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Abstract
Hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) is a key regu-
lator of the cellular response to hypoxia. Since 
cell growth is out of control in hepatocellular 
carcinoma (HCC), HIF-1 activity is significantly 
enhanced in HCC to help cells adapt to the hy-
poxic microenvironment. HIF-1 plays a critical 
role in the occurrence and development of HCC 
through activating the target genes that partici-
pate in the regulation of cell proliferation and 
apoptosis, energy metabolism, angiogenesis, 
invasion and metastasis, resistance to chemo-
therapy and radiotherapy. Given the specific 
expression and regulation of HIF-1 in HCC 
growth, HIF-1 may become a new target for 
drug therapy and gene therapy, which provides 
a new avenue for neoadjuvant therapy of HCC 
in the future.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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  述评 EDITORIAL 

HIF-1在肝癌中作用的研究进展

罗东君, 吴俊华

®

■背景资料
低 氧 诱 导 因 子
1(hypoxia inducible 
factor 1, HIF-1)作
为细胞在低氧条
件下调控的关键
因子, 通过转录激
活多种与肿瘤生
长相关的靶基因, 
参与调节了肿瘤
发生发展的多个
环节. 研究HIF-1
与肝癌的关系, 一
直是被人们所关
注. 而HIF-1作为
肝癌治疗靶点的
可能性使得这方
面研究更具临床
意义. 

Key Words: Hypoxia inducible factor-1; Hepatocel-
lular carcinoma; Targeted therapy

Luo DJ, Wu JH. Roles of HIF-1 in hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 
1-8  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.1 

摘要
低氧诱导因子1(hypoxia inducible factor 1, 
HIF-1)是细胞在低氧环境下调控的关键因子. 
当肝癌的失控生长导致细胞缺氧时, HIF-1的
活性显著增强. 为了使肝癌细胞适应低氧微环
境, HIF-1通过激活多种与肿瘤生长相关的靶
基因, 参与调节了细胞增殖和凋亡、能量代
谢、血管生成、侵袭转移以及耐受放疗和化
疗等过程, 最终促进了肝癌的发生和发展. 由
于HIF-1在肝癌细胞中的特异性表达以及介导
肿瘤生长的特性, 以HIF-1为新靶点的药物治
疗和基因治疗已经成为目前的热门研究. 这也
为今后研发出肝癌的新辅助治疗技术提供了
更广阔的思路.      

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 低氧诱导因子; 肝癌; 靶向治疗

核心提示: 低氧诱导因子1(hypoxia induc ib le 
factor 1, HIF-1)在肝癌细胞的增殖凋亡、血管生

成、侵袭转移和放化疗耐受性等方面都发挥了

重要作用, 因此以HIF-1为新靶点的肝癌辅助治疗

得到了人们的广泛关注.

罗东君, 吴俊华. H I F-1在肝癌中作用的研究进展. 世界华

人消化杂志  2014; 22(1): 1-8  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/1.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i1.1

0  引言

原发性肝癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 
其发病率和死亡率在我国均排名前3位. 与其他

很多恶性肿瘤一样, 肝癌细胞由于增殖失控, 导
致供氧不足, 使细胞处于低氧的微环境中. 而低

氧诱导因子1(hypoxia inducible factor 1, HIF-1)

■同行评议者
杨家和, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院综合治疗三科
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■研发前沿
目 前 ,  除 了 进 一
步 探 讨 H I F - 1 的
调节转录机制外, 
针对HIF-1的肿瘤
靶向治疗一直是
研究的重点和热
点. 而以HIF-1为
靶点的药物治疗
和基因治疗有望
成为肝癌辅助治
疗的新策略.

是低氧条件下最为重要的转录调节因子. 目前, 
针对HIF-1的研究主要集中在两方面: 一方面是

HIF-1的转录调节机制; 另一方面是以HIF-1为靶

点的肿瘤治疗. 而研究HIF-1与肝癌发生发展的

关系在肝癌治疗中就具有了重要的意义. 已有

临床实验发现, 肝癌患者血清中检测出的HIF-1
明显高于其他肝病, 而HIF-1的表达对肝癌的诊

断和预后都存在价值[1]. 近几年来, 很多研究显

示HIF-1参与了肝癌的细胞增殖、血管生成、侵

袭转移等过程, 并且针对HIF-1的肝癌靶向治疗

也获得了进展. 因此, 本文综述了HIF-1的调节激

活过程, 着重探讨了其在肝癌领域的研究进展.      

1  HIF-1概述

1.1 HIF-1的蛋白结构 HIF-1是生物细胞为适应

低氧条件而产生的一种关键转录因子, 在生理

和病理过程中都发挥着重要作用. HIF-1作为一

个异源二聚体, 是由功能型α亚基和构成型b亚

基共同组成的, 而其生物效应主要是由HIF-1α
来完成实现的. HIF-1α由826个氨基酸组成, N端

具有一个碱性螺旋-环-螺旋结构域(basic-helix-
loop-helix domain, bHLH)和一个PAS(Per-ARNT-
Sim)结构域, 这两个结构域共同参与了HIF-1α
和H I F-1b的异二聚化以及与靶基因上的低氧

反应元件(hypoxia response element, HRE)结合. 
HIF-1的C端包括两个反式激活区(transactivation 
domain, TAD), 即N-TAD和C-TAD, 研究表明

N-TAD在特异性调节HIF-1靶基因上起主要作用
[2], 而C-TAD的主要功能是富集p300/CBP[3]等多

种辅助转录因子. 这两个TAD之间的区域称为

抑制结构域(inhibitory domain, ID), 在常氧情况

下明显抑制HIF-1α的蛋白活性. 此外, 在结构中

还存在氧依赖性降解结构域(oxygen-dependent-
degradation domain, ODDD), 主要负责常氧下

的蛋白降解. 而与介导HIF-1α进出细胞核相关

的结构则是两个核定位信号(nuclear localization 
signal, NLS)及一个细胞核输出信号(nuclear ex-
port signal, NES), 其结构分布详如图1. HIF-1b亚
基又称芳香烃受体核转运蛋白(ary1 hydrocarbon 
receptor nuclear translocator, ARNT), 在细胞核内

不受氧浓度的影响, 表达稳定.      
1.2 HIF-1α的合成 在常氧条件下, HIF-1α蛋白

的合成主要受磷脂酰肌醇-3激酶(phosphatidyl 
inositol 3-kinase, PI3K)及促分裂源活化蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)通
路调节. 两条通路分别通过Akt(protein kinase 
B)mTOR[4](mammalian target of rapamycin)和细

胞外信号调节激酶(extracellular regulated protein 
kinases, ERK)来介导和启动HIF-1α的翻译. 而
在缺氧情况下, 大部分蛋白质的合成会受到明

显抑制, 但是HIF-1α mRNA的翻译仍可以连续

进行, 其机制尚不清楚. 有研究发现, miRNAs
可以调节HIF-1α mRNA的翻译过程, 这些小的

RNA分子通过与靶基因mRNA碱基配对, 来降

解mRNA并阻碍其翻译[5].      
1.3 HIF-1α的降解及稳定性 合成后的HIF-1α在
常氧状态下迅速在细胞质中降解. HIF-1α主要

是在脯氨酸羟化酶(proly1 hydroxylases domain-
containing protein, PHD)的作用下, ODDD区

中第402位和第564位的脯氨酸残基发生羟基

化, 羟基化的HIF-1α与肿瘤抑制蛋白VHL(von 
Hippel-Lindau tumour suppressor protein, pVHL)
结合, 后者募集elonginB、elonginC、cullin-2
和RBX1(ring-box 1)形成E3泛素连接酶复合体,      
使HIF-1α泛素化, 最终被26S蛋白酶体介导降

解. 在这个降解过程中, PHD是起关键作用的酶. 
经研究, PHD2在调节HIF-1α方面, 比其他3种
PHD成员(PHD1、PHD2、P4H-TM)更占优势[6]. 
PHD2具有氧依赖性, 在缺氧条件下不具有活性,      
最终导致了HIF-1α在细胞质中的稳定聚集.      

 

      

N-NLS NES C-NLS

bHLH PAS ODDD IDN-TAD C-TAD

82
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a

401                       531         575 603                  786            826

图 1 HIF-1α的结构分布. NLS: 核定位信号; bHLH: 碱性螺旋-环-螺旋结构域; ODDD: 氧依赖性降解结构域; TAD: 反式激

活区; ID: 抑制结构域; NES: 细胞核输出信号. 
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■相关报道
HIF-1在恶性肿瘤
发病机制中的研
究是近几年来研
究的热点, 目前有
大量文献报道了
HIF-1与消化系肿
瘤的关系, 特别是
肝癌、结直肠癌
的研究较多, 而胃
癌、胰腺癌的研
究相对较少.

H I F-1α的降解除了受氧依赖性通路的调

节外 ,  其他一些调节因子也影响着H I F-1α的
稳定性. 乙酰基转移酶可以使HIF-1α 532位的

赖氨酸残基乙酰化, 从而加强pVHL与HIF-1α
的结合能力, 使其最终降解. 此外, 接头蛋白

RACK1(receptor for activated protein C kinase 1)
和热休克蛋白90(heat shock protein 90, Hsp90)通
过竞争结合HIF-1α的PAS区域, RACK1增强了

HIF-1α与E3连接酶的结合从而促进降解的发生, 
而Hsp90则阻止其降解, 起到了稳定HIF-1α的作

用. 总之, HIF-1α的稳定性受多方面因素的影响, 
目前还有待进一步的研究以完善其调节机制.      
1.4 HIF-1α的转录活性及相关靶基因 HIF-1α可
以通过经典的C-NLS-importin α/b通路进入细

胞核[7], 此外importin 4和7也可以介导HIF-1α的
细胞核输入[8]. 在p42/p44 MAPK的作用下, HIF-
1α发生磷酸化, 使其在细胞核中积累, 并增强

了转录活性. 磷酸化的HIF-1α与HIF-1b异二聚

化形成HIF-1, 然后通过其活化结构域N-TAD和

C-TAD与p300/CBP等辅助激活因子结合, 最后

形成能识别靶基因的转录复合物.      
在常氧状态下, 低氧诱导因子-1抑制因子

(factor-inhibiting HIF-1α, FIH-1)可以催化C-TAD
上的803位天冬酰胺(Asn803)羟基化, 使HIF-1α
不能与CBP/p300相互作用, 抑制其转录活性. 然
而, FIH-1的催化作用同PHD类似, 也需要氧气

和2-酮戊二酸作为底物. 因此, 在缺氧状态下, 
FIH-1活性明显下降, 进而允许HIF-1α与辅助因

子的结合, 从而发挥转录活性. Lim等[9]研究发现

Sirtuin1是一种组蛋白去乙酰酶, 可以抑制HIF-
1α的乙酰化水平. 缺氧时细胞内NAD+的减少导

致Sirt1活性降低, 间接升高HIF-1α的乙酰化水

平, 最终增强HIF-1α对靶基因的转录激活.      
HIF-1通过与低氧反应元件结合, 激活一百

多种下游靶基因的转录表达, 目前大致可以分

为5个方面(表1). 这些靶基因除参与缺氧时细胞

稳态的维持、胚胎发育和细胞分化外, 他们在

肿瘤生长中发挥的作用成为目前研究的重点.      

2  HIF-1与肝癌的关系

2.1 HIF-1与肝癌细胞的增殖和凋亡 肿瘤细胞

的快速增殖, 需要消耗大量的能量和氧, 从而导

致肿瘤组织处于低氧环境. 在低氧条件下, 肿
瘤细胞发生从有氧代谢到无氧代谢的转变. 研
究表明, 这种细胞通过无氧糖酵解产生ATP以
提供能量的过程, 主要是由HIF-1来调控的[10,11]. 

HIF-1通过激活相关靶基因, 转录表达出的产

物加快肿瘤细胞的糖酵解途径, 大致可分为3
个方面: (1)HIF-1激活转录与葡萄糖代谢和糖

酵解相关的关键酶类 ,  如磷酸甘油酸酯激酶

1(phosphoglycerate kinase 1, PGK1)、丙酮酸激

酶M2(pyruvate kinase M2, PKM2)、己糖激酶

2、醛缩酶A等; (2)低氧环境下, HIF-1的高表达

会上调其下游靶基因葡萄糖转运蛋白GLUT1和
GLUT3, 从而增加肝癌细胞对葡萄糖的摄入量; 
(3)HIF-1转录表达线粒体相关的酶类, 如丙酮酸

脱氢酶激酶1(pyruvate dehydrogenase kinase 1, 
PDK1)可以抑制丙酮酸转化为乙酰辅酶A, 使线

粒体氧化磷酸化的水平降低, 减少对氧气的消

耗[12]. HIF-1除了能调控肿瘤细胞的糖代谢以外, 
还可以上调诸如EPO、胰岛素样生长因子2、转

化生长因子α、细胞周期素D1等多种生长因子, 
使肝癌细胞得以增殖分化, 适应低氧微环境.      

HIF-1对肿瘤细胞的凋亡存在双重的作用. 
一方面, 凋亡前体蛋白BNIP3可被HIF-1激活表

达, 前者作为促凋亡因子, 诱导细胞的凋亡[13]. 经
研究, p53作为一种抑癌基因, 可以直接与HIF-1
的ODDD区相结合, 从而诱导细胞程序性死亡[14]. 
另一方面, 目前也有很多的报道认为, HIF-1具有

抗肝癌细胞凋亡作用. Xu等[15,16]研究发现, Omi/
HtrA2在参与肝癌细胞凋亡过程中发挥重要作

用, 可能成为肝细胞癌的一个预后指标. 而HIF-1
通过阻止Omi/HtrA2从线粒体中释放, 抑制了

Omi/HtrA2的表达, 达到抗肝癌细胞凋亡的作用. 
研究发现, 针对在低氧条件下培养的HepG2肝癌

细胞, HIF-1通过影响细胞周期素A、D的表达, 
可促进细胞增殖和阻滞细胞周期, 同时HIF-1也
通过诱导生存素和Bc l-2的表达, 抑制了细胞凋

亡[17]. Jeon等[18]发现萝卜硫酸可以诱导包括肝癌

在内的一些肿瘤细胞发生凋亡, 其作用机制是

下调了HIF-1的表达, 从而间接说明了HIF-1具有

抗肝癌细胞凋亡能力. 总之, HIF-1对于细胞凋亡

的影响, 到底是促凋亡还是抗凋亡, 可能与肿瘤

类型, 细胞分化水平以及细胞缺氧程度有关, 目
前尚不清楚, 还需要做更多的研究来证实.      
2.2 HIF-1与肝癌血管生成 肿瘤的迅速生长需要

通过新生的血管来运输并获取氧气和营养物质, 
而新血管的生成是一个复杂的过程[19], 包括细胞

外基质的降解, 血管内皮细胞的激活、增殖、

迁移, 重建形成新的血管网. 在血管生成的各个

阶段中, 最重要的调节因子是血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF) , 其
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■创新盘点
本文系统的介绍
了HIF-1的蛋白结
构, 合成及降解过
程, 转录活性的调
节, 并且着重探讨
了其在肝癌发生
发展各个环节中
的作用, 最后提出
了研发靶向HIF-1
的肝癌药物治疗
和基因治疗具有
广阔的前景和临
床价值.

特异性地促进了血管内皮细胞分裂、增殖和迁

移. 在肿瘤低氧条件下, 大量累积的HIF-1上调

了一系列以VEGF为代表的促血管生成因子的

表达, 并且增强了VEGF mRNA的稳定性, 最终

实现其对肿瘤血管生成的调控. Lee等[20]用吖啶

黄素抑制HIF-1α与HIF-1b的异二聚化结合, 发
现肿瘤细胞VEGF表达量明显下降, 再次证明了

HIF-1对VEGF的激活调控作用. Wang等[21]通过

小鼠模型实验发现, 在肝癌发生20 wk后检测出

的HIF-1α、VEGF蛋白及mRNA水平比20 wk前
明显增高, 提示了HIF-1和VEGF在肝癌发展中

发挥了重要作用. 索拉菲尼作为一种多重激酶

的抑制剂, 在肝癌临床试验上发挥了明显的抗

癌能力, 其作用机制也被证实与抗肿瘤血管生

成密切相关. Liu等[22]研究发现, 索拉菲尼通过有

效抑制HIF-1α的表达, 从而降低了VEGF蛋白的

表达, 最终导致了肿瘤血管生成的减少.      
除了VEGF外, 如血管生成素2(angiopoietin 

2)、胎盘生长因子(placental growth factor)、血

小板衍生生长因子B(platelet derived growth fac-
tor B)和基质衍生因子1(stromal derived factor 
1)等许多促血管生成因子也会在低氧条件下,      
通过HIF信号通路呈现高表达, 促进肿瘤新血管

的生成[23]. Li等[24]研究发现血管生成素相关蛋白

4是HIF-1的一个目的靶基因产物, 其通过血管细

胞黏附分子和整合素b1, 在肝癌的血管生成和

转移方面都发挥了重要作用.      
2.3 HIF-1与肝癌的侵袭转移 肝癌细胞发生肝内

和肝外转移是肝癌患者预后不佳的主要原因. 
肿瘤的侵袭转移是一个复杂的过程, 首先要经

历的就是一个从上皮细胞向间充质细胞的转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 在EMT
过程中, 具有极性的上皮细胞转化成为具有移

动性的间质细胞, 从而获得了可以向远处转移

的能力. 在低氧状态下, HIF-1对EMT的进程发

挥了关键性作用, 其主要是通过表达调控一系

列的相关基因来实现的[25]. 钙黏蛋白E作为一种

细胞黏附因子, 一旦失活, 细胞间的黏附性减弱, 
移动性增强, 从而导致EMT的发生. HIF-1通过

上调钙黏蛋白E的转录抑制因子SNAI1和SIP1, 
二者抑制钙黏蛋白E的表达, 使肿瘤细胞易于发

生侵袭转移[26]. 针对肝癌, Zhang等[27]最新研究

表明, HIF-1可以通过与SNAI1基因启动子上的

两个低氧反应元件(hypoxia response elements, 
HREs)相结合, 来调控SNAI1, 影响着钙黏蛋白

E、钙黏蛋白N以及波形蛋白的表达水平, 使肝

癌细胞发生EMT, 促进肝癌的转移和侵袭.      
细胞基质的降解也是肿瘤转移的重要环节. 

低氧条件下, HIF-1会诱导细胞分泌很多的基质

金属蛋白酶(matrix metallopreteinases, MMPs), 
其通过降解细胞外基质分子 ,  使肿瘤细胞向

基底层浸润[28,29]. 赖氨酰氧化酶(lysyl oxidase, 
LOX)存在于细胞外基质中, 也影响着基质的结

构以促进EMT, 而LOX同样是直接由HIF-1来调

节的[30]. Xiang等[31]通过临床分组实验, 分别对36
例肝癌淋巴结转移阳性和阴性的患者进行基因

检测, 结果发现阳性组中瘤内的HIF-1α、VEGF
和MMP-2蛋白水平明显高于阴性组, 从而推测

出这3个基因可能是肝癌淋巴结转移的生物学

标志物. 研究证明腺病毒介导的短发夹RNA可

以抑制肝癌的生长和转移, 其机制也是通过抑

制HIF-1来减少血管生成因子和MMP蛋白的表

达[32].      
最新研究发现PROX1是一个促进肝癌转移

的重要因子, 而其促转移活性是由于上调了HIF-
1α转录, 并通过招募组蛋白脱乙酰基酶1(histone 
deacetylase 1, HDAC1)阻止HIF-1α乙酰化, 从而

稳定了HIF-1α蛋白, 最终诱导肝癌细胞EMT发
生所致[33]. Zhang等[34]最近发现Wnt/b-catenin信
号通路可以提高HIF-1α转录活性和阻止肝癌细

胞凋亡, 诱导肝癌细胞发生EMT, 参与肝癌转移. 
这些研究不仅为我们提供了有潜力的肝癌预后

标记物及治疗新靶点, 也再次验证了HIF-1在肝

癌侵袭转移方面不可替代的作用.      
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表 1 HIF-1的相关靶基因或其产物

     
相关类型 靶基因或其产物(举例)        

血管发生 血管内皮生长因子、一氧化氮合酶-2、血小板衍生生长因子B

红细胞生成 促红细胞生成素、铁传递蛋白、血浆铜蓝蛋白、亚铁氧化酶

糖代谢 糖酵解酶-1、醛缩酶A、葡萄糖载体1和3

细胞增殖、分化 胰岛素样生长因子-2、转化生长因子、成纤维细胞生长因子

细胞凋亡 细胞凋亡蛋白酶-3、p53、BNIP3
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2.4 HIF-1与肝癌放化疗的耐受性

2.4.1 放疗耐受性: 低氧与肿瘤的研究最初是在

肿瘤放射治疗方面获得进展的. 在放疗过程中

氧气被激发产生氧自由基, 通过杀伤肿瘤靶细

胞来达到放疗的效果. 然而在肿瘤低氧区, 细胞

因缺氧产生较少的氧自由基, 从而对放疗产生

耐受. 研究表明, 低氧状态下的关键因子HIF-1在
肿瘤细胞放疗耐受方面起到了重要作用, 其机

制可能与HIF-1促进VEGF及其他血管因子的大

量表达, 使血管内皮细胞免受放射线的损伤有

关[35]. 而在肝癌方面, 也有研究显示, 用RNA干

扰技术抑制HIF-1的表达后, 肝癌细胞对放射的

敏感性明显增强[36]. 这也启示我们, 在肝癌临床

治疗中, 放疗合并抑制HIF-1的方法可能会起到

一个更好的抗癌效果.      
2.4.2 化疗耐受性: 实体肿瘤细胞由于处在缺血

缺氧的微环境中, 对多种化学药物产生了耐药

抵抗作用. 在这个耐药机制中, HIF-1的活性影

响了肿瘤细胞的微环境, 并且调控着与耐药相

关的因子. Comerford等[37]在10年前就发现HIF-1
可以与多药耐药基因(multiple drug resistance 1, 
MDR1 )启动子上的HRE相结合, 从而转录激活

MDR1, 最终用来抵抗化疗药物对肿瘤细胞的损

伤. Zhu等[38]最近也证实在肝癌细胞中, HIF-1α
由ERK/MAPK通路调节, 并且调控表达了多种

MDR相关基因, 而后者参与了耐药反应. 三氧化

二砷(arsenic trioxide, ATO)作为肝癌的化疗药, 
可以起到诱导细胞凋亡, 抑制转移的作用. 然而

研究表明, HIF-1参与了肝癌对ATO的耐药, 这一

结果也为今后如何克服ATO耐药提供了分子靶

点[39].      

3  以HIF-1为靶点的肝癌治疗

HIF-1在低氧条件下肝癌细胞发生发展的各个环

节中都起到了非常重要的作用. 因此以HIF-1作
为分子靶点的抗癌药物和基因治疗成为目前研

究的两个热点.      
3.1 HIF-1抑制剂的应用 现今, 我们已经筛选出

了很多能够有效抑制HIF-1的化学物质. 这些药

物有的已经进入临床试验阶段, 而更多的还在

实验室阶段. 他们的作用机制包括了抑制HIF-
1α蛋白的合成、降解水平、与DNA的结合能

力以及转录活性等各个方面[40]. 此外, 有些药

物则是阻止诸如P I3K/Ak t通路、MAPK通路

等HIF-1信号通路的抑制剂[41]. 3-(5'-羟甲基-2'-
呋喃基)-1-苯甲基吲唑[3-(5'-hydroxymethyl-2'-

furyl)-1-benzyl indazole, YC-1]作为这类抑制剂

的代表, 近年来成为研究的重点. Shin等[42]发现

YC-1可以降低肝癌细胞中HIF-1α蛋白及其多种

下游靶基因的表达, 从而有效抑制了肝癌的侵

袭和转移.      
近几年来, 研究者把肝癌细胞作为实验对

象, 研制出了不少的HIF-1抑制剂. 最近, 有研究

发现EF24作为一种与姜黄素相似的分子, 通过

上调pVHL来降解HIF-1α, 从而克服肝癌对索拉

菲尼的耐药作用. 这表明了EF24与索拉菲尼联

合用药可以增强抗癌效果[43]. Yamasaki等[44]利用

HepG2人类肝癌细胞, 首次提出了共轭亚油酸可

以抑制HIF-1α的稳定性,  从而为今后研发出这

类药物提供了思路. Tanaka等[45]发现LS081是促

进铁摄入的小分子, 他能够通过增强PHD的活

性, 来降解HIF-1α蛋白以达到抗肝癌的作用. 经
导管动脉栓塞术(transcatheter arterial emboliza-
tion, TAE)是一种肝癌非手术的姑息治疗, Liang
等[46]通过动物模型, 对白兔VX2肝癌细胞进行

了分组试验, 结果发现肝癌细胞在TAE术后其

HIF-1α蛋白水平有明显升高. 而羟基喜树碱(hy-
droxycamptothecin, HCPT)作为HIF-1的抑制剂, 
能有效抑制HIF-1的表达, 并且抵抗TAE术后肝

癌的血管生成, 增强TAE的治疗效果[47].      
3.2 基因靶向治疗 随着生物分子学技术的迅速

发展, 以各种功能基因作为靶点的肿瘤治疗方

法成为目前研究的一个热点. 针对HIF-1与肝癌

的关系, 研究者把HIF-1α作为目的基因, 抑制其

过表达以及对下游靶基因的激活, 使得以HIF-
1α为靶点的基因治疗成为肝癌治疗的一种新辅

助手段.      
RNA干扰(RNA interfering, RNAi)技术是一

种基因沉寂新技术, 其通过构建HIF-1编码基因

的小干扰RNA(siRNA)并转染到肿瘤细胞中, 与
目的基因mRNA结合使其降解, 以此来抑制HIF-
1α的表达. Xu等[48]最近用HIF-1α的siRNA转染

小鼠的CBRH-7919肝癌细胞, 结果显示HIF-1α失
去活性, 抑制了肝癌细胞的增殖生长. 有研究表

明, 靶向HIF-1α和VEGF的siRNA共转染入Hep3B
肝癌细胞, 可以起到抗血管生成的作用, 阻止肝

癌的转移[49]. 在动物模型实验中, Chen等[50]利用

RNAi技术灭活HIF-1α, 发现可以增强TAE术治疗

肝癌的效果. MicroRNA(miRNA)是内源性大小与

siRNA相似的非编码RNAs, 关于miRNA负性调节

肝癌细胞中的HIF-1α, Wang等[51]在临床实验中发

现体内呈高水平miRNA-199b的肝癌患者, 存活

■应用要点
随着HIF-1抑制剂
的 不 断 研 发 ,  以
及针对HIF-1的基
因疗法如RNA干
扰、反义寡核苷
酸技术的不断成
熟 ,HIF-1将成为
肝癌防治研究的
一个新靶点, 这对
肝癌的辅助治疗
具有新应用前景.
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率较高. 而且miRNA-199b能抵抗肿瘤细胞生长, 
提高放疗的敏感性. 这些作用机制都是通过抑

制HIF-1α蛋白来实现的.      
反义寡核苷酸(antisense oligonucleotides, 

A S O )技术也是目前研究的重点 .  A S O是和

mRNA完全互补的一个寡聚核苷酸片段, 能够特

异性阻断目的mRNA的翻译. 研究发现, HIF-1α
的ASO技术可以抑制肝癌细胞增殖, 而且降低

了HIF-1α的mRNA表达和蛋白质合成, 这一发现

也证明了ASO技术在肝癌治疗中的发展前景[52]. 
此外, 也有研究证实, 在小鼠体内反义HIF-1α基

因疗法可增强化疗药阿霉素对抗肝癌的疗效, 
两者结合可以更加有效地下调VEGF的表达, 抑
制肿瘤血管生成和细胞增殖, 促进细胞凋亡[53].      

4  结论

HIF-1作为肝癌细胞适应低氧微环境的重要调节

因子, 通过调控下游多个靶基因, 在肝癌细胞的

增殖凋亡、血管生成、侵袭转移和放化疗耐受

性等方面都起到了重要作用. 而HIF-1作为肝癌

治疗的一个新靶点, 也得到了广泛关注. 但是目

前针对HIF-1的药物治疗尚处在实验室或临床前

研究阶段, 要想真正应用到临床中去, 仍有不少

现实问题亟待解决. 如很多研发出的HIF-1抑制

剂特异性不高, 对肿瘤的杀伤作用不明显, 尚需

要开发或筛选出特异性更高的抑制剂, 方能在

临床上应用. 而对于YC-1等研究较为成熟的抑

制剂来说, 仍需进一步研究他们的药理和毒理

作用, 探讨对正常细胞的不良反应, 以及临床疗

效的评估. 以HIF-1为靶点的基因治疗虽然给肝

癌治疗带来了新的希望, 但是寻找目的基因只

是第一步, 接下来如何去构建安全高效的载体, 
如何寻找肝癌的特异性转录调控元件, 如何合

理应用多基因联合治疗, 只有真正解决了这些

问题, 才能使肝癌的基因治疗从动物实验转向

临床应用. 因此, HIF-1在肝癌中的作用仍需进一

步深入研究, 而HIF-1的肝癌靶向治疗依然任重

道远.      
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy and mechanisms 
of action of valsartan on portal hypertensive 
gastropathy in rats with gastric mucosa lesions. 

METHODS: Forty-eight SD rats were randomly 
divided into a sham-operated group, a portal 
hypertension gastropathy group, a valsartan 
prevention group, a normal dose valsartan 
group and a high dose valsartan group. Portal 
hypertensive gastropathy was induced by the 
partial portal vein ligation method. Gastric mu-
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缬沙坦对门静脉高压性胃病大鼠胃黏膜组织TGF-β1/
Smad信号传导通路的影响

黄 蔚, 钱静蓉, 陈岳祥

®

■背景资料
肝硬化门脉高压
性胃病是肝功能
失代偿期的表现, 
其所致的上消化
道出血仅次于食
管胃底静脉曲张
破裂出血. 加之此
类患者凝血功能
差, 常导致肝脏功
能进一步恶化, 加
速肝性脑病、肝
肾综合征等并发
症出现, 影响患者
预后. 选择既能平
稳降低门脉压力, 
又能改善肝脏功
能药物已经成为
人们关注的热点. 

cosa TGF-β1 expression and microvessel density 
(MVD) were detected by immunohistochemical 
staining method. Gastric mucosa Smad2 and 
Smad7 protein expression was detected by West-
ern blot. Plasma levels of rennin activity (PRA), 
angiotensin Ⅱ (Ang Ⅱ), alanine aminotransfer-
ase (ALT), and albumin (ALB) were determined 
by ELISA. 

RESULTS: Compared with the model group, 
gastric mucosa TGF-β1 (11.58 ± 2.27, 13.29 ± 
2.82, 13.15 ± 3.36 vs 24.25 ± 3.48, all P < 0.05) and 
Smad2 (0.86 ± 0.59, 0.82 ± 0.36, 0.83 ± 0.49 vs 1.60 
± 0.77, P < 0.05) protein expression was signifi-
cantly decreased in the valsartan prevention 
group, normal dose valsartan group and high 
dose valsartan group. Smad7 protein expression 
in the valsartan prevention group, normal dose 
valsartan group and high dose valsartan group 
was significantly higher than that in the model 
group (1.59 ± 0.72, 1.65 ± 0.80, 1.69 ± 0.85 vs 0.58 
± 0.35, all P < 0.05). Plasma PRA (16.49 ng/mL ± 
2.77 ng/mL, 15.92 ng/mL ± 4.30 ng/mL, 16.72 
ng/mL ± 5.48 ng/mL vs 11.49 ng/mL ± 2.12 
ng/mL, all P <0.05) and Ang Ⅱ (1664.44 pg/mL 
± 285.47 pg/mL, 1686.82 pg/mL ± 499.16 pg/
mL, 1734.07 pg/mL ± 326.66 pg/mL vs 1110.38 
pg/mL ± 193.85 pg/mL, all P <0.01) were also 
significantly higher in the valsartan prevention 
group, normal dose valsartan group and high 
dose valsartan group than in the model group. 

CONCLUSION: Valsartan can improve portal 
hypertensive gastropathy probably by down-
regulating TGF-β1 and Smad2 expression and 
up-regulating Smad7 expression.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
肝硬化门脉高压
症是导致门脉高
压性胃病的重要
发 病 机 制 之 一 , 
有效降低门脉高
压理论上可以阻
止和改善胃黏膜
病 变 .  目 前 治 疗
方法包括手术、
介 入 和 药 物 .  肝
移植手术费用高, 
肝源少 ;  TIPS短
期内能够降低门
脉 高 压 ,  但 远 期
并 发 症 较 多 ;  药
物治疗是目前研
究热点.

portal hypertensive gastropathy in rats possibly via 
TGF-β1/Smad signaling pathway. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 9-16  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/9.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i1.9 

摘要
目的: 探讨缬沙坦对门静脉高压性胃病大鼠
胃黏膜病变的疗效和作用机制. 

方法: 48只♂SD大鼠随机分为假手术组、门
静脉高压性胃病模型组、缬沙坦预防组、缬
沙坦常规剂量组和缬沙坦加倍剂量组. 采用
部分门静脉主干缩窄法制备门静脉高压性
胃病模型. 免疫组织化学染色法检测各组大
鼠胃黏膜组织转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)表达、微血管密度
(microvessel density, MVD), Western blot分析
胃黏膜组织Smad2、Smad7蛋白表达. ELISA
法检测各组血清肾素(plasma renin activity, 
PRA)、血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, Ang
Ⅱ)、谷氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、白蛋白(albumin, ALB)水平.

结果: 缬沙坦预防组、常规剂量组和加倍剂
量组胃黏膜组织中TGF-β1(11.58±2.27, 13.29
±2.82, 13.15±3.36)明显低于造模组(24.25
±3.48)(P <0.05); 缬沙坦预防组、常规剂量
组和加倍剂量组胃黏膜微血管密度值(12.08
±2.34; 13.13±1.42; 12.04±1.02)亦明显低
于造模组(17.09±5.52)(P <0.05); 缬沙坦预防
组、常规剂量组和加倍剂量组胃黏膜组织
中Smad2蛋白表达(0.86±0.59, 0.82±0.36, 
0.83±0.49)较造模组(1.60±0.77)明显下降
(P <0.05), 但高于假手术组; Smad7蛋白表达
(1.59±0.72, 1.65±0.80, 1.69±0.85)较模型组
(0.58±0.35)明显升高(P <0.05), 但低于假手
术组. 缬沙坦预防组、常规剂量组和加倍剂
量组血PRA(16.49 ng/mL±2.77 ng/mL; 15.92 
ng/mL±4.30 ng/mL; 16.72 ng/mL±5.48 ng/
mL)、AngⅡ(1664.44 pg/mL±285.47 pg/mL, 
1686.82 pg/mL±499.16 pg/mL, 1734.07 pg/mL
±326.66 pg/mL)水平较模型组(11.49 ng/mL±
2.12 ng/mL, 1110.38 pg/mL±193.85 pg/mL)比
较明显升高(P <0.05, P <0.01). 

结论:  缬沙坦能够改善门静脉高压性胃病
大鼠胃黏膜微血管病变 , 可能是通过下调
TGF-β1、Smad2表达, 上调Smad7表达发挥 
作用.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 门脉高压性胃病时胃黏膜微血管内

膜受损、管腔扩张、扭曲, 微血管密度增加, 转
化生长因子-β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)和Smad2表达明显升高, Smad7表达明显

降低, 提示胃黏膜血管病变形成. 缬沙坦能够通

过抑制胃黏膜TGF-β1和Smad2表达, 增加Smad7
蛋白表达, 对胃黏膜血管病变具有一定治疗作用.  
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0  引言

门静脉高压性胃病(portal hypertension gastropa-
thy, PHG)主要见于肝硬化门脉高压症(por ta l 
hypertention, PHT)患者. 其主要病理机制[1]是一

种累及胃黏膜的血管性病变, 组织学特征为黏膜

和黏膜下水肿, 小血管扩张, 而炎症细胞浸润不

明显. 胃镜下表现为胃底和胃体黏膜充血水肿、

糜烂甚至溃疡, 是上消化道出血的常见原因之

一. PHT是PHG发生的始动因素, 任何能够降低

门静脉压力的因素都能改善PHG[2]. 近年来研究

发现缬沙坦作为一种血管紧张素Ⅱ(angiotensin 
Ⅱ, AngⅡ)1型受体拮抗剂有降低门静脉压力、

抗肝纤维化和改善胃黏膜血供的作用, 其作用

机制可能与抑制转化生长因子β1(transforming 
growth factor beta 1, TGF-β1)的合成和激活有 
关[3,4]. 大量研究证实TGF-β1在肝脏纤维化的发

生和发展过程中发挥重要作用, 缬沙坦直接或间

接抑制TGF-β1与TGF-β1Ⅱ型受体的合成和表达

减轻肝纤维化程度[4-6]. 本课题组前期研究发现缬

沙坦通过抑制门静脉TGF-β1的表达, 降低胶原

纤维的合成, 改善门静脉血管病变的程度, 提示

缬沙坦对PHG大鼠门静脉血管病变具有一定治

疗作用[7], 但关于其对胃黏膜血管病变的影响, 国
内报道甚少. 本实验拟观察缬沙坦对门静脉高压

性胃病大鼠胃黏膜微血管构型的影响及其作用

机制.

1   材料和方法

1.1  材料  实验动物为成年健康♂S p r a g u e-
Dawley (SD)大鼠48只, 体质量200-220 g, 由上



黄蔚, 等. 缬沙坦对门静脉高压性胃病大鼠胃黏膜组织TGF-β1/Smad信号传导通路的影响                 11

■相关报道
研究报道肝硬化
门脉高压性胃病
是一种血管性疾
病, 血管紧张素Ⅱ
与肝硬化门脉高
压症的形成密切
相关. 血管紧张素
Ⅱ1型受体拮抗剂
沙坦类药物能够
降低门静脉压力, 
改善胃黏膜微循
环, 且不良反应少, 
不引起明显的血
压、心率的改变.

海第二军医大学实验动物中心提供[许可证号

scxk(沪)2008-0016]. 缬沙坦(商品名代文, 北京

诺华制药有限公司馈赠, 批号X0830); TGF-β1
抗体(Santa Cruz公司, 货号为sc-146); Smad抗体

(Santa Cruz公司, Smad2货号sc-135644; Smad7货
号sc-11392); CD34抗体(福州迈新生物技术开发

有限公司); SABC试剂盒(武汉博士德生物工程

有限公司); 蛋白提取试剂盒(碧云天生物技术研

究所提供).
1.2 方法

1.2.1 动物分组和模型建立: 大鼠随机分成5组, 
假手术组即对照组(n  = 6)、模型组(n  = 6)、缬沙

坦预防组(n  = 12)、缬沙坦常规剂量组(n  = 12)、
缬沙坦加倍剂量组(n  = 12). 各组大鼠体质量、

年龄相比无显著性差异. 本实验参照国内段进

东等[8]的造模方法, 该方法可造成大鼠门静脉横

截面积缩窄90%, 2 wk就能形成PHG模型. 具体

方法如下: 模型组大鼠实验前24 h禁食, 自由饮

水, 3%戊巴比妥钠溶液0.11-0.13 mL/100 g体质

量腹腔内注射麻醉; 开腹后暴露并游离门静脉, 
沿其纵轴外置一20 G钝性针头, 于近肝门处用

3-0丝线结扎门静脉主干及外置针头后拔针, 形
成肝前性门静脉狭窄. 假手术组仅游离门静脉

主干而不结扎, 4 wk后与药物干预组一起进行指

标检测. 缬沙坦预防组于造模开始每天清晨缬

沙坦20 mg/kg体质量灌胃, 1次/d, 连续4 wk. 缬沙

坦常规剂量组和加倍剂量组在造模术后第3周
给药, 前者每天清晨20 mg/kg体质量灌胃, 1次/d; 
后者40 mg/kg体质量灌胃, 1次/d, 连续2 wk. 造
模组和假手术组于术后第3周予等量0.9%NaCl
溶液灌胃, 连续2 wk.
1.2.2 胃黏膜大体标本制备: 造模4 wk后大鼠禁食

12 h, 饮水, 3%戊巴比妥0.1 mL/100 g腹腔内麻醉

后暴露腹腔取出全胃, 以0.9%NaCl溶液冲洗胃内

容物, 剪取胃底部2 mm×4 mm大小的组织2块, 1
块放入4%多聚甲醛固定石蜡包埋, 4 μm厚连续

切片, 行HE染色. 另一块胃底组织-80 ℃保存.
1.2.3 血清肾素(plasma renin activity, PRA)、血管

紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, AngⅡ)、谷氨酸转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT)、白蛋白(albumin, 
ALB)检测: 处死大鼠后腹腔静脉采血3 mL, 按照

ELISA方法测定PRA、Ang Ⅱ、ALT、ALB浓
度, 具体步骤按照试剂盒说明书操作.
1.2.4 免疫组织化学染色检测胃黏膜组织TGF-β1
表达: 采用SABC法. 试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司, 严格按说明书操作. 免疫组织

化学染色后先在光镜下做定性观察, 200倍高倍

镜下每张切片测定3个视野, 通过显微摄像系统

摄取图像, 在图像分析仪上应用免疫组织化学

计算面积软件做定量分析代表阳性面积率, 取
其平均值.
1.2.5 免疫组织化学染色检测胃黏膜微血管密

度: 采用SABC法, 试剂盒购自福州迈新生物技

术开发有限公司产品, 严格按说明书进行操作. 
MVD检测方法如下: (1)CD34阳性以血管内皮细

胞呈棕色或棕褐色染色为标准. 微血管计数以

被染棕色或棕褐色的单个内皮细胞或内皮细胞

簇作为一个血管计数. 只要结构不相连, 其分支

结构也计作一个血管计数; (2)切片先在光镜下

挑选微血管分布最高密度区域, 再在200倍光镜

下计数3个不重复热点区域中被CD34染成棕色

或棕褐色的微血管数, 取其平均值.
1.2.6 Western印迹分析胃黏膜Smad2、Smad7蛋

白表达: 将胃底组织粉碎后加入裂解液, 蛋白提

取过程按说明书操作进行. 在提取的蛋白中加

入5%SDS煮沸10 min, 离心10 min, 提取上清液, 
BCA法测定蛋白含量. 取等量蛋白样本加入10%
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶

中, 电转至硝酸纤维素膜, 室温下5%脱脂奶粉封

闭2 h, 以封闭非特异性蛋白结合位点. 将膜放入

用5%脱脂奶粉稀释的一抗稀释液中, 4 ℃摇床

过夜, TBST洗3次, 每次20 min, 之后将膜放入用

5%脱脂奶粉稀释的二抗稀释液中, 4 ℃摇床摇

4 h, 然后用TBST洗3次, 每次20 min. 采用ECL
化学发光法检测蛋白含量, 于暗室中用胶片显

影、定影, 并用扫描仪进行扫描. 使用GENE公
司图像处理软件分析, 计算目的基因与β-actin的
吸光度比值.

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 所得

数据以mean±SD表示. 多组间比较采用单因素

方差分析; 若方差齐性, 两两比较采用LSD法, 若
方差不齐, 采用Dunnett T3检验. P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 造模情况 缬沙坦加倍剂量组大鼠死亡3只, 
其中2只由于灌胃后呛咳、窒息死亡, 1只为腹

水伴腹腔感染, 缬沙坦预防组和常规剂量组分

别有2只大鼠死亡, 死因为灌胃后呛咳、窒息. 
造模组和假手术组无大鼠死亡.
2.2 胃组织病理学改变 造模后1 wk大鼠开始厌

食、懒动, 2 wk后腹腔增大, 厌食加剧. HE染色

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com
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■创新盘点
缬沙坦改善肝硬
化门脉高压性胃
黏膜病变的作用
机制目前不十分
清 楚 .  本 课 题 发
现缬沙坦能够抑
制 胃 黏 膜 组 织
TGF-β1的合成和
分 泌 ,  通 过 上 调
Smad2表达、下
调Smad7表达来
调控TGF-β1发挥
作用, 从而减少胃
黏膜血管损伤, 减
轻血管病变程度.

结果显示, 假手术组大鼠胃黏膜和黏膜下层微

动静脉结构完整, 腺体排列规整, 管壁光滑; 造
模组大鼠胃黏膜腺体排列不整齐, 黏膜下层间

隙增宽, 黏膜下微动静脉明显充血, 管壁变薄, 
管腔内可见大量血细胞黏附, 胃黏膜毛细血管

重度扩张、膨胀. 缬沙坦预防组、常规剂量组

和加倍剂量组大鼠胃黏膜腺体排列较整齐, 黏
膜下层稍增宽, 微动静脉轻度充血, 毛细血管轻

度扩张(图1).
2.3 胃黏膜组织TGF-β1表达和MVD的变化 免疫

组织化学结果显示, TGF-β1表达主要在胃黏膜

上皮细胞的细胞浆和细胞膜, 阳性结果为细胞

质染成棕黄色, 细胞核染成淡蓝色. 造模组大鼠

胃黏膜组织TGF-β1表达量明显增加, 与假手术

组大鼠比较差异有统计学意义(P <0.01), 缬沙坦

预防组、常规剂量组和加倍剂量组大鼠胃黏膜

组织TGF-β1阳性表达率较造模组降低, 差异均

有统计学意义(P <0.01, P <0.05)(图2, 表1). CD34
阳性表达主要见于血管内皮细胞胞浆中, 呈棕

色或棕褐色染色. 微血管一般呈管腔样结构, 有
些只见血管内皮细胞呈点状或线状不均匀分

布. 造模组大鼠胃黏膜组织微血管密度值明显

增加, 与假手术组大鼠比较差异有统计学意义

(P <0.01), 缬沙坦预防组、正常剂量组和加倍剂

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com
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图 1 胃黏膜HE染色结果(×200). A: 假手术组; B: 造模组; C: 缬沙坦预防组; D: 缬沙坦常规剂量组; E: 缬沙坦加倍剂量组.
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图 2 免疫组织化学检测胃黏膜组织TGF-β1表达情况(SABC×200). A: 假手术组; B: 造模组; C: 缬沙坦预防组; D: 缬沙坦常

规剂量组; E: 缬沙坦加倍剂量组.
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量组大鼠胃黏膜组织微血管密度值与造模组相

比较, 差异均有统计学意义(P <0.05)(图3).
2.4 胃黏膜组织Smad2、Smad7蛋白表达情况  
Western blot结果显示, 与假手术组相比, 造模

组大鼠胃黏膜组织S m a d2蛋白表达明显升高

(P <0.01), 而Smad7蛋白表达明显降低(P <0.01). 
缬沙坦预防组、常规剂量组和加倍剂量组胃黏

膜组织Smad2蛋白表达均低于造模组(P <0.05), 

Smad7蛋白表达均高于造模组(P<0.05)(表1, 图4). 
2.5 血清PRA、Ang-Ⅱ、ALT、ALB含量 缬沙

坦预防组、常规剂量组和加倍剂量组大鼠血清

PRA水平明显高于造模组(P <0.05); Ang-Ⅱ含量

均高于造模组(P <0.01); 缬沙坦预防组、常规剂

量组和加倍剂量组血清ALT水平低于造模组、

ALB含量高于造模组, 但与造模组比较差异无

统计学意义(表2).

■应用要点
肝硬化门脉高压
性胃病及其并发
症是肝硬化患者
的主要威胁. 缬沙
坦能够减少PHG
大鼠胃黏膜血管
损伤, 减轻血管病
变程度; 并有降低
血清丙氨酸转氨
酶、升高白蛋白
趋势, 对肝脏功能
具有一定保护作
用, 为临床使用缬
沙坦提供了理论
依据.
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图 3 免疫组织化学检测胃黏膜微血管密度情况(SABC×200). A: 假手术组; B: 造模组; C: 缬沙坦预防组; D: 缬沙坦常规剂

量组; E: 缬沙坦加倍剂量组.

表 1 各组大鼠胃组织TGF-β1、Smad2、Smad7表达和MVD变化 (mean±SD)

     分组  n     TGF-β1        MVD     Smad2      Smad7

假手术组   6   8.59±1.10b   8.54±1.32b 0.62±0.33b 2.02±0.93b

造模组   6 24.25±3.48 17.09±5.52 1.60±0.77 0.58±0.35

缬沙坦预防组 10 11.58±2.27b 12.08±2.34a 0.86±0.59a 1.59±0.72a

缬沙坦常规剂量组 10 13.29±2.82a 13.13±1.42a 0.82±0.36a 1.65±0.80a

缬沙坦加倍剂量组   9 13.15±3.36a 12.04±1.02a 0.83±0.49a 1.69±0.85a

aP<0.05, bP<0.01 vs  造模组. MVD: 微血管密度; TGF-β1: 转化生长因子-β1.

表 2 各组大鼠血清PRA、Ang-II、ALT、ALB含量比较 (mean±SD)

     分组  n   PRA(ng/mL)   AngⅡ(pg/mL)     ALT(U/L)    ALB(g/L)

假手术组   6 12.06±1.93 955.99±112.91 65.50±16.80 27.37±0.95

造模组   6 11.49±2.12 1110.38±193.85 79.00±42.69 24.00±1.89

缬沙坦预防组 10 16.49±2.77a 1664.44±285.47b 57.00±10.00 25.48±1.89

缬沙坦常规剂量组 10 15.92±4.30a 1686.82±499.16b 68.90±29.48 27.86±0.75

缬沙坦加倍剂量组   9 16.72±5.48a 1734.07±326.66b 67.22±22.61 26.24±0.92

aP<0.05, bP<0.01 vs  造模组. PRA: 血清肾素; AngⅡ: 血管紧张素Ⅱ; ALT: 谷氨酸转氨酶; ALB: 白蛋白.
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3  讨论

目前多数学者认为, PHG是一种独立的血管性疾

病[1,9]. 门静脉高压导致胃的静脉回流受阻, 使胃

壁静脉淤血, 加上胃的动脉血供增多, 更加剧胃

壁淤血. 在长期的高压力血流作用下, 胃壁的血

管发生适应性代偿反应, 胃黏膜毛细血管和小

静脉形态和结构异常, 表现为血管扩张, 管壁增

厚. 血管内皮的增厚扩大了损伤因子作用的靶

点, 使得胃黏膜对损伤因子的易感性增强, 导致

黏膜下水肿, 影响营养物质的弥散[1]. 此外, 门脉

高压时胃黏膜血管再生能力减弱, 直接影响胃

黏膜损伤后修复, 可能是引发胃黏膜出血的重

要因素之一[10,11].
本研究发现, 假手术组大鼠4 wk后胃黏膜微

血管结构完整, 管壁光滑. 造模组胃黏膜下微血

管显著扩张, 管壁变薄; 毛细血管数量增加, 管
腔扩张、淤血, 与文献报道一致[1,12]. 缬沙坦预

防组、常规剂量组和加倍剂量组大鼠胃黏膜下

微血管扩张扭曲减轻, 毛细血管数量减少, 管腔

扩张减轻. 由CD34标记的微血管密度值在造模

组和缬沙坦预防组、常规剂量组和加倍剂量组

均明显高于假手术组, 缬沙坦预防组、常规剂

量组和加倍剂量组微血管密度值与造模组比较

有显著性差异(P <0.05), 提示缬沙坦干预后胃黏

膜水肿减轻, 血管结构改变好转, 扩张淤血减轻, 
胃黏膜的微循环得到改善, 起到了一定治疗作

用[12].
降低门静脉压力是治疗PHG的关键, 目前已

有多种药物通过减少门静脉血流量或降低肝内

血管阻力来降低门静脉压力[13-15], 但尚无一种药

物即能降低门静脉压力, 又能抗肝纤维化并无

明显副作用. 缬沙坦是一种口服有活性的强力

特异性血管紧张素(AngⅡ)Ⅰ型受体拮抗剂, 他
选择性作用于AngⅡ1型受体发挥降低血压作用, 
具有平稳降压和保护心、脑、肾等靶器官作

用. 研究证实, 缬沙坦能够较好地降低肝硬化患

者门静脉压力, 并具有一定的抗肝纤维化作用
[16-18]; 其抗纤维化作用可能是通过消除AngⅡ对

TGF-β1自分泌的正调控作用, 抑制TGF-β1及其

受体(TRⅡ mRNA)的合成和表达, 抑制肝星状

细胞活化、增殖和转化, 减少细胞外基质的合

成, 从而发挥抗肝纤维化的作用, 间接促进门静

脉压力的降低[19-21].
TGF-β1在调节细胞增殖、分化、血管形成

和组织纤维化等方面起重要作用[22,23]. TGF-β1
通过Smad信号转导通路发挥其生物学效应[24-27], 
当TGF-β1与TGF-β1Ⅱ型受体(TGF-β1RⅡ)结
合后, 继而活化TGF-β1Ⅰ型受体(TGF-β1RⅠ),
活性TGF-β1RⅠ的激酶区直接使Smad2、3自
动磷酸化, 与共同介质型Smad4形成异源寡聚

体复合物, 该复合物随即转移到细胞核, 介导

TGF-β1的生物学效应. 而抑制型Smad6、7是细

胞中TGF-β1RⅠ拮抗蛋白, 能牢固的与TGF-β1R
Ⅰ结合, 使之无法将Smad2、3磷酸化而阻断信

号转导过程. 已有研究证实, 肝脏纤维化发生

发展中, 肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)
大量表达TGF-β1和Smad2、4, 而Smad7表达被

抑制[28,29]. 本实验发现造模组大鼠胃黏膜组织

TGF-β1和Smad2蛋白表达明显增强, 而Smad7
蛋白表达明显降低, 与假手术组比较差异有统

计学意义(P <0.01). 实验结果表明, 正常胃黏膜

组织内有大量Smad7表达而TGF-β1、Smad2较
少, PHG大鼠胃黏膜组织内Smad7表达明显减少

而TGF-β1、Smad2显著增多. 应用缬沙坦干预

后各组大鼠胃黏膜TGF-β1、Smad2和Smad7蛋
白水平出现相应变化, 缬沙坦预防组、常规剂

量组和加倍剂量组大鼠胃黏膜组织中TGF-β1和
Smad2蛋白表达均低于模型组; Smad7蛋白表达

高于模型组, 提示缬沙坦能够作用于TGF-β1下
游信号通道蛋白Smad, 提升PHG大鼠胃黏膜组

织内Smad7, 同时抑制Smad2蛋白表达, 作用于

TGF-β1的正负反馈环路, 在各阶段阻断TGF-β1
发挥病理作用.

本实验结果还显示, 缬沙坦干预后大鼠血清

PRA、AngⅡ水平明显升高(P <0.05), 与缬沙坦

拮抗AngⅡ受体, 减少AngⅡ的消耗, 并且减少对

肾上腺皮质球状带的刺激, 从而减少醛固酮的

分泌, 减轻水钠潴留有关. 此外, 缬沙坦干预各

组大鼠血清白蛋白水平与造模组比较有所升高, 
丙氨酸转氨酶水平有所降低, 虽然差异无统计

学意义(P >0.05), 可能与样本数量较少有关, 但
提示其具有一定的保护肝脏功能作用[13,30].

■同行评价
本文具有较好的
学术价值, 具有一
定指导意义.
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图 4 Western blot分析胃黏膜组织Smad2、Smad7蛋白表
达的电泳图. 1: 假手术组; 2: 造模组; 3: 缬沙坦预防组; 4: 缬

沙坦常规剂量组; 5: 缬沙坦加倍剂量组.
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总之, 缬沙坦具有降低门脉压力作用, 并可

能通过抑制TGF-β1/Smad信号通路来改善门静

脉高压性胃黏膜血管病变, 但长期疗效和药物

的不良反应仍有待进一步研究证实.
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Abstract
AIM: To investigate the influence of the over-
expression of Fas-associated factor 1 (FAF1) on 
cell proliferation and apoptosis in human gastric 
cancer cell line HGC-27 to explore the relation-
ship between FAF1 and gastric cancer.

METHODS: HGC-27 cells were divided into 
three groups: a negative control group, an empty 
vector transfection group (those transfected with 
empty vector particles 1.0 × 108 TU/mL), and a 
FAF1 overexpression group (those transfected 
with recombinant FAF1 lentiviral particles 1.0 
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过表达FAF1对胃癌细胞HGC-27增殖及凋亡的影响

袁燕玲, 刘爱群, 冯 洁, 陈佳玮, 葛莲英

®

■背景资料
胃 癌 是 人 类 第 4
大 恶 性 肿 瘤 ,  其
死亡率居世界第
2位, Fas相关蛋白
1(Fas-associated 
factor 1, FAF1)能
够增强Fas介导的
细胞凋亡, 并且在
胃癌组织中特异
性低表达 .  FAF1 
mRNA在癌组织
中的表达水平明
显低于正常组织, 
并与肿瘤的分化
程度、有无远处
转移等临床病程
特征有着明显的
关联，说明FAF1
与胃癌细胞的分
化及生存预后具
有重要的关系, 他
可能作为一个抑
癌基因参与胃癌
的发生发展过程. 

× 108 TU/mL). Transfection efficiency was de-
tected by laser scanning confocal microscopy. 
Protein expression level of FAF1 was detected 
by Western blot. Changes of cell ultrastructure 
were detected by transmission electron micros-
copy. Cell cycle distribution and apoptosis were 
observed by flow cytometry. Cell proliferation 
was detected by MTT assay.

RESULTS: The transfection efficiency was great-
er than 95% according to the green fluorescence. 
The expression of FAF1 protein was significantly 
higher in the FAF1 overexpression group than 
in the two control groups. The cell ultrastructure 
was normal in the two control groups; however, 
in the FAF1 overexpression group, cell nuclei 
split into pieces and apoptotic bodies and vacu-
oles formed. Overexpression of FAF1 inhibited 
HGC-27 cell growth, induced cell apoptosis, and 
changed the cell cycle progression. Compared 
to the negative control group and empty vector 
transfection group, cell doubling time was signifi-
cantly extended, cell apoptosis was significantly 
increased (84.66% ± 5.92% vs 4.60% ± 3.80%, 7.32% 
± 3.82%, both P < 0.05), the percentage of cells in 
G0/G1 phase was significantly decreased (46.43% 
± 2.43% vs 54.93% ± 3.5%, 54%±0.3%, both P <0 
.05), and the percentage of cells in G2/M phase 
was significantly increased (29.78% ± 3.91% vs 
19.33% ± 3.82%, 20.93% ± 2.46%, both P < 0.05) in 
the FAF1 overexpression group.

CONCLUSION: FAF1 overexpression could 
inhibit cell growth, induce cell apoptosis, and 
change cell cycle progression.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
目前的研究尚未
见 F a s 相 关 蛋 白
1(Fas-associated 
factor 1,  FAF1)
在细胞水平调控
的报告，本研究
通过观察过表达
FA F 1 后 胃 癌 细
胞增殖，凋亡的
变化，进一步在
细胞水平上探讨
FAF1与胃癌发生
发展的关系.

摘要
目 的 :  检 测 过 表 达 F a s 相 关 蛋 白 1 ( F a s -
associated factor 1, FAF1)对胃癌细胞HGC-27
增殖及凋亡的影响, 探讨FAF1与胃癌发生发
展的相关性.

方法: 实验分为阴性对照组(未转染组)、空载
转染组(感染空载体慢病毒颗粒1.0×108 TU/
mL)、过表达FAF1组(感染FAF1过表达慢病
毒颗粒1.0×108 TU/mL). 激光共聚焦显微镜
观察转染效率, Western blot检测FAF1蛋白的
表达情况, 透射电镜观察细胞超微结构变化, 
流式细胞仪检测细胞周期分布及凋亡情况, 
MTT检测细胞生长情况.

结果: 依据GFP绿色荧光可测定细胞转染效
率达95%以上; 与阴性对照组和空载转染组相
比, 过表达FAF1组FAF1蛋白明显高表达; 阴
性对照组和空载转染组均细胞膜完整, 细胞
核正常, 两者超微结构无明显差异, 而过表达
FAF1组胞核裂解成碎片状, 可见凋亡小体形
成; FAF1过表达能够抑制人胃癌细胞HGC-27
的增殖, 诱导细胞凋亡, 改变细胞周期的分
布, 与阴性对照组和空载转染组相比, 过表
达FAF1组细胞的倍增时间显著延长, 细胞凋
亡率显著提高(84.66%±5.92% vs  4.60%±

3.80%和7.32%±3.82%, P <0.05), G0/G1期细胞
显著降低(46.43%±2.43% vs  54.93%±3.5%
和54%±0.3%, P <0.05), G2/M期细胞显著增多
(29.78%±3.91% vs  19.33%±3.82%和20.93%
±2.46%, P <0.05), 差异均有统计学意义.

结论: 构建的过表达FAF1慢病毒可以抑制胃
癌细胞的生长, 改变细胞周期的分布, 促进胃
癌细胞的凋亡.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Fas相关蛋白1(Fas-associated factor 1, 
FAF1)是新近发现的凋亡相关蛋白, 在胃癌中特

异性低表达. 本课题组前期从组织学研究表明

FAF1与胃癌的分化及生存预后具有重要的关系, 
但在细胞水平的作用尚不清楚, 我们用慢病毒介

导FAF1 基因过表达转染人胃癌细胞HGC-27后, 
发现其能够改变胃癌细胞的周期分布, 明显的促

进细胞的凋亡及抑制细胞的增殖.
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0  引言 

胃癌是人类第4大恶性肿瘤, 其死亡率居世界第

2位[1]. 其中50%的胃癌发生在东南亚国家尤其

是中国、韩国、日本[2]. 2008年我国有35.2万例

死于胃癌[3]. 研究胃癌发生发展的分子机制, 对
指导其预防和治疗十分重要. Fas相关蛋白1(Fas-
associated factor 1, FAF1)是Fas死亡信号结合体

(Fas-associated death domain protein, FADD)的成

员之一[4], 能够增强Fas介导的细胞凋亡[5], 并且

在胃癌组织中特异性低表达[6], 有可能是胃癌发

生发展中的一个抑癌基因[7]. 本课题组前期从组

织学研究表明FAF1 mRNA在胃癌组织中的表达

水平明显低于正常组织, FAF1蛋白的阳性表达

率随着肿瘤分化程度的降低, 浸润深度的增加, 
伴有淋巴结转移和远处转移及TNM分期晚者明

显减少, 说明FAF1与胃癌细胞的分化及生存预

后具有重要的关系, 他可能作为一个抑癌基因

参与胃癌的发生发展过程[8,9]. 目前的研究尚未

见FAF1在胃癌细胞水平调控的报告, 本研究通

过观察过表达FAF1后胃癌细胞增殖、凋亡的变

化, 进一步在细胞水平上探讨FAF1与胃癌发生

发展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 HGC-27购自中南大学湘雅中心实验室, 
胎牛血清、RPMI 1640完全培养基为Hyclone公
司产品, BCA蛋白检测试剂盒购自碧云天公司, 
FAF1抗体购自Abnova公司, 小鼠抗人β-actin抗
体购自CST公司, 细胞周期检测试剂盒购自南

京凯基生物科技发展有限公司, 凋亡试剂盒购

自eBioscienc公司, 四甲基偶氮唑蓝(MTT)购自

Amresco公司, FAF1过表达慢病毒颗粒和空载体

慢病毒颗粒由上海吉凯基因化学技术有限公司

负责设计、合成.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及慢病毒颗粒转染: HGC-27细
胞常规培养于含10%胎牛血清的RPMI 1640完
全培养基中, 在37 ℃、5%CO2培养箱中常规培

养.取对数生长期HGC-27细胞按2000/孔接种

于96孔板中, 用无抗生素的含10%胎牛血清的

RPMI 1640完全培养基培养24 h后细胞融合度约

30%, 然后按照慢病毒使用说明书进行转染, 慢
病毒颗粒用量为10 μL/孔, 转染后12 h将培养液

更换为含2.5 μg/mL Polybrene的10%胎牛血清的
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■相关报道
FAF1已经被证实
在几种癌症中表
达缺失或下调, 在
胃癌组织中的低
表达尤为明显, 其
功能的缺失可以
为某些肿瘤提供
生存信号.

