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Abstract
AIM: To observe the effect of CagA+ Helicobacter 
pylori (H. pylori) on the expression of HIF-2α 
and ABCG2 in human gastric cancer cell line 
SGC7901 under normoxia and hypoxia condi-
tions to investigate whether H. pylori infection 
and the tumor microenvironment have a syner-

gistic effect in the initiation and development of 
gastric cancer. 

METHODS: Gastric mucosal biopsy specimens 
collected by endoscopy were cultured under 
microaerophilic conditions and H. pylori iso-
lates were identified. CagA+ H. pylori strains 
were confirmed by PCR. Gastric cancer cell line 
SGC7901 was co-cultured with a CagA+ H. pylori 
strain for 48 h under either normoxia or hypoxia 
condition (cells were divided into a normoxia 
control group, a hypoxia control group, a nor-
moxia plus CagA+ H. pylori group, and a hypoxia 
plus CagA+ H. pylori group). Immunocytochem-
istry was used to detect the expression of HIF-2α 
and ABCG2 proteins, and RT-PCR was used to 
detect the expression of ABCG2 mRNA. 

RESULTS: Immunocytochemistry results 
showed that HIF-2α and ABCG2 proteins were 
expressed at low levels under normoxia, while 
both hypoxia and CagA+ H. pylori could sig-
nificantly induce the expression of HIF-2α and 
ABCG2 proteins compared to the normoxia 
control group (all P < 0.01). Compared to the hy-
poxia control group and normoxia plus CagA+ 
H. pylori group, the expression of HIF-2α and 
ABCG2 proteins was further elevated in the hy-
poxia plus CagA+ H. pylori group (all P < 0.01). 
There was a positive correlation between the 
expression of HIF-2α and that of ABCG2 (r = 
0.976, P < 0.05). Similar results were obtained for 
ABCG2 mRNA expression by RT-PCR. 

CONCLUSION: CagA+ H. pylori can stimulate 
the expression of HIF-2α and ABCG2 in gastric 
cancer cells under normoxia condition, and their 
expression can be further up-regulated under 
hypoxia condition. CagA+ H. pylori and hypoxia 
have a synergistic effect on the expression of 
HIF-2α and ABCG2, suggesting that CagA+ H. 
pylori and hypoxia may play an important role 
in inducing gastric cancer cell de-differentiation 
and chemotherapy resistance.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
p y l o r i ) 是 胃 癌
的 I 类 致 癌 因 子 , 
CagA是H. pylori
的主要毒力因子
之一 ,  CagA + H. 
pylori 菌株与胃癌
的关系更密切. 低
氧微环境是多种
实体肿瘤包括胃
癌的特征之一, 其
通过诱导HIF-2α
来维持干细胞的
表型, 与肿瘤的干
细胞化及化疗抵
抗有关. H. pylori
和低氧是胃癌的
两种重要环境因
子, 可能对胃癌的
发生发展起重要
的协同作用. 
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摘要
目的:  观察常氧与低氧下C a g A +幽门螺杆
菌(Helicobacter pylori , H. pylori )对人胃癌
SGC7901细胞系低氧诱导因子-2α(hypoxia 
inducible factor-2alpha, HIF-2α)、ABCG2表
达的影响, 初步探讨H. pylori 在胃癌发生发
展中的干细胞机制, 及其与肿瘤微环境低氧
的协同作用.

方法: 内镜下采集胃黏膜标本, 行H. pylori 培
养并鉴定, PCR方法检测H. pylori  CagA+基因. 
CagA+ H. pylori与胃癌SGC7901细胞于常氧和
低氧环境下共培养48 h(分常氧对照组、低氧
对照组、常氧CagA+ H. pylori组、低氧CagA+ 
H. pylori 组). 免疫细胞化学法检测HIF-2α和
ABCG2蛋白的表达, RT-PCR法检测ABCG2 
mRNA的表达.

结果: 免疫细胞化学结果显示: 常氧下胃癌
SGC7901细胞HIF-2α、ABCG2蛋白呈低水
平表达, 低氧和CagA+ H. pylori均能显著诱导
HIF-2α、ABCG2蛋白表达(与常氧对照组相
比, 均P <0.01), 与低氧对照组和常氧CagA+ H. 
pylori组相比, 低氧CagA+ H. pylori组表达进
一步升高(均P <0.01). 相关分析显示HIF-2α与
ABCG2表达呈正相关(r  = 0.976, P <0.05). RT-
PCR检测ABCG2 mRNA表达结果与免疫细胞
化学一致. 

结论: CagA+ H. pylori 可刺激胃癌细胞HIF-
2α、ABCG2表达, 低氧环境下其表达进一步
增加, 表明CagA+ H. pylori和低氧对HIF-2α、
ABCG2的表达有协同作用. 提示CagA+ H. 
pylori和低氧可能是诱导胃癌细胞干细胞化及
化疗抵抗的重要原因. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

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

殖于胃黏膜的一种革兰氏阴性微需氧菌, 目前

已确认为胃癌的Ⅰ类致癌因子, 其长期定殖于

胃黏膜上皮, 并可进入细胞内生存, 引起胃黏

膜的慢性炎症及胃黏膜上皮细胞的基因及表

遗传学改变, 经过萎缩、肠化、不典型增生等

阶段, 最终导致胃癌的发生, 是人类慢性炎症

导致肿瘤的代表模型之一[1-4]. 细胞毒素相关蛋

白A(cytotoxin-associated protein A , CagA)是H. 
pylori最主要毒力因子之一, CagA+ H. pylori菌株

与胃癌的关系更密切[2-5]. H. pylori致胃癌的分子

机制取得了很大进展, 但确切机制仍需深入探

索. 近年来, 随着肿瘤起源于肿瘤干细胞学说的

提出, H. pylori致胃癌的干细胞机制研究成为热

点[6-9]. 近年来, 肿瘤干细胞学说认为肿瘤起源于

正常成体干细胞或成熟体细胞的干细胞化, 是
肿瘤发生、发展、侵袭、转移、耐药及复发的

根源[6]. 许多证据已显示肿瘤基因突变、环境因

素及表遗传学改变可导致非干细胞的干细胞化[6]. 
多项研究表明[10-13], 在胃癌的发生发展过程中, 
H. pylori可引起多条干细胞通路异常. 低氧微环

境是多种实体肿瘤包括胃癌的特征之一, 是肿

瘤发生发展、浸润转移、放化疗抵抗及复发的

重要原因[14]. 肿瘤低氧与肿瘤干细胞的关系也是

近年热点[15-19]. 研究表明, 低氧通过诱导低氧诱

导因子-2α(hypoxia inducible factor-2alpha, HIF-
2α)调控相关干细胞信号通路来维持干细胞的

表型, 与肿瘤的干细胞化及化疗抵抗有关[20,21]. 
作者推测, H. pylori和低氧作为胃癌的两种重要

的环境因子, 可能对胃癌的发生发展起重要协

同作用. ABCG2是新近发现的ABC半转运体超

家族中的成员之一, 具有外排泵的作用, 是肿瘤

干细胞的通用分子标志物, 其过表达是肿瘤复

发、转移及产生耐药的重要原因[22-25]. 有研究表

明[24,25], ABCG2是HIF-2α的靶基因之一, 可能是

低氧下肿瘤干细胞化及化疗抵抗的重要原因. 
本实验通过常氧与低氧下CagA+ H. pylori与胃癌

细胞共培养, 观察常氧与低氧下CagA+ H. pylori
对人胃癌SGC7901细胞系HIF-2α、ABCG2表达

的影响, 初步探讨H. pylori在胃癌发生发展中的

■研发前沿
随着肿瘤干细胞
学说的提出 ,  H . 
pylori 致胃癌的干
细胞机制研究成
为 热 点 .  低 氧 是
多种实体肿瘤的
特征之一 ,  但H . 
pylori 在胃癌发生
发展中的干细胞
机制及其与肿瘤
微环境低氧是否
具有协同作用尚
不清楚. 
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干细胞机制, 及其与肿瘤微环境低氧的协同作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌SGC7901细胞系购自山东省医

学科学院; CagA+ H. pylori菌株为本院一例慢性

萎缩性胃炎患者胃黏膜标本培养所得; RPMI 
1640培养基购自杭州四季青公司; 哥伦比亚琼

脂购自英国Oxoid公司; 微需氧产气袋、厌氧

培养罐购自日本三菱公司; 兔抗人A B C G2、
HIF-2α多克隆抗体、SP-9000免疫组织化学试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 细
菌基因组D N A提取试剂盒购自北京艾德莱生

物科技有限公司; PCR扩增试剂盒、M-MuLV
第一链cDNA合成试剂盒购自上海生物技术有

限公司等. 
1.2 方法

1.2.1 细菌培养及鉴定: 内镜下收集快速尿素酶

试验阳性患者的胃黏膜组织, 研磨后接种于哥

伦比亚血琼脂平板上, 置于厌氧培养罐微需氧

条件(80 mL/L CO2, 70 mL/L O2, 850 mL/L N2)、
37 ℃环境中培养3-5 d, 观察细菌菌落形态、进

行革兰染色、并经尿素酶、过氧化氢酶、氧化

酶等进行鉴定, PCR检测CagA基因. 
1.2.2 细胞培养: 胃癌SGC7901细胞接种于RPMI 
1640培养基(含10%小牛血清、青链霉素各100 
U/mL), 置于37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中常规培

养及传代. 
1.2.3 RT-PCR检测CagA+ H. pylori对常氧与低氧

下胃癌SGC7901细胞ABCG2 mRNA表达的影

响: 胃癌SGC7901细胞置37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱内常规培养, 取对数生长期的细胞接种

于6孔板中, 待细胞贴壁后换液, 按细菌和细胞

100∶1的比例将CagA+ H. pylori加入到不含抗

生素的培养基中. 设常氧对照组、常氧CagA+ 
H. pylori组、低氧对照组、低氧CagA+ H. pylori
组. 分别于常氧下或厌氧培养罐(80 mL/L CO2, 
70 mL/L O2, 850 mL/L N2)培养48 h收集细胞, 
TRIzol提取总RNA, 用M-MuLv逆转录酶试剂

盒首先将mRNA逆转录成cDNA. 取反转录产物

2 μL进行PCR扩增. 引物设计: 扩增ABCG2及
β-actin mRNA部分片段的引物, 产物片段分别

为311 bp与539 bp, 引物序列如下: ABCG2: 上
游5'-GCGACCTGCCAATTTCAA AT-3', 下游

5'-AGCCCAGTTGTAGGCTCATCCA-3'; β-actin: 
上游5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3', 下游 
5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'. 反应

条件: 预变性94 ℃ 5 min; 变性94 ℃ 30 s, 退火

β-actin 56.5 ℃、ABCG2 62 ℃ 30 s, 延伸72 ℃ 
30 s, 扩增35个循环; 72 ℃总延伸10 min; 4 ℃保

存. 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果. 应用

Image J图像分析软件计算条带灰度值, 目的条

带灰度值分别与相应β-actin灰度值相比, 即为其

表达量. 
1.2.4 免疫细胞化学SP法检测CagA+ H. pylori
对常氧与低氧下胃癌S G C7901细胞H I F-2α
及A B C G2蛋白表达的影响: 取对数生长期的

SGC7901制成2×108/L的细胞悬液, 加入放有盖

玻片的6孔板内, 待细胞贴壁后换液, 按细菌和

细胞100∶1的比例将CagA+ H. pylori加入到不含

抗生素的培养基中. 设常氧对照组、常氧CagA+ 
H. pylori组、低氧对照组、低氧CagA+ H. pylori
组. 分别于常氧下或厌氧培养罐(80 mL/L CO2, 
70 mL/L O2, 850 mL/L N2)培养48 h后取出细胞

爬片, PBS冲洗, 冷丙酮固定15 min. 按SP-9000
试剂盒步骤检测HIF-2α、ABCG2. 用已知阳性

的乳腺癌切片作阳性对照, 以PBS代替一抗作阴

性对照. 结果判定: HIF-2α的阳性结果为棕黄色

颗粒, 主要位于细胞质, 细胞核中也有少量表达. 
ABCG2的阳性结果为细胞质内有棕黄色颗粒出

现. 采用Image pro plus图像分析软件, 检测HIF-
2α、ABCG2阳性细胞的平均吸光度(A )值, 以间

接反映HIF-2α、ABCG2蛋白的表达量, 并取其

均值. 
统计学处理 定量资料的统计学描述采用

mean±SD表示, 用统计学软件SPSS18.0进行数

据处理. 组间比较用t检验, 两变量相关性用Pear-
son线性相关分析, P<0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 细菌鉴定及CagA基因检测 胃黏膜标本经培

养、鉴定及CagA基因检测证实为CagA+ H. py-
lori菌株. 
2.2 RT-PCR检测ABCG2 mRNA的表达变化 常氧

下胃癌SGC7901细胞ABCG2 mRNA呈低水平表

达, 与单纯常氧对照组相比, 单纯低氧或CagA+ 
H. pylori均能促进其表达, 差异具有统计学意义

(t  = 8.1914, 12.318, 均P<0.01); 与低氧对照组和

常氧CagA+ H. pylori组相比, 低氧CagA+ H. pylori
组表达进一步升高(t  = 8.889, 10.518, 均P<0.01, 
表1, 图1). 
2.3 免疫细胞化学SP法检测HIF-2α、ABCG2蛋

白的表达变化 常氧下胃癌SGC7901细胞HIF-

■相关报道
ABCG2是HIF-2α
的直接靶基因之
一 .  低 氧 条 件 下
通过诱导HIF-2α-
ABCG2通路维持
肿瘤的干细胞化
及化疗抵抗. 近年
来, H. pylori 致胃
癌的干细胞机制
也成为研究的热
点. 有研究表明,  H. 
pylori 在胃癌发生
发展过程中可引
起多条干细胞通
路异常.
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■创新盘点
本研究通过探讨
常 氧 与 低 氧 下
CagA+ H. pylori对
人胃癌SGC7901
细胞系HIF-2α、
ABCG2表达的影
响, 证明CagA+ H. 
p y l o r i 可 诱 导 胃
癌细胞HIF-2α、
ABCG2表达 ,  并
且CagA+ H. py-
lori 和低氧对HIF-
2α、ABCG2的表
达有协同作用, 提
示CagA+ H. pylori
和低氧可能是诱
导胃癌细胞干细
胞化及化疗抵抗
的重要原因.

2α、ABCG2蛋白呈低水平表达, 与单纯常氧对

照组相比, 低氧可显著促进HIF-2α、ABCG2表
达(HIF-2α: t  = 78.800; ABCG2: t  = 16.319; 均
P <0.01), CagA+ H. pylori也能显著促进HIF-2α、

ABCG2表达(HIF-2α: t  = 85.909; ABCG2: t  = 
70.522; 均P <0.01); 与低氧对照组和常氧CagA+ 
H. pylori组相比, 低氧CagA+ H. pylori组表达进

一步升高, 具有统计学差异(HIF-2α: t = 32.002、
34.339; ABCG2: t  = 14.113、17.900; 均P <0.01). 
H I F-2α与A B C G2表达呈正相关(r  = 0.976, 
P <0.05, 表1, 图2, 3). 

3  讨论

胃癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, H. pylori
长期感染引起胃黏膜慢性炎症, 是胃癌的重要

病因之一[1-4]. H. pylori感染胃上皮细胞后, 激活

核因子κB(nuclear factor κB, NF-κB)、AP-1、
PI3K、STAT 3、Wnt/β-catenin和COX-2等肿瘤

相关信号通路, H. pylori还诱导DNA甲基化和

组蛋白乙酰化等表遗传学改变[2-4]. CagA蛋白是

H. pylori最主要毒力因子之一, 其通过cag  PAI
编码的Ⅳ型分泌系统(T4SS)进入宿主细胞, 被
Src蛋白家族酪氨酸激酶酪氨酸磷酸化后与酪

氨酸磷酸酶SHP-2结合后, 刺激细胞分裂和增殖
[2-4], CagA还可诱导胃癌细胞中钙调蛋白基因启

动子区去甲基化修饰, 从而上调其表达, 与胃癌

的发生密切相关[5]. H. pylori与胃癌干细胞关系

的研究表明[6-9,10-13], 慢性H. pylori感染激活多条

干细胞相关通路Wnt/β-catenin、Notch、FGF、
Hedgehog和BMP表达增加. 

肿瘤微环境低氧是多种实体瘤包括胃癌的

特征之一, 低氧诱导因子家族(hypoxia inducible 
factors, HIFs)是低氧效应的关键分子. HIFs是
一组由结构同源的α亚基和共同的β亚基组成

的异源二聚体转录因子, 包括HIF-1、HIF-2和
HIF-3. 其中α亚单位在蛋白水平受氧分压的密

切调节, 低氧下稳定而常氧下迅速被泛素蛋白

酶系统降解[14]. 已有研究证实, 低氧是正常干细

胞壁龛(niche)的重要特征之一, 低氧通过诱导

干细胞产生HIFs调控Notch、OCT-4、c-Myc、
Nanog和Wnt/β-catenin等多条干细胞信号通路

的表达, 维持干细胞未分化特征[15]. 近年研究发

现[16-19], 低氧不但可以维持肿瘤干细胞的未分化

状态, 还可以诱导非肿瘤干细胞的去分化, 可能

是低氧下肿瘤放化疗抵抗和复发的根源. 既往

对HIF-1α与肿瘤的关系研究较多, 最近研究发

现[20,21], HIF-2α与肿瘤干细胞关系更密切. Pietras
等[20]研究发现, HIF-2α能使神经嵴样人神经母

细胞瘤起始细胞维持在未分化状态. Seidel等[21]

发现, HIF-2α能调节胶质母细胞瘤干细胞表型. 
ABCG2是ABC转运蛋白超家族成员之一, 可外

排多种化疗药物, 其高表达是肿瘤多药耐药的

重要原因之一. 研究发现[22,23], 多种干细胞均高

表达ABCG2, 其功能可能与保护干细胞免遭外

源及内源毒素的侵害以维持干细胞的稳定性有

关. 有研究发现[24,25], ABCG2是HIF-2α的直接靶

基因, 可能是低氧诱导肿瘤细胞去分化的原因
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A
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图 1 RT-PCR法检
测 胃癌SGC7901细
胞ABCG2、β-actin 
m R N A 的 表 达 .  A : 

ABCG2; B: β-actin. 

1: 低氧对照组; 2: 低

氧CagA+ H. pylori组; 

3: 常氧对照组; 4: 常

氧CagA+ H. pylori组.

表 1 不同处理组中ABCG2 mRNA及HIF-2α、ABCG2蛋白的表达

         分组  ABCG2 mRNA     HIF-2α蛋白       ABCG2蛋白      

常氧对照组 0.1815±0.032  0.1572±0.002    0.2071±0.005

常氧CagA+ H. pylori组 0.4052±0.025d  0.4369±0.007d    0.3910±0.003d

低氧对照组 0.4083±0.053d  0.4478±0.008d    0.4075±0.027d

低氧CagA+ H. pylori组 0.7637±0.072bd  0.6911±0.015bd    0.7121±0.040bd

bP<0.01 vs  常氧CagA+ H. pylori组、低氧对照组;  dP<0.01 vs  常氧对照组.
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之一. 
本实验通过常氧与低氧下CagA+ H. pylori

与胃癌细胞共培养, 观察常氧与低氧下CagA+ 
H. pylor i对人胃癌SGC7901细胞系HIF-2α、

ABCG2表达的影响. 免疫细胞化学结果显示: 常
氧下胃癌SGC7901细胞HIF-2α、ABCG2蛋白呈

低水平表达, 低氧和CagA+ H. pylori均能显著诱

导HIF-2α、ABCG2蛋白表达, 与低氧对照组和

常氧CagA+ H. pylori组相比, 低氧CagA+ H. py-
lori组表达进一步升高. 相关分析显示HIF-2α与

ABCG2表达呈正相关. RT-PCR检测各组ABCG2 
mRNA表达结果显示与免疫细胞化学结果一致. 
说明CagA+ H. pylori与低氧均可刺激胃癌细胞

HIF-2α、ABCG2表达, 且二者有协同作用, 提
示CagA+ H. pylori和低氧可能通过激活HIF-2α-
ABCG2通路诱导胃癌细胞干细胞化及化疗抵

抗. 先前研究发现[26], H. pylori感染胃黏膜上皮

可诱导氧自由基产生, 与胃癌的发生和发展有

关. Park等[27]进一步研究发现常氧下H. pylori感
染胃癌细胞后HIF-1α表达增加, 与氧自由基活

■应用要点
本研究结果说明
H. pylori和低氧可
能是导致胃癌细
胞干细胞化的重
要原因, 提示根除
H. pylori在防止胃
癌的发生发展、
侵袭转移、耐药
及复发中具有重
要作用, 值得进一
步深入研究.
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图  3  免 疫 细 胞 化
学法检测SGC7901细
胞ABCG2蛋白的表
达(×400). A: 常氧对

照组; B: 常氧CagA+ 

H. pylori 组; C: 低

氧对照组; D: 低氧

CagA+ H. pylori组.

A B

C D

图  2  免 疫 细 胞 化
学法检测SGC7901细
胞HIF-2α蛋白的表
达(×400). A: 常氧对

照组; B: 常氧CagA+ 

H. pylori 组; C: 低

氧对照组; D: 低氧

CagA+ H. pylori组.
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性增加平行, 而氧自由基抑制剂则可在抑制氧

自由基活性的同时抑制HIF-1α的表达. 本研究

首次发现体外常氧下CagA+ H. pylori可促进胃癌

细胞HIF-2α蛋白表达, 可能也与氧自由基的作

用有关, 有待进一步研究证实. 该结果与Griffiths
等[28]的体内研究一致, 其在H. pylori致胃癌发生

的动物模型中发现HIF-2α在H. pylori相关性胃

炎、肠化、不典型增生、 肠型、弥漫型胃癌中

均表达增高. 几项研究发现[29-31], 在H. pylori诱
导胃癌过程中, 胃癌干细胞候选标志物Msi-1、
CD44、Cytokeratin-7表达增加. 本研究首次发现

常氧下CagA+ H. pylori与胃癌细胞共培养后干细

胞通用标志物ABCG2表达增加, 推测可能是通

过HIF-2α-ABCG2通路促进其表达. 本研究结果

提示: H. pylori通过HIF-2α-ABCG2途径促进胃

癌干细胞化和多药耐药, 并与肿瘤低氧有协同

作用, 是H. pylori促进胃癌发生发展的机制之一, 
值得深入研究. 
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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 investigate the effect of hydrogen sulfide 
on collagen Ⅰ and collagen Ⅲ expression in the 
liver of rats with experimental hepatic fibrosis.

METHODS: Thirty-two female SD rats were 
randomly divided into three groups: normal 

control group, hepatic fibrosis group, and hy-
drogen sulfide group. Rats in the hepatic fibrosis 
group and hydrogen sulfide group were sub-
cutaneously injected with carbon tetrachloride 
to induce hepatic fibrosis. Rats in the hydrogen 
sulfide group were intraperitoneally injected 
with sodium hydrosulfide (56 μmol/kg•d; the 
donor of hydrogen sulfide). Fibrosis was staged 
using histopathological methods. The expression 
of collagen Ⅰ and collagen Ⅲ was detected by 
immunohistochemistry and RT-PCR.

RESULTS: Compared to the normal control 
group, the stage of fibrosis was elevated (P < 0.01) 
and the expression of collagen Ⅰ and collagen 
Ⅲ was increased (both P < 0.01) in the hepatic 
fibrosis group. Compared to the hepatic fibrosis 
group, the stage of fibrosis declined (P < 0.05) 
and the expression of collagen Ⅰ and collagen 
Ⅲ was decreased (both P < 0.01) in the hydrogen 
sulfide group.

CONCLUSION: Hydrogen sulfide can decrease 
the expression of collagen Ⅰ and collagen Ⅲ 
and inhibit the progression of hepatic fibrosis in 
rats.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)对肝纤
维化大鼠肝脏Ⅰ型胶原(COL-Ⅰ)和Ⅲ型胶原
(COL-Ⅲ)的影响.

方法: 选择硫氢化钠(sodium hydrosulfide, 
NaHS)作为H2S的供体, 将32只♀SD大鼠分为
3组: 正常组(N组)8只、肝纤维化组(hepatic 

■背景资料
硫化氢(H2S)是新
型的气体信号传
导分子, 具有多种
生物学功能, 如抗
氧化、抗炎、细
胞保护、调节细
胞增殖与凋亡等
作用. 本课题组的
前期研究证实其
在肝纤维化的发
展及门脉高压的
调节过程中具有
重要的意义. 
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fibrosis, HF组)13只、NaHS干预组(S组)11只, 
采用四氯化碳复合因素法复制肝纤维化模型, 
S组自造模第6周始给予NaHS 56 μmol/(kg·d)
腹腔注射12 d, N组和HF组给予同等剂量的生
理盐水腹腔注射. 干预结束后, 宰杀大鼠留取
肝脏行肝组织病理切片HE染色评价肝纤维化
分期, 行Masson染色观察胶原纤维沉积情况, 
应用RT-PCR法检测肝脏中COL-Ⅰ、COL-Ⅲ 
mRNA表达, 采用SP免疫组织化学法检测肝脏
COL-Ⅰ、COL-Ⅲ表达.

结果: HF组与N组相比, COL-Ⅰ、COL-Ⅲ及
其mRNA表达升高(均P  = 0.000), 与肝纤维
化分期结果一致(P  = 0.000); S组与HF组相
比, COL-Ⅰ和COL-Ⅲ表达降低(均P  = 0.000); 
COL-ⅠmRNA表达降低(P  = 0.009), 同时
COL-Ⅲ mRNA表达亦降低(P  = 0.003), 肝纤维
化分期下降(P  = 0.047).

结论: H2S具有降低肝脏Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的
作用, 能够延缓肝纤维化的发生发展.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是肝脏对各种慢

性刺激进行损伤修复反应时, 以胶原为主的细

胞外基质(extracellular matrix, ECM)在肝内大量

沉积的病理过程. 因其发生机制尚未完全明确, 
故已成为目前国内外学者研究的热点.

硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)是新近发现

的存在于体内的气体信号分子, 具有广泛的生物

学效应. 近年来, 国内外学者研究发现H2S能缓解

心肌纤维化[1]、减轻肺内皮细胞屏障损害[2]、拮

抗神经退行性变[3]、改善肾缺血再灌注损伤[4]从

而在心血管、呼吸、神经、泌尿等多系统疾病

中发挥重要的保护作用. 本课题组前期对肝硬

化的研究发现: 肝硬化大鼠门静脉血中H2S降低, 
并且随着肝硬化程度加重逐渐降低[5]; 肝硬化时

大鼠门静脉压力明显升高, 而给予H2S供体-硫氢

化钠(sodium hydrosulfide, NaHS)干预后则明显

降低[6], 但H2S对肝纤维化进程的影响仍不确切. 

因此, 本实验复制肝纤维化模型, 通过NaHS的干

预, 观察肝脏组织病理学变化, 检测与肝纤维化

进程中关系最为密切的Ⅰ、Ⅲ型胶原沉积情况, 
探讨其对肝纤维化的影响, 为进一步研究H2S与
肝纤维化的关系提供理论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 32只实验大鼠购自新疆医科大学实

验动物中心, 均为同期出生、纯种系、SPF级
4-5周龄的健康♀SD大鼠, 体质量约180-220 g. 
NaHS为美国Sigma公司产品; 兔抗大鼠Ⅰ型胶

原蛋白多克隆抗体、兔抗大鼠Ⅲ型胶原蛋白多

克隆抗体为美国Abcam公司产品; 免疫组织化学

染色SP试剂盒为北京中杉公司产品; DAB显色

剂为DAKO公司产品; RNA提取试剂TRIzol为美

国Invitrogen公司产品; 逆转录酶试剂盒为美国

Fermentas公司产品; 四氯化碳、无水乙醇、胆

固醇粉均为国产分析纯. PCR引物由上海生物工

程公司合成, COL-ⅠmRNA引物序列[7]: Forward: 
5'-GGTCCCAAAGGTGCTGATGG-3', Reverse: 
5'-GACCAGCCTCACCACGGTCT-3', 扩增长度

为182 bp; COL-Ⅲ mRNA引物序列[7]: Forward:        
5'-CGAGGTGACAGAGGTGAAAGA-3', Re-
verse: 5'-AACCCAGTATTCTCCGCTCTT-3', 扩
增长度为336 bp; GAPDH引物序列: Forward: 
5'-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3', Re-
verse:5'- CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 
-3', 扩增长度为496 bp.
1.2 方法

1.2.1 制备模型及实施干预: 根据本课题组前期

实验经验, 采用四氯化碳复合因素法复制肝纤

维化大鼠模型. 将32只大鼠随机分为3组: N组

(正常对照组)8只, HF组(肝纤维化组)13只和S组
(NaHS干预组)11只. 给予HF组和S组大鼠背部皮

下注射40%四氯化碳棉籽油溶液, 首剂5 mL/kg
体质量, 后每隔4 d注射一次, 剂量为3 mL/kg体
质量, 共注射12次; 以100 mL/L乙醇溶液为唯一

饮用液体; 前2 wk喂以20%猪油高脂肪饲料, 以
后喂以0.5%高胆固醇饲料; N组同期给予相同剂

量的生理盐水背部皮下注射, 喂正常复合饲料, 
饮清洁饮用水. 自造模第6周开始, S组大鼠给予

腹腔注射NaHS溶液[56 μmol/(kg·d)], 共注射12 d, 
其余两组腹腔注射相同剂量生理盐水.
1.2.2 标本留取: 模型复制及干预剂实施结束后, 
乙醚麻醉后处死大鼠, 取大鼠肝左叶以10%中性

甲醛溶液固定, 其余肝脏投入液氮速冻后置于

■研发前沿
H2S能通过其抗氧
化、抗炎、细胞
保护、抗纤维化
等多种生物学作
用减轻和保护四
氯化碳诱导的肝
毒性、肝硬化以
及门脉高压症, 这
意味着他可能为
预防和治疗慢性
肝病提供新方向. 
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-80 ℃备用.
1.2.3 肝组织形态学观察: 石蜡包埋组织制作切

片(4 μm), 行HE染色观察肝纤维化分期, 分期标

准符合《病毒性肝炎肝炎防治方案》[8]; 行Mas-
son染色观察肝组织胶原沉积情况, 评价标准依

照《肝纤维化诊断及疗效评估共识》[9]中纤维

化半定量评分系统(SSS).
1.2.4 SP免疫组织化学法检测肝组织COL-Ⅰ、

COL-Ⅲ表达: 石蜡切片常规脱蜡至水; 3%H2O2甲

醇溶液室温孵育10 min以阻断内源性过氧化物

酶; PBS浸洗3遍, 0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH 
6.0)高温修复8 min; 自然冷却至室温后PBS浸洗5 
min×3次, 滴加适量山羊血清工作液, 37 ℃封闭

20 min; 甩去多余血清, 滴加COL-Ⅰ一抗(1∶200)
或COL-Ⅲ一抗(1∶200), 4 ℃过夜. 次日PBS浸洗

5 min×3次, 滴加生物素化山羊抗兔二抗工作液, 
37 ℃孵育20 min; PBS浸洗5 min×3次, 滴加辣根

酶标记链霉卵白素工作液, 37 ℃孵育20 min后
PBS浸洗5 min×3次. DAB显色, 镜下观察以控制

显色时间. 显色满意后, 自来水冲去DAB, 苏木素

复染, 0.1%盐酸乙醇分化, 自来水中返蓝, 脱水、

透明、中性树脂封片. 选取人正常皮肤组织作为

阳性对照; 阴性对照为N组大鼠肝脏, 以滴加PBS
代替一抗. COL-Ⅰ、COL-Ⅲ结果以细胞外基质

着棕黄色为阳性染色. 采用Image-Pro Plus 6.0图
像分析系统进行分析, 每张切片随机观察5个高

倍视野(×200), 以光密度(A )值代表目的蛋白的

表达水平, A值越大则目的蛋白越多, 反之则越少.
1.2.5 RT-PCR法检测肝组织中COL-ⅠmRNA和

COL-Ⅲ mRNA的表达: 使用TRIzol法提取肝脏

总RNA, 用紫外分光光度仪行RNA浓度及纯度

测定, A 260/280均在1.9-2.0之间, 说明RNA纯度较

高, 并将总RNA调至相同浓度. 使用RevertAidTM 
H Minus First Strand cDNA Synthesis kit试剂盒

将总RNA逆转录为cDNA, 然后进行PCR扩增. 
COL-ⅠmRNA扩增条件: 95 ℃ 5 min, 95 ℃ 30 s, 

58 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共36个循环; 72 ℃延伸10 
min. COL-Ⅲ mRNA扩增条件: 95 ℃ 5 min, 95 ℃
30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共36个循环; 72 ℃延

伸10 min. GAPDH扩增条件: 95 ℃ 5 min, 95 ℃
30 s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共36个循环; 72 ℃延

伸10 min. 反应结束后, PCR产物用2%琼脂糖凝

胶进行电泳分析, 采用Quantity one凝胶成像分

析系统测定各相应条带的灰度值, 选取GAPDH
作为内参照, 以COL-Ⅰ/GAPDH和COL-Ⅲ/GAP-
DH的比值作为目的基因的相对表达水平.

