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 述评 EDITORIAL

VEGF与消化系肿瘤关系的研究新进展

张 芸, 赵 晶, 杜雅菊
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■背景资料
消化系肿瘤在人
类恶性肿瘤中占
相当大的比例, 其
发病率和死亡率
呈逐年上升的趋
势. 新生血管形成
很大程度上决定
了肿瘤细胞能否
转移, 血管内皮生
长因子(VEGF)是
最具特征性的血
管新生调节因子, 
与肿瘤的生长、
浸润、转移关系
密切, 已成为肿瘤
诊断、抗肿瘤血
管生成靶向治疗
及预后判断的研
究热点.
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Abstract
Digestive tumors account for a large portion of 
human malignancies, and their incidence and 
mortality are on the rise. Neovascularization 
plays a critical role in the metastasis of tumors. 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is 
one of the best characterized angiogenic regula-
tors. There is close relationship between VEGF 
and tumor growth, invasion and metastasis. 
VEGF has become a research hot for diagnosis, 
targeted therapy and prognosis of tumors. The 
purpose of this review is to review the recent 
progress in understanding the relationship be-
tween VEGF and digestive tumors.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Di-
gestive tumors; Invasion

Zhang Y, Zhao J, Du YJ. Progress in understanding the 
relationship between vascular endothelial growth factor 

and digestive tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(26): 2703-2708

摘要
消化系肿瘤在人类恶性肿瘤中占相当大的比
例, 其发病率和死亡率呈逐年上升的趋势. 新
生血管形成很大程度上决定了肿瘤细胞能否
转移, 血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)是最具特征性的血管新
生调节因子, 与肿瘤的生长、浸润、转移关系
密切, 已成为肿瘤诊断、抗肿瘤血管生成靶向
治疗以及预后判断的研究热点. 本文就VEGF
与消化系肿瘤关系研究新进展做一综述.

关键词: 血管内皮生长因子; 消化系肿瘤; 浸润
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0  引言

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)是1989年初Ferrara等[1]在体外培养

牛垂体滤泡星状细胞时分离纯化出来的, 通过

与血管内皮上的相应受体(vascular endothelial 
growth factor receptor, VEGFR)结合促进内皮细

胞增殖, 同时可增加血管通透性使内皮细胞迁

移, 诱导肿瘤血管生成, 维持肿瘤的继续生长. 
VEGF是目前发现的活性和专属性最强的血管

生成因子[2].  

1  VEGF概述

1.1  VEGF特征 VEGF是由2条相同多肽链通

过二硫键组成的二聚体蛋白, 相对分子质量为

46 000 Da. 人类VEGF基因由8个外显子和7个
内含子构成, 可编码5种亚型: VEGF121、145、
165、189、206, 人体内以VEGF165表达为主, 
不同亚型在不同部位发挥不同的作用 ,  因为

不同部位的微环境对他们有不同的影响[3]. 除
VEGF外, 还发现一些与VEGF结构、功能相似

的多肽, 包括VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、

■同行评议者
李勇, 副教授, 上
海中医药大学附
属市中医医院消
化科; 马欣, 主任
医师, 甘肃省人民
医院消化科
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■研发前沿
本 文 主 要 研 究
V E G F 与 消 化 系
肿瘤发生发展及
治 疗 的 关 系 ,  但
是 V E G F 与 其 他
血管形成相关的
生长因子的关系
及 V E G F 的 具 体
信号传导通路尚
不 明 确 ,  亟 待 进
一步研究.

VEGF-E及胎盘生长因子(placenta growth factor, 
PIGF), 组成了VEGF家族, 其中VEGF-C被认为

与淋巴结转移密切相关[4].
1.2  V E G F受体  为受体型酪氨酸激酶 ,包括

VEGFR-1(fms样酪氨酸激酶, Flt-1), VEGFR-2、
K D R/F I R-1(激酶结构域受体/胎肝激酶受体

-1)、Fl t-4以及近年发现的内皮细胞表面球蛋

白NRP-1[5]. VEGFR主要存在于血管内皮细胞

(vascular endothelial cells, VEC), 在造血干细

胞、巨噬细胞、单核细胞、血小板、卵巢癌细

胞和黑色素瘤细胞上也有表达, 这些细胞中只

有VEC对VEGF反应强烈[6]. Flt-1主要存在于人

胎盘和血管内皮细胞, KDR/FIR-1可表达于所

有内皮细胞, Fl t-4在成人仅表达于淋巴管内皮

细胞膜, 其中以KDR/FIR-1为主传递增殖信号[7]. 
VEGF与定位于血管内皮细胞表面的特异性受

体结合后,促进内皮细胞增殖、游走、血管腔的

形成及血管通透性的增加[8]. 

1.3  VEGF功能

1.3.1 促进血管内皮细胞增殖: VEGF作为特异性

的血管内皮细胞分裂素, 能够刺激体外的血管内

皮细胞发生有丝分裂和迁移, 以及体内血管的形

成, 目前已经确定的能促进内皮细胞增殖的主要

是VEGF-A121和VEGF-A165. Moreira等[9]对结直

肠癌的研究过程中发现, VEGF高水平表达, 并
与其受体结合,促进血管内皮细胞的有丝分裂, 
从而促进肿瘤血管的新生.
1.3.2 增加血管通透性: VEGF可以增加血管的通

透性,尤其是微小血管的通透性, 引起血浆蛋白

渗漏到细胞外基质, 为肿瘤细胞的生长和新生

毛细血管网的建立提供营养.
1.3.3 促进血管支持物的生成: VEGF能诱导内皮

细胞表达尿激酶型纤溶酶原激活因子(uPA)、组

织型纤溶酶原激活因子(tPA)及尿激酶型纤溶酶

原激活因子受体(u PAR)等, 从而促使渗透到血

管外区域的血浆蛋白形成血浆蛋白凝块, 作为

血管新生的支持物.
1.3.4 抑制肿瘤细胞凋亡: 有实验证明[10]VEGF阳
性肿瘤细胞的增生与对照组差异无统计学意义,
但凋亡细胞的数目明显下降, 而且NOS(一氧化

氮合酶)活性也增强[11].

2  VEGF与消化系肿瘤

2.1 食管癌 中国是食管癌的高发国家, 食管癌具

有早期浸润和转移的特点. Cavazzola等[12]用免

疫组织化学法检测到食管腺癌标本VEGF阳性

率是46.8%, Verbeke等[13]用相同的方法检测到食

管鳞癌标本VEGF阳性率为69%, Takala等[14]也证

实食管腺癌和鳞癌中VEGF阳性表达率不同, 并
证实VEGF与食管癌的浸润深度有关; Lu等[15]曾

报道VEGF的表达情况与食管癌的分化程度、

浸润深度及TNM分期有关; Yang等[16]研究发现

VEGF高度表达导致CD80表达下降, 导致免疫系

统功能障碍, 从而使食管癌细胞逃离免疫监视, 
促进食管癌的进展; Nakatani等[17]用RT-PCR法测

定食管梭形细胞癌HN-Eso-1细胞系VEGF-A、

VEGF-C、VEGF-D 和VEGFR-1, VEGFR-2的表

达情况, 结果发现VEGF-A、VEGF-C、VEGF -D
和VEGFR-1, VEGFR-2表达与细胞自分泌有关,
并且VEGF高度表达使食管癌细胞在抗肿瘤治

疗中脱逃; 后一观点同样得到Gholamin等[18]的证

实; Naumnik等[19]用免疫组织化学法检测食管癌

标本VEGF-C、VEGF-D的表达情况, 结果发现

VEGF-C和VEGF-D高度表达与淋巴转移有关, 
尤其VEGF-C表达水平可作为预测食管癌淋巴结

转移独立的危险因子, 对局限性进展期食管癌患

者, 即使曾行食管切除术, VEGF-C和VEGF-D过

表达也提示预后不良. 有学者[20]应用分子成像技

术, 对胃镜检查提示为食管不典型增生者的表皮

生长因子(epidermal growth factor, EGF)、人表皮

生长因子-2(human epidermal growth factor recep-
tor 2, HER-2)和VEGF进行探查, 以评估不同患者

的基因表达谱, 实时监控患者对治疗的反映性, 
这种技术突破了目前检测手段的限制, 为食管癌

的个性化治疗奠定了基础.
2.2 胃癌 胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 在
癌症病死率中排列第2位, 如何通过检测胃癌患

者某些体液因子的表达来早期诊断、评估预后

并制订个体化治疗方案尤为重要. Lieto等[21]发

现胃癌组织中VEGF阳性率为48%, 且发现经手

术治疗的患者VEGF的含量与患者生存时间高

度相关, 比肿瘤TNM分级更能准确地反映患者

预后; Yang等[22]研究结果表明处于T3-T4期、有

血管浸润、淋巴结转移、肝脏和腹膜转移的胃

癌患者VEGF阳性率显著高于T1-T2期、无血管

浸润、淋巴结、肝脏和腹膜转移者, VEGF高度

表达者肿瘤血管形成更活跃, 5年生存率更低, 同
时提出VEGF可作为判断胃癌的预后生物学指标, 
并可作为治疗胃癌的新靶点. Deguchi等[23]证实

VEGF-C和VEGF-D在胃癌组织中阳性表达率分

别是88%和63%, VEGF-C表达在淋巴结转移分

期Ly+N-期显著高于Ly-N+期, 并指出VEGF-C
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和VEGF-D在胃癌早期的淋巴道转移有重要作

用, VEGF-D主要通过自分泌和旁分泌机制促

进肿瘤血管、淋巴管的形成, 并促进肿瘤细胞

增殖, 抑制肿瘤细胞凋亡[25]; Han等[24]也证实胃

癌组织中VEGF-C表达高于正常组织, 阳性率是

54.9%, 其中淋巴结转移患者VEGF-C表达显著

高于无淋巴结转移者; Zhou等[26]用PCR-PFLP法
分析VEGF的基因多态性, (包括VEGF-634 G/C, 
VEGF+936 C/T和VEGF+1612 G/A), 发现在胃

癌患者中VEGF+1612AA基因型表达显著高于

对照组, 而贲门癌患者VEGF+1612AA基因型

表达低于非贲门癌者, Laurens分型为弥漫型的

胃癌者1612AA基因型表达显著高于肠型者, 而
VEGF-634 G/C, VEGF+936 C/T基因多形性与

胃癌的发生、发展无关, 从而证实VEGF +1612 
G/A基因多形性可能是汉族中国人胃癌发生的

高危因素, 并提出基因型的差异与地域和胃癌

的Lauren's分型关系密切. 有学者[27]证实抗血管

内皮生长因子受体-2抗体“ IMC-1121B” 在
胃癌治疗中将有广泛的前景, 还有研究指出[28], 
VEGF-A在弥漫性胃癌中的促进血管形成作用

更显著, 并提出以VEGF-A为靶点的治疗方法对

弥漫性胃癌更有效, 而对局限性胃癌效果甚微.
2.3 肝癌 原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤

之一, 其病死率在消化系统肿瘤中居第3位, 仅
次于胃癌和食管癌, 近年来其发病率有上升趋

势, 肝癌为血管丰富的肿瘤, 而VEGF在肿瘤血

管生成中具有极其关键的作用, 因此VEGF在
肝癌的研究中日益受到重视. H u等 [29]研究发

现在AFP阴性的肝癌组织中VEGF的阳性率是

59.9%, VEGF对预测AFP阴性的肝癌根治术后

者的生存和复发有重要意义. Gadelhak等[30]用

ELISA法检测血清p53 Abs(p53抗体)和VEGF表
达水平, 并研究他们与AFP的关系, 发现肝癌患

者和肝硬化患者血清VEGF的表达显著高于健

康人, 但肝癌和肝硬化患者之间VEGF的表达无

明显差异, P53 Abs或VEGF与AFP浓度之间无任

何相关性, 但是在AFP阳性病例中VEGF的表达

率达85.3%, P53抗体的累积表达为83.3%. 此外, 
P53基因抗体阳性的患者VEGF表达水平高, 因
此两者联合检测可用于肝癌患者的筛选. 还有

学者[31]认为, VEGF、缺氧诱导因子-1α(hypoxia 
inducible factor-1α, HIF-1α)、基质金属蛋白酶

-2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)是进展期

肝癌淋巴结转移的3个独立危险因素, 三者联合

检测可作为肝癌是否发生淋巴结转移的预测

因子; Kemik等[8]发现肝癌患者血清VEGF-A 及
VEGFR-1表达显著高于健康人, VEGF-A阳性表

达见于肝癌晚期或已发生转移者, VEGFR-1与
肝癌转移、分化程度及分期有关, 提示VEGF-A
及其受体V E G F R-1参与肝癌的进展、转移 ; 
Treska等[32]用ELISA法检测经导管静脉化疗栓

塞后肝癌患者血清中VEGF的浓度, 发现在接

受化疗栓塞1-2 d后血清VEGF浓度呈短暂性升

高, 且上升程度与肿瘤大小、分期及血管与淋

巴的浸润能力高度相关, 说明VEGF短暂上升的

程度越高, 远处转移可能性越大, 预后越差. 有
研究表明[33]VEGF基因多态性是肝癌预后不良

的独立危险因素, 该研究用生物快照和Taq Man
技术分析接受肝移植治疗的肝癌患者V E G F
的7种基因型(rs699947, rs1570360, rs2010963, 
rs3024997, rs3025010, rs3025035, rs3025039)发
现: rs3025030和肝移植后复发显著相关, 可作

为预测肝移植复发的遗传标记. 在治疗上, 联合

应用VEGF受体选择性抑制剂PTK/ZK和干扰素

(interferon, IFN)以及5-氟尿嘧啶(5-FU)能显著地

抑制体内肝癌细胞的生长, 并且PTK/ZK能促进

IFN/5-FU诱导肝癌细胞凋亡, 从而使其的抗肿

瘤效果增强[34]; 有学者[35]分析肝上皮样血管内皮

瘤(epithelioid hemangioendothelioma, EHE)细胞

中VEGF及其受体的表达发现, 抗VEGF的化疗

药物能够减小肿瘤体积, 对不能切除和转移性

肿瘤有效, 并可作为肝移植术后的辅助治疗.
2.4 胰腺癌 胰腺癌近年来发病率明显上升, 恶性

程度高, 发展快, 早期诊断十分困难, 治疗效果

不理想, 死亡率很高. Talar-Wojnarowska等[36]指

出, VEGF是胰腺癌微血管形成所必需的, 其在

胰腺癌的生长和浸润中有重要作用, 胰腺癌患

者血清中VEGF的浓度显著高于慢性胰腺炎者, 
并且VEGF基因型+405C/C有致胰腺癌的作用, 
但是血清VEGF浓度与VEGF基因多态性无关. 
Koch等[37]证实了VEGF-D促进胰腺癌淋巴结转

移; Chang等[38]用ELISA法测定血清VEGF、可

溶性血管内皮生长因子受体-1(sVEGFR-1), 发
现胰腺癌患者血清VEGF和sVEGFR-1水平显著

高于正常对照组, 且sVEGFR-1与胰腺癌分期有

关, 并发现VEGF与sVEGFR-1的比值越高, 胰腺

癌预后越不良; 对转移性胰腺癌患者VEGF高度

表达者无进展生存率和总生存率低于低度表达

者[39]; 治疗上, Hotz等[40]报道, 抗VEGF受体制剂

如SLT-VEGF融合蛋白(由VEGF和志贺样毒素A
亚型组成)可以抑制胰腺癌生长和扩散, 提高14
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周生存率, 联合应用抗VEGF受体制剂与吉西他

滨治疗胰腺癌比单用吉西他滨显著延长生存时

间, 提高治疗效果. 
2.5 胆管癌 胆管癌是一种恶性程度高, 难于早期

诊断的恶性肿瘤, 迄今为止, 大多数胆管癌患者

在确诊时肿块已经无法切除, 其病程平均少于12 
mo, 5年生存率仅5%. Yoshikawa等[41]用免疫组织

化学法检测胆管癌标本中VEGF的表达水平, 发
现VEGF在肝内胆管癌的阳性率为53.8%, 在肝

外胆管癌的阳性率为59.2%, 并发现VEGF过表

达与胆管癌肝内转移和血行转移有关; Aishima
等[42]研究表明VEGF-C促进肝内胆管癌边缘淋

巴管形成, 与胆管癌淋巴道浸润关系密切, 有淋

巴结转移的胆管癌者VEGF-C阳性率是80%, 因
此VEGF-C表达可作为判断胆管癌预后的生物

学指标; 最近一项研究发现[43], 多激酶抑制剂

“索拉菲尼”可以通过抑制RAF激酶、VEGF
和血小板衍生生长因子(platelet-derived growth 
factor, PDGF)的活性而抑制胆管癌细胞增殖并

诱导其凋亡, 在胆管癌治疗中发挥了强大的抗

肿瘤活性.
2.6 结直肠癌 结直肠癌包括结肠癌与直肠癌, 
易发生淋巴结转移和肝转移. 近年来由于饮食

结构和生活习惯的改变, 其发病率和死亡率呈

逐年增高的趋势. VEGF对结直肠癌的浸润和

转移起极为重要的作用. Bendardaf等[44]研究

发现, VEGF在结直肠癌中阳性率达50%, 而在

正常结直肠黏膜和腺瘤中几乎无表达, 还发现

Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ期结直肠癌患者VEGF阳性率分

别是47%、50%、70%, VEGF在左半结肠和直

肠的表达率高于右半结肠, VEGF的阳性表达

与结直肠癌的分化程度、浸润深度、淋巴结转

移、Dukes分期、远处转移、淋巴/脉管肿瘤栓

子形成有关, Dukes分期愈晚者VEGF的阳性率

愈高, 这提示VEGF是一个有助于判断预后的指

标, 也表明对VEGF高度表达者应加强术后的

辅助治疗[45]; Toiyama等[46]等研究也证实了分析

直肠癌VEGF表达水平有助于判断直肠癌术后

患者放化疗的疗效, 预测全身性并发症的发生; 
Morales-Gutiérre等[47]用ELIAS法检测结直肠癌

组织和结直肠癌周围组织VEGF的表达水平, 发
现癌组织VEGF的表达显著高于癌的周围组织, 
癌肿中心组织与癌肿周围组织VEGF含量的比

值大于2的结直肠癌患者生存时间更长. 有研究

表明[48], VEGF基因型+936C/T与结直肠癌发生

部位有关, 其杂合子10.7%位于近端结肠, 35.2%

位于远端结肠, 54.1%位于直肠, 具有+936T/T基
因型结直肠癌者生存率高, 总生存率可达100%, 
VEGF的基因型可作为结直肠癌患者随访和治

疗效果的监测指标. Huang等[49]研究含有VEGF
和组织因子(TF)的融合蛋白(rVEGF-TF)在结肠

癌模型中抑制肿瘤生长能力中发现, 注入rVE-
GF-TF的肿瘤组织能够形成血栓和坏死, 并指出

rVEGF-TF肿瘤血管闭塞是治疗肿瘤潜在的有效

方法.

3  结论

异常活跃的血管生成是恶性肿瘤生长、增殖、

转移及扩散的一个重要条件. 近年来, VEGF及其

家族成员被认为在调节肿瘤血管生成中起极其

重要作用, 在临床治疗中的应用亦受到越来越多

的关注. 检测肿瘤组织中VEGF含量不仅有利于

了解肿瘤的生物学行为, 对评估手术时机及选择

合理治疗方案判断预后都有重要意义. VEGF现
已成为癌症治疗的新靶点, 抗VEGF药物作为肿

瘤治疗的一种重要的新手段, 显示出了广阔的应

用前景, 将在肿瘤的综合治疗中发挥越来越重要

的作用. 但目前还有许多问题尚未解决, 如VEGF
家族是影响新生血管生成的主要因子但不是唯

一因子, 临床发现成纤维细胞生长因子、转化生

长因子、肿瘤坏死因子等也与血管生成有关, 而
VEGF家族与其他生长因子的关系有待进一步的

研究. 另外, VEGF家族中的部分成员的特性, 如
作用机制、信号传导等仍然不十分清楚, 在未来

的一段时间, VEGF及其家族成员仍将是多个学

科研究的热点问题之一.
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■背景资料
食管癌是世界上
六大常见的恶性
肿瘤之一, 目前仍
是引起人类死亡
的主要原因, 所以
寻求食管癌的综
合治疗方法是治
疗食管癌的方向
之 一 .  细 胞 分 化
疗法与PDT疗法
相结合能否提高
PDT疗效对临床
具有重要的指导
意义，因此食管
癌细胞的分化诱
导是否能影响光
动力学效应的探
究能对食管癌临
床治疗提供理论
指导.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of all-trans reti-
noic acid (ATRA)-induced cell differentiation on 
photodynamic sensitivity of human esophageal 
cancer cell line KYSE-70.

METHODS: Both well and poorly differenti-
ated KYSE-450 cell lines were used in this study. 
KYSE-70 differentiation was induced with 1 
µmol/L ATRA and evidenced by cell morphol-
ogy and proliferation. Phototoxicity after pho-
todynamic therapy (PDT, 450 nm) was detected 
by MTT assay. Apoptosis was measured by flow 
cytometry, and morphology of apoptotic cells 
was visualized after Hoechst 33342 staining.

RESULTS: Cells after ATRA treatment exhibited 
increased size, reduced cytoplasmic and nuclear 
density, and nuclear enlargement. Cell growth 
was inhibited compared to control cells. After 
PDT treatment, the survival of well differentiated 
KYSE-450 cells and ATRA-treated KYSE-70 cells 
were reduced compared to poorly differentiated 
KYSE-70 cells. Cell viability differed significantly 
between ATRA-treated and non-treated KYSE-70 
cells after PDT treatment (54.28% ± 3.64% vs 
36.23% ± 7.43%, P < 0.001). The percentage of 
apoptotic cells in ATRA-induced KYSE-70 cells 
was less than that in non-treated KYSE-70 cells 
(18.1% vs 33.3%, P < 0.05).

CONCLUSION: ATRA-induced cell differen-
tiation decreases photodynamic sensitivity of 
esophageal cancer KYSE-70 cells possibly by in-
ducing resistance to apoptosis.

Key Words: Esophageal cancer; Cell differentiation; 
Photodynamic therapy; ALA
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Photodynamic sensitivity of esophageal cancer KYSE-70 
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摘要
目的: 研究全反式维甲酸(ATRA)对低分化食
管鳞癌细胞系KYSE-70的分化诱导作用及对
光动力学疗法(photodynamic therapy, PDT)的
应答敏感程度.
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■研发前沿
目前此领域的研
究热点、重点是 
有关PDT的作用
机制和影响PDT
疗效因素的研究, 
新型光敏剂的研
发 ,  P D T 治 疗 与
其他治疗方法的
结合.

方法: 以高分化食管鳞癌细胞KYSE-450和低
分化食管鳞癌细胞KYSE-70为研究对象, 用1 
µmol/L ATRA为诱导剂, 诱导KYSE-70细胞从
低分化状态向高分化状态分化, 通过细胞形态
学、增殖实验来验证; 细胞以1 mmol/L ALA 
处理, 不同剂量的450 nm蓝光照射, MTT法测
定PDT对细胞的光毒毒性; 流式细胞法测定
PDT诱导的凋亡水平, Hoechst 33342染色后观
察凋亡细胞的胞核形态.

结果: 经ATRA处理后, 诱导组与对照组相比, 
细胞变扁平、体积增大、胞质密度减低、核
变大、核密度亦减低、细胞生长缓慢. 高分
化KYSE-450、分化诱导后的KYSE-70细胞和
未诱导KYSE-70细胞用ALA处理后进行蓝光
PDT, MTT结果显示高分化KYSE-450和分化
诱导后KYSE-70的细胞存活率明显高于未诱
导细胞, 而高分化KYSE-450细胞敏感性略微
低于分化诱导后的KYSE-70细胞. 当光剂量
为225 mJ/cm2时, 诱导前后细胞存活率分别为
36.23%±7.43%和54.28%±3.64%, 有极显著
差异(P <0.001); 分化诱导后的KYSE-70细胞凋
亡率(18.1%)亦低于未诱导的细胞(33.3%).

结论: 经分化诱导后的食管鳞癌细胞PDT敏感
性明显差于未诱导的食管鳞癌细胞, 提示细胞
分化诱导疗法不仅不能增强PDT效应, 反而降
低疗效; 细胞分化诱导对PDT效果的影响部分
通过抑制凋亡而实现.

关键词: 食管癌; 细胞分化; 光动力学疗法; ALA
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0  引言

光动力学疗法(Photodynamic therapy, PDT)是近

20多年来应用于浅表肿瘤临床治疗的一种非手

术替代疗法[1]. 选择性存积于肿瘤细胞内的光敏

剂经特定波长的光照射激发后, 发生光物理化

学反应, 产生活性氧等[1-3], 导致肿瘤细胞凋亡或

坏死[4]; 或通过破坏肿瘤组织内的微血管循环系

统, 使肿瘤细胞缺氧或营养匮乏而衰竭. 虽然以

ALA为光敏剂的PDT(ALA-PDT)已经用于食管

癌变的治疗[5], 但其具体杀伤机制还不十分清楚, 
而且许多因素能影响PDT的效果[7-11]. 我们前期

实验初步发现食管癌不同分化状态具有不同细

胞内光敏剂合成蓄积能力并呈现PDT敏感性的

差异[6], 为进一步验证食管癌细胞分化对PDT疗
效的影响, 本研究利用公认的分化诱导剂全反

式维甲酸对低分化的食管鳞癌KYSE-70细胞进

行分化诱导, 并观察诱导分化后细胞对PDT处理

的敏感性变化, 以期为临床提供理论指导.

1  材料和方法

1.1 材料 高分化食管鳞癌细胞KYSE-450和低

分化食管鳞癌细胞KYSE-70由美国ATCC提供. 
5-ALA由PhotoCure ASA(挪威)提供. Bradford 
BCA蛋白质测定试剂盒购自Pierce公司. 流式双

染试剂盒购自Biovision公司, 流式细胞仪为EP-
ICS XL-MCL(Beckman Coulter公司, 美国). 荧
光显微镜为Nikon TS100. MTT为Promega产品, 
RPMI 1640培养液购自Solarbio, 全反式维甲酸

(ATRA)及其他试剂均购自Sigma.
1.2 方法 
1.2.1分化诱导的细胞增殖实验: 生长至80%左

右融合的KYSE-70细胞用胰蛋白酶-EDTA消

化, 按1.6×104个细胞/孔接种到96孔培养板, 
37 ℃ 50 mL/L CO2培养箱培养过夜, 使细胞充

分贴壁. 次日用含0.1 µmol/L、1.0 µmol/L、
10.0 µmol/L、50.0 µmol/L ATRA的无血清

RPMI 1640液孵育细胞, 并设血清组和无ATRA
空白对照, 分别孵育24 h、48 h、72 h、96 h后, 
每孔加入20 µL MTT液, 37 ℃ 4 h, 测定490 nm
处的光吸收值. 所有试验均设5个平行孔, 至少

重复2次. 以血清组对照孔设置为100%, 其他试

验孔以此为对照计算细胞存活率(%).
1.2.2 分化形态学鉴定: 生长至80%左右融合的

KYSE-70细胞用胰蛋白酶-EDTA消化, 接种4×
105个细胞至6孔培养板, 37 ℃ 50 mL/L CO2培养

箱培养过夜, 使细胞充分贴壁. 次日用含1 µmol/L 
ATRA的无血清RPMI 1640液孵育72 h, 隔天换

液, 在倒置显微镜下仔细观察并拍照, 记录细胞

状态. 之后利用Hoechst 33342染色, 工作浓度4 
µg/mL, 染色时间10 min, 收获细胞, PBS洗涤一

次后荧光显微镜观察. 以上操作须在弱光下进

行, 所有试验均设3个平行孔, 至少2次重复试验.
1.2.3 PDT处理及细胞存活率测定: KYSE-70、
KYSE-450细胞按1.6×104个细胞/孔接种到96孔
培养板, 次日用含1 µmol/L ATRA的无血清RPMI 
1640液孵育细胞72 h后, 吸去ATRA诱导液, 用含

1 mmol/L ALA的无血清RPMI 1640液孵育4 h后, 
立即PDT处理. 采用可见蓝光(波长450 nm)照射, 
光照剂量设定7.5 mJ/cm2, 75 mJ/cm2, 150 mJ/cm2, 
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■相关报道
本课题组曾以高
分化食管鳞癌细
胞KYSE-450和低
分化食管鳞癌细
胞KYSE-70为研
究对象, 利用荧光
分光光度法测定
不同浓度ALA处
理后细胞内PpIX
的 浓 度 ,  分 别 使
用不同剂量的红
光和蓝光对细胞
进 行 照 射 处 理 , 
MTS法测定PDT
对细胞的光毒毒
性 ;  发 现 高 分 化
KYSE-450细胞比
低分化KYSE-70
细胞具有更强的
PpIX合成或累积
水平, 高分化细胞
虽然PpIX产量高
于低分化细胞, 但
无论是红光PDT
还是蓝光PDT, 其
敏感性均明显差
于低分化细胞.

225 mJ/cm2, 300 mJ/cm2, 并设无光照射和无ALA
空白对照. 处理完毕立即更换新鲜含10%小牛血

清的培养液, 37 ℃ 50 mL/L C O2培养箱孵育24 
h. 然后每孔加入20 µL MTT液, 37 ℃ 4 h, 测
定490 nm处的光吸收值. 所有试验均设6个平

行孔 ,  至少重复2次 .  以无ALA但用相同光剂

量处理的对照孔设置为100%, 其他试验孔以此

为对照计算细胞存活率(%)并绘图.
1.2.4 细胞凋亡染色鉴定: 生长至80%左右融合

的KYSE-70细胞用胰蛋白酶-EDTA消化, 接种4
×105个细胞至6孔培养板, 37 ℃ 50 mL/L CO2培

养箱培养过夜, 使细胞充分贴壁. 次日用含不同

浓度ATRA的无血清RPMI 1640液孵育72 h, 隔
天换液, 并设KYSE-70和KYSE-450对照组, 孵育

72 h后用含1 mmol/L ALA的无血清RPMI 1640
液孵育4 h后, 立即PDT处理. 采用可见蓝光(波
长450 nm)照射, 光照剂量为225 mJ/cm2和270 
mJ/cm2(细胞杀伤率均为75%), 倒置显微镜观察

并拍照, 记录细胞状态. 之后利用Hoechst 33342
染色, 工作浓度4 µg/mL, 染色时间10 min, 收获

细胞, PBS洗涤1次后荧光显微镜观察并拍照. 以
上操作须在弱光下进行, 所有试验均设3个平行

孔, 至少2次重复试验.
1.2.5 细胞凋亡流式检测: AnnexinV-FITC/PI流
式法检测细胞凋亡率. 接种4×105个细胞至6孔

培养板, 1 µmol/L ATRA的无血清RPMI 1640液
孵育细胞72 h后, 1 mmol/L ALA处理4 h, 蓝光

光照, 光剂量分别为180 mJ/cm2, 225 mJ/cm2和

270 mJ/cm2(杀伤率均为75%的光剂量). 收获细

胞, 加入500 µL的BindingBuffer悬浮细胞; 加入5 
µL AnnexinV-FITC混匀后, 加入10 µL Propidium 
Iodide, 混匀, 室温避光反应10 min, 于1 h内流式

细胞仪检测细胞凋亡率.

2  结果

2.1 食管鳞癌细胞KYSE-70分化诱导形态 ATRA
诱导72 h后的细胞变扁平, 体积增大, 胞质密度减

低, 核变大, 核密度亦减低, 细胞间隙加宽(图1).
2.2 细胞分化诱导后的增殖曲线 KYSE-70细胞

用不同浓度的ATRA处理, 分别诱导24 h、48 h、
72 h、96 h后测得的细胞存活率曲线见图2A, 各
组的A值和抑制率相比差异分别有统计学意义

(P <0.05), 药物浓度越高、作用时间越长, 其抑

制作用越强. 1 µmol/L ATRA作用72 h时, 抑制率

为0.85±0.05, 利于后续实验的检测. 其后曲线

趋于平缓, l µmol/L ATRA作用96 h后, 抑制率为

0.86±0.07, 与72 h时的抑制率基本一致, 抑制率

达到最大. 以1 µmol/L的ATRA作用KYSE-70细
胞后的MTT结果显示能显著抑制细胞增殖, 细
胞生长缓慢(图2B). 后续实验均采用l µmol/L的
ATRA浓度, 作用时间为72 h.

图 1 KYSE-70 细胞ATRA诱导72h之后的镜检和Hoechst 33342染色结果. A: KYSE-70对照组; B: KYSE-70诱导组; C: 

KYSE-70对照染色组; D: KYSE-70诱导染色组.

A B

C D
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2.3 PDT的细胞光毒毒性 高分化KYSE450、分

化诱导后的KYSE-70细胞和未诱导KYSE-70细
胞用ALA处理后进行蓝光PDT, MTT结果显示

高分化KYSE-450和分化诱导后KYSE-70的细

胞存活率明显高于未诱导细胞(图3A), 而高分化

KYSE-450细胞敏感性略微低于分化诱导后的

KYSE-70细胞. 当光剂量为225 mJ/cm2时, 诱导

前后细胞存活率分别为36.23%±7.43%和54.28%
±3.64%, 有极显著差异(P <0.001, 图3B). 结果显

示肿瘤细胞的不同分化状态影响了PDT效果, 细
胞分化诱导后增强了对PDT的抵御能力.
2.4 细胞凋亡的流式检测结果 为了解ALA-PDT
对KYSE-450和诱导前后KYSE-70细胞的光毒

性诱导的细胞凋亡状况, 使用流式细胞仪测定

细胞凋亡率. KYSE-450、KYSE-70和分化诱

导KYSE-70分别使用的光剂量为270 mJ/cm2、

180 mJ/cm2和225 mJ/cm2光照强度, 在此光剂量

下三者细胞死亡率均为75%左右. PDT后24 h 
KYSE-450细胞凋亡率为16.3%, 诱导前KYSE-70
细胞凋亡率为33.3%, 诱导后则降至18.1%(图4), 
提示抑制细胞凋亡是细胞分化增强对PDT抵御

能力的重要机制之一. 
2.5 细胞凋亡形态学结果 为进一步验证PDT诱
导的细胞凋亡, PDT处理后24 h的细胞用Hoechst 
33342染色, 荧光显微镜观察, 结果见图5. 非凋

亡细胞核染色均一, 凋亡细胞核明显凝集变亮, 
呈边缘化或裂解. 显微镜下记数的细胞凋亡率

基本与流式法结果相符.

3  讨论

许多因素能影响PDT临床疗效, 这些因素除了光

敏剂、不同波长的光[12]及氧分子[13-15]以外, 还包

括凋亡相关基因的表达状况及肿瘤细胞的分化

状态等[16-19]. 阐明影响食管癌PDT疗效的因素与

机制, 对于探讨提高PDT临床疗效的新方法和

新思路, 为临床上能够预测PDT疗效, 针对不同

肿瘤患者制定合理的个体化治疗方案, 或通过

干预癌组织的生物学性状而提高肿瘤患者临床

PDT的疗效具有重要意义. 我们前期实验初步

发现高分化食管鳞癌KYSE-450细胞比低分化

KYSE-70细胞PDT敏感性差, 为进一步验证此结

果, 我们利用ATRA对低分化KYSE-70细胞进行

■创新盘点
虽然以ALA为光
敏剂的PDT已经
用于食管癌及癌
前病变的治疗, 但
其具体杀伤机制
还 不 十 分 清 楚 , 
而且许多因素能
影响PDT的效果. 
阐明影响食管癌
PDT疗效的因素
与机制, 对于探讨
提高PDT临床疗
效的新方法和新
思路, 为临床上能
够预测PDT疗效, 
针对不同肿瘤患
者制定合理的个
体化治疗方案, 或
通过干预癌组织
的生物学性状而
提高肿瘤患者临
床PDT的疗效具
有重要意义. 本研
究结果显示经分
化诱导后的食管
鳞癌细胞PDT敏
感性明显差于未
诱导的食管鳞癌
细胞, 提示细胞分
化诱导疗法不仅
不能增强PDT效
应 ,  反 而 降 低 疗
效. 结果对食管癌
临床PDT治疗具
有指导意义.

E

图 3 PDT对肿瘤细胞的杀伤作用. A: 不同剂量蓝光PDT(450 nm)对KYSE-70、KYSE-450和ATRA诱导72 h后的KYSE-70

细胞的光毒毒性; B: 光剂量为225 mJ/cm2时PDT后的细胞存活率. aP<0.05 vs  KYSE-70.
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分化诱导, 经ALA孵育后PDT处理, 发现分化诱

导后的KYSE-70细胞具有较低的细胞PDT光毒

毒性, 结果进一步显示食管鳞癌细胞的分化影

响了PDT效果.
ALA是一种内源性光敏剂[20], 之所以称为

内源性光敏剂是因为他是细胞合成血红蛋白的

前体, ALA本身无光毒性, 而是通过他的代谢产

物原卟啉IX(PpIXp)发挥作用[21]. ALA在胞质中

经过胆色素原、尿卟啉、粪卟啉、原卟啉原Ⅲ

等途径, 进入线粒体内形成PpIX, 最后在亚铁原
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图 4 PDT诱导的细胞凋亡率. A: KYSE-450细胞阴性对照; B: KYSE-450细胞PDT后凋亡率; C: KYSE-70细胞阴性对照; D: 

诱导前KYSE-70细胞PDT后凋亡率; E: ATRA诱导组KYSE-70细胞PDT后凋亡率; F: 各组细胞凋亡率对比. 
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PI

AnnexinV-FITC

B1
0.2%

B2
0.0%

B3
99.7%

B4
0.1%

E 103

102

101

100

100             101             102            103

PI

AnnexinV-FITC

B1
4.9%

B2
14.5%

B3
77.0%

B4
3.6%

■名词解释
光动力学疗法: 经
口服或局部应用
的光敏剂能选择
性积蓄于肿瘤细
胞和组织内, 在分
子氧的存在下, 经
特定波长的可见
光激发能产生单
态氧和氧自由基
等活性物质, 导致
肿瘤细胞凋亡或
坏死.
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卟啉合成酶(Ferrochelatase)催化下成为血红素[22,23]. 
在此过程中ALA的产生受Heme的反馈抑制, 当
有外源性ALA存在的情况下则解除了这种反馈

抑制, 增强了PpIX的合成. 另外限速酶亚铁原卟

啉合成酶亦有PpIX合成调控作用[6,22]. 肿瘤细胞

内这些代谢酶活性可存在差异, 结果造成PpIX
在线粒体内的浓度有所不同, 这可以部分解释

不同肿瘤细胞的PDT敏感性差异的结果. 但本实

验分化诱导前后PDT结果表明, 分化诱导后肿瘤

细胞PDT效果较差, 况且我们前期实验结果表明

虽然高分化细胞含较高浓度的PpIX, 但具备一

定的抵御PDT毒性作用, 结果进一步提示分化程

度造成的不同PpIX积累能力并不是决定PDT效
应的唯一因素, 食管癌细胞的分化过程可能形

成了某一种机制, 增强了细胞对外界刺激的抵

御能力.
全反式维甲酸是维生素A的一种重要衍生

物[24,25], 随着全反式维甲酸治疗急性早幼粒细胞

性白血病的成功实践, 目前已广泛被作为分化

诱导剂应用于肿瘤治疗领域[26-28]. 随着分子生物

学研究的深入及对肿瘤多因素多阶段渐进发病

机理的认识, 肿瘤的临床治疗趋向于多学科综

合治疗. PDT亦能与肿瘤的其他疗法相结合, 如
手术切除后结合使用PDT杀死残留的癌细胞[29,31]. 
然而本实验中分化诱导后的KYSE-70细胞和未

诱导KYSE-70细胞用ALA处理后进行蓝光PDT, 
MTT显示经分化诱导后的食管鳞癌细胞PDT敏
感性明显差于未诱导的低分化食管鳞癌细胞, 
提示细胞分化诱导疗法不仅不能增强食管鳞癌

细胞PDT效应, 反而降低疗效. PDT对肿瘤细胞

的杀伤作用大多是通过诱导凋亡与坏死两种机

制的结合, PDT后肿瘤细胞死亡是以凋亡为主还

是以坏死为主与许多因素有关[5,16]. 本研究发现

ALA-PDT引起的分化诱导后的KYSE-70细胞凋

亡率由诱导前的33.3%降至18.1%, Hoechst 33342
染色后, 荧光显微镜下也可发现胞核凝集与裂解

等典型的凋亡特征, 显微镜下记数的细胞凋亡率

基本与流式法结果相符, 提示分化诱导后肿瘤细

图  5  K Y S E - 4 5 0 、 
KYSE-70和ATRA-KYSE-70
细 胞 A L A - P D T 处 理 后
的 H o e c h s t  3 3 3 4 2 染 色
结 果 .  A :  K Y S E - 4 5 0 细

胞 ;  B :  K Y S E - 4 5 0 细 胞

Hoechst 33342染色; C: 诱

导前KYSE-70; D: 诱导前

KYSE-70 Hoechst 33342

染 色 ;  E :  A T R A 诱 导 后

KYSE-70 细胞; F: ATRA

诱导后KYSE-70 Hoechst 

33342染色.

A B

D

E F

C

■同行评价
本实验设计合理, 
采用方法实用, 结
果 可 靠 ,  结 论 客
观, 对临床治疗有
指导意义.
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胞对PDT的抵御作用部分通过抑制凋亡而实现.
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亦发现该中药具
有良好的抗肿瘤
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移植瘤抑制作用
及其抗肿瘤机制
的文献报道. 

