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■背景资料
由于原发性肝癌
80%以上合并肝
硬化 ,  肝功能差 , 
化疗药物对肿瘤
的选择性不高, 不
良反应大, 患者多
不能耐受其严重
的不良反应, 从而
使抗肿瘤药的临
床应用受到限制. 
介入和冷冻等微
创治疗肝癌有一
定疗效, 但受患者
肝功能、肿瘤数
目、大小和有无
血管、淋巴结转
移等因素影响和
制约. 
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Abstract
Liver cancer is a common malignant tumor. If de-
tected at an early stage, liver cancer can be treated 
by surgery. However, most of cases are diag-
nosed at advanced stage and can not undergo 
radical resection. In many alternative therapeutic 
modalities for liver cancer, immunologically 
targeted nanomedicine has attracted wider atten-
tion because of its slow release, low toxicity and 
side effect, and good targeting. In this article, we 
summarize the application of immunologically 
targeted nanomedicine in the treatment of liver 
cancer.
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摘要

肝癌是临床上常见的恶性肿瘤之一, 只有少数
患者能早期发现而手术治疗, 相当一部分患者
发现时已属晚期只能选择非手术治疗. 在诸多
的非手术治疗中, 免疫靶向纳米药物由于其缓
释性好、不良反应低、靶向性强等优点, 已经
成为肝癌药物治疗研究的热点之一. 本文就近
年来免疫靶向纳米药物在肝癌治疗中的应用
作一综述. 
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0  引言

肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一, 我国发

患者数约占全球的55%, 肿瘤相关死亡原因的

第2位, 仅29%-47.92%的肝癌患者能够得到早期

诊断, 接受手术治疗, 大部分中晚期肝癌只能采

用非手术治疗[1,2]. 化疗药物、介入、冷冻等治

疗方法是非手术治疗肝癌的重要手段, 但由于

原发性肝癌80%以上合并肝硬化, 肝功能差, 化
疗药物对肿瘤的选择性不高, 不良反应大, 患者

多不能耐受其严重的不良反应, 从而使抗肿瘤

药的临床应用受到限制. 介入和冷冻等微创治

疗肝癌有一定疗效, 但受患者肝功能、肿瘤数

目、大小和有无血管、淋巴结转移等因素影响

和制约. 因此, 研制能够提高肿瘤局部药物浓度, 
延长其作用时间, 有效杀灭瘤细胞, 同时减少药

物不良反应的抗肿瘤靶向药物, 成为目前肿瘤

治疗研究的热门课题. 纳米药物的开发为肝癌

的治疗开辟了新的途径, 通过纳米粒子控释药

物, 可延长药物在肿瘤内的存留时间, 从而在不

同细胞周期水平发挥抗肿瘤作用, 明显提高了

药物疗效, 显著降低其不良反应. 在药物纳米化
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■研发前沿
免疫靶向纳米药
物的研制是提高
药物肝靶向性、
优化药物传输、
提高治疗效果的
重 要 手 段 ,  已 成
为肝癌治疗的研
究 热 点 ,  体 内 外
实验研究已初步
显示出巨大的应
用前景.

基础上, 针对肿瘤抗原, 对纳米药物进行免疫抗

体修饰, 制备免疫靶向纳米药物, 利用抗原-抗体

之间的特异性识别机制发挥主动靶向特定肿瘤

细胞, 特异性杀灭肿瘤细胞, 集纳米药物的特性

和免疫抗体的靶向性于一体, 不仅提高了药物

靶向性, 选择性地发挥抗肿瘤作用, 而且显著降

低了药物对正常组织器官的不良反应, 开创了

肝癌化疗药物靶向治疗的新途径. 

1  免疫脂质体

免疫脂质体(immunoliposomes)是单克隆抗体

(monoclonal antibody, mAb, 简称“单抗”)或其

片段修饰的脂质体的简称, 其对靶细胞具有分

子水平上的识别能力, 具有很多优势, 包括对肿

瘤靶细胞呈现明显的选择性杀伤作用, 且杀伤

活性比游离药物、非特异抗体脂质体、单独单

抗等更强: 在荷瘤动物体内呈特异性分布, 肿瘤

病灶药物浓度升高, 药物毒不良反应较小; 体内

循环半衰期长及运载药物最大等. 免疫脂质体

靶向药物治疗是通过将载药脂质体与抗体直接

或间接连于脂质体表面构成, 借助抗体与靶细

胞表面抗原特异性结合的作用, 经接触释放、

吸附、吞噬、吞饮及融合等方式, 释放出包封

的药物, 来特异性的杀伤靶细胞, 达到治疗肿瘤

的目的[3]. 陈鹰等[4]利用单抗对于原发性肝癌组

织中的酸性铁蛋白具有高特异性, 制备出多柔

比星聚氛基丙烯酸正丁醋毫微粒, 再采用磷脂

双分子层包裹得到多柔比星磷脂纳米粒, 将抗

酸性铁蛋白单克隆抗体(McAb-PAF)与其相连, 
制备肝癌特异性多柔比星免疫磷脂纳米粒, 粒
径为97.2 nm, 抗体结合率78.8%. 体外细胞毒实

验及裸鼠体内抑瘤实验均表现出强的靶向性, 
与普通脂质体相比, 其体内药物消除半衰期大

大延长, 在肝肿瘤中药物分布明显增加, 对心

脏、肾等组织的毒性明显减小. 

2  单抗偶联物

自1975年单克隆抗体首次被发现可以与肿瘤

细胞的抗原结合治疗肿瘤后, 极大地促进了靶

向药物的发展, 单克隆抗体导向治疗以其高度

特异性、对正常组织损害较轻的特点, 使免疫

偶联物的毒性大大降低, 进而提高了抗肿瘤疗

效, 使其在恶性肿瘤的治疗中备受瞩目, 一些导

弹药物已经显示出在临床前研究模型中特异性

的抗肿瘤活性[5,6]. 单克隆抗体具有靶点特异性

高、不良反应低、治疗依从性好特点, 可有效

携带化疗药物、放射性物质、毒素等偶联物, 
对表达有关抗原的肿瘤细胞具有选择性杀伤作

用, 而对抗原性无关细胞的作用弱或无作用, 选
择性杀伤作用是单抗药物用于肿瘤治疗的重要

基础[7]. 
2.1 化学免疫偶联物 将细胞毒性化疗药物通过

化学、生物方法与单抗偶联, 利用抗原抗体特

异性结合的能力, 将其“精确”地运送到靶细

胞, 不仅有效地提高肿瘤局部的药物浓度, 而且

极大地降低药物在体内其他组织、器官的浓度, 
从而起到增效减毒的作用. 阚和平等[8]使用抗

人肝癌单克隆抗体HAb18与载阿霉素(ADM)的
人血清白蛋白毫微球[HSA(ADM)-NS]偶联, 制
备成抗人肝癌免疫毫微粒[HAb18-HSA(ADM)-
NS], 体内外分别应用HAb18-HSA(ADM)-NS、
HSA(ADM)-NS和ADM制剂, 体外细胞毒性

实验结果显示HAb18-HSA(ADM)-NS具有单

抗活性, 能与肝癌细胞特异结合, 其体外杀伤

SMMC-7721肝癌细胞的IC50为44.6 μg/mL, 与
HSA(ADM)-NS(IC50为345.5 μg/mL)、ADM(IC50

为365.5  μ g/m L)相比 ,  明显降低 ;  H A b18-
HSA(ADM)-NS体内肿瘤抑制率比HSA(ADM)-
NS及ADM明显增强(P <0.001). 肝癌对体外化

疗药物敏感性试验发现对肝癌敏感性最高的

是泰素(P T X)[9], 阚和平等 [10]用异型双功能交

联剂N-琥珀酰亚胺基3-(2-吡啶基二硫)丙酸

酯(S P D P), 将抗人肝癌单克隆抗体H A b18与
载P T X人血清白蛋白N S偶联, 制成免疫毫微

球HAb18-HSA(PTX)-NS, 体外细胞试验表明

HAb18-HSA(PTX)-NS具有对靶细胞的特异杀伤

性, 杀伤SMMC-7721细胞IC50值为46.9 μg/mL, 
与HSA(PTX)-NS(356.5 μg/mL)及PTX(378.3 
μg/mL)相比, 明显降低, 比PTX具有更强大的

杀伤肿瘤细胞的活性. 人肝癌裸鼠治疗结果显

示HAb18-HSA(PTX)-NS具有单抗活性, 能与肝

癌细胞特异结合, 选择性地集中于肝癌组织, 体
内肿瘤抑制率比HSA(PTX)-NS及PTX显著增强

(P <0.001). 表明体内应用时, HAb18-HSA(PTX)-
NS由于主动靶向作用, 使肝癌组织较长时间处

于有效的药物浓度中, 与单用化疗药物PTX相比

具有更强的杀伤活性, 是一种有效的肝癌靶向

治疗制剂. 
刘晓波等[11]采用异型双功能交联剂SPDP将

人肝癌单抗HAb18与载米托蒽醌的白蛋白毫微

粒化学偶联, 体外试验证明抗体与载药毫微粒

偶联及免疫毫微粒能特异性结合并杀伤靶细胞
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■相关报道
冯彦林等通过动
物 实 验 研 究 人
肝癌188Re-免疫
(Hepama-1)磁性纳
米微粒生物学作
用, 表明188Re-免
疫磁性纳米微粒
具有良好的磁感
应性能、免疫活
性及明显的肝靶
向性, 为原发性肝
癌的生物磁靶向
放射治疗展示了
美好的应用前景.

SMMC-7721人肝癌株, 并认为HAb18-DHAQ-
BSA-NP选择性杀伤人肝癌细胞有以下可能途

径: 免疫毫微粒缓慢释药, 药物在靶细胞周围形

成局部高浓度, 药物扩散入胞内, 产生杀伤效应, 
免疫毫微粒如同免疫脂质体经“内化”入靶细

胞内, 在胞内释药产生杀伤作用. 
Wu等[12]制备的肝癌特异性免疫纳米粒, 是

高特异性的抗人肝癌酸性同功铁蛋白单克隆抗

体同多柔比星-聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒相结

合, 动物体内实验表明该免疫纳米粒药物半衰

期明显延长, 药物大部分聚集在肝肿瘤中, 对其

他脏器毒性大大降低, 显示出了强靶向性及其

对其他脏器的低毒性. 
多药耐药(MDR)是导致肿瘤化疗失败的重

要原因, 其产生机制复杂, 但其基因(MDRI)及其

编码的细胞膜p2糖蛋白(pgp)表达增加是MDR产
生的最重要原因. pgp是一种腺苷三磷酸依赖的

“药泵”, 能将细胞内的药物泵出胞外, 使胞内

药物量降低而无法达到对肿瘤的有效杀伤[13,14]. 
李云春等[15]在研究抗人肝癌单克隆抗体HAb18
为导向载体的阿霉素(ADM)人体白蛋白(HSA)
免疫毫微粒HAb18-ADR-HAS-NP抗肝癌作用时

发现, HAb18-ADR-HAS-NP能够在SMMC-7721/
MDR+肝癌细胞表面结合并内化, 该内化作用由

HAb18抗体介导, 能增强SMMC-7721/MDR+肝

癌细胞对ADM杀伤的敏感性, 可能与免疫毫微

粒通过内化进入细胞, 避免了细胞膜上pgp的作

用, 在胞内释药从而杀伤MDR细胞有关. 
以肝癌相关性抗原甲胎蛋白(alpha-fetal pro-

tein, AFP)作为治疗肝癌的靶目标[16], 由于抗体

的抗原性主要存在于其Fc段, 因此以去掉Fc段
的F(ab')2或Fab段为导向载体可降低人抗鼠抗体

(HAMA)反应[17]. 李云春等[18]用抗人肝癌特异性

单抗HAb18的F(ab')2片段为导向载体, 采用改进

的SPDP法将其与ADR-HAS-NP-偶联, 制备免疫

毫微球HAb18F(ab')2-ADR2HSA-NP. 研究发现

HAb18F(ab')2-ADR-HAS-NP在体外不但能有效

特异性靶向结合人肝癌细胞, 而且能通过抗人

肝癌单克隆抗体HAb18的F(ab')2片段介导特异

性杀伤肝癌细胞, 为肝癌的免疫治疗提供了新

的途径. 
2.2 生物毒素偶联物 生物毒素对细胞具有强烈

的杀伤作用, 但其杀伤作用没有选择性, 对正常

细胞伤害很大, 通过基因工程技术将生物毒素

与单克隆抗体融合[19], 不仅能够有效降低整个融

合分子的大小, 增加其对肿瘤组织的穿透力, 提

高靶向定位杀伤肿瘤细胞作用, 而且能够极大

降低生物毒素对正常细胞的杀伤作用. Yang等[20]

将HAb18F(ab)2片段作为载体与葡萄球菌肠毒素

A偶联, 结果发现大多数人肝癌细胞的细胞质和

(或)细胞膜均呈阳性, HAb18F(ab)2与葡萄球菌

肠毒素A偶联物对外周血单核细胞有促进生长

作用, 为葡萄球菌肠毒素A应用于肝癌免疫靶向

治疗提供了理论依据. 
2.3 放射性元素偶联物及免疫磁性纳米微粒 利
用对肿瘤具有特异性亲和力的抗体作为载体, 
携带高活性放射性核素或磁性纳米微粒, 借助

放射性核素的电离辐射作用于D N A分子 ,  导
致其损伤或断裂, 他在生物体内电离水分子可

产生自由基, 自由基再损伤生物大分子, 导致

细胞损伤, 或以外加磁场, 使药物有效成分在

肿瘤组织聚集, 从而达到杀伤肿瘤细胞或抑制

其生长的目的. 谭家驹 [21]制备了具有生物-磁
双重靶向作用的188Re免疫(Hepama-1)磁性纳

米微粒, 具有良好的磁感应性能、免疫活性及

明显的肝靶向性 ,  在磁场作用下肝靶向性增

强, 对SMMC-7721肝癌细胞的抑制作用优于单

纯188ReO4-或188R-Hepama-1. 陈璟等[22]通过

研制131I标记抗血管内皮生长因子单克隆抗体

Sc-7269和葡聚糖磁性纳米颗粒复合物(131I -Sc-
7269-DMN), 于荷人肝癌裸鼠肿瘤部位体表持

续设置磁场 ,  分别经瘤内注射或尾静脉注射
131I-Sc-7269-DMN(约0.74 MBq). 结果显示131I-Sc-
7269-DMN组肿瘤生长延迟时间(TGD)为13.3 d
±3.3 d, 肿瘤抑制率为89.0%, 与其他组相比差

异有显著性(P <0.05). 表明以磁导向131I-Sc-7269-
DMN瘤内注射治疗荷人肝癌裸鼠安全、有效, 
磁场诱导的以DMN为载体的放射免疫治疗具有

高靶向性、安全和高效特点. 冯彦林等[23]等通过

动物实验研究人肝癌188Re-免疫(Hepama-1)磁
性纳米微粒生物学作用, 结果显示188Re-免疫磁

性纳米微粒在肝内摄取量最大, 磁区肝组织放

射活性较非磁区肝组织明显增加, 二者的放射

活性比值为137, 表明188Re-免疫磁性纳米微粒

具有良好的磁感应性能、免疫活性及明显的肝

靶向性, 为原发性肝癌的生物磁靶向放射治疗

展示了美好的应用前景. 

3  前体药物

前体药物与酶-单克隆抗体形成偶联物用于肿

瘤的靶向治疗, 被称作抗体导向酶的前体药物

疗法(antibody-directed enzyme pro-drug therapy, 
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■应用要点
纳米药物的开发
为肝癌的治疗开
辟了新的途径, 通
过纳米粒子控释
药物, 可延长药物
在肿瘤内的存留
时间, 从而在不同
细胞周期水平发
挥抗肿瘤作用, 明
显提高了药物疗
效, 显著降低其不
良反应.

ADEPT), 该方法开拓了靶向抗癌药物研究的新

方向. 
纳米微粒具有结合、浓缩DNA及RNA和将

他们高效导入各种细胞的能力, 其表面正电荷

与核苷酸带负电的磷酸根发生静电作用, 形成

纳米载体与质粒DNA的复合物. 纳米颗粒表面

耦联特异性的靶向分子, 如特异性抗体或单克

隆抗体等, 通过靶向性分子与细胞表面特异性

受体结合, 在细胞摄粒作用下, 使基因进入细胞

内, 达到安全有效的靶向性基因转染. Eichman
等[24]研制出一种具有纳米结构的树突状多聚体, 
将装载DNA的树状聚合体注入组织后, 以细胞

内吞作用方式进入细胞, 使DNA分子释放出来, 
进入细胞核, 实现基因的整合. 其携带的DNA在

较大PH值范围内和不同缓冲条件的水溶液中稳

定存在长达几周. 陈汝福等[25]制备以纳米微粒

PBLG－PEG(聚乙二醇-聚谷氨酸苄酯共聚物)
为载体含热休克蛋白70启动子的HSV-TK/CD双

自杀基因质粒, 将HSV-TK/CD双自杀基因靶向

转染肝癌细胞, 通过局部加热, 选择性诱导HSV-
TK/CD在肿瘤局部表达, 代谢前体药物(5-FC和
GCV)成细胞毒药物, 进一步杀伤肿瘤细胞, 从而

提高自杀基因治疗肝癌的靶向性和疗效. 
在纳米颗粒的表面耦联特异性抗体或单克

隆抗体, 利用肿瘤细胞表面特异性表达的受体

或蛋白是解决靶向性的最常用方法. Gaucheron 
J[26]等利用唾液酸糖蛋白ASGP能与肝细胞上去

唾液酸糖蛋白受体特异性结合, 用脂质体转染

法将含有半乳糖残基的DNA复合物转染入表达

ASGP受体的人肝癌细胞HepG2及不表达ASGP
受体的肺Ⅱ型上皮细胞A549, 结果发现只有表

达ASGP受体的肝癌细胞发生了特异受体介导

的DNA内吞作用. Reynolds等[27]以耦联有特异性

基因表达调控元件整合蛋白αvβ3受体的多聚阳

离子脂质体纳米微粒作为基因转运载体, 以抗

血管生成的ATPμ-Raf基因为治疗基因, 静脉应

用此纳米微粒后使荷瘤小鼠肿瘤组织中内皮细

胞凋亡, 抑制原发肿瘤及转移瘤的生长, 为肿瘤

靶向基因治疗提供理论基础.

4  结论

随着纳米技术的发展, 以及分子生物学和分子

药理学对肝脏疾病本质和作用机制的阐释, 免
疫靶向纳米药物的研制是提高药物肝靶向性、

优化药物传输、提高治疗效果的重要手段, 已
成为肝癌治疗的研究热点, 体内外实验研究已

初步显示出巨大的应用前景. 但是免疫靶向纳

米药物临床应用于肝癌的治疗, 还存在一定的

距离, 仍需要进行深入的基础理论、实验和临

床研究. 如免疫靶向纳米药物对实体瘤的穿透

性差、肿瘤组织的异质性、载药量较小及稳定

性较差、病变组织细胞表面抗原或受体的异质

性等[28]. 如何进一步改变免疫靶向纳米药物的

单一分子靶向对肝癌细胞治疗产生耐药性, 提
高对实体瘤的穿透性、药物靶向能力和稳定性, 
发现新的肝靶向特异性分子, 设计同时阻断促

进细胞增殖不同路径的药物及不同结合靶点的

药物联合应用等一系列问题, 是免疫靶向纳米

药物在肝癌治疗应用中最具挑战性的重要课题

之一. 相信随着上述问题的逐步深入与解决, 免
疫靶向纳米药物将成为肝癌治疗的重要方法. 
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■同行评价
本文综述了免疫
靶向纳米药物在
肝癌治疗中的应
用, 包括免疫脂质
体、单克隆抗体
偶联物和前体药
物3个方面, 描述
了该领域研究的
现状和发展, 对存
在的问题与发展
前景进行了展望,
具有一定的价值.

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

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志》[国际标准刊号ISSN 1009-3079 (print), ISSN 2219-2859 (online), 国内统一刊号

CN 14-1260/R, Shijie Huaren Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology ], 是一本由来自国内23个省、

市、自治区、特別行政区的496位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国

内各地的胃肠病学和肝病学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文

章, 使其成为一种公众资源, 同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的平台来免费获取全

文, 了解其领域的所有的关键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的

患者及基础研究提供进一步的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年12月18日; 19(35): 3562-3567
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

5-Aza-dC及TSA对人胃癌细胞株SGC-7901 Runx3基因
甲基化及表达水平的影响

方中良, 沈 干, 胡世莲, 孙玉蓓, 徐维平, 黄大兵, 姜晓东, 王 海, 黄毕林

®

■背景资料
胃癌是全球发病
率最高的癌症之
一, 每年新发病例
近 百 万 ,  其 中 约
2/3的患者来自发
展中国家, 仅中国
就占到42%, 目前
普遍认为表观遗
传学改变是继遗
传学改变之外, 与
胃癌的发生发展
和治疗具有密切
关系的另一重要
机制. 
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of 5-Aza-2'-deoxy-
citydine (5-Aza-dC) and trichostatin A (TSA) 
on the methylation and expression of the Runx3 

gene in human gastric cancer cell line SGC-7901. 

METHODS: After cultured SGC-7901 cells were 
treated with 5-Aza-dC and TSA, the methylation 
levels of the promoter region of the Runx3 gene 
were detected by quantitative real-time methyl-
ation-specific polymerase chain reaction (QMSP), 
and Runx3 mRNA and protein expression was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blotting, 
respectively.

RESULTS: Treatment with 5-Aza-dC or TSA 
alone reduced the methylation levels of the 
promoter region of the Runx3 gene (70%, 63% 
vs 100%) and increased Runx3 mRNA (0.29 ± 
0.01, 0.28 ± 0.03 vs 0.14 ± 0.03, both P < 0.05) 
and protein expression levels (0.35 ± 0.02, 0.37 
± 0.02 vs 0.09 ± 0.01, P < 0.05) compared to con-
trol cells. Treatment with 5-Aza-dC in combina-
tion with TSA could more significantly reduce 
Runx3 gene promoter methylation levels (37%) 
and increase Runx3 mRNA (0.45 ± 0.02) and 
protein expression levels (0.50 ± 0.01) compared 
to cells treated with 5-Aza-dC or TSA alone (all 
P < 0.05).

CONCLUSION: 5-Aza-dC and TSA can syner-
gistically reverse Runx3 gene methylation and 
recover Runx3 mRNA and protein expression 
in SGC-7901 cells.

Key Words: Gastric carcinoma; Methylation; 5-Aza-
2'-deoxycytidine; Trichostatin A; Runx3

Fang ZL, Shen G, Hu SL, Sun YB, Xu WP, Huang 
DB, Jiang XD, Wang H, Huang BL. Effect of 5-Aza-
2'-deoxycytidine and trichostatin A on expression 
and methylation of the Runx3 gene in human gastric 
carcinoma line SGC-7901. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(35): 3562-3567

摘要

目的: 探讨5-Aza-dC及TSA对人胃癌细胞系
SGC-7901中抑癌基因Runx3启动子区甲基
化、mRNA及蛋白表达水平的影响.

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科 
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■研发前沿
随着人类对胃癌
个体化治疗认识
的深入, 抑癌基因
甲基化与肿瘤病
人对化疗药物敏
感性之间的机制
研究逐渐成为肿
瘤患者个体化治
疗领域研究的热
点之一, 甲基化水
平的监测和逆转
为进一步探索靶
向及个体化治疗
提供了一个新的
可能的突破点.

方法: 单独或联合应用5-Aza-dC及TSA处理
体外培养的SGC-7901细胞, 提取各组细胞的
DNA、RNA及蛋白质, 应用甲基化特异性定
量PCR法(QMSP)检测Runx3基因启动子区甲
基化状态, 逆转录PCR法(RT-PCR)检测Runx3 
mRNA的表达, 免疫印迹法(Western blotting)
法检测Runx3蛋白表达水平.

结果: 5-Aza-dC和TSA均能降低Runx3基因启
动子区的甲基化水平(5-Aza-dC组及TSA组分
别为对照组的0.70倍、0.63倍), 提高mRNA表
达水平(0.29±0.01、0.28±0.03 vs  0.14±0.03, 
P <0.05)及蛋白表达水平(0.35±0.02、0.37±
0.02 vs  0.09±0.01, P<0.05); 与单独使用5-Aza-
dC和TSA相比, 两药联合组Runx3基因启动子
区甲基化水平(对照组的0.37倍)及mRNA表达
水平(0.45±0.02)和蛋白表达水平(0.50±0.01)
均较单药组效果更明显(P<0.05).

结论: 5-A z a-d C和T S A均能逆转胃癌细胞
SGC-7901 Runx3基因的甲基化水平, 恢复
其mRNA和蛋白表达, 且具有协同作用, 为
5-Aza-dC和TSA应用于胃癌的临床治疗提供
了试验依据.
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0  引言

流行病学调查显示胃癌是全球发病率最高的恶

性肿瘤之一, 且是第2大癌症致死病因[1,2]. 在我

国每年有40万新发胃癌患者, 每3 min就有1人
死于胃癌, 其患病率和死亡率均高于世界平均

水平, 严重危害我国人民的身体健康[3]. 目前针

对胃癌患者的治疗手段主要有手术治疗和化疗

药物治疗: 大部分患者发现时已处于胃癌中晚

期, 手术效果欠佳; 常规化疗药物也只对部分患

者有效, 仍有相当比例患者对其不敏感, 且具有

严重的不良反应. 大量相关研究证明DNA甲基

化在胃癌的发生发展过程中起到重要作用, 其
中抑癌基因启动子区异常甲基化导致的抑癌基

因失活参与了胃癌的发生发展[4-8], 由于抑癌基

因的异常甲基化具有可逆性[25-27], 因此应用相

关药物逆转抑癌基因的异常甲基化状态, 使其

重新表达从而发挥抑癌基因的作用具有重要的

临床意义. 我们通过研究药物干预对胃癌细胞

系SGC-7901中Runx3基因启动子区甲基化状态

及其mRNA和蛋白表达水平的影响, 探讨去甲

基化药物5-氮杂-2'-脱氧胞苷(5-Aza-2'-deoxy-
citydine, 5-Aza-dC)和组蛋白去乙酰化酶抑制剂

曲古抑菌素A(Trichostatin A, TSA)在胃癌细胞系

SGC7901中对Runx3基因甲基化、mRNA及蛋

白表达水平的影响, 为5-Aza-dC和TSA应用于胃

癌的临床治疗提供试验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞系SGC-7901由安徽医科大学

分子生物学实验室赠予, RPMI1640培养基和胎

牛血清为GIBCO公司产品, 5-Aza-dC及TSA为

Sigma产品, DNA提取试剂盒购自TIANGEN公

司, DNA修饰试剂盒(BisulFlash DNA Modifica-
tion Kit)为GEPIGENTEK公司产品, QMSP所
需的Real Time PCR试剂为TAKARA公司产品, 
RNA抽提试剂TRIzol为Invitrogen公司产品, RT-
PCR试剂盒为Promega公司产品, Taq酶及dNTP
均为Fermentas公司产品, 引物及探针的合成由

TAKARA公司完成, Runx3兔抗人多克隆抗体购

自博奥森生物技术有限公司, β-Actin一抗、二

抗为北京中杉金桥公司产品.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物干预: 将胃癌细胞SGC-7901
接种于含100 mL/L的胎牛血清的RPMI 1640
培养基中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2的培养箱中培

养. 取对数生长期细胞分为以下4组: (1)对照

组: 不加药; (2)5-Aza-dC组: 在5-Aza-dC浓度

为5 µmol/L的培养基中培养72 h; (3)TSA组: 在
TSA浓度为300 nmol/L的培养基中培养24 h; 
(4)5-Aza-dC+TSA组: 在5-Aza-dC浓度为5 µmol/L
的培养基中培养48 h后再加TSA 300 nmol/L培
养24 h.
1.2.2 甲基化特异性定量PCR法分析各组细胞中

Runx3基因甲基化状态: 按DNA提取试剂盒说

明书提取各组细胞的DNA, 用紫外分光光度计

检测DNA的纯度和浓度, 并用琼脂糖凝胶电泳

检测; 用BisulFlash DNA Modification Kit对DNA
进行修饰, 引物和探针(表1), 在ABI 7500定量

PCR仪上扩增, 扩增条件为: 95 ℃ 30 s, 然后

95 ℃ 5 s、60 ℃ 34 s扩增50个循环, 各组细胞的

目的基因和内参基因分别做3个复孔, 用相对定

量法中的△△Ct法对各组细胞中Runx3基因甲
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■相关报道
有 研 究 证 实
decitabine能够逆
转胃癌细胞系中
RASSF1A 基因的
甲基化水平, 并且
HDACs抑制剂与
decitabine联用能
协同逆转RASS-
F1A基因的甲基
化状态和mRNA
表达水平, 较单一
应用decitabine的
作用显著增强.

基化水平进行分析(甲基化水平的平均相对含量 
= 加药组/对照组 = 2-△△Ct).
1.2.3 逆转录PCR法分析各组细胞中Runx3基因

mRNA的表达: 按TRIzol试剂盒说明书方法提取

各组细胞的总RNA, 用PROMEGA试剂盒将其

逆转录为cDNA, Runx3及β-Actin基因的引物由

TAKARA公司合成(表2), 按反应条件进行扩增: 
95 ℃预变性5 min后, 95 ℃ 30 s、52 ℃ 30 s、
72 ℃ 30 s扩增35个循环, 再72 ℃延伸5 min, 结
束后用琼脂糖凝胶电泳验证试验结果, 并使用

Quantity One软件分析Runx3基因与β-Actin基因

目的条带灰度值的比值, 重复实验3次并计算各

组灰度值比值的mean±SD作为Runx3 mRNA表

达水平的结果.
1.2.4 免疫印迹法分析各组细胞中Runx3基因蛋

白的表达: 收集各组细胞按方法提取蛋白, 采用

BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度. 取调节

后的蛋白加上样缓冲液煮沸5 min使其充分变性. 
用15%SDS-PAGE凝胶电泳, 恒压15 V半干转膜

30 min后, 将凝胶上的蛋白转移至PVDF膜上. 用
50 g/L脱脂奶粉室温封闭PVDF膜1 h, 加入一抗

稀释液(1∶500稀释)4 ℃孵育过夜, 第2天用TBST
漂洗PVDF膜8 min×4次, 加入二抗稀释液(1∶
5 000) 37 ℃孵育1 h, 第2天用TBST漂洗PVDF膜8 
min×4次. 采用辣根过氧化物酶HRP-ECL发光法

曝光. 使用Bio-Rad凝胶图像处理系统分析结果, 
以Runx3蛋白与β-Actin蛋白条带灰度值比值作为

Runx3蛋白的相对表达水平. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析, mRNA及蛋白表达结果以mean±SD的形式

表示, 2组均数的比较采用t检验, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 各组细胞中Runx3基因启动子甲基化状态 
以对照组的甲基化水平作为1, 其他3组加药

细胞的甲基化水平的平均相对含量与对照组

比较: 5-A z a-d C组的甲基化水平为对照组的

0.70倍, TSA组的甲基化水平为对照组的0.63
倍, 5-Aza-dC+TSA组的甲基化水平为对照组的

0.37倍(图1, 表3).
2.2 各组细胞中Runx3基因mRNA表达 各组细

胞中Runx3基因mRNA相对表达量分别为: 对
照组: 0.14±0.03; 5-Aza-dC组: 0.29±0.01; TSA
组: 0.28±0.03; 5-Aza-dC+TSA组: 0.45±0.02. 
5-Aza-dC组、TSA组、5-Aza-dC+TSA组相对表

达量与对照组相对表达量比较, 差异有统计学

意义(P <0.05); 5-Aza-dC组、TSA组相对表达量

与5-Aza-dC+TSA组相对表达量比较差异有统计

学意义(P <0.05, 图2, 3).
2.3 各组细胞中Runx3基因蛋白表达 对照组、

5-Aza-dC组、TSA组及5-Aza-dC+TSA组细胞的

蛋白表达水平分别为0.09±0.01、0.35±0.02、
0.37±0.02、0.50±0.01, 对照组蛋白表达水平

与其他3组蛋白表达水平比较差异都有统计学

意义(P <0.05), 5-Aza-dC+TSA组蛋白表达水平分

别与5-Aza-dC组及TSA组蛋白水平比较差异都

有统计学意义(P <0.05, 图4, 5).

3  讨论

现代肿瘤学理论认为, 遗传基因缺陷以及基因

表观遗传学改变会导致恶性肿瘤的发生. 基因

表 1 QMSP所需的引物和探针序列

     基因                   QMSP所需引物及探针序列 (5'-3')

Runx3[9] Forward Primer CGTTCGATGGTGGACGTGT

Reverse Primer GACGAACAACGTCTTATTACAACGC

Probe FAM-CGCACGAACTCGCCTACGTAATCCG-TAMRA

β-Actin[10] Forward Primer TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT

Reverse Primer AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

Probe FAM-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-TAMRA

表 2 Runx3及β-Actin基因RT-PCR所需引物序列及反应条件

     基因        Forward Primer(5'-3')          Reverse Primer(5'-3') 产物大小(bp) 退火温度(℃) 循环数

Runx3[11] CAGAAGCTGGAGGACCAGAC TCGGAGAATGGGTTCAGTTC      179      52     35

β-Actin[12] TGGCACCCAGCACAATGAA CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA      186      52     35
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缺陷如突变、缺失会破坏编码区结构和功能; 
表观遗传学改变通过DNA甲基化或组蛋白乙酰

化/去乙酰化等自身化学修饰方式的改变来影响

转录水平, 进而影响基因表达, 从而调控DNA功

能[13-15]. 胃癌的发生发展是一个多因素参与的过

程, 其中涉及表观遗传学改变, 已有大量研究证

据表明胃癌的发生与抑癌基因启动子区异常甲

基化有关[16-19]. Runx3是2000年发现的与胃癌等

肿瘤密切相关的抑癌基因, 在胃黏膜上皮生长

调控过程中起重要作用, 研究显示Runx3基因在

胃癌患者中目前发现的杂合性缺失、高甲基化

和点突变等机制均参与了Runx3基因在胃癌中

的表达缺失或下调, 其中的Runx3基因启动子区

域CpG岛的异常甲基化是导致其在胃癌中失活

的主要机制[20-22]. 
本课题组前期研究显示Runx3基因启动子

区的异常甲基化及蛋白表达与胃癌的分化程

度、大小、浸润深度相关[23,24], 由于抑癌基因

的异常甲基化具有可逆性[25-27], 可以通过相关

药物逆转其甲基化状态, 使其恢复表达, 重新发

挥抑癌基因作用[28,29]. 目前去甲化疗法的药物

主要有DNA甲基化转移酶抑制剂5-Aza-dC和组
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图 1 QMSP法Runx3及β-Actin基因扩增曲线.