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行分

析. 计量资料数据以mean±SD表示, 选择单因

素方差分析进行均数差异性比较, 多样本两两

比较选择Bonferroni法; 肝纤维化分期半定量资

料的比较采用多样本比较的秩和检验(Kruskal-
Wallis法), 多样本间两两比较时选择Nemenyi法; 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝组织形态学观察结果 肝组织HE染色可见

(图1): N组肝小叶结构清晰, 小叶内肝细胞无脂

肪变性、坏死, 无炎症细胞浸润及纤维组织增生. 
HF组肝小叶结构紊乱, 纤维组织增生、假小叶

形成, 肝细胞变性、坏死明显, 部分细胞可见气

球样变, 有大量炎细胞浸润. S组肝组织仍可见假

小叶结构, 但部分区假小叶纤维间隔变窄或局灶

模糊不清, 肝细胞脂肪变性、坏死较HF组为轻. 
HF组肝纤维化分期较N组明显升高(P  = 0.000), 
给予NaHS干预的S组其肝纤维化分期较HF组降

低(P  = 0.047), 差异均具有统计学意义(表1).
肝组织Masson染色可见(图2): N组肝小叶结

构完整, 仅中央静脉和汇管区有少量胶原纤维; 
HF组肝小叶结构破坏, 胶原纤维增多增粗, 呈弥

漫分布; S组仍可见部分假小叶结构, 但胶原纤

维沉积减少, 纤维间隔纤细菲薄. HF组SSS评分

较N组明显升高(P  = 0.000), S组其SSS评分较HF
组降低(P  = 0.006), 差异均具有统计学意义(表2).

■相关报道
H2S能够增加肺动
脉胶原的降解, 减
少胶原的含量. 肝
脏中, H2S能抑制
肝细胞凋亡, 亦可
抑制肝星状细胞
(HSC)的增殖, 提
示H2S能够减少胶
原的合成. 

A B C

图 1 HE染色观察各组大鼠肝纤维化分期(×200). A: N组; B: HF组; C: S组.
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■创新盘点
本研究结果表明
H2S能够减少肝内
I、Ⅲ型胶原表达, 
延缓肝纤维化的
发展, 这可能与其
能够直接或间接
地减少胶原合成
以及增加胶原降
解有关. 因此关于
H2S保护作用详尽
机制的研究以及
如何将其应用于
临床是目前的研
究热点.

2.2 免疫组织化学染色法检测COL-Ⅰ、COL-Ⅲ
表达 免疫组织化学染色示: N组肝组织中央静

脉、汇管区中可见少量Ⅰ型(图3)、Ⅲ型(图4)
胶原表达. HF组肝组织Ⅰ型、Ⅲ型胶原成条索

状或小片状广泛分布, 主要表达于中央静脉、

汇管区以及肝窦Disse间隙中, A值均较N组显著

升高(均P  = 0.000). NaHS干预的S组Ⅰ型、Ⅲ型

胶原表达部位基本同HF组, 但着色面积减少、

染色强度降低, 且A值较HF组降低(均P  = 0.000). 
差异均具有统计学意义(表2).
2.3 肝组织COL-ⅠmRNA和COL-Ⅲ mRNA的表

达 与N组相比, HF组肝脏COL-ⅠmRNA及COL-
Ⅲ mRNA表达均明显升高(均P  = 0.000), 而S组
肝脏COL-ⅠmRNA及COL-Ⅲ mRNA表达均较

HF组降低(分别P  = 0.009、0.003). 差异均具有

统计学意义(表3, 图5).

3  讨论

肝硬化是由多种原因引起以肝功能减退、门静

脉高压为主要表现的疾病, 严重影响人们的健

康及生活质量, 而且已成为主要的医疗保健负

担. 目前尚无特效药物能将肝硬化治愈, 但肝纤

维化作为各种慢性肝病进展为肝硬化的一个必

经阶段, 已被证实是可逆的[10]. 肝纤维化的发生

发展是一个复杂的全身病理生理过程, 涉及多

种细胞因子及细胞内信号分子网络. 他的特征

改变是肝脏内ECM沉积, 发生的主要机制是肝

脏内的胶原过度生成、沉着和ECM重分布, 导
致ECM合成与降解失衡而引起的. 肝纤维化时

ECM以胶原蛋白为主, 尤以Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白

为其主要成分.
H2S与CO、NO一样, 具有类似的生物学功

能, 在肝纤维化发展过程中起着重要的调节作

用. 在哺乳动物体内, H2S大部分来源于肝脏, 主
要在胱硫醚-β-合成酶(CBS)和胱硫醚-γ-裂解酶

(CSE)的催化下产生, Kabil等[11]发现在肝脏内

由CBS催化产生的H2S仅占3%, 而97%的H2S由
CSE催化产生. 本课题组前期研究表明[5,6,12]; 肝

A B C

图 2 Masson染色观察各组大鼠肝脏胶原沉积(×200). A: N组; B: HF组; C: S组.

表 1 各组大鼠肝脏纤维化分期结果 (n  = 8)

     
分组

                        肝纤维化分期
平均秩

0 1 2 3 4

N组 7 1 0 0 0   5.25

HF组 0 0 0 2 6 20.38a

S组 1 3 3 1 0 11.88c

aP  = 0.000 vs  N组;  cP = 0.047 vs  HF组. 

表 2 各组大鼠肝脏SSS评分及COL-Ⅰ、COL-Ⅲ表达量 (n  = 8, mean±SD)

     分组       SSS评分    COL-ⅠA 值 COL-Ⅲ A 值

N组   2.625±2.264 0.136±0.020 0.107±0.019

HF组 23.375±3.962a 0.384±0.043e 0.277±0.025e

S组 17.625±3.249c 0.300±0.022g 0.219±0.016g

aP  = 0.000 vs  N组; cP  = 0.006 vs  HF组; eP  = 0.000 vs  N组; gP = 0.000 vs  HF组.
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硬化大鼠CSE-H2S系统表达下调, 肝硬化程度越

重CSE-H2S系统表达下调越明显, 给予NaHS后
则可改善这一现象, 故H2S对肝纤维的发生发展

具有延缓作用, 并对肝硬化门脉高压具有一定

的保护性调节作用.
本实验表明: 正常大鼠肝脏内Ⅰ、Ⅲ型胶

原表达很少, 肝纤维化组大鼠肝脏纤维化分期

及Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达较正常组明显升高, 说
明肝纤维化模型复制成功; 肝纤维化大鼠在给

予NaHS后肝内Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达降低, 同时

从组织病理学观察肝纤维化分期下降, 表明H2S
能够减少胶原沉积, 改善肝脏损害.

肝脏内ECM最主要来源于肝星状细胞(he-

patic stellate cell, HSC)[13], 目前认为HSC的活化

在肝纤维化发展中起着关键作用, 激活的HSC能
够转化成肌成纤维母细胞, 分泌大量的ECM[14], 
而H2S发挥其生物学效应的重要机制是参与调

控细胞增殖与凋亡和细胞保护作用. 肝细胞作

为肝脏的主体细胞, 当其受损时就能够启动HSC
的激活. 当H2S缺乏时, 肝硬化大鼠肝细胞的凋

亡增加, 进而促进肝纤维化启动与发生[15]. 在肝

缺血再灌注损伤中, 外源性H2S可减轻肝细胞损

伤、抑制肝细胞凋亡而发挥保护性作用[16]. 可
见, H2S可能通过保护肝细胞间接抑制HSC的激

活, 而减少胶原的生成. 阎继攀等[17]报道H2S能够

抑制实验性肝纤维化大鼠肝组织内细胞的增殖, 

■应用要点
本文可为H2S的基
础研究提供数据, 
同时为H2S应用于
临床防治肝纤维
化提供理论支持.

A B C

D E

图 3 免疫组织化学法观察大鼠肝脏COL-Ⅰ表达(DAB×200). A: N组; B: HF组; C: S组; D: 阳性对照(人正常皮肤); E: 阴性对照. 

A B C

D E

图 4 免疫组织化学法观察大鼠肝脏COL-Ⅲ表达(DAB×200). A: N组; B: HF组; C: S组; D: 阳性对照(人正常皮肤); E: 阴性对照. 
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推测最可能是HSC和肝脏门静脉汇管区血管平

滑肌细胞. 在细胞水平复制肝纤维化模型的研

究中, 证实H2S能够抑制HSC的增殖, 抑制细胞

进入合成期[18]. 这些说明H2S可能直接抑制HSC
生成胶原, 对肝纤维起到保护性作用.

肝纤维化的ECM沉积另一原因是ECM的

降解减少, 这在肝纤维化后期比ECM生成增多

对肝纤维化形成的意义更为突出. ECM降解有

赖于基质金属蛋白酶(MMPs), 而基质金属蛋白

酶组织抑制因子(TIMPs)可抑制MMPs的活性, 
TIMPs与MMPs比例失衡对ECM降解和肝纤维

化发生发展有着重要的作用 [19]. H2S能够调节

TIMPs与MMPs的比例, 他可使高肺血流肺动脉

高压大鼠肺动脉MMP-13及TIMP-1的表达增多, 
同时以MMP-13/TIMP-1比值升高更加明显, 而
使肺动脉Ⅰ、Ⅲ型胶原的降解增加[20].

综上所述, H2S可能通过减少肝细胞的损

伤和凋亡而间接抑制HSC的激活, 或者直接抑

制HSC增殖, 使Ⅰ、Ⅲ型胶原的合成来源减少;          
亦通过增加Ⅰ、Ⅲ型胶原的降解, 使ECM的沉积

减少. 我们的研究表明, H2S能够减少肝内Ⅰ、Ⅲ

型胶原表达, 延缓肝纤维化的进程, 这可能会为

防治肝纤维化及肝纤维化的研究提供理论依据.
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Abstract
AIM: To isolate, culture and identify rat Kupffer 
cells, and to investigate the effect of LPS on 
TNF-α expression and secretion in rat Kupffer 
cells.

METHODS: Rat liver Kupffer cells (KCs) were 
isolated and purified by means of in situ perfu-
sion, density gradient centrifugation and early 

medium change. Isolated cells were identified 
by ink phagocytosis and ED2 staining test. The 
expression and secretion of TNF-α was detected 
by RT-PCR and enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA).

RESULTS: Rat liver KCs were successfully 
isolated, purified, and confirmed by ink phago-
cytosis and ED2 staining test. Compared with 
non-stimulated KCs, LPS-stimulated cells had 
a significantly higher level of TNF-α mRNA 
expression (1.10 ± 0.02 vs 0.09 ± 0.01, P < 0.001). 
TNF-α protein levels in cell supernatants were 
also significantly increased in LPS-stimulated 
cells than in non-stimulated cells (487.10 pg/mL
± 5.56 pg/mL vs 39.41 pg/mL ± 15.30 pg/mL, P 
< 0.001).

CONCLUSION: Rat KCs have been successfully 
isolated and purified by means of in situ perfu-
sion and density gradient centrifugation, and 
LPS can stimulate the expression and secretion 
of TNF-α.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Kupffer cells; Culture; LPS; Tumor necro-
sis factor-α
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摘要
目的: 分离、培养和鉴定枯否细胞, 并探讨
LPS刺激对细胞肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)表达和分泌的影响.  

方法: 采用在体原位灌注、密度梯度离心和
早期细胞换液等方法分离纯化大鼠肝枯否细
胞(kupffer cell, KC), 并采用墨汁吞噬和ED2
染色试验对分离培养的细胞进行鉴定. TNF-α

■背景资料
枯否细胞(KC)是
肝脏最重要的非
实 质 细 胞 之 一 , 
是机体固有免疫
的重要组成部分, 
在 肝 脏 炎 性 反
应、缺血再灌注
损伤、胆汁淤汁
性肝损伤等方面
发挥着重要作用. 
分离及培养高纯
度的KC可为免疫
炎症肝损伤病理
生理机制的研究
提供实验和物质
基础.
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表达和分泌采用RT-P C R和酶联免疫技术
(enzyme-linked immunosorbent, ELISA)检测.  

结果: 成功分离和纯化大鼠肝KC, 并经墨汁吞
噬和ED2染色试验鉴定证实; LPS刺激KC细
胞内TNF-α mRNA的表达较非刺激细胞(PBS
处理细胞)显著升高(1.10±0.02 vs  0.09±0.01, 
P <0.001). 另外, LPS刺激较非刺激KC培养上
清液T N F-α蛋白的水平也显著升高(487.10 
pg/mL±5.56 pg/mL vs  39.41 pg/mL±15.30 
pg/mL, P <0.001).  

结论: 原位灌注和密度梯度离心法能有效分
离纯化大鼠KC, LPS刺激可诱导其表达和分
泌大量TNF-α.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

枯否细胞(kupffer cell, KC)是一种非实质性肝细

胞, 其数量约占肝细胞总数的15%和体内组织驻

留巨噬细胞总数的80%-90%[1]. KC被覆于肝窦

内壁, 在稳定或生理情况下, 可作为“专业化”

的吞噬细胞[2], 以清除衰老的红细胞、免疫复合

物和来自门脉循环的肠源性细菌产物[1]. 在功能

上, KC可作为抗原呈递细胞, 参与肝移植免疫, 
并通过可溶性介质的表达和分泌, 在固有免疫

和宿主防御反应方面起重要作用[3]. 近年的研究

表明, KC参与了各种炎症性肝病[4-8]及缺血再灌

注肝损伤[9]的发病过程. 并在胆汁淤积性肝损伤

中调节炎性单核吞噬细胞的流入和活化[10]. 已证

实, KC可通过分泌多种前炎细胞因子, 在肝免疫

炎症性损伤性疾病(包括急性肝衰竭)的发生发

展中起关键作用[11]. 因此, 本项目拟进行原代大

鼠KC的分离、培养和鉴定, 并拟采用LPS刺激, 
以观察该细胞对TNF-α的表达和分泌情况, 以期

为将来进行急性肝衰竭等肝免疫炎症损伤疾病

的病理生理机制研究提供实验和物质基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠由上海交通大学附属

第一人民医院动物中心提供, 鼠龄5 wk, 体质量

180-200 g. 动物合格证号: SYXK(沪)2009-0086, 
清洁级饲养. 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、
链霉蛋白酶E和DNaseⅠ酶购自美国Sigma公
司; IV型胶原酶购自美国Invitrogen公司; RPMI 
1640培养基和胎牛血清均购自美国Gibco公司; 
青链霉素混合液、HBSS液(无Ca2+, Mg2+)购自

德国Hyclone公司; Percoll细胞分离液购自瑞典

Pharmacia公司; 抗CD163 mAb(又名ED2)购自国

Santa cruz公司; PCR反应试剂盒购自北京天根

公司; Elisa试剂盒购自上海欣博盛公司; 细胞免

疫化学试剂盒购自武汉博士德公司.  
1.2 方法

1.2.1 动物饲养方法: 实验前, 大鼠置清洁级动物

房饲养1 wk, 饲养方法参考文献[12]. 动物自由

进食和饮水, 每12 h开灯或关灯. 环境温度: 20 ℃
-23 ℃, 湿度: 40%-80%. 设施内换气次数为8-15
次, 噪声<50 dB, 滤过后空气洁净度10 000级.  实
验动物的使用符合国家动物保护法. 实验前12 h
禁食.  
1.2.2 原代枯否细胞分离: 采用文献[13,14]分离培

养大鼠肝枯否细胞并稍加改进.  简要操作方法如

下: 大鼠采用腹腔内注射戊巴比妥钠(40 mg/kg)麻
醉, 同时腹腔注入肝素1 mL. 750 mL/L乙醇浸泡

消毒, 开腹并显露门静脉. 结扎肝上下腔静脉后, 
室温下经门静脉缓慢注入D-Hanks'液, 并剪破肝

下下腔静脉, 让血液和灌注液自行流出. 待肝脏

体积膨大各部位颜色逐渐变白后, 改用5%Ⅳ型

胶原酶消化液(采用HBSS配制)继续灌注消化肝

组织. 剪取肝脏, 置Ⅳ型胶原酶消化液(含0.1%
链霉蛋白酶E、0.005%DNaseⅠ)中, 小心撕碎

肝组织, 200目筛网过滤. 滤液离心后, 沉淀用不

连续Percoll密度梯度离心. 小心吸取30%Percoll
与60%Percoll液界面间的膜状细胞层. 细胞用

HBSS液洗涤后, 加入RPMI 1640培养液(含胎牛

血清、青霉素和链霉素)重悬. 培养1-2 h后, 洗去

未贴壁细胞, 即可获得纯化KC.  
1.2.3 细胞鉴定(墨汁吞噬试验): 在细胞培养液中

加入数滴灭菌后的碳素墨水, 6-12 h观察细胞吞

噬墨汁的情况[13].  
1.2.4 细胞免疫化学染色: 按试剂盒操作说明书

进行. 简要步骤如下: 细胞经福尔马林固定后, 
加冰乙酸灭活内源性酶. 采用BSA封闭非特异性

结合位点. 随后, 滴加特异性CD163抗体, 室温孵

育1-2 h. TBS洗细胞3次后, 加入生物素化的IgG, 
继续室温孵育20 min. 细胞经TBS清洗后, 采用

BCIP/NBT工作液显色.  

■相关报道
Kitani等报道, 采
用密度梯度离心
法可获得较高纯
度的KC.
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1.2.5 细胞LPS刺激方法: 参考文献[12,15]并稍

加以改进. 分离纯化的枯否细胞培养4 h后, 洗去

未贴壁细胞, 并重新接种于6孔板, 每孔细胞数

为4×106. 24 h后, 用磷酸盐缓冲盐水(phosphate 
buffered saline, PBS)洗细胞3次, 每孔各加入500 
μL无血清培养液, 并按文献[16]的方法, 在各孔

细胞中随机加入LPS(终浓度20 μg/mL, 以PBS配
制)或PBS液10 μL. 每种处置方法各3孔细胞. 处
理6 h后分别收集培养上清液及细胞.     
1.2.6 RT-PCR分析方法: 用TRIzol处理培养的

KC, 以抽提细胞总RNA. 抽提方法按说明书进

行. 2 mg总RNA作为模板用于第一链cDNA的合

成. 引物设计借助Primer Premier 6.0软件设计, 
基因检测引物序列和产物长度见表1. 引物由上

海生工生物公司合成. TNF-α基因的反应条件

为: 94 ℃预变性5 min; 94 ℃ 1 min, 51 ℃ 45 s, 
72 ℃ 45 s, 共32个循环; 72 ℃延伸10 min. 所得

PCR产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳, β-actin作为

内参照. 电泳结果经BIO-RAD Quantity-One 4.7
成像分析软件检测并计算待测基因灰度相对相

应β-actin的表达量.  
1.2.7 酶联免疫技术: 细胞培养上清液TNF-α测
定采用双抗体夹心酶联免疫技术, 按照试剂盒

说明书操作进行. 简单操作如下: (1)加入样本或

标准品(100 μL/孔), 36 ℃孵育90 min; (2)洗板5
次, 加入生物素化抗体工作液(100 μL/孔), 36 ℃
孵育60min; (3)洗板5次, 加入酶结合物工作液

(100 μL/孔), 36 ℃避光孵育30 min; (4)洗板5次, 
加入显色底物(100 μL/孔), 36 ℃避光孵育15 min; 

(5)加入终止液(100 μL/孔), 混匀后测A 450值. LPS
或PBS处理各取3复孔, 结果取三者均值.  

统计学处理 结果用mean±SD表示, 组间比

较采用独立样本t检验, 以P <0.05为具有统计学

差异.  

2  结果

2.1 细胞分离培养结果 原代分离培养的KC形态

可随培养时间延长, 出现明显变化. 这一点与原

代肝实质细胞有明显不同. 初分离的KC镜下呈

折光性很强的圆球形, 培养30 min后即逐渐贴

壁, 呈扁圆形(图1). 培养4 h的KC已牢固贴壁, 并
呈不规则形状, 部分已伸出伪足. 随着培养时间

的延长, 细胞伸出的伪足会逐渐增多. 24 h后, 细
胞形态将完全舒展, 大小基本一致, 但形态不规

则, 多呈星形、多角形或十字型等.  
2.2 细胞吞噬墨汁后的表现 由图2可见KC吞噬

墨汁后的情况. 图中可见细胞胞浆中含有大量

被吞噬的墨汁, 将细胞核衬托得更加清晰. 这表

明我们分离的KC存在正常的吞噬能力.  
2.3 ED2染色结果 图3为KC免疫细胞化学染色结

果. 图中可见许多细胞被染成了黄褐色. 由于大

部分KC表达CD163, 经ED2染色后, 细胞可被染

成黄褐色. 通过该项染色方法, 可十分准确地将

KC鉴定出来. 该结果提示我们已成功分离出了

原代KC. 通过本染色技术, 也可对KC的纯度进行

准确评估. 在本项实验中, 我们分离的KC纯度均

超过90%. 这表明, 采用原位灌注加密度梯度离心

的方法, 不仅简便而且十分高效的KC分离方法.  

■创新盘点
采用在体灌注, 一
次消化和不连续
密度梯度离心方
法, 分离获得高纯
度的KC; 在此基
础上, 进行了LPS
刺激实验 ,  对KC
的TNF-α表达水
平进行了检测.
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A B 图 1 大鼠枯否细胞
显微镜下表现. A: 分

离后4 h的枯否细胞

(×200); B: 分离后4 

h的枯否细胞(×100). 

图中箭头示枯否细

胞伸出伪足.

表 1 不同基因检测引物序列和产物长度

     基因                    引物序列5'-3' 产物长度(bp)

TNF-α 上游: GGCGTGGAGCTGAGAGATAAC

下游: GGTGTGGGTGAGGAGCACAT          92

β-actin 上游: TGTTACAGGAAGTCCCTTGCC

下游: AATGCTATCACCTCCCCTGTG         101
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■应用要点
可应用于肝组织
免疫炎症损伤及
肝纤维化机制的
研究等方面.

2.4 KC前炎细胞因子TNF-α mRNA的表达情况 
大鼠枯否细胞前炎细胞因子TNF-α mRNA表达

结果如图4. LPS刺激后, 枯否细胞TNF-α mRNA
的表达显著增高. 加入LPS或PBS后, 枯否细胞

TNF-α mRNA的相对表达量分别为1.10±0.02和
0.09±0.01. 经统计学处理, 两组间存在显著统

计学差异(P <0.001). 这说明, LPS可以诱导枯否

细胞TNF-α mRNA表达.  
2.5 细胞培养上清液前炎细胞因子TNF-α蛋白

的分泌情况 大鼠KC细胞培养上清液中TNF-α

蛋白分泌水平如图5. LPS或PBS刺激细胞后, 其
TNF-α蛋白的分泌水平分别为487.10 pg/mL±
5.56 pg/mL和39.41 pg/mL±15.30 pg/mL. 经统计

学处理, 两组间存在显著性差异(P <0.001). 这表

明, LPS可刺激KC表达和分泌TNF-α.  

3  讨论

枯否细胞是机体固有免疫的重要组成部分, 对
枯否细胞功能研究显得极其重要. 但枯否细胞

的提取和培养是一大难题, 提取分离得到高纯

度的KC更加困难. 目前国内外主要有密度梯度

离心法[17,18]、离心淘析法[19]及流式细胞术[20,21]来

提取枯否细胞, 但使用得最多的是密度梯度离

心法. 该方法操作简单、经济实用, 对器械要求

也不高.
在本实验中, 我们采用了肝脏在体原位灌

注消化法分离KC. 该方法需经门静脉插管. 在此

基础上, 采用PBS反复冲洗肝脏, 以使肝内血液
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A B 图  2  枯 否 细 胞 吞
噬墨汁后的表现. A: 

枯否细胞吞噬墨汁

4 h后的表现(×200); 

B: 枯否细胞吞噬墨

汁6 h后的表现(×

200). 图中箭头示枯

否细胞吞噬了大量

墨汁.

A B 图 3 KC免疫细胞
化学染色表现(ED2染
色). A: ED2染色(×

400), 阳性细胞被染

成黄褐色(如箭头所

示); B: 阴性对照(×

400).
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图 4 枯否细胞TNF-α mRNA表达情况. A: RT-PCR凝胶电

泳图; B: TNF-α mRNA相对表达水平, bP＜0.01.
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图 5 细胞培养上清液TNF-α蛋白分泌水平. bP＜0.01.
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冲净. 因为肝脏内如残留较多血液, 将影响后面

的离心纯化, 并可能影响KC贴壁和吞噬作用的

发挥. 用Ⅳ型胶原酶灌注时, 速度宜偏慢, 以使

Ⅳ型胶原酶充分消化肝组织. 将松散的肝组织

撕碎后, 可移入培养瓶中振荡消化, 但时间不宜

过长, 一般10 min左右即可. 时间过长, 可能造成

KC消化损毁. DNA酶Ⅰ的加入, 主要是防止肝

细胞破坏后释放大量DNA, 以免形成黏连、聚

集的絮状物, 影响细胞的分离效率和产率. 在密

度梯度离心的过程中, 可采用多种浓度的Percoll
细胞分离液, 但以30%和60%两种浓度较佳. 密
度梯度离心后, 需要十分小心地吸取KC细胞层. 
培养过程中, KC在30 min内即开始贴壁, 1 h后
KC已贴壁牢靠, 而其他细胞贴壁时间相对较长. 
利用该特点, 可以通过换液, 将其他细胞特别是

肝细胞去除, 以获得较高纯度的KC. 当然, 在整

个过程中, 无菌操作也是十分重要的.  
在进行下一步实验之前, 需要对所提取的

细胞进行鉴定. 我们采用了两种方法对K C进

行鉴定, 包括墨汁吞噬试验和ED2染色试验[22]. 
ED2染色对KC的鉴别具有特异性. ED2(又称

CD163)是单核吞噬细胞系统细胞膜上的一种

跨膜糖蛋白, 其在细胞内的阳性表达是巨噬细

胞活化的重要标志[23], 而肝内其他实质和非实

质细胞均不表达CD163分子. 因此, ED2染色后, 
KC呈现阳性反应, 而其他细胞均呈阴性反应, 
从而能十分有效地将KC与肝内其他细胞区分

出来. 墨汁吞噬试验主要反映的是KC的吞噬功

能. KC是机体内重要的吞噬细胞, 具有吞噬多

种异物包括墨汁中的炭素的能力. 上述两项试

验证实, 我们已获得了高纯度且有良好吞噬功

能的KC, 这为下一步细胞学研究提供了实验物

质基础.  
KC是机体固有免疫的重要组成部分, 炎症

或损伤性刺激, 特别是来自肠道内的细菌代谢

产物LPS, 可激活KC并使其分泌大量生物活性

分子[24-26]. 在本项研究中, 我们发现, LPS可刺激

KC表达和分泌TNF-α. 已知, TNF-α是KC激活

后产生并分泌的最重要的前炎细胞因子之一[3]. 
TNF-α可诱导肝细胞凋亡和坏死, 并促进PMNs
等炎症细胞在炎症损伤部位聚集. 在肝损伤动

物模型中, TNF-α升高水平与肝损伤程度呈密切

正相关关系[27-29]. KC清除后, TNF-α释放明显减

少, 肝细胞损伤显著减轻[30,31]. 因此, KC在免疫

炎症性肝损伤的发病中起着关键作用. 以原代

KC作为研究对象, 有望能够更加深入地阐明急

性肝损伤或肝衰竭的病理生理机制. 我们下一

阶段将进一步借助原代KC, 研究LPS对TNF-α产
生和分泌的细胞分子通路的影响, 以期最终达

到抑制肝内级联性炎性反应和阻断急性肝损伤

发生发展的目的.  
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Abstract
AIM: To explore the mechanisms underlying the 
therapeutic effects of 1,25-dihydroxyvitamin D3 
[1,25(OH)2D3] against experimental ulcerative 
colitis (UC). 

METHODS: Thirty Balb/c mice were randomly 
assigned to groups A to E: control group, model 
group, low-, medium-, and high-dose intervention 
groups. Groups B-E were given 5% DSS solution 
for seven days to induce UC, while group A was 
given equal volume of distilled water. On days 
1, 3, 5, and 7, groups C-E were intraperitoneally 
injected with 50, 100 and 200 ng of 1,25(OH)2D3, 
respectively. Disease activity index (DAI) and his-
topathological score (HPS) were calculated. The 
protein expression of interferon-γ (IFN-γ), inter-

leukin (IL)-17 and IL-4 in colonic tissues was mea-
sured by immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared to the control group, the 
DAI and HPS were significantly higher in the 
model group (7.33 ± 1.03 vs 0.33 ± 0.52, 12.00 
± 0.63 vs 0.17 ± 0.41, both P < 0.01). Compared 
to the model group, the DAI (2.83 ± 0.40, 2.83 
± 0.75, 2.33 ± 0.52) and HPS (10.83 ± 0.98, 7.50 
± 0.84, 6.67 ± 0.52) significantly decreased in 
the three intervention groups (all P < 0.01). The 
expression of IFN-γ and IL-17 was significantly 
higher in the model group than in the control 
group (both P < 0.01), and was significantly 
lower in the intervention groups than in the 
model group (all P < 0.01). IL-4 expression was 
significantly lower in the model group than in 
the control group (P < 0.01), and was signifi-
cantly higher in the intervention group than in 
the model group (P < 0.01). 

CONCLUSION: 1,25(OH)2D3 can maintain local 
immune balance in the colonic mucosa and re-
duce inflammation in ulcerative colitis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨1,25-二羟维生素D3[1,25(OH)2D3]在
葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, DSS)诱
导的小鼠溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
中的作用机制. 

方法: 将30只Balb/c小鼠按随机数字表分为
A-E组 :  对照组、U C组及低、中、高剂量
1,25(OH)2D3干预组. A组小鼠饮用蒸馏水7 d; 
B-E组小鼠自由饮用5%DSS溶液7 d以制成UC

■背景资料
1,25-二羟维生素
D3[1,25(OH)2D3], 
是 维 生 素 D 的 活
性形式, 相关研究
证实1,25(OH)2D3

具有调节免疫系
统的作用, 认为其
可作为一种新型
的免疫调节剂, 运
用到多种免疫相
关性疾病的治疗
中. 1,25(OH)2D3

作 为 维 生 素 D 受
体 (VDR)的配体
发 挥 生 物 效 应 , 
VDR属于核受体
超家族, 免疫系统
的大多数细胞类
型中都有VDR存
在, 尤其是抗原呈
递细胞 ( A P C )和
T细胞. 本文针对
1,25(OH)2D3在溃
疡性结肠炎中的
应用进行了研究. 
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模型. 于造模第1、3、5及7天分别给C-E组小
鼠以低、中、高剂量1,25(OH)2D3(50、100、
200 ng/只)腹腔内注射, A-B组予腹腔注射溶药
载体无菌大豆油作为对照. 观察指标包括疾病
活动指数(disease activity index, DAI)和结肠
组织病理学评分(histopathological score, HPS). 
于造模第8天, 处死所有小鼠. 应用免疫组织
化学方法测定小鼠结肠干扰素-γ(interferon-γ, 
IFN-γ)、白介素(interleukin, IL)-17和IL-4蛋白
水平的表达. 

结果: (1)与对照组DAI和HPS相比, 模型组
小鼠DAI和HPS明显增高(7.33±1.03 vs  0.33
±0.52, 12.00±0.63 vs  0.17±0.41, P <0.01); 
与模型组相比, 经1,25(OH)2D3干预后C-E组
DAI(2.83±0.40、2.83±0.75、2.33±0.52)和
HPS(10.83±0.98、7.50±0.84、6.67±0.52)
均有不同程度的下降(P <0.01); (2)模型组小鼠
结肠IFN-γ(548.00±36.25)和IL-17(121.48±
12.34)的表达显著高于对照组IFN-γ(76.68±
14.19)和IL-17(31.89±4.19)(P <0.01), 干预组
IFN-γ(252.82±32.06、141.72±21.07、171.70
±17.12)和IL-17(76.86±4.48、47.00±6.64、
37.54±5.36)的表达明显低于模型组(P <0.01); 
模型组 I L-4(49.72±11.08 )的表达则显著
低于对照组(89.83±6.97)(P <0.01), 干预组
IL-4(127.23±11.04、303.82±78.14、185.31
±19.01)的表达明显高于模型组(P <0.01). 

