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Abstract  
Invasion and metastasis are major reasons for 
poor prognosis of digestive system carcinomas. 
Motility and migratory capacity are important 
in contributing to tumor cell invasion and me-
tastasis. Fascin-1 is a globular actin crosslinking  
protein that can form parallel actin bundles in 
cell protrusions and is involved in cell adhesion, 
movement, and signal transduction. In vitro up-
regulation of Fascin-1 can increase migration and 
invasion capacity of cells, while down-regulation 
of Fascin-1 can decrease migration and invasion 
capacity of cells. Many studies show that up-
regulation of Fascin-1 expression is significantly 
associated with worse prognosis, poorer dif-
ferentiation, advanced TNM stage, lymph node 
metastasis, and distant metastasis in patients with 
digestive system carcinomas. Therefore, Fascin-1 
may have prognostic value as an early biomarker 
for more aggressive digestive system carcinomas 
and may be a potential therapeutic target for tu-
mor invasion and metastasis.
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■背景资料
Fascin-1是一种肌
动蛋白结合蛋白, 
其主要功能是在
细胞突起内形成
平行束结构, 并参
与细胞黏附、移
动以及信号转导
等. 目前研究发现
Fascin-1参与许多
肿瘤的侵袭转移
过程, 并与患者的
预后密切相关.

Key Words: Fascin; Invasion; Metastasis; Carci-
noma; Digestive system

Zhou L, Wang DS. Fascin-1 and digestive system carcinomas. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2125-2130

摘要 
侵袭转移是造成消化系恶性肿瘤患者预后不
良的主要原因之一. 而肿瘤细胞的运动和迁徙
能力在肿瘤的侵袭转移过程中起到了重要作
用. Fascin-1是一种肌动蛋白结合蛋白, 其主要
功能是在细胞突起内形成平行束结构, 并参与
细胞黏附、移动以及信号转导等. 体外实验发
现过表达Fascin-1能够增加细胞的侵袭和迁移
能力, 而抑制Fascin-1的表达则能够降低细胞
的侵袭转移. 在许多消化系恶性肿瘤组织中, 
研究发现Fascin-1的上调表达与预后不良, 肿
瘤的低分化, TNM分期以及淋巴结和远处器
官转移密切相关. 因此Fascin-1可能作为消化
系恶性肿瘤新的预后预测分子及肿瘤侵袭转
移可能的治疗靶点. 

关键词: Fascin; 侵袭; 转移; 肿瘤;  消化系
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0  引言

运动和迁移能力对于肿瘤细胞来说十分重要, 
因为他们决定了肿瘤细胞的侵袭和转移潜能. 
肿瘤细胞获得高迁移能力的一个重要途径就是

通过重组细胞骨架来形成促进细胞运动的结构

如伪足[1]. Fascin-1是一种肌动蛋白(actin)结合

蛋白, 他能够通过聚合肌动蛋白催化其成束而

改变细胞骨架, 使细胞膜表面突起增多, 从而增

加上皮细胞的运动性, 同时他能降低细胞与细

胞、细胞与细胞外基质的黏附, 降低细胞间联

系的完整性, 从而加快细胞的迁移, 促进肿瘤细

胞的侵袭与转移[2,3]. 正常条件下, Fascin-1主要

分布在正常的间质细胞、内皮细胞、树突状细

胞和神经细胞, 但在正常上皮细胞中不表达[4]. 

■同行评议者
禹正杨 ,  副教授 ,  
南华大学附属第
一医院
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■研发前沿
关于Fasc in -1在
恶性肿瘤中上调
的机制以及其促
进肿瘤细胞侵袭
转移的机制尚待
进一步研究.

但是在许多肿瘤中都能发现Fascin-1的表达上

调, 如肺癌[5]、膀胱癌[6]、乳腺癌[7]、食管癌[8]、

胰腺癌[9]、结肠癌[1]、卵巢癌[10]和胃癌[11]. 进一

步研究发现上调Fascin-1的表达能够增加肿瘤细

胞的侵袭转移能力, 其上调表达也与许多肿瘤

的预后不良密切相关[4,5]. 所以Fascin-1有望成为

肿瘤新的预后预测分子和可能作为肿瘤侵袭转

移的治疗靶点. 本文就Fascin-1在消化系肿瘤中

的研究现状和进展作一综述. 

1  Fascin-1的结构和功能   

在20世纪70年代, 从海胆的卵母细胞质中纯化

出一种分子量为55 kDa的肌动蛋白结合蛋白, 即
Fascin, 他能与F-actin紧密结合并稳定成束状结

构[12,13]. 目前已知的人类Fascin有3种不同形式, 
即 Fascin-1, 通常简称为Fascin, 基因定位于染

色体7q22, 主要分布在间质组织和神经系统中; 
Fascin-2基因定位于染色体17q25, 主要在视网膜

细胞中表达; Fascin-3基因定位于染色体7q31, 在
睾丸中特异表达[2-4]. Fascin基因在11-50之间的

氨基酸残基高度保守, 其中第39位的丝氨酸, 为
蛋白激酶C的磷酸化位点. Fascin蛋白属于β-三
叶虫蛋白质族, 在结构上由4个β-三叶虫结构域

组成, 以β-三叶虫折叠为特征[14]. Fascin的主要功

能是与F-actin结合, 并使其平行排列呈束状, 而
Fascin则定位于束的核心, 这样能够使细胞形成

伪足样结构, 从而增加细胞的运动和迁移能力
[15]. 最早关于Fascin-1表达和细胞内定位的研究

是在脊椎动物细胞中进行的, Fascin-1在不同的

细胞类型中表达不同. Fascin-1在T细胞和许多上

皮细胞中不表达或者低表达; 而在神经细胞、胶

质细胞、骨骼肌细胞、平滑肌细胞、内皮细胞

以及一些上皮性肿瘤中呈高表达[16-19]. 通过对体

外培养的侵袭性肿瘤细胞的研究, 发现Fascin主
要分布在具有运动能力或有丝分裂后的细胞膜

边缘的微绒毛和皱褶中[18,20-22]. 而在Fascin-1阳性

表达的上皮肿瘤细胞系中, 还发现其位于细胞

与细胞之间的黏着连接区[23]. 在上皮细胞中, 过
表达的Fascin-1与细胞之间的黏着连接分解相

关, Fascin-1通过影响β-连环素(β-catenin)在钙黏

素(cadherin)-连环素中的功能, 从而降低细胞间

的黏附活性[20,23,24]. 这些说明Fascin-1不仅参与细

胞迁移结构的形成, 还参与细胞与细胞之间的

黏附, 从而提示Fascin-1在细胞的侵袭转移中可

能也起到一定的作用. 但是关于Fascin-1在肿瘤

中上调表达的具体机制尚不明确. 研究发现在

不同的肿瘤中, 调控Fascin-1上调的机制不同. 在
乳腺癌中, Fascin-1可能是c-erbB-2的效应蛋白, 
c-erbB-2可通过活化NF-γB和TATA核心因子激

活Fascin-1基因的转录[21]. 而在食管癌中还发现, 
转录因Sp1能够通过直接绑定与Fascin-1的启动

子直接调控Fascin-1的表达. 转录因Sp1上调则

Fascin-1表达上调, 反之亦然. ERK1/2的特异性

抑制剂能够降低转录因Sp1的磷酸化水平从而

抑制Fascin-1基因的转录, 造成表达下调. 刺激表

皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)的表

达能够通过活化ERK1/2通路来增加转录因Sp1
的磷酸化水平, 从而增加Fascin-1的表达[25]. 除
此之外,  肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-
alpha, TNF-α)[26]、Wnt[27]和白介素-6(interleukin- 
6, IL-6)[28]等信号通路亦能上调Fascin-1的表达. 
所以关于Fascin-1在肿瘤中的调控机制尚需进一

步研究. 

2  Fascin-1与消化系恶性肿瘤

2.1 Fascin-1与口腔鳞状细胞癌 口腔鳞状细胞癌

(oral squamous cell carcinoma, OSCC)是最常见

的头颈部肿瘤之一, 其易复发并伴有很高的转

移从而造成预后不良. 从OSCC临床标本中观察

到, Fascin-1的过表达与淋巴结转移、肿瘤复发

以及总体生存率差密切相关[29,30]. 而体外研究

发现在培养的OSCC细胞中, 采用siRNA的方法

下调Fascin-1的表达能够直接造成细胞表面伪

足减少, 细胞间黏附性增加, 从而抑制细胞的侵

袭转移. 同时下调Fascin-1表达能够不同程度的

增加E-cadherin、β-catenin和Twist的表达[31]; 类
似的实验发现Fascin-1的表达水平与OSCC细胞

的侵袭能力相关. Fascin-1的表达与E-cadherin
的表达成负相关, 过表达Fascin-1能够通过下调

E-cadherin来提高OSCC细胞的侵袭能力[29]. 而
E-cadherin、β-catenin和Twist与上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT)关系密

切. 同时Fascin-1能够通过增加磷酸化的AKT, 
ERK1/2和JNK1/2来激活AKT和MAPK通路参与

OSCC的发展过程[30]. 因此, 这些结果都提示在

OSCC中, Fascin-1在调节肿瘤的发展和EMT过
程中发挥了重要作用. 
2.2 Fascin-1与食管鳞状细胞癌 免疫组织化学的

结果显示Fascin-1在食管鳞状细胞癌(esophageal 
squamous cell carcinoma, ESCC)中的表达比正

常食管上皮高. 单因素分析显示Fascin-1的高表

达与预后不良, 低分化, T4分期, 淋巴结以及远
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■相关报道
许 多 报 道 提 出
Fasc in -1与肿瘤
的转移密切相关, 
Fascin-1阳性表达
的肿瘤患者生存
率明显低于未表
达者.

处转移密切相关[32,33]. 多因素分析提示Fascin-1
蛋白的表达可以作为食管癌独立的预后预测

分子[8]. Fascin-1阳性表达的食管癌患者5年生

存时间明显低于未表达者[33]. 体外实验显示在

KYSE170细胞中(一种Fascin-1过表达细胞)由于

Fascin-1表达下调, 细胞的运动和侵袭能力明显

下调[34]. 而Fascin-1对食管癌细胞侵袭的影响可

能与金属蛋白酶(matrix metalloproteases, MMP)
如MMP-2和MMP-9的活性相关[35]. 而在永生化

的食管上皮细胞中上调Fascin-1的表达, 能够

加速细胞的增殖和侵袭[36]. 并且在食管癌细胞

中发现microRNAs(miRNAs)-143、miR-145和
miR-133能够通过调控Fascin-1来参与食管癌

的发生及转移[37,38]. 在探讨Fascin-1调控细胞侵

袭转移的机制中, 发现恢复基因中含半胱氨酸

61(cysteine-rich 61, CYR61)或者结缔组织生长

因子(connectire tissue growth factor, CTGF)能
够逆转由于Fascin下调所造成的细胞增殖和侵

袭能力抑制. 在ESCC中CYR61和CTGF蛋白上

调表达, 并且与Fascin-1过表达相关. Fascin-1能
够通过转化生长因子-β通路来改变C Y R61和
CTGF的表达[36]. 
2.3 Fascin-1与胃癌 胃癌是最常见的消化系肿瘤

之一, 淋巴结转移是胃癌预后不良的主要原因

之一. 通过免疫组织化学的方法, 观察到Fascin-1
在胃癌组织中的表达高于正常组织[39];  Fascin-1
在胃癌和胃腺瘤中的表达高于临近的非肿瘤组

织, 而且在低分化的胃癌中Fascin-1蛋白呈中强

度表达[11]. 体外实验提示不同侵袭能力的胃癌细

胞中Fascin-1的表达不同, 下调Fascin-1能够改变

肿瘤细胞形态, 并且降低细胞的运动和侵袭能力
[39]. 通过对比临床病理资料, 发现Fascin-1的阳性

表达与年龄, 浆膜侵犯, 淋巴结转移, 病例学分级, 
TNM分期和肿瘤复发密切相关[11,40]. Fascin-1阳
性表达的患者总体生存率明显低于Fascin-1阴性

表达的患者[41]. 这些都提示Fascin-1可能与胃癌

的侵袭转移密切相关, 并且可作为胃癌预后评

估的独立分子. 
2.4 Fascin-1和结肠癌 免疫组织化学的结果显示

Fascin-1在正常结肠上皮中不表达, 而在结肠癌

标本中呈现大量表达[42]. 在肿瘤组织中心和侵

袭边缘, Fascin-1的表达比率更高[43]. 在体外培养

的结肠癌细胞中上调Fascin-1的表达能够增加细

胞的侵袭和转移, 并且能够造成细胞在体内扩

散和转移; 而抑制Fascin-1表达则能够降低细胞

的侵袭. 有趣的是尽管在原发肿瘤中Fascin-1蛋

白的表达与转移相关, 但是Fascin-1在转移灶内

并不表达. 当肿瘤细胞到达转移部位时Fascin-1
表达下调, 细胞侵袭停止, 增殖能力提高[44]. 这
提示Fascin-1在肿瘤的侵袭转移过程中起到重要

的作用. 临床研究显示在三期的结肠癌患者中, 
Fascin-1阳性表达者的5年生存率明显降低, 而远

处复发率明显增加[45]. Fascin-1能够独立于TNM
分期来预测患者的预后[43,45]. 因此Fascin-1可以

作为一个很好的结肠癌侵袭预测的生物标记.  
2.5 Fascin-1与肝癌 Iguchi等[46]采用免疫组织化

学的方法发现肝癌组织中Fascin-1大量表达, 并
且Fascin-1表达的肝癌组织比不表达Fascin-1的
肝癌组织分化更差. 在Fascin-1阳性表达的肝癌

中, 门静脉侵犯, 胆管侵犯及肝内转移更常发

生. 另外, 在肝癌中高甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, 
AFP)的表达与Fascin-1表达密切相关, 这些研究

说明Fascin-1与肝癌的侵袭转移关系密切. 结合

临床病历资料及患者生存时间分析显示, Fas-
cin-1阳性表达的肝癌患者较阴性表达者, 预后

更加不良且生存时间明显缩短[47], Fascin-1可以

作为肝癌患者预后的独立预测分子[46]. 在探讨

Fascin-1参与肝癌侵袭转移的机制的实验中, 发
现Fascin-1表达的肝癌组织常伴有E-cadherin的
下调. 体外实验发现, 肝癌细胞系HLE细胞呈

Fascin-1高表达同时E-cadherin低表达, 细胞侵袭

能力明显增加. 在HLE细胞中敲除Fascin-1能够

显著抑制细胞的侵袭同时增加E-cadherin的表

达. 而另一种肝癌细胞系Huh7细胞Fascin-1低表

达和E-cadherin高表达. 在该细胞中上调Fascin-1
的表达后侵袭能力增加不明显并且E-cadherin
表达不受抑制, 说明Fascin-1不可能独立的诱导

侵袭或EMT过程. 但是上调Fascin-1的表达能够

通过另外一种机制明显增加Huh7的侵袭潜力. 
该机制是MMP-2和MMP-9卷入了Fascin-1调控

侵袭转移的过程. 仅仅在HLE细胞中发现MMP
大量分泌, 而在Fascin-1过表达的Huh7细胞中

MMP分泌增加不多. 将Fascin-1过表达的Huh7
细胞与HLE细胞共培养, 发现Huh7细胞的侵袭

能力明显增加, 并且可以通过MMP抑制剂抑制

该过程. 说明在肝癌细胞中Fascin-1伴随EMT过
程促进肝癌的迁移过程而通过MMPs促进细胞

的侵袭[48]. 上述研究也说明Fascin-1不仅能够作

为肝癌预后的预测分子而且可能作为针对肝癌

侵袭转移的作用靶点. 
2.6 Fascin-1与胆道肿瘤 关于Fascin-1在胆道肿

瘤中研究较少, 有限的研究发现Fascin-1在正常
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胆管上皮中不表达或偶尔表达, 而在胆管癌中

呈高表达[49]. Fascin-1主要分布在胆管癌细胞的

细胞膜和细胞质中. 从原位胆囊癌到浸润性胆

囊癌及胆管癌中都能观察到Fascin-1的高表达, 
这说明Fascin-1参与了肿瘤的发展过程[50]. 而且

Fascin-1的高表达与肿瘤的低分化密切相关; 在
低分化的肝内胆管癌中, 大的肿瘤(>5 cm)往往

伴有高的Fascin-1表达, Fascin-1高表达的患者往

往预后不良, 所以Fascin-1可以作为胆道肿瘤独

立的预测分子[49].
2.7 Fascin-1与胰腺癌 Yamaguchi等[51]在切除的

胰腺癌组织中观察到Fascin-1大量表达, Fascin-1
在肿瘤边缘及肿瘤中表达明显高于非肿瘤组织, 
但是在肿瘤边缘及肿瘤中的表达并没有明显差

异. 在肿瘤亚分型中, 肠型肿瘤比胃型肿瘤更多

的表达Fascin-1. Fascin-1 mRNA在中低分化的肿

瘤中表达比高分化的肿瘤高[51]. 还有研究显示过

表达的Fascin-1主要局限于肿瘤的细胞膜和细胞

质中, Fascin-1在胰腺肿瘤从原位到侵袭性肿瘤

的转化过程中表达逐渐增高[50]. 在胰腺癌细胞系

MIA PaCa-2中上调Fascin-1的表达, 结果发现该

细胞的移动和转移能力明显增加. 并且将上调

Fascin-1的胰腺癌细胞进行裸鼠体内试验发现, 
该细胞成瘤虽稍慢, 但是侵袭转移能力明显增

强[52], 其具体机制尚不明. 这些研究提示Fascin-1
与胰腺癌的发生展过程密切相关. 

3  结论

肿瘤细胞的侵袭转移是消化系肿瘤普遍存在的

现象, 其与患者的预后密切相关. 细胞的微结构

改变尤其是细胞的骨架的改变在肿瘤发生、发

展过程中起到重要作用. Fascin-1作为一种肌动

蛋白结合蛋白, 在调控细胞的形态和功能方面

起到了十分重要的作用, 而对Fascin-1的研究则

是对细胞骨架和生物学研究的扩展. 随着对Fas-
cin-1在消化系肿瘤中的研究逐渐深入, 发现高

表达的Fascin-1与患者的预后, 肿瘤的分化、转

移密切相关, 而体外实验发现抑制Fascin-1能够

通过不同的途径有效降低肿瘤细胞的侵袭转移

过程. 因此Fascin-1作为一种消化系肿瘤预后预

测分子前景广阔; 鉴于Fascin-1参与了不同肿瘤

的侵袭转移过程, 因此其可能作为肿瘤侵袭转

移的治疗靶点. 但关于Fascin-1在肿瘤中的作用

仍需进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of modified decoction 
of Yinchenhaotang on concanavalin A (ConA) 
induced chronic hepatic injury in mice.

METHODS: Seventy Balb/c mice were random-
ly divided into 7 groups: normal group, model 
group, Yinchenhaotang group, Yinchenhaotang 
plus salvia miltiorrhiza group, Ynchenhaotang 
plus milkvetch root group, Rongganheji group, 
and Rongganxiaofang group. Mice in the normal 
group were injected with 0.3 mL of PBS solu-
tion via the tail vein, while mice in other groups 
were injected with ConA at a dose of 6 μg/g of 
body weight once a week for 8 wk. Mice in each 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年8月18日; 20(23): 2131-2137
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

茵陈蒿汤及其变方对ConA诱导慢性免疫性肝损伤小鼠
IP-10、CXCR3的影响

刘 果, 王凤云, 唐旭东, 张引强, 杨俭勤, 卞立群, 赵迎盼, 张北华

www.wjgnet.com

®

■背景资料
慢性肝病致病机
制复杂, 清热利湿
之法当贯穿始终, 
必须综合与其他
治法灵活合用. 本
研究比较了清热
利湿法、清利健
脾法、清利活血
法、清理健脾活
血法的茵陈蒿汤
及其变方对慢性
免疫性肝损伤小
鼠病理组织、趋
化因子及其受体
和炎症因子的效
用差异. 

groups were administrated with each treatment 
reagent for 4 wk, and the same volume of nor-
mal saline was given to the normal and model 
groups. Twenty-four hours after the last admin-
istration, blood samples were taken to determine 
the levels of IP-10, CXCR3 and TNF-a. The de-
gree of inflammation and fibrosis was observed 
under a light microscope. 

RESULTS: Serum levels of IP-10, CXCR3 and 
TNF-a (ng/mL) were reduced in all the treatment 
groups (Yinchenhaotang group, Yinchenhaotang 
plus salvia miltiorrhiza group, Ynchenhaotang 
plus milkvetch root group, Rongganheji group, 
and Rongganxiaofang group) compared to the 
model group (IP-10: 44.56 ± 0.30, 42.18 ± 0.54, 
32.18 ± 0.37, 36.46 ± 0.47, 35.98 ± 0.65 vs 52.73 ± 
0.46; CXCR-3: 64.86 ± 0.63, 37.88 ± 0.63, 40.18 ± 0.57, 
38.58 ± 0.62, 36.94 ± 0.26 vs 64.86 ± 0.63; TNT-a: 
43.45 ± 0.65, 32.78 ± 0.27, 42.18 ± 0.37, 28.69 ± 0.85, 
24.46 ± 0.57 vs 93.32 ± 0.81, all P<0.05). Compared 
to the model group, liver fibrosis and cell necrosis 
were significantly improved in Rongganheji and 
Yinchenhaotang groups (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Rongganheji has a good protec-
tive effect against concanavalin A-induced liver 
injury in mice.

Key Words: Yinchenhaotang; Modified decoction; 
Chronic liver injury

Liu G, Wang FY, Tang XD, Zhang YQ, Yang JQ, Bian 
LQ, Zhao YP, Zhang BH. Effect of modified decoction 
of Yinchenhaotang on IP-10 and CXCR3 expression 
in concanavalin A-induced liver injury in mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2131-2137

摘要
目的:  观察茵陈蒿汤及其变方对刀豆蛋白
(concanavalin A, ConA)诱导小鼠慢性免疫性
肝损伤的保护作用.

方法: 选用Balb/c小鼠70只, 雌雄各半, 随机分
为正常对照组、模型组、茵陈蒿汤组、茵陈

■同行评议者
许玲 ,  主任医师 , 
教授, 上海中医药
大学附属龙华医
院肿瘤科
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■相关报道
本课题组在前期
研 究 中 ,  通 过 小
剂 量 刀 豆 蛋 白
(ConA)刺激制作
慢性肝损伤模型
模 拟 H B V 慢 性
感染状态取得了 
成功.

蒿汤加丹参组、茵陈蒿汤加黄芪组、荣肝合
剂组和荣肝小方组. 正常组小鼠尾静脉注射
PBS溶液0.3 mL, 其他各组按ConA 6 μg/g体质
量尾静脉注射造模, 1次/wk, 连续8 wk, 制备慢
性肝损伤模型. 造模成功后, 模型组和正常组
以等体积蒸馏水灌胃. 各治疗组灌胃给药, 每
日1次, 连续4 wk, 末次给药后24 h, 检测血清
中IP-10、CXCR-3和TNF-a活性; 肝组织光镜
下观察其病理变化.

结果: 与模型组比较, 各用药组(茵陈蒿组、

茵陈蒿汤加丹参组、茵陈蒿汤加黄芪组、荣
肝合剂组和小方组)血清IP-10、CXCR-3、
TNF-a的水平(ng/mL)均降低(IP-10: 44.56±
0.30、42.18±0.54、32.18±0.37、36.46±
0.47、35.98±0.65 vs  52.73±0.46; CXCR-3: 
64.86±0.63、37.88±0.63、40.18±0.57、
38.58±0.62、36.94±0.26 vs  64.86±0.63; 
TNT-a: 43.45±0.65、32.78±0.27、42.18
±0.37、28.69±0.85、24.46±0.57 vs  93.32
±0.81,  均P <0.05),  各组间无统计学差异
(P >0.05); 与模型组比较, 中药组肝细胞坏死
减轻、变性减少、炎细胞浸润和肝纤维化减
轻(均P <0.05); 茵陈蒿汤加丹参组、荣肝合
剂组和小方组肝组织纤维增生程度较小(均
P <0.05).

结论: 清利湿热, 健脾活血的荣肝合剂及荣肝
小方组对ConA所致小鼠肝损伤具有较好的综
合保护作用.

关键词: 茵陈蒿汤; 变方; 慢性肝损伤
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0  引言

清利肝胆湿热的茵陈蒿汤抗肝损伤作用的研究

已经得到了临床和实验研究的证实. 由于慢性肝

损伤中医病机的复杂性, 在临床实践中单纯使用

清热利湿法效果尚不能令人满意, 需辨证与其他

治法合用. 王凤云等[1]报道荣肝合剂 在临床调治

慢性肝损伤取得了满意的疗效. 为了进一步探讨

其作用和与茵陈蒿汤及其变方的效应机制差异, 
我们采用刀豆蛋白A(con-canavalin A, ConA)诱
导小鼠肝损伤的模型, 模拟慢性肝损伤状态, 观
察模型小鼠血清学趋化因子和病理组织学及相

关指标的变化, 探讨体现不同治法的中药复方防

治慢性肝损伤的物质基础.

1  材料和方法

1.1 材料 采用Balb/c小鼠, 由北京维通利华公

司提供, 许可证编号SCAC(京)2006-0009, 共70
只, ♂35只, ♀35只, 体质量18-20 g, 昼夜节律

12∶12, 即早6:00开灯, 晚6:00熄灯. 实验动物由

中国中医科学院西苑医院实验动物中心饲养, 
SPF级, 22 ℃, 55%湿度. ConA规格为25 mg/支
购自Sigma公司. 荣肝合剂(茵陈、黄芪和鸡骨

草等)浓缩液含生药2.5 g/mL, 茵陈蒿汤(茵陈、

栀子和大黄)浓缩液含生药2 g/mL, 荣肝小方(茵
陈和鸡骨草等)浓缩液含生药1.81 g/mL, 茵陈蒿

汤加丹参组(茵陈、栀子、大黄和丹参)含生药 
1.81 g/mL, 茵陈蒿汤加黄芪组(茵陈、栀子、大

黄和黄芪)含生药1.81 g/mL, 均由中国中医科学

院西苑医院制剂室制备.
1.2  方法

1.2.1 分组及造模: 小鼠随机分为正常组、模型

组、茵陈蒿组、茵陈蒿汤加丹参组、茵陈蒿汤

加黄芪组、荣肝合剂组和小方组, 每组10只, 雌
雄各半. 正常对照组小鼠尾静脉注射PBS溶液 
0.3 mL, 其他各组按ConA 6 μg/g以0.9%的生理

盐水稀释, 浓度为1 mg/mL, 尾静脉注射造模,  
1次/wk, 连续8 wk. 造模结束后, 从模型组和正常

组各随机抽取1只处死观察, 以肝组织出现纤维

条索病理改变和血清血清丙氨酸基转移酶(ala-
mine aminotransferase, ALT)活性超过正常值上限

2倍以上为造模成功. 造模成功后, 按体表面积折

算法, 以荣肝小方组15.57 g/kg、荣肝合剂组30.56 
g/kg, 茵陈蒿汤组10.38 g/kg、茵陈蒿汤加丹参

组18.13 g/kg和茵陈蒿汤加黄芪组18.13 g/kg(相
当于60 kg成人临床用量的10倍)灌胃给药; 正常

组和模型组蒸馏水0.02 mL/g灌胃, 每天1次, 共4 
wk, 给药时间为每天上午9:00-11:00.
1.2.2 检测指标: (1)形态观察: 实验期间每天观

察记录各组小鼠一般状况(精神状态、活动情

况、毛发光泽度、食欲和大小便情况等)和死亡

情况; (2)病理标本的采集. 在每鼠肝脏同一部位

取肝组织2 mm, 用体积分数为40 g/L甲醛固定, 
常规石蜡包埋, 5 μm厚切片, 行HE染色及Masson
三色染色, 光镜定位肝小叶及周边炎症浸润区

和坏死区; (3)病理检测: 标本由中国中医科学院

西苑医院病理室检测. 病理形态学观察和肝组

织炎症活动度积分标准按王泰龄等[2]方案进行

分析, 多样本比较用单因素方差分析和/或秩和
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■应用要点
荣肝合剂、荣肝
小方、茵陈蒿汤
及其变方均能对
肝组织的慢性病
理损伤有较好的
改善作用, 其中以
体现清利湿热、
健脾益气、活血
化瘀法的荣肝合
剂和小方在减轻
肝纤维化方面与
茵陈蒿汤和茵陈
蒿汤加黄芪组相
比显示出一定的
优势, 显示出较好
的综合疗效.

检验, 计数资料用χ2
检验; (4)血清检测: 小鼠摘眼

球取血, 室温静置30 min, 3 000 r/min(离心半径 
87 mm)离心15 min后, 分离血清, 置于-20 ℃冰

箱待测. 采用双抗体夹心ABC-ELISA法. 试剂盒

购自北京华肽先锋有限公司, 为进口试剂分装. 
所用酶标仪为奥地利生产的SPECTRA酶

标比色计. 检测程序按照试剂盒说明书进行, 具
体如下: (1)建立标准曲线: 设标准孔8孔, 每孔中

各加入样品稀释液100 μL, 第1孔加标准品100 
μL,混匀后用加样器吸出100 μL, 移至第2孔. 如
此反复操作对倍稀释至第7孔. 最后, 从第7孔中

吸出100 μL弃去, 使每孔体积均为100 μL. 第8孔
为空白对照; (2)加样: 待测品孔各加入待测样品 
100 μL; (3)将反应板置37 ℃, 120 min; (4)洗板: 
用洗涤液将反应板充分洗涤4-6次, 向滤纸上印

干; (5)每孔中加入第一抗体工作液50 μL; (6)将
反应板充分混匀后置37 ℃, 60 min; (7)洗板: 同
前; (8)每孔加酶标抗体工作液100 μL; (9)将反应

置37 ℃, 30 min; (10)洗板: 同前; (11)每板加入底

物工作液100 μL, 置37 ℃处暗处反应5-10 min; 
(12)每孔加入1滴终止液混匀; (13)在492 nm处测

吸光(A )值. 
结果计算与判断: (1)所有A值都应减去空

白值后再进行计算; (2)以标准品1 000、500、
250、125、62.5、32、16和0 ng/mL的A值用

SPSS作散点图, 并求出直线回归方程. 根据样品

A值, 用方程求出IP-10、CXCR3和TNF-a含量.
统计学处理 计量资料均进行正态性检验, 

采用非参数检验的单样本K-S拟合优度检验

(1-Sample K-S Test). 如符合或近似符合正态分

布, 治疗前后比较采用配对t检验, 两样本均数比

较采用两个独立样本的t检验; 多个样本均数比

较用方差分析; 对不符合正态分布者, 采用非参

数检验的秩和检验, 治疗前后采用两相关样本

比较的Wilcoxon符号秩和检验, 两组比较采用两

独立样本比较的Wilcoxon秩和检验. 等级资料采

用秩和检验. 正态性检验、方差齐性检验及可

比性检验显著性水平a = 0.10, 其他a = 0.05. 统
计软件采用SPSS13.0 for Windows.

2  结果

2.1 一般情况 造模过程中, ConA造模组, 第2
周、4周和8周各有1只♂小鼠死亡. 给药过程中, 
模型组有3只小鼠死亡, 茵陈蒿汤组死亡1只, 其
余各组均无小鼠死亡. 实验过程中, 未造模前各

组动物形态及活动无明显差异. 造模后, 正常组

小鼠运动活泼、快速有力、有精神、进食良

好、毛浓密而有光泽, 并且腿部肌肉结实; 而
模型组随实验的进行小鼠变得不喜欢活动、动

作较为迟钝、常作萎靡状、弓背喜卧、体温下

降、进食欠佳、毛稀疏而干并且粗乱蓬松. 各
中药治疗组小鼠在活动和进食方面均较模型组

好, 毛密而不蓬松，有光泽, 并且弓背喜卧者少.
2.2 大体形态观察 正常对照组肝脏质地柔软、

呈褐色、表面光滑, 并且无肿大; 模型组动物肝

脏明显淤血肿大、呈暗红色, 并且可见点状或

小片状出血. 各治疗组小鼠肝脏与对照组比较, 
肝脏颜色深浅不一、体积大小不等, 并且表面

较光滑无明显结节.
2.3 光镜表现 正常组肝小叶结构完整、肝索以

中央静脉为中心呈放射状排列、肝细胞呈多面

形、核大而圆、位于肝细胞中央、肝窦内及汇

管区可见少量淋巴细胞浸润、未见纤维组织

增生; 模型组肝小叶失去正常结构、肝索排列

紊乱、肝细胞普遍变性、浑浊肿胀和胞浆疏

松, 甚至呈气球样变; 肝血窦变狭窄, 可见广泛

的脂肪变性并有散在的嗜酸性变、嗜酸性小体

形成、灶性坏死甚至大片状坏死、坏死灶及汇

管区淋巴细胞浸润; 肝细胞再生活跃、核大、

深染, 有的可见双核, 偶见核分裂相、汇管区增

宽、有大量的成纤维细胞和纤维细胞; 增生的

胶原纤维自中央静脉及汇管区向周围延伸并包

绕肝小叶, 并分割肝小叶而形成假小叶; 肝血窦

周围可见纤维组织增生. 荣肝合剂组和小方组

可见炎症轻微, 有肝细胞再生, 无纤维间隔形成, 
茵陈组与茵陈蒿汤加黄芪组有纤维间隔形成, 
甚至有假小叶的形成. 中药组与模型组比较, 在
减轻肝细胞坏死、减少变性、减轻炎细胞浸润

以及减轻肝纤维化方面有统计学差异(P <0.05, 
表1, 图1, 2).
2.4 小鼠血清IP-10、CXCR3、TNF-a含量 小鼠

血清IP-10、CXCR3、TNF-a含量变化见表2. 

3  讨论

ConA是一种植物凝集素, 可诱导淋巴细胞巨噬

细胞的细胞毒作用, 由于肝脏内含有大量的巨

噬细胞, 当给动物静脉注射ConA后, 首先活化肝

细胞中的T细胞, 对肝细胞造成损伤[1]. 课题组在

前期研究中, 通过小剂量ConA刺激制作慢性肝

损伤模型模拟HBV慢性感染状态取得了成功[3]. 
本研究沿用了其造模方法, 以清热利湿的茵陈

蒿汤、清热利湿健脾的茵陈蒿汤加黄芪方、清
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■创新盘点
本文研究了茵陈
蒿汤及其变方对
趋化因子IP-10及
其受体CXCR3表
达的影响. 证明了
茵陈蒿汤及其变
方在保护肝细胞
和减轻肝纤维化
中的优势.

热利湿活血的茵陈蒿汤加丹参方、清热利湿健

脾活血的荣肝合剂及其精简方加以干预, 研究

表明, 荣肝合剂、荣肝小方、茵陈蒿汤及其变

方均能对肝组织的慢性病理损伤有较好的改善

作用, 其中以体现清利湿热、健脾益气、活血

化瘀法的荣肝合剂和小方在减轻肝纤维化方面

与茵陈蒿汤和茵陈蒿汤加黄芪组相比显示出一

定的优势, 显示出较好的综合疗效.
趋化因子(chemokine)作为一种能引起炎性

细胞聚集的重要的炎性细胞因子, 参与慢性肝

表 1 各组小鼠肝组织病理光镜表现

     
分组   n

         肝细胞坏死       肝细胞变性      炎细胞浸润              肝纤维化

 - + ++ +++  - + ++ +++  - + ++ +++  0 I II III IV

正常组 10 10 0  0   0 10 0  0   0 10 0  0   0 10 0 0 0 0

模型组   7   0 1  1   5   0 0  2   5   0 0  0   7   0 1 3 2 0

茵陈蒿汤组   9a   0 1  4   4   0 2  3   5   0 2  5   3   0 2 5 3 0

茵陈蒿汤加丹参组 10a   0 2  3   5   0 2  4   4   0 4  4   2   1 4 4 1 0

茵陈蒿汤加黄芪组 10a   0 5  2   3   1 2  3   4   0 4  3   3   0 3 4 3 0

小方组 10a   0 6  4   0   1 5  4   0   1 5  4   0   2 8 0 0 0

荣肝合剂组 10a   2 4  2   2   2 4  3   1   1 6  2   1   1 6 2 1 0

aP<0.05 vs  模型组.

A

D

G

E

B C

F

图 1 各组小鼠光镜下病理变化图(HE×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 茵陈蒿汤组; D: 茵陈蒿汤加黄芪组; E: 茵陈蒿汤加丹

参组; F: 荣肝合剂组; Ｇ: 小方组.
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病的免疫调节和免疫病理反应. 趋化因子的过

度释放, 一方面介导炎性细胞向病灶部位聚集

浸润, 加重局部炎症程度; 另一方面趋化因子/趋
化因子受体促使白细胞、淋巴细胞释放各种降

解酶和氧自由基等造成组织器官损伤, 引起炎

性细胞在肝脏聚集, 导致宿主肝细胞损伤甚至

重症肝炎中起着重要的作用[4]. 趋化因子能够趋

化、激活中性粒细胞、单核细胞、NK细胞和淋

巴细胞等在炎症部位聚集, 参与组织损伤和修

复[5].
慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)以

Thl细胞性炎症反应为主. Thl细胞表达CXCR3

A

D

G

E

B C

F

图 2 各组小鼠光镜下病理变化(Masson×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 茵陈蒿汤组; D: 茵陈蒿汤加黄芪组; E: 茵陈蒿汤

加丹参组; F: 荣肝合剂组; Ｇ: 小方组.

表 2 小鼠血清IP-10、CXCR3和TNF-a含量的变化 (ng/mL)

     分组       IP-10        CXCR3      TNF-a

正常组 31.09±0.30a 36.89±0.38a 23.28±0.28a

模型组 52.73±0.46 64.86±0.63 93.32±0.81

茵陈蒿汤组 44.56±0.30a 43.88±0.36a 43.45±0.65a

茵陈蒿汤加黄芪组 32.18±0.37a 40.18±0.57a 42.18±0.37a

茵陈蒿汤加丹参组 42.18±0.54a 37.88±0.63a 32.78±0.27a

荣肝合剂组 36.46±0.47a 38.58±0.62a 28.69±0.85a

小方组 35.98±0.65a 36.94±0.26a 24.46±0.57a

aP<0.05 vs  模型组.

■同行评价
本研究对于经典
复方作用机制的
阐 明 有 一 定 的 
意义.
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和CXCR5[6], 其中, CXC亚家族趋化因子如γ干扰

素诱导蛋白10(interferon-gamma inducible pro-
tein-10, IP-10), 通过与其受体CXCR3作用趋化

Thl细胞. 
大量研究证实了I P-10在慢性肝损伤发挥

着重要的机制. 王健等[7]对慢性丙型肝炎患者

PBMC内IP-10 mRNA研究发现, 其水平与对照

组相比, 差异具有显著性. 赵金红等[8]对乙型肝

炎患者PBMC内IP-10 mRNA水平研究, 发现其

表达水平也升高, 具有显著性差异. IP-10趋化非

特异性单核细胞及其他炎性细胞浸润于肝脏, 
造成肝组织免疫损伤. Mihm等[9]报道结果与之

类似.
目前有关IP-10功能的研究主要在以下几个

方面: IP-10趋化非特异性单核细胞及其他炎性

细胞浸润于肝脏, 造成肝组织免疫损伤. Mihm
等[9]通过RT-PCR技术发现慢性丙肝患者中IP-10 
mRNA和血清中IP-10蛋白浓度表达均增高, 但
CHB患者中虽表达增高, 但未达到显著性差异. 
在上述研究中, 其发现CHB、慢性丙型肝炎患

者肝脏炎症局部浸润细胞均主要为Th1和Th0, 
无Th2细胞, 也有天然T细胞、NK细胞和单核/巨
噬细胞浸润, 这与IP-10作用的靶细胞一致. 在自

身免疫性肝病、慢性丙型肝炎和乙型肝炎病毒

感染动物模型IP-10和CXCR3的分泌增加[10-12]. 
CHB患者血清IP-10水平升高, 肝组织表达IP-10
及IP-10 mRNA, 肝组织中浸润的炎性细胞高表

达CXCR3, 且与疾病进展密切相关[12]. 通过检测

HBV患者外周血淋巴细胞表面CXCR3的表达发

现, CXCR3阳性的淋巴细胞和单核细胞明显增

多, 且以CXCR3 CD8+T细胞的增加更加明显, 且
重型肝炎较轻中型增加更加显著[13]. 在丙型肝炎

病毒(hepatitis c virus, HCV)患者肝脏内亦检测

到CXCR3的高表达, 淋巴细胞浸润明显的肝组

织表达强于其他组织. 大量的CXCR3+T细胞进

入肝小叶, 这种正反馈机制是导致肝炎病毒的

慢性损伤的关键机制[14]. Kakimi等[15]在HBV转

基因小鼠模型中采用抗IP-10治疗炎症反应, 可
明显减少CTL炎症浸润及病变程度, 从另一角度

证实了此论点.
在慢性肝损伤的发生过程中, TNF-a也是

造成肝炎肝细胞坏死的重要介质之一. TNF-a
参与肝纤维化和肝硬化, 可能主要通过激活储

脂细胞转化为肌纤维母细胞, 并刺激成纤维细

胞增殖, 从而促进细胞外基质(extracellular ma-
trix, ECM)的合成有关, 提示TNF-a在肝硬化发

生发展中起重要作用. TNF-a可直接杀伤正常

肝细胞, 并介导毛细管炎症, 引起肝细胞性黄

疸, 促进黄疸加重. 细菌、病毒感染、免疫复合

物和化学药物等因素可导致枯否细胞大量释放

TNF-a参与肝损伤过程, 是介导肝损伤的主要终

末介质[16], 有文献表明CHB患者血清TNF-a水平

非常显著地高于正常对照组[17,18]. 有的研究证明

血清TNF-a水平与肝细胞炎症和坏死程度密切

相关.
中医认识到慢性肝病之所以反复发作个迁

延难愈, 与其“湿、热、毒、瘀和虚”交杂的

病理特点密切相关, 尤以湿热邪气为重. 因此, 
清热利湿法当贯穿治疗的始终, 茵陈蒿汤是常

用方剂之一. 现代研究证实: 本方具有促进胆红

素代谢, 解除胆汁瘀积[19,20]、抗肝损伤[21,22]、抑

制肝细胞凋亡[23]、抑制星状细胞活化及胶原合

成等药理作用[24,25]. 同时能改善脂肪代谢[26], 广
泛应用于多种肝病治疗领域.

然而慢性肝病中的湿热病邪多伴有脏腑内

伤的基础, 故在临床治疗上要标本兼顾, 在清利

湿热的同时, 不要忽视其与其他治法的合用. 现
代研究证实, 慢性肝病的患者存在免疫功能的

下降. 如谢学军[27]检测103例慢性肝炎中医辨证

为肝郁脾虚和肝胆湿热患者外周血NK细胞活

性, 并与30名健康人作对照, 发现上述两种中医

证型的患者NK活性均降低, 而慢迁肝中肝胆湿

热型NK活性更低, 说明慢肝本虚的部分实质, 强
调治疗慢肝时扶正祛邪的重要性.