表 3 各组细胞甲基化水平的相对定量结果

     分组 Ct(Runx3) Ct(β-Actin) △Ct △△Ct 2-△△Ct

对照组 31.28±0.18 30.40±0.20 0.88 0 1

5-Aza-dC组 31.35±0.23 29.96±0.14 1.39 0.51 0.70

TSA组 31.68±0.12 30.13±0.25 1.55 0.67 0.63

5-Aza-dC + TSA组 31.63±0.27 29.31±0.19 2.32 1.44 0.37

    1           2          3          4
β-Actin

Runx3 

图 4 各组细胞Runx3蛋白表达结果. 1: 对照组; 2: 5-Aza-

dC组; 3: TSA组; 4: 5-Aza-dC+TSA组.

200 bp
150 bp

β-Actin
Runx3 

M        1        2       3        4

图 2 各组细胞Runx3基因mRNA的表达. M: Marker; 1: 对

照组; 2: 5-Aza-dC组; 3: TSA组; 4: 5-Aza-dC + TSA组.

图 5 各组细胞Runx3蛋白的相对表达量.
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图 3 各组细胞Runx3基因mRNA的相对表达量.
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■创新盘点
本研究通过QMSP
方法检测基因甲
基 化 状 态 ,  使 各
组细胞Runx3基
因的甲基化水平
得到直观的展现, 
目前此方法在国
内研究中尚较少
使用.
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蛋白去乙酰基酶抑制剂TSA, 本研究结果显示

经5-Aza-dC和TSA单独或联合干预后的细胞中

Runx3的甲基化水平均显著降低, 且联合用药组

降低更明显, 表明两药联用较单药去甲基化作

用强, 具有协同作用, 可能与DNA去甲基化和组

蛋白乙酰化通过甲基结合蛋白相互作用有关[30]. 
mRNA表达水平结果显示5-Aza-dC和TSA均能

增加Runx3基因mRNA表达水平, 两药联合较单

药作用明显, 表明Runx3 mRNA表达水平与其

启动子区甲基化水平相关, 5-Aza-dC和TSA能

逆转Runx3基因启动子区的异常甲基化状态, 使
Runx3基因重新表达, 从而使Runx3基因重新起

到抑癌基因的作用, 与国内外研究结果一致[30,31]. 
Runx3蛋白表达水平结果显示各加药组mRNA
表达水平越高其蛋白表达水平越高, 进一步验

证了实验结果的可靠性, 并且从蛋白表达水平

证明了5-Aza-dC和TSA的药效以及两药联合的

协调作用. 
本研究中QMSP法是目前国际上检测DNA

甲基化的较新颖的方法, 能够定量检测出Runx3
的甲基化水平, 使各加药组甲基化状态与mRNA
和蛋白表达水平的关系得到直观展现 ;  同时

mRNA和蛋白的表达水平随甲基化水平改变而

改变, 联合用药组较单药组mRNA和蛋白表达水

平高, 甲基化水平较低组的mRNA和蛋白表达水

平越高, 表明Runx3基因启动子区甲基化水平与

其mRNA和蛋白表达水平相关, 进一步验证了

Runx3基因异常甲基化是导致该基因失活的机

制[20-22]之一.
总之, 5-Aza-dC和TSA均能逆转胃癌细胞

系中Runx3基因启动子区异常甲基化水平, 提高

Runx3基因的mRNA和蛋白表达水平, 同时两药

联合起到协同作用, 增强了单药药效, 提示抑癌

基因Runx3启动子区异常甲基化是导致该基因

失活的重要原因之一, 同时为5-Aza-dC和TSA应

用于胃癌的临床治疗提供了试验依据.
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Abstract
AIM: To identify proteins interacting with mul-
tidrug resistance protein (MRP) in gastric cancer 
cells and to evaluate their effect on tumor cell 
drug resistance. 

METHODS: Proteins interacting with MRP were 
identified using immunoprecipitation and mass 
spectrometry. Of the proteins identified, An-
nexin A5 was chosen to further study its role 
in drug resistance of gastric cancer cells. The 
expression of MRP and Annexin A5 protein 
in SGC-7901cells and drug-resistant cell line 
SGC-7901/DDP was evaluated by Western blot. 

The impact of Annexin A5 knockdown on MRP 
expression and drug resistance of gastric cancer 
cells was evaluated using siRNA interference 
technology.

RESULTS: In total, 14 proteins interacting with 
MRP were identified. The protein expression 
of MRP and Annexin A5 in drug-resistant cell 
line SGC-7901/DDP was higher than that in 
SGC-7901 cell line. SiRNA-mediated silenc-
ing of the Annexin A5 gene in SGC-7901/DDP 
cells down-regulated the expression of MRP. 
The expression of Annexin A5 showed no 
significant difference between SGC-7901 cells 
and SGC-7901/DDP cells transfected with An-
nexin A5-specific siRNA. In addition, siRNA-
mediated silencing of the Annexin A5 gene sig-
nificantly reduced the IC50 values of cisplatin, 
paclitaxel and 5-Fu in gastric cancer cells, and 
increased cell sensitivity to these drugs by 36, 
17 and 4 folds, respectively.

CONCLUSION: Annexin A5 is a MRP-interact-
ing protein that may be related with tumor drug 
resistance in gastric cancer.

Key Words: Multidrug resistance protein; Multidrug 
resistance; Annexin A5; Gastric cancer 

Wu XP, Tang YZ, Huang WG, Wu YH. Identification of 
proteins interacting with multidrug resistance protein in 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(35): 
3568-3573

摘要

目的: 研究多药耐药蛋白(multidrug resistance 
protein, MRP)的相互作用蛋白及其对肿瘤耐
药性的影响.

方法: 采用免疫沉淀结合质谱方法分离鉴定
MRP的相互作用蛋白, 并对其中的耐药相关
蛋白之一Annexin A5进行功能研究, Western 
blot及siRNA干扰技术分析MRP、Annexin A5
蛋白表达的变化、相关性及胃癌SGC-7901细
胞的耐药性变化.

结果: 经免疫沉淀结合质谱方法分离鉴定发

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
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人民医院消化科
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■研发前沿
以往的研究虽然
揭示了一些胃癌
多药耐药性产生
的初步分子机制, 
但多数是从单个
基因或蛋白出发, 
其分子机制远未
完 全 阐 明 ,  由 于
DNA和RNA水平
并不能完全反映
蛋白质水平的变
化 ,  因 此 有 必 要
在蛋白质整体水
平上对胃癌多要
耐药产生的机制
进行研究.

现了14个MRP的相互作用蛋白, 其中Annexin 
A5为其中得分最高的蛋白; Western blot检
测显示耐药细胞株SGC-7901/DDP中MRP、
A n n e x i n A5蛋白表达均高于S G C-7901和
siRNA-SGC-7901/DDP, siRNA干扰Annexin 
A5表达后, s iRNA-SGC-7901/DDP中MRP
蛋白表达下调, MRP、Annexin A5蛋白在
SGC-7901和siRNA-SGC-7901/DDP之间表达
无明显差异; MTT法结果显示经siRNA干扰
SGC-7901/DDP后, 顺铂、5-Fu和紫杉醇作用
后的IC50值明显减少, 对其的敏感性分别增加
了36倍、17倍和4倍.

结论: Annexin A5表达与胃癌细胞耐药有关, 
是MRP的相互作用蛋白之一.

关键词: 多药耐药蛋白; 多药耐药性; 膜联蛋白A5; 

胃癌
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0  引言

胃癌是常见的恶性肿瘤之一, 在我国其发病率

居各类肿瘤的首位[1]. 胃癌耐药是胃癌化疗失败

的主要原因之一[2], 他涉及多种复杂机制. 肿瘤

细胞的多药耐药性(multidrug resistance, MDR)
是指肿瘤细胞接触一种化疗药物并对其产生耐

药后, 同时对其他化学结构和作用机制不同的

化疗药物产生耐药[3]. 深入研究多要耐药性无疑

具有重要的理论和临床意义. 以往的研究虽然

揭示了一些胃癌多药耐药性产生的初步分子机

制[4,5], 但多数是从单个基因或蛋白出发, 其分子

机制远未完全阐明, 由于DNA和RNA水平并不

能完全反映蛋白质水平的变化, 因此有必要在

蛋白质整体水平上对胃癌多药耐药产生的机制

进行研究. 
研究发现, 多药耐药蛋白(multidrug resis-

tance protein, MRP)作为一种防御机制在正常胃

黏膜上高度表达, 而在胃癌组织的表达高于正

常胃黏膜[6,7]; MRP在胃癌组织中呈异常高表达, 
与癌旁组织有显著性差别, 与肿瘤细胞耐药有

关[8-10]. 这些结果提示MRP是引起胃癌原发性耐

药的原因之一. 为进一步研究MRP的分子机制, 
我们拟通过靶向蛋白技术, 分离鉴定MRP1蛋白

的相互作用蛋白, 并通过RNAi技术干扰其中关

键的蛋白表达研究其耐药的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料

SGC-7901及其耐药细胞株SGC-7901/DDP (人胃

癌耐药顺铂细胞株)均购自中南大学细胞中心, 
细胞用100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640(GIBCO)
培养液进行常规培养 .  R P M I 1640培基、胰

酶、胎牛血清为美国GIBCO公司产品; 鼠抗人

MRP、Annexin A5单克隆抗体, 鼠抗人β-actin
抗体为美国Santa cruz公司产品; 辣根过氧化

物酶标记羊抗鼠二抗购自美国D A K O公司 ; 
ECL(Enhanced chemiluminescence)试剂盒购自

瑞典Amersham公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫共沉淀: 收集107个细胞在缓冲液中

4 ℃裂解30 min, 11 000 r/min离心15 min, 上清液

用于免疫沉淀, 1 500 μg的总蛋白与非免疫血清

一起进行预吸附, 与100 μL的蛋白G-Sepharose
结合, 进一步与10 μg的MRP抗体结合3 h; 加入

100 μL蛋白G-Sepharose在4 ℃条件下放置1 h, 
离心30 s, TBST洗3次, 0.1 mol/L甘氨酸洗脱后, 
SDS-PAGE电泳, 凝胶用考马斯蓝染色、切胶、

胰蛋白酶消化, 质谱鉴定. 
1.2.2 质谱图谱分析与数据库查询: ESI-Q-TOF
质谱图解谱采用MicroMass公司的MassLynx
软件进行, 从原始M S-M S谱中产生P K L格式

的数据文件. 然后在数据库中进行查询. 数据

库检索参数为: 数据库选择为NCBInr数据库, 
物种分类(Taxonomy)选择为人(Human), 酶选

择为Tryps in, 允许的未酶切位点选择为1, 固
定修饰(Fixed modifications)选择为碘乙酰胺

Carbamidomethyl(C)修饰, MS/MS容差选择

为0.3 Da, 肽片段电荷数选择为1+、2+或3+, 选
择Monoisotopic, 数据格式Data format选择为

Micromass(PKL)格式, Instrument选择为(ESI-
QUAD-TOF). 查询结果得分(Scores)>36认为该

蛋白为有意义的蛋白. 
1.2.3 Western blot分析: (1)样品制备: 收集107
个细胞后冰上裂解30 min, 4 ℃离心, 12 000 g
×30 min, 转移上清, 绘制标准曲线测量蛋白浓

度; (2)SDS-PAGE: 配置蛋白分离胶和积层胶, 再
变性蛋白, 上样, 100 V电泳, 约需1-2 h; (3)转膜: 
PVDF膜三明治转移法, 100 V, 约60 min; (4)染色: 
丽春红染色3-5 min, PBS漂洗2-3次, 每次3- 5 min, 
观察蛋白条带; (5)封闭: 5%牛奶封闭1-2 h; (6)一
抗结合: PVDF膜放入杂交袋中加入封闭液和适

量一抗(浓度1∶1 000), 摇床上室温过夜; (7)二
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■相关报道
研究发现在头颈
部鳞癌中Annexin 
A5比正常表皮组
织表达增加、在
宫颈鳞癌组织中
比正常宫颈上皮
表达增高. 其还参
与了信号传导通
路, 如钙依赖的蛋
白激酶C(PKC)的
抑制, 可以通过直
接与受体的细胞
内区域相互作用
而起到了血管内
生长因子(VEGF)
受体信号的作用.

抗结合: 弃去封闭液和一抗, 用适量的TBST漂洗

3次, 每次10 min, 加入封闭液和适量二抗(浓度

1∶ 1 000), 摇床上室温摇1-2 h, 剪开袋口, 弃去

封闭液和二抗, 用适量的TBS-T液漂洗膜3次, 每
次10 min; (8)检测: ECL化学发光法检测, 暗室中

压上X光片, 曝光30 s-10 min, 显影, 洗片. 
1.2.4 耐药性检测: MTT法检测各细胞株对化疗

药物的敏感度, 以每孔500个细胞接种于96孔培

养板中, 每孔体积200 μL, 每组设定5孔平行复

孔, 加入不同浓度的化疗药物, 以不加药物干预

作为对照组, 以不接种细胞而仅加培养液作为

调零孔, 置CO2培养箱中孵育, 每隔24 h检测一

次. 小心吸去上清, 每孔加入200 μL新鲜RPMI 
1640培养液, 再加入5 mg/mL的MTT 20 μL, 
37 ℃继续孵育4 h后, 终止培养, 小心吸弃孔内

上清液, 加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 使结

晶物充分溶解, 以空白对照孔调零, ELX800酶
标仪490 nm处测定各孔的吸光度值(A 490), 取3
个重复孔的平均值, 相对应A 490值表示细胞增殖

能力大小. 绘制不同药物浓度的细胞生长抑制

率曲线, 并计算各化疗药物对细胞的半数抑制

浓度(IC50). 
1.2.5 siRNA干扰: Annexin A5的PCR引物5'-GC
UUUAUGAUGCUUAUGA AdTdT-3'(正义), 
5'-UUCAUA AGCAUCAUAAAGCdCdG-3'(反
义); 由Takara公司合成. 步骤如下: (1)细胞接种: 
胰酶消化细胞, 按3×105个细胞/孔接种于6孔板, 
当细胞达到70%-80%融合时进行转染; (2)转染

液的配制: A液: 在100 μL无血清培基中加12.5 μg 
Annexin A5 siRNA; B液: 在100 μL无血清培基

中加Lipofactamine 2000脂质体10 μL, 室温静止

置5 min; 混合A、B两液, 室温静置20 min, 形成

复合体; (3)RPMI 1640无血清培养基洗涤待转

染细胞2次; (4) A、B混合液中加无血清培基

800 μL, 混匀, 小心加至6孔板中, 置37 ℃、50 
mL/LCO2的温箱中孵育4 h; (5)最后每孔加入等

体积含200 mL/L胎牛血清(FBS)的RPMI1640完
全培养基使培养液中含100 mL/L胎牛血清, 置
于50 mL/L CO2、37 ℃恒温培养箱中继续培养

44 h; 收集细胞; (6)Western blot检测Annexin A5
的表达水平, 确定干扰或表达效果; (7)MTT检测

细胞株耐药性变化.
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件对实验

结果进行统计学分析, 计数资料两两比较用t检
验, 组间比较采用ANOVA检验. P <0.05即差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 MRP相互作用蛋白质的分离和鉴定 通过免疫

沉淀方法分离得到MRP免疫沉淀复合物(图1). 将
所分离的蛋白质经ESI-Q-TOF-MS质谱进行鉴

定, 并利用数据库检索后共有14个MRP相互蛋

白质被鉴定, 其功能涉及细胞骨架、凋亡、增

殖、血管生成、分子伴侣以及新陈代谢(表1). 
实验中发现其中Annexin A5为其中得分最高的

蛋白, 经过进一步查阅文献分析, 选取其作进一

步耐药性研究. 
2.2 胃癌细胞株中MRP、Annexin A5蛋白表

达的相关性 通过Western blot分别检测了3个
细胞株SGC-7901、siRNA-SGC-7901/DDP、
SGC-7901/DDP中MRP、Annexin A5蛋白的表达

水平. 实验发现, 耐药细胞株SGC-7901/DDP中
MRP、Annexin A5蛋白表达均高于SGC-7901和
siRNA-SGC-7901/DDP, 说明MRP、Annexin A5
蛋白高表达与胃癌耐药性增高有关; siRNA干扰

Annexin A5表达后, 发现siRNA-SGC-7901/DDP 
中MRP蛋白表达下调, 说明Annexin A5蛋白与

MRP蛋白之间具有相关性. 而MRP、Annexin 
A5蛋白在SGC-7901和siRNA-SGC-7901/DDP之
间表达无明显差异(图2). 
2.3 Annexin A5对胃癌细胞株的耐药性影响 运
用MTT法检测顺铂、5-Fu和紫杉醇孵育siRNA-
SGC-7901/DDP、SGC-7901/DDP细胞株后细胞

生长的变化, 结果显示经siRNA干扰SGC-7901/
DDP后, 其IC50值明显减少, 胃癌细胞对顺铂、

5-Fu和紫杉醇的敏感性分别增加36倍、17倍和4
倍(表2). 说明Annexin A5表达下调后, 胃癌细胞

对化疗药物的敏感性增加. 

3  讨论

MRP是一种分子量为190 kDa的能量依赖型“药

泵”的跨膜糖蛋白[11]. MRP增高可引起阿霉素、

220 kDa 

120 kDa 
100 kDa
80 kDa

60 kDa
50 kDa

40 kDa

30 kDa

20 kDa

1           2          3 图  1  M R P 相 互 作
用蛋白的SDS-PAGE
电泳图. 1: Marker; 

2: 总蛋白; 3: MRP

蛋白复合物(箭头位

置所示为Annex in 

A5).
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鬼白乙叉苷(VP-16)、长春花碱(Vinblastine)、长

春新碱(VCR)、放线菌素D、秋水仙素等耐药
[12-14], 他的结构、功能与P-gp有许多相似处. 其介

导的多药耐药(MDR)机制还未完全阐明, 推测他

可能通过将GSH与药物的结合物(GS-X)或者是

未修饰的药物(但需要GSH的存在)跨膜移位到

细胞外, 使细胞内药物浓度减少而导致细胞耐药
[15]. 另外, MRP还可在细胞内隔离药物, 使药物不

能与靶位点结合, 从而间接导致耐药[16,17]. MRP
主要分布于细胞膜, 在内质网、高尔基复合体

也有少量分布. 他在人类正常组织及肿瘤组织中

广泛存在, 是引起MDR的因素之一. MRP至少有

4种亚型, 已知MRP1增高是引起MDR的主要原

因之一. MRP这种ATP依赖泵能将带负电荷的药

物泵出细胞, 故可观察到许多MDR高表达的细

胞系中抗癌药物聚集降低, 此外MRP1可引起细

胞内药物分布改变, 使重要的攻击靶点(如胞核)
的药物减少, 从而引起MDR[18]. 当然, MDR机制

表 1 MRP的相互作用蛋白

     GI 基因简写 蛋白名称 分子量(Da) 序列覆盖(%) 得分     功能

4809273 ANX5 Annexin A5   188921      19 501 增殖、凋亡

209969817 HSPB1 heat shock 27 kda protein     22783      17 412 分子伴侣

21961605 KRT10 Keratin 10     59020      28 369 细胞骨架

12803727 KRT7 Keratin 7     51444      10 234 细胞骨架

306891 HSP90AB1 heat shock protein 90 kda alpha 

(cytosolic), class b member 1

    83584        7 199 分子伴侣

1296662 PLEC1 plectin 1, intermediate filament 

binding protein 500 kda

  533408        1 187 细胞骨架

757924 EGFR epidermal growth factor receptor   137626        4 147 增殖、血管生成

188492 HSPA1L heat shock 70 kda protein 1-like     70755        4 125 分子伴侣

129369 TP53 Cellular tumor antigen p53     37814      12 112 抑癌基因

28336 ACTB actin, beta     42318        9 105 细胞骨架

4757756 ANXA2 annexin a2     38808      12 103 胞膜运输

4503571 ENO1 enolase 1     47481        3 52 新陈代谢

148224884 PTPMT1 protein tyrosine phosphatase, 

mitochondrial 1

    23000        6 51 新陈代谢

4506773 S100A9 s100 calcium binding protein a9 

18(calgranulin b)

    13291        6 39 钙信号分子

A

MRP

Annexin A5

β-actin

1               2              3

a
a

1                     2                     3

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Annexin A5
MRP

图 2 胃癌细胞株中MRP、Annexin A5蛋白表达的相关
性. A: Western blot检测MRP、Annexin A5在3个细胞株中

的表达水平, 1: SGC-7901; 2: siRNA-SGC-7901/DDP; 3: 

SGC-7901/DDP; B: MRP、Annexin A5在3个细胞株中的

相对灰度值. aP<0.05 vs  SGC-7901组和siRNA-SGC-7901/

DDP组.

B

■创新盘点
本实验通过串联
亲和纯化结合质
谱方法发现14个
M R P 的 相 互 作
用 蛋 白 ,  并 通 过
siRNA干扰技术证
实Annexin A5是
MRP耐药相关的
关键蛋白之一, 其
表达下调可能增
强胃癌细胞对化
疗药物的敏感性.

表 2 siRNA干扰Annexin A5表达后胃癌细胞耐药性的变化 (mean±SD)

     
药 物

                           IC50 (μmol/L)
敏感性增加倍数

SGC-7901/cDDP siRNA-SGC-7901/DDP

顺铂 185.44±13.46       5.13±0.89a          36

紫杉醇   21.43±12.46       1.22±0.12a          17

5-Fu 201.65±18.34     51.77±3.23a            4

aP<0. 05 vs  siRNA干扰前.
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中MRP1的转运作用是可饱和的, 而且有GSH、

P-gp和OTPO的共同参与[19]. 
串联亲和纯化(tandem affinity purification, 

TAP)耦联质谱技术是一种新的蛋白质相互作用

研究技术. TAP耦联质谱技术同时具备了亲和纯

化和免疫沉淀两者的优点, 能非常灵敏、快速

地得到生理条件下与目的蛋白存在真实相互作

用的蛋白质[19]. 本研究通过串联亲和纯化结合

质谱方法发现14个MRP的相互作用蛋白, 这些

蛋白功能涉及细胞骨架、凋亡、增殖、血管生

成、分子伴侣以及新陈代谢等方面, 他们与肿

瘤的耐药性之间的关系有待于进一步研究.  
Annexin A5是膜联蛋白家族成员之一, 该蛋

白位于人染色体4q26-q28, 由319个氨基酸组成, 
蛋白分子量为35.8 KDa, 是膜联蛋白家族中分

布最广泛、含量最丰富的成员之一[20]. Annexin 
A5可抑制PKC的活性. PKC是细胞内信号转导

通路中最重要的因子之一, 目前多数学者认为

PKC的激活平衡紊乱理论是肿瘤发生的重要因

素[21]; Annexin A5具有抗炎活性、抗血栓、抗凝

作用[22]; 与机体自身的免疫应答有关[22]; 参与了

机体的病毒感染过程[22-25]. 此外, Annexin A5还
具有促进肿瘤细胞凋亡, 抑制肿瘤细胞增殖的

作用, 但机制目前尚未完全阐明. 近年来研究发

现, Annexin A5也是一个重要的肿瘤标志物. 有
人发现头颈部鳞癌中Annexin A5比正常表皮组

织表达增加[26]; Annexin A5在宫颈鳞癌组织中比

正常宫颈上皮表达增高, 其表达水平与宫颈鳞

癌的分化程度呈负相关[25]. 膜联蛋白A5还参与

了信号传导通路, 如钙依赖的蛋白激酶C(PKC)
的抑制[28,29]; 膜联蛋白A5还可以通过直接与受体

的细胞内区域相互作用而起到了血管内生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)受体

信号的作用[30]. 目前尚未见Annexin A5与MRP的
相互作用及其与胃癌耐药的报道. 

本研究发现Annexin A5是MRP的相互作用

蛋白之一, 其功能与肿瘤细胞耐药有关. 我们发

现耐药细胞株SGC-7901/DDP中MRP、Annexin 
A5蛋白表达均高于SGC-7901非耐药细胞株, 说
明MRP、Annexin A5蛋白表达增高与胃癌细胞

的耐药性增加有关; 而通过siRNA干扰Annexin 
A5表达后, 发现MRP蛋白表达也下调, 说明MRP
蛋白与Annexin A5之间具有相关性. 为进一步证

实Annexin A5表达下调能引起胃癌细胞耐药性

的改变, 本研究采用siRNA技术干扰Annexin A5
表达后, 发现胃癌细胞对顺铂、5-Fu和紫杉醇3

组化疗药物的IC50值明显减小, 其对化疗药物的

敏感性分别增加36倍、17倍和4倍, 说明Annexin 
A5表达下调后, 胃癌细胞对化疗药物的敏感性

增加, 可能的分子机制与MRP表达下调有关. 
总之, 我们在胃癌细胞中发现了14个MRP

耐药相关的蛋白, 这些蛋白的功能涉及细胞骨

架、凋亡、增殖、血管生成、分子伴侣以及新

陈代谢等方面; Annexin A5是MRP耐药相关的关

键蛋白之一, 其表达水平增高与胃癌细胞耐药

性增加有关, 减少其表达能增强胃癌细胞对化

疗药物的敏感性. 进一步研究这些蛋白的功能

及其在肿瘤耐药中的分子机制很有必要. 
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HBV转基因小鼠的舌色改变及血流变化
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■背景资料
慢性乙型肝炎是
严重危害我国人
民的传染性疾病
之一, 中医以辨证
论治为特色治疗
该病取得了显著
的效果. 舌诊是中
医辨证论治重要
的参考指标. 临床
研究提示观察舌
色对于判断病情
的轻重十分重要. 
然而, 目前导致舌
色形成的机制尚
不明确, 影响了舌
诊在临床的推广
和应用. 
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Abstract
AIM: To examine the changes in color and micro-
vascular blood flow of the tongue of HBV trans-
genic mice. 

METHODS: Ten C57BL/6J-HBV transgenic mice 
and 10 normal mice were used in the study. The 
tongue color of the mice was observed daily. 
The microvascular blood flow of tongue and 
liver were detected with a laser Doppler blood 
flowmeter. Blood samples were taken to mea-
sure serum alanine aminotransferase (ALT) and 
aspartate aminotransferase (AST). Pathological 
changes in the tongue and liver were evaluated 
by HE staining.

RESULTS: The tongue was purple in color in 
six HBV transgenic mice and dark red in the 
remaining four transgenic mice. In contrast, 

the tongue of normal mice was light red in 
color. The hue of the tongue become darker and 
brightness become weaker in HBV transgenic 
mice (0.206 ± 0.13 vs 0.794 ± 0.13; 0.479 ± 0.07 
vs 0.331 ± 0.04, P < 0.01, P < 0.001) compared 
to normal mice. The microvascular blood flow 
perfusion and velocity in the tongue and liver 
in HBV transgenic mice decreased significantly 
compared to normal mice. Obvious inflamma-
tory changes were observed in the liver and 
tongue of HBV transgenic mice.

CONCLUSION: The tongue of most HBV trans-
genic mice became purple, whose mechanism is 
related with microcirculation disorder. Inflam-
matory changes in the liver and tongue in HBV 
transgenic mice are perhaps the main cause of 
microcirculation disorder.

Key Words: HBV Transgene; tongue color; Microcir-
culation; Laser doppler blood flowmeter

Liu WL, Che NC, Tang ZQ, You HJ, Yang Z. Changes 
in color and blood flow of the tongue of HBV transgenic 
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(35): 3574-3578

摘要

目的: 研究HBV转基因小鼠的舌色表现和微
血管血流变化.

方法: 10只C57BL/6J-HBV转基因小鼠和10只
正常小鼠(C57BL/6J非转基因小鼠), 均雌雄各
半, 采用小鼠舌象观察装置对小鼠舌色进行观
察; 使用激光多普勒血流仪进行舌和肝脏微
血管血流检测; 断头采血, 测定血清丙氨酸氨
基转移酶(ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(AST)
的含量; HE染色观察肝和舌组织病理变化.

结果: HBV转基因小鼠中, 6只小鼠舌色呈紫
色, 4只舌色呈暗红色, 而正常小鼠的舌色均为
淡红色. HBV转基因小鼠舌色色调(H值)变深, 
有显著性差异(P <0.01); 舌色亮度(V值)变弱, 
有极显著性差异(P <0.001). 和正常鼠相比, 紫
舌HBV转基因小鼠微血管血流灌注量和血流
速度显著降低(0.206 ± 0.13 vs  0.794 ± 0.13; 
0.479±0.07 vs  0.331±0.04, P <0.01, P <0.001), 

■同行评议者
沈 克 平 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属龙华医院
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■研发前沿
舌象是临床上较
为方便、较客观
的 观 察 指 标 ,  与
脏腑气血的变化
密 切 相 关 ,  能 够
灵敏地反映病情
的进展. 因此, 阐
释中医舌色的形
成 机 制 ,  为 临 床
提供机制清楚的
诊 断 指 标 ,  具 有
重 要 的 意 义 ,  目
前 ,  国 内 该 方 面
的研究尚不足.

该模型肝脏微血管血流灌注量和血流速度显
著降低, HBV转基因小鼠肝脏和舌存在明显
的炎性改变.

结论: HBV转基因小鼠舌色以紫色多见, 其形
成机制与微循环障碍有关. 该模型存在肝脏和
舌的炎症病理, 提示炎性微环境是形成其肝脏
和舌微循环障碍的重要原因.

关键词: HBV转基因; 舌色; 微循环; 激光多普勒血

流仪技术

刘文兰, 车念聪, 唐佐青, 油红捷, 杨铮. HBV转基因小鼠的

舌色改变及血流变化. 世界华人消化杂志  2011; 19(35): 

3574-3578
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0  引言

舌色是中医学舌诊的重要方面, 对于辨别疾病

的性质、判断病情的轻重具有重要的意义[1]. 临
床研究表明, 慢性乙型肝炎紫舌患者病情重、

预后差[2], 研究该舌色的形成机制对于病情程度

的判断和预后的推测具有重要的临床意义. 将
HBV的DNA或其片段转入受精卵建立起来的

HBV转基因小鼠是目前研究慢性乙型肝炎理想

的动物模型. C57BL/6J-HBV转基因小鼠, 其5-8
周龄肝脏病理改变与慢性肝炎病变相似. 动态

研究发现, 4月龄前属于慢性肝炎, 4月龄后在转

基因小鼠肝脏可以见到非典型增生, 12 mo可发

展为肝细胞癌[3]. 本研究观察HBV转基因小鼠舌

色变化, 检测舌血流状况, 初步探讨慢性乙型肝

炎紫舌的形成机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 8周龄的SPF级C57BL/6J-HBV转基因小

鼠(所转移的基因片段是编码包膜蛋白HBsAg的
S基因、Pre-S基因及编码X抗原的X基因, 该基

因片段为HBV的ayw亚型, 可稳定垂直遗传); 8
周龄的遗传背景相同的C57BL/6J非转基因小鼠. 
这些动物均来自北京大学医学部实验动物科学

部, 动物生产许可证号: SCXK(京)2006-0008. 英
国moorVMS-LDF型激光多普勒血流仪; 荧光

显微镜(nikoneclipse 80i); 数码相机(Canon EOS 
400D); OlympusAV全自动生化分析仪.
1.2 方法

1.2.1 动物麻醉: 动物适应性饲养1 wk后, 先将小

鼠禁食12 h后, 腹腔注射3%水合氯醛进行动物

麻醉(350 mg/kg). 舌色诊断、微循环检测、取

材. 实验过程中注意室温(20 ℃)的恒定. 
1.2.2 HBV转基因小鼠模型的评价: 根据血清乙

型肝炎表面抗原(HBsAg)的滴度, 血清丙氨酸氨

基转移酶(ALT)和门冬氨酸氨基转移酶(AST)等
肝功能指标, 肝组织病理形态等综合评价模型

是否成功. 血清乙型肝炎表面抗原阳性、肝功

能异常, 肝组织病理显示肝细胞弥漫性肿胀, 肝
细胞胞质呈伊红均染(毛玻璃样变性), 可见核内

嗜酸性小体, 肝内散在针状小灶状肝细胞坏死

伴淋巴样细胞浸润, 散在单个肝细胞胞质固缩

深染伴核固缩深染, 肝窦内可见淋巴样细胞聚

集灶, 说明造模成功. 
1.2.3 舌色观察和诊断: 在20 ℃的恒温实验室, 
动物麻醉后即刻(麻醉后1-2 min), 将小鼠仰卧

固定于北京工业大学研制的小鼠舌象观察装置, 
该装置配有恒温垫(37 ℃-40 ℃), 以保证小鼠体

温的恒定. 使用特制的金属环套住小鼠上门齿

和下门齿, 使小鼠口呈45°张开使舌自然暴露, 
用Canon EOS 400D数码相机在标准光源下(色
温5300)距离舌面30 cm的位置拍摄动物舌面照

片. 2名从事中医舌诊研究的副教授对舌色进行

诊断, 达成共识后, 在舌象观察记录表上记录小

鼠的舌象. 
1.2.4 微血管血流检测: 舌表面微循环血流灌注

量和流速检测: 小鼠仰卧于小鼠舌象观察装置上, 
运用英国moorVMS-LDF型激光多普勒血流仪, 将
激光光导纤维探头固定在舌前1/3靠近左侧舌边

的舌面上, 但不重压. 仪器自动记录舌血流灌注

量(flux, 单位PU)及血流速度(speed, 单位AU). 
肝脏表面微循环血流灌注量和流速检测: 

动物仰卧位于铺设恒温垫(37 ℃-40 ℃)的观察

台上. 固定四肢后, 沿腹中线做3-5 cm切口, 暴露

肝脏, 运用英国moorVMS-LDF型激光多普勒血

流仪, 将激光光导纤维探头固定在肝脏左叶表

面同一位置, 但不重压. 仪器自动记录肝脏表面

微血管血流灌注量(flux, 单位PU) 及血流速度

(speed, 单位AU). 
1.2.5 取材及病理观察: 动物处于麻醉状态下, 
断头收集血液, 3 500 r/min离心10 min, 取上清

立即使用自动生化分析仪测定ALT等肝功能指

标. 此后, 分离出肝脏, 生理盐水冲洗瘀血, 取
肝左叶同一部位, 100 g/L福尔马林固定, 石蜡

包埋, HE 染色, 进行肝组织病理检测. 避开舌

中沟, 从舌两侧同一部位取材, 常规石蜡包埋,
连续组织切片, HE染色. 光镜观察舌黏膜层组

织形态. 