潘国凤, 首都医科大学附属北京世纪坛医院 北京市 100038
杨庆, 刘安, 朱晓新, 中国中医科学院中药研究所 北京市 
100700
潘国凤, 医学博士, 主治医师, 主要从事肿瘤内科临床与中药药
理学研究.
科技部国际科技合作计划基金资助项目, No. 2005DFA31000
作者贡献分布: 本研究在朱晓新指导下由潘国凤设计; 研究过程
由潘国凤与杨庆主要参与; 受试药由刘安提供; 数据分析及论文
写作由潘国凤完成.
通讯作者: 朱晓新, 博士, 研究员, 100700, 北京市东直门南小街
16号, 中国中医科学院中药研究所. zhuxx59@yahoo.com.cn
电话: 010-64056154  
收稿日期: 2011-04-27   修回日期: 2011-06-21
接受日期: 2011-06-28   在线出版日期: 2011-09-18

Antitumor activity of active 
components alignment isolated 
from Stellera chamaejasme 
L. in nude mice bearing 
subcutaneous BEL-7402 
hepatoma

Guo-Feng Pan, Qing Yang, An Liu, Xiao-Xin Zhu

Guo-Feng Pan, Beijing Shijitan Hospital Affiliated to 
Capital Medical University, Beijing 100038, China
Qing Yang, An Liu, Xiao-Xin Zhu, Institute of Chinese 
Materia Medica of China Academy of Chinese Medical Sci-
ences, Beijing 100700, China
Supported by: the International Science & Technology 
Cooperation Project, No. 2005DFA31000
Correspondence to: Xiao-Xin Zhu, Institute of Chinese 
Materia Medica of China Academy of Chinese Medical Sci-
ences, Beijing 100700, China. zhuxx59@yahoo.com.cn
Received: 2011-04-27    Revised: 2011-06-21 
Accepted: 2011-06-28    Published online: 2011-09-18

Abstract
AIM: To assess the antitumor activity of the ef-
fective extracts of S. chamaejasme L. (ScL) in a 
murine model of hepatocellular carcinoma and 
to explore the possible mechanisms involved.

METHODS: A tumor transplantation model was 
generated in nude mice to study the antitumor 
activity of the active components alignment 
Zp1111 in vivo. Immunohistochemistry (IHC) 
was employed to investigate the expression of 
Bcl-2 and Bax in tumor tissue. 

RESULTS: Zp1111 exhibited strong antitumor 

activity in BEL7402-bearing nude mice, with the 
relative tumor proliferation rate (T/C) less than 
60% at a dose of 187.5 or 250 mg/kg. Treatment 
with Zp1111 up-regulated Bax expression and 
slightly down-regulated Bcl-2 expression in tu-
mor tissue. 

CONCLUSION: The active components align-
ment of ScL significantly reduces BEL-7402 
proliferation in a dose-dependent manner in 
vivo possibly by up-regulating Bax expression to 
induce cell apoptosis.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Stellera 
chamaejasme L. ; Cell apoptosis; Bcl-2; Bax

Pan GF, Yang Q, Liu A, Zhu XX. Antitumor activity 
of active components alignment isolated from Stellera 
chamaejasme L. in nude mice bearing subcutaneous 
BEL-7402 hepatoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 
19(26): 2717-2722

摘要
目的: 评价瑞香狼毒药效组分抑制人肝癌细
胞株BEL-7402裸鼠皮下移植瘤作用的强度, 
并探讨其机制. 

方法: 建立人肝癌BEL-7402裸小鼠皮下移植
瘤模型研究瑞香狼毒药效组分Zp1111抗肿瘤
作用与对荷瘤裸鼠体质量与免疫器官的影响, 
免疫组织化学法检测用药前后BEL-7402皮下
移植瘤组织Bcl-2与Bax阳性表达的变化. 

结果: Zp1111对裸小鼠皮下移植瘤BEL-7402
具有较强的抑制作用, 187.5 mg/kg、250 mg/
kg(折合成生药量)剂量时对移植瘤的相对肿
瘤增殖率T/C小于60%; 该组分能显著上调
BEL-7402移植瘤组织Bax基因的表达, 但对
Bcl-2的表达影响较弱.  

结论: 瑞香狼毒药效组分在体内对人肝癌细
胞BEL-7402裸鼠移植瘤具有较强的抑制作用
并呈现一定的剂量依赖关系, 该组分具有一定
的诱导凋亡作用, 可能与上调Bax有关.  

关键词: 肝肿瘤; 瑞香狼毒; 细胞凋亡; Bcl-2; Bax  

■同行评议者
李康, 副教授, 广
东药学院药科学
院药物分析教研
室
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■研发前沿
近年来, 国内外对
瑞香狼毒化学与
药理学研究方兴
未艾. 瑞香狼毒主
要含有二萜类、
香豆素类、木脂
素类及黄酮类化
学成分, 其中瑞香
烷类化合物等萜
类化合物是该中
药特有的且具备
较好的抗肿瘤生
物活性, 而其抗肿
瘤机制是目前亟
待研究的重要内
容.

潘国凤, 杨庆, 刘安, 朱晓新. 瑞香狼毒药效组分对裸鼠肝癌

移植瘤的抑制及其机制. 世界华人消化杂志  2011; 19(26): 

2717-2722

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2717.asp

0  引言

瑞香狼毒(Stellera chamaejasme L .)是狼毒的正

品, 始载于《神农本草经》, 具有“逐水祛痰散

结”的功能, 现代临床多用于肝、肺、胃癌等

恶性肿瘤的治疗. 据文献报道, 瑞香狼毒提取物

能有效抑制小鼠移植瘤H22[1]、S-180、HePS、
lewis[2,3]与P388[4]生长, 但对人来源移植瘤抑制作

用的观察却未见文献报道, 其抗肿瘤机制有待

进一步研究证实. 目前, 众多体外研究表明瑞香

狼毒提取物具有诱导凋亡的作用[5,6], 故本研究

旨在探讨瑞香狼毒药效组分Zp1111对人肝癌细

胞株BEL-7402裸鼠皮下移植瘤的抑制作用及对

移植瘤组织Bcl-2与Bax阳性表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级BALB/C裸小鼠, ♀, 日龄35-40 
d, 体质量18-22 g, 由上海斯莱克实验动物有限

责任公司提供. 合格证编号: 沪动合证字122号. 
饲养在万级屏障系统(SPF级), 室温25 ℃, 相对

湿度60%. 人肝癌细胞BEL-7402, 由中国药科大

学新药筛选中心惠赠. 药材瑞香狼毒, 产于广西

壮族自治区, 经中国中医科学院中药所王孝涛

教授鉴定, Zp1111是瑞香狼毒生药材无水乙醇

提取, 浓缩液(挥发至无醇味)上聚酰胺柱, 依次

用水、30%、60%、100%乙醇分别洗3个柱体

积, 60%乙醇洗脱部分干燥后得到的样品. 受试

药Zp1111以适量吐温-80溶解后用无菌生理盐水

定容至所需浓度, 吐温-80终浓度为0.5%; 溶剂对

照组为含0.5%吐温-80的生理盐水溶液. 阳性药

物氟尿嘧啶注射液, 上海旭东海普药业有限公

司生产, 批号: 080401, 原包装浓度0.25 g/10 mL, 
用无菌生理盐水稀释至所需浓度. Mouse anti-
Bcl-2批号H1208, Mouse anti-Bax批号E0608, 均
为Santa Cruz公司产品, 免疫组化稀释浓度为1∶
200. 
1.2 方法 
1 .2 .1  处理 :  参考文献 [7] ,  取生长旺盛期的

BEL-7402瘤组织剪切成1.5 mm3左右, 在无菌条

件下, 接种于裸小鼠右侧腋窝皮下, 待肿瘤生长

至100-300 mm3后将动物体质量与肿瘤体积进

行配对后随机分5组: 溶剂对照组动物12只, 阳
性对照组(5-FU, 20 mg/kg)6只与Zp1111高剂量

组(250 mg/kg, 折合成生药量, 下同)、中剂量组

(187.5 mg/kg)、低剂量组(125 mg/kg)各6只; 均
为腹腔注射给药, 每周给3次. 用精密游标卡尺

测量移植瘤直径, 每周3次, 按以下公式计算肿

瘤体积、相对肿瘤体积及相对肿瘤增殖率: (1)
肿瘤体积(tumor volume, TV), 计算公式为: TV = 
1/2×a×b2(其中a、b分别表示长宽); (2)相对肿

瘤体积(relative tumor volume, RTV), 计算公式

为: RTV = TVt/TV0(其中TV0为分笼给药时, 即d0

肿瘤体积, TVt为每1次测量时的肿瘤体积); (3)
相对肿瘤增殖率T/C(%), 计算公式为: T/C(%) = 
TRTV/CRTV×100(TRTV: 治疗组RTV; CRTV: 阴性对

照组RTV), 试验结果以相对肿瘤增殖率T/C(%)
作为抗肿瘤活性的评价指标, T/C<60%为初步

有效[8]. 给药第21天, 解剖裸鼠, 剥取肿瘤与脾脏, 
称质量, 肿瘤标本用甲醛固定, 免疫组织化学检

测定Bcl-2与Bax阳性表达. 
1.2.2 结果判定: 组织化学检测对照方法: 阳性细

胞为棕黄色至黄色表达于细胞质(Bax与Bcl-2染
色部位主要在细胞质), 阴性细胞核为蓝色. 阳
性对照采用已知的阳性切片, 以PBS液作空白对

照. 在装有目镜网格测微尺的光镜高倍镜下观

察, 随机选择10个视野, 观察每个视野中阳性细

胞所占的百分比与着色强度. 结果判定标准: 染
色结果参照Fromowitz等[9]的综合计分法(表1). 
两分相加, 0分为阴性(-), 2-3分为弱阳性(+), 4-5
分为中度阳性(++), 6-7分为强阳性(+++). 

统计学处理 实验结果采用SPSS11.0统计

软件进行分析. 其中, 计量资料用mean±SD表

示, 采用方差分析检验; 小样本计数资料采用

Fisher's精确检验. 

2  结果

2.1 Zp1111对BEL-7402裸小鼠皮下移植瘤的抑

制作用及对荷瘤裸鼠体质量与脾脏的影响 瑞香

狼毒提取物Zp1111腹腔注射给药高、中剂量对

人肝癌BEL-7402裸小鼠移植瘤有较强的生长抑

表 1 免疫组织化学方法计分判定标准

     
            阳性细胞            着色强度计分

百分比(%) 计分 强度(颜色) 计分

0 0 无 0

25 1 弱(淡黄) 1

26-50 2 中(棕黄) 2

51-75 3 强(棕褐) 3

>75 4
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■相关报道
黄费祥等的实验
结 果 表 明 ,  瑞 香
狼毒醇提部位对
体外培养的肿瘤
细胞系BEL-7402, 
S G C - 7 9 0 1 和
L-1210细胞系都
具有显著的体外
抗肿瘤作用, 且与
剂量呈正相关.

表  2  Zp1111用药前后人肝癌BEL-7402裸小鼠移植瘤相对增殖率变化

     
分组 

剂量          n                     体质量(g)                   TV
      RTV T/C(%)

(mg/kg) 开始 最后           d0         d21       d0       d21

溶剂对照 12 12 18.84±0.84 22.52±0.69 201±79 1 596±491 8.54±2.28

5-FU组   20.0   6   6 19.27±1.37 22.05±1.00 200±75    763±245b 3.94±0.52a 46.11

Zp1111高剂量组 250.0   6   6 18.75±1.35 18.60±1.10b 201±76    885±297a 4.50±1.08a 52.65

Zp1111中剂量组 187.5   6   6 19.03±0.87 21.05±1.14a 199±67    900±194a 5.12±2.40 59.94

Zp1111低剂量组 125.0   6   6 18.95±0.95 21.48±0.41 199±67 1 147±286 6.12±1.34 71.60d

d0: 分笼给药时间, d21: 给药第21天; aP<0.05, bP<0.01 vs  溶剂对照组; dP<0.01 vs  阳性对照(5-FU)组. 

制作用, T/C分别为52.65%、59.94%; 低剂量对

人肝癌BEL-7402裸小鼠移植瘤抑制作用较弱, 
T/C为71.60%. 阳性对照组5-FU腹腔注射给药20 
mg/kg对人肝癌BEL-7402裸小鼠移植瘤有较强

的生长抑制作用, T/C为46.11%. Zp1111对荷瘤裸

小鼠的体质量影响很大, 高剂量组体质量下降

非常明显, 第1次给药后体质量与溶剂对照组低

2.5 g左右(平均体质量分别为17.47 g、19.94 g), 
之后, 每次给药前称取的体质量均在17.5 g左右

波动; 中、低剂量组在给药初期体质量也见明

显降低, 之后略有回升, 一般在隔2 d给药时称质

量发现体质量回升明显, 而连续两次隔天给药后

小鼠体质量丢失现象又重现, 以致根据时间-体质 量绘制的曲线呈现波形变化趋势(表2, 3, 图1-3). 
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图  1  Zp1111对BEL-7402裸小鼠移植瘤生长的影响.
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图  2  Zp1111对荷瘤小鼠体质量的影响.

对照A组

对照B组

5-FU 20 mg/kg组

Zp1111高剂量组

Zp1111中剂量组

Zp1111低剂量组

图  3  Zp1111对人肝癌BEL-7402裸小鼠移植瘤的实验治疗
作用. 

表  3  Zp1111对人肝癌BEL-7402裸小鼠移植瘤的抑制作用与脾脏指数的影响

     
分组  剂量mg/kg    体质量(g)     脾脏质量(g)       脾脏系数     瘤质量(g) 抑瘤率(%)

溶剂对照 22.52±0.69 0.2057±0.0302 0.0092±0.0012 0.90±0.15

5-FU组     20.0 22.05±1.00 0.2324±0.1114 0.0104±0.0046 0.52±0.26b    42.41

Zp1111高剂量组   250.0 18.60±1.10b 0.1481±0.0206b 0.0080±0.0010 0.56±0.22a    38.18

Zp1111中剂量组   187.5 21.05±1.14a 0.1701±0.0140a 0.0081±0.0010 0.59±0.20b    35.42

Zp1111低剂量组   125.0 21.48±0.41 0.1604±0.0196a 0.0071±0.0012a 0.77±0.18    15.00

aP<0.05, bP<0.01 vs  溶剂对照组.
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2.2 Zp1111对BEL-7402皮下移植瘤组织Bcl-2与

Bax阳性表达的影响 溶剂对照组BEL-7402移植

瘤组织内Bax的阳性表达分级在“(-)-(+)”之

间, 而Zp1111各剂量组均能提高Bax的阳性表达, 
中、高剂量组Bax的阳性表达分级均在“+”以

上, 并且大多在“++, +++”之间, 可见Zp1111能
显著提高肿瘤组织内Bax的阳性表达. 与之相对

的, 溶剂对照组BEL-7402移植瘤组织内Bcl-2的
阳性表达分级在“+, ++”之间, 而Zp1111各剂量

组均能下调Bcl-2的阳性表达, 各剂量组Bcl-2的
阳性表达分级均在“(-)-(+)”之间(表4-6, 图4, 5). 

3  讨论

瑞香狼毒始载于《神农本草经》 ,  谓其性味

表  4  Zp1111用药前后BEL-7402移植瘤组织Bax阳性表达的变化 (n  = 6)

     
分组 剂量(mg/kg)

阴性表达(n ) 阳性表达(n ) 阳性表达

        - + ++ +++   合计(n )

溶剂对照组   -       2 4  0   0      4

Zp1111低剂量组   125.0       1 2  2   1      5

Zp1111中剂量组   187.5       0 1  3   2      6

Zp1111高剂量组   250.0       0 1  2   3      6

5-FU组     20.0       0 0  2   4      6

A B

C D

图  4  BEL-7402移植瘤组织Bax免疫组织化学(×200). A: 阴性对照; B: Bax(+); C: Bax(++); D: Bax(+++).

表  5  Zp1111用药前后BEL-7402移植瘤组织Bcl-2阳性表达的变化 (n  = 6)

     
分组 剂量(mg/kg)

阴性表达(n ) 阳性表达(n ) 阳性表达

        - + ++ +++   合计(n )

溶剂对照组   -       1 1  4   0      5

Zp1111低剂量组   125.0       3 3  0   0      3

Zp1111中剂量组   187.5       4 2  0   0      2

Zp1111高剂量组   250.0       2 4  0   0      4

5-FU组     20.0       5 1  0   0      1

■创新盘点
本研究通过建立
人肝癌BEL-7402
裸小鼠皮下移植
瘤模型研究瑞香
狼 毒 药 效 组 分
Zp1111抗肿瘤作
用与对荷瘤裸鼠
体质量与免疫器
官 的 影 响 ,  并 采
用 免 疫 组 化 法
检 测 用 药 前 后
BEL-7402皮下移
植瘤组织Bcl-2与
Bax阳性表达的变
化, 是瑞香狼毒提
取物首次在人来
源裸鼠移植瘤模
型上进行的探讨
研究. 
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辛、苦、平, 有毒, 入肺、肝、脾经, 具有“逐

水祛痰散结”的功能, 主治“积聚饮食, 寒热水

气”. 现代研究表明该中药在抑制肿瘤细胞增

殖、诱导细胞凋亡、调控细胞周期、调节机

体免疫系统等方面具有突出的防治肿瘤的药

用价值. 黄费祥等[10]的实验结果表明, 瑞香狼毒

醇提部位对体外培养的肿瘤细胞系BEL-7402, 

SGC-7901和L-1210细胞系都具有显著的体外

抗肿瘤作用, 且与剂量呈正相关. 本研究前期通

过体外筛选结果发现瑞香狼毒醇提物Zp1111对
人肝癌瘤株BEL-7402具有较好的抑制作用, 对
昆明种小鼠肝癌H22皮下移植瘤的抑制率接近

50%[1], 故选用人来源的肝癌细胞BEL-7402建立

裸鼠上皮下移植瘤模型. 本实验还通过前期预

试基本确定了较为合理的药物剂量及给药频率, 
正式实验的结果与预试具有较好的一致性. 试验

中各组小鼠均未出现动物死亡事件. 由计算结果

可知, Zp1111在250 mg/kg(折合成生药量)对裸小

鼠移植瘤BEL-7402的相对肿瘤增殖率为52.65%, 
故认为该剂量具有较好的体内抗人来源肿瘤的

作用. 
凋亡是多基因严格控制的过程. Bcl-2蛋白

家族是细胞凋亡相关基因研究中研究得最多的

一类蛋白质[11]. Bcl-2蛋白家族成员, 如Bcl-w、

Bcl-x、Bax、Bak、Bad、Bim等, 他们分别既

有抗凋亡作用, 也有促凋亡的作用. 抗凋亡基因

Bcl-2与诱导凋亡基因Bax之间的二聚体化是其

功能实现或功能调节的重要形式: 当Bax同源二

聚体形成, 使诱导细胞凋亡; 随着Bcl-2蛋白表达

量上升, 越来越多的Bax二聚体分开, 与Bcl-2形
成比Bax-Bax更稳定的Bax-Bcl-2异源二聚体, 从
而中和了Bax-Bax诱导细胞凋亡的作用, 即Bcl-2
与Bax的比例调节了凋亡的发生. 焦效兰等[12]实

验表明瑞香狼毒水提物能下调Bc1-2蛋白表达: 
SGC-7901细胞Bc1-2蛋白表达率从78.3%下降到

32.9%. 本研究中, 通过免疫组化的方法检测了

瑞香狼毒药效组分Zp1111对裸小鼠BEL-7402移
植瘤细胞内的Bcl-2与Bax蛋白的阳性表达的影

响结果可知, 凋亡基因Bax在用药后显著上升, 
而抗凋亡基因没有明显下调的改变. 故推测该

提取物可能通过提高肿瘤细胞内凋亡诱导基因

Bax的含量, 而对Bcl-2有轻微下调的作用, 从而

表  6  Zp1111用药前后BEL-7402移植瘤组织Bax与Bcl-2阳性表达百分比及其比值

     
分组  Bax表达分级

  Bax阳性表达

平均百分比(%)
Bcl-2表达分级

Bcl-2阳性表达

平均百分比(%)
Bax/Bcl-2

溶剂对照组 (-)-(+)       23±7   (+)-(++)       53±18      0.43

Zp1111低剂量组 ++       57±24b   (-)-(+)       26±10a      2.19

Zp1111中剂量组 ++/+++       71±17b   -       17±7b      4.18

Zp1111高剂量组 ++/+++       73±19b   +       33±13      2.21

5-FU组 ++/+++       80±14b   -       13±7b      6.15

aP<0.05, bP<0.01 vs  溶剂对照组.

A

B

C

图  5  BEL-7402移植瘤组织Bcl-2免疫组织化学(×200). A: 

阴性对照; B: Bcl-2(+); C: Bcl-2(++).

■同行评价
本文探讨了瑞香
狼 毒 药 效 组 分
Zp1111对人肝癌
细胞株BEL-7402
裸鼠皮下移植瘤
的抑制作用及对
移植瘤组织Bcl-2
与Bax阳性表达的
影响. 实验设计合
理, 数据详实, 讨
论合理. 
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增加肿瘤细胞内Bax-Bax二聚体的比例而诱导

细胞凋亡并进而发挥药物抗肿瘤作用. Bcl-2下
降不明显或无变化的情况下, Bax蛋白表达的增

加有利于Bax-Bax二聚体的形成, 从而诱导细胞

凋亡的发生. 该药效组分诱导BEL-7402移植瘤

的凋亡作用有待于进一步通过电镜等形态学观

察验证; 若存在凋亡事件显著增加现象, 研究移

植瘤Bax mRNA的表达将有助于量化Zp1111对
凋亡基因Bax的影响. 

总之 ,  B a x蛋白表达的上调很有可能是

Zp1111诱导BEL-7402移植瘤细胞凋亡的主要机

制之一. 
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■背景资料
胆道损伤只能减
少不能避免, 故损
伤后的处理极为
重要, 然而胆管的
特殊结构及作用, 
使得修复极为困
难, 特别是远期效
果无法预知, 主要
表现在修复后的
胆道再狭窄, 因此, 
研究胆道损伤后
吻合口狭窄的机
制及相关影响因
素, 是胆道损伤的
处理的重要依据.
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Abstract 
AIM: To observe the temporal expression of scar 
formation-related factors in obstructive bile duct 
injury and to explore the effect of timing of sur-
gery on the development of bile duct stricture 
after repair of obstructive bile duct injury.  

METHODS: A canine model of obstructive bile 
duct injury was developed. HE staining and 
Masson staining were used to observe the struc-
tural changes and collagen proliferation of the 
bile duct. Immunohistochemistry was used to 
determine the expression of macrophages (MΦ), 
α-smooth muscle actin (α-SMA), and transform-
ing growth factor-β1 (TGF-β1). 

RESULTS: In the early stage of bile duct injury 

(BDL5), mucosal edema and partial rupture of 
elastic fibers occurred. Prolonged obstruction led 
to mucosal thinning, continued proliferation of fi-
broblasts and collagen formation, and irregular fi-
ber arrangement. With the prolongation of injury, 
the proliferation of collagen fibers was enhanced 
[28.47 ± 4.06(BDL5) vs 59.92 ± 9.13(BDL30)], 
and scar-related factors α-SMA, MΦ , and 
TGF-β1 were highly expressed [MΦ: 0.262 ± 
0.031(BDL0) vs 0.409 ± 0.034(BDL5); α-SMA: 0.239 
± 0.035(BDL0) vs 0.387 ± 0.018(BDL5); TGF-β1: 
0.245 ± 0.033(BDL0) vs 0.386 ± 0.029(BDL5), all 
P < 0.05]. With the further lengthening of injury 
time, the expression of the above factors was not 
enhanced [MΦ: 0.409 ± 0.034(BDL5) vs 0.422 ± 
0.023(BDL30); α-SMA: 0.387 ± 0.018(BDL5) vs 0.358 
± 0.029(BDL30); TGF-β1: 0.386 ± 0.029(BDL5) vs 
0.389 ± 0.056(BDL30), all P > 0.05]. 

CONCLUSION: The duration of bile duct injury 
has no significant correlation with excessive scar 
formation of the bile duct wall. The timing of 
repairing bile duct is not the main factor for the 
development of anastomotic stricture.

Key Words: Bile duct injury; Macrophages; Trans-
forming growth factor-β1; Smooth muscle actin

Huang Q, Liu CH, Wang C, Hu YG, Qiu LJ, Tang ZG, 
Wang ST, Lin XS, Wang SJ, Xie F. Temporal expression 
of scar formation-related factors in obstructive bile 
duct injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(26): 
2723-2729

摘要
目的: 探讨手术时机的选择对胆道修复后吻
合口狭窄的影响.

方法:  运用家犬制作梗阻型胆管损伤的动
物模型, 通过HE染色及Masson特染分析损
伤后胆管壁的结构改变及胶原增生情况, 免
疫 组 织 化 学 法 测 定 胆 管 梗 阻 损 伤 后 不 同
时间段巨噬细胞MΦ、α -平滑肌肌动蛋白
(α-smooth muscle actin, α-SMA)、转化生长因
子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)
表达情况.

■同行评议者
陈进宏, 副主任医
师, 复旦大学附属
华山医院外科
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■研发前沿
胆道损伤后吻合
口的狭窄一直是
胆道外科难以攻
克 的 难 题 ,  究 其
原因是发生机制
及影响因素不明, 
目前通过病例的
回顾性分析总结
出一些因素可能
具有相关性.

结果: 胆管损伤后早期(BDL5)出现黏膜水肿, 
部分弹力纤维断裂, 随着梗阻时间延长, 黏
膜层变薄, 成纤维母细胞及胶原组织不断增
生, 纤维呈无规则排列, 随着损伤时间的延长, 
胶原纤维增生不断增强[28.47±4.06(BDL5) 
vs  59.92±9.13(BDL30)], 但是疤痕相关因子
MΦ、α-SMA 及TGF-β1在损伤后5 d即出现
高表达[MΦ: 0.262±0.031(BDL0) vs  0.409±
0.034(BDL5), α-SMA: 0.239±0.035(BDL0) 
vs  0.387±0.018(BDL5), TGF-β1: 0.245±
0.033(BDL0) vs  0.386±0.029(BDL5), P >0.05], 
而后随着损伤时间的延长, 其表达并未出现
增高[MΦ: 0.409±0.034(BDL5) vs  0.422±
0.023(BDL30), α-SMA: 0.387±0.018(BDL5) 
vs  0.358±0.029(BDL30), TGF-β1: 0.386
±0.029(BDL5) vs  0.389±0.056(BDL30), 
P <0.05], 两者无时效关系. 

结论: 胆管损伤后时间的长短与管壁疤痕是
否过度形成无关, 故胆管修复时间不是术后吻
合口狭窄的主要因素.

关键词: 胆道损伤; 巨噬细胞; 转化生长因子-β1; 

平滑肌肌动蛋白
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0  引言

胆管损伤修复后吻合口狭窄是胆道外科医生处

理胆道损伤后最为苦恼的并发症, 他的发生不

仅给患者带来严重伤害, 而且也给胆道外科医

生再处理制造难度, 如何避免胆管手术后吻合

口的狭窄已经被大家共同讨论和分析, 但目前

仍未获得确切的相关因素和相应的对策; 同时

吻合口的狭窄与疤痕过度增生直接相关, 手术

干预时机的选择是否对术后吻合口的狭窄相关

目前仍未科学依据证实. 本实验通过动物实验, 
动态观察胆管损伤后损伤胆管壁内疤痕相关因

子的表达情况, 以求证明两者之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选用本地健康家犬60只, 雌雄不限, 平
均体质量12 kg, 自行购买家犬, 借用安徽医科大

学动物实验室进行手术及饲养观察. 饲养条件

为室温22 ℃-25 ℃, 湿度40%-60%的圈养, 自由

进水和食物. 

1.2 方法

1.2.1 分组: 随机分成5个实验组, 每组12头, 分
别为胆道梗阻5 d组(BDL5组), 胆道梗阻10 d
组(BDL10组), 胆道梗阻15 d组(BDL15组)及
胆道梗阻20 d组(BDL20组)和胆道梗阻30 d组 
(BDL30组), 由于对照组(BDL0组)的取材不影响

后期实验组, 即将5 d组同时作为对照组使用.
1.2.2 造模: 模拟临床梗阻型胆道损失的发生原

理, 分离出胆总管后再止血钳钳夹结扎进行制

作, 具体步骤为: 实验动物术前禁食12 h, 用3%
戊巴比妥钠(1 mg/kg)静注麻醉, 取仰卧位, 固定

于手术台上,备皮,碘酒、乙醇消毒手术野并铺

巾, 取右上腹腹直肌切口进腹, 首先沿着肝脏面

暴露出肝门部, 找到胆总管, 距十二指肠上缘0.5 
cm处游离出胆总管, 上下游离范围不超过1 cm, 
锐性分离、双重结扎胆总管,梗阻型胆道损伤模

型建立完毕后, 逐层关腹, 术后肌注青霉素180
万单位(2次/d)进行预防感染3 d, 普通饲养. 
1.2.3 标本收集及检测: 采集标本为损伤处胆管, 
对照组标本于制作损伤模型中已获得, 实验组

分别留待胆道梗阻后第5、10、15、20和30天
再次进腹手术, 获得损伤胆管标本

1.2.4 所需观察指标: 对所获得胆管标本进行

HE染色及Masson特染, 观察不同时间段胆管

壁结构的改变及胶原纤维的表达情况, 同时通

过免疫组化检测疤痕相关因子α-SMA、MΦ及

TGF-β1的表达情况, 免疫组化基本原理为: 一抗

和组织切片中的抗原结合后, 用生物素标记的

二抗与一抗结合, 再使用链霉素抗生素蛋白—

过氧化物酶放大系统产生低背景、高放大效果

来测定组织细胞中的抗原. 具体步骤为: 固定: 
PBS浸洗盖玻片2次, 各1 min后用4%多聚甲醛

浸泡30 min, PBS彻底浸洗盖玻片3次, 各5 min, 
空气干燥10 min后PBS浸洗2 min, 破膜: 0.5% 
Tri tonX-100(PBS配制)孵育2次, 各5 min, 3% 
H2O2去离子水孵育10 min, 以消除内源性过氧化

氢酶的活性,蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 封闭: 
正常山羊血清工作液封闭, 室温置湿盒中孵育

15 min, 倾去, 勿洗结合MΦ、α-SMA、TGF-β1
一抗: 滴加适当比例(1∶50-1∶200)稀释的一

抗, 置湿盒中37 ℃孵育3 h(用PBS缓冲液代替一

抗作为阴性对照), PBS浸洗5 min, 各3次滴加生

物素化二抗工作液, 置湿盒中室温孵育10 min, 
PBS浸洗5 min, 各3次滴加辣根酶标记链霉卵白

素工作液, 置湿盒中室温孵育10 min, PBS浸洗

5 min, 各3次DAB显色: 新鲜配制DAB-H2O2底物
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■相关报道
有 研 究 发 现
TGF-β1与胆道闭
锁肝纤维化的发
生、发展密切相
关 ,  抑制TGF-β1
的表达有望阻止
胆道闭锁患儿肝
纤维化进程, 而且
TGF-β1能够使成
纤维细胞DNA的
合成明显增加.

缓冲液, 室温避光显色5-20 min(光镜下观察: 待
细胞着棕色而背底色较淡时, 弃显色液), 蒸馏水

冲洗充分, 清除残余显色剂, 复染: 苏木素复染

30 s-1 min, 水冲洗, 脱水: 常规梯度乙醇(70%、

80%、90%乙醇各浸泡5 min 1次, 95%乙醇, 浸
泡5 min 2次、100%乙醇浸泡5 min 3次)二甲苯

透明, 中性树胶封片同时运用CMIAS多功能图

像分析系统定量测定胶原纤维、α-SMA、MΦ 
及TGF-β1的表达情况. 

统计学处理 采用SPSS13.0软件包进行统计

学分析, 计量资料采用mean±SD表示, 组间比

较采用单因素方差分析, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 损伤后不同时间段胆管壁的结构改变 HE染
色后观察到正常组犬胆管内壁表面光滑, 镜下

可见成高柱状上皮细胞, 纤维组织层中的胶原

纤维及弹性纤维排列有序. 当胆管损伤后, 早期

(BDL5、BDL10)管壁炎性细胞浸润增多, 黏膜

水肿明显, 且出现部分黏膜断裂, 上皮细胞间隙

增大, 细胞受损, 胶原纤维排列被破坏, 杂乱无

章, 成纤维母细胞及胶原纤维增生, 至梗阻后期

(BDL15、BDL20、BDL30)管壁增厚, 炎性细胞

浸润减少水肿减轻, 成纤维母细胞增生及胶原

组织增生广泛且伴玻璃样变性, 小血管增生, 黏

膜层变薄, 上皮细胞绒毛低平(图1).
2.2 损伤后不同时间胆管壁内胶原纤维的改变 
我们运用特染-Masson染色观察胆管壁内胶原纤

维的排列及增生情况, 通过Masson染色后, 胶原

被染成亮绿色, 镜下观察可见正常胆管壁内胶

原纤维排列整齐, 颜色较淡, 损伤后的胆管壁排

列整齐的胶原纤维被破坏, 取而代之的是错中

交错的排列, 且染色加深, 通过计算机图像处理

系统半定量分析胶原含量显示, 在我们观察的30 
d内, 损伤胆管壁内的胶原含量随着损伤时间的

延长而不断增加, 未见有胶原纤维增生减弱的

现象(图2, 3).
2.3 巨噬细胞(MΦ)在胆管损伤过程中的表达  
MΦ的阳性结果表达位于胆道黏膜固有层, 黏膜

下层较少, 正常胆管表达较弱, 胆管损伤后5 d及
出现高表达, 且之后一直维持在该水平, 光密度

的半定量分析提示MΦ在损伤早期即出现高表

达, 随着损伤时间的延长, 表达强度无明显增强, 
维持在高水平, 统计学分析损伤各组见无统计

学意义(图4-7). 
2.4 α-SMA在胆管损伤过程中的表达 α-SMA
表达位于肌成纤维细胞(M F B)、平滑肌细胞

胞质和细胞膜, 正常胆管壁平滑肌组织表达较

弱, 胆管损伤后持续高表达, 对照组胆管α-SMA
表达较弱/+, 损伤胆管呈现高表达, 半定量分析

α-SMA的表达与损伤时间无关, 光密度值在损

A CB

D FE

100 mm 100 mm 100 mm

100 mm 100 mm 100 mm

图 1 不同时间段胆管梗阻损伤后受损胆管的HE染色(×100). A: 对照组; B: BDL5组; C: BDL10组; D: BDL15组; E: BDL20组; 

F: BDL30组.
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■应用要点
该文集中讨论临
床上争议的问题, 
该结论的确立将
减少梗阻性胆道
损伤患者因修复
时间的选择带来
的身心创伤, 也进
一步证实胆道修
复后远期效果的
获得主要靠手术
的精细操作和修
复方式决定, 减少
医师再处理胆道
损伤上的自欺欺
人及犹豫, 减轻患
者的痛苦. 

伤胆管组间无统计学意义(图5, 7). 
2.4 TGF-β1在胆管损伤过程中的表达 TGF-β1表
达位于肉芽组织、成纤维细胞、巨噬细胞、及

血管内皮细胞的胞质和细胞膜, 正常胆管壁组

织中表达弱, 胆管损伤后持续高表达, 对照组胆

管TGF-β1表达较弱, 损伤胆管内持续高表达, 定
量分析TGF-β1的表达与损伤时间无关, 损伤胆

管组中吸光度值无统计学差异(图6, 7). 

3  讨论

胆道损伤随着腹腔镜在基层的不断普及而有上

升趋势[1], 他的发生一直是困扰胆道外科医生的

一个难题, 不仅其处理难道大, 更重要的是其处

理不当后导致严重后果, 突出表现为修复后的

胆道再狭窄, 因此, 如何才能获得修复后的良好

远期效果一直是胆道外科医生努力的方向. 目

前对于造成狭窄的相关因素的临床分析研究较

多[2-4], 但目前没有科学的实验依据和数据佐证

这些因素; 同时目前研究发现疤痕形成是创伤

性组织愈合的一个病理生理过程, 胆肠吻合口

也不例外[5], 而疤痕的形成离不开胶原及瘢痕相

关因子的增生和表达, 目前的胆道损伤再狭窄

的基础研究主要集中在组织细胞的凋亡上[6], 对
于时机选择是否影响再狭窄未见报道. 本实验

通过观察损伤胆管壁不同时间段内胶原纤维及

瘢痕相关因子α-SMA、MΦ及TGF-β1的表达情

况, 分析手术干预时机是否对术后吻合口狭窄

产生影响. 
正常胆管是一种纤维弹性薄壁管道, 黏膜

下主要为大量纤维组织, 平滑肌成分较少, 当胆

管损伤后, 黏膜下纤维成分断裂, 愈合过程中大

量纤维细胞转化为功能活跃的成纤维细胞, 导
致胶原大量合成, 细胞外基质过度沉积, 改建较

差, 最终容易导致瘢痕过度增生, 吻合口狭窄[6]. 
同时胆汁中的胆盐透过破坏的黏膜层与胶原纤

维接触可刺激胶原的持续合成, 导致吻合口的

纤维化. 本实验观察到, 随犬胆管梗阻时间的延

长, 胆管结构破坏持续加重, 且成纤维细胞及胶

原组织持续增生. 由此可知, 损伤因素的存在将

持续刺激受损胆管壁的胶原纤维增生, 故早期

解除损伤因素是阻断胶原纤维过度增生的唯一

办法, 从此角度分析, 胆管损伤后应该尽快处理. 

A CB

D FE

100 mm 100 mm 100 mm

100 mm 100 mm 100 mm

图 2 胆管梗阻性损伤不同时期胆管中胶原纤维的变化(Masson染色×100). A: 对照组; B: BDL5组; C: BDL10组; D: BDL15

组; E: BDL20组; F: BDL30组.
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图 3 损伤胆管后不同时期胆管壁中胶原含量的定量分析.
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然而瘢痕的形成不单单仅与胶原纤维的增

生相关, 而且与一些疤痕相关因子有关, 其中

MΦ(巨噬细胞)、TGF-β1及α-SMA是目前研究

比较明确的与瘢痕形成相关的因子. 国内耿智

敏[7]就提出: (1)胆管愈合方式属于过度愈合; (2)
肌成纤维细胞功能活跃, 持续存在, 是导致胆管

瘢痕性挛缩的重要原因; (3)MΦ(巨噬细胞)、
TGF-β1及α-SMA高表达是造成胆管愈合过程

中成纤维细胞增殖旺盛、细胞外基质过度沉

积、胆管疤痕性挛缩的重要因素. 肌成纤维细

胞(MFB)是一种在超微结构上兼有成纤维细胞

和平滑肌细胞两者特征的非典型的成纤维细胞, 

A CB

D FE

图 4 胆管梗阻性损伤后不同时期胆管中MΦ的表达情况(阳性细胞染色为棕黄色, ×400). A: 对照组; B: BDL5组; C: BDL10

组; D: BDL15组; E: BDL20组; F: BDL30组.

A CB

D FE

图 5 胆管梗阻性损伤后不同时期损伤胆管中α-SMA的表达情况(阳性细胞染色为棕黄色, ×400). A: 对照组; B: BDL5组; C: 

BDL10组; D: BDL15组; E: BDL20组; F: BDL30组.