RPMI 1640完全培养基继续培养, 96 h后倒置显

微镜下可见细胞出现绿色荧光, 扩大培养进行

后续试验.
1.2.2 激光共聚焦检测细胞转染效率: 取对数生

长期细胞, 制成单细胞悬液, 铺于35 mm2培养皿, 
培养24 h后激光共聚焦显微镜观察细胞绿色荧

光蛋白表达情况, 计算转染效率.
1.2.3 Western blot检测FAF1蛋白的表达: RIPA
细胞裂解液抽提各组细胞总蛋白, BCA法定量. 
作SDS-PAGE电泳, 分离胶浓度为10%, 电压100 
V, 电泳90 min. 用电转仪将产物转移到PVDF膜
上, 分别加入FAF1抗体(1∶1000)及单克隆抗体

β-actin(1∶1000), 4 ℃孵育过夜, TBST充分洗膜

后相应二抗(1∶2000)室温孵育1 h, TBST洗膜后

ECL化学发光检测蛋白质印迹, 将暗夹夹紧压

片, 显影、定影、水冲洗胶片晾干后保存. 
1.2.4 透射电镜观察细胞超微结构改变: 取对数

生长期细胞, 用4 ℃预冷的PBS洗涤细胞2次后

用2.5%戊二醛4 ℃固定过夜, 次日将固定的细胞

团块送入电镜室制作成细胞切片, 在透射电镜

下观察细胞超微结构.
1.2.5 流式细胞术测细胞周期: 收集对数生长期

细胞, 用磷酸盐缓冲液洗涤细胞2次, 70%冰乙醇

固定, 4 ℃过夜. 离心洗涤后, 加入100 μL RNase 
A 37 ℃水浴30 min, 再加入400 μL PI染色混匀, 
4 ℃避光30 min. 流式细胞仪检测细胞周期分布, 

记录激发波长488处红色荧光.
1.2.6 流式细胞仪检测细胞的凋亡: 取对数生长

期细胞, 用不含EDTA的胰酶消化, 离心清洗3次
后制成单细胞悬液, 取1×106个细胞, 采用An-
nexin V/7-ADD法检测细胞凋亡.
1.2.7 M T T法检测细胞增殖活性: 将细胞以2
×103/孔密度接种于96孔培养板, 每组8孔, 于
37 ℃、5%CO2培养箱培养箱培养. 到达观测时

段时, 每孔加入5 mg/mL MTT 20 μL, 继续孵育

4 h后, 弃上清液, 加DMSO 150 μL, 振荡10 min, 
用酶标仪在492 nm波长下检测每孔的吸光度(A )
值, 记录结果, 绘制生长曲线, 并且依据公式TD 
= t×lg2/lg(Nt/N0)(Nt为t时间的细胞数, N0为初

种细胞数)[10]计算细胞倍增时间.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行统计分

析. 计量资料用mean±SD表示, 各组均数与标准

差比较用独立样本t检验, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 细胞转染效率测定 根据镜下带绿色荧光的

细胞数占细胞总数百分比, 计算转染效率均达

到95%以上, 说明转染成功, 可进行后续试验(图
1).
2.2 FAF1蛋白水平测定 在各组内参β-actin蛋白

表达水平一致的同时, 过表达FAF1组FAF1蛋白

表达量明显高于阴性对照组与空载体组, 而阴

性对照组与空载体组之间FAF1蛋白表达无明

显差异. 由此说明, 经慢病毒颗粒感染后, 细胞

FAF1蛋白明显的过表达, 并且空载慢病毒对蛋

白表达基本不影响(图2).
2.3 细胞超微结构改变观察 与两对照组相比, 实
验组细胞体积变小, 细胞质固缩, 胞质电子致密

度增高, 胞核裂解成碎片状, 沿核膜排列, 并且

产生了数量不等, 体积不同的凋亡小体, 两对照
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图 1 细胞转染效率分析(×200). A: 空载转染组明视野; B: 空载转染组荧光视野; C: FAF1过表达组明视野; D: FAF1过表达

组荧光视野. FAF1: Fas相关蛋白1.

A B C D

kDa

43

74

β-actin

FAF1

A                  B                 C

图 2 Western blot检测转染后FAF1蛋白. A: 过表达FAF1组; 

B: 空载体转染组; C: 阴性对照组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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■创新盘点
通过慢病毒载体
感染胃癌细胞成
功过表达Fas相关
蛋白1(Fas-associ-
ated factor 1, FAF1)
后, 验证了FAF1对
胃癌细胞具有促
凋亡作用, 并且创
新性的发现FAF1
能够抑制细胞的
生长, 改变细胞周
期的分布, 但其具
体机制尚不明确. 
我们将会在未来
的研究中进一步
探讨其可能的作
用机制.

组超微结构无明显差异, 细胞膜完整, 细胞核正

常(图3).
2.4 细胞周期分布测定 流式细胞仪检测阴性对

照组、空载转染组及过表达FAF1组细胞周期

发现(图4), 各组G0/G1期比例分别为54.93%±

3.5%、54%±0.3%、46.43%±2.43%, G2/M期

比例分别为19.33%±3.82%、20.93%±2.46%、

29.78%±3.91%. 经统计学分析, 过表达FAF1组
G0/G1期比例较其余两组下降(P <0.05), G2/M期比

例较其余两组升高(P <0.05), 而阴性对照组与空

载转染组相比差异无显著性, 说明FAF1过表达

后可阻滞胃癌细胞于G2/M期.

2.5 细胞凋亡率的检测 过表达FAF1组细胞凋亡

率明显高于阴性对照组与空载转染组(P <0.05), 
空载体转染与阴性对照组无明显差异(图5, 图6), 
提示过表达FAF1能够促进细胞的凋亡.
2.6 细胞生长速度的测定 根据细胞培养5 d测得

的吸光度值绘制生长曲线如图7所示, 与阴性对

照组和空载转染组相比; 过表达FAF1组生长速

度较慢, 从第2天开始, 每天的活细胞数目均少

于另外两组(P <0.05), 阴性对照组、空载转染

组, 过表达FAF1组细胞倍增时间分别为26.64、
23.52、45.12 h, 表明FAF1表达升高后, 细胞倍增

时间明显延长, 从而细胞生长速度减慢.
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A B C

图 3 细胞超微结构观察(×6000). A: 阴性对照组; B: 空载转染组; C: 过表达FAF1组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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图 4 细胞周期分析. A: 过表达FAF1组; B: 阴性对照组; C: 空载转染组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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图 5 细胞凋亡率分析. A: 阴性对照组; B: 空载转染组; C: 过表达FAF1组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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3  讨论

慢病毒载体是一种复制缺陷型逆转录病毒载体, 
对分裂细胞和非分裂细胞均具有感染能力, 能
够将肿瘤治疗基因安全高效地整合到人体内, 
使治疗基因长期、稳定、高效地表达, 而不易

诱发宿主免疫反应, 是目前进行转基因和RNAi
研究最好的工具之一[11].

细胞增殖和凋亡的异常在胃癌的发病中起

重要作用, 已有大量相关研究的报道[12,13]. 并且

有研究表明, 细胞的增殖, 分化、衰老和凋亡

均是细胞周期依赖性的, 抑制肿瘤细胞周期蛋

白的表达[14]. 可以说细胞周期调节紊乱是恶性

肿瘤细胞凋亡和增殖异常的重要原因, 细胞周

期的调控实际上就是对细胞周期调控点G0/G1

期、S期和G2/M期的调控, 是以细胞周期蛋白

的合成和降解为主的多因素参与过程[15]. FAF1
已经被证实在几种癌症中表达缺失或下调, 在
胃癌组织中的低表达尤为明显, 其功能的缺失

可以为某些肿瘤提供生存信号[6,16]. 目前研究表

明, FAF1可以促进细胞的凋亡, 其机制可能为: 
(1)作为Fas死亡信号结合体的成员之一, 增强

Fas介导的细胞凋亡[5,17]; (2)FAF1氨基酸序列1到
201为FAS死亡结构域绑定区域, 181到381为类

DED(death effect domains)区域, 其作为Fas死亡

诱导信号复合物的组成部分与FADD和Caspase8
的DED相互作用，通过活化Caspase8后, 随后出

现Caspase家族的连锁反应(如Caspase3的活化), 
从而分解DNA促进细胞凋亡[4]; (3)FAF是细胞凋

亡抑制剂CK2的调节亚单位之一, 当受到DNA
损伤时, FAF1与CK2全酶在细胞内形成复合物, 
抑制CK2从而诱导细胞的凋亡[18]; (4)FAF1的过

表达会促进核浓缩, 在缺乏外源信号的情况下, 
可以直接启动细胞凋亡[19]. 

本研究中 ,  我们成功用慢病毒颗粒感染

HGC-27细胞, 空载体组FAF1蛋白表达无明显

改变, FAF1过表达组FAF1蛋白明显高表达, 说
明HGC-27过表达FAF1成功. 结果表明, 过表达

FAF1后, 胃癌细胞在形态学上呈现凋亡改变, 
凋亡率也明显的增加, 进一步证实了FAF1促凋

亡的作用, 并且发现在没有FasL结合的情况下, 
FAF1过表达也能引起较为强烈的细胞凋亡, 这
可能与其过表达后活化Caspase8从而引起Cas-
pase家族的级联反应有关[20]. MTT结果显示过表

达FAF1后, 细胞倍增时间延长, 细胞增殖周期延

长, 生长速度减慢, 说明FAF1能够抑制细胞的生

长; FAF1过表达后, 细胞周期的分布也发生改变, 
G0/G1期细胞比例明显下降, G2/M期细胞比例明

显增加, 提示FAF1基因可使细胞周期重新分布, 
产生G2/M期阻滞. NF-κB是C-myc启动子的重要

调节因子, 他的激活有刺激细胞增殖的作用[21], 
并且在多种肿瘤中活性是增强的[22,23]. 有研究表

明NF-κB活化后可以调节胃癌细胞产生一些促

进细胞增殖的因子如粒细胞集落刺激因子等[24], 
而FAF1能够抑制Iκκ复合物的激活和NF-κB P65
亚基异位入核, 从而抑制NF-κB活性[25], 我们猜

想其能够抑制肿瘤细胞的增殖可能与此作用有

关. G2/M期是细胞周期的两个检查点之一, 是细

胞增殖的重要阶段, G2/M期阻滞也是损伤DNA
的修复期, DNA损伤在染色体分离前得不到修

复, 则退出增殖周期进入凋亡途径. 因此, 我们

猜测FAF1产生G2/M期阻滞, 抑制细胞增殖, 可能

与其促凋亡作用有关[26]. 当然, FAF1参与G2/M期

阻滞并与凋亡是否产生耦联及其机制, 还需要

进一步的研究.
Fas/FasL信号途径是细胞凋亡的核心途径

之一[27]. 而胃癌中FasL的表达是上调的, 并且通

过杀死Fas敏感的抗肿瘤免疫效应细胞来实现免

■应用要点
用 慢 病 毒 颗 粒
感 染 H G C - 2 7 细
胞 ,  空载体组Fas
相关蛋白1(Fas -
associated factor 
1,  FAF1)表达无
明显改变 ,  FAF1
过表达组FAF1蛋
白明显高表达, 说
明HGC-27过表达
FAF1成功 ,  同时
也证明慢病毒作
为基因研究的载
体具有低毒、高
效的优势.
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疫逃逸, 同时抑制Fas介导的细胞凋亡[28,29]. Ohno
等[30]的研究表明胃癌中自发性凋亡可作为独立

的预后因素, 而Fas表达阳性者较表达阴性者预

后佳. FAF1作为Fas死亡信号结合体成员之一, 
能够通过多种途径促进细胞的凋亡, 并且能够

抑制细胞的增殖, 深入研究其机制极有为胃癌

的药物靶向治疗提供新的方向.
总之, 本研究通过慢病毒载体感染胃癌细胞

成功过表达FAF1后, 验证了FAF1对胃癌细胞具

有促凋亡作用, 并且创新性的发现FAF1能够抑

制细胞的生长, 改变细胞周期的分布, 但其具体

机制尚不明确. 我们将会在未来的研究中进一

步探讨其可能的作用机制.

志谢: 感谢冯艳、沈筱芸等在实验过程中给予

的帮助, 谢谢！
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化 ,  发现FAF1可
显著抑制细胞增
殖、促进凋亡, 对
胃癌的恶性生物
表型的机制研究
有一定借鉴意义.
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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. 



王维民, 邓建良, 顾贤成, 汤月华, 张国强, 周炎, 江苏大学附
属宜兴医院肿瘤科 江苏省宜兴市 214200
王维民, 硕士研究生, 主治医师, 主要从事恶性肿瘤的综合治疗. 
作者贡献分布: 主要数据分析与文章起草由王维民完成; 病例选
择、样本取材及临床资料整理由王维民、邓建良、顾贤成、汤
月华及张国强完成; 免疫组织化学分析与评分由王维民与邓建
良完成; 课题设计、文章修改及审阅由周炎完成. 
通讯作者: 周炎, 主任医师, 214200, 江苏省宜兴市通贞观路75
号, 江苏大学附属宜兴医院肿瘤科. dryzhou@163.com
电话: 0510-87921000    传真: 0510- 87921110
收稿日期: 2013-10-14   修回日期: 2013-11-08
接受日期: 2013-11-20   在线出版日期: 2014-01-08

ERCC1 and TS expression 
and prognosis in colon cancer 
after postoperative adjuvant 
chemotherapy 

Wei-Min Wang, Jian-Liang Deng, Xian-Cheng Gu, 
Yue-Hua Tang, Guo-Qiang Zhang, Yan Zhou

Wei-Min Wang, Jian-Liang Deng, Xian-Cheng Gu, Yue-
Hua Tang, Guo-Qiang Zhang, Yan Zhou, Department of 
Oncology, Yixing Hospital Affiliated to Jiangsu University, 
Yixing 214200, Jiangsu Province, China
Correspondence to: Yan Zhou, Chief Physician, Depart-
ment of Oncology, Yixing Hospital Affiliated to Jiangsu 
University, 75 Tongzhenguan Road, Yixing 214200, Jiangsu 
Province, China. dryzhou@163.com
Received: 2013-10-14    Revised: 2013-11-08
Accepted: 2013-11-20    Published online: 2014-01-08

Abstract
AIM: To explore the relationship between ex-
cision repair cross-complementing group 1 
(ERCC1) expression, thymidylate synthase (TS) 
expression and the prognosis in colon cancer af-
ter postoperative adjuvant chemotherapy.

METHODS: Seventy-six patients who were di-
agnosed with colon cancer for the first time were 
enrolled in our study. All the patients received 
radical operation, were pathologically diagnosed 
with stage Ⅱ or Ⅲ disease, accepted FOLFOX4 
(L-OHP+5-Fu+CF) chemotherapy and were fol-
lowed at least 3 years. Immunohistochemistry 
was used to detect ERCC1 and TS expression 
levels in colon cancer. The relationship between 
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ERCC1、TS在结肠癌组织中的表达及与术后辅助化疗预
后的关系

王维民, 邓建良, 顾贤成, 汤月华, 张国强, 周 炎

®

■背景资料
结肠癌的治疗上
首选手术. 但因其
存在高转移、高
复发的风险. 故术
后辅助化疗起至
关 重 要 作 用 .  通
过对76例结肠癌
组 织 标 本 中 E R -
CC l、TS蛋白表
达的检测, 探讨分
子标志物联合检
测在预测结肠癌
术后辅助化疗疗
效及预后中作用. 

the expression of ERCC1 and TS and postopera-
tive survival was analyzed retrospectively.

RESULTS: The positive expression rates of 
ERCC1 and TS in colon cancer were 36.8% and 
43.4%, respectively. There were a negative cor-
relation between the positive expression of 
ERCC1 and TS and tumor differentiation (P = 
0.019 and 0.024). The median survival time was 
significantly longer in patients with negative 
ERCC1 expression than in those with positive 
expression (P < 0.05), and in patients with nega-
tive TS expression than in those with positive 
expression (P < 0.05). Cox multivariate regres-
sion analysis revealed that patients with positive 
ERCC1 and TS expression did not benefit from 
chemotherapy (HR = 3.50, 95%CI: 1.59-7.73, P = 
0.002; HR = 0.52, 95%CI: 0.35-0.87, P = 0.010). 

CONCLUSION: ERCC1 and TS may be biomark-
ers for predicting the prognosis of colon cancer 
patients receiving chemotherapy.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Colon cancer; ERCC1; TS; Adjuvant 
chemotherapy; Prognosis
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摘要
目的: 探讨结肠癌术后患者切除修复交叉互
补基因1(exsicion repair cross-complementing 
group 1, ERCC1)、胸苷酸合成酶(thymidylate 
syn thase, TS)表达与术后辅助化疗预后的 
关系. 

方法: 选取76例初次诊断为结肠癌、行结肠
癌根治术、术后病理诊断为Ⅱ、Ⅲ期的患者; 

■同行评议者
白 雪 ,  副 主 任 医
师, 中国人民解放
军北京军区总医
院普通外科
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■研发前沿
探讨结肠癌术后
患者ERCC1、TS
表达与术后辅助
化疗预后的关系.

所有患者术后均采用FOLFOX4(L-OHP+5-
Fu+CF)辅助化疗方案. 并进行3年以上随访. 
运用免疫组织化学方法检测患者癌组织中核
苷酸ERCC l、TS蛋白表达. 回顾性分析结肠
癌患者组织中ERCC1、TS表达与术后辅助化
疗预后的关系. 

结果: 76例结肠癌患者组织中ERCC1和TS的
阳性表达率分别为36.8%和43.4%. ERCC1和
TS阳性表达率与患者肿瘤的分化程度存在负
相关. P值分别为0.019和0.024. ERCC1阴性表
达者中位无病生存期(33.08 mo)明显长于阳
性表达者(27.86 mo), 两组比较差异有统计学
意义(P <0.05). TS阴性表达者中位无病生存
期(32.74 mo)明显长于阳性表达者(29.09 mo), 
两组比较差异有统计学意义(P <0.05). 多因素
Cox回归分析表明, ERCC1、TS阳性患者术后
辅助化疗预后差(HR = 3.50, 95%CI: 1.59-7.73, 
P  = 0.002; HR = 0.52, 95%CI: 0.35-0.87, P  = 
0.010). 

结论: ERCC1与TS表达水平可以作为预测结
肠癌术后辅助化疗预测的分子标志物. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 结肠癌; ERCC1; TS; 辅助化疗; 预后

核心提示: 分析结肠癌患者组织中切除修复交叉

互补基因1(exsicion repair cross-complementing 
group 1, ERCC1)、胸苷酸合成酶(thymidylate 
synthase, TS)表达与FOLFOX4术后辅助化疗预

后的关系. ERCC1阴性表达者中位生存期(33.08 
mo)明显长于阳性表达者(27.86 mo). TS阴性表

达者中位生存期(32.74 mo)明显长于阳性表达者

(29.09 mo), 比较差异均有统计学意义(P <0.05). 多
因素Cox回归分析表明, ERCC1、TS阳性患者术

后辅助化疗预后差. 
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0  引言

结肠癌是最常见的消化系肿瘤之一[1]. 其发病情

况有显著的地区性差异. 高发区主要集中在北

美等发达国家[2,3]. 我国尚处于低发区[4,5]. 但是近

几年来, 随着经济的发展. 人们的生活方式尤其

是饮食结构的变化. 结肠癌已经成为我国发病

率上升最快的恶性肿瘤之一. 严重威胁着国人

的生命和健康[6-8]. 
结肠癌的治疗上首选根治性手术[9]. 但因其

存在高转移、高复发的风险. 故术后辅助化疗

在肠癌的综合治疗中起至关重要作用[10-12]. 根据

NCCN指南, 奥沙利铂(L-OHP)与氟脲嘧啶类联合

的FOLFOX6(L-OHP+5-Fu+CF)方案已成为结肠

癌术后的标准化疗方案. 其疗效亦得到肯定. 但
仍存在相当一部分患者术后易复发或转移[13-15]. 
为了能更有效的提高术后辅助化疗疗效. 我们

通过对76例结肠癌术后患者的组织标本中核苷

酸切除修复交叉互补基因1(exsicion repair cross-
complementing group 1, ERCC1)、胸苷酸合成酶

(thymidylate synthase, TS)蛋白表达的检测. 分析

他们与临床病理特征的关系. 并探讨分子标志

物联合检测在预测结肠癌术后辅助化疗疗效及

预后中的作用. 为结肠癌的个体化治疗提供临

床依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 76例标本取自江苏大学附属宜兴医院

2006-01/2009-12手术治疗的结肠癌患者. 均经

病理证实为结肠癌患者. 其中男45例, 女31例, 
年龄31-72岁. 中位年龄52岁. 按1997年国际抗

癌联盟(Union for International Cancer Control, 
UICC)TNM标准进行分期: Ⅱ期36例, Ⅲ期40例. 
术后患者均应用FOLFOX4方案(奥沙利铂130 
mg/m2, 静脉滴注d1; 亚叶酸钙200 mg/m2, 静脉滴

注d1-d2; 5-氟尿嘧啶400 mg/m2, 静脉推注d1-d2; 
5-氟尿嘧啶600 mg/m2, 静脉持续滴注d1-d2). 每
2周重复, 至少完成6个周期的化疗. 化疗后通过

上门或电话的方式进行随访. 直至患者死亡. 若
末次随访仍然存活则定为截尾值. 随访截止时

间2012-12. 鼠抗人ERCC1、TS单克隆抗体购自

Santa Cruz生物工程公司. 二步法免疫组织化学

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司. 
石蜡切片机及漂片处理仪、图文分析系统为日

本莱卡公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 实验: 标本用4%甲醛固定, 石蜡包埋, 常规

切片, 厚度4 μm. 采用二步法免疫组织化学检测

结肠癌组织ERCCl、TS蛋白的表达. 常规脱蜡、

水化后进行预处理. 3%H2O2室温培育10 min. 蒸
馏水洗3次. 每次2 min. 分别滴加1∶100稀释

的抗ERCCl、TS单克隆抗体. 室温培育20 min, 
DAB显色, 苏木精对比染色、脱水, 二甲苯透明, 
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■相关报道
陈建等研究发现
ERCC1-C8092A
位点为A/A或A/C
型, TS-5'UTR位点
为2R2R、2R3C
或3C3C型的晚期
食管癌患者对顺
铂联合5 -氟尿嘧
啶治疗方案更为
敏感.

中性树脂封固, 显微镜下观察. 
1.2.2 免疫组织化学结果判断标准: ERCC1、TS
蛋白阳性染色者均在细胞核和/或细胞浆呈棕黄

色沉着. 在光镜下(400倍视野)计算1000个肿瘤

细胞中阳性细胞数. 阴性: 不表达或阳性细胞数

<10%; 阳性: 视野中阳性细胞数≥10%. 病理结

果由2位病理科医生在无法获知临床资料及预

后的情况下独立阅片判定. 
统计学处理 采用STATA10.0统计软件进行

统计学分析. 定性资料比较采用Fisher确切概率

法. 总体生存分析采用Kaplan-Meier生存曲线

表示. 生存率的比较采用Log-rank检验. 影响因

素分析采用Cox多因素回归模型. 检验水准α = 
0.05双侧, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 ERCC1、TS在结肠癌组织中的表达及与临

床特征的关系 76例结肠癌患者中, ERCCl蛋白

阳性28例(36.8%). 阴性48例(63.2%); TS蛋白阳

性33例(43.4%). 阴性43例(56.6%). ERCCl、TS
蛋白表达与患者临床分期、年龄、性别均无明

显相关性(P >0.05, 表1, 2). 但两者表达均随着肿

瘤的分化程度降低而明显增高(P <0.05). 
2.2 ERCC1蛋白表达与生存期之间的关系 ERCC1
阴性表达者中位无病生存期(median disease-free 
survival, DFS)为33.08 mo(95%CI: 31.39-34.78). 
而ERCC l阳性表达者DFS为27.86 mo(95%CI: 
24.26-31.45). 两组间的差异有统计学意义. Ka-
plan-Meier生存曲线显示: ERCC1阴性表达者3
年生存期优于阳性表达者, 差异有统计学意义(P  
= 0.0009<0.01, 图1A). 多因素Cox回归模型分析

表明, ERCC1阳性肠癌患者预后较差(HR = 3.50, 
95%CI: 1.59-7.73). 且分化程度越高的患者, 预
后越好(HR = 0.42, 95%CI: 0.23-0.76)(表3). 
2.3 TS蛋白表达与生存期之间的关系 TS阴性表

达者中位无病生存期(DFS)为32.74 mo(95%CI: 
30 .77-34 .71) .  而T S阳性表达者D F S为29 .09 
mo(95%CI: 25.99-32.19), 两组间的差异有统

表 1 ERCCl蛋白表达与临床特征的关系 n (%)

     
临床病理特征  n  

                ERCC1
  P 值

阴性表达 阳性表达

性别 0.235

  男 45 31(68.89) 14(31.11)

  女 31 17(54.84) 14(45.16)

年龄(岁) 0.348

  ≥52 41 28(68.29) 13(31.71)

  <52 35 20(57.14) 15(42.86)

病理类型 1.000

  管状腺癌 40 25(62.5) 15(37.50)

  粘液腺癌/印戒细胞癌 15 10(66.67) 5(33.33)

  乳头状腺癌 21 13(61.90) 8(38.10)

分化程度 0.019

  高分化 23 5(21.8) 18(78.3)

  中分化 19 8(42.1) 11(57.9)

  低分化 34 20(58.8) 14(41.2)

浸润程度 1.000

  T1+T2 17 11(64.71) 6(35.29)

  T3+T4 59 37(62.71) 22(37.29)

淋巴结转移 0.887

  N0 26 17(65.38) 9(34.62)

  N1 30 19(63.33) 11(36.67)

  N2 20 14(70.00) 6(30.00)

TNM分期 0.808

  Ⅱ期 26 17(65.38) 9(34.62)

  Ⅲ期 50 31(62.00) 19(38.00)

ERCC1: 切除修复交叉互补基因1.
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■创新盘点
首次提出ERCC1、
TS表达水平与结
肠癌术后化疗方
案 -FOLFOX4疗
效的关系, 提高结
肠癌术后化疗的
有效率, 延长其总
生存期.

计学意义. Kaplan-Meier生存曲线显示: TS蛋
白阴性表达者3年生存期优于阳性表达者, 差
异有统计学意义(P  = 0.0070<0.01, 图1B). 多因

素Cox回归模型分析表明, TS阳性肠癌患者预

后较差(HR = 2.89, 95%CI: 1.29-6.50 ). 且分化

程度越高的患者, 预后越好(HR = 0.52, 95%CI: 

0.35-0.87)(表3). 

3  讨论

E R C C1定位于19号染色体上, 是核苷酸切除

修复(nucleotidc excision repair, NER)活性的

标志性基因 [16 ,17].  N E R是修复D N A损伤的最

ERCC1阴性

ERCC1阳性

0              10              20              30             40
t /mo
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生
存

率

TS阴性

TS阳性

0              10              20              30             40
t /mo

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

生
存

率

A B

图 1 ERCC1、TS蛋白表达与生存期之间的关系. A: ERCC1蛋白表达与生存期之间的关系; B: TS蛋白表达与生存期之间的

关系. ERCC1: 切除修复交叉互补基因1; TS: 胸苷酸合成酶.

表 2 TS蛋白表达与临床特征的关系 n (%)

     

临床病理特征  n
                       TS

  P 值
阴性表达 阳性表达

性别 0.250

  男 45 28(62.22) 17(37.78)

  女 31 15(48.39) 16(51.61)

年龄(岁) 1.000

  ≥52 41 23(56.10) 18(43.90)

  <52 35 20(57.14) 15(42.86)

病理类型 0.266

  管状腺癌 40 20(50.00) 20(50.00)

  粘液腺癌/印戒细胞癌 15   8(53.33)   7(46.67)

  乳头状腺癌 21 15(71.43) 6(28.57)

分化程度 0.024

  高分化 23   4(17.4) 19(82.6)

  中分化 19   6(31.6) 13(68.4)

  低分化 34 18(52.9) 16(47.1)

浸润程度 0.786

  T1+T2 17   9(52.94)   8(47.06)

  T3+T4 59 34(57.63) 24(42.37)

淋巴结转移 0.940

  N0 26 15(57.69) 11(42.31)

  N1 30 18(60.00) 12(40.00)

  N2 20 11(55.00)   9(45.00)

TNM分期 0.841

  Ⅱ期 26 15(57.69) 11(42.31)

  Ⅲ期 50 36(60.00) 24(40.00)

TS: 胸苷酸合成酶.
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主要途径 ,  也是修复草酸铂所致的D N A伤的

最主要途径 .  E R C C1与X P F/E R C C4形成异

二聚体而发挥功能 ,  参与D N A链的切割和

损伤识别 ,  能修复紫外线、多种化学物质所

造成的损伤 .  是细胞存活必须的D N A修复基 
因[17,18].

已有临床试验证实ERCC1在细胞水平和临

床上, 是一个好的奥沙利铂敏感性的标志物[19]. 
Kim等[20]通过免疫组织化学法检测64例进展期

胃癌患者组织中ERCC1、TS和GSTP1的表达, 
发现ERCC1阳性对FOLFOX方案化疗的敏感性

显著低于阴性患者(P  = 0.045). ERCC1是标志肿

瘤患者预后和铂类化疗的重要指标, 在肿瘤治

疗中具有重要作用[21,22]. 
TS是胸苷酸合成的限速酶, 他的功能是催

化尿嘧啶脱氧核苷(dUMP)甲基化为胸腺嘧啶

脱氧核苷(dTMP). 在dTMP生成过程中, TS先与

dUMP及5,10-甲酰四氢叶酸(CH2FH4)形成三

联复合物, 然后通过甲基化、解离、释放TS、
dTMP及FH2等步骤, 最终合成DNA. 5-FU进入

体内被活化成氟尿嘧啶脱氧核苷酸(FdUMP), 
FdUMP替代dUMP与TS及CH2FH4形成之三联

复合物不易解离, 则抑制TS, 不能合成dTMP, 也
就不能合成肿瘤细胞DNA, 从而发挥抗肿瘤作

用[22]. TS蛋白过表达将使FdUMP不能完全抑制

TS的作用, 诱发肿瘤细胞对5-FU产生耐药[23-26], 
因此, TS是5-FU化疗敏感性的标志基因[23,27,28]. 

Yeh等[29]发现胃癌TS表达水平与5-Fu的疗

效呈负相关. Temmink等[30]对几种对5-Fu继发

性耐药的人类H630结肠癌细胞株H630-R I、
H630-R10和H630-R与其父系H630细胞株进行

对比研究, 发现各耐药细胞株对5-FU的耐药性

明显增加, 细胞中TS水平也明显增加, 不但说明

TS水平高的肿瘤对5-FU的敏感性差, 而且说明

细胞持续暴露于5-FU也可以使细胞内TS基因突

变导致基因扩增及蛋白的过度表达, 从而引起

对5-Fu的继发性耐药. 
我们课题组应用免疫组织化学技术检测结

肠癌术后患者的ERCC1、TS蛋白表达水平. 结
果显示: ERCC1蛋白在结肠癌组织中的阳性表

达率高达36.8%, TS蛋白在结肠癌组织中的阳性

表达率高达43.4%, 两者随肿瘤的分化程度降低

而明显增高(P <0.05). ERCC1、TS蛋白低表达较

高表达的结肠癌术后患者应用FOLFOX4方案化

疗可获得生存受益(P <0.01). 
本研究初步表明, ERCC1蛋白表达可以预

测结肠癌患者对铂类化疗的敏感性; TS蛋白表

达可以预测5-FU化疗药物的敏感性; 两者联合

运用可以预测FOLFOX4方案的有效率, 可为结

肠癌术后患者的个体化治疗提供临床理论依据. 
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Abstract
With the development of tumor molecular biol-
ogy, the mechanisms responsible for metastasis 
and the proliferation and growth of tumor cells 
have become unmasking, which makes cancer 
treatment enter into a new era. HER2 is over-
expressed or mutated in many kinds of tumors 
and have been associated with many malignant 
tumors, typically including advanced gastric 
and gastroesophageal junction cancer. The 
ToGA study is a milestone in the treatment of 
gastric cancer, which established the position of 
trastuzumab in the treatment of HER2-positive 
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HER2在胃癌靶向治疗中的作用及意义

毛必静, 张志敏, 陈 川, 王 东, 王 阁

®

■背景资料
随着胃癌的分子
生物学的发展、
分子病理学研究
的深入发展, 胃癌
的靶向治疗、化
疗联合靶向治疗
以及各靶向的有
效联合治疗已逐
渐成为今后主要
的发展方向. 

gastric cancer. In this review, we discuss the bio-
logical characteristics of HER2 and its role in the 
treatment of gastric cancer, the application pros-
pects of trastuzumab in the treatment of gastric 
cancer, and the Chinese experts’ consensus state-
ment on targeted therapies for advanced gastric 
cancer. We also summarize the latest advances 
in basic and clinical research of HER2 positive 
gastric cancer. All in all, HER2 has nothing to do 
with the prognosis of gastric cancer. The combi-
nation of target-therapies may become a promis-
ing weapon for treatment of gastric cancer.
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摘要
随着肿瘤分子生物学的发展, 肿瘤细胞增殖
和转移过程中信号通路作用机制研究的不断
深入, 使肿瘤治疗进入全新的时代. 表皮生
长因子受体2(human epidermal growth factor 
receptor 2, HER2)过表达和/或突变与许多肿
瘤相关, 其中典型的就是晚期胃癌及胃食管交
界癌. ToGA研究是胃癌治疗的一个里程碑, 他
确立了曲妥珠单抗在胃癌HER2阳性患者的治
疗地位. 本文总结HER2的生物学特性及在胃
癌组织和血清中的表达和意义; 归纳曲妥珠
单抗在HER2阳性胃癌的应用前景及晚期胃
癌靶向治疗的中国专家共识; 概述关于HER2
阳性胃癌最新的基础和临床研究状况. 总之, 
HER2与胃癌的预后无关, 各靶向治疗的有效
联合很可能成为今后治疗的方向.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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■研发前沿
研究的热点转为
发现新的胃癌预
后 靶 标 ;  以 及 曲
妥珠单抗耐药的
机制和如何解决
其 耐 药 的 问 题 . 
同 时 ,  对 于 治 疗
后疾病进展是否
仍继续使用分子
靶向药以及术前
予曲妥珠单抗化
疗是否获益也亟
待解决.

靶向治疗; 发病机制

核心提示: 本文提出表皮生长因子受体2(human 
epidermal growth factor receptor 2)不能作为胃癌

预后的因子, 今后研究的热点将转为发现新的胃

癌预后靶标以及曲妥珠单抗耐药的机制和如何

解决其耐药的问题. 同时指出胃癌未来的靶向治

疗方向更倾向于多元化.

毛必静, 张志敏, 陈川, 王东, 王阁. HER2在胃癌靶向治疗中的

作用及意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 31-38  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/31.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.31

0  引言

胃癌是世界上癌症相关性死亡的第2大因素, 极
大地危害人类的健康. 全球胃癌的致死率位居

所有肿瘤致死率的第2位[1]. 对于早期胃癌, 手术

切除是主要治疗手段; 但大多数患者在确诊时

分期偏晚, 则失去了手术机会, 生存率极低. 但
随着对肿瘤发生机制的不断研究以及对肿瘤的

信号转导通路研究的不断深入, 肿瘤的治疗进

入了一个崭新的靶向治疗时代. 表皮生长因子

受体2(human epidermal growth factor receptor 2, 
HER2)胃癌中高表达, 与胃癌的发生发展关系密

切, 可能成为胃癌预后不良的一个标志物, 同时

也为胃癌的治疗提供一个新靶点, 使部分进展

期患者有了新的希望; 临床上希望通过该基因

的检测, 能从分子靶向治疗中有所获益, 这对于

实现胃癌个体化治疗具有良好的应用前景. 现
就HER2和一些重大的基础及临床试验在HER2
阳性胃癌中的应用前景进行综述, 以便更好地

指导晚期胃癌未来的治疗方向. 

1  HER2的生物学特性、在胃癌中的表达及预后

关系

HER2是表皮生长因子受体家族的成员, 表皮

生长因子及其受体分别于1962年与1978年被发 
现[2], 该家族由4个不同受体组成: HER1(表皮

生长因子或ErbB-1)、HER2(ErbB-2或HER-2/
neu)、HER3(ErbB-3)和HER4(ErbB-4). 他们都

具有相同的功能结构, 有一个胞外配体结合域, 
一个螺旋型的跨膜部分和一个胞内酪氨酸激酶

域. 当配体和受体相互作用后会导致二聚体和

异二聚体的形成, 可以激活其下游的两个主要

信号转导途径: 丝裂原活化蛋白激酶和磷脂酰

肌醇3激酶/蛋白激酶途径[3]. 前者主要参与细胞

的有丝分裂, 后者主要影响细胞的存活和凋亡. 
HER2是表皮生长因子受体家族的成员之一, 定
位于人染色体17q21, 编码一种相对分子质量为

185的跨膜糖蛋白, 早期研究表明[4-6], HER2在
多种组织中都有表达, 如: 乳腺、胃肠、肾脏和

心脏. 他在这些组织中的主要作用就是促进细

胞的增殖和抑制凋亡, 在正常情况下处于非激

活状态, 当受到体内外某些因素作用后被激活, 
具有肿瘤转化活性[7-10], 最终导致肿瘤的复发和 
转移.

HER2在很多种肿瘤中都有表达, 例如: 乳
腺癌、卵巢癌、前列腺癌和非小细胞肺癌[11,12]. 
而HER2在胃癌中表达具有其自身特异性. 在
1986年, Sakai等[13]就首次报道了HER2在胃癌

患者中有高表达; 后又有文献报道, 胃癌存在

HER2基因扩增或过表达的比例为7%-34%[14-16]. 
并且, HER2的表达与胃癌组织学类型及原发部

位也有密切关系, 肠型胃癌的HER2阳性表达率

明显高于弥漫型胃癌; 而且, 原发于胃食管连接

部的胃癌, 其HER2的阳性表达率比原发于胃部

的胃癌高. 寸英丽等[17]研究发现, HER2在胃癌

组织中的表达最高, 其次为癌周围组织. 以上大

多数研究均关注于HER2在胃癌组织中的表达, 
而未对HER2在血清中的表达做相关研究. 其实, 
早在2007年, Kushlinskii等[18]就得出结论, HER2
在乳腺癌组织中的表达与血清中的表达具有相

关性. Narita等[19]对日本的胃癌患者其HER2在
血清中的表达做了相关研究, 研究共纳入105例
胃癌患者, 于手术前采集血清, 结果显示: 血清

中HER2表达较高的见于分期较早的胃癌, 这一

结果与之前在乳腺癌中的研究结果相反, 表明

在胃癌中, T分期能影响HER2的血清学表达, 而
N分期则对其未产生影响. 研究还指出, 在入组

的患者中, HER2的组织表达阳性率为6.7%, 且
所有HER2阳性的肿瘤组织均为高分化; 血清

HER2水平在高分化肿瘤中明显升高, 与HER2
在组织中的表达具有一致性. 这一研究虽然表

明了HER2在组织中与血清中表达的关系, 但为

了进一步评价其可能的临床意义, 进行一些更

大规模的临床实验是必不可少的.
HER2在胃癌的研究如火如荼, 其根本原因

是关注HER2的状态与患者预后的关系. 很多的

研究致力于评估HER2状态与胃癌患者的预后

关系[20-30]. 一些研究表明HER2阳性与预后不良

有关; 而一些研究则表明HER2状态与预后没

有关系. Park等[28]研究入组了182例胃癌术后患
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■相关报道
西班牙和德国正
进行曲妥珠单抗
作为HER2阳性胃
癌术前化疗的临
床 实 验 ;  日 本 对
治疗后是否继续
使用曲妥珠单抗
的研究也在进行. 
目前评估帕妥珠
单抗联合曲妥珠
单抗和化疗治疗
HER2阳性转移性
胃癌或胃食管连
接部癌的研究也
在进行中.

者, 结果显示, HER2状态为过表达和扩增者的

患者, 其5年生存率明显低于阴性者. 而复旦大

学上海癌症中心的研究者们对中国胃癌患者

的HER2状态做了一个回顾性的分析以及与预

后的评价研究[31]. 该研究是一个涉及上海、北

京、广东和四川的多中心研究, 实验共纳入726
例患者, HER2阳性率为13%(91/726), 且无论其

运用的检测方法[免疫组织化学(immunohisto-
chemistry, IHC)或荧光原位杂交(fluorescence in 
situ  hybridization, FISH)和双色银染原位杂交

(dual chromogen visualization with silver in situ  
hybridization, DSISH)], 在4个不同地区, HER2
的检测状态没有统计学上得差异. 同时, IHC和
FISH检测以及FISH和DSISH检测的一致性较

高. 研究表明, 与之前研究结果[14,32,33]相似, HER2
阳性多见于肠型、高-中分化、胃食管连接部

胃癌以及男性; 与年龄、淋巴结转移情况、病

理分期没有统计学上的差异. HER2阳性患者

与阴性患者3年生存期无统计学差异. 结果表

明, HER2不是胃癌的一个预后指标, 其过表达

并不影响预后. Barros-Silva等[34]也报道了HER2
基因扩增与性别、年龄、淋巴结转移、临床分

期和手术类型无明显关联. 另外, 关于HER2状
态对于放化疗是否有影响也进行了一些临床实

验. 在SWOG9008临床实验中[35], 通过FISH检

测, HER2基因扩增率为10.9%, 研究显示, HER2
基因扩增的患者不能从放化疗中得到生存获

益, 反之, HER2基因无扩增或无过表达的患者

能从放化疗中获益. MAGIC[36]临床实验研究表

明, 对于术前行ECF方案化疗是否获益, HER2
不是一个临床有用的生物指标; 同时, 他也不是

早期胃食管连接部胃癌的预测指标. 可见, 目前

HER2过度表达或扩增能否作为独立的预后判断

因素仍有争议. 这一争议存在的原因可能在于检

查方法及客观标准的不一致. 在ToGA试验中, 研
究者评价了用IHC和FISH检测胃癌组织中HER2
的状态. HER2阳性定义为IHC3+或者FISH阳 
性[21], 值得注意的是HER2的表达不同主要是在

原发肿瘤的部位和组织类型[37]. 基于此结果, 美
国和日本曲妥珠单抗被授予运用于HER2阳性

的胃癌的标准是IHC3+或者FISH阳性; 在欧洲则

是IHC3+或者IHC2+和FISH阳性[38]. 在中国, 其专

家共识指出: 对拟接受益妥珠单抗治疗的胃癌

患者, 必须进行HER2表达状态的检查. 当IHC结
果为2(+)时, 需行FISH检测明确HER2基因扩增

情况, 以辅助判断HER2状态. 即首选IHC进行检

测, 当IHC结果为2(+)时, 再予FISH检测; 当IHC
结果为0或3(+)时均不需要再行FISH检测.

2  靶向药物-曲妥珠单抗对胃癌的治疗

曲妥珠单抗(trastuzumab, herceptin, 赫赛汀)是
1998年美国FDA批准上市的第一种重组DNA衍

生的人源化mAb(单克隆抗体), 通过与HER2受
体特异性结合影响生长信号的传递, 他还可以

下调血管内皮生长因子和其他血管生长因子活

性, 其抗肿瘤机制主要为两方面: (1)通过阻断信

号通路直接抑制肿瘤细胞增殖, 并激活肿瘤细

胞凋亡信号; (2)通过抗体依赖性细胞介导的细

胞毒活性(ADCC效应)杀灭肿瘤细胞[39]. ToGA为

一项前瞻性的Ⅲ期临床实验研究[15], 他是第一个

证明靶向治疗能延长晚期胃癌患者生存期的国

际多中心随机对照Ⅲ期临床研究. 其目的是评

价曲妥珠单抗联合标准的氟尿嘧啶或希罗达+
顺铂一线治疗HER2阳性晚期胃癌的疗效, 其主

要的观测终点是总生存期, 次要终点是无进展

生存期、进展时间、有效率和生活质量. 该临

床实验共纳入3803例晚期胃癌患者, 从中筛选

594例随机接受共计6个周期的曲妥珠单抗(首剂

8 mg/kg, 维持剂量6 mg/kg, 3 wk/1次), 联合标准

化疗方案(卡培他滨加顺铂或静脉注射氟尿嘧啶

+顺铂)或标准化疗. 与单纯化疗组相比, 曲妥珠

单抗联合化疗降低了HER2阳性晚期胃癌患者

26%的死亡风险, 总生存期延长了2.7 mo, 客观

有效率从35%提高到47%(P  = 0.0017). 在2009年
和2010年ASCO GI[40,41]会议上, 分别报告了曲妥

珠单抗联合化疗治疗晚期胃癌患者其疗效及生

活质量评估的结果. ToGA研究的意义在于第1次
证实曲妥珠单抗联合化疗可改善HER2阳性晚

期胃癌患者的生存, 使患者的生存时间达到13.5 
mo, 因通常晚期胃癌的平均生存时间仅10-12 
mo; 同时使客观有效率提高了12%, 故该研究是

胃癌治疗的一项里程碑, 其确立了曲妥珠单抗

在胃癌中的治疗地位, 使其成为HER2阳性患者

的重要治疗药物. 中国也参与了此项国际多中

心研究, 沈琳等我国研究学者针对中国患者人

群进行了亚组分析. 结果显示与ToGA研究总分

析结果一致; 但与日本亚组数据比较其中位生

存时间有较大差异, 分析其原因为患者的疾病

特征和后续治疗的不同.
针对HER2阳性晚期胃癌分子靶向治疗, 中

国专家也提出了共识: 曲妥珠单抗用于晚期胃

癌二线治疗尚无明确的临床依据, 但鉴于在一
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■创新盘点
HER2不能作为胃
癌预后的因子, 但
仍是胃癌靶向治
疗的一个靶点. 同
时该综述将目前
最新的基础研究
与临床研究进行
分析、讨论及总
结. 提出未来胃癌
的靶向治疗更倾
向于多元化.

线治疗中的证据及晚期胃癌二线治疗的获益, 
且N C C N胃癌指南也推荐了该方案用于胃癌

二线的治疗. 目前, 可尝试将曲妥珠单抗用于

HER2过表达且既往未接受过抗HER2分子靶向

治疗的晚期胃癌患者的二线治疗, 但需与患者

充分沟通,并获取知情同意.
目前, 尽管在晚期胃癌的治疗方面取得了一

些进展, 但仍然面临一些挑战: 一方面, 对于治疗

后疾病进展是否仍继续使用分子靶向药物尚无

定论. 近年来一些研究已在乳腺癌和结直肠癌中

得到证实继续使用分子靶向药物能够获益[42-47]. 
这些研究结果对于胃癌治疗后疾病进展能继续

使用曲妥珠单抗可能是一个曙光. 目前日本对这

方面的研究已经在进行之中[48,49]. 另一方面, 术
前予以曲妥珠单抗化疗是否获益尚未明确. 对于

结直肠癌肝转移患者, 很多临床研究已表明在术

前化疗对比单纯手术或术后化疗能获益[50]. Cun-
ningham等[51]报道对比单纯手术, 术前给予表柔

比星+顺铂+氟尿嘧啶化疗能减少胃癌肿瘤大

小、降期以及改善无疾病生存期和总生存. 一
些个案报道表明术前化疗给予曲妥珠单抗对胃

癌患者有所获益[52,53]. 现有报道, 西班牙和德国

正进行评价曲妥珠单抗作为HER2阳性胃癌术

前化疗[54]的临床实验.

3  新药及其应用前景

基于人们对HER2在胃癌中的意义的认识和了

解, 一些其他的抗HER2的分子靶向药物也陆续

问世, 其中包括拉帕替尼[55,56]和帕妥珠单抗. 拉
帕替尼是一种口服的小分子表皮生长因子酪

氨酸激酶抑制剂, 其进入细胞内部可同时阻断

EGFR和HER2两个靶点, 通过蛋白激酶和丝裂

原活化蛋白激酶旁路途径诱导胃癌细胞在G1期

停滞. 可见拉帕替尼理论上应有更好的疗效, 但
其Ⅱ期临床试验数据并不十分理想. 2011年发表

在Annals of Oncology上的[57]评估拉帕替尼作为

一线单药治疗47例晚期和转移性胃癌患者的疗

效一文, 其主要目的是评价其反应率, 其次为生

存时间、毒性反应. 研究结果显示: 只有4例患

者(占9%)有确定的部分反应, 1例患者(占2%)有
未确定的部分反应, 10例患者(占23%)病情稳定, 
平均治疗失败时间为1.9 mo, 总体生存期较短

(4.8 mo). 在2013年ASCO年会中, 徐农教授口头

评价了拉帕替尼联合XELOX方案(卡培他滨、

奥沙利铂)在HER2阳性的不可切除局部晚期或

转移性胃癌、食管及胃连接部腺癌中的作用, 

指出拉帕替尼与化疗联合没有带来有统计学意

义的OS获益, 同时拉帕替尼组的腹泻和皮肤毒

性反而更高. 总之, 拉帕替尼的作用似乎不敌赫

赛汀. 发表在Molecular Cancer Therapeutics上的

一篇来自美国学者的研究[58]表明, HER2基因扩

增的胃癌细胞对拉帕替尼耐药的原因可能与肝

细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)/
MET调节有密切关系; 同时, 有学者指出也可

能与拉帕替尼在不同患者中的代谢和生物利用

度存在差别有关; 以及与HER2的二次突变、下

游KRAS突变和PTEN的丢失有关. 然而, 在今

年的Gastric Cancer上日本的研究学者发表了一

项关于拉帕替尼针对曲妥珠单抗耐药的HER2
阳性胃癌的基础研究[59], 结果表明对曲妥珠单

抗抵抗的胃癌细胞对拉帕替尼仍有敏感性, 拉
帕替尼对这类胃癌细胞具有抗肿瘤作用, 其机

制为拉帕替尼可使细胞周期停滞在G1期; 并通

过对PI3K/Akt和丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)信号通路的阻断

来诱导肿瘤细胞的凋亡. 该研究结果为拉帕替

尼对HER2阳性的曲妥珠单抗耐药的胃癌患者

带来了临床治疗的希望. 上述的这些研究表明, 
拉帕替尼对于HER2阳性的胃癌患者的治疗仍

然是存在争议的, 但值得注意的是, 拉帕替尼在

亚洲人群和年龄<60岁的患者中可能获益; 而且

对HER2高表达和白介素-8(interleukin-8, IL-8)低
表达的患者使用拉帕替尼, 其缓解率和生存可

能获益. 因此, 对于拉帕替尼能否更多的带来生

存获益, 这一点还是值得进一步研究的.
帕妥珠单抗(Pertuzumab, 也被称作2C4)是

第一个被称作“HER二聚化抑制剂”的单克隆

抗体. 他通过结合HER2, 阻滞HER2与其他HER
受体的杂二聚, 从而减缓了肿瘤的生长. 因其与

曲妥珠单抗的不同点是其抑制配体诱导的二聚

体化而不依赖HER2表达水平, 提示可能受益

的人群更广. 目前虽尚无帕妥珠单抗治疗胃癌

的临床报道, 但在基础研究中, 帕妥珠单抗已开

始崭露头角. 发表在Clinical Cancer Research上
的关于帕妥珠单抗联合曲妥珠单抗能增强对

HER2阳性的胃癌异种移植物模型抗癌疗效[60]一

文, 其可能的机制是通过抑制细胞生长、促进

肿瘤细胞凋亡和ADCC效应从而增强对HER2过
表达的胃癌的细胞的抗肿瘤效应. 目前一项双

盲、安慰剂对照随机Ⅲ期临床研究JACOB正在

进行, 目的在评估帕妥珠单抗联合曲妥珠单抗

和化疗治疗HER2阳性转移性胃癌或胃食管连
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接部癌的有效性和安全性. 其主要终点为总生

存, 次要终点为无疾病进展期、目标应答率、

应答持续时间、临床获益率、安全性、药物代

谢动力学特征以及患者报告的结局. 期待帕妥

珠单抗用于胃癌治疗将可能给胃癌患者带来更

多的新希望.

4  结论

胃癌是位居全世界第4位的常见恶性肿瘤, 在肿

瘤相关死因中位居第2位. 据报道约60%的胃癌

位于亚洲, 而中国就占了42%. 尽管ToGA临床实

验确立了曲妥珠单抗在胃癌中的治疗地位, 给胃

癌患者带来了一线希望, 但不可否认的HER2在
胃癌中的过表达仅为20%左右, 并且即使HER2
表达阳性, 大部分患者在应用曲妥珠单抗后也会

出现耐药. 同时从1991年开始HER2是否作为胃

癌预后因子一直存在争议, 2009年至今, 包括美

国、欧洲和亚洲的(共5869例患者)11项研究表明

HER2的状态与胃癌预后无关, HER2仅仅只与临

床的一些参数有密切关系, 如: 肿瘤浸润深度、

复发、远处转移等. 因此, 研究的热点转为发现

其他新的胃癌预后因子和靶标; 以及曲妥珠单抗

耐药的机制和如何解决胃癌曲妥珠单抗耐药的

问题. 研究表明, KRAS、黏蛋白-2、PIK3CA、

波形蛋白、胰岛素样生长因子1受体、长链非

编码RNA HOTAIR、微卫星不稳定性和幽门螺

杆菌的状态均与胃癌患者生存预后以及治疗是

否有效相关. 肿瘤的信号通路并不是单一、简单

的上下游通路; 他是一个相互交错且纷繁复杂

的网络系统. 因此, 对于曲妥珠单抗耐药的原因

可能与胃癌异质性有关; 也可能由于曲妥珠单

抗的长期作用, HER2受体出现敏感性降低、断

裂、减少, 甚至另辟蹊径, 从其他的信号通路走

行. 可见, 今后胃癌的靶向治疗更倾向于多元化. 
GRANITE-1研究表明依维莫司用于胃癌的二线

和三线治疗延长了PFS, 但没有提高总的生存时

间. 热休克蛋白90抑制剂与曲妥珠单抗联合作为

二线治疗, 用于一线曲妥珠单抗治疗后进展的

二期临床研究正在进行中. MET抑制剂与HER2
靶向药物联合可能会在临床上带来获益. 总之, 
HER2虽然不能作为胃癌预后的因子, 但是他仍

然是胃癌靶向治疗的一个靶标. 同时, 鉴于胃癌

的异质性, 我们应更加关注中国人群的特殊性; 
各种分子靶向药物的有效联合很有可能成为今

后胃癌分子靶向治疗的方向.
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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).



王冬青, 丁西平, 安徽医科大学附属省立医院消化内科 安徽
省合肥市  230001
殷实, 安徽医科大学附属省立医院老年病科 安徽省合肥市  
230001
王冬青, 在读硕士, 主要从事胃肠黏膜屏障的研究. 
作者贡献分布: 本综述由王冬青、丁西平及殷实完成; 丁西平负
责审校. 
通讯作者: 丁西平, 主任医师, 230001, 安徽省合肥市庐江路17
号, 安徽医科大学附属省立医院消化内科. 
dingxipingyx@163.com
电话: 0551-62283336
收稿日期: 2013-09-23   修回日期: 2013-10-30
接受日期: 2013-11-11   在线出版日期: 2014-01-08

Roles of proinflammatory 
cytokines in precancerous 
lesions of gastric cancer

Dong-Qing Wang, Xi-Ping Ding, Shi Yin

Dong-Qing Wang, Xi-Ping Ding, Department of Gas-
troenterology, the Affiliated Provincial Hospital of Anhui 
Medical University, Hefei 230031, Anhui Province, China
Shi Yin, Department of Geriatrics, the Affiliated Provincial 
Hospital of Anhui Medical University, Hefei 230031, Anhui 
Province, China
Correspondence to: Xi-Ping Ding, Chief Physician, De-
partment of Gastroenterology, the Affiliated Provincial Hos-
pital of Anhui Medical University, 17 Lujiang Road, Hefei 
230001, Anhui Province, China. dingxipingyx@163.com
Received: 2013-09-23    Revised: 2013-10-30 
Accepted: 2013-11-11    Published online: 2014-01-08 

Abstract 
Precancerous lesions of gastric cancer, including 
intestinal metaplasia and dysplasia, are impor-
tant stages in the evolution from normal gastric 
tissue to gastric cancer. Gastric cancer has a 
very high mortality rate, mainly due to post-
metastasis diagnosis. Therefore, diagnosis of 
precancerous lesions of gastric cancer is of great 
clinical significance. In recent years, it has been 
reported that some proinflammatory cytokines 
such as interleukin 1β (IL-1β), IL-8, IL-11, tumor 
necrosis factor α (TNF-α) and interferon-gamma 
(IFN-γ) play important roles in the development 
of precancerous lesions of gastric cancer. A more 
detailed understanding of the roles of proin-
flammatory cytokines may provide new thera-
peutic targets for precancerous lesions of gastric 
cancer. Here, we summarize the roles of some 
proinflammatory cytokines in the progression of 
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促炎细胞因子在胃癌前病变中的作用

王冬青, 丁西平, 殷 实

®

■背景资料
胃癌前病变是从
慢性胃炎发展为
胃癌的重要阶段, 
而一些炎症因子
在慢性胃炎转为
胃癌过程中发挥
重要作用. 一些促
炎细胞因子在胃
癌前病变中的作
用及机制, 并针对
此寻求有效的治
疗胃癌前病变的
方法, 成为当今研
究的重点. 

precancerous lesions of gastric cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
胃癌前病变是一个病理性概念, 包括肠上皮化
生和异型增生, 是从正常胃组织向胃癌转化
过程中的一个重要阶段. 胃癌有很高的死亡率
主要是由于其转移后才被诊断, 故对胃癌前
病变的研究尤为重要. 近年来, 随着胃癌前病
变的研究不断深入, 发现一些促炎细胞因子如
白介素-1β(interleukin 1 beta, IL-1β)、IL-8、
IL-11、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor, 
TNF-α)、干扰素γ(interferon γ, IFN-γ)在胃癌
前病变中发挥重要的作用. 而这些促炎细胞因
子的详细作用机制, 可能为胃癌前病变的治疗
提供新的方法. 故本文针对几种促炎细胞因子
在胃癌前病变中的作用作一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 促炎细胞因子; 胃癌前病变; 异型增生; 肠

上皮化生

核心提示: 促炎细胞因子白介素-1β(interleukin 1 
β, IL-1β)、IL-8、IL-11、肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)、干扰素-γ(interferon 
γ, IFN-γ)在胃癌前病变中发挥重要的作用, IL-
1β、TNF-α可能是通过核转录因子-κB(nuclear 
transcription factor kappa B, NF-κB)途径促进胃

癌前病变, 而IL-8及IL-11可能是通过信号转导

及转录因子3(signal transduction and transcription 
factors 3, STAT3)途径促进胃癌前病变的, 而IFN-γ
促进胃癌前病变的机制尚未明确. 

■同行评议者
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■研发前沿
胃癌有很高的死
亡率主要由于其
转移后才被诊断, 
故若能早期发现
将有效降低死亡
率 .  而 胃 癌 前 病
变是胃癌发展的
一 个 重 要 阶 段 , 
故关于胃癌前病
变的发生机制及
治疗成为研究的
热点.

王冬青, 丁西平, 殷实. 促炎细胞因子在胃癌前病变中的作

用. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 39-45  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/39.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i1.39

0  引言

近年来, 胃癌的发病率虽有所下降, 但胃癌仍居

世界癌症相关死亡的第2位[1]. 胃癌有很高的死

亡率主要是由于其转移后才被诊断[2]. 目前胃癌

公认的发展模式为: 慢性胃炎, 萎缩、肠上皮化

生、异型增生、胃癌. 在慢性胃炎进展为胃癌

的过程中有大量的炎性细胞因子参与. 白介素

-1β(interleukin 1 beta, IL-1β)、IL-8、肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)是公认

的炎症密切相关的细胞因子, 有研究[3,4]表明, 他
们在胃癌的发生及进展中发挥重要作用. IL-11
是胃内重要促炎细胞因子, 有研究[5]表明, IL-11
与胃癌的发生密切相关. 而胃癌前病变是一个

病理性概念, 包括肠上皮化生和异型增生, 是从

正常胃组织向胃癌转化过程中的一个重要阶段. 
故想到他们可能在胃癌前病变中也有重要作用. 
而近年来干扰素-γ(interferon γ, IFN-γ)在胃癌前

病变中的作用正日益受到人们的重视, 故现针

对这几种促炎细胞因子在胃癌前病变中的作用

作一综述. 

1  IL-1β

IL-1β是IL-1基因家族成员之一. 主要由巨噬细

胞合成[6], 具有广泛的生物学效应, 可参与免疫

应答、炎症反应等. 目前国内外关于IL-1β基因

多态性与胃癌前病变的关系研究较少, 且结果不

一致. Leung等[7]发现在幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )感染的中国人中IL-1B-511T等
位基因携带者是与肠上皮化生的风险增加相关

的. 但与其受体拮抗剂(IL-1 receptor antagonist, 
IL-1RN)无关. Murphy等[8]在爱尔兰人群中却未

发现IL-1B及IL-RN基因多态性与慢性萎缩性胃

炎或肠上皮化生的风险增加有关. Peleteiro等[9]

发现在葡萄牙及莫桑比克人中, IL-1B-511T与
胃癌前病变无关, 而IL-RN*22基因型与胃癌前

病变有关. 这表明IL-1基因多态性对胃癌前病

变的影响可能受人种及地域的影响. 研究表明, 
IL-1β对胃黏膜多种作用. IL-1β可促进胃上皮增 
生[10], 而Waghray等[11]发现IL-1β可通过抑制胃

壁细胞音猥因子(sonic hedgehog, SHH)的表达

从而促进胃黏膜的萎缩, 且有研究表明[12], 慢性

萎缩性胃炎及肠上皮化生是与SHH表达缺失有

关. 近年来, 关于IL-1β在引起胃前病变中的作用

的研究不断增多. 孙仁虎等[13]采用实时定量PCR
法, 发现正常情况下人胃黏膜上皮GES-1细胞

不表达肠道特异性标志物尾侧型同源转录因子

-1(caudal-type homeodomain transcription factor-1, 
CDX1)mRNA和肠道黏蛋白-2(intestinal mucin-2, 
MUC2)mRNA, 而IL-1β可以诱导GES-1细胞中

CDX1 mRNA和MUC2 mRNA的表达, 该作用在

一定浓度范围内呈现剂量依赖性; 而经核转录因

子-κB(nuclear transcription factor κB, NF-κB)抑制

剂四氢化吡咯二硫代氨基甲酸酯(pyrrolidine di-
thiocarbamate, PDTC)预处理的GES-1细胞, CDX1 
mRNA和MUC2 mRNA的表达水平却大幅下降. 
这表明IL-1β可能通过NF-κB信号通路促进人胃

黏膜上皮细胞中CDX1 mRNA和MUC2 mRNA的

表达, 在胃黏膜肠上皮化生中有重要作用. 此外, 
李疆等[14]通过研究表明IL-1β通过NF-κB通路促

进胃黏膜细胞CDX2 mRNA及蛋白表达增加, 在
胃黏膜肠上皮化生中有重要的作用, 这与Mutoh
等[15]在CDX2转基因小鼠中的发现相似. 此外, Tu
等[16]发现当年龄>12月龄, 即使无H. pylori感染

情况下, 胃黏膜特异性表达人类IL-1β(hIL-1β)的
转基因鼠, 会出现明显的胃黏膜异型增生及胃炎

伴炎性细胞的浸润. 而在高表达hIL-1β的转基因

小鼠中, 多于70%的小鼠会出现严重的胃黏膜增

生、慢性炎症、壁细胞丢失(萎缩)、化生及异型

增生. 相反, 低表达hIL-1β的转基因小鼠几乎很

少出现上述改变. 此外, 他们进一步研究发现, 在
猫属螺杆菌(Helicobacter felis , H. felis )感染多于

12 mo的野生型鼠及IL-1β的转基因小鼠中, 应用

IL-1受体拮抗剂(IL-1RA)可显著阻止胃部炎症的

发展及其他的组织学改变. 更重要的是, H. felis
感染的IL-1β的转基因鼠使用IL-1RA治疗后, 所
有鼠均不会出现胃部的异型增生. 同时体内及体

外实验证实, IL-1可能是通过IL-1β/IL-1R/NF-κB
途径在胃黏膜的异型增生中有重要的作用. 

