中TNF-α 12 h亚组NF-κB活性

最高, 与C组及TNF-α 3、6、24 h亚组组比较有

显著性差异(均P <0.05, 表1).
2.3 各组细胞的F-actin改变 C组的F-actin主要分

布在细胞周边, 线条完整连续, 显示出典型的鹅

卵石样轮廓, 称为外周致密束. 细胞间连接紧密, 
未见明显缝隙形成. 核的周围也有少量分布, 形
成核骨架(图2A); TNF-α 3、6 h组细胞的F-actin
无明显改变(图2B, C); TNF-α 12 h组细胞外周致

密带边缘变得毛糙不规整, 细胞荧光染色减弱

(图2D), TNF-α 24 h组外周轮廓模糊难辨, 逐渐

出现锯齿样断裂, 趋于变细崩解消散(图2E).

3  讨论

肠黏膜屏障是机体重要的免疫防御屏障, 将机

体与肠道内的外源性物质隔离开, 避免病原微

生物侵袭和抗原分子对机体的损伤. 肠黏膜屏

障包括肠上皮细胞屏障、免疫屏障和微生物屏

障, 其中肠上皮细胞屏障是最重要的一道屏障, 
是肠黏膜具有选择性通透的基础. 已有的资料

显示TNF-α可导致肠上皮细胞通透性改变[5-7], 
但其具体的损伤和调控机制尚不明确. 而肠上

皮通透性增加是IBD的主要病理改变之一, 因此

对这一问题的深入研究有可能对IBD的治疗提

供新的思路. 
由跨膜蛋白、细胞骨架蛋白及胞质附着蛋

白组成的紧密连接在肠上皮细胞间隙顶端形成

渗透屏障, 调节水和电解质的极向运动, 防止大

分子物质经肠腔漏到周围组织中, 是肠上皮屏

障的重要结构基础. 其中肌动蛋白(actin)是细胞

骨架蛋白主要组成成分之一, 有单体型(G-actin)
和纤维多聚体型(F-actin)两种存在方式. F-actin
可通过与肌球蛋白和原肌球蛋白等组成不同的

微丝束类型, 调节细胞形态和细胞间连接, 参与

维持细胞的屏障功能. 已有研究表明, 内皮细胞

受到外界刺激, 如: LPS、TNF-α等作用时, 细胞

通过多种信号转导的途径介导肌动蛋白微丝发

生重组, 导致血管壁通透性增加[10]. F-actin的分

布变化与细胞的屏障功能改变密切相关. 
TEER是检测细胞屏障的指标[5], 其值越大

代表细胞的屏障功能越好. 本实验发现TNF-α损
伤Caco-2细胞屏障功能, 导致其通透性增加, 作
用24 h时细胞屏障功能最低; TNF-α预处理12 h
后Caco-2细胞actin发生重组, 24 h后重组程度加

重. 我们的结果与Schmitz等[5]在大肠上皮细胞株

HT-29/B6中的发现一致, 其指出TNF-α(100 μg/L)
可以降低TEER达81%, 并且冷冻蚀刻电镜显示

TJ组分减少, 提示TNF-α破坏肠上皮屏障功能是

通过改变TJ的结构和功能来实现的. Claude[11]进

表 1 各组细胞通透性及NF-κB活性 (mean±SD)

     
分组             TEER(Ω·cm2)     NF-κB活性

C组           198±2.5ce    460±49.5c

TNF-α组  

    3 h           156±1.5ace     945±35.1ace

    6 h           150±1.3ace                  1 326±65.8ace

    12 h           141±0.3ae                  3 623±204.0ae

    24 h           136±2.0ac    643±40.3c

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  TNF-α 12 h; eP<0.05 vs  TNF-α 

24 h.

图 1 TNF-α预处理不同时间致Caco-2细胞障通透性的变化.
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一步证明TJ的数量与TEER直接相关, 呈对数关

系, 更加支持我们的结论: TNF-α是通过actin重
组来破坏Caco-2细胞紧密连接的完整性进而增

加其通透性. 那么什么信号参与了上述上皮细胞

肌动蛋白微丝重组、通透性增加过程中的调控

呢？Amarro等[12,13]的研究认为活化的RhoA能够

通过激活Rho激酶调控其下游肌球蛋白轻链磷

酸化, 引起黏着斑和应力纤维形成, 调控F-actin
的重构. Adam等[14]指出豆蔻酸佛波酰乙酯-蛋白

激酶C通路, 调控F-actin细胞骨架重构, 引起内皮

细胞通透性增加. 虽然目前相关信号途径研究甚

多, 但具体调控机制尚不明确. NF-κB是一种重

要的细胞转录因子, 其活化可启动炎症相关基因

的转录. 有研究表明, NF-κB活化与TNF-α致肠上

皮细胞屏障功能损害密切相关[7], Banan等[15]的研

究认为NF-κB的激活在酒精致肠道黏膜屏障完

整性损害方面发挥作用, 并且该过程与F-actin解
聚密切相关. Puthenedam等[16]也指出NF-κB是上

皮细胞F-actin重构的重要调控分子. 以上提示, 
NF-κB活化是TNF-α致肠上皮细胞F-actin重构

的重要环节, 但对该问题的研究目前国内未见

相关报道. 
NF-κB荧光素酶报告基因检测是将反应元

件(κB基序)构建到报告基因(荧光素酶)上, 通过

荧光素酶分析试剂测定荧光素酶的活性来反映

与κB基序相互作用的NF-κB活性. 该法可较好

检测NF-κB反式激活能力, 与目前国内大多数学

者采用的EMSA法相比更为快速、灵敏[17-19]. 本
实验利用脂质体2000将含NF-κB启动子和荧光

素酶报告基因的质粒DNA转染入Caco-2细胞, 
结合荧光酶报道基因系统, 检测各组细胞的NF-
κB活性变化. 实验发现TNF-α作用3 h后Caco-2
细胞的NF-κB活性开始增高, 12 h达高峰. 提示, 
TNF-α致NF-κB活性增加与上皮细胞F-actin重
构、细胞屏障功能改变密切相关. 

总之, TNF-α可损伤肠黏膜屏障, 导致细胞

间通透性增加. 其中actin重组及NF-κB活化可能

是其重要机制. 对这个问题的进一步研究, 将有

助于对IBD发病机制的深入了解.

4      参考文献
1 Shih DQ, Targan SR. Immunopathogenesis of 

inflammatory bowel disease. World J Gastroenterol 
2008; 14: 390-400

2 Yamamoto-Furusho JK. Genetic factors associated 
with the development of inflammatory bowel 
disease. World J Gastroenterol 2007; 13: 5594-5597

3 Xia B, Crusius JBA, Meuwissen SGM, Pena 
AS. Inflammatory bowel disease: definition, 
epidemiology, etiologic aspects, and immunogenetic 
studies. World J Gastroenterol 1998; 4: 446-458

4 Rogler G, Andus T. Cytokines in inflammatory 
bowel disease. World J Surg 1998; 22: 382-389

5 Schmitz H, Fromm M, Bentzel CJ, Scholz P, Detjen 
K, Mankertz J, Bode H, Epple HJ, Riecken EO, 
Schulzke JD. Tumor necrosis factor-alpha (TNFalpha) 
regulates the epithelial barrier in the human 
intestinal cell line HT-29/B6. J Cell Sci 1999; 112 ( Pt 1): 
137-146

6 Ma TY, Boivin MA, Ye D, Pedram A, Said HM. 

■同行评价
本研究选题结合
临床 ,  设计合理 , 
结果对临床工作
有一定指导.

图 2 各组细胞的F-actin染色(×200). A: C组; B: TNF-α 3 h组; C: TNF-α 6 h组; D: TNF-α 12 h组; E: TNF-α 24 h组.

