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 述评 EDITORIAL

脾虚证与肠道微生态

彭 颖, 李晓波
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®

■背景资料
近年来, 证候实质
研究极大地推进
了中西医结合各
领域的进展, 脾虚
证的实质研究则
是其中的重要方
面. 基于脾脏在中
医脏象中所处的
特殊地位, 以致脾
虚证实质的研究
经久不衰, 对脾虚
证检测指标的探
求 层 出 不 穷 .  随
着脾虚证动物模
型的建立和现代
科学技术的引入
等, 使得脾虚证的
实验研究从多角
度、多层次、多
形式的展开, 相关
检测指标已达80
余种, 使脾虚证的
临床诊断标准由
最初单纯症状、
体征等主观定性
指标逐渐过渡到
参与部分客观定
量指标.
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Abstract
The special relationship between microecology 
and traditional Chinese medicine (TCM) has 
attracted wide attention in recent years, which 
provides a new perspective for understanding 
syndromes in TCM. Pi-deficiency is a common 
syndrome in TCM. Extensive studies have dem-
onstrated that alteration and perturbation in the 
intestinal flora are associated with Pi-deficiency. 
Molecular biological methods have greatly 
expanded our knowledge of microbial diver-
sity and highlight the impact of compositional 
changes in bowel communities on perceptions 
of Pi-deficiency. In this review, we summarize 
recent progress in understanding the relation-
ship between intestinal microbiota and Pi-defi-
ciency.

Key Words: Pi-deficiency; Intestinal microbiota; 
Traditional Chinese medicine

Peng Y, Li XB. Pi-deficiency and gastrointestinal 
microbiota. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 
3287-3291

摘要
近年来微生态学与中医学关系引起了中医药
学者的广泛关注, 为中医证候的研究开辟了新
的思路. 脾虚证为祖国医学脏腑辨证之常见证
型, 研究证明中医“脾”与肠道微生态间存在
着十分密切的关系, 分子生物学技术和基因组
学技术的迅速发展为我们深入研究肠道微生
态提供了有力的工具, 对脾虚证本质和检验标
准的探索产生了巨大推动作用. 本文对脾虚证
检验标准化研究及其与肠道微生态关系作一
综述. 

关键词: 脾虚证; 肠道微生态; 中医药

彭颖, 李晓波. 脾虚证与肠道微生态. 世界华人消化杂志  2012; 

20(34): 3287-3291
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0  引言

脾虚证是中医临床常见证候, 是慢性消化系统

疾病的主要证型. 一般表现为食欲减退、食后

或下午腹胀、大便溏薄、面色饥黄和肌瘦无力

等[1,2]. 根据中医“异病同证”, 脾虚证是慢性消

化系统疾病(慢性消化性溃疡、慢性胃炎、胃下

垂、胃黏膜脱垂、慢性肠炎、慢性痢疾、消化

不良、胰腺炎、肝炎等)的主要证型, 亦是非消

化系统多种疾病(慢性支气管炎、功能性子宫出

血、慢性肾炎、各种慢性出血性疾病等)的常见

证型[3], 其可在多种疾病中表现(或与其他病征

伴同出现, 或在某种疾病的某个阶段出现)[4]. 中
医理论认为脾主运化而归属于土, 为后天之本, 
气血生化之源. 脾病证候分虚实两端, 其证候体

系包括脾气虚证、脾虚气陷证、脾不统血证、

脾阳虚证等4个虚证以及寒湿困脾证、湿热蕴

脾证2个实证[5,6]. 而临床上脾虚证以脾气虚、脾

阳虚证候最为常见, 因此成为目前临床研究的

热点. 

1  脾虚证研究概况

近年来, 证候实质研究极大地推进了中西医结

■同行评议者
杜群, 副研究员, 广
州中医药大学脾
胃研究所药理室
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■研发前沿
近年来微生态学
与中医学关系引
起了中医药学者
的 广 泛 关 注 ,  为
中医证候的研究
开辟了新的思路.

合各领域的进展, 脾虚证的实质研究则是其中

的重要方面. 基于脾脏在中医脏象中所处的特

殊地位, 以致脾虚证实质的研究经久不衰, 对脾

虚证检测指标的探求层出不穷. 随着脾虚证动

物模型的建立和现代科学技术的引入等, 使得

脾虚证的实验研究从多角度、多层次、多形式

的展开(如从胃肠道功能[7]、血液[8]、神经[9]、

内分泌[10]、免疫[11]、自由基损伤[12]等角度进行

了研究), 相关检测指标已达80余种(其中包括唾

液淀粉酶、D-木糖排泄率 [13]、血乳酸值 [14]、

蛋白酪氨酸激酶(protein tyrosine kinase, PTK)
活力[15]、血清中胃泌素(gastrin, Gas)和胃动素

(Motilin, Mot)的含量、胃窦中生长抑素(soma-
tostatin, SS)的含量[16]等, 使脾虚证的临床诊断标

准由最初单纯症状、体征等主观定性指标逐渐

过渡到参与部分客观定量指标(唾液淀粉酶活性

和木糖排泄率), 体现了传统中医与现代科学技

术方法相融合的特点, 推动了中医药现代化、

国际化. 中医的证包括了病因、病位、病性和

邪正等关系, 五脏中的某一脏的病理变化囊括

了多系统多功能的变化. 因此以西医某一指标

反映某一病理变化的观点, 不能很好地反映中

医整体观念的某一脏虚证的实质, 只能从一个

局部反映其实质. 因此加强脾虚证检验标准化深

入研究, 重点是选择一组具有内在联系的指标群, 
从多方位多角度反映其本质, 并与临床研究相结

合, 将是很好的思路和切入点. 中医微生态学的

兴起使中医与现代医学有了新的结合点[17], 微生

态学一些基本观点与中医学理论, 如微生态系统

论/中医脏象学说[18]、微生物与内外环境统一论

/中医整体观念[19]、微生态自溶与增殖/中医阴阳

学说[20]、微生态失调/中医邪正盛衰[21]等存在着

诸多相似之处, 为中西医结合研究搭建新的桥梁, 
也为中医证候实质的研究开辟了新的思路. 

2  肠道微生态及其重要性

人类胃肠道中栖息着大量微生物, 肠道微生态

是一个极其复杂的微生态系统, 在维持人类的

健康中起着非常重要的作用. 人体肠道中细菌

主要由专性厌氧菌及兼性厌氧菌组成, 其各自

所占的比例有着较大的差别, 易受到各种因素

的影响而发生变化, 这些变化在一定的范围内

波动并保持着相对稳定的平衡状态, 即肠道微

生态平衡. 这个微生态系统平衡一旦被打破, 失
去自身原有的平衡, 肌体就会产生疾病. 现代医

学研究表明, 肠道菌群的改变和许多疾病密切

相关, 例如肥胖症[22]、炎症性肠病(主要包括溃

疡性结肠炎、克罗恩病)[23]、肠应激综合征(irri-
table bowel syndrome, IBS)[24]、内毒素血症[25]、

消化系统癌症[26]、败血症、肝硬化[27]等. 近年随

着“微生物组” -人类第二基因组[28]和“慢性

病的肠源性学说”[29,30]等新理论的提出使人体

共生微生物在人类健康的作用引起广大学者浓

厚的兴趣, 也为中医微生态学研究提供了一个

革命性的前景. 肠道菌群结构的变化直接影响

和决定着人体的健康状况, 研究肠道菌群的组

成变化可以从一个侧面整体上反映机体的生理

功能状况. 因此, 加强肠道菌群组成和结构多样

性研究, 不仅有助于阐明肠道菌群功能和宿主

间相互关系, 以及肠道菌群间的相互作用, 对了

解和治疗脾虚证和人类健康具有积极意义. 

3  脾虚证与肠道菌群的关系

中医认为脾为后天之本, 气血生化之源, 与机体

的免疫功能和营养状况密切相关, 研究证明中

医脾与胃肠道正常菌群之间存在着十分密切的

关系, 脾虚与肠道菌群的失调密切相关. 
3.1 脾主运化 中医学理论认为, 脾主运化, 生气

血, 主统血, 主肌肉四肢, 主思, 为后天之本. 脾
的功能包括了消化吸收、水盐代谢、自由基损

伤、血液、免疫、神经内分泌及运动等多系统

功能. 而在脾的功能中, 主运化为其最重要的功

能之一, 为其他功能的基础. 脾虚证是反映机体

脾胃生理机能不足的综合征. 当机体胃肠功能

异常时, 肠道的微生态系统会受到严重破坏, 大
肠杆菌等条件性病原菌大量增殖, 双歧杆菌、

乳杆菌等益生菌数量显著下降[31]; 同时菌群失

调又反过来影响机体对营养物质的吸收, 降低

机体免疫力[32], 削弱肠道的屏障功能[33], 进一步

加重疾病. 脾虚使机体出现消化吸收障碍, 出现

纳差、便溏、消瘦等症状, 机体各脏器间的平衡

遭到破坏进而导致菌群失调, 而肠道菌群的失调

又加重脾虚症状. 肠道微生态平衡是肠黏膜发挥

正常功能的基础, 脾虚泄泻时, 肠蠕动加快, 肠道

中常住菌大量排出, 外源菌相应增加, 例如类杆

菌、双歧杆菌、肠杆菌数值显著减少; 而有潜在

致病性的梭菌、酵母菌增多, 这导致肠道脂肪酸

代谢紊乱和胆盐代谢障碍, 促进腹泻的发生, 而
腹泻又导致肠道菌的进一步紊乱, 形成恶性循

环. 因此, 探讨和揭示肠道菌群结构改变与脾虚

证关系不仅可以丰富完善脾虚证的本质, 更为脾

虚证检验标准化研究提供科学依据. 
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3.2 脾为之卫 中医的“脾”与机体的免疫功能

密切相关. “脾为之卫”、“脾为后天之本”

以及“脾气虚而四肢不用, 五脏不安”等有关

脾胃中医理论均反映了“脾”与机体防御机能

(免疫功能)之间存在密切关系. “脾胃内伤、百

病由生”, 脾胃虚弱是胃部疾病发生的重要原

因. 近年来基础免疫学和临床免疫学大量动物

实验和临床研究证明, 免疫系统和免疫功能的

改变是脾虚证本质研究的重要内容之一[34-36]. 脾
虚证的发生涉及免疫学的非特异性免疫、体液

免疫、细胞免疫、分子免疫以及免疫遗传等各

方面[37-39]. 而肠道菌群与机体免疫之间的关系极

为密切. 肠道菌群的重要生理意义包括抵御病

原体侵袭、刺激机体免疫器官的成熟、激活免

疫系统及参与合成多种维生素、调节物质代谢

等. 肠道黏液层是免疫系统与外界的主要屏障, 
肠道相关的免疫系统是人体最大的淋巴免疫活

性细胞库. 细菌与宿主在黏膜表面的相互作用

对于免疫系统的进化有着重要作用[40,41]. 正常的

肠道免疫屏障能对来自黏膜表面的各种抗原作

出正确反映, 一旦肠道菌群和肠道免疫平衡被

打破, 肠道免疫就失去对正常菌群某些抗原的

耐受, 诱发疾病的产生. 因此, 中医“脾”与肠

道菌群在机体防御和免疫功能方面存在密切联

系, 阐明肠道菌群和宿主关系以及肠道环境健

康对探索脾虚证本质和发病机制研究具有重要

意义. 

4  脾虚证肠道菌群变化

以往关于脾虚证肠道微生态研究多采用传统培

养计数的方式对菌群进行检测和定量分析, 观
察菌种仅为双歧杆菌、乳酸杆菌、类杆菌、肠

杆菌、肠球菌等极少数常见已知菌种. 随着分

子生物学和基因组学的发展, 大量分子生物学和

基因组学新技术应用于肠道微生态的研究, 对肠

道中细菌的多样性研究得到加强, 同时为我们认

识生命和疾病的本质提供了全新的视角[42,43]. 研
究表明脾虚泄泻患者双歧杆菌(B)/肠杆菌(E)比
值低于正常人, 厌氧菌减少, 尤其是B/E值改变

是脾失健运患者肠道微生态学的主要特征 [44]; 
脾虚湿盛泄泻的患者粪便中双歧杆菌比正常健

康人明显减少, 并且其舌部(腻苔)的菌群构成与

正常健康人(薄白苔)差异有显著性[45]; 腹泻型肠

易激综合征脾胃湿热证患者与脾气虚证比较, 
在菌群多样性上湿热证与脾气虚证组无明显差

异, 但在肠道细菌比例方面湿热证革兰阳性杆

菌比例明显升高, 肠道菌群密集度明显高于脾

气虚证[46]. 采用16S rDNA DGGE对老年脾虚证

患者肠道菌群结构分析表明脾阳虚、脾气虚和

脾阳虚兼脾气虚患者的肠道菌群结构具有各自

明显特征, 同一证型不同病症、临床表征和病

程的脾虚证患者肠道菌群结构不同[47]. 
动物实验表明 ,  醋酸胃溃疡脾虚、运动

疲劳兼饮食失调脾虚模型大鼠粪便肠道菌群

ERIC-PCR指纹图谱中的条带位置及亮度与健

康时期相比发生明显变化[48,49]. 番泻叶与大黄煎

剂致大鼠脾虚后肠道菌群多样性显著降低[50]. 在
脾虚证治疗相关中药的研究报道中, 脾虚证小

鼠肠道厌氧菌群异常低下且部分需氧菌显著增

加, 而四君子汤[51]、益元止泻颗粒[52](四君子汤

加味)、补脾益气方[53](附子理中汤、香砂六君

子汤、异功散、补中益气汤和六君子汤)和参苓

白术散[54]均可调整脾虚小鼠的肠道菌群, 改善菌

群失调; 另外由黄芪、太子参、山药等组成的

健脾止泻颗粒, 通过调节脾虚泄泻小鼠肠道微

生态平衡, 改善小肠吸收细胞绒毛的结构而发

挥治疗脾虚作用[55]等, 更进一步证明脾虚证与肠

道微生态间密切关系. 

5  结论

近年肠道微生态的重要性以及其与脾虚证发生

发展的联系逐步引起了人们的广泛重视, 在中医

药研究中的应用前景受到了广泛的关注. 但是, 
目前证候与肠道微生态学的研究尚处在探索阶

段. 微生态学的研究方法和中医基础理论中的整

体观念的一致性使得微生态学技术尤为适合应

用于中医基础理论的研究, 作为中医证候中最重

要也是最常见的脾虚证, 此方面研究应得到更

多的关注. 分子生物学技术和基因组学技术的迅

速发展为我们深入研究肠道微生态提供了有力

的工具, 为阐明肠道菌群的结构和功能提供了可

能, 也为探索肠道菌群和宿主关系以及肠道相关

疾病和肠道环境健康奠定了基础. 应用分子生物

学技术建立脾虚证相关的分子指标, 为临床诊断

疾病提供更具代表性的标准与模式, 从而为治疗

提供客观可靠的依据值得期待. 随着技术与方法

的不断创新与发展, 中医微生态学必将在中医与

西医各学科中发挥越来越重要的作用, 并搭建起

中西医结合的交叉点. 
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七方胃痛颗粒对H. pylor i 感染的AGS细胞TFF1表达及
ERK/NF-κB信号通路的影响

莫喜晶, 曾 光, 陈国忠
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■背景资料
由幽门螺杆菌(H. 
pylori )感染引起
的胃黏膜损伤是
导致胃癌发生的
基础 ,  TFF1 基因
作为胃肠道腔内
黏膜及上皮细胞
的早期关键修复
因子及抑癌因子, 
在胃肠道黏膜损
伤修复和完整性
方面起着重要作
用. 七方胃痛颗粒
在促进黏膜上皮
细胞修复再生, 减
轻腺体的破坏, 逆
转胃黏膜腺体萎
缩及肠上皮化生
方面显示了较好
的 效 果 ,  但 其 对
TFF1表达的影响
和机制尚未明确.
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Abstract  
AIM: To investigate the effect of Qifangweitong 
Granules on the expression of trefoil factor 
family 1 (TFF1) in human gastric cancer cell 
line AGS infected by Helicobacter pylori (H. py-
lori) and the possible regulatory mechanism 
involved.

METHODS: TAGS cells infected by H. pylori 
were exposed to Qifangweitong Granules in the 
presence or absence of U0126, a special inhibitor 
of ERK1/2 pathway. After treatment, the expres-
sion of TFF1 mRNA and protein in H. pylori-in-
fected AGS cells was determined using real-time 
fluorescent quantitative polymerase chain reac-
tion (RFQ-PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: Treatment with 10%, 20% and 30% 
Qifangweitong Granules drug serum signifi-
cantly up-regulated the expression of TFF1 
mRNA in AGS cells infected by H. pylori com-
pared to control cells (271 ± 33, 305 ± 23, 327 ± 
13 vs 187 ± 30, all P < 0.05). The protein expres-
sion of TFF1, p-ERK, and NF-κB in AGS cells 
treated with 10%, 20% and 30% Qifangweitong 
Granules drug serum was also significantly 
higher than that in control cells (TFF1: 271 ± 22, 
358 ± 31, 428 ± 34 vs 210 ± 13, all P < 0.05). After 
blocking the ERK signal transduction pathway, 
the protein expression of TFF1 was significantly 
down-regulated compared to the control group 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with Qifangweitong 
Granules regulates the expression of TFF1 in 
Helicobacter pylori-infected AGS cells possibly via 
the ERK/NF-κB signal transduction pathway.

Key Words: Qifangweitong Granules; AGS cells; Heli-
cobacter pylori ; Trefoil factor family 1; ERK/NF-κB 
signaling pathway

Mo XJ, Zeng G, Chen GZ. Qifangweitong Granules 
regulates the expression of TFF1 in Helicobacter pylori-
infected AGS cells via the ERK/NF-κB signaling pathway. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 3292-3298

摘要 
目 的 :  探 讨 七 方 胃 痛 颗 粒 对 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )感染的人胃腺
癌AGS细胞三叶因子1(trefoil factor family 
1, T F F1)的表达及其细胞外信号调节激酶
(extracellular signal-regulated kinase, ERK)/核
因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)信号通路的

■同行评议者
王蔚虹, 教授, 主任
医师, 北京大学第
一医院消化内科



莫喜晶, 等. 七方胃痛颗粒对H. pylori感染的AGS细胞TFF1表达及ERK/NF-κB信号通路的影响            3293

www.wjgnet.com

■研发前沿
本研究运用实时
荧光定量PCR方
法 ,  从 基 因 转 录
和蛋白水平来分
析七方胃痛颗粒
对H. pylori 感染
胃上皮细胞TFF1
表达的作用机制, 
阐明该复方中药
的作用机制.

调控机制.  

方法: 采用实时荧光定量PCR(RFQ-PCR)法
检测TFF1 mRNA的表达, Western blot法检测
TFF1、磷酸化ERK及NF-κB蛋白的表达水平; 
同时采用U0126抑制ERK信号通路后, 观察
AGS细胞TFF1蛋白表达的变化. 

结果: 10%、20%、30%浓度七方胃痛颗粒
药物血清作用H. pylori 感染的AGS后, TFF1 
mRNA表达量为271±33、305±23、327±
13, 显著高于实验对照组的187±30, (P <0.05); 
TFF1、p-ERK及NF-κB蛋白表达量分别为
271±22、358±31、428±34; 175±9、141
±3、107±15; 116.0±2.6、83±2、53.0±
6.6; 与实验对组的210±13比较, 差异具有统
计学意义(均P <0.05). 加入U0126阻断ERK信
号通路后, TFF1蛋白表达量为115±6, 与实验
对照组的210±13比较, 差异具有统计学意义
(P <0.05).

结论: 七方胃痛颗粒可能通过抑制ERK/NF-
κB信号通路参与调控H. pylor i 诱导的AGS
细胞TFF1表达, 促进上皮修复, 是其防治H. 
pylori诱发胃癌可能的机制之一.  

关键词: 七方胃痛颗粒; AGS细胞; 幽门螺杆菌; 三

叶因子1; ERK/NF-κB信号通路
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染

与胃癌的发生密切相关, 世界卫生组织将其列

为胃癌的一级致病因子[1]. H. pylori感染引起的

慢性持续胃黏膜损伤的基础上出现萎缩性胃炎, 
伴肠上皮化生和/或异型增生, 最终导致胃癌的

发生.  三叶因子1(trefoil factor family 1, TFF1)
作为胃肠道腔内黏膜及上皮细胞的早期关键修

复因子及抑癌因子, 对胃肠道黏膜损伤的修复

和胃肠道黏膜的完整性方面起着非常重要的

作用, 也是防止损伤持续发展诱导胃癌的关键

因子. 细胞外信号调节激酶(extracellular signal-
regulated kinase, ERK)是MAPK家族的重要成员, 
目前大量的研究表明, ERK信号通路是多数生长

因子和细胞因子调控细胞增殖的重要途径[2]. 核
因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)是一种重要

的核转录调控因子, 广泛存在于各种细胞中, 参
与机体免疫应答、炎症反应、细胞凋亡及肿瘤

形成过程[3]. 本课题组前期的研究发现, 七方胃

痛颗粒对消化性溃疡具有良好的防治作用[4], 动
物实验表明其能较好的促进黏膜上皮细胞再生, 
增加黏液层厚度, 改善溃疡愈合效果[5], 同时研

究表明七方胃痛颗粒能通过改善胃黏膜血流, 减
轻腺体的破坏, 逆转胃黏膜腺体萎缩及肠上皮化

生[6]. 本研究旨在探讨七方胃痛颗粒对H. pylori感
染的人胃腺癌AGS细胞TFF1的表达及ERK/NF-
κB信号通路的作用机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠, SPF级, 体质量约250 g, 
30只 ,  由广西中医药大学实验动物中心提供 . 
AGS细胞株购自中科院上海细胞库; H. pylori标
准株(ATCC43504)购自广州; 七方胃痛颗粒: 红
参须10 g、白术10 g、黄芪30 g、茯苓12 g、炙

甘草10 g、丹参6 g、木香6 g、黄连6 g 、吴茱

萸3 g、白芍30 g、枳实10 g、炒鸡内金10 g, 原
料药采用江阴天江药业有限公司生产的免煎中

药颗粒, 由广西中医药大学第一附属医院制剂

室提供, 将中药颗粒混合搅匀, 灭菌包装, 每小

包含生药8 g; FastStart Universal SYBR Green 
Master(ROX)(Roche, 德国, 以下简称Mix); 总
RNA抽提试剂盒(Tiangen公司); 反转录反应试

剂盒(Fermentas公司, 美国); Ham's-F12培养基、

胎牛血清(Gibico公司); 哥伦比亚血琼脂、脑心

浸液(北京路桥公司); 脱脂绵羊血清(广州泌特

生物技术有限公司); 鼠抗TFF1单克隆抗体(美
国Santa Cruz公司); 兔抗人NF-κB p65抗体(美国

Santa公司); P-ERK抗体(Promega公司); HRP标
记山羊抗鼠二抗(北京中杉金桥有限公司); ERK
抑制剂U0126[7](Sigma公司); BCA蛋白浓度测

定试剂盒(Viagene公司); RIPA裂解液(强)碧云

天生物工程有限公司. TFF1基因和GRPDH基因

PCR引物由上海生工生物工程公司合成. 微需氧

产气袋、密闭罐(日本三菱瓦斯化学株式会社); 
5804R高速冷冻离心机(德国Eppendorf公司); 荧
光定量PCR仪(Eppendorf Realplex, 德国).
1.2 方法

1.2.1 细胞株与菌株培养: AGS细胞株在37 ℃、

5%C O2饱和湿度条件下置于含10%胎牛血清

的Ham's-F12培养基中, 常规培养. 将冻存的H. 
pylori菌株复苏后, 接种于含10%脱纤维绵羊血

的哥伦比亚血琼脂培养基中, 于37 ℃、5%O2、
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■应用要点
本研究从体外活
细胞着手 ,  将H . 
pylori 按100∶1感
染人胃黏膜上皮
细胞共培养, 施以
七方胃痛颗粒药
物血清及ERK信
号通路抑制剂等
因素, 观察TFF1基
因的表达情况, 为
阐明该复方中药
治疗作用靶点提
供理论依据.

10%CO2、85%N2微需氧条件下培养72 h, 经快

速尿素酶、革兰染色等证实为H. pylori .  
1.2.2 药物血清制备: 根据对大鼠用药按照动物

体表面积以成人用量来折算的方法, 大鼠每日

用量为成人剂量的0.018倍[8]. 先将药物用生理

盐水稀释, 配制成浓度为2 g/mL的药物混悬溶液

对大鼠灌胃, 按照1 mL/100g鼠质量, 2次/d, 连续

5 d, 末次灌胃结束后禁食, 1 h后无菌条件下从

腹腔采集静脉血, 静置3-4 h, 4 ℃ 3 000 r/min离
心20 min, 超净台上分离血清. 将分离得到的血

清置于56 ℃水浴中30 min灭活, 0.22 μm滤器过

滤, -70 ℃冷藏备用. 实验时加入Ham's-F12培养

基分别配制成含100、200、300 mL/L(即10%、

20%、30%)药物血清的培养基.  
1.2.3 H. pylori感染人胃腺癌AGS细胞: 取增殖活

跃的AGS细胞以每板1×106接种于6孔板中. 当
细胞贴壁后, 更换不含抗生素的细胞培养液, 用
接种环刮取培养基上的H. pylori活菌, 悬于不含

抗生素的细胞培养基中, 按紫外分光光度计测

得A 600值(1A  = 2.5×109 CFU/mL), 调整H. pylori
细菌密度, 按细菌和细胞数量100∶1的比例向

培养于6孔板中的AGS细胞中加入菌液, 继续培

养24 h. 
1.2.4 荧光定量PCR检测TFF1 mRNA的表达: 
取对数生长期细胞分成5组, 分别加入10%、

20%、30%的药物血清预培养4 h, 再按细菌与

细胞100∶1的比例加入H. pylori共同培养24 h, 
同时以常规培养的AGS细胞为正常对照, AGS
细胞加H. pylori为实验对照, 荧光定量PCR检测

TFF1 mRNA的表达. (1)细胞总RNA的提取: 各
组细胞分别加入细胞裂解液800 μL, 用移液器

吹打均匀, 再加入预冷的氯仿200 μL, 剧烈震荡

15 s, 静置3 min, 4 ℃, 12 000 r/min离心10 min. 
小心吸取上层水相 ,  加入0.5倍体积的无水乙

醇, 混匀之后转入吸附柱中4 ℃, 12 000 r/min离
心30 s, 弃废液, 向吸附柱中加500 μL去蛋白液

4 ℃, 12 000 r/min离心30 s, 弃废液, 向吸附柱中

加700 μL漂洗液, 室温静置2 min, 4 ℃, 12 000 r/min
离心30 s. 重复漂洗一次. 将吸附柱晾干后加入

50 μL RNase-free ddH2O, 室温静置2 min, 4 ℃, 
12 000 r/min离心2 min. 测定RNA浓度及纯度

(A 260/280为1.8-2.0), 置于-80 ℃保存备用; (2)逆转

录反应: 将上述提取的总RNA按照逆转录试剂

盒的说明书操作逆转录合成cDNA. 取3 μg总
RNA, oligo(dT)18 1 μL, 加RNase-free water至
总体积为12 μL, 微离心, 于PCR仪中65 ℃孵育

5 min, 置冰上, 依次加入5×buffer 4 μL, Rnasin 1 
μL, dNTP Mix 2 μL, M-MLV 1 μL, 混匀, 微离心, 
PCR仪中42 ℃孵育60 min, 70 ℃ 5 min终止反

应. 合成的cDNA于-80 ℃保存备用; (3)实时荧光

定量PCR反应(RFQ-PCR)TFF1上游引物序列为: 
5'-GGAGAACAAGGTGATCTGCG-3', 下游引

物序列为: 5'-CCCTTATTTGCACACTGGGA-3', 
扩增产物大小为153 bp; GAPDH上游引物序列

为: 5'-CTATAAATTGAGCCCGCAGC-3', 下游引

物序列为: 5'-GACCAAATCCGTTGACTCCG-3', 
扩增产物大小为143 bp. 反应体系(cDNA 1 μL、
Mix 10 μL、10 μmol/L上、下游引物各0.6 μL、
RNase-free Water 7.8 μL)反应总体积为20 μL进
行PCR扩增反应, 反应条件: 95 ℃ 10 min预变性; 
95 ℃ 15 s变性; 60 ℃ 1 min退火. 共40个循环; 
(4)不同样本表达量的测定: 按标准品的体系以

及条件分别测定不同样本Ct值, 2-△△Ct计算基因

表达的差异.
1.2.5 Western blot: 取对数生长期细胞, 分别加入

10%、20%、30%含药药物血清, 预处理2 h, 再
按细菌与细胞100∶1的比例, 与H. pylori共培养

24 h, Western blot检测TFF1、p-ERK及NF-κB蛋
白表达. 另AGS细胞先加入10 μmol U0126培养2 h
后, 与H. pylori共同培养24 h, Western blot检测

TFF1蛋白表达水平. 以上均以常规培养的AGS
细胞为正常对照, AGS细胞加H. pylori为实验对

照. 各组细胞加入细胞裂解液, 冰上孵育30 min, 
细胞裂解物于4 ℃, 14 000 r/min离心15 min, 取
上清. BCD分析试剂测定蛋白浓度. 20 μg总蛋白

质在SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后, 电转移至

PVDF膜, 含5%脱脂奶粉的TBST液封闭, 室温震

荡 1.5 h, 加一抗4 ℃过夜, HRP标记的二抗, 室温

下震荡2 h后, 以1∶1加入AB显影液, 用Bio-Rad 
Gel doc 2000凝胶成像分析系统进行胶片扫描并

分析灰度值, 以目的条带与内参灰度值的比值

反映蛋白的表达.  
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计分析, 计量资料以mean±SD, 多组均数间的比

较采用单因素方差分析, 两两比较采用SNK检

验, P <0.05表示差异具有统计学意义.  

2  结果

2.1 七方胃痛颗粒对H. p y l o r i 感染的A G S细

胞TFF1 mRNA的影响 与正常对照组比较, H. 
pylori感染的AGS细胞TFF1 mRNA表达升高

(P <0.05), 与实验对照组比较, 10%、20%、30%
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■同行评价
本研究目标明确, 
设计合理, 研究方
法较先进, 实验数
据可靠, 具有创新
性, 有一定的科学
意义. 

药物血清可显著上调H. pylori感染的AGS细胞

TFF1 mRNA表达(P <0.05), 且随着药物血清浓度

的增加, TFF1 mRNA表达量呈递增趋势(图1).
2.2 七方胃痛颗粒对H. pylori 感染的AGS细胞

TFF1蛋白表达的影响 与正常对照组比较, H. py-
lori感染的AGS细胞TFF1蛋白表达升高(P <0.05), 
与实验对照组比较, 10%、20%、30%药物血清

可显著上调H. pylori感染的AGS细胞TFF1蛋白

表达, 其表达水平随药物浓度增加而逐渐增加, 

差异具有统计学意义(P <0.05, 图2). 
2.3 七方胃痛颗粒对H. pylori 感染的AGS细胞

p-ERK、NF-κB蛋白表达水平的影响 AGS细胞

无H. pylori干预时有一定程度的ERK磷酸化水

平, H. pylori感染AGS细胞后, p-ERK、NF-κB蛋
白表达水平明显升高, 而七方胃痛颗粒药物血

清干预后, p-ERK、NF-κB蛋白水平随药物浓度

的增加而降低, 与实验对照组比较差异具有统

计学意义(P <0.05, 图3, 4). 
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图 1 各组细胞中TFF1 mRNA的表达. A: TFF1样品扩增曲线; B: TFF1样品熔解曲线; C: TFF1样品标准曲线; D: TFF1 mRNA

表达量. 1: 正常对照组: AGS细胞; 2: 实验对照组: AGS+H. pylori ; 3: AGS+10%药物血清+H. pylori ; 4: AGS+20%药物血清+H. 
pylori ; 5: AGS+30%药物血清+H. pylori .
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2.4 U0126对H. pylori感染的AGS细胞TFF1蛋白

表达的影响 无H. pylori感染的AGS细胞TFF1蛋
白仅有少量表达, 与H. pylori共培养后TFF1蛋
白表达水平升高, U0126干预后, TFF1蛋白水平

下降, 与实验对照组比较, 差异具有统计学意义

(P <0.05, 图5).

3  讨论 

胃癌的发生与H. pylori有着非常密切的关系, 这
已是医疗界的共识. 1994年世界卫生组织将H. 
pylori列为Ⅰ类致癌因子. 如何快速修复H. pylori
感染引起的黏膜损伤是维护胃黏膜屏障、防止

黏膜损伤持续发展继而导致癌变的关键. TFF1
是三叶肽家族成员之一, 是一类小分子的蛋白

肽, 主要在胃黏膜小凹及上皮表达. 1982年由

Masiakowski等[9]在雌激素诱导人的乳腺癌细胞

系MCF-27中获得. TFF1作为胃肠道腔内黏膜及

上皮细胞的早期关键修复因子, 对胃肠道黏膜

损伤的修复和胃肠道黏膜的完整性方面起着非

常重要的作用. 有研究[10]表明在胃炎及消化性

溃疡组织中, TFF1的表达及较正常组织明显升

高, 且多发/复合性溃疡TFF1表达较单发消化性

溃疡表达升高, 胃黏膜损伤愈重, TFF1表达上调

愈明显. Matsuda等[11]体外用H. pylori感染AGS, 
MKN45及KATOⅢ细胞后研究发现, H. pylori感
染的AGS细胞TFF1表达显著上调. 任建林等[12]

研究发现, 阿司匹林诱导的兔胃应激性溃疡周

围TFF1表达较正常胃黏膜升高, 说明TFF1在胃

黏膜保护中发挥了重要作用. Wright等[13]发现

消化性溃疡附近区域存在一个特有的解剖结

构, 称之为溃疡相关细胞系(ulcer associated cell 
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lineage, UACL). UACL是一种腺样结构, 直接来

源于胃肠腺隐窝基部干细胞, 可以不断地产生

新细胞迁移到溃疡表面, 促进溃疡修复. 
目前临床上对H. pylori的根除治疗主要以

三联疗法为主, 也有研究报道 [14]以PPI和铋剂

为基础加两联抗生素的四联疗法, 但由于耐药

及副作用大等问题的出现, 中医中药逐渐成为

治疗消化性溃疡的焦点. 消化性溃疡、萎缩性

胃炎伴肠上皮化生和(或异型增生)多属中医

“胃痛”“痞满”范畴, 临床主要表现为上腹

不适、饱胀、烧灼痛、胀痛、隐痛、嗳气等, 
其主要病机是脾胃虚弱为本, 继而出现气虚血

瘀、湿热内生、肝脾不和. 七方胃痛颗粒是在

对上述病机的认识上, 根据多年的临床经验总

结的复方制剂. 方中红须参、黄芪益气健脾为

君, 白术、白芍、丹参、木香、吴茱萸疏肝行

气、制酸止痛为臣; 茯苓、枳实、炒鸡内金理

气消食为佐. 全方共奏健脾益气、活血化瘀、

清热利湿、理气止痛、消化滞胀之功效. 前期

动物实验表明其能较好的促进黏膜上皮细胞修

复再生, 减轻腺体的破坏, 逆转胃黏膜腺体萎缩

及肠上皮化生.  
本研究发现, 七方胃痛颗粒药物血清对H. 

pylori感染的AGS细胞TFF1 mRNA和蛋白的表

达具有上调的作用, 并随着药物浓度的增加, 其
表达量增加越明显, 这可能是七方胃痛颗粒抑

制H. pylori感染, 促进损伤上皮修复, 防治H. py-
lori诱发胃癌的可能机制之一. 但是七方胃痛颗

粒上调TFF1的表达机制还不清楚, 是否与ERK/
NF-κB信号通路的参与有关, 我们进行了进一步

的研究.  
ERK是MAPK家族成员中最早得到证实的

转导通路途径, 是由Boulton等[15,16]在20世纪90
年代初被分离鉴定的一种蛋白激酶, 主要分为

ERK1和ERK2, 统称为ERK1/2, 分子量分别为

44 kDa和42 kDa. 各种细胞外信号的刺激因素能

促使ERK通路的激活, 活化的ERK进一步活化

下游的核转录因子NF-κB、AP-1等, 引起特定蛋

白的表达和活性改变. 在多种肿瘤中, ERK具有

高水平的磷酸化, 抑制ERK的磷酸化水平能够

抑制抑制肿瘤细胞的生长、运动和浸润并可诱

导细胞的凋亡[17-20]. 有研究表明[21], 人类胃癌组

织中, ERK活性较正常组织高, CagA可以通过激

活ERK1/2信号通路而促进正常胃上皮细胞的转

化, 提高胃癌发生的危险性, 且ERK的活化在H. 
pylori诱导的胃癌细胞的转化过程中可能起着

重要的作用[22]. NF-κB是一个多功能的核转录因

子, 主要由P50/P65异源二聚体构成, 广泛存在于

真核细胞中, 在静息状态下存在于胞浆中, 当其

受炎症因子等的刺激后背激活, 从胞浆移位进

入细胞核内, 调控相应的靶基因的过度或持续

表达, 而NF-κB调节的产物又能刺激NF-κB的活

化. 目前大量的研究[23-29]表明H. pylori感染可以

激活NF-κB, 激活的NF-κB诱导IL-8、TNF-α等
炎性因子基因转录而引起慢性活动性炎症. 有
研究[30]证实, NF-κB激活诱导的TNF-α的释放, 
均参与佛波酯诱导的实验性胃溃疡组织的损伤. 
我们的前期研究[31]表明, 在TNF-α等炎症因子的

刺激下, 胃黏膜上皮细胞TFF1的表达增加是通

过炎症因子活化NF-κB信号通路来实现的. 那么

七方胃痛颗粒对H. pylori感染人胃黏膜上皮细

胞后TFF1表达增加是否由ERK及其下游转录因

子NF-κB信号通路来实现. 我们的实验研究结果

显示, H. pylori感染人胃黏膜上皮细胞后ERK磷

酸化水平及NF-κB蛋白表达水平上升, 七方胃

痛颗粒干预后, 以剂量依赖的方式上调H. pylori
感染的AGS细胞TFF1蛋白及下调ERK磷酸化

和NF-κB蛋白的表达, 用ERK抑制剂U0126阻断

ERK信号通路后, TFF1蛋白表达下降, 说明七方

胃痛颗粒对H. pylori感染的AGS细胞TFF1表达

的增加有可能是通过抑制ERK/NF-κB信号通路

来实现的, ERK/NF-κB信号通路在七方胃痛颗

粒调控TFF1表达的作用中起着重要的作用. 
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■背景资料
红花注射液 (SS)
具有改善血液循
环、抗凝、抗炎
等药理作用, 目前
临床上主要用于
心血管疾病的治
疗 ,  探 讨 其 作 用
于溃疡性结肠炎
(UC)方面的报道
较少. 
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Abstract   
AIM: To evaluate the therapeutic effect of saf-
flower solution on 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic 
acid (TNBS)-induced ulcerative colitis in rats 
and to explore the underlying mechanisms by 
observing the expression of vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) and basal fibroblast 
growth factor (bFGF).

METHODS: Thirty Wistar rats were randomly 
divided into normal control group, model group 
and safflower group. Ulcerative colitis was in-

duced in the safflower group and model group 
with TNBS by enema. Rats of the safflower 
group were intraperitoneally injected with saf-
flower solution. After ten days, all rats were 
killed. Disease activity index (DAI), colon mac-
roscopic damage score (CMDS) and histologi-
cal damage score were evaluated. Pathological 
changes in the colonic mucosa were examined 
by HE staining. The expression of VEGF and 
bFGF in the colonic mucosa was detected by real 
time-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
immunohistochemistry (IHC). 

RESULTS: Compared to normal controls, the 
DAI, CMDS and histological damage scores in 
model rats were significantly increased (all P < 
0.01). Compared to the model group, the above 
parameters were significantly improved in the 
safflower group (all P < 0.05). Compared to nor-
mal controls, the expression levels of VEGF and 
bFGF in model rats were increased significantly 
(all P < 0.01). Treatment with safflower solution 
significantly decreased the expression levels of 
VEGF mRNA and protein in ulcerative colitis 
(both P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with safflower solu-
tion could reduce inflammatory injury in a rat 
model of ulcerative colitis possibly by reducing 
the expression of VEGF and inhibiting patho-
logic angiogenesis in the colonic mucosa. 

Key Words: Ulcerative colitis; Safflower solution; 
Vascular endothelial growth factor; Basal fibroblast 
growth factor; Angiogenesis 

Yuan H, Li XX, Wang HM, Yuan ZY, Zhao XM, Han X, 
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expression of VEGF and bFGF in ulcerative colitis in rats. 
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摘要
目的: 观察红花注射液(safflower solution, SS)
对2, 4, 6-三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitrobenzene 
sulfonic acid, TNBS)诱导的大鼠溃疡性结肠
炎(ulcerative colitis,  UC)的疗效及其对大鼠结
肠组织血管内皮生长因子(vascular endothelial 
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■研发前沿
UC的发病机制尚
不 明 确 ,  病 理 表
现为慢性非特异
性 炎 症 反 应 .  近
年 来 ,  有 研 究 发
现病理性血管生
成在UC的病理机
制中起重要作用, 
调节UC血管生成
逐渐成为研究的
热点.

growth factor, VEGF)和碱性成纤维细胞生长
因子(basal fibroblast growth factor, bFGF)表达
的影响.

方法: 将30只Wis tar大鼠随机分为正常对照
组、模型组、红花组, 每组10只. 用TNBS灌
肠法复制大鼠UC模型, 红花组同时给予腹腔
注射SS 2 mL/(kg·d)干预治疗, 模型组与对照
组给予等量生理盐水. 造模10 d后, 收集标本. 
对大鼠行疾病活动指数(disease activity index, 
D A I)、结肠大体形态评分及组织学损伤评
分, 分别用免疫组织化学法及实时荧光定量
PCR(real time-polymerase chain reaction, RT-
PCR)技术检测大鼠结肠黏膜中VEGF、bFGF
的表达.

结果: 与正常对照组相比, 红花组、模型组
DAI评分, 结肠大体形态损伤评分和组织学损
伤评分均显著增高(P <0.01); 而与模型组相比, 
红花组能显著改善UC症状(P <0.05). 模型组
大鼠VEGF、bFGF表达水平明显高于正常组
(P <0.01); 与模型组相比, 红花组VEGF表达显
著降低(P <0.05).

结论: SS能够显著改善UC大鼠结肠损伤及炎
症反应, 这可能与其有效下调VEGF的表达, 
抑制病理性血管生成有关.

关键词: 溃疡性结肠炎; 红花注射液; 血管内皮生长

因子; 碱性成纤维细胞生长因子; 血管生成
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的病因及发

病机制尚未完全阐明, 目前认为与遗传、环境

及免疫等多因素有关[1,2]. 近年来, 有文献研究报

道血管生成在其病理机制及黏膜修复中起重要

作用[3-5]. 血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)是目前认为作用最强、特

异度最高的促血管生成因子, 能够促进组织修

复、诱导毛细血管再生[6]. 碱性成纤维细胞生长

因子(basal fibroblast growth factor, bFGF)是由内

皮细胞及平滑肌细胞合成, 有强烈的促组织修

复及血管生成作用[7], 国外已有研究证明, VEGF
在UC病理机制中起重要作用, 而bFGF可以促进

UC黏膜修复及愈合[8]. 中药红花有活血化瘀, 消

肿止痛的功效, 目前主要用于心脑血管疾病的

治疗, 疗效好, 不良反应较少[9,10], 尚无应用于UC
研究的报道. 本实验旨在观察红花注射液(saf-
flower solution, SS)对UC大鼠的疗效, 并通过其

对大鼠结肠VEGF及bFGF表达的影响, 从影响血

管生成方面研究其可能的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SS主要成分为红花黄色素、红花甙、

红花红色素等, 由亚宝药业集团股份有限公司

提供; 2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS, 美国Sigma公
司); 兔抗大鼠VEGF、bFGF单克隆抗体(北京博

奥森生物技术公司); 浓缩型DAB显色剂、免疫

组织化学PV超敏试剂盒(PV-6001)购自北京中

杉金桥生物有限公司; TRIzol试剂盒(上海生工

生物工程技术服务有限公司); cDNA第一链合

成试剂盒、SYBR GreenⅠ嵌合荧光PCR试剂盒

(Takara公司). 健康♂Wistar大鼠30只, 体质量为

200 g±10 g, 由山东中医药大学动物中心提供, 
随机分为正常对照组、模型组和红花治疗组, 
每组各10只.
1.2 方法

1.2.1 造模与干预: 参照文献所述[11], 采用TNBS
灌肠法制作UC大鼠模型. 大鼠禁食24 h后, 用
10%水合氯醛4.5 mL/kg腹腔注射麻醉, TNBS与
无水乙醇以1∶1比例混匀, 根据大鼠禁食后体

质量, 按照50 mg/kg计算出红花组和模型组每只

大鼠所需的混合药液用量, 用聚乙烯导管经肛

门缓慢插入结肠约8 cm, 将药液注入肠腔, 正常

对照组灌注等量生理盐水. 红花组自造模当天

起, 以400 mg/(kg·d)为标准, 计算出每只大鼠所

需干预药量, 并用生理盐水稀释至2 mL, 每天腹

腔注射; 模型组及正常对照组每天腹腔注射2 mL
生理盐水, 总共10 d.
1.2.2 标本采集: 造模10 d后, 观察各组大鼠的一

般情况, 用10%水合氯醛麻醉动物, 称取质量后

处死, 迅速剖取距肛门约7-8 cm结肠, 沿肠系膜

纵轴切开, 在冷生理盐水中洗净, 取一部分用4%
多聚甲醛固定, 用于HE染色及免疫组织化学检

测, 另一部分在RNa-Free0.9%NS中洗净后, 先保

存于液氮罐中, 再尽快转存于-80 ℃冰箱中, 用
于实时荧光定量PCR检测.
1.2.3 结肠炎症评价: 采用疾病活动指数(disease 
activity index, DAI)、结肠大体形态损伤评分

及组织学损伤评分来评价结肠炎症. (1)DAI评
分: 造模10 d后, 综合大鼠体质量下降百分率

■相关报道
研究表明, 一些促
血管生成因子在
UC患者中明显升
高 ,  导 致 过 度 的
或病理的血管生
成, 加重微循环障
碍、淤血及炎症
反应, 而SS已被证
实能较好的改善
血液循环并具有
一定的抗炎功效.
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(体质量不变为0, 1-5%为1分, 6%-10%为2分, 
11%-20%为3分, >20%为4分), 大便形状(正常为

0, 大便松散为2分, 腹泻为4分)与大便带血情况

(正常为0分, 隐血阳性为2分, 显性出血为4分)进
行积分[12]; (2)大体形态损伤评分: 0分, 黏膜无

损伤; 1分, 局部充血水肿, 但无溃疡; 2分, 局部

溃疡但无明显水肿或肠壁增厚; 3分, 溃疡伴1个
部位炎症; 4分, 2个或更多部位溃疡及炎症, 但
溃疡大小<1 cm; 5分, 沿结肠纵轴超过1 cm的病

损; 6-10分, 沿结肠纵轴超过2 cm的病损, 每增多

1 cm积分增加1分[13]; (3)组织学损伤评分: 选10
个视野(×100)平均评分. 评分标准: 0分, 正常结

肠黏膜; 1分, 隐窝缺损1/3时; 2分, 隐窝缺损2/3; 
3分, 固有层覆盖单层上皮伴轻度炎性细胞浸润; 
4分, 黏膜糜烂、溃疡伴显著炎性细胞浸润. 
1.2.4 免疫组织化学法检测VEGF、bFGF蛋白的

表达: 按照试剂说明进行操作, 结果判断: VEGF
阳性表达为细胞质呈棕黄色, bFGF阳性表达为

细胞质或/和细胞核呈棕黄色. 阳性表达细胞计

数标准: 每张切片随机选取5个高倍视野(×400), 
分别计数1 000个细胞, 计算阳性细胞百分比. 
1.2.5 RT-PCR检测VEGF、bFGF mRNA的表达: 
按照TRIzol试剂盒说明书提取总RNA后, 立即

进行电泳, 鉴定RNA的完整性, 并于紫外分光

光度计分析RNA纯度. 按照cDNA第一链合成

试剂盒说明书得到cDNA. 按SYBR GreenⅠ嵌

合荧光PCR试剂盒说明书将cDNA进行扩增. 以
GAPDH为内参照, 其上游引物为GGCACAGT-
CAAGGCTGAGAATG, 下游引物为ATGGTG-

GTGAAGACGCCAGTA. VEGF上游引物为

TCACCCTGTTCTGCTTTCTCAT, 下游引物为

GAGTCCCTTTTTCTGTGACCTG; bFGF上游引

物为TCCAAGCAGAAGAGAGAGGAGT, 下游

引物为AGGCGTTCAAAGAAGAAACACT. 根
据荧光定量PCR仪显示的CT值通过2-△△Ct方法

分析各组相对基因表达差异.
统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  用

SPSS17.0软件进行统计分析, 对数据行单因素

方差分析(one-way analysis of variance, one-way 
ANOVA), 再用SNK-q检验进行组间比较. P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠DAI、结肠大体形态损伤评分及组织学

损伤评分 模型组与红花组UC大鼠体质量减轻, 
轻者出现稀便, 重者可见黏液脓血便, 肉眼观察

肠壁明显增厚, 黏膜充血、水肿, 有节段性环周

溃疡形成, 溃疡表面附有黑褐色膜状坏死物, 光
镜下见黏膜层大片缺失、脱落, 腺体破坏, 杯状

细胞减少, 大量炎性细胞浸润, 主要为中性粒细

胞和少量淋巴细胞, 局部见肉芽组织形成. 与正

常对照组相比, 大鼠DAI评分、结肠大体形态

损伤评分及组织学损伤评分显著升高(P <0.01). 
而与模型组相比, 红花组体质量增加, 大便性状

明显改善, 肠壁黏膜见不同程度的点片状或节

段性充血、水肿, 糜烂或溃疡形成的严重程度

明显减轻, 光镜下见上皮及溃疡得到不同程度

修复, 间质水肿减轻, 上述观察指标显著降低

表 1 各组大鼠结肠炎症评分

     分组       DAI  大体评分 组织学损伤评分

模型组 7.56±0.87b 6.33±0.81b    6.84±0.93b

红花组 4.13±0.27bc 3.01±0.47bc    3.29±0.60bc

正常组 0.32±0.30 0.29±0.26    0.27±0.21

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组; DAI: 疾病活动指数.

表 2 血管内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子在各组大鼠结肠中的表达

     分组 VEGF阳性细胞率(%) VEGF mRNA相对表达 bFGF阳性细胞率(%) bFGF mRNA相对表达

模型组     38.58±0.42b      5.19±0.90b    28.59±0.78b       8.16±0.73b

红花组     21.50±0.92bc      2.73±0.76bc    22.57±0.76b       6.90±0.49b

正常组     10.21±0.83      1.20±0.16      8.36±0.70       1.13±0.48

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组. VEGF: 血管内皮生长因子; bFGF: 碱性成纤维细胞生长因子.

■创新盘点
将 活 血 化 瘀 的
S S 用 于 U C 的 治
疗并观察其对血
管内皮生长因子
(VEGF)及bFGF
表达的影响, 从调
节血管生成方面
初步探讨其治疗
机制.
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(P <0.05, 表1, 图1).
2.2 免疫组织化学结果 模型组与红花组大鼠

结肠黏膜上皮及固有层中均可见VEGF阳性表

达, 较正常组明显升高, 而红花组较模型组相比, 
VEGF蛋白表达显著降低(P <0.05, 表2, 图2). 各
组大鼠结肠黏膜固有层的内皮细胞和平滑肌细

胞及胞外基质中、黏膜下层的血管内皮细胞中

均可见bFGF阳性表达, 其中模型组与红花组较

对照组明显升高, 红花组在肉芽组织的血管内

皮细胞、成纤维细胞及胞外基质中可见bFGF
阳性颗粒, 但与模型组无显著差异(P >0.05, 表2, 
图3).
2.3 RT-PCR结果 提取RNA电泳示RNA完整性

好. 根据紫外分光光度计显示的吸光度值, 求得

A 260/280比值在1.82-1.98之间, 说明RNA纯度较

高. VEGF mRNA、bFGF mRNA相对表达结果

见表2.