2  IL-8 

IL-8是CXC趋化因子家族的成员. 他主要由单核

细胞、内皮细胞、表皮细胞及T淋巴细胞等在

IL-1、TNF-α和外源性因子脂多糖(lipopolysac-
charide, LPS)的刺激下产生, 其主要生物学作用

是趋化并激活中性粒细胞, 可促进中性粒细胞

的溶酶体活性和吞噬作用, 故IL-8在炎症反应中

有重要作用. 众所周知, IL-8在H. pylori感染引起
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■相关报道
孙仁虎等发现IL-
1β可促进肠上皮
化生 ,  而Tu等发
现 I L - 1 β 可 促 进
胃黏膜异型增生
的. Zhang等发现
IL-8可促进胃黏
膜的肠上皮化生. 
H o w l e t t 等 发 现
IL-11可导致胃黏
膜发生萎缩性胃
炎. Asonuma等发
现IFN-γ可促进胃
黏膜出现肠上皮
化生. Senthilku-
mar等发现在肠上
皮化生及异型增
生组织中, TNF-α
表达增加.

的慢性胃炎中有重要的作用[17,18]. 而H. pylori相关

的慢性胃炎易转变为胃癌前病变. 目前关于IL-8
在癌前病变中的研究不断增多. 很多研究均表

明IL-8的基因多态性与胃癌前病变有关. Li等[19]

发现在中国山东省胃癌高发区, 肠上皮化生的

风险增加在IL-8-251AT基因型患者(OR = 2.27, 
95%CI: 1.06-3.09)或IL-8-251A等位基因携带者

(OR = 2.07, 95%CI: 1.16-3.69). 此外, 在H. pylori
阳性的IL-8-251A等位基因携带者中, 严重的萎

缩性胃炎及肠化生的风险明显增加(OR = 6.70, 
95%CI: 1.29-9.78). Ye等[20]发现在H. pylori感染

的韩国人中, 与IL-8-251TT基因型相比, IL-8-
251A等位基因携带者胃黏膜IL-8水平显著增高, 
且与年轻人的严重的炎症, 胃黏膜萎缩及肠上

皮化生显著相关. 但也有一些相反的结果, Kim
等[21]发现在韩国人中, H. pylori感染时, 萎缩性

胃炎及肠上皮化生的发生率均是显著增高的. 
而肠上皮化生的危险因素除与年龄(≥61岁)、
生活习惯等有关外, 还与IL-10-592 C/A的出现有

关, 但并未发现与IL-8-251基因多态性相关. 日
本学者也有报道日本患者IL-8-251A等位基因多

态性与H. pylori感染患者的胃萎缩的进展有关, 
并可能增加胃癌的风险[22]. 此外, 在匈牙利人群

中, 研究发现IL-8-251AA基因型的频率在胃炎组

及肠上皮化生组是显著增加的[23]. Song等[24]发现

来自胃窦活组织标本的黏膜IL-8的平均浓度在

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)/
肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM)组(n  = 74), 
显著高于正常对照组(n  = 55). Zhang等[25]发现

IL-8水平增加, 可通过活化的信号转导及转录因

子3(signal transduction and transcription factors3, 
STAT3)途径, 使H. pylori感染相关的慢性胃炎转

变为胃黏膜的肠上皮化生. 

3  IL-11 

I L-11是一种多功能的细胞因子, 属于I L-6细
胞因子家族, 他启动信号转导是通过gp130[26]. 
IL-11及IL-6在胃内广泛存在, 可调节炎症反应, 
血管生成及在肿瘤进展情况下的细胞程序性死

亡[27]. 大量的研究表明, 在胃癌组织中, IL-11的
水平是显著升高的[28,29]. 此外, 升高的IL-11还与

胃癌的分度、浸润有关[30,31]. 这些均表明IL-11与
胃癌密切相关. 近年来, 关于IL-11在胃癌癌前病

变中的研究得到广泛的关注. 但关于其基因多

态性与胃癌前病变的关系尚未见报道. Howlett
等[32]研究发现IL-11主要位于鼠和人胃的胃底黏

膜的壁细胞, 在感染H. pylori的小鼠, IL-11在胃

底黏膜表达增加, 类似IL-1β水平. 在野生型鼠应

用外源性IL-11会导致胃底黏膜壁细胞及主细胞

丢失, 增生, 黏液细胞化生及炎症, 这些病理改

变与人类慢性萎缩性胃炎模型非常类似. 又有

研究发现, IL-11在有发生胃癌高风险的癌旁组

织及胃癌组织中均是显著增高的[33]. 此外, 发现

在野生鼠的正常胃黏膜中, 延长IL-11的暴露会

干扰胃上皮细胞周期, 引起一系列的改变, 正如

在鼠胃癌前病变模型中所看到的病理变化一致. 
并证实1 wk的IL-11干预会引起胃窦及胃底的

癌前病变性改变. 且发现在IL-11治疗的野生鼠

胃窦部黏膜中, 磷酸化的STAT3水平显著增加. 
Karasawa等[34]发现在无H. pylori感染的突变型

鼠发生胃腺癌可遵循以下顺序: 增生-异型增生-
癌症. 突变型鼠10周龄时, 出现轻度异型增生的

胃组织IL-11及IL-1β的mRNA水平显著增高. 但
也有一些相反的结果, Jackson等[35]发现, 与正常

对照组相比, 在人类胃炎及肠上皮化生组织中

IL-11 mRNA的水平仍维持在正常水平, 但在胃

癌组织中, IL-11 mRNA大约增加两倍(P <0.05). 
为证实这一新奇的发现, 他们查询人类cDNA基

因芯片数据库, 也发现了相似的结果: 在邻近的

未累及的胃黏膜及肠化生组织中, IL-11的表达

并未改变, 而在胃腺癌中IL-11表达水平大约增

加1.4倍. 虽然IL-11在胃癌前病变中的变化是有

一些争议, 但关于IL-11的对胃黏膜的增殖作用

已得到广泛的认可. 在鼠模型实验表明: IL-11的
表达及上调伴有胃黏膜的增生[10]. 体外实验证明

人重组IL-11是促进有丝分裂的, 可使STAT3的
活化并伴随胃上皮细胞MKN28的增殖增加[35]. 
而胃黏膜增生在癌前病变中有重要意义. 总之, 
一般认为IL-11可能是通过STAT3途径促进胃癌

前病变的. 

4  IFN-γ

IFN-γ主要由活化的T细胞(包括Th0、Th1细胞

和几乎所有CD8+ T细胞)和NK细胞产生. 他的

生物学活性除具有抗病毒、抗增殖活性外, 其
主要的生物学活性为免疫调节作用. 目前关于

IFN-γ在胃癌前病变中作用的研究不断增多, 但
未见关于其基因多态性在胃癌前病变中的报

道. Asonuma等[36]研究表明IFN-γ及H. pylori感
染可下调性别决定区Y框蛋白2(sex-determining 
region Y-box 2, Sox2), 从而增加Cdx2表达, 这
最终可能导致胃黏膜肠上皮化生, 这与牛海静 

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com



42                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月8日     第22卷    第1期 

■创新盘点
本文综述了一些
促炎细胞因子与
胃癌前病变的关
系及其详细作用
机制, 这与以往研
究的炎症因子在
胃癌中的作用及
机制不同, 且能更
好地预防胃癌.

等[37]发现相似. Sayi等[38]发现在H. felis感染后3 
mo的小鼠中, IFN-γ水平是与胃慢性炎症, 萎缩

及上皮增生显著相关, 而与化生的表现关联不

大. 此外, 与野生型相比, IFN-γ-/-小鼠在H. felis
感染后3 mo, 发生胃炎、萎缩、增生或化生的

风险显著降低. Oertli等[39]发现, H. pylori感染的

基因突变型小鼠所致的慢性萎缩性胃炎, 异型

增生和肠上皮化生等病理变化可能与小鼠体内

Th17/Th1细胞介导的免疫应答水平相关. 且发

现Th17/Th1细胞反应受损时, IL-17及IFN-γ水平

降低. 这提示IFN-γ及IL-17可能与胃癌前病变有

关. Syu等[40]发现在IFN-γ转基因表达的小鼠会出

现胃黏膜的炎症、化生及异型增生. 这些均表

明螺杆菌诱导的胃癌前病变是依赖IFN-γ的产生

的. 另一方面, 大量研究表明, 胃癌前病变的组

织学改善是与IFN-γ的降低有关. Ohtani等[41]发现

在H. pylori感染后16 wk的♂的INS-GAS鼠可发

展为严重的胃体胃炎伴随萎缩、增生、肠上皮

化生及上皮的异型增生. 但经过17β雌二醇(E2)
治疗后, 炎症并未减少, 但腺体萎缩、增生、肠

上皮化生及异型增生的程度较轻(P <0.01). 而由

E2治疗导致的胃部病变的改善是与IFN-γ及IL-β
的mRNA的低表达水平相关(P <0.05). Fox等[42]

发现在所有H. pylori感染的三叶草因子(trefoil 
factor 1, TFF1)缺乏的小鼠(TFF2-/-), 在感染后6 
mo时, 胃体及胃窦上皮均有显著的改变(黏膜缺

失、萎缩、增生、假幽门化生及异型增生). 在
感染后19 mo时, 胃窦部上皮会出现类似的改变

(P <0.01). 且在所有的H. pylori感染的TFF2-/-的鼠

均会出现显著胃窦部的高度非典型增生包括上

皮内瘤变, 同时黏膜IFN-γ水平显著增高. 而在H. 
pylori感染的正常野生型小鼠中, 胃黏膜的IFN-γ
水平则下调. 这表明TFF2在阻止H. pylori相关的

胃癌前病变的发展的保护效应部分是通过调节

IFN-γ水平实现的. Toller等[43]研究发现抑制ADP
核糖基化的作用的小分子抑制剂P J34不仅可

有效预防胃癌前病变(H. pylori引起的萎缩性胃

炎、肠上皮化生、异型增生)的形成, 同时也可

有效逆转已经存在的胃癌前病变. 并发现PJ34可
直接抑制T细胞效应功能是通过体外抑制肠系

膜淋巴结T细胞产生IFN-γ. 此外, 当暴露于PJ34
时, 纯化的T细胞不能激活编码IFN-γ的基因的转

录. 又有研究表明[44], PGE2也可阻止胃癌前病变

的发生, 并可完全逆转已经存在胃癌前病变. 在
动物模型中发现PGE2的保护效应主要是由于他

对CD4+ CD25- T细胞的免疫抑制效应, 使其不能

迁移、增殖及分泌IFN-γ. 但关于IFN-γ在胃癌前

病变中的具体作用途径尚不明确. 

5  TNF-α

TNF-α主要由LPS活化的单核巨噬细胞或抗原刺

激的T细胞分泌, 他具有广泛的生物学活性, 可
参与炎症反应及免疫应答、内毒素性休克、引

起恶液质等. TNF-α基因多态性与胃癌前病变的

关系受到越来越多的关注. 但大量研究表明[45,46], 
TNF-A-308与肠上皮化生或肠型胃癌无关. 但
关于其在胃癌前病变中的作用也不断有新的报

道. Wang等[47]研究发现, 白云母能逆转萎缩性胃

炎小鼠的胃腺萎缩及肠化生, 且体外研究表明

白云母可呈剂量依赖性吸收IL-1β及TNF-α. 这
提示IL-1β及TNF-α可能在胃黏膜肠化生中发挥

作用. Lemke等[48]报道在C57BL/6小鼠中, 与H. 
pylori感染的鼠相比, 胆型螺杆菌(Helicobacter 
billis , H. billis )和H. pylori共同感染组, 在感染

后6 mo时胃炎、萎缩黏液细胞化生及增生的程

度明显减轻. 而在感染后12 mo时, 肠上皮化生

及异型增生的程度较轻. 且促炎性细胞因子IL-
1β、TNF-α及IFN-γ的mRNA表达水平在感染后

6、12 mo均是降低的(P <0.01). Senthilkumar等[49]

通过发现, 在20例正常对照组中的18例(90%)不
表达TNF-α mRNA, 而在慢性胃炎、肠上皮化生

及异型增生中, TNF-α的表达分别为51/63(81%), 
20/20(100%)及11/11(100%), 而在胃癌中TNF-α
表达为65/86(75.6%). 这些结果表明从正常组织

至异型增生组织中TNF-α的表达水平是稳步增

加的. Rau等[50]研究发现TNF-α在正常胃组织的

细胞质中无表达, 而在肠上皮化生组织中表达

水平最高, 而在胃癌中又下降. CDX1蛋白在正

常胃组织中由于启动子甲基化不表达, 但在肠

上皮化生及低度异型增生胃组织中强烈表达, 
在胃癌中相对降低. 在5-氮杂-2-脱氧胞苷(5Aza)
处理过的胃上皮细胞, 用促炎细胞因子TNF-α刺
激, 可使结合至CDX1启动子上的NF-κB进一步

升高1.8倍, 并最终使CDX1 mRNA表达水平增

高. 这表明TNF-α可能是通过影响NF-κB而在肠

上皮化生中起作用的. Soutto等[51]发现TFF1基因

敲除的小鼠幽门窦的组织变化可由胃炎发展为

增生, 异型增生、胃癌等变化. 并通过体内外及

离体实验表明, TFF1表达抑制TNF-α调节的NF-
κB的活化, 从而抑制异型增生及胃癌生成. 并在

人类胃组织中发现了相似的结果. 这提示TNF-α
可能通过NF-κB途径在胃黏膜异型增生中起作
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用. 总之, TNF-α可能通过NF-κB途径促进胃癌

前病变的发生. 

6  结论

促炎细胞因子(IL-1β、IL-8、IL-11、TNF-α及
IFN-γ)在胃癌前病变中发挥重要而且复杂的作

用. 此外, 因这几种促炎细胞因子与胃癌前病变

关系密切, 若能联合监测, 将会提高诊断胃癌前

病变的准确率. 同时, 对促炎细胞因子在胃癌前

病变中的具体作用机制的研究, 将会对胃癌前

病变的治疗靶点的选择具有重要的意义, 并最

终造福广大胃癌患者. 
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■应用要点
本综述阐述的一
些与胃癌前病变
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Abstract
Gastric cancer is one of the most common ma-
lignant tumors of the digestive tract. Current 
treatments for gastric cancer are mainly surgery, 
radiotherapy, and chemotherapy, and the effects 
of these treatments are not satisfactory. Dendritic 
cells are the most important antigen presenting 
cells, play an important role in the immune sur-
veillance and immune escape of gastric cancer, 
and are closely related to the occurrence, devel-
opment and outcome of gastric cancer. Dendritic 
cell vaccines in immunotherapy of tumors have 
become a hot research spot. 
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 文献综述 REVIEW

树突状细胞疫苗在胃癌免疫治疗中的研究进展

吴凤丽, 李国华

®

■背景资料
我国是胃癌的高
发区, 且我国每年
胃癌的死亡人数
居世界首位. 目前
的传统疗法的治
疗效果不理想. 树
突状细胞可启动
免疫应答, 是机体
免疫反应的始动
者, 目前树突状细
胞(dendritic cell, 
D C )疫苗在肿瘤
免疫治疗的研究
领域中备受关注, 
多位学者也在研
究其在胃癌的免
疫治疗中的作用. 

immunotherapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 
46-52  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/46.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.46 

摘要
胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 其目前
的治疗手段主要是手术切除、放疗、化疗等, 
治疗效果不理想. 树突状细胞是最重要的抗原
提呈细胞, 在胃癌的免疫监视及免疫逃逸机制
中起重要作用, 与胃癌的发生、发展、愈后密
切相关. 树突状细胞疫苗在肿瘤的免疫治疗中
的研究已成为一个热点. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃癌; 树突状细胞; 疫苗; 免疫治疗

核心提示: 树突状细胞在免疫系统中起着“黄金

钥匙”的特殊作用, 其体外培养、诱导技术已基

本成熟, 树突状细胞疫苗的制备及其在胃癌中的

治疗作用研究的相关报道越来越多, 治疗作用已

被多为学者证实. 

吴凤丽, 李国华. 树突状细胞疫苗在胃癌免疫治疗中的研究进

展. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 46-52  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/46.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i1.46

0  引言

胃癌在我国乃至世界范围内均是最常见的恶性

肿瘤之一. 根据世界卫生组织公布的全球统计报

告, 世界胃癌年发病率为13.86/10万, 仅次于肺癌

居第2位. 我国是胃癌的高发区, 每年我国新发现

40万例胃癌患者, 占世界胃癌发患者数的42%. 
我国胃癌的死亡率是欧美发达国家的4-8倍, 每
年胃癌的死亡人数居世界首位. 目前我国胃癌防

治的现状是“一高三低”: 发病死亡率高, 早期

诊断率低, 手术根治率低, 5年生存率低. 胃癌传

统的治疗手段(手术切除、放疗、化疗)并不理

想, 人们正在开拓一个全新的治疗方法-免疫治

疗, 已成为目前针对肿瘤治疗的一个热点. 
树突状细胞(dendritic cell, DC)是目前已知

■同行评议者
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■研发前沿
目前树突状细胞
疫苗在肿瘤中的
治疗作用已是研
究 热 点 ,  重 点 是
树突状细胞的体
外培养以及针对
肿瘤的高度特异
性、高效性的树
突 状 细 胞 疫 苗 , 
亟待研究的问题
是疫苗的治疗剂
量、纯度、接种
方式、疗程、频
率、接种最佳人
群及最佳时机的
选择以及临床治
疗效果的评价标
准的统一.

的最强大的专职抗原提呈细胞, 其最大的特点

是能激活初始型T淋巴细胞, DCs通过抗原肽-
主要组织相容性复合物(major histocompatibility 
complex, MHC)将抗原呈递给初始T淋巴细胞, 
从而启动免疫反应[1-3]. 而其他抗原提呈细胞仅

能刺激已活化的或记忆性Ｔ淋巴细胞, 因此DC
是机体免疫反应的始动者[4]. 基于这一特性, 目
前DC疫苗在肿瘤免疫治疗的研究领域中备受关

注, 为胃癌在治疗上有所突破带来新的希望, 本
文就DC与胃癌免疫治疗方面的研究作一综述. 

1  DC的生物学特性及功能

DC是由2011年诺贝尔生理学或医学奖得主拉夫

尔-斯坦曼于1973年发现的, 因其表面有树突状

或毛刺状突起而被命名. DC分布十分广泛, 存在

于淋巴组织, 皮肤、消化系、呼吸道的上皮和

大多数实质器官内. 所有DC来源于骨髓前体细

胞. 根据其发育分化途径将DC分为两类: 髓样

DC(myeloid DC)和淋巴样DC(lymphoid DC); 从
活化T细胞免疫反应类型(Th1型和Th2型)DC分
为1型DC和2型DC[5]. 

当与其他抗原提呈细胞(antigen presenting 
cell, APC)如巨噬细胞相比较时, DCs是非常有

效且可以引发非常低数量的T细胞反应[3,6,7], 从
而它被称为“专职APC”[8]. DC抗原提呈能力

随其发育成熟而增强, 而其摄取抗原能力则逐

渐减弱. 未成熟DC表面低水平表达协同共刺激

分子CD40、CD80、CD86及MHC-Ⅱ分子, 在混

合淋巴反应(mixed lymphocyte reaction, MLR)中
刺激同种异体淋巴细胞的能力低下, 其上清白

介素12(interleukin-12, IL-12)的浓度低, 其具有

很强的摄取和加工处理抗原的能力. 且有文献

报道, 其呈递抗原能力低下, 并可能诱导免疫耐

受[9]. 其摄取加工抗原的能力在其成熟过程中越

来越弱[10]. 成熟的DC高表达MHC-Ⅱ类分子及

协同共刺激分子CD40、CD80、B7-2(CD86)、
淋巴细胞功能相关抗原3(也称CD58)(lympho-
cyte function-associated antigen-3, LFA-3或
C D 5 8 )、C D 5 4、细胞间黏附分子 3 (也称

CD50)(intercellular adhesion molecule 3, ICAM-3
或CD50)及CD1α、CD83[11], 其中CD1α、CD83
是成熟DC表面特异性标志, 且在MLR中刺激

同种异体淋巴细胞的能力较未成熟D C强. 另
有研究表明CD80、CD86可活化Th细胞, 并使

其产生大量细胞因子, 如白介素2(interleukin-2, 
IL-2)、IL-6、干扰素-g(interferon-g, IFN-g)、粒

细胞-巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte-mac-
rophage colony stimulating factor, GM-CSF)、肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)等, 
而这些因子又可以启动DC的成熟过程, 并促进

DC分泌IL-12并活化T细胞的功能[12]. 
DC的主要功能是通过捕获、摄取抗原, 并

经过内化加工处理后, 将抗原呈递给T淋巴细胞. 
经DCs刺激后, 初始的CD4+ T细胞和CD8+ T细
胞向不同功能的特异性效应T细胞分化. CD4+ T
细胞可以分化成为辅助性T1(Th1)细胞、Th2细
胞、Th17细胞或滤泡性辅助性T细胞(Tfh)细胞, 
以及调节性T(Treg)细胞; 初始CD8+ T细胞则分

化为细胞毒性效应T细胞(cytotoxic lymphocyte, 
CTL)[1]. DCs还可刺激先天免疫系统中的相关细

胞, 例如自然杀伤(natural killer cell, NK)细胞、

巨噬细胞以及肥大细胞等[1-3]. DCs亦可通过与B
淋巴细胞相互作用或间接诱导CD4+ T辅助T细
胞增殖分化而在调节体液免疫中扮演着一个重

要角色[13,14]. 这些起关键作用的DCs, 可激活两

种不同的适应性免疫系统(即细胞免疫和体液免

疫), 启动免疫反应, 这使得DCs在抗原呈递及疫

苗接种治疗癌症中起核心作用[8]. 

2  DC的体外培样

DC在血液中含量稀少, 直接从血液中提取含量

极微, 大大限制了其在临床中的应用. 为了克

服这一难题, 不少研究小组在探索DC的体外培

养, 期许能使其在体外扩增以满足临床需求. 目
前其体外培养来源有3种: (1)外周血; (2)脐带血; 
(3)骨髓. 其各有优缺点, 人类外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)中仅

含有0.1%-0.5%的DC[15], 故从外周血中无法得到

大量的DC. 人骨髓来源的DC因其来源少、难于

采集且创伤性大等缺点限制了其在研究中的应

用. 有实验表明, 与外周血相比, 脐血可得到较

多数量的DC[16], 且其高表达表面标记分子且稳

定[17,18], 另外, 脐血具有来源丰富、便于采集、

免疫原性弱、组织相容性好等特点[19]. 基于这些

优点, 脐带血提取DC有望成为体外培养获得数

目可观的DC的主要途径. 
目前, 体外培养常用的培养基有多种, 但在

选用中无统一标准[20]. 有文献指出, 目前临床研究

使用人血清、同源血浆或无血清培养基较多[21]. 
但统一的是无论使用什么培养基均需要加入细

胞因子刺激、诱导得到DC. 其中GM-CSF是刺

激骨髓来源细胞向粒细胞和巨噬细胞系分化的
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研究做了总结性
的、翔实的报道.

生长因子, 而IL-4则阻止前体细胞向巨噬细胞方

向的分化, 这两个因子组合可刺激诱导出未成

熟DC[22]. 另外, Sallusto等[23]也在实验中印证了

这一点. 因成熟DC刺激同种异体T淋巴细胞反

应能力及抗原呈递能力远强于未成熟DC, 故DC
肿瘤疫苗的疗效与DC成熟程度密切相关, 因此

寻找高效诱导DC成熟、制备负载DC的方法是

DC瘤苗在临床抗肿瘤治疗中得以广泛应用的关

键问题[24]. 最初描述促DC成熟的方法是向培养

基内加入未知成份的混合细胞因子[25], 后有报道

提出, 只用TNF-α促DC成熟[26]. 随后, 有研究指

出用TNF-α、IL-1和IL-6的混合物来促进DC成
熟, 且其成为促DC成熟的“标准”[27]. 

3  DC疫苗的制备和种类

由于这些细胞在协调天然免疫与适应性免疫反

应中特殊的属性, DCs疫苗接种策略已经开发. 
DC疫苗接种的目的是诱导肿瘤特异效应T细胞

可以有效地遏制肿瘤, 并且可以诱导免疫记忆

来控制肿瘤复发. 在这个过程中, 第一步是要提

供负载有肿瘤特异抗原的DC. 这可以通过两种

途径来实现: 一种是通过体外培养来自患者体

内的DCs, 在细胞因子(使其成熟)和肿瘤特异抗

原共培养, 然后将这些细胞回输给患者; 另一种

是在体内诱导载有肿瘤特异抗原的DCs[8]. 其中

使用由细胞因子在体外刺激生成的DCs制备的

肿瘤疫苗在癌症患者的疫苗治疗中的研究已有

十多年的历史[28]. 这些研究结论认为DC疫苗是

安全的, 并且其可诱导肿瘤特异性的CD4+ T细
胞和CD8+ T细胞的扩大循环[8]. 

代国知等[29]就目前用于特异性抗肿瘤的DC
疫苗种类进行描述, 大致可分为两类, DC多肽疫

苗和DC基因疫苗. 其中DC多肽疫苗有: (1)肿瘤

特异性表位肽刺激的DC; (2)肿瘤细胞裂解物致

敏的DC; (3)肿瘤细胞与DC的融合; (4)Exosomes
小体负载的DC. 其中Exosomes小体负载的DC在
动物肿瘤模型实验中已被证实具有有效的抗肿

瘤免疫作用, 已成为抗肿瘤免疫治疗研究的新热 
点[30,31]. DC基因疫苗包括肿瘤DNA、肿瘤RNA、

细胞因子、共刺激分子和黏附分子基因转染的

DC疫苗, 通过提高DC对抗原的摄取、加工处理

及递呈能力, 能特异性诱导机体产生高效而特异

的抗肿瘤免疫效应[32,33]. 据报道, 美国食品和药物

管理局(Food and Drug Admistraton, FDA)已批准

其在肿瘤生物治疗的研究进入临床试验阶段[34]. 

4  DC与肿瘤免疫逃逸

据目前研究结果已知, 肿瘤微环境可诱导其免

疫耐受[35]. 肿瘤细胞免疫逃逸的机制有: (1)肿瘤

抗原的变异, 是其逃避免疫监视的主要机制; (2)
肿瘤细胞的“抗原调整”; (3)MHC分子表达水

平下调; (4)肿瘤细胞分泌免疫抑制因子[36]. 虽
然DC有强大的免疫监视功能, 但由于肿瘤细胞

相关的一些因素致使DC不能有效提呈肿瘤细

胞, 故肿瘤细胞逃避免疫系统的监控[36]. 对肿瘤

如肠癌[37]、肝癌[38]、胰腺癌、喉癌、卵巢癌的

研究中发DC存在缺憾, 表现在数量上减少以及

功能上障碍等. DCs内吞的肿瘤相关抗原(tumor-
associated antigens, TAA )如癌胚抗原(carcino-
embryonic antigen, CEA), 早期可以局限于包内小

体, 故而抑制了其对肿瘤抗原的有效处理和呈递

给T淋巴细胞[39]. 有研究提示致癌基因信号可抑

制DC分化、成熟从而促肿瘤逃避免疫监视[40]. 

5  DC疫苗与肿瘤免疫治疗

然而, 一个肿瘤细胞并非一定会发展成癌症, 这
要归功于机体强大的免疫系统. 免疫系统有清

除肿瘤细胞的潜能. 然而肿瘤细胞本身是较弱

的抗原递呈细胞(antigen-presenting cell, APC), 
因此提出了一个问题, 如此强大的免疫力是怎

样生成的[8]? 小鼠模型表明, 保护性抗肿瘤免疫

取决于肿瘤抗原提呈细胞DC[41,42]. DCs可在大量

的分子传感器的协助下捕获入侵的微生物并将

产生的信息传输给淋巴细胞. 因此DCs在天然免

疫与适应性免疫反应中起着重要的桥梁作用[8]. 
肿瘤免疫治疗试图利用免疫系统的特异性

力量治疗肿瘤, 人类癌症特异抗原的分子识别

使肿瘤特异性免疫治疗成为可能[8]. 其是继传统

疗法如手术、化疗、放疗等之后的新兴的抗肿

瘤方法[43], 是最近几十年来备受关注的研究领

域. 其基本思路是克服免疫系统对肿瘤的免疫

忽视或免疫耐受状态, 通过体内或体外方法来

调动宿主免疫系统之抗肿瘤应答能力, 消灭肿

瘤细胞或抑制其进一步发展. 目前已有多种肿

瘤免疫治疗的方案, 例如细胞因子治疗、抗体

免疫治疗、细胞免疫治疗以及肿瘤疫苗等. 目
前, 研究热门的主要有两种方法, 一种是自体特

异性T细胞在体外扩增, 然后回输到患者. 另一

种方法是, 接种疫苗, 即将一个负载有抗原的物

质注射入体内引起效应性T细胞. 由于他们的属

性, DC通常被称为“自然的佐剂”从而成为了
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天然的抗原传递剂[8]. 从而产生了DC疫苗的理

论基础, 即使用某种方法使DC负载肿瘤抗原, 
再将此负载肿瘤抗原的DC回输给荷瘤宿主, 诱
导宿主抗肿瘤免疫应答, 产生特异性杀伤肿瘤 
作用. 

根据肿瘤免疫逃逸机制及DC疫苗的理论基

础, 且目前体外培养DC条件及相关基因工程技

术日渐成熟, DC疫苗抗肿瘤治疗是可行的. 据报

道DC疫苗已在多种恶性肿瘤的治疗上进入临床

试验阶段, 如B细胞淋巴瘤、黑色素瘤、肾癌、

胰腺和胆囊肿瘤、前列腺癌、白血病等, 并取

得了一定的临床疗效, 且安全性较好, 仅有轻度

不适, 如接种疫苗后出现短暂的乏力、发热等

全身表现和恶心、呕吐消化系统不适及注射部

位的局部炎症反应等[24,44]. Avigan等[45]研究显示, 
从自体外周血提取的单个核细胞在GM-CSF、
IL-4及自体血浆进行培养后在体外与肿瘤细胞

融合, 此融合细胞双重表达肿瘤细胞及DC的特

异性标志, 将此融合疫苗回输给23例癌症患者, 
其中10例乳腺癌患者, 13例肾癌患者, 每3 wk皮
下注射1次, 共9 wk. 每周进行疫苗毒性评估, 在
完成疫苗接种后1、3及6 mo评估其抗肿瘤反应. 
结果提示, 整个治疗过程中无显著的治疗相关

不良反应, 且无临床证据提示有自身免疫; 在可

评估的18例患者中, 有10例高表达IFN-g的具有

抗肿瘤活性的CD4+ T和CD8+ T细胞的百分比增

高, 2例乳腺癌患者表现肿瘤退缩, 5例肾癌患者

及1例乳腺癌患者趋于稳定. 其研究结果再次证

明, DC疫苗在特异性抗肿瘤作用的有效性及安

全性. 

6  DC与胃癌

基于对胃癌的进一步研究, 发现其发生、发展、

愈后与DC密切相关. 因不成熟的DC刺激活化初

始T细胞能力远远弱于成熟的DC, 因此DC的迁

移、成熟在胃癌免疫逃逸中扮演重要角色. 研究

表明, 与正常胃黏膜组织相比, 胃癌组织中DC的
成熟及功能受到抑制, 这影响到机体对幽门螺杆

菌的天然免疫和获得性免疫应答的能力[46]. 胃癌

组织中成熟的DC的数量显著低于癌旁正常组

织, 且与淋巴结转移、TNM分期、预后等因素

有关[47,48]. 众所周知, 环氧化酶2(cycloxygenase-2, 
COX-2)可以通过多种机制参与肿瘤的发生、

发展, 具有致癌作用, 而对于胃癌的研究中显示, 
COX-2的表达水平与DC浸润程度呈负相关, 从
而促进肿瘤的发展[49]. 另有文章指出, 淋巴结转

移程度与DC浸润程度呈负相关; 胃癌的分期越

晚DC浸润数量越低; DC显著浸润者的预后优

于轻度浸润者. 提示胃癌组织中成熟DC数量减

少、抗原呈递能力降低, 机体识别胃癌细胞能

力下降, 致使胃癌发生、发展和转移[24]. 

7  DC疫苗在胃癌中的应用

DC疫苗具有良好的临床应用前景, 其可与传统

治疗方法联合应用成为抗肿瘤的综合治疗方法

之一[50]. 有文章指出, 化疗联合肿瘤疫苗治疗可

作为癌症的辅助治疗, 可增强机体抗肿瘤免疫

能力, 从而抑制肿瘤复发和发展[51]. 目前胃癌的

传统疗法效果差强人意, 新的治疗方法亟待解

决. 已知胃癌的发生、发展与成熟DC数量减少

及功能抑制有关, 且DC疫苗可在体内诱导出特

异性杀伤肿瘤免疫反应, 可将负载有特定胃癌

抗原的DC回输给相应类型的胃癌患者, 产生特

异性抗胃癌反应, 抑制胃癌的发展. 
有研究报道, 黑色素瘤抗原基因3(melanoma 

antigen-encoding gene-3, MAGE-3 )、人类表皮生

长因子受体2(human epidermal growth factor re-
ceptor 2, HER2/neu )基因与胃癌密切相关, 在胃

癌中高表达, 基于这一事实, 有研究用它们负载

DC治疗胃癌, 结果提示可获得特异性抗肿瘤反

应, 相应DC疫苗可用于相应分型胃癌的治疗[24]. 
赵永亮等[52]研究提示gp96多肽复合物DC疫苗诱

导的效应T淋巴细胞分泌具有促进免疫应答作

用的IFN-g的量有所提高, 而分泌具有负向调控

免疫应答功能的IL-10的量下降, 能高度特异性

地诱导出针对自体胃癌细胞的杀伤作用. 经转

染制备出的肝素酶阳性的DC疫苗可高独特异

性杀伤与之匹配的胃癌细胞, 而对自体细胞无

杀伤作用[53]. Ohshita等[54]提取MKN45胃癌细胞

株及腹水胃癌细胞中的mRNA, 导入DC, 得到的

DC疫苗可诱导产生特异性杀伤胃癌细胞作用. 
现有的临床治疗方法及效果表明, 单纯一种

治疗方法的治疗效果不及联合治疗. 胃癌患者

血清中IL-12的浓度降低及IL-10的浓度升高, 且
病期越晚这种改变越明显, 说明机体免疫功能

受抑制越严重. 有研究指出采用DC疫苗同步化

学治疗法治疗进展期胃癌的近期疗效较好, 能
增强胃癌术后患者的特异性免疫抗肿瘤能力, 
提高胃癌患者术后化疗疗效及生存率, 且术后

肿瘤的复发得到遏制. 且能减少化学治疗的不

良反应, 减弱机体的免疫抑制功能, 改善患者的

生活质量[55,56]. 另有报道指出, 化疗联合DC疫苗



50                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月8日     第22卷    第1期 

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

的进展期胃癌术后患者非特异免疫功能和特异

性细胞免疫应答明显优于单纯化疗[57]. 

8  问题与展望

DC在人体免疫系统扮演着重要角色, 是天然免

疫系统和获得性免疫系统间的桥梁, 成熟的DC
才可以激发免疫反应, 其在胃癌的发生、发展

及预后中起重要作用, 参与胃癌的免疫逃逸. DC
疫苗用于胃癌的治疗已进入临床试验阶段, 然
而如何使DC疫苗在胃癌中高效性、高特异性应

用仍需解决以下问题: (1)在体外大规模生产具

有高效激发免疫反应的DC; (2)选择高效、特异

的抗原负载DC方式制备优质疫苗, 最大限度地

减少自身免疫性疾病等副作用发生的几率; (3)
疫苗的治疗剂量、纯度、接种方式、疗程、频

率、接种最佳人群及最佳时机的选择以及临床

治疗效果的评价标准的统一; (4)联合治疗方式

的选择及相关标准; (5)疫苗+克制免疫逃逸机制

相结合. 随着免疫学、分子生物学及基因工程

的研究进展, 相信DC疫苗会给胃癌患者带来新

的曙光. 

9  结论

鉴于DC在免疫系统中起着举足轻重的作用, 且
其体外培养及诱导技术已基本成熟, DC疫苗的

制备已不再是难题, 其在胃癌中的治疗作用已

被多为学者证实. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

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

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

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

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 
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Abstract  
Genetic susceptibility results from genetic fac-
tors or some genetic defects, and endows the 
offspring with some physiological and metabolic 
features prone to certain diseases. At present, 
gastric cancer susceptibility genes have become 
a hot research topic in China, and the identifica-
tion and characterization of gastric cancer sus-
ceptibility genes can help develop methods for 
exploring gastric cancer etiology and provide a 
scientific basis for the prevention and control of 
this malignancy. In this paper, we will review 
the current progress in research of gastric cancer 
susceptibility genes.
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 文献综述 REVIEW

胃癌遗传易感性基因的研究进展

于国伟, 梁 会

®

■背景资料
胃癌在我国发病
率和死亡率均较
高, 居消化系恶性
肿瘤的首位. 其病
因及发病机制尚
不明确, 与很多因
素有关, 遗传易感
基因成为国内的
研究热点, 解析胃
癌的遗传机制, 才
有可能真正实现
个体化预防, 并有
助于发展更有效
的医疗方法以降
低临床不良后果, 
具有重大的临床
意义. 

http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/53.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.53 

摘要 
遗传易感性是指由于遗传因素的影响、或由
于某种遗传缺陷、使其后代的生理代谢具有
容易发生某些疾病的特性. 目前国内对胃癌遗
传易感性基因的研究已成为热点, 其目的是为
筛选胃癌病因、寻找基因治疗方法, 最终为预
防和控制胃癌提供科学依据. 本文就目前胃癌
遗传易感基因的研究进展进行综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 胃癌的遗传易感基因在胃癌的发生、

发展中起着非常重要的作用. 不同人群, 其地区

不同, 民族不同, 遗传易感性会存在一定的差异. 
因此, 该研究还需要进一步深入研究为寻找基因

治疗方法, 最终为预防和控制胃癌提供科学依据.
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0  引言

胃癌是我国常见的消化系肿瘤, 占恶性肿瘤死

亡的第1位 [1].  目前已知胃癌的发生与胃部基

础疾病(如胃炎、胃切除手术等)、幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H. pylori )感染、生活习惯

如高盐饮食和易感遗传因素等有关. 研究表明

35%-60%的胃癌发生与H. pylori感染有关[2], 但
H. pylori感染人群中只有部分人患胃癌, 遗传因

素可能是胃癌发生的另一重要因素[1]. 胃癌的家

庭聚集性现象以及在相同的暴露环境下只有少

数人患病的事实表明, 个体对环境暴露因素的

遗传易感性在胃癌发病过程中起着同样重要作

用[3,4]. 同样近几年的流行病学研究结果发现, 同
样生活在胃癌高发区的环境中, 也只有少数人
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■研发前沿
单核苷酸多态性
与肿瘤易感性的
关系是近年研究
的 热 点 .  今 后 的
研究需要在有足
够大样本的研究
基 础 上 ,  检 测 出
尽可能多的候选
基 因 ,  同 时 分 析
及其他环境因素
与基因多态性的
共同作用.

发病, 提示个体是否罹患胃癌在很大程度上还

取决于个体的遗传易感性.

1  胃黏膜保护基因

对胃黏膜起保护作用的基因主要有黏液素基

因(mucin gene). 目前发现的亚型有MUC1、
MUC2、MUC5AC、MUC6和三叶肽(Trefoil 
peptide)家族基因. (1)MUC1是一个跨膜型的大

分子量(2000 kDa)的糖蛋白, 与HCO3
-共同构成

“黏液-碳酸氢盐屏障”, 实现对胃黏膜的保护

作用. Xu等[5]采用序列特异性引物-聚合酶链反

应(sequence specific primers PCR, PCR-SSPs)方
法对辽宁地区人群MUC1568位点A/G多肽的分

布特征进行了检测, 发现携带MUC1  AA基因型

个体胃癌的发病风险提高. 同时有研究报道[6]基

因MUC1和MUC5 AC中, 常见的遗传变异将有

助于提高胃癌的风险; (2)三叶肽家族目前被归

为三叶肽因子家族(trefoil factor family, TFF)肽, 
主要由乳腺相关肽及TFF1(trefoil factor family1, 
TFF1)、解痉多肽(spasmolytic polypetide, SP)和
肠三因子(intestinal trefoil factor, ITF)组成. 目前

认为三叶肽可与黏液中的黏蛋白相互作用或交

联形成黏液凝胶, 增强胃肠道黏膜的防御屏障

能力, 诱导上皮细胞迁移, 对正常或癌前期病变

起分化作用, 而对肿瘤细胞则促进其生长[7]. 在
葡萄牙, 有研究表明TFF2基因多态性与胃癌无

关[8]. 

2  免疫反应相关基因

与免疫反应相关的基因主要有白介素(interleu-
kin, IL )基因、人类白细胞抗原(human leukocyte 
antigen, HLA )基因和肿瘤坏死因子(tumor necro-
sis factor, TNF )基因. (1)近年对白细胞介素的研

究比较多, 如研究发现IL-1、IL-6、IL-8、IL-10
的多个位点基因多态性可增加胃癌发生的危险

性, IL-1是感染产生或起放大免疫反应的重要

细胞因子, 并且是胃酸分泌强有力的抑制剂, 其
基因位于染色体2q13上, 含有IL-1A、IL-1B和

IL-1RN(编码IL-1受体拮抗剂). 采用病例对照研

究方法发现, 目前尚未直接证据证明IL-1β和IL-
1RN基因多态性与胃癌易感性有关, 但携带IL-
1RN 2R等位基因可能提高胃癌患病风险[9]. IL-6
主要由单核巨噬细胞、内皮细胞及淋巴样细胞

产生, 是一种多效应细胞因子, 在胃癌的发生发

展中发挥着重要作用. 赵勇等[10]采用聚合酶链反

应-限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)研究发

现IL-6-174位点G/C基因型与甘肃武威地区人群

的胃癌发病风险有相关性. 但有Meta分析表明

IL-6-174 C/G和IL-6-572 C/G多态性与胃癌危险

不相关[11]. 国外研究发现中国人携带IL-6-6331
与胃癌的发生发展有关[12]. IL-10是抗炎细胞因

子的一种, 在抑制炎症和预防肿瘤方面起着重

要作用. Xue等[13,14]发现在亚洲人群中IL-10-592 
AA和IL-10-819 TT基因型能减少胃癌的发生, 
是一个保护性因素. 在河西地区H. pylori感染

的患者中, IL-10-819 C等位基因和IL-10-592 C
等位基因能增加胃癌的发病风险. 而且I L-10
与H. pylori感染存在协同效应[15]; (2)肿瘤坏死

因子是体内具有多种生物活性的细胞因子, 在
机体的抗肿瘤免疫中发挥重要作用, 而TNF-α
基因多态性可影响TNF的分泌. Hong等[16]采用

TaqMan方法发现在中国人群中TNF-α-308 G>A
多态性与进展期胃癌相关; (3)HLA抗原是黏附

于特异T细胞受体的细胞表面蛋白, HLA基因

有2类, HLA1(HLA-A)和HLA2(HLA-DR, HLA-
DQ, HLA-DP). 陈威等[17]采用PCR-RFLP技术研

究发现HLA-DPB1*0901、*1701等位基因的多

态性与胃癌患病的高低有关, 但未发现其与H. 
pylori感染有关. 有研究采用Logistic回归分析

发现HLA-DQA1基因与胃癌的易感性相关(OR 
= 1.87, 95%CI: 1.15-3.06, P  = 0.012), 同时在H. 
pylori感染与环境中存在加乘交互作用[18]. 此外

还发现有, NOD1基因rs2906766位点C>T的改变; 
中国北方携带GSTP1  Val等位基因; 在H. pylori
感染阳性人群中, 携带PARP-1 762Ala/Ala基因

型者患胃癌的风险均会增加. 

3  代谢酶基因

影响胃癌遗传易感性的代谢酶基因主要有 : 
与Ⅰ相代谢有关的细胞色素P450(c y t o c h r o-
meP450, CYP450)酶系统能将进入机体的前致

癌物经其催化转变成亲电子化合物攻击细胞

内生物大分子, 最终形成DNA加成物, 启动致

癌或致突变过程, 至今已经发现了7种CYP基因

的遗传多态现象, 他们是CYP1A1、CYP2A6、
CYP2C9、CYP2C18、CYP2C19、CYP2D6和
CYP2E1 , 而与胃癌遗传易感性有关的基因主

要是CYP1A1、CYP2E1、CYP2C19基因[19]; 与
Ⅱ相代谢酶有关的主要是谷胱甘肽硫转移酶

(glutathione S-transferases, GSTs), 他可催化外

来化合物的中间代谢产物与还原型谷胱甘肽

结合, 而还原型谷胱甘肽的结合物常常是毒性
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■相关报道
刘爱民等的研究
中分析了部分基
因多态性的胃癌
病例对照研究结
果, 表明单核苷酸
多态性是造成差
异的遗传物质基
础之一. 在胃癌的
发生、发展过程
中, 某些基因可能
存在逆向或正向
的作用, 并与幽门
螺杆菌感染等环
境因素之间存在
交互作用.

降低而且易于排出体外, 所以在保护细胞免受

化学致癌物的攻击方面有重要作用 ,  主要有

GSTM1、GSTT1基因等. (1)有研究采用PCR-
RFLP技术检测发现在广西地区汉族、壮族人

群单独CYP1A1基因MSP1多态性与胃癌易感

性无明显相关性[20]. CYP2E1能增加胃癌发病的

风险, CYP1A2  CC或CT基因型能减少胃癌的发

生[21]; (2)采用病例对照分子流行病学方法, 发现

GSTMI基因缺失可能会增加胃癌发生的危险[22]. 
但在南欧人群中, 却发现GST多态性与个体易

感性不相关[23]. 除上述基因外, 近年来还发现一

些基因在胃癌的发生发展中发挥着重要的作用. 
如环氧化酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)、脂氧

酶12(12-lipoxygenase, LOX12)、超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)等基因的多态性

可能与胃癌的发病有关. 

4  DNA修复基因

D N A损伤修复对胃癌的发生具有重要意义 . 
DNA修复酶在维持DNA的稳定性中发挥着重

要作用, 如果他们能够正确地判断并修复受损

伤的DNA, 机体就能正常代谢, 而若修复酶基

因出现了异常, 修复功能就会受到影响, 对受损

伤的DNA就不能修复或出现错误的修复, 导致

蛋白表达错误, 进而导致肿瘤的发生. 对DNA
损伤修复主要的基因有亚甲基四氢叶酸还原酶

(methylenete trahydrofolate reductase, MTHFR)、
X射线交错互补修复基因(X-ray repair cross-
complementing 1, XRCC1)和8-羟基鸟嘌呤糖

苷酶1基因(human homolog of the 8-oxoguanine 
glycosylase 1, HOGG1)等. (1)MTHFR是调节叶

酸和蛋氨酸代谢的限速酶, 其多态性会影响叶

酸的代谢, 造成甲基不足, 从而促进胃癌的发

生, 国外有研究采用Meta分析发现MTHFR基因

C677T携带TT有易感性, 而A1298C携带CC基

因无明显易感性[24]; (2)对XRCC1多态性与胃癌

的研究还处于起步阶段, 各项研究还存在很大

的分歧, 目前发现XRCC1基因存在3个多态性

位点, 第6外显子上C26304 T(Arg194Trp), 第9外
显子上G27466A(Arg280His)以及第10外显子上

G28152 A(Arg399Gln), Liu等[25]通过Meta分析表

明, XRCC1  Arg399Gln的多态性对发展中胃癌不

是危险因素. Pan等[26]采用病例-对照研究方法发

现携带XRCC1 Arg194Trp对非贲门胃癌在西方

的中国汉族人群是一个遗传易感因素; (3)Kim
等[27]研究发现HOGG1基因的等位基因(Ser326, 

Cys326, Gln46)能有效地阻抑化学物质对DNA
所致的氧化损伤突变, 从而减少癌症的发生. 但
国外采用Meta分析研究却表明HOGG1基因多

态性与胃癌易感性无关[28]. 张传臻等[29]用扩增

阻滞突变系统-聚合酶链反应和PCR-RFLP发现

人类着色性干皮病D(xeroderma pigmentosum 
complementary group D, XPD)也称核苷酸切除

修复交叉互补基因(ERCC)codon312位点与胃癌

易感显著相关. 王名法等[30]采用TaqMan-PCR方
法发现着色性干皮病基因(xeroderma pigmento-
sum group F, XPF)基因RS744154多态性与广西

胃腺癌的发病相关, 但与癌旁胃黏膜H. pylori感
染无关.

5  肿瘤抑制基因

p53基因是一个重要的抑癌基因已经被证实, 张
伟华等[31,32]在两次研究中对p53基因Arg/Arg均
发现其与胃癌在西北地区的高发性, 尤其是弥

漫型胃癌. 通过Meta分析表明[33], p53CD72可能

与胃癌遗传易感性相关, 对亚洲人来说, 而且

可能还是一个重要的生物标志物. 在甘肃地区

发现p53CD72与H. pylori感染存在协同效应[34]. 
NM23是第一个被确认的抑制肿瘤转移基因, 编
码蛋白为二磷酸核苷磷酸激酶家族成员, 其表

达与肿瘤侵袭转移及不良预后密切相关[35]. 近年

来发现NM23基因表达与胃癌进程的发展机制

有关[36]. 郑雄伟等[37]采用基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱法进行NM23-1465T>C和NM23-
873C>T多态性检测研究发现, NM23-1465T＞C
基因多态性与胃癌的不良预后密切相关. 

6  其他胃癌易感基因

在最近几年还发现了一些新的基因与胃癌的遗

传易感性相关, 如转化生长因子B(transforming 
growth factor B, TGFB)作为一种生长因子与多种

肿瘤的发生、发展密切相关. 通过病例-对照研究

发现TGFB, 其基因型TGFB1-509和TGFBR2-875
多态性有助于减少胃癌的发病风险[38]. 有Meta分
析进一步表明, TGFB1-509T是胃癌的一个易感

因素[39]. 前列腺干细胞抗原基因(prostate stem cell 
antigen gene, PSCA)来源于前列腺, 在细胞信号

传导, 细胞与细胞间黏附, 干细胞、祖细胞自我

更新(抗凋亡) 或增殖等功能方面起重要作用. 有
两篇[40,41]文献报道PSCA rs2294008 C>T会增加胃

癌的遗传易感性. 沈国双等[42]研究发现PSCA基

因rs2976392位点可能与青海地区藏族胃癌的易
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感性相关. p73基因位于1p36.33, 长约138 kb, 有
研究显示p73 G4C14-to-A4T14基因多态性可能

是胃癌的一个危险因素[43]. 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth-factor, VEGF)是一种

分子量为32-34 kDa的多功能糖分泌性蛋白, 基因

定位于第6对染色体的长臂上(6p21.3), 有研究通

过Meta发现VEGFA -634G/C有助于胃癌的发生, 
而VEGFA+936C/T与胃癌不相关[44,45]. 脂联素(adi-
ponectin)是一种具有调节能量平衡、增强胰岛

素敏感性、抗炎、抗动脉粥样硬化等生物学作

用的激素蛋白. 与正常人群相比, 胃癌患者具有

较低的血清脂联素[46], 周燕[47]发现ADIPOQ基因

rs2241766T>G位点多态性可能与中国西北人群

胃癌发病相关. 邹伟文等[48]运用RT-PCR、ELISA
和免疫组织化学发现了N-Myc下游受调节基因

2(N-myc down stream regalated gene 2, NDRG2)在
胃癌组织中低表达或不表达, 因此推断该基因很

有可能是一种新的抑癌基因. 张伟华等[32,49]在最

近几年发现了携带p73基因G4AGC/GC纯合子基

因型可能会增加胃癌的危险性, 特别是弥漫性胃

癌, 但对p73基因的功能还需进一步的研究. 孙静

哲等[50]采用MassARRAY SNP分型技术检测在研

究中首次发现表皮生长因子受体(epithelial growth 
factor receptor, EGFR )基因第一内含子rs763317位
点多态性与江西地区汉族人群胃癌的遗传易感

性相关. 还有其他基因如Klotho基因、Reg基因蛋

白(regenerating gene protein)等都与胃癌的遗传易

感性有一定的相关性. 

7  结论

胃癌的遗传易感基因在胃癌的发生、发展中

起着非常重要的作用. 虽然目前某些基因其发

病机制及遗传机制已经明确, 但很多基因经过

Meta分析后, 仍需要进一步大样本研究, 而且不

同人群, 其地区不同, 民族不同, 遗传易感性会

存在一定的差异. 因此, 该研究还需要进一步深

入研究为寻找基因治疗方法, 最终为预防和控

制胃癌提供科学依据. 
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Abstract  
Hepatocellular carcinoma is a complex multistep 
process involving progressive abnormalities of 
hepatocellular survival, proliferation, apoptosis 
and differentiation. Currently, accumulating evi-
dence has demonstrated that the development 
of hepatocellular carcinoma is closely associated 
with dysregulation of several signaling path-
ways. Aberrant activation of these signaling cas-
cades often leads to the over-expression of onco-
genes and down-regulation of tumor suppressor 
genes, thus promoting cell cycle progression and 
apoptosis evasion. Here, we discuss some sig-
naling pathways in hepatocellular carcinoma.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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 文献综述 REVIEW

肝细胞性肝癌相关分子信号通路的研究进展

刘 强, 刘 静

®

■背景资料
肝细胞性肝癌是
我国最常见的恶
性肿瘤之一, 近年
来, 许多关键细胞
信号通路的异常
活化与肝细胞性
肝癌的发生发展
密切相关. 

carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 
59-66  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/59.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.59 

摘要
肝细胞性肝癌的发生是一个多阶段多因素的
复杂过程, 涉及到肝细胞生存、增殖、凋亡和
分化等方面的相关机制. 近来研究发现许多关
键信号通路的异常活化与肝细胞性肝癌的关
系密切, 导致癌基因过表达, 抑癌基因低表达, 
细胞周期紊乱, 促进细胞凋亡. 因此, 本文就
肝细胞性肝癌相关的重要信号转导通路作一 
综述.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝细胞性肝癌; 分子信号通路; 受体; 激酶

核 心 内 容 :  肝细胞性肝癌 ( h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma)发生是一个多途径的复杂病理发展过

程, 近年来, 在肝癌中发现许多重要信号转导通

路影响原癌基因过表达, 抑癌基因低表达, 细胞

周期紊乱, 促进细胞凋亡. 希望通过对其综述, 寻
找到新的多靶点、多激酶肝癌靶向治疗药物.  

刘强, 刘静. 肝细胞性肝癌相关分子信号通路的研究进展. 世

界华人消化杂志  2014; 22(1): 59-66  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/59.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i1.59

0  引言

肝细胞性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
居全球第5位的常见肿瘤, 并且在肿瘤相关性死

亡中排第3位, 尤其是在受肝炎病毒影响严重的

亚洲和非洲地区[1]. HCC的治疗方法虽然有多种: 
如手术治疗、经肝动脉化疗栓塞、局部消融和

放疗等, 但总体疗效差[2]. 我国的HCC患者多数

发生在肝硬化的基础上, 多数患者就诊时已为

中晚期HCC, 能手术切除的不到20%, 适合局部

消融患者有限[3]. 近年来, 随着分子生物学的深

入研究和发展, 发现许多信号转导通路与HCC
发生发展、增殖转移及预后密切相关. 目前基
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■研发前沿
目 前 ,  临 床 上 对
肝细胞性肝癌治
疗 以 手 术 为 主 , 
但近年来对肝细
胞性肝癌信号通
路中关键分子的
靶向治疗成为研
究热点.

于这些信号转导通路关键分子靶向治疗策略正

在发展. 本文就肝细胞癌相关的信号转导通路

研究进展作一综述.  

1  肝细胞性肝癌血管生成相关的酪氨酸蛋白激

酶信号转导通路

受体酪氨酸激酶(receptor tyrosine kinases, RTKs)
通路是细胞信号转导中最重要的通路之一, 活
化后可启动胞内一系列信号级联反应, 促发有

丝分裂和细胞转化等过程. 许多与RT K s相关

的生长因子都与HCC发生发展相关, 尤其是与

H C C新生血管形成关系密切 .  这为临床进行

HCC分子靶向治疗提供了新的途径. RTKs相关

的生长因子包括表皮生长因子受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)、纤维母细胞生

长因子受体(fibroblast growth factor receptor, 
FGFR)、肝细胞生长因子受体(hepatocyte growth 
factor receptor, c-Met)、血小板衍生长因子受体

(platelet growth factor receptor, PDGFR)、胰岛

素样生长因子受体(insulin-like growth factor re-
ceptor, IGFR)、血管内皮生长因子受体(vascular 
endothelial growth factor receptor, VEGFR)等[4]. 
这些因子影响酪氨酸蛋白激酶信号转导通路, 
从而影响HCC增殖、转移与预后. 我们可以使

用与这些因子相关的抗体或分子阻断剂, 阻断

相关血管的RTKs信号转导通路, 有望控制HCC
发展.  
1.1 VEGF/VEGFR/FGFR/PDGFR信号通路 血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth fac-
tor, VEGF)、血小板衍生长因子(platelet growth 
factor, PDGF)和纤维母细胞生长因子(fibroblast 
growth factor, FGF)对HCC新生血管形成、肿瘤

细胞侵袭和转移起着重要作用[5]. 文献报道, 这
3种因子在HCC均呈高表达, 位于内皮细胞的

VEGFR-1和VEGFR-2是另外两个因子的触发点, 
能激活RTKs中其他相关因子, 而且VEGF含量

与HCC术后复发和预后息息相关[6]. 内皮细胞源

性的PDGF对HCC微血管形成起着重要作用, 他
与PDGF受体结合, 使新生血管周皮细胞和平滑

肌细胞聚集, 促进肿瘤微血管形成[7]. PDGF受体

阻断剂能使周皮细胞从内皮细胞中分离, 提高

VEGF阻断剂对血管内皮细胞的疗效[8]. FGF能
刺激机体释放胶原酶、蛋白酶、整合素等, 这
有利于HCC微血管初期形成, 而且FGF已被证明

能与VEGF协同促进HCC血管的形成和肿瘤恶

化. 有实验研究证明FGF阻断剂对VEGF受体调

节因子有抑制作用[9], 同时, VEGF阻断剂和FGF
阻断剂联合用药可以互相弥补各自单用时的耐

药性, 所以, VEGF/FGFR/PDGFR信号通路阻断

剂对HCC治疗具有广阔前景.  
1.2 表皮生长因子受体通路 人类ErbB/HER受

体家族成员包括EGFR(ErbB1/HER1)、ErbB2 
(HER2/neu)、ErbB3(HER3)和ErbB4(HER4), 由
原癌基因erbB1编码的EGFR, 其EGFR配体家

族成员有10种以上, 包括EGF、转化生长因子

-α(transforming growth factor-α, TGF-α)、双调

蛋白、b细胞素、肝素结合EGF和表皮调节素

等[10]. EGFR活化后可激活细胞外信号调节蛋白

激酶(extracellular-signal regulated protein kinase, 
ERKs)-丝裂素活化蛋白激酶磷酸酶(mitogen-
activated protein kinase phosphatase, MAKP)和
PI3K等下游信号转导通路, 参与调节细胞的分

裂、分化和增殖, 促进组织损伤修复, 同时与肿

瘤细胞周期进展、凋亡抑制、肿瘤血管生成和

细胞运动、侵袭能力亦密切相关[11]. EGFR在受

TGF-α或EGF刺激的HCC肝癌细胞中高表达, 体
内外实验证明EGFR阻断剂可以通过EGFR通路

抑制HCC增殖和转移[4], 并且联合其他增长因子

信号通路对HCC治疗具有协同作用.  
1.3 胰岛素样生长因子受体通路 IGFs系统由一

组配体、受体和结合蛋白组成. 配体包括胰岛

素、IGF-1/2; 其相应受体为胰岛素受体(IGF-
1/2R); 结合蛋白共有6种, 即胰岛素样生长因子

结合蛋白(IGFBP1-6). 组织中的IGFBP通过阻

止IGF-1与受体结合, 抑制IGF-1发挥生物学效

应. IGFBPs翻译后修饰如蛋白裂解或磷酸化, 可
能参与了IGF的释放. IGFBP3与IGF-1的亲和力

最强, 决定其生物活性. 研究显示肥胖和糖尿

病能明显增加肝癌患病的风险性, 这可能与包

括IGF/IGFR在内的内分泌系统紊乱有关[12]. 另
外, 12%-44%HCC患者中的IGF-1是异常增高

的, 他会使IGFBP3水解分裂, 降低其含量, 异常

激活IGFR信号通路[13]. 主要信号因子涉及IRS、
Shc、PI3-K、PKB或Akt、MAPK以及Grb-2等. 
IGFR通路通过IRS-1介导PI3-K/Akt和MAPK途

径, 促使IGF-1与IGF-1受体(IGF-1R)的胞外域结

合, 引起跨膜IGF-1R发生自磷酸化和下游底物

的磷酸化, 最终将MAPK和Akt磷酸化, 从而把信

号传递到细胞核内, 启动基因表达, 发挥其促进

细胞增殖和抗细胞凋亡的作用[14].  
1.4 c-MET信号通路 c-Met是一种由c-Met原癌

基因编码的蛋白产物, 并且作为为肝细胞生长
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因子(hepatocyte growth factor, HGF)受体, 具有

酪氨酸激酶活性, 与多种癌基因产物和调节蛋

白相关, 参与细胞信息传导、细胞骨架重排的

调控, 是细胞增殖、分化和运动的重要因素. 临
床病理学研究证实, 20%-48% HCC患者的肝组

织中可见c-Met基因的扩增和过度表达, 且肿瘤

侵袭和临床预后常与MET高表达相关, 这可能

由于内源性细胞因子HGF、EGF、IL-1和外源

性乙型肝炎病毒诱导影响[15]. c-Met信号激活方

式主要有两种: 一是通过经典的HGF-c-Met途
径, 二是通过脱-γ-羧基凝血酶原(Des-γ-carboxy-
prothrombin, DCP)-c-Met途径. 肝细胞生长因子

(HGF)是由间质源性细胞如成纤维细胞、平滑

肌细胞等产生的一种多肽生长因子, 具有强促

分裂、组织成形、诱导上皮细胞迁移、侵袭

以及诱导血管生成等作用. c-Met通过与其配体

HGF结合, 可以激活血管内皮细胞, 引起血管内

皮细胞的增殖和迁移, 参与肿瘤新生血管的生

成; c-Met活化后可激活下游RAS-MAPK/ERK、

PI3K-PKB/AKT等信号通路, 参与诱导多种上

皮细胞有丝分裂、存活增加、运动能力增强、

向胞外基质侵袭、腺管状形态发生等, 在胚胎

发育、上皮生长、组织分化、损伤修复等过程

中发挥重要的调控作用[16]. DCP是由肝癌细胞

分泌并作为临床诊断肝癌的特异性肿瘤生物标

志物, 他是缺乏凝血作用的异常凝血素, 由于其

与HGF结构相似性, 当HGF缺乏时, DCP也可以

触发c-Met信号转导通路. 研究证实HGF的拮抗

剂NK4可以与c-Met结合, 竞争性地抑制HGF和
c-Met的相互作用, 影响HGF/c-Met信号传导途径, 
从而抑制HGF诱导的肿瘤细胞侵袭转移过程[17]. 
所以, 抑制HGF及其受体的靶向分子表达及活

性, 延缓肿瘤发展, 这将有可能是抗HCC治疗的

新突破口.  

