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Abstract
AIM: To observe the change of the PI3K/Akt 
signaling pathway in CCl4 induced liver fibrosis 
and to explore the effect of Handan Ganle on 
this signaling pathway in hepatic fibrosis in rats. 

METHODS: Thirty SD rats were randomly di-
vided into a normal control group, a liver fibro-
sis group and a Handan Ganle treated group. 
The rats of the liver fibrosis group and Handan 
Ganle treated group were treated by hypoder-
mic injection of 40% CCl4 at 0.3 mL/100 g body 
weight to induce hepatic fibrosis. Then, the rats 
in the Handan Ganle group were treated with 
1.0 g/kg Handan Ganle once daily for 8 weeks. 
The expression of Akt1 and phospho-Akt1 was 
detected by immunohistochemistry and Western 
blot, and the apoptosis of HSCs was determined 
by TUNEL assay. 

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the expression of Akt1 (2.73 ± 0.52 vs 
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 基础研究 BASIC RESEARCH

汉丹肝乐对大鼠肝纤维化PI3K/Akt信号通路的影响及意义

胡晓霞, 王 艳, 王晋星一

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝脏疾病所
共有的病理特征, 
是肝脏在病因的
长期作用下, 经历
持续的损伤及抗
损伤修复过程, 导
致细胞外基质在
肝脏内大量沉积
所造成的. 肝纤维
化的发生、发展
涉及到多种肝脏
实质、间质细胞
及细胞因子之间
的复杂作用, 因此
关于肝纤维化的
发生机制及防治
研究一直是肝病
研究的热点内容. 

9.60 ± 2.28, P < 0.01) and phospho-Akt1 (0.92 ± 
0.40 vs 6.51 ± 1.39, P < 0.01) in the liver fibrosis 
group was increased. Handan Ganle treatment 
decreased the levels of Akt1 (9.60 ± 2.28 vs 5.36 ± 
1.59, P < 0.01) and phospho-Akt1 (6.51 ± 1.39 vs 
2.08 ± 0.85, P < 0.01) but increased the apoptosis 
of HSCs (1.07 ± 0.32 vs 4.24 ± 0.86, P < 0.01). 

CONCLUSION: The PI3K/Akt signaling path-
way may play an important role in CCl4 induced 
liver fibrosis. Handan Ganle can suppress this 
signaling pathway and increase the apoptosis 
of HSCs, which might be related with its anti-
hepatic fibrosis activity.

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

Key Words: Liver fibrosis; PI3K/Akt; Hepatic stellate 
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摘要
目 的 :  观 察 磷 脂 酰 肌 醇 - 3 激 酶 / 蛋 白 激 酶
(phosphatidylinositol-3 kinase/Akt, PI3K/Akt)
信号通路在CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝组织
中的变化并探讨中药汉丹肝乐对他的影响.   

方法: 选取SD大鼠30只, 随机分为正常对照
组、肝纤维化8 wk组及汉丹肝乐治疗组, 每组
各10只. 肝纤维化组及汉丹肝乐治疗组大鼠按
0.3 mL/100 g体质量的剂量皮下注射40%CCl4

花生油溶液, 每隔3 d注射1次, 造模时间为8 
wk; 对照组大鼠皮下注射等量花生油溶液. 造
模结束后汉丹肝乐治疗组大鼠给予1.0 g/kg的
汉丹肝乐灌胃治疗, 1次/d, 治疗时间为8 wk. 
HE染色观察肝组织病理学改变; 采用免疫组
织化学技术及Western blot检测肝组织中PI3K/
Akt信号通路中关键分子Akt1、磷酸化Akt1的
表达变化, 同时应用TUNEL法检测肝星状细

■同行评议者
王蒙, 副教授, 第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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■研发前沿
目前临床上应用
的治疗肝纤维化
的西药大多只能
针对其发病机制
中某一环节起效, 
而很难做到多靶
点、多层次覆盖
的药效作用；而
中药抗肝纤维化
具有药效机制多
层 次 、 多 靶 点 , 
注重整体调节的
特 点 ,  且 具 有 不
良反应轻等优点, 
因此中药防治肝
纤维化疾病受到
越来越多的关注.

胞(hepatic stellate cells, HSC)凋亡情况.

结果: 与正常对照组比较, 肝纤维化8 wk组
大鼠肝组织中Akt1(2.73±0.52 vs  9.60±2.28, 
P <0.01)、磷酸化Akt1(0.92±0.40 vs  6.51±
1.39, P <0.01)的表达均显著增加, 差异具有显
著性; 经汉丹肝乐治疗后, 肝组织中Akt1(9.60
±2.28 v s  5.36±1.59, P <0.01)、磷酸化
Akt1(6.51±1.39 vs  2.08±0.85, P<0.01)的表达
均显著下降; 同时, TUNEL法检测发现汉丹肝
乐组大鼠肝组织中HSC凋亡率显著高于肝纤
维化8 wk组(1.07±0.32 vs  4.24±0.86, P<0.01).   

结论: PI3K/Akt信号通路在肝纤维化的发生发
展过程中发挥重要作用, 而汉丹肝乐可通过抑
制该信号通路, 促进HSC的凋亡来发挥抗肝纤
维化的作用.  
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0  引言

肝纤维化是多种慢性肝脏疾病向肝硬化发展

的必经阶段, 其主要的病理特征是以胶原为主

的细胞外基质过度增加而在肝脏内沉积[1-3]. 目
前研究认为, 肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSC)激活并转变为肌成纤维细胞, 同时分泌大

量的细胞外基质是肝纤维化发生的中心环节[4]. 
PI3K/Akt信号通路是体内重要的信号转导通路

之一, 他不仅在细胞代谢、增殖、存活等多种

生物学过程中发挥关键作用, 同时也能够抑制

细胞凋亡过程[5,6]. 汉丹肝乐是根据中医活血化

瘀, 通络软坚的理论研制而成的中药复方制剂, 
主要由丹参、赤芍、黄芪、银杏叶等组成, 既
往研究表明该药可通过抗氧化损伤、促进细胞

外基质降解以及促进HSC凋亡等途径对肝纤维

化发挥一定的治疗作用[7,8], 但是其具体的药物

作用靶点及作用机制尚不十分清楚. 本研究拟

用CCl4复制大鼠肝纤维化动物模型, 观察各组大

鼠肝组织中PI3K/Akt信号通路的变化, 探讨中药

汉丹肝乐对该信号通路的影响及其对HSC凋亡

的作用.    

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠由贵阳医学院实验

动物中心提供; 兔抗大鼠多克隆Akt1及p-Akt1
抗体购自美国Santa Cruz公司; 免疫组织化学

SABC试剂盒、DAB显色剂及TUNEL检测试剂

盒均购自武汉博士德公司; 丙烯酰胺、三羟甲

基氨基甲烷、十二烷基硫酸钠、过硫酸铵、甘

氨酸均购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司; 
PVDF膜及ECL化学发光试剂盒购自美国Milli-
pore公司.  
1.2 方法

1.2.1 动物分组及动物模型复制: ♂SD大鼠30
只, 体质量160-200 g, 在恒温(25 ℃)、光照周期

12-12 h环境中适应性饲养1 wk后进行实验. 将
实验动物随机分为3组: 正常对照组、肝纤维化

8 wk组和汉丹肝乐治疗组, 每组各10只. 肝纤维

化组及汉丹肝乐治疗组大鼠采用皮下注射40% 
CCl4花生油溶液诱导肝纤维化模型, 剂量为0.3 
mL/100 g体质量, 每隔3 d注射1次, 造模时间为8 
wk; 对照组大鼠皮下注射等量花生油溶液. 造模

成功后汉丹肝乐治疗组大鼠给予1.0 g/kg的汉丹

肝乐灌胃治疗[9], 1次/d, 治疗时间为8 wk. 大鼠处

死前称体质量, 3%戊巴比妥钠0.1 mL/100 g腹腔

麻醉后, 股动脉放血处死大鼠, 留取血液及全部

肝脏, 每只大鼠取相同部位肝叶固定于4%中性

甲醛溶液中, 48 h后, 转移到0.1 mol/L PBS溶液

中保存, 剩余肝组织保存于-80 ℃低温冰箱保存.  
1.2.2 实验指标的检测: (1)肝组织病理学检查: 每
只大鼠取相同部位肝叶固定于4%中性甲醛溶

液中, 然后肝组织经石蜡包埋, 常规组织切片及

HE染色后在光学显微镜下观察肝组织的病理

学改变; (2)血清生化指标检测: 血清丙氨酸转氨

酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶

(glutamic-oxalacetic transaminase, AST)采用日立

7170A全自动生化分析仪测定; (3)肝组织免疫

组织化学检测: 切片常规脱蜡水化, 3%H2O2封闭

内源性过氧化物酶, 微波修复抗原, 加封闭液后, 
滴加兔抗大鼠Akt1及p-Akt1多克隆抗体(工作浓

度为1∶100), 4 ℃过夜. 次日加生物素化羊抗兔

IgG, 在37 ℃孵育30 min, 加SABC工作液, DAB



胡晓霞, 等. 汉丹肝乐对大鼠肝纤维化PI3K/Akt信号通路的影响及意义               1917

■相关报道
PI3K/Akt是体内
重要的信号转导
通路之一, 在维持
细胞的正常生理
功 能 ,  如 生 长、
分化、代谢等方
面起关键作用。
有研究人员发现
在胆道闭锁所致
的肝纤维化过程
中，PI3K/Akt信
号 通 路 的 激 活
可促进HSC的增
殖，从而加速肝
纤维化的发生和
发展.

显色, 苏木素复染. 阴性对照以PBS缓冲液代替

一抗. 随机抽取5个高倍镜下视野, 观察阳性表达

的定位及Akt1及p-Akt1阳性表达细胞数占细胞

总数的百分比; (4)Western blot检测肝组织中Akt1
及p-Akt1表达情况: 提取肝组织总蛋白, 经聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质后, 采用半干电转移

将蛋白质分子转移到PVDF膜上, 电转移结束后

PVDF膜置于封闭缓冲液中室温下封闭1 h. 封闭

完成后洗膜缓冲液洗膜3次, 然后将PVDF膜与一

抗稀释液(1∶500)4 ℃封闭过夜. 次日早上用洗

膜缓冲液洗膜3次后, PVDF膜与二抗稀释液(1∶
1000)在室温下孵育1 h, 洗膜缓冲液洗膜3次后加

入增强化学发光试剂A、B液各0.5 mL, 室温反

应1 min后暗室中将PVDF膜迅速封入保鲜膜中, 
Kodak X-ray film压片, 放射自显影1 min. 然后进

行显影、定影, 清水冲洗晾干; (5)TUNEL法检测

细胞凋亡: 严格按照试剂盒说明书操作.  
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用

SPSS13.0统计软件进行组间方差分析, P <0.05为
差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 各组大鼠血清ALT、AST浓度比较 从表1可
知, 肝纤维化8 wk组大鼠血清中AST、ALT浓度

较正常对照组大鼠明显增多; 经汉丹肝乐治疗

后, 大鼠血清中AST、ALT浓度较肝纤维化组大

鼠明显降低, 但仍未恢复到正常水平. 各组大鼠

ALT及AST结果如表1.  
2.2 肝组织病理学改变 经HE染色后光镜下可见

正常对照组大鼠肝细胞以中央静脉为中心呈放

射状排列, 肝组织内未见细胞外基质沉积; 肝纤

维化8 wk组大鼠肝小叶结构破坏, 肝索排列紊

乱, 汇管区纤维结缔组织增生, 胶原纤维向肝实

质延伸, 分割正常肝组织, 形成假小叶, 纤维化

程度较正常组显著增加; 汉丹肝乐治疗组大鼠

肝组织结构改善明显, 结缔组织增生显著减少, 
各组大鼠肝脏病理学改变如图1.  
2.3 免疫组织化学检测肝组织中Akt1、磷酸化

Akt1蛋白表达情况 免疫组织化学结果显示: 正
常对照组大鼠肝组织中仅有少量Akt1、磷酸化

Akt1阳性表达, 肝纤维化8 wk时肝组织中Akt1、
磷酸化Akt1阳性表达显著增多; 而汉丹肝乐组

Akt1、磷酸化Akt1阳性表达较肝纤维化8 wk组显

著减少. Akt1、磷酸化Akt1阳性表达呈棕黄色, 主
要表达在肝细胞及间质细胞的胞浆中. 各组大鼠

肝组织中Akt1、磷酸化Akt1表达情况如表2, 图2.
2.4 Western blot检测肝组织中Akt1、磷酸化Akt1
蛋白表达情况 与正常对照组比较, 肝纤维化8 
wk时, 大鼠肝组织中Akt1、磷酸化Akt1蛋白表

达显著增高; 而经汉丹肝乐治疗后, 大鼠肝组织

中Akt1、磷酸化Akt1蛋白表达较肝纤维化8 wk
组显著减少. 各组大鼠肝组织中Akt1、磷酸化

Akt1蛋白表达情况如图3.  
2.5 TUNEL法检测肝组织中HSC凋亡情况 TU-
NEL法检测HSC凋亡结果显示, 正常对照组及肝

纤维化8 wk组大鼠肝组织中仅有少量细胞发生

凋亡; 而汉丹肝乐组大鼠肝组织中HSC凋亡的

数目明显增加, 与肝纤维化8 wk组比较有显著差

异. 各组大鼠HSC凋亡情况如表2, 图4.  

3  讨论

肝纤维化是肝脏对各种慢性刺激进行损伤修复
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表 1 各组大鼠血清ALT、AST浓度比较 (n  = 10, mean±
SD, U/L)

分组        ALT          AST

正常对照组   47.3±11.7    71.2±22.5

肝纤维化8 wk组 329.1±78.5b  396.0±109.9b

汉丹肝乐组   61.9±13.2d  107.3±28.1d

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  肝纤维化8 wk组. ALT: 谷

丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

图 1 HE染色显示各组大鼠肝组织病理学变化(×400). A: 正常对照组; B: 肝纤维化8 wk组; C: 汉丹肝乐组.

A B C



1918               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年5月18日   第22卷  第14期 

■创新盘点
前期研究发现汉
丹肝乐可通过促
进HSC凋亡发挥
抗肝纤维化的作
用, 但其具体机制
尚不清楚. 本次研
究发现, 汉丹肝乐
可抑制PI3K/Akt
信号通路的激活, 
减少肝纤维化大
鼠肝组织中Akt1
及p-Akt1的表达, 
从而促进HSC的
凋亡, 达到减轻肝
纤维化的目的.

反应时, 以胶原为主的细胞外基质在肝脏内大

量沉积的病理过程[10]. HSC是肝纤维化的主要

效应细胞, 当各种慢性肝损伤因素作用于肝脏

时, HSC可被激活并大量增殖, 同时合成、分泌

细胞外基质等多种物质, 从而导致肝纤维化的

发生[11-13]. PI3K/Akt是体内重要的信号转导通路

之一, 在维持细胞的正常生理功能, 如生长、分

化、代谢等方面起着关键作用[14-16]. 该信号通

路中的PI3K是生长因子受体超家族信号转导过

程中的重要成员, 在体内可被多种细胞因子激

活. Akt为PKA和PKC家族成员, 是PI3K下游的

直接靶蛋白, 而p-Akt是Akt的活化状态, 当Akt转
变为p-Akt才能发挥生物学功能[17-19]. 近年来的

多项研究表明, PI3K/Akt通路在 HSC增殖、凋

亡中扮演重要角色[20-24]. Akt激活后能够使GSK-
3β磷酸化并失活, 从而丧失诱导细胞凋亡的作

用[25-27]; 同时p-Akt还可以抑制促凋亡蛋白Bad、
Bax和Caspase的形成, 从而发挥抑制细胞凋亡的

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

图 2 大鼠肝组织Akt1、磷酸化Akt1的表达(×400). A: 正常组大鼠肝组织Akt1; B: 肝纤维化8 wk组大鼠肝组织Akt1; C: 汉

丹肝乐组大鼠肝组织Akt1; D: 正常组大鼠肝组织p-Akt1; E:  肝纤维化8 wk组大鼠肝组织p-Akt1; F: 汉丹肝乐组大鼠肝组织

p-Akt1.

A B C

D E F

     

表 2 免疫组织化学及TUNEL法检测大鼠肝组织中Akt1、磷酸化Akt1蛋白表达和细胞凋亡情况 (mean±SD, n  = 5, %)

分组      Akt1    p-Akt1  凋亡指数

正常对照组 2.73±0.52 0.92±0.40 0.69±0.18

肝纤维化8 wk组 9.60±2.28b 6.51±1.39b 1.07±0.32

汉丹肝乐组 5.36±1.59d 2.08±0.85d 4.24±0.86bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  肝纤维化8 wk组. 

     

表 3 Western blot 检测大鼠肝组织中Akt1及p-Akt1表达
情况 (mean±SD, n  = 5)

分组 Akt1/β-actin p-Akt1/β-actin

正常对照组 0.45±0.11   0.19±0.08

肝纤维化8 wk组 0.99±0.17b   0.41±0.19b

汉丹肝乐组 0.50±0.20c   0.27±0.15c

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  肝纤维化8 wk组. 

Akt1

p-Akt1

β-actin

60

60

43

kDa1                  2                3

图 3 Western blot检测各组大鼠肝组织中Akt1、磷酸化Akt1
的表达. 1: 正常对照组; 2: 肝纤维化8 wk组; 3: 汉丹肝乐组.
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作用[28-31].  
本次研究发现, 采用CCl4复制肝纤维化模型

8 wk后, 大鼠血清中ALT、AST水平较正常对照

组大鼠显著增高, 说明肝细胞发生了一定程度

的损伤; 此外, 病理检查结果显示肝纤维化8 wk
组大鼠肝组织内有大量胶原纤维增生, 肝纤维

化程度较正常组大鼠明显增加. 上述结果与杜

锡潮等[32]的研究结果一致, 提示我们的肝纤维

化大鼠模型复制是成功的. 同时, 免疫组织化学

及Western blot结果发现, 肝纤维化8 wk组大鼠

肝组织中Akt1及p-Akt1的表达较正常对照组明

显增加; 由于Akt是PI3K下游的效应分子, 因此

我们推测PI3K/Akt信号通路的活化可能参与了

肝纤维化的发生过程. Xiao等[22]在研究胆道闭锁

所引起的肝纤维化时发现, miR-200b可通过激

活PI3K/Akt信号通路, 促进HSC的增殖, 从而加

速肝纤维化的发生和发展.  这说明PI3K/Akt信
号通路可能在肝纤维化过程中发挥了重要作用, 
而抑制这一信号通路的活化有可能成为抗肝纤

维化的有效途径之一. 汉丹肝乐是根据中医活

血化瘀, 通络软坚的理论研制而成的中药复方

制剂, 以往的研究发现他可通过促进HSC凋亡而

发挥抗肝纤维化的作用[33], 但其具体的作用机制

尚不清楚. 在本次研究中发现, 经汉丹肝乐治疗

8 wk后, 大鼠血清中ALT、AST水平及纤维化程

度均较肝纤维化8 wk组明显减少; 同时, 我们还

发现, 汉丹肝乐组大鼠肝组织中Akt1及p-Akt1的
表达与肝纤维化8 wk组比较明显降低, 而肝组织

中HSC的凋亡则较肝纤维化8 wk组显著增加. 由
于Akt1激活及p-Akt1增加可抑制细胞凋亡过程, 
而相反Akt1及p-Akt1表达下调则可促进细胞凋

亡, 因此我们推测, 汉丹肝乐抗肝纤维化的作用

可能是通过抑制PI3K/Akt信号通路的激活, 下调

肝组织中Akt1及p-Akt1的表达, 从而促进HSC的
凋亡来实现的.  
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■背景资料
原发性肝癌是较
常见的消化系肿
瘤, 其发病率及死
亡率均较高, 严重
威胁人类健康, 现
有的治疗方法存
在一定的限制性. 
蟾毒灵 (bufa l in , 
Bu)是传统抗肿瘤
中药蟾酥中主要
的活性成分之一, 
具有明确的抗肿
瘤效果. 为了进一
步明确Bu抗肝癌
的机制, 本研究对
Bu对肝癌细胞增
殖侵袭作用的影
响进行了观察. 
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Abstract
AIM: To assess the effect of bufalin on cell prolif-
eration, migration and invasion in human hepa-
tocellular carcinoma cell line BEL-7402. 

METHODS: BEL-7402 cells were cultured in vi-
tro. The effect of bufalin on cell proliferation and 
cell cycle was measured by CCK-8 colorimetric 
method and flow cytometry. Cell migration and 
invasion were assessed by Transwell assay.

RESULTS: Bufalin significantly inhibited the 
growth and proliferation of BEL-7402 cells in 
a dose- and time-dependent manner. Bufalin 
at a dose of 0.085 μg/mL blocked the cell cycle 
of BEL-7402 cells in G2/S phase [48 h (G2: t = 
-6.618, P < 0.01; S: t = -5.339, P < 0.01), 72 h (G2: t 
= -14.273, P < 0.01; S: t = -4.812, P < 0.01)]. Treat-

ment with bufalin at a dose of 0.085 μg/mL for 
72 h significantly inhibited the migration (t = 
11.717, P < 0.01) and invasion (t = 5.437, P < 0.01) 
of BEL-7402 cells. 

CONCLUSION: Bufalin inhibits the migration 
and invasion of human liver cancer cells. Be-
sides, bufalin can inhibit the proliferation of hu-
man liver cancer cells by blocking the cell cycle 
in G2/S phase. The anti-proliferative effect of 
bufalin is dose- and time-dependent. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究蟾毒灵(bufalin, Bu)对肝癌BEL-7402
细胞生长、迁移侵袭的作用. 

方法: 体外培养人肝癌BEL-7402细胞, 应用
CCK-8比色法、流式细胞仪、Transwell小室
迁移侵袭实验观测不同浓度和作用时间Bu对
肝癌细胞增殖、迁移、侵袭的影响. 

结果: Bu明显抑制肝癌BEL-7402细胞生长和
增殖, 呈浓度-时间效应关系; 0.085 μg/mL Bu
分别作用于肝癌BEL-7402细胞48、72 h, 肝
癌细胞周期阻滞于G2/S期[48 h(G2: t  = -6.618, 
P <0.01; S: t  = -5.339, P <0.01), 72 h(G2: t  = 
-14.273, P <0.01; S: t  = -4.812, P <0.01)]; 0.085 
μg/mL Bu作用肝癌BEL-7402细胞72 h, 显著
抑制肝癌细胞迁移(t  = 11.717, P <0.01)和侵袭
(t  = 5.437, P <0.01). 

结论: Bu能抑制肝癌细胞迁移、侵袭, 并且通
过阻滞肝癌细胞周期于G2/S期, 抑制肝癌细胞
增殖, 其生长抑制作用呈时间和剂量依赖效应. 

■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
Bu的抗肝癌作用
机制比较复杂, 目
前尚未完全阐明, 
尤其是Bu抑制肝
癌BEL-7402细胞
的迁移和侵袭的
机制目前尚不明
确, 需要进一步深
入研究.

© 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: 蟾毒灵影响肝癌Bel-7402细胞凋亡及

迁移、侵袭转移的机制可能与影响肝癌细胞中

P53、survivin、Bcl-xL、基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases)、E-钙黏蛋白(E-cadherin)等因

子表达有关. 

盖吉钦, 秦建民, 范跃祖. 蟾毒灵对人肝癌细胞增殖与侵袭的

影响. 世界华人消化杂志  2014; 22(14): 1921-1927  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1921.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.1921

0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
较常见的消化系肿瘤, 其发病率在我国占第3
位, 世界范围占第5位, 每年全球约有100万例以

上的新增肝癌患者, 同时有60万例死于该肿瘤, 
严重威胁人类健康[1,2]. 蟾毒灵(bufalin, Bu)为抗

肿瘤传统中药蟾酥中抗肿瘤作用最强的毒性配

基[3], 除了具有强心、升压、平喘、镇咳、兴

奋呼吸中枢、利尿、抗炎、增强机体免疫力、

抗辐射、抗血小板凝聚等药理作用, 还具有很

强的抗肿瘤作用[4]. 本研究在观察Bu对肝癌细

胞增殖及周期的作用的同时, 进一步观察了Bu
对肝癌BEL-7402细胞迁移侵袭能力的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌BEL-7402细胞株(中国科学院上

海细胞生物学研究所提供), Bu(上海博谷生物科

技有限公司), 细胞培养基RPMI 1640(美国Gibco
公司), 胎牛血清(杭州四季青生物公司), CCK-8
试剂(上海博谷生物科技有限公司), 细胞周期

即时检测试剂盒(南京凯基生物公司), 胰蛋白

酶(美国Sigma公司), Matrigel胶(美国BD公司), 
0.1%结晶紫染色液(江苏碧云天生物公司).  
1.2 方法

1.2.1 细胞系培养: 在37 ℃, 5%CO2和饱和湿度

的培养箱中用10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基常规培养. 取单层贴壁、对数期生长的细胞

进行试验.  
1.2.2 CCK-8比色实验测定细胞生长抑制率: 消
化收集细胞后用含10%胎牛血清的RPMI 1640培
养液稀释细胞浓度, 调整细胞浓度至8×104/mL, 
以每孔100 μL接种于96孔培养板中, 饱和湿度、

5%CO2孵箱37 ℃常规培养12 h使其贴壁生长后

加药, 实验设10%胎牛血清RPMI 1640培养液阴

性对照组和Bu实验组. 根据预实验的结果, Bu
实验组选择低于各作用时间100%抑制率的浓

度, 最终浓度设定如下: 24 h Bu: 0.7、0.8、0.9、
1.0、1.1、1.2 μg/mL; 48 h Bu: 0.05、0.1、0.2、
0.3、0.4 μg/mL; 72 h Bu: 0.05、0.1、0.15、0.2、
0.25 μg/mL. 每个浓度组分别设置5个复孔, 置于

饱和湿度、5%CO2孵箱37 ℃常规培养24、48和
72 h后吸去上清液, 每孔加无血清培养液100 μL
及CCK-8 10 μL, 继续培养1.5 h后, 在自动酶标

仪上检测各孔吸光度450 nm, 以空白组平均值

调零. 按以下公式计算生长抑制率. 抑制率(%) = 
(1-实验组平均A值/对照组平均A值)×100%.  
1.2.3 流式细胞仪技术检测细胞周期改变: 消化

收集细胞后用含10%胎牛血清的RPMI 1640培
养液稀释细胞浓度, 调整细胞浓度至5×104/mL, 
以每孔2 mL接种于6孔培养板中, 饱和湿度、

5%CO2孵箱37 ℃常规培养12 h使其贴壁生长, 
然后吸弃培养液后再加入无血清的RPMI 1640
培养液2 mL于6孔培养板中, 饱和湿度、5%CO2

孵箱37 ℃常规培养12 h后加药. 实验设10%胎牛

血清RPMI 1640培养液阴性对照组和Bu实验组, 
Bu实验组的最终浓度选取CCK-8比色实验所得

到的IC50浓度. 各组置于饱和湿度、5%CO2孵箱

37 ℃常规培养24、48和72 h后收集细胞, PBS
清洗细胞碎片后用细胞周期即时检测试剂盒中

Solution A、B、C处理细胞并染色, 1 h内行流式

细胞仪检测荧光标记检测凋亡率和细胞周期分

布, ModiFit软件分析细胞周期. 
1.2.4 细胞迁移实验: 消化收集细胞后用含10%
胎牛血清的RPMI 1640培养液稀释细胞浓度, 将
细胞接种于10 cm培养皿中, 每个培养皿接种8
×105个细胞, 饱和湿度、5%CO2孵箱37 ℃常规

培养12 h使其贴壁生长后加药. 实验设10%胎

牛血清RPMI 1640培养液阴性对照组和Bu实验

组, Bu实验组的最终浓度选取CCK-8比色实验

所得到的IC50浓度. 各组置于饱和湿度, 5%CO2

孵箱37 ℃常规培养72 h后吸弃含药培养液, 用
PBS洗涤培养皿, 去除残余药物后再加入无血清

的RPMI 1640培养液置于饱和湿度、5%CO2孵

箱37 ℃常规培养12 h后收集细胞, 用无血清的

RPMI 1640培养液制备成1×106/mL的细胞悬液, 
每个Transwell小室上室接种100 μL细胞悬液, 下
室加入600 μL含10%胎牛血清的RPMI 1640, 每
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盖吉钦, 等. 蟾毒灵对人肝癌细胞增殖与侵袭的影响                 1923

■相关报道
已有报道Bu对多
种肿瘤细胞的增
殖、侵袭具有抑
制作用, 其机制可
能是Bu促进了细
胞的凋亡, 同时能
够抑制与侵袭转
移有关的细胞通
路和通路中相关
因子.

组各设置3个复孔. 5%CO2孵箱37 ℃常规培养24 h
后将上室培养液吸弃清洗结晶紫染色后倒置相

光学显微镜下选取上、中、下三个视野进行观

察, 并拍照计数计算迁移细胞. 
1.2.5 细胞侵袭实验: 消化收集细胞后用含10%
胎牛血清的RPMI 1640培养液稀释细胞浓度, 将
细胞接种于10 cm培养皿中, 每个培养皿接种8
×105个细胞, 饱和湿度、5%CO2孵箱37 ℃常规

培养12 h使其贴壁生长后加药. 实验设10%胎

牛血清RPMI 1640培养液阴性对照组和Bu实验

组, Bu实验组的最终浓度选取CCK-8比色实验

所得到的IC50浓度. 各组置于饱和湿度、5%CO2

孵箱37 ℃常规培养72 h后吸弃含药培养液, 用
PBS洗涤培养皿, 去除残余药物后再加入无血

清的RPMI 1640培养液置于饱和湿度、5%CO2

孵箱37 ℃常规培养12 h后收集细胞, 用无血清

的RPMI 1640培养液制备成1×106/mL的细胞

悬液, Transwell小室上室铺设Matrigel胶后每个

Transwell小室上室接种100 μL细胞悬液, 下室加

入600 μL含10%胎牛血清的RPMI 1640, 每组各

设置3个复孔. 5%CO2孵箱37 ℃常规培养48 h后
将上室培养液吸弃清洗, 结晶紫染色后倒置相

光学显微镜下选取上、中、下3个视野进行观

察, 并拍照计数计算侵袭细胞.  
统计学处理 实验数据均以mean±SD表示, 

并用SPSS19.0统计软件进行统计学处理, 首先进

行方差齐性检验, 方差齐的两组间比较采用t检
验, 多组间比较采用单因素方差分析数据, 组间

两两比较采用LSD法; 方差不齐者两组间比较采

用矫正t检验, 多组间比较将数据转换后得到齐

方差数据后再采用单因素方差分析检验数据. 