湿热之邪缠绵日久, 湿为阴邪, 其性粘腻, 易
遏阳气, 致气滞血淤, 热为阳邪, 热壅气机, 阳气

拂郁, 气郁血瘀, 实乃“湿可致瘀, 热可致瘀, 湿
与热合, 更易致瘀”[28]. 病理情况下, 过食膏粱厚

味, “浊气”有余, 化为湿热痰浊, 浸淫血脉, 遂
成血中湿热证, 故湿热内伤, 日久多易深入血分. 
王孟英言: “湿热熏蒸不已, 自气入营血矣”[29]

较之气分湿热证更难治疗, 表现为病情深重, 湿
热瘀血相互胶结, 日久难愈. 如华岫云在《临证

指南医案》所言: “郁则气滞, 气滞则必化热, 
热郁则津液耗而不流, 升降之机失度, 必伤气分, 
久延血分, 延及郁劳沉苛”[30]. 湿热之邪易于致

瘀. 认识这一病理特点, 我们在清热利湿的茵陈

蒿汤基础上加入具有活血的丹参, 阻止肝纤维

化的进展, 提高慢性肝病的疗效.
实验表明, 茵陈蒿汤及其变方能通过减低趋

化因子IP-10及其受体CXCR3的异常表达, 减轻

或消除慢性肝损伤的始动因素, 是防治慢性肝
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损伤重要的环节, 并且能够降低炎症因子TNF-a
含量, 减小其对肝细胞的破坏作用. 在病理学改

变方面, 荣肝合剂及其小方组既能保护肝细胞, 
又可以减轻肝纤维化, 体现出一定的综合优势.
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“一肝三受”动物实验的可行性

周 峻, 王 政, 李 龙, 陈芳林, 崔 龙, 谢华伟, 侯文英, 张金山, 刘树立, 明安晓, 李胜利, 王海斌

®

■背景资料
目前肝脏移植仍
然是治疗终末期
肝病最有效的手
段, 但全球范围内
供肝匮乏的现状
严重地阻碍着肝
脏移植的临床应
用, 劈离式肝移植
是增加供肝绝对
数量的革命性方
式. 此项研究尝试
将一个肝脏劈离
成3个供肝单位 , 
用犬制作动物模
型来探索这一新
技术的可行性.

tripartition of a whole deceased liver graft for 
use in 3 recipients in dogs to ultimately maxi-
mize donor organ use.

METHODS: Adult healthy mongrel dogs were 
selected to be donors (n = 30, weighing between 
20-25 kg) and recipients (n = 30, weighing be-
tween 8-15 kg). Donor/recipient pairs were ran-
domly matched. For donor operation, transec-
tion of the parenchymal bridge was performed 
between the right lateral lobe and right middle 
lobe, and between the left middle lobe and the 
quadrate lobe. After in vivo perfusion, the left, 
middle and right liver grafts were procured, and 
their primary branches were cut near the main 
stem. Among the three liver grafts, the one was 
chosen to be implanted if it’s GRWR (graft-to-
recipient weight ratio) was more than 1.0% and 
was nearest to 1.5%. Recipients entered Groups 
A, B and C if the left, middle and right grafts 
were chosen, respectively. With the piggyback 
technique, the outflow orifice of liver graft was 
anastomosed to the anterolateral wall of the re-
cipient vena cava. The graft was revascularized 
via reconstructed hepatic vein and portal vein, 
and then the hepatic artery and bile duct were 
anastomosed both in an end-to-end manner. 
Biliary and abdominal drainage was inspected 
postoperatively. Autopsies were performed 
promptly after recipients’ death to investigate 
the possibility of technical complications.

RESULTS: By prominent fissures, the canine 
liver was divided into 7 lobes, among which the 
parenchymal bridges were thin. The parenchy-
mal bridge connecting the right lateral lobe to 
the right middle lobe was much thinner than that 
connecting the left middle lobe to the quadrate 
lobe. No major conduit was found during transec-
tion of these two parenchymal bridges. The portal 
vein was split into three branches. The common 
bile duct was formed by the union of three hepat-
ic ducts-the left, middle and right hepatic ducts. 
The hepatic vein consisted of the left, median and 
right hepatic veins. Anatomical variations in the 
hepatic arteries could be found. Among three 
recipient groups, the operation time, anhepatic 
time and blood loss did not show significant dif-

■同行评议者
徐 泱 ,  副 主 任 医
师, 上海复旦大学
附属中山医院
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■研发前沿
现阶段活体供肝
在亚洲国家被广
泛 采 用 ,  但 由 于
伦 理 问 题 ,  活 体
供肝肝移植注定
也只能是一种临
时性的、过渡性
解 决 方 案 .  劈 离
式技术能增加供
肝 的 绝 对 数 量 , 
是现在西方国家
移植中心常规采
用 的 方 法 ,  到 目
前已出现了沿着
肝中静脉的劈离
方 式 ,  两 半 肝 都
可以提供给成人
受 体 .  于 是 本 课
题组设想将一个
供肝分割成3份 , 
以满足一个供肝3
个小受体的移植
需求.

ferences (P > 0.05), but the mean recipient weight, 
liver graft weight, and GRWR differed signifi-
cantly (all P < 0.01). In the three groups, none of 
the recipients died during surgery. Once the he-
patic vein and the portal vein were anastomosed 
and declamped, the implanted liver regained its 
color soon and its appearance returned to normal 
following arterial revascularization. There was no 
statistical difference in survival duration among 
the three groups (128.3 h ± 48.5 h vs 102.7 h ±  
59.8 h vs 98.7 h ± 46.8 h, P = 0.234). Ascites and 
liver necrosis were not found at autopsy. Bile was 
present in the bile duct and all anastomoses were 
patent. 

CONCLUSION: Our experimental results indi-
cate that the whole liver of a big dog can be split 
into three parts, every one of which can be trans-
planted to a small recipient as an independent 
allograft.

Key Words: Animal models; Partial liver graft; Split 
liver transplantation; Triple-split-liver transplantation 

Zhou J, Wang Z, Li L, Chen FL, Cui L, Xie HW, Hou 
WY, Zhang JS, Liu SL, Ming AX, Li SL, Wang HB. An 
experimental study of triple split-liver transplantation in 
dogs. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2138-2145

摘要
目的: 研究1个肝脏劈离成3个供肝单位的动
物实验可行性.

方法: 普通级健康犬分成供体组(n  = 30, 体
质量20-25 kg)和受体组(n = 30, 体质量8-15 
kg), 供受体随机配对. 供体手术断离右外叶
和右中叶、左中叶和方叶之间的2处肝组织
桥, 原位灌注后将左侧区、中央区和右侧区
供肝各自的一级肝蒂在近主干处切断, 移植
物受体体质量比(graft-to-recipient weight ratio, 
GRWR)>1.0%且最接近1.5%的供肝入选为移
植物, 植入左侧区、中央区和右侧区供肝的受
体分别分入A组、B组和C组. 供肝背驮式植
入受体, 流出口和腔静脉壁端侧吻合, 供肝一
级肝蒂分别和受体门管三联的主干端端吻合. 
术后观察受体腹腔及胆汁引流, 死亡后进行尸
检, 移植物取标本进行病理检查.

结果: 犬肝外观呈分叶状, 深陷的叶间裂将各
叶分隔开来, 各叶间由较少的肝组织桥相连
接, 右外叶和右中叶间的肝桥组织较左中叶和
方叶间的肝桥组织更薄更少, 2处肝桥离断时
均未发现有大的血管及胆管. 门静脉主要分成
左支、中支和右支; 胆总管也由左、中及右肝
管三支肝管汇合而成; 肝动脉可存在变异; 肝

血液经由肝左、中、右3支静脉回流. 3组供体
的平均体质量、手术时间及失血量差异的比
较无统计学意义. 体内劈离技术全部得以完
成, 供肝无热缺血损伤. 3组受体体质量、供肝
质量和GRWR之间的差异均存在显著的统计
学意义(P <0.01), 但手术时间、无肝期、失血
量及输血量间的差异无统计学意义(P>0.05). 3
组受体中无术中死亡者, 30个供肝均成功植入, 
所有血管及胆道的吻合均不需要移植物间置, 
门静脉和动脉重建后均能排泌胆汁, 各组新
肝均无淤血、缺血区. 3组受体存活时间分别
为128.3 h±48.5 h、102.7 h±59.8 h和98.7 h± 
36.8 h, 各组之间的差异无统计学意义(P  = 
0.234). 死亡后尸检均未发现有吻合口出血、

血栓等外科技术性并发症者, 移植物标本病理
检查肝细胞无淤血肿胀和缺血坏死者. 

结论: 此项动物实验证明: 一个大受体的肝脏
能劈离成3个部分, 且每一部分都能作为独立
完整的供肝移植给不同体质量的小受体. 

关键词: 动物模型; 部分供肝; 劈离式肝移植; 一肝
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0  引言

肝脏移植目前仍然是治疗终末期肝病的最有效

手段, 但供肝匮乏的现状严重阻碍了肝脏移植

的临床应用, 劈离式供肝的出现革命性地增加

了供肝的绝对数量. 为了将劈离式肝移植(spl i t 
liver transplantation, SLT)技术向前推进一步, 此
项研究尝试将一个肝脏劈离成3个供肝单位, 用
犬制作动物模型来探索这一新技术的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验于2010-09/2011-01完成, 动物全部

购自中国人民解放军总医院动物实验中心, 经
过体检、血常规和肝功能筛查后, 选用普通级

健康犬(外科手术用杂交犬), 犬龄1-4岁, 雌雄不

限, 供体组30只(体质量20-25 kg), 受体组30只
(体质量8-15 kg), 供血组另设. 供、受体随机配

对, 动物实验方法符合动物伦理学要求. 
1.2 方法

1.2.1 实验设计及手术方法: 每次实验对一对配

对的供受体进行手术, 将其安排在相邻的2个手

术间内, 由供体手术组和受体手术组人员同时
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■相关报道
劈离式肝移植在
西方国家仍被广
泛采用, 且还在改
良发展, 现已出现
了沿着肝中静脉
的劈离方式, 两半
肝都可以提供给
成人受体. 甚至右
后叶供肝也有早
有在临床应用的
报道, 经检索目前
还没有一肝多受
的临床报道.

开始手术, 修肝台安置于供体手术间内. 供受体

犬术前均禁食24 h、禁水12 h, 用25 mg/kg硫喷

妥钠静脉注射诱导麻醉后, 取平卧位, 身下置加

热垫, 固定头部和四肢, 气管内插管, 麻醉机维

持呼吸, 吸入异氟醚维持麻醉. 颈外静脉插管输

液/输血并监测中心静脉压, 受体犬取颈外静脉

一段备门腔分流用. 术中连续监测心率、氧饱

和度、动脉血压、心电及肛温. 设协调员1名, 
负责手术中的记录、计算及两组间进度的协调

等. 在供肝完全劈离之前, 2组手术人员及协调

员对供受体犬的体质量均不知情, 2组手术人员

对对方的术中情况也互不知情.
1.2.2 供体手术: 取上腹部屋顶状切口进腹, 先
仔细解剖肝蒂, 分离出门静脉及肝固有动脉的

主要分支, 并辨认各肝胆管之间的解剖关系, 胆
总管远端结扎并切断. 然后游离第二肝门, 再翻

转肝脏结扎、切断所有的肝短静脉, 将肝脏从

后腔静脉(相当人类的下腔静脉, 下同)上完全游

离, 只保留直径>4 mm的粗大副肝静脉. 结扎起

自门静脉左支供应舌状叶乳突的小分支, 切除

舌状叶. 用电刀先后断离右外叶和右中叶、左

中叶和方叶之间的2处肝组织桥, 断面妥善止血. 
于是, 除了肝蒂相连外, 整个供体肝已经被分割

为左侧区、中央区和右侧区3个部分, 每区均包

含2个肝叶. 肝总动脉和门静脉主干分别插管以

4 ℃的上海多器官保存液(SMO液)重力灌注, 整
体取出供体肝. 最后于腹主动脉穿刺采血供受

体输血用, 麻醉下放血处死. 
1.2.3 修肝台: 供体手术组取出供体肝后转入修

肝台组, 将供肝迅速置入混合冰屑的SMO液中, 
冲洗胆道. 一般将左侧区、中央区和右侧区供

肝各自的一级肝蒂分别在接近主干处切断, 得
到3份独立的供肝(图1), 如遇到有2支动脉供应

同一区的情况, 则将肝固有动脉保留于此区. 修
剪静脉出口, 3部分分别称取质量, 此时由协调

员分别计算三区供肝和受体的移植物受体体

质量比(graft-to-recipient weight ratio, GRWR), 
GRWR>1.0%且最接近1.5%的供肝入选为移植

物. 受体如果植入左侧区供肝则分入A组, 植入

中央区供肝的分入B组, 植入右侧区供肝的分入

C组. 
1.2.4 受体手术: 解剖第一、二肝门后, 将备用的

颈外静脉在门腔静脉间架桥, 建立临时性门腔

分流[1]. 肝脏自后腔静脉上充分分离后整体切除

(术后进行解剖), 尽量保留门静脉主干、肝固有

动脉和胆总管的长度以利于吻合. 如果预备植

入的是左侧区或中央区供肝, 则缝闭肝右静脉

根部, 在肝左、中静脉共干的根部以下部分阻

断后腔静脉, 根据供肝流出道口径大小修剪侧

壁[1]; 如果准备植入右侧区供肝, 则缝闭肝左、

中静脉共干, 在肝右静脉根部进行相应修整. 供
肝背驮式植入, 流出口和腔静脉壁行端侧吻合, 
直径>4 mm的粗大副肝静脉予以重建. 供肝门

静脉支和受体门静脉主干行端端吻合后恢复新

肝血流, 结扎关闭临时门腔分流, 计算自门静脉

开放血流至新肝排泌胆汁的时间. 在10×手术

显微镜下, 供肝的肝动脉支和受体的肝固有动

脉端端吻合, 供肝的一级肝管和受体胆总管端

端吻合. 腹腔引流管置于肝断面附近, 胆囊造瘘

置管观察胆汁分泌情况, 彩色多普勒超声仪(GE 
LOGIQ Book)确认各吻合口的通畅性后关腹.
1.2.5 免疫抑制剂及术后处理: 受体术中新肝门

脉血流开放前静脉注射甲基强的松龙10 mg/kg
预防急性排斥反应, 术后逐渐减半量至1 mg/
(kg·d)后维持. 手术当日至术后5 d, 25 mg/kg头孢

呋辛钠2次/d预防感染. 术后第1-3天, 强痛定12.5 
mg/12 h肌肉注射镇痛. 术后每日输注葡萄糖盐

水补充液体、电解质及热量, 直至能正常进食

流质. 术后注意各项监测, 观察胆汁引流和腹腔

引流, 死亡后及时进行尸体解剖查找死亡原因, 
并检查各吻合口通畅情况, 取移植物标本进行

病理检查. 
统计学处理 数据用SPSS15.0软件包进行统

计学处理, 计量资料均用mean±SD表示, 3组间

的多重比较用单因素方差分析(One-Way ANO-
VA)方法(Scheffe法), 方差不齐时应用变量转换. 
P <0.05认为差异有统计学意义, P <0.01认为差异

有显著的统计学意义. 

2  结果

2.1 解剖学观察 犬肝外观呈明显的分叶状 [2], 
深陷的叶间裂将各叶分隔开来. 左外叶、左中

叶位于脐裂的左侧, 自脐裂向右依次排列着方

叶、右中叶、右外叶和尾状叶, 位于腔静脉左

侧和尾状叶相连的部分是舌状叶乳突, 解剖较

其他各叶更为独立, 一共7叶. 各叶之间由较少

的肝组织桥相连接, 右外叶和右中叶间的肝桥

组织较左中叶和方叶间的肝桥组织更薄更少, 
供体组手术中2处肝桥离断时均未发现有大的

血管及胆管通过. 胆囊附着于方叶和右中叶之

间的胆囊床上. 在解剖和功能上, 各叶均保持着

较高的独立性, 存在着专属的供应血管及引流
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■创新盘点
此研究从新的思
路探索如何拓展
供肝来源, 不仅从
技术的可行性方
面进行了论证, 还
初步摸索了一肝
多受的全新模式
并积累了经验. 实
验设计上采用了
随机配对、盲法
设计和自身对照, 
大大减少了动物
的数量, 简化了实
验步骤, 但结果同
样能证明结论, 同
时也更加符合动
物实验的伦理学
要求.

系统. 除了舌状叶乳突的小分支外, 门静脉主

要分成3大支: 左支、中支和右支, 而胆总管也

由左肝管、中肝管及右肝管3支肝管汇合而成. 
而肝动脉可存在变异, 30只供体犬中21只的肝

左、肝中及肝右动脉各为1支, 5只无单一的肝

右动脉, 右外叶及尾状叶的2支供应动脉分别起

自肝固有动脉(尾状叶动脉均从门静脉后方绕

过), 另外4只无肝左动脉, 左外叶及左中叶各有1
支专属的动脉. 肝血液经由肝左、中、右3支静

脉回流, 肝左静脉由左外叶和左中叶的两个属

支汇合而成, 而肝中静脉接受方叶和右中叶的

血液回流, 肝左、中静脉先形成共干后再开口

于后腔静脉, 肝右静脉则收集右外叶和尾状叶

的静脉血, 单独开口于后腔静脉的右侧壁. 13/30
供体中存在直径>4 mm的副肝静脉, 9/30位于右

侧区, 4/30位于中央区右中叶. 供肝劈离后左侧

区供肝包含左外叶、左中叶, 一级肝蒂由门静

脉左支、肝左动脉和左肝管组成, 流出口为肝

左静脉; 中央区供肝包括方叶和右中叶, 门静脉

中支、肝中动脉和中肝管构成其一级肝蒂, 肝
中静脉收集静脉血液; 右侧区供肝则由右外叶

及尾状叶组成, 由门静脉右支和肝右动脉营养, 
静脉血经肝右静脉回流, 胆汁收集至右肝管. 经
过所有供受体肝脏的解剖, 发现除了肝动脉分

支存在上述变异外, 犬肝三分区的解剖特点相

当恒定. 
2.2 供体情况 各组供体的平均体质量差异无统

计学意义(P  = 0.411), 取供肝过程中均无严重并

发症者, 3组供体的平均手术时间和失血量差异

的比较结果无统计学意义(P = 0.536, P = 0.154), 
体内劈离技术全部得以完成, 原位灌注避免了

供肝的热缺血损伤(表1). 
2.3 供肝及受体术中情况 供肝劈离后三区肝块

GRWR>1.0%且最接近1.5%者植入, 结果6只受

体犬植入左侧区供肝(A组, n  = 6), 15只受体植入

中央区供肝(B组, n  = 15), 9只受体接受右侧区供

肝(C组, n  = 9). 3组受体平均体质量、供肝质量

之间的差异均存在显著的统计学意义(P <0.01), 
但手术时间、无肝期、失血量及输血量间的差

异无统计学意义(P >0.05). 3组中无术中死亡者, 
30个供肝均成功植入, 所有血管及胆道的吻合

均不需要移植物间置, 经重建的门静脉恢复灌

注后新肝颜色逐渐转红, 开放动脉血流后新肝

呈正常红润色(图2), 排泌胆汁时间差异的比较

无统计学差异(P = 0.338). 
2.4 受体术后情况 1/A和2/B术后3 d内出现胆漏, 
3/B和2/C腹腔内少量渗血, 保守治疗后好转, 均

表 1 供体和3组受体情况统计表

     左侧区供肝(A组) 中央区供肝(B组) 右侧区供肝(C组)   P 值

n             6           15            9    /

供体体质量(kg)     20.8±0.5     22.8±1.9     20.5±7.8 0.411

供体手术时间(min)   242.0±72.6   225.0±44.7   264.0±54.7 0.536

供体失血量(mL)   231.5±75.1   203.0±57.7   278.8±45.7 0.154

供肝质量(g)   256.3±28.8   176.5±20.0   113.9±7.2 <0.01

冷缺血时间(min)     40.9±6.9     46.1±10.7     48.7±9.1 0.213

受体体质量(kg)     14.9±0.7     12.6±1.3       9.1±0.8 <0.01

GRWR(%)       1.7±0.2       1.4±0.2       1.3±0.1 <0.01

受体手术时间(min)   394.0±69.6   306.5±55.3   330.4±85.5 0.201

受体失血量(mL)   405.5±105.3   437.5±85.7   496.2±78.8 0.096

受体输血量(mL)   336.5±105.3   412.3±138.9   389.7±83.4 0.186

无肝期(min)     42.9±3.5     39.9±9.9     34.1±6.4 0.140

胆汁排出时间(min)       8.8±3.3     10.0±5.1     12.2±6.1 0.338

存活时间(h)   128.3±48.5   102.7±59.8     98.7±36.8 0.234

图 1 三区供肝分离后. 一个供肝的一级肝蒂在接近主干处

切断, 得到右侧区、中央区和左侧区独立的三区供肝(左起), 

每区均含两个肝叶(胆囊、舌状叶乳突已切除), 镊子所指处

为各自的流出口.
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非致死原因. 后48 h内死亡5只(1/B和1/A心跳骤

停, 2/C肾功能衰竭, 1/B死于弥散性血管内凝血), 
剩余25只均存活48 h以上, 最长存活9.8 d(死于

严重肺部感染), 3组平均存活时间分别为128.3 h
±48.5 h、102.7 h±59.8 h和98.7 h±36.8 h, 差异

无统计学意义(P  = 0.234). 死亡后尸检均未发现

有死于外科技术性并发症者, 移植物标本病理

检查肝细胞无淤血肿胀和缺血坏死者(图3). 

3  讨论

对于终末期肝病的患者, 肝脏移植不仅是一种

能够挽救生命的治疗方法, 还提供了使其长期

健康存活的机会[3,4]. 但是由于全球范围内的供

肝匮乏, 许多患者在等待中失去了生存的机会, 
这一供需矛盾对于儿童受体更为突出[5-7]. 尽管

现阶段活体供肝在亚洲国家被广泛采用, 但由

于涉及到关键的伦理问题, 活体供肝肝移植注

定也只能是一种临时性的、过渡性解决方案. 
与之不同的是, SLT技术能增加供肝的绝对数量, 
现已成为西方国家移植中心常规采用的方法, 
劈离式供肝占各类型供肝总数量的比例逐年上

升[8-10], 大有占领主导地位之势. 改良的SLT沿着

肝圆韧带右侧0.5-1.0 cm断肝, 将供肝分割成一

大一小两个部分[11,12], 能同时满足一个儿童受体

和一个成人受体的需要, 同时成人和儿童患者

的利益也得到了平衡. 随着外科技术的日趋进

步, 现已出现了沿着肝中静脉的劈离方式, 两半

肝都可以提供给成人受体[13-15]. 如此一来, 儿童

受体可能得到的供肝总数无疑将会有所减少, 
为了平衡儿童受体的潜在利益, 客观上要求开

发出另外一种倾向于儿童受体的全新劈离技术, 
于是本课题组设想将一个供肝分割成3份, 每一

份供肝都能作为独立的器官用来移植, 这样1个
成人供肝就可以满足3个小受体的移植需求. 

肝脏外科的进步在很大程度上依赖于我们

对于肝脏解剖认识的不断深入, 最初肝脏被看作

是一个不成对的器官, 外科医师对很多肝脏外科

疾病束手无策. 但自从Cantlie线被提出后, 左、

右半肝的观念逐步被接受. 最早供肝劈离线也是

沿着Cantlie线的[11,16], 经过不断改进后供肝劈离

技术才逐渐成熟, 而实际上这一抽象的分界线在

肝脏外观和实质内部并无解剖学标志[17]. 对肝脏

的认识从一个浑然统一的整体发展到多个独立

功能的肝段, 是另一个认识上的飞跃[18], 使肝脏

手术有可能向更深、更细和更完善的领域发展. 
在外科学和解剖学上“段”的含义是指在一个

脏器内, 具有独立的功能、独立的血管供应及分

泌物引流的一部分[18]. Couinaud功能性肝段8分
法以及中华医学会的五叶六段法都是现在最常

用的肝脏分段方法[19]. 理论上来说, 每个肝段都

是一个独立的器官单位, 应该能单独分离出来, 
且同时保持其解剖和功能的完整性[20], 但是目前

的外科工具和技术都远远无法达到这一目标. 因
此对现阶段的劈离式肝移植技术来说, 这些分段

的理论尚缺乏真正的实际指导意义. 理论始终是

要为实践服务的, 既然这些过于详细的肝段无法

劈离出来, 那么在现有1分为2成熟劈离供肝技术

■应用要点
此研究中一个供
肝3分之后能供给
3 个 不 同 体 质 量
的小受体, 若欲提
供给较大受体则
必须先克服小肝
综合征带来的一
系列问题, 作为辅
助肝移植的供肝
提供给成人受体
的方案也是很有
应用前景的. 如果
将来的器官保存
研究取得重大突
破, 受体手术突破
器官保存时间的
限制, 则一肝多受
的肝移植模式将
具有巨大的潜在 
优势.

图 2 三区供肝植入后外观. 经重建的门静脉恢复灌注后，新肝颜色逐渐转红, 开放动脉血流后新肝呈正常红润色. A: 右区

供肝植入后; B: 中区供肝植入后; C: 左区供肝植入后.

A B C

图 3 1例受体方叶肝组织病理. B组受体1例术后110 h死亡, 

方叶肝组织光镜下观察(HE染色, ×200), 肝小叶结构正常, 

肝细胞无坏死及淤胆, 小叶间动、静脉通畅, 小叶间胆管内

可见胆汁.
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的基础上, 本课题组提出肝脏为一个三分器官的

定义, 经反复的犬肝解剖学观察, 证实这种分区

方法是相当恒定的, 根据犬肝分叶和人类肝脏分

段间的对应关系[2], 按照生物发育理论推论到人

类肝脏[21], 类似地, 人肝可能也能分为3个区域, 
三分法见表2. 

此项研究的目标是一肝三受, 要求将一个

供肝分割成3个部分, 并且每个部分都能用作单

独的器官, 同时满足3个受体的移植需要, 但如

果这样生硬的建立动物模型, 由于器官保存时

间受限, 在供体手术时就需要同时进行3台受体

肝移植手术, 此外还需要一组人员修肝, 对实验

条件和人员要求太高, 如此设计实验可行性较

差. 本研究采用盲法设计, 实验前将供受体编号

并随机配对, 所有实验人员都在对犬体质量全

不知情的情况下开始实验, 而且手术时两组手

术人员均对对方术中情况互不知情, 供体手术

组取出供肝后转入修肝组, 将供肝完全分割成

三区后分别称重, 此时再由协调员分别计算各

区供肝的GRWR, 最接近1.5%的一区供肝入选

作为移植物植入. 尽管这样的设计不完全是真

正意义上的“一肝三用”, 但是通过供受体体

质量要求、供受体随机配对及盲法的实验设计, 
实验结果是每个受体均能安全接受移植手术, 
且每部分供肝植入后均有足够的代谢功能, 这
样的实验设计和结果, 同样也能证明3部分供肝

均有作为供肝的可行性. 
众所周知, 供肝质量和受体体质量的匹配

必须适当 ,  相对受体如果供肝过大则易产生

“大肝综合征”, 如果过小则相反易形成“小

肝综合征”, 多项研究总结适宜的GRWR应在

1.0%-4.0%之间[22,23]. 尽管以往的经验显示在活

体肝移植中0.8%的GRWR也是可行的[24], 但对

于劈离式肝移植, 通常认为还是应当将1.0%的

GRWR作为低限值[22,23], 再考虑到劈离供肝的

冷、热缺血-再灌注损伤以及供体原先的疾病对

肝脏的影响, 一般将GRWR定在一个1.5%的安

全值[23], 这是此次试验中我们选择供肝最适合

GRWR的依据. 实际上犬肝为左大右小的质量分

布, 前期实验结果显示3个区域肝块各自的质量

均存在显著性差异[2], 此次实验结果是三区供肝

适合3组不同体质量的受体. 而人类肝脏则为左

小右大的形状, 相应地分为左侧区(左外侧叶)、
中央区(左内侧叶+右前叶)、右侧区(右后叶), 由
于也是左右不对称形状, 如此劈离的3部分质量

也应该存在较大差异, 这样不同分区的供肝就

能满足不同体质量受体的需要. 
实验中, 修肝时供肝的胆总管、肝固有动

脉、门静脉主干成分全部被去除, 只保留三区

供肝各自的一级分支, 受体肝切除时则尽量保

留肝蒂结构的长度, 由于实验的供受体均选用

健康犬, 所以植入后血管、胆管吻合均无需移

植物间置, 而大供体和小受体的配对设计使得

各出入肝的管道吻合时口径较匹配. 将来如果

临床应用, 供肝的胆总管、肝固有动脉、门静

脉主干则都必须保留. 这样就可根据供肝的解

剖条件和各个受体门管三联的具体情况灵活处

理, 而供肝劈离前的影像学检查与评估尤其重

要, 如果遇到罕见的门静脉无分支的情况绝对

是劈离的反指证[25]. 由于门管三联各自一级分支

的肝外部分长度不同, 传统的供体肝劈离一般

是将胆总管及门静脉主干保留于右侧供肝, 而
肝固有动脉多留在左侧供肝[25]. 若将来“一肝三

受”实际临床应用, 儿童受体大多数是胆道闭

锁的患儿, 供肝植入后都要进行肝管空肠吻合, 
而且为了保护新肝肝管血供, 肝管切断平面还

要求靠近肝实质, 所以肝胆管分配应该比较容

易. 即使碰到少见的右后支肝管汇入左肝管的

情形(6%)[26], 只要断肝前准确判断出变异, 劈肝

后右侧区供肝断面上仍可保留有肝管开口. 肝
动脉的吻合方面, 目前已是常规应用显微血管

吻合技术, 所以也无需一定要求腹腔干袖片的

动脉重建. 儿童受体大多数是婴幼儿, 从供肝流

出口到门静脉断端之间的距离往往大于受体这

两者之间的距离, 故要特别注意吻合后的门静

脉容易产生过长、扭曲的问题[27], 而不用担心两

断端的长度不够. 因此, 总的说来临床“一肝三

受”中肝蒂的分配可能冲突不大. 动物实验中, 

■名词解释
劈离式肝移植: 将
一个肝脏分割成
两个较小的肝组
织块, 两部分均作
为供肝用来移植
的技术; Cantlie线: 
1898年Cantlie发
现人的肝左右叶
是对等份, 由下腔
静脉左侧壁至胆
囊窝中份的平面
分开, 相当于肝脏
的正中裂, 所以后
来称此线为Rex-
Cantlie线.

表 2 人类肝脏的三分区法

     三分法 左侧区 中央区 右侧区

人肝 左外侧叶 左内侧叶+右前叶 右后叶 尾状叶

流出道 肝左静脉 肝中静脉 肝右静脉

一级肝蒂 左肝蒂 Glisson蒂右前支 Glisson蒂右后支
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由于肝动脉变异较多, 遇到左侧区或右侧区有

两支动脉供应的情况, 在修肝台时就将肝固有

动脉保留于此区, 保证各区供肝植入时始终只

需对单一动脉进行吻合, 从而减少了操作和吻

合后动脉血栓形成的几率. 
另外一个值得关注的问题是肝后腔静脉的

处理, 实验中采用的是背驮式肝移植方式, 在供

体手术时即将供肝从腔静脉上完全游离, 提供的

三区供肝中均不包含有腔静脉的成分, 这样做的

目的是利用供体良好的凝血功能防止新肝植入

后分离面麻烦的渗血. 实际上, 腔静脉随整肝同

时取下将会大大减少供体的手术时间, 对于脑死

亡供体体内其他脏器的获取也会更为有利. 将第

三肝门解剖的时机放在第一、二肝门之后也是

基于考虑: 如果脑死亡供体的循环状态突然发

生变化, 则可将原位劈离迅速转换成快速多器官

切取程序, 把供肝和腔静脉一起快速取出. 临床

应用时, 肝后腔静脉的保留也会使供肝流出口的

重建方式变得更加灵活[28], 尤其是右侧区供肝存

在有粗大的右副肝静脉[29,30], 这种情况下腔静脉

壁可制作成相应的袖片, 如此重建的流出道更有

利于血液回流. 现在已知, 一个小体积的肝移植

物很难承受相对高流量的入肝血流和低流量的

离肝血流, 由此产生的流出道相对梗阻会导致移

植肝功能不全[31,32], 因此临床中常常需要保留供

肝上直径>5 mm的副肝静脉[33,34]. 为了避免供肝

瘀血, 实验中对于含粗大副肝静脉的供肝(直径 
>4 mm), 采用单独重建的方式. 

在前期实验成功制作中叶供肝肝移植动物

模型的基础上[2], 此次实验我们更进一步对一个

供肝分割成三份独立供肝的新劈离技术进行了

尝试, 并对“一供三受”肝移植的全新模式也

进行了一些初步的探索和经验积累. 经过体内

原位劈离, 大供体的肝脏被分割成3个独立完好

的小供肝, 但保持肝蒂结构相连. 未来实际应用

时, 肝蒂的分割也应该在修肝时进行, 根据3个
受体的不同情况做相应处理. 例如, 供肝修整后, 
根据第一个受体的体质量先确定适合植入哪一

区供肝, 然后再根据供肝肝蒂具体情况及受体

门管三联的条件决定供肝肝蒂的第一次分配, 
先分离出一区供肝后, 剩下的2个供肝肝块则再

按照第二、三个受体的相应情况做适当的处

理, 再次分配余下的门管三联结构, 事实上胆总

管、肝固有动脉及门静脉主干可以保留于任意

一区, 只需将其他区供肝一级结构切断后的开

口缝闭即可. 由于犬肝分叶明显的解剖特点, 分

区恒定, 容易分割, 而实际人肝一级肝蒂结构可

能存在一些变异类型, 劈离前必须进行细致的

影像学评价. 一个供肝三分之后能供给3个不同

体质量的小受体, 若欲提供给较大受体则必须

先克服小肝综合征带来的一系列问题, 作为辅

助肝移植的供肝提供给成人受体的方案也是很

有应用前景的. 设想若将来的器官保存研究取

得重大突破, 受体手术突破器官保存时间的限

制[35], 则一肝多受的肝移植模式将具有巨大的潜

在优势. 
此项动物实验的研究证明: 一个大受体的

肝脏能劈离成3个部分, 且每一部分都能作为独

立完整的供肝移植给不同体质量的小受体. 

志谢: 感谢中国人民解放军总医院实验动物中
心提供的动物手术设施.
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Abstract
AIM: To explore the central mechanism of thera-
peutic effect of acupuncture on functional dys-
pepsia (FD) by investigating cerebral responses 
to acupuncture treatment in FD patients. 

METHODS: Ten FD patients were enrolled in 

www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年8月18日; 20(23): 2146-2150
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

针刺足少阳胆经穴对功能性消化不良患者脑葡萄代谢的
影响

曾 芳, 兰 蕾, 刘迈兰, 卢圣峰, 唐 勇, 刘旭光, 梁繁荣

®

■背景资料
有研究证实, 针刺
足少阳胆经穴能
显著改善功能性
消化不良(FD)患
者症状, 以边缘系
统为主的中枢神
经系统功能异常
可能是FD的重要
病理特征 .  因此 , 
本研究通过正电
子发射计算机断
层扫描(PET-CT)
技术, 探讨针刺足
少阳胆经穴对FD
的治疗效应是否
与调控边缘系统
异常有关. 

this study. PET-CT scan was performed on each 
patient at baseline and after electro-acupuncture 
treatment. The nepean dyspepsia index (NDI) 
was used to evaluate the therapeutic effects of 
acupuncture treatment. Statistical Parametric 
Mapping 5.0 was used to analyze changes in ce-
rebral glucose metabolism elicited by acupunc-
ture treatment. 

RESULTS: After electro-acupuncture treatment, 
the NDI symptom scores were significantly de-
creased (32.30 ± 13.17 vs 52.10 ± 14.69, P < 0.05) 
and the NDI quality of life scores were increased 
(88.57 ± 11.59 vs 75.45 ± 17.52, P < 0.05) in FD 
patients. Glucose metabolism in the bilateral cer-
ebellum, anterior cingulate cortex, hippocampus 
and para-hippocampus, and left insula was sig-
nificantly decreased (P < 0.005, uncorrected). 

CONCLUSION: Acupuncture treatment im-
proved the symptoms of FD patients. The thera-
peutic effect of acupuncture treatment for FD 
might be associated with regulating the cerebral 
activities of the regions in the limbic system, 
especially the cerebellum, anterior cingulate cor-
tex, and insula. 

Key Words: Acupuncture; Functional dyspepsia; 
Central mechanism

Zeng F, Lan L, Liu ML, Lu SF, Tang Y, Liu XG, Liang FR. 
Cerebral responses to acupuncture at acupoints of gallblad-
der meridian in patients with functional dyspepsia. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2146-2150  

摘要
目的: 观察针刺对功能性消化不良(functional 
dyspepsia, FD)患者脑功能的影响, 探讨针刺
治疗FD的中枢机制. 

方法: 以肝郁型FD患者为研究对象, 以正电子
发射计算机断层扫描技术为研究手段, 以疏肝
解郁常用的足少阳胆经穴为电针刺激点, 观察
针刺治疗FD患者的临床疗效及针刺前后患者
脑葡萄糖代谢的变化. 采用尼平消化不良指数
(nepean dyspepsia index, NDI)评价针刺治疗效

■同行评议者
王富春, 教授, 长
春中医药大学 
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■研发前沿
针刺治疗FD疗效
确 切 ,  但 其 中 枢
作用机制尚不清
楚 .  目 前 运 用 多
种神经影像学技
术进行研究已成
为针刺研究的热
点之一.

应, 采用统计参数图软件分析针刺治疗前后患
者脑功能的变化. 

结果: 与治疗前相比, 针刺治疗后患者N D I
症状积分显著减低(32.30±13.17 vs  52.10±
14.69), NDI生活质量评分显著增高(88.57±
11.59 vs  75.45±17.52, P <0.05); 患者双侧小
脑、前扣带回、海马、海马旁回以及左侧脑
岛等边缘系统脑区的葡萄糖代谢显著降低
(P <0.005). 

结论: 针刺足少阳胆经穴可以有效改善肝郁
型FD患者临床症状, 其治疗效应的发挥可能
与改善F D患者边缘系统为主脑功能活动异
常, 调节与病情相关的脑岛、前扣带回和小脑
功能有关. 

关键词: 针刺; 功能性消化不良; 中枢机制

曾芳, 兰蕾, 刘迈兰, 卢圣峰, 唐勇, 刘旭光, 梁繁荣. 针刺足少阳

胆经穴对功能性消化不良患者脑葡萄代谢的影响. 世界华人消

化杂志  2012; 20(23): 2146-2150
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是一种

以非器质性、代谢性疾病引起的长期、持续的

餐后饱胀不适、早饱、上腹部疼痛和上腹部烧

灼感为主要特征的临床常见消化系疾病. 目前, 
FD以其高发病率[1]、高社会经济负担[2]和对生活

质量的显著影响[3]而成为重要的社会公共卫生问

题. 针刺治疗FD疗效确切. 大量的古代文献记载

表明针灸治疗FD相关症状历史悠久且安全有效. 
现代的临床研究也证实了针刺治疗FD的有效性. 
课题组前期开展的多中心、大样本、临床随机

对照研究显示[4], 针刺足少阳胆经穴能显著改善

FD患者症状、提高患者生活质量, 且其疗效优

于非经非穴组和西药对照组. 但针刺足少阳胆经

穴治疗FD的中枢机理尚不清晰. 近年来的神经

影像学研究显示, 以边缘系统为主的中枢神经系

统功能异常可能是FD的重要病理特征[5-7]. 我们

前期的研究也证实, FD患者以边缘系统为主的

多个脑区葡萄糖代谢显著增高[8]. 那么, 针刺足少

阳胆经穴对FD的治疗效应是否与降低边缘系统

异常增高的葡萄糖代谢、调节中枢神经系统功

能有关？因此, 本研究以肝郁气滞型FD患者为

研究对象, 正电子发射计算机断层扫描(positron 
emission tomography-computed tomography, PET-
CT)为研究手段, 观察针刺足少阳胆经穴对FD患

者脑葡萄糖代谢的影响, 探讨针刺足少阳胆经穴

治疗FD的中枢机制, 为针刺治疗FD的临床运用

提供可视化的试验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共纳入FD患者10例, 均来自成

都中医药大学附属医院消化内科门诊. 患者纳

入标准包括: 符合FD罗马Ⅲ诊断标准者; 中医

辨证属于肝郁气滞型者; 右利手, 20岁≤年龄≤

30岁者; 在进入研究前至少15 d内未服用过任何

胃肠促动力药, 未参加其他临床研究者; 签署知

情同意书, 自愿参加本项研究者. 排除标准包括: 
合并心血管、肝、肾、消化、造血系统等严重

原发性疾病者; 伴有严重痛经症状的女性患者; 
伴有头痛、偏头痛及头部外伤史者; 孕妇及哺

乳期妇女. PET-CT扫描仪采用西门子公司生产

Biograph DUO BGO型扫描仪; 示踪剂为氟18脱
氧葡萄糖(fluorine-18 fluorodeoxyglucose, 18F-
FDG), 由MINItrace回旋加速器生产, 化学纯＞

95%, 放化纯＞95%, pH 6.0, 无色透明, 无菌无热

源; 针灸针采用苏州医疗用品有限公司生产的

华佗牌一次性针灸针: 电针仪采用南京济生医

疗科技有限公司生产的LH200韩氏穴位神经刺

激仪(HANS). 
1.2 方法

1.2.1 针刺治疗及疗效评价: 患者每天接受1次电

针治疗, 5次为1疗程, 疗程之间间隔2 d, 连续治

疗4个疗程, 共20次. 穴位包括足少阳胆经原穴

丘墟、络穴光明、合穴(下合穴)阳陵泉和郄穴

外丘. 上述穴位针刺得气后, 连接电针仪, 取疏

密波, 频率2 Hz/100 Hz, 电流强度在0.1-1.0 mA, 
以患者耐受为度, 定时为30 min. 针刺治疗前后

采用尼平消化不良指数(nepean dyspepsia index, 
N D I)症状评分和N D I生活质量评分评价针刺

疗效, 以焦虑自评量表(self-rating anxiety scale, 
SAS)和抑郁自评量表(self-rat ing depression 
scale, SDS)评价患者情绪状态的变化. 
1.2.2 PET-CT扫描: 患者于针刺治疗前和针刺治疗

后分别进行PET-CT扫描. 扫描流程为: 患者禁食6 
h以上、封闭视听平静休息40 min后进入扫描室. 
继续封闭视听平卧于检查床, 头放于头托内, 保
持舒适位置, 切无偏转, 眶耳线(orbito meatal line, 
OML)与地面垂直. 先同机进行CT扫描, 再同机进

行PET扫描. CT扫描参数: 电压: 120 kV; 电流: 200 
mAs; 矩阵: 128×128, 放大2倍; 层厚: 3 mm, 层间

间距: 1.5 mm. PET扫描参数: 扫描模式: 3D扫描, 1

■相关报道
已有的影像学研
究 证 实 ,  针 刺 可
能是通过抑制默
认脑功能网络(包
括边缘系统) ,  激
活躯体感觉皮层
来发挥调节作用. 
然 而 ,  不 同 疾 病
具有不同的中枢
响应特征 .  目前 , 
针刺影像学研究
的疾病主要集中
在疼痛、功能性
疾病、情绪认知
障碍等.
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■创新盘点
本文选取针刺治
疗FD疗效确切的
1 组 足 少 阳 胆 经
穴, 而不是单纯针
刺单一穴位, 研究
设计更贴近临床, 
结果更能充分体
现针灸临床疗效
的中枢机制.