2  PI3K/Akt 信号转导通路

PI3K/Akt信号转导通路是HCC发生发展中一条

主要调节通路. PI3K通过两种方式激活, 一种是

与具有磷酸化酪氨酸残基的生长因子受体或连

接蛋白相互作用, 引起二聚体构象改变而被激

活; 另一种是通过Ras和pllO直接结合导致P13K
的活化[18]. PI3K的激活促使质膜上产生第二信

使PIP3, 导致Akt磷酸化, 活化的Akt通过磷酸化

作用激活或抑制其下游靶蛋白mTOR、Bad、
Caspase9、NF-kB、GSK-3、FKHR等, 进而调

节细胞的增殖、分化、凋亡.  PI3K-Akt信号通

路的活性被类脂磷酸酶PTEN(phosphatase and 
tensin homologue deleted from chromosome 10)
和SHIP(SH2 inositol 5-phosphatase)负调节, 他
们分别从PIP3的3和5, 去除磷酸而将其转变成

Pl(4,5)P2和Pl(3,4)P2而降解[19]. 与人体其他组

织相比, 肝脏具有高水平内生性P I3K活性, 几
乎50%HCC患者有PTEN减少或缺失, 36%HCC
患者PI3K突变成pik3ca(p110 catalytic subunit of 
PI3-K). 这些因素通过PI3K/Akt信号转导通路深

深影响着HCC发生发展[20].  

3  MAPK信号转导通路

Ras/Raf/MEK/MAPK是HCC发展中关键信号转

导通路之一. 许多生长因子包括EGF、IGF、
VEGF、PDGF、FGFs和HGF能激活Ras/Raf/
MEK/MAPK中残余的酪氨酸, 使其自身磷酸化. 
MAPK信号转导是以三级激酶级联的方式进行

的, 首先MAP-KKK受有丝分裂原刺激磷酸化

而激活, 在此基础上MAPKKK转而磷酸化激活

MAPKK, 最后由MAPKK磷酸化MAPK, 使其活

化进而转入核内[21]. MAPK信号通路主要途径

有Ras-Raf-ERK途径、c-Jun氨基末端激酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK)途径、p38-MAPK途径.  
3.1 Ras-Raf-ERK途径 致癌基因Ras突变激发Raf
的活化, 活化的Ra f再通过磷酸化促分裂原激

活的蛋白激酶的激酶(mitogen activated kinase 
k inase, MEK)环上的丝氨酸残基而将其激活, 
MEK再将促分裂原激活的蛋白激酶(extracel-
lular signal-regulated kinas, ERK)激活, 当HCC患
者Ras突变率较低时, 还可以通过降低双特异性

磷酸酶(dual specificity phosphatase, DUSP)激活

ERK[22]. 激活的ERK进而磷酸化许多与胞质和

胞膜相连的底物, 同时还可被快速地转运入细

胞核去磷酸化和激活ELK-1、AP-1、TCF等涉

及增殖反应的转录分子, 可以调节ETS、c-Jun、
c-Fos、c-Myc、cyclin D等蛋白在HCC中表达, 
影响HCC预后[23]. 另外, 激活的ERK还可以通过

核糖体S6蛋白激酶-2磷酸化调节组蛋白H3磷酸

化、凋亡前体蛋白Bad、转录因子CREB. ERK
连续激活使磷酸化ERK不断升高, 这是肝癌细

胞增殖与入侵的基础.   
3.2 JNK途径 JNK途径一方面主要是通过激活的

JNK使激活的转录因子c-Jun协同ERK通路一起

维持细胞周期连续性; 另一方面活化的JNK不但

可以和转录因子ATF2及c-Jun的氨基末端区域结

合, 使转录因子的活性区域发生磷酸化, 激活转
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录因子AP-1, 使凋亡前体因子CD95L和TNF-α
表达上调; 而且活化的JNK还能通过线粒体途径

间接调节Bcl-2和Bcl-XL磷酸化, 使其抗凋亡能

力减弱[24]. 研究表示JNK通路能影响肝癌细胞系

MHCC97H的侵袭和转移, JNK分子活性抑制剂

D-JNK11能影响人肝癌细胞移植瘤和化学诱导

鼠肝癌增长[25].  
3.3 p38-MAPK途径 P38主要参与细胞炎症和增

殖反应, 主要有p38α、p38b、p38γ和p38δ 4种
表型.  p38α是p38-MAPK通路中最重要的因子, 
他能调节IL-1、IL-6、TNF-α等炎症因子的释

放, 同时还能增加Ros活性诱导肝细胞凋亡[26]. 
IL-1、IL-6增加和Ros的累积使p38α表达降低, 
有助于抑制HCC发生; 同时p38α还可以竞争性

拮抗JNK-c-Jun通路, 抑制HCC增殖[27]. P38通路

途径可下调细胞周期蛋白D1的表达, 使细胞周

期阻滞于G1-S期和G2-M期, 同时还可以影响抑

癌基因p53下游基因Gadd45a , 调节早期HCC发
展[28].  

M A P K信号转导通路的突变深深影响

着H C C发展 ,  60%H C C和肝硬化患者中发现

TGF-α、BTC、HB-EGF、IGF-II、AR的过表

达, 且3条信号通路间存在协同作用[29]. 因此, 降
低Ras/Raf/MEK/MAPK通路磷酸化水平有望对

HCC治疗带来巨大福音.  

4  Wnt/b-Catenin信号转导通路

Wnt/b-Catenin是HCC中常见且研究得较为透彻

的Wnt经典信号通路[30]. Wnt/b-Catenin转导途径

在肝癌细胞中是激活的, 在正常细胞中却是无

活性的. 当细胞分泌的Wnt蛋白同时与细胞跨膜

受体Frz及辅助受体LRP5/6结合后, 即触发细胞

内的信号转导, 活化细胞质内Dsh, Dsh的活化

抑制了细胞质内b-catenin与Axin-APC-GSK-3b
等形成降解复合物, 导致b-catenin在细胞质内

积累并转移至细胞核内, 继而与转录因子TCF/
LEF相结合, 刺激Wnt信号靶基因c-myc、cyclin 
D1、MMP-7、CD44和Claudin-1等的转录, 调
控细胞生长[31]. 在没有Wnt信号刺激的情况下, 
b-Catenin与糖原合成激酶GSK3b、结直肠息肉

腺瘤蛋白APC及轴蛋白Axin形成多聚蛋白酶复

合体, 酪蛋白激酶CKIα和糖原合成激酶GSK3b
对丝氨酸和苏氨酸残基磷酸化在泛素多聚蛋白

酶复合体作用下, 将b-Catenin降解[32].  
30%HCC患者发生可能与b-Caten in磷酸

化降解有关, 如何预防b-Catenin因磷酸化而降

解是HCC治疗关键. 在乙型肝炎病毒感染后的

HCC患者中, HBx蛋白通过甲基化E-钙黏蛋白启

动子减少E-钙黏蛋白的表达, b-Catenin从细胞膜

向细胞质转移[33]. Suzuki等[34]研究发现b-Catenin
在细胞质中蓄积可能是HCC发生的早期改变. 
除此之外, Wnt/b-Catenin信号转导通路的许多

上游调节基因在HCC中深深影响其发生发展. 
APC是从细胞核输出用于降解b-Catenin的抑

癌蛋白, 但67%HCC患者APC被破坏, 还有Wnt/
b-Catenin信号负向调节的Wnt拮抗剂sFRP1、
Dvl拮抗剂HDPR1与Prickle-1在HCC患者中都

是降低的, 但是Wnt/b-Catenin信号正向调节的

Wnt配体Fz-7、Dvl-1、Dvl-3和PIN1却是升高

的. 这些因素都将使b-Catenin进一步在细胞核

中聚集, 调节Wnt/b-Catenin信号下游基因. 许多

细胞增殖都是通过CDK4释放的P21WAF1/CIP1
来实现, 而b-Catenin能调节细胞周期蛋白D1, 干
扰CDK4/6向Rb磷酸化转化, 使细胞周期停止在

G1、S期[35].  

5  TGF-b信号转导通路

TGF-b对肝细胞生长及凋亡起着重要作用, 他
通过抑制肝细胞D N A合成和诱导凋亡 ,  直接

或间接损害肝细胞. 哺乳动物的T G F-b有3种
亚型TGF-b1、TGF-b2和TGF-b3. 在胞内传递

TGF-b超家族的信号由Smads家族负责. Smads
从结构和功能上可分为3个亚类, 即受体调节

性Smad(R-Smad), 包括Smad1、2、3、5、8. 其
中Smad2、3与TGF-bRⅠ相结合, 共同介导的

Smad(Co-Smad)是Smad4, 抑制性Smad(I-Smad), 
包括Smad6、7[36]. 激活的TGF-b细胞因子通过

与Ⅰ型和Ⅱ型两种类型的 TGF-b跨膜丝氨酸

/苏氨酸激酶受体结合, 形成异源复合物. 异源复

合物使丝氨酸残基R-Smads、Smad-2和Smad-3
磷酸化, 介导Co-Smads4增加和磷酸化并转入

细胞核, 上调整合素和b-Catenin等基因. 抑制性

Smad6、7与受体调节性Smad2、3竞争TGF受
体, 影响Smad2、3磷酸化[37].  

TGF-b信号转导通路影响HCC发生发展的

不同阶段. 在早期HCC发生阶段, TGF-b与肝细

胞损伤、细胞周期异常、肝细胞凋亡等息息

相关. TGF-bⅡ在肝细胞中异常表达可诱导细

胞异常凋亡和细胞周期紊乱[38]. 在HCC进展阶

段, TGF-b信号通路能直接诱导一些关键的血

管生成介质(VEGF, HIF-1)和金属蛋白酶EMT 
(MMP1, VIM)表达升高, 同时利用TGF-b的免疫
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抑制功能来逃避免疫系统监控. 在肿瘤原发灶

中肿瘤中央的细胞呈现上皮表型, 而周围的细

胞常分散呈现间质细胞表型, 具有较强的运动

能力, 可浸润和转移, 即所谓的上皮-间质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT). 已有研

究证实TGF-b是诱导发生EMT的关键因子, 他
能和其他细胞因子共同协作诱导HCC的EMT发 
生[39].  

6  Hedgehog(Hh)信号转导通路

Hh信号通路是一条调节胚胎形成和HCC发生

的重要通路, 在肝损伤患者中的组织重建和祖

细胞分化中起着重要调节作用[40]. hedgehog基
因最早在果蝇中发现 ,  后发现在人类高等动

物中也普遍存在, 其中研究较透彻的是s o n i c 
hedgehog(SHH). Hh信号通路成员包括hedge-
hog、PTCH、SMO、FU、SUFU和Gli等, 而
这些组件的突变往往会导致Hh通路异常活化. 
首先Hh信号分子作用于受体蛋白PTCH家族, 
PTCH为抑癌基因, 当不存在Hh蛋白时, PTCH受

体家族(PTCH1和PTCH2)通过抑制7次跨膜蛋白

Smo的活性, 从而阻断了信号传递[41]. 随着Hh分
子的出现, 这种阻断被解除, 进而激活Smo蛋白, 
引起一系列下游信号传递, 最终引起锌指样转

录因子Gli活化[42].    
最近研究发现Hh信号通路影响肝脏炎性细

胞累积、肝纤维化、血管重构, 这与肝硬化和

肝癌等肝脏相关疾病密切相关[43]. 肝星形细胞和

肝上皮样血管内皮细胞损伤可以激活Hedgehog
配体, 促发Hedgehog信号转导通路下游级联反

应[44]. 将近60%HCC患者能持续激活Smo, 引
起Gli活化, 随着Hedgehog信号转导通路激活, 
snail、cyclin D1、c-Myc表达相应增加, 导致上

皮型E-钙黏蛋白、组织黏合蛋白(tissue adhesion 
protein, TAP-1)表达降低, 细胞周期紊乱, 影响

HCC发展及转移[45]. 

7  Notch信号转导通路

完整的Notch信号通路由Notch受体、Notch配
体、细胞内效应分子、DNA结合蛋白及Notch
的调节分子等组成. Notch受体为单链跨膜蛋

白, 目前哺乳动物中发现4种Notch基因, 包括

Notch1、Notch2、Notch3、Notch4 . Notch配
体也为细胞表面表达的单链跨膜蛋白, 已发现

人的Notch配体有Jagged1、Jagged2、Delta1、
Delta3、Delta4. Notch信号通路在胚胎发育中对

细胞分化起着重要决定作用. 特异性受体和配

体结合后, 触发Notch信号通路下游级联反应, 使
Notch受体从胞质区自由转移到胞核区, 通过释

放转录共抑制因子或募集转录共激活因子来影

响转录因子CSL活性, 进而调节下游靶基因[46].  
研究证实Notch信号通路主要影响干细胞

的自我更新和分化, 单纯Notch信号通路激活

不足以导致癌症发生, 还需要影响其他致癌蛋

白, 如Ras和Myc. 在许多上皮性肿瘤中, Notch
相关转录因子与激活的ERK和PI3K信号通路相

关, 他们不仅增加了Notch mRNA稳定性, 还参

加了Notch靶基因的转录. Notch1过表达能下调

Bcl-2、cyclins、CDK2、Rb的表达水平, 上调抑

癌基因p53、p21的表达产物, 影响细胞周期和

凋亡, 从而抑制肝癌细胞的生长[47]. Fan等[48]研究

表明在HCC中Notch-1的表达明显上调. Herranz
等[49]发现在晚期肝癌阶段, 与DNA复制、修复

和细胞周期相关的基因表达上调, 而Notch信号

通路在调节细胞周期进展中有重要作用.  

8  IKK/NF-kB信号转导通路

慢性感染和炎症反应与肿瘤发生密切相关, HCC
就是肝炎病毒不断诱导的慢性炎症反应结果. 在
肝炎、肝纤维化、HCC中, IKK/NF-kB信号转导

通路都起着重要作用. NF-kB是一类具有多向转

录调节作用的核蛋白因子, NF-kB的内源性抑制

因子主要是IkB抑制蛋白, 使NF-kB停留在胞质而

抑制其核易位[50]. 在TNF-α、IL-6、病毒蛋白触

发炎症反应下, NF-kB经IkB蛋白激酶复合体磷酸

化, 进而被泛素化和降解. 释放的NF-kB从胞质转

移到胞核, 然后在细胞凋亡抑制蛋白(inhibitor of 
apoptosis proteins, IAPs)、Bcl-2家族、TNFR-as-
sociated factor(TRAF1, TRAF-2)、JNK、c-FLIP、
IEX-1L等作用下发挥抗细胞凋亡作用[51].  
   肝细胞中NF-kB持续异常激活, 将导致胆汁淤积

性肝炎和HCC发生. NF-kB抑制剂会影响肝细胞

正常凋亡. 阻断IKK/NF-kB信号转导通路会降低

肝脏从慢性炎症发展为HCC可能性. 我们通过阻

止异常JNK通路激活和清除ROS产物等途径, 使
肝脏中NF-kB维持在正常生理水平, 防止向HCC
发展, 然而NF-kB常过度激活而使肝细胞易于向

HCC转化[52]. 因此, 如何移除过度激活的NF-kB, 使
其维持在正常生理水平是HCC防治的关键.  

9  干细胞相关的信号转导通路

近些年来, 人们对肿瘤干细胞的研究不断取得

■应用要点
除 索 拉 菲 尼 外 , 
肝癌治疗的多靶
点、多激酶抑制
药临床报道和应
用较少, 本文综述
的肝细胞性肝癌
发生发展的相关
的多条信号转导
通路的关键分子
有望单独或联合
成为肝癌的靶向
治疗药物.
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突破, 目前已知的肿瘤干细胞中相关的多种信

号通路, 如Wnt/b-catenin、Hedgehog、Notch、
Bmi-1和BMP等, 这些信号通路中某些分子表达

异常或突变会促使通路异常激活. 对HCC患者

来说, 肝脏干细胞严重影响着HCC发生、发展

及耐药性. 位于门静脉区的胆小管和Hering管内

的肝脏祖细胞分别在Notch信号和生长因子作用

下分化为肝细胞和胆管上皮细胞. 同时, TGF-b 
/Smad信号参与了肝细胞和胆管上皮细胞形态

分化的调节[53].  
   激活的Wnt/b-catenin能加速肝脏干细胞自我

更新, 促使肝细胞向HCC发展, 而且HCC卵圆细

胞在Wnt/b-catenin影响下扩大, 使HCC进一步恶

化. 易于向肝癌细胞分化的肝细胞常见标志物

有STAT3、NANOG和OCT4, 与正常肝细胞比, 
其丢失了TbRII和ELF, 更可能发展为HCC. 研
究发现正常肝脏干细胞向肝癌干细胞转化需要

IL6/STAT3, Wnt和CDK4信号激活及TGF-b信号

抑制. STAT3抑制剂NSC 74859降低STAT3活性

可抑制HCC细胞的增殖[53], 这预示着STAT3将是

HCC干细胞治疗的潜在靶标.  

10  结论

HCC发生是一个多因素参与, 多途径形成的复

杂病理发展过程. 过去几十年研究已发现许多

信号通路参与了HCC形成. 正常情况下, 大部分

信号通路都是正常控制着肝细胞的自我更新和

生理预防肝组织急性损伤, 然而, 当异常持续激

活这些信号通路, 正常肝细胞可能被转化发展

为HCC细胞. 由于HCC细胞往往存在多基因缺

陷和耐药性, 故仅仅抑制某一条信号通路或关

键因子可能效果较差, 需要多因子和信号通路

协同抑制处理. 所以, 对HCC相关信号通路的研

究有助于发掘更多潜在的HCC靶向治疗途径.  
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Abstract
Special AT rich sequence binding protein 1 
(SATB1) is a unique global regulatory factor. 
Epigenetic modifications and dynamic changes 
in chromatin organization mediated by SATB1 
have recently been shown to play an important 
role in regulating cancer-promoting genes. The 
role of SATB1 in promoting metastasis was 
discovered in breast carcinoma cells in 2008. In 
recent years, high expression of SATB1 has been 
found in digestive system neoplasms includ-
ing oral cancer, stomach cancer, liver cancer, 
gallbladder cancer and colorectal cancer. SATB1 
is related closely to proliferation, invasion and 
metastasis of tumor cells. Digestive system neo-
plasms are the most common malignant tumor 
in China, and control of cancer metastasis has 
been the research focus. A better understanding 
of the role of SATB1 will contribute to the di-
agnosis, treatment and prognosis evaluation in 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年1月8日; 22(1): 67-73
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

特异性核基质结合区结合蛋白1在消化系肿瘤中的研究进展

毕洪钟, 王 伟, 胡敏敏, 琚 坚

®

■背景资料
特异性核基质结
合区结合蛋白1是
一种独特的全局
调节因子, 通过基
因表达调控结合
染色质高级结构, 
对染色质进行表
观遗传修饰和动
态改变, 直接调节
促癌基因的表达. 

malignant tumors. In this review, we will sum-
marize recent progress in understanding the role 
of SATB1 in digestive system neoplasms. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Special AT rich sequence binding pro-
tein 1; Digestive system neoplasms; Metastasis; 
Mechanism

Bi HZ, Wang W, Hu MM, Ju J. Role of special AT 
rich sequence binding protein 1 in digestive system 
neoplasms. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 
67-73  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/67.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.67

摘要
特异性核基质结合区结合蛋白1(special AT 
rich sequence binding protein 1, SATB1)又称
AT富集序列特异性结合蛋白1, 是一种独特的
全局调节因子, 通过基因表达调控结合染色质
高级结构, 对染色质进行表观遗传修饰和动态
改变, 直接调节促癌基因的表达. 自2008年在
乳腺癌细胞中发现他对肿瘤细胞的发生和转
移有促进作用后, 近年来又发现其高表达对
消化系肿瘤(包括口腔癌、胃癌、肝癌、胆囊
癌、结直肠癌)的肿瘤细胞增殖、侵袭、转移
关系密切. 我国以消化系肿瘤多见, 如何控制
恶性肿瘤的转移, 一直是国内外研究的重点. 
随着对SATB1作用机制的深入研究必将为恶
性肿瘤的诊断、治疗以及预后评估提供新的
思路和方法. 本文就近年来SATB1在消化系肿
瘤中的相关研究进展作一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 特异性核基质结合区结合蛋白质1; 消化系

肿瘤; 转移; 机制 

核心提示: 特异性核基质结合区结合蛋白1是一

种独特的全局调节因子, 可直接调节促癌基因的

表达, 其在肿瘤中作用机制是目前研究的热点. 
这种 “超级基因”有望在未来肿瘤的诊断、治

疗以及预后评估上开辟新的道路. 

■同行评议者
代智, 副研究员, 复
旦大学附属中山
医院肝癌研究所
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■研发前沿
此 篇 文 章 主 要
综述了SATB1自
2008年发现其在
乳腺癌中的重要
作用以来的致病
机 制 ,  以 及 在 消
化系肿瘤中的研
究进展.

毕洪钟, 王伟, 胡敏敏, 琚坚. 特异性核基质结合区结合蛋白1

在消化系肿瘤中的研究进展. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 

67-73  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/67.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.67

0  引言

近年来, 我国恶性肿瘤死亡率逐年上升, 其死亡

率位于世界较高水平, 已经成为我国居民首要死

因之一. 在我国死亡率前5位的恶性肿瘤分别为

肺癌、肝癌、胃癌、食管癌、结直肠癌, 消化系

肿瘤占了4种[1]. 恶性肿瘤发生、发展、转移过

程是多步骤、不连续的可称之为浸润-转移级联

反应, 其中涉及很多基因学方面的改变[2]. 肿瘤

发生转移是导致恶性肿瘤患者死亡的直接原因. 
特异性核基质结合区结合蛋白1(special AT rich 
sequence binding protein 1, SATB1)自2008年发现

其对乳腺癌细胞的转移有重要促进作用后[3], 近
五年研究显示在包括消化系肿瘤等多种恶性肿

瘤转移过程中SATB1都呈现出高表达. SATB1促
进肿瘤增殖和转移具体途径尚不明确, 因此, 对
STAB1进一步深入研究将对恶心肿瘤诊断、治

疗以及预后具有重大意义. 本文将对SATB1在消

化系肿瘤中的相关研究进展作一综述. 

1  SATB1的概述

SATB1位于3号染色体3p23区, 全长763个氨基

酸, 包含有两个CUT基序[4], 核心启动子可能存

在于其5c上游序列的-760至-9 bp区域中[4]. 在其

N-末端PSD95/Dlg-A/ZO-1[5]形成类似盘状同源

区域(discoid homologous region)的二聚体又称

PDZ(PSD95/DLG/ZO1)样结构域, 以非常高的亲

和力与核基质结合区(matrix attachmentregions, 
MARs)相结合, 介导了一些染色质蛋白的相互

作用. MARs是一段富含AT的序列位于转录活跃

的DNA环状结构域的边界, 其功能将染色质分

割成多个染色质环, 使每个转录单元保持相对

的独立性[6], 是具有高度碱基配对(base unpairing 
regions, BURs)倾向的区域[7]. SATB1与MARs特
异性结合, 改变染色体环(loop)-微带-染色单体

折叠模式, 促进染色质重塑, 在基因组水平调节

多个基因群的转录活性[8]. 聚类分析显示SATB1
的PDZ样结构域的过度表达时600至19000个基

因表达明显上调. SATB1在全局基因调节中可

能通过PDZ结构域和其他细胞蛋白相互作用[5]. 
Wang等[9]的研究显示SATB1的N-末端结构域也

有类似于泛素结构域, SATB1可以通过N-末端结

构域寡聚化形成的四聚体绑定到高度专业化的

DNA序列上, 从而发挥重要作用. 

2  SATB1在肿瘤发生发展中的作用

2008年Han等[3]研究人员在Nature杂志上首次揭

示了SATB1与肿瘤侵袭转移的关系, SATB1在
乳腺癌进展过程中调控超过1000个基因的表达, 
是乳腺癌细胞获得和维持侵袭转移能力所必需

的因子. 近几年的研究显示SATB1调节肿瘤细胞

的机制主要集中在调节细胞周期、细胞凋亡、

Wnt/β-Catenin的信号转导途径以及参与上皮细

胞-间充质转化等. 
2.1 SATB1调节细胞周期和细胞凋亡 细胞周期调

节异常和细胞异常增殖是肿瘤细胞的主要特征. 
Agrelo等[10]的研究发现小鼠胚胎成纤维细胞中

SATB1诱导了细胞周期阻滞和衰老与p16蛋白水

平升高密切相关, 删除p16基因克服了SATB1诱
导衰老. 进一步研究证实p16和视网膜母细胞瘤

相关基因(RB/E2F )通路对于SATB1诱导细胞周

期阻滞非常重要, p16基因突变与SATB1的致癌

活性有关. Tu等[11]发现SATB1上调CDK4和下调

P16, 促进细胞周期进程和细胞增殖, 抑制FADD-
Caspase8-Caspase3的死亡受体介导的细胞凋亡

途径防止细胞凋亡. 蒋金[12]用SATB1-shRNA转

染A549细胞48 h后可促进了A549细胞凋亡, 通过

研究他们发现其中机制可能是SATB1和Bcl2 (B-
cell lymphoma/leukemia-2)基因的核基质附着区

(matrix attachment region, MAR)、主要断裂点区

(major breakpoint region, MBR)或 SB1、SB2序列

(25 bp)特异性结合拮抗MAR、MBR或/和SB1、
SB2序列对Bcl2基因的负转录调控功能, 下调Bcl2
基因的表达, 上调BAX及天冬氨酸特异性半胱

氨酸蛋白酶3(Caspase3)基因表达有关. Gong等[13]

在Jurkat细胞中研究发现 SATB1可通过与Bcl2
转录起始部位的SB1、SB2序列(25 bp)结合拮抗

SB1、SB2序列对Bcl2的负转录调控功能, 使Bcl2
基因的表达上调, 抑制Jurkat细胞凋亡. 通过Cas-
pase6抑制剂抑制SATB1的裂解, 可以抑制SATB1
介导的染色质环的解体, 并提高Bcl2 mRNA表

达水平. Chu等[14]也得出了SATB1表达和细胞

凋亡及Bcl2表达和细胞凋亡之间呈负相关的结

论. Han等[15]在膀胱癌的研究中发现SATB1上
调Caspase3抑制肿瘤细胞凋亡. 涂炜等[16]发现

HBV编码的蛋白质HBx激活细胞外调节蛋白激

酶(extracellular regulated protein kinases, ERK)及
p38 MAPK(mitogen-activated protein kinases)信
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■相关报道
SATB1在肿瘤中作
用被发现最早的
文章是2008年Han
等在Nature上发表
的一篇《SATB1 
reprogrammes gene 
expression to pro-
mote breast tumour 
growth and metas-
tasis》. 从08年以
后众多学者对其
在肿瘤中机制进
行深入研究, 本篇
文章进行相关综
述. 前人的相关综
述也有SATB1的
相关调节机制, 但
不包括肿瘤方面.

号通路诱导SATB1的表达, 并通过SATB1抑制

Fas相关死亡结构域蛋白(Fas-associated protein 
with death domain, FADD)的表达及Caspase8和
Caspase3的活化, 进而诱导癌细胞的失巢凋亡

抵抗. Kuo等[17]也证实SATB1基因调控HBX表

达, 通过上调SATB1表达, HBX可以阻止癌细

胞凋亡. 凋亡抑制基因p63绑定在最接近SATB1
的调节区, 敲除p63转录因子导致了SATB1在
表皮中的表达显著下降, 说明了SATB1的过表

达可通过抑制了细胞凋亡[18]. 此外SATB1基因

在Sezary细胞内是不表达的, 把载有SATB1的
逆转录病毒感染Hut78细胞(一种Sezary细胞)可
以诱导细胞凋亡, 表明Sezary细胞内SATB1基
因的不表达可能在细胞凋亡中起着重要的作 
用[19]. 
2.2 SATB1参与Wnt/β-Catenin的信号转导途径 
Wnt/β-Catenin的信号转导途径在肿瘤的增殖和

转移过程中发挥重要作用. Notani等[20]学者发

现SATB1是Wnt/β-Catenin 信号转导途径的下游

效应蛋白之一, 在T细胞的成熟和分化中有重要

作用. SATB1能与β-Catenin相互作用并能招募 
β-Catenin与SATB1基因组结合位点结合, 进而改

变了SATB1调节的靶基因的转录水平. 刘科等
[21]的实验发现, 通过Wnt3a激活Wnt信号通路可

以使SATBI与靶基因上游启动子区域的结合浓

度增加1.5-4倍, 应用DKK1蛋白(dickkopf1)阻断

Wnt信号通路时SATB1与靶基因上游启动子区

域的结合浓度会下调1.5-6倍. SATB1可能通过

Wnt信号通路招募p-catenin-P300复合体调控基

因的表达. Burute等[22]的研究中也揭示了SATB1
通过招募β-Ca ten in介导Wnt信号途径并通过

GATA-3调节Th2细胞的分化[23]. Meng等[24]发现

在大肠癌细胞中SATB1依赖于Wnt/β-Catenin信
号发挥作用, 导致了肿瘤的发生和转移. 
2.3 SATB1参与上皮细胞-间充质转化 上皮细胞

-间充质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)是上皮细胞来源的恶性肿瘤细胞获得迁移

和侵袭能力的重要过程, 通过EMT上皮细胞失

去了细胞极性, 失去与基底膜的连接等上皮表

型, 获得了较高的迁移与侵袭、抗凋亡和降解细

胞外基质的能力等间质表型. 在癌症的进展过程

中SATB1的表达逐渐增多, 并且动态重新编码涉

及EMT基因的表达, SATB1可直接调节雌激素相

关受体β(estrogen related receptor beta, ERRB2)、
二型基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase-2, 
MMP2)、钙黏连蛋白(E-cadherin)等的表达, 因此

作为在癌症发展的关键调节器[25]. Li等[26]在乳腺

癌细胞研究中发现miR-448可直接作用于SATB1 
mRNA从而抑制其诱导EMT, 导致双调蛋白的

水平升高并增加了表皮生长因子受体(epithelial 
growth factor receptor, EGFR)介导的TWIST1基
因的表达以及NF-kB通路的激活. Wang等[27]学者

在朊蛋白介导的EMT过程中发现, 减少朊蛋白

的转录可通过Fyn-SP1-SATB1通路下调SATB1
的表达, 使大肠癌细胞转移能力降低并减少其在

体内远处转移. SATB1诱导EMT增加了Snail1、
Slug、Twist基因和波形蛋白表达, 并伴随减少钙

黏连蛋白、紧密接头蛋白ZO-1和桥粒斑蛋白的

表达, 促进体内肿瘤的生长[11]. Shukla等[28]敲除了

人类高度侵袭性  前列腺癌细胞PC-3M中SATB1
基因抑制了细胞侵袭和体内肿瘤的生长并增加

了钙黏连蛋白的表达. 
2.4 SATB1与其他 PI3K/Akt信号转导通路可以

促进细胞增殖、分化、存活、黏附和迁移, 在
肿瘤的发生和发展过程中发挥着重要作用. 研
究发现, SATB1也参与该通路的调节, 可以与

PI3KC亚型基因的MARs序列结合, 从而抑制

PI3KC的转录[29]. Akt蛋白激酶使SATB1在丝氨

酸47上磷酸化并保护SATB1防止其凋亡裂解[30]. 
2013年Chu等[31]对SATB1的表达和O-6-甲基鸟

嘌呤-DNA甲基转移酶(O-6-methylguanine-DNA 
methyltransferase, MGMT)启动子甲基化状态

之间的关系进行了研究, 结果显示SATB1在有

MGMT启动子甲基化星状细胞瘤标本中的表达

比在没有MGMT启动子甲基化中的表达显著降

低, 肯定了SATB1在星形细胞瘤中的作用. 

3  SATB1与消化系肿瘤

通过近5年的研究显示 ,  S AT B1不仅与乳腺 
癌[3,32]、肺癌[33-35]、卵巢癌[36-38]、甲状腺癌[39]、

前列腺癌[40]、膀胱癌[41]、皮肤淋巴瘤[42]、黑色

素瘤[43]等肿瘤的细胞增殖和转移关系密切, 还发

现其对消化系肿瘤(包括口腔癌、胃癌、肝癌、

胆囊癌、结直肠癌)中的肿瘤细胞增殖、侵袭、

转移也起到重要的促进作用. 
3.1 SATB1与口腔癌 目前SATB1在口腔鳞癌和

腺样囊性癌中的作用研究较少. 罗婷婷[44]对口

腔鳞癌52例, 腺样囊性癌14例, 4例口腔多形性

腺瘤组织标本, 4例口腔白斑组织标本, 2例正常

牙龈组织作对照进行研究. 发现SATB1蛋白及

SATB1 mRNA在口腔恶性肿瘤组织中的表达高

于良性肿瘤及口腔正常牙龈上皮, 提示SATB1在
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■创新盘点
关于SATB1在2008
年之前就有研究, 
对其在肿瘤的发
生发展中的作用
机制尤其是消化
系肿瘤, 没有综述
类文章. 因此机制
总结是主要内容, 
可以方便读者系
统全面了解其研
究的最新进展.

口腔恶性肿瘤的发生、发展过程中起到了促进

作用. SATB1的表达上调与口腔鳞状细胞癌的恶

性程度、侵袭、转移有正相关关系, 因其在口

腔鳞癌转移组原发灶中的表达高于口腔鳞癌未

转移组原发灶中的表达以及转移癌中的表达高

于原发灶, 提示SATB1在口腔鳞癌中可能为肿瘤

转移的促进基因. SATB1蛋白及SATB1 mRNA
在腺样囊性癌中均显示强阳性表达, 提示SATB1
与腺样囊性癌的发生、发展密切相关. 
3.2 SATB1与胃癌 胃癌仍是第4个最常见的癌症, 
癌症死亡在世界上第2个最常见的原因. 在东

亚、东欧、美洲和南美洲的部分地区, 发病率

特别高. 预后较差, 5年相对生存率低于30%[45]. 
在我国胃癌死亡率居各种恶性肿瘤的首位, 其
恶性侵袭和转移是造成胃癌预后不良的主要原

因. 刘科[21]研究了48例胃癌标本及相应的癌旁组

织, 在胃癌组织中SATB1的转录和翻译水平均出

现表达上调, 而在相应的癌旁组织其表达水平

很低或呈现阴性表达. 提示其在胃癌的形成和

发展中可能有一定作用; 同时发现高侵袭性胃

癌细胞系AGS中SATB1的表达水平明显高于低

侵袭性的细胞系SGC-7901, 进一步证实SATB1
可能参与胃癌的侵袭转移进程. 在Tracz等[46]的

实验发现SATB1基因在有胃癌家族史并伴有幽

门螺杆菌感染和胃黏膜可逆病理改变的患者

中的表达比没有胃癌家族史的患者高, 成功根

除幽门螺杆菌后, 有胃癌家族史患者的SATB1 
mRNA表达水平与对照组患者相比没有增加. 
Zuk等[47]的研究也得出了相似的结论. 而在胃癌

的化疗过程中孙福强[48]发现SATB1表达和胃癌

细胞的化疗耐药能力间存在着正相关的关系, 
S AT B1在胃癌的化疗耐药中扮演着重要的角

色. Sun等[49]实验表明SATB1在人类胃癌细胞株

SGC7901的多药耐药变种细胞SGC7901/VCR的
表达上调. 在体外药物敏感试验表明SATB1的表

达水平及耐药性呈正相关关系. Lu等和Cheng等
[50,51]研究显示, 胃癌组织中SATB1蛋白阳性表达

与肿瘤浸润深度、TNM分期、淋巴结转移及远

处转移明显相关并具有显著的统计学意义, 可
作为胃癌独立的预后指标. 
3 .3  S AT B1与肝癌  原发性肝癌为最常见恶

性肿瘤之一 ,  肝癌患者临床确诊时大部分已

出现肝内或肝外转移 ,  是导致死亡的主要

原因. L i等 [2,52]对6种肝癌细胞株(H L-7702、
SMMC-7721、MHCC97L、MHCC97H、HC-
CLM3、HepG2)研究时发现与永生化肝癌细

胞株HL-7702相比SATB1 mRNA在高度侵袭性

细胞株MHCC97H、HCCLM3表达最高, 然后

是低侵袭性MHCC97L细胞株, 其次是非入侵

性SMMC-7721和HepG2肝癌细胞株, HCCLM3
细胞株SATB1蛋白表达水平是HepG2细胞株的

4.6倍. 曹晓飞等[53]成功干扰HCCLM3细胞株中

SATB1, 干扰后细胞株的增殖及迁移能力均明显

降低, 裸鼠体内移植实验后肿瘤增殖能力明显

减弱. 而罗敏等[54,55]发现SATB1调控肝癌HepG2
细胞周期并不是单一改变细胞某个周期, 而是

参与细胞周期的每个阶段, 促进HepG2细胞的增

殖, 还发现转移能力越强的肝癌细胞株中SATB1
表达越高, 上调或下调SATB1表达, 可调控许多肝

癌侵袭转移相关基因表达, SATB1可与这些基因

MAR区相应位点结合并调控其表达. 曲杰等[56]也

对高转移人肝癌细胞株进行研究, 把此类LM3
细胞株的SATB1基因沉默后, 细胞的增殖、侵袭

及迁移能力均明显降低, 提示STAB1可以促进

肝癌细胞的增殖及侵袭迁移. Huang等[57]学者对

22例HBV相关肝癌患者的肝癌组织及癌旁组织

进行研究, SATB1在16例癌组织中高表达, 而在

癌旁组织中没有表达. Peng等[58]对102例肝癌组

织和癌旁组织进行研究, 发现SATB1基因在肝癌

组织中的表达高于癌旁组织3.27倍, 其表达水平

与肝癌伴有肝硬化、AFP水平、肿瘤大小、癌

栓、肿瘤分化程度、TNM分期、术后复发和转

移有关. SATB1可以用来作为预测肝癌复发和转

移的一个重要指标. 
3.4 SATB1与胆囊癌 胆囊癌具有恶性程度高、

易早期转移、难于早期发现、对化疗药物不敏

感等特点, 因而术前确诊为胆囊癌的患者其远

期疗效差于肝癌及胰腺癌. 李民华[59]应用免疫

组织化学SP法检测了39例胆囊癌组织和23例对

照患者的胆囊组织中SATB1的表达. 结果显示

SATB1的过表达与胆囊癌的发生发展及侵袭转

移有一定的相关性, SATB1基因可能是胆囊癌发

生的“开关基因”. 
3.5 SATB1与结直肠癌 结直肠癌也是常见的消

化系恶性肿瘤, 发生率仅次于肝癌、胃癌和食

道癌. Fang等[60]免疫组织化学检测了130结直肠

癌组织样本, 发现SATB1的表达增强; 结直肠癌

SW480细胞株体外实验中SATB1的表达促进了

细胞增殖和细胞周期的进程, 提高了细胞迁移

和侵袭的能力. Meng等[61]对93例直肠癌和远端

正常直肠组织的样本进行实验, 结果显示在直

肠癌组织中SATB1 mRNA和SATB1蛋白表达阳
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性率均明显高于其在正常直肠黏膜组织中的表

达, 尤其在直肠癌的发病初期其mRNA呈过度表

达, SATB1蛋白和mRNA的表达与肿瘤侵犯深度

和淋巴结转移都有关系. Zhang等[62]在对80例结

直肠癌和3种结直肠细胞系的研究中发现SATB1
过表达与肿瘤细胞的分化阶段密切相关, 其蛋

白在低分化细胞株中的表达明显高于高分化细

胞株, 并且数量和分布与肿瘤分化和pTNM分期

有关. 高超等[63]发SATB1基因在结肠癌癌组织中

的表达较癌旁组织显著增高, SATB1高表达预示

结直肠癌恶性程度高, 临床分期较晚, 可能存在

淋巴结转移, 预后不良. 因此检测SATB1表达可

作为临床上筛选结直肠癌高危转移患者、制定

治疗方案和判断预后的一个新指标, 并有望成

为新的治疗靶点. 

4  结论

恶性肿瘤转移机制极其复杂, 随着对SATB1研究

的不断深入, SATB1与其下游基因间的相互调节

作用将有助于阐明更多关于肿瘤发生发展的机

制. 我相信这一可导致多种恶性肿瘤发生侵袭

转移的“超级基因”有望在未来肿瘤的诊断、

治疗以及预后评估上开辟新的道路. 在抗肿瘤

药物研发应用方面, 依据SATB1的生物学特性, 
开发研制相应的SATB1抑制剂, 将为抗肿瘤转移

新药的研制和筛选提供新的思路和方法. 
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Abstract
AIM: To observe the pathologic changes in major 
organs of rats with liver cirrhosis induced by in-
jecting carbon tetrachloride (CCl4) intraperitone-
ally. 

METHODS: Thirty SD rats were randomly di-
vided into two groups, a model group (n = 22) 
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四氯化碳法制备肝硬化大鼠模型中重要脏器的病理改变

张云巍, 胡亚卓, 徐丽娟, 潘美妍, 阎 丽

®

■背景资料
肝硬化是终末期
肝病, 严重威胁患
者的生命, 现已成
为消化学界的研
究热点, 而肝硬化
动物模型是肝硬
化的研究基础, 研
究肝硬化的发生
机制及其防治就
必须建立良好的
肝纤维化动物模
型. 目前还没有与
人类肝硬化完全
相似的动物模型. 

and a control group (n = 8). Rats in the model 
group were intraperitoneally injected with CCl4 
(3 μL/g) three times a week for 12 wk to induce 
hepatic cirrhosis (The formation of pseudolobuli 
as the criterion for successful induction of cir-
rhosis). The control group was injected intra-
peritoneally with the vehicle. All rats were fed 
ordinary forage and water, and weight changes, 
activities and the reaction to the surroundings 
were monitored during the experiment. Ani-
mal deaths and death dates were also recorded. 
At the end of the 12th week, 6 rats in the model 
group were dead and all rats in the control 
group survived. The rest rats in the model group 
were executed, and the samples of the liver, 
esophagus, colon, spleen, and lung were col-
lected and subjected to HE staining. PAS stain-
ing for the renal samples was performed. The 
pathological changes in the above organs were 
observed by light microscopy.

RESULTS: Compared with the controls, typical 
pseudolobes were formed in the animal model 
of liver cirrhosis. Gastrointestinal tissues were 
infiltrated by few inflammatory cells. The renal 
tubular cells showed mild edema. The structure 
of pulmonary alveolus was damaged or fused 
with acute inflammatory cells and blood cells, 
accompanied with alveolar septum tightening in 
some regions. Other major organs were not af-
fected.

CONCLUSION: It is the first time to observe 
the pathological changes in major organs of rats 
with liver cirrhosis induced by intraperitoneally 
administration of CCl4. Mild pathological chang-
es occurred in the animal models, which are 
consistent with pathological changes observed 
in human liver cirrhosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
目前制备肝硬化
动物模型的方法
较 多 ,  从 单 因 素
发 展 到 多 因 素 , 
甚 至 复 合 因 素 , 
但是与理想的动
物肝硬化模型(与
人类肝硬化、门
脉高压的特征相
同、造模成功率
高、病死率低、
周期短、方法简
便易行、所用造
模因素对人体无
害或较少危害)有
较大的差距.

changes in major organs of rats with carbon tetrachloride-
induced l iver  c irrhosis .  Shi j ie  Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(1): 74-79  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/74.asp  DOI:  http://dx.doi .
org/10.11569/wcjd.v22.i1.74 

摘要
目的: 观察四氯化碳(CCl4)经腹腔注射法制备
肝硬化动物模型(cirrhosis model, CM)实验中
机体其他主要脏器的病理变化情况.    

方法: 30只SD大鼠, 随机分为对照组和模型
组. 模型组: 22只, 使用橄榄油配备浓度为600 
mL/L的CCl4按3 μL/g体质量经腹腔注射, 3次
/wk, 共计12 wk, 制备肝硬化大鼠模型(假小叶
形成为判定CM成功的标准); 对照组: 8只, 按3 
L/g体质量给予橄榄油溶液腹腔注射, 3次/wk, 
共计12 wk. 两组大鼠均给予普通饲料加清水
喂养, 并监测实验期间大鼠体质量变化、活动
及对外界的反应情况, 同时记录大鼠的死亡情
况及死亡时间. 至12周末, 模型组死亡6只, 对
照组全部存活. 处死存活下来的模型组大鼠
做肝脏病理, 均符合肝硬化标准. 造模成功的
同时收集食管、结肠、脾、肺等组织行HE染
色, 肾脏组织行PAS染色、并在光镜下观察各
器官的组织形态学改变.    

结果: 与对照组相比, 模型组的大鼠肝组织呈
典型的假小叶改变; 食管、结肠可见少量的
炎症细胞浸润, 肾脏可见肾小管细胞轻度水
肿. 肺泡结构破坏, 部分区域内有肺泡间隔绷
紧, 有多个肺泡的融合,  肺泡腔内见急性炎细
胞及红细胞. 脾的组织形态基本正常.

结论: 本文首次对CCl4腹腔注射法制备肝硬化
动物模型的重要脏器进行病理学观察, 证明该
方法制备的肝硬化大鼠模型对主要脏器的影
响小, 与人类发生肝硬化时重要脏器的病理改
变基本一致, 因此,  再次说明该方法是一种理
想的实验性肝硬化动物模型的制备方法.   

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 四氯化碳腹腔注射法制备肝硬化动物

模型中除肝脏以外的多个重要脏器的病理改变

轻微, 与人类发生肝硬化时这些脏器的病理改变

基本保持一致, 是一种良好的肝硬化动物模型制

备方法,  值得在临床及实验研究中推广应用. 
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0  引言

肝硬化(liver cirrhosis)是临床常见的一种慢性进

行性肝病, 由一种或多种病因长期或反复作用

形成的弥漫性肝损害[1], 严重威胁患者的生命[2]. 
病理组织学上可见广泛的肝细胞坏死、残存肝

细胞结节性再生、结缔组织增生与纤维隔形成, 
导致肝小叶结构破坏和假小叶形成, 肝脏逐渐

变形、变硬而发展为肝硬化. 然而, 肝硬化发病

机制至今尚不明确. 近年来, 在实验性肝硬化动

物模型(cirrhosis model, CM)建立的基础[3]上, 该
病的发病机制及治疗方面的研究均取得了可喜

的成就[4-6]. 然而, 目前报道的CM还仅局限于肝

脏的病理学改变情况,  缺乏其他重要脏器的病

理组织学研究[7]. 本文在以往研究的基础上, 首
次就四氯化碳(CCl4)制备肝硬化模型实验中除

肝脏外其他主要脏器的病理变化进行了研究.   

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 30只, 体质量180-220 g, 由
北京维通利华实验动物技术有限公司提供. 按
清洁级标准饲养, 普通颗粒饲料喂养. CCL4(分
析纯 ) 购自宁波市江东化学试剂厂 ( 批号 : 
9406661). 橄榄油购自上海卫辉化学试剂厂(批
号: 930112). TD型电子天平(余姚市金诺天平有

限公司)由解放军总医院动物实验中心提供. 显
微镜(Olympus)由解放军总医院老年医学研究所

病理科提供.   
1.2 方法 大鼠自购进后, 于实验室中适应性饲养

7 d, 不限食水. 按体质量随机分为正常对照组8
只和肝硬化模型组22只. 对照组: 按3 μL/g体质

量给予橄榄油溶液腹腔注射, 3次/wk, 普通饲料

加清水喂养; 模型组大鼠按3 μL/g体质量给予

600 mL/L CCl4橄榄油溶液经腹腔注射, 3次/wk. 
监测实验期间大鼠体质量变化、活动及对外界

的反应情况, 同时记录大鼠的死亡情况及死亡

时间. 12 wk处死大鼠取材, 取肝、食管、结肠、

脾、肺组织, 行HE染色, 肾脏组织行PAS染色, 
光镜观察各组织形态改变.   

2  结果

2.1 大体观察 对照组的大鼠毛发光泽, 精神状态

好, 活动多, 食欲佳, 对外界刺激反应敏感. 模型

组大鼠毛发凌乱,  无光泽, 食欲差, 精神萎靡, 活
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■相关报道
Wang等就CCl4致
病机制做了详尽
的报道, 主要是被
肝细胞微粒体细
胞色素P450激活;  
Krahenbuhl和吴
孟超分别成功的
用CCl4加苯巴比
妥和CCl4加乙醇
建造肝硬化动物
模型, 造模时间比
单独应用CCl4短, 
但死亡率高, 操作
复杂.
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■创新盘点
本文首次对CCl4

腹腔注射法制备
肝硬化动物模型
的重要脏器进行
病理学观察, 证明
该方法制备的肝
硬化大鼠模型对
主要脏器的影响
小, 与人类发生肝
硬化时重要脏器
的病理改变基本
一致, 因此, 再次
说明该方法是一
种理想的实验性
肝硬化动物模型
的制备方法.

动少, 对外界刺激反应迟钝. 对照组大鼠体质量

增长迅速, 模型组大鼠体质量增长缓慢, 尤以实

验前期明显. 模型组大鼠6只死亡, 对照组全部

存活.   
2.2 脏器组织学改变 至造模第12周末取对照组

及模型组的大鼠肝、食管、肺、脾、结肠组织

行HE染色及肾脏行PAS染色(图1). 
肝脏组织学改变: 对照组: 肝小叶结构正常

(图1A), 中央静脉有放射状排列的肝细胞窦, 肝
窦明显, 肝细胞体积较大, 核圆居中, 可见核仁, 
胞浆丰富, 汇管区清晰可辨, 无明显的炎细胞浸

润. 模型组: 肝组织内可见纤维增粗紊乱, 肝组

织(图1B)的正常结构被破坏, 变得杂乱, 纤维束

分割肝小叶, 破坏的肝小叶和部分增生的肝细

胞团被较粗的纤维分割包绕, 有假小叶形成, 且
汇管区出现典型的病变, 证明肝硬化造模成功.   

食管组织学改变: 对照组食管壁(图1C)四层

结构清晰, 上皮为复层扁平上皮, 结构正常. 模
型组食管腔(图1D)可见角化不全的鳞状上皮, 黏
膜下层见少许炎细胞浸润, 黏膜下层见扩张的

脉管.   
肺脏组织学改变: 对照组肺泡腔(图1E)内见

轻度水肿, 间隔不宽, 上皮可见; 模型组肺泡(图
1F)结构破坏, 部分区域内有肺泡间隔绷紧, 有
多个肺泡的融合, 肺泡腔内见急性炎细胞及红 
细胞.   

脾脏组织学改变: 模型组(图1H)相对于对照

组(图1G), 血管内皮增厚明显, 血管内皮增生, 脾
髓境界清楚, 可见含铁血黄素沉积.   

结肠组织学改变: 模型组(图1J)与对照组(图
1I)相比, 结肠黏膜层崩解, 肌层断裂, 有炎细胞

浸润.   
肾脏组织学改变: 对照组肾小球(图1K)结构

正常, 无系膜增生及毛细血管纤维化, 肾小管为

单层上皮性小管. 模型组肾小球(图1L)结构较为

清晰, 无出现明显纤维化, 肾小管内皮细胞轮廓

分明, 上皮细胞核浆比大体正常, 未见明显管型.   

3  讨论

绝大部分肝硬化形成机制的研究及治疗药物的

开发是建立在肝硬化动物模型的基础上, 制造

CM的主要方法包括CCl4诱导性肝硬化模型、

CCl4联合苯巴比妥肝硬化动物模型[8-10]、CCl4

联合乙醇肝硬化动物模型[11,12]、化学致癌物诱

导性肝硬化模型[13]、二甲基亚硝胺建立肝硬化

模型[14-16]、酒精性肝硬化模型[17]、免疫性肝硬

化动物模型 [18]、胆总管结扎诱导性肝硬化模 
型[19]、病毒性肝硬化动物模型[20]、复合多因素

诱导性肝硬化模型[21,22]等.   
CCl4是CM常用的动物肝硬化造模药物, 具

有成模率高、重复性好、方法简便易行等特 
点[23]. 其致病机制主要是被肝细胞微粒体细胞色

素P450激活, 损害线粒体, 从而抑制脂肪酸氧化

和三羧酸循环; 此外, 由于内质网受损可导致脂

蛋白合成障碍, 使三酰甘油和脂肪酸在肝细胞

内蓄积, 形成脂肪变性. 因此, 低浓度的CCl4反复

应用, 可使大鼠的肝组织受到损害-修复-损害的

循环破坏作用, 最终导致肝纤维化及肝硬化的

发生[24-27]. 目前, CCl4制备CM的方法包括单因素

CCl4法和多因素CCl4法. 单因素CCl4法诱导制备

CM的主要途径包括皮下注射、腹腔注射、口

服灌胃和蒸汽吸入等. 研究表明CCl4经皮下注

射后, 迅速被机体吸收, 对脑、肾毒性较大, 注
射位置易发生浸润性脓肿和溃疡, 死亡率可高

达30%-40%. CCl4通过腹腔内注射, 经门静脉系

统吸收, 使肝硬化形成时间短, 而较少的不良反

图 1 CCl4腹腔注射法制备大鼠肝硬化动物模型的重要脏器的病理学改变(×200). A: 肝组织对照组; B: 肝组织模型组; C: 食

管对照组; D: 食管模型组; E: 肺组织对照组; F: 肺组织模型组; G: 脾脏对照组; H: 脾脏模型组; I: 结肠对照组; J: 结肠模型组; 

K: 肾脏对照组; L: 肾脏模型组.

K L
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应使死亡率降至20%-35%[28]; CCl4灌胃的吸收和

代谢途径类似于腹腔注射, 且二者在生存曲线

上并无特异差别, 但操作复杂, 肠道反应大; 蒸
汽吸入呼吸道刺激大, 动物不耐受, 中枢毒性大, 
易造成环境污染和实验人员伤害[29,30]. 多因素

CCl4法: (1)CCl4加苯巴比妥. Krahenbuhl等[31]分

别给鼠口服CCl4辅以苯巴比妥为唯一饮用水的

方法建立肝纤维化动物模型, 结果显示肝脏表

面可见结节形成, 实质变致密, 镜检可见在结节

周围有少量纤维组织沉积, 但同时伴有脾大、

慢性门脉高压表现; 死亡率高达40%-52.9%[32]; 
(2)CCl4加乙醇. 吴孟超等[33]报道在小鼠使用该

方法60 d即可制成肝硬化模型, 肝硬化稳定, 分
期明显, 动物死亡率低, 但停止刺激恢复较快.

本文首次对CCl4腹腔注射法制备肝硬化动

物模型中除肝脏以外的多个重要脏器的病理改

变进行探讨. 我们通过HE染色及PAS染色法, 观
察了食管、胃、结肠以及肾脏等多个重要脏器

在肝硬化发生过程中的病理改变. 结果提示上

述重要器官在肝硬化建模过程中病理改变轻微, 
与人类发生肝硬化时这些脏器的病理改变基本

保持一致. 我们的研究结果再次表明采用CCl4经

腹腔注射法制备大鼠肝硬化动物模型是一种良

好的肝硬化动物模型制备方法, 值得在临床及

实验研究中推广应用.   
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Abstract
AIM: To determine whether HBx protein el-
evates the intracellular calcium through interact-
ing with SOC components (STIM1 and Orai1). 

METHODS: The pcDNA-Flag-HBx plasmid was 
transfected into HEK293 cells, and viability of 
transfected cells was determined by cell count-
ing Kit-8 (CCK8). The interaction between SOC 
components and HBx protein was confirmed in 
co-immunoprecipitation (Co-IP) and immuno-
fluorescence assays. Subsequent confocal micro-
scopic analysis revealed that HBx protein also 
co-localizes with full-length STIM1 and Orai1 
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HBx蛋白与细胞膜钙离子通道蛋白Orai1的关系

王 君, 何生松, 刘亚男, 张 盼, 姚景宏

®

■背景资料
在我国乙型肝炎
病毒(hepatitis B 
virus, HBV)感染
是肝细胞癌的最
主要致病原因, 近
年来发现HBV的
x 基 因 编 码 蛋 白
即乙型肝炎病毒
x基因 (hepa t i t i s 
B virus x gene, 
H B x ) 在 肝 细 胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
的发生和发展过
程中发挥重要的
作用. 钙离子是重
要的细胞内第二
信使, 参与细胞的
多种生理病理过
程. 本研究从内质
网途径入手研究
HBx蛋白调节细
胞内钙离子可能
分子机制. 

complexes in HEK293 cells following Ca2+ store 
depletion. 

RESULTS: The results indicated that HBx pro-
tein interacts with the Orai1 in binding assays 
and this interaction may be modulated by the 
intracellular Ca2+ concentration. 

CONCLUSION: HBx protein binds to STIM1-
Orai1 complexes to positively regulate the activ-
ity of SOCs. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究乙型肝炎病毒x基因(hepat i t i s B 
virus x gene, HBx)蛋白调节细胞内钙离子可
能分子机制, 揭示乙型肝炎病毒(hepatitis B 
virus, HBV)诱导肝癌的可能途径. 

方法: 培养HEK293细胞, 取第2代HEK293细
胞转染pcDNA-HBx质粒, 培养12、24和48 h
后, 细胞活力细胞毒性检测(cell counting kit-8, 
CCK-8)观察转染后细胞生长情况, Western 
b lo t检测HBx蛋白的表达情况, 当共同转染
HBx基因、Orai1基因或STIM1基因后co-IP实
验、免疫荧光检测观察细胞内蛋白结合情况. 

结果: 转染pcDNA-HBx质粒后HBx蛋白可以
在HEK293细胞高表达, 转染后的24 h后细胞
增殖加快(P <0.05), co-IP实验及免疫荧光检测
结果均显示, HBx蛋白在细胞内可以与Orai1
蛋白结合. 

结论:  H B x蛋白通过与细胞膜钙离子通道

■同行评议者
傅晓辉 ,  副教授 , 
副主任医师, 东方
肝胆外科医院
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■研发前沿
已 有 实 验 研 究
发现HBx在促进
HBV复制及肝细
胞增殖恶性转化
过 程 中 ,  常 首 先
激活钙离子信号, 
引起细胞内钙离
子 浓 度 失 稳 ,  但
是HBx蛋白是如
何调节细胞内钙
离子机制目前还
不 清 楚 ,  需 进 一
步研究.

Orai1结合, 来升高细胞内钙离子浓度, 从而影
响细胞增殖等活性. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究首次发现在细胞内乙肝病毒

x基因(hepatitis B virus x gene, HBx)蛋白可以与

SOCs在细胞膜上的孔蛋白Orai1蛋白相互作用, 
这可能是HBx蛋白通过内质网途径调节细胞内

钙离子平衡的重要途径, 从而影响细胞生物活性, 
加速肝细胞恶性转变. 
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0  引言

在我国乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感
染是肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
的最主要致病原因, 绝大部分HCC患者合并有

HBV感染[1]. HBV促进肝细胞恶变及侵袭、转

移, HBV可以通过内质网应激, 增加细胞对缺氧

耐受从而促进肿瘤细胞生长, 还可以通过干预

细胞内钙离子平衡从而影响细胞生长, 参与肝

癌的形成, 但是其具体作用机制尚不明确[2-4]. 乙
肝病毒x基因(hepatitis B virus x gene, HBx)编码

的HBx蛋白具有强大的恶性转化能力, 与肝细

胞肝癌发生关系密切[5]. HBx蛋白是一种多功能

蛋白, 可以调节细胞转录、蛋白降解、细胞胞

浆钙离子信号、细胞周期及细胞的凋亡途径[4,6]. 
钙离子是重要的细胞内第二信使, 参与细胞的多

种生理病理过程[7]. 已有研究表明, 经通透性钙池

调节离子通道SOCs进入细胞的钙离子对肝细胞

系Huh-7和HepG2细胞的增殖发挥重要作用[8]. 我
们发现, HBx在促进HBV复制及肝细胞增殖恶性

转化过程中, 常首先激活钙离子信号, 引起细胞

内钙离子浓度失稳, 但是HBx蛋白是如何调节细

胞内钙离子机制目前还不清楚, 本研究从内质

网途径入手研究HBx蛋白调节细胞内钙离子可

能分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 HEK293(ATCC, Manassas, USA); 
BL21(DE3)菌株、携带HBx全长基因的pcDNA-

Flag-HBx质粒及pcDNA-GFP-HBx质粒、携带

Orai1全长基因的pcDNA-HA-Orai1质粒、携

带基质交互作用蛋白1(stromal interaction mol-
ecule-1, STIM1)全长基因的pcDNA-HA-STIM1
质粒(从NIH神经实验室Prof. Lutz Birnbaumer处
获得); 细胞培养基DMEM、6孔培养板、胎牛血

清(Gibco公司); PBS(武汉博士德公司); 蛋白质

marker(晶美生物有限公司); 胰蛋白酶、鼠单克

隆HA抗体、羊抗鼠多克隆抗体、flag-beeds、
HA-beeds、CY3标记的HA IgG(Sigma公司); ECL
显色试剂盒(默克公司); 细胞活力细胞毒性检测

(cell counting kit-8, CCK-8)试剂盒(碧云天生物技

术研究所); Lipofectamine 2000(Invitrogen); 倒置

相差显微镜(日本OLYMPUS); 激光共聚焦显微

镜(日本OLYMPUS). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: HEK293细胞使用10%胎牛血

清的D M E M培养基培养 ,  待细胞贴壁生长达

80%-90%融合度时, 细胞生长状态良好, 预热的

PBS洗细胞, 弃去PBS; 用预热的胰蛋白酶消化

细胞, 细胞脱落后, 加入含10%FBS培养液终止

消化反应, 并将细胞悬液转入离心管中; 1000 
r/min, 离心5 min, 去除上清; 加入10 mL DMEM
培养液(含10%FBS), 重新悬浮细胞, 进行细胞计

数, 将适当数量的细胞悬液转至6孔培养板中(细
胞密度6×104个/mL); 置于37 ℃ 5%CO2的培养

箱中培养. 
1.2.2 细胞转染: 在Lipofectamine 2000介导下, 将
pcDNA-Flag-HBx、pcDNA-HA-Orai1、pcDNA-
HA-STIM1及空载质粒转染或共转染HEK293细
胞. 分别将需要共转染质粒各2.5 µg装入250 µL
不含血清的DMEM培养基的1.5 mL Ep管中混

匀. 将10 µL Lipofectamine 2000装入500 µL不含

血清的DMEM培养基的1.5 mL Ep管中混匀, 将
含2.5 µg质粒的无血清培养基分别和含有5 µL 
Lipofectamine 2000的无血清培养基250 µL混合, 
轻轻混匀, 室温静置30 min. 将含有DNA和脂质

体的液体小心加入换液后的每个培养孔中, 分
散均匀, 置于37 ℃ 5%CO2的培养箱孵育5 h后去

除含脂质体复合物的培养基, 加入2 mL含10%血

清的DMEM培养基, 置于37 ℃ 5%CO2的培养箱

中培养48 h.
1.2.3 细胞活性检测: CCK8检测转染后细胞增殖

情况: 将转染后的第2代细胞接种到96孔板, 密
度为2.5×103个/孔, 每孔设置4个复孔. 每孔加入



82                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月8日     第22卷    第1期 

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
目 前 研 究 表 明
HBx蛋白可以增
加细胞内钙离子
内流及促进细胞
增殖, 而且HBx蛋
白通过线粒体途
径干扰细胞内钙
离子平衡已经有
报道.

