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Abstract
The Wnt signaling pathway participates in many 
physiological and pathological processes such 
as cell differentiation, carcinogenesis, apoptosis, 
immunity, and stress. Many studies have shown 
that blockage of the Wnt signaling pathway can 
induce cancer cell apoptosis. Many signaling 
pathways are associated with the pathogenesis 
of liver fibrosis. Several studies have shown that 
the Wnt signaling pathway is involved in the 
formation of liver fibrosis. Blockage of the Wnt 
signaling pathway could inhibit the proliferation 
and induce the apoptosis of hepatic stellate cell 
(HSC). Since the activation of HSC plays a key 
role in the pathogenesis of liver fibrosis, induc-
tion of HSC apoptosis represents a new strategy 
for treating the disease. Elucidation of the rela-
tionship between the Wnt signaling pathway 
and liver fibrosis will certainly provide a theo-
retical basis for clinical treatment of the disease.

Key Words: Wnt signaling pathway; Hepatic stellate 

cell; Liver fibrosis

Wan ZY, Hu GX. Relationship between the Wnt signaling 
pathway and liver fibrosis: recent research status. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(17): 1761-1766

摘要
Wnt信号转导通路是近年来分子生物学、细
胞生物学和肿瘤研究中的一大热点, 其参与调
控细胞分化、癌变、凋亡及机体免疫、应激
等多种病理生理过程. 目前许多关于癌症方面
的研究均已证实, 阻断Wnt信号通路可以诱导
癌症细胞的凋亡. 肝纤维化的发生与多种信号
通路的激活相关, 有研究证实Wnt信号通路也
参与了肝纤维化的发生, 阻断该通路可以抑制
HSC增殖及诱导其凋亡. HSC的活化作为肝纤
维化发生的关键环节, 通过诱导其凋亡有可能
成为一种新的肝纤维化治疗方法. 研究Wnt信
号通路与肝纤维化关系为将来临床应用提供
一定的理论基础. 

关键词: Wnt信号转导通路; 肝星状细胞; 肝纤维化
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0  ��引言

肝纤维化是肝脏对各种原因所致慢性肝损伤的

创伤愈合反应, 导致肝小叶内和汇管区大量纤

维组织增生和沉淀, 病理学特点是以胶原蛋白

为主的细胞外基质(extracellular matrix, ECM)
各种成分合成增多, 降解相对不足, 但并未形成

小叶内间隔(再生结节), 如进一步发展则进入肝

硬化不可逆转阶段. 肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)被认为是肝脏合成ECM的主要细胞, 
其激活发生肌成纤维细胞的表型转换被认为是

肝纤维化发生的中心环节[1,2]. Wnt信号通路途径

最初的研究主要集中在胚胎发育和干细胞维持的研究主要集中在胚胎发育和干细胞维持研究主要集中在胚胎发育和干细胞维持

分化方面, 目前认为该信号通路参与了肿瘤的

发生, 阻断该通路可以抑制癌细胞的增殖和诱

导凋亡[3]. 近年来研究认为该信号通路与多种器
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官纤维化的发生有关, Liu等[4]用博来霉素诱导

的肺纤维化家鼠模型中发现肺纤维化区域上皮

细胞表达β-catenin增多, 其下游基因产物cyclin 
D1、MMP-7和TGF-β在肺泡巨噬细胞、肺泡

上皮细胞以及间质中的表达也相应有所上升; 
Hwang等[5]认为Wnt/β-catenin信号参与了肾纤维

化的发生. 
最近较多研究[6-8]也证实了Wnt信号通路参

与了HSC的活化及肝纤维化的发生, 本文就Wnt
信号通路与HSC、肝纤维化的关系作一简要综

述, 为将来抗纤维化治疗提供一定理论依据. 

1  Wnt信号转导通路

现认为W n t信号大体分为两种通路 ,  即经典

β-catenin依赖信号通路和非经典β-catenin独立

通路. 
经典β - c a t e n i n依赖信号通路即W n t /

β-catenin通路, 主要成员包括Wnt蛋白家族、

Frizzled/低密度脂蛋白受体相关蛋白(Fz/LRP)、
Dishevelled蛋白(Dsh)、β-catenin、β-catenin降
解复合体以及T淋巴细胞因子/淋巴增强因子

(T cell factor/lymphoid enhancer factor, Tcf/Lef)
转录因子家族等[9]. β-catenin降解复合体由糖原

合成激酶3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-
3β)、酪蛋白激酶Iα(casein kinase Iα, CKIα)、支

架蛋白(Axin)、结肠腺瘤性息肉病(adenomatous 
polyposis coli, APC)基因蛋白组成, 其中Axin与
APC起着载体的作用. 当经典Wnt信号通路被激

活时, 分泌到细胞外的Wnt蛋白与跨膜受体Fz和
低密度脂蛋白相关受体LRP5/6复合物结合, 并
激活细胞内的Dsh, 激活的Dsh可抑制GSK-3β的
活性并使其从Ax in上脱落, 从而影响了酶体复

合物中CKIα及GSK-3β对β-catenin丝氨酸及苏

氨酸的磷酸化及降解, 导致β-catenin在胞质中的

累积. 当β-catenin积累达到一定游离水平时即

可发生核转移, 并与核内转录因子Tcf/Lef结合

形成转录复合物, 激活相关目的基因的表达, 引
起细胞生物活性的改变[9]. 另外还有Siah介导的

β-catenin非依赖经典磷酸化的降解途径, 以及非

Wnt信号通路蛋白与β-catenin之间相互作用构

成不同信号间的对话[10]. Soriano等[11]对老年性痴

呆病研究中发现GSK-3、β-catenin、蛋白激酶

A(protein kinase A, PKA)可与早衰蛋白1结合形

成复合物, 早衰蛋白1与PKA之间的相互作用可

增强依赖性GSK-3对β-catenin的磷酸化作用过

程, 导致β-catenin的降解, 该研究证实了PKA与
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早衰蛋白1结合可抑制Wnt信号分子β-catenin的
转导. 然而与之相反的结论关于人胚肾细胞培

养的研究却表明了PKA增加了HEK-293细胞Tcf
的转录, 前列腺素E2激活PKA后可直接磷酸化

β-catenin Ser675, 抑制其泛素化, 引起其在细胞

内的累积, 发生核内转移[12]. 上述两者关于PKA
与Wnt通路之间关系的研究结论存在分歧, 至今

为止还没有确切的说法, 值得进一步探讨. 
非经典β-catenin独立通路有多种, 其中研究

最多的包括Wnt/Ca2+通路和细胞急性通路(pla-
nar cell polarity pathway, PCP)[13,14]. 在Wnt/Ca2+ 

信号通路中, Wnt-Fz受体结合复合物通过G蛋白

激活磷脂酶C, 从而导致细胞内Ca2+水平升高及

下游信号分子蛋白激酶C的激活. PCP通路通过

激活Dvl、小G蛋白(Rho或者Rac)以及 Rho激酶

JNK来发挥调节细胞骨架、细胞移行以及细胞

极性的作用[15]. PCP及Wnt/Ca2+通路均证实在癌

症方面起着不可或缺的作用[14], 如非经典蛋白

Wnt5a可通过激活PKC/Ca2+诱导上皮向间叶细胞

转换(epithelial mesenchymal transition, EMT), 介
导黑素瘤的转移[16]. 尽管在果蝇中没有发现Wnt
蛋白参与到PCP通路中[17], 但是在脊椎动物中

PCP通路可由非经典Wnt蛋白如Wnt5a和Wnt11
激活, 这些蛋白并不介导β-catenin的激活[18,19].

2  Wnt蛋白及其受体

Wnt蛋白是一种富含半胱氨酸高度保守的分泌

性糖蛋白, 至今研究发现主要有19个Wnt蛋白[20], 
参与经典信号通路的Wnt蛋白有Wnt1、Wnt3、、Wnt3、Wnt3、、
Wnt3a、Wnt7a、Wnt7b、Wnt8等, 参与非经典、Wnt7a、Wnt7b、Wnt8等, 参与非经典Wnt7a、Wnt7b、Wnt8等, 参与非经典、Wnt7b、Wnt8等, 参与非经典Wnt7b、Wnt8等, 参与非经典、Wnt8等, 参与非经典Wnt8等, 参与非经典

信号通路Wnt蛋白有Wnt5a、Wnt4、Wnt11等.、Wnt4、Wnt11等.Wnt4、Wnt11等.、Wnt11等.Wnt11等. 
Wnt基因家族在肝脏各种细胞中均有表达, 某
些经典及非经典Wnt蛋白在成年小鼠肝脏的各

种细胞中均有表达, 包括肝细胞、胆管上皮细

胞、HSC和Kupffer细胞, 例如Wnt1、Wnt2、
W n t4、W n t5a、W n t5b、W n t9a、W n t9b、
Wnt11在肝细胞中表达, Wnt2、Wnt2b、Wnt3、
W n t4、W n t5a、W n t5b、W n t6、W n t7a、
Wnt8b、Wnt9a、Wnt9b、Wnt10a、Wnt10b、
Wnt11、Wnt16在HSC中表达[21]. 同时, 各种细胞

在激活或静止状态下Wnt蛋白表达也是不一样

的, 各自介导不同信号转导引起病理生理的变

化, 导致不同种疾病的发生. 
Wnt信号受体包括主要受体和共同受体. Fz

作为Wnt信号的主要受体是一种7次跨膜蛋白, 
至今发现有10种即Fz-1至Fz-10, 不同的Wnt蛋白

可以与相同或不同的Fz受体结合, 然后激活不
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同或相同的下游分子介导Wnt/β-catenin、PCP
及Wnt/Ca2+ 3种信号通路的传导. LRP5/6是Wnt
信号通路共同受体, 他与Fz受体并不是单独各

自与Wnt蛋白配体结合发挥信号转导作用的, 而
是两者共同与Wnt蛋白构成三聚体, 从而发生配

体与受体的结合. Wnt蛋白在此复合物中发挥着

中介调节作用, 受体Fz和LRP5/6细胞外区域分

别与Wnt蛋白不同部位结合后导致各自细胞内

结构的变化, 激活信号转导. 另外, Fz受体种类

可识别不同种Wnt蛋白, 与之结合可激活3种不

同信号通路的传导, 如表达有Fz-1的大鼠可促进

Wnt8在细胞表面的聚集从而导致Wnt/β-catenin
通路的激活, 相反, 发现表达有Wnt5a或者Fz-2
受体的非洲爪蟾蜍细胞内的Ca2+水平增高, 进一

步促进PKC的激活[22].

3  Wnt信号转导通路的目的基因及抑制剂

Wnt经典信号通路通过核内β-ca t en in激活的

Tcf/Lef刺激各种目的基因的表达, 包括c-Myc、
cyclin D1、Fra1、c-Jun、过氧化物酶增殖激活

受体(peroxisome proliferator-activated receptor, 
PPAR)、交配相关蛋白、CD44、尿激酶型纤

溶酶原激活受体、Tcf/Lef基因结合位点的激活

因子基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)(MMP2、MMP3、MMP7和MMP9)、
COX-2以及VEGFR等[23-25]. MMPs是一类具有

Ca2+-Zn2+离子依赖的内源性蛋白酶, 肝内主要由

HSC合成, 可降解多种ECM成分, 在肝纤维化的

发展过程中起着重要的作用. 
Wnt信号通路抑制剂主要包括有分泌Fz相

关蛋白(secreted Frizzled related proteins, sFRPs)
和Wnt抑制蛋白(Wnt inhibitory protein, WIF). 
sFRPs和WIF可分别与Wnt蛋白结合, 同时sFRPs
也可与Fz受体结合, 从而导致经典信号及非经

典信号两条通路传导的抑制. 另外某些sFRPs可
与非Wnt信号成员分子相互作用参与细胞的代

谢, 例如肿瘤细胞分泌的sFRP2在ECM累积通

过与纤连蛋白-整合素复合物相互作用, 磷酸化

FAK及激活NF-κB从而抑制细胞的凋亡及JNKs, 
进一步提高乳腺肿瘤细胞生存性[26].  

Wnt信号抑制剂还包括有Dkk蛋白家族, 例
如DKK-1作为LRP5/6拮抗配体可特定抑制Wnt/
β-catenin信号通路的传导. Wise和SOST组成另

外一类LRP5/6拮抗配体家族, 体外实验发现其

作用机制与Dkk-1相似, SOST可降解Wnt蛋白

-Fz-LRP6三聚体复合物, 从而发挥对该信号通

路的抑制作用[27]. 另外, Shisa蛋白家族是研究较

少的Wnt信号抑制剂. 

4  Wnt信号通路参与HSC活化与增殖

HSC是一种肝脏非实质性细胞, 其激活在肝纤维

化形成的过程中发挥着至关重要的作用. 最近

有研究表明HSC作为一种前体细胞, 可分化为

内皮细胞、肝细胞血统样(lineages), 并进一步在

大鼠实验中发现其表达有干细胞标志物CD133
及Oct4[28,29]. 静止的HSC富含维生素A及表达神

经纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein, 
GFAP), 激活分化为肌成纤维细胞过程中表达

α-SMA及合成谷氨酰胺合成酶. Wnt信号被证实

在肝脏胚胎分化发育中有着重要的作用, 引起

肝脏体积的增大及肝细胞数量的增多等, 同时

被证实与HSC的增殖与分化也存在着密切联系. 
K o r d e s等 [28]研究发现在静止的H S C中 , 

β-catenin及经典Wnt蛋白Wnt1、Wnt2、Wnt3/
3a、Wnt7a/b、Wnt8a、Wnt10b等均有表达; 在
HSC分化为肌成纤维细胞的过程中, 经典蛋白虽

也有所表达, 但相对于静止状态而言, 其表达水

平有所下降, 同时非经典Wnt蛋白Wnt4、Wnt5a
和Wnt11等的表达反而上升. 另外, 通过GSK-3β
抑制剂TWS119模仿经典Wnt信号通路刺激HSC
后, 发现α-SMA、增殖细胞核抗原Ki-67(99±
1)%、Wnt5a等表达均下降, 而GFAP、Wnt10b
表达上升, 这说明了经典Wnt信号通路参与了

HSC静止状态的维持, 降低了DNA的合成及阻

止了HSC进入细胞周期循环. 虽然上述研究表明

了经典Wnt信号通路并不参与HSC向成纤维细胞成纤维细胞

(myofibroblast, MFB)的转化, 但近几年越来越多MFB)的转化, 但近几年越来越多

研究结果显示经典Wnt信号通路参与了HSC活

化、增殖等的过程. 2006年Haughton等[30]短期使

用利福平可以抑制体外培养的从人肝脏提取出

的HSC α-SMA、TGF-β1的表达, 同时下调Wnt
信号相关基因β-catenin和桥粒胶蛋白(desmocol-
lin)的表达, 这在一定程度说明了经典Wnt信号

参与了HSC的活化增殖, 并可能与TGF-β1信号

之间存在着一定的交叉. 翁志宏等[31]通过转染

Tcf依赖的荧光素酶报告质粒(pTOPFLASH)检
测HSC-T6细胞内的Wnt/β-catenin转录活性, 发
现HSC-T6转染阳性组荧光素酶活性明显高于

阴性对照组(P <0.01), 表明活化的HSC过程中

有经典Wnt的激活, 并将Tcf的显性负性突变体

dnTcf表达质粒转染HSC-T6抑制Wnt/β-catenin
信号通路的激活, α-SMA和I型胶原蛋白表达下

■相关报道
L i u 等 用 博 来 霉
素诱导的肺纤维
化家鼠模型中发
现肺纤维化区域
上 皮 细 胞 表 达
β-catenin增多, 其
下游基因产物cy-
clin D1、MMP-7
和TGF-β在肺泡
巨噬细胞、肺泡
上皮细胞以及间
质中的表达也相
应有所上升.



www.wjgnet.com

1764               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年6月18日  第19卷  第17期

降(P <0.05), 进一步说明了经典Wnt信号通路与

HSC活化密切相关. Kang等[6]关于姜黄素的研究

认为氧化低密度脂蛋白(OX-LDL)通过结合受

体(LDL-1)可诱导HSC的激活, 表达TGF-β1、血

小板衍生生长因子(platelet derived growth fac-
tor, PDGF)、α-SMA及Ⅰ型胶原等, 而姜黄素则

可抑制Wnt3a介导的经典Wnt信号激活诱导的

LDL-1的表达, 同时β-catenin降解增多. 李文庭

等[7]利用载有WIF-1的真核质粒转染HSC-T6后
发现其活性较转染对照组和阴性对照组明显下

降(均P <0.05), 同时α-SMA、Smad3及β-catenin
的表达下降, 这说明通过阻断Wnt经典信号可抑

制HSC的活化. 最近Li等[8]另外一项关于这方面

的研究进一步证实了上述观点, 同样用质粒转

染技术发现Wnt信号抑制剂Pokeweed抗病毒

蛋白(pokeweed antiviral protein, PAP)可减轻

肝纤维化的病理改变, 改善肝功能, 降低模型

大鼠的α-SMA、β-ca tenin的表达及体外培养

HSC的活力. 
目前大量研究证实非经典Wnt信号也参与

了HSC的活化与增殖. Jiang等[32]研究使用微阵

列法检测了几千个基因, 发现受体Fz-2及配体

Wnt4、Wnt5等基因在激活培养的HSC和肝纤维

化组织中表达均上升, 而磷酸化的β-catenin和核

转入并无明显改变, 由此可说明非经典Wnt信号

Wnt5a、Fz-2参与了HSC向肌成纤维母细胞的

分化和肝纤维化的形成. 用血小板衍生生长因

子-BB(platelet derived growth factor, PDGF-BB)
激活HSC, 在48 h后用DNA微阵法在基因水平上

检测显示Fz-10和α-钙/钙调蛋白依赖蛋白激酶

Ⅱ(calcium/calmodulin-dependent protein kinase 
Ⅱ alpha, CAMK2A)表达上升, 而在蛋白水平上

只有Fz-10增高, 由此可知Wnt/Ca2+通路参与了

HSC的激活与增殖[33]. 非经典信号蛋白Wnt4、
Wnt5a及受体Fz-1、Fz-2、LRP6和Ryk mRNA水

平在培养激活7 d的HSC中表达明显上升, 相比

静止的HSC上升3-12倍左右, 并通过诱导cyclin 
D1和抗脂肪生成因子(PPARβ)来刺激HSC的增

殖, α-SMA蛋白表达也随着增加[34]. 另外, 非经

典蛋白Wnt4及其受体Fz-2在SD大鼠肝纤维化模

型肝组织中的表达较正常大鼠相对增多, 这表

明了非经典Wnt信号通路可能介导了肝纤维化

动物模型的发生机制[35].  

5  Wnt信号通路参与HSC的凋亡信号

近年来许多关于肿瘤及癌前病变的研究都证

实了阻断经典W n t信号通路可诱导相关病变

细胞的凋亡. 在癌前病变的肝组织中发现Wnt/
β-catenin信号是激活的, 干扰素-α2b可抑制该信

号通路并促进细胞的凋亡[36]. 还有研究发现非

典经蛋白Wnt5a可促进间质性肺炎中肺成纤维

细胞的增殖及抑制H2O2诱导的凋亡, 增加粘连

蛋白及整合素-α5的表达[37]. 
最近关于促HSC凋亡在肝纤维化治疗机制

研究方面, Wnt信号作为HSC凋亡信号的一条途

径逐渐被引起重视, 关于这方面相关研究有可

能为将来治疗肝纤维化奠定实验基础. Wnt信号

抑制参与了姜黄素诱导的人端粒逆转酶引起的

HSC凋亡, 其相关信号成员Ax in及FOS样抗原

1(FOS-like antigen 1, FRA1)的蛋白表达有所下

降[38]. Cheng等[34]分别从体外培养的HSC和从胆

汁阻塞性肝纤维化大鼠模型中分离提取的HSC
中证实Wnt信号共同受体阻断剂DKK-1可增加

脂肪形成转录因子(C/EBPα)及PPARγ的表达, 从
而使得HSC维持静止状态, 同时运用TUNNEL
荧光染色发现DKK-1的高表达可增加HSC的凋

亡, caspase3蛋白表达相应增加. Myung等[39]研究

表明经典Wnt3蛋白可激活人HSC LX-2并抑制肿

瘤坏死因子凋亡诱导配体(tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand, TRAIL)诱导的

凋亡, LX-2细胞Fz2、Fz7、Fz10和Ⅰ型胶原的基

因表达增加, α-SMA蛋白表达也上升; 而sFRP1
的过表达则可以拮抗W n t3a对其的激活作用, 
caspase3表达水平明显提高, 增强了TRAIL诱导

的HSC凋亡. 

6  Wnt信号与肝纤维化机制信号间的对话

肝纤维化形成过程中受到众多细胞因子的调

节, 目前认为其中最重要的是PDGF与TGF-β. 
T G F-β1是H S C活化、增殖必需的调节因子 , 
TGF-β1先与跨膜蛋白Ⅱ型受体结合, 再与Ⅰ型

受体结合激活形成Ⅱ型受体-TGF-β1-Ⅰ型受体

三聚体复合物, 活化的受体催化一类重要的信

号分子Smad发生丝氨酸磷酸化, Smad分子形

成同源或异源寡聚体后进入细胞核, 调节相关

基因的转录. 有研究表明β-catenin可通过结合

Smad核转入复合物调控依赖Smad信号的基因

转录[40,41]. 李文庭等[7]实验发现了Wnt信号抑制

剂WIF-1可下调活化HSC的β-catenin表达, 同时

还可抑制Smad3的表达, 两者表达具有相关性, 
这说明WIF可通过阻断TGF-β1信号通路从抑制

活化HSC, 因此认为TGF-β1/Smad与经典Wnt两
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种信号之间存在着对话(crosstalk). PPARs是一类

新的固醇类激素受体, 可被脂肪酸及代谢产物

激活, PPARγ的表达增加可以抑制HSC的增殖、

迁移, 抑制HSC分泌胶原、促炎因子和多种细胞

因子, 此信号分子参与了肝纤维化的抑制. 植物

性姜黄素[6]可通过激活PPARγ阻断Wnt信号通路

介导的LOX-1基因表达, 从而减少氧化低密度脂

蛋白对HSC的诱导激活, 进一步抑制Ⅱ型糖尿病

及非酒精性肝炎相关性肝纤维化的发生. 该研

究说明了Wnt信号通路与肝纤维化PPARγ信号

之间存在着关联和对话. 

7  Wnt信号转导通路与肝纤维化的临床研究

目前关于Wnt信号通路与肿瘤疾病的临床研究

较多, 如Ding等[42]的研究发现Wnt信号抑制剂

DDK-3和WIF-1的下调表达可通过激活Wnt信
号通路促进肝癌的发展. 而目前有关Wnt信号通

路与肝纤维化的临床研究较少. Shackel等[43]对

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)的临床研究发现, 相比较正常人肝组织,正常人肝组织,人肝组织, 
Wnt13、Wnt5a、β-catenin、Fz在PBC肝组织的

mRNA表达分别增加了5.7倍、3.6倍、1.8倍、

4.4倍, Wnt信号目的基因c-myc、c-jun、c-fos
相关抗原1及cyclin D1等的表达也相应增加. 另
外相比正常肝组织, Wnt5a、Fz及β-catenin在
PBC、原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing 
cholangitis, PSC)和HCV相关性肝硬化中的表达

均有所上升, 这说明Wnt信号激活参与了所有形

式的肝硬化. Bengochea等[44]临床研究表明相比

正常人肝组织平均95%人肝细胞癌组织和68%
癌周围组织可发生8个Wnt/Fz事件, 他们分别是

Fz-3/6/7、Wnt3/4/5a蛋白表达上升及sFRP1/5蛋
白表达下降, 并发现非硬化的癌周组织每个样

本事件发生数量值为0.6±0.6, 相比硬化的癌周

组织1.4±0.9, 差异具有统计学意义(P <0.01), 从
而进一步证实了肝硬化的发生与Wnt信号有关. 

8  结论

Wnt信号转导通路在肝纤维化发生发展中起着

重要作用, 但该通路在肝纤维化发生过程中的

具体作用及机制尚未完全阐明. 虽然目前较多

研究均证实了Wnt信号通路参与了HSC的活化, 
阻断经典或非经典Wnt信号通路可抑制HSC的

增殖及诱导其凋亡, 但关于其改善肝功能的研

究仍很少, 同时阻断该通路可能具有广泛的不

良生物学效应. 关于Wnt信号是否参与HSC的起

始激活或是肝纤维化的维持及其调控机制、并

与其他信号通路间的相互作用等诸多问题尚有

待进一步研究. 随着研究的深入必将有助于揭

示Wnt抗肝纤维化的具体机制, 为肝纤维化的防

治提供一种新的可能途径及干预靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of H.pylori ex-
tract on cellular morphology and apoptosis-
related gene expression in human gastric cancer 
BGC-823 cells.

METHODS: After BGC-823 cells were treated 
with ultrasonic extract of the east Asia type or 
the Western type of H.pylori strain, the changes 
in cellular morphology were observed by mi-
croscopy, and the expression of survivin and 
caspase-3 mRNAs was detected by fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction (QRT-
PCR). The possible correlation between the 
expression of survivin mRNA and that of cas-
pase-3 mRNA was also analyzed. 

RESULTS: Hummingbird phenotype was ob-
served in BGC-823 cells 12 h after stimulation 
H.pylori extract, which was most obvious at 24 h. 
The percentage of cells showing hummingbird 
phenotype was significantly higher in cells treat-
ed with the extract of the east Asia type than 
in those treated with the extract of the Western 
type (29.3 ± 2.1 vs 8.0 ± 2.0, F = 164.73, P < 0.05). 
The expression of survivin mRNA was signifi-
cantly higher and that of caspase-3 mRNA was 
significantly lower in BGC-823 cells treated with 
H.pylori extract than in control cells (both P < 
0.05). Statistical difference was also noted in the 
expression of survivin and caspase-3 mRNAs 
between cells treated with the extract of the east 
Asia type group and those with the extract of the 
Western type group.

CONCLUSION: H.pylori extract could induce 
changes in cellular morphology and expression 
of survivin and caspase-3 mRNAs in human gas-
tric cancer BGC-823 cells. The extract of the east 
Asia type of H.pylori has more potent biological 
activity than that of the Western type.

Key Words: H.pylori ; Hummingbird phenotype; 
Apoptosis-related genes; CagA typing
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tosis-related gene expression in human gastric cancer 
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摘要
目的��: 探讨H.pylori 刺激人胃癌细胞BGC-823
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■背景资料
不同幽门螺杆菌
(H.pylori )之间存
在菌株的毒力差
异 ,  主 要 与 毒 力
因子的基因型相
关 .  CagA蛋白是
H . p y l o r i 最主要
的毒力因子之一. 
CagA蛋白的分型
主要根据CagA蛋
白C端酪氨酸磷酸
化位点(EPIYA)的
数目和氨基酸主
要序列, 分为东亚
型和西方型, 并且
认为这种东西方
菌株之间的毒力
差异, 可能与这两
个地区不同的胃
癌的发病率相关.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科



后, 对细胞形态以及凋亡抑制基因Survivin和
凋亡基因caspase-3 mRNA表达的影响.

方法�:  分别用东亚型分别用东亚型H .p y l o r i 菌株和西方
型H.pylor i 菌株超声提取物, 刺激胃癌细胞
BGC-823, 显微镜下直接观察细胞形态的变化. 
同时利用荧光定量聚合酶链反应(QRT-PCR)
检测胃癌细胞BGC-823凋亡抑制基因Survivin
和凋亡基因caspase-3 mRNA的表达水平. 

结果��: H.pylori刺激胃癌细胞BGC-823后12 h, 
出现蜂鸟表型, 呈时间依赖性, 24 h最明显, 东
亚型组与西方型组相比, 引起的细胞蜂鸟表
型百分率明显增加(29.3%±2.1% vs  8.0%±

2.0%, F  = 164.73, P <0.05). H.pylori超声提取
液刺激胃癌细胞BGC-823后, 在东亚型组和西
方型组均出现凋亡抑制基因Survivin mRNA
的表达量明显上调, 与对照组相比caspase-3 
mRNA的表达量明显下降(P <0.05); 并且东亚
型组Survivin mRNA的表达的上调以及cas-
pase-3 mRNA的表达较西方型组均明显下降
(P <0.05).

结论�: H.pylor i 超声提取液可诱导胃癌细胞
BGC-823发生形态学改变, 并且引起凋亡抑
制基因Survivin mRNA表达上调、凋亡基因
caspase-3 mRNA表达下降. 东西方型H.pylori
菌株之间存在生物活性的差异.

关键词: ������� ������ ��������幽门螺杆菌�� ������ ��������; 蜂鸟表型; 凋亡相关基因; 
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0  ��引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )感染, 增
加了胃癌发生的危险性, 主要指远端胃腺癌, 而
贲门癌或称近端胃癌与H.pylori感染的关系不大. 
H.pylori感染的临床结果, 与H.pylori的菌株毒力

差异、环境因素及宿主因素相关. H.pylori分为

cagA基因阳性菌株和cagA基因阴性菌株, 研究显

示[1-6], CagA阳性菌株感染具有更强毒力和胃癌

生成的危险性. cagA基因阳性菌株感染与癌前病

变及远端胃癌的生成关系更密切. 对H.pylori感染

个体以及体外细胞学的研究显示[7-12], H.pylori影
响了细胞的凋亡和增殖, 并最终引起癌变. 本研

究用cagA基因阳性H.pylori超声提取液刺激胃

癌上皮细胞BGC-823, 观察细胞形态学的改变以
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及对凋亡抑制基因Survivin和凋亡基因caspase-3 
mRNA表达的影响, 探讨其可能的分子机制. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 H.pylori固体培养基、微需氧环境发生

袋、选择性抗生素及厌氧培养罐购自德国Mer-
ck公司. 小牛血清为兰州民海生物工程有限公司

产品, 无菌羊全血为金坛欣迪公司产品. H.pylori  
W24菌株由江苏大学附属医院消化科保存, 分离

自江苏大学附属医院的胃病患者(1例十二指肠

球部溃疡的患者, cagA基因阳性), 并经测序, 确
定其基因型为东亚型; 国际标准菌株11637(cagA
基因阳性)由江苏大学附属医院实验室保存, 据
其公布的基因序列定为西方型(其核酸序列Gen-
Bank接受号: AB015416; 蛋白序列GenBank接受

号: BAB20926.1)[13].
1.2 方法方法 
1.2.1 H.pylori培养及菌体提取物的制备: 将冻存

的H.pylor i菌接种于哥伦比亚固体琼脂培养基, 
加入100 mL/L的新鲜羊血, 在微需氧环境, 37 ℃
下培养, 72 h后收集细菌, 经鉴定为H.pylori菌株, 
然后将生长良好的H.pylori刮下后用PBS漂洗两

遍, 然后将之悬于不含血清的DMEM培养液中, 
菌体悬液经超声裂解(100 W, 30 s, 10次, 间隔20 
s, 冰浴冷却, 低温离心, 12 000 r/min, 4 ℃), 10 
min后, 取上清, -20 ℃保存备用. 
1.2.2 细胞培养: 人胃癌上皮细胞株BGC-823由
江苏大学生命科学院提供, 含100 mL/L新生小

牛血清的DMEM培养基, 于37 ℃、50 mL/L CO2 
温箱中培养, 2-3 d更换培养基, 待细胞铺满底后, 
用2.5 g/L的胰酶消化成单个细胞, 继续培养, 取
对数生长期细胞进行实验. BGC-823人胃癌上皮

细胞, 为人低分化胃癌细胞, 建自1例62岁的胃

癌患者. 3个连续的实验结果为最终结果, 并为

观察结果. 
1.2.3 蜂鸟表型观察: 细胞消化计数后, 以每孔3
×104个细胞接种6孔板后, 待细胞贴壁后, 加入

无血清DMEM培养液的饥饿12 h后, 按每孔加入

25 g/L H.pylori超声提取液100 μL, 放培养箱中

继续培养, 分别在12、24 h时间位点, 显微镜下

直接观察细胞形态的变化, 随机计数200倍视野

下100个细胞中的蜂鸟表型数目. 
1.2.4 RT-PCR检测相关凋亡基因: 提取各时间

段胃癌细胞总RNA, 然后检测吸光度(A )值, 所
提取的RNA纯度A 260/A 280均在1.80以上. 按照逆

转录试剂盒说明书, 将细胞的总RNA逆转录成

cDNA, 以GAPDH为内参照进行PCR. 引物设计

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃癌发病机制的
研究一直是目前
研 究 的 热 点 .  而
凋亡相关基因表
达 的 变 化 ,  在 胃
癌的形成中发挥
了 重 要 作 用 .  在
体外感染过程中, 
H.pylori 引起的凋
亡已经研究了一
段时间, 但是令人
信服的分子机制
仍未阐明.
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与合成: 参照GenBank中的Survivin和caspase-3
的基因全序列设计PCR引物. Su rvivin引物序

列: 上游引物P1: 5'-AGAACTGGCCCTTCTT-
G G A G G-3'; 下游引物  P2: 5'-C T T T T TAT-
GTTCCTCTATGGGGTC-3', (GenBank登录号: 
AY795969.1); caspase-3引物序列: 上游引物P1: 
5'-CAAACTTTTTCAGAGGGGATCG-3'; 下游引

物P2: 5'-GCATACTGTTTCAGCATGGCAC-3', 
(GenBank登录号: AY219866.1). 引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成. 反应条件均

为: 95 ℃ 30 s, 95 ℃ 40 s, 61 ℃-71 ℃ 40 s, 72 ℃ 
45 s, 40个循环, 72 ℃ 10 min.

统计学处理 用SPSS13.0统计软件进行检验, 
实验数据均以mean±SD进行表示. 多个均数间

比较, 用单因素方差分析(One-way ANOVA), 两
两比较采用SNK检验, P <0.05表示差异有统计学

意义.

2  ��结果

2.1 H.pylor i 超声提取液刺激BGC-823细胞后

细胞蜂鸟表型的变化 H.pylori超声提取液刺激

BGC-823细胞12 h后, 细胞开始出现蜂鸟表型, 
蜂鸟表型百分率随时间延长而增加, 呈时间依

赖性, 24 h最明显(图1), 2个实验组分别与对照组

相比, 差异有统计学意义(P <0.05, 表1). 36 h后蜂

鸟表型消失, 细胞出现空泡病变, 部分崩解, 形
成碎片. 对照组细胞没有出现蜂鸟表型. 实验组

中, 东亚型H.pylori刺激组的蜂鸟表型百分率在

12、24 h, 与西方型H.pylori刺激组相比, 明显增

高, 差异具有统计学意义(12 h, F  = 52.00; 24 h, F  
= 164.73, P <0.05, 表1).
2.2 H.pylori 超声提取液刺激胃癌细胞BGC-823
后细胞凋亡相关基因表达的变化 H.pylori超声

提取液能够诱导胃癌细胞BGC-823凋亡抑制基

因Survivin的mRNA表达量的增加. 刺激12 h时, 
凋亡抑制基因Survivin的mRNA表达量最大, 随
后, Survivin的mRNA表达量有所下降, 与对照

组相比, 差异有统计学意义(P <0.05). 在实验组

中, 东亚型组, 与西方型处理组相比, Survivin的
mRNA的表达在12 h上调的更明显, 差异有统计

学意义(F  = 326.260, P <0.05, 图2A). 
H .p y l o r i 超声提取液能够引起胃癌细胞

BGC-823凋亡基因caspase-3的mRNA表达的下

调. 在实验组, 刺激12 h时, 凋亡基因caspase-3的
mRNA的表达下降最明显, 与对照组相比差异有

统计学意义(P <0.05); 随后, caspase-3的mRNA表

达有所增加. 而东亚型组, 与西方型处理组相比, 
caspase-3基因的mRNA表达在12 h下降得更明

显, 差异有统计学意义(F  = 240.388, P <0.05, 图
2B).

3  ��讨论

cagA基因编码的CagA蛋白, 是H.pylori的主要毒

力因子之一, 被注入H.pylori黏附的胃上皮细胞

后, 通过Src家族激酶在其保守的C-端酪氨酸磷

酸化基序-EPIYA基序上进行酪氨酸磷酸化, 并
与细胞磷酸酶SHP-2连接引起其异常的酪氨酸

磷酸化, 引起细胞形态学改变蜂鸟表型, 表现为

细胞的分散、伪足的延伸, 这种细胞具有肌动

蛋白聚合、细胞骨架重排、细胞活力明显增强

的特征. 同时CagA还引起Erk信号途径的异常激

活, 诱导了cyclin D1, 启动了G1-S过程, 基质金基质金

属蛋白酶1(matrix metalloprotease-1, MMP-1)的(matrix metalloprotease-1, MMP-1)的
分泌, 破坏了胃基质[14,15]; CagA蛋白还上调NF-
κB转录因子, 经由MAP激酶途径刺激细胞因子

的生成, 像IL-8[16]. CagA蛋白的这些作用在胃腺

癌的形成中发挥了重要作用. 这些结果显示了

H.pylori  CagA蛋白是涉及胃腺癌形成的第一个

被识别的细菌癌蛋白. CagA的酪氨酸磷酸化以

及CagA蛋白与SHP-2的连接, 是蜂鸟表型变化

所必需的2个过程[17,18]. 蜂鸟表型的改变, 在cagA
基因阳性H.pylori的发病机制中起关键作用[19]. 

本研究使用的野生菌W24菌株, 分离自镇

江的一个十二指肠球部溃疡的患者, PCR测定显

示为cagA基因阳性菌株, CagA蛋白序列测定为

东亚型; 另一株11637国际标准菌株, 也为cagA
基因阳性菌株, GenBank上公布序列显示为西方

型[13]. 我们应用这2个来自东西方的H.pylori菌株

分别刺激人胃癌细胞BGC-823, 均引起了细胞蜂

鸟表型改变, 对照组几乎没有这种改变, 差异有

统计学意义. 蜂鸟表型的改变在作用24 h时最明

显, 与Zhang等[20]的研究一致. 东亚型菌株, 在不

同时间段引起的蜂鸟表型百分率分别是西方型

菌株2倍、3倍(12 h, F  = 52.00; 24 h, F  = 164.73, 

■相关报道
吴莺等的研究显
示镇江地区不同
H.pylori 的cagA 基
因及其 3 ' 可变区
结构的变化, 以及
不同地区H.pylori  
cagA 基因羧基端
可变区及其蛋白
序 列 的 差 异 ,  显
示CagA蛋白存在
东亚型和西方型
的差异 ;  H igash i
等的研究也显示
了CagA蛋白的分
型与H.pylori 的生
物 活 性 相 关 ,  与
胃黏膜萎缩、肠
化生、胃癌相关, 
东亚和西方之间
CagA蛋白结构的
不同是其功能不
同的关键.

表  1  H.pylori 超声提取液刺激胃癌细胞BGC-823后, 蜂鸟
表型率的比较 (%)

     
作用时间     对照组 东亚型处理组 西方型处理组

12 h 1.05±0.5   5.0±0.5ac    2.0±0.5a

24 h 1.50±1.8 29.3±2.1a    8.0±2.0a

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  西方型处理组.
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P <0.05), 显示东亚型菌株, 与西方型菌株相比, 
能够引起更多的细胞蜂鸟表型改变. 

同为cagA基因阳性的H.py lo r i菌株之间, 
存在生物活性差异, 主要与CagA蛋白的C端酪

氨酸磷酸化位点(EPIYA)的数目和氨基酸序列

的变化相关. 东亚型H.pylor i菌株, 主要来自中

国、日本、韩国, 具有相似的CagA蛋白的结构, 
即EPIYA-A-B-D型; 西方型H.pylori菌株, 主要

来自欧洲、美国、澳大利亚等国家, 具有相似

的CagA蛋白结构, 即EPIYA-A-B-C型. 影响与

SHP-2连接能力以及CagA蛋白酪氨酸磷酸化能

力的主要是CagA蛋白的序列中的EP IYA-C或

EPIYA-D. 而东亚型菌株的EPIYA-D, 与西方型

菌株的EPIYA-C相比, 具有更强的与SHP-2的连

接能力, 以及酪氨酸磷酸化能力, 因而能引起更

多的蜂鸟表型改变、更多的IL-8的分泌, 具有更

强的生物活性[20-22]. 

cagA阳性H.pylori的持续感染, 使得胃上皮

细胞持续受到不断注入的新CagA蛋白的攻击, 
持续受到CagA激活的SHP-2致癌蛋白的异常刺

激, 逐渐引起的下游基因表达的改变, 而凋亡相

关基因表达的变化, 在胃癌的形成中发挥了重

要作用. 在体外实验中, H.pylori能够引起不同

胃上皮细胞的凋亡, H.pylori的毒力因子, 包括

CagA蛋白, 均能引起凋亡[23-27]. 但是令人信服的

分子机制仍未阐明. 一些报道显示, 细胞内蛋白

激酶途径[28]或caspase-3[29]与H.pylori , 是引起胃

上皮细胞凋亡的主要因素. 多个研究显示线粒

体途径, 可能是H.pylori感染引起的胃上皮细胞

凋亡的主要信号途径[30,31]. 
我们用H.pylor i超声提取液刺激胃癌细胞

BGC-823, 引起了细胞凋亡抑制基因Survivin基
因mRNA表达的上调, 凋亡基因caspase-3基因

mRNA表达的下降, 与对照组相比, 差异有统计

■创新盘点
H.pylori 可以引起
体外培养细胞蜂
鸟 表 型 改 变 ,  本本
研究显示东西方
H . p y l o r i 引起细
胞蜂鸟表型的能
力 存 在 差 异 ;  进
一步的研究显示, 
东西方H.pylori 引
起的细胞凋亡相
关基因的mRNA
表达也存在差异, 
进一步揭示了东
西方型H.pylori 的
生物学功能上的
差异. 

图� ��  1  H.pylori 超声提取液刺激胃癌细胞BGC-823后, 12、24 h细胞形态学的改变. A, D: 对照组; B, E: 东亚型菌株处理组; C, 

F: 西方型菌株处理组; A-C: 12 h; D-F: 24 h.

A B

C D

E F
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学意义. 这2个基因的变化在H.pylor i刺激细胞

后12 h最明显, 以后有所恢复. 这个结果反映了

H.pylori在这个时间段对胃癌细胞的直接刺激作

用, 提示H.pylori的持续刺激可能是造成胃黏膜

慢性炎症损伤的基础. Survivin通过触发终端效

应器caspase-3和caspase-7而阻止了凋亡. Valen-
zuela等的体外研究显示, H.pylori感染胃上皮细

胞后, Survivin的过表达, 减少了细胞的凋亡[7]. 因
此, Survivin在胃黏膜是重要的生存因子. Yu等[32]

的研究显示, 在胃癌中Survivin的表达, 与凋亡的

减少、COX-2的表达相关. 另一方面, 在非肿瘤

组织中, Survivin的表达与H.pylori感染、胃炎密

切相关. 应用胃癌和正常黏膜标本的研究显示, 
在正常胃黏膜, 没有Survivin基因的表达, 但是有

caspase-3基因的mRNA和蛋白表达; 在胃癌和癌

症邻近正常组织中, Survivin基因的表达增加; 
而在胃癌标本中, 仅有procaspase-3的表达, 而
活性caspase-3则完全检测不到, 在癌症邻近正

常黏膜, 也没有检测到caspase-3的基因和蛋白

表达[32,33]; 伴有较高Survivin表达的胃癌患者, 组
织学分级和分期较差, 因此Survivin基因可作为

预测预后的指标[34], 控制Survivin基因的表达有

助于胃癌的化疗[35]. 因此, caspase-3和Survivin表
达水平的变化在正常黏膜向胃癌转化过程中发

挥了重要作用. 
东亚型菌株, 与西方型菌株相比, 引起凋亡

相关基因表达的变化更明显, 具有统计学意义

(P <0.05), 显示了东亚型菌株, 与西方型菌株相

比, 具有更强的生物学活性. 
我们的研究显示, H.pylori超声提取液引起

了细胞形态学改变和凋亡相关基因表达的变化, 
显示H.pylor i在启动胃黏膜炎症和萎缩的同时, 
还伴有某些细胞因子的变化, 以及凋亡相关蛋

白表达的变化, 如Survivin基因的过表达, 引起细

胞的增殖、凋亡抑制和胃癌形成. cagA基因阳

性的东西方菌株之间存在生物活性的差异: 东
亚型菌株, 与西方型菌株相比, 具有更强的诱导

细胞蜂鸟表现改变的能力以及对凋亡相关基因

表达变化的影响更大, 因而显示了更强的生物

活性. 东西方H.pylori菌株之间的生物学活性差

异, 可能是造成东西方地区胃癌发病率不同的

原因.
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Abstract
AIM: To explore the effect of interleukin-10 
(IL-10) on hepatocyte apoptosis in biliary-ob-
structed rats. 

METHODS: Male Wistar rats were divided ran-
domly into sham operation (SO) group, obstruc-
tive jaundice (OJ) group and IL-10 group. Rats of 
the OJ and IL-10 groups underwent ligation and 
severing of the common bile duct, while mobili-
zation of the common bile duct was performed 
in the SO group. The IL-10 group was intraperi-
toneally injected with IL-10 (4 μg/kg) daily after 
operation. The mRNA and protein expression 

of transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in 
liver tissue was detected by fluorescence real-
time quantitative PCR and immunohistochemi-
cal staining, respectively. Blood samples were 
taken to measure serum total bilirubin (TBIL), 
direct bilirubin (DBIL), alanine aminotransferase 
(ALT), and aspartate aminotransferase (AST) 
levels, while hepatic cell apoptosis was evalu-
ated by TUNEL method.

RESULTS: Compared to the SO group, the 
levels of serum ALT and AST, hepatic TGF-β1 
mRNA and protein expression, and hepatic cell 
apoptosis index significantly increased in the 
OJ group 3 days after operation (ALT: 91.83 
U/L ± 21.47 U/L vs 47.67 U/L ± 12.79 U/L; 
AST: 208.67 U/L ± 32.36 U/L vs 75.17 U/L ± 
11.96 U/L; TGF-β1 mRNA: 7.48 ± 1.51 vs 1.21 
± 0.79; TGF-β1 protein: 6.11% ± 1.11% vs 1.26% 
± 0.64%; apoptosis: 15.06% ± 1.17% vs 3.94% ± 
0.46%; all P < 0.05), and further increased 7 d 
after operation (ALT: 178.83 U/L ± 46.25 U/L vs 
44.50 U/L ± 9.97 U/L; AST: 461.17 U/L ± 88.48 
U/L vs 76.50 U/L ± 12.39 U/L; TGF-β1 mRNA: 
11.98 ± 3.05 vs 1.01 ± 0.52; TGF-β1 protein: 9.97% 
± 2.84% vs 1.68% ± 0.71%; apoptosis: 23.49% ± 
3.35% vs 4.31% ± 0.67%; all P < 0.05). Treatment 
with IL-10 significantly decreased hepatic func-
tion, hepatic TGF-β1 expression, and hepatic cell 
apoptosis compared to the OJ group 7 d after 
operation (ALT: 94.17 U/L ± 20.02 U/L vs 178.83 
U/L ± 46.25 U/L; AST: 257.83 U/L ± 56.53 U/L 
vs 461.17 U/L ± 88.48 U/L; TGF-β1 mRNA: 7.05 
± 1.15 vs 11.98 ± 3.05; TGF-β1 protein: 7.06% 
± 1.32% vs 9.97% ± 2.84%; apoptosis: 15.08% ± 
1.69% vs 23.49% ± 3.35%; all P < 0.05).