■同行评价
本文设计合理, 结
论可靠, 有一定的
科学性以及临床
指导意义.
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他与瘢痕挛缩关系密切[8], 从成纤维细胞到MFB, 
需要有α-SMA 的表达, α-SMA作为成纤维细胞

向MFB分化的标志, 实际上也就成MFB的重要

标志[9]. TGF-β1是一种强烈的促细胞分裂剂, 对
多种细胞的分裂、繁殖和迁移起作用, 并能增加

血管化和趋化成纤维细胞、单核细胞及巨噬细

胞到损伤部位, 促进创伤部位纤维化[10]. 同时有

研究发现TGF-β1与胆道闭锁肝纤维化的发生、

发展密切相关, 抑制TGF-β1的表达有望阻止胆

道闭锁患儿肝纤维化进程, 而且TGF-β1能够使

成纤维细胞DNA的合成明显增加[11,12]. 研究还发

现TGF-β3可能是通过调节瘢痕组织中成纤维

细胞的增殖和/或凋亡水平, 来实现对瘢痕形成

的调节, 因此TGF-β3表达水平的失控可能是病

理性瘢痕形成的重要诱因之一[13], 是目前已知

与瘢痕形成关系最密切、最有代表性的生长因

子, 对多种细胞的分裂、繁殖和迁移起作用, 可

由多种细胞合成[14]. 炎性细胞和修复细胞的一

系列活动是伤口愈合的基础, 巨噬细胞(MΦ)作
为主要的炎症和免疫细胞, 除参与组织炎症及

免疫反应外, 更重要的是通过释放多种介质, 直
接或间接、单独或协同影响着组织的血管化和

纤维化[15]. 他可以释放多肽生长因子包括巨噬

细胞源性生长因子(macrophage-derived growth 
factor, MDGF)、白介素-1(interleukin-1, IL-1)、
TGF-β、血小板源性生长因子(platelet derived 
growth factor, PDGF)、表皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)、肿瘤坏死因子(tumor ne-
crosis factor, TNF)及γ-干扰素(γ-interferon, γ-IFN)
等, 酶类包括胶原酶、弹性蛋白酶、纤溶酶原

激活物等[16,17], 其在伤口愈合过程中一方面参

与对成纤维细胞增殖和胶原合成的调节, 另一

方面活化和低氧的MΦ能产生伤口血管生成因

子(WAF), 以促进血管形成和肉芽组织增生. 因
此, 愈合早期MΦ聚集有利于伤口肉芽组织生长

及修复, 但伤口上皮愈合后局部MΦ等免疫细胞

仍大量聚集被认为是继发瘢痕增生的重要因素, 
在此过程中细胞因子可能是免疫细胞发挥作

用的中间媒体[18]. 本实验观察发现胆管损害后

α-SMA、MΦ及TGF-β1在胆管损伤后即表现为

高表达, 他们的表达并未因梗阻时间的延长而

出现明显增加, 半定量分析其表达量与损伤时

间之间无统计学差异, 由此分析胆管损伤后胆

A CB

D FE

图 6 胆管梗阻性损伤后不同时期胆管中TGF-β1的表达情况(阳性细胞染色为棕黄色, ×400). A: 对照组; B: BDL5组; C: 

BDL10组; D: BDL15组; E: BDL20组; F: BDL30组.
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图 7 胆管梗阻性损伤后不同时期内损伤胆管中MΦ、
α-SMA 和TGF-β1的吸光度值.
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管壁中的疤痕因子并未因损伤时间的延长而不

断增强表达, 而是停留在某个高表达水平, 故修

复时间的选择对疤痕因子的表达无意义, 理论

上可以推断修复时间与术后胆管壁修复过程中

疤痕的过度增生, 直至导致胆管狭窄无关. 
从以上实验结果看, 胆管损伤后与瘢痕修复

相关的因子即出现高表达, 且持续维持在一个

高水平, 这些因子的高表达, 导致胶原合成增加, 
从而进行自我修复. 故从理论上讲手术处理时

机的选择与术后吻合口狭窄并无必然联系; 但
是早期解除损伤因素, 即可避免胆管壁结构破

坏的加重, 减轻修复后的塑形难度, 从而使修复

的胆管恢复原有状态, 减少吻合口的狭窄. 本实

验告诉我们, 修复时间对损伤胆管壁的疤痕修

复无重要意义, 由此排除手术时机的因素后, 我
们认为手术技巧和使用正常胆管进行吻合是减

少术后吻合口狭窄重要因素. 
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真核绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1/PAK-1的构建及
其在结直肠癌SW480细胞内的表达
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■背景资料
结直肠癌是西方
国家常见的恶性
肿瘤之一. 近年随
着我国经济的发
展, 人民生活水平
的提高和饮食习
惯的改变, 结直肠
癌发病率及死亡
率在我国呈快速
上升趋势, 因而研
究结直肠癌的发
生和发展机制, 寻
找有效防治方法
和途径, 是目前临
床、科研所迫切
需要解决的难题. 

武金宝, 党彤, 包头医学院第二附属医院内蒙古消化病研究
所 内蒙古自治区包头市 014030
陈学清, 广州医学院第一附属医院消化内科 广东省广州市 
510510
张振书, 宋于刚, 南方医科大学南方医院消化研究所 广东省
广州市 510515
张宏权, Karolinska Institute Department of Biosciences and 
Nutrition, Sweden Huddinge SE-141 57; 北京大学基础医学
院分子细胞生物学与肿瘤生物学研究室 北京市 100191
武金宝, 副主任医师, 主要从事消化疾病的研究工作.  
国家自然科学基金资助项目, No. 30570839
内蒙古自治区自然科学基金资助项目, No. 2010MS1101
内蒙古自治区高等学校科学研究基金资助项目, No. NJ10183
包头市社会发展科技支撑基金资助项目, No. 2008R2001-1  
作者贡献分布: 此课题由武金宝、张宏权、宋于刚及党彤设计; 
研究过程由武金宝、党彤、陈学清、张振书、张宏权及宋于刚
操作完成; 研究所用试剂及分析工具由党彤与宋于刚提供; 数据
分析由武金宝与张宏权完成; 本论文写作由武金宝、张宏权及
宋于刚完成. 
通讯作者: 宋于刚, 医学博士, 教授, 主任医师, 510515, 广东省
广州市, 南方医科大学南方医院消化科. songyg@fimmu.com
电话: 020-6164381
收稿日期: 2011-04-27   修回日期: 2011-06-21
接受日期: 2011-06-28   在线出版日期: 2011-09-18

Construction of a eukaryotic 
green fluorescent protein 
expression vector carrying the 
PAK-1 gene (pEGFP-C1/PAK1) 
and its expression in SW480 
cells    

Jin-Bao Wu, Tong Dang, Xue-Qing Chen, 
Zhen-Shu Zhang, Hong-Quan Zhang, Yu-Gang Song

Jin-Bao Wu, Tong Dang, Inner Mongolia Institute of Di-
gestive Diseases, the Second Affiliated Hospital of Baotou 
Medical College, Baotou 014030, Inner Mongolian Autono-
mous Region, China
Xue-Qing Chen, Department of Gastroenterology, the First 
Affiliated Hospital of Guangzhou Medical College, Guang-
zhou 510120, Guangdong Province, China
Zhen-Shu Zhang, Yu-Gang Song, Institute of Digestive 
Diseases, Nanfang Hospital, Southern Medical University, 
Guangzhou 510515, Guangdong Province, China 
Hong-Quan Zhang, Department of Biosciences and Nutri-
tion, Karolinska Institute, SE-141 57 Huddinge, Sweden; 
Department of Molecular Cell Biology and Tumor Biol-
ogy, Basic Medical School of Peking University, Beijing 
100083, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30570839; and the Natural Science Foundation 
of Inner Mongolian Autonomous Region, No. 2010MS1101; 
the Colleges and Universities Research Project of Inner 

Mongolian Autonomous Region, No. NJ10183; and the So-
cial Development Project of Baotou, No. 2008R2001-1
Correspondence to: Yu-Gang Song, Professor, Institute of 
Digestive Diseases, Nanfang Hospital, Southern Medical 
University, Guangzhou 510515, Guangdong Province, 
China. songyg@fimmu.com
Received: 2011-04-27    Revised: 2011-06-21 
Accepted: 2011-06-28    Published online: 2011-09-18 

Abstract
AIM: To construct a recombinant eukaryotic 
fluorescent expression plasmid containing the 
coding region of p21-activated kinase-1 (PAK-1) 
gene and to detect its expression in SW480 cells.

METHODS: Total RNA was extracted from hu-
man colorectal carcinoma cell line SW620 and 
used to amplify the PAK1 gene fragment by 
reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). The resulting PCR product was 
inserted into the plasmid pEGFP-C1 after re-
striction endonuclease digestion and ligation. 
After verifying the correct insertion of the DNA 
fragment by endonuclease digestion and direct 
sequencing, the recombinant plasmid was trans-
fected into SW480 cells to detect its expression in 
vitro.  

RESULTS: The sequence of the recombinant 
plasmid was verified by restriction digestion and 
DNA sequence analysis, and the target protein 
expression was detected in the cell cytoplasm of 
SW480 cells. 

CONCLUSION: A recombinant eukaryotic fluo-
rescent expression vector carrying the PAK-1 
gene (pEGFP-C1/PAK1) has been constructed 
successfully and provides a potent tool to inves-
tigate the role of PAK-1 in colorectal carcinoma.  

Key Words: p21-activated kinase-1; Colorectal car-
cinoma; Eukaryotic expression; Green fluorescent 
protein; Gene cloning

Wu JB, Dang T, Chen XQ, Zhang ZS, Zhang HQ, Song 
YG. Construction of a eukaryotic green fluorescent 
protein expression vector carrying the PAK-1 gene 
(pEGFP –C1/PAK1) and its expression in SW480 cells. 
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■研发前沿
结直肠癌发病率
逐 年 升 高 ,  虽 然
发病机制至今尚
未 清 楚 ,  但 现 在
一般认为结直肠
癌发生、发展、
局部侵袭和远处
转移是有序的生
物 学 过 程 ,  与 结
直肠癌细胞的微
环境和上皮-间质
转化 (EMT )密切
相 关 ,  而 这 个 过
程涉及许多基因
变 化 ,  近 年 来 研
究发现PAK1基因
参与卵巢癌、乳
腺癌等多种肿瘤
的发生、发展过
程, PAK1及其相
关信号通路介导
调控结直肠癌细
胞侵袭转移有待
进一步的研究.

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(26): 2730-2734

摘要
目的: 构建重组p21-activated kinase-1(PAK1)
基因绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1/PAK1, 
并转染入结直肠癌细胞SW480中表达.  

方法: 在南方医科大学附属南方医院消化研
究所实验室, 从人类结直肠癌细胞株SW620细
胞提取总RNA, 经逆转录聚合酶链式反应获
得人PAK1 cDNA片段, 经过限制性内切酶进
行酶切, T4连接酶进行连接, 将目的基因克隆
至真核绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1上, 
然后转染结直肠癌细胞株SW480, 观察其在细
胞中表达. 

结果: 重组载体经限制性内切酶酶切鉴定和
DNA序列分析验证, 显示插入载体的序列与
目的基因一致, 而且该重组载体能够在SW480
细胞中表达. 

结论: 成功构建了真核绿色荧光蛋白表达载
体pEGFP-C1/PAK1, 为研究PAK1在结直肠癌
中的生物学功能奠定了基础.  

关键词: p21-activated kinase-1; 结直肠癌; 真核

表达; 绿色荧光蛋白; 基因克隆
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0  引言

PAK1(p21-activated kinase1)是保守的丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶之一, 为Rho家族小鸟苷三磷酸酶

(Rho-GTPase) Cdc42和Rac下游重要的靶基因, 
参与许多重要的细胞活动[1-3]. 近年研究发现, 在
肿瘤发生发展过程中存在异常的PAK1信号转

导途径, 尤其在乳腺癌、卵巢癌和膀胱癌等肿

瘤的发展和转移过程中起着关键作用[4-8], 国内

外学者研究证实PAK1在胃肠道肿瘤中高表达, 
而且可能可能与这些肿瘤的发生、转移密切相

关[9-12]. 因此, 研究PAK1在结直肠癌发生发展中

的作用机制,为干预PAK1信号转导途径, 抑制结

直肠癌细胞的增殖、浸润及转移, 具有重要的

临床应用价值. 本研究应用基因重组技术构建

PAK1真核表达载体, 并将携带活细胞探针绿色

荧光蛋白(GFP)的外源性PAK1基因通过脂质体

法转入人结直肠癌SW480细胞中, 观察PAK1在
细胞内的表达和定位, 为进一步探索PAK1基因

在结直肠癌细胞中的生物学特性及其研究其信

号转导通路奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 SW620和SW480细胞株引自美国典型

培养物保藏中心(American type culture collec-
tion, ATCC, 编号分别为CCL-227和CCL-228), 
由南方医院消化研究所实验室保存; 绿色荧光

真核表达载体pEGFP-C1为BD Clontech公司产

品, 由瑞典Karolinska研究所张宏权教授惠赠;
大肠杆菌DH5α菌株本实验室留存. 限制性内

切酶Bam HⅠ、Hin dⅢ、Pfu聚合酶、T4 DNA
连接酶、DL2000 Marker购自大连TaKaRa公司; 
TRIzol试剂和LipofectamineTM 2000转染试剂购

自Invitrogen公司; M-MuLV ReverseTranscriptase 
系NEB公司产品, 胶回收试剂盒、质粒小提试

剂盒购自安徽优晶生物工程有限公司, 质粒大

提试剂盒购自Qiagen公司, RPMI 1640培养基均

为美国Gibco BRL公司产品, 胎牛血清为Hyclone
公司产品, Tubulin和PAK1兔抗人多克隆抗体购

自美国Abcam公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 结直肠癌细胞用含100 mL/L胎
牛血清的RPMI 1640培养基置于50 mL/L CO2, 
37 ℃条件下培养传代, 细胞密度达到70%-80%
时用于下一步实验. 
1 .2 .2  引物设计 :  根据基因克隆的原则 ,  在
G e n e b a n k查找和分析人PA K1 m R N A和蛋

白序列, 根据人PAK1 mRNA(GenBank No: 
NM_002576)的编码区(code sequence, CDS)序列

特点和内切酶分布, 比对载体上多克隆位点的

内切酶位点, 设计克隆PAK1 PCR引物如下: 引
物F: 5'-cccg/aattcatgtcaaataacggcctagac-3', 中间

下划线部分为Eco RⅠ酶切位点; 引物R: 5'-acat-
ggatc/cttagtgattgttctttgttgc-3', 下划线部分为 
Bam HⅠ酶切位点, 引物由上海生工生物工程公

司合成. 
1.2.3 总RNA提取及cDNA合成: SW620细胞总

RNA的提取按照TRIzol试剂盒说明书进行操

作, 对所提取总RNA用紫外分光光度法进行测

定. 20 μL逆转录反应体系包含总RNA 1.0 μg, 0.5 
g/L Oligo(dT)18 primer 1 μL, DEPC处理的灭菌

去离子水12 μL, 70 ℃加热5 min后立即冰浴, 加
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■相关报道
PAK1是PAK家族
最早克隆和鉴定
成员, 不仅参与许
多重要的细胞生
理活动, 也是影响
肿瘤转移及侵袭
能力的重要因素, 
且其表达与肿瘤
侵袭转移能力成
明显正相关.

RNA酶抑制剂1 μL, 5×Buffer 4 μL, 10 mmol/L 
dNTP 2 μL, 37 ℃孵育5 min, 再加入200 kU/L的
M-MuLV逆转录酶1 μL, 42 ℃反应1 h, 70 ℃反

应10 min. 
1.2.3 PCR扩增及电泳结果判定: 以逆转录获得

的cDNA为模板, 利用PCR技术对PAK1进行扩

增. 反应条件分别为: 94 ℃ 3 min后, 94 ℃ 30 s, 
60 ℃ 1 min, 72 ℃ 3 min, 循环30次, 最后于72 ℃
延伸10 min. PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检

测, 与预期结果一致的片段切胶回收, 按凝胶回

收试剂盒说明书回收和纯化PCR产物. 
1.2.4 重组质粒pEGFP-C1/PAK1的构建: 用限制

性内切酶Eco RⅠ和Bam HⅠ对PAK1 PCR纯化产

物和pEGFP-C1分别在37 ℃进行酶切, 目的产物

纯化后以T4 DNA连接酶于16 ℃连接16 h. 以标

准热休克方法, 用50 mL E.coli DH5α感受态细

胞转化5 μL连接产物, 冰浴3 min后, 加新鲜LB培
养基400 μL, 37 ℃ 180 r/min复苏45 min; 取100 
μL产物涂布含卡那霉素的LB琼脂培养板, 37 ℃
培养12 h. 挑取典型的阳性菌落, 接种于5 mL含
卡那霉素的LB液体培养基中, 37 ℃、180 r/min
震荡培养12 h, 用质粒提取试剂盒按照说明书提

取质粒. 
1.2.5 重组质粒酶切鉴定及插入片段测序鉴定: 
重组质粒酶切鉴定, 并将与预期结果一致的炎

性克隆菌液送上海生工生物技术公司测序鉴定. 
1.2.6 重组质粒pEGFP-C1/PAK1转染SW480细

胞及在SW480的表达: 将重组质粒pEGFP-C1/
PAK1和空质粒pEGFP-C1通过脂质体法导入人

结直肠癌SW480细胞系中, 转染48 h后通过共

焦激光显微镜观察PAK1 在细胞内的定位; 并以

SW480细胞作为空白对照, pEGFP-C1转染组作

为阴性对照, 用免疫印迹方法检测pEGFP-C1/
PAK1转染组SW480细胞PAK1的表达. 

2  结果

2.1 SW620细胞总RNA提取RT-PCR 按照TRIzol
试剂盒说明书进行操作提取SW620细胞总RNA
提取结果见图1, 经过紫外分光光度法进行测定, 
其A 260/A 280为1.86, 说明提取的总RNA完整性较

好, 符合实验要求. 
2.2 重组质粒的酶切鉴定及测序 RT-PCR反应

扩增目的基因的产物经1%琼脂糖凝胶电泳分

析, 可见约1.7 kb大小的特异性片段(图2), 片段

大小与预期的PAK1基因片段大小相同. 将重组

pEGFP-C1/PAK1质粒用Eco RⅠ联合Bam HⅠ

进行消化, 经1%琼脂糖凝胶检测可见分别约为

4.7 kb和1.7 kb的两个片段, 长度与pEGFP载体和

PAK1预期片段大小一致(图2), 重组质粒经序列

测定证明, 重组PAK1基因与GenBank中PAK1编
码区序列(GenBank No: NM_002576)比对, 结果

完全一致, 提示重组质粒构建成功. 
2.3 PAK1在结直肠癌细胞SW480内的定位及

其表达 pEGFP-C1/PAK1真核表达载体通过脂

质体法转入人结直肠癌细胞S W480中 ,  转染

率大于70%. 用共焦激光扫描显微镜方法观察

PAK1在SW480细胞内的定位. 镜下可观察到, 在
pEGFP-C1空白质粒转染对照组中, 绿色荧光遍

布整个SW480细胞, 且分布比较均匀(图3B); 而
在pEGFP-C1/PAK1重组质粒转染组中, 绿色荧光

布满细胞胞质, 但核内无绿色荧光图, 提示转入

的重组质粒已在SW480细胞中表达出PAK1-C1-
GFP融合蛋白, PAK1主要在胞质表达(图3A); 在
SW480空白对照组中, 未激发出绿色荧光(图3C). 
2.4 Western blot分析SW480细胞转染后PAK1蛋

白表达 Western blot分析显示: 与SW480空白对

照组比较, pEGFP-C1空载体对照组PAK1蛋白

表达未发生明显变化, pEGFP-C1/PAK1实验组

PAK1蛋白表达明显增加(图4). 

3  讨论

绿色荧光真核表达载体pEGFP-C1的一个重要

特点就是含有增强的绿色荧光蛋白GFP. 绿色荧

28S
18S

5S

图 1 SW620细胞提取的总RNA电泳
结果. 

M       1      2

4 500
bp

3 000
2 000
1 000
   750

   500

   150

图 2 重组质粒pEGFP-C1/
PAK1双酶切鉴定的琼脂糖凝胶
电泳结果. M: DNA Marker Ⅲ; 

1: pEGFP-C1/PAK1; 2: PCR 

product. 
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■应用要点
PAK1参与多条肿
瘤 信 号 同 路 ,  可
能是这些信号同
路 的 节 点 ,  因 而
PAK1有可能成为
防治结直肠癌的
基因靶点. 

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)来源于海

洋生物水母, 是近年来在分子生物学中应用最

广泛的标记性蛋白质之一[13-15]. GFP的cDNA约

740 bp, 他编码238个氨基酸残基. 在合适波长的

激发光下, GFP肤链内部第65-67位的丝氨酸一

酪氨酸-甘氨酸通过自身环化和氧化形成一个发

色基团, 可以发射易于观察荧光. 而且GFP具有: 
(1)无需引入其他物质, 导入到活细胞内的GFP
蛋白通过显微镜就能清晰地观察到所发的荧光; 
(2)分子量较小, 易与其他基因形成融合蛋白且

不影响自身和目的基因产物的空间构象和功能; 
(3)GFP蛋白稳定, 能耐受甲醛固定、pH改变、

65 ℃以下高温及一些酶作用而不改变其活性; 
(4)GFP对细胞无毒性. 目前作为标记基因应用

较多的是GFP的两个突变体, S65T(即65位丝氨

酸-苏氨酸)和EGFP(即64位苯丙氨酸-亮氨酸), 他
们的激发峰波长可偏移到488 nm, 发射出的荧

光强度要比野生型大6倍以上. 这主要是突变型

的蛋白表达量增加及有效的蛋白折叠, 使他能

很快形成发色基团构型, pEGFP-C1载体含有后

一种变体, 因而pEGFP-C1比野生型GFP的载体

更易于观测和研究目的基因的表达、调控及其

目的蛋白在生物体内定位和信号传导等[15-19]. 
PAK1是最早被克隆的丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶, 包含N末端调节区和C末端激酶区; N末端

调节区含GTP酶结合域(GTPase binding domain, 

GBD), 可介导PAK1与Rac和Cdc42的结合
[1,20,21]

. 
最近许多研究显示, PAK1参与多种肿瘤细胞生

长、侵袭和转移过程
[13,22-27]

, 国外学者近期研究

提示PAK1可以通过ERK/AKT信号途径促进结

肠癌细胞的生长、迁移和侵袭
[28,29]

, 本课题组早

期研究提示, 具有高侵袭潜能的结肠癌细胞株

细胞表达PAK1亦增强
[30]

, 因此在体外克隆和建

立重组PAK1表达系统对了解PAK1在肿瘤细胞

内定位和深入研究PAK1的生物学特性及功能有

重要的科研和临床意义. 本实验成功构建了绿

色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1/PAK1, 并经脂

质体转染结直肠癌细胞后, 通过对绿色荧光蛋

白的检测证实了目的基因可以在结直肠癌细胞

SW480细胞质中表达, 为观察目的基因转染结

直肠癌细胞后, 对结直肠癌细胞生物学特性的

影响奠定了实验基础.  
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■背景资料
m TO R和 J N K为
哺乳动物细胞内
广泛存在的蛋白
激酶, 可调控细胞
生长、细胞分化
和细胞凋亡等重
要的生理过程. 近
年许多研究证明, 
mTOR和JNK信号
通路的异常和临
床多种疾病的发
生和发展相关.
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Abstract
AIM: To investigate the possible interaction and 
relationship between mammalian target of ra-
pamycin (mTOR) and c-Jun N-terminal kinase 
(JNK) signal pathways in colon cancer.

MEHTODS: Immunohistochemical methods 
were applied to detect p-JNK and p-mTOR ex-
pression in colon cancer tissues. Human colon 
cancer cell line HT29 was cultured in vitro. The 
expression of mTOR protein was inhibited using 
specific siRNA, and JNK protein was inhibited 
with JNK inhibiter SP600125. The expression of 
p-JNK and p-mTOR proteins was determined by 
Western blot. Cell proliferation was detected by 
MTT assay, and apoptosis was detected by TU-
NEL assay.

RESULTS: The levels of p-mTOR and p-JNK 
were higher in colon cancer than in normal con-
trol tissue (both P < 0.01). High expression of 

p-mTOR was correlated with that of p-JNK in 
human colon cancer tissues (0.275 ± 0.033, 0.460 
± 0.376 vs 0.479 ± 0.012, both P < 0.01). Com-
pared to control cells, HT-29 cell proliferation 
was significantly decreased in cells transfected 
with siRNA targeting the mTOR gene and those 
treated with JNK inhibitor (12.330 ± 1.533, 1.000 
± 0.147 vs 1.667 ± 0.577, both P < 0.01), while 
apoptotic index was significantly increased in 
the two groups (both P < 0.01). The expression 
of p-JNK protein showed no significant differ-
ence between the mTOR siRNA transfection 
group and normal control group (P = 0.364). The 
expression of m-TOR protein in the JNK inhibi-
tor group was significantly decreased compared 
to the normal control group (P < 0.01). 

CONCLUSION: Inhibition of the mTOR or JNK 
signaling pathways suppresses proliferation and 
increases apoptosis of HT-29 cells. The JNK sig-
nally pathway may activate the mTOR signaling 
pathway in HT-29 cells.

Key Words: Colon cancer; Mammalian target of ra-
pamycin; C-Jun N-terminal kinase

Zhang ZY, Zhang XF. Interaction and relationship 
between mTOR and JNK signal pathways in human colon 
cancer cell line HT-29. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(26): 2735-2740

摘要
目的: 探讨mTOR和JNK信号通路在结肠癌中
作用及可能的相互作用关系. 

方法: 免疫方法检测p-mTOR及p-JNK在结肠
癌组织和正常结肠组织中的表达情况. 体外
培养人结肠癌细胞株HT-29细胞, 转染mTOR 
s i R N A抑制m T O R表达 ,  使用J N K抑制剂
SP600125抑制JNK表达. Western blot法分别检
测抑制mTOR和JNK后HT-29细胞中p-JNK、

p-mTOR蛋白的表达. 

结果: 在人结肠癌组织中p-mTOR和p-JNK表
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■研发前沿
肿瘤发生和发展
与多种因素有关. 
细胞内信号传导
通 路 的 异 常 ,  导
致癌基因激活或
者抑癌基因失活
是各种肿瘤研究
的 热 点 .  现 有 的
研究已经分别证
明在结肠癌的发
生 发 展 过 程 中
存在者m TO R和
JNK信号通路的
异 常 ,  但 是 这 两
个信号通路在结
肠癌发生发展中
有 无 相 互 作 用 , 
并未见到报道.

达阳性率分别为60%和56%, 且两者阳性表达
相关性分析存在正相关性(r  = 0.480, P <0.01). 
HT-29细胞株中抑制mTOR信号通路后mTOR 
siRNA转染组和空白对照组、Control siRNA
组比较增殖(A 值)明显降低, 差异具有统计学
意义(0.275±0.033, 0.460±0.376 vs  0.479±
0.012, 均P <0.01), mTOR siRNA转染组凋亡指
数明显高于空白对照组和Control siRNA组, 
差异具有统计学意义(12.330±1.533, 1.000±
0.147 vs  1.667±0.577, 均P <0.01). 抑制JNK
信号通路后可见随着SP600125剂量的升高, 
A值整体变化呈下降趋势, 两者呈负相关(r  = 
-0.857, P <0.01), 细胞凋亡指数先是迅速上升, 
而在10 μmol/L至100 μmol/L则变化不大, 各剂
量组凋亡指数差别有统计学意义(F  = 142.67, 
P <0.01). mTOR siRNA转染抑制mTOR后的
p-JNK蛋白表达无差异; SP600125抑制JNK后
的p-mTOR表达减少(P <0.01). 

结论: 在结肠癌HT-29细胞中抑制mTOR信号
通路及JNK信号通路均有抑制细胞增殖, 促进
细胞凋亡作用; JNK信号通路对mTOR信号通
路存在促进作用. 

关键词: 结肠癌; 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白; c-Jun

氨基末端酶
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胞中的作用及相互关系. 世界华人消化杂志  2011; 19(26): 

2735-2740

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2735.asp

0  引言

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target 
of rapamycin, mTOR)和c-Jun氨基末端酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK)均为人体细胞内广泛存

在的蛋白激酶, 参与调控细胞生长, 细胞分化和

细胞凋亡等多个重要的生理过程. JNK属于促

分裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)家族成员之一. 近几年, mTOR信
号通路与MAPK信号通路在肿瘤发病中的相互

作用开始得到关注, 目前的研究成果主要集中

在mTOR与同属MAPK家族的细胞外信号调节

激酶 (extracellular sinal-regulated kinase, ERK)之
间[1,2]. JNK与ERK同属MAPK家族, mTOR与JNK
信号通路在结肠癌的发生发展中有无相互作

用尚不清楚. 本研究以免疫组织化学方法检测

p-mTOR和p-JNK在人结肠癌组织中的表达; 体
外培养人结肠癌细胞株HT-29, 应用siRNA干扰

技术及JNK特异性抑制剂分别抑制mTOR信号

通路和JNK信号通路, 探讨他们在结肠癌中的作

用及可能的相互关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例结肠癌标本来自郑州大学第一附

属医院普通外科2009-10/2010-06手术治疗结肠

癌病例, 同时取非结肠癌手术病例切除结肠组

织50例进行对照. DAKO ChemMate EnVision 
HRP试剂盒, 购自广州基因公司. 人结肠癌细胞

株HT29来自中山大学医学院. 胎牛血清、RPMI 
1640购自美国Gibco公司. Lipofectamine 2000转
染试剂盒购自美国Invitrogen公司. 抗体p-mTOR
购自Santa Cruz. p-JNK抗体购自北京博奥森公司.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测: 标本常规切片处理, 
p-mTOR和p-JNK浓度均为1∶200, 按照试剂盒

说明操作, PBS代替一抗空白对照, 试剂公司提

供阳性对照切片. p-mTOR结果判定: 以细胞质

或者细胞核内出现棕黄色染色颗粒为标准判定

阳性细胞, 低倍镜下(×200)选取典型病变视野

10个/切片, 每视野计数100个细胞, 以阳性细胞

≥10%为阳性, 并记为+; ≥20%记为++; ≥40%
记为+++; ≥80%记为++++. p-JNK结果判定: 以
细胞质或者细胞膜出现棕黄色染色颗粒为标准

判定阳性细胞, 低倍镜下(×200)选取典型病变

视野10个/切片, 每视野计数100个细胞, 以阳性

细胞≥10%为阳性, 并记为+; ≥20%记为++; ≥
40%记为+++; ≥80%记为++++. 
1.2.2 细胞培养: 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. 
1.2.3 细胞分组和处理: 将HT-29细胞分为空白

对照组(不转染siRNA)、Control siRNA组(转染

无义对照siRNA)、mTOR siRNA转染组、JNK
抑制剂组. JNK抑制剂组处理前一天将对数生

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稀释为不同浓度(5、10、20、40、
60、80、100 μmol/L)后加入到细胞培养基中, 
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■相关报道
Albe r t等报道在
胶 质 母 细 胞 瘤
中m TO R抑制剂
可激活与JNK同
属MAPK家族的
ERK1/2. Fujishita
等发现在家族性
息肉病小鼠模型
中, JNK活化剂可
以激活mTORc1.

培养24 h后收集细胞分组检测. mTOR siRNA转

染组、Control siRNA组按1.2.4中的方法进行

处理.
1.2.4 siRNA的体外合成及细胞转染: siRNA的

体外合成参照根据广州市锐博生物科技有限

公司的RNAi设计工具进行设计, 经实验摸索

合成1段干扰效果好的特异性mTOR siRNA, 其
详细序列为: Sense: 5'-GCCACAGUCUUCA-
CUUGCAdTdT-3'; Asense: 3'-dTdT CGGUGU-
CAGAAGUGAACGU-5'. 同时体外转录合成1段
无义对照siRNA. 转染前一天将对数生长期细胞

用胰蛋白酶消化后, 接种于6孔板, 保证每孔有5
×105个细胞; 转染前用Opti-MEM培养基分别将

SiRNA和Lipofectamine2000脂质体稀释, SiRNA
的稀释浓度为100 pmol组, 室温孵育5 min将两

者混匀; 孵育20 min后, 将混合物加入到细胞培

养基中, 培养24 h后收集细胞检测.  
1.2.5 Western blot检测细胞p-JNK、p-mTOR蛋

白的表达: 细胞用PBS清洗2遍; 加100 μL的Total 
Protein Extraction到1×106的细胞中, 抽提细胞

总蛋白; BSA法蛋白定量. 取等量蛋白样品到

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-mTOR(1∶200)、
p-JNK(1∶200)、β-actin(1∶1 000)到5%脱脂牛

奶中, 在室温下振荡孵化90 min, 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. 
1.2.6 MTT法检测细胞增殖情况: 将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光吸收值(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. 
1.2.7 TUNEL法检测细胞凋亡情况: 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1h. 
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%. 

统计学处理 实验数据采用SPSS13.0统计

软件分析, 两独立样本t检验, 数据以mean±SD
表示. 两组配对资料的比较采用Friedman秩和

检验, 多组定量资料的比较采用单因素方差分

析或析因设计资料的方差分析, 方差齐时两两

比较采用S N K法 ,  方差不齐时两两比较采用

Dunnet t's T3检验, 两变量的相关性分析采用

Spearman秩相关分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 p-mTOR和p-JNK在结肠癌组织中表达情况 
结肠癌部位结肠黏膜组织的磷酸化雷帕霉素

靶蛋白(p-mTOR)和磷酸化c-Jun氨基末端酶(p-
JNK)表达程度均高于对照部位, 经Friedman秩
和检验, 差别均有统计学意义(P <0.05, 表1). 

表 1 不同部位p-mTOR与p-JNK表达比较

     
指标   分组

表达情况 n (%)
Z 值    P值

    -     +     ++ +++ ++++

p-mTOR 实验组 20(40) 11(22)   8(16) 5(10) 6(12) 4.50 <0.001

对照组 43(86)   4(8)   3(6) 0(0) 0(0)

p-JNK 实验组 22(44)   5(10) 10(20) 8(16) 5(10) 4.40 <0.001

对照组 43(86)   5(10)   2(4) 0(0) 0(0)
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■创新盘点
研究从细胞信号
通路相互作用的
角度出发, 探讨了
mTOR和JNK信号
通路在结肠癌组
织及结肠癌HT-29
细胞中的作用及
其相互关系. 初步
证实了JNK信号
通路在结肠癌中
对m TO R信号通
路存在影响. 

2.2 p-mTOR阳性表达和p-JNK阳性表达关系 
p-mTOR阳性表达和p-JNK的表达关系呈正相关

(r  = 0.480, P <0.01). 
2.3 p-mTOR和p-JNK在HT-29细胞中的表达情况

2 .3.1  抑制m TO R后m TO R和J N K表达情况:  
mTOR siRNA抑制mTOR表达后, 空白对照组

和Control siRNA组的灰度值比值比较差别无

统计学意义(P  = 0.080), 但两组的灰度值比均

大于mTOR siRNA转染组, 差别有统计学意义

(1.175±0.045, 1.460±0.094 vs  0.389±0.247, 均
P <0.01). 抑制mTOR表达后, 空白对照组、Con-
trol siRNA组和mTOR siRNA转染组的JNK表达

灰度值比值差异无统计学意义. 
2 . 3 .2  抑制 J N K后 J N K和m T O R表达情况 : 
SP600125抑制JNK信号通路后, 随着SP600125
剂量的升高, JNK表达灰度值比值整体变化呈下

降趋势(图1), Spearman相关分析显示, 两者呈负

相关(r  = -0.795, P <0.01). SP600125抑制人结肠

癌HT-29细胞后, 可以见到随着SP600125剂量的

升高, p-mTOR表达灰度值比值整体变化呈下降

趋势(图2), Spearman相关分析显示, 两者呈负相

关(r  = -0.874, P <0.01). 

2.4 各组HT-29细胞增殖情况 mTOR siRNA转

染组和空白对照组、Control siRNA组比较增殖

(A值)明显降低, 差异具有统计学意义(0.275±
0.033, 0.460±0.376 vs  0.479±0.012, 均P <0.01). 
SP600125抑制人结肠癌HT-29细胞后, 可见随着

SP600125剂量的升高, A值整体变化呈下降趋势

(图3), Spearman相关分析显示, 两者呈负相关(r  
= -0.857, P <0.01). 
2.5 各组HT-29细胞凋亡情况 mTOR siRNA转

染组凋亡指数明显高于空白对照组和Contro l 
siRNA组, 差异具有统计学意义(12.330±1.533, 
1.000±0.147 vs  1.667±0.577, 均P <0.01). 在不

同剂量的SP600125作用下, 人结肠癌HT-29细胞

凋亡指数随着SP600125剂量的升高, 先是迅速

上升, 而在10-100 μmol/L则变化不大(图4), 各
剂量组凋亡指数差别有统计学意义(F  = 142.67, 
P <0.01). 

3  讨论

mTOR是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. 其可被

多种外界因素激活而参与基因转录、蛋白质翻
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图 1 不同剂量的SP600125抑制HT-29细胞后p-JNK的变化.

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

空白组   5     10     20     40     60    80    100
SP600125 (μmol/L)

图 2 不同剂量的SP600125作用下p-mTOR的变化.
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图 3 不同剂量的SP600125作用24 h后HT-29细胞增殖A 值
变化.
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图 4 不同剂量的SP600125作用下HT-29细胞凋亡指数的
变化.
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译、核糖体生物合成, 并能调控能量代谢、细胞

周期和细胞凋亡等多个重要的细胞生理功能[3-5]. 
近来研究发现, 多种肿瘤的发生发展过程中都

伴有mTOR信号通路的异常[6-9]. Slattery等[10]研

究指出, mTOR及其信号通路有关的因子发生遗

传学变异显著加大了直肠或结肠癌的风险. 本
实验证实, mTOR在人结肠癌组织及HT-29细胞

中存在高表达, 应用mTOR siRNA特异性沉默

mTOR基因表达后, mTOR蛋白表达显著降低, 
且伴随HT-29细胞增殖降低, 凋亡率增加, 表明

mTOR蛋白在促进结肠癌HT-29细胞增殖、抑制

细胞凋亡中发挥着重要作用. 国内学者多个[11,12]

研究也证实mTOR在人结肠癌细胞株中高表达. 
mTOR 信号通路有可能是结肠癌治疗中的一个

重要靶点[13,14]. 
JNK属于MAPK家族4种成员之一, 其余3种

分别为ERK1/2、p38及ERK5. JNK信号途径可

以调控细胞生长、癌基因转化、细胞分化和细

胞凋亡等多种生命过程[15-17], 已经证实JNK信号

途径的异常与多种类别的疾病发生有关[18-21]. 在
对哺乳动物的JNK信号研究中也发现, JNK能

够促进肿瘤形成[22-24]. 最近的研究发现大肠癌

细胞JNK磷酸化可激活其下游成员使大肠癌基

质金属蛋白酶的分泌增加, 导致大肠癌细胞的

运动和侵袭力增加, 最终促进癌细胞的转移[25]. 
Nateri等[26]剔除JNK磷酸化的位点时, 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. 在本实验研究中, JNK在人结肠癌组织及

HT-29细胞中呈高表达, JNK抑制剂可显著抑制

结肠癌HT-29细胞的增殖促进其细胞凋亡, 表明

JNK信号通路在结肠癌中扮演了重要角色, JNK
的激活可能促进结肠癌的发生发展, 阻断JNK信

号通路对结肠癌具有的抑制作用. 
mTOR信号通路和JNK信号通路都在细胞

生长、细胞周期调节、细胞凋亡方面起着重要

作用, 两者的信号传递通路均含有多个原癌基

因和抑癌基因, 并存在复杂的调节网络, 他们之

间的相互作用目前并不清楚. 如前言所述, 多项

研究表明了mTOR信号通路和MAPK信号通路

有关. 在一项有关亚历山大疾病的研究中发现, 
因神经胶质原纤维酸性蛋白质堆积激活的p38 
MAPK, 可以降低mTOR磷酸化水平, 从而提高

自噬能力, 阻止疾病的进展[27]. Chen等[28]在研究

重金属镉对细胞凋亡的影响时发现, 阻断JNK
能部分阻止细胞凋亡, 阻断mTOR也能达到同样

的效果, JNK和mTOR信号网络的激活和镉诱导

的细胞凋亡有关. Chiang等[29]在一项关于乳腺

癌的研究中发现, 中药单体薯蓣皂甙配基能抑

制Akt和mTOR磷酸化而加强JNK的磷酸化. 这
提示mTOR信号通路和JNK信号通路有可能在

肿瘤的发生发展中存在着相互作用. 本研究发

现在人结肠癌组织中, p-mTOR和p-JNK均存在

高表达(P <0.01), p-mTOR和p-JNK高表达之间存

在正相关性(P <0.01), 说明在结肠癌发生发展中

mTOR信号通路和JNK信号通路可能存在相互

促进作用. 
有限的资料从不同的侧面论述了这两个信

号通路可能存在的联系. Fujishita等[30]的一项关

于家族性息肉病小鼠模型研究显示, 在此模型

中mTORC1信号通路是被激活的, mTORC1抑
制剂RA001可以阻止肿瘤的形成, 但确切机制

尚不清楚, 使用JNK抑制剂sp600125也可以明显

抑制肿瘤的形成, 同时研究还发现使用JNK活化

剂Anisomycin可以激活mTORc1, 这提示JNK和

mTOR信号通路可能在肿瘤的形成中共同起作

用. Benoit等[31]的实验探讨了在使用JNK抑制剂

抑制的人结肠癌细胞株LS174T或者JNK基因突

变的LS174T细胞株中加入雷帕霉素后, 雷帕霉

素的抗增殖作用较正常的细胞株增强. 实验结

果表明, 雷帕霉素诱导的JNK磷酸化降低了其阻

滞mTOR信号通路所带来的抗肿瘤作用. 这些文

献结果显示JNK信号通路和mTOR信号通路之

间的确存在着某种可能的关联, 但对这种可能

关系研究尚处于初期阶段. 本实验研究探讨了

mTOR和JNK信号通路在调控结肠癌的发生发

展中的作用. 研究显示, siRNA抑制mTOR表达

后, p-JNK的表达没有明显的变化; JNK抑制剂

抑制了JNK信号通路后, p-mTOR的表达降低. 结
果提示JNK信号通路下游位点可能对mTOR信

号通路存在促进或者激活作用, 这种相互作用

关系的进一步明确对揭示结肠癌发生过程中复

杂信号通路的变化, 以及选择可能的治疗靶点

有积极作用. 
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炎症免疫与功能性胃肠病
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■背景资料
功能性胃肠病是
(FGID)一组慢性
或反复发作的胃
肠道症状的症候
群 .  其 病 因 包 括
肠道动力异常、
内脏高敏感性、
胃肠道黏膜炎性
反应、脑肠轴异
常、遗传易感性
以及精神心理障
碍 等 众 多 因 素 , 
但其确切的病理
生理学研究尚未
明了. 
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Abstract
The pathogenesis of functional gastrointestinal 
disorders (FGIDs) is closely related to psycho-
logical factors. Mucosal immunity and inflam-
mation are causes of gastrointestinal symp-
toms in patients with FGIDs. Inflammation 
factors not only play an important role in the 
development of depression but also have an 
impact on gastrointestinal motility. The role 
of immune mechanisms in the pathogenesis 
of FGIDs has also attracted wide attention. In 
this article, we will review the roles of inflam-
mation and immunity in the pathogenesis of 
FGIDs.