个床位; 扫描时间: 8-10 min; 总计数: 3×108. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件对患者

针刺前后临床数据进行分析. 采用统计参数图

软件(statistical parametric mapping 5.0, SPM5)对
PET-CT数据进行分析, 统计检验采用配对t检验, 
P值设置为0.005, 连续20个激活像素定义为激活

区, 将FD患者针刺前后的PET图像进行对比后

得到针刺后FD患者的脑葡萄糖代谢变化情况, 
用Talairach坐标图和Mni-Space utility软件对所

得代谢变化的脑区进行神经解剖定位. 

2  结果

2.1 针刺临床疗效观察 针刺治疗后, FD患者NDI

症状评分较治疗前显著降低, NDI生活质量评分

则显著增高(P <0.05); 针刺治疗后, FD患者SAS
评分和SDS评分均较治疗前显著降低(P <0.05, 
表1). 
2.2 针刺对患者葡萄糖代谢的影响 针刺治疗后, 
FD患者双侧小脑、前扣带回(anterior cingulate 
cortex , ACC, BA24)、海马、海马旁回(BA37)、
梭状回(BA37)、颞极(BA21、BA38)、楔前叶

(BA7), 左侧脑岛(BA13)葡萄糖代谢显著降低

(P <0.005, 表2, 图1). 

3  讨论

祖国医学虽无“功能性消化不良”这一病名, 但
根据FD的临床症状及发病特点, 2001年中华中

医药学会内科脾胃病专业委员会通过的《功能

性消化不良中医诊治规范(草案)》确定FD对应

的中医病名为“胃脘痛”和“痞满”. 中医认为

FD病位在胃, 涉及肝脾. 病因多与饮食不节或情

志失调等有关, 治疗多从健脾、和胃、疏肝、理

气着眼, 针灸取穴多依据辩证结果, 如脾胃失和

者多取以足阳明胃经、足太阴脾经穴, 肝郁气滞

者多取足少阳胆经穴为主等. 西医认为FD的发

病主要与胃肠动力障碍、胃容受性损伤、内脏

高敏感、幽门螺旋杆菌感染以及心理因素等有

表 1 针刺对FD患者症状及情绪状况的影响 (mean±SD)

     评分项目        治疗前      治疗后  统计值   P值

NDI

  症状 52.10±14.69 32.30±13.17   9.933 0.000

  生活质量 75.45±17.52 88.57±11.59 -3.315 0.009

SAS 40.88±9.47 33.73±6.89   2.842 0.019

SDS 40.38±9.07 33.25±5.14   3.022 0.014

表 2 针刺治疗后FD患者脑葡萄糖降低的区域

     
脑区

   Talairach坐标
 t  值 Brodmman Area分区

  X    Y    Z

小脑

  左 -18 -30 -15 6.11

  右    20 -46 -18 8.51

前扣带回

  左 -2   29 -6 8.18 BA24

  右   2   33   0 10.5 BA24

海马旁回

  左 -33   35 -4 8.21 BA37

  右   28 -45 -10 4.91 BA37

梭状回

  左 -40 -15 -23 5.58 BA37

  右   36 -47 -11 4.71 BA37

脑岛

  左 -32   23     3 5.49 BA13

海马

  左 -30 -26 -7 7.76

  右   30 -37   2 7.15

颞极

  左 -48     8 -29 6.94 BA21

  右   59     7 -5 6.81 BA38

楔前叶

  左 -6 -58   61 7.08 BA7

  右   7 -59   53 5.13 BA7

5 -2

5-25

19 33

4 20 -4 -20

图 1 针刺治疗后FD患者脑葡萄糖降低的区域. 

■应用要点
本文从疗效有效
的针刺选穴入手, 
观察针刺足少阳
胆经穴对FD患者
脑葡萄糖代谢的
影响, 探讨针刺足
少阳胆经穴治疗
FD的中枢机制, 可
为针刺治疗FD的
临床运用提供可
视化的试验依据.
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关[9]. 而近年来, 越来愈多的证据表明, 以边缘系

统为主的中枢神经系统的功能异常在包括FD在

内的功能性胃肠病(functional gastrointestinal dis-
eases, FGID)的发病中扮演着重要的角色[10]. Van-
denberghe等[5]利用H2O

15-PET技术观察发现: 在相

同的胃近端疼痛性球囊扩张下, FD患者与健康

受试者相比, 出现了脑岛、额下回、小脑、丘脑

以及颞下回的显著激活. 提示以边缘系统为主的

中枢神经系对FD患者内脏疼痛信号的处理有别

于健康人. Van Oudenhove等[6]也证实内脏高敏感

FD患者中枢神经系统对胃胀刺激及假刺激的处

理异于健康受试者. 在前期的研究中[8], 我们利用

18F-FDG PET-CT技术, 对比观察FD患者与健康

受试者静息态脑功能活动的差异, 结果显示: 与
健康受试者相比, FD患者静息状态下脑葡萄糖

代谢显著增高, 呈现出以边缘系统脑区为主的

多个脑区的功能异常. 其中, FD患者双侧丘脑、

ACC、中扣带回(middle cingulate cortex, MCC)、
脑岛和小脑葡萄糖代谢的异常增高与患者病情

的严重程度显著相关; 且与病情较轻FD患者相

比, 病情较重FD患者双侧丘脑、ACC、MCC、
脑岛和小脑的葡萄糖代谢显著增高. 因而认为丘

脑、ACC、MCC、脑岛和小脑可能是与FD病情

密切相关的核心脑区. 
边缘系统对内脏活动有极为重要的调节作

用, 素有“内脏脑”之称. 他除通过下行纤维影

响内脏活动外, 还可以通过下丘脑-垂体的神经

体液途径影响内脏活动, 在调节胃肠道感觉和

运动功能中, 边缘系统发挥着重要的作用, 尤其

以扣带回、脑岛、丘脑、下丘脑对消化系的影

响最为显著[11,12]. 本研究中, 针刺足少阳胆经穴

可以降低FD患者异常增高的脑葡萄糖代谢, 减
低的区域包括双侧小脑、ACC、海马、海马旁

回、梭状回、颞极、楔前叶和左侧脑岛. 上述

区域大多属于边缘系统. 其中, 小脑、ACC和脑

岛在我们前期研究中被认为是与FD病情密切相

关的核心脑区. 脑岛是重要的“内感受皮层”

(interoceptive cortex), 属于边缘系统的一部分. 
他通过接收来自丘脑、孤束核、杏仁核和ACC
的躯体和内脏传入纤维, 从而将内脏和情绪信

息进行整合. 脑岛的传出纤维则主要到达杏仁

核、下丘脑、前额叶(prefrontal cortex, PFC)、
ACC以及脑干等区域. 这种解剖上的密切联系

进一步证实了脑岛是内脏自主活动的高级整合

中枢[13-15]. 事实上, 几乎所有关于FGID的影像学

研究中都可以看到脑岛的激活[16]. 在本研究中, 

针刺足少阳胆经穴可以显著降低FD患者脑岛异

常增高的葡萄糖代谢, 这可能与针刺改善患者

的消化不良症状有关. 
扣带回是边缘系统的重要组成部分, 其中

ACC与脑岛、PFC等边缘系统脑区和其他皮质

下结构有着非常密切的联系, 被认为与疼痛、

应激和FGID密切相关. 多项研究证实ACC是一

个处理胃肠道信号的重要脑区[17], ACC的激活

也几乎在所有FGID的神经影像学研究中都可以

看到[16]. 同时, 神经电生理研究也证实ACC与胃

肠调节关系密切. 如研究者发现, 刺激猴的ACC, 
可以使幽门部运动及张力受到抑制, 切断迷走

神经后抑制反应消失[18]. 此外, ACC在情绪调节

中也具有重要的作用. 在本研究中, 针刺足少阳

胆经穴可以显著降低FD患者ACC异常增高的葡

萄糖代谢, 这可能与针刺改善患者消化不良症

状和调节患者情绪异常有关. 
小脑与大脑皮层和邻近的中脑区域有着极

其复杂的传入、传出神经联系, 因而在调节内脏

活动、高级认知功能和情绪行为等方面发挥着

重要的作用. 电刺激小脑可影响内脏功能, 出现

血压、排便及胃肠蠕动的变化[19]. IBS患者在直

肠刺激下[20]、FD患者在疼痛性胃近端刺激时[5], 
小脑半球都显著激活. 这些研究都提示小脑异

常激活可能与FGID的病机有关. 在本研究中, 针
刺足少阳胆经穴可以显著降低FD患者小脑异常

增高的葡萄糖代谢, 这可能与针刺改善患者消

化不良症状和改善患者自我内省意识有关. 
总之, 针刺足少阳胆经穴可以有效改善肝郁

型FD患者临床症状、提高患者生活质量, 改善

患者情绪状态. 针刺足少阳胆经穴对肝郁型FD
的治疗效应可能与改善FD患者边缘系统为主脑

功能活动异常, 调节与病情相关的脑岛、ACC
和小脑功能有关. 
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Abstract
AIM: To explore the role of Oncoprotein 18 (Op18) 
in metastasis of hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Op18 expression was repressed in 
HCCLM3 cells by RNA interference, and inter-
ference effect was evaluated by RT-PCR and 
Western blot. Cell adhesion, migration and inva-
sion were analyzed by cell adhesion assay and 
Transwell assay in vitro. Op18 expression was 
detected by RT-PCR and immunohistochemistry 
in 96 HCC specimens with or without metastasis. 

RESULTS: Op18 expression was effectively in-
hibited by RNA interference in HCCLM3 cells.  
Cell adhesion was significantly suppressed in 
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是一种常见的恶
性肿瘤, 死亡率在
我国恶性肿瘤中
居第2位, 其高转
移高复发是导致
死亡率居高不下
的 主 要 原 因 ,  目
前尚缺乏一种高
效敏感的HCC转
移复发的诊断标 
志物. 

the RNAi group compared to the mock group 
(20 min: 0.616 ± 0.057 vs 0.944 ± 0.068; 40 min: 
0.740 ± 0.0713 vs 1.196 ± 0.115; 60 min: 1.001 ± 
0.083 vs 1.441 ± 0.053; all P < 0.05). Transwell 
assay revealed that cell migration and invasion 
decreased in the RNAi group compared to the 
mock group (migration: 0.145 ± 0.011 vs 0.206 
± 0.008; invasion: 0.127 ± 0.008 vs 0.168 ± 0.012; 
both P < 0.01). Op18 expression was detected in 
96 HCC tissues with or without metastasis. RT-
PCR demonstrated that Op18 was overexpressed 
in HCC tissues with metastasis (n = 48) com-
pared with HCC tissues without metastasis (n 
= 48, Op18/GAPDH relative ratio: 0.560 ± 0.128 
vs 0.414 ± 0.086); and IHC results also indicated 
that Op18 expression was up-regulated in HCC 
tissues with metastasis in comparison with HCC 
tissues without metastasis (integrated density: 
624.771 ± 100.032 vs 413.786 ± 71.833, P < 0.01). 

CONCLUSION: Overexpression of Op18 may 
play an important role in HCC metastasis.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Oncoprotein 
18; RNA interference; Metastasis

Gan L, Duan CG, Gong S, Guo K, Shu H, Liu YK. Role of 
Oncoprotein 18 in metastasis of hepatocellular carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2151-2156 

摘要　
目的: 探讨原癌蛋白18(Oncoprotein 18, Op18)
在肝癌侵袭转移过程中的作用机制. 

方 法 :  采 用 R N A 干 扰 ,  抑 制 人 肝 癌 细 胞
HCCLM3中Op18的表达, RT-PCR和Western 
b lo t评价干扰效率; 通过细胞粘附分析、体
外Transwell分析法检测Op18表达缺失后对
HCCLM3细胞粘附、运动和侵袭能力的改变; 
RT-PCR和免疫组织化学分别在48例未伴转移
的肝癌组织和48例伴转移的肝癌组织中解析
Op18表达与肝癌侵袭转移的关系. 

结果: RT-PCR和Western blot结果显示: 在
HCCLM3细胞中行RNAi后Op18表达被有效
抑制, 抑制率达到80%以上; Op18表达缺失后, 
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■研发前沿
最近研究发现在
乳腺癌、前列腺
癌 、 肉 瘤 、 肝
癌、白血病等多
种肿瘤中原癌蛋
白(Op18)的表达
参与了肿瘤的发
生 ,  可 作 为 肿 瘤
辅助诊断、治疗
分子标志物和药
物靶点.

在不同时间点(20、40和60 min)实验组细胞粘
附能力(0.616±0.057、0.740±0.0713和1.001
±0.083)较阴性对照组(0.944±0.068、1.196
±0.115和1.441±0.053)明显下降(P <0.05); 
Transwell实验结果提示: 经RNAi后实验组细
胞运动、侵袭能力(运动: 0.145±0.011, 侵袭
0.127±0.008)较阴性对照组(运动: 0.206±
0.008, 侵袭: 0.168±0.012)显著降低(P <0.01); 
分别在伴转移和未伴转移的肝癌组织中检测
Op18的表达, RT-PCR(Op18与GAPDH相对比
值: 0.560±0.128 vs  0.414±0.086)和IHC(积分
吸光度值为: 624.771±100.032 vs  413.786±
71.833)实验结果均提示Op18在伴转移的肝癌
组织中的表达更高(P <0.01). 

结论: Op18在肝癌的侵袭转移过程中发挥重
要作用. 

关键词: 肝细胞癌; 原癌蛋白18;  RNA干扰; 侵袭
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种常见的恶性肿瘤, 死亡率在我国恶性肿瘤中

居第2位, 其高转移高复发是导致死亡率居高不

下的主要原因[1-4]. 原癌蛋白18(Oncoprotein 18,  
Op18), 也称Op17、Op19、stathmin等, 是一种重

要的微管解离蛋白, 参与微管二聚体的形成[5-7]. 
本研究采用RNA干扰技术, 在HCCLM3细胞中

抑制Op18的表达后, 观察Op18表达缺失对HC-
CLM3细胞粘附、侵袭和运动能力的影响; 并
进一步在伴转移和未伴转移的肝癌组织中探讨

Op18表达与肝癌侵袭转移的关系, 解析Op18在
肝癌侵袭转移过程中发挥的作用. 

1  材料与方法

1.1 材料 人HCCLM3肝癌细胞由复旦大学肝癌

研究所建系; 所有HCC组织标本(广西医科大学

附属第一人民医院, 2004-01/2004-12)均经术后

病理检查证实, 其中伴转移肝癌(由病理和临床

检查证实患者在肝外存在源于肝癌细胞的转

移病灶)和未伴转移的肝癌组织各48例; Trizol
和lipofectamineTM 2000均购自美国Invotrogene
公司; 逆转录试剂盒购自Promega公司; 半定量

PCR试剂盒购自莱枫生化; 增强化学发光试剂盒

购自美国Pierce公司; Op18单抗购自ABcam公司; 
GAPDH抗体购自上海KANGCHEN; Transwell
孔板购自美国Costa公司. 
1.2 方法

1.2.1 小干扰(small interference, si)RNA序列的设

计和合成: 人Op18基因的siRNA由上海吉凯公

司设计合成. Op18 siRNA正义链: 5'-GAA ACG 
AGA GCA CGA GAA Att-3', 反义链: 5'-UUU 
CUC GUG CUC UCG UUU Ctt-3'; 阴性对照双

链小RNA正义链: 5'- UUC UCC GAA CGU GUC 
ACG Utt-3', 反义链: 5'-ACG UGA CAC GUU 
CGG AGA Att-3'. 
1.2.2 细胞培养、转染和干扰效率的鉴定: 方法

如前所示, 详见文献[8], 即人肝癌细胞HCCLM3
在含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液中, 置
37 ℃、50 mL/L CO2的细胞培养箱内培养; 消化

计数后按3×105个/孔接种于6孔板; 至细胞融合

率达60%左右, 按lipofectamineTM 2000试剂说明

书进行转染, 以80 nmol/L Op18 siRNA转染HC-
CLM3细胞48 h, 收集细胞检测RNA和蛋白质表

达, 鉴定Op18干扰效率. 设转染Op18 siRNA的为

实验组, 设转染非编码序列双链小RNA为阴性

对照组, 设不作转染的为空白对照组. 
1.2.3 细胞粘附实验: 用FN(20 μg/mL)包埋96孔
板, 置37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中放置1 h. 分别

将RNA干扰实验组、空白对照组和阴性对照组

细胞(每组各设3个复孔)消化计数, 按2×104细胞

/孔加入孔板, 37 ℃分别培养20、40、60 min后
4%多聚甲醛固定10 min; 龙胆紫染色15 min; 加
入龙胆紫溶解液37 ℃温育30 min, 用酶标仪检

测其A 540. 
1.2.4 体外Transwell分析: 侵袭实验先在Tran-
swell侵袭上室中用1 mg/mL Matrigel基质铺板, 
置37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养6 h. 将Op18 
RNA干扰的实验组、空白对照组和阴性对照组

细胞(每组各设3个复孔)按1×105细胞/孔加入上

室. 同时在Transwell孔板的下室中加入600 μL含
20% FBS的培养基. 培养30 h弃去上室细胞培养

液, 拭净上室细胞. 40 g/L多聚甲醛固定, 结晶紫

染色15 min, 33%醋酸脱去染液, 用酶标仪测定

A 570. 运动实验除Transwell侵袭上室不用Matri-
gel基质包被外, 其余步骤同侵袭实验. 
1.2.5 RT-PCR: TRIzol试剂提取肝癌组织的RNA, 
测定RNA浓度行逆转录. PCR扩增Op18基因和内

参. 引物序列如下, Op18基因: 正义链5'-ATGAG-
GCAAACCCTGTGAAC-3', 反义链5'-AGCTTG-
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■相关报道
有多个研究小组
发现, 在直肠癌、
子宫内膜癌、乳
腺癌等多种属多
类型的肿瘤细胞
中Op18的蛋白表
达可以促进肿瘤
细 胞 的 运 动 ,  改
变细胞的形态, 并
参与肿瘤的侵袭 
运动.

GCACAGATCCTTGT-3'(158 bp);  GAPDH正义

链为5'-ATGACCCCTTCATTGACC-3', 反义链

为5'-GAAGATGGTGATGG GATTTC-3'(131 bp). 
PCR反应条件: 94 ℃ 5 min, 94 ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 
72 ℃ 30 s, 共30个循环. 2%琼脂糖电泳分离, 观
察结果. 
1.2.6 免疫组织化学: 将HCC石蜡切片烤片脱蜡, 
微波抗原修复10 min, 5%山羊血清封闭1 h, 加
入Op18抗体(1∶200)4 ℃过夜, 二抗室温孵育 
30 min. DAB显色, 苏木精复染、脱水、封片. 并
用ImagePro Plus 6.0(IPP)软件分析结果. 

统计学处理  所有统计分析应用SPSS13.0软
件进行. 数据用mean±SD表示, 均数两两比较应

用配对t检验, 多样本均数比较采用单因素方差

分析. P <0.05视差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 RNAi抑制HCCLM3细胞中Op18的表达 选
择高表达Op18的人肝癌细胞株HCCLM3中行

Op18的siRNA干扰. 转染siRNA 48 h后分别提取

空白对照组、阴性对照组和RNAi实验组细胞的

总RNA和蛋白质, 用RT-PCR和Western blot检测

Op18的表达. RT-PCR结果显示在空白对照组、

阴性对照组和实验组细胞中O p18与G A P D H
的相对表达量分别为0.568±0.045、0.579±
0.038、0.199±0.022, 与PCR结果相似, WB结

果显示在空白对照组、阴性对照组和实验组细

胞中Op18与GAPDH蛋白相对表达量为0.841±
0.048、0.887±0.078、0.154±0.016. 以上结果

提示: 无论是RNA水平还是蛋白质水平, RNAi
都能明显抑制HCCLM3实验组细胞中Op18表达

(P <0.01), 干扰率达到80%以上; 而空白对照组和

阴性对照组之间没有统计学差异(图1).  
2.2 Op18表达缺失抑制HCCLM3的细胞粘附 在
HCCLM3细胞中行RNA干扰后, 收集空白对照

组、阴性对照组和实验组细胞, 计数后铺入96

孔板中, 分别在不同时间点(20、40和60 min)检
测细胞粘附能力. 实验发现: 与3个时间点阴性

对照组细胞粘附(0.944±0.068、1.196±0.115、
1.441±0.053)相比较 ,  实验组细胞粘附能力

(0.616±0.057、0.740±0.0713、1.001±0.083)
降低(P <0.05); 而空白对照组和阴性对照组之间

没有明显统计学差异(图2). 
2.3 Op18的RNAi可显著抑制HCCLM3细胞运动

侵袭能力 在HCCLM3细胞中行RNA干扰后, 采
用Transwell实验检测RNAi对HCCLM3细胞侵

袭、运动的影响. 运动实验的结果发现与空白对

照组和阴性对照组(0.208±0.01、0.206±0.008)
相比较, RNAi实验组细胞的运动能力明显降低

(0.145±0.011, P <0.01), 而空白对照与阴性对照

之间没有差异. 侵袭实验结果与运动实验一致, 
和空白组与阴性对照组相比较(0.163±0.019、
0.168±0.012), RNAi后实验组细胞的侵袭能力

(0.127±0.008)也被显著抑制(P<0.01, 图3). 
2.4 肝癌组织(未伴转移和伴转移)中Op18的表达 
采用RT-PCR分别检测10例未伴转移肝癌和10例
伴转移肝癌组织中Op18的表达, 发现伴转移的

肝癌组织中Op18表达更高(Op18/GAPDH: 0.560
±0.128 vs  0.414±0.086), 二者具有统计学意义

(P <0.01, 图4A). 另采用免疫组织化学的方法在

肝癌组织(未伴转移肝癌和伴转移肝癌各48例)
的石蜡切片中检测Op18的表达, 以细胞胞浆中

出现棕褐色的颗粒为阳性. IPP软件系统分析免

疫组化结果, 计算阳性区域的积分光密度. 发现

伴转移的肝癌组织中Op18表达更高(积分光密

度为624.771±100.032 vs  413.786±71.833). 用
SPSS13.0分析发现: Op18在未伴转移和伴转移的

肝癌组织中表达具有显著的差异(P<0.01, 图4B). 
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图 1 RNA干扰后HCCLM3肝癌细胞水平的表达. A: Op18 

RNA; B: 蛋白质; 1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 实验组.
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图 2 HCCLM3细胞中RNA干扰抑制细胞粘附. 1: 空白对照

组; 2: 阴性对照组; 3: 实验组在不同时间点(20、40和60 min)

的细胞粘附, 发现与阴性对照组相比较, 实验组细胞的粘附

明显降低.
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■创新盘点
该研究进一步研
究Op18蛋白表达
与肝癌侵袭转移
的关系，为探讨
HCC侵袭转移的
分子机制, 筛选肝
癌转移的诊断标
志物提供了实验
基础.

3  讨论

肝癌是我国最常见的高致死率的恶性肿瘤, 目
前尚缺乏敏感高效的HCC转移复发的分子标志

物, 其发病机制仍不清楚[9]. 提示探讨HCC侵袭

转移的分子机制, 对降低肝癌患者的转移率和

复发率, 提高患者的生存率和预后具有重要临

床和现实意义. 
O p18是重要的微管解离蛋白 ,  主要通过

结合微管蛋白二聚体, 参与微管稳态平衡的维

持、纺锤体和极体的形成分离、细胞分裂运动

等多种细胞生物过程, 并作为信号传导因子在

信号通路中发挥重要作用[10-13]. 研究发现在乳

腺癌、前列腺癌、肉瘤、白血病等多种肿瘤中

Op18蛋白高表达, 提示Op18的表达可能参与了

肿瘤的发生, 可作为肿瘤辅助诊断、治疗分子标

志物和药物靶点[14-18]. 而本小组前期实验也发现

在HCC组织中Op18高表达, 提示Op18与肝癌的

发生相关, 这和Kung小组的实验结果一致[19,20]. 
但是Op18是否参与肝癌的侵袭转移过程, 目前

尚不清楚, 有待进一步研究. 
我们在高表达Op18的人肝癌细胞HCCLM3

中, 通过RNA干扰的方法, 使Op18的表达缺失后

发现: Op18的表达抑制可明显抑制HCCLM3的
粘附、运动和侵袭能力. 在2002年Ozon小组第

一次报道在果蝇中如果降低Op18的表达能抑制

精子的运动, 另有多个研究都发现在直肠癌、

子宫内膜癌等多种属多类型细胞中stathmin的表

达可以增加细胞的运动, 改变细胞的形态, 参与

肿瘤的侵袭运动等[21-24]. 这些研究都支持我们的

实验结果, 即Op18的表达缺失的确可以抑制肿

瘤细胞的侵袭、运动. 我们在细胞实验的基础

上, 进一步在肝癌组织检测Op18的表达, 验证我

们假设, 即Op18在肝癌的侵袭转移过程中发挥

重要作用. 选择未转移的肝癌组织和伴转移的

肝癌组织各48例, 用PCR和IHC的方法检测Op18
的表达. 实验显示无论是mRNA水平还是蛋白质

水平, Op18在伴转移的肝癌组织中表达显著增

高, 提示Op18的表达可能预示肝癌的侵袭转移. 
Kasper小组在前列腺肿瘤组织中研究Op18表达

时发现: 较未转移的前列腺肿瘤组织, Op18在转

移、复发的肿瘤中表达更高, 且Op18的表达上

调与肿瘤体积大小、病理分级、血管侵犯、肝

内播散和5年生存率密切相关, 暗示Op18可能与

肿瘤的发展过程有关; Mikihiro小组报道Op18的
高表达与滋层细胞的转移侵袭相关; 同时在乳

腺癌、内分泌肿瘤和卵巢癌等组织中实验也发

现了相似的结果[17,25-29]. 这些研究都与我们的实

验结果相吻合, 即Op18的高表达可能与肿瘤的

发展过程相关, 能预示肿瘤的侵袭、转移, 成为

肝癌转移的一个潜在诊断标志物. 
Baldassarre小组进一步探讨了Op18参与

肿瘤运动侵袭的分子机制, 研究发现Op18能与

胞浆中的p27skip(一个细胞素依赖性蛋白激酶)
相结合后, 失去解离微管的能力, 从而抑制肉瘤
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图 3 Op18表达缺失对HCCLM3细胞运动侵袭能力的影响. 
1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 实验组采用Transwell实验

分别检测各组别HCCLM3肝癌细胞运动侵袭变化, 发现和

阴性对照组相比较, 实验组细胞的侵袭运动明显降低.

图 4 伴转移的肝癌组织中Op18的表达明显增强. A: RT-

PCR检测未转移肝癌和转移肝癌组织中Op18的表达直方图; 

B: 免疫组织化学检测未转移肝癌和转移肝癌组织中Op18的

表达的直方图.
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细胞HT-1080的侵袭运动能力. 还有研究发现鸟

苷磷酸酶PhoA、Stat3也能结合Op18, 直接或者

间接调节微管的动态变化, 最终通过对微管动

态平衡的调节发挥对细胞的运动能力的重要作 
用[30,31]. 这些都可能提示了Op18参与肿瘤侵袭转

移的分子机制. 
总之, 本研究从细胞和组织标本中都发现

Op18表达上调参与肝癌的侵袭转移过程, 在肝

癌发展过程中发挥重要作用. 但是, Op18是否能

作为一个新的诊断肝癌侵袭转移、预测肝癌预

后转归的分子标志物, 或者成为一个肝癌药物

治疗的分子靶点还有待进一步研究. 
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蛋白表达水平与
肝癌的转移呈正
相关 ,  提示Op18
的表达可能预示
肝癌的侵袭转移.
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■同行评价
本论文从细胞水
平研究显示Op18
表达能促进肝癌
细胞的侵袭运动, 
在肝癌发展中发
挥作用, 实验设计
比较完善, 有一定
创新性. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
P27 expression and tumor invasion, metastasis, 
multidrug resistance and prognosis of colorectal 
cancer (CRC), and to explore the possible mech-
anisms involved. 

METHODS: Two hundred and sixty-three  spo-
radic CRC patients who underwent surgery in the 
Department of Colorectal Surgery, Beijing Cancer 
Hospital from March 2008 to March 2012 were in-
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■背景资料
疾病治疗的突破
有赖于人们对其
生物学行为机制
的认识和掌握. 结
直肠癌是我国最
常见的消化系恶
性 肿 瘤 之 一 .  目
前, 临床治疗结直
肠癌采用手术、
化疗等综合措施, 
但其病死率仍居
我国所有恶性肿
瘤的前列 .  因此 , 
对结直肠癌的生
物学行为及其机
制进行深入的研
究具有迫切的现
实意义.

cluded in this study. All patients were diagnosed 
by histological examination and  did not undergo 
chemoradiotherapy before surgery. Immunohis-
tochemistry was used to detect P27, Ki-67, P170, 
MLH1, MSH2 and MSH6 protein expression in 
samples from these patients. The association be-
tween expression and clinical data was analysed 
retrospectively. 

RESULTS: The positive rates of P27, Ki-67, P170, 
MLH1, MSH2 and MSH6 expression in CRC 
were 71.1%, 81.4%, 82.5%, 86.7%, 87.8% and 
71.1%, respectively. Deficient expression of P27 
was closely associated with tumour size, location, 
differentiation, invasion depth, vascular invasion 
and lymph node metastasis, but  had no associa-
tion with patients’ gender, age, or tumor macro-
scopic morphology. P27 expression was nega-
tively correlated with Ki-67 and P170 expression (r 
= -0.315, -0.163, P = 0.00, 0.01), but positively with 
MLH1, MSH2 and MSH6 expression (r = 0.129, 
0.136, 0.159, P = 0.03, 0.03, 0.01).

CONCLUSION: P27 expression is closely associ-
ated with the development, invasion and me-
tastasis of CRC. P27 protein expression can be 
regarded as an important parameter for evalu-
ation of colorectal cancer progression and for 
selection of chemotherapy drugs and prevention 
of multidrug resistance. 

Key Words: Colorectal cancer; P27; Ki-67; Multid-
rug resistance; Mismatch repair protein; Histopa-
thology; Immunohistochemistry; Prognosis 
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摘要
目的: 探讨P27表达与结直肠癌侵袭转移、多
药耐药及预后的关系, 并初步分析其机制. 

方法: 随机选取北京大学肿瘤医院结直肠外
科2008-03/2012-03收治的散发性结直肠癌患
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■创新盘点
结直肠癌组织P2-
7、Ki-67、P170、
MLH1、MSH2、
M S H 6 表 达 及 其
关系的报道鲜见. 
本研究发现随着
结直肠癌肿瘤的
进展, P27蛋白表
达的缺失率也明
显增加, 其表达与
Ki-67和P170呈明
显 的 负 相 关 ,  与
MLH1、MSH2、
M S H 6 表 达 呈 明
显 的 正 相 关 .  因
此 ,  P 2 7 可 以 作
为临床评估结直
肠癌侵袭转移能
力、指导化疗和
判定预后的一个
客观参考指标.

者263例, 所有病例均经组织学证实, 全部肿瘤
病例术前均未行放化疗. 应用免疫组织化学
SP法检测大肠癌组织中P27、Ki-67、P170、
MLH1、MSH2和MSH6的表达; 并结合其临
床病理特征进行回顾性分析.

结果: P27、Ki-67、P170、MLH1、MSH2和
MSH6在结直肠癌组织中的阳性表达率依次
为71.1%、81.4%、82.5%、86.7%、87.8%和
71.1%. P27蛋白表达与患者性别、年龄、肿
瘤的大体形态无关; 而其表达缺失与肿瘤的
大小、部位、分化类型、侵袭深度、脉管癌
栓和淋巴结转移密切相关. P27表达与Ki-67(r  
= -0.315, P  = 0.00)、P170(r  = -0.163, P  = 0.01)
呈明显的负相关. 而P27与MLH1(r  = 0.129, P  
= 0.03)、MSH2(r  = 0.136, P  = 0.03)、MSH6(r  
= 0.159, P  = 0.01)的表达均呈明显的正相关. 

结论: P27蛋白与结直肠癌发生发展、侵袭转
移密切相关, 其状态与结直肠癌MSI状态密切
相关. P27蛋白的检测可以作为一个反映结直
肠癌疾病进展的重要指标, 并对临床化疗用药
和预防多药耐药具有一定的指导意义.

关键词: 结直肠肿瘤; P27; 核增殖抗原; 多药耐药; 

错配修复蛋白; 免疫组织化学; 预后
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0  引言

结直肠癌已成为我国最常见的消化系恶性肿瘤

之一, 且发病率呈逐年上升的趋势[1,2]. 目前, 临
床治疗结直肠癌采用手术、化疗等综合措施, 
但其病死率仍居我国所有恶性肿瘤的前列. 肿
瘤对化疗药物的多药耐药是导致结直肠癌预后

不佳的一个重要原因[3]. 因此, 对结直肠癌的生

物学行为及其机制进行深入的研究具有迫切的

现实意义. 研究显示[4-6]: 抑癌基因p27及其蛋白

产物与肿瘤的发生发展关系密切, P27蛋白的表

达与恶性肿瘤的侵袭转移密切相关. 本研究采

用免疫组织化学法研究结直肠癌组织P27蛋白

表达与临床病理特征之间的关系, 以及P27表达

与错配修复蛋白、核增殖抗原、多药耐药蛋白

的相关性, 旨在探讨P27表达与结直肠癌侵袭转

移、多药耐药及预后的关系, 并初步分析其机

制. 这有助于为临床评估结直肠癌侵袭转移能

力、指导化疗和判定预后提供一个客观的参考

指标.

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取北京大学肿瘤医院结直肠

外科2008-03/2012-03收治的散发性结直肠癌

患者263例, 所有病例均经组织学证实, 全部肿

瘤病例术前均未行放化疗. 取其手术切除的、

经甲醛液固定和石蜡包埋的结直肠癌标本进

行实验, 即用型P27鼠抗人mAb(ZM-0340)、
即用型Ki-67鼠抗人mAb(ZM-0165)、即用型

P170鼠抗人m A b(Z M-0179)、即用型M L H1
鼠抗人m A b(Z M-0154)、即用型M S H2鼠抗

人mAb(ZM-0156)、即用型MSH6鼠抗人mAb 
(ZM-0387)均购自北京中杉金桥生物公司. 试验

由LAB vision Autostainer 360自动染色仪系统

(福建迈新公司)程控完成、镜下图像以Olympus 
Dp70图像采集分析仪进行采集、分析.
1.2 方法 实验按产品说明书操作. 切片常规脱

蜡至水, P27、Ki-67、P170采用高压热修复, 
MLH1、MSH2、MSH6经1 mmol/L pH 8.0的
EDTA抗原修复液高压热修复. 30 mL/L H2O2孵

育10 min, 蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 滴加正

常兔血清工作液, 孵育10 min后倾去, 不洗; 滴
加一抗37 ℃孵育2 h, PBS冲洗3 min×3次. 滴加

二抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×3次. 滴加三

抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×3次, DAB显色, 
苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. PBS代替一抗作

阴性对照, 正常大肠黏膜上皮表达情况作阳性

对照. 在200倍的视野下随机选取10个视野, 记
数每个视野中正常黏膜或肿瘤细胞的染色情

况, 取平均值. P170定位于细胞膜, P27、Ki-67、
MLH1、MSH2、MSH6均定位于细胞核. 依据

染色强度和阳性细胞率来计算评分[6-8]. 染色强

度: 0为无染色, 1为染色弱, 2为中等染色强度, 3
为染色强. 阳性细胞率: 0为<1%, 1为<25%, 2为
<50%, 3为<75%, 4为≥75%. 以染色强度与阳性

细胞率之和计算评分, 0-2分为阴性(-), 3-5分为

阳性(+), 6-7分为强阳性(++). 评分过程由两名高

年资病理科医生双盲法独立完成.
统计学处理 应用SPSS19.0统计软件包进行

统计分析. 计数资料采用2个(或多个)样本率比

较的χ2检验; 积分相关性采用Spearman等级相关

分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 临床资料及P27、Ki-67、P170、MLH1、



顾国利, 等. 结直肠癌P27表达与Ki-67、P170、MLH1、MSH2、MSH6的关系及意义             2159

www.wjgnet.com

■应用要点
本研究通过研究
结直肠癌组织P27
蛋白表达与临床
病理特征之间的
关 系 ,  以 及 P 2 7
表达与错配修复
蛋白、核增殖抗
原、多药耐药蛋
白的相关性, 旨在
探 讨 P 2 7 表 达 与
结直肠癌侵袭转
移、多药耐药及
预后的关系, 并初
步分析其机制. 这
有助于为临床评
估结直肠癌侵袭
转移能力、指导
化疗和判定预后
提供一个客观的
参考指标.

MSH2、MSH6表达 入组病例的临床资料见表

1. 免疫组织化学染色显示: P170定位于细胞膜, 
镜下可见肿瘤细胞膜呈棕黄色颗粒染色, 胞质

轻染, 胞核和肿瘤间质不染色. P27、Ki-67、
MLH1、MSH2、MSH6均定位于肿瘤细胞核, 
镜下可见胞核呈棕褐色或棕黄色颗粒, 胞质可

轻染, 胞膜和肿瘤间质不染色(图1). 
2.2 结直肠癌P27表达缺失与临床病理特征之间

的关系 散发性结直肠癌中P27蛋白的表达见表

2. P27蛋白表达与患者性别、年龄、肿瘤的大

体形态无关; 而其表达缺失与肿瘤的大小、部

位、分化类型、侵袭深度、脉管癌栓和淋巴结

转移密切相关. 高分化腺癌、右半结肠癌的P27
蛋白表达缺失率较高; 而随着肿瘤增大、侵袭

加深、发生脉管癌栓和淋巴结转移时, P27蛋白

表达的缺失率也明显增加. 
2.3 结直肠癌P27与K i-67、P170、M L H1、
MSH2、MSH6表达的相关性  结直肠癌组织P27
与Ki-67、P170、MLH1、MSH2、MSH6的共

同表达见表3. 按照配对资料四格表计算可知: 
P27与Ki-67、P170、MLH1、MSH2的表达呈

现明显相关. 而将P27、Ki-67、P170、MLH1、

MSH2、MSH6的表达积分资料按照Spearman
等级相关分析计算可知: 结直肠癌组织中P27与
Ki-67、P170呈明显的负相关(r  = -0.315, -0.163, P  
= 0.00, 0.01). 而P27与MLH1、MSH2、MSH6的
表达均呈明显的正相关(r  = 0.129, 0.136, 0.159, P  
= 0.03, 0.03, 0.01). 

3  讨论

疾病治疗的突破有赖于人们对其生物学行为机

制的认识和掌握. 我们目前尚未彻底认识和掌

握结直肠癌侵袭转移、多药耐药等生物学行为

的具体机制. 研究发现[9-11]: 抑癌基因p27的蛋白

产物与结直肠癌的发生发展、侵袭转移关系密

切. 非特异细胞周期素依赖性蛋白激酶抑制物

P27(又称KIP1), 属于细胞周期蛋白依赖性蛋白

激酶抑制剂CIP/KIP蛋白家族成员之一, 他可阻

止细胞由G1期进入S期, 从而抑制细胞增殖. 本
研究发现: 随着结直肠癌肿瘤的增大、侵袭加

深、发生脉管癌栓和淋巴结转移, P27蛋白表达

的缺失率也明显增加, 且其表达与代表肿瘤增

殖能力的Ki-67呈明显的负相关. 这说明P27蛋白

具有抑制结直肠癌发生发展、侵袭转移的作用, 

表 1 病例临床资料和P27、Ki-67、P170、MLH1、MSH2、MSH6的表达

     

项目   n 年龄(mean, 岁)
   性别   组织部位     P27   Ki-67  P170   MLH1 MSH2   MSH6

 男  女 结肠 直肠  -  ++  -  ++  -  ++  -  ++  - ++  -  ++

结直肠癌病例 263   35-86(62.7) 143 120  165   98 76 187 49 214 46 217 35 228 32 231 76 187

表达阳性率   71.1%   81.4%   82.5%   86.7%   87.8%   71.1%

A B

ED

C

F

图 1 结直肠癌组织P27、Ki-67、P170、MLH1、MSH2、MSH6的表达(SP×200). A: P27核表达; B: Ki-67核表达; C: P170膜

表达; D: MLH1核表达; E: MSH2核表达; F: MSH6核表达.



www.wjgnet.com

2160               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年8月18日   第20卷  第23期

■名词解释
肿瘤的多药耐药
性(MDR): 指肿瘤
细胞被一种药物
诱发耐药后, 同时
对其他多种结构
和作用机制完全
不同的药物产生
交叉耐药的一种
现 象 ;  这 是 导 致
大肠癌化疗失败
的主要原因之一. 
MDR是一个多基
因参与、涉及多
种基因产物的复
杂过程. 目前已明
确机制的MDR有
4种: 典型MDR(由
MDR1及其产物
P170介导); 非典
型MDR(由Topo-
Ⅱ介导); GST-π表
达; TS表达.

结直肠癌肿瘤组织P27蛋白的检测可以作为一

个反映疾病进展的重要指标. 
P170是多药耐药基因M D R1的蛋白产物, 

参与介导肿瘤的典型多药耐药 [3].  P170属于

ABC(ATP binding cassette)跨膜转运蛋白超家族

成员; 对疏水性抗癌药(如: 蒽环类、长春碱类、

表鬼臼毒素类、放线菌素D、米托蒽醌、紫杉

碱等)起作用, 通过与细胞内化疗药物结合、借

助ATP供能将药物“泵”出细胞外, 使细胞内化

疗药物浓度下降、毒性减低或消失, 从而达到

耐药作用[12-14]. 本研究发现: 结直肠癌中P170的
阳性表达率高达82.5%, 且其表达与P27呈明显

的负相关; 而P27的表达与结直肠癌的病程(大
小、侵袭、转移)呈负相关. 这提示我们: 疏水

性抗癌药可能应尽量避免应用于那些P27低表

达、P170高表达的结直肠癌患者. 因此, P27和
P170的联合检测对于结直肠癌的临床化疗用药

和预防多药耐药具有一定的指导意义. 
错配修复基因(mi sma tch r epa i r genes, 

M M R)的突变在散发性结直肠癌的发生中也

扮演着重要角色 [15].  M M R突变所导致微卫

星不稳定(microsatellite instability, MSI)可引

起众多下游基因的突变失活 .  转化生长因子

β(transforming growth factor beta, TGFβ)的Ⅱ

型受体(T G F β RⅡ)就是M M R的一个下游基 
因[16,17]. 而TGFβRⅡ和TGFβ的结合是TGFβ/Smad
信号通路的启动环节[18]. 因此, MMR的突变失

活将使TGFβ无法启动肿瘤细胞中的TGFβ/Smad
下游通路. 研究发现[19-22]: TGFβ通过抑制CDK4
的合成而减少G1中期细胞内形成的Cyclin D1-
CDK4-P27三元复合物，从而使细胞内可利用

的、游离的P27相对增加. 因此, MMR基因突变、

MMR蛋白失活可以间接地影响P27的表达. 这可

能就是本研究发现MLH1、MSH2、MSH6这3种
错配修复蛋白的表达均与P27呈明显正相关的

原因之一. 由于MLH1、MSH2、MSH6表达的减

少预示着肿瘤细胞处于微卫星不稳定状态[23]. 因
此, 本研究进一步印证了P27表达状态与结直肠癌

MSI状态密切相关的科学结论[24-26]. 
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Abstract
There is much controversy over the use of  per-
cutaneous endoscopic gastrostomy (PEG) for 
management of dysphagia in stroke patients. An 
analysis of recent studies in this field indicates 
that appropriate timing of PEG in selected appro-
priate patients will provide therapeutic benefit.  