2  结果

2.1 Bu对肝癌BEL-7402细胞的增殖抑制 肝癌

BEL-7402细胞经不同浓度Bu处理24、48、72 h, 
随药物浓度逐渐提高, Bu对肝癌BEL-7402细胞

抑制率逐渐提高(P <0.05), (表1). 24、48、72 h的
IC50分别为0.87 μg/mL±0.07 μg/mL, 0.16 μg/mL
±0.02 μg/mL, 0.085 μg/mL±0.01 μg/mL, 提示

其随药物作用时间延长逐渐降低(F  = 429.881, 
24 h vs  48 h, 48 h vs  72 h, 均P <0.01).
2.2 Bu对肝癌BEL-7402细胞周期的影响 Bu处
理BEL-7402肝癌细胞24、48、72 h, 24 h后G2

和S期细胞比例与阴性对照组无差异(P >0.05); 
48、72 h后, G2期和S期细胞比例与阴性对照组

相比增加, 表现出G2期和S期阻滞(P <0.01, 表2, 
图1); 但48 h与72 h的G2期(1.17±0.28 vs  1.25±
0.35)、S期(0.37±0.18 vs  1.12±0.67)增幅比较

无差异(P >0.05). 表明, 同一药物浓度下Bu对肝

癌BEL-7402细胞的增殖周期影响, 具有一定时

间依赖性, 但超过48 h未表现时间依赖性.  
2.3 Bu对肝癌BEL-7402细胞迁移的影响 Bu作
用BEL-7402细胞72 h, 与阴性对照相比, 显著

抑制肝癌BEL-7402细胞迁移能力(t  = 11.717, 
P <0.01), (图2, 3).
2.4 Bu对肝癌BEL-7402细胞侵袭的影响 Bu作用
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表 1 不同浓度和作用时间蟾毒灵对肝癌BEL-7402细胞增殖的抑制率 (n  = 3, mean±SD)

浓度(μg/mL) 24 h 48 h 72 h

0.05  22.09±3.63d  35.52±4.16f

0.10 33.94±3.34 53.17±8.65

0.15 59.21±8.11

0.20 47.72±2.24 78.88±3.93

0.25  86.86±1.54f

0.30 68.84±1.98

0.40  82.57±1.09d

0.70  31.34±6.73b

0.80 48.05±8.52

0.90 51.62±5.79

1.00 60.38±5.69

1.10 70.97±5.19

1.20  72.98±4.15b

bF  = 40.624, bP<0.01 vs  0.90 μg/mL; dF  = 427.344, dP<0.01 vs  0.20 μg/mL; fF  = 69.585, fP<0.01 

vs  0.15 μg/mL.



■创新盘点
我们通过观察Bu
对肝癌BEL-7402
细胞增殖、细胞
周期、迁移、侵
袭的影响, 为进一
步探索其影响机
制奠定了基础.
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图 1 同一浓度不同作用时间蟾毒灵对肝癌BEL-7402细胞增殖周期影响. A: 24 h阴性对照; B: 24 h 0.085 μg/mL蟾毒灵; C: 

48 h阴性对照; D: 48 h 0.085 μg/mL蟾毒灵; E: 72 h阴性对照; F: 72 h 0.085 μg/mL蟾毒灵.

图 2 0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后对细胞迁移能力的影响(结晶紫染色×200). A: 阴性对照; B: 0.085 

μg/mL蟾毒灵. 箭头处为迁移细胞.
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BEL-7402细胞72 h, 与阴性对照相比, 显著抑制

肝癌BEL-7402细胞侵袭能力(t  = 5.437, P <0.01), 
(图4, 5).  

3  讨论

Bu是一种多羟基的甾体化合物, 其抗肿瘤作用

效果, 已受到越来越多的关注[5-8]. 苏永华等[9]

通过将经Bu作用48 h的人肝癌SMMC-7721和
BEL-7402细胞进行锥虫蓝染色, 发现Bu对肝癌

细胞膜具有明显破坏作用, 提示Bu对肝癌细胞

的毒性作用与破坏癌细胞膜、导致细胞直接死

亡有关. 王旭等[10]应用Bu作用于大肠癌HCT116
细胞, 结果发现Bu可使大肠癌细胞阻滞在S期, 
且电镜见到细胞浆疏松、染色质边集、凋亡小

体等典型细胞凋亡特征, 推断Bu可以通过使肠

癌细胞周期阻滞而诱导细胞凋亡. 多项研究均

证明细胞周期阻滞与细胞凋亡密切相关[11-13]. 王
艳丽等 [14]认为细胞周期的阻滞最终将导致细

胞的凋亡. 细胞周期受到细胞周期依赖性蛋白

激酶(cyclin-dependent kinases)、细胞周期蛋白

(Cyclin)、Polo样聚合酶、Aurora激酶和周期抑

制蛋白(cyclin-dependent-kinase inhibitor)等因素

调控[15-17]. 其中Cyclin A和Cyclin B与细胞周期中

的G1/S期和G2/M期的转换调控有关, Cyclin A参

与细胞从G1期到S期的转换过程, 而细胞由G2期

进入M期需要Cyclin B与周期依赖性蛋白激酶

结合物的调控[18,19]. 研究发现, 恶性肿瘤中Cyclin 
A和Cyclin B较正常细胞高[20,21], Bu可降低肝癌

■应用要点
由于Bu对多种实
体及血液恶性肿
瘤均表现出良好
的抗肿瘤效果, 因
此在中药现代化
研究的背景下, 将
其应用于临床治
疗将为无法手术
的恶性肿瘤患者
治疗提供了一个
新的手段.

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

表 2 同一浓度不同作用时间蟾毒灵对肝癌BEL-7402细胞增殖周期的影响 (n  = 3, mean±SD, %)

     
周期

24 h 48 h 72 h

阴性对照 蟾毒灵 阴性对照 蟾毒灵 阴性对照 蟾毒灵

G1期 48.26±5.09 48.34±2.72 62.20±3.48  41.2±1.27 68.49±2.48 31.98±1.52

G2期 28.98±3.67 29.78±2.14   9.28±2.06 19.78±1.82b 14.27±1.49  31.75±1.51b

S期 22.76±3.68 21.88±0.60 28.53±1.49 39.02±3.06b 17.24±3.66  34.94±5.22b

bP<0.01 vs 阴性对照[48 h(G2: t  = -6.618; S: t  = -5.339), 72 h(G2: t  = -14.273; S: t  = -4.812)].

图 3 0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后迁
移细胞数.
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图 4 0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后
对细胞侵袭能力的影响(结晶紫染色×200). A: 阴性对照; B: 

0.085 μg/mL蟾毒灵. 箭头处为侵袭细胞.

A

B

80

70

60

50

40

30

20

10

0
对照                           蟾毒灵

个
数

图 5 0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后侵
袭细胞数. 



HepG2细胞中Cyclin B的表达[22], 而含有Bu成分

的抗肿瘤药物华蟾素具有下调肿瘤细胞Cyclin 
A表达能力[23]. Bu还可能通过下调P53蛋白[3]、

降低survivin蛋白表达使促凋亡蛋白Smac/DIA-
BLO从线粒体释放入胞浆[24], 抑制Bcl-xL基因表

达和促进Bax基因表达[25]等途径引起癌细胞凋

亡. 本实验结果发现Bu对肝癌BEL-7402细胞具

有细胞毒性、增殖抑制作用, 呈时间和剂量依

赖性, 肝癌BEL-7402细胞被阻滞在G2期和S期, 
表明Bu抑制肝癌Bel-7402细胞的增殖与细胞周

期被阻滞在S期和G2期密切相关. 其机制可能与

Bu降低肝癌Bel-7402细胞Cyclin A和Cyclin B表
达, 影响凋亡相关因子P53、survivin、Bcl-xL等
表达, 从而使细胞周期发生阻断后导致了肝癌

细胞的凋亡. 
转移是恶性肿瘤的特征性表现, HCC极易

发生转移, 术后5年复发率可达70%, 是导致肝癌

患者死亡的一个主要原因[26]. 癌细胞降解基底膜

和细胞外基质及迁移运动是恶性肿瘤转移的关

键步骤, 其过程与E-钙黏蛋白(E-cadherin)表达

降低, 基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)与金属蛋白酶组织抑制因子(tissue inhib-
itor of metalloproteinase, TIMP)之间平衡被打破

等多种因素有关[27-29]. Hong等[30]研究发现Bu能
加强细胞间紧密连接, 并通过增加细胞外信号

调节激酶(extracellular regulated protein kinases)
通路磷酸化从基因和蛋白层面减少MMP-7和-9, 
增加TIMP-1和-2, 从而降低膀胱癌T24细胞侵袭. 
Chueh等[31]发现Bu可通过阻止MAPK信号抑制

MMP-2生成, 降低骨肉瘤U-2细胞侵袭转移. 本
实验研究结果表明Bu明显抑制肝癌细胞迁移侵

袭能力, 其抑制迁移与侵袭转移可能与影响肝

癌细胞MMPs和E-cadherin表达有关, 但其确切

的机制尚需进一步深入研究.  
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Abstract 
AIM: To assess the effect of resveratrol as an an-
tioxidant on alcohol-induced oxidative stress in 
HepG2 cells and to explore the possible mecha-
nisms involved.

METHODS: HepG2 cells were pretreated with 
resveratrol for 24 h before treatment with alco-
hol to induce oxidative stress. MTT assay was 
performed to detect the viability of resveratrol-
treated HepG2 cells and control cells. ELISA 
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白藜芦醇对酒精诱导的HepG2细胞氧化损伤的保护作用
及相关基因表达的变化
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■背景资料
我国酒精性肝病
发病率逐年升高, 
不久的将来可能
超越病毒性肝炎
成为我国肝病的
第1大病因. 严重
的酒精性肝病会
发展成酒精性肝
硬化甚至出现肝
功能衰竭. 目前对
酒精性肝病发病
机制认识有限, 临
床上缺乏特效的
治疗方案及药物. 

was used to detect the activity of superoxide dis-
mutase (SOD) and the level of total intracellular 
reactive oxygen species (ROS). Finally, RT-PCR 
was performed to detect the expression levels of 
SOD1, SOD2 and catalase, which are key genes 
involved in anti-oxidation pathway.

RESULTS: In comparison with control cells (not 
treated with resveratrol), the toxicity of resvera-
trol (12.5, 25, 50, 100 μmol/L) towards HepG2 
cells during pre-treatment was below 20%. Treat-
ment with 300 mmol/L alcohol without pre-
treatment with resveratrol resulted in the death of 
around 50% of cells. Resveratrol at concentrations 
ranging from 25 to 100 μmol/L had an antagonis-
tic effect against cytotoxicity of 300 mmol/L alco-
hol to HepG2 cells. SOD activity was significantly 
higher in cells pre-treated with 100 mmol/L res-
veratrol (0.391 ± 0.011) compared to non-treated 
controls (0.391 ± 0.011 vs 0.286 ± 0.019, P < 0.05). 
After alcohol induction, non-treated cells showed 
a higher ROS level compared to cells treated with 
25, 50, and 100 μmol/L resveratrol (29234.79 ± 
2288.00 vs 18023.26 ± 1359.66, 13528.44 ± 1078.99, 
8219.87 ± 635.99). Compared to cells induced with 
300 mM alcohol, resveratrol increased the expres-
sion levels of SOD1 (0.5535 ± 0.0035, 0.586 ± 0.0113, 
0.623 ± 0.0127), SOD2 (1.249 ± 0.011, 1.369 ± 0.028, 
1.377 ± 0.021, 1.401 ± 0.0578) and catalase (0.1955 
± 0.004, 0.2275 ± 0.00707).

CONCLUSION: Resveratrol as an antioxidant 
protects against alcohol-induced oxidative stress 
by regulating the expression of genes involved 
in anti-oxidant pathways.

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

Key Words: Resveratrol; Oxidative stress; HepG2; 
Anti-oxidant

He PY, Gao SM, Hou ZP, Ma LX, Li BQ. Resveratrol protects 
against alcohol-induced oxidative stress in human HepG2 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(14): 1928-1935  
URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1928.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.1928 

■同行评议者
张进祥 ,  副教授 ,  
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院



何培元, 等. 白藜芦醇对酒精诱导的HepG2细胞氧化损伤的保护作用及相关基因表达的变化             1929

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
氧化应激是酒精
性肝病中导致肝
细胞损伤的重要
发 病 机 制 .  多 种
自由基、抗氧化
酶及非酶性抗氧
化物参与其中构
成了一个较为复
杂的网络式反应
体 系 .  各 种 不 同
的组分在整个氧
化应激体系中的
地位及其相互关
系成为研究的热
点 .  如 何 应 用 各
种人工合成药物
及中草药对抗氧
化应激保护肝细
胞是研究的重点.

摘要
目的: 探讨白藜芦醇在酒精诱导的HepG2细胞
氧化应激中的抗氧化作用, 揭示白藜芦醇抗酒
精性肝损伤的作用机制.   

方法: 白藜芦醇预处理HepG2细胞24 h后, 用酒
精诱导氧化应激的产生. MTT方法检测白藜芦
醇处理组与对照组HepG2细胞活力; 用ELISA
试剂盒检测不同实验组的超氧化物歧化酶
(superoxide dismutase, SOD)和细胞内总活性
氧(reactive oxygen species, ROS)含量; 采用RT-
PCR方法检测抗氧化通路中关键基因SOD1、
SOD2和过氧化氢酶的mRNA表达水平.   

结果: MTT结果显示, 与对照组比较, 白藜芦
醇(12.5、25、50、100 μmol/L)对HepG2细胞
的细胞毒性均在20%以下, 300 mmol/L酒精可
致近50%HepG2细胞死亡; 25-100 μmol/L白藜
芦醇可有效对抗300 mmol/L酒精对HepG2引
起的细胞毒性作用; SOD活性显示100 μmol/L
白藜芦醇预处理组SOD含量(0.391±0.011)
明显高于非处理组(0.286±0.019), 而R O S
结果显示酒精诱导组(29234.79±2288)明显
高于白藜芦醇25、50、100 μmol/L预处理
组(18023.26±1359.66; 13528.44±1078.99; 
8219.87±635.99); RT-PCR结果显示, 与300 
mmol/L酒精比较, 25、50和100 μmol/L白藜
芦醇可上调SOD1 mRNA表达量(0.5535±
0.0035; 0.586±0.0113; 0.623±0.0127); 12.5、
25、50、100 μmol/L白藜芦醇均可上调SOD2 
mRNA表达量(1.249±0.011; 1.369 ±0.028; 
1.377±0.021; 1.401±0.0578); 50和100 μmol/
L白藜芦醇均可上调过氧化氢酶(0.1955±
0.004; 0.2275±0.00707)mRNA的表达量.   

结论: 本研究提示酒精可诱导氧化应激的产
生, 而白藜芦醇通过调节抗氧化通路中基因的
表达发挥抗氧化功能, 从而削弱酒精的细胞损
伤作用.   

© 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: 本研究发现经白藜芦醇处理后, 酒精诱

导的细胞内总活性氧(reactive oxygen species)含量

明显下降, 氧化应激(oxidative stress)较未处理组

减轻. 随后应用Real-time PCR技术对超氧化物歧

化酶(superoxide dismutase)和过氧化氢酶mRNA表

达水平的检测证明白藜芦醇可以通过增加抗氧化

酶的表达提高抗氧化酶活性, 加快活性氧自由基

代谢, 从而起到细胞保护作用.  
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0  引言

白藜芦醇属于非黄酮类多酚化合物, 主要存在于

各种红葡萄果实和红葡萄酒中[1], 是一种天然的

植物抗毒素, 研究证据表明白藜芦醇具有抗衰

老、抗氧化、抗肿瘤、抗炎和免疫调节作用[2-5]. 
目前其在肝脏疾病的治疗方面有一些研究, 其
作用机制主要为消除自由基和抗氧化[6].   

过量饮酒成为当今世界范围内一个重要的

公共卫生问题. 嗜酒者的肝脏、神经系统疾患

的发病率比一般人群高20%[7]. 酒精性肝病(alco-
holic liver disease, ALD)为长期大量饮酒所致肝

脏损伤性疾病. 虽然很多学者致力于酒精性肝

病的研究, 但依然缺乏有效的治疗方法[8]. 之前

的相关研究表明氧化应激在发病过程中发挥了

重要作用[8-10]. 肝细胞癌细胞(HepG2)被广泛用

于肝细胞毒性、肝脂质代谢和体外代谢研究[11], 
是在细胞水平研究肝病的一种良好模型. 目前, 
还没有关于白藜芦醇对抗酒精诱导的细胞毒性

作用及其机制的研究. 本实验旨在研究白藜芦

醇对酒精所诱导的氧化应激的抗氧化作用及其

分子机制.   

1  材料和方法

1.1 材料 人肝细胞癌HepG2细胞株购于美国

ATCC公司; 酒精、二甲基亚砜(DMSO)购自天

津化工厂; DMEM培养基、胎牛血清、MTT购
自Sigma公司; 总RNA提取试剂盒、RT-PCR扩
增试剂盒购自上海生工公司; 细胞培养箱(美国

Thermo)、倒置显微镜为日本Olympus公司产品, 
由承德医学院基础研究所提供.   
1.2 方法

1.2.1  细胞培养人肝细胞癌H e p G2细胞 :  于
DMEM(Dulbecco's modified Eagle's medium)培
养液, 包含10%(V/V)小牛血清和50 μg/mL庆大

霉素, 37℃、5%CO2培养箱中培养. 细胞密度达

到80%以上后种在96孔细胞培养板上, 密度为每

孔1×105个.   
1.2.2 毒性检测: 使用MTT[3-(4,5-di-methylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]方法

检测细胞活性, 方法同参考文献[14]. HepG2细
胞(1×105)种于96孔细胞培养板中, 培养24 h后
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■相关报道
从酒精在体内的
生物化学代谢过
程可以确定, 酒精
的代谢过程中生
成了大量的活性
氧, 氧化应激所致
的脂质过氧化是
肝细胞受损的主
要机制, 同时酒精
代谢的中间产物
也会降低抗氧化
物质的活性. 国内
外已有研究证实
酒精性肝病患者
血清SOD、过氧
化氢酶及还原型
谷胱甘肽等抗氧
化物质活性低于
健康人群 .   但其
活性降低的机制
尚需更深入的研
究.

以不同浓度的白藜芦醇(0-100 μmol/L)处理24 h
后测细胞活性以观察白藜芦醇的细胞毒性; 同
样以不同浓度的酒精[12](0-400 mmol/L)处理细胞

24 h后检测细胞活性以观察酒精的细胞毒性.   
1.2.3  白藜芦醇对抗酒精毒性细胞活力检测: 
以不同浓度的白藜芦醇(0-100 μmol/L)预处理

HepG2细胞24 h后, 用300 mmol/L浓度的酒精

诱导24 h, 之后在每孔中加入20 μL MTT, 孵育4 
h, 弃去培养液, 加入100 μL DMSO, 摇床震荡15 
min, 待紫色结晶完全溶解后, 酶标仪570 nm处

读取吸光值.   
1.2.4 SOD、ROS检测: 使用武汉华美生物工程

有限公司的ELISA试剂盒检测SOD、ROS表达, 
分别按照说明书严格进行操作, 用荧光酶标仪

在490 nm处读取SOD吸光度值; 以激发波长480 
nm, 发射波长530 nm读取ROS吸光度值.   
1.2.5 RT-PCR 检测细胞内SOD1, SOD2及过氧化

氢酶mRNA的表达: 使用上海生工总RNA提取

试剂盒严格按照说明书提取HepG2细胞总RNA; 
使用紫外分光光度计检测A 260/230和A 260/280以检测

RNA纯度及计算RNA浓度. 引物设计参考文献

[13,14]并在GenBank中比对, 由上海生工合成, 
表1为相关基因上下游引物基本信息. 根据上海

生工一步法反转录试剂盒说明书配制 RT-PCR
混合物. 反转录体系为: RNA样本(50 ng/μL)1 
μL, 5×RT Buffer 4 μL, 反转录引物2 μL, 反转

录酶1 μL, 双蒸水12 μL, 总共20 μL. 使用PCR仪
48 ℃ 1 min, 42 ℃ 60 min, 95 ℃ 5 min进行反转

录. PCR复合扩增体系为: 各基因cDNA 9.3 μL, 
10.7 μL PCR反应混合物, 包含5×PCR Buffer、 
25 μmol/L MgCl2和上下游引物. 扩增条件: 95 ℃ 
10 min, 94 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃延长1 min, 
34个循环, 4 ℃保存. 内参基因为β-act in . 应用

GeXP基因分析仪分析抗氧化酶基因(SOD1、
SOD2和过氧化氢酶)mRNA水平的变化.   

统计学处理 采用SPSS20.1软件进行分析, 
统计结果以mean±SD表示, 计量资料采用方差

分析. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 细胞毒性检测 白藜芦醇与酒精的细胞毒性

结果如图1A, B. 图1A为不同浓度酒精(0-400 
mmol/L)作用于HepG2细胞24 h后的细胞活力. 
各不同酒精浓度组细胞活性较对照组均有所下

降, 差异均有统计学意义(P >0.05). 图1B为不同

浓度的白藜芦醇(0-100 μmol/L)作用于HepG2
细胞24 h后的细胞毒性. 100 μmol/L组细胞活性

较对照组有所下降, 两组间差异有统计学意义

(P <0.05), 其余各组与对照组相比均无明显变化

(P <0.05).   
2.2 细胞活力检测 白藜芦醇对抗酒精毒性的细

胞活力检测图1C显示了不同浓度的白藜芦醇减

弱300 mmol/L酒精诱导的细胞毒性作用, 12.5 
μmol/L白藜芦醇组细胞活性与酒精组相比无统

计学差异(P >0.05). 25、50和100 μmol/L的白藜

芦醇与酒精组比较具有统计学意义(P <0.05). 对
上述3个处理组进行组间比较, 25 μmol/L组细胞

活性较50及100 μmol/L组低, 差异有统计学意义

(P <0.05), 50 μmol/L组与100 μmol/L比较无统计

学差异(P >0.05).   
2.3 SOD、ROS检测 细胞内SOD、ROS含量改

变如图2A所示SOD活性改变: 与对照组比较, 
酒精组细胞内SOD活性明显下降, 具有统计学

差异(P <0.05); 与酒精组比较100 μmol/L白藜芦

醇组细胞内SOD活性明显升高, 有统计学差异

(P <0.05), 而其他三组较低浓度白藜芦醇预处理

组SOD活性略有升高与酒精组比较无统计学差

异(P >0.05). 图2B所示为ROS水平: 与对照组比

较, 酒精组细胞内ROS水平明显升高. 与酒精组

比较, 25、50及100 μmol/L组白藜芦醇组细胞内

     

表 1 复合扩增基因列表

基因名称 GeneBank 号
加标记(带下划线部分)的引物序列

上游引物 下游引物

ACTBa NM_001101 AGGTGACACTATAGAATAGATCATTGCTCCT

CCTGAGC

GTACGACTCACTATAGGGAAAAGCCATGCC

AATCTCATC
KanRb AGGTGACACTATAGAATA AGGTGACACTATAGAATA

SOD1 NM_000454 AGGTGACACTATAGAATATCATCAATTTCGA

GCAGAAGG

GTACGACTCACTATAGGGA 

TGCTTTTTCATGGACCACC
SOD2 NM_ AGGTGACACTATAGAATA GTACGACTCACTATAGGGA

Catalase NM_ AGGTGACACTATAGAATA GTACGACTCACTATAGGGA
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■创新盘点
本文测定了肝细
胞内超氧化物歧
化酶(superoxide 
dismutase, SOD)
活性及总活性氧
(reactive oxygen 
species, ROS)含
量 ,  并应用Real-
time PCR 技术检
测了SOD及过氧
化氢酶mRNA水
平, 从而对酒精性
肝病中氧化应激
发生的机制有了
新的认识. 并通过
毒性检测获得了
用酒精和白藜芦
醇处理肝细胞的
浓度, 为后续的科
研工作提供了有
价值的参数.

ROS水平明显下降, 有统计学差异(P <0.05), 而最

低浓度的12.5 μmol/L组ROS水平与酒精组比较

无统计学差异(P >0.05).   
2.4 细胞内SOD1、SOD2、过氧化氢酶 mRNA
表达变化  图3显示经不同浓度白藜芦醇预处

理再以300 mmol/L酒精诱导后HepG2细胞内

SOD1、SOD2和过氧化氢酶3种基因mRNA水

平. 图3A示SOD1 mRNA水平: 与未施加任何处

理的对照组比较, 酒精组SOD1 mRNA水平明显

下降, 差异有统计学意义(P <0.05); 不同浓度的

白藜芦醇预处理组SOD1 mRNA水平均有所升

高, 其中12.5 μmol/L组升高幅度较小与酒精组

比较无统计学差异(P >0.05), 其他3个浓度组均

有统计学差异(P <0.05). 图3B示SOD2 mRNA水
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图 1 细胞活力检测. A: 不同浓度酒精作用于HepG2细胞后的细胞活性检测; B: 不同浓度白藜芦醇对HepG2细胞后的细胞

活性检测; C: 不同浓度白藜芦醇作用HepG2细胞24 h后, 300 mmol/L酒精作用24 h后的细胞活力. aP<0.05 vs  酒精组; cP<0.05 

vs  对照组; eP<0.05 vs  50 μmol/L组; gP<0.05 vs  100 μmol/L.
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平: 与对照组比较酒精组SOD2 mRNA水平明显

下降; 与酒精组比较各不同浓度的白藜芦醇预

处理组SOD2 mRNA水平均有所升高, 且有统计

学差异(P <0.05). 图3C示过氧化氢酶mRNA水平

变化: 与对照组比较酒精组过氧化氢酶mRNA
水平有所下降, 有统计学意义(P <0.05); 与酒精

组相比50和100 μmol/L两个高浓度预处理组过

氧化氢酶m R N A水平明显升高有统计学差异

(P <0.05), 而两个低浓度预处理组与酒精组比较

无统计学差异(P >0.05).   

3  讨论

在酒精性肝病中氧化应激已成为公认的致病机

制, 应用抗氧化剂减轻氧化应激程度以改善酒

精引起的肝脏损伤已成为一种治疗手段. 抗氧

化药物在动物水平体内实验和细胞水平体外实

验都显现出了明显的治疗效果. 以往研究表明

水飞蓟素通过上调还原型谷胱甘肽等抗氧化物

质对抗酒精的氧化应激, 从而起到保护肝细胞

的作用[15]. 同样, 以桷皮素预处理肝细胞也可以

减弱酒精诱导的肝细胞内氧化应激水平[16,17]. 利
用原代培养的大鼠肝脏细胞进行的体外实验研

究证实, 抗氧化剂β-胡萝卜素可以减轻酒精诱导

的氧化应激[18]. 用大鼠进行的动物实验也表明口

服抗氧化剂维生素C及硫胺素等抗氧化剂可以

有效减轻酒精诱导的血清肝脏酶学异常[19]. 周俊

英等[20]检测到酒精性肝病大鼠存在氧化应激指

标的改变, 并且已有人验证酒精性肝病大鼠发

病机制与氧化应激密切相关[21]. 这些研究表明, 
氧化应激引起肝细胞损伤, 而抗氧化剂是阻止

酒精性肝损害的有效策略.   
绝大多数药物都是在一定浓度范围内发挥

其治疗作用, 浓度过低对疾病起不到治疗效果, 
浓度过高必将对机体产生不良反应. 为了确保

本研究所采用的药物浓度处于安全并且有效的

浓度范围, 实验操作中首先进行了白藜芦醇及

酒精细胞毒性的检测. 实验数据显示: 从12.5-50 
μmol/L浓度的白藜芦醇对细胞活性无影响, 100 
μmol/L浓度白藜芦醇组细胞活性虽有所下降, 
但细胞活性可达80%以上, 仍处于药物毒理实验

可接受的范围内. 酒精对细胞的毒性作用非常

明显, 从100-400 mmol/L不同酒精处理组细胞活

性均有所下降, 最高酒精浓度组细胞活性仅约

40%. 为便于后续实验中白藜芦醇效果的观察, 

■应用要点
本研究检测了经
白藜芦醇处理前
后细胞内ROS含
量和SOD活性以
及SOD和过氧化
氢酶的mRNA表
达水平, 证实白藜
芦醇可以通过增
加抗氧化酶的基
因表达提高抗氧
化应激能力, 对酒
精诱导的氧化应
激所致细胞损伤
有保护作用, 提供
了一种有潜在研
发价值的酒精性
肝病治疗药物, 并
为其可能的临床
应用提供理论基
础.
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采用了细胞活性接近50%的300 mmol/L组作为

后续实验的酒精处理浓度.   
20世纪40年代发现的白藜芦醇是一种天然

多酚类化合物, 以往研究表明其对多种疾病有治

疗作用, 并且证实其作用与抗氧化功能相关[7]. 白
藜芦醇可通过清除ROS、减弱ROS生成酶活性

和增强SOD等ROS代谢酶活性[22,23]等不同途径

发挥抗氧化作用. Kitada等[24]研究发现白藜芦醇

可以通过恢复SOD2的正常功能减轻氧化应激

以减少糖尿病肾病的发病. 郑毅等[25]研究表明

白藜芦醇可以增加过氧化氢酶、血红素加氧酶

及SOD1的表达对抗过氧化氢诱导的氧化应激

从而起到保护晶状体上皮细胞的作用. 为明确

白藜芦醇对酒精所致的肝细胞损伤有无保护作

用, 对经白藜芦醇预处理及未经预处理的细胞

活性分别进行了检测. 结果证实从25、50和100 
μmol/L浓度白藜芦醇处理组均有细胞保护作用, 
且50 μmol/L组较25 μmol/L组效果好, 50和100 
μmol/L两组效果无明显差异. 该结果为今后实

际应用中药物剂量的选择提供了参考数据及理

论依据.   
ROS是一类含氧的具有较强氧化性的自由

基氧和非自由基氧的总称, 包括超氧阴离子、

过氧化氢和一氧化氮等. SOD和过氧化氢酶是

两个氧自由基代谢的关键酶, 细胞内不同的亚

细胞结构存在不同的SOD亚型, SOD1也叫铜/锌
SOD, SOD2也称锰SOD, 分别存在于细胞浆和细

胞线粒体内. SOD可以催化氧化能力强的超氧化

物生成H2O2, 过氧化氢酶可进一步催化H2O2生

成H2O和氧化能力更低的O2. 为了研究白藜芦醇

抗氧化损伤的作用靶点, 本课题检测了细胞内

ROS水平和SOD活性, 结果表明: 酒精可致使细

胞内ROS水平升高而SOD活性降低, 以白藜芦醇

预处理细胞可使细胞内ROS明显减少, 同时还能

提高SOD活性.   
为进一步研究白藜芦醇作用的机制 ,  对

SOD1、SOD2和过氧化氢酶3种酶的mRNA水

平进行了检测, 结果表明酒精诱导后SOD1、
SOD2和过氧化氢化氢酶mRNA水平均有所下

降, 其中S O D1和S O D2下降幅度明显高于过

氧化氢酶. 说明酒精主要是通过降低SOD活性

减缓活性氧的代谢速度. 经白藜芦醇预处理后

SOD1、SOD2和过氧化氢化氢酶mRNA水平均

有所升高, 说明白藜芦醇通过增加上述三种基

因的转录水平达到加速活性氧代谢的效果而最

终起到对细胞的保护作用.   