CONCLUSION: IL-10 could attenuate hepato-
cyte apoptosis by suppressing hepatic TGF-β1 
expression in biliary-obstructed rats.

Key Words: Obstructive jaundice; Apoptosis; Inter-
leukin-10; Transforming growth factor-β1
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定方法的改进, 越
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明, 肝细胞凋亡在
梗阻性黄疸肝功
能衰竭中起着重
要的促进作用. 
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摘要
目的��: 探讨白介素-10(IL-10)对梗阻性黄疸大
鼠肝细胞凋亡的作用.  

方法�: Wistar♂大鼠随机分为假手术(SO)组、Wistar♂大鼠随机分为假手术(SO)组、

梗阻性黄疸(OJ)组和IL-10组. OJ组和IL-10组
结扎切断胆总管建立梗阻性黄疸模型, SO组
仅游离胆总管. IL-10组术后第1天开始每天腹
腔内注射IL-10(4 μg/kg). 实时荧光定量PCR法
检测肝组织转化生长因子β1(TGF-β1) mRNA
的水平, 免疫组织化学法检测肝组织TGF-β1
蛋白表达情况. 末端脱氧核甘酸介导生物素标
记(TUNEL)法检测大鼠肝细胞凋亡情况, 并检
测血清TBIL、DBIL、ALT和AST水平.

结果��: 胆总管结扎术后3 d, 与SO组相比, OJ组
大鼠血清转氨酶、肝组织TGF-β1表达水平
及肝细胞凋亡率均明显升高(ALT: 91.83 U/L
±21.47 U/L vs  47.67 U/L±12.79 U/L; AST: 
208.67 U/L±32.36 U/L vs  75.17 U/L±11.96 
U/L; TGF-β1 mRNA: 7.48±1.51 vs  1.21±
0.79; TGF-β1蛋白: 6.11%±1.11% vs  1.26%
±0.64%; 凋亡: 15.06%±1.17% vs  3.94%±

0.46%; 均P <0.05). 胆总管结扎术后7 d, 与
S O组相比, O J组大鼠上述各项实验指标均
进一步升高(ALT: 178.83 U/L±46.25 U/L 
vs  44.50 U/L±9.97 U/L; AST: 461.17 U/L±
88.48 U/L vs  76.50 U/L±12.39 U/L; TGF-β1 
mRNA: 11.98±3.05 vs  1.01±0.52; TGF-β1蛋
白: 9.97%±2.84% vs  1.68%±0.71%; 凋亡: 
23.49%±3.35% vs  4.31%±0.67%; 均P <0.05). 
应用IL-10治疗后, 与OJ组相比, IL-10组大鼠
肝功能、肝组织TGF-β1表达水平及肝细胞凋
亡率均明显降低(ALT: 94.17 U/L±20.02 U/L 
vs  178.83 U/L±46.25 U/L; AST: 257.83 U/L±
56.53 U/L vs  461.17 U/L±88.48 U/L; TGF-β1 
mRNA: 7.05±1.15 vs  11.98±3.05; TGF-β1 
蛋白: 7.06%±1.32% vs  9.97%±2.84%; 凋
亡: 15.08%±1.69% vs  23.49%±3.35%; 均
P <0.05).

结论�: IL-10可通过抑制肝组织TGF-β1的表
达, 而减少梗阻性黄疸大鼠肝细胞凋亡.

关键词: 梗阻性黄疸; 凋亡; 白介素-10; 转化生长

因子-β1

曹阳, 赵闯, 徐锋, 戴朝六. 白介素-10对梗阻性黄疸大鼠肝组织

转化生长因子β1表达和肝细胞凋亡的影响. ���������� 世界华人消化杂志��  

2011; 19(17): 1773-1779

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1773.asp

1774               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年6月18日  第19卷  第17期

0  ��引言

梗阻性黄疸是外科常见的临床问题, 此类患者

往往并发不同程度的肝功能不全甚至出现肝功

能衰竭[1-3]. 既往研究表明, 肝细胞凋亡在梗阻性

黄疸肝脏损伤过程中起着重要作用, 是肝细胞

死亡的主要方式之一, 而肝组织转化生长因子

β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)对肝

细胞凋亡有着明显的促进作用[4-8]. 最近研究发

现, 白介素-10(interleukin-10, IL-10)可减少外源性

内毒素所致肝损伤过程中的肝细胞凋亡[9]. 此外, 
也有研究发现, 外源性IL-10可通过抑制肝组织

TGF-β1的表达而改善肝纤维化[10]. 本实验旨在

通过研究外源性IL-10对梗阻性黄疸大鼠肝组织

TGF-β1表达、肝细胞凋亡率的影响, 探讨IL-10
对梗阻性黄疸大鼠肝细胞凋亡的作用及其分子

生物学机制.

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 Wistar♂大鼠, 体质量200-240 g, 中国医

科大学附属盛京医院实验动物中心提供; 重组

大鼠IL-10购自美国PeproTech公司; 末端脱氧核

甘酸介导生物素标记(TUNEL)凋亡试剂盒购自

德国Roche Diagnostics公司; 大鼠TGF-β1多克隆

抗体购自美国Santa Cruz公司; 免疫组织化学SP
染色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公

司; 总RNA抽提试剂盒、逆转录试剂盒及PCR
扩增试剂盒均购自TaKaRa公司; 内参β-actin及
TGF-β1引物由北京奥科生物技术有限公司设计

合成; 荧光定量仪: LightCycler定量PCR扩增仪

及配套分析软件Roche LightCycler Run 5.32(德
国Roche Diagnostics公司).
1.2 方法方法 
1.2.1 分组:分组: Wistar♂大鼠30只随机分为假手术组

(SO组)12只、梗阻性黄疸组(OJ组)12只和IL-10
组6只. SO组和OJ组再随机分设术后3 d和术后7 
d两个亚组, 每个亚组6只.  
1.2.2 模型制备和取材:模型制备和取材: 参照Erguder等报道的方

法建立梗阻性黄疸模型, 各组大鼠均用100 g/L
水合氯醛(按3 μL/g)腹腔内注射麻醉, 于肝十二

指肠韧带内辨认胆总管, 距离十二指肠2.0 cm
处游离胆总管约0.5 cm, SO组手术到此为止, OJ
组和IL-10组3/0丝线双重结扎并于结间切断胆

总管[11,12]. IL-10组大鼠术后第1天开始每天腹腔

内注射IL-10(4 μg/kg), 于术后7 d取材. SO组和

OJ组大鼠术后对应时间点腹腔内注射同等剂量

的生理盐水, 分别于术后3 d和7 d取材. 上述各

www.wjgnet.com

■研发前沿
梗阻性黄疸受损
肝脏治疗中, 以肝
细胞凋亡为靶点
的治疗日益成为
肝胆外科研究领
域中的热点.
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组大鼠均腹主动脉采血, 离心取上层血清后置

于-80 ℃冰箱保存待行肝功能检测; 快速夹取肝

左叶部分组织置于-80 ℃冰箱保存待行肝组织

TGF-β1 mRNA检测; 另取肝左叶部分组织置于

40 g/L多聚甲醛中固定待行肝脏免疫组织化学

及肝细胞凋亡检测.
1.2.3 肝功能指标检测: 使用全自动生化分析仪测

定不同时点血清TBIL、DBIL、ALT和AST水平.
1.2.4 实时荧光定量PCR法检测肝组织TGF-β1 
mRNA表达水平: (1)总RNA抽取: 按总RNA抽

提试剂盒说明书操作步骤提取肝组织总RNA, 
紫外分光光度计测定纯度并定量; (2)逆转录合

成cDNA: 反应体系为20.0 μL: 5×PrimeScriptTM 
B u f f e r 4.0 μ L, R a n d o m 6 m e r s 1.0 μ L, 
PrimeScriptTM RT Enzyme Mix Ⅰ 1.0 μL, Oligo 
dT Primer 1.0 μL, 总RNA 1.0 μL, 加去RNA酶水

至总体积为20.0 μL. 37 ℃水浴15 min后, 85 ℃
水浴5 s灭活内转录酶. 产物置于-20 ℃冰箱内冻

存备用; (3)PCR扩增: 内参基因β-actin: 上游引物

5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3', 下游

引物5'-GACTCATCGTACTCCTGCCTGCTG-3', 
扩增产物长度150 bp. 目的基因TGF-β1: 上游引

物5'-AGGGCTTTCGCTTCAGTGCT-3', 下游引

物5'-CCATGAGGAGCAGGAAGGGT-3', 扩增产

物长度141 bp. 反应体系为20.0 μL: 上下游引物

各0.4 μL, SYBR Premix Ex TaqTM 10.0 μL, dH2O 
7.2 μL, cDNA模板2.0 μL. 反应条件: 95 ℃预变

性10 s, 60 ℃退火20 s, 72 ℃延伸20 s, 共45个循

环, 在退火阶段收集特异性荧光信号. 结果计算: 
ΔΔCt = (实验组目的基因Ct均值-实验组内参基

因Ct均值)-(对照组目的基因Ct均值-对照组内参

基因Ct均值), 然后取2-ΔΔCt即代表被测样品初始

TGF-β1 mRNA的含量[13]. 
1.2.5 免疫组织化学法检测肝组织TGF-β1表达: 
石蜡切片常规脱蜡至水, 3% H2O2溶液消除内源

性过氧化物酶活性, 0.1 mol/L枸橼酸盐缓冲液

微波修复抗原, 正常山羊血清封闭非特异性抗

原后, 滴加兔抗大鼠TGF-β1多抗(1∶100), 二抗, 
DAB显色, 苏木素复染封片. PBS代替一抗作对

照, 检测肝组织TGF-β1表达情况. 每例切片随机

计数5个400倍视野, 以平均每100个细胞中含阳

性细胞个数作为其平均阳性率.
1.2.6 肝细胞凋亡检测: 采用TUNEL法检测大鼠

肝细胞凋亡状态. 主要步骤: (1)石蜡切片常规脱

蜡水化, 浓度为20 μg/mL蛋白酶K消化37 ℃×

15 min; (2)加50 μL TUNEL反应混合液于标本

上, 于暗湿盒中反应37 ℃×60 min; (3)加50 μL 
converter-POD于标本上, 于暗湿盒中反应37 ℃
×30 min; (4)DAB显色, 苏木素复染. 每例切片

随机计数5个400倍视野, 以平均每100个细胞中

含凋亡细胞个数作为凋亡指数(apoptosis index, 
AI).

统计学处理 所有实验数据均以mean±SD所有实验数据均以mean±SD
表示, 组间比较采用SPSS17.0统计软件进行单因

素方差分析(One-way ANOVA), P <0.05为差异有

统计学意义.

2  ��结果

2.1 术后一般情况及取材肉眼所见 OJ组和IL-10
组大鼠胆总管结扎术后1 d出现尿色加深, 术后

2 d出现皮肤及巩膜黄染, 大便颜色变浅. 取材时

可见肝脏呈淤胆状, 颜色由暗红转为棕黄色; 结
扎处近肝脏侧胆总管明显增粗, 直径由正常的1 
mm增至3-5 mm不等. SO组大鼠无上述梗阻性黄

疸表现(图1).
2.2 肝功能指标的检测 SO组术后各时点血清中

胆红素和转氨酶水平均较低. OJ组随着胆总管

结扎时间的延长, 术后血清中胆红素和转氨酶

水平逐渐升高且均高于SO组, 差异有统计学意

义(P <0.05); IL-10组转氨酶水平明显低于OJ组, 
差异有统计学意义(P <0.05), 但胆红素水平差异

无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.3 肝组织TGF-β1 mRNA的表达 SO组术后各时

点肝组织中TGF-β1 mRNA表达水平均较低. OJ
组随着胆总管结扎时间的延长, 术后肝组织中

TGF-β1 mRNA表达水平逐渐升高且均高于SO
组, 差异有统计学意义(P <0.05); IL-10组肝组织

中TGF-β1 mRNA水平明显低于OJ组, 差异有统

计学意义(P <0.05, 表2, 图2).
2.4 肝组织TGF-β1蛋白的表达情况 阳性染色呈

■相关报道
Z h o n g等研究表
明 ,  白介素-10可
通过抑制肝组织
TGF-β1的表达而
减少由外源性内
毒素所致肝损伤
过程中的肝细胞
凋亡. 

图� �� ����������� ���������  1  ����������� ���������大鼠胆总管结扎术后7 d取材肉眼所见��. 肝脏呈淤胆

状, 颜色为棕黄色, 结扎处近肝脏侧胆总管明显增粗.
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棕黄色颗粒, 定位于细胞质. SO组术后各时点肝

组织均可见少量的肝细胞呈阳性表达. OJ组随

着胆总管结扎时间的延长, 术后肝组织中阳性

细胞表达率逐渐升高且均高于SO组, 差异有统

计学意义(P <0.05); IL-10组肝组织中阳性细胞表

达率明显低于OJ组, 差异有统计学意义(P <0.05, 
表2, 图3).
2.5 肝细胞的凋亡情况 SO组术后各时点肝组织

均可见少量的凋亡细胞. OJ组随着胆总管结扎

时间的延长, 术后肝细胞凋亡指数逐渐升高且

均高于SO组, 差异有统计学意义(P <0.05); IL-10
组肝细胞凋亡指数明显低于OJ组, 差异有统计

学意义(P <0.05, 表2, 图4).

3  ��讨论

肝功能衰竭是梗阻性黄疸患者的重要死亡原因, 

■创新盘点
本实验通过建立
梗阻性黄疸大鼠
肝细胞凋亡模型, 
阐述白介素-10可
通过降低肝组织
TGF-β1的表达 , 
抑制梗阻性黄疸
肝细胞凋亡并改
善受损肝功能. 

随着细胞凋亡测定方法的改进, 越来越多的证

据表明, 肝细胞凋亡在梗阻性黄疸肝功能衰竭

中起着重要的促进作用. 以肝细胞凋亡为靶点

的治疗方向日益成为肝胆外科研究领域中的热

点[14-18]. 本实验研究结果提示, 大鼠在胆总管结

扎3 d后, 即出现血清中ALT和AST明显升高, 肝
组织TGF-β1表达量和肝细胞凋亡率大量增加; 至
术后第7天血清生化酶指标进一步升高, 肝组织

TGF-β1表达量和肝细胞凋亡率同步增加. 由此

可见, 梗阻性黄疸早期, 肝脏即出现大量的细胞

凋亡, 肝功能进行性受损[7,19]. 因此, 及早即给予

相应的治疗措施, 可望取得更理想的治疗效果. 
IL-10是一种Th2细胞产生的免疫调节性细胞

因子, 在多种实验性肝损伤模型中发现, IL-10可明

显抑制多种炎症介质的表达而减轻肝损伤[9,10,20-22]. 
最近研究发现, IL-10可通过抑制肝组织TGF-β1的

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  OJ组.

表  2  各组大鼠肝组织TGF-β1 mRNA、蛋白的表达和肝细胞AI (mean±SD, n = 6)

     
分组

TGF-β1 mRNA TGF-β1蛋白(%) AI(%)

       3 d           7 d         3 d         7 d          3 d         7 d

SO组 1.21±0.79   1.01±0.52 1.26±0.64 1.68±0.71   3.94±0.46   4.31±0.67

OJ组 7.48±1.51a 11.98±3.05a 6.11±1.11a 9.97±2.84a 15.06±1.17a 23.49±3.35a

IL-10组   7.05±1.15c 7.06±1.32c 15.08±1.69c

图� ���� ������ ��������  2 �� ������ ��������各组大鼠术后7 d肝组织TGF-β1 mRNA实时荧光定量扩增曲线. A: PCR扩增循环圈数较少, 肝组织TGF-β1 mRNA

含量较高�� ������������� ���������� ���������� ��; B: PCR扩增循环圈数较多, 肝组织TGF-β1 mRNA含量较低�.

0     2    4     6     8    10   12  14   16    18   20  22  24  26   28   30  32   34  36   38   40  42  44  46

1.7
1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
-0.1

Fl
uo

re
sc

en
ce

 (F
1)

Cycle Number

A

Fl
uo

re
sc

en
ce

 (F
1)

Cycle Number

1.4
1.3
1.2
1.1
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

-0.1

B

0    2    4     6     8    10   12   14   16    18   20  22  24  26   28   30  32   34  36  38   40  42  44  46

表  1  各组大鼠血清ALT、AST、TBIL和DBIL水平比较 (mean±SD, n ＝6)

     

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  OJ组.

分组
ALT(U/L) AST(U/L) TBIL(μmol/L) DBIL(μmol/L)

    3 d       7 d      3 d      7 d     3 d      7 d    3 d     7 d

SO组 47.67±

12.79 

  44.50±

   9.97

  75.17±

  11.96

  76.50±

  12.39

  5.36±

  1.51

    6.44±

    1.93

  3.69±

  0.98

  4.78±

  1.42
OJ组 91.83±

21.47a

178.83±

  46.25a

208.67±

  32.36a

461.17±

  88.48a

72.46±

11.35a

109.28±

  22.68a

61.16±

13.85a

95.79±

19.00a

IL-10组   94.17±

  20.02c

257.83±

  56.53c

103.13±

  13.77c

88.10±

  7.74c
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■应用要点
本研究发现白介
素-10可通过降低
肝组织转化生长
因子β1的表达抑
制肝细胞凋亡并
改善受损肝功能, 
对以肝细胞凋亡
为靶点治疗梗阻
性黄疸受损肝脏
具有一定的临床
意义.

图� ���� �����������  3 �� �����������各组大鼠术后肝组织TGF-β1的表达(SP×400)��. A: SO组术后7 d; B: OJ组术后3 d; C: OJ组术后7 d; D: IL-10组术后7 d.

A

C D

B

图� ���� �������������������������  4 �� �������������������������各组大鼠术后肝细胞的凋亡情况(TUNEL×400)��. A: SO组术后7 d; B: OJ组术后3 d; C: OJ组术后7 d; D: IL-10组术后7 d.

A

C D

B

表达而减少由内毒素引起的肝细胞凋亡[9]. Shi等[10]

也发现外源性IL-10可通过抑制肝组织TGF-β1
的表达而改善肝纤维化. 此外, 谷俊朝等[22]研究

还发现外源性IL-10可以抑制大鼠急性出血坏死

性胰腺炎肝细胞凋亡. 在本实验中, 我们研究发

现梗阻性黄疸大鼠应用IL-10治疗后, 与OJ组相

比, 肝组织TGF-β1的表达量明显下降, 肝细胞凋

亡率与肝功能均显著改善. 上述结果表明, IL-10
可以抑制梗阻性黄疸肝细胞凋亡进而减轻肝功

能损害, 这可能与IL-10抑制肝组织TGF-β1的表

达有关. 在实验过程中, 我们考虑到IL-10药物代

谢半衰期较短[23,24]以及胆总管结扎术后早期腹

腔内大量炎性液体渗出可能会影响IL-10的吸收

情况, 因此, 在IL-10治疗组未设置术后3 d取材
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时间点.
正常肝脏中, TGF-β1主要由肝窦内皮细胞、

库普弗细胞和肝星形细胞(hepatic stellate cell,细胞和肝星形细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)表达[25]. 当发生梗阻性黄疸时, 肝内HSC大
量增殖活化, 并通过自分泌及旁分泌方式致肝组

织TGF-β1大量表达, 此时, 肝组织中TGF-β1主要

由活化的HSC表达[26,27]. 翁山耕等[28,29]研究发现, 
外源性IL-10可以抑制库普弗细胞诱导的HSC库普弗细胞诱导的HSC细胞诱导的HSC
增殖活化. 此外, Shi等[30]研究表明, 外源性IL-10
可以抑制体外培养活化的HSC表达TGF-β1. 但
IL-10是否通过抑制HSC的增殖活化进而减少肝

组织TGF-β1的表达, 尚需进一步证实. 同时, 由
于细胞因子的调节极其复杂, 其他细胞因子是

否也参与IL-10抗梗阻性黄疸肝细胞凋亡的作

用, 也值得深入探讨.
总之, 本研究中我们观察到梗阻性黄疸引起

肝组织TGF-β1大量表达致肝细胞凋亡增加使肝

功能受损, 应用IL-10治疗后, 肝细胞凋亡和受损

肝功能均得到显著的改善, 这可能与IL-10降低

梗阻性黄疸肝组织TGF-β1的表达有关. 
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Abstract
AIM: To investigate changes in the expression of 
fibrosis-related genes and proteomic expression 
profile in rat hepatic stellate cells (HSCs) exposed 
to the cocktail to explore potential anti-hepatic 
fibrosis mechanisms of the cocktail therapy.

METHODS: After HSCs were cultured in vitro 

and exposed to the cocktail for 24 h, the expres-
sion of TGF-β1, MMP-2 and TIMP-2 mRNAs and 
proteomic expression profile were measured by 
RT-PCR and SELDI-TOF-MS, respectively.

RESULTS: Compared to control cells, the ex-
pression level of MMP-2 mRNA significantly 
increased (0.094 ± 0.051 vs 0.023 ± 0.056, P < 
0.05), and those of TGF-β1 and TIMP-2 mRNAs 
significantly decreased (0.301 ± 0.025 vs 0.503 ± 
0.042; 0.719 ± 0.03 vs 1.204 ± 0.418, both P < 0.05) 
in HSCs exposed to the cocktail. A total of 176 
differential proteins were identified between 
control cells and treated cells, of which 32 were 
up-regulated and 3 down-regulated.

CONCLUSION: The cocktail therapy exerts anti-
hepatic fibrosis activity possibly by regulating 
the expression of related genes and proteins.

Key Words: Hepatic stellate cells; Cocktail therapy; 
Gene expression; Protein expression

Liao M, Mo CF, Zhou Y, He M, Zhuo L. Alterations in 
fibrosis-related gene expression and proteomic expression 
profile in rat hepatic stellate cells exposed to the cocktail. 
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摘要
目的��: 研究鸡尾酒疗法对大鼠肝星状细胞
(HSC)的纤维化相关基因表达及蛋白谱的变
化, 探讨鸡尾酒疗法抗肝纤维化作用的机制.

方法�: 鸡尾酒作用大鼠HSC-T6细胞株后, 采鸡尾酒作用大鼠HSC-T6细胞株后, 采
用半定量RT-P C R法检测细胞中T G F-β1、
MMP-2和TIMP-2的mRNA表达水平. 应用
SELDI-TOF-MS技术分析HSC-T6细胞蛋白图
谱的变化.

结果��: HSC-T6细胞经鸡尾酒作用后, 与对照组
相比MMP-2 mRNA表达水平明显增强(0.094
±0.051 vs  0.023±0.056, P <0.05); TGF-β1和
TIMP-2 mRNA表达水平明显降低(0.301±
0.025 vs  0.503±0.042; 0.719±0.03 vs  1.204±

®

■背景资料
迄今为止, 对肝纤
维化的治疗尚缺
乏理想的治疗方
案. 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. 
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0.418, 均P <0.05); 鸡尾酒作用后, 表达差异2倍
以上的蛋白有35个, 包括32个表达上调的蛋
白, 3个表达下调的蛋白.

结论�: 鸡尾酒疗法的抗肝纤维化作用可能是鸡尾酒疗法的抗肝纤维化作用可能是
通过调节相关基因和蛋白的表达变化来实现.

关键词: 肝星状细胞; 鸡尾酒疗法; 基因表达; 蛋白表达
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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 ma-
trix, ECM)和细胞因子的药物[2-6]、抗氧化剂抗氧化剂[7]、抗抗

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[9,10]. 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[11,12]. 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(Cocktail), 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. 
我们前期的研究结果表明 ,  牛磺酸( t a u-

rine)、表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocate-
chin-3-gallate, EGCG)和三羟基异黄酮(genistein)
三者联合应用的鸡尾酒疗法具有抗大鼠肝纤

维化的作用[13,14]. 本实验的目的是采用RT-PCR实验的目的是采用RT-PCR的目的是采用RT-PCR
法分析鸡尾酒疗法对肝星状细胞株HSC-T6肝
纤维化相关基因转化生长因子β1(transforming 
growth factor-beta 1, TGF-β1)、基质金属蛋白

酶2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)和组织

金属蛋白酶抑制因子2(tissue inhibitor of metal-
loproteinase-2, TIMP-2)表达的影响, 并利用

SELDI-TOF-MS技术分析HSC-T6蛋白谱的变化, 
以进一步探讨鸡尾酒疗法抗肝纤维化的机制. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞系为HSC-T6, 为SV40转染

SD大鼠HSC, 为永生化细胞, 表型为活化的HSC, 
具纤维化特性. 细胞由广西医科大学姜海行教

授馈赠.  EGCG(四川乐山禹伽茶业科技开发有

限公司); DMEM(Gibco); 胎牛血清(Hyclone);  
TRIzol(Invitrogen); 逆转录试剂盒(Fermentas); 
t aur ine、genis te in、二硫苏糖醇(DTT)、超

纯尿素(U r e a)、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷

(Tr i s)、3-[(3-胆酰胺丙基)-二乙胺]-1-丙磺酸

(CHAPS)、十二烷基磺酸钠(SDS)、硫脲、三

正丁基磷(TBP)、pH3-10两性电解质、抑肽酶

(Apotinin)、乙腈(Acetonitrile, ACN)、无水醋酸

钠(NaAc)、三氟乙酸(TFA)、羟乙基哌嗪乙磺

酸(HEPES)、pH7.4磷酸盐缓冲液(PBS)、HPLC
水、88%磷酸、950 mL/L乙醇均购于美国Sigma
公司. 2×PCR mix(TaKaRa). CO2培养箱(美国

Thermo); 高速冷冻离心机(美国Thermo); 相差倒

置显微镜(德国Zeiss); PCR仪(美国Bio-Rad); 核
酸蛋白测定仪(日本岛津); 凝胶成像分析系统

(美国Bio-Rad); 低压电泳仪(美国Bio-Rad); 蛋白

芯片飞行时间质谱仪(Ciphergen公司), 蛋白质芯

片CM10(Bio-Rad公司) .
1.2 方法方法 
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, 2.5 g/L胰蛋白酶

消化后传代. 每次实验均在呈指数生长的细胞实验均在呈指数生长的细胞均在呈指数生长的细胞

种进行. 
1.2.2 分组: 分为对照组和鸡尾酒组(taurine 60 
mg/L+EGCG 70 mg/L+genistein 14 mg/L), 剂量

参见文献廖明等[9].  
1.2.3 RT-PCR法检测TGF-β1、MMP-2及TIMP-2 
mRNA的表达: 将细胞以5×107/L接种于50 mL
培养瓶中, 分为对照组和鸡尾酒组, 培养12 h
后, 鸡尾酒组换鸡尾酒培养液继续培养24 h. 采
用T R I z o l法抽提细胞中总R N A. 用核酸蛋白

测定仪测定RNA含量及纯度, 保证A 260/A 280 = 
1.8-2.0. 取RNA 5 μg, 采用M-MuLV逆转录酶

将其逆转录成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'-AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3', 
RP': 5'-TCATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3', 产
物长度: 240 bp; TGF-β1: FP: 5'-ATGGTGGACC-
GCAACAAC-3', RP: 5'-TGAGCACTGAAGC-
GAAAGC-3', 产物长度: 329 bp; MMP-2: FP: 
5'-TGGAAGCATCAAATCGGACTG-3', RP: 

■相关报道
戚合德等发现安等发现安发现安
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; 曾佑祥等等
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, 两者联
用有一定的协同
作用. 
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5'-GCAAAGGGCAAACAAAGCA-3', 产物长度: 
527 bp; TIMP-2: FP: 5'-CCAAAGCAGTGAGC-
GAGAA-3', RP: 5'-TCCCAGGGCACAATAAAG 
TC-3', 产物长度: 262 bp; PCR扩增cDNA, 条件

为: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 各自退

火温度(MMP-2为55 ℃; TIMP-2、TGF-β1为
52 ℃)30 s, 72 ℃延伸30 s, 72 ℃延伸10 min, 总
共30个循环; 所有PCR产物在20 g/L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, 灰度值以各产物与β-actin的积分

吸光度(A )的比值表示.
1.2.4 SELDI-TOF-MS分析: 收集培养的细胞, 经
超声波破碎, 加入加裂解液裂解, 用快速混匀

器混合5 s×2次, 冰上静置30 min, 12 000 r/min 
4 ℃离心60 min, 取少量上清用测定总蛋白浓度,
其余上清液分装冻存于-80 ℃备用. 

将30 μL上述样品加入90 μL CM10 Buffer, 
取100 μL加入芯片的每个孔中; 置于振荡器上振荡器上上

以200 r/min室温孵育60 min后甩出溶液, 每孔加

200 μL CM10缓冲液, 振荡孵育5 min 2次, 最后

芯片用20 mmol/L HEPES(pH7.4)淋洗, 晾干芯

片. 芯片每孔分2次加SPA 0.5 μL, 2次之间自然

晾干. 
质谱仪参数设定为激光强度220, 灵敏度8, 

优化范围800-20 000质荷比(m/z). 每条芯片取

1点用同一正常人血清作内参照, 芯片间CV≤

10%. 检测前用ALLINONE多肽标准芯片校正, 
系统质量偏差≤0.1%. 原始数据以Proteinchip 
3.0软件校正.

统计学处理  基因表达的统计分析 :  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. 蛋白表达的统计分析: 采用Cipher-
gen Protein Chip软件和Biomarker Wizard软件对

芯片检测得到的蛋白质相对含量及蛋白质质荷

比数据按数据挖掘要求进行处理, 用Biomarker 
Wizard Software3.1软件和Biomarker Patterns 
Software 4.0.1软件对数据进行相关性分析, 比
较两组之间蛋白质峰强度时, P <0.05具有统计

学意义.

2  ��结果

2.1 鸡尾酒对HSC的TGF-β1、MMP-2及TIMP-2 
mRNA表达的影响 与对照组比较, 鸡尾酒组的

MMP-2 mRNA表达明显升高, 差别有统计学

意义(0.094±0.051 vs  0.023±0.056, P <0.05); 而
TGF-β1和TIMP-2 mRNA表达明显降低, 差别有

统计学意义(0.301±0.025 vs  0.503±0.042; 0.719
±0.03 vs  1.204±0.418, P<0.05, 图1).
2.2 SELDI-TOF-MS分析蛋白谱的变化 共检测

到176种荷质比不同的蛋白峰, 与对照组相比, 
鸡尾酒作用后, 有32个蛋白上调两倍以上, 有3
个蛋白下调2倍以上, 相对分子质量为5 798.33,相对分子质量为5 798.33,分子质量为5 798.33,质量为5 798.33,为5 798.33, 
6 499.74, 6 896.73的蛋白分别上调调了3.96、
4.22、4.28倍(图2, 3).

3  ��讨论

目前认为ECM的过度增多和异常沉积是肝纤维

化发生的主要机制[15-17]. 在正常肝脏组织中存在
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图� �� �����������������������  1 鸡尾酒作用后HSC-T6的MMP- 2、TGF-β1及TIMP-2 mRNA表达的变化. 1: Marker; 2: 对照组; 3: 鸡尾酒组.

图� �� ���������������������  2 细胞全蛋白SELD I-TOF-MS图谱. A: 对照组; B: 鸡尾酒组.
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着ECM的合成与降解的动态平衡. 肝纤维化时纤

维结缔组织的形成, 是由于各种不同致病因子导

致ECM合成与降解的失衡所致. 多项研究表明, 
TGF-β1是强有力的致纤维化细胞因子[18-20], 在肝

纤维化中表达明显增多, 可促进HSC的增殖和活

化, 使ECM合成增多, 降解减少, 并存在正反馈

放大效应, 促进肝纤维化的进程[21-25]. 在我们的

研究当中, 鸡尾酒干预HSC-T6后, 与对照组比较, 
TGF-β1的mRNA表达量明显降低, 具有统计学意

义, 我们推断鸡尾酒可能是通过抑制TGF-β1的
表达而发挥抗肝纤维化的作用. 

MMPs是ECM降解的主要酶系, 而其TIMPs
通过抑制MMPs, 阻止ECM的降解, 从而形成或

促进肝纤维化[26-28]. MMP-2初次发现于小鼠转移

性肿瘤细胞和兔骨细胞的培养过程中. 较多的

研究认为MMP-2在纤维化阶段升高, 而在肝硬

化和肝纤维化恢复期逐渐降低[29-31]. 朱跃科等[32]

研究发现, 在肝纤维化的形成过程中MMP-2的
基因表达、蛋白表达及酶活性均增高. MMP-2
的表达与酶活性在肝纤维化逆转过程逐渐降

低, 说明MMP-2与肝纤维化的发生发展密切相

关, 而TIMP-2在肝纤维化发展过程中表达增强, 
MMP-2/TIMP-2的比值下降. 在原代培养的HSC
早期, TIMP-2不表达, HSC激活后TIMP-2表达

增加. 卢明芹等研究发现, 丹酚酸B盐可通过抑

制TGF-β1和TIMP-2表达而促进肝纤维化的逆

转[33]. 张亚飞等[34]的研究发现通过抑制TIMP-2
的表达, 可间接增强MMP-2的活性, 降低Ⅳ胶原

在肝纤维化中的沉积, 减缓肝纤维化的发展. 临
床研究发现, 未经干扰素治疗的慢性丙型肝炎

患者血清中的TIMP-2水平在6 mo后显著升高, 

而经干扰素治疗6 mo后血清中的TIMP-2水平无

明显变化[35]. 而且, 在肝硬化及原发性肝癌未转

移患者血清中TIMP-2的水平也明显升高[36]. 在
用鸡尾酒干扰HSC-T6后, 我们采用RT-PCR法检

测MMP-2和TIMP-2的mRNA表达, 结果发现, 与
对照相比MMP-2的表达量明显增多, 而TIMP-2
表达下降. 因此我们推测鸡尾酒可能是通过抑

制调节MMP-2/TIMP-2的表达, 而发挥抗纤维化

的作用.
肝脏是主要的蛋白质合成器官, 对肝脏组

织蛋白的SELDI-TOF-MS研究可获悉鸡尾酒作

用的作用靶点, 发现用于诊断的标志蛋白, 进而

探索其作用机制. 本实验采用SELDI-TOF-MS技
术研究鸡尾酒作用后HSC-T6后蛋白谱的变化, 
发现HSC-T6的蛋白谱发生了明显的改变, 有32
个蛋白上调2倍以上, 有3个蛋白下调2倍以上. 
推测鸡尾酒疗法可能通过这些蛋白表达的变化, 
从而达到抗肝纤维化的作用.
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Abstract
AIM: To perform a proteomic investigation 
of the effect of celecoxib on Helicobacter pylori 
(H.pylori).

METHODS: Total proteins of untreated and 
celecoxib-treated H.pylori 26695 were extracted 
and separated by 2-dimensionals polyacryl-
amide gel electrophoresis (2-DE). Differential 
protein expression was detected using comput-
er-assisted image analysis. Differential proteins 
were identified by matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF-MS) and matrix-assisted laser de-
sorption/ionization time-of-flight-tandem mass 
spectrometry (MALDI-TOF-MS/MS). The levels 
of mRNA expression were measured by real-
time polymerase chain reaction.

RESULTS: Seventeen differentially expressed 
spots were detected between untreated and 
celecoxib-treated H.pylori 26695. Seven spots 
were positively identified as three proteins: heat 
shock protein 60 (HSP60), elongation factor TU 
(EF-TU) and gamma-glutamyltranspeptidase 
(GGT). The protein expression of HSP60, GGT, 
and EF-TU, and mRNA expression of GGT and 
EF-TU were down-regulated (0.07 ± 0.06 vs 1.01 
± 0.16; 0.31 ± 0.13 vs 0.98 ± 0.01, both P < 0.05), 
while the mRNA expression of HSP60 was up-
regulated in the presence of celecoxib (1.85 ± 0.26 
vs 1.07 ± 0.27, P < 0.05).

CONCLUSION: Celecoxib could down-regulate 
the protein expression of HSP60, GGT and EF-
TU and mRNA expression of GGT and EF-TU 
in H.pylori; however, the mRNA expression of 
HSP60 was up-regulated. These results suggest 
that celecoxib might interfere with the pathoge-
nicity of H.pylori.

Key Words: Helicobacter pylori ; Celecoxib; Pro-
teomics

Gao PP, Wang WH, Wang J, Li J, Dong XH. Proteomic 
profiling of Helicobacter pylori treated with celecoxib. Shi-
jie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(17): 1785-1790

摘要
目的��: 探讨选择性COX-2抑制剂塞莱昔布对幽
门螺杆菌(H.pylori )蛋白质组的影响.

方法�: 双向凝胶�泳技术(2-DE)分离塞莱昔布双向凝胶�泳技术(2-DE)分离塞莱昔布
处理前后的H.pylori标准株26695全菌蛋白, 银
染法凝胶染色, 图像扫描分析软件识别差异
蛋白, 基质辅助激光解吸�离飞行时间质谱
(MALD-TOF-MS)、串联质谱(MALDI-TOF-
MS/MS)分析差异蛋白; SYBR GreenⅠ实时定
量PCR测定差异蛋白基因的表达变化.

结果��: 塞莱昔布处理后, H.pylori标准株26695
发现17个蛋白质斑点表达有差异. 7个蛋白质
斑点得到阳性鉴定, 分别归为H.pylori的3种蛋
白质: 热休克蛋白60(HSP60), 即groEL, 延伸
因子(EF-TU), 谷氨酰转肽酶(GGT). 与DMSO
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■背景资料
服 用 非 甾 体 抗
炎 药 ( N S A I D s )
的 幽 门 螺 杆 菌
(H.pylori )感染者
在临床上常见, 二
者共同存在时对
胃黏膜的致病性
及致病机制尚未
明确.
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溶媒对照相比, 塞莱昔布处理后的H.pylor i  
HSP60(groEL)、EF-TU、GGT表达下调. 实时
定量PCR测定显示, �码H.pylori  EF-TU、GGT
基因的mRNA水平降低(0.07±0.06 vs  1.01±
0.16; 0.31±0.13 vs  0.98±0.01, 均P<0.05), 而�
码H.pylori  HSP60(groEL)基因的mRNA水平增
加(1.85±0.26 vs  1.07±0.27, P<0.05).

结论�: 塞莱昔布通过下调H.pylori  EF-TU、

GGT mRNA的表达减低其蛋白的表达; 而
其对H S P60蛋白质表达的下调作用不发生
在mRNA转录水平. 塞莱昔布可能通过调节
H.pylori致病相关蛋白的表达影响其致病性.

关键词: 幽门螺杆菌; 塞莱昔布; 蛋白质组
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0  ��引言

服用非甾体抗炎药(non-steroidal anti-inflamma-
tory drugs, NSAIDs)的幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H.pylori )感染者在临床上常见, 二者共

同存在时对胃黏膜的致病性及致病机制尚未

明确[1,2]. 通常认为, H.pylori和NSAIDs是导致

胃黏膜损害的两个独立危险因素, 然而, 在胃

内微环境中, NSAIDs和H.pylori共同存在将不

可避免地对H.pylori的生物学性状甚至其致病

性发生影响. 前期的体外研究显示, 阿司匹林

和选择性的C O X-2抑制剂塞莱昔布可剂量依

赖性抑制H.pylori的生长, 抑制H.pylori尿素酶

及空泡毒素的活性[3,4], 降低H.pylor i的鞭毛动

力, 抑制H.pylor i对胃癌上皮细胞株AGS细胞

的黏附. 进一步的研究显示, 塞莱昔布可降低

H.pylori鞭毛蛋白(flaA、flaB)mRNA表达, 增加

尿素酶基因(ureA、ureB )及黏附素基因(babA、

sabA、alpA、alpB、hpaA、hopZ )mRNA表达[4]. 
H.pylori的致病因子包括与定植相关的因子、黏

膜损害相关的因子、免疫反应相关的因子等多

种复杂的致病因子[5,6]. 为全面了解塞莱昔布对

H.pylori多种致病因子及致病性的影响, 本研究

应用蛋白质组技术研究塞莱昔布处理后H.pylori
全菌蛋白质组的变化 ,  旨在确定塞莱昔布对

H.pylori致病相关蛋白的影响, 为明确NSAIDs和
H.pylori共同存在的致病性及致病机制提供线索.

1  �����材料和方法

1.1 材料 标准菌株H.pylori26695 (购自American 
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Type Culture Collection, ATCC)由中国疾病预防

控制中心传染病预防控制所张建中教授惠赠. 
塞莱昔布由北京医药研究开发中心惠赠, 溶于

二甲基亚砜(DMSO)备用.
1.2 方法方法 
1.2.1 细菌培养: 将在固体培养基中生长良好的

H.pylori26695菌株分别接种于含0.01 mmol/L塞
莱昔布及二甲基亚砜(DMSO)(塞莱昔布的溶媒

为DSMO, 故研究以同等浓度的DSMO作对照)
溶媒对照(1/1 000)的布氏肉汤培养液中, 37 ℃微

需氧环境下, 空气摇床70 r/min, 培养24 h后, 用
PBS洗涤菌体沉淀3次, 4 ℃, 4 500 r/min×5 min
离心, 弃上清, 备用. 
1.2.2 提取菌体蛋白: 菌体沉淀内加适量蛋白裂

解液, 混匀后冰浴超声5 min(超声2 s, 间隔3 s), 
至完全溶解; 加入10 mL/L蛋白酶抑制剂冰上充

分裂解1 h; 4 ℃, 35 000 g  15 min离心, 上清备用. 
BCA法测定蛋白质浓度. 
1.2.3 二维�泳: 等电聚焦(IEF)采用18 cm、

pH3-10非线性干胶条[7,8], 上样量为150 μg蛋白

/胶条, 设置聚焦仪(Amersham Biosciences)程序

为: 20 ℃表面温度, 电流强度50 μA/胶条, 30 V、

6 h; 60 V、6 h; 100 V、1 h; 600 V、1 h; 1 000 
V、1 h; 8 000 V、10 h; 聚焦至VhT 8 000. 将胶

条进行两步平衡后, 转至浓度为12.5%的聚丙烯

酰胺凝胶, 进行第二项SDS-PAGE电泳: 25 ℃自项SDS-PAGE电泳: 25 ℃自SDS-PAGE电泳: 25 ℃自

动泵, 2.5 W/胶, 30 min; 18 W/胶, 4.5 h; 银染. 以
ImageMaster 2D Platinum5.0分析软件(Amersham 
Biosciences)采集图像. 每组样品做3块平行胶, 
同一批制备的3组蛋白样品做差异比较, 肉眼观

察选取差异点, 用ImageMaster 2D Platinum5.0软
件分析获得蛋白点的丰度确认差异的比例, 以
2-DE胶上匹配点占蛋白总量的百分比增加或降

低至少3倍为差异标准, 切取平行胶中变化一致

的差异点, 胰酶(Sigma)进行胶内酶解. 
1.2.4 质谱鉴定: ABI 4700基质辅助激光电离解

析飞行时间质谱仪(Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA)分析, Nd: YAG激光器, 335 nm, 
200 Hz激光激发, 随后做二级质谱分析, 利用

GPS工作站(GPS ExplorerTM v3.6, mascot v2.1)搜
索NCBInr数据库, 结合双向凝胶电泳图谱上相

应点的表观等电点、相对分子质量、匹配肽段

的多少和氨基酸序列的覆盖率等综合分析确定

可能的蛋白质. 
1.2.5 荧光实时定量RT-PCR: 收集培养48 h的
H.pylori26695 , 采用TRIzol试剂提取总RNA, 紫

www.wjgnet.com
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外分光光度法测定RNA浓度. 取RNA 2 μg逆
转录, 引物设计采用Pr imer Expres s3.0软件

(Applied Biosystem Perkin-Elmer)(核苷酸序

列见表1), 参照质谱鉴定结果, 检测热休克蛋白

60(heat shock protein 60, HSP60) mRNA、谷氨

酰转肽酶(gamma-glutamyltranspeptidase, GGT) 
mRNA、延伸因子(elongation factor TU, EF-TU) 
mRNA、内参16S rRNA表达. 扩增条件: 95 ℃, 
10 min, 预变性; 95 ℃, 15 s, 61 ℃, 1 min, 40个循

环; 熔解曲线95 ℃, 15 s, 61 ℃, 30 s, 96 ℃, 15 s. 
采用2-ΔΔCt法计算mRNA相对表达量. 

统计学处理 分析实验结果以mean±SD表

示, 采用SPSS13.0统计软件进行独立样本t检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  ��结果

2.1 2-DE图谱分析塞来昔布处理前后H.pylori 
26695  DMSO组和塞莱昔布组中分别可以检测

到1 614、1 503个蛋白质点, 两电泳胶所含蛋白

质的理论pI值和MW分布范围大致相同, 分别

为3 560-9 720 Da和13 380-98 430 Da. 两组2-DE
图谱相似, 蛋白质斑点能很好地重叠, 但少数蛋

白质含量有差异. 以3个平行处理样品中均存在

差异的蛋白质点确定为蛋白表达差异, 发现与

DMSO溶媒对照相比, 塞莱昔布处理后, H.pylori 

26695  2-DE图谱上共有17个蛋白质点表达量减

少, 其表达量变化均≥3倍. 
2.2 2-DE图谱差异蛋白的质谱鉴定塞莱昔布处

理前后H.pylori26695  分析同一批次内塞莱昔

布处理与DMSO对照的差异, 切取3个平行样品

中均存在差异的17个蛋白质点, 胶内酶解后经

MALDI-TOF-MS, MS-MS鉴定. 以蛋白和离子

的置信区间均高于95%, 且至少有两个肽段得分

>50或一个肽段得分>60为可信蛋白. 7个蛋白质

斑点得到鉴定(表2), 分别归为H.pylori的3种蛋

白质:  HSP60, 即groEL; EF-TU; GGT. 剩余的10
个蛋白质斑点经Mascot搜索NCBInr数据库后未

得到阳性结果. 与DMSO对照处理比较, 塞莱昔

布处理后H.pylori  HSP60(groEL), EF-TU, GGT
表达量减少(图1). 
2.3 塞莱昔布对H.pylor i 差异蛋白mRNA的影

响 选择质谱鉴定中与细菌致病性可能有关的

蛋白质(HSP60、EF-TU、GGT)RT-PCR检测

其mRNA的表达. 塞莱昔布(0.01 mmol/L)处理

后, H.pylori  EF-TU, GGT的mRNA表达水平各

降低39.6%、68.4%(0.07±0.06 vs  1.01±0.16, 
0.31±0.13 vs  0.98±0.01, P <0.05); H.pylor i  
HSP60(groEL)蛋白基因mRNA表达水平增加

72.9%(1.85±0.26 vs  1.07±0.27, P <0.05, 图2). 