■相关报道
王灵台认为暗舌
是慢性肝病的主
要舌象之一. 舌质
暗一般认为是瘀
血的表现, 瘀血主
要在肝, 即肝血瘀
滞, 舌色越暗, 肝
瘀越重. 所以一般
根据舌暗程度判
别肝病发展趋势
有一定意义. 张赤
志发现随着舌色
的加深, 肝脏病理
变化逐渐恶化.
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2  结果

2.1 HBV转基因小鼠舌色变化 研究结果显示, 
HBV转基因小鼠有6只小鼠的舌色是紫舌, 4只
小鼠的舌色是暗红舌, 而正常小鼠的舌色均为

淡红舌(图1).
2.2 舌色色度值的比较 将获取照片在p h o t o-
shop7.0软件中提取RGB值, 进而在HSV空间计

算H、S、V值, 结果提示, HBV转基因小鼠舌

色色调(H值)变深, P <0.01; 舌色亮度(V值)变弱, 
P <0.001, 有显著性差异(表1). 
2.3 血流仪的检测结果

2.3.1 舌微血管血流灌注量和速度的检测: 研究

结果表明, HBV转基因小鼠紫舌微血管血流灌

注量降低, 正常小鼠淡红舌血流灌注量为294.24 
PU±62.34 PU, HBV转基因小鼠紫舌血流灌注

量为110.41 PU±8.43 PU, 差异有统计学意义

(P<0.001). HBV转基因小鼠紫舌微血管血流速度

降低, 正常小鼠淡红舌血流灌注量为103.45 AU
±19.83 AU, HBV转基因小鼠紫舌血流灌注量为

74.01 AU±9.31AU, 有统计学意义(P<0.001). 
2.3.2 肝脏微血管血流灌注量检测结果: HBV
转基因小鼠肝脏微血管血流灌注量较正常小

鼠显著降低, 正常小鼠肝血流灌注量为299.27 
PU±87.36 PU, HBV转基因小鼠肝血流灌注

量为192.92 PU±10.05 PU, 差异有统计学意

义(P <0.01). HBV转基因小鼠肝微血管血流速

度降低 ,  正常小鼠肝血流速度为97.99 A U±

14.01 AU, HBV转基因小鼠肝血流速度为55.76 

A U±4.82A U, 差异有统计学意义(P <0.001).               
2.3.3 肝功能比较: HBV小鼠肝功能ALT值与正

常小鼠存在显著差异(表2). 
2.3.4 HBV转基因小鼠舌组织病理形态的观察: 
研究显示, 小鼠的舌组织学结构包括黏膜层、

固有层和肌层. HBV转基因小鼠舌组织有明显

的炎性细胞浸润, 并有少量纤维蛋白渗出, 肌纤

维排列疏松(图2A, B). 
2.3.5 肝脏形态观察: 正常小鼠肝脏颜色鲜红、

均匀; HBV转基因小鼠肝脏颜色暗红(图2C, D). 
2.3.6 肝组织病理观察: 正常肝组织显示, 肝细

胞排列整齐, 未见炎性细胞浸润; HBV转基因小

鼠肝细胞肿胀, 排列疏松, 可见点状肝细胞坏死, 
在中央静脉周围可见以淋巴细胞为主的炎细胞

浸润(图2E, F). 

3  讨论

中医舌诊是中医学独具特色的诊法之一[4,5], 是
中医辨证重要的依据[6,7], 在临床辨证论治中发

挥着重要的作用. 因此, 中医临床医师均十分重

视察舌诊病、审舌用药[8-10]. 慢乙肝舌色调查表

明, 该病常见舌色主要有红、淡红、紫、淡白, 
紫舌是慢性肝病的主要表现, 提示瘀血内停, 舌
色暗程度对于判断肝病发展趋势有一定意义[11,12]. 
我们的临床研究亦提示随着舌暗到紫或瘀斑瘀

点舌, 慢乙肝病情逐渐加重, 紫舌的紫暗程度对

于判断病情的轻重和推测病势的发展具有重要

的意义[13]. 对舌象形成机制的研究将会加深我们

对该舌临床意义的认识, 从而充分地发挥舌诊

表 1 HBV转基因小鼠与正常小鼠舌色在HSV颜色空间数
值比较

     分组         H值          V值          S值

正常小鼠 0.206±0.13 0.479±0.07 0.468±0.04

HBV小鼠 0.794±0.13a 0.331±0.04b 0.477±0.05

aP<0.01, bP<0.001 vs  正常小鼠.

表 2 HBV小鼠与正常小鼠肝功能的比较 (mean±SD)

     观察指标         正常组        模型组

ALT   74.69±13.84 111.70±19.11b

AST 136.98±29.99 124.06±20.34

bP<0.001 vs  正常小鼠.

A B 图 1 HBV转基因小鼠与正常小鼠
舌色比较. A: 正常小鼠; B: HBV转

基因小鼠.

■创新盘点
本文采用乙型肝
炎理想的动物模
型HBV转基因小
鼠, 观察其舌色变
化, 采用激光多普
勒血流仪技术对
其微循环进行检
测, 同时观察舌、
肝脏的病理变化, 
发现HBV转基因
小鼠紫舌的形成
机制与微循环障
碍有关, 导致微循
环障碍的原因与
局部炎性微环境
相关.
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对疾病诊治的指导作用[14]. 实验研究证实, 慢乙

肝青紫舌的形成机制与微循环障碍相关[13,15], 但
其具体的机制尚不清楚. 

微循环是血液与组织细胞进行物质交换的

主要场所[16], 其结构及功能状态直接影响组织、

细胞的物质能量代谢及信息传递[17]. 很多研究

认为, 炎症对微循环的结构和功能产生不良的

影响[18-20]. 炎症状态下往往会产生大量ROS[21,22], 
ROS能够损害血管内皮细胞的功能[23]. 实验研究

发现, 内皮细胞功能与组织的炎性改变相关[19,24]. 
本实验发现HBV转基因小鼠肝脏和舌组织均表

现炎性改变, 同时存在微循环障碍, 提示其微循

环障碍的原因与组织的炎性改变相关. 炎性微

环境是形成其微循环障碍的重要原因之一. 因
此, 我们推测, 慢性乙型肝炎紫舌是该病微循环

障碍的表现之一, 通过舌色的观察, 可以间接了

解该病微循环状况, 对于判断病情轻重具有重

要的意义. 本实验观察表明, HBV转基因小鼠慢

性乙肝阶段的舌色以紫舌多见, 在HSV颜色空

间检测结果表明, 其舌色色调变深, 颜色亮度变

弱, 与正常小鼠舌色存在显著差异. 
颜色模型(color model)是用来精确标定和

生成各种颜色的一套规则和定义[25]. 某种颜色

模型所标定的所有颜色就构成了一个颜色空间

(color space). 颜色空间可以分为4大家族, 分别

是RGB家族(含1个正RGB和1个负CMY模型), 
YUV家族(该家族将颜色分为亮度和色度2个方

面, 含YUV, YIQ, YCbCr, YCbCr, YPbPr, YcgCr
与YDbDr), HSV家族(该家族将颜色分为色调即

Hue、饱和度即Saturation、亮度即Value 3个方

面)和CIE家族(该家族将颜色精确测量为3个数

值, 主要含CIE-XYZ模型)[26]. HSV(色调-饱和度

-亮度)颜色空间是均匀的颜色空间, 反映了人的

视觉对颜色的感觉[27]. 其一, 亮度分量与图像的

彩色信息无关; 其二, 色调和饱和度分量与人感

受颜色的方式是紧密相连的[28]. 因此, 本研究采

A B

D

FE

C

图 2 正常小鼠与HBV转基因小鼠的舌组织病理、肝脏形态和肝组织病理比较. A, B: 正常小鼠与HBV转基因小鼠的舌组织病

理(HE,×200); C, D: 正常小鼠与HBV转基因小鼠的肝脏形态; E, F: 正常小鼠与HBV转基因小鼠的肝组织病理比较(HE,×200).

■应用要点
本文发现炎性微
环境是导致紫舌
微循环障碍的重
要原因, 因此, 治
疗慢性乙型肝炎, 
改善其炎性微环
境对于减轻病情
的发展具有重要
的意义.
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用HSV颜色模型对HBV转基因小鼠的舌色进行

分析, 研究发现HBV转基因小鼠舌色的色调变

深, 颜色亮度变弱, 提示应用HSV颜色模型可以

对小鼠舌色进行客观量化, 这与国内其他研究

结果相一致[29,30]. 
总之, 本研究观察了HBV转基因小鼠的舌

色表现, 该模型舌色以紫色多见, 其形成机制与

微循环障碍有关. 该模型存在肝脏和舌的炎症

病理, 提示炎性微环境是形成其肝脏和舌微循

环障碍的重要原因. 
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■同行评价
本文采用HBV转
基因鼠研究炎症
状态下小鼠舌色
改变及血流变化, 
为舌色动物模型
研究及炎症舌色
研究提供了新的
研究模式, 具有重
要的意义.
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西维来司钠对大鼠重症急性胰腺炎炎症反应的治疗作用
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■背景资料
重症急性胰腺炎
是临床难治疾病
之一. 随着近年研
究的深入, 对重症
急性胰腺炎发病
机制逐渐明确, 全
身炎症反应综合
症导致的多器官
功能障碍是重症
急性胰腺炎患者
死亡的主要原因. 
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of sive-
lestat on severe acute pancreatitis (SAP) in a rat 
model by measuring the levels of serum neutro-
phil elastase (NE) and interleukin-6 (IL-6) and 
examining pancreatic pathological changes. 

METHODS: SAP was induced in rats by retro-
grade injection of 5% sodium taurocholate into 
the biliopancreatic duct. Sivelestat was instilled 
continuously with an infusion pump in rats in 
the treatment group. Pancreatic pathological 
changes were evaluated by HE staining. The 
levels of serum NE and IL-6 were measured by 
ELISA. The level of serum amylase was mea-
sured using a biochemical analyzer.

RESULTS: The level of serum amylase was 
higher and pancreatic pathological changes 

were obvious in SAP rats compared to control 
rats. The levels of serum amylase, NE and IL-6 
at various time points were significantly lower 
in treated rats than in SAP rats (3 h: 5636.22 ± 
713.57 vs 5835.75 ± 681.52, 16.99 ± 3.28 vs 22.93 ± 
4.74, 181.86 ± 36.56 vs 281.82 ± 30.79; 6 h: 5743.44 
± 624.93 vs 6253.66 ± 533.99, 23.63 ± 4.47 vs 31.81 
± 4.69, 184.15 ± 28.56 vs 319.39 ± 21.73; 12 h: 
7098.93 ± 698.42 vs 8420.74 ± 779.72, 24.46 ± 5.02 
vs 39.21 ± 6.23, 192.52 ± 37.65 vs 354.21 ± 23.72, 
all P < 0.05). The score of pancreatic pathologi-
cal changes was significantly lower in treated 
rats than in SAP rats (P < 0.05). Serum levels of 
NE and IL-6 had a positive correlation with the 
score of pancreatic pathology.

CONCLUSION: Sivelestat could reduce serum lev-
els of IL-6 and NE, mitigate pancreatic injury, and 
inhibit inflammatory reaction in rats with SAP.

Key Words: Acute pancreatitis; Sivelestat; Neu-
trophil elastase; Interleukin-6 

Tuo HF, Wang JB, Guo HB, Wang L, Zhang WX, Peng 
YH. Sivelestat mitigates severe acute pancreatitis in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(35): 3579-3584 

摘要

目的: 检测重症急性胰腺炎(s e v e r e a c u t e 
pancreatitis, SAP)大鼠血清中中性粒细胞弹
性蛋白酶(neutrophil elastase, NE)、白介素
-6(interfilon-6, IL-6)的含量及胰腺病理学改
变, 探讨西维来司钠对大鼠SAP的治疗作用.

方法: 采用经十二指肠乳头逆行胆胰管注射
5%牛磺胆酸钠的方法制备大鼠SAP模型; 药
物治疗组静脉输入西维来司钠, 切取胰腺组织
行病理学评分, 测定血清中NE、IL-6及淀粉
酶的含量.

结果: 牛黄胆酸钠胰胆管注射可以制作典型
的急性胰腺炎模型, 其血清淀粉酶升高、胰腺
病理损伤符合急性胰腺炎表现. 西维来司钠治
疗组血清淀粉酶值及NE、IL-6含量较模型组
降低, 有显著性差异(3 h: 5636.22±713.57 vs  
5835.75±681.52, 16.99±3.28 vs  22.93±4.74, 

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科 
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■研发前沿
中性粒细胞释放
的弹性蛋白酶是
重要的炎症因子
之 一 ,  应 用 弹 性
蛋白酶抑制剂-西
维来司钠可以抑
制胰腺炎模型的
急性炎症反应.

181.86±36.56 vs  281.82±30.79; 6 h: 5743.44
±624.93 vs  6253.66±533.99, 23.63±4.47 vs  
31.81±4.69, 184.15±28.56 vs  319.39±21.73; 
12 h: 7098.93±698.42 vs  8420.74±779.72, 
24.46±5.02 vs  39.21±6.23, 192.52±37.65 vs  
354.21±23.72, 均P <0.05); 且药物治疗组胰腺
损伤的组织病理学评分较模型组降低, 有显著
性差异(P <0.05). NE、IL-6与胰腺病理学评分
相关性分析显示, 血清中NE、IL-6含量与胰
腺损伤程度呈正相关.

结论: 西维来司钠能够降低血清中NE、IL-6
浓度, 减轻胰腺组织的病理损伤, 减轻SAP急
性期的炎症反应.

关键词: 急性胰腺炎; 西维来司钠; 中性粒细胞弹性

蛋白酶; 白介素-6
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见的

急腹症之一, 发生率为4.8-80/10万, 且有逐年增

高的趋势[1,2]. 按病情严重程度可分为轻症急性

胰腺炎(mild acute pancreatitis, MAP)和重症急

性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP). AP患
者中约20%-30%为SAP, 死亡率可达10%-40%. 
在SAP的死亡病例中, 50.9%-73%在发病2 wk
内死于多器官功能衰竭(multiple organ failure, 
MOF), 33.3%-49.1%在发病2 wk后死于感染并

发症[3]. 急性胰腺炎发病过程中早期爆发性的炎

症细胞因子释放, 引起全身炎症反应综合征, 导
致多器官功能衰竭, 是患者死亡的主要原因之

一[4-6]. IL-6等炎症因子可以作为评定急性胰腺

炎严重程度及判断预后的指标[7-9]. 进入21世纪

后急性胰腺炎的诊疗有了长足的发展, 由既往

的内科或外科治疗到目前的药物治疗为主, 适
时手术干预的总和治疗原则; 但医疗费用较高, 
对于重症急性胰腺炎治疗效果仍不理想[10,11]. 如
何控制SAP早期的炎症反应, 是目前实验研究

的热点之一. 
西维来司钠(Sivelestat)是一种小分子中性

粒细胞弹性蛋白酶抑制剂, 能选择性地抑制中

性粒细胞弹性蛋白酶活性(neutrophil elastase, 
NE), 是日本小野药品工业公司开发的全球首个

治疗伴有全身炎症反应综合征的急性肺损伤的

药物[12-14]. 本实验主要研究早期应用西维来司钠

是否对SAP大鼠模型炎症反应的治疗作用, 为临

床应用西维来司钠治疗SAP提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠54只, 雌雄不限, 体
质量250-280 g, 由河北医科大学实验动物中心

提供(合格证编号: 706106). 编号后随机分成3组, 
即对照组、AP模型组和AP药物治疗组(18只/组). 
其中每个实验组又分成3个时间点, 分别为3 h、
6 h和12 h, 每个时间点均对应6只模型鼠. 
1.2 方法

1.2.1 造模: 本文采用Aho等[15,16]的方法并进行改

良. 模型组大鼠术前12 h禁食不禁水, 麻醉固定

后, 首先在大鼠颈静脉穿刺并留置套管针, 连接

微量注射泵给予生理盐水0.5 mL/(100 g·h). 然
后开腹, 用24号套管针经十二指肠乳头向胆胰

管穿刺, 同时用无创伤动脉夹阻断胆胰管出肝

门端, 外套管末端连接微量注射泵注入5%牛磺

胆酸钠0.1 mL/100 g, 5 mL/h, 约3 min注完后拔

除外套管, 用无创伤动脉夹夹闭胆胰管十二指

肠乳头端约5 min, 缝合肠壁戳孔, 放开两端动脉

夹, 关腹; 药物治疗组大鼠麻醉后, 颈静脉微量注

射泵静注西维来司钠, 剂量为5 mg/100 (g·h), 每
毫克西维来司钠加入2 μL的0.5 mmol/L Na2CO3, 
补液生理盐水0.5 mL/100 (g·h), 然后制备动物

模型, 具体方法同模型组; 对照组大鼠麻醉后颈

静脉持续静注与模型组等量等速度的生理盐水, 
然后开腹, 轻翻动胰腺及十二指肠后关腹. 
1.2.2 各项指标检测: 根据规定的时间点 ,  将
大鼠再次开腹, 腹腔动脉穿刺取血后, 4 ℃下

3 000 r/min离心10 min, 取血清应用全自动生化

分析仪检测淀粉酶含量, ELISA法测定NE、白介

素-6(IL-6)的含量; 取胰体尾部固定位置胰腺组

织, 40 g/L多聚甲醛固定, 用HE染色, 参照Schmidt
法[17]对胰腺损伤进行评分, 评分越高代表损伤程

度越重(表1). 
统计学处理 实验各组数据采用SPSS11.5统

计学软件处理, 结果以mean±SD表示, 采用单因

素方差分析, Pearson法计算NE、IL-6含量与胰

腺组织病理学评分的相关性, 当P <0.05时认为具

有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺及腹腔组织的肉眼观察 对照组各时间

点胰腺无充血水肿, 腹腔未见积液、皂化斑; AP
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■创新盘点
本文通过急性胰
腺炎大鼠模型, 研
究西维来司钠对
急性胰腺炎的治
疗作用. 此类研究
尚未见报道.

模型组3 h时间点腹腔内少量积液, 胰腺组织充

血肿胀, 胃肠无明显扩张, 6、12 h时间点大鼠腹

腔内可见大量血性积液, 胃肠扩张明显, 胰腺周

围大网膜及肠系膜见较多皂化斑, 胰腺组织广

泛瘀血坏死, 与周围组织粘连; AP药物治疗组大

鼠腹腔内见少量积液, 胃肠轻度扩张, 胰腺肿胀

呈点状坏死. 
2.2 光学显微镜观察胰腺组织 对照组见胰腺小

叶结构清晰, 间质内未见炎症细胞及红细胞; AP
模型组3 h和6 h时间点见胰腺组织间质显著增

宽, 小叶间隔及腺泡间隔扩张, 有核炎症细胞浸

润, 血管扩张充血, 红细胞分布于间质或片状存

在于胰腺组织内, 实质内可见散在的灶状凝固

性坏死, 细胞轮廓消失, 胞核破碎、溶解. 12 h可
见胰腺小叶排列紊乱, 小叶间充斥大量炎症细

胞及红细胞, 胰腺组织大片坏死, 坏死区内腺泡

结构消失, 腺泡细胞萎缩、胞核溶解消失明显; 
AP药物治疗组各时间点均见胰腺小叶间隔有增

宽, 可见红细胞及炎症细胞散在分布于间质内, 
部分小叶内可见腺泡细胞坏死改变(图1). 
2.3 胰腺组织病理学评分 AP模型组随时间延

长损伤程度加重, 各时间点间差异具有显著性

(P <0.05), 在各时间点与对照组相比评分均增高, 
差异具有显著性(P <0.05); AP治疗组胰腺损伤较

AP模型组同时间点降低, 病理学评分在各时间

点与AP模型组相比差异具有显著性(P<0.0, 表2). 
2.4 生化指标检测 血清淀粉酶测定结果, B组各

时间点血清淀粉酶含量较A组均有明显升高 , 
差异具有显著性(P <0.05), 各时间点的血清淀

粉酶含量随时间延长而增加, 差异具有显著性

(P <0.05); C组3 h、6 h时间点血清淀粉酶含量较

B组同时间点无统计学意义(P >0.05), 12 h时间点

血清淀粉酶值较B组含量降低, 差异具有显著性

(P <0.05). 细胞因子检测结果, B组血清中NE及
IL-6含量在各时间点较A组均升高, 差异具有显

著性(P <0.05); 而且在各时间点间随时间延长而

图 1 胰腺组织的HE染色. A: 对照组胰腺组织(×200); B, C: AP组6 h、12 h胰腺组织(×100); D, E: 治疗组6 h、12 h点胰腺

组织(×100).

A B C

ED

表 1 胰腺组织病理学评分标准

     
 评分             水肿  

炎症(小叶内或血管周

围白细胞数/高倍视野)

出血(血管外与间隔内

红细胞数/高倍视野)

腺细胞坏死(坏死

细胞数/高倍视野)
1分 小叶间隔局灶性扩张             1-10           1-50          1-4

2分 同1+小叶间隔广泛扩张           11-20         51-100          5-10

3分 同2+腺泡间隔扩张           21-30       101-150         11-16

4分 同3+细胞间隔扩张 >30个或小脓肿形成           >150           >16
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■同行评价
本研究为临床急
性胰腺炎的治疗
提供实验依据, 接
近临床需要, 实用
性强, 研究价值大.

升高, 差异具有显著性(P <0.05); C组各时间点的

NE及IL-6含量较B组同时间点均降低, 差异具有

显著性(P <0.05, 表3). 
2.5 相关性 B组中, SAP大鼠血清NE含量与胰腺

组织病理学评分相关系数r  = 0.779, P<0.05(图2); 
血清I L-6含量与胰腺组织病理学评分相关系

数r  = 0.745, P <0.05(图3). 此结果表明, 血清中

NE、IL-6含量与胰腺组织病理学评分之间具有

正相关关系. 

3  讨论

SAP发病机制复杂, 发病后早期出现的炎症反应

综合征是其主要的病理生理变化之一. 1988年

Rinderknecht[18]提出白细胞过度激活学说后, 越
来越多的研究认为, SAP是在异常激活的胰酶作

用下, 机体释放出大量炎症介质与细胞因子, 激
活粒细胞、内皮细胞和其他免疫细胞, 这些细

胞再释放出大量的炎症介质, 从而诱发“炎症

反应的瀑布效应”, 造成胰腺局部炎症进一步

的扩大及全身炎症反应综合征. 在这一炎症反

应过程中各炎症因子之间相互作用, 互相影响. 
近年中药在治疗重症胰腺炎方面取得了可喜的

成绩: 血必净、清胰汤方剂等在控制炎症反应

方面有着独特的作用, 主要是活血化淤、清热

排毒[19,20]. 另外, 血液滤过透析也可以清除部分

炎症因子, 对控制炎症反应有益[21,22]. 但从本质

表 2 胰腺组织病理学评分结果 (mean±SD)

     分组        3 h          6 h         12 h

A 0.50±0.55   0.50±0.55   0.50±0.55

B 7.83±1.53a 11.38±1.69ae 13.36±1.39ag

C 5.96±1.76c   8.32±1.80c   9.22±1.62c

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组; eP<0.05 vs  B组3 h; gP<0.05 vs  B组6 h.
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图 2 血清中弹性蛋白酶含量与胰腺组织病理评分的关系.
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图 3 血清中IL-6含量与胰腺组织病理评分的关系.

表 3 血清学测定结果 (mean±SD)

       分组               3 h              6 h             12 h

Amy(U/L) 对照组 1135.44±181.16 1215.82±132.12 1176.36±139.47

模型组 5835.75±681.52a 6253.66±533.99ae 8420.74±779.72ag

治疗组 5636.22±713.57a 5743.44±624.93a 7098.93±698.42ac

NE(μg/L) 对照组       9.25±2.16       9.51±2.53       9.32±2.08

模型组     22.93±4.74a     31.81±4.69ae     39.21±6.23ag

治疗组     16.99±3.28c     23.63±4.47c     24.46±5.02c

IL-6(ng/L) 对照组     91.23±18.09     91.18±14.98     90.11±16.84

模型组   281.82±30.79a   319.39±21.73ae   354.21±23.72ag

治疗组   181.86±36.56c   184.15±28.56c   192.52±37.65c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs模型组; eP<0.05 vs  同组3 h; gP<0.05 vs  同组6 h.
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上说上述方法均为治标之法. 要想从根本上控

制炎症反应就应从炎症反应机制着手, 切断炎

症因子的级联瀑布效应. 
中性粒细胞在炎症因子的作用下聚集、活

化, 释放出大量的中性粒细胞弹性蛋白酶(neu-
trophil elastase, NE)[23]. 过量的弹性蛋白酶可降

解胶原蛋白、层粘连蛋白和其他细胞的细胞内

基质, 增加血管通透性, 促进中性粒细胞渗出、

炎性因子释放. 弹性蛋白酶抑制剂(西维来司钠)
抑制NE活性, 发挥抗炎作用. 目前研究较多的

是西维来司钠控制肺的急性炎症损伤[23-25], 并且

已应用于临床并取得了良好的临床效果[26]. 近
年有关弹性蛋白酶抑制剂抑制炎症反应的研究

较多. Fukatsu等[27]应用西维来司钠研究肠道缺

血动物模型, 表明西维来司钠可能预防缺血后

的系统炎症反应及保护其免疫能力. Suda等[28]

研究脓毒血症动物模型显示, 西维来司钠可以

降低白介素-1β和白介素-10的血清浓度, 降低实

验期模型动物死亡率. “西维来司钠对实验动

物大脑缺血/再灌注损伤的保护作用研究”也

已报道[29].  虽然20世纪90年代已经过报道NE在
SAP的作用[30], 但是西维来司钠用于SAP的治疗

研究未见报道. 
本实验研究西维来司钠对AP的治疗作用显

示: 淀粉酶、NE、IL-6在急性胰腺炎模型血清

中的浓度升高, 应用西维来司钠可降低血清中

IL-6、NE浓度. 淀粉酶是胰腺组织受损后首先

在血液中表现的胰腺特异性受损指标. 应用西

维来司钠后血清淀粉酶浓度的降低胰腺组织损

伤减轻. IL-6是在炎性刺激下由多种细胞释放, 
是介导急性炎症反应的主要因子. IL-6刺激血管

内皮细胞收缩, 间隙增宽, 血管通透性增加, 使
白细胞游出血管壁. Cruickshank等[9]认为IL-6水
平可以反映SAP时粒细胞/单核巨噬细胞活性, 
并可反映内皮细胞损伤程度. IL-6是目前认为与

急性胰腺炎严重程度密切相关的炎症因子之一. 
应用西维来司钠抑制NE活性, 同时降低血清中

IL-6的浓度, 表明西维来司钠通过抑制NE活性, 
可以达到抑制炎症反应的目的. 

西维来司钠作为外源性NE抑制剂, 他不受

活性氧的影响, 可到达中性粒细胞和组织间隙, 
在炎症局部有效抑制弹性蛋白酶活性[14]. 本实验

通过观察急性胰腺模型腹水量及对胰腺组织病

理评分可以看出应用西维来司钠组无论是腹水

量、胰腺病理学评分都有明显的改善. 相关性

分析表明: 血清中IL-6、NE含量均与胰腺病理

学评分的改善成正相关. 说明西维来司钠不仅

可以改善系统炎症反应, 也能够对胰腺本身的

炎症反应起到抑制作用. 
总之, 应用西维来司钠治疗AP模型, 不仅能

够减轻机体的全身炎症反应, 也能够减轻胰腺

组织的损伤程度. 为临床应用西维来司钠治疗

AP提供实验依据. 
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■背景资料
NF-κB是具有多
向性调节作用的
蛋白质分子, 过度
活化会激活、增
强机体的非特异
及特异性免疫反
应, 造成组织损伤
和器官功能紊乱. 
TLR是能识别病
原微生物的免疫
受体, 通过信号转
导激发天然免疫
反应. 肠三叶因子
是三叶肽家族成
员之一, 在肠道的
自我保护和损伤
后修复中具有重
要作用. 但肠三叶
因子对肠黏膜的
保护作用的机制
并不十分清楚. 
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Abstract
AIM: To investigate whether intestinal trefoil 
factor (ITF) regulates the expression of Toll-like 
receptor (TLR) 2/4 and nuclear factor-κB (NF-κB) 
and exerts a protective effect against lipopolysac-
charide (LPS)-induced intestinal injury in rats. 

METHODS: Twenty-four 10-day-old Wistar rats 
were randomly and equally divided into three 
groups: control group (intraperitoneally injected 
with normal saline 1 mL/kg ), endotoxemia 
group (intraperitoneally injected with LPS 5 
mg/kg), and LPS + ITF group (intraperitoneally 
injected with LPS 5 mg/kg and recombinant ITF 
0.1 mL/per rat). Rats were sacrificed 3 h after 
injection. A segment of the distal ileum was dis-

sected for hematoxylin-eosin staining. Pathologi-
cal changes in the small intestine were observed 
under an optical microscope. The mRNA and 
protein expression of TLR2/4 and NF-κB was 
detected by RT-PCR and immunohistochemis-
try, respectively.

RESULTS: The structure of the small intestine 
of rats in the control group was normal. Inflam-
matory cell infiltration and interstitial/epithelial 
edema were observed in rats in the LPS group 
and LPS + ITF group, and the pathological 
changes were significantly milder in the LPS + 
ITF group than in the LPS group. The expression 
of TLR2 mRNA and protein in the LPS + ITF 
group was significantly higher than that in the 
LPS group (7.453 ± 1.90 vs 3.069 ± 0.08, 52.125 ± 
4.1 vs 20.688 ± 2.4, both P < 0.01). The expression 
of TLR4 and NF-κB mRNAs and proteins in the 
LPS + ITF group was significantly lower than 
that in the LPS group (TLR4 mRNA: 5.373 ± 1.18 
vs 16.711 ± 1.28, P < 0.01; TLR4 protein: 16.338 ± 
4.98 vs 22.760 ± 3.68, P < 0.01; NF-κB mRNA: 0.533 
± 0.05 vs 2.228 ± 0.72, P < 0.01; NF-κB protein: 
36.526 ± 9.18 vs 50.433 ± 3.37, P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with ITF protects 
against LPS-induced intestinal injury in rats 
possibly via mechanisms associated with down-
regulation of TLR4 and NF-κB expression.

Key Words: Intestinal trefoil factor; Toll-like receptor; 
Nuclear factor-κB; Lipopolysaccharide; Intestine

Jing K, Sun M. Treatment with intestinal trefoil factor 
regulates TLR2/4 and NF-κB expression and protects 
against LPS-induced intestinal injury in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(35): 3585-3590

摘要

目的: 探讨肠三叶因子(i n t e s t i n a l t r e f o i l 
factor, ITF)对肠组织Toll样受体2、4(Toll-like 
receptor 2, 4, TLR2、4)及核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)的调节与肠损伤保护作用的
关系.

■同行评议者
邢建峰 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院
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■相关报道
滕旭等分别在坏
死性小肠结肠炎
和炎症性肠病的
研 究 中 证 实 ,  给
予外源性肠三叶
因子对肠黏膜具
有减轻肠损伤的
作用.

方法: 24只10日龄的Wistar幼鼠随机分为正常
对照组、内毒素血症(lipopolysaccharide, LPS)
组和LPS+ITF组(n  = 8): 对照组给予生理盐水
1 mL/kg; LPS组给予LPS(5 mg/ kg); LPS+ITF
组给予重组肠三叶因子(rITF, 0.5 mg/只)+LPS 
5 mg/kg. 均采用腹腔注射给药. 于腹腔注射后
3 h处死幼鼠, 留取远端回肠组织, HE染色. 光
镜下观察肠组织病理改变, RT-PCR检测肠组
织TLR2、4和NF-κB mRNA的表达. 免疫组织
化学检测肠组织TLR2、4及NF-κB蛋白的定
位表达.