结论: 1,25(OH)2D3有助于维持结肠黏膜的局
部免疫平衡机制, 减轻溃疡性结肠炎的炎症.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的发病机制

尚未完全阐明[1], 目前认为, 可能与一系列的易

感基因、环境因素、感染及免疫系统异常的相

互作用有关, 换句话说, 即环境因素作用于遗传

易感者, 在肠道菌丛(或者目前尚未明确的特异

性微生物)的参与下, 启动肠道免疫及非免疫系

统, 而且导致的免疫炎症反应表现为过度亢进

和难于自限[2]. 而同时, 溃疡性结肠炎的发病率

正在上升[3]. 近年来研究发现, 当1,25-二羟维生

素D3[1,25(OH)2D3]缺乏时, Th1细胞活动会增强, 
而Th2细胞和调节性T细胞活动减弱, 由此可诱

导出Th1优势免疫应答[4], 从而引起自身免疫性

疾病的发生. 已有研究证实1,25(OH)2D3具有调

节免疫系统的作用, 认为其可作为一种新型的

免疫调节剂, 运用到类风湿关节炎、多发性硬

化症、2型糖尿病等多种免疫相关性疾病的治

疗中[5-12]. 目前, 1,25(OH)2D3在UC中的研究报道

较少, 因此本研究探讨1,25(OH)2D3在UC模型中

可能的免疫作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 30只10-12周龄Balb/c清洁级♂小鼠, 
体质量25 g±3 g, 购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司[SCXK(沪)2007-0005]. DSS(MW 
= 36 000-50 000)购自MP Bio medicals, LLC, 
1,25(OH)2D3(罗盖全胶囊)为瑞士上海罗氏制药

有限公司生产, 0.25 μg/粒, 将1,25(OH)2D3液体

稀释于无菌大豆油中, 配成浓度为1 μg/mL(0.1 
mL大豆油中含1,25(OH)2D3 0.1 μg)成品. Rabbit 
Anti-IFN gamma(mouse, rat)、Rabbit Anti-IL-
17(mouse, rat)和Rabbit Anti-IL-4(mouse, rat)均购

自北京博奥森生物技术有限公司; GTVisionTM抗

鼠/兔通用型免疫组织化学检测试剂盒[A: HRP
标记聚合物(抗兔/鼠); B: DAB缓冲稀释液; C: 
DAB原液]由Gene Tech (Shanghai) Company lim-
ited提供. 
1.2 方法

1.2.1 造模: 按照Cooper的经典方法, 将30只Balb/c
小鼠按随机数字表分为A-E组: 对照组、UC组

及低、中、高剂量1,25(OH)2D3干预组. 除外对

照组, 其余组小鼠自由饮用5%DSS溶液连续7 d, 
建立小鼠溃疡性结肠炎模型[13,14]. 相关研究采用

1,25(OH)2D3隔天应用一次, 剂量为5 µg/kg[15,16]. 且
已有研究证明, 经腹腔注射或者口服给药方式

对疾病指标或相关因子的影响程度相似, 无显

著性差异[17,18]. 因此, 参照Gysemans CA, Foumier 
C提出的用药剂量和时间, 设定3个剂量组, 于
造模第1、3、5及7天分别给3个干预组小鼠以

低、中、高剂量1,25(OH)2D3(50、100、200 ng/
只)腹腔内注射[15,16], 对照组与模型组予腹腔注

射溶药载体无菌大豆油作为对照. 于造模第8天, 
处死所有小鼠, 采集小鼠结肠标本备检. 
1.2.2 DAI与HPS: 造模过程每日观察小鼠的体质

■研发前沿
由 于 多 种 细 胞
内 均 存 在 特 异
性 维 生 素 D 受 体
( S V D R ) ,  因 此
1,25(OH)2D3对免
疫系统的影响是
多方面的. 
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量、大便性状和隐血情况, 计算疾病活动指数

(disease activity index, DAI)评分[14]. 每只小鼠在

远端结肠、中端结肠和近端结肠各取1块组织

标本(2 mm×10 mm), 常规石蜡包埋、连续4 μm
病理切片(HE染色), 光镜下按结肠组织病理学

评分(histopathological score, HPS)评分评估UC
小鼠的结肠黏膜损伤情况[14]. 
1.2.3 免疫组织化学检测小鼠结肠IFN-γ、IL-17
和IL-4蛋白表达: 采集的小鼠结肠组织经包埋、

切片、烤片、脱蜡、水化、高温高压抗原修复

后, 按试剂说明书步骤进行染色. 用PBS代替一

抗作为阴性对照, 用已知阳性组织作为阳性对

照. 加一抗工作液50-100 μL于组织上, 37 ℃孵育

60 min. 孵育完毕, 用PBS洗3次, 3 min/次. 加A液

50-100 μL, 37 ℃孵育30 min. 孵育完毕, 用PBS
洗3次, 3 min/次. 滴加DAB显色, 用蒸馏水冲洗

终止显色. 复染后, 乙醇由低至高浓度逐级脱水, 
再入二甲苯, 封片. 镜检, 干扰素-γ(interferon-γ, 
IFN-γ)、白介素(interleukin, IL)-17和IL-4为胞

浆阳性, 应用Image-pro plus 6.0图像分析软件, 
IFN-γ、IL-17和IL-4蛋白表达量用累计吸光度

(IA )表示. 
统计学处理 使用统计软件SPSS17.0, Lev-

ene法进行方差齐性检验, 应用方差分析, 组间比

较用LSD-t (方差齐)或Tamhane(方差不齐), 各组

数据以mean±SD表示, 以P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 DAI与HPS 模型组于第5-7天均出现肉眼黏

液血便, 体质量下降明显, 而对照组小鼠大便正

常, 体质量增加. 不同剂量的1,25(OH)2D3干预后, 
黏液血便、消瘦等症状有不同程度的缓解. 对
各组小鼠进行DAI定量评分, 模型组较对照组明

显升高(P <0.01); 各干预组跟模型组相比差异均

有统计学意义(P <0.01, 表1). 模型组4只小鼠结

肠黏膜可见点状出血灶, 但均未见明显糜烂、

溃疡, 2只小鼠黏膜未见明显异常. 其余组小鼠

结肠黏膜无明显异常. 与对照组相比, 模型组小

鼠光镜下全结肠黏膜出现多灶浅溃疡, 大部分

隐窝被完全破坏, 少数残留腺体排列紊乱, 杯状

细胞明显减少; 黏膜和黏膜下层广泛存在炎性

细胞浸润. 各干预组小鼠结肠黏膜较完整, 隐窝

结构基本正常, 炎性细胞少量浸润. HPS评分显

示模型组明显高于对照组(P <0.01); 各干预组较

模型组均有显著下降(P <0.01, 表1, 图1). 
2.2 小鼠结肠IFN-γ、IL-17和IL-4的蛋白表达变

化 对照组小鼠结肠结构完整; 上皮及肠腺中可

观察到IFN-γ棕黄色阳性颗粒, 免疫反应物均匀

分布于胞浆中, 检测IFN-γ在小鼠结肠中的表达

为76.68±14.19; 上皮及肠腺中可观察到IL-17
少量棕色阳性颗粒, 免疫反应物散在分布于胞

浆中, 表达量为31.89±4.19; 上皮及肠腺中可观

察到IL-4棕黄色阳性颗粒, 免疫反应物均匀分布

于胞浆中, 表达量为89.83±6.97. 模型组小鼠结

肠大部分隐窝被破坏; IFN-γ、IL-17的表达量明

显升高(548.33±36.25、121.48±12.34); IL-4的
表达量下降(49.72±11.08). 经1,25(OH)2D3治疗

后, 干预组小鼠结肠黏膜基本完整; IFN-γ的表

达量显著下降(252.82±32.06、141.72±21.07、
171.70±17.12); IL-17的表达量亦下降(76.86±
4.48、47.00±6.64、37.54±5.36); IL-4的表达

量则显著升高(127.23±11.04、303.82±78.14、
185.31±19.01). 这提示UC结肠黏膜中IFN-γ、
IL-17的含量增加, IL-4的含量下降; 1,25(OH)2D3

干预后, IFN-γ、IL-17的含量下降, IL-4的含量升

高. 各组IFN-γ、IL-17和IL-4的IA值不满足方差

齐性, 故采用Tamhane检验(图2). 

3  讨论

在我国, U C是较常见的消化系疾病和慢性腹

泻的主要病因, 并且正逐渐引起消化界的高度

关注[1]. 继1997年Sartor提出免疫调节异常在炎

症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)的
发病中占有中心地位的假说发表并被广泛接

受后, 越来越多的学者认为IBD是一种自身免

疫性疾病. UC患者体内存在免疫功能紊乱, 经
1,25(OH)2D3治疗后T淋巴细胞在植物凝集素的

刺激下, 增殖明显低于正常对照组, 并呈剂量依

赖性特点[19]. IBD的发病过程中, 1,25(OH)2D3的

缺乏较为常见[20,21]. Cantorna等[22]亦报道了维生

■相关报道
大多数实验表明, 
1,25(OH)2D3可以
抑制T细胞向Th1
及Th17分化 ,  促
进及调节调节性
T 细 胞 ( T r e g ) 向
Th2分化.
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表 1 5组小鼠的DAI和HPS (n  = 6, mean±SD)

     分组  DAI(第7天)      HPS(DC)

对照组 0.33±0.52   0.17±0.41

模型组 7.33±1.03b 12.00±0.63b

低剂量组 2.83±0.40d 10.83±0.98d

中剂量组 2.83±0.75d   7.50±0.84d

高剂量组 2.33±0.52d   6.67±0.52d

DC: 远端结肠; DAI: 疾病活动指数; HPS: 结肠组织病理学评分. 
bP<0.01 vs 对照组; dP<0.01 vs  模型组. 
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图 1 5组小鼠病理图示(×200). 对照组: 结肠结构: 黏膜层、黏膜下层、肌层、浆膜层. 模型组: 可见大部分隐窝被完全破

坏, 部分病灶可有少许腺体残留(白色箭头); 广泛存在炎性细胞浸润(黑色箭头). 低、中、高剂量组: 结肠黏膜基本完整, 隐窝

结构正常且清楚, 少量炎性细胞浸润, 未见明显溃疡.

■应用要点
对1,25(OH)2D3与
自身免疫性疾病
的相关性进深入
研究, 将为从基因
水平认识自身免
疫性疾病的发病
机制提供重要的
线索, 并且可为疾
病的治疗和预防
提供新的途径. 
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图 2 5组小鼠结肠IFN-γ、IL-17和IL-4的蛋白表达变化. A: 模型组小鼠结肠结构完整; 上皮及肠腺中均可观察到IFN-γ棕黄

色阳性颗粒, 免疫反应物均匀分布于胞浆中; 上皮及肠腺中可观察到IL-17少量棕色阳性颗粒, 免疫反应物散在分布于胞浆

中; 上皮及肠腺中可观察到IL-4棕黄色阳性颗粒, 免疫反应物均匀分布于胞浆中. Model组小鼠结肠可见大部分隐窝被破坏; 

IFN-γ的表达量明显升高(红色箭头); IL-17的表达量明显升高(黑色箭头); IL-4的表达量显著下降(蓝色箭头). 三个干预组结

肠黏膜基本完整; IFN-γ、IL-17的表达量显著下降; IL-4的表达量显著升高(×400); B: bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  模型组.
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■名词解释
系统性红斑狼疮
(SLE): 是一种具
有广泛临床和免
疫学异常的自身
免疫性疾病, 其病
因学尚不明确. 遗
传对SLE的重要
影响已在大量的
流行病学研究中
得 到 验 证 .  除 了
遗传易感因素以
外, 环境因素也与
自身免疫性疾病
的发生发展密切
关系, 维生素D可
能就是一个重要
的环境因素. 在光
照少的地区, 如北
美、北欧地区, 自
身免疫性疾病的
患 病 率 较 高 .  另
外, 维生素D摄入
较少也可能是患
病原因. SLE患者
体内DCs数量及
功能的异常改变
在其发病及病情
进展中具有很重
要的作用.
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素D可能的治疗和预防IBD的作用, 敲除IL-10小
鼠, 维生素D缺乏会加剧IBD的症状和病情. 

由于多种细胞内均存在特异性维生素D
受体(specific vitamin D receptor, SVDR), 因此

1,25(OH)2D3对免疫系统的影响是多方面的. 大
多数实验表明 ,  1,25(O H)2D3可以抑制T细胞

向Th1及Th17分化, 促进及调节调节性T细胞

(Treg)向Th2分化[9]. 1,25(OH)2D3可抑制白介素

(interleukin)-12(IL-12)及Th1分泌的IFN-γ、IL-5
等相关细胞因子, 而IL-12在Th1的分化过程中起

重要作用, 因此1,25(OH)2D3可以抑制Th1细胞的

分化, 但也有研究者认为, 1,25(OH)2D3并不能抑

制Th1的分化[23,24], 相关研究表明, 1,25(OH)2D3

可直接作用于T细胞亚型如T h1细胞、T h17
细胞等, 下调促炎因子IFN-γ、IL-17等, 同时

亦能上调Th2型细胞因子IL-4等[6,25]. 本实验用

1,25(OH)2D3干预UC模型可以缓解UC小鼠的

黏液血便、消瘦等症状, 亦能减轻UC小鼠肠黏

膜病理学上的炎症改变, 这也提示一定剂量的

1,25(OH)2D3可能对UC小鼠有治疗效应. 
研究证实, IFN-γ主要由Th1淋巴细胞产生, 

他的免疫调节活性强, 是典型的促炎因子. 研究

表明, Th17细胞产生的IL-17在炎症性疾病和自

身免疫性疾病中起着关键的作用[26-29]. 而IL-4主
要由活化T细胞合成, 可以抑制细胞因子包括

IL-1、IL-6等的产生, UC患者的IL-4 mRNA表达

及蛋白分泌明显减少, 提示IL-4与UC的发病有

关[17]. 本实验应用免疫组织化学方法测定小鼠

病变结肠组织中IFN-γ、IL-17和IL-4蛋白水平的

表达, 研究结果提示, UC小鼠结肠组织IFN-γ和
IL-17蛋白表达量高于对照组, IL-4的蛋白表达

量明显下降, 这与王婷等学者的观点是相符的[2]; 
经1,25(OH)2D3干预后IFN-γ和IL-17的表达则有

不同程度的下降, 而IL-4的表达明显升高. 这提

示, 1,25(OH)2D3抑制肠道炎症因子IFN-γ和IL-17
的表达, 上调抑炎因子IL-4是成立的. 

本实验着手UC小鼠模型的免疫机制方面

进行了探讨, 发现UC小鼠IFN-γ、IL-17的蛋白

表达量均显著升高, 而IL-4的蛋白表达量明显

下降, 这提示Th1细胞、Th17细胞在UC中可能

是活跃的, Th2反应则被抑制. 1,25(OH)2D3干

预后IFN-γ和IL-17的表达水平明显下降, IL-4
的表达水平显著上升, 这表明1,25(OH)2D3可以

抑制过度的免疫反应, 减少促炎因子的过度表

达, 上调抑炎因子, 促进促炎、抑炎因子的平

衡, 从而缓解肠道炎症. 后续我们将进一步探索

1,25(OH)2D3对免疫系统的具体作用机制. 
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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 expression of the 
NUCB2 gene and NUCB2/nesfatin-1 protein in 
gastrointestinal tissues of obese and normal rats.

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into two groups to be fed a high-
fat diet or a normal diet. At the end of eight 
weeks, gastric, duodenal, small intestinal and 
colonic tissues were collected to detect the ex-
pression of NUCB2 mRNA and NUCB2/nesfa-

tin-1 protein by real-time RT-PCR and immuno-
histochemistry, respectively. 

RESULTS: The expression levels of NUCB2 
mRNA in gastric, duodenal, and small intesti-
nal tissues of obese rats were 2.02, 1.49 and 1.23 
times higher than those in corresponding tis-
sues of normal controls (t = 4.256, 3.455, 2.402; 
P = 0.000, 0.002, 0.026), showing a significant 
positive correlation with Lee’s index (r = 0.677, 
0.561, 0.538; P = 0.006, 0.030, 0.039); however, 
the expression level of NUCB2 mRNA in co-
lonic tissue showed no significant difference 
between the two groups (t = 1.835, P = 0.077). 
NUCB2/nesfatin-1 protein was localized in the 
lower 2/3 of gastric mucosal glands, Brunner’s 
glands and Paneth cells of the duodenum, and 
Paneth cells of the small intestine. The expres-
sion level of NUCB2/nesfatin-1 protein in gas-
tric tissues was significantly increased in obese 
rats compared with normal controls (Z = -2.955, 
P = 0.003), and was positively correlated with 
Lee’s index (r = 0.677, P = 0.008). The expres-
sion level of NUCB2/nesfatin-1 protein in Pan-
eth cells of the duodenum and small intestine 
in obese rats significantly decreased compared 
with normal controls (Z = -2.026, -2.648; P = 
0.043, 0.008), showing a significant negative 
correlation with Lee’s index (r = -0.557, -0.617; 
P = 0.031, 0.014). 

CONCLUSION: NUCB2/nesfatin-1 is widely 
expressed in gastrointestinal tissues of rats, and 
the expression of NUCB2 mRNA and NUCB2/
nesfatin-1 protein is up-regulated in gastric tissues 
of obese rats, while NUCB2/nesfatin-1 protein is 
down-regulated in Paneth cells in obese rats.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: NUCB2; Nesfatin-1; Obesity; Gastroin-
testinal tract; Paneth cells
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Expression of nucleobindin-2/nesfatin-1 in gastrointestinal 
tissues of high-fat diet-induced obese rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2013; 21(4): 320-326  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/320.asp  DOI: http://dx.doi.
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■背景资料
目前, 肥胖已成为
严重影响人类健
康的世界公共卫
生 问 题 ,  各 种 引
起食欲增强或降
低的摄食调节肽
在肥胖调控过程
中具有重要意义. 
nesfatin-1是新发
现的摄食调节肽,
在中枢及外周分
布广泛, 具有降低
食欲、减少摄食
等生理作用.

■同行评议者
汤华, 研究员, 重
庆医科大学感染
性疾病分子生物
学重点实验室
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摘要
目的: 研究肥胖与正常大鼠胃肠组织NUCB2
mRNA及NUCB2/nesfatin-1蛋白的表达.

方法: 30只健康♂Wistar大鼠随机均分为高脂
高营养性肥胖组和正常对照组, 8 wk后取其
胃、十二指肠、小肠、结肠组织, 分别采用
实时荧光定量RT-PCR及免疫组织化学的方
法检测NUCB2 mRNA及NUCB2/nesfatin-1蛋
白的表达.

结果:  (1)肥胖组大鼠胃、十二指肠、小肠
NUCB2 mRNA表达量分别是对照组的2.02、
1.49、1.23倍(t  = 4.256, P  = 0.000; t  = 3.455, 
P  = 0.002; t  = 2.402, P  = 0.026), 且NUCB2 
mRNA表达量与大鼠Lee's指数均呈正相关
(r  = 0.677, P  = 0.006; r  = 0.561, P  = 0.030; r  = 
0.538, P  = 0.039); 两组大鼠结肠组织NUCB2 
mRNA表达差异无统计学意义(t  = 1.835, P  = 
0.077); (2)两组大鼠胃黏膜中下2/3、十二指肠
布氏腺及潘氏细胞、小肠潘氏细胞中均检测
到NUCB2/nesfatin-1蛋白的表达; 肥胖组大鼠胃
NUCB2/nesfatin-1蛋白表达较对照组增多(Z  = 
-2.955, P  = 0.003), 表达量与大鼠Lee's指数呈正
相关(r = 0.677, P  = 0.008); 肥胖组大鼠十二指肠
及小肠潘氏细胞中NUCB2/nesfatin-1蛋白表达
较对照组减少(Z = -2.026, P  = 0.043; Z  = -2.648, 
P  = 0.008), 表达量与大鼠Lee's指数均呈负相关
(r  = -0.557, P  = 0.031; r  = -0.617, P  = 0.014).

结论: NUCB2/nesfat in-1在大鼠胃肠道中分
布广泛, 肥胖大鼠胃组织NUCB2 mRNA及
NUCB2/nesfatin-1蛋白表达上调、潘氏细胞
NUCB2/nesfatin-1蛋白表达下调.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肥胖是由于食欲及胃动力等的异常造成体质量

过度增长并引起人体生理、病理改变的慢性代

谢性疾病, 严重影响人类健康[1-4]. 引起食欲改

变的摄食调节肽在肥胖调控过程中具有重要

意义. nesfat in-1是Oh-Ⅰ等近年来新发现的来

源于核组蛋白(nuc leobind inⅡ, 简称NUCB2)

的厌食肽 [5],  在外周, 主要分布于胃、十二指

肠、胰腺、小肠、结肠、食管、肝及脂肪组织

等[6-8], 外源性给予nesfatin-1可明显降低食欲、

减少摄食、减少皮下脂肪, 抑制胃动力及胃酸

分泌[5,9-12]. 因此推测肥胖与正常大鼠胃肠道中

NUCB2/nesfat in-1的表达可能存在差异. 本实

验通过分子生物学及免疫组织化学的方法检

测正常及肥胖大鼠胃肠组织中NUCB2 mRNA
及NUCB2/nesfatin-1蛋白的表达分布特点, 探讨

nesfatin-1对机体体质量及能量平衡的调节, 从而

为肥胖的控制和能量失衡相关疾病的诊治提供

理论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 逆转录试剂盒(DRR047A)、荧光染

料试剂盒(DRR081A)及引物的设计合成(大连

Takara公司); 兔抗大鼠nesfat in-1多克隆抗体

(H-003-22, Phoenix Pharmaceuticals); 二步法免

疫组织化学检测试剂(PV-6001, 北京中杉金桥生

物技术有限公司); 实时荧光定量PCR仪(Rotor 
Gene 3000, 澳大利亚Corbett Research公司); 紫
外线分光光度仪(NanoDrop 2000c, 美国Thermo
公司); 凝胶成像分析系统(美国UVP公司); 多
功能真彩色细胞图象分析系统(Image-Pro Plus, 
美国Media Cybernetics公司); 显微镜(BX51T-
PHD-J11型, 日本Olympus公司).  
1.2 方法

1.2.1 动物准备: 30只健康♂Wistar大鼠(青岛市

药品检验所提供), 体质量110 g±10 g, 适应性饲

养3 d后, 随机均分为正常对照组和高脂饮食诱导

的肥胖组, 高脂配方为: 100 g基础饲料中加入全

脂奶15 g、猪油5 g、鸡蛋黄50 g、黄豆15 g、鱼

肝油10滴[13], 大鼠在造模期间自由摄食和饮水, 
昼夜周期为12/12 h, 饲喂环境温度22 ℃±2 ℃, 
相对湿度50%±5% .  每周定期观察大鼠进食

量、饮水量, 测定体质量及身长, 8 wk末内眦取

血检测甘油三酯, 高脂饮食组大鼠体质量高于

对照组20%作为肥胖的标准[14]. 所有实验操作均

遵循青岛大学动物饲养道德规范指导方针. 肥
胖大鼠造模成功后, 经颈椎脱臼处死后快速取

其相对固定部位的胃、十二指肠、小肠、结肠

组织, 分为2部分: 装至盛有RNA样本保存液的

EP管中, 并存入4 ℃冰箱以备总RNA的提取, 另
一部分浸入10%甲醛固定24 h, 常规石蜡包埋、

切片, 以备免疫组织化学实验.
1.2.2 实时荧光定量RT-PCR检测NUCB2 mRNA

■研发前沿
nesfatin-1在肥胖
大鼠胃肠道表达
分布的研究较少, 
尤其是在小肠组
织潘氏细胞中的
表达, 其与正常大
鼠胃肠道表达差
异的原因及其外
周的作用机制有
待进一步研究. 
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的表达: 按照TRIzol常规方法分别从100 mg胃、

十二指肠、小肠、结肠组织中提取总RNA, 于
紫外分光光度仪测定RNA浓度及纯度, 并于1%
的凝胶进行电泳以鉴定RNA的完整性. 取1 μg总
RNA按说明书进行逆转录获取cDNA, 并在Rotor 
Gene 3000上进行实时荧光定量PCR, 以β-actin
为内参照. 引物序列如下: β-actin: 5'-GGAGAT-
TACTGCCC TGGCTCCTA-3'(上游); 5'-GACT-
CATCGTACTCCTGCTTGCTG-3'(下游), 扩增

片段长度为150 bp; NUCB2: 5'-CAGTTTGAA-
CACCTGAACCACCA-3'(上游); 5'-TCATGCC-
GAGTCCGGTCATA-3'(下游), 扩增片段长度为

113 bp. 反应条件: 95 ℃预变性30 s, 95 ℃变性5 s, 
60 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 共40个循环. 每个

部位取3个样本重复上述步骤. 以2-△△Ct表示样本

中NUCB2 mRNA的相对表达量. 
1.2.3 免疫组织化学检测NUCB2/nesfatin-1蛋白

的表达: 大鼠胃、十二指肠、小肠、结肠组织

的石蜡切片经脱蜡、水化后, 置于0.01 mol/L枸
橼酸盐缓冲液(pH 6.0)中加热进行抗原修复, 经
3%过氧化氢孵育以消除内源性的过氧化物酶, 
一抗为1∶2 000稀释的兔抗大鼠nesfatin-1多克

隆抗体, 同时用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作

阴性对照, 用已知的NUCB2/nesfat in-1阳性表

达的下丘脑组织做阳性对照. 滴加山羊抗兔二

抗, DAB显色后经苏木素复染, 脱水, 中性树脂

封片, 于光学显微镜下观察结果. 在组织切片

中, NUCB2/nesfatin-1阳性细胞表现为胞浆染为

棕黄色. 结果判断标准: 在40×10的显微镜下, 
每张切片随机选取5个互不重叠有代表性的视

野, 结果由阳性细胞的百分比和染色强度两方

面确定: (1)按Image-Pro Plus图象分析系统计数

阳性细胞的百分比记分: 阳性细胞数<5%为0分, 
6%-24%为1分, 25%-49%为2分, 50%-74%为3分, 
≥75%为4分; (2)按染色强度记分: 未染色或染

色不清为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 深棕

色或褐色为3分. 每张切片记分等于以上两项记

分的乘积: 0分为阴性(-), l-3分为弱阳性(+), 4-7
分为阳性(++), 8-12分为强阳性(+++).

统计学处理 采用SPSS17.0统计学软件进行

数据分析. 计量资料均经正态性及方差齐性检

验, 采用两个独立样本均数的t检验; 计数资料

采用等级秩和检验(Mann-Whitney法); NUCB2 
mRNA及NUCB2/nesfatin-1蛋白与大鼠Lee's指
数的相关性分别采用Pearson及Spearman相关分

析; P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果 

2.1 高脂饲料对大鼠各项指标的影响 肥胖模型

组大鼠在造模过程中摄食及饮水量较对照组明

显增多, 体质量、身长、Lee's指数[(体质量)1/3
×103/身长(cm)]及甘油三酯均高于对照组(t  = 
9.837, P  = 0.000; t  = 2.307, P  = 0.029; t  = 5.276, P  
= 0.000; t  = 3.192, P  = 0.003, 表1).
2.2 NUCB2 mRNA在大鼠胃肠道的表达

2.2.1 总RNA质量的检测: 各样本总RNA的浓

度为200-2 000 ng/μL, A 260/280的比值为1.8-2.0, 
提示R N A样本无蛋白质和D N A污染 ,  浓度

及纯度较理想;  总R N A电泳条带出现核糖体

RNA(rRNA)28S、18S及5.8S 3条亮度依次递减

的条带, 且28S与18S两条带亮度之比为2∶1, 说
明提取的RNA较完整(图1A).

■相关报道
L i等研究表明在
高脂饮食介导的
肥胖小鼠胃黏膜
中NUCB2 mRNA
及NUCB2/nesfa-
tin-1蛋白的表达
显著增加; Raman-
janeya等实验显示
肥胖小鼠及人循
环中的nesfatin-1
水平升高.

表 1 高脂饲料对大鼠体质量、身长、Lee's指数及甘油三酯的影响 (mean±SD)

     分组     体质量(g)    身长(cm)     Lee's指数 甘油三酯(mmol/L)

对照组 346.67±22.17 21.87±0.52 321.19±5.89     0.91±0.14

肥胖组 432.33±25.42b 22.43±0.80a 337.23±10.20b     1.09±0.17b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

28.0
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  5.8

A B 图 1 RNA电泳条带(A)及PCR产物电泳条
带(B). M: DNA marker; 1: 正常大鼠胃组织

β-actin; 2: 正常大鼠胃组织NUCB2; 3: 肥

胖大鼠胃组织β-actin; 4: 肥胖大鼠胃组织

NUCB2.
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■创新盘点
本 实 验 首 次 在
十二指肠及小肠
潘氏细胞中检测
到NUCB2/nesfa-
tin-1蛋白的表达, 
且在肥胖大鼠体
内 表 达 下 调 ,  提
示潘氏细胞中的
NUCB2/nesfatin-1
可能参与摄食、
能量调节等过程. 

2.2.2 实时荧光定量P C R检测结果: N U C B2/
β-ac t in基因表达阳性的标本, 荧光定量扩增呈

现典型的S型曲线, 阴性对照标本则呈不规则

波浪线(图2A) ;  每个扩增产物的融解曲线均

为单峰 ,  提示无非特异性扩增及引物二聚体

的形成(图2B). 将PCR产物于1.5%凝胶进行电

泳, 提示扩增片段长度与设计一致, 各条带清

晰无杂带(图1B). 肥胖组大鼠胃、十二指肠、

小肠NUCB2 mRNA的表达量均高于对照组(t  = 
4.256, P  = 0.000; t  = 3.455, P  = 0.002; t  = 2.402, 
P  = 0.026), 分别是对照组的2.02(0.88-3.69)倍、

1.49(0.85-2.60)倍、1.23(0.95-1.60)倍; 两组大鼠

结肠NUCB2 mRNA表达差异无统计学意义(t  = 
1.835, P  = 0.077, 图3) .      
2.2.3 肥胖大鼠胃肠道NUCB2 mRNA表达量与

Lee's指数的相关性分析: 以肥胖大鼠Lee's指数

为因变量的Pearson相关分析显示, 胃、十二指

肠及小肠组织NUCB2 mRNA相对表达量与大

鼠Lee's指数均呈正相关(r  = 0.677, P  = 0.006; r  = 
0.561, P  = 0.030; r  = 0.538, P  = 0.039). 
2.3 NUCB2/nesfatin-1蛋白在大鼠胃肠道的表达

2.3.1 NUCB2/nesfatin-1蛋白在胃组织中的表达: 
NUCB2/nesfatin-1免疫阳性细胞分布于大鼠胃

黏膜中下2/3, 且肥胖组胃NUCB2/nesfatin-1蛋
白表达较对照组增多, 差异有统计学意义(Z  = 
-2.955, P  = 0.003, 图4A, B).
2.3.2 NUCB2/nesfatin-1蛋白在肠道组织中的表

达: 在十二指肠, NUCB2/nesfatin-1免疫阳性细

胞分布于黏膜下布氏腺(图4E), 两组大鼠布氏腺

中NUCB2/nesfatin-1蛋白表达差异无统计学意

义(Z  = -0.727, P  = 0.467); NUCB2/nesfatin-1蛋白

表达于十二指肠及小肠腺窝部的潘氏细胞, 并
经连续切片HE染色证实, 肥胖大鼠十二指肠及

小肠潘氏细胞数量并未减少(t  = 0.384, P  = 0.704; 
t  = 1.047, P  = 0.304, 图4C, D), 而NUCB2/nesfa-
tin-1蛋白表达量减少(Z  = -2.026, P  = 0.043; Z  = 
-2.648, P  = 0.008, 图4F-I).
2.3.3 肥胖大鼠胃肠道NUCB2/nesfat in-1蛋白

表达量与Lee's指数的相关性分析: 以肥胖大鼠

Lee's指数为因变量的Spearman等级相关分析显
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示, 胃组织NUCB2/nesfatin-1蛋白表达量与大鼠

Lee's指数呈正相关(r  = 0.677, P  = 0.008); 十二指

肠及小肠潘氏细胞中NUCB2/nesfatin-1蛋白表

达量与大鼠Lee's指数均呈负相关(r  = -0.557, P  = 
0.031; r  = -0.617, P  = 0.014).