3  讨论

VEGF早期亦称作血管通透因子, 是血管内皮

细胞特异性的肝素结合生长因子, 可在体内诱

导血管新生, 能直接作用于血管内皮细胞促进

血管内皮细胞增殖, 增加血管通透性[14,15]. 近年

来, 国外许多研究发现VEGF在UC中可诱发病

理性血管生成, 增加微血管密度, 导致血管收

缩、微血栓形成, 同时提高血管通透性, 加重炎

症细胞浸润, 在UC发病机制中起重要作用[16-19]. 
Tolstanova等[20]在大鼠动物模型中肌肉注射抗

VEGF抗体治疗后, 可以明显减轻结肠黏膜损伤, 
降低血管渗透性, 减轻炎症细胞浸润, 直接证明

了VEGF在UC发病中的致病作用.
bFGF具有强烈的血管生成作用[21]. 在体外

能刺激细胞增殖、迁移, 诱导纤溶酶原激活物

及胶原酶活性, 是与肝素有高亲和力的细胞促

分裂原[22,23]. 目前已有大量研究发现b-FGF可以

A B C

图 1 各组大鼠的结肠病理组织(HE×40). A: 正常组; B:模型组; C: DG组.

A B C

图 2 免疫组织化学示各组大鼠血管内皮生长因子在结肠黏膜表达(PV×200). A: 正常组; B:模型组; C: DG组.

A B C

图 3 免疫组织化学示各组大鼠碱性成纤维细胞生长因子在结肠黏膜表达(PV×100). A: 正常组; B:模型组; C: DG组.

■应用要点
研究发现 ,  SS对
大鼠UC有显著的
疗 效 ,  能 明 显 降
低VEGF的表达 , 
改 善 炎 症 反 应 , 
将其用于治疗UC
值得进一步研究.
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促进UC黏膜修复, 减轻炎症反应, 并已有一些研

究将bFGF应用于亚临床实验性治疗, 取得了一

定的效果[24,25]. 因此调节血管生成及抗血管生成

成为近几年研究UC的一个热点, Tolstanova等[26]

在动物模型中通过抗血管生成治疗UC取得了较

好的成果.
红花是传统活血化瘀中药, 可以抑制血栓形

成, 对抗凝血, 对缺血再灌注有保护作用[27-29], 而
且能够显著改善血液循环, 临床上还用于治疗

血栓性疾病[30], 也用于妇科绝经后的治疗[31]. 红
花还具有抑制血管内皮细胞过度增殖, 稳定血

管内膜的功效. 在本实验中, 模型组大鼠结肠炎

症损伤明显, VEGF与bFGF表达较正常组明显

升高, 反映为免疫组织化学染色(immunohisto-
chemistry, IHC)升高和相对mRNA表达增加. 用
SS对UC大鼠进行干预后, 实验组大鼠症状好

转, 病理结果示炎性损伤明显减轻, VEGF蛋白

及mRNA表达较模型组明显下降, 但与模型组相

比, bFGF表达差异并无统计学意义. 因此, 我们

认为, SS通过下调VEGF的表达, 保护血管内皮

细胞, 降低血管通透性, 进而抑制病理性血管生

成, 减轻UC的炎性损伤, 促进黏膜修复.
目前调节血管生成在UC的病理机制及治疗

方面提供了新的思路, 本实验通过观察SS对实

验性UC大鼠VEGF及FGF表达的影响, 探讨其对

UC中血管生成的影响, 并为其应用于UC的治疗

提供了理论依据.
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■背景资料
食管癌是临床最
常见的恶性肿瘤
之一, 居全球癌症
死 亡 原 因 的 第 5
位. Klotho是1997
年发现与衰老相
关 的 基 因 .  近 年
来, 一些学者报道
了Klotho在乳腺
癌、肺癌、胰腺
癌与结肠癌等中
具有抑制肿瘤细
胞生长与转移, 促
进肿瘤细胞凋亡
等功能.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
expression of Klotho and β-Catenin in esopha-
geal carcinoma. 

METHODS: Tissue microarray technique and 
immunohistochemistry were used to examine 
Klotho and β-Catenin expression in 75 esophageal 
carcinoma tissue specimens and matched tumor-
adjacent esophageal tissue. Correlations between 
Klotho and β-Catenin expression and clinical and 
pathological features were then analyzed.

RESULTS: The positive rate of Klotho expres-

sion was significantly lower in esophageal 
carcinoma tissue than in tumor-adjacent tis-
sue (14.9% vs 63.4%, P < 0.05). The expression 
of Klotho was correlated with tumor invasion 
and clinical stage (both P < 0.05). The positive 
rate of β-Catenin expression was significantly 
higher in esophageal carcinoma tissue than in 
tumor-adjacent tissue (80.0% vs 16.4%, P < 0.05). 
The expression of Klotho was correlated with 
lymph node metastasis and tumor clinical stage 
(r = -0.276, P < 0.05). 

CONCLUSION: The positive rates of Klotho 
and β-Catenin expression differed significantly 
between esophageal carcinoma and tumor-
adjacent tissue. Klotho and β-Catenin may be 
used as important markers for esophageal carci-
noma and are helpful for prognosis prediction in 
esophageal carcinoma. 

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Tissue microarray; Klotho; β-Catenin

Tang XW, Huang S, Wang M, Ji GZ, Fan ZN. Clinical 
significance of expression of Klotho and β-Catenin in 
esophageal squamous cell carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 3305-3309

摘要
目的: 研究Klotho与β-Catenin蛋白在食管癌
与癌旁组织中的表达及其与临床病理特征的
关系. 

方法: 采用免疫组织化学EnVision二步法, 检
测Klotho与β-Catenin蛋白在75对食管鳞状细
胞癌与其癌旁组织芯片中的表达情况, 并结合
临床病理资料进行统计分析. 

结果: Klotho在食管癌中表达的阳性率明显低
于癌旁组织(14.9% vs  63.4%, P <0.05), Klotho
的表达与TNM分期、浸润深度明显相关(均
P <0.05). β-Catenin在食管癌中表达的阳性率
明显高于癌旁组织(80.0% vs  16.4%, P <0.05), 
β-Catenin的表达与淋巴结转移、TNM分期明
显相关(均P <0.05). Klotho与β-Catenin在食管
癌中的表达成负向关(r  = -0.276, P <0.05).  

■同行评议者
陈洪, 副教授, 主
任医师, 东南大学
附属中大医院消
化科
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■研发前沿
目 前 ,  W n t 信 号
通路的激活在多
种恶性肿瘤的发
生发展中起重要
作用 .  β-Catenin
作为 W n t 通路中
重 要 的 信 号 分
子 ,  已 有 研 究 证
实了他与多种恶
性肿瘤的发生发
展 密 切 相 关 .  但
是未见Klotho与
β-Catenin在食管
癌中相互作用的
相关报道.

结论: Klotho与β-Catenin在食管鳞状细胞癌与
癌旁组织中的表达阳性率不同, 差异均具有显
著性, 联合检测癌组织中Klotho与β-Catenin的
表达可为食管癌的进展与预后提供重要的参
考依据. 

关键词: 食管鳞状细胞癌; 组织芯片; Klotho基因; 

β-Catenin蛋白
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0  引言

食管癌是临床最常见的恶性肿瘤之一, 居全球

癌症死亡原因的第5位[1]. 对食管癌发生发展的

分子机制研究对阐明食管癌发生机制、筛查高

风险人群、判断预后及食管癌的基因治疗均具

有重要的意义. Klotho是1997年发现与衰老相关

的基因[2]. 近年来, 一些学者报道了Klotho在乳

腺癌、肺癌、胰腺癌与结肠癌等中具有抑制肿

瘤细胞生长与转移, 促进肿瘤细胞凋亡等功能[3]. 
而β-Catenin作为Wnt通路中重要的信号分子, 已
有研究证实了他与多种恶性肿瘤的发生发展密

切相关[4-8]. 但是Klotho与β-Catenin在食管癌中相

互作用未见有相关报道. 本研究利用免疫组织

化学EnVision二步法检测Klotho与β-Catenin在
食管癌与癌旁组织芯片中的表达情况, 探讨食

管癌组织中Klotho与β-Catenin的表达与食管癌

临床病理特征的关系以及2者的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管鳞状细胞癌组织芯片为上海芯超生

物技术有限公司产品(编号HEso-Squ150CS-01), 
每例芯片的直径为1.5 mm, 厚度为4 μm, 10×16
双芯排列, 用统一标准的方法加工[9]. 每片芯片

的完整性>95%. 在75例标本中, 男47例, 女18例; 
年龄41-81岁, 中位年龄60岁. 参照2000年世界卫

生组织推荐的肿瘤分化分级标准, 低分化鳞癌

57例, 中、高分化鳞癌18例. 按2002年国际抗癌

联盟TNM分期法, Ⅰ期11例, Ⅱ期27例, Ⅲ期27
例, Ⅳ期10例. 一抗山羊抗人Klotho与β-Catenin
多克隆抗体和相应二抗均购自Santa Cruz公司

(产品编号分别为sc-22218和sc-2020), -20 ℃保

存, 一抗工作浓度为4 μg/mL. 即用型免疫组织化

学EnVision二步法试剂盒购自基因有限公司. 
1.2 方法 采用免疫组织化学EnVision二步法检

测Klotho与β-Catenin蛋白表达情况. 用已知阳性

组织切片作阳性对照, 以PBS代替一抗作阴性对

照, 按试剂盒说明书进行操作. 结果判定: 据染

色强度与阳性细胞比例综合计分, 细胞的染色

强度可分为0分(染色阴性), 1分(淡黄色颗粒), 2
分(棕黄色颗粒), 3分(褐色颗粒); 阳性细胞比例

的评分方法为: 0分(阳性细胞比例≤5%), 1分
(5%<阳性细胞比例≤25%), 2分(25%<阳性细胞

比例≤50%), 3分(50%<阳性细胞比例≤75%), 4
分(75%<阳性细胞比例≤100%). 根据2项乘积的

分数分为4级, 分数≤4记为-, 4<分数≤8记为+, 
8<分数≤12记为++, 分数>12记为+++. 其中-记
为Klotho与β-Catenin表达阴性;  +, ++, +++记为

Klotho与β-Catenin表达阳性. 
统计学处理 采用Spss13.0统计软件进行分

析. Klotho与β-Catenin蛋白在食管癌与癌旁组织

中表达差异, 以及Klotho与β-Catenin与临床病理

特标(性别、年龄、食管癌临床分期、病理分

级、淋巴结转移、浸润深度等)的关系采用χ2检

验. Klotho与β-Catenin表达阳性率的相互关系采

用Spearman等级相关分析, P <0.05表示差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 组织芯片的质量 组织芯片经免疫组织化学

染色后, 光镜下剔除染色效果差, 组织残缺不全

的标本, 最后进入统计检测Klotho表达的组织

芯片含74例食管癌组织与71例癌旁组织. 检测

β-Catenin表达的组织芯片含75例食管癌组织与

67例癌旁组织. 
2.2 Klotho与β-Catenin蛋白在食管癌与癌旁组织

中的表达 74例食管癌组织中11例Klotho表达阳

性(14.9%), 显色部位主要为细胞浆, 63例Klotho
表达阴性(85.1%, 图1A). 71例癌旁组织中45例
Klotho表达阳性(63.4%, 图1B), 26例Klotho表达

阴性(36.6%). 75例食管癌组织中60例β-Catenin
表达阳性(80.0%, 图2A), 显色部位主要为细胞

浆, 15例β-Catenin表达阴性(20.0%). 67例癌旁

组织中11例β-Catenin表达阳性(16.4%), 56例
β-Catenin表达阴性(83.6%, 图2B). 经分析Klotho
与β-Catenin蛋白在食管癌与癌旁组织中表达差

异均有统计学意义(均P <0.05, 表1). 
2.3 Klotho与β-Catenin蛋白表达与食管癌临床

病理特征的关系 Klo tho表达阳性与食管癌患

者性别、年龄、病理分级、淋巴结转移无统计

学意义, 而与临床分期、浸润深度有密切关系

■相关报道
多项研究已经表
明Wnt/β-Catenin
信号通路的激活
在多种恶性肿瘤
的发生发展中起
重要作用. Lee等
将宫颈癌细胞成
功转染Klotho基
因 后 ,  发 现 癌 细
胞的生长明显受
限, 凋亡率明显增
加, 细胞内的Wnt
通路重要的信号
分子β-Catenin含
量明显减少, 促进
细胞增殖的分子
c-myc与CCND1
明显降低.
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(均P <0.05). β-Catenin表达阳性与食管癌患者性

别、年龄、病理分级、浸润深度无统计学意义, 
而与临床分期、淋巴结转移有密切关系(P <0.05, 
表2). 
2.4 Klotho与β-Catenin蛋白在食管癌组织表达

的相关性 Spearman等级相关分析表明Klotho
与β-Catenin之间表达存在相关性(r  = -0.276, 
P <0.05, 表3).

3  讨论

Klotho基因于1997年被发现, 最先的研究认为

他是一种抗衰老基因, Klotho敲除的老鼠表现

出一系列衰老的症状, 如骨质疏松、肺气肿、

皮肤萎缩、动脉硬化等[10-16]. 近年来对Klotho
的功能研究提示其与恶性肿瘤的发生发展密

切相关 [17-30].  Lee等[21]将宫颈癌细胞成功转染

Klotho基因后, 发现癌细胞的生长明显受限, 凋
亡率明显增加, 细胞内的Wnt通路重要的信号分

子β-Catenin含量明显减少, c-myc与CCND1明显

降低. Wnt/β-Catenin通路已被研究证实在多种

恶性肿瘤的发生发展中起促进作用, β-Catenin是
该通路中重要的信号分子, Veeramachaneni等[8]

研究发现下调β-Catenin的表达能显著抑制食管

癌细胞的生长. 
本实验通过组织芯片联合免疫组织化学

EnVision二步法检测了食管鳞癌及癌旁正常组

织中Klotho与β-Catenin蛋白的表达情况, 结果

表明食管癌中的Klotho的表达低于癌旁组织, 
β-Catenin的表达高于癌旁;  Klotho的表达还与

食管癌的浸润深度、临床分期密切相关, 随着

食管癌浸润的加深、临床分期的增高, Klotho的
表达阳性率降低. β-Catenin蛋白的表达与食管癌

的淋巴结转移、临床分期密切相关, 随着食管

癌发生淋巴结转移、临床分级增高, β-Catenin
的表达阳性率升高. 这些结果提示食管癌的发

生与Klotho的低表达有关, Klotho可能作为一肿

瘤抑制因子参与食管癌的进展过程; 而食管癌

的发生发展与β-Catenin的高表达有关, β-Catenin
可以作为食管癌的促进因子 .  并且K l o t h o与
β-Catenin在食管癌组织中表达阳性率的相关分

表 1 Klotho与β-Catenin在食管癌与癌旁组织中的表达

     
                         Klotho                       β-Catenin

 阳性(%) 阴性   P 值 阳性(%) 阴性   P 值

癌组织 11(14.9)  63 0.000 60(80.0)   15 0.000

癌旁组织 45(63.4)  26 11(16.4)   56

A B 图  1  免 疫 组 织 化 学
EnV is ion二步法检测食
管鳞癌及其癌旁组织中
Klotho蛋白的表达(×200). 
A: 食管癌组织中呈阴性

表达; B: 癌旁组织中呈阳

性表达.

A B 图  2  免 疫 组 织 化 学
EnV is ion二步法检测食
管鳞癌及其癌旁组织中
β-Catenin蛋白的表达(×
200). A: 食管癌组织中呈

阴性表达; B: 癌旁组织中

呈阳性表达.

■创新盘点
本 研 究 报 道 了
Klotho在食管癌
中低表达, 与食管
癌的浸润深度、
临床分期密切相
关 .  β -Catenin蛋
白在食管癌中高
表 达 ,  与 食 管 癌
的淋巴结转移、
临床分期密切相
关. Klotho在食管
癌的发生发展中
起 抑 制 作 用 ,  并
且 在 食 管 癌 中
Klotho的表达与
β-Catenin的表达
呈负相关. 

■应用要点
Klotho与β-Catenin
的表达量可作为
判断食管癌预后
的指标. 但Klotho
与β-Catenin在食
管癌发生发展中
相互作用的具体
分子机制还需进
一步研究.
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析发现呈负相关, 进一步提示2者在食管癌发生

中起着相反的作用, Klotho的低表达与β-Catenin
的高表达共同参与了食管癌的发生发展. 

综上所述, Klo tho在食管癌中低表达, 与
食管癌的浸润深度、临床分期密切相关 . 
β-Catenin蛋白在食管癌中高表达, 与食管癌的

淋巴结转移、临床分期密切相关. 2者可作为判

断食管癌预后的指标, 但Klotho与β-Catenin在食

管癌发生发展中相互作用的具体分子机制还需

进一步研究. 
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表 2 Klotho与β-Catenin在癌组织中的表达与患者临床病理特征的关系

     
临床病理特征

                            Klotho                         β-Catenin

 阳性 n (%) 阴性   P 值 阳性 n (%) 阴性  P 值

性别

  男   7(63.4)  49 0.468 48(81.4)    8 0.055

  女   4(36.4)  13 11(18.6)    7

年龄(岁)

  >60   7(63.4)  32 0.461 31(52.5)    8 0.956

  <60   4(36.4)  30 28(47.5)    7

浸润深度

  未侵及外膜   9(81.8)  29 0.046 29(50.0)  10 0.078

  侵犯到外膜   2(18.2)  30 29(50.0)    3

病理分级

  Ⅰ级, Ⅱ级 10(90.9)  47 0.425 44(73.3)  14 0.190

  Ⅱ--Ⅲ级,Ⅲ级   1(9.1)  16 16(26.7)    1

淋巴结转移

  无   8(72.7)  28 0.092 25(42.4)  11 0.032

  有   3(27.3)  34 34(57.6)    4

TNM分期

  1期+2期   9(81.8)  28 0.022 27(45.0)  11 0.050

  3期+4期   2(18.2)  35 33(55.0)    4

表 3 Klotho与β-Catenin在食管癌组织中表达的相关性

           β-Catenin
合计

阳性 阴性

Klotho 阳性    4    4     8

阴性  56  10   66

合计 60  14  74

采用Spearman等级相关分析法: 相关系数r = -0.276, P  = 0.017.

■名词解释
组织芯片: 也称组
织微阵列 ( t i ssue 
microarrays), 是
生物芯片技术的
一个重要分支, 是
将许多不同个体
组织标本以规则
阵列方式排布于
同一载玻片上, 进
行同一指标的原
位组织学研究. 组
织芯片技术可以
与其他很多常规
技术如免疫组织
化学(IHC)、核酸
原位杂交(ISH)、
荧 光 原 位 杂 交
(FISH)、原位PCR
等结合应用, 检测
一种或多种分子
的表达情况等. 
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β-Catenin在食管
癌发生发展中相
互作用的关系未
见报道. 本文具有
较好的创新性.
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■背景资料
胃癌是中国最常
见的恶性肿瘤之
一, 严重威胁人民
的身体健康, 其早
期诊断极为重要, 
随着内镜技术的
不断提高, 窄带成
像放大内镜(NBI-
ME)在早期胃癌
的诊断中越来越
受到重视. 本文通
过研究NBI-ME内
镜下胃黏膜细微
结构改变, 试图寻
找早期胃癌的特
异性黏膜改变.
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Abstract
AIM: To detect the expression of Ki67 and CDX2 
in intestinal metaplasia (IM) among gastric mu-
cosa appearing as type C, D or E pit pattern, and 
to assess the correlation between the degree of 
IM and the morphology of gastric pits.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to examine the expression of Ki67 and CDX2 
proteins in 452 cases of gastric mucosal lesions 

with different pit patterns. The degree of IM was 
evaluated by hematoxylin and eosin staining.

RESULTS: The positive rates of Ki67 in non-
atrophic gastritis (NAG) appearing as type B 
pit pattern (BG), atrophic gastritis (AG) with IM 
appearing as type C pit pattern (CIM), AG with 
IM appearing as type D pit pattern (DIM), AG 
with IM appearing as type E pit pattern (EIM), 
low intraepithelial neoplasia (LIN), and gastric 
antrum adenocarcinoma (GAAC) were 16.2%, 
40.5%, 44.0%, 64.3%, 71.4%, and 87.1%, respec-
tively. The positive rate of Ki67 protein in EIM 
was significantly different from those in CIM 
and DIM (P = 0.002, 0.008), but there was no 
difference between CIM and DIM. The positive 
rates of CDX2 protein were 21.6%, 75.0%, 78.6%, 
81.0%, 80.4%, and 84.3% in the above groups, re-
spectively. The positive rate of CDX2 protein in 
EIM was significantly different from that in BG (P 
= 0.000), but not different from those in CIM and 
DIM. The degree of IM was significantly higher 
in EIM than in DIM and CIM (P = 0.000). 

CONCLUSION: CDX2 may have no relationship 
with micromorphology of IM in gastric mucosa. 
The expression of Ki67 protein and the degree 
of IM in EIM were higher than those in CIM and 
DIM.

Key Words: Intestinal metaplasia; Early gastric can-
cer; Gastric pits; NBI-ME

Zhao YR, Zhao ZG, Ma J, Huang H, Liu C, Zhong YL, Cui 
J, Li ZF, Ren JL, Wu HF, Hu GM. Differential expression 
of Ki67 and CDX2 proteins in intestinal metaplasia among 
gastric mucosa appearing as type C, D, or E pit pattern. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 3310-3316

摘要 
目的: 检测C型、D型和E型腺管开口肠上皮
化生胃黏膜组织中Ki67、CDX2的表达情况, 
评估肠上皮化生程度(intestinal metaplasia, IM)
与腺管开口形态的相关性.

方法: 应用免疫组织化学EnVision二步法检测

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 总
医院消化内科
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■研发前沿
N B I - M E 内镜在
胃癌诊断方面的
应用价值是当前
研 究 的 热 点 .  通
过辨别 N B I - M E
内镜下胃小凹腺
管开口的细微差
异有望早期发现
胃癌.

Ki67、CDX2蛋白在452例不同腺管开口胃黏
膜病变中的表达情况; 苏木素-伊红染色法评
估IM的程度. 

结果: 在非萎缩性胃炎胃小凹腺管开口呈B型
(B型腺管开口胃炎)、萎缩性胃炎伴IM胃小
凹腺管开口呈C型(C型腺管IM)、萎缩性胃炎
伴IM胃小凹腺管开口呈D型(D型腺管IM)、
萎缩性胃炎伴IM胃小凹腺管开口呈E型(E型
腺管IM)、低级别上皮内瘤变和胃窦腺癌组
织中Ki67蛋白的表达阳性率分别为16.2%、

40.5%、44.0%、64.3%、71.4%和87.1%, E型
腺管IM组分别与C、D组之间差别有统计学
意义(P  = 0.002, = 0.008), 而C与D组差异无统
计学意义; 以上6组中CDX2蛋白的表达阳性
率分别为21.6%、75.0%、78.6%、81.0%、

80.4%和84.3%, E型腺管IM组与C、D组之间
没有统计学上的差异, 但与B型腺管开口胃炎
组的差异有统计学意义(P   = 0.000). IM程度 E
型>D型>C型, 差异有统计学意义(P   = 0.000). 

结论: CDX2可能与胃黏膜IM组织的微形态无
关; E型腺管IM黏膜比C型、D型的Ki67表达
高, IM程度重, 胃镜随访检查时应重视这些黏
膜改变的活检. 

关键词: 肠上皮化生; 早期胃癌; 腺管开口; 窄带成

像放大内镜

赵燕如, 赵治国, 马军, 黄煌, 刘超, 钟亚莉, 崔静, 李振峰, 任景
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20(34): 3310-3316
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0  引言

肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM)被认为是

胃癌发展过程中的关键阶段, 与肠型胃癌关系密

切, 近年来随着高清晰放大胃镜及窄带成像技术

(narrow band imaging, NBI)的临床应用, 胃黏膜

的表面结构、黏膜表面的微细腺管开口特点及

微血管形态能够清晰地显示[1-4], 这使得内镜下

诊断IM已成为可能. 本文主要针对NBI放大胃镜

下IM黏膜的不同微形态对IM进行分类研究, 比
较不同胃窦腺管开口的IM黏膜中增殖因子Ki67
及肠化因子CDX2的表达情况, 判断哪种类型小

凹的增殖活性高, 从而为临床随访、胃镜直视下

靶向活检提供依据. 本文根据胃小凹腺管开口形

态将IM黏膜分为: 萎缩性胃炎伴IM胃小凹腺管

开口呈C型(简称C型腺管IM)、萎缩性胃炎伴IM

胃小凹腺管开口呈D型(简称D型腺管IM)和萎缩

性胃炎伴IM胃小凹腺管开口呈E型(简称E型腺

管IM)(图1). 其中胃黏膜小凹开口形态分型参照

Sakaki标准[5]: A型: 圆点状小凹; B型: 短小棒状

或管状小凹; C型: 树枝状或条纹状小凹; D型: 斑
块状或脑回状小凹; E型: 绒毛状小凹.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性搜集、分析我院消化内镜中心

2009-06/2012-06胃镜图像, 呈C型、D型和E型腺

管开口的各84例, 病理诊断均为萎缩性胃炎伴

IM, 并且有完整、清晰的NBI放大胃镜资料, 其
中男135例, 女117例, 年龄20-80岁, 中位年龄46.3
岁. 为便于比较, 我们又选择了非萎缩性胃炎74
例(腺管开口呈B型), 低级别上皮内瘤变(low in-
traepithelial neoplasia, LIN)56例, 胃窦腺癌(gastric 
antrum adenocarcinoma, GAAC)70例(15例高分

化腺癌, 36例中等分化腺癌, 19例高-中分化混合

型). 所有胃镜图像均由3名经验丰富的胃镜医师

对胃黏膜腺管开口进行分型分组, 至少2名医师

分型一致才能确定为某型; 在病理科找到相应的

胃黏膜活检原始组织蜡块重新切片分别做苏木

素-伊红(HE)染色和免疫组织化学检查. 幽门螺

旋杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )检测结果来

源于原始胃镜档案(快速尿素酶法, 检测试纸购

自上海凯创生物技术有限公司). 所用胃镜设备

为日本东京Olympus公司生产, 型号如下: 主机

CV-260SL, 光源为CLV-260SL, 内镜为H260AZI; 
兔抗人CDX2单克隆抗体(1∶450)购自英国Ab-
cam公司; 小鼠抗人Ki67多克隆抗体(1∶100)和
通用型二抗及DAB显色剂均购自丹麦Dako公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学EnVision二步法: 严格按照

EnVision试剂盒标准步骤进行. 为排除实验中的

假阳性和假阴性, 按照试剂说明书Ki67、CDX2
均采用结肠癌标本做阳性对照, 采用PBS代替一

抗做阴性对照. 
1.2.2 结果判定: 采用双盲法, 由2名经验丰富的

病理学专家独立观察, 在400倍光学显微镜下观

察5个视野, 每个视野计数100个细胞, 计算阳性

细胞百分率, 计数相差10%以上重新计数. CDX2
蛋白阳性染色部位定位于细胞核, 根据染色强

度和染色面积共同评分: (1)无着色为0分, 淡黄

色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分; (2)阳性面

积范围: <5%为0分, 5%-25%为1分, 26%-50%为2
分, 51%-75%为3分, >75%为4分, 两项结果相加, 
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■相关报道
目前已有大量研
究证实放大内镜
下肠上皮化生的
胃黏膜的腺管开
口可呈C型、D型
和E型, 且E型胃小
凹的肠化程度高.

0-3分记为(-), ≥4分记为(+). Ki67阳性表现为细

胞核呈棕黄色, 阳性细胞数≤10%为阴性(-), 阳
性细胞数>10%为阳性(+). 
1.2.3 肠上皮化生程度分度: 参照2006年中国慢

性胃炎共识意见[6], 将IM分为无、轻、中、重4
度. IM部分占腺体和表面上皮总面积1/3以下者

为轻度; 1/3-2/3为中度; 2/3以上为重度. 由2名胃

肠病理医师分别阅读所有萎缩性胃炎伴I M的

HE玻片进行IM的分度, 意见一致者为最后结果, 
有争议的送病理会诊, 以会诊结果为准. 

统计学处理 所有数据采用SPSS20.0统计软

件进行统计学分析, 比较胃窦不同腺管开口黏

膜病变中Ki67、CDX2的表达差异以及不同腺

管开口黏膜病变中H. pylori感染率的差别用行

列表χ2检验, 比较不同腺管开口IM黏膜的肠化

程度分布用Kruskal-Wallis秩和检验, 以上两两

比较时用四格表χ2检验. 统计IM程度、H. pylori
感染与腺管开口形态是否相关用多分类资料的

关联分析, 分别计算关联系数r . P <0.05认为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃窦不同腺管开口的黏膜病变中K i67、
CDX2蛋白的表达 6组标本中Ki67蛋白的表达

阳性率分别为16.2%、40.5%、44.0%、64.3%、

71.4%和87.1%, 其中E型腺管IM与LIN组差异

无统计学意义, 而与其他4组间的比较差异均有

统计学意义(P <0.05); CDX2蛋白的表达阳性率

依次为21.6%、75.0%、78.6%、81.0%、80.4%
和84.3%, E型腺管IM与C型腺管IM、D型腺管

IM、LIN、GAAC组比较差别无统计学意义, 而
仅与胃炎组比较差别有统计学意义(P <0.05, 图2, 
表1). 
2.2 胃窦不同腺管开口肠化生黏膜的肠化程度

差别 结果显示(图3, 表2), C型腺管IM组有54例
轻度IM, 15例中度IM和15例重度IM; D型腺管

IM组有18例轻度IM, 53例中度IM和13例重度

IM; 而E型腺管IM组有6例轻度IM, 18例中度IM
和60例重度IM. 3组间IM程度的分布不同(H  = 
79.978, P <0.05), 两两比较结果差异均有统计学

意义(P  = 0.000, = 0.000, = 0.000). 另外将不同腺

管开口形态与IM程度进行关联分析, 结果显示

χ2 = 1.273E2, P <0.05, 关联系数r  = 0.579. 
2.3 胃窦腺管开口形态变化与H. pylori感染的关

系 表3中显示, H. pylori感染阳性率在以下6组中

分别为47.3%、53.6%、58.3%、82.1%、76.8%
和72.9%, E型腺管I M组与B型腺管开口胃炎

组、C型和D型腺管IM组的表达差异有统计学

意义(P <0.05), 而与LIN、GAAC组的差异没有

统计学意义. 比较H. pylori感染与腺管开口形态

(B、C、D、E)的相关分析结果显示χ2 = 23.757, 
P <0.05, r  = 0.261. 

A B C

D E

图 1 窄带成像技术放大内镜下胃窦腺管开口分型. A: B型短小棒状或管状; B: C型树枝状或条纹状; C: D型斑块状或脑回

状; D: E型绒毛状; E: F型不规则或模糊不清. 
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■创新盘点
本实验创新之处
在于将肠上皮化
生的胃黏膜进行
微形态的分类, 然
后结合分子生物
学表达的差异来
评估其增殖活性
及与胃癌的关系.

3  讨论

借助窄带成像放大内镜(narrow band Imaging 
system with magnifying endoscopy, NBI-ME)可以

清晰地显示IM黏膜的腺管开口形态, 近年来越

来越多的文献报道了IM黏膜的腺管开口可呈C
型、D型和E型, 而不典型增生胃黏膜小凹多呈

不规则或模糊不清(有研究称F型), 少部分见于

E型、D型和C型[7-11]. 这些IM黏膜形态的细微差

别是否存在分子生物学的不同, 目前尚未见研

究报道. 
CDX2是公认的肠化因子, 特异性地表达于

小肠和结肠上皮中, 对调节正常生物体肠黏膜

上皮细胞的分化和增殖起到关键作用[12]. 目前

在胃黏膜IM和胃癌方面的研究很多, 但说法不

A B C 图 3 肠上皮化生程度分度(HE, 
×40). A: 轻度; B: 中度; C: 重度.

A B C D

E F G H

I J K L

图 2 免疫组织化学法EnVision二步法检测Ki67和CDX2蛋白在不同腺管开口肠化生黏膜组织中的表达. A-F: Ki67; G-L: 

CDX2. A, B, G, H: C型腺管肠化生黏膜组织; C, D, I, J: D型腺管肠化生黏膜组织; E, F K, L: E型腺管肠化生黏膜组织. B, D, F, 

H, J, L(×40)分别为A , C, E, G, I, K(×100)图中框内的部分.
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一. CDX2在胃IM组织中表达高, 在Ⅲ型IM中的

表达显著低于Ⅰ型[13,16], 因此认为其可以间接表

明IM类型. CDX2在胃癌、结肠癌、食管癌的表

达较IM有降低趋势, 且恶性肿瘤分化越低表达

越低, 大多数学者认为CDX2有抑癌作用[14-20], 而
最近的一项研究认为CDX2的表达与IM严重程

度有关, 而与IM亚型无关; 其在胃窦异型增生和

胃窦癌中的表达高于对照组, 而在胃体差异无

统计学意义[21]. 本实验研究结果显示CDX2蛋白

表达在B型腺管开口胃炎、C型、D型、E型腺

管IM、LIN和GAAC中的阳性率分别为21.6%、

75.0%、78.6%、81.0%、80.4%和84.3%, 与以往

报道的胃癌组织中CDX2蛋白表达下调不相符, 
有可能是在纳入研究对象的时候, 刻意将弥漫

型胃癌排除在外的原因. 其中C、D、E 3型腺管

IM黏膜CDX2的表达差异无统计学意义, 我们认

为他的存在可能与胃黏膜IM组织的微形态形成

无关, 不参与胃小凹腺管开口形态的变化. 此外

实验中发现CDX2蛋白的表达贯穿着从胃黏膜

炎症-肠化生-癌变的整个过程, 提示他参与了胃

窦腺癌的癌变, 与胃癌的关系密切, 因此对高表

达CDX2的IM黏膜定期随访, 有可能早期发现胃

癌. 
Ki67是经典的反应细胞增殖的因子, 存在

于除G0期以外的细胞周期, 其表达可反映肿瘤

细胞增殖活性、组织分型和核分裂指数[22-25]. 目
前一致认为他在胃癌、食管癌、乳腺癌等组织

中的表达高于癌旁正常组织[26-28], 但是Ki67蛋

■应用要点
本研究为临床随
访、胃镜直视下
靶向活检提供依
据, 有利于早期发
现胃癌.

表 1 Ki67、CDX2在胃窦不同腺管开口的黏膜病变中的表达 

     
分组  n

                             Ki67                          CDX2

 +  -      χ2  P 值  +  -    χ2  P 值

B型腺管开口胃炎 74 12 62 37.375 0.000 16 58 55.618 0.000

C型腺管IM 84 34 50   9.545 0.002 63 21   0.867 0.352

D型腺管IM 84 37 47   6.929 0.008 66 18   0.147 0.701

E型腺管IM1 84 54 30       -    - 68 16       -     -

LIN 56 40 16   0.777 0.378 45 11   0.008 0.930

GAAC 70 61   9 10.548 0.001 59 11   0.293 0.588

1各组与E组比较; IM: 肠上皮化生; LIN: 低级别上皮内瘤变; GAAC: 胃窦腺癌.

表 2 胃窦不同腺管开口肠化生黏膜的肠化程度分布 (n )

     分组 轻度 中度 重度  合计

C型腺管IM  54  15  15   84

D型腺管IM  18  53  13   84

E型腺管IM    6  18  60   84

合计  78  86  88 252

IM: 肠上皮化生.

表 3 胃窦不同腺管开口的黏膜病变中H. pylori 感染率

     
分组

H. pylori 阳性 

       n (%)

H. pylori 阴性 

       n (%)
    χ2  P 值

B型腺管开口胃炎    35(47.3)    39(52.7) 21.234 0.000

C型腺管IM    45(53.6)    39(46.4) 15.719 0.000

D型腺管IM    49(58.3)    35(41.7) 11.390 0.001

E型腺管IM1    69(82.1)    15(17.9)      -    -          

LIN    43(76.8)    13(23.2)   0.603 0.438

GAAC    51(72.9)    19(27.1)   1.914 0.167

1各组与E型相比较; IM: 肠上皮化生; LIN: 低级别上皮内瘤变; GAAC: 胃窦腺癌.
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白在不同IM黏膜的微形态中的表达未见报道. 
本研究结果显示, Ki67在B型腺管开口胃炎、C
型腺管IM、D型腺管IM、E型腺管IM、LIN和

GAAC组织中的表达呈渐进性增高, 与以往的研

究结果大致相符[29]. 其中E型腺管IM与除LIN组

外的其余4组差别有统计学意义, 而C型与D型之

间差别无统计学意义. 我们推测E型腺管IM黏膜

比C型、D型的增殖活性高, 发生异型增生或胃

癌的可能性大, 胃镜活检时, 选取E型腺管IM黏

膜进行随访, 更利于早期发现胃癌. 
本研究结果还显示, IM程度在C、D、E 3组

中的分布各不相同, 其中71.4%的E型腺管IM黏

膜表现为重度, 63.1%的D型表现为中度, C型腺

管IM黏膜中轻度IM约占64.3%, 所以我们认为E
型黏膜的IM程度较C型、D型重. 相关分析结果

提示IM程度与腺管开口形态有关, 这与黄永辉

等[30]研究结果一致. 由此我们推测, 在胃黏膜发

生IM过程中, 由于致病因素持续存在, 导致杯状

细胞逐渐增多, 杯状细胞对其周围细胞及腺体

周围间质产生影响, 从而使得正常胃黏膜腺体

减少、扭曲, 最终产生一系列的腺管开口形态

的变化. H. pylori感染率在C、D、E 3型IM中依

次增高, 且E型与C型D型差异均有统计学意义. 
相关分析结果也提示2者有关联, 与文献报道一

致[11]. 我们猜想H. pylori可能通过某种途径参与

了胃窦小凹腺管开口形态的变化, 使得胃黏膜

病变严重程度增加, 最后导致癌变, 但是具体机

制仍不清楚, 仍需进一步观察研究. 
同时本实验有以下局限性 :  (1)如果增加

ki67、CDX2 mRNA定量研究与本文结果一致的

话, 更具说服力; (2)该研究涉及的分子生物学指

标少, 如果再纳入一些IM相关指标如MUC2、
MUC5AC、MUC6等可能使其更完善. 根据我们

对胃镜下IM黏膜细微结构变化存在差异的初步

理解设想可能存在相关分子生物学变化所设计

的这项实验仅是初步探索. 
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■同行评价
本文初步探讨了
不同类型腺管开
口肠上皮化生胃
黏 膜 的 K i 6 7 、
C D X 2 的 表 达 情
况, 对判断胃黏膜
增殖活性, 胃镜直
视下靶向活检有
很好的参考价值.
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■背景资料
胃癌是最常见的
消化系恶性肿瘤
之一, 在全国肿瘤
登记地区统计的
前10位恶性肿瘤
中, 胃癌的发病率
位于第2位, 死亡
率位于第3位. 因
此探讨胃癌发生
发展的分子机制, 
为临床胃癌的诊
治提供分子依据
就尤为重要.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of chromodo-
main helicase DNA-binding protein 5 (CHD5) 
mRNA and protein in gastric cancer, and to in-
vestigate the correlation between CHD5 expres-
sion and the development and progression of 
gastric cancer.

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction and immunohistochemistry were 
used to detect the expression of CHD5 mRNA 
and protein in 63 cases of gastric cancer tissues 
and 63 matched tumor-adjacent gastric tissues. 
The relationship between CHD5 expression and 
clinico-pathologic characteristics of gastric can-
cer was analyzed. 

RESULTS: The expression level of CHD5 
mRNA in gastric cancer tissues was significantly 
lower than that in matched tumor-adjacent gas-
tric tissues (0.06 ± 0.04 vs 0.34 ± 0.06, t = 59.204, P 

< 0.01). The expression of CHD5 mRNA was sig-
nificantly associated with histologic differentia-
tion, TNM stage, and lymph node metastasis (all 
P < 0.05). The positive rate of CHD5 expression 
in gastric cancer tissues was significantly lower 
than that in matched tumor-adjacent gastric tis-
sues (36.5% vs 71.4%, P < 0.01).  The expression 
of CHD5 protein was correlated with histologic 
differentiation, TNM stage, and lymph node me-
tastasis (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Low expression of CHD5 mRNA 
and protein in gastric carcinoma is related with 
tumor malignancy and invasiveness, suggesting 
that the tumor suppressor gene CHD5 may play 
an important role in the tumorigenesis and pro-
gression of gastric cancer.

Key Words: CHD5; Gastric cancer; RT-PCR; Immu-
nohistochemistry

You K, Zhang XF, Zhao CL, Liu T, Guo DP. Clinical 
significance of expression of CHD5 in gastric carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 3317-3322 

摘要
目的:  探讨染色体质域解螺旋酶D N A结合
蛋白5(chromodomain helicase DNA-binding 
protein 5, CHD5)mRNA和蛋白的表达与胃癌
发生、发展的关系. 

方法:  采用RT-P C R和免疫组织化学方法
(链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连结法 , 
streptavidin-perosidase法), 检测63例胃癌组织
及相应癌旁组织(距癌5 cm)中CHD5 mRNA
和蛋白的表达情况, 并分析胃癌组织中CHD5 
mRNA和蛋白的表达与临床病理特征之间的
关系. 

结果: CHD5 mRNA在63例胃癌组织中的表
达量相对值明显低于在癌旁组织中的表达
相对值(0.06±0.04 vs  0.34±0.06, t  = 59.204, 
P <0.01). 在胃癌组织中, CHD5 mRNA的表达
与肿瘤的分化程度、T N M分期、淋巴结转
移有关(均P <0.05). CHD5基因的蛋白在胃癌
组织和相应癌旁组织中的表达阳性率分别为

■同行评议者
刘炳亚 ,  研究员 , 
上海交通大学医
学院附属瑞金医
院上海消化外科
研究所
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■研发前沿
目前针对染色体
质 域 解 螺 旋 酶
D N A 结 合 蛋 白
5(CHD5)基因与
胃癌的肿瘤学机
制的相关研究在
国内外鲜有报道.

36.5%和71.4%. 在胃癌组织中CHD5蛋白的表
达与肿瘤的分化程度、TNM分期、淋巴结转
移有关(均P <0.05). 

结论: CHD5基因的低表达与胃癌的恶性程度
及侵袭性关系密切, 提示其可能是胃癌发生、

发展过程中的一个重要的抑癌基因. 

关键词: 染色体质域解螺旋酶DNA结合蛋白5; 胃

癌; 逆转录聚合酶链反应; 免疫组织化学SP法

游焜, 张谢夫, 赵春临, 刘涛, 郭大鹏. 抑癌基因CHD5在胃

癌中的表达及临床意义. 世界华人消化杂志  2012; 20(34): 
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0  引言

胃癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 在我国

乃至世界范围内都有很高的发病率和死亡率, 
全国肿瘤登记地区统计的前10位恶性肿瘤中, 
胃癌的发病率位于第2位(32.23/10万), 死亡率位

于第3位(23.90/10万)[1]. 近年来, 虽然国内外学者

对胃癌做了大量细致深入的研究, 但至今其发

病机制仍未阐明. 在对肿瘤的研究中, 人们逐渐

接受这样一个观点: 原癌基因的激活和抑癌基因

的失活对其发生作用巨大. 2007年Bagchi等[2]运

用染色体基因工程技术证明染色体质域解螺旋

酶DNA结合蛋白5(chromodomain helicase DNA-
binding protein 5, CHD5)是一种抑癌基因. 最近

国外学者在对人类神经母细胞瘤、乳腺癌、肝

癌、结肠癌等的研究中均证实了CHD5在肿瘤

组织中出现了低表达或不表达, 揭示其具有肿

瘤抑制作用. 然而国内外鲜有关于CHD5基因与

胃癌发生相关性的报道. 本研究应用RT-PCR和
免疫组织化学SP法分别检测63例胃癌组织及相

应癌旁组织中CHD5 mRNA和蛋白的表达情况, 
并探讨其与胃癌临床病理学参数之间的关系, 
以期本研究结果能对胃癌的临床诊断和治疗提

供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-12/2012-02郑州大学第一附

属医院胃肠外科手术切除的胃癌标本63例, 每
例标本均采集癌组织和距肿瘤5 cm的癌旁胃组

织. 所有检测标本均经病理学诊断证实. 患者知

情同意且术前均未行放射治疗、化学治疗、生

物治疗及中西医结合治疗. 标本离体后迅速置

入-70 ℃冰箱保存备用. 63例患者中男34例、女

29例; 年龄26-85岁, 中位年龄62岁. 肿瘤癌灶<5 
cm 30例, ≥5 cm 33例. 胃癌组织按分化程度分

为3组: 高分化组13例, 中分化组20例, 低分化组

30例. 按美国癌症联合委员会(AJCC)胃癌TNM
分期(2010年第7版)标准[3,4]: Ⅰ期7例, Ⅱ期16例, 
Ⅲ期27例, Ⅳ期13例. 淋巴结转移阳性37例, 阴
性26例. 有远处转移20例, 无远处转移43例. PCR 
mix购自北京百泰克生物技术有限公司bioteke; 
TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司; 琼脂糖购

自西班牙Biowest公司; CHD5引物购自大连宝生

物技术有限公司; β-actin引物购自大连宝生物技

术有限公司; 逆转录试剂盒购自富酶泰斯生物

技术有限公司Fermentas; 一抗购自Santa Cruz公
司; 二抗试剂盒购自北京中杉金桥公司. 
1.2 方法

1.2.1 引物序列: 参考文献[5]设计β-actin扩增片段

长度185 bp; CHD5上游引物: 5'-AGTTCCGTGT-
GAGGATGAAC-3', 下游引物: 5'-TCAAGGCT-
GACGTGTTCAAG-3', 扩增片段长度108 bp. 
1.2.2 逆转录聚合酶链反应 :  分别研磨组织 , 
T R I z o l提取总R N A. 以2 μ L总R N A作为模

板 ,  按逆转录试剂盒说明书进行反转录合成

cDNA. 然后进行PCR扩增, 反应体系: cDNA 
1 μL, PCR mix 9.5 μL, 上下游引物各1 μL, 双
蒸水补足25 μ L. C H D5引物序列: 上游引物: 
5'-AGTTCCGTGTGAGGATGAAC-3', 下游引物: 
5'-TCAAGGCTGACGTGTTCAAG-3', 产物长度

108 bp; β-actin: 185 bp. 反应条件为: 首先95 ℃变

性5 min后, 94 ℃变性30 s, 48 ℃退火30 s, 72 ℃延

伸30 s, 共29次循环. 最后72 ℃延伸5 min, 至4 ℃
完成反应. 2%琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像分析, 
然后用Gelworkal D Intermediate软件分析各条

带的光密度(A )值, 以β-actin为内参照, 以CHD5
与β-actin A值之比为相互间进行比较的参数, 
以正常组织参数的平均值作为标准, 低于此值

为基因表达下调, 大于此值为过表达, 在此值

范围内为正常表达, 未出现相应条带为表达缺

失或表达极低. 用去离子水作阴性对照. 使用

Quantity-one软件, 计算各个样本CHD5表达水

平, 表达量的相对值(relative expression value) 
= CHD5扩增条带的灰度值/GAPDH基因扩增

条带的灰度值. 
1.2.3 CHD5基因的蛋白表达: 所有标本均经中

性福尔马林固定、常规脱水、包埋, 连续4 μm
切片. 3%H2O2-甲醇阻断内源性过氧化物酶, 微
波(750 W, 95 ℃, 5 min×2次)抗原修复, DAB显
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■相关报道
近年来, 大量的实
验研究证实CHD5
在 神 经 母 细 胞
瘤、卵巢癌、结
肠癌和喉鳞状细
胞癌中出现了低
表达或者表达缺
失, 提示CHD5在
肿瘤发生的过程
中起重要的作用.

色, 苏木素复染. 每批染色均设阳性对照和阴性

对照, 严格按SP试剂盒的说明进行染色. 染色判

断标准[6]: 在显微镜下按显色程度肉眼评分: 弱
染色为1分; 中等染色为2分; 强染色为3分. 在高

倍镜下按阳性细胞所占百分比率计算评分: 阳
性细胞数占10%-50%为2分; 50%-80%为3分; ≥
80%为4分. 最后将肉眼一般评分与高倍镜下百

分比率计算评分之和进行最终判断, 无论染色

强度如何, 细胞阳性率<10%或<2分者为阴性(-); 
2-3分为弱阳性(+); 4-7分为强阳性(++). 

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件包进行

统计学处理, 对胃癌组织和癌旁组织中的CHD5 
mRNA灰度值进行配对t检验. 相关性分析采用

配对四格表的关联性分析, 对临床病理因素间

的关系进行χ2检验, 以P <0.05作为差异有统计学

意义的检验标准. 

2  结果 

2.1 胃癌组织及相应癌旁组织CHD5 mRNA的

表达 CHD5 mRNA在63例胃癌组织中的表达量

相对值为0.06±0.04, 明显低于在癌旁组织中的

表达相对值0.34±0.06, 经统计学分析发现, 差
异有统计学意义(t  = 59.204, P <0.01, 图1). 经统

计学分析发现, CHD5 mRNA的表达与患者肿

瘤分化程度、淋巴结转移与否及肿瘤TNM分期

有关(均P <0.05), 而与患者性别、年龄、肿瘤大

小、远处转移无关. 高、中、低分化的胃癌组

织中CHD5 mRNA表达阳性率分别为: 84.6%、

30.0%、26.7%, 差异有统计学意义(χ2 = 8.724, 
P  = 0.003); 随着TNM分期的增加, 胃癌组织中

的CHD5 mRNA表达阳性率呈下降趋势, Ⅰ期、

Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期表达阳性率分别为: 71.4%、

50.0%、37.0%、15.4%, 差异有统计学意义(χ2 = 
6.524, P  = 0.011); 淋巴结转移阴性的胃癌组织中

的CHD5 mRNA表达阳性率(51.4%)明显高于淋

巴结转移阳性者(23.1%), 差异有统计学意义(χ2 

= 5.100, P  = 0.024, 表1). 
2.2 胃癌组织及相应癌旁组织CHD5蛋白的表

达 在胃癌相应的癌旁组织中CHD5基因的蛋白

出现阳性表达, 其阳性表达率为71.4%; 而在胃

癌组织中其阳性表达率为36.5%, 并且多为弱阳

性表达(图2). 经统计学分析发现, CHD5蛋白的

表达与患者肿瘤分化程度、淋巴结转移与否及

肿瘤TNM分期有关(均P <0.05), 而与患者性别、

年龄、肿瘤大小、远处转移无关. 肿瘤细胞异

型性越高, 其胃癌组织中CHD5蛋白表达阳性率

越低, 高、中、低分化胃癌组织中的CHD5蛋
白表达阳性率分别为: 76.9%、30.0%、23.3%, 
差异有统计学意义(χ2 = 8.236, P  = 0.004); 结果

显示随着TNM分期的增加, 胃癌组织中CHD5
蛋白的表达阳性率也呈现下降趋势, Ⅰ期、Ⅱ

期、Ⅲ期、Ⅳ期表达阳性率分别为: 85.7%、

37.5%、37.0%、23.1%, 差异有统计学意义(χ2 = 
4.447, P  = 0.035); 淋巴结转移阴性的胃癌组织中

的CHD5蛋白表达阳性率(48.6%)明显高于淋巴

结转移阳性者(19.2%), 差异有统计学意义(χ2 = 
5.701, P  = 0.017, 表2). 
2.3 CHD5 mRNA与蛋白表达的相关性 经统计学

分析可知, 在所研究的63例胃癌组织中, CHD5基
因的mRNA的表达缺失常伴随着CHD5蛋白的表

达缺失, 2者有相关性(χ2 = 22.524, P<0.01, 表3).