Key Words: Gastrostomy; Stroke; Percutaneous en-
doscopic gastrostomy 
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摘要
中风后很多患者都会出现吞咽困难，并且
在短时间内无法恢复. 经皮内镜下胃造瘘术
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 文献综述 REVIEW

经皮内镜下胃造瘘在治疗中风后患者中的应用进展

姜跃龙, Xin-Sheng Liu, Daniel KY Chan

®

■背景资料
经皮内镜下胃造
瘘术(PEG)自1980
年由Gauderer和
Ponsky首先使用
以来, 这种新方法
通过不断地改进
和革新已经日趋
成熟, 越来越普遍
的在临床上应用. 
在美国每年大约
有200 000例PEG
管置放治疗. 这种
仅需通过内镜介
导放置胃造瘘管
的技术, 避免了外
科手术和全身麻
醉, 适用于各种原
因造成的吞咽困
难而又需要长期
营养支持的患者. 

(percutaneous endoscopic gastrostomy, PEG)可
以为中风后吞咽功能障碍的患者提供长期的
营养支持, 与静脉营养以及传统的鼻胃管治疗
相比有很多的优势, 因此传统的观念认为PEG
可以减少并发症, 提高患者的生活质量, 但是
近年来的关于并发症和死亡率的研究有相反
的结果. 因此如何选择合适的患者, 合适的时
机, 预测可能出现的各种并发症以及生存时间
才能使患者从中获益. 本文全面地分析了近年
来的研究并对比了早期的研究, 阐述了PEG在
中风患者中的应用应该个体化综合分析的理
念, 为临床上PEG应用前提供参考依据.

关键词: 胃造瘘; 中风; 经皮内镜下胃造瘘术
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0  引言 

没有一种疾病会在没有营养支持的情况下得

到好转, 提供足够的营养支持是疾病治疗的基

石, 中风当然也不例外. 营养不是简单地对生命

的支持, 他也是判断社会状态、健康状态, 甚
至快乐状态的重要标志. 经皮内镜下胃造瘘术

(percutaneous endoscopic gastrostomy, PEG)自
1980年由Gauderer和Ponsky首先使用以来, 这种

新方法通过不断地改进和革新已经日趋成熟, 
越来越普遍的在临床上应用[1]. 在美国每年大约

有200 000例PEG管(percutaneous endoscopic gas-
trostomy tube, PEGT)放置治疗[2]. 这种仅需通过

内镜介导放置胃造瘘管的技术, 避免了外科手

术和全身麻醉, 适用于各种原因造成的吞咽困

难而又需要长期营养支持的患者.  

1  中风患者的肠内外营养

对于中风患者来说, 有29%-81%(因为地域和评

估方法的差别)的患者承受着中风后吞咽功能障

碍的痛苦[3-9]. 糟糕的营养状态会导致器官功能

恢复缓慢, 感染风险增加[10,11], 预后不良率及死

亡率上升[12-15]. 口咽部肌肉功能恢复不良会造成

■同行评议者
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■研发前沿
近年来的研究显
示并不是所有胃
造瘘后的患者都
会 从 中 受 益 ,  如
果选择不当还会
造成并发症和死
亡 率 的 升 高 ,  这
与传统的观念并
不一致.

消化系恶性循环. 胃肠道内长时间没有食物会

导致肠内感染的出现. 对于这些吞咽困难的患

者, 如何补充营养以应对将来可能出现或已经

出现的营养不良, 对于医生来说十分具有挑战

性. 肠内营养(enteral nutrition, EN)与胃肠外营养

(parenteral nutrition, PN)相比具有明显的优越性, 
营养素直接经肠吸收并利用, 更符合生理需要, 
同时给药方便, 尤其是具有维持肠黏膜结构和

屏障功能完整性的优点, 同时还可以避免肠内

感染. 胃肠道不单是消化吸收器官, 也是重要的

免疫器官, 在营养支持的同时调动胃肠的主动

免疫机制. 有报道显示早期使用置管营养可以

降低患者死亡的危险5%-8%[16]. 

2  经皮内镜下胃造瘘术与传统的鼻胃管治疗 

比较

因为患者无法通过口部进食, 医生们多会选择用

插鼻胃管(naso-gastro tube, NGT)的方法提供营养

和水分, 这种方法有近400年的历史[17]. NGT容易

放置, 但是也容易阻塞和脱出, 无法安全可靠的

提供营养支持. PEG技术则更为持久、安全, 克
服了NGT的弊端[18,19], 为肠内营养的供给提供了

全新的选择. 与NGT相比, PEGT具有不刺激鼻

腔、脱位少、易于护理、放置时间长、胃内部

刺激小和更能充分补充足够的营养等优点[20,21]. 
但这种方法也存在缺点, 如: 放管时需要用镇

静、麻醉药物, 可能进一步影响中风患者的意识

状态; 可能会出现局部感染、疼痛、皮肤过敏及

出血等并发症; 对老年人来说手术相关性吸入性

肺炎和腹膜炎的出现是一个导致死亡的原因; 价
格比NGT高出10倍[22,23]. 与鼻胃置管相比PEG除

了能有效地改善患者的营养状态, 还能改善患者

的康复效果[24,25]. 但是我们更关心的是这种方法

是否能够降低患者的总死亡率、并发症率及改

善预后, 如何通过选择合适的患者以及合适的时

机放置PEGT而使患者受益. 

3  中风发生后如何决定患者使用经皮内镜下胃

造瘘术治疗

在西方国家, 患者经常无法容忍鼻部的刺激而

宁愿选择PEG也不愿意放置NGT, 对于病变较

轻的患者PEG除了可以减轻患者的不适(鼻部刺

激), 还有助于早期康复训练以及吞咽功能的恢

复[26]. 早期一项对于吞咽功能不良的患者, 分别

用PEGT和NGT治疗的对照研究发现, 通过吞咽

康复训练, 使用PEGT的轻、中度吞咽功能障碍

患者比使用NGT的患者吞咽功能改善明显, 而
使用N G T的对照组只是在语言交流方面改善

较好[27]. 在自主吞咽功能恢复之后, PEGT可以

拔除. 但是近年来更多的研究显示, 中风患者中

高龄、合并症多、预后不良的患者出现吞咽功

能障碍的时间更长, 在早期经过评估后可以预

测需要使用PEG, 这样的患者更应该在早期开

始营养支持, 防止营养状态的恶化[28]. 出现了肺

炎、心血管事件和意识状态明显恶化的患者病

情明显加重, 则更需要PEG的治疗[3,6,29]. 2010年
一项关于了解急性缺血性中风患者美国国立卫

生研究所脑卒中评分(National Institute of Health 
stroke scale, NIHSS)与PEG关系的研究发现, NI-
HSS以及是否有中风后吸入性肺炎的出现可以

预测是否开始PEG治疗, 其中吸入性肺炎可以作

为需用PEG的独立因素[30]. 2011年关于颅内出血

中风患者的研究显示: PEG的放置与中风的严重

程度相关, 预测因素分析显示: NIHSS分值高、

格拉斯哥昏迷评分(Glasgow coma scale, GCS)低, 
以及并发闭塞性脑水肿、败血症或需要机械通

气的患者更需要PEG的治疗[31]. 因此, 较轻的患

者可能通过早期使用PEG接受营养支持的同时, 
有利于吞咽功能的恢复, 但是要面临好转后再

次拔管的问题. 病情较重的患者理论上说更有

必要使用PEG治疗, 因此早期的评估十分重要, 
除了对患者中风的意识状态、大脑受损程度、

合并症以及并发症进行评估外, 最重要的是对

吞咽功能的评估. 有研究显示, 通过评估不仅可

以减少并发症, 而且可以缩短住院时间和减少

治疗总费用[32], 然而这是一个连续的过程, 多在

中风发生后1-2 wk内开始评估, 之后每周进行评

估, 观察吞咽功能是否有改善. 在澳大利亚和美

国等发达的西方国家, 对评估非常重视, 有专科

语言病理师(speech pathologist)或者语言治疗师

(speech therapist), 完善的吞咽评估系统, 在中风

发生的早期就开始评估并跟踪患者. 当然PEG操

作也要排除禁忌证, 包括大量腹水、食管完全

阻塞、凝血功能障碍以及败血症等[33]. 

4  经皮内镜下胃造瘘术放置时机的选择

PEG是一种有创性的操作, 如何选择放置PEG
管的时机一直以来是一个饱受争议的问题. 如
果过于积极的放置PEG后患者的吞咽功能很快

恢复或者放PEG后不久患者死亡这就失去了放

置PEG管的意义. 年龄<60岁, 合并症较少、非

出血型中风和轻度吞咽功能障碍的在4 wk内大

■相关报道
最新的随机对照
及配对研究显示, 
PEG组的并发症
和死亡率均高于
对照组, 甚至经过
积极的康复治疗
之后也没有降低.
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多可以恢复吞咽功能[26]. 发病后30 d内急性颅

内出血型中风的死亡率29%-49%, 而缺血型为

13.0%-17.6%[34-36]. 2011年最新的一项关于缺血

型中风早期死亡率的对照研究发现, 在没有卒

中单元的医院死亡率为12.5%, 有卒中单元的医

院死亡率降低到10.1%[37]. 一般来说, 急性中风

后1 wk吞咽功能障碍多会持续存在, 从2 wk开始

部分患者的吞咽功能会陆续恢复, 到1 mo时大部

分患者的吞咽功能恢复, 只有很少的一部分持

续时间会超过6 mo[6,7]. 而且与其他原因引起的

吞咽功能障碍疾病相比, 由中风引起的吞咽功

能障碍更容易恢复[29]. 在一项有859例患者入组

的早期使用置管肠内营养和静脉营养的随机对

照试验显示, 早期置管营养组的死亡率和预后

不良的人数并没有下降[16]. 即使为患者提供了更

有营养的高蛋白营养餐, 中风的死亡率和预后

不良也没有被改善[16]. 所以从1 wk开始用NG来

提供营养支持就足够了. 早期使用NG的好处是

可以及时提供营养防止营养状态恶化, 也避免

了PEG放置带来的风险[38-40]. 预测患者的存活期

及监测吞咽功能的恢复情况可以帮助确定合适

的时机使用PEG. 但因为个体的差异预测存活期

十分困难, 目前比较公认的观点是, 2 wk内开始

的吞咽评估工作非常的重要[26], 之后的每周都有

继续评估的对照, 评估包括测试患者的吞咽功

能、语言交流功能和吸入性肺炎的风险等, 在
中风后的4 wk, 如果患者的条件许可则做改良吞

钡试验(modified barium swallow, MBS)评估吞咽

功能. 存活期超过4 wk, 但仍然没有恢复吞咽功

能的患者, 就可以开始用PEG治疗. 放置PEG之

后继续康复治疗, 仍然有一部分人可以恢复吞

咽功能, Teasell等[41]报道带PEGT回家的患者能

够生存到1年的人中, 有75%都恢复了吞咽功能. 

5  放置经皮内镜下胃造瘘管对患者预后的影响

PEG的放置目标应该是能够挽救生命和改善患

者的预后, 使生命质量得到改善, 并不是简单的

为了延长终末期生命而采取的妥协方法[42]. 随着

时间的推移关于PEG对预后影响关系的研究也

越来越多, 观点也发生了重要的变化. 吸入性肺

炎是中风后最常见的并发症, 也是中风后导致

患者死亡的最重要的并发症, 大约三分之一有

吞咽功能障碍的患者会出现误吸. 76%的患者死

于呼吸系统并发症[43,44]. 放置PEG管后食物直接

通过管道进入胃腔, 可能会减少吸入性肺炎的

发生. 较早的一项前瞻性的关于PEG和NTG的随

机对照实验显示, 观察6 mo后, PEG组发生肺炎

的致死率和总死亡率较低, 而且营养状态的改

善也较好[21]. 但是吞咽功能障碍造成的误吸与诸

多因素有关, 如: 口部清洁不良、咽喉部分泌物

堆积、反流及咽喉部保护气道功能下降等[45-48]. 
近年来的一项配对对照试验显示: PEG置管组与

静脉营养组比较(观察90 d), PEG置管组肺炎、

心血管事件以及中风恶化率均较对照组增高[1]. 
另外一项研究将321例患者随机分入PEGT组和

NGT组, 观察到6 mo时, PEGT组与NGT组比较

死亡率没有降低, 均在50%左右, 没有显著性差

异, 但是PEGT组与NGT组相比严重残疾率增加

了7%-8%[16]. 功能锻炼和康复是减少预后不良

的重要手段, 如果进行积极的功能康复训练是

否会减少PEG患者预后不良事件的发生? 另一

项配对对照研究充分比较了有PEG管和无PEG
管的两组中风后吞咽功能不良的患者的康复训

练情况, 通过90 d的观察发现有PEG管组的死亡

率、肺炎、心血管事件以及中风恶化率均较对

照组增高, 而且存活下来的患者康复结果也没

有比对照组的好[42]. 

6  经皮内镜下胃造瘘术在中风患者治疗中决策

并不是所有的中风患者都会从PEG治疗中受益, 
对于迅速恶化的疾病和无法改变不良预后的疾

病并没有太大价值[33]. 所以如何评估患者的生存

状态, 监测吞咽功能, 对于决策PEG是关键性的

问题. 评估吞咽功能需要专科语言病理师或者

语言治疗师在早期开始并连续性观察. 在4 wk
后仍然没有恢复吞咽功能恢复的患者可以考虑

用PEG治疗. 但是PEG的放置操作和PEG所带

来的预后对于个体来说无法准确预测, 所以在

PEG管放置之前要请专科语言病理师或者语言

治疗师、消化科内窥镜医生、神经内科医生、

营养师、物理治疗师、社会工作者以及患者或

患者家属来共同参与评估这种有创操作所带来

的利弊. 当然PEG管放置了之后患者的营养状态

会有所改善, 换管周期长, 护理也相对方便. 但
是这种置管操作及使用的镇静药物本身就可能

加重患者的病情, 有6%-8%的术后并发症率, 有
1%-2%的患者的死亡与操作相关[33], 而且也不能

减少预后不良和降低中风后的死亡率. 虽然有

大部分患者有可能通过功能锻炼将来重新恢复

吞咽进食的功能, 但是也有一部分要终身带管, 
甚至一直残疾卧床. 因此, 及时的全面的考虑

PEG对于个体的益弊才能做出正确满意的决策. 

■创新盘点
本文综述了近来
的PEG在中风患
者中的应用情况, 
同时与较早的研
究对照发现目前
的观点与以往明
显不同.
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7  结论

脑中风是一种急症, 在西方发达国家, 很多医院

开设了专门的卒中单元病房, 而且有专科语言

病理师或者语言治疗师评估吞咽功能, 同时还

有物理治疗师和营养师共同参与康复训练, 在
患者回家后还有社会工作者跟踪, 提供必要的

协助, 充分体现了对脑卒中患者的关心和人文

关怀. 对于放置PEG管的问题, 也非常的慎重, 
实际操作中往往涉及社会道德观念、伦理、法

律和法规等诸多问题. 需多方共同参与的情况

下制定治疗的方案. 因为意识形态和对生命的

观点的差异, 在国内多强调珍惜挽救生命而不

惜一切代价, 随着社会的发展和人们思想观念

的转变, 这种观念也在发生着变化, 现代医学要

求我们更强调生命神圣、尊严、质量和价值的

统一. 
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本文对经皮内镜
下胃造瘘术在中
风后吞咽功能障
碍患者中的应用
和意义进行了综
述和讨论, 选题结
合临床, 有积极的
指导和参考意义.
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Abstract 
Nutritional and metabolic damage is an impor-
tant manifestation of severe liver disease and is 
significantly associated with prognosis. In this 
paper, we review nutritional and metabolic ab-
normalities and nutritional support therapy in 
patients with liver failure by summarizing the 
indicators for evaluating the nutritional and 
metabolic status and the features of nutrients and 
energy metabolism. We point out that resting en-
ergy expenditure can be measured using CCM-D 
nutrition metabolism test system in liver failure 
patients. Energy supply is primarily contributed 
by fat oxidation in patients with chronic liver fail-
ure, and their respiratory quotient is significantly 
lower than the predicted values. In addition, we  
discuss nutritional support intervention methods 
and intake for different stages of liver failure. Our 
aim is to raise the awareness of clinicians for mal-
nutrition in patients with liver failure to formu-
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■背景资料
营养和代谢损害
是严重肝病的重
要表现, 并已成为
影响患者预后的
明确危险因素. 肝
衰竭病程中常发
生明显的物质代
谢 异 常 ,  进 而 影
响机体能量代谢, 
可导致肝功能进
一 步 恶 化 ,  影 响 
预后. 

late individualized nutrition support therapy.

Key Words: Nutritional support; Energy metabo-
lism; Resting energy expenditure; Respiratory quo-
tient; Liver failure 
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摘要
营养和代谢损害是严重肝病的重要表现, 并已
成为影响患者预后的明确危险因素. 本文对肝
衰竭患者的营养代谢异常与营养支持治疗作
一综述, 总结了肝脏疾病营养代谢状况评价的
指标, 以及肝衰竭患者营养物质及能量代谢特
点, 指出利用CCM-D营养代谢测试系统可以
测定肝衰竭患者的静息能量消耗, 慢性肝衰竭
患者能量供给以脂肪氧化为主、呼吸商明显
低于预测值, 并进一步讨论了不同阶段肝衰竭
营养支持干预的方式及摄入量等. 目的在于提
高临床医师对肝衰竭患者营养代谢异常的认
知程度, 制定个体化的营养支持治疗, 从而为
提高肝衰竭的抢救成功率、改善患者的中远
期预后提供条件.

关键词: 营养治疗; 能量代谢; 静息能量消耗; 呼吸

商; 肝衰竭
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0  引言

肝衰竭病程中常发生明显的物质代谢异常, 进
而影响机体能量代谢, 可导致肝功能进一步恶

化, 影响预后. 遵循个体化的原则, 给予患者最

适当的营养干预, 已逐渐成为肝衰竭综合治疗

中的重要一环. 

1  肝脏疾病营养代谢状况评价的指标

既往的营养评价往往仅依靠体质量、生化指标

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院
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■研发前沿
营养支持治疗不
仅在于单纯能量
供 给 ,  还 要 通 过
提供营养底物维
持正常或近似正
常的组织细胞代
谢 ,  目 前 已 成 为
肝衰竭综合治疗
中的重要一环.

等简单判断, 准确性欠佳, 比如严重肝病患者常

有腹水形成, 需要判断体质量增加是脂肪还是

无脂组织增加或者仅仅是体液潴留所致. 我们

通过文献回顾与整理, 筛选出以下方法可用于

肝衰竭患者的营养程度评价, 包括主观全面评

定法(subjective global assessment, SGA), 微型营

养评定法(mini nutritional assessment, MNA), 静
息能量消耗(resting energy expenditure, REE), 身
体组成测定法(bioelectrical impedance analysis, 
BIA)、人体测量(包括身高、体质量、三头肌皮

褶厚度、上臂肌围、体质量指数)、生化检查及

膳食摄入改变等[1,2]. 
REE是反应机体能量代谢的重要指标, 是调

整能量供给的重要依据, 目前REE最佳的测定

方法是采用“代谢车”间接热量测定法, “代

谢车”即CCM-D营养代谢测试系统, 他可以通

过检测受试者平均每分钟的O2消耗量及CO2产

生量, 根据Weir公式自动计算出实际的REE, 并
同时计算出呼吸商(respiratory quotient, RQ), RQ
可直接反映3大营养底物氧化代谢比例. 目前

CCM-D营养代谢测试系统已应用于肝硬化、肝

衰竭、肝移植、肝胆外科手术等各类肝疾病患

者的能量消耗监测[3,4]. 
生化指标中血清蛋白浓度也是有效的营养

监测指标, 当血清白蛋白<30 g/L, 前白蛋白<0.16 
g/L或转铁蛋白<1.5 g/L时, 都提示患者存在营

养不良, 测定值越低, 营养不良越严重. SGA及

MNA目前一般均采用国际通用的调查表, 上臂

肌围(arm muscle circumference, AMC)及体质量

指数(body mass index, BMI)等计算可按照标准

公式. 近年来利用多频率生物电阻抗仪连续检

测患者体脂及瘦组织消耗情况, 也已被较多应

用于肝衰竭等危重症患者的营养监测[5,6]. 

2  肝衰竭患者营养物质及能量代谢特点

2.1 肝衰竭营养物质代谢特点 目前已证实肝细

胞大量坏死时, 对胰岛素灭活功能减弱, 同时肝

细胞源性血清胰岛素样生长因子1(insulin-like 
growth factor-1, IGF-1)表达减少, 使肝衰竭患者

出现严重低血糖及糖的氧化利用率下降, 转以

蛋白质、脂肪分解供能为主. 有学者应用外源

性IGF1治疗可以改善慢性肝衰竭患者的能量代

谢及预后[7]. 
在脂肪代谢方面严重肝病患者大多表现为

低脂血症, 血浆中胆固醇水平, 特别是高密度脂

蛋白和载脂蛋白AⅠ降低, 其下降程度与肝脏

疾病的预后呈显著的正相关[8]. 各型肝衰竭时

血清白蛋白、前白蛋白等均明显下降, 另外因

高胰岛素血症和高血氨导致血液内支链氨基酸

(branched-chain amino acid, BCAA)水平降低, 同时

芳香氨基酸(aromatic amino acid, AAA)清除减少, 
最终表现为BCAA/AAA的比值由3.5-4.0的正常

范围, 下降至0.8-1.2[9]. 
维生素、矿物质和微量元素的缺乏也是各

型肝病的共同特点. 缺锌可促进肝纤维化, 并诱

发肝性脑病; 硒缺乏可致谷胱甘肽过氧化物酶

活性下降, 影响其分解过氧化物、清除自由基

的作用. 肝衰竭时维生素和微量元素的代谢异

常, 可造成机体能量代谢途径中关键酶的数量

和活性下降, 进一步加重了营养不良, 相互叠加

又再次促进了肝功能破坏[10,11]. 
2.2 肝衰竭能量代谢特点 测定严重肝病患者的代

谢及营养参数, 评判具体能量代谢状态, 是进一

步制定个体化营养干预方案的基础. Walsh等[12]

对16例对乙酰氨基酚所致急性肝衰竭患者的能

量代谢研究发现, 尽管出现大量肝细胞坏死, 急
性肝衰竭的能量消耗仍增加18%, 处于高代谢状

态, 这可能与急性肝衰竭伴随的严重全身炎症

反应相关. 更多的研究者以慢性肝衰竭患者为

研究对象, 采用CCM-D营养代谢测试系统, 发现

其REE明显低于预测值, 表现为低能量代谢状

态, 随肝功能改善后, REE无明显变化, 但碳水化

合物氧化率升高, 脂肪氧化率降低, RQ值有逐渐

升高趋势[13]. 
既往有报道肝病患者禁食一夜与正常人禁

食3 d的营养物质底物氧化率是相似的, 即以脂

肪氧化为主[14,15]. 其他研究者也指出慢性肝衰竭

患者夜间禁食晨起空腹时RQ值为全天中最低, 
虽然胰岛素的分泌量正常或增高, 然而因葡萄

糖转运蛋白或胰岛素受体的作用受到抑制, 糖
的氧化代谢发生障碍, 糖的利用受限, 而脂肪氧

化的速度为之增快, 甚至可达正常速度的200%, 
进一步通过Pear son相关分析, 发现慢性肝衰

竭患者3大营养素的氧化率依次为脂肪、蛋白

质、碳水化合物, 即以脂肪分解为主, 且脂肪氧

化率越高, 预后越差[16]. 

3  肝衰竭患者营养干预的方式及摄入量

3.1 适宜的用量 既往临床实践已证实, 高热量的

供给并不能显著改善重症患者的预后, 反而会出

现器官功能障碍, 特别是肝细胞受损, 所以提出

了危重症患者“低热量供给”的原则[17]. 肝衰竭

患者的营养摄入总量既要维持机体的能量供应, 
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■应用要点
目前危重症患者
提倡“低热量能
量供给”, 本文强
调肝衰竭患者个
体化的营养治疗, 
根据疾病不同进
展阶段进行评估
和能量供给, 避免
进一步加重肝脏
负担.

也要考虑纠正器官功能障碍所致的代谢异常, 同
时将衰竭肝脏的代谢负荷减至最低水平[18,19]. 

对于成年的肝衰竭患者, 建议基本热量予

20-25 kcal/(kg·d), 合并感染时可酌情增加10%左

右, 即一般每天供给总量以1 500-2 000 kcal为宜, 
其中碳水化合物摄入量可在总热量的60%左右. 
同时需注意热量供给应该在不同阶段作不同处

理, 早期可适当减少, 甚至有研究者认为治疗初

期可让患者处于轻度的负氮平衡状态, 待病情好

转后, 再逐渐增加供给量, 如果一味为追求正氮

平衡而提供更多的营养物质, 反而会因为肝功能

受损而使病情恶化. 即热量摄入总量逐渐增加的

方式更有利于肝衰竭患者病情的恢复[20-22]. 
有关蛋白质摄入量, 既往失代偿期肝硬化

患者蛋白质供给量一般按照1.0-1.2 g/(kg·d)供
给, 约相当于供氮0.15 g/(kg·d), 总结多项有关肝

衰竭营养治疗研究, 认为未发生肝性脑病等并

发症的肝衰竭患者也可参照此量, 食物中蛋白

质的来源应以优质蛋白为主, 如鱼类和豆类蛋

白[23-25]. 蛋白质供给应以患者耐受、保持正氮平

衡、促进肝细胞再生、不诱发肝性脑病为准. 
对血氨已经升高而有肝性脑病的患者, 应限制

或禁食蛋白质, 待病情好转后在某些药物的辅

助下逐渐增加蛋白质的量, 提倡食用富含支链

氨基酸的高能量植物蛋白饮食[10,26]. 有研究者认

为肝衰竭患者进行肝移植术后早期, 由于甲泼

尼龙的应用使患者的蛋白质代谢明显加快, 可
参照1.5-2.0 g/(kg·d)适当增加蛋白质供给[27]. 
3.2 肝衰竭的肠内营养 肠内营养(enteral nutri-
tion, EN)有利于防止肠道黏膜萎缩、减少肠道

炎症因子释放, 不易造成肝功能损害, 所以优先

提倡EN[28]. 食物以高能量、高蛋白质、足量维

生素、易消化为宜, 肝衰竭患者由于肝性脑病

或肝移植术后不能自主进食等情况下, 可依具

体情况应用胃管或空肠营养管进行EN, 应注意

选取易消化吸收的营养素, 等渗者不易导致腹

泻, 营养液温度应保持在37 ℃-40 ℃. 
本文前面曾经提到, 慢性肝衰竭患者能量代

谢失衡主要表现为能源底物重点由葡萄糖转化

为脂肪. Nakaya等[29]研究表明, 夜间加餐可以降

低脂肪、蛋白质的氧化率, 提高RQ值, 改善患者

预后. 我们通过整理分析, 认为对于慢性肝衰竭

患者, 治疗过程中保证总能量供应的同时, 可适

当增加葡萄糖的摄入, 并尽量选择口服, 结合多

项研究结果建议睡前进食40-50 g富含碳水化合

物的食物, 以提高糖的氧化利用率, 节约蛋白质

和脂肪营养素的消耗[30,31].    
有研究将谷氨酰胺(glutamine, Gln)强化的

EN应用于肝脏移植术后患者, 有降低术后感染

的倾向[32,33]. Gln为目前免疫营养的主要添加物, 
强化Gln有利于防止肠黏膜的底物限制性代谢, 
从而维护肠黏膜屏障的完整, 以减少各种病理

生理过程中的细菌和毒素易位[34]. 但是多位学者

认为Gln不适用于肝衰竭患者, 因其分解后产生

NH3, 衰竭的肝脏不足以将其代谢[35]. 
另外, 最近研究显示一些以往未获重视的成

人必需营养物质, 如核苷酸、锌及精氨酸, 能对

免疫系统起正性调节作用, 含有这些营养物质的

新型配方其临床效应可能优于标准EN配方[36]. 
3.3 肝衰竭的肠外营养 当肝衰竭患者存在较重

的消化系统症状、严重肝性脑病、消化系出血

等情况影响进食时, 需实施肠外营养(parenteral 
nutrition, PN)以促进合成代谢[37]. <14 d的PN可

选用周围静脉输入, 如预计长期全量应用则建

议经皮穿刺, 由颈内静脉或锁骨下静脉达上腔

静脉途径输入[38]. 依照肝衰竭患者不同病程阶

段, 也可采用部分PN+EN再逐步向完全EN过渡

的营养支持疗法[39]. 
葡萄糖是首选PN供能物质, 每日摄入葡萄

糖100 g就能显著节省蛋白质分解. 高浓度葡萄

糖液输注可能刺激周围静脉血管; 肝衰竭患者

在应激状态下利用糖的能力更差, 未被及时氧

化可能引起或加重肝脏的脂肪变性; 少数合并

有糖尿病的患者过快、过量输入糖类可导致高

血糖、糖尿, 甚至高渗性非酮性昏迷, 在葡萄糖

的临床应用中需注意上述情况. 血糖较高的患

者可给予适量的果糖来代替葡萄糖, 以减少胰

岛素的应用[40]. 
PN唯一氮源是复方氨基酸液, 肝功能不良

者宜应用含BCAA较多、含AAA较少的氨基酸

液. 目前复方氨基酸液除标准配方外, 又研制出

高支链氨基酸(BCAAs), 其特点为BCAA(L -亮氨

酸、L -异亮氨酸和L -缬氨酸)的浓度较高, 占总

氨基酸量的40%-50%, 而AAA(色氨酸、L -酪氨

酸和苯丙氨酸)的浓度较低. 由于BCAAs是唯一

可经外周代谢的氨基酸, 增加其浓度并不增加

肝脏负担, 且可与芳香族氨基酸竞争性进入血

脑屏障, 用于肝功能衰竭和肝性脑病, 但对其在

急性肝衰竭及合并严重感染等伴有严重分解代

谢病例中的节氮效果, 尚难确定是否优于标准

配方[41]. Gln作为抗氧化剂GSH的前体, 也参与肝

脏尿素生成的过程, 在PN中起到特殊作用, Gln
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■名词解释
静息能量消耗: 机
体 静 息 状 态 ,  即
空 腹 、 室 温 在
20 ℃-25 ℃, 安静
平卧或静坐30 min
后的能量消耗, 主
要用于维持机体
细胞、器官的正
常功能和人体的
觉醒状态.

水溶性差且在溶液中不稳定, 因此用于PN的Gln
制剂都呈二肽形式, 如甘氨酰-谷氨酰胺、丙氨

酰-谷氨酰胺, 此类二肽物质的水溶性好、稳定, 
进入体内会很快分解出Gln而被利用[42,43]. 

脂肪乳剂是提供热量的高效能物质, 10%脂

肪乳剂即含热量4.18 kJ/(kcal·mL), 10%及20%乳

剂属等渗液, 可经周围静脉输入[44]. 兼含长链甘

油三酯(long chain triglycerides, LCT)、中链脂肪

乳剂(MCT)的乳剂(重量比1∶1)适应于肝功不

良等特殊患者, 有报道即使肝功能为Child C级
的患者, 其对MCT/LCT混合乳剂的清除仍不受

影响, 但对于血清总胆红素值超过50 μmol/L的
患者脂肪乳剂用量以不超过1 g/(kg·d)为宜[45,46]. 
还有研究者建议间断应用脂肪乳剂, 并加强血

脂的动态监测, 以使甘油在间歇期被清除, 同时

脂肪乳剂最好加入其他液体中均匀输注, 若单

独输注应在12 h内均匀输注完毕, 这样既能为机

体所利用, 又不会因MCT过快氧化而增加肝的

负担. 需要说明的是, 对于一部分肝功异常的患

者短期输注脂肪乳剂可能是安全有效的, 但诊

断明确、病情进展中的肝衰竭患者, 肝功能严

重受损造成对脂肪的利用转化能力下降, 可能

导致脂肪酸和甘油在血清中堆积, 所以一般不

建议含有中长链脂肪乳的PN配方[47,48]. 
同时, 应用PN时, 除K、Na、Cl之外, 还需

补充Ca、Mg及P等离子及维生素, 常用制剂分

别为10%葡萄糖酸钙、25%硫酸镁、10%甘油

磷酸钠以及含有水溶性及脂溶性维生素的复方

制剂, 禁食1 mo以上者还应注意微量元素的补

给[49,50]. 

4  结论

营养和代谢的损害是肝衰竭患者的重要表现, 
并已成为影响患者预后的明确危险因素. 营养

支持治疗应成为肝衰竭综合治疗中的重要一

环, 不仅在于单纯供给能量, 更要通过提供营养

底物维持正常或近似正常的组织细胞代谢. 治
疗过程中供给营养物质的种类、用量及途径等

均需慎重选择, 以免进一步加重肝脏负担. 重症

肝病患者常常合并有感染、腹水、肝性脑病等, 
所以我们强调针对肝衰竭患者不同的疾病进展

程度, 进行个体化的综合营养状况及能量代谢

评估, 按照患者的代谢需求与代谢能力提供适

当的能量, 及时地调整营养支持方案, 促进肝细

胞的修复, 缓解临床症状、改善肝功能、提高

药物疗效, 从而提高肝衰竭的抢救成功率. 
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Abstract
The regenerative capacity of the liver is well 
known, and it can regenerate itself by a com-
pensatory regrowth in response to partial hepa-
tectomy or injury. Farnesoid X receptor (FXR) 
is a member of the nuclear hormone receptor 
superfamily of ligand-activated transcription 
factors. Bile acids are FXR physiological ligands. 
As a metabolic regulator, FXR plays key roles 
in regulating metabolism of bile acids, lipids 
and glucose. Recently, activation of intercellular 
signal transduction has been shown to play an 
important role in liver regeneration by binding 
of bile acids to their receptor FXR. Bile acid/FXR 
signaling pathway is required for normal liver 
regeneration. Furthermore, FXR promotes liver 
repair after injury, and activation of FXR is able 
to alleviate age-related defective liver regenera-
tion. These novel findings suggest that FXR-
mediated bile acid signaling is an important 
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■背景资料
法 尼 酯 X 受 体
(FXR)是配体激活
转录因子的核激
素受体超家族中
的一员. 他除了具
有控制胆汁酸、
胆固醇、脂质以
及葡萄糖代谢的
作用外, 在促进肝
脏再生和肝癌发
生等方面的作用
越来越受到人们
的关注. 

component of normal liver regeneration and 
highlight the potential use of FXR ligands to 
promote liver regeneration after segmental liver 
transplantation or resection of liver tumors. This 
review summarizes the recent progress in un-
derstanding the role of FXR in promoting liver 
regeneration. 

Key Words: Farnesoid X receptor; Nuclear receptor; 
Bile acid; Liver regeneration; Liver repair

Yu H, Cui YF. Progress in understanding the role of FXR 
in promoting liver regeneration. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
肝脏具有再生的能力是众所周知的, 他在部分
切除或损伤后通过代偿增生的方式能够实现
自我再生. 法尼酯X受体(farnesoid X receptor, 
FXR)是配体激活转录因子的核激素受体超家
族中的一员, 胆汁酸是FXR的内源性配体. 作
为一种代谢调节因子, FXR在调节胆汁酸、脂
质和葡萄糖的代谢中起到了至关重要的作用. 
近来, 研究发现胆汁酸与其受体FXR结合激活
细胞间的信号转导对肝再生起重要作用, 胆汁
酸/FXR信号通路是正常肝再生所必需的. 此
外, FXR能促进肝脏损伤后的修复, 且FXR的
活化能够减轻年龄相关性的肝脏再生缺陷. 这
些新的发现提示FXR介导的胆汁酸信号在正
常肝再生中是一个不可或缺的组成部分, 同时
也突出了FXR配体对促进部分肝移植或肝癌
切除术后的肝脏再生的潜在应用. 这篇综述概
述了FXR的基本资料和对肝脏再生作用的研
究进展. 

关键词: 法尼酯X受体; 核受体; 胆汁酸; 肝再生; 肝

脏修复

于昊, 崔云甫. FXR促进肝脏再生作用的研究进展. 世界华人消

化杂志  2012; 20(23): 2173-2178
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0  引言

肝脏是在其局部切除或损伤后为数不多的能够

■同行评议者
李文岗, 教授, 福
建医科大学附属
厦门第一医院肝
胆胰血管外科
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■研发前沿
尽管目前肝再生
的许多细节已经
被 阐 释 清 楚 ,  然
而在肝部分切除
或损伤后启动、
促进、终止肝再
生的确切的信号
依然不甚明了.

再生的器官之一, 肝再生自1931年在啮齿动物

部分肝切除模型的引入后被广泛研究. 这个过

程包含了很多精密调控的阶段, 并有许多信号

通路和转录因子参与其中[1-4]. 尽管目前肝再生

的许多细节已经被阐释清楚, 然而在肝部分切

除或损伤后启动、促进、终止肝再生的确切的

信号依然不甚明了. 老龄化对肝脏的再生能力

有着负面的影响, 他在很大程度上增加了肝脏

恶性肿瘤切除术后、肝移植后、或是肝损伤后

老年患者的致死率[5,6]. 以前研究表明: (1)老龄化

主要抑制肝的再生能力, 并且这种抑制是可逆

的; (2)多种途径可能独立地参与到促进肝再生

的过程中去[7,8]. 因此这给我们提供了一个能促

进老年人肝脏再生并且没有明显不良反应的特

定途径的机会. 
法尼酯X受体(farnesoid X receptor, FXR, 

NR1H4)最初于1995年被克隆, 他属于代谢性

核受体的一个亚族, 代谢性核受体还包括维生

素D受体(VDR, NR1I1), 本构雄烷受体(CAR, 
NR1I3), 孕烷X受体(PXR, NR1I2)和肝脏X受体

α和β(LXRα, NR1H3; LXRβ, NR1H2). 作为一

种转录因子, FXR以单体形式或与黄醇类X受体

(RXR, NR2B1)构成异二聚体的形式与DNA相

结合, 去调节多种FXR靶基因的表达. FXR在肝

脏、肠、肾脏、肾上腺高表达, 而在脂肪组织

和心脏中低表达[9,10]. FXR作为一种关键的代谢

调节剂, 有着比人们以往认为的更广泛的作用. 
例如, FXR介导胆汁酸信号促进正常的肝再生. 
此外, FXR的活化能够直接激活Foxm1b基因的

转录, 从而在鼠肝再生过程中能够很大程度上

减轻年龄相关的增殖缺陷[5]. 这些新的发现说明

FXR在肝脏再生过程中起到了至关重要的作用. 
本文将总结FXR在代谢调节中的基本功能并深

入探讨他在肝脏再生中的作用. 

1  核胆汁酸受体FXR

FXR是一种核胆汁酸受体, 他在代谢调节和代

谢病中具有重要作用. 近来, FXR除了具有代谢

调节的作用以外, 很多新的功能已被证实[11-14]. 
FXR是胆汁酸的主要感应器, 结合的与非结合的

胆盐都能够在生理浓度激活FXR[12]. 初级胆汁酸

中的鹅去氧胆酸(chenodeoxycholic acid, CDCA)
是一种强力的FXR的内源性激动剂. 次级胆汁

酸: 脱氧胆酸(deoxycholic acid, DCA)和石胆酸

(lithocholic acid, LCA)都能够激活FXR, 但其激

活效应弱于CDCA, 而亲水的熊脱氧胆酸(urso-

deoxycholic acid, UDCA)不能激活FXR[15]. 胆汁

酸激活FXR的作用效应由强到弱排列顺序是: 
CDCA>DCA>LCA>胆酸(CA)[16]. 

通过与FXR应答元件(FXR response ele-
ment, FXREs)结合, FXR可调节许多属于不同代

谢途径的基因[17]. 过去的10年中, 大量关于FXR
的研究已经证实FXR是一种关键的代谢调节剂, 
他能调节胆汁酸内环境稳态和脂蛋白与葡萄糖

的代谢[18-21]. 以前研究认为FXR可能充当着代谢

压力的一般感应器和调节特定群组基因表达的

调节器的角色从而达到保护肝脏的目的. 然而, 
近来研究证实, FXR通过促进肝脏的再生和修复

而起到另一种肝脏保护的作用. 

2  FXR与肝再生

肝脏再生是肝脏在组织发生缺损后进行损伤修

复的重要功能, 是通过特定外界信号刺激而产

生的一种适应性反应, 包括后来基因表达的连

续变化和形态学重建. 他由多个阶段组成: (1)增
殖因子的快速诱导激活了静止的肝细胞并为这

些肝细胞通过细胞周期做好准备; (2)重建到正

常肝脏大小; (3)肝细胞恢复到静止状态[1]. 细胞

因子、生长因子和代谢信号参与到了这个过程

涉及的基本循环中[22]. 多种细胞因子和生长因子

(如HGF、TGF-β、TNF-α、IL-6、EGF)的分泌

是肝再生过程中重要的早期反应, 其中HGF是
促进肝细胞再生最重要的物质, 也是最早被认

识到在肝再生过程中起重要作用的细胞因子之

一[23,24]. 尽管有报道称肝再生过程中涉及了很多

的基因和信号通路, 但与细胞因子和生长因子

相比, 人们对肝再生中代谢信号作用的了解还

是知之甚少. 
胆汁酸可能是肝脏再生过程中所需要的却

被忽视的一种信号. 胆汁酸是FXR的内源性配 
体[25], 同时也是肠正常吸收胆固醇、脂质及脂溶

性维生素所必需的物质. 胆汁酸是在肝脏中合

成并储存于胆囊中, 进食后被分泌到肠道中, 但
大部分胆汁酸(95%)会被重吸收并通过门静脉

运回到肝脏. 这个过程被称为肝肠循环. 有研究

发现阻断正常的肝肠循环能够抑制肝脏再生, 
胆汁酸(或胆汁酸衍生因子)在肠道中的缺乏(例
如胆汁外引流、胆道梗阻)也能够延缓肝脏再

生[26-28]. 胆汁酸被认为是一种关键的促细胞分裂

原, 当剩余的肝细胞暴露在增加的胆汁酸负荷

中, 能够促进肝脏再生. 小鼠在被给予0.2%的胆

酸(cholic acid, CA)饲料后增加了胆汁酸池的含
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■创新盘点
本综述重点对近
年来FXR在肝再
生领域内的研究
进 行 了 总 结 ,  系
统概述了FXR如
何联合胆汁酸促
进肝脏再生的基
本过程和对肝脏
修复的重要作用, 
以及对老化肝脏
再生的促进作用, 
为后续研究提供 
参考.

量, 同时加速了肝脏的再生. 而小鼠在被给予含

2%消胆胺饲料饲养后降低了胆汁酸池的含量, 
继而明显降低了肝脏再生的速度. 

