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Abstract
Since the introduction of the Milan criteria in 
1996, liver transplantation has become a stan-
dard therapy for end-stage liver diseases and 
hepatocellular carcinoma. In recent years, liver 
transplantation has developed greatly. Survival 
rates after liver transplantation have markedly 
improved as a result of improved operative 
techniques,use of immunosuppressants, etc. But 
infection, especially enterogenic infection, is still 
the most disturbing complication in patients un-
dergoing liver transplantation. This article gives 

an overview of infection after liver transplanta-
tion and focuses on the discussion of enterogenic 
infection in terms of its pathophysiology, risk 
factors, outcome, diagnosis and treatment.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Liver transplantation; Infection; Entero-
genic infection 
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摘要
从1996年引进米兰的标准(Milan criteria, MC)
来, 肝移植已经成为了一个标准的治疗终末期
肝病和肝细胞癌的方法. 近年来, 肝移植取得
了显著的进步. 随着手术方式的改进和免疫抑
制剂的应用等, 肝移植后的生存率明显提高. 
但肝移植术后感染尤其是肠源性感染仍然是
术后治疗过程中最棘手的问题之一. 我们简要
的概括了肝移植后感染的一般情况, 针对肠源
性感染的病理生理、危险因素、并发症、诊
断以及治疗进行了重点论述. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 肝移植; 感染; 肠源性感染

核心提示: 本文对肝移植术后肠源性感染的相关研

究进展进行综述, 对肝移植术后预防此类感染的临

床和基础研究有一定的借鉴意义. 

穆靖洲, 陈秋宇, 孙春阳, 吴云红, 朱亮. 肝移植后肠源性感染

的研究进展. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 1055-1061 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1055.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1055

0  引言

自1963年成功开展第1例肝移植手术以来, 肝脏

移植已作为治疗终末期肝病的常规手术[1,2]. 从

■背景资料
肝移植是标准的
治疗终末期肝病
和肝细胞癌的方
法. 近年来, 随着
手术方式的改进
和免疫抑制剂的
应用, 肝移植术也
得到了空前的发
展. 但肝移植术后
的肠源性感染一
直是阻碍肝移植
术后存活率提高
的重要因素. 
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1996年引进米兰的标准(Milan criteria, MC)来[3], 
肝移植已经成为了一个标准的治疗终末期肝病

和肝细胞癌的方法[4,5]. 近年来, 肝移植术得到了

空前的发展, 临床肝移植已取得明显进展. 在美

国, 每年大约有5 000-6 000终末期肝病患者(end-
stage liver disease, ESLD)接受肝移植[6]. 在我

国 ,  近几年肝移植年完成数量在2 000-2 500
例之间[7]. 在过去十年, 肝移植后的生存率有了

稳步提高, 1年生存率超过90%, 8年生存率接近

70%[8]. 越来越多新型免疫抑制剂的使用, 减少

了移植后排斥反应的发生率, 但同时也增加了

患者感染和癌症发生的可能[9]. 现有的研究表

明: 肝脏移植受体术后最常见的死因是感染. 在
Cervera等[10]的研究中, 终末期肝病患者移植术

后, 细菌感染的发病率为36%(34例), 真菌感染

的发病率为12%(11例)和巨细胞病毒(cytomega-
lovirus, CMV)感染的发病率为11%(10例), 感染

相关性死亡(11例)是死亡(13例)最常见的原因, 
占85%. 肝移植术后发生感染易引发全身炎症

反应综合征(systemic inflammatory response syn-
drome, SIRS)甚至原发性移植肝无功能(primary 
graft non-function, PNF)及多器官功能障碍综合

征(multiple organ dysfunctionsyndrome, MODS). 
目前, 肝移植术后的肠源性感染成为阻碍肝移

植人群存活率提高的重要因素, 因此防治肝移

植术后的肠源性感染有一定的科学研究意义和

重要的临床应用价值. 

1  肝移植后感染的一般情况

在肝移植患者中 ,  有将近2/3的患者发生过感

染[11]. 在Fishman等[12]的研究中, 肝移植后发生

感染的患者中, 细菌感染占50%-60%, 病毒感染

和真菌感染分别占20%-40%和5%-15%. 同时, 
国内也有相似报道肝移植患者术后并发感染率

为65.2%-70.9%[13,14]. 在Pfitzmann等[15]记录了524
位原位肝移植术后(orthotopic liver transplanta-
tion, OLT)患者的1 049感染(43.3%是女性, 56.7%
是男性), 在治疗的880例感染中, 464例是细菌感

染, 有症状的感染642例, 其中, 病毒感染(主要是

CMV感染)108例, 真菌感染70例. 
对于肝移植术后感染时间来看, 肝移植术后

早期(0-9 d)感染率为73.1%. 细菌感染在术后第

1个月最常见, 病毒感染多发生在术后的第2、3
个月. 感染发生在移植后第1个月内, 与移植前

因素和移植后并发症相关, 绝大多数细菌感染

在此期. 而在移植后1-6 mo时, 这时病毒感染开

始增加, 如CMV的感染或复发, 在移植后6 wk达
高峰期, 这一时期免疫排斥反应也最强烈. 此时

也会发生其他一些病毒的感染, 但EB病毒的感

染会晚一些. 肝移植半年后出现感染性疾病较

少见, 主要为发生慢性免疫排斥的患者和需要

用大剂量免疫抑制药维持患者[12,16]. 

2  肝移植后肠源性感染

肝脏与肠道同属消化器官 ,  存在密切的解剖

学、生理学关系, 肝脏的功能直接影响肠道功

能[17]. 肠道内存在大量的微生物, 健康完整的肠

黏膜屏障能防止肠内细菌和毒素进入循环. 肠
屏障功能通常用肠黏膜的完整性和通透性两个

因素代表. 肠道细菌移位(bacterial translocation, 
BT)是指肠道细菌突破肠道屏障进入肠系膜淋

巴结(mesenteric lymph nodes, MLN)或一些原本

无菌的部位. 发生BT有宿主方面的因素如肠壁

通透性增加、免疫力下降, 也有细菌方面的因

素如菌群失调或过度生长. 健康的机体偶有BT
发生, 但进入MLN或血流的细菌会马上被免疫

系统清除, 不产生危害. 病理情况下, 胃肠道黏

膜屏障功能被破坏, 肠道黏膜通透性增加, 胃肠

道菌群微生态异常, 从而发生BT或内毒素血症, 
进一步可引起肠源性感染及失控性炎症反应, 
导致MODS[18]. 
2.1 肝移植后肠源性感染的危险因素 最近有证

据表明微生物移位(microbial translocation, MT), 
不仅肝硬化患者可能会发生, 而且在几个肝脏

疾病的早期阶段, 包括酒精性肝病和非酒精性

脂肪性肝病中也会发生. 不过机制不同, 如小肠

细菌过度生长, 肠黏膜通透性增加, 免疫功能受

损, 都可能促进MT的发生[19]. 在肝硬化时, 由于

胃肠道淤血、胆汁流异常、免疫功能下降, 存
在肠道屏障功能下降、菌群失调现象, 可促发

细菌穿过肠壁进入MLN或其他原本无菌的部

位而发生BT. 肝癌患者在肝硬化的基础上, 也存

在肠黏膜屏障功能障碍, 而这些患者是肝移植

的主要对象, 因此易造成术后感染[17,20]. 肝脏移

植患者多为肝脏病患终末期, 术前多数患者为

多次住院者, 患者往往因为住院时间长而使体

内聚集了大量的病原体或者已经发生了某些病

原体的隐匿感染. 既往有运用抗生素的经历, 长
期使用广谱抗生素导致正常肠道菌群紊乱. 而
且, 大多都是长期患者, 多伴有低蛋白血症、营

养不良, 这些因素使得患者成为医院感染的易

感人群. 术中门静脉、腔静脉阻断, 加速了肠黏

■研发前沿
胰 高 血 糖 素 样
肽 - 2 ( G L P - 2 ) 等
肠上皮特异生长
因 子 ,  因 其 特 异
性促肠生长的特
性和显著改善肠
屏障功能的作用, 
可为治疗肝移植
术后肠源性感染
提供了新的可行
性方法. 
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膜缺血、受损. 手术后使用神经贮钙蛋白抑制

剂环孢素A及FK506可抑制肠道上皮细胞的ATP
的合成, 干扰能量代谢[21], 在减少移植器官排斥

反应发生的同时增加了移植受者发生机会感染

的危险. 因此, 肝移植术后肠道容易出现组织结

构损伤、通透性增加、吸收功能下降, 微生态

紊乱, 屏障功能受损, 肠腔内细菌及内毒素移位, 
增加术后感染发生的可能[22,23]. 

前3 mo感染性并发症是肝移植后发病率和

死亡率的重要原因, 因为此时是免疫抑制的最

高时段. 对于带有慢性肝病的儿童肝移植时应

考虑到接受所有有效地预防措施以避免术后

感染. 感染的危险因素还包括磷酸酶抑制剂(他
克莫西和环孢菌素)、类固醇、移植肝功能不

良、重症监护延长、呼吸机依赖、肠穿孔、

再次移植以及为治疗急性排斥的抗淋巴抗体

的应用[24]. 
对于感染的危险因素, 研究发现, 感染的主

要危险与术前状况、手术因素及免疫反应多

种因素有关[25]. 回顾性研究显示术前携带甲氧

西林耐药金黄色葡萄球菌者术后易发展为脓

毒症, 应视为肝移植高危人群, 是死亡的危险

因素[26]. Hellinger等[27]进行了一项有关肝移植

手术过程感染和移植物衰竭或患者死亡之间的

关系研究, 肝移植外科手术后一年内感染患者

的状况, 具体方法是用Cox proportional hazards 
models: 相关危险因素(risk ratio, RR)来估计95%
的可信区间(confidence interval, CIs), 来研究危

险因素与患者移植物衰竭或患者死亡之间的关

系. 结果显示, 研究的370名患者中, 66(18%)例
发生了外科手术感染, 57(15%)例死亡或移植后

一年内移植物衰竭. 正常情况下供肝质量和受

体体质量的比例应>1%, 比例介于1%-3%的生存

率为91.8%, 介于0.8%-1.0%的生存率为79.5%, 
<0.8%的生存率仅为59.7%. 供肝质量和受体体

质量的比例<1%(RR = 2.56; 95%CI: 1.17-5.62; P  
= 0.019), 增加手术时间[RR = 1.19(1-hrincrease); 
95%CI = 1.03-1.37; P  = 0.018], 这两点都增加了

手术感染的风险. 外科手术的感染增加了患者

术后一年的移植物衰竭和患者死亡的危险(RR = 
3.06; 95%CI: 1.66-5.64; P <0.001). 肝移植术后细

菌感染取决于器官缺血时间及是否透析、机械

通气. 真菌感染取决于外科手术时间、移植前

血浆白蛋白浓度. 侵入性真菌感染取决于输血

数量、移植前血浆白蛋白浓度及是否为再次移

植. 经过多元分析表明: 输血、透析、静脉营养

时间、外科手术时间过长和出现排斥反应均是

感染的危险因素[28]. 
2.2 肝移植后肠源性感染致病菌的种类 有文献

记载肝移植的术后细菌感染的主要病原菌为肠

球菌、阴沟肠杆菌、大肠杆菌等肠道机会致病

菌, 提示BT可能是引起肝移植术后感染的一个

重要因素. 术后感染部位、病原菌的分布情况

随术后时间的推移而有所差异. 早期感染以革

兰氏阴性杆菌为主, 感染易发于呼吸道、腹腔; 
随着抗感染治疗的进行, 血液、胆道成为易发

部位, 肠球菌、真菌、高产AmpC酶与ESBLs酶
的阴沟肠杆菌等成为感染的主要病原菌, 而这

些细菌具有更大的危害性, 与肝移植术后患者

的死亡密切相关[29]. Kim等[30]观察了43名儿童患

者的74次感染发作, 有42次(57%)发生在肝移植

术后1 mo内, 有73次(99%)发生在肝移植术后6 mo
内. 在这74次感染中, 41次(55%)为革兰氏阴性

菌, 32次(44%)为革兰氏阳性菌, 还有1次(1%)为
厌氧菌感染. 而最常见的革兰氏阴性细菌是肠

道细菌如肺炎克雷伯氏菌(12次, 16%)、阴沟肠

杆菌(7次, 10%)、大肠杆菌(2次, 3%)、弗氏柠

檬酸杆菌(2次, 3%)和产气肠杆菌(1次, 1%). 可
见, 肝移植术后感染以肠源性感染为主. 
2.3 肝移植后肠源性感染的并发症 细菌除能通

过肠道移位直接引起感染外, 细菌内毒素也能

通过异常的上皮屏障进入血液循环, 在正常情

况下, 细菌内毒素可少量吸收入门静脉, 但很快

被肝枯否氏细胞清除. 当肠屏障功能受损、肝

枯否氏细胞清除能力下降时, 可发生内毒素移

位, 引起内毒素血症. 外科手术、创伤、休克等

所产生的血流动力学改变, 可导致肠道的低灌

注状态, 损害肠道黏膜屏障功能, 进而导致肠腔

内常驻菌发生移位进入血液循环, 再侵入组织, 
形成所谓内源性感染[31], 而感染之后既发导致

的脓毒血症是肝移植失败主要原因, 参照脓毒

血症诊断标准,又将感染程度分为SIRS、脓毒血

症、严重脓毒血症、脓毒血症休克和MODS 5
个阶段[32]. 在脓毒血症治疗中, 约1/3患者体内找

不到原发感染灶, 虽经各种抗生素治疗仍不能

控制脓毒症发展而发生MODS, 导致死亡. 这类

患者和动物模型体内常存在肠道细菌和毒素明

显移位, 诱发和促进严重创伤、休克和感染后

“二次打击”的发生和发展, 因此, 肠道可能是

脓毒血症的感染源, 失控的SIRS是MODS发生、

发展的重要病理基础, 而胃肠道可能是促发SIRS
失控的重要环节. 许多肝病例如肝硬化造成肠黏

■创新盘点
本文总结了近十
年来肝移植术后
感染的相关文献, 
对肝移植术后感
染尤其是肠源性
感染从机制、预
防、治疗及预后
各个方面进行了
较为详细完整的
阐述.
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■名词解释
肠 源 性 感 染 :  肠
道是人体最大的
“ 储 菌 所 ” 和
“内毒素库”. 健
康情况下肠黏膜
有严密的屏蔽功
能. 肠源性感染指
当肠黏膜屏蔽功
能受损或衰竭时, 
肠内致病菌和内
毒素可经肠道移
位而导致的全身
性感染.

膜屏障损害, 使肠道内毒素和细菌进入血液或腹

腔导致脓毒血症、内毒素血症和自发性腹膜炎, 
使病情进一步加重, 造成恶性循环[20].  
2.4 肝移植后肠源性感染的诊断 细菌的鉴定: 首
先, 制备革兰氏染色图片去确定他们是否是球

菌或杆菌之后确定是革兰氏阳性菌或革兰氏阴

性菌; 其次, 通过Vitek-32细菌分析仪进行鉴定. 
革兰式阳性球菌用GPI卡检测; 革兰氏阴性杆菌

用GNI卡检测; 真菌用YBC卡检测[33]. 
2.5 肝移植后肠源性感染的防治 肠源性感染作

为肝脏移植受体术后死亡的最常见原因之一, 
应该成为防治肝移植后肠源性感染的重要指标. 
2.5.1 抗生素: 抗生素的常规经验性用药, 目前来

说, 仍然是预防术后感染的重要手术之一[34,35]. 
对于移植术后细菌感染的防治多选择哌拉西林

或环丙沙星加阿莫西林, 如有厌氧菌感染加甲

硝唑, 有效率达60%[36]. 术后的第1周来自静脉行

的革兰氏阳性菌是导致败血症的重要原因, 术
中或者术后应用抗生素预防革兰氏阴性菌导致

的败血症并不常见[24]. 即使有抗生素的预防, 术
后细菌感染仍然很常见, 而且大量广谱抗生素

的使用, 导致了多重耐药菌的出现, 但通常认为: 
经验性哌拉西林单一疗法是治疗移植后感染的

有效药物[37]. 对于术后严重的肠球菌感染(例如

菌血症、心内膜炎)需要联合使用抗生素. 菌血

症最常见来源为腹腔内部; 其次为血管内导管. 
万古霉素是最重要的治疗药物, 很少出现耐药. 
替考拉宁是另外一种糖肽类药物. 这两种药物

对耐甲氧西林葡萄球菌和其他革兰氏阳性球菌

均有效[38]. 
2.5.2 营养支持: 将要接受肝切除和肝移植的肝

硬化患者, 常常出现营养不良. 围术期给予肠内

外营养可以减少肝脏手术的并发症和死亡率[39], 
而肝移植术后选择正确的营养支持方式对促进

患者尽早康复有着重要的作用. 目前研究较多

的营养素有谷氨酰胺、精氨酸、ω-3脂肪酸、

核苷和核苷酸、膳食纤维、生长激素等[40]. 
谷氨酰胺是肠黏膜和淋巴细胞的重要营养

物质, 人体内的谷氨酰胺池的耗竭会导致小肠

上皮细胞萎缩, 并可能损害肠屏障, 降低机体免

疫功能, 促进细菌移位及感染的发生[41]. 谷氨酰

胺通过抑制TLR2、4 mRNA的表达, 减轻肠组

织的损伤[42]. 患者静脉输注谷氨酰胺双肽, 可以

较好地维护术后血浆蛋白水平, 通过维护应激

状态下机体免疫功能及维护肠黏膜通透性, 从
而减少感染发生率[41].  

由肠内营养供给的膳食纤维, 其来源于植

物, 是不被小肠中消化酶水解的多糖和极少量

木质素的总和. 膳食纤维可使黏液产生, 而黏液

是肠道防卫功能的主要成分, 能防止细菌黏附

于黏膜上皮细胞而形成菌落. 膳食纤维对结肠

黏膜的完整性有显著的保护作用, 其发酵产生

的短链脂肪酸尤其是丁酸, 可刺激黏膜细胞的

生长与胰液的分泌, 增加结肠的血流量, 也可以

帮助缓解术中肠道淤血造成的肠道黏膜损伤[31].    
2.5.3 选择性肠道净化: 肠道微生物群落不仅参

与营养的消化, 还可以形成一道对抗病原微生

物的屏障, 起到局部免疫的作用. 肠道微生物紊

乱会导致微生物紊乱, 从而诱发感染[19,43]. 选择

性肠道净化(selective intestinal decontamination, 
SID)是一种预防策略, 即是通过口服不被吸收的

肠道抗生素, 选择性地清除肠道中可能致病的需

氧的革兰氏阴性菌及酵母菌, 同时保留肠道中厌

氧菌的定殖抵抗力, 以达到预防感染的目的[44]. 
使用选择性肠道净化可以调整肠道微生物群, 
预防肠道增生和细菌易位[19,43]. 在德国败血症和

血液感染的相关领域的工作者也建议通过选择

性肠道净化来预防机械通气患者的二次感染[45].
2.5.4 胃酸的保持: 胃酸的降低可使胃及十二指

肠内的杀菌作用下降, 肠道内细菌过度增生, 从
而诱发细菌移位, 引起肠源性感染的发生. Bavi-
shi等[46]和Bajaj等[47]的研究证明, 使用质子泵抑

制剂(proton pump inhibitors, PPIs)后, 胃酸减少, 
胃内pH值升高, 使细菌在上消化道定殖, 可以引

起细菌生长过度和移位, 从而增加肠道细菌感

染的发生率. 因此, 在使用胃黏膜保护剂时尽量

使用不降低胃酸的保护剂, 如前列腺素E等[48]. 
2.5.5 益生菌: 益生菌(probiotics)是一类活菌制

剂, 一方面促进肠黏膜修复, 维护屏障的完整

性, 另一方面参与膜菌群构成坚固的肠生物屏

障, 从而抑制腐败菌生长, 减少肠源性内毒素、

氨、胶等代谢产物吸收入血. 另外, 益生菌可合

成多种营养素, 调节机体营养代谢, 促进胃肠蠕

动, 调整胃肠功能, 复活机体免疫机制, 提高机

体免疫力等. 现有的一些实验和临床研究表明, 
益生菌(主要是乳酸杆菌)可能会减少肠道机会

性致病菌的数量和恢复肠道已紊乱的屏障功

能, 能够减少肠道壁的渗透性, 减少细菌移位, 
这对于预防肝移植后感染极其重要. 对于肝移

植后或选择性外科手术后的患者, 在胃肠道上

使用不同菌株的益生菌预防, 将使得术后感染

率降低3倍[49-51].
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2.5.6 肠上皮特异性生长因子: 胰高血糖素样肽

-2(glucagon-like peptide-2, GLP-2)是新近发现的

肠上皮生长因子, 是胰高血糖素原基因在肠道

内分泌L细胞特异表达翻译后处理加工的33氨
基酸的多肽, 分子量3900 kDa, 大量的动物实验

和临床研究表明GLP-2能促进正常小肠的生长

和病理损伤肠黏膜的修复[52,53], 与以往的多肽类

生长因子不同, GLP-2的作用具有肠道特异性, 
且促生长作用更强. GLP-2的诸多优点显示了

GLP-2良好的临床应用前景, 目前GLP-2治疗溃

疡性结肠炎和短肠综合征分别进行了Ⅱ期和Ⅲ

期临床实验[54,55]. 我们研究也证明, GLP-2可减轻

小肠瘀血-再灌注损伤[56](肝移植过程中无肝期

存在的肠道损伤过程).

3  结论

由于使用免疫抑制药物和手术创伤等因素, 感
染性疾病仍旧是肝移植术后患者的一种严重并

发症, 术后感染仍是导致死亡的主要原因, 肝移

植术后的感染是肝移植领域的重点和难点问题. 
肝移植术后的感染一般包括细菌、病毒、真菌

等. 肝移植术后感染的发生率为47%-80%, 病死

率达13%-36%, 以肠源性感染最为常见, 发生率

为35%-70%. 如何维护肝移植后肠黏膜组织结

构, 促进其结构的恢复, 保护其屏障功能, 降低

术后内源性感染的发生率, 进而促进移植肝功

能恢复和患者康复, 这对肝移植术后处于免疫

抑制状态的患者有着重要的意义, 是目前临床

亟待解决的现实问题. GLP-2等肠上皮特异生长

因子, 因其特异性促肠生长的特性和显著改善

肠屏障功能的作用, 为治疗肝移植术后肠源性

感染提供了新的可行的方法. 
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.775

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界华人消化杂志》总被引频次3871次, 影响因子0.775, 

综合评价总分65.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第5位、第7位、第5位, 分别位居1998种中国科技核心期

刊(中国科技论文统计源期刊)的第65位、第238位、第138位; 其他指标; 即年指标0.081, 他引率0.82, 引用刊数

526种, 扩散因子13.59, 权威因子1260.02, 被引半衰期4.3, 来源文献量642, 文献选出率0.93, 地区分布数29, 机构

分布数302, 基金论文比0.45, 海外论文比0.01.

  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期

刊”(《世界华人消化杂志》编辑部).
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Abstract
AIM: To induce HMGA2 gene silencing with 
shRNAs in gastric cancer cell line MKN-45 and 
to study the interaction between HMGA2 and 
the Wnt/β-Catenin signaling pathway. 

METHODS: A shRNA eukaryotic expression 
vector that expresses shRNAs of HMGA2 was 
constructed and transfected into gastric cancer 
cell line MKN-45. The mRNA and protein ex-
pression of HMGA2 was measured by RT-PCR 
and Western blot 48 h and 72 h after transfection 

to evaluate the effect of RNA interference. The 
mRNA and protein expression of β-Catenin, 
c-myc and cyclin D1 was also measured by RT-
PCR and Western blot. 

RESULTS: The expression of HMGA2 mRNA 
48 h after transfection was signficiantly lower in 
the shHMG-A2-1 group than in the shHMGA2-2 
group, shHMGA2-3 group, scrambled group 
and blank control group (0.58 ± 0.07 vs 0.92 ± 0.13, 
0.90 ± 0.16, 1.07 ± 0.14, 1.19 ± 0.09, all P < 0.05), 
but showed no significant difference among the 
latter four groups (all P > 0.05). Since HMGA2 
expression was most significantly silenced in 
the shHMGA2-1 group (51.3% at 48 h), the plas-
mid pLLU2G-shHMGA2-1 was chosen for use 
in subsequent experiments. The expression of 
HMGA2 protein 72 h after transfection in the 
shHMGA2-1 group was significantly lower than 
in the scrambled group and blank group (0.11 ± 
0.03 vs 0.48 ± 0.12, 0.55 ± 0.08, both P < 0.05). The 
silencing efficiency of transfection of shHMGA2-1 
was 80% at 72 h. After silencing the HMGA2 
gene, the expression of β-Catenin, c-myc and 
cyclin D1 mRNA and protein was significantly 
inhibited in the shHMGA2-1 group compared to 
the blank control group and the scrambled group 
(β-Catenin mRNA: 0.53 ± 0.04 vs 1.07 ± 0.02, 0.91 
± 0.02; β-Catenin protein: 0.44 ± 0.05 vs 0.69 ± 0.04, 
0.67 ± 0.10; c-myc mRNA: 0.39 ± 0.04 vs 0.88 ± 0.05, 
0.84 ± 0.03; c-myc protein: 0.25 ± 0.07 vs 0.75 ± 0.09, 
0.66 ± 0.10; cyclin D1 mRNA: 0.31 ± 0.02 vs 0.52 ± 
0.03, 0.51 ± 0.01; cyclin D1 protein: 0.12 ± 0.01 vs 
0.73 ± 0.12, 0.61 ± 0.07; all P < 0.05).

CONCLUSION: The recombinant plasmid 
PLLU2G-shHMGA2 could effectively inhibit 
the expression of HMGA2 gene in gastric can-
cer cell line MKN-45. Silencing of the HMGA2 
gene restrained the expression of β-Catenin and 
its downstream target genes c-myc and cyclin 
D1. HMGA2 controls the growth and apoptosis 
of gastric cancer cells possibly via the Wnt/
β-Catenin signal pathway. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

■背景资料
HMGA2与Wnt /
β-Catenin信号通
路都是肿瘤发生
的研究热点, 他们
的表达产物可以
调节其他基因的
转录, 参与细胞的
增殖与凋亡, 有研
究表明两者在胃
癌中都有异常的
激 活 ,  但 是 有 关
HMGA2对胃癌细
胞的增殖生长和
凋亡的影响以及
在胃癌的发生机
制中尤其是在信
号转导通路及其
分子机制的研究
报道相对较少.

■同行评议者
樊晓明, 教授, 主
任医师, 复旦大学
附属金山医院消
化科
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摘要
目的: 观察小分子RNA沉默HMGA2在胃癌
细胞株MKN-45的表达, 研究HMGA2对Wnt/
β-Catenin通路中主要分子β-Catenin以及下游
靶分子c-myc、CyclinD1的表达量及转录活性
的影响, 探讨HMGA2对Wnt/β-Catenin信号转
导通路的影响.  

方法: 构建针对人HMGA2基因的shRNA真核
表达载体, 瞬时转染人胃癌细胞株MKN-45, 
用RT-PCR、Western b lo t分别检测转染后
shHMGA2组、scrambled组和空白对照组细
胞中HMGA2 mRNA和蛋白的表达情况, 评
估抑制效应; 分别检测转染后3组细胞中的
β-Catenin、c-myc、CyclinD1 mRNA和蛋白的
表达水平.  

结果 :  转 染 4 8  h 后 s h H M G A 2 - 1 组 的
HMGA2 mRNA相对表达量(0.58±0.07), 与
shHMGA2-2组(0.92±0.13)、shHMGA2-3
组(0.90±0.16)、scrambled组(1.07±0.14)及
空白对照组(1.19±0.09)相比有统计学意义
(P <0.05), 其他4组相比无统计学意义(P >0.05); 
转染48 h后shHMGA2-1组的HMGA2沉默效
果最好, HMGA2 mRNA表达明显下降,抑制率
51.3%; 故选用质粒shHMGA2-1继续后续实验; 
Western blot结果显示转染72 h后shHMGA2-1
组HMGA2蛋白相对表达量为(0.11±0.03), 与
scrambled组(0.48±0.12)及空白对照组(0.55±
0.08)相比有统计学意义(P<0.05), HMGA2蛋白
表达明显下降, 抑制率80%; 沉默干扰HMGA2 
48 h和72 h后, β-Catenin mRNA和蛋白表达水
平在空白对照组(1.07±0.02, 0.69±0.04)与
scrambled组(0.91±0.02, 0.67±0.10)中无明显
差异(P >0.05), 而shHMGA2-1组(0.53±0.04, 
0.44±0.05)较之两组有明显的下降(P <0.05); 
shHMGA2-1组中c-myc mRNA和蛋白相对表
达量为(0.39±0.04, 0.25±0.07)较之空白对照
组(0.88±0.05, 0.75±0.09)、scrambled组(0.84
±0.03, 0.66±0.10)有明显下降(P <0.05), 后两
组相比较无统计学意义(P>0.05); shHMGA2-1
组中CyclinD1 mRNA和蛋白相对表达量为

(0.31±0.02, 0.12±0.01)较之空白对照组(0.52
±0.03, 0.73±0.12)、scrambled组(0.51±0.01, 
0.63±0.07)有明显下降(P <0.05), 后两组相比
较无统计学意义(P>0.05). 

结论: RNAi载体能有效地抑制HMGA2在胃癌
细胞株MKN-45中的表达, 沉默干扰HMGA2抑
制了Wnt/β-Catenin通路中的主要分子β-Catenin
以及下游靶分子c-myc、Cyc l inD1的表达, 
HMGA2基因可能是通过调控Wnt/β-Catenin
通路对胃癌细胞生长和凋亡发挥作用的.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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Wnt/β-Catenin信号通路

核心提示: HMGA2在胃癌组织中高表达, 而在正

常胃组织中几乎不表达. 沉默干扰HMGA2基因后, 
β-Catenin mRNA和蛋白的表达水平受到抑制, 使
得β-Catenin在胞质中降解, Wnt/β-Catenin信号转

导通路下游的靶分子c-myc、CyclinD1 mRNA和

蛋白的表达水平也受到抑制, 从而抑制细胞的生

长增殖和促进细胞的凋亡. HMGA家族可能通过

Wnt/β-Catenin信号转导通路最终导致胃癌的发生.  

姜丹, 赖铭裕, 陈家庄, 韦丽秀. 沉默干扰H M G A2对胃

癌细胞W n t/β-C a t e n i n信号转导通路的影响. 世界华人

消化杂志  2013; 21(12): 1062-1069 URL: ht tp: / /www.
wjgnet.com/1009-3079/21/1062.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i12.1062

0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率

仅次于肺癌、肝癌, 全球每年新发胃癌病例愈

百万, 其中41%发生在中国. 全球每年因胃癌死

亡80万人, 中国占35%[1]. 胃癌的发生、发展与

原癌基因的激活、抑癌基因的失活以及凋亡相

关基因的异常表达等均有密切的关系. 尽管近

年来对胃癌的研究取得了进展, 但大多数患者

有临床症状时都己处于晚期并出现远处转移. 
高迁移率蛋白(high mobility group protein, HMG)
是广泛存在真核生物中的一系列染色质相关

蛋白, 由于其在聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacryl-
amide gel electrophoresis, PAGE)中迁移能力较高

而得名. HMG包括3个家族: HMGA、HMGB、
HMGN. HMGA家族由HMGA1a、HMGA1b、
HMGA1c、HMGA2 4种蛋白组成. 前3种蛋白

由同一基因编码, 转录后被剪接成不同长度的

蛋白质. HMGA2则由一个断裂基因编码. 高迁

■研发前沿
Wnt/β-Catenin信号
通路中β-Catenin
进入细胞核内与
TCF/LEF结合, 激
活下游一系列的
靶分子发生效应. 
H M G A 2 作 为 构
架转录因子, 与含
有 H M G 的 D N A
结合框的TCFs家
族TCF/LEF有部
分 相 似 结 构 域 . 
HMGA2可能通过
Wnt/β-Catenin 信
号转导通路最终
导致胃癌的发生. 
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移率蛋白A家族每种蛋白都含有3个AT-钩结构

与和1个酸性C末端. HMGA2基因定位于人类第

12号染色体的q15区, 由4个内显子及5个外显子

组成, 1-3号外显子负责编码AT-钩结构, 4号外显

子负责编码AT-钩结构与酸性C末端的间隔区, 5
号外显子则负责编码酸性C末端. HMGA2蛋白

HMGA2基因的表达产物, 是一种非组蛋白染色

体蛋白, 本身缺乏转录活性, 但能通过AT-钩与

DNA结合而改变染色质的结构, 或者直接与相

关蛋白结合发生作用, 调节其他基因的转录, 从
而影响胚胎形成、组织发育和肿瘤发生等多个

过程, 又被称为“构架转录因子”. HMGA2在
胚胎期以及不成熟组织中大量表达, 而在分化

成熟的组织中几乎不表达[2]. 研究表明HMGA2
蛋白的表达参与人类多种肿瘤的发生 ,  如肺

癌 [3]、卵巢癌[4]、直肠癌[5]、胰腺癌[6]、脂肪瘤[7]

等. 这些肿瘤的发生、发展均与HMGA2基因表

达异常有关, 并发现其表达增强与预后有关, 是
一个潜在肿瘤标志物. Motoyama等[8]对110例
胃癌患者的HMGA2 mRNA的表达研究发现, 
HMGA2 mRNA的高表达. 但是有关HMGA2对
胃癌细胞的增殖生长和凋亡的影响以及在胃癌

的发生机制中尤其是在信号转导通路及其分子

机制的研究报道较少. Wnt/β-Catenin信号通路, 
是经典Wnt信号途径, 当Wnt信号存在时, Wnt蛋
白与卷曲蛋白胞外区结合, 在辅助受体低密度

脂蛋白受体相关蛋白5和6协同作用下, 胞质中

Dsh蛋白被募集至胞膜下, 使糖原合酶激酶3β磷
酸化失活并从轴蛋白上脱落, 则β连环蛋白不能

被降解, 大量游离的β连环蛋白在胞质中聚集并

进入胞核内与转录因子T细胞因子/淋巴细胞增

强因子结合,启动一系列下游靶分子如c-myc、
CyclinD1的表达. 下游靶分子大多数是参与细

胞的增殖与凋亡. β-Catenin作为Wnt信号通路

的核心分子, 他在细胞质中的累积是信号激活

的关键. 近年国内外研究, Wnt/β-Catenin信号通

路的异常激活与人类多种恶性肿瘤有关, 如: 胃
癌、直肠癌、肝癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺

癌、恶性黑色素瘤等. Cheng等[9]在胃癌组织(包
括弥漫型和肠型胃癌)中检测到β-Catenin异常

的核内积聚, 而且与淋巴结远处转移及肿瘤分

期呈正相关. Ebert等[10]在部分胃癌组织中发现

β-Catenin表达增高, 并检测到β-Catenin基因突

变. HMGA2与Wnt/β-Catenin信号通路都是肿瘤

发生的研究热点, 特别在胃癌中都有异常的激

活. β-Catenin进入细胞核内与TCF/LEF结合, 激

活下游一系列的下游靶分子发生效应. HMGA2
作为构架转录因子, 与含有HMG的DNA结合

框的TCFs家族TCF/LEF[11]有一定的相似结构

域. 我们大胆猜测HMGA2的异常表达可能会激

活Wnt/β-Catenin信号通路, 进而促进肿瘤的发

生. 本研究为观察shRNA沉默HMGA2基因在胃

癌细胞株MKN-45的表达, 研究HMGA2对Wnt/
β-Catenin信号转导通路中主要分子β-Catenin以
及下游靶分子c-myc、CyclinD1的表达量及转

录活性的影响, 为HMGA2基因的在胃癌的作用

机制做初步探讨, 从而给胃癌的HMGA2靶向基

因治疗提供依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MKN-45购自ATCC细

胞库; DMEM培养基、PVDF膜购自Solarbio公
司; 胎牛血清购自杭州四季青公司; Lipofectami-
neTM2000购自美国Invitrogen公司; 质粒PLL2G-
shHMGA2、PLL2G-scrambled均由赛业(广州)
生物科技有限公司设计合成; TRIzol抽提试剂

购自上海生工生物工程有限公司; M-MLV逆转

录试剂盒、Dream Taq Green PCR Master Mix购
自Fermentas公司; DNA Marker-B(100-600 bp)购
自美国Bio Basic Inc公司; RIPA裂解液(强)、苯

甲基磺酰氟、超敏ECL化学发光试剂盒、SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液(5×)购自碧云天生物科

技有限公司; 鼠抗人HMGI-C单克隆抗体、鼠

抗人β-Catenin单克隆抗体、鼠抗人c-myc单克

隆抗体、鼠抗人CyclinD1单克隆抗体均购自美

国Santa Cruz公司; HRP标记山羊抗鼠二抗、鼠

抗人β-Cactin单克隆抗体购自北京中杉金桥有

限公司; 预染蛋白Marker购自美国BBI公司; 琼
脂糖粉购自西班牙BIOWEST; 丙烯酰胺、N,N-
亚甲双丙烯酰胺、过硫酸铵(AP)、Tris碱、甘

氨酸、SDS、TEMED、Tween-20、NaCl、显

影粉、定影粉、甲醇、氯仿、异丙醇、无水乙

醇、DEPC处理水、核酸染料均购自上海生工

生物工程有限公司.   
1.2 方法

1.2.1 shRNA表达载体的构建和鉴定: 根据NCBI 
GenBank上登录的人类HMGA2基因mRNA序

列资料(登录号: NM-003483), 由赛业(广州)生
物科技有限公司设计合成设计、合成并鉴定

4对shRNAoligo, 构建的重组质粒分别命名为

PLL2G-shHMGA2-1、PLL2G-shHMGA2-2, 
PLL2G-shHMGA2-3、PLL2G-scrambled(阴性

■相关报道
Akaboshi等研究
发 现 在 胃 癌 细
胞 中 沉 默 干 扰
H M G A 1 能 抑 制
W n t /β - C a t e n i n
通 路 激 活 W n t /
β-Catenin 信号转
导通路, 最终导致
胃癌的发生. 
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■创新盘点
本 研 究 通 过 构
建 s h R N A 沉 默
H M G A 2 基 因
在 胃 癌 细 胞 株
MKN-45的表达 , 
研 究 H M G A 2 对
Wnt/β-Catenin信
号转导通路中主
要分子β-Catenin
以及下游靶分子
c-myc、CyclinD1
的表达量及转录
活 性 的 影 响 ,  为
HMGA2与Wnt /
β-Catenin信号通
路在胃癌的相互
作用机制作初步
探讨, 从而给胃癌
的HMGA2靶向基
因治疗提供依据.

对照). 
1.2.2 细胞培养及瞬时转染: 人胃癌细胞MKN-45
培养在含10%胎牛血清的D M E M培养基 ,  置
于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养. 转染前

1 d, 用0.25%胰酶+EDTA消化细胞并计数, 以
4×105/孔的密度种在6孔板, 用含血清、无双

抗的DMEM培养基放在CO2培养箱培养过夜. 使
其在转染当天细胞密度达80%-90%. 分别用250 μL
的DMEM稀释4 μg质粒、4 μL L ipofectami-
neTM2000, 5 min后将两者混合, 室温放置20 min
后将混合物加入到6孔板中, 用无血清的DMEM
培养基继续培养, 6 h后换液. 实验分组: 空白对

照组(只加脂质体)、scrambled组(转染阴性质

粒)、shHMGA2-1组、shHMGA2-2组、shH-
MGA2-1组(转染HMGA2的阳性质粒).   
1.2.3 逆转录聚合酶链反应RT-PCR检测各组细

胞的HMGA2、β-Catenin、c-myc、CyclinD1
的m R N A表达: T R I z o l抽提试剂提取细胞总

RNA, 测定其浓度及纯度(A 260-280为1.8-2.0) 根据

GenBank中人类HMGA2(登录号: NM_003483), 
β-Catenin(登录号: NM_001904), c-myc(登录号: 
NM_002467), CyclinD1(登录号: NM_053056)
基因序列, 以G A P D H为内参照, 利用引物设

计软件Pr imer5设计引物序列. 引物由上海生

工生物工程有限公司合成: HMGA2上游序列: 
AAGCAGCAGCAAGAACCAAC, 下游序列: 
AGTCCTCTTCGGCAGACTCTT, 扩增产物大

小为230 bp, 退火温度为58 ℃; β-Catenin上游

序列: CCATCATCGTGAGGGCTTAC, 下游序

列: TGCTTTCTTGGTTGCCATAAG, 扩增产物

大小为269 bp, 退火温度为62 ℃; c-myc上游序

列: GAACTTACAACACCCGAGCAAG, 下游

序列: TTCTCCTCCTCGTCGCAGTA, 扩增产物

大小为264 bp, 退火温度为60 ℃; CyclinD1上游

序列: ATGCCAACCTCCTCAACGACC, 下游序

列: TCAGGGGGATGGTCTCCTTCA, 扩增产物

大小为303 bp, 退火温度为60 ℃; GAPDH上游序

列: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC, 下游序列: 
TCACACCCATGACGAACAT, 扩增产物大小为

401 bp, 退火温度为58 ℃; 以反应总体积25 μL
进行PCR扩增反应. 反应条件: 95 ℃变性5 min, 
94 ℃变性40 s, 58 ℃退火40 s, 72 ℃延伸40 s,  共
30个循环, 72 ℃终末延伸10 min. 取终末产物进

行琼脂糖凝胶电泳, 采用Bio-Rad Gel doc2000凝
胶成像分析系统扫描, 保存电泳图并分析实验

结果. 对电泳结果图像进行条带灰度测定, 最终

以目的基因条带与内参基因条带的灰度值的比

值作为该目的基因的表达值. 
1.2.4 Western blot检测转染后各组HMGA2、
β-Catenin、c-myc、CyclinD1蛋白的表达: 用
RIPA裂解液裂解细胞, 离心, 得到的上清与上样

缓冲液4∶1混合, 经变性, 即得蛋白质样品, 将
样品加入凝胶孔道中进行电泳, 100 mA稳流状

态下转膜, 将蛋白转至PVDF膜, 用5%脱脂牛奶

封闭, 再把膜置于一抗(1∶500)稀释液中摇床冰

上孵育过夜, 次日用TBST洗膜后置于二抗(1∶
10 000)稀释液中室温孵育1 h, 洗膜, 显影, 定影, 
以β-actin为内参照经凝胶分析软件分析其灰度

值, 计算HMGA2、β-Catenin、c-myc、CyclinD1
和β-actin蛋白在各组表达条带的灰度值, 两者灰

度值的比值反映各组蛋白的表达.  
统计学处理 应用SPSS13.0软件包进行统计

学处理, 所有实验数据均以mean±SD表示, 对各

指标进行单因素方差分析(one-way ANOVA), 两
组均数间的比较用SNK检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 HMGA2 mRNA的表达水平 RT-PCR结果显

示: 5组实验组均有HMGA2 mRNA和GAPDH 
mRNA的表达, shHMGA2-2组、shHMGA2-3组
以及scrambled组较之于空白对照组没有明显

改变(P >0.05), shHMGA2-1组的HMGA2 mRNA
的表达显著下调(P <0.05), 说明质粒P L L2G-
shHMGA2-1转染MKN-45细胞成功, 其沉默干扰

效果较质粒PLL2G-shHMGA2-2、质粒PLL2G-
shHMGA2-3的明显, 其沉默干扰HMGA2 mRNA
沉默表达率为51.26%. 后续实验研究即选择质粒

PLL2G-shHMGA2-1作为阳性对照组(表1, 图1).
2.2 HMGA2蛋白的表达水平 Western blot结果显

示: 与空白对照组相比, scrambled组蛋白的表达

相对于空白对照组无明显差异(P >0.05), 而shH-
MGA2-1组的蛋白表达明显下降(P <0.05), 其沉

默表达下降80%(图2, 表2). 
2.3 P T-P C R检测转染H M G A2基因48 h后对

β-Catenin及下游靶分子c-myc、CyclinD1 mRNA
表达水平的影响  沉默干扰H M G A2 48 h后 , 
β-Catenin mRNA表达水平在空白对照组(1.07
±0.02)与scrambled组(0.91±0.02)中无明显差

异(P >0.05), 而shHMGA2-1组(0.53±0.04)较之

两组有明显的下降(P <0.05); c-myc mRNA相对

表达量在shHMGA2-1组中为(0.39±0.04)较之
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空白对照组(0.88±0.05)、scrambled组(0.84±
0.03)有明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统

计学意义(P >0.05); CyclinD1 mRNA相对表达量

在shHMGA2-1组中为(0.31±0.02)较之空白对

照组(0.52±0.03)、scrambled组(0.51±0.01)有
明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统计学意义

(P >0.05)(图3-5).
2.4 Western blot检测转染HMGA2基因72 h后

对β-Catenin及下游靶分子c-myc、CyclinD1蛋

白表达水平的影响 沉默干扰HMGA2 72 h后, 
β-Catenin蛋白的表达水平在空白对照组(0.69
±0.04)与scrambled组(0.67±0.10)中无明显差

异(P >0.05), 而shHMGA2-1组(0.44±0.05)较之

两组有明显的下降(P <0.05); c-m y c蛋白相对

表达量在shHMGA2-1组中为(0.25±0.07)较之

空白对照组(0.75±0.09)、scrambled组(0.66±
0.10)有明显下降(P <0.05), 后两组相比较无统

计学意义(P >0.05); CyclinD1蛋白相对表达量在

shHMGA2-1组中为(0.12±0.01)较之空白对照

组(0.73±0.12)、scrambled组(0.61±0.07)有明

显下降(P <0.05), 后两组相比较无统计学意义

(P >0.05)(图6-8).