β-actin

400

200

100

SM    N1     C1    N2    C2     N3    C3

图 1 RT-PCR检测CHD5 mRNA的表达情况. SM: DL-500; N: 

癌旁组织; C: 癌组织. 

A

B

图 2 CHD5蛋白的表达(SP×400). A: 癌旁正常腺体; B: 胃

腺癌.

■创新盘点
从CHD5的基因水
平和蛋白水平检
测其在胃癌组织
及相应癌旁组织
中的表达情况, 尝
试证明CHD5基因
与胃癌发生发展
的关系, 为胃癌的
早期诊断、早期
治疗以及预后预
测提供新的参考
指标.
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3  讨论

胃癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一, 为
东南亚国家中最常见的癌症类型[7, 8]. 近年来, 在
对胃癌表观遗传学机制的研究中, 证实了多个

抑癌基因的失活与胃癌发生发展存在密切关系, 
这说明抑癌基因的表达沉默是一种主要的分子

生物学改变[9-12]. 先前已有研究发现: 抑癌基因的

大型基因组片段内出现了点突变或缺失, 大约

30%的胃癌患者具有胃癌个体遗传倾向[13,14]. 然
而, 大多数胃癌患者的发病机制仍不清楚. 

众所周知 ,  传统上将D N A和染色质结合

的蛋白分为2类: 染色体非组蛋白和组蛋白. 在
DNA复制、转录和修复过程中, 染色体非组蛋

白和染色体组蛋白都起到了很重要的作用. 组
蛋白是一组高度保守的DNA结合蛋白, 其经过

翻译、修饰后又形成组蛋白码, 在组蛋白码的

介导下完成DNA的修饰和染色体的重塑[15-18].  
而多数组蛋白码是由染色体非组蛋白参与形

成、维持和翻译的.  研究证实, 在组蛋白码的翻

译过程中, 染色体非组蛋白通过重塑染色体复

合物发挥重要作用; 不论染色体组蛋白还是非

组蛋白在基因表达的调控上都发挥着重要作用, 
所以2者表达的异常将导致人类多种疾病(例如

癌症)的进展[19-23].  
1977年Brodeur等[24]在对神经母细胞瘤的研

究中首次报道了人类1号染色体短臂基因的表

达缺失. 随后, 引起了大量针对人类1号染色体

短臂基因的研究, 并发现很多人类恶性肿瘤组

织中经常发生1号染色体短臂3区6带(1p36)的表

达缺失. Bagchi等[2]构建了1p36增益和缺失小鼠

模型, 证实CHD5基因位于1p36, 是肿瘤抑制途

径中的一个重要抑癌基因. CHD5蛋白是一组主

要的染色体非组蛋白, 其属于SWI2/SNF2相关的

ATP酶超家族, 该家族蛋白因蛋白质从氨基端开

始依次含有染色质结构域(chromodomains)、类

SWI2/SNF2 ATP酶/解螺旋酶域(SWI2/SNF2-like 
ATPase/helicase)和DNA结合域(DNA binding do-
main)而得名[25]. 通过调节染色体结构, CHD5可
以促进p19arf基因的表达, 后者可以维持P53的表

达稳定性, 有超过50%的人类癌症与P53的表达

缺失有关, 提示CHD5基因可能是通过P19arf/P53
通路调控肿瘤的发生发展[2]. 

表 1 CHD5 mRNA的表达与胃癌临床病理特点的关系

     
临床资料  n

CHD5 mRNA表达数
 表达阳性率(%) χ2值 P 值

表达 缺失

  男 34  11  23         32.4 1.618 0.198

  女 29  14  15         48.3

年龄(岁)

  ＜55 24  13  11         54.2 3.398 0.065

  ≥55 39  12  27         30.8

肿瘤大小(cm)

  <5 30  10  20         33.3 0.965 0.326

  ≥5 33  15  18         45.5

TNM分期

  Ⅰ期 7    5    2         71.4 6.524 0.011

  Ⅱ期 16    8    8         50.0

  Ⅲ期 27  10  17         37.0

  Ⅳ期 13    2  11         15.4

病理分级

  高分化 13  11    2         84.6 8.724 0.003

  中分化 20    6  14         30.0

  低分化 30    8  22         26.7

淋巴结转移

  阴性 37  19  18         51.4 5.100 0.024

  阳性 26    6  20         23.1

远处转移

  有 20    9  11         45.0 0.346 0.556

  无 43  16  27         37.2

■应用要点
本 研 究 采 用 RT-
PCR和免疫组织
化学检测63例胃
癌组织及其对应
癌旁组织中CDH5
的表达, 并分析其
与胃癌患者临床
病理参数之间的
关系.
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近年来, 大量的实验研究证实CHD5在神经

母细胞瘤、卵巢癌、结肠癌和喉鳞状细胞癌中

出现了低表达或者表达缺失, 提示CHD5在肿

瘤发生的过程中起到了重要的作用[26-29]. 唐莹

莹等[30]在研究CHD5 mRNA的表达与肝细胞癌

的关系时发现, 在肝癌组织及相应癌旁组织中

CHD5 mRNA的表达缺失率分别为53.3%(16/30)
和13.3%(4/30). 陈香宇等[31]研究了CHD5基因

的表观遗传学改变与食管癌发生的关系, 结果

发现在其研究的食管癌组织及相应癌旁组织

中CHD5基因启动子区甲基化的发生率分别为

69%(50/72)和32%(23/72), 并提出CHD5基因

甲基化有可能作为食管癌诊断的一个标志物. 
Wang等[5]发现在其研究的所有7种胃癌细胞株

(AGS, Kato Ⅲ, MKN28, MKN45, SNU1, SNU16
和NCI-N87)中都出现了CHD5的表达下调, 并提

出在胃癌细胞中, CHD5基因常因为启动子区的

高度甲基化而出现表达下调. CHD5可以导致体

外培养的胃癌细胞出现生长抑制, 说明CHD5是
胃癌肿瘤发生和生长过程中的抑癌基因. 

本研究结果表明, 胃癌组织中CHD5基因

m R N A和蛋白的表达较癌旁胃组织均明显下

降, 经统计学分析, 差异有统计学意义. 我们比

较CHD5 mRNA与蛋白表达的相关性发现, 63例
胃癌组织中, CHD5基因mRNA的表达缺失大多

伴随CHD5蛋白的表达缺失, 2者具有相关性. 统
计分析证实CHD5 mRNA表达与胃癌组织的分

化程度、TNM分期和淋巴结转移有关, 在胃癌

组织中CHD5基因的表达与肿瘤的分化程度、

TNM分期和淋巴结转移有关, 提示其可能与胃

癌的肿瘤学进展关系密切. CHD5基因检测及蛋

白测定有可能作为胃癌诊断、治疗和临床预后

评价的参考指标. 值得一提的是, 在部分胃癌组

■名词解释
染色体质域解螺
旋酶DNA结合蛋
白5(CHD5): 一组
主要的染色体非
组 蛋 白 ,  其 属 于
SWI2/SNF2相关的
ATP酶超家族, 是
近年来现的一个
重要的抑癌基因.

表 2 CHD5蛋白的表达与胃癌临床病理特点的关系

     
临床资料      n

 CHD5蛋白表达数
阳性率(%)  χ2值  P 值

+         -

性别

  男    34 14 20     41.2 0.695 0.405

  女    29   9 20     31.0

年龄(岁)

  <55    24 10 14     41.7 0.445 0.505

  ≥55    39 13 26     33.3

肿瘤大小(cm)

  <5    30   8 22     26.7 2.393 0.122

  ≥5    33 15 18     45.5

TNM分期

  Ⅰ期      7   6   1     85.7 4.447 0.035

  Ⅱ期    16   6 10     37.5

  Ⅲ期    27 10 17     37.0

  Ⅳ期    13   3 10     23.1

病理分级

  高分化    13 10   3     76.9 8.236 0.004

  中分化    20   6 14     30.0

  低分化    30   7 23     23.3

淋巴结转移

  阴性    37 18 19     48.6 5.701 0.017

  阳性    26   5 21     19.2

远处转移

  有    20   7 13     35.0 0.029 0.865

  无    43 16 27     37.2

表 3 胃癌组织中CHD5 mRNA及蛋白表达的相关性

     
CHD5蛋白

          CHD5 mRNA
合计

表达 缺失

阳性  18     5   23

阴性    7   33   40

合计  25   38   63

χ2 = 22.524, P  = 0.000.



www.wjgnet.com

3322               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2012年12月8日  第20卷  第34期

织中, CHD5 mRNA也有表达, 考虑其与CHD5的
表观遗传学机制、肿瘤组织表达特异性或肿瘤

取材部位有关, 本课题组将在以后的研究中继

续探究.
本研究发现, 与相应癌旁组织相比, CHD5 

mRNA和蛋白在胃癌组织中出现了明显低表达. 
CHD5出现的低表达与胃癌的恶性程度及侵袭

性关系密切, 提示其可能是胃癌发生、发展过

程中的一个重要抑癌基因. 
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■同行评价
本文采用免疫组
织化学和RT-PCR
检测63例胃癌组
织及其对应癌旁
组 织 中 C D H 5 的
表达情况, 并分析
其表达与胃癌患
者临床病理参数
的关系, 具有一定
的参考价值. 
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编者按  肝内胆管结石是肝胆外科较为常见疾病, 其发生与环境因素、营养状态、胆道感
染、胆汁淤积、病毒感染、寄生虫及胆管变异等因素有关.胆道造影、超声、CT及MRCP
等影像学方法仍是有效的检查手段, 合理选择并联合应用能够提高检出率和诊断准确率. 有
效的治疗手段仍是外科手术, “去除病灶、取尽结石、矫正狭窄、通畅引流、防治复发”

为核心原则, 及时有效的抗生素治疗也至关重要.由于肝内胆管结石病情复杂、病变部位广
泛、手术并发症多、术后易复发、甚至癌变, 具体手术治疗方案的选择应根据结石数量及
分布范围、肝管狭窄部位及程度、肝脏功能状态以及病人全身状况综合考虑, 制定针对具
体病例的个体化手术方案为佳. 此次焦点论坛, 我们特邀国内相关专家, 结合该领域进展作
一述评. 尽管仍有诸多需要解决的问题, 望本次论坛对肝胆外科医疗科研人员有一定的借鉴
作用. 
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Abstract 
Hepatolithiasis is a relatively common disease 
frequently encountered in department of hepa-
tobiliary surgery. Intrahepatic stones are a major 
cause of mortality in patients with non-neoplastic 
diseases of the biliary tract. Environmental fac-
tors, nutritional status, bile duct inflammation, 
biliary stasis, virus infection, parasites, and ana-
tomic variation of the bile duct are involved in 
the pathogenesis of hepatolithiasis. Surgery is the 
main treatment for hepatolithiasis but is associ-
ated with many serious postoperative complica-
tions and relapse. Thus, it is important to fully 
understand the etiology of hepatolithiasis to take 
effective measures to prevent the disease. 

Key Words: Hepatolithiasis; Etiology; Pathogenesis

Jin S. Etiology and pathogenesis of hepatolithiasis. Shijie 
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摘要
肝内胆管结石是肝胆外科较为常见疾病, 是非
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■背景资料
肝内胆管结石是
肝胆外科较为常
见的疾病, 病情复
杂, 病变部位广泛, 
手术并发症多, 术
后 易 复 发 ,  对 肝
脏及全身损害严
重. 肝内胆管结石
的发生与环境因
素、营养状态、
胆道感染、胆汁
淤 积 、 病 毒 感
染、寄生虫及胆
管变异等因素有
关, 但详尽的发病
机制仍不甚明了. 

肿瘤性胆道疾病死亡的主要原因, 其发生与环
境因素、营养状态、胆道感染、胆汁淤积、

病毒感染、寄生虫及胆管变异等因素有关. 去
除病灶、取尽结石、矫正狭窄、通畅引流、

防止复发是该病的核心治疗原则. 但肝内胆管
结石病情复杂, 病变部位广泛, 手术并发症多, 
术后易复发, 对肝脏及全身损害严重. 因此, 充
分了解肝内胆管结石发病原因, 采取有效措施
降低该病的发生比治疗更为重要. 

关键词: 肝内胆管结石; 病因; 发病机制
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0  引言

肝内胆管结石(intrahepatic stones hepatolithiasis)是
肝胆外科较为常见的疾病, 是非肿瘤性胆道疾病

死亡的主要原因. 1906年Vachell等[1]首次正确描

述, 该病多见于东南亚地区, 包括中国、日本、

韩国和马来西亚等国家, 其中某些国家发病率

高达20%-30%[2], 在我国沿海地区、西南、香港

及台湾等地区发病率也较高, 达到16.1%[3,4]. 在
西方国家及印度发病率较低, 平均发病率只有

0.6%-1.3%[5,6]. 肝内胆管结石的发生与环境因素、

营养状态、胆道感染、胆汁淤积、寄生虫及胆管

变异等因素有关[7], 主要以胆色素结石为主, 左侧

肝内胆管发生率明显多于右侧. 主要病理改变有

结石、胆道狭窄、胆管扩张、胆道感染、慢性肉

芽肿性胆管炎、肝实质纤维化、萎缩及癌变等[8]. 
去除病灶、取尽结石、矫正狭窄、通畅引流、防

止复发是该病的核心治疗原则. 但肝内胆管结石

病情复杂, 病变部位广泛, 手术并发症多, 术后易

复发, 对肝脏及全身损害严重. 因此, 充分了解肝

内胆管结石发病原因, 采取有效措施降低该病的

发生比治疗更为重要.  本文主要对肝内胆管结石

的病因及发病机制作一综述. 

1  环境因素

东方的饮食结构主要是高碳水化合物、低脂

■同行评议者
江建新, 副主任医
师, 贵阳医学院附
属医院肝胆外科
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■创新盘点
本文总结了国内
外肝内胆管结石
病的相关文章，
对该病发病原因
及相关机制进行
了综述.

肪、低蛋白饮食, 这可能是肝内胆管结石的发

病原因. 饱和脂肪可使胆囊收缩、Oddi括约肌

松弛, 因此低饱和脂肪饮食会使胆汁淤滞, 导致

肝内胆管结石的发生. 低蛋白饮食可使糖二酸

-1,4-内酯(β-葡萄糖醛酸抑制剂)水平下降, 导致

胆红素钙结石的形成. 随着经济发展, 饮食结构

逐渐改变为高蛋白、高脂肪饮食, 使得东亚地

区肝内胆管结石发病率逐年下降. 韩国Kim等[9]

的研究指出, 目前40%-50%的肝内胆管结石是

混合成分, 有一些更是单纯胆固醇结石, 支持了

肝内胆管结石病因的饮食假说. 另一项病例对

照研究观察了2年间本院就诊的55名肝内胆管

结石患者与同期就诊非胆石症患者110名进行比

较, 发现生活环境中饮用水性质(自来水和江河

水)(OR  = 5.05, P  = 0.0002)、马桶冲洗方式(自动

冲洗和手洗)(OR = 2.77, P = 0.039)、职业(农渔

业和其他)(OR = 4.79, P <0.0001)与肝内胆管结

石的发生有关[10]. Glenn等[11]进行了一项流行病

学调查后报告, 在移民美国的中国及日本人的

后裔胆道疾病的发病率与美国本土居民发病率

相似, 提示肝内胆管结石的发生与环境有关. 

2  营养状态

肝内胆管结石男女均可受累, 30-40岁多发, 社会

低阶层多发, 农村多于城市. Suzuki等[12]从流行

病学和病因学角度分析后认为, 肝内胆管结石的

病因可能与蛋白质缺乏所致的营养不良有关. 低
社会阶层人群营养不良使免疫力下降, 更容易被

细菌感染. 在肝内胆管结石患者中经常出现细菌

感染, 分离出的细菌主要是革兰阴性菌, 包括大

肠埃希菌、克雷伯杆菌、假单胞菌, 其次是革兰

阳性肠球菌. 大约30%分离出细菌的病例合并厌

氧菌感染. 八坂貴宏等[10]研究发现从幼儿到成人

体质弱(营养状态差)(OR = 8.35-13.5, P <0.05)、
肝功能受损(OR = 2.5, P = 0.04)、黄疸(OR = 
16.9, P <0.0001)与肝内胆管结石的发生有关. 

3  细菌感染和胆汁淤积

胆道感染和胆汁淤积是胆色素结石形成的主要

原因. 正常胆汁中的胆红素大部分为葡萄糖醛

酸胆红素(结合性胆红素), 当细菌感染时产生β

葡萄糖醛酸酶和磷脂酶A1, β葡萄糖醛酸酶使结

合性胆红素水解为非结合性胆红素, 他与Ga2+

结合成胆红素钙沉淀. 而磷脂酶A1使磷脂水解, 
释放出游离脂肪酸, 并与Ga2+结合生成钙棕榈

酸钙和硬脂酸钙. 另外, 胆道感染时胆道黏膜分

泌大量糖蛋白, 作为基质把上述各种沉淀物凝

聚在一起形成结石. 差不多所有的肝内胆管结

石患者的胆汁培养均可检出细菌. 分析我院近5
年123例肝内胆管结石患者胆汁标本进行培养, 
细菌阳性率为69.1%(85/123), 共获得149株病

原菌. 其中排在前5位的细菌分别是大肠埃希菌

(32.2%)、肠球菌(20.8%)、克雷伯菌(11.4%)、
假单孢菌(7.4%)、肠杆菌(6.0%). 胆汁淤积是肝

内胆管结石形成的必要条件, 引起胆汁淤积的

原因有胆道狭窄、胆道畸形、梗阻远端胆管内

压力升高、胆管扩张、细菌感染等. 伴有较重

炎症及胆道感染的胆汁淤积推测是由炎性细胞

因子、活性氧介导的, 但肝内的相关机制尚不

明确. 当给动物注射内毒素, 像谷胱甘肽那样的

非胆汁酸依赖性胆汁的分泌就会减少. 细菌感

染时, 内毒素诱导的胆汁量减少主要是通过肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)介
导, 在炎性因子的作用下位于毛细胆管膜的多药

耐药蛋白2(multidrug resistance associated protein 
2, MRP2)的减少来完成的. 这种MRP2的减少是

因为毛细胆管膜上的MRP2分子向肝细胞的细

胞质内移动造成的. 在结合性胆红素的分泌中, 
MRP2起到了非常重要的作用, 他与胆汁从肝窦

向肝细胞内的转运及向毛细胆管的分泌有关[13]. 
除了上述细菌之外, 幽门螺杆菌(He l i co-

bacter pylori , H. pylori )可能与肝内胆管结石发

生有关. Kuroki等[14]应用组织化学及PCR的方法

检测了肝内胆管结石中H. pylori的存在, 认为H. 
pylori能够促进胆管上皮的增殖, 并且对肝内胆

管结石向胆管癌的发展过程起了重要作用. 包
文中等[15]采用PCR方法检测胆汁及肝内胆管黏

膜组织中的H. pylori -DNA, 采用Western blot方
法对胆汁中的H. pylori感染相关蛋白进行检测

后认为, 原发性肝内胆管结石患者胆汁中存在

多种H. pylori感染相关蛋白, 可能参与了肝内胆

管结石的形成. 

4  病毒感染

八坂貴宏等[10]的病例对照研究发现人类T淋巴细

胞白血病病毒Ⅰ型(human T-lymphotropic typeⅠ, 
HTLV-1)抗体阳性(OR = 2.85, P = 0.0042)与肝内

胆管结石发生有关. HTLV-1属于逆转录RNA病

毒科肿瘤病毒亚科哺乳类C型病毒, 是第1个被

发现与人类疾病相关的逆转录病毒. HTLV-1引
起肝内胆管结石的发生机制目前尚不明确, 认为

HTLV-1的感染可能引起全身性炎症反应、毛细
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胆管炎及硬化性胆管炎, 最终导致肝内胆管的炎

性改变, 导致肝内胆管结石的发生[10]. 

5  寄生虫感染

肝内胆管结石发生的还可能与蛔虫、血吸虫及

华支睾吸虫感染有关[16]. 他们不仅可以破坏胆

囊上皮出现炎症, 还可以在该处产卵、寄生, 形
成结石. 肠道细菌可以通过门脉系统定植于肝

脏, 另外肠道黏膜的受损, 均可导致寄生虫重复

感染. 古川正人等[17]对45名肝内胆管结石患者

和104名对照组进行了蛔虫特异性免疫球蛋白

E(immunoglobulin E, IgE)抗体测定, 发现肝内

胆管结石患者阳性率为53.3%, 对照组阳性率为

14.4%, 差异有显著性, 提示肝内胆管结石的发

生与蛔虫感染有关. 文献报道蛔虫残片或虫卵

为结石核心者占胆结石的36.5%-65.5%, 可见胆

道蛔虫是肝内胆管结石的重要原因之一[18]. 胆道

蛔虫感染引起肝内胆管结石的可能机制有: (1)
蛔虫尸体以及虫卵形成结石核心; (2)引起胆管

壁的炎症反应, 胆道黏膜变粗糙, 易形成结石; 
(3)蛔虫体引起胆管阻塞、胆汁淤积以及虫体对

胆管的损伤导致细菌感染, 胆汁成分发生改变

促进结石形成[18]. 
华支睾吸虫又名肝吸虫, 人类进食含有嚢

蚴的生鱼而感染, 囊膜被胃十二指肠消化而逸

出幼虫, 后经十二指肠壶腹部进入胆总管, 吸附

于肝内胆管, 1 mo后发育为成虫, 整个生活史约

3 mo. 华支睾吸虫从胆管上皮吸取其分泌的蛋白

质和葡萄糖作为营养, 而虫体被胆管上皮所分

泌的稠厚黏液包绕. 大量虫体、虫卵, 加上胆管

上皮脱落、增生和分泌大量黏液可以堵塞胆管, 
引起胆汁引流不畅, 容易合并感染. 另外代谢产

物刺激胆管, 使呈腺瘤或息肉样增生, 胆管壁纤

维增厚胆管狭窄, 狭窄上方胆管可有囊性不规

则扩张. 门静脉周围纤维组织增生, 淋巴细胞及

嗜酸性细胞浸润, 增加胆管梗阻, 胆汁淤积. 虫
体和虫卵成为结石的核心, 甚至引起胆管上皮

癌或原发性肝癌[19]. 
血吸虫寄生于人和哺乳动物的肠系膜静脉

血管中, 虫卵随血流进入肝脏, 或随粪便排出. 血
吸虫感染后虫卵在胆管壁沉积、钙化而形成局

部纤维瘢痕性狭窄或血吸虫肉芽肿压迫胆管引

起胆道梗阻, 成虫或虫卵也可成为结石的核心[20]. 

6  胆道解剖学异常

肝脏胆道系统的先天性异常、获得性胆管狭窄

及扩张都可以促进肝内胆管胆色素结石的发生. 
Kayhan与Ono等[21,22]认为术后狭窄、硬化性胆

管炎、Caroli's病、先天性胆总管囊肿以及肿瘤

引起的胆汁淤积与肝内胆管结石的发生密切相

关. 先天性胆总管囊肿患者术前肝内胆管结石

的发生率较低, 但切除扩张胆管、重建胆道后

发生率明显升高, 达到1.5%-10.7%, 并且术后肝

内胆管结石发生平均时间为8.4年[23]. 这可能与

胆道重建后吻合口的狭窄及肝内胆管扩张有关, 
当胆道扩张或狭窄时, 胆汁淤积, 通过吻合口细

菌逆行感染, 对肝内胆管结石的形成起到协同

作用[23]. 另外, 胆道缺血、胆管内血管曲张、门

静脉海绵样病变引起的胆管狭窄, 胆道梗阻, 均
与肝内胆管结石的形成有关[24]. 

7  肝内胆管胆固醇结石形成机制

肝内胆管胆固醇结石的胆汁成分测定发现, 与
胆囊胆固醇结石相比较, 肝内胆管胆固醇结石

胆汁中胆固醇过饱和. 胆汁中, 胆固醇/磷脂比

肝内胆管胆固醇结石中显著增高, 导致胆汁中

胆固醇分子的不稳定, 容易析出胆固醇结晶. 另
外磷脂和胆固醇将表面活性强的胆汁酸通过形

成微胶粒降低其功能, 防止胆汁酸引起的胆管

上皮的溶解. 胆汁中磷脂/胆汁酸比低下引起微

胶粒形成减少, 胆汁酸疏水端对胆管上皮的损

伤增加. 重要的是, 异常胆汁的生成不仅在含有

结石的胆管内, 没有结石的胆管中也生成. 因此, 
不仅是存在结石部位的肝组织功能障碍, 而是

全肝功能出现了障碍[25]. 另外, 研究发现合成胆

固醇关键酶HMG-辅酶A还原酶在含有结石的胆

管与没有结石的胆管内的活性比对照组、胆囊

胆固醇结石明显升高, 转录水平也显著增加. 并
且胆汁酸合成中, 胆固醇7α-羟化酶在含有结石

胆管内与没有结石胆管内活性均比对照组(胆囊

胆固醇结石)明显降低, 转录水平也显著下降[26]. 
肝细胞膜(胆管侧)通透功能的研究中, 发

现肝细胞毛细胆管膜上的转运载体多耐药蛋白

3(muhidrug resistance protein3, MRP3)对磷脂的

分泌过程中起重要作用. 另外, 磷脂分泌减少的

进行性家族性肝内胆汁淤积症3型和多耐药型

蛋白2敲除的大鼠中出现了进行性非化脓性胆管

炎, 并且胆囊和胆管内胆固醇结石自然发生[27]. 
低磷脂分泌相关胆石症中, 胆固醇结石患者内高

频率MRP3遗传基因变异, 引起MRP3功能低下, 
导致磷脂分泌异常[28]. 这些提示, 磷脂分泌障碍

与胆管胆固醇结石的形成有关. 

■应用要点
本文详细阐述肝
内胆管结石病的
发病原因及相关
机制, 对肝内胆管
结石的预防及治
疗具有指导意义.
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胆固醇合成亢进和胆汁酸生成低下, 同时肝

内转运和胆汁分泌功能异常以及胆管胆汁内胆

固醇饱和度的上升, 是肝内胆管结石形成的重

要病理生理基础. 这种胆汁、脂质成分的改变, 
胆管上皮的受损, 花生四烯酸活化引起的黏蛋

白分泌过剩, 引起胆汁淤积, 促进胆固醇结晶的

析出, 成为胆管内胆固醇结石或富含胆固醇结

石形成的重要原因[29,30]. 另外, 溶解、转运脂质

的血清载脂蛋白对胆固醇结晶的析出有抑制作

用. 肝内胆固醇结石患者结石所在部位的肝组

织内载脂蛋白A-I的表达减少, 结果胆固醇结晶

的析出亢进[31]. 不论在胆管内还是胆囊内, 胆固

醇结晶析出的促进因子和抑制因子不平衡引起

胆固醇结石的形成. 综上所述, 肝内胆固醇结石

的形成可能与全肝功能障碍有关. 

8  其他

Tazuma[32]报告溶血性疾病可以使胆红素生成增

多, 促进胆色素结石的形成. 长期进行善得定治

疗的患者出现了肝内胆管结石, 提示结石形成

是善得定治疗的不良反应[33]. 另外, 肝细胞癌接

受无水乙醇注射的患者也出现了肝内胆管结石, 
无水乙醇注射导致胆道损伤可能是结石形成的

原因[34]. 另外, 遗传学、免疫学、病毒性肝炎等

均与肝内胆管结石的发生有关. 

9  结论

肝内胆管结石的发生与诸多因素有关. 环境、

卫生、营养状态、细菌感染、胆汁淤积、病毒

感染、寄生虫、胆管解剖学异常等均可能引起

肝内胆管结石的发生. 对肝内胆管结石病因学

研究的深入, 不断揭示新的发病机理, 能够为肝

内胆管结石的预防及制定恰当的个体化治疗方

案提供坚实的理论基础. 
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Abstract
Intrahepatic stones is a complicated disease 
with a high recurrence rate and often leads to 
serious complications or even cancer. Surgery-
based comprehensive treatment is always ad-
opted, but inaccurate diagnosis and location in 
preoperative imaging are partly responsible for 
the high rate of residual stones and numerous 
complications postoperatively. There are several 
imaging modalities available for the diagnosis 
of intrahepatic stones, including PTC, ERCP, 
B-mode ultrasound, CT, and MRCP. Therefore, a 
better understanding of the imaging features of 
intrahepatic stones and selection of a reasonable 
combination of effective imaging methods can 
help improve outcome.

Key Words: Stones; Bile ducts; Diagnostic; X-ray 
computed tomography; Magnetic resonance imag-
ing
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■背景资料
肝内胆管结石是
一种常见病多发
病, 合理选择检查
方法, 精确全面了
解结石的数量和
分布, 对治疗方法
的选择具有重要
的意义. 最新的能
谱CT可鉴别肾结
石的性质(尿酸结
石、钙化结石和
胱氨酸结石) ,  有
望鉴别肝内胆管
结石和胆囊结石
的性质. 总之, 合
理选择并联合应
用不同的检查方
法是提高检出率
和诊断正确率的
保证. 

摘要
肝内胆管结石病变复杂、复发率高, 常引起严
重的并发症甚至癌变, 多采用以手术为主的
综合治疗. 但术后残石率高, 并发症多, 术前影
像学诊断不清和定位不准是原因之一. 目前有
多种常用影像检查可用以诊断肝内胆管结石,  
如直接胆道造影、B超、CT、MRCP等. 因此, 
需掌握肝内胆管结石的影像学特征, 合理选择
并联合应用最有效的检查方法, 方可为临床治
疗提供重要的指导作用.

关键词: 结石; 胆管; 诊断; 体层摄影术; 磁共振成像

程红岩. 肝内胆管结石的影像学表现. 世界华人消化杂志  

2012; 20(34): 3329-3331

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/3329.asp 

0  引言

肝内胆管结石是指发生于左右肝管汇合部以上

的肝内胆管的结石, 以东方国家多见, 可以单独

存在, 也可以与肝外胆管结石并存. 病因尚不明

确, 但与肝内感染、胆汁淤滞、胆道蛔虫等因

素相关. 肝内胆管结石多为含大量胆红素钙的

色素性混合结石, 常多发, 形状不规则, 可呈泥

沙样, 棕黑色, 质软易碎[1]. 由于其病变复杂、复

发率高且常引起严重的并发症, 而且结石长期

刺激胆管上皮可致不典型增生甚至癌变, 故宜

采用以手术为主的综合治疗. 但临床上, 肝内胆

管结石术后残石率高, 并发症多, 手术前诊断不

清和定位不精确是很重要的原因. 因此, 需掌握

肝内胆管结石的影像学特征, 做到诊断明确、

定位精确, 并评估肝纤维化、萎缩程度和排除

合并肝内胆管细胞癌, 方可为临床治疗提供重

要的指导作用. 

1  病理学与解剖学基础

肝内胆管结石多继发于胆汁淤积或感染, 两者

常并存且互为因果, 形成恶性循环, 如大肠杆菌

所产生的β-葡萄糖醛酸酶可将结合性胆红素水

解成非结合性胆红素, 后者易聚结析出与钙结

■同行评议者
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■相关报道
B 型 超 声 操 作 简
便、无 创 伤 ,  据
报道对肝内胆管
结石的敏感度为
20%-80%,  特异
性为95%, 多年来
已经成为肝内胆
管结石病首选的
检查手段.

合形成胆红素钙, 促发胆色素结石形成. 
结石一般多发, 形状不规则, 质软易碎, 大小

数目不定, 其分布往往与解剖有密切关系. 肝内

胆管起自毛细胆管, 继而汇集成小叶间胆管, 肝
段、叶间胆管及肝内部分的左右肝管. 他与肝

内肝动脉、门静脉及其各级分支和走行大体一

致, 3者共同为Glisson鞘所包裹. 由于左肝管细

长且与肝总管呈锐角汇合, 右前叶胆管与右后

叶胆管汇合成右肝管时常有一转角, 易引流不

畅, 故最常见的是左肝管与右前叶胆管结石共

存或还伴有其他部位结石. 此外, 肝内胆管的变

异, 如汇合角度异常、汇合的2支胆管切面积相

差过大、血管压迫等[2], 也容易增加肝内胆管结

石的发生率. 
肝内胆管结石基本病理改变为肝内胆管

扩张和狭窄, 通常多年无症状或仅有肝区和腰

背部不适, 易反复发作表现为慢性增生性胆管

炎、肝实质萎缩、胆汁性肝硬化. 如发生梗阻

和合并感染则出现寒战高热, 甚至急性梗阻性

化脓性胆管炎、肝脓肿或胆管支气管瘘. 对于

病史较长, 近期反复发作并伴消瘦的年长患者, 
需警惕合并肝内胆管细胞癌的可能. 

2  直接胆道系统造影

经皮肝穿刺胆管造影(percutaneous transhepatic 
cholangiography, PTC)和内镜逆行胰胆管造影

(endoscopic retrograde cholangiopancreatography, 
ERCP)为诊断肝内胆管结石的传统方法, 可直接

显示病变部位的胆管. 肝内胆管结石表现为数

量和大小不等、形态不规则的充盈缺损, 此种

表现需要和气泡、血凝块和浓稠胆汁等形似结

石的充盈缺损相鉴别. 这2种方法同时还具治疗

作用, 如放置引流管引流胆汁, 但他们具有一定

的创伤性, 且不易完整显示胆管系统, 不能显示

胆管壁和肝实质的病变, 注射造影剂后也易引

起胆管的感染, 现在已经不作为肝内胆管结石

的常规诊断方法. 

3  B超

B型超声操作简便、无创伤, 据报道[3]对肝内胆

管结石的敏感度为20%-80%, 特异性为95%, 多
年来已经成为肝内胆管结石病首选的检查手段. 
此外, 多普勒彩色超声检查还可检测肝脏内血

流量异常及肝脏组织有无萎缩, 这对外科治疗

肝内胆管结石时是否切除部分肝脏组织具有参

考价值. 

肝内胆管结石的典型声像图表现为沿肝内

胆管走形的形态不一、伴有声影的强回声, 结
石阻塞部位及以上的小胆管扩张并与伴行的门

静脉分支形成“平行管征”. 坚硬、较大的结

石声影明显, 对于疏松或泥沙样结石则需反复

探查, 尽可能使超声束垂直于结石的表面, 必要

时降低仪器灵敏度或使用高频率的合适深度聚

焦的探头, 以增加结石和声影的显示能力. 但也

需要同肝内其他高回声结构或病变相鉴别, 如
肝内小钙化灶、肝圆韧带的横断面、肝内胆管

积气、慢性胆管炎、转移性肝癌、血管瘤等. 
如果较大结石引起长期胆汁淤滞或合并感染, 
则受累肝叶、段的肝组织回声粗糙, 也可能肿

大或硬化萎缩, 使肝脏变形, 严重者也可感染呈

现多发肝脓肿的声像图. 
但是, B超对肝内胆管结石的大小、数量等

判断不准确, 只能提供胆管断面影像而不能直

接显示胆管树全貌及狭窄病变程度, 而且结石

的强回声影像往往会掩盖了可能存在的肿瘤和

扩张的远端肝内胆管, 故可用于肝内胆管结石

的初筛检查, 不能只依靠B超来决定是否手术. 
此外, 由于肝内胆管结石的手术取石难度

大, 术后残石率和再次手术率较高, 应注意术中

超声和术中胆道造影的应用, 可大大提高结石

的检出率和取石的准确性, 避免胆道损伤过大

和降低残石率. 

4  CT

CT可较全面显示肝内胆管结石的分布、胆管系

统扩张和肝实质的病变, 具有重要的诊断价值. 
结石可表现为高密度、软组织密度、低密度和

混杂密度, 以高密度为常见, 混杂密度次之. 对
钙质的探测敏感性决定了CT易于显示高密度和

混杂密度结石, 单发或多发, 大小不等, 形态各

异, 以不规则小树枝状或星芒状多见. CT值可预

测结石的性质, 即以胆固醇为主还是以胆红素

为主, 对溶石剂的选择有指导价值. 由于扫描断

面的关系, 左肝内胆管结石通常表现为肝内胆

管柱状扩张呈“竹节样征”, 右肝内胆管结石

则表现为类似胆总管结石的“靶征”或“新月

征”. CT对阴性结石检出率较低, 软组织密度结

石需要与肝内胆管细胞癌鉴别, 因其增强扫描

时不被强化而明确诊断; 低密度结石和泥沙样

结石易被漏诊或误诊, 需结合B超、MRCP等其

他检查. 
肝内胆管结石通常长期存在, 反复炎性发作

■应用要点
CT可较全面显示
肝内胆管结石的
分布、胆管系统
扩张和肝实质的
病变, 具有重要的
诊断价值.



扭曲、胆囊窝的手术银夹等均可造成类似于胆

管结石的伪影, 需采取结合3D原始图像和T1WI
图像的方法以最大程度排除假阳性病例. “肝

胆管结石病诊断治疗指南(2007)”认为, MRI结
合MRCP对肝内胆管结石的诊断价值优于CT和
胆道直接造影等方法. 

6  结论

随着医学影像成像技术和成像设备的不断进

步, 我们拥有越来越多的检查方法, 对于肝内

胆管结石, 不同的检查方法各有所长、各有不

足, 但他们共同的影像学特征在于: 数目不一、

形态不一的胆管腔内占位或充盈缺损, 多伴有

胆管扩张, 好发于肝左叶和右前叶, 也可多个部

位共存.  一般以B超行初步筛查和定期随访, 可
观察到结石及其引起的肝内胆管扩张、增厚或

钙化, 肝实质萎缩, 胆汁性肝硬化等, 如当结石

致肝内胆管梗阻或合并急性炎症、胆管外软组

织占位怀疑胆管癌时, 增强CT或MR在诊断与

鉴别诊断中起到重要作用. 总之, 要结合各自条

件, 既满足诊断明确, 又要经济实用, 真正遵循

“以患者为中心”的原则, 合理选择并联合应

用不同的检查方法是提高检出率和诊断正确率

的保证. 
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可导致结石所在的肝段或肝叶的纤维化或萎缩, 
合并淤胆性肝硬化时可有局限性肝左叶、尾状

叶增大以及门脉高压的出现. 此外, 还可合并有

肝外胆管结石、胆囊结石、肝内胆管感染、胆

源性肝脓肿及肝内胆管细胞癌等. 增强CT常用

以除外其他病变. 扩张的肝内胆管壁增厚或环

形强化及肝内胆管积气见于肝内胆管感染所致

的胆管壁炎性肥厚. 合并胆源性肝脓肿时, CT表
现为单房状或多房状环形强化影. 需特别注意

排除是否合并肝内胆管细胞癌, 其特征性表现

为肝内胆管的扩张与结石的大小、分布不成比

例, 近端肝组织内见不规则软组织影, 增强扫描

呈轻度不均匀“花瓣”样强化及延迟强化, 且
沿肝内胆管蔓延. 

5  MRI

因肝内胆管结石的成分不同, 在T1WI/T2WI可
表现为无信号、低信号、混杂信号及高信号影, 
以T1WI上高信号、T2WI上低信号的结石多见, 
在T2WI上高信号的胆汁中呈形态不一的充盈缺

损, 常伴发有胆管扩张. 目前以磁共振胰胆管造

影(magnetic resonance cholangiopancreatography, 
MRCP)应用最为广泛, 他利用重T2W效果, 使静

止或缓慢流动的液体显示高信号, 而周围的实

质器官显示低信号, 两者形成鲜明对比, 从而达

到“造影”的效果. MRCP是一种无创性的技术, 
无需使用对比剂, 可从多方位清晰显示胆管树

全貌以及结石的大小、形态、数目、梗阻部位

和胆管扩张的程度. 据报道[4]MRCP对胆道结石

的敏感度达92%, 特异性达98%. 
目前较高分辨率的MRCP可发现直径2-3 mm

的结石, 而更小的结石或肝脏边缘部的小胆管

则容易因部分容积效应难以显示, MRCP对结石

图像的显示不如CT和B超清晰, 对狭窄细胆管的

显示不如胆管直接造影清晰、准确[5]. 当患者有

大量腹水、胆肠吻合术后、重度肝硬化导致肝

脏变形或缩小等, 均可造成胆道系统显示不清

或不完整; 胆管内的气泡、血块、胆管局限性

■同行评价
本文选题实用, 综
述合理, 具有一定
的可读性.
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Abstract
Hepatolithiasis is a common and refractory dis-
ease, for which the effective treatment method is 
surgery for removing the lesion, depleting stones, 
correcting stenosis, unobstructive drainage, and 
preventing recurrence. There are many surgical 
treatments available for hepatolithiasis, including 
bile duct exploration, bile duct drainage, bile duct 
reconstruction, hepatectomy, and liver transplan-
tation. In clinical practice, combination therapies 
are often performed in a large number of patients. 
Here we discuss the choice of surgical treatments 
for hepatolithiasis and evaluate their respective 
therapeutic effects.

Key Words: Hepatolithiasis; Surgical treatment
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摘要
肝内胆管结石是胆道外科中难治的常见病之一. 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年12月8日; 20(34): 3332-3335
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 焦点论坛 TOPIC HIGHLIGHT

肝内胆管结石的手术治疗及术式评价
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■背景资料
用于治疗肝内胆
管结石的手术方
式是多样的, 本文
阐述肝内胆管结
石治疗过程中, 手
术治疗方案的选
择, 并针对相应术
式进行评价. 

而肝胆管结石的治疗主要靠外科手术, 原则是

“去除病灶, 取尽结石, 矫正狭窄, 通畅引流, 防
止复发”. 目前用于治疗肝内胆管结石的手术

方式是多样的, 归结为胆管探查取石引流、肝

切除、胆管狭窄修复重建、肝移植4种主要类

型, 在实际应用中, 此类手术方法常常是联合应

用. 本文阐述肝内胆管结石治疗过程中, 手术治

疗方案的选择, 并针对相应术式进行评价. 

关键词: 肝内胆管结石; 手术治疗
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0  引言

肝内胆管结石是指原发于肝管汇合部以上的胆

管内的结石, 是胆道外科中复杂难治的常见病

之一. 肝内胆管结石的治疗主要靠外科手术, 原
则是“去除病灶, 取尽结石, 矫正狭窄, 通畅引

流, 防止复发”[1]. 目前用于治疗肝内胆管结石

的手术方式是多样的, 但可以归结成胆管切开

取石引流手术、胆管狭窄修复重建手术、肝切

除术、肝移植术4种主要类型, 临床实际工作中

常为此4类手术方法的序贯、联合应用. 

1  胆管切开取石术

针对肝内胆管结石的胆管切开取石术是通过一

个高达肝门的肝总管切口, 直视下对各主要肝

管和尾状叶肝管以及二级肝管开口逐一进行探

查, 弄清结石、狭窄等因素和肝管病变; 还包括

经肝实质切开肝内胆管取石. 该手术方法是肝

内胆管结石系统手术最为基本的术式. 多数应

用于急症和重症病例, 旨在暂时通畅胆流、控

制胆道感染、改善肝功能以挽救患者生命或者

为之后的二期确定性手术做准备. 合并急性胆

管炎时, 不宜在急性炎症期作肝切除术. 有研究

表明, 胆管炎控制不足1 mo内切肝, 患者术中残

余结石发生率、术后感染并发症和胆漏发生率

明显升高. 因此, 急性胆管炎发作期间, 宜待胆

■同行评议者
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东大学齐鲁医院
普外科
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■研发前沿
以手术为主的肝
内胆管结石的综
合治疗还存在着
许 多 难 题 ,  诸 如
手术的彻底性、
结石复发的预防
与处理等还有待
深入研究与探讨.

道引流减压后胆管炎症缓解1 mo, 最好3 mo后再

行计划性的肝切除术[2]. 对少数结石数量较少且

受累的肝管及肝脏病变轻微、取尽结石后肝内

外无残留病灶、胆管无狭窄的病例, 该术式才

有可能作为确定性手术方式. 随着术中胆道造

影、术中超声、术中胆道镜的广泛应用, 直视

下探查结合上述手段能够更加全面了解胆道结

石的部位、数量、胆管狭窄梗阻及胆管下端的

通畅情况, 为最终手术方案的制订提供有力证

据. 在手术过程中使用器械对肝内胆管结石进

行取石操作应该轻柔, 避免暴力, 以免引起胆道

损伤、出血. 术中使用器械盲目取石往往难以

取尽肝内胆管结石, 很容易造成术后残留结石. 
向肝内胆管置入导(尿)管冲洗时, 一定要掌握正

确的方法, 切忌高压注水冲洗胆道, 否则容易造

成肝管内压力过高, 感染的胆汁反流入血窦, 引
起感染扩散, 发展为脓毒血症、休克, 甚至死亡. 

2  肝切除术

切除病变肝段以最大限度地清除含有结石、狭

窄及扩张胆管的肝脏病灶, 是治疗肝内胆管结

石的最有效的手段, 这一方法已被广泛采用并

取得了优良的疗效[3]. 肝内胆管结石好发于肝左

外叶和右后叶, 而肝切除是治疗肝内胆管结石

最好的办法, 术后残石率低而且远期效果较好[4].
2.1 肝左外叶切除术 肝内胆管结石好发于肝左

外叶, 而肝左外叶切除也是肝切除术中比较简

单的术式, 很多基层医院亦能开展, 是肝切除治

疗肝内胆管结石中最常用的术式. 但是该术式

主要针对单纯左外叶结石而不合并左肝管及横

部的狭窄和胆管壁增厚等情况. 对于非局限在

肝左外叶的结石, 切除左外叶往往是不够的, 尽
管可以通过肝断面胆管对左内叶进行取石, 但
是对于S4a的结石, 取石比较困难, 往往取不净

结石, 导致术后结石残留[5]. 
2.2 左半肝切除术 左半肝切除主要用于左肝管

开口狭窄或结石嵌顿等长时间的肝管梗阻所致

左半肝的纤维化、萎缩. 当左侧肝管有结石、

狭窄但尚未造成肝实质改变时, 目前有2种方法: 
一种是切除左外叶并通过肝断面胆管进行探查, 
清除左肝管及左内叶支的结石; 另外一种则主

张进行左半肝切除. 董家鸿等[6]提出对左肝管的

区域性结石, 应首选规则性左半肝切除, 而不应

只行肝左外叶切除并联合胆管空肠吻合术. 也
有学者证实局限于左内叶的肝内胆管结石, 在
肝功能耐受的情况下, 亦应行左半肝切除, 避免

行左外叶切除, 因为左半肝切除者术后结石复

发率低, 远期效果明显优于左外叶切除. 作者认

为, 只要明确存在左肝管开口处狭窄、远侧胆

管扩张等病理改变, 则无论左肝实质有无损害

宜积极切除左半肝, 而病变确实仅局限于肝左

内叶胆管(S4), 尤其左外叶代偿肥大者, 则应考

虑行解剖性肝左内叶切除术(S4段切除术), 没必

要无谓牺牲左外叶正常肝组织. 
2.3 右半肝切除术 肝右叶内胆管结石的发生率

比左叶低, 因而应用右半肝切除的机会亦相应

减少. 肝内胆管结石施行右半肝切除时, 对手术

适应证的选择需要严格把握, 从多方面考虑和

衡量, 力求手术安全顺利, 争取良好的近远期效

果. 通常是右肝管或其主要分支的梗阻和复发

性感染导致右肝大范围损害, 门管区纤维化, 右
肝萎缩, 同时左叶肝代偿性增大, 使左、右叶比

例失衡, 并逐渐发生以下腔静脉为轴心的顺时

针方向的旋转变化, 从而使有病变的肝右叶被

推挤至右后方, 使手术显露和操作较为困难. 切
除肝胆管结石病的右肝病灶时, 需要采取右外

侧进路显露移位的肝门及右半肝, 充分游离右

半肝与腹后壁及下腔静脉间的粘连, 使整个右

半肝完全游离以便于病灶的完整切除. 应用术

中超声准确判定肝中静脉的走向, 选择恰当的

切肝平面进行右半肝的规则切除. 尾状叶的右

侧部分(尾状突)如受累需一并切除. 但若尾状

叶胆管未受累并有代偿性增生, 原则上应予以

保留. 
2.4 肝内胆管结石的规则性肝段切除术 规则性

肝段切除是指从解剖肝门开始, 严格地按照肝

管的解剖学范围切除肝组织. 肝内胆管结石的

分布一般以肝叶和/或肝段为基础, 尤其是在早

期多是局限于肝内某一亚肝段或肝段的局限型

病变[7]. 其病理改变是按病变胆树呈严格的节段

性分布, 按解剖学分界切除肝段, 可以完整地切

除病变胆树及其所引流的肝脏区域. 对于右侧

肝内胆管结石, 近年来则更多地施行规则性的

右前、右后区(段)切除甚至选择性的规则性肝

段、亚肝段或局部胆管树切除, 这样进一步减

少了肝切除的范围, 更利于肝、胆道生理状态

的恢复, 效果也更好[8]. 在进行规则性肝区段切

除时, 应最大限度地保存正常胆管和肝组织, 彻
底切除病患胆管及病灶, 从而达到根治性切除

的目的. 如果肝脏切除不够, 遗留病变, 常常会

导致症状复发, 影响手术效果. 
2.5 腹腔镜肝切除术 随着腹腔镜下肝切除应用

■相关报道
不同范围的肝切
除术仍然是肝内
胆管结石外科治
疗上的重要手段, 
但 是 手 术 的 范
围、途径、方法
均应随着病情而
个 体 化 ,  目 的 是
保存正常的肝组
织 ,  但 要 彻 底 处
理已病变的胆管
结构并要根据每
位患者的具体情
况做出决策.
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■创新盘点
本文系统介绍了
有关肝胆管结石
的各种外科手术
术式, 并对各种术
式进行评价.

范围的拓展, 其针对规则性肝切除以及半肝切

除呈现出良好的发展前景及态势. 有研究表明

腹腔镜手术治疗区域型肝胆管结石病安全可行, 
可达到与开腹手术相同的治疗效果, 且能在很

大程度上体现微创的特点和优势. 但是也有其

相对的禁忌证: (1)弥漫型肝胆管结石病, 尤其合

并胆汁性肝硬化和胆源性门静脉高压症, 肝门

严重转位, 显露困难; (2)肝门部胆管重度狭窄;  
(3)既往多次胆道手术史[9]. 需要强调的是腹腔镜

肝切除术需要有良好的专业训练, 并有丰富的

开腹肝切除手术经验为铺垫, 否则可能事与愿

违, 效果不佳. 

3  肝门部胆管狭窄修复重建术

肝胆管狭窄是肝内胆管结石外科治疗的障碍, 
80%的外科治疗失败是由此引起. 肝内胆管结石

患者约30%-40%合并有肝胆管狭窄, 在再次手

术者中, 其比例更高[10]. 因此肝内胆管结石手术

中解除肝胆管狭窄是外科手术治疗的重要组成

部分. 对于肝内胆管高位狭窄, 特别是三级分支

以上肝胆管狭窄, 通过肝叶或肝段切除就能够

达到消除狭窄的目的. 而对于肝门部一、二级

胆管狭窄, 行狭窄切开与整形吻合成为肝胆管

结石手术中的典型术式. 由于肝门部胆管狭窄

的病变类型比较复杂, 常常需要结合多种手术

方法进行治疗: (1)胆管狭窄成形、组织补片修

复术. 适用于肝内病灶及上游肝管狭窄已去除,
结石已取尽且无复发可能, 而只存在肝门部胆

管轻度狭窄的病例. 充分切开狭窄段及其两端

的胆管, 切除瘢痕化的胆管组织, 缝合肝胆管瓣

形成胆管的后壁, 胆管前壁的缺损用带血运的

肝圆韧带瓣、胆囊瓣、胃瓣、空肠瓣或其他自

体组织补片修复; (2)胆管狭窄成形、空肠Roux-
en-Y吻合术. 是将肝门部狭窄胆管充分切开, 并
进行原位整形, 胆管切口与空肠襻行Roux-en-Y
侧侧或端侧吻合, 由于胆肠侧侧吻合术后可能

出现经胆管下端的反流性胆管炎与肝外胆管结

石等情况, 因此尽量横断肝外胆管行胆肠端侧

吻合, 尤其对伴肝外胆管扩张、Oddi括约肌松

弛、曾作Oddi括约肌成形术者更应如此. 对有

结石残留或复发可能的病例, 可将空肠襻残端

顺位埋置于腹壁皮下作为术后取石的通路. 值
得注意的是在上游肝管狭窄未纠正和肝内结石

未取净的情况下, 行胆肠吻合可能会引发或加

重胆道感染等严重并发症. 因此该术式适用于

肝内病灶和上游肝管狭窄已去除的肝门部胆管

狭窄病例. 