3  ��讨论

临床上服用NSAIDs的H.pylori感染者十分常见, 
而NSAIDs和H.pylori共同存在时对胃黏膜的致

病性作用尚不清楚. 我们前期研究发现, 体外培

养条件下, 选择性COX-2抑制剂塞莱昔布可导

致H.pylori形态改变, 破坏细菌胞壁完整性, 显著

降低H.pylori的鞭毛动力, 并剂量依赖性地抑制

H.pylori对AGS细胞的黏附. 提示在胃内微环境

中, 塞莱昔布可能对H.pylori的生长及其致病性

产生影响, 而细菌蛋白质表达的改变可能是其

致病性改变的基础. 本研究采用2-DE技术比较

塞莱昔布处理前后H.pylori全菌蛋白表达谱差

表  1  H.pylori26695  HSP60(groEL)、EF-TU、GGT及管家
基因引物核苷酸序列

     
引物名称              核苷酸序列(5'→3')

groEL-F CGGTCATTTTCTCAGCGTTTG

groEL-R AAGCTAAGGGCATTGAAGATGAA

EF-TU-F CGCGCACTTCCATTTCTACA

EF-TU-R GTGCCTCACATCGTTGTTTTCTT

GGT-F TCGGCAGCGATATGGATATTC

GGT-R GCACGCATTTGATCCAGATTT

16S rRNA-F GCGTGGACTACCAGGGTATCTAA

16S rRNA-R GGCGACCTGCTGGAACATTA

图� �� �������  1 塞莱昔布处理后 H.pylori 
26695 蛋白质表达的差异. A: 

DMSO��� ��� ������组�� ��� ������; B: 塞莱昔布��组.

A B ■创新盘点
本研究发现塞莱
昔布下调H.pylori 
EF-TU、GGT的、GGT的GGT的
mRNA表达, 上调
H.pylori HSP60
的 m R N A 表 达 , 
下 调H . p y l o r i 
HSP60(groEL)、、
EF-TU、GGT表、GGT表GGT表
达 量 ,  从 而 可 能可 能
影响H.pylori 的致
病性. 
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异, 确定了3种致病相关蛋白质, 即HSP60、GGT
及转录与翻译相关蛋白EF-TU表达发生改变, 为
从蛋白质水平上明确塞莱昔布与H.pylori相互作

用的致病机制奠定基础. 
我们的前期研究结果显示, 0.01 mmol/L的

塞莱昔布可抑制H.pylori的生长, 但不影响细菌

的活菌数量[9]. 塞莱昔布发挥其解热镇痛抗炎作

用时, 血药浓度为0.05 mmol/L, 口服后在胃黏膜

的局部浓度可能更高, 因此, 我们推测, 在体内

完全可以达到其降低H.pylori  HSP60、GGT、
EF-TU蛋白表达的浓度, 但仍需体内试验进一

步证实. 有研究发现, 服用塞莱昔布的风湿病患

者HSP60与H.pylori在人胃黏膜的黏附定植密

切相关, 经抗HSP60的单克隆抗体H20处理后, 
H.pylor i对MKN45细胞的黏附性明显降低[10]. 
GGT是存在于动植物体内的一种催化肽基转移

作用的酶, 具有异源多聚、糖基化和跨膜等结

构特征, 参与分泌和吸收过程[11,12]. 作为新发现

的免疫抑制剂GGT通过诱导细胞周期停滞在G1

时相抑制T淋巴细胞的增殖, 进而减弱CD4淋巴细胞的增殖, 进而减弱CD4细胞的增殖, 进而减弱CD4+ T淋淋
巴细胞对细胞对H.pylori的清除作用, 从而增强H.pylori
的定植[13]. 本研究发现, 塞莱昔布处理后H.pylori  
HSP60、GGT蛋白表达下调, 提示在胃内共同存

在时, 塞莱昔布可能降低H.pylori的黏附、定植

能力, 这也从蛋白质水平证实了我们之前的研

究[4]. 
HSP60是定位于线粒体的高度保守的蛋白

质, 人类的HSP60与细菌的HSP60之间有75%
的同源性, 可通过交叉免疫反应刺激胃黏膜γ/δ 
T淋巴细胞活化而导致胃黏膜免疫损伤, 在严淋巴细胞活化而导致胃黏膜免疫损伤, 在严细胞活化而导致胃黏膜免疫损伤, 在严

重的胃黏膜损害和胃黏膜萎缩的形成发展中

发挥启动因子的作用[14]. HSP60通过与细胞外

信号调节激酶(extracellular signal-regulated ki-
nase, ERK)和p38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)[15], 相关的Toll样
受体途径诱导炎性介质IL-8释放[16,17], 从而激活

NF-κB[18,19], 进而引起炎症反应[20]. 
有研究发现, 服用NSAIDs的H.pylori感染

者胃黏膜中性粒细胞浸润的数量较未服用者减

少[21], NSAIDs可抑制H.pylori感染诱导的AGS
细胞IL-8产生, 提示服用NSAIDs可减轻H.pylori
阳性患者胃黏膜的炎症反应[22]. 我们推测, 服用

NSAIDs可能通过下调HSP60的表达, 参与减弱

H.pylori感染诱发的胃黏膜局部免疫反应和炎症

因子释放对胃黏膜的双重损害. 本研究中, 塞莱

昔布处理后, H.pylori  HSP60 mRNA和蛋白质表

达变化趋势不一致, 可能是翻译后修饰的存在

使得塞莱昔布在基因和蛋白质水平上对HSP的
表达调节不同. 细菌常见的翻译后修饰有糖基

化、磷酸化和乙酰化, 糖基化涉及免疫保护、

细胞生长、炎症产生等过程; 磷酸化对信号转

导、神经活动、细胞增殖分化和发育等生理病

理过程起重要作用[23]; 组蛋白的甲基化和乙酰

化与转录调节有关[24], 各种翻译后修饰并不是

孤立存在的, 他们之间相互协调、共同发挥作

用. SMA(modified spectral alignment)算法及质

谱技术可进一步验证发生翻译后修饰的蛋白

质及其相关位点[25-27], 目前国内外未见H.pylori 
HSP60翻译后修饰的相关报道. 

一项体内研究也发现, 服用NSAIDs 3 mo以

     
Spot ID                      蛋白鉴定结果 变化趋势 Accession No. 等电点/分子量(Da) 序列覆盖率(%)

1021 HSP60 下调 397869 5.9/33205 41

1070 HSP60 下调 397869 5.6/31866 47

1255 HSP60 下调 397869 6.9/25008 41

542 EF-TU 下调 2494256 5.9/52917 42

627 EF-TU 下调 2494256 6.3/48183 37

768 EF-TU 下调 2494256 6.2/41888 41

1349 Chain B, Crystal Structure of H.pylori 下调 2314270 7.7/17905 52

表  2  MALDI-TOF-MS, MALDI-TOF-MS/MS技术鉴定H.pylori26695 经塞莱昔布处理后差异蛋白信息

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
groEL               EF-TU              GGT
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m
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N
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达

水
平

塞莱昔布组

图� �� ��������  2 塞莱昔布处理前后 H.pylori26695  groEL、EF-TU、
GGT mRNA相对表达量. aP<0.05 vs  DMSO��组.

■同行评价
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黏膜损伤因素之
间的关系有重要
意义.



www.wjgnet.com

高培培, 等. 塞莱昔布对幽门螺杆菌蛋白质组的影响							                1789

上可逆转H.pylori诱导的胃黏膜损害[21], 另一方

面, 研究发现, 服用NSAIDs可逆转H.pylori感染

导致的胃黏膜上皮细胞的增殖和凋亡, 使细胞

动力学趋于正常[28]. 来自动物模型和流行病学

的研究均证实, COX-2上调促血管生长因子的

表达, 促进新生血管的生成[29], 诱发细胞的恶性

表型改变. 体内外实验发现, COX-2过表达促进

胃癌的发生发展[30], COX-2抑制剂可预防胃癌的

发生[31,32]. 新近研究显示, H.pylori GGT蛋白介导

原发性胃癌上皮细胞和AGS胃癌细胞产生过氧

化氢, 从而导致NF-κB的活化和IL-8的上调; HP-
nGGT(H.pylori  native GGT protein)上调8-羟基脱

氧鸟苷(8-OH-dG)的表达, 从而导致DNA氧化应

激损伤[33], 进而引起H.pylori感染相关的胃黏膜

损害. 我们的研究显示, 塞莱昔布可降低H.pylori  
GGT的表达, 从而可能拮抗H.pylori感染相关的

慢性炎症反应及致癌作用. 
E F-T U作为转录与翻译相关蛋白 ,  负责

tRNA向核糖体A位点的移位, 从而参与肽链的

延长即核蛋白体循环, 他还可调节GTP酶的水

解, 从而影响蛋白翻译的速度和效率[34]. 本研究

发现, 塞莱昔布下调H.pylori  EF-TU的表达, 且
可能通过降低EF-TU的表达, 参与塞莱昔布下调

HSP60、GGT的代谢和翻译过程, 进一步证实了

HSP60、GGT蛋白质的翻译速率降低, 导致其合

成量减少. 
本研究的7个差异蛋白质斑点中 ,  编号是

542、627、768的蛋白点为EF-TU, 编号1021、
1070、1255的蛋白点为HSP60, 显示同一种蛋白

质表现出3种不同的等电点和相对分子质量, 但相对分子质量, 但分子质量, 但质量, 但, 但
等电点和相对分子质量的波动范围小, 可能是相对分子质量的波动范围小, 可能是分子质量的波动范围小, 可能是质量的波动范围小, 可能是的波动范围小, 可能是

蛋白质的化学修饰或降解所致, 这种蛋白质的

修饰或降解可发生在细胞内执行功能时, 也可

发生在样本处理过程中, 如2-DE过程中的温度

及某些蛋白质溶解试剂的影响. 
总之, 体外塞莱昔布可能通过干扰H.pylori  

HSP60、GGT、EF-TU表达, 影响H.pylori对胃黏

膜上皮细胞的黏附定植能力、炎症反应和细胞

的增殖凋亡, 从而影响H.pylori感染后的致病性.
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Abstract
AIM: To explore the possibility of using serum 
complement C3 and C4 levels to estimate the he-
patic pathological status in patients with chronic 
hepatitis B.

METHODS: Four hundred and fifty-six patients 

with pathologically proven chronic hepati-
tis B were enrolled in present study. Serum 
complement C3 and C4 levels were determined 
using the Beckman-Coulter Immage 800 im-
munochemistry system and auxiliary reagents 
(Beckman-Coulter Inc., USA). Bayes stepwise 
discriminant analysis was used for evaluation of 
serum complement C3 and C4 in discriminating 
hepatic pathological grade and stage.

RESULTS: Only serum C3 or C4 entered the 
Fisher’s discriminant functions for discriminat-
ing hepatic pathological grade and stage ac-
cording to the entry criteria of the independents 
(Wilks' λ = 0.967, χ2 = 15.312, P = 0.002 and 
Wilks' λ = 0.938, χ2 = 28.724, P = 0.000). The cor-
rectly classified rates of the originally grouped 
cases by the discriminant functions built with 
serum complement C3 and C4 were 46.34% for 
G1, 6.28% for G2, 20.61% for G3, 72.73% for G4 
and 6.90% for S0, 46.51% for S1, 7.58% for S2, 
8.91% for S3, 61.11% for S4, respectively. Ac-
cording to the discriminant functions for dis-
criminating different pathological grades and 
stages, patients had a higher probability of G1 
and G4 when serum complement C3 level was 
no less than 0.84 g/L and no more than 0.65 
g/L, respectively, and of S1 and S4 when serum 
complement C4 level was no less than 0.18 g/L 
and no more than 0.14 g/L respectively.

CONCLUSION: Serum complement C3 and C4 
levels have appreciable significance in discrimi-
nating hepatic pathological grade and stage in 
patients with chronic hepatitis B.

Key Words: Complement; Hepatitis B; Pathology; 
Non-invasive diagnosis
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摘要
目的��: 探讨血清补体C3和C4判别慢性乙型肝
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■背景资料
肝脏是合成补体
成分的主要器官, 
约90%的血浆补
体成分及其调节
因子来自肝脏. 补
体C3和C4主要由
肝 细 胞 合 成 ,  因
此, 理论上讲, 肝
脏损伤可能导致
血清C3和C4水平
的下降.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



炎患者肝组织病理学分级和分期的价值.

方法�: 456例经肝组织病理学检查的慢性乙型456例经肝组织病理学检查的慢性乙型
肝炎患者入选本��. 血清补体C3和C4采用
Beckman-Coulter Immage 800免疫化学系统
及其配套试剂测定. 血清补体C3和C4判别病
理学分级和分期的评价采用Bayes逐步判别
分析.

结果��: 符合模型纳入变量、进入判别不同
病理学分级和分期的F i sher's判别函数的指
标分别只有补体C3和C4(Wilks' λ = 0.967, 
χ2 = 15.312, P  = 0.002; Wilks' λ = 0.938, χ2 = 
28.724, P  = 0.000). 基于补体C3的判别函数判
别病理学分级G1、G2、G3、G4和基于补体
C4的判别函数判别病理学分期S0、S1、S2、
S3、S4的符合率分别为46.34%、6.28%、

20.61%、72.73%; 6.90%、46.51%、7.58%、

8.91%、61.11%. 根据判别函数, 当患者补体
C3≥0.84 g/L和≤0.65 g/L时, 其肝组织病理学
分级 = G1和G4的可能性较大; 当患者补体C4
≥0.18 g/L和≤0.14 g/L时, 其肝组织病理学分
期 = S1和S4的可能性较大.

结论�: 血清补体C3和C4分别对慢性乙型肝炎患血清补体C3和C4分别对慢性乙型肝炎患
者肝组织病理学分级和分期有一定判别意义.

关键词: 补体; 乙型肝炎; 病理学; 无创诊断

张占卿, 陆伟, 王雁冰, 饶敏, 冯洁, 沈芳, 冯艳玲. 血清补体C3和

C4对慢性乙型肝炎患者肝组织病理状态的���������� 判断�������� 价值. ���� 世界华人

消化杂志���������  �������� ��������  2011; 19(17): 1791-1795

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1791.asp

0  ��引言

作为评估机体免疫状态的指标, 血清补体C3和
C4定量检测已经被广泛应用, 但很少有文献研

究其判别慢性肝炎患者肝组织病理学状态的价患者肝组织病理学状态的价肝组织病理学状态的价

值. 最近, Gangadharan等[1]和White等[2]采用血清

蛋白组学方法筛选诊断肝纤维化生物标志物时

发现, 肝硬化或严重肝纤维化患者血清补体C3
和C4水平显著下降. 本文参照肝组织病理学诊

断, 通过对456例慢性乙型肝炎患者血清补体C3
和C4水平进行分析, 探讨血清补体C3和C4判别

慢性乙型肝炎患者肝组织病理学分级和分期的患者肝组织病理学分级和分期的肝组织病理学分级和分期的

价值. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 慢性乙型肝炎患者456例, 均为2005-06/患者456例, 均为2005-06/456例, 均为2005-06/ 
2010-12上海市(复旦大学附属)公共卫生临床中

心住院患者. 诊断符合2005年中华医学会肝病学
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分会与感染病学分会联合制订的慢性乙型肝炎

指南中的标准. 合并其他病毒性肝炎、自身免疫

性肝病、药物性肝病、遗传性肝病、血吸虫性

肝病的患者被排除. 所有患者均无失代偿性肝病

的临床表现和实验室依据, 并且没有妊娠、肾脏

疾病、血液系统疾病, 近3 mo内没有输血或血制

品史. 456例患者中, 男352例, 女104例, 男∶女 = 
3.38∶1; 年龄13-72(平均37.89±12.16)岁. 
1.2 方法方法 
1.2.1 病理学诊断: 肝组织活检采用1 s经皮肝穿

刺法, 标本采集后立即置塑料标本管内冰冻送

检. 肝组织置塑料包埋盒中, 进行中性甲醛固

定、梯度酒精脱水、二甲苯透明、石蜡浸入和

包埋、切片, 苏木素-伊红染色和网状纤维染色. 
肝组织标本的质量评价和肝组织病理学诊断由

1名有经验的病理学医师独立完成. 肝组织病理

学诊断参照2000年西安全国病毒性肝炎及肝病

学术会议修订的标准; 病理学分级(grading, G)包
括G0、G1、G2、G3、G4 5级, 分期(staging, S)
包括S0、S1、S2、S3、S4 5期. 
1.2.2 血清补体检测: 所有患者于肝穿刺前后1 
wk内早晨空腹采集静脉血, 分离血清. 血清补体

C3和C4采用美国Beckman-Coulter公司生产的

Beckman-Coulter Immage 800免疫化学系统及其

配套试剂测定, 检测方法为免疫比浊法, 正常参

考值分别为0.79-1.52 g/L和0.16-0.38 g/L. 
统计学处理 统计分析采用SPSS13.0软件. 

血清补体C3和C4在性别之间的比较采用两独立

样本的t检验, 与年龄之间的相关性采用Pearson
相关分析. 血清补体C3和C4在肝组织病理学分

级和分期之间的比较采用单因素方差分析; 根
据方差齐性与否, 血清补体C3和C4在不同病理

学分期之间的两两比较分别采用LSD法和Tam-
hane T2法. 血清补体C3和C4判别肝组织病理学

分级和分期的评价采用Bayes逐步判别分析, 分
析方法采用Wilks' λ法, 模型纳入变量的F >3.84, 
剔除变量的F <2.71.

2  ��结果

2.1 血清补体C3和C4与性别和年龄的相关性 男
女患者血清补体C3水平分别为(0.81±0.29) g/L
和(0.78±0.22) g/L, 两者之间差异无统计学意义统计学意义意义

(t  = 0.980, P  = 0.328), 男女患者血清补体C4水平

分别为(0.16±0.06) g/L和(0.15±0.06) g/L, 两者

之间差异无统计学意义(统计学意义(意义(t  = 1.352, P  = 0.177). 血
清补体C3和C4水平与患者年龄之间均无显著相

www.wjgnet.com

■相关报道
Ali等的��认为, 
慢性丙型肝炎在
出现肝硬化之前, 
血清补体C3和C4
水平有一定程度
的升高, 在出现肝升高, 在出现肝
硬化之后显著下
降, 但在肝硬化的
基础上发生肝细
胞癌后再度升高.
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关性(r  = -0.057, P  = 0.224; r  = -0.045, P  = 0.333). 
2.2 血清补体C3和C4与肝组织病理学分级和

分期的相关性 血清补体C3和C4与肝组织病理

学分级均呈负相关(r s = -0.190, P  = 0.000; r s = 
-0.162, P  = 0.001), 与病理学分期均呈负相关(r s = 
-0.242, P  = 0.000; r s = -0.246, P  = 0.000). 
2.3 血清补体C3和C4在肝组织不同病理学分级

和分期患者中的分布 血清补体C3和C4在肝组

织不同病理学分级之间差异均存在统计学意义统计学意义意义

(F  = 5.186, P  = 0.002; F  = 3.382, P  = 0.018). 其中

补体C3在G1与G2之间差异无统计学意义(统计学意义(意义(P  = 
0.713), 在G1与G3、G4之间差异有统计学意义统计学意义意义

(P  = 0.029, 0.001), 在G2与G3、G4之间差异有统统

计学意义(意义(P  = 0.041, 0.001), 在G3与G4之间差异

有统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.014); 补体C4在G1和G2之
间, G1和G4之间, G2和G4之间, G3和G4之间差

异无统计学意义. 其在G1和G3之间, 在G2和G3
之间差异有统计学意义(P  = 0.015, 0.021, 表1).表1).). 

血清补体C3和C4在肝组织不同病理学分

期之间差异均存在统计学意义(统计学意义(意义(F  = 6.594, P  = 
0.000; F  = 7.398, P  = 0.000). 其中补体C3在S0与
S1、S2、S3、S4之间均差异无统计学意义(统计学意义(意义(P  = 
0.210, 0.210, 0.471, 0.162), 在S1与S2之间差异无

统计学意义(意义(P  = 0.929), 在S1与S3、S4之间差异

有统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.004, 0.000), 在S2与S3、S4
之间差异有统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.002, 0.000), 在S3
与S4差异无统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.309); 补体C4在S0
与S1、S2、S3、S4之间差异均无统计学意义(统计学意义(意义(P  

= 0.065, 0.246, 0.680, 0.165), 在S1与S2之间差异

无统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.250), 在S1与S3、S4之间差

异有统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.001, 0.000), 在S2与S3、
S4之间差异有统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.014, 0.000), 在
S3与S4差异无统计学意义(统计学意义(意义(P  = 0.141, 表2).表2).). 
2.4 血清补体C3和C4判别肝组织不同病理学分

级和分期的判别函数 以病理学分级和分期作

为因变量, 补体C3和C4作为自变量, 应用Bayes 
逐步判别分析, 构建Fisher判别函数. 结果, 符合

模型纳入变量、进入判别肝组织不同病理学分

级和分期的判别函数的指标分别只有补体C3
和C4. 对判别不同病理学分级和分期的判别函

数的有效性检验提示其均有显著性判别作用

(Wilks' λ = 0.967, χ2 = 15.312, P  = 0.002; Wilks' 
λ = 0.938, χ2 = 28.724, P  = 0.000). 判别不同病理

学分级的判别函数为: G1 = -6.036+11.109×C3, 
G2 = -5.907+10.954×C3, G3 = -5.236+10.108×
C3, G4 = -3.387+7.286×C3; 判别不同病理学分

期的判别函数为: S0 = -5.670+51.878×C4, S1 = 
-6.883+59.121×C4, S2 = -6.378+56.217×C4, S3 
= -5.426+50.295×C4, S4 = -4.884+46.583×C4. 
2.5 血清补体C3和C4判别肝组织不同病理学分

级和分期的价值 采用留一交叉验证法分别将

补体C3和C4回代入判别函数, 结果显示, 基于

补体C3的判别函数的判别病理学分级G1、G4
和基于补体C4的判别函数判别病理学分期S1、
S4的符合率最高, 分别为46.34%、72.73%和

46.51%、61.11%(表3, 4). 分别将血清补体C3和

■创新盘点
作为评估机体免
疫状态的指标, 血
清补体C3和C4定
量检测已经被广
泛应用, 但很少有
文献��其判别
慢性肝炎患者肝
组织病理学状态
的价值.

表  1  血清补体C3和C4在肝组织不同病理学分级患者中的分布

     
病理学分级     n

              血清补体C3(g/L)              血清补体C4(g/L)

mean±SD    95%CI mean±SD    95%CI

G1 123 0.84±0.24 0.79-0.88 0.17±0.05 0.16-0.18

G2 191 0.83±0.28 0.79-0.87 0.16±0.05 0.16-0.17

G3 131 0.76±0.30 0.71-0.81 0.15±0.06 0.14-0.16

G4   11 0.55±0.22 0.40-0.70 0.13±0.06 0.09-0.17

表  2  血清补体C3和C4在肝组织不同病理学分期患者中的分布

     
病理学分级     n

              血清补体C3(g/L)                血清补体C4(g/L)

mean±SD    95%CI mean±SD    95%CI

S0   29 0.80±0.27 0.69-0.90 0.16±0.05 0.78-0.83

S1   86 0.87±0.26 0.82-0.93 0.18±0.06 0.14-0.17

S2 132 0.87±0.26 0.82-0.91 0.17±0.06 0.17-0.19

S3 101 0.76±0.23 0.71-0.80 0.15±0.05 0.16-0.18

S4 108 0.72±0.32 0.66-0.78 0.14±0.06 0.14-0.16
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C4回代入基于补体C3的判别病理学分级的判别

函数和基于补体C4的判别病理学分期的判别函

数, 结果显示, 当患者补体C3≥0.84 g/L时, 其肝

组织病理学分级 = G1的可能性较大; 当患者补

体C3≤0.65 g/L时, 其肝组织病理学分级 = G4的
可能性较大. 当患者补体C4≥0.18 g/L时, 其肝

组织病理学分期 = S1的可能性较大; 当患者补

体C4≤0.14 g/L时, 其肝组织病理学分期 = S4的
可能性较大. 

3  ��讨论

肝脏是合成补体成分的主要器官, 约90%的血浆

补体成分及其调节因子来自肝脏[3]. 补体C3和C4
主要由肝细胞合成[3], 因此, 理论上讲, 肝脏损伤

可能导致血清C3和C4水平的下降. 杨晋辉等[4]

对比分析了不同临床类型乙型肝炎患者的血清

C3和C4水平, 结果指出, 急性肝炎患者相近于健

康对照, 慢性和重型肝炎患者显著低于健康对

照, 重型肝炎患者显著低于慢性肝炎患者. 说明

血清C3和C4水平随肝脏损伤的加重而下降. 本
文资料显示, 血清补体C3和C4与肝组织病理学

分级和分期均呈显著负相关, 血清C3和C4水平

随肝组织病理学分级和分期的升高而逐步下降, 
提示血清C3和C4可能对慢性乙型肝炎肝组织病

理学状态有判别作用. 
本文采用判别分析进一步探讨了血清补体

C3和C4对慢性乙型肝炎肝组织不同病理学状

态的判别效能, 结果指出, 符合模型纳入变量、

进入判别肝组织不同病理学分级和分期判别函

数的指标分别只有补体C3和C4. 采用留一交叉

验证法将血清补体C3和C4回代入判别函数, 结
果显示, 基于补体C3的判别函数判别病理学分

级G1、G4和基于补体C4的判别函数判别病理

学分期S1、S4的符合率最高, 分别为46.34%、

72.73%和46.51%、61.11%. 分别将血清补体C3
和C4水平回代入判别函数, 结果指出, 当患者补

体C3≥0.84 g/L时, 其肝组织病理学分级 = G1的
可能性较大; 当患者补体C3≤0.65 g/L时, 其肝

组织病理学分级 = G4的可能性较大. 当患者补

体C4≥0.18 g/L时, 其肝组织病理学分期 = S1的
可能性较大; 当患者补体C4≤0.14 g/L时, 其肝

组织病理学分期 = S4的可能性较大. 提示血清

补体C3和C4对慢性乙型肝炎肝组织不同病理学

状态有一定判别意义. 
虽然补体系统在保护机体抵御病毒感染中

起一定作用, 但他们在病毒性肝炎的发病和持

续机制中的作用尚不清楚[3]. Talaat等[5]研究了慢

性丙型肝炎不同发展阶段血清C1Q(主要来源于

内皮细胞、纤维母细胞和单核/巨噬细胞[3])、补

体C3和C4水平的变化, 结果显示, 血清C1Q随肝

组织炎症活动度和纤维化程度的升高而逐步升

高, 补体C3和C4随肝组织炎症活动度和纤维化

■应用要点
肝脏强大的合成
补 体 C 3 和 C 4 的
储备功能以及肝
炎活动诱导补体
C 3 和 C 4 的 合 成
增加可能是血清
补 体 C 3 和 C 4 在
肝组织不同炎症
活动度和纤维化
程度之间的变化
幅度不够显著的
主要原因.

表  3  基于补体C3的判别函数的判别病理学分级与实际病理学分级的一致性

     
预测分级

实际分级 G1 G2 G3 G4

  n 构成比(%)   n 构成比(%)   n 构成比(%)   n 构成比(%)

G1 57   46.34   7    5.69 37    30.08 22    17.89

G2 89   46.60 12    6.28 40    20.94 50    26.18

G3 44   33.59   5    3.82 27    20.61 55    41.98

G4   1     9.09   0    0.00   2    18.18   8    72.73

表  4  基于补体C4的判别函数的判别病理学分期与实际病理学分期的一致性

     
预测分级

实际分级 S0 S1 S2 S3 S4

  n 构成比(%)   n 构成比(%)   n 构成比(%)   n 构成比(%)   n 构成比(%)

S0   2   6.90   7 24.14   2    6.90   5   17.24 13    44.83

S1   8   9.30 40 46.51   5    5.81   3     3.49 30    34.88

S2   8   6.06 57 43.18 10    7.58 11     8.33 46    34.85

S3 11 10.89 21 20.79   8    7.92   9     8.91 52    51.49

S4   4   3.70 21 19.44   5    4.63 12   11.11 66    61.11
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程度的升高而逐步降低; 高永旺[6]的研究指出, 
血清补体C3在急性乙型肝炎早期(1-2 wk)显著

高于健康对照, 高峰期(3-4 wk)则接近于健康对

照; 慢性活动型乙型肝炎和重型乙型肝炎显著

低于健康对照. 本文资料显示, 血清补体C3和C4
水平在病理学分级G1和病理学分期S1最高, 并
且高于S0. 提示补体C3和C4参与病毒性肝炎的

发病机制, 在肝脏出现肝组织显著炎症和显著

纤维化(病理学分级≥G2, 病理学分期≥S2)之前

有一定程度地升高. 
Baumann等[7]对比分析了不同程度的丙型

肝炎相关失代偿性肝硬化患者的血清补体C3
和C4水平, 结果指出, 血清补体C3和C4水平随

Child分级的升高而逐步降低, 并且在Child A级

与Child B级、Child C级与Child B级之间均有显

著性差异. Ali等[8]的研究认为, 慢性丙型肝炎在

出现肝硬化之前, 血清补体C3和C4水平有一定

程度地升高, 在出现肝硬化之后显著下降, 但在

肝硬化的基础上发生肝细胞癌后再度升高. 本
文资料也提示, 在肝脏功能出现严重炎症(病理

学分级 = G4)和肝硬化(肝组织病理学分期 = S4)
之前, 血清补体C3和C4水平虽有下降, 但降幅不

够显著. 肝脏强大的合成补体C3和C4的储备功

能以及肝炎活动诱导补体C3和C4的合成增加可

能是血清补体C3和C4在肝组织不同炎症活动度

和纤维化程度之间的变化幅度不够显著的主要

原因. 

4      ����参考文献
1	 Gangadharan B, Antrobus R, Dwek RA, Zitzmann 

N. Novel serum biomarker candidates for liver 
fibrosis in hepatitis C patients. Clin Chem 2007; 53: 
1792-1799

2	 White IR, Patel K, Symonds WT, Dev A, Griffin P, 
Tsokanas N, Skehel M, Liu C, Zekry A, Cutler P, 
Gattu M, Rockey DC, Berrey MM, McHutchison JG. 
Serum proteomic analysis focused on fibrosis in pa-
tients with hepatitis C virus infection. J Transl Med 
2007; 5: 33

3	 Qin X, Gao B. The complement system in liver dis-
eases. Cell Mol Immunol 2006; 3: 333-340

4	 杨晋辉, 李祥金. 乙型病毒性肝炎患者血清补体C3、
补体C4的临床意义. 临床肝胆病杂志 2007; 23: 355-356

5	 Talaat RM, Daif AA, Salama MM. Seru levels of 
complement C1Q, C3 and C4 in patients at different 
stages of chronic hepatitis C viral inmfection. World 
J Med Sci 2007; 2: 88-95

6	 高永旺. 补体C3的测定对乙型肝炎诊断价值分析. 实
用医技杂志 2006; 13: 2034-2035

7	 Baumann M, Witzke O, Canbay A, Patschan S, 
Treichel U, Gerken G, Philipp T, Kribben A. Serum 
C3 complement concentrations correlate with liver 
function in patients with liver cirrhosis. Hepatogas-
troenterology 2004; 51: 1451-1453

8	 Ali OS, Abo-Shadi MA, Hammad LN. The biologi-
cal significance of serum complements C3 and C4 in 
HCV-related chronic liver diseases and hepatocel-
lular carcinoma. Egypt J Immunol 2005; 12: 91-99

           ���� ����� ���� �����编辑�� ����� ���� �����  ����� ���� �����曹丽鸥�� ���� �����  ���� �����电编�� �����  �����何基才��  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文创新性较好, 
对临床医师有一
定的参考价值.
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Abstract
The incidence of non-alcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) is rising worldwide. Investigation of 
genes involved in the pathogenesis of NAFLD 
is significant for replenishing treatment scheme 
and improving prognosis. Multiple studies have 
established a correlation between patatin-like 
phospholipase domain-containing 3 (PNPLA3) 
gene mutation and the pathogenesis of NAFLD, 
suggesting that PNPLA3 may affect lipid metab-
olism. However, the precise mechanism remains 
to be elucidated. Some researchers believed that 
PNPLA3 as a patatin-like protein might have tri-
glyceride hydrolysis activity and therefore affect 
fat metabolism in the liver, while some others 

thought that PNPLA3 mutation might interfere 
with the lipid transfer process. In this paper, we 
give an overview of the PNPLA3 gene and its 
expression, and explore the correlation between 
PNPLA3 gene mutation and the pathogenesis of 
NAFLD.

Key Words: Patatin-like phospholipase domain-
containing 3; Adiponectin; Non-alcoholic fatty liver 
disease; Gene mutation

Li DY, Lin LJ, Zheng CQ. Advances in understanding the 
role of PNPLA3 in the pathogenesis of non-alcoholic fatty 
liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(17): 
1796-1801

摘要
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)在世界范围内发病率成日益
上升趋势, 其相关�因研究对完善其致病机
制, 补充其治疗方案及改善预后至关重要. �
前, 国内外多�实验证实含patatin样磷脂酶域
3(PNPLA3)�因突变与NAFLD密切相关, 考
虑其与肝脏脂代谢有关, 但就其致病机制仍无
详细阐释. 部分文献认为PNPLA3作为patatin
样磷脂酶家族, 考虑其可能有三酰甘油水解酶
活性从而影响肝脏脂肪代谢. 也有文献认为
PNPLA3突变干扰了脂质转运的过程. 本文详
细介绍PNPLA3�因及其表达, 并就PNPLA3
�因突变与NAFLD相关性进行综述. 

关键词: 含patatin样磷脂酶域3; 脂肪滋养蛋白; 非

酒精性脂肪性肝病; 基因突变
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0  ��引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种无过量饮酒史, 以肝实

质细胞脂肪变性、坏死、炎性细胞浸润等为

特征的临床病理综合征. NAFLD在世界范围内

发病率成日益上升趋势, 流行病学调查示西方

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)在
世界范围内发病
率成日益上升趋
势 ,  而NAFLD致
病 机 制 中 的 遗
传易感性越来越
得 到 人 们 关 注 . 
多 � 实 验 证 实
PNPLA3�因突
变与NAFLD密切
相关, 但关于其致
病机制仍无详细
阐释.

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
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消化内科
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国家NAFLD的发病率为20%-30%[1,2], 在我国上

海地区NAFLD的发病率为15%[3]. NAFLD的致

病机制一般认为与肥胖、2型糖尿病、高脂血

症、胰岛素抵抗综合征等密切相关. 但现在越

来越明确基因突变也是NAFLD发病的危险因

素之一. 目前, 国外很多研究证实PNPLA3基因

突变与NAFLD发病密切相关, 但中国仍鲜有这

方面研究. 对PNPLA3基因的深入研究对完善

NAFLD致病机制, 补充其治疗方案及改善预后

至关重要. 

1  PNPLA3基因

含patatin样磷脂酶域3(patatin-like phospholipase 
domain containing 3, PNPLA3)位于22号染色体

上, 所编码的蛋白又被称为adiponectin, 蛋白由

481个氨基酸组成的, 属于patatin样磷脂酶家族[4]. 
patatin是一种可溶的蛋白质, 在马铃薯根茎中广

泛存在, 具有脂肪酰化水解酶活性[5]. PNPLA3
位于细胞膜与脂滴之间, 两者紧密联系在一起, 
高盐、高pH值等无法将两者分开. PNPLA3可
能有针对性的存在于内质网新生膜脂滴形成

的专门区域. 另外, PNPLA3也可能通过内质网

转高尔基体转运机制, 从内质网膜转运到脂滴

上. PNPLA3也可能在膜和脂滴之间执行不同

功能[6]. PNPLA3蛋白的生物学功能尚不十分清

楚. 生物结构上与PNPLA3结构最为类似的是

PNPLA2, PNPLA2已被证实具有三酰甘油水解三酰甘油水解水解

酶和酰基甘油转酰基酶活性[7]. 部分体外实验

证实PNPLA3有三酰甘油水解酶和部分酰基甘三酰甘油水解酶和部分酰基甘水解酶和部分酰基甘

油转酰基酶活性, 但其在体内所表达的生物学

活性仍无统一结论. 例如: 人类肾脏胚胎细胞

PNPLA3的过度表达并没有引起细胞内三酰甘三酰甘

油的改变的改变[8]. 小RNA干扰机制PNPLA3敲除也

没有影响3T3-L1细胞中三酰甘油含量[9]. 人类

组织中cDNA的PCR表明, PNPLA3表达主要在

肝脏, 其次为皮肤和脂肪细胞. 但在小鼠体内, 
PNPLA3的表达主要集中在脂肪组织. 实验比较

小鼠肝细胞和星状细胞PNPLA3的分布, 发现

PNPLA3 mRNA水平在星状细胞是含量只有肝

细胞内的23%[10]. 最近报道显示, PNPLA3在小

鼠肝脏内皮细胞及库普弗细胞(Kupffer cells)中
均没有表达[11]. 因此, PNPLA3很可能主要在肝

细胞内表达[10]. PNPLA3的表达由脂肪组织和肝

脏的代谢所调控. PNPLA3 mRNA水平在空腹状

态下很低, 进食碳水化合物时显著升高[4,8,12]. 相
关实验表明, 2 d的低热量饮食可以将PNPLA3 

mRNA表达降低至原来的1/3[13]. 另外有实验表

明, PNPLA3 mRNA在肝脏中的表达与体质量

指数(BMI)成正相关[14]. 而肥胖人群和消瘦人群

PNPLA3 mRNA在脂肪组织中的表达未有统一

结论, 一些实验未见明显差异[15], 而一些实验表

明肥胖人群中PNPLA3 mRNA表达水平增强[16]. 

2  PNPLA3基因突变与NAFLD

2.1 PNPLA3�因突变与NAFLD 应用基因组

相关性研究(genome-wide association studies, 
GWAS)方法研究NAFLD的历史并不长, 目前完

整GWAS在NAFLD方面研究的报道文献主要

有2篇. 1篇是对236例女性NAFLD患者的队列

研究, 该研究未设对照组, 此项研究并未显示

PNPLA3与NAFLD的相关性, 其具体原因仍不

清楚, 研究者认为可能与样本过小以及研究对

象只有女性有关[17]; 另外1篇对来自4组研究[Old 
Order Amish; Age, Gene/Environment Susceptibil-
ity-Reykjavik study (AGES); Family Heart; Fram-
ingham Heart Studies]中的7 176个体进行了研究, 
充分证明了PNPLA3与NAFLD密切相关[18]. 

目前关于PNPLA3突变[rs738409[G], 编码

I148M]与NAFLD相关性研究结论主要为以下

几个方面. 首先, PNPLA3突变与肝脏脂肪含量

的相关性显著, 并且PNPLA3rs738409[G]纯合

子者肝脏脂肪含量高于不携带者2倍多. 若排除

BMI、糖尿病、酒精摄入和种族等因素的影响, 
PNPLA3变异与肝脏脂肪含量的相关性仍非常

显著[19-22]; 其次, PNPLA3突变在一些人群中发

现引起了肝脏相关酶学的升高. Romeo等[19]发现

在西班牙裔美国人中谷丙转氨酶(alanine amino-
transferase, ALT)升高, 在其他非洲裔美国人和欧

美裔美国人肝酶未有明显改变. 而Yuan等[23]的

相关研究表明PNPLA3突变在欧美白人和印度

籍亚洲人都引起ALT的升高. Huang等[10]研究发

现PNPLA3等位基因rs738409[G]与血清谷草转

氨酶(aspartate aminotransferase, AST)浓度相关. 
另外, Romeo等[19]发现PNPLA3 rs738409突变在

11 000欧裔美国人有总胆固醇累计效应. 相关研

究证实, 经过多次修正实验后, PNPLA3基因突变

与总胆固醇, 低密度脂蛋白水平显著相关[24].
2.2 PNPLA3�因突变在NAFLD致病机制方面

研究 NAFLD的致病机制一般认为与肥胖、2型
糖尿病、高脂血症、胰岛素抵抗综合征等密切

相关. 虽然肥胖人群中肝脏PNPLA3呈高表达, 
但其在脂肪代谢中的作用及其生理学底物仍未

■研发前沿
NAFLD的致病机
制一般认为与肥
胖、2型糖尿病、
高脂血症、胰岛
素抵抗综合征等
密切相关. 但现在
越来越明确�因
突变也是NAFLD
发病的危险因素
之一. PNPLA3�
因突变与NAFLD
的关系是现阶段
研究热点, 值得我
们深入探讨.
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明确. PNPLA3相比其他器官在肝脏中的高表

达水平, 意味着其在肝脏代谢中一个不为我们

所知的作用. 相关研究示在体外培养PNPLA3-
I148M突变肝细胞中三酰甘油含量增加且动物三酰甘油含量增加且动物含量增加且动物

实验中PNPLA3突变小鼠的肝脏三酰甘油的含三酰甘油的含的含

量也会增加. 细胞分离的研究显示, 90%的野生

型PNPLA3存在与细胞膜和脂滴分割之间, 突变

的PNPLA3没有改变蛋白质亚细胞的分布. 因此, 
学者认为PNPLA3-I148M通过限制三酰甘油水三酰甘油水水

解引起其在肝脏的聚集. 可能机制是PNPLA3突
变将表达蛋白中异亮氨酸变为甲基氨酸, 这将

限制底物与蛋白催化位点的结合, 从而限制了

三酰甘油水解酶的活性. 这一猜测在生物学结水解酶的活性. 这一猜测在生物学结

构模型上得到了证实. 结构模型表明氨基酸的

替代没有扰乱催化对残留(Ser-47和Asp-166)的
位置或方向, 更确切地说, 是甲基氨酸的侧链的地说, 是甲基氨酸的侧链的说, 是甲基氨酸的侧链的

延伸到催化区域,干扰丝氨酸与底物的结合[25]. 
需要引起我们重视的是 ,  人类野生型

PNPLA3的过度表达并没有改变小鼠肝脏三酰三酰

甘油的水平, 考虑PNPLA3可能不是肝脏中主要的水平, 考虑PNPLA3可能不是肝脏中主要

的三酰甘油水解酶. 而突变型PNPLA3的过度表三酰甘油水解酶. 而突变型PNPLA3的过度表水解酶. 而突变型PNPLA3的过度表

达引起了小鼠肝脏中三酰甘油含量的升高. 这三酰甘油含量的升高. 这含量的升高. 这
些实验表明小鼠三酰甘油在体内的聚集主要是三酰甘油在体内的聚集主要是在体内的聚集主要是

因为PNPLA3突变后变异蛋白的表达, 而野生型

蛋白活性的缺失并不是主要因素[25]. 
另外, 研究者考虑PNPLA3的突变引起三

酰甘油在肝脏中的聚集与影响水解酶辅酶因子

的活性或影响底物与另外的脂酶结合有关. 许
多三酰甘油水解酶, 包括在脂肪组织中起主要

作用的PNPLA2都需要蛋白辅助因子来完成酶

的活性. 但类似的PNPLA3辅助因子仍未被发

现. 在体外实验中, 突变的酶并没有干扰野生

型蛋白的作用, 但在体内是否和底物或必需的

辅助因子相互作用仍不可知[25]. 也有研究表明

肝脏的脂肪积聚可能是由于富含三酰甘油的脂三酰甘油的脂的脂

蛋白从肝脏释放到血液循环的过程受到影响导

致的, 相关结果表示, PNPLA3基因突变在欧亚

混血儿人群中与apoB-containing脂蛋白分数密

切相关. 研究表明每个等位基因PNPLA3变异

可以使apoB载脂蛋白分数下降3%, 而在群体水

平脂蛋白的浓度变异应该小于1%. 研究者考虑

PNPLA3可能通过参与餐后肝脏脂蛋白包装而

参与apoB脂蛋白的新陈代谢[24]. 也有文献证明

PNPLA3突变可以抑制微粒体的转运蛋白从而

影响肝脏脂肪含量[26]. 
一些文章表明PNPLA3 rs738409[G]突变携

带者肝脏ALT水平升高, 实验中PNPLA3突变对

肝酶的影响排除了血脂紊乱和其他肝脏疾病, 
考虑其可能与肝脏炎症及肝细胞损伤相关[27,28]. 
然而目前不清楚是PNPLA3的变异引起肝脏脂

质存储导致使肝脏酶学升高, 或是PNPLA3本身

的变异对肝功能有影响导致轻微的肝脏功能障

碍和肝脏炎症. ALT是反映肝功能的指标中特异

性和敏感性较高的, 因肝脂肪堆积产生的轻微

肝功能损伤可能引起ALT的升高. 研究者还怀疑

肝功能的受损也可能来自于胆固醇水平升高[28]. 
最近研究考虑, 尽管PNPLA3在体外具有

三酰甘油水解酶的作用, 但其在进食碳水化合水解酶的作用, 但其在进食碳水化合

物是的表达上调考虑其在体内可能是在脂肪

形成方面起作用, 而不是脂质代谢方面[10]. 有研

究表示, 服用特定的饮食后的低密度脂蛋白受

体敲除小鼠PNPLA3的表达模式与葡萄糖六磷

酸脱氢酶(glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
G6PD)的表达模式相近[11]. G6PD是细胞内参与

磷酸戊糖途径催化酶, 他是NADP生成NADPH
过程中的关键酶. NADPH作为体内的供氢体, 
在三酰甘油合成过程中其重要作用三酰甘油合成过程中其重要作用合成过程中其重要作用[29,30]. 因为

PNPLA3的表达模式与G6PD的表达模式相近, 
考虑PNPLA3在脂质合成上起相应作用. 另外, 
PNPLA3与G6PD在不同代谢条件下相似变化

也证明两者在脂质合成上的相关作用. 禁食时

PNPLA3与G6PD在肝脏表达水平减低[31]. 在注射

胰岛素后, 脂肪中PNPLA3和G6PD水平升高[15,32]. 
假如我们认证PNPLA3与G6PD在脂质合成上具

有相似的作用, 那PNPLA3突变引起脂肪在肝脏

中聚集的现象又如何解释? 考虑其在PNPLA3的
突变是否干扰了肝外脂质的合成以至于相对较

多的脂肪在肝脏聚集, 但目前仍缺乏相关研究

解释其具体机制. 
总之, 目前关于PNPLA3突变与NAFLD致

病相关机制研究热点主要在其脂质分解作用. 
但部分学者考虑到PNPLA在进食碳水化合物后

的高表达这一现象认为PNPLA3具有脂质合成

作用. 除此之外, 目前仍不能排除PNPLA3突变

对肝脏脂代谢转运过程影响及在分子生物水平

上影响其他基因的调控, 干扰转录因子作用机

制[33]. 
2.3 PNPLA3�因突变在脂肪肝治疗方面意义 
PNPLA3基因变异rs738409(C→G)与肝脂肪沉

积增加有关, 并在西班牙裔效果更加明显. 动物

模型表明, PNPLA3表达可以通过饮食中碳水

化合物来调节. 这些研究结果表明, 当饮食中碳

■相关报道
2 0 0 8 年 R o m e 等
首 次 应 用 � 因
组 相 关 性 研 究
( G WA S ) 方 法 证
明PNPLA3突变
[ r s 7 3 8 4 0 9 ( G ) , 
� 码 I 1 4 8 M ] 与
NAFLD发病相关, 
PNPLA3�因突
变与肝脏脂肪含
量增加显著相关
并与肝脏炎症密
切相关.
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水化合物尤其是糖摄入过高, 携带着GG基因型

的西班牙裔孩子对脂肪肝有明显易感性. 基于

脂肪肝遗传易感性特殊饮食干预在该人群中治

疗效果优于单纯脂肪肝治疗[34]. PNPLA3的表

达在脂肪细胞分化时上调, 饮食和禁食时差异

性调节, 考虑他的作用在能量动员, 脂肪组织

和肝脏的脂肪储存作用可能是相似的. 生物学

信息已揭示其突变将影响其蛋白质的功能. 因
此, PNPLA3与肝酶的密切联系引导我们思考

PNPLA3是否可以作为肝酶治疗的新的药物作

用位点[28]. NAFLD的病态肥胖患者中, 相关尸检

及肝脏穿刺活检表明, 只有10%-20%的患者肝

脏表现为非单纯性脂肪肝, 出现了肝细胞变性

及纤维化[35,36]. 这引发我们对NAFLD疾病预后

相关因素的思考. 很多研究表明, PNPLA3突变

是NAFLD疾病单纯性脂肪肝向脂肪肝肝炎进展

的危险因子, 可能影响肝脏纤维化进展过程[37-39]. 
因此考虑PNPLA3可以作为NAFLD疾病预后预

测因子[40]. 