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率

仅次于肺癌、肝癌. 全球每年新发胃癌病例愈

百万, 其中41%发生在中国. 全球每年因胃癌死

亡80万人, 中国占35%[1]. 胃癌的治疗要采用个

体化、规范化的综合治疗模式, 目前治疗手段

主要以手术为主, 辅助以放化、疗结合免疫治

疗、分子生物的靶向治疗和营养支持等.  
基因治疗是20世纪80年代发展起来的人类

医学分子遗传学中的新领域, 发展非常迅速, 而
安全有效的基因载体是成功进行基因治疗的先

决条件, 也是目前主要的技术路线. RNAi是近

年来发展起来的一项新技术, 是由内源性或外

源的双链RNA导入细胞而引起同源的mRNA降

解, 进而抑制其相应的基因表达[12]. RNAi技术

在子宫颈癌、乳腺癌、肝癌等人类肿瘤细胞株

体外抑制实验中获得了成功[13-15]. 陈鹏等[16]应用

RNAi技术构建Livin的siRNA载体转染至胃癌细

胞, 并使用RT-PCR检测胃癌细胞mRNA水平变

化, MTT检测细胞增殖, 流式细胞仪检测细胞凋

亡, 结果显示转染siRNA组Livin mRNA表达显著

■应用要点
本文通过构建针
对 人 H M G A 2 基
因的shRNA真核
表 达 载 体 ,  瞬 时
转染人胃癌细胞
株 M K N - 4 5 ,  用
RT-PCR、West-
ern blot分别检测
转 染 后 H M G A 2 
mRNA和蛋白的
表达情况及细胞
中的β-Catenin、
c-myc、CyclinD1 
m R N A 和 蛋 白
的 表 达 水 平 ,  以
研 究 H M G A 2 对
Wnt/β-Catenin信
号转导通路中主
要分子β-Catenin
以及下游靶分子
c-myc、CyclinD1
的表达量及转录
活性的影响, 从而
给胃癌的HMGA2
靶向基因治疗提
供依据. 

表 2 转染48 h后不同实验组的HMGA2 mRNA的表达
(mean±SD)

     分组 HMGA2的平均灰度值

scrambled组        0.48±0.12

shHMGA2-1组        0.11±0.03a

空白对照组        0.55±0.08

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图 1 转染48 h后不同实验组的HMGA2 mRNA的表达. N: 

scrambled组; H1: shHMGA2-1组; H2: shHMGA2-1组; H3: 

shHMGA2-1组; Z: 空白对照组; M: Marker.
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图 2 转染72 h后不同实验组的HMGA2蛋白的表达. 1: 空

白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.

表 1 转染48 h后不同实验组的HMGA2 mRNA的表达
(mean±SD)

     分组 HMGA2的平均灰度值

scrambled组       1.07±0.14

shHMGA2-1组       0.58±0.07a

shHMGA2-2组       0.92±0.13

shHMGA2-3组       0.90±0.16

空白对照组       1.19±0.09

aP<0.05 vs  空白对照组.
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低于对照组, 并且胃癌细胞生长明显抑制, 凋亡

率显著增加. 他具有特异、高效等突出优点, 现
已被广泛用于胃癌基因治疗方面的研究与探索. 

本研究通过构建3个针对H M G A2基因的

RNAi载体PLLU2G-shHMGA2以及1个阴性序列

的载体, 经限制性酶切及基因测序证实, 通过细

胞内GFP荧光表达, 证实转染效率. 转染胃癌细

胞MKN-45成功, 为下一步研究奠定基础. 
HMGA2是一种非组蛋白染色体蛋白, 本

身缺乏转录活性, 但能通过AT-钩与DNA结合

而改变染色质的结构 ,  或者直接与相关蛋白

结合发生作用, 调节其他基因的转录, 从而影

响胚胎形成、组织发育和肿瘤发生等多个过

程, 又被称为“构架转录因子”[17-19]. 研究表明

HMGA2基因在一些恶性肿瘤中可以作为诊断

的分子标志物判断预后的独立因素. Hristov等[6]

认为HMGA2在胰腺导管腺癌中表达量增加, 与
淋巴结转移和肿瘤分级呈正相关, 可能是胰腺

癌的一个重要的生物标志. Wang等[20]研究发现

HMGA2是大肠癌的重要生物标志物. Meyer等[21]

对34例非小细胞肺癌及相应的正常组织(其中

17例腺癌、17例鳞癌)通过定量RT-PCR及免疫

组织化学研究发现, HMGA2蛋白明显高于正常

组, HMGA2的过表达见于所有的肺癌组织, 因
此认为HMGA2是肺癌检测的潜在肿瘤标志物. 
Malek等[4]通过基因沉默技术研究HMGA2对卵

巢癌细胞株Ovcar-3和OAW-42(都有HMGA2的
过表达)生存、增殖及细胞周期的影响, 结果显

示细胞的增长受到抑制, 凋亡增减, 进入S期的

细胞明显减少, 认为HMGA2基因可能为卵巢

癌治疗的潜在靶点. Sarhad i等[22]通过对152例
NSCLC患者组织中HMGA1和HMGA2的表达的

研究, 评估HMGA作为肺癌标记的可行性. 发现

肺癌组织较正常肺组织中HMGA1和HMGA2明
显高表达. 

研究表明HMGA2在胃癌组织中高表达, 而
在正常胃组织中几乎不表达. Motoyama等[8]对

110例胃癌患者的HMGA2 mRNA的表达研究发

现, HMGA2 mRNA的高表达与胃癌患者的浆

膜浸润淋巴结转移及静脉的浸润成正相关, 但
与性别、肿块大小和组织病理的类型无明显

相关性. 本研究转染重组质粒后, 用RT-PCR、

Western blot检测其各组细胞的沉默效果, 结果

显示转染48 h后shHMGA2-1组HMGA2 mRNA
的抑制率为51.3%,  而转染72 h后shHMGA2-1组
HMGA2蛋白抑制率为80%, 表明沉默效果已经

在基因和在蛋白的层面上发挥作用. 

■同行评价
本文探讨了沉默
干 扰 H M G A 2 对
Wnt/β-Catenin信
号转导通路的影
响, 对HMGA2基
因在胃癌发病中
的作用及可能的
作用机制提供了
理论依据. 图 3 转染48 h后不同实验组的β-Catenin mRNA的表达. 1: 

空白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组; M: Marker.
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图 4 转染48 h后不同实验组的c-myc mRNA的表达. 1: 空

白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组; M: Marker.

图 5 转染48 h后不同实验组的CyclinD1 mRNA的表达. 1: 

空白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组; M: Marker.
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图 6 转染72 h后不同实验组的β-Catenin蛋白的表达. 1: 

空白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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图 7 转染72 h后不同实验组的C-myc蛋白的表达. 1: 空白

对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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图 8 转染72 h后不同实验组的CyclinD1蛋白的表达. 1: 空

白对照组; 2: shHMGA2-1组; 3: scrambled组.
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在胃癌发生发展中, HMGA2的作用的分子

机制不是非常清楚, 以往研究认为HMGA2的表

达可能与胃癌临床转移和进展能力有关, 而其

主要机制可能是HMGA2促进胃癌细胞EMT的
发生[23-25]. Ohshima等[26]认为HMGA2与let-7家族

负向调控, 与胃癌的侵袭性相关. HMGA2通过

转化一些分子信号通路, 如: 生长因子β信号通

路和Ras信号通路来完成的肿瘤的发生. Wata-
nabe等[27]认为HMGA2表达上调激活Ras信号通

路, 从而导致胰腺癌的发生. 
Wnt/β-Catenin通路是经典Wnt信号途径, 

越来越多的研究表明, Wnt信号通路不仅在调

控胚胎发育中起关键作用, 而且他与人类多种

恶性肿瘤的发生和发展也是密切相关 .  目前 , 
Wnt信号通路与人类肿瘤的关系备受关注, 是
国际前沿的一个研究热点. 在早期的Wnt信号

通路的缺陷可导致多种生物发育缺陷, 而癌基

因、抑癌基因或Wnt信号通路成分(如APC、

β-Catenin、Ax in等)的突变致其不恰当的激活

与肿瘤的发生、发展有关, 尤其与消化系肿瘤

关系密切[28]. Hörig等[29]的实验显示: 特异地阻

断裸鼠体内人APC突变的CRC细胞系β-Catenin
表达后, 明显抑制裸鼠体内肿瘤生长, 部分肿瘤

可消失.  
研究表明当Wnt信号存在时, β-Catenin不能

被降解, 大量游离的β-Catenin在胞质中聚集并

进入胞核内与转录因子T细胞因子/淋巴细胞增

强因子结合, 启动一系列下游靶分子如c-myc、
CyclinD1的表达. 下游靶分子大多数是参与细胞

的增殖与凋亡. 本研究表明沉默干扰HMGA2基
因后, β-Catenin mRNA和蛋白的表达水平受到

抑制, Wnt/β-Catenin信号转导通路下游的靶分子

c-myc、CyclinD1 mRNA和蛋白的表达水平也

受到抑制. 抑制HMGA2的表达, 使得β-Catenin
在胞质中降解, 抑制Wnt/β-Catenin信号转导通

路下游的靶分子, 从而抑制细胞的生长增殖和

促进细胞的凋亡. 而与Akaboshi等[30]研究发现

在胃癌细胞中沉默干扰H M G A1能抑制W n t/
β-Catenin通路的激活Wnt/β-Catenin信号转导通

路, 最终导致胃癌的发生, 抑制细胞的生长增值

和促进细胞的凋亡. 表明HMGA家族可能通过

Wnt/β-Catenin信号转导通路, 最终导致胃癌的

发生结果相一致.  
但本实验只是针对主要基因β-Catenin及下

游的靶分子c-myc、CyclinD1进行检测, 而Wnt/
β-Catenin通路中还有许多的基因和下游靶基因

没有做相关的检测, 还有就是HMGA2是通过什

么机制导致β-Catenin异常累积等方面没有做相

关的研究. 总之探索并阐明这一机制将为临床

预测肿瘤患者的诊断、预后、转移等提供参考

指标, 同时也能为肿瘤分子靶向治疗和开发新

药物提供一个突破点.  
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Abstract
AIM: To investigate the role of rac1 in the pro-
liferation of pancreatic carcinoma cells and to 
explore the possible mechanisms involved.

METHODS: The influence of rac1 on the prolif-
eration of pancreatic carcinoma cells was detect-
ed by cell counting kit-8 (CCK-8) assay and EDU 
assay. Real-time PCR was employed to measure 
the expression of target genes of wnt-β-Catenin 
signaling pathway. Western blot and immunoflu-
orescence were employed to measure the expres-
sion of β-Catenin in the cytoplasm and nucleus. 

RESULTS: Disruption of rac1 activity by trans-
fection with si-Rac1 or treatment with NSC23766 
inhibited cell proliferation. Suppression of rac1 
markedly down-regulated the mRNA expression 
of c-myc and cyclin D1 and slightly decreased 
the mRNA expression of c-Jun. Rac1 knockdown 
did not affect β-Catenin stabilization in the cy-
toplasm but markedly reduced β-Catenin accu-
mulation in the nucleus. Similar result was also 
obtained in immunofluorescence experiments. 

CONCLUSION: Rac1 amplifies the wnt signal-
ing pathway activity possibly by promoting 
β-Catenin accumulation in the nucleus and aug-
ments wnt target gene transcription in pancre-
atic carcinoma cells. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨RacGTP酶激活蛋白1(Rac GT Pase 
activating protein1, Rac1)对胰腺癌细胞增殖的
影响及其机制. 

方法: 分别采用EDU和CCK-8(cell counting 
kit-8)方法检测Rac1对胰腺癌细胞增殖的影响; 
采用Western blot、免疫荧光等试验探讨Rac1
影响胰腺癌增殖的具体机制. 

结果: Rac1可以促进胰腺癌细胞的增殖, 沉默
Rac1或者Rac1特异性阻滞剂NSC23766可以
抑制胰腺癌的增殖, 且进一步的机制研究发
现Rac1通过促进β-Catenin进入细胞核, 上调
wnt-β-Catenin信号通路靶基因c-myc、c-jun
和CyclinD1的表达, 进而促进胰腺癌细胞的
增殖. 

结论: Rac1通过wnt-β-Catenin信号通路促进胰

■背景资料
RacGTP酶激活蛋
白1(Rac GT Pase 
activating protein1, 
Racl)的被证实在
多种肿瘤细胞系
中表达且在肿瘤
的发生发展中起
到重要作用, 并已
经成为药物开发
的热点.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科; 
赵刚, 副教授, 协
和医院胰腺病研
究所
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腺癌细胞的增殖. 
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核心提示: RacGTP酶激活蛋白1(Rac GT Pase 
activating protein1)通过促进β-Catenin进入细胞核, 
上调wnt-β-Catenin信号通路靶基因c-myc、c-jun和

CyclinD1的表达, 进而促进胰腺癌细胞的增殖. 

田锐, 郭兴军, 王敏, 石程剑, 徐盟, 彭丰, 李旭, 江建新, 秦

仁义. R a c1对胰腺癌增殖的影响及其机制. 世界华人消化

杂志  2013; 21(12): 1070-1074 URL: http://www.wjgnet.

com/1009-3079/21/1070.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/

wcjd.v21.i12.1070

0  引言

胰腺癌是消化系常见的恶性肿瘤之一 .  胰腺

癌也是根治性切除机会最少、预后最差的恶

性肿瘤之一 :  85%的患者在确诊时已属中晚

期, 多伴有其他脏器肿瘤转移, 其中位生存期

仅3-4 mo[1,2], 而且即使是接受胰腺癌根治性手

术的患者, 其总体术后的5年生存率仅为5%左

右. RacGTP酶激活蛋白1(Rac GT Pase activating 
protein1, Racl)的被证实在多种肿瘤细胞系中表

达且在肿瘤的发生发展中起到重要作用[3-6], 并
已经成为药物开发的热点, 但Rac1与胰腺癌的

关系尚不明确. 本研究将着重探讨Rac1在胰腺

癌增殖中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自HyCone公司; 
新生牛血清购自HyClone公司; TRIzol试剂购自

Invitrogen公司; Reverse Transcription System试

剂盒、SYBR Green Realtime PCR Master Mix
购自TOYOBO公司; CyclinD1、c-jun和c-myc
引物invitrogen公司合成; 浓缩型兔抗人Rac1和
β-Catenin多克隆抗体购自CST公司; Western blot
相关试剂购自武汉博士德公司; ECL显色试剂盒

购自碧云天公司; 全细胞蛋白提取试剂盒、BCA
法测蛋白浓度试剂盒购自碧云天公司; EDU试

剂盒购自锐博公司; CCK-8试剂盒购自碧云天公

司; Rac1特异性siRNA由锐博公司合成; 转染试

剂Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胰腺癌细胞系BxPC-3为本实

验室长期冷冻保存; 采用含10%新生牛血清的

RPMI 1640培养基, 至37 ℃、50 mL/L CO2培养

箱内培养. 
1.2.2 针对Rac1特异性siRNA转染: 接种适量细胞

至六孔板, 确保第2天细胞约30%铺满, 采用Lipo-
fectamine 2000转染, 24 h后更换新鲜培养基, 48 h
检测细胞增殖情况, 72 h检测细胞蛋白水平的变

化. siRNA靶向Rac1的序列是5'-TGAAGAAGAG-
G A A G A G A A A - 3 ' ,  s i R N A上链序列是

5'-UGAAGAAGAGGAAGAGAAAdTdT-3', 下链

序列是3'-dTdTACUUCUUCUCCUUCUCUUU-5'. 
1 .2.3 细胞增殖检测 :  细胞增殖采用E D U和

CCK-8两种实验方法检测, 具体操作步骤按照试

剂盒说明书. 
1.2.4 Real-time PCR检测胰腺癌细胞系中Tiam1 
mRNA的表达: 参照说明书, 用TRIzol试剂常规

提取细胞总RNA. 按照逆转录试剂盒操作程序

进行逆转录反应. 反应总体系为20 μL, 其中样

品总RNA 2 μg、primer mix 1 μL、5×buffer 4 
μL、enzyme 1 μL, 加DEPC水至20 μL, 37 ℃反

应15 min, 98 ℃灭活5 min. 管家基因GAPDH为

内对照. 通过相对荧光定量PCR方法, 对Tiam1和
GAPDH进行检测, 计算出不同样本的目的基因

相对表达量. 运用Primer 5.0设计引物, CyclinD1
的上游引物为5'-CCGTCCATGCGGAAGATC-3', 
下游引物为5'-ATGGCCAGCGGGAAGAC-3'; 
c-jun上游引物5'-CCAGCCAGGTCGGCAG-
TAT-3', 下游引物5'-GGCAGTTAGAAGGT-
GAA-3'; c-myc上游引物5'-ATCACAGCCCT-
CACTCAC-3', 下游引物5'-ACAGATTCCA-
CAAGGTGC-3'. 应用BIO-RAD定量PCR仪进行

Real-time PCR实验, 反应条件为95 ℃ 5 s, 60 ℃ 
15 s, 72  ℃ 15 s, 40个循环. 以Folds = 2-△△Ct表示

实验组与对照组目的基因表达的倍数比关系, 
重复3次实验, 计算平均值. 
1.2.5 Western blot检测胰腺癌细胞系中Rac1和

β-Catenin蛋白水平的表达: 细胞膜蛋白、细胞

浆蛋白、细胞核蛋白提取采用上海生工全蛋白

提取试剂盒(BSP003), 按照试剂盒说明书操作, 
BCA法测蛋白浓度. 样本加入10%SDS-PAGE凝
胶进行电泳, 转膜至硝酸纤维素膜. Rac1一抗浓

度为1∶1 000, β-Catenin一抗浓度为1∶1 000, 
4 ℃孵育摇床过夜, 二抗(1∶2 000)37 ℃孵育1 h. 
ECL化学发光试剂盒显色、曝光、显影、定影.  
1.2.6 免疫荧光化学方法检测胰腺癌细胞中的

β-Catenin: 细胞爬片固定, 穿孔封闭, 孵育一抗

过夜, β-Catenin抗体工作浓度为1∶100, 二抗的

■研发前沿
R a c 1 已 经 证 实
在多种肿瘤的增
殖、侵袭转移中
发挥着重要的作
用, 但也存在着争
议. 且Rac1相关的
阻滞剂由于药物
安全性的考虑, 并
不能直接应用于
临床, 需要进一步
开发相关药物. 

■相关报道
Bunogiomo发现
R a c 1 可 以 协 同
β-catenin进入细
胞核, 促进wnt-β-
catenin信号通路
靶基因转录, 进而
促进细胞的增殖. 
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工作浓度为1∶100, 荧光显微镜照相分析.  
统计学处理 采用SPSS21.0软件包进行处

理, PCR实验结果和CCK-8实验结果采用t检验, 
P <0.05具有统计学意义. 

2  结果

EDU实验示在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异性

阻滞剂作用后, 胰腺癌细胞系BxPC-3增殖变慢. 
CCK-8实验示在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异

性阻滞剂作用后, 胰腺癌细胞系BxPC-3增殖变

慢(P <0.05). 由此可见, Rac1在胰腺癌细胞中活

性水平与胰腺癌的增殖能力呈正相关(图1, 2).           
有文献报道Rac1在多种肿瘤中通过wnt-β-

Catenin信号通路影响细胞的增殖[7,8], 于是我们

首先检测在siRNA沉默Rac1或者运用Rac1特异

性阻滞剂后, wnt-β-Catenin信号通路的靶基因

CyclinD1、c-myc和c-jun. 结果示在沉默Rac1或
者Rac1特异性阻滞剂NSC23766作用后, wnt-β-
Catenin信号通路的靶基因CyclinD1(P <0.01)、
c-myc(P <0.05)和c-jun(P <0.05)表达明显下降, 尤
其以CyclinD1最为明显, 所以我们推测在胰腺癌

中Rac1通过wnt-β-Catenin信号通路而影响胰腺

癌细胞的增殖(图3). 
β-Catenin进入细胞核是wnt-β-Catenin信号

通路关键调节步骤, 且有文献报道Rac1可以协

助β-Catenin进入细胞核[9,10]. 所以我们运用West-
ern blotting检测在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异

性阻滞剂作用后细胞浆和细胞核内β-Catenin的
表达量, 结果示在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异

性阻滞剂作用后, 细胞浆内β-Catenin表达量没

有明显的变化, 但细胞核内β-Catenin的表达量

明显下降. 接着我们用免疫荧光实验进一步检

测在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异性阻滞剂作

用后细胞膜、细胞浆和细胞核内β-Catenin的表

达量, 结果示细胞浆内和细胞膜β-Catenin表达

量没有明显的变化, 但细胞核内β-Catenin的表

A B C

图 1 siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂对胰腺癌增殖的影响. A: 对照组; B: si-Rac1; C: NSC323766.
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图 2 siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂对胰腺癌增殖的
影响. aP<0.05 vs  NC. NC: 正常对照组.
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图 3 siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂对wnt-β-catenin
信号通路靶基因表达的影响. aP<0.05 vs  NC. NC: 正常对照组.
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图 4 siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂作用对细胞
浆和细胞核内β-catenin表达量的影响. 1: NC; 2: si-racl; 

NSC23766; 3: ; NC: 正常对照组.

■创新盘点
本文首次证明了
Rac1有促进胰腺
癌细胞增殖的作
用 ,  并 初 步 证 明
Rac1通过经典的
wnt信号通路促进
胰腺癌的增殖.
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达量明显下降(图4, 5). 

3  讨论

Rac1基因全长29 kb, 包含7个外显子, 位于人染

色体7p22. Rac1基因的转录产物有1.2 kb和2.5 
kb两种. Rac1具有Rho类型的鸟苷三磷酸酶结合

区, 与二磷酸鸟嘌呤核苷GDP和三磷酸鸟嘌呤

核苷GTP具有高度的亲和性, 与GDP结合时失

活, 与GTP结合时激活, Rac1的生物学功能发挥

依赖于此两种活性形式间的转换[11-17]. Rac1蛋白

在人类大部分肿瘤中没有发现突变体, 但在许

多肿瘤中发现有活性增高、高表达现象. 在肺

癌、结肠癌、胃癌、头颈部肿瘤等报道有Rac1
蛋白表达的异常增高. 吴况鹏等[16]和高丹丹等[17]

发现Rac1可以协同β-Catenin进入细胞核, 促进

wnt-β-Catenin信号通路靶基因转录, 进而促进细

胞的增殖. Rac1还可以通过PAK1等信号分子影

响细胞的黏附特性. 
本研究发现在胰腺癌细胞系中, Rac1蛋白

有促进胰腺癌细胞增殖的作用, 沉默Rac1或者

运用Rac1特异性阻滞剂均可以抑制胰腺癌的细

胞的增殖. 目前研究证实Rac1可以调节细胞的

增殖, Rac1在结肠癌、乳腺癌、胃癌的发生发

展中起到重要作用, 与肝癌、前列腺癌等肿瘤

的预后有明确关系[18,19], 在Rac1高表达的病例

中, 患者的预后明显较差. 这都说明Rac1在各种

肿瘤的发生发展的各个时期都起到重要的作用. 
本实验研究提示, 沉默Rac1或者Rac1特异性阻

滞剂NSC23766可以抑制胰腺癌的增殖, 与文献

报道的结果一致. 
我们进一步研究发现R a c 1是通过促进

β-Catenin进入细胞核, 激活wnt-β-Catenin信号

通路, 促进wnt-β-Catenin信号通路靶基因的转

录, 进而促进胰腺癌细胞的增殖. 既往在结肠

癌和乳癌中都有报道 ,  活化的R a c1可以协同

β-Catenin进入细胞核, 促进wnt信号通路靶基

因的转录, 进而促进肿瘤的发生发展[14]. wn t-
β-Ca t en in信号通路是当wnt蛋白于细胞表面

Frizzled受体家族结合后的一系列反应, 包括Di-
shevelled受体家族蛋白质的激活及最终细胞核

内β-Catenin水平的变化. 当“β-Catenin降解复合

物”被抑制后, 胞浆内的β-Catenin得以稳定存

在, 部分β-Catenin进入细胞核与TCF/LEF转录因

子家族作用并促进特定基因的表达. 本研究进

一步的证明了Rac1在胰腺癌中也是通过wnt-β-
Catenin信号通路作用, 促进胰腺癌的增殖[8,20-22]. 

胰腺癌的早期诊断对改善患者的预后非常

关键, 但目前缺乏能有效早期辅助诊断的指标. 
Rac1可以促进胰腺癌细胞的增殖, 很有可能在

胰腺癌的发生发展过程中发挥重要的作用. 本实

验研究提示, 沉默Rac1或者Rac1特异性阻滞剂

NSC23766可以抑制胰腺癌的增殖, 为下一步治

■应用要点
本文对进一步阐
述Rac1促进肿瘤
的增殖起到积极
的 作 用 ,  为 进 一
步的药物开发提
供了一定的理论
依据.

A B C

D E F

图 5 siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂作用对细胞膜、细胞浆和细胞核内β-catenin表达量的影响. NC: 正常对照组. 
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疗胰腺癌药物的开发奠定了一定的基础. 
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■同行评价
本文首次阐述了
Rac1在胰腺癌发
病中的作用, 并初
步探讨了其机制, 
有一定的创新性
和实用性.

ISSN   1009-3079 (print)  ISSN 2219-2859 (online)    DOI: 10.11569    2013年版权归Baishideng所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊以

其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (《世界华人

消化杂志》编辑部)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2013年4月28日; 21(12): 1075-1079
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

经内镜逆行性胰胆管造影术后胰腺炎的影响因素

袁伟燕, 陆翠华

®

袁伟燕, 陆翠华, 南通大学附属医院消化内科 江苏省南通市 
226001
袁伟燕, 主治医师, 主要从事消化内科方面的研究.
作者贡献分布: 本文由袁伟燕与陆翠华共同完成. 
通讯作者: 袁伟燕, 主治医师, 江苏省南通市, 南通大学附属医院
消化内科. ywydoc@ntu.edu.cn  
传真: 0513-85154406
收稿日期: 2012-12-27   修回日期: 2013-03-14
接受日期: 2013-04-12   在线出版日期: 2013-04-28

Risk factors for post-
endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography 
pancreatitis

Wei-Yan Yuan, Cui-Hua Lu

  
Wei-Yan Yuan, Cui-Hua Lu, Department of Gastroenterol-
ogy, the Affiliated Hospital of Nantong University, Nantong 
226001, Jiangsu Province, China
Correspondence to: Wei-Yan Yuan, Attending Physician, 
Department of Gastroenterology, the Affiliated Hospital of 
Nantong University, Nantong 226001, Jiangsu Province, 
China. ywydoc@ntu.edu.cn
Received: 2012-12-27    Revised: 2013-03-14 
Accepted: 2013-04-12    Published online: 2013-04-28

Abstract
AIM: To investigate potential risk factors for 
pancreatitis after endoscopic retrograde cholan-
giopancreatography (ERCP).

METHODS: One hundred and sixty patients 
who underwent ERCP were enrolled in this ret-
rospective study. Clinical data, including age, 
gender, history of pancreatitis, juxtapapillary di-
verticulum, dilatation of the common bile duct, 
multiple cannulation attempts, multiple opaci-
fication of the pancreatic duct and endoscopic 
sphincterotomy, were collected and analyzed to 
assess their relationship with the development 
of post-ERCP pancreatitis. 

RESULTS: History of pancreatitis (P = 0.003, 
P = 0.0014), juxtapapillary diverticulum (P = 
0.013, P = 0.0137), multiple cannulation attempts 
(P = 0.013, P = 0.0010), and multiple pancreatic 
duct opacification (P = 0.000, P = 0.0000) were 
found to be independent risk factors for post-

ERCP pancreatitis. However, these four factors 
showed no obvious difference among patients 
with mild, moderate or severe pancreatitis (P > 
0.05). Gender, age, dilatation of common bile-
duct and papillerotomy did not significantly 
affect the occurrence of post-ERCP pancreatitis 
(P > 0.05). 

CONCLUSION: History of pancreatitis, juxta-
papillary diverticulum, multiple cannulation 
attempts and multiple pancreatic duct opacifica-
tion are risk factors for post-ERCP pancreatitis. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的:  探 讨 经 内 镜 逆 行 性 胰 胆 管 造 影 术
(endoscopic retrograde cholangiopancreatograp
hy, ERCP)后胰腺炎发生的影响因素. 

方法: 对160例ERCP患者进行回顾性研究其
年龄、性别、有无胰腺炎病史、有无十二
指肠乳头旁憩室(juxtapapillary diverticulum, 
JPD)、有无胆总管扩张、有无多次插管、有
无多次胰管显影、乳头肌切开等, 将以上情况
与术后胰腺炎的关系进行评价. 

结果: 有胰腺炎病史(P  = 0.003, P  = 0.0014)、
JPD(P  = 0.013, P  = 0.0137)、多次插管(P  = 
0.013, P  = 0.0010)、多次胰管显影(P  = 0.000, 
P  = 0.0000)等均明显增加了ERCP后胰腺炎
的发生; 4种因素均是P E P有关的独立风险
因素. 4种风险因素与ERCP后胰腺炎的轻、

中、重程度之间无明显差异(均P >0.05). 性
别、年龄、胆总管扩张、乳头肌切开等因
素均未明显影响E R C P后胰腺炎的发生(均
P >0.05). 

■背景资料
经内镜逆行性胰
胆管造影术(endo-
scopic retrograde 
cholangiopancrea-
tography, ERCP)
是目前公认的诊
断胰胆管疾病的
金标准, 在其基础
上介入治疗是胆
胰疾病微创治疗
的发展趋势. 

2013-04-28|Volume 21|Issue 12|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评议者
刘 颖 斌 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属新华
医院
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结论: 有胰腺炎病史、JPD、多次插管、多次
胰管显影是ERCP后胰腺炎的独立危险因素.   

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 经内镜逆行性胰胆管造影术; 危险因素; 经

内镜逆行性胰胆管造影术后胰腺炎

核心提示: 本研究发现, 既往有胰腺炎病史、乳头

旁憩室(juxtapapillary diverticulum, JPD)、多次插

管及多次胰管显影等是经内镜逆行性胰胆管造影

术(endoscopic retrograde cholangiopancreatography, 
ERCP)后胰腺炎(post-ERCP pancreatitis, PEP)的4
个独立风险因素. 基于此研究结果, 建议对临床上

实施ERCP的病例选择时, 须注意有胰腺炎病史的

或有JPD的患者, 应谨慎选择; 在进行ERCP操作时, 
应注意尽量减少插管次数, 尽量减少胰管显影并避

免高压注射造影剂, 从而尽可能减少PEP的发生. 

袁伟燕, 陆翠华. 经内镜逆行性胰胆管造影术后胰腺炎的影响因

素. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 1075-1079 URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/1075.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1075

0  引言

经内镜逆行性胰胆管造影术(endoscopic retro-
grade cholangiopancreatography, ERCP)已广泛应

用于胆胰疾病的诊断与治疗. 尤其治疗性ERCP
相比外科手术具有创伤小恢复快等优点. 但同

时也潜在一些并发症可能, 包括ERCP后胰腺炎

(post-ERCP pancreatitis, PEP)、高淀粉酶血症、

胆道感染、出血、穿孔等. 其中PEP是其常见的

并发症之一, 发生率各家报道不一, 有研究报道

PEP的发病率在5%左右[1,2]. 绝大多数PEP为轻症

胰腺炎, 但有10%左右的PEP有可能发展为重症

急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP), 甚至

引起死亡. 因此, 有必要对PEP相关危险因素进

行研究以尽量减少PEP的发生. 本文旨在通过对

我院2009-07/2012-04所有ERCP操作做一回顾性

分析, 从中找出PEP可能的危险因素, 为PEP的防

治提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-07/2012-04在南通大学附属

医院拟行ERCP患者160例(胆总管结石153例、

胆总管癌2例、壶腹部癌4例、胆总管瘘l例), 其
中男63例, 女97例, 年龄21-88岁, 平均62.8岁, 
<60岁98例, ≥60岁62例; 其他相关临床参数包

括: 胰腺炎史(有: 15例; 无: 145例)、乳头旁憩室

(juxtapapillary diverticulum, JPD)(有: 37例; 无: 
123例)、胆总管扩张(轻度: 42例; ≥10 mm: 91
例; 不扩张: 27例)、插管失败(有: 10例; 无: 150
例)、胰管显影(有: 14例; 无: 146例)、内镜下括

约肌切开术(endoscopic sphincterotomy, EST)(有: 
147例; 无: 13例). 所有患者术前检查血清淀粉酶

均在正常范围内. 
1.2 方法

1.2.1 PEP的判断与分级: 根据Cotton等[1]定义, 
ERCP后出现持续腹痛且血清淀粉酶高于正常

上限的3倍, 持续24 h以上, 同时排除胃肠道穿

孔、残余结石嵌顿、急性胆囊炎、急性胆管炎

等, 可诊断为PEP. 但有研究发现, 仅根据Cotton
定义诊断PEP会产生诊断不足, 结合临床诊断胰

腺炎标准可以弥补诊断标准上的不足, 使PEP
的诊断更趋标准化[3]. 因此, 本研究采用Cotton
定义结合临床诊断胰腺炎标准对所有病例进

行规范化诊断. 对于仅有血清淀粉酶高于正常

而无腹痛、恶心、呕吐及腹部压痛者诊断为

高淀粉酶血症. 根据Cotton共识意见[1], 将PEP
分为轻、中、重3级: (1)轻症PEP: 临床PEP患
者, 需入院治疗或较原计划住院时间延长2-3 d; 
(2)中度PEP: PEP患者, 需住院治疗4-10 d; (3)
重症PEP: PEP需住院治疗10 d以上, 出现局部

和/或全身并发症, 需转ICU治疗或采用侵入性

治疗(比如外科手术). 在160例ERCP中, 成功率

93.75%(150/160), 并发高淀粉酶血症129例(发
生率80.63%), 并发胰腺炎17例(发生率10.63%), 
轻症PEP共10例, 占58.82%; 中度PEP共5例,占
29.41%; 重症PEP仅2例, 占11.76%. 
1.2.2 资料收集: 对160例ERCP患者的年龄、性

别、是否有胰腺炎病史、有无JPD、是否多次插

管失败、是否多次胰管显影、有无胆总管扩张、

是否行EST以及并发不同程度PEP等进行统计. 
统计学处理 Stata8.0统计软件对结果进行统

计分析. 采用两种统计方法分析PEP发生与各参

数间的关系: PEP在各参数组总发生率的比较采

用χ2检验或Fisher's exact法; 轻、中、重度PEP在
各参数组间的差异采用秩和检验分析. 对有统

计学差异的参数组中轻、中、重症PEP发生率

的两两比较采用χ2检验或Fisher's exact法. 经单

因素分析发现PEP可能的风险因素再用Logistic
多因素回归分析, 得出OR值及P值. 以上统计学

分析, 均以P <0.05认为有统计学意义. 

2  结果

既往有胰腺炎病史、有十二指肠JPD、术中多

■研发前沿
既 往 胰 腺 炎 病
史、多次插管、
胰管多次显影等
都是P E P的风险
因素. 
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■相关报道
Vandervoort等对
1 223例ERCP患
者进行前瞻性、
单中心研究, 通过
单变量分析显示, 
PEP的5个独立的
危险因子为: 复发
性胰腺炎、既往
有ERCP术后胰腺
炎病史者、术中
多次插管、胰管
刷检、ERCP术中
疼痛. 
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次插管、术中胰管多次显影相应的P E P总发

生率分别为33.3%(5/15, 轻、中、重症分别为1
例、2例、2例)、18.9%(8/37, 轻、中、重症分

别为4例、3例、1例)、40.0%(4/10, 轻、中、重

症分别为1例、1例、2例)、42.9%(6/14, 轻、

中、重症分别为2例、2例、2例), 均明显高于相

应的无胰腺炎病史患者(8.3%)、无十二指肠JPD
患者(8.1%)、术中未多次插管患者(8.7%)及术

中胰管未多次显影患者(7.5%). 两种统计学方法

分析均显示差异有统计学意义(均P <0.05). 且在

有胰腺炎史、JPD、多次插管失败、胰管多次

显影四种风险因素中, 轻、中、重症PEP发生率

间无明显差异(均P >0.05, 表1). 
对表1中经单因素分析发现与PEP有关的4

个风险因素进行多因素Logistic回归分析, 结果

表明4个风险因素(有胰腺炎病史、有十二指肠

JPD、多次插管、反复胰管显影)均有统计学意

义(均P <0.05, 表2). 

3  讨论

ERCP作为诊断和治疗胆胰疾病的一种重要手

段, 其应用的日趋成熟加速了诊断性及治疗性

ERCP的开展, 自从1974年Kawai等首次应用EST
以来, 治疗性ERCP已逐渐成为胆胰疾病重要的

内镜介入治疗技术. 但由于ERCP本身的特点加

上操作及患者等各方面的因素, ERCP术中及术

后会产生一些并发症, PEP是ERCP术后最常见的

并发症之一. 鉴于PEP有可能加重甚至引起死亡

等危险, 临床医师有必要对其发生的风险因素进

行探索以期尽量规避风险、减少PEP的发生. 
有研究认为, 女性、有胰腺炎病史、困难插

管、插管时间≥10 min、术中胰管显影≥5次、

十二指肠乳头肌球囊扩张或预切开等均会增加

PEP的发生[4]. 且具有以上多个危险因素者PEP
的潜在发生率大大增高[2,5]. Vandervoort等[6]对

1 223例ERCP患者进行前瞻性、单中心研究, 通
过单变量分析显示, PEP具有统计学意义的危险
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■创新盘点
本文在讨论P E P
的可能风险因素
的同时, 将不同发
病程度(轻、中、
重)与各临床参数
间的关系作了详
细的分析, 发现胰
腺炎史、乳头旁
憩室(JPD)、多次
插管失败、胰管
多次显影4种风险
因素中, 轻、中、
重症PEP发生率间
无明显差异. 

表 1 PEP总发生率及不同发病程度(轻、中、重)与各临床参数间的关系分析

     临床参数    n 总发生率n (%)   P 值1 轻症PEP(n ) 中度PEP(n ) 重症PEP(n )   P 值2

性别 0.716 0.6522

  男   63      6(9.5)        5        1        0

  女   97    11(11.3)        5        4        2

年龄(岁) 0.403 0.4241

  ＜60   98    12(12.2)        8        2        2

  ≥60   62      5(8.1)        2        3        0

胰腺炎史 0.003 0.0014

  有   15      5(33.3)        13        23        23

  无 145    12(8.3)        9        3        0

乳头旁憩室 0.013 0.0137

  有   37      8(18.9)        43        33        13

  无 123      9(8.1)        6        2        1

胆总管扩张 0.458 0.3722

  轻度   42      4(9.5)        1        1        2

  ≥10 mm   91    12(13.2)        8        4        0

  不扩张   27      1(3.7)        1        0        0

多次插管 0.013 0.0010

  有   10      4(40.0)        13        13        23

  无 150    13(8.7)        9        4        0

胰管多次显影 0.000 0.0000

  有   14      6(42.9)        23        23        23

  无 146    11(7.5)        8        3        0

EST 1.000 0.7569

  有 147    16(10.9)      10        4        2

  无   13      1(7.7)        0        1        0

1P值计算采用χ2检验或Fisher's exact法; 2P 值计算采用秩和检验; 3各自轻、中、重症PEP发生率间两两比较, 均P >0.05(χ2检验或

Fisher's exact法).
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■名词解释
经内镜逆行性胰
胆管造影术: 在内
镜下经十二指肠
乳头插管注入造
影剂, 从而逆行显
示胰胆管的造影
技术, 是目前公认
的诊断胰胆管疾
病的金标准. 