Key Words: Inflammation; Immunity; Functional 
gastrointestinal disorders
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摘要 
功能性胃肠病(funct ional gastrointest inal 
disorders, FGIDs)与精神心理因素密切相关, 
黏膜免疫和炎症是部分FGIDs患者胃肠道症
状产生的基础. 炎症因子在抑郁的发生发展中
有重要作用, 其对胃肠动力的影响也越来越受
到人们的重视. 本文简要综述了炎症免疫在
FGIDs中的作用及可能机制.  

关键词: 免疫; 炎症; 功能性胃肠病
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0  引言

功能性胃肠病(functional gastrointestinal disor-
ders, FGIDs)是一组以胃肠道功能紊乱为特点的

疾病, 目前研究最多的为肠易激综合征(irritable 
bowel syndrome, IBS)和功能性消化不良(func-
tional dyspepsia, FD). 胃肠动力异常和内脏高敏

感一直被认为是FGIDs主要的病理生理学基础. 
精神心理障碍引起的FGIDs受到社会的广泛重

视. 近年来, 许多研究发现炎症因子对胃肠动力

有重要的影响, 其在FGIDs所起的作用越来越受

到关注. 本文拟就炎症免疫和FGIDs的发病关系

作一综述. 

1  FGIDs与精神心理障碍

FGIDs是一组以慢性或反复发作的消化道症状

就诊, 但缺乏解剖、生化和病理学变化证据的

临床症候群. 其在人群中的患病率为10%-20%, 
约占消化科专科门诊患者的40%-50%[1]. 对中国

FGIDs回顾性调查显示, 肠道动力及神经机制障

碍、内脏高敏感性、胃肠道黏膜炎性反应及免

疫激活、脑肠轴异常以及遗传易感性是FGIDs
发病的重要因素[2]. 随着生物-医学模式向生物-
心理-社会模式的转变, 心理社会因素对胃肠道

运动功能的影响及其在FGIDs发生发展中的作

用越来越吸引人们的目光. 临床上FGIDs以IBS
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■研发前沿
目前精神心理因
素、炎症免疫等
是FGID研究的热
点 ,  若 能 明 确 其
与FGID的发病关
系 ,  将 为 感 染 后
肠易激综合征发
病机制的研究提
供平台.

为典型代表, 而IBS患者一生中出现精神心理障

碍的比例就高达94%[3], 其中由广泛性焦虑症和

严重抑郁症导致的IBS占到90%[4]. 
近些年研究趋向于认为抑郁症与免疫激活

导致的炎症介质分泌增多有关, 强调抑郁症是

一种心理神经免疫紊乱障碍性疾病[5]. 细胞因

子是免疫细胞分泌的生物活性蛋白, 是炎症介

质的重要组成部分, 在许多精神障碍疾病如精

神分裂症、焦虑症、抑郁症和认知障碍等表达

异常[6]. 细胞因子包括白介素(interleukin, IL)、
干扰素(interferon, IFN)、肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor, TNF)、生长因子(growth factor, 
GF)、集落刺激因子(colony stimulating factor, 
CSF)、趋化性细胞因子(Chemokine)等几类. 根
据他们在炎症反应中的不同作用可分为致炎

性细胞因子和抗炎性细胞因子. 前者主要包括

IL-1、IL-2、IL-6、IL-12、TNF-α、TNF-γ、
TNF-β等; 后者包括IL-4、IL-10、IL-13等. 国
内学者曹晓沧 [7]提出抑郁症可能是一种慢性

炎症性疾病. 国外Blume等[8]研究提示, 抑郁患

者体内既可以产生免疫抑制, 如自然杀伤细胞

(NKCC)减少; 又可以发生免疫激进, 如C-反应蛋

白(CRP)、IL-6、TNF-α和前列腺素E2(PGE2)增
加. 并且这种变化在女性体内更为明显, 说明性

激素与炎症介质产生相关. 有学者认为免疫系

统可以感受各种心理或躯体的刺激, 导致包括

IL-6在内的多种炎症性细胞因子分泌增加[9]. 国
内外大量文献[5,10-12]表明细胞因子IL-6与抑郁的

发生相关. Howren等[10]发现C-反应蛋白、IL-1和
IL-6与抑郁症呈明显剂量-反应关系. 心理社会

应激可以激活中枢及外周的炎症反应, 而抑郁

症患者对心理社会应激的反应以IL-6改变异常

突出[11]. 一系列研究表明体内IL-6水平是反应

抑郁症患者病情严重程度的重要生物学标志

物[10-12]. IL-6等细胞因子可通过直接或间接作用

于大脑、影响单胺类神经递质(5-羟色胺、儿苯

酚胺)的释放、激活下丘脑-垂体-肾上腺(HPA)
轴以及损伤情绪中枢的神经可塑性等途径导致

抑郁的发生[5]. 其中HPA轴功能亢进是公认的抑

郁症神经内分泌改变, 而IL-6是促肾上腺皮质激

素释放激素(CRH)强有力的调节因子[9], CRH增

多更加导致抑郁症的发生. IL-6和HPA轴之间存

在正反馈通路, 二者相互激活使得抑郁症状得

以持续. 

2  炎症免疫与FGIDs 

2.1 炎症免疫与胃肠动力 近年来许多研究发现

炎症因子对胃肠动力有重要的影响. 胃肠动力

障碍与多种疾病相关, 如急性肠炎、炎症性肠

病(inflammatory bowel disease, IBD), 假性肠梗

阻(intestinal pseudo-obstruction)和IBS. 越来越多

的研究证实炎症免疫与胃肠动力密切相关. 消
化道免疫细胞浸润是部分胃肠动力障碍性疾病

的主要组织学改变, 其释放的炎性介质可能介

导胃肠动力的改变[13]. 在IBD及术后胃肠梗阻

性疾病中均发现有IL-1β、TNF-α、IL-6等炎性

因子的增高. 值得关注的是, 在IBS患者胃肠道

中, 部分伴发动力障碍的区域, 无病理学改变却

伴有体内IL-6的增高[14]. 有学者对胃食管反流

病研究发现, 当食管黏膜上皮与胃液接触时, 可
产生大量细胞因子IL-1β和IL-6, 继而抑制食管

环状肌的收缩功能[15]. 旋毛虫感染后小鼠肠道

发生的主要是Th2优势应答, 其Th2相关细胞因

子IL-4、IL-13在急性感染期显著增高. 升高的

IL-4、IL-13可促进T细胞生长, 增强肠道平滑肌

收缩功能, 加速肠道排虫[16]. 
2.2 FGIDs与炎症免疫 研究表明IBS患者体内存

在轻度炎症和免疫改变[17]. 持续存在的轻度炎症

能破坏肠黏膜上皮屏障功能, 激活肠黏膜免疫系

统, 导致包括肥大细胞、单核巨噬细胞、内分

泌细胞在内的各种炎症及免疫细胞增加[17-19]. 他
们释放的多种细胞因子及炎症介质如IL-1β、

TNF-α及IL-6等致炎性细胞因子在病变的发生

发展中起重要作用[20]. Cremon等[21]研究显示, 
IBS患者肠壁免疫细胞浸润引起的腹部饱胀不

适等消化不良症状有性别差异, 炎症免疫更倾

向于发生在女性体内. 对IBS患者行直肠活组织

检查发现IL-1β在基因水平上明显上升[20]. 另外, 
大多数IBS患者外周血液中可以检测到CD25+ 
调节性T细胞[20]. 相反, Kindt等[22]发现FGIDs患
者体内呈现以IL-5、IL-13等Th2细胞因子为主

的炎症反应, 而Th1细胞免疫改变不明显. 国外

一项研究发现IBS和抑郁症患者体内都呈现炎

症免疫异常的情况[19], 故推测, 与抑郁症类似, 
FGIDs患者体内也可能同时出现免疫抑制和免

疫亢进, 这进一步说明了抑郁与FGIDs之间有着

错综复杂的联系. 

3  炎症介质导致FGIDs的发病机制

目前由炎症介质介导的FGIDs发病机制尚不明

确. 许多研究提示, 尽管肠道免疫激活仅存在于

肠黏膜, 但巨噬细胞、肥大细胞等炎症细胞可

通过释放大量炎症因子作用于肠道平滑肌、肠
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■相关报道
Kindt等报道持续
暴露于IL-1β的平
滑肌组织对Ca 2+

开放时间、振幅
大小呈浓度依赖
性改变. IL-1β可
能直接作用于胃
肠平滑肌细胞膜
上的Ca2+通道, 影
响肠道运动. 

神经系统和ICC细胞, 影响肠道动力和感觉功

能[23,24].
3.1 ICC与炎症免疫 Cajal间质细胞(interstitial 
cells of Cajal, ICC)是胃肠道运动的起搏细胞, 是
慢波活动的基础. 近年来进行的一系列研究表

明ICC在胃肠电活动及动力产生机制中有重要

作用. 而胃肠道炎症免疫导致ICC损伤日益受到

重视, 其中肥大细胞(MC)和巨噬细胞与ICC关系

尤为紧密. 研究[25]显示MC可以合成多种细胞因

子, 其释放的白介素、干扰素、TNF可使MC与
白细胞发生串联作用, 从而引起局部炎性细胞

浸润. 炎症还可导致ICC的超微结构出现异常变

化, 并失去电活性的同步性[23,26]. 在旋毛虫诱导

感染的小鼠空肠炎症模型中发现[27], ICC突起部

位有所破坏, 与平滑肌和神经元细胞之间的联

系中断、减少, 随后淋巴细胞浸入肌层并与ICC
形成紧密接触. 我们前期实验结果显示[28], 慢性

综合应激致抑郁模型大鼠可出现ICC形态学改

变, 导致其与肠神经系统联系异常, 并最终通过

ICC的介导, 引起道肠平滑肌收缩功能障碍. 肠
道ICC的改变可能参与FGIDs所致胃肠动力异常

方面的病理生理变化. 应激同时也会引起体内

相关炎症因子升高, 据此推测炎性细胞因子可

能通过损害Cajal间质细胞的功能, 最终导致胃

肠功能性紊乱的发生. 
3.2 胃肠平滑肌与炎症免疫 Wehner等[29]研究显

示, 腹部外科手术可以引起肠道炎症免疫, 导致

术后肠梗阻的发生, 而肠肌层的驻留型巨噬细

胞可能是介导局部炎症的重要物质. 他们的研

究还证实炎症介质和黏附分子如IL-1β、IL-6、
ICAM-1和MCP-1与肠道收缩、传导功能密切相

关. 最近有人提出[30], 术前给患者运用甘氨酸, 可
以有效降低术后肠梗阻的发生率, 且体内IL-6、
TNF-α和肠壁巨噬细胞浸润较对照组显著减少. 
甘氨酸治疗最早是运用于预防缺血/再灌注的黏

膜损害, 通过抑制肝脏Kupffer细胞活性及减少

其细胞因子释放的途径. 甘氨酸预治疗能减轻

术后胃肠平滑肌收缩障碍主要是抑制肠肌层大

量炎性介质的释放; 此外, 动物实验证明甘氨酸

能降低小鼠肠肌层TNF-α mRNA的表达, 同时减

少IL-6 mRNA的表达及其蛋白合成, 结果进一步

表明, 炎症介质对胃肠平滑肌的收缩功能起着

重要作用. 另外, 甘氨酸还可能起到稳定肥大细

胞的作用[30]. 
胃电描记法(electrogastrography, EGG)是

一种通过在腹部放置体表电极来检测胃肠肌

电活动的非侵入性检查, 特别适用于胃部检测. 
Maruna等[31]分别对进行开腹胆囊切除术和腹腔

镜胆囊切除术术后的患者进行胃电描记检查发

现, 胃肠动力受损与全身炎症反应相关; 患者体

内IL-6的浓度与胃肠动力障碍的程度呈正相关. 
随着体内IL-6水平降低, 胃肠动力逐渐恢复. 这
些研究显示, 术后早期胃肠功能不良与体内低

度炎症关系密切. 离体大鼠结肠平滑肌经IL-1β

孵育后, 对乙酰胆碱(acetylcholine, Ach)反应性

明显降低. 但这种效应并不是肌源性的, 而是由

肠肌间神经丛介导的[32]. IL-6与IL-1β有协同作

用, 二者相互作用共同影响交感神经末梢去甲

肾上腺素的释放[32]. 在体实验证明白介素(ILs)使
胃肠平滑肌对神经递质(主要是胆碱能和速激肽

类神经递质)的敏感性发生改变[32]. 但另一项研

究[33]显示IL-6对离体豚鼠近端结肠平滑肌的收

缩活动具有兴奋性; 其收缩振幅增加、频率加

快并呈浓度依赖性(IL-6: 20, 40, 80 μg/L); 同时

证明IL-6对平滑肌的兴奋效应主要是通过肠神

经元介导. 产生不同结果的原因可能与IL-6作用

于肠道平滑肌的浓度不同有关. 随后, Dinan等[19]

对IBS患者、抑郁症患者和健康志愿者分别服

用抗胆碱酯酶药吡斯的明, 并检测他们体内相

关细胞因子水平, 发现IBS和抑郁症患者服用吡

斯的明后体内IL-6明显升高. 最后得出结论: IBS
和抑郁症都具有炎症免疫异常的特性, 但IBS患
者体内促炎因子IL-6的升高与胆碱能系统毒蕈

碱受体(M)介导相关. 最近有学者[13]发现, 持续

暴露于IL-1β的平滑肌组织对神经元的反应性和

对Ca2+开放时间、振幅大小呈浓度依赖性改变. 
当离体平滑肌灌流槽的IL-1β浓度从10-9 mol/L升
高到10-8 mol/L时, Ca2+的开放率从17.3%提高到

24.7%; 结果提示IL-1β可能直接作用于胃肠平滑

肌细胞膜上的Ca2+通道, 从而影响肠道运动功能. 
3.3 内脏高敏感与炎症 有学者[20]认为肥大细胞

浸入到黏膜神经周围可以导致IBS患者产生疼

痛感, 随后的动物实验也证明肥大细胞可通过

刺激内脏敏感神经元而产生相应症状. 国内迟

雁等 [34]近期研究了炎症与慢性内脏高敏感的

联系, 他们发现, 内脏高敏感大鼠结肠IL-1β和

TNF-α的表达较正常对照组明显增高; 而细胞因

子可以致敏外周伤害感受器, 因此其水平增高

可能是导致内脏高敏感的重要因素之一. 

4  结论

精神心理障碍所致的F G I D s越来越受到人们
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■创新盘点
本文通过对炎症
免疫的论述以解
释 F G I D 的发病 , 
主要从与抑郁症
相关方面改变以
及炎症因子变化
来叙述其相关性. 

的重视, 而炎症免疫与FGIDs的发病关系密切. 
FGIDs患者存在胃肠道炎症细胞的浸润, 通过其

释放的大量炎症因子作用于胃肠平滑肌、肠神

经系统和ICC细胞, 最终影响消化道动力和感觉

功能, 其具体作用机制有待进一步研究. 
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Abstract  
The clinical curative effect for patients suffer-
ing from peritoneal metastasis of gastric cancer 
is relatively poor. Early diagnosis and effective 
treatment are very important for improving the 
survival rate in these patients. In recent years, 
in the light of non-radical treatment of perito-
neal metastasis, peritoneal resection has been 
adopted with a view to alleviating the tumor 
burden to the greatest extent, combined with 
intraperitoneal chemotherapy and whole-body 
intravenous chemotherapy during the entire 
surgical period. In the meantime, with the better 
understanding of the pathogenesis of peritoneal 
metastasis of gastric cancer, some experimental 
studies on immunotherapy and gene therapy 
have also provided new thoughts and methods 
for the treatment of this disease. In this paper, 
we review the recent advances in the treatment 
of peritoneal metastasis of gastric cancer.
   
Key Words: Gastric cancer; Peritoneal metastasis; 
Treatment; Literature review

Zhao L, Zhao AG. Advances in the treatment of perito-
neal metastasis of gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(26): 2746-2751

摘要
胃癌腹膜转移患者的临床疗效差, 因此, 如何
提高腹膜转移的早期诊断从而采取有效治疗
是提高生存率的关键. 近年来针对腹膜转移
的非根治性治疗, 采用腹膜切除以期最大程度
减轻肿瘤负荷, 并联合围手术期腹腔化疗及全
身静脉化疗. 同时随着腹膜转移机制的深入研
究, 免疫治疗、基因治疗等实验研究, 也为临
床治疗提供新的思路和方法. 本文就胃癌腹膜
转移的临床治疗及相关实验进展作一综述. 

关键词: 胃癌; 腹膜转移; 治疗; 综述
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0  引言

腹膜转移是胃癌最主要的复发转移方式之一. 
由于早期腹膜转移肿瘤在临床上并无特殊表现, 
一旦患者出现肠道梗阻、腹水、恶液质时治疗

困难, 预后较差. 据日本胃癌协会统计分析1991
年在日本顶级胃癌治疗中心治疗中行胃癌切

除术的7395例患者的临床资料发现, 其中合并

腹膜转移患者529例, 1、3、5年生存率分别为

39.2%、10.6%和7.1%[1]. 因此对胃癌腹膜转移进

行有效预防、早期诊断和及时治疗对提高患者

的临床疗效和远期生存率、改善生活质量具有

重要的意义. 

1  危险因素及诊断

1.1 胃癌腹膜转移危险因素分析 Kurita等[2]在腹

腔镜下观察236例确诊为进展期胃癌患者的病

灶大小、浸润范围、肉眼外观、淋巴结转移数

及组织学类型. 结果显示, 当肿瘤最大直径>50 
mm、侵及全层、转移淋巴结数>3枚、组织类

型为未分化型癌时发生腹膜转移的可能性增
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■相关报道
Than等发现腹腔
注射REIC/DKK-3
腺病毒载体(Ad-
REIC)能够抑制胃
癌细胞的播散, 同
时控制疾病进展.

大, 多因素分析进一步显示病灶大小、浸润范

围及淋巴结转移数是腹膜转移独立的危险因素. 
Fanelli等[3]对162例胃癌患者进行回顾性分析, 其
中34例(14.2%)出现腹膜转移, 多因素分析显示

与腹膜转移发生的3个独立因素为印戒细胞癌

(OR  = 4.9)、血管侵犯(OR  = 4.8)、内脏转移(OR  
= 5.1). Deng等[4]观察分析308例胃癌根治术后患

者的复发转移方式, 169例患者出现术后复发, 其
中98例出现腹膜转移, 多因素分析显示腹膜转移

发生与淋巴结分期相关(P <0.001). Zhu等[5]通过

分析172例胃癌伴腹膜转移患者的临床资料, 发
现阳性淋巴结达93%, 1年生存率19.3%, 中位生

存期16 mo. 单因素分析提示1年生存率与淋巴

结转移、手术方式及化疗相关. 淋巴结转移与

手术为预后独立因素, 淋巴结转移及未行原位

肿瘤切除患者的预后风险系数分别为1.671和
1.402. 可见, 胃癌腹膜转移的发生与病灶大小及

浸润范围、转移淋巴结数目及病理学类型密切

相关. 
1.2 诊断 目前胃癌腹膜转移的诊断主要包括腹

腔冲洗液细胞学检查、影像学诊断、手术直视

或腹腔镜下取组织活检等方法. 
早在1998年第13版日本《胃癌处理规约》

就将腹腔冲洗液细胞学检查(peritoneal lavage-
cytology, PLC)的检测结果列入胃癌分期的一项

重要诊断标准[6]. 但应用传统PLC方法来检测胃

癌腹腔中的脱落癌细胞, 但其敏感性低, 早期发

现腹腔内脱落的游离肿瘤细胞较为困难, 有较

高的漏诊率. 近年来由于放射免疫分析法(radio-
immunoassay, RIA)、单抗免疫细胞化学(immu-
nocytochemical, ICC)染色法、酶联免疫吸附法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)等
技术的展开, 能更准确的检测出腹腔内游离癌

细胞. 
细胞学和病理检查作为胃癌腹膜转移诊断

的金标准, 但作为创伤性检查限制了其在术前

分期和术后随访中的应用. 外周血和肿瘤标志

物检查可能对于检查肿瘤复发转移有一定价值, 
但无法明确复发的部位, 因此影像学证据相当

重要. 目前CT[7]、MR[8]、PET-CT[9]等已广泛用

于肿瘤腹膜转移的诊断. 
王余椿等[10]通过Meta分析评价CT、PET、

PET-CT对恶性肿瘤腹膜转移的诊断效能. 结果

显示P E T对腹膜转移诊断的汇总特异度最高, 
PET-CT的汇总灵敏度最高, PET、PET-CT和CT
的AUC和Q*分别为0.92、0.85、0.99、0.96、

0.91、0.84, PET-CT与CT的AUC值比较差异有

统计学意义(Z  = 2.33, P <0.05). 提示对诊断肿瘤

腹膜转移, PET-CT是一种准确性较高的无创性

检查方法. 
近年来, 随着对胃癌腹膜机制的分子细胞学

基础深入到基因角度转移的研究, 以期提高早

期诊断、及时采取有效治疗方法. 

2  外科治疗

2.1 腹膜切除 胃癌患者发生腹膜转移通常失去

根治性手术切除机会. 作为非根治性手术, 腹膜

切除(peritonectomy)是近年来提出的针对胃癌腹

膜转移外科治疗的概念, 指对腹膜的局限转移

性病灶且无肝转移和远处淋巴结转移的患者实

施区域性腹膜切除. 腹膜切除可最大限度地减

少肿瘤细胞的残留, 对胃癌患者的预后有较好

疗效. Glehen等[11]显示行腹膜切除术后肿瘤完全

切除的患者与不完全切除患者的2年生存率分

别为79.9%及44.7%. 
2.2 细胞减量术联合围手术期化疗 2004年第四

届国际腹膜表面肿瘤学会议[12]提出了利用细胞

减量术(cytoreductive surgery, CRS)完全切除腹

腔内所有的肉眼病变, 联合围手术期腹腔化疗

进一步消除显微镜下的残留的方案. 细胞减量

术包括原发病灶及区域淋巴结清除和受侵邻

近脏器联合切除和腹膜病变切除, 根据腹膜转

移肿瘤播散的范围, 包括壁层和脏层腹膜切除

术、大网膜切除术、网膜次全切除术等. 围手

术期腹腔化疗包括术前腹腔化疗、术中加温腹

腔化疗(hyperthermic intraperitoneal chemothera-
py, HIPEC)和术后早期腹腔化疗(early postopera-
tive intraperitoneal chemotherapy, EPIC). Glehen
等[13]对49例胃癌伴腹膜转移患者采用细胞减量

术联合围手术期腹腔化疗, 结果中位生存期21.3 
mo, 49例中有4例存活5年以上. 

3  内科治疗

3.1 腹腔化疗 高浓度而有效地腹腔内化疗一直

以来受到人们的关注. 由于“腹膜-血浆屏障”

的存在, 腹腔内化疗使化疗药物可以在局部达

到较高的药物浓度, 直接作用于定植在大网膜

乳斑和腹膜的肿瘤细胞增殖灶, 同时也直接作

用于腹腔内的游离癌细胞, 抑制其着床、增殖

和发展. 
目前腹腔内化疗的基础上发展起来的腹腔

内温热化疗(hyperthermic intraperitoneal chemo-
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therapy, HIPEC)、低渗透压腹腔内化疗(hypo-
tonic intraperitoneal chemotherapy, HIC)、化学温

热腹膜灌流疗法(chemo hyperthermic peritoneal 
perfusion, CHPP)已于临床广泛开展. 

腹腔内温热化疗利用热对肿瘤细胞的杀伤

作用同时, 改变肿瘤细胞的渗透性,增加对抗癌

药的吸收, 增强化疗药物的抗瘤效应和浸润深

度, 以到达更好的化疗效果. Li等[14]分析128例
胃癌伴腹膜转移患者的临床资料, 结果显示行

HIPEC的患者较未行HIPEC的患者有明显的生

存获益(P  = 0.025), 多因素分析显示HIPEC是胃

癌伴腹膜转移患者的独立预后因素. 
低渗透压腹腔内化疗利用低渗状态下增加

抗癌药物进入细胞内浓度的特点对于腹腔内游

离癌细胞的抗肿瘤效果比传统方法显著. 陆巧[15]

等将88例患者分为术中低渗热化疗组、术中等

渗热化疗组及对照组3组, 结果显示3组5年生存

率分别为64%、59%和32%. 低渗热化疗组9例
复发, 复发时间(24.6±9.7) mo; 等渗热化疗组13
例复发, 复发时间(15.6±8.7) mo; 对照组15例复

发, 复发时间(10.2±5.2) mo. 提示低渗热化疗与

等渗热化疗均能提高患者的生存率, 而低渗热

化疗在延缓肿瘤复发上优于等渗热化疗. 
化学温热腹膜灌流疗法针对腹膜微小播

种和腹腔内游离癌细胞为目标, 将腹膜表层加

温, 利用抗癌药和温热疗法的共同效应. 但对于

CHHP对胃癌腹膜转移的防治作用, 目前尚未达

成一致. Shimomura等[16]认为, CHPP对于腹膜转

移的预防有一定疗效. 但长期观察未发现其延

长生命的效果. 
3.2 全身化疗 Kimura等[17]进行的OGSG0401研
究中7例胃癌合并腹膜转移患者, 于第1、第8天
给予紫杉醇50 mg/m2静脉注射联合S-1 40 mg/m2

第1-14天口服, 休息7 d. 结果中位生存期310 d, 
反映率为80.0%(5/7), 2例患者出现Ⅲ度不良反

应. Ishigami等[18]进行的一项Ⅱ期临床研究, 共40
例胃癌明确腹膜转移患者, 于第1、8天分别给

予紫杉醇50 mg/m2静脉注射及20 mg/m2腹腔注

射, 同时第1-14天予S-1 80 mg/m2口服, 休息7 d, 
21 d为一疗程. 主要研究终点为1年生存率, 次要

研究终点为反映率、疗效及安全性. 结果1年生

存率达78%, 21例合并腹水患者中13例症状消失

或减轻, 常见的Ⅲ-Ⅳ度毒副反应包括中性粒细

胞减少(38%)、白细胞减少(18%)及贫血(10%). 
Imazawa等[19]对31例晚期胃癌伴腹膜转移患者进

行回顾性分析, 所有患者给予MTX(100 mg/m2)联

合5-Fu(600 mg/m2)/LV(10 mg/m2)方案化疗, 结果

中位生存期255 d, 中位疾病进展期127 d. 21例有

可测病灶患者中4例PR, 26例患者中14例腹水量

明显减少. 
Taomoto等[20]对20例晚期胃癌患者行多西

他赛(40 mg/m2, 第1天)联合S-1(80 mg/m2, 第1-14
天)方案的新辅助化疗, 接受化疗平均4.4周期, 
其中PR 17例, SD 3例. 术后中位生存期达855d, 2
年及3年生存率分别为80%和54.9%. 同时发现肝

转移患者及腹膜转移患者的中位生存期分别为

865 d及510 d. 提示姑息手术切除对胃癌伴腹膜

转移患者具有生存获益. Okabe等[21]对腹腔镜下

诊断为胃癌伴腹膜转移或微转移41例患者行S1
联合顺铂方案化疗, 结果93%(38/41)的患者完成

2程化疗, 46%(19/41)的患者腹膜转移病灶消失, 
化疗接受后78%(32/41)的患者接受手术治疗, 其
中R0切除22例. 全组中位生存期20.4 mo, R0切
除术患者43.2 mo. 

Yonemura等[22]对79例胃癌伴腹膜转移患者

进行腹腔-全身新辅助化疗(NIPS), 给予TS-1口
服第1-14天, 同时于第1、8、15天给予多西他

赛30 mg/m2联合顺铂30 mg/m2通过腹腔植入药

盒进行灌注. 结果发现在行NIPS前82.2%(65/79)
腹腔冲洗液细胞学检查结果阳性的患者, 在行

NIPS后41例转为阴性. 阴性患者较阳性患者在

生存期方面具有明显优势. 且未发现NIPS治疗

相关性死亡, 仅2例患者出现Ⅳ-Ⅴ度血液学不良

反应. 

4  实验研究

肿瘤的腹膜转移可能与机体免疫力下降, 对肿

瘤细胞的反应下降有关. 同时, 因为腹膜具有一

定的抗原提呈和促淋巴细胞增殖等免疫活性, 
使免疫治疗成为腹膜转移治疗的新靶点. Pan-
sons等[23]研究表明腹腔免疫疗法可使腹膜转移

及恶性腹水患者获得多达10 mo的额外生存期. 
Kosaka[24]等利用CD80白介素2联合基因转染胃

癌腹膜转移动物模型, 结果其生存时间为46 d, 
单用CD80组37 d, 单用白介素2组39 d, 空白对照

组29 d.  
血管内皮生长因子(vascular endothel ial 

growth factor, VEGF)作为诱导肿瘤血管生成过

程中一个主要的调节因子, 可选择性刺激内皮

细胞分裂, 并能增加微血管的通透性. Imaizumi
等[25]进行的一项体外研究显示, 腹腔注射贝伐珠

单抗组对人胃癌细胞株小鼠腹膜转移模型的腹

■应用要点
该方法可有望获
得高质量的肝细
胞并建立冷冻肝
细胞库, 为药理毒
理学研究、生物
人工肝及细胞治
疗提供理想细胞
材料.
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水量及病灶组织细胞分裂指数较空白组低, 且
生存获益较高, 提示贝伐珠单抗能有效控制胃

癌腹膜转移. Yagi等[26]对高度腹膜转移的人胃癌

OCUM-2MD3细胞株裸鼠模型的体外研究, 在对

分析I125标记的贝伐珠单抗体内分布分析发现, 
腹腔注射贝伐珠单抗的腹膜清除率较低, 在腹

膜转移病灶中发现贝伐珠单抗不仅能抑制病灶

增长同时能减少腹水量. 而皮下注射时效果更

为明显, 并且联合腹腔注射紫杉醇时效果增加. 
肿瘤细胞侵袭转移与细胞外基质及整合素

密切相关, Takatsuki等[27]认为整合素α3β1在脱落

癌细胞黏附于腹膜上起着关键作用, 利用抗α2
和抗α3整联蛋白抗体对NUGC4胃癌腹膜转移小

鼠模型进行治疗, 结果显示其有显著的抑制腹

膜转移的作用. 由于核因子-κB参与肿瘤细胞的

转移过程, Mino等[28]发现核因子-κB抑制剂DH-
MEQ能明显降低核因子-κB的生物学活性, 阻断

人胃癌细胞株NUGC-4及44As3Luc与细胞外基

质的黏附作用, 同时发现DHMEQ能抑制整合素

α2、α3及β1的表达水平. 将经DHMEQ预处理的

44As3Luc细胞株注射入小鼠腹腔并进行腹腔冲

洗液细胞学检查及活体成像, 结果发现预处理

组的小鼠腹腔冲洗液中游离癌细胞较对照组明

显降低, 且生存时间较长. 提示核因子-κB抑制

剂可抑制胃癌患者腹膜转移的发生. 
Than等 [29]发现腹腔注射REIC/DKK-3腺

病毒载体(A d-R E I C)能够抑制胃癌细胞的播

散, 同时控制疾病进展. Sony等[30]将NDV病毒

进行基因操纵形成NDV(F3aa)-GFR病毒株, 体
外研究证明NDV(F3aa)-GFR对人胃癌MKN-74
细胞具有杀伤作用, 并且发现杀伤作用与剂量

和病毒复制相关. 通过建立人胃癌MKN-74细
胞株裸小鼠腹膜转移模型, 对其进行腹腔注射

NDV(F3aa)-GFR, 结果发现半数以上小鼠未出

现明显的不良反应, 提示NDV(F3aa)-GFR能

作为治疗胃癌腹膜转移新的方向. Kawaguchi
等[31]通过呼肠病毒血清3型感染人胃癌细胞株

MKN45p、NUGC4、MKN7及KatoIII的, 并设正

常细胞株NIH3T3为对照组, 发现四组人胃癌细

胞株细胞株均发生细胞病变效用, 且试验组中

Ras蛋白表达水平较对照组明显增高. 进一步建

立人胃癌细胞株MKN45p腹膜转移裸鼠模型, 于
模型建立后第7、8、9天分别腹腔注射呼肠病

毒血清3型(1×108 PFU), 结果发现实验组裸鼠

的平均腹水量、腹膜转移病灶的数量均较对照

组低, 提示腹腔注射呼肠病毒可能作为治疗胃

癌腹膜转移新的模式. 
Kishi等[32]通过采用不同剂量的他拉泊芬钠

(2 J/cm2、5 J/cm2和10 J/cm2)介导的光动力学疗

法(PDT)对人胃癌MKN-45 EGFP细胞株裸鼠腹

膜转移模型体外研究发现, 腹膜转移病灶的荧

光强度随着激光治疗和腹腔注射他拉泊芬钠间

隔时间延长而下降, 当间隔时间为2和4 h时组织

病理学反应率分别为52.5%、43.2%、64.4%和

20.8%、25.5%、26.2%. 由于不良反应最终推荐

间隔时间4 h, 他拉泊芬钠2 J/cm2方案, 认为他拉

泊芬钠介导的光动力学疗法对胃癌腹膜是一种

有效的治疗措施. Kamei等[33]通过对人胃癌细胞

株MKN45腹膜转移裸鼠模型注射紫杉醇纳米粒

子(PTX-30W), 发现静脉注射24 h后紫杉醇在腹

膜病灶周围血管聚集, 而腹腔注射1 h后其在腹

膜转移结节周围大量聚集且随时间延长聚集范

围逐渐扩大, 且48 h后紫杉醇浸润深度达1 mm, 
提出腹腔注射PTX-30W对治疗腹膜转移具有良

好的可行性. 

5  结论

目前治疗胃癌腹膜转移的方法虽然很多, 但总

体疗效不甚理想. 因此提高胃癌腹膜转移的早

期诊断率, 积极展开术中、术后的局部及全身

治疗, 深入研究基因、免疫等生物疗法, 以期最

大程度改善患者预后. 
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整的T淋巴细胞免
疫对于抵抗HBV
持续感染是必须
的, PD-1在病毒性
肝炎的发病过程
中发挥着“双刃
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Abstract
Programmed cell death-1 (PD-1) is an inhibitory 
co-stimulatory molecule belonging to the CD28 
family. It plays an important role in the mainte-
nance of immune tolerance through binding to 
its ligands. Recent studies showed that the PD-1/
PD-1 ligand 1 (PD-L1) pathway played an essen-
tial role in the development of chronic viral infec-
tion, autoimmune diseases and tumor immunity. 
Manipulating this pathway may have possible 
clinical applications to HBV treatment. This arti-
cle will review the recent progress in understand-
ing the role of PD-1/PD-L1 signaling pathway in 
the immunoregulation of HBV infection.

Key Words: Programmed death-1; Programmed 
death-1 ligand; Hepatitis B virus
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摘要
程序性死亡分子1(programmed death-1, PD-1)
是由pdcdl基因编码的一个抑制性共刺激分子, 
在维持外周耐受中起着关键性的作用, 并在慢
性病毒感染、肿瘤免疫及自身免疫性疫病的
发生过程中发挥重要的生物学作用, 受到广泛
的关注. 本文主要综述PD-1/PD-L1信号通路
在乙型病毒性肝炎免疫调节作用的研究进展.

关键词: 程序性死亡分子-1; 程序性死亡分子1主

要配体; 乙型病毒性肝炎
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)能够引起

肝脏自限性和慢性感染. 有研究证明T淋巴细胞

免疫在控制HBV的重要性[1-3]. 病毒特异性T淋
巴细胞在HBV持续感染患者体内数量很少, 而
且往往功能受损. 相反, 自限性HBV感染的患者

在外周血中几乎总是存在可以检测到的病毒特

异性T淋巴细胞. 因此, 一个功能完整的T淋巴

细胞免疫对于抵抗HBV持续感染是必需的. 程
序性死亡分子-1(programmed death-1, PD-1)及
其主要配体PD-L1是近年来发现的负性共刺激

信号之一, 其高表达与T淋巴细胞免疫缺陷密切

相关, 是导致病毒持续感染及肿瘤免疫逃逸的

重要机制之一. PD-1在病毒性肝炎的发病过程

中发挥着“双刃剑”作用, 其高表达可抑制T细
胞活性, 调节免疫应答, 以免持续活化的免疫应

答造成机体组织免疫病理损伤, 但是, 此抑制作

用又使得CD8+ T淋巴细胞耗竭, 不利于病毒的
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■研发前沿
T细胞功能恢复和
乙肝病毒特异性
T 细 胞 免 疫 功 能
重建, 干扰这个信
号通路应是一个
科学合理并且有
前景的治疗策略, 
PD-1/PD-L1通路
的精确调控可能
为慢性乙型肝炎
的治疗提供新的
线索和思路. 

清除, 造成持续的病毒感染. 我们从不同角度的

PD-1/PD-L1抑制性信号通路与HBV感染机体发

生发展的相关机制进行综述. 

1  PD-1/PD-L1信号通路在乙型肝炎患者肝组织

免疫微环境的关键作用

PD-1/PD-L1信号通路对于抗病毒免疫效应具有

重要性, 并且能够影响病原体感染机体所致免

疫病理损伤的严重程度. 然而, PD-1/PD-L1信号

通路在病原体感染人体特定组织的调节作用仍

然知之甚少. 
Dong等[4]应用基因靶向治疗策略, 敲除小

鼠体内PD-L1蛋白编码基因, 结果发现小鼠肝组

织内富集大量特异性CD8+ T淋巴细胞, 未见到

CD4+ T淋巴细胞, 相对于肺脏和肾脏, 抗原激活

的CD8+ T淋巴细胞更容易在肝脏中积累; PD-L1
基因缺失小鼠容易发展为自身免疫性肝炎. 此
外, 另有一些证据表明细胞表面高表达PD-L1能
够诱导活化T细胞的凋亡, 肝脏可能是活化T淋
巴细胞凋亡的发生部位[5]. Iwai等[6]利用腺病毒

感染PD-1基因缺陷小鼠, 对比研究野生型小鼠

与PD-1基因缺陷小鼠的肝组织T细胞功能, 结果

证实PD-1基因缺陷小鼠能显著提高肝组织内抗

原特异性T淋巴细胞的增值能力, 并能快速清除

病毒. Isogawa等[7]也研究表明小鼠肝组织T淋巴

细胞PD-1的表达与慢性HBV感染小鼠体内病毒

的复制水平相关. 这些研究提示, PD-1通路可能

在肝脏的免疫微环境具有重要作用. 
Muh lbauer等[8]研究了肝组织内肝细胞、

星状细胞和库普弗细胞表面抑制性受体P D-1
的配体的表达水平, 结果表明, 肝组织内这些

细胞借助病毒感染, 活化的T细胞以及1型干扰

素能够上调细胞表面PD-L1的表达水平. 因此, 
PD-1/PD-L1信号通路在调控肝组织内免疫活性

细胞、病原体与免疫应答相互作用方面发挥关

键作用. 
尽管体外实验已经证实干扰素-γ能够上调

淋巴细胞表面PD-L1以及巨噬细胞和树突状细

胞表面PD-L2的表达水平[9], 然而这些抑制性配

体在原代人体细胞, 尤其是肝组织内的表达以

及调控机制还没有完全阐明. Muhlbauer等[8]从

基因水平分析人原代肝细胞和肝实质细胞(如库

普弗细胞, 肝窦内皮细胞和肝星状细胞)PD-L1
表达, 揭示了PD-1信号通路在人体肝脏的潜在

重要性. 研究发现[10]PD-L1在原代人肝细胞表面

组成性低水平表达, 经外源IFN-γ和IFNα-2a刺

激, 细胞表面PD-L1的表达上调. 除此之外, 活化

的淋巴细胞和病毒的直接感染也可上调PD-L1 
mRNA表达水平. 为了进一步明确PD-L1升高是

否影响T细胞的存活, Muhlbauer等[8]研究了静息

或干扰素激活的肝细胞体外诱导Jurkat细胞的

凋亡水平. 研究发现干扰素诱导的肝细胞增加

了Jurkat细胞凋亡水平, 应用PD-L1抗体能阻断

Jurkat细胞凋亡. 
这些研究结论可能有助于HBV感染的抗病

毒免疫策略. 因为HBV感染免疫学特点常常表

现为肝组织内抗病毒CD8+ T淋巴细胞与持续性

病毒复制共存. 目前已有研究表明, 这些抗病毒

CD8+ T淋巴细胞缺乏细胞毒作用, 不能够产生

抗病毒细胞因子, 处于一种“耗竭”状态[11,12]; 
嗜肝病毒感染可以增强PD-1/PD-L1共抑制信号

通路[8]. 因此, PD-L1的升高可能是HBV感染患者

体内未能获得有效的T淋巴细胞免疫应答的原

因. 确切机制可能涉及通过PD-L1介导的T淋巴

细胞功能失活或增强肝脏活化T细胞的凋亡. 此
外, IFNα-2a诱导的PD-L1上调可能对抗病毒药

物的治疗方法包括聚乙二醇干扰素治疗慢性病

毒性肝炎具有重要意义. 上述研究为进一步确

定肝组织PD-L1表达水平、抗病毒治疗、HBV
感染结局三者相互作用的机制奠定了基础. 