3  PNPLA3基因突变与其他肝脏疾病

一些文献表明PNPLA3与酒精性肝病严重性也

有密切联系. 研究中PNPLA3突变者Child-Pugh
分数增高. 因此, 考虑rs738409[G]突变不仅和

肝脏脂肪量密切相关, 也加重酒精性肝病肝损

伤及肝脏纤维化程度 .  文献中作者大胆推论 , 
PNPLA3 rs738409[G]突变结果与人类很多复杂

疾病密切相关, 可能是人类那些可预防的致死

疾病的最重要基因修饰[41]. 另外, 最新研究表明, 
PNPLA3突变推进了慢性丙型肝炎脂肪化及纤

维化的进程, 考虑其可以作为慢性丙型肝炎预

后预测因子及潜在的药物治疗靶点[42]. 

4  结论

PNPLA3是patatin样磷脂酶家族一员, 体外实验

证明其具有三酰甘油水解酶的活性, 但具体机三酰甘油水解酶的活性, 但具体机水解酶的活性, 但具体机

制仍不清楚. PNPLA3基因变异rs738409(C→G)
与NAFLD相关性于2008年首次报道后相关研究

很多. PNPLA3突变影响NAFLD的具体机制目

前主要考虑与脂质分解有关. 但PNPLA3突变是

否影响肝脏脂代谢转运过程或在分子生物水平

上影响其他基因的调控, 干扰转录因子等作用

机制仍需更多的研究来探讨. PNPLA3基因突变

研究提示我们发展NAFLD治疗的新的酶学位点

药物的可能, 并扩展NAFLD预后危险因素研究

的思路. 目前PNPLA3的研究仍处在起步阶段, 
是西方NAFLD发病机制方面的研究热点, 但在

中国这方面研究仍很少. 中国关于NAFLD基因

多态性的研究并未提及PNPLA3与NAFLD的相

关性[43]. 但台湾关于肥胖儿童NAFLD研究表明, 
PNPLA3突变增加了肥胖儿童患NAFLD的危险

性[44]. 而日本方面相关研究也证实了PNPLA3
突变与NAFLD相关性[45]. 因此, PNPLA3突变对

NAFLD的影响可能不存在种族差异, 值得我们

进行深入研究. 
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Abstract
Many factors may affect the prognosis of liver 
cancer, including late diagnosis, cirrhosis, and 
insensitivity of tumor cells to chemotherapy, 
and postoperative metastasis and relapse. Pre-
vious studies on the metastasis and relapse of 
liver cancer focused mainly on the migration 
and shedding of liver cancer cells, adhesion of 
liver cancer cells to surrounding tissue, and gen-
eration of peripheral vessels. The advances in 
research on liver cancer stem cells (LCSCs) have 
led to a better understanding of the metastasis 
and relapse of liver cancer. This paper gives a 
comprehensive review of LCSCs at the genetic 
level in terms of their origin and surface mark-
ers, signaling pathways involved, and treatment 

implications.

Key Words: Liver cancer stem cells; Metastasis; Re-
lapse; Signaling pathway; Surface marker; Targeted 
therapy

Qiu XW, Yu CH. Advances in understanding the relation-
ship between liver cancer stem cells and metastasis and 
relapse of liver cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(17): 1802-1807

摘要
影响肝癌预后的因素很多, 其中包括确诊时间
过晚、合并肝硬化、肿瘤细胞对放化疗不敏
感以及术后的转移与复发等. 以往对肝癌复发
转移的研究重点在: (1)肝癌细胞的脱落、迁
移; (2)肝癌细胞在局部组织的黏附; (3)肝癌细
胞周围血管的生成. 随着对肝癌干细胞的研究
报道, 使我们对肝癌的转移和复发有了更进一
步的认识. 本文通过基因层面对肝癌干细胞进
行分析, 从其来源、信号通路、标志物和治疗
方面作一综述.  

关键词: 肝癌干细胞; 转移; 复发; 信号通路; 表面标

志物; 靶向治疗
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0  ��引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界

上第5大常见癌症, 其平均生存时间为6-16 mo, 
占原发性肝癌的90%. 美国2009年的数据显示, 
新发HCC和肝内胆管癌的数量为22 620例, 其中例, 其中, 其中

死亡18 160例例[1,2]; 在我国, HCC也是最为常见的

恶性肿瘤之一, 我国的发患者数约占到全球总

发患者数的55%, 其相关死亡率排名第二, 仅次

于肺癌[3,4]. 近年来, 人们对肿瘤复发和转移的认

识来到了一个新的层面: 肿瘤的生长、发展及

转移有可能通过肿瘤内部极少一部分具有干细

胞(stem cells, SC)特征的肿瘤细胞的增殖和迁移增殖和迁移和迁移

所造成的. SC的一般特征如下: (1)以非对称的有

®

■背景资料
迄今为止针对肝
癌的治疗缺乏行
之有效的方法, 应
用最多的手术切
除肝癌其5年的复
发转移率也十分
高, 死亡率也居高
不下. 随着干细胞
技术的发展, 人们
对肝癌的转移和
复发有了新的认
识. 肝癌的转移和
复发可能与肝癌
干细胞有密切的
关系.
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丝分裂方式进行自我更新; (2)具有多潜能性和

多向分化能力; (3)拥有处于长期的组织重组状

态及可移植等能力[5,6]. 随着对SC技术研究的不

断深入, 对肝癌的生物学特性也有了新的认识. 
研究发现, 肝癌细胞中40%具有克隆性, 可能与

其SC或祖细胞有关[7,8]. 肿瘤干细胞(cancer stem 
cells, CSCs)提出已有40多年的历史, 对其认识

还十分有限. 其概念为存在于肿瘤组织中一类

数量较少的SC样癌细胞亚群, 同时具有SC和癌

细胞特征, 为肿瘤形成的起始细胞, 在肿瘤的形

成、发展以及转移上起着决定性的作用[9]. 到目

前为止较为明确的CSCs只存在于骨髓恶性肿

瘤和肝脏、乳腺、前列腺、脑及结肠等实体肿

瘤[8-12]. 本文通过对肝癌干细胞(liver cancer stem 
cells, LCSCs)的生物学特性以及与HCC转移复

发的关系方面作一综述. 

1  LCSCs的来源及信号通路与HCC的复发转移关系

1.1 来源 卵原细胞(肝SC)位于肝脏的胆小管和汇

管区的Hering小管部, 是一类具有椭圆形细胞核, 
细胞质稀少的小型细胞, 可以分化为肝细胞和胆

管. 多数研究认为HCC和胆管癌的产生是由于人

肝SC的变异[13,14]. Sell[15]通过使用化学致癌剂和

癌基因对肝SC进行干预, 使其转化成癌前细胞

最终转化为HCC. Dumble等[16]也通过诱导小鼠

产生卵原细胞, 并将其分离移植到失去胸腺的

小鼠体内, 产生出类似于HCC的肿瘤, 进一步对

LCSCs的来源加以证实. 而LCSCs形成的机制并

不明确, 有两种可供参考: (1)突变的致癌基因伴

随(或不伴随)其后天畸形可能限制正常SC的扩

增; (2)致癌基因使正常SC产生变异, 让后者不再

进入有丝分裂后的静止状态, 创造出一种具有

自我更新能力并可进一步积累突变的细胞[17,18]. 
Roskams等[19]的研究发现, 28%-50%的HCC

组织中有SC标志物CK7和CK19表达, 对HCC组
织中CK7和CK19高表达的患者行肝移植术后, 
肿瘤的复发率明显增高, 预后差; 并且在这些肿

瘤细胞中, 还发现存在一种细胞形态上与成熟细胞形态上与成熟形态上与成熟

肝细胞相似, 但表达上又趋向于SC的中间型细

胞, 为对LCSCs分化的研究有重要提示作用. 同
期Durnez等[20]通过对109例肝癌标本进行分析也

发现CK7或CK19阳性的细胞可能为LCSCs, 且
CK19阳性的肝癌患者在肝移植后也出现复发率

高, 预后差的现象. 而Ye等[21]通过使用基因芯片

技术, 发现肝癌的原发灶和其对应的癌栓组织

中的基因表达谱十分类似. Glinsky等[22]通过对

多种转移灶基因分析也发现了多种与SC相关的

基因都在转移灶中高表达, 这与我们目前所掌

握的LCSCs可以导致肝癌复发和转移的观点十

分吻合. 以上信息均提示LCSCs在肝癌的生长发

育过程中起着重要作用, 虽然肿瘤完全切除, 但
只要仍存在LCSCs就有复发的可能性, 影响预

后. 通过对肝癌来源的研究对找出其对应的信

号通路及标志物都起着十分重要的作用. 
1.2 信号通路 肿瘤细胞的发生和发展是靠细

胞间的信号通路调控的, 因此肿瘤的复发与转

移与信号通路密不可分. 参与细胞周期激活的

信号通路主要有: Wnt/β-catenin、Notch以及、Notch以及Notch以及

TGF-β信号系统, 而目前认为处于G0期的肿瘤

细胞也不例外. 针对信号通路的靶点, 可以使用

β-catenin、h-TERT、CDKs、Myb或c-Myc等进、h-TERT、CDKs、Myb或c-Myc等进h-TERT、CDKs、Myb或c-Myc等进、CDKs、Myb或c-Myc等进CDKs、Myb或c-Myc等进、Myb或c-Myc等进Myb或c-Myc等进

行调控, 通过改变肿瘤的生长通路, 调节肿瘤的

生长, 加速或抑制肿瘤的凋亡. 通过对CSCs及
LCSCs信号通路的研究, 发现主要有2种信号通

路可能对肝癌的复发与转移有着重要作用: 
1.2.1 Notch信号通路: Notch基因是由Artavanis-
Tsakonas于1919年发现的, 并提出其可能参与

调节各种细胞分化发育及调控的信号途径, 对
细胞的增殖、分化、凋亡以及血管的形成有

重要作用[23]. No tch目前已知的有4种同源体: 
Notch1、Notch2、Notch3、Notch4. 他们主要起、Notch2、Notch3、Notch4. 他们主要起Notch2、Notch3、Notch4. 他们主要起、Notch3、Notch4. 他们主要起Notch3、Notch4. 他们主要起、Notch4. 他们主要起Notch4. 他们主要起

着调控SC的自我更新和分化等作用[9,23-26]. 1991
人类T淋巴母细胞中首次鉴定出Notch1, 并提

出Notch信号通路与肿瘤相关[27]. Nijjar研究发

现正常成人肝脏以及病变肝脏上的Notch1、、
Notch2、Notch4表达无差异, 而Notch3则在病变、Notch4表达无差异, 而Notch3则在病变Notch4表达无差异, 而Notch3则在病变

肝脏上表达增高[28]. Giovannini等发现在肝癌中

Notch3及Notch配体为高表达[29-31]. 最近的证据

表明, Notch1的信号激活将加强死亡受体5的表

达从而对TRAIL诱导肝癌细胞凋亡起促进作用; 
Notch1信号的过度表达则使肝癌细胞株生长受

到抑制以及通过诱导其体外和体内的细胞使其

凋亡[32,33]. Qi等的研究同时发现, Notch1基因是等的研究同时发现, Notch1基因是研究同时发现, Notch1基因是

肝癌细胞生长的抑制信号, 可能参与细胞周期

的停止和凋亡[32]. 而LCSCs的自我更新能力和多

向分化能力直接影响到肝癌的复发和转移, 对
Notch信号通路的研究为我们了解肝癌的复发和

转移机制, 以及针对性的靶向治疗意义都十分

重大. 
1.2.2 Wnt/β-catenin信号通路: Wnt/β-catenin信号

通路也对调节干/祖细胞的增殖起着至关重要的

作用[11,34]. Wnt基因最初是在小鼠乳腺癌中发现

■相关报道
Song等通过研究
发现CD133阳性
的肝癌细胞的比
例与肝癌患者血
清AFP、肝癌的
病理分级以及预
后呈正相关.
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的. 其家族共有19名成员, 其中Wnt信号-1, -2, -3, 
-3A和10B条为具有代表性的Wnt信号通路, 起着

激活β-catenin/TCF介导的转录和诱导乳腺上皮

细胞转化的作用[35,36]. 人们其在对SC的调控认识

主要还是通过对皮肤、肠以及造血细胞的分析

得出的. Wnt/β-catenin信号通路在控制肝脏的生

长和更新上也起着重要作用. Micsenyi等等[37]的研

究发现刚出生的小鼠β-catenin含量迅速升高, 短
时间内促进脏脏的生长. 当大鼠2 mo大以后, 肝
脏肿瘤趋于稳定时β-catenin的值显著降低, 比例

与细胞增殖减少一致[38]. 通过对人肝癌细胞的分

析发现, 有17%-40%的肿瘤细胞出现AXIN1、
AXIN2的突变和缺失以及β-catenin、FZD-7的
过度表达[39-43]. 目前发现的Wnt/β-catenin信号通

路主要是通过激活下游靶基因导致肝癌的发生

和发展. 在存在Wnt信号时, β-catenin的多聚体复

合物不易形成, 而当β-catenin基因突变使可与转

录因子TCF/LEF形成二聚体, 介导靶基因转录. 
当β-catenin以及H-ras蛋白同时发生突变时, 小
鼠肝癌的发生率达到100%[44]. 
1.2.3 其他通路: 此外, Tang等[8]通过免疫组织化组织化

学染色以及共聚焦分析的方法对LCSCs进行标染色以及共聚焦分析的方法对LCSCs进行标

记, 这些肿瘤的表达显示其与IL-6通路的激活有

关, 表明肝癌可能是由IL-6通过阻断TGF-β信号

来调控LCSCs发展的. Tang等[45]研究还发现, 通
过破坏β2信号肽去破坏TGF-β信号肽可以对治

疗肝癌复发和转移有着决定性的作用. 以上均

说明了信号通路在对细胞周期的调控方面的能

力以及对肿瘤的产生、发展、复发和转移均起

到了至关重要的作用, 但我们对现有的通路认

识还十分有限, 对其机制的了解也不是十分清

楚, 一定还有更多通路和作用等待我们去发掘.

2  LCSCs表面标志物与肝癌的复发转移

LCSCs与SC生物学性状十分相似, 目前化疗的

针对性不强、收效甚微, 无法制止由LCSCs引发

的复发和转移. 靶向治疗是未来肝癌生物治疗

的重要方法, 也为治愈癌症提供了新的思路; 寻
找出特异性强, 数量多的肿瘤细胞表面的标志

物是靶向治疗成功的关键,  同时肿瘤细胞表面

的标志物也是诊断和预后判断的重要信息[46]. 已
知的LCSCs表面标志物分子结构及功能可大致

分为单分子类和多分子联合类. 单分子类研究

的代表有催化酶类、细胞因子、表面抗原分化

簇(cluster of differentiation, CD)、热休克蛋白家

族等. 其中CD家族成员CD90、CD44、CD45、

CD133、CD24等被认为与肝癌复发和转移的关

系最为密切: 
CD90是目前研究比较清楚的一个细胞因

子, 他是存在肝脏发育过程中肝SC表面的蛋白

质, 正常SC上极少表达, 因此可作为LCSCs的
标志物. Yang等[47]通过对肝肿瘤样本及血液中

LCSCs的研究, 发现CD90阳性的肝肿瘤细胞具

有成瘤性, 而CD90阴性的确不具有; 研究也表

明, CD90可能是一个重要的LCSCs的标志物. 与与
此类似的还有CD44、CD45, 他们都同样有可

能作为肿瘤早期诊断的敏感性和特异性指标, 
为我们治疗肝癌提供可能[48]. 尤其是CD44的亚

型CD44v6的高表达更是可能与肝癌的复发与

转移有关[49]. Endo等[50]通过免疫组织化学的方组织化学的方的方

法对肝癌标本进行分析, 发现高转移倾向组的

CD44v6的表达水平要显著高于低转移倾向组, 
且表达程度与肿瘤的分化程度呈负相关. 另有

研究显示CD44v6阳性的肝癌患者转移率高、5
年生存率低[51]. 

另一个研究较为深入并且有价值的标志物

是跨膜糖蛋白CD133. 研究发现CD133在1%-5%
的肝癌中表达, 而正常组织则不表达[43]. Yin等[52]

通过对SMMC-7721细胞株含有CD133的细胞进

行分离, 发现其比CD133阴性的肿瘤细胞更具有

致瘤能力以及增值能力. Song等[53]通过研究发现

CD133阳性的肝癌细胞的比例与肝癌患者血清

AFP、肝癌的病理分级以及预后呈正相关. Yang
等[54]和Cai等[55]经过研究则证实CD24可能与肝

癌的侵袭转移有关, 研究显示CD24过表达的肝

癌细胞的转移潜能和侵袭能力明显增强, 因此

可以作为肝癌手术患者预后的重要标志. 其他

的如TGF-β通路成员TBRII、ELF和Smad4的表、ELF和Smad4的表ELF和Smad4的表和Smad4的表Smad4的表

达缺失, 加之胚胎SC的Nanog, STAT3以及Oct3/4
基因同样可能是影响到肝癌预后的指标. 

通过对LCSCs表面标志物的深入研究能够

揭示肝癌的复发和转移的机制. 但由于标志物

的表达的复杂性和多样性, 在他们缺失后细胞

所表达出来的功能并不能完全被我们掌握, 加
之现有指标在不同人群中从前体细胞分化到对

肝细胞的功能仍存在争议, 目前特异性强的标标

志物并没有发现. 相信随着研究的深入, 我们可并没有发现. 相信随着研究的深入, 我们可

以为判断肝癌的预后以及为靶向治疗找出有效

地特异性强的标志物. 

3  结论

肿瘤的复发和转移是多因素共同作用的结果, 

■创新盘点
本文就国内外针
对肝癌干细胞研
究报道加以综述, 
重点对肝癌干细
胞的来源、信号
通路、标志物以标志物以以
及靶向治疗加以
归纳总结, 阐述其
与肝癌转移复发
的关系.
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包括了多种遗传因素和表观遗传方面的变异. 
尤其是LCSCs表现出来的生物学特性更是与肝

癌患者的复发与转移有着密切关系. 目前针对

肝癌的治疗, 除了通过手术, 缺乏其他有效的

手段, 且手术切除后肝癌的复发与转移率高达

70%, 严重影响着患者的预后. 未来对于癌症尤

其是肝癌的治疗, 可把主要精力放在针对LCSCs
特异性表面标志的靶向治疗上[56,57]. 通过对肝癌

标志物的研究可以帮助我们筛选出更加适合患的研究可以帮助我们筛选出更加适合患

者的治疗方案. 目前的研究方向在于使肿瘤细

胞产生更少的侵袭性和通过诱导使其定向分化. 
特别是此技术在治疗急性早幼粒细胞白血病方

面的应用取得了巨大的成功. 全反式维甲酸在

治疗急性早幼粒细胞可使90%的患者病情得到

缓解, 治愈率高达70%[58]. 但是, 靶向治疗的应用

也是存在一定程度的争议. 由于肿瘤SC的各项

特性我们还没有完全掌握, 使用时出现的结果我

们往往不能预见, 这可能会出现诱导分化结果的

不确定. 如当使用全反式维甲酸诱导乳腺癌细胞

就可以转化成基因型与表型都与血管类似的细

胞[59]. 因此使用靶向治疗的方法诱导分化LCSCs
对于治疗肝癌是一个全新的有前途的领域, 但还

需通过努力去确定LCSCs以及其分化途径.
目前针对癌症SC的研究还不多, 对他们的

认识还十分有限, 但加大力度发展LCSCs的靶向

治疗仍是十分有必要的. 通过对LCSCs的特性、

信号通路以及表面标志物的了解, 掌握肝癌复

发转移的机制及应用靶向治疗去治愈肝癌迫在

眉睫. 
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Abstract
Irritable bowel syndrome (IBS) is a multifacto-
rial functional disorder of unknown cause and 
pathophysiology. Commensal bacteria in the 
digestive tract and host co-exist in a mutually 
beneficial relationship. If this relationship is 
interrupted, various types of diseases will be 
caused. In recent years, the development of mi-
croecology has led to a better understanding of 
the relationship between intestinal bacterial flora 
and IBS. Many studies have suggested a close re-
lationship between intestinal bacteria and IBS. In 
this article, we will review the role of alterations 
in intestinal bacterial flora in the pathogenesis of 
IBS. 

Key Words: Irritable bowel syndrome; Intestinal 
bacteria; Dysbiosis
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摘要
肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种复杂的多因素功能性疾病, 其病因和发病
机制尚未明确. 肠道共生菌与宿主和平共处, 
互惠互利, 这种关系破坏直接或间接参与宿主
多种疾病的发生与发展. 近年来, 随着微生态
学的发展, 肠道菌群与IBS发病的关系日益受
到关注. 大量研究显示, 肠道细菌与IBS关系密
切. 本文主要就IBS时肠道菌群的变化及肠道
细菌参与IBS发病的可能机制予以综述.

关键词: 肠易激综合征; 肠道细菌; 微生态失调
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0  ��引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一组以腹痛或腹部不适并同时伴有排便习惯及

大便性状改变为主要特征的肠道功能性疾病[1]. 
目前尚缺乏公认的形态学、生化指标或基因的

异常改变, 其病因和发病机制尚未明确, 可能与

胃肠道动力异常、内脏敏感性增高、脑-肠轴调

节异常、胃肠道感染和精神心理异常有关. 大
量研究显示, 肠道细菌与IBS关系密切. 近年来, 
随着微生态学的发展, 分子生物学技术应用于

对肠道菌群进行定性定量分析, 使得IBS患者肠

道细菌种群研究得以进一步深入. 

1  肠道菌群

人体肠道是一个巨大复杂的微生态系统, 主要

由细菌组成, 生理状态下, 正常成人肠道内约含

有400多种细菌, 主要定植在结肠和末端小肠, 
专性厌氧菌占主导. 肠道中的细菌主要为肠道

共生菌, 对人体是有益的, 参与食物的消化吸收

过程和许多口服药物的代谢, 同时可以防御病

原体侵犯; 另外还有少量细菌为病原菌, 长期定

植的机会少, 多数为过路菌, 当达到一定数量时, 

®

■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是常见的功
能性胃肠病, 症状
迁延, 影响患者生
活质量, 治疗效果
不理想, 其病因未
明 ,  发 病 机 制 复
杂. 目前, 肠道细
菌与IBS的关系日
益受到人们重视.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科
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即可致病. 条件致病菌介于两者之间, 当肠道生

理、菌群紊乱时对人体有害. 肠道内种类繁多

的大量细菌之间相互作用, 以维持肠道正常菌

群的稳定性. 在进化过程中, 肠道正常菌群已形

成宿主和微生物群和平共处、互惠互利的完善

机制. 这种机制的破坏或微生态失调会引起宿

主各种功能紊乱[2], 有时甚至导致严重的疾病, 
如炎症性肠病、伪膜性肠炎.

2  IBS与肠道细菌相关的证据

2.1 感染后IBS 20世纪50年代, Stewart发现胃

肠道感染可以引起与IBS相似的慢性胃肠道症

状. Chaudhry等在研究英国牛津地区IBS患者时, 
首次提出了感染后IBS(post-infectious irritable 
bowel syndrome, PI-IBS)的概念. 后来, McKen-
drick等[3]研究发现高达30%的胃肠道感染患者

在急性感染痊愈后会发展为IBS. 一系列研究中, 
发现生物、行为因素在PI-IBS的发生和发展起

到重要作用. 除流行病证据外, 研究还发现PI-
IBS患者结肠肥大细胞[4]、巨噬细胞、T淋巴细

胞数量增加及IL-1 mRNA表达增强, 从而有了免

疫学证据.
2.2 IBS与肠黏膜低度炎症 从动物到人体的研究

证据都表明IBS患者肠道黏膜中存在低度炎症, 这
种炎症能影响神经肌肉组织的功能. Bercík等[5]以

动物模型的研究证实急性胃肠道感染可以导致

长期的胃肠功能紊乱, 并且这种紊乱由某些炎

性介质维持[6]. 随后又有大量证据表明有一部分

IBS患者无论有无胃肠炎病史, 肠道都存在免疫

活化和低度炎症. 这些论据支持了这么一种假

说-至少一部分IBS患者, 如有急性胃肠道感染病

史者, 肠黏膜低度炎症是慢性肠道功能紊乱和

临床症状的病理生理基础[7]. 使这些患者保持低

度炎症和慢性肠道功能紊乱的因素还不得而知. 
一些观察结果使我们考虑肠道细菌可能是这些

变化的诱因. 首先, 腹泻型IBS, 尤其是PI-IBS肠
道通透性增加; 其次, 部分IBS患者存在肠道细

菌酵解异常; 最后, 分子生物学方面的研究发现最后, 分子生物学方面的研究发现, 分子生物学方面的研究发现

IBS患者肠道菌群较对照组存在差异[8].
2.3 IBS患者肠道菌群失调 直接支持IBS存在微

生态失调的证据是IBS患者呼出了异常的氢气和

甲烷气体, 表明肠道细菌酵解出现了变化[9]. 肠
道细菌酵解所产生的乙酸、丙酸可能与IBS患
者腹部症状、生活质量低下和负面情绪相关[10]. 
很多研究发现, IBS患者存在肠道菌群数量的增

减和比例失调及菌种性质的变化. IBS与小肠细

菌过度生长(small intestinal bacterial overgrowth, 
SIBO)有联系的结论已被多个研究所证实. Bal-
sari等对IBS患者粪便细菌研究得出, 患病组优

势菌群较健康对照组存在显著差异, 如双歧杆

菌、大肠杆菌和乳酸杆菌明显减少, 首次提出

这种改变可能对IBS症状的维持和加重起作用. 
后来, 运用分子生物学技术纵向研究也发现IBS
患者肠道菌群组成存在不稳定性. 然而, Kerck-
hoffs等[11]最近采用如聚合酶链反应-变异梯度凝

胶电泳和荧光定量PCR技术研究发现, IBS组与

对照组相比肠道优势菌群并无明显不同, 而铜

绿假单胞菌的含量显著增高. 由此可见, 目前对

IBS肠道菌群失调尚无明确定论, 特别是对究竟

哪一种或哪几种细菌的变化存在较大争议.
2.4 抗生素、益生菌与IBS 抗生素能改善部分

IBS患者肠道症状, 然而一些学者却认为, 抗生

素会导致菌群紊乱, 是IBS的一个危险因素, 同时

与其复发有联系. 最近, 一项大规模多中心、随

机、双盲、安慰剂对照临床研究得出, 不被吸收

的抗生素-利福昔明能有效缓解无便秘IBS患者

腹胀、腹泻、稀便、水样便等胃肠道症状[12]. 益
生菌制剂也能在一定程度上改善IBS患者肠道

菌群紊乱, 有助于内脏敏感性恢复及动力改善, 
且部分患者疗效显著[13].

3  肠道细菌参与IBS发病的可能机制

目前研究认为, 肠道细菌可能通过一种或多种

途径参与IBS发病. 
3.1 肠道细菌使肠道动力异常 Dupont等进行的

一项长期对照研究, 发现运用克隆技术培育的

无菌动物肠道神经存在变化, 这表明肠道运动

也可能出现变化. 肠道共生菌减少能改变肠道

肌电活动, 反之, 肠道肌电活动也会影响共生菌

在肠道中定植[14]. Bär等[15]研究发现, 用从一种益

生菌-尼氏大肠杆菌(Escherichia coli  Nissle 1917)
中得到某些可溶解的因子能通过直接刺激平滑

肌细胞提高结肠收缩性, 然而, 其中的机制需进

一步明确. 在Guarino等[16]的研究中, 鼠李糖乳杆

菌能使人体结肠平滑肌细胞出现由于乙酰胆碱

刺激收缩引起的显著病损, 这种效果存在剂量

和时间依赖性. Lesniewska等[17]用添加有菊苣菊

粉的食物喂食大鼠, 后发现在回肠、盲肠和结

肠中双歧杆菌的量增加了, 而大肠杆菌减少了, 
在十二指肠和结肠中总的厌氧菌、乳杆菌的含

量也增加了. 这样的处理同时也增加了小肠消

化间期移性复合运动(migrating motor complex, 

■相关报道
Scott等研究证实
肠道菌群变化会
影响肠道感觉运
动功能, 同时胃肠
道正常生理紊乱
也会导致肠道菌
群组成变化.
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MMC)Ⅲ期的收缩频率和传播速度, 明显减少了

MMCⅡ期持续时间, 但并没有改变Ⅰ期和Ⅲ期

的时限, 提示小肠转运时间加快. 因此, 通过饮

食干扰肠道菌群可以改变肠道运动性.
3.2 肠道细菌使内脏敏感性增高 最近, Kamiya等[18]

做了一项研究, 用罗伊乳杆菌活菌、加热灭活

的死菌和γ射线照射过的菌喂食健康的SD大鼠, 
然后测量心脏自主应答和脊髓后根神经节释放

的单个神经活动到达结直肠的时间. 活菌、死

菌和放射处理过的菌及细菌产物都能减轻疼痛

反应. 无论活菌还是死菌都能显著减弱脊髓后

根神经节单个神经活动的传播. Kunze等[19]做了

一项深入研究, 给大鼠喂食罗伊乳杆菌(Lactoba-
cillus reuteri, LR), 发现去极化动作电位的活性

增加, 减少了钙依赖K通道[IK(Ca)]的开放, 同时

有选择地减少了感觉神经元的慢后超极化(slow 
after-hyperpolarization, sAHP). 因此, 罗伊乳杆

菌把肠道感觉神经的离子通道作为靶点, 通过

该离子通道, 罗伊乳杆菌可能影响内脏敏感性. 
Verdú等[20]给大鼠喂食抗生素干扰肠道菌群, 研
究得出内脏疼痛反应性出现变化. 抗生素能在

很大程度上减少乳杆菌、拟杆菌和肠球菌的含

量. 这也同时增加了没有组织损害表现的肠道

中髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)的活性. 
使用抗生素可以增加肠肌丛中P物质(substance 
P, SP)的含量, 和对结肠膨胀反应性. 这些研究表

明, 原来稳定的肠道菌群出现紊乱会影响感觉

功能和内脏敏感性. 其中个别大鼠肠道菌群改

变后会出现一些轻微的生理性炎症, 肠道中炎

症细胞轻度增加, 但还不足以导致器质损害, 这
提示部分IBS患者肠黏膜中存在低度炎症. 运用

乳杆菌和地塞米松治疗后能纠正MPO、SP增多

的情况和使内脏高敏感性恢复. 在这个模型中, 
肠道菌群改变导致的感觉异常由变化的生理性

炎症所调节[20]. 另外, Weston等[21]发现IBS患者与

健康对照组相比, IBS患者回肠末端组织中毗邻对照组相比, IBS患者回肠末端组织中毗邻

肠神经纤维的肥大细胞密度显著增加, 肥大细

胞可通过其分泌的神经递质, 使神经纤维释放

SP、降钙素基因相关肽等一些系列神经肽, 影
响肠动力和肠痛觉阈值, 并将信息传至神经中

枢, 导致中枢敏感性增高, 参与IBS的发病机制. 
因此, 可以把肠道微生态失调、肠道低度炎症和

内脏高敏感性联系在一个新的IBS概念模型里.
3.3 肠道感觉运动功能与肠道细菌的相互依赖

性 Scott等[22]研究证实肠道菌群变化会影响肠道

感觉运动功能, 同时胃肠道正常生理紊乱也会

导致肠道菌群组成变化. 因此, 肠道菌群的组成

和稳定性与肠道感觉运动功能存在一种关键的

内在相互依赖性. 肠道生理稳定性对维持共生

菌定植起一定作用, 反之, IBS、硬皮病等引起

的运动紊乱使正常生理出现改变, 这会干扰共

生菌群的栖息环境; 若饮食、感染、抗生素等

因素引起的菌群紊乱也会导致肠道平滑肌动力

障碍和内脏感觉异常, 这样就形成了一个恶性

循环. 因此, 一个新的IBS肠道功能紊乱发生机

制可能围绕微生态失调建立起来. 在IBS患者中, 
肠道生理异常和低度炎症为肠道共生菌提供了

一个不稳定的栖身环境, 同时使微生态失调成

为长期反复肠道功能紊乱的基础[23].
3.4 肠道细菌使黏膜屏障受损而增加肠道通透

性 最近研究发现, 腹泻型IBS患者存在肠道黏膜

通透性增高的现象[24], 其发生机制以及与临床症

状的关系目前尚不清楚. 紧密连接(tight junction, 
TJ)是肠道机械屏障的重要组成部分, 与肠上皮

细胞共同构成肠道的选择性屏障, 肠道上皮间

TJ结构一旦受损, 肠黏膜通透性就会增加. 目
前, 研究表明致病菌能导致TJ结构破坏. Shifflet
等[25]以C57BL/6J大鼠感染模型研究发现致病性

大肠杆菌(enteropathogenic E.coli , EPEC)可分泌

EspF使回肠和结肠中TJ结构蛋白occludin重新

分布, 进而损害TJ功能. Nusrat等[26]深入研究发

现, 难辨梭菌(Clostridium difficile )分泌的肠毒素

A、肠毒素B能引起ZO-1、occludin等TJ相关蛋

白重新分布, 引起细胞旁通透性改变. 肠道上皮

细胞可表达Toll样受体, 他在介导细胞信号传导, 
识别微生物的病原体相关分子模式, 以及先天

性免疫过程中都起到了非常重要的作用. 最近, 
Brint等[27]研究发现IBS患者结肠黏膜Toll样受体

家族表达增多. Cario等[28]研究发现, 肠道上皮细

胞表达的TLT-2受体, 能识别革兰氏阴性菌分泌

的脂多糖, 从而激活PKC-α和PKC-ζ导致ZO-1重
新分布, 改变TJ结构. 上述研究发现, 肠道细菌

可增加肠黏膜通透性, 使IBS患者出现腹泻、大

便不成形等症状, 这可能为IBS发病的一种病理

生理机制.
3.5 肠道细菌-精神疾病-IBS 一系列研究表明, 
肠道细菌能影响机体对刺激的反应. 第一, 抗生

素和缓泻药作为肝性脑病一线用药, 提示肠道

细菌能引起病理反应和酵解异常; 第二, 抑郁症

患者出现肠道产气增多的现象, 在饮食中除去

某些碳水化合物后症状得到改善[29]; 第三, 用基

因敲除技术培育的无菌大鼠的研究显示, 脑部

■创新盘点
由于肠道菌群组
成 极 其 复 杂 和极 其 复 杂 和复 杂 和
技 术 的 限 制 ,  对
I B S 与 肠 道 细 菌
之间关系的认识
尚处在较为初级
的阶段. 
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海马区脑源神经营养因子(brain-derived neuro-
trophic factor, BDNF) mRNA表达增加, 脑部神经

递质出现改变[30]. 基于这些研究, 也许可以把微

生态失调归于一个IBS概念模型中, 该模型涵盖

了60%的患者发生合并精神疾病的情况, 肠道微

生态失调不但与肠道功能紊乱有关, 而且还可

能与IBS患者其他临床症状紧密联系[31].

4  结论

IBS的发病错综复杂, 涉及诸多环节, 无论是从

流行病学、临床对照研究、动物模型, 还是分

子生物学研究, 都表明肠道细菌与IBS有联系, 
肠道菌群异常可能是启动因素, 也可能是伴随

因素或者后果. 随着近年来微生态学的发展, 以
及人们对人体肠道菌群作用认识的提高, 肠道

细菌种类与IBS等慢性功能性紊乱疾病之间的

联系正逐步明确. 多方面证据表明肠道细菌参

与了IBS发病, 但究竟是某种特异性细菌还是某

组细菌起主要作用以及其具体作用机制, 尚有

待进一步研究.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
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32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500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1 980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)

■同行评价
本文选题恰当, 结
论可信, 对IBS有
关发病机制的深
入认识, 有利于对
IBS的临床诊治.
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Abstract
C-Jun N-terminal kinases (JNKs), also referred 
to as stress-activated kinases (SAPKs), constitute 
a subfamily of the mitogen-activated protein 
kinase (MAPK) superfamily. Apoptosis induced 
by a variety of extracellular stimuli (such as 
stress, Fas, TNF-α) is mediated by JNK, and the 
JNK signaling pathway is involved in apopto-
sis of many cell types and plays an important 
role in the pathogenesis of many diseases and 
pathological injuries, such as neurodegenerative 
diseases, tumors, type I diabetes, chronic viral 
hepatitis B and ischemia/reperfusion injury. 
Therefore, components of the JNK signaling 
pathway represent potential molecular targets 
for the treatment of related diseases. This review 
aims to elucidate the basic composition of the 
JNK signaling pathway and mechanisms behind 
JNK-mediated apoptosis, and to highlight the 
role of JNK signaling pathway-mediated apop-
tosis in diseases.
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摘要
c-Jun氨�末端激酶(c-Jun N-terminal kinases, 
JNKs)家族是丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinases, MAPKs)超家族的成
员之一, 也被称为应激活化蛋白激酶(stress-
activated MAP kinases, SAPKs). JNK能介导多
种胞外刺激(如应激、Fas、TNF-α等)诱导的
细胞凋亡, 参与了许多细胞凋亡的发生, 在神
经退行性疾病、肿瘤、Ⅰ型糖尿病、慢性乙
型肝炎、缺血再灌注损伤等多种疾病和病理
损伤的发生发展中起重要作用. 因此, JNK信
号通路可作为临床上相关疾病的一个分子治
疗靶点. 本文就JNK信号通路的�本构成、

JNK介导细胞凋亡的机制及其在疾病中的作
用作一综述.

关键词: c-Jun氨基末端激酶; 信号通路; 细胞凋亡; 
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0  ��引言

c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, 
JNK)家族是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 也
被称为应激活化蛋白激酶(stress-activated MAP 
kinase, SAPK), 是哺乳动物体内丝裂原活化蛋

白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
超家族的一员[1]. JNK能介导多种胞外刺激(如
应激、Fas、TNF-α等)诱导的细胞凋亡, 参与了

许多细胞凋亡的发生, 在神经退行性疾病、肿

瘤、Ⅰ型糖尿病、慢性乙型肝炎、缺血/再灌注

(ischemia/reperfusion, I/R)损伤等多种疾病和病

理损伤的发生发展中起重要作用. 因此, JNK信
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■背景资料
JNK信号通路能
介导多种胞外刺
激诱导的凋亡, 参
与了许多细胞凋
亡 的 发 生 ,  在 神
经退行性疾病、
肿瘤、Ⅰ型糖尿
病、缺血/再灌注
损伤等多种疾病
及病理损伤的发
生发展中起重要
作用, 是正常与疾
病状态时细胞的
一个重要调节靶
点 ,  可 作 为 临 床
上相关疾病的分
子治疗靶 .  但是 , 
JNK信号通路在
各种疾病中的作
用机制还不十分
清楚. 
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号通路可作为临床上相关疾病的一个分子治疗

靶. 本文就JNK信号通路的基本构成、JNK介导

细胞凋亡的信号途径及其在疾病中的作用作一作一一

综述. 

1  JNK信号通路概述

编码JNK的基因有jnk1、jnk2和jnk3 , 其编码产

物JNK1和JNK2在全身广泛表达, 而JNK3只表

达于脑、心脏、睾丸等组织[2-5]. JNK信号通路

能够被多种细胞外刺激因素激活, 包括生长因

子、细胞因子(TNF-α、IL-1等)、应激(如紫外

线照射、高渗透压、I/R损伤)等[6], 而广泛参与

调节细胞生命过程, 如凋亡、增殖、代谢、运

动及DNA损伤修复等, 其功能的失调被认为与

多种疾病和病理损伤的发生发展密切相关, 如
神经退行性疾病、肿瘤、Ⅰ型糖尿病、I/R损伤

等[7-10]. 因此, JNK信号通路可作为临床上相关

疾病的一个分子治疗靶. 典型的MAPK信号通

路均通过三级酶促级联反应而激活, 即MAPK
激酶的激酶(MAPK kinase kinase, MAPKKK)-
MAPK激酶(MAPK kinase, MAPKK)-MAPK[11]. 
JNK的直接上游激酶MEK4(MKK4, JNKK1)和
MEK7(MKK7, JNKK2)通过双磷酸化JNK的

Thr183和Tyr185位点而激活JNK[12], 但在JNK信

号通路中二者的功能不同, JNKK1优先磷酸化

Tyr185位点[13,14], 而JNKK2优先磷酸化Thr183
位点[14,15]. JNK信号通路的MAPKKK主要有: 
MAPK/ERK激酶的激酶1, 2, 3, 4(MAPK/ERK 
kinase kinase, MEKK1, 2, 3, 4)、混合连接激酶

(mixed lineage kinase, MLK)、凋亡信号调节

激酶(apoptosis signal regulating kinase, ASK)和
TGF-β激活的蛋白激酶(TGF-β activated protein 
kinase, TAK)[16,17]. JNK信号通路的模式可大致总

结为: 应激、紫外线等→生发中心激酶(germinal 
center kinase, GCK)→MEKK→MEK4/7→JNK→

细胞凋亡、增殖、分化等. 
在静止的细胞中, JNK主要定位于细胞质, 

当被刺激因素激活后, 一部分活化的JNK就转位

到细胞核中, 通过磷酸化而激活多种核内转录

因子, 从而促进相关靶基因的转录和新蛋白质

的合成, 发挥相应的生物学效应. 最初发现JNK
时认为他是一种能够特异性磷酸化核内转录因

子c-Jun的激酶, 活化的JNK转位到细胞核后能

够使c-Jun的第63和73位丝氨酸位点双磷酸化而

激活, 从而提高其转录活性, 进一步提高活化蛋

白1(activator protein 1, AP-1)的转录活性, 发挥
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生物学效应[18]. 后来越来越多的核内转录因子

被发现也是JNK的核内底物, 如ATF2、P53、
Elk-1和c-Myc2等[2,3,5,19]. 近年来研究发现胞质中

的某些成分也可能是JNK的作用底物, 如Bcl-2
家族(Bcl-2、Bcl-xL、Bim、BAD)等[20-22]. JNK
胞质底物的发现具有重要的意义, 表明JNK信号

通路不仅可以调节核内靶基因的转录, 还能够

通过直接调节胞质底物的结构和功能而快速地

发挥相应的生物学效应. 

2  JNK介导细胞凋亡的信号途径

Xia等[23]发现去除神经生长因子可以使大鼠嗜铬

细胞瘤PC-12细胞发生凋亡, 而PC-12细胞中的

JNK和p38通路是激活的, ERK通路却被抑制, 由
此得出结论: JNK-p38和ERK通路之间的动态平

衡决定了细胞的凋亡或存活[23], 这是JNK促凋亡

作用的首次发现. 后来国内外许多实验都证明

JNK能介导多种细胞外刺激诱导的凋亡, 参与了

许多细胞凋亡的发生[24]. 目前认为其机制主要

有两个, 一是通过转录依赖的方式调节下游凋

亡相关靶基因的转录和凋亡蛋白的表达而介导

死亡受体途径及线粒体途径的细胞凋亡; 二是

通过非转录依赖的方式直接调节胞质内靶蛋白

的活性(如Bim、Bcl-2等)而介导线粒体途径的

细胞凋亡[25]. 
2.1 转录因子途径 JNK被刺激因素激活后一部

分会从细胞质进入细胞核, 通过磷酸化而激活

转录因子AP-1蛋白(c-Jun、c-Fos等)、ATF-2
等, 从而调节下游凋亡相关靶基因的转录和凋

亡蛋白的表达[25-28]. 如活化的JNK进入细胞核

激活相应转录因子后能诱导FasL、TNF等死亡

配体的表达, 从而启动死亡受体途径的细胞凋

亡[27,29]: 死亡配体(如FasL, TNF等)→死亡受体

(如Fas/CD95、TNFR家族等)→死亡诱导信号复

合物(death inducing signaling complex, DISC)→
procaspase8→caspase8→procaspase3→caspase3
→细胞凋亡; 活化的JNK进入细胞核激活相应转

录因子后还可以诱导Bim、Bid等BH3-only蛋白

的表达, 从而活化Bax等促凋亡蛋白, 使Bax从胞

质转入线粒体, 线粒体膜通透性破坏, 致细胞色

素C等释放而介导线粒体途径的细胞凋亡[30].   
2.2 非转录因子途径-线粒体途径 一部分活化的

JNK也可以留在细胞质内通过磷酸化作用直接

调节Bcl-2家族成员(Bim、Bax、Bcl-2等)的活

性而介导线粒体途径的细胞凋亡[25,26,31,32], 此过

程不依赖新基因的表达. Bcl-2家族是线粒体凋

www.wjgnet.com

■研发前沿
JNK介导细胞凋
亡的机制是多年
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亡途径的主要调控者, 分为3类: 促凋亡蛋白, 如
Bak和Bax; 抗凋亡蛋白, 如Bcl-2和Bcl-xL以及

Bim、Bid等BH3-only蛋白[25,33], 其中Bax是线粒

体途径的主要介导者[34]. 活化的JNK能够磷酸化

激活Bax[25], 也可以通过磷酸化激活Bim等BH3-
only蛋白和接头蛋白14-3-3、抑制Bcl-2等抗凋

亡蛋白而激活Bax[25,31]. 活化的Bax转位至线粒

体外膜, 使其通透性增加而释放细胞色素C、

Smac/DIABLO和凋亡诱导因子(apoptosis induc-
ing factor, AIF)等促凋亡线粒体蛋白[33]. 释放到

细胞质中的细胞色素C通过形成凋亡小体而启

动caspase依赖的线粒体途径的细胞凋亡; Smac/
DIABLO通过阻断凋亡抑制蛋白IAPs的活性而

启动caspase依赖的线粒体途径的细胞凋亡; AIF
可以进入细胞核直接剪切DNA而诱导caspase非
依赖的线粒体途径的细胞凋亡[35]. 