因素有18个, 但经多变量Logistic回归分析发现

PEP的5个独立的危险因子为: 复发性胰腺炎、

既往有ERCP术后胰腺炎病史者、术中多次插

管、胰管刷检、ERCP术中疼痛. 本研究发现, 
既往有胰腺炎病史、JPD、多次插管及多次胰

管显影等均是PEP的风险因素. 
胰腺炎病史及JPD均为患者相关的风险因

素, 对于ERCP指征的选择和术前风险评估有

一定的参考价值. 李兆申等[7]报道,有胰腺疾病

基础的患者ERCP术后胰腺炎发生率(8.5%)显
著高于对照组(3.5%). Cheng等[8]研究发现, 有
过PEP病史是再次发生PEP的风险因素. 本组资

料显示, 既往有胰腺炎病史患者PEP发生率达

33.3%, 相比无胰腺炎病史患者有明显差别(P  = 
0.003, P  = 0.0014), 提示胰腺炎病史是PEP的风

险因素之一. 究其原因, 可能与胰腺局部及其周

围解剖结构及其他方面体质决定了其易患胰腺

炎有关. JPD指憩室发生的部位距乳头开口2-3 cm
内, 多属于原发性腔外型憩室, 根据憩室与乳头

位置、远近关系, 分为憩室内乳头、憩室边缘

乳头及憩室周围乳头. 有学者认为JPD与胰腺

炎的发生密切相关, Uomo等[9]报道特发性胰腺

炎在JPD阳性患者中的发生率(13.7%)显著高于

在JPD阴性患者发病率(1.8%). 本组资料显示, 
有JPD患者PEP发生率达18.9%, 与没有JPD患

者相比有明显差别(P  = 0.013, P  = 0.0137), 说
明JPD是PEP发生的风险因素之一. 其可能的原

因为: 憩室患者Oddis括约肌功能障碍及憩室内

食物填塞使其扩张压迫胰管远端致胰管内压力

升高. 
多次插管指插管次数>5次, 插管次数多少

与操作者本身的技能有关, 属于操作相关的风

险因素. Vandervoort等[6]发现, ERCP操作中插管

少于5次者, PEP的发生率仅3.3%, 而插管多于

20次者, PEP发生率上升至14.9%. 近十余年的

很多研究发现, 插管困难是引发PEP的独立危险

因素[2,6,10]. Testoni等[11]研究认为, 在操作相关的

危险因素中, 多次插管相对预切开, 后者在早期

(少于10次的插管)较反复多次插管更安全. 本研

究发现, 多次插管失败患者发生PEP的几率达到

40%, 与没有多次插管患者相比差别有显著性(P  
= 0.013, P  = 0.0010), 证实多次插管是PEP的风险

因素之一. 究其原因, 可能与多次插管后Oddi氏
括约肌痉挛, 十二指肠乳头局部水肿, 胰管内压

力升高, 影响胆汁及胰液排泌等有关.  
胰管多次显影指>5次显影, 亦属于操作相

关的风险因素. 有荟萃分析发现, 胰管显影是

PEP最重要的两大操作相关的危险因素之一[5,12]. 
本组资料结果显示, 胰管多次显影患者发生PEP
的几率为42.9%, 与没有显影患者相比差异有

显著性(P  = 0.000, P  = 0.0000), 说明多次胰管显

影是PEP的风险因素. 可能机制为: (1)胰管内高

压注射致胰管细胞及腺泡细胞损伤, 使胰管内

胰液流入胰腺实质, 胰酶原被激活引起自身消

化; (2)胰管内高压影响了胰液排出, 使胰液在腺

泡细胞内提前激活. 胰管显影者PEP发生率各

家报道不一, 赵铭宁等[13]通过回顾性分析2 824
例ERCP患者发现, 胰管显影后PEP发生率为

25.12%. 造成这种发生率差别较大的原因可能

与胰管显影范围大小有关, 有研究表明, 胰管体

部显影比仅仅胰管头部显影PEP发生率高, 而整

个胰管及腺泡全部显影者PEP发生率更高[14]. 因

此, ERCP操作过程中尽量避免胰腺造影及注意

注射造影剂的量与注射速度等有助于降低PEP
的发生率. 

ERCP作为内镜下微创诊疗手段, 其应用价

值已得到认可; 但其潜在PEP等并发症风险应

引起重视. 孙广正等[15]通过多因素分析发现, 患
者自身的高危因素和操作者的经验、技术都可

以影响PEP的发生率, 对高危患者应避免诊断

性ERCP, 尽可能选择CT或磁共振胰胆管成像

(magnetic resonance cholangiopancreatography, 
MRCP)等方法明确诊断. 对有胰腺炎病史, 尤
其是复发性胰腺炎或有过PEP病史的患者, 对
ERCP的选择须慎重. 对有十二指肠JPD患者, 亦
应斟酌后决定是否实施该操作; 或者可以考虑

用MRCP替代ERCP从而避免医源性胰腺炎发

生. 此外, 主观上, 努力提高医师的ERCP操作技

术水平, 尽量减少插管次数, 尽可能避免胰管显

影和反复高压注药, 根据导丝插入的方向来判

断是否胆管或胰管, 可以在很大程度上减少PEP
的发生. 总之, 尽量避免患者相关的和操作相

关的风险因素, 可以减少PEP的发生, 从而推进

ERCP诊疗技术的进一步发展. 
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表 2 临床因素与PEP的多因素分析

     临床参数 OR 值  P值

胰腺炎史  2.7 0.018

乳头旁憩室  3.0 0.006

多次插管  3.9 0.043

反复胰管显影  3.8 0.041
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■同行评价
本文探讨ERCP后
胰腺炎的影响因
素, 数据可靠, 结
论可信, 对临床有
一定的指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the clinicopathologic fea-

tures of sporadic colorectal carcinoma with 
high level of microsatellite instability (MSI-H), 
detect deficient expression of DNA mismatch 
repair protein, predict tumor microsatellite in-
stability (MSI) status, and create a platform for 
diagnosis and screening of genetic colorectal 
carcinoma.

METHODS: Clinical data for 400 cases of spo-
radic colorectal carcinoma were analyzed. All 
cases underwent histological assessment. The 
deficiency expression of mismatch repair protein 
was detected by immunohistochemistry. The 
MSI status of carcinoma was predicted and then 
confirmed by PCR.

RESULTS: Male patients and left-side location 
predominated in the present series. Of 400 cases 
of sporadic colorectal carcinoma, 18 cases of 
MSI-H, 98 cases of MSI-L and 284 cases of MSS 
were detected by immunohistochemistry. Patho-
logical features of MSI-H colorectal carcinoma 
included villous and papilloma structures, poor 
or good differentiation, mucinous type, signet-
cell carcinoma or any mucinous differentiation, 
increased tumor-infiltrating lymphocytes (TIL 
cells), the presence of Crohn-like reaction, and 
the lack of necrosis. PCR analysis confirmed that 
there were 7 cases of MSI-H tumors, 1 case of 
MSI-L, 6 cases of MSS and 4 cases allele of het-
erozygosity.

CONCLUSION: Sporadic MSI-H colorectal car-
cinoma has unique morphology, but shows no 
correlation with patient age, sex, and tumor size. 
Morphological assessment with immunohisto-
chemistry can be used as a routine method for 
screening MSI-H and genetic colorectal carci-
noma and guiding individualized treatment.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Sporadic colorectal carcinoma; Immu-
nohistochemistry; DNA mismatch repair protein; 
PCR; Microsatellite instability

Li XX, Hu XJ, Wu T, Hu CM, Xu W, Li HB, Zhao T. 

■背景资料
高度微卫星不稳
定性 (high level 
of microsatellite 
instability, MSI-H)
结直肠癌患者具
有独特临床特征
及生物学行为, 识
别MSI-H结直肠
癌对患者选择个
体化治疗方案及
制定规范化随访
制度具有重要临
床意义. 

■同行评议者
王娅兰, 教授, 重庆
医科大学基础医
学院病理教研室
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摘要
目的: 探讨高度微卫星不稳定性(high level of 
microsatellite instability, MSI-H)结直肠癌临床
病理学特征. 应用免疫组织化学方法检测肿瘤
组织中DNA错配修复蛋白缺失表达, 判断肿
瘤MSI状态, 建立筛选与遗传相关结直肠癌常
规诊断流程.   

方法: 分析临床特点, 光镜下观察肿瘤组织形
态学特征, 免疫组织化学SP法分析肿瘤DNA
错配修复蛋白表达缺失情况, 判断肿瘤MSI
状态, 荧光定量PCR法进一步证实肿瘤MSI
状态.   

结果: 400例散发性结直肠癌, 以男性左半结
肠多见, 免疫组织化学方法检测到MSI-H 18
例, MSI-L 98例, MSS 284例, MSI-H肿瘤以老
年女性左半结肠多见. MSI-H结直肠癌形态
学多见绒毛乳头状结构, 高、低分化, 黏液腺
癌、印戒细胞癌或伴有黏液分化, 肿瘤上皮
内淋巴细胞浸润、肿瘤间质内见crohn样淋
巴细胞反应及瘤周淋巴浆细胞浸润明显, 多
数缺乏坏死. 荧光定量PCR法进一步对18例
MSI-H肿瘤进行分析, 证实MSI-H 7例, MSI-L 
1例, MSS 6例, 同时发现4例肿瘤存在等位基
因杂合性缺失.   

结论: 散发性MSI-H结直肠癌与病理形态学
具有明显相关性, 与患者年龄、性别、部位
无显著相关. 结合形态学及免疫组织化学检
测错配修复蛋白可作为判断MSI-H肿瘤的常
规筛查方法, 对患者进行临床监控、个体化
治疗及筛选与遗传相关结直肠癌具有重要临
床意义, 但对MSI-H肿瘤最终确诊及是否与
遗传相关仍需进行分子生物学方法检测进一
步证实.   

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本文初次报道应用免疫组织化学方法联

合4种错配修复基因(mismatch repair gene, MMR)蛋
白检测散发性结直肠癌的MMR-d, 为今后进一步阐

述肿瘤的分子遗传学机制奠定基础.

李新霞, 胡晓杰, 吴涛, 胡昌明, 徐炜, 李洪波, 赵彤. 散发性结

直肠癌组织病理学特征及微卫星不稳定状态分析400例. 世界

华人消化杂志  2013; 21(12): 1080-1089 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/1080.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i12.1080

0  引言

DNA错配修复基因(mismatch repair gene, MMR)
在DNA复制过程中修复错配的碱基使DNA精

确复制, 保证人类遗传的保守性和稳定性. 当该

基因功能丧失则导致细胞在增殖过程中出现的

错误掺入和缺失不能修复, 表现出高度微卫星

不稳定性(high level of microsatellite instability, 
MSI-H)[1,2]. MSI是错配修复基因的突变表型, 
80%以上的遗传性非息肉病性结直肠癌(heredi-
tary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)肿瘤

和10%-15%的散发性结直肠癌表现为MSI[1-3]. 
大量文献报道MSI-H结直肠癌的临床病理学特

征及生物学行为与MSS/MSI-L肿瘤存在显著

差别[4-6]. 对具有家族史或具有MSI-H肿瘤临床

病理特征的结直肠癌患者进行MSI和MMR基因

突变检测, 可能筛选出HNPCC综合征, 有助于预

测异时多发性结直肠癌的发生, 为指导患者选

择个体化化疗方案及肿瘤预后判断, 具有重要

临床意义[7-9]. 目前国内外关于结直肠癌MSI状态

的研究主要集中在遗传相关结直肠癌, 散发性

结直肠癌MSI的检测均为小样本且缺乏系统性

报道[10-12]. 尤其国内尚缺乏以结直肠癌形态学研

究为基础、从蛋白水平检测DNA MMR的大宗

病例报道[11], MSI的检测多为复杂的分子检测[13], 
难以实现肿瘤患者及高危人群的常规筛查. 本
课题拟对随机选择的400例散发性结直肠癌的

临床病理特征进行观察, 应用免疫组织化学方

法检测肿瘤DNA MMR缺失情况, 筛选MSI-H结

直肠癌, 再应用PCR技术对该组病例进行MSI分
子检测, 以期建立MSI的常规方法, 为指导患者

个体化治疗及早期发现与遗传相关结直肠癌肿

瘤提供依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 随机选择广州金域医学检验中心病理

科2006-2010年结直肠癌手术根治标本400例, 
H E切片由两名资深消化病理医师复片, 按照

2007年新版WHO消化系肿瘤组织病理诊断标准

进行形态学分型及分级. 临床病理学特征包括

病变部位、肿瘤大小、肿瘤边缘、肿瘤出芽、

■研发前沿
微卫星不稳定检
测和免疫组织化
学检测是目前已
被证明最有效的
两种HNPCC综合
征初筛手段. 如何
提高免疫组织化
学方法检测MSI
状态的敏感性和
特异性是今后的
研究重点. 
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间质类型以及肿瘤周围淋巴细胞反应和克隆样

间质反应. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学方法: 所有标本均经40 g/L
甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 4 μm切片, 免疫组织

化学SP法染色. 所有抗体均购自Novocastra公
司. 抗体稀释度为: hMLH1: 1∶600; hMSH2: 1
∶600; MSH6 1∶800; PSM2抗体1∶1 000. 以
距肿瘤组织5 c m以上的正常黏膜上皮和肿瘤

内浸润的淋巴细胞为内对照. MSI结果判定: 4
个DNA MMR中出现2个或2个以上蛋白失表达

者为MSI-H; 出现1个蛋白失表达者为MSI-L; 
4个MMR蛋白均表达者为MSS; 由于MSI-L和
MSS的临床特征相似, 本组将此两类合并一组

统计.   
1.2.2 MSI的荧光定量PCR检测: (1)DNA提取: 
根据HE染色结果, 对免疫组织化学检测的18例
MSI-H病例分别挑选正常和肿瘤组织, 标记出最

适合行显微切割的部位(肿瘤组织达80%以上)
进行显微切割, 以酚/氯仿/异戊醇法分别提取肿

瘤组织和其对应正常组织的DNA(采用QIAGEN 
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, Cat #56404); (2)
微卫星不稳定性检测: 5对微卫星引物的位置

和序列见表1(引物序列参考基因数据库(GDB: 
http://www.gdb.org); (3)微卫星扩增: BAT25、
BAT26、APC(D5S346)和AFM093xh3(D2S123): 
94 ℃ 2 min; 94 ℃ 20 s, 62 ℃ 20 s, 72 ℃ 30 s; 10个
循环; 94 ℃ 20 s, 60 ℃ 20 s, 72 ℃ 30 s; 25个循环; 
72 ℃ 5 min; 室温25 ℃保存. Mfd26CA(D17S250): 
94 ℃ 2 min; 94 ℃ 20 s, 55 ℃ 20 s, 72 ℃ 30 s; 35
个循环; 72 ℃ 5 min; 室温25 ℃保存; (4)毛细

管电泳进行片段分析(ABI 3130XL): 取2个新

PCR管, 标记为1、2管, 其中1管加入BAT25、

AFM093xh3(D2S123)产物各2 μL, BAT26产物

4 μL, 加入H2O 42 μL; 2管加入APC(D5S346)和
Mfd26CA(D17S250)产物各2 μL, 加入H2O 46 μL; 
震荡混匀后微离. 取一新管, 以8.8 μL: 0.2 μL的
比例加入Hi-Di formamide和500 Liz Size Stan-
dards, 混合均匀后, 短暂离心. 在96孔板中, 每
孔加入9 μL的Hi-Di formamide和500 Liz Size 
Standards混合液. 于每孔中加入1 μL混匀后的

扩增产物, 震荡混匀后, 短暂离心. 盖Plate Septa 
96-Well盖, 置于热循环仪上, 95 ℃变性3 min, 
4 ℃冷却5 min. 在ABI 3130xl上进行片段分析. 
收集数据与结果; (5)电泳结束后实验数据采用

片段分析软件Genemapperid V3.2进行数据整理

和分析, 确定微卫星状态. MSI结果判定: (1)5个
Mark中, 2个或2个以上Mark显示为微卫星序列

不稳定时, 结果报告为MSI-H; (2)5个Mark中, 1
个Mark显示为微卫星序列不稳定时, 结果报告

为MSI-L; (3)5个Mark均显示稳定性, 结果报告

为MSS.   
统计学处理 采用χ2检验分析组间差异, 应

用Spea rman等级相关检验分析相关性. 采用

SPSS10.0软件进行统计分析.   

2  结果

2.1 临床病理特征 本组选择的2006-2010年结直

肠癌手术切除标本400例, 男242例, 女158例, 年
龄分布为22-85岁(中位年龄61岁). 病变部位: 左
半结肠包括: 直肠185例、乙状结肠90例、降

结肠8例, 共计283例; 右半结肠包括: 升结肠18
例、横结肠17例、盲肠5例, 结肠肝曲、脾曲肿

瘤77例, 共计117例.   
2.2 组织学分型及分级

2.2.1 组织学分型: 本组400例散发性结直肠癌

表 1 5对微卫星引物的位置和序列

     引物名称                            引物序列             扩增片段(bp)

BAT25F 6FAM-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT chr4: 55598151+55598274

BAT25R TCTGCATTTTAACTATGGCTC 124

BAT26F HEX-TGACTACTTTTGACTTCAGCC chr2: 47641487+47641608

BAT26R AACCATTCAACATTTTTAACCC 122

APCF(D5S346) HEX-ACTCACTCTAGTGATAAATCG chr5: 112213624-112213748

APCR(D5S346) AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT 125

Mfd26CAF(D17S250) 6FAM-GGAAGAATCAAATAGACAAT chr17: 37152092-37152243

Mfd26CAR(D17S250) GCTGGCCATATATATATTTAAACC 152

AFM093xh3F(D2S123) HEX-AAACAGGATGCCTGCCTTTA chr2: 51288437+51288647

AFM093xh3R(D2S123) GGACTTTCCACCTATGGGAC 211

■创新盘点
本文初次报道应
用 免 疫 组 织 化
学 方 法 联 合 4 种
M M R 蛋 白 检 测
散发性结直肠癌
的MMR-d, 评估
肿瘤MSI状态, 同
时 意 外 发 现 4 例
MSS结直肠癌中
存在等位基因杂
合性缺失 (a l l e le 
of heterozygosity, 
LOH), 但我们没
有发现肿瘤组织
LOH与MSI共存
的现象. 
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中, 黏液腺癌53例(超过50%的肿瘤区域内见细

胞外黏液, 图1A); 伴有黏液分化21例(肿瘤内可

见细胞外黏液的量<50%, 图1B); 印戒细胞癌8例

(超过50%的肿瘤由印戒细胞组成, 图1C); 髓样

癌15例(肿瘤细胞弥漫片状生长, 泡状核、显著

核仁、胞浆丰富淡染以及明显上皮内淋巴细胞

A B

C D

E F

G H

I J

图  1  不 同 M S I 状
态 肿 瘤 组 织 学 特
征 .  A :  黏 液 腺 癌

(HE, ×200); B: 中

分化腺癌伴有黏液

成分(HE, ×200). 

C: 印戒细胞癌(HE, 

×200); D: 髓样癌

(HE, ×200); E: 肿

瘤上皮内淋巴细胞

浸润(HE, ×200); 

F: 腔内坏死(HE, ×

200); G: 神经侵犯, 

黏液腺癌(HE,  ×

200); H: 绒毛状结

构(HE, ×200); I: 肿

瘤间质内克隆样淋

巴细胞反应(HE, ×

200); J: 间质内较多

的浆细胞浸润(HE, 

×400).

■应用要点
建 立 经 济 、 高
效、实用、快速
的免疫组织化学
方法评估结直肠
癌的MSI状态, 为
患者早期预防、
早期诊断及早期
治疗起重要作用, 
该方法可在基层
病理科广泛开展, 
有利于结直肠癌
患者的大宗病例
的筛查. 
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浸润, 图1D, E);混合性生长方式者57例(同一张

切片内至少存在2种不同的组织学亚型和生长

方式). 非特殊类型腺癌: 246例.   
2.2.2 组织学分级: 高分化腺癌23例(腺体成分

>95%); 中分化腺癌281例(腺体成分占50%-95%); 
低分化腺癌(腺体成分占5%-50%, 包括黏液腺癌

和印戒细胞癌, 图1H)73例; 未分化腺癌23例(腺
体成分<5%).
2.3 免疫组织化学结果 
2.3.1 MLH1、MSH2、MSH6和PMS2蛋白表达

特征: 免疫组织化学染色证实: MSS肿瘤284例, 
MSI-L肿瘤98例, MSI-H肿瘤18例. 其中MLH1-/
MSH2-8例; MLH1-/MSH6-11例; MLH1-/PMS2-2
例. MSH2-/MSH6-12例; MSH2-/PMS2-1例; 
MSH6-/PMS2-1例; MLH1-/MSH2-/MSH6-7例
(表2). 400例肿瘤组织对应的手术切端正常大肠

黏膜的4种抗体均呈阳性表达. 
2.3.2 MLH1、MSH2、MSH6和PMS2蛋白表达

与散发性结直肠癌临床病理学特征关系: MSS
及MSI-L肿瘤组织学多为中分化腺癌, 周围常

伴腺瘤结构, 可见腔内坏死(图1F)以及浸润性

穿透性生长模式, 常见脉管及神经侵犯(图1G), 
间质以瘢痕疙瘩样的胶原纤维束C型间质多见. 
MSI-H肿瘤有18例, 男6例, 女12例. 发病年龄从

27-80岁, 其中20-30岁2例; 50-60岁3例; 60-70岁
5例; 70-80岁8例. 发病部位右半结肠5例; 左半

结肠13例. 9例生长方式为膨胀性生长, 9例为浸

润性生长. 间质反应A型层状纤细的胶原纤维基

质、B型厚透明变性的瘢痕样胶原纤维间质及C
型黏液基质相关瘢痕疙瘩样的胶原纤维束间质

在MSI-H肿瘤组织中均可见. 3例腺癌组织中见

绒毛状结构(图1H), 7例肿瘤浸润性前沿间质内

或肿瘤上皮内可见克隆样淋巴细胞反应(图1I), 
11例伴有黏液成分, 12例可见瘤周淋巴细胞增多

及间质内浆细胞增多改变(图1G), 9例可见肿瘤

上皮内淋巴细胞浸润(tumor infiltrating lympho-
cyte, TIL)>2个/HPF. 
2.4 荧光定量P C R检测M S I状态 18例免疫组

织化学方法检测的MSI-H病例中, PCR技术检

测到MSI-H7例(7/18, 38.9%)(图2), MSI-L 1例
(1/18, 5.6%), MSS 6例(6/18, 33.3%), 该方法还

检测到等位基因杂合性缺失(al lele of hetero-
zygosity, LOH)病例4例(4/18, 22.2%)(图3), 4
例均累及D2S123位点. 1例LOH位于D5S346位
点; 3例LOH位于D17S250位点. LOH的判定标

准: 肿瘤组织中微卫星DNA两个等位基因的相

对强度与正常组织的等位基因相对强度的比

值作为判定依据, 即RF = (P2/P1-T)/(P2/P1-N), 
RF<0.667或>1.50时, 我们判断该位点发生了

LOH.

3  讨论

本组通过对2006-2010年随机选择的400例散发

性结直肠癌肿瘤组织首先进行临床特征及形

态学观察, 男性占入选病例的60.5%(242/400), 
女性39.5%(158/400), 患者中位年龄61岁. 组织

形态学观察: 非特殊类型腺癌以中分化腺癌多

见, 占总病例数的61.5%(246/400). 其余分别为

黏液腺癌53例(13.25%, 53/400), 两种或以上混

合性生长方式者57例(14.25%, 57/400), 伴有黏

液分化的腺癌21例(5.25%, 21/400), 髓样癌15例
(28.75%, 15/400), 印戒细胞癌8例(2%, 8/400); 
免疫组织化学检测MMR蛋白表达, 有18例为

MSI-H肿瘤, 阳性率仅4.5%(18/400), 低于文献

报道[14-16], 分析原因可能与入选病例以左半结肠

老年男性多见, 组织学以中分化腺癌为主有一

定相关性. 本组MSI-H结直肠癌患者中位年龄

为67.5岁, 略低于文献报道的74岁, 但高于修订

Bethesda指南推荐的<50岁的诊断年龄, 说明需

要扩大年龄范围在低龄因素之外去寻找MSI-H

表 2 18例MSI表达状态分型

     
序号

                                 MSI状态

  MLH1   MSH2   MSH6    PSM2  MSI

1 - + - - MSI-H

2 + - - + MSI-H

3 - + - + MSI-H

4 - - - + MSI-H

5 - - - + MSI-H

6 + - - + MSI-H

7 - - - + MSI-H

8 + - - + MSI-H

9 - - - + MSI-H

10 - + - + MSI-H

11 - - + - MSI-H

12 + - - + MSI-H

13 + - + + MSI-H

14 - + - + MSI-H

15 - - - + MSI-H

16 - - - + MSI-H

17 + - - + MSI-H

18 - - - + MSI-H

MSI: 微卫星不稳定性.

■同行评价
本文首次在国内
应用免疫组织化
学方法联合4种常
见的MMR蛋白对
400例散发性结直
肠癌进行了DNA
错配修复蛋白的
检测, 具有一定的
推广应用价值. 同
时发现了4例MSS
肿瘤存在LOH, 为
今后进一步阐述
肿瘤的分子发生
机制奠定了基础.
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表型; 在18例MSI-H肿瘤中, 男6例, 女12例, 女
性比例66.7%, 与以前报道的比例接近. 18例
MSI-H表型肿瘤中右半结肠5例; 左半结肠13
例. 在病理形态学上多表现为低分化且多伴有

黏液分化, 黏液腺癌和印戒细胞癌分别有5例, 
3例, 多见肿瘤上皮内淋巴细胞TIL、克隆样淋

巴细胞间质反应及缺乏结直肠癌腺腔内脏的坏

死, 淋巴结转移相对少见、且常出现组织学异

质性的混合性形态学特征(7例), 与非特异性中

分化腺癌常见腺腔内脏的坏死, 胶原化的癌性

间质以及肿瘤周围常见管状腺瘤改变明显不

同, 散发性MSI-H结直肠癌肿瘤患者与发病部

位、患者年龄及性别无显著相关, 而与病理组

织学分型及分级具有明显相关性. 病理医生可

通过其独特的形态学特征来鉴别微卫星状态、

尽早认识HNPCC综合征. 校正的Bethesda指导

方针也明确指出病理形态学观察的重要性, 对
于50-60岁的结直肠癌患者, 如病理医师明确肿

瘤MSI-H形态学特征, 则应推荐患者做进一步

的检测, 存在风险的患者即可在肿瘤切除术后

的常规病理检查中得到MMR蛋白表达情况的

判断, 为今后在临床常规工作中对具有上述组

织学特征的结直肠癌患者进行进一步MSI准确

的分子检测及筛选与遗传相关结直肠癌起提示

作用[17]. 
免疫组织化学法能检测针吸和肠镜活检的

微小肿瘤碎块组织, 便于早期筛选HNPCC患者. 
该方法具有技术简单、费用较低、报告时间短

的优点, 利于在基层医院病理科广泛开展[18,19]. 
我们应用免疫组织化学方法对400例病例进行

MSI检测, 116例(29%)表现出MSI, 其中MSI-H 
18例(4.5%), MSI-L 98例(24.5%), MSS为71%. 本
组MSI-H肿瘤以MLH1、MSH2、MSH6蛋白丢

失多见, 但与Kaur等[17]报道不同MMR蛋白丢失

可能具有相应的组织学亚型相比, 并无统计学

意义, 与Shia等[16]研究结果比较, 本组MSI-H肿

A B C

D E

F G H

I J

图 2 印戒细胞癌. A: 间质内淋巴细胞核阳性(HE, ×200); B: 瘤周正常腺上皮核阳性(HE, ×200); C印戒细胞癌(HE, ×100); 

PSM2+/MLH1-/MSH2-阴性表达(HE, ×200); D: PSM2蛋白表达(SP, ×200); E: MSH2蛋白表达丢失(SP, ×200); F: BAT25

位点电泳图条带发生移位; G: BAT26位点电泳图条带发生移位; H示S123位点电泳图条带发生移位; I: S250位点电泳图未见

异常; J: S346位点电泳图条带发生移位.
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瘤发生频率较低. IHC方法能直接显示缺失表达

的特殊MMR基因, 可针对目标基因做有效的突

变分析, 同时IHC鉴别突变基因的能力也可对一

些标准方法检测失败的患者进行补充. 同时本

组实验联合使用4种MMR蛋白, 可提高预测肿瘤

MSI状态的敏感性和特异性. 但是我们必须认识

到: 虽然目前常见的4种MMR抗体能检测到大多

数MMR蛋白缺失病例, 但仍可能存在潜在致病

的假定基因, 因此可能会漏掉一些新的MMR蛋
白丢失表达的情况, 而MSI的分子检测能检测任

何异常致病的MMR基因, 在条件允许的情况下, 
临床实践工作中在有MSI-H形态学基础上, 应尽

量选择两种方法同时使用.
因此为进一步验证肿瘤MSI状态, 本组对免

疫组织化学方法检测的18例MSI-H肿瘤进行了

MSI分子检测, MSI-H肿瘤7例; MSI-L肿瘤1例; 
MSS肿瘤6例; LOH肿瘤4例. 其中D2S123变异7

例(38.9%)、D17S250变异7例(38.9%)、D5S346
变异5例(27.8%), B AT-25变异4例(22.2%)、
BAT-26变异4例(22.2%)、5个标志之间无显著性

差异(P >0.0005). 文献报道HNPCC中单碱基重复

序列BAT-26, BAT-25不稳定发生率较高, BAT-26
在HNPCC肿瘤中阳性率高达100%, 单纯检测

BAT-26即可判断家系成员的MSI状态, 散发性

MSI结直肠癌中双碱基重复序列不稳定发生率

较高[20], 本组资料显示BAT-26阳性率为22.2%, 
明显低于在 HNPCC肿瘤中的检出率. 为什么在

HNPCC中单碱基重复序列不稳定发生率高, 而
在散发性MSI结直肠癌中双碱基重复序列不稳

定发生率高, 目前尚无定论. 有趣的是: 对本组

免疫组织化学检测的18例MSI-H肿瘤组织进行

MSI分子检测, 意外发现4例MSS结直肠癌中存

在LOH, 其中4例均检出DS123基因的LOH, 3例
检出D17S250基因的LOH, 1例检出D5S346基因

I

A B C

D E

F G H

J

图 3 中分化腺癌. A: 中分化腺癌(HE, ×100); B: MLH1蛋白表达(SP, ×200); C: MSH2表达(SP, ×200); D: MSH2蛋白表达

(SP, ×200); E: PMS2蛋白表达(SP, ×200); F: BAT25位点电泳图无变化; G: BAT26位点电泳图无变化; H: S123位点; I: S250位

点; J: S346位点发生了等位基因杂合性缺失.
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的LOH. 但是我们没有发现肿瘤组织LOH与MSI
共存的现象, 与文献报道一致[21]. 是否提示MMR
基因通过等位基因杂合性缺失是散发性结直肠

癌发生的重要分子遗传途径之一? 有待大样本

进一步研究.   
微卫星不稳定检测和免疫组织化学检测是

目前已被证明最有效的两种HNPCC综合征初筛

手段. 既往研究发现, 免疫组织化学检测与MSI
检测有很好的一致性, Shia统计了1999-2006年
的16篇文献, 发现使用免疫组织化学预测hMLH 
1和hMSH2胚系突变的总敏感性为85%,  略低于

MSI检测的93%, 但在具体的数值上还是具有较

好的符合度[16]. 最近一项研究对这两种方法进

行了Meta分析: 发现免疫组织化学法的综合敏

感性为82.6%, 诊断优势比为22.537; MSI法的综

合敏感性为85.2%, 诊断优势比为33.115; 两种筛

查方法效果均较好, 诊断效果无明显差异, 均对

HNPCC筛查具有理想的诊断价值[18]. 我们的研

究也显示免疫组织化学作为初筛手段优于MSI
检测之处在于其只需常规病理实验室就可进行, 
并可应用于大规模的人群筛查; 而MSI检测常需

要使用分子生物学实验室, 影响其临床应用. 由
于散发性大肠癌发生hMLH1蛋白缺失的病例大

部分是由hMLH1基因启动子甲基化引起[22-24], 而
且这样的患者也常发生BRAF基因突变, 因此对

免疫组织化学检测到hMLH1蛋白缺失的病例进

行hMLH1基因启动子甲基化和BRAF基因突变

的检测可以帮助剔除那些非HNPCC病例; 对于

未检测到突变的患者, 还可行hMSH6和hPMS2
基因的检测及检测大片段缺失的情况, 我们也

将在以后的筛查策略中加入这些检测帮助筛选

HNPCC.
本研究对MSI-H肿瘤系统分析了临床病理

学特征, 发现分化差、黏液分化、绒毛乳头状

结构、肿瘤间质Crohn反应和肿瘤上皮内淋巴

细胞浸润是MSI-H相对独特的形态学特征. 多
数研究证明, 无家族史MSI-H大肠癌主要通过

DNA甲基化和BRAF基因突变的锯齿状腺瘤-癌
路径[23,24], 而家族性MSI-H大肠癌是通过MMR基
因种系突变及APC、β-catenin和K-ras频繁突变

的传统腺瘤-癌路径. 两者相比, 无家族史MSI-H
大肠癌更多地具有女性多见、诊断年龄偏大、

低分化、黏液分化、组织学异质性及癌周锯齿

状腺瘤多见等特点; 本组检测的18例MSI-H肿

瘤形态上符合上述特点. 家族性MSI-H大肠癌

更多地具有类Crohn反应、TILs及癌组织周围

传统腺瘤多见等特点. 值得注意的是, 家族性

MSI-H大肠癌更像普通型大肠癌, 而无家族史

MSI-H大肠癌则具有特殊的形态学特征. 虽然

对患者进行MLH1启动子甲基化和BRAF基因

突变检测有助于辨别两者, 但本组研究和前期

研究均认为对于有遗传倾向肿瘤患者第一步应

选择简便、易行、互补、快速的方法, 对有遗

传倾向的家系不能仅以阿姆斯特丹标准进行选

择, 而应作相对广泛的初筛, 以减少漏诊; 对联

合形态学及免疫组织化学方法筛选的MSI-H肿

瘤再进行突变基因检测, 即首先检测肿瘤组织

中MMR蛋白包括hMSH2、PMS2、hMLH1、
MSH6蛋白是否缺失, 对MSI-H或者蛋白表达丢

失者再进行hMSH2或hMLH1种系突变检测, 这
样不仅可以提高突变检出率, 提高效率, 减少种

系突变基因检测的数目, 而且可以减轻患者的

经济负担.   
结直肠癌MSI检测不仅是筛选HNPCC肿

瘤的重要指标, 而且可以使10%-15%的MSI-H表

型肿瘤的治疗和预后策略发生改变, 即5-氟尿嘧

啶(5-fluorouracil, 5-Fu)是结直肠癌的基础一线

化疗药物, MMR-缺陷肿瘤对5-Fu不敏感, 患者

无法从5-Fu的化疗药中获益或提高生存率[25-30]. 
因此, 判断结直肠癌MSI状态对提高结直肠癌

的预防、诊断和治疗水平, 对降低结直肠癌的

发病率和死亡率有着重要意义.  
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Abstract
Gastric hyperplastic polyp (GHP) is one of the 
most common polypoid lesions of the stomach 
and has the potential of malignant transforma-
tion. This article gives a review of recent prog-
ress in research of GHP in terms of clinical and 
pathological factors, pathogenesis, relation with 
atypical hyperplasia and canceration, molecular 
biology and mucin expression.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
胃增生性息肉(gastric hyperplastic polyps, GHP)

是胃息肉中最常见的息肉样病变之一, 目前
已证实其具有癌变潜能. 本文主要从GHP的
临床病理学因素、发病机制、GHP与不典型
增生和癌变的关系、GHP的分子生物学研究
和粘蛋白的表达等方面, 对GHP研究进展作
一综述. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 胃增生性息肉; 发病机制; 分子生物学; 粘

蛋白表型

核心提示: 胃增生性息肉(gas t r ic hyperp las t ic 
polyps, GHP)通常被认为是一种良性病变, 但是目

前越来越多的报道证实其具有癌变潜能. 有些研究

结果证实GHP的癌变过程为: GHP→不典型增生

→局灶癌变. 近年来, 对GHP中的粘蛋白表达的研

究发现粘蛋白可能是在恶性肿瘤的早期阶段的检

测、治疗及提示肿瘤预后的良好标志物. 研究GHP
粘蛋白的表达情况可能是将来研究的重点内容. 本
文从发病机制、分子生物学、粘蛋白的表达等方

面对GHP研究进展进行概述. 

宋美玥, 李娟, 焦宇飞. 胃增生性息肉研究进展. 世界华人消

化杂志  2013; 21(12): 1090-1095 URL: http://www.wjgnet.

com/1009-3079/21/1090.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/

wcjd.v21.i12.1090

0  引言

胃增生性息肉(gastric hyperplastic polyps, GHP)
是胃息肉的主要类型[1-3], 约占所有胃上皮息肉

的70%-90%[2-6], 在胃窦部多见[7]. GHP通常被认

为是一种良性病变, 但是越来越多的实验已证

实其具有癌变潜能[8-12]. 

1  GHP的临床病理学因素

GHP患者年龄一般为20-88岁. 虽然大多数研究

指出, 女性发病率略高, 但也有报道显示男性略

多发. 患者可无症状, 通常在胃肠道内镜检查时

发现息肉[13-16]. GHP可发生于胃组织的任何部位

(贲门、胃体、胃底、胃窦等), 但较常见于胃窦

部[7]. GHP大小从几毫米到几厘米不等, 大多数

GHP的最大径是1 cm, 最大的GHP可达12 cm[17]. 

■背景资料
胃 增 生 性 息 肉
(GHP)是胃息肉中
最常见的息肉样
病变之一, 目前已
证实其具有癌变
潜能. GHP发病机
制不明, 至今仍未
发现能特征性提
示GHP将发生恶
性转变的标志物.

■同行评议者
杜雅菊, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院消化
内科
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GHP患者中, 20%为多发性GHP, 通常这部分患

者同时患有自身免疫性胃炎[13]. 

2  病理学表现

大部分GHP是小的广基性息肉, 大的GHP通常

可有蒂或有亚蒂. GHP的形态学特点是胃小凹上

皮细胞增生, 腺体扭曲伸长, 平滑肌细胞增生以

及间质水肿并伴有炎细胞浸润[18]. 

3  鉴别诊断

GHP与胃Peutz-Jeghers息肉在组织学上非常相

似. 胃Peutz-Jeghers息肉组织病理学特点是平滑

肌广泛增生形成树枝状形态, GHP的平滑肌虽

然也增生, 但是并不形成如此广泛的增生. 而且, 
胃Peutz-Jeghers息肉的间质中通常无炎症细胞

浸润. 此外, 胃Peutz-Jeghers息肉非常罕见[19]. 胃
Peutz-Jeghers息肉患者特征性的临床表现为在

面部、口唇周围、颊黏膜、指和趾、以及手掌

和足底部皮肤等处发生色素斑. 严重者可同时

出现腹痛、腹泻、黏液便、便血、便秘、呕血

等消化系症状[20]. 

4  发病机制

G H P发病机制目前尚不清楚 [21-25],  研究表明 , 
GHP是一种修复再生性的病变. 据报道24.2%的

患者随着胃黏膜损伤的愈合, 增生的小凹上皮

组织会逐渐消失, 其余将发展为GHP[21]. 
4.1 幽门螺杆菌与GHP发生的关系 GHP的发生

与各种慢性胃炎具有很大的相关性, 特别是由

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

起的胃炎和自身免疫性胃炎[13,22]. 一些研究表明, 
GHP与H. pylori的感染密切相关[23]. Ohkusa等
研究表明根除H. pylori能够使一定数量的GHP
消失或减退[16,22-24]. 在Saccá等[16]的研究中, 虽然

70%的患者H. pylori根除后GHP消失或减退, 但
仍有部分患者H. pylor i被根除后, GHP依然存

在[16]. 还有一部分H. pylori检测阳性的患者未查

见GHP的发生, 而H. pylori血清学试验阴性的人

群也患有GHP. 因此, 有研究表示H. pylori与GHP
的发生无明显相关性[3,11,12,25,26]. 这些研究说明还

有其他因素导致GHP的持续存在, 其原因还有

待于进一步研究. 
4.2 自身免疫性胃炎与GHP发生的关系 Dirschmid
等[27]的研究表明, 自身免疫性胃炎与GHP的发生

密切相关. 而且长期以来自身免疫性胃炎被认

为是一种癌前病变[20,27]. 

4.3 长期应用质子泵抑制剂与GHP发生的关系 
Pashankar等[28]研究表明长期应用质子泵抑制剂

(特别是儿童), 容易引发胃息肉. 目前大量研究

表明长期应用质子泵抑制剂可以诱发胃底腺息

肉. 在Carmack等[25]对美国120 000患者的食管、

胃、十二指肠镜检中, 胃息肉的患病率占6.35%, 
胃底腺息肉的患病率最高, 占患患者数的77%, 
但未见肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM). 
GHP的患病率为17%, 其中发生IM占13%. 他们

推断胃底腺息肉的患病率明显增高, GHP的患病

率显著降低是广泛使用质子泵抑制剂的结果[25]. 
H. pylori感染率和萎缩性胃炎的患病率持续降

低可能是GHP相对降低的原因[25]. 许多研究表明

东亚地区的研究数据可能不能应用于北美的疾

病分类学研究中. 有文献同样报道胃息肉的多

发类型因地理位置不同而发生改变. 东欧和亚

洲GHP的发生率高于西方国家[29]. Carmack等[25]

研究中也表明, 在西方国家, 胃底腺息肉的患病

率逐渐上升, 主要原因是由于长期应用质子泵

抑制剂治疗由H. pylori感染而引发的胃炎. GHP
发生与长期应用质子泵抑制剂的关系尚不清楚. 
如果GHP确实与H. pylori关系密切, 质子泵抑制

剂是根除H. pylori的主要治疗方法, 长期应用质

子泵抑制剂便可降低GHP的发生率. 但在GHP
发生机制还不明确的今天, 此结论还需要进一

步论证. 
4.4 器官移植与GHP发生的关系 Jewell等[26]对器

官移植受体发生GHP的研究表明, GHP的发生与

器官移植有明显的关联性. 由于器官移植受体

患者需要在术后应用免疫抑制药物, 自身免疫

抑制容易并发感染, 慢性胃炎的发生率高于正

常人群, 这可能是GHP容易发生在器官移植受

体患者的主要原因. 器官移植受体患者的GHP
和非器官移植患者的GHP相比较, 其组织病理

学特征无明显差异, 也在一定程度上表明两者

的病理学发生极有可能是相同的. 但是器官移

植受体患者容易发生GHP的明确发病机制还有

待于进一步的研究. 

5  GHP不典型增生或癌变

GHP最初通常被认为是一种良性病变, 但是目

前越来越多的研究报道GHP伴有不典型增生的

发生率是1%-20%[13,19,30-34], GHP伴有局灶癌变的

发生率是0.3%-7.1%[1,19,32,35,36]. GHP发生局部癌

变的癌组织通常是高分化癌, 但也有一些报道

证实GHP发生局部癌变的癌组织为印戒细胞癌

■研发前沿
靶向治疗是目前
分子生物学的研
究热点. 通过分子
水平对粘蛋白调
控作用机制的不
断研究, 粘蛋白有
可能成为GHP有
效的基因靶点.
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(低分化癌)[37,38]. 之前有文献证实, 与消化系的其

他息肉类似, 越大的GHP(特别是>2 cm的GHP)
发生癌变的危险性越高[32,39,40]. 因此, 研究表明

>2 cm的GHP应该被完全切除[41]. 同时, 有文献

表明, <2 cm的GHP同样具有癌变潜能[30,42]. 另有

一些文章表明, >0.5 cm的GHP均应被切除[43]. 然
而, GHP毕竟是一种癌变率较低的病变, 我们

还不能将GHP看做是一种癌前病变. 但这样的

做法可能是不实用的. 因此, 找出一些在GHP
发生癌变时特征性的标志物是G H P研究的重

点内容. 