CBA

ED



www.wjgnet.com

946                               ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月28日    第18卷   第9期

Mechanism of TNF-{alpha} modulation of Caco-2 
intestinal epithelial tight junction barrier: role 
of myosin light-chain kinase protein expression. 
Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2005; 288: 
G422-G430

7 Ma TY, Iwamoto GK, Hoa NT, Akotia V, Pedram A, 
Boivin MA, Said HM. TNF-alpha-induced increase 
in intestinal epithelial tight junction permeability 
requires NF-kappa B activation. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol 2004; 286: G367-G376

8 Suenaert P, Bulteel V, Lemmens L, Noman M, 
Geypens B, Van Assche G, Geboes K, Ceuppens JL, 
Rutgeerts P. Anti-tumor necrosis factor treatment 
restores the gut barrier in Crohn's disease. Am J 
Gastroenterol 2002; 97: 2000-2004

9 Yang X, Sham JS, Ng MH, Tsao SW, Zhang D, 
Lowe SW, Cao L. LMP1 of Epstein-Barr virus 
induces proliferation of primary mouse embryonic 
fibroblasts and cooperatively transforms the cells 
with a p16-insensitive CDK4 oncogene. J Virol 2000; 
74: 883-891

10 Gao J, Zhao WX, Zhou LJ, Zeng BX, Yao SL, Liu 
D, Chen ZQ. Protective effects of propofol on 
lipopolysaccharide-activated endothelial cell barrier 
dysfunction. Inflamm Res 2006; 55: 385-392

11 Claude P. Morphological factors influencing 
transepithelial permeability: a model for the 
resistance of the zonula occludens. J Membr Biol 
1978; 39: 219-232

12 Amano M, Fukata Y, Kaibuchi K. Regulation and 
functions of Rho-associated kinase. Exp Cell Res 
2000; 261: 44-51

13 Amano M, Chihara K, Kimura K, Fukata Y, 
Nakamura N, Matsuura Y, Kaibuchi K. Formation 

of actin stress fibers and focal adhesions enhanced 
by Rho-kinase. Science 1997; 275: 1308-1311

14 Adam LP, Hathaway DR. Identification of mitogen-
activated protein kinase phosphorylation sequences in 
mammalian h-Caldesmon. FEBS Lett 1993; 322: 56-60

15 Banan A, Keshavarzian A, Zhang L, Shaikh M, 
Forsyth CB, Tang Y, Fields JZ. NF-kappaB activation 
as a key mechanism in ethanol-induced disruption 
of the F-actin cytoskeleton and monolayer barrier 
integrity in intestinal epithelium. Alcohol 2007; 41: 
447-460

16 Puthenedam M, Wil l iams PH, Lakshmi BS, 
Balakrishnan A. Modulation of tight junction 
barrier function by outer membrane proteins of 
enteropathogenic Escherichia coli: role of F-actin 
and junctional adhesion molecule-1. Cell Biol Int 
2007; 31: 836-844

17 Wickremasinghe MI, Thomas LH, Friedland JS. 
Pulmonary epithelial cells are a source of IL-8 in the 
response to Mycobacterium tuberculosis: essential 
role of IL-1 from infected monocytes in a NF-
kappa B-dependent network. J Immunol 1999; 163: 
3936-3947    

18 Fairchild KD, Singh IS, Patel S, Drysdale BE, 
Viscardi RM, Hester L, Lazusky HM, Hasday JD. 
Hypothermia prolongs activation of NF-kappaB and 
augments generation of inflammatory cytokines. Am 
J Physiol Cell Physiol 2004; 287: C422-C431

19 Saatian B, Zhao Y, He D, Georas SN, Watkins 
T, Spannhake EW, Natarajan V. Transcriptional 
regulation of lysophosphatidic acid-induced 
interleukin-8 expression and secretion by p38 
MAPK and JNK in human bronchial epithelial cells. 
Biochem J 2006; 393: 657-668

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

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》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.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年3月28日; 18(9): 947-949
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

食管测压指导Nissen胃底折叠术31例

蒋菁梅, 于 磊, 刘 晶, 白 伟, 杜彦丽

蒋菁梅, 于磊, 刘晶, 白伟, 杜彦丽, 首都医科大学附属北京
同仁医院胸外科 北京市 100730
作者贡献分布: 蒋菁梅负责具体数据收集, 论文撰写; 于磊帮助
指导工作和修改文章; 刘晶协调各项工作; 白伟与杜彦丽帮助收
集资料.
通讯作者: 于磊, 副主任医师, 100730, 北京市, 首都医科大学附
属北京同仁医院胸外科. yulei1118@sohu.com
收稿日期: 2009-11-08   修回日期: 2009-12-30
接受日期: 2010-01-04   在线出版日期: 2010-03-28

Value of intra- and 
postoperative manometry 
for Nissen fundoplication: an 
analysis of 31 cases

Jing-Mei Jiang, Lei Yu, Jing Liu, Wei Bai, Yan-Li Du

Jing-Mei Jiang, Lei Yu, Jing Liu, Wei Bai, Yan-Li Du, 
Department of Thoracic Surgery, Beijing Tongren Hospital, 
Capital University of Medical Sciences, Beijing 100730, 
China
Correspondence to: Lei Yu, Department of Thoracic Sur-
gery, Beijing Tongren Hospital, Capital University of Medi-
cal Sciences, Beijing 100730, China. yulei1118@sohu.com
Received: 2009-11-08    Revised: 2009-12-30 
Accepted: 2010-01-04    Published online: 2010-03-28

Abstract
AIM: To evaluate the value of measurement of 
lower esophageal sphincter pressure (LESP) and 
lower esophageal sphincter length (LESL) for 
Nissen fundoplication (NF).

METHODS: Thirty-one patients with sliding hia-
tus hernia who underwent transabdominal sur-
gery and intraoperative esophageal manometry 
from 2003 to 2007 were included. All the patients 
were followed up and subjected to manometry.

RESULTS: During the procedure, the technician 
generally manipulated the probe several times 
and made sure that LESP would rise by 10-12 
mmHg and LESL by 1.0-1.5 cm. During more 
than 2 years of follow-up, the effective rate was 
96.5%. Only one patient had acid reflux during 
24-h pH monitoring.

CONCLUSION: If intraoperative esophageal 
manometry is performed during antireflux op-
eration, side effects can be decreased to the least. 

Intraoperative manometry is useful in standard-
izing the tightness of the wrap in NF and in re-
ducing or avoiding the occurrence of complica-
tions.

Key Words: Fundoplication; Intraoperative esopha-
geal manometry; Outcome

Jiang JM, Yu L, Liu J, Bai W, Du YL. Value of intra- and 
postoperative manometry for Nissen fundoplication: an 
analysis of 31 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(9): 947-949

摘要
目的: 评价食管下括约肌压力(LESP)、食管
下括约肌总长度(LESL)在Nissen胃底折叠术
中的监测价值. 

方法: 2003-2007年利用食管测压指导短松式
Nissen手术治疗滑动型食管裂孔疝31例. 采
用台式高分辨八通道胃肠动力监测系统液
导法测定. 对患者术前、术中及术后LESP和
LESL、术后并发症、手术远期疗效等进行观
察记录. 

结果: 术中LESP较术前升高10-12 mmHg. 
LESL较术前长1-1.5 cm. 术后随访2年以上, 手
术有效率96.5%. 全组仅1例24 h pH监测有明
显酸反流, 但无症状.

结论: 通过抗反流手术加术中测压, 能够更准
确判断胃底折叠缝合的松紧程度, 有利于避免
或减少术后并发症.

关键词: 胃底折叠术; 术中测压; 术后疗效
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0  引言

近年来, 反流性食管炎、食管裂孔疝等食管下

段疾病的发病率呈上升趋势. 经药物治疗, 多数

患者症状得到缓解, 部分严重患者往往需要手

术治疗. 尤其近些年, 人们生活质量的提高和手
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■背景资料
食管裂孔疝发病
与食管下括约肌
压力和长度异常
有一定关系, 手术
治疗效果与胃底
折叠松紧程度以
及食管裂孔修补
情况有直接关系.

■同行评议者
李玉民, 教授, 兰
州大学第一医院
普外科



术微创化, 越来越多保守治疗效果不理想的患

者希望用手术的方式解除痛苦. 治疗这些疾病

的胃底折叠手术步骤并不繁琐, 但这些手术操

作过程中胃底折叠松紧程度很难精确掌握, 往
往引起一定的术后并发症[1-3]. 其常见并发症有

反流性食管炎、术后吞咽困难、食管黏膜穿

孔、食管下段黏膜憩室和食管裂孔疝等, 其中

术后反流性食管炎和吞咽困难最常见, 且发生

率较高. 为更好解决这些技术难点, 我科经过长

期摸索, 将食管测压应用到手术中, 制定食管下

段良性疾病手术中食管下括约肌压力和长度监

测标准, 以改进手术技术, 保证手术效果, 减少

术后并发症. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-2007年我科利用术中食管测压指

导短松式Nissen手术治疗滑动型食管裂孔疝31
例(13例为腹腔镜手术, 18例为上腹正中切口), 
其中男17例, 女14例; 年龄31-73(中位年龄47)岁, 
术前病程6 mo-9年. 此组患者均经内科正规治疗

6-12 mo, 效果不佳后选择手术治疗. 患者术前均

有程度不同的胃食管反流症状, 经X线对比剂造

影及胃镜诊断, 并通过24 h pH监测、食管测压

对胃食管反流症状进行定性定量分析诊断和术

前病情评估, 以协助明确食管裂孔疝的大小、

酸反流的程度、食管黏膜的损害程度、食管下

括约肌功能及食管体蠕动功能等. 用便携式24 h 
pH自动记录仪(Digitrapper MK Ⅲ型, 瑞典)在常

态下作24 h食管内pH监测. 检查前停用抑酸药

物. 此研究得到首都医科大学附属北京同仁医

院科教处的同意, 患者在术前知情术后可能的

危险, 并在知情同意书上签字.
1.2 方法 
1 .2 .1  术中食管测压 :  采用台式高分辨八通

道胃肠动力监测系统(PC Polygraf HR, CTD 
Synectics, 瑞典)液导法测定. 导管外径3.5 mm, 
内径0.8 mm, 管长190 cm, 末端封闭, 并分别在

距末端3、6、9、12 cm每隔90度处有1小孔, 孔
径0.5 mm, 水灌注速度为0.5 mL/min. 检查前禁

食4 h. 检查时患者平卧位, 压力换能器置于腋

中线水平, 赶净导管内气泡, 定标后将导管由鼻

腔插入直至第4个通道到达胃内, 用缓慢定点牵

拉法将导管从胃内向外每隔0.5 cm拨出1次, 电
脑连续记录每一通道的压力变化. 采用定点牵

拉法分别检测受检者食管下括约肌压力(lower 
esophageal sphincter pressure, LESP)、食管下括
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约肌总长度(lower esophageal sphincter length, 
LESL). 