再对FXR敲除的小鼠重复以上的实验, 发现

无论消胆胺还是胆酸都失去了原有的效果[12,29]. 
提示在肝脏再生的胆汁酸信号通路中FXR具有

非常重要的信号传递作用. 事实上, FXR被胆汁

酸激活后诱导了Foxm1b等转录因子的表达, 提
高了肝细胞DNA的复制, 从而促进肝脏的再生. 
因此, 在肝衰竭期间用体外肝脏支持设备去除

胆汁酸的做法需要被重新的评价. 那么, 胆汁酸

池含量越高, 促进肝再生的作用就越明显吗？

答案是否定的. Zhang等[30]曾做过这样一个实验, 
他们用含有1%CA的饲料饲养小鼠4 d后对这些

小鼠行70%部分肝切除术, 术后所有的小鼠都

死亡, 说明高水平的胆汁酸并没有促进肝脏再

生, 相反却是有毒甚至是致命的. 胆汁酸不是典

型的促细胞分裂原, 胆汁酸水平的提高激活了

FXR从而促进肝脏的再生, 用于抵抗胆汁酸产生

的潜在毒性. 当FXR被胆酸激活后, FXR上调了

小异二聚体伴侣(small heterodimer partner, SHP)
的表达[31], SHP继而与肝脏相关同系物(LRH)结
合, 抑制LRH转录激活CYP7A1基因的功能[32,33]. 
FXR-SHP-LRH参与的通路是胆酸介导的反馈

抑制CYP7A1基因表达的重要途径. 除FXR/SHP
外, MAPK和其他的信号通路也可能参与到抑制

CYP7A1的表达过程中[30,34]. CYP7A1表达的抑制

很大程度上降低了胆固醇向胆汁酸的转化, 从
而减轻了剩余肝脏的胆汁酸的负荷. 这与FXR促
使肝脏再生来减轻胆酸的负荷的作用是一致的, 
都是起到保护肝脏的目的[35].         

3  FXR促进肝脏损伤后修复

除肝再生外, 肝脏损伤后的修复对于肝脏的保

护也是至关重要的. 那么FXR在肝脏损伤后修复

的过程中是否有作用, 又是何种作用呢？Meng
等[36]做过如下实验: 分别给予野生型和FXR敲除

的小鼠腹腔注射四氯化碳(CCl4), 用CCl4处理啮

齿动物是研究毒素导致的肝脏损伤的常见方法, 
通常会造成肝脏小叶中心的坏死, 继而发生肝

脏纤维化. 与70%肝切除模型相比, 此模型对肝

脏的损伤是弥漫性的. 他们观察到由CCl4引起的

肝损伤扰乱了胆汁酸的肝肠循环, 并导致了肝

脏中胆汁酸的积聚. 特别是在FXR敲除的小鼠中

表现出严重的胆汁淤积和肝损害[36]. 这说明FXR
对于控制胆汁酸水平具有重要作用. 而高水平

的胆汁酸能够导致肝细胞死亡并很大程度上增

加了如TNF-α等炎性细胞因子的含量, 过量的炎

性细胞因子又增加了细胞凋亡. 因此, 高水平的

胆汁酸所诱导产生的大量炎性细胞因子与肝脏

损伤有直接的关系. 这也恰恰说明FXR在保护肝

脏, 促进肝脏损伤修复中是必须的. 一方面, FXR
的活化能直接将胆汁酸超载的压力转化为促进

肝脏修复的动力, FXR可能控制基因表达的程序

而促进肝脏损伤后修复[37]; 另一方面, FXR的活

化有助于减轻肝脏的胆汁酸超载[38], 这对预防胆

汁酸诱发的细胞死亡和其他正常肝细胞修复过

程的有害影响有重要作用. 所以我们认为FXR可
能是一种新的肝脏保护因子. 

另外, 细胞增殖和抗细胞凋亡在肝再生或

修复过程中也是非常重要的, Meng等观察到在

CCl4引起肝损伤的急性期, STAT3在FXR敲除的

小鼠中的表达被严重的抑制. STAT3基因是近年

来发现的凋亡抑制基因, 具有抑制凋亡和参与

细胞周期调控的双重功能. FXR敲除的小鼠由于

FXR的缺乏导致胆汁酸超载降低了STAT3的磷

酸化, 延迟了STAT3对肝脏损伤的反应, 增加了

细胞凋亡和肝脏损伤修复的缺陷. 此外, FXR的
激活能上调ERK信号通路从而保护肝细胞免受

凋亡[14], 这也是从另一方面对肝脏的保护. FXR
这种能够促进肝脏损伤修复的能力对抑制肝癌

发生也是非常重要的. FXR敲除的小鼠老年时可

自发肝脏肿瘤[39-41]. 如果没有FXR在促进肝脏损

伤修复中的作用, 肝脏将更易进入损伤/修复的

无休止的循环中, 这将持续产生炎性细胞因子

和其他生长因子, 这些都是潜在的促肿瘤物质. 
此外, 如果胆汁酸水平不受FXR控制的话, 他将

导致DNA的损伤并诱导细胞转化. 因此, FXR既
能促进肝脏损伤后的修复, 又能抑制肝脏肿瘤

的形成, 可见其在保护肝脏中的至关重要的作

用. 我们预计, 在未来的研究中, FXR在肝脏保护

和肝癌发生中作用的确切联系将是一个令人关

注的领域, FXR可能将作为促进肝脏修复和治疗

肝脏损伤相关疾病的药物研发的一个新的靶点. 

4  FXR的激活促进老化肝脏的再生

尽管肝脏自身能够再生, 但老化显著地降低了

这种能力. 老化肝脏增殖能力下降的机制仍不

明确. 根据目前掌握的知识, 增殖反应的延迟和

减低归因于一些对肝脏损伤后有反应的关键的

转录因子如c-Myc和Foxm1b等表达的减低. 这
可能是由于老化肝脏中的C/EBPα-Brm-HDAC1
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■应用要点
FXR可能作为促
进肝脏修复和治
疗肝脏损伤相关
疾病的药物研发
的 一 个 新 靶 点 , 
FXR激动剂配体
的应用可能是促
进肝脏部分移植
和肝癌切除术后
肝脏再生的潜在
方法, 有望加快那
些肝脏部分切除
术后患者肝脏再
生的速度.

蛋白复合体的出现而产生的, 他占据了c-Myc和
Foxm1b的启动子从而抑制了他们的活化[7,8,42-45]. 
Cos ta和Rando的研究小组发现通过把年幼和

年老小鼠的循环系统连在一起, 成为一个“异

共生”对[46], 使肝细胞Foxm1b的高表达或者C/
EBPα复合体减低能够促进70%肝部分切除术后

老化肝脏的增殖. Foxm1b是对许多促进G1/S与
G2/M的转变和染色体的稳定与分离所必要的细

胞周期调节因子的及时表达所必不可少的[47,48]. 
他是肝再生过程中细胞复制的关键的调节因子. 
年幼小鼠肝脏中Foxm1b功能的缺失可导致肝细

胞DNA复制的显著减少和肝部分切除后有丝分

裂的抑制[42]. 更重要的是, Foxm1b在年老小鼠再

生肝脏中的强制表达能充分的恢复肝细胞DNA
的复制和必需的细胞周期调节基因的表达, 从
而达到与年幼动物相同水平上[44,45]. 这些结果突

出了Foxm1b作为肝再生中的一个关键的调节因

子的作用, 并表明激活Foxm1b可有效的促进老

化肝脏的再生. 
Foxm1b是FXR的一个直接的靶基因, FXR

的活化能提高Foxm1b的表达. 在生长激素或年

幼动物的血清影响下, 老化肝脏可恢复再生的

能力, 意味着老化的肝细胞保留了他们的再生

潜能, 并在年轻动物的血清作用下可恢复这种

能力. 这表明在老化的再生肝脏的Foxm1b基因

表达中, 存在着FXR的缺陷活化和FXR与FXRE
的结合力的减低[5]. 然而, 与年幼小鼠相比, 年
老小鼠没有FXR和RXR的蛋白水平的改变. 因
此, 老龄化可能减低了如胆汁酸、氧化型胆固

醇和其他可能导致老化肝细胞再生过程中FXR
的缺陷活化的未知因子等内生性FXR配体的水

平[12]. 用合成的FXR配体处理年老小鼠能有效的

诱导Foxm1b基因表达并促进肝脏再生这一事实

能够证实这点. 另外, FXR的缺陷活化能够解释

年老小鼠肝再生的减弱以及FXR配体通过诱导

Foxm1b的表达和肝细胞DNA的复制能够减轻

这些年龄相关的肝再生缺陷[49,50]. 

5  结论

FXR的功能从最初的控制代谢到调节细胞生长

和肿瘤发生等被迅速的扩展. 然而, FXR促进肝

脏再生的新作用与曾经确定的调节胆汁酸代谢

和抵抗肝毒性的作用是相一致的. FXR的活化

导致肝脏胆汁酸水平的降低, 激活Foxm1b和其

他参与细胞周期进展的基因, 并促进肝脏的再

生. 这有助于调节和释放增加的代谢压力. 因此

对FXR在肝脏再生中作用的进一步研究将为这

个过程的复杂机制提供新颖的见解. FXR促进

肝脏修复的功能对预防肝癌发生和其他的肝脏

病理如纤维化等都是必不可少的. 快速的肝脏

修复的过程将使肝脏恢复稳态; 反之则将会使

肝脏进入慢性损伤和再生的循环中, 这将导致

肝的慢性炎症并为肝脏发展成纤维化和癌变创

造了环境. 目前没有有效的促进肝脏再生的治

疗方法, FXR激动剂配体的应用可能是促进肝

脏部分移植和肝癌切除术后肝脏再生的潜在方

法. 应用FXR配体促进肝脏再生有以下诸多优

点: (1)FXR的活化将改善肝脏代谢功能; (2)预防

细胞死亡; (3)直接促进肝脏再生. 所以在不远的

将来, 开发有效的、安全的FXR配体进入临床试

验, 可以加快那些肝脏部分切除术后患者肝脏

再生的速度. 
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Abstract
Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram-negative 
bacterium that is closely related with the patho-
genesis of chronic gastritis, peptic ulcer, gastric 
carcinoma as well as many extra-gastrointestinal 
tract diseases such as coronary heart disease, 
iron deficiency anemia, idiopathic thrombocy-
topenic purpura, and diabetes mellitus (DM). 
Hemoglobin A1c (HbA1c) level is useful in di-
agnosing and monitoring DM. Recent studies 
showed that H. pylori is involved in the up-reg-
ulation of HbA1c level in DM patients through 
modulating the expression of leptin and ghrelin, 
whose interactions affect obesity, insulin sen-
sitivity, glucose homeostasis and DM. Further 
studies on the association between H. pylori in-
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
pylori )是一种与
慢性胃炎、消化
性溃疡、胃癌等
胃黏膜疾病关系
密切的革兰阴性
菌 ,  其 与 糖 尿 病
(DM)、冠心病、
缺铁性贫血、特
发性血小板减少
性紫癜等胃肠外
疾病亦紧密关联, 
然而其中机制却
仍不明确. 

fection and HbA1c will certainly provide new 
prospects for early diagnosis and treatment of H. 
pylori-related DM and its complications.

Key Words: Helicobacter pylori ; Diabetes mellitus; 
Hemoglobin A1c; Insulin resistance
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摘要
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是一
种与胃黏膜疾病关系密切的革兰阴性菌, 研究
发现其与糖尿病、冠心病、缺铁性贫血、特
发性血小板减少性紫癜等胃肠外疾病亦紧密
相关, 然而个中机制却仍不明确. 糖化血红蛋
白(hemoglobin A1c, HbA1c)是糖尿病(diabetes 
mellitus, DM)患者血糖水平长期监控的重要
指标, 研究发现, H. pylori感染阳性的DM患者
外周血HbA1c水平较H. pylori阴性DM患者显
著升高, 这很有可能是H. pylori通过下调胃黏
膜瘦素和脑肠肽的表达, 造成宿主代谢紊乱和
胰岛素抵抗而导致的. 关于H. pylori和HbA1c
关系的早期研究具有一定的局限性, 更为全
面、深入的研究势必为H. pylori 感染相关性
糖尿病的早期防治提供新的方向. 

关键词: 幽门螺杆菌; 糖尿病; 糖化血红蛋白; 胰岛

素抵抗
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0  引言

糖尿病(diabetes mellitus, DM)是一种病因不明

的、遗传易感的代谢紊乱疾病, 在全球发病率

逐年上升, 主要表现为胰岛素抵抗(insulin resis-
tance, IR)和胰岛B细胞功能减退, 导致高血糖症

(glucose homeostasis, GH), 引发一系列代谢紊乱

综合征[1]. 长期高血糖会使血红蛋白发生非酶促
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■研发前沿
DM患者的H. pyl-
ori 感染率普遍高
于非DM人群, 且
根 除 后 再 感 染
更为常见 ,  此外 , 
实 验 还 发 现 H . 
pylori 感染状况与
HbA1c表达水平
之间关系密切, 这
很有可能是由H . 
pylori 过度激活机
体炎症反应, 并抑
制瘦素和脑肠肽
在胃黏膜的表达
而导致的.

的糖基化反应, 形成糖化血红蛋白(hemoglobin 
A1c, HbA1c), 后者进一步结合交联未糖化分子, 
引起慢性并发症[2]. HbA1c的个体差异很小, 他
反映机体近3-4 mo的血浆葡萄糖水平, 可为较

长时间段的血糖浓度提供回顾性评估, 是更有

效的血糖长期监控指标[3-5]. 大量前瞻性研究证

明, 加强控制HbA1c水平能够显著降低DM患者

心肌梗死等慢性并发症的发生[6,7]. 幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H. pylori )作为一种与胃黏膜

疾病关系密切的革兰阴性菌, 其亦与代谢紊乱、

IR和DM有所关联, 然而其中具体机制仍不明 
确[8]. 大量研究显示, DM患者的H. pylori感染率

显著高于非DM组, H. pylori感染状况与HbA1c
表达水平之间密切相关, 揭示出H. pylori很有可

能通过抑制瘦素和脑肠肽在胃黏膜的表达, 从
而导致宿主各种代谢相关性疾病的发生[9,10]. 

1  幽门螺杆菌与糖化血红蛋白、糖尿病

H. pylori是一种定植在人胃黏膜的革兰阴性菌, 
在发展中国家感染率很高, 与慢性胃炎、消化

道溃疡、肠上皮化生、非典型增生、MALT淋
巴瘤及胃癌的关系密切[11]. 近年来, H. pylori与
胃肠外疾病之间的关系日益得到关注, 而关于H. 
pylori与DM的研究为数不多[12], 大致分以下几个

方面. 
1.1 DM患者的H. pylori 感染率高于非DM人群  
Hamed等[13]在实验中发现, DM患者更易感染

H. pylori , 导致血管相关并发症的发病率也有所

增加. Devrajani等[14]也发现DM患者较非DM人

群更易感染H. pylori , 建议临床上加强对DM患

者的血糖监测和H. pylori感染筛查. 此外, EL-
Eshmawy等[15]检测了162名DM患者和80名健康

志愿者的血清抗H. pylori  IgG、IgA水平, 发现H. 
pylori感染与DM发生率呈正相关, 建议对DM患

者进行H. pylori筛查. Jeon等[16]通过前瞻性队列

研究发现, H. pylori感染与DM发病率的增高有

关, 提出胃肠道抗生素治疗在DM防治中具有极

大的潜能. 近期, Chen等[17]在美国进行的全国性

大规模普查发现, H. pylori感染程度与HbA1c表
达水平呈正相关, 这一现象在≥18周岁的调查

对象中尤为显著. 
1.2 H. pylori 感染者罹患DM及其并发症的几率

增高 Rahman等[18]在亚裔印度人群中发现, H. 
pylori  cagA阳性菌株感染者的血清高密度脂蛋

白(high density lipoprotein, HDL)水平显著高于

对照组, 提出H. pylori感染与宿主糖耐受和胰岛

素分泌障碍密切相关. Zbrahim等[19]通过前瞻性

实验证实, cagA+H. pylori菌株感染增加了DM
患者发生尿微蛋白症和血糖控制不佳的概率. 
Polyzos等[20]进行的系统性回顾分析显示, H. py-
lori感染与IR密切相关, 认为H. pylori感染可能是

DM和非酒精性脂肪肝的重要危险因素. 
1.3 DM患者的H. pylori根除率 Ataseven等[21]发

现接受H. pylori序贯治疗的DM患者, 其H. pylori
根除率显著低于非DM组. 此外, 他们进一步对

比了成人和儿童DM患者之间H. pylori根除率的

差异, 认为这是由于儿童没有H. pylori反复感染

病史和抗生素使用史、抗生素耐药菌株更少所

造成的. Ojetti等[22,23]均在对接受H. pylori根除治

疗的DM患者的随访中发现, DM患者的H. pylori
根除治疗后复发率显著高于非DM患者. 
1.4 DM合并H. pylori 感染加大了DM并发症和

胃癌的风险 Ikeda等[24]按照HbA1c水平将2 603
名受试者进行分组, 发现H. pylori感染合并高

血糖症增加了罹患胃癌的危险度. Toporowska-
Kowalska等[25]发现, H. pylori感染显著恶化了

DM患者代谢调控, 建议在DM患者中合理筛查

H. pylori感染状况以控制并发症. Baradaran等[26]

发现DM肾病患者血清镁水平与H. pylori特异

性IgG抗体水平呈正相关. Tanriverdi等[27]在93名
DM患者中发现H. pylori感染过度激活了机体免

疫应答, 间接导致尿微蛋白发生, 但由于实验样

本量太小, 结果不具统计学意义. Ibrahim等[19]称

感染cagA阳性H. pylori菌株的DM患者发生尿微

蛋白症的概率显著高于对照组, 提出cagA基因

型或可作为DM尿微蛋白的早期标志. 
1.5 其他 Schimke等[28]进行的样本量为1 179的统

计研究发现, H. pylori  cagA抗体与T2DM及其并

发症之间并无联系. Khalil等[29]对100名T1DM患

者进行为期1年的随访, 发现H. pylori感染患者

与非感染者的HbA1c水平无统计学差异. Gunji
等[30]称, 尽管H. pylori  IgG血清阳性和DM之间

无统计学关联, 但H. pylori感染显著增加了IR的
发生率, 且DM患者中H. pylori相关性胃炎的发

病率却远高于对照组. Akanuma等[31]指出, 根除

H. pylori能够改善DM患者BMI指数, 但对于控

制HbA1c却无显著效果. 这些研究结果使得H. 
pylori感染在DM血糖水平中所扮演的角色更加

扑朔迷离. 

2  幽门螺杆菌上调糖化血红蛋白表达的可能机制

瘦素和脑肠肽是哺乳动物体内参与能量代谢的

■相关报道
近期美国一项全
国性大规模调研
发现, H. pylori 感
染程度与HbA1c
表达水平呈正相
关, 这一现象在≥
18周岁的调查对
象中尤为显著.
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■名词解释
糖 化 血 红 蛋 白
(HbA1c): 血液中
的葡萄糖与血红
蛋白A的链缬氨酸
残基发生不可逆
的、非酶促的缩
合反应而形成的
一类次要血红蛋
白, 他是DM诊断
和长期监测更为
有效的指标.

激素, 二者协同调节脂代谢、胰岛素平衡和糖

自稳. 脑肠肽是一种由胃底腺细胞、十二指肠

内皮细胞等分泌的缩氨酸多肽类激素, 他能抑

制胰岛素的分泌, 降低能量消耗并促进体质量

增加[32]. 瘦素是由白色脂肪组织产生, 能够减少

食物摄入、增强机体能量消耗[33]. 目前普遍认

为, H. pylori慢性感染不断刺激辅助性T细胞1(T 
helper cells 1, Th1)极化, 抑制Th2细胞介导的过

敏反应, 并刺激大量炎症因子的释放, 在保护机

体的同时也可以造成炎症损伤[34], 进一步参与调

节瘦素和脑肠肽这两种与代谢相关的激素水平, 
从而影响宿主HbA1c表达水平, 最终导致代谢紊

乱疾病. H. pylori感染与低水平的脑肠肽循环密

切相关, 这可能是通过降低胃黏膜脑肠肽生成

细胞的功能、增强胃部瘦素水平来实现的[35]. 
2.1 H. pylori感染过度的效应 研究报道, H. pylori  
cagA能够诱导大量促炎因子的释放, 介导胃黏

膜上皮细胞信号转导, 导致了免疫炎症瀑布, 进
一步引起代谢相关的炎症紊乱[36,37]. Arslan等[38]

发现, 肥胖症患者的H. pylori特异性IgG水平显

著高于对照组(57.2% vs  27.0%). 
2.2 H. pylori 感染与糖尿病 Slomiany等[39]称脑

肠肽能够调节一氧化氮合酶(NOS)水平, 在H. 
pylori感染引发的炎症应答中起着重要作用. 此
外, 他们还发现H. pylori菌壁抗原能够刺激胃

黏膜产生大量脑肠肽, 后者通过诱导Src活化而

削弱H. pylori感染引起的胃黏膜炎症反应. Ka-
washima等[40]在H. pylori感染阳性的萎缩性胃炎

患者的血浆中检测到低水平的脑肠肽, 这种下

降与胃黏膜损伤程度有所关联. Celinsk等[41]发

现在消化性溃疡修复过程中, 褪黑素和瘦素的

水平显著升高. Jeffery等[42]发现, H. pylori感染能

够下调脑肠肽和脑肠肽酰基转移酶(GOAT)的表

达, 从而影响机体内分泌, 而H. pylori根除后脑

肠肽的分泌则得以恢复. Ozen等[43]对经济滞后

地区的473名儿童进行调研, 提出H. pylori感染

很可能通过抑制瘦素、脑肠肽、胰岛素样生长

因子的表达, 导致青少年生长发育迟缓. Francois
等[44]人通过前瞻性实验发现, H. pylori根除治疗

对于血清瘦素、脑肠肽水平以及体质量指数大

有影响, 认为H. pylori感染与瘦素和脑肠肽的低

表达直接相关. 
2.3 代谢相关性疾病与H. pylori 的胃黏膜定植  
Wehrens等[45]发现瘦素受体缺陷组小鼠H. pylori
感染水平远高于野生组, 表明瘦素受体缺乏小

鼠抗H. pylori免疫应答能力显著降低. 有学者在

链脲霉素构建的T1DM大鼠模型中发现, H. py-
lori感染导致胃黏膜损伤的严重程度和HbA1c水
平呈正相关[46]. 
2.4 H. pylori根除治疗与脑肠肽的分泌和胰岛素

抵抗的缓解 日本学者称, H. pylori能造成宿主免

疫功能低下, 有助于DM发生; 当根除H. pylori后, 
IR症就有可能得到缓解[47]. Jang等[48]发现根除H. 
pylori有助于胃黏膜脑肠肽的释放. Thor等[49]发

现H. pylori感染阳性的胃食管返流患者的血浆

脑肠肽水平显著降低并且随着H. pylori根除治

疗逐渐回升, 提出脑肠肽和迷走神经活动可能

是H. pylori感染与反流性疾病研究中被忽视的

重要环节. 

3  结论

研究表明H. pylori感染与糖尿病性视网膜、神

经系统及肾脏病变的关系密切[50], 通过积极开展

H. pylori根除治疗以辅助达到降低DM并发症发

生率这一控制方式具有良好的发展前景. 此外, 
胃肠道抗生素治疗可能会对高BMI和糖耐受的

DM患者大有裨益. H. pylori感染与HbA1c水平

之间的关系研究需要综合考虑宿主基因型和不

同环境影响因素, 因此我们迫切需要开展多人

种、多地区、多层面的调研, 为H. pylori感染相

关DM的防治寻找新的方向. 
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Abstract
AIM: To investigate the reversal effects of lobe-
line on multidrug resistance (MDR) of human 
gastric carcinoma cell line SGC7901/VCR, and 
to explore the possible mechanisms involved.

METHODS: The human gastric carcinoma cell 
line SGC7901/VCR that had multidrug resistant 
phenotype was used in this study. MTT as-
say was used to determine the IC50 of VCR and 
5-Fu for non-treated SGC7901/VCR cells and 
SGC7901/VCR cells treated with non-toxic con-
centration of lobeline (10 μmol/L). RT-PCR was 
used to detect MDR1 mRNA expression in non-
treated SGC7901/VCR cells and SGC7901/VCR 
cells treated with different final concentrations (5, 
10, 20, 50, 100 μmol/L) of lobeline. Western blot 
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洛贝林逆转胃癌细胞SGC7901/VCR多药耐药的作用

谷 苗, 李国庆, 彭昌能

®

■背景资料
半边莲, 桔梗科植
物, 主要化学成分
含生物碱、黄酮
甙、皂甙和氨基
酸等, 国内有学者
证实其对胃癌细
胞有抑制作用. 洛
贝林, 是半边莲的
主要组成部分, 隶
属哌啶类生物碱, 
别名山梗菜碱、
祛痰菜碱、北美
山梗菜碱.

was used to determine intracellular P-gp protein 
expression.

RESULTS: Treatment with 10 μmol/L lobe-
line increased the chemotherapy sensitivity of 
SGC7901/VCR cells, and the IC50 of VCR declined 
from 16.55 μg/L ± 0.13 μg/L to 7.27 μg/L ± 0.65 
μg/L, with a reversion index of 2.28. The IC50 of 
5-Fu declined from 11.01 μg/L ± 0.43 μg/L to 9.53 
μg/L ± 0.79 μg/L, and the reversion index is 1.16. 
RT-PCR analysis demonstrated that  SGC7901/
VCR cells highly expressed MDR1 mRNA, and 
lobeline decreased MDR1 mRNA expression in 
a concentration-dependent manner (P < 0.05). 
Western blot analysis indicated that SGC7901/
VCR cells highly expressed P-glycoprotein, and 
lobeline decreased P-glycoprotein expression in a 
concentration-dependent manner (P < 0.05).

CONCLUSION: Lobeline can reverse the multi-
drug resistance of SGC7901/VCR cell line and 
increase chemotherapy sensitivity of SGC7901/
VCR cell line to VCR and 5-Fu possibly via mech-
anism associated with inhibiting the expression 
of P-glycoprotein.

Key Words: Lobeline; Gastric carcinoma cells; Multi-
drug resistance; P-glycoprotein 

Gu M, Li GQ, Peng CN. Lobelin reverses multidrug 
resistance of human gastric carcinoma cell line SGC7901/
VCR. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2184-2188

摘要
目的: 探讨哌啶类生物碱洛贝林(Lobeline)能
否逆转人胃癌多药耐药细胞株SGC7901/VCR
的多药耐药, 并进一步探讨洛贝林逆转其多药
耐药的机制, 评估其有效性. 

方法: 以人胃癌多药耐药细胞株S G C7901/
VCR为研究对象, 用四氮唑蓝(MTT)法分别测
定在无和有洛贝林(细胞无毒浓度10 μmol/L)
作用下多药耐药细胞株SGC7901/VCR对VCR
及5-Fu的半数生长抑制率, 并由此求其耐药
逆转的倍数; RT-PCR分别检测在无和不同终
浓度洛贝林(5、10、20、50、100 μmol/L)作
用下多药耐药细胞株SGC7901/VCR的多药耐

■同行评议者
傅 春 彬 ,  主 任 医
师, 吉化集团公司
总医院一院消化
内科
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■研发前沿
研 究 证 实 ,  一 定
浓度的洛贝林可
逆转人结肠癌和
人乳腺癌多药耐
药细胞株的多药
耐药,但目前洛贝
林逆转胃癌多药
耐药细胞株的相
关研究鲜有报道.

药基因MDR1 mRNA表达情况; Western blot
分别检测在无和不同终浓度洛贝林(5、10、
20、50、100 μmol/L)作用下多药耐药细胞株
SGC7901/VCR的P-gp蛋白表达. 

结果: 在洛贝林无毒作用浓度(10 μmol/L)作
用下, 多药耐药细胞株SGC7901/VCR对化
疗药的敏感性增加 ,  V C R对耐药细胞株的
IC50由原来的16.55 μg/L±0.13 μg/L变成7.27 
μg/L±0.65 μg/L, 逆转指数约为2.28; 5-Fu
对耐药细胞株的IC50由原来的11.01 μg/L±
0.43 μg/L变成9.53 μg/L±0.79 μg/L, 逆转指
数约为1.16; RT-PCR检测示多药耐药细胞株
SGC7901/VCR呈现MDR1 mRNA高度表达, 
随洛贝林终作用浓度的增大, MDR1 mRNA
表达逐渐下降 ,  各组间差距有统计学意义
(P <0.05); Western blot检测表明多药耐药细
胞株SGC7901/VCR高度表达P-gp蛋白, 随洛
贝林作用终浓度依次增加P-gp蛋白表达依次
减弱, 组间呈浓度依赖性, 差别有统计学意义
(P <0.05). 

结论: 无细胞毒作用浓度的洛贝林可以逆转
胃癌多药耐药细胞株SGC7901/VCR的多药耐
药, 增强VCR和5-Fu的化疗敏感性. 洛贝林对
SGC7901/VCR细胞多药耐药的逆转可能机制
为抑制P-gp蛋白的表达. 

关键词: 洛贝林; SGC7901/VCR细胞株; 多药耐药; 

P-gp蛋白
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0  引言

在我国, 胃癌死亡率已居主要恶性肿瘤(胃癌、

肝癌、肺癌、食管癌)死亡的首位. 胃癌的预后

不佳, 其5年生存率低于20%[1]. 化疗是目前治疗

恶性肿瘤的主要手段之一, 尽管新的抗癌药物

和化疗方案不断推出, 但治疗效果仍不理想, 其
中一个重要原因就是肿瘤对化疗药物产生耐药

性, 而多药耐药性是肿瘤细胞免受化疗药物攻

击最重要的细胞防御机制. 洛贝林, 是半边莲的

主要组成部分, 隶属哌啶类生物碱, 别名山梗菜

碱、祛痰菜碱、北美山梗菜碱, Ma等[2]研究证实

用无细胞毒作用的洛贝林(10 μmol/L)作用于多

药耐药结肠癌Caco-2及白血病CEM/ADR5000细
胞后, P-glycoprotein(P-gp)活性的表达被抑制, 且
在对阿霉素化疗的细胞中可表现出对多药耐药

(multidrug resistance, MDR)有逆转作用, 其可以

提高肿瘤耐药细胞株对耐药药物的化疗敏感、

杀伤性. 目前洛贝林逆转胃癌多药耐药细胞株

的相关研究鲜有报道, 本实验通过洛贝林干预

胃癌多药耐药细胞株SGC7901/VCR, 对其不同

作用下的细胞耐药作用做进一步研究, 观察其

是否通过抑制P-gp的表达来逆转MDR, 初步探

讨其逆转多药耐药细胞株的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌多药耐药细胞株SGC7901/VCR
由中南大学细胞中心购买, 维持在VCR终浓度

为0.1 g/L的RPMI 1640培养液中连续传代培养, 
实验前2 wk撤除VCR. 长春新碱(VCR: 1 mg/支)
购自深圳万乐药业有限公司; 5-氟尿嘧啶(5-Fu, 
0.25 g/10 mL)购自天津金耀氨基酸有限公司; 盐
酸洛贝林(3 g/L)购自北京市燕京药业有限公司; 
即用PCR扩增试剂盒购自瑞士Fluda; S100A6鼠
抗人单克隆抗体购自Santa cruz公司; 抗鼠二抗

购自武汉博士德公司; 鼠抗人P-gp单克隆抗体

购自Sigma公司; DNA Marker DL 2000购自Ta-
KaRa. 其他试剂均为进口或国产分析纯.  
1.2 方法

1.2.1 SGC7901/VCR细胞的培养: 细胞维持在VCR
终浓度为0.1 g/L的RPMI 1640培养液中连续传代

培养, 在37 ℃、95%饱和湿度、50 mL/L CO2培养

箱中培养, 每2 d换液1次, 用0.25%的胰酶消化液

消化, l∶2传代1次. 于实验前2 wk撤除VCR. 
1.2.2 MTT法测洛贝林逆转SGC7901/VCR的多

药耐药: (1)按照VCR、5-Fu血药浓度高峰的不

同倍数加入不同浓度的药物(VCR血药浓度高

峰为50 mg/L, 取其0.02、0.10、0.20、0.40、
0.80倍浓度; 5-Fu血药浓度高峰为10 mg/L, 取其

0.1、0.5、l.0、2.0、4.0倍浓度; (2)无毒剂量的

洛贝林(10 μmol/L)的浓度在Ma等[2]的文献参考

下制定, MTT法具体分组方式见表1.
1.2.3 RT-PCR法测定洛贝林干预下SGC7901/
VCR细胞MDR1 mRNA的表达: 采用Primer Pre-
mier 5.0软件设计引物, 序列见表2. 对各个实验

组进行不同处理并收集各个处理组细胞, 采用

TRIzol法提取RNA, 用逆转录试剂盒进行反转

录, 半定量PCR进行MDR1的检测. 
1.2.4 Western blot法测定洛贝林干预下SGC7901/
VCR细胞中P-gp蛋白的表达: 对各个实验组进行

不同处理并收集各个处理组细胞, 按照标准程

序进行Western blot, 检测不同处理组P-gp蛋白的
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■相关报道
M a 等 研 究 证 实 , 
用 无 细 胞 毒 作
用 的 洛 贝 林 ( 1 0 
μ m o l / L ) 作 用 于
多药耐药结肠癌
Caco-2及白血病
CEM/ADR5000细
胞后, P-gp活性的
表达被抑制, 且在
对阿霉素化疗的
细胞中可以表现
出对MDR有逆转
作用, 其可以提高
肿瘤耐药细胞株
对耐药药物的化
疗敏感、杀伤性.

表达差异.
统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS16.0统计软件进行单因素方差分析

(One-Way ANOVA), 组间均数比较采用LSD检

验, P <0.05认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 MTT法测洛贝林逆转SGC7901/VCR多药

耐药的作用结果 Ma等[2]研究证明在洛贝林无

毒浓度(10 μmol/L)作用下可以逆转肿瘤细胞

的多药耐药. 我们分别在不同VCR、5-Fu浓度

的SGC7901/VCR处理组中加入洛贝林, 使其终

浓度维持在10 μmol/L, 发现同等浓度的VCR和
5-Fu显示了对SGC7901/VCR的耐药性有部分逆

转, 提高了细胞中化疗药物的浓度, 增加了化疗

药的敏感性, VCR对的IC50由原来的16.55 mg/L
±1.05 mg/L变成7.27 mg/L±0.65 mg/L, 逆转倍

数约为2.28; 5-Fu对SGC7901/VCR株的IC50由原

来的11.01 μg/L±0.43 μg/L变成9.53 μg/L±0.79 
μg/L, 逆转倍数约为1.16. 结果显示洛贝林对

VCR的逆转倍数高于对5-Fu的逆转倍数. 现研究

已经证明VCR本身就是P-gp底物, 是P-gp底物转

运部位的竞争性配体, 可被P-gp泵到细胞外, 而
5-Fu耐药机制为部分P-gp介导. 数据提示VCR的
逆转倍数大于5-Fu的逆转倍数, 又可以间接说明

洛贝林的逆转机制和P-gp密切相关. 
2.2 RT-PCR测定洛贝林干预下SGC7901/VCR细

胞MDR1 mRNA的表达 SGC7901/VCR细胞在

300 bp左右的位置有清晰条带, 与预计产物大小

为317 bp相符, 多药耐药细胞株SGC7901/VCR
存在MDR1 mRNA的过度表达, 灰度扫描定量分

析显示, SGC7901/VCR细胞MDR1 mRNA水平

随着洛贝林的作用浓度增大, 其表达水平依次

降低, 各组间比较存在统计学差异(P <0.05, 图1). 
2.3 Western blot法测定洛贝林干预下SGC7901/
VCR细胞中P-gp蛋白的表达 耐药细胞株存在

P-gp的过度表达, 经过不同浓度的洛贝林处理组

(终浓度分别为10、20、50、100 μmol/L)作用于

SGC7901/VCR后检测细胞内P-gp蛋白的表达水

平, 灰度扫描定量分析显示, 随着洛贝林浓度的

增加P-gp的表达逐渐下调, 呈浓度依赖性降低, 
与对照组、不同洛贝林浓度分组比较差异具有

显著性(P <0.05, 图2). 

3  讨论

在我国, 胃癌死亡率已居主要恶性肿瘤(胃癌、

肝癌、肺癌、食管癌)死亡的首位. 胃癌的预后

不佳, 其5年生存率低于20%. 研究证明, 肿瘤细

胞的MDR和P-gp在肿瘤细胞膜上的过量表达

有密切相关性[3-4], P-gp通过水解ATP酶获得能

量, 将化疗药物及离子如Ca2+跨膜主动转运出

细胞达到细胞内化疗药物浓度下降, 从而化疗

表 1 MTT法实验细胞分组及给药

     
分组                        处理因素

阴性对照组           不加药物的细胞悬液

空白对照组           不含细胞的RPMI-1640全培养液

细胞处理组           分别为单加倍数浓度稀释的化疗药

(VCR/5-Fu)处理组
药物处理组          无毒剂量的洛贝林(10 μmol/L)+各组倍

数浓度稀释的化疗药处理组

GAPDH

MDR1 mRNA

M    1    2   3    4    5

图 1 RT-PCR法测定洛贝林干预下SGC7901/VCR细胞MDR1 
mRNA的表达. M: Marker; 1: SGC7901/VCR细胞组; 2-5: 

洛贝林的作用终浓度分别为10、20、50、100 μmol/L时

MDR1 mRNA的表达.

表 2 MDR1及GAPDH引物序列

     名称                                 序列                    长度1

MDR1 上游: 5'-CCGAACCGTTGTTTCTTTGACT-3'  317

下游: 3'-ATAGTCGTCGGGTGTAGTAGTA-5'
GAPDH 上游: 5'-AGGTCCACCACTGACACGTT-3'  310

下游: 3'-TAACGACTACTAGAACTCCG-5'

1单位bp.

P-gp

b-actin

170 kDa

42 kDa

1           2          3         4         5

图 2 Western blot法测定洛贝林干预下SGC7901/VCR细胞
中P-gp蛋白的表达. 1: SGC7901/VCR细胞组; 2-5: 洛贝林

的作用终浓度分别为10、20、50、100 μmol/L时的MDR1

表达.
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■同行评价
本研究证明无细
胞毒浓度的洛贝
林可以抑制P-gp
的表达, 从而逆转
其SGC7901/VCR
的多药耐药, 具有
一定的科研价值
和临床意义.

作用减弱而产生耐药, 其是典型的能量依赖性

“药物泵”. 本实验通过RT-PCR检测, 发现在

SGC7901/VCR细胞表面有MDR1 mRNA的高

度表达, 并随洛贝林终作用浓度的增大, 分别

表现为MDR1 mRNA的表达水平逐渐下降, 提
示洛贝林逆转耐药的作用可能与下调M D R1 
mRNA表达有关. 通过Western blot检测不同组别

SGC7901/VCR的P-gp表达情况, 发现耐药细胞

株高度表达的P-gp随各组洛贝林终作用浓度的

增大而表达下降, 提示洛贝林可以抑制在MDR
中起关键作用的P-gp的表达, 二者之间存在剂量

依存关系, 进一步表明其逆转作用可能通过降

低P-gp的表达及跨膜转运作用来逆转MDR1, 增
强耐药细胞对抗肿瘤药物的敏感性, 从而逆转

MDR1. 
Ma等[2]通过检测P-gp特异性的荧光底物罗

丹明123, 已证实在洛贝林无毒、低细胞毒浓度

作用下, 耐药细胞株内罗丹明123浓度可明显增

高. 说明在洛贝林存在时, 肿瘤细胞蓄积和外排

罗丹明123能力下降, 通过降低P-gp的功能, 增
强耐药细胞对抗肿瘤药物的敏感性, 达到逆转

MDR. 国内有研究证实通过一定终浓度的洛贝

林干预人结肠癌多药耐药细胞株HCT-8/VCR和
人乳腺癌多药耐药细胞株MCF-7/ADM, 结果显

示洛贝林可分别逆转二者的多药耐药, 且耐药

细胞株内P-gp荧光底物罗丹明123的荧光强度增

加, 说明其抑制了P-gp的外排[5,6].
目前, 研究中成药制剂对肿瘤细胞生物学的

影响主要从细胞毒作用、诱导肿瘤细胞凋亡、

逆转多药耐药、提高机体免疫力等方面研究. 
高永琳等[7]报道, 半边莲作用于Hela细胞时, 其
对细胞增殖的直接抑制作用不明显, 但其可以

通过细胞外钙离子的内流来增加细胞内游离钙

的浓度来诱导细胞凋亡, 并在其他对诱导肝癌

细胞凋亡的实验中得到证实[8]. 细胞内钙耗竭是

一种细胞凋亡信号, 通过内质网的DNase Ⅰ和核

骨架蛋白酶库等进入近核区或引起生物小分子

的释放, 促使细胞外钙离子的内流而达到诱导

凋亡的目的[9]. 而洛贝林属于半边莲植物的哌啶

生物碱, 我们通过半边莲的作用机制, 推论洛贝

林除了抑制P-gp的表达外, 还可能通过一系列未

知后续反应来增加细胞内钙离子的浓度来诱导

肿瘤细胞的凋亡. 
细胞内游离钙离子的浓度改变也是多种

受体激活后信号传递过程的中心环节, 特别是

对MDR1和P-gp的表达和细胞生物学功能[10,11]. 

Belpomme等[11]报道, 钙通道阻滞剂维拉帕米可

以逆转P-gp介导的MDR, 增加肿瘤细胞内化疗

药物的浓度及敏感性, 延长患者的生存期, 主要

就是其降低细胞内游离钙离子浓度.           
蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)是钙离子

的重要靶蛋白, 在与钙结合后, PKC被激活, 发生

磷酸化, 研究表明[12-14]其在多种表达MDR的肿

瘤细胞中活性提高, 提示与P-gp、MDR密切相

关, 且增强PKC在细胞中的表达可诱导肿瘤细胞

对化疗药物的耐受[15], 其机制可能跟PKC对P-gp
转运功能及调节有关[16], 可见PKC与MDR关系

密切相关. 
洛贝林通过抑制P-gp的表达后, 是否通过调

节细胞内基础钙的水平从而导致PKC功能下降? 
是否是钙信号和PKC等上游信号从而引起下游

因素功能的改变, 进而导致逆转多药细胞的耐

药? 而要提高细胞内钙离子浓度是通过激活细

胞膜上的钙离子通道, 从而使细胞外的钙离子

内流, 还是将细胞内的钙离子释放出来, 洛贝林

是哪种途径占优势? 洛贝林是否是BCRP和P-gp
全部或者部分的作用底物? 其主次、机制、平

衡如何？这些我们都要进一步证实. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》 
 ( 2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、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到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 
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Abstract 
AIM: To investigate the inhibory effect of siR-
NA-mediated down-regulation of vascular en-
dothelial growth factor receptor 3 (VEGFR-3) on 
the growth of human colorectal carcinoma cell 
xenografts in nude mice. 

METHODS: Human colorectal carcinoma LoVo 
cells were transplanted subcutaneously into 
Balb/c nude mice to establish a xenograft tumor 
model. Fifteen model mice were randomized into 
three groups and were injected with recombinant 
plasmid carrying the siRNA (pG-siRNA/VEG-
FR-3), empty plasmid (pG-HK), and tranfection 
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VEGFR-3小干扰RNA对结肠癌裸鼠移植瘤生长的影响

吕志诚, 苏芝兰, 王海忠, 杨文元, 张锋军
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®

■背景资料
我国结肠癌的发
病率有逐渐增加
的 趋 势 ,  结 肠 癌
淋巴途径转移是
最重要的转移方
式, Gore和New-
m a n等研究发现
VEGFR-3通过和
VEGF-C、 -D的
结合, 促进淋巴管
的生成, 起着重要
的作用, 阻断该信
号途径可以为肿
瘤生物治疗提供
重要途径. 

reagent (control), respectively. Tumor volume 
and weight were measured, and the reduced 
rate of tumor growth was calculated. VEGFR-3 
mRNA and protein expression was detected by 
qRT-PCR and Western blot. Microlyphamatic 
vessels were counted by immunohistochemistry. 