6  GHP的分子生物学研究

目前为止, 有关GHP的研究均为小样本分析GHP
与胃癌发生的特异性通路的关系. 有一些学者对

伴有不典型增生或局灶癌变的GHP患者进行了

相关分子生物学的研究. p53抑癌基因通过诱导

细胞凋亡抑制癌症的发展. p53基因的突变和/或
蛋白聚集是人类肿瘤(特别是消化系肿瘤)发生最

常见的改变之一. 由于杂合子缺失、移码突变等

原因, 使得p53基因失活, 肿瘤形成[44,45]. 
有研究显示与正常和增生的胃黏膜相比 , 

在不典型增生的区域中P53的阳性率明显增

加 [32 ,35 ,46-48]. 并且推测P53的阳性表达在未伴不

典型增生或局灶癌变的GHP发展至GHP伴有

不典型增生再发展到GHP伴有局灶癌变(GHP-
GHP伴有不典性增生-GHP伴局灶癌变)的过程

中是一个晚期事件[32,35,46-48]. Murakami等[35]的研

究显示, 在GHP-GHP伴有不典型增生-GHP伴
有局灶癌变的过程中, P53的阳性表达率逐渐增

加, 同时还表明P53的标记指数与GHP的大小具

有明显的相关性. 但是, P53在GHP中表达的研

究仍存在争议. 在Dijkhuizen等[49]的研究中, P53
在GHP的表达呈阴性. Dijkhuizen等[49]同时研究

了MDM2以及感染了巨细胞病毒和EB病毒患

者的情况, 所有这些研究结果p53表达均为阴性. 
以上研究结果的不同可能是由于样本数量不同

所造成的. Dijkhuizen等[49]研究发现GHP中存在

k-ras基因的突变. Murakami等[35]的研究显示6%
的GHP患者存在k-ras基因的突变[32,49]. Dijkhui-
zen等[49]推断单独的k-ras基因突变并不能引起

GHP发生肿瘤性转换, 因为在未伴不典型增生

或癌变的GHP中同样检测到了k-ras基因的突变. 
在GHP伴有不典型增生的患者中, 一些学者

研究了微卫星的不稳定性(microsatellite instabil-
ity, MSI), 其发生0%-16.7%[47]. 虽然Nogueira等[47]

证实GHP中存在MSI, 但是他并不能解释GHP
发生恶性转换与MSI的关系. Weiss等[50]应用基

因组杂交方法分析3例GHP和8例腺瘤, 发现所

有患者均检测到染色体异常. 腺瘤的染色体异

常发生在7q36、20q12和5q14-q21. GHP的染色

体异常见于15q11-14、1p21-31和21q11-21.2. 在
GHP和腺瘤中均频繁发现9p21.3的染色体缺失. 
他们表示, 在胃的癌前病变的研究中, 同样检测

到以上染色体的异常, 说明以上染色体异常与

胃癌的发生相关. 因此, 他们断言在胃癌的发生

中存在双通路概念-GHP通路和腺瘤通路.  
K i-67可作为反映细胞增殖活性的重要指

标. 通过Ki-67的表达可以帮助我们判断GHP细
胞的增殖情况. Murakami等[35]对GHP细胞中的

Ki-67标记指数情况的研究表明, GHP细胞中的

Ki-67标记指数明显高于正常胃黏膜细胞, 其差

异具有统计学意义. 在GHP伴高级别不典型增

生(high grade dysplasia, HGD)的Ki-67标记指数

明显高于未伴不典型增生的GHP或GHP伴低级

别不典型增生(low grade dysplasia, LGD)的Ki-67
标记指数, 其差异具有统计学意义. 在一例对

GHP伴印戒细胞癌的研究结果显示, Ki-67在癌

组织和癌组织周围的小凹上皮细胞中的阳性率

分别为72.3%和70.5%, 但是在距癌组织较远处

的小凹上皮细胞中的阳性表达率仅4.5%[11]. 
Murakam i等[35]研究了p21WAF1/CIP1和cycl in 

D1在GHP的表达情况. 他们证实, 在GHP-GHP
伴有不典型增生-GHP伴有局灶癌变的过程中, 
p21WAF1/CIP1和cyclin D1的表达逐渐减少. 

其他学者也试图研究其他的标志物 (如 : 
ERB-2, APC, DCC, LOH)以阐明GHP发生癌变

的机制[32,47,49]. 然而, 目前为止未发现提示GHP
癌变有价值的标志物. 

7  GHP与粘蛋白表型的关系

粘蛋白(muc in, MUC)是一类高分子量的糖蛋

白, 目前已发现20种MUC. 根据其结构和功能

分为分泌型和膜结合型2大类[51]. 分泌型粘蛋白

包括MUC2、MUC5AC、MUC5B、MUC6、
M U C7、M U C8、M U C9和M U C19. 编码前

四种蛋白的基因位于染色体11q15.5上. 这些

M U C在维持胃肠道正常的生理过程、肿瘤

的发生、发展及转移中扮演着重要的角色 [51]. 
MUC1是克隆最早的跨膜粘蛋白, 定位于染色

体1q21-24[52,53]. MUC1在许多分泌型上皮细胞

的顶端表达[51]. MUC2主要表达于小肠和结肠

■相关报道
近期有篇关于粘
蛋 白 的 报 道 ,  显
示 在 G H P 伴 低
级别不典型增生
(LGD)、GHP伴
低级别不典型增
生(HGD)或癌变
的患者中, MUC1
的表达模式不同, 
所有正常的胃黏
膜和8 5 . 6 %的未
伴有不典型增生
的 G H P,  M U C 1
在细胞质和细胞
膜 弥 漫 阳 性 ;  在
8 0 % 的 G H P 伴
L G D 和 1 0 0 % 的
G H P 伴 H G D 或
癌变其MUC1在
腔缘侧细胞膜阳
性(P <0.001) .  即
MUC1表达模式2
的GHP更具有恶
变潜能. 该篇文章
从粘蛋白的表达
模式揭示GHP的
恶变潜能 ,  新颖 , 
有实际意义.
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■创新盘点
粘蛋白在肿瘤的
早期诊断、判断
预后及临床治疗
等方面具有一定
意 义 ,  可 作 为 判
断GHP恶性潜能
的 参 考 指 标 .  P
伴LGD、GHP伴
HGD和GHP伴局
灶癌变的患者中
MUC5AC的表达
量逐渐减少, 与未
伴有不典型增生
或癌变的GHP相
比, MUC2在GHP
伴有不典型增生
或局部癌变的患
者中表达量明显
升高. 粘蛋白在肿
瘤的早期诊断、
判断预后及临床
治疗等方面具有
一定意义, 可作为
判断GHP恶性潜
能的参考指标.

的杯状细胞中[52,54,55]. MUC3主要表达在胃肠道

上皮细胞中, 其基因定位于染色体7q22[51]. 胃
癌组织中, MUC3的阳性表达与患者的不良预

后相关[56]. MUC5AC主要表达在胃肠道和支气

管上皮细胞中, 在胃小凹上皮细胞呈高表达[57]. 
MUC5B主要表达在支气管、唾液腺和食管上皮

中. MUC6主要表达在胃及十二指肠的黏液腺体

中[58,59].  
越来越多的研究报道了胃癌的发生、预

后以及临床病理学因素与M U C1、M U C2、
MUC3、MUC5AC和MUC6的表达相关[56,60-68]. 
也有研究显示在GHP伴LGD、GHP伴HGD和

GHP伴局灶癌变的患者中MUC5AC的表达量逐

渐减少. 与未伴有不典型增生或癌变的GHP相
比, MUC2在GHP伴有不典型增生或局部癌变的

患者中表达量明显升高[44,68]. 
近期有研究表明在GHP伴LGD、GHP伴

HGD或癌变的患者中, MUC1的表达模式不同. 
在所有正常的胃黏膜和85.6%未伴有不典型增

生的GHP中, MUC1为第一种表达模式: 在细

胞质和细胞膜弥漫阳性. 在80%GHP伴LGD和

100%GHP伴HGD或癌变中, MUC1为第二种表

达模式: 在腔缘侧细胞膜阳性(P <0.001)[68]. 此
研究结果还证实 ,  在伴有不典型增生或癌变

的G H P中M U C1的表达与未伴有不典型增生

或癌变的GHP中相比, MUC1的表达多呈模式

2(P <0.01), 但此种表达模式的发生机制还没有

明确的结论. 
许多研究已经表明在各种炎性或恶性疾病

中均可检测到粘蛋白的异常表达. 粘蛋白的表

达与恶性疾病的进展具有一定的相关性[51]. 粘蛋

白可以作为一种区分正常和病变组织的良好标

志物[51]. 

8  结论

GHP是胃中最常见的息肉类型, 他不同于结肠

直肠的增生性息肉. GHP是胃黏膜病变的警钟. 
近年来一些研究已经证实GHP具有一定的癌变

潜能. 有一些研究结果提示GHP的癌变过程为: 
GHP→不典型增生→局灶癌变. 从遗传学角度

对GHP的研究很少, 虽然一些研究试图寻找能

特征性提示GHP将发生恶性转变的标志物, 但
是至今仍未发现. 粘蛋白可能是在恶性肿瘤的

早期阶段检测、治疗及提示肿瘤预后的良好标

志物. 研究GHP的遗传学和粘蛋白的表达情况

可能是将来研究的重点内容. 
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Abstract
Gastric cancer is one of the most common ma-
lignant tumors in the world. Chemotherapy 
is the main treatment for gastric cancer after 
operation. However, multidrug resistance of 
tumor cells always reduces its effectiveness and 
influences the prognosis of patients directly. 
For this reason, more and more scientific re-
searchers have been dedicated to the in-depth 
study of multidrug resistance in gastric cancer. 
RNA interference allows specific and effective 

inhibition of the expression of target genes and 
has been gradually applied to gene treatment 
for multidrug resistance in gastric cancer. The 
widespread use of RNA interference in recent 
years has led to many achievements. This arti-
cle aims to review the role of RNA interference 
in research of multidrug resistance in gastric 
cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 化疗是胃癌术
后的主要治疗措施, 而多药耐药性的产生常导
致化疗失败, 严重阻碍化疗进程, 直接影响患
者预后, 因而促使人们对胃癌多药耐药问题进
行深入研究. RNA干扰技术能特异、有效地
阻断靶基因的表达, 近年来已逐渐应用于胃癌
多药耐药的基因治疗, 并取得了较大进展. 本
文就目前RNA干扰在胃癌多药耐药研究中的
相关进展作一综述. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 化疗是胃癌术后的主要治疗措施, 而多

药耐药性的产生常导致化疗失败, 直接影响患者预

后. 近年研究证实, 多种基因与胃癌多药耐药密切

相关, 而通过RNA干扰技术介导特定耐药相关基

因沉默可有效提高胃癌化疗敏感性, 并在一定程度

上逆转胃癌多药耐药性.

廉超, 谢玉波, 肖强. R N A干扰在胃癌多药耐药中的研究进

展. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 1096-1101 URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/1096.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1096

■背景资料
胃癌是全世界最
常见的恶性肿瘤
之一, 居癌症病死
率第2位. 早期胃
癌治疗以手术为
主, 化疗为辅, 晚
期胃癌则以化疗
为主要手段. 但由
于多药耐药的产
生, 疗效往往不佳, 
直接影响患者预
后, 如何逆转胃癌
多药耐药性已成
为当前研究热点.
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0  引言

胃癌是全世界最常见的恶性肿瘤之一, 居癌症

病死率第2位[1]. 早期胃癌治疗以手术为主, 化
疗为辅, 晚期胃癌则以化疗为主要手段. 但由于

多药耐药的产生, 疗效往往不佳, 直接影响患

者预后, 如何逆转胃癌多药耐药性业已成为当

前研究热点[2]. RNA干扰技术(RNA interference, 
RNAi)是近年来发展起来的一项新的基因沉默

技术, 能特异、有效地阻断靶基因的表达, 因其

具有高效、快速、高度特异性、作用区域广

泛、操作简易等诸多优点, 目前已被广泛应用

于探索基因功能及恶性肿瘤基因治疗领域[3,4]. 
该技术也被认为是逆转肿瘤多药耐药性最有效

的方法之一[5]. 随着国内外学者对胃癌多药耐药

性问题研究的不断深入, RNA干扰技术已逐渐

应用于胃癌多药耐药的基因治疗, 并取得了一

些突破性的进展. 本文就近年来RNA干扰在胃

癌多药耐药研究中的最新进展作一综述. 

1  RNAi技术原理

RNA干扰机制迄今仍在不断探索中, 尚未完全

阐明, 但公认的基本原理是: 内源或外源性双链

RNA(double-stranded RNA, dsRNA)通过细胞膜

进入细胞后, 被一种RNA内切酶Ⅲ(RNA endo-
nuclease Ⅲ, RNase Ⅲ)-Dicer酶识别并切割降解

成21-23 nt的小RNA双链, 即由正义链、反义链

组成的RNAi效应中间产物-小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA). 之后, siRNA与Dicer酶
结合形成RNA诱导沉默复合体(RNA induced si-
lencing complex, RISC). 在RNA解旋酶及三磷酸

腺苷(adenosine triphosphate, ATP)作用下, siRNA
解螺旋, RISC被激活. 活化的RISC以siRNA为模

板, 按照碱基互补原则特异地识别与其同源的

靶mRNA, 随后Dicer酶即开始对其进行递进式

剪切, 形成强有力的瀑布效应, 最终这些断裂的

RNA小分子在核酸酶的作用下被完全降解, 从
而导致了目的基因的沉默[6,7]. 

2  RNAi在胃癌多药耐药研究中的应用

肿瘤多药耐药性(multidrug resistance, MDR)是
指肿瘤细胞对一种药物具有耐药性的同时, 对
其他结构不同、作用靶点不同的抗肿瘤药物也

产生耐药性. 而多药耐药性的产生是导致抗感

染药物治疗和肿瘤化疗失败的重要原因之一[8,9]. 
近年来研究发现, 胃癌多药耐药性与某些基因

密切相关, 通过调控这些基因的表达可有效提

高胃癌细胞对化疗药物的敏感性, 并在一定程

度上逆转胃癌多药耐药性[10]. 为进一步阐明胃癌

多药耐药与相关基因的机制联系, 国内外学者

基于RNA干扰技术已做了大量研究. RNAi在胃

癌多药耐药研究中的应用主要涉及耐药相关跨

膜转运蛋白、耐药相关酶、转录调控因子及凋

亡相关基因等4个方面. 
2.1 RNAi在耐药相关跨膜转运蛋白中的应用

2.1.1 MDR1/P-gp: 多药耐药基因1(mutidrug re-
sistance gene 1, MDR1)是最早发现和最重要的

多药耐药相关基因, 而由MDRl编码的P-糖蛋白

(P-glycopmtein, P-gP)作为一种ATP依赖性药物

泵, 能将细胞内药物泵出, 降低细胞内药物浓

度, 减免细胞内药物毒性, 是导致MDR最直接

原因, P-gp介导的MDR也被称为经典多药耐药

途径[11,12]. 近年研究表明, 通过下调MDR1/P-gP
表达水平, 可有效逆转胃癌多药耐药性, MDR1/
P-gP也被认为是RNA干扰逆转胃癌多药耐药的

最佳靶点[13]. Nieth等[14]应用RNA干扰技术, 以
MDR-1 siRNA转染人胃癌EPG85-257RDB细胞, 
结果发现, 转染后胃癌细胞MDR1的表达被明显

抑制, 而与转染前相比, 转染后胃癌细胞对柔红

霉素的耐药性显著降低, 提示RNAi抑制MDR1
的表达可有效逆转由P-g p介导的胃癌多药耐

药. 与此同时, Stege等[15]将针对MDR1/P-gP设
计的短发卡RNA(shRNA)成功导入人胃癌细胞

EPG85-257RDB, 发现MDR1/P-gP表达水平显著

下降, 并使转染组细胞内的蒽环霉素蓄积量大

幅提升, 提示RNA干扰介导的MDR1/P-gP下调

可有效逆转胃癌细胞多药耐药性. 
2.1.2 多药耐药相关蛋白: 多药耐药相关蛋白

(multidrug resistance associated-protein, MRP)是
继P-gp之后发现的第2个ATP结合盒(ATP bind-
ing cassette, ABC)跨膜转运蛋白超家族成员, 也是

一种ATP依赖的多药耐药相关药物泵, MRP通过

谷胱甘肽(glutathione, GSH)与药物的共价结合实

现转运, 从而导致肿瘤细胞的多药耐药[16,17]. Endo
等[18]应用RT-PCR、Southern blot及免疫组织化

学法分别检测4种胃癌细胞株MRP的表达水平, 
发现4种胃癌细胞株中有3种MRP表达阳性, 之
后通过M T T法分别检测胃癌细胞对阿霉素、

顺铂、依托泊甙等化疗药物的敏感性, 研究表

明, MRP阴性细胞株对以上3种化疗药物的敏

感性均显著高于MRP阳性细胞株, 提示MRP的
表达水平与胃癌多药耐药密切相关, 干扰MRP
的表达将有可能逆转胃癌多药耐药性. MRP4

■研发前沿
近年来研究发现, 
胃癌多药耐药性
与某些基因密切
相关, 通过调控这
些基因的表达可
有效提高胃癌细
胞对化疗药物的
敏感性, 并在一定
程度上逆转胃癌
多 药 耐 药 性 .  而
RNA干扰技术的
问世无疑为胃癌
多药耐药研究带
来了崭新的契机.



1098              ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)     世界华人消化杂志   2013年4月28日   第21卷   第12期

2013-04-28|Volume 21|Issue 12|WCJD|www.wjgnet.com

是MRP亚家族成员之一, 不仅参与调控多种细

胞内信号通路, 更与胞内药物泵出、促使细胞

生存密切相关[19]. Zhang等[20]通过RNA干扰技

术, 将MRP小干扰RNA转染人胃癌耐顺铂细胞

SGC-7901/DDP, 研究发现, MRP siRNA导入细

胞后, MRP蛋白及mRNA的表达水平均显著降

低, 并成功逆转胃癌耐药细胞多药耐药性. 
2.2 RNAi在耐药相关酶中的应用

2.2.1 Akt/PKB: PI3K/Akt通路作为细胞内重要的

信号转导系统, 广泛存在于细胞中, 参与细胞

的生长、增殖和分化调节, 并与肿瘤发生发展

关系密切, 而Akt是PI3K/Akt信号通路的中心

环节[21]. Akt是一种丝/苏氨酸蛋白激酶, 通常也

被称作蛋白激酶B(protein kinase B, PKB). 近年

研究表明, Akt不仅与胃癌的发生发展紧密联系, 
更与胃癌化疗敏感性密切相关[22]. Han等[23]通过

构建真核质粒载体Akt1 siRNA, 将其转入胃癌细

胞株AGS, 发现转染后Akt1表达量显著降低, 并
明显提高胃癌细胞AGS对长春新碱(vincristine, 
VCR)、阿霉素(adriamycin, ADR)、氟尿嘧啶

(5-fludrouracil, 5-FU)及顺铂(cisplatin, DDP)等
多种化疗药物的敏感性. Zhou等[24]应用RNA干

扰技术将Akt1沉默慢病毒成功转入胃癌细胞株

SGC-7901和BGC-823, 结果发现, Akt1沉默在体

外和体内环境下均可显著抑制胃癌细胞增殖并

诱导细胞凋亡. 此外, Akt表达下调后, SGC-7901
及BGC-823对DDP的敏感性均显著提高, 并认为

其机制可能与Akt下调后使PI3K/Akt1通路失活

有关.  
2.2.2 GST-π: 谷胱甘肽转移酶(glutathion-s-trans-
ferase, GST)是一类多功能药物代谢酶, 为细胞

抗损伤、抗癌变的主要解毒系统, 临床上应用

的许多药物都是在GST催化下通过与谷胱甘肽

(glutathion, GSH)结合而解毒. 谷胱甘肽转移酶

有5个亚型, 而其中胎盘型GST(GST-π)就占90%
左右 ,  是肿瘤细胞和组织中最常见的同功酶 .  
GST-π由谷胱甘肽转移酶P1(glutathione S-trans-
ferase P1, GSTP1)基因编码合成, 并与肿瘤发生

和耐药均密切相关[25,26]. Townsend等[27]研究认

为, GST-π增高导致肿瘤耐药的机制可能有以下

几个方面: (1)GST-π可将化疗药物产生的过氧

化物还原为无毒物质; (2)GST-π可抑制烷化剂等

亲电性化疗药物引起的肿瘤细胞DNA交联, 从
而降低化疗药物对细胞的杀伤作用; (3)GST-π不
仅能够催化亲电物质与谷胱甘肽结合, 其本身

亦可与亲脂性细胞毒药物结合, 并增加其水溶

性, 促进其代谢, 从而降低化疗药物的细胞毒作

用. GST-π表达越强, 化疗药物毒性作用降低越

明显, 肿瘤细胞对化疗的药物的耐受性就越强. 
韩杰等[28]通过对54例胃癌和大肠癌新鲜肿瘤组

织及转移淋巴结进行肿瘤细胞培养化疗药敏性

实验并针对原发灶和转移灶中的P-gP和GST-π
行免疫组织化学染色, 结果发现, 无论是在原发

灶还是在转移灶, GST-π表达程度均与化疗药物

5-FU、VCR的抑制率呈明显负相关. Zhang等[29]

则进一步证实, 虽同为胃癌细胞株, 但MGC-803
细胞对顺铂的敏感性却明显高于B G C-823及
S G C-7901. 之后他们又对3种细胞株G S T P1 
mRNA及蛋白的表达水平进行了检测, 结果却

发现, MGC-803细胞中未能检测到有GSTP1
表达, 而BGC-823和SGC-7901均有GSTP1表
达. 研究提示, GSTP1的表达缺失很可能是导致

MGC-803胃癌细胞顺铂敏感性显著提高的主要

原因, 而抑制GSTP1的表达将可能从整体上提高

胃癌细胞对化疗药物的敏感性. 在前列腺癌研

究领域, 金鹏等[30]已率先采用RNA干扰技术, 将
针对GSTP1设计的短发卡RNA(shRNA)转染人

前列腺癌细胞株Du145介导GSTP1基因沉默, 发
现细胞增殖活性受到明显抑制, 诱导凋亡, 并显

著提高Du145细胞对5-FU的化疗敏感性. 虽然目

前尚无RNA干扰胃癌GSTP1表达的化疗敏感性

研究, 但其潜在的可行性已为我们指明了未来

的研究方向. 
2.3 RNAi在转录调控因子中的应用

2.3.1 RUNX3: RUNT相关转录因子3(runt-related 
transcription factor3, RUNX3)作为RUNT基因

家族成员之一, 在细胞增殖和分化中起重要作

用. RUNT与人类多种恶性肿瘤的发生发展密切

相关, 被认为是一种肿瘤抑制基因[31]. Guo等[32]

研究发现, RUNX3 siRNA可明显介导胃癌细胞

SGC-7901多药耐药的发生, 相反, RUNX过表达

则使胃癌细胞SGC-7901对多种化疗药物的敏

感性显著提高, 并明显下调耐药基因MDR1、
MRP及抗凋亡基因白血病-2(B cell lymphoma/
leukemia-2, Bcl-2 ), 从而有效逆转胃癌细胞多药

耐药性. 
2.3.2 ZNRD1: 转录相关锌带蛋白基因(zinc rib-
bon domain-containing l protein, ZNRD1)是2000
年Fan等[33]从6p2I.3 MHCⅠ区克隆出的一个新的

锌带基因, 近年研究证实, ZNRD1基因不仅参与

调控细胞周期、细胞凋亡等多种细胞生物学进

程, 更与肿瘤发生发展及多药耐药密切相关[34]. 

■相关报道
近年来国内外学
者基于RNA干扰
技术已做了大量
研究, 发现RNAi
介导某些特定基
因沉默可有效提
高胃癌化疗敏感
性, 甚至逆转胃癌
多药耐药性, 其应
用范畴主要涉及
耐药相关跨膜转
运蛋白、耐药相
关酶、转录调控
因子及凋亡相关
基因等4个方面.
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■创新盘点
随着国内外学者
对胃癌多药耐药
性问题研究的不
断深入 ,  RNAi已
逐渐应用于胃癌
多药耐药的基因
治疗, 本文搜集了
大量关于RNAi在
胃癌多药耐药研
究中的最新进展, 
并将应用范畴划
分为4个板块分别
进行阐述, 从而为
未来胃癌多药耐
药相关研究奠定
可靠的理论基础.

Shi等[35]将ZNRD1过表达真核质粒载体转染人

胃癌细胞株SGC-7901, 发现ZNRD1过表达可显

著上调P-gp蛋白的表达, 并认为ZNRD1过表达

可能是促使胃癌产生多药耐药性的原因之一. 
为进一步明确ZNRD1与胃癌多药耐药间的关系, 
Hong等[36]成功构建ZNRD1 siRNA真核质粒载体

并转染人胃癌耐药细胞株SGC-7901/VCR, 结果

发现, ZNRD1沉默可显著提高SGC-7901/VCR对
化疗药物长春新碱、阿霉素及依托泊苷的化疗

敏感性. 
2.4 RNAi在凋亡相关基因中的应用 肿瘤细胞对

化疗药物的凋亡抵抗是MDR的重要机制之一, 
通过调控凋亡相关基因的表达可直接影响肿瘤

细胞对化疗药物的敏感性[37]. 檀碧波等[38]应用免

疫组织化学技术对63例胃癌标本中Survivin、
Bcl-2的蛋白表达水平进行了检测, 并以MTT
法检测其体外化疗药物敏感性, 研究发现, 凋
亡相关基因Survivin及Bcl-2强表达时, 多种化

疗药物对胃癌细胞的抑制率均显著降低, 提示

Survivin、Bcl-2表达水平与胃癌化疗敏感性密

切相关. Survivin作为凋亡抑制蛋白(inhibitor of 
apoptosis protein, IAP)家族成员之一, 被认为是

迄今为止发现的最强的凋亡抑制因子[39]. 方雷

等[40]最新研究表明, Survivin特异性siRNA可明

显抑制胃癌细胞MGC-803中Survivin的表达, 抑
制细胞增殖, 并显著提高MGC-803细胞对化疗

药物塞来昔布的敏感性. Shen等[41]则进一步证

实, 转染针对Survivin设计的shRNA后可有效抑

制Survivin在胃癌细胞SGC-7901中的表达, 且无

论是在体外还是体内环境下, Survivin沉默均可

显著提高胃癌细胞SGC-7901对化疗药物DDP及
5-FU的敏感性. B细胞淋巴瘤/Bcl-2家族是目前

已知的细胞凋亡中最重要的调控因子. Bcl-2家
族具体分为促凋亡亚家族和抗凋亡亚家族两大

类, Bcl-2和Mcl-1均为抗凋亡亚家族成员, 其主

要作用是保持线粒体膜的完整, 抑制细胞色素C
的释放, 从而促进细胞生存, 抑制细胞凋亡[42,43]. 
而他们所具有的凋亡抵抗作用亦被认为是肿瘤

发生和导致耐药的主要原因之一[44]. 沈方臻等[45]

等成功筛选出稳定转染Bcl-2 shRNA质粒的胃

癌细胞株SGC-7901, 并将其作用于不同浓度的

DDP和5-FU, 结果表明, 转染后Bcl-2 mRNA的表

达能够在长时间内受到抑制, 胃癌SGC-7901细
胞株对化疗药物DDP及5-FU的敏感性亦显著提

高. 此外, Akagi等[46]通过RNAi技术以腺病毒介

导Mcl-1基因沉默, 发现Mcl-1表达抑制后可明显

促进化疗药物诱导的线粒体细胞色素C的释放, 
并激活Caspase凋亡信号通路, 诱导细胞凋亡, 从
而有效提高胃癌细胞化疗敏感性. 细胞因子诱

导的凋亡抑制分子1(cytokine-induced apoptosis 
inhibitor 1, CIAPIN1)是2004年Shibayama等[47]通

过克隆表达的方法鉴定的凋亡抑制分子, 他们

还证实, CIAPIN1是独立于凋亡调节分子Bcl-2
家族及Caspase家族之外的ras信号转导通路的

一个新的调节分子. 近年研究发现, CIAPIN1与
多种恶性肿瘤的发生发展及多药耐药密切相

关, 认为CIAPIN1可作为未来抗癌治疗的潜在新

靶点[48]. Hao等[49]应用cDNA转染技术和RNA干

扰技术分别介导胃癌细胞CIAPIN1基因过表达

和沉默, 发现CIAPIN1过表达可诱导胃癌细胞

SGC-7901产生多药耐药性, 而CIAPIN1沉默则

可有效提高胃癌细胞SGC-7901及胃癌耐药细胞

SGC-7901/ADR对多种化疗药物的敏感性, 明显

诱导凋亡, 且CIAPIN1沉默后, MDR1及MRP的
表达水平均显著下调. Li等[50]应用RNA干扰技

术, 将CIAPIN1 siRNA转染人胃癌耐药细胞株

SGC-7901/VCR, 发现转染组CIAPIN1表达水平

显著降低, MTT法分别检测3组对多种化疗药物

敏感性, 结果显示, 抑制CIAPIN1表达可有效提

高胃癌耐药细胞SGC-7901/VCR对VCR、ADR
及VP-16的化疗敏感性. 

3  结论

RNAi作为一项沉默特异基因序列的新兴技术, 
因其具有高效、快速、高度特异性、作用区域

广泛、操作简易等诸多优点, 近年来已逐渐替

代反义核酸技术及基因剔除技术在基因功能

研究领域的主导地位. 在沉默效果方面, RNAi
所产生的沉默效应已远远超过传统的反义核酸

技术, 而在作用范围方面, siRNA拥有广泛的作

用区域, 可作用于mRNA的任何部位, 而不是像

miRNA主要局限于靶基因3'-UTR区. 值得注意

的是, RNAi的序列是需要针对目的基因来特殊

设计的, 之后仍需根据实验目的选择构建不同的

载体. 目前实现RNAi的载体工具和方法主要有: 
化学合成、质粒载体、慢病毒载体及腺病毒载

体等4大类. 而在肿瘤多药耐药研究领域, RNAi
更被认为是逆转肿瘤多药耐药性最有效的方法

之一, 显示出其广阔的应用前景. 尽管目前研究

距离临床应用仍有较大差距, 尚有很多问题亟待

解决, 但可以肯定的是, 随着RNAi研究的不断深入

与完善, 胃癌多药耐药研究必将翻开崭新的一页.
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Abstract 
AIM: To observe the preventive effects of met-
formin and pioglitazone on nonalcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) and their influence on 
CYP2E1 expression in the liver.  

METHODS: SD rats were randomly divided 
into four groups: normal control group (fed a 
normal diet), NAFLD group (fed a fat-rich diet), 
metformin group [fed a fat-rich diet and intra-
gastrically given metformin 500 mg/(kg·d)], 
pioglitazone group [fed a fat-rich diet and intra-
gastrically given pioglitazone 15 mg/(kg·d)]. 
The rats were killed at the end of 12 wk. The 
contents of alanine transferase (ALT), aspar-
tate aminotrasferase (AST), bioactive alkaline 
phosphatase (ALP), total cholesterol (TC), total 
glyceride (TG), and floating free acid (FFA) were 
determined. Fasting blood sugar (FBG) level and 
insulin (FINS) level were measured to calculate 
the insulin resistance index (HOMA-IR). HE 
staining and Masson staining were carried out 
to observe the pathological changes in the liver. 
The expression levels of CYP2E1 mRNA and 
protein in the liver were determined by RT-PCR 
and immunohistochemistry, respectively.

RESULTS: Compared to the NAFLD group, 
treatment with metformin significantly reduced 
the bioactivity of ALT (79.86 U/L ± 10.40 U/L 
vs 143.80 U/L ± 26.34 U/L), AST (221.30 U/L ± 
34.21 U/L vs 358.76 U/L ± 97.20 U/L), and ALP 
(153.32 U/L ± 24.20 U/L vs 207.47 U/L ± 35.39 
U/L), the contents of TC (1.70 mmol/L ± 0.34 
mmol/L vs 2.76 mmol/L ± 0.28 mmol/L), TG 
(3.96 mmol/L ± 0.23 mmol/L vs 5.67 mmol/L ± 
0.54 mmol/L), and FFA (493.19 μmol/L ± 38.89 
μmol/L vs 654.40 μmol/L ± 71.74 μmol/L), FBG 

■背景资料
肥胖、高血脂、
代谢综合征、糖
尿病患者易并发
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD), 目
前普遍认为胰岛
素抵抗参与其发
生发展过程. 二甲
双胍和吡格列酮
可从不同途径增
加胰岛素敏感性, 
改善胰岛素抵抗. 
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(5.47 mmol/L ± 0.42 mmol/L vs 8.05 mmol/L ± 
0.48 mmol/L), FINS (20.89 mU/L ± 3.12 mU/L vs 
27.51 mU/L ± 4.02 mU/L), and HOMA-IR (5.08 ± 
1.20 vs 9.84 ± 2.11) (all P < 0.05); treatment with pi-
oglitazone significantly reduced the bioactivity of 
ALT (84.73 U/L ± 9.18 U/L vs 143.80 U/L ± 26.34 
U/L), AST (235.23 U/L ± 33.62 U/L vs 358.76 U/L 
± 97.20 U/L), and ALP (160.02 U/L ± 25.32 U/L 
vs 207.47 U/L ± 35.39 U/L), the contents of TC 
(1.68 mmol/L ± 0.26 mmol/L vs 2.76 mmol/L ± 
0.28 mmol/L), TG (3.60 mmol/L ± 0.30 mmol/L 
vs 5.67 mmol/L ± 0.54 mmol/L), and FFA (495.21 
μmol/L ± 43.67 μmol/L vs 654.40 μmol/L ± 71.74 
μmol/L), FBG (5.32 mmol/L ± 0.37 mmol/L vs 
8.05 mmol/L ± 0.48 mmol/L), FINS (21.01 mU/L 
± 2.86 mU/L vs 27.51 mU/L ± 4.02 mU/L), and 
HOMA-IR (4.97 ± 0.97 vs 9.84 ± 2.11) (all P < 0.05). 
Treatment with both metformin and pioglitazone 
ameliorated pathological changes in the liver and 
reduced the expression levels of CYP2E1 mRNA 
and  protein in the liver (both P < 0.05). However, 
there were no significant differences in the above 
parameters between the two groups (all P > 0.05). 

CONCLUSION: Both metformin and piogli-
tazone can prevent the occurrence of NAFLD by 
reducing the expression of CYP2E1.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察二甲双胍、吡格列酮对非酒精性
脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)大鼠肝脏细胞色素P4502E1(CYP2E1)
的影响.

方法: SD大鼠随机分为正常对照组(普通饲料
喂养)、非酒精性脂肪肝组(高脂饮食喂养)、
二甲双胍干预组[高脂饮食喂养加二甲双胍
500 mg/(kg·d)灌胃]、吡格列酮干预组[高脂
饮食喂养加吡格列酮15 mg/(kg·d)]. 饲养12 wk
末处死大鼠 ,  检测血清丙氨酸氨基转移酶
(aspartate aminotrasferase, ALT)、天冬氨酸氨
基转移酶(aspartate aminotrasferase, AST)、碱

性磷酸酶(bioactive alkaline phosphatase, ALP)
活性、总胆固醇(total cholesterol, TC)、甘油
三酯(total glyceride, TG)、游离脂肪酸(floating 
free acid, FFA)含量; 测量空腹血糖(fasting 
blood-sugar, FBG)及胰岛素(level and insulin, 
FINS), 计算胰岛素抵抗指数(insulin resistance 
index, HOMA-IR); 采用HE染色及Masson染色
(显示胶原纤维), 观察肝脏病理形态学的改变; 
采用RT-qPCR和免疫组织化学法分别检测肝
脏中CYP2E1 mRNA及蛋白的表达. 

结果: 与非酒精性脂肪肝组相比, 二甲双胍干
预组的ALT(79.86 U/L±10.40 U/L vs  143.80 
U/L±26.34 U/L)、AST(221.30 U/L±34.21 U/L 
vs  358.76±97.20 U/L)、ALP(153.32 U/L±
24.20 U/L vs  207.47 U/L±35.39 U/L)、TC(1.70 
mmol/L±0.34 mmol/L vs  2.76 mmol/L±0.28 
mmol/L)、TG(3.96 mmol/L±0.23 mmol/L 
vs  5.67 mmol/L±0.54 mmol/L)、FFA(493.19 
μmol/L±38.89 μmol/L vs  654.40 μmol/L±71.74 
μmol/L)以及FBG(5.47 mmol/L±0.42 mmol/L 
vs  8.05 mmol/L±0.48 mmol/L)、FINS(20.89 
mU/L±3.12 mU/L vs  27.51 mU/L±4.02 mU/
L)、HOMA-IR(5.08±1.20 vs  9.84±2.11)均明
显降低(P<0.05), 吡格列酮干预组的ALT(84.73 
U/L±9.18 U/L vs  143.80 U/L±26.34 U/L)、
AST(235.23 U/L±33.62 U/L vs  358.76 U/L±
97.20 U/L)、ALP(160.02 U/L±25.32 U/L vs  
207.47 U/L±35.39 U/L)、TC(1.68 mmol/L±
0.26 mmol/L vs  2.76 mmol/L±0.28 mmol/L)、
TG(3.60 mmol/L±0.30 mmol/L vs  5.67 mmol/L
±0.54 mmol/L)、FFA(495.21 μmol/L±43.67 
μmol/L vs  654.40 μmol/L±71.74 μmol/L)以及
FBG(5.32 mmol/L±0.37 mmol/L vs  8.05 mmol/L
±0.48 mmol/L)、FINS(21.01 mU/L±2.86 mU/
L vs  27.51 mU/L±4.02 mU/L)、HOMA-IR(4.97
±0.97 vs  9.84±2.11)均明显降低(P<0.05), 肝脏
脂肪变性及纤维化程度均明显改善, CYP2E1 
mRNA及蛋白的表达明显降低(P<0.05), 且两干
预组间差异无统计学意义(P>0.05). 

结论:  二 甲 双 胍、吡 格 列 酮 均 通 过 降 低
CYP2E1的表达, 预防NAFLD的发生. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 二甲双胍; 吡格列酮; 非酒精性脂肪性肝

病; CYP2E1

核心提示: 二甲双胍、吡格列酮均可通过降低

CYP2E1的表达, 预防非酒精性脂肪性肝病(non-

alcoholic fatty liver disease)的发生.

■研发前沿
NAFLD与代谢综
合征有关, 但是其
具体发病机制尚
未完全明确, 因此
探讨NAFLD发病
机制及有效的防
治措施是目前研
究的热点和重点.
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0  引言

近年来, 肥胖、高血脂、代谢综合征、糖尿病

患者越来越多, 由此引发的非酒精性脂肪性肝

病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)发病

率日益升高, 其发病机制尚未完全明确, 但目前

普遍认为胰岛素抵抗参与其发生发展过程[1-4]. 
二甲双胍和吡格列酮可从不同途径增加胰岛素

敏感性, 改善胰岛素抵抗. 本实验以高脂饮食建

立NAFLD大鼠模型, 观察CYP2E1在肝脏中的表

达及二甲双胍、吡格列酮对NAFLD的预防作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠40只, 清洁级, 体质量180 g±
10 g, 购自河北医科大学动物实验中心, 许可证

号: SCXK(冀)2008-1-003. 分笼喂养, 动物房内通

风良好, 室温保持在18 ℃-25 ℃, 湿度40%-60%, 
光照时间12 h/d. 盐酸二甲双胍片, 500 mg/片, 上
海施贵宝公司生产; 盐酸吡格列酮片, 15 mg/片, 
天津武田药品有限公司生产; 血清丙氨酸氨基

转移酶(aspartate aminotrasferase, ALT)、天冬氨

酸氨基转移酶(aspartate aminotrasferase, AST)
试剂盒: 北京柏定生物工程有限公司; 碱性磷酸

酶(bioactive alkaline phosphatase, ALP)试剂盒: 
北京利德曼生化技术有限公司; 血糖测定采用

葡萄糖氧化酶法; 胰岛素放免试剂盒购自北京

福瑞生物工程公司; 总胆固醇(total Cholesterol, 
TC)、甘油三酯(total glyceride, TG)、游离脂肪

酸(floating free acid, FFA)试剂盒购自南京建成

生物工程研究所; CYP2E1多克隆抗体及DAB显
色液购自武汉博士德公司; TRIzol试剂盒购自

Invitrogen公司; TaKaRa RNA LA PCRTM Kit试
剂盒购自日本TaKaRa有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型建立与分组: 将大鼠随机分为: 正
常对照组(NC组, n  = 10), 普通饲料喂养12 wk; 
非酒精性脂肪肝组(NF组, n  = 10), 高脂饮食喂养

12 wk, 高脂饮食配料包括: 80.5%基础饲料、2%
高胆固醇、7%猪油、10%蛋黄粉及0.5%胆盐: 
二甲双胍干预组(MN组, n  = 10), 高脂饮食喂养

同时加用二甲双胍500 mg/(kg·d)灌胃12 wk; 吡
格列酮干预组(PN组, n  = 10), 高脂饮食喂养同时

加用吡格列酮15 mg/(kg·d)灌胃12 wk. 
1.2.2 标本制备与保存: 饲养12 wk, 大鼠禁食12 h, 
麻醉后下腔静脉取血, 分离血清, -70 ℃保存, 以
检测血清学指标. 迅速取出肝脏, 称质量, 切取

数块右叶肝组织保存于液氮内, 以提取蛋白及

总RNA, 并取右叶肝组织固定于10%甲醛内, 用
于病理学检查. 
1.2.3 观察指标与检测方法: ALT、AST、ALP、
TG、TC、FFA、空腹血糖均严格按照试剂说

明书由自动生化仪进行测定, 胰岛素采用放射

免疫法测定, 计算胰岛素抵抗指数(HOMA-IR = 
FBG×FINS/22.5)[5]. 
1.2.4 组织病理学观察: 将取出的肝组织浸泡在

10%甲醛溶液内固定, 石蜡包埋, 切片, 行HE染
色及Masson染色观察肝细胞脂肪变性程度、

炎性活动度及肝纤维化的程度, 相关标准参照

Musso等[6]提出的肝细胞脂肪变分级方法及2000
年全国肝病会议通过的肝纤维化分期方法[7]. 
1.2.5 CYP2E1免疫组织化学的检测: 按照SP试
剂盒操作说明进行, 石蜡切片常规脱蜡、水化, 
置1 mmol/L Tris/EDTA缓冲液中进行微波抗原

修复, 凉至室温; 30 g/L H2O2孵育10 min以消除

内源性过氧化物酶活性, 滴加100 mL/L正常兔血

清封闭非特异性抗原, 倾去血清, 滴加1∶100稀
释的CYP2E1一抗, 4 ℃放置过夜, PBS冲洗3 min
×5 min, 滴加生物素化二抗, 37 ℃孵育10 min, 
PBS冲洗3 min×5 min; 滴加辣根过氧化物酶标

记的卵白素工作液, 37 ℃孵育15 min; DAB显色, 
苏木素复染, 脱水中性树脂封片. 
1.2.6 CYP2E1 mRNA的测定: 提取肝组织标本

总RNA, 依照试剂盒提供的说明书进行逆转录

反应, PCR引物序列: 5'-CTCCTCGTCATATC-
CATCTG-3', 5'-GCAGCCAATCAGAAATG-3'. 
PCR反应条件: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 
56 ℃退火l min, 72 ℃延伸l min, 25个循环, 最后

72 ℃延伸8 min. 产物分析: PCR扩增产物10 μL
加入1%琼脂凝胶中电泳, 紫外透视分光仪下观

察结果并摄片, 用β-actin校正半定量, 凝胶图像

分析系统测定各电泳带灰度值.   
统计学处理 采用SPSS13.0进行数据统计, 

统计结果用mean±SD表示, 计量资料采用单因

素方差分析, 计数资料采用秩和检验, P <0.05为
差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组FBG、FINS及HOMA-IR的比较 与正

■相关报道
D a y 等 提 出 了
N A F L D 发 病 的
“ 二 次 打 击 学
说” .  初 次 打 击
为胰岛素抵抗导
致肝脏脂肪沉积, 
肝细胞脂肪变性; 
第二次打击为各
种原因引起的氧
化 应 激 ,  使 肝 细
胞膜发生脂质过
氧 化 损 伤 ,  伴 随
CYP2E1增加, 最终
导致肝细胞坏死.
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■创新盘点
本文通过大鼠模
型 研 究 二 甲 双
胍、吡格列酮对
非酒精性脂肪肝
的预防作用, 发现
其作用机制可能
与调节CYP2E1的
水平有关.

