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Abstract
Great progress has been made in the treatment 
of hepatocellular carcinoma (HCC) in recent 
years. Interventional therapy-containing mul-
timodal therapy plays a predominant role in 
the treatment of HCC. There are mainly two 
intervention methods available: intervascular 
and non-vascular interventional therapy. Trans-
catheter arterial chemoembolization (TACE) and 
local ablation therapy are representative means 
of them, respectively. Interventional radiology 
in combination with targeted therapy further 
enriches the content of interventional therapy 
for HCC. In this article, we summarize the re-
cent advances in interventional therapy of HCC 
in terms of therapeutic principles, indications, 
therapeutic effects, contraindications, and pros 
and cons of various therapeutic methods.  

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Interven-

tional radiology; Ablation; Targeted therapy

Li Z, Zhang WG, Han XW. Recent advances in interven-
tional therapy of hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 221-226

摘要
临床对原发性肝细胞癌(HCC)的治疗已取得
了长足进步, 其中以介入放射学为主的综合治
疗在整个治疗中占据重要地位. HCC的介入
治疗方法主要包括以肝动脉化疗栓塞(TACE)
为代表的血管内介入治疗和以局部消融为主
的非血管介入治疗, 而介入结合靶向治疗更进
一步丰富了HCC介入治疗的内涵. 本文将分
别从HCC介入治疗的不同方法、原理、适应
证、疗效和优缺点等方面就其治疗现状与进
展作一综述. 

关键词: 肝细胞癌; 介入放射学; 消融; 靶向治疗
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是消化系常见恶性肿瘤, 具有发病率高、复发

率高、预后差的特点, 5年生存率极低. HCC早

期不论通过肝切除术、肝移植术或介入治疗等, 
5年生存率均可达到50%左右[1]. 但临床中多数

患者确诊时已达晚期, 且多伴有乙肝、肝硬化, 
具有外科手术指证者不足25%. 目前, 采用以介

入为主的非手术综合治疗HCC取得很大进展, 
其疗效已为临床所公认. 现就HCC介入治疗的

现状和进展作一综述. 

1  血管内介入治疗

1.1 经导管肝动脉化疗栓塞术 经导管肝动脉化

疗栓塞术(transcatheter arterial chemoemboliza-
tion, TACE)是目前中晚期HCC治疗的主要方法, 
原理是通过栓塞肿瘤供血动脉使肿瘤缺血坏

死、缩小, 有助于二期切除; 同时抗肿瘤药物可

www.wjgnet.com
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■背景资料
原发性肝细胞癌
(HCC)的综合治疗
已备受临床重视, 
介入治疗在其综
合治疗策略中占
有重要地位, 取得
了公认的疗效. 不
同的介入治疗方
法各有利弊, 互相
结合 ,  优势互补 , 
以最大程度发挥
疗效, 是临床研究
的发展方向. 介入
结合分子靶向治
疗已初见成效, 临
床应用前景广阔.

■同行评议者
钱林学, 教授, 首
都医科大学附属
北京友谊医院内
科



在肿瘤局部缓慢释放发挥化疗作用, 但起主要

作用的是栓塞. 此外, 对于小肝癌的疗效亦肯定, 
可与外科切除相媲美. 主要适应证[2]: 外科无法

根治性切除且肝功能尚好, 无门脉主干癌栓; 肿
瘤体积不超过全肝70%; 拟二期切除者; 外科术

后预防性治疗等. 无严重肝肾功能障碍者一般

均可耐受. TACE不足之处为肿瘤易复发、转移, 
常需多次治疗. 即使完全彻底的栓塞亦不能保

证肿瘤完全灭活, 残瘤细胞在特定机制调控下

可逐渐适应乏氧微环境, 血管内皮生长因子高

表达, 致侵袭转移能力提高[3]. 所以控制肿瘤复

发与转移是目前HCC研究的焦点[4]. 
近年超微导管技术应用实现了肝段或亚肝

段栓塞, 进一步提高了疗效[5]. 日本学者分析了

8 510例无法手术切除的HCC患者接受TACE治
疗, 中位生存期为34 mo, 1、3、5和7年的生存率

分别为82%、47%、26%和16%[6]; Varela等[7]报

道经TACE治疗的患者, 1、2年的生存率分别是

92.5%、88.9%, 即使伴门脉癌栓者经TACE治疗

也可使平均生存时间延长至9.5 mo, 1年生存率

达25%[8,9]. 
1.2 热化疗栓塞 介入术中经导管以温热化疗药、

碘化油乳剂进行化疗栓塞, 称热化疗栓塞[10]. 其
原理是基于细胞的热敏感差异, 正常细胞加热

到45 ℃以上开始死亡, 而肿瘤细胞一般只耐受

40 ℃-43 ℃的温度. 温热使细胞膜通透性增强, 
促进化疗药进入细胞内并在细胞内移行, 同时

提高癌组织中活性氧含量, 杀伤各期癌细胞; 亦
能快速增加血液中T淋巴细胞及N K细胞的数

量, 对控制肿瘤转移起积极作用. 影响其疗效

的因素主要有热化疗时间、温度、灌注液总量

及流速、热疗的连续性等. 实验证明[11], 科学的

灌注液温度为(47.55±0.44) ℃, 并维持灌注10 
min, 以达到最大杀伤作用; 短期有效率和1年生

存率分别达到79.2%和50.0%. 适应证选择: 直径

<3 cm原发与转移性单发肿瘤或病灶个数<3个; 
直径在3-8 cm, 病灶数目3个以下者. 有大量腹

水, 重度黄疸和肝功能衰竭者、严重凝血功能

障碍者为禁忌. 另有学者对门脉栓塞(portal vein 
embolism, PVE)及肝动脉-门脉联合栓塞术进行

了研究, 相关研究证实[12], PVE已广泛用于肝切

除术前, 疗效肯定; 但由于部分HCC病变广泛, 
即使PVE后残肝仍不能充分代偿功能需要, 此时

TACE为配合治疗首选方法.

2  非血管介入治疗

主要指经皮穿刺局部消融治疗, 即消融针经经

222                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年1月28日   第19卷   第3期

皮肝穿刺途径至肿瘤靶区, 利用化学和(或)物理

方法对瘤床进行毁损, 主要包括以下内容.            
2.1 化学消融术

2.1.1 经皮瘤内无水乙醇注射: 属化学消融, 治
疗机制为无水乙醇的蛋白凝固作用和继发微血

管栓塞. 因瘤灶内阻力低于周围肝组织, 无水乙

醇可在瘤灶内良好扩散, 发挥治疗作用, 具有费

用低廉、安全、并发症少等优点, 可实施于肝

区任何部位. 对瘤径<2 cm的肿瘤有效率可达

90%-100%[13], 等同根治性切除. 对于瘤径<3 cm
以及肿瘤数目≤3的患者, 经皮瘤内无水乙醇注

射(percutaneous ethanol injection, PEI)后5年生

存率可达64.7%[14], 但缺点是对于较大肿瘤往往

难以达到彻底灭活, 需多次注射; 乙醇流向不易

控制, 易损害门脉、胆管等结构. 肿瘤大小、有

无分隔、剂量及穿刺准确性等都是影响疗效的

因素. 新型消融针的问世提高了PEI疗效, 其由

18G注射针杆和3支可伸缩子针组成, 每支子针

上有4个注射孔. 穿刺进入肿瘤后从母针先端展

开伞状子针, 乙醇从12个注射孔同时喷射, 使弥

散范围扩展到直径为5 cm的肿瘤, 但仍需反复

治疗[15].
无论注射无水乙醇抑或醋酸均可造成组织

即刻坏死, 从而在注射针周围形成一蛋白坏死

膜, 限制了药物弥散而难以均匀分布于瘤内. 冰
醋酸虽弥散性好, 但可穿透包膜引起周围组织

的损伤, 应慎用[16]. 法国一项单中心试验表明, 
荧光CT引导下经皮注射醋酸治疗小肝癌近期

疗效较好, 风险小, 并可用于有腹水及严重凝血

功能障碍者. 但因HCC的高复发率和病灶多点

起源的特点, 限制了该技术的临床应用[17]. 目前

醋酸消融在国内已淘汰, 国外也仅日本少数国

家应用. PEI和TACE比较, 各具特点: TACE很
难一次性灭活肿瘤, 复发率、转移率较高, 反复

TACE亦可加重肝功损害. 而PEI对正常肝功能

无损害, 对碘油缺失区治疗有效, 但因无水乙醇

在肿瘤内弥散程度有限, 不适宜大肝癌的治疗, 
TACE与PEI联合应用, 可取长补短, 较单一治疗

生存率均有显著性提高[18]. 
2.2 物理消融

2.2.1 经皮射频消融治疗: 为肿瘤微创热疗新技

术, 经皮射频消融治疗(radiofrequency ablation, 
RFA)治疗HCC疗效已得到临床肯定. 射频电流

经电极针使靶组织产生正负离子, 其在射频电

场中高速振动、升温, 使局部组织发生变性、

坏死. 研究表明, RFA可以抑制肿瘤的血管生成, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
介入治疗已成为
原发性HCC治疗
的 主 要 手 段 ,  尤
其对于进展期肝
细 胞 癌 ,  是 临 床
研究的热点问题. 
随着医学科技的
不 断 发 展 ,  介 入
治疗的方法在不
断 革 新 ,  如 何 充
分发挥各治疗方
法 的 优 势 ,  如 何
规范、科学的联
合治疗是临床研
究的方向.
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减少肿瘤血供, 限制肿瘤生长, 故在肿瘤血管生

成阶段来阻断肿瘤进展是RFA的治疗机制之一. 
此外, RFA通过诱导高温凝固坏死区周边细胞凋

亡可扩大消融范围, 为RFA另一重要治疗机制. 
如何使一次治疗能够尽可能多的使肿瘤坏

死、扩大消融范围等一直是研究的核心问题. 近
年RFA取得的主要进展是: 多叉电极针及集束电

极针、带冷却装置电极针的临床应用, 减少了组

织碳化, 提高了疗效. 张耀军等[19]报道RFA治疗

803例肝脏恶性肿瘤(其中HCC 672例、肝转移瘤

131例), 完全消融率达92.5%, 术后1、2、3、4及
5年累积生存率分别为95.1%、85.6%、75.7%、

60.7%、47.5%. 鉴于RFA与PEI的适应证类似, 
Seror等[20]比较了二者疗效, 其2年总生存率分别

为91.2%、70.8%, 有显著性差异, 提示RFA疗效

优于PEI, 与Doros[21]报道一致. 对单发、直径≤5 
cm或肿瘤数目1-3个且直径≤3 cm的小肝癌RFA
总体疗效优于PEI[22]. 小肝癌、不能手术或术后

复发的肝癌及肝转移癌均为RFA治疗指征. 对小

肝癌的疗效可等同外科手术, 3年生存率明显高

于3-5cm大小的肿瘤(61.46% vs  38.71%); 当瘤径

>5 cm时, 3年生存率仅为27.62%[23]. Shibata等[24]

亦通过对照研究发现TACE联合RFA治疗小肝癌

较单一RFA疗效无差异, 认为无需联合治疗. 
对于邻近胃肠道或位于膈顶、有巨大血管

包绕等特殊部位的HCC病灶, RFA技术操作风

险较大, 此时PEI可作为候选治疗方法; 其联合

TACE或RFA治疗HCC, 疗效较满意[25]. 虽有报

道RFA可引起0.5%-2.8%针道种植发生率, 但针

道消融可基本避免该并发症. 对严重肝功能障

碍、大量腹水、凝血功能障碍者、弥漫性肝

癌、妊娠及安装心脏起搏器的患者, 应视为RFA
禁忌. 作为治疗HCC的新技术, RFA尚缺乏大样

本、前瞻性对照研究及长期的随访研究. 如何

提高RFA疗效一直是临床面临的主要问题, 目前

已公认将多种微创治疗手段相结合、序贯联合

应用以及联合生物治疗的综合治疗. 
2.2.2 经皮微波消融治疗: 经皮微波消融治疗

(percutaneous microwave coagulation therapy, 
PMCT)通过多针组合等方法显著提高了一次

性肿瘤灭活的体积, 在HCC非手术治疗中的作

用日益突出. 其原理类似于RFA, 使肿瘤组织温

度升高、变性、凝固坏死, 具有升温效率高、

有效凝固区大、适形调控性强、坏死彻底及

对正常肝组织损伤小等优点, 完全消融率可达

91.9%[26]. Shibata等[24]比较了PMCT与RFA对

HCC的疗效, 认为完全消融率和肿瘤残存率无

显著差异, 但射频组治疗次数明显少于微波组, 
而治疗时间显著长于微波组. 吕明德等[27]也分别

比较了两种方法消融率、不良反应、并发症及

生存率, 亦无明显差异. 可见RFA、PMCT二者

疗效基本相同, 近期疗效同手术切除[28]. 其适应

证和RFA类似, 不同之处在于PMCT可适用于带

有心脏起搏器的HCC患者. 由于微波消融在日

本、中国应用较多, 彼此采用设备不同, 研究结

果也有差异. 2005年美国肝病学会将RFA、PEI
列入肝癌治疗指南[29,30]. 
2.2.3 高强度聚焦超声: 高强度聚焦超声(h igh 
intensity focused ultrasound, HIFU)的临床应用始

于治疗前列腺增生肥大, 1997年底我国将这一

自主知识产权技术率先用于肿瘤临床治疗, 并
使我国在该领域中的研究水平处于国际领先地

位[15]. 其作用机制是利用超声的可视性、组织穿

透性和聚焦性等物理特征, 通过其加热效应、

空化效应和机械效应, 从体外定位, 直接破坏体

内深部肿瘤组织, 使局部肿瘤组织温度骤升(达
65 ℃以上), 细胞内蛋白质迅速凝固, 引起肿瘤细

胞不可逆性死亡. 随机对照及长期随访研究[31,32]

表明, 对于巨块型HCC, HIFU联合TACE治疗疗

效明显强于TACE组, 无严重并发症发生, 技术

安全. 虽然HIFU可对深部肿瘤进行治疗, 但治疗

耗时, 且对于边缘不规则的肿块, 因呼吸运动影

响, 治疗时可能会产生“脱靶”现象, 影响疗效. 
另有经皮穿刺激光消融术, 其疗效与输出功

率和作用时间有关; 与其他热消融疗法相比, 组
织凝固范围较小, 对于较大肿瘤消融耗时太长, 
又因其他热消融方法的普及, 已被临床逐渐淘汰. 
2.3 冷消融 主要是氩氦刀冷冻消融术(argon heli-
um system cryo-ablation, AHSCA): 1850年Arnott
曾报道应用冰冻盐溶液(约-18 ℃~-24 ℃)作为冷

媒局部治疗进展期乳腺癌、宫颈癌, 发现肿瘤

缩小, 疼痛减轻, 开创了冷冻治疗肿瘤的先河[15]. 
其原理是通过细胞损伤和血管损伤两个机制产

生肿瘤坏死效应. 细胞损伤主要由冻-融循环的

有害作用即时产生, 累进的微循环衰竭造成血

管损伤、血流停滞, 引起组织坏死; 具有精确定

位、准确控温、适时监测等优点, 开辟了HCC
治疗新领域. 此外, AHSCA可激发机体抗肿瘤免

疫功能: 术后肿瘤大分子抗原成分明显减少, 小
分子蛋白抗原和巨噬细胞增加, INF和PGE2活性

增强[33]. 马志刚等[34]研究表明治疗后肿块缩小

或形成空洞者占81.2%, AFP转阴率66.7%, 术后

■相关报道
Davis、Zhang等
均强调对进展期
HCC, TACE应联
合其他介入治疗
方法行序贯、综
合治疗以获得最
佳疗效.
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6 mo生存率达76.9%. 在冷消融中冰球覆盖范围

要求超过影像学显示的肿瘤边缘1 cm以上, 以保

证肿瘤完全灭活, 这是预防复发、提高疗效的

关键. 冷冻消融疗效肯定, 可短期内减轻瘤负荷, 
生存率可与外科相媲美[35], 但临床亟需远期随访

研究以充分评价疗效. 
影响AHSCA疗效的因素包括靶组织损伤温

度和冷冻-复温速率、消融次数、组织物性参数

及冷刀半径等. 组织物性参数(如血液灌注率、

代谢率等)不同, 形成冰球直径不同. 血液灌注

率、代谢率越高, 相同条件下形成的冰球尺寸

越小, 有效治疗半径就越小. 所以在实施AHSCA
时应充分考虑不同组织间冷冻及复温特性的差

别、肿瘤的大小和位置, 使治疗方案个体化以

确保疗效[36]. 
关于各种消融术的并发症和安全性评价, 总

体认识是一致的, 即并发症和致死率均较低. 多
中心研究表明物理消融致死率约为0.1%-0.5%, 
严重并发症和轻微并发症的发生率分别为

2.2%-3.1%和5%-8.9%[37]. 化学消融的并发症亦较

少, 除极少人对酒精过敏外, 多数耐受性良好. 总
之, 消融治疗HCC是比较安全的.

3  靶向治疗

随着基础医学研究的不断进步, HCC的介入治

疗逐渐由临床研究深入到基础研究, 新一代分

子靶向药物已应用于临床并与介入放射学相结

合, 取得较好的疗效, 应用前景广阔. 分子靶向

治疗以改变肿瘤细胞特性为作用靶点, 在发挥

更强的抗肿瘤活性的同时减少对正常细胞的不

良反应. 根据药物的作用靶点和性质, 主要将分

子靶向药物分为以下几类: 小分子表皮生长因

子受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)
酪氨酸激酶抑制剂、抗EGFR单抗、抗HER-2单
抗、Bcr-Abl酪氨酸激酶抑制剂、血管内皮生长

因子受体抑制剂、抗CD20的单抗、IGFR-1激
酶抑制剂、泛素-蛋白酶体抑制剂等. 虽然靶向

治疗药物种类较多, 但目前用于治疗HCC的药

物仍以索拉非尼, 利卡汀(131I标记美妥昔单抗)等
药物较具代表性. 
3.1 介入性靶向治疗 131I美妥昔单抗(利卡汀)是
一种用于导向放射治疗HCC的131I标记的新型单

抗, 抗体的靶抗原Hab18G/CD147是HCC特异性

抗原, 在肿瘤侵袭和转移中起到重要作用, 单抗

与靶抗原特异性结合可降低癌细胞转移与复发

通道的信号传导, 不但可以将放射性131I带到肿

瘤细胞, 实现对肿瘤细胞的直接照射作用, 其本

身还可以通过抗体依赖的细胞毒性作用杀伤肿

瘤细胞, 同时阻断其效应细胞分泌基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinase, MMP), 以防止癌细

胞进一步扩散, 达到双重的治疗作用[38]. 利卡汀

治疗HCC的临床试验及初步临床应用已表明疗

效肯定, 安全、可行, 对各种类型血供的肝癌均

有一定的瘤体缩小率[39,40]. 近年, 作为新的治疗

策略经动脉注入放射性微球体和微粒技术初露

端倪[41]. 
3.2 全身性靶向治疗 索拉非尼是第一个上市、

唯一由FDA批准用于治疗HCC的多靶点、多激

酶抑制剂, 也是第一个被证明通过抑制肿瘤复发

和转移延长生存期的治疗方法. 与安慰剂比较, 
可延长中位生存期(10.7 mo vs  6.5 mo)和疾病进

展时间(5.5 mo vs 2.8 mo), 耐受性较好[42]. 索拉

非尼加阿霉素的Ⅰ期、Ⅱ期试验也证实了联合

治疗的有效性, 与阿霉素相比有延长疾病进展

时间的趋势. 未来需重点研究和解决的关键问

题是如何将索拉非尼与传统手术、TACE和其

他分子靶向治疗药物联合起来, 最大程度提高

疗效[43]. 研究表明, 索拉非尼联合介入(TACE、
RFA等)治疗晚期肝细胞癌, 肿瘤反应率增加, 延
长疾病进展时间, 患者临床获益明显[44]. 为抑制

肝癌不同的生长、侵袭途径, 其他分子靶向药

物正处于研制与临床实验阶段, 有较好的临床

前景[45]. 
3.3 基因治疗 他是指通过在特定靶细胞中表达

本来不表达的基因, 或采用特定的方式关闭、

抑制异常表达的基因, 达到治疗疾病的目的, 为
肿瘤治疗的热点. 主要方法有[46]: 自杀基因治

疗、导入抑癌基因(如p53 )或反义基因(如r a s , 
mys等)治疗、免疫因子基因治疗(如IL-2、GM-
CSF、IFN等)及RNA干扰技术. 目前, 临床中超

选择性经肝动脉导入P53治疗HCC报道较多, 初
步疗效肯定[47]. 

此外, 部分中医药有助于提高HCC的临床

疗效. 特别是配合微创介入、放疗, 化疗等方法, 
可改善患者临床症状、减轻不良反应、延长生

存期等, 值得借鉴[48]. 

4  结论

目前治疗HCC较成熟的介入技术较多, 各具优

势, TACE联合其他介入治疗方法行序贯、综合

治疗被公认可提高疗效, 但临床实践中很多具

体技术路线欠规范, 还需要更多的随机对照研

■应用要点
通过分析、比较
不 同 H C C 介 入
治疗方法间的疗
效、优缺点等, 为
临床个体化、规
范化治疗HCC提
供了依据.
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究, 做到治疗方案的规范化、个体化的统一, 以
获得较好的预后[49,50]. 可以深信: 随着HCC基础

研究的不断深入、介入诊疗技术的不断进步, 介
入放射学与分子生物学相结合拥有良好的发展

前景, 必将使HCC的治疗进入一个崭新时代[51].
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Abstract
AIM: To investigate the effects of treatment with 
pentoxifylline (PTX) on ischemia/reperfusion-
induced liver injury in rats with severe hemor-
rhagic shock.

METHODS: Forty-eight Sprague-Dawley rats 
were randomly and equally divided into four 
groups: control group, shock group (NR group), 
Lactated Ringer's (LR) solution-treated group 
(LR group), LR solution plus PTX group (LR-
PTX group). A rat model of severe hemorrhagic 
shock was generated, and arterial blood pressure 

(MAP) was determined continuously. Blood 
specimens were collected before shock and 1 
and 4 h after resuscitation for determination of 
serum AST and ALT levels. The rats of the NR 
group were killed 1 h after shock to collect liver 
samples. The rats of the LR and LR-PTX groups 
were resuscitated with LR and LR-PTX (25 
mg/kg, three times the volume of shed blood), 
respectively, and then killed 4 h after resuscita-
tion to collect liver samples to determine the 
expression of TNF-α, NF-κB and MIP-2 proteins 
and MPO activity. Liver injury was examined by 
light microscopy and electron microscopy.

RESULTS: Compared with the control group, 
MAP (mmHg) decreased significantly 1 h after 
shock in the other groups (37.3 ± 2.1, 37.0 ± 2.0, 
37.6 ± 2.2 vs 106.0 ± 2.6, all P < 0.05). After re-
suscitation, MAP rose initially but decreased at 
3 and 4 h in the LR and LR-PTX groups (88.3 ± 
3.0, 87.6 ± 4.3 vs 105.0 ± 2.9; 69.0 ± 2.0, 66.7 ± 2.1 
vs 102.1 ± 1.1, P < 0.05). Serum AST and ALT 
levels at 1 h after shock and 4 h after resuscita-
tion in the NR, LR and LR-PTX groups were 
significantly higher than those in the control 
group (142.0 ± 8.3, 144.1 ± 7.6, 147.2 ± 8.1 vs 45.1 
± 6.3; 427.0 ± 12.5, 365.3 ± 8.0 vs 51.1 ± 6.3, all P < 
0.01; 86.3 ± 7.8, 88.3 ± 6.6, 89.1 ± 5.9 vs 53.6 ± 6.1; 
342.9 ± 4.7, 280.4 ± 9.1 vs 50.6 ± 7.6, all P < 0.05). 
The expression of NF-κB, TNF-α and MIP-2 pro-
teins and MPO activity in the liver were signifi-
cantly increased and pathologic injury was more 
significant in the NR, LR and LR-PTX groups 
compared with the control group (all P < 0.05). 
Compared with the LR group, serum AST and 
ALT levels at 4 h after resuscitation were signifi-
cantly lower in the LR-PTX group (P < 0.05). The 
expression levels of NF-κB, TNF-α and MIP-2 
proteins and MPO activity in the liver were sig-
nificantly lower (all P < 0.05) and pathologic in-
jury was milder in the LR-PTX group than in the 
LR group.

CONCLUSION: Treatment with PTX can protect 
against ischemia/reperfusion-induced liver injury 
in rats with severe hemorrhagic shock by inhibiting 
TNF-α release and NF-κB activation and decreasing 
the expression of inflammatory mediators.
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■背景资料
肝脏是人体各种
物质代谢、能量
转换及供应的枢
纽 和 主 导 器 官 , 
也是应激条件下
代谢最为活跃的
器 官 ,  失 血 性 休
克后肝组织损伤, 
可产生大量的细
胞因子如TNF-α
等 ,  这 些 因 子 一
方面可使循环中
的中性粒细胞在
肝内趋化、黏附
聚集、活化进而
损 伤 肝 细 胞 ;  另
一方面可以通过
血液循环影响肺
脏 和 其 他 器 官 ; 
其次还能随胆汁
分泌到肠道加重
肠 道 的 损 伤 .  肝
组织损伤程度对
失 血 性 休 克 后
SIRS、MODS的
发生、发展有重
要的意义. 

■同行评议者
张进祥 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院急诊外科
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摘要
目的: 研究已酮可可碱(PTX)对重度失血性休
克大鼠再灌注后肝损伤的影响, 并探讨其可能
的作用机制. 

方法: 48只SD大鼠随机分为4组: 对照组(C
组)、单纯休克组(NR组)、乳酸林格氏液组
(LR组)、乳酸林格氏液联合PTX组(LRPTX
组) .  复制重度失血性休克模型 ,  连续检测
MAP的变化. LR及LRPTX组以3倍失血量LR/
LRPTX(PTX 25 mg/kg)液复苏. 各组分别于休
克前、休克1 h及复苏4 h时间点测谷丙转氨酶
(ALT)及谷草转氨酶(AST). NR组在休克1 h处
死大鼠, LR组、LRPTX组及C组在复苏4 h处
死大鼠, 取肝组织检测TNF-α、NF-κB、巨噬
细胞炎性蛋白-2(MIP-2)的蛋白表达及髓过氧
化物酶(MPO)活性. 电镜及光镜下观察肝组织
病理变化. 

结果: 与C组比较, 各组大鼠休克1 h M A P 
(mmHg)降低(37.3±2.1, 37.0±2.0, 37.6±2.2 
vs  106.0±2.6, 均P <0.05), 液体复苏后MAP
上升, LR及LRPTX组复苏后3 h及4 h时间
点, MAP(mmHg)下降(88.3±3.0, 87.6±4.3 
vs  105.0±2.9; 69.0±2.0, 66.7±2.1 vs  102.1
±1.1, 均P <0.05). 与C组比较, 其他各组血中
AST(U/L)(142.0±8.3, 144.1±7.6, 147.2±8.1 
vs  45.1±6.3; 427.0±12.5, 365.3±8.0 vs  51.1
±6.3, 均P <0.01)及ALT(U/L)明显升高(86.3±
7.8, 88.3±6.6, 89.1±5.9 vs  53.6±6.1; 342.9
±4.7, 280.4±9.1 vs  50.6±7.6, 均P <0.05); 肝
组织TNF-α、NF-κB及MIP-2的蛋白表达明
显升高, MPO活性增加(均P <0.05), 肝组织病
理学损伤明显; 与LR组比较, LRPTX组复苏
后4 h血中AST及ALT明显降低(均P <0.05), 
TNF-α、NF-κB及MIP-2的蛋白含量明显下降, 
MPO活性降低(均P <0.05), 肝组织病理学损伤
减轻.

结论: PTX通过减少TNF-α的释放, 抑制NF-
κB的活化, 下调趋化因子的表达, 减轻失血性
休克再灌注后肝组织损伤.

关键词: 失血性休克; 肝损伤; 复苏; 己酮可可碱
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0  引言

失血性休克及液体复苏所导致的细胞损伤、

细胞因子过度释放是全身炎症反应(sys temic 
inflammatory response syndrome, SIRS)、急

性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress 
syndrome, ARDS)、以及多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)的
主要病理生理基础[1,2]. 目前, 临床上用于失血性

休克复苏的溶液, 各有其优缺点, 能够恢复器官

灌注、维持组织氧供, 又不加重细胞损伤及诱

发激烈免疫反应的理想液体尚无[3,4]. 因此, 早期

采取有效的复苏策略(既联合应用细胞保护的药

物)比损伤后再企图免疫调节来减轻细胞损伤的

观点, 已成为当今失血性休克研究的热点[5,6]. 己
酮可可碱(pentoxifylline, PTX)属黄嘌呤衍生物, 
是非选择性磷酸二酯酶抑制剂, 近年来有研究

表明[7,8]其有选择性抗炎作用, 尤其对缺血再灌

注后肺、肠损伤有一定的抑制作用, 但其是否

对失血性休克再灌注后肝损伤具有抑制作用及

可能的作用机制目前尚未完全阐明. 本研究通

过建立重度失血性休克大鼠模型, 观察乳酸林

格氏液联合PTX复苏对肝脏损伤后炎症因子及

超微结构变化的影响, 探讨PTX对重度失血性休

克再灌注后肝损伤的影响和其可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂S D大鼠48只 ,  体质量

280-320 g, 购于甘肃省中医学院动物实验中心. 
实验前适应性饲养5 d, 环境温度控制在22 ℃
-26 ℃, 湿度控制在40%-70%, 自由进食饮水, 每
12 h昼夜交替1次.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 实验前12 h禁食, 自由饮水. 实验当

日, 实验室温度控制在22 ℃-26 ℃, 经腹腔给予

3%戊巴比妥钠(50 mg/kg)麻醉, 右股动脉插管

监测平均动脉压(mean arterial pressure, MAP)和
放血, 右股静脉插管用于输液. 所有导管均用7.5 
kU/L的肝素生理盐水预充. 术毕, 按500 U/kg给
予全身肝素化处理. 动物稳定10 min, 待生命体

征平稳. 采用改良Wiggers等[9]的方法复制失血

性休克模型. 经右侧股动脉导管放血, 30 min内
使MAP降低至35 mmHg, 通过放血或自体血回
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输维持MAP 35 mmHg±5 mmHg水平60 min, 复
制重度失血性休克模型. 实验全程动物保持自

主呼吸, 肛温控制在37 ℃±0.5 ℃. 
1.2.2 复苏方案及分组: 采用随机数字表法将实

验动物分为4组, 分别为对照组(C组12只)、单纯

休克组(NR组12只)乳酸林格液(安徽环球药业股

份有限公司生产)复苏组(LR组12只)、乳酸林格

液复合己酮可可碱(开封康诺药业有限公司)复
苏组(LRPTX组12只). C组动物只麻醉, 右股动

静脉置管, 不放血, 不复苏; LR、LRPTX组动物

麻醉后, 右股动静脉置管, 复制重度失血性休克

模型, NR组动物麻醉后, 右股动静脉置管, 复制

重度失血性休克模型, 休克1 h后处死, 取肝组织

保存.  LR及LRPTX(PTX按照25 mg/kg加入液体)
组动物在休克1 h后经以右股静脉给予3倍失血

量RL/LRPTX液复苏, 20 min内恒速输入, C组、

LR组及LRPTX组(复苏液恒速输注完毕后)给予

生理盐水6 mL/(kg•h)维持输注4 h. 
1.2.2 指标检测: (1)静脉血AST、ALT检测: 在休

克前(基础值)、复苏前(休克1 h即刻)及复苏后

4 h时间点从股静脉抽血1 mL, 抽血同时以等量

血回输, 血液4 ℃ 3 000 r/min 离心15 min, 取上

清液采用紫外分光光度计测量AST、ALT的活

性; (2)肝组织TNF-α、NF-κB蛋白含量测定: NR
组在休克1 h即刻, 其余各组在复苏后4 h时间点, 
采用穿刺心脏法处死大鼠, 取左叶部分肝组织, 
用40 g/L多聚甲醛固定后常规石蜡包埋并做肝

组织切片, 采用免疫组织化学S-P法染色, 检测

肝组织中TNF-α和NF-κB(试剂盒购自美国R＆D
公司)的蛋白表达. 全自动图像分析系统分析阳

性染色, 测定TNF-α和NF-κB阳性表达的吸光度

值, 随机选择5个视野, 取其平均值反应TNF-α和
NF-κB蛋白表达; (3)肝组织巨噬细胞炎性蛋白

2(macrophage inflammatory protein-2, MIP-2)、
髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)测定: NR
组在休克1 h即刻, 其余各组在复苏后4 h时间

点, 处死大鼠取新鲜左叶肝组织100 mg, 制备

肝组织匀浆, 采用比色法测定肝组织中MPO的

含量[10]; 采用ELISA双抗夹心法测定MIP-2蛋白

含量[11]; (4)肝组织病理学观察: NR组在休克1 h
即刻, 其余各组在复苏后4 h时间点, 处死大鼠, 
取左叶部分肝组织, 用40 g/L的甲醛固定, 经脱

水、石蜡包埋、切片, 行苏木素-伊红(HE)染色, 
光镜下观察肝组织病理学变化. 取0.1 cm×0.1 
cm×0.1 cm左叶肝组织, 立即置于2.5%的戊二

醛溶液中, 常规电镜制作, 透射电镜下观察肝细

胞超微结构改变. 
统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件进行

统计学分析, 计量资料以mean±SD表示, 组间比

较采用单因素方差分析, 两两比较采用SNK法. 
组内不同时间点比较采用重复测量的方差分析,  
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠实验期间MAP、AST及ALT的变化 
各组大鼠MAP基础值比较差异无统计学意义. 
与C组比较, 各组休克1 h时间点MAP(mmHg)降
低(37.3±2.1, 37.0±2.0, 37.6±2.2 vs  106.0±2.6, 
均P <0.05), LR组及LRPTX组复苏3、4 h时间点

MAP下降(88.3±3.0, 87.6±4.3 vs  105.0±2.9; 
69.0±2.0, 66.7±2.1 vs  102.1±1.1, 均P <0.05, 
图1). 与同组内休克1 h即刻时间点比较, LR及

LRPTX复苏后各时间点, MAP上升(P <0.05). LR
组与LRPTX组组间比较各时间点MAP无明显变

化(P >0.05); 血中AST、ALT的变化(图2): 与C组
比较, 其余3组在休克1 h即刻及复苏后4 h时间

点血中AST、ALT升高(AST: 142.0±8.3, 144.1
±7.6, 147.2±8.1 vs  45.1; 427.0±12.5, 365.3±
8.0 vs  51.1±6.3, 均P <0.05; ALT: 86.3±7.8, 88.3
±6.6, 89.1±5.9 vs  53.6±6.1; 342.9±4.7, 280.4
±9.1 vs  50.6±7.6, 均P <0.05); 与同组内休克1 h
即刻时间点比较, LR及LRPTX复苏后4 h血中

AST(U/L)、ALT(U/L)升高(P <0.05); 与LR比较, 
LRPTX复苏后4 h血中AST、ALT降低(P <0.05).
2.2 肝组织中TNF-α、NF-κB、MIP-2及MPO的

变化 与C组比较, 各组NF-κB、TNF-α、MIP-
2(μg/L)及MPO(U/g)明显升高(0.54±0.04, 0.96
±0.63, 0.82±0.02 vs  0.31±0.02; 0.53±0.01, 
0.97±0.02, 0.82±0.02 vs  0.12±0.02; 279.17±
4.88, 389.89±8.22, 364.01±7.27 vs  111.57; 1.15
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±0.06, 2.27±0.04, 1.86±0.07 vs  0.46±0.03, 均
P <0.05); 与NR比较, LR及LRPTX组NF-κB、

TNF-α、MIP-2及MPO明显升高(P<0.05, 图3); 与
LR组比较, LRPTX组各指标明显降低(P<0.05).
2.3 肝组织病理学改变 光镜下观察(图4): C组可

见肝索排列整齐, 肝窦形态正常, 肝细胞边界清

楚、形态正常; NR组, 肝小叶细胞轻微肿胀, 肝
窦基本正常部分肝细胞边界不清, 血管周围有

炎性细胞浸润. LR组肝索排列部分紊乱, 肝窦间

隙明显狭窄, 肝细胞肿胀, 部分肝细胞空泡变性, 
局灶性肝细胞坏死; LRPTX组, 肝细胞肿胀, 肝
窦形态基本正常, 部分肝细胞边界不清, 偶有肝

细胞固缩, 汇管区有炎性细胞浸润. 电镜下(图5)
可见C组肝细胞超微结构基本正常, 未见肿胀, 
细胞核结构完整, 线粒体脊完整, 粗面内质网结

构完整, 排列整齐; NR细胞线粒体轻微肿胀, 线
粒体嵴疏松, 毛细胆管有少量胆汁淤积; LR组

肝细胞染色质边集, 核膜溶解, 线粒体肿胀明显, 
大量空泡形成, 局灶性肝细胞溶解坏死;  LRPTX
组肝细胞, 线粒体仍有肿胀, 空泡形成少. 

3  讨论

本实验参照文献[5,6]选用25 mg/kg作为PTX应用

剂量, 联合LR复苏重度失血性休克大鼠, 结果显

示, 液体复苏后, 大鼠MAP显著升高, 尽管复苏

后3 h MAP有所下降, 但仍能满足组织灌注[12,13]. 
然而LR组及LRPTX组复苏后4 h时间点血浆中

AST、ALT含量较NR组(休克1 h时间点)明显

升高; 光镜及电镜观察显示LR组及LRPTX组肝

组织损伤较NR组明显. 国内周虹等的研究[14]显

示出血性休克再灌注后肺、肾、心脏组织中

MDA含量及病理损伤明显较单纯休克重. 国外

研究[15,16]也显示: 失血性休克液体复苏后肺组织

中性粒细胞聚集明显较单纯休克多, 组织损伤

较单纯休克严重. 本实验中大鼠经历1 h出血性

休克在液体复苏前虽已导致肝功能及肝组织结

构受损, 但液体复苏后, 大鼠肝功能受损更为明

显. 而与LR组比较, LRPTX组AST、ALT含量显

著降低, 肝组织损伤明显减轻, 说明早期联合应

用PTX可减轻失血性休克再灌注后肝组织的损

伤程度.  
目前认为TNF-α是失血性休克炎症反应的

启动因子, 可上调其他因子的产生[4,17]. 肝脏含

有人体大约80%的单核/巨噬细胞, 是细胞因子

的产地和储库, 失血性休克及液体再灌注可刺

激肝组织分泌大量的TNF-α等细胞因子[18]. 这些

■创新盘点
本研究通过复制
重度失血性休克
动物模型, 观察液
体复苏早期联合
应用已酮可可碱
对肝组织损伤的
影响, 探讨其可能
的作用机制.
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因子一方面可使循环中的中性粒细胞在肝组织

内趋化、黏附聚集、活化进而损伤肝细胞; 另
一方面可以通过血液循环影响肺脏和其他器官; 
其次还能随胆汁分泌到肠道加重肠道的损伤[19]. 
NF-κB是一种细胞内普遍存在的转录因子, 具
有和多种细胞因子基因启动子区域固定核苷酸

序列结合而启动基因转录的功能, 正常情况下

与其抑制物IκB结合, 存在于静止期细胞的胞浆

中. 当诱导因子TNF-α等刺激时, IκB磷酸化而被

降解, NF-κB二聚体被激活, 进入细胞核内, 和多

种细胞因子基因启动子结合, 诱导基因转录, 参
与组织损伤[20]. 本研究结果显示, 与LR组比较, 
LRPTX组TNF-α、NF-κB的表达下降, MPO活性

降低; 肝索排列基本正常, 肝窦间隙正常, 肝细

胞线粒体肿胀减轻且空泡形成减少. 说明PTX通

过抑制炎性因子TNF-α、NF-κB的生成, 阻止其

之间的循环, 减轻失血性休克再灌注后肝脏损

伤. 其作用机制为: (1)PTX抑制磷酸二酯酶活性, 
引起细胞内cAMP浓度升高, 直接抑制TNF-α的
生成[7,8]; (2)PTX活化cAMP依赖的PKA, 抑制NF-
κB与其抑制物IκB解离, 从而抑制NF-κB进入核

内, 和基因启动子结合, 诱导基因转录[21]. 
M I P-2是以中性粒细胞为特定靶细胞的

趋化因子, 关于MIP-2的产生机制目前还不清

楚. Lentsh等[19]在鼠肝缺血再灌注损伤中观察

到MIP-2与TNF-α的变化正相关, 用抑制剂预

■应用要点
本研究证实液体
复苏后肝组织出
现 明 显 的 损 伤 , 
PTX能够抑制炎
症因子的释放, 从
而降低肝损伤, 为
临床应用提供实
验依据.

图  4  各组肝组织病理学变化(HE×400). A: C组; B: NR组肝窦基本正常部分肝细胞边界不清, 血管周围有炎性细胞浸润; C: 

LR组肝细胞肿胀, 部分肝细胞空泡变性, 局灶性肝细胞坏死; D: LRPTX组部分肝细胞边界不清, 偶有肝细胞固缩, 汇管区有

炎性细胞浸润.
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图  5  各组肝组织超微结构变化. A: C组肝细胞超微结构基本正常(×5 000); B: NR组肝细胞线粒体轻微肿胀, 线粒体嵴疏

松, 毛细胆管有少量胆汁淤积(×6 000); C: LR组肝细胞染色质边集, 核膜溶解, 线粒体肿胀明显, 大量空泡形成粗面内质网

脱颗粒, 局灶性肝细胞溶解坏死(×5 000); D: LRPTX组肝细胞, 线粒体仍有肿胀, 空泡形成少(×2 500).
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处理后显著减少了MIP-2、TNF-α蛋白的表达. 
Heh lgans等[20,23]在鼠的纤维肉瘤细胞中发现, 
MIP-2的分泌是NF-κB依赖性的, MIP-2具有NF-
κB的结合位点. 本研究结果显示, 与LR组比较, 
LRPTX组MIP-2的表达下降, MPO活性降低, 其
机制可能是PTX通过减少TNF-α生成, 抑制NF-
κB的活化, 减少活化的NF-κB进入核内与MIP-2
基因启动子区域的固定核苷酸序列结合, 进一

步减少MIP-2的合成. 
总之, 在液体复苏早期联合应用PTX能够从

炎症反应上游阻断损伤放大作用的共同传导途

径, 显著减轻重度失血性休克大鼠再灌注后肝

损伤. 但是本实验观察时间较短, 许多方面尚有

待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To explore whether treatment with platelet-
activating factor (PAF) disrupts the intestinal epi-
thelial barrier by altering the F-actin cytoskeleton 
and, if so, whether treatment with intestinal trefoil 
factor (ITF) exerts a protective effect against PAF-
induced disruption of the F-actin cytoskeleton.

METHODS: An in vitro model of intestinal epi-

thelium was established with Caco-2 cells. PAF at 
different concentrations (0, 50, 100, 200 nmol/L) 
was incubated with postconfluent monolayers of 
Caco-2 cells for 24 h. Moreover, 100 nmol/L PAF 
was administered for different periods (0, 2, 4, 8, 
12, 24, 48 h). ITF (0.3 mol/L) was administered 30 
min before or after PAF treatment (100 nmol/L). 
Transendothelial electrical resistance (TEER) 
was measured to evaluate the permeability of 
intestinal epithelial cell monolayers. Immuno-
fluorescent staining and flow cytometry were 
used to observe the morphological alterations 
and conduct protein quantitation of the F-actin 
cytoskeleton.

RESULTS: Compared with the control group, 
TEER decreased in cells treated with PAF (100 
nmol/L) for 24 h (232.75 Ω/cm2 ± 15.74  Ω/cm2 
vs 346.75 Ω/cm2 ± 26.69 Ω/cm2, P < 0.01). While 
compared with the model group, TEER had little 
enhancement in cells treated with ITF (313.75 
Ω/cm2 ± 18.28 Ω/cm2, 299 Ω/cm2 ± 13.16 Ω/cm2 
vs 232.75 Ω/cm2 ± 15.74 Ω/cm2, both P < 0.01). 
Treatment with PAF induced a significant de-
cline in paracellular permeability. After treat-
ment with PAF (100 nmol/L) for 24 h, extensive 
disorganization, kinking, condensation, and 
beading of the F-actin ring could be seen and the 
mean fluorescent intensity of F-actin had a sig-
nificant decline (218.56 ± 23.18 vs 425.35 ± 40.31, 
P < 0.01). Treatment with ITF could reverse the 
high permeability of intestinal epithelial cell 
monolayers partly by recovering the normal 
structure of F-actin and increasing the content of 
F-actin (391.76 ± 58.57, 360.86 ± 8.68 vs 218.56 ± 
23.18, both P < 0.01).