4  合并门静脉高压症的肝内胆管结石患者手术

方案的选择

肝内胆管结石患者因长期反复发作的胆管炎症

和机械性梗阻导致继发性胆汁性肝硬化, 甚至

出现胆源性门静脉高压症. 此时外科治疗方式

的选择常常十分困难. 一方面患者对重大手术

的耐受力极差, 手术并发症发生率和死亡率较

高; 另一方面是门静脉高压症时肝门区存在许

多扩张的侧支循环血管, 手术常因大量的出血

而更为艰难. 是先解决门静脉高压症还是先处

理胆道梗阻, 是一次手术同时处理还是分期手

术治疗, 有时候难以抉择, 考验着肝胆外科医生

对复杂病例的综合判断与处理能力. 一般认为, 
如果胆管狭窄及肝内病变比较简单、门静脉高

压明显而肝脏代偿功能尚好者, 可在一期手术

同时处理胆道及门静脉高压的问题. 如果胆道

及肝脏的病变复杂、门静脉高压症明显、肝功

能损害严重, 则以分期手术为宜. 胆管梗阻严重

及肝功能损害者, 特别是合并感染时, 应先行胆

管引流, 待肝功能改善后择期进行确定性胆道

手术. 若门静脉高压显著, 肝十二指肠韧带曲张

血管阻碍胆道手术, 则先作门腔静脉分流术, 待
门静脉高压缓解后择期进行确定性胆道手术. 
然而不可否认的是, 在临床面对此类具体患者

时, 常让我们陷入两难境地, 此时必须进行个体

化的分析与处理, 必要时应组织诸如介入科、

消化内科、内镜中心等进行全面会诊, 制定切

实可行的治疗方案, 再决定具体手术方法. 

5  肝脏移植术

肝内广泛性结石伴终末期肝硬化而肝功能陷入

失代偿状态时, 肝移植手术是较好的选择, 但因

供体短缺、排斥反应、治疗费昂贵等问题限制

了其在临床的应用. 

6  结论

总之, 对肝内胆管结石的外科治疗, 应是在早期

去除病变, 及时有效恢复胆道的生理功能, 使疾

病得到治愈, 而不是等待迁延成为慢性胆道系

统感染和更广泛的肝内结石时再行治疗. 具体

手术治疗方案的选择都应根据肝内胆管结石数

量及分布范围、肝管狭窄的部位和程度、肝脏

的病理改变、肝脏功能状态及患者的全身状况

综合考虑, 并针对具体病例制定个体化的手术

■应用要点
对肝内胆管结石
的外科治疗, 应是
在早期去除病变, 
及时有效恢复胆
道的生理功能. 具
体手术治疗方案
的选择都应根据
肝内胆管结石数
量及分布范围、
肝管狭窄的部位
和程度、肝脏的
病理改变、肝脏
功能状态及患者
的全身状况综合
考虑.
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■同行评论
本文对当前有关
肝胆管结石的外
科手术术式进行
系统的介绍, 并对
各术式的优缺点
进行了剖析. 总体
很有力度, 对从事
本专业的医生来
说是一篇高质量
的综述性论文, 值
得细读并借鉴.

治疗方案. 近年来随着影像学、数字医学、医

疗器械等相关学科与技术的飞速发展, 以及微

创理念的进一步确立与拓展, 尤其是精准肝脏

外科理论体系的建立, 均深刻影响着肝内胆管

结石治疗理念的变革与进步, 但不可否认目前

以手术为主的肝内胆管结石的综合治疗还需解

决许多难题, 诸如手术的彻底性、结石复发的

预防与处理等还有待深入研究与探讨. 而病因

学、分子生物学、病理学等相关基础研究的进

一步深入, 或许可为最终解决肝内胆管结石这

一临床难题提供重要启迪. 
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Abstract 
Hepatolithiasis is a relatively common disease 
in East Asian countries. It is one of the leading 
causes of intrahepatic cholangiocarcinoma. The 
long-term stimulation of bile duct stones and 
hepatolithiasis-induced bile duct stricture or ob-
struction cause chronic irritation of cholestasis. 
In the presence of bacterial infection and other 
etiological factors, chronic proliferative inflam-
mation of bile ducts will be caused. Eventually, 
biliary epithelial dysplasia, metaplasia, and 
even malignant transformation develop. In this 
paper, we describe the etiology, clinical mani-
festations, pathological characteristics, imaging 
diagnosis, and treatment of hepatolithiasis with 
intrahepatic cholangiocarcinoma. Diagnosis and 
treatment of hepatolithiasis with intrahepatic 
cholangiocarcinoma represent a great challenge 
to surgeons.

Key Words: Hepatolithiasis; Intrahepatic cholangi-
ocarcinoma 
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肝内胆管结石合并胆管癌

王广义, 王英超, 孙晓东
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■背景资料
肝内胆管结石合
并胆管癌术前诊
断率低, 手术切除
率低, 5年生存率
低, 是困扰外科医
生的临床难题. 针
对肝内胆管结石
合并胆管癌的临
床报道很多, 但是
还没有一种办法
可以在早期确诊
肝内胆管结石. 

Wang GY, Wang YC, Sun XD. Hepatolithiasis combined 
with intrahepatic cholangiocarcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 3336-3339 

摘要 
肝内胆管结石在东亚地区是较为常见的疾病, 
是肝内胆管癌最主要的病因之一. 胆管内结石
对胆管壁的长期刺激, 结石引起的胆管狭窄梗
阻造成胆汁滞留及同时伴发的细菌感染等生
物因素的慢性刺激, 导致胆管壁的慢性增生性
炎症, 进而引起胆管上皮的不典型增生和上皮
化生, 发生癌变. 本文主要对肝内胆管结石合
并胆管癌的病因、临床表现、影像学诊断和
病理特点、治疗方式等方面进行阐述. 肝内胆
管结石合并胆管癌的诊断和治疗均是对外科
医生的巨大挑战.

关键词: 肝内胆管结石; 肝内胆管癌

王广义, 王英超, 孙晓东. 肝内胆管结石合并胆管癌. 世界华人

消化杂志  2012; 20(34): 3336-3339
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0  引言

肝内胆管癌是指源于二级及二级以上肝内胆管

上皮细胞的恶性肿瘤. 肝内胆管结石合并反复

发作的化脓性胆管炎常导致肝内胆管狭窄、肝

脓肿形成. 此病多发生在东亚国家, 常见的感染

是细菌和寄生虫. 病理因素也可能是发病原因, 
如营养不良、菌血症等. 反复发作的胆管炎病

程超过6年, 是胆管癌发生的高危因素. 其发生

率是1.5%-11.0%[1-4]. 但胆管结石合并胆管癌, 临
床上早期无特殊表现, 且往往合并肝脓肿存在, 
影像学上诊断较为困难, 以致早期诊断率较低, 
为临床治疗带来很大困难. 

1  病因

在西方, 硬化性胆管炎是肝内胆管癌的主要病

因; 在东亚地区, 肝内胆管结石是其主要发病

原因之一 .  肝内胆管结石主要发生在东亚地

区, 在我国多发生于东南地区和沿海一带. 随着

■同行评议者
张宗明, 教授, 清华
大学第一附属医
院消化医学中心 
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■研发前沿
目前临床影像学
的发展非常迅速, 
MRI、PET等对
肝内胆管结石合
并胆管癌的诊断
都 非 常 有 帮 助 , 
对肿瘤的标志物
研 究 的 深 入 ,  对
胆管癌的发现可
能会有更大帮助.

亚洲移民的不断涌入, 西方国家肝内胆管结石

发病率也呈增加趋势. 肝内胆管结石最常见的

发病原因是感染, 最常见病原体是细菌和寄生

虫. 细菌感染最常见的是大肠埃希菌, 寄生虫最

常见的是华支睾吸虫和蛔虫. 病理因素也可是

发病原因, 如营养不良、菌血症等. 肝内胆管

结石合并感染反复发作是导致胆管癌的最常

见因素. 反复的感染、结石的慢性刺激、胆汁

淤积导致胆管黏膜的腺瘤样增生、不典型增

生, 最后发展为胆管癌. 国外报道, 有胆管结石

导致的胆管癌占2%-10%左右[4-6]; 国内报道占

0.36%-10.00%[7,8]. 但其发病率与地域、年龄、

性别、生活习惯以及诊断方法有关. 

2  临床特点

肝内胆管结石的主要临床表现是反复发作的胆

管炎, 患者反复的高热、寒战. 肝内胆管结石合

并胆管癌早期与肝内胆管结石在临床表现上无

特殊区别, 术前早期诊断率较低. 但如肝内胆管

结石的病程较长, 伴有肝脓肿形成, 近期伴有进

行性消瘦、顽固性疼痛的、难以控制的感染, 
进行性加重的黄疸者应考虑可能合并胆管癌存

在. 合并胆管癌在晚期可以出现腹腔的播散转

移、肺转移、进行性消瘦、黄疸、腹水等恶液

质的表现. 

3  影像学检查方式

肝内胆管结石合并胆管癌在诊断上极为困难, 
其影像学检查的诊断率仅为0%-42%. 由于反复

发作的胆管炎形成脓肿、胆汁瘤、肝叶萎缩等

原因, 很难与胆管癌相鉴别. 
3.1 超声检查 超声对胆管结石合并胆管癌的诊

断率较低. 肝内胆管结石合并胆管癌由于胆管

增生含有较多的纤维组织, 因此大部分表现为

高回声. 结石失去了沿肝内胆管排列的典型声

像图表现, 出现结石强回声团的声像图, 并且相

关区域门静脉分支消失, 考虑可能合并胆管癌

存在, 但超声受胆管的炎症、脓肿形成、周围

组织纤维化及超声仪器的档次、操作者的水

平、肿瘤的生长方式影响较大. 但Neumaier等[9]

报道当胆管癌合并胆道扩张并且出现门静脉癌

栓时, 超声可以发现100%的胆道梗阻和门静脉

癌栓, 并且可以发现37.1%的胆管癌. 此外超声

还可以穿刺活检诊断胆管癌.
3.2 CT检查 增强CT对胆管结石合并胆管癌是最

常用的检查方式, 但由于常合并肝脓肿和胆汁

瘤经常很难与胆管癌区分开. Kubo等[10]报道在

增强CT上胆管癌的特点, 动脉期轻中度强化, 门
静脉期进一步强化, 延迟期病灶渐进性延迟强

化. 但密度低于肝实质, 这是由于在胆管癌周围

富含肿瘤细胞, 而中心富含纤维组织, 成活的肿

瘤细胞是肿瘤早期强化的病理学基础, 而纤维

组织是产生延迟强化的病理学基础. 一般合并肝

叶萎缩, 门脉属支消失, 胆管癌管周软组织密度

较周围正常肝组织密度高, 淋巴结肿大超过1 cm
和胆管壁增厚静脉期强化是胆管结石合并肝内

胆管癌的特点. 
3.3 MRI检查 增强磁共振成像(magnetic resonance 
imaging, MRI)结合磁共振胰胆管造影(magnetic 
resonance cholangiopancreatography, MRCP)对诊

断胆管结石合并胆管癌, 尤其是胆管癌的腔内

生长型相对有优势. 其T1为低信号, 而T2为相对

高信号. 增强早期病灶边缘不规则轻中度强化, 
延迟期中心逐渐强化, 呈星芒征、结节状、网

格状、条纹状不均匀强化. MRCP通过重建胆道

树, 胆管呈软藤状扩张, 如腔内见结节状, 可以

发现梗阻的部位[11]. 通过增强MRI通过T1和T2
结合动脉期、静脉期、延迟期的变化, 对胆管

癌的更易发现. 
3.4 PET 正电子发射计算机断层扫描(positron 
emission tomography, PET)对诊断胆管结石合并

胆管癌的诊断有帮助, 尤其对有淋巴结转移的

胆管癌的诊断率较高, 可以发现直径在1 cm左右

的胆管癌[12,13]. 对其他影像学没有发现的胆管癌, 
PET可以提高30%的诊断率[14], 但是由于其价格

昂贵, 还未作为常规检查手段. 

4  血清学标志

胆管结石合并肝内胆管癌没有特异的血清学标

志物, 针对诊断没有特异性, 但结合影像学对

诊断有一定帮助. CA19-9、CEA、CA-125是最

常用的胆管癌的血清学标志物. 85%的胆管癌

合并CA19-9升高. 当出现梗阻性黄疸时CA19-9
升高, 若梗阻解除后CA19-9仍然升高, 往往提

示存在胆管癌[15,16]. 约30%的胆管癌CEA升高. 
40%-50%的胆管癌CA-125升高. 此外还有一些

肿瘤标志物如CA-195、CA-242、DU-PAN-2、
IL-6和trypsinogen-2也会改变. 

5  病理特点

肝内胆管结石合并细菌感染、反复发作的胆管

炎、结石和炎症形成恶性循环, 造成胆管狭窄, 

■相关报道
针对肝内胆管结
石合并胆管癌的
临床报道很多, 但
是还没有一种办
法可以在早期对
此病确诊, 提高5
年生存率.
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胆汁淤积和机械性刺激可能导致黏膜上皮增生

和增生性胆管炎. 增生性胆管炎能导致非典型

上皮增生、腺瘤样增生、继而发生癌变. 肝内

胆管癌还可以发生在已经手术不含结石的肝内

胆管. 肝内胆管癌常见的病理类型一般有肿块

形成型、周围浸润型和腔内生长型. 癌变大部

分发生在结石附近, 胆管癌全部为腺癌. 组织病

理学特点: 肿瘤细胞呈低柱状、立方形排成脉

管状、腺泡状等, 伴有大片坏死, 浸润纤维脂肪

组织, 侵犯胞膜、癌旁组织, 呈现慢性胆管炎, 
受累的胆管狭窄, 充满结石. 

6  治疗方式

肝内胆管结石的治疗方式随着外科医师对疾病

的认识发生巨大变化. 传统术式采用胆道探查T
管引流. 由于肝内的结石反复排入胆总管内, 因
此进行反复的开腹手术治疗, 很多患者在经历

数次胆道手术, 作者最多见过7次的胆道探查患

者, 患者身心受到巨大伤害. 为了解决反复发作

的胆道结石, 外科医师开展了胆肠吻合术、皮

下肠襻术等术式, 但都不能从根本上解决肝内

胆管狭窄、胆汁淤积的病理学基础, 从而为胆

管癌变打下伏笔. 
6.1 根治性治疗 在术中发现: (1)肝脏表面有苍白

质硬结; (2)肝门部有肿大淋巴结; (3)胆管切开有

较多的黏液性物质; (4)胆管切开后局部明显增

厚, 应高度怀疑癌变. 肝内胆管结石合并胆管癌

一旦确诊, 要尽量保证切缘阴性, 术中行切缘的

快速病理检查是非常必要的. 为保证切缘阴性, 
多数要行肝叶切除, 半肝切除, 扩大半肝切除, 
联合尾状叶切除, 被认为是目前唯一可能获得

较长生存率的方式[17-19]. 有时术前评估, 剩余肝

脏不足, 可以考虑行门静脉栓塞, 扩大预留肝的

体积, 保证剩余肝功能。但如果术前发现腹腔

内有中等量腹水, 应考虑到腹腔内有可能广泛

种植转移, 应查腹水脱落细胞, 或者腹腔镜探查. 
对于是否采取淋巴结清扫, 国内外学者争议较

大. 日本学者建议清扫淋巴结, 他们认为胆管细

胞癌主要是淋巴转移, 因此肝十二指肠韧带、

腹腔干、胰腺后方的淋巴结清扫对提高5年生

存率有意义. 但欧美国家学者[20,21]认为清扫淋巴

结对提高5年生存率无意义. 
6.2 姑息治疗

6.2.1 放疗: 外科切除后, 最常见的复发形式是

局部复发. 很多医师建议术后放疗或放疗, 结合

化疗对局部控制肿瘤复发可能起作用, 小样本

研究表明如果切缘阴性, 结合术后放疗, 术后5
年生存率可达33.9%; 对比不放疗的明显增加

13.5%[22]. 但也有其他学者持反对意见, 认为放

疗对5年生存期无明显改善[23]. 
6.2.2 化疗: 化疗对胆管癌没有明显的效果, Todor-
oki等[24]对139个日本多中心胆管癌患者采取丝裂

霉素加5FU联合化疗证实化疗无任何疗效. 但也

有学者报道, 化疗联合支持治疗能提高4 mo的生

存期, 但无论如何化疗的效果不够理想[25]. 
6.2.3 光敏治疗: 给患者注射一种光敏剂, 通过特

殊光波的垂直照射肿瘤位置, 激活光敏剂, 产生

氧自由基杀死肿瘤细胞. 有一小样本实验[26], 不
可切除的胆管癌光敏治疗降低了胆红素水平, 
改善了生活质量, 提高了生存期. 但是, 另外一

组实验却没有取得相同的效果[27], 但治疗中发现

光敏治疗可以导致肿瘤坏死. 
6.2.4 对症治疗: 大约50%-90%的胆管癌是无法

切除的[28], 无法切除的胆管癌治疗目的不在是为

了提高生存期, 而是为了改善生活质量、解决

疼痛、黄疸、瘙痒. 术前影像学检查评估确定

不能手术切除, 并且经过穿刺活检证实, 可以采

取姑息性放疗, 采取经皮肝穿刺胆道引流解决

黄疸等对症治疗手段. 

7  结论

肝内胆管结石是导致肝内胆管癌的主要原因之

一, 但由于肝内胆管结石合并胆管癌无特殊临

床表现, 在病理上反复的炎症刺激, 胆管纤维化, 
合并肝脓肿形成, 胆汁瘤形成, 影像学很难鉴别, 
因此早期诊断率较低, 手术切除也较低. 5年生

存率在5%-10%[29]目前在诊断和治疗上都是外科

医生所面临的巨大挑战. 
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胆管结石合并胆
管癌的诊断和治
疗提供一定的指
导和帮助.
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Abstract
Recurrent stones is a common postoperative 
complication in patients with hepatolithiasis 
and is hard to treat. There are many treatments 
available to treat recurrent stones, but satisfactory 
results can be achieved in few patients. Nonsurgi-
cal treatments include the dissolution of stones, 
extrahepatic lithotripsy, and stone removal with-
out surgery. Surgical treatments include hepatoli-
thectomy, hepatic resection, hepatico-jejuno anas-
tomosis, and liver transplantation. Hepatic resec-
tion and liver transplantation are radical surgery 
for recurrent stones. Personalized retreatment 
should be adopted for recurrent stones according 
to the conditions of each patient.

Key Words: Hepatolithiasis; Surgery; Recurrent 
stones; Retreatment
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 焦点论坛 TOPIC HIGHLIGHT

肝内胆管结石术后复发的再处理

王存川, 高 明

®

■背景资料
肝内胆管结石术
后复发是肝内胆
管结石手术后最
常见的并发症, 再
处理方法是当今
胆道外科最为棘
手的问题之一. 目
前临床上处理方
式很多, 但大部分
患者远期效果并
不能令人满意, 本
课题组认为应该
根据每个患者的
具体情况选择个
体化的治疗方法. 

摘要
肝内胆管结石术后复发是肝内胆管结石手术
后最常见的并发症, 其再处理方法是当今胆道
外科最为棘手的问题之一. 目前临床上处理方
式很多但大部分患者远期效果并不能令人满
意. 非手术方法包括溶石、碎石、取石等. 手
术方法有肝实质切开取石、肝叶(段)切除、

胆肠吻合术及肝移植等. 其中肝叶(段)切除及
肝移植能一次手术完成肝胆管结石外科治疗
原则要求的彻底的根治性手术. 应该根据每个
患者的具体情况制定个体化的治疗方法. 

关键词: 肝内胆管结石; 手术; 术后复发; 再处理
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0  引言

肝内胆管结石的发病与胆道感染等多种因素有

关, 在亚洲国家高发而在西方国家发病相对较

低[1]. 我国肝内胆管结石是肝胆外科最常遇到的

问题, 有病变广泛、病情复杂、手术并发症发

生率高、术后易复发等特点[2]. 国内报道肝内胆

管结石术后残石率为20%-40%[3]. 而肝内胆管结

石术后复发需要再手术者占再诊患者的半数以

上[4], 成为胆道外科中最复杂和最难治的非恶性

疾病之一. 肝内胆管结石术后复发分为两种情

况, 一种是首次手术中取净结石后再发, 另一种

情况是首次手术结石没有取净, 残余结石继续

生长引起临床症状. 凡肝内胆管结石首次手术

两年后, 患者出现相关的临床症状, 通过影像学

检查又发现肝内胆管结石者称为肝内胆管结石

术后复发. 由于肝内胆管结石术后复发的患者

往往存在病情复杂多变、伴有肝内胆管狭窄及

癌变、术后再发残石等特点, 处理上比较棘手. 
目前临床上的处理方式很多, 但大部分患者远

期效果不能令人满意. 我们主张根据每个患者

的具体情况制定个体化的治疗原则. 

■同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办
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1  肝内胆管结石术后复发再处理前的准备

对于肝内胆管结石术后复发的问题应予以高度

的重视, 根据患者既往手术情况选择系统的肝胆

道检查方法. 如果患者还保留T管或其他胆道引

流管等要利用这些现有的管道进行造影对比, 否
则应该在肝胆B超的基础上选用其他影像学检查

如CT、MRI、PTC、ERCP检查或MRCP检查等, 
了解术后肝内复发结石的分布情况、胆道狭窄

部位、畸形的部位、肝叶(段)萎缩情况或有无癌

变等情况, 同时参照患者的肝功能及全身耐受治

疗情况制定详细的个体化的治疗方案. 

2  肝内胆管结石术后复发再处理方法的选择

2.1 非手术治疗

2.1.1 溶石: 溶石治疗是从胆道引流管(T管或

PTC管等)注入能溶解结石的药物, 理论上能够

使残余结石溶解. 溶石药物的种类很多, 主要有

辛酸甘油酯、甲基叔丁醚、复方三乙醇胺及中

医中药等, 早些年有报道[5-7], 近来这些方法逐渐

被废弃. 溶石治疗效果差的原因可能与在体内

很难做到溶石药物较长时间充分作用于结石本

身. 并且至今也没有找到一种适合胆色素结石

的溶解药物. 
2.1.2 碎石: 碎石首先需要一定的途径到达残余

结石部位, 然后在体外通过一定的脉冲水压或

直接通过光纤发射激光, 使残余结石松动和破

裂, 然后通过管道协助排出残石. 对于肝外胆管

残余结石有一定的效果, 近年也有处理肝内胆

管结石术后复发的患者的报道. Kow等[8]对4例
经历过复杂肝内胆管结石术后复发的患者通过

经皮经肝胆道镜碎石术(percutaneous transhepatic 
cholangioscopic lithotomy, PTCSL)治疗残余结石, 
均碎石成功并排出, 4位患者平均随访18 mo, 均
无胆管结石复发及胆管炎等其他并发症出现. 
许传波等[9]在胆道镜下使用U-100双频激光碎石

治疗难取性胆管残余结石42例, 对肝内胆管结

石术后复发的患者拔出T管后经原窦道置入胆

道镜, 首先用取石篮、冲洗器等清除结石, 难取

结石自胆道镜置入光导纤维, 找到结石后发射

激光碎石. 1次碎石成功率为69.0%, 3次以上碎石

成功率100%. 多次结石取净率95.2%. 黎辉等[10]报

道通过T管窦道置入胆道镜, 插入等离子体冲击

波电极对准结石击发, 将结石击碎后取净结石. 
对46例复杂肝内胆管残余结石取石成功45例, 
成功率97.8%, 治疗期间胆道少量出血3例, 发热

1例, 均经过保守治疗痊愈. 经过腹腔镜及胆道

镜辅助应用激光碎石治疗肝内胆管结石术后复

发的方法国外也有报道[11,12]. 
2.1.3 取石: 对于肝内胆管结石术后复发的患者

通过一定的途径取石是最直接的方法, 临床上

应用的也比较多. 纤维胆道镜经T管窦道取石目

前开展的比较广泛[13], 但只限于少数位于主要肝

内胆管残留结石的患者. 罗亚桐等[14]报道经T管
窦道治疗287例单纯肝内胆管残余结石患者, 经
过1-5次(平均2.2次)胆道镜取石, 取净结石或主

要肝胆管残石取尽者为成功, 共计211例, 成功

率73.1%. 对伴有胆管狭窄的肝内胆管残石患者

152例中取石失败率44.1%. 而对于其中无胆管

狭窄的135例患者失败率仅为6.7%. 经皮经肝胆

道镜(percutaneous transhepatic cholangioscopy, 
PTCS)取石对于不带T管的患者是一个选择. 对
于残余结石比较大、肝胆管扩张比较明显又靠

近肝脏膈面的患者较适宜, 但容易发生胆漏、

出血, 因此应该严格掌握适应证. Cheung等[15]对

79例肝内胆管结石患者应用PTCS取石, 取石成

功率是76.8%, 其中并发症发生率是21.5%, 由于

右侧肝内胆管的解剖特点与左侧不同, 右侧肝

内胆管结石取石困难. 同时随访还发现结石并

伴有肝内胆管狭窄的患者取石后容易出现胆管

炎. 胆道镜取石配合碎石可以互补其长, Cheng
等[16]研究190例肝内胆管结石术后复发的患者, 
这些患者残留结石的部位均位于胆管狭窄部. 
他们通过对狭窄部位扩张后置入胆道镜并配合

电动液压碎石, 肝内胆管残留结石的清除率达

88.4%, 但同时也发现右侧肝内胆管残留结石取

石失败率较高. 有些作者[17]报告做胆管-空肠吻

合时将引流肠襻的近端置于皮下,术后如发现有

残余或复发结石, 可切开皮肤及肠壁, 插入胆道

镜取石. 通过留置的Roux-en-Y吻合引流襻肠管

盲端切开取石也是一种可以选择的方法. 我院

大部分患者采用纤维胆道镜经T肝窦道取石的

方法. 经皮经肝胆道镜取石也有开展. 由于创伤

小, 对机体的总体影响不大, 我们认为各种经窦

道或经皮经肝途径的微创方法取石应该积极加

以推广. 但鉴于医生的实践经验与所在单位具

备的医疗条件不同, 每个患者的具体状况及残

余结石特点部位也存在差异, 目前尚没有统一

的治疗模式, 针对某一具体患者的具体微创治

疗方法尚待进一步规范. 
2.2 手术治疗

2.2.1 肝实质切开取石术: 对于肝内胆管结石术

后复发局限于肝脏表面的结石, 如果患者不适合
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非手术治疗, 可以采用直接游离肝脏表面然后切

开取石的方法. 但由于单纯局限于肝实质表面的

结石不多, 所以有这类适应证的患者有限. 
2.2.2 肝叶/段切除术: 对于肝内胆管残余结石术

后复发后残余结石累计多个部位, 同时伴有胆

道狭窄、感染、癌变及畸形等患者, 往往需要

再次手术解决问题. 对于局限于肝脏一段、一

叶或半肝的结石, 将病肝连同其中的结石和其

他病变一并切除, 可达到“根除病灶”的目的. 
肝内胆管结石术后复发手术再处理的总体原则

仍然是“尽可能取尽残余或新生结石, 清除病

灶, 纠正胆管病变, 通畅引流及为术后辅助治疗

提供条件”[18]. 其中部分肝叶及肝段切除仍然是

再处理中行之有效的方法, 但再次手术较首次

手术情况更复杂, 难度更大. 手术过程中病肝切

除, 胆管狭窄段切开整形, 肝门部宽敞的胆肠吻

合是提高手术治疗效果的关键. 经过几十年的

应用经验及随着肝脏外科技术的进展, 临床证

实部分肝叶、肝段切除是唯一能一次手术完成

肝胆管结石外科治疗原则要求的彻底的根治性

手术. 但再次手术难度更大, 并发症发生率较高, 
故应采取个体化治疗的方案, 结合术前检查和

术中探查情况, 选择性地在双侧肝内胆管结石

的治疗中加以应用. 
2.2.3 胆肠吻合术: 胆肠吻合术长期以来就是胆

石症治疗的一种重要手术方式. 肝管空肠Roux-
en-Y吻合及肝门胆管空肠盆式吻合对胆石症的

治疗起到了一定的作用. 但由于肝胆管病理改

变长期存在, 术中结石难以取净及逆行感染等

原因, 胆肠吻合术后效果并不理想. 目前更多的

利用取石或肝叶(段)切除术的方法取代. 
2.2.4 肝移植: 肝内胆管结石出现严重并发症到

达终末期也是肝移植的适应证之一[19]. 对于肝内

胆管结石术后复发并继发胆汁性肝硬化, 肝功

能衰竭进入终末期的患者, 如果条件允许, 可以

考虑行肝移植. 
2.2.5 关于手术的几点说明: 再次手术根据首次

手术方式的不同而情况各异. 对于首次手术采

用腹腔镜的患者由于腔镜本身对于腹腔内器官

组织之间的影响相对较小, 所以再次手术进腹

的路径受腹腔内粘连等因素的影响比较小. 我
们遇到的几例采用完全腹腔镜下施行肝内胆管

结石手术的患者再次开放手术腹腔内粘连的情

况均较轻, 类似初次开腹的情况. 而首次采用开

放胆道手术的患者腹腔内粘连一般均较严重, 
再次手术进腹本身就是一个挑战. 再次手术的

切口入路我们推荐右侧肋缘下斜切口(可以经过

原切口, 但可适当两侧延长), 可以方便直接显露

肝脏各病变部位. 进腹后如果粘连比较严重, 从
原切口两侧延长的(粘连相对较少)疏松部位进

腹, 首先仔细游离找到肝脏的外缘, 然后沿外缘

再行游离找到相应的病变部位. 手术者在术前

要有充分的思想准备, 细心操作不能急躁, 以免

带来不必要的副损伤. 

3  结论

肝内胆管结石术后复发的处理方法很多, 但一

般认为肝叶(段)切除是最有效的方法. 但由于患

者的具体情况受到许多的限制, 各种经窦道或

经皮经肝途径取石是目前应用最多的方法, 但
目前尚没有针对所有残余结石患者统一的治疗

模式. 对于久治未愈, 肝功能衰竭的患者肝移植

也是一种好的治疗选择. 
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Abstract
Hepatolithiasis is a disease prevalent in South-
east Asian countries that is characterized by the 
presence of stones in the intrahepatic bile ducts 
proximal to the confluence of the right and left 
hepatic ducts. The goals of management include 
efficient elimination of stones and stasis, relief 
of strictures, total biliary drainage, maximum 
protection of functional liver tissue, and reduc-
tion of surgical complications. The diagnosis 
can be best established by direct cholangiogra-
phy such as percutaneous transhepatic cholan-
giography or endoscopic retrograde cholangi-
ography. Magnetic resonance cholangiography 
can delineate detailed information on the bile 
ducts, which is useful in the planning of treat-
ment for hepatolithiasis. Though non-operative 
biliary decompression by endoscopy and inter-
ventional radiology is effective in controlling 
infection, surgery by multiple methods remains 
the mainstay for the treatment of stones and 
strictures. The bile duct stricture carries a high 
risk for postsurgical intrahepatic calculi; hence, 
permanent relief of stricture in hepatobiliary 
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肝内胆管结石合并胆管狭窄的处理

刘 军, 孟凡迎

®

■背景资料
肝内胆管结石在
东亚及东南亚一
些国家和地区发
病 率 很 高 ,  治 疗
困难. 结石、炎症
及狭窄3者互为因
果, 由于其反复发
作的炎症、胆管
狭窄及手术后残
留的结石, 肝内胆
管结石合并狭窄
一直是临床治疗
的难点之一. 因病
变部位不同, 其临
床表现也因人而
异. 一般而言, 其
临床表现往往不
如肝外胆管结石
那样严重, 但治疗
难度却明显高于
肝外胆管结石. 

surgery is mandatory. The aggressive resection 
strategy is recommended for an atrophic seg-
ment resulting from hepatolithiasis to achieve 
complete clearance of the stones and relief of 
bile stasis. For therapeutic purposes, we recom-
mend a combination of multimodal treatments 
to improve results. It is necessary to choose 
the most suitable and optimal therapeutic ap-
proaches in selective cases in the treatment of 
complicated hepatolithiasis.

Key Words: Hepatolithiasis complicating stenosis; 
Bile ducts

Liu J, Meng FY. Treatment of hepatolithiasis with bile 
duct stenosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 
3344-3348 

摘要
肝内胆管结石是指肝总管分叉以上的胆管结
石. 在东亚及东南亚一些国家和地区发病率很
高, 而在欧美国家发病率低. 肝内胆管结石合
并胆管狭窄发病率高, 据报道国内胆管狭窄的
发生率为24.80%-41.94%, 肝内胆管狭窄是肝
内胆管结石的主要病理改变, 两者互为因果. 
长期存在的结石, 合并肝内胆管感染、狭窄及
胆汁淤积, 常导致胆石存在肝段实质萎缩, 甚
至恶变. 结石、炎症及狭窄3者互为因果, 由于
其反复发作的炎症、胆管狭窄及手术后残留
的结石, 肝内胆管结石合并狭窄一直是临床治
疗的难点之一. 因病变部位不同, 其临床表现
也因人而异. 一般而言, 其临床表现往往不如
肝外胆管结石那样严重, 但治疗难度却明显
高于肝外胆管结石. B超诊断肝内胆管结石的
准确率很高, 近年来随着经皮肝穿刺胆管造
影(percutaneous transhepatic cholangiography, 
PTC)、经内镜逆行胰胆管造影(endoscopic 
retrograde cholangio-pancreatography, ERCP)、
磁共振胰胆管造影(magnetic resonance cholan
giopancreatography, MRCP)等先进诊断技术手
段的应用, 肝内胆管结石及狭窄得以更及时更
清晰的诊断, 其治疗方法也取得一定进展. 术
前进行详尽的影像学检查, 明确结石及胆管狭
窄所处的具体位置, 针对不同患者的病情, 制
定恰当的个体化治疗方案尤为重要. 本文结合

■同行评议者
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医科大学附属第
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■研发前沿
近年来随着PTC, 
ERCP, MRCP等
先进诊断技术手
段 的 应 用 ,  肝 内
胆管结石及狭窄
得以更及时更清
晰 的 诊 断 ,  其 治
疗方法也取得一
定 进 展 .  术 前 进
行详尽的影像学
检 查 ,  明 确 结 石
及胆管狭窄所处
的 具 体 位 置 ,  针
对不同患者的病
情 ,  制 定 恰 当 的
个体化治疗方案
仍是治疗的重点
及难点.

我们的治疗体会探讨肝内胆管结石合并胆管
狭窄的诊断和治疗问题. 

关键词: 肝内胆管结石; 胆管狭窄
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0  引言

考古学发掘证实古埃及青年妇女存在胆结石, 
这证明胆石症折磨人类已经有2000年以上的历

史. 胆石症的流行病学有很明显的地域特点, 在
欧美人种发病率很低, 而在我们国内、香港地

区则发病率高[1]. 一般将肝内胆管定义为左右肝

管汇合部近端的所有胆管. 肝内胆管结石即指

存在于肝内胆管的结石. 肝内胆管结石的成因

与胆道寄生虫、胆道感染、胆汁淤积、胆管变

异及胆汁引流不畅等因素有关[2], 左侧肝内胆管

结石明显多于右侧. 从流行病学和病因学角度

分析, 肝内胆管结石的病因可能与蛋白质缺乏

所致的营养不良有关[3]. 以高蛋白饮食为主的欧

美国家肝内胆管结石非常罕见, 国内农村人口

发病率远高于城市人口亦可能与营养不良有关. 
肝内胆管结石的常见病理改变包括结石、狭窄

及扩张、慢性增殖性胆管炎与肝实质纤维化与

萎缩, 甚至恶变[4]. 肝内胆管结石常合并胆管狭

窄, 以左侧胆管最明显, 呈节段性分布, 狭窄远

端胆管扩张, 其内存在或充满结石. 肝内胆管结

石合并狭窄临床发病率较高, 国内的发生率为

24.80%-41.94%[5]. 结石、炎症及狭窄3者互为因

果. 狭窄是肝内胆管结石的主要病理改变, 也是

导致结石复发和外科治疗失败的常见原因[6]. 因
此, 对该类患者的治疗, 在尽量取尽结石的基础

上, 如何彻底解除胆管狭窄是关系患者远期疗

效的关键. 

1  肝内胆管结石的类型

以前认为肝胆管结石几乎全是胆红素钙结石, 
现在已经明确约20%是胆固醇结石[7], 肝内胆红

素钙结石的形成主要与胆汁淤滞和细菌感染有

关, 而肝内胆固醇结石的形成则主要与过饱和

胆固醇胆汁的产生有关. 载脂蛋白A-1有防止胆

固醇析出的作用, 载脂蛋白A-1活性降低等代谢

因素的改变是胆固醇结石形成的重要原因. 两
种结石患者的临床表现差别很大, 治疗方案也

不同. 肝内胆红素钙结石临床常见, 常合并胆管

狭窄. 对该类患者判断结石所在的肝脏区域有

无萎缩和局部胆管有无狭窄非常重要. 如果局

部胆管有狭窄, 但肝脏区域没有萎缩, 则可首先

考虑经皮经肝胆道镜(percutaneous transhepatic 
cholangioscopy, PTCS)取石并扩张狭窄, 这种

狭窄往往也是可逆性的. 但如果影像学检查[如
CT、磁共振成像(magnetic resonance imaging, 
MRI)等]提示结石所在的肝脏区域已有萎缩, 尤
其存在胆管狭窄, 则有行肝段或肝叶切除的指

征. 肝内胆固醇结石则往往表现为肝内多个孤

立性病变, 常位于肝脏的外围, 患者基本无症状. 
若结石进入胆总管, 患者会出现腹痛、黄疸、

发热, 但程度较胆红素钙结石引起者轻微, 患者

往往未经处理症状可自行缓解. B超检查可见

肝内孤立性强回声, 后伴声影. 胆道造影检查往

往也无明显胆道扩张或狭窄表现. 与肝内胆红

素钙结石不同, 胆固醇结石局部无明显炎性反

应, 罕见合并胆管癌. 对该类患者, 若无症状, 我
们的建议是随访观察, 可暂不予处理. 有症状者, 
可考虑行PTCS取石. 另外也有报道称, 体外冲

击波碎石(extracorporeal shock wave lithotripsy, 
ESWL)对治疗肝内胆固醇结石有效. 

2  肝内胆管结石合并狭窄的影像学检查

术前明确肝内胆管结石及狭窄的位置和分布, 
是手术成败的关键[8]. 肝内胆管结石的检查首选

B超, 其特点为无损伤性、快速、简便、安全. B
超能显示肝内胆管扩张的程度及结石光团和声

影, 诊断的准确率可达85%-90%, 但B超不能提

供胆管树的整体情况, 而且对胆管狭窄具体部

位往往显示欠清晰, 对手术指导意义有限. CT可
全面显示肝内结石的分布情况、胆管有无扩张

及扩张的部位、肝实质有无病理性改变等, 临
床上常与B超联合应用. 但CT往往难以直接显

示胆管狭窄的具体部位, 经内镜逆行胰胆管造

影(endoscopic retrograde cholangio-pancreatog-
raphy, ERCP)则能提供胆管树的整体情况, 对肝

内胆管结石有无狭窄等情况提供最直观的证据. 
ERCP在胆肠吻合术后及结石合并狭窄的上端

则显示不清. 经皮肝穿刺胆管造影(percutaneous 
transhepatic cholangiography, PTC)也是直接胆

道显影, 他在胆管扩张时穿刺成功率高, 可以明

确显示胆管狭窄部位, 但在胆管无扩张、胆管

梗阻的患者往往显影欠清晰. 磁共振胰胆管造

影(magnetic resonance cholangiopancreatography, 
MRCP)能获得与直接胆道造影, 如ERCP及PTC
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等影像学检查一样完整直观的胆管树三维图像. 
MRCP无创伤性, 患者更易接受. MRCP不仅能

清晰的显示结石的部位、胆管狭窄及扩张、胆

胰管的形态, 同时还能提供肝脏实质有无病理

性改变等形态资料, 对于胆肠内引流术后及复

合性胆管狭窄等患者同样适用[9,10]. 采用术中B
超检查, 术者能根据术中实际情况修订手术方

案, 避免术中盲目探查操作. 术中纤维胆道镜的

应用还能弥补常规手术器械的某些缺陷, 使部

分病例结石的取除变得容易. 总而言之, 针对不

同病例个体, 术前及术中选择性应用B超、CT、
ERCP、PTC、MRCP等影像学检查, 明晰胆管

结石和狭窄详细信息, 制定完善的手术方案, 然
后术中结合胆道造影、B超及纤维胆道镜检查, 
进一步调整手术方案, 从而达到彻底根治的目

的[11]. 

3  肝内胆管结石合并狭窄的治疗

肝内胆管结石的治疗手段既有手术方法, 又有

非手术方法. 各种治疗方法, 其结果尚不能完全

满意, 关键问题是残余结石率高, 再手术率高. 
我们认为, 针对不同的患者, 制定恰当的个体化

治疗方案尤为重要. 目前公认的肝内胆管结石

的治疗原则是：清除病灶、取净结石、去除狭

窄、通畅引流, 这是肝内胆管结石治疗的实践

指导原则[12]. 结石机械性梗阻-胆道感染-胆道狭

窄-肝实质的相应改变, 这是肝内胆管结石病发

展过程的基本模式. 病理组织学和微血管灌注

扫描电镜证实, 肝内门静脉小分支的破坏、闭

塞及门管区纤维化, 是肝内胆管结石肝脏组织

改变的基本原因, 而这种改变有明显的节段性

分布[13]. 胆管炎性狭窄及梗阻以上部位胆管扩

张、感染, 继之受累肝叶段纤维化萎缩, 长期炎

性刺激胆管癌变率高, 且病变区呈明显的节段

性分布, 这些是肝叶段切除治疗肝内胆管结石

合并狭窄的病理解剖学基础[14,15]. 肝内胆管结石

合并狭窄时, 肝脏的病变范围是沿病变胆管树

呈较明显的节段性分布. 因此, 与治疗肝肿瘤时

以肿瘤为中心的不规则肝切除术不同, 肝内胆

管结石患者的肝叶切除是以肝段为单位的规则

性切除, 从而完整切除病变胆管及所引流的肝

脏区域, 治疗的关键是不能残留可能导致结石

复发的明显狭窄或扩张的胆管[16]. 肝胆管结石病

的手术方式较多, 其中肝切除术可以最大限度

地清除含有结石、狭窄及扩张胆管的病灶, 最
大优点即在于去除了结石及病变的胆管、减少

了术后复发及病变胆管恶变的危险, 已被越来

越多的学者所接受[7]. 
3.1 肝左叶胆管结石合并胆管狭窄 左肝内胆管

结石合并狭窄的治疗相对简单, 尤其是二级以

上左肝内胆管狭窄更为简单. 宜施行肝左叶叶

切除术[17], 保护并显露左叶胆管汇合部, 经汇合

部切开取出其内残余胆管结石, 再用无损伤线

缝合汇合部胆管. 既取净了左肝内胆管结石, 又
解决了胆管狭窄问题. 由于绝大多数门静脉左

干在左肝管的深面走行, 肝左动脉在左肝管浅

面下方走行, 因此经肝断面的胆管支用探条与

肝门胆管会师, 并在此引导下在肝脏面切开左

肝管一般不会损伤门静脉左干, 手术操作相对

简单安全. 肝左叶或肝左外叶切除治疗肝左叶

或肝左外叶结石已成为常规的定型手术[18]. 
3.2 右半肝内胆管结石合并狭窄 尤其合并肝叶

段的萎缩, 而左半肝和肝尾状叶正常或代偿增

大, 可切除萎缩的右半肝[19]. 肝内胆管结石的

规则性右半肝切除, 较其他肝脏疾病[如肝血管

瘤、原发性肝癌等]的不规则性肝切除往往存

在更大的风险. 因这类患者往往同时存在胆汁

性肝硬化、门脉高压甚至严重胆道感染等情况, 
肝功能差, 规则性肝切除可能引起患者术后肝

功能衰蝎等严重并发症. 因肝组织的不对称萎

缩及增生, 患者肝叶或肝段往往存在变形移位, 
术中准确判定肝中裂的走向常有一定困难, 术
中切断每一支肝内大的血管分支时应特别仔细

小心, 避免损伤左肝静脉及左肝门静脉主干[20]. 
术者需有丰富的经验和娴熟的技巧. 若术前评

估患者肝功能差, 则应制定简单的术式, 如仅行

胆道探查取石、置管引流术, 并辅以术中术后

胆道镜取石, 以防止术后肝功能衰竭等并发症

的发生.
3.3 合并肝门部(Ⅰ级)胆管狭窄 肝内胆管结石

合并肝门部胆管狭窄的患者临床亦较常见, 该
类患者处理往往较为棘手, 手术的关键是完整

暴露肝门部狭窄胆管的近远端. 应充分显露左

右肝管, 切开狭窄环, 彻底清除狭窄近端的结石, 
然后将狭窄的左右肝管重新塑形, 行胆管空肠

Roux-en-Y吻合术[21]. 若左右肝管主干狭窄, 同时

伴有肝总管上端狭窄, 应逐一切开狭窄, 直达狭

窄以上扩张的肝胆管, 最后重塑管道结构. 对右

后叶胆管内结石不易取净或者伴有胆管狭窄的

病例, 应行肝右后叶部分切除. 对孤立的右后叶

胆管结石, 经肝门胆管处无法取出时, 可经肝实

质表面切开取出结石. 有些病例由于肝门位置

■创新盘点
术前进行详尽的
影像学检查, 明确
结石及胆管狭窄
所处的具体位置, 
针对不同患者的
病情, 制定恰当的
个体化治疗方案
尤为重要.
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高或肝方叶肥大使肝门显露困难, 则可采用肝

门板分离使肝门下降或肝方叶切除、部分切除

或切开而显露左肝管起始部. 在充分的显露条

件下完成狭窄段胆管完全切开、整形及胆肠吻

合术[22]. 行Roux-en-Y胆管空肠吻合时[23], 狭窄胆

管均应切开, 强调解决胆管狭窄, 将胆管狭窄处

切开、整形或切除胆管狭窄段, 不能在吻合口

上下遗留未经纠正的狭窄, 上方梗阻也应彻底

解除, 并取尽结石. 
3.4 合并胆总管结石者 合并胆总管结石者应切

开胆总管探查取石, 术中胆道镜取出肝内胆管

结石[24], 并放置T管引流, 以利于术后再用胆道

镜取出肝内残余结石. 
3.5 全肝内胆管广泛结石 全肝内胆管广泛结石

的病例可选用多方位、多区段肝部分切除[25]. 对
病变较轻的一侧, 可仅行肝部分切除或肝实质

切开取石, 经肝断面和切开胆管取石. 而对于结

石集中、肝纤维化严重, 尤其是Ⅱ级以上胆管

狭窄的患者, 则应实施肝部分切除. 多方位、多

区段肝部分切除术有利于复杂病例多处病灶的

清除, 同时切除肝实质相对较少, 能有效的保护

肝脏功能. 全肝内胆管充满结石, 无法取净, 且
肝功能严重受损, 可考虑施行肝移植[26]. 

4  纤维胆道镜在肝内胆管结石合并狭窄中的应用

纤维胆道镜取石术的临床开展, 大大丰富了肝

内胆管结石的治疗方法, 而纤维胆道镜也成为

一种重要的术中、术后胆道检查及治疗方法[27], 
对肝内结石合并狭窄的诊断和治疗具有重要的

辅助作用[28]. B超引导下纤维胆道镜取石, 由于

纤维胆道镜的镜身具有自由可曲性和取石网篮

的特殊结构, 使那些难取的肝内结石被清除[29]. 
目前胆道镜治疗肝内胆管狭窄主要是扩张和扩

张后支撑, 扩张的成功率不高, 狭窄有一定的复

发率[30]. 临床上根据狭窄的程度分为两类, 一类

称为膜状狭窄, 即为一层薄膜附于胆管壁, 中央

有狭窄开口, 临床最为常见, 该类狭窄影响胆汁

排泄并将结石阻于上方; 另一类胆管狭窄较少

见, 管腔细长, 往往超过0.5 cm, 称管状狭窄. 解
除狭窄是肝内胆管结石的治疗的关键, 只有解

除狭窄, 才能取净结石、通畅引流, 从而达到根

治的目的. 解除胆道狭窄方面, 纤维胆道镜可直

视、能弯曲、创伤小、安全易行, 有得天独厚

的优势, 能全面了解狭窄的程度并进行相应治

疗, 大大弥补了手术的缺陷[31]. 目前胆道镜下胆

管狭窄的治疗方法主要有以下几种: 通过活检

钳扩张、胆道镜反复通过或套取小结石拉取扩

张狭窄胆管、导管扩张和气囊扩张. 术中胆道

镜的应用弥补了常视手术器械不能随意弯曲的

缺点, 手术亦为胆道镜治疗创建了通入深部胆

道的捷径, 联合使用常达事半功倍的作用[32]. 总
之, 术中胆道镜是一种非常直观的诊断方法, 不
增加手术创伤, 能明视胆管内病理状况, 确定

胆管扩张或狭窄的范围与程度, 胆管黏膜的改

变、肝胆管分支开口结石的分布等, 同时能辨

别胆管结石、肿瘤和异物, 对制订合适的手术

方案有重要的参考价值. 

5  结论

肝胆管结石治疗基本原则是“清除病灶、取净

结石、去除狭窄、通畅引流”, “清除病灶”

是手术治疗的核心. 肝叶(段)切除、狭窄胆管切

开整形、肝胆管空肠吻合、术中及术后纤维胆

道镜取石等措施的综合应用是治疗肝内胆管结

石合并胆管狭窄的理想途径, 其中以肝叶(段)切
除应用最为广泛. 左肝叶切除术目前已成为治

疗肝内胆管结石最常用的肝部分切除手术类型, 
能够集中切除病灶, 并同时解决胆道结石和胆

管狭窄等问题. 总之, 术前进行详尽的影像学检

查, 明确结石及胆管狭窄所处的具体位置, 针对

不同患者的病情, 制定恰当的个体化治疗方案

尤为重要. 当然, 术中或术后配合使用纤维胆道

镜取石也具有重要的治疗价值, 常可起到事半

功倍的作用. 
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Abstract
Hepatolithiasis is prevalent in Far East and 
Southeast Asian countries, and it is usually asso-
ciated with cholestasis and bacterial infection and 
causes repeated episodes of acute cholangitis. If 
not properly treated, hepatolithiasis can cause 
serious complications and even death. In addition 
to removal of stones and management of cho-
lestasis by surgery or interventional radiological 
treatment, timely and effective antibiotic treat-
ment also plays a crucial role in the treatment of 
hepatolithiasis. This paper aims to clarify the bac-
terial spectrum of hepatolithiasis with biliary tract 
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■背景资料
肝内胆管结石急
性期常合并胆道
感染, 如不经正确
治疗, 患者将发生
严重的感染性并
发症, 继而发生胆
管坏死、门静脉
高压症, 或者死于
肝功能衰竭或败
毒症. 因此, 了解
其细菌谱并提供
适当的抗生素治
疗选择尤为重要. 

infection. By reviewing relevant papers published 
over the past 30 years, we discovered that both 
gram-negative bacteria, in which E. coli was most 
frequent, followed by Klebsiella sp and Pseudo-
monas sp, and gram-positive  bacteria, mainly 
Enterococcus sp, were responsible for biliary tract 
infection. Bacteroides sp and Clostridium were 
most frequently found anaerobes. Sometimes, 
anaerobes were found together with aerobes. The 
purpose of this article is to elaborate the bacte-
rial spectrum of hepatolithiasis with biliary tract 
infection and provide the appropriate choice of 
antibiotic therapy.