术前晨起放置测压管 ,  术中开腹后测量

LESP和LESL. 在胃底折叠360度之后再次测量,  
LESP出现明显升高. 之后, 依据测压结果调整胃

底折叠的程度. 一般情况下, 术中LESP较术前升

高10-12 mmHg. 最后通过确定第二针位置调节

LESL. LESL较术前长1-1.5 cm. 
1.2.2 术后注意事项: 术后避免有可能引起腹压

升高因素, 保持合理体质量, 适当进行功能锻炼. 
停止吸烟和酗酒. 术后一段时期内应用抑酸药

物, 直至术后1-2 mo复查胃镜和24 h食管pH监测

后, 根据对胃食管反流控制的程度不同决定是

否继续服药. 
1.2.3 术后随访: 对患者术后症状、体征、手术

方式、术后并发症、手术远期疗效等进行了记

录. 然后, 通过患者复查电话追踪及通信等进行

随访.

2  结果

术后2 wk复查食管测压. 术后LESP较术中降低

10%-15%, 术后LESP基本稳定在15-22 mmHg; 
术后1-2 mo和2年复查胃镜、食管测压和24 h食
管pH监测, 对胃底折叠手术手术效果进行定性

定量分析, 同时对食管下括约肌功能和食管体

收缩功能的变化进行判定. 
术后随访2年以上, 随访到的28例患者, 随

访率90.3%, 随访期26-46 mo. 随访患者中优26例
(93%); 良1例(3.5%, 此患者24 h pH监测显示有

酸反流, 但无明显临床症状); 欠佳1例(3.5%, 自
诉有轻度吞咽不适); 差0例. 手术有效率96.5%. 
X线造影和胃镜下未见食管下段狭窄和复发, 1
例患者自诉有轻度吞咽不适, 1例24 h pH监测显

示有酸反流, 但无明显临床症状.

3  讨论

一直以来术者手术中基本上凭借经验判断胃底

折叠缝合以及食管裂孔修补的松紧程度, 这往

往是不够的, 不能完全避免术后反流和吞咽困

难等并发症的发生. 有学者为解决此问题, 术中

应用46-50 F Maloney探条或宫颈探条, 以防止

胃底折叠缝合过紧而造成术后患者吞咽困难的, 
但效果并不理想. 

我院采用短松式Nissen手术中加食管测压

治疗滑动型食管裂孔疝31例, 即置食管内的测

压装置, 手术中根据LESP、LESL的监测结果[4], 

www.wjgnet.com

■研发前沿
一直以来术者手
术中基本上凭借
经验判断胃底折
叠缝合以及食管
裂孔修补的松紧
程度, 这往往是不
够的, 不能完全避
免术后反流和吞
咽困难等并发症
的发生.

■创新盘点
经过长期摸索, 本
课题组先后将术
中食管测压应用
于抗反流手术和
食管裂孔疝修补
术, 取得非常理想
疗效, 保证了手术
效果, 减少了术后
并发症.



蒋菁梅, 等. 食管测压指导Nissen胃底折叠术31例                   949

www.wjgnet.com

决定胃底折叠缝合的松紧程度. 国外曾有人将

此项技术应用于贲门失迟缓症中, 通过测定食

管下括约肌压力的变化, 判断食管贲门肌层切

开的程度[5-8]. 在抗反流手术中也有报道, 主要在

Hill手术和Collis手术中食管内测压, 确定缝合缩

窄的程度. 但在这些手术中却忽视LESL监测的

重要性[9,10]. 
我们采用台式高分辨八通道胃肠动力监

测系统液导法测定, 抗反流手术中在调节LESP
同时要考虑LESL. 通过术中监测LESP和LESL, 
术中评估胃底折叠程度. 而术后通过对短松式

Nissen手术后LESP、LESL的检测和术后随访, 
为提高短松式Nissen手术技术提供了有用的反

馈信息. 本组手术有效率96.5%, 仅1例24 h pH
监测显示有酸反流, 但无明显临床症状. 较之以

往我们报道的典型Nissen手术的14.3%和短松式

Nissen手术的11.7%有改善[11]. 
国外研究中有术中LESP低于18.2 mmHg患

者病情复发的报道. 本研究术中测压组中5例患

者术中LESP低于此数值, 未复发, 唯一1例术后

24 h pH监测显示酸反流的患者为术中LESP最低

的15.2 mmHg, 但此患者未出现明显术后反酸、

恶心或吞咽困难; 术中LESP最高达到什么程度

术后能出现吞咽困难, 尚无确切标准. 在一国外

研究中2例患者尽管术中LESP不是最高的, 但术

后仍出现吞咽困难, 他们认为更重要的是此2例
患者术中LESP分别是术前的7.5和8.2倍, 这明显

大于非吞咽困难患者术中LESP的升高(2.0-4.6
倍)[12]. 所以, 在本研究手术中胃底折叠时LESP
较术前升高10-12 mmHg, 术后LESP基本稳定在

15-22 mmHg, 以此避免因LESP过度升高引起术

后吞咽困难的可能. 
总之, 在Nissen手术基础上加术中食管测压, 

根据术中所测LESP、LESL, 判断胃折叠缝合的

松紧程度, 将更有利于保证手术效果, 减少术后

并发症.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of duodenoscopic 
treatment for benign extrahepatic biliary 
stricture.

METHODS: The clinical data for 29 patients, 
who were hospitalized due to obstructive jaun-
dice and diagnosed as benign extrahepatic bili-
ary stricture based on computed tomography 
(CT) or magnetic resonance imaging (MRI) find-
ings, laboratory test results and medical history, 
were analyzed retrospectively. Extrahepatic bili-
ary strictures were graded from type 1 to type 
3 according to the Bismuth classification. The 
efficacy of endoscopic sphincterotomy (EST) or 
endoscopic retrograde biliary drainage (ERBD) 
in these patients was evaluated. 

RESULTS: Twenty-nine patients underwent 
EST or ERBD, and the response rate was 96.55%. 

Of 28 patients followed up, 4 were cured after 
EST and showed no recurrence, and 24 under-
went ERBD, of which 8 showed recurrence in 
half a year, 8 developed biliary restenosis (of 
which 4 had chronic pancreatitis, and 2 under-
went previous resection of the gallbladder), and 
8 showed a good response (of which 5 under-
went placement of a single stent). 

CONCLUSION: Duodenoscopic treatment of be-
nign extrahepatic biliary stricture is safe and ef-
fective. The efficacy of duodenoscopic treatment 
for benign extrahepatic biliary stricture is associ-
ated with the cause and site of strictures. Long-
term placement of multiple stents can reduce the 
occurrence of biliary restenosis after surgery. 

Key Words: Benign extrahepatic biliary stricture; 
Duodenoscopic treatment; Obstructive jaundice; 
Endoscopic retrograde biliary drainage

Gong AX, Ma J, Ge LM, Leng J, Guo SB, Sun K, Sun Y. 
Duodenoscopic treatment of benign extrahepatic biliary 
stricture: an analysis of 29 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(9): 950-953

摘要
目的: 探讨内镜在肝外胆管良性狭窄治疗中
的作用. 

方法: 回顾性分析29例因梗阻性黄疸入院, 均
经CT或MRI及实验室检查及其病史确诊为胆
管良性狭窄患者临床资料. 将肝外胆管狭窄
分类比照Bismuth标准分为3型, 并评价患者行
十二指肠镜乳头肌切开术(EST)或行胆管内支
架引流术(ERBD)的治疗效果. 

结果: 29例患者经EST或ERBD治疗, 有效率为
96.55%. 随访患者28例, 其中行EST治疗4例, 
均未复发;放置ERBD 24例, 8例 6 mo内复发、

8例再狭窄患者中4例为慢性胰腺炎, 2例为有
胆囊切除史者, 占该组11.11%(2/18); 其余8例
中5例为单支架置入者.

结论: 肝外胆管良性狭窄的内镜下治疗安全
有效, 其治疗效果与狭窄的病因和部位有关; 

®

■背景资料
一直以来, 外科手
术被认为是主要
的治疗手段, 近年
来随着内镜下逆
行胰胆管造影技
术的日趋完善及
配件开发水平的
日益提高, 使内镜
下治疗成为一个
有效选择.