3  讨论    

nes fa t in-1是新发现的摄食调节肽, 由其前体

NUCB2在激素原转化酶(prohormone convertases, 
PC)作用下裂解而来. 在中枢, nesfatin-1广泛分布

于与摄食调节相关的核团, 如室旁核(PVN)、视

上核(SON)、弓状核(ARC)及孤束核(NTS)等[15,16]. 
在外周, 胃组织中主要分布于黏膜泌酸腺内分

泌细胞, 与Ghrelin共存于X/A样细胞, 与组氨酸

脱羧酶(HDC)、生长抑素共存于胃黏膜腺基底

部; 在十二指肠, NUCB2/nesfatin-1免疫活性细

胞主要分布于布氏腺; 另外, 胰腺、小肠、结

肠、食管、肝等部位也有NUCB2/nesfatin-1的
表达[6,7]. NUCB2/nesfatin-1在消化系的表达特点

提示其可能具有调节摄食、胃肠动力、胃酸分

泌及营养物质的消化吸收等作用.
    中枢及外周NUCB2/nesfatin-1的表达因代谢

状态不同而异: 大鼠禁食24 h后, 室旁核(PVN)、

视上核(SON)[17]以及胃黏膜[6]的NUCB2 mRNA
的表达均下降, 再进食后表达上调. 另外, 通过

等渗泵持续向大鼠脑室内灌注nesfatin-1, 可导

致长期的摄食减少、体质量减轻, 表明NUCB2/
nesfatin-1具有慢性、长期调节摄食的作用[5]. 大
鼠脑室内注射nesfatin-1, 在引起摄食减少的同

时能降低体质量, 减少皮下、附睾、肠系膜等

部位的脂肪含量[5]. 神经性厌食症患者血浆中

的nesfatin-1水平较低, 并与BMI呈正相关[18], 提
示外周nesfatin-1表达水平受营养状态调节. Ra-
manjaneya等[8]也证实, 循环中NUCB2/nesfatin-1
的水平与BM I呈正相关, 禁食24 h后脂肪细胞

NUCB2/nesfatin-1表达减少, 高脂饮食小鼠的脂

肪组织及循环中的NUCB2/nesfatin-1水平升高, 
提示外周nesfatin-1可能参与体质量的调节. 小鼠

脑室内注射nesfatin-1, 能降低胃窦部的胃动力指

数, 延长十二指肠第三期收缩的启动时间[19], nes-
fatin-1还能抑制正常及肥胖大鼠在体及离体胃平

滑肌的收缩, 提示其参与胃动力调节[11,20].

本实验证实肥胖大鼠胃组织NUCB2 mRNA
及NUCB2/nesfat in-1蛋白表达均增加, 且与大

鼠Lee's指数呈正相关, 推测nesfatin-1在胃组织

的表达受不同营养状态的调控, 高脂饮食介导

■应用要点
本文通过研究正
常与肥胖大鼠胃
肠道nesfatin-1在
基因及蛋白水平
的表达差异, 为肥
胖相关的食欲异
常、胃肠动力性
疾病的临床诊治
提供理论依据.
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E F H
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图 4 NUCB2/nesfatin-1蛋白在正常
及肥胖大鼠胃肠组织中的表达. A: 正

常胃(×100); B: 肥胖胃(×100); C: 正

常潘氏细胞(HE×400); D: 肥胖潘氏细

胞(HE×400); E: 布氏腺(×200); F: 正

常十二指肠潘氏细胞(×200); G: 肥胖

十二指肠潘氏细胞(×200); H: 正常小

肠潘氏细胞(×200); I: 肥胖小肠潘氏细

胞(×200); J: 结肠阴性对照(×200); K: 

下丘脑阳性对照(×200).
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的肥胖大鼠营养过度, 由于机体负反馈机制的

存在, 使内源性的厌食肽表达上调, 表现出抑制

摄食的趋势, 但肥胖大鼠的食欲并无下降, 反
而增加, 考虑可能与肥胖大鼠nesfatin-1受体表

达下降或敏感性降低有关. 因此, 需进一步研

究nesfatin-1的受体及其在中枢与外周的表达特

点, 从而明确nesfatin-1的作用机制. 研究显示, 
在高脂饮食介导的肥胖小鼠胃黏膜中NUCB2 
mRNA及NUCB2/nesfatin-1蛋白的表达显著增

加, 并受mTOR(哺乳动物雷帕霉素靶蛋白)信号

通路调节[21]. 而血浆中的nesfatin-1可能来源于

胃肠道的内分泌细胞, 高脂饮食的人及小鼠循

环中的nesfatin-1升高, 且人血浆nesfatin-1水平

与BMI呈正相关[5,8]. 这与肥胖大鼠胃组织中表

达上调的趋势相一致, 从而进一步证实胃组织

NUCB2/nesfatin-1作为血浆中的nesfatin-1来源

的推测. 而NUCB2/nesfatin-1能以双向不饱和方

式通过血脑屏障[22,23], 提示外周及中枢产生释放

NUCB2/nesfatin-1可能同时具有降低食欲、抑

制摄食从而达到调节体质量及能量平衡的作用.
肥胖大鼠十二指肠及小肠NUCB2 mRNA表

达上调, 且与大鼠Lee's指数呈正相关, 而免疫组

织化学方法并未检测到布氏腺中NUCB2/nesfa-
tin-1蛋白表达上调, 提示nesfatin-1在基因转录水

平的调控与胃组织类似, 经负反馈机制使其表

达上调, 而在布氏腺中的蛋白翻译并无明显差

异, 推测十二指肠中NUCB2/nesfatin-1蛋白可能

参与营养物质吸收、肠黏膜保护等, 但并不直

接参与体质量及能量平衡的调节.
潘氏细胞内含有防御素、溶菌酶、IgA等, 

具有调节肠道菌群、保护肠黏膜等功能, 而防

御素、溶菌酶等的表达与炎症性肠病的发生、

发展密切相关; 潘氏细胞颗粒的积聚和释放受

禁食及摄食的影响, 禁食后颗粒积聚, 再进食可

使其颗粒释放[24-26]. 肥胖大鼠潘氏细胞中的防御

素及溶菌酶在基因水平表达上调, 而受翻译拮

抗剂的作用使二者在蛋白水平表达下调, 从而

推测潘氏细胞分泌颗粒的异常导致肥胖相关疾

病的发生[27]. 本实验首次在十二指肠及小肠潘氏

细胞中检测到NUCB2/nesfatin-1蛋白的表达, 且
在肥胖大鼠表达下调, 并与大鼠Lee's指数呈负

相关, 提示潘氏细胞中的NUCB2/nesfatin-1可能

参与摄食、能量调节等有关, 其详细机制有待

进一步研究.
总之, 本实验提示肥胖大鼠外周NUCB2/

nesfatin-1表达可能对摄食、能量代谢、胃肠动

力等具有重要调节作用, 为进一步揭示肥胖相

关的食欲异常、胃肠动力性疾病及炎症性肠病

的发生机制提供了理论依据.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical significance of 
expression of transforming growth factor-β1 
(TGF-β1), transforming growth factor β-inducible 
early gene 1 (TIEG1) and stathmin in esophageal 
squamous cell carcinoma (ESCC).

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of TGF-β1, TIEG1 and 
stathmin in 62 cases of ESCC, 31 cases of tumor-
adjacent atypical hyperplasia epithelium and 62 
cases of normal esophageal epithelium.

RESULTS: The positive rates of TGF-β1 and 
TIEG1 proteins in normal esophageal epithelium 
were significantly higher than those in tumor-
adjacent atypical hyperplasia epithelium and 
ESCC [TGF-β1: 62 (100.0) vs 22 (71.0), 41 (66.1), 
P < 0.05]. The expression of stathmin was also 
noted in ESCC and tumor-adjacent atypical hy-
perplasia epithelium, but its expression was not 
as wide as that of TGF-β1 and TIEG1. In normal 
esophageal epithelium, the expression of stath-
min was not detected. Expression of stathmin in 
ESCC had a negative correlation with TGF-β1 
and TIEG1 expression (r = -0.609, -0.459, both P 
< 0.05)). The expression of TGF-β1, TIEG1 and 
stathmin proteins was closely correlated with 
clinical grade and lymph node metastasis in 
ESCC (all P < 0.05).

CONCLUSION: TGF-β1 and TIEG1 may bind 
to stathmin, down-regulate stathmin expression 
and  inhibit the metastasis of ESCC.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Transforming growth factor-β1; Transforming growth 
factor-β1 inducible early gene 1; Stathmin (OP18); 
Infiltration; Metastasis; Immunohistochemistry

Pang X, Li SL, Zhao ZH, Zhang HX, Gao DL. Clinical 
significance of expression of TGF-β1, TIEG1 and stathmin 
proteins in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(4): 327-331  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/327.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.3748/wcjd.v21.i4.327

摘要 
目的: 探讨转化生长因子-β1(transforming grow-
th factor-β1, TGF-β1)、早期基因1(transforming 
growth factor β-inducible early gene 1, TIEG1)
和Stathmin蛋白在食管鳞状细胞癌(esophageal 
squamous cell carcinoma, ESCC)组织中的表达
及临床意义.

方法: 应用免疫组织化学法检测62例ESCC、
31例癌旁不典型增生组织及62例正常食管黏
膜组织中TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白的

■背景资料
食管癌是人类常
见的恶性肿瘤之
一, 我国河南省更
为常见. 食管癌的
发生发展及侵袭
转移是一个多因
素参与的复杂过
程, 因此研究食管
癌发病及转移机
制, 并寻找新的治
疗靶点具有重要
的意义. 
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表达情况.

结果: 正常食管黏膜组织中TGF-β1和TIEG1
蛋白表达的阳性率显著高于非典型增生组
织和食管癌组织[T G F-β1: 62(100.0%) v s  
22(71.0%), 41(66.1%), P <0.05]. 食管鳞癌组织
和癌旁不典型增生组织中也检测到Stathmin
蛋白表达, 但较TGF-β1和TIEG1表达范围窄. 
正常食管黏膜组织中未检测到Stathmin的表
达. 进一步统计分析表明Stathmin与TGF-β1、
TIEG1在食管鳞癌的表达呈负相关[TGF-β1: 
r  = -0.609, r  = -0.459; TIEG1: P <0.05); 高表达
Stathmin的病例中TGF-β1和TIEG1低表达或
不表达. 统计结果还表明TGF-β1、TIEG1和
Stathmin蛋白表达与癌的临床分级及淋巴结
转移密切相关(P <0.05).

结论: TGF-β1和TIEG1蛋白可能结合Stathmin
结合位点, 负性调节Stathmin蛋白, 抑制食管
癌的转移. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

食管癌是人类常见的恶性肿瘤之一, 食管癌的

形成是一个复杂的过程, 其发生、发展存在着

多种途径, 包括细胞的增殖、凋亡的抑制、肿

瘤基质和肿瘤周围血管的形成等多个方面, 而
这些方面又受到多种因素的调控, 其中细胞因

子对肿瘤的作用越来越受到关注[1]. 目前的研究

显示, 转化生长因子β(transforming growth factor 
β, TGF-β)能够抑制肿瘤细胞的增殖, 但又有促

进肿瘤生长和浸润的作用[2]. TIEG1为TGF-β诱
导的早期反应基因, 目前研究者认为TIEG1主要

的生物学功能是抑制细胞增殖、诱导凋亡, 与
TGF-β的诱导相似, TIEG1表达水平的降低与

乳腺癌、胃癌和胰腺癌等多种肿瘤的发生、发

展有关[3,4]. Stathmin为一种高度保守的胞质磷

蛋白, 在多种肿瘤细胞中过表达[5]. 另有报道显

示, TGF-β和TIEG1可以下调Stathmin的表达[6], 
提示三者在肿瘤的发生发展中可能具有极其重

要的内在联系. 然而, 迄今为止, 国内外尚未见

食管癌中TGF-β1、TIEG1和Stathmin的研究报

道, 本研究通过免疫组织化学技术检测食管癌

组织、不典型增生组织和正常食管黏膜组织中

TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白的表达, 并分析

三者表达的相关性, 以期为食管癌的分子诊断

及临床治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集河南省安阳市肿瘤医院2006-02-26/
2006-03-16食管癌新鲜切除的手术标本62例, 其
中男36例, 女26例, 年龄在38-75岁之间, 所有患

者术前均无化疗、放疗及免疫治疗史. 62例标

本分别在无坏死区癌组织、癌旁3 cm以内及远

端正常黏膜组织3处取材, 经40 g/L甲酫固定, 常
规脱水, 石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分
别用于HE和免疫组织化学染色. 经HE染色病理

组织学证实, 癌灶组织均证实为鳞状细胞癌. 按
WHO分类标准(1996)进行组织学分级: 高分化

15例, 中分化25例, 低分化22例. 浸润深度: 深肌

层55例, 浅肌层7例. 伴淋巴结转移者20例, 无淋

巴结转移者42例. 癌旁组织中31例是不典型增

生. 远端正常黏膜组织均为正常食管黏膜. 鼠抗

人单克隆抗体TGF-β1、Stathmin工作液及S-P免
疫组织化学试剂盒和DAB显色剂均购自北京中

杉金桥生物技术开发公司; 兔抗人多克隆抗体

TIEG1购自美国Santa Cruz公司, 稀释倍数为1∶
300. 
1.2 方法 采用SP法, DAB显色, 苏木素复染. 详细

步骤严格按S-P试剂盒说明操作, 每批染色均用

试剂公司提供的TGF-β1、TIEG1和Stathmin阳
性切片作为阳性对照; 用PBS代替一抗作为阴性

对照. 由两位病理医师对食管鳞癌、癌旁不典

型增生及正常食管黏膜切片进行观察. 每张切

片随机取5个(×400)高倍视野, 每个视野观察细

胞数不少于100个. (1)按切片中TGF-β1、TIEG1
和Stathmin染色程度评分: 0分, 基本不着色; 1
分, 着色呈浅黄色; 2分, 着色呈棕黄色; 3分, 着
色呈棕褐色; (2)按TGF-β、TIEG1和Stathmin阳
性细胞数占同类细胞数的百分比, <30%为1分, 
30%-70%为2分, >70%为3分; (3)阳性结果判断: 
取(1)、(2)两项评分的乘积作为总积分, 0-1分为

阴性(-), ≥2分为阳性(+)[7].  
统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件进行

数据分析, 阳性率的比较采用χ2检验, 相关性检

验用Spearman相关分析, 检验水准α = 0.05.  

■研发前沿
迄 今 为 止 ,  国 内
外尚未见食管癌
中 转 化 生 长 因
子β1(TGF-β1)、
TIEG1和Stathmin
的研究报道, 故研
究TGF-β1、早期
基因1(TIEG1)和
Stathmin蛋白在食
管癌中的表达, 并
分析三者表达的
相关性, 以期为食
管癌的分子诊断
及临床治疗提供
理论依据. 
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■相关报道
T G F - β 1 具 有 双
重 性 ,  扮 演 着 肿
瘤抑制基因和癌
基因的双重角色. 
TIEG1为TGF-β诱
导的早期反应基
因, 目前研究者认
为TIEG1表达水
平的降低与乳腺
癌、胃癌和胰腺
癌等多种肿瘤的
发生、发展有关. 
Stathmin为一种高
度保守的胞质磷
蛋白, 在多种肿瘤
细胞中过表达. 
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2  结果

2.1 TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白在食管上皮

不同病变中的表达 TGF-β1和TIEG1蛋白阳性表

达主要位于细胞胞质及胞膜上, 呈浅黄色至深

黄色(图1A-D). TGF-β1和TIEG1蛋白在正常黏膜

组织中棘细胞层表达最强, 基底细胞层呈低表

达; 而在食管癌组织中, TGF-β1和TIEG1蛋白在

高分化的癌细胞中着色明显. 正常食管组织中

TGF-β1和TIEG1蛋白的表达率高于不典型增生

和食管癌的表达率, 3组间比较, 差异均具有统计

学意义(均P<0.05, 表1). 此外, Stathmin蛋白阳性

表达主要位于肿瘤细胞的胞质内, 呈棕黄色颗粒

(图1E, F). Stathmin蛋白在食管癌组织中的表达

率显著高于不典型增生组织和正常黏膜组织, 3
组间比较, 差异具有统计学意义(P<0.05, 表1). 
2.2 TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白表达与食

管癌临床病理学特征的关系 利用SPSS10.0软
件分析TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白的表达

与食管癌临床病理参数之间的关系, 结果表明, 
TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白的表达与食管癌

的分化程度及淋巴结转移之间均有显著的相关

性(均P<0.05, 表2), 提示TGF-β1、TIEG1和Stath-
min蛋白可能与食管癌的发生发展关系密切. 
2.3 食管癌组织中TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋

白表达的相关性 TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋
白表达的相关性结果显示, 高表达Stathmin的病

例中TGF-β1和TIEG1低表达或不表达. Stathmin
蛋白表达与TGF-β1及TIEG1蛋白表达呈负相关

关系, 差异均有统计学意义(P<0.05, 表3). 

3  讨论

TGF-β是由2个结构相同或相近多肽生长因子, 
TGF-β主要通过受体介导的Smad蛋白激活来调

控下游基因转录, 发挥细胞的增殖和分化及肿

瘤发生与进展等生物学功能[8,9]. TGF-β诱导的早

期反应基因(TGF-β inducible early gene, TIEG)
最早从人成骨细胞中得到的[10], TIEGl具有Spl样
蛋白家族的典型特征, 羧基末端有3个锌指DNA
结合元件, 能够直接调控其他基因的启动子中

富含GC的DNA序列(SPl样结合位点), 从而参与

细胞增生、凋亡、分化和肿瘤形成[11]. 很多研究

者表明, TIEGl基因过表达可以促进TGF-β1诱导

Smad2的磷酸化, 抑制Smad7基因表达水平, 在
肿瘤的发生发展中起重要的作用[12]. Stathmin(又
称OPl8)是一种高度保守的细胞内磷酸化蛋白,
存在多个Sp1结合位点, 并受TIEG1基因直接调

控, 由于其特有解聚活性, 在细胞的增殖和分化

及肿瘤发生中有十分重要的作用[13]. Stathmin
基因在多种恶性肿瘤中高度表达, 如白血病、

神经胶质瘤、淋巴瘤、前列腺癌、乳腺癌、肺

癌、卵巢癌、骨肉瘤及消化系统恶性肿瘤[14-16]. 
以上研究提示: TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白
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表 1 食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白表达 n (%)

     组织类型  n   TGF-β1   χ2值   P 值    TIEG1   χ2值 P 值 Stathmin   χ2值 P 值

正常黏膜上皮 62 62(100.0) 62(100.0)   0(0.0)

非典型增生 31 22(71.0) 35.578 0.000 19(61.3) 32.593 0.000   5(16.1) 45.550 0.000

鳞癌 62 41(66.1) 48(77.4) 27(43.5)

表 2 食管癌组织中TGF-β1、TIEGl和Stathmin蛋白的表达与临床病理学特征的关系 n (%)

     病理学指标  n TGF-β1   χ2值   P值    TIEG1   χ2值  P值 Stathmin   χ2值   P值

组织学分级

  高分化 15 13(86.7) 14(93.3)   4(26.7)

  中分化 25 18(72.0) 7.638 0.022 19(76.0) 15.639 0.000   8(32.0) 8.653 0.013

  低分化 22 10(45.5)   8(36.4) 15(68.2)

浸润深度

  浅 层  7   4(57.1) 0.012 0.913   5(71.4) 0.000 1.000   2(28.6) 0.197 0.657

  深 层 55 37(67.3) 43(78.2) 25(45.5)

淋巴结转移

  无 42 32(76.2) 4.574 0.032 38(90.5) 10.487 0.001 12(28.6) 10.066 0.002

  有 20   9(45.0) 10(50.0) 15(75.0)

■创新盘点
本文首次应用免
疫组织化学SP法
检测62例ESCC、
31例癌旁不典型
增生组织及62例
正常食管黏膜组
织 中 T G F - β 1、
TIEG1和Stathmin
蛋白的表达, 探讨
三者在食管癌的发
生发展及浸润转移
中的作用机制. 
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的联合检测可能在肿瘤细胞中具有重要的价值. 
目前在食管癌研究中, 王辉等[17]报道, 48例

食管癌病例中仅发现有30例TGF-β1基因的高

表达, 而10例正常黏膜组织中都表达; 此外王

峰等[18]对Stathmin的研究发现, 在75例食管癌患

者中Stathmin的表达阳性率为81.3%, 明显高于

正常食管黏膜组织; 结果还显示, Stathmin表达

与食管癌的分化程度、浸润深度及淋巴结转移

均密切相关; 并且研究发现TIEG1表达低与乳

腺癌、胃癌和胰腺癌等多种肿瘤的发生、发展

密切相关[3,4]. 然而这些研究尚未同时在食管癌

中检测TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白的表达

及分析三者可能的关系. 在本实验中发现正常

食管黏膜中TGF-β1和TIEG1蛋白表达均显著高

于癌旁及食管癌, 具有显著性差异(均P  = 0.000). 
提示高表达TGF-β1和TIEG1蛋白可能是抑制肿

瘤增殖, Stathmin蛋白在食管癌组织中的阳性

率为43.5%, 明显高于不典型增生组织和正常

黏膜组织中的阳性率(分别为16.1%、0%)(χ2 = 
45.550, P  = 0.000), 提示Stathmin蛋白在食管癌

的发生发展中起重要的作用. J iang等[6]利用染

色质免疫共沉淀实验发现: TIEGl可能直接结合

Stathmin启动子的Spl样DNA结合位点, 抑制启

动子活性, 下调Stathmin的表达. 我们进一步经

相关分析表明, 高表达Stathmin的病例中TGF-β1
和TIEG1低表达或不表达. Stathmin与TGF-β1
和TIEG1蛋白表达均呈负相关关系, 我们假想: 
TGF-β1和TIEG1基因可能结合Stathmin启动子

的Spl样DNA结合位点, 抑制启动子活性, 从而

负性调节Stathmin基因, 抑制肿瘤增殖. 此外, 
我们进一步分析TGF-β1、TIEG1及Stathmin蛋
白的表达与临床病理学参数之间的关系, 发现

TGF-β1、TIEG1及Stathmin蛋白与食管癌的分

化程度及淋巴结转移之间均有显著的相关性(均
P <0.05), 提示TGF-β1、TIEG1及Stathmin蛋白的

表达可能与食管癌的浸润转移关系密切. 
总之, 肿瘤的发生发展及侵袭转移是一个多

因素参与的复杂过程. 本实验研究了TGF-β1、
TIEG1及Stathmin蛋白在食管癌中的表达并探

讨了三者之间的相关性. 结果提示, TGF-β1、
TIEG1及Stathmin蛋白在食管癌的发生发展及转

移中起重要的作用, TGF-β1和TIEG1基因可能结

合Stathmin结合位点, 负性调节Stathmin基因, 抑
制食管癌增殖. 本实验结果可能为探讨食管癌
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A B C

D E F

图 1 正常食管黏膜及癌组织中TGF-β1、TIEG1和Stathmin蛋白的表达(SP×200). A, B: TGF-β1; C, D: TIEG1; E, F: Stathmin.

表 3 食管鳞癌组织中Stathmin与TGF-β1及TIEG1蛋白表达的相关性分析 (n )

     
指标  n

          TGF-β1
   r值   P 值

         TIEG1
  r值  P值

    +  - + -

Stathmin

  + 27    9 18 -0.609 0.000 15 12 -0.459 0.000

  - 35  32   3 33   2

■应用要点
TGF-β1和TIEG1
基 因 可 能 结 合
S t a t h m i n 结 合
位 点 ,  负 性 调 节
Stathmin基因, 抑
制食管癌增殖. 本
实验结果可能为
探讨食管癌发病
机制, 寻找新的治
疗靶点提供了实
验依据. 
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发病机制, 寻找新的治疗靶点提供实验依据. 
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新的治疗靶点提
供了重要的参考
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Abstract 
AIM: To detect the expression of epidermal 
growth factor (EGF) and epidermal growth factor 
receptor (EGFR) in antral mucosal erosion, ero-
sion-adjacent gastric mucosa and chronic atrophic 
gastritis (CAG) and to analyze their significance 
in the repair of damaged gastric mucosa.

METHODS: The expression of EGF and EGFR 
was detected by immunohistochemistry in 50 cas-
es of CAG with antral mucosal erosion, 40 cases 
of gastric mucosa 3 cm from mucosal erosion and 
40 cases of CAG without mucosal erosion. 

RESULTS: The positive rates of EGF and EGFR 
expression in the antral mucosal erosion were 40% 
and 30%, respectively, which were significantly 
higher than those in erosion-adjacent gastric muco-
sa (15%, 10%) and CAG without mucosal erosion  
(20%, 12.5%) (all P < 0.05). There was no statistical 
significance in the positive rates of EGF and EGFR 
expression between erosion-adjacent gastric mu-
cosa and CAG without mucosal erosion.

CONCLUSION: High expression of EGF and EGFR 
in damaged gastric mucosa may be important for 
the repair of gastric mucosa.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Epidermal growth factor; Epidermal 
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摘要
目的:  观察胃窦黏膜糜烂区与糜烂旁胃黏
膜、慢性萎缩性胃炎中表皮生长因子(epider-
mal growth factor, EGF)及其受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)的表达, 探讨其
在胃黏膜损伤修复中的意义. 

方法: 选择经胃镜及病理确诊的慢性萎缩性
胃炎伴胃窦黏膜糜烂患者50例, 距糜烂区3 cm
处40例, 无糜烂慢性萎缩性胃炎40例, 采用免
疫组织化学染色法测EGF及EGFR的表达. 

结果: 胃窦黏膜糜烂区EGF、EGFR阳性表达
率分别为40%和30%, 明显高于糜烂旁胃黏膜
15%和10%及无糜烂慢性萎缩性胃炎20%和
12.5%的阳性表达率(P <0.05), 有统计学意义, 
无糜烂慢性萎缩性胃炎组略高于糜烂旁胃黏
膜组, 但无统计学差异. 

结论: EGF、EGFR在胃黏膜损伤后高表达, 对

■背景资料
慢性萎缩性胃炎
及胃黏膜糜烂是
一种常见的病理
现象, 既往研究大
多以胃酸、胃蛋
白酶等损伤因素
较 多 ,  近 年 来 关
于表皮生长因子
( E G F ) 及其受体
(EGFR)与胃黏膜
病变关系受到重
视, EGF及EGFR
在维护胃黏膜完
整性、促进组织
修复、防止损伤
因子侵袭中起着
重要作用.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 主
任医师, 福建省立
医院消化科
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促进胃黏膜修复有着重要意义. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胃黏膜糜烂是慢性胃炎和胃黏膜损伤的一种常见

病理现象, 由外界侵袭因素与胃黏膜自身防御因

素失衡导致胃黏膜损伤, 病变深度未超出黏膜肌

层. 既往研究多以胃酸、胃蛋白酶、胆汁反流、

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )等侵袭因

素较多, 当胃黏膜防御机制下降时, 上述攻击因子

便破坏黏膜保护屏障, 造成胃黏膜损伤. 近年来随

着消化系免疫作为维护消化系防御系统的提出, 
尤其是细胞因子在胃肠道黏膜损伤、发展、修复

过程中的作用更受到重视. 其中表皮生长因子及

其受体与胃黏膜病变关系密切, 研究证实其具有

细胞保护、促进组织修复、保护黏膜完整性防御

外界损伤因子侵袭、促进溃疡愈合方面起着重要

作用[1,2], 既往研究以动物实验为主, 人类活体研究

较少. 本研究旨在通过观察表皮生长因子及其受

体在人活体胃窦黏膜糜烂区与糜烂旁胃黏膜、无

糜烂慢性萎缩性胃炎之间表达的差异, 进而探讨

其在胃黏膜损伤修复中的意义. 

1  材料和方法 

1.1 材料 收集2011-11/2012-06经我院内镜诊治

科胃镜下及病理确诊的50例慢性萎缩性胃炎伴

胃窦黏膜多发糜烂患者为实验组, 40例无糜烂

慢性萎缩性胃炎患者为对照组, 年龄40-60岁, 无
胃癌、胃溃疡、胃大部切除、肝硬化、妊娠等

其他并发症, 近1 mo不服用其他治疗胃病药物及

其他疾病的药物. 病程3 mo-10年不等. 免疫组织

化学染色试剂盒、表皮生长因子受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)兔抗人单克隆抗体

(北京中杉金桥生物技术有限公司), 表皮生长因

子(epidermal growth factor, EGF)兔抗人单克隆

抗体(北京博奥森生物技术有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色方法: 在胃镜直视下于

胃窦黏膜糜烂处取活检组织2-3块, 远离糜烂区3 cm

以上非糜烂区胃窦黏膜组织2-3块, 萎缩性胃炎

胃窦黏膜组织2-3块, 10%甲醛溶液固定, 石蜡

包埋, 连续切片, 厚度2 μm, 切片进行HE染色及

PV6000二步法免疫组织化学染色, 免疫组织化

学染色方法及步骤严格按照试剂盒说明进行, 
以PBS代替一抗作阴性对照. 所有切片在同一实

验室、用同一技术、同一批号试剂由经验丰富

的技师分批完成. 
1.2.2 评判标准: 以细胞染色程度及范围做以下评

分[3,4]: (1)染色程度: 无着色为0分, 细胞浅着色为1
分, 深着色为2分; (2)染色范围 切片中阳性细胞着

色范围无着色为0分, 着色细胞<1/3为1分, l/3-2/3
为2分, >2/3为3分. 两项得分之和≥3为阳性. 

统计学处理 采用统计学软件SPSS17.0数据

包进行数据分析, EGF和EGFR表达阳性率采用

χ2检验, P <0.05具有统计学意义. 

2  结果

2.1 EGF、EGFR的表达 EGF阳性表达主要表达

于黏液细胞及部分壁细胞胞浆中, 部分腺腔有

阳性表达. EGFR主要表达于胞浆和胞膜, 以胞

膜为主, 部分腺腔有着色. EGF、EGFR在糜烂组

胃黏膜中的着色较糜烂旁胃黏膜组及萎缩性胃

炎组颜色深(图1). 
2.2 各组中EGF、EGFR的表达 糜烂组胃黏膜

EGF、EGFR阳性表达率均显著高于糜烂旁及萎

缩性胃炎组, 具有统计学意义(P <0.05, 表1), 萎
缩性胃炎EGF、EGFR阳性表达率高于糜烂旁胃

黏膜组, 但两者无统计学差异. 

3  讨论

EGF是一种由53个氨基酸组成的重要的生物活性

肽, 由美国著名生物学家Cohen在雌小鼠颌下腺

分离出的一种蛋白质, 该因子广泛分布于消化

系内, 主要由颌下腺、唾液腺、十二指肠腺分

泌[5]. EGFR是一种属于酪氨酸蛋白激酶家族的细

胞表面受体, 含有1 186个氨基酸残基, 是原癌基因

C-erbg的蛋白产物, 分子量为170 kDa, 对EGF具有

高度亲和性, 分布于包括胃肠道上皮在内的多种

上皮细胞的细胞膜上, 其结构分细胞外区、跨膜

区和细胞内区3部分[6,7]. EGFR是EGF的特异性受

体, 两者结合后产生持续分裂信号转导到细胞内, 
引起细胞的代谢、增殖、分化、黏附、迁移等生

命现象, 并能抑制胃酸分泌和促进组织、细胞内

DNA和RNA以及蛋白质的合成, 在促进胃黏膜修

复、保护胃肠道黏膜免受外界攻击因子破坏、维

■研发前沿
EGF及EGFR具有
广泛的生物学活
性 ,  目 前 的 研 究
大多数集中在其
在消化系肿瘤、
溃 疡 中 的 表 达 , 
在萎缩性胃炎亦
有研究,并且其在
萎缩性胃炎黏膜
中过度表达可导
致黏膜过度增殖, 
从而引起细胞异
型性改变导致胃
癌 的 发 生 ,  关 于
这一点众多学者
说 法 不 一 ,  为 目
前 研 究 热 点 .  胃
黏膜糜烂长期不
愈 合 ,  是 否 会 进
一 步 癌 变 ,  有 待
进一步研究.
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护胃肠道黏膜完整性方面起着重要作用[5-9]. 
胃黏膜糜烂与胃溃疡发病及病理特点既有

相似性, 又各有特点. 胃黏膜糜烂长期不愈合, 
或愈合糜烂交替发生, 治疗效果差; 而胃溃疡的

治疗效果相对较好. 研究证实在胃溃疡的愈合

过程中EGF、EGFR起着重要作用, 实验证实[10]

小鼠胃溃疡发生的2-4 d, 即有EGF mRNA表达, 
4 d后EGF呈过度表达. 动物实验显示[11]大鼠造

模3 d胃溃疡形成时, 溃疡边缘组织EGF与EGFR
的表达明显高于正常组织, 6、9、14、21 d阳性

细胞表达逐渐增加, 28 d阳性细胞数少于21 d, 溃
疡完全愈合时则下降. 资料表明[12], 切除颌下腺

的大鼠, 胃液中EGF含量明显下降, 胃黏膜易受

到致溃疡因子侵袭, 大鼠胃溃疡愈合明显减慢, 
给予外源性EGF后溃疡愈合速度加快. 据报道[13]

给予外源性EGF能促进胃肠道黏膜生长, 鼠皮下

微量泵注射EGF后, 观察胃十二指肠黏膜增厚, 
绒毛高度增高. H. pylori是胃黏膜损伤的独立因

素, 近年来研究[14,15]显示H. pylori能抑制EGF的
分泌, 根除H. pylori后, 血中EGF含量增加, 另外

H. pylori  (+)的患者胃窦黏膜的EGF含量明显高

于H. pylori  (-)的患者. 胃黏膜损伤后细胞基底膜

上的EGFR暴露, 腔内的EGF与EGFR结合发挥效

应, 损伤局部开始修[16]. 另外动物实验发现[17]在大

鼠皮肤损伤后早中期EGF与EGFR表达逐渐升高, 
创面愈合后表达降低, EGF与EGFR在皮肤创伤修

复中亦起着重要作用. 既往研究证实[18]EGF能减

轻乙醇对胃黏膜的损伤, 外源性EGF对胃黏膜的

保护作用, 可能通过增加胃黏膜血流量促进黏液

分泌保护胃黏膜的. Shimamoto等[19]研究发现EGF
能促进荷兰猪胃黏膜的黏蛋白及PGF的合成, 预
先给予EGF处理可防止乙醇对胃黏膜的损伤. 近
年来发现[20,21]许多药物治疗胃溃疡的作用机制可

能是通过激活EGF、EGFR系统或促进其表达, 从
而促进上皮修复、溃疡愈合. 由此可得出黏膜损

伤后EGF与EGFR表达均增加, 无论内源性还是外

表 1 EGF和EGFR在3组中的阳性表达率比较 n (%)

     
分组    n

               EGF                 EGFR

    +  -      +   -

糜烂胃黏膜组   50 20(40) 30 15(30)   35

糜烂旁胃黏膜组   40   6(15) 34   4(10)   36

萎缩性胃炎组   40   8(20) 32   5(12.5)   35

 合计 130 34 96 24 106

EGF: 表皮生长因子; EGFR: 表皮生长因子受体. 