结果: 光镜下对照组肠组织结构正常, LPS+IT 
F组和L P S组均可见间质和上皮细胞水肿 , 
LPS+ITF组较LPS组明显减轻; 肠组织TLR2 
mRNA和蛋白定位表达LPS+ITF组较LPS组
明显增高(7.453±1.90 vs  3.069±0.08, 52.125
±4.1 vs  20.688±2.4, 均P <0.01); TLR4 mRNA
和蛋白定位表达LPS+ITF组较LPS组明显下
降(5.373±1.18 vs  16.711±1.28, 16.338±4.98 
vs  22.760±3.68, 均P <0.01); NF-κB mRNA和
蛋白定位表达LPS+ITF组较LPS组明显下降
(0.533±0.05 vs  2.228±0.72, 36.526±9.18 vs  
50.433±3.37, P <0.01, P <0.05).

结论: ITF减轻肠组织损伤的保护作用可能与
其下调TLR4和NF-κB的mRNA、蛋白的表达
相关.

关键词: 肠三叶因子; Toll样受体; 核因子-κB; 脂多

糖; 肠组织
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0  引言

Toll样受体(Toll-like receptor, TLR)是近年发现的

一种免疫受体, 是一种跨膜蛋白, 能识别病原微

生物或细胞壁成分, 通过信号转导激发先天性

免疫反应[1-6]. 核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-
κB)是一种能与多种细胞基因的启动子和增强

子中的κB序列位点发生特异结合的核转录因子, 
是具有多向性调节作用的蛋白质分子, 具有广

泛的生物学活性. NF-κB的过度活化会激活、增

强机体的非特异及特异性免疫反应, 造成组织

损伤和器官功能紊乱[7-9]. 肠三叶因子(intestinal 
trefoil factor, ITF)是三叶肽家族成员之一, 由肠

黏膜上皮杯状细胞分泌, 广泛存在于胃肠道, 具

有特征性的三叶结构, 被认为是内源性具有抗

凋亡特性的肽类物质[10,11], 在肠道的自我保护和

损伤后修复中占有重要地位. 但ITF对肠黏膜的

保护作用的机制并不十分清楚. 本研究旨在探

讨ITF对肠组织的保护作用是否可以通过抑制

TLR和NF-κB的表达而实现. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar幼鼠24只, 10日龄, 雌雄不

限, 体质量为15-25 g, 由中国医科大学医学实验

动物中心提供(许可证号: SCXK(辽)2000-0009). 
内毒素(Escherichia coli O55: B5; 脂多糖, lipopoly-
saccharide, LPS)购于Sigma公司;基因重组小肠

三叶因子(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, 配制浓度5 mg/
mL. TRIzol总RNA提取试剂购自美国Promega公
司; RT-PCR试剂盒、反转录和PCR扩增所需要

的酶及其他试剂购于TaKaRa公司; TLR2兔抗大

鼠IgG(一抗)购于Santa Cruz公司; TLR4、NF-κB
兔抗鼠IgG(一抗)购于武汉博士德生物工程有限

公司; 即用型SABC试剂盒及DAB显色剂均购于

武汉博士德生物工程有限公司. PCR引物根据

Medline数据库自行设计, 由上海英骏生物公司

合成. 
1.2 方法

1.2.1 分组和造模: 24只幼鼠随机分为正常对照

组、LPS组和LPS+ITF组(n  = 8). 对照组给予生

理盐水1 mL/kg; 内毒素血症组给予LPS 5 mg/kg; 
LPS+ITF组给予LPS 5 mg/kg+rITF 0.5 mg/只[12], 
均采用腹腔注射给药. 于腹腔注射后3 h处死, 留
取距回盲端1 cm左右回肠组织, 于液氮速冻, 并
转-70 ℃保存; 另取肠组织40 g/L多聚甲醛固定, 
以待检测和分析. 
1.2.2 石蜡切片制作: 40 g/L多聚甲醛固定液中标

本, 常规进行石蜡包埋, 5 μm组织切片, HE染色, 
光学显微镜下观测肠组织学改变. 
1.2.3 应用RT-PCR检测TLR和NF-κB mRNA的表

达: 按TRIzol总RNA提取试剂说明书进行操作

提取总RNA, 并经紫外分光光度计测定, 计算提

取物RNA浓度. 并经反转录扩增cDNA, RT-PCR
检测NF-κB mRNA表达. 取cDNA 1 μg, 10×buf-
fer 2 μL, MgCl2 4 μL, 10 mmol/L dNTPs 2 μL, 引
物100 ng, TagDNA多聚酶 1 U. 总体系20 μL. 将
PCR扩增之后的产物进行2%琼脂糖凝胶电泳, 
凝胶成像系统及分析系统进行条带分析. TLR和
NF-κB引物序列见表1. 
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■创新盘点
本研究观察了外
源 性 肠 三 叶 因
子对TLR和核因
子-κB的调节作用
与肠损伤保护作
用的关系, 对肠三
叶因子在减轻肠
损伤的保护作用
机制方面增加了
新的认识.

1.2.4 采用SABC(Strept Avidin-Biotin Complex, 
链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶)法检测肠组

织TLR2、4和NF-κB蛋白定位表达: 石蜡切片常

规脱蜡至水, 30%H2O2＋蒸馏水混合, 室温孵育

l0 min, 灭活内源性过氧化氢酶, 蒸馏水冲洗; 经
热修复抗原, 滴加5%BSA封闭液, 室温下孵育

30 min; 滴加稀释的兔抗大鼠TLR2、4和NF-κB
抗体(一抗), 4 ℃孵育过夜; 冲洗后滴加生物素

标记的山羊抗兔IgG(二抗), 37 ℃孵育30 min; 经
冲洗, 再滴加SABC溶液, 37 ℃孵育30 min, 冲洗, 
混匀后DAB显色, 室温条件下显色5 min, 蒸馏

水充分洗涤; 苏木素轻度复染l0 min, 水洗返兰

30 min; 脱水、二甲苯透明处理, 封片, 显微镜下

观察. 阴性对照: 除用PBS代替兔抗大鼠TLR2、
4和NF-κB抗体外, 其他步骤同上. 以细胞膜有棕

黄色染色为TLR阳性细胞; 以细胞核和细胞质内

有均匀的棕黄色颗粒染色为NF-κB阳性细胞. 
免疫组织化学图片测定: 每组图片取8个视

野, 采取日本OLYMPUS摄像系统和日本Meta-
Morph/BX41图像数据分析系统测定积分吸光

度(IA ). 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 用

SPSS17.0统计软件包进行方差分析, 组间比较采

用LSD法检验, P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 肠组织在光镜下病理改变 NS组肠绒毛完整, 
上皮细胞排列整齐, 杯状细胞少见, 无明显异常

改变(图1A). 给予LPS后3 h, LPS组肠组织可见

明显异常, 绒毛间质可见有充血, 少许炎性细胞

浸润, 水肿明显, 肠上皮细胞排列紊乱, 细胞水

肿(图1B); LPS+ITF组间质和上皮细胞水肿较

LPS组明显减轻, 杯状细胞明显增加(图1C). 
2.2 肠组织TLR2、4和NF-κB mRNA的表达 NF-
κB在NS组表达非常弱, LPS组表达较NS组明

显增高, 差异有统计学意义(P <0.01); LPS+ITF
组较LPS组表达明显下调, 差异有统计学意义

(P <0.01). TLR2 mRNA表达LPS组较NS组明

显增高, 差异非常显著(P <0.01), 有统计学意

义; LPS+ITF组较NS组、LPS组均明显增高, 
且差异有统计学意义(P <0.01). 肠组织T L R4 
mRNA表达LPS组较NS组明显增高, 差异非常

显著(P <0.01), 有统计学意义; LPS+ITF组TLR4 
mRNA表达较LPS组明显降低, 差异非常显著

表 1 TLR、NF-κB和β-actin引物序列及扩增条件

     引物名称 扩增片断(bp) 退火温度(℃)

TLR2                                                       

F: 5'-CGC TTC CTG AAC TTG TCC-3' 286 51.5 

R: 5'-GGT TGT CAC CTG CTT CCA-3'        

TLR4                                                      

F: 5'-CCA GAG CCG TTG GTG TAT －3' 419 53.5 

R: 5'-GCC CTG TGA GGT CGT TGA －3'   

NF-κB                                                      

F: 5'-TGC GAA TGG AGC GAC AGG －3' 243         56

R: 5'-AGG CCA AAT GAA AGG AGT GG－3'                   

β-actin                                                     

F: 5'-CAC CCT GTG CTG CTC ACC GAG GCC －3' 690         55

R: 5'-CCA CAC AGA TGA CTT GCG CTC AGG －3'          

A B C

图 1 各组肠组织的病理改变(HE×400). A: 正常对照组肠黏膜完整, 结构清晰; B: LPS组肠黏膜肿胀, 间质充血, 炎性细胞浸

润; C: LPS+ITF组肠黏膜肿胀, 间质充血较LPS组明显减轻.
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■应用要点
肠三叶因子本身
是肠道自身分泌
的多肽类因子, 在
肠道的自我保护
和损伤后修复中
具有重要作用. 在
有害因素作用下
对肠组织具有保
护作用. 拓展外源
性肠三叶因子在
肠损伤保护作用
的应用和研究, 具
有一定的临床指
导意义.

(P <0.01), 有统计学意义(表2, 图2). 
2.3 肠组织TLR2、4和NF-κB蛋白定位表达 免
疫组化见NF-κB蛋白表达在NS组肠绒毛顶端上

皮细胞胞浆和胞核内, LPS组的蛋白表达较NS
组明显增强, 有统计学意义(P <0.05); LPS+ITF
组蛋白表达较LPS组明显降低, 差异有统计学意

义(P <0.01). TLR2蛋白表达在NS组肠绒毛上皮

细胞, 胞膜可见颜色较浅的棕黄色染色, LPS组
蛋白表达明显增强, 较NS组有非常显著的差异, 
有统计学意义(P <0.01); LPS+ITF组蛋白表达较

NS组、LPS组均明显增强, 差异非常显著, 有统

计学意义(P <0.01). TLR4蛋白表达在NS组肠绒

毛上皮细胞, 胞膜可见棕黄色染色较浅, LPS组
蛋白表达较NS组明显增强, 差异有统计学意义

(P <0.01); LPS+ITF组蛋白表达较LPS组明显减

弱, 差异非常显著(P <0.01, 表3, 图3-5).

3  讨论

感染是儿科常见病之一, 而重症感染常伴发胃

肠功能障碍. 胃肠功能障碍常常被认为是多器

官功能衰竭的始发因子[13], 胃肠功能障碍的发病

机制与内毒素和肠黏膜屏障功能密切相关, 近
年来备受人们的关注. 当肠黏膜的屏障功能破

坏, 肠道内细菌及毒素大量入血及组织中, 引起

内毒素血症, 内毒素血症又可促进细胞因子、

炎性介质的释放, 加重肠黏膜屏障的损坏, 加速

危重症的发展过程, 因此胃肠功能障碍是导致

全身炎症反应综合征(systemic inflammatory re-

sponse syndrome, SIRS)和多器官功能衰竭(mul-
tiple organ failure, MOF)的重要因素之一[14,15]. 
ITF是三叶肽家族成员之一, 由肠黏膜上皮杯状

细胞分泌, 广泛存在于胃肠道. 他对黏膜的保护

作用主要在于增强受损黏膜周围完好的上皮细

胞向黏膜损伤表面迁移覆盖, 并与黏液中糖蛋

白结合, 形成稳定的凝胶复合物, 抵抗黏膜表面

有害物质的损伤, 从而增强了胃肠道黏膜屏障

的防御能力[10,16], 在肠道的自我保护和损伤后修

复中占有重要地位. 研究表明[17-20]在实验性结肠

炎模型中, 杯状细胞合成和分泌ITF, 维持肠黏膜

上皮细胞的完整性并于炎症时发挥其黏膜修复

作用. 敲除编码鼠ITF基因后, 小鼠由于肠道内

缺乏ITF, 缺乏保护作用, 当饮用硫酸葡聚糖钠溶

液时, 1/2死于结肠炎, 当给予口服重组ITF后肠

黏膜损伤明显减轻. 
在以往的研究中, ITF对肠黏膜的保护作用

主要集中在肠黏膜上皮细胞的增殖和修复方面. 
本研究中, 给予外源性rITF明显下调了LPS所致

TLR4 mRNA和蛋白的表达, 同时NF-κB mRNA
和蛋白表达也同步下调, 肠组织病理改变显示

肠黏膜损伤明显减轻. ITF下调了TLR4的表达, 
说明ITF抑制了TLR4的信号转导功能, 使NF-κB
的激活受到抑制, 因而NF-κB mRNA和蛋白的

表达出现下调, 促炎介质释放减少, 肠损伤减轻. 
LPS的识别和信号转导是宿主发生防御反应的

关键, LPS介导的细胞激活需细胞表面能够与内

毒素结合的蛋白参与, 这些蛋白包括LPS结合蛋

表 2 肠组织TLR2、4和NF-κB mRNA/β-actin吸光度 
(mean±SD, n = 8)

            NS组        LPS组    LPS+ITF组

NF-κB 0.617±0.02 2.228±0.72b 0.533±0.05b

TLR2 1.393±0.03 3.069±0.08b 7.453±1.90bd

TLR4 9.907±0.33 16.711±1.28b 5.373±1.18bd

bP<0.01 vs  NS组; dP<0.01 vs  LPS组.

M    1    1     2    2    3    3     4 
A
2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

β-actin 690 bp

NK-κB 243 bp

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

β-actin 690 bp

TLR2 286bp

β-actin 690 bp
TLR4 419bp

图 2 肠组织TLR2、4和NF-κB mRNA表达. A: 肠组织NF-

κB mRNA表达扩增产物电泳图; B: 肠组织TLR2 mRNA表

达扩增产物电泳图; C: 肠组织TLR4 mRNA表达扩增产物

电泳图. M: Marker; 1: NS组;  2: LPS组; 3: ITF组; 4: 空白对

照组.

B

C
表 3 肠组织TLR2、4和NF-κB蛋白表达积分吸光度
(mean±SD, n = 8)

               NS组          LPS组    LPS + ITF组

NF-κB 38.736±13.62 50.433±3.37a 36.526±9.18d

TLR2 14.387±2.33 20.688±2.42b 52.125±4.19bd

TLR4 15.637±4.83 22.760±3.68b 16.338±4.98d

aP<0.05, bP<0.01 vs  NS组; dP<0.01 vs  LPS组.
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白(LPS binding protein, LBP)和CD14, 这些蛋白并

没有跨膜转导信号的功能[21,22]. 研究表明[23]TLR4
与CD14在与LPS的反应中的功能是紧密相连

的, 其在肠道的分布也是密切相关的, 在肠道的

表达有相似的模式. TLR即是免疫识别受体, 又
是跨膜信号转导分子. TLR2、4均可识别LPS, 
而TLR4是主要的识别受体[24-26]. 研究表明[27,28], 
TLR4与单独LPS的亲和力实际是相当低的, 在
体内LPS形成LPS-LBP-CD14复合物后与TLR4
结合的亲和力明显增强, 并使TLR4激活, 通过信

号转导作用激活NF-κB, 激活后的NF-κB向核内

移位, 促进促炎介质合成和释放, 如TNF-α释放

明显增加, 导致肠组织损伤, 使肠黏膜结构破坏

和屏障功能降低, 导致细菌移位, 并可导致肠源

性内毒素血症, 诱发MOF.

本研究表明ITF对TLR4 mRNA和蛋白的表

达有明显的下调作用, 并同时伴有NF-κB表达

的下调, 肠组织损伤明显减轻. ITF对TLR4的表

达下调作用其机制可能是多方面的. 其中ITF可
能阻抑了TLR4与LPS-LBP-CD14复合物或LPS-
LBP与CD14等中间环节的结合, 使信号转导不

能传导到细胞内, NF-κB不能被激活, 因而炎症

介质的合成释放受到抑制, 使肠黏膜免遭损伤. 
因此, 我们认为ITF阻抑了TLR与LPS的结合, 减
少了炎症介质的释放, 可能是其减轻肠黏膜损

伤, 保护肠屏障功能的主要作用之一. 
研究表明, TLR2也被认为是LPS的信号转导

分子, 在肠黏膜屏障保护方面起着一定作用[29,30]. 
本研究中ITF对TLR2 mRNA和蛋白的表达无

明显抑制作用, 甚至出现了明显上调. 但TLR2 

■名词解释
肠 三 叶 因 子 :  是
三叶肽家族成员
之 一 ,  由 肠 黏 膜
上皮杯状细胞分
泌 ,  广 泛 存 在 于
胃 肠 道 ,  具 有 特
征性的三叶结构, 
被认为是内源性
具有抗凋亡特性
的 肽 类 物 质 ,  在
肠道的自我保护
和损伤后修复中
具有重要作用.

图 3 NF-κB蛋白表达. A: 正常对照组胞核棕黄色染色较少; B: LPS组胞核棕黄色染色明显增多; C: LPS＋ITF组胞核棕黄色

染色较LPS组明显较少.

A B C

A B C

图 4 TLR2蛋白表达. A: 正常对照组胞膜棕黄色染色较浅; B: LPS组胞膜棕黄色染色较对照组明显增强; C: LPS+ITF组胞膜

棕黄色染色较LPS组增强.

图 5 TLR4蛋白表达. A: 正常对照组胞膜棕黄色染色较浅; B: LPS组胞膜棕黄色染色较对照组明显增强; C: LPS+ITF组胞膜

棕黄色染色较LPS组减轻.

A B C
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mRNA表达的上调并未使肠组织损伤加重. 
总之, ITF减轻肠损伤的作用主要是通过抑

制了TLR4的表达而实现的, 这也说明TLR4在
LPS的信号转导和介导炎症反应中起主要作用. 
TLR2在肠道中的作用还有待进一步研究. 
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■背景资料
粘蛋白是一类高
分子量的糖蛋白, 
在维持胃肠道正
常的生理过程和
肿瘤的发生、发
展及转移中扮演
着重要的角色. 但
是探讨粘蛋白在
GHP中的表达模
式的相关研究国
内外极少. 
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Abstract
AIM: To evaluate the expression patterns of 
MUC1, MUC2 and MUC3 in gastric hyperplastic 
polyps (GHP) and to analyze their value as mark-
ers for judging the malignant potential of GHP. 

METHODS: A total of 238 GHP biopsy or surgi-
cal specimens, including 188 cases without dys-
plasia, 35 cases with low grade dysplasia (LGD), 
8 cases with high grade dysplasia(HGD), and 
7 cases with carcinoma (Ca), were used in this 
study. Thirty normal gastric mucosal specimens 
were used as controls. Immunohistochemistry 
was performed to detect the expression patterns 
of mucin proteins (MUC1, MUC2 and MUC3) in 
these specimens.

RESULTS: Cytoplasmic and membranous ex-
pression of MUC1 was observed in 85.60% of 
GHP cases without dysplasia or carcinoma. Glan-

dular luminal expression of MUC1 was observed 
in 80.0% of GHP cases with LGD and 100% of 
GHP cases with HGD/Ca. The positive rate of 
MUC2 expression was 8.11% in GHP, 21.93% in 
GHP with LGD, and 31.42% in GHP with HGD/
Ca. MUC3 expression was detected in one case 
of GHP with LGD and three cases of GHP with 
HGD/Ca but not in GHP without dysplasia.

CONCLUSION: MUC1 and MUC2 may be use-
ful markers for judging the malignant potential 
of GHP.

Key Words: Gastric hyperplastic polyp; Mucin; Ex-
pression pattern
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摘要

目的: 研究MUC1, MUC2和MUC3在胃增生性
息肉(gastric hyperplastic polyp, GHP)中的表达
模式, 旨在发现可以提示GHP发生癌变的有价
值的标志物.

方法: 选用明确诊断的经手术切除或胃镜活
检的GHP标本238例, 其中包括GHP未伴有
不典型增生188例, GHP伴低级别不典型增生
(low grade dysplasia, LGD)35例, GHP伴高级
别不典型增生(high grade dysplasia, HGD)8例
及GHP伴局灶癌变(carcinoma, Ca)7例. 同时选
取30例正常胃黏膜标本为正常对照. 采用免疫
组织化学方法评价MUC1, MUC2及MUC3的
阳性表达百分率及其表达模式.

结果: MUC1呈现2种表达模式. 模式1: 细胞
质和细胞膜弥漫阳性; 模式2: 腔缘侧细胞膜
阳性. 所有正常的胃黏膜和85.6%的未伴有
不典型增生的GHP, MUC1表达呈模式1. 80%
的GHP伴LGD和100%的GHP伴高级别不典
型增生或癌变(HGD/Ca)其MUC1的表达呈模
式2(P <0.001). MUC2在GHP中表达阳性率为
8.11%, GHP伴LGD为21.93%, GHP伴HGD/Ca
为31.42%(P <0.001). MUC3仅在1例GHP伴
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■研发前沿
GHP是最常见的
息 肉 样 病 变 ,  许
多研究报道表明
GHP具有恶变潜
能 ,  随 着 内 窥 镜
下息肉切除术及
黏膜下切除术的
发展, GHP伴有不
典型增生或癌变
的报道相应增多. 
因此, GHP发生癌
变的机制引起了
消化道肿瘤研究
领域的关注.

LGD和3例GHP伴HGD/Ca中表达阳性.

结论: MUC1和MUC2可能是提示GHP具有恶
变潜能的有价值的标志物.

关键词: 胃增生性息肉; 粘蛋白; 表达模式
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0  引言

胃的增生性息肉(gastric hyperplastic polyp, GHP)
是分化良好的成熟的小凹上皮细胞增生, 形成

扭曲、伸长的类锯齿状, 延伸进入胃间质的有

蒂或无蒂的赘生物. GHP是胃息肉状病变的主要

类型, 在胃窦部多见[1,2], 具有一定的恶变潜能[3-9]. 
其诊断标准为: (1)胃小凹上皮结构不规则, 腺体

扩张、扭曲、伸长; (2)间质中有炎细胞浸润; (3)
平滑肌细胞增生[1,2]. 

粘蛋白(Mucin, MUC)是一类高分子量的糖

蛋白, 目前已发现20种MUC. 根据其结构和功能

分为分泌型和膜结合型2大类[10]. 这些MUC在维

持胃肠道正常的生理过程和肿瘤的发生、发展

及转移中扮演着重要的角色. MUC2属于分泌型

粘蛋白, 编码MUC2的基因位于染色体11q15.5
上[10]. MUC2基因是从小肠cDNA文库中克隆出

来的, 为正常杯状细胞所特有[11-13]. 跨膜型粘蛋

白广泛表达于上皮细胞的表层, MUC1和MUC3
属于此类. MUC1是克隆最早的跨膜粘蛋白, 定
位于染色体1q21-24[13], 是从乳腺癌、胰腺癌等

细胞系构建的cDNA表达文库获得[14]. MUC1在
许多分泌型上皮细胞的顶端表达, 包括向大多数

其他表达细胞膜黏附蛋白细胞的胞外区的过度

延伸表达[10]. MUC3主要表达在胃肠道上皮细胞

中, 其基因定位于染色体7q22[10]. MUC3主要表达

在小肠绒毛上皮细胞中, 也少量表达于结肠绒毛

缘上皮细胞和胰腺导管上皮细胞[10]. 胃癌组织中, 
MUC3的阳性表达与患者的预后性差相关[15]. 

目前, 许多研究报道表明GHP具有恶变潜

能, 其发展为癌的百分率为0.5%-7.1%[1-9]. 覆盖

在胃肠道黏膜表面的粘蛋白是防御机械性、化

学性损伤和微生物侵袭的第一道屏障. 已有大

量研究表明在胃癌组织中存在着多种粘蛋白的

异常表达, 但是粘蛋白在GHP中表达模式的研

究国内外均非常少. 本文研究粘蛋白在GHP中

的表达模式, 旨在阐明MUC表达与GHP恶变潜

能的关系. 以便寻找可以提示GHP癌变的有价

值的标志物.

1  材料和方法

1.1 材料 搜集哈尔滨医科大学附属第二医院

2005-01/2011-04手术切除胃及胃镜活检病例, 
我们将标本不足以进行大量切片、临床资料不

全以及诊断不明确的病例剔除; 经2名病理科医

生阅片, 选用明确诊断的GHP标本238例, 其中

包括GHP未伴有不典型增生188例, GHP伴有低

级别不典型增生(Low Grade Dysplasia, LGD)35
例, GHP伴有高级别不典型增生(H igh Grade 
Dysplasia, HGD)8例及GHP伴局灶癌变(Carci-
noma, Ca)7例. 同时选取30例正常胃黏膜作为

对照组, 正常胃黏膜取自胃溃疡穿孔或胃癌手

术切除标本(距肿瘤组织5 cm以上的胃黏膜组

织). MUC1、MUC2、MUC3抗体均购自Thermo 
Fisher公司(MUC1、MUC2抗体4 ℃过夜, MUC3
抗体37 ℃孵育30 min).
1.2 方法

1.2.1 HE染色: 所有组织经100 g/L中性福尔马林

固定, 石蜡包埋, 4 μm厚度切片, 常规HE染色. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 所有蜡块连续切片, 厚
度为4 μm. 切片使用二甲苯脱蜡, 梯度酒精水化

之后进行抗原修复, 然后滴加3%过氧化酶阻断

剂室温反应10 min以阻断内源性过氧化物酶的

活性. 二抗使用EnVisionTM检测试剂盒(Thermo 
Fisher). 然后进行DAB显色, 苏木素复染, 常规脱

水, 透明封片. 具体步骤参照即用型快捷免疫组

化MaxvisionTM试剂盒(鼠/兔)说明书. 
1.2.3 免疫组织化学染色结果判定: MUC1, MUC2
表达在细胞质和细胞膜 ;  M U C3表达在细胞

膜. MUC2计数整个切片中阳性细胞的百分率, 
MUC3计数腔缘阳性的腺体数. 由于我们在试验

中发现MUC1呈现2种表达模式, 模式1: 细胞质

和细胞膜弥漫阳性; 模式2: 腔缘侧细胞膜阳性. 
因此, MUC1的免疫组织化学染色结果便是判定

其为何种表达模式.
统计学处理 运用SPSS13.0软件对数据进行

Mann-Whitney双侧U检验及χ2检验, 必要时采用

Fisher确切概率法, P <0.05具有统计学意义. 

2  结果

本研究应用的标本的临床病理学详细资料见表1. 
2.1 MUC1 MUC1呈2种表达模式. 在所有正常
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■相关报道
研究发现MUC1
的表达与肿瘤细
胞的黏附力、免
疫识别、转移和
预 后 密 切 相 关 . 
MUC2在正常胃
黏 膜 不 表 达 ,  肠
型胃癌中MUC2
的 表 达 明 显 增
加 ;  且 M U C 2 的
表达程度与肿瘤
的浸润、淋巴结
转移及预后有关. 
MUC3的阳性表
达与胃癌的预后, 
肿瘤的大小, 转移
有关.

的胃黏膜和85.6%的未伴有不典型增生的GHP, 
MUC1表达呈模式1(图1A, B). 然而, 80%的GHP
伴LGD和100%的GHP伴HGD/Ca其MUC1的表

达呈模式2(图2A, B, P <0.001, 表2).
2.2 MUC2 在正常的胃黏膜, MUC2不表达(图
1C), MUC2在未伴有不典型增生的GHP中的阳

性表达率为8.11%, 在GHP伴LGD的阳性表达率

为21.93%, 在GHP伴有HGD/Ca的阳性表达率为

31.42%(P <0.001, 图3). 其阳性表达模式见图2C.

2.3 MUC3 MUC3在大多数病例中均不表达(图
1D), 仅在1例GHP伴LGD和3例GHP伴HGD/Ca的
病例中呈现腔缘阳性的表达模式(图2D). 因其阳

性表达样本例数较少, 所以未进行统计学分析. 

3  讨论

GHP通常被认为是一种良性病变, 但是近年来

一些研究已经证实GHP具有一定的癌变潜能. 
GHP发生癌变的相关机制目前仍不清楚. 但已

有一些研究结果提示GHP的癌变过程为: GHP
→不典型增生→局灶癌变[16]. 

在我们的研究中 ,  所有的正常胃黏膜和

85.6%的未伴有不典型增生或癌变的G H P中, 
MUC1表达为模式1. 但是值得注意的是, 我们

观察到80.0%的伴有LGD的GHP中, MUC1表达

为模式2; 100%的伴有HGD/Ca的GHP中, MUC1
表达为模式2. 在Noguetra等[17]的研究中, MUC1

表 1 按组织学分型的GHP的临床病理学因子

     GHP GHP伴LGD GHP伴HGD/Ca

总数(n) 188 35 15

性别(n )

男 103 23 12

女   85 12   3

平均年龄(岁) 51.12      56.57      56.92

部位(n )

贲门、胃底   43   4   6

胃体   31   6   2

胃窦、胃角、幽门 114 25  7

平均大小(cm) 1.15       1.24       2.19

大体形态(n )

无蒂 112 25  4 

有蒂   27   4  5 

亚蒂   49   6  6 

表 2 MUC1在GHP中的表达模式

                   MUC1表达模式

诊断      模式1    模式2

GHP 161 (85.6%) 27(14.4%)

GHP伴LGD     7 (20.0%) 28(80.0%)

GHP伴HGD/Ca     0 15(100%)

P<0.01, GHP vs  GHP伴LGD; P<0.01, GHP vs  GHP伴HGD/Ca.

A B

DC

图 1 MUC1、MUC2和MUC3在GHP未伴有不典型增生或癌变中的表达模式(SP×400). A: HE染色(SP×100); B: MUC1; C: 

MUC2; D: MUC3.
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■创新盘点
本文研究MUC1、
MUC2及MUC3在
GHP中的表达模
式, 寻找提示GHP
恶变潜能的有价
值的标志物.

在胃腺瘤和胃癌标本中的细胞质阳性表达缺失. 
同样, 在Benjamin等[18]的研究中也指出了MUC1
在胃腺瘤和胃癌组织中的异常表达 .  虽然对

MUC1表达模式的描述不是完全相同, 但是我们

的结论与Noguetra、Benjamin等的结论有一点

是一致的, 即MUC1在不典型增生或癌变的胃黏

膜组织中, 细胞质的阳性表达缺失. 我们的研究

结果还证实MUC1在伴有不典型增生或癌变的

GHP中与未伴有不典型增生或癌变的GHP的表

达相比, 多呈模式2(P <0.01), 此种表达模式的发

生机制还没有明确的结论. 
有关MUC1在胃癌组织中作用机制的研究提

示此种表达模式是多因子相互诱导的结果[19]. 许
多研究结果已经证实MUC1与细胞信号转导、

免疫调节, 以及抑制细胞与细胞或细胞与间质

的黏附相关[19-22]. 有报道显示MUC1的胞质尾

区与β-caten in[20]以及其他信号分子(如: Grb2/
Sos[21], EGFR[22]等)有关, 表明MUC1在细胞信

号转导中可能具有一定的作用. MUC1通过与

β-catenin相似的基序竞争结合E-cadherin, 从而

阻止E-cadherin-β-catenin复合物的形成[19]. 所以

MUC1可能参与了肿瘤细胞的分离、浸润与转

移. 有许多研究显示MUC1介导细胞效应[23], 组
织发生癌变后MUC1过表达提示肿瘤的侵袭性

增加[13,24]. Retterspitz等[25]表明MUC1表达的强弱

与肿瘤的分化相关联. Lapoinet等[26]在研究胰腺

癌时证实MUC1可作为一种独立的判断肿瘤治

疗预后的标志物. Retterspitz等[25]在研究胃癌时

也得出了相同的结论. 也有学者表示细胞癌变

时MUC1基因的表达与肿瘤细胞的黏附力、免

疫识别、转移和预后密切相关[23]. Kontani等[27]

证实MUC1的表达缺失或其抗原性改变可能致

使癌细胞对细胞毒性T细胞的杀伤效应无应答. 
MUC1可以保护癌细胞免受自身免疫系统的攻

击[28]. 目前, MUC1在胃癌组织中的表达模式尚

A B

DC

图 2 MUC1、MUC2和MUC3在GHP伴HGD中的表达模式(SP×400). A: HE染色, 右下角为其HGD区域(SP×100); B: MUC1; 

C: MUC2; D: MUC3.
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图 3 MUC2在各型GHP中的统计学分析结果.aP <0.05; bP  

<0.01.
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存争议. 我们的研究结果显示: 在伴有不典型增

生或癌变的GHP中, MUC1主要呈现腔缘阳性的

表达模式. MUC1在不同类型的胃黏膜病变中呈

现不同的表达模式的相关机制需要更进一步的

研究.
在我们的研究中发现, MUC2阳性的标本

中, 86.3%的GHP伴有不典型增生和局灶癌变的

样本中呈阳性表达; 在GHP伴有HGD/Ca中, 其
MUC2阳性率比GHP伴有LGD的阳性率显著增

高(P <0.001). 同样在研究MUC2在胃癌组织的表

达情况中提示: MUC2在正常胃黏膜不表达, 而
在肠型胃癌中, MUC2的表达明显增加[29]. 并且

证明MUC2的表达程度与肿瘤的浸润、淋巴结

转移及预后有很大的关系[30]. 因此我们与其他研

究者的结论支持GHP的癌变过程是GHP→GHP
伴有不典型增生→癌变的这一推断. 