肝炎病毒一直是我国肝病的最主要病因, 
酒精性肝病的发病率仅次于病毒性肝炎, 是我

国肝病的第2大病因. 我国医疗条件不断改善, 
1992年乙型肝炎疫苗在全国范围内列入计划免

疫管理, 这必将使肝炎病毒感染人数逐渐减少. 
与此同时, 人们生活水平明显提高, 各种酒精类

饮料的消费量也逐年攀升, 酒精性肝病的患病

率不断升高, 不难预测酒精性肝病在不久的将

来会成为我国肝病的首要病因. 酒精性肝病的

发病机制及治疗方案的研究意义重大. 本试验

结果显示酒精可通过降低SOD和过氧化氢酶活

性致使细胞内ROS升高, 从而使细胞内出现氧化

应激, 细胞活性明显下降. 白藜芦醇的抗氧化应

激作用已被多项在体内及体外模型上进行的研

究所证实, 但其作用机制仍需进一步研究. 本试

验结果表明白藜芦醇可通过增加SOD和过氧化

氢酶mRNA水平提高活性氧代谢通路中关键酶

的活性, 从而降低细胞内ROS含量, 减轻细胞损

伤. 本研究从氧化应激的角度研究酒精导致细

胞损伤的机制, 并且观察到白藜芦醇对酒精诱

导的细胞氧化损伤有保护作用, 为其今后的实

际应用提供了理论基础.   
人体内的抗氧化系统除了上述以SOD及过

氧化氢酶为代表的抗氧化酶还包括一类非酶类

抗氧化物质, 如：还原型谷胱甘肽(glutathione, 
GSH)、维生素E、维生素C、辅酶Q等, 其中还

原型谷胱甘肽是最具代表性的内源性非酶类

抗氧化物, 是巯基的主要供体[26]. Gupta等[27]和

Singh等[28]进行的临床研究证实酒精性肝病患者

血液中还原型谷胱甘肽的浓度较正常对照组明

显下降. Checa等[29]的进一步研究表明消除自由

基过程中的过度消耗及酒精对还原型谷胱甘肽

合成的抑制共同导致其含量明显下降. 高健等[30]

曾研究还原型谷胱甘肽对酒精性肝病的治疗作

用, 结果表明还原型谷胱甘肽可以有效降低酒

精性肝病患者ALT、AST、γ-GT, 同时对肝纤维

化的发展有抑制作用. 本试验中对白藜芦醇处

理前后细胞内ROS含量、SOD和过氧化氢酶活

性及酶的基因表达水平进行了检测, 由实验数

据可知白藜芦醇可以通过提高抗氧化酶活性来

减少ROS含量. 但ROS含量的减少是抗氧化酶及

还原型谷胱甘肽等非酶类抗氧化物共同起作用

的结果[31]. 白藜芦醇是否也能通过提高还原型谷

胱甘肽等非酶类抗氧化物水平而起到抗氧化作

用呢？这个课题值得设计相关的研究项目去进

一步探索.  

■同行评价
本文结果较明确, 
具有一定创新性, 
可读性和科学性.
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Abstract
AIM: To evaluate the in vitro antibacterial ac-
tivity of anti-Helicobacter pylori (H. pylori) FlaA 
IgY.

METHODS: Recombinant H. pylori FlaA was 
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幽门螺杆菌菌毛蛋白FLaA IgY的制备及体外抑菌实验

彭 姣, 卢 超, 祁振强, 张国海

®

■背景资料
由于幽门螺旋杆
菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
引发胃癌和其他
一 些 疾 病 ,  关 于
H. pylori 的研究
已受到越来越多
的关注, 但针对H. 
pylori 的治疗目前
还是采用抗生素
联合治疗等方式, 
造成H. pylori的耐
药性越来越严重, 
极大地影响了H. 
pylori的治疗效果. 
采用抗体类药物
进行H. pylori的治
疗得到了众多研
究者的重视. 卵黄
抗体是一种禽类
抗体, 具有很好的
生物活性, 常用于
动物疾病的口服
类药物的研发和
治疗, 是消化系疾
病传染病的有效
治疗和预防药物. 

prepared by prokaryotic expression and used 
to immunize hens. Anti-FlaA IgY was purified 
and IgY titer was determined by ELISA. The an-
tibody was then tested to check if there was any 
cross-reaction with the common intestinal flora 
like Lacticacid bacteria, Bifidobacterium and Esch-
erichia coli. The antibacterial activity of different 
concentrations of anti-H. pylori FlaA IgY (0.1, 1 
and 5 mg/mL) was finally determined.

RESULTS: The concentration of purified FlaA 
protein was 2.97 mg/mL, and the titer of anti-
FlaA IgY was 1:12800 three weeks after immu-
nization. Anti-FlaA IgY did not react with the 
common intestinal flora, but reacted well with H. 
pylori and FlaA protein. In vitro results showed 
that there were significant differences (P < 0.01) 
in the H. pylori concentrations between the con-
trol group and the groups treated with 0.1, 1, or 
5 mg/mL FlaA IgY, indicating that FlaA IgY of 
various concentrations could inhibit the growth 
of H. pylori in a certain degree. The antibacte-
rial activity of 0.1 mg/mL FlaA IgY was mainly 
present between 1 and 6 h, and was mostly lost 
after 6 h. The growth of H. pylori treated with 1 
mg/mL FlaA IgY was relatively slow, and the 
bacterial concentration of the group treated with 
5 mg/mL FlaA IgY did not alter significantly 
between 1 and 24 h. After 108 CFU/mL H. pylori 
was treated with three different doses (0.1, 1, 5 
mg/mL) of FlaA IgY for 24 h, a significant dif-
ference in bacterial concentration was observed 
between the low dose group and the other two 
groups (P < 0.01). Anti-FlaA IgY at 5 mg/mL 
could completely inhibit the growth of H. pylori. 

CONCLUSION: High-titer anti-FlaA IgY can 
specifically react with H. pylori, and has no cross-
reaction with the common intestinal flora. Anti-
FlaA IgY at 5 mg/mL has a strong inhibitory 
effect on the growth of H. pylori. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
目前有大量关于
H. pylori卵黄免疫
球蛋白(yolk immu-
noglobulin, IgY)
的文献报道, 主要
集中在抗H. pylori  
IgY的制备和体内
体外试验, 已证实
了能有效保护和
治疗鼠类模型的
H. pylori感染.

activity of IgY against recombinant Helicobacter pylori FlaA 
protein. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(14): 1936-1942  
URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1936.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.1936

摘要
目的: 制备抗幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )菌毛蛋白FlaA卵黄免疫球蛋白(yolk 
immunoglobulin, IgY), 并进行体外抑菌实验, 
为治疗H. pylori口服药物的研发奠定基础. 

方法: 采用原核表达制备的FlaA蛋白, 将重组
FlaA菌毛蛋白免疫蛋鸡获取FlaA IgY, 采用间
接ELISA的方法检测FlaA IgY的效价. 通过将
其与肠道中常见菌群乳酸杆菌、双歧杆菌、

大肠杆菌进行抗体抗原结合反应, 检测其是否
与肠道中其他菌群存在交叉反应. 评价0.1、
1、5 mg/mL低、中、高3种不同浓度的FlaA 
IgY的体外抑菌实验效果.

结果: 纯化后的FlaA蛋白浓度为2.97 mg/mL. 
经重组FlaA IgY免疫制备IgY在第3次免疫
1 wk后效价可达到1∶12800, 特异性检测结
果显示, FlaA IgY不与肠道中常见菌发生交
叉反应, 与H. pylori 全菌和重组FlaA反应强
烈. 体外抑菌结果显示, 0.1、1、5 mg/mL的
FlaA IgY处理后的H. pylori 菌液浓度与对照
组菌液浓度相比具有显著差异(0.324±0.033, 
0.078±0.012, 0.014±0.003 vs  0.539±0.023, 
P <0.01), 表明低、中、高3组浓度的FlaA IgY
均能一定程度的抑制H. pylori 的生长. 0.1 mg/
mL IgY的抑菌作用主要表现在1-6 h之间, 6 h
后抑菌作用基本丧失. 1 mg/mL FlaA IgY处
理组的H. pylori 在1-24 h之间生长较为缓慢, 
5 mg/mL FlaA IgY处理组菌液浓度在1-24 h
之间基本无变化. 108 CFU/mL H. pylori 经3组
不同浓度FlaA IgY处理24 h后, 低IgY浓度组
菌液浓度与其余2组菌液浓度相比差异显著
(0.078±0.012, 0.014±0.003 vs  0.324±0.033, 
P <0.01), 5 mg/mL FlaA IgY在24 h内能彻底抑
制H. pylori 的生长.  

结论: 制备的FlaA IgY效价较高, 特异性强, 不
与肠道常见菌群发生交叉反应. 5 mg/mL的FlaA 
IgY在体外对H. pylori具有很强的抑制作用. 

© 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: 采用重组幽门螺旋杆菌(Helicobacter 

pylori , H. pylori )菌毛蛋白FlaA为免疫抗原制备卵

黄抗体, 该卵黄抗体效价高, 特异性强, 不会与肠

道常见菌群发生交叉反应, 在体外能有效抑制H. 
pylori的生长.

彭姣, 卢超, 祁振强, 张国海. 幽门螺杆菌菌毛蛋白FlaA IgY的制备

及体外抑菌实验. 世界华人消化杂志  2014; 22(14): 1936-1942  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1936.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.1936

0  引言

幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是一

种革兰氏阴性菌, 被证实与慢性萎缩性胃炎、

十二指肠溃疡、胃腺癌和胃黏膜相关性淋巴组

织淋巴瘤的发生有关, 此外, H. pylori还与全身

多系统疾病的发病密切相关[1], 目前成功治疗和

根除H. pylori需要复合抗生素治疗, 如甲硝唑、

阿莫西林、克拉霉素、铋剂以及质子泵抑制剂

(proton pump inhibitors)等[2-4]. 虽然抗生素能够成

功治疗H. pylori的感染, 但耐药性H. pylori的产

生使得这类治疗方案存在着一定失败几率, 患
者复发率高, H. pylori耐药性日趋严重, 不同国

家和地区其耐药率和耐抗生素种类常存在很大

差别, 由于耐药性导致的H. pylori复发率能高达

40%[5]. 有研究表明, 对小鼠模型采用特异性抗

体进行H. pylori的控制和治疗能取得良好的治

疗效果[6,7]. 尽管H. pylori的致病多样性机制尚未

完全清楚, H. pylori的毒力因子也很多, 但H. py-
lori必须首先定植于人胃黏膜才能进一步发挥作

用, 鞭毛在H. pylori的定植和移动中起重要作用, 
并存在于所有H. pylori中. 对豚鼠模型胃黏膜H. 
pylori定植情况的研究表明, 鞭毛不仅是H. pylori
在胃黏膜中的定植因子, 也是毒力因子[8]. 鞭毛

蛋白由FlaA和FlaB 2个亚基组成, 其中FlaA具有

更为重要的致病性和免疫性[9]. 采用口服特异性

抗体能够有效的抑制肠道感染和多种消化系病

原体[10,11]. 卵黄免疫球蛋白(yolk immunoglobulin, 
IgY)是一种禽类抗体, 目前已有大量应用实例证

明IgY可用于疾病的预防和治疗[12]. 口服卵黄免

疫球蛋白被证实能用于肠道感染的治疗, 且效

果显著[13], 此外, IgY具有提取量大、廉价易获

取等优点. 本研究对以重组的H. pylori  FlaA菌毛

蛋白为抗原免疫蛋鸡获取特异性卵黄免疫球蛋

白, 对获得的重组FlaA IgY的效价、免疫原性、

特异性以及体外抑菌实验进行了研究.   
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■相关报道
近年来关于幽门
螺杆菌卵黄抗体
的研究已经陆续
开展, Roe和Shin
等报道了全菌制
备的抗H. pylori 
I g Y 能 有 效 减 轻
因H. pylori 引发
的沙鼠胃炎, 在国
内, 陈翠萍等证明
了全菌制备的抗
H. pylori  IgY能有
效中和H. pylori毒
素细胞毒活性以
及对小鼠的保护
作用. 在H. pylori
毒力因子制备IgY
方面也不断有新
的研究进展, 毛小
琴等研究了重组
VacA卵黄抗体的
体 外 活 性 ,  黄 进
等制备了抗HpaA 
IgY, 邓颖等制备
了 抗 N a p 卵 黄 抗
体 ,  目 前 还 未 见
FlaA IgY的相关
报道.

1  材料和方法

1.1 材料 H. pylor i标准株购自北京中原公司, 
pET-32a-flaA由本公司分子生物学实验室构建

和保存. 低分子量蛋白Marker购自北京索莱宝科

技有限公司, IPTG购自上海源叶生物科技有限

公司, 布氏肉汤培养基购自上海信裕生物科技

有限公司, NTA亲和层析柱购自QIAGEN, 弗氏

完全佐剂及弗氏不完全佐剂购自Sigma, HRP-羊
抗鸡IgY购自艾美捷科技有限公司, TMB单组份

显色液购自碧云天, H. pylori检测试剂盒(脲酶

法)购自上海卒瑞生物科技有限公司. SPF来亨

鸡, 4只, 105日龄, 体质量1.5-1.6 kg, 由本公司自

行孵化培育.
1.2 方法 
1.2.1 重组蛋白表达: 将本实验室构建并经验证的

pET-32a-FlaA转化至BL21(DE3), 同时以pET-32a
空质粒转化BL21(DE3)为对照, 同时用0.4 mmol/L 
IPTG诱导4 h. 收集菌液, 4 ℃10000 g离心5 min, 
弃去上清, 沉淀用0.01 mol/L的PBS清洗3次后, 
加入10 mL 0.01 mol/L PBS重悬后经超声波破

碎, 12000 g离心10 min后分别取上清和沉淀, 用
12%SDS-PAGE检测表达结果, 以NTA亲和层析

法(BBST)按照产品说明书收集目的蛋白, 12% 
SDS-PAGE分析纯度, 双紫外法测定蛋白浓度, 
-20 ℃保存备用. 
1.2.2 免疫: 选择150日龄SPF来亨蛋鸡4只, 按每

只蛋鸡300 μg蛋白量接种, 将纯化的重组FlaA和

等量弗氏佐剂混合乳化, 分胸肌4点注射. 首次

免疫采用弗氏完全佐剂乳化抗原, 第14天进行

第2次免疫, 免疫佐剂为弗氏不完全佐剂, 第30
天进行第3次免疫, 免疫方式同第2次. 第3次免

疫结束后1 wk收集鸡蛋, 4 ℃保存备用. 
1.2.3 FlaA IgY的分离提取: 采用硫酸铵法两步法

纯化提取FlaA IgY. 将卵黄无菌分离后, 以1∶9
的比例加入pH 5.0的醋酸-醋酸钠缓冲液, 搅拌20 
min后4 ℃静置过夜. 10000 g离心20 min, 上清加

入饱和硫酸铵至终浓度为40%, 静置6 h后离心, 
10000 g离心20 min, 沉淀用PBS重悬, 加入饱和

硫酸铵至终浓度为40%, 静置过夜后10000 g离心

20 min, 沉淀用0.01 mol/L的PBS重悬后透析过

夜, 经0.22 μm滤膜过滤除菌, 用双紫外法测定纯

化的IgY浓度, 经SDS-PAGE检测IgY纯度, -20 ℃
保存.
1.2.4 ELISA检测FlaA IgY的效价: 以方阵滴定法

确定ELISA的最佳抗原包被浓度为10 μg/mL, 酶
标二抗工作浓度为1∶3000. 将重组FlaA用包被

液稀释至为10 μg/mL, 包被96孔酶标板. 4 ℃过

夜后37 ℃封闭1 h, 依次加入稀释度为1∶800, 1
∶1600, 1∶3200, 1∶6400, 1∶12800, 1∶25600, 
1∶51200的IgY, 每个稀释度重复一组, 37 ℃温

育1 h后加入1∶3000稀释的HRP-羊抗鸡IgY, 
37 ℃温育1 h后TMB显色15 min. 阴性对照为未

经免疫的鸡蛋提取的IgY, 酶标仪读取A 450, 检测

样品A 450值/阴性对照A 450(P/N)大于2.1为阳性. 
1.2.5 F laA IgY特异性检测: 采用建立的间接

ELISA方法检测重组FlaA IgY的特异性, 以肠胃

中常见的乳酸杆菌、双歧杆菌、大肠杆菌以及

H. pylori经0.4%甲醛灭活后与重组FlaA分别包

被酶标板, 使得各组包被蛋白浓度为10 μg/mL, 
将FlaA IgY以1∶500的稀释度稀释, 同时以未经

免疫的IgY为对照, 采用1.2.4中的方法进行检测. 
1.2.6 FlaA IgY体外抑菌实验: 调整新培养的H. 
pylori菌液浓度至108 CFU/mL. 取-20 ℃保存的已

除菌的重组FlaA IgY, 重新测定浓度. 用无菌布

氏肉汤将FlaA IgY稀释后按等体积比例加入H. 
pylori菌液, 使得FlaA IgY的终浓度为0.1、1、5 
mg/mL. 将菌液和不同浓度的FlaA IgY混合均匀

后按照H. pylori培养条件培养, 另以不加FlaA IgY
为对照, 分别于1、2、4、6、12、24 h取1 mL培
养液稀释至3 mL后测定培养液的A 490值, 并取10 
μL培养液涂布培养. 对比分析各组结果. 

统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 
采用SPSS19.0统计学软件进行统计学处理组内

的比较采用单因素方差分析, 组间比较采用独

立样本t检验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 FlaA融合蛋白的表达 构建的pET-32a-flaA-
BL21(DE3)经0.4 mmol/L IPTG诱导4 h, 诱导结

果采用12%SDS-PAGE检测. 电泳检测结果显示

在相对分子量66 kDa处可见明显融合蛋白条带. 
表达产物主要存在于超声破碎离心后的沉淀中

(图1). 用NTA亲和层析法纯化目的蛋白, 经双紫

外法测定的蛋白浓度为2.97 mg/mL. 
2.2 FlaA IgY的制备和效价检测 将FlaA免疫蛋

鸡, 经3次免疫后收集鸡蛋, 采用硫酸铵两步沉

淀法制备IgY. 经双紫外法测定的IgY浓度为: 
7.92 mg/mL. 12%SDS-PAGE检测IgY纯化效果. 
结果如图2所示, 在66 kDa和30 kDa左右处可见

蛋白带, 且无明显杂带, 纯化效果较好. 采用间

接ELISA法以重组FlaA蛋白包被酶标板检测纯

化后的FlaA IgY效价, 结果显示经3次免疫1 wk
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■创新盘点
本文制备的FlaA 
IgY采用的H. pylori
毒力因子FlaA存在
于所有的H. pylori
菌株中, 且具有高
度保守性, 能对所
有H. pylori分离株
型作用.

后的FlaA IgY效价为1∶12800. 
2.3 FlaA IgY特异性检测 以肠道中常见的细菌

为检测对象, 检测FlaA IgY是否会与肠道中的其

他细菌发生交叉反应, 以H. pylori全菌和重组的

FlaA为对照, 参照建立的间接ELISA方法进行检

测, 以阴性对照的A 450的平均值为0.080, 以P/N大

于2.1计算, 当检测孔A 450值大于0.169时即判断为

阳性. 结果显示只有H. pylori和重组蛋白FlaA的

检测结果为阳性, 其余抗原检测结果均为阴性. 
这表明FlaA IgY具有很好的特异性, 不会与肠道

中的某些益生菌和中性菌发生交叉反应(表1).  
2.4 FlaA IgY的体外抑菌实验 3组不同浓度FlaA 
IgY的抑菌结果如表2, 对抑菌结果进行分析可

知, 与对照组相比, 经高、中、低3种浓度FlaA 
IgY 24 h处理后的H. pylori的菌液A 490值存在

显著差异(0.324±0.033, 0.078±0.012, 0.014±
0.003 vs  0.539±0.023, P <0.01), 结果表明所有浓

度的FlaA IgY均能一定程度抑制H. pylori的生

长, 且这种抑制作用随着FlaA IgY浓度的增加而

加强. 对高、中、低3组不同浓度FlaA IgY处理

组之间的抑菌结果进行分析显示, 1、5 mg/mL 
IgY抑菌效果与0.1 mg/mL IgY抑菌效果存在显

著差异(0.078±0.012, 0.014±0.003 vs  0.324±
0.033, P <0.01), 0.1 mg/mL和1 mg/mL浓度的FlaA 
IgY与对照相比虽然也具有一定的抑菌效果, 但
不能完全抑制H. pylori的生长. 0.1 mg/mL IgY的

抑菌作用主要表现在1-6 h之间, 此时菌液浓度

变化较缓慢, 6 h后H. pylori菌液浓度急剧上升, 
表明6 h后0.1 mg/mL IgY的抑菌作用基本丧失, 
1 mg/mL的FlaA IgY处理后的H. pylori在6 h后生

长较为缓慢, 5 mg/mL FlaA IgY组的H. pylori在

表 1 FlaA IgY特异性检测

     包被抗原 乳酸杆菌 双歧杆菌 大肠杆菌 幽门螺杆菌 重组FlaA

A 450 FlaA IgY 0.113 0.102 0.107 1.283 1.289

阴性IgY 0.087 0.073 0.085 0.083 0.074

IgY: 卵黄免疫球蛋白.

表 2 不同取样时间H. pylori 处理菌液A 490值

     FlaA IgY浓度

(mg/mL)

不同取样时间A 490值

1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h

0 0.096 0.144 0.161 0.254 0.336 0.539

0.1 0.042 0.053 0.073 0.080 0.140 0.324

1 0.020 0.035 0.051 0.078 0.075 0.077

5 0.006 0.013 0.013 0.015 0.012 0.014

H. pylori : 幽门螺杆菌; IgY: 卵黄免疫球蛋白.
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65.0 

28.0

M   FlaA IgY

图 2 纯化FlaA IgY SDS-PAGE结果图. M: 低分子量蛋白标准; 

IgY: 卵黄免疫球蛋白.

kDakDa

97.4
66.2 

43.0 

33.0 

M         1           2          3

22.0 

65.0 

图 1 重组FlaA表达形式验证电泳图. M: 低分子量蛋白标准; 

1: 表达产物超声破碎离心后上清; 2: 表达产物超声破碎离心

后沉淀; 3: 未经超声破碎表达产物.

kDa kDa
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1-24 h之间菌液浓度基本在较低水平不变(图3). 
在各监测时间点采样进行菌落培养, 结果显示

当FlaA IgY浓度达到5 mg/mL时, 能完全抑制H. 
pylori的生长, 其在各时间段的采样培养H. pylori
菌落数为0, 对H. pylori的抑制作用能表现在整

个实验过程中, 而其他两个浓度组各时间段培

养物均有若干菌落, 这与菌液A 490检测结果相符

(表3). FlaA IgY的抑菌实验结果表明FlaA IgY具

有较高的抑菌活性, 能明显抑制H. pylori的生长, 
其中5 mg/mL的FlaA IgY在24 h内对H. pylori的
生长具有完全的抑制作用. 

3  讨论

H. py lo r i 的毒力因子主要包括细胞空泡毒素

(vacuolating cytotoxin A, VacA)、细胞毒素相

关蛋白(cytotoxin associated gene A, CagA)、黏

附素、尿素酶、黏液酶、酯酶和凝脂酶、脂

多糖、醇脱氢酶等7种[14]. 虽然所有的H. pylori
都含有VacA基因, 但只有50%的菌株能分泌有

活性的细胞毒素, 只有60%的H. pylori菌株含有

CagA基因[15]. 尽管H. pylori的致病多样性机制尚

未完全清楚, H. pylori的毒力因子也很多, 但H. 
pylori必须首先定植于人胃黏膜才能进一步发挥

作用, 鞭毛在H. pylori的定植和移动中起重要作

用, 并存在于所有H. pylori中, 对豚鼠模型胃黏

膜H. pylori定植情况的研究表明, 鞭毛不仅是H. 
pylori在胃黏膜中的定植因子, 也是毒力因子, 被
认为是H. pylori得以在胃内存在并致病的重要

因素之一[16], 与H. pylori的定植、持续感染、诱

导炎症反应有关[17,18]. FlaA基因序列高度保守, 
与其他细菌鞭毛蛋白无抗原交叉, 具有重要的

致病性和免疫性[19]. IgY与哺乳动物初乳中的抗

体一样, 都是由母体产生, 通过特殊机制从血液

中转运而来, 作为预防和治疗的药物, 卵黄抗体

具有较高的免疫活性, 可直接与相应抗原产生

快速免疫反应, 作为一种天然蛋白, IgY在发挥

作用后即可被机体作为营养物质分解吸收, 不
会残留有害物质, 没有不良作用[20,21]. 目前已有

众多关于抗H. pylori  IgY研究的相关报道. Yang
等[22]对全菌H. pylori免疫蛋鸡制备的特异性IgY
的体外和体内特性研究结果表明, 16 mg/mL的
特异性IgY能彻底地抑制H. pylori的生长, 以小

鼠为模型的体内试验结果表明, 采用200 mg/kg
的IgY口服量可以使得H. pylori的根除率达到

75%, 且能有效地缓解小鼠胃部炎症. Shin等[23]

的研究也证明了采用全菌制备的抗H. pylori IgY
不仅能根除沙鼠胃部H. pylori感染, 还能有效治

疗由H. pylori感染导致的胃部炎症. Suzuki等[24]

用抗HpU IgY对17例H. pylori阳性但未患病志

愿者进行了口服治疗, 经4 wk治疗后, 接受治疗

者的脲酶检测值显著下降, 与抗酸剂联合使用

能有效地缓解因H. pylori感染引发的胃炎. 此外

还有采用重组方法获取H. pylori其他细胞毒力

因子如VacA、中性粒细胞激活蛋白(neutrophil 
activating protein, Nap)等进行蛋鸡免疫制备特

异性IgY[25,26], 其中一定浓度的VacA-IgY被证明

能完全中和H. pylori菌体蛋白的Hela细胞毒活

性[25]. 此外还有将2种H. pylori毒力因子经过分

子生物学手段进行融合表达并以此制备相应的

IgY, 将其灌胃小鼠, 结果表明了该IgY对小鼠的

H. pylori感染具有一定的预防效果[27]. 但后续的

■应用要点
制备的FlaA IgY
能有效的与FlaA
菌毛蛋白结合, 阻
止H. pylori在细胞
表面的黏附和定
植, 且对所有株型
H. pylori 均有作
用, 具有良好的应
用前景.

1          2          4          6         12        24
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图 3 不同浓度FlaA IgY对幽门螺杆菌的抑菌结果.

表 3 不同取样时间H. pylori 处理液培养菌落数 (CFU/mL)

     IgY浓度(mg/mL) 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h

0  >108 >108 >108 >108   >108    >108

0.1 135 175 263 497 1897    32869

1   56   73 164 271   256     269

5     0     0     0     0       0         0

H. pylori : 幽门螺杆菌; IgY: 卵黄免疫球蛋白.
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研究表明, 全菌H. pylori为抗原制备的IgY除了

能特异的识别H. pylori外, 还能与人肠道其他菌

群发生交叉反应, 采用H. pylori特异抗原免疫

蛋鸡能获得特异性更强的H. pylori  IgY[28], 采用

CagA和VacA制备的IgY虽然具备特异性更强的

优点, 但其只能针对CagA+和VacA+型H. pylori . 
H. pylori具有2种鞭毛蛋白, FlaA和FlaB, 其中

以FlaA在H. pylori的黏附与定植中发挥主要作

用[29]. 相较于FlaB, FlaA具有更强的免疫原性和

免疫反应性[17], 此外FlaA保守性高, 对东西方H. 
pylori不同分离株的FlaA特征差异性进行比较

结果显示, 东西方菌株间无明显特征性差异[30]. 
Yan等[31]采用重组的FlaA检测125例H. pylori感
染患者血清中H. pylori抗体, 检出率可达98.04%, 
用重组FlaA制备的兔抗血清对从98例确诊为H. 
pylori感染患者体内分离培养的H. pylori进行检

测, 检出率为100%, 这也证明了FlaA是一种广泛

的H. pylori特异性抗原, 重组FlaA具有良好的免

疫原性. 本研究以重组的菌毛蛋白FlaA为抗原

免疫蛋鸡获取卵黄免疫球蛋白, 经3次免疫后产

生的抗体效价为1∶12800. 该抗体能与FlaA以

及H. pylori全菌发生免疫结合反应, 表明了FlaA
融合蛋白具有较好的免疫原性, 这与Yan等的报

道相符[31]. 为研究重组FlaA IgY的特异性, 检测

其是否与肠道中常见菌群存在交叉反应, 本实

验以肠道中常见的乳酸杆菌、双歧杆菌以及大

肠杆菌为包被抗原, 采用间接ELISA检测FlaA 
IgY是否能与肠胃中常见菌群特别是益生菌群

发生交叉反应. 检测结果显示FlaA IgY特异性好, 
不会与肠道中的益生菌群以及其他常见细菌发

生交叉反应, 这表明当将FlaA IgY用于口服治疗

时影响肠胃菌群生态可能性小.
为验证重组FlaA IgY的体外活性, 本研究将

纯化的FlaA IgY除菌后按高、中、低3种浓度

梯度与H. pylori混匀后培养, 检测在24 h内FlaA 
IgY对H. pylori的抑菌效果. 3种不同浓度的FlaA 
IgY均对H. pylori的生长具有一定的抑制作用, 
在高浓度时能完全抑制H. pylori的生长, 在高剂

量IgY处理组培养至12 h以后出现明显的菌体沉

降现象, 而其余相应处理组无此现象产生. FlaA 
IgY作为一种针对H. pylori鞭毛蛋白的特异性抗

体, 其对H. pylori的抑制作用主要通过与H. pylo-
ri菌毛蛋白发生特异性结合体现, 在体内主要表

现为抑制H. pylori的定植和转移, 但在体外同样

表现出对H. pylori生长的抑制作用, 原因可能是

FlaA IgY特异的与H. pylori鞭毛蛋白结合, 除了

能抑制其游动和定植外, 可能还会改变H. pylori
外周蛋白的疏水性或空间构象, 导致H. pylori之
间发生凝集沉降从而影响H. pylori的生长, 具体

的抑制机制需要进一步的研究. 
本研究结果表明重组FlaA具有较强的免疫

原性, 制备的FlaA IgY除了与重组FlaA结合反应

强烈外, 还与H. pylori全菌特异性结合. 该FlaA 
IgY特异性好, 不会与肠胃中乳酸杆菌和双歧杆

菌以及大肠杆菌发生交叉反应. 当H. pylori浓度

达到5 mg/mL时能完全抑制H. pylori的生长, 为
将来FlaA IgY应用于口服时剂量选择提供了理

论依据.
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Abstract
AIM: To detect the expressions of microRNA-34a 
and Notch1 in hepatocellular carcinoma (HCC) 
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MicroRNA-34a、Notch1在肝细胞癌组织中的表达及临床
意义

于 泳, 李 霄, 周 亮, 窦科峰, 李小磊, 阮 柏, 张卓超, 戴 斌, 汪建林, 杨西胜, 王德盛

®

■背景资料
MicroRNAs是一
类内生的、长度
约为18-25个核苷
酸的小RNA, 具有
多种重要的调节
作用. 每个miRNA
可以有多个靶基
因, 在生物胚胎发
育和肿瘤形成等
生理或病理发展
过程中发挥其重
要作用. Notc信号
系统在多种肿瘤
中异常表达, 他与
肿瘤的发生、发
展过程也密切相
关. 在肝癌中二者
的共同表达和作
用情况尚无报道, 
故此项研究会对
肝癌相关分子机
制的进一步认识
产生积极影响. 

and to explore their relationships with HCC oc-
currence and development and the clinical and 
pathological features of HCC. 