A B 图  1  表 皮 生 长 因
子及其受体免疫组
织化学染色结果 (×
200). A, C: 糜烂胃

黏膜; B, D: 糜烂旁

胃黏膜.

C D

■应用要点
本研究示EGF及
EGFR在胃黏膜损
伤的修复过程中
起着重要作用, 在
以后药物研发领
域, 可以研发EGF
类似物, 在临床治
疗胃黏膜损伤时
即可以在胃镜直
视下喷洒或局部
注射也可以静脉
应用, 从而更好的
治疗胃黏膜损伤.
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源性EGF对保护胃黏膜, 促进黏膜损伤修复均起

着重要作用. 本研究显示, EGF与EGFR在糜烂组

呈阳性表达, 阳性表达率均明显高于糜烂旁黏膜

组及萎缩性胃炎组, 糜烂旁黏膜及萎缩性胃炎组

亦有阳性表达, 但两组无统计学意义. 由此推测胃

黏膜损伤后通过机体的调节, EGF与EGFR的表达

均增加, EGF与EGFR结合促进局部胃黏细胞的再

生、增殖、分化, 进而促进损伤黏膜修复, 在维护

胃黏膜的完整性起着重要作用, 此与以往研究报

道一致. 另外本研究亦显示, 不同病变的胃黏膜, 
EGF与EGFR表达各不相同, 同一机体不同病理状

态下的胃黏膜中的表达也具有差异性, 且随着黏

膜损伤程度加重, 表达逐步增加. 
慢性萎缩性胃炎目前已被列为胃癌的癌前

病变之一, 特别是其伴有肠上皮化生或不典型增

生时, 更与胃癌的发生关系密切. EGF与EGFR结
合可促进黏膜上皮增值, 促进DNA和RNA以及蛋

白质的合成, EGF与EGFR的正常表达在慢性萎缩

性胃炎及胃溃疡愈合过程中起重要作用. 一旦其

过度表达, 可促进细胞过度增殖, 向恶性程度发

展. 已有研究证实[3,22]EGF与EGFR在慢性萎缩性

胃炎伴肠上皮化生及不典型增生中的表达明显

高于单纯性慢性萎缩性胃炎, 差别具有统计学意

义, 与慢性浅表性胃炎相比EGF与EGFR在慢性萎

缩性胃炎中的表达有所增加, 但两者无统计学差

异. 既往研究已发现EGF及EGFR的表达与胃癌的

生物学行为有一定的相关性, 在胃癌组织中呈高

表达. 本研究显示, EGF与EGFR在糜烂胃黏膜组

高表达, 显著高于其他两组, 在损伤因素不去除

情况下, 胃黏膜糜烂面持续存在, 长期不愈合, 愈
合后易复发, EGF及EGFR处于持续高表达状态, 
促进细胞不断增殖、分化, 胃黏膜增殖到一定程

度是否可发生癌变, 胃黏膜糜烂与胃癌的发生是

否具有相关性, 需对患者进一步密切随访动态观

察胃黏膜糜烂发展变化, 因此胃黏膜糜烂及慢性

萎缩性胃炎的EGF及EGFR的表达应给予高度重

视, 对胃黏膜糜烂患者病情随访亦有必要. 
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Abstract
Transjugular intrahepaticportosystemic shunt 
(TIPS) is an effective method for the manage-
ment of complications of portal hypertension, 
and it should be considered the first-line treat-
ment for acute hemorrhage due to ruptured 
esophageal varices caused by portal hyperten-
sion. Keeping the stent unobstructed is key to 
the success of TIPS. Stent thrombosis is one of 
the main reasons for TIPS dysfunction. There 
has been no mention of TIPS postoperative anti-
coagulation in both domestic and foreign antico-
agulation guidelines, because the consensus has 
not been reached yet. This paper reviews recent 
advances in research of TIPS dysfunction.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
经颈静脉肝内门体分流术(transjugular intrahe-
patic portosystemic shunt, TIPS)目前已经成为
治疗门脉高压并发症的有效方法, 特别是门静
脉高压导致的急性食管胃底静脉曲张破裂出
血的患者, TIPS应作为一线治疗方案. 而维持
手术疗效的关键是保持支架通畅. 支架内血栓
形成是TIPS功能障碍主要原因之一. 目前国
内外相关的抗凝指南中均未提到TIPS术后抗
凝治疗, 也没有达成共识. 本文就TIPS支架功
能障碍作一综述. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

我国是肝病大国, 各种肝病最终可能发展为肝

硬化甚至肝癌. 终末期肝病给患者家庭和社会

造成很大的经济负担和社会负担. 肝硬化的年

发生率17/10万, 主要累及20-50岁男性, 城市男

性50-60岁肝硬化患者的病死率高达112/10万, 
肝硬化造成门脉高压引起的食管胃底静脉曲

张破裂出血是主要死因之一. 经颈静脉肝内门

体分流术(transjugular intrahepatic portosystemic 
shunt, TIPS), 目前已经成为治疗门脉高压并发

症的有效方法[1-9], 特别是门静脉高压导致的急

性食管胃底静脉曲张破裂出血的患者优于内镜

治疗[10,11], TIPS应作为一线治疗方案[12]. 而维持

■背景资料
经颈静脉肝内门
体 分 流 术 ( T I P S
术)目前已经成为
治疗门脉高压并
发症的有效方法, 
特别是门静脉高
压导致的急性食
管胃底静脉曲张
破裂出血的患者, 
可以起到立竿见
影的止血效果, 而
维持手术疗效的
关键是保持支架
通畅. 随着手术的
日渐成熟和覆膜
支 架 的 应 用 ,  支
架内血栓导致的
TIPS功能障碍日
益突出, 因此术后
的抗凝治疗尤为
重要.
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属北京友谊医院



梁艳平, 等. TIPS术后支架功能障碍的研究现状                   337

2013-02-08|Volume 21|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

手术疗效的关键是保持支架通畅, TIPS术中, 在
穿刺过程中对血管造成创伤, 启动凝血机制, 植
入的支架为异物等, 血栓形成风险明显增加. 支
架内血栓形成是TIPS功能障碍主要原因之一, 
抗凝治疗是预防和治疗支架内血栓形成的主要

方法, 但目前国内外相关的抗凝治疗指南中, 没
有明确的提出TIPS术后抗凝方案, 也没有查找

到相关的研究报道. 但是随着TIPS术的成熟及

推广, 迫切需要对TIPS围手术期及术后患者的

抗凝治疗进行研究, 为TIPS患者的抗凝治疗提

供更客观的依据. 
支架功能障碍是由于TIPS支架或者分流道

的闭塞和/或狭窄引起的门静脉系统减压失败

导致TIPS术前的症状体征再出现. 判断标准以

支架狭窄度50%[13-15]最为常用, 此外还有肝静脉

压力梯度上升至>12 mmHg[15-17]、TIPS术后门

脉高压并发症的复发[18-21]等, 如: 静脉曲张破裂

出血、腹水或胸腔积液等. 临床上, 部分支架再

狭窄的患者, 心理负担明显加重, 影响病情发展, 
对治疗失去耐心和信心, 患者的生活质量明显

受影响. 

1  TIPS术不同时期影响因素

1.1 早期狭窄闭塞的因素 早期支架障碍一般是

手术过程中支架释放时未完全支撑肝实质部分

分流道、支架释放后扭曲成角[22,23], 可能胆汁渗

漏至支架内[24,25], 血液处于高凝状态, 使分流道

内急性血栓形成[23,26]. 手术过程造成血管组织损

伤激活外源性凝血途径, 植入支架激活了内源

性凝血机制, 造成急性血栓形成. 
1.2 中远期狭窄闭塞的因素 支架内假性内膜过

度增生[2,23,27-30], 分流道损伤后纤维性愈合, 支架

内慢性血栓形成等. 

2  不同术式对支架内血流的影响

TIPS术+断流(胃冠状静脉栓塞术), 理论上, 支
架内血流增加, 血栓形成几率降低; 单纯TIPS
术, 理论上血栓形成几率高于断流+分流, 但研

究结果显示两组不同术式的支架通常率无统计

学差异[13]. 

3  TIPS术支架狭窄的影响因素

3.1 术前因素 患者的基本情况, 包括肝功能情

况、凝血功能情况、是否脾切除、门静脉血流

的特殊性、肝静脉门静脉是否形成血栓、是否

合并其他疾病等. 

3.2 术中因素 手术过程, 涉及到血管穿刺成功

率、支架的选择、支架的位置、放置的角度、

门静脉左右支的选择、术中肝素的应用等. 其
中穿刺针在肝内的穿刺对肝脏是一种机械性损

伤[31], 血管穿刺成功率越低, 对组织血管的损伤

就越高, 外源性凝血途径就越强烈, 血栓形成几

率就会越高. TIPS采用覆膜支架可较裸支架明

显减少术后分流道狭窄[14,18,26,32-35], Clark等[26]在

膜支架与裸支架通畅率的研究中, 指出膜支架

可以降低支架功能障碍的发生率但对患者的生

存率没有影响, 但研究中没有提及术后患者是

否服用抗凝药物, 而抗凝药物的应用在TIPS术
后占非常重要的地位, 特别是在围手术期. 选择

性门静脉左支作为门腔静脉分流道, 可以显著

降低肝性脑病发生率, 对保护肝功能、提高分

流道远期开通率具有重要的临床意义[36]. 
3.3 术后因素 围手术期及术后抗凝治疗. 而目

前报道的相关文献中, 都没有统一的抗凝方案. 
Fanelli等[4]在门脉海绵样变性导致的门脉高压行

TIPS的研究中指出需抗凝保证支架通畅, 并参

考肝硬化后TIPS术的抗凝方案, 但文章中没有

具体介绍抗凝方案. Eldorry等[37]在布加氏综合征

行TIPS的研究中提到术后的抗凝治疗, 低分子

肝素24 h或普通肝素6 h后口服华法林, 使国际标

准化比率(international normalized ratio, INR)值
在2-3之间, 但没有说明不同患者凝血功能不同

时肝素和华法林的具体用量及检测指标. 国内

的研究报道[38], 只涉及到患者的肝功能分级, 没
有具体到凝血功能的情况以及患者的裸支架或

膜支架不同情况时的抗凝治疗. TIPS术后支架内

血栓形成溶栓治疗的个案报道, 没有具体介绍

TIPS术后的抗凝方案[39]. Siewert等[40]的个案报

道, 酒精性肝硬化患者TIPS术后抗凝治疗, 随访

中支架内血栓形成, 使用氯吡格雷联合低分子

肝素加强抗凝治疗, 随访至一年支架保持通畅, 
但该个案报道中没提及术后是否先使用低分子

肝素治疗.

4  TIPS抗凝的现状

2010年AASLD实践指南中关于TIPS治疗门脉

高压症, 未提出TIPS术后常规使用抗凝剂的建

议[41]. 2008年美国胸科医师协会(ACCP)的抗凝

治疗指南中也没有对TIPS术后的抗凝给予相应

建议[42]. 英国血液学标准委员会血栓与止血分

会的第三版《口服抗凝剂指南》[43]未就TIPS术
后的抗凝问题进行说明. 英国血液学标准委员

■应用要点
本文从TIPS术过
程及支架情况、
患者自身情况和
术后干预等方面
阐述影响支架功
能障碍的因素以
及术后抗凝治疗
面临的问题, 对临
床研究TIPS术后
支架功能障碍有
重要的指导作用.
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会《肝素使用及监控指南》[24]中对腹腔内静脉

血栓形成的病人应考虑使用肝素治疗. 如果用

普通肝素, 可以用小剂量, 也可以用足以延长活

化部分凝血激酶时间(activated pactiai thrombo-
pilastin time, APTT)两倍于正常对照的治疗, 如
果用低分子肝素, 可以给常规预防剂量或治疗

剂量[24], 但没指出TIPS术后围手术期及随访中

支架内血栓形成时肝素的使用情况. 

5  现有方案来源

5.1 借鉴肺血栓栓塞 相同点: 都是静脉血栓. 不
同点: 肺栓塞时其患者凝血功能、血小板(plate-
let, PLT)、白蛋白大多是正常的, 目的是以治疗

为主, 抗凝药物主要是肝素加华法林, 时间为3 
mo[44,45], 伴有癌症、抗心磷脂抗体、抗凝血酶

缺乏或复发的易栓症患者, 抗凝治疗至少6 mo, 
部分患者需要长期抗凝[45], 检测INR使其在2-3
之间 [46]. 而行TIPS术的患者其凝血功能异常, 
PLT、白蛋白大多是降低, 目的是以预防为主.  
5.2 借鉴经皮冠状动脉介入治疗术后抗凝 相同

点: 都是血管内支架, 都是预防支架狭窄闭塞. 
不同点: 冠脉支架内形成的血栓为动脉血栓, 其
患者凝血功能、PLT、白蛋白一般正常, 支架位

置在动脉血管内, 抗凝药物一般是肝素[23]加双

抗, 终身服药[27,47]. TIPS术支架内形成的是静脉

血栓, 患者的凝血功能异常, PLT、白蛋白一般

都低于正常值, 支架位于静脉血管及肝实质内. 
TIPS术后现有的方案: 低分子肝素加硫酸

氢氯吡格雷; 低分子肝素加阿司匹林; 低分子肝

素加华法林等, 而抗凝药物的选择及维持时间, 
目前没有达成共识. 

6  肝硬化患者TIPS术抗凝治疗的特殊性

肝硬化患者凝血功能紊乱; 肝功能减退, 白蛋白

降低, 药物与白蛋白结合率降低, 药物的代谢受

到影响; 同期使用药物的影响(如: 质子泵抑制剂

可以延长凝血酶原时间[48], 抑酸药可增加抗凝药

自尿中排泄, 使血药浓度下降); 支架内为静脉血

栓[49], 但门静脉血流具有自己的特殊性(血液的

成分、血流速度等[50]); 支架内压力及血流方向

等. 均可能影响抗凝药物的疗效. 

7  结论

TIPS术后抗凝治疗借鉴于肺血栓溶栓和PCI术
后抗凝治疗, 上述患者的肝功、凝血功能一般

正常, 而肝硬化TIPS术患者的肝功、凝血功能

紊乱、术前门静脉血栓情况以及是否合并高风

险血栓形成疾病等均对抗凝药物的选着、剂

量、维持时间都有明显的影响, 如: PLT、凝血

酶原时间(prothrombin time, PT)、INR、APTT
哪个或哪几个组合才是抗凝疗效的最佳检测指

标; 不同术式(单纯分流、分流+断流术)的各自

的抗凝方案是否相同; 裸、覆膜支架的抗凝方案

是否有区别等都需相应深入研究. 希望多中心合

作研究, 对于已经行TIPS术的患者需要加强随

访, 从个体治疗中摸索总结经验, 为TIPS围手术

期及术后规范化抗凝治疗提供依据. 
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Abstract
AIM: To detect RASAL1 (ras GTPase-activating-
like protein 1) promoter methylation and ras 
activity in colorectal carcinoma (CRC) and to 
analyze their  correlation with clinical and path-
ological parameters.

METHODS: Methylation-specific PCR (MSP) 
was used to detect RASAL1 promoter methyla-
tion in forty CRC specimens and matched nor-
mal colorectal tissue specimens. Co-immuno-
precipitation was used to detected ras activity 
in tumor and normal tissues. The correlation 
of RASAL1 promoter methylation and ras 
activity with clinical and pathological param-

eters was analyzed.  

RESULTS: RASAL1 promoter methylation was 
detected in 67.5% (26/40) of colorectal cancer tis-
sues and in 30% (12/40) of normal tissues, and 
the positive rate of RASAL1 promoter methyla-
tion in tumor tissues was significantly higher 
than that in normal tissues (P = 0.0017). The 
median ras activity was significantly higher in 
colorectal cancer tissues than in normal tissues 
(1.07 vs 0.52, P < 0.001). RASAL1 promoter meth-
ylation and ras activity were both positively cor-
related with degree of tumor differentiation, in-
vasion depth, lymph node metastasis, and TNM 
stage (all P < 0.05).

CONCLUSION: High ras activity is related to 
RASAL1 promoter methylation, which may play 
an important role in the oncogenesis of CRC. 
RASAL1 methylation and ras activity may be 
novel therapeutic targets for CRC.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要  
目的: 检测RASAL1(ras GTPase-activating-
like protein 1)基因甲基化率及RAS活性在人
结肠癌组织中的表达, 探讨其与临床病理资
料间的关系.  

方法:  以40例结肠癌标本为研究对象 ,  相
应的正常组织标本为对照 .  甲基化特异性
PCR(methylation-specific PCR, MSP)检测
RASAL1启动子CpG岛甲基化状态, 免疫共沉
淀法检测RAS活性, 分析肿瘤组织中RASAL1

■背景资料
我国恶性肿瘤的
发生率及死亡率
逐年上升, 结肠癌
即 为 3 大 恶 性 肿
瘤 之 一 ,  已 严 重
威胁我国居民健
康. 对结肠癌的分
子水平的研究成
为 热 点 ,  有 关 研
究发现与结肠癌
相关的抑癌基因
RASAL1, 在结肠
癌组织中表达下
降, 导致RAS蛋白
活性增高, 从而激
活相应的下游信
号通路, 细胞过度
增殖分化, 引起肿
瘤发生发展.
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基因甲基化率及RAS活性与临床病理参数间
的关系.  

结果: 40例肿瘤组织中有26例检测出RASAL1
基因甲基化(26/40, 67.5%), 对照组40例中有
12例出现甲基化(12/40, 30%), 肿瘤组织甲基
化率明显高于正常组织(P  = 0.0017). 肿瘤组
织中RAS活性的中位数为1.07, 正常组织中
RAS活性的中位数为0.52, P <0.001, 差异有统
计学意义. 结肠癌组织中RASAL1基因的甲基
化率、RAS活性与患者肿瘤分化程度、侵袭
深度、淋巴结转移、TNM分期有统计学差异
(均P <0.05).  

结论: RASAL1甲基化状态与RAS活性增加有
关, 可能在结肠癌的发生发展中起重要作用. 
抑制RASAL1甲基化及RAS活性, 可能成为治
疗结肠癌的新靶点.  

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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0  引言

恶性肿瘤是当前除心血管疾病外主要死亡原因

之一. 在美国, 结直肠癌在各种癌症中发病率和

死亡率均居第3位[1], 在我国, 结肠癌发病率逐

年上升, 其病因与饮食、环境密切相关, 死亡率

居高不下. 现代肿瘤学认为肿瘤是由基因点突

变、小片段缺失或插入引起的遗传性改变和

DNA甲基化等表观遗传学改变而导致的. RAS-
AL1基因是近年发现的参与结肠癌发生发展的

新基因[2], 目前国外已有研究表明, 结肠癌组织

中存在RASAL1基因甲基化改变, 国内研究只针

对RASAL1基因mRNA及RASAL1蛋白进行检

测, 尚未对导致RASAL1基因表达变化的机制进

行研究. 本实验拟采用甲基化特异性PCR、免疫

共沉淀检测结肠癌组织及正常组织中RASAL1
甲基化状态及RAS活性改变, 并探讨与结肠癌临

床病理指标间的关系, 为结肠癌的临床诊断治

疗、预后判断提供科学依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-05/2010-05于东南大学附属

中大医院接受外科手术切除的结肠癌患者的

结肠癌组织标本40例作为研究组, 术前未接受

放、化疗或其他针对肿瘤的治疗, 肿瘤组织取

自肿瘤中心非坏死部位, 正常组织为据肿瘤边

缘5 cm以上的组织. 诊断经术后病理检查证实, 
并确定病理类型和分化程度. 其中男24例, 女16
例; 年龄为40-83岁, 平均65.1岁±12.7岁. 癌组

织和正常组织标本经4%中性缓冲甲醇固定、石

蜡包埋. Taq Mix酶为美国ABI公司产品; DNA提

取试剂盒为北京碧云天生物公司产品; Wizard 
DNA Clean-Up System试剂盒为美国Promega公
司产品; PCR引物为上海生工生物技术有限公

司合成; RIPA细胞裂解液和聚乙烯二氟(PVDF)
膜为英国Whatman公司产品; 蛋白提取试剂盒

为南京凯基生物公司产品; K-RAS活性检测试

剂盒(包含磁珠)为英国Abcam公司; K-RAS一
抗(鼠抗人单克隆抗体)为英国Abcam公司; 二抗

[山羊抗鼠Ig(H+L)-HRP]为晶美生物公司产品.   
1.2 方法  
1.2.1 MSP方法: 石蜡切片, 用二甲苯脱蜡, 从
石蜡包埋组织中提取DNA充分去除二甲苯, 按
Zymo DNA CpG岛甲基化修饰盒进行亚硫酸氢

盐修饰. PCR反应体系: 50 µL反应体系: 5×扩增

缓冲液10 µL, 25 mmol/L MgCl2 2 µL, 4种dNTP各
1 µL, Taq酶0.25 µL, 上下游引物各0.5 µL, cDNA 
10 µL, 余体积以无菌蒸馏水补齐. 反应条件: 
94 ℃预变性2 min, 94  ℃变性30 s, 55 ℃退火30 s, 
72 ℃ 1 min, 40个循环后, 72 ℃延伸7 min. 根据

文献, MSP甲基化引物序列为5'-GTGTATTTTT-
GTTTTCGTCGTTC-3'和5'-CAACGAACTCT-
TACCGAAACG-3', 非甲基化引物为5'-AATT-
TATTAGGAGTTAGTGGTTAT-3'和5'-CACAA-
CAAACTCTTACCAAAACA-3', 长度均为221 bp.

PCR判断标准: 甲基化阳性为能扩增出甲基

化产物, 包括同时扩增出非甲基化产物; 甲基化

阴性为只出现非甲基化条带[3].  
1.2.2 免疫共沉淀方法: 磷酸盐缓冲液冲洗后, 
按照组织蛋白提取试剂盒的要求提取蛋白, 用
Western免疫印记法检测目的蛋白. 各条带灰度值

结果以有活性的RAS和总RAS灰度值之比表示.  
统计学处理 应用SPSS18.0统计软件, 定量

数据满足正态性的采用mean±SD描述, 不满足

正态性的采用中位数来描述. 两组相关样本采

用配对t检验或者配对秩和检验分析. 分类资料

采用频数描述原始资料, 采用χ2或者Fisher's精确

概率检验进行组间比较, 所有检验均以显著水

■研发前沿
RASAL1基因是
近期新发现的抑
癌基因, 可致多种
肿瘤的发生, 与结
肠癌密切相关. 引
起RASAL1基因
表达下调的分子
生物学机制成为
结肠癌研究的重
点及热点, 如何干
预RASAL1基因
功能沉默可能为
结肠癌治疗提供
新的思路.
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平P <0.05为具有统计学意义.  

2  结果  

2.1 MSP检测RASAL1甲基化状态 根据MSP结
果(图1), 40例肿瘤组织中有26例(67.5%)发生

RASAL1基因甲基化, 对照组40例正常组织中有

12例(30%)正常组织中出现甲基化, 肿瘤组织、

正常组织间RASAL1基因甲基化差异有统计学

意义(P  = 0.0017, 表1).
2.2 免疫共沉淀检测RAS活性 根据各标本灰度

值(图2), 检测得出肿瘤组织中RAS活性的中位

数为1.07, 正常组织中RAS活性的中位数为0.52, 
P <0.001, 差异有统计学意义.  
2.3 RASAL1甲基化状态及RAS活性与临床病

理资料间关系 本组40例结肠癌组织中RASAL1
基因的甲基化率、RAS活性与患者肿瘤分化程

度、侵袭深度、淋巴结转移、TNM分期有统计

学差异(均P <0.05), 与患者性别、年龄、肿瘤大

小间差异无显著性(均P >0.05, 表2).  

3  讨论

Ras基因是存在于人体多种细胞中的原癌基因, 
其编码的Ras蛋白参与细胞的增殖、分化、细

胞骨架的构建. Ras蛋白可与GTP、GDP结合, 
前者为活化状态, 后者为非活化状态, 调控GTP/
GDP间转化的因素主要有Ras GTP酶活化蛋白

(GTPase activating protein, Ras GAP)及Ras鸟嘌呤

核苷酸交换因子(guanine nucleotide exchange fac-

tor, Ras GEF)[4]. 在正常细胞中, RAS蛋白几乎全

部和GDP结合, 处于非活化状态, 故细胞呈现正

常生长增殖. 当RAS蛋白与GTP结合, 处于活化

状态时, 能激活下游信号分子, 从而导致增殖信

号过度传入, 细胞增殖失控导致肿瘤发生发展[5].  
RASAL1是近年新发现的一种抑癌基因, 位于人

类第12号染色体(12q24.13), 其编码的RASAL1
蛋白是Ras GAP家族一员, 即具有GTP酶活性, 
可以水解GTP为GDP, 从而RAS活性降低[6]. 研
究表明, 肿瘤组织中RASAL1基因表达下降, 主
要机制有以下方面: RASAL1基因启动子CpG
岛高甲基化、细胞内钙离子调节异常、上游

基因PITX1(pituitary homeobox 1)功能缺失, 而
RASAL1基因启动子甲基化是该基因表达下调

的主要机制[7]. RASAL1基因的甲基化与RAS活
性的关系即是本课题研究的主要内容.  

本课题前期实验[8]已证明RASAL1蛋白在结

肠癌组织中的表达较正常组织明显下降, RAS-
AL1 mRNA在结肠癌组织中表达较正常组织下

降, 与RASAL1蛋白表达正相关, 说明了RAS-
AL1基因对于RASAL1蛋白的调控作用, 验证了

文献报道的结肠癌中都存在RASAL1表达下调

的情况. 有关研究表明, 肿瘤组织中, RASAL1基
因表达下降的主要原因与基因启动子CpG岛甲

基化有关[9,10]. 
本实验采用MSP方法检测组织中基因的甲

基化情况, 结果显示肿瘤组织中有27例(67.55%)
发生RASAL1基因甲基化, 12例(30%)正常组织

中出现甲基化, 肿瘤组织、正常组织间RASAL1
基因甲基化差异有统计学意义(P  = 0.0017). 国
外文献中, Jin等[11]发现在结肠癌细胞中RASAL1
基因外显子中存在CpG岛, 并证明肿瘤细胞株

存在甲基化现象 .  O h t a等 [12]也在结肠癌细胞

株RASAL1的CpG岛发现了甲基化位点, 并发

生甲基化. 本实验和国外研究相符合, 验证了

RASAL1基因甲基化是结肠癌组织中的高频事

件. 本研究中有12例正常组织中出现甲基化, 标
本经病理证实未发生病理学改变, 考虑原因为

基因甲基化是早期分子事件, 早于病理改变分

子水平已有表观遗传学的改变. 同时, MSP只需
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表 1 RASAL1在不同组织中的甲基化率 (n  = 40)

     分组 甲基化 非甲基化   P值

肿瘤组织    27     13 0.0017

正常组织    12     28

图 1 结肠癌组织及相应正常组织MSP结果. Marker: 标准; 

M: 甲基化引物; U: 非甲基化引物; T: 肿瘤组织标本; N: 正

常组织标本; 1、2: 病例编号, 1T/1N、2T/2N: 来自同一个

病例的肿瘤组织及正常组织.

250 bp
100 bp

Maker M   U   M     U   M    U    M    U
1T 1N 2T 2N

IP-RAS-GTP

Input-RAS

图 2 免疫共沉淀测得的各标本灰度值. T: 肿瘤组织; N: 正

常组织; 1, 2, 3, 4: 标本编号; IP-RAS-GTP: 有活性的RAS

蛋白; Input-RAS: 总RAS蛋白.