JNK的促凋亡作用已经在大量研究中被证

实, 但目前也有一些研究发现, 在某些类型的刺

激下, 活化的JNK并不引起凋亡, 而是可能促进

细胞增殖分化. 例如在某些肿瘤细胞凋亡的研

究中就发现, JNK信号通路的激活会起到一定

程度的抗凋亡作用. 由此可见, 不同的细胞类型, 
不同的刺激方式, JNK通路在细胞凋亡中发挥不

同的作用, 既能促凋亡, 也能抑凋亡. 对此的解

释可能是: 人体内可能存在多种JNK的同工酶,
而他们在不同细胞和细胞发育不同阶段的表达

不同, 对刺激的反应方式也存在差异, 担负的功

能也不相同. 

3  JNK介导的细胞凋亡在疾病中的作用

大量实验提示, JNK介导的细胞凋亡参与了人类

多种疾病的发生发展过程, 因此, JNK信号通路

是正常与疾病状态时细胞的一个重要调节靶点, 
从而使JNK在临床上可作为一个潜在的分子治

疗靶. 而JNK抑制剂的应用更表现出了重要的治

疗潜能. 
3.1 神经退行性疾病 神经退行性疾病是一组以

原发性神经元变性为基础的慢性进行性神经系

统疾病, 包括阿尔茨海默病(alzheimer disease, 
AD)、帕金森病(parkinson disease, PD)等, 他们

的典型病理特征就是神经元的异常凋亡. 大量

研究表明这些疾病神经元的凋亡与JNK的激活

密切相关. 
帕金森病的主要特征是中脑黑质致密部中

多巴胺能(dopamine, DA)神经元的选择性丢失. 
研究发现JNK通路的激活与帕金森病有关. 在神

经毒素MPTP或6-OHDA诱导的小鼠PD模型以

及PD患者死后的尸检中,均可以检测到活化的

JNK[27,36]. JNK2-/-和JNK3-/-的小鼠比野生型小

鼠更能抵制MPTP的毒性[37]. 活化的JNK能通过

死亡受体途径或线粒体途径介导DA神经元凋

亡: 有研究者在大鼠PD模型中发现, JNK能通过

促进FasL的表达而介导死亡受体途径的DA神经

元凋亡[27]; 在MPTP诱导的大鼠PD模型中, JNK
还能通过促进Bim蛋白的表达来激活Bax而介导

线粒体途径的DA神经元凋亡[33]. 
A D的主要病理特征是神经元的选择性

丢失及因超磷酸化Ta u蛋白和β淀粉样蛋白

(β-amyloid, Aβ)在神经元内外的异常聚集而分

别形成的神经元纤维缠结和老年斑[37]. 在AD中

JNK能被Aβ的异常聚集等因素激活[9,29,38], 而由

其介导的神经元凋亡可能是患者认知功能减退

的原因之一[29,39]. 在AD动物模型和AD死者的脑

中都能检测到大量p-JNK及其底物c-Jun[40]. Mor-
ishima等[29]研究大鼠AD模型时发现活化的JNK
可以通过激活c-Jun、ATF-2、Elk-1等转录因子

而介导Aβ诱导的大鼠胚胎皮质神经元凋亡. 
3.2 肿瘤 许多研究发现在肿瘤细胞中有JNK的

过度激活, 表明JNK通路与肿瘤的发生密切相

关[10], 其机制可能与其促进增殖的作用有关. 有
研究者在Ras/Raf诱导的果蝇肿瘤模型中发现

JNK与Raf起协同作用来诱导细胞的异常增生[41]. 
Sakurai等[42]发现JNK1缺乏能明显降低二乙基亚

硝胺引起肝癌的易感性. 有研究显示86%的脑部

肿瘤中存在JNK信号通路的异常, 其机制可能是

EGF激活了JNK信号通路, 从而引起肿瘤细胞的

增殖[43]. 
此外, 有许多研究报道JNK通路也可以促进

肿瘤细胞的凋亡, 抑制肿瘤形成. 研究发现JNK
的表达缺失能导致小鼠肿瘤数目增加和生长速

度加快, 认为JNK通路可能通过诱导肿瘤细胞凋

亡而抑制肿瘤的发生[44]. Bai等[45]研究发现JNK
通路参与了ZBP-89诱导的人类胃肠道肿瘤细胞

的凋亡. JNK抑制肿瘤形成的机制可能与其促凋

亡机制或者影响CD8+ T淋巴细胞免疫系统对肿淋巴细胞免疫系统对肿细胞免疫系统对肿

瘤的监护作用有关[46]. 
3.3 Ⅰ型糖尿病 目前研究表明JNK与胰岛β细胞

凋亡、胰岛素基因表达障碍和胰岛素抵抗密切

相关. Ⅰ型糖尿病主要的发病机制是胰腺β细胞

的丢失, 目前认为早期胰腺β细胞死亡的主要方

式是细胞凋亡. JNK通路在胰腺β细胞凋亡过程

中起到了重要作用[47]. 研究发现阻断JNK信号通

■相关报道
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路能抑制IL-1β诱导的β细胞凋亡[48]. Fukuda等[49]

报道剔除JNK1基因可显著下调MLD-STZ诱导

的高血糖症模型小鼠的血糖水平, 提示JNK通路

是MLD-STZ诱导胰腺β细胞凋亡而产生高血糖

症所必需的. 
3.4 慢性乙型肝炎 慢性乙型肝炎(chronic viral 
hepatitis B, CHB)的发病机制与机体的细胞免疫

功能低下密切相关, 但CHB患者细胞免疫功能

低下的机制尚未完全阐明, 近年来有研究提出与

淋巴细胞的激活诱导细胞死亡(activation induced 
cell death, AICD)有关. AICD是指已活化的成熟

淋巴细胞(T或B)再次受到激活信号(特别是TCR/
CD3复合体)激活后所发生的细胞凋亡[50]. Naka-
mura等[51]发现CHB患者的外周血淋巴细胞发生

AICD的比率比正常对照高, 提示淋巴细胞可能

在HBV特异性抗原刺激下被激活, 再发生自身

凋亡(即AICD), 使淋巴细胞的数量减少或活性

下降, 从而导致CHB患者细胞免疫功能低下, 这
可能是导致HBV持续慢性感染的一个重要因素, 
也是形成HBV慢性感染免疫耐受的一个重要机

制. 因此如何通过调节AICD来减少淋巴细胞凋

亡, 改善CHB患者的细胞免疫功能, 将是打破免

疫耐受状态、清除慢性乙型肝炎患者体内HBV
的可能途径. 

关于CHB患者外周血淋巴细胞发生AICD
的机制尚未完全阐明, 目前关于其凋亡途径的

研究主要集中于由Fas/FasL等介导的死亡受体

凋亡途径和Bcl-2家族调控的线粒体凋亡途径. 
研究发现, CHB患者外周血单个核细胞(periph-
eral blood mononuclear cell, PBMC)中的Fas、
FasL、TNF-α、TRAIL等表达增多, 并认为死

亡受体凋亡途径在CHB患者PBMC的AICD过程

中起着重要的作用[52-55]. 有研究发现CHB患者

PBMC中caspase9的表达比对照组高, HBV DNA
阳性组高于HBVDNA阴性组, 且caspase9的表

达与凋亡率呈正相关[56]. 我们的前期研究发现

CHB患者的PBMC在AICD过程中, Bim蛋白表

达较正常人高, 且与凋亡率呈正相关. 因为cas-
pase9和Bim都是线粒体凋亡途径的重要环节, 
所以推测线粒体凋亡途径也参与AICD的过程. 

JNK信号通路能通过转录依赖或非转录依

赖的方式介导死亡受体途径及线粒体途径的细

胞凋亡. 近年来研究证明JNK参与介导了多种疾

病淋巴细胞的AICD过程. Mehrotra等[57]发现应用

JNK特异性抑制剂SP600125可以对抗流感表位

特异性CTL发生的AICD, 表明JNK参与介导了流

感表位特异性CTL的AICD过程. Chhabra等[58]研

究发现人类黑色素瘤表位特异性原始CTL发生

的AICD是由JNK所介导的, 伴随着凋亡诱导因

子AIF的释放和大规模的DNA碎片裂, 应用JNK
特异性抑制剂SP600125能够阻碍凋亡诱导因子

AIF的线粒体-核转位, 并阻止CTL发生AICD. 此
外Zhang等[59]研究发现JNK参与介导了小鼠脾脏

T淋巴细胞的AICD过程. 但是关于JNK通路是否淋巴细胞的AICD过程. 但是关于JNK通路是否细胞的AICD过程. 但是关于JNK通路是否

也参与介导了CHB患者PBMC的AICD过程还未

见报道. 我们以CHB患者PBMC为研究对象, 体
外模拟AICD过程, 发现CHB患者存在JNK通路

的过度激活, 且JNK的表达量与PBMC的凋亡率

成正相关, 应用JNK特异性抑制剂sp600125阻断

JNK通路后, 可以降低PBMC凋亡率, 说明JNK
信号通路参与介导了CHB患者PBMC的AICD过

程, 是CHB患者PBMC凋亡增多的机制之一. 
3.5 其他疾病 在对激光光凝诱导的大鼠单侧青

光眼模型的研究中发现, 随着JNK激活水平的升

高, 视网膜神经节细胞的凋亡也随之增多, 提示

JNK可能参与介导了青光眼引起的视网膜神经

节细胞的凋亡[60]. 另一项研究发现, 在紫外线暴

露下的视网膜色素上皮细胞中JNK通路被激活, 
而且JNK与紫外线诱导的视网膜色素上皮细胞

的凋亡密切相关, 应用JNK特异性抑制剂能够使

凋亡率明显降低[61]. 
JNK介导的细胞凋亡在后天性耳聋中可能

起重要作用[62]. 声创伤、氨基糖苷类抗生素及

癌症化疗等均可以使耳蜗毛细胞发生坏死和凋

亡, 最终导致耳聋. JNK1抑制剂对声创伤诱导的

新生小鼠和成年豚鼠耳蜗毛细胞的凋亡有保护

作用[63,64], 表明JNK抑制剂可能是预防耳蜗毛细

胞损伤和耳聋的重要治疗靶点. 
在GalN/LPS诱导的暴发性肝衰竭小鼠模型

中的研究发现, 应用JNK特异性抑制剂sp600125
能够阻止肝细胞凋亡 ,  表明J N K可能参与了

GalN/LPS诱导的肝细胞凋亡[65]. 有研究者发现

JNK特异性抑制剂sp60025能够使HIV病毒蛋白

R诱导的外周血单个核细胞凋亡明显减少, 表明

JNK通路可能参与了HIV病毒蛋白R诱导的外周

血单个核细胞凋亡[66]. 

4  JNK介导的细胞凋亡在I/R损伤中的作用

I/R损伤是指缺血一定时间的组织和器官, 在重

新恢复血液供应之后, 不仅不能使组织器官的

功能得到恢复和改善, 反而加重了功能代谢障

碍以及组织结构的破坏, 甚至其他组织器官的

■创新盘点
本文系统阐述了
JNK信号通路的
� 本 构 成 以 及
JNK介导细胞凋
亡的信号途径, 详
细总结了JNK信
号通路在多种疾
病及病理损伤中
的作用机制的研
究进展. 
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损伤, 是包括脑、肝、心、肺在内的许多器官

所面临的重要的临床问题. 大量实验证明, JNK
介导的细胞凋亡参与了多种组织器官I/R损伤

的发生[8]. 在沙鼠脑I/R模型中应用JNK抑制剂

AS601245可以明显降低缺血再灌注引起的神经

细胞凋亡[26]. 有研究者建立了大鼠肝脏I/R模型, 
发现I/R后JNK的活性明显提高[67]. Uehara等[68]的

研究也表明, JNK信号通路是肝脏I/R损伤的一

个主要介导者, JNK抑制剂可以减少肝细胞和肝

窦内皮细胞的坏死和凋亡. 有研究证实在大鼠

心脏I/R损伤模型中, JNK抑制剂AS601245可以

减少心肌细胞的凋亡和梗塞面积, 在此模型中, 
JNK的激活主要发生在再灌注期活性氧产生之

后[69]. 同样地, JNK抑制剂SP600125也可以改善

大鼠肺移植后的I/R损伤[70]. 
在I/R损伤过程中, 活性氧等激活的JNK能

分别通过死亡受体途径和线粒体途径介导细胞

凋亡. 以神经元的I/R损伤为例: 一项对大鼠大脑

局部I/R模型的研究发现, 缺血区JNK活性明显

增加, JNK抑制剂sp600125可以阻断Bax从胞质

转入线粒体, 抑制了脑缺血诱导的神经元凋亡, 
病理改变减轻[71]. Carboni等[26]研究沙鼠脑I/R模
型, 发现死亡受体途径和线粒体途径都参与了

神经元的凋亡过程, 且用JNK抑制剂阻断JNK活

性后对这两种细胞凋亡途径都有显著缓解作用. 
在大鼠脑I/R损伤模型中发现JNK能促进DP5的
转录, 从而解除Bcl-2对Bax的结合抑制, 使Bax转
位至线粒体而介导线粒体途径的细胞凋亡[30].  

5  结论

近年来JNK信号通路的研究取得了迅猛发展, 揭
示了越来越多的上游激酶与下游底物. JNK信号

通路在细胞凋亡中的作用十分复杂和多样, 依
据组织背景、刺激源类型及涉及的JNK自身亚

型的不同, 既能促凋亡, 也能抑凋亡. JNK介导

的细胞凋亡在人体正常发育及多种疾病和病理

损伤(如神经退行性疾病、Ⅰ型糖尿病、耳聋、

I/R损伤等)的发生发展中起着至关重要的作用, 
是正常与疾病状态时细胞的一个重要调节靶点, 
因此在临床上是一个潜在的干预治疗疾病的分

子靶, 利用JNK抑制剂进行疾病治疗也取得了一

定进展. 广大科研工作者进一步的工作是确定

JNK在各种疾病中的具体作用和分子机制, 探
索从不同水平干预JNK信号通路或是研究开发

JNK的高特异性抑制剂或激活剂, 来抑制各种疾

病的相关病理过程而不影响JNK的正常生理功

能, 那么将会给这些疾病的治疗带来新的希望. 
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Abstract
The intestinal microbiota plays a key role in 
maintaining the normal function of the hu-
man gastrointestinal tract. Many probiotics are 
derived from human gut flora, and have been 
confirmed to be valuable in the management of 
gastrointestinal diseases. Probiotic effects are 
strain-specific, they do not act through the same 
mechanisms, and nor are all probiotics good for 
health. Nevertheless, they do have several com-
mon characters in that they exert anti-inflamma-
tory effects, they employ different strategies to 
antagonize competing microorganisms, and they 
induce cytoprotective changes in the host either 
through enhancement of barrier function, or 
through up-regulation of the expression of cyto-
protective host proteins. In this review we focus 
on several probiotics: a Gram-negative probiotic 
(Escherichia coli Nissle1917), a Gram-positive 
probiotic bacterium (Lactobacillus Rhamnosus GG, 
LGG), a bacterial mixture (VSL#3), and a yeast 
probiotic (Saccharomyces boulardii).

Key Words: Probiotics; Intestinal microbiota; In-

flammation; Colitis

Jiang Y, Liu J, Ren HY. Probiotics and gastrointestinal 
diseases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(17): 
1813-1818

摘要
在人类的胃肠道功能中, 肠道微生物发挥了重
要的作用. 很多益生菌是从原有的肠道细菌中
发现出来的, 并被证实对一些胃肠道疾病具有
临床功效. 益生菌的作用具有种株特异性, 既
不是通过共同的机制发挥作用, 也不是所有的
益生菌都有益于健康. 在抗炎作用上, 他们有
几种共同的功能, 如通过不同的方式和其他微
生物竞争拮抗, 通过增强宿主细胞的防御功能
或是正调节宿主细胞保护蛋白的表达, 从而
激发宿主细胞的保护功能. 本文选择介绍一些
益生菌: 革兰氏阴性益生菌如尼氏大肠杆菌
(Escherichia coli  Nissle 1917), 革兰氏阳性益
生菌如鼠李糖乳杆菌(Lactobacillus rhamnosus  
GG, LGG), 细菌混合物(VSL#3)和一种酵母益
生菌如鲍氏酵母菌(Saccharomyces boulardii ). 

关键词: 益生菌; 肠道微生物; 感染; 结肠炎

蒋烨, 刘俊, 任宏宇. 益生菌和胃肠道疾病. ���������� 世界华人消化杂志��  

2011; 19(17): 1813-1818

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1813.asp

0  ��引言

细菌是人体正常功能的重要组成部分. 多数益

生菌都从人体内众多的共生细菌中分离出来. 
这些微生物在人体的新陈代谢和营养吸收中, 
发挥了关键的作用. 他们可以合成一些化合物

如K和B族维生素; 分解胆固醇; 合成短链脂肪

酸, 如丁酸盐类; 分解在人体内不能被吸收的多

糖从而减少一些能量损失[1]. 通过激发免疫系统

中的树突状细胞, 增强宿主的免疫防御功能[2], 并
与病原菌竞争结合肠道上皮细胞, 而达到抑制

病原菌的作用[3]. 此外, 他们也产生一些细菌性

产物, 例如被称作细菌素的小分子肽类, 杀灭其

他的病原微生物[4]. 人体的共生菌可以通过与一

www.wjgnet.com
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■背景资料
人类体内细菌的
数目远多于细胞
数目, 胃肠道细菌
的数目范围为1012

数量级. 这些微生
物在人体的新陈
代谢 ,  营养吸收 , 
宿主的免疫以及
胃肠道的防御功
能中都起到了不
可或缺的作用. 因
此有人称益生菌
为被遗忘的器官. 
益生菌的种类繁
多, 无论是在科学
研究、医疗应用
以及人们的日常
生活中, 益生菌都
是一个热门话题.

■同行评议者
王江滨, 教授, 吉
林大学中日联谊
医院消化内科



些病原菌竞争营养, 而起到防御功能. 总之, 人
体与共栖细菌和谐共处, 人体给共栖细菌提供

营养和住所, 作为回报, 他们对人体的新陈代谢

和营养吸收起到很重要的作用, 还可以防止病

原菌的侵害.  
益生菌的作用具有种株特异性, 他们并不

是通过同等的机制起作用, 也不是所有的益生

菌都有保健的功效. 这篇文章难以全面介绍所

有益生菌, 将选择性重点介绍一些益生菌. 

1  尼氏大肠杆菌1917

尼氏大肠杆菌1917(E.coli  Nissle 1917)与其他益

生菌不同, 他是一种革兰氏阴性细菌, 而大多数

益生菌都是革兰氏阳性细菌. 在常规抗生素应

用之前, 这个菌株已经在市场上用于治疗腹泻

接近100年[5]. 
1.1 �础实验 和其他致性病的大肠杆菌菌株不

同, 益生菌E.coli  Nissle 1917缺乏与他同种的病

原菌株中普遍存在的致病因子. 相反, 他却具有

几种“适应因子”, 使他与其他大肠杆菌种中

致病或非致病菌种相比具有生存优势[5]. 在大

肠黏膜上, E.coli  Nissle 1917具有抗炎和细胞保

护功能, 但是他发挥抗炎效应的机制还未清楚. 
一个采用葡聚糖硫酸钠(dextran sodium sulfate, 
DSS)诱导的结肠炎模型实验中, 试图明确Nissle
对结肠炎症的保护作用是否由TLR介导. 以含

有Nissle的盐水作为对照来喂养野生型、TLR-2的盐水作为对照来喂养野生型、TLR-2盐水作为对照来喂养野生型、TLR-2
缺乏和TLR-4缺乏的小鼠, 评估动物的疾病活动

性、黏膜损害情况和细胞因子的分泌. 在野生

型的小鼠中, E.coli  Nissle 1917增加了结肠炎评

分, 降低了肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor 
alpha, TNF-α)和单核细胞趋化蛋白-1(monocyte 
chemoattractant protein-1, MCP-1)的分泌, 但是

没有增加疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)的评分. 在Toll样受体(Toll-like receptor, 
TLR)2和TLR-4基因敲除老鼠, 观察到镜下炎症

或中性粒细胞的聚集[6], 表明E.coli  Nissle 1917
的抗炎机制可能通过由核因子κB(nuclear factor 
kappa B, NF-κB)介导的依赖TLR-2-TLR-4的途

径产生. 然而, 另一个在人肠道上皮细胞HCT15
的研究表明E.coli Nissle 1917抑制TNF-α介导的

白介素-8(interleukin-8, IL-8)表达, 但他不影响

NF-κB的活性、核易位或是DNA连接[7]. E.coli 
Nissle 1917发挥抗炎效应的机制仍有待研究. 

另一研究证实, E.coli  Nissle 1917可以增强

人类β-防御素的表达[8]. 防御素是一种由肠道产
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生的抗菌肽, 能保护和防御病原菌对宿主的入

侵. 炎症性肠病和防御素低表达水平是相关的[9], 
因此E.coli Nissle 1917可通过防御素的机制来提

供保护, 如限制一些有害细菌对肠道上皮细胞

的黏附作用. 
1.2 临床研究 一些临床研究表明在维持溃疡性

结肠炎的缓解治疗中, E.coli  Nissle 1917具有与

金标准美沙拉秦同样的功效美沙拉秦同样的功效同样的功效[5,10-12]. 1997年, 120
例静止期溃疡性结肠炎患者的双盲试验研究,静止期溃疡性结肠炎患者的双盲试验研究, 
口服美沙拉秦或是大肠杆菌制剂12 wk后, 对美沙拉秦或是大肠杆菌制剂12 wk后, 对或是大肠杆菌制剂12 wk后, 对
比他们病情的复发率、无复发维持时间和总

体评估. 美沙拉秦组的复发率为11.3%, 而美沙拉秦组的复发率为11.3%, 而组的复发率为11.3%, 而E.coli  
Nissle组为16.0%, 同时美沙拉秦组的无复发维美沙拉秦组的无复发维组的无复发维

持时间为103 d±4 d, 而E.coli  Nissle组的无复

发维持时间为106 d±5 d. 两组的总体评估和

耐受性是相同的[10]. 接下来进行了一个更大的

临床双盲试验, 327例溃疡性结肠炎缓解期的例溃疡性结肠炎缓解期的溃疡性结肠炎缓解期的

患者, 随机接受美沙拉秦或是美沙拉秦或是或是E.coli  Nissle 1917
治疗12 mo后, 用内镜和组织学活动指标来评

估结果. 通过“每份治疗协议”来分析复发率, 
E.coli  Nissle组复发率为40/110(36.4%)而美沙美沙

拉秦组的复发率为38/112(33.9%)(组的复发率为38/112(33.9%)(P  = 0.003). 用
“意向治疗”分析, 包括没严格按照协议但是

每天至少服用1次研究药物的患者, E.coli Nissle
组的复发率是45.1%, 而美沙拉秦组的复发率是秦组的复发率是组的复发率是

37.0%(P  = 0.013). 试验中没有严重不良事件被

报道[11]. E.coli  Nissle 1917用于治疗肠易激综合

征同样具有临床功效同样具有临床功效[13]. 

2  鼠李糖乳杆菌

乳酸杆菌是最普遍被用作益生菌的一种细菌. 
他们用于食物和乳品工业历史悠久, 鼠李糖乳

杆菌(Lactobacillus rhamnosus  GG, LGG)是被

Sherwood Gorbach和Barry Goldwin发现的. 他们

从健康的志愿者粪便样本中分离出来, 可以耐

受胆汁和胃酸[14]. 
2.1 �础实验 LGG可以增强宿主细胞的防御功

能[15]. 在一个对患有轻至中度活动性克罗恩病

的儿童的研究中, 通过甘露醇/纤维二糖的通透

性测试, 发现接受LGG治疗会改善肠道的渗透

性, 在接受益生菌治疗12 wk后达到最大效果[16]. 
2 wk大的大鼠用牛奶、加有LGG的牛奶或水饲

养后, 用尤斯(using)灌流室分析他们肠道的通

透性. 在乳鼠上, 发现LGG可以防止由牛奶导致

的肠道通透性增加. 在体外, LGG对上皮细胞预

处理可以保护屏障功能免受肠道病原菌血清型

www.wjgnet.com

■研发前沿
益生菌和宿主肠
道之间的免疫关
系是近年来研究
的热点. 益生菌和
宿主的免疫系统
之间的相互关系
复杂. 一些胃肠疾
病如炎症性肠病, 
肠易激综合征的
发病机制与肠道
菌群失调有关, 因
此在临床上使用
益生菌治疗胃肠
道疾病也是近年
来研究的重点. 但
是益生菌种类繁
多, 他们作用具有
种株特异性, 不是
通过共同的机制
发挥作用. 
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O157:H7的肠道出血性大肠杆菌(enterohemor-
rhagic E.coli , EHEC)侵害[17]. 在这个实验中, 细
胞接受LGG预处理, 感染E.coli  O157:H7后, 用电

子显微镜检查细胞. 尽管不能阻止胞质空泡的

形成, 但他可以保护细胞结构的完整, 尤其是防

止由E.coli  O157:H7造成的紧密连接的破坏. 通
过检测跨膜电阻, 进一步发现LGG预处理后可

以部分阻止由E.coli  O157:H7介导的人肠道上皮

细胞T84屏障功能的丧失. LGG起作用的另一潜

在机制包括诱导热休克蛋白(heat shock protein, 
HSP)的表达[18]. 在肠道上皮细胞上LGG合成和

分泌的小分子复合物诱导一种时间浓度依赖性

的HSP25和HSP72的表达, 并且发现HSP72可以

稳定和阻止细胞蛋白质的变性, 保护肠道上皮细

胞免受氧化剂介导的损害[19]. 在体外LGG分泌的

2种蛋白质P40和P70可以减轻过氧化氢对肠道

上皮的氧化伤害作用[20]. 除此之外, 他们在阻止

细胞因子诱导的人和老鼠上皮细胞的凋亡过程

中起作用[21]. 总之, 这些体内和体外研究都提供

了LGG保护肠道屏障功能的证据. 
2.2 临床研究 几个临床试验已经将LGG用于治疗

腹泻, 他被成功地用于治疗儿童的急性腹泻地用于治疗儿童的急性腹泻用于治疗儿童的急性腹泻[22-25]. 
LGG治疗轮状病毒腹泻最有效, 在LGG处理组的

患者中, 他可以缩短病程和减少腹泻的频率[26,27]. 
他在治疗医源性和抗生素相关性腹泻(antibiotic 
associated diarrhea, AAD)上也有效[28,29]. 一个检测

益生菌对AAD作用的Meta分析, 包括总数6个使

用LGG的试验, 这些试验患者总数达817例. 计例. 计. 计
算加权比率, 得出防治1例不良事件的发生需

治疗的总病例数(number need to treat, NNT)为
6[30,31], 即防止一个患者AAD的病情进展, 需要以

LGG治疗6个接受抗菌素的患者.

3  益生菌VSL#3

益生菌VSL#3是由8种不同革兰氏阳性细菌组

成的混合菌群, 他们是嗜热性唾液链球菌亚种

(Streptococcus salivarius subsp.thermophilus )、干

酪乳杆菌(Lactobacillus casei )、植物乳杆菌(Lac-
tobacillus plantarum )、嗜酸乳杆菌(Lactobacillus 
acidophilus )、保加利亚德氏乳杆菌(Lactobacil-
lus delbrueckii subsp.bulgaricus )、长双歧杆菌

(Bifidobacteria longum )、幼儿双歧杆菌(Bifi-
dobacteria infantis )和短双歧杆菌(Bifidobacteria 
breve ). 
3.1 �础实验 对VSL#3的研究发现他们分泌的产

物抑制关键炎症转录因子NF-κB, 并且通过封闭

肠道上皮细胞蛋白酶的活性来抑制NF-κB抑制

因子(inhibitor of NF-kappa B, IκB)的降解[32]. 此
外, VSL#3的产物还能诱导HSP的表达, 这可以

避免细胞受氧化剂的伤害. 通过激活转录因子

热休克因子-1(heat shock factor-1, HSF-1)来诱导

HSP表达. VSL#3活菌体及其分泌的细菌素都

可以通过剂量依赖性的方式来诱导HSP在肠道

上皮细胞上的表达 [32]. 在2种不同的实验性结

肠炎模型中, 测试了VSL#3细菌分离DNA的抗

炎活性[33,34]. 第1个实验, 用从VSL#3菌群中分离

出DNA喂养IL-10缺乏的老鼠, 2 wk后分析其取

出的结肠. 结果表明, 接受VSL#3DNA喂养的动

物与对照组相比, 组织学损伤更少, 以及出现了

TNF-α的降低[33]; 第2个实验, 采用DSS处理的实

验性结肠炎模型, 在动物暴露于DSS前10 d, 动
物先接受DNA酶, 然后接受VSL#3的DNA, 或是

大肠杆菌的DNA预处理, 再以DSS处理7 d. 结
果发现接受VSL#3益生菌DNA和E.coli  DNA的

DSS结肠炎模型, 后一组的结肠炎更严重. 进一

步用TLR9缺乏的小鼠实验, 研究者认为TLR9
信号肽在介导抗炎效应中起着必要的作用 [34]. 
VSL#3可以通过下调β-防御素2的表达治疗小鼠

结肠炎[35]. 
3.2 临床研究 在一个开放性试验中, 为了明确

VSL#3治疗活动性溃疡性结肠炎患者的价值, 这
些轻至中度(n  = 34)溃疡性结肠炎的患者, 接受

混合益生菌治疗6 mo后再次评估. 采用目的治

疗分析, 在VSL#3治疗的患者中有53%的缓解

率, 9%的患者没有变化, 9%患者症状加重, 5%
的患者未完成最终评估[36]. 该研究的有趣环节

是在活检组织中用16S rRNA的核酸标记序列来

测定VSL#3菌种的表型. 在一个随机、双盲试

验中, 144例轻至中度溃疡性结肠炎患者已经接例轻至中度溃疡性结肠炎患者已经接轻至中度溃疡性结肠炎患者已经接

受至少4 wk 5-氨基水杨酸治疗(美沙拉秦1.6 g/d秦1.6 g/d1.6 g/d
或巴柳氮4.5/d), 或是接受免疫抑制剂[硫唑嘌呤

1.5 mg/(d•kg)或是6-巯嘌呤1 mg/(d•kg)]治疗, 病
情依旧复发. 实验组(71例)加用VSL#3 3.6×10例)加用VSL#3 3.6×10)加用VSL#3 3.6×1011 
CFU/d. 对照组(73例)服用安慰剂. 研究持续8 wk例)服用安慰剂. 研究持续8 wk)服用安慰剂. 研究持续8 wk
后VSL#3组溃疡性结肠炎DAI下降50%的患者

明显多于对照组(P  = 0.031)[37]. VSL#3菌群对慢

性憩室炎[38], 及溃疡性结肠炎患者因急性肠炎起

病行结肠切除、回肠储袋肛管吻合术后维持治

疗均有临床功效[39]. 

4  鲍氏酵母菌

鲍氏酵母菌(Saccharomyces boulardii ), 是少数不
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是细菌来源, 被普遍作为益生菌的微生物之一. 
S.boulardii是酿酒酵母菌的一个亚株, 他的最适

生长温度是37 ℃, 并且能通过所有胃肠道存活, 
他并不在结肠上长期定殖[40,41]. 
4.1 �础实验 S.boulardii可以黏附在上皮细胞的

细胞壁, 通过胃肠道, 产生一种蛋白酶, 可以裂

解难辨梭状芽孢杆菌毒素A和B[42,43]. S.boulardii
可以刺激IgA的分泌并且诱导对难辨梭状芽孢

杆菌毒素A特异性IgA的免疫应答[44,45]. 研究表

明IgA具有抗毒素作用[46], 因此S.boulardii在治

疗难辨梭状芽孢杆菌相关性疾病(Clostridium 
difficile  associated disease, CDAD)上有着重要

意义. 一个实验表明S.boulardii可能合成和分泌

另一种有待确定的物质, 他可以保护肠道上皮

细胞免受伤害. 从S.boulardii培养物中提取热灭

活的培养液, 可以在体外保护上皮细胞, 免受难

辨梭状芽孢杆菌毒素A对其防御功能的破坏. 肠
道上皮细胞Caco-2种植在Transwell型培养皿中, 
加入难辨梭状芽孢杆菌毒素A前, 加入热灭活的

S.boulardii条件培养基(conditioned media, CM)进
行过夜预处理. 在加入毒物的1 h前和加入毒物在加入毒物的1 h前和加入毒物加入毒物的1 h前和加入毒物

后120 min, 每30 min用电位仪的电级测试细胞的

跨膜电极的变化. 经过S.boulardii CM预处理的细

胞与对照组相比细胞防御功能丧失的更少[47].
4.2 临床研究 C D A D是由难辨梭状芽孢杆菌

(Clos t r id iu. d i ff ic le )造成的. 当病情严重时, 
CDAD会导致结肠炎, 威胁生命导致死亡. 很多

患CDAD接受治疗的患者, 都会经历疾病的多次

复发, 并且不能完全清除他的感染. 几个研究已

经证实[32,41,48-50], S.boulardii具有改善AAD和根除

复发性CDAD临床的作用. S.boulardii已经被证

实, 降低CDAD复发率, 尤其是治疗时, 联合使用

大剂量的万古霉素, 可使CDAD的复发率降低至

50%[51]. 使用这种活酵母菌作为益生菌, 必须要

谨慎[52-54]. 一个关于在医院爆发的S.boulardii血
流感染的报道, 发现S.boulardii有关的真菌血症

发生在未接受S.boulardii治疗的患者身上[52].

5  ��结论

当前的资料表明了益生菌可用于一些临床疾病, 
例如E.coli  Nissle 1917用于溃疡性结肠炎维持治

疗, LGG和L.reuteri治疗轮状病毒腹泻[55], VSL#3
治疗储袋炎, S.boulardii治疗难辨梭状芽孢杆菌, 
LGG和S.boulardii治疗AAD等. 除了在临床作用

和成分不同外, 益生菌他们作用的机制各不相

同. 多数细菌都有细胞保护作用(诱导HSP和黏黏

蛋白的表达)和抗炎作用(通常是通过不同的步

骤而作用于共同的NF-κB活化通路). 然而益生

菌并不总是有益的[54,56-60]. 益生菌可能导致感染, 
尤其是在留置静脉导管的患者上益生菌的使用

增加了侵入性感染的风险[53,57]. 益生菌对胰腺炎

的临床功效有待进一步研究[61,62]. 一个测试益生

菌对胰腺炎功效的临床试验, 试验被迫很早就

终止, 由于益生菌组病情进展的更坏. 在益生菌

组有24例死亡, 而对照组有9例, 益生菌组报道例死亡, 而对照组有9例, 益生菌组报道死亡, 而对照组有9例, 益生菌组报道

有9例肠缺血坏死, 在对照组却没有[61]. 这个试

验的结果给我们一个很好的启示, 我们仍然没

有完全了解益生菌复杂的作用机制, 迫切需要

更好的明确其机制的科学原理[63,64]. 通过对人类

微生物的研究, 更好的理解宿主与细菌的相互

关系[65-67]. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of KangXian Fu-
Fang I (KXI) on acetaldehyde-stimulated extra-
cellular matrix synthesis and cytokine secretion 
in cultured hepatic stellate cells (HSCs).

METHODS: HSCs were isolated from rats and 
then primarily cultured and subcultured in vitro. 
Serum containing KXI was collected from nor-
mal rats intragastrically given the drug. HSCs 
were treated with acetaldehyde and the drug-
containing serum. The contents of hyaluronic 
acid (HA) and transforming growth factor β1 
(TGF-β1) in the media and expression of type 
I collagen α1 mRNA in stimulated HSCs were 
measured by radioimmunoassay, ELISA and 
reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR), respectively. 

RESULTS: After HSCs were stimulated with 
acetaldehyde (100 μmol/L), the expression 
level of type I collagen α1 mRNA (1.193 ± 0.0344 
vs 0.988 ± 0.0208, P < 0.05) in HSCs and se-
creted levels of HA (1243.22 ng/L ± 58.13 ng/L 
vs 602.33 ng/L ± 194.06 ng/L, P < 0.05) and 
TGF-β1 (2734.43 ng/L ± 787.12 ng/L vs 559.92 
ng/L ± 97.63 ng/L, P < 0.01) in the media sig-
nificantly increased. Drug-containing serum 
(10%) significantly inhibited acetaldehyde-
stimulated expression of type I collagen α1 
mRNA (0.973 ± 0.0605 vs 1.193 ± 0.0344, P < 0.05) 
and secretion of HA (1032.667 ng/L ± 77.65 ng/
L vs 1243.22 ng/L ± 58.13 ng/L, P < 0.05) and 
TGF-β1 (759.62 ng/L ± 205.34 ng/L vs 2734.43 
ng/L ± 787.12 ng/L, P < 0.01).

CONCLUSION: KXI could inhibit acetaldehyde-
stimulated secretion of HA and TGF-β1 and ex-
pression of type I collagen α1 mRNA in cultured 
HSCs.

Key Words: Hepatic stellate cells; Acetaldehyde; 
Kangxian Fufang I; Type I collagen α1; Hyaluronic 
acid; Transforming growth factor β1

Lin H, Huang YH, Li YL, Fu BY, Wang BY. KangXian Fu-
Fang I inhibits acetaldehyde-stimulated extracellular ma-
trix synthesis and cytokine secretion in cultured hepatic 
stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(17): 
1826-1829

摘要
目的��: 研究乙醛对肝星状细胞(HSC)细胞外�
质和细胞因子分泌的影响及中药抗纤复方I号
(KXI)的干预作用.

方法�: 采用大鼠肝脏原位灌流消化法获得并采用大鼠肝脏原位灌流消化法获得并
原代及传代培养HSC, 大鼠灌以KXI制备药物
血清, 以乙醛和药物血清作用于HSC, 通过RT-
PCR测定细胞内α1(I)型胶原mRNA的表达, 以
放射免疫法和ELISA法分别测定培养上清中
透明质酸(HA)和转化生长因子-β1(TGF-β1)的

®

■背景资料
近年来酒精性肝
病发病率呈现不
断 上 升 的 趋 势 . 
酒精性肝纤维化
是肝硬化的早期
可 逆 阶 段 ,  如 不
及时治疗则可能
进展为失代偿期
肝硬化并出现各
种终末期肝病并
发 症 .  肝 纤 维 化
的发展是细胞外
�质合成增加、
降解减少的结果. 
肝星状细胞是分
泌合成胶原的主
要 细 胞 .  转 化 生
长因子-β1是最强
的促肝纤维化因
子 .  中 药 复 方 的
综合药理作用在
抗肝纤维化治疗
中显示出独特的
优势.

■同行评议者
曹鹏 ,  副研究员 , 
江苏省中医药研
究院细胞与分子
生物学实验室
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含量.

结果��: 100 μmol/L乙醛刺激HSC后, HSC中
α1(I)型胶原mRNA的表达、上清中HA(ng/L)
及TGF-β1(ng/L)的含量增加(1.193±0.0344 
vs  0.988±0.0208; 1 243.22±58.13 vs  602.33
±194.06; 2 734.43±787.12 vs  559.92±97.63, 
均P <0.01). 而100 mL/L的药物血清则抑制
α1(I)型胶原mRNA的表达、HA(ng/L)及TGF-
β1(ng/L)的含量降低(0.973±0.0605 vs  1.193
±0.0344; 1 032.667±77.65 vs  1 243.22±
58.13; 759.62±205.34 vs  2 734.43±787.12, 均
P <0.01).

结论�: 乙醛能增加HSC中乙醛能增加HSC中α1(I)型胶原的表达, 
并促进HSC分泌HA及TGF-β1, 而KXI则起抑
制作用.

关键词: 肝星状细胞; 乙醛; 抗纤复方I号; α1(I)型胶

原; 透明质酸; 转化生长因子-β1
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0  ��引言

酒精性肝病是由于长期大量饮酒所致, 包括酒

精性脂肪肝、酒精性肝炎、肝纤维化和肝硬化. 
肝纤维化是肝硬化的早期可逆阶段, 如不及时

治疗则可能进展成为失代偿期肝硬化并出现各

种终末期肝病并发症[1]. 肝纤维化的发展是细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)合成增加、降

解减少的结果. 肝星状细胞(hepatic stellate cell  
HSC)的活化是肝纤维化发生的中心环节[2], 是分

泌合成胶原的主要细胞. HSC激活受多种细胞因

子的调控, 转化生长因子-β1(transforming growth 
factor β1, TGF-β1)为最强的促肝纤维化因子. 中
药复方的多途径、多层次、多靶点的综合药理

作用在抗肝纤维化治疗中显示出独特的优势. 
本研究观察了中药抗纤复方I号(kangxian fufang 
I, KXI)对乙醛刺激的大鼠HSC分泌的ECM如

α1(I)型胶原和透明质酸(hyaluronic acid, HA)以
及TGF-β1的影响, 以期阐述KXI抗酒精性肝纤

维化的部分作用机制.

1  �����材料和方法

1.1 材料 KXI(主要由丹参、黄芪、红花、汉防

己、葛根、桃仁、甘草等10味药物组成)浓缩口

服制剂, 含2.7 g生药/mL. 按11 mL/kg给大鼠灌

服中药制剂, 每天1次, 持续给药1 wk, 末次给药

后1 h无菌条件下由下腔静脉取血, 取血清, 56 ℃
灭活30 min, 分装-20 ℃冻存. 另选正常大鼠喂以

等量生理盐水, 以同样方法制备正常血清作对

照用. RT-PCR试剂盒购于大连宝生物工程有限

公司.
1.2 方法方法 
1.2.1 HSC分离、培养及鉴定: 采用大鼠肝脏原

位灌流消化的方法分离HSC[3]. 细胞得率约为1
×107/肝, 经台盼蓝染色细胞存活率90%以上. 将
细胞爬片用兔抗人Desmin抗体、SP法作免疫细

胞化学染色以鉴定HSC, 胞质阳染者为HSC, 传
代的HSC纯度>98%. 本次实验采用传2-4代HSC.
1.2.2 放免法测定HA含量: 以1×106/瓶浓度接种

在培养瓶(25 cm2)中的传代的HSC长满单层后, 
分为正常血清对照组、正常血清+乙醛组及药

物血清+乙醛组. 正常血清及药物血清加入无血

清DMEM培养液中, 制成浓度为10%的正常血清

及药物血清孵育液, 乙醛组加入乙醛后使终浓

度为100 μmol/L, 培养瓶均用封口膜封严, 培养

24 h后收集培养上清, 严格按说明操作(HA放射

免疫测定试剂盒购于为上海海军医学研究所). 
JC-1200放射免疫γ计数仪上直接测定HA含量

(μg/L), 取均值.
1.2.3 HSC α1(I)型胶原mRNA测定: HSC分为正

常血清对照组、正常血清+乙醛组及药物血清+
乙醛组, 按1.2.2方法处理后, 提取6 h和24 h的总

RNA并逆转录成cDNA. 引物由北京奥科公司合

成, 序列及扩增产物片段见表1. 总体积25 μL, 反
应条件: 94 ℃ 3 min变性→94 ℃ 40 s→62 ℃ 1 
min→72 ℃ 1 min, 共35个循环, 72 ℃ 7 min终止

反应; PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳、摄片、

密度扫描(1D Kodak成像分析系统), 然后用其表

达量与对应的β-actin表达量进行比较.
1.2.4 双抗夹心ABC-ELISA法检测培养上清中

细胞因子TGF-β1的含量: 检测试剂盒由上海森

雄科技实业有限公司提供. 严格按试剂盒说明

书操作. 测定TGF-β1时需进行标本激活(因为

■研发前沿
酒精性肝纤维化
的发病机制较复
杂 ,  目 前 尚 不 清
楚, 其治疗是研究
纤维化分子治疗
领域的重点、热
点. 大多数化学药
物仍处于动物实
验或临床试验阶
段, 但某些中药复
方制剂在临床治
疗肝纤维化方面
已取得一定疗效, 
复方中药的作用
机制需进一步深
入探讨.

表  1  PCR引物序列

     
引物名称                                   引物序列

大小

 (bp) 

α1(I)型 F 5'-CCGTGGTGACAAGGGTGAGACAG-3'  471

胶原 R 5'-TCAGGGCTGCGGATGTTCTCA-3'

 β-actin F 5'-GATTGCCTCAGGACATTTCTG-3'  690

R 5'-GATTGCTCAGGACATTTCTG-3'

■创新盘点
本文通过体外培
养肝星状细胞, 直
接检测乙醛对肝
星状细胞合成细
胞外�质及分泌
细胞因子的影响, 
探讨乙醛促肝纤
维化的机制, 并同
时给予中药复方
制剂干预, 是一系
列研究的一部分. 
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TGF-β1是以无活性的形式分泌的)即将标本用

样品稀释液稀释10倍, 总量500 μL, 加入20 μL 1 
mol/L HCL, 2 ℃-8 ℃放置60 min后, 加入20 μL 1 
mol/L NaOH即用. 计算结果时乘以稀释倍数(×
10). 酶标仪检测A值.

统计学处理 采用SPSS10.0软件包进行统计

学分析, 计量资料用mean±SD表示, 采用方差分

析、LSD检验和t检验. P <0.05为差异有统计学

意义.

2  ��结果

2.1 乙醛及药物血清对HSC α1(I)型胶原mRNA
表达的影响 乙醛浓度为100 μmol/L时, 刺激HSC 
6 h α1(I)型胶原mRNA表达显著增加, 至24 h仍
有较强的信号, 100 mL/L药物血清能明显抑制

α1(I)型胶原mRNA表达(表2, 图1).
2.2 乙醛及药物血清对HSC分泌HA的影响 正
常血清对照组HA分泌量为(602.334±194.062) 
ng/L, 正常血清+乙醛组为(1 243.225±58.126) 

ng/L(t  = 4.73, P <0.01), 药物血清+乙醛组为

(1 032.667±77.658) ng/L(t  = 4.65, P <0.05).
2.3 乙醛及药物血清对HSC培养上清中TGF-β1
含量的影响 100 μmol/L乙醛刺激HSC 24 h后, 培
养上清中正常血清对照组TGF-β1含量(559.9±
97.6) ng/L, 正常血清+乙醛组为(2734.4±787.1) 
ng/L(t  = 4.83, P <0.01), 药物血清+乙醛组为

(759.6±205.8) ng/L(t  = 4.53, P <0.01).