METHODS: Real-time RT-PCR and immunohis-
tochemistry were used to detect the expression 
of microRNA-34a and Notch1 protein in 132 
HCC tissues, matched tumor-adjacent tissues 
and 49 normal liver tissues, respectively. 

RESULTS: The expression of microRNA-34a in 
HCC tissues were significantly lower than that 
in tumor-adjacent tissues (P = 0.003) and nor-
mal liver tissues (P < 0.001). The expression of 
microRNA-34a in HCC tissues with metastasis 
was significantly lower than that in HCC tissues 
without metastasis (P = 0.014). The expression 
of Notch1 was significantly higher in HCC tis-
sues than in tumor-adjacent tissues (P = 0.001) 
and normal liver tissues (P < 0.001). The expres-
sion of Notch1 in HCC tissues with metastasis 
was significantly lower than that in HCC tissues 
without metastasis (P = 0.008). The expression of 
microRNA-34a was negatively correlated with 
that of Notch1 in HCC and tumor-adjacent tis-
sues (r = -0.259, P = 0.003; r = -0.274, P = 0.002). 
The expression of microRNA-34a and Notch1 in 
HCC had no correlation with patient age, gen-
der, liver cirrhosis, tumor site, viral hepatitis, or 
AFP (P > 0.05 for all), but was closely correlated 
with tumor malignancy, tumor size, lymph node 
metastasis, tumor number, infiltration depth, 
and TNM stage (P < 0.05 for all). The 3-year sur-
vival rate in the group with low expression of 
microRNA-34a and high expression of Notch1 
(11.3%) was significantly lower than that in 
the group with high expression of microRNA-
34a and low expression of Notch1 (34.7%)(χ2 = 
38.163, P = 0.011). 

CONCLUSION: The expression of microRNA-
34a is significantly down-regulated in HCC 
tissues, which may reversely regulate its target 
protein Notch1. Detecting the expression of mi-
croRNA-34a and Notch1 in HCC had a potential 
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■研发前沿
M i c r o R N A s 和
Notch信号系统的
表达与多种肿瘤
密 切 相 关 ,  其 中
microRNA10b、-9
3、-122、-224、-
337等在肝癌中均
呈异常表达, 与恶
性肿瘤的生物学
特征及患者生存
周期存在着非常
密切的联系, 直接
影响着疾病的转
归. MicroRNA-34a
和Notch1在恶性胶
质瘤、膀胱癌、
乳腺癌等恶性肿
瘤中均呈低表达, 
与肿瘤的发生、
发展、侵袭、转
移相关

significance for diagnosis, therapy and progno-
sis of HCC.

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

Key Words: Liver neoplasms; Hepatocellular car-
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摘要
目的: 观察microRNA-34a、Notch1在肝细胞
癌(hepatocellular carcinoma, HCC)组织的表达, 
探讨其与HCC发生、发展、临床病理特征的
关系及可能的临床意义. 

方法: 在132例HCC组织及癌旁组织、49例正
常肝脏组织中应用实时荧光定量PCR法检测
microRNA-34a的表达和免疫组织化学染色检
测Notch1表达. 

结果: HCC组织中microRNA-34a表达水平明
显低于癌旁组织(2.57±0.71, P  = 0.003)及正
常肝组织(8.65±0.21, P <0.001), 在转移性癌
组织中microRNA-34a表达水平明显低于非转
移性癌组织(1.34±0.13, P  = 0.014), 差异均有
统计学意义. Notch1的免疫组织化学染色结
果: HCC组织中Notch1表达水平明显高于癌
旁组织(3.12±0.67, P  = 0.001)及正常肝组织
(4.65±0.14, P <0.001), 转移性癌组织高于非转
移性癌组织(2.14±0.37, P  = 0.008), 差异有统
计学意义. MicroRNA-34a与Notch1在HCC及
癌旁组织中均成负相关, 相关系数分别为(r  = 
-0.259, P  = 0.003)、(r  = -0.274, P  = 0.002), 两
者在HCC组织中的表达与患者年龄、性别、

肝功能、肿瘤部位、是否合并肝硬变、是否
伴随肝炎病毒感染及甲胎蛋白(α-fetoprotein, 
αFP或AFP)含量无相关性(P >0.05), 而与肿瘤
恶性程度、肿瘤个数、肿瘤体积、淋巴结转
移、浸润深度、TNM分期密切相关(P <0.05). 
Kaplan-Meier分析显示: microRNA-34a低表
达、N o t c h1高表达组患者术后3年生存率
(11.3%), 明显低于microRNA-34a高表达、

Notch1低表达组(34.7%), 差异具有统计学意
义(χ2 = 38.163, P  = 0.011). 

结论: MicroRNA-34a在HCC组织中较癌旁
和正常肝脏组织明显减低, 其通过逆向调节
靶蛋白Notch1参与肿瘤肿瘤恶性行为; 检测
microRNA-34a及Notch1在HCC组织中的表达
情况, 对HCC的临床诊断、治疗及预后判断
有潜在的重要意义. 

© 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: 该文应用qRT-PCR法和SP法联合检

测了肝癌、癌旁及正常肝脏组织显示肝癌中

microRNA-34a表达减低, Notch1表达增高; 两者

在各组织中均呈负相关. 因此, MicroRNA-34a与

Notch1的此种表达异常可能共同参与了肝癌细胞

的恶性生物学行为, 对临床肝癌的诊疗具有一定

的参考价值. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)简称肝

癌, 恶性程度极高, 是全球发病率和死亡率均很

高的肝脏恶性肿瘤, 病死率在恶性肿瘤中居第2
位[1]. 虽然该病的治疗方法日新月异, 但总体预

后仍然很差[2]. 究其原因, 主要与肝癌的早期诊

断方法及结果敏感性的局限, 肝癌细胞在发展

过程中易发生侵袭转移等相关. 所以目前许多

研究热点关注于肝癌的早期诊断及如何针对其

侵袭转移进行治疗. 
随着对肝癌发生发展分子机制的深入研究[3-5], 

发现microRNAs可以引起靶基因的翻译抑制和直

接降解, 从转录后水平调控各种癌基因和抑癌基

因的表达, 在肿瘤进程中发挥着重要作用. 有研

究表明microRNA-34a与多种肿瘤的发生、发展

密切相关, 如恶性胶质瘤[6]、成神经管细胞瘤[7]、

儿童神经母细胞瘤[8]、前列腺癌[9]、膀胱癌[10]、

结直肠癌[11,12]、骨肉瘤[13]、宫颈癌[14]、绒毛膜 
癌[14]、胰腺癌[15]、非小细胞型肺癌[16]和肝癌[17]. 

Notch信号通路广泛存在于多种组织细胞

中, 影响细胞分化、发育及凋亡, Notch1基因是

Notch家族中4个同源体之一, 与人类肿瘤的发
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■相关报道
在浸润性膀胱癌
细胞系中miR-34a
可与Notch1结合, 
靶向抑制Notch1基
因表达, 从而导致
Notch1信号通路
活化, 异常活化的
Notch1信号通路可
与多个信号通路
相互作用, 影响浸
润性膀胱癌细胞
系的增殖、迁移
等生物学行为.

生、发展相关. 近几年的研究显示其与肿瘤的

发生、发展过程也密切相关. 有研究[18]发现在肝

癌中Notch1受体也呈现高表达, 并参与了肝癌细

胞的侵袭迁移过程, 这说明Notch信号通路在肝

癌的发生、发展过程中也起到了重要的作用. 
研究[19,20]发现在一些肿瘤中, microRNA-

34a可抑制包括Notch1在内的多种基因, 发挥抑

癌作用. 迄今为止, 关于肝癌组织中两者之间的

关系知之甚少. 本研究通过对microRNA-34a与
Notch1在肝癌组织、癌旁正常组织与正常肝组

织中共表达的差异进行检测, 初步探讨了两者

在肝癌中的相互关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 132组HCC组织标本取自2010-01/2010-
12在我院行手术切除的HCC组织及癌旁组织(规
定距癌组织5 cm以上), 49例正常肝组织取自在

此期间行肝脏良性肿瘤手术切除的正常活检肝

组织, 所有标本均分别保存于液氮(50%体积)及
40 g/L甲醛固定(50%体积), 后常规石蜡包埋, 切
片保存. 肝癌患者: 男性70例, 女性62例; 中位年

龄50.3岁, 所有标本均经术后病理证实, 术前均

未接受抗肿瘤治疗. 试验经第四军医大学西京

医院伦理委员会批准, 严格遵照《赫尔辛斯基

宣言》医学伦理道德准则实施, 与所有患者或

家属进行充分沟通并签署试验知情同意书. 肿
瘤长径≤5.0 cm 52例, 直径>5.0 cm 80例. 肿瘤按

TNM分期[2003-01-01, 美国癌症联合会(Ameri-
can Joint Committee on Cancer, AJCC)/国际抗

癌联盟(Union for International Cancer Control, 
UICC), 第6版]:Ⅰ期30例, Ⅱ期19例, Ⅲ期51例, 
Ⅳ期32例. 低分化59例, 中分化44例, 高分化29
例. 伴远处转移68例, 卫星灶69例. 抗人Notch1
单克隆抗体和二抗试剂盒购自Abcam公司. SP
试剂盒和浓缩型D A B试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司. U6内参引物(U6-forward 
5'-CGCTTCGGCAGCACATATACTA-3', U6-re-
verse 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA-3')、
microRNA-34a引物由德国QIAGEN公司合成. 
miRNeasy Mini Kit(50)提取试剂盒、miscript 
Primer Assays引物试剂盒、miscript ⅡRT(50)反
转录试剂盒和miscript SYBR Green PCR kit(200)
定量试剂盒购自QIAGEN公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测: 组织经4%甲醛溶液固

定; 石蜡包埋后按照5 µm厚度常规切片; 切片

经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化; 后进行抗原修

复、封闭内源性过氧化物酶及正常山羊血清封

闭抗原; 依据试剂说明滴加稀释后兔抗人Notch1
单克隆抗体4 ℃冰箱过夜; 湿盒室温复温1 h后滴

加生物素标记二抗, 37 ℃孵育30 min; PBS冲洗

后DAB显色; 苏木紫衬染; 重新脱水透明; 封片; 
显微镜下观察. 
1.2.2 实时荧光定量PCR: MicroRNA-34a提取: 
无菌层流实验室分别取液氮保存的H C C、癌

旁、正常肝组织块约0.3 cm3于研钵中加液氮

充分研磨至极细粉末, 转入1.5 mL离心管, 加入

700 µL QIAzollysisreagent封盖混匀, 室温匀浆

5 min, 加140 µL氯仿震荡15 s后室温静置3 min, 
4 ℃ 12000 g离心15 min, 转上清液至新1.5 mL
离心管, 加525 µL 100%乙醇混匀, 取700 µL混匀

液至过滤柱上管, 室温封盖≥8000 g离心15 s弃
去滤过液并重复此步, 依次加入RWT缓冲液、

RPE缓冲液室温封盖≥8000 g离心15 s均弃去滤

过液, 加RPE缓冲液室温下封盖≥8000 g离心15 
s弃去滤过液, 重复并离心后将过滤柱上管转移

至新的收集管室温封盖≥8000 g离心1 min再次

甩干, 将过滤柱上管转移至新的1.5 mL离心管

加RNase-free water室温封盖≥8000 g离心洗脱

3 min后保留下方滤过液并重复. 反转录: 在冰盒

中依次加入各反转录试剂及指定量的HCC、癌

旁、正常肝样本至各0.2 mL离心管, 完成20 µL
反转录体系并实施. qRT-PCR: 在2套8联管中依

次加入各试剂和引物完成25 µL体系, 室温下封

盖1000 g离心1 min去气泡, 设定IQ5型定量PCR
仪(BIA- RAD公司)程序为: 变性: 95 ℃ 15 min; 
40个循环: 94 ℃ 15 s; 复性: 55 ℃ 30 s; 新链DNA
合成: 70 ℃ 30 s. Notch1的检测步骤同理. 在扩

增待测miRNAs的同时, 我们还扩增了U6-RNA
作为内参对照. 
1.2.3 结果判定标准: (1)免疫组织化学染色: 以
出现淡黄-棕褐色颗粒作为阳性结果, 由2名副高

级职称病理医师进行独立双盲评分. 每张病理

切片随机选取5个10×40倍光学显微镜视野, 将
Notch1的染色范围及染色强度依据以下标准半

定量化, 结果取平均值. 标准如下: A: 染色范围: 
染色阳性细胞数占总细胞数的比率按≤5%、

6%-25%、26%-50%、51%-75%、≥76%分别记

为0、1、2、3、4分; B染色强度: 按照未染色、

淡黄色、棕色、棕褐色分别记为0、1、2、3. 
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■创新盘点
本文拟通过试验
提出在肝癌的中
microRNA-34a呈
现低表达, Notch1
呈现高表达, 他们
可能在肿瘤的发
生、发展过程中
起到了逆向协同
作用. 两者可能成
为肝癌新的分子
标志物.

将染色范围与染色强度计分相乘得出结果: 0分
为阴性, 1-4分为弱阳性, 5-8分为阳性, 9-12分为

强阳性. 不同Notch1表达的HCC组织分成两组: 
0-4分: 低表达组, 5-12分: 高表达组; (2)实时荧光

定量PCR: MicroRNA-34a与U6-RNA表达水平通

过2-∆∆Ct法确定, ∆∆Ct = (CtmiRNA-CtU6RNA)待测样品

-(CtmiRNA-CtU6RNA)对照组. 对照组为相应的癌旁

组织, 并经病理学证实, 实时PCR反应结果为3次
独立实验的校正结果. 
1.2.4 随访: 所有患者术后进行3年定期随访, 开始

时间为接受手术的时间, 截止日期为2013-12-31. 
采用门诊随访及电话随访, 平均1次/3 mo. 规定死

亡患者死亡时间为终止时间. 中途失访7例, 终止

时间为最后一次随访时间, 亦纳入生存分析. 
统计学处理 采用SPSS19.0 统计软件进行

统计学分析, 采用Pearson χ2检验计算microRNA-
34a、Notch1的表达与不同临床病理特征的关

系; 按照试验小组的原始设计及研究目的选取

microRNA-34a低表达、Notch1高表达以及mi-
croRNA-34a高表达、Notch1低表达组为研究对

象, Spearman's相关性分析microRNA-34a与Notch1
的关系; 运用Kaplan-Meier法进行生存分析, Log-
rank检验分析曲线有无统计学差异. 可信区间为

95%, P<0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 microRNA-34a表达情况

2.1.1 microRNA-34a的qRT-PCR表达: microR-
NA-34a与U6-RNA在反应体系中均有效扩增, 依
据CT值间的比较, 通过2-∆∆Ct法分别计算每个被

检HCC组织样品中microRNA-34a相对癌旁组

织及正常肝脏组织的表达变化比率. 对所得到

的每一变化比率取平均值(n  = 132), 用以评估

microRNA-34a在HCC中的变化. 我们发现HCC
组织中转移组的microRNA-34a表达水平低于非

转移组(P  = 0.014), 癌旁组织(P  = 0.003)及正常

肝组织(P <0.001); 非转移组的microRNA-34a表
达水平低于癌旁组织(P  = 0.017)及正常肝组织

(P <0.001), 差异均有统计学意义(图1A). 
2.1.2 microRNA-34a与临床病理指标: microR-
NA-34a在HCC组织中的表达与患者年龄、性

别、肝功能、肿瘤部位、肿瘤体积、是否合并

肝硬变及是否伴随肝炎病毒感染及AFP含量无

统计学意义(P >0.05), 而与肿瘤数量、肿瘤分

化等级、转移情况、静脉侵袭、卫星状损害及

TNM分期有统计学意义(P <0.05), 并且随着HCC
病理分级的增高而减低(P <0.05)(表1). 
2.2 Notch1表达情况

2.2.1 Notch1的qRT-PCR及免疫组织化学染色

结果: qRT-PCR结果显示HCC组织中转移组的

Notch1表达水平高于非转移组(P  = 0.008), 癌旁

组织(P  = 0.001)及正常肝组织(P <0.001), 非转移

组的Notch1表达水平高于癌旁组织(P  = 0.011)及
正常肝组织(P  = 0.006), 差异均有统计学意义(图
1B). 免疫组织化学染色结果显示Notch1阳性染

色主要存在于细胞膜中, 呈棕色、棕黄色颗粒

样, 细胞浆中仅有少量表达. 在132例HCC组织

中, 26例(19.70%)阴性表达(图2A), 34例(25.76%)
弱阳性表达(图2B), 37例(28.02%)中等阳性表

达(图2C), 35例(26.52%)强阳性表达(图2D); 染
色结果低表达者60例(45.45%), 高表达者72例
(54.55%). Notch1在癌旁组织及正常肝组织中, 
35例(26.52%)染色显示为弱阳性, 其余均为阴

性, 且染色结果均为低表达. 
2.2.2 Notch1与临床病理指标: Notch1在HCC组
织中的表达与患者年龄、性别、肝功能、肿
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图 1 MicroRNA-34a、Notch1在肝细胞肝癌、癌旁、正常肝脏组织中的表达. A: MicroRNA-34a在各组织中的表达. 
aP<0.05 vs  非转移组; dP<0.01, cP<0.05 vs  癌旁组织; fP<0.01, hP<0.01 vs  正常肝组织; B: Notch1在各组织中的表达. bP<0.01 vs  

非转移组; aP<0.05, dP<0.01 vs  癌旁组织; fP<0.01, hP<0.01 vs  正常肝组织.
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瘤部位、肿瘤体积、是否合并肝硬变及是否

伴随肝炎病毒感染及A F P含量无统计学意义

(P >0.05), 而与肿瘤数量、肿瘤分化等级、转移

情况、静脉侵袭、卫星状损害及TNM分期有统

计学意义(P <0.05), 并且随着HCC病理分级的增

高而增高(P <0.05)(表2). 
2.3 microRNA-34a与Notch1关系 应用qRT-
PCR、免疫组织化学染色方法检测HCC及癌旁

■应用要点
应用分子生物学
相关技术可靠检
测肝癌中microR-
NA-34a和Notch1
的共同表达情况, 
以后有望可以成
为常规的临床肿
瘤检测手段, 使其
成为早期诊断标
志物、潜在的治
疗靶点及预后预
测因子.
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表 1 MicroRNA-34a在肝细胞癌组织表达与临床病理特征的关系 n (%)

     

临床病理因素   n
         MicroRNA-34a

 P 值    χ2

  低表达   高表达

性别 0.222 1.494

  男性   70 39(55.71) 31(44.29)

  女性   62 41(66.13) 21(33.87)

年龄(岁) 0.398 0.715

  ≤50   60 34(56.67) 26(43.33)

  >50   72 46(63.89) 26(36.11)

肝功能(Child-Pugh分级) 0.422 0.644

  A级   73 41(56.20) 32(43.80)

  B级+C级   59 29(49.15) 30(50.85)

合并肝硬变 0.601 0.274

  是   75 44(58.67) 31(41.33)

  否   57 36(63.16) 21(36.84)

肝炎病毒感染 0.468 0.526

  是   71 41(58.57) 30(41.43)

  否   61 39(63.93) 22(36.07)

肿瘤部位 0.517 0.420

  左肝   63 40(63.49) 23(46.51)

  右肝   69 40(57.97) 29(42.03)

肿瘤数量 0.029 0.864

  单发   84 53(63.10) 31(36.90)

  多发   48 31(64.60) 17(35.40)

肿瘤体积(cm) 0.014 6.009

  ≤5   52 25(48.10) 27(51.90)

  >5   80 54(67.50) 26(32.50)

肿瘤等级(分化) 0.005 7.977

  高分化   29 13(44.83) 16(55.17)

  中或低度分化 103 75(72.80) 28(27.20)

转移 0.039 4.256

  是   68 47(69.12) 21(30.88)

  否   64 33(51.56) 31(48.44)

静脉侵袭 0.002 9.369

  +   70 51(72.86) 19(27.14)

  -   62 29(46.77) 33(53.23)

卫星灶损害 0.010 6.560

  +   69 49(72.01) 20(27.99)

  -   63 31(49.21) 32(50.79)

TNM分期  0.005 8.054

  Ⅰ+Ⅱ   49 22(44.90) 27(54.10)

  Ⅲ+Ⅳ   83 58(69.88) 25(30.12)

AFP(ng/mL) 0.944 0.005

  ≤400   33 21(63.64) 12(36.36)

  >400   99 68(68.69) 40(31.31)

AFP: 甲胎蛋白.
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组织标本中microRNA-34a、Notch1, 如文献报

道我们将Notch1评分值5作为分界值将患者分

成两组, 其中Notch1值低患者26例(19.7%), 较
高患者106例(80.3%). 分析发现microRNA-34a 
与Notch1在HCC及癌旁组织中均成负相关, 相
关系数分别为-0.259(P  = 0.003)、-0.274(P  = 
0.002)(表3, 4). 
2.4 生存分析 入组患者的随访时间1-36 mo, 平
均随访时间17 mo, 中位随访时间10.2 mo. 对
132例肝癌患者的生存资料进行Kaplan-Meier
分析显示: microRNA-34a低表达、Notch1高表

达者3年生存率为11.3%, 平均生存时间为9.7 
mo, 中位生存时间为7.4 mo; microRNA-34a高表

达、Notch1低表达者3年生存率为34.7%, 平均

生存时间为19.4 mo, 中位生存时间为13.7 mo. 
microRNA-34a低表达、Notch1高表达者生存时

间较后者明显降低, 差异具有统计学意义(χ2 = 
38.163, P  = 0.011)(图3). 

3  讨论

HCC是成年人常见恶性肿瘤, 恶性程度高, 极易

转移和复发, 预后一直较差[21], 诊断后存活率常

少于1年. 虽然随着手术(包括同种异体肝脏移植

术)技术的日新月异、现代高清影像技术的普遍

推广[22]和非手术治疗方式的广泛认可与普及, 其
治疗效果已明显改善, 但均未能达到医患双方

预期的疗效. 现临床上多依靠肿瘤分化程度、

TNM分期、是否转移等病理指标进行预后判断

及实施后续治疗. 同时, 以AFP、组织多肽抗原

(tissue polypeptide antigen, TPA)、α-L-岩藻糖苷

酶(α-L-fucosidase, AFU)为代表的肿瘤标志物所

进行的早期诊断亦不能十分准确, 对预后判断

存在局限性[23]. 目前暂未发现满足临床需求的

敏感、特异、简便、易测的HCC标志物. 因此, 
在分子水平寻求HCC的标志物, 以预测患者预

后、指导临床治疗的指标业已成为目前医学科

学研究的热点. 
m R N A基因大多位于染色体某些脆性位

点或杂合子缺失区域, 可以参与细胞的增殖、

分化及凋亡的调节, 与肿瘤、银屑病和糖尿病

等疾病的发生、发展密切相关[24,25], 但具体作

用机制不明. 其中, 作为p53的直接转录靶标, 

■同行评价
本文通过严格的
试验设计、合理
的试验方法、科
学的检测手段, 联
合检测了microR-
NA-34a和Notch1
两种分子, 较之日
常检测某一种肿
瘤相关分子, 获得
了更加丰富的试
验数据, 结论分析
可靠, 理论推理充
分, 具有较好的基
础研究特点, 对临
床开展肿瘤防治
工作可以产生一
定的指导性意义.
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图 2 肝细胞癌组织中Notch1
免疫组织化学染色(×400). A: 

Notch1阴性; B: Notch1弱阳性; C: 

Notch1阳性; D: Notch1强阳性.
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图 3 MicroRNA-34a、Notch1不同表达和生存时间t的关系
(Kaplan-Meier线). 
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microRNA-34a可下调多种细胞周期相关基因[26], 
具有调节细胞周期、抑制细胞生长等作用[13]. 在
人类多种肿瘤中microRNA-34a表达异常, 如胰

腺癌、乳腺癌、非小细胞肺癌中microRNA-34a

表达缺失或低表达, 与肿瘤的发生、发展、侵

袭、转移等生物功能密切相关, 发挥着癌基因

或抑癌基因的作用. Pang等[14]发现非小细胞型

肺癌组织中miR-34家族的高表达降低了肿瘤的

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

表 2 Notch1在132例肝细胞肝癌组织表达与临床病理特征的关系 n (%)

     

临床病理因素    n
Notch1

  P 值    χ2

低表达(0-4分) 高表达(5-12分)

性别 0.210 1.572

  男性   70 33(47.10) 37(52.90)

  女性   62 36(58.10) 26(41.90)

年龄(岁) 0.055 3.682

  ≤50   60 31(51.70) 29(48.30)

  >50   72 49(68.10) 23(31.90)

肝功能(Child-Pugh分级) 0.124 2.370

  A级   73 48(65.80) 25(34.20)

  B级+C级   59 31(52.50) 28(47.50)

合并肝硬变 0.214 1.543

  是   75 39(52.00) 36(48.00)

  否   57 37(62.70) 22(37.30)

肝炎病毒感染 0.748 0.104

  是   71 45(63.40) 26(36.60)

  否   61 37(60.70) 24(39.30)

肿瘤部位 0.899 0.016

  左肝   63 34(54.00) 29(46.00)

  右肝   69 38(55.10) 31(44.90)

肿瘤数量 0.029 0.864

  单发   84 53(63.10) 31(36.90)

  多发   48 31(64.60) 17(35.40)

肿瘤体积(cm) 0.002 9.265

  ≤5   52 36(69.20) 16(30.80)

  >5   80 33(41.25) 47(58.75)

肿瘤等级(分化) 0.000 18.876

  高分化   29 23(79.30)   6(20.70)

  中或低度分化 103 35(34.00) 68(66.00)

转移 0.001 11.565

  是   68 39(57.40) 29(42.60)

  否   64 54(84.40) 10(15.60)

静脉侵袭 0.009 6.894

  +   70 39(55.70) 31(44.30)

  -   62 48(77.40) 14(22.60)

卫星灶损害 0.043 4.111

  +   69 45(65.20) 24(34.80)

  -   63 51(81.00) 12(19.00)

TNM 分期 0.009 6.854

  Ⅰ+Ⅱ    49 25(51.00) 24(49.00)

  Ⅲ+Ⅳ   83 61(73.50) 22(26.50)

AFP (ng/mL) 0.686 0.163

  ≤400   33 19(57.60) 14(42.40)

  >400   99 53(53.50) 46(46.50)

AFP: 甲胎蛋白.
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发生, miR-34基因表达恢复能抑制非小细胞型

肺癌细胞生长. Welch等[8]研究发现microRNA-
34a基因经常在儿童神经母细胞瘤中缺失, 试验

提高microRNA-34a表达能抑制肿瘤细胞增殖, 
同时激活细胞凋亡途径. 我们的试验同样显示

HCC组织中microRNA-34a表达水平明显低于癌

旁组织及正常肝组织, 转移性癌组织低于非转

移性癌组织; 同时其表达与肿瘤数量、肿瘤分

化等级、转移情况、静脉侵袭、卫星状损害及

TNM分期相关, 随着HCC病理分级的增高而减

低, 提示microRNA-34a可能在肝癌的发生、发

展中起到了抑制作用. 
Notch是在进化过程中结构具有高度保守

性的一种生物信号通路, 在诸如正常细胞的分

化、发育、增殖、凋亡、黏附, 及恶性肿瘤细

胞的侵袭、迁移、血管形成、致癌作用等方面

都起着重要的调节作用, 保持细胞增殖、分化

和凋亡之间的动态平衡. 失控的Notch信号与肿

瘤细胞的生长相关, 异常活化Notch信号可促使

正常细胞向恶性转化. Notch信号在多数情况下

作为癌基因促进肿瘤生长, 我们实验室前期的

研究[27]表明高表达的Notch1与HCC进展及患者

预后不良是密切相关的. 已有试验研究[28,29]显示

Notch1通过调节Snail蛋白(snail protein, Snail)、
E-钙黏连蛋白(E-cadherin, EC)、金属蛋白酶

-2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)、MMP-9
和血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF), 进而影响HCC细胞的侵袭和迁移

能力. 同时, 这些试验证据也支持了在HCC细胞

中下调Notch1, 肿瘤细胞的侵袭和迁移能力被

抑制的事实. 我们试验中同样表现出相似结果, 
HCC组织中Notch1表达水平明显高于癌旁组织

及正常肝组织, 转移性癌组织高于非转移性癌

组织. 提示Notch1可能在肝癌的发生、发展中起

到了促进作用. 
但是这两者在肝癌中又是怎样的关系尚

需进一步研究 .  既往研究提示在前列腺癌中

microRNA-34a几乎均为低表达, 同时引起有助

于前列腺癌发展和增殖的Notch1上调. 引入过

表达microRNA-34a可以导致Notch1表达降低, 
同时显著地抑制了前列腺癌细胞系的生长和

自我更新能力[30]. 所以, 在前列腺癌中Notch1是
microRNA-34a的直接靶标, 并且microRNA-34a
表达减低与前列腺癌袭能力是相关的. Ji等[31]对

于胰腺癌的研究表明: microRNA-34a通过直接

调控下游靶标Notch1/2, 参与了胰腺癌干细胞的

自我更新和凋亡, 试验恢复microRNA-34a表达

水平, 有望成为缺失或低表达p53-miR34的胰腺

癌患者新的治疗方法. 为探讨microRNA-34a与
Notch1在肝癌中的关系, 我们分析了所得结果, 
发现microRNA-34a与North1在HCC及癌旁组织

中均成负相关, 生存分析显示microRNA-34a低
表达、Notch1高表达者生存时间较microRNA-
34a高表达、Notch1低表达者明显降低, 与上述

试验结论是非常吻合的. 所以, 我们认为Notch1
可能是microRNA-34a的下游靶标, microRNA-
34a可能通过抑制Notch1的表达来抑制肝癌的发

生和发展过程. 但尚需通过体外实验进一步验

证, Notch1是否直接受microRNA-34a的调控. 
总之, microRNA-34a和Notch1在HCC组织

中表达情况及其与临床病理特征、预后的关系

提示两者可能同时影响着HCC的发生、发展过

程, 并且microRNA-34a与Notch1呈现出负相关

的调控作用. 因此, microRNA-34a、Notch1也可

能成为HCC早期诊断的分子标志物、潜在的治

疗靶点及预后预测因子, 但是关于两者在肝癌

中具体的作用机制尚待进一步研究. 