100 µL细胞悬液, 后加入含胎牛血清10%培养液

150 µL. 置于37.0 ℃、5%CO2浓度和饱和湿度的

培养箱中培养, 每24 h换液1次, 实验组为转染细

胞组, 对照组(control)未转染细胞组. 分别在0、
12、24、48 h, 每个时间点取出96孔板, 实验组

对照组每次取6个孔, 加入细胞毒性/增殖检测试

剂CCK-8 10 µL, 避光放入37.0 ℃培养箱中培养2 
h, 取出用酶标仪测吸光度值, 激发光波长为450 
nm. 每个时间点取出96孔板, 加入20 µL的CCK8
试剂, 避光, 37 ℃孵育2 h, 后使用分光光度计450 
n m检测吸光光度值 ,  根据吸光光度值确定存

活的细胞个数, 并与对照组细胞增殖情况进行 
对比.
1.2.4 Western blot检测HBx蛋白的表达: 转染48 h
后, 吸走培养孔中培养基, 用PBS洗涤2次, 加入

预冷的细胞裂解液(含cocktail蛋白酶抑制剂)1 
mL, 细胞刮收集细胞; 超声裂解细胞; 4 ℃, 8000 
r/min, 离心15 min, 取上清, 水浴65 ℃ 5 min, 蛋
白变性. 取适量表达蛋白样品上样后, 用12% 
SDS-PAGE电泳分离, 然后转印于PVDF膜上, 用
含5%的脱脂奶粉TBST室温封闭蛋白印迹膜l h, 
加入一抗即鼠单克隆myc抗体, 4 ℃孵育过夜, 用
TBST振摇洗涤3次, 10 min/次, 加入二抗即羊抗

鼠IgG, 室温孵育2 h, 接着用TBST振摇洗涤3次, 
10 min/次, 用ECL显色, 暗室胶片曝光显影.
1.2.5 免疫共沉淀: 转染48 h后收集细胞, 提取目

的蛋白(具体操作同上). 取30 µL含有flag蛋白的

琼脂糖珠(flag-beeds)或HA蛋白的琼脂糖珠(HA-
beeds), 用预冷的RIPA buffer洗3遍, 12000 r/min,
离心1 min, 并用RIPA buffer配制成1∶1琼脂糖

珠悬浮液. 将琼脂糖珠悬浮液加入到已收集的

细胞裂解液中, 4 ℃层析柜旋转孵育4 h. 在4 ℃, 
以12000 r/min, 离心3 min; 将上清小心吸去, 琼
脂糖珠悬浮液用预冷的RIPA buffer洗3遍, 800 
µL/遍; 最后加入35 µL 2×SDS上样缓冲液, 将
上样样品水浴95 ℃ 5 min, 蛋白变性. 取适量表

达蛋白样品上样后, 用10%的SDS-PAGE电泳分

离, 然后转印于PVDF膜上, 用含5%的脱脂奶粉

TBST室温封闭蛋白印迹膜l h, 加入一抗即鼠单

克隆HA抗体或flag抗体, 4 ℃孵育过夜. 用TBST
振摇洗涤3次, 10 min/次, 加入二抗即羊抗鼠IgG, 
室温孵育2 h, 接着用TBST振摇洗涤3次, 10 min/
次, 用ECL显色, 暗室胶片曝光显影.
1.2.6 免疫荧光检测HBx蛋白在细胞内与Orai1蛋

白结合: 取6孔板, 将其分为3组, 每组2孔. 每孔

先放入细胞爬片, 用0.1 mg/mL多聚赖氨酸包被

各孔. 3组每孔均接种HEK293细胞悬液2 mL(细
胞密度6×104个/mL), 置于37 ℃、5%CO2细胞

培养箱培养, 待细胞贴壁生长达80%时, 分别用

pcDNA-GFP-HBx、pcDNA-HA-Orai、pcDNA-
GFP-EV质粒共转染HepG2细胞. 转染48 h后, 吸
走培养基, 用PBS轻柔的洗涤1次, 将细胞爬片用

4%多聚甲醛固定15 min; 室温下, 用PBS洗涤3
次, 10 min/次; 加入0.1%Triton X-100破膜3 min; 
再次用PBS洗涤3次, 10 min/次; 用10%牛血清

(BSA)封闭30 min, 300 µL/孔; 吸出多余封闭血

清, 用PBS轻柔的洗涤1遍, 加入由PBS稀释的

CY3标记的HA IgG(1∶100), 100 µL/孔, 室温避

光孵育12 h; 用PBS洗涤3次, 10 min/次; 取出细

胞爬片甘油封片后于激光共聚焦显微镜下观察, 
并拍照保存, 红色荧光为Orai1蛋白表达, 绿色荧

光为HBx蛋白表达, 黄色荧光为细胞内HBx蛋白

与Orai1蛋白的结合. 
统计学处理 采用SPSS12统计软件处理数

据, 测定结果均以mean±SD表示, 两组数据间使

用配对t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 细胞培养与转染 培养HEK293细胞, 采用脂

质体Lipofectamine 2000方法转染细胞, 24 h用显

微镜观察细胞生长情况, 观察结果显示转染后

的细胞生长良好(图1). 
2.2 细胞活性检测 使用pcDNA-HBx质粒转染

HEK293细胞后, 使用CCK8试剂观察细胞的活

性, 结果显示24、48 h, 实验组与对照组相比吸

光度值均明显增高(P <0.05), 显示转染pcDNA-
HBx质粒后HEK293细胞增殖明显加快(图2). 
2.3 HBx蛋白表达 pcDNA-HBx或者pcDNA质粒

转染HEK293细胞24 h后, 并且HBx蛋白使用myc
标记, 收集HEK293细胞通过Western blot检测结

果显示细胞内可以表达HBx蛋白, 对照组无表达

(图3). 
2.4 体内检测免疫共沉淀检测 为检测H B x蛋
白如何通过内质网调节细胞内钙离子 ,  收集

HEK293细胞蛋白, 进行co-IP实验, 验证Orai1或
者STIM1蛋白是否可以HBx蛋白结合, co-IP实
验结果示, 共转染HA标记的Orai1基因, HA标记

的STIM1基因及Flag标记的HBx基因到HEK293
细胞, 使用c o-I P技术H A标记的O r a i1蛋白可

以与Flag标记的HBx蛋白免疫共沉淀(图4), 表
明Orai1-HBx在HEK293细胞内可以发生聚合, 
Orai1蛋白可以直接与HBx蛋白结合. 而对照组
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■创新盘点
做为细胞钙离子
储存库的内质网, 
在调节及维持细
胞内钙离子平衡
方面起着重要作
用. 但HBx蛋白如
何通过内质网相
关途径调节细胞
内钙离子平衡却
鲜有报道, 本课题
组从内质网钙离
子调节关键蛋白
Orai1及STIM1入
手, 探讨HBx蛋白
调节细胞内钙离
子平衡机制.

HA标记的STIM蛋白不与HBx蛋白发生免疫共

沉淀, 因此结果显示在细胞内HBx蛋白可以与

Orai1蛋白形成异二聚体, 从而影响细胞内钙离

子的平衡. 
2.5 免疫荧光检测HBx蛋白在细胞内与Orai1蛋

白结合 pcDNA-GFP-HBx或者pcDNA-HA-Orai1
质粒转染HEK293细胞后, 48 h后收集细胞进行

免疫荧光染色, 后通过激光共聚焦显微镜观察

细胞(图5), 结果显示: GFP标记的HBx蛋白主要

在细胞浆表达, 细胞核也有少量表达, 为绿色, 
HA-Orai1蛋白使用cy3标记的二抗, 主要在细胞

膜表达, 为红色, 阳性细胞即细胞内HBx基因表

达蛋白与细胞内的Orai1蛋白结合的细胞细胞内

为黄色, 阴性细胞为红色或绿色(即二者蛋白无

结合). 用过激光共聚焦软件分析显示阳性细胞

数为46个, 对照组细胞内无相关蛋白表达. 

3  讨论

HBV复制与肝癌的发生密切相关, Hbx蛋白是

HBV的核心蛋白, 他是一种多功能蛋白, 可以调

节细胞转录、蛋白降解、细胞浆钙离子信号、

细胞周期及细胞的凋亡途径, 其中调节细胞浆

钙离子信号、蛋白酶体的活性等与HBV复制及

肝细胞增殖密切相关, 但是HBx蛋白是如何干

预细胞内钙离子平衡来调节细胞增殖从而影响

HBV复制, 具体机制不清. 
目前研究显示HBx蛋白可以增加细胞内钙

离子及促进细胞增殖[9,10], 而且HBx蛋白通过线

粒体途径干扰细胞内钙离子平衡已有报道 [11], 
但是内质网做为细胞钙离子储存库, 可以调节

及维持细胞内钙离子平衡[12]. 为明确HBx蛋白

经如何通过内质网相关途径调节细胞内钙离子

平衡的, 本课题组从内质网钙离子调节关键蛋

白Orai1及STIM1入手, 探讨HBx蛋白调节细胞

内钙离子平衡机制. Orail蛋白是钙离子释放激

活的钙离子通道(CRAC通道)重要的亚单位, 对
存储调控性钙离子内流(store-operated calcium 
entry, SOCE)起着关键性作用[13]. STIM1为内质

网Ca2+浓度感受器, Orail是SOCs在细胞膜上的

孔蛋白, 同时发现Orail与STIM1的联合作用可

以大大提高SOCE和CRAC通道的活性[14,15]. Oh
等[16]研究表明, HBx能升高细胞内钙离子浓度, 
激活细胞信号通道, 促进细胞增殖. 我们研究发

现, Western blot检测转染后细胞内HBx蛋白的

表达情况, 结果显示转染后的HEK293细胞可以

表达HBx蛋白. co-IP实验证实在细胞内HBx蛋

HBx

b-tublin

1                                    2

图 3 HBx蛋白在HEK293中表达. 1: 转染myc-EV; 2: 转染

myc-HBx.

45 kDa

21 kDa

1           2            3            4            5

图 4 co-IP实验验证Orai 1蛋白与HBx蛋白相互作用情
况. 1: Flag-HBx+HA-EV; 2: Flag-EV+HA-orail; 3: Flag-

HBx+HA-orail; 4: Flag-HBx+HA-STIM1; 5: Flag-EV+HA-

STIM1.

IP: Flag
WB: HA

IP: HA
WB: Flag

图 1 转染24 h后HEK293细胞生长情况. 
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图 2 转染后HEK293细胞活性检测. 
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白可以与Orai1蛋白形成异二聚体, 该结果显示

在细胞内HBx蛋白可以与SOCs在细胞膜上的孔

蛋白Orai1蛋白相互作用. 因此HBx蛋白与Orai1
蛋白结合可能是HBx蛋白通过内质网途径调节

细胞内钙离子平衡的重要途径, 从而影响细胞

生物活性. 免疫荧光检测再次证明在细胞内HBx
蛋白可以与Orai1蛋白结合, 从而影响细胞内钙

离子平衡. 此实验结果与之前研究HBx蛋白通

过线粒体途径调节细胞内钙离子平衡有所不同, 
Gearhart等[11]研究发现HBx蛋白可以通过线粒体

途径调节细胞内钙离子平衡, 影响细胞的生理

活性. CCK8检测显示HEK293细胞转染HBx质
粒后, 细胞增殖加速, 此结果可能与HBx蛋白与

Orai1蛋白相互作用, 升高细胞内钙离子, 加快细

胞增殖有关. 其中转染后12 h, 细胞数较对照组

减少, 可能与转染时加入Lipofectamine 2000有
关. 此结果与Yang等[17]研究相似, 与HBV感染后

可能导致癌症形成有关. 
本研究从内质网着手研究HBx蛋白调节细

胞内钙离子的具体分子途径, 首次提出HBx蛋白

可以与Orai1蛋白结合干预细胞内钙离子平衡, 
从而调节细胞增殖等生物活性, 可能与癌症形

成有关, 但是HBx蛋白与Orai1蛋白结合的具体

部位, 及二者结合后对细胞内钙离子平衡的影

响等目前还不清楚, 还需继续研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of SIRT1 specific 
inhibitor Sirtinol on proliferation and 5-FU che-
mosensitivity of pancreatic cancer PANC-1 cells. 

METHODS: PANC-1 cells were treated with 25, 
50 and 100 μmol/L Sirtinol for 48 h. The expres-
sion levels of SIRT1 were measured by Western 
blot. Cell proliferation was detected by MTT 
assay. Cell apoptosis was detected by flow cy-
tometry (FCM). 5-FU chemosensitivity was mea-
sured by MTT assay. 

RESULTS: Sirtinol obviously decreased the 
expression of SIRT1, inhibited cell proliferation 
and induced cell apoptosis in a dose-dependent 
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Sirtinol对胰腺癌PANC-1细胞增殖和5-FU敏感性的影响

张军港, 石 英, 王知非, 洪德飞

®

■背景资料
沉默信息调节因
子-1(silent infor-
mation regulator 1, 
SIRT1)是一种依
赖于NAD+的Ⅲ型
组蛋白去乙酰化
酶, 在细胞对抗衰
老及凋亡中发挥
重要作用. SIRT1
在多种肿瘤细胞
表达上调, 调控癌
细胞的生物学行
为, 同时与胰腺癌
病理特征密切相
关. 可见SIRT1是
胰腺癌靶向治疗
的有效靶点. 

manner. Moreover, compared with Sirtinol 
alone (A = 0.546 ± 0.020) or 5-FU alone (A = 0.526 
± 0.023), Sirtinol combined with 5-FU more sig-
nificantly inhibited the proliferation of PANC-1 
cells (A = 0.251 ± 0.017, both P < 0.01). 

CONCLUSION: Sirtinol could induce cell pro-
liferation inhibition and apoptosis, and enhance 
anti-cancer effects of chemotherapy on PANC-1 
cells possibly via mechanisms associated with 
down-regulating SIRT1 expression.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Pancreatic cancer; Sirtinol; 5-fluorour-
acil; Proliferation; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨沉默信息调节因子-1(silent informa-
tion regulator 1, SIRT1)去乙酰化酶抑制剂
Sirtinol体外应用对胰腺癌PNAC-1细胞增殖和
5-FU化疗敏感的影响. 

方法: 应用不同浓度的Sirt inol(25, 50和100 
μmol/L)处理PNAC-1细胞48 h, Western blot
测定S I RT1表达的变化情况 ,  M T T法检测
PANC-1细胞增殖变化, 流式细胞术观察细胞
凋亡变化, MTT法检测Sirtinol对5-氟尿嘧啶
(5-fluorouracil, 5-FU)化疗敏感性的变化. 

结果: Sirtinol显著降低SIRT1的表达量, 明显
抑制了PANC-1细胞的增殖, 促进了凋亡, 且呈
浓度依赖性. 与Sirtinol(A  = 0.546±0.020)或
5- FU(A  = 0.526±0.023)单药作用相比, 两药
联合应用可显著降低PANC-1细胞的增殖(A = 
0.251±0.017, P <0.01). 

结论: Sirtinol通过下调SIRT1表达可抑制胰腺

■同行评议者
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■研发前沿
胰腺癌高度耐药, 
寻找新的靶点进
行干预以增强化
疗的效果是胰腺
癌治疗研究的热
点. SIRT1与胰腺
癌耐药密切相关, 
寻求沉默S I RT 1
的有效抑制剂或
分子生物学技术
是当前亟待解决
的问题.

癌细胞增殖和促进其凋亡, 同时增强化疗药
5-FU敏感性, 这为胰腺癌的化疗提供了一种
新的方案.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰腺癌; Sirtinol; 5-氟尿嘧啶; 增殖; 凋亡

核心提示: 沉默信息调节因子-1(silent information 
regulator 1, SIRT1)信号通路与胰腺癌密切相关, 
设计合成SIRT1特异性的抑制剂可以沉默SIRT1
基因, 有效抑制胰腺癌细胞生长, 促进胰腺癌细

胞的凋亡, 增强化疗药物的敏感性, 为分子靶向

阻断SIRT1信号通路治疗胰腺癌奠定了基础.

张军港, 石英, 王知非, 洪德飞. Sirtinol对胰腺癌PANC-1细胞

增殖和5-FU敏感性的影响. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 

86-90  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/86.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.86

0  引言

化疗是治疗胰腺癌最主要的辅助手段之一, 但
不论是单药化疗还是联合化疗, 肿瘤对化疗药

物的反应率都不高[1], 因此寻找新的靶点进行干

预以增强化疗的效果是胰腺癌治疗研究的关键

点之一. 沉默信息调节因子-1(silent information 
regulator 1, SIRT1)是一种依赖于NAD+的Ⅲ型组

蛋白去乙酰化酶, 作为代谢应激感受因子, 在细

胞对抗衰老及凋亡中发挥重要作用[2-4]. 最近研

究发现, SIRT1在多种肿瘤细胞表达上调, 下调

SIRT1的活性可抑制肿瘤的增殖[5,6], 我们前期的

研究结果表明SIRT1在胰腺癌中高表达, 这种表

达趋势与胰腺癌患者的年龄、肿瘤大小、TNM
分期、淋巴结侵袭和远处转移密切相关[7]. 但
SIRT1抑制剂在胰腺癌细胞的作用尚未明确. 本
研究设想通过应用SIRT1抑制剂Sirtinol, 观察胰

腺癌细胞增殖及凋亡改变; 进一步联合应用5-氟
尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU), 初步探讨以SIRT1
为干预靶点对于5-FU化疗的增敏效应.  

1  材料和方法

1.1 材料 Sirtinol、5-FU、MTT、PMSF及二甲

基亚砜(dimethylsulfoxide, DMSO)购自Sigma-
Aldrich Chemical Company, Sirtinol用DMSO溶

解, 配制成浓度为100 mmol/L储存液, -20 ℃避

光保存, 胎牛血清、RPMI 1640购自美国Gibco 
BRL公司; 兔抗人SIRT1和GAPDH第一抗体购

自美国Santa Cruz公司; 辣根过氧化物酶结合的

第二抗体、免疫细胞化学试剂购自武汉博士德

公司; 凋亡检测试剂盒(ANT0002)购自Antgene
公司; RIPA裂解液、ECL发光试剂盒购自Beyo-
time公司; 胰腺细胞系PANC-1购自中国科学院

上海细胞库. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 胰腺癌PANC-1细胞用含有10%
胎牛血清的R P M I 1640培养基, 置于37 ℃、

5%CO2饱和湿度的CO2培育箱下常规培养. 
1.2.2 Western blot检测SIRT1蛋白变化: 各组细

胞培养48 h后, 提取细胞总蛋白. 总蛋白提取参

照Beyotime公司提取方法进行. 分别将相同含

量的蛋白样品和2×蛋白上样缓冲液等体积混

合, 100 ℃水中煮沸5 min使蛋白变性, 10%SDS-
PAGE电泳后电转移至硝酸纤维素膜上, 5 g/L
脱脂奶粉封闭后, 加入1∶500稀释的第一抗体, 
4 ℃孵育过夜, TBS漂洗膜后, 加入1∶2000稀释

的第二抗体, 室温90 min,  TBS漂洗膜后, ECL增
强发光, X线曝光5 min. 以GAPDH蛋白作内参

照, Bandscan图像分析软件进行光密度积分值 
分析. 
1.2.3 MTT法细胞增殖抑制的测定: 取对数生长

期细胞, 消化后计数, 按每孔5×103个接种于96
孔培养板中贴壁生长后, 无血清培养细胞24 h, 
使细胞同步化, 不同浓度Sirtinol(100 μmol/L)或
Sirtinol(100 μmol/L)联合5-FU(50 μg/mL)处理细

胞48 h, 阴性对照组无药物作用, 各组DMSO体

积分数不超过0.1%. 然后每孔加入浓度为5 mg/
mL的MTT 20 μL, 37 ℃孵育4 h后, 小心吸除培

养液, 再加入DMSO 200 μL, 混匀后用酶标仪测

定570 nm处吸收度(A )值. 每检测点取6个平行孔

的平均值, 绘制图, 实验重复3次, 观察药物对细

胞生长的抑制作用.  
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡变化: 细胞以每

孔4×105个接种于6孔板中, 各组处理细胞48 h
后, 收集细胞, 制成单细胞悬液, 消化收集经药

物处理过的细胞制成细胞悬液, 按检测试剂盒

的说明书(ANT0002)操作, 经药物处理后的细

胞, 用带有荧光素FITC的Annexin V和PI同时染

色后, 2 h内用流式细胞仪检测. 细胞发生凋亡

时, 位于细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸外翻, 由于

Annexin-V能特异地与磷脂酰丝氨酸结合, 根据

结合量的变化可反映凋亡细胞的百分率. 
统计学处理 应用统计学软件SPSS13.0进行

统计学分析, 数据经方差齐性检验, 符合正态分
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■相关报道
研究报道S I RT 1
在 人 乳 腺 癌 ,  肺
癌和胰腺癌细胞
中高表达. Keitaro
等发现s iRNA干
扰S I RT 1的表达
增强了前列腺癌
细胞对化疗的敏
感 性 .  C h u 等 发
现 S h R N A 干 扰
SIRT1能逆转多种
肿瘤的耐药性.

布, 以数据以mean±SD表示, 组间比较采用t检
验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 Sirtinol对PANC-1细胞SIRT1蛋白的影响 我
们采用Western blot的方法, 结果发现不同浓度

Sirtinol(25、50、100 μmol/L)作用PANC-1细胞

48 h后, SIRT1蛋白的表达明显下降, 且成浓度依

赖性, 差异具有显著性(P <0.05)(图1). 
2.2 Sirtinol对PANC-1细胞增殖影响 不同浓度

Sirtinol作用PANC-1细胞48 h后, 采用MTT法
检测其增殖情况. 结果显示, 不同药物组(25、
50、100 μmol/L)与对照组(A  = 0.816±0.034)
相比, 细胞增殖率分别明显降低(A  = 0.663±
0.025, 0.546±0.029, 0.396±0.027), 有显著差异

(P <0.01)(图2). 
2.3 Sirtinol对PANC-1细胞凋亡的影响 不同浓

度Sirtinol作用PANC-1细胞48 h后, 采用流式细

胞术检测细胞凋亡变化. 结果显示, 与对照组

(2.70%±0.42%)相比, 25、50和100 μmol/L的
Sir t inol引起的细胞凋亡率明显增加(4.85%±

0.50%, 7.95%±0.35%和11.05%±0.64%), 差异

非常具有显著性(P <0.05)(图3).  
2.4 Sirtinol对PANC-1细胞5-FU化疗敏感性的

影响 5-FU(25 μg/mL)、Sirtinol(50 μmol/L)以及

Sirtinol联合5-FU作用PANC-1细胞48 h后, 细胞

增殖A值分别为0.526±0.023、0.546±0.020、
0.251±0.017, 明显低于对照组(0.816±0.034, 
P <0.01), 并且Sirtinol联合5-FU后细胞增殖率也

明显低于Sirtinol或5-FU(P <0.01)(图4). 

3  讨论

SIRT1是与酵母菌长寿基因SIR2 (silent informa-
tion regulator 2)同源的基因, 主要分布在细胞核

中, 其功能是催化在蛋白赖氨酸ε位上的去乙酰

化, 调控细胞增殖、凋亡、衰老等过程[8,9]. 多项

研究提示SIRT1与肿瘤发生发展密切相关, 但其

确切作用则尚未明确. Wang等[10]研究发现SIRT1
在胶质母细胞瘤、膀胱癌及卵巢癌中的表达明

显低于正常组织, 提出SIRT1可能是抑癌因子. 
Firestein等[11]证实在老鼠的结肠癌模型中, 通过

热量限制在增加SIRT1表达的同时抑制了肿瘤

的增殖. 而与此相反, Huffman等[12]研究发现人

类前列腺癌组织中的SIRT1表达量比邻近的正

常组织表达量高很多, 指示SIRT1可能是一种促

癌基因. 同时Ota等[6]观察到发现下调SIRT1表达

可以抑制人乳腺癌和肺癌细胞增殖. 我们前期

的研究结果表明SIRT1在胰腺癌中高表达, 使用

ShRNA干扰SIRT1表达可以抑制胰腺癌细胞增

殖[7]. 本研究观察到应用SIRT1抑制剂Sirtinol作
用胰腺癌PANC-1细胞株后, SIRT1的表达明显下

降, 细胞增殖明显受到抑制而凋亡率增加, 进一

步提示SIRT1可能在胰腺癌中发挥促癌作用. 上
述多个研究结果的不一致性, 提示SIRT1的具体

作用可能有肿瘤异质性. 
SIRT1通过P53的去乙酰化来阻止DNA损伤

后P53依赖的CDKN1A(编码P21)和BAX的反式

激活, 对调控细胞增殖和凋亡起关键的作用[13]. 
人类SIRT1的过度表达会通过阻断p53的乙酰化

阻断细胞的衰老凋亡[14]. 本研究中应用流式细

胞术观察到PANC-1细胞应用Sirtinol后凋亡率

显著增加, 同时Western blot检测到应用Sirtinol
后细胞SIRT1表达显著降低, 表明Sirtinol抑制

PANC-1细胞增殖机制与下调SIRT1表达从而促

进细胞凋亡密切相关. 
本研究前期结果证实Sirtinol可抑制SIRT1

表达从而促进胰腺癌细胞凋亡, 而胰腺癌细胞

SIRT1

b-actin

对照             25             50              100

Sirtinol (μmol/L)

图 1 Sirtinol对PANC-1细胞SIRT1蛋白的影响. SIRT1: 沉默

信息调节因子-1.
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图 2 Sirtinol对人胰腺癌PANC-1细胞增殖的影响. bP <0.01 

vs  0 μmol/L.
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■创新盘点
本研究利用SIRT1
抑制剂Sirtinol抑
制SIRT1表达, 体
外研究SIRT1与胰
腺癌细胞增殖, 凋
亡及5-FU化疗敏
感性的关系, 该结
果为胰腺癌的化
疗提供了一种新
的方案.

耐药与凋亡信号密切相关, 因而本研究进一步

观察了Sir t inol与5-FU的联合作用. 结果显示, 
Sirtinol联合5-FU对胰腺癌细胞增殖抑制效应较

单独应用Sirtinol和5-FU更为显著, 进一步抑制

癌细胞增殖, 表明Sirtnol增加了5-FU化疗敏感

性. 与此相似, Kojima等[15]研究发现siRNA干扰

技术下调SIRT1的表达, 可能通过诱导凋亡增强

了PC3和DU145细胞对喜树碱和顺铂的敏感性. 
Chu等[16]等发现ShRNA干扰SIRT1能逆转多种肿

瘤的耐药性, 其机制是通过降低耐药基因P-gly-
coprotein的表达. 上述研究结果提示, SIRT1可
以作为具有化疗增敏作用的潜在靶点, 其机制

可能是通过诱导凋亡通路或降低耐药相关基因, 
有待于进一步研究.   

本研究结果表明SIRT1可能是胰腺癌的促

癌因子, 使用SIRT1抑制剂Sirtinol抑制SIRT1表
达可抑制胰腺癌细胞增殖促进凋亡, 同时可通

过抑制SIRT1发挥化疗增敏作用, 提高胰腺癌化

疗效果. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of S-1 
combined with oxaliplatin (SOX) in the treat-
ment of advanced gastric cancer. 

METHODS: Preoperative stage Ⅱ/Ⅲ gastric 
cancer patients received S-1 [80 mg/(m2•d); 
days 1-14] and SOX (130 mg/m2; day 1) followed 
by a 7 d rest during the 3 wk schedule and sub-
sequently received gastrectomy with D1/D2 
lymphadenectomy. 

RESULTS: Between June 2012 and September 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

进展期胃癌应用替吉奥胶囊联合注射用奥沙利铂3周方案
新辅助化疗的临床效果

李 涛, 梁美霞, 冯道夫, 袁 静, 郭 旭, 李 婷, 陈 凛

®

■背景资料
胃癌新辅助化疗
是较新的综合治
疗模式, 其临床应
用尚在探索之中, 
但可以预测其前
景较好. 本研究选
用较新的化疗方
案 (SOX)应用于
我国进展期胃癌
患者 ,  有效率高 , 
肿瘤降期明显, 值
得临床推广. 

2013, 117 patients were enrolled in this study. 
All patients were assessed for efficacy and ad-
verse events, and 57 (69.5%) patients had clinical 
tumor response. The response and disease con-
trol rates were 69.5 % and 97.6%, respectively. 
Main grade 3/4 adverse events were hemato-
logical toxicities, including thrombocytopenia 
(5.4%) and leucopenia (5.4%). Grade 3/4 non-
hematological events included liver dysfunc-
tion (8.1%), loss of appetite (5.4%) and vomiting 
(10.8%). 

CONCLUSION: S-1 plus SOX provided a favor-
able efficacy and safety profile in Chinese pa-
tients with advanced gastric cancer. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Gastric cancer; Neoadjuvant chemo-
therapy; Efficacy
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摘要
目的: 评估进展期胃癌患者术前应用替吉奥
胶囊联合注射用奥沙利铂(SOX)新辅助化疗
的有效性和安全性.  

方法: 通过对治疗前分期评估为第7版AJCC 
Ⅱ-Ⅲ期胃癌患者行口服替吉奥胶囊[80 mg/
(m2·d), 第1-14天]联合奥沙利铂(130 mg/m2, 第
1天)新辅助化疗结合D1/D2淋巴结清扫, 统计
所有术后患者肿瘤降期情况及化疗过程中出
现的不良反应.  

结果: 2012-06/2013-09共入组117例Ⅱ-Ⅲ期胃
癌患者, 所有入组患者均完成了至少2个周期
化疗, 其中82例患者顺利完成手术, 57例患者
肿瘤达临床缓解(69.5%), 12例患者疗效达到
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■研发前沿
本文研究的重点
是针对Ⅱ-Ⅲ期胃
癌患者应用SOX
方案新辅助化疗, 
观 察 其 有 效 性 , 
重点是病理学疗
效 .  待 研 究 的 问
题是生存时间.

完全缓解(complete response, CR), 45例患者疗
效达到部分缓解(partial response, PR), 化疗有
效率为69.5%, 疾病控制率达97.6%.  绝大部分
患者完成D2淋巴结清扫(80/82, 97.6% ), 30例
患者术后标本切缘阴性(R0)(97.6%) . 此外, 所
有患者基本可耐受化疗, 并没有出现4级不良
反应. 3/4级不良反应主要为呕吐(10.8%); 肝
功能异常(8.1%); 血小板减少(5.4%); 白细胞
减少(5.4%); 食欲减退(5.4%). 

结论: 进展期胃癌应用SOX方案新辅助化疗
有效率高, 肿瘤降期明显, 值得临床推广. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃癌; 新辅助化疗; 有效性

核心提示: 本文采用了新型胃癌综合治疗模式(新
辅助化疗), 肿瘤降期明显, 临床和病理学有效率

比较具有统计学差异, 反映出大多数患者从新辅

助化疗中受益, 提高了治疗效果. 应值得临床推

广新辅助化疗模式. 
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0  引言

胃癌目前是全球发病率第4位的恶性肿瘤, 在肿

瘤中致死率居第2位[1]. 胃癌与其他恶性肿瘤相

比较具有生物学类型多、恶性程度高、早期诊

断率低、根治程度差等特点. 临床实践证明, 单
纯强调外科手术的根治性和规范化已经无法进

一步提高胃癌患者生存率. 积极探索其他治疗

方法成为当务之急. 基于术前化疗理论学基础, 
设想如果能够术前应用化疗药物使得肿瘤缩小, 
减轻瘤体对于周围脏器的侵犯, 就能够提高R0
切除率和D2根治率, 理论上将进一步能够提高

生存率. 自上世纪90年代, 随着新型化疗药物的

不断出现和新方案的组合, 胃癌新辅助化疗相

关研究得到越来越多学者的关注[2]. 文献报道, 
胃癌术前化疗有效性最高可达50%-70%. 2006
年英国学者Cunningham在《新英格兰杂志》发

表著例的MAGIC实验研究结果证实, 进展期胃

癌术前行ECF化疗较单纯手术组能够提高5年生

存率(36% vs  23%, P  = 0.009), 并被美国国立综

合癌症网络(National Comprehensive Cancer Net-

work, NCCN)癌指南列为Ⅰ类证据[3]. 法国FFCD
研究结果证实, 胃癌患者应用氟尿嘧啶(5-fluoro-
uracil, 5-FU)联合顺铂新辅助化疗后, 能够显著

提高R0切除率(84% vs  73%, P  = 0.04)和5年生存

率(38% vs  24%, P  = 0.03)[4]. 但是由于各个国家

胃癌患者在发病部位、病理分期、地域和人种

等方面有所区别, 所以至今仍然未能探索出一

个得到世界公认的术前化疗方案, 与此相关的

研究也成为目前胃癌综合治疗的热点问题. 相
关研究结果显示S-1联合铂类药对于晚期胃癌患

者具有较高的有效性, 值得临床进一步探索研

究[5-8]. 本研究将采用两种新型化疗药物(替吉奥

胶囊联合注射用奥沙利铂, SOX方案)针对中国

进展期胃癌患者进行围手术期化疗, 观察其疗

效及不良反应, 并对其临床应用进行初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 解放军总医院普通外科2012-06/2013-09
共117例AJCC Ⅱ-Ⅲ期胃癌患者行新辅助化疗. 
其中82例患者进行外科手术(表1). 男性67例, 女
性15例; 年龄40-75岁, 平均年龄55.3±2.3岁; 化
疗前肿瘤TNM分期为Ⅱ期3例, Ⅲ期79例. 所有

患者入组标准如下: (1)经胃镜活检病理活检确

诊腺癌的胃癌患者; (2)所有患者治疗前均需经

过超声胃镜(ultrasonography, EUS)、CT(或PET-
CT)和腹腔镜探查进行治疗前分期评估(TNM), 
按照第7版AJCC分期为II-III期患者; (3)患者无

手术相关禁忌症, 预计能够进行根治性外科切

除; (4)卡氏评分(Karnofsky, KPS)>60; 东部肿

瘤协作组(Eastern Cooperative Oncology Group, 
ECOG)评分: 0-2; (5)年龄20-75岁; (6)过去未曾

进行过化疗; (7)根据RECIST 1.1标准[9]要求具有

可测量病灶; (8)血液检查和身体状况能够耐受

化疗药物. 筛选前7 d内(包括7 d)时, 基线实验室

数据要求: 白细胞计数4×109/L-10×109/L、血

小板计数≥100×109/L、血红蛋白≥100 g/L、
肝功能<3倍正常上限值、总胆红素≤1.5 mg/
dL、血清肌酐≤1.2 mg/dL; (9)签署知情同意书. 
此研究已通过解放军总医院伦理委员会批准. 
1.2 方法

1.2.1 术前化疗: 入组患者均严格按照SOX方

案进行. 具体方案: 替吉奥胶囊(S-1)80 mg/m2, 
d1-14, 口服; 注射用奥沙利铂130 mg/m2 d1, 静
滴, 每3周1个周期. 如果患者血液学毒性达到3
或4级或非血液毒性达2、3或4级, 那么每日S-1
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■相关报道
其 他 相 关 研 究
包 括 M A G I C 、
FFCD等研究, 在
研究设计方面具
有一定类似性, 都
是探讨术前化疗
在胃癌综合治疗
中的应用.

剂量需要减量, 120 mg减为100 mg, 100 mg减为

80 mg, 80 mg减为60 mg, 或由于毒性而停止给

药. 随后的剂量根据结果进行调整. 注射用奥沙

利铂剂量调整如下: 由130 mg/m2调整为100 mg/
m2或85 mg/m2. 安全性分析依据NCI-CTC4.0版
本进行评估. 
1.2.2 手术和病理: 在患者完成最后一次化疗后

至少4 wk才可行手术治疗. 手术按照日本胃癌协

会(Japanese Gastric Cancer Association, JGCA)标
准[10]行D1/D2淋巴结清扫. 术中照片证实手术的

根治性. 术中标本送检后均由专业的病理学专

家进行检查, 并发布报告. 
统计学处理 利用计算机SPSS17.0(SPSS 

Inc., Chicago, IL)软件包进行, 统计描述时计数

资料采用率, 计量资料采用均数; 两组比较时计

量数据采用t检验, 计数资料分析采用χ2
检验, 采

用概率P值进行统计推断, P <0.05为差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 有效性和安全性 所有入组患者均完成至少

2个周期SOX方案化疗, 其中82例患者顺利完成

手术. 其中12例(14.6%)患者术后病理提示为病

理学完全缓解(pathological complete response, 
pCR); 45例(54.9%)患者疗效达到部分缓解(par-
tial response, PR), 病理学化疗有效率为69.5%. 
另外23例(28.0%)患者为疾病稳定(stable disease, 
SD), 2例(2.5%)患者病情进展(progressive dis-
ease, PD). 3/4级毒性反应主要为呕吐(10.8%); 肝
功能异常(8.1%); 血小板减少(5.4%); 白细胞减

少(5.4%); 食欲减退(5.4%)(表2). 
2.2 手术和病理结果 82例手术患者中, 绝大部

分患者完成D2淋巴结清扫(80/82, 97.6%), 少数

患者(2/82, 2.4%)因肿瘤较晚而仅行D1淋巴结

清扫. 部分患者经化疗后组织容易渗血, 总体

手术风险及难度并无明显增加. 所有手术标本

均由经验丰富的病理学专家认真进行病理检

查, 所有患者清扫淋巴结个数均超过15个. 按照

日本胃癌治疗指南对化疗后病理学疗效进行分

级, 临床与病理学TNM分期, 具有统计学差异

(P <0.05, 表3). 80例(97.6%)患者术后标本切缘阴

性(R0), 2例(2.4%)患者切缘阳性(R1). 

3  讨论

胃癌是严重威胁我国人民健康的恶性肿瘤性疾

病, 高发病率和死亡率是本病主要特点. 根治

性、规范化外科手术已经达到前所未有的高度, 
仍无法显著提高胃癌患者5年生存率. 胃癌的新

辅助化疗结合手术为改善患者预后帯来了希望. 
S-1是一种口服氟尿嘧啶类药物, 其组成主要由

替加氟、吉美嘧啶和奥替拉西钾, 按照1: 0.4: 1
比例结合而成. 其中吉美嘧啶能够可逆性拮抗

二氢嘧啶脱氢酶(dihydropyrimidine dehydroge-
nase, DPD酶), 维持5-FU在血清和肿瘤组织内部

较长的高浓度状态. 奥替拉西钾使5-FU在胃肠

道内保持磷酸化状态, 从而减小了胃肠道毒性

反应. S-1是目前单药治疗晚期胃癌有效率最高

的化疗药物, 文献报道其有效率可达44%. ACT-
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表 1 82例胃癌手术患者基线特征

     

临床特征
SOX方案新辅助化疗

n 所占百分比(%)

性别

  男 67 81.7

  女 15 18.3

年龄(岁)

  40-49 12 14.7

  50-59 27 32.8

  60-69 32 39.0

  70-75 11 13.5

肿瘤位置

  上1/3部 23 28.8

  中部 23 28.8

  下1/3部 36 42.4

术前TNM分期 

  II   3   3.7

  III 79 96.3

手术方式

  近端胃 23 28.0

  远端胃 35 42.7

  全胃 24 29.3

淋巴结清扫

  D2淋巴结清扫 80 97.6

  D0/D1淋巴结清扫   2   2.4

切缘情况

  R0 80 97.6

  R1   2   2.4

  R2   0   0.0

病理学分期

  0 12 14.6

  I 29 35.3

  II 12 14.7

  III 27 33.0

  IV   2   2.4
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■创新盘点
本文不同在于化
疗方案新, 入组患
者为可手术切除
的胃癌患者, 通过
较为准确的病理
学疗效评价.

GC研究结果证实胃癌术后应用S-1能够显著提

高3年生存率, 降低复发率. SPIRITS研究证实S-1
联合顺铂较S-1单药组能够显著延长中位总生存

期和无进展生存期, 显示出S-1联合顺铂治疗晚

期胃癌的良好疗效[11]. 2010年NCCN中国版胃癌

指南将其列为胃癌辅助化疗药物. 奥沙利铂属

于三代铂类, 与顺铂相比, 抑制DNA的能力更强, 
结合速度快10倍以上, 结合牢固, 细胞毒作用更

强, 无心、肾、耳毒性, 不脱发, 胃肠道反应和

血液学毒性均较小. 自2001开始, 采用此药方案

治疗进展期胃癌的报告逐渐增多. 国内金懋林

报告联合使用奥沙利铂、5-Fu和CF对进展期胃

癌的有效率为42.5%. 综合法国、美国、台湾、

韩国等的临床研究资料, 该方案的总有效率在

42.5%-64%, 中位生存期8-10 mo[12-15]. 近期研究

结果显示S-1联合奥沙利铂(SOX方案)能够显着

延长中位总生存期和无进展生存期, 总体有效

率为59%, 疾病控制率为84%, 显示出此方案的

良好疗效[8]. 
本研究中82例进展期胃癌患者经2-4个SOX

方案新辅助化疗并进行手术后, 57例患者肿瘤

降期, 化疗有效率为69.5%, 疾病控制率为97.6 
%; 12例患者疗效更达完全缓解; 80例患者术后

标本切缘阴性(R0), 2例患者切缘阳性(R1), R0根
治率为97.6%. 对比化疗前后肿瘤学分期可发现

TNM分期降期明显, 由此显示SOX方案较好的

有效率. 此外, 所有患者基本可耐受化疗, 并没

有出现4级毒性反应. 可见, 进展期胃癌新辅助

化疗不仅是可耐受的、有效的治疗方法, 同时

未增加手术风险及术后并发症, 还可以降低肿

瘤分期, 提高无残存肿瘤(D2/R0)手术切除率, 甚
至进一步提高患者生存率. 

该研究中仍存在不少局限且需进一步改善

的地方, 包括: (1)本研究每2个周期应用CT按照

实体瘤RECIST1.1标准进行疗效评价. 在临床实

践中, 以CT观察治疗前后肿瘤大小的变化时经

常出现治疗后的最大横断面与治疗前无法完全

重合在同一层面等现象. 呼吸对CT扫描平面的

影响是其中的原因之一, 胃属腹腔内脏器, 与胰

腺、肾脏等腹膜后脏器相比较为游离, 随着呼

吸运动有一定幅度的上下移动, 即使在患者配

合的情况下, 治疗后CT扫描时肿瘤所在的平面

也不一定与治疗前完全重合. 此外, 以CT评价疗

效时许多细节仍未在评价标准中作出规定. 在
某些病例, 治疗后癌组织已经完全坏死, 但其增

厚的瘢痕组织仍存在, 这种增厚的瘢痕组织轮

廓在CT上却无法确认为CR, 从而会导致CT判断

的结果与组织学结果不相符合. 这些细节都值

得在临床工作中进行深入的研究, 进一步完善

评价标准; (2)本研究入组患者术前需行新辅助

化疗2-4个周期, 患者于化疗后1 mo行手术治疗, 
从化疗到手术需要大约3-4 mo的时间, 化疗的不

良反应, 治疗周期相对较长, 经济费用较高, 给
患者带来了严重的心理问题, 影响着患者的身

心健康, 通常在化疗前后的整个阶段患者的心

理问题尤为复杂, 突出患者的心理状况直接影

响到治疗的效果, 化疗期间的护理对于患者的

化疗是非常重要的一步. 
总之, 胃癌新辅助化疗是一个相对较新的理

念, 目前在临床上应用逐渐增多, 新型化疗药物

为提高胃癌新辅助化疗的疗效提供了有力的手

段. 我国在此领域尚处于起步阶段, 充分利用病

例资源优势, 开展规范的临床研究, 借鉴基础研

究的成果, 积极探索术前分期手段和分子水平

预测, 是改善胃癌疗效的前提和保证. 该研究显

示进展期胃癌应用SOX新辅助化疗具有较高的

有效性, 可以显著提高病理缓解率、D2/R0手术
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表 2 入组患者不良反应 n (%)

     
不良反应 NCI-CTC4.0版本标准评价毒性反应分级

1级 2级 3级 4级

白细胞减少 7(8.9)      6(16.2)    2(5.4) 0(0)

贫血   5(13.5) 0(0) 0(0) 0(0)

白细胞减少 12(32.4)    18(48.6)    2(5.4) 0(0)

血小板减少   8(21.6)      5(13.5) 0(0) 0(0)

肝功能异常   5(13.3) 0(0)    3(8.1) 0(0)

食欲减退 12(32.4)      7(18.9)    2(5.4) 0(0)

腹泻   7(18.9)      5(13.5) 0(0) 0(0)

黏膜炎   4(10.8) 0(0) 0(0) 0(0)

恶心 13(35.1)      4(10.8) 0(0) 0(0)

呕吐   5(13.5)      7(18.9)     4(10.8) 0(0)

色素沉着 13(35.1) 0(0) 0(0) 0(0)

体质量下降   4(10.8) 0(0) 0(0) 0(0)

表 3 化疗前后肿瘤TNM分期对比 (n )

     
分期 临床TNM分期 病理TNM分期 P 值

0   0 10 0.001

I   0 32 0.000

II   4 13 0.020

III 76 25 0.000

IV   0   0 -
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切除率, 同时未增加手术风险, 具有成为胃癌化

疗一线方案的潜力. 但是仍需进行大样本的前

瞻性研究证实是否可以延长总体生存时间.  
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
hypoxia inducible factor -1α (HIF-1α) expression 
and gastric cancer recurrence and to analyze fac-
tors affecting HIF-1α expression in gastric cancer.

METHODS: Eighty patients with gastric cancer 
recurrence after radical resection were included 
in the study, and 50 patients without recurrence 
after radical resection for more than 5 year were 
selected as a control group. The expression of 
HIF-1α and VEGF was compared between the 
two groups. Risk factors for gastric cancer were 
analyzed with univariate and Cox proportional 
hazards models. The correlation between HIF-
1α and VEGF expression was investigated by 
Spearman correlation analysis.
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HIF-1α表达在胃癌中的作用及其与胃癌术后复发的相关性

周晓刚, 陈宁波, 沈小钢

®

■背景资料
由于胃癌早期症
状 比 较 隐 蔽 ,  部
分患者接受手术
治疗是已是进展
期, 患者术后复发
率较高. 施华等对
早期胃癌患者行
根治手术患者进
行 观 察 ,  其 结 果
表明早期胃癌患
者术后复发率仅
为12.24%, 而对
于进展期患者其
术后复发率则为
74.58%. 因此对影
响胃癌患者术后
复发的相关因素
进行分析可延长
患者生存期限, 提
高患者生存率. 

RESULTS: The positive rates of HIF-1α (77.50% 
vs 12.00%) and VEGF (73.75% vs 10.00%) expres-
sion were higher in the recurrence group than in 
the control group. The degree of differentiation, 
depth of invasion, lymph node metastasis, vas-
cular invasion, TNM clinical stage, VEGF expres-
sion were factors affecting HIF-1α expression in 
gastric tissue. There was a positive correlation 
between HIF-1α and VEGF expression (r = 0.458, 
P = 0.000). The 1-year survival rate (45.16% vs 
77.77%) and average survival time (8.62 ± 2.32 vs 
18.96 ± 3.14) were significantly lower in the HIF-
1α-positive group than in the HIF-1α-negative 
group. HIF-1α and VEGF expression were inde-
pendent prognostic factors for gastric cancer.

CONCLUSION: HIF-1α expression is closely re-
lated to recurrence of gastric cancer and tumor 
angiogenesis, and can be used as a parameter for 
assessing gastric cancer recurrence and prognosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Hypoxia-inducible factor-1α; Cancer; 
Angiogenesis

Zhou XG, Chen NB, Shen XG. Correlation between gastric 
HIF-1α expression and gastric cancer recurrence. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 96-100  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/96.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.96

摘要
目的: 探讨缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)在胃癌中的作用及其与胃
癌术后复发的相关性与影响因素.  

方法: 选取行根治切除手术后复发的80例胃
癌患者为研究对象, 另选取行根治切除手术
后经随访5年以上无复发的50例胃癌患者为
对照组, 采用免疫组织化学法测定两组HIF-
1α、血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)阳性表达情况, 采用单因
素及Cox风险模型对影响胃癌患者预后的危
险因素进行分析, HIF-1α与VEGF相关性采用
Spearman相关分析.  

■同行评议者
沈 克 平 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属龙华医院
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■研发前沿
胃癌是我国常见
的 消 化 系 肿 瘤 , 
根治手术是目前
治疗胃癌最常用
的 方 法 ,  但 仍 有
部分患者行根治
手术治疗后预后
效 果 不 理 想 ,  术
后复发仍是胃癌
患者死亡的主要
原因.

结果: 观察组胃组织中HIF-1α、VEGF表达阳
性率分别为77.50%、73.75%显著高于对照组
12.00%、10.00%. 经单因素分析可知, 分化程
度、浸润程度、淋巴结是否转移、血管侵袭
性、TNM临床分期、VEGF表达情况与胃癌
HIF-1α阳性表达相关. 经Spearman相关分析
可知HIF-1α与VEGF呈正相关(r  = 0.458, P  = 
0.000). HIF-1α阳性组1年生存率为45.16%, 平
均生存时间为8.62 mo±2.32 mo显著低于阴
性组1年生存率77.77 mo及平均生存时间18.96 
mo±3.14 mo. 经Cox风险模型可知, HIF-1α与
VEGF阳性表达是影响胃癌患者预后的独立
危险因素.  

结论: HIF-1α高水平表达与胃癌复发及血管
生成具有密切的关系, 其可作为胃癌术后复发
及预后的评价测指标.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 缺氧诱导因子-1α; 胃癌; 血管生成

核心提示: 本文观察了根治术后复发胃癌及未复

发胃癌组织中缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)表达情况, 并与临

床病理、患者生存时间进行了相关性分析, 结果

显示与胃癌复发组患者胃组织中HIF-1α表达相

关的因素包括分化程度、浸润程度、淋巴结是

否转移、血管侵袭性、TNM临床分期、VEGF表

达情况, HIF-1α阳性组1年生存率、平均生存时

间显著低于阴性组, 研究结论对胃癌的预后研究

具有较重要的意义.

周晓刚, 陈宁波, 沈小钢. HIF-1α表达在胃癌中的作用及其与胃
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0  引言

胃癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, 尽管近年

综合治疗使得胃癌5年生存率有所提高, 但患者

总体预后效果仍较差[1]. 研究表明[2], 血管生成与

胃癌发生及发展有密切的关系, 缺氧诱导因子

-1α(hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)、血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)过度表达是促使肿瘤细胞生成、增殖及

凋亡的重要因素之一, 尤其是HIF-1α作为新近

发现的促血管生长因子, 可为抗血管生成治疗

提供新的作用机制. 为此本研究将采用免疫组

织化学法测定胃癌组织中HIF-1α、VEGF表达

情况, 并对两者与胃癌复发及预后的相关性进

行分析, 旨在为临床胃癌的治疗提供新的思路.  

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-01/2011-12收治的行胃癌根

治切除手术术后复发者80例为观察组, 患者均

经超声、胃镜、CT等影像学或经病理组织学检

查确诊, 患者临床病理资料完整, 且排除第二原

发癌. 另选取同期行常规性检查的曾行胃癌根

治手术术后随访5年无复发的50例患者为对照

组. 本研究中所有患者均签署知情同意书, 且均

经本院伦理医学委员会审批通过.  
1.2 方法 采用免疫荧光组化法检测两组根治术

后复发胃癌HIF-1α、VEGF表达情况, 兔抗人

V E G F多克隆体购自福州迈新生物技术公司, 
HIF-1α鼠抗人多克隆抗体购于北京金桥生物技

术公司. HIF-1α采用EDTA热修复处理20 min, 
VEGF采用柠檬酸缓冲液于高压锅中热修复处

理2 min后采用冷水洗涤, 并采用PBS缓冲液对

样品进行冲洗, 经苏木精复染后采用乙醇对样

本脱水并制成中性树胶封片, 并与已知的阳性

切片进行对比, 阴性对照采用PBS缓冲液替代一

抗的样本为参照. 免疫组织结果的判断: (1)HIF-
1α阳性表达为棕黄色颗粒见于细胞核内, VEGF
阳性表达为棕黄色颗粒见于细胞质及细胞核内; 
(2)在倍数为100的显微镜下观察细胞着色情况, 
根据着色程度由轻至重可分别记为0、1、2、3
分. 随机选取5个视野点, 采用倍数为400的显微

镜进行观察, 每个视野进行细胞计数, 以500个
细胞作为一组计算单位, 细胞阳性百分率: 1分
为小于10%, 2分为10%-50%, 3分为大于50%. 积
分计算: (1)与(2)计算所得的分值相乘. 0分为阴

性“-”, 1-3分为弱阳性“+”, 4-6分为中度阳

性“++”, 7-9分为强阳性“+++”[3].  
统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计学

分析, 计数资料采用百分比表示; 组间计数资料

的比较采用χ2检验, HIF-1α与VEGF相关性采用

Spearman相关分析, 多因素分析采用Cox风险模

型分析, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 两组HIF-1α与VEGF阳性表达情况 观察组胃

组织中HIF-1α、VEGF表达阳性率显著高于对

照组(表1, 图1).  
2.2 胃癌复发组HIF-1α阳性率与临床病理特征
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■相关报道
Zhang等研究证实
HIF-1α阳性表达
与癌细胞淋巴结
转移有关. 曾楷峰
等研究指出HIF-
1α表达强度与癌
症患者总体生存
期及术后复发率
显著相关, HIF-1α
表达水平可作为
胃癌患者根治手
术术后复发的预
测指标.

的相关性分析 经单因素分析可知, 影响胃癌复

发组患者胃组织中HIF-1α阳性率的因素包括

分化程度、浸润程度、淋巴结是否转移、血管

侵袭性、TNM临床分期、VEGF表达情况. 经
Spearman相关分析可知HIF-1α与VEGF呈正相

关(r  = 0.458, P  = 0.000)(表2).  
2.3 复发组HIF-1α阴性与阳性患者1年生存率及

平均生存时间分析 HIF-1α阳性组1年生存率、

平均生存时间显著低于阴性组. 经Cox风险模型

可知, HIF-1α(OR = 3.145, 95%CI: 1.665-4.027)与
VEGF(OR = 3.012, 95%CI: 1.244-3.886)阳性表达

是影响胃癌患者预后的独立危险因素(表3, 4).  

3  讨论

胃癌是我国常见的消化系肿瘤, 根治手术是目

前治疗胃癌最常用的方法, 但仍有部分患者行

根治手术治疗后预后效果不理想, 术后复发仍

是胃癌患者死亡的主要原因[4]. 由于胃癌早期症

状比较隐蔽, 部分患者接受手术治疗是已是进

展期, 患者术后复发率较高[5]. 施华等[6]对早期胃

癌患者行根治手术患者进行观察, 其结果表明

早期胃癌患者术后复发率仅为12.24%, 而对于

进展期患者其术后复发率则为74.58%. 因此对

影响胃癌患者术后复发的相关因素进行分析可

延长患者生存期限, 提高患者生存率.  
目前普遍认为胃癌术后复发是由于内外因

素共同作用引起的, 血管生成是肿瘤发展的首

要条件[7]. 石燕等[8]认为肿瘤周围微环境中抑制

因子及促进因子调控失衡是导致肿瘤血管生成

的重要因素. VEGF是血管内皮细胞有丝分裂

素, 属于重要的血管生成促进因子, 其在血管生

成过程中处于核心地位[9]. 大量研究表明[10], 在
正常成年人群中VEGF的表达水平非常低, 而在

恶性肿瘤患者中VEGF表达水平异常高. 此外, 
VEGF可诱导血管、淋巴管内皮细胞迁移及增

殖, 从而促使淋巴血管及生成, 并可增加淋巴血

图 1 HIF-1α 和VEGF在胃癌组织中阳性表达. A: HIF-1α; B: VEGF. HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α; VEGF: 血管内皮生长因子.

A B

表 1 两组HIF-1α阳性表达情况 n

     
分组  n

HIF-1α表达
阳性率(%) 阴性率(%)

- + ++ +++

观察组 80 18 24 24 14  77.50a 22.50

对照组 50 44   4   2   0 12.00 88.00

aP<0.05 vs  对照组. HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.

表 2 两组VEGF阳性表达情况 n

     

aP<0.05 vs  对照组. VEGF: 血管内皮生长因子.

分组  n
VEGF表达

阳性率(%) 阴性率(%)
- + ++ +++

观察组 80 21 28 24 7  73.75a   6.25

对照组 50 45   3   2   0 10.00 90.00
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■应用要点
HIF-1α高水平表
达与胃癌复发及
血管生成具有密
切的关系, 其可作
为胃癌术后复发
及预后的评价测
指标.

管通透性, 加速淋巴血管转移, 因此与肿瘤恶性

程度具有密切的关系. 肿瘤患者体内普遍存在

免疫识别障碍的情况, 机体在此情况下可将肿

瘤组织误认为自身组织, 从而产生应激反应, 并
诱导HIF-1α生成HIF-1α表达增强可刺激肿瘤

蛋白及基因转录, 并促使VEGF大量生成. 目前

相关研究[11]表明HIF-1α与肿瘤的发生发展具有

密切的关系, 在肿瘤发生发展过程中起到重要

的调控作用. Lu等[12]采用免疫组织化学法测定

53例胃癌患者组织中HIF-1α表达情况, 结果显

示其阳性表达与胃癌肝转移及肿瘤大小有关. 
Zhan等[13]检测60例胃癌组织HIF-1α的表达, 其
结果显示, HIF-1α表达与胃癌远处转移及术后

复发有关. Zhang等[14]研究证实HIF-1α阳性表达

与癌细胞淋巴结转移有关. 曾楷峰等[15]研究指

出HIF-1α表达强度与癌症患者总体生存期及术

后复发率显著相关, HIF-1α表达水平可作为胃

癌患者根治手术术后复发的预测指标. J ia等[16]

对胃癌患者预后情况进行分析, 其结果显示胃

癌患者己糖激酶-Ⅱ及HIF-1α表达强度与肿瘤大

小、分化程度、临床分期有密切关系, 是影响

患者术后预后的独立危险因素. 
本研究结果显示, 复发组患者VEGF、HIF-

1α表达强度较强, 浸润程度较深, 患者存在淋巴

结转移, 血管浸润显著, TNM分期较晚, 经Cox
风险模型分析可知, VEGF、HIF-1α是胃癌术后

复发的独立危险因素. VEGF表达、肿瘤浸润、

淋巴结是否转移、血管侵袭性、TNM临床分期

可作为胃癌患者根治术后预后的预测指标. 此
外, 对复发组患者随访1年发行, HIF-1α阳性组

1年生存率、平均生存时间显著低于阴性组, 从
而提示HIF-1α阳性表达强度与患者生存率及生

存期限具有密切的关系, 通过测定胃癌患者HIF-
1α阳性表达情况, 对预测患者病情进展具有重

要的意义  
总之, HIF-1α高水平表达与胃癌复发及血

管生成具有密切的关系, 其可作为胃癌术后复

发及预后的评价测指标.  
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Abstract
AIM: To systematically evaluate the diagnostic 
performance of acoustic radiation force impulse 
imaging (ARFI) for non-alcoholic fatty liver dis-
ease (NAFLD) by meta-analysis. 

METHODS: Pertinent articles related to di-
agnosis of NAFLD by ARFI were searched in 
PubMed, Medline, Web of Science, CNKI, Wan-
Fang Data, CBM, and Google. The references of 
retrieved articles were also searched. Literature 
screening was performed according to inclusion 
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声辐射力脉冲成像对非酒精性脂肪性肝病诊断价值的
Meta分析

李曼蓉, 王 跃, 宋 雯, 陆伦根, 卜 平

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(non-alcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)的发病率
随着肥胖、血脂
紊乱、糖尿病及
其代谢综合征的
增多而逐年增高, 
NAFLD的诊断对
其有效治疗、改
善预后及预防糖
尿病及心血管疾
病等并发症的发
生有着重大意义. 

and exclusion criteria. The quality of included 
articles was assessed using the QUADAS tool. 
The heterogeneity was explored, and indexes 
reflecting accuracy were pooled and summary 
receiver operating characteristics (SROC) were 
analyzed using MetaDiSc1.4 and STATA 12.0. 
The publication bias and sensitivity were also 
evaluated. 

RESULTS: Eight studies were included in the 
review. Meta-analysis results showed that the 
pooled accuracy indicators like sensitivity, speci-
ficity, positive likelihood ratio, negative likeli-
hood ratio, and diagnostic odds ratio were 90% 
(95%CI: 86%-94%), 78% (95%CI: 73%-83%), 3.57 
(95%CI: 2.19-5.81), 0.13 (95%CI: 0.09-0.20), and 
35.87 (95%CI: 19.96-64.48), respectively. The area 
under the SROC curve was 0.9326, SE was 0.0169, 
and the Q* index was 0.8683. 

CONCLUSION: ARFI has a high diagnostic ef-
ficacy and could be used as a reliable and safe 
non-invasive tool for diagnosing NAFLD. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 采用Meta分析的方法系统评价声辐射
力脉冲成像(acoustic radiation force impulse 
imaging, ARFI)对非酒精性脂肪性肝病(non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)的诊断价值. 

方法:  检索P u b M e d、M e d l i n e、We b o f 
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■研发前沿
NAFLD诊断的“金
标准”公认为肝
穿刺活检, 因其有
创性等缺点, 迫切
需要发展简便、
可靠、安全的无
创性诊断手段. 常
用的无创诊断主
要是血标本的肝
酶谱水平和肝脏
超声检查. 但血浆
肝酶谱水平常低
估疾病程度、漏
诊率高, 传统的超
声检查有特异性
较 差 的 劣 势 ,  声
辐射力脉冲成像
(acoustic radiation 
force impulse im-
aging, ARFI)技术
应运而生.

Science、CNKI、WanFang Data、CBM、

Google学术搜索, 及追溯参考文献收集相关
文献. 根据纳入与排除标准筛选文献, 采用
QUADAS工具评估文献质量并提取数据. 采
用MetaDisc1.4、STATA12.0软件进行异质
性分析, 计算合并敏感度、特异度、阳性似
然比、阴性似然比等指标, 并绘制总受试者
工作特征曲线(summary receiver operating 
characteristics, SROC), 最后进行敏感性分析
及发表偏倚的评估. 

结果: 共8篇研究纳入本评价研究. M e t a分
析结果显示A R F I对N A F L D的合并敏感度
和特异度分别为90%(95%CI: 86%-94%)、
78%(95%CI: 73%-83%), 合并阳性似然比及
阴性似然比分别为3.57(95%CI: 2.19-5.81)、
0.13(95%C I: 0.09-0.20), 合并诊断比值比
35.87(95%CI: 19.96-64.48). SROC曲线下面积
为0.9326, SE = 0.0169, 总诊断精确度Q*指数
为0.8683. 