3  ��讨论

ECM包括胶原、非胶原糖蛋白及蛋白多糖等, 
ECM本身并非单纯作为一种组织结构存在, 他
具广泛的生理功能, 是对细胞、组织和器官的

形态、生长、分化和代谢等结构功能有重要影

响的生物大分子[4], 肝细胞的正常功能和HSC保
持静息状态均有赖于Disse间隙的正常间质成

分[5]. 胶原是ECM的主要成分, 肝脏以Ⅰ、Ⅲ型

为主. Pinzani[6]提出酒精性肝纤维化的形成模式

为细胞周围型纤维化, 由HSC产生纤维, 形成肝

窦毛细血管化, 纤维形成并包绕肝细胞; HSC位
于窦周Disse间隙, 研究表明在肝损伤过程中激

活经表型转化而成为肌纤维母细胞(myofibro-
blast, MFB), 活化后的HSC的Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型前

胶原mRNA表达明显增加; 层粘连蛋白(laminin, 
LN)、HA和纤维连接蛋白(fibronectin, FN)的
mRNA表达也增加. HSC活化后ECM成分发生

改变, 以Ⅰ型胶原为主. 实验表明随着酒精性肝

纤维化的进展, 血清中含量最多的是蛋白多糖

中的HA, 他与肝纤维化程度呈正相关[7]. 乙醛是

乙醇的直接代谢产物, 而乙醛能通过多种途径

造成肝脏的损伤. 本研究中, 用乙醛刺激体外传

代培养的HSC, 能明显促进HSC分泌HA, α1(I)型
胶原mRNA表达亦显著增高, KXI能显著抑制乙

醛引起的HA的分泌及α1(I)型胶原mRNA表达, 
说明KXI有抑制乙醛引起的HSC分泌某些主要

ECM增加的作用.
TGF-β是目前已知的重要致肝纤维化的细胞

因子之一[8], TGF-β1有旁分泌和自分泌两种来源, 
刺激HSC产生Ⅰ型胶原蛋白及其他基质组分的

表  2  各组HSC中α1(I)型胶原mRNA表达的变化 (mean±SD)

     
正常血清对照组 正常血清+乙醛组 药物血清+乙醛组     F 值

6 h 0.889±0.0466 1.187±0.0289a 1.023±0.0689b 25.839

24 h 0.988±0.0208 1.193±0.0344a 0.973±0.0605b 25.753

aP<0.05 vs  正常血清对照组; bP<0.01 vs  正常血清乙醛组.

图� ������   1  HSC中α1(I)型胶原mRNA表达. A: M: Marker; 1-3: 6 h

时��������� ����������������正常血清����� ����������������对照组、 ����������������正常血清+�����������乙醛组和药物�����血清���+乙醛

组; 4-6: 24 h时正常血清+乙醛组和药物血清+乙醛组; B: 

α1(I)型胶原及β-actin PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳、密

度扫描后的强度之比.

6 h                             24 h

1.4

1.2
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0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

正常血清对照组
正常血清+乙醛组

药物血清+乙醛组B

M      1       2       3      4       5        6

770 bp

495 bp

b-actin

α1(I)
型胶原

A

■应用要点
抗纤复方I号在动
物体内及体外多
项实验中均证实实验中均证实验中均证实
其在多层次上有在多层次上有
抗肝纤维化作用, 
为临床应用其治
疗肝纤维化提供
有力的理论依据, 
但仍需深入探讨
其作用机制及安
全性. 
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能力最强[9]. 他既可促进ECM的合成, 又可抑制其

降解, 在HSC激活过程中亦起重要作用[10], 因此在

肝纤维化形成和发展中起着重要作用[11]. 动物活

体实验表明, 敲除了smad3(TGF-β受体的下游转

录因子)的大鼠没有发展为肝纤维化[12,13]. 有学

者研究显示中药冬虫夏草的提取物虫草多糖脂

质体, 鳖甲、莪术等合剂抗纤软肝冲剂及中药复

方护肝片既能分别下调TGF-β1的基因转录[14]和

抑制TGF-β1蛋白的表达[15], 又能在其基因转录、

蛋白表达双水平同时起作用[16]. 酒精性肝纤维化

中活化的库普弗细胞可分泌TGF-β, 使之以旁分

泌的形式作用于HSC, 还可通过TNF-α诱导HSC
自分泌TGF-β[17], 从而对其产生活化作用. 本研究

发现乙醛能刺激体外培养的HSC分泌TGF-β1明
显增加, 而KXI可抑制其作用.

目前, 抗氧化剂、TGF-β拮抗剂、信号转导

抑制剂、干扰素等可抑制HSC活化的药物已应

用于临床或处于试验阶段[18]. 此外, 可在多靶点

抑制HSC活化的药物可能比单靶点药物更加有

效, 已达到更好的抗肝纤维化疗效. 本实验提示

乙醛能促进培养的HSC分泌α1(I)型胶原、HA
等ECM及主要的致肝纤维化细胞因子TGF-β1, 
中药KXI则起明显的抑制作用, 即可能从多方面

抑制乙醛的致纤维化作用, 为进一步研究酒精

性肝纤维化的发生机制及防治提供一定的实验

依据.
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Abstract
AIM: To investigate the role of the c-Jun N-ter-
minal kinase (JNK) signaling pathway in the 
proliferation and apoptosis of human colon car-
cinoma HT-29 cells.  

METHODS: HT-29 cells were divided into two 
groups: normal control group and JNK inhibitor 
group (pretreated with SP600125 for 24 h). MTT 
assay was used to detect cell proliferation, and 
TUNEL assay was used to detect apoptosis.

RESULTS: The proliferation of HT-29 cells of 
the JNK inhibitor group was lower than that of 
the normal control group (0.287 ± 0.008 vs 0.479 
± 0.012, P < 0.01). The apoptosis index of HT-29 
cells of the JNK inhibitor group was higher than 
that of the normal control group (13.000 ± 1.080 
vs 1.000 ± 0.147, P < 0.01).

CONCLUSION: Inhibition of the JNK signaling 
pathway significantly inhibited cell proliferation 

but promoted apoptosis in human colon carci-
noma cell line HT-29.

Key Words: c-Jun N-terminal kinase; Colon carci-
noma; Proliferation; Apoptosis

Zhang ZY, Zhang XF. Inhibition of the JNK signaling 
pathway suppresses cell proliferation but promotes apop-
tosis in human colon carcinoma cell line HT-29. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(17): 1830-1833

摘要
目的��: 研究抑制JNK信号通路对结肠癌HT-29
细胞增殖和细胞凋亡的影响.

方法�: 将人结肠癌细胞株HT-29分为正常对照将人结肠癌细胞株HT-29分为正常对照
组和JNK抑制剂组(用SP600125预处理细胞24 
h), 用四甲�偶氮唑盐比色法(MTT法)检测细
胞增殖水平, 用脱氧核酸末端转移酶介导的缺
口末端标记法(TUNEL法)观察细胞凋亡情况.  

结果��: 使用S P600125处理后的H T-29细胞, 
Western blot法检测p-JNK表达水平. 与正常对
照组比较p-JNK表达明显降低(0.246±0.044 
vs  1.092±0.060, P <0.01). 与正常对照组比较, 
JNK抑制剂组细胞增殖水平明显下降(0.287
±0.008 vs  0.479±0.012, P <0.01), 细胞凋亡指
数明显升高(13.000±1.080 vs  1.000±0.147, 
P <0.01). 

结论�: 抑制JNK信号通路的激活, 可以显著降抑制JNK信号通路的激活, 可以显著降
低人结肠癌细胞HT-29的增殖水平, 并能诱导
其细胞凋亡.

关键词: c-Jun氨基末端酶; 结肠癌; 细胞增殖; 细

胞凋亡
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0  ��引言

结肠癌是一种常见的恶性肿瘤. 近几年由于人

们饮食习惯和饮食结构的改变以及人口老龄化, 
我国结直肠癌的发病率和病死率均保持上升趋

®

■背景资料
JNK是在哺乳动
物细胞内广泛存
在的一种丝氨/苏
氨酸蛋白激酶, 属
于促分裂原活化
蛋白激酶(MAPK)
家 族 .  近 年 的 研
究表明JNK信号
途径可以调控细
胞生长、细胞分
化、细胞凋亡、
癌�因转化等多
个重要的生物学
过程, 与多种疾病
相关. 

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科
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势. 其中, 结肠癌的发病率上升尤为显著, 大多

数患者发现时已属于中晚期[1]. 常规的治疗手段

如手术、化疗、放疗疗效并不理想. 因此, 进一

步阐明结肠癌的发病机制, 寻找有效的干预靶

点已经成为国内广大研究者关注的焦点. 本研

究初步研究了c-Jun氨基末端酶(c-Jun N-terminal 
kinase, JNK)信号转导通路对结肠癌发病的影响. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株HT-29来自中山大学

医学院. 胎牛血清、RPMI 1640购自美国Gibco
公司. JNK抑制剂SP600125购自上海碧云天公

司. TUNEL细胞凋亡原位检测试剂盒及细胞全

蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物公司. p-JNK
抗体购自北京博奥森公司. 辣根过氧化酶标记

山羊抗兔IgG购自北京中杉金桥公司. HRP标记

β-actin购自武汉博士德公司. 
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养及分组: 将HT-29细胞冻存管从液

氮罐中取出, 迅速置于37 ℃水浴中, 轻轻摇晃令

其尽快融化; 使用无菌吸管吸出细胞悬液, 转移

至无菌离心管中, 滴加10 mL培养基, 1 000 r/min
离心5 min; 将上清倒去后, 加入培养基作适当稀

释, 制成单细胞悬液, 再转入无菌培养瓶中37 ℃
培养箱中培养. 细胞培养2-3 d后, 更换1次培养

液, 待细胞长满至80%左右时, 使用胰蛋白酶消

化, 使细胞至漂浮状态, 终止消化后1∶2分瓶传

代. 将HT-29细胞分为正常对照组、JNK抑制剂

组. JNK抑制剂组处理前1 d将对数生长期细胞

用胰蛋白酶消化后, 接种于6孔板, 保证每孔有5
×105个细胞; 用DMSO将JNK抑制剂SP600125
稀释后加入到细胞培养基中, 轻轻晃动使其均

匀分布, 使其总浓度60 μmol/L, 培养24 h后收集

细胞, 用于细胞增殖以及细胞凋亡检测. 
1.2.2 Western blot检测p-JNK蛋白的表达: HT-29
细胞用PBS清洗2遍; 抽提细胞总蛋白并定量. 取
50 μg蛋白样品到10% SDS-PAGE胶上样, 电压

90 V, 恒压电泳120 min; 跑好的胶在转膜液中浸

泡20 min; 从下至上分别放入滤纸、胶、PVDF
膜、滤纸, 夹子夹好放入倒好转膜液的转膜槽

中, 电压90 V, 恒压电泳120 min. 将膜取出, 加入

5%脱脂奶粉的PBS室温封闭1 h. 分别加入一抗

p-JNK(1∶200), β-actin(1∶1 000)到5%脱脂牛奶

中, 在室温下振荡孵化1.5 h, 然后洗膜4次: 1×
PBS 15 min 1次; 5 min 3次; 分别加入二抗(1∶
3 000)到5%脱脂牛奶中, 在室温孵化1 h, 洗膜4

次: 1×PBS 15 min 1次; 5 min 3次;以1∶40比例

混合显色基质B液和A液, 均匀滴加膜上, 静置2 
min, 用保鲜膜将膜包好, 轻轻挤出多余显色基

质, 放入暗盒, 曝光4 min后, 蛋白表达情况使用

凝胶成像分析系统进行检测. 获得的图像用软

件ImageTool 3.0测灰度值, 并与内参相比得其相

对值, 取4次重复实验结果的均值进行比较. 
1.2.3 MTT法检测细胞增殖: HT-29细胞计数后, 
以2×104的密度接种到96孔细胞培养板中; 细胞

预处理后培养24 h, 显微镜下观察贴壁生长良好

后每孔加入100 μL的MTT试剂, 继续培养4 h; 除
去培养液, 每孔加入150 μL的无血清的DMSO, 
振荡10 min充分融解结晶物; 选择570 nm波长, 
在酶标仪上检测各孔吸光度值(度值(值(A值). 每孔A值

减去空白孔A值为测试孔A值. 活细胞数与A值

成正比. 每组设4个复孔, 取其平均值. 
1.2.4 TUNEL法检测细胞凋亡: 蒸馏水浸洗细胞

爬片数次. 细胞爬片于PBS洗5 min×3次. 在细

胞爬片上滴加TdT酶反应液, 37 ℃孵育1 h. 细
胞爬片于PBS洗5 min×3次. 在细胞爬片上滴加

streptavidin-HRP工作液, 37 ℃孵育30 min. 细胞

爬片于PBS洗5 min×3次. DAB显色, 水洗终止

反应. 苏木素复染1 min, 自来水冲洗5 min. 脱
水、晾干、中性树胶封片, 结果观察. 结果分析

方法: 选择10个典型视野, 高倍镜下计数至少

1 000个肿瘤细胞, 凋亡指数(apoptosis index, AI) 
= TUNEL阳性肿瘤细胞数/肿瘤细胞数×100%. 
每组设4个复孔, 取其平均值.

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进行

数据处理, 统计方法采用两独立样本t检验, 数据

以mean±SD表示.

2  ��结果

2.1 两组HT-29细胞p-JNK蛋白的表达 正常对照

组、JNK抑制剂组HT29细胞中p-JNK的相对表

达强度分别是1.092±0.060、0.246±0.044, 两组

间差异具有统计学意义(P <0.01, 图1). 此结果表

明, JNK抑制剂处理后, p-JNK蛋白的表达被抑制. 
2.2 两组HT-29细胞的增殖 JNK抑制剂组HT-29
细胞的增殖明显弱于正常对照组(0.287±0.008 
vs  0.479±0.012, P <0.01), 这提示抑制JNK信号

通路后, 能阻止结肠癌HT29细胞的增殖. 
2.3 两组HT-29细胞的凋亡 TUNEL阳性细胞显

示以下特点: 细胞呈圆形、皱缩、核固缩、整

个细胞着色深、细胞核内有较强的TUNEL阳性

染色, 部分细胞质内也呈现少量阳性染色(图2). 

■研发前沿
近年来对JNK信
号通路的研究主
要集中在其激活
后对多种生理过
程的调节作用方
面. 已经证明JNK
信号功能的失调
与神经退行性疾
病、慢性炎症、
出生缺陷、癌症
等多种疾病的发
生直接相关. JNK
信号通路的调控
方式, 以及其和其
他信号通路的相
互作用是当前本
领域的研究热点. 

■相关报道
S h e 等 研 究 表 明
JNK�因对TPA诱
导的皮肤癌有明
显的抑制作用, 而
Nateri等的实验却
表明JNK磷酸化
位点发生突变的
小鼠小肠肿瘤变
小, 寿命延长. 
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JNK抑制剂组的细胞凋亡指数比正常对照组升

高(13.000±1.080 vs  1.000±0.147, P <0.01). 这说

明抑制JNK信号通路后能促进结肠癌HT29细胞

的凋亡.

3  ��讨论

JNK是1993年被H ibi等[2]发现的促分裂原活化

蛋白激酶, 是促分裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)家族的主要成员

之一, JNK信号途径可以调控细胞生长、癌基因

转化、细胞分化和细胞凋亡等多种病理生理过

程[3,4]. 近年来研究表明, JNK与多种疾病发生机

制有关, 从而使JNK在临床上可作为一个潜在的

分子治疗靶[5]. 
目前许多实验都观察到在肿瘤组织中JNK

活性增高, JNK与肿瘤发生密切相关[6,7]. Uhlirova
等[8]通过致癌物Ras/Raf诱导果蝇肿瘤形成, 发现

Raf与JNK起协同作用, 诱导细胞异常增生. Na-
teri等[9]剔除小鼠c-Jun基因或者改变JNK磷酸化

位点时, 能使小鼠肠道肿瘤变小, 肿瘤细胞减少, 
并且延长小鼠的寿命. 但She等[10]的研究却发现, 
在剔除了JNK基因的小鼠对TPA诱导的皮肤癌

有显著敏感性, 并且肿瘤数目多、直径大, 表明

JNK在皮肤癌的发生重是一个重要的抑制物. 这
些研究结果提示JNK信号通路在肿瘤的发生重

的作用可能相当复杂和多样化. 
JNK信号通路与结肠和结肠癌的相关性也

开受到关注. 最近的研究发现结肠癌细胞JNK磷

酸化可激活其下游成员使结肠癌基质金属蛋白

酶的分泌增加, 导致结肠癌细胞的运动和侵袭

力增加, 最终促进癌细胞的转移[11]. 王若明等[12]

通过免疫组织化学方法研究72例结直肠癌和40
例正常大肠组织中JNK和MRP1蛋白表达及其关

系. 结果表明, JNK蛋白在结直肠癌组织中的阳

性表达率为47.22%, 明显高于在正常结肠组织

中的表达(7.5%), JNK蛋白阳性表达还与肿瘤分

化、淋巴结转移、远处转移及Dukes分期显著

相关. 以上研究已经说明JNK信号通路的激活可

能在促进结肠癌的发生发展中发挥了重要作用. 
王晓艳等[13]研究指出抑瘤基因NGX6在结肠癌

中主要通过抑制JNK通路的活性而发挥其抑瘤

作用, 这提示阻断JNK信号通路对结肠癌具有

一定的抑制作用. 本研究采用JNK信号通路的

特异性抑制剂SP600125预处理人结肠癌HT-29
细胞后, 肿瘤细胞的增殖明显得到抑制, 结果证

实了抑制JNK信号通路的激活可以抑制结肠癌

的增殖.
细胞凋亡是一个多基因参与、复杂的生理

和病理过程, 研究肿瘤细胞的凋亡一直是肿瘤

研究领域的重点和热点, 细胞凋亡与结直肠癌

的发生发展有重要关系[14]. 目前, 通过诱导肿瘤

细胞凋亡来治疗肿瘤备受人们关注. 郑江华等备受人们关注. 郑江华等人们关注. 郑江华等[15]

探讨了JNK信号通路在δ氨基酮戊酸-光动力疗

法诱导SW480细胞凋亡中的作用, 发现激活JNK
信号通路可以抑制该疗法诱导SW480细胞凋亡. 
本研究发现, JNK抑制剂组的人结肠癌HT-29细
胞凋亡指数比正常对照组显著增强, 说明抑制

JNK信号通路后能促进肿瘤细胞凋亡, 与郑江华

等的报道结果一致. 提示我们JNK通路可能成为

治疗结肠癌的新靶点, 抑制JNK通路的激活可以

促进肿瘤细胞的凋亡从而发挥抗肿瘤效应. 干
预JNK信号通路可以成为防治结肠癌的又一种

策略.
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细胞增殖, 抑制细
胞凋亡的作用.

■应用要点
本研究证实JNK
信号通路对结肠
癌的发生发展起
重要作用, JNK信
号通路可能是结
肠癌治疗的潜在
靶点之一. 
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Abstract
AIM: To evaluate the application value of Phlo-
roglucinol for Injection in special endoscopic 
treatment for esophageal diseases, such as nar-
row-band imaging (NBI) magnifying endoscopy, 
endoscopic ultrasonography (EUS) and argon 
plasma coagulation therapy.

METHODS: Ninety patients who were willing 
to accept NBI magnifying endoscopy, EUS or 
argon plasma coagulation therapy for esopha-
geal diseases (e.g., Barrett’s esophagus or early 
esophageal cancer) were randomly divided into 
two groups, one using phloroglucinol and the 
other using 654-2. The frequency of esophagism, 
operating time and side effects were compared 
between the two groups.

RESULTS: Compared to the 654-2 group, the 
frequency of esophagism was significantly lower 
(1.45 c.p.m ± 0.68 c.p.m vs 2.88 c.p.m ± 1.48 c.p.m, 
P < 0.01) and the operating time was significant-
ly shorter (174.77 s ± 48.63 s vs 225.00 s ± 59.48 s, 
P < 0.01) in the phloroglucinol group. Patients of 
the 654-2 group developed adverse side effects 
such as dry mouth (5 cases), transient urinary 
retention (2 cases) and obviously increased heart 
rate, while patients of the phloroglucinol groups 
did not.

CONCLUSION: Phloroglucinol is likely capable 
of effectively relieving esophagism and short-
ening the operating time in special endoscopic 
treatment for esophageal diseases and causes no 
adverse side effects like increased heart rate, dry 
mouth and urinary retention.

Key Words: Phloroglucinol; Anisodamine hydrobro-
mide; Endoscopic ultrasonography; Narrow-brand 
imaging endoscopy

Chen NJ, Cheng B, Liao JZ, Li RX, Hu JF, Yang YZ. Clini-
cal application of phloroglucinol in special endoscopic 
treatment for esophageal diseases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(17): 1834-1838

摘要
目的��: 探讨在食管疾病特殊内镜诊治如窄带
成像(NBI)染色放大内镜、超声内镜(EUS)检
查以及Barrett's食管氩离子凝固(APC)治疗中
注射间苯三酚的应用价值.

方法�: 选择因食管疾病如Barrett's食管或早癌选择因食管疾病如Barrett's食管或早癌
等进行NBI染色放大内镜检查、Barrett's食管
内镜下行APC术以及EUS术等患者90例, 随机
分为间苯三酚组和氢溴酸山莨菪碱(654-2)组, 
比较观察两组间操作时食管痉挛频次与操作
时间的差异, 并分别观察其不良反应情况.

结果��: 间苯三酚组的食管痉挛频次、操作时
间较654-2组显著减少(1.45±0.68 次/min vs  
2.88±1.48 次/min; 174.77 s±48.63 s vs  225.00 
s±59.48 s, 均均P <0.01); 但654-2组较间苯三酚
组心率显著增快, 且分别有口干(5例)和一过
性尿潴留(2例)等不良反应, 而间苯三酚组未

®

■同行评议者
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■背景资料
胃镜在上消化道
疾病诊治中起着
越来越重要的作
用, 随着内镜设备
的更新和技术的
发展, 食管疾病中
也逐步应用了一
些新的内镜检查
和治疗手段 , 频  频频
繁的食管痉挛常
常影响操作的顺
利实施, 延缓操作
时间, 甚至影响检
查或治疗的效果.
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发现不良反应.

结论�: 间苯三酚能有效缓解食管痉挛, 可缩短间苯三酚能有效缓解食管痉挛, 可缩短
食管特殊内镜诊治操作时间, 且无心悸、口干
与尿潴留等不良反应, 有推广应用价值.

关键词: 间苯三酚; 氢溴酸山莨菪碱; 超声内镜; �窄

带成像��内镜

陈念钧, 程斌, 廖家智, 李荣香, 胡继芬, 杨玉珍. 间苯三酚在食

管疾病特殊内镜诊治中的应用价值. ����������������  世界华人消化杂志��������   2011; 

19(17): 1834-1838
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0  ��引言

胃镜是上消化道疾病诊治的重要手段, 随着内

镜技术的发展 ,  一些新的内镜检查和治疗手

段逐步应用于食管疾病, 如窄带成像(narrow-
brand imaging, NBI)染色放大内镜应用于Barrett
食管, 食管早癌, 内镜超声检查术(endoscopic 
ul t rasonography, EUS)判断食管隆起性病变

和食管癌TN分期, 氩离子凝固(organ plasma 
coagulation, APC)术治疗Barrett's食管[1-5]等. 但
频繁的食管痉挛常常影响操作的顺利实施, 延
缓操作时间, 甚至影响检查或治疗的效果. 常
用的解痉药氢溴酸山莨菪碱(654-2)可在一定

程度减轻食管痉挛, 但效果欠佳, 且因诱发心

率加快也影响内镜观察和操作. 另外还有引起

口干、心悸、尿潴留等不良作用 .  间苯三酚

(phloroglucinol)是一种非阿托品、非罂粟碱类

纯平滑肌解痉药, 能直接作用于消化系平滑肌, 
解痉效果佳, 不良作用少[6]. 本研究旨在观察注

射用间苯三酚在食管疾病特殊内镜诊治中的应

用情况..

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 收集华中科技大学同济医学院附属同

济医院院2010-06/2010-11因食管疾病如Barrett's
食管或早癌等进行N B I染色放大内镜检查、

Barrett's食管内镜下APC以及EUS等的患者90
例. 男63例, 女27例, 中位年龄47(16-69)岁. 根
据就诊顺序随机分为间苯三酚组和654-2组, 其
中间苯三酚组60例, 男42例, 女18例, 中位年龄

47(18-69)岁; 654-2组30例, 男21例, 女9例, 中
位年龄47(16-68)岁. 间苯三酚组中染色放大内

镜、APC治疗与EUS各20例, 654-2组中各10例. 
两组患者在性别、年龄、引起食管疾病及检查

项目等方面均无统计学差异..

1.2 方法方法 内镜检查前常规禁食8 h以上. 观察组

于术前15 min肌注间苯三酚10 g/4 L, 对照组肌

注氢溴酸山莨菪碱(654-2)注射液10 mg, 两组患

者均于术前5-10 min口服胃镜用利多卡因胶浆

10 mL. 内镜检查和治疗由3名具有5年以上操作

经验的内镜专家完成, 食管痉挛次数、操作时

间等观察指标由专一护士按操作医师指令记录.  
1.2.1 食管痉挛次数与操作时间食管痉挛次数与操作时间 用药后15-20用药后15-20 
min开始操作, 操作过程中观察记录每分钟食管

痉挛次数, 并根据如下标准评级: 优: 0-1次/min; 
良: 2-4次/min; 中: 5-8次/min; 差≥8次/min. 操作

完毕以秒为单位记录操作时间.. 
1.2.2 对心率、血压、氧饱和度的影响对心率、血压、氧饱和度的影响 操作过操作过

程中监护患者的心率、血压、氧饱和度等各项

生命体征. 操作结束后观察询问并记录患者有

无过敏反应、口干、头晕、心悸、尿潴留等不

良反应.. 
统计学处理 计数资料以频数及百分率表计数资料以频数及百分率表

示, 应用SPSS13.0统计软件进行统计学分析, 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  ��结果

2.1 食管痉挛次数 间苯三酚组的食管痉挛次

数为(1.45±0.68)次/min, 而654-2组的食管痉

挛次数为(2.88±1.48)次/min, 差异有极显著性

(P <0.01, 图1A); EUS检查中间苯三酚组的食管

痉挛次数也明显少于654-2组(1.43±0.54 vs 3.35
±1.56, P <0.01, 图1B). 在NBI放大内镜和APC治
疗内镜中, 两组的食管痉挛次数均存在显著差

异(1.24±0.66 vs  2.80±1.87, P <0.05, 图1C; 1.69
±0.76 vs  2.5±0.85, P <0.05, 图1D).
2.2 操作时间 间苯三酚组的操作时间为174.77 
s±48.63 s, 而654-2组的操作时间为225.00 s±
59.48 s, 差异有极显著性(P <0.01, 图2A); 在NBI
放大内镜和APC治疗内镜中, 两组的操作时间

也存在显著差异(150.75 s±29.48 s vs  224.80 s
±74.02 s, P <0.05, 图2B; 167.00 s±42.27 s vs  
207.10 s±57.35 s, P <0.05, 图2C); 但在EUS检查

中间苯三酚组与654-2组间操作时间无显著差异

(206.55±54.34 vs  243.10±43.71, P >0.05, 图2D).
2.3 间苯三酚及654-2对心率、氧饱和度与血压

的影响 间苯三酚与654-2相比对患者氧饱和度

与血压的影响均无显著差异, 但654-2组心率较

间苯三酚组显著增快(表1).表1).). 
2.4 间苯三酚与654-2不良反应比较 操作结束

后观察间苯三酚组无一例出现过敏反应、口

■研发前沿
新的检查和治疗
手段无疑都提高
了食管疾病诊治
水平, 但在进行这
些食管疾病特殊
内镜诊治操作过
程中由于机械刺
激和患者的紧张
情绪, 往往会出现
恶心、频繁的食
管痉挛影响操作
的准确性.
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干、头晕、心悸、尿潴留等不良反应. 而30例
654-2组患者中出现心悸13例(43.3%)、口干5例
(16.7%), 一过性尿潴留2例(6.7%).

3  ��讨论

胃镜在上消化道疾病诊治中起着越来越重要的

作用, 随着内镜设备的更新和技术的发展, 食管

疾病中也逐步应用了一些新的内镜检查和治疗

手段, 如应用乙酸染色放大内镜与NBI染色放大

内镜检查Barrett's食管和食管早癌[9]、APC治疗

Barrett's食管[10-17]; EUS判断各种食管隆起性病

变和食管癌TN分期等[18,19]. 这些新的检查和治

疗手段无疑都提高了食管疾病诊治水平, 但在

进行这些食管疾病特殊内镜诊治操作过程中由

于机械刺激和患者的紧张情绪, 往往会出现恶

心、频繁的食管痉挛影响操作的准确性. 加上

食管位于胸腔, 易受呼吸及心跳搏动的干扰, 这
给需要精确定位和精细操作的食管染色放大内

镜、EUS检查以及APC凝固治疗带来一定困难, 
需要应用一些安全的药物来缓解这种刺激, 为
顺利实施这些特殊的内镜诊治创造条件.. 

传统的方法是操作前注射安定缓解患者紧

张情绪, 注射解痉药654-2缓解食管痉挛. 但在我

们的临床实践中发现654-2虽可一定程度缓解食

管平滑肌的痉挛, 但起效较慢, 且因其可致心率

增快也影响了食管疾病特殊内镜诊治的精细操

作. 另外因654-2为胆碱受体阻滞剂, 不良反应较不良反应较较

多, 如口干、心悸、尿潴留等, 尤其是老年人和

青光眼患者, 其临床应用有局限性.
间苯三酚是一种亲肌性解痉药, 选择性作

用于痉挛的平滑肌, 不影响平滑肌正常的生理

收缩, 具有解痉镇痛快, 效果显著, 安全系数高

和不良反应少等优点不良反应少等优点少等优点[6-8]. 本组选择因食管疾病

如Barrett's食管或早癌等进行NBI染色放大内镜's食管或早癌等进行NBI染色放大内镜食管或早癌等进行NBI染色放大内镜

检查、Barrett's食管内镜下APC以及EUS等患者's食管内镜下APC以及EUS等患者食管内镜下APC以及EUS等患者

90例, 随机分为间苯三酚组(60例)和654-2组(30
例), 分别观察两组患者每分钟食管痉挛次数和

操作时间, 结果发现间苯三酚组的食管痉挛次

数为(1.45±0.68)次/min, 较654-2组(2.88±1.48)
次/min显著减少; 60例使用间苯三酚的病例平均

操作时间为174.77 s±48.63 s, 而30例使用654-2
组者为225.00 s±59.48 s, 二者差异也有显著性, 
表明间苯三酚与654-2相比可更好地缓解食管痉

挛, 缩短食管特殊内镜诊治的操作时间. 进一步

分层分析发现, 在NBI放大内镜和APC治疗内镜

中, 间苯三酚组食管痉挛次数较654-2组显著减

少, 操作时间也明显缩短; 而在EUS检查中虽然

间苯三酚组较654-2组的食管痉挛次数明显少于

654-2组, 但两组间操作时间并无显著差异, 可能

因为水是超声检查必需的介质, EUS检查需要食

管病灶部位充分蓄水, 过分的解痉反而不利于

食管腔内蓄水反而影响超声检查, 因此对食管

图� �� ��������������  1  ��������������间苯三酚和654-2在食管疾
病特殊内镜检查和治疗中食管痉
挛次数(次/min)的比较��. A: 总体比

较; B: EUS检查的比较; C: NBI放

大检查的比较; D: APC治疗的比

较. aP<0.05, bP<0.01� vs  654-2���组. 
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■应用要点
间苯三酚能有效
缓解食管痉挛, 可
缩短食管特殊内
镜诊治操作时间, 
且无心悸、口干
与尿潴留等不良
反应, 有推广应用
价值.
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染色放大内镜检查和APC凝固治疗间苯三酚可

通过良好的解痉作用为精细操作创造条件, 从
而缩短操作时间, 而对EUS因解痉不利于蓄水反

而延长操作时间.
本组研究还观察了间苯三酚与654-2不良反

应间的差异, 动态监护显示两组间氧饱和度与

血压均无显著差异, 但654-2组心率较间苯三酚

组显著增快, 出现心悸13例(43.3%), 且分别有口

干(5例, 16.7%)和一过性尿潴留(2例, 6.7%)等不

良反应, 而间苯三酚组未发现副反应.提示间苯

三酚在提高操作效率的同时也具有更好的安全

性.
总之, 在食管疾病特殊内镜诊治前注射用

间苯三酚, 能更有效地缓解食管痉挛, 明显缩短

食管染色放大内镜检查和APC凝固治疗的操作

时间; 对食管EUS检查因影响蓄水并未减少操

作时间. 与654-2相比, 间苯三酚具有更好的安全

性. 当然, 其费用相对较高, 且本组病例样本量

较少, 其可靠性还需进一步扩大样本, 开展多中

心的研究进一步验证.  
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表  1 间苯三酚 组及654-2组心率、呼吸及血压的影响

     
分组 n 心率(次/min) 氧饱和度(%) 血压(mmHg)

间苯三酚组 60 74.5±2.8 98.4±1.2 133.3±5.2/82.3±3.6

654-2组 30 86.7±3.5 97.8±1.6 132.7±6.4/79.6±4.5

P值     <0.05     >0.05                >0.05

■同行评价
本文选题新颖, 具
有较大的实用价
值和临床意义.
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Abstract
AIM: To compare ultrasonic hemodynamic pa-
rameters with portal vein pressure measured 
via a catheter placed in transjugular intrahepatic 
portosystemic shunt (TIPS) to search the optimal 
ultrasonic parameters. 

METHODS: Twenty-five patients with hepatic 
cirrhosis (HC) were observed in this randomized 
double-blind trial. These patients were divided 
into experimental group (PVPG ≥ 6.8 cmH2O, n 
= 18) and control group (PVPG < 6.8 cmH2O, n = 
7). Intragroup differences were compared using 
single factor variance analysis. The ROC curve 
is used to evaluate the diagnostic value of ultra-
sonic parameters.

RESULTS: The diameters of the portal vein (PV), 
splenic vein (SV) and superior mesenteric vein 

(SMV) were higher and that of the inferior vena 
cava (IVC) was lower in the experimental group 
than in the control group. PV flow velocity was 
lower and the blood flow volumes of the SV and 
SMV were higher in the experimental group 
than in the control group. ROC curve analysis 
showed that PV diameter is the optimum param-
eter for qualitative diagnosis of portal hyperten-
sion, with a sensitivity of 94.4%, a specificity of 
57.1%, an accuracy of 84%, and a Youden index 
of 0.515.

CONCLUSION: Ultrasound has a high sensitiv-
ity and accuracy in qualitative diagnosis of por-
tal hypertension.

Key Words: Cirrhosis; Portal hypertension; Tran-
sjugular intrahepatic portosystemic shunt; Ultra-
sound; Hemodynamics

Lei Z, Yang SM, Li JP, Qiu D, Luo Y. Diagnostic value of 
hemodynamic parameters measured by ultrasound in 
patients with hepatic cirrhosis and portal hypertension. 
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摘要
目的��: 研究超声参数对门脉高压的诊断价值.

方法�: 以经颈静脉门体静脉分流术(TIPS)中导
管测量的门体静脉压差≥6.8 cmH2O为诊断
PHT(PHT)的金标准, 将25例肝硬化患者分为
试验组(18例)和对照组(7例), 利用随机双盲法
研究两组的超声血流参数, 使用单因素方差分
析组间差异, 利用受试者工作曲线ROC曲线
分析诊断门脉高压超声参数的最佳指标.

结果��: 发现试验组PV、脾静脉、肠系膜上静试验组PV、脾静脉、肠系膜上静验组PV、脾静脉、肠系膜上静
脉内径大于对照组, 下腔静脉内径低于对照
组. PV流速低于对照组, 而脾静脉及肠系膜
上静脉的流量高于对照组. 根据ROC曲线确
定的最佳超声参数是PV内径, 以门脉内径≥

1.45 cm为诊断标准, 其诊断门脉高压的敏感
度为94.4%、特异度为57.1%, 准确率为0.84, 
Youden指数为0.515.

结论�: 超声对肝硬化门脉高压定性诊断敏感超声对肝硬化门脉高压定性诊断敏感
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■背景资料
在我国, 肝硬化最
常见的病因是乙
型肝炎, 其感染率
高 ,  人口�数大 , 
具有潜在的危险
性. 而门静脉高压
及其并发症如食
管静脉曲张破裂
出血是肝硬化患
者死亡的主要原
因 ,  并 且 门 静 脉
高压的严重程度
和患者的生存预
后密切相关. 研究
门静脉高压血流
动力学对揭示门
静脉高压形成机
制、指导临床治
疗有重大意义. 近
年来, 有关门静脉
高压症的血液动
力学研究手段主
要有门静脉压力
测定、核磁共振
血流显像(MRA)
及超声检查.

■同行评议者
杨建民, 教授, 浙
江省人民医院消
化内科



性及准确率较高.

关键词: 肝硬化; PHT症; 经颈静脉门体静脉分流
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0  ��引言

中国肝硬化最常见的病因是乙型肝炎, 其感染

率高, 人口基数大, 具有潜在的危险性. 而门静门静

脉高压(portal hypertension, PHT)及其并发症如(portal hypertension, PHT)及其并发症如

食管静脉曲张破裂出血是肝硬化患者死亡的主

要原因, 并且PHT的严重程度和患者的生存预后

有密切的关系. 超声能够研究门静脉(portal vein, 
PV)的血流动力学并且具有无创、快速便捷、

经济的优点, 利用超声研究PHT症具有非常重要

的临床应用意义. 本实验目的是用超声观察肝

硬化PHT的血流动力学, 如PV、脾静脉、肠系

膜上静脉的内径、流速、流量, 并以经颈静脉

门体静脉分流术(transjugular intrahepatic porto-
systemic shunt, TIPS)中导管测量的门体静脉压

差为诊断PHT的金标准, 利用ROC曲线研究超声

血流参数定性诊断PHT的最佳指标. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 2007-06/2008-02在本院成功进行TIPS
手术的临床诊断为肝硬化PHT的患者25例. 以
术中导管测量计算门体压差≥6.8 c m H2O(5 
mmHg)共18例为试验组, <6.8 cmH2O(5 mmHg)
共7例为对照组. 超声研究仪器为德国西门子公

司的SEQUOIA 512全身数字化彩色多普勒超声

诊断仪.
1.2 方法方法 
1.2.1 超声参数测量: 在TIPS术前检测PV、脾静

脉及肠系膜上静脉主干的内径(D), 最大血流速

度(V max)并根据森安史典用同型号仪器实验得

出的经验公式计算平均血流速度(V mean = 0.57
×Vmax)和血流量(Q = 1/4∏D2Vean×60); 使用

2.0-6.0 M可变频凸阵探头, 超声测量严格遵循试

验设计要求, 调节相应的技术参数如使用尽可

能低的脉冲重复频率以防止混迭; 增大时间增

益补偿以减少背景噪声; 取样容积应置于被研

究血管管腔中间并根据血管内径调整大小至2-5 
mm; 声束与血流方向夹角<60度. 患者检查前空
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腹8 h以上, 检查体位为仰卧位及左侧卧位, 在剑

下、右肋间及右肋缘下进行超声扫查. 
1.2.2 导管测压: 取平卧位局麻后于TIPS术中穿刺

导入多孔导管至下腔静脉肝后段及PV主干分叉

前1 cm处, 以腋中线为零点, 采用玻璃管水柱压力

表分别测量下腔静脉压力及PV压力. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件对所

有结果进行统计分析. 两组年龄、性别、PV、

脾静脉及肠系膜上静脉内径、流速和流量采用

一维方差分析; 利用受试者工作曲线(ROC曲线)
研究PV、脾静脉及肠系膜上静脉内径、流速和

流量.

2  ��结果

2.1 试验组与对照组之间血管内径、流速、流试验组与对照组之间血管内径、流速、流验组与对照组之间血管内径、流速、流

量的比较 以门体压差≤6.8 cmH2O(5 mmHg)为
试验组, 以门体压差>6.8 cmH验组, 以门体压差>6.8 cmH2O(5 mmHg)为对

照组, 两组间差异采用单因素方差分析. 试验组试验组验组

PV、脾静脉、肠系膜上静脉内径大于对照组

(P <0.05). 试验组PV流速低于对照组(试验组PV流速低于对照组(验组PV流速低于对照组(P <0.05). 试试
验组脾静脉及肠系膜上静脉的流量高于对照组

(P <0.05, 表1-3).表1-3).).
2.2 利用ROC曲线确定超声血流参数诊断PHT的

临界值 由于PV、脾静脉及肠系膜上静脉的内

径、流速及流量诊断PHT的公认参考值尚未确

定, 故本研究用ROC曲线确定具有临床诊断意

义的临界值, 研究其诊断PHT的效果. 本研究结

果中PV流速、流量和脾静脉内径、流速、流量

及肠系膜上静脉流量的ROC曲线下面积<50%, 
没有临床诊断意义, 故未做进一步诊断性试验. 

本研究发现PV内径、肠系膜上静脉内径及

其流速ROC曲线下的面积>50%, 可认为有临床

诊断意义, 以经TIPS术中导管直接测量的PV压

力为金标准统计出PV内径、肠系膜上静脉内

径及其流速以医学参考临界值分别为1.45 cm、

1.15 cm, 17.55 cm/s, 其诊断PHT的敏感度分别为

94.4%、44.4%、72.2%; 特异度分别为57.1%、

71.4%、57.1%; 准确度分别为0.84、0.52、0.68; 
根据受试者工作曲线ROC曲线确定的最佳超声

参数是门脉内径, 以门脉内径≥1.45 cm为诊断

标准, 其诊断PHT的敏感度为94.4%、特异度为

57.1%, 准确率为0.84, Youden指数为0.515. 平行

试验显示PV、肠系膜上静脉内径只要有1项阳

性, 则诊断PHT的敏感度可提高到98.4%、特异

度为40.7%; 序列试验显示PV内径、肠系膜上静

脉内径及流速都为阳性时, 诊断PHT的特异度可
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■研发前沿
目前超声的研究
主要集中在对门
静脉高压定性和
定量诊断, 定性诊
断门脉高压研究
较多, 但是多数研
究的金标准未选
取更稳定准确的
门静脉压力测值, 
这使得超声定性
诊断门脉高压的
准确性和效能性
有一定的差异, 超
声参数定性诊断
门脉高压的标准
未得到统一. 定量
诊断门静脉高压
的研究较少, 目前
超声定量估计门
静脉压力方法还
未能得到临床实
际运用的认可.

■相关报道
有超声定性诊断超声定性诊断
门静脉高压的报
道认为门静脉血认为门静脉血
流 速 度 低 于 1 3 
cm/s, 诊断门脉高, 诊断门脉高诊断门脉高
压敏感性及特异
性分别为83%和
85%; 还有报道车报道车
称门静脉血流速门静脉血流速
度低于20 cm/s诊
断门脉高压敏感
性及特异性分别
为 1 0 0 % 和 7 8 % ; 
也有报道认为门报道认为门认为门
脉高压组与正常
组 的 门 静 脉 内
径、流速无统计
学差异.
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提高到87.7%、敏感度为30.2%. 

3  ��讨论

PHT症是由于PV系统血液回流在肝内或PV主干

内受到阻碍, 血流淤滞, 使PV系统的压力增高形

成. PV压力取决于内脏的血流量、肝流出道的

阻力及下腔静脉的压力, 其中肝脏血流阻力的

增加是主要因素[1]. 近10年来, 随着各类PHT症
动物模型的建立, 人们逐渐发现PHT症的发病机

制与血液动力学之间存在着密不可分的关系[2]. 
根据压力增加的原因, 人们提出了血流量因素

(“前向血流”学说)和阻力因素(“后向血流”

学说)的学说. “后向血流”学说首先被Whipple
提出, 该学说认为PV压强的主要决定因素是PV
血管阻力, PHT时脾静脉压力较周围静脉压力高

2-5倍, 但PV系统血流量维持不变或减少, PHT的
形成是由于PV血管阻力增加即PV系统被动充

血所致[3]. “前向血流”的学说于1983年被Witte
等提出, 该学说认为PV血管阻力增加是PHT的始

动因素, 随着PV侧枝循环的形成, PV血管阻力下

降, PHT得以缓解, 随之以来的肠系膜高动力循环

会增加PV血流量, 致使PHT的持续存在[4]. 1985年
Benoit等通过老鼠实验发现, 血流量因素(“前

向血流[4]”学说)和阻力因素(“后向血流[3]”学

说)PHT形成相对重要性分别约为40%和60%, 说
明两种机制对PHT形成均起作用[5]. 

通过以上P H T的发病机制可知 ,  P V压力

主要是由PV系血流量及血管阻力共同决定的. 
PHT时, 超声能获得的PV、脾静脉、肠系膜上

静脉的血管内径, 平均流速, 从而计算血流量. 
多数认为PHT时肝脏血流量会增加[6,7]. 有认为

Child-Pugh A+B级的患者PV、脾静脉及肠系膜PV、脾静脉及肠系膜、脾静脉及肠系膜脾静脉及肠系膜及肠系膜肠系膜

上静脉流量均会增加, 但Child-Pugh C级的患者流量均会增加, 但Child-Pugh C级的患者

脾静脉及肠系膜上静脉流量与正常对照组比较

没有差异[8]. 还有认为PHT组的PV及脾静脉流量脾静脉流量流量

较正常组增加[9], 这说明PHT症时内脏处于高流

量循环状态, 符合“前向血流”机制. 
本研究发现试验组(PHT)患者PV流量无差试验组(PHT)患者PV流量无差验组(PHT)患者PV流量无差

异, 而肠系膜上静脉和脾静脉血流量较对照组肠系膜上静脉和脾静脉血流量较对照组和脾静脉血流量较对照组脾静脉血流量较对照组血流量较对照组

(非PHT)增加, 这说明PHT时内脏处于高流量循

环状态, 符合“前向血流”机制. 
多数研究发现PHT时肝脏血流量会增加, 但

并未研究PV及其属支血流量定性诊断PHT的效

果[6,7], 本研究结果中PV、脾静脉及肠系膜上静

脉流量ROC曲线下面积均<50%, 由于其差异没

有临床诊断意义而未纳入, 其原因可能有2个: 
一是本研究样本含量少, 未能反映总体的真实

情况; 二是本研究纳入的样本多为较严重PHT患
者, 可能由于门脉侧枝的开放, 门脉流量的变化

开始受更多因素的影响. 有动物实验的压力流

量曲线显示: 随着压力的升高, 曲线上有一部分

压力变化十分明显, 但相应的流量变化并不明

显[10], 这也许可以部分解释本研究血流量差异没

有临床诊断意义这一现象. 
PV压力主要是由PV系血流量及血管阻力

共同决定的. PHT时, 肝实质纤维化和小血管痉

挛, 肝内阻力升高造成肝窦压力升高, 再扩散至

门脉, 从而形成PHT[11]. 一般认为肝内阻力升高

可间接表现为PV及及其属支内径增宽, 流速减

慢. 多数研究也都发现PHT PV、脾静脉、肠系

膜上静脉内径增宽[12-14], 本研究亦发现如此, 试
验组患者PV、肠系膜上静脉和脾静脉内径较对肠系膜上静脉和脾静脉内径较对和脾静脉内径较对脾静脉内径较对内径较对

照组增大, 以及PV流速较对照组降低, 而PV血

流量两组无差异, 反映出PHT时血管阻力是主要

表  1  试验组与对照组二维超声测量血管内径的比较 (cm)

     
    试验组      对照组

下腔静脉 1.49±0.11 1.60±0.12a

PV 1.60±0.13 1.22±0.17b

脾静脉 1.09±0.18 0.74±0.23b

肠系膜上静脉 1.14±0.06 1.01±0.16a

aP<0.05, bP<0.01 vs  试验组.