志谢: 中国人民解放军第四军医大学附属西京

医院肝胆胰脾外科实验室的张福琴老师、李侠

老师及细胞工程研究中心李郁副教授对于本研

究课题和试验小组的技术支持及倾力帮助. 
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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. 



胡铭洋, 彭燕, 四川省泸州医学院附属医院消化内科 四川省
泸州市 646000
作者贡献分布: 本文综述由胡铭洋完成; 彭燕审校. 
通讯作者: 彭燕, 教授, 主任医师, 646000, 四川省泸州市太平街
25号, 泸州医学院附属医院消化内科. 1806857826@qq.com
电话: 0830-3165331
收稿日期: 2014-03-16   修回日期: 2014-04-07
接受日期: 2014-04-20   在线出版日期: 2014-05-18 

Progress in diagnosis 
and treatment of hepatic 
hydrothorax

Ming-Yang Hu, Yan Peng

Ming-Yang Hu, Yan Peng, Department of Gastroenterol-
ogy, the Affiliated Hospital of Luzhou Medical College, 
Luzhou 646000, Sichuan Province, China.
Correspondence to: Yan Peng, Professor, Chief Physician, 
Department of Gastroenterology, the Affiliated Hospital 
of Luzhou Medical College, 25 Taiping Street, Luzhou 
646000, Sichuan Province, China. 1806857826@qq.com
Received: 2014-03-16    Revised: 2014-04-07
Accepted: 2014-04-20    Published online: 2014-05-18 

Abstract
Hepatic hydrothorax is defined as the presence 
of a significant pleural effusion that develops in 
a patient with cirrhosis of the liver who does not 
have an underlying cardiac or pulmonary dis-
ease. Hepatic hydrothorax is not rare in end-stage 
liver diseases. The clinical symptoms are various 
and many patients are misdiagnosed or never di-
agnosed. Approximately 21%-26% of cases of he-
patic hydrothorax are refractory to salt and fluid 
restriction and diuretics and warrant consider-
ation of additional treatment measures. Patients’ 
poor conditions make treatment more difficult 
and unfavorable. This article aims to discuss the 
research progress in hepatic hydrothorax in terms 
of mechanisms, diagnosis and treatment.

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

Hu MY, Peng Y. Progress in diagnosis and treatment 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年5月18日; 22(14): 1953-1958
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

肝性胸水诊治的进展

胡铭洋, 彭 燕

®

■背景资料
肝性胸水(hepatic 
hydrothorax, HH)
常见于临床肝病
晚期, 其发病机制
尚未彻底阐明, 临
床表现多样, 治疗
效果欠理想. 近年
来对HH病因、合
并症的诊断及内
外科治疗方法等
方面有了不少新
进展. 

of hepatic hydrothorax. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2014; 22(14): 1953-1958  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/1953.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i14.1953

摘要
肝性胸水(hepatic hydrothorax, HH)是肝硬化
患者出现的胸腔积液, 并排除心肺疾病引起的
胸水. 常出现于临床肝病晚期, 临床表现多样, 
易发生误诊、漏诊. 大约21%-26%的HH患者
对常规限制水钠摄入及使用利尿剂等治疗措
施有抵抗作用, 需要考虑其他治疗方法. 患者
一般情况差使治疗较为棘手, 预后差. 本文就
HH的发生机制、诊断、治疗的研究进展做一
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: 肝性胸水(hepatic hydrothorax, HH)常

见于临床肝病晚期, 其发病机制尚未彻底阐明, 

临床表现多样, 治疗效果欠理想. 本文就近年来

HH的发生机制、诊断、治疗的研究进展做一综

述, 对临床HH的诊治提供一定帮助.  

胡 铭 洋 ,  彭 燕 .  肝 性 胸 水 诊 治 的 进 展 .  世 界 华 人 消 化 杂

志  2014; 22(14): 1953-1958  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/1953.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i14.1953

0  引言

肝性胸水(hepatic hydrothorax, HH)是肝硬化

患者出现的胸腔积液, 并排除心肺疾病引起的

胸水, 国外报道发生率约为5%-10%, 国内约为

2.1%-30.3%[1-3]. HH一般同时存在大量腹水, 少
量腹水或无腹水的患者亦可发生[4,5]. 由于HH可

合并细菌性胸膜炎或乳糜胸、血胸, 易发生误

诊、漏诊. 由于多数患者有严重的肝功能障碍

及代谢紊乱, 使治疗较为棘手, 预后差. 本文就

HH近年来的研究进展作一综述.  

■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
对HH形成机制、
诊断、治疗有进
一 步 的 了 解 ,  利
于 H H 的 早 期 诊
断, 综合治疗, 延
缓 其 发 展 ,  为 临
床 工 作 服 务 .  目
前对一些新疗法
临 床 应 用 较 少 , 
研究样本量不足.

1  发病机制

肝硬化时肝功能障碍、血流动力学改变、代谢

紊乱等一系列因素打破了胸膜腔内液体的滤过

和吸收平衡, 使液体积聚导致HH的产生. 但具体

的发病机制尚不清楚, 可能与以下因素有关.   
1.1 全身性因素 (1)血流动力学改变: 奇静脉系

统以及肺循环高压使血管渗出增多, 对水分的

重吸收减少; (2)淋巴引流障碍: 肝硬化时肝淋巴

液生成过多, 一方面外溢形成腹水; 另一方面使

胸导管内压增高, 胸膜淋巴管扩张、淋巴液淤

滞、外溢[6]; (3)神经-内分泌紊乱: 肝硬化高排低

阻状态使大量血液瘀滞, 有效循环血量下降, 激
活交感神经系统、肾素-血管紧张素-醛固酮系

统等, 发生水钠潴留[7,8]; (4)低蛋白血症.  
1.2 局部性因素 (1)左右横隔发育不平衡: 在胚胎

学上右侧横膈较易出现发育缺陷, 胶原腱索不

连续或间隙形成, 当腹腔内的压力增加时(如腹

水、咳嗽及用力), 横膈腱索部的胶原束分开形

成缺损, 腹膜通过缺损形成胸腹膜小疱[9]. 另外, 
横膈膜两侧的淋巴网右侧比左侧发达. 肝脏淋

巴流量增加, 主要引起右侧胸膜淋巴管扩张, 淋
巴回流障碍和淋巴液外溢; (2)右肺静脉压力相

对高, 门-肺分流更易引起右肺静脉渗出, 形成胸

腔积液; (3)横膈裂孔: 被多数学者认为是胸腔积

液形成的主要原因. Rubinstein等[10]通过分别向

胸腹腔内注入99mTc硫化胶体, 同时行胸腹腔闪

烁照相发现胸腔内有放射性标志物, 证实了胸

腹腔交通的存在, 且液体在胸腹腔之间的流动

是单向的, 即只能从腹腔到胸腔. Yutaka等[9]向腹

腔内注入染料并用气腹术清晰显示了横膈上的

缺陷.  
Huang等[11]发现所有的横膈缺损都位于横

膈膜的腱性部分, 并按形态学特征将膈膜缺损

分成了4类, 分别是TypeⅠ, 无明显缺损; TypeⅡ, 
隔膜上水泡形成, 呈卵圆形, 直径1-2 cm; TypeⅢ, 
膈膜上破碎的缺损, 常呈条纹状分布, 由破口和

破裂的水泡组成; TypeⅣ, 隔膜多个缺口. TypeⅡ
和TypeⅢ常在临床中发现, 以上4种缺损类型可

同时出现. 膈膜缺损类型与胸腔积液体积间未

发现相关性.  
Lin等[12]根据横膈裂孔的大小将其分为4种

类型, 分别为TypeⅠ: 大裂孔型, 气体和液体可

以通过裂孔自由地穿越; TypeⅡ: 小裂孔型, 液
体可以通过, 但气体无法通过, 裂孔呈单向活瓣, 
腹水随呼吸运动单向进入胸腔; TypeⅢ: 微小裂

孔型, 相对负压的胸内压就可将腹水泵入胸腔

内, 当腹水量少或等于胸腔负压的吸引量时, HH
可不伴有腹水; TypeⅣ: 超微裂孔型, 气体和液体

均无法通过, 但重力作用可以使少量胸水流入

腹腔. 在临床中TypeⅡ、TypeⅢ较为常见.  
1.3 各因素相互影响 全身性因素与局部性因素

相互影响, 共同作用产生了HH, 并使病情进一

步恶化, 步入恶性循环. 而HH以右侧居多也与

上述因素有关, 目前各文献报道的比例较一致: 
Bhattacharya等[13]发现HH患者中右侧胸腔积液

约85%, 左侧胸腔积液约13%, 双侧胸腔积液约

2%. Dinu等[14]发现右侧胸腔积液约79.16%, 左侧

胸腔积液约12.5%, 双侧胸腔积液约8.34%.  

2  诊断

HH的临床表现取决于胸水形成的速度及量、

患者耐受程度等. 可无症状或有呼吸困难、干

咳, 甚至出现低氧血症、呼吸功能衰竭等. 对于

肝硬化并发HH通过临床表现及实验室、影像

学检查等诊断并不困难. 常规的胸腔积液检查

对评价HH性质很重要, 其特点如下: 分叶核细

胞计数<0.25×109/L、蛋白质定量<25 g/L、胸

水与血清中的总蛋白质比值<0.5、乳酸脱氢酶

比值<0.6、白蛋白比值>1.1、胆红素比值<0.6, 
pH>7.4, 胸水葡萄糖与血糖的浓度相近[15,16]. 超
声、CT检查横膈裂孔存在与否常较困难, 可以

通过超声对比增强、放射性核医学扫描或胸腔

镜证明腹膜-胸膜交通而做出最后的诊断[17,18]. 
少见情况可有血性HH、乳糜性HH及自发性细

菌性胸膜炎, 易发生误诊和漏诊.  
马镇江[19]在40例HH患者中发现了4例血性

胸水, 血性胸水的出现提示病情重, 预后差. 其
产生机制主要为肝硬化出血倾向, 横膈小泡破

裂出血, 红细胞从门静脉侧支血管和肝淋巴管

漏出导致. 诊断需要排除肿瘤、结核等因素.  
肝性乳糜性胸水是因肝硬化患者生成的淋巴液

超过一定负荷时使胸膜淋巴管扩张、破裂或淋

巴管通透性异常, 淋巴液外溢所致[20]. 胸液呈乳

白色, 蛋白含量高, 比重大, 乳糜试验阳性等表

现, 可初步考虑诊断乳糜胸; 同时要重视同乳白

色胸液的鉴别, 对黄色或粉红色胸液也应作乳

糜定性试验, 以免误诊, 而苏丹Ⅲ染色是诊断的

金指标[21].  
无论有无腹水, 自发性细菌性胸膜炎均可

发生于H H患者. 国内学者发现其发病率可达

20%-33.6%[22,23]. 而自发性细菌性胸膜炎患者均

有自发性细菌性腹膜炎(spontaneous bacterial 
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■相关报道
HH的形成解剖基
础是膈肌缺陷, 显
示膈肌缺损的技
术如超声对比增
强、放射性核医
学扫描或胸腔镜
等在诊治中得到
应用. 治疗手段也
更着重于介入治
疗如TIPS及外科
治疗如横膈修补
术、肝移植等方
面的研究.

peritonitis, SBP), 且胸水细菌培养结果常为大肠

杆菌, 与SBP的腹水培养结果一致, 说明二者关

系密切, 并提示细菌侵入胸腔的途径可能是在

SBP基础上细菌经横膈膜裂孔或胸-腹腔交通的

淋巴管或产生了菌血症随血流进入了胸腔[22-25]. 
胸水常规提示为渗出液或介于渗-漏之间, 胸水

细菌培养阳性且胸片未提示肺炎征象及邻近脏

器的感染则可确立诊断.  

3  治疗

HH的治疗是一个极具挑战的临床问题, 因为它

是末期肝病的并发症, 大多数病例的结果不尽

人意. 虽然目前的治疗方法很多, 但尚无一理想, 
更多的时候是综合运用.  
3.1 内科治疗

3.1.1 一般治疗: 改善肝脏功能和调整营养是其

他一切治疗的基础, 其内容包括(1)卧床休息; (2)
限制水、钠的摄入. 钠摄入量限制在2 g/d以内, 
有稀释性低钠血症者摄入水量在500-1000 mL/d. 
但过度、长期限钠对肝硬化腹水消退并无帮

助, 快速纠正低钠血症可能更有害, 易增加各种

并发症的发生率[26]; (3)营养支持. 80%-100%的

肝硬化患者均存在不同程度的营养不良, 而且

80%为蛋白质和/或能量不足[27]. 2000年欧洲营

养协会达成共识[28]: 大多数患者可以耐受正常

甚至更高的蛋白质摄入, 而不产生肝性脑病; 有
必要晚上加餐; 对重症营养不良患者, 应考虑补

充氨基酸; 肝性脑病者, 可以考虑以支链氨基酸

作为氮源. 营养支持的方法尽量采用口服, 不能

口服者置鼻肠管行肠内营养支持, 不能耐受者

可采用肠外营养[29]; (4)使用利尿剂, 主要使用

螺内酯和呋塞米, 目前主张两者联用, 可起协同

作用, 并减少电解质紊乱的发生率. 螺内酯和呋

塞米的开始剂量各为100和40 mg/d(剂量比为10
∶4), 若效果不明显可逐渐加量至400和160 mg/
d[2]; (5)强调原发病的治疗, 保肝、着重改善肝功

能等. 乙型病毒性肝炎后肝硬化所致HH, 只要

HBV DNA阳性．应尽早进行抗病毒治疗. 2007
年美国肝病研究协会(American Association for 
the Study of Liver Diseases, AASLD)关于《慢性

乙型肝炎的临床实践指南》[30]及2008年新版的

《亚太肝病学会慢性乙型肝炎管理指南》[31]均

提出将核苷(酸)类似物作为失代偿期肝硬化患

者抗病毒治疗的首选, 酒精性肝硬化、自身免

疫性肝硬化及血吸虫性肝硬化等进行相应的对

因治疗. 护肝治疗可酌情选用改善微循环及抗

氧化剂, 如N-乙酰-L-半胱氨酸(NAC)和还原型

谷胱甘肽等. 通过以上治疗, 很多患者的胸水明

显减少或消失, 但往往随着肝脏原发病的恶化

而复发. 各种文献报道的临床上运用一般方法

治疗HH的有效率约为71%-88%[32-35].  
3.1.2 胸腔穿刺或胸导管置入放液: 对一般治疗

无效, 胸水量大, 影响呼吸循环功能的患者, 可
考虑胸腔穿刺或胸导管置入放液来缓解症状. 
该方法简单易行, 费用低, 痛苦小, 能迅速缓解

患者呼吸困难症状. Mercky等[36]运用隧道式胸

腔引流管置入治疗难治性HH患者, 治疗后6 mo
未再出现胸水. Goto等[37]用胸导管引流胸水后经

导管处注入OK-432(溶链菌制剂)行胸膜固定黏

合术, 术后1 mo胸水完全消失. 国内学者运用中

心静脉导管留置胸腔持续引流, 待胸水完全排

净后联合注入高渗葡萄糖溶液[34]或白介素-2[38]

的方法治疗HH患者, 发现较常规胸腔穿刺抽胸

水治疗更为有效, 且胸水消退的天数、穿刺费

用和住院天数均明显缩短(P <0.05). 不过以上方

法都不同程度出现了堵管、发热、微胸痛、一

过性肾功能恶化等不良反应, 经对症支持治疗

后均缓解.  
频繁放胸水打破了胸腹腔压力平衡不利于

膈肌缺损处愈合, 还可引起胸腔细菌感染. 而大

量含蛋白质及电解质液体的丢失可使患者一般

情况恶化甚至诱发肝性脑病, 故放胸水有时被

认为是一种禁忌症, 形成了一个两难的境地. 多
数学者并不推荐常规使用, 除非大量胸水影响

呼吸.  
3.1.3 经颈静脉门体分流术(transjugular intrahe-
patic portosystemic shunt, TIPS): 是在肝内门静

脉和肝静脉间建立分流道以降低门静脉压力, 
自1994年首次用于治疗HH以来, 现已广泛地用

于其他方法治疗无效的HH. 与外科的门体静脉

分流比较, TIPS创伤小且手术病死率较低. 文献

[39,40]报道对超过150例的HH患者行TIPS后的

结果分析发现, 68%-82%的患者临床症状缓解, 
57%-71%的患者HH完全缓解. 且TIPS能改善肾

功能和门脉血管对移植物的血供, 明显提高了

肝移植物及患者的存活率, 为等待肝移植起到

桥梁作用, 这可能支持将TIPS运用在肝移植的

候选人身上[41].  
在广泛接受聚四氟乙烯覆盖支架前, 狭窄和

闭塞是TIPS常见的并发症. 最常见的狭窄部位

在肝静脉端, 其发生率为18%-78%[42]. 带膜支架

的应用使分流道血流与肝组织隔离, 通过阻止
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■创新盘点
本文对HH的形成
机制进行了较为
全面的阐述, 对诊
断、治疗的最新
进展有较为系统
的总结和介绍.

胆汁向分流道漏出或肝组织向分流道内部生长, 
有效降低分流道阻塞的发生率. 患者若怀疑阻

塞需要行TIPS静脉造影, 如果以前用的金属裸

支架, 置入一个覆盖支架可能改善长期分流通

畅[43]. TIPS的另一缺点是增加肝性脑病的发生率

以及对肝功能的不良影响, 接受TIPS的患者中

约30%出现肝性脑病, 临床上肝性脑病常在TIPS
术后的2-3 wk出现[44]. 因此, 经TIPS治疗HH需权

衡利弊.  
3.2 外科治疗

3.2.1 横膈裂孔修补术: 横膈裂孔被认为是HH形

成的主要解剖学原因, 但单独应用修补术成功

的报道较少, 常与持续性气道正压通气(continu-
ous positive airway pressure, CPAP), 胸膜固定黏

连术等联合, 一般在胸腔镜下进行. 按形态学分

类的横膈缺损TypeⅡ和TypeⅢ可采取一期缝合, 
而对于TypeⅣ缺损, 仅仅用一期缝合或重复胸膜

固定术可能并没多大好处, 网、组织胶或皮瓣认

为可阻止从隔膜缺损处的持续渗漏. Yutaka等[9]运

用气腹技术联合腹腔内注入吲哚菁绿(indocya-
nine green, ICG)将横膈水泡染成了绿色, 清晰

地显示出不同的修补范围, 缝合缺损后缝线处

由喷洒了纤维蛋白的聚乙二醇酸片加强, 术后

CPAP来阻止扩张性肺水肿和控制胸腔积液, 取
得了较好的治疗效果. Mutter等[45]通过微创的胸

腔镜检查将肝膈膜区用心脏修补网状织物黏附

起来, 成功治疗了4例腹膜透析引起的胸水患者, 
可以为我们治疗HH提供借鉴.  
3.2.2 化学胸膜固定术: 是用人工方法将化学性

胸膜刺激剂导入胸膜腔, 诱发无菌性炎症．以

产生胸膜黏连. 现应用较成功的有滑石粉及四

环素, 趋向在胸腔镜下吸尽胸水后进行. 胸腔镜

可在局麻下进行, 因此它成本低, 风险小并能

广泛运用. Lin等[12]在胸腔镜下喷洒无菌性滑石

粉治疗26例HH患者成功率为92%, 完全应答率

58%, 部分应答率33%, 无应答率8%, 但此法可

引起部分HH患者转氨酶升高, 故需小心检查肝

功能. 化学胸膜固定术的副作用还包括胸痛、

发热等, 一般无特殊处理. 有学者报道化学胸膜

固定术联合CPAP可能更为有效, 因为既可以形

成一个胸内压正压梯度以阻止腹水流入胸腔, 
又可为脏壁胸膜彼此黏连提供时间[36].  
3.2.3 胸膜静脉分流术: 是从胸膜腔分流到锁骨

下静脉或颈静脉治疗非恶性胸水的方法. 该分

流有效, 创伤小但有局限性, 且合并有胸水感染

是禁忌症.  
3.2.4 腹膜静脉分流术: 通过置入腹膜静脉分流

管, 将腹水直接引流人静脉系统.  这是一种不改

变门静脉压而可减少腹水形成的方法, 但不能

完全阻止胸水形成, 只适于血管结构异常而不

宜行TIPS的患者, 对单纯性HH患者无效. 加之

操作并发症多, 又不能提高生存率, 限制了其的

应用.  
3.2.5 肝移植: HH常发生于肝病的晚期, 上述方

法只能暂时缓解症状, 提高生活质量, 最终治疗

仍为肝移植. Xiol等[46]报道接受肝移植的28例
HH患者, 术后1 mo有9例尚有胸水; 3 mo后仅

有l例有胸水, 且与心功能衰竭有关; 1年生存率

82%, 5年生存率70%. 针对目前全世界肝脏移植

的瓶颈问题-供肝匮乏, 各学者对新的肝移植方

式进行了探索. 李宏为等[47]建立了体外供肝劈离

技术和综合防治活体肝移植SFSS的关键技术, 
至今共完成4对8例, 手术成功率100%, 其中6例
获6年以上长期存活. Sun等[48]实施了世界上首例

原本拟摒弃的带血管瘤的左半肝成人间边缘供

肝肝移植, 术后半年供者和受者均顺利恢复并

重返工作岗位, 供肝体积明显增大, 但血管瘤体

积无明显改变. Lu等[49]切取供者肝左动脉和肝

右动脉共干, 使之成形为宽阔的“喇叭口”, 与
受者肝动脉吻合, 重建供者剩余肝脏肝动脉, 这
样既能保证供者安全, 又相对扩大了供肝来源. 
目前我国肝移植总例数已超过2万例, 经典原位

肝移植、背驮式肝移植、减体积肝移植、劈裂

式肝移植等多种肝移植术式的发展使患者术后

生存率获得了大幅度提高[50].  
3.3 中医治疗 所有的胸腔积液, 在中医中都归之

为“悬饮”范畴.  HH常与“鼓胀”同时发病, 
根据其特征可以参照“悬饮”、“鼓胀”、

“积聚”、“黄疸”等病进行辨治, 其病机主

要是肝脾肾三脏受病, 气血水瘀积胸腹而成, 故
多数学者采用益气健脾、活血利水等治法进行

选药组方.  陈兰玲等[51]采用益气活血消臌汤合

葶苈大枣泻肺汤治疗HH40例(总有效率82.50%), 
并与西医常规治疗40例比较(总有效率65.00%), 
两组显有效率及总有效率差异有统计学意义

(P <0.05). 邹同[32]对120例HH患者随机分为对照

组运用常规治疗方式进行治疗, 和观察组在常

规治疗方式上给予患者四妙回春汤, 观察组的

总有效率为95%, 较对照组85%相比差异具有显

著性(P <0.05).  
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4  结论

目前, HH的发病机制尚未彻底阐明. 临床表现的

多样性和不典型性易发生误诊、漏诊. 治疗方

法虽多, 但没有一种是完全而有效的, 且患者身

体状况差、部分治疗方法也常导致并发症而限

制了其的使用. HH的预后取决于病情轻重、肝

硬化失代偿的严重程度及是否合并其他并发症

等, 故需及早诊断, 综合治疗, 延缓其发展.  
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Abstract 
Hepatocellular carcinoma (HCC) has a high in-
cidence worldwide, with a low diagnostic rate 
in the early period and therefore a high death 
rate. Causes for some cases of liver cancer are not 
completely clear. The finding that the rate of liver 
cancer in male A/Jr mice is significantly higher 
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 文献综述 REVIEW

肝螺杆菌感染与原发性肝癌相关性的研究进展

蒋 旗, 黄衍强, 黄赞松

®

■背景资料
原发性肝癌(hepa-
tocellular carcinoma, 
HCC)部分病因尚
不十分明确, 肝螺
杆菌(Helicobacter 
hepaticus , Hh )感
染动物模型导致
动物HCC的发病
率增高, 同时HCC
患者的肝脏、胆
汁、胆囊组织发
现Hh  DNA, 提示
Hh 可能参与HCC
的发病, 因此, 对
Hh 感染与HCC的
相关性研究成为
热点. 

makes researchers realize that Helicobacter hepati-
cus may cause HCC in human beings. To get a 
new perspective for exploring causes of liver can-
cer, this paper introduces the biological nature of 
and detecting methods for Helicobacter hepaticus, 
as well as the relationship between Helicobacter 
hepaticus infection and HCC. Helicobacter hepati-
cus infection may play an important role in some 
HCC cases. 

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

Key Words: Helicobacter hepaticus ; Hepatocellular 
carcinoma; Relationship
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摘要 
原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)全
球发病率高, 早期诊断率低, 死亡率高, 部分肝
癌患者的病因仍不十分明确, 随着A/Jr小鼠感
染肝螺杆菌(Helicobacter hepaticus , Hh )后致
雄性小鼠肝癌发生率明显升高现象的发现, 人
们开始思考是否存在肝螺杆菌感染人群致人
类肝癌的发生率升高, 为肝癌的病因提供一个
新的视野, 本文简述了Hh 生物特性、检测方
法、与肝癌的相关性及致病机制, 研究表明肝
螺杆菌可能在部分原发性肝癌中充当着十分
重要的角色.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝螺杆菌; 原发性肝癌; 相关性

核心提示: 肝螺杆菌(Helicobacter hepaticus, Hh )
无论在动物实验或人类研究都可能参与原发性

肝癌的发病过程, 其可能机制是: (1)Hh 自身及其

代谢产物的影响; (2)Hh感染继发炎症过程中释放

多种细胞因子、一氧化氮和自由基等多因素协

同作用. 
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■研发前沿
肝螺杆菌的检测
方 法 ,  如 何 提 高
肝螺杆菌检测的
特 异 性 ,  还 有 肝
螺杆菌致肝癌的
可能的作用机制, 
目前最主要的难
点是肝螺杆菌的
体外培养技术.
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0  引言 

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)在
全球范围内是一种常见导致死亡的恶性肿瘤, 
在一些地区占癌症相关的死因的首位[1], 我国

为HCC的高发区, 死亡率在消化系肿瘤中排名

第2位, 城市中仅次于肺癌, 农村仅次于胃癌[2-4], 
遗传和环境因素与HCC的发生密切相关, 在美

国, 乙型肝炎、丙型肝炎、酒精导致的肝硬化

为HCC发生主要病因; 我国病毒性肝炎和肝硬

化、黄曲霉素及饮用水污染为主要病因, 但是

仍有多达30%危险因素是不清楚的[5]. 自从1983
年Marshall和Warren从慢性胃炎患者胃黏膜中

培养出一种弯曲的细菌, 于1989年这种弯曲菌

被证实命名为幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )[6]. 越来越多的螺杆菌株被鉴定, 目前

至少有30种以上从哺乳动物及鸟类胃肠道或肝

脏分离出来, 被分为胃螺杆菌和肠肝螺杆菌[7], 
他们能致人或动物肝、胆、肠疾病. 肝螺杆菌

(Helicobacter hepaticus , Hh )定植于小鼠下消化

系, 包括盲肠、结肠及肝胆系统, 可引起所系小

鼠: A/Jcr、C3H/HeNcr、SJL/Ncr发生活动性肝

炎, 并可引起敏感小鼠肝癌的发生[8-10]. 1994年
国际癌症研究中心(International Agency for Re-
search on Cancer, IARC)将H. pylori列为I类致癌

因子[11], Hh与H. pylori具有许多相同的特性, 对
宿主持续性感染, 导致慢性炎症, 同时慢性炎症

均可导致癌症的发生[12]. 近年来的研究发现Hh感
染可能与肝癌的发生有一定的相关性[13], 使人们

联想是否也存在Hh -肝炎-肝癌模式, 许多研究证

实HCC患者能检测到螺杆菌DNA[14-16], 尤其是Hh  
DNA在原发性硬化性胆管炎、原发性胆汁性肝

硬化患者的肝脏、胆汁、胆囊组织中发现[17]. 因
此对Hh与HCC的相关关系的研究是十分必要, 
将对肝癌的病因研究提供新的视野.  

1  Hh 生物特性 

Hh为革兰阴性菌, 在暗视-相差显微镜下, 细菌

弯曲呈螺旋状, 具有动力, 长1.5-5.0 µm, 宽约

0.2-0.3 µm, 电镜下表现为表面光滑, 胞浆周围无

纤维, 典型表现为菌体两端各含一条带鞘的鞭

毛, Hh为微需氧菌, 对营养培养条件要求高, 一
般在哥伦比亚培养基或布氏肉汤培养基上能良

好生长, 生长较缓慢, 需要3-7 d, 可见1-2 mm针

尖样透明菌落, 无明显溶血, 为防杂菌生长, 培
养基中常需加入万古霉素、多黏菌素B、两性

霉素等, 与H. pylori一样能产生尿素酶、过氧化

氢酶、氧化酶, 但不同H. pylori是能将氮化物

还原成硝酸盐及和水解吲哚酸盐, 对甲硝唑敏

感, 对头孢及萘啶酸耐药. Suerbaum等[18]对Hh  
ATCC51449进行全基因测序发现, Hh是一个含

有1799146(G+C所占比例为35.9%)环状染色体, 
比H. pylori  26695和J99稍大[19](1.64和1.67 Mbp), 
预测能编码1875个蛋白, 缺乏一些H. pylori熟知

的毒力因子, 如黏附素、 VacA、和cag致病岛, 
但具有与空肠弯曲菌相似的黏附蛋白1(periplas-
mic solute-binding protein 1, PEB1)及细胞致死

膨胀毒素, 同时具有一个71 kb肝螺杆菌基因岛

1(Hh  genomic island 1, HHGI1 )能编码 IV分泌系

统的基本组件和其他毒力蛋白.  