常对照组相比, 非酒精性脂肪肝组中F I N S、
HOMA-IR均有明显的上升趋势(P <0.05); 与非

酒精性脂肪肝组相比, 二甲双胍干预组、吡格

列酮干预组FINS、HOMA-IR均有明显的下降

(P <0.05), 但后两组相比差异无统计学意义(表1). 
2.2 各组大鼠ALT、AST、ALP及TG、TC、

FFA的变化 与正常对照组相比, 非酒精性脂肪

肝组ALT、AST、ALP 活性及TG、TC、FFA含

量均有明显升高(P <0.05); 与非酒精性脂肪肝组

相比, 二甲双胍干预组、吡格列酮干预组ALT、
AST、ALP活性及TG、TC、FFA含量均有明显

下降(P <0.05), 而后两组相比差异无统计学意义

(表2, 3). 
2.3 肝组织病理HE染色 正常对照组HE染色可见

正常肝小叶结构, 未见肝细胞脂肪变性或坏死

及炎性细胞浸润; 非酒精性脂肪肝组HE染色后

可见肝小叶结构紊乱或消失, 肝细胞肿大, 出现

中重度脂肪变性; 二甲双胍干预组、吡格列酮

干预组HE染色介于正常对照组与非酒精性脂肪

肝组(图1). 
2.4 肝组织病理Masson染色 正常对照组肝组

织M a s s o n染色可见正常的肝小叶结构, 窦周

隙可见少量增生的胶原纤维 ;  非酒精性脂肪

肝病组Masson染色可见肝小叶结构紊乱或消

失、肝细胞坏死和纤维组织增生, 窦周隙纤维

增生明显, 汇管区、肝小叶间、肝小叶中心可

见粗条索状纤维组织. 二甲双胍干预组、吡格

列酮干预组亦可见纤维组织增生, 程度较非酒

精性脂肪肝病组明显减轻, 两干预组间无明显

差异(图2). 
2.5 各组CYP2E1 mRNA及蛋白表达的比较 RT-
PCR测定结果显示: 与正常对照组相比, 非酒精

性脂肪肝组CYP2E1 mRNA表达量均有明显增

多(P <0.05). 与非酒精性脂肪肝组相比, 二甲双

胍干预组、吡格列酮干预组CYP2E1 mRNA表

达量均有明显减少(P <0.05), 而后两组相比差异

表 1 各组大鼠空腹血糖、胰岛素及胰岛素抵抗指数的比较 (mean±SD)

     分组  空腹血糖(mmol/L) 胰岛素(mU/L) 胰岛素抵抗指数

正常对照组      6.62±0.87 21.13±3.98     6.22±1.84

非酒精性脂肪肝组      8.05±0.48 27.51±4.02a     9.84±2.11a

二甲双胍干预组      5.47±0.42c 20.89±3.12c     5.08±1.20c

吡格列酮干预组      5.32±0.37c 21.01±2.86c     4.97±0.97c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  非酒精性脂肪肝组. 

表 2 各组大鼠丙氨酸氨基转移酶、天冬氨酸氨基转移酶、碱性磷酸酶的变化 (mean±SD, U/L)

     分组 丙氨酸氨基转移酶 天冬氨酸氨基转移酶   碱性磷酸酶

正常对照组    52.56±6.78     196.34±12.97 144.54±23.48

非酒精性脂肪肝组  143.80±26.34a     358.76±97.20a 207.47±35.39a

二甲双胍干预组    79.86±10.40c     221.30±34.21c 153.32±24.20c

吡格列酮干预组    84.73±9.18c     235.23±33.62c 160.02±25.32c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  非酒精性脂肪肝组. 

表 3 各组大鼠甘油三酯、总胆固醇、游离脂肪酸的变化 (mean±SD)

     分组 甘油三酯(mmol/L) 总胆固醇(mmol/L) 游离脂肪酸(μmol/L)

正常对照组      2.70±0.32      0.98±0.25     408.63±31.80

非酒精性脂肪肝组      5.67±0.54a      2.76±0.28a     654.40±71.74a

二甲双胍干预组      3.96±0.23c      1.70±0.34c     493.19±38.89c

吡格列酮干预组      3.60±0.30c      1.68±0.26c     495.21±43.67c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  非酒精性脂肪肝组. 
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无统计学意义(P >0.05, 图3, 4). 
免疫组织化学染色法示: 正常对照组CY-

P2E1阳性细胞极少, 阳性率为0; 与正常对照组

相比, 非酒精性脂肪肝组CYP2E1阳性细胞显著

增加, 棕黄色颗粒主要分布于中央静脉周围, 与
脂肪变一致(P <0.05). 与非酒精性脂肪肝组相比, 
二甲双胍干预组、吡格列酮干预组CYP2E1阳
性细胞明显减少(P <0.05), 后两组相比差异无统

计学意义. 

■应用要点
认真分析临床非
酒精性脂肪肝患
者的实际情况, 可
以建议其服用二
甲双胍或吡格列
酮防治脂肪肝病
情的进展.

A B

C D

图 2 各组大鼠肝
脏 的 M a s s o n 染 色
(×400). A: 正常对

照组; B: 非酒精性

脂肪肝组; C: 二甲

双胍干预组; D: 吡

格列酮干预组. 

4

3

2

1

0

正常对照组

非酒精性脂肪肝组

二甲双胍干预组

吡格列酮干预组

图 3 各组大鼠CYP2E1 mRNA的变化.

A B

C D

图 1 各组大鼠肝
脏的HE染色(×400). 
A: 正常对照组; B: 

非酒精性脂肪肝组; 

C: 二甲双胍干预组; 

D: 吡格列酮干预组.
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3  讨论

目前, NAFLD发病机制尚未完全明确, 但人们普

遍接受Nagata等[8]提出的“二次打击学说”. 初
次打击为胰岛素抵抗导致的肝脏脂肪沉积, 肝
细胞脂肪变性; 第二次打击为各种原因引起的

氧化应激, 使肝细胞膜发生脂质过氧化损伤, 最
终导致肝细胞坏死. CYP2E1是细胞色素P450的
2E1亚型, 为微粒体混合功能氧化酶系中最重要

的氧化酶, 参与肝脏的代谢与解毒, 高表达后可

使肝细胞中氧化反应增强, 造成肝细胞膜脂质

过氧化, 降低抗氧化系统的保护作用, 损伤肝细

胞[9,10]. 研究发现NAFLD肝细胞中CYP2E1表达

增多, 参与NAFLD的形成[11,12]. 机体处于胰岛素

抵抗状态时, 胰岛素将会失去对CYP2E1的抑制

作用, 使其含量增多, 活性增强, 导致氧化应激产

物增多, 激活肝星状细胞, 出现肝纤维化[13,14]. 实
验亦证实[15]: CYP2E1过度表达可导致氧化应激

增强, 减少糖原储备, 促进葡萄糖的合成, 脂肪

蓄积增多, 减少肝脏中胰岛素信号, 增强胰岛素

抵抗, 加重肝脏损伤. 故在非酒精性脂肪性肝病

中胰岛素抵抗和CYP2E1是相互独立又相互作

用的两个因素. 
二甲双胍及吡格列酮可分别通过不同的作

用机制改善胰岛素敏感性, 减轻胰岛素抵抗. 本
实验中, 我们以高脂饮食饲养大鼠, 同时应用二

甲双胍及吡格列酮进行干预, 实验结果显示: 二
甲双胍干预组及吡格列酮干预组大鼠肝脏病理

改变较非酒精性脂肪肝组均减轻, 血清AST、

ALT、ALP、TG、TC、FFA及胰岛素抵抗指数

均低于非酒精性脂肪肝组. 非酒精性脂肪肝组

CYP2E1的表达水平明显高于正常对照组, 而干

预组CYP2E1表达水平均有明显的下降趋势, 但
干预组间没有明显的区别, 提示二甲双胍、吡

格列酮对非酒精性脂肪肝的预防作用相当, 其
作用机制可能与调节CYP2E1的水平有关. 
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中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment 
with deferoxamine (DFO), an iron chelator, on 
cell proliferation in pancreatic cancer cell line 
PANC-1, and to provide an experimental basis 
for the possible use of DFO for the treatment of 
pancreatic cancer.

METHODS: Cultured PANC-1 cells were treated 
with DFO 200 μmol/L, gemcitabine (GEM) 10 
μmol/L, or DFO 200 μmol/L + GEM 10 μmol/L 
for 24 h. The proliferation of the PANC-1 cells 
was determined by MTT Assay. GEM-resistant 
PANC-1 cells were cultured in vitro and treated 
with DFO at 100 μmol/L or 200 μmol/L for 24 h. 
The proliferation of GEM-resistant PANC-1 cells 
was assessed by MTT assay. 

RESULTS: After treatment with DFO (200 μmol/
L) and GEM (10 μmol/L) for 24 h, the prolif-
eration rates of PANC-1 cells were 94.9% and 

97.3%, respectively, and the reduced rates of 
cell proliferation were 4.25% and 2.28%. Af-
ter treatment with DFO (200 μmol/L) + GEM 
(10 μmol/L) for 24 h, the proliferation rate of 
PANC-1 cells was 91.9%, and the reduced rate of 
cell proliferation was 6.67%. DFO and GEM sig-
nificantly inhibited the proliferation of PANC-1 
cells (P < 0.05), and they had a synergistic effect 
on PANC-1 cell proliferation. After treatment 
with DFO (100 μmol/L and 200 μmol/L) for 24 h, 
the proliferation rates of GEM-resistant PANC-1 
cells were 40.0% and 35.8%, and reduced rate of 
cell proliferation were 22.5% and 27.7%, respec-
tively. DFO also significantly inhibited the pro-
liferation of GEM-resistant PANC-1 cells. 

CONCLUSION: Treatment with DFO can signif-
icantly inhibit the proliferation of PANC-1 cells, 
and DFO has a synergistic effect with GEM. 
DFO can also significantly inhibit the prolifera-
tion of GEM-resistant PANC-1 cells.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要  
目的: 研究铁鳌合剂去铁胺(deferoxamine, 
DFO)对胰腺癌PANC-1细胞增殖率的影响, 
为进一步探讨DFO用于治疗胰腺癌提供实验
基础.  

方法: 体外培养胰腺癌PANC-1细胞, 分别以
DFO 200 μmol/L、吉西他滨(gemcitabine, 
GEM)10 μmol/L、DFO 200 μmol/L+GEM 10 
μmol/L作用于PANC-1细胞, 24 h后收获细胞
用MTT试剂盒检测PANC-1细胞的增殖率; 以
GEM筛选GEM耐药PANC-1细胞, 分别以DFO 
100 μmol/L及200 μmol/L处理24 h后收获细胞, 
用MTT试剂盒检测GEM耐药PANC-1细胞的

■背景资料
胰腺癌是一种恶
性程度高、易早
期转移、预后极
差的消化系肿瘤, 
其早期诊断十分
困难, 多数患者在
确诊时因已发生
肿瘤局部浸润和
/或远处转移而失
去最佳治疗时机, 
且胰腺癌对传统
的放疗和化疗并
不敏感, 即使采用
综合治疗其5年生
存率不到5%. 
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增殖率. 

结果: 经DFO 200 μmol/L、GEM 10 μmol/L处
理24 h后, PANC-1细胞增殖率分别为94.9%和
97.3%, DFO及GEM对细胞增殖的抑制率分别
为4.25%和2.28%, 经DFO 200 μmol/L+GEM 
10 μmol/L处理24 h后, PANC-1细胞增殖率为
91.9%, 其对PANC-1细胞增殖抑制率为6.67%. 
DFO及GEM对PANC-1细胞增殖均有明显的
抑制作用(P <0.05), 二者联用具有协同作用. 
GEM耐药PANC-1细胞经DFO 100 μmol/L和
200 μmol/L处理24 h后其增殖率分别为40.0%
和35.8%, DFO 100 μmol/L和200 μmol/L对
G E M耐药PA N C-1细胞增殖抑制率分别为
22.5%和27.7%. DFO可明显抑制GEM耐药
PANC-1细胞的增殖. 

结论: 铁鳌合剂DFO对胰腺癌PANC-1细胞株
的增殖有明显的抑制作用, 与GEM具有协同
作用; DFO对GEM耐药PANC-1细胞的增殖亦
有明显的抑制作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 铁鳌合剂去铁胺(deferoxamine, DFO)
对胰腺癌PANC-1细胞株的增殖有明显的抑制作

用, 与吉西他滨(gemcitabine, GEM)具有协同作用; 
DFO对GEM耐药PANC-1细胞的增殖亦有明显的

抑制作用. 
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0  引言

铁是机体中重要的微量元素之一, 细胞内多种

酶均含有铁且其活性与铁含量相关, 机体铁代

谢异常可导致多种疾病[1]. 铁参与机体氧气转

运、电子传递、D N A合成以及细胞免疫应答

等多种生理机能[2,3], 在细胞新陈代谢过程中起

着重要的作用. 铁可调节细胞周期蛋白、凋亡

相关基因的表达, 在肿瘤细胞生长和分化过程

中亦起着重要的作用[4-6]. 国外研究发现铁超载

可加快肿瘤细胞的生长速度, 铁鳌合剂剥夺细

胞内铁后可抑制肺癌、肝癌细胞的生长[7-9]. 胰
腺癌是一种恶性程度高、易早期转移、预后

极差的消化系肿瘤, 其早期诊断十分困难, 多

数患者在确诊时因已发生肿瘤局部浸润和/或
远处转移而失去最佳治疗时机, 且胰腺癌对放

疗和化疗并不敏感, 即使采用综合治疗其5年生

存率不到5%[10], 预后极差. 因此, 寻求新的治疗

药物成为胰腺癌的研究热点, 本研究在细胞水

平观察铁鳌合剂去铁胺(deferoxamine, DFO)对
人胰腺癌PANC-1细胞增殖的影响, 为进一步探

讨DFO用于胰腺癌的临床治疗提供实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 PANC-1细胞由本实验室保存; 胎牛血

清购自杭州四季青生物工程材料公司; RMPI培
养基购自Gibco公司; DFO购自诺华公司; 盐酸吉

吉西他滨(gemcitabine, GEM)购自江苏豪森药业

股份有限公司; MTT试剂盒购自碧云天公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: PANC-1细胞用含10%胎牛血

清、青霉素100 U/m L和链霉素100 U/m L的
RMPI培养液, 置于37 ℃、5%CO2培养箱中培

养, 根据细胞生长状态, 观察培养基颜色更换新

鲜培养基. 按Shah等[11]报道的方法筛选、培养

GEM耐药PANC-1细胞. 
1.2.2 MTT法检测细胞增殖: 分别收集对数期

PANC-1细胞及吉西他滨筛选后的耐吉西他滨

PANC-1细胞, 收集至10 mL离心管, 1 200 r/min
离心5 min去除培养基, 以培养基悬浮细胞后接

种于96孔板(4×103细胞/孔), 96孔周边孔添加无

菌PBS溶液, 减少细胞培养基挥发, 待细胞贴壁, 
细胞密度长至60%-80%后, 吸去培养基, 保留空

白孔和对照孔, 实验孔分别加入含DFO、GEM
或DFO+GEM的培养基. 本研究中PANC-1细胞

分为4组: 对照组、DFO 200 μmol/L组、GEM 10 
μmol/L组及DFO 200 μmol/L+GEM 10 μmol/L组; 
GEM耐药PANC-1细胞分为3组: 对照组、DFO 
100 μmol/L及DFO 200 μmol/L组. 每个实验组设

定6个复孔, 37 ℃、5%CO2培养24 h. 按照每孔

100 μL培养基加入10 μL MTT工作液, 避光微量

震荡器上震荡均匀, 后置于37 ℃、5%CO2培养

箱, 2 h后于450 nm波长测吸光度. 
统计学处理  用S P S S17.0统计软件进行

分析, 用Graphpad prism作图. DFO、GEM及

DFO+GEM等处理组与对照组之间的差异采用t
检验分析, P <0.05表示有显著统计学差异. 

2  结果

胰腺癌PANC-1细胞经DFO 200 μmol/L、GEM 

■研发前沿
铁超载可加快肿
瘤细胞的生长速
度 ,  铁 鳌 合 剂 铁
剥夺后可抑制肺
癌、肝癌细胞的
生长.
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10 μmol/L及DFO 200 μmol/L+GEM 10 μmol/L
处理24 h后, 其增殖率分别为94.9%、97.3%和

91.9%, 与对照组相比PA N C-1细胞增殖率均

明显降低(P  = 0.0009, 0.0476, <0.0001). GEM 
10 μmol/L与DFO 200 μmol/L组无统计学意义

(P >0.05), DFO 200 μmol/L+GEM 10 μmol/L与
DFO 200 μmol/L、GEM 10 μmol/L相比细胞增值

率明显下降(P  = 0.0082, 0.0094). DFO 200 μmol/
L、GEM 10 μmol/L及DFO 200 μmol/L+ GEM 
10 μmol/L对PANC-1细胞增值抑制率分别为

4.25%、2.28%和6.67%, DFO 200 μmol/L与GEM 
10 μmol/L可明显抑制PANC-1细胞的增殖, 且二

者具有协同作用(图1). 
吉西他滨耐药PANC-1细胞经DFO 100 μmol/

L及200 μmol/L处理24 h后, 其增殖率分别为

40.0%和35.8%, 与对照组相比PANC-1细胞增殖

率均明显降低(P<0.0001, <0.0001); DFO 100 μmol/
L与DFO 200 μmol/L相比有统计学意义(P  = 
0.0017)DFO可明显抑制吉西他滨耐药PANC-1
细胞增殖, DFO 100 μmol/L及200 μmol/L对

PANC-1细胞增值抑制率分别为18.5%和22.68%, 
其抑制作用强度与DFO剂量相关(图2). 

3  讨论

去铁胺被认为是降低机体铁负荷的“金标

准”, 主要用于治疗血红蛋白病及β-地中海贫

血合并铁负荷过重者[9]. DFO与游离或蛋白结

合的Fe3+形成稳定、无毒的水溶性铁胺复合物

随尿排出体外而降低机体铁负荷. DFO对转铁

蛋白中的铁离子清除作用不强, 亦不能清除血

红蛋白、肌球蛋白和细胞色素中的铁离子, 因
而DFO对血红蛋白、肌红蛋白及细胞色素无不

良影响. 
本研究中胰腺癌PANC-1细胞经DFO 200 

μmol/L处理24 h后, 其增殖率与对照组相比明显

降低(P <0.05), 与GEM组相近, 二者联用可进一

步抑制PANC-1细胞的增殖, 两者具有协同作用. 
因此, 在胰腺癌综合治疗中可以将铁鳌合剂作

为新的选择. DFO抑制肿瘤细胞增殖的确切机制

尚未明了, 其可能机制包括以下几个方面: (1)肿

■创新盘点
目前铁螯合剂对
胰腺癌细胞的增
殖作用国内外研
究不多, 此研究给
胰腺癌患者带来
希望.
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图 1 DFO、GEM及DFO+GEM对PANC-1细胞增殖率的影
响. A: PANC-1细胞经DFO 200 μmol/L、GEM 10 μmol/L

及DFO 200 μmol/L+GEM 10 μmol/L处理24 h; B: DFO 200 

μmol/L、GEM 10 μmol/L及DFO 200 μmol/L+GEM 10 

μmol/L处理对PANC-1细胞增值的影响. DFO: 铁鳌合剂去

铁胺; GEM: 吉西他滨.
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图 2 DFO对GEM耐药PANC-1细胞增殖率的影响. A: GEM

耐药PANC-1细胞经DFO 100 μmol/L及200 μmol/L处理24 h; 

B: DFO 100 μmol/L及200 μmol/L对GEM耐药PANC-1细胞

增殖的影响. DFO: 铁鳌合剂去铁胺.
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■应用要点
本研究给胰腺癌
患者带来希望, 也
为进一步研究胰
腺癌的发病机制
与DFO抗肿瘤机
制提供实验基础.

瘤细胞快速增殖过程中合成DNA时需要大量的

铁, DFO可通过螯合作用降低肿瘤细胞内铁水

平, 从而影响肿瘤细胞DNA合成[9]; (2)核苷酸还

原酶(ribonucleotide reductase, RR)是DNA合成的

限速酶, RR在DNA修复中亦起着重要作用, 其活

性中心包含一个Fe-O-Fe结构, DFO可降低肿瘤

细胞内铁水平进而降低RR活性[12,13]抑制DNA合

成; (3)DFO螯合肿瘤细胞内铁后下调细胞周期

蛋白cyclin D1、cdk2的表达致使肿瘤细胞G1/S
期停滞, 上调p53及Ndrg1水平导致肿瘤细胞生

长周期停滞或诱导细胞凋亡[4,14,15]. 与此同时, 有
研究发现DFO可通过上调肿瘤细胞内Ndrg1水平

而减弱TGF-β诱导的上皮细胞间质转分化, 降低

结肠癌HT29及DM145细胞的迁移和侵袭力[5,16]. 
我们同期的研究发现胰腺癌ASPC-1细胞经DFO 
50、100、200 μmol/L处理24 h后, 其增殖率分别

为95.52%、93.65%、94.29%, 和对照组相比无

统计学意义, 组间相比亦无统计学意义, 其原因

有待于进一步研究. 
胰腺癌为消化系常见肿瘤, 其恶性度高、

进展快、预后差, 5年存活率仅为1%-3%. 随着

诊疗技术的改进, 胰腺癌诊断率及手术切除率

均有所提高, 围手术期死亡率及并发症发生率

亦有显著降低, 但其治疗效果仍不理想, 分析其

原因主要与胰腺癌细胞多药耐药有关. GEM是

治疗胰腺癌的首选化疗药物, 由于胰腺癌细胞

获得性或内在的耐药性致使其总体有效率不

足20%, 近年来GEM联合非细胞毒性药物以增

强其化疗敏感性成为研究的热点, 王若天等[17]

研究发现联合应用姜黄素与GEM可显著抑制

PANC-1细胞增殖率, 且呈时间依赖性. 曾勇等[18]

研究发现大黄素与GEM联用可显著抑制BxPC-3
细胞增殖率, 其抑制作用强于任一单用药物. 本
研究发现DFO及GEM均可明显抑制PANC-1细
胞增殖率, 二者联用可进一步抑制PANC-1细
胞的增殖, 两者具有协同作用. 对于GEM耐药

PANC-1细胞, 即使将GEM浓度提高至100 μmol/
L对其增殖率亦无明显影响, 但DFO可显著抑制

其增殖. 因此, 我们认为DFO可作为胰腺癌综合

治疗的一种新的选择, 特别是GEM耐药胰腺癌

患者. 
总之, 本研究结果显示铁鳌合剂DFO对胰腺

癌PANC-1细胞株的增殖有明显的抑制作用, 而
且与GEM具有协同作用; 对于GEM耐药PANC-1
细胞DFO亦可明显抑制其增殖, 虽然其确切机

制尚未明了, 铁鳌合剂仍有望作为胰腺癌综合

治疗的一种新的选择, 特别是GEM耐药的患者, 
为胰腺癌患者带来新的希望. 
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■同行评价
本文有一定创新
性 ,  目 前 未 见 铁
螯合剂对胰腺癌
作用方面的研究, 
仅在其他肿瘤中
有 报 道 ,  研 究 结
果数据较为可靠, 
讨 论 分 析 恰 当 , 
本文的结果对于
阐明肿瘤细胞的
耗铁机制有一定
参考价值.
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Abstract 
AIM: To investigate the prevalence of and major 
risk factors for fatty liver in adult residents in 
Shenyang.

METHODS: A total of 1 100 subjects who under-
went physical examination in our center from 
August 2011 to November 2011 were included 
in this study. The survey included questionnaire 
investigation, physical examination, laboratory 
examination, and ultrasonic abdomen examina-
tion. The diagnosis of fatty liver disease was 

based on criteria adopted by the China Institute 
of Liver Disease and Alcoholic Liver Disease 
Group, and the prevalence of and major risk fac-
tors for fatty liver disease were investigated. 

RESULTS: The prevalence of fatty liver in 1 100 
detected cases was 41.64%. Males had a higher 
prevalence than females (45.15% vs 37.45%, χ2 
= 6.557, P < 0.05). Age between 41 and 50 years 
is still the peak age for the development of the 
disease (47.92%), while the prevalence of fatty 
liver has a significantly increased trend in the 
age group of 21-30 years and 31-40 years (33.33% 
and 46.25%). The difference in the prevalence 
of fatty liver disease between the city's different 
regions was not significant (χ2 = 0.336, P > 0.05). 
There was a higher incidence of the disease in 
workers, civil servants, and general staff (χ2 = 
72.381, P < 0.05). The mean age, body mass index 
(BMI), systolic blood pressure (SBP), diastolic 
blood pressure (DBP), uric acid (UA), triglycer-
ides (TG), fasting-serum glucose level (GLUO), 
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and 
liver enzyme indicators (including γ-glutamyl 
transpeptidase, γ-GT, aspartate transaminase, 
(alanine aminotransferase and alkaline phos-
phatase) were significantly higher in the fatty 
liver group than in the group without fatty liver 
disease (χ2 = 285.521, P < 0.001). The proportion 
of fatty liver was significantly increased with 
the increase in BMI. Logistic regression analysis 
demonstrated a close correlation between fatty 
liver disease and age, sex (male), BMI, SBP, DBP, 
UA, apoB, LDL-C, TG and GLUO. 

CONCLUSION: The prevalence of fatty liver 
disease was high, especially in middle-aged per-
sons in Shenyang region. Age, sex, overweight 
or obesity, hypertension, glucose metabolism 
disorders, dyslipidemia and hyperuricemia were 
closely associated with the development of fatty 
liver disease. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■背景资料
脂肪肝是由多种
病因引起的肝内
脂肪蓄积过多的
病 理 学 状 态 ,  包
括单纯脂肪性肝
病 、 脂 肪 性 肝
炎、肝纤维化或
肝硬化, 可以发展
至终末期肝病, 随
着饮食结构和生
活方式的转变, 脂
肪肝在一般人群
中的发病率呈现
逐年上升趋势.

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科
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epidemiological survey of prevalence of fatty liver 
disease in a general adult population in Shenyang. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(12): 1114-1119 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1114.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1114

摘要
目的: 了解沈阳市成年居民脂肪肝的患病情
况及相关危险因素. 

方法: 选取2011-08/2011-11于我院体检的人员
1 100例, 内容涉及问卷调查、体格检查、实
验室检测及腹部超声检查. 采用2010年中华医
学会肝病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组规
定的脂肪肝诊断标准, 统计被纳入对象的脂肪
肝患病情况, 并对其各项指标进行比较, 分析
其可能的危险因素. 

结果: 沈阳市居民脂肪肝的患病率41.64%, 男
性患病率明显高于女性(45.15% vs  37.45%, 
χ2 = 6.557, P <0.05), 研究发现41-50岁仍然
是此病发病的高峰年龄段(47.92%), 但21-30
岁、31-40岁脂肪肝的患病率有明显增高趋
势, 分别占33.33%, 46.25%. 对比市内5区与大
东区、于洪区、浑南新区及苏家屯区等地区
的脂肪肝患病率, 差异无显著性(χ2 = 0.336, 
P >0.05). 分析研究对象职业分布显示工人、

公务员、普通职员脂肪肝发病率较高(χ2 = 
72.381, P <0.05). 单因素分析显示, 体质量指
数(body mass index, BMI)、收缩压(systolic 
blood pressure, SBP)、舒张压(diastolic blood 
pressure, DBP)、尿酸(uric acid, UA)、甘油三
酯(triglyceride, TG)、空腹血糖(fasting plasma 
glucose, FPG)、低密度脂蛋白胆固醇(low-
density lipoprotein cholesterol, LDL-C)以及肝
脏酶学指标, 包括γ谷氨酰转肽酶(γ-glutamyl 
transpeptidase, γ-GT)、天冬氨酸氨基转移酶
(aspartate transaminase, AST)、谷丙转氨酶
(alanine aminotransferase, ALT)、碱性磷酸酶
(alkaline phosphatase, ALP)均显著高于非脂肪
肝组(均P <0.001). 研究脂肪肝与BMI之间的
关系我们发现随着体质量指数的增加, 脂肪
肝所占的比例呈明显增高趋势(χ2 = 285.521, 
P <0.001). 进一步多因素Logistic回归结果显示
年龄、性别(男)、BMI、SBP、DBP、UA、

apoB、LDL-C、TG、FPG等9项指标与脂肪
肝发病明显相关. 

结论: 沈阳市居民脂肪肝的患病率较高, 其中
以中年人居多, 并与性别、超体质量、肥胖、

高血压、糖代谢紊乱、血脂异常、高尿酸血
症等密切相关. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 沈阳市居民脂肪肝的患病率较高, 其中

以中年人居多, 并与性别、超体质量、肥胖、高血

压、糖代谢紊乱、血脂异常、高尿酸血症等密切

相关, 我们应该引起对脂肪肝的重视, 从改变生活

及饮食习惯开始, 更好地预防脂肪肝疾病的发生.

林连捷, 曹男, 郑长青, 林艳, 王东旭, 金玉. 沈阳市成年居民

脂肪肝的流行病学调查. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 

1114-1119 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1114.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1114

0  引言

脂肪肝是由多种病因引起的肝内脂肪蓄积过多

的病理学状态, 包括单纯脂肪性肝病、脂肪性

肝炎、肝纤维化或肝硬化, 可以发展至终末期

肝病, 随着饮食结构和生活方式的转变, 脂肪

肝在一般人群中的发病率呈现逐年上升趋势[1]. 
沈阳是东北地区重要的中心城市, 是政治、经

济、文化、交通、商贸、科技和信息中心. 拥
有数百万的人口, 近几年, 关于各省市地区脂肪

肝的流行病学调查研究也越来越多, 但对沈阳

市居民脂肪肝患病情况的调查尚无相关研究, 
本研究旨在对沈阳市成年居民脂肪肝患病状况

及危险因素进行调查分析, 从而更有效的预防

脂肪性肝病的发生. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2011-08/2011-11具有完整资料的

中国医科大学附属盛京医院体检中心的健康体

检者1 100例, 均来自沈阳市内5区(沈河区、和

平区、铁西区、皇姑区、大东区)以及周边东陵

区、于洪区和浑南新区和苏家屯区4个区. 其中

男598例(54.36%), 女502例(45.63%), 男女比例

1.19∶1.00, 年龄21-60岁, 平均45.33岁±12.82
岁, 职业涉及工人、农民、教师、记者、普通

职员、管理人员及公务员等十多个行业. 
1.2 方法 
1.2.1 资料收集标准: (1)采用统一设计的调查表, 
由专业医生对体检人员进行规范讲解, 通过其

知情同意进行问卷调查, 包括年龄、性别、工

作性质、既往史与用药史、烟酒史、饮食及生

活习惯等; (2)由经过专业培训的医师按照统一

标准进行体格检查, 详细记录. 采用统一身高体

质量测量仪进行测量, 测量时空腹、赤脚、双

■研发前沿
关于沈阳市居民
脂肪肝患病情况
的调查尚无相关
研究, 本研究旨在
对沈阳市成年居
民脂肪肝患病状
况及危险因素进
行调查分析, 从而
更有效的预防当
地人群脂肪性肝
病的发生. 
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足并拢、挺胸直立, 体质量精确到0.1 kg, 身高精

确到0.1 cm, 体质量指数(body mass index, BMI) 
= 体质量(kg)/身高2(m2); 采用全自动电子血压计

测量静息10 min以上的血压; (3)所有研究对象均

禁食水8 h以上接受肝胆脾超声检查及空腹血清

标本测定肝功、肝炎病毒、空腹血糖、血脂、

肾功, 全血标本测定血白细胞数、红细胞数、

血小板数和血红蛋白. 
1.2.2 资料分组: 将所有纳入对象1 100例分为脂

肪肝组(458例)和非脂肪肝组(642例); 在458例脂

肪肝中, 分成酒精性脂肪肝组(373例)和非酒精

性脂肪肝组(85例)两个亚组. 
1.2.3 排除标准: 恶性肿瘤、病毒性肝炎标志物

阳性、慢性胰腺炎、肝硬化失代偿期、孕妇及

哺乳期妇女.
1.2.4 诊断标准: (1)脂肪肝的诊断依据中华医学

会肝病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组2010
年修订的非酒精性脂肪性肝病诊断标准和酒

精性肝病诊断标准[2,3]; (2)血糖分级参照1999年
WHO专家委员会报告及2003年国际糖尿病专

家委员会建议: 空腹血糖(fasting plasma glucose, 
FPG)3.9-5.5 mmol/L为正常, FPG 5.6-6.9 mmol/L
为空腹血糖调节受损(impaired fasting glucose, 
IFG), FPG≥7.0为糖尿病; (3)高血压病参照1999
年WHO标准: 收缩压(systolic blood pressure, 
SBP)≥140 mmHg或舒张压(diastolic blood pres-
sure, DBP)≥90 mmHg; (4)血脂异常参照2007年
中华心血管学会制定的血脂异常防治指南[4]; (5)
高尿酸血症诊断标准为: 男>420 μmol/L, 女>360 
μmol/L; (6)BMI分级采用中国肥胖问题工作组

数据汇总分析协作组的诊断标准[5]. BMI<18.5
为体质量过低, 18.5≤B M I<24为正常, 24≤
BMI<28为超质量, BMI≥28为肥胖; (7)慢性饮

酒: 饮酒50 g/d以上, 连续5年以上; 吸烟: 至少

吸1支/d且连续6 mo以上; 喜肥食或甜食: 至少

有3 d/wk吃肥肉或甜食; 经常锻炼: 锻炼3次/wk
以上, 且每次超过30 min. 

统计学处理 采用SPSS17.0软件, 计量资料

结果以mean±SD表示, 计数资料采用χ2检验, 
危险因素分析采用Logis t ic多元回归分析, 以
P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般资料 在1 100例研究对象中, 男女之间

年龄差异无显著性. 根据诊断标准, 超声诊断出

脂肪肝患者458例(41.64%), 非脂肪肝患者652例

(59.27%). 在脂肪肝患者中, 男270例, 女188例. 
其中男性脂肪肝患病率明显高于女性(45.15% 
vs  37.45%, χ2 = 6.557, P <0.05). 对年龄进行划分, 
发现31-40岁组、41-50岁组的脂肪肝患病率最

高, 21-30岁的发病率也有明显提高(χ2 = 23.967, 
P <0.01). 与大东区、于洪区、浑南新区及苏家

屯区等地区相比, 市内5区人群脂肪肝的患病

率略有增高, 但差异无统计学意义(χ2 = 0.336, 
P >0.05, 表1). 本科及本科以上学历共868例, 脂
肪肝占38.25%(332例), 本科以下学历共232例, 
脂肪肝占47.41%(110例); 月收入3 000及以上者

579例, 脂肪肝占49.05%(284例), 月收入3 000以
下者521例, 脂肪肝占34.36%(179例), 差异均有

显著性. 
2.2 脂肪肝在不同职业的分布 分析所有研究对

象职业分布, 结果显示不同职业脂肪肝的发病

率不同, 差异有显著性, 其中工人、公务员、普

通职员脂肪肝发病率较高(表2). 
2.3 各项指标在脂肪肝组与非脂肪肝组的比

较 单因素分析显示, 总胆红素(total bilirubin, 
TBIL)、直接胆红素(direct bilirubin, DBIL)、
间接胆红素(indirect bilirubin, IBIL)在脂肪肝组

和非脂肪肝组均无明显差异(均P >0.05), BMI、
SBP、DBP、UA、TG、FPG以及肝脏酶学指

标, 包括γ谷氨酰转肽酶(γ-glutamyl transpepti-
dase, γ-GT)、谷草转氨酶(glutamic-oxaloacetic 
transaminase, ASP)、谷丙转氨酶(alanine amino-
transferase, ALT)、碱性磷酸酶(alkaline phospha-
tase, ALP)均显著高于非脂肪肝组(均P <0.001), 
而HDL-C、载脂蛋白A1则显著低于非脂肪肝组

(均P <0.001, 表3). 其中, 我们进一步研究了脂肪

肝和BMI的关系, 结果发现随着体质量指数的增

加, 脂肪肝所占的比例呈明显增高趋势(表4). 
2.4 脂肪肝多因素Logistic回归分析 应用二项分

■相关报道
2010年O'Shea等
通过研究指出脂
肪肝不仅可导致
肝病相关残疾和
死亡, 而且与动脉
粥样硬化性心脑
血管事件的高发
密切相关.

表 1 各组间患病率的比较

     
分组   

           脂肪肝

  n 百分比(%)

总体 458   41.64

地区 市内五区 267   42.38

其他地区 191   40.64

年龄(岁) 21-30   80   33.33

31-40 148   46.25

41-50 127   47.92

51-60   48   31.58

61-70   55   25.00
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■同行评价
我国脂肪肝发病
率呈上升趋势, 本
文在对沈阳市成
年居民脂肪肝患
病状况及危险因
素进行调查分析, 
研究结果体现该
地区脂肪肝患病
数 据 ,  文 章 结 构
清 晰 ,  结 果、结
论 明 确 ,  对 临 床
工作及患者的健
康教育有一定指
导意义. 

类变量Logistic回归模型对上述各项指标进行逐

步回归分析, 结果显示年龄、性别(男)、BMI、
SBP、DBP、UA、apoB、LDL-C、TG、GLUO
等9项指标与脂肪肝明显相关(表5). 

3  讨论

脂肪肝是由多种因素和疾病引起的肝脏脂肪

性变, 近几年来, 正如国外报道, 脂肪肝的发病

率在逐年上升[6]. 本资料显示, 本市成年居民脂

肪肝患病率41.64%, 男性患病率明显高于女性

(45.15% vs  37.45%), 与以往的文献报道基本一

致[7]. 而且发病年龄有明显年轻化趋势, 对年龄

进行划分, 发现31-40岁组、41-50岁组的脂肪肝

患病率最高, 而且调查发现21-30岁的发病率也

有明显提高(χ2 = 23.967, P <0.01), 对于高收入者

和从事工人、公务员、普通职员等职业的脂肪

肝发病率比较高, 可能与从事这些行业的人平

时不健康的生活习惯有关. 另外, 本调查对沈阳

市各区居民进行调查, 发现市内五区人群脂肪

表 2 不同职业脂肪肝的患病率比较

      工人   农民  教师 公务员 普通职员  记者 外勤人 员 技术人 员    其他

脂肪肝数

 n(%)

   68

(40.72)

   18

(31.03)

   32

(31.07)

  110

(54.46)

    126

  (58.33)

   29

(33.33)

      22

   (24.44)

      23

  (23.96)

    30

 (37.04)
总数  167    58  103   202      216    87       90       96      81

χ2 = 72.381, P<0.05.

表 3 脂肪肝组与非脂肪肝组各项指标间的比较 (mean±SD)

     指标            脂肪肝组       非脂肪肝组    t值  P 值

年龄(岁)       39.46±9.10     36.33±8.72   4.413 0.000

体质量指数(kg/m2)       27.05±2.95     22.97±2.94 16.510 0.000

收缩压(mmHg)     134.46±18.85   119.63±17.23 10.267 0.000

舒张压(mmHg)       83.96±12.87     74.46±11.73   9.671 0.000

载脂蛋白B(g/L)         1.00±0.24       0.89±0.23   5.797 0.000

载脂蛋白A1(g/L)         1.13±1.99       1.22±0.20 -5.593 0.000

总蛋白(g/L)       73.88±5.09     72.56±6.45   2.698 0.007

白蛋白(g/L)       45.41±2.24     44.48±3.60   3.562 0.000

前白蛋白(g/L)         0.35±0.37       0.29±0.18   2.580 0.010

低密度脂蛋白胆固醇(mmol/L)         3.03±0.79       2.82±0.73   3.391 0.001

高密度脂蛋白胆固醇(mmol/L)         1.17±0.27       1.46±0.45 -8.696 0.000

空腹血糖(mmol/L)         6.03±1.20       5.56±1.00   5.315 0.000

甘油三酯(mmol/L)         2.67±2.02       1.43±1.15 10.010 0.000

总胆固醇(mmol/L)         4.84±0.82       4.53±0.78   4.669 0.000

总胆红素(μmol/L)       14.07±6.00     13.82±5.84   0.525 0.600

间接胆红素(μmol/L)         9.85±4.27       9.33±3.93   1.569 0.117

直接胆红素(μmol/L)         4.25±1.78       4.49±2.07   1.504 0.133

γ谷氨酰转肽酶(U/L)       46.34±34.38     28.37±33.09   5.315 0.000

胆碱酯酶(U/L)                                      10 355.48±1 749.47         8 628.89±1 774.23 12.018 0.000

谷草转氨酶(U/L)       26.09±9.73     20.43±7.15   8.575 0.000

谷丙转氨酶(U/L)       38.17±23.46     20.59±13.77 12.227 0.000

碱性磷酸酶(U/L)       79.71±29.24     69.87±19.89   6.047 0.000

尿酸(μmol/L)     404.18±101.81   321.64±96.07 10.064 0.000

表 4 脂肪肝与体质量指数的关系

     体质量指数  总人数 脂肪肝 所占比例(%)

<24    388     39     10.05

≥24    396   192     48.48

≥28    316   227     71.84

合计 1 100   458     41.64

χ2 = 285.521, P<0.001.
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肝的患病率比大东区、于洪区、浑南新区及苏

家屯区等地区的患病率高, 但差异并无统计学

意义(χ2 = 0.336, P >0.05). 而对于本市周边的一

些地区和城乡之间的差别本调查并没有涉列, 
若想得到更为确切的结果, 有待于进一步研究. 

调查发现, 40-50岁是本病发病的一个高峰年

龄. 以往的研究都表明脂肪肝与肥胖、高血糖、

高血脂、高血压、高尿酸血症密切相关[8-10], 对
脂肪肝组和非脂肪肝组各项指标进行比较, 发
现BMI、SBP、DBP、UA、TG、FPG以及肝脏

酶学指标, 包括γ-GT、ASP、ALP、ALP均显著

高于非脂肪肝组(均P <0.001), 提示脂肪肝与胰

岛素抵抗为中心的多元代谢紊乱密切相关, 与
有关报道一致[11]. 