CONCLUSION: PAF plays an important role 
in the regulation of intestinal mucosal perme-
ability and induces the structural alterations of 
the F-actin cytoskeleton. Treatment with ITF can 
protect intestinal epithelium by restricting the 
rearrangement of the F-actin cytoskeleton.

Key Words: Platelet-activating factor; Intestinal tre-
foil factor; Filamentous-actin; Cytoskeleton
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■背景资料
肠黏膜屏障作为
机体最重要的免
疫 防 御 屏 障 ,  其
完整性与多种疾
病 状 态 相 关 ,  如
感染、创伤、应
激、缺血/再灌注
等急性过程以及
肠道的慢性炎症
性疾病如克罗恩 
病、溃疡性结肠
炎 等 .  细 胞 骨 架
成分F-actin的重
组与细胞旁通路
的开放之间存在
着结构和功能的
关系. PAF引起的
肠黏膜屏障通透
性的改变是否与
F-actin的结构改
变相关, ITF对肠
黏膜屏障的保护
作用是否与稳定
细胞骨架结构, 防
止细胞骨架重排
有关尚无报道.

■同行评议者
杨桦, 教授, 中国
人民解放军第三
军医大学新桥医
院普通外科



with ITF attenuates PAF-induced disruption of the F-actin 
cytoskeleton in an in vitro model of intestinal epithelium. 
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摘要
目的: 探讨血小板活化因子(PAF)对肠上皮细
胞骨架F-actin的影响以及肠三叶因子(ITF)对
此影响的抑制作用.

方法: 体外培养人结肠腺癌细胞株Caco-2, 分
为4组. 对照组: 不加刺激物及干预因素; 实验
组: 加入PAF, 终浓度分别为0、50、100和200 
nmol/L, 作用24 h; PAF 100 nmol/L, 分别作用
0、2、4、8、12、24、48 h; ITF预防组: 先加
入ITF 0.3 mol/L, 30 min后加入PAF 100 nmol/L; 
ITF治疗组: 先加入PAF 100 nmol/L, 30 min后
加入ITF 0.3 mol/L, 24 h后进行实验. 应用跨
上皮电阻(TEER)反映肠上皮细胞屏障通透性; 
免疫荧光染色法观察F-actin的定位、重排以
及形态学变化; 流式细胞术对F-actin蛋白进行
定量分析.

结果: 给予50 nmol/L PAF, 作用8-12 h即可
引起TEER的下降, PAF 100 nmol/L作用24 h, 
TEER降到最低点, 与对照组相比, 差异显著
(232.75 Ω/cm2±15.74 Ω/cm2 vs  346.75 Ω/cm2

±26.69 Ω/cm2, P <0.01); 预防或治疗性给予
ITF, TEER有所恢复, 与模型组相比, 差异显
著(313.75 Ω/cm2±18.28 Ω/cm2, 299 Ω/cm2±

13.16 Ω/cm2 vs  232.75 Ω/cm2±15.74 Ω/cm2, 
均P <0.01). TRITC-phalloidin直接免疫荧光染
色显示正常Caco-2细胞, F-actin主要环绕于细
胞周边, 排列紧密圆滑, 无明显间隙, 细胞界限
清晰. PAF 100 nmol/L作用24 h后, F-actin出现
重排, 断裂, 周边肌动蛋白丝带模糊, 部分细胞
出现横跨细胞的应力纤维结构. 预防或治疗
性给予ITF后, 具有正常F-actin染色的细胞比
例增加, 周边肌动蛋白丝带逐渐清晰, 胞质内
应力纤维减少, 但环点状断裂未完全修复. 预
防组作用更强. 以TRITC-phalloidin的相对平
均荧光强度表示F-actin的含量, 经流式细胞仪
检测发现PAF 100 nmol/L作用24 h后, F-actin
含量明显减少(218.56±23.18 vs  425.35±
40.31, P <0.01), 给予ITF后F-actin的含量有所
增加, 与模型组相比差异显著(391.76±58.57, 
360.86±8.68 vs  218.56±23.18, 均P <0.01), 但
仍低于对照组.

结论: PAF可以改变肠上皮细胞骨架F-actin的
定位及定量, 从而影响肠上皮细胞屏障功能; 
ITF可以通过抑制F-actin重排, 恢复F-actin蛋
白定量而稳定细胞骨架.
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0  引言

肠黏膜屏障是机体最重要的免疫防御屏障, 将
机体与肠道内的外源性物质隔离开来, 避免病

原微生物的侵袭和抗原分子的损伤 [1-5].  屏障

的完整性受一个复杂的网络调控, 包括细胞骨

架、紧密连接、黏附连接等. 其中细胞骨架成

分F-actin对维持正常肠黏膜通透性具有重要作

用, 上皮细胞F-actin的重组和/或再分布可以引

起上皮细胞屏障通透性改变[6-8]. 有研究资料表

明肌动蛋白在维持胃肠黏膜屏障的完整性和功

能中是关键成分, 若其破坏将导致黏膜损伤[9]. 
用乙醇破坏胃肠黏膜屏障的完整性而观察到微

管骨架的破坏[10]. 
血小板活化因子(platelet-activating factor, 

PAF)是一种具有生物活性的脂性介质, 主要由

血小板、中性粒细胞、单核细胞以及内皮细胞

产生[11]. PAF同样可以由肠上皮细胞产生[12,13], 参
与肠道的生理及病理过程: 生理状态下, 他可以

调节肠道的正常通透性[14]; 在多种肠道疾病如

炎症性肠病、坏死性小肠结肠炎等中, 均发现

PAF发挥着重要作用[15,16], 即使未引起肠损伤的

小剂量PAF, 也可以引起其他细胞因子和转录因

子的活化, 增加肠黏膜通透性[17-22], 在多种细胞

系中也发现了PAF的特异性受体[23,24]. 但PAF引
起上皮细胞屏障通透性改变是否与细胞骨架成

分F-actin的重排有关, 尚无研究证实. 
肠三叶因子(intestinal trefoil factor, ITF)属

三叶肽家族, 是近年来被人们注意到的对胃肠

道黏膜屏障有重要保护和修复作用的多肽[25,26]. 
大量的动物实验也证明ITF在维持肠上皮细胞

的完整性, 恢复肠黏膜的正常通透性方面均起

到重要作用[27,28]. 但其作用机制仍不明了. 
本实验应用Caco-2细胞建立体外肠上皮细

胞屏障模型, 观察PAF是否引起细胞骨架F-actin
的重排? ITF是否通过抑制F-actin的重排而起保

护作用? 为ITF的临床应用提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠腺癌细胞株(Caco-2)购于中国

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠黏膜屏障通透
性增高是多种疾
病的发病基础. 探
讨引起通透性增
高的关键环节, 其
发病的信号转导
机制, 并研制有效
的预防和治疗药
物, 是此领域的研
究热点.
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科学院上海细胞所, 由ATCC引进; DMEM培养

基、胰酶和胎牛血清(fatal bovine serum, FBS)购
自Gibco公司; PAF、罗丹明-鬼笔环肽(TRITC- 
phalloidin)购自Sigma公司; 基因重组肠三叶因子

(recombinant intestinal trefoil factor, rITF)由北京

大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验

室提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: Caco-2细胞常规培养, 培养液为

DMEM培养基, 含150 mL/L进口FBS, 1%青链霉素

双抗液, 通入50 mL/L CO2(相对湿度90%), 置37 ℃
培养箱, 传代后7 d左右细胞生长达到融合开始进

行实验, 每种实验均选取3组非同代细胞进行. 
1.2.2 分组: 分别设对照组、实验组、ITF预防

组、ITF治疗组. 对照组: 不加刺激物及干预因

素. 实验组: 加入PAF, 终浓度分别为0、50、
100、200 nmol/L, 作用24 h; 加入PAF 100 nmol/L, 
分别作用0、2、4、8、12、24、48 h. ITF预防

组: 先加入rITF 0.3 mol/L, 30 min后加入PAF 100 
nmol/L, 24 h后进行实验. ITF治疗组: 先加入PAF 
100 nmol/L, 30 min后加入rITF 0.3 mol/L, 24 h后
进行实验. 
1.2.3 跨上皮电阻测定: 将细胞接种于Transwell, 
应用EVOM测定跨上皮电阻(transepithelial elec-
trical resistance, TEER). 整个过程在恒定温度下

(37 ℃)进行, 每个Transwell均取不同方向的3个
点, 重复测定3次, 取平均值即为该样品的TEER
值, 以Ω/cm2表示; 因为Transwell膜本身也具有

一定的TEER, 因此标准的TEER应将样品的实

测TEER值减去空白对照的TEER值. 
1.2.4 F-actin的免疫荧光染色: 采用直接免疫荧

光染色法. 置盖玻片于六孔板中接种细胞, 爬片

生长至融合, 换无血清培养液, 按照实验分组加

入PAF及rITF. 弃培养液, PBS洗涤, 40 g/L多聚甲

醛固定, 0.5% Triton X-100打孔, 10% BSA封闭, 
加入浓度为1∶100的TRITC-phalloidin, 每片约

100 μL, 室温避光反应40 min, 弃染料, PBS漂洗, 
甘油封片, 用荧光显微镜观察并拍照. 
1.2.5 流式细胞术对肠上皮细胞F-actin的定量分

析: 将细胞接种于六孔板中, 生长至融合, 换无

血清培养液, 按照实验分组加入PAF及rITF. 弃
培养液, 加胰酶消化, 弃胰酶, 终止消化, 反复吹

打成单细胞悬液, 收集细胞. 4 ℃ PBS离心洗涤, 
加无水乙醇, -20 ℃过夜固定; 0.5% Triton X-100
打孔; 加入浓度为1∶60的TRITC-phalloidin, 每
管100 μL, 室温避光反应1 h, 弃染料, PBS离心

洗涤; PBS稀释至1 mL, 混匀细胞, 转移至流式管

中, 上流式细胞仪分析, FL2通道, 每个样品记数

10 000个细胞.
统计学处理 所有实验均重复4次, 结果用

mean±SD表示, 统计由SPSS12.0软件完成. 采
用One-way ANOVA法对各组间数据进行比较, 
P <0.05被认为有显著差异.

2  结果

2.1 PAF及ITF对Caco-2单层细胞TEER的影响 
给予50 nmol/L PAF, 作用8-12 h即可引起TEER
的下降, PAF 100 nmol/L作用24 h, TEER降到

最低点, 与对照组相比, 差异显著(232.75 Ω/cm2

±15.74 Ω/cm2 vs  346.75 Ω/cm2±26.69 Ω/cm2, 
P <0.01); 预防或治疗性给予ITF, TEER有所恢复, 
与模型组相比, 差异显著(313.75 Ω/cm2±18.28 
Ω/cm2, 299.00 Ω/cm2±13.16 Ω/cm2 vs  232.75 
Ω/cm2±15.74 Ω/cm2, 均P <0.01). 提示PAF可以

直接降低Caco-2细胞屏障的TEER, 而ITF可以部

分恢复肠黏膜屏障通透性(图1-3). 
2.2 PAF引起细胞骨架F-actin的重排以及ITF的

逆转作用 F-actin染色应用的是TRITC-phalloidin
特异性荧光探针直接标记, 因为其有专一结合

微丝骨架应力纤维主要成分F-actin的特性, 用于

显示F-actin的分布. 在正常Caco-2细胞, F-actin
主要环绕于细胞周边, 形成周边肌动蛋白丝带, 
在细胞与细胞接触部位呈束状相互连接, 细胞

中央偶尔可见不规则纤维丝. 细胞生长融合为

单层后, 可见细胞间F-actin排列紧密圆滑, 轮廓

完整连续, 无明显间隙, 细胞界限清晰. PAF作用

8-12 h后, 就可见细胞骨架F-actin出现重排, 表现

为外周致密带边缘变的毛糙不规整, 出现环点

状断裂, 细胞中央有弥散actin及少量应力纤维形

成. 作用24 h, 可见周边肌动蛋白丝带模糊, 在细

胞皮质区的F-actin纤维致密斑减少, 部分细胞出

现明显横跨细胞的应力纤维结构. 48 h后周边肌

■相关报道
相关资料表明在
维持胃黏膜屏障
的完整性和功能
中肌动蛋白是关
键 成 分 ,  若 其 破
坏将导致黏膜损
伤 ;  用 乙 醇 破 坏
胃黏膜屏障的完
整性而观察到微
管 骨 架 的 破 坏 . 
体外研究也发现
I T F 高 表 达 的 细
胞, 其TEER明显
增 高 ,  肠 通 透 性
降低.
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图  1  不同浓度PAF对Caco-2单层上皮细胞TEER的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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动蛋白丝带变细, 断断续续, 胞质内仍可见少量

应力纤维. 给予不同浓度的PAF发现, 以PAF 100 
nmol/L破坏最为明显. 当预防或治疗性给予rITF
并共同培养24 h后, 免疫荧光染色发现, 具有正

常F-actin染色的细胞比例在增加, 周边肌动蛋白

丝带逐渐清晰, 胞质内应力纤维减少, 但外周致

密带边缘仍毛糙不规整, 环点状断裂未完全修

复. 比较而言, 预防性给药恢复细胞骨架正常结

构的能力更强(图4). 
2.3 PAF及ITF对F-actin含量的影响 流式细胞术

(flow cytometry, FCM)是一种可以对细胞或亚

细胞结构进行快速测量的新型分析技术和分选

技术, TRITC-phalloidin可以专一结合F-actin. 以
TRITC-phalloidin的平均荧光强度表示F-actin的
含量. 经FCM检测发现: PAF作用8 h后, F-actin
含量开始减少, 峰左移; 24 h后明显下降, 峰左

移明显, 与对照组相比差异显著(298.26±23.18, 
218.56±23.18 vs  425.35±40.31, 均P <0.05, 
P <0.01), 作用持续到48 h, 但48 h与24 h相比无明

显差异(282.41±29.5 vs  218.56±23.18, P >0.05, 
图5). 而PAF作用浓度对F-act in含量的影响更

为显著, 以PAF 100 nmol/L下降最为明显, 与对

照组相比差异显著(218.56±23.18 vs  425.35±
40.31, P <0.01, 图6). 给予rITF作用24 h, F-actin
的含量有所增加, 与PAF 100 nmol/L组相比差异

显著(391.76±58.57, 360.86±8.68 vs  218.56±
23.18, 均P <0.01), 但仍低于对照组, 峰右移, 但未

移回原位. 预防组较治疗组作用更强, 但无统计

学意义(图7, 8).

3  讨论

肌动蛋白骨架介导了许多真核细胞重要的生理

功能, 作为网络结构还为细胞提供必要的形态

和极性. F-actin是个动力结构蛋白, 其特殊的性

质决定和主导了细胞的移动、分泌和信号转导

等功能[29,30]. F-actin的重组与细胞旁通路的开放

之间存在着结构和功能的关系. 在多种急慢性

疾病状态下如感染[31]、创伤、烧伤、应激、窒

息缺氧[32]、缺血/再灌注[33]、药物、毒素等以

及肠道的慢性炎症性疾病如克罗恩病、溃疡性

结肠炎[34,35]等均可引起肠黏膜屏障的破坏, 肠
通透性的增加, 进而造成全身炎症反应. 为了观

察在这个过程中是否出现了上皮细胞骨架成分

F-actin的重组和/或再分布? 这种改变与炎症因

子作用的时间以及剂量之间的关系如何? 我们

进行了如下实验. 
首先应用Caco-2细胞建立体外肠上皮细胞

屏障模型. 观察正常Caco-2细胞F-actin的结构, 
显示其分布于胞质内近细胞膜处, 形成环状致

密周围带, 光滑连续, 分布均匀, 排列整齐, 形成

典型的鹅卵石样形态, 这是保持细胞形态和细

胞间连接的结构基础. 胞质中未见密集的F- ac-
tin纤维, 细胞间连接紧密, 没有明显间隙形成. 

我们在以往的研究中已经证实[36], PAF可以

直接引起肠黏膜屏障通透性的改变. 本实验应

用TEER测定肠黏膜屏障通透性, 也证实了不同

浓度PAF作用不同时间对通透性的影响以及ITF
的保护作用. 但这种改变是否与细胞骨架蛋白

F-actin的结构改变有关是本文研究的目的. 当
PAF作用于Caco-2细胞8-12 h时, 发现骨架蛋白

F-actin的结构就已发生改变, 细胞间连接略松

散, 周边肌动蛋白致密带毛糙, 细胞质内出现中

央短纤维和少量应力纤维; 作用24 h, 细胞形态

结构发生进一步变化, 细胞质内actin纤维聚合

成束, 形成应力纤维, 而细胞边缘actin致密带却

变薄、变细或变模糊甚至消失, 细胞间缝隙增

大、增多; 而在作用48 h时, F-actin的重组有所

恢复. 所有这些改变以PAF浓度为100 nmol/L时
最重. 通过流式细胞仪定量分析F-actin的蛋白含

量, 结果显示F-actin蛋白量较正常明显减少, 以
24 h减少最显著. 定量检测的结果和形态学的变

化意义基本一致. 说明PAF影响了F-actin的再分

■创新盘点
目前关于PAF引起
肠黏膜通透性增
高的体外实验报
道极少, 他对于细
胞骨架结构F-actin
的重组和/或再分
布的影响的文章
国内尚未见报道. 
研 究 I T F 对 肠 黏
膜损伤的抑制作
用并从稳定细胞
骨 架 结 构 ,  防 止
细胞骨架重排的
角度探讨其作用
机制是本研究的
创新点.

500

400

300

200

100

0
对照组     2        4        8       12      24      48

t /h

TE
ER

 (
Ω

/c
m

2 )

b
a a

图  2  PAF(100 nmol/L)作用不同时间对Caco-2单层上皮细
胞TEER的影响. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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图  3  PAF及ITF对Caco-2单层上皮细胞TEER的影响. bP<0.01 

vs  对照组; dP<0.01 vs  PAF组.
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布和重构, 且具有时间效应, 其剂量效应可能与

受体饱和度有关. 这也证实了细胞骨架F-actin的
重排是PAF引起肠上皮细胞屏障通透性增强的

一个重要机制. 
ITF属三叶肽家族, 是近年来被人们注意到

的对胃肠道黏膜屏障有重要保护和修复作用的

多肽, 是一种新型的生长因子类多肽物质. 他的

生理功能主要体现在两个方面[25,26]: 首先ITF可
与黏液糖蛋白相互作用或交联, 形成黏弹性的

黏液凝胶层, 对肠道黏液层起固定和支持作用, 
防止有害物质对肠黏膜细胞的损伤, 从而增强

胃肠道黏膜屏障的保护能力; 其次ITF具有很强

的促进细胞增殖与移行的能力, 被认为是黏膜

损伤的快速反应肽, 在损伤早期即可表达, 促进

受损区域上皮细胞重建并加快上皮细胞移行速

度, 因而在肠道的自我保护机制中占据重要地

位. 大量的动物实验也证明ITF在维持肠上皮细

胞的完整性, 恢复肠黏膜的正常通透性方面均

起到重要作用, 但作用机制仍不明了. 体外研究

发现ITF高表达的细胞, 其TEER明显增高, 肠通

透性降低[37], 但与细胞骨架的重排是否相关, 尚
无研究证实. 

本实验中我们预防或治疗性给予rITF后, 周
边肌动蛋白丝带逐渐清晰, 胞质内应力纤维减

■应用要点
本文发现PA F可
以改变肠上皮细
胞骨架F-actin的
定 位 及 定 量 ,  从
而影响肠黏膜屏
障功能; ITF可以
通过抑制F-actin
重排, 恢复F-actin
蛋白定量而稳定
细 胞 骨 架 ,  起 到
保 护 作 用 .  为 进
一步探讨肠黏膜
屏障破坏机制及
I T F 的 研 发 及 应
用奠定基础.
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图  4  PAF引起F-actin重排及ITF的保护作用(TRITC-phalloidin染色×400). A: 对照组; B: PAF模型组; C: ITF预防组; D: ITF治

疗组.

图  6  FCM检测不同浓度PAF对F-actin蛋白含量的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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图  8  FCM检测预防或治疗性给予rITF对F-actin蛋白含量的
影响. bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  PAF组.
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少, 但外周致密带边缘仍毛糙不规整, 环点状断

裂未完全修复; FCM检测F-actin蛋白含量较前增

加, 预防性给药改变更显著. 由此我们认为稳定

细胞骨架结构, 防止细胞骨架重排也是ITF恢复

肠黏膜的正常通透性的一个机制, 为ITF作为一

个肠道保护因子提供理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of small ubiquitin-
like modifier-1 (SUMO-1), murine double min-
ute gene 2 (MDM2) and P53 in 5-flurouracil 
(5-Fu)-induced apoptosis of HepG2 cells.

METHODS: Non-transfected HepG2 cells and 
HepG2 cells transfected with pMDM2 and pSU-
MO-1 plasmids, alone or both, were treated with 
different concentrations of 5-Fu for 36 hours. The 
expression of endogenous P53 protein in HepG2 
cells was detected by Western blot.

RESULTS: Treatment with 5-Fu significantly 
increased the relative expression level of en-
dogenous P53 protein and the apoptosis rate of 

HepG2 cells in a concentration-dependent man-
ner (90.15% ± 4.22% vs 11.27% ± 1.18%, 33.61% 
± 3.15% vs 3.22% ± 0.60%, both P < 0.05). Cells 
transfected with the pMDM2 plasmid had an 
apparent resistance to 5-Fu-induced apoptosis of 
HepG2 cells. The relative expression level of P53 
protein and the apoptosis rate in cells transfect-
ed with the pMDM2 plasmid were much lower 
than those in non-transfected cells treated with 
the same concentration of 5-Fu (51.80% ± 0.78% 
vs 90.15% ± 4.22%; 20.45% ± 2.23% vs 33.61% ± 
3.15%, both P < 0.05). No significant differences 
were noted in the relative expression level of 
P53 protein and the apoptosis rate between cells 
co-transfected with the pSUMO-1 and pMDM2 
plasmids and non-transfected cells (78.85% ± 
2.43% vs 51.80% ± 0.78%, 29.83% ± 0.53% vs 
20.45% ± 2.23%, both P < 0.05).

CONCLUSION: SUMO-1 could inhibit MDM2-
induced degradation of P53 protein and enhance 
the nuclear expression of P53, thus promoting 
5-Fu-induced cell apoptosis and elevating che-
mosensitivity.

Key Words: Small ubiquitin-like modifier-1; P53; Mu-
rine double minute gene 2; Chemotherapy; HepG2 
cell; Apoptosis

Lu XR, Shen SF, Chi P. Role of SUMO-1, MDM2 and P53 
in 5-flurouracil-induced apoptosis of HepG2 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 240-245

摘要
目的: 探讨SUMO-1、MDM2和P53对化疗药
5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡的影响.

方法: 5-Fu诱导HepG2细胞产生凋亡, 以质粒
pCMV-HDM1B(pMDM2)和pcDNA3-His6-
SUMO-1(pSUMO-1)转染细胞, 应用Western 
blot检测经药物诱导及转染前后细胞中内源
性P53蛋白的表达强度, 流式细胞仪检测细胞
凋亡比例变化.

结果: HepG2细胞内源性P53蛋白表达强度与
空白对照组相比明显增高, 于1×10-3 mol/L浓

®

■背景资料
SUMO-1可通过
对P53蛋白的翻译
后修饰而增强P53
的转录活性, 同时
也可与其他因子
共同调节MDM2
作为E1泛素连接
酶的活性, 而增强
或减弱MDM2对
P53的降解, 说明
P 5 3、M D M 2 和
SUMO-1三者间
有着千丝万缕的
联系. 

■同行评议者
陈积圣, 教授, 中
山大学孙逸仙纪
念医院肝胆外科
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度处最强(90.15%±4.22% vs  11.27%±1.18%, 
P <0.05). 随5-Fu浓度的增加, HepG2细胞凋亡
率逐渐升高, 于1×10-2 mol/L浓度处凋亡率最
高(33.61%±3.15% vs  3.22%±0.60%, P <0.05). 
转染pMDM2的细胞具有明显的抗凋亡特性, 
与同浓度未转染细胞相比, P53蛋白表达强度
和细胞凋亡率均明显下降(51.80%±0.78% vs  
90.15%±4.22%; 20.45%±2.23% vs  33.61%
±3.15%, 均P <0.05). 共转染pSUMO-1的细胞
其浓度-蛋白表达强度-凋亡率曲线又接近未
转染细胞, 与单纯转染pMDM2细胞相比, P53
蛋白表达强度和细胞凋亡率显著上升, 差异
有统计学意义(78.85%±2.43% vs  51.80%±

0.78%, 29.83%±0.53% vs  20.45%±2.23%, 均
P <0.05). 只转染pSUMO-1细胞的P53蛋白表达
和凋亡率与未转染细胞相似, 两者间差异无统
计学意义.

结论: SUMO-1通过抑制MDM2对P53在胞质
的降解及增强P53在细胞核内的表达, 可促进
化疗药物诱导的细胞凋亡, 提高肿瘤细胞对化
疗药物的敏感性, 在药物诱导的细胞凋亡中具
有显著协同效应.

关键词: 小分子泛素样修饰体-1; P53; 鼠双微粒体

基因2; 化疗; HepG2细胞; 凋亡

卢星榕, 沈松菲, 池畔. SUMO-1、MDM2和P53对5-Fu诱导细
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0  引言

野生型p53基因(wtp53 )可诱发细胞凋亡, 抑制

肿瘤细胞形成和生长, 鼠双微粒体基因2(murine 
double minute gene 2, MDM2, 人同源基因为

HDM2)蛋白由wtp53基因诱导表达, 与P53蛋白

结合后通过促进P53蛋白的泛素化降解, 形成

P53-MDM2反馈调节环路, 小分子泛素样修饰

体-1(small ubiquitin-like modifier-1, SUMO-1)
在蛋白翻译后修饰中具有很重要的作用, 可与

泛素竞争某些底物蛋白的受体结合位点, 抑制

泛素对诸如P53蛋白等底物的降解, 增强wtp53
等抑癌基因的稳定性和转录活性[1]. 本实验以

HepG2细胞为靶细胞, 分别及同时转染pwtp53、
pMDM2和pSUMO-1质粒后, 观察其对化疗药

5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝母细胞瘤细胞HepG2购自武汉典

型培养物保藏中心. 培养在RPMI 1640培养基中, 

37 ℃, 50 mL/L CO2饱和湿度, 用时补加100 mL/L
热灭活胎牛血清, 2 mmol/L谷氨酰胺, 100 kU/L
青霉素和100 mg/L链霉素. 取对数生长期细胞供

接种孔板使用. 5-Fu: 制剂规格0.25 g/10 mL/支, 
上海旭东海普药业有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 质粒瞬时转染: 利用阳离子脂质体转染试

剂Lipofectamine2000(购自Invitrogen公司), 按
试剂盒说明步骤, 将pcDNA3-wtp53(pwtp53)、
pCMV-HDM1B(pMDM2)、pcDNA3-His6-
SUMO-1(pSUMO-1)质粒和空质粒pcDNA3分
别及同时转染HepG2细胞, 培养36 h后, 获得不

同转染细胞系. 上述质粒由英国St.Andrews大学

David Lane实验室的Dimitris Xirodimas教授惠赠. 
1.2.2 抗肿瘤药物5-Fu诱导HepG2细胞凋亡: 将
HepG2细胞悬液以5×105个/孔接种于6孔板上, 
其中供免疫荧光原位检测的孔板中置入盖玻片, 
常规培养24 h至细胞汇合度达80%-90%后行同

步化处理, 实验组于转染后各孔加入化疗药物

5-Fu, 浓度梯度为0, 1×10-5, 1×10-4, 1×10-3, 1×
10-2,  1×10-1 mol/L, 每个浓度3个平行样, 培养36 
h后检测各项指标. 
1.2.3 Western blot检测P53蛋白在HepG2细胞中

的表达强度: 用全自动图像分析仪分析测定条

带的面积和灰度值, 计算出积分灰度值与内参

蛋白β-act in灰度值相比得到P53蛋白表达强度

值(%). 
1.2.4 流式细胞仪检测HepG2细胞凋亡比例: 以
未转染任何质粒的HepG2细胞为空白阴性对照, 
在FACScan流式细胞仪上波长>620 nm处测定PI
产生的红光, 得到各组细胞凋亡比例, 每组重复

3次, 每个样本测定1×104个细胞. 
统计学处理 P53蛋白表达强度值(%)及细胞

凋亡率(%)以mean±SD表示, 使用SAS9.2软件

进行统计学处理, 两样本间蛋白表达强度值及

凋亡率比较采用t检验(SNK法), P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 Western blot分析P53蛋白在药物诱导及转染

前后的表达强度 药物诱导后, 随5-Fu浓度的增

加, P53蛋白表达亦逐渐增强, 于1×10-3 mol/L浓
度处最强, 是诱导P53表达的敏感浓度. 在同一

药物浓度不同组之间, 未转染细胞P53蛋白表达

最明显, 只转染pMDM2的细胞, P53蛋白表达明

显下降, 与除对照组以外的其他各组比较差异

■研发前沿
小分子泛素样修饰
蛋白-1(SUMO-1)是
近几年出现的研究
新热点, SUMO-1对
真核细胞中蛋白的
翻译后修饰具有重
要作用, 包括核胞
质的信号传递、复
杂基因组的精确复
制以及基因表达的
调控.

■相关报道
K a e s e r 等 应 用
RNA干扰技术封
闭成纤维细胞内
M D M 2 基因 ,  阻
断了P53-MDM2
负反馈调节环, 可
以提高p53 目的基
因的表达, 细胞对
5-Fu化疗敏感性
上升50%.
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有统计学意义(P <0.05), 而共转染pSUMO-1后, 
细胞P53蛋白表达则又接近未转染细胞或仅转

染pSUMO-1的细胞, 与只转染pMDM2细胞相比

差异有统计学意义(P <0.05, 表1, 图1).
2.2 流式细胞分析HepG2细胞在药物诱导及转染

前后凋亡比例变化 药物诱导后, 随5-Fu浓度的

增加, HepG2细胞凋亡率逐渐升高, 在细胞周期

G1期前, 出现明显的亚二倍体凋亡峰, 于1×10-2 

mol/L浓度处凋亡率最高, 该浓度是诱导细胞凋

亡的敏感浓度, 5-Fu浓度增加至1×10-1 mol/L
时, 细胞死亡以坏死为主, 凋亡率反而下降. 在
同一药物浓度不同组之间, 未转染细胞凋亡率

最高, 只转染pMDM2的细胞凋亡率明显下降, 
与除对照组以外的其他各组比较差异有显著意

义(P <0.05), 而共转染pSUMO-1后, 细胞凋亡率

又与未转染细胞或仅转染pSUMO-1的细胞相

近, 与只转染pMDM2细胞相比差异有显著意义

(P <0.05, 表2, 图2).

3  讨论

目前, 在肿瘤的分子生物学领域, p53是研究最

多的抑癌基因, 主要参与DNA复制和修复过程, 
能通过调节转录因子控制细胞周期, 并可依据

需要诱导细胞凋亡, p53基因发生突变后, 由于

空间构象发生改变, 失去了对细胞生长、凋亡

和DNA损伤的修复调控作用, p53基因即由抑癌

基因转变为癌基因. 大约50%以上的肿瘤中存在

p53基因的突变[2], 是人类肿瘤中最常失活的抑

癌基因,说明该基因的突变很可能是人类肿瘤产

生的主要原因. 
另外, 对于有关癌基因MDM2的功能被描述

表  1  不同浓度5-Fu诱导及转染前后p53蛋白表达强度值 (mean±SD, %)

     
分组            0      1×10-5      1×10-4      1×10-3      1×10-2      1×10-1

空白对照组 11.27±1.18a － － － － －

5-Fu组 － 38.10±3.91 59.58±3.72 90.15±4.22 80.46±4.66 77.44±3.35

pMDM2组 － 39.64±3.03 36.48±1.87c 51.80±0.78c 47.23±2.53c 41.43±1.39c

pMDM2+pSUMO-1组 － 33.60±3.77 54.32±2.39e 78.85±2.43e 76.81±2.91e 73.91±5.09e

pSUMO-1组 － 41.46±8.77 63.80±3.72 88.43±6.37 80.71±4.64 80.96±5.20

aP<0.05 vs  其他组; cP<0.05 vs  同浓度其他组; eP<0.05 vs  同浓度pMDM2组.

表  2  不同浓度5-Fu诱导及转染前后HepG2细胞凋亡率 (%)

     
分组          0      1×10-5      1×10-4      1×10-3      1×10-2      1×10-1

空白对照组 3.22±0.60a － － － － －

5-Fu组 4.33±0.58 11.47±2.10 18.52±2.62 23.43±3.34 33.61±3.15 17.68±3.68

pMDM2组 6.11±0.39   6.88±1.66c 10.05±2.45c 12.09±1.29c 20.45±2.23c 15.16±2.34

pMDM2+pSUMO-1组 2.81±0.40 13.25±1.68e 15.23±1.00e 23.56±0.59e 29.83±0.53e 18.28±0.54

pSUMO-1组 4.13±0.48 11.10±0.53 16.40±1.75 24.15±1.75 35.05±0.86 20.41±1.00

aP<0.05 vs  其他组; cP<0.05 vs  同浓度其他组; eP<0.05 vs  同浓度pMDM2组.

图  1  不同浓度5-Fu诱导及转染前后P53蛋白表达强度值
曲线. 
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图  2  不同浓度5-Fu诱导及转染前后细胞凋亡率曲线. 

0       10-5      10-4     10-3      10-2      10-1

5-Fu诱导浓度(mol/L)

H
ep

G
2细

胞
凋

亡
率

(%
)

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00
  5.00
  0.00

5-Fu组
pMDM2
pMDM2+SUMO-1
空白对照组

■应用要点
P 5 3 蛋 白 被
SUMO-1修饰后, 
可促进其核定位
或在核内某一区
域 浓 聚 而 脱 逃
MDM2对其在胞
质 的 降 解 ,  最 终
增 强 P 5 3 的 转 录
及诱导凋亡活性, 
SUMO-1-P53修饰
机制的建立, 为试
图通过调控P53功
能治疗肿瘤提供
了新思路.
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最多的就是与P53结合从而调节其活性[3,4], Dong
等[5]应用免疫组织化学方法发现胰腺癌中P53和
MDM2蛋白表达均升高, 提示其与肿瘤增殖及

判断预后相关, 而另一项研究则显示MDM2基
因的点突变与肝细胞癌无显著相关[6]; 但MDM2
仍有许多功能未得到阐明 ,  1996年鉴定出的

MDM2类似物MDMX[7], 他也能与P53结合并

抑制其转录活性, 哪些激酶是真正调节MDM2
与P53相互作用的[8], 是否还有其他的生物大分

子能直接干扰MDM2和P53的相互作用[9], 似乎

MDM2会和p53一样成为一个基因家族, MDM2
的作用机制也会变得越来越复杂. 

SUMO-1是近几年出现的研究新热点[10,11], 
S U M O-1对真核细胞中蛋白的翻译后修饰具

有重要作用 ,  包括核胞质的信号传递、复杂

基因组的精确复制以及基因表达的调控 [12-14]. 
SUMO-1可通过对P53蛋白的翻译后修饰而增强

P53的转录活性[15], 同时也可与其他因子共同调

节MDM2作为E1泛素连接酶的活性, 而增强或

减弱MDM2对P53的降解[16], 说明P53、MDM2
和SUMO-1三者间有着千丝万缕的联系. 

5-Fu广泛应用于消化道癌肿包括胃肠道肿

瘤、原发性和转移性肝癌的栓塞化疗等, 为细

胞周期特异性药, 主要抑制S期瘤细胞, 5-Fu在
体内先转变为5-氟-2-脱氧尿嘧啶核苷酸, 后者

抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶, 阻断脱氧尿嘧啶

核苷酸转变为脱氧胸腺嘧啶核苷酸, 从而抑制

DNA的生物合成, 此外, 还能通过阻止尿嘧啶和

乳清酸掺入 RNA而达到抑制其合成的作用. 
许多抗肿瘤药物可诱导细胞凋亡, 由于化

疗药物的细胞毒作用, 诱导凋亡的同时也阻断

程序中某些代谢途径, Inada等[17]就裸鼠内移植

胃癌和结肠癌细胞株用5-Fu做凋亡诱导实验, 发
现随药物浓度及作用时间延长凋亡细胞增加, 
停滞于S期细胞增多, 同时一组有关大肠癌的统

计数据也显示术前经5-Fu化疗的患者其细胞凋

亡指数明显高于未化疗的对照组, 且与增殖指

数呈负相关[18]. 以5-杂氮类药物干预细胞亦能导

致p53基因上调[19], 体外培养细胞经紫外线等损

伤因素作用后, 细胞DNA发生断裂, 可诱导细胞

内源性P53蛋白表达, 细胞生长停滞于G1期并导

致细胞发生凋亡[20]. 本实验结果亦显示, HepG2
细胞经5-Fu诱导后, 随药物浓度的递增, 细胞内

P53蛋白表达明显升高, 同时细胞凋亡也越明显, 
说明5-Fu通过P53途径诱导细胞产生凋亡, 也说

明诱导细胞内产生P53蛋白的高表达是5-Fu抗肿

瘤的重要机制之一. 当药物浓度超过一定范围

时(本实验为>1×10-3 mol/L), 细胞主要以坏死为

主, 编码P53蛋白的DNA亦发生不可逆性损伤, 
P53蛋白的表达及凋亡率反而下降. 

She t ty等[21]用含野生型p53基因的腺病毒

载体(Ad-P53)转染横纹肌肉瘤细胞系, 然后以

5-Fu、更生霉素D、博来霉素及长春新碱染毒

细胞, P53出现0-20倍不同程度的表达, 化疗敏感

性与pax3-FKHR、p21、Bax或Bcl-2的表达水平

无关, 而与P53及其调节基因MDM2的表达相关. 
Schumacher等[22]对SCID鼠种植HT29结肠癌细

胞并经5-Fu化疗后, 印戒型细胞中野生型P53阳
性表达率由17%增高到45%, 同时MDM2蛋白的

表达也明显增加, 而未分化癌细胞中突变型P53
的表达又高于印戒型细胞, 说明突变型P53蛋白

的表达与肿瘤组织的病理分型有关, 含有野生

型p53基因的癌细胞对5-Fu化疗更敏感. Kaeser
等 [23]应用RNA干扰技术封闭成纤维细胞内的

MDM2基因, 阻断了P53-MDM2负反馈调节环, 
可以提高p53目的基因的表达, 细胞对5-Fu化疗

敏感性上升50%. Pääjärvi等[24]在研究HepG2细胞

中P53-MDM2相互作用时发现, 3-羟基-3-甲基-
戊二酰-辅酶A(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA, 
HMG-CoA)还原酶抑制剂普伐他汀(常用作降脂

药), 可以诱导MDM2蛋白Ser166位点及2A10特
异性抗原决定簇位点的磷酸化, 该位点的磷酸

化可激活MDM2蛋白的泛素连接酶活性, 增强

MDM2对P53的降解, HepG2细胞内P53/MDM2
半衰期缩短, 最终减弱5-Fu等药物诱导HepG2细
胞的凋亡. P53羧基端含有与MDM2相互作用的

结构域, Zhao等[25]用一种可与该结构域结合的

Daxx蛋白来调控P53的功能, 当有MDM2表达时, 
P53的去乙酰化可以促进Daxx与P53的结合, 共
转染Daxx和MDM2基因, 可以明显抑制P53对其

下游启动子的激活, 细胞对5-Fu诱导的凋亡具有

极强的抵抗性, 产生5-Fu耐药. 本实验结果显示

转染pMDM2的细胞对5-Fu诱导的细胞凋亡有抵

抗性, 转染质粒在细胞内表达MDM2蛋白, 大量

降解药物诱导产生的内源性P53蛋白, 与未转染

细胞相比, 其P53蛋白表达和细胞凋亡率均明显

下降(P <0.05). 
SUMO-1在细胞增殖、分化、凋亡等多种

生理过程中发挥重要作用, 至今已发现193种
SUMO-1潜在的作用底物, 其中23种已被证实存

在于细胞核内, 如小核糖核蛋白、不均一性核

糖核蛋白、核糖体蛋白、组蛋白、RNA组合蛋

■同行评价
本文可读性较好, 
具有较高的学术
价值.
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白及转录蛋白[26], 而在EGFP-SUMO-1高表达的

HepG2细胞中, 利用双向凝胶电泳及质谱检测, 
发现不均一性核糖核蛋白hnRNP A2/B1的表达

上调[27]. Shao等[28]通过降低促性腺激素以诱导

鼠卵巢颗粒细胞凋亡, 其SUMO-1蛋白表达明显

升高, 提示SUMO-1在调控细胞核蛋白的定位及

稳定性方面具有重要功能. 本实验通过SUMO-1
的修饰以调控P53功能, 在共转染SUMO-1和
MDM2基因的细胞中, 可显著恢复P53的凋亡活

性, 提示不仅存在直接的对P53蛋白降解和抑制

降解作用, P53诱导的细胞凋亡还与其细胞定位

有关. P53蛋白的C末端是其促进细胞凋亡的中

心区域, 这一区域的磷酸化和乙酰化状态将影

响P53与DNA的结合活性, 也即影响P53下游其

他凋亡因子的启动活性[29,30], 推测SUMO-1可与

P53蛋白C末端结合而阻止泛素类蛋白分子对

P53的降解, 增强P53的转录活性. 
总之, P53蛋白被SUMO-1修饰后, 可促进其

核定位或在核内某一区域浓聚而脱逃MDM2对
其在胞质的降解, 最终增强P53的转录及诱导凋

亡活性, SUMO-1-P53修饰机制的建立, 为试图

通过调控P53功能治疗肿瘤提供了新思路. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation among the 
expression of trefoil factor 2 (TFF2) and vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and microves-
sel density (MVD) in gastric carcinoma.

METHODS: The expression of TFF2 and VEGF 

and MVD were determined by immunohisto-
chemistry in 50 gastric carcinoma specimens, 50 
tumor-adjacent gastric mucosal specimens, and 
30 normal gastric mucosa specimens.

RESULTS: The expression level of TFF2 was 
highest in normal gastric mucosa, followed by 
tumor-adjacent gastric mucosa and gastric car-
cinoma (165.80 ± 16.42, 184.44 ± 19.02, 206.79 ± 
17.62, all P < 0.01). The expression of TFF2 in gas-
tric cancer was significantly associated with the 
degree of tumor differentiation and lymph node 
metastasis (both P < 0.01). The expression level 
of VEGF and MVD were lowest in normal gastric 
mucosa, followed by tumor-adjacent gastric mu-
cosa and gastric carcinoma (36.7%, 42.0%, 72.6%; 
26.35 ± 4.54, 30.78 ± 5.64, 40.13 ± 6.92, all P < 0.01). 
The expression of VEGF and MVD in gastric can-
cer were associated with tumor differentiation, 
invasion and lymph node metastasis (all P < 0.01). 
There is a negative correlation between the ex-
pression of TFF2 and MVD (r = -0.781, P < 0.01).

CONCLUSION: TFF2 may be a negative regula-
tory factor of gastric carcinogenesis. The expres-
sion of TFF2 is down-regulated during the de-
velopment of gastric cancer, while that of VEGF 
and MVD are up-regulated during this process.

Key Words: Trefoil factor 2; Vascular endothelial 
growth factor; Microvessel density; Gastric cancer; 
Immunohistochemistry

Shi L, Lai MY, Liang ZH, Liu SQ, Huang JA, Tang GD, Ji-
ang HX. Correlation between TFF 2 expression and tumor 
angiogenesis in gastric carcinoma, adjacent carcinoma 
and normal gastric mucosa. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(3): 246-250

摘要
目的: 探讨三叶因子2(TFF2)、血管内皮生长
因子(VEGF)和微血管密度(MVD)在胃癌发
生、发展、浸润和转移中的作用.

方法: 选取广西医科大学第一附属医院2008- 
01/2009-06接受胃大部切除术的胃癌标本50

®

■背景资料
血管生成是肿瘤
生长和扩散的必
要条件, VEGF被
认为是肿瘤血管
形成中最关键的
驱 动 因 子 .  国 外
研究发现TFF1、
T F F 3 具 有 同
VEGF的血管生成
作用 ,  但TFF2作
为胃癌的一个抑
制因子, 在胃癌的
发生、发展过程
中与血管生成的
关系尚未阐明.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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例, 采用SP免疫组织化学方法检测30例正常
胃黏膜组织、50例癌旁组织和50例胃癌组织
中TFF2、VEGF和MVD的表达情况.