2  Hh 的检测手段 

作为金标准的细菌培养, 目前虽然通过各种努

力和方法却未能从人肝脏组织中培养出Hh , 人
们推测Hh在肝脏中生长使之丧失了在人工培养

基成活的能力或许是Hh一过性菌血症未能在肝

脏组织中存留, 给Hh在肝脏疾病的诊断中带来

了困难. 目前对Hh主要的诊断方法为特异性16S 
rRNA PCR技术, rRNA是所有细菌进化最保守的

遗传物质, 被称之为细菌的“分子化石”, 对细

菌rRNA序列进行比较是鉴别细菌种系最有价值

的方法[20], 但Fox等[21]报道从感染Hh的小鼠培养

阳性仅有11.5%, 而使用PCR测定却有66.6%. 同
时许多研究表明肝脏组织中H. pylori  16S rRNA
阳性, 但H. pylori血清学检测阴性[22], 所以16S 
rRNA PCR的可信度大大减低了. 目前免疫血

清学抗体检测广泛的运用于病毒性肝炎的诊

断中, 但抗-Hh抗体存在低的特异性, 一些实验

证实螺杆菌属可能存在一些相同的抗原[23], 这
样就可能出现血清学交叉反应, 使可信度下降, 
Ananieva等[24]使用H. pylori抗体去除其他可能引

起抗Hh抗体产生交叉反应的抗原, 提高特异性; 
Shimoyama等[25]使用Western blot方法证实Hh可
引起人类胆道及胰腺疾病; Murakami等[26]使用

特异性单克隆II-Hh -51抗体检测肝脏组织中Hh
感染情况; 我国高正琴等[27]以毒力基因f laB、

ureA、cdtB和cdtC作为靶基因, 建立Hh的多重

PCR检测方法, 为Hh流行病学调查提供了有利

的科学工具.  
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3  Hh 感染与HCC相关性研究 

3.1 动物研究 动物实验研究对理解人类疾病提

供一个坚实的基础, 螺杆菌属能感染几乎所有

的脊椎动物, 包括人类. 不同的螺杆菌寄生在不

同的部位, 包括胆总管、胆囊、肝内胆管和肝

脏[28]. 1992年, 美国国家癌症研究所的Frederick
癌症研究和发展中心, 在小鼠体内发现一种新

型的慢性活动性肝炎, 同时肝癌的发生率明显

升高, 这种疾病不能用目前已知的致病源所解

释, 一般认为小鼠肝脏肿瘤多为化学致癌物质所

诱发, 所以起初人们主要集中在化学物质的研

究, 经过排除所有可能致癌物质后通过病理组

织学检测发现100%♂小鼠患有活动性肝炎[8,29], 
同时这种肝炎可以通过接种患病小鼠的肝脏组

织匀浆而被传染, 最后通过特殊的银染方法发

现一种大小、形态如同螺杆菌的病原体存在动

物的肠道和肝脏组织, 并通过生化检测、DNA
测序、及电镜观察, 证实与H. pylori相关的新的

螺杆菌属, 1994年他被命名为Hh [8,29], 从而打开

了研究Hh的序幕. Hh也能引起其他鼠类慢性活

动性肝炎和肝肿瘤, 如C3H/HeNCr、SJL/NCr、
Balb/c AnNCr和SCID/NCr. 根据Koch法则, 成功

的复制出Hh感染A/Jr小鼠导致慢性活动性肝炎

同时显著地增加肝肿瘤的发生的动物模型, 实
验表明肝脏最早的组织形态学损伤是在2-6 mo, 
表现为肝局灶性坏死和亚急性非化脓性炎症, 
到6-10 mo, 慢性损伤加重, 包括卵圆细胞增殖、

淋巴细胞浸润、胆道炎、肝脏增大[21], 尽管没有

观察到肝癌的发生[21]. 但是, 另一个实验中, 有
一只雌性瑞士韦斯特小鼠演变为肝癌[30]; Rogers
等[31]研究感染Hh啮齿动物癌前病变的病理机制

时发现, 除了雄性易感外, 感染Hh时的年龄也是

疾病发生的一个关键因素; Alexis García等[32]使

用 13只A/J 和C57BL/6 杂交小鼠F1实验发现, 其
中三只雄性小鼠感染Hh  18 mo患上了肝癌. 我
国高正琴等[33]在2008-01, 对CBL57/6小鼠进行

细菌学培养、血清学试验、多重PCR检测、病

理组织学检查等方法进行鉴别, 并对细菌的分

子生物学特征进行分析, 成功分离出一种能产

生多种毒素的细菌, 经鉴别为Hh (HHm0801), 这
是中国首次从小鼠中分离出的Hh , 为进一步研

究该菌及展开流行病学调查提供了坚实的基础; 
丁聪等[34]调查了上海及周边地区实验大小鼠螺

杆菌携带情况, 结果表明平均35.8%小鼠Hh  16S 
rRNA PCR阳性.  
3.2 人类研究 螺杆菌与人类肝脏疾病存在多发

方面的联系已经进行评估, 尤其是H. pylori , 临
床研究关注幽门螺杆在肝性脑病的作用, 是导

致肝性脑病的发生或是加重肝性脑病, 对螺杆

菌属在肝胆疾病的作用同样感兴趣, Hh感染A/Jr
小鼠雄性鼠易发生肝癌与人类HCC男性高发相

吻合, 是否同样存在螺杆菌感染致肝癌或促进

肝癌发生同样值得关注. Al-Soud等[35]通过回顾

性分析肝肠螺杆菌株DNA在HCC及胆管癌癌

组织及癌旁组织的表达, 其中HCC12例, 胆管癌

13例, 患者来源于低乙型肝炎、丙型肝炎患病

率和低肝癌发病率地区, 同时选取24例肝脏良

性病变作为对照, 通过使用螺杆菌基因特异性

PCR, 及使用PCR方法分析其他肠杆菌、拟杆

菌属、乳酸杆菌属、肠球菌属, 如果特异性螺

杆菌PCR阳性患者再通过变性梯度凝胶电泳及

DNA测序, 结果表明, HCC有7例(58%)、胆管癌

有8例(63%)螺杆菌基因特异性PCR阳性, 而对照

组3例阳性(12.5%), 两组相比P <0.01, 同时其他

肠道细菌仅有1例在HCC组、1例在对照组(4%), 
通过使用变性梯度凝胶电泳及D N A测序发现

PCR产物, 与螺杆菌相似率达90%, 实验表明螺

杆菌属与肝脏致癌作用有关, 而非其他常见的

肠道细菌; Pandey等[36]用MATE分析评价螺杆菌

属是否可能增加肝胆癌症的风险, 从PubMed、
斯高帕斯、及谷歌数据库收集了15篇关于螺杆

菌属和肝胆癌症的综述, 5篇是单一群体组研究, 
10篇是病例对照研究, 病例对照组累积病例达

205例, 其中115例(56%)螺杆菌是阳性, 而单组病

例达263例, 其中仅有53例(20%)螺杆菌是阳性, 
结果表明病例对照组螺杆菌阳性明显高于单一

群体组研究, 累计优势比8.72(95%CI: 4.78-15.91, 
Z = 7.07, P <0.00001). 这有足够的依据表明螺杆

菌属在肝胆致癌过程中充当了一个积极的角色; 
我国黄燕等[37]对38例肝癌组织、15例肝硬化、

12例慢性肝炎、15例肝良性肿瘤采用聚合酶链

反应(PCR)扩增螺杆菌16S rRNA检测螺杆菌, 扩
增产物经Southern杂交证实, 结果: 52.6%(20/38)
的肝癌组织中发现螺杆菌存在, 而非肝癌组无

一例阳性(P <0.01). 提示螺杆菌与肝癌可能存

在一定的联系; 林英豪等[38]对47例原发性肝细

胞癌及24例结肠直肠癌肝转移患者胆汁使用

PCR及DNA测序进行螺杆菌属及Hh特异性16S 
rRNA检测, 同时使用酶联免疫吸附法检测胆汁

中Hh抗体, 结果发现12例(占25.5%)原发性肝细

胞癌患者胆汁中检测Hh特异性16S rRNA, 15例
(占31.9%)患者胆汁中检测出Hh抗体, 而对照组
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■创新盘点
目前HCC病因的
研究主要集中病
毒感染, 细菌感染
病因研究不多, 特
别是Hh 与HCC的
研究比较少.

只有1例(占4.2%)检测出Hh特异性16S rRNA, 其
中3(占12.5%)例患者胆汁中检测出Hh抗体, 提
示Hh可能参与HCC的发病机制. 同时吉林大学

附属医院的学者对50例HCC患者进行Hh血清抗

体学检测, 结果发现50%的患者血清学抗体阳

性, 而肝脏良性肿瘤组为仅7.7%, 正常肝组织为

6.3%(P <0.001)具有统计学意义; 同时对25例Hh
血清抗体阳性患者行Hh  16S rRNA检测, 发现9
例阳性(占36%); 这9例患者中有4例表达Hh  cdtB
基因, 而肝良性肿瘤及正常肝组织中未发现表

达[39]. 

4  Hh 进入肝脏的途径 

Hh通过口-口传播, 使Hh通过胃、十二指肠、

胆总管、肝总管、肝内胆管到达肝脏成为可

能, Hh通过这条途径必须与胆汁接触, 胆汁由胆

盐、胆固醇、胆色素及无机盐等组成, 其中胆

汁酸具有两种不同的形式: 结合型胆汁酸和非

结合型胆汁酸, 使得他具有不同抗菌效价, 其中

非结合型胆汁酸抗菌能力更强, Okoli等[40]通过

体外实验证实Hh上调分子伴侣GrpE和GroEL对
抗胆汁酸对细胞蛋白和细胞膜的损害及在胆汁

作用下可以通过上调flaAB、galU和pldA基因利

于细菌的定值, 同时通过改变能量代谢等适应胆

汁环境而存活, 证实Hh能在胆汁中生存提供了

依据, 由此推测Hh可能通过胆管逆流进入肝脏; 
我国学者陈东风等[41]在人胆囊炎患者的胆囊中

检测出螺杆菌属, 为这一途径提供有利的证据, 
同时一些实验表明螺杆菌属能产生菌血症[42,43], 
通过肝静脉进入肝脏. 

5  Hh 致肝癌的可能机制 

Hh致肝癌的确切机制尚未明了, 现有研究资料

认为Hh在肿瘤中的作用机制包括: (1)Hh自身及

其代谢产物的影响; (2)Hh感染继发炎症过程中

释放多种细胞因子、一氧化氮和自由基等多因

素协同作用[44]. 同时许多研究表明慢性感染或其

他一些肝脏损害在肿瘤的发生机制和途径是多

样性[45], 目前认为, 癌基因与抑癌基因在肝癌的

发生中起到重要的作用[46]. Hh可能通过以下参

与肝癌的发生: (1)Hh感染AJr及C57BL6两种不

同的鼠系, 表现出不同的病理特点, 与C57BL6小
鼠相比在AJr小鼠的肠道菌群较少, 同时表现较

轻的肠道反应, 而且主要定值在AJr小鼠的肝脏

中, 导致慢性活动性肝炎或肝癌, 表明Hh导致肝

癌可能与宿主易感因素[47]及调控转录的IKBKJ

基因、促炎基因Ccl5、Cd44上调、主要组织相

容性复合体基因增加F1小鼠对Hh的易感性有关
[34]; (2)Hh表达热休克蛋白70, 从而导致自身免

疫性肝炎的发生[48], 从而诱导肝癌中表皮生长

因子, 转化生长因子, 细胞周期蛋白cyclinD1原
癌基因高表达, 而细胞周期蛋白cyclinD1研究表

明参与肿瘤的发生、发展, 被认为是 一种原癌

基因, 在进展期肝癌中cyclinD1扩增及高表达, 
表明可能参与肝癌的发生[49]; (3)Hh还可以诱导

Th1型免疫反应, 提高血清IgG2a水平, 并在体外

刺激动物脾单核细胞增多, 这也可能与肝癌的

发生有关[50]; (4)Fox等[51]研究Hh引起AJr小鼠慢

性增殖性肝炎的同时, 采用5-溴脱氧核苷渗入法

进行研究, 结果发现实验小鼠肝细胞的增殖指

数明显高于对照组, 尤其是雄性小鼠, Nyska等[52]

采用增殖细胞核抗原免疫组化染色法及TUNEL
法对感染Hh B6C3F1肝动力学改变研究, 感染Hh
并导致肝炎的小鼠细胞增殖率及凋亡率高于对

照组, Hh可能通过破坏肝细增殖及凋亡的平衡

而导致肝癌的发生; (5)Hh能分泌细胞致死膨胀

毒素cdt, 包括3个亚型cdtA、cdtB、cdtC[53], 同时

cdtB被证实具有脱氧核糖核酸酶1活性, cdt影响

细胞周期[54], 从而可能促发肿瘤的形成, 还有虽

然Hh不同H. pylori缺乏cag致病岛, 但具有一个

71 kb基因区(HHGI1)能编码Ⅳ分泌系统的基本

组件和其他毒力蛋白[18], 可能直接致细胞损害而

促进肝脏肿瘤的形成. 

6  结论

Hh感染也许对肝癌的发生、发展有重要的作用. 
Hh可能通过不同的作用机制导致或促进HCC的
发生, 然而迄今的研究资料表明仅为初步探讨, 
对肝癌组织H h 存在的研究主要依赖于螺杆菌

16S rRNA和DNA测序, 很多研究表明, 螺杆菌属

16S rDNA序列不够长, 对螺杆菌种系内亚群的

鉴别不够灵敏[55], 所以仍不能明确肝癌组织中是

H. pylori充当着致病因子还是Hh、或是其他肝

肠螺杆菌, 同时Hh是导致肝癌的病因, 还是促进

乙型肝炎或丙型肝炎的病程或是协同致病仍然

不是十分清楚, 对于慢性肝病患者, 我们应该更

加全面的寻找病因, 不要局限于病毒性肝炎、

酒精性肝炎等常见病因的考虑, 应综合是否存

在有螺杆菌属感染, 尤其是Hh感染及Hh与肝病

的基础研究进一步深入, 以阐明致病机制. 目前

Hh感染与肝癌之间的确切关系如何? 其确切作

用机制如何? Hh感染与嗜肝病毒在肝癌的发生
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过程中的相互关系如何? 如何从肝组织中分离

培养出Hh并建立相应的动物模型? 如何解决这

些问题我们还有大量的实验研究工作要做. 随
着这些实验研究的不断深入开展, Hh感染与肝

癌的关系就将进一步阐明, 这将为抗感染和疫

苗注射防治肝癌可能提供实验理论依据. 
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Abstract
Transient receptor potential cation channel, sub-
family V, member 5 (TRPV5) and TRPV6 are the 
subfamily members of the transient receptor poten-
tial (TRP), representing new highly selective Ca2+ 
membrane transport channels, which are mainly 
responsible for active transport of Ca2+ across the 
cell membrane and participate in regulation of 
many physiological activities in the body. This pa-
per discusses the structures and electrophysiologi-
cal properties of TRPV5 and TRPV6, their related 
factors and their relationship with gastrointestinal 
tumors, highlighting the role of TRPV5 and TRPV6 
in the formation of gastrointestinal tumors. 

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

新型钙离子通道TRPV5和TRPV6与胃肠肿瘤的研究进展

刘 微, 刘模荣, 张 慧

®

■背景资料
胃肠肿瘤的发生
率目前呈现升高
趋势, 钙及维生素
D 能 显 著 降 低 结
肠癌的发生率. 瞬
时受体阳离子通
道 亚 家 族 V 成 员
5(transient receptor 
potent ial cat ion 
channel, subfamily 
V,  m e m b e r  5 , 
TRPV5)和TRPV6
是新发现的高选
择性的Ca 2+跨膜
转运通道, 与人体
内多种肿瘤(如骨
肿瘤、乳腺癌、
前列腺癌及结肠
癌 等 ) 形 成 过 程
相 关 .  本 文 作 者
主要从TRPV5和
TRPV6与胃肠肿
瘤关系等方面进
行论述. 

Liu W, Liu MR, Zhang H. Novel calcium ion channels 
TRPV5 and TRPV6 and gastrointestinal tumors. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(14): 1966-1971  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1966.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.1966

摘要
瞬时受体阳离子通道亚家族V成员5(transient 
receptor potential cation channel, subfamily V, 
member 5, TRPV5)和TRPV6为瞬时性受体电
位通道(transient receptor potential, TRP)的亚家
族成员, 是新发现的高选择性的Ca2+跨膜转运
通道, 其主要负责Ca2+由细胞外向细胞内的主
动跨膜运输, 在机体内参与多项生理活动的调
节, 本文作者从TRPV5和TRPV6的结构、电生
理特性和调控相关因素及其与胃肠肿瘤关系
等方面进行论述, 探索TRPV5和TRPV6在胃肠
肿瘤形成过程中的作用及其机制. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 钙离子通道; TRPV5; TRPV6; 胃肠道肿瘤

核心提示: 通过对新型钙离子通道瞬时受体阳离

子通道亚家族V成员5(transient receptor potential 
cation channel, subfamily V, member 5, TRPV5)
和TRPV6的蛋白结构、生理特性、组织表达及

其与肿瘤关系方面的研究进展进行总结, 阐述了

TRPV5和TRPV6在人类胃肠肿瘤形成过程中的

作用及其机制. 

刘微, 刘模荣, 张慧. 新型钙离子通道TRPV5和TRPV6与胃肠肿

瘤的研究进展. 世界华人消化杂志  2014; 22(14): 1966-1971  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1966.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.1966

0  引言

随着我国工业化城市化进程加快, 人民生活水平

逐步提高, 胃肠肿瘤的发生率也呈现升高趋势, 
如何预防胃肠肿瘤的发生已经引起研究者的普

遍重视[1]. 流行病学研究表明, 钙及维生素D能显

著降低结肠癌的发生率[2-4]. Lamprecht等[5]研究指

出, 结肠隐窝表面与细胞内维持正常的钙离子梯

■同行评议者
张志坚, 教授, 福州
总医院消化内科



刘微, 等. 新型钙离子通道TRPV5和TRPV6与胃肠肿瘤的研究进展               1967

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
近 十 年 间 ,  相 继
发现了多种钙离
子的跨膜转运通
道 ,  且 主 要 集 中
在瞬时性受体电
位通道(transient 
receptor potential, 
TRP)超家族这一
类新型钙离子转
运 蛋 白 通 道 .  而
TRPV5和TRPV6
是该家族中V亚家
族中唯一已知的
两种钙离子高选
择性通道, 目前研
究发现TRPV5和
TRPV6与人体内
多种肿瘤(如骨肿
瘤、乳腺癌、前
列腺癌及结肠癌
等)形成过程相关.

度对于结肠细胞的终末分化和凋亡起着重要的

调节作用, 这种钙离子梯度与维生素D水平有关. 
在结肠肿瘤发生的过程中, 钙离子梯度则被破

坏. 此外, 钙离子也可以通过干预细胞血管形成

和调控细胞周期来影响结直肠癌的发展进程[6,7]. 
Sheinin等[8]发现细胞外钙浓度升高对分化程度

高的的结肠癌细胞有抑制作用, 但是对低分化

的细胞则影响很小. 但钙离子对结肠肿瘤影响

的具体机制目前仍尚不清楚. 
1999年以前, 对钙离子的跨膜转运的研究

主要集中在Ca2+-ATP酶和钠-钙交换这2种形式

上, 也就是钙离子从细胞中转运到细胞外的过

程, 但对细胞外钙离子如何进入小肠、肾、和

骨细胞的机制并不了解. 自1999年Hoenderop 
等[9,10]首次报道瞬时受体阳离子通道亚家族V成

员5(transient receptor potential cation channel, 
subfamily V, member 5, TRPV5)和TRPV6, 并证

实其和钙离子细胞转运有关后, 近十年间, 相继

发现了多种钙离子的跨膜转运通道, 且主要集

中在瞬时性受体电位通道(transient receptor po-
tential, TRP)超家族这一类新型钙离子转运蛋白

通道. 因其位于细胞膜, 最早发现于果蝇的视觉

系统, 突变体果蝇对持续的光刺激只产生瞬时

而非持续的锋电位而得名. 目前, 大约30种TRP
通道已被明确, 他们分为TRPC、TRP超家族

中V亚家族(transient receptor potential vanilloid 
receptor, TRPV)、TRPM、TRPML、TRPP、
TRPA和TRPN七个不同的家族[11]. TRPV5和
TRPV6是TRPV中唯一已知的2种钙离子高选择

性通道. 因为首先发现其存在于上皮组织, 曾分

别被命名为上皮性钙通道1(etpithelial calcium 
channel, ECaC1)和ECaC2. 研究表明, TRPV5和
TRPV6同源性高达75%, 具有高度的钙离子选

择性(PCa/PNa>100). 雌激素、甲状旁腺激素

(parathyroid hormone, PTH)、维生素D、钙离

子等通过影响TRPV5/TRPV6通道的表达, 调节

钙离子的代谢[12,13]. 

1  TRPV5和TRPV6蛋白的结构

TRPV5和TRPV6受体最初分别克隆于兔的肾脏

和鼠的小肠, 实验研究表明, 其蛋白序列具有高

度的同源性, 某些功能区结构完全相同. 研究人

员用多种实验方法对TRPV5和TRV6复合物进

行分子量测定, 证实这些通道可以形成同源或

异四倍体通道复合物, 当构成包括4个TRPV5和
/或TRPV6亚基的连环通道时, TRPV5和TRPV6

亚基比例的差异导致了TRPV5和TRPV6通道的

混合特性. Hellw ig等[14]在2005年时发现, 鉴于

TRPV其他通道优先形成同源四聚体, TRPV5和
TRPV6似乎是唯一形成异四倍体的通道. 因此, 
在TRPV5和TRPV6共同表达的组织中对TRPV5
和TRPV6相对表达量的调节可能是精细调节钙

转运动力学的机制. 此外, 两者的化学结构仍存

在着区别. 如TRPV6的TM6羧基端存在组氨酸

残基(H587)突变体, 而TRPV5则未发现该突变

体. TRPV6的羧基末端没有蛋白激酶C磷酸化位

点, 而TRPV5羧基末端存在3个蛋白激酶C磷酸

化位点. 通道化学结构的差别引起电生理学特

点的差异, 表现为: (1)TRPV6的失活特点首先

是一个快速失活过程, 随后是一个缓慢的过程, 
而TRPV5在整个过程中都表现为一个缓慢失活

的过程; (2)TRPV5中Ba2+/Ca2+电流比值明显比

TRPV6高; (3)通道阻滞剂钌红对TRPV6阻滞作

用比TRPV5弱100倍. 由于TRPV5和TRPV6化学

结构与电生理学的差别, 决定了两者表达部位

及生理功能的差异[15].  

2  TRPV5和TRPV6的组织表达

TRPV5和TRPV6作为钙离子高选择性通道, 在
多数具有钙离子跨细胞转运功能的器官, 包括

肾脏、十二指肠、空结肠、骨组织、胎盘等组

织和前列腺、胰腺、乳腺等外分泌器官均有

不同程度的表达[16]. 但最主要表达在肾脏和小

肠的上皮细胞中[17-19]. TRPV5主要发生在肾脏, 
TRPV6主要表达在肠上皮细胞, 在实验中发现

人结肠癌细胞(Caco-2与SW480细胞株)也存在

表达[20-22]. 此外, 在大鼠表达胆囊收缩素1(chole-
cystokinin 1)受体的迷走神经节状神经元也发现

TRPV5表达[23]. 

3  TRPV5和TRPV6的生理作用

3.1 TRPV5和TRPV6在胃肠道中的功能及影响 
TRPV5和TRPV6是TRP离子通道家族成员中最

显著的Ca2+选择性通道, 对肠道Ca2+吸收发挥了

重要作用[17-19]. 实验证明, TRPV5和TRPV6的功

能是相互连接的, TRPV5基因敲除的小鼠, 由于

TRPV5介导的Ca2+在肾脏重吸收的损失, 而立

即上调肠道TRPV6的表达来补偿以致达到负钙

平衡. 相反, TRPV6基因敲除的小鼠发生继发性

甲状旁腺功能亢进, 却没有显示任何补偿机制. 
TRPV5和TRPV6的表达和功能还共同受饮食

条件及多种钙调激素的调节[18,24]. 其中, 饮食中
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的钙缺乏对增加TRPV6在小鼠十二指肠黏膜的

表达是一个重要的因素[25]; 除此之外, 短链脂肪

酸、低聚果糖的发酵产品、姜黄素等也可发挥

类似作用, 增加大鼠结肠上皮细胞及Caco-2细胞

中TRPV6的表达[13], 促进钙的吸收, 对结肠癌起

防御作用[20].  
此外, 与肠道黏膜TRPV5和TRPV6的表达

相关的还有甲状旁腺激素和1,25-二羟维生素

D3[1,25-dihydroxyvitamin D3, 1,25-(OH)2D3]
[18,21]. 

在鸡的肠上皮细胞, 1,25-(OH)2D3和甲状旁腺

激素通过刺激蛋白激酶A途径释放β葡萄糖醛

酸来增加钙吸收, 这反过来又激活了TRPV6通
道[26]. 因此, 1,25-(OH)2D3诱导的钙吸收是可以

被TRPV6 siRNA阻断的. 实验研究发现十二指

肠黏膜中TRPV6的表达可随1,25-(OH)2D3暴露

的增加而增加[27]. 但是, 维生素D和肠道TRPV6
基因之间虽具有密切的功能连接, 二者功能却

也可彼此独立发挥. 在实验研究发现, 在TRPV6
基因敲除的小鼠中也发生肠钙的吸收现象, 提
示1,25-(OH)2D3诱导的小鼠十二指肠钙转运并

不完全依赖TRPV6[28]; 反之, 在肠钙吸收增加和

十二指肠TRPV6表达上调的孕期和哺乳期大鼠

中, 发现甚至缺乏维生素D受体[29]. 除此之外, 另
一些激素对肠钙吸收也具有影响, 例如, 泌乳

素与1,25-(OH)2D3协同诱导大鼠十二指肠上皮

TRPV6 mRNA的表达等[30]. 
3.2 TRPV5和TRPV6通道的调节 目前为止, 仍
没有发现确切的TRPV5和TRPV6直接激活剂. 
但有研究表明, 在质膜内的TRPV5和TRPV6
通道表现出持续的活性, 因此, 所有可影响质

膜通道密度的化学生理因子都有可能会调节

TRPV5和TRPV6的表达. 因此, TRPV5的表达受

1,25-(OH)2D3
[31]、钙结合蛋白S100A10、膜联蛋

白Ⅱ[32]及胞外碱化的影响[33]; 钙调素与TRPV5
和TRPV6结合后至少可促进TRPV6的激活[34]. 

此外, 另一个重要的调节途径是由组织的

丝氨酸蛋白酶激肽释放酶引起的. 激肽释放酶

激活缓激肽受体-2, 从而反过来通过磷脂酶C
家族β异构体(phospholipase C-β, PLC-β)途径激

活了蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)依赖的

甘油二酯途径, 使TRPV5发生磷酸化作用增加

了通道的膜插入并延迟其恢复[35].  因此, PKC
激活剂二酰基甘油类似物OAG(1-oleoyl-acetyl-
sn-glycerol)也可增加细胞表面TRPV5的表达量; 
PTH可通过增加TRPV5通道在细胞内的电流密

度, 来共表达TRPV5和1型PTH受体. 这种由PTH

引起的TRPV5的增加也可由PKC抑制剂、磷酸

化A-Raf抗体anti-phospho-A Raf(Ser299)/磷酸化

相似肿瘤抑制基因HUGL抗体(human homolog 
to the D-lgl gene protein)(ser654)及caveolin-1拮
抗剂阻止. PKC的调控机制可能有助于PTH对肾

脏Ca2+重吸收和TRPV5通道的短期激活作用[36]. 
T R P V5还受赖氨酸缺陷蛋白激酶4(p r o-

tein kinase with no lysine 4, WNK4)的高度调控. 
WNK4基因的表达可增加细胞表面TRPV5的表

达, 由此来调节该通道并介导钙的重吸收. 前蛋

白尿激素Klotho(一种β葡萄糖醛酸苷酶)的影响

主要限于上皮钙离子通道TRPV5和TRPV6, 可水

解胞外TRPV5/6通道上的糖残基, 截留细胞膜内

的TRPV5/6通道, 促进TRPV5和TRPV6的积累[37]. 
当IC50值介于0.1-1 µmol/L之间时, 内膜

钙通道抑制剂钌红(ru then ium red, RR)和抗

真菌益康唑是T R P V5通道电流最有效的抑

制剂 .  当I C50值介于1到大约10  µm o l/L之间

时, 二价阳离子对TRPV5的阻断情况是Pb2+ = 
Cu2+>Zn2+>Co2+>Fe2+. 值得注意的是, RR可阻断

TRPV6, 但对于TRPV6的亲和力却要比TRPV5
低100倍[38]. 胞外Ca2+诱导的TRPV6通道失活发

生在超极化时期, Ca2+引起的半数最大失活发生

在钙浓度为约100 µmol/L时, 而TRPV6通道失

活这一过程, 可被Ca2+依赖性PLC途径的激活和

磷脂酰肌醇PIP2的消耗触发. 因此, PLC抑制剂

U73122和依地福新在十二指肠可诱导TRPV6持
续激活, PLC调节剂则可作为新型的TRPV6通道

钙离子吸收调节剂[39].  
细胞外Mg2+对TRPV5和TRPV6通道的拮抗

具有电压依赖性, 且关键依赖于TRPV5/6孔隙

选择过滤器中的单个天冬氨酸残基. 同时, 胞内

Mg2+也具有电压依赖性拮抗作用, 且此作用在

通道去极化时被削弱, 并有助于TRPV6通道时

间依赖性的激活和失活[40,41].  
TRPV6通道与蛋白酪氨酸磷酸酶1B(protein 

tyrosine phosphatase-1B, PTP-1B)相互作用, 可
能通过某种活性氧成份被Ca2+抑制. PTP-1B被

拮抗导致酪氨酸去磷酸化作用被抑制, 从而保

证了TRPV6对钙离子内流的维持, 产生正反馈

作用[42,43].  