■同行评议者
陈积圣, 教授, 中
山大学孙逸仙纪
念医院肝胆外科



宫爱霞, 等. 内镜治疗肝外胆管良性狭窄29例                                                          951

www.wjgnet.com

狭窄部位长时间、多支架置入, 可以减少术后
再狭窄率.

关键词: 肝外胆管良性狭窄; 内镜治疗; 梗阻性黄

疸; 胆管内支架引流术
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0  引言

肝外胆管良性狭窄在胆道疾病中比较常见, 其
病因相对广泛. 该病的治疗, 对外科医生和内

镜医生都是一个挑战. 一直以来, 外科手术被

认为是主要的治疗手段, 近年来随着内镜下逆

行胰胆管造影(endoscopic retrograde cholangio 
pancreatography, ERCP)技术的日趋完善及配件

开发水平的日益提高, 使内镜下治疗成为一个

有效选择. 现将我院2005-03/2008-02肝外胆管

良性狭窄29例患者的治疗情况进行回顾性分析, 
以探讨内镜在肝外胆管良性狭窄治疗中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组患者29例, 男12例, 女17例, 年龄

26-75(平均60.2)岁; 所有患者均因梗阻性黄疸入

院, 其中10例伴发热、8例伴腹痛; 有胆囊切除史

18例、慢性胰腺炎7例、硬化性胆管炎1例、先

天性胆总管囊肿1例, 2例原因不明, 反复黄疸发

作; 所有患者行CT或MRI影像学检查, 结合实验

室及其病史, 均诊断为胆管良性狭窄.
1.2 方法 
1.2.1 狭窄分类比照Bismuth标准: 对肝外胆管狭

窄分为3型: Ⅰ型: 距肝总管起始部向远端>2 cm; 
Ⅱ型: 距肝总管起始部向远端<2 cm. Ⅲ型: 左右

肝管汇合部[1]. 
1.2.2 术式选择及手术步骤: 29例患者均按ERCP
常规准备, 采用PANTEX3840型十二指肠镜, 
BOSTON切开刀、7 Fr、8.5 Fr胆道内引流管、

0.35 mm及0.25 mm黄斑马导丝及逐级扩张探

条(6-9 Fr); 常规方法进行选择性胆管内插管造

影, 根据狭窄部位及长度行经十二指肠镜乳头

肌切开术(endoscopic sphincterotomy, EST)或行

胆管内支架引流术(endoscopic retrograde biliary 
drainage, ERBD)治疗. 对Ⅰ型狭窄, 狭窄位于胆

总管末端, 长度<1.0 cm者, 选择EST治疗; 其余

狭窄类型选择ERBD治疗; 留置ERBD管之前, 均
行探条逐级扩张, 根据扩张的直径大小及难易

程度选择内引流管的直径及根数. 
1.2.3 术后处理: 应用广谱抗生素2 d, 术后6、24 
h查血淀粉酶, 如果淀粉酶升高, 予抑酸药及抑

制胰腺分泌的药物, 定期复查血淀粉酶, 直至正

常为止, 并注意观察有无发热、腹痛、黄疸加

重等情况. 
1.2.4 术后随访: 术后1 wk观察患者黄疸改善情

况. 对1 wk内黄疸下降50%以上, 无其他临床伴

随症状者, 门诊随诊, 每3 mo复查肝脏生化学指

标; 1 wk内黄疸下降低于50%, 无其他临床伴随

症状者, 15 d后复查肝脏生化学指标, 如黄疸继

续下降, 以后每3 mo复查; 1 wk内黄疸下降不明

显或伴有胆管炎表现者, 拔除内引流管. 
1.2.5 支架更换: 如出现梗阻征象, 随时更换内引

流管; 无梗阻征象者, 勿需更换, 12 mo后拔除内

引流管.

2  结果

2.1 狭窄分类 29例患者中, 7例Ⅰ型狭窄、21例
Ⅱ型狭窄、1例Ⅲ型狭窄, 为硬化性胆管炎患者. 
2.2 手术及支架更换 所有患者中4例行EST治疗, 
25例行ERBD治疗. 25例ERBD治疗中, 10例患者

放置2根7 Fr内引流管, 15例放置1根8.5 Fr或7 Fr
内引流管; 仅1例硬化性胆管炎患者因黄疸下降

不明显, 并出现发热、白细胞升高, 术后1 wk拔
除内引流管; 10例勿需更换内引流管直至12 mo
后拔除, 均为置入双支架者; 14例单支架置入者, 
平均内引流通畅期4.2 mo, 至12mo拔管时每例

需更换内支架2.3个. 
2.3 随访结果 28例患者至今随访时间为10-30 
mo, 4例行EST治疗者均未见复发, 24例放置

ERBD者, 8例半年内再发梗阻性黄疸, 再次置入

ERBD管; 8例再狭窄患者中4例为慢性胰腺炎, 
占慢性胰腺炎57.14%(4/7), 2例为有胆囊切除史

者, 占该组11.11%(2/18); 其余8例中5例为单支

架置入者. 本组29例患者术后1例发生胆管炎、

1例发生术后胰腺炎、2例出现高淀粉酶血症, 
均经内科治疗痊愈.

3  讨论

肝外胆管良性狭窄可由多种病因所致, 如: 手术

后损伤、吻合口狭窄及慢性胰腺炎等, 少见病

因则有Mirizzi综合征、寄生虫感染、血管畸形

等[2]. 一项回顾性研究在分析了1992-1999年间

160万行胆囊切除术的患者后, 发现其胆管狭窄

的发生率在0.5%左右[3]. Kassab等[4]报道开腹胆

■研发前沿
肝外胆管良性狭
窄在胆道疾病中
比较常见, 其病因
相对广泛. 该病的
治疗, 对外科医生
和内镜医生都是
一个挑战.



www.wjgnet.com

952                               ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年3月28日    第18卷   第9期

囊切除术后胆管狭窄发生率为0.2%-0.5%, 腹腔

镜胆囊切除术后胆管狭窄的发生率为0%-2.7%. 
尽管腹腔镜切除率在增加, 但胆管狭窄的发生

率并未下降. 本组患者有胆囊切除史18例, 占
62.10%, 其次为慢性胰腺炎占21.14%, 也是目前

临床最常见的两大病因. 
良性胆管狭窄的诊断对于胆囊切除术后的

患者, 往往仅凭临床症状及实验室的证据, 就可

诊断. 但对于病情复杂或没有相关手术史的患

者, 如慢性胰腺炎, 诊断良性狭窄则较为复杂, 
临床多采用CT、核磁共振(MRI)、ERCP结合临

床症状及病程演变做出诊断. 狭窄部位的胆道

细胞刷刷检, 对恶性胆道狭窄的诊断有良好效

果, 特异性达100%, 敏感性达60%左右[5,6]. 近年

来Siddiqui等[7]采用液基细胞学方法诊断恶性胆

管狭窄, 其敏感性可达77%. 但细胞学检查仅限

于鉴别诊断恶性胆道狭窄, 对于刷检阴性的病

例仍不能做出良性胆道狭窄的诊断. 本组7例慢

性胰腺炎, 仅2例行胆道刷检, 结果为阴性, 最终

所有病例仍依靠临床及影像学做出诊断. 
目前, 对于良性胆管狭窄的治疗包括外科

手术治疗和内镜下治疗. 内镜下治疗主要包括

EST、狭窄球囊扩张、内支架置入等方法. 而最

为常用的为内支架置入术, 近年来多支架的置

入术取得了可喜的效果[8]. 
从狭窄部位看, 越接近乳头侧狭窄, 治疗

效果越好, 尤其接近乳头侧、狭窄长度<1.0 cm
者, EST治疗疗效良好. 本组4例该类型狭窄, 经
EST治疗后, 无1例复发; 1例BismuthⅢ型狭窄

支架治疗失败. 而本组96.55%(28/29)为Bismuth
Ⅰ、Ⅱ型患者, 内镜治疗的有效率100%, 复发率

28.57%(8/28). 
从狭窄的病因看, 有胆囊切除史者所致狭

窄内镜治疗效果优于慢性胰腺炎者. 慢性胰腺

炎约占良性胆道狭窄的10%, 内镜治疗结果令人

失望, 最近Sakai等[9]报道慢性胰腺炎造成的胆管

狭窄患者的内镜支架治疗成功率只有7.7%. 本
组患者置入ERBD管一年后拔除ERBD管, 慢性

胰腺炎再狭窄率达57.14%, 而手术损伤组仅为

11.11%. 
对ERBD管治疗良性肝外狭窄者, 究竟需要

保留多久、多长时间换管至今无统一标准. 多
数研究认为, 需保留12 mo, 至少也需6 mo, 通常

3-6 mo应更换ERBD管. 有学者研究发现, 如果12 
mo中未更换ERBD管, 发生阻塞导致黄疸或胆管

炎的比例可高达70%[10], 但是也有学者认为, 只

要不出现梗阻症状, ERBD管可以不用更换[11]. 
为了尽量减少ERBD术后再狭窄的发生率, 本组

病例ERBD管留置时间均为12 mo. 从目前我国

国情及减少患者经济负担角度考虑, 只有在患

者出现再梗阻征象时, 我们才考虑更换ERBD管, 
此举并未引发病情加重, 且更换ERBD管后, 梗
阻很快缓解. 