Key Words: Bacterial spectrum; Hepatolithiasis; Bil-
iary tract infection; Antibiotics

Jia SQ,  Fu Q,  Jin S. Bacterial spectrum of hepatolithiasis 
with biliary tract infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(34): 3349-3353

摘要
肝内胆管结石(hepatolithiasis, HL)是远东及东
南亚地区盛行的疾病, 通常伴有胆汁淤积和细
菌感染、引起急性反复发作的胆管炎. 除清除
病灶、取净结石、通畅引流等核心治疗外, 及
时有效的抗生素应用至关重要. 为阐述HL合
并胆道感染的细菌谱、为临床治疗提供理论
依据, 我们总结了30年间国内外相关研究及我
院结果, 发现胆道感染主要与大肠埃希氏菌、

克雷伯菌、假单胞菌等革兰氏阴性菌及粪肠
球菌等革兰氏阳性菌有关, 有时厌氧菌和需氧
菌合并感染.

关键词: 细菌谱; 肝内胆管结石; 胆道感染; 抗生素
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0  引言

肝内胆管结石(hepatolithiasis, HL)是指左右肝管

汇合部以上各胆管内的结石, 成分主要是胆红

素钙结石[1]. 他可以单独存在, 也可以与肝外胆

管结石并存. HL急性期并发症主要是胆道感染, 
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■研发前沿
肝内胆管结石合
并胆道感染的细
菌谱在过去的30
年来虽然没有较
大 变 化 ,  但 是 在
不 同 地 域 ,  由 于
抗生素应用的规
范 程 度 不 同 ,  细
菌的耐药性却不
甚明了.

感染可能来源于细菌, 还包括真菌、寄生虫、病

毒等. 如不经正确治疗, 患者将发生重症肝胆管

炎、胆源性肝脓肿及伴随的感染性并发症[2], 继
而发生胆管坏死、门静脉高压症, 或者死于肝

功能衰竭或败毒症[1,3]. 清除病灶、取净结石、

去除狭窄、通畅引流及介入治疗是HL最有效的

治疗方法. 然而及时有效的抗生素治疗也至关

重要, 但HL合并胆道感染的细菌谱较为复杂. 本
文追溯过去30年间的国内外相关文献, 结合我

院细菌培养结果, 旨在阐述HL合并胆道感染的

细菌学信息并提供适当的抗生素治疗选择.

1  HL合并胆道感染的细菌学检测

根据细菌培养结果选用正确的抗生素是治疗的

关键. 在术中, 切开肝内胆管之前, 应用细针穿

刺法, 从胆总管中吸取胆汁5 mL, 针头立即加帽, 
随即送实验室进行常规需氧和厌氧培养[4]. 需
氧菌培养72 h、厌氧菌培养5 d后, 如果在两种

培养基中检测不到细菌克隆, 结果定为阴性, 如
果任何一个培养基中有一个克隆的话, 即为培

养阳性. 继续分离阳性培养基中的单个克隆培

养, 应用化学检测法鉴定细菌的种类. 应用经内

镜逆行胆管造影或经皮肝穿刺胆道造影过程中

亦可收集胆汁进行常规培养, 但是穿刺过程中

污染在所难免[5]. 血培养是较新的创伤较小的一

种检测方式, 但是Sahu等[6]研究发现, 同一组标

本相比胆汁中细菌的阳性检出率为92.6%、单

个标本的多菌种检出率为69.5%, 而血培养相应

两个指标仅为26.4%和2.2%, 其阳性率较胆汁培

养要低得多. 对于难于检测的厌氧菌, 有学者应

用PCR-SSCP的方法检测, 结果准确、迅速[7]. 此
外, 术中取出结石, 以生理盐水反复冲洗掉表面

的污染物之后, 将结石研碎成粉末后平铺于培

养瓶表面进行培养, 其他的步骤与细菌培养相

同[8]. 扫描电镜、透射电镜也应用到胆石细菌的

检测中[8].

2  HL合并胆道感染的细菌谱

HL在欧美国家的发病率逐渐增高, 并且该病手

术治疗及并发症方面的处理也日臻成熟[9-11]. 但
在细菌谱方面的研究不多见. 早在20世纪80年
代, 美国学者Tabata研究发现, 当时与日本及东

亚国家的情况相似, 美国HL患者并发胆道感染

的发生率非常高, 达96.3%(52/54), 在胆汁培养

的细菌中, 检出频率最高的依次为: 大肠埃希杆

菌、克雷伯菌、链球菌、绿脓杆菌[1]. 由于在胆

红素钙结石病例中能够频繁地分离出大肠杆菌, 
因此大肠杆菌被认为是导致胆红素钙结石形成

的罪魁祸首.
在日本、韩国及中国香港, HL分别以原发

性HL、复发性化脓性胆管炎及东方肝胆结石

病, 即同一疾病的不同方面来称谓. 原发性HL指
病理变化, 复发性化脓性胆管炎强调临床表现

和化脓性炎症, 东方肝胆结石病突出其民族偏

好和神秘性. 20世纪80年代末, 亚洲的学者也开

始了本病的细菌谱研究, Fu等[12]在74.0%的病例

中均检测到厌氧菌, 以杆菌为主, 而98.0%的病

例都为需氧菌感染. 针对厌氧菌感染, 当时的抗

生素以甲硝唑为首选. 日本学者指出在所分离

出来的需氧菌中, 主要为大肠杆菌和克雷伯菌, 
还包括混合感染. 而厌氧菌不多见, 一般都与需

氧菌混合出现, 并强调胆汁应在经皮肝穿刺胆

道造影中吸取出来后立即培养[13]. 对于一些对

培养条件比较挑剔的病原体, 如难于培养的厌

氧菌中的梭菌和脆弱拟杆菌, 可用PCR及SSCP
法检测, L iu等[7]发现分别有83%和42%的阳性

率, 而且这种检测方法较培养法更方便快捷. 对
我院近5年123例肝内胆管结石患者胆汁标本进

行培养, 细菌阳性率为69.1%(85/123), 共获得

149株病原菌. 其中排在前5位的细菌分别是大

肠埃希菌(32.2%)、肠球菌(20.8%)、克雷伯菌

(11.4%)、假单孢菌(7.4%)、肠杆菌(6.0%). 台湾

Chang等[14]总结了10年的病例, 对1 394例胆道感

染患者的细菌谱进行了分析, 其中肝内结石患

者的胆汁细菌阳性培养率为67%, 是入组所有胆

道疾病, 包括胆囊结石、胆总管结石中阳性率

最高的. 其中合并胆管炎的细菌培养阳性率远

远高于无胆管炎者(75% vs  51%, P  = 0.011). 细菌

谱以革兰氏阴性菌(74%)为主, 主要为大肠埃希

杆菌(36%)、克雷伯氏菌(15%), 革兰氏阳性菌

(15%)中, 主要为肠球菌(6%)、葡萄球菌、链球

菌. 偶尔发现的厌氧菌以类杆菌和梭菌为主. 混
合型需氧菌、混合型厌氧菌及混合厌氧需氧菌

的发生频率分别为7%、12%和9%. 李绍强等[15]

在胆汁标本中共获得141株细菌, 分别归属于18
个菌属, 革兰阴性菌共87株(61.7%), 革兰阳性菌

共54株(38.3%). 检出细菌中构成比最高的前4位
菌属分别是大肠埃希杆菌属43株(30.5%)、粪肠

球菌属42株(29.8%)、单胞菌属21株(14.9%)、
克雷伯菌属12株(8.5%). Wu等[8]分别应用胆汁及

结石的细菌培养, 鉴定了两者检测的阳性率相

近, 细菌谱排在前3位的分别是球菌、大肠埃希

■创新盘点
本文总结了国内
外肝内胆管结石
合并胆道感染的
相关文章, 对该并
发症的细菌谱及
其抗生素应用进
行了述评.
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氏菌及克雷伯氏菌. 2000年, Sheen-Chen等[4]做

了一项150例HL患者的胆汁细菌分析, 结果发

现, 所有患者的胆汁中均有细菌感染, 主要为革

兰氏阴性菌, 如克雷伯氏菌、大肠埃希杆菌、

假单胞菌; 革兰氏阳性菌主要为肠球菌, 类杆菌

是厌氧菌中最多的. 由于发现的肠道菌群居多, 
因此一旦HL患者出现急性胆管炎的症状时, 首
先要应用抗肠道菌群的抗生素控制症状, 然后

再逐渐根据细菌培养的结果及相应的临床症状

调整治疗方案. 现将细菌谱归纳如下(表1).

总体来讲, 30年来, 胆道感染的细菌谱在时

间和地域上没有较大变化, 需氧菌中大肠埃希

氏菌、克雷伯氏菌、肠球菌、链球菌、肠杆菌

较为常见, 而厌氧菌以梭菌和类杆菌为常见, 一
般厌氧菌都是伴随着需氧菌存在的. 一旦多种

细菌联合感染者, 患者容易爆发急性胆管炎[16]. 
另外, 对于继发急性胆管炎的患者还要考虑是

社区获得还是院内继发感染. 当患者为社区获

得, 一般的致病菌为大肠杆菌、肺炎克雷伯菌

和肠球菌, 如果是院内感染, 通常都是术后引流

或者留置支架的患者, 这时要考虑的一般是多

药耐药的菌群: 如甲氧西林耐药菌的金黄色葡

萄球菌、万古霉素耐药的肠球菌和假单胞菌等.

3  HL合并胆道感染的抗生素应用

临床上, 一旦诊断HL合并胆道感染, 先凭经验选

择广谱的抗菌剂, 另一方面做细菌培养及药敏

实验, 而且要认真考虑以下几种因素[16]: (1)药物

对于致病菌的抗菌活性; (2)胆道感染的严重程

度; (3)是否同时存在肝肾疾病; (4)近一年来使用

抗生素的病史; (5)当地的抗菌谱; (6)抗菌药物的

胆道渗透性. 使用当地经验性抗菌药物时, 应将

抗菌谱缩到最窄, 尽量避免因“超级感染”或

者细菌耐药导致治疗失败. 根据胆汁和血液中

细菌培养及药敏实验结果, 认真选择抗菌药物

是进一步治疗的关键. 中到重度急性胆道感染

的患者应该接受至少5-7 d的治疗, 治疗过程中, 
根据疾病的解剖学特点、有无细菌培养阳性以

及临床反应, 需要适当地延长治疗周期, 而对于

大多数患者来说, 一般程度的胆道感染仅需要

2-3 d的抗生素治疗, 长时间抗炎治疗会增加细

菌耐药的风险.
对于H L合并胆道感染又有胆管梗阻的患

者, 要考虑到胆管梗阻会影响抗菌药物的吸收. 
因此, 一旦发生胆道梗阻, 经胆管吸收的药物都

无法进入胆道, 需要给药同时行胆道引流, 解除

梗阻, 一旦引流畅通, 药物会立即充分吸收[17].
那么, 药物的剂量该如何调节？药物剂量应

调整至对患者肝功、肾功能的影响最小. 关于药

物剂量的调整, 可参考“桑福德的抗生素治疗指

导”和“古德曼、吉尔曼的药物治疗基础[18]”, 
现将总结的参考药物做一归纳[16,19](表2).

但是在治疗方案的选择上, 由于各种原因

不可能完全遵照以上进行. 近30年来, 细菌耐药

的情况在一些抗生素应用普遍及滥用的国家和

地区逐渐变得严重. 2000年, Sheen-Chen等[4]认

为大多数的需氧革兰氏阴性菌对氨基糖甙类药

物均敏感、变形杆菌、大肠杆菌、克雷伯菌对

头孢噻吩、头孢孟多均敏感; 肠球菌、链球菌

对氨苄西林、青霉素敏感; 大多数厌氧菌对哌

拉西林、替卡西林敏感. 随着临床常用抗菌药

物的耐药性明显增加, 单一的抗生素治疗胆道

感染往往不够有效[5]. 2002年, 美国仍然应用经

典的治疗方案, 使用青霉素类如氨苄西林, β-内
酰胺酶抑制剂舒巴坦及氨基糖苷类药物[9], 在我

国已经发现细菌对青霉素类、头孢类、喹诺酮

类、大环内酯类抗生素敏感性普遍下降, 对β-内
酰胺类抗生素亚胺培南、美罗培南、万古霉素

类、新糖肽类抗生素替考拉宁仍保持相当高的

敏感性. 万古霉素已是所谓的最后一线药物, 由
于抗生素过于滥用, 甚至已出现了可抵抗万古

霉素的细菌, 如万古霉素抗药性肠球菌, 造成传

染病及感染性疾病防治的隐患. 在印度, 近年来

对抗生素的使用情况亦与中国相仿, 第3代头孢

菌素和喹诺酮类的环丙沙星也已成为治疗HL合
并胆道感染的无效药物[6].

一般来说, 血培养出的细菌种属与胆汁培

养的种属大致相同, 血液中细菌培养阳性率为

21%-71%, 患有菌血症的患者通常对治疗方案

表 1 肝内胆管结石合并胆道感染的细菌谱

     细菌      胆汁内阳性率(%)

Aerobes

Escherichia coli 30.5-36.0

Klebsiella   8.5-15.0

Enterobacter 5.0-9.1

Pseudomonas   0.5-14.9

Streptococcus spp.   3.0-10.0

Enterococcus faecalis   2.6-29.8

Anaerobes

Clostridium   3.0-12.7

Bacteroides 0.5-8.0

■应用要点
本文详细阐述了
肝内胆管结石合
并胆道感染的细
菌谱及不同地域
的抗生素选择, 对
该并发症的治疗
具有指导意义.
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耐药, 也是患者住院周期长、术后肾衰竭、死

亡率高的重要原因, 这些发现都着重强调了抗

败毒症、菌血症治疗的重要性. 另外合并多种

细菌感染, 尤其是厌氧菌合并需氧菌感染的情

况下, 如不及时治疗, 患者的预后较差.

4  结论

随着居民生活环境、生活方式及饮食习惯改变, 
HL的发病率在逐年降低, 但是HL合并感染的临

床凶险是不容忽视的. HL合并胆道感染的细菌

谱, 需氧菌中大肠埃希氏菌、克雷伯氏菌、肠

球菌、链球菌、肠杆菌较为常见, 而厌氧菌以

梭菌和类杆菌为常见, 一般厌氧菌都是伴随着

需氧菌存在. 临床经验性给药时, 由于致病菌多

为革兰氏阴性菌, 故而一般首先考虑应用革兰

氏阴性菌敏感的抗生素, 同时进行胆汁、血液

样本检测, 明确感染病菌. 针对性抗菌药物的治

疗, 避免进一步耐药菌株的产生[20]. 如给药3-5 d 
后, 临床症状改善不明显的患者, 应考虑到合并

有革兰氏阳性菌感染, 此时可改用或加用针对

革兰氏阳性菌敏感的抗生素. 需要指出的是, 如
果临床经验性抗生素治疗效果较好, 细菌培养

结果不明确时, 可在严密观察下继续原方案进

行处理, 也能取得较好的结果.
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■名词解释
耐药性: 又称抗药
性, 指微生物、寄
生虫以及肿瘤细
胞对于化疗药物
作用的耐受性, 耐
药性一旦产生, 药
物的化学作用就
明显下降.

表 2 肝内胆管结石合并轻到中度胆道感染推荐用药

     　                             代表药物

合并轻中度胆道感染

  第一代头孢菌素 头孢唑林钠

  第二代头孢菌素 头孢美唑、头孢替安、拉氧头孢钠、氧氟头孢钠

  青霉素/β-内酰胺酶抑制剂 氨苄西林/舒巴坦

合并中重度感染

  首选

    广谱青霉素/β-内酰胺酶抑制剂(作为单剂使用) 氨苄西林/舒巴坦、哌拉西林/他唑巴坦

    第三、四代头孢菌素 头孢哌酮/舒巴坦、头孢三嗪、头孢他啶

    单酰胺环类 氨曲南

   上面任一种+甲硝唑(治疗厌氧菌)  

  次选

    氟诺喹酮类 环丙沙星、左氧氟沙星、帕珠沙星

    上面任一种+甲硝唑(治疗厌氧菌)

    碳青霉烯类 美罗培南、亚胺培南/西拉司丁钠、多尼培南
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胰腺癌进展快、
预后差的主要原
因 是 其 早 期 转
移、对传统的治
疗抵抗以及较易
复 发 .  当 前 的 研
究表明胰腺癌干
细胞是上述现象
的理论基础. mi-
croRNA/miRNA
在肿瘤干细胞的
“干性”相关基
因调控方面发挥
重要作用, 被称为
干细胞miRNAs. 
研究胰腺癌干细
胞 相 关 m i c r o R -
NAs可能有助于
揭示胰腺癌干细
胞发生的部分分
子机制, 寻找新的
治疗靶点.  
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Abstract 
AIM: To screen and identify differentially ex-
pressed miRNAs in pancreatic cancer stem cells 
and to analyze them by bioinformatics.

METHODS: Total RNA was prepared from 
MIA-PaCa2 (TIChigh) and BxPc-3 (TIClow) cells. 
After quality identification and fluorescent la-
beling, the RNA samples were hybridized with 
Agilent human miRNA microarrays. Raw data 
were normalized using Quantile algorithm and 
Gene Spring Software 11.0. Part of differentially 
expressed miRNAs were validated by SYBR 
Green real-time PCR. Sanger database was used 
to predict target genes for differentially expressed 
miRNAs. Gene Ontology database and KEGG 
database were used for GO annotations and Path-
way annotations of target genes, respectively.

RESULTS: A total of 940 miRNAs were iden-
tified and among them 91 were differentially 
expressed (P < 0.05, fold change ≥ 2), includ-
ing 45 up-regulated and 46 down-regulated 
ones in MIA-PaCa2 (TIChigh). Twenty-one miR-
NAs were validated by real-time PCR, and the 
results for 19 miRNAs were consistent with 
those of chip detection. 2 895 target genes were 
predicted for 91 differentially expressed miR-
NAs, and these genes were mainly involved in 
events, such as axon guidance, angiogenesis, 
and post-translational protein modification, 
and in pathways such as cancer, focal adhesion, 
Hedgehog signaling pathway, and MAPK sig-
naling pathway.

CONCLUSION: Many differentially expressed 
miRNAs in pancreatic cancer stem cells have 
been identified, and their target genes are in-
volved in a variety of biological events and in 
multiple signal pathways. These differentially 
expressed miRNAs may become new therapeu-
tic targets for pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Stem cell; micro-
RNA; Bioinformatics
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摘要
目的: 筛选与胰腺癌干细胞相关的差异表达

■同行评议者
高国全, 教授, 中山
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■研发前沿
目 前 关 于 胰 腺
癌 干 细 胞 相 关
microRNAs可见
部 分 文 献 报 道 , 
该文依据新近发
表 的 2 篇 高 质 量
文 献 ,  采 用 芯 片
技术从一个方面
来探讨胰腺癌干
细胞相关microR-
NAs, 为后续的分
子机制研究奠定
基 础 .  芯 片 技 术
在 差 异 m i c r o R -
NAs筛选方面具
有独特的优势.

miRNAs, 并进行生物信息学分析. 

方法: 以MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)为
研究胰腺癌干细胞的工具细胞制备总RNA, 
经质量鉴定后进行荧光标记; 采用Agilent人
类miRNA芯片进行杂交实验, 获得miRNA
表达谱; 以Gene Spring Software 11.0软件和
Quant i le算法分析芯片实验数据, 筛选与胰
腺癌干细胞相关的差异miRNAs; 荧光定量
PCR验证部分差异表达miRNAs; 基于Sanger
数据库预测差异miRNA靶基因, 基于Gene 
Ontology数据库进行GO注释, 基于KEGG数据
库进行Pathway注释. 

结果:  获得符合基因芯片实验质量标准的
R N A 样 品 ,  基 因 芯 片 杂 交 及 数 据 分 析 共
鉴定到940个m i R N A s, 得到91个差异表达
miRNAs(P <0.05, fold change≥2), 其中MIA-
PaCa2(TIChigh)中下调表达45个, 上调表达46
个. 荧光定量PCR验证21条差异miRNAs, 其中
19条均与芯片结果相符. TargetScan 6.0数据库
靶基因预测共得到2 895条靶基因, GO注释显
示他们主要涉及轴突导向、血管生成、转录
后蛋白修饰等功能. Pathway注释显示主要涉
及癌症途径、细胞-基质黏附途径、Hedgehog 
信号途径、MAPK信号途径等信号通路. 

结论: 筛选出的胰腺癌干细胞相关差异表达
miRNAs调控多种具有不同细胞功能和参与不
同信号通路的基因, 有可能成为胰腺癌新的治
疗靶点. 

关键词: 胰腺癌; 干细胞; microRNA; 生物学信息
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0  引言

胰腺癌是高度恶性、预后最差的恶性肿瘤之一, 
5年生存率不到5%[1]. 大多数患者因确诊时伴有

局部和/或远处的侵袭、转移而丧失手术时机
[2]; 即使临床手术根治性切除的胰腺癌患者术后

也大多数因出现复发和远处转移预后极差, 其
原因为术前就有微转移灶形成及其化疗抵抗[3]; 
胰腺癌的早期转移、对传统的治疗抵抗以及较

易复发是其致死的关键因素. 肿瘤干细胞理论

解释了上述现象. 胰腺癌干细胞研究表明[4]: 在
原发肿瘤里存在一个亚群细胞, 这群细胞具有

自我更新、分化潜能以及在异位重新成瘤能

力; 同时, 这群细胞还具有侵袭转移和化疗抵抗

特性. 最新的研究表明: 胰腺癌在形成之前通过

上皮-间质转化(epithelial-to-mesenchymal transi-
t ion, EMT)形成胰腺癌干细胞, 是其早期发生

转移, 治疗抵抗, 复发的根本原因[5]. microRNA/
miRNA在肿瘤干细胞的“干性”相关基因调控

方面发挥重要作用, 被称为干细胞miRNAs(stem 
cells miRNAs)[6]. 已有的研究表明: 具有CD44+/
CD24-表型的胰腺癌细胞具有肿瘤干细胞特性, 
胰腺癌细胞系MIA-PaCa2的CD44+/CD24-表达

率95.5%, 而BxPc-3的表达率17.5%. 因此, MIA-
PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)可以直接作为

研究胰腺癌干细胞的工具细胞, 不需要进一步

富集[7]. 本研究采用miRNA芯片技术, 以MIA-
PaCa2(TIChigh)和BxPc-3(TIClow)为研究对象, 筛选

胰腺癌干细胞相关的miRNAs, 并对其进行生物

信息学分析, 为进一步研究胰腺癌干细胞的发生

和调控机制, 寻找新的治疗靶点奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株BxPc-3(TIClow)和MIA-
PaCa2(TIChigh)由本室保存; 细胞培养按照文献

[8,9]采用DMEM培养基(Gibico公司), 含10%
的56 ℃热灭活胎牛血清, 25 mmol/L HEPES, 
2 mmol/L L-谷氨酰胺, 青霉素50 U/mL及链霉

素50 µg/mL. 
1.2 方法

1.2.1 RNA抽提、纯化和质检: 采用mirVanaTM miR-
NA Isolation Kit(Ambion, Austin, TX, USA)(专用

于抽提普通组织、细胞的miRNA)并且根据生

产厂商提供的标准操作流程进行样品总的RNA
抽提, 抽提所得总RNA经Agilent Bioanalyzer 
2100(Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA)
电泳质检合格后备用. 
1.2.2 miRNA芯片杂交、清洗、扫描及数据提

取(由上海生物芯片工程有限公司完成): 按Agi-
lent公司建议的方法与程序操作. 将符合芯片分

析质量标准的总RNA样品用Cy3标记(miRNA 
Complete Labeling and Hyb Kit), 然后与Agilent
人类miRNA芯片[Agilent human miRNA (8*15K) 
V12 Kit]55 ℃, 20 r/min, 滚动杂交20 h. 杂交后的

芯片清洗扫描, 洗片所用的试剂为Gene Expres-
sion Wash Buffer Kit(Agilent technologies, USA), 
芯片结果采用Agilent Microarray Scanner(Agilent 
technologies, USA)进行扫描, 用Feature Extrac-
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■相关报道
Kallifatidis等研究, 
认为具有CD44+/
C D 2 4 -表 型 的 胰
腺 癌 细 胞 具 有
肿 瘤 干 细 胞 特
性 ;  胰 腺 癌 细 胞
系 M I A - P a C a 2
的CD44 +/CD24 -

表达率为95.5%, 
而 B x P c - 3 的 表
达 率 为 1 7 . 5 % ; 
并 认 为 M I A -
PaCa2(TIChigh)与
BxPc-3 (TIClow)可
以直接作为研究
胰腺癌干细胞的
工具细胞. 

表 1 部分差异miRNAs SYBR Green 荧光定量PCR引物设计

     miRNAs                引物

U6 ttcgtgaagcgttccatatttt

hsa-miR-125b tccctgagaccctaacttgtga

hsa-miR-126 tcgtaccgtgagtaataatgcg

hsa-miR-1290 tggatttttggatcaggga

hsa-miR-140-3p taccacagggtagaaccacgg

hsa-miR-140-5p cagtggttttaccctatggtag

hsa-miR-148a tcagtgcactacagaactttgt

hsa-miR-181a acattcaacgctgtcggtgagt

hsa-miR-181b aacattcattgctgtcggtgg

hsa-miR-195 tagcagcacagaaatattggc

hsa-miR-23b atcacattgccagggattacc

hsa-miR-27b ttcacagtggctaagttctgc

hsa-miR-30a* ctttcagtcggatgtttgcag

hsa-miR-362-5p aatccttggaacctaggtgtgagt

hsa-miR-455-3p gcagtccatgggcatatacac

hsa-miR-532-5p catgccttgagtgtaggacc

hsa-miR-584 ttatggtttgcctgggactgag

hsa-miR-625 gcagggggaaagttctatagtcc

hsa-miR-660 tacccattgcatatcggagttg

hsa-miR-744 tgcggggctagggctaac

hsa-miR-10a taccctgtagatccgaatttgtg

hsa-miR-10b taccctgtagaaccgaatttgtg

tion software 10.7(Agilent technologies, USA)读
取数据, 软件设置Scan resolution = 5 μm, PMT 
100%, 5%采用Gene Spring Software 11.0(Agilent 
technologies, USA)进行归一化处理, 所用的算

法为Quantile, 杂交信号以数据形式输出. 差异

miRNA使用了limma进行显著性水平的计算, 设
置参数P <0.05, fold change≥2[foldchange = Sig-
nal MIA-PaCa2(TIChigh)/Signal BxPc-3(TIClow)]. 
1.2.3 SYBR Green荧光定量PCR验证部分差异

microRNAs: 引物设计(由上海生物芯片工程有

限公司设计)(表1), U6作为单拷贝基因对照, 引
物序列由上海英骏生物技术有限公司合成. 总
RNA提取如上述所示, miScript Reverse Transcr-
i p t i on K i t和miS c r ip t S Y BR® G r een P CR 
Ki t(Qiagen, H i lden, Germany)按试剂盒操

作说明书在ABI Prism 7900 Real-Time PCR 
system(Applied Biosystems)进行. 
1.2.4 生物信息学分析: (1)差异microRNA靶基因

预测: 基于Sanger数据库对差异microRNA进行

靶基因预测; (2)功能分析(GO-Analysis): 将上述

差异microRNA预测的靶基因基于Gene Ontol-
ogy数据库进行GO注释, 得到基因参与的所有

的GO; (3)信号转导通路分析(Pathway-Analysis): 

将上述差异microRNA预测的靶基因基于KEGG
数据库进行Pathway注释, 得到差异基因所参与

的所有的Pathway. 
统计学处理 数据用mean±SD表示, 应用

SPSS17.0统计软件分析, 基因芯片分析进行t检验. 

2  结果

2.1 基因芯片样品总RNA的质量鉴定 所抽提的

总RNA, 经分光光度计检测A 260/280的吸光度, 确
定样品的浓度和纯度; 运用Agilent 2100系统

进行电泳质检. 经测定, RNA的A 260/280比值介于

2.03-2.09, 18S、28S电泳条带清晰, 28S条带无

明显降解; RNA完整性评分(RNA integrity num-
ber)介于8.7-9.3, RNA样品平均浓度>60 mg/L, 总
RNA质量完好, 结果合格, 可以进行芯片实验. 
2.2 基因芯片检测结果及验证 miRNA芯片杂

交代表性图像显示荧光信号分布均匀, 信号点

饱满, 背景较低, 杂交效果理想(图1). 将芯片扫

描图像导入Feature Extraction software 10.7读
取数据, 从中共鉴定到940个miRNAs, 将数据

导人Gene Spring Software 11.0分析, 得到差异

表达miRNAs 91个(P <0.05, fold change≥2), 其
中MIA-PaCa2(TIChigh)中下调表达45个, 上调表

达46个. 聚类分析MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-
3(TIClow)差异表达miRNAs(图2). 荧光定量PCR
验证21条差异microRNAs, 其中hsa-miR-195、
hsa-miR-1290与芯片结果不相符, 其余19条均与

芯片结果相符(表2). 
2.3 生物信息学分析 基于Sanger数据库对差异

microRNAs进行靶基因预测, 共得到2 895个靶

基因; 将上述差异microRNA预测的靶基因基于

Gene Ontology数据库进行GO注释, 并进行了生

物学功能分类与整合, 其中主要涉及轴突导向

(axon guidance)、血管发生(angiogenesis)、转录

后蛋白修饰、小分子代谢过程、O-连寡糖过程

图 1 miRNA芯片杂交代表性图像.
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■创新盘点
目前关于采用胰
腺癌细胞系TIChigh

与TIClow作为研究
胰腺癌干细胞的
工 具 细 胞 ,  采 用
miRNA芯片分析
胰腺癌干细胞相
关的miRNA尚未
见报道. 本研究结
合文献研究有助
于发现新的胰腺
癌干细胞相关的
miRNA.

(O-glycan processing)、胰岛素受体信号转导途

径、对缺氧的反应、信号转导、对药物反应等. 
将上述差异microRNA预测的靶基因基于KEGG
数据库进行Pathway注释, 其中主要涉及癌症途

径(pathways in cancer)、细胞-基质黏附途径(fo-
cal adhesion)、Hedgehog信号途径、MAPK信号

途径、O-连寡糖生物合成、胰岛素信号通路、

胞吞作用、黏附连接、细胞外基质受体相互作

用、类固醇激素生物合成等信号通路. 

3  讨论

肿瘤发起细胞, 又称肿瘤干细胞, 具有成瘤、侵

袭转移及治疗抵抗作用[10]. 新近的研究表明: 胰
腺癌在形成之前, 源于具有潜在癌变分子基础

的上皮细胞(如: PanIN2和3级中胰腺上皮细胞), 
在各种因素的作用(如慢性胰腺炎)下发生EMT, 
导致细胞内相关基因发生重新编程, 获得侵袭

转移能力和肿瘤干细胞的特性, 形成胰腺癌干

细胞[5]. Kallifatidis等[7]从胰腺癌细胞标志分子

CD44(+)/CD24(-), CD44(+)/CD24(+)或CD44(+)/
CD133(+)的表达与裸鼠成瘤能力、分化程度、

克隆性生长、肿瘤微球体形成、ALDH活性以

及治疗抵抗等肿瘤干细胞特性的关系进行系列

研究, 认为具有CD44+/CD24-表型的胰腺癌细胞
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图 2 MIA-PaCa2 (TIChigh)与BxPc-3(TIClow)差异表达miRNAs聚类分析图.
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具有肿瘤干细胞特性; 胰腺癌细胞系MIA-PaCa2
的CD44+/CD24-表达率95.5%, 而BxPc-3的表达

率17.5%; 并认为MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-
3(TIClow)可以直接作为研究胰腺癌干细胞的工具

细胞, 不需要进一步富集. 因此, 本研究基于上

述研究基础, 直接以MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-
3(TIClow)作为研究胰腺癌干细胞的工具细胞, 未
做CD44(+)/CD24(-)标志物筛选. 

microRNA/miRNA为22个左右核苷酸的小

分子RNA, 具有强大的调节功能, 成为当前研究

的热点. miRNA与目的基因3'非编码区(3'UTR)
结合降解mRNA和抑制其翻译, 控制着细胞的分

化、增殖和凋亡等生命活动, 与肿瘤的发生、

发展密切相关[11]; miRNA在肿瘤干细胞的“干

性”相关基因和信号通路调控方面发挥重要

作用, 被称为Stem Cells miRNAs[6]. 例如: miR-
135a和miR-135b在结肠腺瘤和腺癌中表达上

调, 他们调控APC基因的表达, 参与Wnt信号通

路的激活, 在结肠癌干细胞中发挥重要作用[12]. 
le t-7在乳腺癌干细胞中表达缺失, 导致他负性

调控的HMGA2基因高表达, 而后者对于乳腺

癌干细胞的自我更新发挥重要作用[13]. miR-34
族在胰腺癌中低表达, 他们通过靶向B c l-2、
HMGA2和Notch信号通路在胰腺癌干细胞中起

抑制作用[14]. 我们的研究基于上述研究观点, 采
用miRNA芯片技术分析MIA-PaCa2(TIChigh)与
BxPc-3(TIClow)之间的显著性差异miRNAs, 这些

miRNAs可能从一个侧面反映其与胰腺癌干细

胞“干性”的关系. 
Jung等[15]采用无血清培养法, 获得来源于

人胰腺癌细胞系Capan-1和HPAC的胰腺癌干细

胞微球体, 以及来源于人正常胰腺导管上皮细

胞系hYGIC6的胰腺导管上皮细胞微球体, 采用

miRNA芯片分析与胰腺导管上皮细胞微球体、

胰腺癌干细胞微球体形成相关miRNA(与黏附

培养细胞相比较), 其中14个miRNAs(包括hsa-
miR-155)与胰腺癌和胰腺导管上皮细胞的微球

体形成均相关, 22个miRNAs只与胰腺癌的微

球体形成相关. 我们的芯片研究显示: 与BxPc-
3(TIClow)比较, 在MIA-PaCa2(TIChigh)中, 具有显

著性差异且差异倍数在2倍及以上的miRNAs 91
个, 其中上调表达46个, 下调表达45个. 我们进

■应用要点
本 研 究 筛 选 的
miR-100在许多
恶性肿瘤, 包括胰
腺癌的发生和维
持胰腺癌的“无
限增殖分化的癌
性”方面可能起
重 要 作 用 .  通 过
生物信息学分析, 
miR-100可负性调
控“干性”mTOR
基 因 ,  深 入 研 究
miR-100靶向“干
性”mTOR基因在
胰腺癌干细胞中
的作用机制具有
一定价值.

表 2 荧光定量PCR验证21条差异microRNAs

     
Sample Name

          Average Ct                ΔCt               2 -ΔCt*

BXPC3            Miapaca2 BXPC3               Miapaca2  BXPC3            Miapaca2

U6 24.54 23.59

hsa-miR-126 26.85 24.38   2.31   0.78    0.20   0.58

hsa-miR-140-3p 27.76 25.68   3.22   2.09    0.11   0.24

hsa-miR-140-5p 31.90 29.81    7.36   6.22    0.006   0.013

hsa-miR-30a* 23.99 22.54  -0.60 -1.06    1.46   2.08

hsa-miR-532-5p 29.01 26.33    4.46   2.74    0.05   0.15

hsa-miR-584 29.33 26.92    4.79   3.33    0.04   0.10

hsa-miR-660 27.25 24.67    2.71   1.07    0.15   0.48

hsa-miR-744 24.34 22.98  -0.20 -0.61    1.15   1.53

hsa-miR362-5p 28.11 24.76    3.57   1.17    0.08   0.45

hsa-mir-10a 25.62 23.67    1.08   0.08    0.47   0.95

hsa-mir-10b 27.03 24.03    2.47   0.43    0.18   0.74

hsa-miR1290 20.61 20.22  -3.93 -3.37  15.24 10.35

hsa-miR455-3p 23.42 27.15  -1.12   3.56    2.17   0.08

hsa-mir-125b 24.00 28.22  -0.55   4.63    1.46   0.04

hsa-miR-148a 25.64 29.18    1.09   5.59    0.47   0.02

hsa-miR-181a 22.08 25.29  -2.46   1.70    5.51   0.31

hsa-miR-181b 21.84 24.72  -2.71   1.13    6.53   0.45

hsa-miR-195 23.47 23.20  -1.07 -0.39    2.10   1.31

hsa-miR-23b 19.05 21.07  -5.50 -2.52  45.20   5.74

hsa-miR-27b 21.64 25.95  -2.90   2.35    7.47   0.20

hsa-miR-625 25.35 27.51    0.80   3.92    0.57   0.07

2 -△Ct*表示Miapaca2组目的基因的表达相对于BXPC3组的变化倍数.
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一步采用荧光定量PCR验证21条差异microR-
NAs, 其中hsa-miR-195、hsa-miR-1290与芯片结

果不相符, 其余19条均与芯片结果相符, 表明实

验芯片结果基本可靠. 我们结果与Jung等研究比

较发现,与胰腺癌干细胞相关的hsa-miR-155、
hsa-miR-100、hsa-miR-99a、hsa-miR-125b、
hsa-miR-625、hsa-miR-195均下调, 检测结果一

致, 这表明他们在不同细胞系来源的胰腺癌干

细胞中均发挥调控作用, 更有研究价值. 此外, 
Ji等[14]研究表明, hsa-miR-34a在BxPc-3(TIClow)
和MIA-PaCa2(TIChigh)中表达均较低, 但在后者

比前表达更低, 几乎无表达, 再表达miR-34a能
抑制MIA-PaCa2的肿瘤干细胞系列功能, 包括

显著抑制其克隆性生长, 诱导凋亡, 抑制细胞

周期G1和G2/M, 抑制细胞侵袭转移能力, 增加

放化疗敏感性. 我们的芯片结果与上述检测一

致, 这也从一个侧面表明, 我们的芯片结果检测

可靠性和研究的重要意义, 因此, 对这些显著

性差异miRNAs在胰腺癌干细胞中的调控功能

研究是接下来我们的研究重点. 文献报道表明: 
miR-100在大多数肿瘤中表达下调. 在宫颈癌、

卵巢癌中miR-100表达下调与其分期、淋巴结

转移、较差的预后相关[16,17], 他通过转录后调控

Polo样激酶1(polo-like kinase 1, PLK1)的表达在

卵巢癌中起肿瘤抑制作用. 在头颈部鳞癌中表

达下调, 外源性导入miR-100到HNSCC细胞系, 
能抑制细胞的增殖和侵袭转移能力, 促进细胞

凋亡, 其机制是负性调控胰岛素样生长因子受

体1(Insulin-like growth factor 1 receptor, IGF1R)
和mTOR基因[18]; 在肝癌发生的多阶段分析中发

现, miR-100的表达下调和其靶基因PLK1的表

达上调是肝癌发生的早期事件[19]; miR-100通过

靶向PLK1基因能增敏多西他赛耐药肺腺癌细胞

的化疗[20]; 然而, 在胃癌中miR-100表达上调[21]; 
在胰腺癌[22-24]miR-100较癌旁的正常胰腺组织显

著高表达, 经治疗后, 其血浆表达水平显著下调, 
这些研究表明: miR-100在许多恶性肿瘤, 包括

胰腺癌的发生和维持胰腺癌的“无限增殖分化

的癌性”方面可能起重要作用. Mueller等[25]发

现, 胰腺癌干细胞的mTOR信号通道异常活跃, 
雷帕霉素是mTOR的抑制物, 阻断该信号通道可

以抑制部分胰腺癌干细胞. 因此, miR-100负性

调控“干性”mTOR基因可能与胰腺癌干细胞

的发生机制相关, 其在胰腺癌中的表达下调, 导
致mTOR信号通道异常激活, 虽然抑制了胰腺癌

的肿瘤性生长, 但也选择性的维持了胰腺癌干

细胞的生存, 导致胰腺癌患者的放化疗抵抗、

复发和远处转移. 此外, 我们还采用Agilent人全

基因4×44K芯片检测了MIA-PaCa2(TIChigh)与
BxPc-3(TIClow)之间的显著性差异mRNAs也发现, 
miR-100靶向负性调控的mTOR在前者表达上

调(数据未显示). 这些研究表明上述筛选的差异

miR-100与胰腺癌干细胞的“干性”相关, 也从

一个侧面提示上述筛选的差异miRNAs可能参与

胰腺癌干细胞的“干性”, 有深入研究的价值.
miRNAs作为新的治疗靶点主要优点就是

调控多个基因和信号通路[26], 而siRNA则是通

过特异的序列作用于单个靶基因. 因此, 对miR-
NAs调控靶基因及其信号通路的生物信息学分

析尤为重要. 基于Sanger数据库对差异microR-
NA进行靶基因预测是常用的预测microRNA靶

基因方法, Sanger数据库即miRBase, 他是整合了

microCosm、TargetScan和Pictar 3个数据库, 我
们选用了TargetScan 6.0数据库进行靶基因预测

共得到2 895条靶基因, 将上述差异microRNA预

测的靶基因基于Gene Ontology数据库进行GO
注释, 并进行了生物学功能分类与整合, 使我们

了解这些microRNA在整体水平发挥的主要生

物学功能, 我们的分析结果显示他们主要涉及

轴突导向、血管发生、转录后蛋白修饰等. 信
号通路的研究一直是研究生物学功能的机制及

设计药物治疗靶点的主要方法, 我们将上述差

异microRNA预测的靶基因基于KEGG数据库进

行Pathway注释, 其中主要涉及癌症途径、细胞-
基质黏附途径、Hedgehog信号途径、MAPK信

号途径等, 对这些信号通路在胰腺癌干细胞的

“干性”中的作用深入研究, 有望发现新的胰

腺癌干细胞发生机制. 
总之, 我们通过芯片技术筛选了91条与胰腺

癌干细胞相关的miRNAs, 并对他们进行了生物

信息学分析, 这些miRNAs及其靶向的基因和信

号通路可能涉及调控胰腺癌干细胞的各种生物

学特性, 进一步对他们的生物学功能和调控机

制进行研究, 并结合全基因组学及蛋白组学方

法, 有助于从整体上分析胰腺癌干细胞的发生

机制, 寻找并设计新的治疗靶点.
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由较长的初级转
录物经过一系列
核酸酶的剪切加
工 而 产 生 的 ,  随
后组装进RNA诱
导的沉默复合体, 
通过碱基互补配
对的方式识别靶
mRNA, 并根据互
补程度的不同指
导沉默复合体降
解靶mRNA或者
阻遏靶mRNA的
翻译, 达到调控基
因表达的目的.
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Abstract
AIM: To construct miRNA495 and miRNA551a 
expression vectors targeting the PRL-3 gene, and 
to observe the effect of vector transfection on the 
expression of PRL-3 in gastric cancer SGC7901 
cells.

METHODS: Specific pre-miRNA495 and pre-
miRNA551a sequences targeting the PRL-3 gene 
were designed, synthesized, and ligated with the 
pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR vector. After se-

quencing to confirm correct insertion, the recom-
binant vectors were transfected into SGC7901 
cells with Lipofectamine™ 2000. The expression 
of PRL-3 in transfected cells was detected by 
real-time PCR and Western blot.

RESULTS: The PRL-3 pre-miRNA495 and pre-
miRNA551a recombinant plasmids were suc-
cessfully constructed, and they could effectively 
promote the expression of miRNA495 and miR-
NA551a and inhibit PRL-3 mRNA and protein 
expression in SGC7901 cells. 

CONCLUSION: The miRNA495 and miRN-
A551a expression vectors for silencing the PRL-3 
gene have been constructed successfully, which 
could effectively promote the expression of 
miRNA495 and miRNA551a and inhibit PRL-3 
mRNA and protein expression in SGC7901 cells. 

Key Words: PRL-3; MiRNA495; MiRNA551a; RNA 
interference; Gastric cancer
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miR495 and miR551a on PRL-3 expression in gastric 
cancer SGC7901 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(34): 3361-3365

摘要
目的: 构建靶向PRL-3基因的miRNA495和
miRNA551a真核表达载体, 观察其转染胃癌
SGC7901细胞后对胃癌细胞PRL-3基因表达
的影响.

方法:  设计并合成两条针对P R L-3基因的
特异性m i R N A495和m i R N A551a干扰序
列, 分别与pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR载
体连接, 转化大肠杆菌, 纯化并鉴定后利用
LipofectamineTM2000转染胃癌SGC7901细胞, 
实时定量PCR及Western blot技术鉴定重组体
对PRL-3基因表达的干扰效果.

结果: 针对PRL-3基因的miRNA495和miRNA
551a干扰质粒构建成功, 胃癌SGC7901细胞分
别转染两种质粒后miRNA495及miRNA551a
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■研发前沿
近几年来的研究
表明 ,  miRNA参
与各种各样的调
节 途 径 ,  包 括 发
育、病毒防御、
造血过程、器官
形成、细胞增殖
和凋亡、脂肪代
谢等.

的表达明显升高, 并且明显抑制了PRL-3基因 
mRNA及蛋白的表达.

结论:  靶 向 P R L - 3 基 因 的 m i R N A 4 9 5 和
m i R N A551a真核表达载体构建成功, 其可
有效提高胃癌S G C7901细胞m i R N A495和
miRNA551a的表达, 并抑制PRL-3 mRNA及
PRL-3蛋白的表达.

关键词: PRL-3; miRNA495; miRNA551a; RNA干

扰; 胃癌
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0  引言

MicroRNA(miRNA)是在真核生物中发现的一类

内源性的具有调控功能的非编码单链RNA分子, 
其大小长约20-25个核苷酸. 成熟的miRNA是由

较长的初级转录物经过一系列核酸酶的剪切加

工而产生的, 随后组装进RNA诱导的沉默复合

体, 通过碱基互补配对的方式识别靶mRNA, 并
根据互补程度的不同指导沉默复合体降解靶

mRNA或者阻遏靶mRNA的翻译, 达到调控基

因表达的目的. 近几年来的研究表明, miRNA 
参与各种各样的调节途径, 包括发育、病毒防

御、造血过程、器官形成、细胞增殖和凋亡、

脂肪代谢等. miRNA既可作为促癌基因参与恶

性肿瘤的发生和发育过程[1,2], 又可作为抑癌基

因控制恶性肿瘤的形成[3,4], 在肿瘤的发生和发

展中起着重要的作用. 肝再生磷酸酶(phospha-
tase of regenerating liver-3, PRL-3)属于蛋白酪

氨酸磷酸酶家族, PRL-3在胃癌组织中高表达[5], 
miRNA495(miR495)和miRNA551a(miR551a)这
两条miRNA分子在胃癌组织及胃癌细胞中呈明

显低表达[6]. 我们构建了miR495和miR551a的真

核表达载体, 稳定转染胃癌SGC7901细胞后, 观
察了其对胃癌SGC7901细胞PRL-3基因表达的

抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR载体、大

肠杆菌菌株DH5α、LipofectamineTM2000购自In-
vitrogen公司; 兔抗人一抗购自美国Sigma公司;
鼠抗兔二抗购自美国Santa Cruz公司; BLOCK-
iTTM Pol Ⅱ miR RNAi Expression Vector Kit with 

EmGFP(invitrogen, Catalog No. K4936-00)购自

Invitrogen公司; Pure Midi Plasmid Kit、λDNA/
Hind Ⅲ购自TIANGEN BIOTECH公司; 普通质

粒小抽试剂盒, pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR的
反向测序引物5'-CTCTAGATCAACCACTTTGT 
-3'购自Invitrogen公司; U6 SnRNA由上海闪晶分

子生物科技有限公司合成, β-actin PCR引物由广

州锐博生物公司合成.
1.2 方法

1.2.1 miR495和miR551a表达载体的构建: (1)目
的基因: >hsa-miR-495: AAACAAACAUGGUG-
CACUUCUU, >hsa-miR-551a: GCGACCCA-
CUCUUGGUUUCCA; (2)寡聚单链DNA的合

成: 以miR495和miR551a基因为目的基因合成

2对miRNA寡聚单链DNA, 序列见表1; (3)双链

DNA的退火和装载: 将2对寡聚单链DNA退火

成双链, 然后用载体构建试剂盒BLOCK-iT TM 
Pol Ⅱ miR RNAi Expression Vector Kit with 
EmGFP(invitrogen, Catalog no. K4936-00)进行重

组克隆, 将2对双链的miRNA oligo分别插入到

miRNA表达载体pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR
中(invitrogen, Catalog No. K4936-00, 载体图谱

见图1), 构建2个miRNA表达质粒, 并转化至感

受态细胞DH5α. 退火和连接的具体方法如下: 
将2对合成好的寡聚单链DNA用ddH2O溶解成

100 μmol/L, 互补单链各取5 μL两两混合, 按20 μL
体系进行退火. 然后将2份oligo混合物在95 ℃加

热5 min, 然后放置室温自然冷却20 min, 形成双

链DNA. 将退火的双链DNA继续稀释成10 nmol/
L浓度, 取5×ligation buffer 4 μL, pcDNA6.2-GW/
EmGFP 2 μL, ds oligo(10 nmol/L) 4 μL, T4 DNA 
ligase(1 U/µL)1 μL, ddH2O 9 μL, 配成20 μL酶连

接体系在室温连接30 min.
1.2.2 质粒抽提与测序: 将连接产物转化DH5α, 
将含有重组体的菌液涂在含壮观霉素LB平板

上, 每个转化平板分别挑取4个克隆, 用普通质

粒小抽试剂盒摇菌抽提质粒后送上海英俊生物

工程技术服务有限公司进行插入片段测序.
1.2.3 细胞培养及转染: 人胃癌SGC7901细胞于

含10%胎牛血清、37 ℃、50 mL/L CO2环境下培

养、传代, 获得稳定转染细胞系, 历时58 d. 选择

生长状态良好的细胞接种于6孔培养板, 加入不

含双抗培养基, 待细胞生长密度达到70%左右时

随机分为4组: 空白对照组不加任何处理, 阴性

对照组加入转染无关序列的质粒, miR495组加

入miR495质粒, miR551a组加入miR551a质粒.
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■相关报道
肝 再 生 磷 酸 酶
( P R L - 3 ) 属 于 蛋
白酪氨酸磷酸酶
家族, PRL-3在胃
癌组织中高表达, 
miRNA495(miR
495)和miRNA551
(miR551a)这两条
miRNA分子在胃
癌组织及胃癌细
胞中呈明显低表
达.

1.2.4 实时定量PCR检测miR495、miR551a及

PRL-3 mRNA的表达: 采用qRT-PCR法转染24 h
后抽提各组细胞总RNA, 然后反转录合成cDNA. 
将PCR产物从60 ℃缓慢均匀提升到97 ℃, 进
行DNA扩增, 共35个循环. 利用样本miR495、
miR551a与U6 snRNA含量的比值以及PRL-3 
mRNA与β-actin含量的比值, 来评价miR495、
miR551a及PRL-3 mRNA相对表达水平. 以2-△△CT

法来分析荧光实时定量PCR检测结果.
1.2.5 Western blot技术鉴定重组体对PRL-3蛋白

表达的干扰: 转染48 h后提取各组细胞总蛋白, 
用10%SDS-PAGE进行凝胶电泳, 样品分离后电

转至PVDF膜, TBS冲洗后室温封闭2 h, 漂洗后

加入l∶100兔抗人一抗, 4 ℃过夜, 洗膜后加入1
∶5 000鼠抗兔二抗, 37 ℃孵育2 h, 洗膜30 min 
后行ECL显影并压片, 将图片用凝胶图像处理系

统分析目标条带的分子量和净光密度值.
统计学处理 实验检测结果均采用SPSS15.0

软件分析, 各组实验各设3个复孔, 每组实验重

复3次. 最终数据以3组数据mean±SD表示, 检
测的结果对照组与实验组间比较采用方差分析. 
以P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 miRNA真核表达载体的测序 通过上海英骏

生物公司结果表明, 所获得的重组干扰质粒目

的片段与预期完全相符. 表明退火形成的干扰

寡核苷酸成功连接入pcDNATM6.2-GW/EmGFP-
miR载体. 
2.2 重组体PCR鉴定及测序凝胶电泳 重组体PCR
扩增miR495、miR551a前体片段大小为1 032 bp
和1 035 bp, 所显示的条带约为1 030 bp, 符合目

的条带大小(图2), 初步证明pre-miRNA片段已正

确定向插入到载体中. 同时测序结果显示所插

入的序列完全正确, 表明已成功构建了针对人

PRL-3基因的miR495、miR551a表达质粒. 
2.3 miR495、miR551a、PRL-3 mRNA及PRL-3
蛋白的表达 转染miR495组SGC7901细胞中, 
m i R495表达量显著高于空白对照组、阴性

对照组及miR551a组(图3A); 转染miR551a组
SGC7901细胞中, miR551a表达量显著高于其

余各组(图3B); miR495组和miR551a组中PRL-3 
mRNA及PRL-3蛋白表达量显著低于空白对照

组和阴性对照组(图3C, 图4).