对脂肪肝组和非脂肪肝组对比有显著差别

的指标进一步进行多元Logistic回归分析, 结果

显示脂肪肝的危险因素包括年龄、性别(男)、
B M I、S B P、D B P、U A、a p o B、L D L-C、

TG、GLUO等9项指标与脂肪肝明显相关. 在脂

肪肝的发病过程中, 肥胖、血糖、血脂都是重

要因素, 高血糖可以刺激胰岛素分泌增加, 引起

高胰岛素血症, 使肝脏合成甘油三酯和极低密

度脂蛋白的量增加, 导致血中甘油三酯升高, 逐
渐聚积在肝内, 形成脂肪肝. 曾有学者Marche-
s ini等[12]研究发现胰岛素抵抗是脂肪肝形成的

独立危险因素, 胰岛素抵抗发生时, 脂肪动员就

会增加, 血中FFA会跟着显著增加, 导致甘油三

酯在肝脏中沉积. 高脂血症中高甘油三酯是脂

肪肝形成的主要因素[13], 而高密度胆固醇是脂

肪肝的保护因素. 肥胖仍然是脂肪肝的最常见

的危险因素, 本研究进一步对脂肪肝与BMI的
关系做了分析, 结果显示随着体质量指数的增

加, 脂肪肝所占的比例呈明显增高趋势. 据统计

肥胖合并高血压的人患脂肪肝的概率是正常人

的2.68倍[14], 因此我们更要重视脂肪肝相关危险

因素的防治. 
脂肪肝不仅可导致肝病相关残疾和死亡, 而

且与动脉粥样硬化性心脑血管事件的高发关系

密切[15]. 单纯脂肪肝变性呈现良性、非进展性

经过, 而脂肪性肝炎则可演进为肝硬化、肝衰

竭甚至肝癌. 现代生活水平的提高、饮食结果

的改变和缺乏体育锻炼是导致肥胖的主要原因, 
体力劳动或者运动过少, 会导致体内能量大量

过剩, 脂肪聚积. 但是由于脂肪肝早期缺乏特异

的临床症状和表现, 使人们不易察觉, 对其潜在

危害更是认识不足. 
因此, 通过本文的研究, 我们应该加强对脂

肪肝的重视, 从改变生活及饮食习惯开始, 更好

地预防脂肪性肝病的发生. 
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Abstract 
AIM: To screen SLC25A13 gene mutations in 
idiopathic infantile hepatitis cholestasis in 
Guangxi, China.

METHODS: Sixty-three patients with idiopathic 
infantile cholestasis, who were hospitalized in 
the Department of Pediatrics of the First Affiliat-
ed Hospital of Guangxi Medical University from 
September 2010 to June 2012, and 50 infants 

without intrahepatic cholestasis were included 
in this study. Genomic DNA was prepared from 
peripheral blood of all subjects for further analy-
sis. For the case group, Citrin deficiency was 
screened using the tandem mass spectrometry 
(MS-MS, using blood samples) and gas chro-
matography mass spectrometry (GC-MS, using 
urine samples). Direct gene sequencing was per-
formed in patients who were suspected to have 
Citrin deficiency. Twelve common SLC25A13 
gene hot-spot mutations were screened by poly-
merase chain reaction-single strand conforma-
tion polymorphism (PCR-SSCP) in the remain-
ing patients and controls.

RESULTS: MS-MS and GC-MS analyses sug-
gested that five patients were suspected to have 
Citrin deficiency, but the 12 common SLC25A13 
gene hot-spot mutations were not detected in 
these patients in a further DNA sequencing 
analysis. The 12 common SLC25A13 gene hot-
spot mutations were also not detected by PCR-
SSCP in the remaining patients and controls. 

CONCLUSION: The 12 common SLC25A13 
gene hot-spot mutations were not found in both 
patients who were suspected to have Citrin 
deficiency and the other patients and controls. 
Other rare SLC25A13 gene mutations should be 
screened in more patients.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 对广西婴儿特发性肝内胆汁淤积的患
者进行SLC25A13基因筛查, 了解有无突变.  

■背景资料
目前证实SLC25A
13突变可导致成
人发病Ⅱ型瓜氨
酸血症(CTLN2)
及柠檬素(Citrin, 
SLC25A13基因
编码产物)缺乏性
新生儿肝内胆汁
淤积症(NICCD)
两大类常染色体
隐性遗传病. 国内
外相关研究表明, 
SLC25A13基因的
热点突变呈现明
显的地域和种族
差异, 不同人群中
SLC25A13基因的
突变形式和频率
有很大差别.

■同行评议者
樊红, 教授, 东南
大学医学院发育
与疾病相关基因
教育部重点实验
室; 莫发荣, 副教
授, 广西医科大学
组织学与胚胎学
教研室
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方法: 收集2010-09/2012-06就诊于广西医科
大学第一附属医院的婴儿特发性肝内胆汁淤
积的患者63例作为病例组, 另选取50例无肝
内胆汁淤积, 肝功能正常的婴儿为对照组. 病
例组患者送检血串联质谱、尿气相质谱分
析筛查, 对串联质谱怀疑为Citrin病的病例全
部直接进行DNA测序分析. 同时对阴性病例
组及对照组采用聚合酶链反应-单链构象多
态性(polymerase chain reaction-single strand 
conformation polymohism, PCR-SSCP)联合
DNA测序技术对SLC25A13基因国内外报道
最常见的12种热点突变进行筛查, 了解有无
SLC25A13基因突变.  

结果: 在病例组进行蛋白质串联质谱分析有
5例考虑为Citrin缺陷病, 在进一步的DNA序
列直接测序当中, 未发现SLC25A13基因的
12种常见突变. 在其余病例组和正常组当中, 
PCR-SSCP筛查当中, 均未发现相关的12种
常见突变.   

结论: 串联质谱分析考虑为Citrin缺陷病的5
例患者、其余病例组患者及正常对照组当
中均未发现SLC25A13基因常见的12种突变, 
广西婴儿特发性肝内胆汁淤积是否会存在
SLC25A13基因的其他少见突变, 仍需进一步
的研究证实, 包括纳入更多的样本研究及对其
他未报道过的外显子进行研究.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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NICCD; 聚合酶链反应-单链构象多态性

核心提示: 本文对5例高度怀疑为Citrin缺陷病的患

者进行研究, 其他病例组及对照组在经过聚合酶链
反应-单链构象多态性(polymerase chain reaction-
single strand conformation polymohism)和DNA直

接测序突变筛查研究中都没有发现SLC25A13基因

12种常见突变, 这可能与地域和种族差异有关. 
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0  引言

婴儿肝内胆汁淤积发病率约为1/2 500-1/5 000, 
是儿童最常见的肝病类型之一 .  我国一些地

区进行的遗传代谢选择性筛查研究结果 [1]表

明, 在中国遗传代谢病高危患者中阳性率居第

2位, 仅次于甲基丙二酸尿症. 尽管新的诊断技

术不断发展, 大概有70%的婴儿肝内胆汁淤积

目前仍找不到确切的发病原因, 被称为特发性

婴儿肝内胆汁淤积, 相关研究认为遗传代谢扮

演一定的作用, 随着技术发展将来可能被逐渐

阐明. Ohura等在2001年首先在日本对婴儿肝

内胆汁淤积症患者进行遗传代谢病筛查发现

存在SLC25A13基因突变, 目前证实SLC25A13
突变可导致Ⅱ型瓜氨酸血症(adult-onset-type 
Ⅱ citrullinemia, CTLN2)及柠檬素(Citrin, SL-
C25A13基因编码产物)缺乏性新生儿肝内胆汁

淤积症(neonatal intrahepatic cholestasis caused by 
Citrin deficiency, NICCD)两大类常染色体隐性

遗传病[2,3]. 国内外相关研究表明, SLC25A13基
因的热点突变呈现明显的地域和种族差异[4]. 不
同人群中SLC25A13基因的突变形式和频率有

很大差别, 日本的报道以突变[Ⅰ]85ldel4和[Ⅱ]
ⅣSll+1G>A居多, 中国人群常见的突变类型为

[Ⅰ]851-854del4、[Ⅲ]1638ins23、[Ⅹ]ⅣS6 + 
5G＞A. 日本健康人群中SLC25A13基因突变携

带者率为1/65; 韩国健康人群中突变携带者率为

l/108; 中国健康人群中突变携带者率l/63[5]. Lu
等[6]对正常中国人突变筛查显示851del4(70%), 
1638ins23(3%)和ⅣS6+5G>A(23%)突变在中国

人中多见. 此外, 以长江为界, 南方人群的突变

携带率明显高于北方人群[7]. 其中南方人群中

以湖南、广东、香港多见. 本研究通过PCR-单
链构象多态性(polymerase chain reaction-single 
strand conformation polymohism, PCR-SSCP)和
DNA直接测序技术, 对广西患者的特发性婴儿肝

内胆汁淤积患者进行SLC25A13基因的常见12种
热点突变筛查研究, 了解广西患者特发性婴儿肝

内胆汁淤积有无SLC25A13基因突变情况.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-09/2012-06在广西医科大学

第一附属医院儿科住院的特发性婴儿肝内胆汁

淤积性肝炎患者63例. 病例组纳入标准[8]: 婴儿

期(包括新生儿期)起病; 黄疸难消退或退而复

升, 黄疸属于肝细胞性, 血清结合胆红素和未结

合胆红素均可升高, 但以结合胆红素增高为主; 
肝大和/或脾大, 质地改变; 肝功能损害: 以丙氨

酸转氨酶、门冬氨酸转移酶及胆汁酸升高为主; 
除外胆道闭锁, 肝炎病毒、巨细胞病毒、梅毒

螺旋体、结核杆菌、弓形虫及人类免疫缺陷病

毒感染等. 病例组全部进行串联质谱检查; 所有

■相关报道
邱文娟等在2007
年对就诊于上海
交通大学医学院
附属新华医院和
上海儿童医学中
心治疗并随访的 
NICCD患者12例
进 行 基 因 测 序 , 
结果12例患者只
发 现 5 例 携 带 有
SLC25A13基因的
致病突变.
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患者均进行上述检查, 纳入研究对象严格参照

上述标准执行. 同期随机在广西医科大学第一

附属医院选取相同年龄段且肝功能正常且家属

无肝炎病史的患者50例为对照组. 所有受检对

象均签署由医院伦理委员会批准的知情同意书.  
1.2 方法

1.2.1 血串联质谱分析: 患者全血标本采集用干

血滤纸片法, 滴于专用采血滤纸(S&S903#)上晾

干后送检. 样品处理: 采用文献报道的方法, 干
血滤纸片经含酰基肉碱和氨基酸内标的甲醇萃

取, 盐酸正丁醇衍生后, 加入80%乙腈100 μL溶
解, 即可上样检测. 仪器采用美国生物应用系统

公司串联质谱仪(API 200型), 高效液相仪采用

美国安捷仑公司(Agilent 1100)产品. 定量分析采

用美国应用生物系统公司软件ChemoView 1.2
版本. 采用美国疾病控制和预防中心(centers for 
disease control and prevention, CDC)新生儿筛查

质控部门提供的串联质谱酰基肉碱血滤纸片.  
串联质谱检测的肉碱和氨基酸正常上、下限值

取1 480例健康儿童的第99.8和0.002百分位, 参
考美国CDC报告的参考值设定.  

1.2.2 尿气相色谱质谱有机酸分析: 收集63例患

者新鲜尿液5-10 mL. 样品处理: 采用文献报道的

方法, 尿样中加入尿素酶后, 37 ℃温育30 min, 加
入托品酸、17烷酸、24酸, 加入盐酸羟胺、氢

氧化钠, 混匀后室温静置60 min. 加入盐酸, 离心

分取上清液, 加入乙酸乙酯, 离心分取上清液,再
加入乙酸乙酯5 mL, 分取上清液. 加入无水硫酸, 
离心除去水分, 再次分取上清液, 60 ℃下用氮气

仪吹干. 最后加入BSTFA与TMCS混合物80 ℃
衍生30 min, 移至日本岛津GCMS2QP 2010分析

仪分析.  
1.2.3 基因组DNA提取: 在清晨空腹状态下受试

者分别抽取外周血2 mL, EDTA抗凝, 用DNA提

取试剂盒(天根生物科技北京有限公司), 严格按

照说明书操作, 提取DNA.  
1.2.4 SLC25A13基因的扩增: 选择亚洲人中最

常见的12种SLC25A13基因突变并设计引物, 引
物均来源于文献[9,10], 引物见表1(引物由上海

生工生物工程有限公司合成). PCR反应体系为; 
Premix Tap(CWBIO)13 μL, DNA模板1 μL, 上下

游引物各0.5 μmol/L, ddH2O补充体积至25 μL, 

表 1 PCR扩增SLC25A13外显子的基因序列

     突变类型                           引物序列                                                           外显子 产物长度(bp)

[Ⅰ]851-854del 上游5'-AAAGGAGGTTAGGAGGAGGGC-3'     9       321

下游5'-GGCAACTGCAAGTGGAACAGG-3'

[Ⅱ]IVS11+1G>A 上游 5'-TGCAGAACCAACGATCAACTG-3'           11       205

下游 5'-ACGCAGTCTTGCTAATTCATGT-3'

[Ⅲ]1638-1660dup23 上游 5'-TGTTGTGTCTCTCCTGCAGG-3' 16       123

下游 5'-GCAGTCTATCACTCCGCTGT-3'

[Ⅳ]S225X  上游 5'-GGAGAGTACAAGTTCTGGTC-3'             7       426

下游 5'-ACTAGTTGCCTTCTTCACCC-3'         

[V]ⅣS13+1G>A 上游 5'-GTGAACGATTTTGTGAGGGATA-3'         13       210

下游 5'-CCTAGTAGACTCTGCCCTTG-3'

[Ⅵ]1800-1801insA 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3'          17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'

[Ⅶ]R605X 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3' 17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'

[Ⅷ]E601X 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3' 17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'       

[Ⅸ]E601K 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3' 17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'       

[Ⅹ]ⅣS6+5G>A 上游5'-TGAGGGCTTGTTAGATCAAGAT -3'           6       467

下游 5'-TTACCCAGACAACAAATTAACCT-3'   

[Ⅺ]R184X 上游 5'-TGAGGGCTTGTTAGATCAAGAT -3'           6       467

下游 5'-TTACCCAGACAACAAATTAACCT-3'   

[ⅪⅤ]Ⅳ+1G>C 上游 5'-TGAGGGCTTGTTAGATCAAGAT -3'            6       467

下游 5'-TTACCCAGACAACAAATTAACCT-3'         

■创新盘点
SLC25A13基因的
热点突变呈现明
显的地域和种族
差异. 不同人群中
SLC25A13基因的
突变形式和频率
有很大差别. 本研
究采用PCR-SSCP
和DNA直接测序
技术探讨广西婴
儿特发性肝内胆
汁淤积症患者有
无SLC25A13基因
的12种常见热点
突变.
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具体扩增条件见表2.
1.2.5 PCR-SSCP: 取PCR产物3 μL加入上样缓

冲液9 μL混匀, 经98 ℃变性10 min后迅速放入

散冰中5-10 min, 室温条件下在非变性聚丙烯

酰胺凝胶(39∶1)下进行电泳5-7 h. 聚丙烯酰胺

凝胶的染色与显色分析; 电泳后的聚丙烯酰胺

凝胶用固定液浸泡5-10 min, 用染色液(0.2%的

AgNO3、1%的冰醋酸、10%的无水乙醇)进行银

染10 min, 蒸馏水漂洗2次, 加入显影液(3%的无

水NaOH, 每200 mL溶液加1 mL甲醛)进行显色, 
最后直接用蒸馏水直接终止显色[11].   
1.2.6 Citrin缺陷病基因测序分析: 病例组患者送

检血串联质谱、尿气相质谱分析筛查, 对串联

质谱筛查怀疑为Citr in病的病例直接进行测序

分析. 其余经PCR-SSCP分析. PCR产物用ABI-
PRISM3730进行测序分析. 所得的序列结果与

GenBank基因库上所提供的SLC25A13基因正常

序列进行比对, 以发现突变位点, 并验证PCR扩
增产物均为目的基因片段. PCR-SSCP未发现异

常条带的外显子也分别进行直接测序, 以验证

PCR扩增的产物均为目的基因片段. 

2  结果  

2.1 经血串联质谱、尿气相质谱分析怀疑为

NICCD的患者肝功能检测结果见表3.  
2.2 血串联质谱分析和尿气相质谱有机酸分析

结果见表4. 

5例患者血串联质谱检测氨基酸和酰基肉碱

结果(μmol/L)及尿气相质谱分析. 经血串联质谱

检测, 所有患者甲硫氨酸、瓜氨酸、苏氨酸均

升高, 除2号外酪氨酸都升高, 并有长链C14-1、
C16-1升高. C18-1有2例患者增高. 经尿气相质谱

分析, 所有患者的苯乳酸-2、4-羟基苯乳酸都升

高, 除4号外4-羟基苯乙酸-2都升高, 2号患者未

测到4-羟基苯丙酮酸, 其余均升高(表4). 其余病

例组及正常组儿童的7个外显子PCR产物均进行 
SSCP筛查, 7个外显子均未发现异常条带. 未发

现异常条带的外显子也分别抽取进行测序. 均
未发现相关的12种常见突变, 测序结果见图1.  

3  讨论

人类SLC25A13基因位于染色体7q21.3, 此基因

含18个外显子, 长度约为200 kb. 由675个氨基酸

组成, 编码的蛋白质称希特林蛋白(Citrin)[12], 相
对分子质量为74 000. 研究表明, Citrin是主要表

达于肝细胞线粒体内膜的一种钙调节蛋白, 含
有4个EF手模体和6个跨膜结构域, 其功能主要

是作为线粒体中天冬氨酸/谷氨酸载体, 将线粒

体内合成的天冬氨酸转运到胞质, 同时把胞质

中的谷氨酸和质子转运进线粒体内.  
研究证实Citr in缺陷症是我国婴儿肝内胆

汁淤积症的重要原因之一[13], 大部分合并多种

氨基酸谱异常的肝内胆汁淤积症均因Citr in缺
陷引起[14]. 到2010年为止SLC25A13基因已经报

表 2 PCR扩增SLC25A13外显子的反应条件

     扩增子 预变性(℃, min) 变性(℃, s) 退火(℃) 延伸(℃, min) 循环次数

外显子6        94, 3   94, 30     55       72, 1     35

外显子7        94, 3   94, 30     56       72, 1     35

外显子9        94, 3   94, 30     62       72, 1     30

外显子11        94, 3   94, 30     50       72, 1     40

外显子13        94, 3   94, 30     57       72, 1     35

外显子16        94, 3   94, 30     60       72, 1     35

外显子17        94, 3   94, 30     54       72, 1     35

最后一个循环延伸4 min.

 200                                            210                                             220                                            230                                           240

图 1 DNA外显子5正常测序图. 

■应用要点
本文可为婴儿肝
内胆汁淤积的病
因提供实验室数
据. SLC25A13基
因常见的12种热
点突变可能并非
本地区的常见突
变位点, 突变位点
可能存在于其他
外显子和/或内含
子邻近区域突变.
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道了54种突变, 包括17种错义, 14种剪切突变, 
13种无义5种插入, 5种缺失[15,16]. 其中12种突变

为热点突变, 国内外相关研究表明, SLC25A13
基因的热点突变呈现明显的地域和种族差异. 
目前国内文献报道851d e l4、1638i n s23和Ⅳ

S6+5G>A突变在中国人中多见. 本研究中, 病例

组行血串联质谱分析、尿气相质谱分析筛查出

5例怀疑为Citrin蛋白缺陷症, DNA测序直接分

析报道的最常见的12种常见热点均未发现突变. 
患者临床体征、血生化和蛋白质酰基肉碱谱分

析对诊断NICCD有重要的作用[17], 但NICCD的

确诊仍然只有依赖基因诊断, 即检测SLC25A13
基因有无突变, 但有文献报道大约仍有5%-6%
的病例监测不到突变 .  与有关的文献报道相

似, 并不是全部怀疑为Citrin缺陷的患者都存在

SLC25A13基因突变. 邱文娟等[18]在2007年对就

诊于上海交通大学医学院附属新华医院和上海

儿童医学中心治疗并随访的NICCD患者12例
进行基因测序, 结果12例患者只发现5例携带有

SLC25A13基因的致病突变.  

本研究从亚洲人群中报道的SLC25A13常
见的12种热点突变着手探讨特发性婴儿肝内胆

汁淤积SLC25A13基因突变情况, 对经串联质谱

分析结果: 1号患者甲硫氨酸、酪氨酸级瓜氨酸

显著增高, 伴多种长链酰基肉碱增高, 4-羟基苯

乳酸、4-羟基苯丙酮酸增高, 提示Citrin蛋白缺

乏, 提示酪氨酸尿; 2号患者蛋氨酸、亮氨酸、

缬氨酸、瓜氨酸、苏氨酸升高, 需除外Ci t r in
缺乏症(NICCD), 进一步可行基因明确诊断. 4-
羟基苯乳酸显著增高, 结合串联质谱结果提示

Citrin蛋白缺乏; 3号患者蛋氨酸、瓜氨酸、酪

氨酸、苏氨酸增高, 多种长链酰基肉碱偏高, 考
虑Citr in蛋白缺陷所致新生儿肝内胆汁淤积症

可能. 苯乳酸、4-羟基苯乳酸、4-羟基苯丙酮酸

增高, 结合串联质谱, 提示NICCD; 4号患者蛋氨

酸、酪氨酸、瓜氨酸、苏氨酸明显升高, 结合

病史, 考虑Citrin蛋白缺陷症. 4-羟基苯乳酸明显

升高, 结合串联质谱结果, 符合Citrin蛋白缺陷

症; 5号患者蛋氨酸、酪氨酸、瓜氨酸、苏氨酸

明显升高, 考虑Citrin蛋白缺乏症. 苯乳酸、4-

表 3 5例疑似为新生儿肝内胆汁淤积症患儿肝功能

     项目    1    2       3    4     5    mean±SD 参考范围

总胆红素(μmol/ L) 153.9 118.7     91.8 230.8 115.6 143.24±54.62 3.00-22.00

直接总胆汁酸(μmol/ L)   57.7   68     71.9 171.1   70.3   87.80±46.80  0.00-6.00

胆红素(μmol/ L) 244.8 196.7   103.5 226.8 211 196.56±55.02 0.00-10.00

谷丙转氨酶(U/L)   22   78     88   42   25   51.00±30.39 5.00-40.00

谷草转氨酶(U/L)   98 201   117 118 132 133.20±39.78 8.00-45.00

谷氨酰转肽酶(U/L) 183 343 1007   58   94 337.00±390.36 0.00-50.00

血乳酸(mmol/L)     3.04     4.69      -     3.19     4.9     3.95±0.97 0.63-2.44

血氨(μg/dL) 183 101   130 177 151 148.40±33.93 0.00-75.00

表 4 5例考虑为Citrin缺陷病患儿血串联质谱和尿气相质谱分析

     项目        1      2     3        4       5       mean±SD 参考范围

血串联质谱

  甲硫氨酸   107.44   90.4   58.5     54.54     98.7     81.91±23.99      8-35

  酪氨酸   114.17   53.57 195.34   142.25   132.7   127.54±51.20    20-100

  瓜氨酸   127.36 101.0   71.06     75.09     90.53     93.00±22.64      7-35

  苏氨酸   117.7 115.18 106.34   108.74   121.2   113.83±6.18    15-100

  C14-1       0.29     0.37     0.39       0.38       0.31       0.34±0.04 0.02-0.25

  C16-1       3.57     2.84     5.27       2.4       4.13       3.64±1.12   0.3-2

  C18-1       1.23     0.68     1.67       0.56       0.76       0.98±0.46   0.2-1.2

尿气相质谱分析

  苯乳酸-2     17.98     8.92   32.61       7.74     13.25     16.1±10.07      0-4.9

  4-羟基苯乙酸   326.03   87.9 465.8     62.95     97.5   208.03±178.93   8.6-73.2

  4-羟基苯乳酸-2     2 656.56 963.02 487.53       2 218.3        1 784.3  1 621.9±890.7      0-7

  4-羟基苯丙酮酸     12.55     -   26.83       2.78       4.75     11.72±10.91      0-0.9

■同行评价
本文针对广西婴
儿特发性肝内胆
汁淤积的患者进
行SLC25A13基
因筛查, 具有地域
和 种 族 特 色 ,  结
果提示并不是全
部怀疑为Citrin缺
陷的患者都存在
SLC25A13基因
突变. 实验方法可
靠 ,  实 验 数 据 可
信, 可为婴儿肝内
胆汁淤积的病因
提供实验室数据. 
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羟基苯乳酸, 结合串联质谱分析, 符合Citrin缺
乏症. 对高度怀疑为Citrin缺陷病的5例患者进

行DNA直接测序分析, 未发现SLC25A13基因

的12种常见突变, 同时在正常患者对照组及其

他黄疸患者的D N A突变筛查研究也没有发现

SLC25A13基因突变. 这可能与地域和种族差异

有关. SLC25A13基因常见的12种热点突变可能

并非本地区的常见突变位点, 突变位点可能存

在于其他外显子和/或内含子邻近区域突变. 因
此, 广西特发性婴儿肝内胆汁淤积患者是否存

在其他SLC25A13基因突变需要进一步的研究

证实. 我们将进一步扩大研究, 对SLC25A13基
因全部外显子进行筛查, 同时用更大的样本量

来证实这一观点.  
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Abstract
AIM: To observe the relation between time and 
curative effect of Wenshenfang without Decoc-
tion in combination with lamivudine in the 
treatment of HBeAg-positive chronic hepatitis 
B patients with syndrome of deficiency of kid-
ney- and spleen-YANG to find optimal therapy 
time.

METHODS: Sixty-four HBeAg+ chronic hepa-
titis B patients with syndrome of deficiency of 
kidney- and spleen-YANG were equally and 

randomly divided into a treatment group and 
a control group. The control group was treated 
with lamivudine only, while the treatment 
group was treated with Wenshenfang without 
decoction in combination with lamivudine. 
Therapeutic effect was observed at 3, 6, 9, and 
12 mo after treatment. The changes in HBeAg 
and anti-HbeAg were monitored.  

RESULTS: Compared to the control group, the 
HBeAg conversion rate at 6 mo was significantly 
increased in the treatment group (P = 0.031). 

CONCLUSION: Wenshenfang without decoc-
tion in combination with lamivudine could sig-
nificantly increase the HBeAg conversion rate. 
The optimal therapy time is 6 mo. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Wenshenfang; Lamivudine; Chronic 
hepatitis B; Curative effect; Time; Kidney-and 
spleen-YANG deficiency  
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摘要
目的: 研究温肾方免煎剂联合拉米夫定治疗
慢性乙型肝炎脾肾阳虚证疗效与时间的关系, 
探讨中医“既病防变” 干预慢性乙型肝炎的
合适时间.  

方法: 64例慢性乙型肝炎脾肾阳虚证(HBeAg
阳性患者), 以DPS v8.01版软件随机分为治疗
组和对照组, 治疗组给予温肾方免煎剂联合拉
米夫定治疗, 对照组单用拉米夫定治疗, 疗程1
年, 每组32例. 两组均在3、6、9、12 mo观察
HBeAg、Anti-Hbe. 

■背景资料
拉米夫定(LAM)
可明显抑制HBV 
DNA水平; HBeAg
血清学转换率随
治疗时间延长而
提高, 治疗1、2、
3、4和5年时分别
为16%、17%、
2 3 % 、 2 8 % 和
35%, 而LAM变异
一般出现在LAM
治疗后第(11.07±
3.65)个月, 最早第
5个月, 最迟第17
个月 .  增 加 疗 效
和缩短疗程是抗
病毒能否取效的
关键. 

■同行评议者
白浪, 副教授, 四
川大学华西医院
感染性疾病中心
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结果:  最终纳入63例患者 ,  研究中有1例对
照组患者脱落, 在6 mo时两组比较,  治疗组
HBeAg血清学转换率高于对照组, 差异有统
计学意义(P  = 0.031), 其余各时间段比较差异
没有统计学意义. 

结论: 温肾方免煎剂联合抗病毒治疗可以提
高HBeAg血清学转换率, 其联合抗病毒的时间
在耐药株尚未产生之前, 时间以6 mo较为适宜. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 温肾方; 拉米夫定; 慢性乙型肝炎; 脾肾阳

虚证; 疗效; 时间

核心提示: 温肾方免煎剂联合拉米夫定(lamivudine)
初始治疗6 mo可以促进HBeAg早期阴转, 提高血清

学应答率, 缩短抗病毒疗程. 
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0  引言

目前在慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)
的诸多治疗措施当中, 抗病毒治疗是治疗的关

键已经达成共识. 核苷(酸)类似物是主要的抗

病毒类药物之一, 其最突出的问题是耐药, 随着

用药时间的延长病毒变异率逐年增加, 这种抗

病毒作用所带来的益处将被变异所取消, 甚至

出现灾难性的治疗后果-导致肝功能衰竭的发

生. 由于核苷(酸)类似物不能彻底清除肝细胞核

内的cccDNA, 所以长期用药在所难免[1]. 拉米

夫定(lamivudine, LAM)是在我国上市最早的核

苷(酸)类似物, 用于CHB的抗病毒治疗, 疗效确

切, 很多患者因该药的使用而从中受益, 肝功能

改善, 肝脏组织病理学好转, 病情得到缓解, 但
是随着用药时间的延长而逐渐出现耐药, 常见

的耐药突变点位为乙型肝炎病毒(hepatitis B vi-
rus, HBV)聚合酶催化反应区YMDD序列变异为

YIDD(rtM204v), 并常伴有rtL180M变异[2-4]一旦

变异株被筛选出来, 他们可能持续存在, 而这些

变异株的出现, 形成了乙型肝炎病毒的准种, 并
影响到后续核苷(酸)类似物的治疗. 在一项研究

中发现在由于发生拉米夫定变异后停用4年仍

然可以检测出拉米夫定的耐药株, 有研究表明

在患者接受核苷(酸)类似物的序贯治疗过程中, 

很有可能导致多重耐药株的出现[5-7], 所以可以

考虑及早预防病毒变异, 在病毒发生变异之前

尽可能早的联合用药, 缩短抗病毒疗程, 从而减

少变异的发生. 而理想联合的药物应是具有抗

病毒疗效而耐药率极低的药物. 
大量研究表明中药具有较强的抗乙型肝炎

病毒的复制作用, 目前尚无使用中药产生耐药

变异的报道. 中医有“未病先防”的理论基础, 
在CHB产生耐药株之前早期联合应用中药是否

可以减少耐药的产生以及联合中药抗病毒疗效

和时间的关系有待研究. 本研究使用附子理中

免煎剂联合拉米夫定治疗HBeAg阳性慢性乙型

肝炎脾肾阳虚证患者, 观察两种不同干预措施

在不同时间可能出现的差异. 

1  材料和方法 

1.1 材料 选取2011-11-10/2012-11-10就诊于成都

中医药大学附属医院肝病门诊和住院患者, 中
医肝炎脾肾阳虚证诊断符合《中药新药临床研

究指导原则》[8], 西医诊断符合慢性乙型肝炎防

治指南(2010年版)[9], 并符合以下入选条件: 血清

HBsAg持续阳性6 mo或以上, 具有肝炎症状、体

征及肝功能异常, 2×正常值上限(ULN)≤ALT
≤10×ULN; 胆红素<85.5 μmo1/L者; HBeAg
阳性者且105copies/mL≤HBV-DNA≤109cop-
ies/mL具有抗病毒治疗的一般适应症, 排除以

下病例: 有拉米夫定服用史者, 妊娠或准备妊娠

妇女、男性准备生育者、哺乳期妇女, 合并肝

癌、肝性脑病以及严重的心脑血管、肺、肾、

内分泌和造血系统严重原发疾病、精神病患者, 
合并有其他肝炎病毒感染及各种原因引起的肝

硬化, 筛选前一年用过抗病毒药、免疫调节剂

或抑制剂、细胞毒药物或类固醇激素, 均予排

除. 剔除终止标准如下: 纳入后发现不符合纳入

标准的病例, 对药物过敏的患者, 受试者依从性

差, 未按规定用药, 无法判断疗效或资料不全

者, 病情较治疗前明显恶化, 或者医生认为必须

退出者, 发生严重不良事件应中止试验, 出现严

重并发症或病情迅速恶化者应中止试验, 发生

并发症、研究者根据具体情况需停药者, 特殊

生理变化(患者怀孕)不宜继续接受试验, 患者

因某些个人原因决定中止治疗及失访者. 最终

选取64例病例.
1.2 方法 对照组病例包括男27例, 女5例, 年龄为

18-52岁, 平均年龄33.84岁±9.96岁. 研究中有

1例对照组患者因某些个人原因决定中止治疗, 

■研发前沿
大量研究认为温
肾中药具有显著
的免疫调节作用, 
温肾法有助于乙
型肝炎病毒的清
除、提高核苷类
药物的抗病毒疗
效, 以温肾中药抗
病毒是目前的研
究热点.
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脱落率为3.12%, 共有63例患者(治疗组32例、

对照组31例). 按研究方案完成1年治疗及1年随

访, 患者依从性良好. 两组患者人口学、基线生

化、病毒指标差异无统计学意义. 以DPS v8.01
版软件随机分为温肾方免煎剂联合拉米夫定治

疗组和单用拉米夫定对照组, 疗程1年. 每组32
例, 治疗组: 以温肾方免煎剂, 药物组成: 制附片

6 g、巴戟天30 g、菟丝子15 g、淫羊霍15 g、黄

芪20 g、熟地黄15 g、桑寄生15 g、黄芩30 g、
青蒿9 g、炙甘草5 g, 1次/d, po, 连用12 mo, 同
时加服LMD 0.1 g,1次/d, po, 连用12 mo, 共1年, 
100 mg/片. 免煎剂由四川绿色药业科技发展股

份有限公司提供. LMD由苏州葛兰素威康制药

公司提供. 对照组: 仅服用拉米夫定, 其剂型、

规格、用法、疗程, 均与治疗组相同. 
统计学处理 数据采用SPSS11.5统计分析软

件处理, 计数资料采用χ2检验, 计量资料以Shap-
iro-Wilk检验, 符合正态分布、方差齐性则采用

t检验, 方差不齐采用t '检验; 不符合正态分布采

用秩和检验. 数据以mean±SD表示. P≤0.05将
被认为所检验的差别有统计学意义. 

2  结果

两组患者人口学、基线生化、病毒指标差异无

统计学意义(表1). 两组患者治疗3、6、9、12 mo
后HBeAg血清学指标的变化比较, 在6 mo时两

组比较差异有统计学意义(P <0.05), 其余各时间

段比较差异没有统计学意义. 研究表明: 6 mo时
能明显提高血清学应答率. 在随后治疗时间延

长至9 mo, 应答率虽然有提高, 但两组间没有统

计学意义. 延长至12 mo, 应答率没有提高. 初步

得出结论: 初始联合治疗6 mo是提高血清学应

答的敏感时间(表2).
治疗组产生血清学应答的最早时间是在第6

个月. 对照组产生血清学应答的最早是在第9个
月, 表明中药的联合干预可以缩短疗程(表3, 4).

治疗过程中两组的血常规、尿常规、大便

常规、肾功能、E C G等安全性检测均无异常

改变. 

3  讨论

目前核苷类似物的联合用药尚不成熟 ,  对于

L A M出现耐药后的处理 ,  A D V目前已成为

YMDD变异的首选治疗措施, 然而由于ADV肾

毒性的不良反应, 其剂量控制在10 mg, 1次/d, 使
其对乙型肝炎病毒的抑制作用较弱, 不能强有

力的抑制病毒, 导致LAM和ADV的联合耐药株

出现, 使后续治疗失败[7], 在LAM变异的患者中

应用恩替卡韦后续治疗导致很高的耐药率发生. 
而对HBeAg阳性CHB的抗病毒治疗, 以HBeAg/
抗HBe血清转换及其持久性作为评价疗效的重

要指标. 持久的血清学转换, 如伴有HBV-DNA
保持阴性或低水平, 往往提示疾病缓解, 并发症

减轻[10], 因此促进HBeAg早期阴转是缩短LAM
疗程, 降低YMDD耐药变异发生率的关键. 不同

的抗病毒药物对HBV有不同的作用靶位, 通过不

同的作用靶位, 可以抑制HBV的复制和表达[11]. 
中药有抗病毒作用, 联合中药可以通过不同的

作用靶位, 抑制HBV的复制和表达, 提高抗病毒

疗效, 缩短疗程, 降低YMDD变异. 
适宜温肾方免煎剂患者的病因病机多种多

样, 或其人素有阳虚之体, 寒湿内盛, 感受湿热

而寒化, 或本有阳虚而后触冒寒湿者, 或其人先

有湿热而后过用苦寒, 究其病程长, 无论因实致

■相关报道
陈英杰等补肾健
脾方对HBeAg阳
性HBV携带者的
抗病毒疗效不错, 
其采用多中心、
随机、双盲、安
慰剂对照的临床
研究方法. 

表 1 两组患者人口学、基线生化、病毒指标比较

     分组      对照组      治疗组       P 值

n           31         32

年龄(岁)   31.35±9.08   33.84±9.96     0.305

体质量(kg)   71.65±5.94   72.96±6.38     0.398

身高(m)     1.66±0.6     1.67±0.58     0.722

病程(年)   10.49±5.44   10.52±5.37     0.986

ALT(U/L)   139.3±32.25 141.16±31.36     0.823

AST(U/L) 127.45±32.20 129.43±31.96     0.807

TBIL(μmol/L)   14.37±10.55   16.94±10.55     0.213

PTA(%)     0.77±0.11     0.76±0.11     0.83

ALB(g/L)   38.59±4.88   36.88±3.40     0.107

HBV-DNA(Log拷贝/mL)     6.14±1.15     6.21±1.07     0.473
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■创新盘点
本研究认为6 mo
的时间可能已经
产生了变异, 错过
“治未病”时间, 
把中医“治未病
的思想”应用于
慢性乙型肝炎的
治疗, 即在选用疗
效肯定的西药抗
病毒治疗外, 加用
中药的恰当干预
预防病毒耐药株
的产生. 

虚或因虚致实, 日积月累, 脏腑功能日衰, 终致

脾肾阳气虚损, 而成脾肾阳虚证. 而湿邪是贯穿

CHB病变过程始终的致病因子和病理产物, 同
时湿邪久稽, 未有不伤阳者. 加之目前治疗CHB
多以清利湿热立法, 苦寒清热之药长期应用往

往导致脾阳虚损, 病久延及于肾. 药理学研究证

明[12-14]巴戟天、桑寄生、黄芪、黄芩等均有较

好的免疫调节、保护肝细胞、抑制HBV病毒的

功能. 有人认为, 温肾中药具有显著的免疫调节

作用: 温肾法可明显降低部分免疫耐受期CHB
患者外周血中CD4+CD25+Tregs/CD4+ T细胞的比

例和FoxP3的基因表达水平, 明显改善患者外周

血DC共刺激分子CD86、CD80、CD40、CD11c

表达, 从而有助于HBV的清除、提高核苷类药

物的抗病毒疗效[15]. 
LAM变异一般出现在LAM治疗后第(11.07

±3.65)个月, 最早第5个月, 最迟第17个月[16], 即
到第24周已经出现病毒学突破, LAM耐药突变

将有可能对其他核苷类似物的后续治疗带来无

药物可用的尴尬局面. 可见第24周之前的一段

时间符合中医治疗未病的范畴. 
本研究结果显示: 温肾方免煎剂联合LAM

初始治疗6 mo可以促进HBeAg早期阴转, 提高血

清学应答率, 缩短抗病毒疗程, 从而减少耐药株

的产生. 因此早期初始联合中药抗病毒可能是应

对耐药株产生的策略之一. 中药干预的好处是不

会产生双重耐药, 即增加了抗病毒疗效又避免了

单药续贯治疗的危害, 为后续治疗留下空间. 
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Abstract
AIM: To assess the value of ultrasound strain 
rate imaging in research of longitudinal function 
of the right ventricle (RV) in patients with liver 
cirrhosis.

METHODS: Sixty-two patients with liver cir-
rhosis were selected as an experimental group 
and were divided into three subgroups based 
on the Child-Hugh grade: level A (n = 20), level 
B (n = 22) and level C (n = 20), and another 30 
healthy volunteers were included in a control 
group. The systolic peak strain rate (SRS), early 
diastolic peak strain rate (SRE) and atrial systole 
peak strain rate (SRA) of three segments of the 
RV free wall were measured. Tissue Doppler 
imaging was used to measure the Em and Am at 
the posterior tricuspid annuli.

RESULTS: The SRS, SRA and SRE of the base 

segment of the RV free wall were significantly 
decreased in the experimental group compared 
to the control group (-1.93 s-1 ± 0.11 s-1 vs -2.51 s-1 
± 0.88 s-1, 1.43 s-1 ± 0.11 s-1 vs 1.59 s-1 ± 0.04 s-1, 2.17 
s-1 ± 0.08 s-1 vs 2.37 s-1 ± 0.13 s-1; all P < 0.05). The 
SRS, SRE and SRA of the middle segment of the 
RV free wall were also significantly decreased in 
the experimental group compared to the control 
group (-1.69 s-1 ± 0.56 s-1 vs -1.97 s-1 ± 0.60 s-1, 1.38 
s-1 ± 0.38 s-1 vs 2.26 s-1 ± 0.70 s-1, 1.36 s-1 ± 0.88s-1 vs 
1.49 s-1 ± 0.04 s-1; all P < 0.05). The SRS, SRE and 
SRA of the apex cordis segment of the RV free 
wall were also significantly decreased in the ex-
perimental group compared to the control group 
(-1.36 s-1 ± 0.31 s-1 vs -2.37 s-1 ± 0.78 s-1, 1.47 s-1 ± 
0.05 s-1 vs 1.79 s-1 ± 0.12 s-1, 1.22 s-1 ± 0.05 s-1 vs 1.37 
s-1 ± 0.10 s-1; all P < 0.05). The peak early diastolic 
velocity and peak late diastolic velocity at the 
posterior tricuspid annuli in the experimental 
group were markedly decreased compared with 
those in the control group (0.12 m/s ± 0.03 m/s 
vs 0.19 m/s ± 0.02 m/s, 0.15 m/s ± 0.04 m/s vs 
0.17 m/s ± 0.02 m/s, both P < 0.05).

CONCLUSION: Ultrasonic strain rate imaging 
allows for more accurate evaluation of longitu-
dinal systolic and diastolic function of the RV in 
patients with liver cirrhosis and can help evalu-
ate therapeutic effects and prognosis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要 
目的: 探讨运用超声应变率成像(strain rateim-
aging, SRI)观察肝硬化患者右心纵向功能改
变的研究价值.  

方法: 将62名肝硬化患者(排除了具有器质性

■背景资料
肝硬化是指各种
原因所致的肝脏
组织炎症、坏死
发生的肝脏纤维
化和残存肝细胞
炎症、坏死发生
的肝脏纤维化和
残存肝细胞结节
性再生. 肝硬化可
发生多种并发症, 
其中心血管并发
症常导致患者预
后较差, 因此肝硬
化患者的心功能
研究应受到高度
重视.
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■同行评议者
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昆明市第三人民
医院肝病科
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心脏病、糖尿病、高血压等疾病的患者)作为
实验组. 另外30名排除了具有器质性心脏病、

糖尿病、高血压等疾病的健康成人为正常对
照组. 分别测量右心室游离壁3个节段收缩期
峰值应变率(systolic peak strain rate, SRS)、舒张
早期峰值应变率(early diastolic peak strain rate, 
SRE)及房缩期峰值应变率(atrial systole peak 
strain rate, SRA), 并运用常规测量右心功能的
方法组织多普勒技术(tissue doppler imaging, 
TDI)测量三尖瓣前叶瓣环处舒张早期心肌运
动速度(peak early diastolic velocity, Ve)、舒张晚
期心肌运动速度(peak late diastolic velocity, Va).