1T   1N    2T   2N   3T  3N   4T  4N   5T  5N

■创新盘点
国 内 研 究 只 针
对RASAL1基因
mRNA及RASAL1
蛋白进行检测, 尚
未 对 导 致 R A S -
AL1基因表达变
化的机制进行研
究. 本文深入研究
了结肠癌组织中
RAS活性及甲基
化状态与临床病
理资料的关系, 不
仅发现RASAL1
基因可导致结肠
癌发生, 还研究在
结肠癌发展过程
中基因甲基化状
态和RAS活性变
化的规律, 有助于
临床病情的评估
及预后判断.
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少量的DNA, 对CpG岛等位基因甲基化有高敏

感性. 因此, 可通过检测甲基化水平为评价术后

复发提供相对早期的分子生物学参考依据.  
同时本实验也出现半甲基化情况[13], 即肿

瘤组织中既有甲基化特异性引物的扩增, 又有

非甲基化引物的扩增, 也称为杂合甲基化. 考虑

原因有以下几点: (1)Bai等[14]认为可能是两个等

位基因的异质性有关, 即两个等位基因一个甲

基化一个非甲基化; (2)可能肿瘤细胞的异质性

有关, 一部分细胞甲基化, 而另一部分非甲基化; 
(3)肿瘤组织中可能混有炎性细胞或纤维组织. 
半甲基化也提示这甲基化过程可能是一个量的

积累的过程. 综上所述, 结肠癌组织中RASAL1
基因甲基化是一高频事件, 是抑癌基因RASAL1
表达下调的重要因素, 进而激活下游信号通路, 
引起肿瘤发生发展. 因此, 检测RASAL1基因甲

基化水平对结肠癌的诊断有积极的意义.  
免疫共沉淀利用抗原和抗体之间专一作用, 

研究蛋白质之间相互作用, 确定两种蛋白质在

生物组织中相互作用[15], 可以检测与GTP结合的

RAS蛋白的量, 根据其占总RAS蛋白的比例, 测
出RAS活性. 本实验中, 肿瘤组RAS活性中位数

为1.07, 正常组RAS活性中位数0.52, 差异有统计

学意义. 表明肿瘤组织中与GTP结合的RAS蛋白

的量占总RAS蛋白的比例高, RAS活性高. 与既

有的研究表明的肿瘤组织中RASAL1表达下降, 
即RAS GTP酶活性降低, 导致RAS-GTP灭活减

少, RAS活性增加的观点符合[6].  
Ohta等[12]曾收集不同组织学分期的结直肠

肿瘤标本, 发现RASAL1在结肠早期腺瘤(直径

<1 cm)中表达正常, 结肠腺癌组织中表达较后期

腺瘤(直径>1 cm)降低. 这一结果表明, RASAL1
表达下降在结直肠癌中早期即发生, 并与进展

有关系, 在结肠癌的发展过程中, RASAL1表达

下调频率越高, 表明RASAL1的低表达与结肠

癌的发展有着密切关系. 本实验研究显示, 随
着患者肿瘤分化程度减低、侵袭程度增加、

淋巴转移数增加、TNM分期增大, 结肠癌组织

中RASAL1甲基化率越高(均P <0.05), RAS活性

越高(均P <0.05). 由此可见, RASAL1甲基化及

RAS活性与患者疾病进展、TNM分期呈正相

关, 与患者性别、年龄及肿瘤大小间差异无统

计学意义. 也验证了RASAL1基因甲基化是引起

RASAL1表达下降的重要机制的理论, 同时证

实了RASAL1表达下降会导致RAS-GTP灭活减

少, 即RAS活性升高, 故RASAL1可作为结肠癌

早期诊断的指标, 亦可联合其他临床分子生物

学指标, 行多基因联合检测, 以提高灵敏度与特
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表 2 40例结肠癌组织中RASAL1甲基化状态及RAS活性与临床病理参数间的比较

     临床病理参数  n 甲基化例数(n )   χ2值   P 值    RAS活性      χ2值   P值

性别

  男 24       14 2.2982 0.1295 0.97(0.7,1.65) -0.4003 0.6889

  女 16       13 1.07(0.87,1.19)

年龄(岁)  

  ＜70 20       11 2.8490 0.0914 0.88(0.65,1.15) 1.6365 0.1017

  ≥70 20       16 1.16(0.8,1.35)

大小(cm)

  ＜4 26       18 0.1014 0.7501 1.09(0.74,1.21) -0.3545 0.7230

  ≥4 14         9 0.98(0.77,1.41)

分化程度

  低 21       18 19.5513 <0.001 1.20(1.12,1.46) -4.2522 <.0001

  高、中 19         9 0.77(0.46,0.81)

侵袭程度

  T1, T2 25       11 6.8249 0.0090 0.98(0.66,1.19) 1.7321 0.0433

  T3, T4 15       11 1.17(0.8,2.02)

淋巴结转移

  无转移 20         8 13.7892 0.0002 0.80(0.66,1.04) 3.2325 0.0012

  有转移 20       19 1.20(1.08,2.01)

TNM分期

  Ⅰ、Ⅱ 16         7 12.2121 0.0005 0.80(0.66,1.04) -2.3881 0.0169

  Ⅲ、Ⅳ 24       20 1.15(0.88,1.73)

■应用要点
本文检测了RAS-
AL1基因甲基化
状态及RAS活性
在正常结肠组织
及结肠癌组织中
的表达情况, 并分
析其与结肠癌组
织的临床病理资
料间的关系, 为研
究结肠癌的分子
机制提供理论依
据, 抑制甲基化及
RAS活性可成为
结肠癌治疗的新
靶点.
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异性. 同时, 由于肿瘤分化程度、侵袭程度、淋

巴转移、TNM分期是结肠癌预后的评估参数, 
RASAL1也可作为结肠癌预后评估的重要指标, 
指导临床治疗方案. 综上所述, RASAL1通过活

化GTP酶,使有活性的RAS-GTP转化为无活性的

RAS-GDP, 调控着细胞正常的生长、分化、增

殖, 发挥抑癌基因的作用. RASAL1基因发生甲基

化后, 功能静默, RASAL1蛋白表达下降, 即RAS-
GTP酶活性降低, 导致RAS-GTP灭活减少, 即有

活性的RAS增加[14], 因此能激活下游信号通路, 
导致肿瘤发生. 甲基化在肿瘤的发展过程中持续

存在, 但甲基化的过程也是可逆的, 可通过5-氮
杂-2'-脱氧胞苷将其逆转, 称为去甲基化. 甲基化

是目前肿瘤研究的重要方向, 抑制甲基化及RAS
活性可成为结肠癌诊断治疗的新靶点, 进一步研

究去甲基化, 可为肿瘤的治疗提供新的思路.
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■同行评价
本文应用甲基化
特异性PCR、免
疫共沉淀检测结
肠癌组织及正常
组织中RASAL1
甲 基 化 状 态 及
R A S 活 性 改 变 , 
探讨了其临床意
义 .  可读性较好 , 
有助于读者了解
RASAL1甲基化
在结肠癌中的表
达以及RASAL1
甲基化与RAS活
性的关系.
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Abstract  
AIM: To investigate the relationship between 
HLA-DRB1*03/04 alleles and familial cluster-
ing of hepatocellular carcinoma (HCC) to iden-
tify genes related to susceptibility to HCC in 
Guangxi, China. 

METHODS: One hundred and fifty members 
whose families have had two or more HCC 
patients were selected as the case group, and 
150 members whose families have had only 

one HCC case and 150 members from families 
without any cancer were selected as controls. Pe-
ripheral blood samples were collected to extract 
DNA for testing HLA-DRB1*03/04 alleles by 
PCR-SSP.

RESULTS: The frequency of the HLA-DRB1*03 /04 
alleles were all slightly higher in the case group 
than those in the two control groups. The differ-
ence in HLA-DRB1*03 allele distribution among 
the three groups was not statistically significant 
(χ2 = 1.074, P = 0.584), but the difference in HLA-
DRB1*04 allele distribution was significant (χ2 = 
8.748, P = 0.013). 

CONCLUSION: HLA-DRB1*04 allele, not HLA-
DRB1*03 allele, might be associated with fa-
milial clustering of hepatocellular carcinoma in 
Guangxi, China.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要 
目的: 探讨HLA-DRB1*03/04等位基因与广西
原发性肝癌家族聚集性的相关性, 为寻找原发
性肝癌的遗传易感基因或抗病基因提供线索.

方法: 采取性别、年龄±5岁配对方法, 在广
西肝癌高发区选取肝癌高发家族成员、肝癌
单发家族成员和无癌家族成员各150例作为研
究对象, 采集研究对象外周全血提取DNA, 应
用PCR-SSP方法对HLA-DRB1*03/04等位基
因进行检测.

结果: HLA-DRB1*03在肝癌高发家族组的表

■背景资料
广西是全国肝癌
的高发区, 存在着
非常显著的肝癌
家庭聚集现象, 其
发病是环境因素
和遗传因素相互
作 用 的 结 果 ,  在
众多遗传因素中
HLA被认为与肝
癌的发生、发展
有密切关系.
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达频率(16.7%)稍高于肝癌单发家族组(12.7%)
及无癌家族组(16.0%), 该等位基因在3组间
的分布无显著性差异(χ2 = 1.074, P  = 0.584); 
HLA-DRB1*04在肝癌高发家族组的表达频率
(14.7%)稍高于肝癌单发家族组(5.3%)及无癌
家族组(7.3%), 其在3组间的分布有显著性差
异(χ2 = 8.748, P  = 0.013).

结论: HLA-DRB1*04等位基因可能与广西肝
癌高发区原发性肝癌的家族聚集性存在相关
性; 而HLA-DRB1*03等位基因则与之无明显
相关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

据我国癌症登记的资料分析结果表明, 肝癌的

发病率及死亡率均居我国癌症的前4位, 严重威

胁着人类的健康和生命. 广西是全国肝癌的高

发区, 既往研究发现广西肝癌高发区存在着非

常显著的肝癌家庭聚集现象, 且肝癌的发生逐

渐呈年轻化, 使得探索肝癌家族聚集性的危险

因素和预测指标显得意义重大. 现已证实肝癌

的发病是环境因素和遗传因素相互作用的结果, 
在众多遗传因素中人类主要组织相容性复合体

(human leukocyte antigen, HLA)被认为是与遗传

密切相关的基因, 不仅决定着个体间基因组间

的主要差异, 而且其高度的多态性与机体的免

疫状态密切相关, 被认为与肝癌的发生、发展

有密切的关系. 为了探讨HLA-DRB1等位基因型

与广西肝癌家庭聚集性的关系, 研究其是否可

作为广西肝癌家族聚集性发生的预测指标, 本
研究采用PCR-SSP技术探讨HLA-DRB1*03/04
等位基因与广西肝癌高发区肝癌家族聚集性之

间的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究选择广西肝癌高发区肝癌高发

家族成员150例作为实验组, 采取配对方法选择

与高发家族成员生活条件、生活环境、生活习

惯以及生活水平相同的同一村屯、相同性别、

年龄±5岁的肝癌单发家族成员和无癌家族成

员各150例作为对照. 肝癌高发家族的定义: 有
血缘关系的家族成员中发生过2例及2例以上的

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)病例

(HCC诊断按照第四届全国肝病学术会议修订的

肝癌诊断标准)的家族; 肝癌单发家族的定义: 有
血缘关系的家族成员中仅发生过1例HCC病例

的家族; 无癌家族定义: 直系亲属中未发生过任

何恶性肿瘤病例的家族. 3组研究对象, 男90例, 
女60例, 瑶族111例、壮族228例和汉族111例, 其
中HBsAg阳性为112例(3组分别为36例、42例、

34例), HBsAg阴性为338例, 丙型肝炎病毒(hepa-
titis C virus, HCV)抗体均为阴性, 肝癌高发家族

组、肝癌单发家族组及无癌家族组间年龄、性

别、肝功能、乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染情况比较, 3组间的差异均无统计学意

义(P >0.05). Premix Taq酶购自Takara公司; 引物

序列均由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成.
1.2 方法

1.2.1 标本采集: 采集受检者空腹时外周静脉

血4 mL, 分别注入有盖普通无菌干燥管和依地

酸二钠(EDTA)管各2 mL, 混匀后进行300 μL/管
分装, 并保存于-80 ℃冰箱中, 用于提取外周血

白细胞D N A. 自凝血离心后留取血清进行乙

型肝炎病毒血清学标志物(HBsAg、HBsAb、
HBeAg、HBeAb、HBcAb)、肝功能、抗HCV
和HBV-DNA的检测.
1.2.2 DNA提取及质控: 采用美国promega试剂

盒严格按照说明书的步骤进行提取 ,  提取后

的DNA使用凝胶电泳及紫外分光光度仪Nano 
Drop 2000检测其浓度和纯度, 选取DNA纯度: 
A 260/280值在1.6-1.8之间, 电泳条带单一、清晰的

样品保存于-20 ℃待用.
1.2.3 HLA-DRB1*03/04等位基因的检测: (1)
引物制备: 参照O le rup等 [1]的文献设计H LA-
DRB1*03/04等位基因特异性引物序列各一对

(表1), 以人类生长因子(human growth factor, 
HGF)基因片段作为内参照来检测PCR反应体系

是否正常; (2)25 μL PCR反应体系的组成: Pre-
mix Taq酶12.5 μL, 引物上下游各0.5 μL, 内参上

下游各0.3 μL, 8.9 μL ddH2O, 2.0 μL DNA模板; 
(3)PCR反应条件: 预变性94 ℃ 3 min, 变性94 ℃ 
30 s, 退火59 ℃/58 ℃ 40 s, 延伸 72 ℃ 1 min, 进
行35个循环, 末次延伸72 ℃ 5 min; (4)PCR产

■相关报道
HLA等位基因的
多态性与肝癌、
宫颈癌、肾细胞
癌、甲状腺乳头
状癌及鼻咽癌等
的遗传易感性密
切相关.
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物的确定: 3%琼脂糖凝胶进行电泳, 在凝胶电

泳成像系统上观看结果. 阳性产物送上海生工

生物工程技术服务有限公司进行测序, 测序结

果与NCBI GeneBank的HLA-DRB1*03/04等位

基因核苷酸序列进行比对(B L A S T)相似性达

95%-99%, 结合电泳结果确定产物为目的基因

片段(图1, 2).
统计学处理 采用SPSS16.0统计学软件进行

统计分析, 各组HLA-DRB1*03/04等位基因频

率比较用行×列表χ2检验, 关联强度用比值比

(odds ratio, OR  = ad/bc)反映, 并计算其95%可信

区间(95%CI); 统计学显著性检测均为双侧, 检
验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 HLA-DRB1*03/04等位基因的频率表达在

各组间的分布及比较 HLA-DRB1*04等位基因

在肝癌高发家族组、肝癌单发家族组及无癌家

族组中的阳性率分别为14.7%、5.3%和7.3%, 3
组间比较存在显著性差异(χ2 =8.748, P  = 0.013), 
HLA-DRB1*04等位基因在高发家族组的表达

频率显著高于单发家族组及无癌家族组, 其OR
值分别为3.051和2.172, 而HLA-DRB1*03等位

基因的表达频率在肝癌高发家族组、肝癌单发

家族组及无癌家族组中分别为16.7%、12.7%和

16%, 经统计学分析, 3组间HLA-DRB1*03等位

基因的表达频率分布无显著性差异(χ2 =1.074, P  
= 0.584, 表2).
2.2 HLA-DRB1*03/04等位基因的表达与HBV
感染、民族及性别的相关性 经统计学分析后

HLA-DRB1*04等位基因与HBV感染、民族及

性别均无明显相关性, HLA-DRB1*03等位基

因与H B V感染、性别也均无明显相关性 ,  但
其在壮族、汉族和瑶族中的表达频率分布为

15.8%、21.6%和7.2%, 经统计学分析, 3个民族

间的表达频率存在显著性差异(χ2 = 9.155, P  = 
0.010), 瑶族人群中HLA-DRB1*03等位基因的

表达率显著低于壮族及汉族人群, 其OR值分别

为0.414和0.282(表2).

3  讨论

HLA基因复合体是迄今所知的人类最具多态性

的基因系统, 依据编码分子的不同特性而分成

3类基因区, 分别称为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类基因. 其中

Ⅱ类基因的等位基因的多态性导致了抗原结合

槽及提呈抗原肽给T细胞的效率不同而决定着

不同个体对免疫应答的差异. 在Ⅱ类区域中又

以HLA-DRB1等位基因多态性最复杂, 且是机

体免疫基因(Ir)所在区域, 故与免疫应答关系最

为密切, 并与许多疾病的遗传易感性[2-6]相关. 迄

表 1 各等位基因特异性引物序列

     基因                     引物序列5'-3' 长度(bp) 基因长度(bp)       

*03 上游TACTTCCATAACCAGGAGGAGA     22          151

下游TGCAGTAGTTGTCCACCCG     19   

*04 上游GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA     22          260

下游CTGCACTGTGAAGCTCTCAC     20

人类生

长因子

上游CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA     25           432

下游ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC     28

阴性 7 8 9 10

A B

图 1 HLA-DRB1*03/04等位基因的PCR扩增电泳图. A: 泳道1-3、8为DRB1*03等位基因阳性扩增标本, 4-7、9、10为

DRB1*03等位基因阴性扩增产物, 151 bp的条带为目的条带; B: 1-5为DRB1*04等位基因阳性扩增标本, 7-10为DRB1*04等

位基因阴性扩增标本, 250 bp的条带为目的条带, 图A、B中432 bp条带为内参照(HGF).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5
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■创新盘点
本文把肝癌家族
中非癌症成员作
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HLA-DRB1等位
基因在广西肝癌
高发区原发性肝
癌的家族聚集中
的作用.
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今HLA-Ⅱ类等位基因与肝癌病理以及遗传易

感性的关系已有较多的阐明, 蒋业贵等[7]检测

了HLA-DR在肝癌组织中的表达情况, 发现肝

癌组织表达HLA-DR, 而癌旁的非癌组织HLA-
DR表达则为阴性, 且在肝癌中表达的阳性率随

肝癌的分化程度的下降而降低, 提示HLA-DR
可作为肝癌的发生、发展不同时期的一个标志

物. Donaldson等[8]对中国肝癌病人HLA-DRB1
等位基因进行研究的结果表明DRB1*1501是中

国肝癌发生的危险基因. El-Chennawi等[9]对埃

及肝癌病人HLA-DRB1等位基因进行的研究表

明DRB1*07、DRB1*04为埃及肝癌发生的危险

因子, 而DRB1*15为保护性因子. 罗双艳等[10]、

黄爱春等 [11]对广西地区肝癌患者的研究发现

DRB1*07、13、14可能是原发性肝癌的易感基

因. Lin等[12]进行的Meta分析证实了DRB1*07、
1 2是所有人群原发性肝癌的易感基因 ,  而
DRB1*15等位基因可能是亚洲人群肝癌的易感

基因. 最近也有文献[13]证明HLA-DRB1*14可能

是慢性乙型肝炎患者发展为肝癌的危险因素. 
上述文献均说明HLA-DRB1等位基因与肝癌的

发生密切相关, 但其与肝癌家庭聚集性的关系

如何, 在国内外鲜有研究报道. 本课题之前进行

的实验部分已证明HLA-DRB1的部分常见等位

基因可能与肝癌家族聚集性相关, 本实验选择

与慢性乙型肝炎易感性[14-16]以及与肝癌发生相

关的HLA-DRB1*03、04等位基因进行研究, 以
观察肝癌高发是因为遗传了对HBV感染的易感

性还是遗传了家族本身的某些遗传特质所致.
本研究对HLA-DRB1*03/04等位基因在高

发家族组、单发家族组及无癌家族组中的表达

频率进行的分析结果发现, HLA-DRB1*04等位

基因的表达频率在肝癌高发家族成员、肝癌

单发家族成员及无癌家族成员分别为14.7%、

5.3%和7.3%, 经统计学分析, HLA-DRB1*04
表达频率的分布在3组间存在显著性差异(χ2 = 
8.748, P  = 0.013), HLA-DRB1*04等位基因在高

发家族组的表达频率显著高于单发家族组及无

癌家族组, 其OR值分别为3.051和2.172. 研究结

果表明, HLA-DRB1*04等位基因表达的家族成

员发生原发肝癌的几率是无HLA-DRB1*04等位

基因表达的家族成员的2.172倍以上. 以往的研

究[17]结果已证明, 广西肝癌高发区的肝癌家族

聚集性与HBV感染密切相关, 但本研究中HLA-
DRB1*03/04等位基因的表达频率在HBV感染

者与非HBV感染者间比较均无显著性差异(χ2 = 
1.539, P  = 0.215; χ2 = 0.006, P  = 0.938), 提示广

西肝癌高发区肝癌的家族聚集性可能不是由于

A

B

C

10             20            30           40            50           60           70           80           90          100         110         120

10             20            30           40            50           60           70           80           90          100         110         120

110          120         130         140         150         160           170          180         190         200         210          220

图 2 HLA-DRB1*03和HLA-DRB1*04等位基因测序结果. A: HLA-DRB1*03等位基因; B, C: HLA-DRB1*04等位基因.

■应用要点
本研究通过PCR-
S S P 技 术 检 测
HLA-DRB1等位基
因多态性, 以期找
到肝癌家族聚集
的易感基因, 进一
步研究肝癌高发
家庭的高发原因.
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HLA-DRB1*04等位基因造成机体对HBV感染

的遗传易感性所致. 由此可见, HLA-DRB1*04等
位基因本身可能是导致广西肝癌高发区原发性

肝癌家族聚集的危险基因. 本研究结果还表明, 
HLA-DRB1*03等位基因在肝癌高发家族组、

单发家族组及无癌家族组的表达频率分别为

16.7%、12.7%和16.0%, 经统计学分析, 其表达

频率的分布在3组间均无显著性差异(χ2 =1.074, 
P  = 0.584). 提示HLA-DRB1*03等位基因可能

不是广西肝癌家族聚集性的危险因素. 对HLA-
DRB1*03/04等位基因在3个民族中的表达频率

的进一步分析发现, HLA-DRB1*03等位基因在

壮族、汉族和瑶族中的阳性率分布为15.8%、

21.6%和7.2%, 经统计学分析, 3个民族的HLA-
DRB1*03表达频率存在显著性差异(χ2 =9.155, 
P  = 0.010). 研究结果显示, 瑶族人群中HLA-
DRB1*03等位基因的表达率显著低于壮族及汉

族人群, 其OR值分别为0.414和0.282. 综合HLA-
DRB1*03等位基因在肝癌高发家族组、单发家

族组及无癌家族组的表达频率分布在3组间均

无显著性差异(χ2 =1.074, P  = 0.584)结果表明, 
HLA-DRB1*03等位基因的缺省可能只是广西瑶

族人群的遗传特征之一, 与原发性肝癌的遗传

易感性无明显相关. 
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■名词解释
肝癌高发家族: 有
血缘关系的家族
成员中发生过2例
及2例以上的原发
性肝癌 (HCC)病
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第四届全国肝病
学术会议修订的
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家族.

a高发家族组与单发家族组间的比较(χ2 = 7.259, P = 0.007; OR = 3.051; 95%CI: 1.312-

7.093); 高发家族组与无癌家族组间的比较(χ2 = 4.120, P = 0.042; OR  = 2.172; 95%CI: 

1.013-4.656); b瑶族与壮族间的比较(χ2 = 4.868, P = 0.027; OR = 0.414; 95%CI: 0.186-

0.924); 瑶族与汉族间的比较(χ2 = 9.347, P = 0.002; OR = 0.282; 95%CI: 0.120-0.658).

表 2 各组HLA-DRB1等位基因频率分布比较 %(n )

     分组   n HLA-DRB1*03 HLA-DRB1*04

实验组

  高发家族组 150 16.7(25/150) 14.7(22/150)

  单发家族组 150 12.7(19/150)   5.3(8/150)

  无癌家族组 150 16.0(24/150)   7.3(11/150)

  χ2值   1.074   8.748

  P值   0.584   0.013a
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  χ2值   9.155   2.296

  P值   0.010b   0.317

HBV感染

  HBV感染者 112 18.8(21/112)   8.9(10/112)

  非HBV感染者 338 13.9(47/338)   9.2(31/338)

  χ2值   1.539   0.006

  P值   0.215   0.938

性别

  男 270 16.3(44/270)   8.9(24/270)

  女 180 13.3(24/180)   9.4(17/180)

  χ2值   0.739   0.040

  P值   0.390   0.841
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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 2012-03-08). 
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Abstract 
AIM: To investigate the application of hepatic lo-
bectomy in bile duct reoperation and preopera-
tive evaluation and management.  

METHODS: The clinical data for 105 patients 
who underwent bile duct reoperation and he-
patic lobectomy from November 2005 to Febru-
ary 2012 were retrospectively analyzed. 

RESULTS: Left lateral hepatic lobectomy was 
performed in 69 patients, left hepatectomy in 18 
patients, quadrate lobe resection in 8 patients (the 
Kasai procedure), and partial right lobe resec-
tion in 4 patients (including 1 undergoing right 
hepatectomy). Anatomic hepatectomy of bilater-
al lobes was implemented in 4 patients, includ-

ing 2 undergoing resection of gallbladder bed 
for gallbladder carcinoma, 1 undergoing right 
hepatectomy with left lateral lobectomy and 1 
undergoing partial right hepatic lobe resection 
with left lateral lobectomy. Left medial hepatic 
resection was performed in 2 patients. Postoper-
ative complications included incision infection, 
bile leakage, pneumonia, and pleural effusion. 
One patient died of liver failure perioperatively. 

CONCLUSION: For recurrence of intrahepatic 
bile duct stones and/or residual stones, lobes 
with stones and stenosis should be resected 
completely in hepatic lobectomy so as to reduce 
the frequency of biliary tract reoperation. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Bile duct reoperation; Hepatic lobec-
tomy; Hepatolithiasis; Cholangiocarcinoma
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摘要 
目的: 探讨肝叶切除在胆道再次手术中的应
用及术前评估与处理. 

方法: 回顾性分析2005-11/2012-2我院收治的
胆道再次手术中行肝叶切除的105例患者的临
床资料. 

结果: 肝左外叶切除69例; 左半肝切除18例; 
肝方叶切除8例; 肝右叶部分切除4例, 其中1
例为右半肝切除; 双侧肝叶规则性切除4例, 
包括2例胆囊床切除, 1例右半肝及左外叶切
除, 1例部分肝右叶及左外叶切除; 左内叶切
除2例. 术后主要并发症: 切口感染、胆漏、

肺部感染、胸腔积液. 围手术期因肝功能衰竭
亡1例.

结论: 对于肝内胆管复发和/或残余结石, 应该
彻底切除存在胆管结石和狭窄的肝叶或肝段, 
努力减少胆道再次手术次数. 

■背景资料
胆道再次手术是
胆道外科的难题
之 一 ,  肝 叶 切 除
在胆道再次手术
中的应用也相当
广 泛 .  术 前 评 估
和手术方式的合
理选择是减少胆
道再次手术次数
的关键. 特别是磁
共振胰胆管成像
(MRCP)在胆道再
次手术需行肝叶
切除患者术前评
估中的应用极为
重要, 可以帮助术
者选择更为合理
的手术方式. 由于
各级医疗单位水
平和术者水平不
同, 有相当多的胆
道再次手术需行
肝叶切除的患者
因首次胆道手术
方式不合理而导
致, 因此建立一个
相对统一的治疗
模式, 作好胆道首
次手术尤为重要. 

■同行评议者
陈进宏, 副主任医
师,  复旦大学附属
华山医院普外科
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0  引言

随着外科技术的发展, 肝叶切除术在胆道再次

手术中的应用越来越广泛, 特别是对于肝内胆

管复发和/或残余结石的患者. 但是, 应提高其应

用的规范性, 否则不但难以解决根本问题, 反而

会造成新的损伤, 导致严重的后果. 本文回顾性

分析了我院2005-11/2012-2收治的胆道再次手术

中行肝叶切除的105例患者的临床资料, 探讨其

手术方式的合理应用及围手术期的术前评估与

处理措施, 以提高手术的成功率, 减少胆道再次

手术的次数. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院胆道再次手术行肝叶切除的

患者105例, 男38例, 女67例. 年龄21-80岁, 平均

54.6岁±11.4岁. 本次手术距前次手术时间为14 d
至39年. 既往1次手术史72例, 2次28例, 3次及以

上5例. 临床表现: 腹部不适(腹痛、腹胀)24例, 
发热5例, 黄疸5例, 同时有腹部不适和发热36例, 
同时有腹部不适和黄疸11例, 同时黄疸和发热3
例, Charcot三联征18例, 无症状3例. 
1.2 方法 对105例患者的临床资料进行回顾性分

析, 就再次手术的原因、术前评估、手术方式

的选择等进行分析. 

2  结果

105患者上次手术的原因: 单纯胆囊结石或息肉

40例, 胆总管结石或伴胆囊结石40例, 肝内外胆

管多发结石20例, 胆管损伤修复3例, 胆总管囊

肿2例. 上次手术的方式见表1. 本组患者再次手

术的原因: 肝外胆管结石或狭窄并肝左叶结石

或萎缩者35例, 胆管癌伴或不伴胆管结石者23
例, 肝左叶结石伴脓肿或萎缩者22例, 左右肝内

胆管多发结石并胆总管结石11例, 胆道高位损

伤并胆道狭窄5例, 肝右叶结石伴脓肿或萎缩者

2例, 胆囊癌侵及肝脏2例, 胆总管结石并肝左外

叶血管瘤2例, 肝内胆管黏液性囊腺瘤伴胆管阻

塞2例(其中1例为良性, 1例为交界性), Caroli病
1例. 再次手术的方式见表2. 本组患者同时合并

肝硬化13例, 按Child-Pugh分级, 其中Child A级

者10例, Child B级者3例. 术后主要并发症有单

纯切口感染5例, 切口感染合并肺部感染1例, 切
口感染合并胆漏1例, 胸腔积液4例, 单纯肺部

感染1例, 单纯胆漏1例, 胆漏合并肺部感染1例, 
围手术期因肝衰竭死亡1例, 并发症发生率为

14.7%. 

3  讨论

3.1 胆道再次手术时需要行肝叶切除的原因及

术前评估 结合本组资料, 在胆道再次手术中有

以下情况需行肝叶切除术: (1)肝内胆管结石残

余或复发; (2)肝内或肝门部胆管癌; (3)Ⅳa型及

Ⅴ型先天性胆总管囊肿; (4)高位胆管损伤; (5)合
并胆道疾病的肝脏其他良恶性占位. 

胆道再次手术一定要做好术前准备工作, 对
患者进行全面评估. (1)合并肝硬化的胆道再次

手术患者, 要评估患者的肝功能. 有关研究报

道肝功能Child-Pugh分级标准不适合胆道再次

手术合并肝硬化门静脉高压症患者的评估要

求[1], 因为有些患者由于胆道阻塞, 总胆红素增

高很明显, 但是患者的血浆白蛋白、凝血酶原

时间(prothrombin time, PT)在可接受水平, 没有

明显腹水和肝性脑病, 同样可以接受手术治疗; 
(2)对于胆道再次手术的患者一定常规行胆道磁

共振胰胆管成像(magnetic resonance cholangio-
pancreatography, MRCP)检查, 以了解病变的部

位和范围, 明确可否行肝叶切除及切除范围. 有
报道MRCP对梗阻性黄疸部位确诊率达100%, 
梗阻原因诊断正确率达95.8%[2]. 本组资料中有

16例患者因上次手术未行MRCP, 而没有切肝、

或切肝不彻底. 本次手术有65例患者行MRCP, 
且检查结果均与术中所见相同; (3)关于明显黄

疸的患者是否需要术前减黄、多大程度的黄疸

需要减黄一直是肝胆外科讨论的热点, 国内外

较一致的观点是胆红素>170 μmol/L必须术前减

黄[3]. 一般严重黄疸的病人对麻醉及手术的耐受

力降低, 术中渗血增加, 术后组织愈合不良. 文
献报告, 在严重的梗阻性黄疸情况下术后各吻合

口愈合不佳, 易发生吻合口漏[4], 易发生肝、肾功

衰竭及消化道大出血等严重的术后并发症[5], 且
术后并发症及院内病死率增加[6]. 
3.2 肝叶切除在胆道再次手术中的应用 
3.2.1 肝叶切除在再次胆道肝石病中的应用: 肝
内胆管结石残余或复发患者占胆道再次手术须

行肝叶切除者的绝大多数, 本组资料因肝石病

■相关报道
目前许多报道分
析了胆道再次手
术的常见原因, 亦
提出相应的手术
方法. 关键是要把
握黄志强院士倡
导的“解除狭窄, 
清 除 结 石 ,  矫 治
畸形 ,  切除病灶 , 
通畅引流”的原
则, 使首次胆道手
术成为“最后一
次”手术. 

■创新盘点
本文重点对胆道
再次手术需行肝
叶切除的原因进
行分类, 并对每种
分类下手术方式
的合理选择作了
重点探讨; 并强调
了胆道再次手术
合并肝硬化或严
重阻黄患者的术
前评估及处理及
MRCP在胆道再次
手术需行肝叶切
除患者中的应用.
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行肝叶切除者有70例, 占总数的66.7%, 其中肝

左叶切除者66例, 右叶切除者4例, 这是由于肝

脏解剖的原因致肝左叶比右叶更易形成结石. 
由于肝内胆管结石导致胆汁引流不畅, 容易引

起胆管内感染, 患者多伴有胆管炎症状: 腹痛、

发热寒战, 若有肝外胆管阻塞还伴有黄疸, 所以

去除病灶尤为关键. 造成肝内胆管结石残余或

复发的原因归结起来有以下几点: (1)上次手术

术前检查未完善, 未发现肝内胆管结石; (2)手术

方式选择错误. 如肝左内及左外叶均存在结石

及狭窄, 只行肝左外叶切除, 本组此类患者2例; 
对于肝内胆管结石仅行胆总管切开取石+T管引

流或胆肠吻合术, 希望术后胆道镜取净结石, 或
结石自然掉落入肠管, 由于肝内胆管狭窄未解

除, 结石必然复发; (3)上次手术胆肠吻合口狭窄, 
胆汁引流不畅致肝内结石复发. 肝叶切除在肝

石病的手术适应证如下: (1)区域型肝内胆管结

石; (2)弥漫性肝内胆管结石有区域性的毁损病

灶, 这些病灶包括: 肝叶或肝段的纤维化或萎缩;  
难以取净的多发性结石; 难以纠治的肝管狭窄或

囊性扩张; 合并慢性肝脓肿; 合并肝内胆管癌[7]. 