RESULTS: Tumor volume and weight were sig-
nificantly less in the pG-siRNA/VEGFR-3 group 
than in the pG-HK and control group (both P 
< 0.001). Compared to the control group, the 
reduced rate of tumor growth was 52.75%, and 
VEGFR-3 expression was down-regulated in the 
pG-siRNA/VEGFR-3 group. However, there was 
no similar inhibitory effect in the control group 
and pG-HK group. Significant differences in 
microlymphatic counts were noted between the 
pG-siRNA/VEGFR-3 group and the two control 
groups (both P < 0.05).

CONCLUSION: SiRNA-mediated down-regu-
lation of VEGFR-3 could inhibit the growth of 
human colorectal cancer cell xenografts in nude 
mice and reduce lymphangiogenesis.

Key Words: Colorectal neoplasms; Vascular endothe-
lial growth factor receptor 3; Nude mice; siRNA

Lv ZC, Su ZL, Wang HZ, Yang WY, Zhang FJ. SiRNA-
mediated down-regulation of vascular endothelial growth 
factor receptor 3 inhibits the growth of human colorectal 
cancer cell xenografts in nude mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2189-2193

摘要
目的: 研究血管内皮生长因子受体3(vascular 
endothelial growth factor receptor 3, VEGFR-3)
小干扰RNA对结肠癌细胞移植瘤模型生长的
影响. 

方法: 构建VEGFR-3小干扰RNA表达载体. 将
结肠癌LoVo细胞注射入裸鼠皮下建造裸鼠
移植瘤模型. 将15只裸鼠结肠癌模型随机分
成3组: 实验组(pG-siRNA/VEGFR-3重组质
粒)、阴性对照组(pG-HK重组质粒)与空白对
照组. 分别瘤体内注射相应的siRNA混合物或
转染剂混合液, 每3 d注射1次, 共注射3次, 观

■同行评议者
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■研发前沿
本研究通过应用
小干扰RNA表达
载 体 阻 断 V E G -
FR-3, 观察该表达
质粒对结肠癌体
内生长的影响, 期
望为结肠癌的临
床的治疗开辟一
条新的途径.

察肿瘤体积的变化; 6 wk后处死裸鼠, 肿瘤称
取质量, 并进行qRT-PCR和Western blot测定
VEGFR-3 mRNA和蛋白的变化, 通过免疫组
织化学进行微淋巴管计数. 

结果: 实验组移植瘤体积和质量明显小于阴
性对照组和空白对照组, 有显著的统计学意
义(P <0.001). 实验组抑制率为52.75%, 与对
照组相比, 差异有显著(P <0.001). qRT-PCR和
Western blot测定VEGFR-3 mRNA和蛋白的变
化比较, 实验组有明显降低(P <0.001). 实验组
淋巴管计数较对照组差异显著(P <0.05). 

结论: VEGFR-3 siRNA可以抑制裸鼠结肠癌
细胞移植瘤的生长, 并减少裸鼠移植瘤淋巴管
生成, 能有效抑制结肠癌细胞的生长. 

关键词: 结肠癌; 血管内皮生长因子3; 裸鼠; siRNA

吕志诚, 苏芝兰, 王海忠, 杨文元, 张锋军. VEGFR-3小干扰RNA

对结肠癌裸鼠移植瘤生长的影响. 世界华人消化杂志  2012; 
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0  引言

结肠癌在我国的发病率有逐渐增加的趋势, 结
肠癌和其他恶性肿瘤一样, 晚期几乎都会发生

远处转移. 淋巴途径转移是胃肠道肿瘤最重要

的转移方式, 但淋巴转移的研究相对滞后. 血管

内皮生长因子受体3(vascular endothelial growth 
factor receptor 3, VEGFR-3)是最主要的淋巴管

生成因子, 在肿瘤的发生和发展中起着非常重

要的作用[1,2]. VEGFR-3通过和VEGF-C、-D的结

合, 激活下游的信号通路, 不仅促进淋巴管的生

成, 而且对肿瘤的侵袭、增殖和转移密切相关, 
其在肿瘤治疗上的应用已成为研究的热点[3,4]. 
本研究通过建立裸鼠的结肠癌模型, 构建针对

VEGFR-3基因的siRNA真核表达质粒pG-siRNA 
/VEGFR-3, 将其注射入裸鼠的结肠癌肿瘤中, 观
察该表达质粒对结肠癌体内生长的影响, 期望

为结肠癌的临床的治疗开辟一条新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌LoVo细胞株购自中国科学院

上海细胞所; 胎牛血清购自杭州四季青生物制品

有限公司; RPMI 1640培养基购自Gibco公司; 细
胞培养使用含100 mL/L胎牛血清, 青霉素100 U/
mL, 链霉素100 mg/ mL, 在37 ℃、50 mL/L CO2

细胞孵育箱内培养. 脂质体LipofectarmineTM 2000

购自lnvitrogen公司, 限制性内切酶Hind  Ⅲ、

BamH Ⅰ, T4 DNA连接酶RT-PCR试剂盒均为大

连TaKaRa生物公司产品; 琼脂糖凝胶回收试剂

盒购自上海生工公司; RNA提取试剂TRIzol、
DEPC购自美国Roche公司; 醋酸纤维膜购自瑞典

Amersham公司; 小鼠抗人VEGFR-3单克隆抗体

购自美国Abcom公司; 兔抗人β-actin抗体、HRP
标记的羊抗兔二抗及兔抗鼠二抗均购自北京中

杉生物技术公司; Balb/c雌性裸鼠购自上海斯莱

克实验动物中心. 
1.2 方法

1.2.1 siRNA的设计和siRNA表达载体的构建: 
在Genbank中找到VEGFR-3基因的cDNA序列

(NM_002020), 根据Elbashir的设计原则, 并参考

在线siRNA靶点设计软件(http: //www.ambion.
com/techlib/mis/siRNA-finder.html)确定靶序列. 
根据质粒载体质粒载体Genes i l的多克隆位点

特点, 设计了靶向VEGFR-3家族同源基因片段

451-472位点的序列: 5'-GAGAGACTTTGAG-
CAGCCATT-3'(sense) and 5'-AATGGCTGCT-
CAAAGTCTCTC-3'(antisense), 命名为pG-siR-
NA/VEGFR-3. 同时, 设计非特异性dsRNA的序

列作为对照: 5'-GACTTCATAAGGCGCATGC-
3'(sense) and 5'-GCATGCGCCTTATGAAGTC-
3'(antisense), 命名为pG-HK, 由武汉晶赛生物工

程公司合成. 
1.2.2 动物饲养: 4周龄♀ Balb/c裸小鼠15只, 4-6 
mo, 体质量为12.5-14.5 g, 饲养于中国人民解

放军兰州军区兰州总医院实验动物中心. 25 ℃
-37 ℃无菌恒温、恒湿(45%-50%)的SPF层流罩

中饲养, 所有饲料、饮用水及垫料经高压灭菌处

理, 每3 d 更换饲料、饮用水及垫料. 为减少进出

次数避免污染, 每次更换前进行体质量和肿瘤大

小的测量. 
1.2.3 结肠癌移植瘤模型的建立: 人结肠癌LoVo
细胞株在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培
养基内加青霉素100 U/mL、链霉素100 U/mL, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度条件下培

养. 取对数生长期的LoVo细胞, 用胰酶消化后, 
离心去除上清液, PBS溶液重悬细胞, 制备获得

1.5×106个/mL的细胞悬液, 取0.2 mL接种于裸

鼠左颈部皮下. 观察移植瘤生长情况. 1 wk后待

肿瘤形成开始用游标卡尺每隔7 d测量一次肿瘤

的长径(a)及宽径(b), 肿瘤体积计算公式如下: V 
= (ab2)/2, 待肿瘤体积达40 mm3左右时, 将其随

机分为3组, 分别为实验组(pG-siRNA/VEGFR-3

■相关报道
Lui等通过VEG-
F R - 3 的 小 干 扰
RNA降低其表达, 
抑制了肿瘤细胞
的生长. He等将可
溶性VEGFR3-Ig的
融合蛋白通过载
体阻断VEGFR-3
信号途径, 从而抑
制了肿瘤的淋巴
管血管生成和淋
巴结转移.
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重组质粒)、阴性对照组(pG-HK重组质粒)与空

白对照组. 每组5只裸鼠, 各组瘤体内注射相应

的siRNA混合物或转染剂混合液进行瘤内注射

治疗. 实验组每次每只用无菌微量注射器肿瘤

体内分别多点注射含有pG-siRNA/VEGFR-3重
组质粒的转染试剂混合液(转染试剂按照Invit-
roen公司的LipofectamineTM 2000的说明书配制, 
质粒为50 μg) 200 μL; 阴性对照组注射仍为内含

有pG-HK质粒50 μg的转染剂混合液200 μL, 空
白对照组仅为转染剂混合液, 内无任何质粒. 6 d
和第9 d分别再注射1次, 共3次, 每隔7 d测量肿瘤

最大和最小直径, 计算肿瘤体积. 6 mo后处死裸

鼠, 取出肿瘤标本, 称其质量, 计算抑瘤率. 部分

放置于-80 ℃冷冻保存以进行下一步基因测定, 
部分于10%多聚甲醛溶液中固定, 常规石蜡包埋

切片. 抑瘤率(%) = (空白对照组肿瘤质量-实验

组肿瘤质量)/空白对照组肿瘤质量×100%. 
1.2.4 qRT-PCR法检测血管内皮生长因子受体

3mRNA的表达: 提取总RNA, 将收集的细胞在 
1 mL Trizol试剂中匀浆, 经离心后与异丙酮混

合, 室温孵育10 min. 于4 ℃离心15 min, 弃上清, 
沉淀块用700 mL/L乙醇冲洗后, 以50 μL DEPC
水溶解 .  经纯化后将R N A沉淀溶解于D E P C
处理的水中, 用分光光度计测量RNA浓度, 于
-80 ℃保存备用. 在50 μL的反应体系中加入

5  μg总RNA, 5×反应缓冲液10  μL, 10 mmol/L 
dNTPs 5 μL, RNasin(40 U/μL) 0.5 μL, Oligo(dT)  
0.25 μg, 反转录酶(Superscript Ⅱ, 200 U/μL) 2 μL, 
0.1 mol/L DTT 0.5 μL, 置37 ℃孵育1 h, 然后在

65 ℃加热5 min终止反应. 将cDNA保存于-20 ℃. 
采用Primer 5.0引物设计软件设计引物. VEGFR-3
特异性PCR引物为上游引物(F): 5'-GACCAGAC-
CATGCTTCAGTGAGA-3'; 下游引物(R): 5'-GTT-
GCATGGCTGTTCACAGGA-3', 扩增产物为151 
bp. 内参β-actin引物序列上游引物为: 5'-TCAT-
GAAGTGTGACGTTGCATCCGT-3'; 下游引物

为: 5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCCGATG-3', 
扩增产物片段长100 bp. 分别将各样品行10倍
稀释. 浓度梯度为105/2 mL-1010/2 μL. 反应体

系如下: PremixExTaqTM(2×) 12.5 μL、引物(10 
μmol/L)1.0 μL、SYBRGreen Ⅰ稀释液2.5 μL、
dH2O 7.0 μL, 模板2 μL, 总体积25 μL. 1-6号作为

标准曲线管. 按浓度梯度加入标准品DNA 2 μL, 
7号管作为空白对照管. 其余12管按次序加入样

本cDNA 2 μL. 荧光定量PCR的扩增条件同标准

品的制备. 通过顺序检测系统观察各扩增曲线、

融解曲线, 标准曲线的线形回归系数R值, 统计

软件自动进行各样本的mRNA拷贝数的计算. 以
VEGFR-3 mRNA与β-actin mRNA拷贝数之比对

结果进行标准化. 
1.2.5 Western blot检测VEGFR-3表达: 取各组移

植瘤组织各50 mg, 加约5倍湿重的裂解缓冲液,
碾磨粉碎匀浆, 裂解细胞提取总蛋白, 于4 ℃离

心, 15 000 r/min×10 min, 取上清, 用酚试剂法测

蛋白浓度. 用凝胶加样缓冲液将各管蛋白浓度

调为2 g/L, 电泳, 4%浓缩胶, 12.5%分离胶, 120 
V、50 mA、1.5 h; 转膜, 50 V、100 mA、2 h. 用
含5%脱脂奶粉的TBS将膜封闭2 h, TBST漂洗

2次×10 min, 分别入VEGFR-3抗体(1∶500)、
β-actin抗体(1∶1 000)孵育, 4 ℃过夜, TBST洗2
次×10 min, 分别加入碱性磷酸酶标记山羊抗兔

IgG(1∶2 000)室温孵育2 h, TBST洗2次×5 min. 
将滤膜放入配好的显色液中显色15-30 min, 取
出滤膜, 蒸馏水冲洗, 晾干, 扫描, 软件分析条带

的吸光度(A )值, 以VEGFR-3 A值与β-actin A值

之比进行标准化处理. 
1.2.6 免疫组织化学并淋巴管计数: 标本用10%
多聚甲醛固定, 石蜡包埋组织连续4 μm连续切

片, 二甲苯脱蜡, VEGFR-3工作浓度为1∶200; 
DAB显色; SP法染色操作按说明书. PBS代替一

抗作为阴性对照. 结果判定: 胞质或者胞膜出现

棕黄色颗粒者为VEGFR-3阳性细胞. VEGFR-3
阳性微淋巴管结果判断及计数方法按照文献进

行[5]. 
统计学方法 所有数据均经SPSS11.0软件进

行统计分析, 计量资料采用mean±SD表示; 两组

均数的比较采用t检验; 两组以上均数的比较用

方差分析(ANVOA). 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 裸鼠肿瘤生长曲线 人结肠癌细胞株LoVo接
种小鼠7 d, 所有裸鼠体内均肿瘤形成, 各组开始

多点注射质粒, 肿瘤生长良好. 结果表明: 在观

察的3 mo开始, 实验组pG-siRNA/VEGFR-3与阴

性对照组pG-HK和空白对照组比较, 差异有统

计学意义(P <0.001), 后两组生长明显快于实验

组, 而阴性对照组和空白对照组之间经比较, 则
差异无统计学意义(图1). 
2.2 裸鼠肿瘤6 mo后移植瘤的质量 所有小鼠 
6 mo后处死, 取出肿瘤, 称取肿瘤质量并计算抑

瘤率. 42 d时裸鼠移植瘤平均质量为: 实验组2.03 
g±0.32 g, 阴性对照组5.21 g±0.25 g, 空白对照

■创新盘点
本试验通过RNA
干扰的方法抑制
人 结 肠 癌 V E G -
FR-3的表达 ,  减
少了移植瘤的增
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新性.

■应用要点
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机制和预防淋巴
结转移提供了方
法和途径, 有着十
分重要的理论和
实践意义.



www.wjgnet.com

2192               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年8月18日   第20卷  第23期

组5.18 g±0.30 g. 结果表明, 实验组抑制率为

60.81%, 与对照组相比, 差异有显著(P <0.001)阴
性对照组的肿瘤抑制率分别为5.79%, 与空白对

照组, 差异不显著. 
2.3 siRNA对结肠癌LoVo裸鼠移植瘤VEGFR-3表

达的影响 实时荧光定量PCR结果表明, VEGFR-3
和β-ac t in的标准曲线的制备均在线性范围内, 
PCR扩增产物融解曲线满足要求. 阴性对照组和

空白对照组的VEGFR-3的基因表达水平(VEG-
FR-3/β-actin)无显著差异(P>0.05), 明显高于实验

组的表达水平, 与对照组相比, 实验组有41.08%
减少, 差异有统计学意义(P<0.001, 图2). Western 
blot检测发现在实验组中VEGFR-3蛋白的表达明

显低于阴性对照组和空白对照组(图3). 
2.4 VEGFR-3蛋白表达 各组裸鼠移植瘤细胞中

VEGFR-3蛋白染色主要定位于细胞质, 细胞膜

和淋巴管中, 呈棕黄色, 对照组与干扰组相比

淋巴管较丰富, 在肿瘤间质出现被染成棕黄色

的毛细淋巴管, 部分淋巴管扩张, 每组肿瘤组

织切片的LVD值计算结果, 差异有统计学意义( 
P <0.05, 图4). 

3  讨论

淋巴转移是恶性肿瘤发生转移的主要途径之一. 
血管/淋巴管新生在恶性肿瘤进展和浸润转移过

程中发挥着重要作用, 淋巴结转移是判断结肠

癌患者预后和确定治疗方案的重要依据, 晚期

患者几乎都会发生淋巴转移, 故以结肠癌血管

淋巴管生成的各个环节为靶点, 通过其对结肠

癌抗淋巴管生成的治疗, 有效地抑制结肠癌的

转移、生长和复发, 提高结肠癌患者5年生存率

具有重要意义. 
VEGFR-3(也称Flt4)是膜受体介导的酪氨

酸蛋白激酶受体家族成员, 是淋巴管特异性标

志物. 主要的生理作用是参与淋巴管的生成, 其
与配体VEGF-C结合后, 诱导内皮细胞的增殖和

迁移, 调控淋巴管的生成. 同时VEGFR-3与肿

瘤的淋巴道转移密切相关. 在对VEGFR-3的研

究中发现, 在非小细胞肺癌、大肠癌、子宫内

膜癌、卵巢癌、原发性乳腺癌、前列腺癌、胃

癌中VEGFR-3表达与患者的生存时间有相关

性, 且认为VEGFR-3的是一个独立的预后因素; 
VEGFR-3的高表达与淋巴管浸润, 淋巴结转移

及不良生存预后相关[6-11]. 
小干扰RNA技术由于其基因阻断的有效性

和特异性已成为疾病基因疗法的理想的工具. 
在肿瘤的研究中, 应用siRNA技术可以特异地下

调原癌基因、抑癌基因、凋亡相关基因等靶基
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pG-HK
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图 1 各组移植瘤不同时期的瘤体积. bP<0.001 vs  其他组.

b
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4

3

2

1

0

图 2 结肠癌裸鼠移植瘤各组VEGFR-3 mRNA的表达. 
bP<0.001 vs  其他组.

图 3 胰结肠癌裸鼠移植瘤各组VEGFR-3蛋白表达.
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图 4 各组免疫组织化学计数各瘤组织中微淋巴管密度. 
aP<0.05 vs  其他组.

■名词解释
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补序列的mRNA
为靶目标降解特
定的mRNA, 从而
下调相应基因的
表达.
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因使肿瘤细胞生长受抑制, 从而达到治疗肿瘤

的目的. 由于其高稳定性、高效性、高特异性

和高穿透性地发挥其RNA抑制肿瘤基因表达, 
siRNA可为肿瘤的靶向治疗开辟一条新的途径. 
本研究将VEGFR-3作为靶位点, 设计并化学合

成针对VEGFR-3的siRNA小片段并构建相关的

表达载体, 通过裸鼠的移植瘤模型进行实验来

研究siRNA VEGFR-3能否利用RNA干扰技术

特异、有效地抑制结肠癌细胞株LoVo细胞中

VEGFR-3的表达和癌细胞的生长能力. 
我们待肿瘤形成后, 选择每3 d肿瘤内多点

注射混有转染剂LipofectamineTM 2000的载体和

单纯转染剂的混合液, 观察肿瘤生长情况. 和空

白对照组和阴性对照组相比, siRNA组肿瘤生长

明显受到抑制, 而阴性对照组和空白对照组相比

没有差异. 待6 mo后, 处死动物后, 对移植瘤进行

VEGFR-3 mRNA和蛋白表达分析表明, siRNA组

VEGFR-3表达明显受到抑制. 而移植瘤免疫组化

和HE染色分析发现, siRNA组的肿瘤细胞出现细

胞凋亡现象, 说明通过小干扰RNA技术抑制结肠

癌细胞VEGFR-3的表达, 可以有效抑制肿瘤的生

长. 而免疫组织化学分析也发现siRNA组的肿瘤

中淋巴管密度较其他两对照组有明显减少. 通过

本研究显示: 靶向VEGFR-3的小干扰RNA表达

载体可以抑制结肠癌细胞的生长, 减少肿瘤组织

中淋巴管的生成, 提示我们通过靶向VEGFR-3的
RNA干扰技术可以有效控制结肠癌肿瘤的生长, 
为结肠癌靶向治疗提供新的思路. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
ectopic methylation of the tissue inhibitor of me-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃癌患者术前腹腔冲洗液游离DNA中TIMP-3基因甲基化
与腹腔微转移的相关性

余江流, 韩 静, 余齐鸣, 郑智国, 方铣华, 凌志强

®

■背景资料
DNA甲基化是不
涉及DNA序列改
变的修饰, 是DNA 
的一种可逆变化, 
他可以改变DNA
分子的高级结构, 
改变基因的转录
活性, 从而影响基
因的表达水平. 

talloproteinase 3 (TIMP-3) gene in preoperative 
peritoneal lavage fluid and peritoneal microme-
tastasis in patients with gastric cancer. 

METHODS: Methylation-specific real-time poly-
merase chain reaction (qMSP) was used to detect 
the methylation status of CpG islands in the 
promoter of the TIMP-3 gene in 92 preoperative 
peritoneal lavage fluid samples. The relationship 
between ectopic methylation of the TIMP-3 gene 
and clinicopathologic features and prognosis 
was then analyzed. 

RESULTS: Abberant TIMP-3 gene methylation 
occurred in 49 (53.26%) samples. Correlation 
was observed between TIMP-3 gene methylation 
and tumor size (P = 0.015), distant metastasis (P 
= 0.013) and venous invasion (P = 0.030), and 
there is a significant correlation between TIMP-3 
gene methylation and tumor growth pattern, dif-
ferentiation, lymph node metastasis and clinical 
stage (P = 0.000). However, the level of TIMP-3 
methylation had no significant association with 
patient’s gender and age, Helicobacter pylori in-
fection, or lesion location (P = 0.833, 0.236, 0.300, 
0.236, respectively). Survival analysis indicate 
that patients who had no TIMP-3 gene methyla-
tion had a higher survival rate (P = 0.000).

CONCLUSION: Ectopic methylation of TIMP-3 
gene in preoperative lavage fluid samples is as-
sociated with peritoneal micrometastasis and poor 
prognosis in patients with gastric cancer.

Key Words: Gastric Cancer; Tissue inhibitor of met-
alloproteinase 3; Methylation; Peritoneal microme-
tastasis; Prognosis

Yu JL, Han J, Yu QM, Zheng ZG, Fang XH, Ling ZQ. 
Correlation between TIMP-3 hypermethylation in peritoneal 
lavage fluid and peritoneal micrometastasis in patients with 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 
2194-2199

摘要
目的:  探讨胃癌患者术前腹腔冲洗液中组

■同行评议者
陈 国 忠 ,  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
目前DNA甲基化
研 究 主 要 有 :  特
定基因甲基化与
疾病的相关性研
究、特定基因甲
基化与患者药物
敏感性及耐药性
研究、甲基化逆
转在疾病治疗中
的作用.

织金属蛋白酶抑制因子-3(tissue inhibitor of 
metalloproteinase 3, TIMP-3)基因启动子CpG
岛异常甲基化与腹腔微转移的相关性. 

方法: 应用甲基化特异性实时荧光聚合酶链
反应技术检测92例胃癌患者术前腹腔冲洗液
中TIMP-3基因启动子CpG岛甲基化状态, 分
析TIMP-3基因异常甲基化与患者临床病理参
数及预后之间的关系.  

结果: 在92例胃癌患者术前腹腔冲洗液标本中, 
有49(53.26%)例检测到了TIMP-3基因甲基化, 
且TIMP-3基因甲基化与肿瘤大小(P = 0.013)、
静脉侵犯(P = 0.030)和远处转移(P = 0.013)间均
存在相关性, 与生长方式、分化程度、淋巴管
侵犯、淋巴结转移、浸润深度和临床分期间
存在显著相关性(P = 0.000), 而与性别、年龄、

Helicobacter pylori感染状况以及肿瘤部位等
不存在相关性(P分别为0.833、0.236、0.300、
0.236). 生存分析发现TIMP-3基因非甲基化患
者具有独立的生存优势(P = 0.000). 

结论: 胃癌患者术前腹腔冲洗液游离DNA中
TIMP-3基因异常甲基化可反映腹腔微转移发
生, 并提示预后不良. 

关键词: 胃癌; 组织金属蛋白酶抑制因子-3; 甲基

化; 腹腔微转移; 预后
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0  引言

胃癌(gastric carcinoma)是世界上最常见的恶性

肿瘤之一, 其发生发展是一个多基因参与的多

阶段过程. 表观遗传学是近年来热门研究领域

之一, 业已证实异常表观调控机制在胃癌的发

生、发展中起着重要作用[1]. DNA甲基化是表观

遗传的主要作用形式之一. DNA甲基化修饰主

要发生在基因启动子CpG岛上, 是在甲基转移酶

作用下由S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine, 
SAM)作为甲基供体将甲基转移到CpG岛胞嘧啶

第5位碳原子上的过程[2,3]. 甲基化后的DNA构象

发生改变, 从而影响基因表达. 
迄今已发现众多肿瘤相关基因的失活

都与其启动子区域的异常甲基化有关 ,  如
hMLH1(human mutl homolog 1)、p16、CDH1
等. 组织金属蛋白酶抑制因子-3(tissue inhibitor of 

metalloproteinase, TIMP-3)家族目前有4个已经确

定的成员, 分别是TIMP-1、2、3和4, TIMP-1、
2、4存在于细胞外空间, 而TIMP-3结合在细胞外

基质上, 该家族成员的生物学功能是抑制基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMP)的活

性, 并参与调节多种细胞的增殖[4]. 本研究采用甲

基化特异性实时荧光PCR(real-time methylation-
specific PCR, real-time MSP)技术对92例胃癌患

者术前腹腔冲洗液游离DNA中TIMP-3基因启动

子区域CpG岛的甲基化状态进行检测, 并探讨其

临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-01/2009-12浙江省肿瘤医

院、浙江省人民医院及杭州市淳安县第一人民

医院92例病理确诊的原发性胃腺癌患者术前腹

腔冲洗液标本, 病例均经术前内镜活检病理确

诊, 术后组织标本均经石蜡切片病理诊断证实, 
术前均未行放疗和化疗. 92例患者中男53例、

女39例; 年龄36-73岁, 平均年龄53.9岁; 肿瘤位

置贲门30例、胃体31例、胃窦31例; 肿瘤直径

<5 cm 60例、≥5 cm 32例; 高/中分化62例、低

分化30例; 肿瘤生长方式(按Ming氏分型)为膨胀

型20例, 浸润型72例; 浸润深度为T1/T2 38例、

T3/T4 54例; 淋巴结转移阴性46例, 阳性46例; 静
脉侵犯阴性69例, 阳性23例; 淋巴管侵犯阴性

25例, 阳性67例; 远处转移阴性85例, 阳性7例; 
pTNM分期Ⅰ期17例、Ⅱ期29例, Ⅲ期37例、

Ⅳ期9例. 收集所有患者术前腹腔冲洗液, 3 000 
r/min离心10 min, 分离血液, 再12 000 r/min离心

10 min, 取血细胞, 分装每管200 μL置-76 ℃备用. 
全部患者由本研究组成员随访负责人专

门跟踪随访, 具有完整的随访资料, 均自手术

日计生存和随访时间, 至患者死亡或截止时间

2011-06. 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 采用磁珠法试剂盒(Xy-
gen公司)提取腹腔冲洗液中DNA. 200 μL冲洗

液经裂解液处理后, 加入结合液和磁珠, DNA吸

附于磁珠上, 以磁体吸附磁珠, 吸弃液体后, 经
洗液多次清洗, 最后以洗脱液洗脱DNA, 吸出的

上清液即为目的DNA. 以紫外分光光度计测定

DNA浓度和纯度, 要求A 260/A 280比值在1.8-2.0之
间. 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性. 
1 .2.2 D N A亚硫酸氢盐修饰及扩增 :  采用亚

硫酸氢钠法修饰DNA并纯化回收, 按EpiTect 

■相关报道
Gu等研究发现散
发型胃癌患者中
存在较高频率的
TIMP-3异常甲基
化 现 象 ,  且 与 肿
瘤细胞低分化和
患者低生存率相
关; Peterson等研
究报道TIMP-2、
TIMP-3与乳腺癌
患者生存率相关, 
并影响患者的治
疗敏感性.



www.wjgnet.com

2196               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年8月18日   第20卷  第23期

■创新盘点
本研究探讨胃癌
患 者 腹 腔 冲 洗
液 游 离 D N A 中
TIMP-3基因甲基
化与患者临床病
理特征及预后的
关系, 相对于手术
切取组织标本, 本
实验具有微创性.

Bisulfite(Qiagen公司)使用说明书操作. 10 μg基
因组DNA内加入3 mol/L的NaOH裂解液5 μL, 
37 ℃变性20 min, 加入2 mol/L(pH 5.0)亚硫酸

氢钠520 μL和0.2 mol/L的氢醌30 μL, 50 ℃水浴

16-18 h, 于1 mL  DNA纯化树脂中加入DNA样品

及8%异丙醇2 mL滤析, 3 mol/L的醋酸钠与100%
乙醇沉淀, 离心弃上清, 自然干燥, 加20 μL TE溶
液溶解, 采用全基因组扩增技术对亚硫酸氢盐

修饰DNA进行扩增, -20 ℃保存. 
1.2.3 Real-t ime MSP分析: 设计TIMP-3甲基

化及非甲基化特异性引物序列如下: T I M P-3 
(M)_(F)5'-CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCG-
GTTTC-3'; (R)5'-CCGAAAACCCCGCCTCG-3', 
扩增子: 116 bp; T IMP-3(UM)_(F)5'-TTTT-
GTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT-3'; 
(R)5'-CCCCCAAAAACCCCACCTCA-3', 扩
增子: 122 bp; 引物由Invitrogen公司合成. 在
ABI7500 PCR(ABI system, 美国)仪器上对亚硫

酸氢钠法修饰DNA进行real-time MSP分析, 按
SYBR Premix Ex Taq Kit(TaKaRa公司)说明书

进行. 各样品分别使用甲基化、非甲基化引物

进行定量分析 ,  根据所测C T值通过标准曲线

计算在各样品DNA中甲基化的拷贝数. 其甲基

化百分率计算公式如下: 甲基化百分率(M%) 
= 100×(甲基化D N A拷贝数÷甲基化与非甲

基化D N A拷贝数之和). 甲基化D N A拷贝数+
非甲基化DNA拷贝数的总和用作靶基因DNA
总拷贝数. M%<20.0为0分, 20.0<M%<40.0为1
分, 40.0<M%<60.0为2分, 60.0<M%<80.0为3分, 
M%>80.0为4分; 0分定义为非甲基化、1-3分为

部分甲基化, 4分为完全甲基化. PCR反映结束

后由溶解曲线判定扩增结果: 其中出现甲基化

扩增信号, 而没有非甲基化信号的判定为甲基

化(M); 出现非甲基化产物信号而没有甲基化

产物信号的判定为非甲基化(U); 同时出现甲基

化和非甲基化产物信号的判定为半甲基化结果

(UM). 用在体外经Sss Ⅰ甲基转移酶处理过的人

类基因组DNA(NEB公司)作为阳性对照, 未处理

的正常人外周血DNA作为阴性对照, 蒸馏水代

替模板作为阴性对照. 
统计学处理 应用SPSS18.0统计学软件, 各

组间率的差异统计学意义比较采用χ2检验、似

然比χ2检验或Fisher确切概率法, 用乘积极限法

(Kaplan-Meier)进行单因素生存分析并绘制生存

曲线, 对数秩检验(Log-Rank Test)进行生存曲线

比较, 用Cox比例风险回归模型进行多因素生存

分析, 显著性检验采用Wald检验. P <0.05有统计

学意义. 

2  结果

2.1 胃癌术前腹腔冲洗液中TIMP-3基因的甲基

化状态 在92例胃癌患者的术前腹腔冲洗液标

本中, TIMP-3基因启动子区域CpG岛完全甲基

化有28(30.43%)例, 部分甲基化有21(22.83%)例, 
未甲基化的有43(46.74%)例. 本实验将完全甲基

化和部分甲基化均做异常甲基化计, 则92例胃

癌患者腹腔冲洗液中TIMP-3基因的异常甲基化

率达53.26%(49/92). 
2.2 TIMP-3基因启动子区域甲基化状态与胃癌

临床病理特征 患者的年龄、性别、有无幽门

螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染, 以及

肿瘤位置与TIMP-3基因的甲基化状态差异无

统计学意义(P >0.05), TIMP-3基因甲基化状态

与静脉侵犯和远处转移相关(表1, P <0.05), 而
TIMP-3基因甲基化状态与肿瘤的生长方式、

分化程度、淋巴管侵犯、浸润深度和临床分期

之间有显著相关性. 膨胀型和浸润型的甲基化

率分别为15%(3/20)和63.9%, 两者差异显著(P 
= 0.000); 高中分化和低分化的甲基化率分别是

38.7%(24/62)和83.3%(25/30), 差异有统计学意

义(P  = 0.000); TIMP-3基因甲基化与淋巴管侵犯

间有显著的相关性(P = 0.000), 阴性患者TIMP-3
基因甲基化率为35.82%(24/67), 阳性患者的甲

基化率高达100%(25/25); 另外, TIMP-3基因甲

基化与胃肿瘤的浸润深度和淋巴结转移也有显

著的相关性(P  = 0.000), T1、T2患者甲基化率为

20.1%, T3、T4患者的甲基化率为75.9%, N0的
患者甲基化率是10.9%, N1-N3的患者甲基化率

高达95.7%. 在本实验所考虑的13项临床病例和

其他特征中, 肿瘤的临床分期与TIMP-3基因甲

基化之间的相关性最为显著(P  = 0.000), Ⅰ/Ⅱ期

患者的甲基化率为8.7%, 而Ⅲ/Ⅳ期患者的甲基

化率高达97.8%. 
2.3 TIMP-3基因启动子区域甲基化状态与胃癌

预后 对所有入组病例进行了术后跟踪随访, 以
发生复发、转移或死亡作为随访终点事件, 统计

无进展生存期(progress free survival, PFS). 随访

截止到2011-06, 92例胃癌患者中43例TIMP-3基
因未甲基化病例均没有出现疾病进展或者死亡, 
49例TIMP-3基因甲基化的患者只有4例没有出

现疾病进展, 其他45例随访15-28 mo时全部出现

进展或者死亡, 两者之间的差异显著. 作Kaplan-
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■应用要点
胃癌患者术前腹
腔 冲 洗 液 游 离
DNA中TIMP-3基
因甲基化水平可
在一定程度上反
映肿瘤的进展程
度 ,  并 提 示 患 者
预后不良, 可为临
床胃癌诊治及预
后评估提供客观 
依据.

Meier分析, 提示TIMP-3基因非甲基化患者具有

明显的生存优势(P  = 0.000, 图1). 对实验结果进

行Cox回归分析, 分析结果显示肿瘤的临床分期

和TIMP-3基因的甲基化状态是胃癌患者术后生

存率的独立影响因子, 相对危险度(relative risk, 
RR)分别为307.058(95%CI: 21.190-4 449.397)和
157.300(95%CI: 12.065-2 050.880), 即Ⅲ/Ⅳ期患

者术后发生肿瘤进展的可能性是Ⅱ期患者的

307.876倍, TIMP-3基因甲基化的患者术后发生

肿瘤进展的可能性是非甲基化患者的157.300
倍. 肿瘤大小对术后进展的影响较小(RR = 2.425, 
95%CI: 1.350-4.359), 其他临床病例特征与术后

进展间相关性均无统计学意义. 

3  讨论

TIMP-3基因位于22号染色体的q13.1位置, 表达

21 kDa蛋白, 具有抑制上皮细胞转移、抑制肿瘤

血管生成、抑制细胞增殖及促进细胞分化和凋

亡的功能[5-9]. Ebrahem等[10]和Janssen等[5]通过小鼠

实验证实TIMP-3抑制血管内皮生长因子调节的

血管生成. miRNA调节和DNA甲基化都能引起

TIMP-3表达缺失, 从而导致肿瘤的发生发展[11].
肿瘤的发生发展与表观遗传有着密切的

联系, 以甲基化、乙酰化和microRNA调控等

组成的表观遗传调控网络在恶性肿瘤中起着

至关重要的作用[12,13]. CpG岛异常甲基化可导

致基因表达沉默 ,  业已证实众多肿瘤抑制基

因, 如DAPK(death-associated protein kinase)、
BNIP3、p16和CDH5等基因的异常甲基化与肿

瘤的发生发展关系密切, 是肿瘤发生的始动因

素之一[14-16]. Gu等[17]对胃癌组织中TIMP-3基因

甲基化进行了研究, 发现散发型胃癌患者中存

在较高频率的TIMP-3异常甲基化现象, 且与肿

瘤细胞低分化和患者低生存率相关(P  = 0.04). 
本研究发现在胃癌患者术前腹腔冲洗液游离

DNA中同样存在较高频率的TIMP-3异常甲基

化, 且低分化胃癌患者TIMP-3基因甲基化率显

著高于高中分化患者, 提示TIMP-3基因可能调

节细胞的分化过程. Bernot等[9]研究发现TIMP-3
基因在处于分化状态的细胞中表达量降低, 并
在分化完成的细胞中恢复表达, 他们进一步研

究显示TIMP-3蛋白可抑制转录因子Klf4基因

和增强子结合蛋白β(enhancer-binding protein β, 

表 1 TIMP-3基因甲基化与临床病理特征的关系

     
临床病理特征  n

    TIMP-3基因(n )
  χ2值   P值

甲基化 非甲基化

性别 0.106 0.833

  男 53    29       24

  女 39    20       19

年龄 1.758 0.236

  <60 68    39       29

  ≥60 24    10       14

H. pylori 1.218 0.300

  (-) 50    24       26   

  (+) 42    25       17

肿瘤位置 1.753 0.236

  贲门 30    18       12

  胃体/胃窦 62    31       31

肿瘤大小 6.829 0.015

  <5 cm 60    26       34

  ≥5 cm 32    23         9

生长方式 22.033 0.000

  膨胀型 20      3       17

  浸润型 72    46       26

分化程度 16.172 0.000

  高/中 62    24       38

  低 30    25         5

淋巴管侵犯 30.125 0.000

  阴性 67    24       43

  阳性 25    25         0

静脉侵犯 5.254 0.030

  阴性 69    32       37

  阳性 23    17         6

浸润深度 26.979 0.000

  T1/T2 38      8       30

  T3/T4 54    41       13

淋巴结转移 66.413 0.000

  N0 46      5       41

  N1-3 46    44         2

远处转移 6.649 0.013

  M0 85    42       43

  M1 7      7         0

临床分期 73.399 0.000

  I/II期 46      4       42

  III/IV期 46    45         1

图 1 CDH1甲基化状态相关的生存曲线.
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EBPβ)的表达, 从而抑制细胞分化. 
T IMP-3基因异常甲基化的胃癌患者术后

DFS明显低于TIMP-3非甲基化患者, TIMP-3基
因甲基化可以作为胃癌患者独立的预后因子(P  
= 0.000). Castro等[18]应用甲基化特异性多重连

接探针扩增技术对7株肺癌细胞株和54例肺癌

组织中TIMP-3基因甲基化状况进行检测, 结果

显示TIMP-3基因甲基化率在肺鳞癌和肺腺癌之

间存在显著性差异, 且TIMP-3基因异常甲基化

与肺癌患者的预后相关. Peterson等[19]实验表明

TIMP-2、3与乳腺癌患者生存率相关, 并影响患

者的治疗敏感性. 
我们将胃癌患者的性别、年龄等13项临床

病理特征与TIMP-3基因甲基化水平的关系进

行分析, 结果显示TIMP-3基因甲基化与不同年

龄、性别、H. pylori感染状况及肿瘤部位之间

均不存在显著性差异. 然而, TIMP-3基因甲基

化水平在不同肿瘤大小的患者间存在显著性差

异, 这与TIMP-3参与细胞增殖调控理论[4]相吻

合. TIMP-3基因甲基化与胃癌不同生长方式、

淋巴管或静脉管侵犯与否、TNM分期及临床分

期之间分别存在显著性差异, 提示胃癌术前冲

洗液游离DNA中TIMP-3基因甲基化状态在一

定程度上可以反映胃癌的进展情况及恶性程度. 
Smith等[20]发现食管癌组织中TIPMP-3基因甲基

化水平与患者年龄、性别、肿瘤大小、分化程

度、临床分期及患者生存率均无相关性. 是否

TIMP-3基因在食管癌与胃癌中存在着组织差异

性有待进一步研究证实. 
总之, TIMP-3基因启动子区域CpG岛异常

甲基化是TIMP-3基因表达缺失的主要机制之一, 
在胃癌进展中起着重要作用. 胃癌患者术前腹

腔冲洗液游离DNA中TIMP-3基因甲基化水平可

在一定程度上反映肿瘤的进展程度, 并提示患

者预后不良, 可为临床胃癌诊治及预后评估提

供客观依据. 
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长度为300-3 000 
bp的富含CpG二
核苷酸的一些区
域, 主要存在于基
因 5 ' 的启动子区
域 .  启 动 子 区 中
CpG岛的未甲基
化状态是基因转
录 所 必 需 的 ,  而
CpG序列中C的甲
基化可导致基因
转录被抑制.
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■同行评价
DNA甲基化是表
观遗传学的重要
内容之一, 在肿瘤
的发生发展转移
过程中起着重要
作用. 本研究设计
合理, 研究方法先
进, 具有一定的科
学性和创新性.
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Abstract
AIM: To compare differences in liver histopathol-
ogy between extrahepatic biliary atresia (EHBA) 
and infantile cholestatic infantile hepatitis (IH) and 
to explore the value of liver histopathologic exami-
nation in differential diagnosis of these diseases.

METHODS: The clinical data for 65 patients 
with EHBA and 24 patients with IH who were 
pathologically diagnosed  from April 2002 to 
December 2009 were retrospectively analyzed.

RESULTS: There were some common histo-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝组织病理学检查在婴儿胆汁淤积症鉴别诊断中的价值

刘 艳, 黄志华, 徐三清, 黄永建, 周 华, 董永绥, 冯杰雄

®

■背景资料
胆 道 闭 锁 是 引
起 婴 儿 病 理 性
黄 疸 最 常 见 的
原 因 之 一 ,  占 婴
儿胆汁淤积症的
3 0 % 以 上 ,  在 西
方 发 病 率 为 1∶
(15 000-19 000), 
而在亚洲发病率
更高. 其发病原因
和致病机制尚不
清 楚 ,  可 能 与 病
毒感染、免疫损
伤、遗传和发育
不良等有关. 淤胆
型婴儿肝炎病因
也较复杂, 二者均
可表现为皮肤持
续不退或进行性
加重的黄疸, 大便
浅黄或白陶土色
和肝脏病理征, 临
床不易鉴别. 

pathologic features between EHBA and IH. The 
major histopathological features of EHBA were 
bile duct proliferation, portal fibrosis and in-
flammatory cell infiltration (all P < 0.05), while 
the outstanding features of IH were hepatic gi-
ant cell transformation and extramedullary he-
matopoiesis (both P < 0.05).