结果: 正常胃黏膜组织→癌旁组织→胃癌
组织中, TFF2表达呈逐渐减弱趋势(165.80
±16.42, 184.44±19.02, 206.79±17.62, 均
P <0.01), TFF2的表达与肿瘤的分化程度和
淋巴结转移有关(均P <0.01), 而V E G F的表
达和MVD值呈逐渐上升趋势(36.7%, 42.0%, 
72.6%; 26.35±4.54, 30.78±5.64, 40.13±6.92, 
均P <0.01), 两者表达与肿瘤的分化程度、浸
润深度和淋巴结转移有关(均P <0.01). TFF2与
MVD的表达呈负相关(r  = -0.781, P <0.01).

结论: TFF2作为一种胃癌的抑制因子, 在胃癌
发展过程中表达逐渐减弱, 对胃癌的抑制作用
降低, 同时一些促进肿瘤浸润转移的因子如
VEGF、MVD表达水平逐渐增强, 促进了肿瘤
的发展转移.

关键词: 三叶因子2; 血管内皮生长因子; 微血管密

度; 胃癌; 免疫组织化学
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0  引言

近年来, 关于胃癌发病机制的研究中, 三叶因子

(trefoil factor, TFF)与胃癌的发生、发展逐渐引

起关注. TFF2是TFF家族之一, TFF2作为TFF家
族中唯一具有两个三叶型结构域(P-结构域), 这
种结构的稳定性使其具有明显的抗酸、抗蛋

白酶和抗热分解特性, 对胃肠道黏膜有保护和

修复作用. TFF2与胃癌之间的关系尚不十分明

确, 因此, 我们用免疫组织化学方法研究TFF2、
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)和微血管密度(microvessel density, 
MVD)在正常胃黏膜组织、癌旁组织和胃癌组

织的表达情况及其与各临床病理特征的关系, 
初步探讨其在胃癌发生发展中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 选取广西医科大学第一附属医院2008- 
01/2009-06接受胃大部切除术的胃癌标本50例, 
均经组织病理学检查证实. 所有标本术前均未

接受非甾体抗炎药治疗及放化疗. 男32例, 女18
例, 年龄31-76(中位年龄54.7)岁. 其中高分化、

中分化腺癌14例, 低未分化腺癌36例; 未侵及浆

膜层者18例, 侵及浆膜层及浆膜外者32例; 发生

局部淋巴结转移者30例, 无局部淋巴结转移者

20例. 同时取距癌缘3-5 cm的癌旁组织50例, 正
常胃黏膜组织30例作为对照组. 试剂采用鼠抗

人TFF2单克隆抗体(工作浓度1∶100), 购自美

国Abcam公司, 链霉菌抗生素蛋白-生物素-过氧

化物酶(SP)免疫组织化学试剂盒、二氨基联苯

(DAB)显色剂、鼠抗人VEGF单克隆抗体和鼠抗

人CD34单克隆抗体均购自福建迈新生物技术开

发公司.
1.2 方法 所有标本均经40 g/L甲醛固定, 常规脱

水、透明、渗蜡、包埋, 4 μm厚连续切片. 常规

脱蜡、水化, 采用免疫组织化染色超敏两步法

(SP染色), DAB显色, 苏木素复染, 吹干, 具体操

作按SP试剂盒说明书进行. 阴性对照采用生理

盐水磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗, 以已知阳性

病例作阳性对照. 操作严格按产品说明书进行. 
评判标准: (1)TFF2: 阳性信号为细胞胞质和胞膜

上出现黄色或棕黄色染色. 每例取5个高倍视野

(×400), 用病理图像分析仪测定阳性信号平均

灰度值, 灰度值越高, TFF2表达越弱; (2)VEGF: 
阳性信号为细胞胞质和胞膜上出现黄色或棕黄

色染色, 每张切片中看到有>5%的肿瘤细胞胞质

或胞膜染色阳性, 即判定为VEGF阳性; (3)MVD: 
被染成棕色的血管内皮细胞或血管内皮细胞簇

均作为一个血管计数. 每例先在低倍镜(×100)
下观察全片以确定肿瘤内血管密度最高处, 再
在中倍镜(×200)下记录5个视野内的微血管数, 
取其平均值作为该病例的MVD值.

统计学处理 使用统计学软件SPSS13.0进行

分析, 计量资料采用mean±SD来表示, 组间均数

比较采用单因素方差分析和SNK法检验, 计数

资料比较采用χ2检验, 等级相关性采用Spearman
等级相关分析, P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 TFF2、VEGF在不同胃黏膜组织中的表达 
TFF2在正常胃黏膜组织、癌旁组织和胃癌组

织中的阳性信号平均灰度值分别为165.80±
16.42, 184.44±19.02和206.79±17.62, 各组间两

两比较, 差异均有统计学意义(P <0.01); VEGF在
正常胃黏膜组织、癌旁组织和胃癌组织中的阳

性表达率分别为36.7%(11/30), 42.0%(21/50)和
72.6%(36/50), 各组间两两比较, 差异均有统计

学意义(P <0.01, 图1, 2).

■相关报道
S h i 等 研 究 发 现
TFF2在低分化胃
癌组织中的表达
均低于高分化胃
癌 ,  Dhar等研究
发现TFF2在有肿
瘤浸润以及已出
现淋巴结和血行
转移患者中的表
达明显增高.
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2.2 不同胃组织中MVD值 MVD在胃癌组织、

癌旁组织和正常胃黏膜组织中的平均值分别为

40.13±6.92, 30.78±5.64和26.35±4.54, 差异均

有统计学意义(P <0.01, 图3). 
2.3 TFF2、VEGF和MVD表达与胃癌临床病理

特征的关系 TFF2的表达与胃癌的分化程度和淋

巴结转移有关(P <0.01), 而VEGF的表达和MVD
值呈逐渐上升趋势(P <0.01), TFF2的表达与患者

的性别、年龄、胃癌的浸润程度无关. VEGF和
MVD表达还与胃癌浸润深度程度有关(P <0.01, 
表1).
2.4 TFF2与血管生成关系的分析 TFF2在VEGF
阳性表达组和阴性表达组中的阳性信号平

均灰度值分别为211.34±17.29和198 .09±
12.16(P <0.01); VEGF阳性表达组和阴性表达

组中MVD平均值分别为42.28±7.08和35.49±
2.32, VEGF阳性表达组的MVD值高于阴性表达

组中的MVD值(P <0.01); FF2与MVD的表达呈负

相关(r  = -0.781, P <0.01).

3  讨论

20世纪80年代发现T F F家族 ,  家族成员包括

TFF1、TFF2及TFF3. TFF2是TFF家族中的重要

成员, TFF2 在胃、十二指肠特异性表达, 主要

由胃体颈黏液细胞、胃窦和幽门腺基底细胞和

十二指肠布伦纳氏腺合成及分泌[1]. 已有大量研

究发现TFF2对胃肠道有上皮保护和促进破损黏

膜愈合的功能[2,3]. 还有研究发现TFF2蛋白有助

于从损伤胃肠黏膜保护, 稳定黏液凝胶, 刺激上

皮恢复原状, 并抑制相关炎症[4,5]. Shi等[6]研究发

现TFF2在低分化胃癌组织中的表达均低于高分

化胃癌, Dhar等[7]研究发现TFF2在有肿瘤浸润以

及已出现淋巴结和血行转移患者中的表达明显

增高. Yamachika等[8]则认为TFF2有抑制细胞黏

附, 促进癌细胞侵袭, 阻断细胞凋亡的作用, 提
出TFF可作为胃癌预后不良的标志物. 本研究结

图  1  TFF2在不同胃黏膜组织中的表达(SP×400). A: 胃癌组

织; B: 癌旁组织; C: 正常胃黏膜组织.

A

B

C

图  2  VEGF在不同胃黏膜组织中的表达(SP×400). A: 胃癌

组织; B: 癌旁组织; C: 正常胃黏膜组织.

A

B

C

■创新盘点
本 实 验 联 合 检
测 胃 癌 组 织 的
TFF2、VEGF及
MVD有助于了解
TFF2在胃癌发病
机制中的作用途
径, 了解他与其他
指标的相互关系,
以及各观察指标
在胃癌发病机制
中各自的地位.
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果显示, 正常胃黏膜组织→癌旁组织→胃癌组

织中, TFF2表达呈逐渐减弱趋势(P <0.01), TFF2
的表达与胃癌的分化程度和淋巴结转移有关

(P <0.01).
VEGF是1989年Ferrara等[9]从牛垂体滤泡星

状细胞培养液首先纯化出来, 并发现具有促进

血管内皮细胞有丝分裂的活性. VEGF被认为是

肿瘤血管形成中最关键的驱动因子[10], 与微血

管的形成密切相关, 而微血管的生成是直接影

响胃癌浸润、转移和预后的重要因素. VEGF通
过与细胞膜上的相应VEGF结合而发挥作用. 血
管内皮生长因子受体(KDR)作为的一种表面受

体, 与VEGF结合后可上调VEGF表达, 诱导肿瘤

血管形成. VEGF直接刺激KDR阳性表达的肿瘤

细胞, 提示在促进肿瘤生长和转移过程中起重

要作用[11]. Lazăr等[12]则对高表达VEGF的胃癌

组织进行了MVD检测, 结果显示MVD与VEGF
之间存在明显正相关性.

血管生成是肿瘤细胞适应局部缺氧环境而

发生的, 缺氧导致新生血管形成基因的表达, 是
肿瘤生长和扩散的必要条件. 近年来有研究发

现TFF家族成员TFF3可促进鸡胚绒毛尿囊膜的

血管生成, 诱导人脐静脉内皮细胞形成类微血

管结构,  提示其在血管生成中的作用[13], 我们以

前的研究发现TFF1在胃癌发生发展过程中并未

促进新生血管的生成[14].
目前有关TF F2和胃癌新生血管生成的研

究较少, 本研究观察到在正常胃黏膜组织→癌

表  1  TFF2、VEGF和MVD的表达与临床病理特征的关系

     
临床病理特征   n TFF2(mean±SD) VEGF阳性率%(n ) MVD(mean±SD)

性别          

    男 32 206.27±18.32      71.9(23) 40.25±7.46

    女 18 207.71±13.58      77.8(14) 39.92±5.78

年龄(岁)         

    ≥55 29 206.39±17.30      75.9(22) 39.93±7.25

    <55 21 207.34±17.93      66.7(14) 40.41±6.32

分化程度     

    高中分化 14 197.63±15.52       42.9(6) 35.57±6.82

    低未分化 36 210.35±16.47b       80.5(29)b 41.90±7.27b

浆膜浸润  

    有 32 207.45±15.78      84.4(27)d 41.75±7.36d

    无 18 205.62±12.09      44.4(8) 37.25±6.19

淋巴结转移

    有 32 211.47±14.89f      84.5(27)f 41.26±6.80e

    无 18 198.47±14.43      55.6(8) 38.12±6.46

bP<0.01 vs  高中分化; dP<0.01 vs  无浆膜浸润; eP<0.05, fP<0.01 vs  无淋巴结转移.

图  3  MVD在不同胃黏膜组织中的表达(SP×400). A: 胃癌

组织; B: 癌旁组织; C: 正常胃黏膜组织.

A

B

C

■应用要点
本课题采用免疫
组织化学技术对
TFF2、VEGF及
MVD在不同胃黏
膜病变中的表达
进行了检测分析, 
结果提示TFF2在
胃癌演进过程中
起重要作用, 为胃
癌的防治提供理
论依据. 
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旁组织→胃癌组织中, TFF2表达呈逐渐减弱趋

势(P <0.01), 而VEGF、MVD表达率呈逐渐上升

趋势(P <0.01); TFF2的表达与肿瘤的分化程度

和淋巴结转移有关(P <0.01), 而VEGF的表达和

MVD呈逐渐上升趋势(P <0.01), 两者表达与肿

瘤的分化程度、浸润深度(P <0.01)和淋巴结转

移有关(P <0.05). TFF2与MVD的表达呈负相关(r  
= -0.781, P <0.01). 可认为在TFF2作为一种可能

的胃癌特异性抑制因子, 其在胃癌发生发展过

程中的表达逐渐减弱, 对胃癌的抑制作用降低, 
同时一些促进肿瘤浸润转移的因子如VEGF、
MVD表达水平逐渐增强, 促进了肿瘤的发展转

移. TFF2在胃癌发生、发展中的作用及调控机

制, 需要进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transfection 
with the WW domain-containing oxidoreductase 
(WWOX) gene on cell proliferation, apoptosis 
and invasion in human cholangiocarcinoma cell 
line QBC939.

METHODS: A recombinant eukaryotic expres-
sion plasmid containing the WWOX gene was 
introduced into QBC939 cells by liposome-
mediated transfection. The mRNA and protein 
expression of WWOX in QBC939 cells stably 
transfected with the recombinant plasmid was 
detected by quantitative RT-PCR and Western 
blotting, respectively. Cell proliferation was test-

ed by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. 
Cell apoptosis was assessed by flow cytometry 
(FCM). Cell invasion was determined by Tran-
swell chamber assay.

RESULTS: QBC939 cells stably transfected with 
the recombinant plasmid were successfully 
generated. The expression of WWOX mRNA 
and protein was markedly increased in QBC939 
cells transfected with the recombinant plasmid 
when compared with untransfected QBC939 
cells and those transfected with control plasmid 
[3.71(3.64-3.78) vs 1.00(0.98-1.02), 1.07(1.02-1.13); 
0.86 ± 0.03 vs 0.25 ± 0.01, 0.27 ± 0.02, all P < 
0.05]. WWOX gene transfection significantly 
decreased cell proliferation [0.63 ± 0.04 vs 0.90 
± 0.05, 0.87 ± 0.04, both P < 0.01] but promoted 
apoptosis (21.40% ± 2.35% vs 1.24% ± 0.35%, 
1.73% ± 0.48%, both P < 0.01). Transwell cham-
ber assay showed that the number of transfect-
ed cells that passed the Transwell membrane 
was significantly less than those of control cells 
(70.00 ± 4.58 vs 102.33 ± 8.33, 107.00 ± 9.00, both 
P < 0.01).

CONCLUSION: WWOX expression inhibits 
proliferation, accelerates apoptosis, and reduces 
invasion in human cholangiocarcinoma cell line 
QBC939, suggesting that the WWOX gene may 
be a novel target for gene therapy of cholangio-
carcinoma.

Key Words: Cholangiocarcinoma; Gene expression; 
Transfection; Proliferation; Apoptosis; Invasion; 
WW domain-containing oxidoreductase gene

Zhu K, Huang Q, Shao F, Ren WH. WWOX gene trans-
fection inhibits proliferation, accelerates apoptosis, and 
reduces invasion in human cholangiocarcinoma cell 
line QBC939. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 
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摘要
目的: 探讨W W O X基因转染胆管癌细胞株
QBC939后对其增殖、凋亡与侵袭性的影响.

方法: 用脂质体转染法将W W O X重组真核
表达质粒转染QBC939细胞, 建立稳定表达

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胆管癌恶性程度
高、早期诊断困
难、手术切除率
低, 对其分子发病
机制的研究可以
加深对胆管癌的
了解 .  WWOX基
因是目前肿瘤研
究的新兴领域和
热点, 近年来研究
发现多种肿瘤组
织WWOX蛋白表
达降低或丢失, 提
示WWOX基因为
多种肿瘤的候选
抑制基因.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心 



W W O X基因的细胞株 .  将其分为以下3组: 
QBC939组, QBC939/con组和QBC939/WWOX
组. 荧光定量RT-PCR和Western blot法检测各组
WWOX mRNA和蛋白水平的表达; MTT实验
检测转染前后各组细胞增殖活性的变化; FCM
法检测各组细胞的凋亡; Transwell小室侵袭实
验检测各组肿瘤细胞侵袭力的变化.

结果: 建立了稳定表达WWOX基因的QBC939/
W W O X细胞株, W W O X m R N A和蛋白的
表达增加[3.71(3.64-3.78) vs  1.00(0.98-1.02), 
1.07(1.02-1.13); 0.86±0.03 vs  0.25±0.01, 0.27
±0.02, 均P<0.05], 转染后的QBC939细胞MTT
吸光度明显下降(0.63±0.04 vs  0.90±0.05, 0.87
±0.04, 均P<0.01), FCM显示QBC939/WWOX
组的细胞凋亡率明显增高(21.4%±2.35% vs  
1.24%±0.35%, 1.73%±0.48%, 均P<0.01), 侵袭
实验显示转移至下室滤膜的细胞数明显减少
(70.00±4.58 vs  102.33±8.33, 107.00±9.00, 均
P<0.01).

结 论 :  W W O X基因能抑制胆管癌细胞株
QBC939的增殖, 加速肿瘤细胞凋亡并降低其侵
袭力, 可能作为胆管癌基因治疗的一个新靶点.

关键词: 胆管癌; 基因表达; 转染; 增殖; 凋亡; 侵袭; 

含有WW结构域的氧化还原酶基因

朱凯, 黄强, 邵峰, 任维华. WWOX基因转染对胆管癌细胞

增殖、凋亡及侵袭的影响.  世界华人消化杂志  2011; 19(3): 

251-256
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0  引言

胆管癌是起源于胆管上皮细胞的恶性肿瘤, 其
特点是起病隐匿、恶性程度高、早期诊断困

难、手术切除率低, 近年来胆管癌的发病率有

增加趋势[1]. 含有WW结构域的氧化还原酶基因

(WW domain-containing oxidoreductase, WWOX)
是2000年Bednarek等[2]应用鸟枪法基因测序技

术在染色体普通脆性位点(common fragile sites, 
CFS)区域鉴别出的一个新的抑癌基因. WWOX 
基因定位于染色体16q23.3-24.1区, 并跨越了整

个常见染色体脆性部位FRA16D. 近年来的大量

研究发现多种肿瘤组织中WWOX蛋白表达降低

或丢失, 并发现这与WWOX基因转录及缺失有

关, 提示WWOX基因为多种肿瘤的候选抑制基

因[3]. 本研究通过基因转染, 有限恢复胆管癌细

胞中抑癌基因的表达, 观察WWOX基因对胆管

癌细胞增殖、凋亡和侵袭的影响. 
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1  材料和方法

1.1 材料 pmCherry-N1-WWOX由我们自行构建, 
胆管癌细胞株QBC939购于ScienCell Research 
Labortories U.S, TRIzol、Lipofectamine2000(美
国Invitrogen公司), RPMI 1640培养液、胎牛血

清(美国Hyclon公司), 小剂量质粒提取试剂盒

和SYBR GreenⅠ荧光定量RT-PCR试剂盒购自

Promega公司, 鼠抗人WWOX抗体, GAPDH抗体

(美国Santa Cruz), 辣根过氧化物酶标记的羊抗

鼠抗体(北京中杉金桥生物技术有限公司), 胰蛋

白酶、噻唑蓝(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)、
G418购于美国Sigma公司, Annexin V-FITC凋亡

检测试剂盒购自Roche公司,  Transwell小室、

Matrigel Matrix、Fibronectin购于美国BD公司, 
其他常规试剂均为进口分装或国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及转染: QBC939细胞在含10%胎

牛血清RPMI 1640的培养液中于37 ℃、饱和湿

度及50 mL/L CO2的培养箱中传代培养. QBC939
细胞呈单层贴壁生长. 将QBC939细胞接种至

6孔板中, 每孔5×105个细胞, 以完全培养液培

养24 h后用不含血清的RPMI 1640培养液洗涤2
次, 分别加入含有WWOX基因的pmCherry-N1-
WWOX质粒和不含有WWOX基因的pmCher-
ry-N1对照质粒各5 µg, 25 min后再加入脂质体

Lipofectamine2000 10 µL/孔. 转染6 h后, 更换为完

全培养液, 继续培养24 h后加入G418(500 mg/L)
进行筛选, 7 d后以 200 mg/L维持筛选压力. 2 wk
后挑取单克隆进行鉴定并扩增培养, 稳定转染

WWOX的细胞命名为QBC939/WWOX细胞, 对
照质粒转染细胞命名为QBC939/con细胞, 进行

后续实验. 
1.2.2 WWOX基因表达检测: 采用TRIzol试剂提

取3组细胞总RNA, 取定量的RNA 1 µg. 转染前

后QBC939细胞的WWOX表达情况通过荧光定

量RT-PCR进行检测. 根据GenBank所查询的序

列(NM_016373.1), 使用Primer 5.0软件设计引

物: 上游引物F: 5'-GACTGGCGTTTACTGTG-
GATGA-3', 下游引物R: 5'-CAAAAGACTTGGC-
GGTTTCG-3'; 看家基因选择β-actin, 上游引物

F: 5'-TGACGTGGACATCCGCAAAG-3', 下游引

物R: 5'-CTGGAAGGTGGACAGCGAGG-3'. 按
试剂盒说明书设定荧光定量PCR反应体系及参

数, 确定标准曲线后进行荧光定量RT-PCR. 反转

录反应条件的设置: 25 ℃ 10 min, 40 ℃ 60 min, 
85 ℃ 5 min; 扩增条件的设置: 94 ℃ 4 min; 94 ℃ 
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■研发前沿
细胞癌基因的激
活和抑癌基因的
失活是近年来肿
瘤研究中的热点, 
其中抑癌基因的
失活被认为是重
要的致癌因素.
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20 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s, 循环35次; 72 ℃检

测信号. 3个实验组各做6次重复实验, 每次目的

基因和看家基因的Ct值相减得到∆Ct, 把自然生

长的QBC939细胞作为参照因子(calibrator), 经
看家基因均一化处理后, 通过2-∆∆Ct方法计算[4]. 
WWOX基因表达差异通过实验组细胞相对于自

然生长组细胞的倍数来表示. 
1.2.3 Western blot检测WWOX蛋白表达: 取1×
106个细胞, 冷PBS缓冲液洗涤3次后, 再用双去

污剂裂解液裂解细胞, 12 000 r/min离心15 min, 
取上清液采用BCA法测定蛋白浓度. 蛋白量调

整一致后, 加入SDS缓冲液, 100 ℃变性5 min. 根
据待测目的蛋白分子量配制相应浓度的SDS-
PAGE胶. 蛋白样品经电泳分离后, 电转移至硝

酸纤维素膜上. 将膜置于含5%脱脂奶粉的TBST
中封闭2 h, 随后加入相应一抗反应过夜, 最后与

HRP标记的二抗在室温下反应1 h后ECL法显影. 
以目的蛋白与GAPDH条带灰度值之比表示目的

蛋白的相对表达水平. 
1.2.4 MTT法检测体外细胞增殖情况: 收集培养

到对数生长期的QBC939细胞, 调整细胞悬液浓

度并计数, 用微量移液器加入96孔板中, 每孔200 
µL, 细胞数为3×103个, 未使用的边缘孔用无菌

PBS填充. 分别培养0、24、48、72和96 h后加

入30 µL MTT(5 g/L), 继续培养4 h, 离心后除去

上清液, 加入200 µL DMSO振荡20 min, 使用酶

标仪检测490 nm波长处的吸光度A值, 每组细胞

设3个复孔, 取4孔的平均值作为结果. 
1.2.5 FCM检测细胞凋亡: 用标记了FITC的An-
nexin V作为荧光探针, 利用流式细胞仪可检测

细胞凋亡的发生, 正常细胞和早期凋亡细胞的

细胞膜是完整的. 碘化丙碇(propidium iodide, PI)
是一种核酸染料, 他不能透过完整的细胞膜, 但
在凋亡中晚期的细胞和死细胞, PI能透过细胞膜

与细胞核结合呈现红色. 将Annexin V与PI匹配

使用, 可以将凋亡早期的细胞和晚期的细胞以

及死细胞区分开来. 离心收集细胞, 用预冷PBS
洗涤细胞2次, 用Binding Buffer悬浮细胞后调整

细胞浓度为1×109 cells/L. 细胞悬液中加入5 µL 

Annexin V-FITC摇匀避光孵育15 min后加入10 
µL PI染液避光孵育5 min后立即上流式细胞仪

分析, 每组实验重复4次. 
1.2.6 Transwell小室侵袭实验: 在穿膜小室(tran-
swell chamber)的上、下室之间铺有用基质胶

(Matrigel)制备好的膜, 取不含血清的浓度为2×
108 cells/L的细胞悬液200 µL种植于上室, 下室

加入含胎牛血清的培养基, 肿瘤细胞会向营养

成分高的下室迁移. 37 ℃、饱和湿度及50 mL/L 
CO2的培养箱中培养24 h, 小心取出上室, 用湿棉

签擦去膜上未穿过膜的细胞, 0.1%结晶紫染色, 
取左上、左下、右上、右下及中心5个视野, 倒
置显微镜下直接计数穿膜细胞数.

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采
用方差分析检验, 率的比较采用χ2检验, 所有数

据录入SPSS13.0软件进行计算, 以P <0.05作为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 WWOX基因mRNA表达的变化 荧光定量RT-
PCR显示, QBC939/WWOX实验组在质粒转染

后, WWOX的表达量比QBC939/con和QBC939
自然生长组有所升高 ,  表达量是自然生长的

QBC939细胞的3.71倍(P <0.05), 可见转染后的

WWOX基因表达上调(表1). 
2.2 WWOX蛋白表达的变化 Western blot检测结

果显示, QBC939组、QBC939/con组和QBC939/
WWOX组的WWOX/GAPDH的比值分别为0.25
±0.01, 0.27±0.02和0.86±0.03. 可见WWOX蛋

白表达水平在稳定转染的胆管癌细胞中显著升

高(P <0.05, 图1). 
2.3 细胞增殖情况 从每天MTT检测情况结合统

计学分析, 实验当天各组A 值差别无统计学意

义, 各组处于接种时的状态; 随着时间的推移, 
QBC939/WWOX组的细胞增殖下调明显, 第2
天的A值与QBC939自然生长细胞以及QBC939/
con细胞比较, 差异均有统计学意义(P <0.01). 实
验组细胞增殖相对于2个对照组被明显抑制(表
2, 图2).

■相关报道
顾 军 等 采 用 RT-
PCR及免疫组织
化学方法研究发
现肝外胆管癌中
WWOX低表达且
其表达与胆管癌
的组织学分级呈
负相关. Aqeilan等
发现WWOX基因
为多种肿瘤的候
选抑制基因.

表  1  WWOX荧光定量RT-PCR结果

                ΔCt         ΔΔCt          2-ΔΔCt

QBC939   1.341±0.035   0.000±0.035 1.00(0.98-1.02)

QBC939/con   1.238±0.069 -0.103±0.069 1.07(1.02-1.13)

QBC939/WWOX -0.549±0.027 -1.890±0.027 3.71(3.64-3.78)
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2.4 FCM法检测WWOX转染对QBC939细胞凋亡

的影响 WinMDI 2.9软件分析发现, QBC939/con
和QBC939组、QBC939/WWOX组细胞凋亡率

分别为1.24%±0.35%、1.73%±0.48%和21.4%
±2.35%, 实验组与2个对照组间的差异均有统

计学意义(P <0.01). 实验组细胞的凋亡率要明显

高于2个对照组(图3).
2.5 转染WWOX基因后QBC939细胞侵袭能力的

变化 结果显示QBC939/WWOX组与QBC939/con
和QBC939组间的差异有统计学意义(70±4.58 vs  
102.33±8.33, 107±9.00, P <0.01), 2个对照组间

的细胞侵袭力差异无统计学意义, 说明QBC939/
WWOX细胞组侵袭力减弱.

3  讨论

肝外胆管癌占肝胆系统恶性肿瘤的10%-15%, 
早在1990年中华医学会的调查就发现胆管癌

的发病率以每年5%的速度上升[5]. 胆管癌的生

长以浸润性生长为特征, 其浸润和转移导致手

术切除范围不能达到根治的目的, 是术后复发

的主要原因 .  对胆管癌组织的相关研究发现 , 
WWOX基因和蛋白表达在胆管癌中高频缺失, 
且缺失发生与组织分级呈负相关[6], 因此推测该

基因与胆管癌的发生、发展关系密切. 
细胞癌基因的激活和抑癌基因的失活是近

年来肿瘤研究中的热点, 其中抑癌基因的失活

被认为是重要的致癌因素. 一些研究认为, DNA

损伤是恶性肿瘤发生、发展的重要机制, 染色

体脆性位点抑癌基因对DNA损伤高度敏感, 而
这些常见脆性位点往往对应着一些新的抑癌基

因[7,8]. 
WWOX长约1.1 Mb, 其开放读码框长约

1 245 bp, 编码414个氨基酸组成的蛋白. WWOX
蛋白通过WW结构域与富含比咯氨酸的配基结

合介导蛋白-蛋白间的相互作用, 而此过程受到

酪氨酸磷酸化的调控[9]. WWOX蛋白是一种促凋

亡蛋白, 参与多种信号转导途径[10-12]: 增强肿瘤

坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)介导的细

胞毒性, 与TNF凋亡途径中的TRADD和TRAF2
作用; 与κBα/P53凋亡途径中的P53作用; 与细胞

应激途径中的JNK1作用. WWOX转录产物异常

及WWOX蛋白表达缺失或减少, 已在多种原发

肿瘤及肿瘤细胞株中得到证实, 尤其在与环境

致癌因素密切相关的肿瘤如胃癌、肺癌、乳腺

癌、食管癌、肝癌、结肠癌、造血系统恶性肿

瘤等[13-19]更是如此. Fabbri等[20]通过对不同肿瘤

中该基因的研究证明, WWOX基因是一个常见

的基因组不稳定者也是一个潜在的肿瘤生长的

抑制者. 
胆管癌发病隐匿、缺乏理想的早期诊断

标志物、对常规放疗化疗缺乏敏感性, 这些原

因造成胆管癌患者的预后极差 .  加强胆管癌

分子生物学特性的研究是改善胆管癌诊疗现

状的最重要的途径之一[21]. 本研究通过构建了

■创新盘点
本 研 究 证 实 了
WWOX基因在胆
管癌细胞系中低表
达, 恢复其表达后
可以有效逆转胆管
癌细胞的恶性生物
学行为, 证明该基
因可能作为胆管癌
基因治疗以及预测
肿瘤复发的一个新
靶点.

表  2  MTT检测A 490值

     
分组      第0天         第1天       第2天      第3天        第4天        第5天

QBC939组 0.19±0.01   0.33±0.02   0.45±0.03   0.62±0.02   0.75±0.05   0.87±0.04

QBC939/con组 0.19±0.01   0.31±0.01   0.42±0.02   0.58±0.03   0.73±0.03   0.90±0.05

QBC939/WWOX组 0.19±0.01   0.26±0.02   0.33±0.02   0.45±0.04   0.54±0.03   0.63±0.04

F值 0.263 19.866 25.466 24.517 38.708 51.357

P值 0.774 <0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0            1           2           3            4           5

t /d

A
49

0

QB939组
QB939/con组
QB939/WWOX组

图  2  MTT观察细胞增殖.

1                  2                 3

WWOX

GAPDH

图  1  Western blot检测WWOX表达. 1: QBC939组; 2: 

QBC939/con组; 3: QBC939/WWOX组.
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人WWOX基因的真核表达载体pmCherry-N1-
WWOX, 建立稳定表达WWOX基因QBC939/
WWOX细胞株. 荧光定量RT-PCR及Western blot
检测结果显示WWOX基因在QBC939/WWOX
细胞中m R N A及蛋白表达明显增加 .  采用

M T T、流式细胞术和小室侵袭实验等手段观

察细胞生物学行为变化 .  结果表明稳定表达

W W O X基因的胆管癌细胞增殖减慢; 侵袭能

力是衡量肿瘤转移潜能的重要标志之一, 本研

究表明, 转染WWOX基因后QBC939细胞的侵

袭能力明显下降, 说明WWOX基因对肿瘤细胞

的运动能力有明显抑制作用; FCM实验表明恢

复WWOX基因的表达可以加速胆管癌细胞的

凋亡, 推测WWOX基因可能是通过加速细胞凋

亡而抑制QBC939细胞的增殖. WWOX作为基

因治疗的一种候选基因, 能有效逆转肿瘤细胞

的生物学行为, 将在肿瘤的临床治疗中发挥重

要的作用. 但是WWOX在胆管细胞癌变过程中

的具体作用机制目前尚不完全清楚[22]. 进一步

探WWOX的功能, 将对深入了解其在胆管癌发

生、发展过程中的作用提供新的线索, 为胆管

癌的诊断、治疗提供新的靶点和研究方向. 
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical effect of acupunc-
ture treatment for diarrhea-predominant irri-
table bowel syndrome (D-IBS).

METHODS: This is a prospective, randomized, 
controlled trial. According to diagnostic criteria 
and selection criteria, 120 patients were random-
ized into two equal groups: intervention group 

and control group. The intervention group un-
derwent acupuncture therapy and pinaverium 
treatment, while the control group underwent 
sham acupuncture and pinaverium treatment. 
The period of treatment is four weeks. After 
treatment for 2 and 4 wk, the changes of symp-
toms, including abdominal pain, abdominal dis-
tension, and stool characters, were observed and 
serum vasoactive intestinal peptide (VIP) levels 
were measured by ELISA.

RESULTS: The total response rate was signifi-
cantly higher in the intervention group than in 
the control group (96% vs 76%, P < 0.05). The 
improvement in abdominal pain, abdominal 
distension, and stool characters was more sig-
nificant in the intervention group than in the 
control group (1.32 ± 0.17 vs 3.37 ± 0.49, P = 
0.000; 0.95 ± 0.06 vs 3.34 ± 0.24, P = 0.000; 0.48 ± 
0.15 vs 3.64 ± 0.78 , P = 0.000). Before treatment, 
there is no significant difference in serum VIP 
levels between the two groups. However, after 
treatment, serum VIP levels in the intervention 
group were significantly lower than those in the 
control group (42.72 μg/L ± 12.78 μg/L vs 102.72 
μg/L ± 21.23 μg/L, P = 0.000) .

CONCLUSION: Acupuncture treatment can re-
lieve gastrointestinal symptoms and exert a treat-
ment effect on D-IBS possibly by regulating VIP 
secretion.

Key Words: Acupuncture; Pinaverium; Diarrhea-
predominant irritable bowel syndrome; Randomized 
controlled trial

Qian HH, Zhu YP, Meng S, Qi GH, Zhao XX. Acupunc-
ture treatment of diarrhea-predominant irritable bowel 
syndrome: a randomized controlled trial. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 257-261

摘要
目的: 客观评价针刺治疗腹泻型肠易激综合
征(IBS)的临床疗效.

方法: 采用前瞻性、随机、平行对照设计, 将
120例符合诊断标准、纳入标准的D-IBS患者, 
按1∶1随机分为两组, 每组60例. 治疗组予针
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■背景资料
肠易激综合征作
为中医治疗的优
势病种, 开展针刺
治疗IBS的临床研
究具有现实意义. 
同时, 基于针灸是
否具有特异性疗
效一直是西方医
学界的争论点, 对
穴位特异性的解
释经常困扰临床
研究的设计和结
论. 因此, 研究采
用安慰针刺组对
照, 以期为针刺治
疗IBS提供临床证
据和理论支持.

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科 



刺结合得舒特处理; 对照组予假针刺结合得
舒特处理, 连续4 wk. 记录治疗前、治疗后2及
4 wk两组患者腹痛、腹部不适、大便性状等
症状变化, 应用ELISA技术检测治疗前、后患
者血浆血管活性肠肽(VIP)的变化.

结果: 从总体疗效分析, 治疗组疗效明显优于
对照组(96% vs  76%). 治疗组能有效改善患者
腹痛、腹部不适及大便性状改变等症状, 经
统计学比较, 治疗组优于对照组(1.32±0.17 
vs  3.37±0.49, P  = 0.000; 0.95±0.06 vs  3.34±
0.24, P  = 0.000; 0.48±0.15 vs  3.64±0.78, P  = 
0.000). 治疗前, 两组患者血浆VIP表达均呈上
升趋势, VIP变化无明显差异(P  = 0.891); 治疗
后, 治疗组血浆VIP表达呈下降趋势, 与治疗
前比较有统计学意义(42.72 μg/L±12.78 μg/L 
vs  105.12 μg/L±21.01 μg/L, P  = 0.000). 对照
组治疗后血浆VIP表达未见明显变化, 与治疗
前比较, 无统计学意义(P  = 1.000). 治疗组与
对照组治疗后血浆VIP变化比较, 有统计学意
义(42.72 μg/L±12.78 μg/L vs  102.72 μg/L±
21.23 μg/L, P  = 0.000).

结论: 针刺可能通过影响VIP的释放, 调节内
脏敏感性, 发挥缓解腹痛、腹部不适, 改善大
便性状的效应.

关键词: 针刺; 得舒特; 腹泻型肠易激综合征; 随机

对照试验

钱火辉, 朱永苹, 蒙珊, 齐国豪, 赵星星. 针刺治疗腹泻型肠易

激综合征的随机对照试验.  世界华人消化杂志  2011; 19(3): 

257-261
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一组以腹痛或腹部不适, 伴排便习惯改变的症

候群, 因其发病机制尚不明确, 目前仍缺乏特效

的治疗手段. 据流行病学调查数据表明[1,2], 欧美

地区IBS发病率为15%-22%, 每年有约500万人

因此而就诊, 年消耗医疗费80亿美元. IBS在中

国同样已经成为消化科就诊的常见病之一, 严
重影响患者的生活质量, 并占用大量的医疗资

源[3,4]. 现代医学对于IBS尚无特效的治疗方法, 
基本以对症处理为主. 尽管传统中医药治疗尤

其是针灸治疗IBS的疗效较为满意, 但因缺乏严

格的随机、对照设计, 因此其研究结果亦缺乏

说服力, 亦无法提供充分证据证明针刺治疗IBS
的可靠性[5]. 我们因此在循证医学指导下, 采用
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前瞻性、随机、对照试验设计, 观察针刺治疗

腹泻型肠易激综合征(diarrhea-predominant ir-
ritable bowel syndrome, D-IBS)的临床疗效, 现报

道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 全部病例主要源自于2007-01/2009-12
广西中医学院附属瑞康医院消化科、针灸科门

诊患者. 其中男47例, 女73例, 平均年龄43.01±
7.45岁, 平均病程3.46±1.20年.
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: 参照2006年罗马Ⅲ诊断标准[6], 
诊断前症状出现至少6 mo, 近3 mo满足如下标

准. 反复发作的腹痛或腹部不适, 最近3 mo内每 
mo至少有3 d出现症状, 合并以下2条或多条: (1)
排便后症状缓解; (2)发作时伴有排便频率改变; 
(3)发作时伴有大便性状(外观)改变, 属于Bris-
to l评分在4分及6分者[7]. 结合电子结肠镜检查

提示部分患者肠蠕动亢进, 甚至痉挛, 无明显黏

膜异常, 活检组织学检查基本正常, 以排除器质

性疾病.
1.2.2 纳入标准: (1)符合诊断标准; (2)年龄18-65
岁; (3)能签署和理解知情同意书. 
1.2.3 排除标准: (1)不符合诊断标准和符合纳入

标准中的排除; (2)合并结肠憩室、息肉以及结

直肠原发性肿瘤等器质性病变; (3)合并有心血

管、肝、肾和造血系统等严重原发性疾病, 精
神病患者; (4)研究中认为有任何不适宜入选的

情况. 
1.2.4 样本量估算: 详细检索前期临床治疗及国

内外相关文献, 针刺对研究的主要效应指标即

腹痛、腹部不适明显减轻(adequate relief, AR)的
有效率86%-96%[8-10], 得舒特有效率76.34%[11]为

进行样本量估算, 采用“非劣效试验”样本量

估算公式, 参照郑青山教授文献报道[12], 公式如

下: 非劣性试验: N = [2×(Uα+Uβ)×P(1-P)]/δ2 
= C1×P(1-P)/δ2, 其中δ是等效标准(界值), Uα, 
Uβ为单侧标准正态离差界值, n为样本含量, P是
平均有效率, C1和C2为系数项. 取α = 0.05, β = 
0.1(检验效能power = 1-0.1 = 0.90). 经过样本量

估算为104例, 根据临床研究目的、实际可操作

性以及样本脱失15%计算, 课题组最终观察样本

数为120例, 按1∶1分配, 每组60例.
1.2.5 研究设计: 前瞻性、随机、开放、平行对

照设计; 实行研究者(临床医生、数据分析人

员)、受试者开放研究(非盲法). 按1∶1对照原

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文的创新之处
在 于 采 用 前 瞻
性 、 随 机 、 单
盲、平行对照设
计, 对照组选择安
慰针刺对照. 采用
国际通用的反映
IBS临床疗效评价
指标结合血浆胃
肠激素VIP变化 , 
观察针刺对IBS的
疗效.
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则分为治疗组、对照组两组, 总例数确定为120
例. 通过简明统计分析软件, 将样本量100例及分

组数2输入计算机, 产生随机种子数及随机分组

数, 制成随机分配卡(随机分配卡由课题组中与

临床试验无关的研究人员统一制作), 装入依次

编号的信封, 信封上的编号与卡片上的顺序号相

同, 合格的受试对象按就诊的先后顺序依照信封

编号, 拆封取卡, 严格按照卡片规定分组处理.
1.2.6 分组处理: 参照文献报道, 治疗组予针刺治

疗, 对照组予假针刺治疗[13-16], 具体如下: ⑴治疗

组: 采用针刺治疗, 选穴: 中脘, 天枢, 下巨虚, 上
巨虚, 内关, 太冲, 足三里, 脾俞. 操作: 针刺法, 
直刺1-1.5寸, 得气后, 行平补平泻手法, 留针30 
min, 每日治疗1次, 14 d为1个疗程, 2个疗程后观

察疗效; 同时予得舒特口服, 每次50 mg, 每日3
次, 连续4 wk; (2)对照组: 采用假针刺治疗, 选穴: 
上述治疗选经穴旁开2 cm. 操作: 针刺法, 直刺

0.5寸, 不予得气及任何补泻手法干预, 每日1次, 
连续4 wk; 同时予得舒特(pinaverium, 法国苏威

特制药公司生产, 批号: H20070424)口服, 每次

50 mg, 每日3次; 疗程均为4 wk. 
1.2.7 观察指标: 记录患者基线资料(年龄、性

别、病程等).
1.2.8 疗效评价指标: (1)主要疗效指标: 腹痛或腹

部不适症状积分变化[17]. 每隔2 wk, 记录上述症

状积分变化. 轻度: 每天偶有腹痛, 可自行缓解, 
计2分; 中度: 每天经常腹痛, 程度可忍受, 计4分; 
重度: 每天明显感腹痛, 程度多不能忍受, 需服

药后能缓解, 计6分. 轻度: 偶有腹部不适, 30 min
左右能缓解, 计2分; 中度: 经常腹部不适, 1-2 h
不能缓解, 计4分; 重度: 整日腹部不适不能缓解, 
需服药后才能缓解, 计6分; (2)次要疗效指标: 每
隔2 wk记录大便性状改变、采用ELISA法检测

治疗前及治疗4 wk后血浆血管活性肠肽(vasoac-
tive intestinal peptide, VIP)变化. 大便性状变化: 
大便似腊肠或蛇, 光滑柔软, 计0分; 软团, 边缘

清楚, 计2分; 绒状物, 边缘不清, 糊状便, 计4分; 
水样便, 无固体成分, 完全是液体, 计6分. 
1.2.9 疗效判定标准: 采用尼莫地平法进行疗效

评价. 疗效指数(%) = (治疗前症状总积分-治疗

后症状总积分)/治疗前症状总积分×100%(尼莫

地平法). (1)临床痊愈: 主要、次要症状消失, 疗
效指数≥95%; (2)临床显效: 主要症状消失, 次
要症状明显减轻, 疗效指数≥70%, <95%; (3)临
床有效: 主要、次要症状减轻, 疗效指数≥30%, 
<70%; (4)临床无效: 无变化或症状轻度减轻, 疗
效指数<30%. 

统计学处理 采用SPSS16.0 For Windows软
件分析包. 基线资料(性别、年龄、病程、疾病

种类)的均衡性分析: 采用方差分析, 或列联表卡

方检验, 或Fisher精确概率法比较2组基线水平

和衡量均衡性. 计数指标(如主要症状积分)用频

数和构成比描述, 2组疗效比较采用列联表卡方

检验或秩和检验, 等级资料秩和检验检验; 计量

指标用mean±SD进行描述, 采用方差分析或秩

和检验.