4  TRPV5和TRPV6与肿瘤的关系

与正常组织或细胞相比, TRPV6 mRNA或蛋白的

表达在前列腺癌、结肠癌、乳腺癌、甲状腺癌

和卵巢癌组织中有大幅度的增加[44,45]. 研究显示, 

■创新盘点
本文反映出了近
期 在 T R P V 5 和
TRPV6与胃肠肿
瘤形成关系方面
的最新研究成果, 
对今后此领域的
研究方向提出了
自己的见解, 认为
TRPV5和TRPV6
在胃肠道一些慢
性炎症、癌前疾
病和癌前病变中
的表达可成为胃
肠肿瘤防治的一
个新的研究方向.
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前列腺癌组织切片中TRPV6 mRNA的表达与肿

瘤侵袭程度成正比, 其可作为前列腺癌临床诊治

的一个预测指标[46-48]. TRPV6特定的siRNA处理

可通过以下几个方面来控制人前列腺LNCaP细
胞的增殖: (1)直接降低细胞增殖率; (2)减少在细

胞S期积聚的细胞数量; (3)降低增殖细胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen)的表达[49]. 此外, 
TRPV6在乳腺癌组织中也有强烈表达, 且可通过

雌激素、孕激素及他莫昔芬等来调节, 对乳腺癌

细胞增殖产生较大影响, 可能会成为钙通道抑制

剂治疗乳腺癌的新的靶基因. 在大鼠嗜碱性粒细

胞白血病细胞中TRPV5/TRPV6也被证明有表达, 
其存在于白血病细胞裂解液和粗膜制剂内. 另一

方面, Vasil'eva等[50]采用RT-PCR分析出, 在人类

Jurkat白血病细胞株和K562红白血病细胞系中均

有TRPV5 mRNA的表达. 其中K562细胞可共表

达TRPV5和TRPV6钙通道, 两通道相互作用, 调
节白血病细胞分化和增殖. 

目前研究显示, 结肠TRPV6表达水平的增加

与早期结肠癌相关[19]. TRPV6在Ⅰ期结肠肿瘤中

66%过表达, 在Ⅱ期结肠肿瘤中17%过表达, 但在

Ⅲ、Ⅳ期结肠肿瘤中却几乎检测不到. 在高水平

表达TRPV6mRNA的结肠癌细胞株Caco-2实验

中, 经用TRPV6特异性siRNA来处理后, TRPV6 
mRNA水平显著降低了约50%, 同时减少了40%
细胞增殖和增加了两倍以上的细胞凋亡. 在结肠

隐窝增生模型实验中显示出, TRPV6 mRNA表

达发生显著性增强, 且广泛分布于结肠隐窝的增

殖区, 而当动物被喂以高钙饮食时, 增生模型中

TRPV6的过表达可被逆转[51,52]. 由此, 我们可预

测TRPV6促进结肠上皮细胞增殖, 可能是早期

结肠癌发生发展的一个重要致病因素, 这需要

更多的实验来证明. 

5  结论

TRPV5和TRPV6作为钙离子高选择性通道, 其
表达与多种肿瘤的发生发展密切相关, 尤其是

在胃肠肿瘤组织的早期发展阶段. 但TRPV5和
TRPV6是通过何种机制来影响细胞生长及肿瘤

的发生, 仍需要进一步研究. 特别是对TRPV5和
TRPV6在胃肠道一些慢性炎症、癌前疾病和癌

前病变中的表达的研究, 将为胃肠肿瘤的防治

研究提供新的方向.  
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Abstract 
AIM: To investigate the role of the adhesion 
molecule integrin a5b1 in adhesion, migration 
and extramedullary infiltration of gastric cancer 
cells. 

METHODS: Immunohistochemistry and RT-
PCR were used to measure integrin a5b1pro-
tein and mRNA expression levels in cell lines 
HTB-103, CRL-5822, CRL-5971 and CRL-5973. 
Different cell lines were randomly divided into 
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整合素a5b1对胃癌细胞黏附、转移及耐药的影响

贺 宇, 齐洁敏, 谢朝辉, 张 杰

®

■背景资料
本文采用Western 
blot检测法及RT-
P C R 分 别 测 量
HTB-103、CRL-5822、
CRL-5971及CRL-5973
等不同对数生长
期的白细胞株整
合素a5b1蛋白表达
水平及整合素a5b1 
mRNA水平. 将不
同胃癌细胞株随
机分为实验组及
对照组, 实验组加
入整合素a5b1抗
体, 对照组加入同
型IgG, 观察两组胃
癌细胞与ECV304
细 胞 系 的 黏 附
率、细胞迁移率
及白细胞穿过人
工基质膜的浸润
能力. 

an experimental group and a control group. The 
experimental group was incubated with anti-in-
tegrin a5b1 antibody, and the control group was 
incubated with control IgG. After incubation, the 
adhesion, migration and extramedullary infiltra-
tion of the above cells and ECV304 cells were as-
sessed. 

RESULTS: The relative mRNA expression lev-
els of integrin a5b1 were significantly higher in 
CRL-5822, CRL-5971 and CRL-5973 cells than 
in HTB-103 cells (0.0821 ± 0.0128, 0.185 ± 0.0082, 
0.798 ± 0.042 vs 0.0002 ± 0.0000, P < 0.05). The 
rates of adhesion, migration and extramedul-
lary infiltration in CRL-5822, CRL-5971 and 
CRL-5973 cells in the experimental groups were 
significantly lower than those in the control 
groups (adhesion (%): 52.16 ± 2.52 vs 83.89 ± 7.21, 
44.22 ± 2.59 vs 71.17 ± 7.38, 33.58 ± 4.06 vs 60.89 ± 
10.59; migration (%): 45.96 ± 1.21 vs 75.41 ± 9.51, 
38.86 ± 1.99 vs 65.78 ± 14.62, 24.65 ± 3.28 vs 49.91 
± 13.47; infiltration rate (%): 29.85 ± 4.63 vs 42.63 
± 7.69, 21.31 ± 3.24 vs 29.92 ± 5.47, 13.67 ± 3.48 
vs 21.59 ± 6.72; P < 0.05 for all), but the above 
indexes did not differ in HTB-103 cells between 
the two groups (P > 0.05 for all). 

CONCLUSION: The adhesion molecule integrin 
a5b1 may be involved in the adhesion, migration 
and extramedullary infiltration of gastric cancer 
cells. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨整合素a5b1 mRNA表达水平对胃
癌细胞黏附、迁移、髓外浸润过程的影响. 
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■研发前沿
近年胃癌发病率
呈 上 升 趋 势 ,  晚
期胃癌患者预后
较 差 .  从 细 胞 学
角度对胃癌进行
研究是近年研究
的 热 点 ,  近 来 不
少研究表明整合
素在细胞生理过
程中起到重要的
作 用 ,  但 其 与 胃
癌的关系尚不见
报道.

方法: 采用Western blot检测法及RT-PCR分
别测量HTB-103、CRL-5822、CRL-5971及
CRL-5973等不同对数生长期的白细胞株整合
素a5b1蛋白表达水平及整合素a5b1 mRNA水
平. 将不同胃癌细胞株随机分为实验组及对照
组, 实验组加入整合素a5b1抗体, 对照组加入
同型IgG, 观察两组胃癌细胞与ECV304细胞
系的黏附率、细胞迁移率及白细胞穿过人工
基质膜的浸润能力. 

结果: CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973
细胞整合素a5b1 mRNA相对表达量分别为
(0.0821±0.0128)、(0.185±0.0082）、(0.798
±0.042)明显高于H T B-103细胞(0.0002±
0.0000)(P<0.05). 观察组CRL-5822、CRL-5971
及CRL-5973细胞株黏附率(52.16%±2.52%、

44.22%±2.59%、33.58%±4.06%)、迁移率
(45.96%±1.21%、38.86%±1.99%、24.65%
±3.28%)及浸润率(29.85%±4.63%、21.31%
±3.24%、13.67%±3.48%)、显著低于对照组
黏附率(83.89%±7.21%、71.17%±7.38%、

60.89%±10.59%)、迁移率(75.41%±9.51%, 
65.78%±14.62%, 49.91%±13.47%)及浸润率
(42.63%±7.69%, 29.92%±5.47%, 21.59%±

6.72%)(P<0.05), 而两组HTB-103细胞黏附率、

迁移率及浸润率无统计学差异(P>0.05). 

结论: 黏附因子整合素a5b1可能参与胃癌细胞
的形成、聚集、生长及浸润的过程, 其表达水
平与胃癌病程进展具有密切的关系. 

© 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: 本研究采用Western blot检测法及RT-
PCR分别测量HTB-103、CRL-5822、CRL-5971及

CRL-5973等不同对数生长期的白细胞株整合素
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0  引言

整合素a5b1是由白细胞分化的抗原分化簇, 其主

要由T细胞分泌并存储在记忆T细胞中, 其主要

作用是介导淋巴细胞向炎症部位归位、促进淋

巴细胞归巢, 并可与细胞外基质如胶原蛋白、

透明质酸、层纤蛋白及多种细胞因子相互作用, 
参与造血细胞生成、迁移、黏附[1,2]. 近年相关

研究[3]指出整合素a5b1分子与众多恶性肿瘤的

生成、侵袭及转移有关, 但关于整合素a5b1对
胃癌细胞黏附及髓外浸润的影响目前国内外研

究甚少. 为此, 本文将对不同胃癌细胞株进行培

养, 并观察整合素a5b1在胃癌细胞中的黏附、迁

移、浸润中的作用, 旨在为胃癌临床防治提供

实验参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 整合素a5b1单克隆抗体为美国西格

玛公司产品, 兔抗人整合素a5b1抗体及羊抗兔

IgG抗体为北京康维生物公司产品, 胎牛血清

为上海生物科技有限公司产品, 无血清培养基

RPMI、IMDM均为杭州四季青生物公司产品, 
人工基质膜为英国Abcam公司产品. RT-PCR扩
增仪为大连生物工程有限公司产品. RT-PCR引
物为上海生物工程有限公司产品. 人慢性粒细

胞胃癌细胞株(HTB-103)、人急性单核胃癌单

核细胞株(CRL-5822、CRL-5971)以及人急性早

幼粒细胞胃癌细胞株(CRL-5973)均购于浙江杭

州血液生物研究所. 上述细胞株均置于37 ℃的

5%CO2中隔代培养, 每2-3 d传代培养1次, 取传

代生长对数期的细胞进行研究. 
1.2 方法

1.2.1 胃癌细胞株整合素a5b1 mRNA表达: 据
miRBase数据库中miRNA序列, 参照Gu等[4]提供

的miRNA表达谱分析方法, 建立了血清miRNA 
表达谱分析的多重茎环RT-PCR技术. 根据相关

文献报道的miRNA检测茎环RT-qPCR方法, 以
1et-7a miRNA作为内参基因, 分析miR-199a-3p
和miR-199a-5p表达情况. 选取胃癌及配对组织

进行整合素a5b1 mRNA表达水平检测, 设计反

应引物. 分别以整合素a5b1 mRNA及le t-7a颈
环RT引物进行RNA逆转录, 反应条件为: 先在

42 ℃中反向转录30 min, 随后将温度变为95 ℃
将mRNA变性2 min, 然后于55 ℃中15 s、72 ℃
中30 s以及95 ℃中30 s反复循环扩增, 并在退火

阶段收集荧光信号, 并记录每个反应管中荧光

信号到达预设阈值时所经历的循环数, 并计算

miR-199a-3p和miR-199a-5p相对表达量. 基因相

对表达量 = 目的基因/内参基因. 

■相关报道
本研究采用West-
e r n  b l o t 检 测 法
及 RT- P C R 分 别
测量HTB-103、
C R L - 5 8 2 2 、
C R L - 5 9 7 1 及
CRL-5973等不同对
数生长期的白细胞
株整合素a5b1蛋白
表达水平及整合素
a5b1 mRNA水平.
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■创新盘点
近来不少研究表
明整合素在细胞
生理过程中起到
重要的作用, 但其
与胃癌的关系尚
不见报道.

1.2.2 整合素a5b1蛋白水平: 采用Western blot检
测法检测4种白细胞整合素a5b1蛋白表达情况, 
由美国Pierce公司提供BCA蛋白定量试剂盒测

定蛋白浓度. 取40 µg总蛋白进行SDS-PAGE电
泳、转膜及封闭实验, 并加入由博士德公司提

供的NR2A及NR2B抗体进行孵育震荡过夜. 次
日将膜取出经TBS漂洗后加入美国Gell signal-
ing公司提供的羊抗兔二抗于室温下孵育1 h, 采
用ECL发光法进行漂洗染色 . 同时采用Image 1 
36b软件测定蛋白条带灰度值, 蛋白相对表达量 
= 目的蛋白灰度值/GAPDH灰度值. 
1.2.3 体外黏附实验: 分别于96孔平底细胞培养

板中每孔加入10 μL样品液, 于室温下培养48 h, 
采用PBS洗涤后, 用20 g/L牛血清蛋白温育1 h后
加入4种胃癌细胞, 对照组加入IgG, 观察组加入

20 μg/mL的整合素a5b1单抗, 并将细胞液浓度调

整为1×10/mL. 分别于培养板中加入细胞液, 并
于37 ℃中恒温培养30 min. 培养结束后采用PBS
冲洗2次去除未黏附细胞, 并加入20 μL/孔MMT
工作液, 采用酶联免疫检测仪测定每孔570 nm
处的吸光度, 计算胃癌细胞黏附率. 
1.2.4 胃癌细胞髓外迁移能力: 参照相关文献[5]
将ECV304细胞接种于培养皿中进行培养, 于室

温下静止放置24 h, 待培养皿中长满ECV304细
胞后弃去上清液, 将4种胃癌细胞分别加入培养

皿中, 实验组同时加入整合素a5b1单抗, 对照组

加入IgG, 将培养液置于室温下培养12 h后取出

培养皿, 计数下层细胞迁移数. 
1.2.5 体外浸润实验: 将人工基质膜胶稀释至5 
mg/mL, 取80 μL置于培养皿中, 并置于室温下成

膜, 并置于24孔板中, 分别加入4种胃癌细胞, 同
时于室温下培养24 h, 将培养皿取出, 吸尽器皿

中液体, 并将未穿过膜的细胞采用棉签搽掉, 将
其置于400倍光学显微镜下采用5个视野细胞数

进行计算, 并记录穿过基质膜细胞平均值, 记录

读数. 
统计学处理 采用SPSS17.0进行统计学分析, 

计量资料采用mean±SD表示, 组间计量资料比

较采用t检验, 计数资料采用率表示, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 不同白细胞株整合素a5b1 mRNA表达水平

分析 CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞整

合素a5b1 mRNA相对表达量为与HTB-103细胞

整合素a5b1 mRNA相对表达量相比, 差异有统

计学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 不同白细胞株整合素a5b1蛋白表达水平分

析 通过免疫组织化学测定可知, 整合素a5b1蛋
白在CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞核

中棕黄色颗粒, 而整合素A5B1在HTB-103内几

乎不表达. CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973蛋
白表达水平与HTB-103相比, 差异有统计学意义

(P <0.05)(表2, 图1). 
2.3 观察组与对照组不同白细胞株黏附率、

迁移率及浸润率分析  观察组C R L - 5 8 2 2、
CRL-5971及CRL-5973细胞株黏附率、迁移率

及浸润率显著低于对照组, 差异有统计学意义

(P <0.05), 而两组HTB-103细胞黏附率、迁移率

及浸润率无统计学差异(P >0.05)(表3). 

3  讨论

整合素a5b1属于细胞表面跨膜糖蛋白受体, 其
可与透明质酸(hyaluronic acid, HA)结合生成高

分子黏多糖, 介导淋巴细胞归巢、细胞外基质

表 1 不同的胃癌细胞株整合素a5b1 mRNA表达水平分
析 (n  = 5, mean±SD)

     胃癌细胞株 整合素a5b1 mRNA水平

CRL-5822  0.0821±0.0128a

CRL-5971    0.185±0.0082a

CRL-5973  0.798±0.042a

HTB-103 0.0002±0.0000

aP<0.05 vs  HTB-103组.

表 2 不同的胃癌细胞株整合素a5b1 蛋白表达水平分
析 (n  = 5, mean±SD)

     胃癌细胞株 整合素a5b1 mRNA水平

CRL-5822    0.42±0.11a

CRL-5971    0.44±0.13a

CRL-5973    0.62±0.18a

HTB-103     0.007±0.0002

aP<0.05 vs  HTB-103组.

CD44

GAPDH

1              2                 3             4

图 1 胃癌细胞株的免疫组织化学法测定整合素a5b1蛋白
表达水平. 1: CRL-5822cells; 2: CRL-5971cells; 3: CRL-

5973cells; 4: HTB-103cells.
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■应用要点
本文通过分析整
合素a5b1 mRNA
表达水平对胃癌
细 胞 黏 附 、 迁
移、髓外浸润过
程的影响, 为临床
胃癌的防治提供
指导.

黏附等多种生理病理反应[6]. 近年众多的研究表

明[7], 整合素a5b1高度表达与肿瘤生成、转移过

程关系密切. 近年众多学者[8]以整合素a5b1为靶

点分子, 通过阻断整合素a5b1与HA结合从而抑

制肿瘤生成及转移, 起到靶向治疗的作用. Sun
等[8]通过运用整合素a5b1单克隆抗体、整合素

a5b1v10受体蛋白及整合素A5B1s蛋白阻断肺

癌小鼠细胞中整合素a5b1与HA的结合, 结果显

示, 肺癌小鼠不经任何治疗的情况下, 其整合素

a5b1v10及受体蛋白在肺部的转移量分别下降了

60%及70%. Fedorchenko等[9]发现急性胃癌患者

血清整合素a5b1水平显著高于正常体检者, 其患

者放化疗后血清整合素A5B1水平居高不下者较

血清整合素a5b1正常者更容易出现复发, 从而推

测胃癌病情进展可能与血清整合素a5b1水平增

高有关. 吕慧等[10]指出肺癌患者淋巴结外转移、

临床分期较高的患者其血清整合素a5b1水平较

高. Zhang等[11]发现急性胃癌Ⅱ-Ⅲ期患者血清整

合素a5b1水平显著高于0-I期患者. 从以上研究

可推断出, 整合素a5b1表达水平可作为某些肿瘤

病情发展的预测指标, 通过测定血清整合素a5b1
可有效评价肿瘤恶性程度及预后效果[12,13]. 

本研究中免疫组织化学法结果均显示 , 
CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞整合素

a5b1蛋白表达量均高于HTB-103, 整合素a5b1
早HTB-103细胞中表达量极低, 甚至不表达. 经
PCR进一步证实表明, 整合素a5b1在HTB-103
细胞中的表达非常微小甚至不表达[14]. 黏附实

验显示, 观察组整合素A5B1单抗经预处理后

CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞株黏附

率显著低于对照组, 且CRL-5973下降水平较为

显著. CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞

迁移及髓外浸润能力显著高于HTB-103, 且整合

素a5b1单抗可阻断这些细胞的迁移及浸润能力, 
而HTB-103细胞迁移及浸润则不受整合素a5b1
单抗的影响. 与其他细胞相比, CRL-5973细胞黏

附、迁移、浸润能力最高, 从而推断出整合素

a5b1可参与胃癌细胞基质外黏附、迁移、浸润

过程, 与胃癌病情进展关系密切. 
目前关于整合素a5b1在胃癌中髓外浸润的

机制还有待进一步研究, 但相关研究指出[15], 整
合素a5b1参与肿瘤的形成、生长、转移及髓外

浸润与基质金属蛋白酶活性有关. 整合素a5b1可
介导肿瘤细胞转移, 并参与信号传统, 介导肿瘤

细胞转移及肿瘤侵袭, 此外还可参与肿瘤细胞

免疫逃逸及诱导肿瘤细胞Fas表达[16,17]. 因此关

于整合素a5b1与胃癌髓外浸润的相关性还需要

结合临床病例进一步研究. 
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Abstract 
AIM: To assess the invasive capacity of CD133+ 
CXCR4+ gastric cancer cells. 

METHODS: The invasive and migration ca-
pacities of CD133-CXCR4-, CD133-CXCR4+, 
CD133+CXCR4-, and CD133+CXCR4+ gastric 
cancer cells were assessed by Transwell as-
says. The mRNA expression of EMT related 
factors in CD133+CXCR4- and CD133+CXCR4+ 
cells was detected by semi-quantitative RT-
PCR. After SDF-1α and AMD3100 were used 
to stimulate and inhibit KATO-Ⅲ cells, respec-
tively, the invasive ability of CD133+CXCR4+ 
and CD133+CXCR4- cells was assessed, and the 
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CD133+CXCR4+胃癌KATO-Ⅲ细胞的侵袭能力

俞远林, 姜波健, 俞继卫

®

■背景资料
胃癌是消化系常
见 恶 性 肿 瘤 之
一, 其死亡原因主
要是胃癌高侵袭
能力和高转移能
力. 肿瘤起始细胞
(tumor initiating 
cells, TICs)是近年
来的研究热点, 多
种证据表明TICs
与肿瘤复发转移
密 切 相 关 .  研 究
不同亚群的胃癌
TICs侵袭能力差
异, 有利于进一步
阐明胃癌发生转
移的机制. 

mRNA expression of EMT related factors was 
detected by semi-quantitative RT-PCR. 

RESULTS: The mean number of migrated 
cells in the CD133+CXCR4+ group was signifi-
cantly more than that in the CD133+CXCR4- 
group (136.67 ± 14.36 vs 55.33 ± 7.37, P = 0.01). 
The expressive level of E-cadherin mRNA in 
the CD133+CXCR4+ group was significantly 
lower than that in the CD133+CXCR4- (0.3068 ± 
0.0399 vs 0.7665 ± 0.0899, P = 0.005). The expres-
sive levels of N-cadherin and Snail mRNAs in 
CD133+CXCR4+ cells were significantly stron-
ger than those in CD133+CXCR4- cells (0.5852 ± 
0.0453 vs 0.2980 ± 0.0626, P = 0.006; 0.9178 ± 0.0788 
vs 0.6468 ± 0.1506, P = 0.03). In CD133+CXCR4+ 
cells, SDF-1α treatment significantly increased 
the number of invasive cells (P = 0.033), de-
creased the expressive level of E-cadherin 
mRNA (P = 0.018), and increased the expressive 
level of Snail mRNA (P = 0.028). AMD3100 treat-
ment significantly increased E-cadherin mRNA 
expression (P = 0.008) and decreased Snail 
mRNA expression (P = 0.006). In CD133+CXCR4- 
cells, SDF-1α or AMD3100 treatment did not 
significantly alter the invasion and expressive 
levels of E-cadherin and Snail mRNAs. 

CONCLUSION: The high invasion ability of 
CD133+CXCR4+ gastric cancer cells may be me-
diated by EMT and SDF-1α/CXCR4.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究CD133+CXCR4+胃癌细胞侵袭能力.  

方法: Transwell检测CD133-CXCR4-、CD133-
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■研发前沿
明确CD133+CXCR4+

亚群胃癌细胞可
能通过EMT和SDF-
1α/CXCR4轴获得高
侵袭能力, 属于运动
型TICs. 然而, 具体
机制尚待深入探究.

CXCR4+、CD133+CXCR4-、CD133+CXCR4+

四组细胞迁移和侵袭能力. 半定量酶链聚合
反应检测CD133+CXCR4+组与CD133+CXCR4-

组细胞上皮间质转化(epithelial mesenchymal 
transition, EMT)相关因子表达. 分别用基质细胞
衍生因子-1α(stromalcellderivedfactor-1α, SDF-
1α)、AMD3100作用KATO-Ⅲ细胞后, Transwell
检测CD133+CXCR4+组与CD133+CXCR4-组细
胞侵袭能力. 半定量酶链聚合反应检测KATO-
Ⅲ细胞中EMT相关因子表达. 

结果:  C D133+C X C R4+组平均迁移细胞数
(136.67±14.36)高于CD133+CXCR4-组(55.33
±7.37, P  = 0.01). CD133+CXCR4+组E-cadherin 
m R N A相对灰度值(0.3068±0.0399)低于
CD133+CXCR4-组(0.7665±0.0899, P  = 0.005). 
CD133+CXCR4+组N-cadherin mRNA表达
(0.5852±0.0453)、Snail mRNA表达(0.9178
±0.0788)均高于CD133+CXCR4-组(0.2980±
0.0626, P  = 0.006; 0.6468±0.1506, P  = 0.03). 
CD133+CXCR4+组中, 与对照组相比, SDF-1α
组侵袭细胞数明显上升(P  = 0.033). SDF-1α
组E-cadherin mRNA表达下降(P  = 0.018), 而
AMD3100组E-cadherin mRNA表达上升(P  = 
0.008). SDF-1α组Snail mRNA表达上升(P  = 
0.028), 而AMD3100组Snail mRNA表达下降(P  
= 0.006). 然而CD133+CXCR4-组中, SDF-1α组
侵袭细胞数无明显变化. SDF-1α与AMD3100
组E-cadherin mRNA与Snail mRNA表达均无
明显变化. 

结论: CD133+CXCR4+胃癌细胞可能通过EMT
和SDF-1α/CXCR4获得高侵袭能力.   

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃癌; 侵袭; CD133; SDF-1α/CXCR4

核心提示: 本研究初步明确CXCR4与CD133双阳

性胃癌细胞的迁移与侵袭能力, 并深入地揭示了

基质细胞衍生因子-1α(stromalcellderivedfactor-1α)/
CXCR4轴与上皮间质转化(epithelial mesenchymal 
transition)现象在CXCR4与CD133双阳性胃癌细胞

的迁移与侵袭能力扮演的重要作用. 

俞远林, 姜波健, 俞继卫. CD133+CXCR4+胃癌KATO-Ⅲ细胞
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0  引言

胃癌的发病率在恶性肿瘤中位居前列, 其高死

亡率主要由胃癌易侵袭和转移所致[1]. 肿瘤起始

细胞(tumor initiating cells, TICs)又称肿瘤干细胞

(cancer stem cells, CSCs), 是一类与正常干细胞相

似的具有多能特性的祖细胞, 能够自我更新、无

限增殖及多向分化[2]. CD133作为TICs的重要标

志物近年来引起广泛关注[3-6]. 近来发现, 基质细

胞衍生因子-1α(stromalcellderivedfactor-1α, SDF-
1α)/CXCR4轴在乳腺癌、前列腺癌、肺癌、胰

腺癌迁移、侵袭和转移过程中发挥关键作用[7]. 
在结肠癌中, CXCR4和CD133联合表达提示高

转移特性[8]. 此外, 在胃癌KATO-III细胞中SDF-
1α/CXCR4轴参与调控CD133的表达[9]. 本研究旨

在探索CXCR4和CD133联合表达对胃癌KATO-
Ⅲ细胞侵袭能力的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌KATO-Ⅲ细胞细胞株(ATCC公
司, 美国); 胎牛血清(Hyclone公司, 美国); ATCC
培养基(ATCC公司, 美国); CXCR4兔抗人多克隆

抗体(Abcam公司, 英国); CD133鼠抗人单克隆抗

体(Miltenyi公司, 德国); 辣根过氧化物酶(HRP)
标记的二抗(Jackson公司, 美国); CD133分选试

剂盒、CXCR4分选试剂盒(Miltenyi公司, 德国); 
HRP标记的二抗(Jackson公司, 美国); 人重组

SDF-1α(PeproTech公司, 美国); CXCR4特异性

受体抑制剂AMD3100(Sigma公司, 美国); TRIzol
试剂和PCR试剂盒(Takara公司, 日本); 目的引物

(上海生工生物工程公司, 中国);    
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及免疫磁珠分选 :  细胞培养 : 
KATO-Ⅲ细胞用含20%胎牛血清, 100 U/mL
青霉素、100 U/mL链霉素的ATCC培养基, 置
37 ℃、5%CO2饱和湿度培养箱中, 每2-3 d传
代1次. 收集KATO-Ⅲ细胞, 调整密度至1×107

个/mL, 用300 μL缓冲液重悬, 按操作步骤经

MiniMACS分离柱分选, 用无血清含20 ng/mL 
EGF及10 ng/mL bFGF的ATCC培养基重悬, 并
设定为CD133+CXCR4+组、CD133+CXCR4-

组、CD133-CXCR4+组、CD133-CXCR4-组. 实
验分为3组: (1)空白对照组: 即不加任何药物的

细胞组; (2)SDF-1α组: 100 ng/mL SDF-1α刺激

2 h; (3)AMD3100组: CXCR4特异性的抑制剂

AMD3100(40 μmol/L)预处理细胞30 min[10].    
1.2.2 免疫蛋白印迹法(Western blot)检测: 用100 
μL裂解液作用于1×105个胰酶消化后的KATO-
III细胞, 冰上裂解30 min, 4 ℃12000 r/min, 5 min
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■相关报道
近来发现 ,  SDF-
1α /CXCR4轴在
多种恶性肿瘤的
迁移、侵袭和转
移过程中发挥关
键 作 用 .  在 结 肠
癌中 ,  CXCR4和
CD133联合表达
提示高转移可能
性 .  本 课 题 组 前
期 发 现 C X C R 4
和CD133在胃癌
原 发 灶 中 高 表
达 ,  两 者 呈 正 相
关, 其联合表达与
转移淋巴结比率
和转移淋巴结数
呈 正 相 关 ,  推 测
胃癌CD133阳性
细胞亚群可能在
CXCR4介导下更
易导致淋巴管浸
润和淋巴结转移.