CONCLUSION: Although there are some differ-
ences between EHBA and IH in histopathologic 
features, some features are overlapped. There-
fore, clinical features for the patients should also 
be considered. In some cases, exploratory lapa-
rotomy is required for differential diagnosis.

Key Words: Cholestasis; Histopathology; Extrahe-
patic biliary atresia; Infantile cholestatic hepatitis

Liu Y, Huang ZH, Xu SQ, Huang YJ, Zhou H, Dong 
YS, Feng JX. Value of histopathologic examination in 
differential diagnosis of infantile cholestasis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2200-2204

摘要
目的: 对比胆道闭锁与淤胆性婴儿肝炎的肝
组织病理学的异同点, 探讨肝组织病理学检查
在鉴别诊断中的实际应用价值.  

方法: 将我院2002-04/2009-12经病理诊断的胆
道闭锁65例与淤胆性婴儿肝炎病例24例进行
回顾性分析. 

结果: 胆道闭锁与淤胆性婴儿肝炎肝组织病
理学均可表现为肝小叶结构变化、肝细胞变
性坏死、汇管区炎症、胆汁淤积、汇管区纤
维化、胆管增生、巨细胞样变和髓外造血. 其
中胆道闭锁以汇管区纤维化、胆管增生及汇
管区炎症最常见(P <0.05), 而淤胆性婴儿肝炎
则以巨细胞样变及髓外造血最常见(P <0.05). 

结论: 胆道闭锁与淤胆性婴儿肝炎肝组织病
理学各有特点, 但有一定的重叠性. 在诊断时
仍需结合临床, 必要时行剖腹探查. 

关键词: 胆汁淤积; 病理学检查; 肝外胆道闭锁; 淤

胆性婴儿肝炎

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
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一医院普外二科
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■研发前沿
尽管肝组织活检
是最有效的鉴别
诊断的工具, 肝组
织病理学检查是
诊断的金标准, 然
而 ,  对 胆 道 闭 锁
与淤胆性婴儿肝
炎肝脏病理切片
的判读仍是一种 
挑战.
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0  引言

婴儿胆汁淤积是目前儿童肝病就诊及住院的首

位原因, 是婴儿期致死或致残的重要原因之一. 
最常见病因是肝外胆道闭锁(extrehe-patic bili-
ary atresia, EHBA)与淤胆型婴儿肝炎(infantile 
hepatitis, IH), 不同的病因, 治疗和预后不同. 目
前临床医生所面临的最大挑战就是如何将二者

尽早的鉴别诊断, 从而进行有效的治疗, 尤其是

对EHBA患儿, 早期手术可以更好的改善预后[1]. 
胆道闭锁如果不治疗, 均在2岁前进展为肝硬化

而死亡[2]. 肝活检组织学检查是诊断和鉴别诊断

的金标准[3]. 现将我院2002-04/2009-12经病理和

常规检查诊断的婴儿胆汁淤积症病例进行回顾

性的分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我科2002-04/2009-12经病理及常

规检查诊断为胆道闭锁与淤胆性婴儿肝炎的89
例患儿作为研究对象进行回顾性分析. 其中诊

断为EHBA 65例, 男47例, 女18例, 入院时年龄

40-160 d(中位年龄70 d), 经皮肝穿刺活检1例, 手
术探查64例; 诊断为IH 24例, 男15例, 女9例, 入
院时年龄45-180 d(中位年龄95 d). 病程10-150 
d(中位病程56 d), 经皮肝穿刺活检18例, 手术探

查6例. 所有患儿均表现为持续不退或进行性加

重的黄疸, 且以直接胆红素升高为主(直接胆红

素/总胆红素>20%)、肝脏病理征(肝脏肿大或质

地异常)、粪便颜色为浅黄或白色. 
1.2 方法

1.2.1 常规检查: 所有患儿入院后常规行血生化(包
括ALT、AST、TB、DB、γ-GT等)、凝血功能、

遗传代谢病筛查及肝胆彩超和/或MRCP检查. 
1.2.2 经皮肝穿刺肝组织活检病理检查: (1)肝穿

刺指征及术前准备: 共19例经肝穿刺, 其中18例
诊断为IH, 1例诊断为EHBA. 指征, 肝胆B超和/
或MRCP未提示有肝外胆道闭锁, 但内科护肝退

黄治疗效果不佳者; 术前常规查血小板及凝血

功能基本正常; 近期无及发热、咳嗽等感染征

象; (2)肝穿刺术前准备及方法: 术前几天常规给

予静脉输入脂溶性维生素. 术前30 min给予6%
水合氯醛口服. 患儿取仰卧位, 双上肢上举. B超
定位后, 常规消毒铺巾局麻, 用Menghini肝穿刺

针行1 s穿刺法获取肝组织, 术后立即B超检查, 
观察有无出血. 穿刺处腹带加压包扎24 h; (3)肝
穿刺标本病理学检查: 肝穿刺取出肝组织后, 迅
速置于40 g/L甲醛液中固定, 常规石蜡包埋切片, 
行苏木精-伊红染色(HE染色), 光镜观察. 
1.2.3 外科手术探查及肝组织病理检查: 共70例
患儿行肝胆B超和/或MRCP提示肝外胆管发育

不良, 高度怀疑为胆道闭锁者转入我院小儿外

科行手术探查. 术中如未见明显肝外胆管, 或肝

外胆管呈条索状且不通畅者行Kasai手术; 如胆

道冲洗证实肝外胆道通畅者, 不予Kasai手术, 所
有患儿常规取肝组织送病理检查. 其中6例诊断

为IH, 64例诊断为EHBA. 
统计学处理  采用S P S S11.5进行χ 2检验 , 

P <0.05认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 经外科手术探查支持淤胆型婴儿肝炎诊断

的6例患儿临床及病理特点 手术探查的70例患

儿中有6例肝外胆道存在胆汁黏稠, 冲洗后胆

道通畅, 证实为IH. 其临床特征(包括血生化TB/
DB、影像学检查、手术中所见及肝组织病理, 
表1). 此6例病例中, 有3例病理报告考虑为胆道

闭锁, 但结合临床最终诊断为IH. 
2.2 肝外胆道闭锁和淤胆型婴儿肝炎患儿不同

病理改变的比较 EHBA和IH组肝组织病理均可

见明显胆汁淤积. 此外, EHBA主要表现为汇管

区纤维化、胆管增生及汇管区炎症, 而IH主要

表现为巨细胞样变及髓外造血(表2). 主要病理

表现见图1. 

3  讨论

胆道闭锁是引起婴儿病理性黄疸最常见的原因

之一, 占婴儿胆汁淤积症的30%以上[4], 在西方

发病率为1∶(15 000-19 000)[5], 而在亚洲发病率

更高[6]. 其发病原因和致病机制尚不清楚, 可能

与病毒感染、免疫损伤、遗传和发育不良等有

关. 淤胆型婴儿肝炎病因也较复杂, 二者均可表

现为皮肤持续不退或进行性加重的黄疸, 大便

浅黄或白陶土色和肝脏病理征, 临床不易鉴别. 
肝组织病理学检查是鉴别诊断的重要手段. 

有研究报道, 组织学上预测EHBA最好的病理

指标包括胆管增生、肝门纤维化[7]. 而组织学特

征表现为髓外造血、巨细胞改变则更多的支持

淤胆型婴儿肝炎[8,9]. 最近有来自印度的研究报

道, 对EHBA进行剖腹探查前的肝穿刺组织病理

学检查, 以了解其病理特征及诊断的准确度. 55
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例婴儿胆汁淤积患儿进行经皮肝穿刺活检, 发
现胆管增生、胆栓形成及门脉纤维化是预测

EHBA较好的指标, 其中胆管增生是区别EHBA
和IH最重要的指标[10]. 采用具有7个组织学特征

(包括肝门胆管增生、小胆管内胆栓形成、肝

门淋巴细胞浸润、多核巨细胞、中性粒细胞浸

润、肝细胞肿胀、桥接坏死)的15分评分系统对

婴儿胆汁淤积的肝组织进行鉴别, 对于鉴别胆

道闭锁和新生儿肝炎有较高的敏感性和特异性, 
分值越高, 往往预示胆道闭锁的可能性越大[11]. 

对本组89例患儿的病理资料进行回顾性分

析总结, 发现EHBA组和IH组肝组织病变均有以

下这些改变: 肝小叶结构变化; 肝细胞变性坏死; 
汇管区炎症; 胆汁淤积; 汇管区纤维化; 胆管增

生; 巨细胞样变; 髓外造血. 但二者在每种病理

变化中的比例不一样. EHBA更多的表现为汇管

区纤维化及炎症、胆管增生, 管内多为胆栓, 而
IH以巨细胞样变和髓外造血为主. 与上述临床

研究结果基本一致. 
在临床工作中医生由于过多的担忧延误手

术时机对EHBA会带来不良影响, 往往在内科

治疗效果不好且影像学检查提示有胆道闭锁时

就急于剖腹探查, 从而导致剖腹探查阴性的出

现. 本研究中有6例患儿肝胆B超或MRCP均提

示胆囊小或显示不清, 临床表现为黄疸持续不

退, 大便颜色浅黄至白陶土色, 经内科治疗黄疸

消退不显著, 临床拟诊为EHBA, 最终行剖腹探

查, 术中发现患儿胆囊小, 肝外胆管存在, 并有

不同程度的胆汁黏稠或胆泥淤积, 冲洗后胆道

通畅, 术后黄疸消退较快, 最终诊断为IH. 此外, 
有1例患儿肝胆B超或MRCP均未提示有肝外胆

管发育不良, 但内科退黄护肝治疗效果不佳, 经
肝穿刺肝组织学检查提示为EHBA. 影像学检查

在鉴别EHBA和IH上存在一定的局限性, 对临床

治疗效果不好者可视情况考虑先进行肝穿刺病

理诊断, 而不是急于剖腹探查. 临床研究发现肝

表 1 6例经剖腹探查诊断为IH的临床资料

     患儿 年龄(d) TB/DB(μmol/L)  γ-GT(U/L)       B超       MRCP                     术中所见             病理

1 150 164.3/99.3 740 肝肿大, 胆

囊小1.6 cm

×0.3 cm

肝脾大, 胆

囊小, 胆总

管可见

肝大质硬, 可见胆囊, 可见肝总管

和胆总管, 管腔内胆泥淤积, 完全

阻塞管腔, 冲洗后注射美兰通畅

肝细胞羽毛变性, 淤

胆明显, 纤维组织增

生
2  30 136.2/85.2 354 胆囊小2.1 

cm×0.6 

cm

肝内胆管

可见, 胆囊

显示不清

肝色暗, 质尚软, 胆囊3.0 cm×1.0 

cm, 肝外胆管可见, 胆汁黏稠, 用

美兰冲洗胆道见流入十二指肠

肝细胞广泛水变性, 

胞质疏松, 部分肝细

胞内可见胆色素沉积, 

小胆管淤胆
3 60 185.4/127.2 856 肝大, 胆囊

显示不清

肝大, 胆囊

显示欠佳

肝大, 胆囊及肝外胆管可见, 胆汁

黏稠, 用美兰冲洗胆道见流入十二

指肠

肝细胞广泛变性水肿, 

胞质内胆汁淤积, 纤

维组织增生
4 90 146.5/105.4 578 肝大, 胆囊

小1.3 cm

×0.6 cm

肝脏增大, 

肝内胆管可

见, 胆囊小

肝大, 质稍硬, 胆囊2.5 cm×1.5 

cm, 肝外胆管可见, 胆汁黏稠, 用

美兰冲洗胆道见流入十二指肠

肝细胞羽毛变性, 点

状坏死, 胆汁淤积, 纤

维组织增生
5 52  118.6/81.1 727 肝肿大, 胆

囊1.6 cm

×0.6 cm

肝脏增大, 

肝内胆管

可见, 胆囊

小

肝肿大, 胆囊可见, 肝外胆管可见, 

胆汁黏稠, 用美兰冲洗胆道见流入

十二指肠

肝细胞广泛水变性和

气球样变性, 见少许

中性粒细胞淋巴细胞

侵润
6 46 101.1/63 368 胆囊小

1.5 cm×

0.4 cm

未做 肝色暗, 质尚软, 胆囊及肝外胆管

可见, 胆道内胆汁黏稠, 用美兰冲

洗胆道见流入十二指肠

肝细胞水变性, 淤胆, 

肝小叶结构存在, 汇

管区少许炎性细胞

表 2 EHBA和IHS组不同病理改变的比较 n (%)

     分组  n 肝小叶结构变化 肝细胞变性坏死 汇管区炎症 胆汁淤积 汇管区纤维化 胆管增生 巨细胞样变 髓外造血

EHBA 65 34(52.3) 57(87.7) 47(72.3) 65(100.0) 60(92.3) 51(78.4)   8(12.3)   9(13.8)

IH 24 10(41.7)   24(100.0)   7(29.1) 24(100.0)   8(33.3)   6(25.0) 17(70.8) 16(66.7)

χ2 0.425 1.916 11.924 - 30.623 19.496   26.896   21.666

P 0.514 0.166 <0.01 - <0.01 <0.01  <0.01    <0.01

■相关报道
有研究报道, 组织
学上预测 E H B A
最好的病理指标
包括胆管增生、
肝门纤维化. 而组
织学特征表现为
髓外造血、巨细
胞改变则更多的
支持淤胆型婴儿
肝炎.
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■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 具有重
要的临床价值.

穿刺活检诊断胆道闭锁的敏感性和特异性均为

88.2%[10]. 因此, 在剖腹探查前先进行肝穿刺活

检诊, 不仅减少剖腹手术所带来的并发症及死

亡率, 而且减轻部分患者经济负担. 
尽管肝组织活检是最有效的鉴别诊断的工

具, 肝组织病理学检查是诊断的金标准, 然而, 
即使是有经验的病理科医师对胆道闭锁与淤胆

性婴儿肝炎肝脏病理切片的判读仍是一种挑战. 
在本组资料中, 肝脏病理标本病理诊断为EHBA
而最终被临床证实的百分比为95.6%. 据报道[10], 
在不知道病史、影像学检查机实验室检查的情

况下, 10位病理科医师对97份婴儿胆汁淤积的

肝脏病理标本进行读片, 病理诊断为EHBA而

最终被临床证实的为79%-98%, 阳性预测值为

90.7%. 这一方面取决于病理医师的经验, 另一

方面取决于肝活检的时间, 即是在病程的什么

阶段取标本. 研究显示[12,13]胆道闭锁肝内病变是

进行性的, 早期胆管增生, 随后发生纤维化, 导
致最后胆消失[14,15]. 国内临床研究报道[16], 胆道

闭锁患儿肝脏组织学检查发现胆管增生、汇管

区纤维化和胆汁淤积多在生后5-8 wk内出现, 并
随日龄增加逐渐加重; 而巨细胞样变在整个病

程中均可出现, 在病程早期较为显著. 在病程的

早期即使是进行了肝穿刺组织学检查, 可能会

因为胆管增生及纤维化不明显而将胆道闭锁诊

断为淤胆型婴儿肝炎. 因此, 在临床工作中对二

者进行鉴别时不仅仅局限于病理诊断, 还要结

合患儿的血生化、影像学检查及对内科保守治

疗的反应, 必要时可进行第2次肝穿刺活检或考

虑手术探查. 
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图 1 EHBA和IH组肝组织病理变化(×100). A: IH示肝细胞广泛变性, 胞质疏松, 部分细胞内可见胆红素沉积, 小胆管淤胆; B: 

IH示局灶性肝细胞巨细胞样变; C: EHBA示肝细胞变性、羽毛状变性, 汇管区纤维结缔组织增生并分割肝小叶慢性炎症细

胞浸润; D: EHBA示汇管区大量胆管增生, 增生的小胆管大小不一形态不规则, 其间有多量纤维组织增生和炎性细胞浸润.
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Abstract 
AIM: To determine the clinical value of percutaneous 
transhepatic cholangio drainage (PTCD) in the treat-
ment of end-stage hepatic alveolar echinococcosis. 

METHODS: Seventeen patients with end-stage 
hepatic alveolar echinococcosis received PTCD, 
and serum levels of total bilirubin, alanine trans-
aminase and alkaline phosphatase were deter-
mined before and 1 wk, 1 mo after PTCD.

RESULTS: Serum levels of total bilirubin (298 
mmol/L vs 47 mmol/L, P < 0.05), alanine trans-
aminase (167 mmol/L vs 63 mmol/L, P < 0.05) 
and alkaline phosphatase (611 mmol/L vs 216 
mmol/L, P < 0.05) significantly decreased in all 
the patients 1 month after PTCD. One week after 
PTCD, serum levels of total bilirubin (298 mmol/
L vs 137 mmol/L, P < 0.05) decreased significant-
ly in all the patients, while the decrease in serum 
levels of alanine transaminase (167 mmol/L vs 
132 mmol/L, P > 0.05) and alkaline phosphatase 
(611 mmol/L vs 587 mmol/L, P > 0.05) was not 
statistically significant.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

经皮肝穿胆道引流术在晚期肝泡性包虫中的应用价值

马存凯

www.wjgnet.com

®

■背景资料
晚期肝泡性包虫
患者肝功能差、
黄疸指数高, 无法
行肝切除及移植
手 术 ,  并 无 法 耐
受药物治疗. 而经
皮肝穿胆道引流
术(PTCD)可使晚
期泡性肝包虫患
者的黄疸指数下
降、肝功能改善, 
为药物及手术治
疗争取机会. 

CONCLUSION: PTCD can improve liver func-
tion and reduce jaundice index in patients with 
end-stage hepatic alveolar echinococcosis.

Key Words: Hepatic alveolar echinococcosis; Percu-
taneous transhepatic cholangio-drainage; Jaundice 

Ma CK. Percutaneous transhepatic cholangio-drainage for 
treatment of end-stage hepatic alveolar echinococcosis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2205-2207

摘要
目的: 探讨经皮肝穿胆道引流术(percutaneous 
transhepatic cholangio drainage, PTCD)在晚期
肝泡性包虫中的应用价值. 

方法: 17例伴发黄疸的晚期肝泡性包虫患者, 
经皮肝穿胆道引流, 并对术前、术后1 wk及术
后1 mo的肝功能、黄疸指标总胆红素、谷丙
转氨酶、碱性磷酸酶数值进行测定及比较. 

结果: 17例患者术后1 mo总胆红素(298 mmol/L 
vs  47 mmol/L, P<0.05)、谷丙转氨酶(167 mmol/
L vs  63 mmol/L, P <0.05)、碱性磷酸酶(611 
mmol/L vs  216 mmol/L, P<0.05)数值均较术前
明显下降; 术后1 wk总胆红素值(298 mmol/L 
vs  137 mmol/L, P<0.05)明显下降, 谷丙转氨酶
(167 mmol/L vs  132 mmol/L, P>0.05)、碱性磷
酸酶(611 mmol/L vs  587 mmol/L, P>0.05)亦有
所下降, 但差异不明显. 

结论: PTCD可使晚期泡性肝包虫患者的黄疸
指数下降、肝功能改善, 为药物及手术治疗争
取机会. 

关键词: 肝泡性包虫; 经皮肝穿胆道引流; 黄疸

马存凯. 经皮肝穿胆道引流术在晚期肝泡性包虫中的应用价

值. 世界华人消化杂志  2012; 20(23): 2205-2207

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/2205.asp

0  引言

肝泡性包虫是由多房棘球绦虫虫卵感染引起的

具有地方流行性和自然疫原性的动物源性人畜

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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■研发前沿
肝泡性包虫早中
期的治疗方法有
根治性肝切除、
姑息性肝切除、
肝移植、介入和
药 物 治 疗 等 ,  但
晚期肝包虫因肝
功能差、黄疸指
数高、患者一般
情 况 差 ,  缺 乏 有
效治疗方法.

共患寄生虫病, 具有侵袭性生长的特点[1]. 该病

临床表现为肝区胀痛、乏力、纳差、黄疸等非

特异性症状, 早期表现轻微不易察觉, 治疗以肝

切除、介入及药物治疗为主[2]. 多数患者至医院

就诊时已属病程晚期, 有较广泛的肝脏和邻近

脏器的浸润, 肝功能差、黄疸指数高, 无法行肝

切除及移植手术, 并无法耐受药物治疗. 而经皮

肝穿胆道引流术(percutaneous transhepatic chol-
angio drainage, PTCD)可使晚期泡性肝包虫患者

的黄疸指数下降、肝功能改善, 为药物及手术

治疗争取机会. 

1  材料和方法

1.1 材料 青海大学附属医院介入科自2006-2010
年收住17例伴发黄疸的晚期肝泡性包虫患者, 
术前均经B超、CT及包虫抗体实验诊断明确. 其
中男5例, 女2例, 患者年龄22-45岁, 平均30.5岁. 
14例有腹胀、纳差, 9例伴明显肝区疼痛. CT资
料显示肝内包虫病灶5-12 cm不等, 均有不同程

度胆道受压、侵犯, 肝内导管扩张. 
1.2 方法 DSA下患者取仰卧位, 根据肝内导管扩

张部位及程度, 选右侧腋中线第8-10肋间或剑

突下偏左1-2 cm处为穿刺点, 2%利多卡因局麻, 
用PTCD穿刺针穿入胆道, 置入超滑胆道引流管

行外引流或内外引流, 胆汁引流量控制在500- 
800 mL/d, 术后保肝、退黄、支持治疗, 定期用

生理盐水冲洗胆道, 根据需要行胆道造影, 必要

时调整引流管及行胆道狭窄成形术. 所有17例
病例术前、术后1 wk及1 mo均行B超、CT增强

检查, 行肝功能、黄疸指数测定. 
统计学处理 使用S P S S12.0软件行t 检验, 

P <0.05为有显著性差异. 

2  结果

PTCD术前、术中及术后影像学资料见图1. 
17例患者术前总胆红素121-486 μmol/L, 

谷丙转氨酶80-230 mmol/L, 碱性磷酸酶211- 
980 mmol/L; 术后1 wk总胆红素降至50-180 
μmol/L, 谷丙转氨酶72-181 mmol/L, 碱性磷酸酶

185-760 mmol/L, 均有不同程度下降; 患者原有

黄疸症状均有效缓解, 腹胀、纳差及肝区疼痛

明显减轻, B超示肝内导管扩张程度减轻. 1例患

者2 wk时死于多器官功能衰竭, 其余患者1 mo
复查, 总胆红素35-87 μmol/L, 谷丙转氨酶52-85 
mmol/L, 碱性磷酸酶降至112-302 mmol/L, B超
及CT检查包虫病灶无明显变化, 原肝内扩张导

管基本恢复正常, 部分肿大之肝脏体积回缩. 16
例患者1 mo后均开始阿苯达唑抗包虫治疗, 7例
行高强度超声聚焦刀治疗, 1年后复查患者病情

好转, 包虫体积不同程度缩小(表1).

3  讨论

肝泡性包虫是多房棘球蚴的幼虫, 聚集成群成

为数毫米至数厘米大小的小囊泡, 囊内有很多

育囊、原头节及胶质样液[3], CT扫描多为大小不

一、边界模糊、密度不均地图样浸润的低密度

灶, 70%-90%有钙化, 增强后边缘轻度强化, 内
部液化坏死区无强化[4,5]. 泡性包虫在肝内浸润

性生长, 慢性损害肝组织, 晚期可至整个肝脏坏

死, 肝功能丧失, 并可侵犯邻近脏器及腹膜, 生
长方式类似于肝癌, 对患者的危害无异于肝癌. 

A B C

图 1 PTCD术前、术中及术后影像学资料. A: 肝泡性包虫, CT增强示病灶内有液化区(粗箭头), 肝内胆管扩张(细箭头); B: 

DSA下行PTCD术造影, 见肝门部胆管及胆总管多处侵犯、狭窄(粗箭头), 并有瘘道通向包虫残腔(细箭头); C: 引流1 mo后复

查CT增强示胆道扩张缓解, 包虫残腔缩小(粗箭头).

表 1 17例患者术前及术后黄疸指数及肝功能比较 
(mean±SD)

          术前   术后1 wk    术后1 mo

总胆红素(mmol/L) 298±67.28 137±41.32   47±15.83a

谷丙转氨酶(mmol/L) 167±52.11 132±34.25   63±12.57a

碱性磷酸酶(mmol/L) 611±78.36 587±68.44 216±33.41a

aP<0.05 vs  术前.

■创新盘点
既 往 P T C D 很 少
应用于肝包虫治
疗 ,  此 研 究 表 明
P T C D 应 用 于 中
晚期肝泡性包虫
的辅助治疗可取
得良好效果.
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■应用要点
中晚期肝泡性包
虫并发梗阻性黄
疸后无法行肝切
除及移植手术, 并
无法耐受药物治
疗; 而PTCD可使
晚期泡性肝包虫
患者的黄疸指数
下降、肝功能改
善, 可以实现原发
病的治疗.

泡性包虫与肝癌的鉴别主要靠包虫抗体试验及

影像学检查, CT示肝泡性包虫常有结节状、团

块状不规则钙化, 增强后仅有边缘强化, 肝癌无

明显强化, 增强后“快进快出”为其特点[6]. 依
据影像学所示肝脏受累范围及患者的临床表

现、体征, 泡性包虫早期仅局限于一个肝段; 至
中期, 包虫侵犯2个及以上肝段; 晚期: 并发梗

阻性黄疸, 门脉高压, 腹水, 肺或脑转移, 出现消

瘦、衰竭等[7,8]. 青海省地处高原, 从事农牧业人

口众多且牧区医疗条件落后, 人畜混居, 农牧民

感染包虫机会较多, 肝泡性包虫是本地区一种

常见的寄生虫病, 而该病早期症状轻微, 易致错

过最佳治疗时间, 多数患者入院诊治时已是中

晚期. 泡性包虫早中期的治疗方法有根治性肝

切除、姑息性肝切除、肝移植、介入和药物治

疗等[9,10], 但晚期肝包虫因肝功能差、黄疸指数

高、患者一般情况差, 无法行上述治疗[11-14]. 本
组研究将PTCD应用于并发黄疸的晚期肝包虫

患者, 17例患者术后1 mo总胆红素、谷丙转氨

酶、碱性磷酸酶数值均较术前明显下降, 且肝

内扩张导管基本恢复正常, 部分肿大肝脏体积

回缩, 患者术后结合药物及病灶切除治疗后病

情好转, 包虫体积不同程度缩小. 提示PTCD可

有效改善肝功能, 降低黄疸指数, 使患者一般情

况改善, 为患者争取积极治疗的机会, 进而提高

治疗效果和患者预后[15,16], 在并发梗阻性黄疸的

晚期肝包虫治疗中, 是一种值得推广且有效的

治疗手段. 
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■同行评价
PTCD是梗阻性黄
疸常用介入手术, 
但用在晚期肝泡
性包虫并发梗阻
性黄疸患者报道
不多, 此研究对临
床应用有较大的
借鉴作用.



www.wjgnet.com

陈更新, 邓海霞, 张梅兰, 原宁, 广州中医药大学第二附属医
院 广东省广州市 510120
陈更新, 博士, 副主任医师, 硕士研究生导师, 主要从事消化系统
疾病的中西医结合研究. 
广东省自然科学基金资助项目, No. 06300028
作者贡献分布: 课题设计、主要实验、数据分析和文章撰写由
陈更新与邓海霞完成; 病例收集、样本取材及部分实验由张梅
兰与原宁完成. 
通讯作者: 陈更新, 副主任医师, 510120, 广东省广州市大德路
111号, 广州中医药大学第二附属医院. cgx0101@126. com
电话: 020-81887233-39402  传真: 020-81887233-39402
收稿日期: 2012-06-26           修回日期: 2012-07-27
接受日期: 2012-08-06           在线出版日期: 2012-08-18

Expression of aquaporin 3 and 
4 proteins in colorectal polyps 

Geng-Xin Chen, Hai-Xia Deng, Mei-Lan Zhang, 
Ning Yuan 

Geng-Xin Chen, Hai-Xia Deng, Mei-Lan Zhang, Ning 
Yuan, the Second Affiliated Hospital of Guangzhou Univer-
sity of Chinese Medicine, Guangzhou 510120, Guangdong 
Province, China
Supported by: the Natural Science Foundation of Guang-
dong Province, No. 06300028
Correspondence to: Geng-Xin Chen, Associate Chief 
Physician, the Second Affiliated Hospital of Guangzhou 
University of Chinese Medicine, 111 Dade Road, Guangzhou 
510120, Guangdong Province, China. cgx0101@126.com
Received: 2012-06-26    Revised: 2012-07-27
Accepted: 2012-08-06    Published online: 2012-08-18

Abstract
AIM: To investigate the expression of aquaporin 3 
and 4 (AQP3, 4) proteins in colorectal polyps. 

METHODS: One hundred and three patients 
with colorectal polyp and 10 healthy volunteers 
were selected, and 115 polyp tissue samples and 
10 normal bowel mucosal tissue samples were 
collected from these subjects by colonoscopy. The 
protein expression of AQP3 and 4 was detected 
by immunohistochemistry. 

RESULTS: The expression of AQP3 and 4 pro-
teins was detected in colorectal epithelial cells 
that were located in the basolateral membrane. 
The protein expression of AQP3 and 4 in the in-
flammatory polyps group was significantly high-
er than that in the normal group (P < 0.01, P < 0.05). 
The protein expression of AQP3 was significantly 
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结直肠息肉水通道蛋白3、4的表达

陈更新, 邓海霞, 张梅兰, 原 宁

®

■背景资料
结直肠息肉常见
的病理类型有腺
瘤性息肉、增生
性息肉、炎性息
肉等, 其中腺瘤是
公认的癌前病变, 
增生性息肉也具
有癌变的倾向, 因
此, 对结直肠息肉
的正确认识、性
质的准确判断以
及防治是预防结
直肠癌发生的重
要环节. 早期学者
普遍认为, 内镜下
摘除结直肠息肉, 
可使结直肠癌发
病率下降, 但近期
研究发现, 摘除后
的高再发率, 使得
内镜下早期治疗
的预防效果变得
不容乐观, 有必要
深入研究结直肠
息肉的发病机制, 
寻找新的防治手
段 .  AQPs是一组
对水具有高度选
择性的膜通道蛋
白, 在消化系统中
有着大量的表达, 
他们不仅在消化
系统水的代谢中
起着关键的作用, 
而且与消化系疾
病密切相关. 

lower in hyperplastic polyps and adenomas than 
in normal bowel mucosal tissue (both P < 0.01). 
There was a positive correlation between AQP3 
and AQP4 expression in colorectal polyps and 
normal bowel mucosa (r = 0.61, P = 0.000). 

CONCLUSION: AQP3 and 4 proteins are abnor-
mally expressed in colorectal polyps and there is 
a positive correlation between AQP3 and AQP4 
expression. 

Key Words: Colorectal polyps; Aquaporin 3; Aq-
uaporin 4; Precancerous lesions

Chen GX, Deng HX, Zhang ML, Yuan N. Expression of 
aquaporin 3 and 4 proteins in colorectal polyps. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2208-2212

摘要
目的: 观察水通道蛋白(aquaporin, AQP)3、4
蛋白在结直肠息肉中的表达. 

方法: 选择结直肠息肉患者103例, 肠镜下收
集115个息肉组织样本和10例正常人结直肠
黏膜组织样本, 采用免疫组织化学方法检测
AQP3、4的蛋白表达. 

结果: AQP3、4蛋白在人结直肠黏膜上皮细胞
呈阳性表达, 均表达在细胞的基底部与侧面. 
AQP3、4蛋白在炎性息肉中的表达均明显高
于正常组, 差异有显著性意义(P<0.01, P<0.05); 
增生性息肉AQP3蛋白表达低于正常组, 差异
有显著性意义(P<0.01); 腺瘤AQP4蛋白表达低
于正常组, 差异有显著性意义(P <0.01). AQP3
与AQP4在结直肠息肉及正常结直肠黏膜中的
表达呈正相关(r  = 0.61, P  = 0.000). 

结论: AQP3、4蛋白在结直肠息肉中存在异常
表达, 二者之间呈正相关. 

关键词: 结直肠息肉; 水通道蛋白3; 水通道蛋白4; 

癌前病变

陈更新, 邓海霞, 张梅兰, 原宁. 结直肠息肉水通道蛋白3、4的
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■同行评议者
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■相关报道
研究发现 ,  AQPs
有多个亚型在结
直 肠 黏 膜 表 达 , 
与多种结直肠疾
病的发生发展有
着密切的关系.

0  引言

结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一. 全世界每年

有63.9万人死于结直肠癌[1]. 近年来, 随着饮食习

惯的改变和生活水平的提高, 我国结直肠癌发病

率逐年增长, 已上升至各类恶性肿瘤第3位[2]. 因
此, 预防结直肠癌的发生具有重要意义. 结直肠

息肉具有一定的恶变倾向, 其中结直肠腺瘤是

公认的结直肠癌癌前病变. 对结直肠息肉尤其

是结直肠腺瘤的积极治疗, 是预防结直肠癌发

生的重要措施. 目前关于结直肠息肉的发病机

制尚缺乏深入的研究. 近年来, 关于水通道蛋白

(aquaporins, AQPs)的研究逐渐深入. 研究发现, 
AQPs有多个亚型在结直肠黏膜表达, 与多种结

直肠疾病的发生发展有着密切的关系[3]. 目前, 
AQPs在结直肠息肉中的表达尚未见报道. 本研

究旨在通过观察AQP3、4在结直肠息肉中的表

达情况, 探讨结直肠息肉发病的内在机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2009-07/2009-10就诊于广东省中

医院内窥镜室的结直肠息肉患者103例, 共收集

115个息肉样本进行检测. 病理检查证实为腺瘤

的76个, 其中男40例, 女36例, 平均年龄61.20岁
±11.43岁; 增生性息肉17个, 其中男11例, 女6例, 
平均年龄57.35岁±15.85岁; 炎性息肉22个, 其
中男12例, 女10例, 平均年龄59.55岁±16.47岁. 
并选择正常健康体检者10例作为正常对照组, 
其中男4例, 女6例, 平均年龄56.10岁±15.01岁. 
所有患者及正常对照者标本留取前均签署知情

同意书. 各组一般情况基本相同, 经统计学检验

无显著性差异(P >0.05), 资料具有可比性. 羊抗

人AQP3的多克隆抗体(C-18, SC9885)、羊抗人

AQP4的多克隆抗体(H-19, SC9887)均购自美国

Santa Cruz公司; 即用型SABC免疫组织化学染

色试剂盒(产品编号SA1023-山羊IgG)购自武汉

博士德生物工程有限公司. 
1.2 方法

1.2 .1  取材 :  各组受试对象进入观察时均行

CF-2401电子肠镜检查, 检查前3 d进食少渣、低

脂饮食, 检查当天禁食, 并行肠镜清洁准备. 检
查时, 分别以病理活检钳钳取结直肠息肉组织

或肠黏膜组织2块, 每块约0.5 cm×0.5 cm大小, 
放入多聚甲醛固定待测. 
1.2.2 免疫组织化学检测及评分: 采用SABC(链霉

亲合素生物素过氧化物酶复合物)免疫组织化学

方法检测AQP3、4的蛋白表达. 所有标本常规固

定、脱水、透明后石蜡包埋, 石蜡切片经二甲苯

脱蜡, 梯度乙醇水化, 内源性过氧化物酶封闭, 抗
原修复, PBS冲洗后, 血清封闭, 滴加一抗(AQP3
工作浓度1∶600, AQP4工作浓度1∶100), 37 ℃
孵育60 min, 同时以PBS代替一抗作为阴性对照. 
PBS冲洗, 滴加二抗, 37 ℃水浴20 min, 滴加试剂

SABC, 37 ℃水浴20 min, DAB(二氨基联苯胺)显
色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片, 光镜下组织学

观察并摄片. 采用半定量的结果评分方法, 选择5
个高倍视野, 光学显微镜下观察阳性细胞的阳染

强度(未着色记为0分, 轻度记为1分, 中度记为2
分, 重度记为3分), 并计数至少500个细胞中染色

阳性的细胞数, 计算阳染面积(以百分数表示), 以
阳染面积×阳染强度作为评价指标. 

统计学处理  采用SPSS for windows 17.0软
件包进行统计学分析. 计量数据以mean±SD表

示, 两组间比较用t检验, P <0.05表示差异有显著

性. AQP3和AQP4蛋白表达之间的相关性采用

Pearson相关分析. 

2  结果

2.1 AQP3蛋白在结直肠息肉中的表达 显微镜下

观察, 免疫组织化学阳性染色呈棕黄色. AQP3蛋
白表达在结直肠黏膜上皮细胞的基底部与侧面, 
细胞的顶部未见阳性表达(图1). AQP3蛋白在

炎性息肉中的表达高于正常黏膜, 差异有显著

性意义(t  = 4.056, P  = 0.000); 增生性息肉AQP3
蛋白表达低于正常黏膜, 差异有显著性意义(t = 
5.887, P = 0.000, 表1). 
2.2 AQP4蛋白在结直肠息肉中的表达 显微镜下

观察, 免疫组织化学阳性染色呈棕黄色. AQP4蛋
白表达在结直肠黏膜上皮细胞的基底部与侧面, 
细胞的顶部未见阳性表达(图2). AQP4蛋白在炎

性息肉的表达高于正常黏膜, 差异有显著性意

义(t  = 2.415, P = 0.022); 腺瘤AQP4蛋白表达低

于正常黏膜, 差异有显著性意义(t  = 3.766, P = 

表 1 结直肠息肉及正常结直肠黏膜AQP3、AQP4蛋白
的表达

     
病理分型 n

 蛋白表达(阳染面积×阳染强度)%

          AQP3           AQP4

腺瘤 76   96.18±50.64   65.39±32.16b

炎性息肉 22 190.82±64.31b 156.41±63.62a

增生性息肉 17   57.41±21.25b   86.71±33.21

正常黏膜 10 122.50±30.93 105.50±27.13

aP<0.05,  bP<0.01 vs  正常黏膜.
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■创新盘点
目前 ,  AQPs在结
直肠息肉中的表
达尚未见报道. 本
研究旨在通过检
测AQP3、4在结
直肠息肉中的表
达情况, 探讨结直
肠息肉发病的内
在机制.

0.000, 表1). 
2.3 AQP3、4蛋白表达的相关性分析 经Pearson
相关分析, 在结直肠息肉及正常结直肠黏膜中

AQP3与AQP4的蛋白表达之间存在正相关, 且
有统计学意义(r  = 0.61, P  = 0.000). 

3  讨论

结直肠息肉常见的病理类型有腺瘤性息肉、增

生性息肉、炎性息肉等, 其中腺瘤是公认的癌

前病变, 增生性息肉也具有癌变的倾向, 因此, 
对结直肠息肉的正确认识、性质的准确判断以

及防治是预防结直肠癌发生的重要环节[4]. 早期

学者普遍认为, 内镜下摘除结直肠息肉, 可使结

直肠癌发病率下降, 但近期研究发现, 摘除后的

高再发率, 使得内镜下早期治疗的预防效果变

得不容乐观[5-7], 有必要深入研究结直肠息肉的

发病机制, 寻找新的防治手段. 
AQPs是一组对水具有高度选择性的膜通道

蛋白, 在消化系统中有着大量的表达, 他们不仅

在消化系统水的代谢中起着关键的作用, 而且

与消化系疾病密切相关[8-11]. 目前已发现在人的

正常结肠黏膜上, AQP1、3、7、8、11亚型呈大

图 1 AQP3免疫
组织化学染色(×
200). A: 正常黏

膜; B: 增生性息

肉; C: 腺瘤; D: 炎

性息肉.

A B

DC

图 2 AQP4免疫
组织化学染色(×
200). A: 正常黏

膜; B: 增生性息

肉; C: 腺瘤; D: 炎

性息肉.

A B

DC
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■同行评价
本研究方法比较
简单, 但提供了一
些有关结直肠息
肉AQP表达的信
息, 具有一定的学
术价值.

量的表达, AQP4、9、10亚型呈低水平表达, 其
中, AQP3、4主要表达在肠黏膜上皮细胞的基

底侧[3]. Koyama等[12]研究发现大鼠从食管到结

肠均有AQP3表达. Silberstein等[13]对人体胃肠道

AQP3的分布和功能进行了研究, 结果发现在人

的胃、空肠、回肠、结肠上均有AQP3的表达, 
其中在结肠的表达局限在绒毛上皮细胞, 且表

达明显强于胃、空肠和回肠. Moon等[14]研究也

表明AQP3表达于人正常结肠表面上皮. 我们的

研究也表明, 人的结直肠黏膜上皮有AQP3的表

达, 且以肠腺的柱状细胞与杯状细胞的基侧膜

表达为主, 这与AQP3在胃黏膜中以细胞膜顶部

表达为主有所不同[15]. 汪泳等[16]研究发现大鼠结

肠全段均有AQP4的表达, 近段的表达水平高于

远段; AQP4阳性细胞主要分布在黏膜的顶端, 以
吸收细胞为主, 杯状细胞无表达; AQP4主要位

于细胞膜上, 以基底侧为主. 我们的研究也表明, 
人的结直肠黏膜上皮有AQP4的表达, 且以肠腺

的柱状细胞与杯状细胞的基侧膜表达为主. 
越来越多的研究发现, AQP3、4的异常表

达与多种结直肠疾病有密切关系. Moon等[14]研

究表明AQP3表达于人结肠腺瘤以及结肠癌组

织中. 裴海平等[17]研究发现, AQP3在结直肠癌、

腺瘤及癌旁组织中的阳性表达率分别为52%、

44%和56%, 但差异无统计学意义. 唐会峰等[18]

采用RT-PCR、免疫印迹法对AQP4在人大肠癌

组织和癌旁正常组织中的表达进行了研究. 张
玉等 [19]研究观察了胃泌素对人结肠癌细胞株

HT-29水通道蛋白4表达的影响. 也有人对结肠

炎动物模型进行了研究, 如Thiagarajah等[20]研究

显示, AQP3敲除的结肠炎小鼠结肠上皮细胞增

殖受到损害, 提示AQP3对于结肠炎小鼠的肠上

皮细胞增殖至关重要. 李松等[21]研究发现水通道

蛋白4、7、8 mRNA在新生鼠坏死性小肠结肠

炎的肠组织中表达下降. 
迄今为止, 关于AQP3、4在结直肠息肉中

的研究尚未见报道. 本研究结果显示, AQP3、4
在结直肠息肉中存在异常表达, 与正常结直肠

黏膜相比, AQP3、4在炎性息肉中表达均显著增

强, AQP3在增生性息肉中、AQP4在腺瘤中的表

达显著降低, 且AQP3与AQP4在结直肠息肉及

正常结直肠黏膜中的表达呈正相关. 这表明不

同病理类型的结直肠息肉AQP3、4蛋白表达趋

势不同, 其中, AQP3、4在结直肠癌相关病变中

的低表达及相关性, 提示AQP3、4可能在结直

肠癌发生的早期协同发挥作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Angioten-
sin Ⅱand AT1R in colorectal cancer. 