2  结果

2.1 基线资料可比性分析 整个研究过程中无1例
患者退出或中止试验. 经统计学分析, 两组患者

在病程、性别、年龄上无明显差异, 具有可比

性(P >0.05, 表1). 
2.2 两组患者总体疗效分析 治疗组临床痊愈

24例, 显效26例, 有效8例, 无效2例, 总有效率

为96.66%; 对照组临床痊愈10例, 显效13例, 有
效22例, 无效15例, 总有效率为75.00%; 治疗组

总体疗效优于对照组(表2). 经Ridi t分析, R = 
0.2572, 根据公式计算, Ridit值的95%CI不包括

0.5, 故P <0.05. 
2.3 两组患者治疗前、后腹痛积分比较 治疗前, 
治疗组腹痛积分为5.48±0.52; 对照组为5.59±
0.41, 经统计学比较, 无明显差异(P >0.05), 具有

可比性; 治疗组治疗14 d及28 d后, 腹痛明显好

转, 其积分分别为1.48±0.15、1.32±0.17, 与治

疗前比较, 有明显差异(P  = 0.000, P  = 0.000); 对
照组腹痛积分分别为3.56±0.39、3.37±0.49, 
与治疗前比较有明显差异(P  = 0.036, P  = 0.023); 
但是, 治疗组与对照组治疗后14 d及28 d比较, 腹
痛积分有明显差异(P  = 0.015, P  = 0.022). 说明治

疗组改善腹痛效应优于对照组. 

表  1  两组患者基线资料比较 (n  = 60)

     
分组    病程(年) 男(n ) 女(n )     年龄(岁)

治疗组 3.54±1.14  22  38 42.54±7.33

对照组 3.38±0.96  25  35 43.48±7.57

表  2  两组患者总体疗效分析 (n  = 60)

     
分组 临床痊愈 显效 有效 无效

治疗组      24   26     8     2

对照组      10   13   22   15

■应用要点
本文可以初步指
导如何从随机、
双盲、平行对照
角度出发, 科学设
计针刺治疗功能
性胃肠病. 未来的
研究中, 应当重视
患者的生存质量
及心理状态变化
在功能性胃肠疾
病中的比重. 建立
具有中医药特色
的临床疗效评价
体系. 为中医药临
床治疗客观化和
规范化提供思路.
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2.4 两组患者治疗前、后腹部不适积分比较 治
疗前, 治疗组腹部不适积分为4.42±0.88; 对
照组为4.54±0.76, 经统计学比较, 无明显差异

(P >0.05), 具有可比性; 治疗组治疗14 d及28 d后, 
腹部不适好转, 其积分分别为1.12±0.10、0.95
±0.06, 与治疗前比较, 有明显差异(P  = 0.017, 
P  = 0.001); 对照组腹部不适积分分别为3.42±
0.31、3.34±0.24, 与治疗前比较有明显差异(P = 
0.047, P  = 0.033); 但是, 治疗组与对照组治疗后

14 d及28 d比较, 腹部不适积分有明显差异(P  = 
0.017, P  = 0.012). 说明治疗组改善腹部不适效应

优于对照组. 
2.5 两组患者治疗前、后大便性状积分比较 治
疗前, 治疗组大便性状积分4.72±0.98, 对照

组为4.64±1.01, 经统计学比较, 无明显差异

(P >0.05), 具有可比性; 治疗组治疗14 d及28 d后, 
大便性状明显好转, 由稀便转为软便, 其积分分

别为1.02±0.08、0.48±0.15, 与治疗前比较, 有
明显差异(P  = 0.023, P  = 0.000); 与对照组比较, 
有明显差异(P  = 0.031, P  = 0.013). 对照组治疗14 
d及28 d后, 大便性状积分变化不甚明显, 其积分

分别为3.72±0.90、3.64±0.78, 治疗前后差异

不明显. 说明治疗组具有明确改善大便性状的

效应, 其疗效优于对照组. 
2.6 两组患者治疗前、后血浆VIP比较 治疗前, 
治疗组血浆VIP为105.12 ng/L±21.01 ng/L; 对照

组血浆VIP为115.24 ng/L±19.98 ng/L; 经统计学

比较, 无明显差异(P >0.05). 治疗后, 治疗组血浆

VIP为42.72 ng/L±12.78 ng/L, 与治疗前比较有

统计学意义(P  = 0.000). 对照组治疗后血浆VIP
为102.72 ng/L±21.23 ng/L, 与治疗前比较, 无统

计学意义. 治疗组与对照组治疗后血浆VIP变化

比较, 有统计学意义. 说明针刺治疗具有调节血

浆VIP表达效应.

3  讨论

IBS属于功能性胃肠疾病的一种, 依据2006年制

订的ROME Ⅲ标准, 根据其主要临床表现可分

为腹泻型、便秘型、混合型和未定型. IBS临床

治疗尚无特效药物, 不少药物因严重的毒副作

用而撤市, 目前主要应用匹维溴铵(商品名: 得舒

特)为主, 得舒特是胃肠道具有高度选择性解痉

作用的钙通道拮抗剂, 作用于平滑肌细胞, 能减

少平台期慢波, 抑制钙内流, 从而减少慢波频率

和基于慢波的峰电位幅度. 故而可减少肠道的

收缩活动, 减少峰电位, 对结肠平滑肌具有解痉

作用; 发挥缓解IBS相关症状的效应[18]. 基于上

述研究, 本研究在循证医学和伦理学指导下, 采
用随机、对照、单盲设计, 以得舒特为基础治

疗, 开展针刺法治疗D-IBS的临床研究, 对照组

选用安慰针或称为假针刺组, 采用浅刺法, 所选

针刺点距离经穴原穴点2 cm处[19]. 同时, 本研究

主要效应指标采用国际上通用反映IBS疾病的

临床疗效评价指标包括AR和IBS症状严重程度

量表, 因此研究结果的可靠性、有效性及对针

刺治疗的敏感性得到保证[20-22]. 
IBS发病机制复杂, 尚未被人类充分认识, 

可能与包括心理因素、胃肠道异常运动与分

泌、内脏高敏感性在内的中枢和外周因素有

关. 其中胃肠激素既能够调节胃肠道的运动, 又
能够调节内脏的敏感性, 使IBS患者的胃肠道对

应激及食物的敏感性增强[23,24]. VIP是在D-IBS
发病机制占据重要地位的胃肠肽类物质, 和NO
一起作用, 起到正向调节作用, 刺激肠道水、电

解质分泌导致内脏运动及敏感性异常, 从而出

现腹痛、腹部不适、大便水样等症状, 调节血

浆VIP的释放, 对于缓解D-IBS的症状可能是有

益的[25-27]. 因此, 我们选择VIP作为客观指标配

合主要症状指标, 综合评价针刺治疗D-IBS的效

应. 本研究发现, D-IBS患者治疗前血浆VIP水平

显著升高, 经针刺治疗后血浆VIP水平呈下降趋

势(P <0.05), 并与患者主要症状改善呈正比; 而
假针刺组治疗后血浆VIP水平变化无明显差异

(P <0.05), 这表明, 针刺治疗可能具有调节VIP分
泌的效应. 根据D-IBS临床表现, 可以归于祖国

医学的“泄泻”、“腹痛”等范畴. 张声生等[28]

采用聚类分析, 研究350例D-IBS患者证候分布

规律提示, D-IBS患者症状以肠内症状为主, 并
伴有精神心理症状, 临床证型以肝郁脾虚、脾

虚湿阻、脾胃湿热、脾肾亏虚多见. 我们亦认

识到IBS的腹痛、腹胀、排便习惯改变及大便

性状异常等症状多以肝脾不和, 木旺乘土或土

虚木乘为病机, 其症状的加重又与精神因素或

一些应激状态密切相关. 诚如“泻责之脾, 痛责

之肝. 肝责之实, 脾责之虚, 脾虚肝实, 故令痛泻

也”. 我们在临床治疗D-IBS时以调和肝脾为治

疗大法, 辨证选穴以肝脾两经俞穴为主, 并配以

大肠经及小肠经俞穴, 针灸治疗中太冲为四关

穴, 又是肝之原穴疏肝理气, 解痉止痛; 足三里

胃之合穴及脾俞穴健脾和胃, 调理气血; 天枢属

大肠之募穴, 上巨虚大肠下合穴, 下巨虚小肠下

合穴, 三穴均属足阳明胃经, 能疏理肠腑, 清化

■同行评价
本文选题恰当, 对
于治疗腹泻型肠
易激综合征有一
定的参考价值.
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湿浊, 健脾助运; 取心包经的内关穴开胸行气解

郁, 诸穴合用, 则调理肝脾, 安神定志, 发挥标本

兼治的效应. 
我们通过本研究 ,  可以初步证实针刺治

疗D-I B S疗效确切 ,  具备“简”、“便”、

“效”、“廉”优势, 值得临床推广应用. 其可

能机制为针刺调节VIP释放, 改善内脏敏感性

及胃肠运动功能紊乱, 发挥缓解腹痛、腹部不

适、大便性状异常效应. 但是, 由于本研究未能

采用反映IBS患者生活质量的评价指标、反映

IBS患者心理状态的评价指标等, 因此存在IBS观
察评价体系不够完善等问题[29]. 未来的研究中, 
应当采用大样本、多中心、中央随机区组设计, 
建立综合症状、生活质量、心理状态等具备中

医药特色的评价体系[30], 以更好的客观评价针刺

治疗IBS的效应. 
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Abstract
AIM: To investigate the protein expression of 
β-catenin and the mutations in exon 3 of the 
β-catenin gene in colorectal traditional serrated 
adenoma (TSA), conventional adenoma (TA/
VTA) and colorectal carcinoma (CRC), and to 
analyze the relationship between β-catenin ex-
pression and the carcinogenesis of TSA.

METHODS: Thirty TSA specimens, 20 TA/VTA 
specimens, and 21 CRC specimens were col-
lected. The protein expression of β-catenin was 
detected by immunohistochemical staining. 
β-catenin exon 3 mutations were detected by 
sequencing DNA from β-catenin-positive TSA (8 
cases), TA (6 cases), VTA (5 cases), and CRC (10 
cases) specimens.

RESULTS: There are significant differences in 
the positive rates of β-catenin expression among 
TSA, TA/VTA and CRC (P = 0.000). No signifi-
cant difference was noted in the positive rate of 
β-catenin expression between TSA and TA/VTA 
(P > 0.05) though a significant difference was 
found between TSA and CRC (P < 0.05). The 
degree of dysplasia in both TSA and TA/VTA 
was correlated with the positive rate of β-catenin 
expression (TSA: P < 0.01; TA/VTA: P < 0.05). 
No β-catenin exon 3 mutations were detected in 
TSA, TA/VTA or CRC.

CONCLUSION: Abnormal expression of β-catenin 
is related to the degree of dysplasia in TSA. 
β-catenin may play a role in the neoplastic progres-
sion of TSA.

Key Words: β-catenin; Serrated adenoma; Immu-
nohistochemistry; Gene sequencing
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摘要
目的: 观察β-catenin在结直肠传统锯齿状腺瘤
(TSA)、普通腺瘤及腺癌中的免疫组织化学
表达及外显子3基因突变, 分析β-catenin与锯
齿状腺瘤癌变的关系及意义. 

方法: 收集TSA30例, 管状腺瘤/绒毛管状腺
瘤(TA/VTA)20例, 结直肠腺癌(CRC)21例, 应
用免疫组织化学方法检测β-catenin在病变组
织中的表达情况; 选取细胞质/核表达阳性的
TSA 8例、TA 6例、VA 5例及CRC 10例进行
了β-catenin外显子3突变的检测. 

结果: 免疫组织化学结果显示β-catenin在TSA
中的表达阳性率为76.6%(23/30), TA/VTA
中70.0%(14/20), C R C中为95.2%(20/21); 
β-catenin在3种病变中的表达具有显著差异(P  
= 0.000), 对其进行两两比较后发现β-catenin
在TSA(23/30)中的表达与TA/VTA组(14/20)
之间无显著性差异(P >0.05), 与CRC(20/21)之
间有显著性差异(P <0.05); 随着TSA及普通腺

®

■背景资料
新近在研究锯齿
状腺瘤癌变的途
径中发现结肠癌
突变基因(MCC)
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制W n t信号转导
的新结直肠癌变
通路, 目前该通路
与锯齿状病变癌
变的关系尚不很
清楚. 

■同行评议者
李瑗, 教授, 广西
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瘤异型增生程度增加, β-catenin表达阳性率增
高, 异型增生程度与β-catenin阳性率呈正相
关, 差异有统计学意义(TSA: P <0.01; TA/VTA: 
P <0.05). 基因测序结果显示TSA、TA/VTA、

CRC均未检测到外显子3的突变.

结论: β-catenin在TSA的异常表达随异型增生
程度增加而表达增加. β-catenin蛋白水平的异
常表达与外显子3基因突变不同步. β-catenin
在锯齿状腺瘤癌变的过程中有促进肿瘤进展
的作用.

关键词: β-catenin; 锯齿状腺瘤; 免疫组织化学; 基
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0  引言

继结直肠腺瘤-癌顺序癌变(adenoma-carcinoma 
procedure of carcinogenesis, APC)通路外, 近年

来锯齿状癌变通道已为结直肠癌第二通路. 一
般认为锯齿状癌变通路主要分子遗传学改变包

括: (1)BRAF基因突变; (2)CpG岛甲基化现象

(island methylation phenomenon, CIMP); (3)微
卫星不稳定性(microsatellite instability, MSI)表
达[1-3]. 新近在研究锯齿状腺瘤癌变的途径中发

现结肠癌突变基因(mutation gene of colon cancer, 
MCC)联合β-catenin, 抑制Wnt信号转导的新结

直肠癌变通路, 目前该通路与锯齿状病变癌变

的关系尚不很清楚[4-7]. 本文观察30例传统锯齿

状腺瘤(traditional serrated adenoma, TSA), 20例
普通腺瘤及21例浸润性腺癌β-catenin的免疫组

织化学表达及其外显子3突变的情况, 重点观察

β-catenin在TSA中的表达和突变情况以及与异

型增生分级的关系, 并比较TSA与普通腺瘤及腺

癌有否差异, 旨在探讨β-catenin与锯齿状癌变的

关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国人民解放军252医院、河北

省巨鹿县医院病理科2003-01/2008-01病理诊断

为结直肠腺瘤及息肉的切片共1 685例, 从中筛

选出腺体以锯齿状结构为特征的病变91例; 由
专长胃肠病理诊断的高年资医师根据WHO及

文献[8-11]标准进行2-3轮病理组织学诊断分

类, 将锯齿状病变分为增生性息肉(hyperplastic 

polyps, HP)、广基锯齿状腺瘤(sessile serrated 
adenoma, SSA)、传统锯齿状腺瘤(traditional 
serrated adenoma, TSA)、混合性锯齿状息肉/腺
瘤、混合性锯齿状/管状腺瘤. 从中筛选出TSA 
30例. 随机抽取病理诊断为结直肠管状腺瘤(tu-
bular adenoma, TA), 绒毛管状腺瘤(tubulovillous 
adenoma, VTA)20例, 结直肠腺癌(colorectal car-
cinoma, CRC)21例, 将各类腺瘤按异型增生程度

分为轻中重度异型增生. 应用β-catenin单克隆抗

体(CAT-5H10)对30例TSA、20例TA及VTA、21
例CRC进行免疫组织化学染色. 并对8例TSA、

6例TA、5例VTA及10例CRC进行β-catenin基因

外显子3的突变检测.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学方法: 标本经40 g/L中性甲醛

固定, 常规石蜡包埋, 行4 μm厚的连续切片, 免
疫组织化学采用MaxVision即用型染色方法: 常
规脱蜡、脱水, 加入一抗后室温放置2 h, PBS液
浸泡3次, 加二抗(通用型)室温孵育20 min, DAB
显色, 苏木素染色. β-catenin单克隆抗体购自福

州迈新生物技术有限公司. 
1.2.2 β-catenin基因的提取及外显子3的突变检

测: (1)DNA提取: 采用德国QIAamp DNA FFPE
试剂盒从石蜡包埋的组织中按说明书提取DNA, 
具体步骤: 将蜡块切成10 μm的切片(3片), 加入

1 mL的二甲苯, 封闭并剧烈摇晃10 s, 室温放置

15 min, 重复1次; 高速离心2 min, 用吸管移除上

清液, 加入1 mL的酒精(96%-100%), 摇晃, 室温

放置5 min, 重复1次; 室温下高速离心2 min, 用
吸管移除上清液; 37 ℃孵育10 min, 直到残留的

酒精全部蒸发; 加入180 μL的ATL缓冲液并加

入20 μL的蛋白酶K, 剧烈摇晃混匀; 56 ℃孵育

1 h; 90 ℃孵育1 h; 将滴液转移到1.5 mL的离心

管中, 在样品中加入200 μL的AL缓冲液, 振荡

并充分混匀, 再加入200 μL的酒精(100%), 振荡

并充分混匀; 将滴液转移到1.5 mL的离心管中; 
将整个溶解产物转移到QIAamp MinElute柱中

(2 mL的管), 以6 000-8 000 r/min离心1 min; 将
QIAamp MinElute柱放置到2 mL的管中, 弃去包

含有液体的收集管, 加入500 μL的AW1缓冲液, 
6 000-8 000 r/min离心1 min; 将QIAamp MinElute
柱放置到2 mL的管中, 弃去包含有液体的收集

管. 小心打开离心柱, 加入500 μL的AW2缓冲液,  
6 000-8 000 r/min离心1 min, 将QIAamp MinElute 
柱放置到2 mL的管中; 高速离心(20 000-14 000 
r/min)3 min使膜完全烘干, 将离心柱放置到1.5 

■相关报道
H u g h 等 也 发 现
β-catenin的广泛
的核表达及胞质
表达揭示了肿瘤
生长的异常性, 且
在对患者生存预
后的判断上有统
计学意义.
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mL的离心管中, 弃去含有液体的收集管; 小心打

开离心柱并向膜的中心加入20-100 μL的ATE缓
冲液, 室温下孵育1 min, 高速20 000-14 000 r/min
离心1 min; 离心后的液体即为提取的DNA, 并用

紫外分光光度仪测其浓度; (2)引物序列及引物

合成: 引物根据参考文献[12]获取引物序列: 上
游引物5'-TAACATTTCCAATCTACTAATGC-3', 
下游引物5'-AGCTACTTGTTCTTGAGTGAAG-
3', 扩增的片段长度为272 bp; 引物由上海英俊生

物有限技术公司合成; (3)PCR反应及电泳: PCR
反应试剂盒PrimeSTARTM HS(Premix)购自日本

TaKaRa公司. 反应体系为50 μL, Premix 25 μL, 
模板DNA 1 μL, 引物1 1 μL, 引物2 1 μL, 灭菌蒸

馏水22 μL. 反应条件: 热启动95 ℃ 5 min; 变性: 
94 ℃ 1 min; 退火: 57.6 ℃ 1 min; 延伸: 72 ℃ 1 
min, 共35个循环; 继续延伸: 72 ℃ 7 min. 取扩增

产物7.5 μL与1.5 μL上样缓冲液混合, 在2%琼脂

糖胶上电泳, 电压80 V, 30 min后在凝胶成像仪

上扫描, 记录结果, 凝胶电泳在270 bp处可见一

亮条带, 与引物序列一致, 扩增成功; (3)测序: 将
PCR产物送上海英俊生物技术公司进行测序. 测
序引物序列与PCR反应的引物序列相同, 方法是

终止法, 测序仪器为ABI公司的3730, 用axygen
胶回收试剂盒经过切胶纯化, 测序的试剂盒是

ABI公司的BigDyerRXTerminTMV3.1. 测序图通

过Chromas软件打开, 并通过PubMed的BLAST
功能与GenBank的全基因序列进行对照. 
1.2.3 免疫组织化学及基因突变结果判断: (1)
免疫组织化学结果判定: 按照Maruyama等[13]方

法, 分别从细胞膜、细胞质、细胞核3方面判断

β-catenin在细胞内的分布特征: 细胞膜阳性表达

细胞率>70%为正常表达, 反之为表达减弱或缺

失; 胞质或胞核阳性表达细胞率>10%定为异位

表达; 细胞膜表达减弱或缺失及异位表达统称

为异常表达. 其中正常表达记作阴性(-), 异常表

达记作阳性(+); 异常表达进一步根据其染色强

度分为3个等级: 染色呈淡黄色为染色弱, 记作

(+); 染色呈黄色者为染色中等, 记作(++); 染色

呈棕黄色者为染色强, 记作(+++); (2)β-catenin基
因外显子3的突变检测测序结果判断: 观察测序

的峰图有无双峰, 对于基线无杂波, 看见明显的

呈双峰的图像即为突变, 通过PubMed的基因库, 
对所测序列进行BLAST, 如有突变进一步分析

突变的位点及突变的具体类型. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行统

计分析, 免疫组织化学的结果采用Fisher确切概

率法进行统计, P <0.05差异有显著性.

2  结果

2.1 β-catenin在各类型病变中的表达 β-catenin在
TSA中的表达阳性率为76.6%, TA/VTA中70.0%, 
CRC中为95.2%; β-catenin在3种病变中的表达具

有显著差异(P  = 0.000), TSA与TA/VTA之间无

显著性差异(P >0.05), 与CRC之间有显著性差异

(P <0.05), TSA及TA/VTA的阳性表达率明显低于

CRC(图1). 并且观察到随着恶性程度增加, 免疫

组织化学染色强度明显增加, TSA及普通腺瘤中

没有+++染色, 而在癌组织中42.8%为+++. 本文

观察到1例TSA存在部分核表达异常, 3例CRC存
在部分核表达异常, 而TA/ VTA均未见核表达异

常(表1).
2.2 β-catenin表达与腺瘤异型增生程度的关系 
将T S A、TA/V TA腺体分为轻度、轻-中度及

中度、重度异型增生3组, 所有CRC均为浸润

性癌共4组, 比较β-catenin的表达有否差异. 其
中TSA伴轻度异型增生β-catenin 53.8%表达阳

性, TSA伴中度异型增生100%阳性, TSA伴重度

异型增生80.0%阳性; 相比之下, TA/VTA伴轻

度、轻-中及中度、重度异型增生阳性率分别为

50%、83.3%、100%, 其中4例伴重度异型增生

者均为VTA, 经统计学处理差异有显著性(表2). 
β-catenin表达阳性率与两组腺瘤异型增生程度

均呈正相关.
2.3 测序结果 根据免疫组织化学的结果选取了

表  1  β-catenin在各类型病变中的表达

     
类别   n -(n ) + n (%) ++ n (%) +++ n (%) 阳性n (%)

TSA 30 7 21(63.3) 2(10.0) 0(0.0) 23(76.6)

TA/VTA 20 6   9(45.0) 5(25.0) 0(0.0) 14(70.0)

CRC 21 1   5(23.8) 6(28.5) 9(42.8) 20(95.2)

χ2值 22.805 

P值   0.000

■应用要点
β-catenin在TSA
的异常表达随异
型 增 生 程 度 增
加 而 表 达 增 加 . 
β-catenin蛋白水平
的异常表达与外
显子3基因突变不
同步. β-catenin在
锯齿状腺瘤癌变
的过程中有促进
肿瘤进展的作用.
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异常表达的8例TSA、6例TA、5例VTA及10例
CRC进行了外显子3的突变检测, 发现无一例病

变存在外显子3的突变, 1例部分核表达阳性的

TSA及3例核表达阳性的CRC均未发现β-catenin
外显子3的突变(图2). 

3  讨论

现已发现Wnt信号途径的多种成分在人类肿瘤

发生过程中存在突变, 且所有突变结果多表现

为游离β-catenin增多, 形成β-catenin-T细胞因子

(T cell factor, Tcf)/LEF转录复合体, 激活下游原

癌基因, 这些原癌基因所表达的癌蛋白决定了

肿瘤组织的恶性表型. 使Wnt途径异常激活的最

常见因素便是APC基因及β-catenin基因的突变, 
二者的突变都会使胞质内游离的β-catenin增多, 
在结直肠肿瘤中这两个基因的突变是经常出现

的. β-catenin作为一种抑癌基因, 其作用涉及两

个相对独立的过程, 既是细胞间黏附连接的主

要结构成分, 又是APC β-catenin-T细胞因子信号

通路(Wnt信号通路)的中枢成分. 在正常分化成

熟的细胞中, β-catenin主要与膜表面E黏蛋白结

合, 参与同质性黏附. 而胞质内游离的β-catenin
因被磷酸泛素化, 可被蛋白酶体降解始终保持

在低水平[14]. 但当β-catenin降解障碍时, 胞质内

β-catenin水平升高, 导致β-catenin大量聚集进入

细胞核内与T细胞转录因子结合启动下游靶基

表  2  β-catenin表达与腺瘤异型增生程度的关系

     
类型   n 轻度异型增生n (%) 轻-中及中度异性n (%) 重度异型增生n (%) 浸润癌n (%) P 值

TSA 30        13(43.3)        12(33.3)          5(16.6)

阳性 23          7(53.8)        12(100.0)          4(80.0)

阴性   7          6(46.1)          0(0.0)          1(20.0) <0.01

TA/VTA 20        10(50.0)          6(30.0)          4(20.0)

阳性 14          5(50.0)          5(83.3)          4(100.0)

阴性   6          5(50.0)          1(16.6)          0(0.0) <0.05

CRC 21          -          -          -      21

阳性 20          -          -          -      20(95.2)

阴性   1          -          -          -        1(4.7)

图  1  β-catenin免疫组织化学结果. A: TSA胞质及胞膜明显

阳性; B: TA胞膜阳性为主, 少数胞质阳性; C: 腺癌胞质显强

阳性.

A

B

C

 TCTGG AATCCAT TCTG GTGCCACTACCACAGCTCC  T TCTCTGAGTGGTAAAGGCAA TCCTG AGGAAGAGGATG
90                100              110                   120           130               140              150  A

 TC  T G G T GC CAC   TA C C A CA G C   TC C   T TC   TC  TG  AG TG  G TA A A GG C AA  TC  C  T G  AGG  A AG A GG  AT G
 100                110                   120                   130                    140                  150  B

C
 TC  T G G  TGC CAC   T A C CA CA G C   TC C  T  TC   TC  TG  AG T G G TA A A GG C A A TC  C  T G  AGG  A AG A GG  AT G
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 100                110                   120                   130                    140                  150  

图  2  各类病变组织的测序图. A: TSA; B: TA; C: VTA; D: 

CRC. 各组病变测序图基线平稳, 未见杂波及双峰.

■同行评价
本文学术性较好, 
具有较高的临床
参考价值.
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因的转录, 从而启动肿瘤的生长程序. 
有文献报道[15,16]在结直肠癌组织中β-catenin

细胞质和细胞核表达增加是提示患者发生转

移和不良预后的良好指标 ,  国内 [17]研究发现

β-ca t en in的异常表达与结直肠癌分化程度、

Duke's分期、淋巴结转移有关, 提示β-catenin
的异常表达与细胞恶性转化及疾病进展紧密联

系. 还有研究[4]表明β-catenin在正常黏膜均为膜

表达, 而大肠腺瘤和腺瘤癌变存在不同程度的

细胞核异位表达增加和细胞膜表达下降, 异位

表达的程度随大肠腺瘤上皮不典型增生程度增

高而增强, 故认为β-catenin的膜表达下降和核

表达增加与大肠腺瘤向腺癌转变有关. 然而目

前对于结直肠肿瘤β-catenin基因突变情况的研

究结果差异较大, 一些学者认为结直肠肿瘤中

β-catenin基因突变极少, 只有10%左右[5,6], 也有

人认为较为普遍, 约占40-50%[7]. 本文中测得的

β-catenin在CRC中的突变率为0%(0/10). 
在大肠癌发生发展的多阶段、多步骤过程

中, 腺瘤恶变是腺瘤由良性向恶性转化的最早

期阶段, 大量研究发现β-catenin异位表达率在腺

瘤恶变组织中显著增高, 提示β-catenin的胞质积

聚并进入核内, 导致β-catenin的肿瘤性活化并激

活下游靶癌基因, 可能在腺瘤恶变过程中发挥

关键作用. Wong等[16]依次对正常结直肠组织、

结直肠息肉组织, 腺瘤组织及癌组织的β-catenin
表达进行研究发现: β-catenin的胞质/核表达率

在这4种组织中分别为0、8%、92%、100%, 且
发现β-ca t en in的异位表达与患者淋巴结转移

及其不良预后存在显著相关. Hugh等[18]也发现

β-catenin的广泛的核表达及胞质表达揭示了肿

瘤生长的异常性, 且在对患者生存预后的判断

上有统计学意义. 本研究亦发现β-catenin的异

位表达率在伴高度异型增生的TSA、普通腺瘤

及CRC中明显增高, 且差异有统计学意义. 因此

β-catenin胞膜至胞质表达异位的情况可作为结

直肠上皮性肿瘤恶变的评估指标. 
W u等 [ 1 9 ]对2 2例S S A和1 9例H P进行了

β-catenin免疫组织化学染色观察, 发现β-catenin
在SSA中主要分布在基底部, 而在HP中呈广泛

阳性分布, 其中发现9例SSA核表达阳性, 无1例
HP核表达阳性. Yachida等[20]观察到54例SSA中, 
35例(67%)存在β-catenin核异常表达, 而HP 12例
均无异常核表达(0/12), 推测β-catenin在锯齿状

病变的演变过程中起着重要作用, Wnt信号参与

SSA的肿瘤进展过程. 

本研究应用免疫组织化学方法发现β-catenin
在T S A的阳性表达率为76.6%, 普通腺瘤中

70.0%, CRC中为95.2%; TSA与普通腺瘤之间差

异无显著性, 但与CRC之间差异具有统计学意

义. 观察发现β-catenin表达与异型增生程度密切

相关, 其中β-catenin在TSA伴轻、中、重度异型

增生的阳性率分别为53.8%、100%、80%; 在普

通腺瘤伴轻、中、重度异型增生的阳性率分别

为50.0%、83%、100%; CRC的阳性率为95.2%, 
与文献结果一致, 提示Wnt信号同时参与锯齿状

腺瘤与普通腺瘤癌变通路进程, 同时与恶变程

度相关. 
根据免疫组织化学的结果, 我们选取了具有

细胞质异位表达的8例TSA、6例TA、5例VTA
组织进行了测序, 未发现一例病变存在β-catenin
外显子3的突变, 本研究中选取10例CRC作为对

照, 均无外显子3的突变. 在本文中发现3例CRC
局部核表达阳性, 1例TSA局部核表达阳性, 而
TA及VTA无一例核表达阳性. 因APC基因的突

变亦会导致胞质内β-catenin的积聚, 不能除外存

在APC基因的突变, 还有待于进一步进行APC
基因突变的测定, Fukuchi等[21]亦发现CRC有

β-catenin细胞质或细胞核聚集而无基因突变的

情况, 并分析其可能机制为: (1)存在第3外显子

以外的基因突变; (2)轻微的APC改变; (3)Wnt家
族蛋白的参与. 因此 β-catenin细胞质或核的聚集

可能还有其他分子事件发生, 有待于进一步的

研究. 
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Abstract
Hepatic fibrosis represents a wound healing 
response to liver injury due to various causes. 
Cirrhosis is the most advanced stage of fibrosis 
and, along with its complications, constitutes 
one of the major causes of morbidity and mortal-
ity worldwide. Past decades have witnessed tre-
mendous progress in understanding the mecha-
nisms of hepatic fibrosis. Activation of hepatic 
stellate cells is a key event in fibrosis, while a 
wide range of cytokines and their receptors and 
inflammatory cell subsets participate in the dy-

namic regulation of fibrosis progression. In terms 
of the diagnosis of hepatic fibrosis, novel serum 
markers and transient elastography have helped 
a lot in the assessment of liver fibrosis in addition 
to traditional liver biopsy. These findings both in 
the mechanism of liver fibrosis and the diagnosis 
of fibrosis are important for the implementation 
of rationally based approaches to limit fibrosis, 
accelerate repair and enhance liver regeneration 
in patients with chronic liver disease.

Key Words: Liver fibrosis; Hepatic stellate cells; 
Fibrogenesis; Diagnosis; Liver biopsy; Serum bio-
marker

Shao XQ, Xiao HS. Liver fibrosis: pathogenesis and clini-
cal diagnosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 
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摘要
肝纤维化是机体对各种病因引起的慢性肝损
伤后的一种损伤修复反应, 慢性肝病发展至最
后将发展成为肝硬化, 肝硬化及其并发症威胁
着全球居民的生命健康. 在过去的几十年中, 
人们在肝纤维化的发生机制方面已经取得了
很大的进展. HSC的激活是肝纤维化发生过程
中的一个重要事件, 同时各类细胞因子与其对
应受体; 以及各类炎症细胞均在纤维化发展
过程中扮演着重要的角色. 在肝纤维化的诊断
领域, 除了传统的肝活检技术, 新型分子标志
物以及影像学诊断技术均为临床诊断提供了
准确的诊断依据. 肝纤维化发生机制与诊断
技术领域所取得的重大发现, 给慢性肝病患
者的纤维化治疗以及康复带来了新的曙光. 

关键词: 肝纤维化; 肝星状细胞; 纤维化发生; 诊断; 

肝活检; 血清学标志物
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0  引言

肝纤维化是指肝脏内弥漫性细胞外基质(特别是

胶原物质)过度沉积, 是机体对各种病因引起的

®

■背景资料
肝纤维化是机体
对各种病因引起
的慢性肝损伤后
的一种损伤修复
反应, 所引起的肝
硬化及肝硬化并
发症影响着人类
的健康, HSC的激
活是肝纤维化发
生过程中的一个
重要事件. 在肝纤
维化的诊断领域, 
除了传统的肝活
检技术, 新型分子
标志物以及影像
学诊断技术均为
临床诊断提供了
准确的诊断依据. 

■同行评议者
高 泽 立 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院周浦分
院消化科 
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慢性肝损伤后的一种损伤修复反应[1], 是肝硬化

的早期可逆阶段. 如不及时治疗则可能进展成

为失代偿期肝硬化并出现各种终末期肝病并发

症[2], 肝硬化及其并发症已经成了全球发病与死

亡的主要因素, 肝纤维化是很多肝病终末期阶

段复杂病症发生的基础, 如肝门静脉高压、肝

腹水、合成功能紊乱、代谢能力受损等等. 因
此, 肝纤维化的深入研究对缓解肝纤维化病情

具有重要的临床意义.
大部分慢性肝病患者, 尽管肝脏被持续刺

激长达十多年, 但是因为肝脏显著的再生能力

纤维化的发展仍是比较缓慢的. 然而, 纤维化的

发展进程往往又会发生改变, 这就促使着我们

去揭秘纤维化的发病机制, 以及控制肝损伤沉

积速度的遗传因素.
在肝纤维化的临床诊断上, 通常认为肝活

检是肝纤维化分期诊断的金标准. 然而, 肝活检

也存在着一定的局限性, 例如样本误差、不同

阅片者之间的偏倚、昂贵的检查费用、患者承

受的巨大痛苦等, 这些局限性使得人们寻找新

的方法以代替肝活检对肝纤维化进行诊断. 
本文将就肝纤维化的发病机以及临床诊断

方面的研究进展情况进行具体介绍.

1  肝纤维化的发生机制

肝纤维化的形成是一个相当复杂的过程, 他涵括

了肝细胞的凋亡、间充质细胞的增殖、细胞外

基质中Ⅰ型胶原蛋白; Ⅲ型胶原蛋白的沉积等过

程[3]. 细胞外基质的沉积破坏了肝脏的正常组织

学结构, 最终导致了肝硬化的发生

1.1 细胞外基质在正常肝与纤维化肝中的细胞

来源 肝纤维化过程中, 细胞外基质细胞来源的

确定是纤维化发生机制及纤维化治疗研究工作

中的一个巨大进步. 在正常肝及纤维化肝中, 肝
星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是主要细胞

来源[4], 另外, 某些间充质细胞也在细胞外基质

的沉积中起到了重要的作用, 如: 肝门成纤维细

胞[5], 骨髓分化而来的相关细胞[6], 以及表皮细胞

-间充质细胞转换(epithelial-mesenchymal transi-
tion, EMT)过程形成的成纤维细胞等[7]. EMT转
换在肾脏中比较典型, 但是其在肝纤维化过程

中的扮演的角色日益受到人们的关注.
HSC处于肝实质细胞与窦状小管内皮层细

胞之间[8], 是人体内储存维生素A的一类细胞. 
HSC具有促纤维形成的潜力且并不局限于肝脏

中, 在慢性胰腺炎及胰腺癌患者的胰腺中也发

现了这类星形细胞[9]. 正常情况下, HSC处于静

息状态并且只产生少量的细胞外基质组分用于

基质膜的形成[10].
1.2 HSC的激活机制 在肝纤维化的病理学研究

中, 人们通常以HSC的激活为基础来展开研究. 
HSC的整个激活过程包括两个重要的阶段: 起
始阶段和永久阶段[11], 紧接着便是炎症消退阶

段. 起始阶段: 起始阶段同样也称作炎症前阶段, 
代表使得细胞能够对外界细胞因子及刺激产生

反应的早期基因表达与表型变化. 起始阶段主

要是由细胞外基质环境的变化以及受损肝细胞

产生的过氧化物等产物所引起的. 永久阶段: 永
久阶段主要源于那些为维持活化表型并促进纤

维化产生的刺激效应. 永久阶段包括增殖, 收
缩, 纤维形成, 基质降解, 维生素A损失等几个分

散过程. 炎症的消退阶段: 炎症的消退则指促进

HSC凋亡或者使得HSC转变至静息状态的过程. 
1.2.1 起始阶段: HSC激活初始阶段的变化是由

于相邻细胞(如窦状小管内皮细胞, 肝细胞以及

血小板等)的旁分泌刺激引起的. 肝细胞在膜损

伤及脂过氧化作用过程中可以为纤维化的产

生提供活性氧[12]. 受损伤后死亡的肝细胞可以

通过Fas的调节来激发HSC的起始阶段, 肿瘤

坏死因子相关凋亡诱导性配体(tumor necrosis 
factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL)
也参与了这个过程. 从肝实质细胞中释放出来

的凋亡片段对于成熟的HSC和Kupffer细胞来说

是促进纤维生成的[13], Kupffer细胞的浸润与激

活同样对HSC的激活起着重要的作用. Kupffer
细胞通过细胞因子[尤其是转化生长因子β1( 
transforming growth factor-β1, TGFβ1)]与活性

氧物质的作用促进基质的合成, 细胞的增殖以

及HSC中维生素A的释放[14]. 窦状小管内皮细胞

同样也促进TGFβ从潜伏状态转变为活化状态; 
促进某种纤连蛋白的产生以促使早期HSC的激

活. 血小板也通过血小板衍生生长因子(platelet 
derived growth factor, PDGF), TGFβ, 表皮生长

因子(epidermal growth factor, EGF)提供旁分泌

刺激. 
1.2.2 永久阶段: 在HSC激活的永久阶段, 细胞

在行为上至少有6种不同的表现: 增殖、趋化、

纤维生成、收缩、基质降解以及维生素A的流

失. 整个变化的网络体系促进了细胞外基质的

沉积并加速正常细胞外基质被损伤痕迹所代

替. (1)增殖: PDGF是目前为止发现的最有效的

HSC促分裂剂[15]. 在HSC中, PDGF的下游信号

■研发前沿
目前肝纤维化的
发病机制是研究
纤维化分子治疗
领 域 的 重 点 ,  热
点; 而在纤维化的
诊断领域, 人们正
在努力寻求可以
用于肝纤维化精
确诊断的新型分
子标志物.
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通路包括PI3激酶以及ERK/MAP激酶等[16]. 另
外, 血管内皮细胞生长因子[17], 凝血酶及其受体, 
EGF, TGFα, 角质化细胞生长因子[18]及碱性成纤

维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor, 
bFGF)[19]等在HSC中也具有促有丝分裂能力及

促纤维形成能力. 这些有丝分裂原在HSC中的

信号通路已经被阐释清楚, 从而为临床干扰治

疗提供了很多潜在的靶点[20]; (2)趋化: HSC细胞

在细胞因子化学诱导剂的作用下可以发生迁移

现象[21]. 人们已经鉴定出很多这样的化学诱导

剂, 比较显著的包括PDGF, 单核细胞趋化蛋白

(monocyte chemoattractant protein, MCP-1), 趋
化因子受体(chemokine receptor 3, CXCR3)[22]. 
相反, 人们发现, 阿糖腺苷可以弱化这种趋化现

象, 并且在细胞到达损伤处之后停止移动. HSC
的这种特征性趋化现象的机制目前已经被人们

揭示, 研究发现, 顶端细胞的扩散以及胞体向诱

导剂方向移动跟PDGF的刺激相关, 而细胞拖尾

的突触缩回则跟肌球蛋白的瞬间磷酸化相关[23]; 
(3)纤维的形成: HSC同时通过增加细胞的数目

以及每个细胞的细胞外基质的生成量来实现纤

维化. 在肝脏创伤中研究得最多的是Ⅰ型胶原

蛋白, Ⅰ型胶原蛋白在HSC中的表达可以通过转

录调控及转录后调控两种方式被很多种刺激及

信号通路所调控. TGFβ1有旁分泌和自分泌两种

来源, 刺激HSC产生Ⅰ型胶原蛋白及其他基质

组分的能力最强[24]. TGFβ的下游信号分子中有

一类具有双重功能的分子家族Smads, Smads调
节很多胞外及胞内信号, 并增强TGFβ在纤维生

成过程中的影响. TGFβ1同样可以促进很多种其

他胞外基质成分如细胞纤连蛋白, 蛋白多糖等

的产生[25]. 另外除了Smads调控之外, TGFβ1还
可以通过过氧化物的还原以及依赖于C/EBPβ等
的机制来促进HSC产生胶原蛋白. 另外, Smads
在急性肝损伤与慢性肝损伤中的反应也是不同

的[26]. 脂类物质的过氧化产物也是细胞外基质

产生的一种重要刺激源[27]. 这种刺激作用会随

着HSC在激活过程中抗氧化能力的丧失而被放

大, 这就给利用抗氧化剂对各种肝脏疾病进行

治疗提供了理论依据. 同时, 结缔组织生长因子

(connective tissue growth factor, CTGF)对于HSC
来说也是一种促纤维生成信号[28], 并且可以因高

血糖及胰岛功能亢奋等因素而表达上升; (4)收
缩: HSC的收缩是肝纤维化早期及晚期中肝门抗

性上升的一个重要因素. 晚期肝硬化患者中分

离得到的胶原蛋白束中含有大量的活化HSC, 他

通过对肝脏整体的压缩以及对单个窦状小管的

压迫阻碍肝门部位的血液流动. HSC在活化的

过程中可以获得伸缩性的现象已经通过体外培

养及体内实验得到证明, 且该过程通过钙离子

受体调控与细胞外基质发生相互作用[29]. 内皮

因子-1与一氧化氮是HSC收缩性调节的对立调

节因子, 除此之外, 血管收缩素Ⅱ, 生长激素抑

制素, 一氧化碳等都是HSC收缩性调节因子. 同
时, 随着HSC的激活, 细胞骨架蛋白α-SMA的表

达也会上升, 同样为细胞的伸缩能力提供了支

撑; (5)细胞外基质的降解: 肝纤维化是一个细胞

外基质生成与降解的动态平衡过程. 因此, 跟
基质的生成一样, 肝纤维化过程中的细胞外基

质降解对于纤维化治疗来说也是一个可以调

控的过程. 基质降解蛋白酶催化正常肝胞外基

质的分解, 促使胞外正常基质被损伤基质所取

代, 从而对细胞的功能造成损害. 从另外一个

方面来说, 对慢性肝病患者增生的细胞外基质

进行再吸收可以逆转肝功能失调以及肝门脉

高压的情况.
在过去的这些年中, 细胞外基质重构的机制

研究已经有了很大的进展. 其中,  基质金属蛋白

酶(matrix metall proteinase, MMP), 起着重要的

作用, MMP是一类钙离子依赖性的蛋白酶. HSC
是MMP-2, MMP-9, MMP-13主要来源[30], 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. 在肝硬化患者中, MMP-2的表达显

著上升[31]. MMP-1是Ⅰ型胶原蛋白的主要蛋白

降解酶, 且Ⅰ型胶原蛋白是纤维化肝脏中的主

要胶原蛋白, 然而, 这种酶的来源目前却不清楚, 
HSC中虽然可以检测到MMP-1 mRNA的表达, 
却检测不到有活性的MMP-1[32].

M M P活性的调控表现在多个水平上: 可
以通过与基质金属蛋白酶组织抑制剂(t i s s u e 
inhibitors of metalloproteinase, TIMP)的结合来

抑制M M P的活性. H S C能够分泌具有活性的

TIMP-1, TIMP-2. 在肝损伤过程中, 这类蛋白酶

的释放可以抑制间隙胶原蛋白酶的活性, 从而

导致聚集的基质无法降解. 同时TIMP-1可以抑

制HSC的凋亡, 因此, TIMP-1的持续表达可以增

加活性HSC的数目[33]. 
1.2.3 炎症的消退阶段: 在我们寻求肝纤维化治

疗方法的过程中, HSC的激活是如何被消退的便

成了一个重要的议题. 我们可以通过两种途径

来减少活性HSC的数目, 从而将活性HSC逆转至

静息状态; 或者通过凋亡途径实现HSC的清除. 