结果: (1)肝硬化组右心室游离壁基底段SRS低
于正常组(分别为: -1.93 s-1±0.11 s-1、-2.51 s-1

±0.88 s-1, P <0.05), SRE低于正常组(分别为: 
2.17 s-1±0.08s-1、2.37 s-1±0.13 s-1, P<0.0001), 
SRA低于正常组(分别为: 1.43 s-1±0.11 s-1、

1.59 s-1±0.04 s-1, P<0.05); (2)肝硬化组右心室
游离壁中间段SRS低于正常组(分别为: -1.69 s-1

±0.56 s-1、-1.97 s-1±0.60 s-1, P<0.05), SRE低
于正常组(分别为: 1.38 s-1±0.38 s-1、2.26 s-1±

0.70 s-1, P<0.05), SRA低于正常组(分别为: 1.36 s-1

±0.88 s-1、1.49 s-1±0.04 s-1, P<0.05); (3)肝硬
化组心尖段SRS低于正常组(分别为: -1.36 s-1

±0.31 s-1、-2.37 s-1±0.78 s-1, P<0.0001), SRE
低于正常组(分别为: 1.47 s-1±0.05 s-1、1.79 s-1

±0.12 s-1, P <0.05), SRA低于正常组(分别为: 
1.22 s-1±0.05 s-1、1.37 s-1±0.10 s-1, P<0.05); (4)
三尖瓣前叶瓣环处Ve及Va均低于正常组(肝硬
化组Ve、Va分别为: 0.12 m/s±0.03 m/s、0.15 
m/s±0.04 m/s; 正常组Ve、Va分别为0.19 m/s±
0.02 m/s、0.17 m/s±0.02 m/s(P<0.05, P<0.01).

结论: 超声应变率成像可以更准确的评价肝
硬化患者右心室的纵向收缩及舒张功能, 为临
床医生的治疗及判断预后提供有力的证据. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本文运用应变率成像技术测量肝硬化患

者右心功能, 旨在探讨肝硬化患者右心功能变化情

况及应变率成像在测量心功能方面的研究价值.

王洁, 顾鹏. 应变率成像对研究肝硬化患者右心室纵向功能的价

值. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 1131-1135 URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/1131.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1131

0  引言

肝硬化(liver cirrhosis)是一种常见的慢性肝病, 

可由于一种或多种原因引起肝脏进行性、弥

漫性损害及纤维性变[1,2]. 肝硬化临床表现明显, 
可发生多种并发症, 其中心血管并发症常导致

患者预后较差. 早在五十多年前就有学者[3]证实

肝硬化患者的心输出量(cardiac output)增强, 随
后越来越多的研究和报道指出肝硬化患者存在

心功能衰竭, 包括外周血管阻力下降、动脉血

压下降、心脏收缩功能及舒张功能的降低, 这
一系列的改变医学上叫做肝硬化性心肌病(cir-
rhotic cardiomyopathy, CCM)[4].目前对肝硬化左

心功能的研究报道较多[5-7], 肝硬化患者右心功

能到底有无改变, 目前报道很少. 随着超声新技

术的快速发展, 越来越多的新技术应用于多种

疾病的心功能检测中, 二维超声应变率反映了

心肌发生变形的速度, 在评价心肌功能方面有

显著的优势. 本研究主要讨论运用超声应变率

成像评价肝硬化患者右心功能的纵向收缩功能.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2011-10/2012-08月川北医学院附

属医院肝炎肝硬化患者62例(男47例, 女15例), 
患者年龄24-78岁, 平均年龄50.80岁±1.73岁, 所
有患者均符合2000-09西安会议《病毒性肝炎防

治方案》(中华医学会传染病与寄生虫分会、肝

病学分会联合修订)中肝硬化的诊断标准, 并同

时排除器质性心脏病、糖尿病、高血压等疾病

的患者. 选取排除了具有器质性心脏病的健康

成人30例(男21例, 女9例), 年龄20-68岁, 平均年

龄48.55岁±2.15岁作为正常对照组. 两组年龄

差异无统计学意义.
1.2 方法 仪器使用GE公司vivid E9型彩色超声

诊断仪, 凸阵探头M5S, 频率1.5-4.5 Hz, 帧频为

40-90帧/s. 受试者平静呼吸, 常规连接心电图并

采取左侧卧位采集心尖四腔心切面3个心动周

期动态图并储存, 将图像转入Echo PAC工作站

进行脱机分析. 工作站将右心室游离壁分为基

底段、中间段及心尖段3个节段, 对室壁运动进

行追踪分析. 启动组织多普勒, 并于心尖四腔心

切面将取样容积置于三尖瓣前叶瓣环处, 在受

试者呼气末三尖瓣前叶瓣环处运动频谱, 并测

量舒张早期心肌运动速度(peak early diastolic 
velocity, Ve)及舒张晚期心肌运动速度(peak late 
diastolic velocity, Va).

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件, 所得数

据资料以mean±SD表示, 组间参数比较采用独

立样本t检验, 以P<0.05表示差异具有统计学意义. 

■研发前沿
肝硬化性左心功
能受损方面的研
究报道较多, 右心
功能受损方面的
报道相对较少, 但
是, 在临床工作中
肝硬化性右心功
能受损方面的情
况不少见, 而应用
超声应变率成像
测量右心功能是
值得深入和系统
研究的课题.
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■相关报道
M e l u z i n 等 通 过
运用多普勒技术
( D T I ) 对 4 4 例 肝
硬化患者及30例
健康志愿者的心
功能进行测量并
比较得出肝硬化
患者的心功能出
现改变.
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2  结果

肝硬化组右心室游离壁基底段SRS(图1B)低于

正常组(图1A)(分别为: -1.93 s-1±0.11 s-1、-2.51 s-1

±0.88 s-1, P <0.05), SRE低于正常组(分别为: 2.17 
s-1±0.08s-1、2.37 s-1±0.13 s-1, P <0.0001), SRA低

于正常组(分别为: 1.43 s-1±0.11 s-1、1.59 s-1±

0.04 s-1, P <0.05). 
肝硬化组右心室游离壁中间段S R S低于

正常组(分别为: -1.69 s-1±0.56 s-1、-1.97 s-1±0.60 s-1, 
P <0.05), SRE低于正常组(分别为: 1.38 s-1±

0.38 s-1、2.26 s-1±0.70 s-1, P <0.05), SRA低于正

常组(分别为: 1.36 s-1±0.88 s-1、1.49 s-1±0.04 s-1, 
P <0.05).

肝硬化组心尖段S R S低于正常组 (分别

为:  -1.36 s-1±0 .31  s -1、-2.37 s-1±0 .78  s -1, 
P <0.0001), SRE低于正常组(分别为: 1.47 s-1±

0.05 s-1、1.79 s-1±0.12 s-1, P <0.05), SRA低于

正常组(分别为: 1.22 s-1±0.05 s-1、1.37 s-1±

0.10 s-1, P <0.05)(表1).
三尖瓣前叶瓣环处Ve及Va均低于正常组

(肝硬化组Ve、Va分别为: 0.12 m/s±0.03 m/s、
0 . 15  m / s±0 .04  m / s ;  正常组Ve、Va分别

为: 0.19 m/s±0.02 m/s、0.17 m/s±0.02m/s, 
(P <0.05, P <0.01)(表2).

3  讨论

肝硬化患者心血管系统异常主要表现为高动力

循环状态[8], 其发生主要与以下因素有关: (1)由

2013-04-28|Volume 21|Issue 12|WCJD|www.wjgnet.com

A

B

图 1 右心室应变率. A: 正常组右心室应

变率; B: 肝硬化组右心室应变率.

表 1 62例肝硬化患者与30例正常对照组右室游离壁应变率比较 (s-1)

     
分组

  应变率

     收缩期  舒张早期     房缩期  

基底段

肝硬化组 -1.93±0.11a 2.17±0.08b 1.43±0.11a

正常组 -2.51±0.88 2.37±0.13 1.59±0.04

中间段

肝硬化组 -1.69±0.56a 1.38±0.38a 1.36±0.88a

正常组 -1.97±0.60 2.26±0.70 1.49±0.04

心尖段

肝硬化组 -1.36±0.31b 1.47±0.05a 1.22±0.05a

正常组 -2.37±0.78 1.79±0.12 1.37±0.10

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组.

■创新盘点
本文应用超声应
变率测量右心功
能, 克服了以往用
于测量右心功能
方法出现的角度
依赖的缺陷, 因此
更能准确的反映
右心功能.
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于肝脏功能障碍, 门静脉高压导致门-体分流, 从
而使肝脏供血减少, 门静脉血量增多, 造成高动

力循环状态; (2)肝硬化的高动力循环与钠水潴

留及血浆容量增加有关; (3)近年来大量研究[9]表

明, 很多扩血管活性物质如白介素等进入体循

环, 激活诱导型一氧化氮合酶, 诱导心肌产生过

多的一氧化氮, 也能造成肝硬化患者心脏收缩

功能的障碍. 王爱鱼等[10]通过对96例无器质性心

脏病的肝硬化患者进行解剖, 发现其中有39例
患者心脏存在形态学改变, 心脏主要表现为心

肌坏死、心室肥大等. 肝硬化患者若右心室功

能降低, 将导致右房内压力增高, 使肝静脉回流

受阻, 最终导致肝淤血, 从而加速肝硬化患者腹

水等并发症的发生, 因此肝硬化患者的右心功

能研究应受到高度重视, 所以本实验基于上述

原因, 专门用超声应变率成像进行肝硬化患者

的右心功能研究.
心室肌层纤维由环形心肌纤维及纵形心

肌纤维组成, 而右心室主要以纵形方向的浅层

螺旋状肌肉为主 ,  贯穿于心尖与右房室环之

间, 在心室射血中起重要作用, 收缩期右室在

浅层肌纤维牵拉下心底不移向心尖部并靠向

室间隔, 同时在室间隔协同作用下把右心室的

血液挤向肺循环[11,12], 因此测定右心室长轴功

能更能代表右室的射血功能, 右室肌层纵向运

动对于评价右室功能具有重要意义. 过去常用

于评价局部心肌功能的主要是组织多普勒技

术(tissue doppler imaging, TDI), Dini等[13]通

过研究证明三尖瓣瓣环处心肌运动速度可以

反映右心室的长轴心功能, 但其角度依赖性较

大, 而SRI是近年发展迅速的超声新技术, 是在

二维动态灰阶图像中选取感兴趣的室壁范围, 
然后运用软件自动跟踪感兴趣区内的心肌组

织信号, 从而计算出感兴趣区内心肌变形的程

度[14,15], 其克服了组织多普勒的角度依赖的缺

陷, 因此更能准确的映心肌的功能. 本实验通

过对肝硬化患者右室游离壁3个节段的心肌纵

向运动进行追踪, 得出以下结论: (1)肝硬化患

者右心室收缩功能降低; (2)通过对应变率成像

与TDI两种超声技术得出的统计学结果进行比

较, 虽然TDI也能反映右心室长轴收缩功能, 但
是SRI通过统计学方法得出的P值较TDI更小, 
因此得出SRI较TDI能更好的反映右心室长轴

的收缩功能.
综上所述, 超声应变率成像能较早较准确的

评价肝硬化患者的右室心肌功能的变化, 为临

床的治疗判断预后提供及时及准确的信息.
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的治疗判断预后
提供及时准确的
信息.

表 2 62例肝硬化患者与30例正常对照组右室心肌运动
速度比较 (mean±SD, m/s)
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肝硬化组      0.12±0.03a      0.15±0.04b

正常组      0.19±0.02      0.17±0.02

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组.
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Abstract 
AIM: To explore the feasibility and advantages 
of hanging and fastening method in laparoscop-
ic appendectomy.

METHODS: Forty-two patients underwent lapa-
roscopic appendectomy using the hanging and 
fastening method. An epidural puncture trocar 
with a thread was used to pierce the abdominal 
cavity. After tightening the thread and relatively 
fixing the appendix, appendectomy was per-
formed. 

RESULTS: The operative was successful in all 
42 patients. The operative time was 30-90 min 
(mean, 50 min). Intraoperative blood loss was 

5-50 mL (mean, 20 mL). The patients got out of 
bed 8 hours after operation. The gastrointestinal 
function recovered within 12-24 h (mean, 15 h). 
The hospital stay was 3-7 d (mean, 4 d). There 
were no major complications including incision 
infection, bleeding and intestinal obstruction. 
All patients were discharged. 

CONCLUSION: Laparoscopic appendectomy 
using the hanging and fastening method is safe, 
feasible and simple, with little surgical trauma.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Appendicitis; Appendectomy; Laparos-
copy; Hanging and fastening
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摘要 
目的: 探讨悬吊辅助施行腹腔镜阑尾切除术
的可行性与优点.

方法: 应用悬吊固定法, 实施腹腔镜阑尾切除
术42例. 将带线硬膜外穿刺针自腹壁刺入腹腔
内, 收紧腹腔外缝线, 使阑尾游离端相对固定, 
然后行阑尾切除术.

结果: 42例患者均顺利完成手术, 手术时间
30-90 min, 平均50 min, 术中出血5-50 mL, 平
均20 mL, 术后8 h患者下床活动, 12-24 h恢复
胃肠功能, 平均15 h, 住院3-7 d, 平均4 d, 无切
口感染, 出血, 肠梗阻并发症出现, 所有患者痊
愈出院.

结论: 悬吊固定法阑尾切除术安全、可行, 并
且操作简单, 创伤小.

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 阑尾炎; 阑尾切除术; 腹腔镜; 悬吊固定

■背景资料
阑尾炎是普外科
常见的一类急腹
症, 手术治疗为阑
尾切除术. 以往我
们对此类患者主
要实施开腹阑尾
切除术, 近年来随
着腹腔镜外科的
迅速发展, 腹腔镜
阑尾切除术已成
为阑尾炎患者常
用的手术方案, 主
要有三孔, 双孔及
单孔等术式, 手术
创伤较开腹手术
减小, 恢复时间缩
短, 被临床医生及
患者所接受. 

■同行评议者
王刚 ,  副研究员 , 
哈尔滨医科大学
附属第一医院胰
胆外科(普外二科)
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核心提示: 双孔悬吊辅助法腹腔镜阑尾切除术是在

三孔基础上, 结合双孔及三孔的优点, 应用带线硬

膜外穿刺针刺入腹腔, 悬吊固定阑尾, 予以实施阑

尾切除术. 本方法中穿刺针的作用相当于三孔中的

无损伤肠钳, 手术创伤小, 操作简单, 疤痕小, 适合

在临床中推广.

郑向欣, 管小青, 吴骥, 顾书成, 吴建强, 陈焰, 张旭旭. 悬吊辅助

法腹腔镜阑尾切除术42例. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 

1136-1139 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1136.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1136

0  引言

近年来随着外科技术的快速发展及微创观念

的进步, 腹部手术向经自然腔道内镜外科手术

(natural orifice transluminal endoscopic surgery, 
NOTES)[1]转变的趋向已经显现. 腹腔镜阑尾切

除术因其具有创伤小, 恢复快, 还可探查术前诊

断不明的外科急腹症等优点[2], 现已成为外科医

生和阑尾炎患者首选的术式. 目前我们在三孔

腹腔镜阑尾切除术基础上对其作了一点改进, 
采用悬吊辅助法对42例患者实施腹腔镜阑尾切

除术, 取得了较好的疗效, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组42例患者中, 男27例, 女15例, 
17-59岁, 平均31岁, 均无下腹部手术史, 其中急

性单纯性阑尾炎9例, 急性化脓性阑尾炎17例, 
急性坏疽性阑尾炎4例, 慢性阑尾炎急性发作12
例. 急性发作时间8-96 h, 平均20 h. 主要临床表

现为腹痛, 右下腹固定压痛, 全腹未触及包块, 
伴有发热及恶心或呕吐症状, 血象增高, 腹部彩

超排除泌尿系统, 子宫附件及阑尾周围脓肿及

回盲部肿块等疾病, 部分病例彩超提示盆腔积

液或阑尾区探及条索状包块. 全组病例无严重

心肺疾患及凝血功能障碍, 所有切除标本均经

病理确诊.
1.2 方法

1.2.1 手术: 术前准备一次性硬膜外麻醉穿刺包

(穿刺针规格: 1.8 mm×80.0 mm), 取出穿刺针, 
将7号线对折后穿过, 留作备用(图1). 所有患者

术前禁食6 h, 排空膀胱, 不留置胃管及尿管. 手
术均采用气管插管全身麻醉, 脐缘作1.0 cm皮肤

切口, 穿刺10 mm Trocar, 建立CO2气腹, 压力维

持在12-15 mmHg, 置入10 mm Trocar为观察孔, 
置入腹腔镜, 患者取头低脚高位, 手术台向左倾

斜15-20度, 于脐与耻骨联合中点平行左侧腹直

肌外缘置入10 mm Trocar, 作为操作孔, 放入无

损伤肠钳进行全面探查, 吸出脓液或腹腔渗液, 
找到阑尾, 分离其与周边的粘连, 于阑尾根部上

方相应腹壁将带线硬膜外穿刺针穿入腹腔, 分
离钳将阑尾放入线环后, 收紧丝线, 将阑尾提

起, 此时阑尾已悬吊固定于穿刺针上, 可以前后

左右调整方向, 用分离钳紧贴阑尾分离系膜, 病
例中阑尾水肿较轻者, 于阑尾根部系膜侧用钛

夹或锁扣夹结扎阑尾系膜及血管, 同样方法于

阑尾根部双重结扎阑尾; 阑尾及系膜水肿明显

者, 由操作孔引入7号线, 用腔内打结法, 分段结

扎阑尾系膜, 双重结扎阑尾根部, 距结扎远端约

0.5 cm剪断并电灼阑尾残端, 不做荷包缝合, 撤
除悬吊线, 将阑尾放入橡胶手套中自10 mm Tro-
car取出. 探查腹腔无活动性出血, 无肠管损伤后, 
释放气腹, 关闭切口. 术中可以根据阑尾周围炎

症渗出情况, 决定是否放置引流管. 
1.2.2 手术适应证及禁忌证: (1)适应证: 急性单纯

性阑尾炎、慢性阑尾炎急性发作, 急性化脓性

阑尾炎、急性坏疽性阑尾炎(头部及部分体部)
和部分异位阑尾炎(阑尾可以直接提起者); (2)禁
忌证: 严重心肺疾患及凝血功能障碍患者、下

腹部手术者, 急性阑尾炎伴阑尾周围脓肿、急

性坏疽穿孔性阑尾炎(根部及部分体部)、腹膜

后位阑尾炎、浆膜下阑尾炎、部分异位阑尾炎

(无法直接提起者)及回盲部肿瘤并阑尾炎. 

2  结果

42例患者均顺利完成手术, 无中转开腹者, 手术

时间30-90 min, 平均50 min, 术中出血5-50 mL, 
平均20 mL, 术后8 h患者下床活动, 12-24 h恢复

胃肠功能, 平均15 h, 住院3-7 d, 平均4 d, 全组无

切口感染, 出血, 肠梗阻等并发症出现, 所有患

者痊愈出院, 切口愈合良好, 美容效果好(图2, 3). 

3  讨论

自1983年德国医师Semm首次报道腹腔镜阑尾

切除术(laparoscopic appendectomy, LA)[3]以来, 
因其具有损伤小、机体的应激反应轻、免疫

抑制少、康复快、切口感染率低、住院时间

短等优点[4-9], 现已成为治疗急慢性阑尾炎的常

规手术[10,11]. 
随着LA手术方式的不断改进, 目前临床上

出现了三孔, 双孔及单孔等术式[12-15]. 单孔术式

操作空间相对较小, 器械易出现“筷子效应”, 
手术难度相对较大, 基层医院应用相对较少, 而

■研发前沿
随 着 N O T E S 理
论及“无痛无瘢
痕”手术理念的
提 出 ,  腹 腔 镜 阑
尾切除术越来越
受到临床医生及
患 者 的 认 可 ,  其
视 野 开 阔 ,  利 于
探 查 ,  手 术 创 伤
较小, 恢复快, 特
别 适 合 肥 胖 ,  年
轻女性及经常出
差 患 者 .  如 何 在
不增加手术难度
的 基 础 上 ,  减 少
手 术 创 伤 ,  增 加
美 容 效 果 ,  已 成
为微创外科的一
大热点. 
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三孔及双孔术式视野开阔, 操作相对简单, 大部

分临床医生常采用这两类术式. 本文对三孔术式

作了一点改进, 结合双孔法和三孔法的优点[16], 
采用双孔悬吊术式行阑尾切除术, 即将带线的

硬膜外麻醉穿刺针于阑尾根部体表投影区穿入

腹腔, 将阑尾提起, 这样既可以将阑尾悬吊固定, 
进一步探查阑尾及周围组织情况, 又减少了一

个戳孔, 使得操作简单, 创伤小, 恢复快, 切口感

染发生率低, 而且该方法技术难度较小, 比单孔

法更简单, 费用相对较低, 也利于术者操作, 适
合在基层医院应用. 

临床中大部分阑尾炎患者就诊时, 病情都相

对较重, 术中我们探查发现阑尾大都已充血水

肿或化脓, 有的甚至出现坏疽, 部分阑尾呈扭曲

状, 大网膜下移包裹阑尾. 因此, 充分显露阑尾

是手术当中至关重要的一环. 之前我们在实施

三孔LA时, 应用无损伤肠钳提起阑尾, 来显露阑

尾及周围组织情况, 然后行阑尾切除术. 在此基

础上我们思考在不增加手术难度的前提下, 能
否减少一戳孔来完成手术, 从而减少手术创伤. 
有文献报道[17]应用悬吊线将阑尾固定于腹壁行

阑尾切除术能达到这一效果, 但我们发现该术

式只能通过牵拉调整阑尾高低, 不能前后左右

调整方向, 不利于阑尾及系膜的处理. 本文我们

通过悬吊, 将阑尾提起, 同时将阑尾固定在穿刺

针上, 这样既可以将阑尾显露明显, 又可以四周

调整方向, 利于阑尾及其系膜的处理, 达到了我

们预想的效果. 术中我们分离好阑尾系膜后, 将
丝线自操作孔引入, 左手拽住线尾, 右手持针器

行腔内打结, 结扎切断系膜, 同法处理阑尾; 而
对于阑尾炎症较轻者, 我们可以应用钛夹或锁扣

夹直接结扎切断. 该术式中我们应用的带线穿刺

针相当于三孔操作时的无损伤肠钳, 从而扩大了

手术适应症, 简化了手术操作, 缩短了手术时间, 
同时减少了一戳孔, 使得手术创伤相应减小; 整

个手术我们均可在一把器械下完成, 也避免了

“筷子效应”. 本文采用的这一方法手术创伤有

所减小, 我们发现患者术后脐部切口不明显, 只
有左下腹一小切口, 美容效果好, 而且手术费用

也相对减少, 具有可行性, 值得临床推广. 
值得注意的是, 对于临床中遇到的如根部坏

疽穿孔性阑尾炎或阑尾炎伴阑尾周围脓肿等病

情较重者, 我们应及时增加戳孔或中转开腹, 避
免肠瘘等并发症的发生; 如果术中直视下探查

未发现阑尾, 应考虑腹膜后位阑尾, 浆膜下阑尾, 
异位阑尾及阑尾缺如, 盲肠根部炎症等可能, 若
异位阑尾能直接提起, 可以应用悬吊法实施手

术, 其他病例我们也应及时增加戳孔或中转开

腹; 如果术中探查伴有回盲部或升结肠肿瘤, 无
腹腔广泛转移者, 我们将在腹腔镜下行右半结肠

切除术; 若伴有降结肠肿瘤, 我们将同时予以行

左半结肠切除, 同期行横结肠造瘘. 因此, 我们在

实施手术时, 一定要严格遵照适应证, 充分探查

腹腔, 不能一味为了追求微创手术, 而忽略了手

术禁忌证及并发症, 必要时及时中转开腹或扩大

手术, 这样才能显示出LA应有的应用价值. 
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Abstract   
AIM: To explore the association between macro-
phage migration inhibitory factor (MIF) -173G/
C polymorphism and susceptibility to inflamma-
tory bowel disease. 

METHODS: Searches of electronic databases 
CBM, CNKI, PubMed and EMbase were per-
formed to retrieve published case-control stud-

ies investigating the association between MIF 
-173G/C polymorphism and susceptibility to ul-
cerative colitis (UC) or Crohn’s disease (CD). The 
pooled odds ratios (ORs) with 95% confidence 
intervals (95%CIs) were performed using fixed-
effect or random-effect methods based on the 
absence or presence of significant heterogeneity. 
Publication bias was assessed. All statistical anal-
yses were conducted with STATA10.0 software.

RESULTS: Increased risk of UC was associ-
ated with MIF -173G/C polymorphism in the 
dominant genetic model (GG/C + C/C vs G/G: 
OR = 1.15, 95%CI: 1.00, 1.32), the homozygote 
comparison (C/C vs G/G: OR = 1.54, 95%CI: 
1.08, 2.19) and recessive model (C/C vs G/C + 
G/G: OR = 1.52, 95%CI: 1.07, 2.17). However, no 
association was found between MIF -173G/C 
polymorphism and susceptibility to CD.

CONCLUSION: Our meta-analysis strongly 
suggests that MIF -173G/C polymorphism is 
associated with susceptibility to UC. However, 
current studies do not support a direct relation-
ship between MIF -173G/C polymorphism and 
susceptibility to CD.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Macrophage migration inhibitory factor; 
173G/C; Polymorphism; Inflammatory bowel dis-
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摘要  
目的: 探讨巨噬细胞移动抑制因子(macrophage 
migration inhibitory factor, MIF)_173G/C基
因多态性与炎性肠疾病(inflammatory bowel 
disease, IBD)易感性的关系.

■背景资料
炎 性 肠 疾 病 ( i n -
flammatory bowel 
disease, IBD)是常
见的慢性胃肠道
非特异性炎性疾
病, 目前对于IBD
的病因和发病机
制尚未完全明了, 
其发生可能与精
神心理因素、感
染、免疫异常、
等多种因素有关. 
巨噬细胞移动抑
制因子(migration 
inhibitory factor, 
MIF)的功能基因
多态性可以通过
影响其表达高低
调节宿主炎性反
应强弱及炎症转
归 结 果 ,  最 终 改
变其罹患 I B D的
风险.

■同行评议者
万军, 教授, 中国人
民解放军总医院
南楼老年消化科
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方法: 计算机检索CBM、CNKI、PubMed和 
EMbase数据库, 收集关于MIF_173G/C基因多
态性与溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)或
克罗恩病(Crohn's disease, CD)的易感性病例-
对照研究研究, 以IBD组与对照组人群基因型
分布的比值比(odds ratio, OR)及95%CI可信区
间(confidence interval, 95%CI)其为效应指标, 采
用固定或随机效应模型进行合并分析, 并进行
偏倚评估. 应用STATA10.0软件进行统计学处.

结果: 纯合子比较模型, 显性遗传模型, 隐性
遗传模型Meta分析表明MIF_173G/C基因多态
性与UC易感性有统计学意义(C/C vs  G/G: OR  
= 1.54, 95%CI: 1.08, 2.19; 显性遗传模型: OR  
= 1.15, 95%CI: 1.00, 1.32; 隐性遗传模型: OR  
= 1.52, 95%CI: 1.07, 2.17); 各遗传模型Meta分
析结果显示: MIF_173G/C基因多态性与CD的
易感性无统计学意义.

结论: 基于目前研究结果显示, MIF_173G/C
可能是UC的易感性基因, 但与CD无明显相关
性. 受纳入研究质量和数量限制, 上述结论尚
待开展更多高质量的前瞻性研究进一步验证.

© 2013年版权归Baishideng所有.

核心提示: 目前关于巨噬细胞移动抑制因子_173G/
C基因多态性与炎性肠疾病关联性结论不一, 本文

通过Meta分析显示: MIF_173G/C可能是UC的易感

性基因, 但与CD无明显相关性.

关键词: 巨噬细胞移动抑制因子; 173G/C; 基因多

态性; 炎性肠疾病; Meta分析
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0  引言

炎性肠疾病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一类肠道非特异性慢性炎症疾病, 包括溃疡性

结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD). 据报道, UC世界每年发生率为

1.85/100 000, CD发生率为0.70/100 000[1]. 然而, 
IBD的发病机制尚不清楚, 但一致认为其发病与

环境、遗传、微生物、免疫等因素有关. IBD
的家族聚集现象和发病的种族差异性提示遗传

因素在IBD的发生发展过程中起着不容忽视的

作用. 近年来, 已有大量有关单核苷酸多态性和

IBD发生风险之间关系的研究也证实这一观点
[2-4]. 

巨噬细胞移动抑制因子(macrophage migra-
tion inhibitory factor, MIF)是巨噬细胞自分泌的

一种重促炎因子, 他能够抑制巨噬细胞的游走, 
促使巨噬细胞在炎症部位浸润、聚集, 在细胞

介导的免疫反应中发挥重要作用[5]. 基于MIF与
免疫及炎症密切相关, 并可能成为治疗炎性疾

病的的潜在靶点, 国内外学者对MIF基因多态

性与IBD易感性的关系进行了大量的研究. MIF
编码基因位于人类染色体22q11.2, 目前已发现

他在-173G/C、+254T/C、+656C/G处存在多态

位点, 其中以MIF-173G/C多态性与IBD的关系

最为紧密. 目前, 单个研究样本量小和地区差异, 
导致各研究结论不一. 为解决这些分歧, 我们对

已发表的相关研究进行Meta分析, 以明确MIF-
173G/C多态性与IBD风险的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料: 计算机检索EMbase、PubMed、CBM
和CNKI, 检索时间均为1990/2012-10. 英文检索

式: “Inflammatory bowel disease OR ulcerative 
colitis OR Crohn's disease OR IBD”AND“mu-
tation OR variant OR polymorphism”AND“MIF 
OR macrophage migration inhibitory”; 中文检索

式:“巨噬细胞移动抑制因子或MIF”和“基因

多态性或突变”和“克CDOR、UC或炎症性肠

病”. 所有研究的研究对象限人类, 文种限中、

英文, 同时追溯所获文献的参考文献以及手工

检索相关杂志.
1.2 方法

1.2.1 纳入标准: (1)涉及MIF_173G/C多态性与

CD或者UC相关性的文献; (2)公开发表的病例对

照研究或巢式病例对照研究; (3)全文发表; (4)文
献中数据完整, 能直接或间接提供统计指标比

值比(odds ratio, OR)及95%CI可信区间(confidence 
interval, 95%CI); (5)病例均为经确诊CD或者UC
患者, 其诊断符合符合文诊断标准, 或者临床表

现、影像学、病理检查以及内镜联合诊断[6,7].
1.2.2 排除标准: (1)研究未设立对照组; (2)具体

数据描述不清; (3)重复报道; (4)克罗恩病或者

UC相关的综述以及动物实验.
1.2.3 资料提取: 由2位评价者独立根据纳入标

准, 对文献进行筛选, 通过讨论达成一致. 两位

评阅人独立完成对原始文献记录数据的收集. 
对检出的文献提取以下一般信息: 第一作者姓

■相关报道
我 国 学 者 张 启
芳报道MIF参与
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
UC)的发病机制 ,
可能是UC活动的
指标,控制MIF的
产生可能有治疗
的作用.
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表 1 纳入研究的一般情况以及基因型分布

     
作者 地区             病种

发表               病例组                 对照组 NOS
P H-W年份 TT TC CC TT   TC CC 评分

Nohara等[19] Japan UC 2004 10   76 135 14   96 202   8 0.55

Oliver等[20] Italy UC 2007 22 171 441 18 188 681   5 0.24

Griga等[16] Germany UC 2007   2   28   72 15 156 318   8 0.43

Fei等[15] China UC 2008 13   27   44   8   55   79   8 0.70

Shiroeda等[14] Japan UC 2010   5   37   69   7   76 126   8 0.27

Przybyłowska等[13] Spain UC 2011   1   19   38   1   23   99   6 0.79

Sivaram等[12] India UC 2011 12   30   97   9   39 128   7 0.02

Oliver等[20] Italy CD 2007 23 172 466 18 188 681   5 0.24

Dambacher等[17] Germany CD 2007   7   45 146   6   45 108   7 0.63

Núñez等[18] Spain CD 2007 10 149 372 18 188 681   6 0.24

Griga等[16] Germany CD 2007   2   39 116 15 156 318   8 0.43

Fei等[15] China CD 2008   2     5     8   8   55   79   8 0.70

Przybyłowska等[13] Spain CD 2011   1   12   28   1   23   99   6 0.79

P H-W: H-W平衡P值; UC: 溃疡性结肠炎; CD: 克罗恩病.

名、出版年份、国家、病例组对照组基因型分

布及其频率、对照组是否符合H-W平衡(P <0.05
认为不符合H-W平衡).
1.2.4 质量评价: 采用NOS(newcastle-ottawa scale)
标准[8]评价纳入各个研究的质量. 该评分系统采

取星级对3部分进行评价: (1)病例组和对照组研

究对象选择; (2)病例组和对照组研究对象的可

比性; (3)危险因素的暴露情况. 得分≥7分的研

究为高质量.
统 计 学 处 理  合并效应量选用O R 及其

95%CI. OR值的计算分别根据纯合子比较模型

C/C vs  G/G、杂合子比较模型G/C vs  G/G、显

性遗传模型(GC+CC vs  GG)和隐性遗传模型

(CC vs  GC+GG). 对纳入研究进行异质性检验, 
各研究结果间无异质性采用固定效应模型进行

合并分析, 否则采用随机效应模型进行合并分

析. 各研究结果间的异质性检验采用Q检验和P
统计量, P <0.1提示各研究间存在异质性, I 2用来

衡量异质性大小程度[9]. 敏感性分析为依次排除

单个文献后重新进行Meta分析, 通过相关图片

评估其对综合效应量的影响. 发表偏倚通过Eg-
ger回归法[10]、Begg秩相关法[11]进行量化检测, 
P <0.05认为存在发表倚通. 上述分析以及H-W
平衡均运用Stata11.0软件完成分析.

2  结果

2.1 文献检索结果 根据检索策略, 初检出41篇文

献, 其中中文4篇, 英文37篇. 通过初步阅读文题

和摘要, 排除26篇不符合纳入标准的文献经初步

筛查. 进一步阅读全文, 1篇中文文献重复报道, 5
篇文献涉及动物研究. 最终纳入9篇文献[12-20], 且
Oliver等[20]一项研究中涉及到二组研究. 在纳

入的9篇文献中分别有6、7篇文献涉及到MIF-
173G/C多态性与CD、UC易感性研究. 9篇文献

中Sivaram[12]对照组不遵守H-W平衡, 考虑做敏

感性分析, 该项研究不予以剔除. 纳入的研究时

间分布2004-2011年, 研究人群主要分布亚洲、

欧洲. 各个纳入研究的基本特征见表1.
2.2 Meta分析结果 Meta分析的结果如表1所示, 
NOS评分结果显示平均得分为7(5-8分), 提示纳

入的研究质量较好. MIF_173G/C基因多态性与

UC易感性关系Meta分析结果除杂合子比较模

型外其他模型均有统计学意义(杂合子比较模

型: OR  = 1.22, 95%CI: 0.82, 1.82; 纯合子比较模

型: OR  = 1.54, 95%CI: 1.08, 2.19; 显性遗传模

型: OR  = 1.15, 95%CI: 1.00, 1.32; 隐性遗传模型: 
OR  = 1.52, 95%CI: 1.07, 2.17); MIF_173G/C基因

多态性与CD易感性关系Meta分析结果显示个遗

传模型均无统计学意义(杂合子比较模型: OR  =  
1.15, 95%CI : 0.99, 1.32 ; 纯合子比较模型: OR  
= 1.22, 95%CI: 0.82, 1.82; 显性遗传模型: OR  = 
1.09, 95%CI: 0.88, 1.36; 隐性遗传模型: OR  = 
1.19, 95%CI: 0.80, 1.77; 表2)
2.3 发表偏倚分析 如表2所示, 在CD和UC病例

组, 不论何种遗传模型比较Egger回归法、Begg 
秩相关法检验发表偏倚显示均P >0.05, 提示无发

■创新盘点
近年来, 有大量关
于MIF_173G/C基
因多态性与 I B D
患者易感性的关
系的研究, 但结论
不一致, 所以本文
就此进行研究, 分
析MIF_173G/C基
因多态性与 I B D
易感性的关系.
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表偏倚存在(表2).
2.4 敏感性分析 依次单独剔除1篇文献后, 在UC
病例组, 纯合子比较模型分析时剔除研究[12-14,16,19], 
杂合子比较模型分析时剔除研究[14-16], 显性遗传

模型分析剔除研究[12,13,15,19,20], 隐形遗传剔除研

究[12-15,20]时总效应量出现改变. 在CD病例组, 杂
合子比较模型分析时剔除研究[15-17], 显性遗传模

型分析剔除研究[16,17]时总效应量出现改变.

3  讨论

MIF蛋白是一种相对分子质量为12.5 kDa非糖

基化蛋白, 他由114个氨基酸残基组成的. 他参

与免疫、炎症、机体感染等众多的生理功能的

调节[21-23], 在各种炎性疾病中的促炎作用得到得

到广泛的重视[24,25]. 其促炎作用可能机制是MIF
可以拮抗机体内糖皮质激素诱导的I-κB产生, 减
弱核因子(Nuclear factor κB, NF-κB)和I-κB复合

物对靶基因NF-B转录活性的抑制作用, 最终使

炎性细胞因子基因表达的重要调节因子NF-κB
表达增加[26,27].

众所周知, IBD的发病是由于肠道黏膜内环

境紊乱导致促进和抑制炎症反应二者失衡造成

的. 鉴于MIF在机体炎症过程中的扮演着重要角

色, MI在IBD的发生和发展的作用得到前所未有

的重视. Ohkawara等[28]学者发现在正常大鼠结

肠的上皮细胞有微量的MIF的表达, 且硫酸葡聚

糖钠诱导的结肠炎中MIF表达量明显增加. Mu-
rakami[29]发现UC患者血清中的MIF水平明显高

于正常对照组, 且与病情活动性有关, 而克隆病

患者血清MIF水平与正常对照组没有明显差异. 
我国学者张启芳[30]发现UC患者体内MIF较克罗

恩患者明显上升.
MIF-173G/C多态性可通过影响机体内MIF

水平的高低影响疾病的易感性[31,32], 本文结果分

析显示MIF-173G/C多态性与UC发病风险明显

相关, 但与CD发病风险无明显相关. 造成这种差

异可能与二种疾病发病机制不同有关. 本研究

虽然设计了科学研究方案, 本次分析仍存在一

定的局限性, 其原因如下: (1)本Meta分析只检索

了国内外几个代表性数据库, 检索语言仅为中

文和英文, 且只限于公开发表的文献, 影响了纳

入研究的全面性; (2)纳入研究的人群分布限于

亚洲、欧洲, 未根据遗传背景做亚组分析; (3)饮
食和社会环境是影响肠道疾病的易感性的重要

因素, 本文纳入病例-健康对照组的研究往往忽

略上述因素.
Meta分析能够将研究目的相同的多个病例

一对照研究结果进行定量合并分析和综合评价, 
以提高统计检验功效, 解决研究结果不一致的

问题, 他克服了单个研究样本量小、地区局限

的不足[33]. 敏感性分析是Meta分析结果质量衡

量的一个重要手段[34], 常见的影响Meta分析结

果稳定性的原因是各个纳入研究的样本量大小

不一, 大样本研究对Meta分析结果影响较大, 小
样本研究对Meta分析影响较小. 在这种情况下

进行Meta分析其结果很容易向大样本研究结论

偏倚. 本文通过敏感性分析发现多数基因模型

Meta分析结果不稳定. 因而, 对于其结果我们应

当甚至慎重对待.
基于上述研究结果, MIF_173G/C可能是

UC的易感性基因, 但与CD无明显相关性. 然而, 
受研究数量所限, 仍需开展更多高质量、大样

表 2 巨噬细胞移动抑制因子_173G/C基因多态性与炎性肠疾病的Meta分析

     
病种   基因模型

                             关联性及检验 异质性检验 发表偏倚检验

    OR (95%CI) Z 值 P 值 I 2%  Phet P Begg's P Egger's

溃疡性结肠炎
CC vs  GG 1.54 [1.08,2.19] 2.73 0.02   0 0.70 0.76 0.59

GC vs  GG 1.13 [1.07, 1.31] 1.59 0.04   0 0.45 1.00 0.41

GC+CC vs  GG 1.15 [1.00, 1.32] 1.99 0.04   0 0.46 1.00 0.52

CC vs  GC+GG 1.52 [1.07, 2.17] 2.34 0.02   0 0.66 0.76 0.66

克罗恩病

CC vs  GG 1.22 [0.82,1.82] 0.96 0.34   9.6 0.36 1.00 0.75

GC vs  GG 1.15 [0.99, 1.32] 1.87 0.06 44.3 0.11 0.71 0.45

GC+CC vs  GG 1.09 [0.88, 1.36] 0.80 0.42 48.2 0.09 0.71 0.62

CC vs  GC+GG 1.19 [0.80, 1.77] 0.84 0.40   0 0.43 1.00 0.85

P het: Meta分析纳入研究的异质性检验P值; P Begg's: 论文发表偏倚Begg秩相关法P值; P Egger's: 论文发表偏倚Egger回归法P值.

■应用要点
相 同 的 基 因 位
点 ,  不 同 的 研 究
结论可能与样本
量大小、环境因
素及种族遗传变
异 有 关 . 本 文 将
MIF_173G/C位点
与IBD的功能基因
多态性文章进行
荟萃分析, 为以后
科研和临床研究
提供一定的思路.
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本、包括不同种族群体的针对MIF_173G/C多

态性和CD易感性之间关系的研究以进一步验证

173G/C多态性与CD易感性的关系.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

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

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

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

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部)
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Abstract
AIM: To observe the correlation of peripheral 
mononuclear cells’ Rho-associated kinase activ-
ity in peripheral mononuclear cells with HOMA-
IR, HOMA-%S and HOMA-%B in patients with 
newly diagnosed type 2 diabetes (T2D) and 
healthy subjects. 

METHODS: For this study, 33 patients with T2D 
and 33 healthy participants were enrolled and 
evaluated for clinical and metabolic parameters. 
Biochemical quantifications and fasting plasma 
insulin measurement were performed with 
ROCHE DDP and E601 auto-analyzers, respec-
tively. Rho-associated kinase activity was evalu-
ated in peripheral mononuclear cells by West-
ern blot and defined as the ratio of phosphor 
myosin-binding subunit on myosin light chain 
phosphatase to total myosin-binding subunit. 
HOMA-IR, HOMA-%S and HOMA-%B were 
calculated with a HOMA2 calculator. 

RESULTS: The levels of total cholesterol, LDL-
cholesterol, triglycerides and fasting glucose 
were significantly raised (5.4 ± 0.8 vs 4.1 ± 0.6, 3.7 
± 0.8 vs 2.8 ± 0.6, 1.7 ± 0.3 vs 1.1 ± 0.2, 8.1 ± 0.9 vs 5.4 
± 0.4, all P < 0.001) and HDL-cholesterol signifi-
cantly decreased (0.7 ± 0.1 vs 1.2 ± 0.1, P < 0.001) 
in T2D subjects compared with healthy subjects. 
HOMR-IR significantly increased (4.3 ± 1.5 vs 2.4 
± 1.1, P < 0.001) and HOMA-%B and HOMA-%S 
significantly declined (95.5 ± 21.4 vs 118.2 ± 16.9, 
40.2 ± 11.9 vs 65.9 ± 7.7, both P < 0.001) in T2D 
subjects compared with healthy subjects. ROCK 
activity was more markedly raised in T2D sub-
jects than in healthy subjects (0.63 ± 0.15 vs 0.40 
± 0.12, P < 0.05). The expression of total MBS, 
ROCK1 and ROCK2 did not differ significantly 
between the two groups. In diabetic subjects, 
ROCK activity was positively correlated with 
HOMA-IR and negatively with HOMA-%B. 