METHODS: Fresh colonic specimens were ob-
tained from 6 healthy volunteers and 24 patients 
suffering from colorectal cancer (including 6 pa-
tients with poorly differentiated adenocarcinoma, 
9 patients with moderately differentiated adeno-
carcinoma and 9 patients with well differentiated 
adenocarcinoma) by endoscopic punch biopsy. 
The diagnosis was confirmed pathologically. Im-
munohistochemistry was used to examine the 
expression of Angiotensin Ⅱand AT1R in the co-
lon of patients with colorectal cancer and healthy 
volunteers. 
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不同分化程度的大肠癌患者肠黏膜血管紧张素Ⅱ及其Ⅰ
型受体的表达差异与意义
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■背景资料
血管紧张素(An-
giotensin)Ⅱ是肾
素血管紧张素系
统中重要的血管
活 性 肽 ,  主 要 功
能为调节血压和
维持心血管稳态. 
AngiotensinⅡ受
血管紧张素转化
酶调节, 血管紧张
素转化酶抑制剂
及AngiotensinⅠ
型受体抗体也可
阻滞其功能. 血管
紧张素转化酶抑
制剂主要用于治
疗高血压、心力
衰竭及糖尿病肾
病等. 值得注意的
是越来越多的证
据表明Angioten-
sinⅡ参与细胞增
殖、血管发生、
炎症反应与组织
重建, 这些功能均
提示其可能在肿
瘤的发生发展中
起某种作用. 

RESULTS: The expression of Angiotensin Ⅱ 
and AT1R proteins in the colon of patients with 
colorectal cancer with different differentiation 
grades was significantly higher than that in nor-
mal controls (21.24 ± 4.60, 19.90 ± 5.16, 17.87 ± 5.30 
vs 2.45 ± 0.83; 15.98 ± 3.66, 8.13 ± 2.49, 8.12 ± 2.13 
vs 2.53 ± 0.82, all P < 0.01). The expression of An-
giotensin II had no difference among colorectal 
cancer with different differentiation grades (P 
> 0.05). Compared to moderately and well  dif-
ferentiated adenocarcinoma, the expression of 
AT1R was higher in poorly differentiated grade 
(both P < 0.01). 

CONCLUSION: These data suggest that Angio-
tensin Ⅱ and AT1R perhaps play an important 
role in the pathogenesis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Angiotensin Ⅱ; Ngi-
otensin Ⅱ typeⅠreceptor; Signal pathway

Yang SL, Shen L, Gao JC, Fan Q, Huang L, Wu YR. 
Expression of Angiotensin Ⅱ and AT1R in colorectal cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2213-2217

摘要 
目的: 比较分化程度不同的大肠癌患者与无
器质性肠道疾病志愿者肠黏膜血管紧张素Ⅱ
(AngiotensinⅡ)及其Ⅰ型受体(Angiotensin Ⅱ 
typeⅠreceptor, AT1R)表达差异. 

方法: 肠镜室募集大肠癌患者24例(病理学检
查证实其中9例为大肠高分化腺癌患者, 9例
为大肠中分化腺癌患者, 6例为大肠低分化腺
癌患者)及6例无器质性肠道疾病志愿者, 电子
结肠镜下取活检获得新鲜的肠黏膜组织. 免疫
组织化学法检测各组肠黏膜AngiotensinⅡ及
AT1R蛋白表达强度, 单因素方差分析各组之
间的差异. 

结果: 大肠腺癌(低、中、高分化组)患者肠黏
膜Angiotensin Ⅱ和AT1R的表达较无器质性肠
道疾病志愿者肠组织Angiotensin Ⅱ和AT1R表
达明显增强(21.24±4.60, 19.90±5.16, 17.87

■同行评议者
许玲, 教授, 主任
医师, 上海中医药
大学附属龙华医
院肿瘤科
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■相关报道
P a h o r 等 学 者 将
7 5 0 例 年 龄 超 过
70岁的无肿瘤疾
病史的高血压患
者分为3组 :  β受
体阻滞剂组、血
管紧张素转化酶
抑制剂组及钙离
子 拮 抗 剂 组 ,  随
访4年结果显示 : 
与 β受 体 阻 滞 剂
组 相 比 较 ( 校 正
年龄、性别、种
族、吸烟与否、
体质量指数及入
院次数等影响因
素后) ,  血管紧张
素转化酶抑制剂
组罹患癌症风险
为 0 . 7 3 ( 9 5 % C I : 
0 . 3 0 - 1 . 7 8 ) ,  钙
离 子 拮 抗 剂 组
罹 患 癌 症 风 险
为 2 . 0 2 ( 9 5 % C I : 
1.16-3.54).

±5.30 vs  2.45±0.83; 15.98±3.66, 8.13±2.49, 
8.12±2.13 vs  2.53±0.82, 均P <0.01); 不同分
化程度的各组之间Angiotensin Ⅱ表达未见明
显差异(P >0.05); 分化程度越高AT1R表达越少
(P <0.01). 

结论: AngiotensinⅡ及其Ⅰ型受体的表达与大
肠癌存在一定的关系, 其深入机制需要进一步
通过动物实验及体外实验来证实. 

关键词: 大肠癌; 血管紧张素Ⅱ; 血管紧张素Ⅱ及其

Ⅰ型受体; 信号通路
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0  引言

结直肠癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 
Ⅰ期结直肠癌患者术后5年生存率接近100%; 若
肿瘤侵犯淋巴结(Ⅲ期)患者术后5年生存率大约

为50%; 如果肿瘤发生远处转移(Ⅳ期), 患者术

后生存率只有5%左右[1]. 血管紧张素(Angioten-
s in)Ⅱ是肾素血管紧张素系统中重要的血管活

性肽, 主要功能为调节血压和维持心血管稳态. 
AngiotensinⅡ受血管紧张素转化酶调节, 血管

紧张素转化酶抑制剂Ⅱ及AngiotensinⅠ型受体

抗体也可阻滞其功能. 血管紧张素转化酶抑制

剂主要用于治疗高血压、心力衰竭及糖尿病肾

病等. 值得注意的是越来越多的证据表明Angio-
tensinⅡ参与细胞增殖、血管发生、炎症反应

与组织重建, 这些功能均提示其可能在肿瘤的

发生发展中起某种作用[2-4]. 本文拟观察不同分

化程度大肠癌患者与无器质性肠道疾病志愿者

肠组织AngiotensinⅡ及其Ⅰ受体(Angiotensin Ⅱ 
typeⅠreceptor, AT1R)表达差异. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠高分化腺癌患者9例, 大肠中分化

腺癌患者9例, 大肠低分化腺癌患者6例, 无器质

性肠道疾病志愿者6例被纳入试验, 肠组织通过

电子结肠镜下取活检获得. AngiotensinⅡ抗体、

AT1R抗体及DAB试剂盒购自武汉博士德生物公

司(货号分别为BA0639、BA0582、SA1022). 
1.2 方法 活检获得的肠组织置于4%的多聚甲醛

中固定→脱水→石蜡包埋→切片(厚度为4 μm)
→二甲苯脱蜡(3次, 每次15 min)→水化(无水

乙醇浸泡5 min, 950 mL/L乙醇浸泡5 min, 750 
mL/L乙醇浸泡5 min)→PBS溶液洗涤玻片(3次, 
每次5 min)→抗原修复(将玻片放入装有pH值

为6.0的0.01 mmol/L枸橼酸钠溶液的抗原修复

盒中, 高火微波修复3 min, 自然冷却至室温)→
PBS溶液洗涤玻片(3次, 每次5 min)→玻片上滴

加3%H2O2避光反应10 min(H2O2可抑制内源性

过氧化物酶、使DAB显色及降低非特异性染色)
→PBS溶液洗涤玻片(3次, 每次5 min)→羊血清

封闭30 min(将载有玻片的湿盒置于37 ℃恒温

床中, 此步骤可降低非特异性染色), 滴加兔抗人

Angiotensin Ⅱ和AT1R抗体(1∶150稀释, 4 ℃孵

育过夜)→复温(将载有玻片的湿盒置于37 ℃度

恒温床中10 min)→PBS溶液洗涤玻片(3次, 每次

5 min)→滴加二抗(将载有玻片的湿盒置于37 ℃
度恒温床中40 min)→PBS溶液洗涤玻片(3次, 每
次5 min)→滴加HRP标记链亲和素(将载有玻片

的湿盒置于37 ℃恒温床中30 min)→PBS溶液洗

涤玻片(3次, 每次5min)→滴加DAB显色液(玻片

在镜下可见棕黄色即用自来水充分冲洗)→苏木

素复染(5 s)→盐酸酒精分化→PBS溶液洗涤玻

片(3次, 每次5 min)→酒精脱水(750 mL/L乙醇浸

泡5 min, 950 mL/L乙醇浸泡5 min, 无水乙醇浸

泡5 min)→二甲苯中浸泡(2次, 每次15 min)→中

性树胶封片→显微镜下观察拍照后运用显微图

像分析系统分析试验结果. 
统计学处理 免疫组织化学染色结果以DAB

染色后普通显微镜下显示棕黄色为阳性表达. 
每张切片随机选择5个视野以分析其阳性指数

(阳性指数 = 100倍显微镜下阳性细胞数/总细胞

数×100%, 此数值越大表明该蛋白表达越多). 
计量数据以mean±SD表示, 单因素方差分析

各组肠黏膜Angiotensin Ⅱ和AT1R表达差异, 若
P <0.05则表明差异具有统计学意义. 

2  结果

Angiotensin Ⅱ和AT1R主要在细胞膜与细胞浆

内表达(图1, 2和表1). 无器质性肠道疾病志愿者

肠组织Angiotensin Ⅱ和AT1R表达很少, 大肠腺

癌患者肠组织Angiotensin Ⅱ和AT1R表达则较

其明显增强(P <0.01); 不同分化程度的各组之间

Angiotensin Ⅱ表达未见明显差异; 分化程度越

高AT1R表达越少(P <0.01).       

3  讨论

结直肠癌全球发病率达3.6-59.1/100 000(发病率
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■应用要点
本课题组实验结
果 表 明 大 肠 腺
癌 患 者 肠 黏 膜
Angiotensin Ⅱ和
AT1R表达较无器
质性肠道疾病志
愿者肠组织明显
增强; 不同分化程
度的各组之间An-
giotensin Ⅱ表达
未见明显差异; 分
化程度越高AT1R
表 达 越 少 .  这 些
结 果 提 示 A N G 
Ⅱ-AT1R信号通路
参与大肠癌的发
病过程, AT1R表达
与结直肠癌分化
程度呈负相关.

差异与种族、性别、年龄、地理区域及饮食习

惯等有关), 每年新增病例大约为940 000人、死

亡病例大约为500 000人, 近年大肠癌发病率与

患病率呈增加趋势, 其原因可能与“西洋化的

生活方式”(Westernization)有关. 尽管在发达国

家, 该病死亡率呈下降趋势, 但是在资源欠缺地

区(如亚洲、南美及东欧国家等), 其病死率仍很

高[5-7]. 
新近有学者报道长时间应用肾素血管紧张

素系统(renin angiotensin system, RAS)抑制剂的高

血压患者罹患癌症的风险降低. Pahor等学者将

750例年龄超过70岁的无肿瘤疾病史的高血压患

者分为3组: β受体阻滞剂组、血管紧张素转化酶

抑制剂组及钙离子拮抗剂组, 随访4年结果显示: 
与β受体阻滞剂组相比较(校正年龄、性别、种

族、吸烟与否、体质量指数及入院次数等影响

因素后), 血管紧张素转化酶抑制剂组罹患癌症

风险为0.73(95%CI: 0.30-1.78), 钙离子拮抗剂组

罹患癌症风险为2.02(95%CI: 1.16-3.54)[7]. Lever
等[8]学者回顾性分析5 207例高血压患者的临床

图 1 各组肠组织
Angiotensin Ⅱ免疫
组织化学结果. A: 

无器质性肠道疾病

组; B: 低分化结直

肠癌组; C: 中分化

结直肠癌组; D: 高

分化结直肠癌组.

A B

DC

图 2 各组肠组织
AT1R免疫组织化学
检测结果. A: 无器

质 性 肠 道 疾 病 组 ; 

B: 低分化结直肠癌

组; C: 中分化结直

肠癌组; D: 高分化

结直肠癌组.

A B

DC
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■同行评价
本课题立题新颖, 
设计合理, 结果可
靠, 具有很好的可
读性.

资料结果显示: 与对照组相比, 1 559例长期服用

血管紧张素转化酶抑制剂(angiotensin converting 
enzyme inhibitors)的患者罹患癌症的相对风险为

0.72(95%CI: 0.55-0.92)-0.65(95%CI: 0.44-0.93), 
3 648例长期服用非血管紧张素转化酶抑制剂

者(其中服用钙离子拮抗剂者1 416例, 服用利

尿剂者2 099例, 服用β受体阻滞剂者2 681例)的
相对风险为110(95%CI: 0.97-1.22)-1.03(95%CI: 
0.87-1.20). 该课题组由此认为长时间服用血管

紧张素转化酶抑制剂可能防癌, 但需要大样本

的随机对照研究加以证实. Jick等[9]学者采用分

组病例对照研究法分析长期服用钙离子拮抗

剂、血管紧张素转化酶抑制剂及β受体阻滞剂

的高血压患者抑制罹患癌症的风险, 结果显示: 
与β受体阻滞剂组相比较, 钙离子拮抗剂组与血

管紧张素转化酶抑制剂组罹患癌症风险分别为

1.27(95%CI: 0.98-1.63)与0.79(95%CI: 0.58-1.06). 
Ronquist等[10]学者也用分组病例对照研究法发现

长期服用卡托普利患者罹患前列腺癌的风险较

低(0.7, 95%CI: 0.4-1.2). Neo等[11]学者观察卡托

普利与依贝沙坦对小鼠肿瘤模型肿瘤生长的影

响时发现: 这两种血管紧张素转化酶抑制剂都可

显著肿瘤生长(P  = 0.003, 0.004). Attoub等[12]学者

利用高致瘤性人肺LNM35细胞移植于裸鼠制作

肺癌动物模型为研究平台, 治疗组裸鼠每日灌服

卡托普利2.8 mg, 3 wk后检测发现: 与模型组比

较, 卡托普利可显著抑制肿瘤生长(P <0.01). van 
der Knaap等[2]学者随访7 679例既往无肿瘤病史

的志愿者9年半, 其中730例罹患癌症, 利用Cox比
例风险模型分析ACEI/D基因型与患病之间的关

系发现: 高表达DD基因型者罹患乳腺癌风险较

低表达Ⅱ/ⅠD基因型者高(危险比为1.47, 95%CI: 
1.05-2.04), 肾素血管紧张素系统抑制剂能降低

高表达DD基因型者罹患癌症的可能性. Sug-
anuma[13]课题组用免疫组织化学法检测99例卵巢

肿瘤组织病理切片AT1R及VEGF的表达, 结果显

示侵袭性腺癌组织、癌前病变组织及良性肿瘤

组织AT1R阳性表达率为85%、66%及14%, AT1R
的表达与VEGF的表达呈正相关. 且他们的体外

实验表明Angiotensin Ⅱ能显著增加AT1R阳性的

卵巢癌细胞SKOV-3分泌VEGF, AT1R拮抗剂坎地

沙坦可完全阻断此变化. Röcken等[14]学者利用定

量逆转录聚合酶链反应和免疫组织化学法比较

141例结直肠癌患者与189例结直肠腺瘤患者肠

组织血管紧张素转化酶表达的差异, 发现结直肠

癌患者肠组织血管紧张素转化酶表达明显增加

(P <0.01). 文献资料显示体外实验证实血管紧张

素转化酶抑制剂可修饰基因表达、抑制肿瘤细

胞的增殖和侵袭能力、抑制上皮细胞迁移、拮

抗血管新生, 体内实验证实其可抑制肿瘤生长与

转移[15]. 
但Friis等[16]学者通过大样本人群研究未能

证实血管紧张素转化酶抑制剂的防癌作用. 该
课题组耗时3年半随访17 897例长期服用血管紧

张素转化酶抑制剂的高血压患者, 将此类人群

癌症发病率与普通人群癌症发病率相比较, 结
果显示: 17 897例长期服用血管紧张素转化酶抑

制剂的高血压患者中有909例罹患癌症, 相同样

本量的普通人群有846例罹患癌症. Li等[17]学者

1997-1999年招募到华盛顿州975例乳腺癌患者

与1 007例健康志愿者, Logistic回归分析乳腺癌

发生于长期服用降压药的关系, 结果表明: 服用

降压药与否与罹患癌症与否两者之间没有相关

性, 服用3种不同降压药(钙离子拮抗剂、β受体

阻滞剂及血管紧张素转化酶抑制剂)的高血压患

者罹患乳腺癌风险没有统计学意义. 有学者也

报道过类似的研究结果[17-20]. 因此需进一步扩大

样本量进行深入研究. 
尽管前人的研究存在这样那样的争议, 我们

课题组实验结果表明大肠腺癌患者肠黏膜An-
giotensin Ⅱ和AT1R表达较无器质性肠道疾病志

愿者肠组织明显增强; 不同分化程度的各组之

间Angiotensin Ⅱ表达未见明显差异; 分化程度

越高AT1R表达越少. 这些结果提示我们ANG Ⅱ
-AT1R信号通路参与大肠癌的发病过程, AT1R表
达与结直肠癌分化程度呈负相关. 当然, 这些初

步结论需要进一步通过动物实验及体外实验来

证实. 
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Abstract  
AIM: To clone and sequence the iceA1 gene of 
Helicobacter pylori (H. pylori) strains isolated from 
patients with various gastric disorders in Zhenji-
ang area.

METHODS: H. pylori strains were isolated from 
the gastric mucosa of patients with chronic gas-
tritis, peptic ulcer or gastric cancer, and cultured 
on solid agar medium. The iceA1 gene was am-
plified from H. pylori DNA by PCR, cloned into 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

幽门螺杆菌上皮接触诱导基因iceA1的克隆及序列特征

邵长江, 张尤历, 王文兵, 陈慧娟, 孔 梅, 陈 鑫, 宋永站

®

■背景资料
iceA1 基因是幽门
螺杆菌(H. pylori)
与胃上皮细胞接
触后诱导表达的
一种基因, 是一新
的H. pylori毒力相
关基因. iceA1 基
因与胃病之间的
联系目前还有争
议. 这可能是由于
在全球不同地理
区域内H. pylori基
因型分布不均一
引起的, 也反映了
H. pylori菌株与其
致病的临床表现
的地理上差异. 

T vector, sequenced and analyzed using bioin-
formatics methods. 

RESULTS: The iceA1 gene was cloned from 12 H. 
pylori strains derived from patients with chronic 
gastritis, peptic ulcer or gastric cancer and se-
quenced. Sequence analysis led to identification 
of three deletion hot spots (780del6, 809del5, 
914del7) within the iceA1 open reading frame. All 
these deletion mutations were identified in strains 
from patients with peptic ulcer or chronic gastri-
tis, but only 809del5 was detected in strains from 
cancer patients. Local DNA sequence analysis 
revealed that the endpoints of all there deletions 
coincided with direct repeats. We also found de-
letion hot spots that were associated with direct 
repeats in iceA1 and that favored a small-deletion 
model of slipped mispairing events during repli-
cation. 

CONCLUSION: Analysis of iceA1 sequence varia-
tions may be a useful tool for analysis of the 
population genetics of H. pylori.

Key Words: Helicobacter pylori ; iceA1; Cloning; Se-
quence analysis; Molecular marker 

Shao CJ, Zhang YL, Wang WB, Chen HJ, Kong M, Chen X, 
Song YZ. Cloning and sequence analysis of the iceA1 gene 
of Helicobacter pylori strains isolated from patients with 
various gastric disorders. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(23): 2218-2223

摘要
目的:  克 隆 和 分 析 镇 江 地 区 来 源 于 不 同
疾 病 的 ( 胃 癌、溃 疡 和 胃 炎 ) 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )的表皮接触诱导
基因iceA1 .

方法: 从胃十二指肠疾病患者胃黏膜组织中
分离培养获得H. pylori , PCR扩增检测iceA1基
因, 并克隆至pMD18-T载体上, 进行测序和序
列分析.

结果: 克隆和测序了镇江地区来源于不同疾
病的(胃癌、溃疡和胃炎)共12株H. pylori 的
i c e A1 基因片段, 并与标准菌株60190比对, 

■同行评议者
崔莲花 ,  副教授 , 
青岛大学医学院
公共卫生系
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■研发前沿
有 的 研 究 显 示
iceA1 基因型与胃
病之间无明显联
系, 而也有一些研
究表明, iceA1 的
基因型和H. pylori
感染的临床预后
之间有联系.

结果显示镇江地区的H. pylori 的iceA1 基因
中存在着3处框内缺失突变热点(780de l6、
809del5、914del7), 这些缺失突变在溃疡和胃
炎中均存在, 但是胃癌株只存在809del5. 对缺
失片段周围的序列进行分析, 这些缺失序列的
两端基本都与同向重复序列相连, 这可能与复
制过程中滑动错配的小片段缺失模型有关.

结论: iceA1 序列的变异性有可能作为分析H. 
pylori群体遗传学的有用工具.

关键词: 幽门螺杆菌; 上皮接触诱导基因; 克隆; 序

列分析; 分子标记
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是一

种定植于人胃部的革兰氏阴性杆菌, 是慢性胃

炎、消化性溃疡的主要病因, 并与胃癌和胃黏

膜相关淋巴组织恶性淋巴瘤等疾病的发生密切

相关[1,2], 世界卫生组织已将其列为Ⅰ级致癌因

子[3]. iceA基因是H. pylori与胃上皮细胞接触后诱

导表达的一种基因, 是1996年美国学者Donahue
等[4]在比较1例溃疡和1例胃炎患者的H. pylori菌
株的mRNA转录时发现的一新的H. pylori毒力

相关基因. 该基因位于cysE(丝氨酸乙酰基转移

酶的同源基因)下游, hpyIM上游. iceA基因有两

个等位基因型, 分别称为iceA1和iceA2 . iceA1基
因与胃病之间的联系目前还有争论. 有的研究

显示iceA1基因型与胃病之间无明显联系, 而也

有一些研究表明, iceA1的基因型和H. pylori感染

的临床预后之间有联系[5-7]. 这可能是由于在全

球不同地理区域内H. pylori基因型分布不均一

引起的, 也反映了H. pylori菌株与其致病的临床

表现的地理上差异. 陈慧娟等[8]研究来自镇江地

区分离的H. pylori的iceA1基因的阳性率与亚洲

其他国家报道的报道相近, iceA1在胃癌中的检

出率高于慢性胃炎与消化性溃疡的患者, 但与

胃癌、消化性溃疡和慢性胃炎等疾病类型的发

生无显著相关性. 陈惠娟等分析了4例来源于镇

江地区iceA1基因的结构特征, 发现镇江地区H. 
pylori菌株的iceA1基因有较独特的结构特征, 镇
江地区H. pylori的iceA1基因读码框有3个翻译起

始点, 镇江株以第3个起始点翻译为主, 形成较

小的蛋白结构. 因此, 我们进一步研究镇江地区

iceA1序列特征, 并与标准菌株60190进行序列比

对, 找出其核苷酸突变的位点及热点, 以进一步

了解iceA1的地域特征.

1  材料和方法

1.1 材料 H. pylori基础培养基、微需氧环境发

生袋、选择性抗生素及厌氧培养罐购自德国

Merck公司. 改良布氏肉汤培养基由上海腹泻疾

病控制中心提供, 无菌羊全血为金坛欣迪公司

产品; Escherichia coli DH5α为江苏大学生命科

学研究院实验室保存. pMD18-T载体、Taq DNA 
聚合酶、质粒抽提试剂盒购自TaKaRa大连公

司. 酵母提取物、蛋白胨为OXOID公司产品. 其
他常规试剂为市售分析纯.
1.2 方法

1.2.1 H.pylori菌株的来源: 分离的H. pylori来自

2008-05/2008-12因消化系症状来江苏大学附属

医院消化科胃镜室检查患者的胃窦黏膜(距幽门

5 cm以内)活检组织, 每例取新鲜胃黏膜3块, 其
中1块置于输送液中用于分离培养H. pylori , 1块
用于快速尿素酶检测, 1块用于病理组织学检查. 
疾病的诊断依据胃镜和病理学检查.
1.2.2 H. pylori的培养: 自输送液中取出胃黏膜标

本, 将活检新鲜组织用接种环均匀涂于固体琼脂

培养基, 在微需氧环境, 37 ℃下培养, 3-5 d后收

集细菌. 经菌落形态、涂片染色显微镜下观察以

及生化反应(尿素酶、化酶和触酶)证实. 尿素酶

试验阳性-细菌使尿素酶试剂变红; 触酶试验阳

性-细菌使3%H2O2产生连续的气泡; 氧化酶试验

阳性-细菌使浸有氧化酶试剂的滤纸变黑.
1.2.3 H. pylori基因组DNA提取: 刮取培养的菌

落, 悬于适量TE缓冲液, 以GES液(EDTA, sar-
kosyl)-氯仿法提取DNA, 加适量TE液, 4 ℃过夜

溶解. 于-20 ℃保存备用.
1.2.4 引物设计与合成: 根据陈惠娟研究的镇江

地区H. pylori菌株的iceA1基因读码框有3个翻

译起始点, 镇江株以第3个起始点翻译为主, 形
成较小的蛋白结构, 因此我们设计目的片段引

物的思路是要包含从第1个翻译起始点到第3个
翻译起始点这一区域. 根据NCBI数据库中的H. 
pylori  iceA1基因(GenBank登录号: U43917)分别

设计iceA1的上下游引物(表1). 引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成.
1.2.5 PCR扩增iceA1片段: 以获得的H. pylori基因

组DNA为模板, P1和P2为引物, 用Taq DNA聚合
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■创新盘点
镇江地区H. pylori
菌 株 的i c e A 1 基
因有较独特的结
构特征, 存在3个
框内缺失突变热
点.我们发现缺失
序列末端都与同
向重复序列相邻, 
有可能是同向重
复序列导致了镇
江地区的H. pylori   
iceA1 基因内部缺
失突变的产生.

pylori菌株基因组DNA为模板, 扩增出iceA1基因

大小为472 bp左右(图1)对于iceA1片段的扩增, 
PCR产物的大小会有细小的差别, 测序结果表明

这些区域内存在缺失突变.
2.2 pMD18-T-iceA1克隆和酶切鉴定 将不同疾病

来源菌株的iceA1克隆于pMD18-T载体后用Hind  
Ⅲ和EcoRⅠ双酶切鉴定, 所获片段大小与预期

相符(图2).
2.3 不同菌株iceA1序列可变区的比对 分培养出

不同胃十二指肠疾病来源的H. pylori , 挑取iceA1
进行TA克隆, 筛出12个阳性克隆(胃癌3株, 溃疡

6株, 胃炎3株)的iceA1基因片段, 测序结果大小

从428-472 bp不等(图3).
本研究扩增了镇江地区来源于不同疾病的

(胃癌、溃疡和胃炎)共12株H. pylori的iceA1基
因片段并与标准菌株60190比对(GenBank登录

号: U43917), 比对结果显示镇江地区的H. pylori
的iceA1基因中存在着框内缺失突变. 本研究发

现了对应于标准菌株60190开放读码框第780个
核苷酸位置缺失了6个bp(为了方便表述, 记作

780del6)核苷酸序列(TAATTT), 第781个核苷酸

位置缺失了6 bp核苷酸序列(AATTTG), 这些缺

失突变的产生可能是因为同样的缺失机制(位
于在同一个同向重复序列中), 其中780del6比
781del6产生的频率更高(表2). 我们还发现了另

外两个缺失位点, 即60190 iceA1开放读码框的

第809个核苷酸位置(809del5)缺失了5 bp的核苷

酸序列(TAGGA), 第914个核苷酸位置(914del7)
缺失了7 bp的核苷酸序列, 这两个位置的缺失

导致了移码突变, 从而导致iceA1转录的提前终

止, 从而产生较小的蛋白结构. 这2处缺失突变

在镇江地区H. pylori的iceA1中存在频率较高. 其
中, 809del5的阳性率为83.3%(10/12), 914del7为

表 1 H. pylori 菌株iceA1 引物及扩增产物长度

     基因 引物名称    核苷酸序列(5'-3') PCR产物大小(bp)

iceA1  iceA1F AATGCGGTGGTGCT-

TTCAGAT

          472

 iceA1R TTTGAGTGTTTTCAG-

AGTTGCCGTG

2 000

500

250
100

M          1             2           3           4

图 2  pMD18-simple-T-iceA1 的双酶切鉴定物. M: DNA标

准(DL2000); 1-4来源于分别为来源s24, s26, s65, w158菌株

的iceA1酶切产物.

bp

酶进行PCR扩增(在20 μL反应体系中, 分别加入

dNTP 2.0 μL, 10×PCR buffer 2.0 μL, DNA模板1 
μL, P1和P2引物各0.5 μL, Taq DNA聚合酶0.3 μL, 
ddH2O 13.7 μL, 按照PCR条件扩增, 扩增条件为: 
94 ℃预变性5 min后, 按94 ℃ 1 min, 56.2 ℃ 30 s, 
72 ℃ 40 s, 38个循环, 最后72 ℃延伸10 min. PCR
产物经1%的琼脂糖凝胶电泳检测.
1.2.6 TA克隆: 胶回收试剂盒回收目的片段, 回
收 PCR产物与pMD18-T载体在16 ℃连接过夜. 
连接产物转化DH5α感受态细胞, 转化后的细

菌涂布于含100 μg/mL氨苄青霉素的LB平板上, 
37 ℃培养12 h. 挑取菌落转种于含氨苄青霉素

100 μg/mL的LB液体培养基, 37 ℃振荡培养12 h
后收集细菌, 质粒抽提试剂盒抽提质粒.
1.2.7 重组质粒的酶切鉴定和序列测定: 获得重

组质粒pMD18-T-iceA1后用Hind  Ⅲ和EcoRⅠ双

酶切, 酶切产物经1%的凝胶电泳鉴定. 为了进一

步从序列的准确性上得到验证, 将阳性克隆菌

株送到上海生物工程有限公司测序.
1.2.8 iceA1 序列比对: 应用Expasy在线翻译蛋

白; 应用生物软件MEGA 4.0, 将本实验室的12个
H. pylori菌株与国际标准菌株60190 iceA1基因

(GenBank登录号: U43917)的核苷酸序列进行序

列进行比对.

2  结果

2.1 PCR结果 以不同胃十二指肠疾病来源的H.  

2 000

750
1 000

500

250
100

M          1             2           3           4

图 1 iceA1 基因PCR产物. M: DNA标准(DL2000); 1-4分别

为来源s24, s26, s65, w158的iceA1的PCR产物.

bp
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■应用要点
iceA1 序列的变异
性可以作为不同
地域菌株多样性
的一个分子标记, 
有可能成为分析
H. pylori群体遗传
学的有用工具.

33.3%(4/12). 而且有3株H. pylori同时存在3处缺

失突变(780del6、809del5和914del7), 3株胃癌H. 
pylori只含有809del5缺失突变, 而溃疡和胃炎株

则含有3个缺失突变. 对缺失片段周围的序列进

行分析, 这些缺失序列的两端基本都与5-10 bp
核苷酸的同向重复序列相连(表3). 

3  讨论

DNA序列分析表明iceA1与nla ⅢR在结构上十

分相似, 后者有一个690 bp的开放读码框架(open 
reading frame, ORF), 能编码230个氨基酸的蛋白

产物nla ⅢR. Xu等[9]在对HpCH4株的研究中发

现, 其iceA1有一全长为684 bp的ORF, 经IPTG诱

导重组大肠杆菌后可成功表达, 其基因产物为

228个氨基酸, 非常类似于nla ⅢR, 并且证实该基

因产物具有nla ⅢR样限制性内切酶的功能, 表达

该产物的H. pylori与临床疾病发生的严重程度关

系密切[10-12], 但各家报道并不完全一致[5-7]. 并非

所有iceA1皆可编nla ⅢR样蛋白, 其原因为不同

地域的iceA1基因其ORF有着菌群特异性框移突

变和无义突变, 故不能翻译出完整的nla ⅢR样
蛋白. Donhaue等[4]认为, iceA1在大部分H. pylori
菌株中的功能并非编码功能蛋白, 而是在转录

水平调节其下游hpy IM基因的表达, 通过DNA
甲基化水平的改变来调控相关毒性基因的表达, 
从而间接参与H. pylori的致病作用.

iceA1在不同地区的及与疾病的关系并不相

同. Kidd等[13]在对南非患者H. pylori的研究中发

现, iceA1存在情况为: 胃炎24%, 胃溃疡40%, 胃
癌67%, iceA1与胃癌有关. 在日本iceA1在胃癌

中的比例61%略高于其他消化性溃疡(53%), 未
见统计学差异, 但发现iceA1菌株与消化性溃疡

及胃粘膜IL-8水平有显著相关性. 北美及荷兰研

究的显示, iceA1比iceA2更普遍存在, 且iceA1阳
性的H. pylori能刺激胃黏膜产生高水平的IL-8, 
与iceA2相比, iceA1与十二指肠溃疡关系更为密

切[14]. 东亚以iceA1基因型为主[15], 美国中东部地

区则以iceA2为优势基因[16]. Wu等[17]研究台湾东

部地区的iceA1与慢性胃炎有关. iceA基因的分

布存在地域性差异, 在亚洲、非洲主要表达为

iceA1基因, 在美洲大陆则以iceA2为主导, 而欧

洲大陆的iceA基因则表现出与亚洲、美洲菌株

的相似性, 在大多数地区的研究中未发现iceA1
毒力菌株感染与临床疾病发生的因果联系[18], 因
此与H. pylori的其他毒力基因相似, iceA1基因对

于疾病的意义在不同地区是不一样的.
H. pylori可通过点突变、等位基因交换、

基因重排及序列插入等使基因呈现出多样性, 
从而导致H. pylori不同基因组间的差异极大[19]. 
不同地区流行的H. pylori基因组结构明显不同, 
而基因组多样性则影响细菌毒力因子的功能及

抗原形成, 即在细菌进化过程中毒力因素也存

在生物-地理变异[14]. 我们对镇江地区来源于不

同疾病的(胃癌、溃疡和胃炎)共12株H. pylori的
iceA1基因片段与标准菌株60190比对, 我们发现

一个有趣的现象, 即与标准菌株60190相比, 镇
江地区的H. pylori的iceA1基因中存在着3个框内

缺失突变热点, 而且这些缺失突变存在的频率

很高. 包含重复序列(同向重复序列或者反向重

复序列)的局部DNA序列在复制或者重组的过

程中可能由于错配的原因而导致序列缺失, 在
本项研究中, 我们发现缺失序列末端都与同向

重复序列相邻. 因此, 很有可能是同向重复序列

导致了镇江地区的H. pylori的iceA1基因内部的

这些缺失突变的产生. 我们还发现了3株同时存

在3个缺失突变的H. pylori , 而且镇江地区的有

高度同源的cagA , vacA和ureI等基因[20,21]. 因此, 
我们推测“建立者效应”[5]可能也是导致镇江

地区框内突变热点产生的原因之一.研究表明

iceA1不同的等位基因型说明了[20,21]在不同地区

基因库中的进化多样性,对于菌株型的追踪有

一定帮助.iceA1序列的变异性可以作为不同地

表 2 镇江地区iceA1 序列分析

     
菌株标号 疾病来源

                 框内缺失

  780del6  809del5 914del7

S49    CSG + + +

S9    CAG _ + _

S26    CAG _ _ _

S10     DU _ _ _

S16     DU _ + +

S47     DU _ + _

S61     DU _ + _

S65     DU + + +

Z48     DU + + +

S17     GC _ + _

S24     GC _ + _

W158     GC _ + _

60190 _ _ _

CSG: 慢性浅表性胃炎; CAG: 慢性萎缩性胃炎; DU: 十二指肠溃

疡; GC: 胃癌.
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■名词解释
建 立 者 效 应 :  一
些异常基因频率
在小隔离群体中
特别高, 可能是由
于该群体中少数
始祖所具有的基
因, 由于遗传漂变
而逐渐达到较高 
水平.

780 809

TTGGCTAAAGAATTt  a   t taGAaTTTGATAAAaGgCAaACTC       AATTCTATTGATAGAATACGCT

60190:
S49:
S9:
S26：
S10：
S16:
S47:
S61:
S65:
Z48:
S17:
S24:
W158:

: 70
: 59

: 70
: 65

: 70

: 65
: 59

: 65

: 59
: 65
: 65
: 70

: 65

TGAATGGcTAtAATACtagATGTGTTTTtAAcCAAAGTATccGTCAAGAcATTAAAAAttACTAtAgcCA

60190:
S49:
S9:
S26：
S10：
S16:
S47:
S61:
S65:
Z48:
S17:
S24:
W158:

: 140
: 129

: 140
: 135

: 139

: 135
: 129

: 135

: 129
: 135
: 135
: 140

: 135

ACAATGTTG   gCg   tGtGcg        GGCAACTCTGAAAACACTCAAA

60190:
S49:
S9:
S26：
S10：
S16:
S47:
S61:
S65:
Z48:
S17:
S24:
W158:

: 190
: 172

: 190
: 185

: 189

: 185
: 172

: 178

: 172
: 185
: 185
: 190

: 185

914

图 3 iceA1序列比对. 60190为标准菌株, S49, S9, S26为胃炎株, S10, S16, S47, S61, S65, Z48为溃疡株, S17, S24, W158为胃癌株.

a核苷酸序列对应的是标准菌株60190 iceA1 的开放读码框和它的上游序列(GenBank登录号: U43917); del代表缺失; b标准菌株

60190和菌株S26分别代表西方菌株和镇江菌株, 菌株S26和S49分别代表携带不同突变位点的镇江菌株, 下划线部分的核苷酸序列

标明的是同向重复序列(其中914del7含重叠部分), Y代表T或者C, R代表G或者A, S代表G或者C.

表 3 iceA1 缺失突变及两端的核苷酸序列

     缺失位置b 菌株                     核苷酸序列a 缺失突变两端的重复序列 阳性缺失株数量(%)

780del6 60190 AGAATTTAATTTGGAGTTT      AGAATTT或AATTT        3/12(25.0)

S26 AGAATTTGAATTAGAATTT

S49 AGAATT----------- AGAATTT

809del5 60190 AAACTCTAGGAAATTCTA            AAAYTCTA      10/12(83.3)

S26 AAACTCTAGGAAATTCTA

S49 AAACTC----------AATTCTA

914del7 60190 GTGTGGTGTGCGTGGC      GTGCR或GTGTGS        4/12(33.3)

S26 GTGCGGTGTGCACGGC

S49 GTGCG---------------TGGC
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域菌株多样性的一个分子标记, 有可能成为分

析[20,21]群体遗传学的有用工具.
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和中国知识资源总库收录. 《中国科技期刊引

证报告(核心版)》统计显示, 2010年《世界华人

消化杂志》总被引频次3 458次, 影响因子0.694, 
综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期

刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中

国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)的
第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率

0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献量712, 文献选出

率0.90, 参考文献量17 963, 平均引文数25.23, 平
均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 
基金论文比0.45, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价68.00元, 全年

2448.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源

期刊)、《中文核心期刊要目总览》(2011年版)
内科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研

究报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2011年版)
收录的学术期刊. 
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文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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病研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材
料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐

条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正
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志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com
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杂志》坚持开放
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OA)的出版模式 , 
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2012年国内国际会议预告

2012-07-27/29 
第十届全国胃病学术大会
会议地点: 哈尔滨市 
联系方式: xiaohuahuiyi2012@163.com

2012-07-30/08-08 
国际中医药与亚健康学术大会
会议地点: 加拿大蒙特利尔市
联系方式: wuping@126.com 

2012-08-17/19
第九届中国人民解放军肿瘤学术大会(长征肿瘤大会)
会议地点: 重庆市
联系方式: huangxiaoyu@stapricot.com

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-08-30/09-02
2012年中华医学会全国麻醉学术年会
会议地点: 重庆市
联系方式: csa2012@live.cn

2012-09-01/30 
中华医学会第三次全国肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 郑州市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2012-09-01/30 
第十五届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会
会议地点: 济南市
联系方式: doclf@163.com

2012-09-06/09
第七届中国肿瘤学术大会暨第十一届海峡两岸肿瘤学术
会议
会议地点: 北京市
联系方式: shengwangyan@163.com 

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-20/23
2012中国消化病学大会 
会议地点: 上海市
联系方式: abstract@ccdd2012.org 

2012-09-21/30
2012中华影像技术第20次全国学术大会暨国际影像技术
论坛 
会议地点: 长春市 
联系方式: ting@dxyer.com

2012-10-19/21
中欧胰腺外科专业新技术、新进展学术研讨会
会议地点: 长沙市
联系方式: yu198610@163.com

2012-10-19/10-21
2012年(第二届)中日国际消化疾病论坛暨挑战直肠癌-战
略与艺术综合研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: cjds@htbr.cn

2012-10-21/11-10 
第十四次全国中医肛肠学术交流大会 
会议地点: 长沙市
联系方式: gcfh2012@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn

2012-10-31/11-03
第十届中国介入放射学学术大会(2012CSIR)暨2012国际
栓塞会议
会议地点: 南京市
联系方式: liufang@cyberzone.cn

2012-11-25/27
第九届国际糖尿病联盟西太平洋地区学术大会暨第四届
亚洲糖尿病学会学术年会
会议地点: 日本京都
联系方式: meeting@bimtdoctor.com

2012-11-25/30
2012北美放射学年会RSNA
会议地点: 美国芝加哥
联系方式: panting_expo@126.com

2012-12-21/23 
2012生物医学工程生物信息学国际会议
会议地点: 昆明市
联系方式: beb2012@126.com
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蔡开琳 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

陈汝福 教授

中山大学第二附属医院肝胆胰外科	

 

陈亚军 主任医师

首都医科大学附属北京儿童医院普外科

崔立红 教授

中国人民解放军海军总医院消化内科

董蕾 教授

西安交通大学第二附属医院消化内科

杜祥 教授

复旦大学附属肿瘤医院病理科

杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院

范学工 教授

中南大学湘雅医院

冯志杰 主任医师

河北医科大学第二医院消化内科

傅华群 教授

南昌大学第二附属医院普外科

管冬元 副教授

上海中医药大学基础医学院实验中医学教研室

黄颖秋 教授

本溪钢铁(集团)总医院消化内科

季菊玲 副教授

南通大学医学院病理教研室

荚卫东 教授

安徽省立院肝脏外科

李勇 副教授

上海中医药大学附属市中医医院消化科

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李宗芳 教授

西安交通大学医学院第二附属医院

刘成海 研究员

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病研究所

刘占举 教授

同济大学附属上海市第十人民医院

沈薇 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

汪思应 教授

安徽医科大学实验动物中心

王富春 教授

长春中医药大学针灸推拿学院

王健生 教授

西安交通大学医学院第一附属医院肿瘤外科

王凯 教授

山东大学齐鲁医院肝病科

吴军 研究员

中国人民解放军军事医学科学院生物工程研究所

夏时海 副教授

中国人民解放军武警后勤学院附属医院肝胆胰脾科(中心)

向德兵 副教授

中国人民解放军第三军医大学大坪医院野战外科研究所肿瘤中心

许剑民 教授

上海市复旦大学附属中山医院普外科 

宣世英 教授

山东省青岛市市立医院肝病内科

杨江华 副教授

皖南医学院弋矶山医院感染科

姚树坤 教授

卫生部中日友好医院消化内科

www.wjgnet.com
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