2  PD-1/PD-L1与乙型肝炎的临床分型

2.1 PD-1/PD-L1与急性乙型肝炎 HBV入侵机体

后受到宿主免疫系统的防御反应, 机体对病毒

免疫应答的差异造成了HBV感染的不同转归. 
在急性HBV感染的患者和黑猩猩体内可以检测

到强烈的、多表位特异性细胞毒性T淋巴细胞

(cytotoxicity T lymphocyte, CTL)反应; 而慢性感

染时, HBV病毒特异性CTL应答的数量和质量均

大为降低, 这可能是造成感染慢性化的重要原

因. Zhang等[13]研究发现, 在急性HBV感染早期, 
HBV特异性CD8+ T细胞PD-1的表达明显增加, 
在病毒清除期, 随着HBV DNA的下降, PD-1表
达降低, 提示HBV的清除与PD-1表达降低有关. 

体外阻断PD-1转导途径可增强HBV特异性

CD8+ T细胞的增殖和炎症因子的产生, 同时减

少IL-10的产生和T细胞凋亡的发生; 相反, HBV 
特异性CD8+ T细胞PD-1的延迟表达则与急性肝

功能衰竭密切相关. Zhang等[14]研究证实HBV感

染急性期外周血HBV特异性CD8+ T细胞高表达

PD-1, 然而当患者进展为急性肝衰竭时, 抗原特

异性CD8+ T细胞PD-1的表达相对于没有进展到
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■相关报道
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PD-L1信号途径
可以使体内耗竭
的 T 细 胞 恢 复 增
殖、分泌细胞因
子及杀伤靶细胞
的能力, 并使病毒
载量降低. 

急性肝衰竭的患者相对降低. 因此, PD-1的上调

可有效地减弱有害的CD8+ T应答及肝脏损伤,
与急性HBV感染密切相关. 

Jin等[15]采集16例急性HBV患者外周血, 通
过流式细胞仪分析病毒特异性C T L细胞的频

率及其表面PD-1的表达特点, 发现HBV特异性

CTL表面PD-1明显上调, 而来自同一个体的巨

细胞病毒(CMV)和流感病毒特异性CTL上PD-1
保持在低水平表达,说明PD-1在急性HBV感染

者CTL表面的高表达具有特异性, 而且这种特异

性的上调与ALT呈明显正相关, 提示PD-1上调水

平可作为肝脏损伤程度的标志之一; 同时结果

也显示, PD-1上调水平与病毒载量无明显相关

性, 可能是由于患者发病早期体内病毒已经被

大量清除. 据此推测, PD-1分子表达上调可能与

病毒抗原和炎症因子的刺激有关. 为进一步验

证PD-1/PD-L1免疫抑制性信号通路在病毒急性

感染中的作用, 通过体外阻断PD-1/PD-L1相互

作用, 发现HBV特异性CTL分泌细胞因子IFN-γ
的能力明显恢复, 结合发病早期PD-1分子与ALT
呈明显正相关, 推测在HBV急性感染早期, PD-1/
PD-L1的高水平表达抑制了过强的免疫反应, 避
免急性乙型肝炎患者肝脏遭受严重免疫损伤. 
2.2 PD-1/PD-L1与慢性乙型肝炎 PD-1在HBV 
感染慢性化的过程中有重要作用. 慢性HBV感

染时, 仅低水平病毒血症的患者中可以检测到

病毒特异性T细胞, 而病毒载量高的患者体内

CD8+ T淋巴细胞的含量极少, 并且PD-1表达水

平很高;  阻断PD-1/PD-L1通路后, HBV特异性

CD8+ T细胞的功能得到改善[16]. 将HBV特异性

CTL移植入HBV转基因小鼠后, 这些细胞迅速

被诱导分泌IFN-γ, 但其分泌功能很快就被抑制, 
并伴随PD-1表达上调.  利用mAb阻断PD-L1后, 
肝内特异性CTL数量增加, 分泌IFN-γ的时间延

长[17]. 而对HBV急性感染的研究表明, 感染清除

的患者体内病毒特异性的CD8+记忆性T淋巴细

胞PD-1和CD38的表达下调, 开始表达CD127, 同
时血清转氨酶浓度降低, 病毒被机体清除. 因此, 
PD-1/PD-L1通路抑制了有效的免疫应答, 导致

病毒在体内持续存在. 
目前认为, HBV慢性感染时病毒特异性细

胞毒T淋巴细胞(C T L)处于功能耗竭状态, 表
现为细胞增殖能力下降、分泌细胞因子减少. 
PD-1在活化的T细胞中表达上调,并抑制活化T
细胞的功能. Xie等[18]检测了39例慢性乙型肝炎

患者外周血HBV特异性CTL 细胞PD-1的表达,

发现外周血HBV核心抗原18227特异性CTL绝
大部分为PD-1阳性, 且PD-1仅高表达于HBV特

异性的CTL. 因此我们认为, HBV特异性CTL高
表达PD-1分子很可能是HBV慢性感染病程中持

续高水平的HBV抗原刺激所致. 长期暴露于高

载量病毒抗原使T细胞PD-1表达上调是机体的

一种保护性调节作用, 其目的是下调免疫应答, 
以免持续活化的免疫应答造成机体组织免疫病

理损伤, 但反过来PD-1/PD-L1通路的抑制作用

又使得T细胞功能低下, 不利于病毒的清除, 从
而造成慢性持续的病毒感染. 阻断PD-1/PD-L1
通路, 打破这种平衡, 有利于病毒的清除,这就为

慢性病毒性感染的治疗开辟了一条新途径. 
慢性乙型肝炎患者体内存在针对HBV的免

疫耐受, CTL处于耗竭状态, 功能低下, 难以彻底

清除病毒. 研究提示[18], 在慢性肝炎时, PD-L1与
PD-1相互作用, 诱导肝内的活化CD8+ T细胞耗

竭, 抑制CTL的抗病毒作用, 这可能是慢性乙型

肝炎发生免疫耐受的机制之一, 同时也是HBV
逃避免疫攻击的又一条途径, 对此进行干预可

能成为新的免疫治疗手段. Chen等[19]研究了46
例慢性乙型肝炎患者, 发现慢性乙型肝炎患者

免疫耐受和免疫活化患者外周血DCs上PD-L1 
阳性表达率明显高于健康对照组; DCs刺激异

体T淋巴细胞增殖及产生细胞因子的能力明显

降低, 阻断PD-L1共刺激信号途径能够增强患者

DCs对T细胞的协同刺激能力. 因此, 慢性乙型肝

炎患者外周血DCs上PD-L1表达水平的升高, 是导

致DCs刺激T淋巴细胞能力下降的一个重要原因.

3  PD-1/PD-L1与HBV T细胞耗竭

在抗病毒免疫中, 有效而强大的T细胞免疫应答

是清除病毒的关键, 病毒感染的持续和慢性化

均是由于效应和记忆性T细胞的功能缺陷所致, 
而已有的研究[20-21]显示PD-1/PD-L1信号与T效应

细胞的功能密切相关. 
Maier等[17]首次研究证实PD-1/PD-L1信号

通路对表达完整HBV病毒复制子的HBV转基因

小鼠体内HBV特异性T细胞功能有抑制作用. 在
此模型中, 过继转移乙肝病毒特异性T细胞识别

肝脏组织内的病毒抗原后分泌IFN-γ. 进一步研

究发现[22], 尽管病毒抗原持续存在, 抗原特异性

T细胞分泌IFN-γ的水平能被迅速抑制, 这种功

能的丧失与细胞表面的PD-1的表达水平相一致. 
通过阻断PD-1/PD-L1途径, 过继转移的HBV特

异性T细胞功能抑制可能会延迟发生. 更为重要
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■创新盘点
本 文 详 述 P D - 1 /
PD-L1抑制性信
号通路与乙型肝
炎病毒感染机体
发生发展的相关
机制, PD-1/PD-L1
抑制通路可能与
慢性乙型肝炎病
毒 感 染 T 细 胞 功
能障碍有关, 阻断
PD-1/PD-L1途径
的具有潜在治疗
作用, 为免疫治疗
病毒性肝炎提供
新的思路. 

的是, 这种相关性在慢性HBV感染的患者也得

到实验证实[16]. 慢性HBV感染患者外周血中乙

肝病毒特异性T细胞功能受损, 并且表达高水平

PD-1, 而在患者感染控制后的特异性T细胞具有

完好的功能活性, 大幅度降低了PD-1的表达. 类
似于其他慢性感染[LCMV和人类免疫缺陷病毒

(HIV)], 通过阻断PD-1/PD-L1途径能够部分恢

复T细胞的耗竭状态. 然而直到最近, 关于PD-1/
PD-L1信号通路与T细胞耗竭的相关性研究[23,24]

才从病理学角度转向肝脏及其周围区室. Fisic-
aro等[25]就慢性HBV感染患者肝脏内HBV特异性

T细胞进行了研究, 分析显示T细胞功能障碍与

高水平表达PD-1存在相关性, 阻断PD-1/PD-L1
通路能够改善HBV特异性T细胞的功能. 然而与

CMV相比, 这种病毒特异性T细胞功能的改善缺

乏特异性. 此外, PD-1的抑制效果也表现在急性

自限性乙肝病毒感染患者, 在HBV感染急性期, 
PD-1高水平表达与T细胞功能降低密切相关[26]. 
因此, 这一系列研究表明PD-1与HBV感染T细胞

功能障碍有关. 
关于PD-1/PD-L1通路在T细胞耗竭机制中

的重要性目前说法不一. 研究表明[27], 肝组织内

乙肝病毒特异性T细胞耗竭除了增加细胞表面

PD-1的表达, 还表达低水平的CD127, 这使得病

毒特异性T细胞耗竭更加严重, 究其原因可能与

高负载肝脏组织中病毒抗原有关. 另一方面, 外
周T细胞功能衰竭程度较轻, 细胞表面CD127表
达水平较高[28]. 进一步研究表明[29], 尽管肝脏原

位HBV和HCV特异性T细胞功能衰竭程度相似, 
然而两者对PD-1/PD-L1途径阻断的反应截然不

同. 相对于外周T细胞, 阻断PD-1/PD-L1信号通

路对于肝原位乙肝病毒特异性T细胞功能恢复

似乎更明显[25]. 相反, 在慢性HCV感染患者体内, 
阻断PD-1/PD-L1信号通路未能使浸润肝脏的

HCV特异性T细胞功能恢复[30]. 将这些不同观点

仅仅归结于病毒之间的差异似乎是一个虽然可

能但很简单的结论, Franceschini等[31]研究显示

慢性丙型肝炎患者肝组织中汇聚大量PD-1阳性

调节性T细胞, 该类细胞功能被增强. 此外, 结果

也表明, 疾病的不同感染阶段是影响病毒特异

性T细胞功能的关键因素. Gehring等[32]研究证实, 
HBV相关性肝癌患者体内病毒特异性T细胞出

现全面和彻底的功能耗竭, 而在HBV感染较早

阶段, 病毒特异性T细胞功能比较完整. 以上研

究结果提示PD-1/PD-L1信号通路并非是T细胞

功能衰竭的唯一机制, 其机制仍有待深入研究. 

到目前为止, 尽管所有的研究证实慢性乙肝

病毒感染伴有PD-1高水平的表达, 表达PD-1的
病毒特异性T细胞表现为功能衰竭, 然而越来越

多的证据已经质疑PD-1是否为T细胞功能耗竭

的决定因素. 既往研究[33]表明, 急性自限性乙型

肝炎急性期患者PD-1表达水平升高, 在这一阶

段利用抗PD-1抗体阻断此途径导致乙肝病毒特

异性T细胞功能的改善. 然而, 随着病情趋于好

转, 即便PD-1的表达水平仍然升高, 阻断PD-1途
径恢复HBV特异性T细胞增殖效应逐渐下降[13]. 
另一方面, 随着疾病的进展, 尽管高表达PD-1, 
病毒特异性T细胞能恢复分泌IFN-γ的能力[13]. 由
此看来, HBV感染T细胞表面PD-1的表达与T细
胞功能障碍没有相关性, 将T细胞衰竭的原因归

咎于PD-1/PD-L1途径是不准确的. Kassel等[32]研

究表明, 原代培养肝细胞的免疫组织化学染色

显示慢性HBV感染者表达PD-L1的肝细胞百分

比高于健康对照组; 该项研究同时发现, 非病毒

性肝炎肝组织内表达PD-L1的细胞百分比也升

高. 因此, 很难确定肝细胞PD-L1的表达是否真

正有助于T细胞耗竭的发展, 或许他仅仅是减轻

炎症反应而维持体内平衡的一种保护机制. 然
而, Rutebemberwa等[35]的研究结果与上述相反, 
该项研究证实丙型肝炎病毒感染早期PD-1的表

达水平与丙型肝炎病毒感染慢性进展直接相关. 
因此, PD-1作为反应T细胞衰竭的可靠性和重要

性仍有待于深入研究. 

4  PD-1/PD-L1与乙型肝炎的治疗

4.1 阻断PD-1/PD-L1途径的潜在治疗作用 体外

研究[36]表明阻断PD-1/PD-L1途径能恢复外周血

和肝脏HBV特异性T细胞的功能, 提示该方法对

慢性HBV感染是一种潜在的治疗手段. 最近的

研究[37]进展进一步肯定了这种方法的治疗潜力, 
阻断PD-1/PD-L1途径已经作为与T细胞衰竭相

关的慢性病毒感染治疗的一种选择方式. Ve lu
等 [38 ,39]将抗P D-1抗体导入猿猴免疫缺陷病毒

(SIV)慢性感染的巨噬细胞, 研究证实该方法耐

受性良好, 没有任何自身免疫反应发生, 能导致

功能主导的病毒特异性T细胞在SIV储存池血液

和肠道大量扩增. 此外, 封闭PD-1途径也诱导记

忆性B细胞增殖以及SIV包膜特异性抗体水平的

升高, 最终导致血浆病毒载量下降以及慢性SIV
感染猕猴的生存率改善. 目前, 抗病毒治疗在慢

性乙型病毒性肝炎的治疗中占重要地位. Evans
等[40]研究了经替比呋啶或拉米夫定抗病毒治疗
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的HBeAg(+)的18例患者, 应用流式细胞术和RT-
PCR方法, 结果发现PD-1的表达与病毒血症的

水平密切相关, 抗病毒治疗后, PD-1表达明显降

低, HBeAg血清学转换的患者较未达到HBeAg
血清学转换的患者PD-1的表达明显降低. 因此, 
HBV感染病毒血症水平和HBeAg促进PD-1的
表达, 并导致T细胞功能的损伤, 经抗病毒治疗

后, HBV复制被抑制,从而使PD-1表达减少. 尽
管阻断PD-1通路在各种慢性病毒感染体内和体

外实验证明行之有效, 但是病毒特异性T细胞功

能恢复程度通常很小. Fisicaro等[25]借助重叠肽

库应用抗PD-1抗体对HBV特异性T细胞进行体

外扩增, 结果大幅度增加IFN-γ阳性T细胞百分

比. 然而对于实际诱导产生的IFN-γ阳性T细胞数

量, 应用抗PD-1抗体组与对照组没有明显差异. 
Nakamoto等[30]在对慢性丙型肝炎患者的研究也

证实了这点. 因此, 虽然阻断PD-1通路无疑能改

善耗竭性T细胞的功能活性, 但是这种恢复部分

生理功能的T细胞的免疫学效应仍值得商榷. 深
入了解PD-1通路与T细胞功能的相关性应是阻

断PD-1信号通路可以成为一个可行治疗的先决

条件. 
4.2 如何增强阻断PD-1/PD-L1途径的效应 体外

封闭PD-1通路不能完全恢复病毒特异性T细胞

功能的可能原因之一是T细胞表面存在多重抑

制性受体的协同作用. Blackburn等[41]分析了慢

性LCMV感染小鼠模型与PD-1表达最密切相关

的基因, 研究表明好几个细胞表面抑制性受体

编码基因(例如Lag-3, CD244, CD160, CTLA-4)
与PD-1表达高度相关. 流式细胞仪多参数分析

在蛋白质水平进一步证实了上述研究发现, 并
揭示T细胞衰竭的严重程度与各种抑制性受体

的数量和多样性有关. 此外, 研究者发现PD-1和
Lag-3联合阻断协同增加了T细胞功能活性. 这
项研究表明, T细胞衰竭现象是由多种抑制受体

共表达、协同作用组成的一个复杂的网络. 最
近一项关于HIV抑制性受体的研究也支持这个

观点, 研究结果表明耗竭性T细胞表面表达抑制

性受体Tim-3, 没有PD-1的表达, 再次显示了抑

制受体的多样性[42]. Golden-Mason等[43]也研究

发现丙型肝炎病毒特异性T细胞过度表达Tim-3, 
提示Tim-3也参与了肝炎病毒感染. Nakamoto
等[44]将PD-1和CTLA-4信号通路同时阻断, 观察

HCV特异性CD8 T细胞耗竭程度的变化, 研究发

现, 同时阻断PD-1和CTLA-4途径能协同作用于

肝内HCV特异性CD8 T细胞而使T细胞耗竭程度

减轻. 据此推断, 单一阻断抑制性受体PD-1对于

改善慢性HBV感染T细胞耗竭程度并不能获得

理想的结果. 相反, 针对多个已知的抑制性受体

采用组合方式进行阻断将更为可取. 
众多研究[45]表明, 共刺激信号缺乏能影响

P D-1的阻断效应 .  通过共刺激途径提供正性

刺激信号, 可以增加细胞内肿瘤坏死因子受体

(TNFR)相关因子(TRAF)的水平, 减少Bim介导

的病毒特异性CD8 T细胞消除, 提高耗竭细胞

的功能[46-48]. 众所周知, PD-1是属于共刺激分子

B7 家族的一种免疫抑制分子, T细胞表面CD28
分子与配体B7连接能够招募PI3K, 后通过Akt激
活下游信号, 然而PD-1分子能够抑制PI3K通路. 
这说明PD-1和CD28分子共同使用PI3K进行信

号传导, 这就为CD28分子信号增强PD-1的阻断

效应提供了可能. 体外实验已经证实了这种观

点, Freeman等[49-51]将人T细胞与包被有抗CD3激
活抗体的磁珠以及PD-L1 Ig融合蛋白共同培养, 
结果导致T细胞功能减低, 进一步研究发现这种

抑制效果可以通过激活CD28的单克隆抗体克

服. 因此, 共刺激受体CD28不仅是CD8 T细胞功

能恢复的标志, 而且代表了增强PD-1阻断效应

的一种可行的手段. 更为值得注意的是, 当通过

CD3信号传导不是最佳状态时, CD28的共刺激

效应更加明显, 这对于病原体持续感染具有重

要意义[49]. 在慢性HBV感染者体内, 持续高病毒

载量提供一种选择压力, 这种压力只选择对病

毒表位具有较低亲和力的T细胞, 而那些对病毒

表位具有高亲和力的T细胞慢慢被剔除. 这种选

择压力最终导致病毒特异性T细胞不能获得最

佳TCR信号, T细胞功能活性需要通过增强CD28
信号传导效应来完成. 

HBV特异性T细胞耗竭涉及PD-1在内的多

个抑制性受体以及共刺激分子, 阻断这些抑制

性受体途径或增强共刺激信号通路能大大恢复

病毒特异性T细胞功能. 

5  结论

目前HBV感染后慢性化的确切机制尚不清楚, 
尚缺乏一种行之有效的抗病毒治疗方案. HBV
作为嗜肝性DNA病毒, 本身对肝细胞并没有损

害, 在清除病毒和造成肝细胞损伤中起关键作

用的是细胞毒性T淋巴细胞. PD-1/PD-L1抑制通

路可能与慢性HBV感染T细胞功能障碍有关, 这
对于认识HBV感染的慢性化机制有着重要意义. 
对于T细胞功能恢复和乙肝病毒特异性T细胞免

■应用要点
目前HBV感染后
慢性化的确切机
制尚不清楚, D-1/
PD-L1抑制通路
可能与慢性乙型
肝炎病毒感染T细
胞功能障碍有关, 
这对于认识HBV
感染的慢性化机
制有着重要意义. 
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疫功能重建, 干扰这个信号通路应是一个科学

合理并且有前景的治疗策略, PD-1/PD-L1通路

的精确调控可能为慢性乙型肝炎的治疗提供新

的线索和思路. 然而, T细胞功能耗竭现象是一

个复杂网络, 其中涉及多个抑制受体参与, 共同

刺激受体表达下调, 甚至可能包括许多尚未被

发现的其他机制. 因此, 结合目前关于T细胞耗

竭的认识, 同时调节抑制性受体和共刺激途径

可能是增强阻断PD-1疗效的最佳策略. 
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 文献综述 REVIEW

细胞因子与肝纤维化及肝纤维化患者的营养支持治疗原则
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■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病的共同
病理途径, 肝纤维
化可引起肝脏功
能不同程度的受
损. 肝脏是营养物
质代谢中心, 慢性
肝病患者大多存
在营养不良, 合理
的营养支持是临
床治疗和预后的
关键点之一. 
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Abstract
The rapid development of molecular biology has 
provided new paths for and led to great break-
throughs in the treatment of liver fibrosis. Now 
the research of targets for anti-fibrosis therapy 
mainly focuses on hepatic stellate cells (HSC) 
and cytokines related to HSC activation. Re-
searchers are getting more concerned about the 
features of nutritional metabolism in patients 
with liver fibrosis and their relationship with 
prognosis because of special roles the liver plays 
in nutritional metabolism.  Reasonable prin-
ciples of nutritional support can help ameliorate 
symptoms, reduce complications and facilitate 
recovery in patients with liver fibrosis.

Key Words: Liver fibrosis; Cytokines; Nutritional 
metabolism; Nutritional support

Jin XY, Cong T, Zhao P. Cytokines, liver fibrosis, and 
principles of nutritional support in patients with liver 

fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(26): 
2760-2767

摘要
分子生物学技术的飞速发展, 为肝纤维化的治
疗提供了新的途径, 使肝纤维化防治取得了突
破性进展. 目前抗肝纤维化治疗的研究靶点主
要集中在肝星状细胞及与其活化相关的细胞因
子. 由于肝脏是营养物质代谢中心, 因此肝纤维
化患者的营养代谢特点及其与预后的关系也受
到越来越多的关注. 合理的临床营养支持原则
及适当的免疫营养素强化, 都有助于更快更好
地改善临床症状, 减少并发症, 促进预后, 为肝
纤维化的临床治疗提供重要的辅助治疗手段.  
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0  引言

慢性肝病是一类危害极大的疾病, 肝硬化及其

并发症已经成为全球发病与死亡的主要因素. 
而我国人群慢性肝病患者众多, 且呈逐年上升

趋势. 20%以上的慢性乙肝患者会发展为肝纤维

化、肝硬化, 甚至肝癌. 肝纤维化是机体对各种

病因引起的慢性肝组织损伤的自我修复反应[1], 
是各种慢性肝病的共同病理学基础, 同时也是

慢性肝病向肝硬化发展的必经途径. 肝硬化是

不可逆的, 而肝纤维化则是肝硬化的早期可逆

阶段, 通过及时治疗是可以控制或者逆转的. 近
年来,由于分子生物学和细胞内信号传递领域的

飞速发展, 使纤维化的形成机制更加明确, 为肝

纤维化的治疗和新药开发提供了新的途径和广

阔前景, 因此肝纤维化的防治成为当今的研究

热点, 并取得了突破性进展. 

1  肝纤维化形成机制

传统观点认为, 肝纤维化是一种被动静止的过
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■研发前沿
目前慢性肝病患
者营养物质代谢
特点已基本清楚, 
如何提供合理的
营养支持是肝病
治疗及临床营养
学的研究热点. 营
养干预的方式已
从传统的静脉高
营养向以肠内营
养为主的方向转
变, 提出了以免疫
营养为代表的代
谢调理营养治疗
的新理论.

程, 类似于皮肤损伤后疤痕的形成. 而现代研究

发现, 肝纤维化的形成是一个不断变化的动态

过程, 多种细胞因子和活性成分参与其中, 其中

肝星状细胞的活化和细胞外基质的合成增多而

降解不足是该病理生理变化的中心环节[2]. 各种

致病因子如肝炎病毒、血吸虫、毒性物质(酒
精、CCl4)、脂肪代谢产物、活化的巨噬细胞、

炎性因子、活性氧自由基等侵害肝细胞, 使其

发生损伤, 进而激活肝内库普弗细胞释放大量

细胞因子, 使肝星状细胞活化, 转化为肌成纤维

细胞, 肌成纤维细胞在细胞因子的作用下进一

步活化, 刺激胶原增生, 使胞外基质合成增加, 
降解减少, 大量沉积, 从而形成纤维化[2]. 

2  肝纤维化的治疗靶点

狭义的抗肝纤维化治疗主要指抑制肝脏细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)的生成与沉积, 
促进其降解; 而广义的抗肝纤维化综合疗法, 包
括治疗原发病或去除致病因素、抗肝脏炎症、

控制星状细胞活化、抑制胶原纤维形成与促进

胶原降解等多个方面[3]. 致病因素的持续刺激是

造成肝纤维化不断发展的关键因素, 因此去除

病因是抗纤维化最有效的方法. 在疾病早期阶

段, 尽可能采取措施去除致病因素可有效减轻

肝纤维化程度, 甚至使其逆转、恢复正常结构. 
针对病毒、代谢产物、药物、酒精和自身免疫

性等原因, 进行抗肝炎病毒、戒酒、血吸虫患

者驱虫治疗、停用肝毒性药物或毒物、代谢综

合征患者减肥等相关治疗均可收到良好的治疗

效果. 在有效去除病因的基础上, 还需要针对致

病机制的不同环节采取相应措施, 包括控制炎

症反应、抑制肝星状细胞(hepatic Stellate Cells,  
HSC)活化和增殖、抑制细胞外基质合成、促进

细胞外基质降解、诱导活化HSC凋亡及促进肝

细胞再生等. 其中各种细胞因子的作用使星状

细胞的持续激活是肝纤维化发生发展过程中的

关键环节, 因此调节细胞因子的表达是阻止纤

维化进程的重要手段, 近年来逐渐成为抗纤维

化治疗的重要靶点而备受关注[4-8]. 
2.1 转化生长因子β1 转化生长因子β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)是目前已知作用最强的

纤维化促进因子和肝星状细胞激活剂之一, 其
主要作用表现在: (1)促进HSC合成Smad蛋白及

ECM, 减少ECM降解; (2)上调成纤维细胞中强

效促细胞有丝分裂原PDGF受体表达, 间接促进

成纤维细胞增殖, 使ECM基因表达进一步强化; 

(3)覆盖抑制胶原产生的肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor, TNF-α)在胶原等基因上的反应

元件, 促进胶原的产生; (4)抑制基质金属蛋白酶

(matrix metallo-proteinases, MMPs)和促进金属蛋

白酶组织抑制物(Tissue Inhibitors of Metallopro-
teinase, TIMPs), 减少异常合成的ECM降解[9-11]; 
(5)抑制淋巴细胞、单核细胞和NK细胞的功能[12]. 
TGF-β及其受体拮抗剂、TGF-β中和抗体、可

溶性TGF-β的Ⅰ型受体(TGF-β receptor-Ⅰ, TβR
Ⅰ)及针对TGF-β的RNA干涉(RNA interference, 
RNAi)等在动物实验中均可抑制肝星状细胞活

化、降低肝脏胶原等细胞外基质含量、减轻肝

纤维化程度. 研究表明, 通过抑制TβRⅠ和TβR
Ⅱ, 可抑制肝组织内TGF-β1表达, 降低羟脯氨酸

含量, 从而减少Ⅰ、Ⅲ型胶原的沉积, 并促进肝

脏病理变化的改善[12]. 目前越来越多的研究显

示, 以TGF-β1作为靶目标, 通过消除纤维化发展

过程中病变组织产生的过多TGF-β1来预防或阻

断纤维化的发展已成为纤维化防治研究的最新

热点[13-15]. 
2.2 血小板衍生因子 血小板衍生因子(platelet-
derived growth factor, PDGF)是已知最强的促

细胞有丝分裂原性生长因子[16]. 在HSCs激活过

程中, PDGF是最重要的因子之一, 使HSCs迁
移到炎症受损部位, 激活HSCs的细胞外信号调

节激酶ERK1/2(extracellular regulated protein 
kinases)和FAK(focal adhesion kinase)-PI3K 
(phosphoinositide3-kinases)-Akt (即PKB, protein 
kinase B)通路, 引起HSC增殖并转化为肌成纤维

细胞[17-20]. 因此阻断PDGF的生物学效应可抑制

肝星状细胞增殖. PDGF还可以通过上调TIMP-1, 
抑制胶原酶的作用, 以减少ECM降解[21]. PDGF必
须与细胞膜上的相应受体结合后才能发挥其生

物学效应. 研究表明, PDGF受体β亚单位(plate-
let-derived growth factor receptor-β, PDGFR-β)靶
向小干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)可
抑制HSC增殖及合成胶原, 并诱导其凋亡, 从而

减轻大鼠肝纤维化. 
2.3 肝细胞生长因子 肝细胞生长因子(hemato-
poietic growth factor, HGF)是多效性生长因子, 
具有促细胞分裂、促细胞运动和促形态形成等

作用, 在促进肝组织再生方面发挥着重要作用, 
临床主要用于肝功能衰竭的治疗. HGF在动物实

验中显示出较强的抗纤维化作用, 其机制包含

促进肝细胞再生和抑制TGF-β表达、促进胶原

酶生成等方面[22]. 联合应用尿激酶型纤溶酶原激
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■相关报道
黎介寿等研究表
明, 免疫营养支持
能促进蛋白质合
成和酶表达, 达到
改善营养、免疫
及生活质量的目
的, 肠内营养支持
更有利于慢性肝
病患者的治疗和
恢复 .  Owen等研
究指出, 慢性肝病
患者睡前进食一
定量的碳水化合
物 ,  能够改善RQ
值和能量代谢, 促
进肝细胞的修复.

活物(urokinase-type plasminogen activator, uPA)
和HGF基因治疗实验性大鼠肝纤维化, 可起到

保护肝细胞和减少肝脏胶原沉积的作用[24]. 目前

对于HGF的抗肝纤维化研究仍在继续, 但都限

于动物实验. 将HGF基因导入胆管阻塞型肝纤

维化大鼠(bile duct ligation, BDL), 其具有明显的

抗纤维化作用, 可抑制BDL大鼠TGF-β1的表达, 
并可以阻止肌成纤维样细胞活化. 这表明HGF
是通过阻止胆管上皮细胞向肌成纤维样细胞表

型转化而发挥抗肝纤维化作用. 多种肝纤维化

模型(如非酒精性脂肪性肝硬化、二甲基亚硝胺

致肝纤维化、BDL等)、多种载体和导入方法

(如电穿孔、腺相关病毒、裸的质粒DNA等) 均
可成功将 HGF基因导入动物体内, 并发挥抗纤

维化作用, 说明HGF抗肝纤维化作用的稳定性, 
为其临床应用提供了实验依据[23].   
2.4 肿瘤坏死因子-α 肿瘤坏死因子-α(tumor ne-
crosis factor, TNF-α)主要由被激活的巨噬细胞

产生, 他可由内毒素、免疫复合物和病毒等多

种刺激物质诱导产生, 不仅参与介导抗肿瘤、

免疫调节、炎症反应和组织损伤等病理生理过

程, 也参与组织损伤的修复和结缔组织代谢的

调节[24]. 研究发现, TNF-α是胶原合成和组织纤

维化的重要抑制物, 能抑制胶原蛋白的合成, 并
可减少肝脏炎性细胞浸润及肝细胞变性, 有效

抑制肝内层乳蛋白的沉积, 表明一定量的TNF-α
可以抑制肝纤维化的进程[25]. 然而亦有研究发

现, TNF-α不仅通过促进体外培养的大鼠肝星状

细胞合成胶原蛋白和蛋白多糖, 增加Ⅰ、Ⅲ、

Ⅳ型前胶原mRNA的表达, 而且能消除转化因

子对大鼠肝星状细胞增生的抑制, 促进肝星状

细胞增生并分泌透明质酸(hyaluronic acid, HA)
和层粘连蛋白(laminin, LN)基质, 这表明在一定

条件下TNF-α还可以促进肝纤维化的进程[26]. 因
此, TNF-α在肝纤维化过程中是起促进作用, 还
是抑制作用, 其所起作用是否与含量水平有关

目前仍不明确. 
2.5 干扰素 干扰素(interferon, IFN)是细胞受某

些反应刺激而产生的一类蛋白质, 按分子结构

和抗原性可分α、β和γ型, IFN-α主要由单核细

胞和B细胞经病毒感染诱生, 免疫活性弱而建立

抗病毒状态快; IFN-β主要由成纤维细胞和上皮

细胞产生, 在病毒感染反应中最早出现; IFN-γ
由自然杀伤(NK)细胞和致敏的T淋巴细胞产生, 
是可溶性细胞外信号蛋白, 免疫活性强而建立

抗病毒状态缓慢. 三种类型的IFN都具有广泛的

抗病毒,抗肿瘤和免疫调节作用[27]. 目前研究认

为, INF抗肝纤维化机制主要包括: (1)INF抗病

毒作用与抗肝纤维化作用密切相关; (2)抑制肝

星状细胞的活化和增殖; (3)诱导激活的HSC凋

亡; (4)抑制ECM合成; (5)促进ECM降解[28]. 目前, 
对INF-α的抗肝纤维化机制研究较为深入, 而对

INF-β和INF-γ的研究较少. 
2.6 基质金属蛋白酶与基质金属蛋白酶组织抑

制物 细胞外基质的降解主要依靠各种降解酶的

作用, 基质金属蛋白酶(matrix metal proteinase, 
MMPs)是一类钙离子依赖性的蛋白酶, 是肝脏

细胞外基质的主要降解酶, 通过调节MMPs活性, 
有助于促进肝纤维化的逆转. Ⅰ型胶原蛋白是

纤维化肝脏中的主要胶原蛋白, 而MMP-1是Ⅰ

型胶原蛋白的主要蛋白降解酶. HSC是MMP-2, 
MMP-9, MMP-13的主要来源[29], 同时处于静息

状态的MMP-2的激活需要肝实质细胞的共同

作用. 有研究表明, 免疫调节剂OK-432可促进

MMP-9的合成, 抑制肝纤维化的发展; 氯化钆可

特异性地作用于库普弗细胞, 提高MMP-13的表

达和活性, 阻止肝纤维化的发生[29]. 
纤溶酶原系统在细胞外基质降解中也起

重要作用. 有研究显示, 用siRNA干扰纤溶酶原

激活物抑制物-1(plasminogen activator inhibitor 
type-1, PAI-1)的表达, 可促进细胞外基质降解, 
减少胶原沉积; 松弛肽可以抑制TGF-β介导的胶

原合成、促进MMP-1表达, 从而预防并治疗早

期小鼠肝纤维化[30]; 运用分子生物学技术能够

显著抑制活化的HSC和大鼠肝脏中基质金属蛋

白酶组织抑制物-1(tissue inhibitors of metallopro-
teinase-1, TIMP-1)的表达, 减少HSC中Ⅰ、Ⅲ型

胶原含量. 同时, 通过释放肝组织间质胶原酶的

活性, 可减少羟脯氨酸含量, 促进Ⅰ、Ⅲ型胶原

的降解, 改善肝脏病理形态, 表明TIMP-1是可选

择的有效抗纤维化的靶点之一[31]. 
近年来, 以细胞因子及相关基因表达为靶

点的抗肝纤维化治疗取得较大进展, 还有许多

细胞因子如白介素家族中的白介素-6(Interleu-
kin-6, IL-6)、IL-1、IL-8、IL-10等都可以影响

纤维化进程[24,32]. 
基于对肝纤维化分子机制的认识,目前的

肝纤维化基因治疗一般从以下几方面入手: (1)
以细胞因子(TGF、PDGF、TNF、丝裂原等)、
HSC为靶位点, 抑制 HSC的激活 ,减少MFB 的生

成; (2)以MMP及 TIMP为靶位点 ,促进异常堆积

的细胞外介质的降解, 重建肝小叶; (3)抑制炎症
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■应用要点
本文从肝脏的纤
维化的形成、营
养代谢特征入手
较为详尽叙述了
肝脏纤维化与营
养 代 谢 的 研 究 . 
对于指导临床肝
纤维患者的营养
支持有一定参考
价值. 

反应, 保护肝细胞, 减少肝细胞的损害[33]. 
目前细胞因子和基因治疗存在的主要问题

是基因导入的靶向性、表达效率、可调控性及

安全性等尚未完全解决, 因此要将其真正应用

于临床可能还需要一段过程[34]. 但是随着分子生

物学的发展和人类基因组学的不断完善, 基因

治疗的副作用将会减弱甚至消除, 其安全性将

大大提高. 在未来的十年内, 肝纤维化基因治疗

将由单基因治疗向着多基因治疗方向发展, 治
疗的最终目标是逆转纤维化、重建正常肝小叶, 
恢复正常肝功能[34]. 

另外, 由于血管生成与肝纤维化形成密切相

关, 近年来抗血管生成治疗也被认为是纤维化

治疗中的重要途径[35-38]. 肝纤维化的发生是以肝

窦毛细血管化为特征的肝脏微循环血管的改变, 
实质就是肝脏血管生成的过程. 研究发现[39], 应
用选择性环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)
抑制剂罗非昔布进行抗肝纤维化治疗, 主要是

从肝纤维化形成过程中肝窦毛细血管化的角度, 
证明肝纤维化形成过程中的血管生成现象. 研
究证实[40], 血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)和结缔组织生长因子

(connective tissue growth factor, CTGF)是选择性

COX-2抑制剂延缓肝硬化形成和改善肝窦毛细

血管化的关键因素. 