结论: ARFI具有较高的诊断效能, 可作为诊断
NAFLD的一种相对可靠、安全的无创诊断 
工具. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 声辐射力脉冲成像; 非酒精性脂肪性肝病; 

诊断性影像学; Meta分析

核心提示: 本研究采用Meta分析方法定性、定量

地评价声辐射力脉冲成像(acoustic radiation force 
impulse imaging, ARFI)对非酒精性脂肪性肝病

(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)的诊断

价值, 得出ARFI具有较高的诊断效能, 可作为诊

断NAFLD的一种相对可靠、安全的无创诊断工

具的结论.
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)与胰岛素抵抗、糖脂代谢异

常等密切相关, 他的发病率随着肥胖、血脂紊

乱、糖尿病及代谢综合征的逐年增多而增高. 
NAFLD已成为欧美发达国家慢性肝病的首要

病因, 在我国仅次于慢性病毒性肝炎位居第2位. 
NAFLD包括单纯性非酒精性脂肪肝(simple non-

alcoholic fatty liver, NAFL)、非酒精性脂肪性肝

炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)、肝纤维

化以及隐源性肝硬化. 诸多循证医学证据显示

NAFLD可影响其他病因所致的慢性肝病的进

展、诱导移植肝的复发, 可进展为肝细胞癌, 还
可参与2型糖尿病和心血管疾病的发生. NAFLD
可能作为代谢性疾病的一个早期可逆性干预治

疗的潜在靶点, 受到国内外学者的广泛关注. 故
NAFLD的诊断对其有效治疗、改善预后及预防

糖尿病及心血管疾病等并发症的发生、发展有

着重大意义.
目前肝穿刺病理诊断仍作为公认的诊断

NAFLD的“金标准”. 但因肝活检方法的有创

性、并发症的发生风险及患者合作度差等缺

点, 在很大程度地限制了其在流行病学调查、

前瞻性研究及长期随访研究中的广泛应用. 因
而迫切需要发展简便、可靠、安全的无创性诊

断方法, NAFLD常用的无创诊断主要是血液样

本肝酶谱水平和肝脏超声检查. 由于血标本肝

酶谱水平常低估疾病程度、漏诊率高, 传统的

超声检查有特异性较差的劣势, 声辐射脉冲弹

性成像(acoustic radiation force impulse imaging, 
ARFI)技术应运而生. 他又称为声触诊组织量化 
(virtual tough tissues quantification, VTQ) 技术, 
通过发射声脉冲使组织局部产生横向震动和纵

向压缩, 从而产生剪切波速度来获得感兴趣区

域组织的机械特性, 可定量评估组织弹性测量

的数值, 是反映组织的硬度等物理性质的一种

临床新技术. 近年来国内外研究显示该技术能

明显提高肝纤维化的诊断能力, 但对NAFLD的

诊断价值尚不肯定. 本研究采用Meta分析方法

对有关ARFI诊断NAFLD的文献进行全面、客

观的系统评价, 旨在为ARFI的临床应用提供最

可靠的循证依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索PubMed、Medline、Web of Sci-
ence、CNKI、WanFang Data、CBM、Google学
术搜索, 筛选国内外ARFI与NAFLD相关的随机

对照试验, 并追溯引文及引证文献进行了全面

的文献检索. 中文检索词为“声辐射力脉冲成

像”、“声触诊组织量化技术”、“非酒精性

脂肪性肝病”、“非酒精性单纯性脂肪肝”、

“非酒精性脂肪性肝炎”、“肝纤维化”, 英
文检索词为“acoustic radiation force impulse 
imaging(ARFI)”、“virtual tough tissues quan-
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■相关报道
近年来国内外研
究显示该技术能
明显提高肝纤维
化的诊断能力, 但
各家报道不一, 并
且样本量不大, 故
对NAFLD的诊断
价值尚不肯定.

tification (VTQ)”、“non-alcoholic fatty liver 
disease(NAFLD)”、“simple nonalcoholic fatty 
liver”“nonalcoholic steatohepatitis(NASH)”、

“liver fibrosis”. 检索结果由两名研究者独立

评阅, 若存在争议或不确定时咨询第三方后确

定. 检索时限截至2013-08.
1.2 方法

1.2.1文献纳入标准: (1) 研究内容: 有关ARFI诊
断NAFLD的诊断性临床研究; (2)研究语种: 限
中、英文; (3)研究对象, NAFLD组患者诊断标准

符合2006年[1]或2010年[2]中华医学会肝脏病学分

会脂肪肝和酒精性肝病学组制定的《非酒精性

脂肪性肝病诊疗指南》; (4)全文或摘要中能够

直接或间接获得诊断试验的真阳性数(true posi-
tive, TP)、假阳性数(false positive, FP)、假阴性

数(false negative, FN)及真阴性数(true negative, 
TN), 结果以表格形式表示.
1.2.2 文献排除标准: (1)综述、个案报道、述评

类文献及动物实验研究; (2)无法获得全文或不

能经摘要推算出数据的研究; (3)数据重复发表.
1.2.3 资料提取和文献质量评价: 资料提取主要

包括作者、国家、发表时间、患者的年龄、

性别比例、样本量及诊断试验的参数信息. 用
Cochrane协作网诊断性试验评价方法学采用的

质量评价工具(quality assessment of diagnostic 
accuracy studies, QUADAS)[3]评价纳入文献的质

量, 每个项目按“是”2分、“不清楚”1分、

“否”0分3个标准进行综合评价, 总分22分. 
QUADAS得分越高, 文献质量越优. 

统计学处理 首先, 采用MetaDisc1.4软件分

析异质性, 预先检验是否存在阈值效应, 灵敏

度(Se)、特异度(Sp)的异质性检验采用卡方检

验, 阳性似然比(LR+)、阴性似然比(LR-)采用

Cochran-Q检验. 其次, 根据异质性的有无确定采

用随机效应模型(有异质性)固定效应模型(无异

质性)计算合并灵敏度、特异度、阳性似然比、

阴性似然比及诊断比值比等统计学指标, 同时

绘制汇总受试者工作特征曲线(SROC曲线), 估
计试验的总诊断精确度. 再次, 进行敏感性分析. 
最后, 采用STATA 12.0软件绘出Deeks图并计算P
值, 检测及评价发表偏倚.

2  结果

2.1 纳入试验的特点及方法学质量 本研究最初

检索到相关文献143篇, 其中英文115篇, 中文28
篇. 根据纳入与排除标准, 最终有8篇文献共543
例病例纳入本次研究, 其中英文4篇, 中文4篇, 
发表时间为2010-2012年, 发表国家为美国、日

本、西班牙、中国. 纳入文献基本特征及质量

评估结果如表1. 
2.2 异质性检验及各统计指标的M e t a分析结

果   使用Meta Disc1.4软件进行异质性分析, 由
于诊断阈值不同可能导致相关统计指标准确
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表 1 纳入文献基本特征及QUADAS评分

     作者 发表年份/

国家

n 平均年龄(岁) 男性 真阳

性数

假阳

性数

假阴

性数

真阴

性数

cut-

off(m/s)

QUADAS

评分

Osaki等[4] 2010/Japan   21    57±23.1 47.6 17   1 0     3 1.47 14

金清等[5] 2010/China 100 NA 74.0 47 13 3   37 1.06   8

Yoneda等[6] 2010/Japan   54 50.6±13.7 NA 10 13 0   31 1.77 16

Palmeri等[7] 2010/USA 172 NA 37.8 50 12 6 104 NA 13

曾令容[8] 2011/China   37    45±10.6 54.1   6 15 1   15 0.99 10

肖凯兰[9] 2012/China   60   43.7±13.55 46.7 24   4 6   26 1.06 10

Guzmán-Aroca等[10] 2012/Spain   32 43.7±10.4 56.3 20   1 4     7 1.30 14

张大鹍等[11] 2012/China   67 34.7±14.2 68.7 56   3 5     3 1.06 12

NA: 未获得数据.

图 1 ROC平面散点图. 
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■创新盘点
本研究采用Meta
分析方法定性、
定 量 地 对 有 关
ARFI诊断NAFLD
的 文 献 进 行 全
面 、 客 观 的 系
统 评 价 ,  旨 在 为
ARFI对NAFLD诊
断的临床应用提
供最可靠的循证
依据.

度的差异而产生阈值效应 ,  因而首先检验是

否存在阈值效应. 当存在阈值效应时, 敏感度

与(l-特异度)呈阳性关联, ROC平面散点分布

呈典型的“肩臂形”, Spea rman相关分析提

示强阳性关联. 本研究中, 可见Meta Discl.4软
件输出的R O C平面散点图不是典型的“肩臂

形”外观(图1), 同时Spearman相关系数, rs = 
0.374, P  = 0.362, 提示本研究中敏感度与(1-特
异度)呈阴性关联, 不存在阈值效应. 然后, 对
其他来源的异质性进行检验 ,  结果提示各研

究间的灵敏度(χ2 =10.77, P  = 0.1492)、特异

度(χ2 = 28.14, P  = 0.0002)、LR+(Cochran-Q = 
28.19, P = 0.0002)、LR-(Cochran-Q = 5.38, P  = 
0.6133)、dOR (Cochran-Q = 6.32, P  = 0.5024), 
其中特异度、LR+两者存在异质性, 灵敏度、

L R-、d O R均是同质的 .  异质性结果采用随

机效应模型合并统计结果 ,  同质性结果则采

用固定效应模型合并统计结果 .  其合并敏感

度(图2A)和特异度(图2B)分别为90%(95%CI: 
86%-94%)、78%(95%C I:73%-83%),  合并

L R+(图2C)及L R-(图2D)分别为3.57(95%C I: 
2.19-5.81)、0.13(95%CI: 0.09-0.20), 合并dOR
为35.87(95%CI: 19.96-64.48). 绘制ARFI诊断的

SROC曲线图(图3), AUC为0.9326, SE = 0.0169, 
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χ2 = 10.77; df = 7 (P= 0.1492)
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0.90(0.83-0.95)
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0.88(0.47-1.00)
0.50(0.12-0.88)

Specificity (95%CI)
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χ2 = 28.14; df = 7 (P= 0.0002)
Inconsistency (I2) = 75.0%
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Positive LR (95%CI)

Random effects model
Pooled positive LR = 3.57 
(2.19-5.81)
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(P = 0.0002)
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Tau2 = 0.3278
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Fixed effects model
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图 2 各指标的Meta分析合并森林图. A: 灵敏度; B: 特异度; C: 阳性似然比; D: 阴性似然比; E: 诊断比值比.

A B

DC

E

Symmetric SROC
AUC = 0.9326
SE(AUC) = 0.0169
Q* = 0.8683
SE(Q*) = 0.0206

图 3 SROC曲线. 
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总诊断精确度Q*指数分别为0.8683. 
2.3 敏感性分析结果 为了考察本Meta分析结论

的敏感性, 采用逐一排除的方法, 其结果均与原

有纳入的8项研究的结果基本一致, 各评价指标

均变化不大, 且可信区间大致重叠. 说明本研究

的结果稳定、可靠.
2.4 发表偏倚的检验结果 为了检验及评价本研

究的发表偏倚, 采用STATA12.0绘出Deeks图(图
4), 图中研究分布于相关线附近, 呈大致对称分

布, 提出本研究存在发表偏倚的可能较小. 计算

出P  = 0.116>0.05, 再次提示本次Meta分析不存

在发表偏倚, 结果较为可靠. 

3  讨论

2012年由美国肝脏病学会(American Association 
for the Study of Liver Diseases, AASLD)、美国胃

肠病学院(American College of Gastroenterology, 
ACG)和胃肠病学会(American Gastroenterological 
Association, AGA)共同起草并发表于Hepatology
杂志的《非酒精性脂肪性肝病诊疗指南》[12], 对
于评估NAFLD患者是否存在NASH和进展期肝

纤维化, 仍推荐行肝组织病理检查确诊. 近年来, 
诊断影像学技术的高速发展, 诸多学者用瞬时弹

性测定、ARFI等特殊超声检查无创评估NAFLD
患者是否存在NASH和进展期肝纤维化[13-16]. 但
其诊断的敏感性及特异性尚不肯定, 且大多为

小样本研究. 因此本研究采用Meta分析方法对

多个同类的临床研究结果进行综合定量分析, 
从统计学角度增大样本含量, 提高检验效能, 对
国内外使用ARFI诊断NAFLD的临床研究做一

系统评价. 
8项ARFI诊断NAFLD的临床研究的综合定量

分析结果显示合并灵敏度和特异度较高, 分别为

90%(95%CI: 86%-94%)、78%(95%CI:73%-83%), 
似然比属于同时反映灵敏度和特异度的复合指

标, 本研究LR+为3.57, 提示NAFLD患者经ARFI检
查结果为阳性的机会是非NAFLD患者的3.57倍; 
NLR为0.13, 提示ARFI检查错误判断阴性的机会

是正确判断的13%. 总诊断优势比为35.87, 远大于

1, 说明NAFLD患者比非NAFLD患者更有可能获

得ARFI检查的阳性结果, 前者是后者的35.87倍, 
他反映了诊断效能, 全面评价了诊断检查的准确

性及判别能力. SROC曲线分析通过曲线下的面积

及Q*的大小进一步显示了诊断检查准确度的高

低, AUC = 0.9326, Q = 0.8683, 均接近1, 表明ARFI
检查对NAFLD患者诊断的准确度很高. 且经敏感

性分析及发表偏倚的评估, 提示本研究的结论稳

定和可靠. 
本研究存在以下不足之处: 检索文献语言

仅限于中、英文, 可能存在语种偏倚; 由于ARFI
是新的诊疗技术, 其诊断NAFLD的相关文献数

量不多, 故纳入文献数量及样本量均相对较少; 
尽管采取多种途径从多个数据库全面检索正式

发表文献, 但由于多种原因未能发表的文献均

不在研究之列, 且阳性结果的研究常较阴性结

果的研究更容易发表, 所以可能存在潜在的发

表偏倚. 
虽然本研究存在上述不足, 但本研究从循

证医学的角度用科学的方法荟萃分析了ARFI对
NAFLD的诊断价值, 得出ARFI对NAFLD患者具

有较高诊断效能. 鉴于本研究中样本量较小, 期
待更多的设计严谨、大样本、多中心的高质量

诊断学临床研究, 以获得更为合理可靠的循证

医学证据, 更准确地为广大临床工作者和医疗

卫生决策者提供参考.
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Abstract 
AIM: To investigate the molecular mechanisms 
of damp-heat stasis in the middle-jiao syndrome 
in patients with chronic hepatitis B.  

METHODS: Plasma samples were collected 
prospectively from normal controls (n = 20) and 
patients with chronic hepatitis B and damp-
heat stasis in the middle-jiao syndrome (DHSS) 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

慢性乙型肝炎湿热中阻证的血浆代谢组学

刘友平, 李 波, 张光海, 米绍平, 李 洪, 魏 嵋

®

■背景资料
肝脏是人体消化
系统中最大的消
化腺, 是人体内以
代谢功能为主参
与新陈代谢的重
要器官. 代谢组学
就是对机体代谢
终端产物进行综
合性多元化分析, 
从整体上展示生
物体复杂的内在
变化状态. 组学所
具备的整体性、
复杂性、时空性
和动态性等特点
与中医理论中注
重整体研究, 强调
功能联系的观点
是相通的. 因此采
用代谢组学研究
慢性乙型肝炎湿
热中阻证血浆代
谢谱改变可为该
病证侯及辨证的
规范化提供一定
的科学依据. 

(TM1 group: n = 20) and analyzed using ultrap-
erformance liquid chromatography (LC)/time-
of-flight mass spectrometry (MS) coupled with 
orthogonal partial least squares-discriminant 
analysis (OPLS-DA).

RESULTS: Significant metabonomic differences 
were observed between the two groups. Plasma 
levels of 14 metabolites in the TM1 group were 
obviously altered compared with those in the 
control group (P < 0.05), among which tauroche-
nodesoxycholic acid, 7b-hydroxy-3-oxo-5b-chola-
noic acid, glycochenodeoxycholic acid 3-glucuro-
nide, glycochenodeoxycholate-3-sulfate and cho-
lic acid glucuronide are related to the metabolism 
of bile acids, lysophosphatidylcholine (lysoPC), 
lysophosphatidylethanolamine (LysoPE) (C22:1), 
3b,16a-dihydroxyandrostenone sulfate, phospha-
tidylcholine (PC) (C22:6), phosphatidylethanol-
amine (PE) (C24:1), lysophosphatidylcholine (ly-
soPC) (C18:2) and 13'-hydroxy-alpha-tocopherol 
are related to the metabolism of lipids.

CONCLUSION: There are significant metabo-
nomic differences between normal controls and 
patients with chronic hepatitis B and DHSS, 
and these metabolites may be used as potential 
biological markers for DHSS in patients with 
chronic hepatitis B.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要  
目的: 从代谢组学的角度探讨慢性乙型肝炎
湿热中阻证的分子机制. 

方法: 采用超高性能液相色谱与质谱(UPLC-

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
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■研发前沿
中医的核心思想
是“辨证论治”, 
其 中 ,  辨 证 是 论
治 的 前 提 ,  但 长
期 以 来 中 医 对
“证”的判断主
观 性 较 强 ,  缺 乏
规范化的客观性
标准. 因此, 对慢
性乙型肝炎中医
证候客观化研究
已成为当务之急.

Q-TOP/MS)联用技术并结合正交偏最小二乘
方-判别分析(OPLS-DA)进行对比分析慢性乙
型肝炎湿热中阻证与正常对照组血浆代谢物
水平.

结果: 慢性乙型肝炎湿热中阻证组与正常对
照组有明显的代谢图谱分离; 慢性乙型肝炎
湿热中阻证组比较正常对照组有14种代谢产
物主成分差异, 其中牛磺鹅脱氧胆酸、胆烷
酸、甘氨鹅脱氧胆酸-3-葡萄糖醛酸、胆酸葡
萄糖醛酸、甘氨鹅脱氧胆酸-3-葡萄糖醛酸等
主要与胆汁酸代谢密切相关; 溶血磷脂酰胆
碱(C18:3)、溶血磷脂酰胆碱(C18:2)、溶血磷
脂酰乙醇胺(C22:1)、二羟基雄甾烯酮硫酸、

磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺(C24:1)、13'-羟
基-α-生育酚等主要与脂类代谢密切相关. 

结论: 慢性乙型肝炎湿热中阻证患者与健康
者存在代谢产物主成分差异, 这些代谢产物主
成分差异可能是慢性乙型肝炎湿热中阻证的
潜在分子标志物. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 慢性乙型肝炎; 湿热中阻证; 血浆; 代谢 

组学

核心提示: 本研究发现慢性乙型肝炎(c h r o n i c 
hepatitis B)湿热中阻证患者升高的溶血磷脂成分

如溶血磷脂酰胆碱(C18:3; C18:2)、溶血磷脂酰

乙醇胺(C22:1)等以及升高的疏水性胆汁酸成分

如牛磺鹅脱氧胆酸、胆烷酸、甘氨鹅脱氧胆酸

-3-葡萄糖醛酸等均对肝脏有明显的损伤作用.

刘友平, 李波, 张光海, 米绍平, 李洪, 魏嵋. 慢性乙型肝炎湿

热中阻证的血浆代谢组学. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 

107-113  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/107.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.107

0  引言

目前世界上有超过4亿例乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)感染者(大约占世界人口的5%)[1], 
并且 ,  H B V感染容易发展成为慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B, CHB)、肝硬化和肝细胞癌
[2], 因此慢性乙型肝炎的防治是一个全球性公共

卫生问题, 已引起世界各国的关注. 近年来, 祖
国传统医学在治疗CHB上显示出独特的优势. 
中医的核心思想是“辨证论治”, 其中, 辨证是

论治的前提, 但长期以来中医对“证”的判断

主观性较强, 缺乏规范化的客观性标准. 近年来

国内外不少学者采用多种方法对中医“证”的

内涵进行了研究, 但单层次、单系统的研究所

发现的证侯的微观指标, 很难全面揭示“证”

的科学内涵[3]. 近年来, 随着系统生物学的逐步

深入, 组学已成为目前中医药研究中最活跃的

领域之一. 组学所具备的整体性、复杂性、时

空性和动态性等特点与中医理论中注重整体研

究, 强调功能联系的观点是相通的[4]. 如代谢组

学, 是对机体代谢终端产物进行综合性多元化

分析, 他抛开了体内纷繁复杂的网络式代谢过

程和生物分子相互作用过程, 从整体上展示生

物体复杂的内在变化状态[5]. 因此, 代谢组学是

最接近生物表型和最能有效反映细胞个体或群

体功能的表征技术[6]. 本研究选取慢性乙型肝炎

湿热中阻证患者为研究对象, 引入代谢组学方

法, 以超高效液相色谱仪与四极杆飞行时间串

联质谱仪联用技术(UHPLC-Q-TOF/MS)为平台, 
研究慢性乙型肝炎湿热中阻证患者与正常对照

组血浆代谢表型的变化, 从分子水平上进一步

探讨慢性乙型肝炎湿热中阻证的分子机制. 为
慢性乙型肝炎湿热中阻证型的物质基础研究提

供现代科学依据.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象均来自2011-02/2012-01泸
州医学院附属中医医院门诊及体检中心, 年龄

18-68岁, 男女不限. 研究对象的选取由医院道德

委员会批准, 且所有研究对象均填写了知情同

意书. 实验分两组: 正常对照组(Ctrl)(体检为无

乙型肝炎感染史健康人)、慢性乙型肝炎湿热中

阻证组(TM1), 每组20例, 组间在性别、年龄、

并发症及临床阶段均无显著性差异(P >0.05). 
C H B湿热中阻证患者的收集由两名接受过严

格培训的副高以上中医师辨证收集. 慢性乙型

肝炎诊断标准: 参照2000年中华医学会肝病分

会、传染病与寄生虫病学分会修订的《病毒性

肝炎防治方案》. 临床符合慢CHB, 并有一种以

上HBV-感染标志阳性. CHB中医辨证分型标准

按照国家中医药管理局《中医病证诊断疗效标

准》制定1991-12中华医学会内科肝病专业委员

会天津会议讨论制定的《病毒性肝炎中医辨证

标准(试行)》进行病例纳入标准: (1)符合慢性乙

型肝炎诊断标准; (2)符合慢性乙型肝炎湿热中

阻证: 主证-身目发黄, 色泽鲜明, 苔黄腻; 次证-
恶心、厌油, 纳呆; 肋胀脘闷. 病例排除标准: (1)
合并其他病毒感染者; (2)年龄<18岁或>68岁者; 
(3)孕妇及其他药瘾者; (4)急性肝炎、肝硬化、
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■相关报道
Debois等认为, 代
谢组学是最接近
生物表型和最能
有效反映细胞个
体或群体功能的
表征技术.

肝癌及其并发症患者; (5)不符合中医辨证分型

标准者; (6)合并其他严重心脑血管、肺、肾和

造血系统疾病者. 美国Waters Acquity UPLC超
高效液相色谱仪, 美国Waters Q-TOF Premier质
谱仪购自美国Waters公司. LC/MS级乙腈购自

J. T. Baker公司(USA); HPLC级甲醇购自Merck
公司(Darmstadt, Germany); 甲酸购自Fluka公
司(Buchs, Switzerland), 亮氨酸-脑啡肽(leucine-
enkephalin, LE)标准品购自Sigma公司(USA). 谷
丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)、天冬氨

酸转氨酶(aspartate transaminase, AST)、球蛋

白(globulin , GLO)、总胆红素(total bilirubin, 
TBIL), 直接胆红素(direct bilirubin, DBIL)检测试

剂盒购自上海荣盛生物制剂厂. 其他试剂均为

市售分析纯.
1.2 方法

1.2.1 样品收集及处理: 实验对象不做任何治

疗, 记录体检肝功、B超、HBV DNA等检查结

果, 并抽取所有实验对象空腹外周血EDTA抗凝, 
3000 r/min离心10 min后收集血浆100 μL置于

200 μL Eppendorf管中, 置-80 ℃冰箱保存. 所有

血浆进行代谢组学分析前, 先在室温下解冻, 震
荡1 min. 向100 μL样本中加入400 μL色谱级甲

醇∶乙腈 = 1∶1, 漩涡震荡2 min后于4 ℃放置

10 min, 4 ℃离心(15000 g )15 min, 取上清液400 
μL, 4 ℃离心(15000 g )10 min, 取200 μL上清液

进行LC-MS全谱检测.
1.2.2 UHPLC-MS分析: (1)液相色谱条件: 色谱

分离的仪器分析平台为Acquity Ultra Perfor-
mance LC Q-TOF premie(Waters), 分离色谱柱

为Waters ASQUITY UPLC C18色谱柱(100 mm 
× 2.1 mm, 1.7 μm)及UPLC C18保护柱(2.1 mm
× 5 mm). 色谱分离条件为: 柱温为40℃; 流速

0.4 mL/min; 流动相组成A: 水+0.1%甲酸, B: 乙
腈+0.1%甲酸; 进样量为5 μL, 自动进样器温度

4 ℃; (2)质谱条件: 质谱分析分别采用ESI正离

子和负离子两种模式进行检测; 以氮气作为雾

化、锥孔气; 飞行管检测模式V型. 电喷雾正电

离(electrospray Ionization, 简记为ESI+)模式条

件为: 毛细管电压(capillary voltage)3 kV、锥孔

电压(sampling cone)35 kV、离子源温度(source 
temperature)100 ℃; 脱溶剂气温度(desolvation 
temperature)300 ℃、反向锥孔气流(cone gas 
f low)50 L/h、脱溶剂气流量(desolvation gas 
flow)600 L/h、萃取锥孔(extraction cone)4 V. 负
离子模式(ESI-)条件为: 毛细管电压(capil lary 

vol tage)3 kV、锥孔电压50 kV、离子源温度

100 ℃; 脱溶剂气温度350 ℃、反向锥孔气流50 
L/h、脱溶剂气流量700 L/h、萃取锥孔4 V. 为
确保质量的准确性和重复性, 应用亮氨酸-脑啡

肽作为锁定质量, 正离子模式下产生[M+H]+离
子556.2771 Da, 负离子模式下产生[M-H]-离子

554.2615 Da; (3)实验数据分析: 将UPLCQ-TOF-
MS获得的原始质谱数据导入MarkerLynx软件包

(waters, USA), 进行峰识别、峰对齐和基线矫正

等预处理, 最后输出三维矩阵, 即由精确质核比

与保留时间组成的变量、样品名称和峰强度/面
积. 将处理后的数据矩阵导入Simca-P软件(版本

11.5)分别进行主成分分析(PCA)及正交偏最小

二乘方判别分析(OPLS-DA). 对正常对照组和慢

性乙型肝炎湿热中阻证组进行模式识别, 并寻

找组间较大差异性代谢物, 并对这些物质进行

初步鉴定. 
统计学处理 所有数据的统计分析在Excel

及SPSS11.0软件上进行, 组间比较采用t检验. 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 两组实验室生化指标对比观察 与正常组比

较, 慢性乙型肝炎湿热中阻证组血浆中ALT、
AST、GLO、TBIL、DBIL、HBV DNA水平均

升高(P <0.05), 总蛋白(total protein, TP)轻度降低

(P <0.05)(表1).
2.2 血浆UPLC/Q-TOF-MS 代谢图谱分析 对所

有质控样本(quality control, QC)的总离子流色谱

图(TIC)进行检查, 重现性良好, 未发现含有异常

总离子流色谱图(TIC)的样本(图1). 由于QC样本

均匀分散在整个实验过程中, 说明系统稳定性

良好, 数据可靠性良好, 可以满足代谢组学研究

的要求.
2.3 两组代谢组学图谱的实验数据对比分析

2.3.1 正交偏最小二乘方-判别分析(OPLS-DA): 
采用有监督的多维统计分析方法-正交偏最小二

乘方-判别分析(orthogonal partial least squares-
discriminant analysis, OPLS-DA)对两组样本之

间的差异进行模型分析. 采用(pareto scaling)标
度化, 首先对全部数据进行OPLS-DA建模, 然后

采用正交信号校正技术(orthogonal signal correc-
tion, OSC)滤掉与类别判断正交不相关的变量信

息, 保留与类别判断有关的变量, 再进行偏最小

二乘方-判别分析(partial least squares discrimina-
tion analysis, PLS-DA)分析, 发现各组之间在
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■创新盘点
本研究通过超高
性能液相色谱与
质 谱 ( U P L C - Q -
TOP/MS)联用技
术对比分析慢性
乙肝湿热中阻证
与正常对照组血
浆代谢物水平发
现 :  两 组 间 有 明
显的代谢图谱分
离 ;  慢 性 乙 肝 湿
热中阻证组比较
正常对照组有14
种 代 谢 产 物 主
成 分 差 异 ,  如 溶
血 磷 脂 酰 胆 碱
(C18:3; C18:2)、
溶血磷脂酰乙醇
胺(C22:1)、磷脂
酰胆碱(C22:6)、
磷 脂 酰 乙 醇 胺
(C24:1)、牛磺鹅
脱氧胆酸、胆烷
酸、甘氨鹅脱氧
胆酸-3-葡萄糖醛
酸、甘氨鹅脱氧
胆盐-3-硫酸盐等, 
以上这些差异表
观的代谢物成分
主要与脂类及胆
汁酸代谢相关.
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图 1 血浆总离子流色谱图. A: 正离子模式下QC样品的UPLC Q-TOF MS总离子流(TIC)重现性比较; B: 负离子模式下QC

样品的UPLC Q-TOF MS总离子流(TIC)重现性比较.



刘友平, 等. 慢性乙型肝炎湿热中阻证的血浆代谢组学                   111

OPLS-DA得分图上具有很好的代谢谱分离, 表
明两组样本之间具有显著的代谢差异(图2).
2.3.2 差异性代谢物的鉴定: 采用OPLS-DA模型

第一主成分的VIP(variable importance in the pro-
jection)值[阈值>2(负离子)或阈值>3(正离子)], 
并结合学生氏t检验的P值(阈值<0.05)来寻找差

异性表达代谢物, 并将P <0.05的化合物进行二级

质谱定性. 差异性代谢物的定性方法为: 根据精

确分子量搜索Met lin和HMDB数据库, 搜索质量

阈值设定为25 ppm. 最终分析发现: CHB湿热中

阻证观察组与正常对照组比较共14种代谢物发

生显著性量的改变(P <0.05)(表2, 图3); 其中有4
种代谢物相对对照组是降低的(图3), 其余均升

高.

3  讨论

本研究以UHPLC-Q-TOF/MS为平台, 对CHB
湿热中阻证患者及正常对照组进行血浆代谢

谱对比分析发现: 两组间具有很好的代谢谱分

离, 表明两组样本之间具有显著的代谢差异, 所
以采用此方法进行慢性乙型肝炎湿热中阻证

机制的研究是可行的. 进一步对两组数据进行

分析发现, 慢性乙型肝炎湿热中阻证组较正常

对照组共有14个代谢物发生显著性量的变化

(P <0.05), 其中仅α-蒎烯氧化物、溶血磷脂酰

胆碱(C18:2)、胆酸葡萄糖醛酸、磷脂酰胆碱

(C22:6)4种代谢物与对照组比较为显著性下降

■应用要点
慢性乙型肝炎湿
热中阻证组比较
正常对照组有14
种代谢产物主成
分差异, 这些差异
代谢物大多数对
肝脏有明显的损
伤作用. 因此, 这
些差异代谢物可
能是导致慢性乙
型肝炎湿热中阻
证严重肝损伤的
罪魁祸首, 也是慢
性乙型肝炎湿热
中阻证发生发展
机制的标志性代
谢产物.
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图 2 两组间OPLS-DA分析结果. A: 两组间ESI+模式下OPLS-DA分析; B: 两组间ESI-模式下OPLS-DA分析.

表 1 3组样本血浆中生化指标水平比较 (n  = 20, mean
±SD)

     
    正常组 慢性乙型肝炎湿热

中阻证组

总蛋白(g/L) 65.12±3.95      54.14±2.74

球蛋白(g/L) 23.58±2.21      31.82±2.55

谷丙转氨酶(U/L) 29.52±7.02    282.62±112.89

天冬氨酸转氨酶(U/L) 32.38±4.87    850.25±140.01

总胆红素(μmol/L) 14.13±2.33     67.14±2.735

直接胆红素(μmol/L)   8.93±1.36     43.92±3.86

HBV DNA (cps/mL)      <1000 3.6×106±6520.24

350 

300 

250

200

150

100

  50

   0

Ch
an

ge
 r

at
io

s

1      2      3      4      5      6      7      8      9     10    11    12     13    14
Number of metabolites

Ctrl
TM1

图 3 两组间潜在差异代谢物的变化比率.



112                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月8日     第22卷    第1期 

外, 其余都为显著性上升. 其中牛磺鹅脱氧胆

酸、胆烷酸、甘氨鹅脱氧胆酸-3-葡萄糖醛酸、

胆酸葡萄糖醛酸、甘氨鹅脱氧胆酸-3-葡萄糖醛

酸等主要与胆汁酸代谢密切相关; 溶血磷脂酰

胆碱(C18:3)、溶血磷脂酰胆碱(C18:2)、溶血磷

脂酰乙醇胺(C22:1)、二羟基雄甾烯酮硫酸、磷

脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺(C24:1) 、13'-羟基-α-
生育酚等主要与脂类代谢密切相关. 相关研究

表明: CHB患者普遍都存在脂类代谢紊乱及胆

汁酸代谢紊乱[7]. 可见, 慢性乙型肝炎湿热中阻

证患者也不例外.
有研究报道, 表达乙型肝炎病毒的肝细胞可

产生与内质网相关的、包括溶血磷脂在内的内

源性抗原脂质, 这些内源性抗原脂质是由乙型

肝炎病毒诱导分泌的磷脂酶产生的, 可诱导自

然杀伤T细胞(natural killer T cell, NKT)的激活[8], 
从而导致内质网内脂质环境的失衡ER[9]. 本研究

发现, CHB湿热中阻证患者中溶血磷脂酰胆碱

(C18:3; C18:2)、 溶血磷脂酰乙醇胺(C22:1)、磷

脂酰胆碱(C22:6)、磷脂酰乙醇胺(C24:1)、13'-
羟基-α-生育酚等与脂质代谢相关的代谢成分

发生了明显的代谢紊乱,其中溶血磷脂酰胆碱

(C18:2)和磷脂酰胆碱(C22:6)为明显降低成分外, 
其余为升高成分, 而溶血磷脂是各种甘油磷脂

经水解脱去一个脂酰基后的产物, 是一类具有

较强表面活性的物质, 对血管内皮细胞有直接

毒害作用作用, 能使红细胞及其他细胞膜破裂, 
引起溶血或细胞坏死[10-12]. 可见, 以上升高的溶

血磷脂成分可能是慢性乙型肝炎湿热中阻证肝

损伤机制之一.
此外在对肝脏损伤机制的研究过程中, 胆

盐毒性作用学说一直是大家认可和关注的焦点, 
特别是疏水性胆汁酸, 如胆酸、牛磺鹅脱氧胆

酸、鹅脱氧胆酸、甘氨鹅脱氧胆酸、和石胆酸. 
大量研究表明疏水性胆汁酸具有很强的细胞毒

性损伤作用, 在体内外均可诱导肝细胞明显凋

亡[13-15]. 本研究发现: CHB湿热中阻证患者中牛

磺鹅脱氧胆酸、胆烷酸、甘氨鹅脱氧胆酸-3-葡
萄糖醛酸、甘氨鹅脱氧胆盐-3-硫酸盐等胆汁酸

成分相对健康正常组均显著升高(P <0.05), 且其

中大部分都是疏水性胆汁酸. 可见, 这些升高的

疏水性胆汁酸成分可能是慢性乙型肝炎湿热中

阻证患者肝损伤机制的另一主要原因之一. 
总之, 以上这些差异表观的代谢物成分主要

与脂类及胆汁酸代谢相关, 而肝脏在脂类和胆

汁酸的代谢中均起着重要作用. 可见, 以上这些

差异代谢物可能是导致慢性乙型肝炎湿热中阻

证严重肝损伤的罪魁祸首, 也是CHB湿热中阻

证发生发展机制的标志性代谢产物.
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Abstract
AIM: To explore the correlation between immu-
nohistochemistry indexes and two-dimensional 
ultrasound, color Doppler flow imaging (CDFI), 
and color power angio (CPA) parameters in pa-
tients with hepatocellular carcinoma. 

METHODS: Sixty-two patients with hepatocel-
lular carcinoma were included in this study. 
Two-dimensional ultrasonography was used to 
observe the morphology, size, border, the echo 
intensity and internal echo of the liver mass. The 
CDFI and CPA were used to observed tumor 
region and the surrounding blood supply. The 
expression of the p53 and PCNA was detected 
by the immunohistochemical SABC method. The 
change in microvessel density was measured. 

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年1月8日; 22(1): 114-118
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝癌超声声像图与免疫组织化学指标的关系

刘彦丽, 靳 元, 付雪丹, 韩 秋

®

■背景资料
随 着 科 技 进 步 , 
彩色多普勒血流
显像(color Dop-
pler flow imaging, 
C D F I )和彩色能
量血流显像(color 
power Dopper im-
aging anglo, CPA)
等多普勒超声新
技术逐渐被运用
于解肿瘤的血供
情况, 其无创、不
良反应小、操作
简便等优势使得
在其临床大范围
应用. 然而, 愈来
愈多的研究证明, 
若要提高肝细胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
的早期诊断准确
性, 需要将影像医
学和分子生物学
技术结合起来, 只
有发现其与生物
学指标的相关性, 
才有望在临床诊
断中发挥早期诊
断的作用, 更准确
地帮助治疗HCC. 

Correlation between radiographic parameters 
and immunohistochemical indexes was ana-
lyzed. 

RESULTS: MVD values differed significantly 
among the groups divided based on the shape, 
number, echo, borders, uniform values and ne-
crosis degree revealed by two-dimensional ultra-
sound (all P < 0.05). The p53 protein and PCNA 
expression in patients with multiple tumors, 
unclear tumor boundary, uneven echo, internal 
necrosis, or portal vein tumor thrombus was sig-
nificantly higher than those with single tumors, 
clear tumor boundary, even echo, the absence of 
necrosis or portal vein tumor thrombus (all P < 
0.05). The 53 and PCNA protein expression was 
significantly higher in patients with metastasis 
than in those without metastasis (both P < 0.05). 
MVD value, p53 protein and PCNA expression 
in CDFI grade III tumors were significantly 
higher than those in CDFI grade I tumors (MVD: 
55.26 ± 18.47 vs 34.59 ± 11.18, p53 protein: 9/9 vs 
6/18, PCNA: 9/9 vs 12/18, all P < 0.05). MVD 
value in CPA grade I and II tumors were lower 
compared with CPA grade III tumors (26.58 
± 8.42, 35.43 ± 13.04 vs 51.52 ± 16.36). The p53 
protein and PCNA expression was significantly 
higher in CPA grade II and III tumors than in 
CPA grade I tumors (p53: 21/32, 12/12 vs 3/18; 
PCNA: 29/32, 12/12 vs 6/18) (all P < 0.05). CDFI 
and CPA grades were positively correlated with 
MVD, p53 protein and PCNA expression (all P < 
0.01). 

CONCLUSION: Two-dimensional ultrasound, 
CDFI and CPA parameters are closely related 
to the p53 PCNA protein expression and MVD 
value, which could be used as useful tools for 
HCC screening and diagnosis. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Liver ultra-
sonography; Immunohistochemistry indicators
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■相关报道
有研究显示, 肝癌
的发生和转移的
相关因素可能是
新生肿瘤血管, 肝
癌的血管分布、
血供特点与肝癌
的诊断、防治及
预后息息相关.

in patients with hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(1): 114-118  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/114.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i1.114

摘要
目的: 探讨肝癌患者二维超声、彩色多普勒
血流显像(color Doppler flow imaging, CDFI)、
彩色能量血流显像(color power Dopper imag-
ing ang lo, CPA)与免疫组织化学指标的相 
关性. 

方法: 选择62例肝癌(hepatocellular carcinoma, 
H C C)患者为研究对象, 应用二维超声观察
肝脏内肿块的形态、大小、边界、回声强
度及内部回声情况, 应用C D F I、C PA观察
肿瘤区域及周边血供情况 ,  并采用免疫组
织化学SABC法观察p53及增殖细胞核抗原
(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)的
表达情况, 并且测定微血管密度(microvessel 
density, MVD), 分析影像学参数与免疫组织化
学指标的相关性. 

结果: 二维超声结果显示, MVD均值在形态、

个数、回声、边界、均匀值、坏死程度分
组中差异均有统计学意义(P <0.05). 瘤体多
发、瘤体边界不清、回声不均、内部伴坏
死、伴门静脉癌栓者的p53蛋白及PCNA阳
性表达均高于瘤体单发、边界清、内部回
声均匀者(P <0.05). 有转移组的MVD值、p53
蛋白及PCNA阳性表达率均显著高于无转移
组(P <0.05). 不同CDFI分型中, Ⅲ型与Ⅰ型相
比, MVD值、p53蛋白及PCNA表达均较高
(MVD: 55.26±18.47 vs  34.59±11.18, p53蛋
白: 9/9 vs  6/18, PCNA: 9/9 vs  12/18), 差异有
统计学意义(P <0.05). 不同CPA分型中, 与Ⅲ
型的MVD值相比, Ⅰ型的MVD值与Ⅱ型的
MVD值均低于Ⅲ型(Ⅰ型, MVD: 26.58±8.42 
vs  51.52±16.36, Ⅱ型: 35.43±13.04 vs  51.52
±16.36)(P <0.05). 与Ⅰ型的p53、PCNA表达
相比, Ⅱ型和Ⅲ型的p53蛋白、PCNA表达均
高于Ⅰ型(Ⅱ型, p53蛋白: 21/32 vs  3/18, Ⅲ型: 
12/12 vs  3/18)(Ⅱ型, PCNA: 29/32 vs  6/18, Ⅲ
型: 12/12 vs  6/18)(均P <0.05). CDFI、CPA与
MVD值、p53蛋白及PCNA表达间呈正相关, 
差异均有统计学意义(P <0.01). 

结论: 二维超声、CDFI、CPA及与MVD、p53
蛋白及PCNA有密切关系, 在一定程度上可作
为肝癌初筛方法, 对临床肝癌的诊断具有重要
价值. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究通过分析医学影像学参数以及

微血管密度(microvessel density)、p53蛋白和增

殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen)表
达的检测结果, 探讨肝癌超声声像图与免疫组织

化学指标的关系, 并为肝细胞癌的诊断治疗及预

后提供理论依据. 

刘彦丽, 靳元, 付雪丹, 韩秋. 肝癌超声声像图与免疫组织化学

指标的关系. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 114-118  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/114.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.114

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最常

见的原发性肝癌, 在我国属于高发病, 其病程短

且死亡率高, 已严重威胁着人民的健康[1]. 目前, 
关于HCC的发病机制以及早期诊断、治疗和预

后的研究正日新月异地发展, 影像医学正成为

研究HCC的主要方法之一. 随着科技进步, 彩
色多普勒血流显像(color Doppler flow imaging, 
CDFI)与彩色能量血流显像(color power angio, 
CPA)等多普勒超声新技术逐渐被运用于解肿

瘤的血供情况, 其无创、不良反应小、操作简

便等优势使得在其临床大范围应用[2]. 然而, 愈
来愈多的研究证明, 若要提高HCC的早期诊断

准确性, 需要将影像医学和分子生物学技术结

合起来, 只有发现其与生物学指标的相关性, 才
有望在临床诊断中发挥早期诊断的作用, 更准

确地帮助治疗HCC[3]. 本研究通过分析医学影

像学参数以及微血管密度(microvessel density, 
MVD)、p53蛋白和细胞核抗原(proliferating cell 
nuclear antigen, PCNA)表达的检测结果, 探讨肝

癌超声声像图与免疫组织化学指标的关系, 并
为HCC的诊断治疗及预后提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择已经手术或穿刺活检病理确诊为

肝细胞癌患者为研究对象, 共62例, 其中男48
例, 女14例, 平均年龄47.80岁±16.10岁. 实验进

行前, 患者均已签署知情同意书. 其中, 根据肿

瘤直径分小肝癌12例、结节型38例, 巨块型12
例; 根据肿瘤有无转移分为转移组22例, 无转移

组40例. 所有研究对象均未经介入治疗或化疗, 
两组患者的一般资料近似, 差异无统计学意义
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■应用要点
肝 癌 超 声 技 术
与 细 胞 因 子 有
着 密 切 的 联 系 , 
CDFI、CPA不仅
能通过简便、无
创的操作方法获
得肝脏血流信息, 
并且与分子生物
学指标表现出高
度的一致性, 可能
对于肝癌的诊断
和治疗有重要的
价值.

(P >0.05), 可以进行比较. 免疫组织化学SABC试
剂盒购自北京索莱宝科技有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 检测: 应用GE Logiq P3彩超仪, C5-1超宽

频探头, 二维超声观察肝脏内肿块的形态、大

小、边界、回声强度及内部回声情况, 常规显

示门静脉, 观察内有无癌栓及腹腔、大血管旁

有无淋巴结转移. 应用CDFI观察肿块内及周边

血供情况, 并分为0、Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 4型. 应用CPA
观察肿瘤区域血供情况, 并结果分为Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ 3型. 采用免疫组织化学SABC法观察p53及
PCNA的表达, 其结果判定按照SABC试剂盒说

明书判定, 结果判定标准为: (1)p53蛋白和PCAN
均以细胞核呈清晰棕黄色为阳性; (2)p53阳性

细胞所占比例分别为4级:  <5%为-, 5%-10%为

+, <10%-50%为++, >50%为+++; (3)PCNA染色

随机计数5个高倍视野约500个癌细胞, 取平均

阳性细胞率并分为Ⅰ-Ⅳ级: 10%-25%为Ⅰ级, 
<25%-50%为Ⅱ级, <50%-75%为Ⅱ级, >75%为

Ⅳ级; (4)阳性对照: p53蛋白以表达强阳性的乳

腺癌, PCNA以强阳性的结肠癌存档的石腊切片

作阳性对照. 并进行微血管密度(MVD)计数[4], 
即肝窦内孤立的棕黄色血管内皮细胞或细胞簇

代表1条单独的微血管. 
1.2.2 HCC的病理分级: 根据Edmondson HCC肿
瘤细胞学分级标准, 将62例肝细胞肝癌患者分

为Ⅰ-Ⅳ级[5]. 
统计学处理 数据处理及分析应用统计学软

件SPSS17.0, 计量资料均以mean±SD表示, 应用

Pearson相关分析, P <0.05为差异有统计学意义. 

图 1 HCC的典型声像图. A: 二维声像图, 病灶内径: 98.2 mm×71.0 mm; B: 多普勒声像图, 血流较丰富.

A B

表 1 二维超声与MVD、p53蛋白及PCNA表达间的关系

     
分类 (n ) 微血管密度 t 值 P 值

P53蛋白表达
Z 值 P 值

细胞核抗原表达
Z 值 P 值

- + ++ +++ - Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

肿瘤直径 小肝癌(12) 20.24±7.78 6.845 0.000 8 1 2 1 29.939 0.000   7   3   2   0   0   5.932 0.018

结节型(38)   38.56±13.15 19 5 6 8   6   4   4 12 12

巨块型(12)  53.43±22.71 5 3 5 3   2   0   3   5   2

个数 单个(22) 30.28±10.32 3.018 0.003 15 4 3 0   3.745 0.012 10   3   4   3   2   6.872 0.015

多发(40) 49.34±19.91 11 5 9 15   5   3   5 13 14

回声 高回声(18) 33.31±15.24 3.224 0.012 8 4 2 4 11.823 0.002   4   4   5   4   1 11.748 0.087

等回声(12) 37.32±17.89 7 1 2 2   3   2   4   1   2

低回声(32) 45.63±20.08 12 6 7 7   9   9   6   5   3

边界 边界清(36) 25.85±9.21 6.146 0.021 18 8 6 4   7.936 0.033 10   8 10   6   2   6.002 0.026

边界不清(26) 49.28±18.24 6 4 9 7   5   3   2   7   9

均匀性 回声均匀(27) 30.72±12.01 4.972 0.018 14 7 4 2   3.753 0.021   9 10   6   2   0   5.637 0.034

回声不均(35) 46.26±20.32 12 8 6 9   5   4   7   9 10

是否伴坏死 伴坏死(18) 55.66±25.34 5.384 0.024 3 1 10 4   6.926 0.016   1   1   1   7   8   7.773 0.013

不伴坏死(44) 32.12±11.06 23 9 6 6 12   9   9   8   6

是否转移 有转移(22) 50.65±18.92 5.231 0.011 1 4 8 9 10.377 0.027   0   0   1 10 11   4.173 0.045

无转移(40) 31.34±12.41 23 7 6 4 12   5   9   8   6
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■同行评价
本文选题实用, 设
计 合 理 ,  结 果 可
靠, 讨论丰富, 对
临床诊断有很好
的参考意义.

2  结果

2.1 二维超声与MVD值、p53蛋白及PCNA表达

间的关系 HCC的典型二维声像图和多普勒声

像图如图1所示. 在62例HCC组织中, MVD均值

在形态、个数、回声、边界、均匀值、坏死程

度分组中比较, 差异均有统计学意义(P <0.05). 
瘤体多发、瘤体边界不清、回声不均、内部

伴坏死、伴门静脉癌栓者的p53蛋白及PCNA
阳性表达均高于瘤体单发、边界清、内部回

声均匀者(P <0.05). 有转移组的MVD值、p53
蛋白及PCNA阳性表达率均显著高于无转移组

(P <0.05)(表1). 
2.2 C D F I与M V D值、p53蛋白及P C N A表达

间的关系 不同CDFI分型中, MVD值、p53蛋
白及PCNA表达不完全相同, 差异有统计学意

义(P <0.05). Ⅲ型与Ⅰ型相比, M V D值、p53
蛋白及PCNA表达均较高, 差异有统计学意义

(P <0.05)(表2). 
2.3 CPA与MVD值、p53蛋白及PCNA表达间

的关系 不同C PA分型中, M V D值、p53蛋白

及PCNA表达不完全相同, 差异有统计学意义

(P <0.05). 与Ⅲ型的MVD值相比, Ⅰ型的MVD值

与Ⅱ型的MVD值均低于Ⅲ型(P <0.05). 与Ⅰ型的

p53蛋白、PCNA表达相比, Ⅱ型和Ⅲ型的p53蛋
白、PCNA表达均高于Ⅰ型(P <0.05)(表3). 
2.4 CDFI、CPA与MVD值、p53蛋白及PCNA表

达间的关系 CDFI、CPA与MVD值、p53蛋白及

PCNA表达间呈正相关, 差异均有统计学意义

(P <0.01)(表4). 

3  讨论

随着科学技术的不断进步, 关于HCC发病机制

逐渐被发现, 与各种细胞因子如CD34、p53蛋白

及PCNA的关系也被深入研究. 医学影像学、病

理学与MVD、p53蛋白和PCNA表达的检测均

是探讨HCC的发生、分级、分期、转移和预后

评价的重要方法[6-8]. P53蛋白表达的强弱与HCC
分化程度相关, 且其表达的阳性物质均位于细

胞核内, 也作为HCC诊断及预后的独立指标[9,10]. 
而PCNA主要存在于G1晚期和S期的细胞核中, 
也有人将其作为评价肿瘤恶性程度和预后的一

项重要指标. 有研究[11,12]显示, 肝癌的发生和转

移的相关因素可能是新生肿瘤血管, 肝癌的血

管分布、血供特点与肝癌的诊断、防治及预后

息息相关. 
实验中二维超声结果显示, MVD均值在形

态、个数、回声、边界、均匀值、坏死程度分

组中比较, 差异均有统计学意义, 瘤体多发、瘤

体边界不清、回声不均、内部伴坏死、伴门静

脉癌栓者的p53蛋白及PCNA阳性表达均高于瘤

体单发、边界清、内部回声均匀者, 有转移组

的MVD值、p53蛋白及PCNA阳性表达率均显

著高于无转移组(P <0.05), 说明MVD均值越大, 
p53蛋白和PCNA阳性表达水平越高, HCC组织

细胞分化越差, HCC恶性程度越高, 转移的可能

越大. 实验中, 不同CDFI分型中, MVD值、p53
蛋白及PCNA表达不完全相同,  Ⅲ型与Ⅰ型相

表 4 CDFI、CPA与MVD值、p53蛋白及PCNA表达间的
关系

     MVD值 p53 PCNA

CDFI r 值 0.554 0.638 0.543

P 值 0.001 0.000 0.001

CPA r 值 0.623 0.416 0.471

P 值 0.001 0.003 0.000

CDFI: 彩色多普勒血流成像; CPA: 彩色能量血流显像; MVD: 微

血管密度; PCNA: 增殖细胞核抗原.

表 2 CDFI与CD34、p53蛋白及PCNA表达间的关系

     CDFI分级 n MVD值 P53蛋白表达  PCNA表达

0 (11) 11 26.32±8.85   0/11   2/11 

Ⅰ(18) 18    34.59±11.18a    6/18a  12/18a

Ⅱ(24) 24 46.64±13.96 21/24 24/24

Ⅲ(9)   9 55.26±18.47 9/9 9/9

F /χ2值 2.535 1.953 3.684

P值 0.006 0.028 0.014

aP<0.05 vs  CDFI分级Ⅲ. CDFI: 彩色多普勒血流显像; MVD: 微

血管密度; PCNA: 增殖细胞核抗原.

表 3 CPA与MVD值、p53蛋白及PCNA表达间的关系

     CPA分级  n MVD值 p53蛋白 PCNA表达

Ⅰ(18) 18 26.58±8.42a  3/18  6/18

Ⅱ(32) 32   35.43±13.04a 21/32c 29/32e

Ⅲ(12) 12  51.52±16.36 12/12c 12/12e

F /χ2值   5.531 3.588 2.424

P值 0.021 0.003 0.023

aP<0.05 vs CPA分级Ⅲ; cP<0.05 vs CPA分级Ⅰ; eP<0.05 vs CPA

分级Ⅰ. CPA: 彩色能量血流显像; MVD: 微血管密度; PCNA: 增

殖细胞核抗原.
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比, MVD值、p53蛋白及PCNA表达均较高, 说
明CDFI血流分型与细胞因子的表达及MVD值

存在一定关系. CDFI能显示HCC的肿瘤双重血

供的特点, 并且其血流分型与HCC的分化程度

及转移密切相关, 即血流越丰富, 分化程度越低, 
转移机会越大[13-15]. CDFI血流分型越高, p53蛋
白及PCNA表达程度越高, 可以进一步推断HCC
的疾病越严重. CPA 3个型之间的p53蛋白表达

差异均有统计学意义, 并且与Ⅲ型的MVD值高

于Ⅰ型和Ⅱ型的MVD值; 与Ⅰ型的PCNA表达

相比, Ⅱ型的PCNA表达与Ⅲ型的PCNA表达均

高于Ⅰ型. 说明CPA血流分型与MVD值及p53蛋
白及PCNA有相关性, 类似于CDFI, 分型越高, 
各指标的值也越高. 有研究[16-18]认为, CPA是一

种新发展起来的彩色多普勒成像技术, 在一定

程度上反映肿瘤血管的增生情况, 其不仅能通

过增加动态范围以提高对血流的敏感性, 还能

避免因血流速度快而发生的混叠. 这与MVD、

p53蛋白和PCNA表达提示的病理结果相一致: 
MVD越大, p53蛋白和PCNA表达程度越高, CPA
的血流信号越多, 分化程度越低, 转移几率越高, 
从而可以建立CPA的血流信号, MVD值和p53
蛋白和PCNA表达的逻辑关系. CDFI、CPA与

MVD值、p53蛋白及PCNA表达间呈正相关, 表
明CDFI、CPA血流分型与MVD值、p53蛋白及

PCNA表达程度的相关趋势, 其机制可能为随

着癌细胞的不断增长, 肿瘤血管随之迅速增

宽, 血流量不断增大, MVD增大, CDFI、CPA
分型也发生变化; 与此同时, 对p53基因突变、

PCNA激活的可能性也增大, 进而出现了p53蛋
白及PCNA的高表达, 与超声学分级结果表现出

一致性. 
总之, 肝癌超声技术与细胞因子有着密切的

联系, CDFI、CPA不仅能通过简便、无创的操

作方法获得肝脏血流信息, 并且与分子生物学

指标表现出高度的一致性, 可能对于肝癌的诊

断和治疗有重要的价值. 
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Abstract
AIM: To discuss the clinical significance of posi-
tive expression of PIWI-like protein-1 (PIWIL1) 
in hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of PIWIL1 in 47 cases 
of HCC and matched tumor-adjacent hepatic 
tissues. Western blot was used to detect the ex-
pression of PIWIL1 in 31 fresh HCC tissues and 
matched tumor-adjacent hepatic tissues. The 
relationship between PIWIL1 positive expres-
sion and clinical features or prognosis of HCC 
patients was analyzed. 

RESULTS: The positive rate of PIWIL1 expres-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

PIWIL1在肝细胞癌中的表达及临床意义

范正军, 杨飞龙, 孙 涛, 程 波

®

■背景资料
我国每年因肝细
胞癌死亡的人数
在恶性肿瘤所致
死亡中居第2位 . 
目 前 对 肝 细 胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
癌基因的表达调
控机制及基因干
扰 研 究 目 前 已
成为热点 .  PIWI
样 蛋 白 1 ( P I W I -
l i k e  p r o t e i n - 1 , 
PIWIL1 )为一候选
癌基因, 在人类的
许多肿瘤中表达, 
而在HCC中的研
究, 国内外文献报
道尚少. 

sion was significantly higher in HCC than in 
normal liver tissue (P < 0.05). PIWIL1 expression 
was positively correlated with the invasion to 
the adjacent tissue and the histological differen-
tiation (both P < 0.05). PIWIL1 positive cases had 
a poor prognosis. 

CONCLUSION: The high expression of PIWIL1 
is related to pathological differentiation and the 
invasion to the adjacent tissue, as well as to the 
prognosis of HCC patients. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Word: Hepatocellular carcinoma; PIWI-like pro-
tein-1; Prognosis
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摘要
目的:  探讨干细胞相关蛋白P I W I样蛋白
1(PIWI-like protein-1, PIWIL1)在肝细胞癌组
织中的表达及临床意义, 并探索其表达与患者
预后的关系. 

方法: 应用免疫组织化学检测47例肝细胞癌
标本中PIWIL1的表达, 免疫印迹(Western blot)
法检测31例肝细胞癌组织中PIWIL1的表达, 
分析PIWIL1表达与临床特征及预后的关系. 

结果: PIWIL1在肝癌组织中高表达, 在正常肝
组织中低表达, PIWIL1同肿瘤分化程度、有
无临近组织侵犯有关, 与肿瘤大小及甲胎蛋白
(α-fetoprotein, AFP)水平无关; 其阳性表达预
示患者预后较差. 

结论: PIWIL1的高表达同病理分化程度、临
近组织侵犯相关及患者预后相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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■研发前沿
人肿瘤睾丸抗原
(HIWI)是人体中
P I W I 的 同 源 物 , 
为Argonaute蛋白
家 族 成 员 ,  在 人
体组织中广泛表
达已有证据表明
PIWIL1  mRNA 
的表达水平与肿
瘤细胞的侵袭能
力相关 ,  PIWIL1
基因可以作为肝
脏 肿 瘤 治 疗 的
潜 在 靶 点 .  本 课
题 主 要 是 检 测
PIWIL1在肝细胞
癌中的表达情况, 
并初步探讨其表
达同临床特征及
预后的关系.

关键词: 肝细胞癌; PIWIL1; 预后

核心提示: PIWI样蛋白1(PIWI-like protein-1, P 
IWIL1)在肝癌组织中高表达, 在正常肝组织中低

表达, PIWIL1同肿瘤分化程度、有无临近组织侵

犯有关, 与肿瘤大小及甲胎蛋白(α-fetoprotein)水
平无关; 其阳性表达预示患者预后较差.

范正军, 杨飞龙, 孙涛, 程波. PIWIL1在肝细胞癌中的表达及

临床意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 119-124  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/119.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.119

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是人类

消化系中最常见的恶性肿瘤之一, 具有发病率

高、治疗效果欠佳、病死率高等特点, 多数患

者发现时已处于中晚期, 丧失了最佳的治疗时

机. 目前, 我国每年因肝细胞癌死亡的人数在恶

性肿瘤所致死亡中仅次于肺癌居第2位[1]. 肝细

胞癌恶性程度高、病情进展迅速、容易早期转

移等是造成预后差的主要原因, 目前对肝癌的

治疗主要是以手术治疗为主, 辅以介入化疗栓

塞、消融治疗、免疫治疗等的综合治疗, 但效

果仍不理想. 
PIWI样蛋白1(PIWI-like protein-1, PIWIL1), 

又称人肿瘤睾丸抗原(HIWI), 是人体中PIWI的
同源物[2], 为Argonaute蛋白家族成员, 在人体

组织中广泛表达, 包括前列腺、卵巢、脑、肝

脏、心脏、肾脏和骨骼肌等[3]. 在人的干细胞自

我更新、RNA干扰中发挥至关重要的作用, 并
影响癌细胞增殖[4]. 已有证据表明PIWIL1的表达

水平与肿瘤的分期密切相关, 并对患者的预后

具有提示意义[5]. PIWIL1基因可以作为肝脏肿瘤

治疗的潜在靶点. 本课题主要是检测PIWIL1在
肝细胞癌中的表达情况, 并初步探讨其表达同

临床特征及预后的关系. 

1  材料和方法

1 .1  材料  47例石蜡包埋肝细胞癌及癌旁组

织标本取自郑州大学第一附属医院病理科

2011-12/2013-01肝细胞癌患者行术后病理检查

标本, 12例石蜡包埋正常肝组织标本取自郑州

大学第一附属医院病理科2012-11/2013-04肝
血管瘤患者行术后病理检查标本, 31例肝癌新

鲜标本取自郑州大学第一附属医院肝胆外科

2012-11/2013-04手术切除的肝癌患者, 12例正常

肝组织新鲜标本取自郑州大学第一附属医院肝

胆外科2012-11/2013-04手术切除的肝血管瘤患

者; 全部患者术前均未接受其他治疗方法并有

完整随访资料; 其中石蜡标本男性患者37例, 女
性患者10例, 平均年龄52.32岁±8.57岁, 新鲜组

织标本男性24例, 女性7例, 平均年龄51.64岁±

10.66岁, 所有标本术后病理诊断均为肝细胞肝

癌, 正常肝组织12例(取自肝血管瘤患者), 其中

男性9例, 女性3例, 平均年龄46.87岁±11.76岁. 
兔抗人PIWIL1抗体购自Abcam公司, 二抗试剂

盒、DAB显色试剂盒、蛋白提取试剂盒、蛋白

提取缓冲液、Western blot检测试剂盒均购自武

汉博士德生物工程有限公司, 蛋白Marker、兔抗

人多抗β-actin、PVDF膜、ECL化学发光试剂、

考马斯亮蓝染液购自美国Sigma公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色法(SABC法): 标本固

定、包埋、切片后65 ℃烤30 min, 依次脱蜡水

化, 加3%的双氧水10 min后蒸馏水洗片3次, 枸
橼酸盐缓冲液中水浴修复抗原后P B S洗2次 , 
5%BSA室温下孵育20 min, 加一抗后4 ℃冰箱中

过夜; PBS洗3次后加二抗37 ℃孵育25 min, PBS
洗3次后加SABC 37 ℃孵育25 min, PBS洗4次, 
DAB染色、苏木素液复染、脱水、封片、光镜

观察. 
1.2.2 Western blot检测法: 取冻存组织标100 mg
于2 mL EP管中, 剪碎组织块后加400 μL裂解液

(含PMSF)匀浆, 裂解充分后将裂解液移至1.5 
mL EP管内, 4 ℃下12000 r/min离心5 min, 提取

上清分装于0.5 mL EP管内, -20 ℃保存; Bradtbrd
法蛋白定量; 配置5%浓缩胶和10%分离胶, 沸水

中蛋白变性10 min, 加样、恒压120 V电泳后80 
V恒压转膜; 转膜后用5%的脱脂奶粉室温封闭; 
加入一抗后4 ℃过夜; TBST液清洗3次后加1∶
2000稀释的二抗, 室温孵育2 h后TBST清洗3次; 
ECL后移至暗室曝光、显影清洗、定影. 
1.2.3 结果判定: 免疫组织化学采用Greenspan半
定量法对细胞染色强度及阳性细胞百分率进行

评分, 细胞基本不着色(淡黄色)为1分, 中等着色

(棕黄色)为2分, 强着色(棕褐色)为3分, 着色细胞

占计数细胞百分比率为0者, 记0分, <10%为1分, 
10%-50%为2分, >50%为3分, 将每张切片着色程

度得分与着色细胞百分率得分相乘, 既得阳性

系数. 阳性系数为0分者为阴性(-), 1-3分为弱阳

性(+), 大于等于4分者为阳性(++); Western blot
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■相关报道
目前已经有研究
证实PIWIL1同胰
腺癌、胃癌、食
管癌等密切相关, 
而对于其在肝癌
中的研究尚少.