3  讨论

胃癌是一种常见的严重威胁人类生命健康的

表 1 miRNA 寡聚单链DNA序列(附阴性对照序列)

     oligo名称                                                       寡聚单链DNA序列5'-3'

miR495-F TGCTGAAACAAACAtGGtGCACttCttGTTTTGGCCACTGACTGACaaGaaGTGCCaTGTTTGTTT

miR495-R CCTGAAACAAACAtGGCACttCttGTCAGTCAGTGGCCAAAACaaGaaGTGCaCCaTGTTTGTTTC

miR551a-F TGCTGGCGACCCACtCttGGtttCCAGTTTTGGCCACTGACTGACTGGaaaCCGaGTGGGTCGC

miR551a-R CCTGGCGACCCACtCGGtttCCAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTGGaaaCCaaGaGTGGGTCGCC

Negative control

  Negative-F tgctgAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT

  Negative-R cctgAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTc

2 027 bp

  564 bp

1 030 bp

λDNA
miR495

miR551a
阴性

对照
组

图 2 凝胶电泳检测结果. miR495、miR551a前体片段大小

分别为1 032 bp和1 035 bp, 所显示的条带约为1 030 bp.

attB1 EmGFP ACGA
GAGG3'miR flanking

region attB25'miR flanking
region

TK pA f1 ori SV40 ori
EM

7
Blasticidin

SV40 pA

pUC ori

Spectinoom
ycin

Pcwv

pcDNATM6.2-GW/E
mGFP-miR5699bp

DraⅠ DraⅠSalⅠBamHⅠ BglⅡ XhoⅠ

图 1 miRNA表达载体pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR. 
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■应用要点
靶向PRL-3基因
的miR495和mi-
R551a干扰质粒可
显著抑制人胃癌
SGC7901细胞中
PRL-3  mRNA及
蛋白的表达, 由于
PRL-3在人胃癌
的发生、发展过
程中发挥着重要
作用.

恶性肿瘤, 占胃恶性肿瘤的95%[7], 居男性癌症

死亡的第2位, 女性癌症死亡的第3位[8]. 在中国, 
胃癌发病率很高, 每年有40万新病例, 30万人

死亡[9]. 近年来的研究表明, miRNA的异常表达

与肿瘤发生、发展和侵袭转移密切相关, 成为

近几年的研究热点. 已有学者证明很多miRNA
与胃癌的发病有关[10-12], 有部分miRNA与胃癌

SGC7901细胞的凋亡密切相关[13,14], PRL-3的低

表达能抑制胃癌细胞的增殖和转移[15-19], 我们

的前期研究已证明miR495和miR551a在胃癌

SGC7901细胞中低表达[6].
为了探索能抑制胃癌SGC7901细胞增殖和

迁移的miRNA与PRL-3之间的关系, 我们选择

miR495和miR551a为研究对象, 构建miR495和
miR551a的真核表达载体, 载体构建成功后稳定

转染胃癌SGC7901细胞, 通过荧光定量PCR法

分别计算各组中miR495和miR551a的相对表达

量,提取总蛋白, 利用Western blot方法进行PRL-3

蛋白表达分析, 结果显示, 实验组细胞miR495和
miR551a显著高于空白对照组细胞和阴性对照

组细胞, PRL-3 mRNA及蛋白的表达显著低于空

白对照组细胞和阴性对照组细胞.
综上所述 ,  靶向P R L-3基因的m i R495和

miR551a干扰质粒可显著抑制人胃癌SGC7901
细胞中PRL-3 mRNA及蛋白的表达, 由于PRL-3
在人胃癌的发生、发展过程中发挥着重要作用. 
因此, 利用miR495及miR551a对PRL-3基因的表

达调控作用, 可能抑制胃癌的侵袭转移. 下一步

我们将研究PRL-3在胃癌细胞侵袭转移中的作

用机制, 并探讨应用基因干扰技术抑制胃癌转

移的可行性, 为寻求新的胃癌治疗方案提供理

论基础.
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■同行评价
本文以miR495和
miR551a为研究对
象 ,  构建miR495
和miR551a的真核
表达载体, 稳定转
染胃癌SGC7901
细胞后, 显著抑制
PRL-3  mRNA及
蛋白的表达, 实验
设计合理, 具有一
定的科学意义.
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Abstract
AIM: To construct a prokaryotic vector express-
ing human enterovirus 71 (EV71) VP1-VP4 fu-
sion antigen.

METHODS: A prokaryotic expression plasmid 
carrying the VP1-VP4 fusion gene was con-
structed and transformed into E. coli DH5α. 
VP1-VP4 fusion protein was induced to express 
with IPTG. SDS-PAGE and Western blot were 
performed to detect VP1-VP4 fusion protein. Pu-
rified VP1-VP4 fusion protein was coated onto 
ELISA plates to detect 41 serum samples for 
screening EV71 positive serum samples. 

RESULTS: The sequence of recombinant VP1-
VP4 fragment was the same as the expected 

sequence, indicating that the recombinant vec-
tor was successfully constructed. SDS-PAGE 
showed that the fusion protein had a molecular 
weight of 42.8 kDa. Western blot showed that 
fusion protein can be specifically recognized by 
VP1 antibody and VP4 antibody. Fusion protein 
coated onto ELISA plates could accurately detect 
16 EV71 positive serum samples from 41 serum 
samples without cross-reactivity with coxsacki-
evirus16 (CA16). 

CONCLUSION: The VP1-VP4 fusion protein has 
good antigenicity and can be used as a diagnos-
tic antigen to detect EV71 infection. Our results 
provide a experimental basis for development of 
EV71 diagnostic kits.

Key Words: EV71; VP1; VP4; Fusion antigen; Fu-
sion PCR

Leng H, Wang N, Wang YY, Zang WQ, Li M, Zhao GQ. 
Construction of a prokaryotic expression vector containing 
the EV71 VP1-VP4 fusion gene and detection of its 
expression. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 
3366-3369

摘要
目的: 构建人肠道病毒71型(human enterovirus 
71, EV71)VP1-VP4重组融合蛋白表达体系. 

方法: 构建EV71 VP1-VP4重组融合蛋白原核
表达载体转化大肠杆菌DH5α, 诱导表达融合
蛋白VP1-VP4、SDS-PAGE和Western blot法
进行鉴定. 用融和蛋白包被ELISA板检测41例
已知血清. 

结果: 重组片段VP1-VP4测序结果与设计目
的片段序列相符, 重组载体构建成功; SDS-
PAGE显示融合蛋白约42.8 kDa, 与预期值一
致; Western blot提示该融合蛋白可以和EV71 
VP1、VP4抗体特异性结合. 融合蛋白包被
ELISA板能准确检测出41例血清中16例EV71
阳性血清, 与CA16无交叉反应. 

结论: 表达的EV71 VP1-VP4融合蛋白具有良
好的抗原性, 可作为EV71感染检测抗原, 为

■同行评议者
任晓峰, 教授, 东北
农业大学动物医
学学院微生物室



冷弘, 等. 人肠道病毒71型VP1和VP4的抗原融合表达及鉴定                3367

www.wjgnet.com

■研发前沿
对病原进行检测, 
血清学为一种重
要 的 方 法 ,  但 单
一抗原作为诊断
抗 原 ,  极 易 造 成
漏 检 .  融 合 几 种
特异性抗原来检
测可以提高检测
准确性和灵敏性. 

EV71诊断试剂和疫苗的研究奠定实验基础. 

关键词:  EV71; VP1, VP4; 融合抗原; 融合PCR
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20(34): 3366-3369

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/3366.asp

0  引言

人肠道病毒71型(human enterovirus 71, EV71)
属于小R N A病毒科肠道病毒属, 于1974年由

Schimidt首次从一些患有中枢神经系统疾病的

患者标本中分离并报道[1,2]. EV71主要引起手足

口病、疱疹性咽峡炎、无菌性脑炎、脑膜炎以

及脊髓灰质炎等多种疾病[3,4]. 近年来, 世界各国

EV71爆发流行日趋严重, 传染性强, 传播速度

快, 引起科学家们的日益关注. 对EV71所引起

的疾病, 目前尚无有效的药物来进行治疗, 疫苗

也处于研究阶段[5,6]. 因此, 对EV71的快速检测

显得尤为迫切, EV71血清学检测方法的研究受

到相关领域科学家的关注. EV71病毒由4种结

构蛋白构成其衣壳, 分别为VP1、VP2、VP3、
VP4, 其中VP1、VP2、VP3位于衣壳的外表面, 
VP4位于病毒衣壳的内表面. 研究报道VP2、
VP3无明显的免疫原性, VP1和VP4蛋白具有良

好的免疫原性[7-9], 因此本文拟采用融合PCR技

术将EV71 VP1和VP4基因连接, 导入质粒载体, 
并在大肠杆菌中诱导表达VP1-VP4融合蛋白, 
预期为EV71诊断试剂的开发和疫苗研制奠定

试验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 原核表达载体pQE-80L、质粒DNA提

取纯化试剂盒、Ni-NTE His·Bind Resin亲和层

析树脂(QIAGEN公司); 大肠杆菌DH5α、DNA 
凝胶回收试剂盒、限制性内切酶KpnⅠ、Hind  
Ⅲ, T4 DNA连接酶、DL2000 DNA Marker(大
连宝生物公司); Prestained Protein Molecular 
Weight Marker(Fermentas公司); EV71 VP1和
VP4 cDNA克隆来源于本课题组前期工作; EV71 
VP1抗体、EV71 VP4抗体(Uniformed Services 
University of the Health Sciences职慧军博士惠

赠); HRP标记的羊抗人IgG(Sigma公司); EV71阳
性血清16例, 柯萨奇病毒A16(coxsachie virus 16, 
CA16)阳性血清5例, 阴性血清20例由洛阳市疾

控中心提供. 

1.2 方法

1.2.1 引物的设计与合成: 参考本课题组前期工

作所获得的EV71全基因组序列(Accession No．
JN020147)及其他登记序列[10-12], 依据融合PCR
技术方法要领, 分别设计2对引物扩增V P1、
VP4基因片段, 并在VP4F 5'端引入KpnⅠ酶切位

点, 在VP4R、VP1F 5'端分别加上互补的柔性肽

(GGGGSG)DNA序列, 在VP1R引入终止密码子

和Hind  Ⅲ酶切位点. VP4F(5'-GTAGGTACCAT-
GGGGTCACAAGTCTCTACTC-3'); VP4R(5'- 
ACCCGATCCACCTCCGCCCTTGAGCGGTG-
GAGCCATCTCA-3'); VP1F(5'-AAGGGCGGAG-
GTGGATCGGGT GGAGATAGGGTGGCA-
GATGT-3'); VP1R(5'-CCTAAGCTT AAGAGTG-
GTGATCGCTGTGCG -3'), 引物由上海生工生物

工程有限公司合成. 
1.2.2 目的基因融合扩增:  常规P C R从E V71 
VP1、VP4 cDNA克隆分别扩增VP1、VP4目的

序列. 再混合VP1、VP4 PCR产物为模板, 用引

物VP4F和VP1R进行融合PCR, 获得由柔性肽基

因连接的融合基因片段VP1-VP4, 电泳鉴定. 
1.2.3 重组表达载体的构建: KpnⅠ和Hind  Ⅲ双

酶切融合片段VP1-VP4和pQE-80L原核表达载

体, 电泳, 胶回收纯化. 载体pQE-80L和融合片段

在T4连接酶作用下, 16 ℃过夜连接后转化大肠

埃希菌DH5α, 挑取阳性克隆抽提质粒, KpnⅠ和

Hind  Ⅲ双酶切电泳鉴定. 重组质粒送上海生工

生物工程有限公司测序. 
1.2.4 融合蛋白的诱导表达及纯化: 取对数生长

期转化菌, 加入异丙基硫代D半乳糖苷(IPTG)至
终浓度1 mmol/L, 37 ℃诱导表达6 h, 离心收集菌

体, 超声破碎后取上清12%SDS-PAGE电泳, 检
测融合蛋白表达情况. 同时将收集的上清液用

0.45 μm滤膜过滤, 利用Ni-NTE His·Bind Resin 
亲和层析纯化融合蛋白, SDS-PAGE电泳.  
1.2.5 Western blot检测融合蛋白: 取未诱导转化

菌裂解产物、诱导转化菌裂解产物进行12% 
SDS-PAGE后转移至PVDF膜上, PBS洗膜3次, 
每次5 min, 放入含有5%脱脂奶粉的PBS中封

闭2 h. 洗膜后与EV71 VP1、VP4抗体37 ℃孵

育1 h, 洗膜, 加入HRP标记的羊抗人IgG孵育1 h, 
显色. 
1.2.6 包被融合蛋白抗原ELISA法检测待检血

清: 调整纯化的融合蛋白浓度为3 μg/mL, 按
100 μL/孔4 ℃过夜包被酶标板. 洗板后2%BSA 
37 ℃封闭1 h. 用上述包被板检测EV71阳性血

■相关报道
本 文 采 用 融 合
PCR技术将EV71 
VP1和VP4基因通
过柔性肽基因序
列连接起来, 导入
质粒载体, 并在大
肠杆菌中诱导表
达VP1-VP4融合
蛋白, 为EV71诊断
试剂的开发和疫
苗研制提供基础.



www.wjgnet.com

3368               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2012年12月8日  第20卷  第34期

清16例, CA阳性血清5例, 阴性血清20例. 方法: 
在180 μL PBS中加入待检血清20 μL/孔, 37 ℃反

应45 min; 洗涤3次后加入1∶5 000 HRP标记的

羊抗人IgG (100 μL/孔), 反应30 min; 洗涤后加入

TMB底物(100 μL/孔), 反应15 min, 加终止液终

止反应, 450 nm波长测量各孔的吸光度, 换算出

个样品抗体浓度, 以>5 ng/L为阳性. 

2  结果

2.1 目的基因的扩增及融合 以EV71 VP1、VP4 
cDNA克隆为模板分别对VP1、VP4基因进行

PCR扩增, 获得长度分别为234 bp、921 bp片段. 
对目的基因进行融合扩增后, 获得1 128 bp片段, 
电泳结果均与预期相符(图1).
2.2 重组质粒的双酶切鉴定 重组质粒pQE-80L-
VP1-VP4经KpnⅠ和Hind  Ⅲ双酶切后, 电泳出

现4.8 kb的载体条带和1 122 bp的融合基因条带

(VP1-VP4), 与预期相符(图2), 测序结果与设计

目的片段序列相符, 重组载体成功构建. 
2.3 融合蛋白的表达与纯化 将所构建的重组质

粒在最佳诱导条件下进行诱导表达, SDS-PAGE

检测表达情况 .  结果显示目的蛋白于37 ℃经

IPTG诱导呈现高效表达(图3A). 表达产物经Ni
柱亲和层析纯化后得到较纯的目的片段, 融合

蛋白大小约42.8 kDa左右(图3B). 
2.4 Western blot检测结果 Western blot结果显示, 
诱导转化菌裂解产物SDS-PAGE电泳转膜后, 能
与EV71 VP1、VP4抗体发生特异性结合而显色, 
而未诱导转化菌裂解产物不能与EV71 VP1、
VP4抗体发生反应呈融合抗原表达阴性(图4). 
2.5 包被融合蛋白抗原ELISA法检测待检血清结

果 用本文所包被融合蛋白抗原ELISA法检测已

知EV71阳性血清16例、CA16阳性血清5例, 阴
性血清20例(洛阳市疾病控制中心提供). 结果显

示, 融合蛋白和16例EV71阳性血清反应阳性, 而
不与CA16阳性血清及阴性血清反应. 证明本文

所包被融合蛋白抗原ELISA法可以用来作为检

测人群EV71感染情况. 

3  讨论

EV71感染尚无有效的药物, 疫苗也处于试验阶

段, 因此对EV71病原的检测就显得尤其重要, 流
行早期快速及时的检测病原, 可以及早发现疫

情, 为病源的隔离、切断传播途径、避免病原

的扩散赢得时间. 
EV71传统的检测方法是对病原体的直接检

测, 利用敏感细胞培养病毒, 然后通过中和试验

M        1           2          3

2 000

1 000
750
500

250

100

VP1-VP4

VP1

VP4

图 1 VP4、VP1和融合基因VP4-VP1的PCR扩增产物电泳结
果. M: 2 000 bp DNA分子质量标准; 1: VP4扩增产物; 2: VP1

扩增产物; 3: VP4和VP1连接扩增产物.

M             1             2
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750
500

250
100

pQE80L

VP1-VP4

图 2 重组质粒pQE-80L-VP4-VP1双酶切产物的电泳结果. 
M: 2000 bp分子质量标准; 1: pQE-80L-VP1-VP4重组质粒

KpnI、HindⅢ双酶切产物; 2: VP4和VP1连接PCR扩增产物.
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图 3 融合蛋白SDS-PAGE分析. A: M: 蛋白分子质量标准; 

1, 2: 诱导的pQE-80L-VP1-VP4转化菌裂解产物; 3, 4: 未诱

导的pQE-80L-VP1-VP4转化菌裂解产物; B: M: 蛋白分子

质量标准; 1: 亲和层析纯化的融合蛋白. 箭头代表VP1-VP4.

抗EV71 VP4

抗EV71 VP1

1                2

图 4 融合蛋白的Western blot结果. 1: 诱导转化菌裂解产

物蛋白印迹; 2: 未诱导转化菌裂解产物蛋白印迹.

■应用要点
EV71病毒VP1、
VP4结构蛋白具
有良好的抗原性, 
利用融合PCR将
V P 1、V P 4 基因
片段连接后导入
p Q E - 8 0 L 质 粒 , 
重组质粒在大肠
杆菌中得到良好
表达.
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进一步进行病毒型别鉴定. 传统检测方法操作

复杂, 周期长, 不适合疫情早期快速诊断. 现代

检测方法包括以PCR技术为基础的病毒特异性

片段的检测以及血清学检测2种方法[13-15]. PCR
相关技术是目前最为快速有效的方法, 但该方

法具有较高的灵敏性和特异性的同时又具有标

本易污染而产生假阳性等缺点, 且需要专业的

仪器设备, 不利于基层医务人员开展工作. 
血清学检测的重点在于检测抗原的选取. 由

于病毒在感染的不同阶段释放的抗原种类及数

量均不相同, 且因侵入机体的差异, 也会导致病

毒抗原种类释放的差异, 若采用单一抗原进行

检测准确率低, 极易造成漏检; 若构建几种特异

性融合抗原进行检测则可以提高检测的准确性

和灵敏性. 融合PCR技术采用具有互补末端的引

物, 形成具有重叠链的PCR产物, 通过PCR产物

重叠链的延伸将不同来源的任意DNA片段连接

起来, 为基因重组片段的构建提供了快速简捷

的途径. 
EV71病毒基因组为单股正链RNA, 具一个

开放阅读框, 编码一个多聚蛋白, 该多聚蛋白可

进一步加工为VP1、VP2、VP3、VP4 4个结构蛋

白及其他功能蛋白质. 其中VP1、VP2和VP3 3个
结构蛋白暴露在病毒外壳的表面, VP4结构蛋白

包埋在病毒外壳的内部与病毒核心紧密相连[16]. 
研究报道VP2、VP3无明显的免疫原性, VP1和
VP4蛋白具有良好的免疫原性, 产生高抗体滴度. 
故本文以VP1、VP4为目的基因, 利用融合PCR扩
增了VP1-VP4融合基因, 载入表达载体pQE-80L
后在大肠杆菌细胞中得到表达. 

利用所构建的融合蛋白包被酶标板能从41
例待检血清中准确检测出16例EV71阳性血清, 
提示所构建的融合蛋白可以作为检测EV71的备

选抗原. 本文为下一步利用融合蛋白建立有效

的EV71血清学检测方法, 并对其特异性和灵敏

性进行实验比较奠定试验基础, 也为后续观察

VP1、VP4抗原的免疫保护作用、EV71疫苗的

开发提供理论支持. 
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译, 调节内源基因
表达, 且在基因表
达调控中扮演重
要角色, 也为癌症
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断、治疗等方面
提供新的理论基
础及方法. 
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Abstract 
AIM: To assess the clinical significance of expres-
sion of miR-106a in colorectal cancer (CRC), and 
to investigate the effect of miR-106a overexpres-
sion on CRC cell invasion. 

METHODS: Total RNA was extracted from 52 
surgical CRC specimens and matched tumor-
adjacent tissue specimens. MiR-106a expression 
was detected by real-time PCR, and its clinical 
significance was analyzed. Cell invasion assay 
was used to study the effect of miR-106a overex-
pression on CRC cell invasion. 

RESULTS: The mean level of miR-106a in CRC 

tissues, as revealed by the 2-△△Ct method, was 2.50 
(0.017-14.269), which was significant higher than 
that in tumor-adjacent tissues (Z = -3.597, P < 0.01). 
The expression of miR-106a was correlated with 
TNM stag (t = 2.813, P = 0.003) and lymph node 
metastasis (Z = -2.635, P = 0.008). Overexpression 
of miR-106a induced cell invasion (P = 0.000). 

CONCLUSION: Up-regulation of miR-106a may 
play a role in tumorigenesis and metastasis of 
colorectal cancer.

Key Words: MiR-106a; Colorectal cancer; TNM 
stage; Cell migration

Ma QY, Wang XY, Li Z, Jiang B, Xu AG. Expression of 
miR-106a in colorectal cancer and its relation with tumor 
cell invasion. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 
3370-3374

摘要 
目的: 分析miR-106a在肠癌中的表达并研究
其在肠癌细胞侵袭中的作用. 

方法: 提取52例肠癌手术标本及其癌旁组织
中总RNA, PCR法检测miR-106a在肠癌及其癌
旁正常组织中的表达量, 分析其与临床病理特
征关系, 并进一步采用Transwell侵袭小室检测
其在大肠癌细胞侵袭中的作用. 

结果: 经2-△△Ct计算, 肠癌组织miR-106a表达量
为2.50(0.017-14.269), 其中73%(38/52)大肠癌
组织miR-106a高表达(Z  = -3.748, P  = 0.000), 
miR-106a的高表达与TNM分期(t  = 2.813, P  = 
0.003)和淋巴结转移(t  = -2.635, P  = 0.008)有
关, TNM分期较高和有淋巴结转移者, miR-
106a表达较高. Transwell侵袭小室检测表明, 
过表达miR-106a可促进肠癌细胞侵袭作用(均
P  = 0.000). 

结论: miR-106a表达上调可能与大肠癌的发生
及其转移相关. 

关键词: miR-106a; 大肠癌; TNM分期; 细胞侵袭
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■研发前沿
2003年Michae l
等首先发现了大
肠癌中新的miR-
NAs: miR-143和
m i R - 1 4 5 ,  现 在
大肠癌中研究较
多 的 有 1 0 0 多 种
miRNAs, 与大肠
癌的发生发展及
诊治等密切相关. 
miR-106a在大肠
癌 中 高 表 达 .  但
其具体作用机制
不详.
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0  引言

microRNAs(miRNAs)是一种长为21-25 nt的单

链RNA, 在进化上具有高度的保守性. 在动物

中, 他们通过与靶标mRNA不完全互补配对抑

制蛋白翻译, 调节内源基因表达, 且在基因表

达调控中扮演重要角色. 动物中miRNA与靶标

mRNA不完全配对结合, 同一miRNA可调控不

同mRNA而不影响其完整性. 因而一种miRNA
改变, 可影响多种蛋白翻译和信号通道, 参与细

胞生长、增殖、分化、凋亡等过程的调控[1-3]. 
Calin等[4]于2002年首次发表文章, 将miRNAs与
癌症联系起来. 随后, 大量研究证实miRNAs可
能作为一种新的方法, 应用于肿瘤的筛查、诊

断、预后和化疗反应预测等各个方面[5-7]. 本文

通过探针法逆转、实时定量PCR检测52例肠癌

中miR-106a的表达, 分析其与分期及其他临床

病理特征的关系, 研究其在肠癌细胞侵袭中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 惠州中心医院外科手术切除的新鲜肠

癌组织及其相应癌旁正常组织52对, 术后经病

理检查确证. 组织获得后立即置于-80 ℃超低温

冰箱. 所有患者术前均未行放疗、化疗与免疫

治疗. TNM分期以美国癌症联合委员会(Ameri-
can joint committee on cancer, AJCC)/国际抗癌

联盟(international union against cancer, UICC)结
直肠癌TNM分期系统(第六版)为标准. TRIzol
试剂、Lipofactmine 2000、OPTI-MEM均购自

Invitrogen; miR106a RT Primer、miR106a Real 
time、U6 RT Primer、U6 Real time、2×PCR 
TaqMan Universal PCR, TaqManMicroRNA Re-
verse Transcription kit均购自ABI公司; Matrigel
基质胶和8 μm Transwell小室均购自美国BD公

司; HCT116和LoVo细胞系购自上海细胞库, 为
南方医院消化病实验室细胞培养室保存; 阴性

对照和miR-106 mimics购自上海吉玛公司. 
1.2 方法

1.2.1 组织总R N A提取: -80 ℃超低温冰箱保

存组织称取30 m g, 于冰上碾磨器磨碎, 加入

1 mL TRIzol试剂, 按说明书操作提取总RNA, 
Nanodrip(ND-1000, USA)检测RNA溶液A 260/280比

值及浓度, 取A 260/280在1.8-2.1者用于进一步试验. 
1.2.2 cDNA合成及Real-time PCR: 取100 ng总
RNA按试剂说明书操作逆转录cDNA, 反应条

件: 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min. 然后

按2×PCR TaqManUniversal PCR试剂盒说明, 以
miR-106a和U6第一链为模板, 用miR-106a和U6
荧光探针为引物扩增. 以上荧光PCR检测均在

ABI PRISM 7500(Applied Biosystems, USA)型荧

光定量PCR仪操作完成, 所有反应设立3个复孔, 
检测方法为相对定量分析2-△△Ct法. 
1.2.3 细胞培养: HCT116和LoVo细胞培养于10%
胎牛血清、双抗的RPMI 1640培养基中. 细胞均

接种于12孔板中, 细胞密度约30%-50%. 按转染

试剂Lipo2000说明书分空白转染组、阴性对照

组和miR-106 mimics组3组分别转染. 转染后24 h
消化细胞备用. 
1.2.4 Transwell小室侵袭实验: 冰上融化Matrigel
和不含血清的RPMI 1640培养基按1∶7混合, 均
匀铺于8 μm的Transwell上室面, 不同处理组别

细胞培养24 h后消化, 重悬, 接种200 μL无血清

培养基稀释的细胞(5×105个/mL), 下室加入含

10%FBS的RPMI 1640培养基. 细胞培养36 h后
终止培养. 医用棉签擦掉上室内细胞, 重复2次, 
4%多聚甲醛固定, 0.1%结晶紫染色, PBS洗净后

显微镜下低倍视野观察细胞数, 每小室随机取5
个视野, 并记录每个视野细胞数. 

统计学处理 用SPSS13.0软件进行. 组织

miR-106a数据不符合正态分布, 均采用非参数

检验. 配对资料采用配对资料的wilcoxon符号秩

和检验(wilcoxon signed-rank test), miRNAs与其

他临床病理资料的检验2组之间比较采用Mann-
whitney检验, 分析miRNAs与等级变量相关关系

采用Jonchheere-Terpstra检验. 细胞实验中多组

间比较采用单因素方差分析(one-way analysis of 
variance, one-way ANOVA), 如方差齐, 多组间两

两比较采用Bonferroni法; 如方差不齐, 多组间两

两比较采用Tamhane's T2检验. P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 miR-106a在肠癌组织中高表达 我们采用

TaqManR探针法RT-PCR检测miR-106a表达, 以
U6为内参, 2-△△Ct法分析肠癌组织相对癌旁正常

组织的相对表达量. miR-106a在73%(38/52)的
肠癌组织中高表达; 与癌旁正常组织比较, miR-
106a在肠癌组织中的相对表达量为2.50, 高于癌

■相关报道
Schetter等分析2
个 队 列 共 1 9 7 例
大肠癌组织miR-
106a表达, 发现与
癌旁正常组织相
比 ,  肠 癌 组 织 中
miR-106a的表达
增高. Xiao等分析
55例胃癌组织和
17例非癌组织发
现miR-106a在胃
癌组织中高表达
(1.625倍), 而且其
表达水平与肿瘤
分期、大小、分
化及淋巴结和远
处转移相关. 
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旁正常组织(图1), 差异有统计学意义(Z  = -3.748, 
P  = 0.000). 
2.2 miR-106a表达水平与TNM分期和淋巴结

转移相关 miR-106a的表达在TNM不同分期中

表达差异有显著性(t  = 2.813, P = 0.003)和淋巴

结转移(t  = -2.635, P  = 0.008). 随着TNM分期越

高, miR-106a表达越高. 有淋巴结转移肠癌组织

中miR-106a表达明显高于无淋巴结转移标本. 
miR-106a表达和性别、年龄、肿块位置及组织

分化程度无关. 
2.3 过表达miR-106a促进肠癌细胞的侵袭 以上

结果表明miR-106a表达可能与肠癌的转移有关, 
因而进一步采用Transwell小室验证其在细胞侵

袭中的作用. 瞬时转染HCT116和LoVo细胞, 转
染浓度为50 nmol/L, 转染后24 h进行PCR验证. 
结果表明转染miR-106a mimics后miR-106a表达

明显增加(均为P <0.01). 转染后细胞侵袭改变(图
2, 3)差异有显著性(F值分别为120.631和196.611, 
P值均为0.000). 进一步行组间比较, 结果显示: 
与阴性对照组相比, miR-106a组可促进细胞侵

袭, 差异有显著性(均为P = 0.000) . 

3  讨论

miRNAs是一种广泛存在的调控基因表达的小分

子RNA, 可通过调控下游靶基因一癌基因和/或
抑癌基因的表达, 参与肿瘤发生、发展, 决定肿

瘤细胞的恶性特征, 在肿瘤发生、发展、转归中

的起着重要作用. miRNAs的发现及其与肿瘤相

关性的初步揭示、补充并丰富了肿瘤的发生机

制, 为肿瘤的分子机制学研究提供了新的思路. 
microRNA的研究方法有microarray、North-

ern blot、原位杂交和Real-time PCR.一般mi-

croarray被用于miRNA表达谱的筛选. Northern 
blot也可检测miRNAs表达及大小, 但存在探针

敏感性问题. 原位杂交可以还原特定microRNA
的细胞定位及相对定量, 但也存在敏感性问题. 
而Real-time PCR具有高度的敏感性和特异性. 
Real-time PCR的化学原理分为探针型和非探针

型, 探针型荧光定量PCR是与模板特异性结合的

荧光探针反应扩增产物的增加, 特异性更高. 本
研究采用Taqman MGB探针检测大肠癌及癌旁

组织中miR-106a的表达, 而且以U6为内参, 进一

步减少因加样量不齐而带来的结果差异, 以期

得到准确的结果. 
miRNAs与肠癌的发生发展密切相关. 首先, 

miRNAs与大肠癌的诊断相关. Ng等[8]发现miR-
17-3p和miR-92a可作为肠癌的循环靶标, 其中

后者的ROC曲线下面积可达88.5%, 敏感性和特

异性分别为: 89%和70%; 更为重要的是, 其可区分

胃癌和炎症性肠病. 类似结果在Huang等[7]的研究

中得到证实. 该研究中证实miR-92a和miR-29a
可把肠癌、腺瘤从正常受试者中区分出来; 其
次, miRNAs也与肠癌的预后相关. 其中miR-143
与miR-145肿瘤大小呈负相关[9], 被认为是抑癌

基因; 另一研究却证实miR-143高表达与差的无

疾病进展生存期有关[10]. miR-21的高表达与高

TNM分期、淋巴结转移、远处转移、短的无疾

病生存期和差的治疗结果有关[9,10]. 
miR106a的研究较多, 其中胃癌中miR-106a

表达增加, 其表达与肿瘤分期、大小、分化、

淋巴结及远处转移相关[11]. miR-106a还与肿瘤的

预后密切相关. Díaz等[12]分析110例肠癌患者, 发
现miR-106a的低表达与短的无疾病生存期和总

生存期有关, 而且这种相关关系与分期无关; 星

15
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0

P  = 0.000

1    4     7    10   13   16   19    22   25   28   31   34   37   40    43   46   49   52

图 1 miR-106a在大肠癌中的表达. 

■创新盘点
miR-106a在大肠
癌中过表达的报
道 较 多 ,  但 其 在
肠癌中的临床分
析及细胞功能学
研 究 较 少 .  本 研
究采用RT-PCR、
We s t e r n  b l o t、
Transwell小室侵
袭实验检测其在
肠癌组织中的表
达. 分析其与分期
和淋巴结转移的
关系. 探索其在细
胞侵袭中作用. 具
有一定创新性. 
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■创新盘点
miR-106a在肠癌
组织中表达高, 与
肿瘤组织的分期
和淋巴结转移相
关, 且过表达miR-
106a可促进肠癌
细胞的侵袭. 因而
miR-106a的表达
可能与大肠癌的
转移相关 ,  miR-
106a可能成为肠
癌的分子治疗的
靶标之一.

形细胞瘤中miR-106a低表达也与差的患者生存

相关[13,14]; 食管鳞状细胞癌中miR-106a在复发患

者及肿瘤性死亡患者中表达较低[15]. 可见, miR-
106a虽然在大多数肿瘤中高表达, 但其高表达在

所研究的肿瘤中均与较长的生存期相关, 可能

具有肿瘤抑制作用. 
本研究证实miR-106a在大肠癌中高表达, 差

别有统计学意义, 且miR-106a的表达与分期正

相关, 与淋巴结转移相关; 进一步细胞实验证实

miR-106a可促进细胞侵袭, 提示miR-106a可能

在大肠癌的发生及转移中具有一定作用. 本研

究结果与最近发表的一篇论文类似[16]. 该论文也

提示miR-106a高表达与肠癌侵袭转移增加相关; 
但文章提示miR-106a高表达与差的生存期相关, 
与上述文献结果矛盾, 可能与其生存分析中只

分析28例未发生转移的肠癌患者组织有关. 
总之, miR-106a在肠癌中高表达, 与分期和

细胞侵袭正相关, 似乎具有促癌作用, 而大样本

相关生存分析证实其具有肿瘤保护作用, 因而

其在肠癌中的作用需进一步研究以确认其具体

的作用机制, 以期为将来的临床治疗提供理论

基础. 
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■背景资料
胃 食 管 反 流 病
(GERD)的临床症
状严重影响患者
的生活质量, 且造
成精神压力和经
济负担 .  近40年 , 
G E R D和肥胖的
发病率呈平行上
升的趋势, 尤其在
欧美国家, 提示两
者可能具有相关
性, 且有研究证实
肥胖是G E R D的
危险因素, 但肥胖
与G E R D症状、
与食管炎的关系
仍 有 较 多 争 议 ; 
另外食管裂孔疝
(HH)是增加胃食
管反流的重要病
因, 与肥胖有一定
关系.
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Abstract 
AIM: To analyze the relationship between body 
mass index (BMI), hiatal hernia (HH) and gas-
troesophageal reflux (including symptoms and 
esophagitis) in patients with gastroesophageal 
reflux disease (GERD).

METHODS: Five hundred and ninety patients 
diagnosed with GERD at our hospital from June 
2008 to Oct 2011 were included in the study. 
Gastroesophageal reflux symptoms were as-
sessed using the Reflux Disease Questionnaire 
(RDQ). Erosive esophagitis (EE), non-erosive 
reflux disease (NERD), and hiatal hernia (HH) 
were diagnosed by gastroscopy. Patients were 
categorized into four groups according to BMI: 
underweight (BMI < 18.5 kg/m2), normal weight 
(18.5-22.9 kg/m2), overweight (23.0-24.9 kg/m2), 

and obesity (≥ 25 kg/m2). The clinical charac-
teristics of GERD, relationship between HH and 
BMI, between BMI/HH and symptoms, and be-
tween BMI/HH and EE were analyzed. 

RESULTS: RDQ score was 13.33 ± 5.66. EE ac-
counted for 52.2% (308/590). BMI was (23.64±
3.10) kg/m2. The percentages of underweight, 
normal, overweight and obese patients were 3.7% 
(22/590), 37.0% (218/590), 23.7% (140/590) and 
35.6% (210/590), respectively. The incidences of 
HH were 0, 6.0% (13/218), 12.9% (18/140), and 
16.7% (35/210) in underweight, normal, over-
weight and obese patients, respectively, with a 
significant difference among these patients (P 
= 0.001). RDQ scores of underweight, normal, 
overweight, and obese patients were 11.95 ± 
5.86, 13.33 ± 5.50, 13.45 ± 5.22 and 13.40 ± 6.07, 
respectively (F = 0.465, P = 0.707). RDQ scores 
were significantly higher in the HH group (17.36 
± 6.66) than in the non-HH group (17.36 ± 6.66 vs 
12.83 ± 5.31, P = 0.005, and multivariate analysis 
showed a significant difference (P = 0.000). The 
percentage of overweight and obese patients in 
the EE group was significantly higher than that 
in the NERD group (P = 0.000). The number of 
HH patients who suffered from EE was more 
than that of patients without HH (P = 0.000). 
Multivariate analysis showed that BMI and HH 
were important risk factors for EE. 

CONCLUSION: HH may be an important 
mechanism responsible for EE in obese patients. 
HH has a more important significant association 
with GERD symptoms than BMI. BMI and HH 
are risk factors for EE.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Body 
mass index; Hiatal hernia
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摘要

目的: 分析胃食管反流病(gastroesophageal 

■同行评议者
袁红霞 ,  研究员 , 
天津中医药大学
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■研发前沿
英国一项研究发
现GERD症状的频
率与BMI呈显著
正相关, 在肥胖者
中每周至少发生1
次烧心和反酸的
OR值为2.91, 正常
体质量人群OR 值
为2.23; 德国一项
研究同样发现随
着BMI的增加, 症
状严重程度随之
增加; 而瑞典一项
以人群为基础的
横断面研究却提
示, GERD症状和
BMI之间无相关
性, 甚至发现, 曾
经肥胖或超质量
者与从未肥胖或
超质量者比较, 前
者发生GERD症状
的OR值为0.99.

reflux disease, GERD)患者的体质量指数(body 
mass index, BMI)、食管裂孔疝(hiatal hernia, 
HH)与胃食管反流 (包括症状、食管炎 )的
关系. 

方法: 收集2008-06/2011-10期间我院就诊的
GERD患者590例. 反流性疾病问卷(r e f lux 
disease questionnaire, RDQ)评价患者的胃食
管反流症状, 胃镜诊断糜烂性食管炎(erosive 
esophagitis, EE)、非糜烂性反流病(non-erosive 
reflux disease, NERD)、HH. 根据BMI将患者
分为4组: 体质量过轻(BMI<18.5 kg/m2)、正
常体质量(18.5-22.9 kg/m2)、超质量(23.0-24.9 
kg/m2)、肥胖(≥25 kg/m2). 分析GERD患者的
临床特点、HH与BMI的关系、BMI及HH 与
GERD症状及EE的关系. 

结果:  (1)临床特征 :  590例患者R D Q积分
13.33±5.66, E E占52.2%(308/590), 平均
BMI为(23.64±3.10) kg/m2, 体质量过轻、

正 常、超 质 量 及 肥 胖 组 患 者 所 占 的 比 例
分别为3.7%(22/590)、37.0%(218/590)、
23.7%(140/590)、35.6%(210/590); (2)BMI
与H H: 体质量过轻、正常、超质量及肥胖
组H H的检出率分别为0、6.0%(13/218)、
12.9%(18/140)、16.7%(35/210), 差异有统
计学意义(P  = 0.001); (3)BMI、HH与GERD
症状: 体质量过轻、正常、超质量、肥胖4
组的RDQ积分依次为11.95±5.86、13.33±
5.50、13.45±5.22、13.40±6.07(F  = 0.465, P  
= 0.707); HH组RDQ积分平均值高于无HH组
(17.36±6.66 vs  12.83±5.31, P  = 0.005), 且多
元线性回归分析后差异仍有统计学意义(P  = 
0.000); (4)BMI、HH与EE: EE组超质量、肥胖
患者的比例明显高于NERD组(P  = 0.000); HH
组EE的检出率高于无HH组(P  = 0.000). 多因素
分析后发现BMI、HH是EE发生危险因素.

结论: HH可能是肥胖患者发生EE的重要机制
之一. GERD患者的症状严重程度与HH相关, 
而与BMI无关, BMI和HH均是EE发生的危险
因素. 

关键词: 胃食管反流病; 体质量指数; 食管裂孔疝 
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 

GERD)的临床症状严重影响患者的生活质量, 
且造成精神压力和经济负担. 流行病学研究显

示, 西欧和北美国家中, 10%-20%的人群至少1
次/wk出现烧心和/或反酸症状[1]. 亚洲国家患病

率较国外低, 但随着生活方式及饮食的西方化, 
GERD的患病率亦有增加[2,3]. 近40年, GERD和

肥胖的发病率呈平行上升的趋势, 尤其在欧美

国家, 提示2者可能具有相关性[4], 且有研究证实

肥胖是GERD的危险因素[5-7], 但肥胖与GERD症

状、与食管炎的关系仍有较多争议[8-10]; 另外食

管裂孔疝(hiatal hernia, HH)是增加胃食管反流的

重要病因, 与肥胖有一定关系[11-13]. 目前关于肥

胖、HH与GERD的研究主要来自欧美国家, 国
内少有报道. 本调查选取糜烂性食管炎(erosive 
esophagitis, EE)和非糜烂性反流病(non-erosive 
reflux disease, NERD)作为调查内容, 对GERD患

者的体质量指数(body mass index, BMI)、HH与

反流(症状、EE)之间的关系进行分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 根据蒙特利尔定义[14]及中国胃食管反

流病共识意见[7], 将符合以下条件者纳入研究: 
(1)年龄18岁以上; (2)有反酸(食)、烧心、胸骨

后疼痛等GERD症状; (3)排除肿瘤、糖尿病、

重要脏器功能衰竭等引起胃食管反流症状的全

身疾病; (4)无消化性溃疡、贲门失弛缓症、幽

门梗阻、高位肠梗阻及胃肠手术史; (5)无服用

可引起烧心和/或反酸症状的药物. 共收集我院

2008-06/2011-10诊断为GERD的患者共590例, 
其中NERD患者282例, EE患者308例. 分组: 根
据2000年国际肥胖特别工作组提出的亚太地

区成人体质量分级建议[15]: BMI<18.5 kg/m2为

体质量过轻、18.5-22.9 kg/m2为正常体质量、

23.0-24.9 kg/m2为超质量、≥25 kg/m2为肥胖, 
本研究根据BMI将纳入的GERD患者分为4组. 
1.2 方法 调查内容包括问卷调查和内镜检查. 
(1)一般资料问卷: 包括姓名、年龄、性别、诊

断、体质量、身高、病程等, 并计算BMI. BMI 
= 体质量(kg)/[身高(m)]2; (2)症状积分: 依据反流

性疾病问卷(reflux disease questionnaire, RDQ)症
状积分标准进行计分[16], RDQ评价4 wk中GERD
的典型症状即反酸、反食、胸骨后烧灼感和胸

骨后疼痛的严重程度及其频率. 症状严重程度: 
采用5分评级: 1分为无症状; 2分为轻微症状, 不
影响正常生活和活动; 3分为症状明显, 偶尔影

响生活和工作; 4分介于3分和5分之间; 5分为症
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■相关报道
Pandolfino等证实, 
HH的形成是肥胖
者胃-食管连接处
的压力形态学改
变, 随着BMI的增
加, 患者胃内压和
胃-食管压力梯度
逐渐增加 ,  HH严
重程度随之加重.

状严重, 影响生活和活动. 症状的频率: 采用5分
评级: 0分为无发作; 1分为<1 d/wk; 2分为1 d/wk; 
3分为2-3 d/wk; 4分为4-5 d/wk; 5分为6-7 d/wk. 
总评分: 症状严重程度和频率积分之和; (3)胃
镜: 确定食管炎、HH、幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )感染等. 食管炎内镜下分级依据

洛杉矶标准(los angeles, LA): 内镜下存在食管黏

膜破损者为EE; HH的内镜诊断标准: 为胃食管上

皮交界线上移, 其下方可见裂孔压迹环及疝囊. 
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件. 计数

资料采用率或构成比以百分率(%)表示, 采用χ2

检验. 计量资料用mean±SD表示, 两组之间的比

较采用独立样本t检验, 多组间比较采用单因素

方差分析(one-way analysis of variance, one-way 
ANOVA)中的LSD进行显著性检验. 采用多元线

性回归分析BMI、HH与症状积分的关系, logis-
tic回归分析BMI、HH与EE的关系. P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 GERD的临床特点 590例患者年龄18-78岁, 平
均年龄(47.6±13.1)岁, 男患者占51.7%(305/590), 
EE占52.2%(308/590), RDQ积分13.33±5.66; 平
均BMI为23.64 kg/m2±3.10 kg/m2, 体质量过

轻、正常、超质量及肥胖组患者所占的比

例分别为3.7%(22/590)、37.0%(218/590)、

23.7%(140/590)、35.6%(210/590)(表1). 
2.2 BMI与HH的关系 HH组的平均BMI值显著

高于无HH组(24.96 kg/m2±2.41 kg/m2 vs  23.47 
kg/m2±3.22 kg/m2, t  = 9.39, P  = 0.002). 体质量

过轻、正常、超质量及肥胖组HH的检出率分

别为0%(0/22)、6.0%(13/218)、12.9%(18/140)、
16.7%(35/210), 4组之间的检出率差异有统计学

意义(χ2 = 15.50, P  = 0.001). 
2.3 BMI、HH和GERD症状 体质量过轻、正

常、超质量、肥胖4组的RDQ积分依次为11.95
±5.86、13.33±5.50、13.45±5.22、13.40±
6.07, 各组之间的差异无统计学意义(F  = 0.465, 
P  = 0.707). HH组RDQ积分明显高于无HH组, 差
异有统计学意义(17.36±6.66 vs  12.83±5.31, t  = 
6.339, P  = 0.005), 将年龄、性别、病程、H. py-
lori感染、BMI作为调整变量, 多元线性回归分

析后差异仍有统计学意义(β = 4.836, P  = 0.000). 
2.4 BMI、HH和EE EE组、NERD组平均BMI
差异无统计学意义(24.62 kg/m2±3.10 kg/m2 vs  
22.56 kg/m2±2.90 kg/m2, t  = 8.308, P  = 0.60); 
NERD、EE组中体质量过轻、正常、超质量、

肥胖患者所占的比例分别为5.3%(15/282)、
5 1 . 4 % ( 1 4 5 / 2 8 2 ) 、 2 2 . 0 % ( 6 2 / 2 8 2 ) 、
21.3%(60/282); 2.3%(7/308)、23.7%(73/308)、
25.3%(78/308)、48.7%(150/308), EE组超质量、

肥胖患者的比例明显高于NERD组(χ2 = 66.07, P  
= 0.000). HH组、无HH组中EE的检出率分别为

74.2%(49/66), 49.4%(259/524), 2者差异有统计

学意义(χ2 = 13.47, P  = 0.000). 将年龄、性别、

病程、H. pylori感染、BMI、HH作为变量, lo-
gistic回归分析发现, 随着BMI增加, EE发生的风

险增加; HH组EE发生的风险明显增加(表2). 

3  讨论

国内外有关G E R D的指南/共识均将肥胖列为

G E R D发病的危险因素之一 [7,14], 肥胖者易患

GERD的机制可能是: 胃内压增加[12]、下食管

括约肌(lower esophageal sphincter, LES)压力

下降[17]、一过性下食管括约肌松弛(t rans ien t 
lower esophageal sphincter relaxation, tLESR)次
数增加[18]、对酸敏感度的增加[19]、促进HH发

生[20]. 但关于肥胖与GERD症状严重程度之间的

争议较多, 英国一项研究发现GERD症状的频率

与BMI呈显著正相关, 在肥胖者中每周至少发

生一次烧心和反酸的OR值为2.91, 正常体质量

人群OR值为2.23[8]; 德国一项研究同样发现随着

表 1 胃食管反流病的临床特点 (n  = 590) 

     临床特点    GERD

平均年龄(岁) 47.6±13.1

男性 n (%)  305(51.7)

H. pylori感染阳性者 n (%)  165(28.0)

内镜诊断 n (%)

  NERD  282(47.8)

  EE(LA A+B)  288(48.8)

  EE(LA C+D)    20(3.4)

病程≥2年 n (%)  205(34.7)

HH n (%)    66(11.2)

RDQ积分 13.33±5.66

BMI(kg/m2) 23.64±3.10

BMI n (%)

  体质量过轻    22(3.7)

  正常体质量  218(37.0) 

  超质量  140(23.7)

  肥胖  210(35.6)

GERD: 胃食管反流病; EE: 糜烂性食管炎; NERD: 非糜烂性反流

病; BMI: 体质量指数; HH: 食管裂孔疝; RDQ: 反流性疾病问卷.
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■应用要点
本研究发现BMI
与反流症状无直
接关系 ,  但与EE
发 生 相 关 ,  提 示
减肥对改善食管
黏膜破损可能有
效, 但如果减肥目
的仅仅为了改善
GERD的症状, 需
慎重使用药物或
手术减肥.

BMI的增加, 症状严重程度随之增加[9]; 而瑞典

一项以人群为基础的横断面研究却提示, GERD
症状和BMI之间无相关性, 甚至发现: 曾经肥胖

或超质量者与从未肥胖或超质量者比较, 前者

发生GERD症状的OR值为0.99[10]. 本研究发现, 
虽然超质量和肥胖组的反流症状积分均高于体

质量正常和体质量过轻组, 但无统计学差异. 目
前亦有学者提出, 对于GERD症状, 腹型肥胖比

BMI增加更重要, 因为内脏脂肪具有代谢活性, 
可产生众多细胞因子, 如TNF-α、IL-6等, 进而影

响食管的动力[21], 但该结论尚需更多研究证实. 
HH是GERD发病的重要病理生理基础, HH

与肥胖密切相关, 肥胖增加腹腔内压、导致LES
和外部膈角的轴向分离移位、引起HH[20]. Pan-
dolfino等[22]证实, HH的形成是肥胖者胃-食管连

接处的压力形态学改变, 随着BMI的增加, 患者

胃内压和胃-食管压力梯度逐渐增加, HH严重程

度随之加重. 本研究同样发现, 随着GERD患者

BMI值的增加, HH发生率随之增加, 且HH患者

的BMI明显高于无HH患者, 与文献报道一致[23]. 
本研究中, 虽未发现BMI与GERD症状直接相关, 
但发现HH患者的反流严重程度明显高于无HH
者, 且经过多因素分析仍有统计学意义, 提示HH
对GERD症状的影响比BMI更大, 这对GERD的

治疗可能有一定意义. 因为HH造成胃食管交界

处发生了不可逆的改变, 若超质量或肥胖者合并

HH, 体质量减轻并不能逆转HH(减肥后症状改

善不明显), 所以这些患者可能需外科手术干预

HH、进而改善症状, 这一假设仍需进一步证实. 
本研究发现随着BMI的增加, EE的风险显著

增加, 与Nocon等[9]研究结果相同; 而Lundell等[24]

研究却提示, 过度超质量与异常酸反流及EE无
相关性. 另外Nocon等[9]报道, BMI与食管炎的严

重程度相关; 本调查中重度食管炎(LAC+D)的
病例数较少, 所以未能分层分析BMI与EE内镜

下严重程度的关系. 另外我们还发现, HH者发生

EE的风险明显升高, 与多数研究结果一致[12,25]. 
总之, 虽然多个GERD指南/共识均将减肥作

为GERD治疗手段之一, 但对于体质量减轻后是

否改善反流症状的结论尚不统一, 本研究发现

BMI与反流症状无直接关系, 但BMI与EE发生

相关, 提示减肥对改善食管黏膜破损可能有效, 
但如果减肥目的仅仅为了改善GERD的症状, 需
慎重使用药物或手术减肥. 另外, BMI与HH密切

有关、HH与GERD症状严重程度更相关, 提示

合并HH的肥胖患者, 单纯减肥不能直接改善反

流症状, 全面评估后可考虑手术治疗HH. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of IL-22 and IL-17 
mRNAs in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) from patients with chronic hepatitis B 
(CHB) infection and to analyze their significance 
in the pathogenesis of CHB.