Wang等[15]对胃癌的研究表明, MUC3的阳

性表达与否与胃癌的预后、肿瘤大小、转移有

明显的关联性. MUC3高表达的肿瘤瘤体大、预

后差且容易发生转移. 在我们的研究中, MUC3
在GHP中不表达, 在GHP伴有不典型增生和癌

变的组织中个别阳性. 其表达情况还有待于大

样本的进一步研究. 
总之, MUC1在GHP中呈现出2种表达模式: 

在正常的胃黏膜和未伴有不典型增生的G H P
中, MUC1表达呈模式1; 而在伴有不典型增生或

癌变的GHP中, MUC1的表达多呈模式2. MUC2
的表达阳性率随着GHP不典型程度的增加而增

加. 因此MUC1和MUC2可能是提示GHP恶变潜

能的有价值的标志物, 即MUC1表达为模式2或
MUC2过表达的GHP更具有恶变潜能.

志谢 感谢哈尔滨医科大学附属第二临床医院
病理科刘瑾为本研究提供的精湛的HE染色切
片和对免疫组织化学染色的技术支持. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of trimethyl-
ation at lysine 27 of histone H3 (H3K27me3) in 
gastric cancer tissue and cell lines and to evalu-
ate its correlation with clinicopathological pa-
rameters of gastric carcinoma. 

METHODS: The protein expression of H3K27me3 
was detected by Western blot in gastric cancer 
lines SGC7901, BGC823, AGS and normal gastric 
mucosal epithelial cell line GES-1. Immunohis-
tochemistry (IHC) was utilized to examine the 
protein expression of H3K27me3 in 61 gastric 
cancer specimens and 20 normal gastric epithe-
lial specimens.

RESULTS: H3K27me3 expression significantly 
increased in gastric cancer lines (SGC7901, 

BGC823, and AGS) compared to normal gastric 
mucosal epithelial cell line GES-1. The positive 
rates of H3K27me3 protein expression in gas-
tric cancer was 80.3%. The expression levels of 
H3K27me3 were significantly associated with 
tumor size, depth of invasion, lymph node me-
tastasis, vascular invasion, clinical stage, and T 
staging (P = 0.049, 0.030, 0.034, 0.025, 0.003, and 
0.031, respectively), but had no correlation with 
patient’s age, sex, tumor location, tumor differ-
entiation degree, or nerve invasion.

CONCLUSION: High expression of H3K27me3 
correlates closely with tumor invasion and me-
tastasis in gastric cancer and may be an impor-
tant prognostic factor in patients with gastric 
cancer.

Key Words: Histone modification; H3K27me3; Gas-
tric cancer 
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摘要

目的: 研究H3K27me3在胃癌细胞和组织中
的表达, 并分析与临床病理因素的关系, 探讨
H3K27me3在胃癌发生发展中的作用和意义.

方法: 应用Western blot方法检测胃癌细胞系
SGC7901、BGC823、AGS和正常胃黏膜上皮
细胞GES-1中H3K27me3的表达; 免疫组织化
学方法检测61例胃癌组织及20例正常胃黏膜
组织中H3K27me3的表达.

结果: 与正常胃黏膜细胞GES-1相比, H3K27m
e3在胃癌细胞SGC7901、BGC823、AGS中
高表达; H3K27me3在胃癌组织中阳性表达率
为80.3%, 并与肿瘤大小、浸润深度、淋巴结
转移、血管侵犯、临床分期、TNM分期有关
(P  = 0.049, 0.030, 0.034, 0.025, 0.003, 0.031), 
而与患者的性别、年龄、病变部位、分化程
度、神经侵犯之间无相关性.

结论: H3K27me3在胃癌中高表达, 并与肿瘤

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 主
任医师, 郑州大学
第二附属医院消
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■研发前沿
国内外许多研究
发现H3K27me3
在恶性肿瘤中表
达 异 常 ,  并 与 肿
瘤 侵 袭 转 移 有
关. 生存分析发现
H3K27me3表达与
患者预后相关, 但
在不同肿瘤中这
一结果尚有争论.

的侵袭转移有关, 可能是胃癌患者重要的预
后因子.

关键词: 组蛋白修饰; H3K27me3; 胃癌
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0  引言

胃癌是世界上常见的恶性肿瘤, 虽然近年来发

病率有所下降, 但死亡率在恶性肿瘤中仍占有

很大的比重[1]. 影响胃癌患者预后的主要因素

是肿瘤分期, 包括浸润深度和转移程度. 一般分

期越高, 患者预后越差, 但也有部分患者虽具有

相同的肿瘤分期和分级, 预后差别却很大. 因
此, 鉴定出新的与预后有关的肿瘤分子, 并且能

区分这些亚分类患者就显得尤为重要. 近年研

究表明组蛋白修饰在肿瘤的发生发展中起重要

的作用, 大量的研究也已经发现多种组蛋白修

饰在恶性肿瘤中发生改变[2], 并且这种变化还具

有重要的临床应用价值, 如作为判断患者预后

的指标、肿瘤早期诊断的标记物、判断对某些

化疗药物的治疗反应[3-6]. 组蛋白H3K27三甲基

化(H3K27me3), 主要是由PcG复合物核心成分

EZH2催化, EZH2已经在多种恶性肿瘤中被发现

高表达并与肿瘤侵袭转移有关[7-9], 而H3K27me3
在恶性肿瘤中作用目前研究还较少, 有学者研

究乳腺癌、胰腺癌、肝癌等[10,11]发现H3K27me3
存在表达异常, 并且是个重要的独立预后指标, 
但H3K27me3在胃癌中目前尚无人研究. 本文主

要通过应用Western blot和免疫组化方法检测胃

癌细胞和组织中H3K27me3的表达, 并分析与胃

癌临床病理因素之间的关系, 探讨H3K27me3在
胃癌中的作用和意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系SGC7901、BGC823、
AGS及正常胃上皮细胞GES-1由我科实验室提

供. 组织标本收集2009/12-2010/07南京大学医

学院附属鼓楼医院病理科胃癌手术石蜡标本(n  
= 61), 所有胃癌患者术前均未接受过放疗、化

疗及其他针对肿瘤的治疗, 术后均经病理学专家

确诊为胃癌, 其中男性42例, 女性19例, 年龄44-85
岁, 平均(65.18±10.22)岁; 胃癌标本中肿瘤直

径>4 cm(n  = 30), <4 cm(n  = 31); 高/中分化(n  = 
24), 低分化(n  = 37); 临床分期: Ⅰ/Ⅱ期(n  = 21), 

Ⅲ/Ⅳ期(n  = 40); 肿瘤浸润深度: pT1+pT2期(n  = 
18), pT3+pT4期(n  = 43) (pT1+pT2: 肿瘤未侵犯

到浆膜层组织; pT3+pT4: 肿瘤侵犯浆膜或浆膜

外组织). 另取癌旁正常胃黏膜组织(n  = 20)作
为对照组, 标本取自距肿块5 cm以外区域, 病理

检测未见癌细胞浸润.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 :  人胃癌细胞株S G C7901、
BGC823、AGS培养于含100 mL/L小牛血清的

RPMI-1640培养基中, 正常胃上皮细胞GES-1培
养于含100 mL小牛血清的DMEM培养基中, 上
述两种培养基在使用前均添加100 000 U/L双抗

(青霉素和链霉素), 所有细胞均置于含50 mL/L 
CO2的37 ℃孵育箱内培养, 隔天换液,每3-4 d传
代1次.
1.2.2 Western blot: 从上述细胞中提取总蛋白, 经
12%SDS-PAGE电泳分离, 湿转法将蛋白转印至

PVDF膜, 5%BSA封闭1 h, 然后与1∶200比例稀

释的H3K27me3抗体4 ℃孵育过夜, 再与辣根过

氧化物酶(HRP)标记二抗孵育2 h后, ECL化学发

光作用3-5 min左右后曝光、显影和定影.
1.2.3 免疫组织化学: 采用PV9000二步法免疫

组织化学染色, 具体步骤如下: 将石蜡切片常规

脱蜡至水, 采用高压锅加热法行抗原修复, 3% 
H2O2孵育10 min后, PBS漂洗3次, 滴加小鼠抗

人H3K27me3单克隆抗体(abcam公司)并于4 ℃
过夜, PBS漂洗3次, 滴加即用型二抗(北京中杉

金桥公司)并在室温下孵育20-30 min, DAB显

色, 苏木精复染后将切片脱水、透明并封片. 以
已知的H3K27me3染色阳性切片作为阳性对照, 
PBS代替一抗作为阴性对照, 高倍镜(400倍)下随

机观察5个视野, 以细胞核出现棕黄色或棕褐色

颗粒为阳性, 根据阳性细胞百分比及染色强度分

别计分判定H3K27me3染色结果: (1)阳性染色强

度: 0分无染色; 1分淡黄色; 2分棕黄色; 3分棕褐

色; (2)阳性细胞比例: 0分≤10%; 1分11%-50%; 
2分51%-75%; 3分>75%. 两者相乘后积分: 0分
(-)、1-2分(+)、3-4分(++)、5-9分(+++).

统计学处理 采用SPSS18.0软件进行统计学

分析, Kruskal-Wallis H检验对H3K27me3在2种
不同组织中的表达差异进行分析, χ2检验评估

H3K27me3和胃癌组织临床病理因素之间的关

系, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 H3K27me3在正常胃黏膜上皮细胞和胃癌
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■相关报道
He等发现H3K27
m e 3 不仅可以预
测经过局部放化
疗食管癌患者的
预后, 而且还能区
分出这些食管癌
患者中不同病理
级别的个体不同
的预后结局.

细胞中的表达 与正常胃上皮细胞(GES-1)相比, 
H3K27me3在胃癌细胞(SGC7901、BGC823、
AGS)中高表达(图1). 且H3K27me3表达位于细胞

核, 呈棕黄色颗粒, 细胞膜和细胞质不着色(图2). 
胃癌组织中H3K27me3阳性表达细胞的比例明

显高于正常胃黏膜组织中H3K27me3阳性表达

细胞比例, 分别为80.3%和25%, 二者差异具有明

显统计学意义(P <0.01, 表1).
2.2 H3K27me3表达水平与胃癌临床病理特征的

关系 H3K27me3表达与肿瘤大小、浸润深度、

淋巴结转移、血管侵犯、临床分期、TNM分

期有关(P <0.05), 而与患者的性别、年龄、病

变部位、分化程度、神经侵犯之间无相关性

(表2). 肿瘤最大径>4.0 cm的癌组织, H3K27me3
表达水平高于最大径<4.0 cm者, 阳性率分别

为83.9%和76.7%; 肿瘤侵犯浆膜或浆膜外组织

者(pT3+pT4)高于未侵犯浆膜层者(pTl+pT2), 
H3K27me3阳性率分别为83.7%和72.2%; 发生

淋巴结转移者(87.5%)明显高于无淋巴结转移

者(53.8%); 临床分期为Ⅲ+Ⅳ期高于Ⅰ+Ⅱ期, 
H3K27me3阳性率分别为90%和61.9%; 在TNM
分期中T3+T4期H3K27me3表达高于T1+T2期, 
分别为82.5%和76.2%.

3  讨论 

组蛋白修饰指的是核心组蛋白(H2A、H2B、

H3、H4)在翻译完成后, 其N端尾区发生的多种

共价修饰, 包括乙酰化、甲基化、磷酸化等. 这
些组蛋白修饰可以通过改变染色质结构来影响

各种基于DNA的重要生理过程如复制、转录、

DNA修复[12], 从而调节基因表达. 但不同的组蛋

H3K27me3 GAPDH

A        B         C         D A        B         C         D

图 1 Western blot 显示胃癌细胞和正常胃上皮细胞中H3K27me3的表达. A: 正常胃上皮细胞GES-1; B-D: 胃癌细胞

SGC7901、BGC823、AGS.

图 2 免疫组织化学染色显示H3K27me3在胃癌和正常组织中的表达情况(×400). A, B: 正常组织; C, D: 胃癌组织; A, C: 阴

性; B, D: 阳性. 

A B

DC

表 1 H3K27me3在两种组织的表达情况

     
分组 总例数(n )

     H3K27me3
  阳性率(%)

- + ++ +++

正常胃组织     20 15 3 2 0 25                     

胃癌组织     61 12 18 27 4     80.3b                   

bP<0.01 vs  正常胃组织.
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■创新盘点
本研究首次检测
了胃癌中H3K27m
e3的表达, 并分析
了其与临床病理
因素的关系.

白修饰, 调节基因表达的功能不同, 如组蛋白乙

酰化与基因激活有关, 而组蛋白甲基化则依据

甲基化位点和种类的不同, 功能亦不同[13]. 因此, 
任何可以使这些组蛋白修饰水平发生改变或调

节紊乱都有可能会导致基因表达失衡, 从而促

进肿瘤的形成. 近年研究表明肿瘤的发生、发

展是由遗传和表观遗传共同异常导致基因表达

失常所致[14,15]. 表观遗传主要包括DNA甲基化和

组蛋白修饰, 但以往研究大多集中在抑癌基因

启动子CpG岛高甲基化, 而对组蛋白修饰在肿瘤

中研究相对较少. 随着“组蛋白密码”学说[16]

的提出以及大量组蛋白修饰酶[17]被发现, 组蛋

白修饰在肿瘤中的作用才逐渐引起重视. 2005
年, Seligson等[18]首次报道了组蛋白H3K4双甲

基化和H3K18乙酰化可以预测前列腺癌的复发. 
之后, 多种组蛋白修饰在恶性肿瘤中被发现表

达异常并与患者预后有关, 如Barlesi等[19]在非小

细胞肺癌中发现高表达H3K4双甲基化或低表

达H3K9乙酰化的患者生存率高, 预后较好; Bar-
bisan等[20]发现总体H3K9乙酰化水平可以预测

低分化膀胱癌患者术后的复发. 组蛋白修饰的这

方面应用在胃癌中也有类似发现, 如Park等[21]发

现胃癌组织中H3K9三甲基化水平与肿瘤分期、

淋巴管浸润、肿瘤复发、患者生存率有关, 多

表 2 H3K27me3表达水平与胃癌临床病理特征的关系

     
临床病理特征 总例数(n )

            H3K27me3
阳性率(%) P 值

- + ++ +++

性别

男 42 7 11 21 3 83.3

女 19 5 7 6 1 73.7 0.533

年龄

≤60岁 19 6 6 7 0 68.4

>60岁 42 6 12 20 4 85.7 0.243

病变部位

胃底/贲门 23 3 5 13 2 87.0

胃体 20 2 8 8 2 90.0

胃窦 18 7 5 6 0 61.1 0.166

肿瘤大小

≤4 cm 30 7 13 9 1 76.7

>4 cm 31 5 5 18 3 83.9 0.049

浸润深度

pT1+pT2 18 5 9 3 1 72.2

pT3+pT4 43 7 9 24 3 83.7 0.030

淋巴结转移

否 13 6 4 3 0 53.8

是 48 6 14 24 4 87.5 0.034

分化程度

高/中分化 24 5 7 12 0 70.4

低分化 37 7 11 15 4 81.1 0.405

血管侵犯

否 12 6 3 3 0 50.0

是 49 6 15 24 4 87.8 0.025

神经侵犯  

否 14 4 6 3 1 71.4

是 47 8 12 24 3 83.0 0.264

临床分期

Ⅰ+Ⅱ 21 8 9 3 1 61.9               

Ⅲ+Ⅳ 40 4 9 24 3 90.0 0.003    

TNM分期

T1+T2 21 5 10 4 2 76.2                

T3+T4 40 7 8 23 2 82.5 0.031 
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因素生存分析结果示H3K9三甲基化是胃癌患者

的独立预后因素.
组蛋白H3K27三甲基化(H3K27me3)在恶

性肿瘤中的作用亦有研究. Ca i等 [11]在肝癌中

发现, 与正常肝组织相比, H3K27me3在肝癌

中高表达 ,  并且与肿瘤大小、血管浸润、肿

瘤分期等临床病理因素相关, 使用生存分析发

现H3K27m e3蛋白表达与肝癌患者预后有关, 
H3K27me3表达越高的患者预后越差. Tzao等[22]

研究了包括H3K27me3在内的多种组蛋白修饰, 
发现H3K27me3和H3K18ac在食管癌中高表达

且表达越高患者预后越差; 不仅如此, He等[23]还

发现H3K27me3不仅可以预测经过局部放化疗

食管癌患者的预后, 而且还能区分出这些食管

癌患者中不同病理级别的个体不同的预后结局. 
但也有部分研究结果却得出相反结论. Wei等[10]

发现H3K27me3在乳腺癌、胰腺癌和卵巢癌中

表达下降, H3K27me3蛋白表达与肿瘤大小、淋

巴结转移、病理分期等有关, 进一步分析提示

H3K27me3是乳腺癌、胰腺癌和卵巢癌患者的

独立预后指标, H3K27me3表达越低的患者预后

越差. 因此, H3K27me3在恶性肿瘤中的研究目

前尚有争论.
本研究中, 我们先用Western blot方法检测

了人胃癌细胞系SGC7901、BGC823和AGS中
H3K27me3表达, 发现与正常胃上皮细胞GES-1
相比, H3K27me3在这3株胃癌细胞中高表达. 
然后我们又用免疫组化方法检测61例胃癌组

织中H3K27m e3的表达情况 ,  同样可以发现

H3K27me3在胃癌组织中高表达, 而正常胃黏膜

组织中低表达. H3K27me3在胃癌等恶性肿瘤中

高表达, 原因可能是由于催化H3K27me3的酶

EZH2在恶性肿瘤中过表达所致. 但Wei等[10]在

乳腺癌、胰腺癌和卵巢癌中却发现H3K27me3
低表达, 说明H3K27me3在不同的恶性肿瘤中

的表达差异明显, 一方面可能因为恶性肿瘤是

一种异质性非常明显的疾病, 即使同一种蛋白

在不同肿瘤中表达情况也不同 ;  另一方面可

能是各种组蛋白修饰之间存在相互作用 [13,16], 
H3K27me3蛋白表达受到其他组蛋白修饰的影

响; 再者, 也有可能是催化H3K27me3的酶EZH2
在恶性肿瘤中高表达导致PcG蛋白复合体发生

改变, 形成新的复合体, 从而影响EZH2催化活性

导致H3K27me3蛋白表达受影响[24-26]. 
我们接着评估了H3K27me3与胃癌临床病

理因素的关系, 发现H3K27me3的表达与肿瘤

大小、浸润深度、淋巴结转移、血管侵犯、临

床分期、TNM分期有关(P <0.05), 而与患者的

性别、年龄、病变部位、分化程度、神经侵

犯之间无相关性. 这与其他作者研究结果基本

相同[10,11,22,23]. 虽然本文缺乏这些胃癌患者的预

后资料, 但从H3K27me3与肿瘤浸润深度、淋

巴结转移、TNM分期等这些具有推断意义的

预后因素具有相关性来看, H3K27me3可能是

胃癌患者重要的预后因子, 当然这些尚需要进

一步研究证明. 至于H3K27me3蛋白表达为什么

与肿瘤侵袭转移有关, 原因可能有以下2点: 一
是H3K27me3抑制下游抑癌基因的表达, 从而

促进肿瘤转移. 如Fujii等[27]发现, EZH2在胃癌

细胞中可通过H3K27me3下调E-cadherin基因的

表达, 而E-cadherin蛋白是肿瘤侵袭转移的重要

的因素; Yao等[28]还发现H3K27me3是抑癌基因

p16INK4a早期的沉默事件; 二是催化H3K27me3
的酶EZH2在恶性肿瘤存在高表达, 并且EZH2
与肿瘤大小、浸润深度、血管浸润、淋巴结

转移、临床分期等密切有关 [7-9,29], 而EZH2和
H3K27me3又存在正相关性[11,23]. 但值得一提的

是, 组蛋白修饰在临床上的这些应用目前还仅

限于总体蛋白修饰水平, 对于特定基因启动子

区的组蛋白修饰变化目前尚未发现有临床应用

价值.   
总之, 我们研究发现H3K27me3在胃癌细

胞和组织中高表达, 并且与肿瘤大小、淋巴结

转移、血管侵犯、TNM分期等临床病理因素

密切相关, H3K27me3可能是胃癌患者重要的

预后因子.
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■背景资料
胃癌已成为全球
继 肺 癌 、 乳 腺
癌、大肠癌之后
发病率第4位的肿
瘤, 也是导致肿瘤
性死亡的第2位原
因. 探讨胃癌的发
生发展及浸润转
移等过程中的分
子机制, 寻求诊断
和治疗的有效分
子靶标尤为重要. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of chromodo-
main helicase DNA-binding protein 5 (CHD5) and 
Krüppel-like factor 5 (KLF5) in gastric cancer, and to 
evaluate whether CHD5 and KLF5 can be used as 
prognostic markers in gastric cancer. 

METHODS: Immunohistochemistry staining 
was performed to detect the expression of CHD5 
and KLF5 proteins in 208 surgical specimens of 
gastric cancer and 68 noncancerous gastric tissue 
specimens. The association of CHD5 and KLF5 
expression in gastric cancer with the survival 
time of patients was retrospectively analyzed.

RESULTS: Reduced expression of CHD5 and 

KLF5 frequently occurred in gastric cancer. The 
positive rates of CHD5 and KLF5 expression in 
gastric cancer were 29.33% (61/208) and 38.46% 
(80/208), respectively. CHD5 expression was 
correlated with age, histologic differentiation, 
depth of invasion, regional lymph node metas-
tasis, distant metastasis, and TNM stage (all P < 
0.05). KLF5 expression was correlated with his-
tologic differentiation, depth of invasion, lymph 
node metastasis, distant metastasis, and TNM 
stage (all P < 0.05). Further multivariate analysis 
revealed that patient's gender, tumor location, 
histologic differentiation, distant metastasis, 
TNM stage, and expression of CHD5 and KLF5 
were independent prognostic factors in patients 
with gastric cancer. The Kaplan-Meier plot 
showed that the median survival was 21.00 ±
1.36 months in patients with negative expression 
of CHD5 and 20.00 ± 1.54 months in those with 
negative expression of KLF5. The median sur-
vival time was 55.00 ± 6.97 months in patients 
with positive CHD5 expression and 45.00 ± 3.27 
months in patients with positive KLF5 expres-
sion. The cumulative 1- and 3-year survival rates 
were significantly lower in patients with nega-
tive expression of CHD5 and KLF5 than in those 
with positive expression of these two proteins.

CONCLUSION: Reduced expression of CHD5 
and KLF5 in gastric cancer is associated with 
tumor metastasis and poor survival. Ectopic ex-
pression of CHD5 and KLF5 proteins may play 
an important role in the tumorigenesis and pro-
gression of gastric carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; Chromodomain heli-
case DNA-binding protein 5; Krüppel-like factor 5; 
Clinicopathologic features; Prognosis
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摘要

目的: 探讨胃癌组织中CHD5和KLF5的表达
意义及其与预后的关系.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 主
任医师, 苏州大学
附属第一医院 
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■相关报道
近年来, CHD5被
认为是肿瘤抑制
途径的关键调节
因 子 ,  在 多 种 恶
性肿瘤中常发现
CHD5的缺失, 提
示CHD5作为一种
新型肿瘤抑制因
子在肿瘤病理过
程中起到重要作
用. 同样, KLF5在
大多数肿瘤组织
中也呈表达缺失
或者下调趋势, 提
示KLF5可能起到
抑癌基因的作用.

方法: 收集2000-01/2007-06在昆明医学院第二
附属医院手术切除的208例胃癌组织标本, 采
用免疫组织化学SP法检测胃腺癌组织、癌旁
组织中CHD5和KLF5的表达; 采用χ2检验和
Fisher精确概率法分析胃癌中CHD5和KLF5的
表达与临床病理指标的相关性; 采用Cox比例
风险模型方法进行多因素分析; 应用Kaplan-
Meier生存分析法判断CHD5和KLF5表达与各
临床病理参数及其预后的关系.

结果: 胃癌组织中CHD5和KLF5呈明显低表
达特点. 其中, C H D5的表达与患者年龄、

肿瘤分化程度、浸润深度、T N M分期、淋
巴结和远处转移等有关, 差异有统计学意义
(P <0.05); KLF5的表达与肿瘤分化程度、浸
润深度、TNM分期、淋巴结和远处转移等有
关, 差异有统计学意义(P <0.05). 多因素分析
显示, 患者的生存时间主要受患者性别、肿
瘤部位、组织分化程度、远处转移、TNM分
期、CHD5和KLF5的异常表达等因素影响; 
Kaplan-Meier生存分析显示, CHD5、KLF5
阴性组的中位生存期分别为(21.00 mo±1.36 
mo)、(20.00 mo±1.54 mo), 而CHD5、KLF5
阳性组的中位生存期分别为(55.00 mo±6.97 
mo)、(45.00 mo±3.27 mo). CHD5和KLF5阴
性表达组患者的1、3年生存率明显低于阳性
表达患者, 差异均有统计学意义.

结论: 胃癌组织中CHD5和KLF5低表达与胃
癌的侵袭转移及不良预后存在相关性. 提示
CHD5和KLF5蛋白的异常表达可能参与胃黏
膜恶性转变以及胃癌发生发展等生物学过程.

关键词: 胃癌; CHD5蛋白; KLF5蛋白; 临床病理特

征; 预后
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0  引言

胃癌(Gastric cancer)是起源于胃黏膜上皮细胞

的恶性肿瘤 ,  目前已成为全球继肺癌、乳腺

癌、大肠癌之后发病率第4位的肿瘤, 也是导

致肿瘤性死亡的第2位原因 [1,2]. 因此, 探讨胃

癌的发生发展及浸润转移等过程中的分子机

制, 寻求诊断和治疗的有效分子靶标尤为重要. 
近年来, Chromodomain helicase DNA-binding 
protein (CHD5)基因被认为是一种抑癌基因, 通
过p l9A r f/p53通路调控细胞增殖、衰老和凋

亡, 是抑癌调控系统的关键因子[3,4]. 在肿瘤形

成过程中, CHD5基因有较高的甲基化发生率[5]. 
KLF5(Krüppel-like factor 5)是一种DNA结合转

录调节因子, 属于KLF(Krüppel-like factors)家族, 
广泛表达于人体骨骼肌、肺、乳腺、结肠、小

肠、前列腺、胰腺、肾脏等多种组织. 其不仅

在细胞增殖、分化及胚胎形成中发挥重要作用, 
还在肿瘤病理过程中发挥着重要作用[6,7]. 现已

证实, 结肠癌中KLF5 mRNA的表达下降, 提示

KLF5的下调可能参与了结肠癌的发生发展过

程. 本课题以临床胃癌患者作为研究对象, 采用

免疫组织化学SP法检测CHD5和KLF5在胃癌及

癌旁组织中的表达, 以期分析两者与肿瘤临床

病理特征的相关性及在肿瘤发生发展中的作用, 
并进一步了解两者与胃癌预后的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2000-01/2007-06昆明医学院第二

附属医院手术切除并经病理证实的208例患者

的胃腺癌标本, 其均为原发性肿瘤, 同时选取68
例正常胃组织(距胃癌原发灶>5 cm)作对照. 所
选病例均有随访资料, 所有患者术前均未接受

过化学治疗和放射治疗. 208例患者中, 男(n = 
121), 女(n = 87), 男女比例1.39∶1; 年龄29-84岁
(平均55岁), <50岁(n = 70), ≥50岁(n = 138); 肿
瘤部位: 胃近端14例, 胃体部86例, 胃远端108例; 
切除肿瘤癌灶<5 cm (n = 102), ≥5cm (n = 106); 
按美国癌症联合委员会(AJCC)胃癌TNM分期

(2010年第7版)标准[8,9], T1(n = 17), T2(n = 43), 
T3(n = 120), T4(n = 28); N0(n = 103), N1(n = 32), 
N2(n = 40), N3(n = 33); M0(n = 177), M1(n = 31);
Ⅰ期(n = 47), Ⅱ期(n = 70), Ⅲ期(n = 60), Ⅳ期(n 
= 31). 病理组织学类型: 乳头状腺癌(n = 8), 管状

腺癌(n = 129), 黏液腺癌(n = 45), 印戒细胞癌(n 
= 26); 高分化癌(n = 13), 中分化癌(n = 63), 低分

化癌(n = 128)及未分化癌或其他(n = 4).
兔抗人C H D5多克隆抗体购自美国S a n t a 

Cruz公司; 兔抗人KLF5多克隆抗体购自美国

Mil l ipore公司; 免疫组织化学SP法试剂盒及

BAD显色剂均购自中国福州迈新生物技术有限

公司.
1.2 方法

1.2.1 实验免疫组化染色及结果判定: 所有标本

均经100 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 3 μm切片, 
SP免疫组化染色步骤和抗体稀释度均按产品说

明书进行. PBS代替一抗做阴性对照, 显微镜下
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观察结果. 
根据肿瘤细胞显色的比例及染色强度, 对

CHD5和KLF5表达做半定量判定. 为减少主观

性, 一般至少由2人判断打分. 在显微镜下按显

色程度肉眼评分: 弱染色为1分; 中等染色为2分; 
强染色为3分. 在高倍镜下按阳性细胞所占百分

比率计算评分: 阳性细胞数占10%-50%为2分; 
50%-80%为3分; ≥80%为4分. 最后将肉眼一般

评分与高倍镜下百分比率计算评分之和进行最

终判断, 无论染色强度如何, 细胞阳性率<10%或

少于2分者为阴性(-); 2-3分为弱阳性(+); 4-7分为

强阳性(++). 
1.2.2 随访: 纳入本研究的所有病例均有完整随

访资料, 生存期从胃癌诊断之日开始计算, 至本

研究结束(2011-06-23)止. 随访时间单位为月, 研
究终点(阳性结局)定义为患者因胃癌或相应并

发症死亡, 研究结束时仍未出现阳性结局者定为

删失. 本研究随访时间1.0-64.2 mo(中位随访时间

27.3 mo), 随访方式为患者复诊、电话及信函. 
统计学处理 使用SPSS16.0统计软件, 细胞

阳性率的比较采用χ2检验和Fisher精确概率法; 
采用非参数检验进行单因素分析CHD5和KLF5
的表达与临床病理指标的相关性, 筛查危险因

素; 采用COX风险回归模型方法进行多因素分

析; 用Kaplan-Meier 法计算生存率及绘制生存曲

线, 并用Log-rank法进行组间比较. P <0.05具有

统计学意义. 

2  结果

2.1 C H D5和K L F5在胃癌及正常胃黏膜中的

表达  胃癌组织中C H D5和K L F5呈明显低表

达特点. 208例胃癌组织中C H D5的阳性表达

率为29.33%(61/208), K L F5的阳性表达率为

38.46%(80/208), 68例正常的胃黏膜中可见

C H D5高表达76.47%(52/68)和K L F5高表达

66.18%(45/68)(图1, 2).
2.2 CHD5和KLF5的表达与胃癌临床指标的关

系 经单因素分析发现, CHD5蛋白的表达与患

者年龄、肿瘤分化程度、浸润深度、TNM分

期、区域淋巴结及远处转移有关, 而与性别、

肿瘤部位、瘤体大小、组织学类型无关. 随着

胃壁浸润深度的加深, CHD5的表达呈下降趋势, 
T1、T2、T3、T4各组的阳性率分别为88.2%、

53.5%、18.3%、3.6%, 差异有统计学意义(χ2 = 
56.533, P <0.0001). 另外, 有远处转移者CHD5表
达阳性率为6.5%, 低于无转移组33.3%, 且差异

有统计学意义(χ2 = 9.197, P = 0.002). 随着TNM
分期的增加, CHD5的表达也逐渐下降, 且Ⅰ+Ⅱ

■创新盘点
本文通过病例研
究 ,  综 合 分 析 了
CHD5和KLF5在
胃癌中的表达情
况及与胃癌生物
学行为和预后的
关系.

图 1 CHD5的表达(SP×400). A: 癌旁正常腺体; B: 印戒细胞癌.

A B

图 2 KLF5的表达(SP×400). A: 癌旁正常腺体; B: 高分化腺癌.

A B
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■应用要点
本研究采用免疫
组 织 化 学 的 方
法 检 测 C H D 5 和
KLF5蛋白在胃癌
组织的表达情况, 
有助于阐释CHD5
和KLF5在胃癌发
生发展中的机制, 
并为判断预后提
供了参考依据.

期与Ⅲ+Ⅳ期之间差别显著, 有统计学意义(χ2 = 
85.545, P <0.0001). 