检测以内参及检测指标得出相对集中的条带为

阳性. 
1.2.4 生存分析: 根据对所有患者2011-12/2013-06
随访结果进行生存时间或无瘤时间的分析, 得
出不同PIWIL1表达患者的生存时间或者无瘤时

间的差异和生存曲线. 随访采用电话随访或者

复查方式进行. 
统计学处理 SPSS17.0进行统计学分析, 有

序分类计数资料之间的比较以秩和检验, 无序

多分类计数资料之间的比较以χ2检验或Fisher确
切概率法, 相关性分析采用Spearman相关分析, 
生存分析采用Kaplan-Meier(K-M)法Log-rank检
验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测PIWIL1在组织中的表

达 免疫组织化学染色显示, 在47例HCC组织

及癌旁组织、12例正常肝组织中, 均检测到有

PIWIL1表达, PIWIL1在胞核胞质均有表达(图1), 
其中PIWIL1在3种组织中阳性率分别为93.6%、

80.9%、41.7%(表1). 
2.2 Western blot检测PIWIL1在组织中的表达  
Western blot检测31例癌及癌旁组织和12例正常

肝组织示显示PIWIL1在HCC组织同癌旁组织

差别具有统计学意义(P <0.05, 表2); 在癌旁组织

同正常肝组织差别无统计学意义(P >0.05, 表2); 

PIWIL1在正常肝组织、癌旁组织、HCC组织中

的表达水平呈逐渐增高趋势(图2). 
2.3 PIWIL1在组织中的表达与临床特征的关系 
从PIWIL1的表达与临床特征关系的研究中可以

看出: PIWIL1在HCC、癌旁组织及正常肝组织

中的阳性表达与患者的年龄、性别、甲胎蛋白

(α-fetoprotein, AFP)水平、肝炎的有无、肿瘤的

大小均无相关性(P >0.05), 而与周围组织侵犯、

肿瘤分化程有关(P <0.05)(表3). 
2.4 PIWIL1在组织中表达的相关性 应用统计软

件SPSS17.0做统计分析可以看出, 免疫组织化学

及Western blot两种方式检测PIWIL1在三种组织

中表达的阳性率差异无统计学意义(P >0.05)(表
4), 两种检测方法的结果一致. 
2.5 PIWIL1同患者预后的关系 不同PIWIL1表达

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

图 1 PIWIL1在各组的表达(×400). A: 正常肝组织; B: 癌旁肝组织; C: 肝癌组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.

A B C

表 1 免疫组织化学检测PIWIL1在3种组织中的表达 (n )

     

组织类型 n
PIWIL1

P 值
- + ++

肝癌组织 47 3 16 28 <0.01b

癌旁组织 47 9 17 21 <0.05a

正常肝组织 12 7 3 2 <0.01d

aP<0.05 vs  正常肝组织; bP<0.01 vs  癌旁组织; dP<0.01 vs  肝癌

组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.

表 2 Western blot检测PIWIL1在3种组织中的表达 (n )

     

组织类型 n
PIWIL1

P 值
- +

肝癌组织 31 9 22 >0.05

癌旁组织 31 14 17 >0.05

正常肝组织 12 9 3 <0.05a

aP<0.05 vs  肝癌组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.

GAPDH

PIWIL1

1                      2                    3

图 2 Western blot结果. 1: 肝细胞癌组织; 2: 癌周组织; 3: 

正常肝组织. PIWIL1: PIWI样蛋白1.
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■创新盘点
把PIWIL1和肝癌
患者的预后结合
起来, 对临床肝癌
患者的治疗有一
定的参考价值.

患者的生存时间不存在显著性差异(P >0.05), 不
同PIWIL1表达患者的无瘤时间存在显著性差异

(P <0.05)(表5, 图3). 

3  讨论

肝细胞癌具有恶性程度高、病情进展迅速、容

易早期转移等特点, 尽管临床上采取多种治疗方

式对其加以控制, 但疗效欠佳. 越来越多的证据

表明: 肿瘤的发生同体细胞基因组在致癌因素刺

激下引起癌基因的激活和抑癌基因的失活继而

引起细胞增殖失控、凋亡受阻, 分化异常密切相

关[6]. 其中对癌基因的表达调控机制及基因干扰

研究目前已成为恶性肿瘤研究中的热点[7], 对于

肝癌的研究而言, 今后也有望在此领域取得突

破. PIWIL1为新发现的恶性肿瘤相关蛋白, 从属

于Argonaute蛋白家族PIWI亚家族, 是小RNA复

合体基本成员之一, 生物序列高度保守, 基因定

位为12q24.33, 此区域也是TGCT(青年和成年人

睾丸生殖细胞癌)发生相关的基因区, PIWIL1基
因编码一个3.6 kb的mRNA, 并表达为一个全长

含有861个氨基酸残基的蛋白PIWIL1[8].
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表 3 免疫组织化学检测PIWIL1在肝细胞癌组织中阳性
表达与临床特征的关系 (n )

     
类别  n

            PIWIL1
  P 值

++  + -

年龄(岁) >0.05

  21-40   3   1   1 1

  41-80 44 25 14 5

性别 >0.05

  男 37 21 12 4

  女 10   5   3 2

分化程度 <0.05

  高分化 15   3   6 6

  中低分化 32 23   9 0

AFP(ng/mL) >0.05

  <400 25 13   9 3

  ≥400 22 13   6 3

肝炎 >0.05

  有 41 23 12 6

  无   6   3   3 0

组织侵犯 <0.05

  有   9   8   1 0

  无 38 18 14 6

肿块大小D(cm) >0.05

  D≤2   9   6   2 1

  2<D≤5 28 14 10 4

  5<D≤10   8   5   3 0

  D>10   2   1   0 1

AFP: 甲胎蛋白; PIWIL1: PIWI样蛋白1.

HCC: 肝细胞癌; PIWIL1: PIWI样蛋白.

表 5 免疫组织化学检测HCC患者不同PIWIL1表达程度
的预后差异 (mean±SD, mo)

     

时间
PIWIL1

    P 值
- +

生存时间 36.00±0.00 31.39±8.75 >0.05

无瘤生存时间 34.00±4.90 22.56±11.54 <0.05

A

B

+
-
+-删失
--删失

PIWIL1

0           10           20          30          40
生存时间(mo)

累
积

生
存

函
数

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

+
-
+-删失
--删失

PIWIL1

0           10           20          30          40
无瘤时间(mo)

累
积

生
存

函
数

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

图 3 PIWIL1表达与预后. A: 生存时间; B: 无瘤生存时间. 

PIWIL1: PIWI样蛋白1.

表 4 免疫组织化学与Western blot检测PIWIL1在3种组织
中的表达的差异 n (%)

     

组织类别
PIWIL1

    P 值
Western blot(+) 免疫组织化学(+)

肝细胞癌 22(71.0) 44(93.6) >0.05

癌旁组织 17(54.8) 38(80.9)

正常肝组织   3(25.0)   5(41.7)

PIWIL1: PIWI样蛋白1.
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PIWIL1在人体组织中广泛表达, 包括前列

腺、卵巢、脑、肝脏、心脏、肾脏和骨骼肌等[9], 
在人的干细胞自我更新、RNA 干扰中发挥至关

重要的作用, 并影响癌细胞增殖[10], 本实验亦证

实PIWIL1在HCC组织、癌旁肝组织、正常肝组

织均有表达, 并且在不同组织中表达存在差异

性, 免疫组织化学及Western blot均证实PIWIL1
在HCC组织中表达程度高于癌旁肝组织, 而免

疫组织化学证实PIWIL1在癌旁组织表达高于

正常肝组织, Western blot检测未见二者存在明

显差别, 可能与Western blot的检测敏感性及样

本量有关, 因此可以认为PIWIL1同肝细胞癌的

发生发展存在明显的相关性, 对PIWIL1的深入

研究可能揭示肝细胞癌的发生及进展过程. 目
前已有证据表明PIWIL1 mRNA的表达水平与

肿瘤细胞的侵袭能力相关, 从而影响患者的预

后[11]. Taubert等[12]发现PIWIL1在软组织肉瘤中

高表达提示患者的预后不良, 并认为此种关系

可能也会出现于其他恶性肿瘤中; Grochola等
[13]发现PIWIL1在胰腺导管腺癌(pancreas ductal 
adenocarcinoma, PDAC)中表达水平与男性患者

的生存期成负相关, PIWIL1在PDAC的发生机制

及治疗的研究中可以作为一个潜在的靶点, 本
实验通过一定数量的随访研究证实PIWIL1阳
性及阴性患者的生存时间不存在明显的差异性, 
而二者的无瘤生存时间存在明显的差异, 可见

PIWIL1的阳性表达对患者术后的复发转移倾向

具有提示意义, 本实验得出不同表达患者生存

时间无明显差异可能由于患者术后随访时间较

短, 因此可以将PIWIL1在肝细胞癌组织中的表

达与否作为提示患者预后的一个参考因素; 何
炜等认为PIWIL1在食管癌组织中的高表达同组

织分型、临床分期及预后密切相关[14], 本实验也

表明PIWIL1的阳性表达同组织的分化程度及周

围组织侵犯的有无存在明显的相关性, PIWIL1
阳性表达者分化程度较低且具有周围组织侵犯

的倾向; Liu等[15]发现在胃癌细胞中PIWIL1与细

胞增殖标志物Ki67具有相似的表达形式, 并且

通过对PIWIL1的RNA干扰发现AGS胃癌细胞停

滞于G2/M期, 表明PIWIL1在胃癌的发展中起重

要的作用, PIWIL1可能作为癌症生物治疗的新

靶点; 因此也可能通过对肝细胞癌中PIWIL1表
达的控制进而控制肝细胞癌的发生和发展, 但
本研究暂未对PIWIL1在肝细胞癌中的作用机制

深入研究, 若要证实PIWIL1在肝细胞癌治疗中

的作用尚需进一步研究; 本实验通过免疫组织

化学和Western blot及临床数据表明PIWIL1同肝

细胞癌的发生发展有关, 其表达情况同肝癌患

者的预后相关, 因此, 也可以将PIWIL1检测作为

肝细胞癌诊断的新靶点, 并通过其表达情况预

测患者生存时间. 本课题初步探索PIWIL1在肝

细胞癌中的表达情况及同预后的关系, 由于样

本量较小, 随访时间较短, 若要明确在肝癌发生

中的确切机制及对预后的预测, 仍需进一步大

样本深入研究. 
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■同行评价
本文研究设计合
理, 分析具体, 内
容有较好的创新
性 ,  能把PIWIL1
和肝癌患者的预
后结合起来, 对临
床肝癌患者的治
疗有一定的参考
价值.
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Abstract
AIM: To explore the diagnostic value of telomer-
ase activity in peripheral blood in hepatocellular 
carcinoma (HCC). 

METHODS: We searched the literature for stud-
ies on the relationship between the detection 
of telomerase activity in peripheral blood and 
HCC published in recent ten years. Meta-Disc1.4 
statistical software was applied to perform com-
prehensive quantitative analysis. We discussed 
the overall diagnostic features of this assay by 
plotting the summary ROC curve (SROC) and 
calculating the area under the curve (AUC). 

RESULTS: According to selection and exclusion 
criteria, 12 independent studies were finally se-
lected in this meta-analysis. The random effects 
model was used for the meta-analysis, which 
showed that the comprehensive sensitivity 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

外周血端粒酶检测对肝细胞癌诊断价值的Meta分析

郑 倩, 姜 政, 赵亚楠

®

■背景资料
肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, 
HCC)是一种来源
于肝细胞的恶性
肿 瘤 ,  在 我 国 其
死亡率仅次于肺
癌 ,  目 前 对 于 肝
癌诊断应用最广
的血清学指标为
甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein, AFP), 
但仍有40%的肝
癌患者其表达为
阴性. 近年来有关
外周血端粒酶检
测诊断肝细胞癌
的研究颇多, 但其
价值不尽相同. 

was 0.85 (95%CI: 0.82-0.87), specificity was 0.84 
(95%CI: 0.81-0.86), comprehensive diagnostic 
odds ratio was 28.25 (95%CI: 17.90-44.56), aver-
age value of the maximum intersection point 
of the sensitivity and the specificity was 0.8419, 
AUC was 0.9098, combined positive likelihood 
ratio was 5.17 (95%CI: 3.96-6.74), and negative 
likelihood ratio was 0.20 (95%CI: 0.14-0.28). 

CONCLUSION: Telomerase activity in periph-
eral blood can be used as an important index 
to help diagnose HCC, but more high-quality, 
large-sized, multi-center studies are still re-
quired to evaluate its clinical value. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Telomerase activity; Hepatocellular car-
cinoma; Diagnosis; Meta-analysis
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摘要
目的: 通过Meta分析方法评价外周血端粒酶
活性检测对肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)诊断的临床价值. 

方法: 检索国内外各类大型数据库近十余年
来发表的有关外周血端粒酶活性检测与HCC
关系的文献, 应用Meta-Disc1.4软件进行定量
综合分析, 合并总灵敏度、总特异度、阳性
预测值(positive likelihood ratio, PLR)、阴性
预测值(negative likelihood ratio, NLR)、诊断
比值比(diagnostic odds ratio, DOR), 同时绘
制汇总受试者工作特征曲线(summary ROC 
curve, SROC)及计算曲线下面积(area under 
the curve, AUC). 

结果: 按照文献纳入及排除标准最终有12项
独立研究纳入本次Meta分析, 采用随机效应

■同行评议者
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主任医师, 上海交
通大学附属第一
人民医院普外科
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■研发前沿
虽然外周血端粒
酶对于HCC有较
高 的 诊 断 率 ,  但
其结果存在一定
的 假 阴 性 率 ,  且
其实验方法较复
杂 ,  检 查 费 用 较
AFP贵, 使其在临
床的应用和受到
一 定 限 制 ,  但 其
仍适用于AFP阴
性的HCC的诊断.

模型合并总灵敏度为0.85(95%CI: 0.82-0.87), 
总特异度为0.84(95%CI: 0.81-0.86), 阳性预
测值为5.17(95%CI: 3.96-6.74), 阴性预测值
为0.20(95%C I: 0.14-0.28), 诊断比值比为
28.25(95%CI: 17.90-44.56). 本次Meta分析显
示灵敏度与特异度最大交点的均值为0.8419, 
ROC曲线下面积为0.9098. 

结论: 外周血端粒酶活性检测对HCC有较高
的诊断价值, 可作为较重要的参考指标之一, 
但需要更多高质量、大样本、多中心的研究
加以验证. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 端粒酶活性; 肝细胞癌; 诊断; Meta分析 

核心提示: 本研究通过对12篇国内外关于外周

血端粒酶与肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)关系的文献进行Meta分析, 结果显示外周

血对HCC的诊断灵敏度为0.85, 总特异度为0.84, 
阳性预测值(positive likelihood ratio)为5.17, 阴性

预测值(negative likelihood ratio)为0.20, 诊断比值

比(diagnostic odds ratio)为28.25. 灵敏度与特异度

最大交点的均值为0.8419, 曲线下面积(area under 
the curve)为0.9098, 提示此次试验的总体诊断率

较高. 

郑倩, 姜政, 赵亚楠. 外周血端粒酶检测对肝细胞癌诊断价值的

Meta分析. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 125-132  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/125.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.125

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种来源于肝细胞的恶性肿瘤, 占原发性肝癌(pri-
mary carcinoma of the liver, PLA)的90%, 是全球

范围内第5大常见的恶性肿瘤. 在我国每年约有

200000例患者死于肝癌, 其死亡率仅次于肺癌[1]. 
目前肝癌的术前诊断主要依靠影像学检查及血

清学检测, 影像学检查在肝癌的诊断中具有重

要的地位, 但对包膜完整、质地均匀、血供不

丰富且分化良好的小肝癌有时也会遇到困难[2,3]. 
血清甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是最常用

的实验室诊断方法, 但仍有40%的肝癌患者血清

AFP呈阴性. 近年来有关外周血端粒酶检测诊断

肝细胞癌的研究颇多, 但其价值不尽相同. 本文

对近10年来有关外周血端粒酶检测与肝细胞癌

关系的研究结果进行Meta分析, 旨在评估其对

肝细胞癌的总体诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 通过计算机检索EMBASE、MED-
L I N E等外文数据库及中国生物医学文献数

据库(Chinese BioMedical Literature Database, 
CBM)、万方数字化全文期刊、重庆维普中文

科技期刊全文数据库、CNK I中国知网期刊数

据库及CNKI《博硕学位论文》5个中文数据库

1989-01/2013-08公开发表的关于外周血端粒酶

检测与肝细胞癌关系相关的文献资料, 中文检

索词为“端粒或端粒酶”、“肝癌”、“外

周血或血清或血浆”, 英文检索词为“telomer-
ase”、“hepatocellular carcinoma或liver can-
cer”、“peripheral blood或serum或plasma”, 
检索策略根据具体数据库调整, 采取主题词和

自由词检索结合的方式, 并对入选研究的参考

文献进行网络在线手工检索. 
1.2 方法

1.2.1 文献资料纳入标准: (1)研究主题为端粒酶

活性(telomerase activity, TA)或者端粒酶逆转录

酶(human telomerase transcriptase, hTERT)与肝

细胞癌关系的诊断性研究; (2)纳入文献中患病

组的定义为HCC组, 非患病组的定义为肝脏良

性疾病及健康对照组, 组间年龄、性别等均衡

性较好, 具有可比性; (3)从文中能直接或者间接

获得外周血端粒酶分别在HCC组和非HCC组的

观察人数中的四格表数据; (4)对相同或相似内

容的重复报道文献, 只选用最新报道者. 
1.2.2 文献资料排除标准: (1)诊断标准为非TA
或者hTERT; (2)“金标准”或诊断标准未区分

HCC组及非HCC组, 而有可疑组存在; (3)文献中

未直接或者间接提供外周血端粒酶检测在HCC
组及非HCC组的观察人数中的真阳性数、假阳

性数、假阴性数及真阴性数, 仅提供定量分析

结果; (4)单纯描述性研究, 无对照组; (5)动物实

验研究、综述及讲座. 
1.2.3 数据提取与质量评价: 各篇文献提取的

资料包括: 第一作者、发表年限、中位年龄、

HCC组诊断标准、四格表数据等. 对纳入文献

采用Cochrane协作网推荐的诊断性试验准确性

质量评价工具[4](quality assessment of diagnostic 
accuracy studies, QUADAS), 分别对14个条目按

“是”、“否”、“不清楚”3个判别标准进

行评价. 由两名系统评价员独立进行文献评价, 
有异议时以小组讨论的方式解决. 

统计学处理 异质性检验: 运用Meta-Disc1.4
软件[5]进行Spearman相关分析检测有无阈值效
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■相关报道
Yang等运用FQ-
PCR方法对HCC
组 和 非 H C C 组
患者血浆端粒酶
进行定量分析显
示 ,  血浆h T E RT 
DNA水平与HCC
患者肿瘤大小、
门静脉癌栓形成
和 T N M 分 期 相
关, 而与淋巴结转
移、HBV感染、
血清AFP水平无
关.若以1.87×104 

copies/μL为Cut-
off值 ,  其对HCC
诊断的灵敏度为
64%, 而特异度高
达90%.

应引起的异质性. 对其他因素所致异质性进行Q
检验(χ2检验), 并通过Meta回归分析及亚组分析

探索异质性来源. 如果存在异质性效应(P <0.1), 
采用随机效应模型合并灵敏度、特异度、阳

性预测值、阴性预测值、诊断比值比 ,  反之

(P >0.1)则采用固定效应模型. 同时根据Moses'
线性模型绘制总受试者工作特征曲线, 并计算

SROC曲线下面积. 

2  结果

2.1 纳入研究的基本情况 按上述检索策略检索

到英文文献25篇, 中文文献60篇, 按照纳入标准

初步排除58篇, 进一步阅读全文, 剩余文献中不

符合纳入排除标准的11篇, 重复发表4篇, 故最后

纳入文献共12篇, 其中英文文献5篇, 中文文献

7篇, 样本量共计1897例, 其中HCC组839例, 非

HCC组1058例, 非HCC组均包括肝脏良性疾病

及健康对照, 具体检索过程如图1, 各纳入文献

基本特征如表1. 
2.2 纳入研究的质量评价 纳入的研究中HCC组
均以病理诊断作为金标准, 仅一项研究文中未

提及诊断标准. HCC组均为HCC患者, 非HCC组
为肝脏良性疾病患者和健康人. 因非HCC组有

健康人, 无法进行金标准检查, 所以并不是所有

样本均接受金标准检查. 所有文献均未明确是

否为盲法设计. 12篇文献明确描述待评价试验

的实验步骤、操作方法等, 可在相同条件下重

复. 另外, 所有文献均无退出病例, 因此, 第14条
不适用, 具体文献质量评分如表2. 
2.3 异质性分析 本研究中Spearman相关系数为

-0.137, P  = 0.671, 提示不存在阈值效应. 通过Q
检验测得Q值为24.54, P  = 0.0107, 提示入选文献

间存在除阈值效应外的阈值效应, 选用随机效

应模式合并统计量. 
2 .4  诊断效率  M e t a分析合并效应量时采用

随机效应模型, 合并总灵敏度为0.85(95%C I: 
0.82-0.87), 总特异度为0.84(95%CI: 0.81-0.86), 
阳性预测值(positive likelihood ratio, PLR)为
5.17(95%CI: 3.96-6.74), 阴性预测值(negative 
likelihood ratio, NLR)为0.20(95%CI: 0.14-0.28), 
诊断比值比(d iagnost ic odds ra t io, DOR)为
28.25(95%CI: 17.90-44.56). 将各项研究的效应

指标和合并的结果绘制森林图(图2-3、图4A). 
本次Meta分析显示灵敏度与特异度最大交点的

均值为0.8419, 曲线下面积(area under the curve, 
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表 1 外周血端粒酶检测与HCC关系的文献纳入研究特征

     
研究 发表年

限(年)

中位年

龄(岁)

诊断标准

/HCC组

TA/hTERT mRNA

检测方法

阳性阈值 TP FP FN TN 文献质

量评分

邱谢武等[6] 2012 53.3±14.3 临床和病理 FQ-PCR NR1   34   5   6   25 8

战淑慧等[7] 2006 54 临床和病理 PCR-ELISA △A(A 450-A 650 nm)>0.2   44  11   8   79 8

刘阳等[8] 2012 NR 病理 RT-PCR 1.58   32 19 13 120 7

吴玮等[9] 2004 49 病理 PCR-ELISA △A(A 450-A 690 nm)>0.2   17 15   3   42 6

隋璐璐等[10] 2011 50 病理 RT-PCR 88 bp、95 bp   24   6   6   24 7

张利国等[11] 2010 51.2±10.4 临床和病理 FQ-PCR NR   50   2 10   28 8

冯众一等[12] 2007 52 临床和病理 RT-PCR NR   28   1   2   19 8

Miura等[13] 2010 65 临床和病理 RT-PCR 3.97 273 49 30 286 9

Huang等[14] 2013 51 病理 PCR-ELISA A＞0.7   28   6   2   64 9

Yao等[15] 2006 49 临床和病理 TRAP-ELISA A>0.2△A1 115 48 20 139 8

Yang等[16] 2011 51 NR FQ-PCR 1.87×104 copies/μL   38   5 22   45 7

Tatsuma等[17] 2000 NR 临床和病理 PCR-ELISA NR   16   5   4   15 7

1NR: 文献中未报告; TP: 真阳性; FP: 假阳性; FN: 假阴性; TN: 真阴性; HCC: 肝细胞癌.

排除(n = 58)

阅读文题和摘要初
筛(n = 27)

阅读全文复筛(n = 16)

最后纳入文献(n = 12)

通过数据库检索获
得相关文献(n = 85)

通过其他资源补充获
得相关文献(n = 0)

重复发表(n = 4)

不符合纳入排
除标准(n = 11)

图 1 纳入文献检索流程. 
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■创新盘点
本研究采用循征
医学的方法, 汇总
分析了国内外近
10年外周血端粒
酶诊断HCC的价
值, 减少了因各中
心小样本的病例
分析而出现的差
异, 更准确地评价
外周血端粒酶对
于HCC诊断的临
床价值.
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表 2 纳入研究的方法学质量评价

     
纳入研究 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

邱谢武等[6] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y Y -

战淑慧等[7] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y Y -

刘阳等[8] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y N -

吴玮等[9] Y Y Y S N N Y Y N S S Y N -

隋璐璐等[10] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y N -

张利国等[11] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y Y -

冯众一等[12] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y Y -

Miura等[13] Y Y Y Y N N Y Y Y S S Y Y -

Huang等[14] Y Y Y Y N N Y Y Y S S Y Y -

Yao等[15] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y Y -

Yang等[16] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y N -

Tatsuma等[17] Y Y Y S N N Y Y Y S S Y N -

Y: 是; N: 否; S: 不清楚;1: 疾病谱组成; 2: 选择标准; 3: 金标准; 4: 疾病进展偏倚; 5: 部分参照偏倚; 6: 多重

参照偏倚; 7: 混合偏倚; 8: 待评价试验的实施; 9: 金标准的实施; 10: 试验解读偏倚; 11: 金标准解读偏倚; 

12: 临床解读偏倚; 13: 难以解释的实验结果; 14: 退出病例. 
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图 2 外周血端粒酶检测诊断肝细胞癌的灵敏度与特异度森林图. A: 敏感性分析; B: 特异性分析.
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■应用要点
临床上若高度怀
疑H C C ,  而影像
学无重要发现, 血
清AFP呈阴性, 可
运用R Q - P C R、
R C R - E L I S A、
RT-PCR及TRAP-
ELISA等方法对
患者血清端粒酶
进行定量或者定
性 检 测 ,  协 助 对
HCC进行诊断.
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图 3 外周血端粒酶检测诊断HCC的PLR与NLR森林图. A: PLR分析; B: NLR分析. HCC: 肝细胞癌; PLR: 阳性预测值; NLR: 

阴性预测值.
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AUC)为0.9098(图4B), 提示此次试验的总诊断

效率较高. 
2.5 Meta回归和亚组分析 考虑端粒酶检测方

法、文献质量、样本量为可能异质性来源, 进
行Meta回归分析, 结果显示纳入文献研究质量

是导致异质性的来源(P  = 0.0267). 剔除较差质

■同行评价
本文对国内外有
关外周血端粒酶
与 H C C 关 系 的
相关文献进行了
meta分析, 其研究
目的明确, 收集的
文献较全面, 同时
制定了严格的纳
入及排除标准, 分
析步骤正确, 为外
周血端粒酶诊断
HCC提供了依据, 
其研究内容较为
重要, 有一定的临
床应用价值.
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图 4 外周血端粒酶检测诊断HCC的合并DOR的森林图及ROC曲线. A: DOR的meta分析; B: SROC曲线. HCC: 肝细胞癌; 

DOR: 诊断比值比; SROC: 汇总受试者工作特征曲线.
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图 5 较高质量外周血端粒酶检测研究诊断HCC研究的合并DOR森林图及ROC曲线. A: DOR的meta分析; B: SROC曲线. 

HCC: 肝细胞癌; DOR: 诊断比值比; SROC: 汇总受试者工作特征曲线.
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量(文献评分≤7分)的研究后, 结果显示剩余研

究间无异质性(P = 0.699), 同质性较好, 利用固

定效应模型对较高质量研究进行亚组分析显示, 
合并DOR为37.64, AUC为0.9370(图5). 
2.6 发表偏倚 Deeks检验结果提示纳入的研究基

本呈对称分布(P  = 0.775), 提示本次Meta分析未

检测到明显的发表偏倚(图6). 

3  讨论

肝癌为世界上第5大常见癌症, 在我国也是最常

见的恶性肿瘤之一, 且死亡率极高. 然而肝癌的

早期诊断率如前所述仍然不高, 许多患者早期

症状缺乏特异性, 就诊时往往已处于晚期, 肝癌

手术切除的5年生存率仅有20%[18]. 因此如何早

期诊断肝癌是临床急需解决的问题. 目前对于

HCC的诊断应用最广泛的血清学指标是AFP, 其
定位在第4号染色体上, 全长约20 kb. Zhou等[19]

通过荟萃分析显示, 血清AFP对于HCC诊断的灵

敏度为70%, 特异度为89%, DOR为18.00, ROC
曲线下面积为0.86. 提示AFP作为HCC诊断的主

要肿瘤标志物, 尚有30%-40%肝癌不表达, 成为

诊断的盲区. 
端粒(telomere)是真核细胞染色体末端的一

种特殊结构, 是维持染色体完整性的保护结构. 
端粒酶是一种能延长端粒末端的核酸蛋白酶, 
维持端粒长度, 甚至可使端粒永生化[20], 其主要

成分包括人端粒酶RNA(hTR)、端粒酶相关蛋

白(TP1)和人端粒逆转录酶(hTERT). 其中hTERT
催化端粒DNA的合成, 决定端粒酶的催化活性. 
有研究表明[21,22], 端粒酶在肿瘤组织中检出率为

85%-95%. 而非肿瘤组织和各种正常组织中其

检出率为4%-6%. 而染色体端粒酶表达异常在

肝癌发生过程中也扮演重要角色. 早期研究[23]

表明, 肝癌模型的动态研究发现, 在诱导过程中

随着鼠肝细胞发生癌变, 端粒酶水平越来越高. 
Luan等[24]的实验证明HBV蛋白preS2抗原可激活

h-TERT基因从而促进肝癌细胞的生长. 
本次Meta分析入选的12篇研究显示外周血

端粒酶检测诊断HCC的总灵敏度0.85(95%CI: 
0.82-0.87), 而总特异度0.84(95%CI: 0.81-0.86), 
提示平均漏诊率为15%, 平均误诊率为16%, 
DOR均值为28.25(95%CI: 17.90-44.56), 灵敏

度与特异度最大交点的均值为0.8419, AUC为

0.9098. 汇总PLR为5.17(95%CI: 3.96-6.74), 提示

外周血端粒酶活性检测测定HCC患者结果为阳

性的机会较高, 阳性的机会约为非HCC患者的

5.17倍. NLR值为0.20(95%CI: 0.14-0.28), 提示若

外周血端粒酶活性检测的结果为阴性, 而HCC
患者经过其他“金标准”诊断为HCC的概率有

20%. 另外, 我们对高质量纳入文献研究进行亚

组分析显示, 剔除QUADAS评分≤7的研究后, 
剩余研究的同质性较好(P  = 0.699), 同时DOR为
37.64>28.25, 而AUC为0.9370>0.9098, 说明通过

QUADAS评分较高质量的研究对HCC的诊断效

率较低质量研究高, 总的来说, 外周血端粒酶检

测对于协助HCC的诊断有着重要的价值. 
总之, 外周血端粒酶检测诊断HCC的灵敏

度、DOR及AUC均高于如前所述的血清AFP对
于肝癌的诊断价值, 且相对于经皮肝穿刺端粒

酶检测创伤较小, 操作简单, 虽然有一定漏诊率

及误诊率, 但临床上仍可用于AFP阴性的HCC的
诊断或者可以与AFP联合检测提高诊断效率. 需
要注意的是, 由于纳入研究均是分散的小样本

病例, 希望通过更多的大样本、多中心、双盲
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图 6 外周血端粒酶检测诊断肝细胞癌纳入研究的发表偏倚漏斗图. 
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试验丰富Meta分析的证据, 获得更有科学价值

的系统评价结果. 
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Abstract
AIM: To investigate the value of serum and 
bile neutrophil gelatinase associated lipocalin 
(NGAL) for distinguishing malignant strictures 
caused by cholangiocarcinoma (CCA) or pancre-
atic cancer from benign biliary strictures. 

METHODS: The study was performed pro-
spectively on patients admitted for endoscopic   
retrograde cholangiopancreatography biliary 
decompression. Forty-four patients with dilated 
biliary ducts, including 12 cases of CCA, 8 cases 
of pancreatic cancer, 1 case of carcinoma of the 
ampulla, and 23 cases of benign biliary stric-
tures, were enrolled. Their sera and bile were 
collected to measure NGAL. Routine biochem-
istry including liver function test and routine 
blood examination was also performed. Enzyme-
linked immunosorbent assay was performed to 
measure the contents of NGAL in serum and 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

血清及胆汁中NGAL对于区分良恶性胆道狭窄的临床意义

韩美玲, 吕志武

®

■背景资料
胰胆管恶性肿瘤
是常见的癌症相
关死亡原因之一, 
死亡率高, 5年总
体存活<5%. 由于
胰胆管肿瘤在早
期缺乏特异性临
床表现, 当患者被
确诊时多已经出
现远处转移, 因此
对于该疾病的早
诊较为困难. 

bile samples. 

RESULTS: Serum NGAL had no significant 
value for discriminating malignant and benign 
biliary strictures (mean, 31.10 ng/mL vs 118.35 
ng/mL, P = 0.0825). Biliary NGAL levels were 
significantly raised in the malignant disease 
group compared with the benign disease group 
(mean, 199.0 ng/mL vs 466.7 ng/mL, P = 0.0215). 

CONCLUSION: Measurement of biliary NGAL, 
not serum NGAL, may differentiate malignant 
biliary strictures from benign biliary strictures. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Benign biliary strictures; Malignant 
biliary strictures; Cholangiocarcinoma; Pancreatic 
cancer; NGAL
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摘要
目的:  研究血清和胆汁中中性粒细胞明胶
酶相关脂质运载蛋白(neutrophil gelatinase 
associated lipocalin, NGAL)对于区分良恶性胆
道狭窄的临床价值. 

方法: 所研究患者是经内镜下逆行胰胆管造
影进行胆道减压的患者. 共44例胆总管扩张患
者, 恶性胆道狭窄患者共21例, 其中胆管癌12
例, 胰腺癌8例, 壶腹癌1例, 良性胆道狭窄患者
23例. 收集患者血清和胆汁并采用酶联免疫吸
附试验方法检测其中NGAL的含量, 常规检测
其他生化指标如血常规、肝功能等. 

结果: 血清NGAL在区分良恶性胆道狭窄患者
中没有明显区别, 差异无统计学意义(平均值
31.10 ng/mL vs  118.35 ng/mL, P  = 0.0825). 比
起良性胆道狭窄疾病患者, 胆汁NGAL含量在
恶性胆道狭窄患者中明显升高, 差异有统计学

■同行评议者
薛东波, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第一医院
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■研发前沿
目前对于恶性胆
道梗阻的诊断多
依赖于影像学、
胆 道 的 细 胞 采
集、胆道活检、
血清肿瘤标志物
等 .  通 过 细 胞 刷
和活检在胆道狭
窄的部位可获得
组 织 学 样 本 ,  但
是细胞学和组织
学检查敏感性一
般<60%. 目前最
常 用 的 血 清 肿
瘤 标 志 物 为 糖
原 -199和癌胚抗
原 ,  因 其 较 低 的
敏感性和特异性
对于胰胆管肿瘤
的诊断仍需进一
步研究. 因此, 临
床中需要更多的
可协助准确诊断
并鉴别良恶性胆
道梗阻的可靠的
肿瘤标志物.

意义(平均值199.0 ng/mL vs  466.7 ng/mL, P  = 
0.0215). 

结论: 胆汁而非血清中NGAL含量对于鉴别良
恶性胆道狭窄患者有临床意义. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 良性胆道狭窄; 恶性胆道狭窄; 胆管癌; 胰

腺癌; NGAL

核心提示: 胆汁而非血清中中性粒细胞明胶酶相

关脂质运载蛋白(neutrophil gelatinase associated 
lipocalin, NGAL)含量对于鉴别良恶性胆道狭窄

患者有临床意义. 相比较血清而言, 测定胆汁中

NGAL的含量所受到外界的影响要小, 一定程度

上使其特异性和敏感性高一些. 

韩美玲, 吕志武. 血清及胆汁中NGAL对于区分良恶性胆道狭窄

的临床意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 133-139  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/133.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.133

0  引言

胰胆管恶性肿瘤是常见的癌症相关死亡原因之

一, 死亡率高, 5年总体存活<5%[1,2]. 当患者诊断

时多已经出现远处转移或局部浸润[3]. 胆管癌在

过去的十几年中发病率在逐年增加[4,5]. 胰胆管

肿瘤在早期往往缺乏特异性临床表现, 可仅出

现中上腹腹胀、不适、隐痛、纳差、乏力、消

瘦等症状, 因此对于该疾病的早诊较为困难, 在
后期患者多表现为梗阻性黄疸. 

对于胆管癌患者确定诊断是很困难的, 胆道

狭窄的原因有很多, 除了恶性胆道狭窄外, 许多

良性胆道疾病也有相似的临床表现, 如炎性(自
身免疫性、感染性)、基因性的、血管性的等. 
延迟的确定诊断和治疗多是因为诊断的不确定

性. 外科手术仅仅针对于那些可能治愈的患者, 
所以只能应用于一小部分人群[6,7]. 诊断的不确

定往往导致处理方面的偏差, 目前对于恶性胆

道梗阻的诊断多依赖于影像学(CT、MRI、超

声内镜、胰胆管水成像)、胆道的细胞采集、

胆道活检、血清肿瘤标志物等[8-10]. 典型的胆管

癌常沿着胆管长轴生长[11], 且很少局部聚集, 然
而影像学对于观察这一区域的病变往往可准定

位, 但在确定良恶性方面帮助较少. 通过细胞

刷和活检在胆道狭窄的部位可获得组织学样

本, 但是细胞学和组织学检查敏感性一般小于

<60%[12]. 蛋白质图谱在发现新的肿瘤标志物方

面很有前景[13,14], 但是在人类胆汁中很难成功。

虽然人类的胆汁成分十分复杂, 最近有研究证

实在人类胆汁中蛋白可以定量, 并且可以提取

出蛋白质生物标记物[15-17]. 目前最常用的血清肿

瘤标志物为糖原抗体(carbohydrate antigen 19-9, 
CA19-9)和癌胚抗原, 因其较低的敏感性和特异

性对于胰胆管肿瘤的诊断仍需进一步研究. 因
此, 临床中需要更多的可协助准确诊断并鉴别

良恶性胆道梗阻的可靠的肿瘤标志物. 
中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(neu-

trophil gelatinase associated lipocalin, NGAL)是
一24 kDa分泌型糖蛋白, 从激活的中性粒细胞

中释放出来, 在人类 NGAL基因定位于9q34. 多
种证据表明NGAL诱导了多种人类的癌症, 并且

在这些癌症患者中存在NGAL高表达的现象, 比
如皮肤癌[18]、甲状腺癌、乳腺癌[19,20]、卵巢癌
[21,22]、子宫内膜癌[23]、结肠癌[24]、肺癌[25]、肝

癌、胆管癌、食道癌[26]、胃癌[27,28]和胰腺癌[29,30]

等. 有报道称在胃癌、胰腺癌和肝细胞癌的患

者血清中有NGAL水平增高的现象[31-33]. 之前有

研究报道了在胆管癌患者中血清NGAL有较正

常患者明显升高的现象, 差异有统计学意义[34,35]. 
很少有研究恶性胆道狭窄患者胆汁中NGAL含
量的文献报道, 本文就NGAL在良恶性胆道狭窄

患者中的含量区别进行研究. 

1  材料与方法

1.1 材料 选择于2013-02/2013-06就诊于哈医大

二院的梗阻性黄疸的患者. 收集该病患者的逆

行性胰胆管造影(endoscopic retrograde cholan-
giopancteatography, ERCP)术前周围静脉血, 以
及行ERCP检查时收集患者胆汁. 将不符合实验

要求的患者予以排除. 排除标准: 因NGAL在急

性肾功能衰竭、肾功能不全或慢性胰腺炎的患

者中明显增高[30,36,37], 因此以上疾病的患者予以

排除. 同时将除胰胆管癌症以外的其他部位的

恶性肿瘤、ERCP胆总管插管未成功者排除. 
1.2 方法 在患者行ERCP检查之前对患者进行采

血至少4 mL, 置于4 ℃的冰箱中约2 h. 待血液凝

结后在室温条件下1000 r/min的速度离心10 min, 
取上清并置于EP管中密封后置于-80 ℃中保存, 
待测量时备用. 在受试者行ERCP检查时, 向胆

总管中注入造影剂之前抽出胆汁约5-10 mL, 置
于试管中, 随后将试管避光并置于4 ℃冰箱中. 
此后用离心机12000 r/min, 离心10 min. 取上清

并置于EP管中密封后置于-80 ℃中保存, 待测
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■相关报道
多 种 证 据 表 明
NGAL诱导多种
人类的癌症, 并且
在这些癌症患者
中存在NGAL高
表达的现象, 比如
皮肤癌、甲状腺
癌、乳腺癌、卵
巢癌、子宫内膜
癌、结肠癌、肺
癌、肝癌、胆管
癌、食道癌、胃
癌和胰腺癌.

量时备用. 待样本数达到预计值后将血清以及

胆汁样本取出后做ELISA分析. ELISA试剂盒

购自美国Cloud-Clone Corp.公司, 货品编号为

SEB388Hu, 各项操作均严格按照说明进行. 同
时患者的丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotrans-
ferase, ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(aspartate 
aminotransferase, AST)、碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase, ALP)、γ-谷氨酰氨转移酶等运用速

率法进行检测, 血清总胆红素以及直接胆红素

运用比色法进行检测. 
统计学处理 使用Excel进行数据处理, 分析

方法: 计量数据采用mean±SD进行描述, 计数数

据采用计数和百分比进行描述; 主要分析指标与

疾病是否具有相关性, 采用线性回归, 调整年龄

与性别两个因素. 分析过程采用SAS9.3进行分析. 

2  结果

2.1 良恶性胆道狭窄患者资料比较 所选取符合

实验入组标准的胆道狭窄的患者一共44例, 良
性胆道狭窄患者23例 ,  恶性胆道狭窄患者21
例. 良性胆道狭窄的病因包括: 胆总管结石18
例、Odd i括约肌功能失调1例、胆道炎性狭窄

2例、胆囊管管状腺瘤1例、十二指肠憩室1例
等, 恶性胆道狭窄包括胆管癌12例、胰腺癌8
例、壶腹癌1例. 在21例恶性胆道狭窄患者中有

7例经病理证实, 其余患者均有经影像学诊断为

恶性胆道狭窄, 包括彩超、超声内镜、肝胆胰

CT/MRI、ERCP检查等. 所有肿瘤患者术前均未

做放疗、化疗或免疫治疗. 按照α = 0.05检验水

准, 良恶性胆道狭窄患者中血清NGAL含量在两

组患者中分别为31.1 ng/mL(9.1 ng/mL±215.325 
ng/mL) vs  118.35 ng/mL(36.65 ng/mL±256.2 
ng/mL), P  = 0.0825, 胆汁中NGAL含量在两组

患者中分别为199.0 ng/mL(27.9 ng/mL±292.1 
ng/mL) vs  466.7 ng/mL(270.05 ng/mL±102.5 
ng/mL), P  = 0.0215. 比起良性组, 恶性组患者血

清总胆红素、γ-谷氨酰氨转移酶水平均较高, 血
红蛋白水平较低, 差异有统计学意义(P值分别为

0.0208、0.0324、0.0416). 年龄、性别、ALT、
AST、ALP等生化指标在两组之间无明显差异. 
患者良恶性胆道狭窄的基本特征比较如表1, 患
者胆汁和血清中NGAL比较情况, 如图1. 
2.2 胆汁中NGAL多重线性分析结果 胆汁NGAL
的多重线性回归未进行变量筛选的结果如表2. 
按照α = 0.05检验水准, 胆汁NGAL在良恶性分

组, 同时与总胆红素与直接胆红素呈负相关. 

3  讨论

胰胆管恶性肿瘤发病隐匿, 早期发现以及诊断

困难, 手术切除率低, 术后死亡率高, 预后差. 至
今, 常用于临床检测胆管癌的血清学肿瘤标志

物有癌胚抗原和CA19-9. 然而CEA因许在多其

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 良恶性胆道梗阻患者基本信息以及血液生化指标的比较 (mean±SD)

     

指标
分组

P 值
良性组 恶性组

n 23 21

年龄(岁) 59.13±10.58 65±10.50

性别

  男 15 12

  女   8   8

血红蛋白(g/L)   131.0(125.0±140.5)     129.5(107.5±139.25) <0.05

ALT(U/L)   46.0(16.0±103.0)        57(35.5±103.25)

AST(U/L) 26.0(16.0±83.5) 70.5(44±80.25)

GGT(U/L) 156.0(47.5±568.0)      542.5(232.5±748.75) <0.05

ALP(U/L)   105.5(78.5±188.25) 189.5(156±358.5)

总胆红素(µmol/L) 20.7(15.2±44.4)          75.2(39.05±233.075) <0.05

直接胆红(µmol/L) 16.2(6.65±43.3)      70.25(33.02±218.37)

血清NGAL(ng/mL)     31.1(9.1±215.325)  118.35(36.65±256.2)

胆汁NGAL(ng/mL) 199.0(27.9±292.1)      466.7(270.05±102.5) <0.05

ALP: 碱性磷酸酶; ALT: 丙氨酸氨基转移酶; AST: 天门冬氨酸氨基转移酶; GGT: γ-谷氨酰氨

转移酶.
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■创新盘点
已经有许多国内
外 文 献 报 道 了
NGAL在消化系
恶性肿瘤方面的
研究, 如胃癌、肝
癌、胰腺癌患者
血清中NGAL的
含量, 但是关于胆
汁中的含量目前
还比较少.

他的消化系统肿瘤、妇产科恶性肿瘤或其他的

胆道病理性改变(如胆管炎或肝炎等)也增高, 因
此CEA在诊断胆管癌中特异性较差[38]. Leelawat
等 [39]曾报道了C E A在诊断胆管癌方面的敏感

性和特异性分别仅为58.54%和62.50%. 血清

CA19-9值的显著升高对胆管良恶性病变有一定

的鉴别诊断价值, 但在胆道感染或其他胆管良

性病变中CA19-9值亦可显著升高[40], 因此在本

研究中并未将CEA、CA19-9列为测量指标, 本
研究旨在发现对鉴别良恶性胆道狭窄敏感性和

特异性均高的新的肿瘤标志物. 
NGAL又称人脂质运载蛋白2[41], NGAL的

表达在一些良性和恶性疾病中会出现表达失调

的现象. NGAL在肿瘤中的功能从阻止凋亡(在
甲状腺癌细胞), 阻止肿瘤浸润和血管再生(在胰

腺癌)到增加肿瘤的增殖和转移(在乳腺和结肠

癌)[42], 因此近年来NGAL与人类恶性肿瘤的这

种多样性的关系越来越受到了人们的重视. 此
外, NGAL与基质金属蛋白酶-9(matrix metallo-
protease-9, MMP-9)以二硫键形成复合物, 促进

MMP-9对细胞基底膜的降解, 从而浸润周围基

质, 介导癌细胞转移[43]. 尽管NGAL在肿瘤发生

中的准确的机制尚不完全清楚, 但是他确定与

人类的一些常见的恶性肿瘤相关, 包括胃癌、

食道癌、胰腺癌和胆管癌等. 有报道称比起非

肿瘤组织NGAL与MMP-9复合物在胃癌和食道

鳞状细胞癌的组织中表达增高[44,45], 同时在乳腺

癌组织中, NGAL过表达是患者预后不良的标志, 
包括癌组织分化程度低和存在淋巴结转移[20]. 

胰腺癌是致死率最高的恶性肿瘤之一, 5年
存活率低于3.5%[3]. 目前越来越多的证据表明

NGAL与胰胆管恶性肿瘤相关[26,46,47], 有报道称[30]

在胰腺癌中存在NGAL mRNA过度表达的现象, 
在组织学和血清学研究中, 胰腺恶性肿瘤和胰

腺炎症患者中NGAL表达明显上调, 但正常胰腺

组织中却很少表达(P <0.001). 
NGAL在胆管癌患者中存在表达增高的现

象已经有一些研究报道. Nuntagowat等[48]报道在

胆管癌患者中通过siRNA可以抑制70%-80%的

NGAL mRNA和蛋白的表达. 
在胰胆管恶性肿瘤中, 胆汁是一潜在的有着

丰富的肿瘤生物标志物的资源. 胆汁从胆道中

缓缓流出, 理论上其含有丰富的肿瘤细胞代谢

产物. 此外, 胆汁相对容易获得, 多数胆道狭窄

的患者都需经逆行性胰胆管造影检查以及相关

内镜下治疗, 通过此操作可获取胆汁. 然而在正

常胆管组织中无此蛋白的表达, 因此, 推测测量

良恶性胆道狭窄患者的胆汁中NGAL的含量可
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图 1 良恶性胆道狭窄患者胆汁以及血清中NGAL含量的对比情况. A: 良恶性胆道狭窄患者胆汁中NGAL对比情况. aP<0.05 

vs 良性; B: 良恶性胆道狭窄患者血清中NGAL对比情况. aP<0.05 vs  良性.

A B

表 2 胆汁中NGAL多重线性分析结果

     
胆汁NGAL

年龄 0.0608

性别 0.9759

血红蛋白 0.4056

ALT  0.6524

AST 0.5749

GGT 0.1840

ALP 0.8518

总胆红素 <0.03

直接胆红素 <0.03

ALP: 碱性磷酸酶; ALT: 丙氨酸氨基转移酶; AST: 天门冬氨酸氨

基转移酶; GGT: γ-谷氨酰氨转移酶.
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能有区别. 但目前国内外对胆汁中NGAL检测的

文献报道少之又少. 
本研究采用酶联免疫吸附法检测了良恶性

胆道狭窄患者胆汁中NGAL蛋白表达水平, 结果

提示与胆道良性狭窄患者相比, 胆道恶性狭窄

患者胆汁中NGAL蛋白有较高的表达水平(平均

值466.7 ng/mL vs  199.0 ng/mL), 差异有统计学

意义(P  = 0.0215), 说明检测胆汁中NGAL蛋白对

胆道系统肿瘤的诊断具有临床意义. 因此, 根据

本研究可推测出, 胆汁中NGAL蛋白含量的检测

对肿瘤性质的鉴别诊断具有一定意义. 但是相

对于患者血清来说, 患者胆汁的收集更为复杂. 
因此本实验同时检测了两组患者血清中NGAL
的含量, 检测结果示恶性胆道梗阻患者较良性

组高(平均值118.35 ng/mL vs  31.10 ng/mL), 但差

异没有统计学意义(P  = 0.0825), 从另一方面证

明了血清中NGAL蛋白含量在鉴别良恶性胆道

狭窄的诊断方面临床价值较小. 最近有两项研

究报道了血清或者胆汁中NGAL含量在胰胆管

恶性肿瘤患者中的临床应用价值. 其中, Leela-
wat[35]报道了血清中NGAL和CA19-9含量在鉴别

良性胆道狭窄和胆管癌方面有临床意义, 差异

有统计学意义(P <0.001), 与本研究结果不一致. 
然而在其实验中并未将患者胆汁中NGAL的含

量进行检测. 另一项研究[34]显示胆汁中NGAL含
量在区分良恶性胆道梗阻方面的敏感性为94%, 
但在本研究中胆管癌患者数量较少, 众所周知

比起胆管癌, 血清CA19-9和胰腺CT对胰腺癌的

诊断更为有效.  
在本研究中胆汁NGAL多元线性回归分析

表明, 胆汁中NGAL含量与总胆红素与直接胆

红素呈负相关, 而与其他因素如年龄、性别、

血红蛋白、肝功能酶学指标等无明显相关性, 
表明NGAL在区分良恶性胆道狭窄方面是一独

立的预测指标. 本实验虽然证实检测胆汁中的

NGAL蛋白在鉴别诊断胆道良恶性肿瘤等方面

有一定的临床应用价值, 但因样本例数较少, 尚
需更大样本量的研究结果进一步证实. 此外, 本
实验无正常健康人的胆汁中NGAL的检测, 且有

个别良性胆道狭窄患者胆汁中NGAL蛋白含量

表达较高, 但可能与胆石等刺激胆管局部组织

增生相关, 仍需进一步研究. 
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Abstract
AIM: To summarize the clinical features of tu-
mors of the neck of the pancreas and investigate 
the application of selective arteriovenous prior-
ity processing and total pancreatic blood occlu-
sion in pancreatoduodenectomy for tumors of 
the neck of the pancreas. 

METHODS: Clinical and pathological data for 25 
patients with tumors of the neck of the pancreas 
who underwent pancreatoduodenectomy at our 
hospital from January 2011 to June 2013 were 
retrospectively analyzed. Selective arteriovenous 
priority processing and total pancreatic blood oc-
clusion were performed depending on the patient’
s features. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胰颈部肿瘤的胰十二指肠切除术

陈 冬, 朱 峰, 王 敏, 田 锐, 卢文亮, 秦仁义

®

■背景资料
胰颈部是胰腺肿
瘤局部晚期最多
见的部位, 同时也
是手术难度最大
的部位, 以往对于
此部位的肿瘤大
多放弃. 然而, 手
术切除作为唯一
有望根治胰腺癌
的治疗方式, 我们
有必要对这类患
者引起重视并进
行重新审视, 提出
一些新的理念和
手术方式, 以改善
胰腺癌患者的整
体治疗效果. 

RESULTS: This group of patients had no jaun-
dice but suffered from back pain, and 21 of them 
had severe back pain. During the operation, 
hard pancreatic texture, dilatation of the pan-
creatic duct, and various degree of inflamma-
tion were visible. All the tumors invaded either 
arteries or veins. No morbidity was observed. 
The operative time was 7-8 h, and the blood loss 
was 600-900 mL. Among all the postoperative 
mortalities, there were 2 cases of gastrointesti-
nal bleeding, 4 cases of delayed gastric empty-
ing and 3 cases of diarrhea after, and all were 
treated by conservative management without 
reoperation. The symptoms of back pain was to-
tally relieved in 10 cases, substantially relived in 
13 and partially relieved in 2.

CONCLUSION: Tumors of the neck of the pan-
creas have no specific symptoms in early stages. 
The symptom of jaundice appears late. In the 
late stages of the disease, back pain occurs in all 
cases, with the dilation of the distal pancreatic 
duct, a hard texture of the pancreas and severe 
inflammation. The tumor boundary is not clear, 
and there is a tendency to involve adjacent ves-
sels. Selective arteriovenous priority processing 
and total pancreatic blood occlusion can guar-
antee the safety of the operation and reduce the 
incidence of postoperative complications. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的:  总结胰颈部肿瘤的临床特点并探讨
选 择 性 动 静 脉 优 先 处 理 及 全 胰 头 血 流 阻
断 法 在 胰 颈 部 肿 瘤 的 胰 十 二 指 肠 切 除 术
(pancreatoduodenectomy, PD)中的应用.

■同行评议者
徐迅迪, 教授, 中
南大学湘雅二医
院肝胆胰外科 
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■研发前沿
目前国内外学者
认为胰颈部肿瘤
容易累积周围重
要 血 管 ,  手 术 风
险 大 ,  临 床 治 疗
效 果 差 ,  属 于 难
治性疾病.

方法: 回顾性分析我院2011-01/2013-06收治的
25例胰颈部肿瘤行胰十二指肠切除术的患者
的临床病理资料, 针对每例患者的不同情况分
别采用了选择性动静脉优先处理及全胰头血
流阻断法.

结果: 本组患者中, 25例患者均无黄疸, 但均有
不同程度的腰背部疼痛, 其中21例为剧烈的腰
背部疼痛, 术中可见胰腺质地硬, 胰管均扩张, 
并可见不同程度的炎症表现, 肿瘤基本都累及
静脉或者动脉; 25例患者均行PD, 全组无1例
术中死亡, 术中出血量600-900 mL, 手术时间
7-8 h, 术后消化系出血2例, 胃排空延迟4例, 腹
泻3例, 均经保守治疗好转出院, 术后腰背部疼
痛完全缓解10例, 明显缓解13例, 部分缓解2例.

结论: 胰颈部肿瘤早期一般无特异症状, 黄疸
出现较晚, 甚至至就诊时亦未出现, 晚期均出
现腰背部疼痛, 基本都伴有远端胰管扩张, 胰
腺质地很硬, 炎症较重, 肿瘤边界不清, 容易累
及邻近的重要血管, 手术难度大, 采用选择性
动静脉优先处理及全胰头血流阻断法能保障
手术安全进行, 减少术后并发症的发生. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 胰颈部肿瘤容易累及邻近的重要血管, 
手术难度大, 采用选择性动静脉优先处理及全胰

头血流阻断法能保障手术安全进行, 减少术后并

发症的发生.
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0  引言

相对于胰腺头部和体尾部而言, 胰颈部应该是肿

瘤局部晚期最多见的部位, 同时也是手术难度最

大的部位, 以往对于此部位的肿瘤大多放弃. 然
而, 手术切除作为唯一有望根治胰腺癌的治疗方

式[1], 我们有必要对这类患者引起重视并进行重

新审视, 提出一些新的理念和手术方式, 以改善

胰腺癌患者的整体治疗效果. 自2010-01以来, 我
们已顺利完成25例胰颈部肿瘤的胰十二指肠切

除术, 现将我们的诊治经验报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组男11例, 女14例. 年龄43-67岁, 25

例患者均伴有腰背部疼痛, 其中21例为剧烈疼

痛. 所有患者术前均采用多排螺旋CT薄层扫描+
三维重建评估肿瘤的可切除性及肿瘤与周围血

管的关系, 其中7例为门静脉(portal vein, PV)-肠
系膜上静脉(superior mesenteric vein, SMV)闭塞, 
但尚可安全重建, 肿瘤包绕腹腔动脉干(celiac, 
CA)和/或肠系膜上动脉(superior mesenteric ar-
tery, SMA)<180º; 10例为PV-SMV可疑受侵, CA/
SMA包绕<180º, 其中1例肝动脉(hepatic artery, 
HA)完全被完全包绕, 但切除后尚可重建; 8例为

CA/SMA 270º-360º包绕, 其中6例为PV-SMV可

疑受侵, 2例为PV-SMV闭塞.
1.2 方法

1.2.1 选择性动静脉优先处理: 根据术前CT评估

及术中探查肿瘤与周围血管的关系, 如果动静

脉均被肿瘤累及, 但评估静脉较动脉容易处理, 
采用选择性静脉优先处理, 即先沿SMV-PV游离

胰头及钩突部, 切断其静脉回流血管, 再处理肿

瘤与动脉系统; 若评估静脉较难处理, 则采用动

脉优先处理, 即先离断胰头部所有的动脉血供,
最后通过预置SMV、PV、脾静脉(splenic vein, 
SV)三阻断带或四阻断带(附加肠系膜下静脉, 
inferior mesenteric vein, IMV)[2,3], 安全处理肿瘤

与静脉系统.
1.2.2 全胰头血流阻断法: 先离断胰头部所有

动脉血供, 即: (1)肝动脉的分支, 胃右动脉和胃

十二指肠动脉; (2)脾动脉的胰腺分支; (3)SMA
的分支 ;  (4)钩突系膜小血管 .  然后通过预置

SMV、PV、SV三阻断带或四阻断带(附加肠系

膜下静脉), 安全剥离、切除或重建SMV-PV, 从
而整块切除肿瘤.

统计学处理 所有数据均用SPSS13.0软件进

行统计学分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 临床特点 胰颈部肿瘤早期一般无特异症状, 
黄疸出现较晚, 甚至至就诊时亦未出现, 晚期均

出现腰背部疼痛, 全组患者胰腺质地均较硬, 肿
瘤边界不清, 远端胰管扩张, 胰腺周围炎症重, 
肿瘤常同时累及PV-SMV和SMA、CA和HA.
2.2 术后并发症 25例患者均行PD, 全组无1例术

中死亡, 术中出血量600-900 mL, 手术时间7-8 h, 
术后消化系出血2例, 胃排空延迟4例, 腹泻3例, 
均经保守治疗好转出院, 术后腰背部疼痛完全

缓解10例, 明显缓解13例, 部分缓解2例.
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■创新盘点
本文首次系统地
总结了此类疾病
的特点, 并创新性
地提出了选择性
动静脉优先处理
及全胰头血流阻
断法的手术方式.

3  讨论

胰颈部肿瘤位于门静脉-肠系膜上静脉-脾静脉

正前方, 毗邻肝动脉、腹腔动脉干、肠系膜上

动脉等重要血管, 但距离胆总管较远, 患者早期

一般无特异性的症状和体征, 待出现症状就诊

时肿瘤大多已累及这些重要的血管甚至伴有胰

管梗阻和胰管高压以及腹膜后神经丛侵犯从而

导致患者难以忍受的剧烈的腰背部疼痛. 但此

部位的肿瘤手术难度极大, 且绝大多数被术前

评估为不能切除的病例, 故以往对于此类患者

基本放弃手术. 要想彻底改善此类患者的治疗

状况, 我们必须总结疾病的特点, 重新调整术前

评估理念, 提高我们的手术技巧.
美国国立综合癌症网络(National Compre-

hensive Cancer Network, NCCN)(2013版)指南没

有明确指出胰颈部肿瘤可切除的判定标准, 但
此部位的肿瘤可向头部或者体部生长, 故我们

一般参照胰头体部肿瘤的判定标准, 即可切除

为: 无远处转移, 腹腔动脉干和肠系膜上动脉周

围有清晰的脂肪层, 肠系膜上静脉-门静脉通畅;
可能切除标准为: 严重的单侧或双侧SMV/PV侵

犯, 肿瘤围绕腹腔动脉干<180º(胰头肿瘤为禁忌

症), 围绕SMA<180º, 围绕或包裹肝动脉但可以

重建, SMV闭塞但仅一小段受累且可以重建. 目
前国内外术前评估肿瘤是否侵犯血管的检查手

段很多, 但尚无金标准, 多排螺旋CT薄层扫描+
三维血管重建为首选及运用最多的方法[4], 但仍

不能完全分辨与血管是侵蚀还是压迫或是炎性

粘连[5], 亦不能认为肿瘤累及血管就是恶性[6], 尤
其是对于静脉血管的判断还存在一定的缺陷. 国
外文献报道, 术前CT诊断为血管受侵犯的病例中

经手术及术后病检证实约37%-58%的血管标本

并未侵犯[7,8], 国内也有类似的文献报道[9], 且即使

侵犯, 只要血管内膜未受侵, 联合血管切除的PD
手术效果还是非常满意的[10-12], 随着外科技术的

发展, 手术的安全性也得到了国内外学者的认

可[13-15], 因此我们在进行术前评估时不可过于保

守, 尤其是对于静脉受累的病例, 贸然放弃手术

甚至放弃手术探查是不可取的. 另外, 对于某些

疼痛非常剧烈的患者, 虽然已失去了根治切除

的机会, 但只要患者态度积极, 全身情况可, 无
远处转移及大量腹水, 也可尝试姑息性PD[16]. 在
本组患者中, 有8例患者肠系膜上动脉根部或者

腹腔干被肿瘤超过180º包绕, 一般情况可, 没有

远处转移及大量腹水, 术前腰背部剧烈疼痛, 患
者强烈要求手术, 经R1胰十二指肠切除术后, 疼

SMV
SMA

图 3 肿瘤累及SMV及SMA, 动静脉系统均很难处理. SMV: 

肠系膜上静脉; SMA: 肠系膜上动脉.