对本组资料的回顾性分析发现, 双支架置

入和单支架置入在支架通畅期及内镜治疗后再

狭窄方面有明显差异. 双支架置入者留置12 mo
内, 无1例发生再梗阻, 而单支架置入者无论7 Fr
或8.5 Fr均出现再梗阻, 需多次更换支架, 平均更

换2.3根. 有研究证明, 单根支架治疗良性胆管狭

窄的术后再狭窄率和手术无明显差异. 尤其是

慢性胰腺炎所致胆管狭窄, 支架取出后的再狭

窄率高达72%-90%[12], 本组资料也表明, 慢性胰

腺炎内镜治疗后再狭窄率较高. 而一些学者通

过临床研究发现, 在胆管狭窄处放置多个支架

可以大大减少再狭窄率[13,14]. 近年来随着金属支

架和可吸收生物支架的开发和应用, 一些学者

正在研究其用于治疗胆道良性狭窄患者的可能

性, 以降低再狭窄的发生率[8,15]. 
总之, 我们认为, 肝外胆管良性狭窄的内镜

下治疗安全有效, 且其侵袭性低、耐受性好、可

重复性强, 应成为治疗肝外胆管良性狭窄的重要

手段; 内镜的治疗效果与狭窄病因和部位有关; 
狭窄部位长时间、多支架的置入, 可以减少术后

再狭窄率. 但对不同部位、病因的肝外胆管良性

狭窄, 究竟应放置几根支架、多长时间为宜, 还
应做细致分类、大样本临床观察研究.
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■同行评价
本研究选题良好, 
方法先进, 有较好
的临床参考价值.
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Abstract
AIM: To describe the clinical and pathological 
features of angiosarcoma of the rectum and to 
explore the differential diagnosis, treatment and 
prognosis of the disease.

METHODS: The typical histomorphological 
features of angiosarcoma of the rectum were ob-
served under a light microscope. The diagnosis 
was confirmed by immunohistochemistry. Con-
sidering that angiosarcoma involving the rectum 
is quite rare, we reviewed the related literature 
and gave a detailed description of the disease. 

RESULTS: Swelling of the lymph nodes was the 
first clinical manifestation of angiosarcoma of 
the rectum. Postoperative examination showed 
that it was a grey-brown nodular tumor in the 
rectum. The characteristic histological appear-
ance of the lesions featuring angiosarcoma of the 
rectum was irregular neoplastic vascular chan-
nels that intercommunicate with each other in 
a sinusoidal fashion. Angiosarcoma cells were 
immunohistochemically positive for CD31 and 

vimentin. 

CONCLUSION: Angiosarcinoma of the rectum 
is a rare type of malignant tumor with very poor 
prognosis and high metastatic rate. It should be 
differentiated from melanoma or carcinoma in-
volving the same region. 

Key Words: Angiosarcoma; Gastrointestinal tract; 
Pathology; Differential diagnosis; Immunohisto-
chemistry

Feng XD, Zhang HK. Clinical and pathological features 
of angiosarcoma of the rectum: a report of one case. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(9): 954-957

摘要
目的: 探讨胃肠道血管肉瘤的临床病理特征
及鉴别诊断及治疗预后.

方法: 在光学显微镜下对直肠血管肉瘤进行
组织形态学观察, 并借助免疫组织化学进一步
对血管肉瘤的特点进行分析. 由于累及直肠的
血管肉瘤极为罕见, 本研究对相关的文献资料
进行回顾分析与总结. 

结果: 累及直肠的血管肉瘤可以首先累及外
膜或者先侵犯直肠黏膜. 大体上为灰褐色结节
状, 伴有广泛的出血坏死, 切面呈多彩状; 显
微镜下组织学表现为肿瘤细胞弥漫分布, 形成
大小不等互相吻合的管腔, 免疫组织化学显示
瘤细胞表达CD31和Vimentin等血管和间叶分
化. 肿瘤高度恶行. 本例患者术后5 mo死亡.

结论: 血管肉瘤, 特别是深部软组织及胃肠道
的血管肉瘤, 具有高度侵袭性并且快速转移, 
预后很差. 在临床病理实践中, 必须首先与常
见的发生于该部位恶性肿瘤如癌, 恶性黑色素
瘤鉴别.

关键词: 血管肉瘤; 胃肠道; 病理学; 鉴别诊断; 免疫

组织化学

冯向东, 张红凯. 直肠血管肉瘤1例. 世界华人消化杂志  2010; 

18(9): 954-957
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■背景资料
胃肠道血管肉瘤
是一种极为少见
的 肿 瘤 ,  直 结 肠
血管肉瘤更为罕
见 ,  临 床 表 现 无
特 异 性 .  一 般 发
现时临床易误诊
为 癌 .  在 病 理 检
查过程中当镜下
形态呈上皮样时
也易与低分化癌
及恶性黑色素瘤
混 淆 .  本 文 旨 在
探讨胃肠道上皮
样血管肉瘤的临
床病理学特点及
鉴别诊断要点.

■同行评议者
刘占举, 教授, 同济
大学附属第十人
民医院胃肠内科
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0  引言

血管肉瘤是一种来自血管内皮细胞的特殊的恶

性肿瘤, 占所有肉瘤的比例不足1%, 而且大多发

生于皮肤及深部软组织[1,2]. 胃肠道原发性及转

移性血管肉瘤非常罕见, 表现为上皮样的形态

并且常是多中心性, 应与低分化癌、上皮样血

管内皮瘤、恶性黑色素瘤及上皮样肉瘤等鉴别. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者1例, 男, 44岁, 因左腹股沟淋巴结肿

大1 wk入院. 查体: 双侧腹股沟触及多个肿大淋

巴结, 左侧大者1.5 cm×1 cm, 边界清, 质硬, 活动

性差; 实验室检查: Hb 5 g/dL. 取左腹股沟淋巴结

活检, 诊断为恶性肿瘤, 考虑为转移性; 腹部增强

CT检查: 直肠中段可见不规则软组织肿块影, 大
小4 cm×4.1 cm, 向腔外生长明显, 与骶骨前软

组织分界不清, 腹、盆腔内多发肿大淋巴结; 肛
门指诊: 距肛门8 cm, 左侧11-12点之间位置可触

及一直肠壁外肿物, 质软, 活动度差, 指套无染

血; 结肠镜检查: 直肠结肠黏膜光滑, 无充血糜

烂、溃疡及异常隆起, 血管影清晰, 直肠距肛门

8-10 cm黏膜轻度水肿. 结合盆腔CT、结肠镜检

查, 考虑: 淋巴瘤、平滑肌肉瘤、直肠癌, 遂行直

肠切除术、肠粘连松解术, 术中见肿物距肛门约

6 cm, 生长于直肠右后壁, 大小约5 cm×5 cm×4 
cm, 表面血供丰富, 肿瘤内密布血窦样组织, 似海

绵状, 含部分坏死组织. 患者术后行CHOP方案化

疗, 5 mo后死亡. 所用抗体: CD31、CD34、AE1/
AE3、Vimentin、EMA、CK7、CK20、SMA、

HMB45、S100、Lysozyme及Ki67均由北京中杉

公司提供.
1.2 方法 标本采用100 mL/L甲醛固定, 常规石蜡

包埋切片, HE染色, 光学显微镜下进行形态学观

察. 按操作说明书上进行SP法免疫组织化学染

色检测肿瘤细胞的特异性抗原表达. 最后进行

相关文献综述阐述累及直肠血管肉瘤这一罕见

疾病的临床病理学特点. 

2  结果

2.1 大体观察 切除直肠一段, 长7 cm, 周径6 cm, 
黏膜面光滑, 肌壁结构正常, 外膜内见1灰褐色

肿物约3 cm×2 cm×2 cm, 切面灰褐色、质软, 
略呈海绵状. 文献中累及胃肠道的血管肉瘤大

部分呈黏膜溃疡, 或呈结节状, 可多发或者单发. 
临床诊断均首先考虑为直肠癌. 
2.2 镜下观察 瘤细胞丰富, 部分弥漫增生成片

状, 部分形成形状不规则, 大小不等互相吻合的

管腔, 腔内可见红细胞(图1A, B). 部分瘤细胞大, 
呈上皮样特征, 圆形、卵圆形或多边形, 胞质丰

富, 淡染嗜酸; 核大小不一, 呈空泡状, 圆形或卵

圆形, 偏位或居中, 可见多核和巨核细胞; 核仁

明显, 可见>2个的嗜酸或嗜碱性核仁, 并见较多

奇异型核分裂, 个别瘤细胞胞质内可见小空泡

形成, 偶见红细胞(图1C).
2.3 免疫表型 瘤细胞表达CD31、Vimentin, 对
C D34、A E1/A E3、E M A、C K7、C K20、
SMA、HMB45、S100、Lysozyme不表达, Ki67
指数约5%(图2).