3  肝纤维化患者的营养代谢特点及营养支持原则

合理营养是防治疾病的物质基础, 患者的营养

状况直接影响到疾病的转归. 肝脏是机体内最

大、最活跃的物质代谢器官, 参与体内糖类、

蛋白质、脂肪的代谢, 任何原因引起的肝脏损

害都会引起机体物质能量代谢障碍, 而漫长的

病程会使物质能量代谢障碍呈渐进性蓄积, 增
加腹水、肝性脑病、肝肾综合征、糖尿病等并

发症的发生率, 引起肝功能进一步恶化. 因此对

慢性肝病患者来说, 合理的营养支持是辅助治

疗和促进康复极其重要的手段和途径. 
3.1 营养状况评价 虽然肝纤维化患者由于长期

代谢障碍极易发生营养不良, 但并不是所有患

者都需要进行同样的营养支持, 不能只是盲目

地给予营养物质的补充, 而应该首先对患者的

全身状况, 特别是营养状况进行评估, 通过营养

风险筛查掌握患者营养不良的程度和类型, 从
而制订出适合患者自身营养状况的合理的营养

支持方案. 
目前临床常用的营养评估方法主要有主观

综合营养评价法(subjective global assessment,  
SGA)[41,42]、微型营养评价法(mini-nutrit ional 
assessment, MNA)[42]、营养不良通用筛查工具 
(malnutrition universal screening tool, MUST)[43]

以及营养风险筛查工具(Nutrition Risk Index, 
NRS2002)等[44,45]. 与临床营养状况评价相关的

检测指标主要有患者的基础营养状况, 包括体

质量、体质量指数(body mass index, BMI)、静

息能量代谢(rest energy expenditure, REE)、上臂

肌围(arm muscle circumference, AMC)、三头肌

皮褶厚度(triceps skinfold thickness, TSF)、握力

等, 但在晚期肝病患者中应用有其局限性. 肝硬

化患者往往因腹水或水肿引起体质量增加, 故
BMI并不能反映患者真实的营养状态; TSF及
AMC多在营养不良发生数月后出现变化 , 敏
感性较低[46], 且同样易受水肿的影响. 血清蛋白

浓度指标的测定是蛋白质营养状况评价中极为

重要的方法之一, 最常用的测定指标包括血清

白蛋白、 前白蛋白(prealbumin, PA)、C反应蛋

白、 转铁蛋白、 维生素A结合蛋白和铜蓝蛋白

(ceruloplasmin, CER)等. 其中PA和CER因其血浆

生物半衰期短, 属急性时相蛋白 , 相对来说更能

准确反映肝脏合成蛋白质的能力[47]. 另外还需要

有转氨酶和肝纤4项等与病程诊断相关的指标. 
值得注意的是, REE是反应机体能量代谢状

况的重要指标, 近年来逐渐得到推广和应用[48]. 
新陈代谢是生命现象的基本特征, 生物在进行

物质代谢的同时, 也进行能量代谢. 肝脏是机体

参与能量代谢的重要器官. 当发生肝脏疾病时, 
机体的能量代谢会受到影响. 反之, 机体能量代

谢的变化也会影响肝脏功能, 并直接影响患者

的预后. 慢性肝病由于其发病机制、组织病理

学、临床病程长短轻重不一, 对代谢的影响程

度也不同. 合理的能量代谢调整对于改善肝功

能, 防止并发症具有积极意义. 
3.2 营养代谢特点 肝纤维化患者由于代谢障碍, 
营养物质摄入减少而丢失过多, 营养代谢的主

要特点是: 糖的储存和氧化降低; 脂肪酸和酮体

的产生和利用障碍; 蛋白质合成能力降低, 而分

解代谢增加, 体内氮量消耗明显. 
Greco等[49]报道, 慢性肝病患者不仅全身葡

萄糖摄取率明显降低, 而且葡萄糖氧化率、贮

存率也显著下降. 由于肝硬化患者对葡萄糖的

利用障碍, 引起其早期蛋白质分解代谢增加, 晚
期脂肪氧化分解也增加; 其结果是蛋白质消耗

增加, 脂肪贮备减少, 发生低蛋白血症及营养不
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良. 如果这些异常代谢不及时纠正, 最终导致患

者能量产生减少, 从而严重影响组织细胞、器

官及免疫等功能. 也有学者研究发现, 肝硬化患

者存在严重的生长激素抵抗状态, 导致生长激

素调节肝脏合成胰岛素样生长因子-1(insul in-
like growth factor-1, IGF-1)及其结合蛋白发生障

碍, 肝脏葡萄糖的异生和糖原合成减少[50]. 尽管

脂肪是人体内最大的能量贮备物质, 但由于肝

硬化患者葡萄糖的氧化、利用减少, 通过机体

代偿机制的作用, 使肝硬化患者早期不得不过

多地氧化、利用蛋白质, 增加尿氮排出; 晚期脂

肪的动员、氧化也随着增加, 临床上主要表现

为消瘦及低蛋白血症[51-53]. 
另外, 维生素、矿物质和微量元素的缺乏是

肝病的共同特点. 由于慢性肝病患者合成能力

下降, 可造成血清铁蛋白和铜蓝蛋白减低. 由于

摄入不足、 吸收减少、 肝储存不足、 需要量

增加等综合因素的影响, 可导致体内锌、硒、

钙、脂溶性维生素及叶酸等营养物质的缺乏. 
缺锌可促进肝纤维化, 并诱发肝性脑病; 缺硒可

使谷胱甘肽过氧化物酶活性下降, 影响其分解

过氧化物、清除自由基, 进而加重肝细胞的损

伤和坏死; 钙和维生素D的缺乏, 则会使患者出

现骨质疏松等并发症. 肝病患者体内脂溶性维

生素水平普遍偏低, 而水溶性维生素缺乏却并

不常见, 但也可能出现[51-53]. 
3.3 营养支持原则 2000年欧洲营养协会提出慢

性肝病患者的营养支持原则[54]: (1)肝硬化患者

处于高代谢状态, 饮食中需要比正常人添加更

多的蛋白质, 才能维持其氮平衡; (2)大多数患者

可耐受正常甚至更高的蛋白质摄入, 而不产生

肝性脑病; (3)可对肝硬化患者的饮食习惯进行

调整, 在平常几餐的基础上, 有必要晚上加餐;  
(4)对重症营养不良患者, 应考虑补充氨基酸, 以
满足蛋白质合成的需求; (5)对少数不能耐受蛋

白质从胃肠道摄入的患者, 如肝性脑病者, 可考

虑以支链氨基酸作为氮源. 
目前的临床营养支持已不再局限于为患者

提供足量、超量的营养底物, 而是更加关注各

种营养物质对机体组织器官代谢的影响及病理

生理过程的影响, 提倡按照患者的代谢需求与

代谢能力提供适当的能量, 危重患者可给予允

许性低热卡摄入, 营养干预的方式已从传统的

静脉高营养向以肠内营养为主的方向转变, 提
出了以免疫营养为代表的代谢调理营养治疗的

新理论[55-60]. 

免疫营养支持的概念近年来逐渐受到人们

的重视, 所谓免疫营养支持就是通过使用一些

特异性免疫营养物质, 不仅改善患者的营养, 而
且发挥改善免疫机制、调节机体炎性反应的作

用. 目前研究及应用较多的免疫营养物质有谷

氨酰胺、精氨酸、核苷酸及n-3脂肪酸等. 研究

表明[61], 免疫营养支持能促进蛋白质合成和酶

表达, 激活粒细胞和肠上皮细胞的增殖, 从而达

到改善营养、免疫及生活质量的目的. 目前免

疫营养支持在临床主要应用于肿瘤患者以及肝

病、肾病、糖尿病等病程较长的慢性疾病患者. 
在营养干预方式上, 肠内营养支持更有利于

慢性肝病患者的治疗和恢复. 黎介寿等[62]研究显

示, 肠内营养有利于防止肠道黏膜萎缩, 保护肠

屏障功能, 使营养物质首先经门静脉入肝, 在肝

内被解毒或被合成, 不造成肝功能损害, 抑制肠

道产生炎性细胞因子, 减轻创伤和应激后的全

身炎性反应, 提示肠内营养的摄入增加有利于

肝脏能量代谢的好转. 
对于慢性肝病患者, 营养支持首先要补充蛋

白质或氨基酸以纠正蛋白营养不良, 主要以富

含支链氨基酸而少含芳香族氨基酸的蛋白质或

肽类为主, 从而减轻肝脏负担, 防止肝性脑病发

生. 同时功能性氨基酸如谷氨酰胺、甘氨酸、

精氨酸等免疫营养素的适当强化对肝细胞的损

伤修复也有积极作用. 支链氨基酸(亮氨酸、异

亮氨酸和缬氨酸)主要在肝外代谢, 可供应人体

30%的能量, 而且具有抗氧化作用, 不仅可改善

低蛋白血症, 还可通过抑制大脑中假性神经递

质的形成, 改善肝性脑病症状[63]. 国外有学者对

50例慢性乙型病毒性肝炎和肝硬化患者采用口

服支链氨基酸给药的研究, 发现4 wk后患者的乏

力、胃纳差、下肢水肿等症状即开始好转, 生
活质量得到改善, 血清白蛋白和总蛋白水平明

显提高, 效果优于复方氨基酸[64]. 
能量物质的需要量, 应根据患者能量的消耗

确定, 目前主要以Harris-Benedict公式计算患者

REE. 由Harris Benedict 公式计算求得热量需求

值为104.6-125.5 kJ(25-30 kcal)/kg[65]. 一般认为 
1200-2000 kcal/d可以满足大多数患者的需求. 如
果正常饮食不能满足需要, 可建议夜间加餐、

应用鼻饲或胃肠外营养支持[66]. 
葡萄糖是一种廉价供能物质 , 众多学者认

为葡萄糖是肠外营养时主要的能量底物. 研究

表明应用葡萄糖时随着单位时间内氧气及二氧

化碳量的变化,呼吸商(respiratory quotient, RQ

■同行评价
文章紧密联系肝
硬变肝纤维化治
疗 热 点 ,  提 出 了
肝纤维化的营养
治 疗 原 则 ,  值 得
临床及基础研究
者阅读.
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值)迅速大幅度上升,并维持在较高水平, 提示脂

肪、蛋白质氧化率的下降, 表明葡萄糖的静脉

应用可使机体营养底物氧化结构发生改变: 在
提高碳水化合物氧化率的同时 , 降低脂肪及蛋

白质的氧化 , 即加强碳水化合物的利用, 可节约

脂肪及蛋白质的消耗[67]. 但也有报道称葡萄糖的

应用增加 CO2的消耗,提示在葡萄糖的临床应用

中要注意随之而来的代谢负反应[53]. 
传统观点认为肝病患者应给予低脂膳食, 

以减轻肝脏代谢的负担. 然而近年有国外学者

研究指出, 脂肪是再生肝脏的优势能源, 不应当

在饮食中加以限制, 认为给予包括脂肪乳剂在

内的胃肠外营养, 并未使其肝功能恶化[68]. 也有

研究认为, 脂肪乳剂的主要特点是等渗、热价

高、富含必需脂肪酸, 应激或创伤状态下机体

对脂肪乳剂的利用明显加快, 经静脉途径补充

脂肪乳剂并不干扰糖类代谢, 机体可很好地耐

受脂肪, 且有利于肝功能的改善及肝细胞再生

和修复[69]. 目前临床应用的主要是中链脂肪酸

(medium chain triglycerides, MCT) 和长链脂肪酸

的混合物, 亦称结构型脂肪酸. 
脂溶性维生素的缺乏在慢性肝病患者中也

很常见. 研究表明血清维生素A与血清白蛋白和

肝功能评分之间有直接关系. 因此有人提出监

测血清维生A、D的浓度可能是评价肝硬化治疗

的一个指标. 另外生长激素、胰岛素样生长因

子、 相关电解质等的补充, 均有助于维持肝功

能并且促进肝脏损害的修复, 进而纠正营养不

良状态[70]. 
对肝病患者营养支持的另一个原则是少吃

多餐, 如三餐的食量改为四餐吃, 临睡前或夜间

给予加餐. 慢性肝病患者三大营养素氧化供能比

例失调, 机体呈高代谢和失平衡状态. Owen等[71]

研究报道指出, 肝病患者禁食一夜的营养物质

底物氧化率, 与正常人禁食3d的营养物质底物

氧化率相似, 即以脂肪氧化为主, 而夜间加餐可

以降低脂肪蛋白质的氧化率, 提高RQ值. 因此, 
对于慢性肝病患者, 睡前进食一定量的碳水化

合物, 能够改善RQ值和能量代谢, 促进肝细胞的

修复. 

 
4  结论

在分子生物学和基因技术飞速发展的今天, 借
助优效的药物和先进的技术, 通过对病因以及

发病机制的各个环节的有效控制, 肝纤维化的

临床治疗已经取得重大进展, 而合理的营养支

持在肝纤维化的临床治疗中同样占有非常重要

的地位, 提高机体的免疫力, 改善肝功能, 减少

并发症, 对患者的预后极为有利, 是肝纤维化临

床治疗中不可忽视的重要手段和途径. 
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Abstract 
AIM: To investigate the influence of gastric by-
pass (GBP) surgery on glucose metabolism in 
Goto-Kakizaki (GK) rats and to explore the pos-
sible mechanisms involved. 

METHODS: Twenty male GK rats and 10 male 
Wistar rats were randomized into three groups: 
GK operation group, GK sham operation group 
and Wistar sham operation group. The GK 
operation group underwent gastric bypass sur-
gery. The levels of fasting plasma glucose (FPG), 
glycosylated hemoglobin (HbAlc), serum insulin 
(INS) and ghrelin were monitored 1 week before 
surgery and 1, 2, 4, 8 and 12 weeks after surgery.
 
RESULTS: In the GK operation group, FPG 
level decreased from (11.36 ± 1.14) mmol/L be-

fore surgery to (8.36 ± 0.62) mmol/L 12 weeks 
after surgery, and HbAlc from (8.91 ± 0.36)% to 
(6.35 ± 0.46)%. Serum INS increased from (32.70 
± 2.37) mIU/L before surgery to (55.14 ± 5.45) 
mIU/L 12 weeks after surgery, while serum 
ghrelin level decreased from (928.53 ± 58.66) 
pg/mL to (367.83 ± 27.78) pg/mL. All the above 
parameters differed significantly between before 
surgery and 12 weeks after surgery (all P  < 0.05).

CONCLUSION: GBP can significantly improve 
glycometabolism in GK rats possibly by decreas-
ing ghrelin levels and promoting insulin secre-
tion.

Key Words: Type 2 diabetes mellitus; Gastric by-
pass; Goto-Kakizaki rats; Glucose metabolism; Gh-
relin

Cao C, Zeng R, Zhang P, Zhou XL, You SY. Gastric 
bypass surgery improves glucose metabolism possibly 
by decreasing ghrelin levels in Goto-Kakizaki rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(26): 2768-2771

摘要

目的: 观察胃旁路术(gastric bypass, GBP)对非
肥胖型2型糖尿病大鼠(Goto-Kakizaki rats; GK
大鼠)血糖的影响, 并探讨其机制.

方法: GK大鼠20只, Wistar大鼠10只, 均为雄性. 
分为GK手术组、GK假手术组和Wistar假手术
组, 每组10只. 手术组行胃旁路术. 测定术前1 
wk及术后第1、2、4、8、12 wk各组大鼠的空
腹血糖(FPG)、糖化血红蛋白(HbAlc)和血清
胰岛素(INS), 并同期检测血清Ghrelin水平. 

结果: 术后第12周 ,  G K手术组大鼠F P G和
H b A l c分别由术前的11.36 m m o l/L±1.14 
mmol/L和8.91%±0.36%下降到8.36±0.62 
mmol/L和6.35%±0.46%, 血清INS由术前
32.76 mIU/L±2.37 mIU/L上升到55.14 mIU/L
±5.45 mIU/L, 而Ghrelin由术前928.53 ng/L±
58.66 ng/L下降到367.83 ng/L±27.78 ng/L, 差
异均有统计学意义(P <0.05). 

结论: GBP可以明显改善GK大鼠的糖代谢, 其

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上
海交通大学附属
第六人民医院外
科
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■研发前沿
GBP治疗2型糖尿
病的机制仍不明
确. 近年来, 国内
外大多数学者认
同肠-胰岛轴学说, 
即术后胃肠激素
的变化影响了胰
岛素的分泌, 然而
至今都没有确切
的证据证明是什
么因子作为介质, 
调节了胰岛细胞
分泌胰岛素.

作用机制可能与降低Ghrelin水平, 进而促进
胰岛素分泌有关. 

关键词: 2型糖尿病; 胃旁路术; GK大鼠; 糖代谢; 

Ghrelin
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0  引言

近年来临床研究发现, 胃旁路术(gastric bypass, 
GBP)对肥胖型2型糖尿病(type 2 diabetes mel-
litus, T2DM)具有一定的治疗作用[1,2], 但其机制

尚不明确[3-5], 且对于非T2DM是否同样具有治

疗作用还有待于进一步研究. GK大鼠是一种自

发性非T2DM大鼠, 是目前公认的T2DM模型之

一, 也是建立GBP模型的最佳动物. 本研究拟通

过对GK大鼠行GBP, 观察这种术式对GK大鼠空

腹血糖(fasting plasma glucose, FPG)、糖化血红

蛋白(glycosylated hemoglobin, HblAc)、胰岛素

(insulin, INS)以及血清Ghrelin水平等的影响, 并
进一步探讨其可能的机制, 为外科治疗非T2DM
提供理论依据.         

1  材料和方法

1.1 材料 8周龄♂GK大鼠20只, 体质量220-240 g, 购
自上海斯莱克实验动物有限公司. 8周龄♂Wistar大
鼠10只, 体质量200-230 g, 购自北京维通利华实验

动物技术有限公司, 合格证号: SCXK(京)2007-0001. 
实验前适应环境2 wk, 严格在无特殊致病菌的

条件下饲养. 强生One Touch Ultra型血糖仪(强生

公司, 美国), 全自动生化分析仪(瑞士Roche公司, 
Modular P型)及配套试剂, 大鼠INS ELISA试剂

盒(北京友华志科科技有限公司), 大鼠生长激素

释放肽Ghrelin(GHRP-Ghrelin)定量检测试剂盒

(ELISA)(北京友华志科科技有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 分组与手术: 2 wk后30只大鼠分成3组: GK
手术组、GK假手术组和Wistar假手术组. 所有

大鼠均在10周龄行手术. 术前各组大鼠禁食16 h, 
不禁水. 采用硫喷妥钠(1.0 mL/kg)腹腔注射麻醉, 
待麻药生效后, 取上腹正中长约4 cm的切口, 切
开腹腔, 行远端胃大部切除, 缝合十二指肠残端, 
在距Treitz韧带约8 cm处切断空肠, 远端肠袢与

胃残壁行端侧吻合, 近端肠袢在距胃-空肠吻合

口以远12 cm处行空肠端侧吻合. 假手术组开腹

将胃肠道拉出体外后再放回, 并保持手术时间

与手术组一致. 
1.2.2 FPG: 术前1 wk及术后第1、2、4、8、12
周各组大鼠禁食12 h, 清晨采集大鼠尾静脉血液, 
使用强生One Touch Ultra型血糖仪(强生公司, 美
国)测量FPG. 
1.2.3 HbAlc: 术前1 wk及术后第1、2、4、8、
12周内眦静脉取血, 采用免疫抑制比浊法测定

HbAlc, 并计算其百分率. 
1.2.4 血清INS和Ghrelin: 术前1 wk、术后第1、
2、4、8、12周, 禁食12 h后, 清晨尾静脉取血

2 mL, 在4 ℃下以3 000 r/min离心10 min, 分离

血清, -70 ℃低温冰箱保存待测量. 采用放射免

疫法统一检测血清INS, 应用双抗体夹心酶标免

疫分析(ELISA)法测定血清标本中Ghrelin水平. 
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

采用SPSS11.3统计软件做统计学处理. 检验各组

变量正态分布情况, 不同组之间的同一时间点

指标采用独立样本的t检验, 单个指标手术前后

的变化采用配对t检验, 以P <0.05为显著性差异

标准. 

2  结果

2.1 FPG 术前GK假手术组与GK手术组血糖均明

显高于Wistar假手术组.术后GK手术组大鼠FPG
水平降低, 与GK假手术组同期FPG相比均降低, 
且12 wk时FPG(8.36 mmol/L±0.62 mmol/L)显
著低于术前(11.36 mmol/L±1.14 mmol/L), 差
异有统计学意义(P <0.05). 而G K假手术组与

Wistar假手术组大鼠术前与术后差异均无统计

学意义(图1A). 
2.2 HblAc 术前GK假手术组与GK手术组HblAc
均高于Wistar假手术组. 术后GK手术组较术前

持续下降, 12 wk时HblAc水平(6.35%±0.46 %)
显著低于术前(8.91%±0.36 %), 差异有统计学

意义(P <0.05). 而GK假手术组与Wistar假手术组

大鼠术前与术后差异均无统计学意义(图1B). 
2.3 血清INS 术前Wistar假手术组血清INS水平高

于GK假手术组与GK手术组. 术后GK手术组INS较
术前显著上升, 术后各观察点INS均高于GK假手

术组同期水平, 12 wk时(55.14 mIU/L±5.45 mIU/L)
与术前比较(32.76 mIU/L±2.37 mIU/L)显著升

高, 具有统计学意义(P <0.05). GK假手术组术后

1、2 wk也有小幅度上升, 4、8、12 wk呈下降趋

势. 而Wistar假手术组INS亦有变化不显著(图1C)

■相关报道
对于GBP可以降
低 血 糖 ,  已 得 到
广 泛 认 可 ,  国 内
也有多篇相关报
道 ,  然 而 仍 未 有
确切的作用机制. 
Nicholas等首次提
出糖尿病患者接
受GBP后血糖的
改善可能与血清
Ghrelin水平降低
有关.
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■创新盘点
目 前 ,  多 数 研 究
主要集中在GBP
后GLP-1的变化
降 低 了 血 糖 .  然
而多篇国外文献
发现GBP后Ghre-
lin在患者胃肠道
和胰腺均有较高
表 达 ,  而 且 本 课
题组前期体外实
验表明Ghrelin能
够显著抑制离体
胰岛在葡萄糖刺
激下的胰岛素释
放 ,  这 些 均 提 示
Ghrelin可能在肠-
胰岛轴学说中扮
演重要角色.

2.4 血清Ghrelin 术前Wistar假手术组Ghrelin水
平高于GK假手术组与GK手术组. 术后GK手术

组各时间点大鼠血清Ghrelin显著下降, 至12 wk
时Ghrelin水平(928.53 ng/L±58.66 ng/L)显著低

于术前(367.83 ng/L±27.78 ng/L), 具有统计学意

义(P <0.05). 而GK假手术组大鼠术后各时间点

与术前比较, 差异无统计学意义. 与Wistar假手

术组比较, GK手术组Ghrelin均明显低于其同期

Ghrelin水平, 具有统计学意义(P <0.05, 图1D). 

3  讨论

近年来, 糖尿病的发病率迅速增加, 目前全球糖

尿病患者愈1.7亿[6], 预计2025年世界糖尿患者

数将达3.33亿, 其中T2DM约占90%以上, 因此

T2DM的治疗越来越受到人们的关注. GBP作为

一种有效的减肥手术, 临床对T2DM的治疗效果

已得到肯定[1,2], 对于GBP该善糖代谢的治疗机

制成为一个新的研究热点, 多篇报道认为改良

GBP术后血浆胰高血糖素样肽-1(glucagon-like 
peptide-1, GLP-1)升高, 导致胰岛素分泌增多, 从
而达到降低血糖的作用[7-9], 但其论点仍未达成

共识. 大多数学者都以大鼠为模型进行研究, 我

们选择的GK大鼠是一种自发性非T2DM大鼠, 
更接近于人类T2DM的糖代谢变化, 血糖变化值

较实验干预诱导的糖尿病模型稳定. 本实验我

们动态地观察了GBP对GK大鼠糖代谢的影响, 
GBP术后第1周GK手术组大鼠的FPG较术前下

降, 差异有统计学意义(P <0.05), 随着观察周期

的延长, GK手术组大鼠2、4、8、12周FPG始终

显著低于术前水平, 并且低于GK假手术组同期

FPG, 差异均有统计学意义(P <0.05). 与此同时

GK手术组术后HblAc较术前也显著下降, 说明

GBP术后第1周开始就能显著改善GK大鼠FPG, 
降低HblAc水平, 持久稳定改善糖代谢障碍. 

对于G B P治疗T2D M的机制目前尚无定

论, 相关研究已证实体质量减轻和饮食减少并

不是血糖降低的主要因素[5,10,11]. Ghrelin是日本

学者Kojima等[12]于1999年在大鼠胃黏膜细胞中

发现的一种脑肠肽, 是促生长激素分泌剂受体

(growth hormone secretagogue receptor, GHS-R)
的内源性配体. 有研究表明Ghrelin对胰岛细胞

分泌功能具有调节作用: 在低浓度的葡萄糖浓

度(3 mmol/L)时, Ghrelin不影响胰岛素的分泌; 
但在高浓度葡萄糖浓度(15 mmol/L)时, Ghrelin

■应用要点
GBP可以改善糖
代谢为糖尿病的
治疗提供了新的
思路, 治疗T2DM
可能具有广阔前
景. 明确GBP治疗
治疗 T 2 D M 的确
切机制, 能够为临
床开展外科手术
治疗 T 2 D M 奠定
理论基础.
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可抑制胰岛素的分泌[13]. 李琳等[14]进一步研究

证实, 小鼠胰腺β细胞株NIT-1细胞在DMEM培

养基中, 拮抗Ghrelin至零的情况下, 25 mmol/L
比5.6 mmol/L葡萄糖刺激后的NIT-1细胞分泌

的胰岛素水平增加1倍以上. 胰岛素是维持血

糖正常最重要的激素, 本实验我们选用的GK大

鼠为高血糖状态, 而Wistar大鼠为血糖正常大

鼠, 结果显示, GBP术后GK大鼠的INS水平明显

升高, 同时也显著高于GK假手术组同期INS, 差
异有统计学意义(P <0.05), 接近于Wistar假手术

组, 提示GBP改善GK大鼠糖代谢的治疗机制可

能与提高胰岛素分泌有关. G K手术组大鼠术

前Ghrelin普遍高于Wistar普通大鼠, 术后血清

Ghrelin水平持续下降, 第12周(367.83±27.78) 
ng/L与术前(928.53±58.66) ng/L比较明显降低

(P <0.05), 与此同时血清INS第12周(55.14±5.45) 
mIU/L与术前(32.76±2.37) mIU/L相比显著升高

(P <0.05). 而GK假手术组与Wistar假手术组血清

Ghrelin与INS术后与术前相比, 差异无统计学意

义(P >0.05). 上述实验结果提示, GBP可能是通过

降低Ghrelin水平, 使胰岛素分泌增加, 从而改善

GK大鼠糖代谢障碍的. 
然而, GBP降低Ghrelin水平的机制仍然不清, 

目前被多数学者接受的为“前肠假说”, 即GBP
旷置了十二指肠和近端空肠, 使得营养素转运, 
前肠被排除出肠-胰岛轴, 抑制了Ghrelin的分泌, 
但是其具体信号机制仍然有待于进一步探讨. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

食管癌放射治疗85例

刘文其, 康 敏, 袁 堃

®

■背景资料
过去单纯手术治
疗中晚期食管癌
患者的5年生存率
只有10%-30%, 而
过采用常规技术
的放疗5年生存率
也一直在8%-16%
的较低水平. 近年
来随着放射治疗
技术的飞速发展, 
三维适形放疗、
调强放疗等先进
技术广泛应用于
食管癌的放疗, 较
好地提高了肿瘤
的剂量同时大大
降低了周围正常
组织器官的照射
剂量, 一些文献已
经显示对局部控
制率和生存率均
有明显提高. 在放
疗的同时加上同
步化疗食管癌患
者的5年生存率提
高到20%-30%, 疗
效能与手术的疗
效相媲美.
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Abstract  
AIM: To investigate the efficacy of radiotherapy 
for esophageal carcinoma and to analyze prog-
nostic factors for esophageal carcinoma after 
radiotherapy.  

METHODS: Eighty-five patients with esopha-
geal carcinoma who underwent comprehensive 
non-surgical treatment from April 2004 to April 
2009 were enrolled in this study. Clinical factors 
influencing prognosis were evaluated. Survival 
was analyzed by Kaplan-Meier method. Univar-
iate analysis was completed by using log-rank 
test (Log-rank test method), and multivariate 
analysis was performed using Cox proportional 
hazards regression model.

RESULTS: The follow-up rate was 100%. The 
1- and 3-year survival rates were 65.9% and 
29.4%, respectively. Univariate analysis showed 
that age, tumor site, lesion length, clinical stage, 

treatment mode, radiation techniques, and short-
term effect were prognostic factors for esopha-
geal carcinoma. Multivariate Cox regression 
analysis revealed that treatment mode, clinical 
stage and short-term effect were independent 
prognostic factors. 

CONCLUSION: The long-term survival of pa-
tients with esophageal carcinoma after radio-
therapy is poor. Treatment mode, clinical stage 
and short-term effect are main factors affecting 
the prognosis of esophageal carcinoma. 

Key Words: Esophageal carcinoma; Radiotherapy; 
Univariate analysis; Cox proportional hazards re-
gression model; Prognostic analysis

Liu WQ, Kang M, Yuan K. Prognosis of patients with 
esophageal carcinoma after radiotherapy: an analysis 
of 85 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(26): 
2772-2776

摘要  
目的: 探讨食管癌放射治疗的疗效及其影响
预后的相关因素.

方法: 收集2004-04/2009-04采用非手术综合治
疗的食管癌患者85例进行预后分析, 探讨影响
预后的临床因素. 生存率采用Kaplan-Meier法
进行计算, 并采用对数秩和检验(Log-rank test
法)进行单因素分析, 采用Cox比例风险模型对
可能影响其预后的因素进行多因素回归分析.   

结果:  随访率100%, 1、3年生存率分别为
65.9%、29.4%. 单因素分析影响食管癌预后
的因素有年龄、病变部位、病变长度、临床
分期、治疗方式、放疗技术和近期疗效, 而性
别、放疗剂量大小与预后无关. Cox比例风险
回归模型进行多因素分析显示治疗方式、临
床分期和近期疗效为影响预后的独立因素.   

结论: 食管癌放疗后总体生存率仍然较低, 治
疗方式、临床分期和近期疗效是影响食管癌
预后的主要因素. 

关键词: 食管肿瘤; 放射治疗; 单因素分析; Cox比
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■研发前沿
近年来随着三维
适形放疗、调强
放疗等先进技术
广泛应用于食管
癌 的 放 疗 ,  在 此
基础上再加入第
三代化疗药进行
同 步 化 疗 ,  以 及
采取多学科联合
进行食管癌的综
合 治 疗 ,  食 管 癌
的总生存率得到
明 显 提 高 .  尽 管
如此长期生存率
仍然达不到理想
目 标 ,  仍 然 处 于
一个较低的水平. 
因而探索在新技
术、新模式下影
响食管癌治疗预
后的因素自然成
为研究热点和重
点 ,  亟 待 寻 找 到
一种能真正大幅
度提高食管癌患
者生存率的手段
与 方 法 ,  达 到 一
个 满 意 的 效 果 . 
并 对 传 统 的 手
术、放疗、化疗
这三大法宝提出
挑 战 ,  在 食 管 癌
综合治疗中引入
分子靶向治疗将
成为今后的研究
热 点 ,  期 待 进 一
步大幅度地提高
长期生存率.

例风险回归模型; 预后分析
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0  引言

食管癌是常见的恶性肿瘤之一, 居世界癌症死

因第7位, 中国癌症死因第4位. 食管癌的主要治

疗方法有手术、放疗及化疗. 单纯手术5年生存

率约15%-39%, 但大多数患者确诊时已是中晚

期, 并且已经失去了手术时机. 而过去单纯放疗

的5年生存率约为8%-16%, 临床疗效远不能令

人满意. 近年来随着放射治疗技术的飞速发展, 
三维适形放疗、调强放疗等先进技术广泛应用

于食管癌的放疗, 因而能较好地提高了肿瘤的

剂量同时大大降低了周围正常组织器官的照射

剂量, 一些文献已经显示对局部控制率和生存

率均有明显提高. 在此基础上再加入第三代化

疗药进行同步化疗疗效是否能够得到进一步提

高达到一个满意的效果呢？目前这方面的报道

还不多. 本研究回顾性分析了85例拒绝手术或

不可手术的食管癌患者进行根治性放疗的疗效, 
并进行单因素和多因素分析, 探讨影响食管癌

放射治疗的预后因素.

1 材料和方法

1.1 材料 收集广西医科大学第一附属医院放疗

科2004-04/2009-04拒绝手术或不可手术的进行

根治性放疗的食管癌患者85例, 其中男性59例, 
女性26例, 发病年龄40-84岁, 平均年龄60.3岁. 
入组条件: (1)经消化内镜活检病理学确诊为食

管鳞状细胞癌的Ⅱ-Ⅳa期患者; (2)年龄<85岁, 
卡氏评分(KPS)>60分; (3)无心、肝、肾等主要

脏器功能障碍; (4)所有病例无穿孔前征象; (5)
患者拒绝手术或不宜进行手术的食管癌初治患

者. 其中包括胸上段28例、胸中段42例、胸下

段15例. 临床分期采用AJCC2009年第7版食管癌

TNM分期标准,其中Ⅱa期15例、Ⅱb期24例、Ⅲ

期33例、Ⅵa期13例. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 所有患者均采用根治性放射治疗, 放
疗计划均能顺利完成. 放疗方案:所有患者均采

用瓦里安或西门子6MV的电子直线加速器分别

进行常规放疗或三维适形放射治疗. 常规放疗: 
根据食管钡餐X片和CT所示肿瘤实际侵犯范围

进行X线模拟定位设定放射野大小, 第一段采用

前后对穿野进行照射, 放射野的上下界分别在

病变边缘上下各扩4 cm, 宽6-7 cm, DT36-40 Gy. 
第二段根据病变具体情况进行缩野避开脊髓, 
改用右前、左后野进行放疗至根治量. 采用常

规分割, 2.0 Gy/次, 5次/周, 总量DT56-74 Gy. 三
维适形放射治疗: 先真空垫进行体位固定, CT模
拟扫描后进行靶区勾画、三维放射治疗计划的

设计, GTV为CT扫描所见的结合食管造影、食

管镜检查所显示的原发肿瘤及区域肿大的淋巴

结, CTV为GTV周围0.5-1.0 cm的区域, 包括GTV
及其临近的区域、相应的淋巴引流区、肿瘤上

下外扩3.0 cm的正常食管, PTV为在CTV的基础

上外扩0.5-1.0 cm. 处方剂量5400-7000 cGy, 中位

处方剂量6475 cGy, 单次剂量200 cGy, 1次/d, 5次
/wk, 要求参考剂量的95%等剂量曲线覆盖90%
以上的PTV, 全肺V20≤30%, V30≤20%, 心脏平

均剂量≤3000 cGy, 脊髓最大剂量＜4500 cGy. 
计划经副主任医师以上医师审核、优化、通过. 
其中45例患者采用同步放化疗, 化疗方案:顺铂

(DDP) 80 mg/m2, 分第1、2天, 5-Fu 500 mg/m2, 
第1-5天, 或紫杉醇135-175 mg/m2, 第1天, 顺铂

80 mg/m2, 分第2、3天. 21天化疗为1周期, 化疗

共2-3个周期. 
1.2.2 随访: 随访截止于2010-12-31, 随访期＞3年
者68例, 随访内容包括症状、体征及辅助检查

(食管造影、CT、B超等), 随访率为100%. 
1.2.3 近期疗效评价: 在放疗结束后1-3 mo进行

食管造影、CT扫描评价, 近期疗效评价采用万

钧食管癌放疗后近期疗效评价标准分为甲级、 
乙级、 丙级[1]. 

统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计处

理, 用Kaplan-Meier法计算生存率, 用对数秩和

检验(Log-rank test法)进行单因素分析, 对可能影

响预后的因素采用Cox比例风险模型进行多因

素回归分析. 设计检验标准, 以P＜0.05有统计学

意义. 

2  结果

2.1 各组患者生存率 截至2010-05随访率100%, 
全组1、3年生存率分别为65.9%、29.4%, 各组

的生存情况详见表1. 
2.2 单因素分析结果 单因素分析发现年龄、病

变部位、病变长度、临床分期、治疗方式、放

疗技术和近期疗效是影响食管癌预后的因素. 
而性别、放疗剂量大小与预后无关(表1). 
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■创新盘点
本研究是在新的
放疗技术、新的
化疗药物以及多
学科联合治疗模
式下探索影响治
疗食管癌放疗的
预后因素.

2.3 Cox回归模型的多因素分析结果 将单因素分

析对食管癌预后有影响的年龄、病变部位、病

变长度、临床分期、治疗方式、放疗技术、近

期疗效等因素采用Cox回归模型进行多因素分

析, 结果显示影响食管癌的独立预后因素为临

床分期、放疗技术、近期疗效(表2). 

3  讨论

对于可切除的食管癌患者来说, 外科手术仍是

首选治疗手段, 但单纯手术治疗中晚期食管癌

患者的5年生存率只有10%-20%[2,3,17], 疗效不佳. 
曹秀峰等[3-6]的研究发现新辅助放化疗与单纯手

术治疗食管癌相比, 不仅对手术的完全切除率

也有明显提高, 而且能提高患者长期生存率, 降
低肿瘤局部区域复发率.

过去几十年来, 食管癌在常规放疗技术下

的非手术治疗生存率一直没有明显提高, 常规

放疗后的5年生存率在8%-16%的较低水平[7]. 研
究认为局限期的食管癌约70%以上有广泛的淋

巴结转移, 50%以上有远地转移, 这也是食管癌

表 1 85例食管癌患者的单因素分析结果

     n             生存率n  (%)

      1年     3年 χ 2值 P 值

性别 1.88 0.17

    男 59 39(66.10) 19(32.20)

    女 26 17(65.38)       6(23.08)

年龄(岁)  5.54 0.02

    ≤60 41 29(70.73) 17(41.46)

    ＞60 44 25(56.82)         8(18.18)

肿瘤部位 8.06 0.02

    胸上段 28 23(82.14) 11(39.29)

    胸中段 42 25(59.52) 11(26.19)

    胸下段 15   6(40.00)   3(20.00)

病变长度(cm) 22.83 0.00

    ≤5 22 18(81.82) 14(63.64)

    5-7 38 24(63.16) 11(28.95)

    ≥7 25 12(48.00)    0(0.00)

临床分期 32.85 0.00

    Ⅱa期 15 14(93.33) 11(73.33)

    Ⅱb期 24 20(83.33) 12(50.00)

    Ⅲ期 33 14(42.42)    1(3.03)

    Ⅵa期 13   6(46.15)    1(7.69)

放疗剂量(Gy) 1.81 0.61

    54-60 12   8(66.66)   3(25.00)         

    61-66 22 13(59.09)   5(22.72)

    67-70 44 29(65.91) 15(34.09)

    ＞70   7   3(42.86)   1(14.29)

治疗方式 7.56 0.01

    放化治疗组 45 33(73.33) 19(42.22)

    单纯放疗组 40 21(52.50)   6(15.00)

放疗技术 4.93 0.03

    常规放疗 36 18(50.00)   7(19.44)

    三维适形放疗 49 36(73.47) 18(36.73)

表 2 食管癌患者预后的多因素分析

     自变量 β(回归系数) SE(标准误) Wald值    P 值  Exp(B)

年龄   0.46 0.30 2.30 0.130 1.58

病变部位   0.47 0.22 2.91 0.150 1.44

病变长度   0.33 0.20 2.73 0.100 1.40

临床分期   0.51 0.16 9.89 0.000 1.67

治疗方式   0.33 0.28 1.41 0.240 1.40

放疗技术                 -0.55 0.28 3.90 0.048 0.58

近期疗效   1.08 0.37 8.58 0.000 2.93
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■应用要点
文章通过研究食
管癌根治性放疗
的远期疗效, 进一
步阐明目前食管
癌放疗的疗效状
况, 并分析了各亚
组的疗效, 探索出
了几个影响远期
疗效的因素; 从一
些层面发现目前
制约食管癌治疗
预后的问题所在, 
并指出今后研究
的方向.

单纯放疗导致长期生存率较低的主要原因. 针
对食管癌早期易转移、单纯放疗易复发的特点, 
在放疗的同时加上同步化疗5年生存率提高到

20%-30%[8-12], 疗效能与手术的疗效相媲美, 但仍

然不能让人满意.
本研究单因素分析发现年龄、病变部位、

病变长度、临床分期、放疗技术、是否联合化

疗等都对食管癌治疗后的预后有明显的影响, 
而性别、放疗剂量却没有影响. 病变长度、临

床分期对食管癌的预后有影响, 这与文献报道

一致[8-12], 而且病变长度决定了临床分期, 并被

中国非手术治疗食管癌临床分期专家小组当作

T分期的标准. 本组食管癌病例中原发肿瘤的部

位与预后有关, 预后好坏依次为胸上段、胸中

段、胸下段, 可见上段的食管癌预后好于下段

的, 与文献报道结果一致[10], 可能是由于近端食

管的淋巴引流没有远端那么广泛、丰富, 且中

下段食管活动度大、邻近周围有重要的放射敏

感器官. 本研究看出放疗技术的进步也提高了

食管癌的放疗疗效, 显示食管癌采用三维适形

放射治疗的预后明显优于常规放疗. 这是由于

三维适形放射治疗采用CT扫描、进行靶区设计

能准确地显示肿瘤的原发部位、肿瘤的浸润情

况及淋巴结转移情况, 弥补常规模拟机透视下

定位的不足, 较好地提高了肿瘤的剂量及治疗

的处方剂量体积, 同时最大限度地降低了临近

正常组织的受照射的剂量和体积, 较好地保护

了肿瘤周围的正常组织, 提高放射治疗比, 从而

提高局部控制率和生存率. 2004年肖泽芬等[13]用

计算机治疗计划系统评估食管癌常规放疗中肿

瘤的剂量分布, 分析60 Gy所包含GTV、CTV的

体积分别为38%、33%, 不能使肿瘤均匀地达到

根治剂量, 肿瘤的漏照及局部的低剂量是造成

复发的根源. 
近年来改善了放疗技术基础上再加入同步

化疗使得5年生存率有了明显提高, 2009年王澜

等[10]对100例食管癌患者进行了三维适形放射

治疗研究, 结果显示1、3、5年生存率分别为

78.3%、51.2%、37.1%, 与历史的常规放疗对照

局部控制率和生存率均有明显提高. 2010年伊

斯刊达尔等[11]观察了三种放疗方法对食管癌的

疗效, 结果发现调强放疗和三维适形放射治疗

的近期疗效明显优于常规放疗. 
本研究结果发现放疗剂量不是食管癌的预

后影响因素, 说明食管癌的生存对放疗剂量没

有依赖性, 这提示增加放疗剂量并不能有效增

加放疗后生存率, 相反过分追求高剂量, 反而会

因造成正常组织放射性损伤等副反应的增加而

降低了生存质量、影响长期生存时间. 
国内外也没有提高剂量能改善生存的循证

医学证据. 陈尔成等[12]研究发现放疗50-60 Gy、 
60.1-69.9 Gy与≥70 Gy者的局部复发率分别为

69%、61%和52%(P  = 0.027), 提示提高放疗剂

量能提高局部控制率. 而RTOG94-05研究[14]发

现在接受64.8 Gy与50.4 Gy的两组同步放化疗患

者, 两组的中位生存期、局部复发率以及2年生

存率均无显著性差异. 国内赵快乐等[15]研究亦发

现超过70 Gy以上局部控制没能得到明显提高, 
相反严重的放射性肺损伤和放射性食管炎的发

生率大幅增加. 这可能是由于总体中位生存期

较短, 提高剂量进行放疗虽然提高了一定程度

的局部控制和生存期, 但对长期生存没有带来

影响. 也就是说对于普通剂量放疗不能治愈的

患者加量放疗也无法治愈, 加量放疗所能达到

的生存率不加量同样基本能够达到. Moon等[16]

的研究食管癌患者术后放疗大于50 Gy的疗效都

明显优于低于50 Gy的, 术后放疗剂量都应大于

50 Gy, 那么作为根治性放疗也采用这个剂量能

够达到根治的目的吗？究竟多少剂量才是控制

食管癌的最佳剂量还有待进一步深入研究. 
本研究的Cox回归模型多因素分析结果显

示: 纠正混杂因素后, 只有放疗技术、近期疗效

和临床分期是食管癌的独立预后因素, 其余的

因素均不是食管癌的独立预后因素. 在多变量

Cox比例风险模型中分别比较在食管癌的放疗

技术、临床分期及近期疗效对预后的影响程度, 
结果临床分期和近期疗效对预后的影响作用最

大. Morita等[17]对手术治疗的1000例食管癌患

者进行了多因素分析, 结果显示年龄、性别、

手术方式、病理分期等是食管癌预后的独立影

响因素. 同样Chao等[18]也得出临床分期是食管

癌患者5年生存期的独立影响因素. 本研究结果

与文献报道情况基本一致. 可见, 食管癌治疗的

预后与临床分期、放疗技术以及放疗后的反应

性(即近期疗效)有关, 而联合化疗所能提高患者

的生存也相当有限, 而对于改善放疗技术亦不

能大幅提高患者生存率. 在食管癌的非手术综

合治疗模式中对预后影响较大的因素为临床分

期、治疗方式、放疗技术、近期疗效等, 尤其

以临床分期影响最大, 这就是说分期早的采取

什么方式、何种技术治疗预后都好, 而分期晚

的无论采取何种治疗方式、何种放疗技术预后
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都不太满意. 按照万钧提出的近期疗效评价标

准[1], 放疗后食管造影及CT显示的近期疗效也

是食管癌预后的独立因素, 近期疗效好的患者

预后明显好于近期疗效差的, 这也与常规放疗

结果基本一致. 这可能提示放疗后近期疗效好

的肿瘤对放射线敏感, 因而预后较好; 反之, 近
期疗效差的, 可能肿瘤对放射线不敏感, 放疗抗

拒, 因而预后也就比较差. 如此看来影响食管癌

预后的因素主要是由肿瘤患者的内在因素决定, 
即肿瘤的分期、肿瘤的放射敏感性, 肿瘤的分

期反映了肿瘤的能否治愈性, 而肿瘤的放射敏

感性则决定了放疗的效果及可行性, 也就是说

如果是放射抗拒的肿瘤采用放疗是很难将他治

愈的. 
虽然通过采用三维适形放射治疗、适形调

强放疗等新技术进行食管癌放疗, 以及采用了

同步放化疗等联合治疗方式, 食管癌患者的生

存率又有了一些提高. 但从目前的文献资料看, 
长期生存率仍然达不到理想目标, 仍然处于一

个较低的水平. 可见即便采用了目前的标准综

合治疗模式, 放疗采用了三维适形放射治疗甚

至适形调强放射治疗仍然不能到达满意的治疗

疗效, 这就对目前的标准治疗模式提出了挑战. 
很可能解决食管癌的治疗方法不在手术, 也不

在放疗、化疗. 如何大幅度提高远期生存率, 仍
是今后研究努力的主要方向. 近年来随着各种

分子靶向药物应用于其他的肿瘤治疗, 有些已

经取得了非常好的疗效, 因而食管癌综合治疗

中引入分子靶向治疗将成为今后的研究热点, 
期待进一步大幅度地提高长期生存率. 
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慢性乙型肝炎感
染率日趋增高, 国
内外公认有效的
药物包括干扰素
类和核苷 ( 酸 ) 类
似物. 近年来, 作
为后者, 替比夫定
已逐渐用于临床
并取得一定效果. 
为了客观评价其
疗效和安全性, 本
课题从循证医学
的角度进行了该
研究.
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Abstract  
AIM: To evaluate the efficacy of telbivudine in 
the treatment of chronic hepatitis B.  
 