SV

IMV

SMV

SMV

PV

图 2 手术处理. A: 动脉优先处理, 胰头全血流阻断法, 胰

头部动脉血供全部阻断, 仅SMV与胰头及钩突相连, 预置

4阻断带; B: 静脉优先处理, 胰头及钩突与SMV完全离断. 

SMV: 肠系膜上静脉; SV: 脾静脉; PV: 门静脉; IMV: 肠系膜

下静脉.

A

B

图 1 见胰颈部肿瘤累及门静脉及其与脾静脉汇合处(蓝色
箭头), 红色箭头为胰管横断处. 

HA
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■同行评价
本文立题新颖, 具
有很高临床价值.

痛完全缓解3例, 明显缓解4例, 部分缓解1例, 随
访6-18 mo患者均存活, 生活质量明显改善, 生存

时间也明显延长, 而且患者经过SMA 360º游离, 
仅3例发生术后腹泻, 胃管注入易蒙停(盐酸洛哌

丁胺胶囊)后缓解.
胰颈部肿瘤患者就诊时大多已累及周围重

要血管, 常常同时累及动静脉系统, 我们可根据

术中探查情况决定决定优先处理动脉系统还是

静脉系统, 对于SMV-PV-SV受累且评估较难处

理的患者(图1), 我们可以采用选择性动脉优先

处理及全胰头血流阻断法, 在横结肠系膜根部

显露并悬吊SMA和SMV, 将SMA向左上方牵引, 
使其与胰头及钩突部之间保持一定的张力, 沿
SMA系膜至其根部离断胰腺钩突部系膜血管及

SMA分支, 解剖肝十二指肠韧带, 从而离断肝动

脉的分支, 胃右动脉和胃十二指肠动脉, 于肿瘤

左侧胰管扩张处横断胰腺(保证切缘阴性), 可离

断脾动脉的分支, 此时胰头部动脉血供全部离

断(图2A), 通过预置SMV、PV、SV三阻断带或

四阻断带(附加肠系膜下静脉), 安全剥离、切除

或重建SMV-PV, 从而整块切除肿瘤. 如果动脉

系统较难处理, 我们采用静脉优先处理(图2B). 
如果动静脉均较难处理(图3), 我们则应该采用

动脉优先和静脉优先相结合, 先易后难, 同时注

意血流控制理念.
总之, 胰颈部肿瘤早期一般无特异症状, 黄

疸出现较晚, 甚至至就诊时亦未出现, 晚期均出

现腰背部疼痛, 基本都伴有远端胰管扩张, 胰腺

质地很硬, 炎症较重, 肿瘤边界不清, 容易累及

邻近的重要血管, 手术难度大, 采用选择性动静

脉优先处理及全胰头血流阻断法能保障手术安

全进行, 减少术后并发症的发生.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Chinese medi-
cine Huangshu enema (HSE) on the level of 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) in serum of pa-
tients with irritable bowel syndrome (IBS) and 
to explore the underlying mechanism.

METHODS: Sixty IBS patients were randomly 
divided into an observation group and a con-
trol group. The observation group was given 
Huangshu enema for 10 d, and the control group 
was given pinaverium bromide tablets for 10 
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黄术灌肠液对肠易激综合征患者TNF-α表达的影响

庄李磊, 胡团敏, 黄思付, 黄更新

®

■背景资料
肠易激综合征(ir-
ritable bowel syn-
drome diarrhea, 
IBS)是临床上最
常见的胃肠功能
紊乱性疾病之一, 
其发病率高, 目前
治疗IBS的药物有
限, 且以对症治疗
为主 ,  效果不佳 . 
近些年来肠道持
续性低度炎症与
IBS的发生发展关
系密切. 

d. The observation group included 18 patients 
with IBS-D (IBS with diarrhea), 12 patients with 
IBS-C (IBS with constipation), while the control 
group included 17 patients with IBS-D and 13 
patients with IBS-C. Serum levels of TNF-α and 
symptom score were measured before and after 
treatment.

RESULTS: For patients with IBS-D, diarrhea 
score, abdominal pain score, abdominal disten-
tion score, total symptom score and serum level 
of TNF-α after treatment were significantly low-
er than those before treatment in the observation 
group (1.44 ± 0.70 vs 2.17 ± 0.79; 1.00 ± 0.77 vs 2.22 
± 0.55; 0.73 ± 0.67 vs 1.22 ± 0.72; 3.12 ± 1.34 vs 5.61 
± 1.42; 42.73 ± 11. 45 vs 53.06 ± 6.49, all P < 0.05); 
abdominal pain score after treatment was lower 
than that before treatment in the control group 
(1.53 ± 0.62 vs 2.24 ± 0.56, P < 0.05), but the di-
arrhea score, abdominal distension score, total 
symptom score and serum level of TNF-α did 
not differ significantly between before and after 
treatment (2.17 ± 0.73 vs 2.24 ± 0.75; 1.35 ± 0.49 vs 
1.29 ± 0.69; 5.00 ± 1.71 vs 5.76 ± 1.30; 44.34 ± 10.25 
vs 50.00 ± 6.75, all P > 0.05). For patients with 
IBS-C, constipation score, abdominal pain score, 
abdominal distention score and total symptom 
score after treatment were significantly lower 
than those before treatment in the observation 
group (1.42 ± 0.52 vs 2.08 ± 0.79; 1.17 ± 0.71 vs 
2.17 ± 0.58; 0.72 ± 0.52 vs 1.17 ± 0.50; 1.08 ± 1.00 
vs 5.42 ± 3.08, all P < 0.05), but serum level of 
TNF-α showed no significant difference between 
after and before treatment (23.89 ± 5.92 vs 23.94 
± 4.62, P > 0.05); abdominal pain score after 
treatment was lower than that before treatment 
in the control group (1.46 ± 0.66 vs 2.23 ± 0.60, 
P < 0.05), but the constipation score, abdominal 
distension score, total symptom score and the 
level of TNF-α showed no significant differences 
between after and before treatment (2.08 ± 0.76 
vs 2.15 ± 0.80; 1.30 ± 0.48 vs 1.23 ± 0.73; 4.77 ± 1.09 
vs 5.62 ± 1.26; 22.87 ± 1.64 vs 23.53 ± 4.53, all P > 
0.05).

CONCLUSION: Huangshu enema can effec-
tively improve the symptoms of IBS, which is 

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 主
任医师, 福建省立
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■研发前沿
越来越多的观点
认 为 I B S 的 发 病
与肠道黏膜低度
炎症、免疫因素
密 切 相 关 ,  肠 道
持 续 性 低 度 炎
症、免疫因素与
I B S 发 病 之 间 的
联系是近年来研
究 的 热 点 .  肠 道
持续性低度炎症
及免疫激活导致
I B S 发 病 的 发 生
机制尚待进一步
研究.

possibly associated with changing serum levels 
of TNF-α.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨中药自组方剂黄术灌肠液对肠易
激综合征(irritable bowel syndrome diarrhea, 
IBS)患者血清肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)表达的影响及其治疗IBS的可
能机制.

方法: 将60名IBS患者随机分为观察组和对照
组, 观察组运用黄术灌肠液灌肠治疗10 d, 对
照组给予匹维溴铵(得舒特)治疗10 d, 其中
观察组腹泻型肠易激综合征(irritable bowel 
syndrome diarrhea, IBS-D)18例, 便秘型肠
易激综合征(irritable bowel syndrome with 
constipation, IBS-C)12例, 对照组中IBS-D 17
例, IBS-C 13例, 并记录治疗前后TNF-α浓度
水平及症状积分. 

结果: (1)对于IBS-D患者, 观察组治疗后腹
泻积分、腹痛积分、腹胀积分及总积分、

TNF-α水平明显低于治疗前 (1.44±0.70 vs  
2.17±0.79; 1.00±0.77 vs  2.22±0.55; 0.73±
0.67 vs  1.22±0.72; 3.12±1.34 vs  5.61±1.42; 
42.73±11.45 vs  53.06±6.49, 均P <0.05), 对
照组治疗后的腹痛积分低于治疗前(1.53±
0.62 vs  2.24±0.56, P <0.05), 但腹泻积分、腹
胀积分及总积分、TNF-α水平与治疗前无明
显差异(2.17±0.73 vs  2.24±0.75; 1.35±0.49 
vs  1.29±0.69; 5.00±1.71 vs  5.76±1.30; 44.34
±10.25 vs  50.00±6.75, 均P <0.05). (2)对于
IBS-C患者, 观察组治疗后便秘、腹痛、腹胀
积分及总积分明显低于治疗前(1.42±0.52 vs  
2.08±0.79; 1.17±0.71 vs  2.17±0.58; 0.72±
0.52 vs  1.17±0.50; 1.08±1.00 vs  5.42±3.08, 
均P <0.05), 但TNF-α水平与治疗前无明显差
异(23.89 pg/mL±5.92 pg/mL vs  23.94 pg/mL
±4.62 pg/mL, P <0.05), 对照组治疗后腹痛积
分低于治疗前积分(1.46±0.66 vs  2.23±0.60, 

P <0.05), 而治疗后的便秘积分、腹胀积分及
总积分、T N F-α水平与治疗前无明显差异
(2.08±0.76 vs  2.15±0.80; 1.30±0.48 vs  1.23
±0.73; 4.77±1.09 vs  5.62±1.26; 22.87 pg/mL
±1.64 pg/mL vs  23.53 pg/mL±4.53 pg/mL, 均
P <0.05). 

结论: 黄术灌肠液能有效改善肠易激综合征
的症状, 并与血清TNF-α浓度水平调节有关.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 黄术灌肠液; 肠易激综合征; 肿瘤坏死因子

-α

核心提示: 肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α)
通过激活核因子-kB, 进而诱导产物白介素-8趋化

因子导致中性粒细胞及淋巴细胞向炎症部位聚集, 
导致肠壁渗出增多, 引起腹泻的发生.

庄李磊, 胡团敏, 黄思付, 黄更新. 黄术灌肠液对肠易激综合

征患者TNF-α表达的影响. 世界华人消化杂志  2014; 22(1): 

144-148  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/144.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i1.144

0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种以慢性或反复发作的腹痛伴排便习惯改变

为特征的功能性肠病, 并缺乏形态学和生化标

志的异常[1], IBS是消化系统常见病、多发病, 全
球IBS总患病率在5%-25%之间[2], 大部分亚洲国

家的发病率在5%-10%[3], 我国北京地区的发病

率约7.62%[4]. IBS的发病机制复杂, 近年来肠黏

膜低度炎症及免疫机制是国内外研究的热点. 
Papadakis等[5]研究发现低浓度的肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)在肠黏膜内

通过自分泌或旁分泌方式诱发肠黏膜炎症反应, 
导致肠系膜血管通透性增强, 渗出增多, 刺激肠

壁导致腹痛腹泻的发生. 本实验主要通过观察

黄术灌肠液治疗IBS患者前后临床症状及血清

TNF-α水平的变化水平, 探讨黄术灌肠液对IBS
患者血清TNF-α水平表达的影响及其治疗IBS的
作用机制.

1  材料和方法 

1.1 材料 随机选取2012-06/2013-06就诊中国

人民解放军第180医院消化科门诊及病房的60
例患者作为研究对象, 所有患者肠镜检查、生

化、大便常规和潜血检查结果均为阴性, 按IBS
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■相关报道
霍涛、胡团敏等
通过对腹泻型肠
易激综合征大鼠
回盲部肥大细胞
数量以及血清和
回盲部肠组织匀
浆P物质含量的研
究发现肠道激活
状态的肥大细胞
可 能 在 I B S 中 所
表现的以动力改
变、感觉异常为
特征的内脏高敏
感性病理生理过
程中起到关键性
作用.

罗马Ⅲ标准[6]诊断为IBS, 且近期无感染史, 无
服用药物治疗史, 其中男26例, 女34例, 年龄在

18-65岁, 平均年龄35.75岁, 腹泻型肠易激综合

征(irritable bowel syndrome diarrhea, IBS-D)患者

35例, 便秘型肠易激综合征(irritable bowel syn-
drome with constipation, IBS-C)患者25例. 入组

前均签署知情同意书.自组方剂黄术灌肠液250 
mL(大黄、黄芪、黄芩、黄连、白术各15 g, 加
水煎制成500 mL). 匹维溴铵(得舒特, 法国苏威

制药(批号: H20040759). 人TNF-α定量酶联检测

试剂(批号: 01C01)购自上海森雄科技实业有限

公司.
1.2 方法 将60例IBS患者随机分为对照组与观

察组, 其中对照组中IBS-D组17例, IBS-C组13
例, 观察组中IBS-D组18例、IBS-C组12例. 所有

患者均在一般治疗(包括心理治疗、改善生活

习惯、调节饮食结构等)基础上进行, 对照组均

给予匹维溴铵治疗10 d, 观察组给予黄术灌肠液

250 mL)连续灌肠10 d, 分别抽取2组治疗前后的

血液2 mL, 分离血清, 转入-80℃冰箱保存, 采用

ELISA法检测血清TNF-α浓度, 操作严格按照试

剂盒说明进行. 症状疗效评价标准: 参照中华中

医药学会脾胃病专业委员会制定的分级标准[7]: 

(1)腹痛和腹胀程度评分: 无症状为0分; 经提示

后方觉有症状为轻度 = 1分; 不经提示即有症状

为中度 = 2分; 患者主诉为主要症状为重度 = 3
分; (2)腹泻的频率评分: 无症状为0分; <3次/d为
轻度 = 1分; 3-5次/d为中度 = 2分; 6次/d为重度 = 
3分. (3)便秘的频率评分: 排便正常为0分; 排便

≥3次/wk为轻度 = 1分; 排便1-2次/wk为中度 = 2
分; 排便<1次/wk为重度 = 3分.

统计学处理 计量资料数据均以mean±SD
表示, 采用SPSS13.0统计软件包进行统计学处

理, 软件包进行统计学处理, 组间比较采用配对t
检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2 .1 黄术灌肠液对I B S-D的症状积分及血清

TNF-α浓度的影响 观察组中的IBS-D患者通过

黄术灌肠液治疗后其症状积分和TNF-α水平明

显较治疗前下降, 差异有统计学意义(P <0.05, 表
1).
2 .2 黄术灌肠液对I B S-C的症状积分及血清

TNF-α浓度的影响 观察组中的IBS-C患者通过

黄术灌肠液治疗后其症状积分较治疗前明显下

降, 差异有统计学意义(P <0.05), 但TNF-α水平无

表 1 黄术灌肠液对IBS-D患者症状积分、TNF-α的影响 (n  = 18)

     
时间 腹泻 腹痛 腹胀 总积分 TNF-α(pg/mL)

治疗前 2.17±0.79 2.22±0.55 1.22±0.72 5.61±1.42 53.06±6.49

治疗后  1.44±0.70b  1.00±0.77b  0.73±0.67a  3.12±1.34b  42.73±11.45b

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组治疗前. IBS-D: 腹泻型肠易激综合征; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.

表 2 黄术灌肠液对IBS-C患者症状积分、TNF-α的影响 (n  = 12)

     
时间 便秘 腹痛 腹胀 总积分 TNF-α(pg/mL)

治疗前 2.08±0.79 2.17±0.58 1.17±0.50 5.42±3.08 23.94±4.62

治疗后  1.42±0.52b  1.17±0.71b  0.72±0.52a  1.08±1.00b 23.89±5.92

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组治疗前. IBS-C: 便秘型肠易激综合征; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.

表 3 匹维溴铵对IBS-D患者症状积分、TNF-α的影响 (n  = 17)

     
时间 腹泻 腹痛 腹胀 总积分 TNF-α(pg/mL)

治疗前 2.24±0.75 2.24±0.56 1.29±0.69 5.76±1.30 50.00±6.75

治疗后 2.17±0.73  1.53±0.62b 1.35±0.49 5.00±1.71 44.34±10.25

bP<0.01 vs  同组治疗前. IBS-D: 腹泻型肠易激综合征; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.
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■创新盘点
中药灌肠近年来
成 为 治 疗 I B S 的
一条新的途径, 本
文运用自组方剂
“黄术灌肠液”
灌肠治疗IBS, 实
验结果较基础研
究更为可靠, 同时
阐明中药黄术灌
肠 液 对 I B S 患 者
TNF-α表达的影
响, 推测黄术灌肠
液治疗IBS的可能
机制.

明显下降, 差异无统计学意义(P >0.05, 表2).
2.3 匹维溴铵对IBS-D患者症状积分、TNF-α的

影响 对照组中的IBS-D患者通过匹维溴铵治疗

后其腹痛的症状积分较前明显下降, 差异有统

计学意义(P <0.05). 但腹胀、腹泻积分及TNF-α
水平无明显下降, 差异无统计学意义(P >0.05, 表
3).
2.4 匹维溴铵对IBS-C患者症状积分、TNF-α的

影响 对照组中的IBS-C患者通过匹维溴铵治疗

后其腹痛的症状积分较前明显下降, 差异有统

计学意义(P <0.05). 但腹胀、便秘积分及TNF-α
水平无明显下降, 差异无统计学意义(P >0.05)(表
4).

3  讨论

I B S发病机制复杂 ,  近些年来多项研究表明

IBS-D患者促炎因子(TNF-α、IL-1、IL-6)水平

增加及抑炎因子(IL-10、IL-1RA)水平减少, 导
致炎症的持续发展, 提示炎症因子在IBS致病过

程中起了重要作用[8-10]. 1975年Carswell等[11]发现

接种卡介苗的小鼠注射细菌脂多糖后, 血清中

出现一种能使多种肿瘤发生出血性坏死的物质, 
将其命名为肿瘤坏死因子TNF. TNF按其结构

分两型: TNF-α和TNF-b, 其中由活化的巨噬细

胞、单核细胞和T细胞产生的能使肿瘤坏死的

因子称为TNF-α, 他是宿主抗革兰氏阴性菌感染

免疫的主要介质之一. 本实验研究表明, IBS-D
患者血清中的TNF-α的浓度明显高于IBS-C患

者血清中的TNF-α浓度, 因此我们认为TNF-α可
能参与了IBS-D的发病过程, TNF-α通过激活核

因子(nuclear factor kB, NF-kB), 进而诱导产物

IL-8趋化因子导致中性粒细胞及淋巴细胞向炎

症部位聚集[12], 而中性粒细胞及淋巴细胞释放

的炎症因子(TNF-α、IL-1)又是NF-kB的激活剂, 
导致局部炎症的持续存在, 导致肠黏膜屏障功

能的损害, 渗出增多, 刺激肠黏膜引起腹泻的发 
生[13]. 研究同时表明TNF-α还可激活并动员未成

熟的树突状细胞进入局部淋巴结, 启动病理性

的T辅助细胞(Th1)免疫反应[5], 李延青等[14]研究

发现IBS-D患者肠黏膜内存在Th1/Th2漂移, Th1
反应增强, 便秘型患者Th1/Th2仍趋于平衡状态. 
多项研究同时证实IBS患者外周血和结肠组织

存在T淋巴细胞的激活, 从而使免疫调节发生异

常[15-17], 以上研究表明TNF-α可能通过激活免疫

反应参与IBS-D的发生.
目前治疗IBS的药物有限[18-20], 且以对症治

疗为主, 效果不佳, 采用中药灌肠治疗IBS具有

其独特优势, 避免了药物的肝脏首过效应, 且性

质温和, 直达病灶部位, 通过调节肠道微环境改

善IBS症状. 我们所采用的“黄术灌肠液”是

一自组中药方剂, 主要由大黄、黄芩、黄连、

黄芪、白术组成, 该方剂配伍合理, 已获国家发

明专利. 研究表明该组方具有调节肠管舒缩功

能、改善肠道局部的血液循环及调节肠道功能

紊乱等作用[21]. 我们前期动物实验研究发现[22], 
黄术灌肠液可减少促炎因子IL-1b表达, 并上调

抗炎因子IL-10, 从而纠正抗炎/促炎因子失衡; 
并且能够显著降低IBS-D大鼠结肠黏膜肥大细

胞的脱颗粒作用[23], 从而治疗IBS-D, 本实验的

研究发现, IBS-D患者通过黄术灌肠液治疗后, 
TNF-α水平明显下降, 而症状积分也明显下降, 
因此认为黄术灌肠液治疗IBS-D的部分机制可

能是抑制了TNF-α的表达, 从而减轻局部的炎症

免疫反应, 达到治疗作用; 而IBS-C患者通过黄

术灌肠液治疗后, TNF-α水平虽无明显下降, 但
症状积分明显下降. 因此我们推测黄术灌肠液

治疗IBS-C可能存在其他作用机制, 需要进一步

探讨.
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Abstract
AIM: To explore the effects of oxaliplatin plus 
fluorouracil and calcium folinate in the treat-
ment of metastatic colorectal cancer. 

METHODS: Ninety-six patients with metastatic 
colorectal cancer were randomly divided into 
two groups. All patients were treated by oxalipl-
atin plus fluorouracil. On the basis of this treat-
ment, the experiment group was treated with 
calcium levofolinate, and the control group was 
treated with calcium folinate. The clinical effects 
and adverse reactions were compared, and the 
influencing factors were analyzed. 

RESULTS: The effective rate in the treatment 
group was higher than that in the control group, 
but the difference was not statistically signifi-
cant (29.17% vs 20.83%, P > 0.05). The incidence 
of adverse reactions in the two groups also had 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

奥沙利铂联合氟尿密啶、亚叶酸钙治疗转移性大肠癌的
临床疗效

姚彪, 徐 润, 魏万高, 商妮娅, 杨丽芬

®

■背景资料
氟尿嘧啶联合亚
叶酸钙治疗晚期
大肠癌是临床较
为常用的治疗组
合. 亚叶酸钙并不
具有灭杀肿瘤的
能力, 也无明显不
良反应, 其与氟尿
嘧啶联合应用能
够有效提高氟尿
嘧啶的临床疗效. 
左亚叶酸钙为亚
叶酸钙的左旋体, 
也是亚叶酸钙发
挥功效主要成分. 

no significant difference (P > 0.05). Although 
the total effective rate did not differ significantly 
between the rectal cancer group and the colonic 
cancer group (31.11% vs 19.61%, P > 0.05) and 
between the liver, lung and other groups (P > 
0.05), a significant difference was noted between 
the initial treatment group and retreatment 
group (43.59% vs 12.28%, P < 0.05). 

CONCLUSION: The efficacy of oxaliplatin plus 
fluorouracil and calcium folinate in metastatic 
colorectal cancer was similar to that of oxalipla-
tin plus fluorouracil and calcium levofolinate. 
The efficacy was more significant in patients 
without previous chemotherapy.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨奥沙利铂联合氟尿密啶、亚叶酸
钙治疗转移性大肠癌的临床疗效.        

方法: 按照数字随机分组法将我院收治的96
例晚期转移性大肠癌患者均分为实验组和对
照组, 两组患者均给予奥沙利铂联合氟尿密啶
治疗, 实验组患者在此基础上加用左亚叶酸钙
治疗, 对照组在此基础上加用亚叶酸钙治疗, 
比较两组患者临床疗效及不良反应发生情况, 
并分析临床疗效的影响因素.        

结果: 实验组治疗有效率和总有效率高于对
照组, 但两组比较(29.17% vs  20.83%)差异无
统计学意义(P >0.05); 两组患者不良反应发
生率比较, 差异无统计学意义(P >0.05); 直肠

■同行评议者
李革, 副教授, 延
边大学附属医院
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■研发前沿
临床上对亚叶酸
钙的使用剂量存
在 较 大 争 议 ,  亚
叶酸钙低剂量与
高剂量的对照研
究 表 明 ,  两 种 剂
量临床疗效无明
显 差 异 ,  但 剂 量
过低时疗效不能
够 保 证 ,  剂 量 过
高时不良反应发
生率有所增加.

组与结肠组患者治疗总有效率比较(31.11% 
vs  19.61%), 差异无统计学意义(P >0.05); 肝脏
组、肺组和其他组治疗总有效率比较, 差异无
统计学意义(P >0.05); 初治组与复治组治疗总
有效率比较(43.59% vs  12.28%), 差异具有显
著性(P <0.05).        

结论: 奥沙利铂、氟尿密啶联合亚叶酸钙或
左亚叶酸钙治疗转移性大肠癌临床疗效均显
著, 不良反应发生情况相似, 患者既往是否接
受化疗对临床疗效影响较大.        

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 奥沙利铂; 氟尿密啶; 亚叶酸钙; 左亚叶酸

钙; 转移性大肠癌

核心提示: 左亚叶酸钙组与亚叶酸钙组临床疗

效、不良反应发生率比较, 差异无统计学意义, 
表明两药临床疗效相似. 直肠组与结肠组患者治

疗总有效率比较, 差异无统计学意义; 肝脏组、

肺组和其他组治疗总有效率比较, 差异无统计学

意义; 初治组与复治组治疗总有效率比较差异具

有显著性. 表明原发部位和转移部位均不会影响

治疗效果, 而既往是否接受化疗对临床疗效影响

较大.
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0  引言

大肠癌包括结肠癌和直肠癌, 临床发病率和死

亡率较高, 且随着人们生活方式的改变以及生

活水平的提高发病率呈现逐年增高的趋势[1]. 氟
尿嘧啶联合亚叶酸钙治疗晚期大肠癌是临床较

为常用的治疗组合. 亚叶酸钙并不具有灭杀肿

瘤的能力, 也无明显不良反应, 其与氟尿嘧啶联

合应用能够有效提高氟尿嘧啶的临床疗效. 左
亚叶酸钙为亚叶酸钙的左旋体, 也是亚叶酸钙

发挥功效的主要成分. 现对奥沙利铂联合氟尿

密啶以及亚叶酸钙或左亚叶酸钙治疗转移性大

肠癌的临床疗效进行比较分析, 探讨最佳用药

组合报道如下.        

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-08/2013-08我院收治的晚期

转移性大肠癌患者96例作为研究对象. 所有患

者均经常规实验室检查、病理学检查及CT或
MRI检查结合临床症状和体征确诊[2], 患者病

灶直径>1 cm, 白细胞(white blood cell, WBC)计
数≥4.0×109/L, 中性粒细胞绝对计数(absolute 
neutrophil count, ANC)≥1.5×109/L, 血小板计数

(blood platelet count, BPC)≥80×109/L, 血清胆

红素和肌酐均低于1.5倍正常值高限, 体力状况

ECOG评分<2分, 预计生存期均超过3 mo[3]. 排除

治疗前4 wk内使用其他抗肿瘤药物治疗、有其

他恶性肿瘤病史、重要脏器功能障碍以及化疗

禁忌症患者. 按照数字随机分组法将96例患者

均分为实验组和对照组, 两组患者在性别、年

龄、病程等上差异无统计学意义(P >0.05)(表1),       
具有可比性.        
1.2 方法 两组患者均于治疗第1天给予奥沙利铂

200 mg+葡萄糖溶液250 mg静脉滴注, 同时连续

5 d给予氟尿嘧啶300 mg/m2+生理盐水500 mL静
脉滴注治疗. 实验组在此基础上给予连续5 d左
亚叶酸钙100 mg/m2+生理盐水250 mL静脉滴注

治疗[4]; 对照组在此基础上给予连续5 d亚叶酸钙

100 mg/m2+生理盐水250 mL静脉滴注治疗. 每
3 wk重复1个疗程, 2个疗程后评价临床疗效, 对
治疗有效、一般及无效患者视情况延长治疗1
个疗程. 观察指标: 所有患者2个疗程后进行常

规影像学检查作为疗效评价依据, 4 wk后复查确

认疗效评价. 比较两组患者临床疗效和不良反

应发生情况, 并对影响临床疗效的相关因素进

行比较分析[5]. 疗效评价标准: 显效: 肿瘤完全消

失, 维持4 wk以上; 有效: 肿瘤两径乘积减少50%
以上, 维持4 wk以上; 一般: 肿瘤体积无明显改

变或两径乘积减少低于50%或增大低于25%, 未
出现新病灶; 无效: 肿瘤两径乘积增大超过25%
或出现新病灶[6]. 总有效率 = (显效+有效)/总病

例数.        
统计学处理 本研究数据均采用SPSS18.0进

行统计学处理, 计量资料采用mean±SD表示, 差
异性比较使用t检验, 记数资料比较使用χ2检验, 
P <0.05为差异具有统计学意义.        

2  结果

2.1 两组患者临床疗效比较 实验组治疗有效率

和总有效率高于对照组, 但两组比较差异无统

计学意义(P >0.05)(表2).        
2.2 两组患者不良反应发生情况比较 两组患者

均发生不同程度食欲减退、恶心、呕吐、腹

泻、腹痛、口腔黏膜炎、手指脚趾麻木、脱
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■相关报道
临床研究表明, 亚
叶酸钙本身无灭
杀肿瘤能力, 患者
服用后也不会产
生明显不良反应.

发、乏力、白细胞下降、血红蛋白下降、血小

板下降、总胆红素(total bilirubin, TBIL)升高和

谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)升高, 
均未发生血尿素氮(blood urea nitrogen, BUN)、
心电图异常和耳聋. 两组患者不良反应发生率

比较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表3).        
2.3 两组患者治疗效果影响因素分析 直肠组与

结肠组患者治疗总有效率比较, 差异无统计学

意义(P >0.05)(表4); 肝脏组、肺组和其他组治疗

总有效率比较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表5); 
初治组与复治组治疗总有效率比较, 差异具有

显著性(P <0.05)(表6).        

3  讨论

化疗时晚期大肠癌治疗的重要手段, 其临床应

用价值已被广泛认可. 氟尿嘧啶是化疗中常用

的基本药物, 临床研究指出其单药治疗大肠癌

有效率约为20%[7]. 大量文献报道指出氟尿嘧啶

与大剂量亚叶酸钙联合应用可提高治疗大肠癌

的有效率, 与单用氟尿嘧啶治疗疗效比较存在

显著差异[8]. 因此, 亚叶酸钙在与氟尿嘧啶联合

应用中增敏效果确切.        
临床研究表明, 亚叶酸钙本身无灭杀肿瘤能

力, 患者服用后也不会产生明显不良反应[9]. 其在

与氟尿嘧啶联合应用的增敏机制为氟尿嘧啶在

人体内可正常代谢成为5-氟-2'-脱氧尿苷酸盐[10], 
5-氟-2'-脱氧尿苷酸盐能够与胸苷酸合成酶的巯

基以及甲基四氢叶酸的甲叉相互结合, 形成稳

定的共价三元复合物, 有效抑制了胸苷酸和三

磷酸脱氧腺苷的分泌, 切断了三磷酸脱氧腺苷

和DNA的合成, 从而发挥抑制肿瘤细胞繁殖和

生长的效果[11]. 正常机体由于还原性叶酸浓度不

高, 达不到三原复合物大量形成的要求, 因此导

致氟尿嘧啶单独应用时效果不佳[12]. 针对上述情

况, 外源性添加亚叶酸钙, 在患者体内转变成为

甲基四氢叶酸, 从而促进了共价三元复合物的大

量形成, 提高氟尿嘧啶的临床效果. 但临床上对

亚叶酸钙的使用剂量存在较大争议, 亚叶酸钙低

剂量与高剂量的对照研究表明, 两种剂量临床疗

效无明显差异, 但剂量过低时疗效不能够保证, 
剂量过高时不良反应发生率有所增加[13,14]. 因此, 
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表 1 两组患者临床资料比较 (n  = 48)

     
分组

性别
平均年龄(岁)

病理诊断 原发部位 转移部位

男 女 腺癌 其他 直肠 结肠 肝脏 肺 肝脏、肺 其他

实验组 33 15 50.73±9.22 46 2 22 26 26 13 4 5

对照组 32 16 51.18±8.89 46 2 23 25 27 14 4 3

表 2 两组患者临床疗效比较 [n  = 48, n (%)]

     分组   显效       有效      一般    无效 总有效率(%)

实验组 0(0.00) 14(29.17) 26(54.17)   8(16.67)     29.17

对照组 0(0.00) 10(20.83) 25(52.08) 13(27.08)     20.83

表 3 两组患者不良反应发生情况比较 n (%)

     不良反应   实验组   对照组

食欲减退 24(50.00) 28(58.33)

恶心、呕吐 22(45.83) 24(50.00)

腹泻、腹痛   7(14.58)   6(12.50)

口腔黏膜炎   4(8.33)   4(8.33)

手指脚趾麻木 11(22.92) 13(27.08)

脱发   2(4.17)   2(4.17)

乏力 17(35.42) 18(37.50)

白细胞下降   9(18.75) 11(22.92)

血红蛋白下降   7(14.58)   9(18.75)

血小板下降   5(10.42)   7(14.58)

TBIL升高   6(12.50)   4(8.33)

ALT升高   4(8.33)   6(12.50)

BUN升高   0(0.00)   0(0.00)

心电图异常   0(0.00)   0(0.00)

耳聋   0(0.00)   0(0.00)

表 4 转移性大肠癌原发部位与临床疗效的关系比较

     原发部位  n 显效 有效 总有效率(%)

直肠 45   0   14     31.11

结肠 51   0   10     19.61
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■应用要点
奥沙利铂、氟尿
密啶联合亚叶酸
钙或左亚叶酸钙
治疗转移性大肠
癌临床疗效确切, 
具有较高的临床
应用价值.

本研究中给予患者中等剂量亚叶酸钙. 由于亚

叶酸钙为混旋体, 由左旋体和右旋体按照1∶1
比例合成, 其中右亚叶酸钙无活性成分; 而左亚

叶酸钙是代谢为甲基四氢叶酸发挥其增敏效果

的主要成分[15].        
本研究结果显示, 左亚叶酸钙组与亚叶酸钙

组临床疗效、不良反应发生率比较, 差异无统

计学意义, 表明两药临床疗效相似. 直肠组与结

肠组患者治疗总有效率比较, 差异无统计学意

义; 肝脏组、肺组和其他组治疗总有效率比较, 
差异无统计学意义; 初治组与复治组治疗总有

效率比较差异具有显著性. 表明原发部位和转

移部位均不会影响治疗效果, 而既往是否接受

化疗对临床疗效影响较大.        
另外, 本研究中两组患者均发生不同程度

食欲减退、恶心、呕吐、腹泻、腹痛、口腔黏

膜炎、手指脚趾麻木、脱发、乏力、白细胞下

降、血红蛋白下降、血小板下降、TBIL升高和

ALT升高等不良反应, 但多数患者为Ⅰ-Ⅱ级, 并
无严重不良反应发生, 也未出现过敏反应. 表明

奥沙利铂、氟尿密啶联合亚叶酸钙或左亚叶酸

钙治疗转移性大肠癌安全性较高.        
总之, 奥沙利铂、氟尿密啶联合亚叶酸钙

或左亚叶酸钙治疗转移性大肠癌临床疗效确切, 
具有较高的临床应用价值.        
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表 5 转移性大肠癌转移部位与临床疗效的关系比较

     转移部位  n 显效 有效 总有效率(%)

肝脏 61   0   17     27.87

肺 35   0     4     11.43

其他   8   0     3     37.50

表 6 转移性大肠癌既往化疗情况与临床疗效的关系比较

     既往化疗  n 显效 有效 总有效率 (%)

初治组 39   0   17    43.59a

复治组 57   0     7    12.28

aP<0.05 vs  复治组.

■同行评价
本文设计尚可, 内
容实用, 对临床医
师有一定的参考
价值.
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Abstract
AIM: To investigate the medication regularity 
of the prescriptions for heat-clearing and blood-
activating method in hemorrhoids after surgery. 

METHODS: Clinical studies on heat-clearing 
and blood-activating method in hemorrhoids 
after surgery were searched from CNKI and 
CBM databases. A total of 87 papers meeting the 
criteria were retrieved. Data were extracted to 
analyze medication frequency, meridian affinity 
and efficacy, as well as herb-pairs principle us-
ing apriori method of connection rule. 

RESULTS: In 87 prescriptions, there were 95 
Chinese medicines, of which 62 appeared twice. 
The appearing frequency was 691. The medi-
cine core coefficients of Kushen, Wubeizi and 
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清热活血法在痔病术后的用药规律

赵红波, 吴晓晶, 杨 云, 梁同义, 葛志明, 吴学宁

®

■背景资料
以清热活血为主
的中药熏洗法是
预防和减少痔病
术后并发症, 增强
术后患者耐受性
有效治法之一. 通
过探讨方剂中单
味药物归经及在
方剂中的使用频
次、配伍规律、
组成结构及功效
特点, 分析方药取
效机制, 为中医药
治疗痔病术后并
发症临证用药提
供新思路. 

Mangxiao were higher than those of others. With 
regard to herb meridian affinity, the integrals of 
liver meridian, stomach meridian, lung merid-
ian and spleen meridian were higher than those 
of others. With regard to the herb efficacy, the 
use frequencies of heat-clearing herbs, blood-ac-
tivating and stasis-dissolving herbs and purga-
tives herbs were high. With regard to herb pairs, 
the frequencies of Kushen-Huangbai, Kushen-
Danggui and Huangbai-Diyu were high. 

CONCLUSION: Medication regularity of pre-
scriptions for heat-clearing and blood-activating 
method in hemorrhoids after surgery was ob-
tained by analyzing the core coefficient, merid-
ian affinity and efficacy of herbs, which will 
provide a theoretical basis for clinical work. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Hemorrhoids; Heat-clearing and blood-
activating method; Core coefficient; Meridian affin-
ity; Herb pairs; Apriori algorithm
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摘要
目的: 中药熏洗法在预防和治疗痔病术后并
发症疗效显著, 旨在分析探讨清热活血法在痔
病术后中的用药规律. 

方法: 检索中国知网(China National Knowledge 
Infrastructure, CNKI)、中国生物医学文献数
据库(Chinese Biomedical Literature Database, 
CBM)等医学数据库中以清热活血法为主治
疗痔病术后的临床研究报道(共检索出87篇
符合标准的文献), 收录方剂进行药物使用频
率、归经和功效统计分析; 并应用关联规则
方法中的Apriori算法分析方剂中药对的配伍
规律. 

结果: 在87首方剂中, 共出现了95味中药, 其

■同行评议者
郑培永 ,  副教授 , 
上海中医药大学
脾胃病研究所, 上
海中医药大学附
属龙华医院消化
内科

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com



2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

154                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年1月8日     第22卷     第1期 

■研发前沿
中医药在疾病发
生发展的不同阶
段 ,  由 于 药 物 的
不同配伍而产生
不同疗效 .  目前 , 
中药单味药及组
方 的 抗 炎 、 止
痛、止血、促愈
的机制仍缺乏客
观 量 化 指 标 .  因
此 ,  要 实 现 中 西
医结合学科的长
足发展和新突破, 
中医药现代化依
然是热点领域.

中出现两次以上中药共62味, 出现频次共为
691次. 在药物核心系数(H)的统计中, 苦参、

五倍子、芒硝等药物的应用频次较多; 在归
经的统计中, 归肝、胃、肺、脾经的药味和积
分较高; 在功效的统计中, 以清热药、活血化
瘀药、泻下药等使用次数较高; 在药对的统
计分析中, 苦参-黄柏、苦参-当归、黄柏-地榆
等药对的使用频率较高. 

结论: 通过对药物核心系数(H)、归经、功效
和药对的使用频率进行统计分析, 能较好的发
现应用清热活血法在痔病术后进行熏洗治疗
的用药规律、配伍组成和临床疗效, 为临床治
疗痔病术后并发症用药提供理论指导. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 痔病术后; 清热活血法; 核心系数; 归经; 药

对; Apriori算法 

核心提示: 痔病术后早期应用清热活血法进行

熏洗治疗, 使药液直接作用于患处, 起到清热燥

湿、消肿止痛、生肌止血之功效, 有效预防了术

后再次出血, 水肿和因疼痛引起尿潴留、排便困

难等并发症发生, 揭示清热活血法中方剂应用配

伍规律, 是中医药更合理有效的服务于临床. 
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0  引言

痔病(内痔、外痔、混合痔)是肛肠病中的常

见病、多发病, 主要病因是饮食不节、湿热内

生、下迫肛门或久蹲久坐、排便怒责、生育过

多等, 致经脉横解, 气血凝滞而成. 现代医学对

痔病形成的原因尚无确切定论, 目前多认为痔

病的发生与肛垫下移、静脉曲张相关. 手术是

治疗的重要方法之一, 由于肛门直肠特殊的组

织解剖结构和相对复杂的生理功能, 术后常出

现切口疼痛、水肿、出血、创面延期愈合等并

发症, 增加了患者痛苦, 延长住院时间, 加重经

济负担, 影响患者生活质量, 必须积极防治. 
痔病做为我科的优势病种之一, 以清热活

血为主的中药熏洗法是痔病术后恢复期的基本

治法之一, 在预防和减少术后并发症、促进创

面愈合、缩短病程、缓解患者痛苦等方面发挥

了独到的优势, 并在治疗过程中积累了大量临

床资料. 本研究通过数据统计, 积极探索不同知

识背景的学者选用清热活血为主的中药熏洗方

在治疗痔病术后恢复期的临证经验、辩证思路

及用药规律, 分析大量数据后发现隐藏其后的

药味归经及在方剂中的使用频次、配伍规律、

组成结构及功效特点, 从基本的角度探讨方药

取效机制和方证体系内在的联系和特征, 为中

医药治疗痔病术后并发症临证用药提供新思路. 
现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 根据国际循证医学中心协作网工作手

册标准, 以“中药熏洗and痔”为主题词检索中

国知网(China National Knowledge Infrastructure, 
CNKI)(1980-01/2012-12)、中国生物医学文献

数据库(Chinese Biomedical Literature Database, 
CBM)(1980-01/2012-12)中有关运用清热、活血

方为主的熏洗法治疗痔病术后恢复期的临床研

究报道. 
1.2 方法

1.2.1 中医痔病诊断标准: 采用2006-06中华医学

会外科学分会肛肠外科学组等制定的《痔临床

诊治指南》[1]. 
1.2.2 文献的纳入标准: (1)符合混合痔、内痔、

外痔的诊断标准; (2)必须行具体手术治疗, 术后

伴有疼痛、水肿、出血等并发症发生; (3)有中

医症候诊断、治法、方药名和剂量. 
1.2.3 文献的排除标准: (1)综述性文献; (2)研究

对象是实验动物; (3)没有具体方药、剂量、使

用方法和治疗结果; (4)中药为内服、外敷方药; 
(5)伴有急性传染病, 或合并有特异性感染(如结

核病、克罗恩病、溃疡性结肠炎等). 共检索出

87篇符合标准的文献. 
1.2.4 中药数据的标引: 在同一类方的统计上, 同
一首方剂无论出现几次, 共计为1次; 中药药名

主要参照2005版中华人民共和国药典[2]的中药

部分进行统一, 若本书无该药, 则以常用药名统

一. 例如“皂刺”统一为“皂角刺”, “川椒”

统一为“花椒” ,  “杠板归”统一为“雷公

藤”, “明矾”统一为“白矾”, 产地不同的药

物都统一为同一个药名. 
1.2.5 药物核心系数分析: 按照每味中药在整个

类方中出现频率的平均值进行确定, 此平均值

即为该方元的核心系数(H)[3]. 假设某类方由M个

方元组成, 中药Zi在其中的Ni个类方元中出现(i 
= 1、2、3、… N)则类方中中药的核心系数为H 
= Ni/Mi, H的系数越大, 表明中药Zi在整个类方

中的频率较高, 在类方中的贡献较大, 为该类方
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■相关报道
常惟智通过方剂
量效关联的方法
进行归纳和探讨, 
从多维角度对方-
药 - 证 - 症 关 联 进
行研究, 着重分析
了药对配伍、剂
量在文献、药理
实验、临床研究
等方面的进展, 提
出方证相应论, 为
中医药临床准确
辨证施治提供了
科学理论依据.

的核心药物, 反之为该类方的边缘药物. 
1.2.6 药物归经分析: 参考黄书慧等[4]对类方涉及

的每一味药物的归经分析方法, 根据七版《中

药学》全国统编教材[5]中对归经记载的顺序予

以标注, 然后计算总积分. 设类方中共用到N种

归心经的药物, 则归心经的总积分为W = ∑H(H
为药物核心系数). 
1.2.7 药物功效分析: 对87首清热活血方的95味
中药按功效予以标注, 计算各类功效中中药的

药味及其应用频次. 
1.2.8 药对分析: 应用关联规则方法中的Apriori[6]

计算药对的使用次数和使用频率, 使用频率 = 
药对的使用次数/类方的方剂数(87). 

统计学处理 利用Excel2003软件把收集到

的87首方剂按一定的格式(编号、方剂名、药

名、功效、归经、药物分类)建立的数据库为统

计元, 分析方法如前述. 

2  结果

2.1 药物核心系数的统计 87首方剂中出现2次以

上中药共有62味, 按药物的核心系数降序排列, 
结果表明苦参、五倍子、芒硝、大黄、黄柏等

药物的H较高(表1). 
2.2 归经的统计 87首方剂中的95味药物的归经

涉及到十二经, 而入肝经、胃经、肺经、脾经

等药味较多, 积分较大(表2). 
2.3 药物功效的统计 为了解清热活血法中药

物的功效, 对87首方剂中的95味药物的功效进

行统计分析, 发现清热药、活血化瘀药、泻下

药、止血药的使用次数较多(表3). 
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表 1 药物的核心系数

     
序号 药名 出现次数 H 序号 药名 出现次数 H

1 苦参 50 0.575 20 血竭 6 0.069

2 五倍子 49 0.563 20 地肤子 6 0.069

3 芒硝 37 0.425 20 栀子 6 0.069

3 大黄 36 0.414 20 泽泻 6 0.069

4 黄柏 36 0.414 21 皂角刺 5 0.057

5 地榆 34 0.391 21 川芎 5 0.057

5 当归 34 0.391 21 侧柏叶 5 0.057

6 白矾 23 0.264 21 紫草 5 0.057

6 蒲公英 23 0.264 21 连翘 5 0.057

8 金银花 20 0.230 21 两面针 5 0.057

9 防风 18 0.207 21 白及 5 0.057

9 赤芍 18 0.207 21 生地 5 0.057

10 冰片 17 0.195 21 土茯苓 5 0.057

11 黄芩 15 0.172 22 鱼腥草 4 0.046

12 乳香 14 0.161 22 艾叶 4 0.046

12 苍术 14 0.161 23 丹皮 3 0.034

13 黄连 13 0.149 23 野菊花 3 0.034

14 马齿苋 12 0.138 23 槐角 3 0.034

14 桃仁 12 0.138 23 丹参 3 0.034

14 甘草 12 0.138 23 槟榔 3 0.034

15 没药 11 0.126 24 仙鹤草 2 0.023

15 花椒 11 0.126 24 黄芪 2 0.023

16 蛇床子 10 0.115 24 三七 2 0.023

17 红花   9 0.103 24 百部 2 0.023

18 紫花地丁   8 0.092 24 川乌 2 0.023

18 白芷   8 0.092 24 姜黄 2 0.023

18 荆芥   8 0.092 24 秦皮 2 0.023

19 槐花   7 0.080 24 虎杖 2 0.023

20 秦艽   6 0.069 24 升麻 2 0.023

20 延胡索   6 0.069 24 白鲜皮 2 0.023

20 薄荷   6 0.069 24 陈皮 2 0.023
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■创新盘点
本文采用现代统
计学多元分析技
术探索清热活血
法组方中药物核
心系数、归经、
功效和药对应用
频率的内在联系
和特征, 发现中医
药在治疗痔病术
后并发症的用药
规律、配伍组成
和疗效特点, 使中
医药诊疗过程中
辩证更准确, 用药
更恰当, 疗效更佳.

2.4 药对的统计 应用关联规则方法中的Apriori
计算得到了药对的使用次数和使用频率, 使用

次数在8次以上的药对(表4). 

3  讨论

中药熏洗是中医肛肠外科重要外治法之一, 是
治疗痔疮的传统方法, 熏洗是指借蒸腾之药气

熏患处, 再将药汤乘热淋洗患部, 依靠其药力和

热力直接作用于病变部位, 使肛门部腠理疏通, 
气血流畅, 从而达到清热燥湿、活血消肿、止

血生肌功效. 《外科启玄明·疮疡宜溻浴洗论》

云[7]: “凡治疮肿, 初起一二日之间, 宜药煎汤洗

浴熏蒸, 不过取其开通腠理, 血脉调和, 使无凝

滞之意, 免其痛苦, 亦清毒耳”. 痔病手术的患

者, 多为患病日久, 病情较重. 术后虽然祛除了

有形之邪, 但肌肉受损, 脉络断裂, 经脉阻滞, 气
血不畅, 致“不荣则痛”和“不通则痛”; 加之

正气虚, 湿热之邪留滞不散, 则水肿; 又气虚血

亏, 摄血无力, 或淤血阻滞, 血不循经, 则出血; 
血虚无以濡养皮肉, 则新肉不生, 愈合缓慢. 因
此, 湿热血瘀是痔术后创面的病理基础, 正虚与

邪实并存, 以邪实为主. 所以, 在采用具有清热

活血作用为主的中药, 运用熏洗的方法预防和

控制肛肠病术后并发症, 有理论依据, 疗效可靠. 
祖国医学认为痔病术后及时采用清热活血为主

的中药熏洗法, 配合相关对症治疗和临床护理[8], 
其中98%以上患者均能使并发症消除, 创面愈

合. 本研究通过统计分析了87篇利用清热活血

法为主的熏洗方治疗痔病术后恢复期的文献报

道, 结果表明采用该法共治疗痔病术后恢复期

患者5483例, 其中治愈4825例, 有效576例, 无效

82例, 总有效率为98.50%, 也证实清热活血法为

主的熏洗疗法是治疗痔病术后恢复期并发症的

基本大法. 
在药物核心系数的统计中 ,  苦参、五倍

子、芒硝、大黄、黄柏、地榆、当归、白矾、

蒲公英、金银花的核心系数较大, 使用次数较

多. 其中苦参、芒硝、大黄、黄柏、蒲公英、

金银花清热燥湿, 泻火解毒; 地榆、当归凉血止

血, 活血止痛; 五倍子、白矾收湿敛疮. 现代医

学研究表明: 苦参、大黄、黄柏等均具有明显

抗炎作用, 能抑制炎症早期的水肿、渗出和炎

症后期的结缔组织增生, 尚具有调节免疫, 促进

抗体生成, 清理创面的作用[9]. 地榆、当归能明

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

表 2 药物的归经

     
归经 用药味数 积分 归经 用药味数 积分

心 27 2.821 胃 33 3.243

肾 15 1.571 大肠 27 4.085

肝 57 4.997 膀胱   8 1.379

脾 31 2.924 小肠   4 0.251

胆   8 0.515 三焦   2 0.080

肺 32 2.405 心包   4 0.516

表 3 药物功效的用药种数与使用次数

     
药类名 用药种数 使用次数 药类名 用药种数 使用次数

清热药 27 243 利水渗湿药 5 16

泻下药   2   73 补虚药 4 49

活血化瘀药 13   76 消食药 0   0

化湿药   2   15 涌吐药 0   0

收涩药   4   52 开窍药 2 18

温里药   1   11 安神药 0   0

理气药   3     4 祛风湿药 8 14

解表药   8   45 平肝息风药 0   0

攻毒杀虫止痒药   2   33 化痰止咳平喘药 2   7

止血药 10   64 拔毒化腐生肌药 1   1

驱虫药   1     3
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显缩短出血和凝血时间, 解除血管痉挛, 降低毛

细血管通透性, 抑制炎性介质释放而减轻组织

渗出、水肿、出血; 还能在创面形成保护膜, 防
止感染和镇痛作用[10]. 五倍子、白矾中的鞣酸能

使皮肤黏膜、溃疡等部位的组织蛋白凝固而具

有收敛、抑制腺体分泌、减轻炎症反应、减缓

感染过程及病理损害[11]. 诸药紧扣病机, 既可清

热解毒, 活血化瘀, 又可凉血止血, 消肿生肌, 标
本兼顾. 

痔病术后恢复期与肝、肺、脾、胃诸脏腑

关系密切, 脾胃为“后天之本”, “气血生化之

源”, 二者一阴一阳, 互为表里, 共同参与饮食

的消化吸收. 脾胃虚则气血生化乏源, 致血随气

脱, 或离经之血溢于脉外而出血, 并证见脾虚湿

困, 湿热下注而致痔病发生. 肝主疏泄, 助脾胃

运化水谷精微, 维持气血、津液的运行. 若肝失

疏泄, 气血亏虚, 气机阻滞, 气滞则血瘀, 不通则

痛. 肝主藏血, 具有贮藏血液和调节血量功能, 
其异常易引起血虚或出血. 肺朝百脉, 主宣发肃

降, 将气血津液布散全身, 肺气虚则无力推动血

行, 全身经脉失于濡养, 致筋脉横解. 在药物归

经的统计中, 我们发现归肝、肺、脾、胃经的

药物和积分较高; 在药物功效的统计中, 清热

药、活血化瘀药、泻下药、止血药、收涩药的

用药次数较高, 提示从肝经、胃经、肺经、脾

经、大肠经论治痔病术后创面恢复是有效的临

床治疗法则. 
长期的医疗实践中, 人们认识到针对一定病

证, 结合中药性、味、归经及功效, 把两味中药

有机组合, 使药物作用增强, 不良反应减轻, 或
产生新的不良作用, 从而形成相对固定的药物

搭配-药对. 在治疗本病中经药对分析结果表明

部分药对应用频率较高, 如苦参-黄柏, 苦参-当
归, 黄柏-地榆, 苦参-五倍子, 其中苦参大苦大寒, 
归心、肝、胃、大肠、膀胱经, 清热燥湿, 杀虫

止痒, 以清下焦湿热为主; 黄柏性降属阴, 其味

厚, 归肾、膀胱、大肠经, 清热燥湿, 泻火解毒, 
善清二阴湿热; 二药配伍, 禀至阴之气兼得清寒

之性, 使清热燥湿之力尤甚, 清瘀消肿止痛之功

更佳. 苦参-当归: 当归为补血活血之圣药, 还能

■应用要点
痔病术后早期应
用清热活血药物
进 行 中 药 熏 洗 , 
不仅缓解创面疼
痛、减少出血、
促进创面愈合, 缩
短 住 院 周 期 ,  减
少 住 院 费 用 ;  而
且, 通过数据分析
能真实反映了证-
法 - 方 - 药 之 间 的
相应关系, 进一步
提高中医药诊治
水平, 具有积极的
意义.
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表 4 药对的使用次数与频率

     
药名 药名 使用次数 使用频率(%) 药名 药名 使用次数 使用频率(%)

苦参 黄柏 32 36.78 苍术 防风 11 12.64

苦参 当归 31 35.63 五倍子 白矾 11 12.64

黄柏 地榆 30 34.48 黄柏 桃仁 10 11.49

苦参 五倍子 29 33.33 黄柏 黄芩 10 11.49

大黄 黄柏 27 31.03 乳香 没药 10 11.49

五倍子 黄柏 27 31.03 五倍子 地榆   9 10.34

五倍子 芒硝 20 22.99 五倍子 冰片   9 10.34

大黄 五倍子 18 20.69 当归 防风   9 10.34

大黄 芒硝 18 20.69 五倍子 防风   9 10.34

苦参 大黄 18 20.69 大黄 黄芩   9 10.34

苦参 芒硝 18 20.69 黄柏 赤芍   9 10.34

黄柏 芒硝 17 19.54 大黄 赤芍   9 10.34

苦参 金银花 16 18.39 大黄 当归   9 10.34

芒硝 白矾 14 16.09 当归 红花   9 10.34

黄柏 防风 14 16.09 当归 乳香   9 10.34

黄柏 金银花 14 16.09 当归 没药   9 10.34

苦参 白矾 14 16.09 防风 苍术   8   9.195

苦参 地榆 13 14.94 黄柏 黄连   8   9.195

五倍子 乳香 12 13.79 芒硝 赤芍   8   9.195

黄柏 当归 12 13.79 金银花 蒲公英   8   9.195

黄柏 白矾 12 13.79 大黄 金银花   8   9.195

苦参 赤芍 11 12.64 五倍子 当归   8   9.195

黄柏 乳香 11 12.64 苦参 桃仁   8   9.195

芒硝 冰片 11 12.64 苦参 乳香   8   9.195

芒硝 蒲公英 11 12.64
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润肠通便. 实验研究表明[12], 二药为伍, 既能抗

炎、止痛, 又能改善微循环, 降低血小板的聚集

性, 提高皮肤温度, 保护创面, 阻止组织坏死, 促
进愈合; 还能改善血液的浓、粘、凝、聚状态, 
具有明显抗血栓形成[13]. 黄柏-地榆: 其中地榆

性寒入血分, 长于泄热而凉血止血, 又其性下行, 
尤易于治下焦出血. 与黄柏配伍, 加强抗菌作用, 
尚能缩短出凝血时间, 降低毛细血管通透性, 减
少渗出及组织水肿, 两者相得益彰, 协同增效[14]. 
苦参-五倍子[15]: 五倍子功能涩肠, 止血, 解毒, 酸
涩收敛而能止血, 除湿固脱. 与苦参合用, 既清

风湿疮疡脓水, 又能散热毒疮肿, 而收敛止血、

消肿生肌. 
总之, 中药熏洗法属中医外治法之一, 在疾

病发生发展的不同阶段, 由于药物的不同配伍而

具有不同治疗作用. 本研究是在在中、西医理论

指导下, 利用多元分析技术探讨清热活血法中方

剂配伍规律的内在联系, 为临床用药提供理论依

据和思路, 具有重要的现实意义. 经统计分析后

发现熏洗方中利用清热药和活血化瘀药物的使

用频次、药对配伍最多, 对痔病术后预防和缓

解并发症疗效确切, 治愈率高, 使用安全, 操作简

单. 但目前中药抗炎、止血、促愈的机制只是一

个粗浅的轮廓, 仍缺乏客观量化指标, 不利于促

进中西医结合学科的长足发展和新突破[16]. 今后

在综合运用分子生物学、中药信息学、计算机

信息学等交叉学科, 将有利于研究中医基础理论

体系的合理性, 能充分反映出证-法-方-药之间的

密切联系和方证与药物量效关系[17], 从而使辨证

准确, 用药剂量恰当, 疗效自佳, 使中医药资源合

理利用, 更有效的指导临床实践. 
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■同行评价
痔病是肛肠病中
的常见病、多发
病, 本文探讨清热
活血法在痔病术
后中的用药规律, 
有一定临床价值.
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Journals》和《Digital Object Identifier》收录. 《世

界华人消化杂志》于2012-12-26获得RCCSE中国

权威学术期刊(A+)称号.《世界华人消化杂志》

在中国科学技术信息研究所, 2012-12-07发布的

2011年度《中国科技期刊引证报告(核心版)》统

计显示, 总被引频次3871次(他引率0.82), 影响因

子0.775, 综合评价总分65.5分, 分别位居内科学研

究领域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 并荣获

2011年度中国精品科技期刊.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 循证医学, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及

实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(World Chinese Journal
of Digestology , WCJD , ISSN 1009-3079 (print) 
ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569)》是一份

同行评议和开放获取期刊(Open Access Journal, 
OAJ), 创始于1993-01-15, 旬刊, 每月8、18和28号
出版. 《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 
由483位专家组成, 分布在30个省市、自治区和

特别行政区.
《世界华人消化杂志》的首要任务是出版

胃肠病学, 肝病学, 消化系内镜学, 消化系外科学, 
消化系肿瘤学, 消化系影像学, 消化系介入治疗, 
消化系病理学, 消化系感染学, 消化系药理学, 消
化系病理生理学, 消化系病理学, 消化系循证医

学, 消化系管理学, 胰腺病学, 消化系检验医学, 消
化系分子生物学, 消化系免疫学, 消化系微生物

学, 消化系遗传学, 消化系转化医学, 消化系诊断

学, 消化系治疗学和糖尿病等领域的原始创新性

文章, 综述文章和评论性的文章. 最终目的是出版

高质量的文章, 提高期刊的学术质量, 使之成为指

导本领域胃肠病学和肝病学实践的重要学术性期

刊, 提高消化系疾病的诊断和治疗水平.
《世界华人消化杂志》由百世登出版集团

有限公司(Baishideng Publishing Group, BPG)主
办和出版的一份印刷版, 电子版和网络版三种

版本的学术类核心期刊, 由北京百世登生物医

学科技有限公司生产制作, 所刊载的全部文章存

储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络

版本和电子期刊. 论文出版后, 作者可获得高质

量PDF, 包括封面、编委会成员名单、目次、正

文和封底, 作为稿酬, 样刊两本. BPG拥有专业的

编辑团队, 涵盖科学编辑、语言编辑和电子编

辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
《世界华人消化杂志》被《中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)》,  《中文核心期
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《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.

 
wcjd@wjgnet.com 

® 世界华人消化杂志 2014年1月8日; 22(1): Ⅰ-Ⅴ

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)



2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

Ⅱ                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年1月8日     第22卷    第1期

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. 
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角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投

稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 所有的

来稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通

过为录用, 否则将退稿或修改后再审. 

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料电子

版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传

至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由

作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2013年国内国际会议预告

2014-03-12/15
2014年亚太肝病研究协会肝病周(APASL)
会议地点: 澳大利亚
联系方式: http://apasl2014.com/

2014-04-05/09
2014年美国癌症研究协会大会(AACR)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.aacr.org/home/scientists/meetings--
workshops/meetings--workshops-calendar.aspx

2014-04-09/13
2014年第49届欧洲肝病研究协年会(EASL)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.easl.eu/_the-international-liver-
congress/general-information

2014-04-18/05-20
2014中国超声医学学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: http://www.cuda.org.cn/new/meeting

2014-04-26/27
中华医学会临床药学分会2014年全国学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.cncscp.org/ 

2014-05-04/06
2014年美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.ddw.org/attendees/faqs

2014-05-16/18
2014第七届世界癌症大会
会议地点: 南京市
联系方式: http://www.bitlifesciences.com/cancer2014/cn/
meeting.asp

2014-05-23/24
第六届药源性疾病与安全用药中国论坛-消化系统与肝
病药物专题研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: adrhuiyi@126.com

2014-05-30/06-03
2014年美国临床肿瘤协会年会(ASCO)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.asco.org/meetings/calendar-events

2014-06-04/07
2014年第20届国际肝移植协会年会(ILTS)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.ilts.org/meetings/

2014-06-09/12
2014年第47届欧洲儿科胃肠病, 肝病和营养学协会大会
(ESPGHAN)
会议地点: 以色列
联系方式: http://www.espghan2014.org/

2014-06-18/21
2 0 1 4年欧洲胃肠与腹部放射学协会肝部成像研讨会
(ESGAR)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.esgar.org/files/File/ESGAR14

2014-06-25/28
2014年世界胃肠癌大会(WGIC)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://worldgicancer.com/WCGI 

2014-06-25/28
2014年第14届欧洲内窥镜手术协会国际大会(EAES)
会议地点: 法国
联系方式: hdimcs@163.com

2014-06-27/28
2014中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 上海市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-07-26/31
2014年世界移植大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.wtc2014.org/

2014-07-28/30
第3届国际肠胃病学与泌尿学大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.omicsgroup.com/gastroenterology-
urology-conference-2014/registration.php 

2014-09-05/07
2014年第8届国际肝癌协会大会(ILCA)
会议地点: 日本
联系方式: http://www.ilca2014.org/

2014-09-26/30
2014年欧洲临床肿瘤协会年会(ESMO)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/

2014-10-18/22
2014年第22届欧洲联合胃肠病学周(UEG)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.ueg.eu/week/past-future/future-ueg-week/
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