3  讨论

血管肉瘤是一种来自血管内皮细胞的特殊的恶

性肿瘤, 最常见的部位是皮肤及软组织, 也可以

发生在腹腔内的脏器如肝、脾, 很少发生于胃

肠道. 发生在胃肠道的血管肉瘤一般多发于胃

及小肠[1,3-7], 结直肠的血管肉瘤非常罕见, 1990
年Smith等报道1例结肠的血管肉瘤, 至今文献报

道不足百例[2,8]. 
胃肠道的血管肉瘤多表现为胃肠道出血及

贫血, 这种非特异性的表现通常会延误诊断, 临
床均首先考虑为胃肠道常见的癌而对患者进行

手术切除. 显微镜下多表现也常为上皮样的形

态并且常是多中心性[4]. 当肿瘤呈现上皮样结构

时, 血管分化特征不明显, 而且免疫组织化学CK
可以弥漫阳性, 容易与转移性或原发性癌混淆. 
临床上常要借助免疫组织化学显示血管标志物, 
通常CD31、CD34、FⅧ阳性, 以及CK20及S100
阴性而与癌和恶性黑色素瘤进行正确鉴别. 血
管肉瘤的侵袭性很强, 因此正确的诊断和治疗

非常重要. 
累及胃肠道的血管肉瘤患者发病年龄从

16-86岁, 中位年龄65.5岁, 女性略多于男性, 无
特异性临床表现 ,  可表现为恶心、呕吐、腹

痛、胃肠出血病史及贫血. 本例患者有贫血病

史, 并出现左腹股沟淋巴结肿物, 经CT检查发现

直肠壁外肿物, 其他脏器未发现病变, 考虑直肠

肿物为原发性. 血管肉瘤与长期接触放射线、

氯乙烯有关, 可发生于以前化疗、放疗部位, 也
可发生在长期滞留的异物周围、动静脉瘘周围, 
本例未发现与此有关的病史[7-13]. 巨检肿瘤单发

或多发, 体积1-2.8 cm, 病损为红色息肉状黏膜

病变、平坦的黏膜溃疡或是浆膜面出血性软组

织肿块[14]. 光镜下其形态与发生在其他部位的

■相关报道
Grewal等认为当
血管肉瘤累及胃
肠道及深部软组
织时, 表现为上皮
样的形态并且常
是多中心性.
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相似, 但多表现为上皮样的形态. 上皮样血管肉

瘤是20世纪80年代以来被逐渐认识的一种肿瘤, 
以具有明显的上皮样血管内皮细胞为特点, 最
早于1982由Enzinger和Weiss首先描述[15]. 瘤细胞

呈上皮样, 圆形、梭形或多边形, 胞质丰富, 淡
染嗜酸, 胞核较大, 圆形或卵圆形, 多呈空泡状, 
可见多核和巨核细胞, 核仁明显, 病理性核分裂

相较多, 部分瘤细胞胞质内可见空泡, 即胞质内

管腔, 管腔内可见红细胞, 偶尔形成假腺样或腺

泡样结构[1]. 大多数瘤组织内可见互相吻合的不

规则血管腔, 管壁内衬非典型血管内皮细胞. 免
疫组织化学是常用的辅助诊断手段, FVIIIAg是
一种特异的诊断血管肉瘤的标志, 但敏感性较

差; Vimentin和其他血管标志物如CD31、CD34
和UEA-1也可为阳性, UEA-1敏感性好, 但特异

性差, CD31的敏感性优于FVIIIAg, 特异性优于

UEA-1. 上述标志常常联合使用, 以提高诊断的

精准性. 上皮标志物如Keratin和EMA一般为阴

性, 但当瘤细胞呈上皮样时, AE1/AE3、EMA、

CK7、CK19、CK8也可以阳性[1,5]. 此时应与低

分化癌、上皮样血管内皮瘤、恶性黑色素瘤、

上皮样肉瘤等鉴别. 上皮样血管内皮瘤以黏液

样基质中见圆形或梭形嗜酸性内皮细胞形成索

状和实性巢状结构, 瘤细胞不典型增生不明显, 
核分裂相和出血坏死较少或无, 生物学行为介

于良、恶性肿瘤之间; 恶性黑色素瘤形态多样, 
有时与血管肉瘤形态相似, 但常排列呈巢状, 无
明显血管形成区, 常有黑色素, HMB45及S100阳
性, 上皮标志物阴性可与上皮样血管肉瘤鉴别; 
低分化癌有时可形成假肉瘤样形态, 具有自由

交通的血管腔, 亦表达CK、Vimentin但不表达

CD31、CD34. 
胃肠道血管肉瘤的首选治疗是外科手术, 术

后辅以放疗或化疗, 但由于其浸润性及多灶性, 
完整的手术切除一般不太可能, 且剩余病灶对

放化疗不敏感, 所以预后很差, 患者均于诊断后1 
wk到3年内死亡[1,16]. 1998年, Meis-Kindblom研究

了80例软组织的血管肉瘤, 发现患者年龄大、

肿瘤发生于腹膜后、肿瘤体积大以及Ki67指数

>10%预后不好[3]. 2004年, Kimberly等报道了19
例累及胃肠道的血管肉瘤, 发现完整的外科切

除是与预后有关的唯一因素[1]. 本例于术后5 mo
死亡. 早期诊断及早期手术可以提高患者的生

■应用要点
本 研 究 提 示 ,  在
上皮样血管肉瘤
与低分化癌及恶
性黑色素瘤形态
学 检 查 鉴 别 困
难 时 ,  可 联 合 应
用 免 疫 标 志 物
CD31、CD34 、
HMB45、S100、
CK、Vimentin相
鉴别, 以提高对上
皮样血管肉瘤的
诊断率.

图 1 镜检结果(HE×100). A: 瘤细胞丰富, 弥漫增生成片状; 

B: 瘤细胞形成互相吻合的管腔, 腔内可见红细胞; C: 可见多

核和巨核细胞, 核仁明显, 个别瘤细胞胞质内可见红细胞.

A

B

C
图 2 免疫表型检测(×100). A: CD31呈阳性表达; B: Vimentin

呈阳性表达.

A

B
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存率. 
总之, 胃肠道血管肉瘤较少见, 且患者缺乏

特异性临床表现, 易被忽视及漏诊. 当病理形态

呈上皮样时, 与低分化癌及恶性黑色素瘤的病

理表现相似, 对诊断困难的病例需通过多种抗

体免疫组织化学染色进行鉴别. 对于以淋巴结

肿大等转移表现为临床首发症状时, 更应引起

重视, 以免漏诊和误诊.
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■同行评价
本文比较详细地
分析了直肠血管
瘤的临床表现、

病 理 特 征 、 诊
断、鉴别诊断和
治疗预后等, 对该
病的临床诊断和
治疗有一定指导
价值.
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Abstract
Cronkhite- Canada syndrome (CCS) is a rare clini-
cal entity of unknown etiology. It represents a 
syndrome of gastrointestinal polyposis associated 
with ectodermal changes, mainly manifesting as 
chronic diarrhea, abdominal discomfort, alopecia, 
skin hyperpigmentation, and nail dystrophy. Here, 
we present a case of CCS, describe the clinical and 
endoscopic findings, analyze the clinical features 
of the disease, and review the relevant literature.

Key Words: Cronkhite- Canada syndrome; Chronic 
diarrhea; Gastrointestinal polyposis

Hua KL, Chen K, Li L, Zhu WC, Xia B. Cronkhite-Canada 
syndrome: a report of one case. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(9): 958-960

摘要
Cronkhite-Canada综合征(Cronkhite-Canada 

syndrome, CCS)非常罕见, 病因不明, 以胃肠
道多发性息肉和外胚层三联征两大症候群为
主, 主要表现为慢性腹泻、腹部不适、毛发
脱落、色素沉着、指(趾)甲萎缩等. 本文报道
CCS 1例, 通过病史及内镜检查结果并结合相
关文献对该病进行分析讨论, 探讨CCS的临床
特征, 提高对该病的认识.

关键词: Cronkhite-Canada综合征; 慢性腹泻; 胃

肠道息肉

华开罗, 陈可, 李莉, 朱文成, 夏冰. Cronkhite-Canada综合征1

例. 世界华人消化杂志  2010; 18(9): 958-960
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0  引言

Cronkhite-Canada综合征(Cronkhite-Canada 
syndrome, CCS)是一种罕见的非家族性综合征, 
以皮肤和胃肠道上皮病变为特征, 多见于50-70
岁男性. 近期我科收治1例, 现报道如下.

1  病例报告

患者, 男, 66岁, 高分子化工技术人员, 武汉人. 
主因间断腹泻2 mo余, 加重2 d后于2009-06-15入
院. 患者入院前2 mo无明显诱因出现腹泻, 呈黏

液水样便, 每日5-6次, 无脓血便, 不伴腹痛, 口服

思密达、黄连素、奥硝唑及静脉滴注抗生素等

药物, 腹泻不能缓解, 伴毛发渐脱落、四肢掌侧

色素沉着、四肢乏力、食欲差、少言懒语、消

瘦(体质量下降5 kg). 入院前2 d, 因腹泻加重, 每
天10-20余次, 伴恶心、呕吐, 即来我院治疗. 家
族中无类似疾病史. 