METHODS: Based on the principles and 
methods for Cochrane systematic reviews, we 
searched the Cochrane Library, PubMed, EM-
BASE, Chinese Bio-medicine Database, China 
Journal Full-text Database, VIP database, as well 
as websites of clinical trial registries and search 
engine Google. Randomized controlled trials 
(RCTs) or cross-over trials of telbivudine for 
chronic hepatitis B were included. We assessed 
the quality of the included trials according to the 
Cochrane Handbook for Systematic Reviews of 

Interventions Version. The Cochrane Collabora-
tion’s software RevMan 5.0 was used for meta-
analysis. 

RESULTS: Ten RCTs totaling 4 037 patients 
were included. Compared to HBeAg-positive 
patients treated with lamivudine, those treated 
with telbivudine had significantly higher rates 
of serum HBV DNA undetectable by PCR (RR = 
1.50, 95%CI: 1.38, 1.64), ALT normalization (RR 
= 1.10, 95%CI: 1.05, 1.16), HBeAg loss (RR = 1.23, 
95%CI: 1.08-1.40), and HBeAg seroconversion 
(RR = 1.17, 95%CI: 1.01-1.35). HBeAg-negative 
patients treated with lamivudine had a lower 
rate of serum HBV DNA undetectable by PCR 
(RR = 1.29, 95%CI: 1.12-1.40) than those treated 
with telbivudine. 
 
CONCLUSION: Current evidence demonstrates 
that treatment with telbivudine can improve 
virological response, serological response and 
biochemical response in patients with chronic 
hepatitis B compared to lamivudine therapy.
 
Key Words: Telbivudine; Chronic hepatitis B; Sys-
tematic review
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telbivudine for chronic hepatitis B: a systematic review. 
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摘要 
目的: 系统评价替比夫定(LDT)治疗慢性乙型
肝炎(CHB)的治疗效果.
 
方法:  应 用 C o c h r a n e 系 统 评 价 方 法 计
算机检索C o c h r a n e L i b r a r y(2009年第3
期)、P u b M e d(1966-2009.9)、E M B A S E 
(1974-2009.9)、中国生物医学数据库(CBM, 
1978-2009.9)、中国期刊全文数据库(CNKI, 
1979-2009.9)和维普数据库(VIP, 1989-2009.9), 
同时在临床试验注册网站及Google搜索引擎
进行检索, 并追查纳入研究参考文献, 收集以
LDT治疗CHB的所有随机对照试验(RCT)和
交叉试验. 根据Cochrane协作网推荐的“风险

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
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病科
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■研发前沿
如何通过药物治
疗慢性乙型肝炎, 
降低感染率和死
亡率是临床亟待
解决的重要问题. 
目前针对替比夫
定治疗慢性乙肝
已进行了大量临
床试验研究, 但众
多临床研究较为
零散, 当前尚无相
关系统评价对其
有效性和安全性
进行客观评价.

评估工具”进行风险偏倚评估, 用RevMan 5.0
软件进行统计学分析.

结果: 最终纳入10个RCTs, 共4 037例患者. 7
篇L D T对比拉米夫定(L A M)的研究结果显
示, 对于HBeAg阳性患者, LDT组较LAM组
更有效提高血清HBV DNA检测不到率(RR 
= 1.50, 95%CI: 1.38-1.64)、ALT复常率(RR = 
1.10, 95%CI: 1.05-1.16)、HBeAg转阴率(RR 
= 1.23, 95%CI: 1.08-1.40)和HBeAg血清转换
率(RR = 1.17, 95%CI: 1.01-1.35); 对于HBeAg
阴性患者, L D T组较L A M组更有效提高血
清HBV DNA检测不到率(RR = 1.29, 95%CI: 
1.12-1.40), 两组ALT复常率差异无统计学意
义(RR = 1.08, 95%CI: 0.96-1.21). 2篇LDT对比
阿德福韦酯以及1篇LDT对比治疗方案不详的
常规内科治疗的研究结果均显示LDT组效果
优于对照组.

结论: LDT相比其他药物治疗CHB对病毒学应
答、血清学应答、生化学应答等方面指标有
效, 但对于不同疗程的总体效果还需要更为大
量的高质量文献提供科学的证据.

关键词: 替比夫定; 慢性乙型肝炎; 系统评价
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 0  引言

乙型病毒性肝炎(hepatitis B, HB)是由乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus, HBV)引起的以肝脏

损害为主的传染性疾病. 全世界约有20亿人感

染了该病毒, 约有3.5亿人为慢性感染, 估计每

年有60万人死于急性或慢性乙型肝炎[1]. 据专

家估计, 目前我国有现患慢性乙肝患者2 000
万人[2]. 急性乙型肝炎目前尚无特异治疗方法, 
对慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB), 国
内外公认有效的药物包括干扰素类和以拉米

夫定(lamivudine, LAM)为代表的核苷(酸)类
似物[3], 各种药物各有优缺点. 替比夫定(telbi-
vudine, LDT)于2006-10在美国上市, 商品名为

Tyzeka, 并于2007-02以素比夫(Sebivo)为商品

名在中国上市[4]. 目前针对LDT治疗CHB的疗

效已进行了大量临床试验研究, 但众多临床研

究较零散, 不便于临床应用, 本研究通过系统评

价相关临床试验, 探讨LDT对CHB的治疗效果, 
以供临床医生参考.

1  材料和方法

1.1 材料 以 “Hepatitis B”、“HB”、“ Telbi-
vudine”、“ Tyzeka”、“ Sebivo”为主要检

索词检索Cochrane Library(2009年第3期)、EM-
BASE(1974/2009-09)和PubMed(1966/2009-09), 
以“乙肝”、“乙型肝炎”、“替比夫定”、

“素比夫”和“素比伏”为主要检索词检索中

国生物医学数据库(CBM, 1978/2009-09)、中国

期刊全文数据库 (CNKI, 1979/2009-09)和维普数

据库(VIP, 1989/2009-09), 根据不同数据库特点

采取相应主题词检索与自由词检索结合方式进

行检索. 同时在临床试验注册网站及Google搜索

引擎进行检索, 并追查纳入研究参考文献. 文献

检索无语种限制, 收集LDT治疗CHB的所有随

机对照试验(Randomized controlled trials, RCT)
和交叉试验.
1.2 方法

1.2.1 纳入标准和排除标准: LDT治疗CHB的

RCT或交叉试验. CHB患者, 性别、年龄、种族

不限. 诊断标准[3]: 有乙型肝炎或HBsAg阳性史

超过6 mo, 现HBsAg和/或HBV DNA仍为阳性者. 
具有以下任意一条的患者将被排除: (1)合并或

重复感染其他肝炎病毒和/或人类免疫缺陷病毒 
(HIV); (2)合并严重失代偿性肝病和/或肝细胞

癌的患者; (3)其他原发、继发病因导致的肝脏

疾病.
1.2.2 分组和干预措施: 试验组为LDT, 对照组分

别为接受安慰剂、不治疗、非特异性保肝治疗

或LAM、阿德福韦酯(adefovir, ADV)、恩替卡

韦等常规药物治疗. LDT+安慰剂对照常规药物

+安慰剂的随机试验也被纳入.
1.2.3 结局测量指标: 主要测量指标: 血清HBV 
DNA检测不到率(PCR法)、ALT复常率. 次要测

量指标: HBeAg转阴率、血清HBeAg血清学转换

率、血清HBV DNA自基线下降水平、不良反应.
1.2.4 方法学质量评价与资料提取: 两名评价员

独立完成文献筛选、资料提取和方法学质量评

价并交叉核对, 如遇分歧通过讨论或根据第三

位研究人员的意见协商解决. 遇信息不全研究

通过电话或E-mai l与作者联系予以补充. 采用

Cochrane协作网推荐的“风险评估工具”进行

风险偏倚评估, 其中RCT偏倚风险评估内容如

下: (1)随机方法是否正确; (2)是否做到隐蔽分

组、方法是否正确; (3)是否采用盲法; (4)有无失

访或退出, 如有失访或退出时, 原因是否描述清

楚, 是否采用ITT分析法; (5)选择性报告研究结
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■相关报道
近几年来国外的
研 究 显 示 ,  替 比
夫定治疗慢性乙
型肝炎有较好的
疗 效 ,  显 示 出 良
好 的 应 用 前 景 . 
但也有研究表明
替比夫定治疗方
案成本效益低于
其他药物.

果; (6)是否存在其他潜在偏倚. 每条标准依研究

具体情况按“是”、“否”、“不清楚”进行

评价.
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

RevMan 5.0软件进行Meta分析, 计数资料用相

对危险度(RR)作为疗效效应量, 计量资料采用

均数差(MD)、标准均数差(SMD)作为疗效效应

量, 二者均以95%CI表示. 首先分析纳入研究的

人群, 药物使用剂量等影响临床异质性因素, 按
照临床同质性和方法学同质性对各研究进行亚

组分析或敏感性分析; 然后采用χ2检验分析亚组

内的统计学异质性, 若亚组间无异质性(P >0.10, 
I2≤50%)采用固定效应模型进行Meta分析; 若存

在异质性(P≤0.10, I2>50%), 则首先分析异质性

原因, 确定是否能采用随机效应模型进行Meta
分析. 若研究间存在明显的临床异质性, 则不进

行合并, 只对其进行描述性分析.

2  结果

2.1 文献检索 初检出151篇文献, 经阅读文题及

摘要, 排除重复及非临床试验文献, 初筛纳入

21篇, 进一步阅读全文, 排除干预措施、测量

指标等不符合纳入排除标准临床试验文献, 初
步纳入12篇 [5-16], 对信息报告不清楚者与作者

联系予以补充. 电话联系到两名作者[15,16], 核实

其随机方法不正确排除, 其他作者均未取得联

系, 最终纳入10个RCTs, 未纳入交叉试验(图1). 
其中英文6篇, 中文4篇(表1). 有两个研究[9,10]通

过临床试验注册平台进行注册(注册号分别为: 
NCT00115245、NCT00131742). 

鉴定和检索供筛选的可

能相关的临床试验151篇

检出用于更详尽评价的

临床试验21篇

具有可用结局信息的临

床试验12篇

具有可用结局信息的临

床试验10篇

阅读文题及摘要, 排除重复及

非临床试验文献130篇

阅读全文, 排除干预措施、测

量指标等不符合纳入排除标准

临床试验文献9篇

联系作者, 排除随机方法不正

确文献2篇

图 1 文献筛选流程图.

表 1 纳入试验基本情况

          
n (试验组/对照组)

                    年龄(岁)   性别(男/女) 随访

研究者        试验组         对照组        试验组         对照组 干预措施 时间 备注

    HBeAg

    阳性

 HBeAg

   阴性

HBeAg

阳性

HBeAg

阴性

HBeAg

阳性

HBeAg

阴性

HBeAg

阳性

HBeAg

阴性

HBeAg

阳性

HBeAg

阴性

(wk)

Liaw等[5] 458/463 222/224 32 43 33 43 333/125 174/48 331/112 177/47 (1) 104 临床Ⅲ期

试验
Lai等[6] 458/463 222/224 32 43 33 43 333/125 174/48 351/112 177/47 (1)   52 临床Ⅲ期

试验
Lai等[7] 44/19 - 22 - 34 - 35/9 - 15/4 - (2)   52 临床Ⅱ期

试验
Hou等[8] 147/143 20/22 28 38 29 36 118/29 17/3 107/36 19/3 (1)   52  

Safadi等[9] 81/81 41/43 36 37 87/35 95/29 (1)   24 临床Ⅲb

期试验
Chan等[10] 24W:45/89

52W:43/42

- A:34, B:30, 

C:33

- A: 35/10, B: 

40/4, C: 27/19

- (3)(4) 24/52

钟旬华等[11] 60/60 60/60 29±

8.2

41±

10.1

30±

8.5

42±9.5 42/19(6) 38/22 40/20 34/26 (1)   52  

汤东澄等[12] 56/52 29/27 - - - - - - - - (1)   48  

潘建华等[13] 40/40 - 31±

12

- 33±13 - 36/4 - 34/6 - (3) 4/8/12/

24/48

 

邱绍勤等[14] 21/9 20/10 41.45±10.98  48/12 (5) 52

(1)LDT常规剂量(600 mg/d)与LAM(100 mg/d) 的比较; (2)不同剂量LDT(400, 600 mg/d)与LAM(100 mg/d)的比较; (3)LDT常规剂量

(600 mg/d)与ADV(10 mg/d)的对比; (4)试验分为ABC三组, 前24wk A组以LDT治疗, BC组以ADV治疗, 24wk以后, AB组维持原方案, 

C组改为LDT治疗; (5)LDT常规剂量(600 mg/d)对照传统内科治疗(具体方案不详); (6)原文报道有误, 其报道该组总人数60人, 男/女为

42/19.
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■应用要点
本项目旨在系统
评价替比夫定治
疗慢性乙肝的有
效 性 及 安 全 性 . 
为临床医师在治
疗慢性乙肝的药
物选择提供客观
依据.

2.2 文献质量 本系统评价依据Cochrane hand-
book风险偏倚评估工具对纳入研究进行风险偏

倚评估, 纳入研究存在不同程度的偏倚风险. 纳
入研究中随机分组方法仅在4个研究中详尽报道, 
大部分研究未对隐蔽分组方法进行描述(表2).
2.3 研究 纳入研究中, 除一个研究[14]为LDT与具

体方案不详的传统内科治疗对照外, 均为LDT与
LAM或ADV效果比较, 纳入研究中无LDT对比

安慰剂、不治疗、非特异性保肝治疗或其他常

规药物的效果比较. 根据LDT对比不同药物、研

究对象HBeAg情况以及不同结局测量指标对纳

入的研究进行分析. 共纳入7个LDT对比LAM的

研究[5-9,11,12].
7个研究均报道了血清HBV DNA检测不到

率, 其中Safadi等[9]未对HBeAg阳性和阴性分别

报道, 其对24 wk疗效研究结果显示两组差异无

统计学意义(RR = 1.31, 95%CI: 0.93, 1.85); 6个

研究报道了HBeAg阳性患者结果; 5个研究报道

了HBeAg阴性患者结果. 各研究间无统计学异

质性, 合并后Mata分析结果显示对于HBeAg阳
性患者和HBeAg阴性患者, LDT组的HBV DNA
检测不到率均高于LAM组(图2, 3). 将方法学质

量较低的研究排除[7,11,12], 进行敏感性分析, 对3
个质量较高的研究进行合并, 合并后结果显示

对于HBeAg阳性患者和HBeAg阴性患者, LDT
组的HBV DNA检测不到率均高于LAM组(表3). 
敏感性分析结果表明, 纳入3个方法学质量较低

的研究并未对结果产生较大影响.
6个研究报道了ALT复常率, 其中6个研究

报道了HBeAg阳性患者结果; 5个研究报道了

HBeAg阴性患者结果.不同研究间无统计学异

质性, Ma ta分析结果显示对于HBeAg阳性患

者LDT组ALT复常率高于LAM组(图4), 对于

HBeAg阴性患者LDT组ALT复常率与LAM组相

表 2 纳入研究方法学质量

     
研究者 随机方法 隐蔽分组 盲法 不完整资料 选择性报告偏倚 其他偏倚来源

Liaw等[5] 是(中心电话随机系统) 是 是(双盲) 是 否 不清楚

Lai等[6] 是(中心电话随机系统) 是 是(双盲) 是 否 不清楚

Lai等[7] 不清楚 不清楚 是(双盲) 是 否 不清楚

Hou等[8] 是(互动式语音应答系统) 是 是(双盲) 不清楚 否 不清楚

Safadi等[9] 不清楚 不清楚 是(双盲) 不清楚 不清楚 不清楚

Chan等[10] 是(中心电话随机系统) 是 是 是 否 不清楚

钟旬华等[11] 不清楚 不清楚 不清楚 是 否 不清楚

汤东澄等[12] 不清楚 不清楚 不清楚 不清楚 否 不清楚

潘建华等[13] 不清楚 不清楚 不清楚 不清楚 否 不清楚

邱绍勤等[14] 不清楚 不清楚 不清楚 不清楚 否 不清楚

是: 表示低度偏倚风险; 否: 表示高度偏倚风险; 不清楚: 表示偏倚风险判断不清楚.

表 3 LDT组与LAM组对比其HBV DNA检测不到率结果

     
HBeAg 疗程(wk) 纳入研究数 LDT组/LAM组(n ) P 值, I2值 DNA转阴率(LDT组/LAM组)     RR值(95%CI)

阳性 48 1个[12]      56/52 -       60.71%/40.38% 1.50(1.02, 2.22)

52 4个[6-8,11]    709/685 0.45, 0%       62.34%/40.58% 1.54(1.38, 1.72)

104 1个[5]    458/463 -       55.60%/55.60% 1.45(1.26, 1.67)

总疗程 6个 1 223/1 200 0.70, 0%       59.77%/39.75% 1.50(1.38, 1.64)

敏感性分析 3个[5,6,8] 1 063/1 069 0.36, 1%       59.08%/39.20% 1.51(1.38, 1.65)

阴性 48 1个[12]      29/27 -       差异无统计学意义 0.99(0.66, 1.48)

52 3个[6,8,11]    302/306 0.59, 0%       86.09%/69.28% 1.24(1.14, 1.36)

104 1个[5]    222/224 -       82.00%/56.70% 1.45(1.27, 1.65)

总疗程 5个    553/557 0.15, 41%       83.18%/63.91% 1.30(1.21, 1.40)

敏感性分析 3个[5,6,8]    464/470 0.08, 61%       85.13%/64.68%1 1.29(1.12, 1.48)1

1随机效应模型.
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当(图5, 表4).
7个研究均报道了H B e A g转阴率 .  4个研

究[6-8,11]报道了52 wk疗效, 结果显示LDT组高

于L A M组, 各有1个研究报道了24 w k[9]、48 
wk[12]、104 wk疗效[5], 结果均显示两组差异无统

计学意义. 研究试验间无统计学异质性(P  = 0.58, 
I2 = 0%), 合并后结果显示LDT组(31.23%)高于

LAM组(25.33%), 差异有统计学意义(RR = 1.23, 
95%CI: 1.08, 1.40).

6个研究报道了HBeAg血清转换率. 1个研

究[12]报道了48 wk疗效, 4个研究[6-8,11]报道了52 
wk疗效, 结果均显示两组差异无统计学意义; 1
个研究[5]报道了104 wk疗效, 结果显示LDT组
高于LAM组. 研究试验间无统计学异质性(P  = 
0.79, I2 = 0%), 合并后结果显示LDT组(26.00%)
高于LAM组(22.17%), 差异有统计学意义(RR = 
1.17, 95%CI: 1.01, 1.35).

6个研究[6-9,11,12]报道了血清HBV DNA自基线

下降水平. 结果均显示LDT组效果优于LAM组, 
但除Safadi等[9]同时报道MD和SMD外, 其他研究

■同行评价
替比夫定和拉米
夫定是目前临床
上常用的抗乙肝
病毒药物, 对已有
的文献资料进行
Meta分析很有意
义, 本研究提供了
有意义的信息, 研
究具有新颖性.

表 4 LDT组与LAM组对比其ALT复常率结果

     
HBeAg 疗程(wk) 纳入研究数 LDT组/LAM组(n ) P 值, I2值 DNA转阴率(LDT组/LAM组) RR值(95%CI)

阳性 48 1个[12]     56/52 -    87.50%/71.15% 1.23, (1.01, 1.50)

52 4个[6-8,11]   709/685 0.14, 44%    80.67%/74.60% 1.08, (1.02, 1.14)

104 1个[5]   458/463 -    69.50%/61.70% 1.12, (1.02, 1.23)

总疗程 6个 1 223/1 200 0.22, 30%    76.42%/69.60% 1.10, (1.05, 1.16)

阴性 48 1个[12]     29/27 -    差异无统计学意义 1.03, (0.74, 1.43)

52 3个[6,8,11]   302/306 0.01, 77%    差异无统计学意义 1.09, (0.90, 1.33)1

104 1个[5]   222/224 -    差异无统计学意义 1.11, (1.00, 1.24)

总疗程 5个   553/557 0.04, 60%    差异无统计学意义 1.08, (0.96, 1.21)1

1随机效应模型.

图 2 LDT组与LAM组对比其HBV DNA检测不到率的Meta分析(HBeAg阳性患者).

Study or            LDT  LAM    Weight      Risk Ratio      Risk Ratio
Subgroup     Events Total    Events     Total        (%) M-H, Fixed, 95%CI  M-H, Fixed, 95%CI

1.1.4  48 wk
Tang 2009          34       56          21       52       4.5        1.50 [1.02, 2.22]
Subtotal (95%CI)      56              52       4.5        1.50 [1.02, 2.22]
Total events          34                     21
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 2.04 (P  = 0.04)

1.1.5 52 wk
Hou 2008           98     147          54     143     11.4        1.77 [1.39, 2.24]
Lai 2005           27       44            6       19       1.7        1.94 [0.96, 3.92]
Lai 2007         275     458        187     463     38.8        1.49 [1.30, 1.70]
Zhong 2009          42       60          31       60       6.5        1.35 [1.01, 1.82]
Subtotal (95%CI)    709           685     58.5        1.54 [1.38, 1.72]
Total events        442                   278
Heterogeneity: χ2 = 2.66, df = 3 (P  = 0.45); I2 = 0%
Test for overall effect: Z  = 7.86 (P<0.00001)

1.1.6 104 wk
Liaw 2009        255     458        178     463     37.0        1.45 [1.26, 1.67]
Subtotal (95%CI)                   458                   463     37.0        1.45 [1.26, 1.67]
Total events        255                   178
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 5.14 (P<0.00001)

Total (95%CI)                1 223                1 200   100.0        1.50 [1.38, 1.64]
Total events        731                   477
Heterogeneity: χ2 = 3.02, df = 5 (P  = 0.70); I2 = 0%
Test for overall effect: Z  = 9.57 (P<0.00001)       

0.1  0.2   0.5    1    2       5    10

Test for subgroup differences: Not applicable          
favours LAM  favours LDT
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表 5 LDT组与ADV组治疗效果比较

     
指标 时间(wk) 结果 RR值      95%CI 纳入研究

HBV DNA检测

不到率(PCR法)

  4 = 2.00 0.19, 21.18 潘建华等[13]

  8 = 1.50 0.26, 8.50 潘建华等

12 = 2.00 0.65, 6.11 潘建华等

24 > 2.45 1.56, 3.85 潘建华等/ Henry等[10]

P  = 0.36, I2 = 0%

48 > 1.59 1.04, 2.42 潘建华等

52 = 1.49 0.96, 2.32 Henry等

ALT复常率   4 = 1.63 0.76, 3.49 潘建华等

  8 = 1.38 0.79, 2.43 潘建华等

12 = 1.35 0.86, 2.12 潘建华等

24 = 1.04 0.43, 1.29 潘建华等/ Henry等

P = 0.37, I2 = 0%

48 = 1.14 0.89, 1.48 潘建华等

52 = 0.92 0.76, 1.12 Henry等

HBeAg转阴率   4 = 3.00 0.13, 71.51 潘建华等

  8 = 1.67 0.43, 6.51 潘建华等

12 = 2.00 0.65, 6.11 潘建华等

24 = 1.55 0.85, 2.84 潘建华等/ Henry等

P = 0.73, I2 = 0%

48 = 1.89 0.96, 3.72 潘建华等

52 = 1.41 1.68, 2.94 Henry等

HBeAg血清转换率 24 = 0.76 0.31, 1.85 Henry等

52 = 1.47 0.67, 3.22 Henry等

=: 两组差异无统计学意义; >: 试验组高于对照组; <: 试验组低于对照组.

图 3 LDT组与LAM组对比其HBV DNA检测不到率的Meta分析(HBeAg阴性患者).

Study or            LDT  LAM    Weight      Risk Ratio      Risk Ratio
Subgroup     Events Total    Events     Total        (%) M-H, Fixed, 95%CI  M-H, Fixed, 95%CI

1.2.1  48 wk
Tang 2009          18       29          17       27       5.0        0.99 [0.66, 1.48]
Subtotal (95%CI)                     29                     27       5.0        0.99 [0.66, 1.48]
Total events          18                     17
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 0.07 (P  = 0.94)

1.2.2 52 wk
Hou 2008           17       20          17       22       4.6        1.10 [0.82, 1.47]
Lai 2007         196     222        160     224     44.9        1.24 [1.12, 1.36]
Zhong 2009          47       60          35       60       9.9        1.34 [1.04, 1.73]
Subtotal (95%CI)    302                   306     59.4        1.24 [1.14, 1.36]
Total events        260                   212
Heterogeneity: χ2 = 1.05, df = 2 (P  = 0.59); I2 = 0%
Test for overall effect: Z  = 4.91 (P<0.00001)

1.2.3 104 wk
Liaw 2009        182     222        127     224     35.7        1.45 [1.27, 1.65]
Subtotal (95%CI)                   222                   224     35.7        1.45 [1.27, 1.65]
Total events        182                   127
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 5.56 (P<0.00001)

Total (95%CI)                   553                   557   100.0        1.30 [1.21, 1.40]
Total events        460                   356
Heterogeneity: χ2 = 6.79, df = 4 (P  = 0.15); I2 = 41%      0.1  0.2   0.5    1    2       5    10
Test for overall effect: Z  = 7.17 (P<0.00001)          favours LAM  favours LDT
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均只报道MD, 故本研究未对其进行Meta分析.
共纳入2个LDT对比ADV研究, 两研究均未

纳入HBeAg阴性患者. Chan等[10]同时报道了24 
wk和52 wk的血清HBV DNA检测不到率(PCR
法)、ALT复常率、HBeAg转阴率、HBeAg血
清转换率和血清HBV DNA自基线下降水平等

五个指标的疗效, 该试验分为ABC 3组, 前24 wk 
A组以LDT治疗, BC组以ADV治疗, 24 wk以后, 
AB组维持原方案, C组改为LDT治疗, 考虑24 wk
后C组未经洗脱期就改用药物存在一定偏倚, 且
该组LDT 28 wk的疗程于其他组用药52 wk疗
程可比性较小, 故对于该试验C组, 只纳入第一

阶段数据, 未对第二阶段数据纳入分析; 潘建华

等[13]同时报道了4、8、12、24和48 wk的血清

HBV DNA检测不到率(PCR法)、ALT复常率、

HBeAg转阴率和血清HBV DNA自基线下降水

平等4个指标的疗效.
Chan等[10]报道了血清HBV DNA自基线下

降水平24 wk的MD、SMD和52 wk的MD, 潘建

华等[13]报道了48 wk的MD, 其结果均显示LDT组
效果优于ADV组, 本研究未对其进行Meta分析

(表5).
纳入1个 [14] LDT对比常规内科治疗(具体治

疗方案不详)研究, 其报道了2、4和12 wk的血清

HBV DNA检测不到率(PCR法)和HBeAg血清转

换率两个指标的疗效(表6).

表 6 LDT组与常规内科治疗组治疗效果比较

     
指标 时间(wk) 结果   RR值         95%CI

血清HBV DNA检测

不到率(PCR法)

    2   > 19.00 1.16, 312.42

    4   > 24.00 3.47, 166.23

  12   >   8.33 2.81, 24.67

HBeAg血清转换率     4   =   1.36 0.06, 30.64

  12   =   0.43 0.03, 312.42

=: 两组差异无统计学意义; >: 试验组高于对照组; <: 试验组低于对照组.

图 4 LDT组与LAM组对比其ALT复常率的Meta分析(HBeAg阳性患者).

Study or            LDT  LAM    Weight      Risk Ratio      Risk Ratio
Subgroup     Events Total    Events     Total        (%) M-H, Fixed, 95%CI  M-H, Fixed, 95%CI

2.1.4  48 wk
Tang 2009          49       56          37       52       4.6        1.23 [1.01, 1.50]
Subtotal (95%CI)      56                     52       4.6        1.23 [1.01, 1.50]
Total events          49                     37
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 2.03 (P  = 0.04)

2.1.5 52 wk
Hou 2008         128     147        107     143     12.9        1.16 [1.04, 1.30]
Lai 2005           38       44          12       19       2.0        1.37 [0.95, 1.97]
Lai 2007         354     458        347     463     41.2        1.03 [0.96, 1.11]
Zhong 2009          52       60          45       60       5.4        1.16 [0.97, 1.38]
Subtotal (95%CI)    709                   685     61.5        1.08 [1.02, 1.14]
Total events        572                   511
Heterogeneity: χ2 = 5.40, df = 3 (P  = 0.14); I2 = 44%
Test for overall effect: Z  = 2.66 (P  = 0.008)

2.1.6 102 wk
Liaw 2009        318     458        286     463     33.9        1.12 [1.02, 1.23]
Subtotal (95%CI)                   458                   463     33.9        1.12 [1.02, 1.23]
Total events        318                   286
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 2.44 (P  = 0.01)

Total (95%CI)                1 223                1 200   100.0        1.10 [1.05, 1.16]
Total events        939                   834
Heterogeneity: χ2 = 7.08, df = 5 (P  = 0.22); I2 = 29%
Test for overall effect: Z  = 3.94 (P<0.0001)       

0.1  0.2   0.5    1    2       5    10

Test for subgroup differences: Not applicable          
favours LAM  favours LDT
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2.4 安全性 所有研究均报道LDT的不良反应, 邱
绍勤等[11]的研究报道未发生不良反应, 其他研

究均报道发生不良反应, 但各个研究不良反应

的统计方法及结果差异较大, 故未能进行Meta
分析 .  主要的不良反应为上呼吸道感染、咳

嗽、疲劳、头痛头晕; 其他如鼻咽炎、背疼、

流感、上腹部疼痛、腹泻、恶心、咽喉疼痛、

关节痛、胃炎口腔溃疡、消化不良、皮疹、胃

肠道不适等均较少发生, 实验室检查可见ALT、
AST、CK、血淀粉酶、BUN等异常. 此外, 欧盟

人用药品委员会经过2年的临床试验, 认为LDT
有引起外周神经病的危险[17].

 
3  讨论

本研究基于国内外RCT对LDT治疗CHB的有效

性和安全性进行定量分析. LDT对比LAM的研

究结果显示, 对于HBeAg阳性患者, LDT组的血

清HBV DNA检测不到率、ALT复常率、HBeAg
转阴率和HBeAg血清转换率均高于LAM组; 对
于HBeAg阴性患者, 血清HBV DNA检测不到率

高于LAM组, ALT复常率与LAM组差异无统计

学意义. LDT对比ADV仅纳入2个研究, 且方法

学质量偏低, 此外, 考虑对同一研究不同报道时

间点疗效的合并可能导致重复计算样本量而影

响结果, 故未对其进行合并分析.
本研究共纳入10个研究, 大多数研究方法

学存在局限性. 其中, 4个研究[5,6,9,10]为充分随机, 
其他6个研究[6,8,11-14]未描述随机分配方法. 4个研

究[5,6,9,10]实施了正确的隐蔽分组, 6个研究[6,8,11-14]

隐蔽分组方法不清楚, 提示纳入试验存在选择

性偏倚的可能. 6个研究采用盲法[5-10], 除Chan
等[9]等描述对观察者施盲外, 其余均只描述“双

盲”, 未报告其施盲对象, 多认为可能是对患者

和医生施盲; 4个研究 [11-14]未报道是否实施盲

法, 纳入试验不能确定是否存在实施偏倚. 5个
研究[5,7-9,11]报道失访并采取了ITT分析, 5个研

究[6,10,12-14]未报道失访情况, 不排除存在减员偏

倚的可能. 9个研究[1,3-14]一个或多个测量指标报

告不完整, 1个研究[6]是否选择性报告研究结果

不清楚.所有研究均不清楚是否存在其他偏倚.
本研究存在一定局限性: (1)本系统评价纳

入研究多采用实验室检测指标, 未报告与患者

生存质量密切相关的终点指标报道, 因此该治

疗方法是否能改善患者生活质量尚需进一步研

究; (2)纳入研究方法学质量一般, 尤其中文研究

对随机方法、隐蔽分组描述多不清晰, 影响读

者对其真实性的判断; (3)入选的治疗疗程尚未

统一, 虽然进行亚组分析, 但仍可能存在不同程

图 5 LDT组与LAM组对比其ALT复常率的Meta分析(HBeAg阴性患者).

Study or            LDT  LAM    Weight      Risk Ratio      Risk Ratio
Subgroup     Events Total    Events     Total        (%) M-H, Fixed, 95%CI  M-H, Fixed, 95%CI

2.3.1  48 wk
Tang 2009          21       29          19       27       9.0        1.03 [0.74, 1.43]
Subtotal (95%CI)                     29                     27       9.0        1.03 [0.74, 1.43]
Total events          21                     19
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 0.17 (P  = 0.87)

2.3.2 52 wk
Hou 2008           20       20          17       22     15.0        1.28 [1.01, 1.63]
Lai 2007         165     222        178     224     29.7        0.94 [0.84, 1.04]
Zhong 2009          53       60          46       60     21.7        1.15 [0.97, 1.36]
Subtotal (95%CI)    302                   306     66.4        1.09 [0.90, 1.33]
Total events        238                   241
Heterogeneity: Tau2 = 0.02; χ2 = 8.57, df = 2 (P  = 0.01); I2 = 77%
Test for overall effect: Z  = 0.88 (P  = 0.38)

2.3.3 104 wk
Liaw 2009        173     222        157     224     28.6        1.11 [1.00, 1.24]
Subtotal (95%CI)                   222                   224     28.6        1.11 [1.00, 1.24]
Total events        173                   157
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z  = 1.88 (P  = 0.06)

Total (95%CI)                   553                   557   100.0        1.08 [0.96, 1.22]
Total events        432                   417
Heterogeneity: Tau2 = 0.01; χ2 = 9.91, df = 4 (P  = 0.04); I2 = 60%     

0.1  0.2   0.5    1    2       5    10
Test for overall effect: Z  = 1.32 (P  = 0.19)          favours LAM  favours LDT
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度的偏倚和混杂因素, 但由于纳入研究用药时

间不同, 因此, 无法进行整体效果分析; (4)纳入

研究中只纳入LDT对比LAM、ADV等药物治疗

效果比较, 无符合纳入标准的LDT对比其他药物

的治疗效果比较研究.此外本研究未对各种治疗

方案成本效益进行分析, 有研究表明LAM治疗

方案成本效益优于LDT[18]; (5)本研究未进行发

表偏倚评估, 不排除存在发表偏倚的可能.
今后的临床研究应该注意以下几点: (1)开

展设计严格的长期随访的大样本RCT, 以终点

指标结合实验室检测指标进行临床疗效的评价; 
(2)注重LDT对CHB的短期和长期疗效的研究, 
并统一报道的疗程, 建议报告12、52和104 wk的
随访结果; (3)明确随机分配序列产生的原则和

方法并严格执行, 对随机方案做到有效的隐藏, 
提高试验方法学质量; (4)严格按照CONSORT声
明2010版[19]对RCT进行全面、客观报告, 提高报

告质量.
目前证据表明, LDT治疗CHB对病毒学应

答、血清学应答、生化学应答有效, 但对于不

同疗程的总体效果还需要更为大量的高质量文

献提供科学的证据.
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ERCP联合胆道微结石检测对明确特发性急性胰腺炎病因
的价值

叶小峰, 张中平, 张丽霞, 刘鹏军, 丁红英
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■背景资料
临 床 上 约 1 0 % - 
30%的急性胰腺
炎(AP)患者, 虽经
临床和相关实验
室及影像学检查
仍不能明确病因, 
常诊断为不明原
因急性胰腺炎或
特发性急性胰腺
炎(IAP). 由于病因
不明, 仅以对症治
疗, 导致反复发作
或延误病情. 因此, 
只有明确了IAP的
病因, 才能进行合
理治疗或达到根
治病因, 预防复发
效果.
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic value of ERCP 
combined with detection of biliary microlithiasis 
for idiopathic acute pancreatitis (IAP).

METHODS: A total of 105 patients who were di-
agnosed with acute pancreatitis (AP) from Janu-
ary 2008 to January 2011 were included in this 
study. Forty-two patients with IAP, in whom no 
cause can be found after conventional imaging 
examinations, received diagnostic ERCP. For 
each patient, five milliliter of bile was collected 
and examined under a polarized light micro-
scope immediately to detect biliary microlithia-
sis. Ninty AP patients were used as controls. 

RESULTS: The diagnostic accuracy of conven-
tional imaging examinations for the cause of 

AP was 55.5% (50/90), while that of ERCP com-
bined with biliary microlithiasis examination 
was 87.5% (93/105), with a significant difference 
between the two groups (P < 0.05). ERCP com-
bined with detection of biliary microlithiasis had 
a higher accuracy in the diagnosis of IAP.

CONCLUSION: ERCP combined with detection 
of biliary microlithiasis can improve the accu-
racy of diagnosis of IAP. 

Key Words: Idiopathic pancreatitis; Endoscopic ret-
rograde cholangiopancreatography; Biliary micro-
lithiasis

Ye XF, Zhang ZP, Zhang LX, Liu PJ, Ding HY. ERCP 
combined with detection of biliary microlithiasis in the 
diagnosis of idiopathic acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(26): 2786-2789

摘要
目的: 探讨内镜逆行胰胆管造影(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)
联合胆道微结石检测对特发性急性胰腺炎
(idiopathic pancreatitis, IAP)病因的诊断价值. 

方法: 以2008-01/2011-01急性胰腺炎(acute 
pancreatitis, AP)患者105例为研究对象, 选择
影像学(CT、B超、MRCP)检查后不能明确病
因的特发性急性胰腺炎患者42例进行诊断性
ERCP检查, 同时收集胆汁5 mL行胆道微结石
监测. 以2005-01/2008-01 AP患者90例为对照
组, 应用SPSS13.0统计软件统计, 取P <0.05差
异有统计学意义.  

结果: 对照组对AP病因确诊率为55.5%(50/90), 
联合检查组对AP的病因确诊率为87.5%(93/105), 
差异有统计学意义(P<0.05), ERCP联合胆道微结
石检测对IAP病因有较高的确诊率. 

结论: ERCP联合胆道微结石检测对明确IAP
病因有重要价值. 