对于严重的肝硬化门脉高压症、急性化脓性胆

管炎和一般状况差者均不宜行肝叶切除术. 
对于左肝内胆管结石, 现在一致认为应行

规则性的左半肝切除(或加尾叶切除)替代原来

的左外叶切除. Sun等[8]发现仅切除肝左外叶其

残石发生率为22%, 左肝管再狭窄发生率为43%, 
而行左半肝切除者残石发生率仅为4%, 且残石

均存在于肝外胆管. 因为通过肝外胆管及肝断

面左肝管残端取石几乎不可能完全清除散布于

左内叶胆管结石, 更难以清除左内叶狭窄或扩

张的胆管, 术后结石残留或复发难以避免. 左半

肝切除能够完全切除左肝内结石及狭窄或扩

张的胆管, 减少了远期结石复发、胆汁性肝硬

化、门脉高压及发生胆管癌的危险性. 本组资

料有2例患者上次手术因左肝结石行左外叶切

除而致左内叶结石残余或复发, 不得已再次行

左内叶切除, 其中一例已恶变为胆管癌. 一般认

为对只存在左肝管结石, 左外叶及左内叶胆管

均无结石及狭窄, 且左肝形态正常, 嵌入的结石

可以通过胆道探查或胆道重建取出, 所有的胆

管狭窄可以不用通过规则性肝叶切除完全清除, 

表 1 105例胆道再次手术肝叶切除患者的首次手术方式

     首次手术方式    n

胆囊切除术 40

再次胆道探查+T管引流术 21

胆囊切除+胆道探查+T管引流术 19

胆囊切除+胆道探查+胆总管空肠吻合术 11

再次胆道探查+胆总管空肠吻合术   3

胆囊切除+胆道探查+胆总管十二指肠吻合术   3

胆总管修复+T管引流术   3

胆总管囊肿切除+胆总管空肠吻合术   2

胆囊切除+胆道探查+肝左外叶切除术+T管引流术   2

再次胆道探查+肝左叶部分切除+左肝管空肠吻合术   1

表 2 105例胆道再次手术肝叶切除患者的再次手术方式

     再次手术方式    n

肝叶切除术+胆道探查术

(肝左外叶切除54例, 左半肝切除 15例, 肝右叶不规则切除3例, 右半肝+左

外叶切除1例, 右半肝切除1例)

74

肝叶切除+胆道探查+肝门部胆管(胆总管)空肠吻合术

(肝左外叶切除11例, 肝方叶部分切除例+肝管支撑管引流术5例, 肝方叶部

分及肝左叶切除+支架植入3例, 左半肝切除3例, 右叶部分切除+左外叶切

除1例)

23

单纯肝左外叶切除术   4

肝左外叶切除+胆道探查+肝左叶胆管空肠吻合术   2

胆囊癌根治术(伴胆囊床切除)   2

■应用要点
建立一个相对统
一的的治疗模式. 
术前全面评估及
选择合理术式可
以减少胆道再次
手术的次数.
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则可不行肝叶切除. 右肝结石的发生率较左肝

小, 也建议行规则性右半肝切除[9]. 对于分布于

双侧肝叶的区域型结石伴相应肝段萎缩或脓肿

者, 在预计残肝可以满足机体需要的情况下, 可
行双侧肝叶的规则性切除. 对于肝石病, 我们应

以黄志强院士倡导的“解除狭窄,清除结石,矫
治畸形, 切除病灶, 通畅引流”为原则, 又以去

除病灶(包括狭窄或扩张的胆管和萎缩或毁损的

肝组织)为治疗的核心, 认真负责的做好每一例

肝石病手术. 
3.2.2 肝叶切除在再次胆道胆管癌中的应用: 胆
管癌在胆道再次手术中也较常见, 肝门部胆管

癌或者肝内胆管癌累及肝门部的患者一般均有

较严重的黄疸, 行根治术时为彻底切除癌灶也

需行相应的肝叶切除. 本组资料中因胆管癌行

肝叶切除者有23例, 均为肝内或肝门部胆管癌, 
占总数的21.9%. 其发生与上次手术方式有关的

原因一般有: 肝石病患者上次手术病灶未完全

切除致肝内结石残余或复发、胆肠吻合术后肠

液返流致反流性胆管炎和胆总管囊肿上次手术

未切除. 若上述病症长期存在, 未行规范治疗均

可诱发胆管癌. 
一般而言肝内胆管癌及肝门部胆管癌行根

治术时均须行肝叶切除. 肝内末梢胆管癌具有

最高的手术切除率, 手术方式同肝细胞癌的类

似, 即把癌变的肝内胆管所在的肝叶或肝段切

除. 然而, 肝门胆管癌一直是肝胆外科非常棘手

的问题, 治疗原则以手术切除为主, 最重要的

是达到显微镜下的无瘤边缘(R0切除). Bismuth
等 [10]报道9例患者行R0切除术后在长达1-11年
的随访期有7例达到无瘤生存, 而10例仅达到肉

眼下无瘤边缘(R1切除)者均于术后3年内死于肿

瘤复发. 对于肝门胆管癌患者存在以下因素可

作为手术的相对或绝对禁忌证: (1)癌组织累积

双侧二级肝内胆管; (2)癌组织阻塞或包裹门静

脉主干; (3)一侧肝叶萎缩同时伴有对侧门静脉

的分支的包裹; (4)一侧肝叶萎缩同时伴有对侧

二级胆管侵犯; (5)AJCC癌症分级III-IV级; (6)肝
硬化伴有门静脉高压; (7)不适合手术的其他合

并症[11]. 一般认为较为有临床指导意义手术方

式的是Bismuth分型. 对于Ⅰ型可只行局部肿块

切除; Ⅱ型行局部肿块切除+肝尾叶切除, 这是

因为肿瘤浸润至左右肝管汇合处时几乎不可避

免会侵犯肝尾叶胆管[12], 若肿瘤还侵犯第Ⅳ肝

段, 还应行肝方叶切除; Ⅲa型可行局部肿块切除

+右半肝或右三叶切除+肝尾叶切除; Ⅲb型行局

部肿块切除+左半肝或左三叶切除+肝尾叶切除; 
Ⅳ型一般建议行肝移植术. 本组资料有3例Ⅳ型

肝门胆管癌患者行改良Kasai术式(其手术原理

是把肝门部受累肝组织切除使肝内胆管打开, 
空肠吻合到被切除肝门部肝组织周围让胆汁流

入空肠)也取得了良好的手术效果, 我们先前文

章已有报道[13]. 国内崔培元等[14]亦报道了Ⅳ型

肝门胆管癌应用Kasai术式取得满意效果. 此外

肝门胆管癌的患者一般均有严重的梗阻性黄疸, 
我们建议均应术前常规行PTCD减黄, 以防行半

肝或扩大的半肝切除后剩余肝脏肝细胞功能较

差, 不能代偿机体需要, 发生肝衰. 
3.2.3 肝叶切除在再次胆道胆总管囊肿中的应

用: 相当一部分胆总管囊肿患者因上次手术方

式不当, 致使肝内囊肿残留, 多因囊肿生长出现

压迫症状或感染出现胆管炎症状, 而需再次手

术切除囊肿, 究其原因有: (1)对胆总管囊肿分

型认识不足, 没有针对不同的分型采取不同的

手术方式. 如对于Ⅳa型没有行肝内囊肿所在肝

叶的规则性切除; (2)胆总管囊肿仅行单纯囊肿

十二指肠或空肠吻合, 囊肿未切除, 胰液、肠液

返流仍存在, 导致长期胆管炎、肝内胆管狭窄

及结石形成; (3)对于Ⅴ胆总管囊肿误认为肝囊

肿, 仅行“肝囊肿”开窗引流术. 本组有1例Ⅳa
型胆总管囊肿患者, 因首次手术仅行肝外囊肿

切除致肝内囊肿残留, 于5年后因肝内囊肿化脓

而再次行肝叶切除术. 
对于Ⅳa型(胆总管囊肿伴肝内胆管囊肿)应

行肝外胆管切除+扩张相对严重一侧肝叶切除, 
对于不适宜行半肝切除单发肝内囊肿患者, 也
可切除覆盖在囊肿表面的少量肝组织, 打开肝

内囊肿壁, 行肝管空肠+肝内囊肿空肠吻合术, 
这可以避免切除过多的肝组织, 减少创伤. Uru-
shihara等[15]应用此方法取得良好的效果. 对于Ⅴ

型即Caroli病, 病变局限于某一肝段或一侧病变

时, 首选规则性肝段切除或半肝切除, 部分累及

双侧肝叶者应通过扩大的半肝切除达到完整切

除肝内囊肿获得根治的目的. 对于全肝病变者

若伴严重门脉高压症应行肝移植. 
3.2.4 肝叶切除在再次胆道胆管损伤中的应用: 
胆管损伤特别是高位胆管损伤再次手术行胆

管修复时也需行肝叶切除, 这是因为电刀灼烧

伤、反复胆漏、腹腔感染致高位胆管狭窄, 行
肝门部胆管整形术后肝外胆管所剩甚少或没有, 
行常规胆肠吻合已不可行, 为保证足够大的吻

合口, 防止术后肝门空肠吻合口再狭窄, 须切除

■名词解释
胆道再次手术: 指
胆道手术后因为
并发症、原有疾
病未治愈或者再
次复发而施行的
手术, 不包括其他
腹部手术后再次
针对胆道疾病所
施行的手术. 
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部分Ⅳ或Ⅴ肝段, 暴露肝门部, 获得足够大的吻

合口, 行肝肠吻合, 这需要术者具备很高的胆道

修复手术经验与技巧. 本组资料中有5例为高位

胆管损伤患者, 均通过Kasai术式取得非常好的

手术效果, 具体手术程序我们研究小组已作过

报道[13]. 胆道损伤再次手术争议较多的是手术时

机的选择, 我们认为只要患者无胆管炎和腹腔

感染表现, 且损伤部位近端胆管扩张, 应积极早

期实施手术, 因为此时手术可以获得正常柔软

的胆管, 与晚期修复相比死亡率及胆道再狭窄

的比例并未增加[16], 但可以尽早的解决患者的病

痛. 国外报道1例因行腹腔镜胆囊切除术时横断

了右肝管, 致使术后胆漏2 mo, 长期的腹腔感染

使得患者肝右叶的胆管树弥漫性炎性狭窄, 但
是肝左叶胆管造影显示良好, 采取右半肝切除

+左肝管空肠Roux-en-Y吻合术, 术后随访5年恢

复良好, 没有复发胆管炎及胆管结石[17]. 这说明

胆管损伤修复时合理并灵活的运用肝叶切除可

以很好的解决患者的病痛, 并免受再次手术之

苦. 
总之, 胆道再次手术中肝叶切除应用广泛, 

肝胆外科医生应针对不同的胆道再次手术原因, 
按相应手术原则规范行肝叶切除术. 对再次胆

道手术, 一定要精心设计、充分准备, 不轻易执

行手术, 且努力做好本次手术, 力争成功. 
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Abstract
AIM: To evaluate the value of some anatomical 
indexes on MRCP images in the prediction of 
difficulty of bile duct intubation during ERCP.

METHODS: Clinical data for 93 patients who 
had undergone MRCP before ERCP treatment 
from November 2011 to June 2012 at the Affili-
ated Hospital of Qingdao University Medical 
College were retrospectively analyzed. The pa-
tients were classified into two groups, group A (n 
= 30), in which bile duct intubation during ERCP 
was difficult, and group B (n = 60), in which bile 
duct intubation was easy. Five main indexes, 
including common bile duct diameter, pancre-
atic duct diameter, separation angle between the 
common bile duct and the pancreatic duct, the 
distance between the duodenal wall and the con-

fluence of the common bile duct and the pancre-
atic duct, and the distance between the openings 
of the common bile duct and the pancreatic duct 
in the duodenum, were measured on MRCP im-
ages and compared between the two groups to 
find indexes which can forecast difficulty of bile 
duct intubation during ERCP.

RESULTS: The success rate of ERCP was 
98.92%. There were significant differences be-
tween the two groups in the common bile duct 
diameter and separation angle between the com-
mon bile duct and the pancreatic duct (4.48 ±1.27 
vs 6.73 ± 2.32; 25.89 ± 14.40 vs 43.37 ± 24.88, both 
P < 0.05).

CONCLUSION: MRCP may be helpful to predict 
difficulty of bile duct intubation during ERCP 
and to choose the best treatment for patients 
with biliary tract disease.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Endoscopic retrograde cholangiopan-
creatography; Magnetic resonance cholangiopan-
creatography; Pancreaticobiliary disease; Pancrea-
tobiliary tract anatomy; Difficult intubation
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摘要 
目的:  探讨磁共振胰胆管成像 (m a g n e t i c 
resonance cholangiopancreatography, MRCP)
对内镜下逆行胆胰管造影术(e n d o s c o p i c 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)胆
管插管难度预测的价值. 

方法: 采用回顾性分析方法, 收集93例术前行
MRCP检查的ERCP患者, 根据ERCP胆管插
管难易程度将患者分为ERCP胆管插管困难
组(A组, 30例)和非困难组(B组, 63例). 对两
组患者MRCP图像上相关解剖学指标(包括胆
总管直径、胰管直径、胆胰管汇合角度、胆

■背景资料
磁共振胰胆管成
像(MRCP)是一种
无创性胆道造影
技术, 能够获得一
幅完整的胆道树
图像, 更清晰地显
示胆道和胰管的
病变等情况. 内镜
下逆行胰胆管造
影术(ERCP)能够
直接发现病灶、
取材活检、行胆
道造影或进行取
石、放置支架等
治疗. 胆胰管汇合
处的解剖结构对
ERCP中胆管插管
的成败有重要影
响. 

2013-02-08|Volume 21|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

摘要
目的:
方法:
结果:
结论:
. 世界华人消化杂志  2013; 21(4): 000-000

http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/000.asp 
DOI: http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v21.i4.000

■同行评议者
陈钟, 教授, 南通
大学附属医院普
外科, 南通大学肝
胆外科研究所



358                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)     世界华人消化杂志     2013年2月8日   第21卷    第4期 

胰管汇合点与十二指肠内壁间距、胆胰管末
端间距)进行观察和测量, 比较分析两组患者
MRCP图像上述解剖指标数据的差别, 探讨其
对ERCP胆管插管难度预测的价值. 

结果: ERCP胆管插管成功率为98.92%. 两组患
者MRCP上胆总管直径、胆胰管汇合角度存
在差异(4.48±1.27 vs  6.73±2.32; 25.89±14.40 
vs  43.37±24.88, P<0.05), 而两组患者性别、年
龄、胰管直径、胆胰管汇合点与十二指肠内
壁间距、胆胰管末端间距的差异无统计学意
义. ERCP胆管插管难度与MRCP图像上胆总管
直径、胆胰管汇合角度有相关性(P <0.05), 而
与胰管直径、胆胰管汇合点与十二指肠内壁
间距、胆胰管末端间距无相关性. 

结论: ERCP术前常规行MRCP检查对判定
ERCP胆管插管难易程度有一定指导意义. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

内镜下逆行胆胰管造影术(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)是由McCune
等[1]在1968年首次提出的, 他为胆胰疾病的诊

断和治疗开辟了一条崭新的道路[2]. 通过提高技

术、改良器械等, 磁共振胰胆管成像(magnetic 
resonance cholangiopancreatography, MRCP)胆
管插管成功率在90%以上, 但仍有患者因胆胰

系统尤其胆胰管汇合部位的诸多解剖变异情况

如胆管狭窄等会使ERCP常规胆管插管失败[3], 因
此胆胰管汇合处的解剖结构对ERCP胆管插管

难度和ERCP的成败均可能有重要影响. MRCP
是一种非侵入性的胆胰管成像技术, 他可以直

观地显示胆胰管系统的解剖结构, 具有安全、

无创、快捷、图像清晰等特点[4]. 本研究通过

测量比较M R C P图像上相关解剖学指标的差

别, 来探讨其对ERCP胆管插管难易程度的预

测价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2011-11/2012-06青岛大学医学院

附属医院收治的术前行MRCP检查的ERCP患
者93例, 其中男51例, 女42例, 男女比例为1.21∶
1.00, 年龄36-86(61.94±13.32)岁. 该临床资料入

选标准为: 有胆胰系统疾病而住院行ERCP的患

者; 排除标准为: (1)有ERCP和MRCP禁忌证者; 
(2)既往因手术、外伤等原因导致胆胰系统解剖

结构改变者, 如既往行ERCP、EST者; (3)因病变

导致壶腹部解剖结构改变者, 如胆总管结石崁

顿在胆胰管开口处、壶腹部恶性肿瘤侵及十二

指肠乳头处等. 本研究将ERCP操作中十二指

肠乳头处胆管插管时间或总插管次数作为量化

ERCP胆管插管难易程度的指标. 
将十二指肠镜到达乳头处至胆总管插管成

功所用时间记为ERCP插管时间. 所有ERCP操
作者均为同一人, 采用切开刀/导管、导丝插管, 
每例均全程录像, 术后回放记录. 不能顺利进入

胆管, 反复尝试5次以上或插管操作>15 min视为

困难胆管插管[5], 即归为困难组, 反之归为非困

难组. 根据上述标准将患者分为ERCP胆管插管

困难组(A组)和非困难组(B组). A组30例, 包括

男19例、女11例, 平均年龄(59.50±13.30)岁, 诊
断为胆总管结石14例(其中9例合并十二指肠降

部憩室)、胆总管狭窄11例、肝管狭窄5例. B组
63例, 包括男32例、女31例, 平均年龄(63.10±
13.49)岁, 诊断为胆总管结石36例(其中2例合并

十二指肠降部憩室)、胆总管狭窄14例、肝管狭

窄9例、胆管扩张4例. 
MRCP使用Siemens Sonata 3.0T超导MR扫

描仪; ERCP使用日本Olympus JF 240或TJF 240型
十二指肠镜、Olympus KD-211Q-0720型切开刀

以及黄色斑马导丝、导管等. MRCP和ERCP均分

别由同一操作者完成, 且2人均为高年资医生. 
1.2 方法

1.2.1 MRCP及图像上相关解剖指标测量: 所有

患者在ERCP前2-7 d行MRCP检查, 并对图像上

胆胰系统相关解剖指标进行测量记录, 测量方

法分述如下: (1)胆总管直径: 距胆总管显影末

端1 cm处胆总管直径; (2)胰管直径: 距胰管显影

末端1 cm处胰管直径; (3)胆胰管汇合角度: 胆总

管起始端到显影近段1 cm处连线与胰管起始端

到显影近段1 cm处连线之间夹角; (4)胆胰管汇

合点与十二指肠内壁间距: 指胆胰管汇合处到

十二指肠降段内侧壁的距离, 若胆胰管恰好汇

合于十二指肠内侧壁, 该指标记为0 mm; (5)胆管

末端和胰管末端间距: 简称为胆胰管末端间距, 
指胆胰管两者末端之间的距离, 若胆胰管末端

■研发前沿
在临床上寻找一
种客观、方便、
实用、准确率高
的预测方法以便
清楚了解患者胆
胰系统解剖结构
特点、在术前预
测 E R C P 胆 管 插
管难易程度, 从而
制定最佳治疗方
案、将患者的痛
苦降低到最小限
度、提高ERCP的
成功率. 
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■相关报道
相关研究结果显
示,  MRCP对胆胰
系统疾病如胆管
结石、胆胰管扩
张和解剖变异等
具有高敏感性和
高特异性.
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汇合于一点, 该指标记为0 mm. 
1.2.2 ERCP: 所有患者术前均签署ERCP知情同

意书. ERCP术前禁饮食至少8 h, 术前30 min口
服10%盐酸利多卡因胶浆20 mL, 并建立一条留

置针静脉通道. 术前15 min常规静脉注射地西泮

(安定)5-10 mg、山莨菪碱(6-542)10 mg, 肌肉注

射杜冷丁50 mg. 造影剂为碘普罗胺(优维显). 术
中持续吸氧, 并行持续心率、血氧饱和度监护. 
对于ERCP插管困难患者主要采用以下3种方法

完成胆管插管[6,7]: (1)导丝先占据胰管再行胆管

插管; (2)乳头括约肌预切开后插管; (3)先置放胰

管支架后行胆管插管. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件包进行

统计学处理, 计量资料用mean±SD表示. 进行t
检验和Logistic回归分析, P <0.05认为差异有统

计学意义. 

2  结果

ERCP胆管插管成功率为98.92%(A组中1人因

插管困难而放弃进一步E R C P诊治). A、B两

组的性别、年龄以及M R C P图像上相关指标

测量情况(表1): A组和B组相比得出, 胆总管直

径、胆胰管汇合角度两方面的差异有统计学

意义(P <0.05). 而在性别、年龄、胆胰管汇合

点与十二指肠内壁间距、胆胰管末端间距等

方面无显著性差异. 进行Log ist ic回归分析,自
变量为MRCP图像上所测的5个上述指标(记为

X1-X5), 因变量为ERCP胆管插管难度, 得出以

下结果(表2): ERCP胆管插管难度与胆总管直

径、胆胰管汇合角度相关(P <0.05), 而与胰管

直径、胆胰管汇合点与十二指肠内壁间距、

胆胰管末端间距无相关性. 术前MRCP对ERCP
胆管插管难易程度的回归方程为: L o g i t P  = 
-7.635+1.699X1+0.434X5. 

3  讨论

随着内镜微创治疗技术的进步, ERCP发展成为

较为成熟的微创介入技术, 是临床治疗胆胰疾

病的重要手段. 对于有经验的操作者来讲, 经乳

头胆管插管成功率在95%以上, 缓解梗阻性黄疸

成功率在85%以上[8]. ERCP具有手术创伤小、痛

苦少、患者易耐受、恢复快等优点. ERCP胆管

插管难易程度高低与多方面因素有关, 除了手

术设备的优劣、操作者水平高低等因素外, 主
要与胆胰系统解剖结构相关. 

虽然ERCP手法不断改良、器械不断进步, 
但是即使在大型医疗机构仍然存在部分困难插

管的患者, 仍有5%-10%的患者ERCP选择性胆管

插管失败[9-14]. 即便最终插管造影成功, 可能因反

复插管导致十二指肠乳头处水肿痉挛、导丝多

次入胰管导致术后高淀粉酶血症或胰腺炎等[15], 
从而给患者带来极大危害. 

所以在临床上寻找一种客观、方便、实

用、准确率高的预测方法以便清楚了解患者胆
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表 1 MRCP图像上相关解剖指标测量情况 (mean±SD)

     指标         A组        B组  P 值

性别1   1.40±0.52   1.48±0.51 0.702

年龄(岁) 59.50±13.30 61.94±13.32 0.492

胆总管直径(mm)   4.48±1.27   6.73±2.32 0.008

胰管直径(mm)   2.27±0.47   2.60±0.71 0.188

胆胰管汇合点与十二指

肠内壁间距(mm)

  4.19±5.45   2.57±4.92 0.415

胆胰管末端间距(mm)   0.87±1.85   0.59± 1.50 0.657

胆胰管汇合角度(度) 25.89±14.40 43.37±24.88 0.049

1参数先予以赋值再进行统计学处理: 性别(男 = 1, 女 = 2).

表 2 Logistic回归分析结果

      影响因素      B     SE Wald Exp(B) 95% CI for Exp(B)   P 值

胆总管直径(X1) 1.699 0.848 4.017 5.469 1.038 -28.807 0.045

胰胆管汇合角度(X5) 0.434 0.220 3.899 1.543 1.003 - 2.373 0.048

■创新盘点
随着磁共振内镜
的应用、MRCP
与 M R 其 他 技 术
如血管成像的联
合应用, MRCP必
将成为胆胰系统
疾病的一项重要
影像学检查方法, 
但是MRCP预测
ERCP胆管插管难
易程度并未见文
献报道. 正由于目
前临床上能较为
清晰准确获得胆
胰管解剖结构且
速度最快、痛苦
最小的检查当属
MRCP.  因此 ,  作
者推测ERCP术前
常规行MRCP检
查对ERCP操作难
度可能有一定预
测价值, 从而为患
者制订最佳诊疗
方案有一定积极
意义. 
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胰系统解剖结构特点、在术前预测ERCP胆管

插管难易程度, 从而制定最佳治疗方案、将患

者的痛苦降低到最小限度、提高ERCP成功率

是临床医生亟待解决的问题. 
到目前为止, B超检查是检查胆道系统疾病

尤其是胆石病较为主要的影像学检查方法[16], 超
声检查对于胆囊结石有较高确诊率, 但由于肠

腔气体干扰、较小结石无法产生声影等因素的

存在, 对于胆总管结石尤其胆总管下端结石诊

断率低[17]. CT也是胆道疾病重要的影像学检查

学方法, 但是由于很大部分胆道系统结石密度

与胆汁密度接近, 加之CT仅提供横断面图像, 无
法得到胆道系统的整体图像, 同时由于断层原

因可能会导致漏检, CT诊断结石的准确率仅为

50%-90%[18]. 由于以上检查各自缺陷的存在, 往
往无法获得胆胰系统尤其胆道系统较完整较全

面的信息. MRCP检查由于可以显示胆胰管走行

和汇合部解剖结构[19], 则恰好避免了上述检查的

弊端. 
MRCP最早于20世纪90年代初由Wallner等

[20]首先提出, 目前为临床较为常用的磁共振水

成像技术之一. MRCP无需任何口服和静脉造影

剂, 利用胆汁中水分有极高的质子密度呈现长

T2弛豫而胆道周围组织为短T2弛豫的特点即可

获得胰胆系统的直接图像, 经进一步处理如多

平面重建、旋转、分割等可得到较理想的三维

胆胰系统图像[21]. 同时MRCP也不受电离辐射影

响, 可用于所有病人, 因此, 他是一种新型的、

安全的检查手段. 相关研究[22,23]结果显示, MRCP
对胆胰系统疾病如胆管结石、胆胰管扩张和解

剖变异等具有高敏感性和高特异性. 而且随着

磁共振内镜的应用、MRCP与MR其他技术如血

管成像的联合应用, MRCP必将成为胆胰系统疾

病的一项重要影像学检查方法, 但是MRCP预测

ERCP胆管插管难易程度并未见相关文献报道. 
正由于目前临床上能较为清晰准确获得胆胰管

解剖结构且速度最快、痛苦最小的检查当属

MRCP. 因此, 作者推测ERCP术前常规行MRCP
检查对ERCP胆管插管难度可能有一定预测价

值, 从而为患者制订最佳诊疗方案有一定积极

意义. 
本研究发现, ERCP胆管插管难易程度与

性别、年龄、胆胰管汇合点与十二指肠内壁

间距、胆胰管末端间距等无相关性, 而与患者

胆总管直径、胆胰管汇合角度两方面相关联. 
胆总管直径越小、胆胰管汇合角度越小, 导致

ERCP胆管插管越困难, 此时ERCP术前应与患

者和家属做好充分沟通、反复交代ERCP的风

险性, 同时操作时应更加小心谨慎, 不易强行

ERCP, 以避免不必要的术后并发症甚至死亡. 另
外, 对于明显导致ERCP胆管插管困难的因素如

壶腹部结石崁顿等不在本研究范围内, 而且由

于本研究样本量较小, 如增大样本量, 有可能得

出相似结论或者新结论, 此有待进一步研究和

发现. 
总之, 术前常规行MRCP检查对预测ERCP

胆管插管难易程度有一定的指导意义, 值得临

床上推广应用. 另外, 目前临床上诊断胆胰疾病, 
MRCP尚不能完全取代诊断性ERCP. 若患者超

声检查提示异常, 一般可先做MRCP检查, 如能

诊断明确则行进一步相应治疗; 若无法明确诊

断, 则可以根据MRCP检查结果及测量相关解剖

指标如胆总管直径、胆胰管汇合角度等来预测

ERCP胆管插管难易程度, 从而可为患者制定最

优良、最合理的诊治方案, 尽可能避免ERCP失
败或术后胰腺炎等并发症发生, 进一步提高胆

胰系统疾病的诊断治疗水平. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of ALDH1A2, 
E-cadherin and MMP2 in colonic cancer and to 
analyze their clinical significance. 

METHODS: RT-PCR, Western blot and immuno-
histochemistry were used to examine the expres-
sion and distribution of ALDH1A2, E-cadherin 
and MMP2 in 52 surgically resected specimens of 
colonic cancer and matched tumor-adjacent co-
lonic mucosal tissue. The correlations among them 
and their relationship to the clinicopathologic char-
acteristics of colonic cancer were analyzed. 

RESULTS: The positive rates of ALDH1A2 and 
E-cadherin in tumor-adjacent colonic mucosal 
tissue were 67.31% and 90.38%, respectively, 

which were significantly higher than that in co-
lonic cancer tissue. The positive rate of MMP2 in 
colonic cancer was 86.54%, significantly higher 
than that in tumor-adjacent colonic mucosal 
(P < 0.05). RT-PCR and Western blot analyses 
revealed similar results. There were significant 
correlations among ALDH1A2, MMP2 and 
E-cadherin expression in colorectal carcinoma.

CONCLUSION: Expression of ALDH1A2 and 
E-cadherin in colonic cancer is lower than in 
tumor-adjacent colonic mucosal tissue, while 
MMP2 expression in colonic cancer is higher 
than that in tumor-adjacent colonic mucosal tis-
sue. ALDH1A2 expression was correlated with 
MMP2 and E-cadherin expression in colonic 
cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 研究结肠癌组织中ALDH1A2、E-cadhe
rin和MMP2的表达及与临床病理特征之间的
关系.

方法: 应用免疫组织化学SP法、逆转录聚合
酶链反应(RT-PCR)、免疫印迹(Western blot)
检测52例结肠癌及癌旁组织中ALDH1A2、
E-cadherin和MMP2蛋白的表达, 分析其间的
相关性以及与肿瘤临床病理特征之间的关系.  

结果:  免疫组织化学测定显示A L D H1A2
在52例结肠癌癌旁组织阳性率为67 .31%;  
E -c a d h e r i n在52例结肠癌癌旁阳性率为
90.38%; 癌旁组织ALDH1A2、E-cadherin的
表达率高于癌组织. MMP2在52例结肠癌组织

■背景资料
研 究 结 果 显 示 : 
ALDH1与肿瘤的
发生、发展密切
相关 .  ALDHlA2
是催化视黄醛氧
化成维甲酸的关
键酶, 维甲酸与维
甲酸受体 (RAR)
以 及 维 甲 酸 X 受
体 (RXR)通过配
体结合区域结合, 
直接作用于靶基
因, 调节不同靶基
因的表达, 进而调
控正常和肿瘤细
胞的生长和分化. 
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中阳性率占86.54%, 高于癌旁组织(P <0.05). 
逆转录-PCR及免疫印迹技术显示同样结果. 
ALDH1A2、MMP2及E-cadherin在结肠癌中
的表达具有相关性.  

结论: 结肠癌中ALDH1A2、E-cadherin表达
低于癌旁组织 ,  M M P2表达高于癌旁组织 , 
ALDH1A2、MMP2及E-cadherin三者密切相关.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

A L D H1A2是乙醛脱氢酶家族中17个基因之

一, 乙醛脱氢酶(acetaldehyde dehydrogenase, 
ALDH1)是负责各种细胞内醛氧化羧酸的细胞

质酶[1]. 基质金属蛋白酶(matrix metalloprotein-
ase, MMP)s是一类具有降解细胞外基质和基底

膜能力的蛋白水解酶, 在肿瘤细胞突破基底膜

屏障而浸润转移中起重要作用. 上皮钙黏蛋白

(E-cadherin)是介导上皮细胞间黏附的主要黏附

分子, 主要介导同质性细胞黏附. 本研究中, 我
们利用免疫组织化学、RT-PCR法及免疫印迹

技术测定ALDH1A2、MMP2和E-cadherin在人

结肠癌及癌旁组织中mRNA及蛋白的表达, 探
讨其与结肠癌病理分期的相关性.  

1  材料和方法

1.1 材料 ALDH1A2、MMP2和E-cadherin抗体购

自Santa cruz公司; 免疫组织化学试剂盒购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; 逆转录和PCR
扩增试剂盒均购自北京全式金生物公司. 病理

标本来自2008-2009我院病理科存档52例结肠癌

术后的石蜡标本, 男、女各半, 经病理诊断证实, 
并且术前未经化疗、放疗, 术后均给予以化疗

为主的综合治疗, 并有完整的随访资料. 组织标

本从2009-09/2010-04在我院手术治疗, 且经病理

诊断为结肠癌的患者中选取.  
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法: 免疫组织化学SP染色

按说明书进行, 采用双评分半定量积分法, 对
ALDH1A2、MMP2和E-cadherin的IHC结果进行

分析. 以出现棕黄色或棕色颗粒的细胞作为阳

性细胞, ALDH1A2、MMP2阳性部位在细胞浆, 
E-cadherin的阳性部位在胞膜, 部分细胞浆也呈

阳性.  
1.2.2 逆转录-PCR法测定结肠癌及癌旁组织中

ALDH1A2、MMP-2、E-cadherin mRNA的表达: 
采用用TRIzol提取组织中mRNA; 反转录成cDNA, 
反应条件为离心、混匀后42 ℃孵育30 min, 然后

85 ℃加热5 min用来灭活逆转录酶. 取2 µL进行

后续扩增, 其余-84 ℃保存. PCR扩增目的基因

(ALDH1A2、MMP-2、E-cadherin); 扩增结束

后, 产物经1.5%(w/v)琼脂糖凝胶溶液电泳, 当溴

酚蓝电泳至适当位置, 在紫外灯下观察结果和

拍照.  
1.2.3 Wes te rn b lo t检测组织中ALDH1A2、
MMP-2、E-cadherin蛋白的表达: 组织标本冰

上匀浆充分裂解, 取20 µg蛋白样品于10%SDS-
PAGE电泳分离并转膜. 膜在室温下封闭1 h, 4 ℃
一抗孵育过夜. 辣根过氧化物酶标记二抗室温

下孵育1 h. ECL试剂检测蛋白条带. 将胶片扫描

后用Bandscan5.0软件进行灰度分析.  
统计学处理 所有数据采用mean±SD表示, 

多均数的比较采用方差分析. P <0.05表示有统计

学意义.  