KLF5蛋白的表达与患者性别、年龄、肿瘤

部位、瘤体大小、组织学类型无关, 而与肿瘤

分化程度、浸润深度、TNM分期、区域淋巴结

及远处转移有关(P <0.05). 与CHD5的表达相似, 
随着胃壁浸润深度的加深及TNM分期的增加, 
KLF5蛋白的表达也呈现出逐渐下降趋势, 并在

淋巴结及远处转移时呈低表达现象, 差异均有

统计学意义(表1). 应用COX比例风险回归模型

进行多因素分析发现, 患者性别(P = 0.003)、肿

瘤部位(P  = 0.019)、组织分化程度(P = 0.019)、
远处转移(P <0.0001)、TNM分期(P <0.0001)、
CHD5(P <0.0001)和KLF5(P <0.0001)的表达为影

响胃癌预后的独立危险因素(表2). 
2.3 C H D5和K L F5的表达和相关性  经统计 , 
CHD5和KLF5在胃癌组织中有126例同时呈阴

性表达, 而二者同时阳性表达数量为59例. 经
Spearman等级相关分析显示, CHD5和KLF5在胃

癌中的表达呈高度正相关, 且具有统计学意义

表 1 CHD5和KLF5在胃癌中的表达及其与病理特征关系

     
临床病理特征    n

                                           CHD5                                           KLF5

          -         +  χ2值     P  值           -        +  χ2值  P值

年龄

   <50岁   70   43(61.4%) 27(38.6%) 4.350   0.037   39(55.7%) 31(44.3%) 1.512 0.219

   ≥50岁 138 104(75.4%) 34(24.6%)   89(64.5%) 49(35.5%)

性别

男 121   84(69.4%) 37(30.6%) 0.219   0.640   76(62.8%) 45(37.2%) 0.198 0.657

女   87   63(72.4%) 24(27.6%)   52(59.8%) 35(40.2%)

肿瘤部位

胃近端   14   12(85.7%)   2(14.3%) 1.773   0.412   11(78.6%)   3(21.4%) 2.707 0.258

胃体部   86   61(70.9%) 25(29.1%)   55(64.0%) 31(36.0%)

胃远端 108   74(68.5%) 34(31.5%)   62(57.4%) 46(42.6%)

瘤体大小

  <5 cm 102   72(70.6%) 30(29.4%) 0.001   0.979   64(62.7%) 38(37.3%) 0.123 0.726

  ≥5 cm 106   75(70.8%) 31(29.2%)   64(60.4%) 42(39.6%)

组织类型

乳头状腺癌     8     4(50%)   4(50%) 5.816   0.121     4(50%)   4(50%) 5.412 0.144

管状腺癌 129   86(66.7%) 43(33.3%)   73(56.6%) 56(43.4%)

黏液腺癌   45   36(80.0%)   9(20.0%)   31(68.9%) 14(31.1%)

印戒细胞癌   26   21(80.8%)   5(19.2%)   20(76.9%)   6(23.1%)

分化程度

  高分化   13     7(53.8%)   6(46.2%) 11.534   0.003     5(38.5%)   8(61.5%) 16.771 <0.0001

  中分化   63   36(57.1%) 27(42.9%)   28(44.4%) 35(55.6%)

  低分化 128 102(79.69%) 26(20.31%)   92(71.9%) 36(28.1%)

  未分化     4     2(50%)   2(50%)     3(75.0%)   1(25.0%)

组织侵犯

T1+T2   60   22(36.7%) 38(63.3%) 56.533 <0.0001   25(41.7%) 35(58.3%) 59.885 <0.0001

T3+T4 148 125(84.5%) 23(15.5%) 126(85.1%) 22(14.9%)

区域淋巴转移

N0 103   44(42.7%) 59(57.3%) 77.018 <0.0001   32(31.1%) 71(68.9%) 80.185 <0.0001

N1   32   31(96.9%)   1(3.1%)   30(93.8%)   2(6.2%)

N2   40   39(97.5%)   1(2.5%)   36(90.0%)   4(10.0%) 

N3   33   33(100%)   0(0%)   30(90.9%)   3(9.1%)

远处转移

M0 177 118(66.7%) 59(33.3%) 9.197   0.002   99(55.9%) 78(44.1%) 15.771 <0.0001

M1   31   29(93.5%)   2(6.5%)   29(93.5%)   2(6.5%)

TNM 分期

I+II 117   59(50.43%) 58(49.57%) 85.545 <0.0001   50(42.74%) 67(57.26%) 63.239 <0.0001

III+IV   91   88(96.7%)   3(3.3%)   78(85.71%) 13(14.29%)
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(r  = 0.771, P <0.0001). 
2.4 CHD5和KLF5表达与胃癌预后的相关分析 
应用Kaplan-Meier法进行生存分析显示, CHD5
阴性表达组中位生存期为(21.00±1.36) mo, 而
阳性组为(55.00±6.97) mo; CHD5阴性组1, 3
年生存率分别为76.6%、12.1%, 明显低于阳性

表达组患者的1, 3年生存率(96.1%, 90.2%), 且
Log-rank法进行2组间生存曲线比较, 差异有统

计学意义(χ2 = 110.030, P <0.0001). KLF5阴性表

达组中位生存期为(20.00±1.54) mo, 而阳性组为

(45.00±3.27) mo; KLF5阴性组1, 3年生存率分别

为73.0%、7.4%, 明显低于阳性表达组患者的1, 3
年生存率(97.1%, 77.1%), 且Log-rank检验, 差异

有统计学意义(χ2 = 109.952, P <0.0001, 图3).

3  讨论

众所周知, 肿瘤形成的过程包括始发突变、潜

伏、促癌和演进[10-13]. 而这些过程往往涉及多个

基因的改变, 与原癌基因、抑癌基因突变的逐

渐积累有关[14-17]. CHD蛋白家族属于SWI2/SNF2
相关的AT P酶超家族 ,  包含有染色质调节域

(Chromodomains)、类SWI2/SNF2 ATP酶/解旋

酶域(SWI2/SNF2-like ATPase/Helicases)和DNA
结合域(DNA-binding domain)等结构[18,19]. 近年

来, CHD5被认为是肿瘤抑制途径的关键调节

因子, 定位于1p36基因组片段内[20,21]. 现已证实, 
在神经母细胞瘤、黑色素瘤、血液系统的恶性

肿瘤(AML、CML)和上皮源性的恶性肿瘤(甲
状腺癌、结肠癌、宫颈癌、乳腺癌)中常发现

CHD5的缺失, 提示CHD5作为一种新型肿瘤抑

制因子在肿瘤病理过程中起到重要作用[22]. 本
研究结果表明, CHD5在胃癌组织中呈明显低表

达趋势, 208例胃癌组织中CHD5的阳性表达率

为29.33% (61/208), 而68例正常的胃黏膜中可

见CHD5高表达76.47%(52/68). 此外, 单因素分

析发现CHD5蛋白的表达与患者年龄、肿瘤分

化程度、浸润深度、TNM分期、区域淋巴结及

远处转移有关, 而与性别、肿瘤部位、瘤体大

小、组织学类型无关. 不仅如此, 随着胃壁浸润

深度的加深及TNM分期的增加, CHD5的表达呈

逐渐下降趋势, 提示CHD5异常表达与胃癌的恶

性行为有关, 可能在胃癌发生发展等的生物学

过程中起到一定作用. 
之前, 唐莹莹等[23]在检测CHD5在30例肝

癌及癌旁组织中的表达时发现, CHD5 mRNA
在肝癌组织、癌旁组织的缺失率分别为

53.3%(16/30)、13.3%(4/30). 随后, Wang等[24]发

现CHD5在正常胃组织中呈高表达, 而在所有

胃癌细胞株中表达下调; 另外, 还发现在胃癌细

胞株及胃癌组织中CHD5启动子呈明显甲基化

反应, 而在癌旁正常胃黏膜中并未发生甲基化

或呈弱甲基化反应; 因此, Wang等认为, CHD5
启动子甲基化反应可能是导致CHD5蛋白表达

下调并参与胃癌形成的主要原因. 虽然实验结

果与本研究基本相一致, 但因实验样本数量太

少, 且并未进一步研究CHD5与胃癌患者预后的

关系, CHD5的表达与胃癌临床预后的关系仍

■同行评价
本文采用免疫组
织化学方法研究
了CHD5与KLF5
蛋白在胃癌组织
中的表达及其与
预后的关系, 有一
定的科学性和可
读性, 有潜在的研
究价值.

表 2 影响胃癌患者预后的多因素分析 (Cox比例风险回
归模型)

     危险因素      P值  OR值      95% CI

性别    0.003 1.609 1.176-2.200

肿瘤部位    0.019 1.365 1.051-1.773

组织分化    0.019 0.723 0.550-0.949

远处转移 <0.0001 4.946 2.273-10.762

TNM分期 <0.0001 2.631 1.787-3.873

CHD5 <0.0001 0.248 0.134-0.456

KLF5 <0.0001 0.372 0.227-0.608
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图 3 Kaplan-Meier法进行生存分析. A: CHD5; B: KLF5.
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不十分清楚. 本实验回顾性分析了208例胃癌患

者的临床和随访资料, 结合CHD5在胃癌患者

中表达情况, 应用Kaplan-Meier法生存分析发

现, CHD5阴性表达组中位生存期为21 mo, 而
阳性组为55 mo; CHD5阴性组1, 3年生存率分

别为76.6%、12.1%, 明显低于阳性表达组患者

的1, 3年生存率(96.1%, 90.2%), 且Log-rank法进

行两组间生存曲线比较, 差异有统计学意义(χ2 

= 110.030, P <0.0001). 因此, 提示CHD5的异常表

达可能与胃癌的不良预后有关. 
KLF5是KLF家族转录因子中的成员之一, 

广泛地参与细胞转化、增殖等相关基因的转录

调节, 以保障机体各类细胞的正常增殖分化和

组织发育的调控[25,26]. 然而, 这种调控一旦发生

异常, 将导致细胞的无限增殖, 促进癌症的发生. 
之前研究显示, KLF5在大多数肿瘤组织中呈表

达缺失或者下调趋势, 提示KLF5可能起到抑癌

基因的作用[27-29]. 本研究的结果表明, 与CHD5
表达相似, K L F5在胃癌组织中同样呈低表达

特点, 208例胃癌组织中KLF5的阳性表达率为

38.46%(80/208), 而68例正常的胃黏膜中KLF5
表达率为66.18%(45/68). KLF5蛋白的表达与患

者性别、年龄、肿瘤部位、瘤体大小、组织

学类型无关, 而与肿瘤分化程度、浸润深度、

TNM分期、区域淋巴结及远处转移有关. 且同

样随着胃壁浸润深度的加深及TNM分期的增加, 
KLF5的表达也呈逐渐下降趋势. 

虽然以往许多实验提示KLF5在肿瘤发生

发展中可能起到抑癌基因的作用 ,  但是最近 , 
Mori等[30]在探索KLF5在胰腺癌中的表达时发

现, KLF5呈过度表达趋势. 不仅如此, 也有实

验发现, K L F5的高表达与乳腺癌的预后差有

关[31]. 因此, 需要进一步的探索KLF5的生物学

功能, 特别是在肿瘤形成过程中的调节机制, 以
明确KLF5是作为原癌基因还是抑癌基因而发

挥作用. 本组研究发现, KLF5的表达与胃癌患

者的预后有关, K L F5阴性表达组中位生存期

为20 mo, 而阳性组为 45 mo; KLF5阴性组1, 3
年生存率分别为73.0%、7.4%, 明显低于阳性

表达组患者的1, 3年生存率(97.1%, 77.1%), 且
Log-rank检验, 差异有统计学意义(χ2 = 109.952, 
P <0.0001). 因此, 提示KLF5与胃癌的发生、发

展及不良预后密切相关. 
此外, 本组实验进一步行多因素分析发现, 

患者性别、肿瘤部位、组织分化程度、远处转

移、TNM分期、CHD5和KLF5的表达为影响胃

癌预后的独立危险因素. 因CHD5和KLF5在大

多数肿瘤中呈抑癌基因特点, 本组将两者同时

在胃癌组织中进行研究, 以期探索两种蛋白的

表达之间有无相关性. 经Spearman等级相关分

析显示, CHD5和KLF5在胃癌中的表达呈高度

正相关, 且存在统计学意义(r = 0.771, P <0.0001). 
故而推测二者在胃癌的形成过程可能存在相互

调节、协同效应. 
总之, CHD5和KLF5与胃癌的发生、发展密

切相关, CHD5和KLF的表达下调可能对胃癌的

恶性程度和预后起到一定影响作用. 但毕竟肿

瘤的发生、发展过程受多种因素的影响, 是多

种基因相互协调、相互作用的结果. 有关CHD5
和KLF5参与胃癌形成的具体机制及相关调节

途径有待于更深入的探索. 相信随着对CHD5和
KLF5研究的不断深入, 不久将来可为胃癌的诊

断和分子靶向治疗提供了崭新的思路.
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Abstract
Hepatic stem cells have the capacity of self-re-
newal, proliferation and differentiation and can 
produce progeny cells that have the same phe-
notypes and genotype as parental cells. The cells 
originate from the foregut endoderm and exist 
in the form of hepatic cells in embryonic liver, 
and small oval cells (OCs) with a large nuclear/
cytoplasmic ratio and special cell markers in 
the adult liver. Hepatic stem cells are normally 
in the dormant state and divide at a very slow 
rate. The cells begin to be activated to prolifer-
ate quickly and transit from quiescent phase to 
proliferative phase when the liver is resected by 
operation or injured by drugs. In recent years, 
numerous studies have confirmed that hepatic 
OCs are hepatic stem cells that have the bipo-
tential capability of differentiation into mature 
hepatocytes and biliary epithelial cells when 
hepatocyte proliferation is inhibited and liver 
regeneration compromised. The research of the 

role of hepatic OCs in the management of acute 
and chronic liver dysfunction, advanced cirrho-
sis, other liver diseases, and diabetes caused by 
pancreatic lesions has attracted wide attention. 
Great efforts have been made to find and isolate 
hepatic OCs. This review discusses the progress 
in research of molecular markers for hepatic OCs.

Key Words: Hepatic oval cells; Molecular markers; 
Hepatic stem cells

Yu YL, Shi BM. Progress in research of molecular markers 
for hepatic oval cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(35): 3610-3615

摘要

肝干细胞是一类具有自我更新与增殖分化能
力的细胞, 能产生表现型与基因型和自己完全
相同的子细胞. 起源于前肠内胚层, 在胚胎发
育过程中以肝细胞的形式存在, 在成年哺乳动
物肝中以小卵圆细胞存在, 表现为核大而胞质
小并具有特殊的细胞标记. 正常情况下这类细
胞处于静止期, 增生分裂非常慢. 当切除或药
物损伤后, 这类细胞开始活化增生, 迅速从静
止期进入增殖期. 近年来的研究已经证实, 肝
卵圆细胞在肝细胞严重受损和分裂增生受抑
制时呈现出向肝细胞和胆管上皮细胞双向分
化的潜能, 是一种肝脏的干细胞, 目前已经成
为热点. 肝卵圆细胞不仅在急慢性肝功能不
良、晚期肝硬化等肝脏病变, 在胰腺病变引起
的糖尿病等疾病研究中也开始引起兴趣. 但如
何发现和获得肝卵圆细胞始终是解决此类问
题的关键. 本文就肝卵圆细胞的分子标志物的
研究进展作一综述. 

关键词: 肝卵圆细胞; 分子标志物; 肝干细胞
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消化杂志  2011; 19(35): 3610-3615
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0  引言

临床上, 进行肝干细胞移植治疗各类型终末期

慢性肝病已被深切关注. 肝卵圆细胞(hepa t ic 

■同行评议者
黄志勇, 教授, 华
中科技大学同济
医院普外科



余幼林, 等. 肝卵圆细胞分子标志物的研究进展                 3611

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来的研究已
经 证 实 ,  肝 卵 圆
细胞在肝细胞严
重受损和分裂增
生受抑制时呈现
出向肝细胞和胆
管上皮细胞双向
分 化 的 潜 能 ,  是
一种肝脏的干细
胞 ,  目 前 已 经 成
为热点.

oval cells, HOC)作为肝脏干细胞的观点已被广

泛接受. 肝卵圆细胞于1937年由Kinosita首次发

现, 其细胞形态体积较小, 核呈椭圆或圆型, 细
胞质浅染. Farber等[1]在研究肝癌的病理变化中, 
观察到肝卵圆细胞来源于肝门管区有一些增生

的小细胞. Wilson和Leduc在研究肝损伤的修复

机制中, 证实增殖的卵圆细胞最终能分化为成

熟的肝细胞及胆管细胞, 首先指出这类细胞为

肝脏内原始肝干细胞[2]. 这类细胞通常能够参与

肝细胞再生和肝脏损伤修复. 当肝脏受到药物

刺激, 或其他原因造成的严重损伤或者肝功能

受到严重损害时, 这类细胞被激活并增殖、分

化为肝实质细胞和胆管上皮细胞, 使得肝功能

得以重建. 

1  肝卵圆细胞的分子标志物

近年来随着对肝卵圆细胞研究的不断深入, 已经

确立了一些肝卵圆细胞高度表达的分子标志物. 
依据其表达于细胞部位的不同, 将其分为3类: 细
胞膜类-表达于细胞膜表面的分子标志物类、细

胞胞质类-表达于细胞胞质的分子标志物类、细

胞胞核类-表达于细胞胞核的分子标志物类. 
1.1 细胞膜类 依据细胞膜类分子标志物类型的

不同, 将其分为CD分子类、受体类及膜蛋白类. 
1.1.1 CD分子类: CD分子为细胞分化分子, 在
细胞分化、增殖、迁移中发挥着重要的作用. 
Yovchev等[3]在肝卵圆细胞增殖模型中, 研究发

现大量增殖的肝卵圆细胞表面表达多种CD分

子: CD24、CD44、CD90、CD133. CD24是一

种高度糖基化蛋白质分子 ,  与细胞黏附有关 , 
CD24的表达参与了细胞的迁移, 并调节细胞生

长, 增殖. Nestl等[4]应用Northern杂交印迹和免疫

组织化学方法对小鼠肿瘤细胞及人类肿瘤组织

进行了研究, 证实CD24表达与肿瘤的转移表型

相. Baumann等[5]用RNA干扰技术下调肿瘤细胞

的CD24表达, 发现培养的肿瘤细胞数量明显减

少, 提示CD24在肿瘤细胞生长过程中起重要作

用. CD44是一种细胞膜表面糖基化蛋白质分子, 
参与细胞异质性黏附, 研究表明CD44表达强度

增加将有助于细胞迁移. Seiter等[6]在给接种有

转移BSp73ASML细胞的大鼠, 从静脉注射识别

CD44的单克隆抗体, 发现能明显抑制肿瘤细胞

生长和转移. CD90和CDl33均为干细胞分子标志

物[7,8], CD90又称Thy-1抗原, 是细胞黏附分子免

疫球蛋白超家族中最小的成员, 与细胞增殖、

分化等有重要关联[9]. CDl33是一种细胞表面抗

原, 是干细胞独特的分子标志, 其显著特点就是: 
CDl33的表达会随着细胞的分化成熟而迅速下

调[8], 常被用于干细胞分离和鉴定. 在D-半乳糖

胺/2-乙酰氨基茐, 半肝切除构建鼠肝损伤模型, 
Yovchev等[10]进一步研究证实了增殖的肝卵圆细

胞的确有分子CD44, CD24, CD133的表达. 同时

发现CD44, CD24分子在胆管细胞中也有表达, 
CD133分子在成熟肝细胞中未表达; 肝卵圆细胞

作为肝干细胞之一, CD44, CD24在肝卵圆细胞

中持续表达或高表达, 提示肝卵圆细胞存在着

正处在向胆管细胞分化的可能, CD133在肝卵圆

细胞中低表达或者表达消失, 提示肝卵圆细胞

正处在向成熟肝细胞分化的可能. 
在研究胚胎肝卵圆细胞中, CD分子表达各

有不同, Rao等[11]发现EpCAM阳性的肝卵圆细胞

在增殖的过程中表达分子CD90, CD34, 在分化

过程中表达CD45, 同时也有CD49f的表达. 其中, 
CD90, CD45, 分别被认为是肝前体细胞, 胆管上

皮细胞, 造血干细胞的表面分子标志[12], CD49f
则被认为是具有分化为肝细胞的潜能的原始内

胚肝细胞的一种表面分子标志[13]; Nyamath等[14]

研究发现CD34分子表达阳性的胚胎期肝卵圆细

胞最终可表达AFP, ALB. CD45分子属于典型的

受体型蛋白酪氨酸磷酸酶, 为Ⅰ型跨膜蛋白, 位
于白细胞表面的白细胞共同抗原, 参与免疫细

胞的分化, 发育等过程[15]. 在肝卵圆细胞中表

达, 与肝卵圆细胞发育分化密切相关; CD49f属
于整合素家族成员, 介导了细胞局部黏附和信

号传导. 积极参与细胞的生长、分化、增殖的

调控[16,17]. CD49f表达于肝卵圆细胞, 参与调控

肝卵圆细胞的分化、增殖. CD34是一种相对分

子质量为105-120 kDa的跨膜细胞表面磷酸糖蛋

白, 为一种造血干/祖细胞的表面标志. 选择性地

局限表达于造血干/祖细胞[18,19], 肝卵圆细胞中表

达CD34, 提示肝卵圆细胞可能具有多分化潜能, 
为肝卵圆细胞作为肝干细胞之一提供佐证. 另
有研究发现CD34、CD90、CD133、CD49f在肝

卵圆细胞膜上的表达则持有不同观点, Schmelzer
等[20]用细胞免疫磁珠分选出的胚胎肝卵圆细胞

表达分子发现造血干细胞分子标志物CD34、
CD90未见表达; CD133可见表达; 而CD133、
CD49f曾被视为2个独有的分子标志去分辨胚胎

肝卵圆细胞[21,22]; Liu等[23]研究也证实了CD133、
CD49f是2个高选择性的分子标志针对胚胎肝卵

圆细胞, 这与Rountree等[24]进行肝干细胞筛选时, 
证实肝卵圆细胞表达分子CD133、CD49f相一
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致; 同时, Liu等[23]用流式细胞仪检测到胚胎肝卵

圆细胞还表达分子CD117. CDl17又称C-kit受体, 
属于Ⅲ型蛋白酪氨酸激酶受体超家族成员[25], 为
Ⅰ型跨膜性糖蛋白. 正常情况下CD117的活化需

要干细胞因子(SCF)的参与[26]. SCF是重要的造

血生长因子, 与其他细胞因子协同作用可刺激

造血干/祖细胞的增殖和分化. SCF-CD117相互

作用可能是干细胞生存的关键因素. CDl17在肝

卵圆细胞的表达, 参与调控肝卵圆细胞生长、

增殖和分化. 
CD分子在肝卵圆细胞不同分化阶段呈现不

同表达, 具备多向性分化潜能, 提示肝卵圆细胞

有着肝干细胞特质. 肝卵圆细胞是否具有防御

性免疫功能, 与造血干细胞是否具有同源性有

待进一步研究证实. 
1.1.2 受体类: 在肝卵圆细胞增殖模型中, Yovch-
ev等[3]研究指出, 肝卵圆细胞表面有多种受体

的表达: Dmbt 1, Ednra Endothelin receptor type 
A, Ednrb Endothelin receptor type B, Sctr Se-
cretin receptor, Gabrp (Gamma-aminobutyrate, 
type A receptor π), Fractalkine, Ddr1, Smo, Ros1, 
Integrinβ4, Integrin α6; Chiu等[27]应用2-乙酰氨

基茐/四氯化碳构建鼠肝损伤模型, 在肝再生修

复的过程中, 发现增殖的肝卵圆细胞表达多种

受体: CTGF受体、HGF受体、SCF受体、IFN
受体、FGF-1受体、jagged 1受体、pleiotrophin
受体、IGFBP 1受体、TGF 2受体、secretin受
体. 这些受体对肝卵圆细胞的增殖、迁移、分

化起着重要作用. 其中, HGF受体与HGF结合, 可
明显刺激肝卵圆细胞有丝分裂, 促进肝卵圆细

胞增殖; Ednra Endothelin receptor type A, Ednrb 
Endothelin receptor type B, Sctr Secretin receptor, 
Fractalkine, Integrinβ4, Integrinα6这类受体与肝

卵圆细胞迁移相关. Dmbt 1, Gabrp (Gamma-ami-
nobutyrate, type A receptor π), Ddr1, Smo, Ros1, 
CTGF, SCF, IFN, FGF-1, jagged 1, pleiotrophin, 
IGFBP 1, TGF 2, secretin这类受体参与肝卵圆细

胞的分化过程. 
1.1.3 膜蛋白类: 也有研究发现, 在肝卵圆细胞增

殖, 分化, 迁移及信号传导过程中, 有膜蛋白的

参与. DLK1(delta-like protein/preadipocyte factor 
1)是一种跨膜蛋白, 其结构特征为蛋白的细胞外

区域拥有6串在结构及氨基酸序列上与表皮生

长因子高度同源的重复结构, 属于表皮生长因

子家族的成员之一, 定位于人类染色体14q32, 是
真正的祖细胞表面标志[28,29]. Huang等[30]研究发现

肝卵圆细胞表达分子DLK1, 参与肝卵圆细胞的

增殖分化过程; 磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3(GPC3), 
为硫酸肝素糖蛋白家族成员之一. GPC3通过糖

基磷脂酰肌醇锚定于细胞膜上. GPC3 mRNA在

胎肝中高表达, 在成人表达关闭[31]. Grozdanov
等[32]应用D-半乳糖胺、2-乙酰氨基茐和半肝切

除构建肝损伤模型, 在肝修复再生早期, 发现大

量增殖的肝卵圆细胞高表达分子Gpc3, 这种分

子可作为肝卵圆细胞一种新的标志物. 与肝卵

圆细胞分化密切相关. Epiplakin为细胞支架结

合蛋白, 锚定于细胞膜上, 参与细胞增殖、分化、

迁移的过程, 属于细胞功能型膜蛋白. Matsuo等[33]

在胆碱缺乏的乙硫氨酸补充(choline-deficient 
ethionine–supple-mented, CDE)饮食建立的肝损

伤模型中, 发现肝再生过程中增殖的肝卵圆细

胞表达Eppk1. 细胞黏附分子是一类细胞膜表面

跨膜糖蛋白, 与细胞的信号传导、细胞迁移、

分化密切相关, 在肝卵圆细胞表面也有表达. 上
皮型钙黏蛋白(E-cadherin)为上皮细胞标志物, 神
经型钙黏蛋白(N-cadherin)为间质细胞标志物, 
E-cadherin表达的下调和N-cadherin表达的上调

被称为EMT现象, 这种现象表现为细胞骨架系

统排列发生变化, 细胞黏附功能下降, 易于细胞

迁移. Zhao等[34]研究肝卵圆细胞分化过程中发

现了分子N-cadherin的表达; Tirnitz-Parker等[35]

在胆碱缺乏的乙硫氨酸补充(choline-deficient 
ethionine-supple-mented, CDE)饮食诱导的卵圆

细胞增殖模型中, 证实了增殖的肝卵圆细胞表

达分子E-cadherin; EpCAM(Epithelial cell adhe-
sion molecule, 上皮细胞黏附分子)作为细胞膜表

面的一种跨膜糖蛋白, 主要介导同源细胞之间

的黏附, 有促进细胞迁移的作用. Rao等[11]研究

证实了EpCAM分子肝卵圆细胞膜上也有表达. 
Matrilin-2是近年新发现的非胶原型细胞外基质

蛋白的新家族成员之一, 有4个呈现出大致相同

结构的家族成员. 唯独不同的是, Matrilin-2包含

1个位于第2个vWFA域和寡聚合反应域之间的

片段. 在卵圆细胞增殖和分化过程中, 卵圆细胞

与肝脏胞外基质成分Matri l in-2具有紧密的解

剖学关系, 介导的肝再生发挥重要作用. Szabó
等[36]在大鼠肝再生实验动物模型AAF/PH中发

现Matrilin-2 mRNA只在增殖肝卵圆细胞中表达, 
提示Matrilin-2可能是高分化增殖能力肝卵圆细

胞的标记. 
1.2 细胞胞质类 在D-半乳糖胺/2-乙酰氨基茐, 
半肝切除构建鼠肝损伤模型中, Yovchev等[10]研

■应用要点
肝卵圆细胞不仅
在急慢性肝功能
不良、晚期肝硬
化等肝脏病变, 在
胰腺病变引起的
糖尿病等疾病研
究中也开始引起
兴趣.
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究发现, 在肝再生修复过程中, 大量增殖的肝卵

圆细胞还表达分子: OV-1, 间质细胞分子标志

物: 波形蛋白、内皮蛋白、成骨蛋白7; Dorrell
等[37]应用DDC(1, 4二氢-3, 5吡啶二甲酸二乙酯)
诱导的肝卵圆细胞增殖的模型中, 发现大量增

殖的肝卵圆细胞表达分子OC2-1C6, OC2-2A6, 
OC2-6E10, 同时, 表达胆管上皮细胞分子标志

物: MIC1-1C3, OC2-1D11, OC2-2F3; 这些在肝

卵圆细胞的细胞质中表达的多类型细胞标志蛋

白, 为肝卵圆细胞多向性分化提供依据. 
1.3 细胞胞核类 Golding等[38]研究发现, 经D-半
乳糖胺处理过的鼠肝在肝再生过程中, 增殖的

肝卵圆细胞表达分子HNF1α, HNF4α, C/EBPα, 
β, δ, Foxa1, Foxa2. Shafritz等[39]在肝损伤修复过

程中, 同样发现增殖的肝卵圆细胞高表达细胞

分子HNF4α和HNF6. HNF1α, HNF4α, C/EBPα, 
β, δ, HNF6, Foxa1, Foxa2均属于HNF家族成员中

的转录因子, 这些转录因子及其之间的相互作

用构成的复杂调控网络, 精确地调控肝脏的发

育和肝细胞增殖, 分化及其功能[40]. 基因分析证

明了肝细胞分化中HNF4α、C/EBPα和HNF1α
的作用. HNF1α和HNF4α主要控制葡萄糖代谢

以及脂质和氨基酸代谢; HNF6控制一些生长因

子的分泌, 如抑制糖皮质激素的活性; C/EBPα
主要调节葡萄糖和糖原代谢以及脂质平衡. 但
C/EBPα也可能抑制肝母细胞增殖和胆管发育, 
并介导HGF诱导的肝内基因表达[41,42]. 近期研究

指出Foxa1、Foxa2调控肝卵圆细胞定向分化胆

管细胞及增殖水平, 开始发育的肝卵圆细胞中敲

除FoxA1和FoxA2后, 突变体则因胆管细胞过度增

殖而形成超常增生的胆管系统[43]. Suzuki等[44]证实

了肝卵圆细胞分化阶段有转录调控分子Tbx3表
达, 调控分子Hhex[45], Sall4[46]也有表达; Tbx(T-
box)属发育调控相关转录因子家族, 表达产物作

为真核生物的转录调控因子, 具有重要的发育

调控功能, 在脊椎和非脊椎动物胚胎的形态和

组织发生中发挥着重要作用[47]. Tbx3是T-box家
族转录因子之一[48], 参与调节细胞分化, 正常表

达量调控细胞定向分化, 过表达可导致细胞去

分化, 恶变促发肿瘤形成. 造血细胞表达的同源

异形框因子(hematopoietically expressed homeo-
box, Hhex)调控心源性区域内能决定肝细胞命运

的腹侧内胚层的增殖和定位[49]. 缺失Hhex的小

鼠胚胎虽然可以进行肝向特化(hepatic specifica-
tion), 但是不能完成肝芽的形态学形成[50]. 在早

期肝卵圆细胞内对Hhex基因进行条件性敲除

后, 也不能分化成肝细胞[45]. Sall4促进胆管分化, 
而Tbx3则抑制分化[44,46,51]. Tbx3敲除小鼠肝卵圆

细胞增殖减弱而胆管分化增强. Sackett等[52]采用

胆管结扎术致肝损伤来研究肝再生, 结果发现大

量增殖肝卵圆细胞高表达分子Foxl1, Foxl1属于

Fox基因家族成员, 是功能多样的转录因子, 含有

“翼螺旋”的DNA结合区域[53,54], 参与转录调控

和信号转导途径在细胞生长增殖、细胞分化、

代谢、凋亡等方面发挥关键作用. 由此, 细胞核

类分子标志物的表达与肝卵圆细胞信号传导, 调
控肝卵圆细胞生长、增殖、分化密切相关. 

2  结论 

目前, 尚未找到肝卵圆细胞的特异性标志. 可能

与其阶段性表达、多分化潜能或异质性有关. 
尽管通过细胞膜、细胞质和细胞核等各部位的

标志物已经基本达到标志、分离、纯化的目的, 
但仍然缺乏一种简单有效准确的标志物, 相信

在不久的将来, 随着肝卵圆细胞的进一步研究, 
对其认识的不断深入, 终将会找到一种或几种

理想的标志物, 为肝功能衰竭的有效治疗提供

有力保障. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、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, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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门静脉高压症少见成因及其诊断

孙立平, 童巧霞, 揭盛华

®

■背景资料
门静脉高压症是
指由不同原因引
起的门静脉血流
受阻或者血流异
常增多而导致门
静脉系统压力增
高和广泛侧支循
环形成的临床综
合 征 ,  最 常 见 于
肝硬化.由非肝硬
化性疾病所致的
门静脉高压仅占
5%-10%, 虽然发
病率低, 但易被忽
视, 常常被误诊为
肝硬化. 因此, 提
高对此类疾病的
认识和诊断水平
是十分必要的. 
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Abstract
Portal hypertension is defined as an increase 
in blood pressure in the veins of the portal sys-
tem and extensive formation of portal-systemic 
communicating branches, which results from a 
blockage in the portal blood flow or abnormal 
blood increment. Generally, cirrhotic portal hy-
pertension is common more than non-cirrhotic 
portal hypertension, but the latter is caused by 
a group of diseases, such as idiopathic portal 
hypertension(IPH), pancreatic sinistral portal hy-
pertension (PSPH), cavernous transformation of 
the portal vein (CTPV), congenital hepatic fibrosis 
(CHF), Budd-Chiari syndrome (BCS), hepatic si-
nusoidal obstruction syndrome (SOS), portal vein 
thrombosis (PVT), myeloproliferative disease 
(MLD), hepatic amyloidosis, and hemochroma-
tosis (HC). This paper reviews the rare causes of 
portal hypertension and their diagnosis.

Key Words: Portal hypertension; Cause; Diagnosis
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摘要

门静脉高压症是指由不同原因引起的门静
脉血流受阻或者血流异常增多而导致门静
脉系统压力增高和广泛侧支循环形成的临
床综合征, 最常见于肝硬化. 而非硬化性门
脉高压常见于特发性门静脉高压(idiopathic 
portal hypertension, IPH)、胰源性门脉高
压(pancreatic sinistral portal hypertension, 
P S P H)、门静脉海绵样变性 ( c a v e r n o u s 
transformation of the portal vein, CTPV)、
先天性肝纤维化(congenital hepatic fibrosis, 
CHF)、Budd-Ch ia r i综合征(Budd-Ch ia r i 
syndrome, BCS)、肝窦阻塞综合征(hepatic 
sinusoidal obstruction syndrome, SOS)、门静
脉血栓形成(portal vein thrombosis, PVT)、
骨髓增生性疾病(myeloproliferative disease, 
MLD)、肝淀粉样变(hepatic amyloidosis)、血
色病(hemochromatosis, HC)等. 本文就这几种
门脉高压的少见成因及诊断作一综述.