查体: 体型瘦, 营养不佳, 头发稀少, 眉毛、

腋毛、阴毛完全脱落. 手(趾)指甲萎缩, 凹陷; 心
肺无异常, 肝脾未触及; 双下肢轻度水肿, 手掌

及脚掌皮肤可见色素沉着. 
实验室检查: (1)血常规: 血红蛋白131 g/L、

白细胞5.28×109/L、血清白蛋白29.4 g/L(34-55 
g/L)、血小板213×109/L; 血钾3.16(3.50-5.50) 
mmol/L、血钙1.53(2.00-2.60) mmol/L、血镁

®

■背景资料
Cronkhite-Canada
综合征(CCS)是一
种罕见的非家族
性综合征, 以皮肤
和胃肠道上皮病
变为特征, 多见于
50-70岁男性.

■同行评议者
李勇, 副教授, 上
海中医药大学附
属市中医医院消
化科
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0.59(0.65-1.20) mmol/L、血清铁30.3(6.6-28.3) 
μmol/L、血磷0.54(0.80-1.50) mmol/L, AB型

R h阳性血 ;  (2)粪便常规 :  黄色稀水样 ,  黏液

(+)、红细胞(+)、白细胞(++)、脓细胞(-)、
巨噬细胞(-)、肠滴虫(-)、蛔虫卵(-)、鞭虫卵

( - )、钩虫卵 ( - )、吸血虫卵 ( - )、阿米巴滋养

体(-)、阿米巴包囊(-)、酵母样孢子(-)、隐血

(++). 粪便培养未见沙门氏菌与志贺氏菌; (3)
肿瘤标志物: 癌胚抗原6.0(0-3.7) μg/L、甲胎蛋

白3.7(0.0-8.0) μg/L、CA153 6.76(0.00-30.00) 
U/m L、C A125 8.96(0.00-30.00)  U/m L、

CA199 15.26(0.00-19.00) U/mL; (4)血清免疫

球蛋白及补体: 免疫球蛋白G 6.11(8.00-16.00) 
g/L、免疫球蛋白A 3.16(0.70-3.30) g/L、免

疫球蛋白M 0.40(0.50-2.20)  g /L、补体C3 
0.34(0.80-1.60) g/L、补体C4 0.15(0.10-0.40) 
g/L、C反应蛋白4.53(0.00-5.00) mg/L; (5)肝
纤维化指标: 透明质酸956.97(0-100) μg/L、
Ⅲ型前胶原N端肽113.88(<120) m g/L、层粘

连蛋白199.20(101.7-135.3) μg/L、Ⅳ型胶原

102.18(46.5-90.5) mg/L; (6)自身免疫检测: 抗核

抗体阴性、抗双链DNA抗体阴性、可提取的核

抗原阴性. 甲状腺系列游离三碘甲状腺原氨酸

<1(1.5-4.1) μg/L, 游离甲状腺素、促甲状腺激

素、甲状腺微粒体抗体、甲状腺球蛋白抗体均

正常. 生长激素0.50(0.003-0.235) nmol/L, ACTH
与血皮质醇正常; (7)辅助检查: 腹部B超肝、

胆、胰、脾、双肾未见异常; 头颅CT示脑梗塞. 
胃镜示食管光滑, 胃底局部充血水肿, 胃窦广泛

充血水肿糜烂, 小弯侧可见息肉样隆起, 息肉表

面分叶(图1); (8)活检结果: 胃黏膜小凹变浅、胃

黏液腺增生、部分腺腔囊状扩张、间质水肿明

显、淋巴细胞浸润(图2); (9)结肠镜检: 直肠至回

肠末端密布0.4-1.0 cm大小不等亚蒂或扁平状息

肉, 部分息肉表面充血糜烂; 息肉间黏膜广泛水

肿(图3). (10)病理报告: 黏膜慢性炎, 腺体囊状扩

张、囊内大量黏液、炎性细胞浸润、间质明显

水肿(图4). 予奥曲肽皮下注射、结肠宁(九芝堂

股份有限公司, 国药准字Z10890022, 主要药物

组成: 蒲黄、丁香蓼)灌肠, 艾迪莎口服及补钾、

补镁、补钙, 输入人血白蛋白治疗16 d, 腹泻好

转, 大便黄色成形, 每日1-2次, 电解质恢复正常

出院. 出院后4 wk死亡, 死因不详.

2  讨论

CCS是一种罕见的非家族性综合征, 以皮肤和

胃肠道上皮病变为特征. 皮肤病变包括脱发、

指(趾)甲萎缩、色素沉着外胚层三联征. 胃肠道

图 1 胃窦小弯侧息肉样隆起, 息肉表面分叶.

图 2 胃黏膜腺腔囊状扩张、间质水肿明显、淋巴细胞浸
润(HE×100).

图  3  乙 状 结 肠
息 肉 ,  表 面 充 血 , 
息 肉 间 黏 膜 广 泛
水肿.

图 4 黏膜慢性炎, 腺体囊状扩张、囊内大量黏液、炎性细
胞浸润、间质明显水肿(HE×100).

■相关报道
CCS病因尚不十
分清楚, 有研究表
明CCS患者存在
高滴度抗核抗体
和IgG4水平升高, 
并同甲状腺机能
减退和自身免疫
性疾病相关.
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改变一般以错构瘤息肉为主, 黏膜广泛水肿、

增生导致消化腺体分泌异常, 吸收障碍、营养

不良、胃肠道出血及外科并发症. 皮肤病变和

胃肠道病变可同时或相继发生. 本病1955年由

Cronkhite和Canada[1]首先报道2例, 国内通常称

之为胃肠道息肉-色素沉着-秃发-指(趾)甲萎缩

综合征, 目前国外文献报道超过400多例, 胃肠

道息肉恶变发生率在10%左右[2]. 小儿很少报道, 
有75%为日裔人种[3]. 1985年国内首次报道本 
病[4], 至2009-06共报道病例42例. 曹晓沧等[5]分

析了35例中国人CCS临床特点, 发现患者以胃

肠道多发息肉伴外胚层三联征为主要表现, 慢
性腹泻、腹痛、体质量下降、贫血、水肿等症

状最为常见, 2例患者合并癌变. 中国人病例发

病年龄多为50-70岁, 男女之比为1.3-2.3. 本例患

者以慢性腹泻为主. 而国外文献[6]报道首发症

状以味觉减退和腹泻为多. 贾岩等[7]分析了33例
中国人CCS, 根据内镜检查及消化系造影见息肉

累及除食管外的全消化系, 分布以胃和大肠为

多; 直径0.1-3.0 cm不等; 单发或多发、有蒂或无

蒂、形态不一. 息肉病理组织学分类包括炎症

性、增生性、腺瘤性和错构瘤性息肉; 8例息肉

癌变. 实验室检查示不同程度的低蛋白血症、

少数患者免疫球蛋白下降、甲状腺功能减退. 
治疗方法除一般治疗、营养支持治疗以外, 目
前对CCS的治疗主要包括激素、内镜下治疗及

外科手术治疗. 患者常因肠吸收不良引起电解

质紊乱、维生素缺乏、低蛋白血症, 最终因营

养不良、贫血、感染、全身衰竭等死亡, 本病

预后不良. 本例患者死亡原因可能为全身衰竭. 
CCS主要依据临床症状体征结合内镜检查

综合诊断, 目前内镜检查是确诊CCS的主要手

段, 临床上CCS主要与Peutz-Jeghers综合征、幼

年性息肉(juvenile polyposis syndrome)、家族性

结肠息肉病、Gardner综合征、Turcot综合征等

肠道息肉病和Menetrier病鉴别. 现在仍没有统

一的临床分型, 日本学者[8]根据初发症状和体征, 

将其分为5型: Ⅰ型: 腹泻型(35%); Ⅱ型: 味觉减

退型(40.9%); Ⅲ型: 口腔干燥型(6.4%); Ⅳ型: 腹
部不适型(9.1%); Ⅴ型: 毛发脱落(8.2%). 本例患

者为腹泻型. 
CCS病因尚不十分清楚, 有研究表明CCS患

者存在高滴度抗核抗体和IgG4水平升高[3], 并同

甲状腺机能减退和自身免疫性疾病相关[9,10]. 因
此, CCS病因可能与自身免疫异常有关. 也有研

究认为可能与感染、过度劳累有关[11].
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Abstract
Triple primary cancers involving the colon, liver 
and urinary bladder are extremely rare. Here 
we present a case of triple primary cancers in-
volving the colon, liver and urinary bladder and 
review the relevant literature to summarize the 
clinical features of multiple primary malignant 
neoplasms (MPMN), with an aim to improve 
our understanding of MPMN. Accurate diagno-
sis and timely treatment are essential to improve 
the survival and prognosis of MPMN patients. 