2  结果

2.1 免疫组织化学测定ALDH1A2、MMP2和

E-cadherin在结肠癌及癌旁组织中的表达 AL-
DH1A2、MMP2表达于细胞胞浆, 呈淡黄至棕

黄、棕褐色. ALDH1A2在52例结肠癌癌旁中35
例阳性表达, 17例阴性表达, 阳性率占67.31%. 
MMP2在52例结肠癌组织中45例阳性表达, 7例
阴性表达, 阳性率占86.54%. E-cadherin表达于细

胞胞膜/浆, 呈淡黄至棕黄、棕褐色. E-cadherin
在52例结肠癌癌旁中47例阳性表达, 5例阴性表

达, 阳性率占90.38%. 差异均有统计学意义(表1). 
RT-PCR测定结肠癌及癌旁组织中ALDH1A2、
MMP-2、E-cadherin mRNA的表达: RT-PCR结
果显示ALDH1A2 mRNA含量在癌旁组织中高

于结肠癌; MMP2 mRNA含量在癌组织中高于

癌旁组织; E-cadherin mRNA含量在癌旁组织中

高于结肠癌, 差异均有统计学意义(P <0.05, 表2, 
图1). Western blot测定结肠癌及癌旁组织中AL-
DH1A2、MMP-2、E-cadherin蛋白的表达: 免疫

印迹结果显示ALDH1A2蛋白含量在癌旁组织

中高于结肠癌; MMP2蛋白含量在癌组织中高

■研发前沿
本文最先利用免
疫 组 织 化 学 技
术、逆转录-PCR
技术及免疫印迹
技 术 测 定 人 结
肠癌及癌旁组织
中 A L D H 1 A 2、
MMP2和E-cad-
herin mRNA及蛋
白的表达情况, 探
讨 A L D H 1 A 2 在
体内对结肠癌的
影 响 ,  以 期 找 到
ALDH1A2在结肠
癌中的作用机制. 
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于癌旁组织; E-cadherin蛋白含量在癌旁组织中

高于结肠癌, 差异均有统计学意义(P <0.05, 表5, 
图2).  
2.2 ALDH1A2、MMP2和E-cadherin在大肠癌组

织中表达的相关性 ALDH1A2、MMP2和E-cad-
herin在大肠癌组织中表达的相互关系分别见表

3-5. 表中显示的相互关系三者具有密切相关性

(P <0.05).  

3  讨论

结肠癌患者5年生存率近十年来徘徊在50%左

右. 在西方国家进展也差别不大[1]. 日本结肠癌

术后5年生存率60年代是45%, 到80年代上升的

78%[2]. ALDH是负责各种细胞内醛氧化羧酸的

细胞质酶[3]. 到目前为止, 已经发现17种ALDH

■相关报道
Dahiya发现13-cis-
RA除了能抑制人
前列腺癌细胞株
LNCaP生长、使
其裸鼠致瘤性及
软琼脂克隆形成
能 力 下 降 外 ,  还
能使Ⅳ型胶原酶
的活性下降50%. 
RA使胃癌细胞株
MKN45H对基底
膜胶(Matrigel)的
黏附能力下降, 明
胶酶的分泌能力
降低. 以上研究显
示ALDH1A2催化
生成的维甲酸具
有抑制肿瘤细胞
生长、增殖、侵
袭转移及黏附的
作用.

表 1 ALDH1A2、MMP-2、E-cadherin在结肠癌及癌旁组织中的表达 (n  = 52)

     
分组

阴性                    阳性
阳性率(%)  χ2值   P 值

(-) (+) (++) (+++)

ALDH1A2

  结肠癌组织 32 13   6   1    38.46  5.34 <0.05

  癌旁组织 17 13 10 12    67.31

E-cadherin

  结肠癌组织 37 11   3   1    28.85  9.47 <0.05

  癌旁组织   5 17 22   8    90.38

MMP2表达强度

  结肠癌组织   7   7 25 13    86.54  7.19 <0.05

  癌旁组织 35 10   5   2    32.69

表 3 ALDH1A2与MMP2在结肠癌组织中表达的相互关系 (n )

     
ALDH1A2

          MMP-2
Kappa   P 值

阳性 阴性

阳性  14    6 0.532 <0.05

阴性  31    1

表 4 ALDH1A2与E-cadherin在结肠癌组织中表达的相互
关系 (n )

     
ALDH1A2

    E-cadherin
Kappa   P 值

阳性 阴性

阳性  12    8 0.532 <0.05

阴性    3  29

β-actin ALDH1A2

MMP-2 E-cadherin

图 2 结肠癌及癌旁组织中ALDH1A2、MMP-2、E-cadherin
的表达. 
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图 1 结肠癌及癌旁组织中ALDH1A2、MMP-2、E-cadherin 
mRNA的表达. 

M      1       2       1       2       1       2bp

表 2 结肠癌及癌旁组织中ALDH1A2、MMP-2、E-cadherin mRNA及蛋白的表达 (mean±SD)

         ALDH1A2       MMP2   E-cadherin

RT-PCR

  结肠癌 0.136±0.021 0.529±0.063 0.159±0.022

  癌旁组织 0.675±0.074a 0.172±0.024a 0.572±0.077a

Wb

  结肠癌 0.094±0.013 0.634±0.068 0.115±0.014

  癌旁组织 0.528±0.065a 0.325±0.043a 0.483±0.068a

aP<0.05 vs  结肠癌组织.
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■创新盘点
经检索查新发现
国内有ALDH1A2
基因影响膀胱癌
细胞株的生物学
行为研究, 但均未
涉及ALDH1A2基
因在结肠癌组织
中的表达. 通过本
研究结果, 可以设
想ALDH1A2在癌
组织中的低表达
可 能 导 致 AT R A
合 成 的 减 少 ,  进
而影响到MMP2
及E-cadher in的
表 达 ,  通 过 上 调
MMP2的表达来
水解结肠癌细胞
浸润扩散过程中
的一道天然屏障-
基 底 膜 ,  导 致 结
肠癌细胞侵袭转
移能力大大加强, 
同时下调结肠癌
中E-cadherin的表
达, 引起细胞间黏
附力下降, 使结肠
癌细胞易于从肿
瘤团块上脱落下
来, 进入浸润转移
进程.

的亚型. 2010年宾夕法尼亚大学Deng等[4]发现, 
ALDH1在正常人体组织的表达和分布差异显

著. 正常组织细胞中, 维生素A代谢的中间产物

为视黄醛, ALDH1A2不可逆氧化视黄醛为维甲

酸[5]. ALDHlA2是催化视黄醛的氧化成维甲酸的

关键酶[6], 维甲酸正常的生理浓度很低, 与维甲

酸受体(retinoic acid receptor, RAR)和维甲酸X受

体(retinoic X receptora, RXR)通过配体结合区域

结合, 直接作用于靶基因, 调节不同靶基因的表

达, 进而调控正常和肿瘤细胞的生长和分化[7-9]. 
Dahiya等[10]发现ALDH1A2催化生成的维甲酸具

有抑制肿瘤细胞生长、增殖、侵袭转移及黏附

的作用. RA使胃癌细胞株MKN45H对基底膜胶

(Matrigel)的黏附能力下降, 明胶酶的分泌能力

降低[11,12], 也有研究证明该基因可能参与癌细胞

增殖的负性调控[13]. 本研究发现, 在结肠癌旁组

织中, ALDH1A2表达于细胞胞浆, 并证明癌旁组

织中ALDH1A2酶高表达, 而结肠癌组织中低表

达. 这一结果证实ALDH1A2与结肠癌的生物学

行为相关.  
肿瘤转移的前提是突破原位基底膜屏障迁

移入血或远处器官, 黏附是肿瘤迁徙和转移的

始动因素[14]. 而MMP在肿瘤细胞突破基底膜屏

障而浸润、转移中起重要作用. 本研究中结果

表明: MMP2表达于细胞胞浆, MMP2蛋白在癌

组织远高于癌旁组织. 这一结果证实了MMP2
蛋白可能影响了结肠癌的生物学行为. 本研究

还证实E-cadherin在癌组织中表达高于对照组

织, 这一结果也与国内的研究结果一致[15], 表明

E-cadherin表达减弱是肿瘤细胞低分化的重要

因素.  
我们对ALDH1A2、MMP2及E-cadherin在

结肠癌中的表达进行了相关系分析, 结果显示

ALDH1A2与MMP2及E-cadherin具有密切的相

关性. 我们可以设想ALDH1A2在癌组织中的

低表达可能导致ATRA合成的减少, 进而通过

MMP2的高表达来水解结肠癌细胞浸润扩散过

程中的一道天然屏障-基底膜, 导致结肠癌细胞

侵袭转移能力大大加强, 同时结肠癌中E-cad-

herin的低表达, 细胞间黏附力下降, 肿瘤细胞易

于从肿瘤团块上脱落下来, 进入浸润转移进程, 
为我们进一步的研究奠定了基础.  
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Abstract
AIM: To evaluate the effectiveness and safety of 
preoperative systemic vein chemotherapy com-
bined with regional intra-arterial chemoembo-

lization in the management of locally advanced 
rectal cancer. 

METHODS: Clinical data for 320 patients with 
locally advanced rectal cancer treated at the First 
Affiliated Hospital of Zhengzhou University 
from January 2008 to July 2012 were retrospec-
tive. The patients were divided into two groups, 
patients who received preoperative systemic 
vein chemotherapy combined with regional 
intra-arterial chemoembolization (group A, n = 
148) and those who received preoperative radio-
therapy combined with chemotherapy (group 
B, n = 172). All cases involved in this study were 
treated with neoadjuvant therapy followed by 
anterior resection 3 to 4 weeks later. The overall 
effective rate, the incidence of adverse reactions 
and postoperative complications were compared 
between the two groups.

RESULTS: All patients had surgical specimens 
eligible for histopathological assessment. The 
overall satisfaction rate was significantly higher 
in group A than in group B (57.6% vs 44.8%, P 
< 0.05). The incidence of adverse reactions (ex-
cept nausea) and postoperative complications 
such as anastomotic leakage, intestinal obstruc-
tion and poor wound healing were all lower in 
group A than in group B (all P < 0.05), while the 
incidence of nausea was higher in group A (χ2 
= 31.16, P < 0.001). There was no perioperative 
mortality related to neoadjuvant therapy in both 
groups.

CONCLUSION: Preoperative systemic vein che-
motherapy combined with regional intra-arterial 
chemoembolization is associated with better effi-
cacy and fewer adverse reactions and postopera-
tive complications in the management of locally 
advanced rectal cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Rectal neoplasms; Chemoradiotherapy; 
Neoadjuvant therapy; Chemotherapy; Cancer; Re-
gional perfusion

■背景资料
目前, 对局部进展
期直肠癌的新辅
助治疗可有效实
现肿瘤降期, 提高
R0切除率、手术
保肛率, 降低局部
复发率, 受到广泛
重视和认可, 但缺
乏统一的治疗方
案, 不同方案的疗
效也参差不齐.
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摘要
目的: 评价局部进展期直肠癌术前全身静脉
联合区域动脉灌注化疗栓塞的有效性和安
全性.

方法: 对郑州大学第一附属医院自2008-01/
2012-07收治的320例接受新辅助治疗后行经
腹手术切除的局部进展期直肠癌的临床资料
进行回顾性分析. 其中术前全身静脉联合区域
动脉灌注化疗栓塞者148例(A组), 术前放疗+
化疗者组172例(B组), 休息3-4 wk后手术. 比
较分析两组术后组织病理学疗效、不良反应
发生率及术后并发症发生率.

结果: 所有术后标本组织病理学评估均有效, 
A组的疗效满意率高于B组(60.81% vs  45.35%, 
P <0.05); 不良反应(除外恶心反应)和术后吻合
口瘘、肠梗阻及切口愈合不良等并发症发生
率均低于B组(均P <0.05), 而恶心反应发生率
高于B组(χ2 = 31.16, P <0.001); 两组均无新辅
助治疗相关死亡病例.

结论: 局部进展期直肠癌术前全身静脉联合
区域动脉灌注化疗并栓塞的疗效确切, 可降低
不良反应、术后并发症发生率.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

目前 ,  对局部进展期直肠癌的新辅助治疗受

到广泛重视和认可 ,  但缺乏统一的治疗方案 , 
不同方案的疗效也参差不齐 .  我们回顾分析

2008-01/2012-07我院收治的320例术前接受全身

静脉联合区域动脉灌注化疗栓塞和放疗联合化

疗后行经腹手术切除的局部进展期直肠癌的临

床资料, 比较两者术后组织病理学疗效、不良反

应及术后并发症发生率, 评价其有效性和安全性.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2012-07郑州大学第一附属医

院收治的经病理证实的接受新辅助治疗的局部

进展期直肠癌患者404例, 剔除84例未行肿瘤切

除手术及行经腹会阴联合切除术(Mile's术)(其中

43例未行手术, 18例行Hartmann术, 23例行Mile's
术), 余320例作为研究对象. 其中术前接受全身

静脉联合区域动脉灌注化疗栓塞者148例(A组), 
术前接受放疗+化疗者组172例(B组), 两组患者

一般临床资料均具有可比性(表1). 所有入组患

者行新辅助治疗前影像学检查提示无远处转移; 
经直肠腔内超声、CT或MRI提示: 肿瘤浸润程

度为T3-4期; 行肠镜或直肠指诊提示: 肿瘤下缘

距肛门缘<12 cm; Karnofsky评分≥70; 治疗前血

常规、肝肾功能正常, 无严重心、肺疾病, 无肠

梗阻、大出血表现; 既往未接受过放疗或化疗; 
无碘剂及化疗药物过敏史; 本研究经我院道德

伦理委员会批准. 患者接受新辅助治疗前均知

情同意.
1.2 方法

1.2.1 治疗: A组行全身静脉联合区域动脉灌注化

疗栓塞: 氟尿嘧啶(5-Fluorouracil, 5-FU)370 mg/m2, 
静脉滴注3 h, 1-5 d; 亚叶酸钙(leucovorin, LV)
30 mg/m2, 静脉滴注3 h, 1-5 d; 于6 d行区域动脉

灌注化疗栓塞, 采用Seld inger法经右侧股动脉

插管, 经肠系膜下动脉行超选择至直肠上动脉

或经双侧髂内动脉行超选择性直肠中、下动脉, 
采用DSA技术进行动脉造影, 根据肿瘤供血动

脉迂曲、紊乱血管团的特点定位后, 将奥沙利

铂(Oxaliplatin, OXA)25 mg溶解于280 mmol/L葡
萄糖100 mL中, 注入肿瘤直肠上动脉, 或分别以

2/3-3/4、1/4-1/3量注入直肠中、下动脉的肿瘤

富血供侧和乏血供侧, 然后以OXA 25mg与40%
碘化油乳化液共10 mL进行栓塞, 栓塞程度以肿

瘤直肠动脉主干呈残根状未再见异常染色为止

(图1); 每间隔2 wk重复, 2周期为1个疗程. B组

行放疗+化疗: 放疗第1天与化疗第1天同步; 放
疗方案为: 放疗总剂量为50 Gy, 2 Gy/次, 5次/周, 
共25次, 为1个周期; 采用常规二维放疗技术, 照
射野为: 包括直肠原发病灶及盆腔淋巴引流区

域, 上界: L5-S1; 下界: 肿瘤下缘3 cm; 左右界超

出骨盆缘外1 cm. 化疗方案(FOLFOX4)为: OXA 
85 mg/m2, 静脉滴注2 h, 1 d, LV 200 mg/m2, 静脉

■研发前沿
术前放化疗已成
为局部进展期直
肠癌综合治疗标
准模式, 但未能提
高其5年总生存率
和无病生存率, 且
增加了治疗的不
良反应和术后并
发症发生率的危
险性; 如何提高临
床疗效, 降低治疗
的不良反应和术
后并发症成为肿
瘤外科医生关注
的焦点.
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滴注2 h, 1 d、2 d, 5-FU 400 mg/m2, iv, 1 d、2 d, 
5-FU 600 mg/m2, 静脉滴注22 h, 1 d、2 d; 每间

隔2 wk重复一次; 以1周期放疗+3周期化疗为1
个疗程. 每疗程新辅助治疗结束后2 wk行CT评
价其疗效, 按RECIST标准(2009年1.1版), 以靶病

灶直径之和与基线水平对比的变化情况, 分为

完全缓解(complete remission, CR): 全部肿瘤病

灶消失; 部分缓解(partial remission, PR): 肿瘤病

灶缩小30%以上; 疾病进展(progressive disease, 
PD): 肿瘤病灶增加至少20%或出现新的病灶; 
疾病稳定(stable disease, SD): 介于PR和PD之间. 
以CR+ PR为治疗有效. 治疗有效者, 如能手术切

除则行手术治疗, 不能手术切除则继续原治疗

方案; 呈SD者, 如能手术切除则行手术治疗, 如
不能手术切除则根据病情继续原治疗方案或改

行其他治疗; 呈PD者立即停止治疗, 改行其他治

疗; 所有患者均于新辅助治疗结束后3-4 wk依据

全直肠系膜切除原则行直肠癌根治术, 术中根

据肿瘤浸润程度决定手术方式.
1.2.2 术后组织病理学评定: 参照胃癌化疗组织

学疗效评定标准分为: 0级: 无效, 未见癌细胞

和组织因治疗引起的变性坏死损害; Ⅰ级: 轻
效, 其中Ⅰ1级为最轻效, 变性的癌细胞在1/3以
下, Ⅰ2级为轻效, 1/3-2/3的癌细胞发生变性坏

死和溶解; Ⅱ级: 轻显效, 2/3以上的癌细胞发生

变性、坏死和溶解; Ⅲ级: 显效, 癌细胞全部变

性、坏死、溶解或消失, 有时可见癌组织为肉

芽组织或纤维组织所代替. 以Ⅰ级及以上为治

疗有效, Ⅱ级及以上为疗效满意.
1.2.3 不良反应: 按美国国家癌症研究所(NCI)通
用不良反应术语标准(4.0版)分为1-5级, 记录其

级别最高的不良反应.1、2级反应为低级反应, 
3、4级反应为严重反应. 低级反应时, 给予对症

处理后继续原治疗方案; 严重反应时, 应立即停

止相关治疗, 待降至1级以下时, 适当降低药物

剂量并重新开始治疗.
1.2.4 术后并发症: 吻合口瘘、肠梗阻、切口愈

合不良.
统计学处理  采用S P S S17 .0进行统计分

析, 连续性变量资料采用mean±SD表示, 应用

Student's t检验; 分类资料采用率比较, 应用χ2检

验; 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 组织病理学评估 两组所有手术标本病理学

评估均有效, A组疗效满意率高于B组, 其疗效满

意率分别是60.81%和45.35%, 其差异均有统计

学意义(P <0.05, 表2).
2.2 不良反应 A组不良反应均为低级反应(1、
2级), 而B组出现较多严重反应(3、4级), A组

不良反应发生率(除外恶心反应)均明显低于B
组, 恶心反应高于B组, 两组均无治疗相关死亡

■相关报道
术前区域动脉灌
注化疗可提高局
部进展期直肠癌
的手术切除率、
降低术后复发、
转移的发生率, 提
高患者远期疗效, 
联合栓塞治疗可
进一步提高疗效, 
越来越受到重视
和推广.
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表 1 两组患者一般临床资料 (n )

     临床

资料
  n 男/女 年龄/岁

    T分期          N分期  TNM分期         病理组织学类型a

T3 T4 N0 N1 N2  II   III 1  2  3  4  5

A组 148   96/52 58±14 42 106 64 40 44 31 117 9 28 76 16 19

B组 172 104/68 56±15 51 121 80 44 48 40 132 11 24 95 18 24

t或χ2值  0.657 0.672          0.063          0.344   0.246                  1.526

P值  0.418 0.502          0.803          0.842   0.620                   0.822

a1: 高分化腺癌; 2: 中分化腺癌; 3: 低分化腺癌; 4: 黏液腺癌; 5: 印戒细胞癌.

图 1 肠系膜下动脉
造影化疗+栓塞前后
变化. A: 化疗+栓塞

前; B: 化疗+栓塞后.

A B
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■创新盘点
本研究将细胞周
期 特 异 性 药 物
(5-FU)和细胞周
期非特异性药物
(OXA), 分别经静
脉、动脉联合、
序贯用药, 在多个
环节上杀灭肿瘤
细胞; 同时对肿瘤
滋养血管进行化
疗栓塞, 有效阻断
了肿瘤的血供, 提
高了肿瘤部位药
物浓度, 延长药物
与肿瘤的接触时
间, 显著提高临床
疗效.

病例, 其不良反应发生的差异有统计学意义(均
P <0.05, 表3).
2.3 术后并发症 A、B组两组发生吻合口瘘、肠

梗阻、切口愈合不良的情况分别为5例(3.38%) 
vs  20例(11.63%), (χ2 = 7.517, P  = 0.006); 4例
(2.70%) vs  16例(9.30%), (χ2 = 5.913, P  = 0.015); 
7例(4.73%) vs  21例(12.21%), (χ2 = 5.574, P  = 
0.018), 其差异均有统计学意义.

典型病例: 女, 36岁, 因“左下腹痛伴左下

肢水肿20 d余”入院, 行CT检查提示: 左侧盆腔

囊实性占位, 与左侧髂血管关系密切(图2A). 行
电子肠镜示: 距肛门缘10-15 cm可见一环状狭

窄, 黏膜表面糜烂、坏死, 内镜尚可通过. 取病

理活检诊断: (直肠)中分化腺癌. 给予2个疗程全

身静脉联合区域动脉灌注化疗栓塞后, 复查CT
提示肿瘤较前明显缩小, 与左侧髂血管和左侧

盆腔侧壁组织之间可见明显脂肪间隙(图2B), 行
“直肠癌根治性切除术”, 术后剖开标本见直肠

肠腔局部环形缩窄, 黏膜坏死、瘢痕样改变, 而
肿瘤滋养血管直肠支供血以外的直肠黏膜是正

常的(图3). 术后病理镜下见坏死断裂达肠壁肌

层, 肌层间可见大量炎性细胞浸润, 未见癌细胞

(图4).

3  讨论

局部进展期直肠癌术前放化疗可降低肿瘤分期, 
提高R0切除率、手术保肛率, 降低局部复发率[1], 

已成为其综合治疗标准模式[2], 但未能提高其5
年总生存率和无病生存率[3], 且增加了术后吻合

口瘘、肠梗阻、切口愈合不良等并发症和不良

反应发生率的危险性[2,4]. Swellengrebel等[5]报道: 
放化疗导致直肠癌术后吻合口瘘发生率高达

27.6%. Ceelen等[6]报道: 术前放化疗的3、4级不

良反应发生率高达14.9%. 为降低这些不良反应

的发生, Garcia-Aguilar等[7]通过减少放化疗的剂

量, 实现了降低不良反应的目的, 但同时也降低

了临床疗效.
术前区域动脉灌注化疗可提高局部进展期

直肠癌的手术切除率、降低术后复发、转移的

发生率, 提高患者远期疗效, 联合栓塞治疗可进

一步提高疗效, 越来越受到重视和推广[8-11]. 鉴
于此, 我们对局部进展期直肠癌术A组和B组对

比性研究, 结果表明: 全身静脉联合区域动脉灌

注化疗栓塞的疗效明显占优势. 两组所有手术

病理标本组织病理学评估均有效, A组的疗效满

意率高于B组(χ2 = 8.681, P <0.05); A组的不良反

应(除外恶心反应)均低于B组(均P <0.05), 并表

现出较少的3、4级反应, 恶心反应发生率高于B
组(P <0.05), 但多为一过性的低级反应(1、2级), 
给予止吐药物后可逐渐缓解, 患者均可耐受; A
组术后吻合口瘘、肠梗阻及切口愈合不良的发

生率均较B组明显降低(均P <0.05). 其优势在于: 
我们采用了动静脉联合给药并化疗栓塞的治疗

方法. 5-FU为细胞周期特异性药物, 对癌细胞的
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图  2  全 身 静
脉联合区域动
脉灌注化疗栓
塞前后CT变化. 
A: 化疗+栓塞

前; B: 化疗+栓

塞后.

A B

表 2 两组患者术后组织病理学评定 (n )

     组织病理学评定a   n     0 Ⅰ1 Ⅰ2  Ⅱ Ⅲ

A组 148    0 18 40 68 22

B组 172    0 37 57 58 20

χ2值 8.681

P值 0.034

a0级: 无效; Ⅰ1级: 最轻效; Ⅰ2级: 轻效; Ⅱ级: 轻显效; Ⅲ级: 显效.
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杀伤作用具有时间依赖性, 我们将其静脉滴注. 
OXA为细胞周期非特异性药物, 其药物浓度是

影响对肿瘤细胞杀伤作用的主要原因, 我们通

过动脉介入途径将化疗药物直接作用于肿瘤, 
可使其于肿瘤边缘药物浓度是全身化疗的9-68
倍[12], 同时由于药物的首过效应, 可显著提高药

物对肿瘤细胞的杀灭作用. 这种动静脉联合、

序贯用药的治疗方案, 可有效抑制肿瘤细胞的

增殖、在多个环节上杀灭肿瘤细胞[13]. 术前肿瘤

周围的各级血管未受到损伤, 区域动脉灌注化

疗可使高浓度化疗药物直接接触肿瘤滋养动脉

血管, 抑制血管内皮生长因子表达水平, 减少新

生血管的形成, 降低微血管密度[14], 促使肿瘤滋

养血管发生变性、坏死、纤维化增生; 同时, 对
肿瘤滋养血管进行化疗栓塞, 有效阻断了肿瘤

的血供, 提高了肿瘤部位药物浓度, 延长药物与

肿瘤的接触时间, 造成肿瘤的缺血、坏死[15]. 区
域动脉灌注化疗药物经肝脏代谢后进入体循环

系统, 大大降低药物对全身的不良反应[16]. 超选

择性区域动脉灌注化疗栓塞直接作用于肿瘤滋

养血管直肠支, 引起直肠动脉供血区直肠黏膜

出现糜烂、坏死、瘢痕样改变, 而肿瘤滋养血

管直肠支供血以外的直肠黏膜是正常的, 有效

提高了对靶病灶的治疗效果, 减少了对周围组

织、器官的影响. 不但提高了肿瘤治疗效果, 而
且降低了不良反应和术后吻合口瘘、肠梗阻及

切口愈合不良等并发症发生率.
然而, 局部进展期直肠癌术前全身静脉联合

区域动脉灌注化疗栓塞还存在一些其他不良反

应和并发症发生的可能性: 在造影剂及化疗药

物短时间注入动脉有引起恶心、呕吐、肝肾功

能损害的可能, 动脉灌注化疗栓塞后肿瘤细胞

坏死引起发热、疼痛等不适, 但这些症状较轻, 
给予对症处理后可逐渐消失. 由于直肠上动脉

与乙状结肠动脉最下一支之间一般无吻合[17], 需
仔细分辨直肠肿瘤滋养血管进行超选择动脉灌

注化疗栓塞, 以预防肠管缺血坏死. 股动脉穿刺

拔管后需局部压迫、右下肢制动, 预防局部血

肿的形成; 观察患者肢体浅表血管搏动, 有无肢

体麻木、背痛等症状, 发现血栓形成和栓塞及

时给予处理; 本研究中所有患者均未发生肠坏

■应用要点
本研究对比观察
局部进展期直肠
癌术前全身静脉
联合区域动脉灌
注化疗栓塞和术
前放疗+化疗的术
后组织病理学疗
效、不良反应发
生率及术后并发
症发生率, 结果表
明: 全身静脉联合
区域动脉灌注化
疗栓塞的疗效明
显占优势. 应用于
临床安全、有效, 
可作为一种新的
新辅助治疗方案.
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■名词解释
新辅助治疗: 又称
为术前辅助治疗, 
是恶性肿瘤患者
在手术治疗前采
用的一些治疗方
法. 主要有新辅助
化疗、新辅助放
疗、新辅助放化
疗等.

表 3 两组患者急性不良反应发生情况  (n )

     
不良反应

                              A 组                             B 组
 χ2值  P 值

    0     1   2 3 4 5     0   1 2 3 4 5

白细胞减少   56   64 28 0 0 0   28   48 56 36   4 0 51.96 <0.001

粒细胞减少   52   72 24 0 0 0   12   52 64 40   4 0 87.70 <0.001

血小板减少 130   13   5 0 0 0 133   20 11   6   2 0 10.03 0.040

恶心     4 120 24 0 0 0   16   64 80 12   0 0 31.16 <0.001

呕吐 132   16   0 0 0 0 112   24 20 12   4 0 29.76 <0.001

腹泻 140     8   0 0 0 0 132   12 16   8   4 0 21.65 <0.001

皮肤/黏膜   88   48 12 0 0 0   64   36 32 24 16 0 35.40 <0.001

疲惫 124   24   0 0 0 0   96   76   0   0   0 0 28.97 <0.001

感觉异常 132   16   0 0 0 0   12 120 40   0   0 0 5.147 0.023

浅表静脉炎 132   16   0 0 0 0   16 104 52   0   0 0 7.60 0.006

图 3 全身静脉联合区域动脉灌注化疗栓塞后手术切除之
直肠癌标本. 

图 4 病理提示坏死断裂达肠壁肌层, 肌层间可见大量炎性
细胞浸润, 未见癌细胞(苏木精-伊红染色×100). 
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死和肢体血栓栓塞并发症.
术前全身静脉联合区域动脉灌注化疗栓塞

对局部进展期直肠癌疗效确切, 可有效降低不

良反应、术后并发症发生率. 另外, 有文献[11]
报告: 区域动脉灌注化疗药物经门静脉直接进

入肝脏, 可杀灭临床、亚临床的肝转移灶, 预防

门脉系统引起的肝转移, 提高生存率; 但术前

全身静脉联合区域动脉灌注化疗栓塞的远期疗

效、总生存率、无病生存率是否更优于放化疗, 
尚需进一步观察.
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■同行评价
本文密切结合肿
瘤治疗的热点, 选
题得当, 实验设计
合理 ,  文笔流畅 , 
统计分析正确, 参
考文献较新, 值得
广大临床医师及
肿瘤科医师阅读.



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

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志      2013年2月�日 �21���������� ��������������月�日 �21���������� ��������������        �21����������         ��������������������������           Ⅳ

2013-02-08|Volume 21|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com



2013-02-08|Volume 21|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com

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. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-8538-1892
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者、作者和读者作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和和
品牌化方向迈进.方向迈进.迈进.
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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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白岚 教授

南方医科大学南方医院惠侨科

蔡开琳 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院

高英堂 研究员 

天津市第三中心医院, 天津市肝胆疾病研究所分子细胞室

管世鹤 副教授

安徽医科大学第一附属医院检验科

郭永红 副主任医师

西安交通大学医学院第二附属医院传染病学

郝立强 副教授

上海长海医院普外二科

何向辉 教授

天津医科大学总医院普通外科

黄恒青 主任医师

福建省第二人民医院消化内科

黄缘 教授

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

江建新 副主任医师

贵阳医学院附属医院肝胆胰脾外科

孔静 副教授

中国医科大学附属盛京医院普外科

李升平 教授

中山大学肿瘤医院肝胆科

李晓波 教授

上海交通大学药学院

李瑜元 教授

广州市第一人民医院内科

                                                                 • 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！

刘宝林 教授

中国医科大学附属盛京医院

刘杰民 副主任医师

苏州大学附属第一医院介入科

门秀丽 教授

河北联合大学(原华北煤炭医学院)病理生理学教研室

彭亮 副主任医师

中山大学附属第三医院感染病学

秦春宏 副主任医师

南华大学附属第二医院普外科

沈柏用 副教授

瑞金医院肝胆胰外科中心

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

汤静 主管药师

上海交通大学附属第一人民医院

王道荣 主任医师

江苏省苏北人民医院胃肠外科

王蔚虹 教授 

北京大学第一医院消化内科

杨薇 副教授

南华大学附属第一医院

袁红霞 研究员

天津中医药大学

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

郑鹏远 教授

郑州大学第二附属医院消化科

周晓武 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科
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