关键词: 特发性胰腺炎; 磁共振胆胰管成像; 内镜逆
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■研发前沿
由于BML体积小, 
胆汁与BML二者
缺乏直观对比, B
超、CT检查难以
发现, 即使MRCP
亦 难 诊 断 B M L , 
EUS虽然对BML
诊 断 率 较 高 ,  但
由于应用尚不普
遍 ,  限 制 了 其 临
床运用.

行胰胆管造影; 胆道微结石
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0  引言

临床上约10%-30%的急性胰腺炎(acute pancre-
atitis, AP)患者, 虽经临床和相关实验室及影像

学检查仍不能明确病因, 常诊断为不明原因急

性胰腺炎或特发性急性胰腺炎(idiopathic acute 
pancreatitis, IAP)[1]. 由于病因不明, 仅以对症治

疗, 导致反复发作或延误病情. 因此, 只有明确

了IAP的病因, 才能进行合理治疗或达到根治病

因, 预防复发效果. 从2008-01开始我科对IAP患
者行内镜逆行胰胆管造影(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)联合胆道微结

石(bile microlithiasis, BML)检测, 以探讨ERCP
联合BMI检测对明确IAP病因的诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析我院2005-01/2008-01常州

市武进人民医院消化内科AP患者90例, 其中男

57例, 女33例, 平均年龄(59.00±14.48)岁, 设定

为常规检查组即对照组; 同时选自我院2008-01/ 
2011-01常州市武进人民医院消化内科AP患者

105例, 其中男60例, 女55例, 平均年龄(50.72±
15.03)岁, 所有患者除行常规检查组相关项目外, 
对不能明确病因即IAP均行ERCP及BML检测

查找病因, 设定为联合检查组. TJF240十二指肠

镜、鼻胆引流管、0.035 inch斑马导丝、长方(X 
P-200Z)偏振光显微镜为日本Olympus公司产品. 
1000Ma-X光机为日本TOSHIBA公司产品. CL2
离心机为美国IEC公司产品. GNP-9270隔水式恒

温培养箱为上海新苗公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 入选标准: (1)AP临床诊断标准: 表现为

上腹痛以及血淀粉酶和脂肪酶高于正常值3倍; 
(2)IAP临床诊断标准: 满足AP诊断标准, 同时

满足一下排除标准 .  排除标准为通过病史、

临床、实验室和影像学检查(主要B超、CT、
MRCP)明确胆疾病、乙醇、药物、毒素、高钙

血症、高脂血症、感染、肿瘤等病因者及CP患
者; (3)对于全身情况较差, 不能耐受ERCP检查的

少数IAP患者放弃进一步检查. 

1.2.2 检查: (1)MRCP和ERCP检查时间: MRCP检
查在发病24 h内完成, ERCP检查在发病72 h内完

成; (2)胆汁中BML: 先行胆汁观察以明确是否有

明显BML, 如无明确结石者, 胆汁沉淀后涂片行

偏正光显微镜下观察. 患者通过ENBD或ERCP
收集胆汁: 通过无菌注射器抽吸, 根据导管位置

以及吸取液的颜色来判否为胆汁. 取胆汁5 mL, 
将所获标本均分为2份, 一份立即镜检, 另一份

在37 ℃温箱孵育24 h后检测. 检测前标本需经

12 000 r/min离10 min, 剔除上清液, 2份标本的

沉淀物各制成3张玻片, 实验室温度控制在25 ℃
-30 ℃, 用长方显微镜(普通光及偏振光)观察, 结
晶的计数参Juniper和Burson所制定的标准[2]  , 胆
固醇单水化合物(cholesterol monohydrate crys-
tals, CMC)在偏振光下呈双折射的长斜形, 胆红

素钙颗粒(calcium bilirubinate granules, CBG)在
镜下呈有聚集性的棕红色颗粒. CMC在每张玻

片上多于1个晶体, 而CBG每张玻片多于25个晶

体, 即是阳性. 
统计学处理 使用SPSS13.0统计软件, 应用

确切概率法计算χ2, 检验水准取P <0.05有统计学

意义. 

2  结果

对照组90例A P患者有50例明确病因, 其中胆

总管结石30例, 酒精性胰腺炎10例, 高脂血症

引起AP者5例, 壶腹部肿瘤3例, 胰腺癌2例, 占
55.6%(50/90). 联合检查组105例患者经常规检

查有63例明确病因, 其中胆总管结石39例. 其余

42例IAP患者(除2例不能耐受ERCP检查外)均行

ERCP及MBL检测, 其中30例患者明确了病因, 3
例ERCP选择性插管未成功, 7例未提示任何异

常, 确诊率为87.5%(93/105). 37例IAP患者ERCP
检查确定的病因见表1. 对照组对AP病因确诊阳

性率为55.6% (50/90), 联合检查组明确病因确诊

率为87.5%(93/105). 两者比较有统计学意义(χ2 = 
27.013, P <0.05, 表1). 

3  讨论

根据文献IAP常见病因[3]为BML、SOD、胆胰管

汇流异常小乳头、乳头旁憩室、胰腺肿瘤、先

天性胆管囊肿及胰腺分裂症等. 以上疾病可通

过ERCP明确诊断. 另外SOD也是IAP常见病因[4], 
SOD多见于胆囊切除患者[5], 也须通过ERCP结
合Oddi括约肌测压得以明确[6]. 其他如基因异常

或自身免疫性胰腺炎等目前尚无法确诊. 
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■相关报道
贺克俭等研究了
36例B超、CT未
发 现 结 石 的 患
者, 造影后有26例
(72%)发现胆总管
结石, 在ERCP过
程中吸取胆汁进
行组织细胞学、
细菌学研究的同
时, 用普通光及偏
振光显微镜找到
IAP公认的主要病
因-微结石.

表 1 37例IAP患者经ERCP联合胆汁微结石检测确诊为胆
源性胰腺炎的病因

     
病因   n (%)

单纯胆道结石 14(37.8)

胆胰管汇流异常合并胆道微结石   1(2.7)

胆胰管汇流异常   2(5.4)

憩室旁乳头合并胆道微结石   2(5.4)

憩室旁乳头   2(5.4)

SOD合并胆道微结石   2(5.4)

SOD   3(8.1)

慢性胰腺炎   2(5.4)

胰腺导管内乳头状瘤   2(5.4)

无异常   7(18.9)

目前明确IAP患者的病因有以下常见方法, 
(1)磁共振胰胆管成像(MR cholangiopancreatog-
raphy, MRCP): MRCP不需造影剂即能全貌反映

胆胰系统解剖关系和病理变化, 对于一些常见

胆胰管病变, 如结石胆胰管占位等能初步的得

出诊断, 且为无创, 检查比较方便, 患者易于接

受[7]. 但由于其水成像原理及图像重建的局限性

与ERCP检查有如下缺点:不能动态显示胆胰管

结构及解剖关系, 对于一些胆胰管前后重叠部

分病变不能充分显示; 胆胰管下端及乳头周围

病变不能显示; 一些由于狭窄或占位等病变导

致胆胰管充盈不足部分不能充分显示; (2)超声

内镜(endoscopic ultrasound, EUS): 但是EUS对操

作者及设备要求较高, 且其价格昂贵, 普遍推广

有一定难度; (3)ERCP: 美国胃肠病学杂志的一

项研究结果显示, ERCP能发现大多数IAP与复

发胰腺炎的根本病因[8]. ERCP 最大的优势在于

他可同时进行SOM, 并在发现病变后及时进行

介入治疗. 目前, 虽然ERCP在胆胰常见疾病的

常规诊断方面的应用在逐渐由MRCP所替代下

降, 但由于B超、CT对胆道疾病的检查有一定的

局限性[9], 而ERCP可提高所谓IAP的诊断率, 使
AP的病因学诊断趋于严谨, 对常规检查难以发

现病因的AP行ERCP检查仍是十分必要的. 贺克

俭等[10]研究了36例B超、CT未发现结石的患者, 
造影后有26例(72%)发现胆总管结石, 在ERCP
过程中吸取胆汁进行组织细胞学、细菌学研究

的同时, 用普通光及偏振光显微镜找到IAP公认

的主要病因-微结石. 同时ERCP对于乳头周围病

变导致IAP病因能够轻易在内镜直视下明确, 本
研究中IPMN、小乳头及乳头旁憩室在内镜下

得到轻易明确, 但常规检查及MRCP却难以明

确. 同时ERCP能够对胆胰管立体造影图像通过

改变体位等进行动态观察, 本研究中我们对一

例反复发作的AP患者行MRCP检查未发现异常, 
但在行ERCP检查中我们通过改变体位并进行

动态造影成像, 明确其病因为胆胰管汇流异常, 
通过行胆管括约肌切开随访9 mo未复发.  

本研究结果表明, IAP患者行ERCP及BML检
查明确BML的病因阳性率最高, 与文献一致[11]. 
通常认为, 胆管结石的大小与AP的发病率成负

相关, 胆道微结石引起AP的机制较为复杂, 胰管

开口部梗阻或可诱发十二指肠乳头括约肌痉挛

为发病的主要原因[12].  
BML包括: (1)直径<2 mm 的结石; (2)胆囊

中的胆泥(Sludge), CMC、CBG和碳酸钙微粒. 
目前, 一致认为BML, 是胆结石形成重要的中间

步骤[13]. BML由于体积微小, 一般不引起临床症

状, 但一定条件下, BML沉积于胆总管下段, 尤
其合并十二指肠乳头炎性狭窄引起临床症状, 
如急性胆管炎、AP等. 在本研究中, 30例IAP患
者中, 有19例发现了胆管结石, 其中9例为单纯

ERCP确诊; 10例IAP行ERCP检查无异常患者的

胆汁中, 发现了BML, 提示在AP的发病中, BML
可能发挥一定的作用. 研究发现80%的IAP由
BML[14]所致. 

目前, BML的检测手段主要有腹部B超、

上腹部CT、MRCP、EUS、ERCP和偏光显微

镜下查找BML. 由于BML体积小, 胆汁与BML
二者缺乏直观对比, B超、CT检查难以发现, 即
使MRCP亦难诊断BML, EUS虽然对BML诊断

率较高, 但由于应用尚不普遍, 限制了其临床运

用; BML在ERCP上表现为胆管腔内移动的影像, 
边缘模糊, 其阳性率与ERCP距发病时间长短有

关, 因为结石在操作时或操作前可以排到十二

指肠腔内, 即使造影正常, 但仍可能存在微小结

石, 存在一定的假阴性. 本研究有3例在行ERCP
造影未提示明显的结石, 仅见乳头充血水肿, 呈
排石样破碎型乳头, 而其胆汁中发现BML. 有
文献认为在发病48 h内检测胆汁中BML阳性率

最高[10]. 目前认为, 普通和偏光显微镜下查找胆

盐结晶是诊断BML的“金标准”[13], 镜下诊断

BML阳性率几乎达到100%. 因此, 对于IAP患者

行MRCP检查阴性患者应常规行ERCP检查, 如
ERCP检查阴性可再行偏正光下胆道微结石检

测, 二者联合能明确IAP最大病因即BML, 但最

好在发病48-72 h内检查. 
对于由于SOD的IAP患者, 由于未行Oddi括

约肌测压(sphincter of Oddi manometry, SOM), 该
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■同行评价
本文研究结果对
于无法开展EUS
的医疗机构针对
特发性急性胰腺
炎病因诊断提供
了 重 要 的 借 鉴 , 
具有较好的科学
价值.

研究尚不能完全明确其病因, 但结合病史(胆囊

切除史)症状、肝功能及血淀粉酶结果和ERCP
造影本研究中5例考虑病因为SOD. 

在本研究中我们行E R C P检查明确了3例
AJPBD患者, 该病也是IAP的常见病因[15]. 造影

明确后术中均行一定程度的EST, 随访半年未

复发. 因此对于怀疑存在AJPBD的患者, 在常规

MRCP检查后行必要的ERCP检查是必须的, 在
术中进行体位变化能够发现细微的胆胰管的解

剖异常. 
本研究中有7例经ERCP检查后仍未明确病

因, 不排除与某些病因导致胰管开口处一过性梗

阻有关, 如微结石、SOD等, 相信随着我们ERCP
诊治技术的提高和医疗硬件设施的改善, 如将来

开展SOM、EUS等能快速得到病因的明确.
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胰岛素样生长因子对克罗恩病患者的临床意义

余 强, 陆忠凯

®

■背景资料
克罗恩病存在肠
黏膜代谢和免疫
异常, 其发病机制
尚不明确, 且诊断
困难 ,  预后较差 . 
胰岛素样生长因
子具有促进细胞
增殖、分化, 调节
免疫及促进生长
代谢等作用, 他与
多种消化道疾病
有关, 而他的这种
调节细胞免疫、
促进细胞增殖分
化的作用与克罗
恩病是否相关目
前尚不明确.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical significance of pe-
ripheral blood levels of insulin-like growth fac-
tor (IGF) in patients with Crohn’s disease (CD). 

METHODS: Fifty-four patients with CD were 
collected and divided into mild, moderate, and 
severe groups according to the severity of the 
disease.  Enzyme-labeled chemiluminescent im-
munometric assay was used to detect peripheral 
blood levels of IGF-I and insulin-like growth fac-
tor-binding protein 3 (IGFBP3) in patients before 
and after standard treatment to assess their asso-
ciation with the severity of CD and therapeutic 
efficacy. Fifty healthy people were enrolled as 
controls.

RESULTS: The levels of IGF-I and IGFBP3 were 
significantly lower in the moderate and severe 
groups than in the control group (all P  < 0.05) 
and decreased with the increase in clinical sever-

ity (P < 0.05). No significant difference was noted 
in the levels of IGF-I and IGFBP3 between the 
mild group and control group. However, the lev-
els of IGF-I and IGFBP3 were significantly higher 
in patients with moderate or severe CD after 
treatment than before treatment (all P < 0.05). No 
significant difference was noted in the levels of 
IGF-I and IGFBP3 in patients with mild CD be-
tween before and after treatment.

CONCLUSION: Peripheral blood levels of IGF-I 
and IGFBP3 are useful to evaluate disease sever-
ity and therapeutic efficacy in patients with CD. 

Key Words: Insulin-like growth factor; Crohn’s dis-
ease; Insulin-like growth factor-binding protein 3

Yu Q, Lu ZK. Clinical significance of peripheral blood 
levels of insulin-like growth factor in patients with Crohn’
s disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(26): 
2790-2793

摘要
目的: 研究我国克罗恩病(CD)患者胰岛素样
生长因子水平(IGF)的变化及临床意义. 

方法: 收集54例CD患者的临床资料, 并根据
临床严重程度分为轻(20例)、中(18例)、重
(16例)3组. 采用酶标化学发光免疫分析的方
法分别检测轻、中、重各组CD患者规范性
治疗前后的外周血IGF-I和胰岛素样生长因
子结合蛋白-3(IGFBP3)的结果, 50例健康人
群作为对照组, 分析外周血IGF-I和IGFBP3对
CD的临床意义.

结果: (1)中重度CD患者外周血IGF-I值分别为
104.78 μg/L±16.28 μg/L和77.50 μg/L±12.46 
μg/L, IGFBP3值分别为2.83 mg/L±1.02 mg/L
和1.93 mg/L±0.65 mg/L, 均较正常对照组
明显减低, 并随着病情加重呈进行性下降(均
P <0.05). 轻度组IGF-I及IGFBP3值较对照组也
有所下降, 但无统计学差异; (2)中重度CD经
治疗有效后IGF-I值分别为122.75 μg/L±27.14 
μg/L和102.31 μg/L±29.24 μg/L, IGFBP3值分
别为3.85 mg/L±0.92 mg/L和3.35 mg/L±1.35 
mg/L, 均较治疗前明显升高(P <0.05). 轻度组
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■研发前沿
国外有少量报道
CD患者胰岛素样
生长因子发生变
化 ,  认为他与CD
存在一定的相关
性, 同时胰岛素样
生长因子可促进
原始骨髓细胞的
增殖分化及巨噬
细胞、中性粒细
胞的活化, 抑制其
凋亡的特性可能
与CD免疫系统调
节功能障碍有关, 
这可能是CD今后
研究的热点之一.
 

治疗有效后IGF-I及IGFBP3值较治疗前也有
所升高, 但无统计学差异.

结论: IGF-I和IGFBP3有助于评估CD病情的
严重程度及治疗效果, 并可能对CD急慢性病
情的转换具有一定提示作用.

关键词: 胰岛素样生长因子; 克罗恩病; 胰岛素样生

长因子结合蛋白-3
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0  引言

胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor, 
IGF)与多种消化系统疾病(如胃肠道疾病、肝硬

化、肝癌、胰腺疾病等)有关[1-3]. 他可促进细胞

增殖、分化, 调节免疫及促进生长代谢等作用[4]. 
克罗恩病(Crohn's disease, CD)是以非特异性炎

症反应为特征的炎症性肠病, 存在肠黏膜代谢

和免疫异常. 而IGF与CD的研究较少, 他们的相

关性尚不明确, 本研究主要探讨CD患者IGF水
平的变化及其临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选取我院自2007-01/2010-12来我院

住院或门诊确诊的C D患者共54例, 其中男29
例, 女25例, 中位年龄32(17-61)岁. 同时选取50
名体检健康人作为对照组. 根据CD病情严重程

度分轻、中、重3个亚组(其中轻度20例、中度

18例、重度16例), 经规范治疗后均得到临床缓

解. 诊断标准参考中华医学会消化病学分会对

炎症性肠病诊治规范的共识意见[5], 其中排除合

并有其他自身免疫性疾病如哮喘、类风湿性关

节炎及系统性红斑狼疮等患者, 病情严重程度

分组参考简化的克罗恩病活动性指数(Harvey-
Bradshaw指数, 简称H-B指数)[6]. 分析各组治疗

前后IGF-I和IGFBP3的变化, 探讨其在CD临床

诊治中的意义.
1.2 方法 采用酶标化学发光免疫分析的方法, 使
用MMULITE/IMMULITE 1000 IGF-I/IGFBP3分
析系统(西门子, 德国)检测. 具体方法: 先分别抽

取每个患者治疗前后外周血约5 mL, 凝固后给

予快速离心备样, -80 ℃保存待测. 使用上述分

析系统按系统说明检测并记录各组治疗前后及

对照胰岛素样生长因子-I(insulin-like growth fac-

tor, IGF-I)和胰岛素样生长因子结合蛋白-3(insu-
lin-like growth factor-binding protein 3, IGFBP3)
的值, 同时分别收集其临床资料分析其临床特

点, 探讨分析其与CD临床特征的相关性及临床

意义.
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

使用SPSS13.0软件进行统计分析, 组内资料比较

采用两独立样本的t检验. 组间资料比较采用方

差分析(ANOVA), P <0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 各组CD治疗前后IGF-I的变化 50例对照组

IGF-I为156.26 μg/L±18.62 μg/L. 与对照组相比, 
CD患者中、重组IGF-I明显下降, 分别为104.78 
μg/L±16.28 μg/L和77.50 μg/L±12.46 μg/L, 随
着病情加重呈进行性降低趋势(P <0.05). 但轻

症组与对照组相比无统计学意义. 经治疗后中

重度组IGF-I较治疗前明显增高, 分别为122.75 
μg/L±27.14 μg/L和102.31 μg/L±29.24 μg/L, 有
统计学差异(P <0.05). 轻症组治疗后IGF-I亦有所

升高, 但无统计学差异(表1).
2.2 各组CD治疗前后IGFBP3的变化 50名对照组

IGFBP3为4.88 mg/L±0.65 mg/L. 与对照组相比, 
CD患者中、重组IGFBP3明显下降, 分别为2.83 
mg/L±1.02 mg/L和1.93 mg/L±0.65 mg/L, 随着

病情加重呈进行性降低趋势(P <0.05). 但轻症组

与对照组相比无统计学意义. 经治疗后中重度

组IGFBP3较治疗前明显增高, 分别为3.85 mg/L
±0.92 mg/L和3.35 mg/L±1.35 mg/L, 有统计学

差异(P <0.05). 轻症组治疗后IGFBP3亦有所升

高, 但无统计学差异(表1).

3  讨论

IGF与多种消化系疾病有关, 如胃肠道肿瘤、肝

脏、胰腺疾病等. 他具有促进细胞增殖、分化, 
参与组织生长及合成代谢、调节免疫、抑制细

胞凋亡等作用, 但与CD的相关性报道较少. CD
是一种以肠道黏膜代谢及免疫异常为特征的炎

症性肠病, 发病机制尚未完全明确. 本研究探讨

胰岛素样生长因子与CD的关系及其在CD临床

诊治中的价值.
IGF-I是胰岛素样生长因子家族中研究较多

的因子之一, 由70个氨基酸组成的单链多肽, 循
环中的IGF-I主要来源于肝脏. Eivindson等[7]研究

了50例CD患者与IGF-I的相关性, 研究发现IGF-I
与反映CD疾病特征的CRP及血浆白蛋白相关, 

■相关报道
Eivindson等研究
发 现 I G F - I 与 反
映 C D 疾 病 特 征
的CRP及血浆白
蛋白相关. Flynn
等研究发现缩窄
性 C D 平 滑 肌 中
IGF-I增高1.8-3.4
倍 ,  内源性IGF-I
能促进平滑肌细
胞增生并减少凋
亡. 这表明胰岛素
样生长因子与CD
临床特征可能存
在相关性, 但尚未
明确.
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■创新盘点
本研究对CD临床
特征与胰岛素样
生长因子的相关
性 进 行 研 究 ,  探
讨一种新型的生
物学指标与CD的
关 系 ,  从 而 为 临
床诊治较为困难
的CD提供一种新
型的临床特征参
考指标.

IGFBP3也与血浆白蛋白相关. 此外Akobeng等[8]

研究发现活动期CD患儿IGF-I明显下降, 且经4 
wk的肠内营养后IGF-I无明显升高, 补充谷氨酰

胺亦不能有效提高IGF-I. 这表明IGF-I及IGFBP3
可能与CD存在一定相关性, 而其具体机制尚不

明确. 
本研究中发现, CD患者的血浆IGF-I值较正

常对照组明显下降, 其中中重度CD患者随着病

情的加重呈进行性下降趋势, 且有统计学差异, 
但轻度CD组与对照组相比无统计学差异. CD本

质上是一种自身免疫性疾病, 而IGF1与免疫系

统具有互相调节作用. IGF-I可以促进原始骨髓

细胞的增殖分化及巨噬细胞、中性粒细胞的活

化, 抑制其凋亡, 并促进B淋巴细胞的增殖分化

及免疫球蛋白的表达[9], IGF-I的表达异常可能与

CD免疫系统调节功能障碍密切相关. Konstan-
tinos等[10]研究了10例CD患者, 结果发现IGF-I和
IGFBP3明显降低, 提示机体炎症反应与继发性

GH抵抗有关, 有可能是由炎症因子如IL-6诱发. 
免疫系统可以通过IL-6及TNF-α影响IGF-I的水

平, 降低IGF-1的活性[11]. TNF-α抑制了IGF-1受
体活化后细胞内信号转导的级联反应, 使细胞

周期停止[12]. 这表明过度炎症反应导致的大量

炎症因子释放可能是中重度CD患者IGF-I下降

的主要原因, 同时也可能是机体反馈抑制过度

炎症反应的表达方式之一, 而轻度CD患者的炎

症反应可能尚不足以抑制IGF-I的表达. 血清中

IGFBP3能直接影响着IGF-I的生物学活性, 他能

够阻止IGF-I与其受体结合, 延长IGF-I在血循环

中的半衰期、调节IGF-I从血管内向血管外跨

膜转运[13]. 本研究发现随着CD严重程度的加重

IGFBP3下降越明显, 但轻度CD的IGFBP3与对

照组无统计学差异, 由此看出, IGF-I和IGFBP3
水平在一定程度上能反映出CD的严重程度, 可
作为临床参考.

IGF-I的促细胞增殖、抑制细胞凋亡的作

用对CD是否有治疗作用目前尚不明确. How-
arth[14]等曾使用IGF-I治疗结肠炎的动物模型,发
现IGF-I治疗组结肠上皮杯状细胞增加76%, 固
有层分泌肿瘤坏死因子的细胞减少, 因而认为

IGF-I对结肠上皮具有修复作用, 并可抑制黏膜

及黏膜下层的炎症反应. 宁月季等[15]研究发现

IGF-I可以通过作用于大鼠结肠平滑肌细胞的

IGF-I受体从而刺激大鼠结肠平滑肌细胞内干

细胞因子的表达, 表明IGF-I介导结肠的代谢增

生可能发生在干细胞水平. 本研究中发现, 经规

范性治疗后症状缓解的CD患者IGF-I及IGFBP3
均较治疗前明显升高, 这也同样提示可能是对

CD具有治疗作用的生长因子, 活动期CD如果出

现IGF-I及IGFBP3较前升高可能提示病情有所

好转, 并可作为临床评估CD治疗疗效的参考指

标之一, 同时也为CD的治疗提供了一个新的方

向. 但慢性持续性CD尤其是缩窄性CD亦可能

与IGF-I的增高有关, 研究表明[16,17]缩窄性CD平

滑肌中IGF-I增高1.8-3.4倍, 内源性IGF-I能促进

平滑肌细胞增生并减少凋亡. 而内源性IGFBP3
可使胶原蛋白过度表达从而导致纤维化和狭窄. 
故IGF-I及IGFBP3水平增高在活动期病情缓解

或病情的迁延不愈中的意义还需进一步研究. 
总之, IGF-I及IGFBP3可能有助于评估CD临

床病情严重程度和治疗效果, 并可能对CD急慢

性病情的转换具有一定提示作用. 由于IGF的调

节是一个复杂的网络调节过程, 同时本研究的

样本量有限, IGF的临床价值还需进一步的研究.
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■应用要点
检测外周血IGF-I
和IGFBP3水平对
中重度克罗恩病
的诊治提供了新
的思路和理论依
据.

表 1 CD患者治疗前后各组的IGF-I、IGFBP3变化情况 (mean±SD)

     
检测项目  对照组(n  = 50)   轻度(n  = 20)    中度(n  = 18)     重度(n  = 16)

IGF-I(μg/L) 治疗前 156.26±18.62 145.26±27.55 104.78±16.28a   77.50±12.46b

治疗后 156.26±18.62 152.37±30.25 122.75±27.14c 102.31±29.24c

IGFBP3(mg/L) 治疗前     4.88±0.65     3.99±1.15     2.83±1.02a     1.93±0.65b

治疗后     4.88±0.65     4.54±1.42     3.85±0.92c     3.35±1.35c

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  治疗前.
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Journal of Gastroenterology , WJG )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://

www.pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive (WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-03-26)
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Carney三联征临床病理分析1例
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■背景资料
Carney三联征好
发 于 年 轻 女 性 , 
包括胃肠道间质
瘤、肺软骨瘤和
肾上腺外副神经
节 瘤 ,  由 于 临 床
及病理医师对这
一疾病认识不足, 
常导致漏诊、误
诊, 本文报道1例
Carney三联征的
诊疗经过并复习
相关文献, 以提高
对本病的认识. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical and pathological 
features, biological behavior and prognosis of 
Carney triad

METHODS: The clinical data for a patient with 
Carney triad was analyzed retrospectively and 
reviewed histologically and immunohistochemi-
cally. A literature review was performed to give 
a detailed description of the disease.

RESULTS: The patient was a young woman 
who presented with multifocal pulmonary chon-
droma and gastric stromal sarcoma subsequent-
ly. Microscopically, pulmonary chondroma 
was composed of well-circumscribed cartilage 
lobules that were separated by fibrovascular 
stroma. The gastric stromal sarcoma presented 
as submucosal nodes. Tumor cells were ar-

ranged in sheets or clusters and infiltrated into 
the stomach wall. The eosinophilic tumor cells 
were moderately heterogeneous and variable, 
polygonal or round in shape. Mitotic figures 
were visible. The tumor cells were immunohis-
tochemically positive for CD34, CD117, vimentin 
and PDGFRA.

CONCLUSION: Carney triad is a rare syndrome 
which affects mostly young women and is char-
acterized by having at least two out of three 
following neoplasms: pulmonary chondroma, 
gastrointestinal stromal tumor and extra-adrenal 
paraganglioma. 

Key Words: Carney triad; Multifocal pulmonary 
chondroma; Gastric stromal sarcoma

Wang W, Lai RQ, Chen XD, Wang ZC, Cui HJ, Chen JW. 
Carney triad: a clinicopathological analysis of one case 
and review of the literature. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2011; 19(26): 2794-2797

摘要
目的: 探讨Carney三联征的临床病理特征、生
物学行为及预后.

方法: 收集1例Carney三联征临床资料, 光镜下
观察其组织形态学特征并行免疫组织化学分
析, 对相关文献资料进行回顾分析与总结.

结果: 患者年轻女性, 先后出现肺多发性软骨
瘤及胃肠道间质瘤. 镜下肺软骨瘤由境界清楚
的软骨小叶构成, 小叶间被纤维血管分隔; 胃
肠道间质瘤表现为胃黏膜下多发结节, 镜下
肿瘤细胞呈巢团状在肌壁间浸润性生长, 瘤
细胞呈上皮样, 圆形或多角形, 胞质丰富红染, 
显中度异型性, 核分裂像易见; 免疫组织化
学染色肿瘤细胞CD34、CD117、Vimentin和
PDGFRA阳性.

结论: Carney 三联征好发于年轻女性, 包括肺
多发性软骨瘤、胃肠道间质瘤和肾上腺外副
神经节瘤, 可同时出现, 也可仅存在二联征. 

关键词:  Carney三联征; 多发性软骨瘤; 胃肠道间质瘤 

■同行评议者
刘丽江, 教授, 江
汉大学医学院病
理学与病理生理
学教研室
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■研发前沿
C a r n e y 等 报 道
Carney三联征以
二 联 征 多 见 ,  其
中又以胃GIST和
肺软骨瘤相伴者
最 多 ,  其 临 床 症
状、组织学形态
及免疫表型与散
发 病 例 相 似 ,  但
病程进展较散发
病 例 缓 慢 ,  预 后
较好.

王蔚, 赖日权, 陈晓东, 王卓才, 崔华娟, 陈敬文. Carney三

联征临床病理分析1例. 世界华人消化杂志 2011; 19(26): 

2794-2797

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2794.asp

0  引言

Carney三联征包括胃肠道间质瘤、肺软骨瘤和

肾上腺外副神经节瘤, 由Carney[1]于1977年首次

报道. 可三种肿瘤同时出现, 也可仅存在二联征, 
以后者居多(称不完全Carney三联征). 至 2009 
年底全球共收集到133例, 国内报道3例[2,3]. 现本

文报道1例不完全性Carney三联征的诊疗经过并

复习相关文献, 以提高对本病的认识, 对类似疾

病能够正确诊断、正确治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 女性, 18岁, 因反复左侧胸痛3年
余, 加重1 mo入院. 疼痛呈持续性, 放射于剑突下

和后背部, 约1-2 mo发作1次, 发作间期无异常. 
CT示: 左肺上叶舌段、下叶基底段可见多个大

小不一的类圆形结节, 边界清晰, 病灶内部密度

不均匀, 边缘见钙化, 考虑为多发硬化性血管瘤. 
遂行左肺肿瘤剔除术. 术后病理诊断为多发性

软骨瘤. 为排除Carney综合征, 行胃镜及腹部CT
检查. 胃镜示食管距门齿28 cm和胃体分别见直

径约0.9 cm和大小5 cm×5 cm的息肉样隆起, 表
面黏膜光滑, 考虑为胃肠道间质瘤. 腹部CT: 肝
左外叶及胃小弯之间、肝胃韧带处不规则软组

织肿块影, 考虑为间质瘤. 
1.2 方法 标本经40 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡

包埋切片, 行HE染色及免疫组织化学标记. 免
疫组织化学采用EnVision两步法, 所用抗体包

括: 血管内皮细胞标记(CD34)、CD117(C-kit)、
波形蛋白(Vimentin)、血小板源性生长因子受

体α(Platelet-derived growth factor receptor alpha, 
PDGFRA 、细胞角蛋白(Cytokeratins, CK)、平滑

肌动蛋白(Smooth muscle antigen, SMA), 结蛋白

(desmin)、S-100蛋白、 增殖核抗原Ki67等, 均购

自丹麦Dako公司和泉晖公司. 用已知阳性切片作

为阳性对照, 用PBS代替一抗作为阴性对照. 免
疫组化标记阳性结果为棕黄色, 无背景染色. 

2  结果

2.1 大体观察 肺切除标本: 灰白灰褐色结节4枚, 
大小2.5 cm×2.0 cm×1.0 cm-7.5 cm×7.0 cm×

7.0 cm, 切面灰白色有光泽, 实性质中到质硬; 胃

标本: 次全切除胃标本, 于胃小弯侧黏膜下见一

结节型肿物, 大小6.0 cm×3.5 cm×3.0 cm, 表面

黏膜光滑, 肿物切面灰黄灰红、质地中等. 浆膜

面亦见多个隆起结节, 直径0.5-1.0 cm. 
2.2 镜下观察 肺肿瘤标本: 病变由境界清楚的软

骨小叶构成, 小叶间由纤维血管组织分隔, 小叶

内见黏液变、钙化及骨化; 胃肿瘤标本: 肿瘤以

上皮样细胞为主, 呈巢团状在肌壁间浸润性生

长, 细胞圆形或多角形, 胞质丰富红染, 部分胞

质空亮, 核分裂像易见(＞5个/50 HPF), 肿瘤细

胞自胃壁浆膜面侵犯至黏膜下层, 黏膜面未受

侵犯(图1); 浆膜面直径0.5-1 cm的隆起结节亦为

肿瘤成分. 淋巴结17枚, 均未见肿瘤转移. 
2.3 免疫表型 肺肿瘤细胞S-100阳性; 胃肿瘤细

胞CD34(图2A)、CD117(图2B)、Viment in、
PDGFRA(图2C)阳性, CK、SMA、desmin、
S-100等阴性, Ki67阳性率>10%. 
2.4 病理诊断 (肺)多发性软骨瘤; (胃)胃肠道间

质瘤, 依据Miettinen & Lasota标准, 高危险程度. 
综合分析, 符合不完全性Carney三联征. 

3  讨论

Carney三联征包括胃肠道间质瘤(gastrointestinal 
stromal tumor, GIST)、肺软骨瘤和肾上腺外副

神经节瘤, 为一种原因不明, 主要侵害年轻女性

A

B

图 1 胃肿瘤标本HE染色观察. A: 肿瘤细胞呈巢团状在肌

壁间浸润生长(×100); B:肿瘤细胞呈上皮样, 胞质丰富红染, 

核分裂像可见(×200).
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的罕见综合征. 1999年Carney[4]收集全球79例
中, 女性67例(85%), 男性12例(15%); 发病年龄 
7-48岁, 多30岁以前发病(85％); 以二联征多见

(78％), 其中又以胃GIST和肺软骨瘤相伴者最多

(占53%), 79例中只有17例三种肿瘤均出现, 且
病变多是先后出现. 

临床症状上Carney三联征表现为胃肠道间

质瘤引起的胃部出血症状, 包括贫血、黑便、

呕血及上腹痛等, 病灶往往多发, 常伴淋巴结和

(或)肝转移及腹腔播散, 病程进展较普通散发

GIST患者缓慢[5]. 肺软骨瘤表现为反复胸痛或无

症状肺部肿块, 生物学行为良性, 常多发并累及

双肺, 手术可切除, 但易复发[6]; 肾上腺外副神经

节瘤累及主动脉肺动脉体、喉、甲状腺甚至肝

脏等部位, 往往多灶性, 通常为良性, 半数出现

高血压等儿茶酚胺增高的症状[7]. χ线、血管造

影、CT等检查可发现病灶. 此外, Carney还指出, 

虽然被习惯称为Carney三联征, 但患者还可伴有

嗜铬细胞瘤、食管平滑肌瘤及肾上腺皮质腺瘤

等[4,5,8]. 
组织学形态上发生于Carney三联征的胃肠

道间质瘤、肺软骨瘤及肾上腺外副神经节瘤同

普通散发病例相似. 胃肠道间质瘤包括梭形细

胞型、上皮细胞型及混合梭形/上皮型三种, 但
以上皮型为主. 肿瘤细胞圆形、多角形或梭形, 
形成巢团状或器官样结构在肌壁间浸润性生

长, 瘤细胞胞质嗜酸或空亮, 细胞界限不清, 核梭

形、圆形或卵圆形, 泡状核, 核仁小或不明显, 双
核、多核巨细胞以及核分裂像可见. 免疫组化肿

瘤细胞表达CD34和CD117, 也可表达平滑肌动

蛋白Smooth Muscle Actin(SMA)、S-100蛋白及

PDGFRA等[9]. DOG1是新近发现的GIST诊断标

志之一, 其敏感性及特异性甚至优于CD117[10]. 
虽然形态学和免疫表型Carney三联征与散发的

胃肠道间质瘤相似, 但与后者不同的是, Carney
三联征GIST几乎未发现C-kit和PDGFRA基因突

变, 且琥珀酸脱氢酶B(SDHB)免疫组化表达阴

性, 而散发病例不但C-kit和PDGFRA基因有较

高的突变率, SDHB阳性率也高达97%[11,12]. 肺软

骨瘤由肿瘤性软骨组织形成界限清楚的软骨小

叶, 小叶内可发生黏液变、钙化及骨化等; 肾上

腺外副神经节瘤瘤细胞被纤维血管间质分隔呈

巢团状或器官样结构, 细胞多角形, 胞质富含嗜

酸性颗粒状胞质, 细胞边界不清, 细胞核卵圆形, 
可出现程度不一的多形性. 形态上肺软骨瘤和

肾上腺外副神经节瘤均比较单一, 且没有复杂

的免疫表型及分子遗传学标记. 
治疗均以手术切除为主. 胃肠道间质瘤局部

切除者复发率占86%, 而全胃切除者复发率不到

10%, 对于转移复发或不可切除的GIST可行甲

璜酸伊马替尼(又称格列卫)靶向治疗[4]. 而肺软

骨瘤也因单纯肿瘤剔除术或肺叶切除术等手术

方式不同而复发率有显著不同. 肾上腺外副神

经节瘤手术治疗效果较好, 手术切除后不易复

发. 本例患者行胃次全切除术及单纯肺肿瘤剔

除术, 1年后肺软骨瘤复发, 胃部肿瘤未见复发. 
Carney三联征病程进展缓慢, 预后较一般恶性肿

瘤稍好, 主要取决于胃GIST的生物学行为, 而胃

肠道间质瘤的预后及危险度评价需要结合肿瘤

部位、大小、核分裂计数以及肿瘤有无破裂等

多个因素综合分析评价, 依据的标准有Miettinen 
& Lasota或NIH(美国国立卫生研究院)等制定的

标准[13-15]. 1999 年 Carney随访全球79例1-49年, 

A

B

C

图 2 胃肿瘤细胞CD34, CD117和PDG-FRA的表达. A: 肿瘤

细胞CD34阳性(SP×100); B: 肿瘤细胞CD117弥漫强阳性(SP

×200); C: 肿瘤细胞PDGFRA弥漫阳性(SP×200).

■应用要点
Carney三联征临
床罕见, 国内少有
报道. 通过对1例
Carney三联征的诊
疗经过及病理特
点进行总结, 并探
讨其治疗及预后, 
以加深临床及病
理医师对该疾病
的认识, 做到正确
诊断、正确治疗.
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结果64例存活, 其中位生存时间为20年. Zhang
等[5]对104例Carney三联征患者的随访结果也表

明患者术后10年和40年生存率分别为100%和

73%. 因此, 我们在实际工作中遇到肺、胃等多

处病变, 千万不要主观认定恶性肿瘤广泛转移

而放弃手术机会, 而对于发生于年轻女性的胃

肠道间质瘤或多发性肺软骨瘤, 也应进行全身

排查. 因为Carney三联征的正确诊断可为患者提

供正确的治疗及良好的预后. 
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

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

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

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

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文的选题较好, 
有一定的临床意
义和应用价值.
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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
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
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

2800                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志   2011年9月18日   第19卷   第26期



www.wjgnet.com

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
牌化方向迈进.
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2011年国内国际会议预告

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

2011-08-26/27
第四届福瑞肝纤维化论坛
会议地点: 上海市
联系方式: bstract@cosoman.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

2011-09-24
2011中国消化病学大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-09-25/26
2011北京消化内镜节
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-10-07/09
第八届亚太肝病学会主题会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@apaslstc.org

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

2011-10-22/26
第19届欧洲肠胃病学联合组织(UEG)会议周
会议地点: 斯德哥尔摩
联系方式: uegw2011@cpo-hanser.de

2011-10-28/11-02
2011美国胃肠病学会年度科学会议
会议地点: 华盛顿
联系方式: annualmeeting@acg.gi.org

2011-11-04/08
第62届美国肝病研究学会(AASLD)年会
会议地点: 旧金山
联系方式: medical_conference@263.net 

2011-11-18/23
第十一届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2011全
国内镜/介入/放疗新技术国际论坛
会议地点: 北京市
联系方式: doctor302@163.com

2011-11-25/27
2011年全国消化道静脉曲张及其伴发消化疾病内镜诊治
研讨会
会议地点: 西安市
联系方式: 2011varices@sina.com

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

2011-12-09/11
江苏省第四次胃肠外科学术会议
会议地点: 南京市
联系方式: jswcwk@yahoo.com.cn
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