表  3  试验组与对照组超声估计血管流量的比较 (mL)

     
         试验组         对照组

下腔静脉 1 875.35±351.13 2 015.5±460.20

PV   789.36±127.91  707.69±92.34

脾静脉   556.56±181.45 264.82±138.13b

肠系膜上静脉   604.56±112.57 477.37±154.35a

aP<0.05, bP<0.01 vs  试验组.

表  2  试验组与对照组多普勒超声测量血管流速的比较 (cm/s)

     
    试验组      对照组

下腔静脉 30.78±5.60 29.56±5.44

PV 11.89±3.23 17.84±2.99b

脾静脉 17.16±2.73 17.07±3.65

肠系膜上静脉 17.32±2.68 16.95±2.06

bP<0.01 vs  试验组.

■创新盘点
本试验与其他相试验与其他相验与其他相
关 、 或 类 似 文
章、报道的不同
点以及创新之处
在于选用了经颈
静脉门体静脉分
流术 (TIPS)中导
管直接测量的门
静脉压力为金指
标与超声测量的
血流动力学指标
对比; 运用诊断性
实验的ROC曲线
分析超声定性诊
断门静脉高压的
价值; 采用双盲随
机方法.
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因素, PV流量不变, 符合“后向血流”机制. 本
研究发现PHT时PV内径、PV和肠系膜上静脉的肠系膜上静脉的的

血流量均增加并且PV流速减慢, 支持“前向血

流” 和“后向血流”机制均起作用的观点. 
一般认为能够反映PV血流动力学变化的超

声参数对PHT的定性诊断具有较好的准确度. 但
是具体是哪一个超声参数诊断的效果好以及用

多大的医学参考值还未取得一致意见. 比如PV
流速定性诊断PHT的标准报道有差异: 有报道道有差异: 有报道有差异: 有报道

PV血流速度低于13 cm/s, 诊断PHT敏感性及特

异性分别为83%和85%[15]; 还有报道称PV血流速道称PV血流速PV血流速

度低于20 cm/s诊断PHT敏感性及特异性分别为

100%和78%[16]; 也有报道认为试验组与对照组道认为试验组与对照组认为试验组与对照组

的PV内径、流速无统计学差异[17]. 上述研究均

采用临床表现诊断PHT的标准. 而本研究PV流

速ROC曲线下面积<50%, 故未做进一步诊断性

试验. 由于本研究样本量偏少, PV流速是否具有

PHT诊断的临床意义还需更深入的探讨.
多数研究表明PHT时PV内径会增大, 但并

未研究PV内径定性诊断PHT的效果[12-14]. 本研究

中以TIPS术中导管直接测压为诊断PHT标准, 发
现门脉内径以≥1.45 cm为诊断标准诊断PHT的
敏感度为94.4%, 诊断准确率为84%, 可作为较好

的诊断指标. 但PV内径诊断PHT的特异性较低

仅为44.4%, 诊断准确度84%为中等; 利用验后概

率计算公式得知当门脉内径等于1.45 cm时, 存
在PHT的概率为仅为61%. 而肠系膜上静脉内径

及流速的ROC曲线下面积均<0.70, 诊断准确度

均较低. 本研究PV内径表现出较高的PHT诊断

敏感性和较低的特异性原因一可能是测量者事

先知道试验对象均被临床诊断为PHT, 测量时

可能会夸大测值, 降低了假阴性; 二是本研究由

于压力必须通过创伤性手术获得, 使对照组样

本收集困难, 样本量太少, 从而提高假阳性. 从
研究结果中可以看出, PV内径假阳性值集中在

1.3-1.5 cm范围, 此范围内单凭PV内径≥1.45 cm
诊断PHT容易高估PV压力出现误诊, 序列试验

显示此时若能结合肠系膜上静脉内径及流速可

以提高诊断特异性, 以减少误诊. 
超声参数能较好地定性诊断PHT已被多数

研究所证实, 但是其诊断PHT超声参数标准尚未

统一, 进一步的研究尚需开展.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of the traditional 
Chinese medicine Fufang Banmao Capsules on 
immunological status in patients with hepatocel-
lular carcinoma (HCC) before and after trans-
catheter arterial chemoembolization (TACE).

METHODS: Fufang Banmao Capsules were 
administered to HCC patients before TACE or 
1 wk or 1 mo after TACE. The proportions of 
CD4+ and CD8+ cell subsets, NK cells, and serum 
levels of ALT, AST, TBIL were measured 4 week 

after treatment.

RESULTS: The proportions of CD4+ and NK 
cells were lower and that of CD8+ cells was high-
er in HCC patients than in healthy persons (both 
P < 0.05). After 1 wk or 1 mo of TACE therapy, 
the proportions of CD4+ and NK cells were in-
creased (33.1 ± 7.5, 38.9 ± 7.8 vs 27.1 ± 5.6; 15.9 ± 
3.7, 17.9 ± 5.3 vs 10.6 ± 4.7, all P < 0.05) and those 
of CD8+ cells were decreased (29.9 ± 3.2, 28.7 ± 6.5 
vs 34.8 ± 5.6, both P < 0.05) compared to pretreat-
ment values. The proportions of CD4+ and NK 
cells were significantly higher and that of CD8+ 
cells was significantly lower in patients treated 
with Fufang Banmao Capsules for 1 month after 
TACE therapy than in those not receiving Fu-
fang Banmao Capsules after TACE therapy (all P 
< 0.05).

CONCLUSION: The cellular immunological 
functions were inhibited in patients with HCC. 
TACE could reverse the immune suppression 
state in patients with HCC. The combination of 
TACE and Fufang Banmao Capsules could re-
markably improve immunological functions in 
HCC patients.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Transcath-
eter arterial chemoembolization; T-lymphocyte sub-
sets; Fufang Banmao Capsules 

Yin F, Li JJ, Cao F, Yao SK. Fufang Banmao Capsules 
improve immunological status in patients with hepato-
cellular carcinoma before and after transcatheter arterial 
chemoembolization. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(17): 1843-1846

摘要
目的��: 探讨原发性肝癌(HCC)患者肝动脉插
管化疗栓塞术(TA C E)治疗前后及TA C E后
应用中成药复方斑蝥胶囊后细胞免疫功能
变化.
 
方法�: 所有HCC患者TACE治疗前及治疗后所有HCC患者TACE治疗前及治疗后
1 wk、1 mo, 服用复方斑蝥胶囊前及用药后4 
wk用检测外周血T淋巴细胞亚群、NK细胞及

www.wjgnet.com
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■背景资料
研晚期肝癌患者
失 去 手 术 机 会 ,   
且对放化疗不敏
感, 预后差. 单纯
肝动脉插管介入
栓塞(TACE)术后
仍有残癌存在, 远
期效果不佳, 必须
进行辅助药物治
疗, 以重建机体免
疫功能, 消灭残癌, 
提高治疗效果.  

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科



ALT、AST、TBIL. 

结果��: HCC患者与健康对照者相比CD4+淋巴
细胞、NK细胞显著降低(P <0.05); CD8+淋巴
细胞明显升高(P <0.05). TACE治疗后1 wk及1 
mo均较TACE治疗前CD4+淋巴细胞、NK细胞
均显著升高(33.1±7.5, 38.9±7.8 vs  27.1±5.6; 
15.9±3.7, 17.9±5.3 vs  10.6±4.7, 均P <0.05), 
CD8+淋巴细胞显著降低(29.9±3.2, 28.7±6.5 
vs  34.8±5.6, 均P <0.05); TACE治疗后服用复
方斑蝥胶囊1 mo与TACE治疗前比较, CD4+淋
巴细胞和NK淋巴细胞显著增高(42.0±8.4 vs  
27.8±5.8; 21.2±3.6 vs  10.0±3.7, 均P <0.05), 
CD8+淋巴细胞显著降低(26.7±3.4 vs  36.7±
5.7, P <0.05). TACE治疗后1 mo服用复方斑蝥
胶囊组较未服用复方斑蝥胶囊组CD4+淋巴细
胞、NK细胞均显著升高(P <0.05), CD8+淋巴
细胞有降低趋势, 但无统计学差异.

结论�: H C C患者抗肿瘤细胞免疫功能低下.H C C患者抗肿瘤细胞免疫功能低下. 
HCC患者TACE治疗可使受抑制的细胞免疫
功能部分恢复, 服用中成药复方斑蝥胶囊后细
胞免疫功能进一步提高.

关键词: 原发性肝癌; 肝动脉插管介入栓塞术; T淋巴

细胞亚群; 复方斑蝥胶囊
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0  ��引言

肝动脉插管介入栓塞术(transcatheter arterial 
chemoembolization, TACE)通过碘化油栓塞供应

肿瘤的动脉并作化疗的局部灌注, 适用于肝功

能尚可而不能切除的肝癌. 由于肝癌存在双重

血运供应及丰富侧枝循环, 单纯TACE治疗后仍

有残癌存在, 远期效果不佳. 目前已经证实[1,2]肝

癌的发生、发展过程, 始终存在着免疫系统的

功能紊乱, 机体免疫功能低下, 主要表现为T淋
巴细胞亚群和NK细胞数量的改变和各种亚群比

例的失调, 如具有细胞毒性效应、可特异杀死

靶细胞的CD8+淋巴细胞及具有辅助调节功能的

CD4+淋巴细胞比例的失调. 为了减少TACE治疗

肝癌后肿瘤复发及转移, 必须进行辅助药物治

疗, 以重建机体免疫功能, 消灭残癌, 提高治疗

效果. 筛选合适药物逆转肝癌患者免疫功能明

显受抑状况, 增强宿主的抗瘤免疫, 以增强肝癌

的综合治疗效果.
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1  �����材料和方法

1.1 材料材料 参照2001年中国抗癌协会专业委员会

修订的诊断标准和临床分期标准, 选择2003-07/ 
2005-07河北医科大学第四医院住院原发性肝癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)Ⅱ-Ⅲ期患者60
例, 其中男42例, 女18例, 年龄25-65(平均50.76±
10.89)岁, 不能手术但无任何治疗干预, 预计生

存期超过3 mo. 采用随机数字表法将其随机分

为治疗1组: 单用TACE治疗; 治疗2组: TACE后
1 wk+复方斑蝥胶囊(国药准字Z19993294, 组方: 
斑蝥、刺五加、半支莲、黄芪、人参等), 1 g/次, 
3次/d, 连服4 wk. 每组30例, 两组间性别, 年龄, 
临床分期及特点无显著性差异. 选用河北医科大

学第四医院健康体检者30例[男18例, 女12例, 年
龄27-63(平均48.97±11.99)岁]作为健康对照组.
1.2 方法方法 经股动脉穿刺, 超选择性将导管插入肿经股动脉穿刺, 超选择性将导管插入肿

瘤供血动脉, 经造影确实导管位置后, 从导管缓

慢注入羟基喜树碱, 吡喃阿霉素, 丝裂霉素, 5-氟
尿嘧啶(5-FU), 顺铂等2-3种药物, 根据个体确定

用药剂量. 再依照肿瘤大小, 血供类型注入碘油

化疗药乳剂和明胶海绵行化疗栓塞. TACE术后

除复方斑蝥胶囊外, 治疗1组和治疗2组常规治

疗均相同. 治疗1组TACE治疗前及治疗后1 wk, 
1 mo, 治疗2组TACE治疗前及服用复方斑蝥胶

囊前及用药后4 wk, 检测外周血T淋巴细胞亚

群、NK细胞及谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST).
统计学处理 所有资料用SPSS10.0软件包分所有资料用SPSS10.0软件包分

析, 计量资料用mean±SD表示, t检验比较两样

本均数的差别, 检验水准α = 0.05. 

2  ��结果

2.1 HCC患者与健康对照者外周血T淋巴细胞亚

群及NK细胞测定结果比较 CD4+淋巴细胞、NK
细胞均显著低于健康对照组(P <0.05); CD8+淋巴

细胞显著高于健康对照组(P <0.05, 表1).
2.2 治疗1组TACE治疗前后外周血T淋巴细胞亚

www.wjgnet.com

表  1  HCC患者与对照组外周血T淋巴细胞亚群及NK细
胞测定结果比较 (mean±SD)

     
健康对照组(n = 30) HCC(n = 60)

CD4+淋巴细胞       42.9±5.9  31.6±7.4a

CD8+淋巴细胞       27.4±5.6  33.3±6.3a

NK细胞       14.4±5.3  10.2±2.7a

aP<0.05 vs  健康对照组.

■相关报道
Yeh等认为NK细
胞在抵抗免疫原
性肿瘤中较特异
性 T 淋 巴 细 胞 起淋 巴 细 胞 起细 胞 起
重要作用.
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群及NK细胞的变化 TACE治疗后1 wk及TACE
治疗后1 mo均较TACE治疗前CD4+淋巴细胞、

NK细胞均显著升高(P <0.05), CD8+淋巴细胞显

著降低(P <0.05); TACE治疗后1 mo较TACE治疗

后1 wk CD4+淋巴细胞显著升高(P <0.05), NK细

胞有升高趋势(P >0.05), CD8+淋巴细胞有降低趋

势, 但统计学没有显著差异(P >0.05, 表2).
2.3 治疗2组TACE治疗后服用复方斑蝥胶囊4 
wk前后外周血T淋巴细胞亚群及NK细胞的比

较 服用复方斑蝥胶囊4 wk后与TACE治疗前比

较: CD4+淋巴细胞、NK细胞显著增高(P <0.05), 
CD8+淋巴细胞显著降低(P <0.05). 与TACE治疗

后1 wk比较: CD4+淋巴细胞、NK细胞均增高

(P <0.05), CD8+淋巴细胞显著降低(P <0.05, 表3). 
TACE治疗后1 mo 治疗2组与治疗1组比较: CD4+

淋巴细胞、NK细胞均显著升高(P <0.05), CD8+

淋巴细胞有降低趋势, 但统计学没有显著性差

异(P >0.05, 表4). 
2 .4 两组患者TA C E治疗前后外周血A LT、

AST、TBIL变化的比较 TACE 治疗前后两组患

者外周血ALT、AST、TBIL的变化统计学没有

显著性差异(P >0.05, 表5).

3  ��讨论

恶性肿瘤患者普遍存在免疫功能低下, 并与肿瘤

的发生, 发展及预后有密切关系. 这种免疫低下

以细胞免疫为主, 当T淋巴细胞亚群及NK细胞数

量变化时, 可导致细胞免疫功能紊乱[3]. CD4+淋

巴细胞具有辅助调节功能, CD8+淋巴细胞具有

细胞毒性效应, 可特异杀死靶细胞, CD4+/CD8+

细胞比值为中心的免疫调节细胞是机体免疫状

态的中心环节[4], 本研究结果显示, HCC患者与健

康志愿者比较, CD4+淋巴细胞明显下降, CD8+淋

巴细胞明显升高, 这与以往文献报道一致[5,6]. 裘
宇容等[7]研究发现原发性肝癌患者CD8+ T淋巴淋巴

细胞亚群的百分率升高是因为CD8+CD28-升高

所致, CD8+CD28-细胞可能是Ts细胞亚群, 具有

免疫抑制作用[8,9]. 因此, CD8+CD28-细胞的长期

升高, 最终导致机体免疫系统对新的肿瘤细胞

的无反应性. 
NK细胞是机体抗肿瘤免疫中的另一类重要

细胞, 可直接杀伤肿瘤细胞, 其杀伤作用无肿瘤

特异性和MHC限制性, 在免疫监视中发挥重要

作用, 是机体抗肿瘤的第一道防线. Yeh等[10]认为

NK细胞在抵抗免疫原性肿瘤中较特异性T淋巴淋巴

细胞起重要作用. 已有报道Tabor[11]认为HCC患
者术后易复发可能与NK细胞活性下降, 导致机

体免疫功能下降有关. 本研究结果显示, HCC患
者与健康对照者比较, NK细胞明显下降, 表现出

肿瘤患者NK细胞非特异性杀瘤作用受限, 不能

有效发挥杀伤肿瘤细胞的作用[12]. 
TACE是手术无法切除的晚期肝癌患者治

疗的主要手段, 他可栓塞肿瘤供养血管, 使肿瘤

发生缺血坏死, 化疗药物积聚在肿瘤局部并缓慢

释放, 直接产生细胞毒作用, 发挥强大的治疗效

果. TACE治疗后短期可见部分免疫指标改善, 肿
瘤局部浸润淋巴细胞面积及体积均增高, 抗瘤性浸润淋巴细胞面积及体积均增高, 抗瘤性淋巴细胞面积及体积均增高, 抗瘤性

改善[13]. 适量有效化疗则会提升免疫功能[14]. 本
试验显示HCC患者TACE术后1 wk与术前相比

CD4+淋巴细胞明显升高, CD8+淋巴细胞显著下

降, CD4+/CD8+平衡紊乱得以纠正, CD分子细胞

向CD4+淋巴细胞方向偏移; 作为机体抗肿瘤第

一防线的NK细胞的增高, 说明栓塞术后瘤负荷

减少, 阻止肿瘤组织继续分泌相关细胞因子和

聚集免疫细胞激发反应, 机体免疫功能部分恢

表  2  治疗1组TACE治疗前后外周血T淋巴细胞亚群及NK
细胞的变化 (mean±SD)

     
                        TACE治疗前 TACE治疗后1 wk TACE治疗后1 mo

CD4+淋巴细胞 27.1±5.6   33.1±7.5a    38.9±7.8ac

CD8+淋巴细胞 34.8±5.6   29.9±3.2a    28.7±6.5a

NK细胞 10.6±4.7   15.9±3.7a    17.9±5.3a

aP<0.05 vs  TACE治疗前; cP<0.05 vs  TACE治疗后1 wk.

表  3  HCC患者TACE后服用复方斑蝥胶囊4 wk前后外周
血T淋巴细胞亚群及NK细胞的比较 (mean±SD)

     
                        

TACE治疗前 TACE治疗后1 wk
服用复方斑蝥

胶囊后4 wk

CD4+淋巴细胞 27.8±5.8  31.2±8.9a 42.0±8.4a

CD8+淋巴细胞 36.7±5.7  30.7±4.3a 26.7±3.4ac

NK细胞 10.0±3.7  15.7±5.9a 21.2±3.6ac

aP<0.05 vs  TACE治疗前; cP<0.05 vs  TACE治疗后1 wk.

表  4  TACE治疗后1 mo两组患者外周血T淋巴细胞亚群
及NK胞的比较 (mean±SD)

     
     治疗1组    治疗2组

CD4+淋巴细胞    38.9±7.8  42.0±8.4a

CD8+淋巴细胞    28.7±6.5  26.7±3.4

NK细胞    17.9±5.3  21.2±3.6a

aP<0.05 vs  治疗1组.

■应用要点
TACE联合中药复
方斑蝥胶囊治疗
原发性肝癌, 作为
一种新兴的综合
治疗手段能够逆
转机体免疫异常, 
以期较大幅度提
高患者治愈率, 延
长生存期和改善
生活质量. 
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复. TACE术后1 mo患者体内栓塞肿瘤组织基本

凝固坏死, 机化, 通过有效的抗肿瘤治疗可以使

细胞免疫如NK细胞活性得到一定程度的恢复. 
本试验显示介入术后1 mo抗肿瘤免疫相关指标

进一步改善如CD4+淋巴细胞, NK细胞的升高, 
说明栓塞部位的肿瘤坏死凝固失去活性, 瘤负

荷减少, 肿瘤分泌释放肿瘤因子减少, 对细胞免

疫的抑制能力下降, 受抑制的细胞免疫开始恢

复, 并逐渐恢复打击肿瘤组织, 提高机体免疫力; 
而且肿瘤细胞变性坏死的分解产物被机体吸收

后作为一种抗原[15], 刺激机体产生抗肿瘤的免疫

功能, 如增强NK细胞吞噬杀伤功能等. 故也提示

我们在临床工作中对介入术后短期患者慎用免

疫抑制剂, 选择适当的免疫调节剂比较合适. 
肝癌患者在中医属“癥积”范畴, 治疗上

应扶正祛邪, 标本兼治. 有报道, 中药联合TACE
能提高肝癌患者细胞免疫功能[16]. 复方斑蝥胶囊

胶囊(组方: 黄芪、女贞子、光慈姑、重楼、龙、女贞子、光慈姑、重楼、龙女贞子、光慈姑、重楼、龙、光慈姑、重楼、龙光慈姑、重楼、龙、重楼、龙重楼、龙、龙龙

葵等)以扶正祛邪, 益气活血, 清热解毒为治法, 
标本兼治. 本实验中服药后与服药前相比CD4+

淋巴细胞, NK细胞显著上升, 说明药物对正常细

胞有保护作用, 促进机体免疫细胞抗肿瘤功能

的恢复, 巩固介入治疗的效果, 消除其不良反应, 
显著逆转HCC患者免疫功能受抑状态, 增强机

体抗病能力. CD8+淋巴细胞变化不明显可能是

因为样本量太少, 服药时间过短. 
总之, TACE联合中药复方斑蝥胶囊治疗原

发性肝癌, 作为一种新兴的综合治疗手段能够

有效控制肿瘤的生长, 逆转机体免疫异常, 以期

较大幅度提高肝癌患者治愈率, 延长生存期和

改善生活质量. 
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表  5  两组患者TACE治疗前后外周血ALT、AST、TBIL变化的比较 (mean±SD)

     
分组    ALT(U/L)  AST(U/L) TBIL(mmol/L)  

治疗1组

    TACE治疗前 50.3±10.2 49.3±9.8   22.7±7.2

    TACE治疗后1 wk 51.6±9.1  50.3±10.2   24.1±7.3

    TACE治疗后1 mo 49.8±11.2 51.2±9.3   21.9±8.1

治疗2组

    TACE治疗前 51.9±9.3 52.0±11.3   23.1±8.1

    TACE治疗后1 wk 50.3±8.6   51.3±8.6   23.6±8.6

    服用复方斑蝥胶囊后4 wk 50.2±11.3 51.8±10.5   22.6±7.6

■同行评价
本 文 选 题 新 颖
独特 ,  设计合理 , 
具有一定的参考
价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of bi-
opsy forceps polypectomy in the management of 
diminutive polypoid lesions of the upper gastro-
intestinal tract.

METHODS: The gastroscopic data for 91 cases 
of upper gastrointestinal polypoid lesions which 
were removed by biopsy forceps polypectomy 
(diameter ≤ 0.5 cm) or by high frequency elec-
tric resection (diameter ≤ 2.0 cm) at our hospital 
from 2000 to 2009 were retrospectively reviewed 
to compare the rates of complications and recur-
rence between the two groups of patients.

RESULTS: Of 56 patients undergoing biopsy 
forceps polypectomy, 48 had single polypoid le-
sion and 8 had multiple lesions. Of 35 patients 

undergoing high frequency electric resection, 23 
had single polypoid lesion and 12 had multiple 
lesions. No upper gastrointestinal bleeding, per-
foration or other complications occurred in all 
cases. At six-month follow-up, a case of relapse 
occurred in the site of previous lesion in each 
group, and there was no significant difference in 
the recurrence rate between the two groups (1.5% 
vs 1.9%, P < 0.05).

CONCLUSION: There were no significant differ-
ences in therapy effectiveness and complications 
between biopsy forceps polypectomy and high 
frequency electric resection in the removal of 
diminutive polypoid lesions of the upper gastro-
intestinal tract.

Key Words: Polypoid lesions; Upper gastrointestinal 
tract; Biopsy forceps; Recurrence
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摘要
目的��: 探讨活检钳钳除法治疗上消化道小息
肉样病变的疗效和安全性.

方法�: 回顾性分析北京大学深圳医院2000-回顾性分析北京大学深圳医院2000- 
2009年�子胃镜检查发现上消化道小息肉样
病变(直径≤0.5 cm)并行活检钳钳除病例治疗
和随访资料, 并与同期高频�切除病例资料
(病变直径≤2.0 cm)对比, 比较两种治疗方法
的并发症和病变复发情况.

结果��: 入选病例共91例. 活检钳钳除组56例, 
单发息肉样病变48例, 多发8例, 共计68枚病
变. 高频�切除组35例, 单发息肉样病变23例, 
多发12例, 共计54枚病变. 所有研究病例内镜
治疗后均无上消化道出血、穿孔等并发症, 两
组并发症发生率均为0.0%, 无显著性差异. 半
年以后的随访和胃镜复查中两组均各有1例复
发, 两组复发率分别为1.5%、1.9%, 无显著性
差异.

结论�: 活检钳钳除法治疗上消化道小息肉样活检钳钳除法治疗上消化道小息肉样
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■背景资料
上消化道息肉样
病变中包括了良
性及恶性病变两
部 分 ,  临 床 多 主
张对绝大多数良
性息肉样病变及
部分早期恶性病
变进行内镜下治
疗 .  内 镜 下 治 疗
方 法 有 多 种 ,  高
频�切术是目前
最常用和首选的
方 法 .  活 检 钳 钳
除法虽然在临床
上也为广泛应用, 
但其疗效存在争
议 ,  而 目 前 缺 少
相关研究报道.

■同行评议者
万军 ,  主任医师 , 
中国人民解放军
总医院南楼老年
消化科  



病变的疗效和并发症与高频�切除法相比无
显著性差异. 活检钳钳除法可彻底摘除上消化
道小息肉样病变, 临床疗效肯定, 安全实用, 是
治疗上消化道小息肉样病变的有效手段.

关键词: 息肉样病变; 上消化道; 活检; 复发
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0  ��引言

随着消化内镜技术的不断进步和广泛普及, 上
消化道息肉样病变的发现越来越多. 因部分病

变可能为恶性病变或存在恶变风险(如腺瘤性息

肉), 越来越受到临床医生的重视和广大患者的

关注, 近年来主张大多数息肉病变发现后予以

内镜治疗. 内镜治疗方法有多种, 其中活检钳钳

除法在临床上应用广泛, 一般是在内镜检查发

现直径较小的息肉样病变时直接用活检钳钳除, 
同时具有诊断和治疗作用, 操作简单、经济. 但
有不少学者[1]对其疗效表示怀疑, 认为单纯活检

难以完全、彻底摘除息肉病变, 存在较高的复

发风险和创面出血风险. 我们对北京大学深圳

医院消化内镜室近10年活检钳钳除法治疗的上

消化道息肉样病变临床资料进行了总结、分析, 
并与同期高频电切除病例资料进行对比, 以探

讨活检钳钳除法对上消化道小息肉病变的疗效

及并发症. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 2000-2009年在北京大学深圳医院行电

子胃镜检查发现上消化道息肉样病变并行活检

钳钳除或高频电切除患者, 选择病理和随访资

料完善、半年后在北京大学深圳医院复查胃镜

1次或1次以上病例作为研究对象, 复发者再次

胃镜下治疗. 多发性息肉病变者只纳入5枚病变

以下病例. 根据治疗方法不同分为活检钳钳除

组和高频电切除组. 符合以上条件者共91例. 活
检钳钳除组56例, 年龄26-77(平均46.0)岁, 男26
例, 女30例, 内镜下表现为扁平(山田Ⅰ型)或无

蒂息肉(山田Ⅱ型), 最大径0.2-0.5 cm. 高频电切

除组35例, 年龄22-75(平均43.4)岁, 男18例, 女
17例, 息肉最大径0.2-2.0 cm; 其中亚蒂(山田Ⅲ

型)和有蒂(山田Ⅳ型)息肉直接予圈套器电凝电

切, 扁平或无蒂息肉0.2-0.5 cm者予热活检钳除, 
0.6-2.0 cm者予黏膜下注射生理盐水后用圈套器

1848               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年6月18日  第19卷  第17期

电凝电切(内镜下黏膜切除术).
1.2 方法方法 分析所有研究对象的临床资料、上述

两种治疗方法的并发症和复发情况, 并对两种

治疗方法之间并发症和病变复发率的差异进行

比较.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件分析,组

间率的比较采用卡方检验, P <0.05为有统计学显

著性差异.

2  ��结果

2.1 活检钳钳除组病变情况 单发息肉样病变

48例, 多发8例, 共计68枚病变. 病变部位及病

理: 食管息肉样病变7枚(10.3%), 其中乳头状瘤

6枚(8.8%), 间质瘤1枚(1.5%); 胃息肉样病变57
枚(83.8%), 其中炎性息肉31枚(45.6%), 胃底腺

息肉17枚(25.0%), 增生性息肉6枚(8.8%), 腺瘤

2枚(2.9%), 类癌1枚(1.5%); 十二指肠息肉样病

变4枚(5.9%), 其中炎性息肉3枚(4.4%), 类癌1枚
(1.5%). 特殊病变具体情况: 食管间质瘤直径为

0.4 cm, 位于黏膜肌层; 胃类癌直径0.5 cm, 位于

胃体; 十二指肠类癌直径0.2 cm, 位于十二指肠

球部. 
2.2 高频�切组病变情况 单发息肉样病变23
例, 多发12例, 共计54枚病变. 病变部位及病理: 
食管息肉样病变3枚(5.6%), 其中乳头状瘤2枚
(3.7%), 平滑肌瘤1枚(1.9%); 胃息肉样病变48枚
(88.9%), 其中炎性息肉21枚(38.9%), 胃底腺息

肉13枚(24.1%), 增生性息肉10枚(18.5%), 腺瘤4
枚(7.4%); 十二指肠息肉样病变3枚(5.6%), 均为

增生性息肉. 胃息肉中有1枚腺瘤出现轻度异型

增生. 特殊病变具体情况: 食管平滑肌瘤直径0.4 
cm, 位于黏膜肌层. 
2.3 并发症情况 所有研究病例内镜治疗后观察

均无上消化道出血、穿孔等并发症, 两组并发

症发生率均为0.0%, 无显著性差异. 
2.4 随访及胃镜复查情况 所有病例内镜治疗后

均进行了随访和胃镜复查, 复查间隔时间最短

6 mo, 最长98 mo, 活检钳钳除组平均16.9 mo, 高
频电切除组平均18.3 mo. 复查中两组均各有1
例复发. 活检钳钳除组为贲门口炎性息肉, 直径

0.4 cm, 摘除8 mo后复查原位见直径0.2 cm息肉

病变, 再次活检钳除, 病理性质同前, 1年后再次

复查未见息肉病变. 高频电切组为幽门管增生

性息肉, 直径2.0 cm, 摘除15 mo后复查原位见0.4 
cm息肉病变, 再次高频电切, 病理仍为增生性息

肉, 13 mo后复查未见息肉病变. 初次治疗后活

www.wjgnet.com

■相关报道
朱鸣、杨洁员等
的研究表明消化消化
道息肉摘除后可摘除后可
出现复发, 复发率
较高, 达5%-36%. 
但有些研究在统
计复发率时并未
严格区分复发和
再发, 把再发病例
也包括了进来, 因
此复发率的统计
欠准确.

■创新盘点
本文通过严格控
制研究对象和统
计指标, 并与临床
上最常用的高频
�切法比较, 对活
检钳钳除法治疗
上消化道小息肉
样病变的疗效和
并发症进行了研
究, 探讨了活检钳
钳除法治疗上消
化道小息肉样病
变的可行性. 
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检钳钳除组复发率为1.5%, 高频电切除组复发

率为1.9%, 无显著性差异. 食管间质瘤、平滑肌

瘤及胃和十二指肠类癌胃镜复查最长间隔时间

分别为19、21、27、15 mo, 均未见复发. 

3  ��讨论

消化道息肉样病变是指消化系黏膜局限性隆起样病变是指消化系黏膜局限性隆起

突向消化系管腔的病变, 上消化道以胃息肉较

为常见. 胃息肉主要分为炎性息肉、胃底腺息

肉、增生性息肉、腺瘤性息肉、错构瘤性息肉, 
以前三种类型较为多见[2]. 此外, 上消化道息肉

样病变临床上较为常见的尚有乳头状瘤、间质

瘤、平滑肌瘤等, 有时也可见类癌. 临床上内镜

下只能发现病变, 不能确定病变的病理类型, 部
分病变可能为恶性病变或有恶变风险[3-5], 需行

活检或切除进行病理检查明确诊断及治疗. 消消
化道息肉样病变大多可通过内镜进行微创治疗,样病变大多可通过内镜进行微创治疗, 
内镜下治疗方法多种, 包括高频电切、微波、

射频、激光、套扎、活检钳钳除等. 高频电切

术是目前内镜下摘除息肉样病变最常用和首选

的方法[6,7], 由于电凝效应, 可使电切基底组织凝

固、炭化, 较为完整地切除病变, 减少复发和恶

变, 疗效肯定. 但操作不当仍会发生一定的并发

症, 如出血、穿孔等[8]. 活检钳钳除法在临床中

也很常用[9-11], 在胃镜检查中发现小息肉样病变

(一般指直径≤0.5 cm病变)时可用活检钳直接

钳除, 同时达到诊断和治疗的目的, 既简便、经

济, 又减少了患者再次接受胃镜治疗的痛苦. 但
有学者认[1]为活检钳钳除法疗效差, 难以把病变

钳除干净, 存在病变复发可能. 这种疑虑有一定

道理: 活检钳钳除法治疗深度和范围均较小, 且
不像高频电切存在电凝效应, 有时肉眼所见病

变“已摘除干净”, 实际上创面可能有肉眼难

以观察到的微小组织残留, 随着时间发展可能

逐渐长大再形成息肉病变引起复发, 并且可能

出现术后消化系出血的风险. 然而我们通过大

量的病例观察发现, 上消化道小息肉样病变活

检钳除后很少出现消化系出血、穿孔等并发症, 
复查胃镜时也很少出现复发病例, 但相关研究

目前鲜见报道. 因此我们对活检钳钳除法的疗

效和并发症进行了总结、分析, 并与临床上应

用最广的高频电切法比较来进行研究. 
消化道息肉样病变摘除后可出现复发. 许样病变摘除后可出现复发. 许

多研究报道息肉病变内镜治疗后复发率较高, 
达5%-36%[12-14]. 但有些研究在统计复发率时并

未严格区分复发和再发[14,15], 把再发病例也包括

了进来, 在此暂称为广义的复发. 严格意义上的

复发是指息肉摘除后相同部位再次出现组织病

理类型相同的息肉(在此暂称为狭义的复发), 而
发生在其他部位或相同部位但组织病理类型不

同的息肉称为再发. 狭义的复发多与病变摘除

不彻底、留有残基有关, 再发多考虑与患者存

在好发息肉病变的素质有关. 因此在评估治疗

效果时用狭义的复发率作为病变摘除是否彻底

的指标较广义的复发率更为准确. 我们在本研

究中把狭义复发率作为内镜治疗是否彻底的评

估指标; 同时考虑息肉病变数目众多复查胃镜

时难以判断再次出现的病变的部位与原病变部

位的关系, 选择单发病变和少于5枚的多发病变

作为研究对象, 以尽可能准确地反映内镜治疗

效果. 经总结、分析, 活检钳钳除法和高频电切

法半年后复发率均低于2%, 两组比较无显著性

差异, 但明显低于许多报道, 考虑与研究对象和

统计指标的选择较为严格有关. 我们的研究提

示活检钳钳除法可彻底治疗上消化道小息肉病

变. 此外, 在安全性上与高频电切一样风险均很

小, 本研究两种治疗方法术后观察均未出现上

消化道出血、穿孔等并发症. 但活检钳钳除法

在操作上明显比高频电切简便, 治疗时间更短, 
患者经济花费也更少. 

活检钳钳除法没有电凝效应也能有效地治

愈小息肉样病变, 其可能原因是: 息肉样病变大

部分为良性病变, 病变深度和范围较为局限, 不
像恶性肿瘤向黏膜下层和周边浸润, 直径0.5 cm
以下的小病变用活检钳基本可以钳夹干净; 即
使有微小组织残留, 由于活检后创面出现炎症

反应, 炎症细胞聚集, 释放各种炎症介质和细胞

因子, 对残存的微小病变组织、细胞有抑制和

杀灭作用. 这也可解释临床上有时遇到恶性病

变, 如“一点癌”、本研究中出现的类癌, 经活

检钳除后行内镜复查、内镜治疗(如黏膜下切除

术或黏膜下剥离术)或外科手术治疗再也找不到

病变组织. 当然, 远期疗效还需进一步长期追踪

观察, 对于高度恶性病变最好还是扩大切除范

围为妥, 如追加内镜治疗或外科手术治疗. 
在内镜下进行活检钳除上消化道小息肉样

病变时, 直径0.3 cm以下的病变大多可一次钳除, 
直径0.4-0.5 cm的病变可能需要进行多次活检予

以钳除. 第1次活检后常出现创面渗血, 有时不

易观察清楚病变残留情况, 此时可以用冰生理

盐水或8%去甲肾上腺素液表面喷洒止血后仔细

观察, 如有残余病变再次活检, 直至肉眼观察息

■应用要点
本文通过研究表
明活检钳钳除法
治疗上消化道小
息肉样病变的疗
效和并发症与高
频�切除法相比
无显著性差异, 临
床 疗 效 肯 定 ,  安
全, 是治疗上消化
道小息肉样病变
的有效手段, 可用
于指导临床.
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肉病变消失、与周边组织黏膜基本持平或略凹

陷. 我们的研究表面初次治疗有效率达98.5%, 
只有1例出现复发, 再次治疗后未再复发. 复发

病例为贲门口息肉, 考虑与治疗时患者呕吐反

应较大、贲门收缩频繁和强烈致活检钳除时不

易对准病变等因素有关. 本研究中各有1例黏膜

肌层的平滑肌瘤、胃体类癌、十二指肠球部类

癌, 活检钳除后在至少15 mo的随访中均未见复

发. 对于直径大于0.5 cm的息肉样病变, 活检钳

可能难以钳除干净, 建议采用高频电切等方法

进行有效治疗. 
总之, 我们的临床研究提示活检钳钳除法

对上消化道小息肉病变的疗效是肯定的, 且操

作简便、快速、安全, 经济, 是临床上治疗小息

肉病变的有效手段. 当然, 更有说服力的结果有

待我们进一步增加研究病例和进行更长时间的

随访观察. 
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)

■同行评价
本文学术性较好, 
对于治疗上消化
道小息肉样病变
具有较好的实用
价值, 值得推广.
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Abstract
AIM: To investigate the diagnosis, surgical treat-
ment and postoperative maintenance therapy of 
Crohn's disease.

METHODS: The clinical data for 19 patients 
with surgically and pathological proven Crohn’s 
disease were analyzed retrospectively, including 
clinical manifestations, preoperative examina-
tion and diagnosis, intraoperative performance 
and diagnosis, and postoperative complications 
and maintenance therapy.

RESULTS: The rate of misdiagnosis of Crohn’
s disease was high. Only 3 patients were de-
finitively diagnosed before operation, and the 
misdiagnosis rate was 84.21%. Crohn’s disease 
showed atypical clinical manifestations. The 
symptoms of Crohn's disease were mainly ab-
dominal pain and gastrointestinal tract symp-
toms. All patients had varying degrees of 
abdominal pain. Symptoms were related to dis-

eased region. Emergency surgery was performed 
in 3 (15.79%) cases, and elective operation in 16 
(84.21%) cases. Reoperation was performed in 4 
(21.05%) patients. Postoperative incision infec-
tion occurred in 2 cases, fat liquefaction of inci-
sion in 2 cases, and death in 1 case. The rate of 
postoperative complications was 26.32%. Post-
operative maintenance of remission appeared in 
12 (63.16%) cases, of which effective results were 
achieved in 5 cases and recrudescence occurred 
in 1 case.

CONCLUSION: The rate of misdiagnosis of 
Crohn’s disease is high, mainly due to atypical 
clinical manifestations in the early period of the 
disease. Surgery can lead not only to a cure for 
the disease but also to verification of diagnosis. 
Surgical treatment can solve associated com-
plications and improve patient’s quality of life. 
Postoperative maintenance drug therapy can 
reduce recrudescence.

Key Words: Crohn’s disease; Surgical treatment; 
Maintenance therapy
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摘要
目的��: 探讨克罗恩病诊断、手术及术后维持
治疗. 

方法�: 回顾性分析19例经手术、病理证实的回顾性分析19例经手术、病理证实的
克罗恩病患者的临床表现、术前检查及诊
断、手术情况及诊断、术后并发症及维持治
疗等临床资料. 

结果��: 克罗恩病误诊率高, 术前明确诊断为克
罗恩病的仅3例, 误诊率为84.21%. 临床表现
不典型, 临床表现以腹痛及消化系症状为主, 
19例均有不同程度腹痛, 腹痛发生率为100%, 
症状与病变部位有关. 本组病例急诊手术3例, 
择期手术16例, 急诊手术占15.79%. 其中4例
患者为2次手术, 占21.05%. 术后切口感染2例, 
切口脂肪液化2例, 术后死亡1例, 术后并发症

www.wjgnet.com
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■背景资料
克罗恩病是一种
发病原因不明的
慢性肉芽肿性炎
症, 可累及胃肠道
的各个部位, 该病
在西方国家较常
见, 以往认为我国
发病率较低, 但近
年我国报道的病
例有明显增多趋
势, 该病病程长、
误诊率高, 应引起
医务工作者高度
重视.  

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院普通外
科  



发生率26.32%. 术后维持缓解12例, 占63.16%, 
有效5例, 复发1例.

结论�: 克罗恩病有较高的误诊率, 病程早期临克罗恩病有较高的误诊率, 病程早期临
床表现不典型是该病易误诊的主要原因之一, 
手术兼有治疗和明确诊断的双重意义. 手术可
解决相关并发症, 改善患者的生活质量, 术后
恰当的药物维持治疗可望减少复发.

关键词: 克罗恩病; 手术; 维持治疗
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0  ��引言

克罗恩病(Crohn's disease, CD)是一种原因不十

分清楚的胃肠道慢性炎性肉芽肿性疾病, 与溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)合称为炎症性

肠病(inflammatory bowel disease, IBD), 于1932
年由美国Crohn医生首先报道并命名. 该病可累

及胃肠道的各个部位, 但好发于末段回肠及邻

近结肠. 本病有终生复发倾向, 重症者迁延不愈. 
近年来我国文献报道该病患者人数不断增多, 
值得引起临床医生高度重视. 本研究通过对经

手术治疗明确诊断为CD的19例病例回顾性分析

其临床资料, 探讨其诊断、手术及手术后维持

治疗的方法.

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 2005-06/2010-05中国人民解放军第中国人民解放军第解放军第

八一医院手术的CD患者19例, 所有病例均经手

术和(或)病理证实为该病, 其中男16例, 女3例, 
年龄25-74(平均42)岁. 部分患者术前给予腹部

CT、电子肠镜、消化道造影检查及活检病理检消化道造影检查及活检病理检检查及活检病理检

查. 围手术期加强营养支持改善患者营养状况, 
术中尽可能保留肠管, 术后联合内科治疗, 除1
例死亡外, 其余18例均获得随访. 
1.2 方法方法 动回顾性分析19例患者临床表现、术动回顾性分析19例患者临床表现、术

前检查及诊断、围手术期处理、术中所见及手

术方式、术后并发症及维持治疗.

2  ��结果

2.1 临床表现临床表现 腹痛19例(100%), 多为脐周及右

下腹隐痛, 伴恶心呕吐6例(31.58%), 腹胀8例
(42.11%), 腹泻6例(31.58%), 腹泻及便秘交替

出现6例(31.58%), 便血5例(26.32%), 发热6例
(31.58%), 3例为间断性低热(15.79%), 3例为反
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复高热(15.79%). 合并贫血8例(42.11%), 合并内

瘘1例(5.26%), 合并反复口腔溃疡1例(5.26%), 
合并甲状腺腺瘤1例(5.26%), 合并肠系膜淋巴结

结核1例(5.26%), 合并直肠癌1例(5.26%). 合并

急性阑尾炎3例(15.79%).
2.2 术前检查及术前诊断 
2.2.1 术前检查:术前检查: (1)腹部CT检查: 术前11例患者(1)腹部CT检查: 术前11例患者

行CT检查, 多可见肠壁不规则或环形增厚, 肠管

周围脂肪间隙模糊, 并有肠腔变形、狭窄. 5例
同时伴小肠不全梗阻. (2)电子结肠镜及消化道

造影检查: 10例术前完成肠镜检查, 其中3例术

前取得病理证据, 结合临床诊断为CD(15.79%); 
12例术前完成消化道造影, 怀疑为CD的有6例
(31.58%).
2.2.2 术前诊断:术前诊断: 术前诊断为CD合并肠梗阻3例,术前诊断为CD合并肠梗阻3例, 
回盲部病变3例, 横结肠占位3例, 直肠上段癌1
例, 原因不明肠梗阻及腹痛待查8例, 消化道穿

孔1例, 误诊率为84.21%. 
2.3 围手术期处理 所有患者均在围手术期加强

营养支持治疗, 术后胃肠功能恢复后早期给予

肠内营养支持及美沙拉秦维持治疗.美沙拉秦维持治疗.维持治疗.  
2.4 术中所见及手术方式 病变累及部位: 病变位

于单纯回肠8例, 位于右半结肠、回盲部及回肠

5例, 位于左半结肠3例, 位于回肠及横结肠3例. 
19例患者行急诊手术3例, 择期手术16例, 急诊

手术占15.79%. 其中4例患者为2次手术. 手术方

式: 回肠部分切除及吻合8例, 回肠部分切除及

回盲部切除、回肠-升结肠端侧吻合术3例, 单纯

阑尾切除2例, 左半结肠切除术3例(包括1例同时

行直肠癌前切除), 部分回肠及横结肠切除3例. 
2.5 术后并发症 术后切口感染2例, 切口脂肪液

化2例, 术后感染性休克致多脏器功能衰竭于术

后13 d死亡1例, 术后并发症发生率26.32%, 围手

术期死亡率5.26%.  
2.6 随访结果 18例患者均得到随访, 随访最长时

间62 mo, 最短时间3 mo. 术后缓解12例, 有效5
例, 复发1例. 1例复发经激素冲击治疗缓解后给

予加大美沙拉秦剂量继续维持.美沙拉秦剂量继续维持.剂量继续维持. 