CONCLUSION: Our findings suggest that pan-

■背景资料
R h o 相关激酶常
用于预测心血管
疾病, 包括动脉粥
样硬化和心肌缺
血再灌注损伤. 现
在的观点认为心
血管疾病患者若
合并糖尿病, 心血
管事件的发生率
显著性上升. 

■同行评议者
于珮 ,  主任医师 , 
天津医科大学代
谢 病 医 院 ;  傅 志
仁, 主任医师,  上
海长征医院器官
移植科
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creatic β-cell dysfunction and the development 
of type 2 diabetes are associated with ROCK ac-
tivity in peripheral mononuclear cells.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨外周单核细胞Rho相关激酶(Rho-
associated kinases, ROCKs)与胰岛素抵抗、胰
岛素β细胞功能的关系. 

方法: 研究对象来自于2010-10/2010-12被明
确诊断为糖尿病的门诊与体检患者, 受试者
均为采用空腹血糖检查和高效液相法测定糖
化血红蛋白水平. 应用Western blot检测新诊
断2型糖尿病患者外周单核细胞磷酸化肌球
蛋白亚基(phosphor-myosin-binding subunit, 
p-M B S)与总肌球蛋白亚基(t o t a l m y o s i n-
binding subunit, t-MBS)蛋白水平, 并借由两者
的比率反映ROCK活性, 分析其与稳态胰岛素
评价指数(HOMA-IR)、胰岛素分泌功能指数
(HOMA-%B)和胰岛素敏感指数(HOMA-%S)
间相关关系. 

结果: 与健康对照组相比, 糖尿病组总胆固
醇、低密度脂蛋白胆固醇、甘油三酯和空服
血糖水平显著升高(5.4±0.8 vs  4.1±0.6, 3.7±
0.8 vs  2.8±0.6, 1.7±0.3 vs  1.1±0.2, 8.1±0.9 
vs  5.4±0.4, P <0.001), 高密度脂蛋白胆固醇水
平则显著降低(0.7±0.1 vs  1.2±0.1, P <0.001); 
与健康对照组相比, 糖尿病组HOMA-IR显
著增高(4.3±1.5 vs  2.4±1.1, P <0.001), 而
HOMA-%B与HOMA-%S则显著降低(95.5±
21.4 vs  118.2±16.9, 40.2±11.9 vs  65.9±7.7, 
P <0.001); 糖尿病组与健康组相比ROCK活性
显著升高(0.63±0.15 vs  0.40±0.12, P <0.05); 
total-MBS、ROCK1和ROCK2表达水平两者
间无显著性差异; 在糖尿病患者中, ROCK
活性与HOMA-IR呈正相关、与HOMA-%B/
HOMA-%S则呈负相关. 

结论: 2型糖尿病的胰腺β-细胞功能障碍与

Rho相关激酶活性密切相关. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本研究结果提示在糖尿病患者中, Rho
相关激酶与HOMA-IR呈正相关、与HOMA-%B/
HOMA-%S则呈负相关. 我们认为2型糖尿病的胰

腺β-细胞功能障碍与Rho相关激酶活性密切相关.

吴斌, 高倩, 楚晓婧, 张玫, 黄亨建, 李贵星, 王兰兰. 新诊断2型

糖尿病患者外周单核细胞ROCK活性与胰岛素抵抗以及胰岛β细
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0  引言

Rho相关激酶(Rho-associated kinases, ROCKs)
属于丝氨酸/苏氨酸激酶家族, 是小GTP酶RhoA
下游反应信号蛋白[1]. ROCKs在肌动蛋白细胞

骨架的组织起着重要的作用, 涉及范围广泛的

基本细胞功能, 如收缩, 黏附, 迁移, 增殖和基

因表达[2]. Rho相关激酶有两个亚型, ROCK1和
ROCK2, 一般认为两个亚型为功能上基本一致, 
依据是两者具有类似的酶激动剂、高度同源结

构域[3]. Liao等[4]证实化学抑制剂Y27632(法舒地

尔, fasudil)能够有效的抑制ROCK1和ROCK2. 
Rho相关激酶常用于预测心血管疾病, 包括动脉

粥样硬化和心肌缺血再灌注损伤. 现在的观点

认为心血管疾病患者若合并糖尿病, 心血管事

件的发生率显著性上升. 在糖尿病动物模型中

ROCKs参与了糖尿病所致的心脏损伤[5], 然而

我们现在不确定ROCKs活性变化是否在糖尿病

发生早期出现显著变化, 是否与胰岛素抵抗, 胰
岛β-细胞功能和胰岛素敏感性相关. 因此, 我们

的目的是观察初诊2型糖尿病的患者和正常健

康志愿者外周单核细胞ROCKs活性同HOMA-
IR, HOMA-%S与HOMA-%B等相关性, 以此为

ROCKs激酶在2型糖尿病患者糖尿病初诊后的

治疗和病理生理变化提供初步的研究结果. 

1  材料和方法

1.1 材料 2型糖尿病患者33例, 依照世界卫生组

织1999年诊断标准在四川大学华西医院内分泌

代谢科和华中科技大学同济医学院附属同济

医院内分泌科确诊, 其中男17例, 女16例, 平均

年龄51.9岁±4.8岁, 体质量指数24.1 kg/m2±

■研发前沿
ROCKs活性的增
加可能抑制胰岛
β细胞功能和 /或
导致肝脏、骨骼
肌、脂肪组织、
血管和心脏等对
胰岛素的作用产
生抵抗. 然而, Rho
相关激酶在糖尿
病临床诊断、治
疗方面的研究较
少, 是否可以作为
诊断生物标志物
或观察治疗效果
的靶点尚不确定.
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4.2 kg/m2. 
正常对照组33名来自四川大学华西医院健

康体检中心, 与2型糖尿病患者年龄、性别匹配, 
其中男17名, 女16名, 年龄52.9岁±4.6岁, 体质

量指数23.8 kg/m2±3.3 kg/m2. 选自无糖尿病、

自身免疫性疾病及其相关家族史的体检志愿者. 
75 g OGTT空服血糖<5.6 mmol/L, 糖负荷2 h血
糖<7.8 mmol/L. 所有研究对象均知情同意. 

淋巴细胞分离液、DTT和蛋白酶抑制剂购

自Sigma-Aldrich公司; fasudil购自Asshi Chemi-
cal公司; M199培养基购自Life technology公司; 
phosphor- Thr853-MBS抗体、抗T-MBS抗体、

抗Tubulin抗体、ROCK1和ROCK2抗体购自Cell 
Signaling公司; 三氯乙酸购自国药集团化学试剂

北京有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 标本收集: 收集符合入选条件的正常对照

者和2型糖尿病患者外周血40-80 mL, 同时进行

详尽的病史采集、体格检查、实验室检查. 使
用淋巴细胞分离液, 其中加入10 nmol/L fasudil
并按照Fico l l-Hypaque密度梯度离心法分离

PBMC. 采用M199培养基重悬PBMC, 镜检后将

细胞稀释至5×106个/mL. 配制固定液(50%三氯

乙酸、50 mmol/L DTT和蛋白酶抑制剂)按比例

加入细胞悬液分装冻存于超低温冰箱(-80 ℃)[6], 
以备Western blot分析. 
1.2.2 p-MBS/t-MBS和ROCK1/ROCK2检测: 如
前所述进行Western blot分析, 使用phospho-

Thr853-MBS抗体或抗-MBS抗体、ROCK1和
ROCK2抗体[6]. NIH 3T3细胞裂解物用作阳性对

照. Rho激酶活性表示为: 
ROCK活性 = (Ap-MBS-样品/Ap-MBS-阳性

对照)/(At-MBS-样品/At-MBS-阳性对照), 其中A
为灰度扫描所得数值. 

统计学处理 采用SPSS13.0分析, 数据以

means±SE表示. 本研究所采用的统计方法: 两
组数据之间的比较采用独立样本t 检验 .  通过

Pear son相关分析ROCK激酶活性与HOMA-
IR(反映胰岛素抵抗水平)、HOMA-%B(反映胰

岛β细胞功能)、HOMA-%S(反映胰岛素敏感性)
之间的关系, P <0.05表示为统计学意义. 

2  结果

2.1 研究对象的一般情况 从表1可知, 与正常对

照组相比, 2型糖尿病患者收缩压和舒张压水

平则显著增高(P <0.001). 初诊2型糖尿病的患

者HbA1c%、总胆固醇、LDL-C、甘油三酯、

空服血糖、血浆胰岛素等水平显著高于正常

健康志愿者(P <0.001, 表1); HDL-C水平则显著

降低(P <0.001, 表1). 根据以上实验室指标计算

胰岛功能相关指数, 入选的33名健康志愿者的

HOMA-%B/HOMA-%S明显高于初诊的2型糖

尿病患者, 而2型糖尿病患者的HOMA-IR指数则

显著升高(P <0.001, 表1). 初诊为2型糖尿病的患

者与正常对照志愿者相比, 年龄、体质量指数

(body mass index, BMI)、腰围和腰臀比等指标

■相关报道
Soga等的研究提
示不断累积心血
管疾病的风险可
能会增加ROCK
活性、引起内皮
功能障碍, 导致严
重的心血管疾病
进 展 和 转 归 .  哈
佛大学学者发现
R h o 相关激酶活
性的变化可以用
来判断动脉粥样
硬化患者服用锐
速伐他汀和阿托
伐他汀的治疗效
果; 日本的研究小
组则将 R h o 相关
激酶作为诊断血
管痉挛性心绞痛
的实用型生物标
志物.

表 1 研究对象一般资料

     变量    健康人群 2型糖尿病患者  P值

年龄(岁)   52.9±4.6   51.9±4.8 >0.05

质量指数(kg/m2)   23.8±3.3   24.1±4.2 >0.05

腰围(cm)   81.2±8.1   82.3±8.7 >0.05

腰臀比   0.88±0.07   0.88±0.08 >0.05

收缩压(mmHg)    125±15    130±12 <0.001

舒张压(mmHg)      79±5      83±7 <0.001

糖化血红蛋白(%)     5.5±0.3     7.3±0.5 <0.001

总胆固醇(mmol/L)     4.1±0.6     5.4±0.8 <0.001

低密度脂蛋白-胆固醇(mmol/L)     2.8±0.6     3.7±0.8 <0.001

高密度脂蛋白-胆固醇(mmol/L)     1.2±0.1     0.7±0.1 <0.001

甘油三酯(mmol/L)     1.1±0.2     1.7±0.3 <0.001

空腹血糖(mmol/L)     5.4±0.4     8.1±0.9 <0.001

胰岛素(uIU/mL)   13.3±1.5   23.6±2.1 <0.001

胰岛素评价指数     2.4±1.1     4.3±1.5 <0.001

胰岛素分泌指数 118.2±16.9   95.5±21.4 <0.001

胰岛素敏感指数   65.9±7.7   40.2±11.9 <0.001
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■创新盘点
已有众多的基于
糖尿病动物模型
的研究报道, 但将
R h o 相 关 激 酶 用
于预测、判断和
分析其与初诊2型
糖尿病患者早期
胰岛素抵抗、胰
岛功能和胰岛素
敏感等指标的临
床小样本研究则
相对较少. 本研究
提示可进一步将
其作为早期糖尿
病诊断或相应治
疗的生物标志物.

均为无明显差异(P >0.05, 表1). 
2.2 初诊2型糖尿病组与正常对照组外周单核

细胞ROCK激酶活性比较 与正常对照组ROCK
活性(0.40±0.12)比较, 初诊2型糖尿病患者组

外周单核细胞ROCK活性(0.63±0.15)显著升高

(P <0.001, 图1), 而ROCK1与ROCK2蛋白表达水

平两者无明显差异(P >0.05, 图1). 

2.3 初诊2型糖尿病患者R O C K活性与胰岛相

关功能指数相关性分析 Pearson相关分析显示

(图2), 2型糖尿病患者外周单核细胞ROCK活性

与HOMA-IR呈正相关(r  = 0.730, P <0.001), 与
HOMA-%B、HOMA-%S呈负相关(r  = 0.535, 
P <0.001; r  = 0.268, P = 0.002). 

3  讨论

我们发现初诊为2型糖尿病的患者外周单核细

胞ROCK1与ROCK2蛋白表达水平并无明显差

异, 依此推测, ROCKs激酶蛋白表达水平与糖尿

病发生早期的胰岛功能的变化相关性不明显. 
然而, ROCK活性改变则显著升高, 导致其相关

信号通路变化, 从而引起胰岛素信号途径异常
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图 1 2型糖尿病患者与正常健康人外周单核细胞ROCK1、
ROCK2、P-MBS和T-MBS蛋白水平分析. A: Western blot分析

外周单核细胞ROCK1、ROCK2、P-MBS和T-MBS蛋白; 

B: ROCK活性分析; C: ROCK1表达水平分析; D: ROCK2

表达水平分析; 1: 2型糖尿病患者; 2: 正常健康人; aP<0.05 vs  

正常健康人. 
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图 2 ROCKs激酶活性与胰岛相关功能指数相关性分析. A: 

ROCKs活性与胰岛素抵抗评价指数相关性分析; B: ROCKs

活性与胰岛素敏感指数相关性分析; C: ROCKs活性与胰岛

素分泌指数相关性分析. 每名受试者(2型糖尿病患者)表示符

号(黑点), r  = 皮尔森相关系数, P<0.01为差异有统计学意义.
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或诱发炎症等. 本研究也证实, ROCK活性与胰

岛素抵抗指数明显呈正相关, 即胰岛素抵抗程

度愈严重, ROCK活性则愈强, 两者间相互作用

则进一步加重胰岛素抵抗, 导致糖尿病症状的

加重. ROCKs活性的增加则可能抑制胰岛β细胞

功能和/或导致肝脏、骨骼肌、脂肪组织、血管

和心脏等对胰岛素的作用产生抵抗. 
最近, Rho/Rho激酶信号通路吸引了大量的

关注并因此开展了众多糖尿病并发症的相关研

究[7]. 1型或2型糖尿病的动物模型与高浓度葡萄

糖刺激体外培养细胞等均发Rho相关激酶的活

性和基因表达的上调[8-10]; 另一方面, Zucker肥胖

型大鼠在口服ROCKs抑制剂盐酸法舒地尔后可

以显著性抑制肌肉组织胰岛素受体底物-1丝氨

酸磷酸化从而改善胰岛素抵抗[11]. 同样的研究

证据亦显示糖尿病小鼠模型口服Rho相关激酶

抑制剂显著改善糖尿病所致的肾小球基底膜增

厚和保护足细胞, 从而改善肾小球硬化和间质

纤维化[12]. Chun等[13]的研究则提示健康人与肥

胖人群肌肉ROCK1活性变化与大剂量胰岛素刺

激呈正相关, 而2型糖尿病患者肌肉组织则恰好

相反. 那么, 是否可以认为2型糖尿病影响了体

内胰岛素对ROCKs相关激酶活性的调节, 导致

ROCKs活性发生缺陷? 这可能需要我们进一步

提供相关临床研究证据.
伴随对Rho相关激酶的深入研究, 越来越

多的研究者将重点从剖析Rho相关激酶的生物

学功能转向其作为临床治疗靶点、各类相关疾

病生物标志物等方面.哈佛大学医学院James和
Liao等发现Rho相关激酶活性的变化可以用来

判断动脉粥样硬化患者服用锐速伐他汀和阿托

伐他汀的治疗效果[14]; Kikuchi等[15]则认为中性

粒细胞Rho相关激酶是作为诊断血管痉挛性心

绞痛的实用型生物标志物.
总之 ,  我们认为通过检测外周单核细胞

ROCKs活性变化可以来判断早期糖尿病治疗效

果. 我们进一步发现ROCK活性变化同胰岛素抵

抗指数HOMA-IR呈正相关、与胰岛素敏感指呈

负相关, 那么是否可以对注射不同类型胰岛素

或服用双胍类、磺脲类以及最近正在临床逐步

使用的GLP-1、DPP-4抑制剂等糖尿病患者, 检
测外周ROCK活性以判断该药物的使用情况和

状态. 将该指标纳入会更加有利于专科医师为

患者提供个体化治疗的方案. 我们相信ROCK
作为重要的角色作为2型糖尿病的病理生理研

究、诊断和治疗将愈加明显. 
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Abstract
Malignant melanoma metastasis to the gastroduo-
denal tract is a rare, likely misdiagnosed entity. Here 
we report a case of choroidal melanoma lesion met-
astatic to the alimentary canal which was confirmed 
by digestive endoscopy and histopathology. 
Besides, we also reviewed the related literatures 
and summarized the endoscopic manifestations, 
clinicopathological characteristics and prognosis 
of this disease. Physicians should raise awareness 
of the endoscopic manifestation and histological 
characteristics of this rare clinical condition. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
恶性黑色素瘤(malignant melanoma, MM)转移
到胃、十二指肠等部位相对少见且易造成误
诊. 为了探讨此种疾病临床病理学特点及内镜
下表现. 本文报道了1例脉络膜恶性MM消化
系转移的病例, 通过胃镜检查及活组织病理检
查明确诊断, 并对相关的文献进行复习. 因此, 
原发灶切除后临床医生要做到定期随访同时
加强对其内镜下表现和病理学特征的认识.

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 恶性黑色素瘤; 胃十二指肠转移

核心提示: 本文报道了1例恶性黑色素瘤(malignant 
melanoma)发生胃十二直肠转移的病例, 同时复习

以往相关文献报道, 总结该种特殊而又恶性程度极

高的疾病的内镜下表现、病理诊断以及其他临床

资料, 以期在今后的临床工作中提高对此种疾病的

早期诊断和治疗. 

许琮, 赵秋, 杨娟, 王渝, 彭思思, 周琦. 恶性黑色素瘤胃十二

指肠转移1例. 世界华人消化杂志  2013; 21(12): 1152-1155 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1152.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i12.1152

0  引言

恶性黑色素瘤(malignant melanoma, MM)是一种

临床上较为常见的恶性肿瘤之一, 虽然在世界

范围包括我国的发病率并不高, 但却是所有恶

性肿瘤中发病率增长最快的, 2000年我国的发

病率统计仅为0.2/10万, 到2005-2007年我国发病

率增长到1/10万, 每年新发病例约2万例[1]. 又因

其是一种恶性程度极高的肿瘤, 发生早期转移的

情况多见, 定期随访患者, 及时掌握患者的临床

资料对发现是否存在其他部位的转移尤为重要.

■背景资料
恶 性 黑 色 素 瘤
(malignant mela-
noma, MM)是来
源于黑色素细胞
的恶性肿瘤, 恶性
程度极高, 早期易
转移, 国内外针对
此类病例的报道
多属个案报道. 

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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1  病例报告

男, 54岁, 2010-08曾因“左眼视物模糊3 mo, 加
重1 m o”来我院就诊 ,  后行左眼磁共振成像

(magnetic resonance imaging, MRI)检查后考虑可

能为MM伴视网膜剥离, 2010-09-10行左眼手术

摘除, 术后病理证实为脉络膜MM. 2年来定期复

查未见明显异常. 2012-08因诉“乏力、食欲下

降3 mo余”来我院, 体格检查发现腹部及腋下

有多处体表隆起, 最大直径约3 cm×2 cm, 表面

呈浅淡蓝色, 质地较硬, 与周围组织无明显粘连. 
后经细胞学穿刺检查证实为转移性MM(细胞编

号2012-11695). 行胃镜检查, 发现胃底、胃体

有多处隆起溃疡性病变, 周边堤样隆起, 表面呈

青黑色, 污秽苔, 结节样, 活检质软.窦体交界处

可见一大小约2.0 cm×3.0 cm隆起, 顶端溃疡形

成, 表面黏膜糜烂. 十二指肠降段可见一巨大污

秽血凝块, 基底显示不清取(图1)活检送病理检

查, HE染色后镜下见黏膜浅层有2小灶异型细胞

巢, 核分裂可见, 伴有少许棕褐色色素. 免疫组

织化学显示肿瘤细胞HMB45、Melan-A及S-100
强阳性, Ki-67增殖指数约为70%, 肿瘤细胞不表

达CK8/18、PCK及LCA(图2). 进一步完善相关

检查发现, 患者右中、下肺多个结节影, 考虑转

移可能. 全身骨扫描后发现肿瘤多发骨转移可

能. 头颅MRI检查后亦发现双侧额叶及半卵圆中

心转移灶可能. 综合分析患者病情, 诊断为视网

膜MM复发(腹壁、胃、十二指肠、腹腔、骨、

肺、脑)患者经济能力有限, 拒绝任何放化疗等

治疗, 2012-08-30自动出院. 电话随访得知, 患者

于2013-01-03因多器官功能衰竭去世.

2  讨论

M M是来源于黑色素细胞的恶性肿瘤 ,  大约

65%MM都可归因于一个单纯的、可控制的危

险因素(日光暴露)[2]. 最常见的原发灶多位于足

跟、手掌、指趾和甲下等, 即肢端型MM, 我国

统计资料显示约占所有MM的60%-70%, 其次为

原发于黏膜的MM, 如直肠、肛门、眼、鼻咽部

等, 占所有MM的22.6%[1].
发生于消化系的MM相对较罕见, 季政一[3]在

1篇综述中总结, MM发生胃肠道转移者中仅约

1%-4%可以在生前得到确诊, 且此种患者往往

伴有其他内脏器官的转移. Panagiotou等[4]曾做

过一项针对385例MM患者的回顾性研究, 其发

现肢端型MM患者、原发灶为结节状者与发生

胃肠道转移之间有一定相关性. 本例患者的原

发灶是2010年发现的脉络膜MM, 属于原发于黏

膜的MM, 不同于肢端型MM, 其致病因素尚未

完全阐明, 有些文献报道发现, 甲醛也许是一种

致病因素[5,6]. 此外, 已有研究证实位于9号染色

体短臂的p16或CDKN2A的基因突变可能是MM
高遗传易感性的主要原因[7]. 不恰当的处理因素

可能与肿瘤迅速发展也有关系.
关于MM发生胃肠道转移的大多数综述以

及相关文献复习中都曾提出过, MM转移到胃肠

道的情况中多以小肠、结肠和肛直肠多见, 但

■相关报道
国 内 报 道 的 相
关文献中, 有1例
是肢端雀斑样痣
黑素瘤发生胃及
十二指肠同时转
移 的 恶 性 M M 患
者, 未做任何治疗
后出院, 随访不祥.

C D

A B 图 1 内镜下表现. A: 窦体交界处见一约2.0 

cm×3.0 cm顶端黑色隆起病变; B: 胃底多发

隆起性病变, 表面青黑色, 周边黏膜可见片

状糜烂灶; C: 胃底隆起性病变, 顶端溃疡形

成, 表面青黑色; D: 十二指肠降段见一巨大

污秽血凝块.
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是随着近几年肿瘤患者的预后情况明显改善后, 
导致此种病例碰到的机会明显增加[8]. 我国对此

种胃肠道转移性MM病例的描述仍以个案报道

多见, 我们检索中国知网及万方中文数据库中

1998-2013年所报道的发生胃和/或十二指肠恶

性MM病例共计38例, 男27例, 女11例, 平均年

龄约60岁, 基本符合MM男性发病率高于女性, 
多见于中老年患者的规律, 其中同时发生胃及

十二指肠转移的病例共计9例, 几乎都以多发隆

起溃疡为主要内镜下表现. 胃肠道MM患者的

临床表现并不典型, 以非特异性症状如食欲减

退、慢性胃肠出血等为主, 常常容易被忽略. 针
对这一特点, 过去有的文献提出, 对有症状患者

进行腹部CT检查有很大必要性, 但尚有很大一

部分患者无任何胃肠道症状. 最近几年随着消

化内镜检查的优势逐渐显现, 掌握内镜下胃肠

道MM的特点可以对诊断有很重要的辅助作用. 
胡伟等[9]发表的一篇病例报告中有类似于本病

例的胃和十二指肠同时发生转移的情况, 对肿

瘤内镜下表现进行了很好的总结.
与临床病史资料同样重要的还有病理检查, 

同大多数肿瘤一样, 病理诊断仍为MM诊断的金

标准. 胃镜检查除了能够发现病变的外观形态

上的变化之外, 活检也是优势之一. 恶性MM常

见病理类型有浅表扩散型、结节型、恶性雀斑

样、肢端雀斑样MM, 欧美国家中白种人以浅表

扩散型为主, 亚非国家中的黄种人以肢端雀斑

样MM多见[10]. 根据文献报道, 普通HE染色观察

诊断该病有限, 使用免疫组织化学检查的方法

则可以很好的发现该疾病. S-100蛋白对MM的诊

断敏感性较高, 但特异性较差, HBM-45对MM的

特异性较高[11], 两者结合可以提高诊断的准确性. 
本例患者免疫组织化学结果显示: HMB45(+)、
Melan-A(+)、S-100(+)支持恶黑胃内转移的诊断. 
孙静阳等[12]尚在1篇文章中从病理检查角度分析

了恶性MM胃内转移与原发性胃内肿瘤的鉴别

方法, 其思路方法清晰, 很值得借鉴学习.
MM因其恶性程度极高, 手术切除仍然是

早期阶段治疗的首选[13]. 本例患者在脉络膜恶

性MM确诊后的两年后出现胃肠道症状时, 进
一步完善相关检查发现已存在全身转移的征象, 
已属于晚期阶段. 国内外诊疗指南中都指出此

阶段可以采用化疗的方法治疗, 可以采用细胞

毒性的化疗方案. 氮稀咪胺(DTIC)为30年前被

美国FDA批准使用的烷化剂, 其治疗恶黑有效

率20%[14]. 最近几年的研究发现Ipilimumab(抗
CTLA-4单抗)及Vemurafenib(BRAFV600抑制

剂)[15,16]可以延长晚期恶性MM患者的生存期, 其
中Ipilimumab也是近10年来唯一一个获得FDA
批准用于晚期恶性MM的药物, 然而遗憾的是这

种药物目前国内尚未上市. 可以真正使用的化

疗药物有限且费用高昂, 故临床工作中晚期阶

段的患者预后及生存期限都不乐观.
根据中国诊治指南中提出, MM的5年生存

率大约为5%-19%[1], 其预后与与性别、年龄、

部位、肿瘤厚度、淋巴结转移个数及乳酸脱氢

A B

C D

图  2  胃 体 隆 起
性 病 变 活 检 + 免
疫 组 织 化 学 .  病

理(Ⅱ12-30828×

1 0 0 ) 可 见 异 型 细

胞 巢 ,  伴 有 少 许

棕 褐 色 色 素 ;  免

疫 组 织 化 学 检 查

显示Melan-A(+), 

HMB45(+), S-100

(+). A: HE染色, 

可 见 异 型 细 胞

巢 ,  伴 有 少 许 棕

褐色色素; B:  免

疫组织化学染色, 

Melan-A(+); C: 免

疫组织化学染色, 

HMB45(+): D: 免

疫组织化学染色, 

S-100(+).

■创新盘点
本文中所描述的
病例通过电子胃
镜及病理免疫组
织化学染色等方
法 诊 断 为 M M 胃
肠道转移, 同时结
合国内外检索的
临床资料进行分
析 ,  总 结 此 种 高
度恶性疾病的病
因、临床病理特
征、内镜下表现
及治疗方法.
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酶水平等相关[17]. 对于临床工作者而言, 早期发

现、早期诊断及治疗恶性MM, 提高患者的预后

及生存率, 仍然任重而道远.
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■同行评价
本文报道了1例脉
络 膜 恶 性 M M 胃
十二指肠转移的
病例, 结合复习文
献, 对恶性MM胃
十二场转移的内
镜下表现以及本
病的病因、临床
特征、病理表现
及治疗方法进行
了介绍, 有助于提
高临床医生对本
病的诊治水平.
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Abstract
Behcet’s disease may lead to perforation of the in-
testine, which is often misdiagnosed. Surgical op-
eration is the main treatment, but intestinal fistula 
is an important postoperative complication. There-
fore, surgical treatment of Behcet’s disease requires 
reasonable operation planning, unobstructed 
drainage and effective postoperative treatment.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
白塞病累及消化系统时, 易造成肠穿孔, 临床

上常发生误诊, 手术是主要治疗手段, 但疗效
欠佳, 术后易并发肠瘘. 所以本病的外科治疗
需制定合理的手术方案, 通畅引流, 术后积极
进行长期有效的内科治疗. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 白塞病; 肠穿孔; 手术

核心提示: 白塞病(Behcet's disease)是一种病程迁

延、多脏器受累的全身性疾病. 因此, 完善的辅助

检查及仔细的体格检查尤为重要, 手术时合理制定

手术方案, 通畅引流, 术后进行适当的内科治疗, 并
应对患者进行长期随访.

高源, 孙志俭, 张宪祥. 白塞病合并自发性多发肠穿孔1例. 世

界华人消化杂志  2013; 21(12): 1156-1158 URL: http://www.

wjgnet.com/1009-3079/21/1156.asp DOI: http://dx.doi.

org/10.11569/wcjd.v21.i12.1156

0  引言

白塞病(Behcet's disease, BD)是一种慢性反复发

作并累及全身的血管炎性疾病. 临床表现主要

为口腔溃疡、生殖器溃疡、眼炎及皮肤损害. 
对于累及消化系统, 并证实发生溃疡病变者则

称为肠白塞病(intestinal Behcet's disease, IBD). 
在临床工作中, IBD往往认识不够, 容易出现误

诊误治. 我们结合近期诊治的1例以自发性肠多

发溃疡并穿孔为主要表现的肠型白塞病, 复习

文献并对肠型白塞病的临床病理特点及诊断治

疗进行以下总结. 

1  病例报告

男, 46岁, 因“阑尾切除术后13 d”于2012-7-23
入院. 查体: T 36.5 ℃, P 72次/min, R 18次/min,  
BP 120/84 mmHg(1 mmHg = 0.133 kPa). 神志

清, 精神差, 贫血貌; 腹部平坦, 对称, 右下腹见

引流管, 引流出深黄色肠液, 腹部切口下部见一

大小约1.5 cm×1.5 cm残腔, 深及皮下, 腹部柔

软, 右侧腹轻压痛、无反跳痛, 腹部叩诊呈鼓

音, 肝肾区无叩击痛, 无移动性浊音. 肠鸣音正

■背景资料
白塞病(BD)作为
一种全身性免疫
系 统 疾 病 ,  累 及
器 官 众 多 ,  给 临
床诊断带来困难, 
极易发生误诊. 

■同行评议者
卜平, 教授, 主任
医师, 扬州大学医
学院, 苏北人民医
院消化内科308病
区; 王学美, 研究
员, 北京大学第一
医院中西医结合
研究室
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常, 5次/min. 辅助检查: 血常规示白血球3.11×
109/L,  N 42.84%, 红血球2.46×1012/L, 血红蛋白

78.00 g/L, 血细胞比容25.90%; 血沉46.3 mm/h; 
C反应蛋白72.81 mg/L; 免疫球蛋白中度升高, 抗
核抗体、结核抗体、类风湿因子、抗中性粒细

胞胞浆抗体及补体检查均为阴性. 引流液细菌

培养示: 粪场球菌; 腹部CT检查示: 右下腹局部

见引流管影, 可见对比剂进入引流管内; 右下腹

回盲部结构紊乱, 壁增厚, 周围脂肪间隙密度增

高(图1). 既往史: 患者患有口腔及会阴部多发

反复性溃疡、关节酸痛、毛囊炎样皮疹5年余, 
13 d前因“右侧腹部疼痛不适反复性发作10 d
余”在当地医院以“腹痛待诊: 急性阑尾炎? 
”行急诊剖腹探查. 术中所见: 腹腔内较多黄色

积液, 探查阑尾时发现有肠内容物溢出, 仔细探

查见距回盲部约50 cm回肠肠壁水肿, 可见多发

穿孔, 直径大者约3.0 cm, 并见肠壁多发结节状

肿物, 给予多处回肠穿孔修补+回肠肿物切除活

检术. 术后病理我院会诊示: 回肠壁符合炎性肠

病表现(图2). 术后第2天出低热, 术后第9天引

流管引流出深黄色肠液样液体, 遂转入我院行

进一步治疗. 在我科给予无渣流质饮食, 每天给

予口服甲泼尼龙片16 mg及沙利度胺片50 mg, 
并辅以保护胃黏膜药物及钙片治疗, 肠瘘口给

予滴水双套管持续冲洗, 瘘口逐渐关闭, 1 wk前
患者肠瘘治愈出院, 并嘱规律服药控制白塞病, 
目前患者正在随访中.  

2  讨论

2.1 发病原因及临床、病理表现 BD是由土耳其

医生Behcet于1937年首次报道的, 是一种慢性并

累及全身性的血管性疾病, 目前多认为是一种

基于遗传易感性并由感染或其他环境因素诱发

的自身免疫性疾病. 除口、眼、生殖器损害外, 
此病还可导致关节、皮肤、心、肺、血管、神

经系统、消化系病变, 临床可分为血管型、神

经型和肠型等. 以消化系损害为主要表现时称

为肠型白塞病, 10%-50%白塞病有肠型表现, 常
在白塞病发病后4.0-6.0年出现, 可累及从口腔

到肛门的全消化系, 病变主要以单发或多发溃

疡为主, 溃疡过深及反复发作可继发胃肠道穿

孔和消化道出血等. 病理改变主要以侵蚀小动

脉、小静脉及微血管为主, 病损的血管和周围

组织中可见到淋巴细胞和单核细胞浸润、血管

壁坏死、扩张、破裂, 腔内血栓形成或纤维增

生造成管腔狭窄. 
2.2 鉴别诊断 本病的肠型极易误诊, 大多数患者

伴发肠穿孔时急症入院, 临床表现与急性阑尾

炎伴穿孔相似, 术中探查阑尾正常, 可于回盲部

发现穿孔部位, 术后吻合口愈合困难, 易发生肠

瘘. 另外, 本病还应跟其他一些以右下腹痛为主

要临床表现的疾病相鉴别, 如克罗恩病、肠结

核、缺血性肠炎、结肠憩室炎等[1]. 
2.3 治疗 本病伴发穿孔时, 外科手术为主要治疗

手段, 常用手术方式为穿孔修补术、回盲部切

除术、右半结肠切除术等. 但无论选择何种手

术方式, 均易再次发生肠瘘, 所以术中引流管的

放置十分重要, 建议滴水双套管引流, 术后积极

营养支持治疗. 内科治疗分为局部治疗和全身

治疗, 局部治疗主要针对以皮肤黏膜溃疡为主

要表现者, 全身治疗主要针对有神经、大血管

及肠道病变的患者, 常用药物为糖皮质激素、

非甾体抗炎药、免疫抑制剂等, 另外, 严重的口

腔或生殖器溃疡可加用沙利度胺. 有学者强调

早期手术的必要性[2], 但我们在临床上总结, 手
术时机的选择十分重要, 过分强调手术容易造

成疾病的迁延不愈, 只有做到“因人制宜”, 才
能达到最佳治疗效果. 

总之, 白塞病是一种病程迁延、多脏器受

累的全身性疾病, 当伴发肠穿孔时极易发生误

诊. 所以, 完善的辅助检查及仔细的体格检查

尤为重要, 手术时合理制定手术方案, 通畅引

流, 术后进行适当的内科治疗, 对患者进行长

期随访. 

■创新盘点
白塞病的诊断极
易发生误诊, 本文
结合1例以自发性
肠多发溃疡并穿
孔为主要表现的
肠型白塞病对肠
型白塞病的临床
病理特点及诊断
治疗进行总结, 对
临床有一定指导
作用.

图  1  术 后 腹 部
CT结果.

图  2  术 后 病 理
检查结果(HE,  ×
100).
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Journals》和《Digital Object Identifier》收录. 《世

界华人消化杂志》于2012-12-26获得RCCSE中国

权威学术期刊(A+)称号.《世界华人消化杂志》

在中国科学技术信息研究所, 2012-12-07发布的

2011年度《中国科技期刊引证报告(核心版)》统

计显示, 总被引频次3871次(他引率0.82), 影响因

子0.775, 综合评价总分65.5分, 分别位居内科学研

究领域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 并荣获

2011年度中国精品科技期刊.
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, 循证医学, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及

实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(World Chinese Journal
of Digestology , WCJD , ISSN 1009-3079 (print) 
ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569)》是一份

同行评议和开放获取期刊(Open Access Journal, 
OAJ), 创始于1993-01-15, 旬刊, 每月8、18和28号
出版. 《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 
由483位专家组成, 分布在30个省市、自治区和

特别行政区.
《世界华人消化杂志》的首要任务是出版

胃肠病学, 肝病学, 消化系内镜学, 消化系外科学, 
消化系肿瘤学, 消化系影像学, 消化系介入治疗, 
消化系病理学, 消化系感染学, 消化系药理学, 消
化系病理生理学, 消化系病理学, 消化系循证医

学, 消化系管理学, 胰腺病学, 消化系检验医学, 消
化系分子生物学, 消化系免疫学, 消化系微生物

学, 消化系遗传学, 消化系转化医学, 消化系诊断

学, 消化系治疗学和糖尿病等领域的原始创新性

文章, 综述文章和评论性的文章. 最终目的是出版

高质量的文章, 提高期刊的学术质量, 使之成为指

导本领域胃肠病学和肝病学实践的重要学术性期

刊, 提高消化系疾病的诊断和治疗水平.
《世界华人消化杂志》由百世登出版集团

有限公司(Baishideng Publishing Group, BPG)主
办和出版的一份印刷版, 电子版和网络版三种

版本的学术类核心期刊, 由北京百世登生物医

学科技有限公司生产制作, 所刊载的全部文章存

储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络

版本和电子期刊. 论文出版后, 作者可获得高质

量PDF, 包括封面、编委会成员名单、目次、正

文和封底, 作为稿酬, 样刊两本. BPG拥有专业的

编辑团队, 涵盖科学编辑、语言编辑和电子编

辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
《世界华人消化杂志》被《中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)》,  《中文核心期

刊要目总览(2011年版)》, 《Chemical Abstracts》, 
《EMBASE/Excerpta Medica》, 《Abstracts 

《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
论文统计源期刊
(中国科技核心期
刊 )》 ,《中 文 核
心期刊要目总览
(2011年版)》收录
的学术期刊.
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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

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

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

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2
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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

病研究所.
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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 . 1 1  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
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起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
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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天. 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. 

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

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料电子

版发回编辑部, 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. 
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2013年国内国际会议预告

2013-01-24/26
美国临床肿瘤学会胃肠肿瘤(ASCO GI)研讨会
会议地点: 美国旧金山
联系方式: www.gicasym.org

2013-02-10/15
2013年肠道微生物组: 免疫网络效应/法规Keystone Symposia
会议
会议地点: 美国
联系方式: info@keystonesymposia.org

2013-02-09/12 
美国肠外与肠道营养学会(A.S.P.E.N.): 2013临床营养周
(CNW 2013)
会议地点: 美国亚利桑那州凤凰城
联系方式: http://www.nutritioncare.org/ClinicalNutritionW-
eek/index.aspx?id=508

2013-02-22/23 
国立压力性溃疡顾问委员会(NPUAP)全国双年会
会议地点: 美国休斯顿
联系方式: http://www.npuap.org/NPUAPnews-Spring11[1]

2013-02-22/23
迈阿密大学肝胆疾病临床实践会议
会议地点: 美国
联系方式: cme.med.miami.edu/x88.xml 

2013-03-01/31
2013年北京第七届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: zhshfbwkzz@yahoo.com.cn

2013-03-01/04
2013加拿大消化疾病周(CDDW) 
会议地点: 加拿大
联系方式: www.cag-acg.org/cddw 

2013-03-07/10
亚太肝脏研究协会(APASL)第23届会议 
会议地点: 新加坡 
联系方式: www.apaslconference.org

2013-03-15/17 
2013年腹腔镜胃肠外科高峰论坛
会议地点: 深圳市
联系方式: ewancool@hotmail.com

2013-03-14/16 
中部外科学会(CSA)2013年会
会议地点: 美国佛罗里达州阿米莉亚岛
联系方式: http://www.centralsurg.org/meeting/futuremtgs.
html

2013-04-12/14 
2013中国肛肠创新论坛(CICS)
会议地点: 北京市
联系方式: www.crdinnovation.com

2013-04-19/23
2013第2届国际肿瘤学论坛
会议地点: 瑞士
联系方式: cihexpo@163.com

2013-05-23/25
2013第六届世界癌症大会
会议地点: 西安市
联系方式: bithuiyi@163.com

2013-05-20/22
2013年第三届内分泌与代谢大会
会议地点: 西安市
联系方式: nancy@bitconferences.cn

2013-05-31/06-04
2013美国临床肿瘤协会年会
会议地点: 美国芝加哥
联系方式: yangxinxue999@163.com

2013-06-07/09
中国国际肿瘤营养与支持治疗研讨会暨第一届全国肿瘤
营养与支持治疗学术会议
会议地点: 武汉市
联系方式: csonsc@VIP.163.com

2013-06-21/23
 中国消化科学术论坛 
会议地点: 张家界市
联系方式: casgmail@126.com

2013-07-13/14
中华医学会2013年肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 银川市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-09-26/30
第39届欧洲临床肿瘤学会年会
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/events/madrid-2014-esmo-
congress.html 

2013-10-18/20 
第二十二届亚太抗癌大会
会议地点: 天津市 
联系方式: secretariat@apcc2013.com 
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杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院

樊红 教授 

东南大学基础医学院遗传与发育生物学系

冯志杰 主任医师

河北医科大学第二医院消化内科 

傅思源 副教授

东方肝胆外科医院肝外三科

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

何向辉 教授

天津医科大学总医院普通外科

黄志勇 教授

华中科技大学同济医院普外科

金瑞 教授

首都医科大学附属北京佑安医院消化科

姜波健 教授

上海交通大学医学院附属第三人民医院普通外科

姜慧卿 教授

河北医科大学第二医院消化科

郝立强 副教授

上海长海医院普外二科

何松 教授

重庆医科大学附属第二医院

李革 副教授

延边大学附属医院

李升平 教授

中山大学肿瘤医院肝胆科

李志霞 教授

首都医科大学附属北京同仁医院普外科

                                                                 • 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！

林志辉 教授

福建省立医院消化内科

倪才方 教授

苏州大学附属第一医院介入科

彭宗根 副研究员

中国医学科学院北京协和医学院医药生物技术研究所

邱伟华 主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

秦春宏 副主任医师

南华大学附属第二医院普外科

孙文兵 教授

首都医科大学附属北京朝阳医院肝胆胰脾外科

汤华 研究员

重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室

王道荣 主任医师

江苏省苏北人民医院胃肠外科

王文跃 主任医师

中日友好医院普通外科

魏睦新 教授

南京医科大学第一附属医院

许剑民 教授

复旦大学附属中山医院普外科

袁建业 副研究员

上海中医药大学附属龙华医院/脾胃病研究所

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

张志坚 教授

福州总医院消化内科

周国雄 主任医师

南通大学附属医院消化内科
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