关键词: 门静脉高压; 病因; 诊断依据
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0  引言

门静脉高压症(portal hypertension)的成因, 按照

血流阻力增加的方式分为: (1)肝前性: 发病率较

低, 多由门静脉海绵样变, 门静脉或脾静脉血栓

形成及肿瘤等浸润、压迫引起; (2)肝内性: 发病

率很高, 主要由血吸虫病、先天性肝纤维化、

特发性门静脉高压、淀粉样病、骨髓增生性疾

病、肝转移癌、肝炎肝硬化、Budd-Chiari综合

征等所致; (3)肝后性: 发病率最低, 由下腔静脉

闭塞性疾病、肝窦阻塞综合征、慢性右心衰、

心脏瓣膜病、缩窄性心包炎等引起. 由非肝硬

化性疾病所致的门静脉高压仅占5%-10%[1], 虽
然发病率低, 但易被忽视, 常常被误诊为肝硬化. 
因此, 提高对此类疾病的认识和诊断水平是十

分必要的.
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■创新盘点
本文系统地综述
了临床上罕见的
几种由非肝硬化
性疾病所致的门
静脉高压症的成
因 及 诊 断 方 法 , 
对临床上对该大
类疾病的诊治提
供了很好的借鉴
依据.

1  几种门静脉高压症的少见成因及诊断

1.1 特发性门静脉高压 特发性特发性门静脉高

压(idiopathic portal hypertension, IPH)又名肝内

型窦前阻塞性门脉高压症、班替氏综合征、班

替氏病、良性肝内门脉高压、肝门静脉硬化

症、非硬化性门静脉纤维化. 由于他们的临床

病理表现很相似, 很难明确区分, 故目前认为

是同一疾病, 普遍接受的名称是特发性门静脉

高压症[2]. 即一种以脾脏肿大、脾功能亢进, 食
管胃底静脉曲张、反复上消化道出血, 但无腹

水、肝性脑病、黄疸表现的门静脉高压症. 他
与肝硬化引起的门静脉高压症临床表现极相似, 
但缺乏肝硬化的典型病理表现. 患者一般状况

良好, 肝功能正常或者轻度异常, 晚期可出现白

蛋白降低, 因此临床诊断时须排除血吸虫、肝

静脉梗阻等各种病因.
IPH的病因不明确, 一般认为与砷、铜等化

学物质, 腹腔内感染, 接触毒物或者药物, 免疫

因素, 凝血功能异常有关[3]. 这些因素都会影响

肝内小静脉及汇管区, 使门静脉、汇管区及其

周围组织发生纤维化, 继而闭塞, 最终导致IPH. 
研究显示, 患者脾脏并不是淤血性肿大, 因脾

大、脾功能亢进症状的出现明显早于门静脉高

压症状, 可能是某种刺激因素引起, 为独立于肝

脏的病变[4]. 现认为特发性门静脉高压症的病理

变化分为4期: 被膜下肝细胞萎缩、肝实质细胞

萎缩、门静脉及肝实质纤维化和门静脉硬化、

闭塞, 通常至第4期才会出现脾大[3,5-7].
IPH的诊断依据[8-10]: (1)临床表现且排除了

各种已知原因的门脉高压; (2)肝脏病理学检查

示汇管区、门静脉及周围纤维化或有炎细胞浸

润, 肝小叶结构正常, 无假小叶形成, 晚期可出

现肝细胞缓慢变性、坏死等; (3)B超显示肝表面

平整, 门静脉管壁增厚、回声增强、管肝腔狭

窄甚至闭塞出现高回声, 门静脉主干最大血流

速度明显减小, 脾脏增厚; (4)CT检查显示胃底食

管静脉曲张, 脐静脉及腹壁静脉扩张; (5)门静脉

造影示门静脉主干扩张, 中小分支减少.
研究发现 I P H可发展至不完全分割性肝

硬化[11]. Rai等[12]报道了5例不完全分隔性硬化, 
Hillaire等[13]也认为IPH随着纤维化程度的加重, 
可以发展为不完全分割性肝硬化.
1.2 胰源性门静脉高压症 胰源性门静脉高压症

(pancreatic sinistral portal hypertension, PSPH)
又称为区域性门静脉高压症、孤立性脾静脉栓

塞、胃脾区门静脉高压症、节段性门静脉高压

症, 是由脾静脉血液回流受阻引起脾胃区域静

脉压力增高, 使胃黏膜下静脉曲张, 继而发生上

消化道出血[14]. 主要表现为反复呕血及黑便、贫

血、脾脏肿大、脾功能亢进显著, 但肝功能无

明显异常, 孤立性胃底静脉曲张是特征性表现, 
胰腺病变的表现为腹痛、消瘦, 在各种门静脉

高压症中是唯一可以治愈的[15].
胰源性门脉高压是一种特殊的肝外型门静

脉高压症, 其根本原因是脾静脉阻塞. 随着脾静

脉压的增高, 脾血可以通过下列侧支循环回流: 
(1)脾静脉-胃短静脉-胃底静脉丛-胃冠状静脉-
门静脉; (2)胃网膜左静脉-胃网膜静脉弓-肠系

膜上静脉. 因此, 会出现左侧门静脉压力增高、

胃黏膜下静脉曲张及上消化道出血. 胰头部病

变导致门静脉、肠系膜上静脉和脾静脉受阻时, 
可出现异位十二指肠静脉曲张[16]. 在各种疾病

中, 引起胰源性IPH的原因分为3类: 胰源性、脾

源性、腹膜后源性[17]. 胰源性最常见的病因是胰

腺炎、胰腺肿瘤和结核; 脾源性主要为先天性

脾静脉狭窄或闭塞、脾动静脉瘘及反复感染导

致的脾静脉炎症和血栓. 腹膜后源性主要是腹

膜后纤维化、胃切除术、创伤、感染等.
PSPH的诊断依据: (1)临床表现且原发病变

明确: 胰腺、脾脏及腹膜后病变; (2)钡餐及胃镜

可见孤立性胃底静脉曲张; (3)CT示脾脏肿大, 脾
门周围及胃底静脉、胃网膜静脉丛扩张、迂曲, 
而肝脏形态正常, 同时可发现胰腺的原发病灶; 
(4)B超可发现胰腺的原发病灶, 肝脏形态正常, 
脾门及周围可见迂曲成团的静脉, 呈蜂窝状, 胃
底或胃左静脉曲张成团, 血流量增加, 速度减慢, 
因此有研究显示没有肝硬化的孤立性胃底静脉

曲张是区域性门静脉高压症最有特征的表现[18]; 
(5)血管静脉期造影示脾静脉血流受阻, 胃冠状

静脉和网膜静脉扩张, 胃底静脉曲张.
1.3 门静脉海绵样变性 门静脉海绵样变性(cav-
ernous transformation of the portal vein, CTPV)是
指门静脉主干完全或部分阻塞后, 导致门静脉血

流受阻, 侧支循环形成的一种肝前型门静脉高压

症[19], 是机体为保证肝功能及肝脏血流正常的一

种代偿性改变, 临床上较少见. 本病最初被认为

是先天性血管畸形[20], Omokawa等[21]用动物模型

证实了门静脉阻塞可导致CTPV. 主要临床表现

为脾脏肿大、脾功能亢进、上消化道出血、贫

血, 也可伴有不同程度的腹胀、腹水, 但患者肝

功能基本正常, 因此肝性脑病的发生率较低[22].
引起CTPV的病因目前还不确切, 但各种引
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■应用要点
本文系统阐明了
其发病原因及诊
断依据, 对临床诊
断有重要的指导
意义.

起门静脉阻塞的因素都可能促使他的发生, 分为

原发性门静脉海绵样变性和继发性门静脉海绵

样变性[23]. 先天性门静脉狭窄、闭锁或缺如是引

起原发性的病因, 而腹腔脏器感染、腹部外伤、

腹腔肿瘤、真性红细胞增多症、全身感染累及

门静脉等均可引起继发性门静脉海绵样变性.
CTPV的诊断依据: (1)临床表现; (2)B超示

门静脉正常结构消失, 门静脉主干和分支狭窄

或闭塞, 可见蜂窝状血流信号, 脾脏肿大; (3)CT
示脾脏肿大, 脾静脉扩张呈团块状, 肝区门静脉

正常结构消失, 代之以扩张、迂曲的团块状血

管影, 周围可见呈特征性海绵样改变的多发蜂

窝状侧支血管影, 胃底、食管下段及胃冠状静

脉曲张.
1.4 先天性肝纤维化 先天性肝纤维化(congeni-
tal hepatic fibrosis, CHF)是以门管区纤维组织

增生、小胆管增生为特征, 最终使门静脉区纤

维化, 导致门静脉压力增高, 形成门静脉高压

症. 超过一半的患者有肾脏病变[24], 儿童期发病

多见[25,26], 有一定的家族遗传倾向. 主要表现为

呕血、黑便、肝脾肿大、腹胀、腹水, 易合并

Carolina病和多囊肾, 伴发Carolina病时可反复

发作上腹痛、发热、黄疸, 伴发多囊肾时会出

现肾功能减退, 甚至肾功能衰竭. 目前, 多数学

者认为先天性肝纤维化和常染色体隐性遗传性

多囊肾是同一疾病的不同表现形式[27,28]. CHF根
据临床表现的不同分为[29]: 门脉高压型、胆管

炎型、门脉高压合并胆管炎型、无症状型4种, 
以门脉高压型最多见, 主要为上消化道出血(占
44.4%)、反复发作的胆管炎所致的发热、腹痛

(占30.6%), 也可同时出现上消化道出血和胆管

炎、发热(占8.3%). 有的患者终生无症状, 仅在

尸检时偶然发现[29].
CHF的诊断依据: (1)临床表现; (2)B超及CT

可见肝脾肿大、门静脉扩张、食管胃底静脉曲

张、肝内胆管扩张, 伴发多囊肾时, 可见双肾多

发性囊性病变; (3)肝功能正常或轻微异常; (4)
肝组织活检是确诊先天性肝纤维化的金标准[30]: 
肝小叶结构完整, 无结节性再生及假小叶形成, 
肝细胞板排列基本正常, 无肝细胞坏死及再生, 
肝内门脉支减少或消失; 肝内小叶间胆管板发

育异常, 小叶间胆管受累, 形成发育不良的胆管

结构[31]; 肝组织内呈现宽大致密的胶原纤维间

隔, 或纤维束弥漫穿插于固有的肝小叶内, 纤维

间隔内无明显炎症反应.
1.5 Budd-Chiari综合征 Budd-Chiari综合征(Budd-

Chiari syndrome, BCS)又称为肝静脉阻塞综合

征, 是指肝静脉或其开口以上的下腔静脉阻塞

性病变引起的一种以IPH(或)和下腔静脉高压

为特征的肝后性疾病. 本病多发于中青年男性, 
典型临床表现为腹痛、肝脾大、腹水、下肢水

肿[32-34]. 受肝静脉和下腔静脉阻塞的部位、程度

及侧支循环的影响, 肝静脉阻塞时还可出现食

欲不振、腹胀、黄疸、消化道出血, 胸腹壁及

精索大隐静脉曲张, 肝昏迷, 下腔静脉阻塞还可

出现色素沉着、溃疡、乏力、活动后心悸、气

喘等.
引起BCS的因素有: 先天性发育异常导致的

下腔静脉阻塞, 肿瘤占位, 血栓阻塞, 血管压迫, 
自身免疫性疾病, 体内血液高凝状态等. 形成的

病理生理改变基础是肝静脉回流受阻后, 其压

力明显升高, 致肝中央静脉和肝静脉窦淤血、

扩张, 继而导致门静脉高压. 如果病变累及下腔

静脉, 就会导致下腔静脉高压, 进而出现一系列

临床表现. 如诊断不及时, 可因肝实质纤维化、

肝硬化甚至肝功能衰竭而死亡. 部分患者因肝

动脉代偿性充血及血流分布不均, 可在肝硬化

或门静脉高压症状出现以前形成再生结节[35].
BCS的诊断依据: (1)临床表现; (2)B超提示

肝静脉及下腔静脉阻塞的具体部位, 同时有肝

脏肿大和腹水; (3)CT示肝脾明显增大, 肝内多

发雪花状或斑片状强化表现; (4)血管造影示下

腔静脉造影或者肝静脉造影可明确病变部位及

侧支循环情况, 明确诊断; (5)磁共振示肝脏淤血, 
肝实质低强度信号, 肝静脉和下腔静脉的开放

状态也可清晰显示, 甚至可以区分新鲜血栓与

机化血栓或者肿瘤, 还可显示蛛网样的肝内侧

支循环, 同时显示肝外侧支循环.
1.6 肝窦阻塞综合征 肝窦阻塞综合征(hepatic si-
nusoidal obstruction syndrome, SOS)又称肝小静

脉闭塞病, 是某些原因使肝小叶中央静脉和小

叶下静脉等肝窦内皮细胞损害导致管腔狭窄、

广泛闭塞即肝窦流出道阻塞所引起的肝内窦性

门静脉高压症, 临床上较为少见. 典型的SOS是
疼痛性肝肿大、顽固性腹水及黄疸, 还可出现

脾脏肿大、乏力、纳差、恶心、呕吐、腹泻、

腹胀等, 严重者可同时出现心、肺、肾损害的

多脏器功能衰竭. 最初发现SOS是摄入千里光中

毒的患者, 当时组织学最显著的改变是中央静

脉阻塞, 严重者可进展为非门脉性肝硬化[36]. 近
年的实验研究证明本病发生最根本、最早的病

理改变是肝窦流出道阻塞而非小静脉阻塞[37]. 因
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■同行评价
本文综述了引起
门脉高压的少见
成因及诊断, 为临
床提供了诊断思
路 .  全 文 内 容 丰
富, 层次清晰, 可
读性强, 对临床有
较好的指导意义; 
此外, 本文反映了
研究工作的科学
问题和特定内容, 
简明而有特色.

此, DeLeve[38]等将其更名为SOS.
发生SOS的主要原因有药物如咪唑硫嘌呤, 

免疫性因素如器官移植, 植物毒素如吡咯类生

物碱和中药土三七, 其他因素如先天性畸形、

血栓等. 肝窦内皮细胞对这些因素比肝细胞更

敏感[39,40], 主要是引起肝窦高度扩张、淤血, 进
而致肝小静脉内膜明显增厚并纤维化, 管腔显

著变小. 但是随着研究的进展, 肝小静脉阻塞的

组织学依据不再是确诊SOS的必备条件[41].
SOS的诊断依据: (1)临床表现; (2)肝功能

示血清胆红素升高, CA125升高[42], 蛋白质C等

降低[43]; (3)B超显示肝、脾肿大, 腹腔积液, 门静

脉主干及分支内径增宽、血流缓慢, 肝静脉内

径狭窄、变细等; 肝内回声强弱不均匀, 呈补丁

状分布[37]; (4)MRI可表现为肝实质片状信号增

强, 与肝窦淤血相一致[44]. 动脉期肝内信号偏低, 
门静脉期见门静脉分支末端肝实质信号片状强

化, 呈不均匀分布, 肝静脉腔内造影剂充盈不良; 
(5)肝组织学活检光镜下可见肝窦扩张、淤血, 
肝细胞变性、坏死, 中央静脉或汇管区小静脉

管腔狭窄、管腔增厚伴纤维化.
1.7 门静脉血栓形成 门静脉血栓形成(portal vein 
thrombosis, PVT)指门静脉主干、肠系膜上静

脉、肠系膜下静脉或者脾静脉发生血栓, 继而

阻碍门静脉系统血液回流, 是一种临床上较少

见的血管阻塞性疾病, 其起病隐匿, 少有急骤. 
临床表现为: 早期腹痛、腹泻、恶心、呕吐; 
进展期症状加重, 不同程度腹胀、肛门停止排

便、排气、腹膜刺激征、血性腹水、发热、上

消化道出血等. 急性门静脉血栓形成时, 脾脏迅

速增大, 食管胃底静脉曲张破裂而出现上消化

道出血, 慢性者可出现肝门处海绵状血管瘤和

门静脉压力进行性升高[45]. 如患者不能得到及

时有效地治疗, 病情恶化, 将会导致肠坏死、腹

膜炎、血性腹水等. 此时病情凶险, 死亡率高达

50%[46]. 由于缺乏典型的症状和体征, 临床上常

误诊为急性肠梗阻、胰腺炎、胆囊炎、原发性

腹膜炎等.
PVT的原因可分为原发性和继发性[47], 二者

均与血液的高凝状态相关. 但原发性门静脉血

栓形成多为先天性因素如高纤维蛋白原血症、

蛋白缺乏症等, 而继发性门静脉血栓形成多与

获得性凝血功能障碍有关, 如门静脉高压症、

腹腔感染、腹部手术及外伤、长期使用高凝药

物等[48]. 因此, 在临床诊治过程中, 对于无明确原

因的上消化道大出血或脾大, 不明原因的麻痹性

肠梗阻, 不明原因的腹胀、腹痛、血样便, 伴有

血液高凝状态, 应警惕门静脉血栓形成.
PVT的诊断依据: (1)临床表现; (2)B超示血

管腔内均匀低回声团, 无血流信号; (3)CT诊断本

病的准确率是90%, 是目前较为常用的方法[49]. 
CT示小的血栓充盈缺损, 门静脉完全阻塞时表

现为“双轨征”; (4)颈静脉造影可精确显示门

静脉血栓的延伸、狭窄程度及具体位置.
1.8 骨髓增生性疾病 骨髓增生性疾病(myelopro-
liferative disease, MLD)是某一系或多系分化相

对成熟的骨髓细胞不断地科隆性增殖所引起的

肿瘤性疾病, 包括骨髓纤维化, 原发性血小板增

多症, 慢性粒细胞白血病, 真性红细胞增多症, 约
20%的骨髓增生性疾病可伴发门静脉高压症[50]. 
本病以中年男性多见, 可表现为头痛、眩晕、

多汗、疲乏无力、耳鸣、眼花等, 系由于血液

的黏滞度增高导致血流缓慢及缺氧, 还可出现

呕血、黑便、皮肤、黏膜显著性充血,多伴有

脾大.
MLD引起门静脉高压症的原因: (1)门静脉

及脾静脉血流量增大, 形成漩涡及血管内皮损

伤而导致门静脉及脾静脉血栓形成, 引起非硬

化性门静脉高压症[1]; (2)因髓外造血致脾静脉血

流量增加, 形成的高动力循环易发生门静脉高

压症[51].
MLD所致门静脉高压症的诊断依据: (1)临

床表现且脾大, 但无脾功能亢进的表现; (2)肝
功能基本正常, 可有腹水, 但白蛋白正常; 白细

胞、血小板升高, 但与感染无关[52]; 骨髓检查嗜

酸性粒细胞较多见[53]; (3)B超显示肝脏体积正常

或者稍大, 脾肿大, 门静脉管壁增厚, 管腔狭窄; 
(4)门静脉造影示门静脉主干管腔狭窄, 脾静脉

未显影, 肝内门静脉汇合处狭窄伴周围侧支形

成, 食管胃底静脉曲张; (5)肝组织活检可见肝细

胞轻度肿大, 未见假小叶; (6)脾穿刺可发现髓样

化生, 处于不同阶段的粒细胞、巨核细胞、有

核红细胞及正常脾淋巴细胞. 
1.9 肝淀粉样变 肝淀粉样变(hepatic amyloidosis)
是一种临床少见, 且易漏诊、误诊的病变, 是由

多种原因导致的以纤维蛋白为主的淀粉样物质

沉积在血管壁及组织或者器官细胞外, 最易累

及肝脏、脾脏等, 预后不良[54,55]. 淀粉样物质沉

积于肝细胞之间或网状纤维支架时称为肝淀粉

样变[53]. 肝脏是淀粉样变最易累积的部位[56,57], 
有文献显示[58], 95%的淀粉样变患者有肝淀粉

样变. 本病多发于中老年, 临床表现根据淀粉样
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物质沉积的部位、沉积量及受累器官、组织

不同而表现各异. 肝脏受累的临床表现较轻微, 
80%-90%患者肝肿大[59], 重量可超出正常的几

倍, 甚至成为巨肝, 巨肝伴转氨酶升高、黄疸时

病情严重, 预后差. 此外, 纳差、腹胀、体质量

减轻、疲劳、水肿、腹水等也是常见症状, 极
少部分出现门静脉高压症.

肝淀粉样变性所致的门静脉高压症诊断

依据: (1)临床表现; (2)肝功能轻度异常, 其他可

有蛋白尿、碱性磷酸酶增高等[57]; (3)CT示淀粉

样物质沉积部位表现为灶性低密度改变, 称为

“淀粉样假瘤”[60]; (4)B超检查无特异性改变, 
多为肝脏弥漫性增大; (5)肝组织活检示淀粉样

物质沉积于动脉、小动脉管壁及狄氏间隙, 肝
窦及肝实质、门脉及周围均可累及, 未见假小

叶, 电镜下表现为肝细胞周围大量团块状、纤

细状微小非分支的细纤维结构.
1.10 肝血色病 血色病(hemochromatosis, HC)又
称色素性肝硬化, 是多种原因导致过多的铁沉

积在脏器、组织, 造成不同程度的基质细胞破

坏、纤维组织增生及脏器功能障碍, 是罕见的

先天性铁代谢紊乱性疾病. 当过多的铁沉积于

肝脏, 即为肝血色病, 又称为血红蛋白沉着症、

肝铁过度沉积症. 临床特点[61,62]: 早期无症状, 一
般在3-5年以后, 随着病情进展会出现皮肤色素

沉着、内分泌紊乱、肝功能衰竭、糖尿病、心

脏和关节病变、腺垂体功能障碍等. 血色病患

者大部分都会出现肝肿大, 说明对肝脏的病变

起主导作用的是沉积的铁. 血色病肝硬化发生

原发性肝癌的发生率是正常人的200倍, 大部分

起源于肝内胆管, 但是在肝硬化发生前治疗本

病可防止肝癌发生[63].
肝血色病的发生原因分为原发性和继发性[64]. 

肝原发性血色病是一种常染色体隐性遗传病, 与
HFE基因中C282Y错义突变型密切相关[65], 85%
的病人都可检测到C282Y突变, 是较好的诊断依

据[66]. 肝继发性血色病患者过量的铁一般沉积在

网状内皮细胞内[67], 常见于过量应用铁剂、大量

输血、溶血性贫血、肝病、铁利用障碍所致的

贫血等.
肝血色病的诊断依据: (1)皮肤色素沉着, 患

者全身古铜色或金属灰色; (2)糖尿病: 有时可为

首发症状; (3)肝肿大和肝硬化: 早期患者可表

现为肝肿大, 肝质地较硬, 肝功能异常; (4)心脏

可出现心率失常、心力衰竭, 关节主要是疼痛; 
(5)实验室检查铁代谢异常: 血清铁、铁蛋白及

铁蛋白饱和度增高; (6)CT示肝脏密度弥漫性增

高, 似增强后, 称之为“白肝症”[68], 但肝内血

管密度减低, 原发性肝血色病的脾脏密度正常; 
(7)MRI示肝脏的信号强度降低, 这种低信号的

肝脏称之为“黑肝症”[68], 是肝脏铁过度沉积的

定性指标[69]; (8)肝细胞活检示小管周边肝细胞

内有含铁血黄素颗粒, 晚期胆管上皮细胞、枯

否细胞及巨噬细胞都有铁质沉积, 同时还会出

现脂肪变性和空泡变性等非特异性的变化; (9)
基因检测: 检测C282Y有无突变, 可用来筛查和

诊断[70].
非硬化性门静脉高压症的诊断较困难, 详细

的病史采集极为重要, 各种辅助检查也是重要

的诊断依据.

2  结论

临床上, 形成门静脉高压症的非硬化性疾病还

有α1-抗胰蛋白酶缺乏症、Wilson病、成人先天

性门静脉畸形、门静脉纤维化、脾静脉血栓形

成等. 由于该类疾病发生率低, 且多数缺乏特异

性诊断手段, 加之临床医生普遍对其认识水平

及重视程度不够, 以至于误诊率很高. 因此, 有
必要提高对该类疾病的认识水平. 当遇到非肝

硬化所致门静脉高压症时, 采集详细的病史, 认
真分析疾病的特征, 合理选择相关检测手段, 是
明确病因、减少误诊、误治的关键.
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Abstract
Acute pancreatitis is a serious complication of 
pregnancy. In recent years, hypertriglyceridemia 
has become a common cause of acute pancreati-
tis, and up to 56% of pancreatitis cases during 
pregnancy are caused by hypertriglyceridemia. 
The majority of cases of hyperlipidemic pancre-
atitis in pregnancy belong to severe pancreatitis, 
and are commonly seen in the second and third 
trimester, easily recurrent, and dangerous. As 
hyperlipidemic pancreatitis in pregnancy is as-
sociated with a perinatal and maternal mortality 
of 20% to 50%, it seriously threatens maternal 
health and fetal lives. Now great efforts have 
been made to reduce the incidence of this com-
plication and deaths of mothers and fetuses, 
and avoid the deformity of the baby. This article 
aims to review the progress in the treatment of 
hyperlipidemic pancreatitis in pregnancy.

Key Words: Hyperlipidemia; Pancreatitis; Pregnan-
cy; Treatment
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摘要

妊娠合并急性胰腺炎是妊娠期严重的并发症, 
其中高脂血症性胰腺炎近年在妊娠合并急性
胰腺炎病因中所占比率逐年增加. 近年统计高
脂血症所占比率高达妊娠合并急性胰腺炎的
56%, 而且妊娠合并高脂血症性胰腺炎为重症
胰腺炎的主要原因, 多见于妊娠中晚期, 易反
复发作, 病情凶险, 孕产妇病死率及围生儿病
死率达20%-50%, 严重威胁着孕产妇的身体健
康, 也殃及胎儿的生命安全. 目前临床上致力
于研究降低此病的发病率、孕妇与胎儿的死
亡率以及避免婴儿的畸形, 本文就有关妊娠合
并高脂血症性胰腺炎治疗方面的现状与进展
作一综述. 

关键词: 高脂血症; 胰腺炎; 妊娠; 治疗
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0  引言

妊娠合并急性胰腺炎是妊娠期严重的并发症, 
高脂血症性胰腺炎发生约占1/25 000分娩者, 占
妊娠合并胰腺炎的4%-6%[1-4]. 近年随着生活水

平提高和饮食结构的改变, 发病率在我国有升

高趋势, 高脂血症所占比率高达妊娠合并急性

胰腺炎的56%[5,6]. 妊娠合并高脂血症性胰腺炎为

重症胰腺炎的主要原因[7], 通常发生在妊娠中晚

期[8], 其病情凶险[9], 孕产妇病死率及围生儿病死

率为20%-50%[10,11]. 此病虽然临床少见, 但症状

重、并发症多、易反复发作, 严重威胁着孕产

妇的身体健康, 也殃及胎儿的生命安全, 其治疗

方案及治疗理念备受关注. 本文就有关本病治

疗方面的现状与进展作一综述, 以期对今后的

研究有所裨益. 

1  妊娠合并高脂血症性胰腺炎的病因  

国内外研究者认为高脂血症性胰腺炎与血清

胆固醇升高无关, 而与血清甘油三酯(triglycer-
ide, TG)水平显著升高密切相关[12,13], 当TG高

■背景资料
妊娠合并急性胰
腺炎是妊娠期严
重 的 并 发 症 ,  其
中高脂血症性胰
腺炎近年在妊娠
合并急性胰腺炎
病因中所占比率
逐 年 增 加 ,  而 且
多为重症胰腺炎, 
多见于妊娠中晚
期 ,  易反复发作 , 
病 情 凶 险 ,  孕 产
妇病死率及围生
儿 病 死 率 高 ,  本
文主要阐述其治
疗进展.



3624               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年12月18日  第19卷  第35期

www.wjgnet.com

■研发前沿
关于妊娠期出现
的高TG血症应努
力 深 入 研 究 ,  进
一步研究安全有
效迅速地降低TG
浓 度 的 方 法 ,  另
外采取基因治疗
以降低家族性高
T G 血 症 的 血 T G
浓 度 ,  有 望 成 为
研 究 的 方 向 ,  应
用前景广阔.

于11.3-22.6 mmol/L时可直接诱发急性胰腺炎

(acute pancreatitis, AP)[14-16], 故高脂血症性急性

胰腺炎又称为“高甘油三酯血症性急性胰腺

炎”. 高脂血症(hyperlipidemia, HL)既可作为

AP病因, 又可为其结果; 妊娠为继发性血脂升高

的主要因素[17], 可导致高脂血症性胰腺炎, 其发

生原因考虑为如下: (1)由于近年来随着生活水

平的提高, 妊娠期营养摄入不合理, 主要以高蛋

白、高脂肪饮食为主, 肠道吸收脂肪功能增加, 
导致妊娠期孕妇HL发生率明显升高; (2)AP时, 
由于大网膜和腹膜的脂肪组织坏死后脂质被吸

收入血, 肝脏释放出更多的TG, 加重HL; (3)正常

妊娠在脂蛋白水平上发生生理变化[18,19], 孕早期

与非孕期相差不大, 孕中期以后逐渐增高, 到孕

晚期明显增高[20], 这与在妊娠生理状况下, 机体

内多种激素发生变化有关. 妊娠可明显影响血

脂及脂蛋白代谢, 促使脂肪动员的激素如糖皮

质激素、胰高血糖素、生长激素等分泌增加以

及脂肪组织中激素敏感性脂肪活性增强, 促使

肝脏合成极低密度脂蛋白增强, 导致孕末期有

HL倾向[21-24]. 也有报道, 随孕周的增加, 胎盘泌

乳素分泌量逐渐增加, 同时, 雌激素的刺激, 使
体内载脂蛋白AI合成增加约25%, 而孕激素可部

分抵消雌激素升高高密度脂蛋白胆固醇(high-
density lipoprotein cholesterol, HDL-C)水平的作

用[25]. 高甘油三酯血症的原因还可见于原发性甘

油三酯代谢遗传性疾病, 最常见的疾病有家族

性高甘油三酯血症、脂蛋白脂酶缺乏症和载脂

蛋白C-II的缺乏[26]. 报道[27-30]称Ⅰ型、Ⅳ和Ⅴ型

HL[30,31]发生AP最为多见, TG 10-20 mmol/L为妊

娠合并AP可确认的危险因素[32,33]. 一旦血中TG
升高, 胰腺释放高浓度胰脂酶分解TG, 使血液中

产生大量游离脂肪酸, 脂蛋白底物释放的脂肪酸

及在胰腺毛细血管床释放的溶血卵磷脂超过了

白蛋白所能结合的数量, 胰腺血管微血栓形成, 
而使胰腺细胞膜溶化, 产生化学性AP[34,35]. 妊娠

期血液常处于高凝状态, HL又可加重血液黏稠

度, 使胰腺处于缺血状态, 从而诱发AP, 特别在有

胰腺炎病史者更易复发. 另外, 妊娠中晚期增大

的子宫挤压胰腺、压迫胰腺导管导致其内压升

高, 同时又可压迫胃、十二指肠, 使十二指肠液

反流入胰管, 激活胰酶从而诱发AP[36]. 

2  妊娠合并高脂血症性胰腺炎的治疗现状  

妊娠合并高脂血症性胰腺炎的治疗原则与非妊

娠期基本相同, 但由于其病情一般较重, 常为重

症AP, 又要同时兼顾母婴安全, 常需要联合消化

内科、产科、儿科及重症医学科等多学科, 根
据孕妇本身情况、胎儿成熟情况等制定“个体

化”治疗方案[37]. 
2.1 非手术治疗 国内外研究[38,39]认为治疗目标

包括降低血清TG浓度、减少胰腺分泌、控制疼

痛、抗感染及预防循环衰竭等. 关键在于根本

上解决HL的状况, TG降至5.65 mmol/L以下可防

止AP的进一步发展[29,40,41]. 同时因妊娠的特殊性, 
要提供孕妇和胎儿必要的营养, 选择药物应特

别慎重. 
2.1.1 高脂血症的治疗: 禁食和静注5%葡萄糖

与胰岛素往往能降低TG含量[42,43], 有效地控制

妊娠患者的TG水平, 但其持续时间有限. 因为

一个成长中的胎儿需要母体的热量、必需氨基

酸和必需脂肪酸, 然而在这些患者中再次进食

的开始就出现TG水平增加, 加重胰腺炎[44]. 含
微量脂肪的食物中同时含有高浓度的非脂肪的

热量, 妊娠期可能会导致极低密度脂蛋白综合

征, 增加在肝脏TG的合成[45]. 有人发现含约10%
脂肪的热量的全肠外营养不会显著增加孕妇的

TG[42,44], 这是因为脂质在全身输送绕过肝脏, 生
成富含脂蛋白的TG. 因此高脂血症性AP孕期脂

类摄入量控制在30-40 g以下即可[28,46,47]. 同时限

制热量摄入可使血脂下降, 降低复发危险性. 调
脂药物选择上, 他汀类属FDA妊娠分级X类, 对
胎儿有致畸的危害性, 妊娠期禁用[48]. 贝特类与

烟酸属C类, 报道称[49]非诺贝特安全用于怀孕期

高TG血症. 普罗布考为FDA妊娠分级B类, 但对

血TG的影响小, 对于高脂血症性AP效果不佳. 
因此, 目前妊娠期HL无安全而有效的调脂药物, 
需饮食调节来控制TG水平, 待开发适合妊娠期

用的新的调脂药物. 
2.1.2 抑制胰腺分泌: (1)禁食及胃肠减压可减少

胃酸进入十二指肠引起胰腺分泌增加的风险, 
并可减轻肠胀气及肠麻痹; (2)抗胰酶的活性药

物抑肽酶, 可以抑制胰蛋白酶、纤维蛋白酶及

酶原的激活因子; (3)抑制胃酸分泌药物H2受体

阻滞剂如雷尼替丁、质子泵抑制剂如冸托拉唑

等, 通过抑制胃酸的分泌减少促胰酶的分泌而

使胰酶分泌减少; (4)其他: 生长抑素及其类似品

如施他宁、奥曲肽等, 能抑制促胰酶的分泌. 以
上药物均属FDA妊娠分级B类, 对胎儿是否有潜

在影响还缺乏循证方面的数据, 应用时需慎重, 
尤其生长抑素类制剂对在孕妇中是否应用目前

尚无定论. 
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■应用要点
妊娠合并高脂血
症性胰腺炎由于
合并妊娠的特殊
情况, 选择药物上
受限制, 如他丁类
降脂药物对胎儿
有致畸作用; 也涉
及产科问题, 需消
化内科、产科协
助治疗, 必要时需
要外科治疗, 本文
对妊娠合并高脂
血症性胰腺炎治
疗有一定的指导
意义.