■相关报道
H s i e h 等 报 道 了
Fibroscan这种全
新的, 非创伤性的
临床检测方法, 用
于肝纤维化的准
确诊断, 这是一种
可重复且不依赖
于操作者的检测
方法.
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在体外实验中, 人们已经成功地将处于活化状

态的HSC逆转为基膜基质[34], 但是在体内还未能

实现.
同时, 有很多报导表明在肝纤维化缓解的

过程中, HSC可发生凋亡[35]. 在细胞培养实验中, 
HSC对CD95-L以及TRAIL控制的凋亡途径比较

敏感, 且NK细胞可以通过TRAIL调控的机制诱

导HSC发生凋亡[36]. 神经生长因子(nerve growth 
factor, NGF)对HSC也有促凋亡作用. 在最近的

一项研究中, NK细胞的抗纤维化作用已被证实, 
在NK细胞敲除的小鼠体内, 纤维化程度加深; 而
当NK细胞被重新活化之后, 纤维化程度缓解[36]. 
且NK细胞诱导的HSC凋亡只对有NK细胞活化

受体NKG2D表达的HSC有效, 同时, NK细胞的

功能也是依赖于IFNγ的, 这同时也验证了先前

人们发现的IFNγ抗纤维化作用. 除了NK细胞, 活
化的Kupffer细胞同样可以通过caspase 9以及受

体相互作用的机制诱导HSC发生凋亡[37]. 既然

NK细胞可以通过促进HSC凋亡来抑制肝纤维

化的发生, 那么我们可以推测NK细胞的功能在

纤维化进展迅速的患者中相对那些纤维化进展

缓慢的患者来说是有所削弱的. 这就部分解释

了为什么纤维化会随着年龄而加重, 因为NK细

胞的功能会随着年龄的增长而退化. 
1.3 宿主基因型是影响纤维化进展的内在决定

因素 研究发现, 基因型在肝损伤时HSC的活化

过程中起着重要的作用, 并以单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)的形式表

现出来[38]. 全基因组扫描等高通量基因组学技术

已经被广泛应用于筛选与肝纤维化进展相关的

基因位点. 在一些研究中, 发现了先前从未报道

的与肝纤维化相关的基因, 从而揭示了肝创伤

痕迹产生与降解的新的调控通路. 而在某些研

究报道中, 会发现某些基因发生了序列上的突

变, 如Toll样受体4(toll like receptor 4, TLR4)基
因. 曾有报道综合7个SNP位点并制定出一个肝

硬化风险系数用于评估患者感染HCV病毒之后

发展成为肝硬化的风险概率[38]. 这样的信息对于

临床上的个体化治疗非常有意义.
目前, 人们已经在肝纤维化发展相关的宿

主调控基因的筛选与鉴定工作上取得了很大的

进展, 同样, 人类自身的免疫相关因子也在纤维

化的发病机理中扮演着重要的角色. 研究发现, 
在HCV感染过程中, Th1细胞因子反应的程度

往往与肝损伤及纤维化程度成正比[39]. 在HCV, 
HIV共同感染的患者中, 纤维化的程度往往要比

一般患者严重, 这也暗示了免疫系统在纤维化

的进展过程中起着一定的调节作用[40]. 另外, 雌
激素可能对纤维化的发生起着一定的抵御作用, 
因为人们发现女性患者比男性患者的纤维化进

展过程要缓慢一些[41]. 

2  肝纤维化的诊断

一直以来, 肝活检通常被人们当做肝纤维化诊

断的金标准. 然而, 肝活检本身也存在着一定的

缺陷, 比如说给患者带来的痛苦及风险, 取样过

程中产生的误差以及不同阅片者对纤维化等级

鉴定结果的误差等. 因此人们一直在寻找着能

够代替肝活检的非创伤性诊断标志物. 理想的

标志物应该是肝纤维化特异性的, 能够对纤维

化进行准确分级, 不受其他并发症的影响, 并且

具有灵敏、可重复、经济节约等特点.
2.1 纤维化Ⅰ类标志物 很多研究发现了一些能

够反映肝细胞外基质降解情况的适用型血清标

志物, 包括透明质酸, 层粘连蛋白, Ⅳ型胶原蛋

白, MMP, TIMP-1等等(表1). 在这些标志物中, 
透明质酸具有大概86%-100%的灵敏度以及88%
的特异性[42]. 透明质酸由活化的HSC分泌, 且直

接进入窦状小管中, 因此, 血清中的透明质酸的

水平可以直接反映HSC细胞的活动程度, 并间接

反映了纤维化的进展状况. 而其他血清学标志

物的诊断标准在不同的研究中则在一定的值域

内呈波动状态[43]. 很有可能是由于这些标志物

并不是纤维化特异性的, 因为在自身免疫疾病, 
肾脏疾病, 胰腺炎以及肺纤维化中也有这些标

志物指数上升的报道. 对C型肝炎长期抗肝硬化

的治疗数据显示: 将透明质酸, TIMP-1, 以及血

小板数目三者结合的诊断模型要比其他报道的

一些诊断模型要更加准确. 当然, 我们还需要对

这些标志物进行进一步的验证实验, 并且将他

们与其他的血清标志物进行比较, 如FibroTest, 
Hepascore等[44]. 一个新的方法是测量慢性肝病

表  1  常用的纤维化Ⅰ类标志物

     
标志物 诊断方法 灵敏度(%) 特异性(%)

Ⅲ型胶原N端肽 放射免疫测定法   78      81

透明质酸 ELISA   86-100      88

层粘蛋白 放射免疫测定法

酶免疫分析法

  80      83

YKL-40 放射免疫测定法

/ELISA

  78      81

TIMP-1, TIMP-2 ELISA   67      69

■创新盘点
肝纤维化的发病
机制及其临床诊
断是目前肝病研
究领域的一大热
点, 但是国内很少
有研究者综合这
两方面进行详细
总结. 本文就肝脏
星形细胞的激活
对肝纤维化的发
病机制进行了详
细总结, 并对纤维
化临床诊断领域
的传统方法与最
新技术进行了总
结概括. 对广大的
医学工作者有很
好的参考作用.
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患者血清中细胞角质蛋白18磷酸化水平[45], 从
而成为细胞中蛋白酶活性以及凋亡情况的替代

性标志物, 在HCV感染患者中, 这种检测方法已

经达到85.7%的灵敏度以及99.9%的特异性.
2.2 纤维化Ⅱ类标志物 对纤维化进行诊断的

第二种方法往往是根据常规血液检查来判断

的, 用于检测肝脏合成功能的变化. 通常需要

检查的标志物包括血小板数目, 胆红素, 转运

蛋白, ECM参数, 丙氨酸转氨酶(alanine amino 
transferase, ALT), 谷草转氨酶(aspartate amino 
transferase, AST)等等. 这些检查项目可以通过统

计学方法被编辑成各种生化评分系统. 通常有

APRI, FibroTest, Forn's指数等[46](表2). 最为常用

的是FibroTest, 他可以对各个阶段的纤维化进行

分类, 但是, FibroTest的弊端就在于他使用3种不

常规的检测参数, 因此必须对实验室检测标准

进行统一. 将APRI, FibroTest, Forn's指数3种运

算方法有序地结合起来可以使得诊断结果更加

准确, 使得50%-70%的HCV感染患者没有必要

进行肝活检检查[47]. 
尽管这些血清学标志物可以作为肝纤维化诊

断的有力工具, 但是, 他们的不足之处就在于利用

这些标志物无法反应纤维化早期的微小变化[48].
2.3 纤维化的影像学诊断 对肝脏进行的超声成

像技术仅局限应用于那些已经发展成肝硬化的

患者. 而FibroScan则是一种全新的, 非创伤性的

临床检测方法[49], 他通过对肝脏的硬度进行检测

从而对纤维化做出诊断判断. 通过对慢性丙肝

患者的研究表明FibroScan可以检测显著性的纤

维化, 对于METAVIR等级≥2的患者其工作特征

曲线下面积可达到0.79, 而对于肝硬化患者其工

作特征曲线下面积可达到0.97[50]. 同时, 研究还

发现, 利用FibroScan可以检测出丙肝患者在接

受肝移植之后复发时的移植性肝纤维化[51]. 利
用FibroScan对肝硬度进行测定是一种可重复的, 
且不依赖于操作者的检测方法, 可应用于临床

上肝硬化患者的诊断. 然而FibroScan的缺陷在

于其无法对肥胖患者做出正确的诊断, 因为信

号穿透的深度是有限的; 同时, 由于肝脏的硬

度随着年龄会发生变化, 因此还需要对检测结

果进行深入的标准化分析. 近些年, 随着技术

的发展, 已经将核磁共振成像技术应用于肝脏

的临床检测[52], 而且, 已经有越来越多的研究

将核磁共振谱引入到肝纤维化检测中来. 然而

这些研究大多样本量比较少, 因此, 对核磁共

振在纤维化检测上的应用还需要更加标准化

的实验来检测验证, 核磁共振成像技术很有可

能为肝脏的病理生理学研究但来更多的有效

生物学信息. 

3  结论

在过去的几十年中, 肝纤维化发病机制方面的

研究已经取得了很大的进展, 人们已经揭示出

细胞外基质的细胞来源, 并且HSC激活的各个阶

段过程中的调控通路也在慢慢被研究人员逐步

向人们展示. 在纤维化的诊断技术上, 除了传统

的肝活检技术, 也出现了一些新的分子标志物, 
用于诊断评估纤维化的发展情况, 同时, 影像学

技术也为纤维化的诊断提供了大量的诊断信息, 
在临床上若能将这几种诊断方法结合起来, 则
能够更有效准确地纤维化进行诊断.

不管是纤维化发病机制还是纤维化的诊

断方面的研究, 最终目的都是希望能够优化纤

维化的临床治疗 ,  干预或逆转纤维化的发生 . 
随着纤维化发病机制的研究不断深入, 将会给

临床治疗提供越来越多的治疗靶点; 并且, 新
的诊断技术的出现, 使得纤维化的临床诊断变

得更为准确, 能够帮助医生确定诊疗方案. 在
今后的研究工作中, 随着后基因组时代的到来, 
更多的基因多态性信息以及基因的表达谱信

息将给纤维化的临床治疗提供更多的诊断信

息. 随着实验室研究工作与临床实际应用的结

合, 将给慢性肝病患者的有效抗纤维化治疗带

来新的曙光. 
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Abstract
The classic model of partial hepatectomy was 
first established in the 1930s and played a key 
role in the research of liver regeneration and 
liver disease in mammals. Rats and mice are the 
most commonly used animals for research, but 
surgery is usually performed in rats. Consider-
ing many differences between rats and mice, 
this paper aims to summarize the crucial points 
in the surgical procedure for mice and the prin-
ciples and methods of partial hepatectomy.  

Key Words: Partial Hepatectomy; Liver regenera-
tion; Mouse
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摘要
部分肝切除术创建于20世纪30年代, 他为哺
乳动物的肝再生和肝疾病等研究提供了重要
的实验工具, 现有的手术方法主要以大鼠和
小鼠为对象. 小鼠的部分肝切除手术与大鼠
的手术方法有较大的相似性, 但因其体质差
异不能完全复制大鼠的手术方法. 本文结合
文献报道和实践操作的经验, 除了对部分肝
切除术的原理和主要方法进行介绍外, 也对
小鼠部分肝切除手术流程及其关键控制点进
行了总结. 

关键词: 肝部分切除术; 肝再生; 小鼠
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0  引言

早在1931年, Higgins和Anderson建立了大鼠部

分肝切除(partial hepatectomy, PH)模型[1]. 几十年

来, 哺乳动物的肝切除手术已经广泛应用于肝再

生、肝肿瘤和急慢性肝衰竭等模型[2-10]. 鼠类肝

的分叶结构比较明显, 每叶各具有肝蒂及肝门

静脉分支, 且占总肝质量的比例各不相同, 因
此可根据不同的实验要求进行不同程度的肝切

除．对大鼠进行肝切除手术仅需要具备基本的

外科手术技能, 可重复性高且死亡率低[1,6,10-14]. 
但是当今基于基因组学的模式动物肝再生研究

中, 小鼠肝切除模型的地位也越来越重要; 通过

对基因敲除小鼠施行部分肝切除术已经成为研

究特定基因对肝再生影响的一个经典策略[15-25]. 
然而, 小鼠对手术的耐受性不及大鼠, 实际手术

过程的复杂性和细致性也相对较高, 因此不能

完全复制大鼠的肝切手术方法．下文对大鼠和

小鼠PH模型(主要是小鼠模型)的研究进展进行

了综述并根据实践经验对小鼠部分肝切除术进

行了总结.

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝脏是机体中最
大的消化器官, 也
是体内新陈代谢
的重要场所, 具有
强大再生能力. 而
临床上有大量肝
衰竭、肝硬化等
肝再生不足的病
例, 使得肝再生机
制研究及治疗肝
再生障碍类疾病
的药物研发成为
一个热点, 而哺乳
动物的部分肝切
除术是公认的研
究肝再生最经典
的模型.
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1  PH后肝再生模型

肝再生一直以来是医学领域研究的热点. 临床

上有大量患者因肝再生不足(如肝衰竭)等病症

急需药物治疗, 而目前对肝再生的机制还没有

完全阐明, 能直接促进肝再生的药物研发也尚

处在实验室阶段. 
肝脏在受到损伤后就立即开始了再生过程. 

在对大鼠进行肝切除后的16 h内, DNA复制开

始, 在70%肝切除的经典模型中, 肝脏的剩余部

分在切除后24 h代偿性增生至原肝质量的45%, 
72 h后达到70%, 7-14 d达到93%, 并在大约20 d
时基本恢复至原肝质量[1]. 同样, 人类的肝再生

也非常迅速, 在活体肝脏移植中, 捐助者的剩余

肝脏在7 d内增生了1倍, 而受助者接受移植的肝

叶后, 达到同样的增生结果也仅仅需要14 d, 两
者都在手术后1 mo左右分别恢复到各自的原始

肝质量[26,27]. 
肝再生的速度和肝被切除的比例呈现一定

正相关, 切除比例越大, 肝再生速度越快. 但是

肝切除的比例过大(>85%)或者过小(<30%)都会

导致肝细胞再生减缓[28]. 同时有研究表明, 肝脏

各独立肝叶的再生能力也有显著差异[29]. 
哺乳动物肝再生的过程和人类相似, 从动

物模型中获得的某些结论也能很好地应用到人

类肝脏的研究中[28]. 目前, PH是研究肝再生机制

及药物研发过程中最常用的实验手段, 大鼠和

小鼠肝切除模型是研究较为广泛和深入的肝再

生模型[1,11,30,31].

2  小鼠PH模型的研究现状

2.1 小鼠肝解剖示意 小鼠和大鼠在肝组成方面

的一个显著区别是小鼠含有胆囊, 而大鼠没有

胆囊. 此外, 他们在肝体积和各自分叶比重等方

面也有所不同. 基本上, 小鼠和大鼠在基本的肝

脏分叶结构, 肝静脉和门静脉的分支, 以及胆道

系统等方面都是类似的[32]. 
小鼠的肝主要由4个部分组成: 中叶(median 

lobe, ML)、左外叶(left lateral lobe, LLL)、右叶

(right liver lobe, RLL)和尾叶(caudate lobe, CL). 
各叶间的叶间裂明晰, 层次突出. 中叶又分为左

中叶(left median lobe, LML)和右中叶(right me-
dian lobe, RML), 左中叶覆盖于左外叶之上. 右
叶又分为右上叶(superior right lobe, SRL)和右下

叶(inferior right lobe, IRL), 右上叶被覆于右中叶

之下, 右下叶毗邻右肾. 尾叶根据与下腔静脉的

关系又分前尾叶(anterior caudate lobe, AC)和后
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尾叶(posterior caudate lobe, PC), 尾状突(caudate 
process, CP)贴合下腔静脉, 一般很少出现. 
2.2 根据肝脏各叶的比重选择肝切除模型 总
体而言 ,  大鼠肝脏各叶所占肝总质量的比例

分别是: M L 38%(L M L 13%+R M L 25%)、
LLL 30%、RLL 22%(SRL 12%+IRL 10%)、
CL 10%(AC 4%+PC 4%+CP 2%)[12,14]. 在1931年, 
Higgins和Anderson通过对大鼠中叶和左外叶共

同肝蒂处的结扎, 切除肝脏的中叶和左外叶, 成
功实施了70%肝切除手术. 此后, 这个经典模型

得到广泛运用和研究, 并且手术时间也大幅缩

短[1,11]. 而在其他一些模型中(如急性肝衰竭等), 
肝组织被切除的比例则常常达到90%以上[13,33]. 
大鼠90%的肝切除的对象包括中叶、右叶和左

外叶这三部分肝叶; 若进行95%肝切除, 则还需

增加前尾叶; 而在97%模型中, 除了腔静脉部分

保留之外, 几乎所有肝叶均被切除. 
汤朝晖等[34]通过对C57/B6♂小鼠进行简单

的分叶顺次肝切除, 得到各肝叶占总肝质量的

比例分别为: LLL 37.12%、LML 9.46%、RML 
19.40%、SRL 13.46%、IRL 11.48%、CL 7.30%. 
而更先进的核磁共振成像技术表明[35], 中叶占

40%, 而左外叶占约30%(各叶的比例分别是: 
LLL 30.8±1.3%、ML 39.9±8.0%、SRL 16.2±
1.7%、IRL 12.3±1.4%、CL 8.8±1.4%), 可见由

于区位因素和饲养条件的差异, 即便是同品系

同性别的小鼠, 肝脏各叶的比例依然存在显著

差异. 因此在建立肝切除模型之前, 应首先进行

预实验, 确定样本小鼠肝脏各叶的比重, 才能对

切除率进行较为准确的控制. 
在测量获取肝脏各叶分别占总肝质量的比

重后, 即可根据模型要求, 选择切除单个或多个

肝叶. 一般在30%肝切除模型中, 考虑到存在胆

管阻塞、胆源性肝损等并发症的风险, 不建议

单独切除中叶或者左外叶[32]. 常见的肝叶组合

如表1.
2.3 常见的肝切除技术手段 随着医疗技术的发

展, 肝切除手术也越来越精细化. 迄今为止的各

种研究中, 已报导的有以下4种技术手段. 
2.3.1 传统大部结扎法: 这种方法是在肝门部进

行整体的结扎. 尽管最为经典和常用, 但是风险

较高, 尤其当中叶和左外叶一并结扎时, 可能导

致下腔静脉狭窄和肝脏充血. 而针对大鼠, 还可

借助腹腔镜实施[36], 但手术时间长, 且对技术的

要求比较高. 
2.3.2 止血夹法: 止血夹法是在传统结扎法基础
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上的改进, 最早见于Schaeffer等[37]在1994年的报

导. 传统结扎中所使用的丝线被替换为钛金属

止血夹. 手术时间大幅缩短, 但和传统结扎法一

样存在可能发生较多并发症的风险; 同时也存

在一些疑虑, 如金属止血夹置于体内是否影响

肝再生[30,37]. Nikfarjam等[30]报道, 利用改进的止

血夹法对小鼠进行2/3肝切除, 通过统计手术前

后小鼠的肝脏质量变化, 发现体内即使放置了

止血夹, 宏观上小鼠肝脏的再生过程也并未受

到显著影响. 
2.3.3 基于血管定位的肝实质保留法: 该技术无

需对肝门进行结扎[13], 而是根据血管定位; 先行

使用蚊式止血钳夹住所切肝叶靠近根部的位置, 
再对止血钳以上的部分进行切除, 止血钳以下

的肝实质部分则用丝线进行结扎. 这种方法留

下来的坏死组织切面平整, 不易感染剩余的肝

叶. 但由于血管并非单独呈现, 且多分支, 止血

钳可能对血管的其他分支造成损伤, 因此不建

议在切除左中叶或者右中叶时使用这种方法. 
2.3.4 基于血管定位的显微手术法: 显微手术法

比上述方法在操作上更为细致. 在肝叶切除之

前, 需要对肝脏的门静脉和动脉的相应分支进

行结扎[38]. 在肝叶实质切除时, 再对相应的肝静

脉进行结扎, 方法和上述肝实质保留法类似. 显
微手术法的优点在于降低了因结扎导致的下腔

静脉阻塞的风险, 准确的脉管结扎也更符合临

床的肝段切除术; 左中叶和右中叶也可以依此

法结扎, 分别进行切除. 这种手术方法的缺点在

于需要专用的设备和专门的技术, 手术耗时较

长. 专业性强但不易推广.

3  小鼠PH技术的应用

3.1 小鼠PH流程 本手术需要两名人员参与(一
名主刀, 一名助手), 两人对面而坐协同进行. (1)

麻醉: 按体质量10 mg/kg腹腔注射利多卡因, 也
可选择戊巴比妥等麻醉药物; (2)消毒: 待小鼠

麻醉后, 四肢远端以手术线打成活结牵引, 背靠

鼠板, 以头部朝向助手, 尾部朝向主刀的位置固

定, 使用碘伏消毒腹部手术部位(上至腋窝连线

水平, 下至腹股沟上缘连线水平); (3)开腹: 选
择肋弓下缘连线为手术口; 剪开皮毛, 术口长约

1.5-2 cm左右; 在与腹白线交界处先剪开一约0.5 
cm的小切口, 在助手以止血钳夹住两侧的腹壁

动脉后, 继续向两侧延伸切口宽度至合适长度

(1.5-2 cm); (4)游离、结扎及切除: 先将左外叶与

尾叶、胃、膈肌之间的系膜及肝胃韧带等剪去, 
令各肝叶完全游离, 以手术线结扎需要切除的

肝叶的肝门部, 在其颜色变深后, 剪去该叶; (5)
缝合: 在清除完腹腔残留血液后(注意检查有无

继续渗血或者损伤周围组织器官), 逐层缝合腹

壁肌层及皮毛层; (6)补液: 术毕在小鼠背部皮下

注射生理盐水0.5 mL以给予支持治疗; (7)温室

复苏及恢复: 将小鼠置于37 ℃通风保温箱复苏, 
在12-24 h后若小鼠行为活跃, 可逐步将小鼠环

境温度降至室温; 注意观察小鼠活动及进食变

化, 必要时延长温室恢复时间. 
3.2 小鼠PH的注意事项 小鼠死亡原因分析及体

会: (1)手术操作失误: 因结扎部位不恰当(结扎

在肝叶部位时, 手术线匝绕等效于切割肝脏, 残
肝结扎部位在关闭腹腔后仍不断渗血, 最后因

失血性休克导致小鼠死亡); 手术器械误伤周围

器官等. 结扎肝叶时, 止血夹和丝线都比较常用. 
我们采用丝线结扎法, 主要是考虑到丝线占用

小鼠体内的空间较小, 具有一定韧性, 且没有止

血夹的金属刚性, 在小鼠正常生理活动时, 不会

误伤体内其他脏器. 此外, 丝线的材质一般为尼

龙、真丝等高分子材料, 相比止血夹使用重金

属钛, 对动物安全性较高, 且价格低廉. 最后, 用
丝线结扎对于操作人员的技术要求不高, 方法

更容易普及; (2)复苏温度不适: 我们发现, 在室

温下进行术后恢复小鼠死亡率很高, 而给予一

个合适的温室环境可以显著提高小鼠的术后生

存率. 我们推荐一种经过实践研究总结出来的

“梯度式温控复苏”方法: 在术后的6-12 h, 将
小鼠置于35 ℃-37 ℃环境; 12-24 h, 置于32 ℃
-35 ℃环境; 24 h以后可以置于30 ℃以下或者室

温环境中; 根据小鼠恢复状况(活动、进食等)可
适当延长或缩短各个阶段的时间. 在手术过程

中, 小鼠因失血导致体温下降, 可通过设置加热

毯或加热灯来保持体温[30,31]; (3)伤口感染: 手术

■相关报道
Higgins和Ander-
s o n 首 次 建 立 大
鼠的部分肝切除
模型 ,  Greene和
Nikfarjam等各自
报道了与小鼠部
分肝切除相关的
技术要点与方法.

表  1  不同比例肝切除所推荐的肝叶组合

     
切除比例(%) 切除肝叶        保留肝叶

10 CL ML, LLL, RLLs

20 CL, SRL ML, LLL, IRL

30 CL, RLLs ML, LLL

40 LLL, IRL ML, SRL,CL

50 ML, SRL LLL,IRL,CL

60 RLLs, ML LLL,CL

70 ML, LLL RLLs, CL

80 ML, LLL, IRL SRL, CL

90 ML, LLL, RLLs CL
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最好在负压空间进行以减少感染可能性; 注意

手术过程中术口消毒, 术后恢复过程中要防止

饮用水污染伤口; (4)术口的选择: 腹腔手术较多

使用纵行切口开腹, 这样可以减少腹壁肌肉的

离断, 但可能会延长肝叶结扎所需时间并增加

小鼠的手术消耗; 我们通过实践证明, 横行切口

开腹也可以具有相对较轻的手术损伤和较好的

术后恢复表现, 而且横行切口更有利于肝叶的

游离和结扎; (5)麻醉不当: 小鼠个体对麻醉剂

的敏感程度具有一定的差异性, 同时身体各部

位对麻醉剂的吸收速度也有差别, 应确认麻醉

剂的注射和起效部位在腹腔而不是皮下. 设计

和应用合理的麻醉方案, 是满足手术需要和保

证实验动物安全的前提. 常用的全身麻醉剂乙

醚因其挥发性过高, 麻醉深度不容易掌握, 且麻

醉后恢复相对过快, 并不适用于本手术. Greene
等[31]认为通过腹腔或静脉注射的麻醉剂都具有

肝毒性, 因此他们采用“吸入式麻醉法”, 即通

过给小鼠套上一种带有汽化喷雾装置的面具, 
通入异氟烷和氧气的液气混合物, 从而达到麻

醉目的. Nikfarjam等[30]则采用了“混合式麻醉

法”, 通过腹腔注射氯胺酮和赛拉嗪的混合麻

醉剂, 同时辅以皮下注射卡洛芬起止痛作用. 而
有文献证实三溴乙醇和氯胺酮/赛拉嗪混合剂, 
在早期对淋巴细胞、肝脏Kupffer细胞以及内皮

细胞有损伤作用, 因而并不推荐在涉及肝脏组

织的实验中使用[39]. 因小鼠性别、周龄、品系等

的差异可能导致个体对麻醉药的敏感度差别较

大, 因此需要在术前摸索一个合适的给药剂量. 
中等麻醉深度有助于缩短小鼠术后的苏醒时间

并提高存活率; (6)术后支持、对症治疗不足: 手
术过程中小鼠会有较多的体液流失, 术毕可以

皮下注射或腹腔灌填生理盐水, 以补充体液. 针
对术后疼痛, 可每隔8 h注射叔丁啡等止痛剂[31]. 
3.3 小鼠PH模型的实验应用 小鼠的PH模型是

研究肝再生相关细胞因子和信号通路的主要模

型[17-20,23,24,40]. Jin等[41]对小鼠注射人IL-6非重组蛋

白后, 进行87%肝切除, 研究IL-6在抑制肝氧化损

伤和坏死方面的作用; Cataldegirmen等[42]对小鼠

分别进行70%和85%肝切除, 对比发现阻断糖基

化终末产物受体(receptor for advanced glycation 
end products, RAGE)可以提高85%肝切小鼠的

存活率, 并论证RAGE可以通过调控抑制肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的表达

来削弱损伤后肝的再生能力; 此外, 通过对患有

血小板增多症的小鼠进行90%肝切除, 发现血小

板在维持肝脏功能, 预防急性肝衰竭等方面也

有着一定作用[43]. 

4  结论

鼠类PH实验模型常被用作为研究人类肝再生机

制及治疗相关疾病药物研发的平台. 但是, 由于

进行肝再生基础研究的科研人员缺乏相应的临

床知识, 导致该模型的普遍采用受到了一定的限

制(尤其是小鼠模型). 事实上, 如果能控制好手

术过程中的各个关键环节, 仅需要基本的外科手

术技巧即可建立这种动物模型; 而且, 手术可重

复性高, 动物死亡率低. 因此, 对PH动物模型进

行细致描述具有重要的意义. 虽然小鼠PH模型

在手术流程和术后护理等方面, 与大鼠相比较显

得更加繁杂, 但考虑到小鼠作为最常用的实验动

物, 其饲养成本低、繁殖周期短、全基因组序列

清楚、品系纯, 使其作为研究平台更有优势.  
当然, 这一模型与人类正常的解剖生理及病

理等方面还存在较大的差别. 比如, 人类肝脏与

鼠类肝脏的脉管系统也存在着显著差异, 人类肝

脏的各划分区与鼠类肝脏的各分叶之间的对应

性也仍有待进一步研究[44]. 哺乳动物的肝再生动

力学因物种不同呈现的机制也不同, 人类肝脏所

能接受部分切除的最大比例是70-80%[45,46], 而鼠

类却几乎能耐受95%的肝切除[13], 可见动物模型

的结果不能完全转化到人类肝脏的研究中. 此
外, 常见的急性肝衰竭模型仅是通过PH, 通过

肝质量减少来模拟, 这与临床上更为常见的因

病毒引起的肝组织损伤与坏死存在相当的差距, 
因此在肝切除后, 还需对剩余肝组织进行局部

缺血, 甚至添加肝毒性物才能达到与临床接近

的效果. 而临床肝衰竭的患者小范围还常患有

精神方面的并发症, 如肝性脑病, 这些更是动物

模型中无法反映出的. 其他的一些局限还表现

在, 动物肝切除之后, 常规的肝功能指标和人类

肝脏指标的变化不一致[47]. 
不可否认部分肝切除术动物模型还存在某

些局限性, 但是考虑到这一经典模型对肝再生

过程具有独特的、可控性的呈现方式, 因此他

已经成为肝再生领域研究一个重要的平台. 而
且随着基因操作技术的逐渐成熟, 转基因小鼠

与基因敲除小鼠越来越多地应用到肝再生障碍

相关病的研究中, 小鼠PH模型必将得到更为深

入的发展.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

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

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

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
AIM: To examine possible alterations in plasma 
carbon monoxide (CO) levels and alveolar 
permeability in rats with carbon tetrachloride-
induced cirrhosis.

METHODS: Liver cirrhosis was induced in rats 
by subcutaneous administration of carbon tet-
rachloride. Mean arterial pressure (MAP, kPa), 
heart rate (HR, b/min), and portal pressure (PP, 
cm/H2O) were monitored by using an indwell-
ing catheter. Plasma CO levels were determined 
by Chalmers method, and alveolar permeability 
was measured using the Evens blue extravasa-
tion technique.

RESULTS: Typical features of cirrhosis were 
histologically observed in carbon tetrachloride-
treated rats. Compared with normal control rats, 
cirrhotic rats presented a significant increase 
in portal pressure (16.67 cmH2O ± 0.63 cmH2O 
vs 8.82 cmH2O ± 0.29 cmH2O; P < 0.01), plasma 

CO levels (18.69 μmol/L ± 1.86 μmol/L vs 10.27 
μmol/L ± 1.21 μmol/L; P < 0.01), and Evens blue 
extravasation (36.57 μg/g ± 1.69 μg/g vs 29.83 
μg/g ± 2.34 μg/g; P < 0.01), but a significant de-
crease in mean arterial pressure (15.92 kPa ± 0.74 
kPa vs 18.93 kPa ± 0.71 kPa; P < 0.01).

CONCLUSION: Activation of the HO-CO sys-
tem and increased alveolar permeability may be 
important causes of development of hepatopul-
monary syndrome in patients with cirrhosis.

Key Words: Cirrhosis; Hepatopulmonary syndrome; 
Carbon monoxide; Alveolar permeability

Yang SP, Wang JY, Guo JS. Alterations in plasma carbon 
monoxide levels and alveolar permeability in cirrhotic 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 281-283

摘要
目的: 观察CCl4诱导的肝硬化模型中, CO及肺
泡血管壁通透性的变化.

方法: CCl4皮下注射制备大鼠肝硬化模型, 动
脉插管生理多导仪记录心率、平均动脉压的
变化, 门静脉插管测定门静脉压力, 血浆CO水
平的测定用联二亚硫酸盐还原法, 静脉注射伊
文思蓝测定肺泡血管壁通透性.

结果: CCl4成功复制肝硬化模型, 显微镜下见
正常肝小叶被完全破坏, 有典型的假小叶形
成. 肺组织肺泡壁增厚, 肺毛细血管管腔扩张, 
部分肺泡腔变小. 与正常对照组相比, 肝硬化
组平均动脉压显著降低(15.92 kPa±0.74 kPa 
vs  18.93 kPa±0.71 kPa, P <0.01), 门脉压力显
著增高(16.67 cmH2O±0.63 cmH2O vs  8.82 
cmH2O±0.29 cmH2O, P <0.01); 血浆CO水平
显著升高(18.69 μmol/L±1.86 μmol/L vs  10.27 
μmol/L±1.21 μmol/L, P <0.01); 肺组织EB含量
明显增加(36.57 μg/g±1.69 μg/g vs  29.83 μg/g
±2.34 μg/g, P <0.01).

结论: HO-CO的激活、肺泡血管壁通透性增
加可能是肝肺综合征的重要原因.

关键词: 肝硬化; 肝肺综合征; 一氧化碳; 肺泡通透性
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■背景资料
肝硬化尤其是晚
期常伴发肺部结
构和功能的改变, 
如出现低氧血症
并伴有肺部血管
扩张即称为肝肺
综合征(HPS), 是
肝硬化严重并发
症 之 一 ,  发 病 机
制 尚 不 清 楚 ,  目
前认为可能与扩
血管物质/缩血管
物质的失衡、肺
部微血管增生及
通透性增加等因
素有关.

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
科 
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0  引言

肝硬化尤其是晚期常伴发肺部结构和功能的改

变, 如出现低氧血症并伴有肺部血管扩张即称为

肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome, HPS), 是
肝硬化严重并发症之一, 发病机制尚不清楚, 目
前认为可能与扩血管物质/缩血管物质的失衡、

肺部微血管增生及通透性增加等因素有关[1]. CO
是一种扩血管物质, 是由血红素氧合酶(heme 
oxygenase, HO)催化血红素降解而产生的, HO是

这一过程的限速酶. 研究提示肝硬化时HO-CO
系统被激活, CO过量产生导致全身血管扩张, 在
HPS发病中的作用受到重视[2]. 本文拟在CCl4大

鼠肝硬化模型上, 观察血CO水平以及肺血管通

透性的变化, 并探讨在HPS发病中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 伊文思蓝(Eans Blue, EB)、甲酰胺、联

二亚硫酸钠等购自上海化学试剂采购站. 主要

仪器有754型分光光度计、生理多导仪(SMUP-
PC型包括四路放大器、换能器、数模传换卡、

计算机及信号处理软件)等.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: ♂SD大鼠(购于上海中科院实

验动物中心), 体质量为180-220 g. 按传统方法

制备CCl4肝硬化模型, 即大鼠皮下注射500 mL/L 
CCl4(以橄榄油稀释)3 mL/kg体质量(首次加倍), 
每周两次, 正常对照组给予相同剂量的橄榄油. 
第12周末结束. 取肝硬化大鼠10只、正常对照

大鼠10只进行实验. 
1.2.2 血流动力学检测: 用1%戊巴比妥钠40 mg/kg
腹腔注射麻醉, 取右侧股动脉插管, 将接有三

通的PE50导管插入, 连接生理多导仪以测定心

率、血压. 平均动脉压(mean arterial pressure, 
MAP kPa) = 舒张压+(收缩压-舒张压)/3. 于大鼠

腹中线位置纵向剪开皮肤和腹肌, 用16G的套管

穿刺针在远断刺入门静脉主干开口处, 用丝线

结扎固定, 拔去针芯, 接三通和测压管(管中注满

肝素生理盐水稀释液), 读取水柱高度为门静脉

压力. 
1.2.3 肺泡壁血管通透性测定 [3]: 股静脉注射

1.5% EB, 2 h后放血处死大鼠, 用生理盐水灌洗

肺血管后, 取肺称其质量, 用甲酰胺水浴, 分光

光度仪比色, 蒸馏水作空白对照, 测定吸光度, 
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根据标准曲线计算出EB含量. 
1.2.4 血浆CO的测定[4]: 用联二亚硫酸盐还原法:  
取两支试管分别标明为实验管和对照管, 各加

入1% Hb溶液1 mL. 实验管加入待测血浆1 mL, 
对照管加入蒸馏水1 mL. 两管均加入联二亚硫

酸钠溶液0.1 mL, 混匀, 静置10 min. 在波长为

540 nm、555 nm分别测吸光度, 计算两者的比

值R, 根据标准曲线计算出CO的量. 
1.2.5 形态学检查: 组织用Carnoy液(醋酸∶氯仿

∶无水酒精为1∶3∶6)固定, 石蜡包埋切片, HE
染色, 光镜下观察肝脏、肺等形态学改变.

统计学处理 采用方差齐性检验及t检验. 数
值以mean±SD表示. P <0.05差异有显著性.

2  结果

2.1 病理情况 肝硬化大鼠肝脾明显肿大, 肝脏变

形、表面凹凸不平呈结节状、质地变硬、边缘

变钝. 显微镜下见正常肝小叶被完全破坏, 肝细

胞脂肪变性、结缔组织明显增生形成纤维条索

并包绕肝细胞、肝内脉管系统已完全紊乱, 形
成典型的假小叶. 肺组织肺泡壁增厚, 可见大量

吞噬细胞和中性粒细胞浸润, 肺毛细血管管腔

扩张, 部分肺泡腔变小. 
2.2 血流动力学指标 肝硬化模型组与正常对照

组比较, 肝硬化组MAP显著降低, 门脉压力显著

增高, 而两组大鼠的心率无显著性变化(表1). 
2.3 各组大鼠血浆CO水平及肺组织EB含量的变

化 肝硬化大鼠血浆CO水平显著高于正常对照大

鼠(18.37 μmol/L±1.79 μmol/L vs  10.27 μmol/L±
1.21 μmol/L; P <0.01), 肺组织EB含量肝硬化组

明显高于正常对照组(36.57 μg/g±1.69 μg/g vs 
29.83 μg/g±2.34 μg/g; P <0.01).

3  讨论

HPS是肝硬化或非肝原性门静脉高压的严重并

发症之一, 发病机制还不清楚, 可能与肺循环血

管的普遍扩张、肺部血管增生和通透性增加等

有关. 研究提示NO在HPS的血管扩张中起重要

www.wjgnet.com

表  1  各组大鼠心率、平均动脉压、门脉压力的变化 (n = 10)

     
分组   HR(b/min)   MAP(kPa)    PP(cmH2O)

对照组 395.9±14.9 18.93±0.71   8.82±0.29      

Cirrhosis 409.6±15.6 15.92±0.74a 16.67±0.63b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. HR: 心率; MAP: 平均动脉压; PP: 

门脉压力.

■相关报道
Z h a n g 等在结扎
胆管造成胆汁性
肝 硬 化 模 型 ,  发
现3-5 wk肺组织
HO-1表达升高、
COHb逐渐上升 , 
用 H O 抑制剂后 , 
COHb降到正常 , 
动脉血氧分压和
肺内血管的扩张
得到改善.
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作用, CO同NO一样也是一种扩血管气体信使物

质[5], 肝硬化时CO产生增加, 在血管功能紊乱中

的作用受到广泛关注[6]. 
内源性CO是由HO催化血红素而产生的, 并

同时释放等摩尔数的Fe和胆绿素, 后者在胆绿

素还原酶的催化下很快还原为胆红素. HO是这

一过程的限速酶, 是一种微粒体酶, 目前发现有

HO-1、HO-2、HO-3, HO-1是诱导型, 是热休克蛋

白32(heat shock protein 32, HSP32), 在缺O2、内毒

素、NO、TNF、重金属、氧化应急等刺激情况

下产生, 在正常情况下脾脏有大量的HO-1的表达, 
肝脏有少量的表达, 可能与衰老红细胞和游离血

红蛋白的清除有关; HO-2是结构型, 是细胞的组

成部分, 广泛分布肝脏、脾脏、肺及中枢神经系

统等, 起维持血管张力和发挥信息传递作用. HO-3
活性很低, 功能目前尚不清楚[7]. 

本实验结果显示, 肝硬化大鼠门静脉压力

明显升高, 存在门脉高压, MAP显著降低出现血

流动力学紊乱现象即所谓的高动力循环状态, 
肝硬化大鼠血浆CO水平明显升高, 说明肝硬化

时HO-CO系统发生变化, CO产生增加, 这与文

献报道一致[8]. 肺组织病理示肺泡壁增厚, 毛细

血管扩张, 肺血管壁通透性增加, 也存在肝硬化

发生肺血管并发症的病理生理基础. 有临床研

究发现肝硬化合并有HPS患者血COHb水平明

显生高[9], Zhang等[10]在结扎胆管造成胆汁性肝

硬化模型, 发现3-5 wk肺组织HO-1表达升高、

COHb逐渐上升, 用HO抑制剂后, COHb降到正

常, 动脉血氧分压和肺内血管的扩张得到改善. 
该研究同时还发现肝硬化大鼠肺组织内皮细胞

中NOS表达也增强, 而这种内皮源性的NOS是
毛细血管增生的媒介, 在部分结扎门静脉引起

的门脉高压模型和结扎胆管引起的肝硬化模型

上观察到内脏毛细血管明显增生并与NOS表达

呈正相关, 在肝硬化模型上还观察到内脏微血

管壁通透性增加[11], 临床研究发现肝硬化患者肺

泡通透性很容易受损[12]. 肝硬化状态下HO表达

增加、CO水平的上升, 不仅能引起内脏血管扩

张, 也能引起肺部血管的扩张, 同时肺部血管通

透性的改变更易发生HPS. 
肝硬化门脉高压时, HO活性增加、CO产生

增多的原因尚不清楚. 肝硬化时常伴有内毒素

血症、细胞因子增加、血管切应力改变等, 这
些可诱导HO-1的表达. 有研究发现NO能调节

HO-1的表达[13]. NO的供体能刺激主动脉平滑肌

细胞的HO-1基因的转录, 引起HO-1 mRNA的表

达和蛋白的合成增加. 肝硬化时NO合成增多, 因

而NO也是HO活性增强的原因之一. 肺血管通透

性增加可能与血管扩张、低白蛋白等有关. 在
临床上HPS在肝硬化中的发病率为4%-47%[14], 
目前只有肝移植, 尚没有其他的有效方法, 故加

强这方面的研究对预防和治疗HPS可能有很重

要的意义[15]. 
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Abstract
AIM: To investigate the heterogeneous expres-
sion of Wnt signal molecules in HepG2 cells 
with different proliferative ability.

METHODS: The soft agar colony formation as-
say was used to separate HepG2 colony-forming 
cells. The mRNA expression and protein expres-
sion and distribution of β-catenin and COX-2 
in parental HepG2 cells and HepG2 colony-
forming cells were detected by RT-PCR, Western 
blotting and immunochemistry, respectively.

RESULTS: The expression levels of β-catenin 

mRNA and protein in HepG2 colony-forming 
cells were significantly higher than those in pa-
rental HepG2 cells (0.905 vs 0.549; 1.021 vs 0.700; 
both P < 0.05). β-catenin was mainly localized in 
the cytoplasm in parental HepG2 cells and in the 
nucleus in HepG2 colony-forming cells. The ex-
pression levels of COX-2 mRNA and protein in 
parental HepG2 cells were significantly higher 
than those in HepG2 colony-forming cells (0.857 
vs 0.527; 0.731 vs 0.434; both P < 0.05). Immu-
nochemistry analysis showed that most HepG2 
cells were positive for COX-2.

CONCLUSION: β-catenin and COX-2 may be 
closely related to the degree of differentiation of 
hepatocellular carcinoma. The expression pat-
terns of β-catenin and COX-2 in parental HepG2 
cells and HepG2 colony-forming cells imply that 
HepG2 colony-forming cells have the character-
istics of liver cancer stem cells.

Key Words: Wnt; β-catenin; COX-2; Soft agar; He-
patocellular carcinoma; HepG2 cell line

Wang BS, Wei DQ, Yu SN, Jiang DD, Zhao JL, Shi CX, 
Jiang JY. Heterogeneous expression of Wnt signal mole-
cules in parental HepG2 cells and HepG2 colony-forming 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 284-288

摘要
目的: 研究W n t信号传导通路的关键因子
β-catenin和COX-2在肝癌细胞株HepG2及其
克隆形成细胞中的表达, 探讨Wnt信号传导通
路在不同增殖能力细胞中表达的异质性.

方法: 以HepG2细胞为研究对象, 采用软琼脂
克隆形成实验筛选克隆形成细胞, 应用RT-
PCR、免疫化学和Western blot等技术, 检测
W n t信号传导通路的关键因子β-c a t e n i n和
COX-2在肝癌细胞株HepG2及其克隆形成细
胞中的表达.