METHODS: Thirty-three patients with moderate 
CHB, 21 patients with severe CHB, 16 patients 
with liver failure, and 16 cirrhotic patients were 
enrolled in the study. Ten healthy volunteers 
were used as controls. RT-PCR method was 
used to detect the expression of IL-22 and IL-17 
mRNAs in PBMCs from these subjects.

RESULTS: IL-22 expression in PBMCs from pat-
ients with moderate CHB, severe CHB, or cir-

rhosis was comparable, but all was higher than 
that from controls (P = 0.000). IL-22 expression 
in PBMCs from patients with liver failure was 
significantly lower than that from other three 
groups of patients (P = 0.000). IL-17 expression 
in PBMCs from four groups of patients was 
higher than that from controls (P = 0.000). IL-17 
expression in PBMCs from patients with liver 
failure was slightly lower than that from other 
three groups of patients, although no statistical 
difference was found.

CONCLUSION: Down-regulation of IL-22 is 
unfavorable to repair of hepatic cells after liver 
injury. Up-regulation of IL-22 expression may 
be important in alleviating liver damage. IL-17 
levels in patients infected with HBV are in-
creased significantly. IL-17 may participate in 
the inflammatory process in chronic HBV infec-
tion and play an important role in development 
of liver fibrosis. 

Key Words: Hepatitis B; Immunity; IL-22; IL-17
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摘要
目的: 探讨慢性HBV感染者外周血单个核细
胞IL-22和IL-17 mRNA表达及其对病情转归
的影响. 

方法: 以慢性乙型肝炎中度患者33例、重度
患者21例、重型肝炎患者16例、乙型肝炎肝
硬化患者16例和健康对照10例为研究对象, 采
用RT-PCR方法检测患者外周血单个核细胞
IL-22和IL-17 mRNA的表达. 

结果:  C H B中度、C H B重度和肝硬化患者
IL-22表达水平无统计学意义, 但均高于健康
对照组, 差异有统计学意义(P  = 0.000); 而重
型肝炎患者I L-22表达水平低于该3组患者, 
高于健康对照组, 但差异无统计学意义(P  = 
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0.064). 各组IL-17表达水平相似但均高于健康
对照组, 差异有统计学意义(P  = 0.000); 重型
肝炎患者IL-17表达水平均低于其他3组患者, 
与CHB中度患者比较差异有统计学意义(P  = 
0.014), 与CHB重度和肝硬化患者比较差异无
统计学意义(P  = 0.172, 0.968). 

结论: IL-22的下调不利于肝细胞损伤后的修
复, IL-22分泌的增加对减轻肝组织的损伤特
别是重型肝炎的恢复可能是有意义的. 慢性
HBV感染患者IL-17均明显升高, 提示其可能
参与慢性HBV感染肝组织炎症的发生, 且对
慢性肝病纤维化起一定作用. 

关键词: 慢性HBV感染; 免疫; 白介素-22; 白介素

-17
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0  引言

大量资料表明[1,2], 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)本身并不引起肝细胞的损害, 肝细胞破

坏的主要机制在于机体的免疫学损伤. IL-22和
IL-17可同时由Th17细胞分泌, 在各种慢性炎症

性患者的损害部位都会上调, 可能在炎症过程中

起着相似的作用. IL-22是一种特殊的免疫调节

因子, 同IL-10、IL-19、IL-20、IL-24等白介素类

似, 具有22%的同源氨基酸序列, 同归为IL-10家
族成员[3,4]. 其具有一异源性二聚体受体, 分别由

IL-10受体β链(IL-10R2)和IL-22R1两条链组成[3-7], 
而IL-22结合的特异性仅由IL-22R1决定. IL-22主
要由Th22、Th1和Th17细胞分泌, 作用对象不是

免疫细胞, 而是胰腺、皮肤等表达IL-22R1的组

织细胞[3,4]. IL-22也作用于肝脏细胞, 但是IL-22对
肝脏作用的分子机制到目前为止仍不清楚. 

IL-17是一种强大的前炎症细胞因子, 也是

炎症反应的微调因子(fine-tuning cytokine), 能
够与多种细胞因子产生协同作用以放大炎症反

应. IL-17不仅可以诱导多种细胞因子的产生, 同
时可以促进多种细胞的成熟与分化. 已有研究[8]

证实转化生长因子-β(transforming growth factor-
β,TGF-β)、IL-6、IL-1、肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)等细胞因子在慢性乙

型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)中有重要的促

进纤维化作用. IL-17与这几种细胞因子之间存

在着密切的生物学关系. IL-17具有强大的免疫

致病性, 可以促进T细胞的激活和刺激成纤维细

胞、内皮细胞、巨噬细胞、上皮细胞产生多种

致炎因素(包括IL-1、IL-6、TNF-α、NOS-2、
金属蛋白酶和化学增活素), 导致炎症的发生
[9,10]. 研究发现CHB患者IL-17水平升高, 提示

其参与了C H B炎症的发生 ,  本研究探讨慢性

HBV感染者外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cells, PBMCs)IL-22和IL-17 mRNA
的表达及其对病情转归的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 86例慢性HBV感染者均来自2011-04/10
暨南大学医学院附属深圳市人民医院感染内科

病房住院患者, 诊断均符合2000年西安全国第

十次病毒性肝炎及肝病学术会议修订的“病毒

性肝炎防治方案”标准[11]. 所有患者均除外其

他病毒性肝炎、HIV感染、自身免疫性肝炎等. 
其中CHB中度患者33例, CHB重度患者21例, 重
型肝炎患者16例, 乙型肝炎肝硬化患者16例. 同
时以年龄和性别均匹配的健康对照10例, 为来

自本科室的健康人群. 淋巴细胞分离液购自天

津市GBD公司; RT试剂盒、PCR试剂盒、DNA 
Marker均购自美国Fermetas公司; 引物由天津金

斯瑞公司合成; PCR仪由德国EPPENDORF公司

提供; 电泳仪、凝胶成像分析系统由美国BIO-
RAD公司提供. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集和处理: 抽取患者和健康对照人

群外周静脉血3-4 mL, 用常规淋巴细胞分层液密

度梯度离心法分离PBMCs. 用总RNA提取试剂

盒提取总RNA, -20 ℃保存. 
1.2.2 PCR引物设计: 根据GeneBank检索的基

因序列, 利用Premier 5软件分别设计IL-22、
IL-17和β-actin引物(本实验使用β-actin为内部

参照系统), 所有引物由天津金斯瑞公司公司

合成. IL-22的上游引物序列为: 5'-TCTTGG-
TACAGGGAGGAGC-3', 下游引物序列为: 5’
-CCTATCAGATTGAGGGAAC-3', 扩增片段长

度为254 bp. IL-17的上游引物序列为: 5'-GCAG-
GCACAAACTCATCCAT-3', 下游引物序列为: 
5'-GGGCGAAAATGGTTACGAT-3', 扩增片段

长度为366 bp. β-act in的上游引物序列为: 5'- 
CGGGAAATCGTGCGTGACAT-3', 下游引物序

列为: 5'-CAGGAAGCAAGGCTGGAAGA-3', 扩
增片段长度为186 bp.  

■研发前沿
IL-22和IL-17可
由 相 同 的 T 细 胞
(Th17细胞)分泌, 
且在各种慢性炎
症性疾病患者的
损害部位都会上
调, 其对慢性HBV
感染者的病情转
归的作用尚待进
一步深入研究.
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1.2.3 IL-22和IL-17的检测: RT-PCR方法, 以提取

的总RNA 12 μL为模板合成cDNA, 以cDNA 为模

板分别扩增IL-22和IL-17基因片段, 并以β-actin
作为内部参照系统. PCR采用同管扩增法, 反应

步骤: 每管先加入目的基因上下游引物各1 μL, 
加入内参β-actin的上下游引物各0.1 μmol(1 μL), 
进行PCR反应30个循环, 即得PCR产物. PCR反
应条件为: 94 ℃, 2 min(启动); 94 ℃, 30 s(变性); 
57 ℃, 30 s(退火); 72 ℃, 45 s(延伸); 再从变性

开始循环共30次. 72 ℃, 最后一循环延伸5 min. 
PCR产物在1.5%的琼脂糖凝胶中电泳, 在凝胶成

像系统中拍照分析. 
统计学处理 所有资料均采用SPSS19.0统

计软件分析. 结果的表达采用mean±SD, 2组
间均数的比较采用两样本t检验, 多组间的均数

比较采用单因素方差分析(one-way analysis of 
variance, one-way ANOVA), 并进一步行基于方

差分析的多重比较(Tamhane's T2法), 相关关系

采用Pearson相关性分析. 检测水准为α = 0.05, 
采用双侧检验. 

2  结果

研究对象的临床资料见表1. 
2.1 各组患者及健康对照组PBMCs IL-22 mRNA
的表达  中度、重度C H B患者及肝硬化患者

IL-22表达无统计学意义, 但均高于健康对照组

(P  = 0.000); 而重型肝炎患者IL-22表达水平低于

该3组患者, 差异有统计学意义(P  = 0.000); 重型

肝炎患者IL-22表达水平高于健康对照组, 但差

异无统计学意义(P  = 0.064, 图1, 2, 表2). 
2.2 各组患者及健康对照组PBMCs IL-17 mRNA
的表达 各组IL-17表达水平无统计学意义, 但均

高于健康对照组(P  = 0.000); 重型肝炎患者IL-17
表达水平均低于其他3组患者, CHB中度患者比

较差异有统计学意义(P  = 0.014), 与CHB重度和

肝硬化患者比较差异无统计学意义(P  = 0.172, 
0.968, 图3, 4, 表2).

3  讨论

肝脏是一重要的消化器官, 但同时也具有淋巴

样器官的功能[12]. 目前除了IL-22对角化细胞及

其他上皮细胞的影响外, 其对肝细胞的影响也

逐渐被证明[3-5]. 有研究证明, IL-22在肝损伤中

具有直接的保护作用. Radaeva等[13]运用Con-A
诱导的肝炎模型(这一模型与大量激活T细胞渗

透及IL-22产生相关联), 发现用IL-22预处理可减

轻Con-A的效应, 而一起注射Con-A和IL-22中和

抗体, 则增强Con-A的效应. Zenewicz等[4]通过缺

乏IL-22的小鼠模型, 证实了在急性肝脏炎症时

IL-22对肝细胞提供保护作用. Brand等[6]在研究

经IL-22刺激后肝细胞内信号传导变化时发现, 
IL-22在体外试验中促进了肝细胞分泌IL-6及

■相关报道
目前除了IL-22对
角化细胞及其他
上皮细胞的影响
外, 其对肝细胞的
影响也逐渐被证
明 .  有研究证明 , 
IL-22在肝损伤中
具有直接的保护
作用. 何波等研究
发现IL-17在自身
免疫性肝炎患者
肝组织中的表达
有明显升高. 

表 1 患者及健康对照入组时一般情况

     中度CHB   重度CHB   重型肝炎 乙型肝炎肝硬化 健康对照

  n       33        21      16            16      10

年龄(岁) 31(16-65)   32(18-61)   41(26-64)     48(27-73) 35(25-55)

性别(男/女)     22/11      15/6     16/0          13/3      4/6

ALT(U/L) 260(45-673) 823(156-1894) 913(66-2093)     98(25-464)       -

HBV-DNA(copies/mL)   2.54×107  2.92×107   6.45×107      9.77×106       -

HBeAg阳性(n )       22       16        9              6       -

均
值
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图 2 各组患者和健康对照组IL-22 mRNA的表达.

图 1 各组患者和健康对照组IL-22表达的电泳条带. 1: 中

度CHB组; 2: 重度CHB组; 3: 重型肝炎组; 4: 肝硬化组; 5: 

HCC组; 6: 健康对照组.
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■同行评价
本文探讨了慢性
乙肝不同临床诊
断患者间PBMCs
中IL-22和IL-17 
mRNA的水平与
肝脏损害程度间
的关系, 有一定的
临床意义.

TNF-α, 而IL-6和TNF-α是肝部分切除后启动、

促进肝细胞再生最为主要的细胞因子之一[14-17]. 
这些研究均得出类似的实验结果: 在急性肝脏

炎症时, IL-22对肝细胞提供保护作用, 有利于肝

脏炎症的恢复. 本试验发现, 在慢性HBV感染时, 
IL-22分泌增加, 表明在慢性HBV感染时IL-22参
与肝脏的免疫病理过程. 肝炎急性加重期, 特别

是重型肝炎时, IL-22的表达水平明显低于中重

度慢性乙型肝炎, 表明IL-22分泌减少可能不利

于肝细胞损伤后的修复, 而其分泌的增加对减

轻肝组织的损伤特别是重型肝炎的恢复可能是

非常有意义的, 在众多影响乙型肝炎的免疫因

素中起着一定的作用. 
何波等[18]研究发现IL-17在自身免疫性肝炎

患者肝组织中的表达有明显升高. 邢直直等[19]

研究发现, 与正常对照组相比, 慢性HBV感染者

外周血IL-17表达水平升高, 肝硬化组尤其明显. 
唐永明等[20]研究发现, 在各种慢性肝病的发病

过程中, IL-17均有明显升高, 肝纤维化患者血清

中IL-17表达水平与肝纤维化程度及透明质酸、

层粘连蛋白、Ⅳ型胶原蛋白水平存在密切关系. 
众多研究发现IL-17广泛参与了慢性肝病的发病

及抗病毒免疫. IL-17属促炎因子, 在炎性反应、

自免疾病、肿瘤和移植排斥中发挥重要作用. 他

是一种前炎性细胞因子, 具有强大的招募中性粒

细胞,促进多种细胞释放炎性因子等多种生物学

作用. 传统免疫学认为, IFN-γ主是Th1细胞分泌, 
而Th17和Th1是互相拮抗的Th细胞亚群[21,22]. 本
研究发现慢性HBV感染患者IL-17均明显升高, 
提示其可能参与慢性HBV感染炎症的发生及促

进肝纤维化化的发展. 其中重型肝炎IL-17的表

达较其他组低, 可能重型肝炎患者Th1细胞反应

增强, IFN-γ表达增加, IFN-γ对Th17有强烈的抑制

作用, 使得Th17不能大量繁殖. 
研究显示, IL-22和IL-17在各种慢性炎症性

疾病患者的损害部位都会上调, 如银屑病、炎

症性肠病和类风湿性关节炎等, 他们可能在炎

症过程中起着相似的作用. IL-22和IL-17能同时

被Th17细胞分泌, 有研究显示, IL-22与IL-17有
协同作用促进炎性发应造成组织的损伤, 2者共

同表达可以认为是自身攻击性T细胞的标志[23]. 
Aujla等[24]发现尽管IL-22和IL-17在肺部都调节

CXC趋化因子和粒细胞克隆刺激因子的产生, 
但仅IL-22能增加肺部上皮细胞的增殖和增加

对损伤上皮的抵抗能力. 另有研究[25,26]发现尽管

IL-17如同IL-22一样, 在conA诱导的肝脏炎症中

被诱导, 但IL-17在疾病的发病机理中未起到可

观察到的保护作用, 只有产生IL-22的Th17细胞, 
而不是缺乏表达IL-22的Th17细胞具有肝细胞的

保护作用. 因此, 尽管IL-22和IL-17被炎症T细胞

同时表达, 但他们并非都在慢性HBV感染中起

着保护作用: 本研究发现, IL-22和IL-17在慢性

肝炎中重度及重型肝炎患者中表达水平均升高, 
且在重型肝炎患者的表达水平比其他2组都偏

低, 但IL-22的表达与其他2组差别有显著统计学

意义, 而IL-17的表达水平与其他2组比较差别无

明显统计学意义. 我们推论, IL-22分泌的增加对

肝细胞的修复起着一定的作用, 而IL-17未起到

表 2 各组患者及健康对照IL-22和IL-17的表达

      n      IL-22       IL-17

CHB中度 33 0.734±0.062 0.696±0.049 

CHB重度 21 0.744±0.036 0.687±0.043 

重型肝炎 16 0.602±0.041 0.657±0.026

肝硬化 16  0.757±0.064 0.674±0.039

健康对照 10 0.554±0.033 0.533±0.036

F值(Welch校正)    248.033      23.982

P值     <0.001       <0.001

因方差不齐, One-Way ANOVA采用Welch法校正值, 多重比较

采用Tamhane's T2法. 

图 3 各组患者和健康对照组IL-17表达的电泳条带. 1: 中

度CHB组; 2: 重度CHB组; 3: 重型肝炎组; 4: 肝硬化组; 5: 

HCC组; 6: 健康对照组.
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图 4 各组患者和健康对照组IL-17 mRNA的表达水平.
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明确的肝细胞保护作用. 而IL-22和IL-17在肝硬

化患者中的表达水平均升高, 因此2者对肝纤维

化的发展均有一定作用: IL-22的作用体现在肝

脏炎症急性加重时, 对肝细胞起到保护作用, 使
肝脏炎症得以缓解, 但同时使患者清除病毒的

能力下降, 从而使病情进入慢性迁延期; IL-17的
作用体现在与IFN-γ的相互拮抗作用, 使Th1细胞

反应减弱, 病情进入慢性迁延期. 
总之, IL-22的下调不利于肝细胞损伤后的

修复, I L-22分泌的增加对减轻肝组织的损伤

特别是重型肝炎的恢复可能是有意义的. 慢性

HBV感染患者IL-17均明显升高, 提示其可能参

与慢性HBV感染肝组织炎症的发生, 且对肝病

慢性纤维化起着一定作用, 但未起到明确的肝

细胞保护作用. IL-22和IL-17可由相同的T细胞

(Th17细胞)分泌, 且在各种慢性炎症性疾病患者

的损害部位都会上调, 其对慢性HBV感染者的

病情转归的作用尚待进一步深入研究. 
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Piwil2基因在肝癌组织中mRNA及蛋白的表达

贾慧丽, 徐 芸
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是世界上最常见
的恶性肿瘤之一. 
在 我 国 ,  每 年 约
有300 000人死于
HCC, 约占全世界
HCC年死亡率的
50%. HCC的发生
与癌基因的激活
有关, 寻找肝细胞
癌分子靶点, 为临
床有效治疗提供
分子基础, 成为本
研究领域的热点
问题. Piwil2属于
PIWI家族 ,  为一
候选癌基因, 在人
类的许多肿瘤中
表达, 而在HCC中
的研究, 国内外尚
未见文献报道. 
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Abstract 
AIM: To investigate the mRNA and protein ex-
pression of Piwil2 in hepatocellular carcinoma 
(HCC), and to analyze their clinical significance. 

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot were 
used to detect the expression of Piwil2 mRNA 
and protein in 70 surgical HCC specimens and 
matched tumor-adjacent non-cancerous speci-
mens. 

RESULTS: The relative expression level of Pi-
wil2 mRNA was significantly higher in HCC 
than in tumor-adjacent non-cancerous tissue 
(0.91 ± 0.04 vs 0.32 ± 0.04, t = 37.240, P < 0.05). 
Piwil2 mRNA expression in HCC was correlated 
with tumor differentiation, intrahepatic invasion 
and metastasis. The protein expression of Piwil2 
in HCC was also significantly higher than that 
in tumor-adjacent non-cancerous tissues. Piwil2 
protein expression in HCC was correlated with 
intrahepatic invasion and metastasis. There was 
a significant correlation between the mRNA and 
protein expression of Piwil2 (χ2 = 13.113, P < 0.01). 

CONCLUSION: Piwil2 may be used as a novel 
biomarker for detection and therapy of HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Piwil2; RT-
PCR; Western blot

Jia HL, Xu Y. Clinical significance of expression of Piwil2 
in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(34): 3385-3389

摘要 
目的: 检测肝癌组织中Piwil2基因mRNA和蛋
白的表达, 进而探讨Piwil2基因在临床诊断中
的意义.  

方法: 采用反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和
Western blot印迹技术, 检测了70例肝癌及其
对应癌旁组织中PiWil2基因mRNA及其蛋白
的表达并结合临床资料进行分析.  

结果: PiWil2 mRNA在肝癌中的表达量相对
值高于癌旁的肝脏组织的表达量(0.91±0.04 
vs  0.32±0.04, P <0.05). Piwil2基因mRNA的
表达与患者的肝内转移、分化程度及癌栓等
病理因素方面的差异有统计学意义(P <0.05). 
蛋白在肝癌中的表达均高于对应的癌旁组
织. P iwi l2的蛋白质表达与患者的肝内转移
及癌栓等病理因素方面的差异有统计学意义
(P <0.05). Piwil2基因mRNA的表达与Piwil2的
蛋白质的表达有相关性(P <0.05). 

结论: Piwil2有可能成为肝癌的检测及治疗的
一种分子标志物. 

关键词: 肝癌; Piwil2基因; RT-PCR; 免疫印迹法
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是常见

的恶性肿瘤之一, 其发病机制与癌基因的激活

有关. Piwil2属于PIWI家族, 为一候选癌基因, 在

■同行评议者
李刚, 教授, 北京
大学医学部生物
化学与分子生物
学系
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人类的许多恶性肿瘤中高表达[1-4]. 而在HCC组

织中, Piwil2基因mRNA及蛋白的表达及其相关

性, 文献鲜见报道. 我们采用反转录-聚合酶链

反应(reverse transcription-polymerase chain reac-
tion, RT-PCR)和Western blot印迹技术, 对70例
HCC及其对应的癌旁组织中Piwil2基因mRNA
及蛋白的表达进行检测与分析 ,  并探讨其与

HCC发生、发展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 70例HCC及其癌灶旁(>2 cm)的非癌组

织, 均经病理学证实, 分别来自2011-01/2012-03
郑州大学第一附属医院手术切除标本 .  所用

患者术前均未实施过其他治疗 .  70例患者中

男53例, 女17例, 年龄22-78岁, 中位年龄45岁; 
54(54/70)例为乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染者. 
1.2 方法

1.2.1 组织总RNA及组织蛋白的提取: 取100 mg
组织在研钵中, 加入液氮研磨成粉末, 加入1 mL
的TRIzol, 按照说明书提取样本总RNA. 紫外分

光光度仪测定其吸光度(A )值, 1.5%的琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性. 取100 mg组织在研钵

中, 加入液氮, 研磨至粉末, 将粉末转入EP管, 
加入1 mL的RIPA(组织/细胞裂解液)和10 μL的
苯甲基硫酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, 
PMSF), 之后按照RIPA裂解液说明书提取组织

蛋白, Braford法测蛋白浓度. 
1.2.2 反转录-聚合酶链反应: 取A 260/280为1.8-2.0
的2 μg总RNA, 按照TIANScript试剂盒说明, 合
成cDNA. 以β-肌动蛋白(ac t in)作为内参照, 进
行PCR扩增. 引物设计参考文献[5], Piwil2引物

序列: 上游5'ATCTATATCTGGCTGCTCCTC3', 
下游5'GATGCAAGATGTGTCCTGAC3', 扩
增长度303 bp. β-ac t in引物序列: 上游5'CAC-
GATGGAGGGGCCGGACTCATC3', 下游5'TA-
AAGACCTCTATGCCAGT3'. RT-PCR反应体系

为25 μL: TakaRa Taq HS 0.25 μL, 10×PCR缓冲

液5 μL, dNTP Mixture 4 μL, 上下游引物各0.5 
μL, 模板2 μL, 其余补水至25 μL. 循环参数: 94 ℃ 
5 min, 94 ℃ 1 min, 46 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min, 35个
循环, 72 ℃终延伸7 min. 取PCR产物5 μL, 2%琼

脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察并照相. 用去离子

水作阴性对照. 使用Quantity-one软件, 计算各个

样本Piwil2表达水平, 表达量的相对值(relative 
expression value) = 待测基因扩增条带的灰度值/

β-actin基因扩增条带的灰度值. 
1.2.3 Western blot免疫印迹: 取30 μg的组织总蛋

白, 十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE), 半干法转膜, 5%的脱脂奶粉封闭1 h. 加
入1∶100的1×TBST稀释的Piwi l2一抗(美国

Santa Cruz公司羊抗人多克隆抗体), 4 ℃过夜. 1
×TBST洗膜3次, 每次10 min. 加入1∶400的1×
TBST稀释的二抗(北京索莱宝公司兔抗羊lgG-
HRP), 室温1 h. 1×TBST洗膜3次, 每次10 min. 
暗室加入ECL发光剂曝光, 显影. 使用Quantity-
one软件计算各个样本Piwil2蛋白表达水平. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计学处理, 数据采用表示mean±SD, 对HCC和
对应的癌旁组织中的mRNA和蛋白表达量进行

配对t检验. 对临床病理因素间的关系进行χ2检

验, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 HCC及对应的癌旁组织中Piwil2基因mRNA
及蛋白的表达 在HCC中均可检测到Piwi l2基
因mRNA的表达, 而在对应的癌旁组织中基本

不表达, 其表达量的相对值为0.32±0.04, 低于

HCC中0.91±0.04, 两组比较差异具有统计学意

义(P <0.05). RT-PCR结果见图1. 在HCC中均可

检测到Piwi l2的表达, 而在在对应的癌旁组织

中基本不表达. 两组比较差异具有统计学意义

(P <0.05). Western blot印迹结果见图2. 在70例肝

癌标本中14例对应的癌旁组织中出现Piwil2基
因的表达. 
2.2 HCC中Piwil2基因mRNA及蛋白表达与临床

病理特征的关系 Piwil2基因mRNA的表达与患

者的肝内转移、分化程度及癌栓等病理因素有

关(P <0.05); Piwil2蛋白表达与患者的肝内转移

及癌栓等病理因素有关(P <0.05); 两者均与患者

的年龄、性别、肿瘤大小无关(P >0.05, 表1, 2). 
2.3 HCC中Piwil2基因mRNA与蛋白表达的相关

性 在70例HCC中, Piwil2 mRNA阳性表达大多

■相关报道
有研究报道Piwil2
在 结 肠 癌 的 发
生、发展中起重
要的作用.

 M       C1     N1     C2      N2     Ne

300 bp
200 bp β-actin

Piwil2

图 1 RT-PCR分析Piwil2在肝癌及其对应癌旁组织中的       
表达. M: marker DL-600; C: 肝癌; N: 肝癌对应的癌旁组织; 

Ne: 阴性对照(去离子水).
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伴蛋白阳性表达, 两者具有相关性(χ2 = 13.113, 
P <0.01, 表3). 

3  讨论

肿瘤的发生发展是多因素、多阶段、多基因改

变的病理过程, 其中抑癌基因功能的丧失和癌

基因激活是癌变的分子基础[6-8]. Piwil2属于Ar-
gonaute家族的PIWI亚家族, 位于染色体8p21.3,
大约有23个外显子编码973个氨基酸[9]. Lee等[10]

研究发现, Piwil2通过激活内源性RNAi机制, 作
用于Stat3/Bcl-XL和Sta3/CyclinD1两个重要的细

胞信号通路, 抑制细胞凋亡, 调控细胞周期, 在
肿瘤发生、发展中起着重要的作用. 

国内外许多研究表明, Piwil2基因在人类多

种肿瘤中表达. 而在肝癌组织表达鲜见报道. 刘

巧等[11]通过研究发现Piwil2在宫颈癌和宫颈上

皮内瘤变的阳性表达率显著高于正常宫颈组织. 
殷德涛等 [12]通过研究60例甲状腺乳头状发现, 
Piwil2参与了甲状腺乳头状癌的发生发展、与

甲状腺乳头状癌的浸润和颈淋巴转移有关. 曹
正国等[13]研究发现Piwil2与膀胱癌的发生发展

有关. Liu等[14]发现Piwil2在乳腺中表达, 可望成

为一个分子标志物. Li与Oh等[15,16]发现Piwil2在
结肠癌的发生、发展中起着重要的作用. 

我们采用RT-PCR及Western blot法检测了

70例HCC及其对应的癌旁非癌组织中Piwil2基
因的表达, 发现在HCC组织中Piwil2基因的表

达明显高于对应的非癌组织(P <0.05). 我们还发

现在患者的肝内转移、分化程度及癌栓等病理

因面的差异有统计学意义(P <0.05). 提示Piwil2
基因的mRNA表达与HCC的恶性程度及预后有

关. 另外, 70例HCC中均出现Piwil2蛋白的表达, 
而在对应的非癌组织中, 56例蛋白表达明显下

降或缺失(P <0.05). 后续的实验将进一步揭示其

Piwil2基因在肝癌中的生物学作用及发生机制. 
本研究表明, Piwil2在HCC中具有类似癌基

■创新盘点
本 研 究 采 用 RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot方法检测Pi-
wil2在HCC中的
表 达 ,  分 析 其 与
临床病理参数的
关 系 ,  以 期 为 肝
细胞癌的诊断、
治疗及预后提供
参考依据.

表 1 HCC中Piwil2中mRNA表达与临床病理特征的关系

     
临床病理特征  n

           Piwil2
 阳性率(%)  χ2值 P 值

表达 缺失

性别

  男 53  40 13     75.4 1.748 0.186

  女 17  10   7     58.8

年龄(岁)

  <45 50  35 15     70.0 0.175 0.676

  ≥45 20  15   5     75.0

肿瘤直径(cm)

  ≥10 20  13   7     65.0 0.567 0.451

  <10 50  37 13     74.0

乙型肝炎表面抗原

  ＋ 54  40 14     74.1 0.810 0.368

  － 16  10   6     62.5

组织分型

  肝细胞型 49  32 17     65.3 3.000 0.083

  非肝细胞型 21  18   3     85.7

门静脉癌栓

  有 55  43 12     78.2 5.736 0.017

  无 15    7   8     46.7

肝内转移

  有 53  42 11     79.2 6.534 0.011

  无 17    8   9     47.1

分化程度

  低分化 52  41 11     78.8 5.452 0.020

  中高分化 18    9   9     50.0

Piwil2

β-actin

110 kDa

42 kDa

C1          N1         C2         N2

图 2 Western blot印迹分析Piwil2在肝癌及其对应癌旁组
织中的表达. C: 肝癌; N: 肝癌对应的癌旁组织.
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■同行评价
本文研究了肝癌
组织中Piwil2基因
mRNA和蛋白质
水平的表达, 并对
其与肿瘤发生的
相关性进行了分
析, 具有一定理论
价值.

因的作用. 检测Piwil2的表达, 对HCC的早期诊

断和预后的判定, 提供一定的依据和新的思路. 

4      参考文献

1  Liu X, Sun Y, Guo J, Ma H, Li J, Dong B, Jin G, 
Zhang J, Wu J, Meng L, Shou C. Expression of hiwi 
gene in human gastric cancer was associated with 
proliferation of cancer cells. Int J Cancer 2006; 118: 
1922-1929

2  Qiao D, Zeeman AM, Deng W, Looijenga LH, Lin 
H. Molecular characterization of hiwi, a human 
member of the piwi gene family whose overexpres-
sion is correlated to seminomas. Oncogene 2002; 21: 
3988-3999

3  Girard A, Sachidanandam R, Hannon GJ, Carmell 

MA. A germline-specific class of small RNAs binds 
mammalian Piwi proteins. Nature 2006; 442: 199-202

4  Minematsu T, Suzuki M, Sanno N, Takekoshi S, 
Teramoto A, Osamura RY. PTTG overexpression 
is correlated with angiogenesis in human pituitary 
adenomas. Endocr Pathol 2006; 17: 143-153 

5  Nikpour P, Forouzandeh-Moghaddam M, Ziaee 
SA, Dokun OY, Schulz WA, Mowla SJ. Absence of 
PIWIL2 (HILI) expression in human bladder can-
cer cell lines and tissues. Cancer Epidemiol 2009; 33: 
271-275

6  Tamura G. Alterations of tumor suppressor and 
tumor-related genes in the development and pro-
gression of gastric cancer. World J Gastroenterol 2006; 
12: 192-198

7  Riley LB, Desai DC. The molecular basis of cancer 
and the development of targeted therapy. Surg Clin 
North Am 2009; 89: 1-15, vii

8  樊嘉, 邱双健. 肿瘤微环境的研究动态与展望. 中华医
学杂志 2008; 88: 505-507

9  Ye Y, Yin DT, Chen L, Zhou Q, Shen R, He G, Yan Q, 
Tong Z, Issekutz AC, Shapiro CL, Barsky SH, Lin 
H, Li JJ, Gao JX. Identification of Piwil2-like (PL2L) 
proteins that promote tumorigenesis. PLoS One 
2010; 5: e13406

10  Lee JH, Schütte D, Wulf G, Füzesi L, Radzun HJ, 
Schweyer S, Engel W, Nayernia K. Stem-cell protein 
Piwil2 is widely expressed in tumors and inhibits 
apoptosis through activation of Stat3/Bcl-XL path-
way. Hum Mol Genet 2006; 15: 201-211

11  刘巧, 雷蕾, 冯定庆, 周颖, 曹振平, 徐嵘嵘, 凌斌. Pi-

表 2 HCC中Piwil2中蛋白表达与临床病理特征的关系

     
临床病理特征  n

           Piwil2
阳性率(%)  χ2值 P 值

表达 缺失

性别

  男 53  38  15    71.7 2.053 0.152

  女 17    9    8    53.0

年龄(岁)

  <45 50  37  13    74.0 3.370 0.053

  ≥45 20  10  10    50.0

肿瘤直径(cm)

  ≥10 20  11    9    55.0 1.871 0.171

  <10 50  36  14    72.0

乙型肝炎表面抗原

  ＋ 54  34  20    63.0 1.871 0.171

  － 16  13    3    81.3

组织分型

  肝细胞型 49  32  17    65.3 0.250 0.617

  非肝细胞型 21  15    6    71.4

门静脉癌栓

  有 55  41  14    74.5 6.375 0.012

  无 15    6    9    40.0

肝内转移

  有 53  40  13    75.5 6.862  0.009

  无 17    7  10    41.2

分化程度

  低分化 52  36  16    69.2 0.400 0.527

  中高分化 18  11    7    61.1

表 3 HCC中Piwil2 mRNA和蛋白表达的相关性 

     
蛋白

             mRNA
合计

表达 缺失

表达  40  10   50

缺失    7  13   20

合计  47  23   70
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

早期肝功能损害对急性胰腺炎病因判定的临床价值

陈 勇, 曾艳凌, 林志辉

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是临床常见病和
多发病, 重症有并
发症多及死亡率
高的特点. 及早明
确病因至关重要. 
国内以急性胆石
性胰腺炎最常见, 
文献也报道较多
并发肝损害, 而早
期肝功能损害对
胆石性胰腺炎的
病因判定更有说
服力. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
early liver dysfunction in diagnosis of the etiol-
ogy of acute pancreatitis. 

METHODS: The clinical data for 153 patients 
with acute pancreatitis were retrospectively 
analyzed. These patients were divided into three 
group based on the etiology of the disease: bili-
ary pancreatitis (n = 80), non-biliary pancreatitis 
(n = 44) and unexplained pancreatitis (n = 29). 
The markers of early liver function were com-
pared between the biliary pancreatitis group (n 
= 61) and non-biliary pancreatitis group (n = 33), 
including serum alanine amino transaminase 
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), total 
bilirubin (TBIL), direct bilirubin (DBIL), gamma-
glutamyl transferase (GGT), alkaline phospha-
tase (AKP). The sensitivity and specificity of 
early liver dysfunction in the diagnosis of biliary 
pancreatitis were calculated.

RESULTS: Early liver dysfunction in patients 
with biliary pancreatitis was more serious than 
that in patients with non-biliary pancreatitis 
(ALT: 214.16 U/L ± 146.92 U/L vs 30.82 U/L 
± 25.59 U/L; AST: 212.72 U/L ± 210.50 U/L 
vs 28.24 U/L ± 22.16 U/L; GGT: 438.34 U/L 
± 286.69 U/L vs 60.48 U/L ± 68.32 U/L; AKP: 
202.81 U/L ± 147.77 U/L vs 72.06 U/L ± 36.70 
U/L; TBIL: 56.52 μmol/L ± 46.01 μmol/L vs 
18.25 μmol/L ± 9.56 μmol/L; DBIL: 36.81 μmol/
L ± 32.50 μmol/L vs 5.17 μmol/L ± 4.65 μmol/L; 
all P < 0.001). Early liver dysfunction manifested 
mainly as abnormal ALT, AST, GGT, AKP, TBIL, 
DBIL, or a combination of several of them. The 
sensitivity and specificity of early liver dysfunc-
tion in the diagnosis of biliary pancreatitis were 
95.1% and 90.9%, respectively.

CONCLUSION: Early liver dysfunction can be 
used to predict the etiology of acute pancreatitis. 
Early liver function tests should be included in 
routine emergency laboratory tests.

Key Words: Early liver dysfunction; Acute pancrea-
titis; Etiology; Liver function markers; Laboratory 
tests
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摘要 
目的: 观察急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)
患者发病48 h内肝功能改变, 探讨早期肝功能
损害对AP病因判定的临床意义. 

方法: 对153例AP患者临床资料回顾性分析, 
按病因分为胆源性、非胆源性及不明原因3
组. 胆源性组(n  = 80); 非胆源性组(n  = 44); 不
明原因组(n  = 29). 早期肝功能检测指标: 胆源
性组(n  = 61); 非胆源性组(n  = 33). 比较胆源
性组和非胆源性组早期肝功能指标血清丙氨
酸氨基转氨酶(amino transaminase, ALT)、门
冬氨酸氨基转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST)、总胆红素(total bilirubin, TBIL)、直
接胆红(direct bilirubin, DBIL)、谷氨酰转移
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■研发前沿
早期肝功能损害
可 预 测 A P 病 因
为 胆 石 性 ,  为 尽
快针对胆总管下
段结石相关检查
的选择如MRCP
提供有力的佐证. 
但早期肝功能损
害的时间界定是
否更早甚至几小
时 内 ,  有 待 于 今
后进一步观察.

酶(glutamyl transferase, GGT)、碱性磷酸酶
(alkaline phosphatase, AKP), 观察其早期肝功
能损害的临床类型, 并计算胆源性组早期肝功
能损害的敏感性和特异性. 

结果:  胆源性组患者早期肝功能损害较非
胆源性组严重 ,  A LT(214.16 U/L±146.92 
U/L vs  30.82 U/L±25.59 U/L), AST(212.72 
U/L±210.50 U/L vs  28.24 U/L±22.16 U/L), 
GGT(438.34 U/L±286.69 U/L vs  60.48 U/L±
68.32 U/L), AKP(202.81 U/L±147.77 U/L vs  
72.06 U/L±36.70 U/L), TBIL(56.52 μmol/L±
46.01 μmol/L vs  18.25 μmol/L±9.56 μmol/L), 
DBIL(36.81 μmol/L±32.50 μmol/L vs  5.17 
μmol/L±4.65 μmol/L, 均P <0.001); 早期肝
功能损害临床类型以A LT、A S T、G G T、
AKP、TBIL及DBIL混合损害为主, 占88.6%; 
其敏感性为95.1%, 特异性为90.9%. 

结论: 早期肝功能损害可预测AP病因为胆石
(源)性. 早期肝功能检测应作为急诊的常规实
验室检查项目, 更适合于基层医院. 

关键词: 早期肝功能损害; 急性胰腺炎; 病因; 肝功

能检测指标; 实验室检查
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见

病、多发病, 重症者易造成多脏器功能衰竭, 危
及生命. 因此及时明确病因至关重要. 本文分析

153例AP住院病例早期肝功能损害(指胰腺炎

发病48 h内肝功能检测异常)对病因判断的临床

价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2011-01/2012-03期间AP住院

患者153例. 男88例, 女65例, 年龄15-95岁(平均

52.5岁), 病因: 胆源性80例, 占52.3%; 其中胆石

性78例, 非胆源性(饮食、饮酒及高脂血症)44例, 
占28.7%; 不明原因29例, 占19.0%. 做早期肝功

能检测: 胆源性61例, 占76.3%; 非胆源性33例, 
占76.7%, 不明原因18例, 占62.1%. 
1.2 方法 
1.2.1 疾病及病因判断: 本组中AP的诊断均符合

中华医学会消化病学分会胰腺疾病学组编写的

中国AP诊治指南(草案)的标准[1]. 经B超、CT、

胰胆管水成像(magnetic resonance, MRCP)或逆

行胰胆管造影(endoscopic retrograde cannulation 
of the pancreatic, ERCP)检查证实为胆源性. 
1.2.2 观测指标: 检测发病48 h内肝功能, 包血清

丙氨酸氨基转氨酶(amino transaminase, ALT)、
门冬氨酸氨基转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST)、总胆红素(total bilirubin, TBIL)、直接

胆红(direct bilirubin, DBIL)、γ-谷氨酰转移酶

(γ-glutamyl transferase, γ-GGT)、碱性磷酸酶(al-
kaline phosphatase, AKP). 

统计学处理 利用SPSS13.0统计软件分析, 
所有计量资料均采用mean±SD表示, 各指标差

异用t检验, P <0.05为统计学有意义. 敏感性及特

异性计算: 以超过各指标正常上限值为阳性, 敏
感性: 真阳性例数/(真阳性例数+假阴性例数)×
100%; 特异性: 真阴性例数/(真阴性例数+假阳

性例数)×100%. 

2  结果

胆源性AP早期肝功能损害较非胆源性的常见, 
其差异具有非常显著性(P <0.001, 表1). 以超过

各单项指标正常上限值为阳性计算出其真阳性

58例, 假阴性3例, 真阴性30例, 假阳性3例. 早期

肝功能损害对AP胆源性病因判断的敏感性为

95.1%, 特异性为90.9%. 
早期肝功能检测指标包括肝酶 ( A LT和

AST)、胆酶GGT和AKP及胆红素TBIL和DBIL. 
胆源性病例中单项肝酶异常1例; 单项胆酶异常

1例; 胆酶和胆红素均异常2例; 肝酶和胆酶均异

常17例, 占27.9%; 肝酶、胆酶和胆红素均异常

37例, 占60.7%. 
153例AP发生肝功能损害84例, 占54.9%; 

而早期肝功能损害65例, 占肝功能损害77.4%; 
80例胆源性A P出现早期肝功能损害58例, 占
72.5%, 胆源性的占早期肝功能损害的89.2%. 

3  讨论

AP中最常见的病因为胆源性. 急性胆源性胰腺

炎又以胆道结石为最常见病因. 胆石引起的AP
称为急性胆石性胰腺炎(acute gallstone pancre-
atitis, AGP), 本组胆源性病因占52.3%, 胆石病因

(78例)占胆源性病因中97.5%. 胆石中以胆囊内

小结石或微小胆石(直径<3 mm)的下移最为常

见, 70%胰腺炎患者的粪便中可找到结石[2]. 胆
石症引起AP的发病机制是众所皆知的. “共同

通道学说”在AGP的发病中起了关键性作用. 

■创新盘点
本文通过观察发
病48 h内肝功能
检测结果来判定
AP的病因 ,  急性
胆石性胰腺炎早
期肝功能损害的
敏感性和特异性
都超过90%.
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还有与梗阻、Oddi括约肌功能不全、胆道炎症

时细菌毒素、游离胆酸、非结合胆红素参与激

活胰酶等因素相关[3]. 胆石症同时导致胆汁排出

受阻, 胆管内压升高而增加肝细胞膜的通透性

是AGP致肝功能损害起主要作用. 另外, 与胆汁

酸的毒性作用和胆道感染的参与有关. Cohen等[4]

报道, AGP患者入院24-48 h内, 肝功能指标持续

异常者罹患胆管结石的风险增加了4倍. 
AGP的诊断方法很多, B超虽然是一项简

便、无创伤性检查, 但敏感性低, 仅60%-70%[2], 
对胆总管下段结石的诊断因受肠道气体的干

扰, 尤其对微小结石更难发现. CT和MRCP对
胆总管下段结石诊断的敏感性较高, 但属于大

型仪器及价格昂贵, 在基层和时间外常无法开

展检查. 基于上述条件的限制, 实验室检查提供

了简单、快速、敏感的方法, 其中肝功能异常

是诊断AGP的可靠指标[2]. 我们认为发病48 h内
肝功能损害(早期肝功能损害)对AGP诊断的预

测更可靠. AGP的早期肝功能损害敏感性高达

95.1%, 特异性为90.9%. 本组在早期肝功能检测

指标(ALT、AST、GGT、AKP、TBIL及DBIL)
上AGP较非胆源性AP的明显异常, 差异具有非

常显著意义. 其原因可能[5]: (1)胆道感染时胆管

压力上升促使细菌反流入血, 细菌产生的内毒

素激活肝细胞膜上的磷脂酶, 导致肝细胞变性

坏死; (2)炎症沿着胆囊扩散并引起胆总管充血

水肿、不同程度的梗阻; (3)炎症波及胆囊周围

组织加上胆囊扩张, 引起肝管和胆管受压, 胆汁

淤积. 而病程超过48 h后其肝功能损害可能加

重或减轻; 其发病机制有: (1)胰腺水肿或重症胰

腺炎周围炎性渗出、坏死组织或囊肿的压迫而

加重肝功能损害; (2)各种炎性细胞因子(IL-6、
IL-8、IL-10、TNF-α、血小板活化因子、内毒

素等)、核因子-JB(nuclear factor-JB, NF-JB)、

氧自由基等对AP继发肝损害的作用已成为研究

热点[6-9]; 苏娟等[10]报道Ghrelin在AP并肝损伤时

表达可能与病变的严重程度有关, NF-κB在病

变发展过程中起了重要作用; (3)AP时可通过上

调Kupffer细胞内FasL生成的信号使FasL表达

增加, FasL激活Fas相关的死亡域和暴露死亡效

应结构域, 随后活化Caspase级联反应和下游的

效应Caspases, 最终导致DNA裂解和肝细胞凋

亡, 从而介导肝损伤[11]; (4)肠道细菌和内毒素

易位, 是导致脏器损害包括肝功能损害的“第

二次打击”[12]. 白黎智等[13]给AP患者肠内免疫

微生态营养, 补充肠道正常菌群, 减少细菌易

位, 减少内毒素血症及炎症因子的发生, 从而减

轻AP肝损害; (5)可能是重症AP伴休克的一种

并发症: 当肝脏血流减少, 肝细胞也可发生缺血

坏死, 甚至出现肝功能衰竭; (6)因结石造成胆

总管梗阻, 胆总管扩张到一定程度时, 经治疗后

梗阻在“共同通道”的小结石因通道相应的增

大而松动上浮至扩张的胆总管内, 可使肝功能

损害暂时减轻; (7)经解痉止痛处理后的小结石

或微结石因胆总管内压力增加随较大的胆汁流

排入十二指肠内, 胆内压下降或胆道梗阻解除

可使肝功能损害减轻甚至恢复正常. 本组有2例
经MRCP检查证实胆总管下段泥沙样结石, 在
ERCP检查前一天短时间内腹痛突然缓解, 肝功

能复查恢复正常, ERCP显示选择性胆道造影胆

总管内未见充盈缺损, 经松弛的乳头口送入网

篮及球囊均未见结石, 考虑结石已排入肠道. 
张金华[14]报道73%AP有肝功能损害, 陈畅

等[15]认为胆源性AP合并肝功能损害明显, AP肝
损害越重, 重症的可能性越大; 郝波等[16]观察到

通过检测AP患者入院24 h肝功能指标, 就已经

出现肝功能损害. 然而, 入院时患者的病程可能

已经超过48 h, 因此不能反映早期损害. 本研究

表 1 胆源性和非胆源性胰腺炎早期肝功能指标比较

     肝功能指标  胆源性(n  = 61)  非胆源性(n  = 33)    P 值

ALT 214.16±146.92    30.82±25.59 <0.001

AST 212.72±210.50    28.24±22.16 <0.001

GGT 438.34±286.69    60.48±68.32 <0.001

AKP 202.81±147.77    72.06±36.70 <0.001

TBIL   56.52±46.01    18.25±9.56 <0.001

DBIL   36.81±32.50      5.17±4.65 <0.001

AKP: 碱性磷酸酶; ALT: 丙氨酸氨基转氨酶; AST: 门冬氨酸氨基转氨酶; DBIL: 直接胆红素; GGT:

谷氨酰转移酶; TBIL: 总胆红素.

■应用要点
肝功能的实验室
检 测 是 一 个 简
便、快速和敏感
的方法, 基层医院
都能开展. 

■名词解释
早期肝功能损害: 
指的是发病48 h
内肝功能常用指
标(ALT、AST、
G G T 、 A K P 、
TBIL及DBIL)一
项或多项超过正
常上线值.
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显示AP出现早期肝功能损害以AGP居多, 本组

AGP出现早期肝功能损害72.5%, 占总的早期肝

功能损害高达89.2%. 肝功能损害表现不一, 以
混合损害为主, 60.7%表现为肝酶、胆酶及胆红

素均异常, 20.9%表现肝酶和胆酶均异常, 与文

献报道单项肝酶或胆酶异常占50%有出入[17], 可
能是本文提出早期肝功能损害的概念有关, 超
过48 h的肝功能损害有更多的影响因素, 暂不列

入统计范畴. 
总之, 早期肝功能损害可预测AGP的病因, 

与文献报道一致[18]. 但要强调的是需要进一步做

B超、CT或MRCP辅助检查才能最终明确其病

因. 早期肝功能检测应作为急诊的常规实验室

检查项目, 更适合于基层医院, 同时为AP后续的

检查和治疗的选择提供依据, 避免盲目检查, 增
加费用. 
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■背景资料
外伤性脾破裂的
发生率逐年增加, 
占各种腹部损伤
的40%-50%. 随
着医学的发展和
脾脏功能重要性
认识的不断提高, 
加之人们对生活
质 量 的 追 求 ,  保
脾理念越来越被
临 床 医 师 重 视 , 
尤其对低龄人群
更为重要.
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Abstract
AIM: To discuss our experience in managing 
traumatic splenic rupture by spleen-preserving 
operation.

METHODS: Eighty-five cases of splenic trau-
matic rupture were selected, and 36 of them 
were retrospectively analyzed.

RESULTS: Twelve patients was treated by 
hot compress, application of biological glue to 
injury tissue surface, and coverage using the 
greater omentum flap. Nineteen patients were 
treated by irregular splenectomy and splenic 
wound repair. Five patients underwent subtotal 
splenectomy. Complications occurred in 8 pa-
tients and were cured after proper treatments. 
The median length of hospital stay was 22.6  d 
± 19.0 d. All patients were satisfactory for the 
treatment.

CONCLUSION: For patients with traumatic 
splenic rupture, saving life is more important 
than preserving the spleen. For children patients, 
spleen-preserving operation is preferred. An ap-
propriate treatment should be selected based on 
the patient's condition. 

Key Words: Spleen-preserving; Traumatic splenic 
rupture; Splenectomy

Zhan HC, Xu ZH, Zeng WH, Ding HM, Fu HQ. Spleen-
preserving operation for the treatment of traumatic 
splenic rupture: An analysis of 36 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(34): 3394-3396

摘要
目的: 总结外伤性脾破裂进行保脾手术治疗
的临床经验. 

方法: 收集我院2003-01/2012-06收治的外伤性
脾破裂患者85例, 回顾性分析其中36例行保脾
手术治疗患者的临床资料. 