2.1.3 抗生素的应用: 为预防继发感染及并发症, 
原则上应使用广谱、高效、易通过血胰屏障的

抗生素, 可选用FDA妊娠分级B类的药物如第3
代头孢菌素、甲硝唑, 但FDA妊娠分级C类药物

亚胺培南与喹诺酮类如左氧氟沙星在妊娠期应

慎用. 抗生素应根据病情轻重调整剂量及疗程, 
在孕期使用应权衡利弊, 以保证疗效和胎儿的

安全. 
2.1.4 止痛、解痉: 腹痛明显时可用维生素K3(FDA
妊娠分级B类)解痉, 减轻疼痛; 盐酸哌替啶、硫

酸阿托品虽有止痛, 防止Oddis括约肌痉挛, 减少

胰液、胃液的分泌, 但均为FDA妊娠分级C-D类

药物, 妊娠期应慎用. 
2.1.5 营养支持, 纠正和维持水电解质酸碱平衡

紊乱, 防治休克治疗: 早期给予全肠外营养是一

个安全和灵活的治疗方案[50], 可使胰腺休息、控

制TG浓度, 可为成长中的胎儿提供必要的卡路

里和必需氨基酸, 满足母体及胎儿对营养的需

求, 保证胎儿各重要脏器发育成熟[51]. 同时全肠

外营养也可作为控制症状和降低TG、预防AP
诱发的一种有效的手段. 早期进食导致症状复

发和TG浓度不好控制, 因此待症状和体征、血

象恢复正常后开始进流食. Chen等[52]认为入院

时TG<4.5 mmol/L者使用脂肪乳剂是相对安全

的,结合综合治疗能减少并发症发生, 缩短病程;
但入院时TG>4.5 mmol/L者因可能存在先天性

脂蛋白酶系统异常, 应用脂肪乳剂后TG升高、

病情加重或复发、病程延长等风险, 故建议间

断使用或禁用脂肪乳剂. 积极补充液体及电解

质(钾、镁、钙离子), 以恢复有效循环血量. 有
休克时应给予羟乙基淀粉或白蛋白或输血浆, 
密切观察和及时处理其他全身并发症. 
2.2 血浆置换 可快速而安全地降低TG、乳糜微

粒, 改善症状、体征[53]. 血浆置换的时间是关键, 
越早置换(发病48 h内)效果越好[52,54,55]. Saravanan
等[56]报道过2次连续的血浆置换, TG水平分别降

低73%和82%, 首次血浆置换后血浆黏稠度下降

50%, 迅速改善重症AP病情. 
2.3 血液灌流、连续性静脉-静脉血液滤过 血液

灌流有稳定内环境的作用, 能在早期清除过多

的细胞因子和炎症介质[57], 可能有利于减轻全

身炎症反应, 改善心、肺、肾等器官功能[28,58-60], 
连续性静脉-静脉血液滤过(con-tinuous venous-
venous hemofiltration, CVVH)能显著减少肠道

细菌易位和内毒素血症[61]. 孙备等[62]认为血液滤

过是高脂血症性AP非手术综合治疗的中心环节

和重要措施, 应用血液滤过的时机选择早期(72 h
内)为佳, 即越早越好, 且血液滤过对于高脂血

症性AP合并腹腔室隔综合征(ACS)的部分患者

可显著改善腹内压, 使其避免经历开腹减压的

创伤. 文献报道[63], 31岁的孕妇25 wk时出现高

脂血症性AP合并败血症及多器官功能障碍综合

征(multiple organ dysfunction syndrome, MODS), 
在常规治疗基础上, 进行了CVVH和3个循环阶

段的血液灌流(hemoperfusion, HP)后治愈, 认为

早期干预血液净化治疗和CVVH与HP结合可在

重症及高脂血症性AP有效. 也有报道[64], 配对血

浆滤过吸附(plasma filtration adsorption, CPFA)
与CVVH联合治疗急性肝功能衰竭(acute liver 
failure, ALF)及MODS患者, 症状显著改善, 未见

治疗相关的不良反应, 但尚无合并妊娠患者的

治疗报道. 也有报道[65]CVVH并没有显著减少甘

油三酯水平, 不是处理妊娠合并高脂血症性胰

腺炎的关键方法, 需在临床多规模治疗观察. 
2.4 手术治疗 国内外作者认为对于妊娠合并高

脂血症性AP的手术治疗作用有限, 除有并发症

发生外一般采用保守治疗. 如积极治疗48-72 h, 
病情恶化, 影像学提示胰周浸润范围扩大, 则采

用外科干预治疗[66]. 手术指征: (1)胰腺感染坏死; 
(2)腹腔内大量渗出液、腹内压明显增高、迅速

出现严重并发症; (3)合并胰胆管梗阻者. 手术时

机在妊娠中期或产褥期. 妊娠中期胎儿器官发

育已完善, 自发性流产和早产的可能性较小, 且
子宫也未进入上腹腔, 对手术视野影响较小[67]. 
手术重点是剖宫产娩出胎儿缓解腹腔内高压、

胰包膜切开引流、清除坏死及毒性物质、腹腔

引流及术中、术后冲洗[68]. 随着微创技术的发

展, 目前大多数研究表明, 妊娠期腹腔镜手术治

疗是安全可靠的, 术中所致的二氧化碳气腹并

不干扰胎儿的酸碱平衡, 但应注意母体的酸碱

平衡, 若出现高碳酸血症或酸中毒, 应改行开腹

手术[69]. 
2.5 产科处理  
2.5.1 预防早产: 约75%的妊娠期AP发生在妊娠

晚期, 据统计其早产率高达30%-40%[28,70,71], 因此

在保守治疗AP的同时需保胎治疗, 密切观察胎

心率、宫缩及阴道分泌物的变化, 并进行无负

荷试验(NST)、胎动计数及B超检查等监护胎儿

宫内发育状况. 对有早产征象者给予硫酸镁抑制

宫缩及地塞米松促胎肺成熟, 作终止妊娠准备. 
2.5.2 终止妊娠: 终止妊娠有利于AP病情的缓解, 
孕妇分娩后TG明显下降[72]. 有些人认为分娩后
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■同行评价
该综述很好地阐
述了目前国内外
对妊娠合并高脂
血症性胰腺炎的
治疗进展, 对消化
科医生、妇产科
医生及普外科医
生会有很大的帮
助, 对临床医生正
确诊断和治疗该
病提供了很好的
依据, 临床价值很
大, 实用性非常好, 
紧密联系临床.

24 h内血脂水平可降低15%-25%, 也有报道产后

48 h TG可降低50%[29]. AP产生的细胞因子和炎

症介质可能通过胎盘影响胎儿的生长发育; AP
所致的ARDS又可能导致胎儿宫内窘迫, 甚至宫

内死亡, 进而影响孕妇的预后[73]. 因此, 对于妊

娠晚期患者, 如果经多学科评估, 认为胎儿出生

后存活的可能性大, 即应果断终止妊娠; 孕早、

中期病人应加强对胎儿的监测, 一旦发现胎儿

死亡应及早采取措施, 排出死胎. 是否终止妊娠

需要综合考虑孕妇病情、胎儿发育情况、胎儿

是否存活等, 对有下列情况应尽快终止妊娠: (1)
明显的流产或早产征象; (2)胎儿窘迫或死胎; (3)
已到临产期[67]. 终止妊娠的方法: 应选择最快、

对母体影响最小的方法, 一般应选择剖宫产术. 
如果孕妇已临产、胎儿很小或产程进展很顺利,  
可考虑经阴道分娩, 胎儿窘迫者应及时行剖宫

产术分娩抢救胎儿. 治疗总的原则是尽可能兼

顾母婴的安全, 当无法兼顾时, 在终止妊娠的决

策过程中应以保全孕妇的生命为首要目标. 

3  结论

妊娠合并高脂血症性AP治疗主要致力于降低

TG含量、治疗胰腺炎、保护孕妇和胎儿, 因此

孕妇应采取合理、均衡的营养, 避免高脂血症

的产生, 一旦发生AP应早期诊断及治疗, 阻止病

情发展. 关于妊娠期出现的高TG血症应努力深

入进行实验研究和临床探索, 寻找安全有效迅

速地降低TG浓度的新药新方法, 并且在AP的发

生和发展的机制上作更进一步的深入研究, 在
临床中探索适合妊娠期的新方法, 同时多学科

协作制定适合妊娠期高脂血症性AP的综合性治

疗方案, 以降低该病的发病率和死亡率. 
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■背景资料
经内镜逆行胰胆
管造影术(ERCP)
目前已成为治疗
胆总管结石的主
要方法, 但位于左
右肝管内结石的
治疗目前还未有
定论. 本文对左右
肝管结石的取石
方法进行研究, 探
讨左右肝管结石
的内镜治疗方法. 
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic value of en-
doscopic retrograde cholangiopancreatography 
(ERCP) in the management of left and/or right 
hepatic duct stones.

METHODS: The clinical data for 48 patients with 
left and/or right hepatic duct stones who un-
derwent ERCP in People’s Hospital of Guangxi 
were retrospectively analyzed. Stones were re-
moved using basket or balloon techniques.

RESULTS: Stones were successfully removed 
in 42 patients, and the success rate was 87.5%. 
Among those recover patients, 19 cases were 
firstly and directly done by using basket in all 48 
patients, and 11 cases were then done by guide 
wire basket in left 29 patients, and 6 cases of 18 

patients were done by strong balloon in third 
step. Finally, 6 cases of 12 critical patients were 
done by sucking stone with balloon.

CONCLUSION: ERCP is effective in treating the 
left and/or right hepatic duct stones.

Key Words: Hepatic duct stones; Endoscopic retro-
grade cholangiopancreatography; Success rate
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摘要

目的: 探讨ERCP在左右肝管结石治疗中的应
用价值.

方法: 连续收集左右肝管结石患者(n  = 48), 根
据病情特点, 在ERCP术中依次采用取石网篮
直接取石法、带导丝取石网篮取石法、胆道
取石球囊取石法、胆道取石球囊吸引法进行
左右肝管取石术.

结果: 左右肝管结石48例的ERCP取石成功42
例, 成功率为87.5%. 其中取石网篮直接取石
48例, 成功19例; 带导丝取石网篮取石29例, 
成功11例; 胆道取石球囊取石18例, 成功6例; 
胆道取石球囊负压吸引取石12例, 成功6例.

结论: ERCP术可以有效地治疗左右肝管结石.

关键词: 左右肝管结石; 内镜逆行胰胆管造影术; 成

功率
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0  引言

内镜逆行胰胆管造影术(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)具有治疗效果

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科 
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■研发前沿
在 内 镜 治 疗 中 , 
左右肝管结石属
于 肝 内 胆 管 ,  左
右肝管内结石的
内镜治疗难度大, 
结 石 不 易 取 出 . 
目前有关左右肝
管内结石内镜下
取石的有效性仍
不清楚.

好、创伤小、恢复快、费用低等优势, 目前已

成为治疗胆总管结石的主要方法. 肝内胆管结

石是指位于左右肝管汇合处以上部位的胆管结

石[1], 治疗上以传统开腹手术为主. 但位于左右

肝管内结石的治疗目前还未有定论, 此类结石

的内镜治疗难度大, 结石不易取出. 目前有关左

右肝管结石内镜下取石方法的报道很少, 本文

回顾性分析我院2005-03/2010-12 ERCP左右肝

管结石取石的临床资料, 探讨左右肝管结石的

内镜治疗方法.

1  材料和方法

1.1 材料 连续收集2005/03-2010/12我院行ERCP
治疗的胆管结石病例, 所有病例术前均经腹部B
超、CT和/或MRCP检查, 具有ERCP的适应证、

无ERCP的禁忌证, 均征得患者和/或家属的书面

知情同意. 选用Olympus TJF240十二指肠镜和

Olympus PSD-20型高频电发射器、Olympus三
腔聪明刀、COOK乳头切开刀、碎石网篮及取

石网篮、斑马导丝、胆道取石球囊、鼻胆引流

管等器械.
1.2 方法

1.2.1 治疗: 术前按常规准备, 取俯卧位, 插入

十二指肠镜, 找到十二指肠乳头, 以三腔聪明刀

或乳头切开刀行选择性胆管插管及造影. 胆总

管结石是在内镜下乳头括约肌切开术(EST)或内

镜下乳头括约肌气囊扩张术(EPBD)后, 以取石

网篮套取结石. 但对于左右肝管结石, 我们依次

采取以下4种方法取石: (1)取石网篮直接取石, 
通过调节镜身、抬钳器, 以普通取石网篮伸入

左或右肝管套取结石, 拉出; (2)带导丝取石网篮

取石, 先把斑马导丝置入左或右肝管越过结石, 
引导带导丝取石网篮套取结石, 拉出; (3)胆道取

石球囊取石, 先把斑马导丝置入左或右肝管越

过结石, 引导胆道取石球囊越过结石, 在结石上

方充气后拉出结石或将结石拉至胆总管, 再换

普通取石网篮拉出结石; (4)胆道取石球囊负压

吸引, 把取石球囊正置于结石下方, 适量充气, 
气囊直径略大于胆管直径, 以适当速度拉下, 结
石可被负压吸引至胆总管(可以反复多次操作), 
再利用球囊或网篮取石.
1.2.2 术后处理: 术后常规予以抑酸、抗感染和静

脉用生长抑素或生长抑素类似物1-3 d; 术后2 h、
24 h查血尿淀粉酶; 根据患者腹痛及淀粉酶情况

决定是否进食和进食时间, 术后1 wk左右复查上

腹部B超或CT.

1.2.3 取石成功标准: 取出结石后术中造影显示

左右肝管和胆总管无结石负影; 术后1 wk左右复

查上腹部B超或CT检查结果阴性.

2  结果

收集到胆总管结石患者352例, 其中左和/或右肝管

有结石者48例, 占13.6%; 左右肝管结石者的年龄

42-78岁, 平均年龄67岁, 其中男性26例, 女性22例.
左右肝管结石患者48例, ERCP取石成功42

例, 总取石成功率为87.5%. 其中取石网篮直接

取石48例, 成功19例; 带导丝取石网篮取石29例, 
成功11例; 胆道取石球囊取石18例, 成功6例; 胆
道取石球囊负压吸引取石12例, 成功6例.

3  讨论

在内镜操作中, 左右肝管属于肝内胆管, 关于肝

内胆管结石的EST取石治疗存在较多争议[2,3]. 原
发性肝内胆管结石, 原则不是ERCP适应证[4]. 但
是, 对于不伴有其他肝内胆管结石的左右肝管

结石的处理, 目前还无明确的处理建议和方法. 
临床实践中主要根据术者个人的技术和经验决

定是否处理、或处理的方法.
我们在临床上发现, 左右肝管结石的内镜下

取石操作存在一定的困难, 主要是左右肝管出

现不同程度的狭窄或扭曲、或结石较大, 导致

取石器械难以插入和套取结石. 目前, 国内鲜有

关于内镜下左右肝管取石的研究报道.
我们在ERCP中, 针对左右肝管结石病例的

不同特点, 依次采用针对性的解决办法: (1)首先

采用取石网篮直接取石法, 如左右肝管与胆总管

角度不大及胆管无扭曲, 且结石略小于胆管直

径, 通过调节十二指肠镜身弯曲度、左右旋转镜

身、使用抬钳器及适当的靠近或远离乳头, 改变

取石网篮的弯曲程度, 进行左右肝管的选择性插

管, 操作中可以不断适当打开不同程度大小的网

篮以调节方向, 必要时尚可拔出取石网篮在体外

进行塑形, 当网篮越过结石后可以打开网篮套取

结石. 此法的取石成功率为39.6%; (2)网篮直接

取石失败者, 其原因主要是左右肝管和肝总管的

角度过大, 使得网篮无法选择性进入左右肝管; 
或者结石与胆管之间的缝隙过小, 网篮无法通

过. 可采用带导丝取石网篮取石法, 通过改变插

管深度、切开刀弓的弯曲度、在不同胆总管位

置进行球囊充气以调节导丝的方向等方法[5], 使
导丝选择性进入左右肝管, 再插入导丝引导取石

网篮取石. 注意更换前端不同弯曲角度的斑马导

■创新盘点
根据病情特点, 依
次采用取石网篮
直接取石法、带
导丝取石网篮取
石法、胆道取石
球囊取石法、胆
道取石球囊吸引
法进行左右肝管
取石术.
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丝有助于导丝的插入[5]. 带导丝取石网篮取石法

的取石成功率为37.9%; (3)导丝介导取石失败的

主要原因是左右肝管扩张形态不规则或者过于

扭曲, 使得取石网篮和结石处于不同平面, 增加

了网篮操作的难度; 另外就是结石与胆管之间的

缝隙太小, 取石网篮无法充分打开, 结石不能套

入网篮. 此时, 可采用胆道取石球囊取石法, 引导

导丝越过结石后, 引导取石球囊越过结石近端, 适
当充气, 把结石直接拉出胆总管或结石进入胆总

管后换普通取石网篮取石. 胆道取石球囊取石法

的取石成功率为33.3%; (4)对于肝管过于扭曲, 球
囊无法直接接触结石; 结石嵌顿在左或右肝管内, 
导丝和气囊均不能越过结石者, 可使用胆道取石

球囊负压吸引法, 首先把引导导丝超选进入含有

结石的胆管, 将球囊置于结石下方, 适当充气使得

球囊直径略大于胆管, 快速把球囊拉下, 结石可被

负压吸引至胆总管, 负压吸引可以反复多次进行[6], 
胆道取石球囊负压吸引法的取石成功率为50%.

我们应用ERCP治疗左右肝管结石患者48
例, 42例取石成功, 成功率为87.5%, 这和我科报

道[7]的一次胆总管取石成功率79.75%, 多次取

石成功率91.14%数据基本一致, 可有效解决大

部分肝内胆管一级分支结石患者的问题. 对于

肝内胆管不规则狭窄与扩张, 或者结石嵌顿严

重, 经以上4种方法取石失败者, 可判定为ERCP

无法治疗者, 应考虑外科手术治疗. 本组病例中

有6例ERCP取石不成功属于此类情况, 其中2例
患者是因为心肺功能障碍, 不能长时间耐受内

镜治疗, 各种取石方法未能充分施展而终止了

ERCP取石.
总之, 肝内胆管一级分支内的结石并不一定

是ERCP治疗的禁忌证, 只要认真阅读患者的CT
或MRCP片, 了解肝内胆管的病变, 根据病情特

点, 采取适当的方法, ERCP可以有效地治疗左右

肝管结石. 但是, 本研究病例数较少, 仍需今后

扩大病例数验证其效果.
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■同行评价
该 文 评 价 E R C P
术中左右肝管取
石的效果发现结
石并采取适当的
方法, ERCP术可
以有效地治疗左
右肝管结石. 文章
条理清晰, 分析得
当, 研究有一定意
义, 科学性及可读
性较强.
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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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非比麸治疗结直肠癌肠造口术后患者19例

陈诗伟, 张思奋, 罗湛滨, 梁嘉迪

®

■背景资料
肠造口患者失去
大 便 控 制 能 力 , 
造成大便次数增
多、大便稀烂及
造口周围皮肤刺
激等, 极大影响患
者的生活质量, 如
何通过简单有效
的方法改善这种
状态是本研究的
出发点. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
fiberform on defecation in patients after enteros-
tomy for colorectal cancer. 

METHODS: Nineteen patients who underwent 
enterostomy for colorectal cancer from January 
2010 to July 2011 at our hospital were given con-
tinuous oral fiberform for 1 wk. Stool character-
istics, peristomal skin appearance, and both doc-
tor and patient satisfaction were quantitatively 
compared between before and after medication.

RESULTS: Fiberform could significantly im-
prove stool frequencies and characteristics as well 
as peristomal skin irritations (1.09 ± 0.78 vs 2.03 ± 

0.63, 4.32 ± 0.49 vs 6.01 ± 0.66, 0.44 ± 0.21 vs 1.57 
± 0.57, all P < 0.05) and was not associated with 
significant adverse effect during medication.

CONCLUSION: Fiberform could improve def-
ecation status in patients after enterostomy for 
colorectal cancer.

Key Words: Fiberform; Colorectal cancer; Colorectal 
stoma; Defecation 

Chen SW, Zhang SF, Luo ZB, Liang JD. Therapeutic 
effects of fiberform on defecation in patients after 
enterostomy for colorectal cancer: an analysis of 19 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(35): 3632-3635

摘要

目的: 观察非比麸颗粒对结直肠癌肠造口术
后患者的疗效及其安全性.

方法: 选取2010-01/2011-07在我科住院的结直
肠癌行肠造口术后患者19例, 连续口服非比麸
颗粒治疗1 wk, 采用自身前后对照方法观察服
药前后大便频率、大便性状、造口周围皮肤
及医患双方满意度情况, 并进行量化评分比较.

结果: 非比麸颗粒能明显改善结直肠癌肠造
口术后大便频率、大便性状及造口周围皮肤
刺激[(1.09±0.78)分 vs  (2.03±0.63)分, (4.32
±0.49)分 vs  (6.01±0.66)分, (0.44±0.21)分 vs  
(1.57±0.57)分, 均P <0.05], 服药期间未发现明
显不良反应.

结论: 非比麸颗粒可以改善肠造口术后大便
频率、大便性状及造口周围皮肤刺激,安全有
效, 满意度高.

关键词: 非比麸; 结直肠癌; 肠造口; 排便 

陈诗伟, 张思奋, 罗湛滨, 梁嘉迪. 非比麸治疗结直肠癌肠造口术

后患者19例. 世界华人消化杂志  2011; 19(35): 3632-3635
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0  引言

肠造口术是结直肠癌外科根据病情和病变部位

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中国
医科大学附属盛
京医院普通外科
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■研发前沿
目前对肠造口的
关注主要在于术
后如何进行护理, 
如何通过调节肠
道功能改善大便
性状或改善造口
控制能力方面尚
未见有更多报道,
本研究肠旨在为
肠造口患者提供
一种有效的方法.

常施行的手术之一[1,2], 往往是挽救病情、延续

生命的重要手段[3-6]. 2005年的统计数据显示: 全
世界每年约有100万新增结肠造口手术[7]. Ferlay
等[8]报道, 欧洲2006年的新增肠造口手术为41.29
万; 美国每年新增肠造口约10万例, 有肠造口患

者75万例; 英国每年结肠造口亦有10万人之多, 每
年有超过1.3万名肠癌患者等待永久造口手术[9]; 
万德森等[10]估计, 我国每年新增加的永久性肠造

口患者约10万人, 累计肠造口者达100万人, 今
后还有增加的趋势. 造口的出现改变了患者原

有正常的生理排便方式, 由于肠造口没有括约

肌的功能, 患者对排便失去了控制能力, 造成大

便次数增多、大便稀烂及造口周围皮肤刺激等, 
严重的甚至可导致水、电解质、营养物质的丢

失及内环境紊乱, 极大影响患者的生活质量[11,12]. 
膳食纤维(dietary fiber, DF)在结肠被细菌分解后

产生短链脂肪酸(short chain fatty acids, SCFA), 
可促进结肠黏膜生长和细胞增殖, 对肠胃道食

物转运以及营养吸收均有作用, 并有防治腹泻

和便秘的作用[13]. 而非比麸是一种具有药用功效

的小麦纤维素制剂, 为了观察其对改善肠造口

术后大便情况的疗效及安全性, 我们对19例结

直肠癌行肠造口术后患者进行了前瞻性自身对

照研究, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2010-01/2011-07在我科住院的结

直肠癌行肠造口术后患者(n  = 19)纳入研究, 男
性(n  = 12), 女性(n  = 7), 年龄最小者35岁, 最大

者73岁, 平均年龄(58.12±10.34)岁. 研究采用前

瞻性自身对照方法. 小麦纤维素颗粒, 瑞典Recip 
AB公司出品. 
1.2 方法

1.2.1 纳入标准: 结直肠癌行肠造口手术患者. 
1.2.2 排除标准: (1)服用其他止泻药物者; (2)合
并有心血管、脑血管、肝肾、造血系统等严重

原发性疾病者; (3)过敏体质及对多种药物过敏

者; (4)无法合作者, 如精神病患者; (5)近期曾采

用同类药物治疗, 致药物疗效难以判断者; (6)各
种病原体感染引起的腹泻者. 
1.2.3 服药方案: 入选患者均服用非比麸, 3.5 g(1
包)/次, 2次/d(每日清晨应服用1次), 与各种食物

或饮料混合搅拌均匀后服用, 连续服用1 wk. 患
者治疗前后饮食结构及饮食摄入量应保持一致. 
1.2.4 观察及评价指标: 观察记录治疗前后大

便、造口周围皮肤及医患双方满意度情况, 比

较治疗前后积分(表1). 医患双方满意度根据主

观感受进行评价, 分为4个等级: 非常满意、比

较满意、不太满意、不满意. 
1.2.5 疗效判定标准: 服药1 wk未进行疗效评估, 
计算积分减少率. 积分减少率计算方法为: (治
疗前积分-治疗后积分)/治疗前积分×100%. 其
中显效: 积分减少≥60%, 有效; 25%≤积分减少

<60%, 无效; 积分减少<25%. 
1.2.6 安全性判定: 观察服药期间有无出现排

便以外的其他症状如: 腹痛、腹胀、腹泻、恶

心、呕吐、皮疹等情况, 并对上述症状进行描

述分析, 得出以下结论: A: 肯定有关; B: 很可能

有关; C: 可能有关; D: 可能无关; E: 肯定无关. 
其中A、B、C被认为是非比麸的不良反应, 并
填写不良反应表. 

统计学处理 采用SPSS14.0软件对数据进行

处理, 计量资料以mean±SD表示, 治疗前后比较

采用t检验; 计数资料以率(%)表示, 采用χ2检验. 
P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 治疗前后患者排便情况评分比较 口服非比

麸颗粒后大便频率、粪便性状、造口皮肤周围

刺激与服药前比较均有好转, 排便感觉比较没

有显著差异. 服药后各项症状评分见表2. 
2.2 医生及患者满意度评价情况 医生评价结果

表明, 非常满意和比较满意率为68.4%, 不满意

为5.3%. 患者评价结果表明, 非常满意和比较满

意率为78.9%, 不满意为10.5%(表3). 
2.3 治疗后积分减少率评价 口服非比麸, 显效患

者(n  = 7, 36.8%), 有效患者(n  = 10, 52.6%), 总有

效率为89.4%. 
2.4 安全性分析 对19例患者进行了随访, 全部患

者在服药期间无不良反应发生. 

3  讨论

自从Miles开创直肠癌经腹会阴联合切除术以

来, 肠造口术就成为外科治病救人的一个重要

手术方式. 但肠造口术后由于排便不规律, 排便

时无感觉, 排便次数多、便质稀烂且无法控制, 
严重影响了患者的生存质量. 肠造口术后排便

是否规律性与患者的躯体功能、心理功能及对

生活质量的总体评价均呈正相关[14-16]. 一项永久

性肠造口排便现状调查[17]结果显示: 60%以上患

者排便无规律, 每日排便次数在4次以上. 有研

究显示[18], 大多数患者希望得到造口相关知识的

■相关报道
目前对膳食纤维
改善腹泻的相关
研究主要集中在
胃肠内营养方面, 
通过增加膳食纤
维达到调节肠道
运动、改善营养
吸收及保持肠道
菌群平衡的作用.
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指导. 以往对于肠造口患者通常采用在术后早

期开始指导患者进行规律排便训练, 通过造口

灌洗的方法重建定时排便习惯, 帮助患者早期

养成规律排便[19]. 但是由于多数患者在住院期间

接受治疗和护理的时间比较短暂, 加上结肠灌

洗需要一定的专业技巧, 出院后又很少能够系

统的获取相关知识, 无法得到过专业人员的指

导, 从而导致效果并不理想. 而使用止泻药减少

大便次数, 往往难以控制治疗效果, 甚至有导致

肠梗阻发生的可能. 
膳食纤维是指不易被人体消化吸收的, 以多

糖类为主的大分子物质的总称, 是由纤维、果

胶类物质、半纤维素、糖蛋白等物质组成的聚

合体. 膳食纤维已被证实对小肠形态、肠胃道

食物转运以及营养吸收均有作用. 我们通过既

往对非比麸(小麦纤维素颗粒)的临床研究资料

进行总结发现, 补充食物中的纤维素能够明显

改善大便情况, 服用非比麸可以明显减少造口

大便频率, 改善大便性状, 从而减轻对造口周围

皮肤的刺激. 
早期研究[20]发现, 麦麸不仅可以加快肠的过

慢转运, 同时也能减慢肠的过快转运, 其中起作

用的是麦麸中的小麦纤维素, 他是一种不能被

消化的纤维素, 其作用体现在: (1)因其结构中富

含亲水基团, 具有很强的水结合能力, 可大量吸

附水分, 故能令稀烂的大便软化成形; (2)膳食纤

维可延长胃排空, 减慢肠道蠕动时间, 故有抗腹

泻作用, 可防止液体饮食者排水样便[13]; (3)结直

肠手术患者术前都常规接受口服抗生素和肠道

清洁, 术后也需使用广谱抗生素, 破坏了肠道菌

群和正常微生态环境, 也可能是造成腹泻的因

素. 膳食纤维在肠道发酵并产生短链脂肪酸, 从
而修复受损结肠黏膜, 还可作为肠内益生菌的

发酵底物, 促进益生菌的生长, 有效改善肠道菌

群分布, 抑制致病菌的生长, 减少了肠道感染及

溃疡的发生. 另外, 短链脂肪酸还可促进水、钠

吸收, 减少结肠腔内的液体, 从而减少腹泻发生; 
(4)小麦纤维素经提炼后, 几乎完全除去了存在

于传统纤维素内的植物酸和可能引起过敏的游

离蛋白, 从而避免了微量元素吸收障碍及一些

不良反应的发生, 保证了其安全性. 
我们的研究资料表明, 经过非比麸治疗后, 

患者大便频率、性状及造口周围皮肤情况得到

改善, 医患双方满意度高, 没有出现不良反应. 
表明非比麸不仅有效, 而且安全无副作用, 可以

长期服用. 
总之, 非比麸是符合生理需求的膳食纤维制

剂, 对于肠造口术后患者, 可以通过双向调节作

用使大便情况明显好转, 而且安全无不良反应. 

■创新盘点
小麦纤维素主要
是针对便秘患者
而开发的, 既往文
献报道主要集中
在改善便秘上面. 
本研究发现其有
双向调节作用, 不
仅可以加快肠的
过慢转运, 同时也
能减慢肠的过快
转运, 通过吸附水
分令稀烂的大便
软化成形, 为临床
应用开辟一条新
的途径.

■应用要点
本研究为肠造口
患者提供一种简
单易行有效的改
善造口并发症的
方法, 结合完善的
造口护理, 可有效
提高造口患者的
生活质量.

表 1 评分标准

     评分 大便频率(次/d)         粪便性状1  排便感觉  造口周围皮肤刺激

0分 1-3   时常有              无   

1分 4-6    B: 1 清醒时常有, 睡眠时无           轻度(发红)

2分 7-9    B: 2 清醒时偶尔有        中度(破损)   

3分 >10    B: 3 无        重度(褥疮)   

4分    B: 4

5分    B: 5

6分    B: 6

7分    B: 7

1粪便性状按照Bristol大便性状图谱分型: 1型大便为坚果状硬球; 2型为成块但呈腊肠状; 3型为腊肠状表面有裂缝; 4型为表面光滑

柔软似腊肠; 5型为软团状; 6型为糊状便; 7型为水样便.

表 2 服药前后各项症状平均分值比较 (mean±SD)

     症状     服药前      服药后

大便频率 2.03±0.63 1.09±0.78a

粪便性状 6.01±0.66 4.32±0.49a

排便感觉 2.10±0.71 1.53±0.88

造口周围皮肤刺激 1.57±0.57 0.44±0.21a

aP<0.05 vs  服药前.

表 3 患者与医生评价结果 n (%)

     患者评价结果 医生评价结果  

非常满意 7(36.8)   6(31.6)

比较满意 8(42.1)   7(36.8)

不太满意 2(10.5)   5(26.3)

不满意 2(10.5) 1(5.3)



www.wjgnet.com

陈诗伟, 等. 非比麸治疗结直肠癌肠造口术后患者19例                 3635

但由于未设平行对照, 且样本量较小, 随访时间

较短, 有可能影响临床疗效评价, 因此, 其长期

疗效还有待进一步观察. 
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■同行评价
该课题密切联系
临床实际, 有一定
临床可推广价值. 
同时所提供的方
法简单易行, 安全
性高.
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