结果: β-catenin mRNA和蛋白质在克隆形成
细胞中的表达水平高于HepG2细胞(0.905 vs  
0.549; 1.021 vs  0.700; 均P <0.05). β-catenin的

®

■背景资料
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一条在生物进化
过程中十分保守
的信号通路, 该通
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细胞的形成以及
肿瘤的发生、发
展密切相关.
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阳性信号在HepG2细胞中主要分布于细胞质, 
克隆形成细胞中主要分布于细胞核. COX-2 
mRNA和蛋白质在HepG2细胞中的表达高于
克隆形成细胞(0.857 vs  0.527; 0.731 vs  0.434; 
均P <0.05). 大多数HepG2细胞中表达COX-2
蛋白, 阳性反应沉淀物主要位于细胞质, 少数
克隆形成细胞中有COX-2蛋白弱表达.

结论: Wnt信号传导途径的关键因子β-catenin
和COX-2与肝癌分化程度相关. β-catenin和
COX-2等Wnt信号传导通路的关键因子在肝
癌细胞HepG2及其克隆形成细胞的分布模式
支持克隆形成细胞具有肝癌干细胞的特征.

关键词: Wnt; β-catenin; COX-2; 软琼脂克隆; 肝

癌; HepG2
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0  引言

肿瘤异质性概念汇集了肿瘤在空间、时间和结

构等方面的表现, 研究表明肿瘤细胞间或细胞

内的信号传导也是存在异质性的. Wnt信号通路

是一条在生物进化过程中十分保守的信号通路, 
该通路异常或不恰当的活化与肿瘤干细胞的形

成以及肿瘤的发生、发展密切相关. 近年来Wnt
信号通路异常与肝癌发病机制的关系已成为研

究的热点. 本研究选取Wnt信号通路的关键因子

β-catenin和COX-2, 检测其在人肝癌HepG2细胞

株及其克隆形成细胞中的表达, 探讨Wnt信号通

路在不同增殖能力细胞中表达的异质性, 为肝

癌的靶向治疗提供新的治疗靶点.  

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株由潍坊医学院免

疫学教研室梁淑娟博士惠赠. DMEM高糖培养

基(美国Gibco公司), 低熔点琼脂(上海YITO Bio-
instrument公司), 胎牛血清(杭州四季青生物技

术有限公司), 胰蛋白酶(美国Sigma公司), 96孔
板、24空板(青岛爱普科生物工程有限公司), 鼠
抗人β-catenin单克隆抗体、羊抗人COX-2多克

隆抗体(Santa Cruz公司), 即用型DAB显色试剂

盒(北京中杉金桥生物技术有限公司), RNA提取

试剂盒、AMV第1链cDNA合成试剂盒、PCR
扩增试剂盒、β-catenin和COX-2引物(上海生工

生物工程技术服务有限公司); PVDF膜(Sigma), 

ECL发光试剂盒(Pierce Biotechnology), 封闭蛋

白干粉(武汉博士德生物工程有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 软琼脂克隆: 以1%的琼脂糖凝胶作为储备

胶, 冷却至50 ℃时, 与培养基按比例混合配制

0.6%的底层胶铺于培养皿中; 再冷却至42 ℃时, 
按比例与细胞悬液混合, 0.2%的上层琼脂. 待上

层琼脂凝固后在其表面覆盖一层完全培养基以

防止琼脂表面干燥, 然后放入细胞培养箱中培

养, 每日镜下观察, 并补充培养基, 约2 wk后取出

分离单个细胞克隆群落进行培养.  
1.2.2 RT-PCR: 根据人β-ca ten in、COX-2的
mRNA序列, 利用Primer 5.0引物设计软件, 设计

引物序列. β-catenin: 上游引物5'-GGTGGGCT-
GCAGAAAATGGTT-3', 下游引物5'-GATG-
GCAGGCTCAGTGATGTCTTC-3', 扩增产物567 
bp. COX-2: 上游引物5'-CGAGGTGTATGTAT-
GAGTGT-3', 下游引物5'-AGTGGGTAAGTAT-
GTAGTGC-3', 扩增产物157 bp. β-actin: 上游引

物5'-TCCTGTGGCATCCACGAAACT-3', 下游

引物5'-GAAGCATTTGCGGTGGACGAT-3', 扩
增产物314 bp. 按RNA提取试剂盒说明提取总

RNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性, 
将合格的RNA样品保存于-70 ℃冰箱备用. 按
照美国Fermentas公司逆转录试剂盒说明合成

cDNA的第1链. 再进行PCR扩增. PCR反应条

件为: 94 ℃ 4 min; 94 ℃ 1 min, 55 ℃(COX-2: 
51 ℃)30 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环; 72 ℃延伸7 
min. 用BiospectrumAC分析软件分析电泳条带, 
计算目的基因与内参照(β-actin)扩增带灰度值

之比, 即得目的基因mRNA的相对表达量. 
1.2.3 免疫细胞化学染色: 常规免疫细胞化学染

色观察β-catenin、COX-2蛋白质的表达. 两人双

盲法观察切片.  采用Image-Pro Plus 5.0图像处理

软件, 在高倍镜下(×40)每张片子随机选取10个
视野区, 对阳性结果区域进行灰度扫描, 以其平

均相对灰度值作为表达量的值.
1.2.4 免疫蛋白印迹: 常规免疫蛋白印迹方法, 用
BiospectrumAC分析软件分析电泳条带, 计算目

的基因与内参照(β-actin)扩增带灰度值之比, 即
得目的蛋白的相对表达量. 

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件对结果

进行分析, 结果用mean±SD记录, 数据采用两组

均数的t检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 β-catenin在HepG2细胞及其克隆形成细胞中

■研发前沿
近年来Wnt信号通
路异常与肝癌发
病机制的关系已
成为研究的热点.
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的表达 免疫化学发现, HepG2细胞多呈β-catenin
阳性反应 ,  阳性反应沉淀物主要分布于细胞

质, 少见细胞核表达; 克隆形成细胞中, 多呈

β-catenin强阳性, 阳性反应沉淀物主要分布于细

胞核, 少数细胞质也有表达, 且在胞核的表达较

强, 在胞质的表达较弱(图1). β-catenin在HepG2细
胞及其克隆形成细胞中的免疫化学灰度值见表

1, 结果显示阳性细胞的数量在HepG2细胞及其

克隆形成细胞中呈增高趋势, 差异有统计学意义

(P<0.05). RT-PCR检测β-catenin mRNA在HepG2
细胞及其克隆形成细胞中β-catenin/β-actin的灰

度比值见表2, β-catenin mRNA在克隆形成细胞

中的表达水平高于HepG2细胞, 差异有统计学意

义(P<0.05). 免疫印迹检测β-catenin蛋白在HepG2
细胞及其克隆形成细胞中β-catenin/β-actin的灰

度比值见表3; 在克隆形成细胞中β-catenin蛋白

表达水平高于HepG2细胞中的表达水平, 差异有

统计学意义(P<0.05). 
2.2 COX-2在HepG2细胞及其克隆形成细胞中的

表达 免疫化学发现, HepG2细胞多可表达COX-2
蛋白, 阳性反应沉淀物主要位于细胞质, 少数克

隆形成细胞中有COX-2蛋白弱表达(图2). COX-2
在HepG2细胞及其克隆形成细胞中的免疫化学

灰度值见表1, 结果显示COX-2在HepG2细胞中

的表达高于克隆形成细胞, 差异有统计学意义

(P <0.05). RT-PCR结果显示, COX-2 mRNA在

HepG2细胞及其克隆形成细胞中的表达见表2, 

COX-2 mRNA在HepG2细胞中的表达高于克隆

形成细胞, 差异有统计学意义(P <0.05, 图3). 免
疫印迹检测COX-2蛋白在HepG2细胞及其克

隆形成细胞中COX-2/β-actin的灰度比值见表3; 
COX-2蛋白在HepG2细胞中的表达高于克隆形

成细胞, 差异有统计学意义(P <0.05, 图4).

3  讨论

Wnt信号通路是一条十分保守的信号转导通路, 
存在于从线虫到人类的各种动物体内, 参与调

节细胞的生长、迁移和分化及多种肿瘤的发生

发展, 被认为是肿瘤发生过程中的关键信号通

路之一[1]. Wnt信号通路在成体细胞中的不恰当

激活将导致机体发育的异常, 肿瘤的发生, 研究

表明Wnt信号通路的异常与大肠癌、胃癌、乳

■创新盘点
本文研究了Wnt信
号传导通路的关
键因子β-catenin和
COX-2在肝癌细
胞株HepG2及其
克隆形成细胞中
的表达, 结果显示
β-catenin在克隆形
成细胞中高表达, 
而COX-2在克隆
形成细胞中低表
达, 支持克隆形成
细胞分化程度低, 
具备肿瘤干细胞
的特征.

A B
图  1  β-catenin在
HepG2细胞及克隆
形成细胞中的表达
(免疫组织化学染色
×400). A: HepG2

细胞; B: 克隆形成

细胞.

A B
图   2   C O X - 2 在
HepG2细胞及克隆
形成细胞中的表达
(免疫组织化学染色
×400). A: HepG2

细胞; B: 克隆形成

细胞.
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图  3  1%琼脂糖凝胶电泳显示β-catenin、COX-2的RT-PCR
产物. 1: HepG2细胞; 2: 克隆形成细胞; 3: 阴性对照.
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腺癌、肺癌、前列腺癌[2-6]等多种恶性肿瘤的发

生密切相关. 
肝癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 我国

肝癌的发病率和死亡率均较高, 其中死亡率位

于恶性肿瘤的第2位. Wnt信号通路与肝癌的关

系已取得了不少研究成果, 但Wnt信号传导通路

在肝癌中的具体作用机制以及肝癌中是否存在

肝癌干细胞至今尚无定论. 
软琼脂克隆形成实验是一种公认的被用

来分离具有克隆能力的细胞的实验方法. Ham-
buger等[7]研究发现, 只有约0.02%-0.10%的癌细

胞可以在软琼脂上形成克隆. Sell等[8]认为仅少

数癌细胞是实际上致瘤性的细胞, 而那些可在

软琼脂上形成克隆的肿瘤细胞有可能就是肿瘤

干细胞(cancer stem cell, CSS)或肿瘤起始细胞

(tumor initiating cell, TSC). 本研究通过软琼脂克

隆形成实验对HepG2细胞进行筛选, 筛选出的克

隆形成细胞增殖能力更强. 进一步检测Wnt信号

通路在HepG2细胞及其克隆形成细胞中的表达, 
为肝癌干细胞的存在提供依据. 

β-catenin是Wnt信号转导途径中的关键因

子, 是连环蛋白家族的成员之一. 正常成熟细胞

内的Wnt信号通路是关闭的, β-catenin蛋白在细

胞质内的表达水平很低, 不进入细胞核. 当Wnt
信号通路异常时, 胞外的蛋白可失磷酸化, 而造

成β-catenin在胞质积累, 当达到一定水平时即

进入胞核, 如激活cyclin D1和c-Myc等可导致细

胞的增殖[9]. 已有研究表明, β-catenin在肝癌中

存在异常表达, 但其与肝癌的分化程度是否相

关尚存在争议[10-12]. 本研究结果显示β-catenin在
HepG2细胞中以胞质表达为主, 而在克隆形成细

胞中则以胞核表达为主, β-catenin在克隆形成细

胞中的表达水平高于HepG2细胞, 提示β-catenin
在克隆形成细胞中的的异位表达率高, 说明细

胞的成熟可能受阻. 提示克隆形成细胞为非成

熟细胞. β-catenin异常表达可能与肝癌的分化程

度有关.  
COX-2是前列腺素合成限速酶, 是炎症过程

中的一个重要的诱导酶. 已有研究多表明[13-16], 
COX-2在肝癌中的表达与分化程度有关, 分化好

的HCC中COX-2的表达明显高于分化差的HCC. 
本研究结果显示, COX-2在HepG2细胞中呈胞质

阳性表达, 而在克隆形成细胞中仅极少数细胞

出现COX-2的弱阳性表达, COX-2在HepG2细胞

中的表达高于克隆形成细胞, 提示COX-2可能与

肝癌的分化程度相关. 
通过探讨Wnt信号通路与肝癌以及肝癌干

细胞的关系, 我们发现Wnt信号传导途径的关

键因子β-catenin在克隆形成细胞中高表达, 而
COX-2在克隆形成细胞中低表达, 支持克隆形成

细胞分化程度低, 具备肿瘤干细胞的特征, 这将

有助于深入了解肝癌产生的具体机制, 进而探

讨肝癌发生、转移、耐药性以及预后相关的分

子机制, 为肝癌的治疗提供有效的治疗靶点.
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Abstract
AIM: To analyze the prevention and treatment 
of gastrointestinal bleeding after therapeutic en-
doscopy for alimentary tract disease.

METHODS: The clinical data for 42 patients who 
received endoscopic treatment for acute hemor-
rhage after endoscopic therapy were retrospec-
tively analyzed.

RESULTS: Of 1 089 patients undergoing thera-
peutic endoscopy, 392 underwent argon plasma 
coagulation (APC), of them 3 (0.8%) had gastro-
intestinal bleeding; 36 underwent loop ligature, 
of them 4 (11.1%) had bleeding; 64 underwent 
endoscopic mucosal resection (EMR), of them 8 
(12.5%) had bleeding; 367 underwent high fre-

quency electric coagulation, of them 17 (4.6%) 
had bleeding; 230 underwent ERCP-EST, of 
them 10 (4.4%) had bleeding. The total incidence 
of iatrogenic bleeding was 3.9% (42/1 089). The 
majority of patients developing bleeding were 
managed successfully by APC or titanium clip-
ping during endoscopic procedures, whereas 4 
patients developed uncontrolled bleeding and 
turned to surgical intervention. One patient de-
veloped bleeding after loop ligature and died 
of multiple organ dysfunction syndrome and 
diaphragmatic paralysis after vascular interven-
tional therapy.

CONCLUSION: Gastrointestinal bleeding after 
minimally invasive endoscopic surgery is pre-
ventable and controllable. Effective therapeutic 
measures for hemorrhage within 48 hours can 
decrease blood loss, blood transfusion and drug 
consumption, and increase the rate of cost/ef-
fectiveness. Preventive usage of metal clip can 
significantly decrease the incidence of post-
operative bleeding after therapeutic endoscopy.

Key Words: Therapeutic endoscopy; Minimally inva-
sive surgery; Complications; Gastrointestinal hem-
orrhage

Zhao BM, Zhao SG, Liu ZX, Wang XX, Yang Q, Zhao YL, 
Zhou HP, Jiang HL, Wen QS. Prevention and treatment 
of gastrointestinal bleeding after therapeutic endoscopy 
for alimentary tract disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(3): 289-294

摘要
目的: 探讨内镜介入微创治疗消化道疾病并
发出血的原因及预防和处理措施. 

方法: 分析42例内镜治疗术并发出血的原因, 
比较不同治疗方法出血后的处理措施、安全
性和有效性. 

结果: 在13 516例检查内镜中有1 089例治疗
内镜, 其中氩气刀治疗术(APC)392例, 并发
出血3例, 出血率0.8%; 橡皮圈套扎术36例, 并
发出血4例, 出血率11.1%; 内镜黏膜切除术
(EMR)64例, 并发出血8例, 出血率12.5%, 高
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■背景资料
随着内镜技术的
发 展 ,  越 来 越 多
的疾病可通过内
镜介入微创技术
得 到 诊 治 ,  内 镜
微 创 技 术 创 伤
小、花费少、效
果 好 ,  受 到 广 大
患 者 的 欢 迎 .  近
年来开展的早期
肿瘤内镜黏膜切
除术(EMR)、内
镜黏膜下切除术
(ESD)、内镜下乳
头括约肌切开取
石术(ERCP-EST)
等完全可以取代
外科手术. 但是难
度高、风险大, 给
内科专家提出更
高要求, 如何规避
风险、减少并发
症 ,  提高安全性 , 
是内科医生必须
面对的技术问题. 

■同行评议者
冯 志 杰 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第二医院消化内
科 



频电凝电切治疗术367例(其中预置钛夹265例
无1例出血, 无预置钛夹102例), 并发出血17
例, 出血率4.6%; 十二指肠乳头切开术(ERCP-
EST)230例, 并发出血10例, 出血率4.4%. 多数
术中即刻出血经内镜下钛夹止血或氩等离子
凝固术止血成功; 4例出血内镜无法控制, 中
途转外科手术成功止血; 1例贲门息肉套扎术
后并发大出血, 经内镜下无效处理, 48 h内行
血管介入治疗后并发多脏器栓塞坏死及膈肌
麻痹, 患者死亡; 1例胆总管结石患者ERCP-
EST术后切口大出血, 经保守治疗6 d, 输血7 
000 mL, 最终内镜下钛夹止血成功; 1例结肠
息肉电凝电切术后并发大出血和1例十二指肠
镜检查致贲门黏膜撕裂大出血, 分别在48 h内
经内镜下氩等离子凝固术治疗止血成功.

结论: 内镜下微创治疗术并发胃肠道出血, 具
有可预防性, 可确定性和可治疗性的特点. 术
中即刻出血采用氩气刀或钛夹止血最有效. 延
迟出血在48 h内采用有效治疗措施可减少失
血量、输血量和用药量, 提高临床成效比. 预
置钛夹是预防电凝电切并发出血的有效措施.

关键词: 内镜治疗; 微创术; 并发症; 消化道出血
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0  引言

随着现代科学技术的发展 ,  内镜介入微创

技术如内镜黏膜切除术(endoscopic mucosal 
resection, EMR)和内镜黏膜下剥离术(endoscopic 
submucosal dissection, ESD)等技术得到广泛开

展. 但内镜微创技术与外科手术治疗一样, 存
在巨大的医疗风险. 常规内镜检查的最常见并

发症是肠穿孔[1,2], 发生率0.1%, 而治疗性内镜

的最常见并发症是出血, 发生率1%-10%, 穿孔

0.03%-17.00%[3], 但并发症是可预防的和可控制

的[4], 治疗性内镜又对控制出血起着关键作用[5]. 
预防并发出血的关键在于术前准备是否充分, 
是否掌握适应证、禁忌证、预防措施是否到位, 
严重程度的判断及发生出血后的处理方法是否

及时有效[6]. 本文就治疗性内镜术后并发消化道

出血42例做评估与分析, 仅供同道参考.

1  材料和方法

1.1 材料 门诊内镜检查13 516例病例, 发现病变

住院治疗1 089例, 其中, 男875例, 女214例. 最
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小年龄4岁, 最大年龄90岁, 平均年龄42.5±12.3
岁. 根据病变的形态分类: 无蒂隆起性病变492 
例: 其中, 食管病变49例, 贲门病变22例, 胃病

变183例, 十二指肠病变9例, 结肠病变229例. 息
肉样病变367例: 其中食管17例, 贲门11例, 胃67
例, 十二指肠息肉7例, 结肠265例. 胆总管病变

230例: 胆总管结石105例, 胆道肿瘤53例, 其他

胆道病变45例, 胰腺疾病27例. 全部病例均采用

Olympus电子内镜诊疗系统进行诊治. EMR手术

平台: 以OLYMPUS-XQ260电子诊疗系统为基

础, 治疗专用配件圈套器SD-221U-25; 透明黏膜

吸套MAJ-293; 注射针NM-200L-0423. 电切技术

平台: 高频电切仪为德国产ERBE的ENDO CUT
系统. 橡皮圈套扎术平台: 套扎仪为天津医用硅

胶二厂研制和生产的内镜牵拉式套扎器. ERCP
手术平台: 以Olympus-XQ260电子诊疗系统为

基础, 治疗专用配件KD-V411M-0725型乳头切

开刀.
1.2 方法 
1.2.1 术前准备: 包括(1)适应证条件检查: 血常

规、出凝血时间、肝肾功能检查、心电图等. 
如有必要给予纠正性治疗; (2)预防并发症准备: 
血型、交叉配血、备血, 急救药物、急救设备

与器材等; (3)手术条件准备: 禁食12 h、肠道准

备、生命体征监测、心肺功能检查等; (4)心理

准备: 告知患者及家属手术目的、过程、必要

性、可行性、并发症、医疗费用、预后等, 征
得家属及患者意见并签署手术同意书. 
1.2.2 操作: 根据病变的大小和形态, 选择不同

的内镜治疗方案. 包括(1)E M R手术: 首先内

镜发现病灶并染色确定病变范围 ,  其次于病

变下注射生理盐水或甘油果糖 ,  病变抬举征

阳性 ,  可施行透明帽吸入后电圈套电凝电切

术, 然后止血及边缘修整和术后护理; (2)橡皮

圈套扎手术(rubber band trap technic, RTT): 对
于<1 cm的病变, 在内镜头端带透明帽及圈套

器, 充分吸入后释放橡皮圈套扎, 等待病变自

动脱落; (3)高频电凝电切术(h igh f requency 
electric coagulation electrotomy, HFECE): 对于

有蒂病变根据蒂的长短 ,  决定是否行预防性

钛夹治疗, 然后施行电凝电切治疗; (4)逆行胰

胆管造影术及乳头括约肌切开术(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography-endoscopic 
sphincterotomy, ERCP-EST): 按照ERCP手术常

规准备, 插管成功后, 在导丝引导下, 高频电切

开十二指肠乳头括约肌, 网篮取石; (5)氩等离
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■研发前沿
消化系早期肿瘤
的内镜黏膜下切
除术(ESD)和内镜
下胰胆管结石取
出术(ERCP-EST)
是近年来消化内
镜 领 域 发 展 最
快、研究最多、
最热门的技术之
一, 受到广大医生
的青睐. 但其技术
要求高、难度风
险大, 如何完整切
除病灶, 降低出血
并发症, 较少疾病
复发率, 尚存在较
多尚待研究和解
决的问题.
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子凝固术(argon plasma coagulation, APC): 对于

<0.5 cm的病灶或<1.0 cm的扁平病灶可行氩等

离子凝固治疗, ERBE ICC300氩等离子治疗仪, 
探头与病灶间隔5-10 mm, 功率60 W, 时间3-6 s, 
达到病灶变白变焦无出血即可. 
1.2.3 判断术后出血的标准: (1)术中即刻出血; 
(2)术后延迟出血; (3)喷射状活动性出血; (4)渗
出性活动性出血. 
1.2.4 治疗方案: 根据病变的形态、性质决定治

疗方法、方案(表1). 
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件分析, 

经χ2检验和t检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 内镜微创治疗前后患者一般资

料、血常规、肝肾功及出凝血时间比较, 5种治

疗方法组间基础条件均衡性检验无显著性差异

(表2).
2.2 不同内镜治疗术式出血发生率及处理 内镜

治疗术1 089例, 发生出血数42例, 总出血发生

率3.9%. 氩气刀治疗术并发出血共3例, 出血发

生率0.8%; EMR手术并发出血共8例, 出血发生

率12.5%; 电凝电切术预置钛夹无一例出血, 无
预置钛夹出血17例, 出血率4.6%; 中转外科4
例, 占9.5%; 治愈41例, 占97.6%; 死亡1例, 占
2.4%(表3).
2.3 特殊病例

2.3.1 应贲门息肉套扎术后并发大出血: 女, 50
岁, 因上腹部疼痛1年, 胃镜检查发现贲门息肉

入院. 内镜见食管左前壁齿状线上0.5 cm处有一

枚0.3 cm×0.4 cm岛状红色增生, 略隆. 后壁齿状

线下约0.5 cm处有一枚1.0 cm×1.0 cm亚蒂息肉, 
略红, 表面光滑. 经充分换气后, 对左前壁岛状

增生病变行APC治疗, 功率60 W, 时间3 s(ERBE-
ICC200, 德国产). 然后对食管后壁齿状线下息

肉行橡皮圈套扎术, 内镜头端嵌入套扎器, 将息

肉吸入套扎器内, 满视野, 释放套扎橡皮圈, 完

整套入息肉, 即刻见息肉变紫无出血. 术后第24 
h患者开始呕血; 28 h大量出血达休克状态. 急诊

胃镜下见息肉脱落, 套扎圈留在原处上方1 cm
处. 套扎点可见喷射状活动出血, 镜下喷洒凝血

酶及1∶10 000肾上腺素液, 未行钛夹止血及其

他镜下止血措施, 因出血不止, 转外科治疗. 于
出血后12 h在三腔管压迫止血下行腹腔动脉灌

注及超选择胃左动脉甘油栓塞术, 术后双气囊三

腔管保留48 h, 胃管内无新鲜出血, 拔管后开始出

现腹痛、腹膜刺激征, 于72 h明显加重并出现呼

吸困难, 中毒性休克, 脾梗死, 局限性肝坏死, 胃
底大弯侧及胰尾部局限性坏死, 胃穿孔, 终因膈

肌麻痹, 呼吸衰竭, 抢救2 wk无效死亡. 
2.3.2 升结肠息肉电凝电切术后并发大出血: 男, 
56岁, 因结肠镜下息肉电凝电切术后1 wk并发便

血5 h入院. 患者升结肠息肉约1.0 cm×1.0 cm亚

蒂, 表面糜烂, 质脆. 电切术后观察5 d, 排便正常, 
患者出院. 次日上午, 剧烈运动, 12 h后排暗红色

血便约200 mL, 以后每小时排便1次, 于5 h后急

诊入院. 入院后积极止血、输血、补液, 生命体

征平稳. 观察期间每4-6 h排便1次, 于出血后48 h
行结肠镜检查发现升结肠原息肉切除部位新鲜

活动出血, 呈涌泉状, 生理盐水冲洗后, 可清楚

显示活动出血部位, 立即行APC(A60, 6s), 血痂

形成, 出血停止, 患者痊愈出院.
2.3.3 十二指肠镜检查致贲门黏膜撕裂伤并发大

出血: 男, 69岁, 因皮肤巩膜黄染1 wk入院. 磁共

振及MRCP结果示胆囊颈部及胆囊管占位病变, 
诊断胆管细胞癌伴高位梗阻. 经术前准备后, 行
ERCP检查及治疗. 退镜过程中, 发现胃底及贲

门有新鲜血迹, 未见活动出血. 术后给予抑酸止

血治疗, 6 h后患者出现呕血、便血, 经积极止

血输血等治疗, 出血不止, 累积失血达2 000 mL, 
并发出血性休克. 于ERCP术后30 h, 行内镜检

查, 发现贲门后壁三角形黏膜撕裂约1.5 cm×0.5 
cm, 并持续喷射状活动性出血, 立即给予氩等离

■相关报道
Kihara等报道采
用APC技术治疗
内镜检查导致黏
膜创伤出血的成
功 案 例 和 B u s c h
等 报 道 内 镜 专
家、介入专家和
外科专家的密切
合 作 ,  是 抢 救 胃
肠道出血成功的
重要保障.

表  1  消化系病变的形态及病理特征、手术方案及电切参数

     
病变形态特征     n 病理特征 手术类型 高频电凝切参数

无蒂隆起病变(cm)

    <0.5 392 异型增生 APC术 功率60 W, 时间3-6 s

    <1   36 异型增生 RTT术

    1.0-2.0   64 腺瘤性 EMR术 CUT60w, COAG40w

带蒂息肉 367 腺瘤性 HFECE术 CUT80w, COAG60w

胆道病变 230 胆总管结石 ERCP-EST术 CUT80w, COAG60w
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子凝固术, 功率60 W, 时间 6ｓ, 血痂形成, 血止, 
观察10 min, 未再活动出血, 1 wk后痊愈出院. 
2.3.4 十二指肠乳头切开术并发大出血: 男, 43
岁, 因上腹痛向背部放散, 伴高热、黄疸5 d入
院. B超显示: 胆总管内径增宽, 下段可见结石一

枚约1.0 cm×1.0 cm. MRI及MRCP示: 胆总管中

下段结石并肝内外胆管扩张, 胆石症, 脾大. 于
十二指肠镜下行ERCP及EST手术, 术中见胆总

管下端2枚结石分别约1.0 cm×1.0 cm及0.3 cm
×0.3 cm, 行十二指肠乳头括约肌切开, 网篮取

石, 球囊胆道清理. 术后患者上腹部疼痛, 进行

性加重, 12 h伴呕吐咖啡胃内容物并排黑便, 当
时考虑急性胃黏膜病变少量出血, 给予口服凝

血酶, 静脉止血, 抑酸药物, 抗菌消炎等治疗, 24 
h后继续便血, 48 h便血开始增多, 并出现休克表

现, 继续以急性胃黏膜病变并大出血抗休克治

疗. 期间置胃管抽出清亮胃液, 考虑到EST术后

并发大出血, 血色素57 g/L, 心率120 次/min, 处
于休克状态. 为明确出血部位, 最终在加压输血

输液后, 血压平稳状态下, 于第6 d行十二指肠镜

检查见胆管开口通畅, 胆汁排泄正常, 乳头切口

7点处可见一动脉搏动性出血, 行三枚钛夹止血, 
成功夹止出血动脉, 局部黏膜下注射1∶10 000

肾上腺素液, 喷洒凝血酶, 观察10 min无活动出

血. 共计输血7 000 mL, 生命体征保持平稳, 1 wk
后痊愈出院. 

3  讨论

内镜下介入治疗术并发胃肠道出血, 属医源性

出血, 是最常见的内镜下治疗并发症之一. Bha-
tia等[3]报道内镜治疗出血发生率1%. 医源性出

血与消化道疾病的自发性出血的明显区别是, 
具有可预见性, 可预防性, 可确定性和可治疗性. 
做好术前准备, 术中精心, 术后监控, 及时正确

处理, 可以做到控制出血, 但如果处理不当, 可
能延误抢救时机. 

通常依据病变的部位及性质, 选择治疗方

案. 本案针对消化道隆起性病变的四种治疗方

案中, APC最安全, 出血发生率0.8%; 橡皮圈套扎

术后出血发生率11.1%; 高频电切术4.6%, EMR
术出血发生率12.5%, 低于Shiba等[7]报道的EMR
出血率19.5%. 可以看出, EMR手术风险最大, 术
者应当充分认识和提高EMR技术水平, 从内镜

基础做起, 逐步开展, 循序渐进. 橡皮圈套扎术

虽说安全, 但也有风险, 把握适应证非常重要, 
从本案经验得出, 观察息肉表面糜烂、触之出

表  2  各组患者一般特征、血小板计数及凝血酶原时间

     
内镜术式   n 男女比例 平均年龄(岁) 血小板计数(×1012/L)   凝血酶原时间(s)

APC术   3 2∶1       46.3       12.7±1.0       12.7±1.1

RTT术   4 3∶1       49.5       13.2±0.9       12.0±1.0

EMR术   8 1.6∶1       55.6       14.4±1.2       13.1±1.0

HFECE 17 2.4∶1       49.9       12.6±1.4       13.1±0.9

ERCP-EST术 10 2.3∶1       45.4       11.3±1.2       13.0±0.9

合计 42 3∶1       49.6       12.7±1.9       12.9±0.9

■创新盘点
本文着重阐述了
如何根据疾病性
质选择治疗手段
和方法, 如何预测
发生并发症的可
能性, 如何及时有
效处理并发症, 阐
述作者的经验和
教训, 尤其是典型
个案的巧妙陈述.

表  3  不同内镜治疗术式出血发生率、出血特点、处理措施与预后

     
内镜治疗术式 出血率 %(n )          高频电参数          病变及出血特点              止血措施与预后

APC术   0.8(3/392) 功率: 60 W, 时间: 3-6 s 即刻出血3例 APC止血2例, 钛夹止血1例

RTT术 11.1(4/36) 即刻脱落3例, 延迟脱落并

大出血1例

即刻止血3例, 血管介入1例失败

EMR术 12.5(8/64) CUT60w, COAG40w 术中出血7例, 术后延迟出

血1例

即刻止血成功7例, 中转外科1例

成功
HFECE术   4.6(17/367) CUT80w, COAG60w 术中出血15例,延迟出血

2例

预置钛夹265例(无出血), 无预置钛

夹102例, 中转外科3例成功, 即刻

钛夹止血12例, 延迟钛夹止血2例
ERCP-EST术   4.4(10/230) CUT80w, COAG60w 术中出血9例, 术后延迟出

血1例

即刻止血成功9例, 延迟钛夹止血

1例
合计   3.9(42/1 089) 死亡1例, 治愈41例
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血是息肉质脆易出血之征兆, 尽量避免选用套

扎术, 选用电凝电切较好. 本案ERCP-EST并发

出血率为4.4%,与施新岗等[8]的报道接近, 远较

Christoforidis等[9]和Yao等[10]报道的发生率0.5%
和0.3%为高. Talar-Wojnarowska 等[11]报道80岁
老人ERCP的出血和穿孔率分别是12.5%和2.1%. 
但仍然认为比较安全. 针对EST术后出血, 可采

用预防性使用止血夹, 尤其是EST过程中一度有

活动出血的患者经及时处理后, 有必要钛夹局

部止血, 以便预防术后大出血[12]. 
内镜治疗并发出血的特点以术中即刻出血

为最多, 大多数采取镜下氩气刀止血或钛夹止

血完全成功. 极少数出血因局部视野不清, 无法

继续镜下处理, 需要外科处理. 术后延迟出血多

以大出血为主要表现, 采取积极措施, 直接在治

疗原点施行内镜钛夹或氩气刀治疗是最直接和

最有效的办法. 不宜采取局部喷洒药物止血. 对
于有蒂息肉, 可预先钛夹阻断血供, 预防出血, 
尤其是宽蒂大息肉切除前先行尼龙绳套扎或钛

夹预防性止血, 可明显较少出血发生率[13]. 术后

及时处理手术创面, 对渗血性活动出血、血管

残端、血块附着、出血基底及血点, 采取积极

措施可预防出血, 显著改进临床治疗效果[14].
影响内镜治疗术并发出血的因素较多, 不同

性质的病变及处理方法不同存在较大差异. Con-
solo等[15]报道切除息肉并发出血率与息肉大小

和管状腺瘤及患者有无心脏病有关. 如本案病

例一贲门息肉, 选择了RTT, 从最终结果来看, 不
是最佳的治疗方案. 此例出血的可能原因是: (1)
套扎的息肉根部小血管内尚未形成血栓前息肉

提早脱落, 或已有血栓被动脉压冲开. 息肉脱落

一般在3-5 d脱落, 此例于24 h脱落, 属较早脱落, 
可能与息肉处于特殊部位有关, 受贲门的收缩

与开放的影响, 进食或呕吐动作后导致腹压增

高, 贲门动作过大, 息肉可提早脱落; (2)已缺血

息肉易受胃酸侵蚀, 可致较早脱落; (3)从出血后

的内镜观察发现, 动脉性出血位于贲门胃侧, 而
橡皮圈尚保留在食管侧, 说明食管侧牵拉力大

于胃侧, 可能与胃侧黏膜脆弱有关; (4)由于息肉

质脆, 橡皮圈的自然收缩力造成息肉较早脱落. 
本案病例2, 息肉小, 质地脆, 术中电凝电切

电流符合常规要求, 术后1 wk并发大出血与剧烈

活动有密切关系, 属迟发性血痂脱落出血. 本案

病例3, 由于十二指肠镜操作用力不当, 致贲门

黏膜撕裂伤所致出血, 但出血发生于术后12 h, 
可能与术后未有效的抑酸止血治疗有关. 强力

抑酸如质子泵抑制剂可使胃内酸度达pH6以上, 
可有效地使体内凝血机制发挥最佳止血效果, 
提高费用效益比例[16]. 本案病例4, 术后12 h发生

出血, 可能的原因有切开电凝电流不足、切开

后取石通过出口划伤乳头黏膜、切开刀张力过

高等有关. 因此, 术中选择正确的电凝电切电流

参数与强度, 避免操作用力不当, 是预防出血的

关键因素. 
内镜介入术后治疗管理遵循三大原则, 其

一, 禁食水, 以确保胃肠得到休息, 避免创面活

动导致出血; 其二, 密切监护生命体征, 及早发

现病情变化; 其三, 强力抑酸可以达到显著止血

效果[17], 抗菌消炎预防创面出血与感染. 一旦出

现出血, 应立即想到与治疗有关的部位发生出

血的可能性最大. 力争在24 h内行胃镜检查, 但
如果未行有效的镜下止血措施, 错过止血机会, 
将延误治疗或出现严重后果. 对于喷射状出血

最有效的止血方法是钛夹止血; 其次是氩等离

子凝固术, 将探头对准出血灶或在其周边电凝, 
也能收到明显止血效果; 亦可采用局部注射1∶
10 000肾上腺素液止血. 病例1, 出血后未行外科

手术止血, 而是选择了血管介入灌注栓塞治疗

技术, 虽然止血成功, 但并发大面积多脏器栓塞

坏死, 膈肌麻痹, 多脏器功能障碍, 最终导致患

者死亡. 此例是在三腔管压迫状态下, 进行栓塞

止血, 导致栓塞剂多向分流的原因可能与胃底

受胃囊压力的影响有关. 该病例强烈提示内镜

专家、介入放射专家和外科学专家组成的多学

科综合小组在抢救消化道出血方面的合作非常

必要[18]. 血管介入栓塞治疗最适合于胰胆管出

血, 肠道憩室出血和小肠血管病的出血[19]. 病例

2和3分别于术后1 wk和术后12 h发生出血, 首先

考虑到出血与内镜治疗有关, 所以, 最短时间内

在内镜下找到出血灶, 实施了有效的APC止血措

施, 与Kihara等[20]报道的由于经食管行超声心动

检查导致的贲门黏膜撕裂出血行APC治疗有相

同的效果. 病例4: 术后12 h发生呕血和黑便, 由
于最初判断是急性胃黏膜病变出血, 又未行内

镜检查证实, 抢救期间, 一直未能明确出血病灶, 
于第6天行十二指肠镜检查, 发现出血灶并实施

了有效的镜下钛夹止血和局部注射止血, 止血

成功, 但此时失血量已达7 000 mL, 由于没有估

计到出血并发症和严重程度, 使得治疗延误. 
总之, 内镜治疗并发大出血, 充分做好术前

准备工作, 出血发生后, 应首先考虑治疗部位并

发出血, 争取在24 h内实施有效的止血措施. 随

■应用要点
消化系内镜微创
手术并发出血后, 
及时通过内镜检
查, 可以快速发现
和找到出血部位, 
再次实施有效处
理措施, 完全可以
避免更大的损失. 
因 此 ,  内 镜 术 后
并发出血具有可
预防性、可预测
性、可确定性和
可治疗性, 对于实
际应用具有明确
的指导性和改进
作用, 具有广阔的
应用前景.
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着出血时间的延长, 失血与输血量的增大, 身体

状况和凝血机制发生变化, 增加了后续治疗的

风险和难度, 临床医疗的成本增加, 效率下降, 
成效比显著降低. 
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本文学术性较好, 
对减少消化内镜
治疗中胃肠道出
血并发症的发生
具有较好的临床
意义.
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Abstract
AIM: To observe the changes in serum apoli-
poprotein levels in patients with HBV-related 
chronic liver disease and to assess the relation-
ship between serum apolipoprotein levels and 
the degree of liver injury in these patients.

METHODS: A total of 113 patients with HBV-
related chronic liver disease were involved in 
the study, including 33 patients with chronic 
hepatitis B, 46 patients with liver cirrhosis and 
34 patients with liver failure. Patients with liver 
failure were further subdivided into good prog-
nosis group and poor prognosis group. Fasting 
serum ApoA1 and ApoB levels were measured 
and MELD and Child-Pugh scores were calcu-
lated in these patients to analyze the correlation 
between the levels of serum apolipoproteins (in-
cluding ApoA1, ApoB and ApoA1/B ratio) and 
liver disease scores (including MELD score and 
Child-Pugh score).

RESULTS: Serum ApoA1 and ApoB levels 
were highest in the chronic hepatitis B group, 
followed by the liver cirrhosis group and liver 
failure group (F = 41.592, P = 0.000; F = 9.178, P 
= 0.000; ApoA1/B ratio: 1.31 ± 0.73, 1.38 ± 0.65, 
0.51 ± 0.38, F = 22.759, P = 0.000). Serum ApoA1 
levels and ApoA1/B ratio were not statistically 
different between the chronic hepatitis B group 
and liver cirrhosis group (P = 0.057, 0.625), but 
were significantly lower in the liver failure 
group than in the other two groups (both P = 
0.000). Serum ApoB levels did not differ signifi-
cantly between patients with liver cirrhosis and 
those with hepatic failure (P = 0.082), but were 
significantly lower in the chronic hepatitis B 
group than in the other two groups (P = 0.006, 
0.000). Child-Pugh and MELD scores were low-
est in the chronic hepatitis B group, followed by 
the liver cirrhosis group and liver failure group 
(F = 74.961, P = 0.000; F = 56.405, P = 0.000). In 
patients with HBV-related chronic liver disease, 
serum levels of ApoA1 and ApoB and ApoA1/B 
ratio were negatively correlated with Child-
Pugh and MELD scores (all P < 0.05). In the liver 
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■背景资料
肝脏在脂类的消
化 、 吸 收 、 分
解、合成及运输
等代谢过程中均
具有重要作用, 当
肝 细 胞 受 损 时 , 
ApoA1和ApoB水
平可能出现下降. 
目前, 血清Apo用
于病毒性肝炎、
肝硬化、肝衰竭
导致的肝损伤程
度判断在国内外
有一些研究.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科 



failure group, serum levels of ApoA1 and ApoB, 
ApoA1/B ratio, Child-Pugh and MELD scores 
showed no significant difference between the 
good and poor prognosis groups (all P > 0.05).

CONCLUSION: Serum levels of ApoA1, ApoB 
and ApoA1/ApoB ratio are good parameters to 
reflect the degree of liver injury in patients with 
HBV-related chronic liver disease.

Key Words: Serum apolipoprotein; Apolipoprotein 
A1; Apolipoprotein B; Hepatitis B virus; Chronic 
liver disease; Liver injury

Xing XY, Liu M, Zheng SJ, Zhang Y, Wu JS, Yu H, Li CY, 
Bai L, Liu S, Duan ZP. Significance of serum apolipo-
protein levels in assessing the degree of liver injury in 
patients with HBV-related chronic liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 295-300

摘要
目的: 研究HBV慢性肝病中的血清载脂蛋白
水平的变化与肝损伤严重程度的关系.

方法: 113例HBV相关的慢性肝病患者, 其中
慢性乙型肝炎33例, 肝硬化46例, 重型肝炎肝
衰竭34例, 肝衰竭又分为良好预后组和不良预
后组, 检测其入院时空腹血清载脂蛋白ApoA1
和ApoB水平, 计算患者的MELD和Chi l d-
Pugh评分, 并分析ApoA1、ApoB水平, 以及
ApoA1/ApoB比值与患者的MELD和Chi ld-
Pugh评分的相关性.