Key Words: Multiple primary cancer; Colon cancer; 
Primary liver cancer; Bladder cancer

Ning YC, Wang YH, Teng LH, Liu JF, Li F, Xu JJ, Ou TW. 
A case of triple primary cancers occurring in the colon, 
liver and urinary bladder. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(9): 961-963

摘要
临床上三原发癌少见, 其中结肠、肝脏和膀胱
三种原发癌的组合更为罕见, 本文报告1例. 通
过介绍本例1994-10/2009-12临床资料及查阅
相关文献, 总结了多原发性恶性肿瘤相关临床
知识, 以提高临床医生对多原发性恶性肿瘤的
进一步认识. 及时诊断和治疗, 避免误诊或漏
诊所致病情延误, 对改善患者的生存及预后是
至关重要的. 

关键词: 多原发癌; 结肠癌; 肝癌; 膀胱癌

宁雅婵, 王悦华, 腾梁红, 刘家峰, 李非, 许建军, 欧彤文. 结肠、

肝脏及膀胱三原发癌1例. 世界华人消化杂志  2010; 18(9): 

961-963
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0  引言

多原发癌的报道越来越多, 但三原发癌的报道

并不多见, 文献中尚未见结肠、肝脏及膀胱三

原发癌的报道. 

1  病例报告

男, 86岁, 于1994-10因“右中腹隐痛2 mo”入院, 
CEA 80 µg/L, 钡灌肠见升结肠近端充盈缺损, 范
围约4.5 cm. 纤维结肠镜见升结肠新生物, 病理示

“中分化腺癌”. 当月行右半结肠切除术(Duke's 
C1), 输O型血1 000 mL, 病理诊断盲肠溃疡型(4 
cm×3 cm)中分化管状腺癌(图1A), 侵犯肠壁全

层达浆膜, 两端未见癌, 肠系膜淋巴结未见癌转

移(0/6), 分期T3N0M0, 术后未接受化疗. 
2006-12初因“体检发现肝脏占位3 mo”

收入院. 查体无特殊, AFP 131 µg/L、CEA正常, 
丙肝抗体阳性, CT示“肝中叶及肝Ⅵ段分别有

2 cm×2 cm、3.2 cm×3 cm实性肿物, 诊断肝转

移癌”, 于当月在全麻下行手术, 见肝脏呈小结

www.wjgnet.com

®

■背景资料
本文中结肠、肝
脏和膀胱三原发
癌在临床上极为
罕见, 具有新奇性
和可续性, 通过对
该患者的临床诊
治情况及多原发
性恶性肿瘤的有
关知识的总结, 有
助于提高临床医
生对多原发癌的
进一步认识, 从而
更好服务于临床.

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大连
医科大学附属第
二医院普通外科
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2  讨论

多原发性恶性肿瘤(multiple primary malignant 
neoplasm, MPMN)又称重复癌、多重癌, 指同一

患者在身体的不同部位或器官同时或异时发生

2个或2个以上的原发恶性肿瘤. 国外文献报道

在癌症患者中MPMN发生率为0.734%-11.7%[1],
国内为0.52%-2.45%[2]. 据美国一项调查显示

在首发癌之后再发其他癌的几率最低是肝癌

(1%),最高是膀胱癌(16%)[3]. MPMN诊断多采用

Warren's诊断标准[4]: (1)每种肿瘤组织学上必须

均为恶性; (2)每种肿瘤有其独特的病理形态; (3)
肿瘤发生在不同部位, 两者不相连续; (4)必须排

除互为转移的可能. 结直肠癌合并肝胆恶性肿

瘤的标准发生率(SIR)为0.91%(男)和0.76%(女), 
而合并膀胱恶性肿瘤的标准发生率为1.0%(男)
和1.04%(女)[3]. 本例属于发生于三个器官的三原

发癌, 文献检索见较少的结直肠癌合并肝细胞

癌病例[5], 尚未见有此三种癌组合的MPMN的病

例报告. 
MPMN的发病机制目前尚不清楚, 目前研

究认为与致癌因素的持续作用、宿主的易感

性、机体的免疫缺陷、理化环境因素、放化疗

致癌副作用、癌症患者生存期延长以及吸烟等

不良的生活方式等方面有关[4,6]. 而本例患者在

患结肠癌12年后出现肝癌, 可能与手术输血所

致丙型肝炎及继发的肝硬化有直接关系, 在20
世纪90年代初, 尚未对献血者常规检查丙型肝

炎, 而再患膀胱癌可能与上述因素有关. 
MPMN应与转移癌和复发癌相鉴别, 并以

病理诊断为依据, 特别是在患其他癌后患肝癌

者, 因为肝脏是其他癌易转移的器官. MPMN与

转移癌和复发癌在治疗及其预后上都不同, 每
种癌同单原发癌一样, 预后受病变的部位、分

期及治疗方法等因素的影响, MPMN并不预示

着预后差[5], 争取每个原发癌的根治性治疗, 常
能提高患者生存期和生活质量. 从本例患者来

看, 对三重癌先后分别采取了根治性的治疗措

施, 每种癌的治疗效果均比较理想. 所以临床医

生应该全面、系统的提高对MPMN的认识, 避
免误诊或者漏诊所导致的病情延误, 这对改善

患者的生存及预后是至关重要的.

3      参考文献
1 Demandante CG, Troyer DA, Miles TP. Multiple 

primary malignant neoplasms: case report and a 
comprehensive review of the literature. Am J Clin 

www.wjgnet.com

节肝硬化, 行肝Ⅵ肿瘤局部切除、肝中叶肿瘤

射频消融术. 病理诊断高分化肝细胞癌(图1B), 
CK8118(+), α-AFP(±), 确诊为原发性肝癌, 分
期T2N0M0. 患者因年龄较大, 术后拒绝其他治

疗. 2007-02因“肉眼血尿1 mo”, 行膀胱镜检

查发现膀胱颈部5点处有一个直径1 cm的菜花

样新生物, 病理活检为移形细胞癌(图1C), 分期

T1N0M0, WHO分级Ⅱ级. 于当月经尿道电切镜

行膀胱肿瘤电切术, 此后患者定期门诊复查腹

部CT. 于2008-06行经导管肝动脉化疗栓塞术, 
当时肝脏未发现新病灶. 于2009-05复查CT发
现肝右后叶4.0 cm×3.5 cm新生病灶, AFP 157 
µg/L、CEA正常, 诊断为肝癌复发, 即在超声引

导下行肝癌射频消融术, 2009-08再次行肝动脉

化疗栓塞术, 术后1 mo复查CT肿瘤消融完全, 未
见碘化油沉积病灶, 患者目前定期门诊复查, 口
服中成药, 至2009年底一般情况仍良好.

图 1 多原发癌病例的病理细胞学表现(×20). A: 结肠管状

腺癌; B: 肝细胞癌; C: 膀胱移形细胞癌.

A

B

C

■同行评价
同时多发原位癌
较少见, 该总结对
临床工作有一定
借鉴意义.
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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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1.1 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
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反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基

因组学、微生物及分子生物学、病因学、流行

病学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影

像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也

报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进

技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

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

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T1-2 , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2009年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-85381901, 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: 010-8538-1901
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com
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2010年国内国际会议预告

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/

2010-10-28/30 
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: yjliu@cma.org.cn 
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中山大学孙逸仙纪念医院肝胆外科

崔立红 副教授

中国人民解放军海军总医院消化内科

崔莲花 副教授

青岛大学医学院公共卫生系

范学工 教授

中南大学湘雅医院感染病科

高润平 教授

吉林大学第一医院肝病科

葛海燕 教授 

同济大学附属第十人民医院普通外科

巩鹏 教授

大连医科大学附属第一医院普外二科

顾岩 教授

上海交通大学医学院附属上海第九人民医院外科

黄颖秋 教授 

本溪钢铁(集团)有限责任公司总医院消化内科

江学良 主任医师

中国人民解放军济南军区总医院消化科

李华山 主任医师

中国中医科学院广安门医院肛肠科

李勇 副教授

上海中医药大学附属市中医医院消化科

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

刘占举 教授 

同济大学附属第十人民医院胃肠内科
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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！

刘正稳 教授   

西安交通大学医学院第一附属医院感染科

朴云峰 教授  

吉林大学第一临床医院消化科

邱宝安 主任医师  

中国人民解放军海军总医院肝胆外科

田晓峰 教授  

大连医科大学附属第二医院普通外科

宛新建 副教授  

上海市第一人民医院消化内科            

王凯 教授

山东大学齐鲁医院肝病科

王石林 主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

王晓艳 副教授

湖南长沙中南大学湘雅三医院消化内科

魏睦新 教授

南京医科大学第一附属医院中医内科

吴泰璜 教授 

山东省立医院肝胆外科 

徐可树 教授 

华中科技大学同济医学院协和医院消化内科

于颖彦 教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院器官移植中心病理室 

周士胜 教授

大连大学医学院医学研究中心

周晓武 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

朱传武 主任医师 

江苏省苏州市第五人民医院传染科
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