结果: 12例患者先经热敷压迫, 再用生物胶涂
在损伤组织表面, 后用大网膜片覆盖; 19例患
者行脾下部不规则切除, 再行修补; 5例患者
行大部分脾切除后保留有边缘血供的残留脾. 
全部患者获得治愈, 住院平均时间为22.6 d±
19.0 d, 发生并发症8例, 经对症处理后均痊愈
出院. 随访效果均较为满意.  

结论: 外伤性脾破裂治疗原则: (1)抢救生命
第一, 保留脾脏第二; (2)儿童优先选择脾保留
手术, 且首选非手术治疗; (3)根据脾脏损伤程
度、类型选择最佳术式, 实施个体化治疗, 可
取得满意疗效. 

关键词: 保脾; 外伤性脾破裂; 脾切除
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0  引言 

脾脏是人体最大的外周淋巴器官, 含有丰富的T
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■研发前沿
刘强等回顾性分
析进行保脾治疗
的46例外伤性脾
破裂患者的临床
资 料 ,  非 手 术 治
疗成功率79.3%, 
非手术治疗占同
期脾外伤的20%. 
手术保脾治疗17
例, 效果较好.

淋巴细胞、B淋巴细胞、树突状细胞及巨噬细

胞等, 具有重要的免疫功能和储血等功能. 由于

质地脆弱, 脾脏极易受外力影响而损伤, 一旦受

损, 出血常较剧烈, 易危及生命, 需切除脾脏[1]. 
脾脏切除后机体可发生明显的免疫功能改变, 甚
者出现爆发性感染, 基于对脾脏功能的认识, 近
年来保脾手术越来越受到重视[2-5]. 1978年中国

人民解放军第三军医大学以脾修补处理脾外伤

作为先导, 脾保留性手术开始在全国真正开展起

来. 随后, 同济医科大学、哈尔滨医科大学第一

附属医院等相继作了脾保留性手术的报道[1]; 脾
保留性手术已发展广泛应用, 也逐步被各级医

院采纳. 本研究收集我院2003-01/2012-06收治的

外伤性脾破裂患者85例, 重点回顾性分析其中

36例行保脾手术治疗患者的临床资料, 以期为

临床医师提供一定的帮助, 现报道如下. 

1  材料和方法 

1.1 材料 我院2003-01/2012-06共收治外伤性脾

破裂患者85例, 手术治疗71例, 其中, 行保脾手

术者36例, 占同期脾外伤的42.35%. 36例保脾患

者中, 男30例, 女6例, 平均年龄33.2岁±11.2岁, 
开发性损伤8例, 闭合性损伤28例; 患者单纯性

脾破裂患者19例, 合并其他损伤17例, 其中合并

肝胰损伤3例、颅脑损伤1例、肾挫裂伤6例、

肠系膜裂伤9例、骨折12例. 受伤原因: 交通事

故伤18例, 钝器伤6例, 坠落伤5例, 挤压伤2例, 
拳脚击伤7例. 
1.2 方法

1.2.1 诊断: 36例患者均有腹部或左下胸创伤史, 
受伤到入院时间1 h-10 d, 平均18.6-49.0 h; 其中, 
30例患者有不同程度的左上腹疼痛和左季肋区

及左上腹叩击痛, 3例患者腹痛伴头晕, 2例单纯

头晕, 1例无明显症状. 入院时8例患者收缩压< 
90 mmHg, 14例患者心率>100次/min. 8例有较明

显的腹膜刺激征, 6例有左肩部放射痛. 36例患

者均行B超检查, 提示脾脏有裂伤20例, 脾区有

液性暗区及脾包膜血肿和腹腔积血16例; 6例行

CT检查, 均提示脾脏密度不均、脾周血肿. 
1.2.2 损伤分级: 患者脾脏损伤程度分级标准采

用姜洪池等[6]报道的分级标准. Ⅰ级: 脾被膜下

破裂或被膜及实质轻度损伤, 手术所见脾损伤

长度≤5.0 cm, 深度≤1.0 cm; Ⅱ级: 脾裂伤总长

度≥5.0 cm, 深度≥1.0 cm, 但脾门未累及, 或脾

段血管受损; Ⅲ级: 脾破裂伤及脾门或脾脏部分

离断, 或脾叶血管受损; Ⅳ级: 脾广泛破裂, 或脾

蒂、脾动静脉主干受损. 本组患者中Ⅰ级2例, 
Ⅱ级14例, Ⅲ级15例, Ⅳ级5例. 
1.2.3 治疗: B超提示腹腔有中等量积液800-1 200 mL 
30例, 直接送手术室手术治疗; B超提示少量积

液, 且生命体征暂时稳定者6例, 行CT检查进一

步明确诊断. 本组患者中, 30例手术切口选择右

侧经腹直肌, 6例手术切口选择左肋缘下, 具体

手术方案进腹后根据脾脏损伤程度和患者病

情具体制定. 其中: 12例患者先经热敷压迫, 再
用生物胶涂在损伤组织表面, 后用大网膜片覆

盖. 黏合剂如止血估计效果不理想, 可以U形缝

合, 进针应超过创底下0.5-1.0 cm, 用带蒂大网膜

或可吸收明胶海绵填于裂口内打结, 以消灭死

腔、防止出血及积血感染, 19例患者行脾下部

不规则切除或修补: 迅速托脾控制脾蒂, 判断脾

脏严重损伤主要局限于上极或下极, 距损伤平

面约1 cm处的正常脾组织切开脾包膜, 钝性分离

脾实质, 遇到血管结扎后切断, 脾脏断面予肝针

缝合止血; 5例患者行脾大部分切除后保留有边

缘血供的残留脾: 脾广泛破裂, 脾蒂、脾动静脉

主干受损, 部分离断的残存脾血供良好, 此时手

术予切除脾脏, 保留残存脾脏, 创面缝合止血[7]. 

2  结果

全部患者获得治疗痊愈出院, 住院平均时间为

22.6 d±19.0 d. 手术过程中34例患者进行输血, 输
血量平均1 132.4-468.5 mL. 发生并发症8例, 其中

肠梗阻4例, 膈下感染3例, 胃瘘1例, 经对症处理后

均痊愈出院. 36例患者中术后获得随访26例, 随
访时间3 mo-6年, 检测免疫球蛋白、B超、CT、
ECT等, 并白细胞吞噬试验, 效果均较为满意. 

3  讨论

外伤性脾破裂的发生率逐年增加, 占各种腹部

损伤的40%-50%[8]. 随着医学的发展和脾脏功能

重要性认识的不断提高, 加之人们对生活质量

的追求, 保脾理念越来越被临床医师重视, 尤其

对低龄人群更为重要[9]. 1983年Kap证明脾破裂

后, 可以自身修复[9]. 1984年夏穗生采用带血管

自体半脾移植治疗外伤性脾破裂获得成功[10]. 我
国保脾手术起步晚, 但在术式改进创新上却早

于或优于国外. 姜洪池等[11,12]报道, 自20世纪80
年代初至2000-01共行脾保留性手术211例, 全部

病例均获治愈. 邓忠南等[13]回顾性分析外伤性

脾破裂患者62例, 其中35例分别行脾脏部分切

除、修补术治疗, 结果显示35例患者中一期完

■应用要点
脾脏切除后机体
可发生明显的免
疫 功 能 改 变 ,  甚
者出现爆发性感
染 ,  基 于 对 脾 脏
功 能 的 认 识 ,  近
年来保脾手术越
来越受到重视.
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■同行评价
本文通过对外伤
性脾破裂保脾资
料的回顾性分析, 
复习目前国内外
文 献 ,  讨 论 保 脾
的可行性与安全
性 ,  文 章 书 写 流
畅 ,  逻辑性较强 , 
对临床有一定的
指导意义. 

成手术保脾治疗31例, 行部分切除患者术后再

次行残脾切除自体脾片移植术4例, 术后19例发

生脾血肿、膈下感染或胃瘘, 经积极对症处理

后均痊愈出院. 李晓春等[14]回顾性分析110例选

择性手术保脾治疗患者临床资料, 其中黏合胶

加大网膜填压修补28例, 脾动脉结扎脾修补24
例, 脾部分切除26例, 脾切除自体脾片移植22例, 
腹腔镜脾修补10例; 手术治疗过程中虽然并发

症17例, 但全部治愈出院. 由此得出结论: 只要

遵循保脾治疗的基本原则, 脾保留性手术在临

床中应用安全、可行, 值得推广. 
保脾手术发展到今天, 开展的单位有日益增

多, 术式也不断创新[15-18]: 有脾单纯缝合修补、

脾破裂生物胶黏合、物理凝固止血、脾部分切

除、脾动脉结扎、脾动脉栓塞、脾破裂捆扎、

网罩止血术等, 以及多种术式的不同组合, 而且

非手术治疗脾外伤也常规化. 本组患者手术治

疗方案均是进腹后根据脾脏损伤程度和患者病

情个体化实施, 其中: 12例先经热敷压迫, 再用

胶涂在损伤组织表面, 后用大网膜片覆盖; 19例
行脾下部不规则切除或修补; 5例患者行脾切除

后保留有边缘血供的残留脾. 同期, 我们进行非

手术治疗49例, 患者经补液后血压正常并能维

持, 绝对卧床住院治疗3 wk, 在监护下进行活动

3 mo. 刘强等[7]回顾性分析进行保脾治疗的46例
外伤性脾破裂患者的临床资料, 非手术治疗成

功率79.3%, 非手术治疗占同期脾外伤的20%. 手
术保脾治疗17例, 其中单纯修补缝合3例, 脾修

补缝合加大网膜填塞3例, 脾部分切除加大网膜

填塞修补3例, 全脾切除加脾组织大网膜移植8
例. 血管介入脾动脉栓塞治疗6例, 均一次脾动

脉栓塞成功. 46例均无并发症发生. 痊愈45例, 1
例因合并颅脑损伤呈植物人状态. 我们得出以

下经验: 脾脏Ⅰ级损伤以非手术治疗为主, Ⅱ级

损伤以脾动脉栓塞或手术修补保脾为主, Ⅲ级

以上的损伤只能手术保脾, 同时结合实际情况

进行个体化和综合治疗. 这就要求临床医师要

根据脾脏损伤程度、类型选择最佳术式, 并根

据实际情况联合应用几种术式. 
基于脾脏的特殊性, 尤其对于儿童和青少

年患者优先选择脾保留手术更为重要. 1952年
King和Schumacker报道5例儿童发生全脾切除后

凶险性感染, 此后越来越多的研究发现全脾切

除后凶险性感染的发生率显著高于成人[10-16], 这
才真正唤起临床医生对儿童和青少年保脾手术

的充分重视. 本组患者中, ≤13岁患者6例, 保脾

手术效果非常满意, 这可能与儿童脾脏包膜肥

厚, 出血易受限等因素有关. 我们对脾损伤患者

治疗的体会是: (1)抢救生命第一, 保留脾脏第二, 
即先保命后保脾; (2)少数儿童与青少年优先选

择脾保留手术, 且首选非手术治疗; (3)根据脾脏

损伤程度、类型选择最佳术式; (4)联合应用几

种术式更为安全实际. 由于条件限制, 我们尚未

开展介入治疗, 以后将在实践中不断地探索新

手术和积累更多的经验. 
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■背景资料
食管胃底静脉曲
张破裂出血是肝
硬化最严重的并
发症之一, 死亡率
较高. 行外科手术
风险大且病死率
较高, 尤其对于急
诊出血患者, 临床
应用常常受到很
大限制, 食管曲张
静脉套扎术和胃
底曲张静脉栓塞
术(PTO)均因其微
创、止血率高而
应用于急诊止血
治疗, 对比两者在
急诊止血方面的
疗效, 探索急诊治
疗胃底曲张静脉
破裂出血更好的
方法有重要的临
床意义. 
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Abstract
AIM: To evaluate the feasibility and clinical 
value of fibrin glue in percutaneous transhepatic 
obliteration (PTO) for acute variceal bleeding in 
patients with cirrhosis.

METHODS: Thirty cirrhotic patients with acute 
variceal bleeding underwent fluoroscopy-guid-
ed PTO. Esophageal and/or gastric varices were 
embolized with fibrin glue and stainless steel 
coils. The rate of emergency hemostasis and 
postoperative cumulative non-bleeding rate in 
patients treated with PTO were compared with 
those in patients undergoing esophageal varices 
ligation (EVL).

RESULTS: PTO therapy was technically suc-
cessful in 96.6% (28/29) of patients. Cavernous 
transformation of the portal vein was revealed 
by portography in one case, and it was difficult 
to enter the vessel responsible for varices. No 
obvious varices could be seen by portography in 
another patient. In the EVL group, the emergen-
cy hemostasis rate was 93.3% (28/30). During a 
follow-up period of 12-50 mo, rebleeding was 
observed in 10 patients in the PTO group and 17 
patients in the EVL group. The 6- and 12-mo cu-
mulative non-bleeding rates for the PTO group 
and the EVL group were 89.3% vs 80% and 
85.7% vs 56.7%, respectively. The postoperative 
cumulative non-bleeding rate for the PTO group 
was significantly higher than that for the EVL 
group (χ2 = 5.314, P < 0.05).

CONCLUSION: The use of fibrin glue in percu-
taneous transhepatic variceal obliteration is a 
safe, minimally invasive and effective treatment 
for upper gastrointestinal bleeding and may be 
the first choice in patients with acute variceal 
hemorrhage.

Key Words: Cirrhosis; Portal hypertension; Bleed-
ing; Esophageal and gastric varices; Fibrin glue

Q Yuan, Bai XM, Cheng L, Gu XS, Jin Y. Efficacy of 
fibrin glue in percutaneous transhepatic obliteration for 
the management of upper gastrointestinal bleeding in 
patients with portal hypertension. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(34): 3397-3402

摘要 
目的: 评价生物蛋白胶在经皮经肝食管胃底
曲张静脉栓塞术治疗胃底食管静脉曲张破裂
出血中的可行性和临床价值. 

方法: 60例肝硬化、食管静脉曲张破裂出血
的患者, 分为经皮经肝胃底曲张静脉栓塞组
(percutaneous transhepatic obliteration, PTO)30
例和食管曲张静脉套扎组(esophageal varices 
ligation, EVL)30例, PTO组是在X线透视下经
皮经肝穿刺进入上消化道出血责任血管, 用弹
簧钢圈和生物蛋白胶栓塞曲张的食管和胃底
静脉, 比较两组治疗方法的急诊止血率和术后

■同行评议者
何松, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科
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■研发前沿
既往PTO术中应
用无水乙醇、5%
鱼肝油酸钠等为
主 要 栓 塞 材 料 , 
并 发 症 较 多 ,  术
后静脉曲张复发
率 很 高 .  随 着 新
的栓塞材料的出
现 ,  以 生 物 蛋 白
胶作为栓塞剂操
作简单、使用安
全、栓塞效果好, 
无明显术中术后
的不良反应的发
生 ,  有 效 地 解 决
了这一问题. 

累计无出血率. 

结果: PTO组中28例门脉穿刺及曲张静脉栓塞
手术均获成功, 1例造影示为门静脉海绵样变, 
进入责任血管困难, 无法进行栓塞治疗, 1例行
门静脉造影未见明显胃底曲张静脉, 栓塞成功
率为96.6%(28/29), 其余病例术后48 h止血率
达100%. EVL组急诊止血率为93.3%(28/30). 
在12-50 mo随访期内的患者中, PTO组再出
血10例, EVL组再出血17例, PTO组和EVL组
的6 mo累计无出血率分别为89.3% vs  80%, 1
年累计无出血率为85.7% vs  56.7%, PTO组术
后累计无出血率明显高于EVL组(χ2 = 5.314, 
P <0.05). 

结论: 经皮经肝食管胃底静脉栓塞中应用生
物蛋白胶治疗上消化道出血安全有效, 创伤
小、止血效果肯定, 在急诊止血方面更具优
势, 值得推广应用. 

关键词: 肝硬化; 门脉高压; 出血; 食管胃底静脉曲

张, 生物蛋白胶
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0  引言

食管胃底静脉曲张出血是消化内科的常见急

症, 来势凶猛, 初次出血死亡率高达48%-62%, 
生存患者中2年内再发生出血的危险性高达

60%-70%, 经皮经肝食管胃底曲张静脉栓塞术

(percutaneous transhepatic variceal obliteration, 
PTO)由于其止血效果肯定、简便、价廉, 已在

介人治疗门脉高压所致消化道出血中广泛应

用[1]. 食管曲张静脉套扎(esophageal varices liga-
tion, EVL)由于具有创伤小、适应证宽及可以反

复多次进行操作等优点, 也受到越来越多的临

床应用. 本研究收集了2007-03/2011-06因肝硬化

致食管胃底静脉曲张破裂出血入我院治疗的患

者资料, 分为PTO组和EVL组, 进行回顾性的对

照研究, 重点比较两组术后的急诊止血率和术

后累计无出血率, 探索急诊治疗胃底曲张静脉

破裂出血的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾分析了2007-03/2011-06因不同原

因肝硬化失代偿合并食管胃底静脉曲张破裂

出血急诊入院的60例患者资料. 患者入院时黑

便约200-300 g, 呕血200-1 000 mL不等, 经药

物治疗仍不能控制出血者行EVL, 内镜治疗困

难又无法耐受外科手术或拒绝手术者行P TO
手术治疗, 两组情况见表1, 两组间相关参数的

比较未发现明显差异. PTO手术所需器械: 穿
刺用美国COOK公司生产的专用PTCD穿刺套

装(型号为NPAS-100-RH-NT, 包括1个4F的穿

刺鞘管, 1个21G穿刺针和1根0.018in的超硬导

丝)、纤毛弹簧圈; 日本Terumo公司生产的普

通超滑导丝(GA35153M)、全程超滑单弯导管

(ZV9410GM)、猪尾导管(4SP0061M); 法国加

柏公司生产超液化碘油及广州倍绣生物制药公

司生产的生物蛋白胶. 另美国强生公司生产的

4F Cobra导管, Terumo公司生产的同轴显微导

管(Progreat)备用. 套扎所用仪器为FujinonEG-
450HR电子内镜和Cook 6环套扎器. 
1.2 方法

1.2.1 术前准备: 所有患者术前均完善生化及凝

血指标等检查, CT或MRI了解门静脉系统情况

及穿刺道上有无占位性病变等, 术前胃镜或CT
检查, 确诊食管胃底静脉曲张伴出血(图1), 急症

患者, 在病情允许情况下, 积极支持治疗, 尽可

能完善各项检查. 
1.2.2 治疗方法: PTO操作过程: 患者仰卧位, 取
右腋中线第7-9肋间为进针点, 局部消毒, 用2%
利多卡因5 mL做局部浸润麻醉, 21G穿刺针在X
线透视下向肝门方向穿刺, 然后边退针边打造

影剂, 进入门静脉分支后将0.018in金属导丝经

21G套管针送达门静脉主干, 沿导丝进入鞘后造

影明确位于门静脉后, 经鞘进入4F超滑导管选

择进入脾静脉和/或肠系膜上静脉造影, 观察门

静脉形态, 走行及侧支循环情况, 观察胃冠状静

脉、胃短静脉、胃后静脉有无异常增粗, 及食

管、胃底静脉丛有无静脉曲张、曲张程度、及

各分支血管内血流方向等情况. 然后根据造影

的结果, 根据需要选择不同形态的导管, 并予导

表 1 两组患者的临床特点 (n  = 30)

     项目                栓塞组      套扎组                     

男/女 22/8 26/4

平均年龄(岁)  62±8 59±9

平均出血次数 1-4 1-5

肝功能Child-pugh分级

   A  1  2

   B 17 20

   C 12  8
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■相关报道
以生物蛋白胶作
为食管胃底曲张
静脉栓塞术的栓
塞材料的文献报
道很少, 有应用于
曲张静脉硬化治
疗的报道, 安全性
及止血率均较高, 
此外有报道使用
NCBA、TH胶作
为栓塞材料, 并联
合部分脾动脉栓
塞术治疗门脉高
压性出血, 术后再
出血率降低. 

丝配合选择到食管胃底静脉曲张的责任血管进

行栓塞(图2, 3). 注意根据造影时的血流速度、

曲张静脉的粗细配制不同浓度的生物蛋白胶, 
为了X线下显影, 胶内加入少量超液化碘油, 常
规比例为主体胶∶副胶∶碘油 = 1∶1∶1, 由远

到近逐支栓塞各曲张静脉之后再做造影, 观察

血管闭塞或血流减少情况, 直到血管闭塞, 然后

在曲张静脉近端放置纤毛钢圈, 以加固栓塞, 再
将导管插至脾静脉近端造影了解有无其他重新

开放的侧枝血管, 如有则继续分次栓塞其他可

能存在的责任血管, 对于小的责任血管, 只注入

生物蛋白胶即可, 对于大的责任血管, 则要用蛋

白胶结合钢圈栓塞, 结束退管时也用生物蛋白

胶封闭肝内门静脉穿刺道, 以防术后腹腔内出血. 
EVL操作过程: 套扎前先行内镜检查, 然后拔镜

装上套扎器, 再次入镜自食管齿状线上35-40 cm
开始套扎, 每根曲张静脉的相邻套扎点距离约

2-3 cm, 呈螺旋式套扎, 直至所有曲张静脉套扎

后未见活动性出血为止. 两组治疗结束后均回病

房继续予降门压、抑酸、止血、扩容及保护肝

功能等内科治疗, 出血量大的患者, 可适当输血.
统计学处理 统计学分析采用SPSS17.0分析

软件, 术后累计无出血率用Kaplan-Meier法做统

计描述, X轴为术后首次出血时间, Y轴为累计无

出血率, 两组间率的比较用χ2检验, 均值比较用t
检验. 

2  结果

2.1 临床疗效 PTO组中2例未成功栓塞, 其中

1例进入门静脉造影未见明显曲张静脉 ,  另1
例术中造影确诊为门静脉海绵样变 ,  无法进

入门静脉主干, 放弃栓塞. 栓塞手术成功率为

96.6%(28/29), 栓塞后病例术后48 h均无再出血, 
急诊止血成功率100%; EVL组术后48 h内有2例
仍有出血, 行外科手术治疗, 急诊止血成功率为

93.3%(28/30). 58例接受12-50 mo随访的患者中, 
PTO组术后累计无出血率明显高于EVL组(χ2 = 
5.314, P <0.05, 表2, 图4)
2.2 并发症 PTO术后所有患者均未出现腹腔内

出血、胆汁性腹膜炎、肺栓塞等文献报道的并

发症, 栓塞后9例患者均有不同程度低热、腹痛; 
出现腹水3例, 其中2例伴腹水感染, 均经积极治

疗后痊愈. EVL术后7例出现轻度腹痛伴低热, 4
例出现门脉高压性胃病, 5例出现溃疡. 两组术

后并发症差异无显著性. 

3  讨论

门静脉高压食管胃底静脉曲张破裂出血是临床

上难治性疾病之一, 对他的治疗与预防包括药

物治疗、内镜治疗、气囊填塞、外科治疗和介

入治疗. 经内镜硬化和套扎治疗虽然推荐作为

首选治疗方法[2], 但因其难以充分闭塞所有的曲

张静脉, 尤其对于胃底静脉及食管周围黏膜下

的侧枝循环疗效不佳, 术后再出血率仍不令人

满意. 而对于外科治疗方面, 传统有2种基本手

术类型: (1)门脉系统分流减压术; (2)非分流性或

断流术, 到底哪一种手术止血及预防出血效果

更好? 长期以来如下观点被普遍认可: (1)手术治

疗的主要目的是防治胃食管静脉曲张出血; (2)

图 1 胃镜可见曲张静脉破裂出血. 图 2 术中造影显示食管胃底曲张静脉.

图 3 生物蛋白胶栓塞后造影.
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■创新盘点
本文通过回顾性
对 照 研 究 发 现
PTO在急诊治疗
门脉高压性出血
方面更具优势, 尤
其是对于Child C
级肝硬化急性消
化道出血的患者
及尚不具备外科
断流术、内镜下
治疗困难及TIPS
技术条件的医院, 
PTO无疑是一种
值得推广应用的
治疗方法. 生物蛋
白胶在PTO栓塞
中作用直接、栓
塞彻底、疗效稳
定、可控性好、
安全无毒, 是一种
值得推广的血管
内栓塞材料.

理想的术式选择应保持足够的门静脉血流量和

门静脉对肝脏的血流灌注; (3)手术损伤小, 又能

有效防治出血; (4)这些手术不改善肝脏本身病

变, 而要求有足够的肝功能储备. 综合以上观点, 
长期的临床实践工作中, 断流术已成为急诊手

术术式的首选术式[3], 但是由于门脉高压出血的

患者行外科手术风险大且病死率较高, 尤其对

于急诊出血患者, 临床应用常常受到很大限制. 
介入治疗由于其微创且止血率高, 尤其急诊止

血方面更具优势而被更广泛的应用, 包括经颈

静脉肝内门静脉分流术(transjugular intrahepatic 
portosystemic shunt, TIPS)、球囊阻塞的逆行胃

底静脉栓塞、PTO、部分脾动脉栓塞术(partial 
splenic embolization, PSE)等, 其中TIPS手术后肝

性脑病发生率高, 分流道易发生再狭窄或堵塞, 
特别是昂贵的费用并未带来满意的长期疗效, 
不易广泛开展[4-6]. 在目前外科断流手术仍然作

为一种主要术式的情况下, 对于门静脉高压症

患者介入性断流是一种可供选择的较好的治疗

措施. 
PTO是由Landerqiust在1974年首先应用于

临床, 在以后的临床研究证明此方法在控制急

性出血、降低病死率等方面有显著疗效, 近期

止血效果肯定、费用较低. 此介入术式吸收外

科断流术的理论, 通过同时阻断门奇静脉间的

反常血流, 达到止血的目的, 优点是即时止血率

高, 手术操作简单, 术后能保持门静脉向肝性血

流, 肝功能维持好, 肝性脑病发生率低. 而对于

EVL, 也有报道指出EVL后食管静脉曲张复发出

现早, 复发率高[7], 我们这组患者套扎后1年内再

出血率为43.3%, 与其相似. 主要原因可能是: (1)
由于胃底曲张静脉较粗大, 套扎难以将曲张静

脉完全套入皮圈中; (2)应用EVL治疗时由于只

能结扎黏膜及黏膜下层的曲张静脉而留有深层

静脉及交通静脉. 因此, 静脉曲张复发率高, 且
在紧急止血治疗方面因内镜安装了皮圈结扎器

后视野较小, 寻找合适结扎处较为困难, 因此杨

云生等[8]也曾不主张套扎作为胃底静脉曲张破

裂出血的止血方法. 而更多的文献倾向于联合

套扎和硬化治疗, 因其较单纯套扎根除率更高, 
治疗次数明显减少[9]. 同比之下胃冠状静脉栓塞

术则同时期阻塞了食管下段及贲门周围所有血

管, 包括高位食管支, 使术后再出血的发生率大

大减低, 具有更广的适应证, 尤其在急诊手术时, 
对部分不能耐受外科手术的肝功能Child-C级患

者也能适用, 本组患者中肝功能Child-C级患者

选择PTO治疗的也更多(PTO∶EVL = 12∶8). 
既往PTO手术以无水乙醇、明胶海绵、高

渗糖或鱼肝油酸钠为主要栓塞材料, 曲张静脉的

血供只是暂时阻断, 虽然急症止血效果确切, 但
术后复发出血率高, 预防再出血效果不佳[10]. 我
们选用生物蛋白胶栓塞曲张静脉, 取得了不错

的临床效果, 生物蛋白胶即猪源纤维蛋白黏合

剂, 经导管注射的流动性良好, 注入后沿胃冠状

静脉食管支和胃支向远端流动, 最终充填于食

管下端、贲门和胃底的曲张静脉丛内. 对于存

有反常血流的胃短及胃后静脉宜同时行蛋白胶

栓塞, 以达到完全断流的目的, 使曲张静脉的来

源血管被彻底、永久性栓塞, 阻断了曲张静脉

的再发根源. 此生物蛋白胶由主体胶和催化剂

组成, 纤维蛋白原和凝血酶为主要活性成分, 进
入血管中后快速凝固, 形成稳定的纤维蛋白多

聚体, 与组织永远镶嵌在一起, 达到永久栓塞管

腔之目的, 且使用时可根据靶血管的粗细和流

速配制不同浓度的生物蛋白胶, 保证了曲张静

脉丛和责任血管的完全栓塞. 我们在工作中采

用生物蛋白胶与少量超液体碘油混合, 其X线显

影性良好, 栓塞全过程均在X线透视下完成, 保
证了栓塞治疗的安全性和可控性. 此生物蛋白

表 2 病例随访结果

     随访时间(mo)  分组 再出血例数(n ) 累计无出血率(%) 

  6 PTO组         3           89.3

EVL组         6           80 

12 PTO组         4           85.7

EVL组       13           56.7        

PTO: 胃底曲张静脉栓塞术; EVL: 食管曲张静脉套扎.
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图 4 PTO与EVL PTO组术后累计无出血率曲线图. PTO: 胃

底曲张静脉栓塞术; EVL:食管曲张静脉套扎.
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胶的另一特性是不粘连导管和显微导管, 可反

复多次多支插入不同曲张静脉的远端实现栓塞

治疗和栓塞后的造影确认, 明确曲张静脉来源

血管的全程及其胃底和贲门的交通支被彻底、

永久性灌注栓塞, 从而达到最大限度的预防血

管再通和交通支的再形成. 与其他类似治疗方

法相比此蛋白胶具有作用直接、栓塞彻底、疗

效稳定、可控性好、安全无毒的特性, 另外此

胶用于食管胃底曲张静脉硬化治疗也取得较好

的疗效[11]. 
本组临床观察结果显示: 经皮经肝食管胃

底静脉栓塞应用生物蛋白胶近期止血效果肯定, 
术后累计无出血率明显优于食管套扎. 但1年内

再出血率仍有14.3%, 术后再出血的原因大致有: 
(1)断流术区域发生新的侧枝循环, 静脉曲张复

发再出血; (2)其他病变出血: (1)门静脉高压性胃

病出血; (2)胃、十二指肠溃疡出血(包括肝源性

溃疡); (3)应激性溃疡出血; (4)异位曲张静脉出

血等. 术后再出血中, 最常见的是曲张静脉的再

次破裂, 原因系栓塞曲张静脉后, 门静脉向肝血

流增多, 继而门脉压力升高, 门脉高压没有解除, 
仍然会有新的曲张静脉复发[12], 我科治疗的患者

中, 1例患者术后间断出现鼻出血及黑便、便血, 
行胃镜复查未见明显出血曲张静脉, 肠镜检查

可见痔疮明显红肿, 后我们考虑因术后门静脉

压力明显增高, 腹壁静脉、痔静脉丛等侧支循

环压力升高, 可引发痔静脉丛破裂出血, 此患者

经积极治疗后出血停止, 术后1 mo复查CT示曲

张静脉较前明显好转, 且生物蛋白胶未出现移

位(图5). 因此, 对于术后再次出现黑便、便血等

患者, 除考虑曲张静脉再次破裂出血外, 仍需注

意与其他原因鉴别, 重点是纤维内镜检查曲张

静脉的情况, 内镜复查还能明确是否合并有胃

溃疡、门静脉高压性胃病等其他出血原因. 门

静脉高压性胃黏膜病变出血较常见于断流术后

患者[13], 胃壁血液回流阻力增加, 胃壁内动、静

脉短路大量开放, 造成胃黏膜缺血、缺氧, 微循

环血流减少及胃黏膜屏障受损, 导致门静脉高

压性胃病的发生和加重, 出血一般较曲张静脉

出血量小、较缓, 术后联合应用心得安通过降

低门压力可减少门脉高压性胃病和食管、胃底

曲张静脉的发生[14]. 
我们失败的2例患者中, 1例是由于门静脉

海绵样变性, 未能进入门静脉主干, 这一例给我

们的经验教训是一定要做好术前影像学的准备, 
通过B超或CT检查解门静脉的畅通情况, 对于

肝前型及部分肝后型的门静脉高压患者不能行

此类手术, 如门静脉海绵样变性、门静脉癌栓

完全闭塞等. 另外, 肝脏严重萎缩、大量腹水以

及穿刺路径上有占位性病变的患者也是相对禁

忌证. 另1例患者虽经胃镜检查可见胃底血管成

团, 但门静脉造影未见明显曲张血管, 随即行胃

左动脉及脾动脉造影可见曲张血管显影, 考虑

动静脉畸形, 患者急诊行近端胃大部切除术, 术
后标本检查提示: (次胃)血管畸形, (恒径)破裂

出血, 黏膜下层见扩张畸形血管, 术后患者虽出

血停止但因出现严重肺部感染而死亡. 对于上

消化道出血的患者, 不应忽视其他病因, 胃恒径

动脉综合症系一种先天性血管畸形, 破裂后大

多数出血量大, 病情凶险, 由于对本病缺乏认识, 
误诊为门脉高压引起的食管胃底静脉曲张破裂

出血, 应引以为戒. 
栓塞术的最严重的并发症在于异位“栓

塞”非责任血管, 尤其是门静脉主干, 手术时应

注意所配备的栓塞用生物蛋白胶的浓度, 术中

连续透视密切注意所注射蛋白胶的流速及是否

出现返流, 一旦栓塞完全出现返流立即停止注

射避免出现非责任血管的栓塞. 总之, 规范、细

致的操作是减少合并症的最好方法. 此外, 假如

患者门静脉高压征象明显, 可配合部分性脾栓

塞术, 可取得止血和降低门静脉压力的双重疗

效[15,16]; 再出血时有条件也可选择TIPS治疗[17]. 
我们有两例患者PTO术后行部分脾动脉栓塞术, 
术后脾功能亢进得到明显缓解, 血细胞减少尤

其是血小板减少得以改善, 使患者的出血倾向

得到恢复, 对患者的免疫力也起到一定的保护. 
有1例因PTO术后多次出血行了TIPS手术, 术后

随访期内仍未再出血. 据魏波等[18]有关文献报

道, TIPS联合胃冠状静脉栓塞术较单纯TIPS可
降低术后1年内的再出血率. 再出血可导致肝功

■名词解释
经 颈 静 脉 肝 内
门 静 脉 分 流 术
(TIPS): 是采用介
入放射方法, 经颈
静脉途径在肝内
肝静脉和门静脉
主要分支间建立
通道, 置入支架以
实现门体分流.

图 5 术后1 mo CT复查结果. 食管胃底曲张静脉丛消失, 生

物蛋白胶分布如初, 未出现移位.

21 cm
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进一步能恶化, 而肝功能的进一步恶化使患者

预后更加不良. 因此, 对于最初控制出血失败或

早期复发出血的患者, 接受补救性TIPS治疗仍

可作为控制出血的有效措施. 
总之, 经皮经肝食管胃底静脉栓塞术简便易

行, 技术成功率接近100%, 与食管曲张静脉套扎

相比近期止血效果较好, 尤其是对于Child C级
肝硬化急性消化道出血的患者, PTO无疑是一种

值得推广应用的治疗方法. 以生物蛋白胶作为

栓塞剂操作简单、使用安全、栓塞效果好, 无
明显术中术后的不良反应的发生, 是栓塞胃曲

张静脉、控制消化道大出血安全、实用的治疗

方法, 扩大了介入治疗的适应证及生物蛋白胶

的使用范围. 随着介入技术的发展, 联合各种断

流术、分流技术及栓塞材料, PTO会越来越多地

应用在食道胃底静脉曲张的治疗上. 
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■同行评价
经皮经肝食管胃
底曲张静脉栓塞
术治疗胃底食管
静脉曲张破裂出
血是目前临床较
常用的一种治疗
方法, 以生物蛋白
胶作为栓塞剂操
作简单、使用安
全、栓塞效果较
好, 在急诊止血方
面与食管套扎相
比, 是该文章的一
个特点.
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■背景资料
胃癌常见的大多
以单发形式出现, 
部分可以多中心
形式发生. 胃内同
时存在2个或2个
以上独立的癌灶
者为多发性胃癌
又称多原发胃癌
(MPGC). 公认的
多发性早期胃癌
的诊断标准: 各病
灶在病理组织学
上有恶性表现; 从
组织学角度上各
病灶之间存在正
常的胃黏膜而彼
此隔离; 1个病灶
并不是从其他病
灶的局部进展或
转移而来的.
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Abstract
Multiple early gastric carcinoma is a relatively 
rare clinical entity and is easy to be misdiag-
nosed for missing tumor lesions. Here we report 
such a case in a patient who was diagnosed with 
this rare disease by postoperative pathology af-
ter two surgeries. Major causes of misdiagnosis 
of this disease include the lack of experience 
with multiple early gastric carcinoma, limita-
tions of medical examinations, and poor patient 
compliance. To increase the detection rate of 
multiple early gastric carcinoma, clinicians 
should increase knowledge about this disease 
to raise awareness. Chromoendoscopy and 
magnifying endoscopy should be used when 
conventional endoscopy is not enough to help 
establish a diagnosis. Careful intraoperative ex-
amination should also be guaranteed. Moreover, 

pathological examination of continuous sections 
of surgical specimens is necessary for a definite 
diagnosis.

Key Words: Multiple; Gastric carcinoma; Early; Di-
agnosis
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Xiaohua Zazhi  2012; 20(30): 3403-3405

摘要
多发性早期胃癌在临床上比较少见, 胃镜检
查及诊断上容易遗漏病灶而误诊. 本病例患
者行两次外科手术, 术后病理均证实为多发
性早期胃癌. 分析误诊原因为临床医师对该
病认识不足, 很多检查措施存在自身局限性, 
患者不配合医师检查. 临床医生应拓宽思路, 
完善疾病知识, 主观上重视疾病, 术前必要时
行染色内镜或放大内镜检查, 术中探查全面
仔细, 术后病理行连续切片, 提高多发性早期
胃癌的检出率.

关键词: 多发性; 胃癌; 早期; 诊断
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0  引言

胃癌是常见的消化道肿瘤, 而亚洲又是其高发

地区, 胃癌患者5年生存率也比较低[1]. 胃癌常见

的大多以单发形式出现, 部分可以多中心形式

发生. 胃内同时存在2个或2个以上独立的癌灶

者为多发性胃癌又称多原发胃癌(multiple pri-
mary gastric carcinomas, MPGC)[2]. MPGC多见

于早期胃癌, 约占全部胃癌患者的9.0%[3]. 多发

性早期胃癌的发病率近年来有逐步增高的趋势, 
MPGC在可切除胃癌中的比例为0.8%-10.7%, 各
学者报道的结果也不一致, 并且MPGC在早期胃

癌中的发生率较其在进展期胃癌中的发生率高[4]. 
目前比较公认的多发性早期胃癌的诊断标准[5]: 

■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
该病例发病率虽
逐 年 上 升 ,  但 总
体发病率还是较
低 ,  还 需 要 内 镜
医师、外科手术
医师、病理医师
三 方 合 作 ,  增 加
对疾病的重视程
度 ,  从 而 减 少 误
诊 ,  真 正 使 患 者
受益.

各病灶在病理组织学上有恶性表现; 从组织学

角度上各病灶之间存在正常的胃黏膜而彼此隔

离; 1个病灶并不是从其他病灶的局部进展或转

移而来的. 本文就2011-11于我院术后诊断为多

发性早期胃癌的1例病例作报道并阅读相关文

献, 分析总结多发性早期胃癌术前、术中与术

后临床诊断的注意要点.

1  病例报告 

患者, 女, 55岁, 因“进食哽噎感半年”入院. 入
院查体腹部无阳性体征, 门诊胃镜: 浅表性胃

炎, 贲门炎; 病理: (贲门)黏膜固有层见小凹上

皮生长紊乱, 上皮具有轻度异型性, 倾向为黏膜

内癌; 超声内镜: 贲门黏膜异型增生. 入院诊断: 
贲门黏膜异型增生. 查肿瘤标志物均正常. 完善

术前诊断行内镜下黏膜剥离术(endoscopic sub-
mucosal dissection, ESD), 术中胃镜所见: 贲门

下胃底可见大小约1 cm×2 cm增生黏膜, 表面

充血粗糙, 形态不规则. 术后病理(贲门大黏膜

切除标本)示: 腺癌, 部分为印戒细胞癌, 癌组织

位于黏膜浅层固有层内. 脉管内未见明确癌栓, 
切缘未见癌组织残留. 免疫组织化学(2个蜡块): 
癌细胞表达CK(+). 外科会诊后行“根治性近端

胃大部切除术”, 术中探查胃周未触及肿大淋

巴结, 术中标本胃黏膜未见明显病灶. 术后病理

示: 胃多灶性低-中分化腺癌, 部分为印戒细胞

癌, 癌组织局限于黏膜固有层内(黏膜内癌), 小
灶区食管黏膜固有层内见癌组织浸润, 未见明

确神经及脉管侵犯. 病灶位于贲门前壁、胃体

小弯及前后壁. 标本上切缘及送检“吻合圈”2
枚均未见癌组织残留, 癌组织紧靠标本下切缘

(约2 mm), 胃周淋巴结未见癌组织转移. 病理分

期: ⅠA(T1, No, cMo). 临床结合病理, 考虑癌

灶为多发的, 全院多科室(普外科、消化科、肿

瘤科、病理科)会诊后, 行“残胃切除术”, 术
中标本胃黏膜肉眼观未见明显异常, 术中病理

快速报: 未见明显恶性; 术后常规病理示(远端

胃): 胃浅表平坦型多灶性黏膜内癌(中低分化

腺癌, 部分为印戒细胞癌), 脉管内未见明确癌

栓, 神经未见明确癌组织侵犯. 标本上下切缘均

未见癌组织浸润. 胃周查见淋巴结1枚未见癌组

织转移. 癌周胃黏膜示轻度慢性萎缩性胃炎伴

肠上皮化生. 胃残端, 食道切缘原吻合口, 第6组
淋巴结未见癌组织转移. 食管空肠吻合圈未见

明确癌组织浸润. 患者术后半年随访未见肿瘤

复发转移.

2  讨论

M P G C在临床上不多见 ,  未引起临床医师

的重视 .  随着现在早期胃癌诊断率的增加 , 
M P G C亦逐渐增加 .  但其术前漏诊率较高

(14.5%-61.4%)[6]. 多发性早期胃癌特点: 癌组织

浸润深度多在黏膜层, 大小多数在0.5 cm左右, 
病变部位多数在胃体上部、幽门部及小弯处, 
与首先发现病灶的部位和病灶间的距离无关[6]. 
本病例患者病灶累及贲门、胃体、胃窦多部位, 
癌组织局限于黏膜固有层内(黏膜内癌). 通过对

本病例的分析及结合相关文献, 我们发现MPGC
尤其是早期胃癌的漏诊率高[7], 原因在于: (1)临
床医师及辅助人员对病例的认识不足, 警惕性

不高, 满足于单个病灶的发现、切除, 主观认为

已经确诊并医治, 却忽略可能存在的其他多发

癌灶, 另外临床医生术前对患者的术前检查未

做详细全面的分析, 遗漏一些重要的影像学检

查结果, 导致术中、术后诊断与术前诊断不符, 
目前检查手段多样, 但各有局限性, 胃镜主要通

过肉眼直接形态学观察诊断胃内腔黏膜病变、

病变部位、形态及病变范围, 并可行活组织检

查明确病变性质. 但普通胃镜对多发性早期胃

癌, 特别是微小胃癌极易漏诊, 多为肿瘤直径较

小、周围无黏膜皱襞集中的平坦型及凹陷型早

期病灶. 消化道钡餐检查虽可以对全胃作检查. 
但有时钡剂附着不良, 尤其是早期胃癌, 从而影

响诊断结果; (2)患者对检查抱有抵触情绪, 尤其

是一些有创检查如胃镜活检等. 内镜操作时患者

配合差, 临床医生不能顺利全面的观察胃壁黏膜

的情况, 也会对最后诊断的结果产生影响[8,9].
术前MPGC的明确诊断, 对手术适应证判

断、手术部位及手术方式的决定均有重要意义, 
使患者能够早期诊断, 早期治疗, 延长患者生

存时间. 通过对本病例的学习分析及结合相关

文献, 降低MPGC尤其是早期胃癌漏诊率, 我们

总结出一些经验: (1)我们临床医师首先要掌握

MPGC的特点: MPGC大多数为早期胃癌, 胃黏

膜高度萎缩、广泛肠上皮化生、异形性增生的

60岁以上的高龄男性为MPGC的高危人群[10], 对
高危患者在诊断及检查过程中要充分意识到有

MPGC的存在可能, 不能满足于发现一处病灶而

忽略对其他部位的详细检查, 胃镜操作的技术

亦与胃癌病灶检出率有密切的关系[11], 操作内镜

医师如经验不足, 操作困难, 可及时请教上级医

师协助, 只有熟练的操作技术、轻柔的手法, 才
能有充足的时间细微观察, 尽可能减少病灶的

■相关报道
研究认为, 胃癌属
于多中心起源即
在 早 期 阶 段 ,  肿
瘤呈多中心发生, 
且大多数癌灶间
距 离 较 近 ;  随 着
肿 瘤 不 断 生 长 , 
癌灶逐渐靠近并
融合为单个较大
癌 灶 .  至 肿 瘤 进
展期时已难以分
辨癌灶是单发还
是 多 发 融 合 .  因
此, MPGC在早期
胃癌中的比例往
往高于进展期胃
癌 .  国 内 报 道 早
期胃癌中MPGC
占14%-30%,  而
进展期MPGC仅
占2.29%. MPGC
的预后与单发肿
瘤没有显著差异. 
MPGC的复发率
为18%, 单发肿瘤
为10%; MPGC的
5年生存率为90%, 
单发肿瘤为94%.
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遗漏; (2)从MPGC的诊断技术方面分析胃镜检

查相比较X线而言有较高的确诊率, 有关文献报

道多发性早期胃癌内镜检查诊断率为63.0%, X
线造影检查诊断率为46.6%[10]. 现在胃镜检查已

普及, 胃镜检查时应以远镜大视野观察全貌与

近镜逐步寻找相结合, 如近距离发现黏膜有色

泽的改变、小颗状隆起、粗糙、小糜烂、小凹

陷、边缘不整齐的小溃疡等改变, 要及时钳取

组织, 始终要考虑到有可能为多发性病变, 这样

才能不至于漏掉每一个可疑之处. 对可疑早期

胃癌用色素法和多点活检法联合检查, 这样能

有效提高MPGC漏诊病灶的检出率. 内镜医师

在内镜操作时对有怀疑的部位可以行染色内镜

处理, 国外报道用刚果红-美蓝双色素胃镜检查

对Ⅱ型早期胃癌检出率达89%, 而一般胃镜仅

28%; 对微小胃癌检出率达75%, 而一般胃镜仅

25%. 国内早期胃癌的常规内镜检出率较低, 色
素内镜下的检出率目前尚无大样本报道[12]. 目
前而言, 通过染色内镜可以增强内镜医生的诊

断能力, 并且用于染色内镜的各种染料是安全

便宜的, 能被传统内镜使用; 但是他们也受主观

影响, 同时也没有统一的衡量标准, 其应用范围

有待进一步发掘. 另外在医疗条件许可的医院

可行放大内镜检查. Tajiri等[13]通过对胃黏膜类

型和毛细血管形态观察, 并与实体显微镜和组

织病理学检查对照, 发现放大内镜对早期胃癌

的诊断敏感性和特异性分别是96.0%和95.5%, 
明显高于普通内镜; (3)术前检查除了胃镜和活

检以外, 完善的影像学检查也能提高多发性早

期胃癌的检出率. 如术前CT尤其是螺旋CT的检

查, 不仅能发现胃周和远处淋巴结及脏器的转

移, 同时能发现一些漏诊的病灶, 尤其是侵及肌

层以上的病灶. 胃钡餐造影尤其是低张气钡双

重造影检查, 不仅能全面连贯的观察整个胃壁

的情况, 更能清楚地显示胃黏膜的细微结构, 对
早期胃癌的诊断有独特的效果; (4)术中应仔细

行全胃的探查, 不能满足于找到一个病灶, 术中

应及时剖视标本, 如见胃黏膜病变范围广泛, 建
议立即术中活检, 以免漏诊. 术中发现多发性病

变, 涉及贲门和胃窦, 建议全胃切除; 如第1次术

中未行活检, 术后病理提示MPGC, 建议行2次手

术行残胃切除; 如患者及家属拒绝手术则需定

期胃镜检查残胃, 密切观察残胃黏膜的变化情

况[14]; (5)术中快速未见明确恶性, 术后标本需行

连续病理切片检查以降低漏诊率. 不能满足于

单做肉眼发现的病灶的病理切片. Kosaka等[15]研

究发现, 只对肉眼发现异常的病变进行病理切

片检查, 发现多发癌的概率仅为5.9%, 而对全胃

标本进行连续病理切片检查, 其发现多发癌的

概率为13.2%.
通过本例病例及相关文献的学习, 希望能

增加我们对MPGC尤其是早期胃癌的认识, 减少

尤其是早期胃癌肉眼观未见异常的病例的误诊, 
提高多发性早期胃癌的检出率, 为临床医生的

诊断提供帮助.
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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
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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

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
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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

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2012年国内国际会议预告

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

2012-09-28/10-02 
第37届欧洲临床肿瘤学会年会(ESMO2012)
会议地点: 奥地利维也纳
lhgj_jihcc@163.com

2012-10-11/14 
第三届国际肿瘤表观遗传学研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: epigeneticmeeting2012@gmail.com

2012-10-12/15 
国腹腔镜技术新进展与改良后手术治疗2型糖尿病手术
教学研讨会
会议地点: 齐齐哈尔市
联系方式: bjgzgt@163.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

2012-10-19/21
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

2012-10-19/21
中日友好医院国际肠胃外科高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: lckyhy@126.com

2012-10-19/21
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

2012-10-21/11-10 
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

2012-10-31/11-03
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

2012-11-09/11
2012中国结直肠肛门外科学术会议暨中华医学会外科学
分会结直肠肛门外科学组学术年会
会议地点: 广州市
联系方式: 15813300382 

2012-11-16/18 
2012中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市 
联系方式: cma_spa@163.com 

2012-12-07/11 
第12届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2012内镜/
介入/放射及肿瘤微创外科新技术国际论坛
会议地点: 昆明市
联系方式: 283409817@qq.com或7420hjh@sohu.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

樊冬梅 副主任医师

广州中医药大学第一附属医院消化内科

樊红 教授 

东南大学基础医学院遗传与发育生物学系

傅思源 副教授

东方肝胆外科医院肝外三科

傅晓辉 副教授

东方肝胆外科医院

高英堂 研究员 

天津市第三中心医院, 天津市肝胆疾病研究所分子细胞室  

官泳松 教授 

四川大学华西医院放射科

韩天权 教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院外科, 上海消化外科研究所

何晓顺 教授 

中山大学附属第一医院

姜相君 主任医师 

青岛市市立医院消化科

金山 教授

内蒙古医学院附属医院普通外科

刘丽江 教授 

江汉大学肿瘤研究所

刘平 教授

南京医科大学第一附属医院(江苏省人民医院)肿瘤科

刘占举 教授

同济大学附属上海市第十人民医院

龙学颖 副主任医师

中南大学湘雅医院放射科

                                                                 • 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！

倪才方 教授

苏州大学附属第一医院介入科

孙星 副教授

上海交通大学附属第一人民医院普外科

唐南洪 教授

福建医科大学附属协和医院省肝胆外科研究所

王德盛 副主任医师

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

王文跃 主任医师

中日友好医院普通外科

王铮 副研究员

同济大学附属第十人民医院暨上海市第十人民医院超声科

 

魏睦新 教授

南京医科大学第一附属医院

杨江华 副教授 

皖南医学院弋矶山医院感染科

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

于聪慧 教授

中国人民解放军北京军区总医院肝胆外科

禹正杨 副教授

南华大学附属第一医院

袁友红 副教授 

湖南省人民医院科研部(放射与介入科)

张占卿 主任医师

上海市复旦大学公共卫生中心肝脏病学、传染病学

赵刚 副教授

协和医院胰腺病研究所

张志坚 教授

福州总医院消化内科

www.wjgnet.com
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