结果: 慢性乙型肝炎、肝硬化和重型肝炎肝
衰竭3组患者血清ApoA1、ApoB均逐渐下降
(F  = 41.592, P  = 0.000; F  = 9.178, P  = 0.000). 
ApoA1/B在3组患者分别为1.31±0.73, 1.38
±0.65、0.51±0.38, 三组间差别明显(F  = 
22.759, P  = 0.000). 两两比较显示, ApoA1、
ApoA1/B在慢性乙型肝炎组和肝硬化组间均
无统计学差异(P  = 0.057, P  = 0.625), 但重型
肝炎肝衰竭组较慢性乙型肝炎组、肝硬化组
明显下降(均P  = 0.000); ApoB在肝硬化组和
肝衰竭组间无统计学差异(P  = 0.082), 慢性乙
型肝炎分别与肝硬化和肝衰竭比较, 差异均
明显(P  = 0.006, P  = 0.000). 慢性乙型肝炎、

肝硬化和肝衰竭3组中Child-Pugh和MELD评
分逐渐增高(F  = 74.961, P  = 0.000; F  = 56.405, 
P  = 0.000). HBV慢性肝病患者ApoA1、ApoB
及ApoA1/B分别与Child-Pugh和MELD评分
具有负相关性(均P <0.05). 在重型肝炎肝衰竭
组, ApoA1、ApoB、ApoA1/B、Child-Pugh和
MELD评分在良好预后和不良预后组间均无
统计学差异(P >0.05).
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结论: 血清ApoA1、ApoB水平, 以及ApoA1/
ApoB比值是反映HBV慢性肝病肝损伤程度
的较好指标.
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0  引言

载脂蛋白(apolipoprotein, Apo)在脂类的代谢中

发挥重要的功能, 是脂蛋白的主要构成蛋白, 其
中ApoA1和ApoB主要由肝脏合成. ApoA1是血

清高密度脂蛋白的主要载脂蛋白, 其主要作用

是激活卵磷脂胆固醇酰基转移酶; ApoB是低密

度脂蛋白的主要Apo, 在运输内源性胆固醇, 以
及三酰甘油及低密度脂蛋白的代谢中起着重要

作用[1]. 
肝脏在脂类的消化、吸收、分解、合成及

运输等代谢过程中均具有重要作用, 当肝细胞受

损时, ApoA1和ApoB水平可能出现下降. 目前, 血
清Apo用于病毒性肝炎、肝硬化、肝衰竭导致

的肝损伤程度判断在国内外有一些研究[2-10], 其
研究现状是: (1)虽然针对病毒性肝炎、肝硬化

有较多研究[2,3], 但这些研究或者未说明病因具

体是何种病毒, 或者肝硬化患者由病毒性肝炎

(乙型肝炎、丙型肝炎)、酒精性肝硬化、血吸

虫性肝硬化、自身免疫性肝病等多病种组成; 
而由于酒精、丙型病毒性肝炎可直接影响血脂

代谢[11,12], 原发性胆汁性肝硬化影响血脂分泌

排泄[4], 以上原因可能直接导致血清Apo水平改

变, 而使其难以用含量高低来精确反映肝损伤

程度; (2)HBV可引起慢性肝炎、肝硬化、肝衰

竭等不同程度的病变, 但目前上述病变患者血

清中ApoA1和ApoB水平变化研究尚少且存在矛

盾之处, 需要进一步验证和探讨. 如有的研究显

示ApoA1随着慢性乙型肝炎、肝硬化、重型肝

炎进展, 其浓度下降[5,6], 而也有研究则无下降[7]. 
又如有的研究表明ApoA1和ApoB与胆红素、

PTA等指标相关[5], 有的则发现ApoB无显著相关

性[8]; 由于乙型肝炎肝衰竭死亡率高, 尚缺乏特

异、有效反映肝衰竭预后的指标, 积极探索反

映肝损伤严重程度的指标, 对于判断肝衰竭预

后判断和指导治疗, 有重要意义. 本研究拟摒弃
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其他病因引起的慢性肝病, 观察HBV慢性肝病

中的血清Apo水平的变化, 判断其与肝损伤严重

程度的关系, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 113例HBV相关的慢性肝病患者, 于
2006-06/2009曾在首都医科大学附属北京佑安

医院住院诊治, 均具有详细的临床资料. 患者的

一般信息(年龄、性别及诊断), 谷丙转氨酶(ala-
nine transaminase, ALT), 谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST), 总胆红素(total bilirubin, 
TBIL), 白蛋白(albumin, ALB), 肌酐(creatinine, 
CR)和凝血酶原国际标准化比值(in terna t ional 
normalized ratio of plasmozyme, INR)的水平见

表1. 所有患者无糖尿病、甲状腺功能异常和肾

功能不全等影响血脂代谢的疾病. 依据2000年
西安会议所制定的病毒性肝炎防治方案[13], 113
例患者被分为3组. 第1组为33例慢性乙型肝炎

患者, 包括男26例和女7例, 年龄为22-58岁. 第2
组为46例乙型肝炎肝硬化患者, 包括男40例和

女6例, 年龄为36-66岁, 14例肝硬化患者处于代

偿期, 32例肝硬化患者处于失代偿期. 第3组为

34例重型肝炎肝衰竭患者, 包括男28例和女6例, 
年龄为20-65岁, 肝衰竭诊断依据我国《肝衰竭

诊疗指南》[14]. 其中急性肝衰竭1例, 亚急性肝衰

竭2例, 慢性肝衰竭4例, 慢加亚急性肝衰竭27例. 
对重型肝炎肝衰竭患者以入院为起点随访3 mo, 
其中良好预后患者(未作肝移植, 发病3 mo后仍

存活者)13例, 不良预后患者(包括做肝移植患者

和发病3 mo内死亡者)21例, 有14例患者接受肝

移植手术.
1.2 方法 患者入院后第2天清晨抽取空腹血, 送
生化室检测. 采用日本OLYMPUS AU5400全自

动生化分析仪检测生化指标; 美国ACL-TOP全
自动凝血分析系统检测凝血指标. 比较慢性乙

型肝炎、肝硬化、重型肝炎肝衰竭3组患者间

血清ApoA1、ApoB含量, 以及ApoA1/ApoB比
值差别, 其中肝衰竭患者进一步分为具有良好

预后和不良预后2组进行比较. 计算所有患者的

MELD和Child-Pugh评分, 统计分析这两种评分

各自与血清ApoA1、ApoB含量, 以及ApoA1/
ApoB比值的相关性.

统计学处理 使用统计学软件SPSS16.0处理

数据. 计量资料用mean±SD表示, 多组间比较用

方差分析; 进一步应用Kruskal-Wallis方法比较

不同组间血清Apo的水平. 应用Spearman's Rank 
Correlation方法分析HBV慢性肝病患者血中Apo
水平与MELD和Child-Pugh评分间的关系. 应用

两独立样本t检验方法比较重型肝炎肝衰竭组中

具有良好预后和不良预后的血清Apo水平.

2  结果

2.1 血清Apo水平的组间比较 由表2可知, 慢性乙

型肝炎、肝硬化和重型肝炎肝衰竭3组中血清

ApoA1的平均值各自分别为92.76, 78.04, 22.89, 
血清ApoA1浓度在HBV慢性肝病患者组间差异

明显(F  = 41.592, P  = 0.000), 提示随着病情由慢

性乙型肝炎进展至肝硬化, 以致重型肝炎肝衰

竭, 血清ApoA1浓度是逐渐降低的. 但进行两两

组间比较时, 慢性乙型肝炎组和肝硬化组间无

统计学差异(P  = 0.057), 而两者分别和肝衰竭组

相比均有统计学差异(P  = 0.000). 
慢性乙型肝炎、肝硬化和肝衰竭三组中血

清ApoB的平均值分别为77.58, 61.91, 52.18, 血
清ApoB的浓度在不同HBV慢性肝病间同样有

表  1  HBV相关慢性肝病患者的一般信息

     
     疾病分组       

总数(n  = 113)
慢性肝炎(n  = 33) 肝硬化(n  = 46) 重型肝炎肝衰竭(n  = 34)

性别(n)

    男   26 40      28   94

    女     7   6        6   19

年龄(岁)   36.61±9.15 52.44±139.81      44.77±11.05   44.69±10.97

ALT(U/L) 328.62±363.24 81.54±139.81    399.94±468.39 251.00±362.27

AST(U/L) 174.28±193.78 73.66±90.17    373.98±513.10 200.62±337.12

TBIL(μmol/L)   75.09±133.05 65.93±106.83    388.51±190.26 166.55±205.11

ALB(g/L)   37.79±3.45 31.20±6.49      30.03±5.37   32.79±6.28

CR(μmol/L)    71.2±14.23 73.00±19.63      86.64±40.41   76.61±27.23

INR    1.22±0.60   1.37±0.39        2.40±1.02     2.39±1.01

■应用要点
血 清 A p o A 1 、
ApoB水平 ,  以及
ApoA1/ApoB比值
是反映HBV慢性
肝病肝损伤程度
的较好指标.
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显著差异(F  = 9.178, P  = 0.000). 两两比较显示, 
肝硬化组和肝衰竭组间无统计学差异(P  =0.082, 
P >0.05), 而两者分别和慢性乙型肝炎组相比均

有统计学差异(P值分别为0.006和0.000). 
慢性乙型肝炎、肝硬化和肝衰竭3组中血

清ApoA1/B的平均值各自分别为1.31, 1.38, 0.51,  
ApoA1/B在不同HBV慢性肝病间同样有显著

差异(F  = 22.759, P  = 0.000), 虽慢性乙型肝炎组

与肝硬化组无明显差异(P  = 0.625, P >0.05), 但
这二者分别与肝衰竭组间均有显著差异(均P  = 
0.000). 

34例肝衰竭患者中, 有13例患者有良好预

后, 21例患者有不良预后. 血清ApoA1、ApoB
浓度, 以及ApoA1/B在两组之间均无明显差异(t  
= 0.138, P  = 0.891; t  = 0.645, P  = 0.523, 以及t  = 
0.695, P  = 0.492, 表2). 
2.2 HBV慢性肝病患者的Child-Pugh和MELD评

分 由患者相关的临床检验数据可将Child-Pugh
和MELD评分计算出, 在慢性乙型肝炎、肝硬化

和肝衰竭三组中Child-Pugh和MELD评分逐渐增

高(表2, 图1), 方差分析显示, 三组之间均差异明

显(F  = 74.961, P  = 0.000; F  = 56.405, P  = 0.000); 
其中MELD评分在慢性乙型肝炎与肝硬化间无

明显差异(P  = 0.592), 慢性乙型肝炎、肝硬化分

别和肝衰竭相比, 均有明显差异(均P  = 0.000); 
Child-Pugh评分在慢性乙型肝炎与肝硬化间差

异明显(P   = 0.001); 慢性乙型肝炎、肝硬化分别

和肝衰竭差异明显(均P  = 0.000). 
2.3 HBV慢性肝病患者血清Apo含量与Chi ld-
P u g h和M E L D评分间的关系 相关分析显示, 
H B V慢性肝病患者血清A p o A1浓度分别与

C h i l d-P u g h评分、M E L D评分呈负相关(r  = 
-0.048, P <0.05; r  = -0.167, P <0.05), 即血清ApoA1
浓度越高, Chi ld-Pugh评分、MELD评分越低

(图2). 同样, 血清ApoB浓度分别与Child-Pugh评
分、MELD评分呈负相关(r  = -0.041, P <0.05; r  = 
-0.1, P <0.05, 图3). 相关分析也显示, 与ApoA1、
ApoB较低的相关性不同, 患者血清ApoA1/B分
别与Child-Pugh评分、MELD评分间的关系呈显

著负相关(r  = -2.13, P <0.05; r  = -8.563, P <0.05), 
即血清ApoA1/B越高, 患者Chi ld-Pugh评分和

MELD评分越低(图4).

3  讨论

肝脏在脂蛋白及Apo合成、降解及储存中起枢

纽作用. 当肝实质细胞发生病变时, 必将引起脂

蛋白及Apo的代谢紊乱. Apo是脂蛋白中的主要

构成蛋白, 在脂类的代谢中发挥重要的功能, 其
中ApoA1、ApoB是由肝脏合成的两类主要的

Apo[1]. 当发生肝损伤时, 合成ApoA1和ApoB的
能力会下降.                

本试验证实了ApoA1和ApoB浓度在HBV慢

性肝病的不同阶段(慢性乙型肝炎、肝硬化和重

型肝炎肝衰竭)中是有显著差异的, 即随着病情

表  2  HBV慢性肝病ApoA1 、ApoB 、ApoA1/B、MELD及Child-Pugh比较 (mean±SD)

     
  n ApoA1(mg/dL) ApoB(mg/dL)   ApoA1/B MELD评分 Child-Pugh评分

慢性乙型肝炎 33 92.76±44.62a 77.58±26.12 1.31±0.73a   8.76±7.00a    6.42±2.00ae

肝硬化 46 78.04±33.44a 61.91±22.22c 1.38±0.65a   9.56±6.05a    8.07±2.51a

肝衰竭(总体) 34 22.89±17.04 52.18±26.22c 0.51±0.38 25.52±6.57  11.56±1.16

良好预后组 13 22.37±13.53 55.84±29.51 0.45±0.29 21.17±5.40  11.08±1.12

不良预后组 21 23.21±19.21 49.91±23.68 0.54±0.43 28.22±5.82  11.86±1.11

aP<0.05 vs  肝衰竭(总体); cP<0.05 vs  慢性乙型肝炎; eP<0.05 vs  肝硬化.

图  1  HBV慢性肝病
患者的Child-Pugh
和MELD评分分布图. 
A: Child-Pugh; B: 

MELD; 1: 慢性乙型

肝炎; 2: 肝硬化; 3: 

重型肝炎肝衰竭.
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本 文 选 题 一 般 , 
对临床上将血清
载脂蛋白作为辅
助指标判断肝病
变程度有一定的
意义.
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由慢性乙型肝炎进展至肝硬化, 以致肝衰竭, 血
清Apo的浓度逐渐降低, 提示ApoA1和ApoB水
平可反映肝损伤程度. 肝衰竭的本质是肝脏大

块或亚大块坏死, 肝硬化的本质是假小叶形成, 
两者在病理和发病机制存在不同. 本研究中, 乙
型肝炎重型肝炎肝衰竭ApoA1分别与肝硬化、

慢性乙型肝炎有明显差别, 表明ApoA1随着大量

肝细胞坏死, 其合成急剧下降, ApoA1有可能是

反映肝衰竭或诊断肝衰竭的敏感指标. 而ApoB
在肝衰竭虽较肝硬化有所下降, 但统计显示无

明显区别, 可能与ApoB的合成、降解特点相关, 
即其主要功能是作为肝细胞和肝外一些组织细

胞表面脂蛋白受体的识别标志, 能使含有他的

低密度脂蛋白被肝细胞及肝外组织细胞表面的

受体识别结合发挥处理功能, 同时其也被降解, 
即ApoB在肝脏合成本身亦在肝脏中降解[1]. 肝
衰竭时, 除了肝细胞坏死引起ApoB合成障碍外, 

而肝细胞表面ApoB受体表达减少, 也可能引起

其分解减少, 最终在一定程度上减少了与肝硬

化患者血清ApoB间差异. 
目前, 在失代偿期肝硬化、肝衰竭等终末

期肝病肝功能评价和预后判断中, MELD评分及

CHILD评分系统是最好的评分系统之一, 他们可

以较准确地反映患者的病情, 均具有良好的预测

价值和准确性[15]. 现也有一些研究表明其可用于

HBV引起的慢性肝炎、肝硬化、肝衰竭等肝功

能评价[15-18]. 本实验也进一步证实了随着慢性乙

型肝病进展, CHILD和MELD评分均明显升高.
在本研究中, 统计分析表明, HBV慢性肝病

患者的血清中, 载脂蛋白ApoA1、ApoB含量分

别与Child-Pugh和MELD评分呈负相关, 随着肝

病逐渐严重, Child-Pugh和MELD评分越高, 而血

清Apo含量则越低. 该结果提示, 血清载脂蛋白

ApoA1、ApoB水平可反映HBV慢性肝病肝功能

图  3  ApoB分别
与CHILD和MELD
评 分 相 关 性 的
分析. A: Child-

Pugh; B: MELD.
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图   4   A p o A 1 / B
分 别 与 C H I L D 和
MELD评分相关性
的分析. A: Child-

Pugh; B: MELD.
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状态. 
目前, 只有个别研究探讨了ApoA1/ApoB与

肝纤维化指标的关系, 其研究表明随着肝硬化

Child-Pugh分级及血清HPCⅢ、Ⅳ-C、HA水平

的升高, ApoB/ApoA1也随之升高, 两者显示了

一定的一致性[19]. ApoA1/ApoB在乙型肝炎肝功

能判断中作用缺乏更多的研究和探讨. 本研究

在对血清Apo与Child和MELD评分相关性的分

析中, 发现ApoA1/B与Child和MELD评分相关

性的相关系数最高, 分别是-2.13和-8.563, 相关

性远远高于ApoA1的r  = -0.048和r  = -0.167, 以及

ApoB的r  = -0.041和r  = -0.1, 这提示了ApoA1/B
有可能可作为判断HBV慢性肝病严重程度和了

解预后的指标, 较单独测定ApoA1、ApoB的水

平更有意义. 
本研究也发现, 对于肝衰竭组良好预后和

预后不良组之间, 血清载脂蛋白ApoA1、血清载

脂蛋白ApoB和血清载脂蛋白A1/B浓度比值、

CHILD和MELD评分均无明显的统计学意义, 产
生这种结果可能与样本量较小有一定关系, 我
们将进一步扩大样本量进行研究. 

总之, 本文对慢性乙型肝病患者血清载脂

蛋白ApoA1、ApoB及其对肝功能判断中作用做

了研究. 由于研究对象为单一的HBV引起的慢

性肝病患者, 因此摒弃了其他诸多直接影响血

脂代谢的因素; 而应用MELD和Child-Pugh评分

作为参照, 也增加了血清Apo对肝功判断的可信

性. 同时血脂作为临床常规的检查, 基层单位也

可开展检测, 易于推广. 血清ApoA1、ApoB含量

及其比值的测定可能作为检测肝功能的指标之

一, 他不仅反映和评估HBV慢性肝病的肝功储

备和预后预后, 对指导临床治疗也具有一定的

意义. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanisms underlying 
gallbladder emptying dysfunction in diabetic 
patients.

METHODS: Gallbladder volume and gallblad-
der arterial blood flow were measured on an 
empty stomach and gallbladder emptying after a 
fatty meal was measured by B-mode ultrasound 
in 24 diabetic patients with autonomic neuropa-
thy (AN group), 16 diabetic patients without 
autonomic neuropathy (NAN group), and 20 
healthy controls (HC group).

RESULTS: Fasting gallbladder volume in-
creased more significantly in the AN group than 
in the HC group and NAN group (22.71 mL ± 6.67 
mL vs 14.39 mL ± 5.10 mL, 15.49 mL ± 4.66 mL, 
both P < 0.01). Postprandial gallbladder volume 
significantly increased at all time points (all P < 
0.01), while the rate of gallbladder emptying at 

all time points was significantly lower in the AN 
group than in the other two groups (all P < 0.01). 
Gallbladder arterial resistance index (RI) was 
significantly higher in the AN group than in the 
other two groups (0.74 ± 0.07 vs 0.65 ± 0.05, 0.61 
± 0.06, both P < 0.01). The minimum diastolic 
blood flow velocity (Vmin) was significantly low-
er in the AN group than in the other two groups 
(5.62 ± 1.19 vs 8.31 ± 1.86, 8.72 ± 1.43, both P < 
0.01). Gallbladder arterial RI showed a signifi-
cant correlation with glycosylated hemoglobin 
level and insulin resistance index (HOMA-IR) (r 
= 0.648, 0.822, both P < 0.05).

CONCLUSION: The development of gallblad-
der emptying dysfunction in diabetic patients is 
partly due to impaired autonomic nerve. There 
are significant differences in gallbladder arterial 
RI and Vmin among the AN group, NAN group 
and HC group. Gallbladder emptying dysfunc-
tion may be associated with hemodynamic 
changes in the gallbladder.

Key Words: Diabetes mellitus; Gallbladder empty-
ing; Artery; Ultrasonography
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摘要
目的: 探讨糖尿病患者胆囊排空功能的改变
及其发生机制. 

方法: B超测定24例糖尿病合并自主神经病变
患者(AN组)、16例不合并自主神经病变患者
(NAN组)及20例正常对照组空腹胆囊体积、

胆囊动脉血流及脂餐后胆囊的排空功能. 

结果: AN组较NAN组及正常组空腹胆囊体积
明显增大(22.71 mL±6.67 mL vs  14.39 mL±
5.10 mL, 15.49 mL±4.66 mL, 均P <0.01), 餐后
各时点胆囊体积也显著增大(P <0.01), 各时点
胆囊排空率明显减低(P <0.01); AN组胆囊动脉
血流参数阻力指数(RI)较NAN组及正常组明
显升高(0.74±0.07 vs  0.65±0.05, 0.61±0.06, 
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均P <0.01), 而舒张期最低流速(Vmin)较NAN组
及正常组明显降低(5.62±1.19 vs  8.31±1.86, 
8.72±1.43, 均P <0.01); 胆囊动脉RI与糖化血
红蛋白及胰岛素抵抗指数(Homa-IR)显著相关
(r  = 0.648, 0.822, P <0.05).

结论: 糖尿病患者胆囊排空功能明显减低与
自主神经受损有关; 糖尿病合并自主神经病
变时其胆囊动脉RI和Vmin较NAN组及正常组
有明显差异, 糖尿病胆囊动脉血管病变也是影
响胆囊排空功能的重要原因.

关键词: 糖尿病; 胆囊排空; 动脉; 超声检查
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0  引言

糖尿病患者胆石症发生率较正常人高2-3倍[1,2], 
胆囊排空功能减低是胆石形成的重要原因之一, 
推测糖尿病自主神经受损是导致胆囊排空不良

的重要因素. 本研究旨在从超声显像的角度观

察糖尿病患者胆囊排空功能及胆囊血流动力学

的改变以期探讨胆囊排空不良的发生机制.

1  材料和方法

1.1 材料 选择兰州大学第一医院住院糖尿病患

者共40例, 男22例, 女18例, 年龄32-65(平均44.3)
岁, 病程3-20年, 糖尿病诊断标准符合1998年
WHO诊断标准. 40例糖尿病患者根据有无内脏

神经变分为A组(单纯糖尿病组, NAN组, 16例)
和B组(糖尿病合并内脏神经病变组, AN组, 24
例). 具有下列情况之一者合并内脏神经病变[3]: 
(1)平卧位静息状态下心率>90/min, 立卧位收

缩压差>30 mmHg, 深呼吸时每分钟心率差<10/
min, Valsalvs动作指数R-R比值≤1.10, 立卧位时

每分钟心率差<15/min; (2)无其他因素所致的胆

囊膨大, 腹泻、便秘或两者交替出现; (3)汗腺分

泌异常; (4)无其他原因的瞳孔调节异常; (5)无其

他原因所致的尿潴留. 健康对照组20例(男12例, 
女8例)为C组, 年龄30-65(平均42.8)岁. 入选者均

除外胆石症、肝病等消化系器质性疾病, 检查

前3 d停用一切影响胆囊收缩功能的药物. 糖尿

病患者均给予糖尿病饮食, 降糖药物治疗. 各组

间年龄、性别、体重无统计学差异.
1.2 方法 胆囊排空功能测定: 受检者禁食12 h
后取仰卧位, 于空腹及脂肪餐(油煎鸡蛋2个)后
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30、60、90、120 min, 重复3次测量胆囊的最大

长径(L)、最大宽径(W)和前后径(H), 取平均值. 
根据公式V = 0.52×L×W×H计算胆囊容积(空
腹胆囊体积为V0, 餐后各时点胆囊体积为Vt). 计
算各时点胆囊排空率EF(%)=(1-Vt/V0)×100%. 
彩超仪为LOGIQ 7, 由一名固定医生进行检查. 
胆囊动脉血流动力学指标测定: 采用LOGIQ 7超
声诊断仪, 探头频率为2.5-6.0 MHZ可变频率, 彩
色多普勒阈值≤0.10 cm, 脉冲多普勒PW取样容

积1.5-2.0 mm, 取样角度＜30度, 患者禁食8-12 h
后检查, 取仰卧位, 在距胆囊颈部0.5-1.5 cm处寻

找胆囊动脉血流取频谱, 测量血流参数: 收缩期

最大流速(Vmax)、舒张期最低流速(Vmin)、阻力

指数(resistance index, RI). 由一名固定医生进行

检查. 测量空腹血糖(fasting blood-glucose, FBG)
及餐后2 h血糖(postprandial blood glucose, PBG)
浓度, 同时测量血HbA1c、三酰甘油(TG)、总

胆固醇(TC)和血清空腹胰岛素, 计算胰岛素抵

抗指数(homeostasis model assessment of insulin 
resistance, Homa-IR). 

统计学处理 用SPSS11.0统计软件, 各组实

验数据均以mean±SD表示, 用方差分析和直线

回归分析进行统计学处理, P <0.05为差异有显著

性, P <0.01为差异有极显著性.

2  结果

2.1 胆囊的排空功能 AN组空腹及餐后30、60、
90 min胆囊体积显著大于NAN组和C组, 餐后

120 min胆囊体积与NAN组和C组无显著性差

异(P <0.01, 表1). 其EF30min、EF60min、EF90min、

E F120m i n明显低于C组和NAN组(P <0.01, 表2). 
NAN组和C组之间各时点胆囊体积及EF均无显

著性差异.
2.2 胆囊动脉血流参数 彩色多普勒CDFI: 各组

胆囊动脉显示率100%, 表现为点状、短条状及

条状血流束. 脉冲多普勒PW: 各组胆囊动脉血

流参数结果测量重复率100%, AN组RI及Vmin
较NAN组和C组有极显著性差异(P <0.01, 表3, 
图1).
2.3 胆囊动脉RI与HbA1c及IR的关系 糖尿病

组胆囊动脉R I与H b A1c及I R均呈正相关(r  = 
0.648, 0.822, P <0.05); 与FBG、PBG、TG及TC
无相关性. 

3  讨论

随着超声显像技术的不断发展, 超声检查不仅

可以用于评价胆囊的形态及功能, 而且可以通
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过彩色多普勒探测胆囊动脉血流参数来了解其

血流动力学改变. 本文通过超声检查观察糖尿

病患者的胆囊排空功能, 发现合并自主神经病

变的糖尿病患者胆囊排空功能明显低于不合并

自主神经病变的糖尿病患者和正常人, 提示糖

尿病患者存在胆囊排空障碍, 且与支配胆囊运

动的自主神经受损有关, 与国内外报道的文献

相一致[4-8].
长期的糖尿病患者常合并微血管的病变, 

而糖尿病的微血管损伤是引起糖尿病并发症的

重要病理生理基础[9]. 本文通过彩色多普勒超

声检查对胆囊动脉血流动力学观察, 发现合并

自主神经病变的糖尿病组胆囊动脉RI明显高于

正常组及不合并自主神经病变组, 而舒张期最

低流速明显低于正常组及不合并自主神经病变

组, 表现为高阻力, 低流量的血流特点, 提示糖

尿病患者胆囊动脉血管壁弹性降低, 血流阻力

增大, 血流量相对减少, 证实糖尿病患者存在胆

囊动脉的血管病变, 与相关文献[10-12]报道糖

尿病患者存在胆囊壁广泛微血管腔狭窄相吻合. 
糖尿病患者胆囊动脉病变造成微循环有效灌注

不足, 一方面可引起支配胆囊的迷走神经滋养

血管出现微循环障碍, 导致自主神经及其神经

元、髓鞘的损伤, 引起神经冲动的传导阻滞, 继
而表现为胆囊排空功能减低; 另一方面糖尿病

胆囊动脉病变可造成胆囊壁局部缺血, 胆囊壁

平滑肌细胞变性, 从而影响平滑肌的正常舒缩

功能, 同时神经营养的减弱或丧失也会加快平

滑肌细胞的病理改变, 加重胆囊的排空障碍.
本文观察糖尿病组胆囊动脉RI与HbA1c及

IR均呈正相关, 说明糖尿病胆囊微血管病变与长

期的高血糖、高胰岛素血症状态密切相关[13,14]. 
由于长期高糖化血红蛋白使红细胞黏滞度升高, 
膜流动性降低, 导致变形性降低, 难以通过微血

管而发生滞留, 致使血流阻力增加, 血管弹性降

低, 血流相对减少, 微循环有效灌注不足; 同时

在IR状态下的高胰岛素血症又可引起细胞内皮

功能障碍, 引起胰岛素介导的扩张血管作用减

弱, 并且可导致血液的高凝状态, 加重糖尿病胆

囊微血管病变, 引起糖尿病胆囊动脉血流动力

学改变.

表  1  各组胆囊各时点的体积 (mean±SD, mL)

     
分组   n      FV      RV30min      RV60min      RV90min      RV120min

C组 20 15.49±4.66b   6.95±1.57b   5.52±1.68b 10.10±2.29b 12.86±4.48

AN组 24 22.71±6.67 12.48±3.73 10.18±3.96 13.26±3.32 14.91±5.28

NAN组 16 14.39±5.10b   7.54±1.67b   5.05±1.11b   7.94±1.60b 13.44±4.62

bP<0.01 vs  AN组.

表  2  各组胆囊各时点排空率EF (mean±SD,%)

     
分组   n     EF30min     EF60min     EF90min     EF120min

C组 20 65.6±9.2b 68.9±5.5b 46.7±3.8b 23.8±4.4b

AN组 24 41.5±7.1 46.7±6.8 28.7±5.1 17.3±4.9

NAN组 16 60.0±10.6b 64.8±3.8b 45.2±4.3b 23.1±2.1b

bP<0.01 vs  AN组.

表  3  各组胆囊动脉血流参数比较 (mean±SD)

     
分组   n    Vmax(cm/s)   Vmin(cm/s)         RI

C组 20 23.18±3.67 8.72±1.43b 0.61±0.06b

AN组 24 23.43±7.92 5.62±1.19 0.74±0.07

NAN组 16 24.22±3.87 8.31±1.86b 0.65±0.05b

bP<0.01 vs  AN组.

图   1   糖 尿 病 患 者
胆囊动脉频谱. 

■应用要点
本文通过对糖尿
病患者胆囊收缩
功能测定、胆囊
血管及阻力指数
测定, 了解胆囊排
空障碍的机理, 为
糖尿病患者胆囊
排空障碍的治疗
提供了一定的理
论依据.
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糖尿病患者普遍存在胆囊收缩排空功能障

碍. 支配胆囊的自主神经受损是重要原因之一; 
而长期高血糖、高胰岛素血症导致胆囊壁微血

管病变是另一重要原因, 因此糖尿病患者应积

极有效地控制血糖, 防止血管病变, 从而降低和

延缓胆囊排空功能障碍的发生. 
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Abstract
AIM: To investigate the value of duodenoscopy 
in the diagnosis and treatment of bile leakage 
after laparoscopic cholecystectomy (LC).

METHODS: The clinical data for 32 patients who 
had bile leakage after LC and were treated at 
Tianjin Nankai Hospital from June 2004 to Janu-
ary 2010 were retrospectively analyzed.

RESULTS: All 32 patients received endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography (ERCP), 
and the nature of bile leakage in all of them was 
elucidated. Of all patients, 20 had cystic duct 
stump leakage, 7 had common bile duct leakage, 
3 had hepatic duct leakage, 2 had aberrant bile 
duct leakage; 28 were cured by endoscopic na-
sobiliary drainage (ENBD), and 4 by plastic bili-
ary stent implantation.The overall cure rate was 
100%. The length of hospitalization stay ranged 
from 1 to 6 wk, with an average length of 24 d. 

No recurrence occurred in all patients during 3 
to 72 months of follow-up.

CONCLUSION: Duodenoscopy is a feasible and 
effective approach for the diagnosis and treat-
ment of bile leakage after LC.

Key Words: Duodenoscope; Laparoscopy; Chole-
cystectomy; Bile leakage

Ding GQ, Qin MF, Wang Q, Gou CY, Li N. Duodeno-
scopic diagnosis and treatment of bile leakage after lapa-
roscopic cholecystectomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(3): 305-308

摘要
目的: 探讨十二指肠镜在诊治腹腔镜胆囊切
除术(laparoscopic cholecystectomy, LC)术后胆
漏中的应用.

方法: 对天津市南开医院2004-06/2010-01十二
指肠镜诊治LC术后出现胆漏的32例患者处理
方法及效果进行回顾性分析.

结果: 经十二指肠镜诊查, 32例胆漏患者中, 
胆囊管残端胆漏20例, 胆总管漏7例, 肝总管
漏3例, 迷走胆管漏2例, 其中28例经内镜鼻
胆管引流术(endoscopic nasobiliary drainage, 
ENBD)治愈, 4例行胆道内塑料支架植入术治
愈, 32例患者均治愈出院, 总治愈率100%, 住
院时间为1-6 wk, 平均住院时间18 d. 所有患
者随访3-72 mo, 未见复发.

结论: 十二指肠镜是诊治LC术后胆漏患者的
有效治疗方法, 对胆漏的诊断、治疗有很好的
效果.

关键词: 十二指肠镜; 腹腔镜; 胆囊切除; 胆漏
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■背景资料
随着LC的广泛开
展, 适应证逐渐放
宽, 该项技术已经
在许多区县医院
得到普及, 但其并
发症发生率仍较
开腹手术为高且
严重, 作为严重并
发症之一的胆漏
也呈增多的趋势. 

■同行评议者
智绪亭, 教授, 山
东大学齐鲁医院
普外科 



LC)后胆漏是临床上常见的胆囊切除术后或医

源性胆道损伤的并发症, 既往多以B超引导下腹

腔穿刺引流或再次外科手术治疗为主要手段. 
本文回顾分析2004-06/2010-01天津市南开医院

应用十二指肠镜诊治LC术后胆漏患者32例, 现
报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组32例患者中, 男14例, 女18例, 年龄

31-83(平均62)岁. 其中急性结石性胆囊炎患者16
例, 慢性结石性胆囊炎患者11例, 胆囊息肉患者5
例. 全部患者均行LC术, 手术方法包括经典的美

式4孔法、改良的3孔法, 无中转开腹病例, 8例手

术后于文氏孔放置腹引管. 出现症状的时间是术

后2-7 d, 临床主要表现为腹痛13例、发热10例、

皮肤巩膜黄染7例、局限或弥漫性腹膜炎2例.
1.2 方法 观看手术录像资料, 初步了解术中情

况. 除8例LC术后放置腹引管患者密切观察病情

变化外, 其他患者发现后立即行十二指肠镜治

疗. 先行内镜下逆行胰胆管造影术(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)检
查 ,  进一步明确诊断胆漏发生及胆道损伤的

部位、性质及程度 ,  根据胆道情况行相应的

内镜治疗, 造影示胆囊管残端胆漏20例, 胆总

管漏7例, 肝总管漏3例, 迷走胆管漏2例. 本组

无胆总管横断伤等重大并发症发生 ,  明确病

因后行经内镜乳头括约肌切开术(endoscopic 
sphincteropapillotomy, EST)放置鼻胆管引流. 4
例患者因胆总管漏较大(漏口为0.6-0.8 cm)行胆

道内塑料支架植入术, 使支架越过漏口处, 经支

架充分引流, 堵塞漏口, 引流胆汁, 以利于漏口

的修复和愈合. 5例胆囊窝积液较多行经内镜

鼻胆管引流术(endoscopic nasobiliary drainage, 
ENBD)的同时行彩超或CT下穿刺引流术.

2  结果

32例胆漏患者均十二指肠镜治疗一次成功, 28
例患者行ENBD, 4例患者行胆道塑料支架植入

术. 内镜后禁食24-48 h, 给予抗炎补液、保肝减

黄、维持水、电、酸碱平衡等支持治疗, 使用

生长激素等药物以促进漏口愈合. 定期复查肝

功能等生化检查, 定期复查B超或经鼻胆管造影. 
28例ENBD患者待经鼻胆管造影无明显渗漏, 腹
痛黄疸症状基本消失后拔除鼻胆管. 4例胆道支

架患者3 mo后复查胆管造影未见明显异常取出

支架. 32例患者均治愈出院, 总治愈率100%, 住
院时间为1-6 wk, 平均住院时间18 d. 所有患者
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随访3-72 mo, 未见复发, 生活质量良好. 

3  讨论

LC术后胆漏并非罕见, 临床处理困难, 往往成为

医疗纠纷的源头, 是临床医师无法回避的问题[1]. 
LC手术过程较快, 胆漏发生的时间较晚, 诊断上

略有困难. 了解其发病特点及发病机制对诊断

与治疗均有帮助, 在临床必须引起足够的重视. 
胆漏发生的常见原因: (1)胆囊三角辨认不

清, 盲目将胆囊管离断; (2)过度牵拉造成胆囊管

残端漏, 术中未仔细探查发现[2]; (3)钛夹夹闭胆囊

管不彻底、胆囊管残端钛夹脱落; (4)胆囊残端坏

死致胆囊管残端漏[3]; (5)胆管变异[4,5], 主要有副肝

管、迷走胆管和胆囊旁支胆管, 其汇入越接近胆

囊管开口, 手术损伤的机会越多, 副肝管汇入胆

囊壶腹或漏斗部, 术中损伤的可能性很大, 另外

迷走胆管纤细, 多位于胆囊窝内, 行走方向无规

律、剥离胆囊床时、难以分辨、极易损伤. 
胆漏发生的预防: (1)预防的关键是对此要

保持高度警惕[6], 解剖Calot三角时尽量少用电

切和电凝, 禁止盲目抓持大量组织电凝和钳夹

止血, 遇有Calot三角解剖不清时应及时中转开

腹. 胆囊炎症较重切除胆囊难度较大或无把握

时, 应行胆囊大部切除术或胆囊取石造口, 日后

酌情再行胆囊切除[7]; (2)切断胆囊管之前一定要

清晰确认三角的关系, 并避免胆管牵拉成角, 对
胆道系统有明显变异者, 应考虑行逆行或顺逆

结合胆囊切除, 肝门区直径>2 mm副肝管要妥善

保护, 避免损伤; (3)胆囊颈部结石嵌顿, 影响胆

囊三角显露时, 应先用穿刺针做胆囊减压, 或者

取出嵌顿的结石, 然后再分离三角区; (4)保护完

整的胆囊床, 术中不要破坏胆囊床肝脏表面的

筋膜组织; 对胆囊床做全面的电凝处理, 避免迷

走胆管漏, 切除胆囊后反复仔细检查胆囊床和

胆囊三角区剖面有无胆汁溢出, 常规用清洁敷

料填压肝门区及胆囊床3-5 min, 认真查看有无

胆汁沾染, 如发现有胆汁漏应及时钛夹夹闭或

缝合, 必要时于文氏孔(小网膜孔)处放置引流管, 
以便观察病情; (5)术中分离胆囊床间隙尽应遵

循“钝性分离”和“贴胆囊壁分离”原则, 发
现不易分开的细小管状或条索状组织有可能是

迷走胆管, 通常直径较细的迷走胆管电凝或电

切一般可将其闭合, 较粗大者钛夹闭合; (6)胆囊

管施夹必须完全、牢固、可靠, 遇胆囊管过粗

时应改用大号钛夹, 或结扎法与钛夹法结合使

用, 或采用阶梯施夹法夹闭[8]. 胆囊管应用剪刀

锐性离断, 尽量无张力, 避免胆囊管与肝总管牵
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拉成角;  (7)尽量使用可吸收生物夹, 因其不导电

可有效地避免钛夹介导的电灼伤, 情况允许时

尽可能使用小号钛夹, 因为在胆囊三角如此狭

小的空间, 特别是胆囊颈部与胆管粘连严重时, 
大号钛夹会占据很大空间, 影响操作并可以成

为钛夹介导的电灼伤的巨大隐患; (8)对于胆囊

三角和肝十二指肠韧带前后壁的出血, 建议使

用无创钳钳夹止血或纱布压迫止血, 如确实需

要电凝止血, 应使用弯血管钳钳夹出血部位并

上提后电凝, 条件允许时提倡使用超声刀, 既能

保证手术视野的清晰, 又可避免胆管的热灼伤. 
处理LC术后胆漏, 应综合考虑, 根据情况相

应处理, 特别是非主胆道损伤引起的术后胆漏, 
内镜治疗发挥着越来越重要的作用[9], 可早期明

确胆漏的原因和部位, 有助于治疗方案的选择, 
也可作为判断胆漏愈合的依据, ERCP检查可明

确胆管是部分损伤、阻塞还是完全损伤[10], 为选

择治疗方案提供有力的证据, 减少患者的痛苦

和经济负担, 加速胆管损伤的修复. 
ENBD的效果最优, 不但可以充分引流胆汁

为胆道减压, 而且可观察胆汁引流量及性状, 且
可随时造影了解胆漏愈合情况, 同时具有支架

作用, 无须再次通过内镜取出支架. 缺点是患者

有不适感, 不能长期应用, 且胆汁丢失易引起电

解质紊乱. 胆道内塑料支架植入术为胆道内引

流, 胆总管损伤导致的胆漏可置人塑料于漏口

处, 利用支架堵塞漏口引流胆汁[11], 可以充分降

低胆囊管残端漏压力, 减少胆囊管残端漏压力, 
减少胆囊管残端漏胆汁量, 缩短漏口闭合时间, 
达到早期治愈的目的[12]. 缺点是不能动态观察

胆汁引流量, 不能反复造影了解胆道情况, 且需

行二次内镜治疗, 但因胆道内支架可放置较长

时间, 持续扩张支撑胆管, 故常用于治疗胆管狭

窄[13],  3 mo后取出胆管支架时, 应仔细检查胆总

管有无损伤或狭窄, 必要时再重新放置塑料支

架. 另外在使用内镜治疗胆漏的同时可配合B超
或CT穿刺引流, 以减轻腹腔感染. 对腹膜炎有扩

散趋势、鼻胆管引流不畅、黄疽进行性加重者, 
仍应尽早开腹手术探查, 以免延误病情[14]. 

十二指肠镜诊治LC术后胆漏具有微创的特

点, 患者痛苦小, 避免短期内再次手术的风险及

并发症, 特别适用于危重和不能耐受手术患者,
能较好地适用于LC后胆道并发症的诊断[15]. 术
后胆漏主要有胆囊管残端漏、副肝管损伤漏、

迷走胆管漏等, 根据术后胆汁漏出量和漏胆持

续时间判断胆漏的来源准确性较差, 行十二指

肠镜胆道造影可清晰显示整个胆道, 还可发现

胆管内的造影剂经漏口溢入腹腔, 本组32例患

者均经ERCP明确胆漏的原因, 2例ERCP胆管

造影示肝外胆管完整, 无造影剂外溢, 推测为迷

走胆管漏. 十二指肠镜治疗胆漏的原理是充分

降低胆道和十二指肠间的压力梯度, 使胆汁尽

可能多的进入十二指肠, 减轻腹腔污染, 达到漏

口自愈的目的[16]. LC术后行十二指肠镜干预治

疗的同时应充分重视腹腔引流的必要性. 对LC
术中已放置膈下引流者应保持引流管通畅, 如
未放置引流必要时行B超引导下穿刺置管引流. 
十二指肠镜治疗胆漏的优越性还在于简单有效, 
内镜治疗只需常规咽麻, 对生理干扰小, 术前准

备时间短, 胆漏患者一般体质较虚弱, 特别适合

于创伤小的微创治疗[17]. 
总之, 十二指肠镜是诊治LC术后胆漏患者

的有效治疗方法[18], 其治疗手段应个体化、多元

化综合应用, 以通畅引流为治疗的原则, 十二指

肠镜治疗可明确胆漏部位、原因, 行十二指肠

镜治疗可有效减少胆汁外溢, 避免再次手术. 对
于LC术后胆漏,十二指肠镜治疗是一种微创、

安全、有效的治疗手段, 值得临床推广应用, 但
要严格掌握其适应证.
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Abstract
AIM: To examine the psychological alterations 
and autonomic nervous dysfunction in patients 
with irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: Twenty-three patients with diar-
rhea-predominant IBS (IBS-D), 22 patients with 
constipation-predominant IBS (IBS-C), and 30 
healthy people were included in the study. Or-
thostatic testing was used to analyze the short-
range frequency domain of heart rate variability 
(ratio of low to high frequency power, LF/HF) 
and to evaluate psychological alterations and 
autonomic nervous dysfunction in these pa-
tients. Psychological symptoms were measured 
with the SCL-90 scale.

RESULTS: Psychological alterations, such as 
depression, anxiety, phobia, compulsion and hy-
persensitivity, were more obvious in IBS patients 
than in controls (depression: 2.61 ± 0.62 vs 1.39 
± 0.44; anxiety: 2.28 ± 0.54 vs 1.41 ± 0.51, both P 

< 0.05). There were a more significant increase in 
the LF/HF and a more significant decrease in the 
high frequency power in IBS-D patients than in 
IBS-C patients and normal controls (13.00 nu ± 0.70 
nu vs 33.34 nu ± 2.40 nu, 42.20 nu ± 1.37 nu; 4.14 ± 
0.30 vs 1.93 ± 0.23, 1.33 ± 0.04, all P < 0.05).

CONCLUSION: Psychological alterations and 
autonomic nervous dysfunction were noted in 
patients with IBS, especially in IBS-D patients.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Psychological 
alteration; Sympathetic nervous system; Parasym-
pathetic nervous system; Orthostatic testing; Heart 
rate variability

Chang YY, Wang BM, Wang YM, Zhang J, Su S. Psycho-
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摘要
目的: 探讨精神心理因素、自主神经功能与
肠易激综合征(IBS)的关系.

方法: 对IBS患者45例, 其中腹泻型23例、便
秘型22例, 对照组30例. 采用症状自评量表
(SCL-90)进行心理因素评分, 体位应激实验来
进行心率变异(低频功率/高频功率)的短程频
域分析, 进而评价精神心理因素、自主神经功
能与IBS的关系.

结果: (1)IBS患者较对照组普遍存在抑郁、

焦虑、恐惧、强迫观念和人际关系敏感等异
常心理, 以焦虑和抑郁更为突出(2.61±0.62 
vs  1.39±0.44, 2.28±0.54 vs  1.41±0.51, 均
P <0.05); (2)静息状态下, 病例组与对照组之
间在低频功率(LF), 高频功率(HF)及LF/HF指
标无差别, 但是, 体位应激后, 腹泻型较便秘
型、对照组HF明显降低(13.00 nu±0.70 nu 
vs  33.34 nu±2.40 nu, 42.20 nu±1.37 nu, 均
P <0.05), LF/HF值增高(4.14±0.30 vs  1.93±
0.23, 1.33±0.04, 均P <0.05).