3  ��讨论

CD在欧美等西方国家发病率为1/10万至10/10万至10/10至10/10
万, 女性比男性约高20%, 女性比男性约高20%[1], 我国的发病率相对

较低. 但文献报道近年来我国发病率有上升趋

势. CD确诊前病程长、误诊率高, 本组19例, 术
前误诊16例, 误诊率高达84.21%. CD早期更缺乏

特征性表现, 误诊率更高, 本组4例患者经2次手

www.wjgnet.com

■相关报道
Bernell等和Farm-
er等的研究, 患病
的13年里74%的
患者将接受首次
外科治疗, 术后随
访的10年里50%
的复发患者将接
受再次手术.
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术才经病理证实为该病, 我们分析其原因可能

是: (1)CD临床表现多样且缺乏特异性是该病误

诊的主要原因之一. 腹痛、腹泻是其常见的胃

肠道表现, 消化道出血和肛周病变亦较多见, 肠道出血和肛周病变亦较多见, 肠出血和肛周病变亦较多见, 肠
外表现发生率较高, 且复杂多样, 以肝胆疾病、

骨关节病、皮肤和口腔溃疡为主, 全身表现以

贫血、体质量下降、发热和低蛋白血症多见, 
急性起病者易误诊为外科急腹症. 慢性起病者

多表现消瘦、贫血、发热、低蛋白血症及血沉

增快等全身中毒症状和消耗性表现, 往往易与

肠结核、淋巴瘤、肠癌及溃疡性结肠炎等混淆; 
(2)部分临床医生对该病缺乏充分认识, 过去该

病我国发病率较低, 遇到不典型病例多未考虑

本病可能性, 但近年来该病发病率有上升趋势, 
值得引起高度重视; (3)本病早期病理缺乏特异

性表现, 不易明确诊断, 也易漏诊、误诊. 到目

前为止, CD的诊断多依靠临床表现、影像学、

内镜、组织学及实验室诊断综合做出诊断, 缺
乏“金标准”. CD部分患者因并发症而接受手

术治疗, 我们认为术中发现与术前诊断不一致

的可疑病变肠管, 应给予高度重视并想到本病

可能性, 是提高本病确诊率及避免误诊的有效

途径, 外科手术在治疗本病引起并发症的同时

兼有诊断价值. 所以对于临床高度怀疑又无病

理证据的患者, 我们要给予高度重视及适当干

预. 这就表明CD的诊断不能以病理学诊断为唯唯

一依据, 对阴性结果更需慎重依据, 对阴性结果更需慎重[2]. 我们认为对下

列情况要充分考虑存在CD的可能性: (1)表现不

典型的阑尾炎, 行阑尾切除术, 术中发现阑尾病

变轻微, 应注意探查回盲部有无异常, 特别要注

意回肠末端情况, 以免延误CD诊治; 对于阑尾切

除术后仍有局部疼痛不适及伴有消化道症状的道症状的症状的

患者, 不能单纯考虑肠粘连等术后并发症, 要考

虑到存在本病的可能性并给予进一步检查; (2)
缺乏病理依据的回盲部炎性占位性病变术后, 
患者有腹泻、腹痛、便秘及肠梗阻等消化道症道症症

状时, 要考虑存在本病可能性; (3)对于有消化功

能障碍, 消瘦及腹痛、腹泻的一类患者, 病因不

明时, 要考虑到本病的可能性并给予重点排查. 
CD目前主要以内科综合治疗为主, 传统药物包

括氨基水杨酸类、肾上腺糖皮质类固醇类、抗

生素、免疫抑制剂类及生物制剂类等. 随着抗

肿瘤坏死因子α(英夫利昔)10余年的临床运用, 
在CD诱导缓解和维持缓解方面具有一定的疗

效, 同时可以避免传统疗法带来的一些不良反不良反

应, 但目前外科治疗在CD治疗过程中仍有不可, 但目前外科治疗在CD治疗过程中仍有不可

替代的地位. 排斥手术治疗将丧失宝贵的治疗

时机, 因此应合理掌握手术适应证. 据统计大约

80%的CD患者(尤其是病变部位位于回盲部)都
要接受手术治疗[3]. 根据Bernell等[3]和Farmer等[4]

的研究, 患病的13年里74%的患者将接受首次外

科治疗, 术后随访的10年里50%的复发患者将接

受再次手术. 何时采取手术目前还存在争议, 但
一项包括136例患者中位随访时间16.6年的研究例患者中位随访时间16.6年的研究患者中位随访时间16.6年的研究

显示早期手术干预可取得较好的功能保留及症

状的完全缓解以及较低发病率及病死率[5]. 手术

治疗主要是针对并发症解决问题, 适用于内科

积极治疗无效而病情危及生命或严重影响生存

质量者, 以及有并发症(穿孔、梗阻、腹腔脓肿

等)需要外科治疗者[6]. 
外科手术主要手术方式有以下几种: (1)病

变肠段的肠切除术; (2)狭窄成形术; (3)病变肠段

旷置短路术; (4)回肠造口术; (5)回肠贮袋直肠吻

合术等. 虽然手术方式多样, 但现在普遍共识是

尽可能保留肠管, 仅切除引起症状的病变肠管, 
尚未引起症状的病变肠管尽可能给予保留. 朱
维铭[7]也指出手术并未改变CD的远期病程, 仅
仅是解除并发症而已. 多次广泛切除易引起短

肠综合征, 给患者带来更大痛苦. 肠管保留理念征, 给患者带来更大痛苦. 肠管保留理念, 给患者带来更大痛苦. 肠管保留理念

已被大多数外科医生接受. 我们的经验是术中

探查发现有病变波及但尚未出现并发症的肠管

尽量保留, 虽然患者日后存在再次手术风险, 但
能尽量保留患者肠管, 避免短肠综合征的发生征的发生的发生

及改善患者生存质量, 在内科治疗的配合下, 尽
量延长患者缓解期, 取得了满意的效果. 术中是

否行阑尾切除术存在争议, 有的学者认为切除

阑尾对回肠CD有治疗作用[8]. 相反的观点认为, 
CD炎症波及回盲肠同时行阑尾切除术易致肠

瘘. 本组2例行阑尾切除术的患者病变位于回盲

部, 其中1例且合并有糖尿病及慢性肾功能不全, 
因阑尾化脓必须切除, 而回肠末端虽有炎症但

肠管未出现明显梗阻及狭窄, 术中给予保留回

盲部, 术后无肠瘘发生, 我们认为, 回盲部无明

显病变者, 阑尾切除术是安全的. 
CD内科治疗以往多采用逐级递增方案治

疗: 对于轻、中度CD, 首选不良反应较小氨基水

杨酸类制剂, 若无效, 再改用肾上腺糖皮质类固

醇激素诱导缓解. 维持治疗也多采用氨基水杨

酸类制剂, 无效时可改用免疫抑制剂. 对于中、、

重度CD, 则升级为全身肾上腺糖皮质类固醇激

素诱导缓解, 维持治疗采用免疫抑制剂. 对上

述治疗仍然无效者, 可以考虑肠内营养(enteral治疗仍然无效者, 可以考虑肠内营养(enteral仍然无效者, 可以考虑肠内营养(enteral 

■应用要点
对于腹痛原因不
明的患者要想到
该病的可能性, 对
于术中发现可疑
病灶要给予重视, 
尤其阑尾切除术
时发现阑尾炎症
与病情不符, 要注
意探查回盲部及
部分回肠, 排除该
病 可 能 ,  避 免 误
诊, 延误病情, 给
患者造成痛苦.
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nutrition, EN)支持治疗, 有条件可予英夫利昔单

抗治疗. 在治疗CD过程中, 必须积极探索、灵活

运用各种治疗措施, 制订合理的治疗方案, 方能

取得满意的治疗效果, 提高CD治疗的整体水平.   
本组18例患者术后给予美沙拉秦口服维持治疗,秦口服维持治疗,口服维持治疗, 
获得满意效果. CD患者多经内科治疗无效或出

现并发症才行手术治疗, 患者术前多服用肾上

腺皮质醇激素及营养状况差, 术后易发生吻合

口瘘、感染、切口迁延愈合等并发症. 我们的

经验是术前逐渐减少肾上腺皮质醇激素剂量及

通过营养支持尽量纠正患者低蛋白、贫血等营

养不良状况, 术后适当给予小剂量肾上腺皮质

醇激素治疗, 因CD患者大多需接受营养支持, 在
治疗CD的营养支持方式上, 应首选EN. EN不但

能改善患者的营养状态, 也可缓解急性发作症状, 
延长疾病的缓解期[9]. EN可达到与激素相似的疾

病缓解率, 而营养指标改善则优于激素组[10]. 营
养支持不但有利于诱导缓解, 对维持缓解也有效. 
EN诱导缓解后的维持时间甚至长于应用激素缓

解的时间, 口服添加EN也有助于维持缓解[11]. 而
胃肠外营养的治疗效果并不优于EN, 仅适用于

那些有EN禁忌证的患者. 
在CD内科治疗取得可喜成绩的今天, 外科

治疗目前仍有不可替代的地位, 对于该病早期, 
临床表现不典型的病例, 手术兼有诊断和治疗

作用. 目前手术主要是解决相关并发症, 改善患

者症状, 度过活动期, 延长缓解期, 手术成败关

键是围手术期治疗, 只有内科治疗和外科治疗

相结合才能取得较满意疗效.
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Abstract
AIM: To evaluate the association between single 
nucleotide polymorphisms of the X-ray repair 
cross-complementing group 3 (XRCC3) gene 
and colorectal cancer susceptibility.

METHODS: By searching EMBSE (1974-2010.11), 
Pubmed (1966-2010.11), CNKI (1994-2010.11) 
and CBM (1978-2010.11), We collected studies 
evaluating the association between XRCC3 gene 
polymorphisms and colorectal cancer suscep-
tibility. The effect size was odds ratios (OR) of 
variant allele of XRCC3Thr241Met in the case 
and control groups. Random or fixed effect 
model was selected according to the results of 
heterogeneity test. The OR and publication bias 
were calculated using Review Manager 5.0 and 

STATA11.0 software.

RESULTS: Nine case-control studies involving 
3 294 cases and 3 947 controls were included. In 
the Met/Met versus Thr/Thr group, the odds 
ratio was 1.30 (95%CI: 0.86-1.98, P = 0.22). For 
the dominant genetic model, the OR in the Met/
Met+Met/Thr versus Thr/Thr group was 1.05 
(95%CI: 0.67-1.66 P = 0.83). For the recessive ge-
netic model, the OR in the Met/Met versus Thr/
Thr+Thr/Met group was 1.45 (95%CI: 0.94-2.25, 
P = 0.09).

CONCLUSION: There was no close association 
between XRCC3 Thr241 Met single nucleotide 
polymorphisms and colorectal cancer suscepti-
bility.

Key Words: Colorectal cancer; X-ray repair cross-
complementing group 3; Single nucleotide poly-
morphism; Meta-analysis

Liang TW, Sun Y, Lu YG. Association between DNA re-
pair gene XRCC3 Thr241 Met single nucleotide polymor-
phisms and colorectal cancer susceptibility: a meta-analy-
sis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(17): 1855-1859

摘要
目的��: 探讨DNA修复�因X线修复交叉互补因
子3(XRCC3) Thr241Met单核苷酸多态性与结
直肠癌易感性的关系. 

方法��: 检索EMBASE(1974/2010-11)、PubMed 
(1966/2010-11)、中国期刊全文数据库CNKI 
(1994/2010-11)、中国生物医学文献数据库
CBM(1978/2010-11)公开发表的DNA修复�
因XRCC3 Thr241Met单核苷酸多态性与结
直肠癌易感性关系的研究. 病例组及对照组
XRCC3 Thr241Met等位�因分布的优势比
(OR )为效应指标, 根据异质性检验结果, 选择
随机效应模型或固定效应模型对OR 进行合
并, 同时进行偏倚评估. 

结果��: 共查到符合要求的文献9篇 , 病例组查到符合要求的文献9篇 ,  病例组
3  294例 ,  对照组3  947例 .  分析结果显示 : 
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■背景资料
结直肠癌是人类
常见的恶性肿瘤, 
其发病原因目前
仍不十分清楚. 环
境因素和饮食习
惯可能与发病有
关. 近年来结直肠
癌的遗传背景受
到越来越多的关
注. 单核苷酸多态
性可能与个体易
感性存在相关性.

■同行评议者
�敏, 教授, 广西
医科大学医学科
学实验中心  



XRCC3 Thr241Met点突变纯合子(Met/Met)
患结直肠癌的风险与野生型纯合子(Thr/Thr)
相比差异显著(OR  = 1.30, 95%CI: 0.86-1.98, 
P  = 0.22); 显性模式下, XRCC3 Thr241Met位
点突变个体(突变纯合子+突变杂合子)(Met/
Met)+(Met/Thr)患结直肠癌的风险与野生型
纯合子(Thr/Thr)相比差异不显著(OR  = 1.05, 
95%CI: 0.67-1.66, P  = 0.83); 隐性模式下, 
XRCC3Thr241Met位点突变纯合子(Met/Met)
患结直肠癌的风险与野生型(纯合子+杂合
子)(Thr/Thr)+(Thr/Met)相比差异显著(OR  = 
1.45, 95%CI: 0.94-2.25, P  = 0.09).

结论�: DNA修复�因XRCC3 Thr241Met位点DNA修复�因XRCC3 Thr241Met位点
单核苷酸多态性与结直肠癌易感性间存不在
明显相关性.

关键词: 结直肠癌; X线修复交叉互补因子3; 单核

苷酸多态性; Meta分析

梁天伟, 孙轶, 卢永刚. DNA修复基因XRCC3 Thr241Met多态性

与结直肠癌易感的Meta分析. ����������������  �������世界华人消化杂志��������  ������� 2011; 19(17): 

1855-1859
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0  ��引言

人类D N A修复基因X线修复交叉互补因子

3(X-ray cross-complementing group 3, XRCC3),  最
初是从中国仓鼠卵细胞的突变体i rs lSF株中分

离得到的, XRCC3基因全长为19 843 bp, 其表达

产物是一个含有346个氨基酸残基的蛋白质[1]. 
XRCC3基因有11个外显子, 位于该基因第7外显

子18067位核苷酸C→T的突变使得第241位密

码子编码的苏氨酸(Thr)替换为蛋氨酸(Met), 前
者可能对维持蛋白的正常功能起重要作用. 有
研究显示[2]携带基因型Met/Met突变纯合子的

个体外周淋巴细胞的DNA加合物水平明显升

高, 提示具有该基因型的个体DNA修复能力降

低, 该基因的多态性在肿瘤发生中可能起着重

要作用. XRCC3密码子241Met等位基因频率的

增高可提高肺癌、膀胱癌等肿瘤的发病风险[3,4], 
但研究结果存在一定差异, 因此我们对XRCC3 
Thr241Met位点单核苷酸多态性与结直肠癌易

感性关系进行了Meta分析. 

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 检索CNKI、CBM、PubMed、EM-
B A S E数据库 ,  收集公开发表的关于X R C C3 
Thr241Met单核苷酸多态性与结直肠癌易感性
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的研究, 中文文献检索词为: “X线修复交叉互“X线修复交叉互X线修复交叉互

补因子3”、“XRCC3”、“结直肠癌”; 英”、“XRCC3”、“结直肠癌”; 英XRCC3”、“结直肠癌”; 英”、“结直肠癌”; 英结直肠癌”; 英”; 英; 英
文文献检索词为: “XRCC3”、“X-ray cross-“XRCC3”、“X-ray cross-XRCC3”、“X-ray cross-”、“X-ray cross-X-ray cross-
complementing group 3”、“colorectal can-”、“colorectal can-colorectal can-
cer”, 分别作为主题词、自由词进行检索.”, 分别作为主题词、自由词进行检索., 分别作为主题词、自由词进行检索.、自由词进行检索.自由词进行检索.
1.2 方法方法 
1.2.1 文献纳入标准:文献纳入标准: 病理学确诊为结直肠癌与病理学确诊为结直肠癌与

DNA修复基因XRCC3 Thr241Met单核苷酸多

态性的队列研究或病例对照研究; 研究方法相

似, 且均符合流行病学要求; 文献提供基因型

频数, 优势比(odds ratio, OR )及95%CI, 或四格

表资料用以计算OR ; 对同一人群或亚群进行的

多次研究选择质量较高的最近发表的文献作为

研究对象. 
1.2.2 文献排除标准:文献排除标准: 基因分型方法不可靠; 文献基因分型方法不可靠; 文献

提供数据不完整, 无法提取四格表资料用以计

算OR ; 同一研究重复发表的文献.  
统 计 学 处 理  对各研究的基因分布进行对各研究的基因分布进行

Hardy-Weinberg遗传平衡检验, 按照要求整理

原始文献并摘录数据. 首先, 以野生型纯合子

Thr/Thr为参照, 评估突变型纯合子个体Met/Met
患结直肠癌的发病风险(Met/Met) vs (Thr/Thr); 
其次, 假设突变基因型为显性基因, 采用显性模

式(dominant genetic model)对(Met/Met+Met/Thr) 
vs (Thr/Thr)进行统计分析; 第三, 假设突变基因

型为隐性基因, 采用隐性模式(recessive genetic 
model)对(Met/Met) vs (Thr/Thr+Thr/Met)进行统

计分析. 应用统计分析软件Review Manager 5.0
计算合并OR值及95%可信区间(95% confidence 
interval, 95%CI), 绘制OR值分布森林图. 统计学

异质性采用I2检验来分析, 双侧I2<50%认为不存

在异明显的异质性, 采用固定效应模型, 反之采

用随机效应模型. STATA软件的线性回归模型

(Egger法)检验漏斗图的对称性, 评估发表偏倚.

2  ��结果

2.1 一般资料 S共纳入符合标准的文献9[5-13]篇,   
其中病例组3 294例, 对照组3 947例. 其中来自

亚洲人群报道3篇[7,8,13]来自欧洲高加索人群报道

6篇[5,6,9-12]. 病例诊断均符合WHO诊断标准, 基因

分型均使用公认的、科学的检测方法(表1).、科学的检测方法(表1).科学的检测方法(表1).
2.2 突变型纯合子(Met/Met)�因型与结直肠癌

易感性的关系 与野生型纯合子(Thr/Thr)为参照,(Thr/Thr)为参照,Thr/Thr)为参照, 
评估突变型纯合子(Met/Met)基因型与结直肠癌

易感性的关系. 异质性检验: I2 = 71%>50%,  采
用随机效应模型(图1)分析, 突变纯合子基因型图1)分析, 突变纯合子基因型)分析, 突变纯合子基因型
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■研发前沿
单核苷酸多态性
与某肿瘤人群易
感性关系是近年
来的研究热点. 目
前研究较多的与
结直肠癌易感性
的单核苷酸多态
性位点有XRCC3 
T h r  2 4 1 M e t , 
CTLA-4+49G>A, 
MTHFR C677T
等, 但各研究结果
间存在一定差异.

■相关报道
Z h e n g 等的关于
C T L A - 4 + 4 9 G > 
A 单 核 苷 酸 多 态
性与结直肠癌易
感性的Meta分析
显 示 ,  显 性 模 式
下, 野生型个体患
结直肠癌的风险
是突变型个体的
1.24倍.
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Met/Met与结直肠癌的易感性无关连(OR  = 1.30,  
95%CI: 0.86-1.98, P  = 0.22, 图1).图1).).
2.3 显性模式 假设突变基因为显性基因, 采用

显性模式(dominant genetic model)对(Met/Met+(dominant genetic model)对(Met/Met+dominant genetic model)对(Met/Met+ 
Met/Thr)vs (Thr/Thr)进行分析, 评估突变型(包
括突变纯合子Met/Met, 和突变杂合子Met/Thr)
与结直肠癌易感性间的关系. 异质性检验I2 = 
93%>50%, 采用随机效应模型, 在显性模式下, 
突变基因型(Met/Met+Met/Thr)与结直肠癌的易

感性无关连(OR  = 1.05, 95%CI: 0.67-1.66, P  = 
0.83, 图2).  
2.4 分层分析 按亚洲人群和高加索人群的不同

进行了分层分析, 结果在各种模式下均未显示

出XRCC3Thr241Met多态性与结直肠癌易感性

的关系(表2). 
2.5 隐性模式 假设突变基因为隐性基因, 采用隐

性模式(recessive genetic model)对(Met/Met) vs 
(Thr/Thr+Met/Thr)进行分析, 评估突变型纯合子

(Met/Met)与结直肠癌易感性间的关系. 异质性

检验I2 = 78%>50%, 采用随机效应模型分析, 在
隐性模式下, 突变基因型(Met/Met)与结直肠癌

的易感性无关连(OR  = 1.45, 95%CI: 0.94-2.25 P  
= 0.09, 图3).
2.6 发表偏倚识别 S ta ta软件的线性回归模型

(Egger法), 评估发表偏倚. 以各研究的OR自然

对数值logOR与其标准误SelogOR的比值为应

变量, 以标准误的倒数为自变量, 进行线性回归

分析. 以野生型纯合子为参照, 偏倚系数(Coef)
为9.26, 95%CI: -2.89-21.44, 可信区间包含0, 且P  
= 0.12>0.05, 说明不存在明显的发表偏倚; 显性

模式, 偏倚系数(Coef)为5.03, 95%CI: 2.18-7.89, 
可信区间不包含0, 且P  = 0.004<0.05, 说明存在

明显的发表偏倚; 隐性模式, 偏倚系数(Coef)为
5.50, 95%CI: 3.65-14.65, 可信区间包含0, 且P  = 
0.198>0.05, 说明不存在明显的发表偏倚. 

3  ��讨论

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[14], 其发病原因目前仍不十

分清楚. XRCC3是重要的DNA损伤修复基因, 其
表达产物是Rad-51相关蛋白家族的成员之一, 并
与Rad-51相互作用, 参与同源序列的重组, 因此

该基因正常表达产物对保持染色体的稳定性和

损伤DNA的修复起重要作用[15]. 我们对XRCC3
基因Thr241Met位点单核苷酸多态性与结直肠

癌易感性关系进行了Meta分析. 将该基因此位

点单核苷酸位点多态性的可能情况进行了假设

考虑, 突变纯合子个体(Met/Met)与野生纯合子

个体(Thr/Thr)进行比较; 显性模式下突变个体

(Met/Met+Met/Thr)与野生型个体(Thr/Thr)之间

的比较; 隐性模式下突变个体(Met/Met)与野生

型个体(Thr/Thr+Thr/Met)进行比较. 结果, 所有

■创新盘点
本文将XRCC3�
因Thr241Met位点
单核苷酸多态性
与结直肠癌易感
性关系所有的可
能情况进行了假
设考虑, 避免了不
同表形型模式对
两者关系的影响.    
同时按人种的区
别进行了亚组分
析, 避免了不同人
种对结果的影响.

表  1  纳入研究的基本特征

     

作者 发表时间
18067 C>T

       人群
              病例(对照)

国家
  病例组 对照组 Thr/Thr Thr/Met Met/Met

Krupa等[5]   2004 51 100      高加索 1(11) 27(81) 23(8)       波兰

Tranah等[6]   2004 835 1 161      高加索 331(442) 385(540) 119(179)       美国

Yeh等[7]   2005 721 734      亚洲 660(658) 60(74) 1(2)       中国

Jin等[8]   2005 140 280      亚洲 124(268) 15(11) 1(1)       中国

Stern等[9]   2005 737 787      高加索 375(380) 285(515) 77(92)       美国

Skjelbred等[10]   2006 399 157      高加索 138(64) 201(73) 60(20)       挪威

Moreno等[11]   2006 361 316      高加索 140(111) 170(158) 51(47)       西班牙

Improta等[12]   2008 109 121      高加索 40(67) 43(46) 26(8)       意大利

Wang等[13]   2010 302 291      亚洲 213(197) 79(85) 10(9)       印度

表  2  分层分析不同模式下XRCC3 Thr241Met多态性与结直肠癌易感性关系

     
人群 突变 vs  野生OR (95%CI) 隐性模式OR (95%CI) 显性模式OR (95%CI)

高加索人群     1.41(0.86-2.30)   1.57(0.95-2.60)   1.01(0.54-1.09)

亚洲人群     1.01(0.44-2.29)   1.04(0.46-2.35)   1.12(0.65-1.94)

整体人群     1.04(0.88-1.23)   1.09(0.93-1.28)   0.98(0.88-1.09)
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情况下XRCC3基因Thr241Met位点单核苷酸多

态性与结直肠癌易感性间均存不在明显相关性; 
分层分析, 按亚洲人群和高加索人群的不同进

行了分层分析, 结果在各种模式下均未显示出

XRCC3 Thr241Met多态性与结直肠癌易感性的

关系. 理论上, 肿瘤的遗传方式属于多基因遗传,  
并不符合孟德尔单基因遗传的遗传规律. 多个

微小效应的基因, 在某个或某些环境因子的作

用下产生一个总效应从而导致肿瘤的发生, 他他
的遗传属于多基因遗传, 肿瘤的遗传并非肿瘤

的本身, 而是个体对肿瘤的遗传易感性[16]. 因此

某个或某几个基因的某个或某几个单核苷酸多

态性与肿瘤易感性之间的关系可能不足以在较

小样本的情况下显现出来, 因此, 需要进一步加

图� �� ��������������������� ������������������� ����������������������  1  ��������������������� ������������������� ����������������������以野生型纯合子(Met/Met)为参照, XRCC3 Thr241Met多态性与结直肠癌易感性关系的森林图(Met/Met vs  Thr/Thr).

Improta 2008 26  66    8  75 11.0      5.44 [2.25, 13.18]
Jin 2005 1 125 1 269 2.1      2.16 [0.13, 34.84]
Krupa 2004  23 24 8 19 3.1    31.63 [3.51, 285.28]
Moreno 2006 51 191 47 158 16.9      0.86 [0.54, 1.37]
Skjelbred 2006 60 198 20 84 15.1      1.39 [0.77, 2.50]
Stern 2005 77 452 92 472 18.9      0.85 [0.61, 1.19]
Tranah 2004 119 450 179 621 19.7      0.89 [0.68, 1.17]
Wang 2010 10 223 9 206 10.6      1.03 [0.41, 2.58]
Yeh 2005 1              661  2 660 2.7      0.50 [0.05, 5.51]
Total (95%CI) 2390 2564 100.0      1.30 [0.86, 1.98]
Total events 368 366

0.01    0.10       1.00     10.00    100.00
Favours experimental      Favours control

Heterogeneity: Tau2 = 0.21; Chi2 = 27.65, df = 8 (P  = 0.0005); I2 = 71%

Test for overall effect: Z  = 1.23 (P  = 0.22)

Study or Colorectal cancer       Control   Weight        Odds Ratio Odds Ratio 
Subgroup  Events Total Events Total     (%) M-H,Random,95%CI M-H, Random, 95%CI

图� ��������������������������  ������������������������������  2 ������������������������  ������������������������������显性模式下XRCC3 Thr241Met多态性与结直肠癌易感性关系的森林图(Met/Met+Met/Thr vs  Thr/Thr).

Improta 2008 69  109    54  121 11.3      2.14 [1.26, 3.63]
Jin 2005 16 140 12 280 9.6      2.88 [1.32, 6.27]
Krupa 2004  50 51 89 100 3.5      6.18 [0.77, 49.28]
Moreno 2006 221 361 205 316 12.6      0.85 [0.62, 1.17]
Skjelbred 2006 261 399 93 157 12.2      1.30 [0.89, 1.90]
Stern 2005 362 737 607 787 12.9      0.29 [0.23, 0.36]
Tranah 2004 504 835 719 1161 13.1      0.94 [0.78, 1.12]
Wang 2010 89 302 94 291 12.4      0.88 [0.62, 1.24]
Yeh 2005 61              721  76 734 12.4      0.80 [0.56, 1.14]
Total (95%CI) 3655 3947 100.0      1.05 [0.67, 1.66]
Total events 1633 1949
Heterogeneity: Tau2 = 0.41; Chi2 = 119.31, df = 8 (P<0.0001); I2 = 93%

Test for overall effect: Z  = 0.22 (P  = 0.83)

0.01     0.10     1.00     10.00    100.00
Favours experimental     Favours control

Study or Colorectal cancer       Control   Weight        Odds Ratio Odds Ratio 
Subgroup  Events Total Events Total     (%) M-H,Random,95%CI M-H, Random, 95%CI

Improta 2008 26  109    8  121 10.9      4.42 [1.91, 10.27]
Jin 2005 1 140 1 280 2.2      2.01 [0.12, 32.33]
Krupa 2004  23 51 8 100 10.2      9.45 [3.81, 23.44]
Moreno 2006 51 361 47 316 15.6      0.94 [0.61, 1.45]
Skjelbred 2006 60 399 20 157 14.3      1.21 [0.70, 2.09]
Stern 2005 77 737 92 787 16.7      0.88 [0.64, 1.21]
Tranah 2004 119 835 179 1161 17.3      0.91 [0.71, 1.17]
Wang 2010 10 302 9 291 10.1      1.07 [0.43, 2.68]
Yeh 2005 1              721  2 734 2.8      0.51 [0.05, 5.62]
Total (95%CI) 3655 3947 100.0      1.45 [0.94, 2.25]
Total events 368 1949
Heterogeneity: Tau2 = 0.27; Chi2 = 37.13, df = 8 (P<0.0001); I2 = 78%

Test for overall effect: Z  = 1.69 (P  = 0.09)

0.01    0.10      1.00      10.00   100.00
Favours experimental     Favours control

图� ��������������������������  ����������������������  3 ������������������������  ����������������������隐性模式下XRCC3 Thr241Met多态性与结直肠癌易感性关系的森林图(Met/Met vs  Thr/Thr+Thr/Met).

Study or Colorectal cancer       Control   Weight        Odds Ratio Odds Ratio 
Subgroup  Events Total Events Total     (%) M-H,Random,95%CI M-H, Random, 95%CI

■应用要点
本研究结果未显
示出该位点多态
性与结直肠癌易
感性间存相关性
与理论之间存在
差异. 说明某个或
某几个�因的某
个或某几个单核
苷酸多态性与肿
瘤易感性之间的
关系可能不足以
在较小样本的情
况下显现出来, 因
此, 需要进一步加
大研究的样本量, 
同时进行多�因
多位点联合检测.
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大研究的样本量, 同时进行多基因多位点联合

检测. 根据联合检测结果建立生物统计模型,  筛
查肿瘤易感人群, 从而为实现肿瘤的三级预防

提供理论上的可行性依据, 真正做到早期发现

易感人群, 对易感人群进行早期干预, 做到早期

预防, 早期诊断, 早期治疗, 从根本上解决目前

肿瘤诊断治疗过程中的被动局面.    
该项Meta分析同时存在一定的局限性, 首

先, 有2个研究[5,12]纳入研究的人数较少<300例, 
可能距离进行遗传学研究样本量有一定的差距, 
小样本量必然降低统计效能, 对结果的稳定性

可能会有一定的影响; 第二, 各研究结果间在所

有模式下均存在统计学异质性, 尽管这种统计

学异质性可以通过随机效应模型进行修正但其

结果会增大置信区间的范围, 对结论的稳定性

还是会产生一定的影响; 第三, 显性模式下, 线
性回归模型(Egger法), 认为存在发表偏倚, 该
偏倚的存在, 降低了该模式下结论的可靠性. 基
于上述局限性, 有必要对DNA修复基因XRCC3 
Thr241Met多态性与结直肠癌易感间的关系进

行进一步的研究.
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Abstract
AIM: To detect the methylation and protein ex-
pression of the Runx3 gene in sporadic colorec-
tal cancer (SCRC), colonic adenoma, and normal 
colon tissue and to evaluate their clinical signifi-
cance in colorectal carcinogenesis.

METHODS: Thirty-four colonic cancer speci-
mens, 34 colonic adenoma specimens, and 34 
normal colonic tissue specimens were used in 
this study. The CpG island methylation status 
of the Runx3 gene was detected by methylation-
specific PCR in these specimens, and the protein 
expression of Runx3 was detected by immuno-
histochemistry. 

RESULTS: The rates of methylation of the 
Runx3 gene in colonic cancer and colonic adeno-
ma were significantly higher than that in normal 

colonic tissue (23.5%, 20.6% vs 0.0%, both P < 
0.05). There was no significant difference in the 
rate of methylation of the Runx3 gene between 
colonic adenoma and colonic cancer (P > 0.05). 
The positive rate of Runx3 protein expression 
was significantly lower in colonic cancer than 
in colonic adenoma and normal tissue (17.7% vs 
61.8%, 76.5%, both P < 0.05). 

CONCLUSION: Methylation of the promoter 
CpG islands of the Runx3 gene is an important 
genetic event of colon carcinogenesis and may 
be associated with altered protein expression of 
Runx3.

Key Words: Runx3; Methylation; Colonic cancer
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摘要
目的�: 评价Runx3�因启动子区CpG岛甲�化
状态及Runx3蛋白表达在结肠癌发生中的作
用及临床意义.

方法�: 应用DNA甲�化特异性PCR(MSP)技应用DNA甲�化特异性PCR(MSP)技
术检测结肠癌、结肠腺瘤、正常结肠黏膜
Runx3�因CpG岛甲�化状态, 应用免疫组织
化学发法检测Runx3蛋白的表达.

结果��: MSP方法检测发现Runx3�因CpG岛
甲�化在结肠癌组、腺瘤组与正常组之间
有显著性差异[23.5%(8/34), 20.6%(7/34) vs  
0.0%(0/0), 均P <0.05], 而结肠癌组与腺瘤组之
间无显著性差异. 免疫组织化学检测发现结
肠癌组中Runx3蛋白表达阳性率较腺瘤组、

正常组之间有显著性差异[17.7%(6/34) v s  
61.8%(21/34), 76.5%(26/34), 均P <0.05].

结论�: Runx3�因启动子区CpG岛甲�化是促Runx3�因启动子区CpG岛甲�化是促
进结肠癌发生的重要�因事件, 可能与Runx3
蛋白失表达有关.

®

■背景资料
甲�化部位常位
于5'-CPG-3'二核
苷酸. �因甲�化
广泛存在于不同
肿瘤中, 许多研究
发现人类原发性
恶性肿瘤抑癌�
因存在高甲�化.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科  
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0  ��引言

DNA甲基化是最常见的表观遗传学改变方式. 
他是由S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosyl methionine, 
SAM)提供甲基, 在DNA甲基转移酶(DNA  meth-
yltransferse, DNMT)催化下, DNA C-5位的胞嘧啶

转变为5-甲基胞嘧啶(5-mC), 发生在转录水平不

改变DNA一级结构的碱基修饰方式[1]. 甲基化部

位常位于5'-CPG-3'二核苷酸. 基因甲基化广泛存

在于不同肿瘤中, 许多研究发现人类原发性恶

性肿瘤抑癌基因存在高甲基化. 本研究应用甲

基化PCR法(MSP)对结肠癌、结肠腺瘤、正常

结肠黏膜Runx3基因CpG岛甲基化率进行检测, 
旨在探讨Runx3基因CpG岛甲基化在结肠癌发

生中的作用. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 收集2008-10/2009-02四川省人民医院

手术切除的结肠癌及结肠腺瘤组织标本68例, 
正常组织源于肠镜下活检标本34例, 所有病例

均经患者同意并签知情同意书, 均为首次诊治

患者, 术前未行放疗、化疗或免疫治疗. 其中结

肠癌34例, 腺瘤34例, 正常组织34例. 所收集新

鲜组织标本均在20 min内保存于-183 ℃液氮中

以备用. 结肠癌组织中, 男18例, 女16例, 年龄

38-78(平均58±2.5)岁; 结肠腺瘤组织中, 男17
例, 女17例, 年龄28-73(平均53±2.7)岁. 正常结

肠黏膜组织中, 男18例, 女16例, 年龄38-78(平均

58±2.2)岁. TIANamp Genomic DNA Kit为北京

天根生物科技有限公司产品; EZ DNA Methyla-
tion-Gold Kit试剂盒为北京天漠科技开发有限公

司产品; DNA标志物λDNA/Hin d Ⅲ、50 bp DNA 
Labber、2×Taq PCR MasterMix为北京天根生

物科技有限公司产品; 兔抗人单克隆抗体Runx3 
为中杉生物制品公司产品; DAB Kit为中杉金桥

生物公司产品. 
1.2 方法方法 
1.2.1 引物的合成及制备: DNA序列参照Gen-
Bank, PCR引物参照文献[2]设计. Runx3甲基化

前导引物序列(methylated-specific forward prim-
ers, MF)5'-TTACGAGGGGCGGTCGTACGC-

GGG-3'; Runx3甲基化反向引物序列(methylated-
specific reverse primers, MR)5'-AAAACGACC-
GACGCGAACGCCTCC-3'; Runx3非甲基化

前导引物序列(unmethylated-specific forward 
primers, UF)5'-TTATGAGGGGTGGTTGTAT-
G T G G G-3';  R u n x3非甲基化反向引物序列

(unmethylated-specific reverse primers, UR)5'-
AAAACAACCAACACAAACACCTCC-3'.
1.2.2 DNA提取: 本研究参照Herman等等[3]使用的

甲基化特异性PCR方法. 采用TIANamp Genomic 
DNA Kit提取组织标本DNA. DNA提取: 经EZ 
D N A甲基化试剂盒-G o l d甲基化提取的组织

DNA. Runx3M体系: 2×Taq PCRMasterMix 12.5 
μL; Runx3 Mf 1 μL; Runx3 Mr 1 μL甲基化处理

后的DNA 2.5 μL; ddH2O 8 μL; Runx3基因PCR
反应条件: 94 ℃ 10 min预变性, 65 ℃下退火45 
s, 72 ℃延伸10 min; 以扩增产物经1%琼脂糖凝

胶电泳, 运用Gel Doc 1000凝胶图像成像仪(美国

Bio-Rad公司).
1.2.3 免疫组织化学检测Runx3蛋白的表达: 实验

步骤按说明书进行. (Runx3抗原修复均采用高

压热修复), 采用PBS液代替一抗作为阴性对照,
采用已知的阳性片作为阳性对照. 
1.2.4 判断标准: 扩增产物如出现在250 bp处显

示电泳条带为阳性, 否则为阴性; 经Runx3基因

非甲基化引物扩增的DNA产物如出现在240 bp
处显示电泳条带为阳性, 否则为阴性[3]. Runx3蛋
白在结肠癌组、结肠腺瘤组及正常组中的阳性

表达为细胞核阳性, 呈棕黄色, 高倍镜下计数10
个高倍视野, 其阳性计数>10%, 判定为阳性.

统计学处理 率的比较采用Fisher确切概率

法进行统计学分析, 用SPSS13.0统计学软件对

数据进行处理, 检验水准α = 0.05, P <0.05有统计

学意义.

2  ��结果

2.1 各组织R u n x3�因启动子C p G岛甲�化 
Runx3启动子CpG岛甲基化阳性表达率在结肠

癌和腺瘤中分别为23.5%(8/34)、20.6%(7/34),
正常组织中未测到Runx3基因CpG岛甲基化. 结
肠癌组、腺瘤组与正常组比较有显著性差异

(P <0.05). 结肠癌组与腺瘤组比较无显著性差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 Runx3蛋白表达 Runx3蛋白阳性表达率在结

肠癌组、腺瘤组与正常组分别为17.7%(6/34)、
61.8%(21/34)、76.5%(26/34). 结肠癌与结肠腺瘤

■相关报道
Ku等应用MSP技
术对人结肠癌细
胞株进行检测, 发
现50%的人结肠
癌细胞株Runx3
蛋白表达下降或
不表达.
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组、正常组比较有显著性差异(P<0.05, 表2, 图1).

3  ��讨论

DNA甲基化与肿瘤发生密切相关, 是抑癌基因

失活的机制之一[4]. Runx3基因是新近发现的抑

癌基因, 是哺乳动物Runx基因家族中最原始亚

型. 对上皮细胞生长、分化起调控作用, 对脊神

经节发育和T细胞分化也发挥重要作用. Runx3
蛋白是TGF-β信号转导通路中的一个转录因子, 
直接与R-Smad(Smad受体)结合, 指导TGF-β1/
Smad信号途径中被激活的Smad(一种凋亡因子)
复合物从胞质转入胞核靶位点, 加强TGF-β1/
Smad复合物和靶位点结合, 促进TGF-β1信号传

导, 介导细胞正常凋亡, 协同TGF-β1对上皮细胞

生长的负性调控, 在TGF-β1信号传导途径中发

挥关键作用[5]. 国外学者研究发现Runx3基因在

结肠癌中高甲基化, Runx3基因CpG岛甲基化导

致Runx3基因失活与结肠肿瘤发生密切相关[6]. 

Runx3蛋白缺失会导致TGF-β1信号通路

阻断, 细胞对TGF-β1诱导的生长抑制作用和凋

亡反应能力下降, β-catenin在胞质内积聚, Wnt
信号通路激活, 细胞增殖和凋亡失衡, 遗传学

上不稳定的细胞克隆扩增发生癌变,  促进肿瘤

发生[7]. 已有研究发现敲除Runx3基因的小鼠其

Runx3蛋白表达下降, 小鼠肿瘤发率明显上升[8]. 
Ku等[9]应用MSP技术对人结肠癌细胞株进行检

测, 发现50%的人结肠癌细胞株Runx3蛋白表达

下降或不表达. 研究还发现人结肠癌、肝细胞

癌、胆管癌、胰腺癌、肺癌、食管癌、内胚窦

瘤、乳腺[10-17]等肿瘤中Runx3蛋白阳性表达率较

相应正常组织的阳性表达率显著下降. 本研究

发现34例结肠癌中有8例Runx3基因CpG岛甲基

化, 甲基化率为23.5%(8/34), 与Ku等[9]采用MSP
技术检测发现18.4%的结肠癌组织Runx3基因

CpG岛甲基化, 正常结肠组织无Runx3基因CpG
岛甲基化接近. 与Goel等[18]发现21%(19/91)的
结肠癌病例存在Runx3基因CpG岛甲基化, 正常

组未发现Runx3基因CpG岛甲基化相似. 本研究

还发现正常结肠黏膜Runx3蛋白阳性表达率达

76.5%(26/34), 腺瘤组Runx3蛋白阳性表达率为

61.8%(21/34), 结肠癌Runx3蛋白阳性表达率只

有17.7%(6/34), 结肠癌组明显低于腺瘤组及正

常组, 且有显著性差异(P <0.05), 与Chen等[17]的

报道相似. 本研究提示Runx3基因CpG岛甲基化

可能发生于正常结肠黏膜→结肠腺瘤→结肠腺

癌这一发展序列早期阶段, 是结肠癌发生早期

分子事件. 结肠癌中Runx3蛋白低表达, 可能与

结肠癌Runx3基因CpG岛甲基化有关.

■应用要点
Runx3�因启动
子区CpG岛甲�
化是促进结肠癌
发 生 的 重 要 �
因 事 件 ,  可 能 与
Runx3蛋白失表
达有关.

表  1  各组Runx3基因CpG岛甲基化阳性率 (n  = 34)

     
分组

    Runx3基因CpG岛甲基化

阳性 阴性

结肠癌组织            8   26

腺瘤组织            7   27

正常组织        0   34

表  2  各组Runx3蛋白表达阳性率 (n  = 34)

     
分组

             Runx3蛋白表达

阳性 阴性

结肠癌组织            6   28

腺瘤组织           21   13

正常组织       26     8

图� ��������� ������������������  1  Runx3蛋白在各组结肠组织中的表达(免疫组织化学
×100). A: 正常结肠黏膜组织; B: 腺瘤组织; C: 结肠癌组织.

A

B

C
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中国知识资源总库收录. 2009年《世界华人消

化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综
合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊

的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）的

第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指

标0.112, 他引率0.79, 引用刊数473种, 扩散因子

15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文

献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机构

分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01.
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 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

《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
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中文核心期刊要
目总览收录的学
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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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 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
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 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.
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

《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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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.
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  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  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

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 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.
6.2 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.
6.3 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: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品和品品
牌化方向迈进.方向迈进.迈进.
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2011年国内国际会议预告

2011-06-23/26
第十五次全国病毒性肝炎及肝病学术会议
会议地点: 沈阳市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2011-06-24/26
第三届全国微创外科学术会议暨2011国际胃癌微创外科
高峰论坛
会议地点: 重庆市
联系方式: xnyyptwk@sina.com

2011-06-24/26
2011南方消化论坛暨第七届全国肠道疾病学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: gwei203@yahoo.com.cn

2011-07-07
第八届全国大肠癌学术会议暨2011哈尔滨国际结直肠癌
外科周
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: rainy_gg@yeah.net

2011-07-14/17
第五届地坛国际感染病会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@bjditan.org

2011-07-14/17
2011年临床肿瘤学新进展高级研讨会
会议地点: 杭州市
联系方式: 0571-82888888

2011-07-22/24
第四届全国脂肪肝病专题研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: 010-85867619

2011-07-25/29
2011年第四届全国糖尿病及其并发症营养治疗新进展学
习班
会议地点: 上海市
联系方式: tangyan8503@yahoo.cn

2011-07-29/30
肝脏疾病转化医学论坛(长春)暨第三届长春国际肝病高
峰论坛
会议地点: 长春市
联系方式: gbgflt@yahoo.cn

2011-08-04/07
第五届中国肿瘤内科大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-87788701

2011-08-20/22
第十五次全国中西医结合儿科学术会议
会议地点: 兰州市
联系方式: zxyek@sina.com

2011-08-31/09-02
腹腔间室综合征的护理进展
会议地点: 延吉市
联系方式: qiyan68@126.com

2011-09
中华医学会超声医学分会第十一次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: http://www.nccsum.org/

2011-09-14/17
第六届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 兰州市
联系方式: office@cnsld.org

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451

2011-09-16/18
第七届全国消化系统中晚期恶性肿瘤学术年会
会议地点: 济南市
联系方式: xiaohuahuiyi@126.com

2011-10-13/16
2011年亚太地区国际肿瘤生物学和医学学术会议
会议地点: 上海市
联系方式: clinimmunchina@yahoo.com

2011-10-14/16
中华医学会第五次全国艾滋病、病毒性丙型肝炎暨全国
热带病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: www.nccsid.org

2011-10-21/23
中华医学会病理学分会第十七次学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: leighdai@cma.org.cn

2011-12-08/11
第11次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: csgdabstract@126.com
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