结论: IBS患者多伴有心理异常和自主神经功
能紊乱, 经过体位应激后表现为迷走神经活
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■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是一种胃肠
功能紊乱性疾病, 
以腹痛、腹胀、
腹部不适, 排便习
惯及排便性状改
变为特征, 其患病
率高 ,  治疗困难 , 
其发病机制尚不
完全清楚, 缺乏形
态学, 细菌学和生
化学指标的特异
性改变, 其中精神
心理因素及自主
神经功能与IBS的
关系日趋引起消
化科医师的关注.

■同行评议者
邢建峰 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院 



性减弱, 交感神经活性相对增强, 腹泻型尤为
显著.
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种胃肠功能紊乱性疾病, 以腹痛、腹胀、腹

部不适, 排便习惯及排便性状改变为特征, 其患

病率高, 治疗困难, 人群发病率约为10%-15%, 
占胃肠道门诊的20%-25%[1], 发病机制尚不完全

清楚, 缺乏形态学, 细菌学和生化学指标的特异

性改变, 其中精神心理因素及自主神经功能失

调在IBS发病中的作用日趋引起消化科医师的

关注. 心率变异(heart rate variability, HRV)作为

可定量反应自主神经活性及其调节功能的一种

无创性检测方法[2,3], 对IBS的应用价值越来越受

到重视. 通过实施躯体的, 心理的或内脏的应激

来检测HRV的情况, 从而研究IBS患者的自主神

经功能状态和其功能失调的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例组为在天津医科大学总医院消化

科门诊及内镜室收集的符合罗马Ⅲ[4]诊断标准

的IBS患者45例, 年龄20-60(平均42)岁, 其中腹

泻型患者23例, 便秘型患者22例, 并排除心血

管疾病, 贫血, 发热, 泌尿及内分泌系统等器质

性疾病, 且没有服用心血管药物史, 以消除其

对心率变化的影响. 对照组为在查体中心的查

体者, 无腹痛或腹部不适及排便性状的改变, 结
肠镜或者钡剂灌肠检查阴性的人群30例, 年龄

25-58(平均40)岁. 病例组及对照组均已签署知

情同意书.
1.2 方法 试验前12 h禁饮咖啡、茶、酒, 禁止吸

烟, 并禁用任何影响血压及心率的药物, 保证充

足睡眠, 避免剧烈运动. 试验在舒适、安静的环

境下进行. 
1.2.1 心理测评: 采用SCL-90对IBS患者和对照

组进行心理因素评分, 由研究调查者统一指导, 
每个研究对象均独立完成心理量表测查. 
1.2.2 自主神经功能测定: 对病例组和对照组分

别进行心率变异率分析, 采用5 min短程频域分
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析的方法, 与体位应激试验同步进行, 嘱受试者

由仰卧位转为直立位, 分别记录仰卧位及直立

位时的高频, 低频功率及低、高频功率的比值, 
以反应交感、迷走神经的张力比, 从而分析体

位应激前后的短程频域心率变异率. 
统计学处理 将试验数据应用SPSS13.0统计

软件进行统计分析, 结果均以mean±SD表示, 两
组样本资料的均数比较采用两组独立样本资料

的t检验, 多组资料的组间比较通过方差分析进

行样本均数的两两比较. P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

IBS患者较对照组普遍存在抑郁、焦虑、恐惧、

强迫观念和人际关系敏感等异常心理, 以焦虑和

抑郁更为突出(P<0.05, 表1). 
在静息状态下, IBS患者与对照组在高频功

率, 低频功率, 及低频功率/高频功率差别无统计

学意义; 经过体位应激之后低频功率在两组之

间的差异无统计学意义, 而高频功率较对照组

减低, 低频功率/高频功率较对照组明显升高, 差
别具有显著的统计学差异(P <0.05, 表2). 

在静息状态下, 腹泻型及便秘型IBS患者与

对照组在高频功率, 低频功率, 及低频功率/高频

功率差别无统计学意义; 经过体位应激后, 高频

功率及低频功率/高频功率IBS组腹泻型与便秘

型及对照组相比较, 差异有统计学意义(P <0.05),  
IBS组便秘型与正常对照组相比较, 差异也有统

计学意义(P <0.05, 表3).

3  讨论

目前公认IBS患者存在自主神经功能紊乱, 随着

近年来人们生活节奏的加快、饮食结构的改变, 
神经、精神、感染因素所致的肠易激综合征发

病率有上升趋势. 丁美红等[5]认为精神心理因

素异常、自主神经功能障碍在功能性胃肠病的

发病机制中可能起一定作用; 精神心理因素异

常是否通过自主神经功能障碍使精神心理因素

躯体化还有待进一步研究. Ladep等[6]的研究显

示, 132例IBS患者中75例(56.8%)存在抑郁状况, 
显著高于对照组的20.1%. 穆标等[7]的研究表明, 
IBS患者的心理异常明显多于正常对照组, IBS
患者在不同的精神实验中可表现为躯体不适、

焦虑、抑郁、睡眠差、易疲劳、存在敌意及有

悲哀情绪. 本研究采用的是SCL-90心理量表, 结
果与上述文献报道一致, 显示IBS患者大部分

因子分较对照组有显著差异, 表现为抑郁、焦
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■相关报道
丁美红等认为精
神 心 理 因 素 异
常、自主神经功
能障碍在功能性
胃肠病的发病机
制中可能起一定
作用. Heitkemper
等通过研究应激
前后病例组与对
照组HRV的变化, 
认为在应激状态
下IBS患者交感神
经活性较健康人
增强, 然而邹细岩
等认为IBS患者存
在心率变异性异
常, 主要表现为胆
碱能神经功能亢
进, 交感神经张力
代偿性增高, 进而
确认该类患者存
在自主神经系统
功能失调.
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虑、恐怖、强迫观念、人际关系敏感及心理异

常的症状躯体化, 突出表现为焦虑和抑郁. 我们

认为, IBS是一种身心疾病, 心理因素可能通过

植物神经系统和脑-肠轴进而影响肠道的功能, 
按照“生物-心理-社会”医学模式的要求, 现代

医学要求用整体的观点看待健康和疾病, 注重

在患者的心理方面予以帮助, 必要时辅以抗抑

郁药, 使其改善不良心态, 只有心理与生理的联

合治疗才能从根本上促进患者的康复. 
HRV分析是指在观察时间内对心脏节律的

R-R间期持续时间变化规律的分析, HRV信号蕴

含了有关心血管调节的大量信息, 对这些信息

的提取和分析可以定量评估心脏交感神经和迷

走神经活动的紧张性、均衡性及其对心血管系

表  1  IBS组与对照组SCL-90症状自评分比较

     
   IBS患者     正常人   t 值   P 值

躯体化 1.88±0.51 0.96±0.33 8.714 <0.05

强迫 1.99±0.47 0.98±0.41 9.534 <0.05

人际关系 1.14±0.44 1.06±0.43 0.766 >0.05 

抑郁 2.28±0.54 1.41±0.51 7.035 <0.05

焦虑 2.61±0.62 1.39±0.44 9.309 <0.05 

敌对 1.30±0.54 1.16±0.43 1.256 >0.05 

恐惧 2.14±0.59 1.20±0.55 6.949 <0.05

偏执 1.93±0.57 1.37±0.58 4.146 <0.05

神经质 1.47±0.59 1.25±0.51 1.680 >0.05   

其他 0.97±0.33 0.91±0.34 0.792 >0.05

表  2  IBS组与对照组应激前后心率变异率变化比较

     
   IBS患者     对照组     t 值   P 值

静息状态

    LF(nu) 46.28±2.70 38.37±3.48   1.816 >0.05

    HF(nu) 37.74±2.01 42.88±3.15 -1.445 >0.05

    LF/HF   1.33±0.07   1.05±0.13   1.889 >0.05

体位应激后

    LF(nu) 54.88±2.85 56.97±2.98 -0.491 >0.05

    HF(nu) 22.94±1.95 42.20±1.37 -7.279 <0.05

    LF/HF   3.06±0.25   1.33±0.04   5.631 <0.05

LF: 低频功率; HF: 高频功率.

表  3  不同类型IBS患者与对照组应激前后心率变异率变化比较

     
                                IBS组       

对照组
    腹泻型     便秘型

静息状态

    LF(nu) 46.55±4.24 46.00±3.38 38.37±3.48

    HF(nu) 38.22±3.26 37.23±2.37 42.87±3.15

    LF/HF   1.37±0.11   1.30±0.10   1.04±0.13

体位应激后

    LF(nu) 52.70±4.07 57.16±4.03 56.97±2.98

    HF(nu) 13.00±0.70ac 33.34±2.40c 42.20±1.37

    LF/HF   4.14±0.30ac   1.93±0.23c   1.33±0.04

LF: 低频功率; HF: 高频功率. aP<0.05 vs  便秘型IBS组; cP<0.05 vs  对照组.

■创新盘点
通过对肠易激综
合征患者及对照
组采用症状自评
量表(SCL-90)进
行心理因素评分, 
体位应激试验来
进行心率变异(低
频功率/高频功率)
的短程频域分析, 
进而评价精神心
理因素、自主神
经功能与肠易激
综合征的关系.
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统活动的影响, 其中低频功率(0.04-0.15 Hz)反映

交感神经的调节, 高频功率(0.15-0.40 Hz)反映迷

走神经的调节, 低频功率/高频功率较好地反映

交感神经/迷走神经调节的平衡[8]. Heitkemper等[2]

通过研究应激前后病例组与对照组HRV的变化, 
认为在应激状态下IBS患者交感神经活性较健

康人增强, 然而邹细岩等[9]IBS患者存在心率变

异性异常, 主要表现为胆碱能神经功能亢进, 即
迷走神经张力升高或迷走神经张力增高, 交感

神经张力代偿性增高, 但与迷走神经张力相比, 
仍存在交感神经张力相对不足, 进而确认该类

患者存在自主神经系统功能失调. 在清醒状态

下, 自主神经的功能受到情绪、呼吸、运动等

因素的影响, 故在睡眠状态下测定HRV更能准

确的评定自主神经的功能. Orr等[10]和Thompson
等 [11]使用睡眠多导图将睡眠分为快动眼睡眠

(rapid eye movement sleep, REM)和非快动眼睡

眠(nonrapid eye movement sleep, NREM), 指出在

REM期, IBS组较对照组的低频功率/高频功率明

显增高, 并指出IBS患者由于迷走神经活性减低

导致交感神经活性相对增强. Heitkemper等[2]通

过分析25例IBS女性患者和15例健康对照的24 h 
HRV, 发现前者比后者的低频功率/高频功率增

高, 高频功率减低, 低频功率没有明显不同. 然
而, Jarrett等[12]指出在睡眠状态下, IBS和健康对

照组的HRV参数没有明显不同. 
本试验中在静息状态下, 病例组与健康对

照组在高频功率, 低频功率, 及低频功率/高频功

率差别无统计学意义, 说明在静息状态下IBS患
者的自主神经功能与健康人没有明显差别, 经
过体位应激之后低频功率在两组之间的差异无

统计学意义, 而高频功率较对照组减低, 低频功

率/高频功率较对照组明显升高, 差别具有显著

的统计学差异, 因低频功率/高频功率的升高主

要是由于高频功率降低造成的,  低频功率的差

异无统计学差异, 且高频功率主要是反映迷走

神经张力的高低, 故我们可以看出IBS的患者较

健康人经过体位应激后迷走神经张力减低, 交
感神经活性相对增强, 其是一种继发性变化, 而
不是交感神经本身的张力增高. 国内外多项研

究表明IBS腹泻型及便秘型患者存在基因型的

差别, 为明确其各自对应激的反应是否有所不

同, 本试验进一步将IBS的腹泻型和便秘型患者

进行单独分析, 结果发现IBS腹泻型较便秘型高

频功率降低, 低频功率/高频功率升高, 差异有统

计学意义, 而低频功率差异无统计学意义, 由此

可以看出IBS腹泻型较便秘型迷走神经张力减

低, 相对地交感神经张力增强, 更易伴有自主神

经功能紊乱, 但由于腹泻型较便秘型患者易出

现水电解质紊乱而可能导致继发性自主神经功

能紊乱, 且由于本试验样本量较小及实验误差

的存在, 尚需大样本研究以得到进一步证实. 有
研究认为IBS腹泻型中植物神经功能处于失衡

状态, 交感神经活性增高, 迷走神经活性降低, 
表明心血管自主神经功能异常可影响IBS患者

的临床症状类型[13-15], Elsenbruch等[16]等认为摄

食后腹泻型IBS较便秘型IBS迷走神经张力降低

并伴随体内激素水平的升高, 推测其可能通过

脑-肠轴而进一步影响到排便的性状.  Mayer[17]

认为迷走神经通过对结肠的调节可使高幅传播

收缩波频率发生改变, 对便秘和腹泻起着重要

作用, 因而决定着患者的排便性状. 
总之, IBS患者存在精神心理异常和心血管

自主神经功能异常, 这种异常可能是IBS的重要

发病原因之一, 其潜在机制尚需深入研究. 对于

部分IBS患者, 进行适当的和有针对性的心理干

预很有必要, 甚至适当应用精神类药物, 对于提

高疗效和改善预后都有重要的现实意义. 通过

HRV分析可以直观地反映IBS患者的心血管自

主神经功能早期变化, 并可为临床诊疗方案的

制订提供依据. 由于HRV分析应用较广泛, 在很

多疾病中均存在, 缺乏特异性, 但可作为评估某

些疾病预后的一个指标. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
the expression of Twist1, MMP-2 and MMP-9 
proteins in colorectal cancer.

METHODS: The expression of Twist1, MMP-2 
and MMP-9 proteins was examined on tissue 
chips containing 92 colorectal cancer samples by 
immunohistochemistry.

RESULTS: The positive rates of Twist1, MMP-2 
and MMP-9 protein expression in  colorectal 
cancer were 64.1%, 66.3% and 67.4%, respective-
ly. High expression of Twist1 was positively cor-
related with lymph node metastasis and TNM 
stage (both P < 0.05) but inversely with patient’
s overall survival and relapse-free survival (P < 
0.05 and 0.01, respectively). The expression of 
MMP-2 and MMP-9 was significantly correlated 
with lymph node metastasis (both P < 0.01). A 

positive correlation was also found between 
MMP-9 expression and tumor size (P < 0.01). 
The expression of Twist1 was positively corre-
lated with that of MMP-9 (P < 0.05), but not with 
that of MMP-2 (P > 0.05).

CONCLUSION: The expression of Twist1, MMP-2 
and MMP-9 plays an important role in tumor 
invasion and metastasis in colorectal cancer. The 
expression of MMP-9 might be partly regulated by 
Twist1.

Key Words: Colorectal cancer; Twist1; MMP-2; 
MMP-9; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 研究Twist1、MMP-2和MMP-9蛋白在
结直肠癌组织中的表达及其相互关系.

方法: 建立组织微阵列平台, 应用免疫组织
化学方法检测92例结直肠癌组织Tw i s t1、
MMP-2和MMP-9蛋白的表达情况.

结果: 结直肠癌中Twist1的表达率为64.1%, 
MMP-2和MMP-9阳性率分别为66.3%和67.4%; 
Twist1的表达与肿瘤淋巴结受累和TNM分期
均呈正相关(均P <0.05), 并且与患者总生存率
和无复发生存率呈负相关(P <0.01, P <0.05); 
MMP-2、MMP-9蛋白表达与肿瘤淋巴结受
累均呈显著正相关(均P <0.01), 并且MMP-9蛋
白表达与肿瘤大小也呈显著正相关(P <0.01); 
Twist1表达状况与MMP-9的表达呈显著正相
关(r  = 0.205, P<0.05), 而与MMP-2表达无显著
相关性.

结论: 结直肠癌Twist1、MMP-2和MMP-9表
达状况与肿瘤侵袭转移有密切关系; MMP-9
表达可能在一定水平上受到Twist1调控.

关键词: 结直肠癌; Twist1; MMP-2; MMP-9; 免疫

组织化学

杨振忠, 吴正升, 法文, 李守新, 吕永芳. Twist1, MMP-2和

®

■背景资料
目前研究显示, 明
胶 酶 ( M M P - 2 和
MMP-9)及其抑制
因子 (TIMP-1和
TIMP-2)在结直肠
癌侵袭转移过程
中发挥了重要作
用. 探讨结直肠癌
明胶酶上游调控
因子对认识肿瘤
侵袭转移过程有
着重要意义. 

■同行评议者
纪小龙, 教授, 武
警总医院纳米医
学研究所 
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0  引言

结直肠癌是临床最常见的恶性肿瘤之一, 癌细

胞的侵袭转移是其难以根治和导致患者死亡

的主要原因. 目前研究显示: 明胶酶(MMP-2和
MMP-9)及其抑制因子(TIMP-1和TIMP-2)在结

直肠癌侵袭转移过程中发挥了重要作用[1-4]. 探
索结直肠癌明胶酶上游调控因子对认识肿瘤侵

袭转移过程有着重要意义. 近期研究显示, Twist1
基因具有癌基因的特性, 能够通过多种途径控制

肿瘤细胞凋亡, 血管生成和侵袭转移, 在恶性肿

瘤发生和发展过程中发挥了重要作用[5,6]. 本研究

在结直肠癌组织微阵列平台上, 通过免疫组织

化学技术检测Twist1基因表达, 分析Twist1表达

强度与肿瘤临床病理特征和患者预后的相关性, 
并进一步探讨其与明胶酶表达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集淮南市新华医疗集团新华医院病

理科结直肠癌患者92例, 年龄27-78(中位年龄

50.0)岁, 术前均未接受过化疗、免疫或放射等

抗肿瘤治疗. 按WHO最新标准对各病例进行病

理学分级和分型, 其中高分化腺癌8例, 中分化

腺癌44例, 低分化腺癌40例. Duke's分期: A和B
期37例、C和D期55例. 所有组织均以40 g/L甲
醛液固定, 石蜡包埋. 兔抗人Twist1多克隆抗体

购自Santa Cruz公司, 鼠抗人MMP-2和MMP-9单
克隆抗体、通用型SP法免疫组织化学试剂盒及

DAB显色剂均购自福州迈新公司.
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片制备: 复查每例HE染色切片, 选
取代表性组织位点, 使用定位器在切片上进行

标记, 每例样本选3个位点; 使用组织芯片制备

仪(HT-1, 辽宁恒泰公司), 采用取样针内径为1 
mm, 通过打孔、定位、取样、点样和二次包埋

制成直径1 mm, 间距1 mm的组织芯片蜡块; 以
3 μm厚度连续切片, 敷贴于10%多聚赖氨酸预先

处理的载玻片上, 待用. 
1.2.2 免疫组织化学法检测Twist1、MMP-2和

MMP-9蛋白在结直肠癌组织中的表达: 具体操

作按试剂盒说明书染色步骤进行. 以PBS缓冲液

代替一抗作阴性对照, 用已知阳性标本作为阳

性对照. 
1.2.3 结果判定: Twist1染色以细胞质出现明显的

黄色或棕黄色颗粒视为阳性着色, 参照Kyo等[7]

提出的染色标准综合阳性细胞率及染色强度进

行评估, 判断表达强度: 两者积分之和<6为弱表

达, ≥6为高表达. MMP-2和MMP-9以细胞膜或

胞质出现明显的黄色或棕黄色颗粒视为阳性着

色, 按Shimizu等[8]评分标准进行半定量分析, 根
据镜下观察阳性细胞比例及阳性着色强度. 阳
性细胞数按无着色、阳性细胞数<1/3、1/3-2/3
和>2/3分别判为0、1、2、3分, 每张切片阳性细

胞的着色强度按无着色、黄色、棕黄色和棕褐

色分别判为0、1、2、3分, 根据两项积分之和

判断其结果, ≥3分为阳性.
统计学处理 采用SPSS10.0 for Window软件

进行统计学处理. 采用χ2检验, 非参数Spearman
等级相关检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 Twist1、MMP-2和MMP-9蛋白在结直肠癌

中表达和分布 Twist1、MMP-2和MMP-9蛋白阳

性信号呈黄色或棕黄色颗粒状, 主要定位于细

胞胞质(图1). 92例结直肠癌组织中, Twist1高表

达率为64.1%, MMP-2和MMP-9阳性率分别为

66.3%和67.4%. 阳性肿瘤细胞分布呈异质性, 表
现为片状、灶状或散在分布. 
2.2 Twist1蛋白表达与结直肠癌临床病理特征以

及患者预后的关系 结直肠癌Twist1的表达与肿

A

B

图  1  Twist1在结直肠癌组织中的表达(免疫组织化学染色). 
A: 结直肠癌细胞高表达Twist1(×100); B: 结直肠癌Twist1阳

性表达主要定位于细胞质(图1A方框, ×200).

■相关报道
L e e 等 研 究 发 现
MMP-2和MMP-9
直 接 参 与 了
TGFβ1和Twist1
介导的乳腺细胞
EMT过程 ;  Oka-
mura等将Twist1
基因稳定转染到
恶性骨肉瘤细胞
中, 发现肿瘤细胞
TIMP-1基因表达
显著下调; 因而可
以推测Twist1基
因可能间接促进
MMP-9表达. 

■创新盘点
本研究在结直肠
癌组织微阵列平
台上, 通过免疫组
织化学技术检测
Twist1、MMP-2
和MMP-9蛋白的
表 达 ,  结 果 表 明
Twist1、MMP-2
和MMP-9表达状
况与结直肠癌侵
袭转移有密切关
系 ;  MMP-9表达
可能在一定水平
上受到Twist1调
控. Twist1基因在
结直肠癌侵袭转
移过程中可能发
挥了重要作用.
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瘤淋巴结转移和Duke's分期均呈正相关(P <0.01, 
P <0.05), 而与患者年龄、肿块大小、组织学分

级均无统计学意义(均P >0.05); Twist1的表达与

结直肠癌患者总生存率和无复发生存率均呈负

相关(P <0.01, P <0.05, 表1, 图2). 
2.3 MMP-2和MMP-9蛋白表达与结直肠癌临床

病理特征的关系 结直肠癌MMP-2和MMP-9的
表达与肿瘤淋巴结转移和TNM分期均呈正相关

(均P <0.01), 且MMP-9的表达与肿瘤大小呈正相

关(P <0.01), 而与患者年龄和组织学分级均无统

计学意义(均P >0.05). 
2.4 结直肠癌组织中Tw i s t1表达与M M P-2、
MMP-9表达的相关性 Spearman相关性分析显

示: Twist1和MMP-9的表达均呈显著正相关(r  = 
0.205, P <0.05), 而与MMP-2表达无显著相关性

(P >0.05).

3  讨论

Twist1基因属于碱性螺旋-环-螺旋蛋白家族中

高度保守的转录因子, 在胚胎生长发育阶段诱

导细胞迁移的调控过程中发挥重要作用, 最早

在果蝇中被发现, 广泛表达于中胚层起源的组

织和细胞, 在出生后降至低水平. 最近研究发现, 
Twist1具有癌基因的特征, 能够抑制肿瘤细胞凋

亡, 参与肿瘤细胞周期的调控, 并通过调解肿瘤

细胞上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal tran-
sition, EMT)等参与了恶性肿瘤的发生, 并且促

进肿瘤侵袭转移. Yang等[9]研究发现Twist1高表

达的乳腺癌细胞易发生转移, 而Twist1低表达的

乳腺癌细胞没有或极少发生转移. Kyo等[7]检测

了70例人子宫内膜癌的Twist1表达, 发现51%病

例呈Twist1高表达, 并且Twist1表达状况与肿瘤

局部侵袭和患者生存期呈显著正相关, 是一个

独立的预后因子. Valdés-Mora等[10]使用实时定

量PCR技术检测了54例结直肠癌及其癌旁正常

黏膜Twist1的mRNA表达, 发现结直肠癌Twist1 
mRNA表达显著高于正常黏膜组织表达, 并且其

表达还与肿瘤淋巴结转移呈显著正相关. 本研

究在92例结直肠癌中检测了Twist1蛋白的表达, 
发现64.1%的结直肠癌为高表达, 且Twist1的表

达与肿瘤淋巴结受累和TNM分期均呈正相关, 
并且与患者总生存率和无复发生存率均呈负相

关, 结果与文献报道相似, 提示Twist1是结直肠

癌演进过程中一个重要因子, 对肿瘤侵袭转移

有着重要促进作用, 是一个辅助判断结直肠癌

进展和患者预后的标志物. 鉴于Twist1在肿瘤发

生发展中的重要角色, 我们进一步探讨了Twist1
发挥作用可能的下游靶基因. 

明胶酶(MMP-2和MMP-9), 是基质金属蛋

白酶家族重要成员, 能够特异性降解基底膜和

细胞外基质的大多数蛋白质, 在肿瘤侵袭、转

移中起着极为重要的作用, 这一点已在对多种

表  1  结直肠癌组织Twist1蛋白表达与患者临床病理特征的关系

     
临床病理特征   n Twist1高表达n (%)   P 值

年龄(岁)

    ≤55 38     25(65.8) 0.781

    >55 54     34(63.0)

肿瘤大小(cm)

    ≤5 54     34(63.0) 0.781

    >5 38     25(65.8)

淋巴结转移

    无 35     12(34.3) 0.001

    有 57     47(82.5)

组织学分级

    Ⅰ   8       4(50.0) 0.301

    Ⅱ 44     26(59.1)

    Ⅲ 40     29(72.5)

Duke's分期

    A+B 37     15(40.5) 0.001

    C+D 55     44(80.0)
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图  2  结直肠癌Twist1表达与患者预后的相关性分析.

■应用要点
Twist1基因在结
直肠癌侵袭转移
过程中可能发挥
了 重 要 作 用 ,  是
一个辅助判断结
直肠癌患者预后
的有效生物标志
物, 并且Twist1和
MMP-9在结直肠
癌演进过程中关
系密切; 两者之间
具体调控机制有
待进一步研究. 
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肿瘤组织的侵袭行为、转移潜能与明胶酶表达

水平的相关分析的研究中得到证实[11]. 在本课题

组既往研究中, 我们也发现肿瘤组织MMP-2和
MMP-9的表达与肿瘤淋巴结转移、临床分期以

及患者预后均有密切关系[12,13]. 本研究同时检测

了MMP-2和MMP-9在结直肠癌组织中表达, 结
果显示MMP-2、MMP-9与结直肠癌的肿块大小

和转移有显著相关性. 
进一步, 我们将结直肠癌Twist1表达分别

与MMP-2和MMP-9进行相关性分析, 结果显示

Twist1表达状况与MMP-9的表达呈显著正相关, 
而与MMP-2表达无显著相关性. Lee等研究发

现MMP-2和MMP-9直接参与了TGFβ1和Twist1
介导的乳腺细胞EMT过程[14]; Okamura等[15]将

Twist1基因稳定转染到恶性骨肉瘤细胞中, 发现

肿瘤细胞TIMP-1基因表达显著下调, 而TIMP-1
是MMP-9的天然抑制物, 因而可以推测Twist1基
因可能间接促进MMP-9表达. 本研究结果结合

文献报道表明, Twist1基因和明胶酶中MMP-9在
结直肠癌中关系密切, Twist1可能在一定水平上

调控MMP-9的表达. 
总之, Twist1基因在结直肠癌侵袭转移过程

中可能发挥了重要作用, 是一个辅助判断结直

肠癌患者预后的有效生物标志物, 并且Twist1和
MMP-9在结直肠癌演进过程中关系密切; 两者

之间具体调控机制有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To study the clinicopathological features and di-
agnosis of splenic metastases of colorectal carcinoma.

METHODS: The clinical data for three patients 
with splenic metastases of colorectal carcinoma 
were retrospectively analyzed to investigate the 
clinical features, methods of diagnosis and treat-
ment, and prognosis of the disease.

RESULTS: A definite diagnosis was achieved 
preoperatively by PET/CT in one patient. Two 
patients were initially diagnosed with splenic 
abscess. Splenectomy was performed in two 
patients, and exploratory laparoscopy in one 
patient. One patient died 2 wk after operation, 
and the other two patients survived for 2 and 6 
years, respectively.

CONCLUSION: Splenic metastases of colorectal 

carcinoma are a rare disease that is frequently 
misdiagnosed. Imaging examination is helpful 
in diagnosing splenic metastases of colorectal 
carcinoma. Patients with splenic abscess should 
be suspected of having concomitant colorectal 
carcinoma. Long-term survival can be achieved 
by splenectomy in colorectal carcinoma patients 
with isolated splenic metastasis.

Key Words: Colorectal Carcinoma; Splenic Metasta-
sis; Diagnosis; Therapy

Wang J, Zhang BL, Guo DZ, Yuan QX. Clinical and path-
ological features of splenic metastases of colorectal carci-
noma: an analysis of three cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(3): 318-320

摘要
目的: 探讨结直肠癌脾转移的临床特征及诊治.

方法: 回顾分析河北医科大学附属唐山工人
医院2003-2008年3例结直肠癌脾转移的临床
特征、诊断、治疗及预后.

结果: 3例结直肠癌脾转移患者, 1例结肠癌术
后行PET/CT检查确诊, 其余2例均诊断为脾脓
肿, 2例行脾切除术, 1例行剖腹探查术确诊, 术
后2 wk死亡1例, 其余2例已存活2、6年.

结论: 结直肠癌脾转移少见, 临床误诊率高, 
影像学检查有助于诊断. 脾脓肿患者应注意是
否同时伴有结直肠癌, 并行进一步检查. 孤立
的脾转移手术效果好.

关键词: 结直肠癌; 脾转移癌; 诊断; 治疗
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0  引言

脾转移癌指来源于上皮系统的恶性肿瘤, 而不

包括来源于造血系统的恶性肿瘤, 主要来源于

乳腺癌、肺癌、结直肠癌、卵巢癌及恶性黑色

素瘤. 目前国内文献报导不足百例, 尤其是在结

®

■背景资料
结直肠癌脾转移
临床发病率低, 为
提高对本病的认
识, 减少漏诊、误
诊率, 探讨其临床
病理特征及诊断
和治疗具有重要
意义.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科 
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直肠癌脾转移更是罕见. 为提高临床医师对本

病的认识, 减少漏诊、误诊率, 本文探讨其临床

病理特征及诊治要点. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集河北医科大学附属唐山工人医院

2003-2008年确诊结直肠癌脾转移3例. 本组3例患

者均为女性, 年龄47-60岁, 病程1 d-1年. 临床表现

为腹痛伴发热2例, 无临床症状1例. 既往1例有异

时多原发结直肠癌史, 1例有高血压, 糖尿病史.
1.2 方法 本组患者术前确诊为脾转移癌1例, 该
患者由于异时多原发结直肠癌术后30 d行PCT/
CT检查发现脾脏可见明显放射性摄取增高灶, 
延迟扫描进一步增高, 考虑转移癌(图1A), 同期

CT脾脏未见异常(图1B), CEA 3.5(0-10) μg/L. 患
者因无不适症状, 拒绝手术, 要求定期观察, 于
1年后CT发现肿物增大(图1C), CEA 6.8(0-10) 
μg/L, 遂行脾切除术, 术中见脾下极有一3 cm×

3 cm大小色灰白肿物, 突破浆膜层(图1D), 脾门

淋巴结无肿大. 病理诊断: 脾转移性腺癌, 脾动

脉旁淋巴结未见转移癌0/8. 其余2例术前均诊断

为脾脓肿, 1例腹部超声诊断为脾脓肿, 遂行脾

切除术, 术中见: 脾下极有一约4 cm×3 cm质硬

肿物, 中央伴有直径约2 cm脓肿, 术后病理回报

脾转移性腺癌伴脾脓肿形成, 其后行CT示结肠

脾曲肿物, 遂再次手术, 发现结肠脾曲肿物侵出

浆膜阻塞部分肠腔, 术中冰冻提示结肠腺癌, 遂
行左半结肠切除(D3), 术后病理: 结肠腺癌. 另1
例腹部超声及CT均诊断为脾脓肿, 给予抗炎治

疗及超声引导下的穿刺治疗, 反复穿刺治疗后

体温正常, 但患者腹痛加剧且出现血性腹水, 查
CEA 17.1(0-10) μg/L, 遂行剖腹探查, 见结肠脾

曲肿物, 腹腔及系膜广泛粟粒样灰白结节, 脾肿

大伴结节及脓肿形成, 取结节做病理报: 腹腔及

脾脏转移性腺癌. 所有患者手术恢复后, 于术后

3 wk行Folfox4方案化疗12周期.

2  结果

所有患者均随访, 结肠癌伴腹腔及脾脏转移性

腺癌患者术后2 wk因多发性脏器功能衰竭死亡. 
其余2例患者一直连续监测肿瘤系列及胸腹部

CT变化均未出现转移及复发征象, 其中多原发

结直肠癌伴脾转移患者已存活2年, 结肠癌伴脾

转移性腺癌伴脾脓肿患者已存活6年. 

3  讨论

结直肠癌脾转移分为结直肠癌晚期多脏器转移

累及脾脏和孤立性脾转移[1]. 虽然, 尸检中结直

肠癌脾转移发生率为2%[2], 但由于脾动脉从腹

腔干呈锐角发出、脾脏的节律性收缩、脾实

质无输入淋巴管以及脾脏微环境对转移的癌细

胞的抑制作用等因素, 导致其在临床上仍为罕

见疾病[1,2]. 但由于医学影像学技术进步尤其是

PET/CT的应用以及对结直肠癌患者的长期随

访, 近年来对结直肠癌脾转移癌的报道明显增

多[3,4]. 结直肠癌脾转移癌的途径包括: 血行转移

途径、淋巴管途径、腹膜种植转移以及邻近器

官癌组织直接侵犯. 目前认为可能以血性转移

图  1  结直肠癌脾
转移影像学及大体
图. A: 结直肠癌脾

转移PET/CT; B: 

结直肠癌脾转移与

图A对应的CT图; 

C: 结直肠癌脾转移

CT图; D: 结直肠癌

脾转移大体标本.

A B

C D

■应用要点
PET/CT能发现早
期结直肠癌脾转
移, 脾脓肿患者应
注意是否同时伴
有结直肠癌, 以免
漏诊, 延误治疗.
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为主[2-3,5]. 
大多数结直肠癌脾转移患者无明显特异性

临床症状, 极少数可伴发脾脓肿或自发性脾破

裂的症状与体征[6-10]. 其诊断主要通过对结直肠

癌的随访行影像学检查确诊. 大多报道因结直

肠癌术后随访CEA增高, 其后进一步影像学检

查确诊[11]. 但本组第1例患者由于结肠癌术后再

发直肠癌术后1 mo行PET/CT检查确诊, 而同期

CEA、B超、CT均未见异常, PET/CT较常规影

像学检查更能早期发现结直肠癌脾转移灶, 虽
然其价格仍较昂贵, 但对于结直肠癌术后CEA
增高或异时多原发结直肠癌患者, 建议常规行

PET/CT检查有助于发现脾转移或其他脏器转

移, 可为下一步治疗制定合理方案. 本组2例患

者均以脾脓肿为表现, 因此对于中老年脾脓肿

患者应注意是否同时伴有结直肠癌, 并行相关

检查, 不要满足于脾脓肿诊断, 以免漏诊, 延误

治疗. 细针穿刺或经皮活检有助于脾转移癌的

诊断, 应予以推广[12]. 
孤立性结直肠癌脾转移癌虽然是远处转移, 

但早期行脾切除术, 术后给予化疗, 能获得较满

意的预后, 文献报道可最长达144 mo[13-16]. 因此

对孤立性结直肠脾转移癌患者应积极行脾切除

术, 术后给予化疗, 对经济条件较好患者, 可以

化疗联合靶向治疗. 但对于结直肠癌晚期广泛

性转移者, 则失去手术机会, 预后不佳,  应以姑

息辅助治疗. 
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Abstract
Collagenous colitis is a rare inflammatory bowel 
disease that is not hard to diagnose but easy to 
be neglected by physicians. Here we report a 
case of collagenous colitis. A 71-year-old female 
patient presented with persistent watery diar-
rhea. A diagnosis of collagenous colitis was 
made after multidiscipline consultation. The 
patient was totally relieved of symptoms after 
hormone therapy.

Key Words: Collagenous colitis; Pathological diag-
nosis; Colonoscopic diagnosis

Guo L, Qu LM, Wang YP, Xu H. Collagenous colitis: a re-
port of one case. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(3): 
321-323

摘要
胶原性肠炎是一种少见的肠道炎症性疾病, 
诊断并不困难, 但容易漏诊. 本例患者表现

为顽固性的水样腹泻, 经过多学科会诊, 最
终诊断为胶原性肠炎, 经激素治疗后症状完
全缓解.

关键词: 胶原性肠炎; 病理诊断; 肠镜诊断
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0  引言

胶原性肠炎是一种少见的肠道炎症性疾病, 截
止到1996年底全世界共报到了500多例[1]. 通过

CHKD期刊全文数据库搜索1994-2010年仅见有

3篇文章报道. 病变主要累及横结肠[2], 小肠和胃

也可以受累[3]. 现将吉林大学第一医院1例以水

样腹泻为症状的胶原性肠炎报道如下.

1  病例报告

女, 71岁, 10 mo前无明显诱因开始腹泻, 起病

急, 每日20-30次, 水样便, 粪便呈深绿色, 量
多, 禁食后腹泻无缓解. 病情严重时伴恶心、

呕吐, 呕吐物为胃内容物, 每天4-8次, 亦呈深绿

色. 便潜血及细菌培养均呈阴性. 患者逐渐出现

少尿, 血肌酐尿素氮升高等肾功能不全症状. 患
者1992年曾患结肠炎, 当时急性起病, 发热、

脓血便, 经当地医院治疗40余天后痊愈出院. 于
2010-03-02和2010-03-12行肠镜检查见乙状结

肠和直肠黏膜片状充血水肿(图1). 显微镜下观

察, 肠黏膜上皮内淋巴细胞浸润, 每100个上皮

细胞内<20个, 小凹结构正常, 局部黏膜上皮剥

脱, HE切片上黏膜上皮下可见大量粉染均质物

呈线性(图2A)和斑片状(图2B), 厚度超过10 µm, 
Masson三色染色进一步证实大量粉染均质物是

胶原纤维(图3). 胶原纤维内可见被包绕的淋巴

细胞和血管. 
病理诊断: 胶原性肠炎. 后经美国约翰•霍普

金斯大学病理学专家会诊, 诊断与吉林大学第一

医院诊断意见一致. 给予患者甲强龙和其他对症

治疗, 病情好转.

www.wjgnet.com
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■背景资料
在世界范围内, 随
着人们对胶原性
肠炎的认识越来
越深入, 他的诊断
率也在不断升高, 
然而国内却很少
有人报道. 作为一
个严重影响生活
质量并可以治愈
的疾病, 他应该引
起大家的重视. 

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系 



2  讨论

胶原性肠炎又称显微镜下肠炎, 最早在1976年
由Lindström描述[4], 临床表现为不明原因难治性

水样腹泻, 可自行缓解或复发, 严重影响了患者

的生活质量[5]. 胶原性肠炎病因尚不明确, 有研

究者认为是一种自身免疫性疾病, 还有一些研

究者发现毒素、感染因子及非类固醇抗炎药等

诱因可引起腺体周围成纤维细胞的活动紊乱、

胶原沉积、吸收障碍, 导致胶原纤维在上皮基

底膜沉积, 这些假说都有待于进一步证实[6]. 
病理学诊断及鉴别诊断: (1)胶原性肠炎特

征性改变是上皮下胶原沉积, 厚度达10 µm以上

(正常胶原带<7 µm)[7], 胶原层的下缘界限不清, 
呈指状突起延伸入表浅的固有层内; (2)上皮内

淋巴细胞浸润, 但是每100个上皮细胞间<20个
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淋巴细胞, >20个的为淋巴细胞性肠炎, 正常情

况下可见3-5个淋巴细胞[8]; (3)肠上皮细胞扁平, 
局部剥离或缺失; (4)肠隐窝的结构正常, 这是与

溃疡性结肠炎和克罗恩病鉴别的要点; (5)固有

层内可见淋巴细胞及嗜酸性粒细胞浸润[9]. 
胶原性肠炎的诊断需要多学科医师的紧密

合作: 首先胃肠内科医师应该根据患者的病史

和症状安排患者做内镜检查; 然后内镜医师即

使在内镜下发现肠黏膜是正常的, 仍然应该在

肠道多点取材[10]; 最后, 由病理科医师综合病

史、症状、内镜所见及显微镜下的特点客观的

得出最终的诊断[11]. 本例患者就是经过多学科会

诊, 得到及时、正确的诊断和治疗.
由于胶原性肠炎的病因不明, 抗腹泻药物

(洛哌丁胺等), 5-氨基水杨酸, 皮质类固醇和消

胆胺都被用来治疗并取得了不同程度的疗效[12]. 
目前进行临床随机、双盲、对照实验最多并得

到肯定效果的药物是布地奈德, 一种皮质类固

醇[13]. 可是, 停药后易复发, 所以推荐长期低剂

量的维持用药. 胶原性肠炎呈现良性临床过程, 
他的发病并没有增加癌变的风险[14]. 对于病情

较重且内科治疗无效者, 可手术治疗[15]. 
该患者接受激素治疗后, 症状已明显好转. 

07-05随访后, 已经无症状. 11-02再次随访已痊愈.
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■相关报道
Fernández-Bañares
等强调了胃肠内
科医师、内镜医
师和病理医师在
诊断胶原性肠炎
的过程中进行密
切合作的重要性, 
并阐述了三者在
各自诊断过程中
应避免的误区.

图  1  肠黏膜片状充血水肿. 图  3  Masson三色染色显示胶原带增厚(×400).
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本文在国内首次
提出了多学科协
作在胶原性肠炎
诊断过程中的重
要性, 提供了简洁
的诊断要点, 易于
读者的掌握.
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图  2  肠黏膜HE染色病理检查. A: 肠黏膜上皮下胶原纤维

带明显增厚(×400); B: 胶原纤维带斑片样增厚(×200).
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本文科学性尚可, 
对临床上治疗胶
原性肠炎有一定
的参考价值.



www.wjgnet.com

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
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2011年国内国际会议预告

2011-03
中华医学会第四次全国感染性疾病中青年学术会议
会议地点: 长沙市
联系方式: medcon@126.com

2011-03-01/31
湖北省医学会结直肠肛门外科学分会2011年学术会议
会议地点: 十堰市
联系方式: chqjiang@hotmail.com

2011-03-25
第六届中国消化外科学术会议暨第七届全军肝胆外科学
术会议
会议地点: 北京市
联系方式: 010-67534765-8888

2011-03-25/26
2011北京多镜联合模拟教学与临床应用研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: pgyy2001@126.com

2011-03-25/27
首届中国腹膜后肿瘤论坛
会议地点: 北京市
联系方式: sjtcolorectalsurgery@gmail.com

2011-04-01/30
第九届全国儿童感染性疾病暨第十届全国儿童肝脏疾病
学术会议
会议地点: 扬州市
联系方式: fuxiaoxia@cma.org.cn

2011-04-08
2011第五届中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市
联系方式: cma_spd@yahoo.com

2011-04-09/10
第四届NCCN亚洲学术会议暨2011NCCN指南中国版修
订会
会议地点: 上海市
联系方式: nccn-asia@emdchina.com

2011-04-14/17
第四届全国消化内科危重疑难少见病学术大会
会议地点: 桂林市
联系方式: xiaohuayinan2011@yahoo.com.cn

2011-04-15/17
第二届中国肿瘤介入与微创治疗大会
会议地点: 上海市
联系方式: 010-84288944

2011-04-22/24
第九届全国内镜外科学术研讨会
会议地点: 济南市
联系方式: gandanneijing@163.com

2011-05-01/31
2011年安徽省消化、消化内镜学术年会暨肝脏疾病诊治
难点与对策学习班
会议地点: 合肥市
联系方式: meiqiaomq@yahoo.com.cn 

2011-05-27/29
第十四届中西医结合学会大肠肛门病专业委员会学术研
讨会
会议地点: 沈阳市
联系方式: gcyy88@163.com

2011-06-11/12
2011国际消化疾病论坛
会议地点: 香港
联系方式: www.iddforum.com

2011-06-16/20
第二十三次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 太原市
联系方式: 0351-4174328

2011-06-23/26
第十五次全国病毒性肝炎及肝病学术会议
会议地点: 沈阳市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2011-07-07
第八届全国大肠癌学术会议暨2011哈尔滨国际结直肠癌
外科周
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: rainy_gg@yeah.net

2011-07-22/24
第四届全国脂肪肝病专题研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: 010-85867619

2011-08-04/07
第五届中国肿瘤内科大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-87788701

2011-09-14/18
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
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高英堂 研究员
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管冬元 副教授
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