离心, 取上清液60 μL＋15 μL蛋白上样缓冲液, 
即得该组细胞的蛋白, 每次均取15 μL上样量

在10%分离胶、5%浓缩胶上面进行SDS-PAGE
凝胶电泳分离, 经电转膜仪转至PVDF膜. 然后

用5%脱脂奶粉室温封闭2 h, 用5%脱脂奶稀释

的兔抗人CXCR4抗体(1∶1000)、鼠抗人抗体

CD133(1∶200), 4 ℃轻摇过夜, 用吐温-20三羟

甲基氨基甲烷缓冲盐溶液(TBST)振洗, 洗3次, 
每次10 min, 分别加HRP标记的山羊抗兔和抗鼠

IgG二抗(1∶2000), 室温下孵育2 h, 再用TBST振
洗2次, 每次10 min; TBS振洗1次, 每次10 min. 加
增强化学发光(ECL)底物显色, 曝光洗片. 取胶

片于扫描仪上获取图像, 图像分析软件进行半

定量分析, 实验重复3次取平均值[11].  
1.2.3 半定量聚合酶链式反应(RT-P CR)检测: 
TRIzol法提取总RNA, 逆转录成cDNA后行PCR
反应(表1). 反应条件为94 ℃ 3 min, 94 ℃ 30 s、
50 ℃-57 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s 35个循环, 4 ℃ 10 
min, 应用凝胶成像系统及凝胶图像分析软件行

半定量分析目的产物与对应GAPDH产物的灰度

值, 目的mRNA表达水平以目的mRNA扩增条带

灰度值与GAPDH mRNA扩增条带灰度值比值

表示, 图像分析软件进行半定量分析, 实验重复

3次取平均值[11].  
1.2.4 Transwell法检测KATO-Ⅲ细胞侵袭能力: 
将基质胶以1∶1比例用无血清ATCC培养基稀

释后, 取50 μL铺于Transwell上室中, 置于37 ℃
培养箱中, 待上室的基质胶凝结, 收集对数生长

期KATO-Ⅲ细胞, 以无血清ATCC培养基重悬, 
取100 μL加入Transwell上室中, 调整细胞浓度为

1×105-5×105个/孔, 下室中加入含有20%胎牛

血清的ATCC完全培养基, 37 ℃培养箱培养24 h

后, 取出Transwell小室, 用棉签擦去上室中的基

质胶及细胞, 4%多聚甲醛固定, 结晶紫染色, 在
高倍镜下平移非重叠观察9个视野, 计数其中的

穿膜细胞数, 并计算平均数, 实验结果最终以平

均穿膜细胞数表示.  
1.2.5 Transwell法检测KATO-Ⅲ细胞迁移能力: 
收集对数生长期KATO-Ⅲ细胞, 以无血清ATCC
培养基重悬, 取100 μL加入Transwell上室中, 调
整细胞浓度为(1-5)×105个/孔, 下室中加入含有

20%胎牛血清的ATCC完全培养基, 37 ℃培养箱

培养24 h后, 取出Transwell小室, 用棉签擦去上

室的细胞, 4%多聚甲醛固定, 结晶紫染色, 在高

倍镜下平移非重叠观察9个视野, 计数其中的穿

膜细胞数, 并计算平均数, 实验结果最终以平均

穿膜细胞数表示.  
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行统计学

分析, 计量数据以mean±SD表示, 组间比较采用

单因素方差分析. P <0.05为差异有统计学意义. 
CXCR4及CD133联合表达和胃癌临床病理的关

系采用卡方检验分析. 

2  结果

2 .1  C D133 -C X C R4 -、C D133 -C X C R4 +、

CD133+CXCR4-、CD133+CXCR4+四组细胞迁

移能力检测 Transwe l l法迁移能力检测发现, 
CD133+CXCR4+组平均迁移细胞数(136.67±
14.36), 显著高于CD133+CXCR4-组(55.33±7.37, 
P  = 0.01), CD133-CXCR4+组(31.33±5.51, P  = 
0.01), CD133-CXCR4-组(33.33±5.69, P  = 0.002)  
(图1).  
2.2 CD133+CXCR4+组与CD133+CXCR4-组细胞

上皮间质转化(epithelial mesenchymal transition, 
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表 1 各类检测指标相关引物序列及其功能

因子 引物序列 产物长度(bp) 功能

Snail 上游:   5'-CCTCCCTGTCAGATGAGGAC-3' 234 EMT调节因子

下游:   5'-CCAGGCTGAGGTATTCCTTG-3'
E-cadherin 上游:   5'-TGCCCAGAAAATGAAAAAGG-3' 200 上皮细胞表面标志物

下游:   5'-GTGTATGTGGCAATGCGTTC-3'
N-cadherin 上游:   5'-ACAGTGGCCACCTACAAAGG-3' 201 间质细胞表面标志物

下游:   5'-CCGAGATGGGGTTGATAATG-3'
CD133 上游:   5'-TTACGGCACTCTTCACCT-3' 172 TICs表面标志物

下游:   5'-TATTCCACAAGCAGCAAA-3'
GAPDH 上游:   5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGGCG-3' 197 内参

下游:   5'-CTCCTGGAAGATGGTGATGG-3'
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■创新盘点
本研究在体外实验
的层面上, 首次利
用免疫磁珠法从胃
癌细胞株中分选出
CD133+CXCR4+亚
群细胞, 并对其迁
移和侵袭能力进行
检测, 随即对其机
制进行深入的探
索, 从而为胃癌的
转移和复发寻找更
加充分的理论依
据.

EMT)相关因子mRNA检测 RT-PCR检测发现, 
CD133+CXCR4+组E-cadherin mRNA相对灰度

值(0.3068±0.0399)显著低于CD133+CXCR4-组

(0.7665±0.0899, P  = 0.005). CD133+CXCR4+组

N-cadherin mRNA相对灰度值(0.5852±0.0453)
显著高于CD133+CXCR4-组(0.2980±0.0626, P  = 
0.006). CD133+CXCR4+组Snail mRNA相对灰度

值(0.9178±0.0788)显著高于CD133+CXCR4-组

(0.6468±0.1506, P  = 0.03)(图2).  
2 . 3  S D F - 1 α 刺激后 C D 1 3 3 +C X C R 4 +组与

CD133+CXCR4-组细胞侵袭能力变化 Transwell

法侵袭能力检测发现, CD133+CXCR4+组中, 与
对照组(42.33±6.51)相比, SDF-1α组侵袭细胞

数(81.67±12.10, P  = 0.033)明显上升. 然而在

CD133+CXCR4-组中, 与对照组(17.67±3.51)
相比, SDF-1α组侵袭细胞数(17.33±4.93, P  = 
0.475)无明显变化(图3).  
2.4 SDF-1α、AMD3100刺激后CD133+CXCR4+

组与CD133+CXCR4-组细胞中EMT相关因子

表达变化 RT-PCR检测发现, CD133+CXCR4+

组中, 与对照组(0.4102±0.0675)相比, SDF-
1α组E-c a d h e r i n m R N A相对灰度值(0.2170
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图 1 Transwell 法检测四组细胞迁移能力. A: CD133-CXCR4-; B: CD133-CXCR4+; C: CD133+CXCR4-; D: CD133+CXCR4+.
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图 2 CD133+CXCR4+组与CD133+CXCR4-组EMT相关因子mRNA表达. A: EMT相关因子mRNA电泳条带图; B: 柱状图.
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±0.0220, P  = 0.018)下降 ,  而A M D3100组
E-cadherin mRNA相对灰度值(0.8415±0.0934, 
P  = 0.008)上升. 与对照组(0.3034±0.0501)相
比, SDF-1α组Snail mRNA相对灰度值(0.5660
±0.0715, P  = 0.028)上升, 而AMD3100组Snail 
mRNA相对灰度值(0.1280±0.0274, P  = 0.006)
下降. CD133+CXCR4-组中, 与对照组(0.3281
±0.0657)相比, SDF-1α组E-cadherin mRNA相

对灰度值(0.3014±0.0282, P  = 0.335)无明显变

化, AMD3100组E-cadherin mRNA相对灰度值

(0.3300±0.0312, P  = 0.480)无明显变化. 与对照

组(0.1908±0.0471)相比, SDF-1α组Snail mRNA
相对灰度值(0.1759±0.0361, P  = 0.391)无明显变

化, AMD3100组Snail mRNA相对灰度值(0.1715
±0.0598, P  = 0.187)无明显变化(图4),  
2.5 胃癌原发灶CXCR4和CD133 mRNA及蛋

白表达与淋巴转移的关系 半定量 RT-PCR示, 
CXCR4 mRNA及CD133 mRNA相对灰度值在淋

■应用要点
由于胃癌侵袭转
移的机制尚未明
确 ,  基 于 本 课 题
组前期研究成果
及 国 内 外 文 献
报 道 ,  本 研 究 通
过 免 疫 磁 珠 分
选 的 方 法 分 离
CD133+CXCR4+

亚 群 胃 癌 细 胞 , 
通 过 检 测 侵 袭
能 力 及 E M T 相
关 因 子 的 表 达
情 况 ,  初 步 阐 明
CD133+CXCR4+

亚群胃癌细胞侵
袭能力机制, 从而
为进一步探寻胃
癌的转移和复发
提供理论依据.
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图 3 SDF-1α刺激后CD133+CXCR4+组与CD133+CXCR4-组侵袭能力变化. A: Control组CD133+CXCR4-; B: SDF-1α组

CD133+CXCR4-; C: Control组CD133+CXCR4+; D: SDF-1α组CD133+CXCR4+. SDF-1α: 基质细胞衍生因子-1α.

A

C D

B

E-cadherin       

Snail

GAPDH

AMD3100

SDF-α

Control +                  -                     -                          +                   -                   -

-                  +                     +                         -                   +                   +

-                   -                     +                         -                    -                   +

CD133+CXCR4+                                                                                         CD133+CXCR4-

图 4 SDF-1α、AMD3100刺激后CD133+CXCR4+组与CD133+CXCR4-组EMT相关因子mRNA表达的变化. SDF-1α: 基质细胞衍

生因子-1α.
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巴结转移组高于无淋巴结转移组, 差异均有统

计学意义(P  = 0.011, P  = 0.038). CXCR4蛋白相

对灰度值在N1组明显高于无淋巴结转移的N0
组, 差异有统计学意义(P  = 0.023), 而明显低于

N2+N3组(P  = 0.008); 在淋巴管浸润组明显高于

无淋巴管浸润组(P  = 0.020). CD133蛋白灰度值

在N1组、N2+N3组与N0组之间差异有统计学意

义(P  = 0.04, P  = 0.01), N1组与N2+N3组之间无

明显差异; 在淋巴管浸润组高于无淋巴管浸润

组(P  = 0.047).  

3  讨论

Bonnte等[12]最早研究发现在白血病中, 存在一特

定亚群细胞与正常干细胞相似的具有多能特性

的祖细胞, 能够自我更新、无限增殖及多向分

化, 并由此提出了TICs理论. 近年来, TICs理论

已在多种实体肿瘤相继得到验证[13]. 人AC133
抗原也称为CD133, 是PROM1基因编码的5次
跨膜糖蛋白, 被认为是包括脑肿瘤、胰腺癌、

结肠癌、前列腺癌中陆续得到实验论证[3-6]等多

种TICs的标志. 在对KATO-Ⅲ胃印戒细胞癌的

研究中发现, CD133+亚群KATO-Ⅲ细胞相对于

CD133-亚群具有更强的克隆形成能力、分化能

力、裸鼠移植成瘤能力及耐药的潜能, 同时, 后
续实验[14]已成功转染并抑制KATO-Ⅲ CD133+

胃癌细胞CD133基因的表达, CD133基因表达被

抑制以后, 细胞的增殖活性、侵袭和克隆球形

成能力显著降低, 由此推测CD133或可作为胃癌

TICs的表面标志物之一[11].  
SDF-1α/CXCR4轴是由趋化因子SDF-1α与

其特异性受体CXCR4相互作用而构成的一个

与细胞间信息传递、细胞迁移有密切关系的偶

联分子对[15]. 体外实验中, 本研究利用免疫磁珠

分选成功分离出以CD133和CXCR4为标志物的

不同亚群细胞. 随后, 通过Transwell法检测发现, 
CD133+CXCR4+亚群细胞迁移能力显著高于其

它亚群, 由此推测CD133+CXCR4+亚群细胞可能

具备高侵袭潜能. 深入地, 通过SDF-1α激活SDF-
1α/CXCR4轴后, CD133+CXCR4+亚群细胞侵袭

能力明显上升, 而CD133+CXCR4-亚群细胞侵袭

能力无明显变化.  
EMT是指上皮细胞发生形态转变, 变为间

质细胞的一个过程[16]. 本课题组前期研究表明

CD133可以通过诱导EMT的发生而促进胃癌的

侵袭与转移. 通过RT-PCR检测CD133+CXCR4+

与CD133+CXCR4-两个亚群细胞EMT相关因子

mRNA表达发现, 对应于CD133+CXCR4-亚群, 
CD133+CXCR4+亚群细胞上皮标志物E-cadherin
表达降低, 而间质标志物N-cadherin和Snail表
达升高. 由此推断, CD133+CXCR4+亚群更倾

向于发生EMT现象, 其机制可能是CD133通过

CXCR4诱导EMT发生促进胃癌的侵袭和转移.  
为了进一步验证CD133+胃癌KATO-Ⅲ细

胞中SDF-1α/CXCR4轴与EMT现象之间的关

系. 本研究利用SDF-1α或CXCR4特异性抑制

剂AMD3100激活或抑制SDF-1α/CXCR4轴, 观
察CD133+CXCR4+与CD133+CXCR4-两个亚

群细胞E M T相关因子的表达变化. 结果发现, 
在CD133+CXCR4+亚群中, 激活或抑制SDF-
1α/CXCR4轴能够调控EMT相关因子的表达. 然
而, CD133+CXCR4-亚群中, 激活或抑制SDF-1α/
CXCR4轴, EMT相关因子表达无明显变化. TICs
理论认为, 因侵袭能力不同, TICs可分为运动型

TICs与静止型TICs. 由此, 我们可认为在CD133+

胃癌KATO-Ⅲ细胞中, CD133+CXCR4+亚群细胞

属于运动型TICs, 负责侵袭和转移的启动与发生.  
总之, CD133+CXCR4+胃癌细胞可能通过

EMT和SDF-1α/CXCR4获得高侵袭能力的一群

运动型TICs, 同时, CD133与CXCR4蛋白双阳性

与胃癌淋巴结转移正相关.  
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Abstract
AIM: To observe the effect of shikonin on the 
growth of co-stimulated human cells and the cy-
totoxicity of co-stimulated cells to gastric cancer 
cell lines NCI-N87, BGC-823 and HGC-27, and 
to explore the underlying mechanisms．

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
were separated form healthy volunteers and in-
duced with various cytokines (CD3 mAb, IL-2, 
IFN-γ, IL-1α, CD28 mAb, IL-15 and IL-21) to re-
sult in co-stimulated human cells in vitro. After 
co-stimulated cells were incubated with shikonin 
of different concentrations for 24, 48 and 72 h and 
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紫草素对人共刺激细胞杀伤胃癌细胞的影响及其机制

郭雪兴, 刘军权, 陈复兴, 吕小婷, 陈永强, 陈剑群

®

■背景资料
人共刺激细胞是
一种由外周血淋
巴细胞经7种细胞
因子在体外诱导
获得的异质群T淋
巴细胞, 其为胃癌
的新兴治疗方案. 
紫草素是一种能
抑制胃癌细胞增
殖及调控机体免
疫功能的中药. 本
研究主要探讨紫
草素对人共刺激
细胞增殖和功能
的影响. 

co-cultured with the three gastric cancer cell lines, 
CCK8 assay was used to assess the proliferation 
of co-stimulated cells, and MTT assay was used 
to measure the reduced rate of growth of gastric 
cancer cells. FCM was used to detect the expres-
sion of GraB, PFP, CD107a and IFN-γ on co-stim-
ulated cells before and after shikonin treatment. 
LDH release assay was used to measure the influ-
ence of shikonin on cytotoxic activity of co-stim-
ulated cells to gastric cancer cells. Western blot 
assay was used to measure β-catenin, P-ERK1/2, 
Bcl-2 and P-AKT expression in co-stimulated cells 
before and after shikonin induction.

RESULTS: After incubation with shikonin at 
concentrations ranging from 0.2 to 50 μg/L for 
48 h, the proliferation rate of co-stimulated cells 
increased significantly (P < 0.05). The expres-
sion of GraB, PFP, CD107a, IFN-γ, β-catenin, 
P-ERK1/2, Bcl-2 and P-AKT on co-stimulated 
cells treated with shikonin at concentrations 
from 6 to 25 μg/L were significantly higher than 
that in the control group (P < 005). In addition, 
the cytotoxic activity of co-stimulated cells treat-
ed with shikonin against the three gastric cancer 
cell lines were significantly higher than that in 
the control group (P < 0.05).

CONCLUSION: These results suggest that shi-
konin can promote the growth of co-stimulated 
cells and increase the cytotoxic activity of co-
stimulated cells against gastric cancer cells via 
mechanisms possibly associated with enhancing 
the activity of β-catenin, P-ERK1/2, Bcl-2 and 
P-AKT expression and increasing the expression 
of PFP, GraB, CD107a and IFN-γ.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
如何获得足够数
量并具有高细胞
毒活性的效应细
胞已成为人共刺
激细胞治疗成功
的 关 键 .  紫 草 素
具有抗炎、抗氧
化、抗肿瘤等多
种 药 理 活 性 .  同
时紫草素能提高
淋 巴 细 胞 活 性 . 
本研究主要为进
一步提高人共刺
激细胞的治疗效
果提供参考.

摘要
目的: 观察紫草素作用前后对人共刺激细胞
的增殖及对胃癌细胞NCI-N87、BGC-823、
HGC-27杀伤活性的影响, 并探讨其作用机制.  

方法:  分离健康者外周血单个核细胞 ,  在
体外经C D3单克隆抗体 (C D3 m o n o c l o n 
antibody, CD3 mAb)、白介素2(interleukin-2, 
IL-2)、干扰素γ(interferon-γ, IFN-γ)、白介素
1α(interleukin-1α, IL-1α)、CD28 mAb、IL-15
和IL-21共同诱导为人共刺激细胞, 予不同浓
度紫草素诱导人共刺激细胞和3株胃癌细胞
24、48、72 h后, 水溶性四唑盐(cell counting 
kit-8, CCK8)法检测人共刺激细胞增殖率, 四
甲基偶氮唑蓝(colorimetric methyl thiazolyl 
tetrazolium, MTT)法检测胃癌细胞的抑制率, 
流式细胞术(flow cytometry, FCM)检测人共
刺激细胞颗粒酶B(granzyme B, GraB)、穿孔
素(perforin, PFP)、CD107a、IFN-γ的表达, 
Western blot检测人共刺激细胞β-catenin、
P-ERK1/2、P-AKT和Bcl-2的表达, 乳酸脱氢
酶释放法(lactate dehydrogenase, LDH)检测紫
草素对人共刺激细胞杀伤3株胃癌细胞的活性
影响.  

结果: 经紫草素诱导48 h后, 人共刺激细胞
0.2-50 μg/L浓度组增殖明显(P <0.05), 6-25 
μg/L浓度组GraB、PFP、CD107a、IFN-γ和
β-catenin、p-ERK1/2、Bcl-2、P-AKT的表
达显著高于对照组(P <0.05), 且对NCI-N87、
BGC-823、HGC-27的杀伤活性较对照组增强
(P<0.05).  

结论:  紫草素在一定浓度范围内能够促进
人共刺激细胞增殖 ,  并增强其对胃癌细胞
NCI-N87、BGC-823、HGC-27的杀伤活性, 
其机制可能与活化β-catenin、P-ERK1/2、
Bcl-2、P-AKT和PFP、GraB、CD107a、
IFN-γ的表达有关.  

© 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: 紫草素在一定浓度范围内能促进人

共刺激细胞增殖并提高其杀伤活性, 其可能机

制为紫草素能激活β-catenin、磷酸化细胞外信

号调节激酶l/2、Bcl-2和P-AKT信号通路促进

人共刺激细胞增殖, 提高人共刺激细胞颗粒酶

B(granzyme B)、穿孔素(perforin)、CD107a和干

扰素γ(interferon-γ)表达促进人共刺激细胞对胃癌

细胞的杀伤活性.
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0  引言

胃癌是消化系最常见恶性肿瘤之一, 其发病率居

世界第4位, 在全球肿瘤致死原因中排名第2位[1]. 
胃癌的常规治疗方法有手术、化疗、放疗等, 但
其均会对机体造成不同程度的组织损伤和免疫

功能减退[2]. 肿瘤过继细胞免疫治疗被认为是对

肿瘤具有确切效果的又一治疗方法, 其主要是

利用肿瘤患者的自身免疫细胞来治疗肿瘤[3]. 人
共刺激细胞是肿瘤过继细胞免疫治疗中的一种

效应细胞, 其是在常规细胞因子诱导的杀伤细

胞(cytokine-induced killer cells, CIK)培养体系中

增加刺激因子CD28单克隆抗体(CD28 monoclon 
antibody, CD28 mAb)、白介素15(interleukin-15, 
IL-15)和IL-21后获得的以CD3+CD56+为功能特

征的异质群T淋巴细胞, 其增殖能力、细胞因子

分泌和杀伤活性明显提高[4]. 如何获得足够数量

并具有高细胞毒活性的效应细胞已成为人共刺

激细胞治疗成功的关键[5]. 紫草素(shikonin)是一

种从中药紫草中的提取的萘醌类化合物, 具有抗

炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药理活性[6]. 紫草素

能明显抑制人胃癌细胞增殖[7]. 同时其也能调控

机体的免疫功能, 例如提高免疫细胞活性, 促进

淋巴细胞转化, 保护免疫器官和免疫功能免受肿

瘤损伤[8]. 本研究主要探讨紫草素作用前后人共

刺激细胞增殖和功能的变化, 为进一步提高人共

刺激细胞的治疗效果提供参考.

1  材料和方法  

1.1 材料 紫草素(Sigma公司); 人胃癌HGC-27、
BGC-823细胞株(上海细胞研究所), NCI-N87细
胞株(昆明细胞研究所); IL-15和IL-21(R&D公

司); CD3(上海免疫研究所); CD28 mAb(苏州大

学生物技术研究所); FITC和PerCP标记的抗人

CD3、PE标记的穿孔素(perforin, PFP)、颗粒酶

B(granzyme B, GraB)和APC标记的CD107a抗体

购自杭州联科生物公司; 干扰素γ(interferon-γ, 
IFN-γ)试剂盒(Abender公司); 乳酸脱氢酶释放法

(lactate dehydrogenase, LDH)试剂盒(日本世诺临

床诊断制品株式会社); 鼠抗人β-catenin、磷酸

化细胞外信号调节激酶(phosphorylated extracel-
lular signal regulated kinase, p-ERK1/2), 兔抗人
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■相关报道
既往研究发现紫
草素对胃癌细胞
SGC-7901的抑制
率呈剂量和浓度依
赖性. 刘军权等体
外研究发现人共刺
激细胞对能明显
抑制SGC-7901、
SW-1990和SW-1116
细胞的增殖. 本研
究主要应用紫草素
对人共刺激细胞杀
伤3株不同分化胃
癌细胞影响机制.

Bcl-2和P-AKT抗体(CST公司); Encore生化分析

仪(北京希亚克技术有限公司); FACS Caliber流
式细胞仪(BD公司); ST-360酶标仪(上海科华实

验系统有限公司).  
1.2 方法

1.2.1 人共刺激细胞的培养: 取健康者外周血

100 mL, 淋巴细胞分离液分离得到单个核细胞, 
RPMI 1640培养液(含IFN-γ 2×106 U/L、10%小

牛血清、5%人AB血清)调整细胞数为5×108/L, 
接种于6孔板, 置37 ℃、5%CO2培养箱中培养24 
h后收集细胞, 用RPMI 1640完全培养液(含10%
小牛血清、5%人AB血清、IL-1α 10 μg/L、IL-2 
5×104 U/L、CD3 mAb 1 mg/L、IL-15 20 μg/L、
IL-21 10 μg/L和CD28 mAb 10 mg/L)调整细胞数

为5×108/L, 接种于6孔板, 于37 ℃、5%CO2培

养箱中培养, 每2天换培养基(含IL-15、IL-21、
CD28)1次.  
1.2.2 CCK8法检测紫草素对人共刺激细胞生长

的影响: 收集培养10 d的人共刺激细胞, 1×108/L
细胞数接种于96孔板, 200 μL/孔, 加入紫草素

(终浓度为0、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3、6、
12.5、25、50、100、200、400 μg/L), 孵育24、
48、72 h后, 每孔加入CCK8 10 μL, 37 ℃孵育4 h
后, 于酶标仪450 nm处检测各孔吸光度(A )值. 重
复3次. 增殖率 = (实验A值-对照A值)/(对照A值)
×100%.  
1.2.3 MTT法检测紫草素对3株胃癌细胞生长的

影响: HGC-27、BGC-823、NCI-N87分别以1
×107、2×108、5×107/L细胞数分别接种于96
孔板, 200 μL/孔, 加入紫草素(浓度分别为为0、
0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3、6、12.5、25、
50、100、200、400 μg/L), 孵育24、48、72 h后, 
每孔加MTT 20 μL, 37 ℃孵育4 h后弃上清, 每孔

加入DMSO 150 μL, 沉淀产物溶解后于酶标仪

450 nm处检测各孔A值. 抑制率(%) = (对照A值-
实验A值)/(对照A )×100%.  
1 . 2 . 4  F C M 检测紫草素对人共刺激细胞中

CD107a、GraB、PFP和IFN-γ表达的影响: 取
经紫草素(终浓度分别为0、0.4、1.6、6、25、
100 μg/L)诱导48 h后的人共刺激细胞, 调整细胞

数至1×107/L, 取100 μL细胞悬液, 加入PerCP-
Cy5.5标记的CD3抗体和FITC标记的CD56抗
体各20 μL, 室温避光孵育30 min; (1)用于检测

CD107a的管加入APC标记的鼠抗人anti-CD107a 
5 μL; (2)用于检测GraB、PFP和IFN-γ的管, 加入

100 μL破膜剂A, 室温避光孵育15 min, 加入100 
μL破膜剂B, 同时分别在试管中加入anti-GraB-
PE、anti-PFP-PE 和anti-IFN-γ-APC各5 μL; 均设

置同型对照抗体管, 共同孵育15 min, 流式细胞

术(flow cytometry, FCM)检测CD107a、GraB、
PFP和IFN-γ的含量. 
1.2.5 LDH释放法检测人共刺激细胞杀伤活性: 
收集培养10 d的人共刺激细胞, 2×109/L细胞数

加入6孔板, 3 mL/孔, 加人紫草素(终浓度分别为

0、0.4、1.6、6、25、100 μg/L), 培养48 h, 收
集人共刺激细胞作为效应细胞. 取HGC-27、
BGC-823和NCI-N87细胞配成2×108/L细胞悬

液为靶细胞, 将效靶细胞等量混合, 置37 ℃、

5%CO2培养箱中孵育6 h后混合, 取上清, 按LDH
试剂盒说明书要求操作, 在生化分析仪340 nm
处测定A值. 杀伤活性(%) = (A实验组-A效应细

胞自然释放组)/(A靶细胞最大释放组-A靶细胞

自然释组)×100%.  
1.2.6 Western-blot检测紫草素作用前后人共刺激

细胞β-catenin、P-ERK1/2、P-AKT和Bcl-2的表

达: 取培养10 d的人共刺激细胞, 5×108/L细胞数

接种于6孔板, 3 mL/孔, 加入紫草素(终浓度分别

为0、0.4、1.6、6、25、100 μg/L), 培养48 h后, 
收集人共刺激细胞, 提取蛋白, BCA法测蛋白浓

度, 每管加入蛋白处理液30 mL, 煮沸5 min, 按每

泳道蛋白样品40 μg加入SDS-PAGE样品孔内, 电
泳后半干电转移至硝酸纤维膜上, 一抗、二抗

孵育及显色、扫描条带, Imagel软件分析灰度值.  
统计学处理 采用软件SPSS13.0进行统计学

处理, 计量资料采用mean±SD表示, 多组间采用

单因素方差分析(One-way ANOVA). P <0.05为差

异有统计学意义.  

2  结果

2 . 1  人共刺激细胞的培养  培养前 ,  P B M C
中C D3+C D56+T细胞比例<4%, 培养10 d后
CD3+CD56+T细胞比例增至42.31%, 倒置显微镜

观察培养第10天的人共刺激细胞形态如图1A, 
FCM检测人共刺激细胞表型CD3+CD56+表达如

图1B.  
2.2 C C K-8检测结果  与对照组比较 ,  浓度为

0.4-50 μg/L的紫草素诱导人共刺激细胞24、
48、72 h后, 人共刺激细胞增殖明显(P <0.05); 相
同浓度的紫草素作用后, 48 h时人共刺激细胞增

殖达最高峰, 与24、72 h组比较有统计学意义
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■创新盘点
本文首先研究紫
草素对人共刺激
细胞增值率的影
响 ,  后 探 讨 紫 草
素促进人共刺激
细胞增殖及增强
人共刺激细胞对
高 分 化 胃 癌 细
胞N C I - N 8 7 ,  低
分 化 胃 癌 细 胞
B G C - 8 2 3 和 未
分 化 胃 癌 细 胞
HGC-27杀伤活性
的影响, 此研究国
内外尚未见报道.

(P <0.05); 紫草素浓度为100-400 μg/L时, 人共刺

激细胞增殖率为负值(P <0.05), 提示高浓度紫草

素对人共刺激细胞具有杀伤作用, 可能为高浓

度的紫草素产生的细胞毒作用所致(图2A).  
2.3 MTT检测 与对照组比较, 0.4-400 μg/L的紫

草素对NCI-N87抑制明显(P <0.05), 且NCI-N87
细胞的生长抑制率均随紫草素浓度增加而上升, 
呈剂量依赖性; 紫草素浓度相同时, NCI-N87细
胞生长抑制率24 h组达最高峰, 与48、72 h组比

较, 均有显著差异(P <0.05), 结果如图2B. 紫草素

浓度为100-400 μg/L时, 紫草素对BGC-823细胞

抑制明显(P <0.05), 紫草素浓度相同时, BGC-823
细胞生长抑制率72 h组达最高峰, 与24、48 h组
比较, 均有显著差异(P <0.05)(图2C). 与对照组

比较, 0.8-400 μg/L的紫草素对HGC-27抑制明显

(P <0.05), 且HGC-27细胞的生长抑制率均随紫草

素浓度增加而上升; 紫草素浓度相同时, HGC-27
细胞生长抑制率72 h组达最高峰, 与24、48 h组
比较, 均有显著差异(P <0.05)(图2D).  
2.3 FCM检测 紫草素与人共刺激细胞共培养

48 h后, 人共刺激细胞GraB、PFP、CD107a和
IFN-γ的表达不同程度升高, 且6和25 μg/L浓度
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图 1 人共刺激细胞的培养. A: 培养10 d的人共刺激细胞(×400); B: 扩增前和扩增10 d后人共刺激细胞FCM分析.
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■应用要点
此研究为培养细
胞毒性更强和安
全性更高的人共
刺激细胞提供了
新的思路. 但此研
究局限于体外实
验, 如何使人共刺
激细胞在体内持
续发挥作用和引
起体内的肿瘤免
疫记忆并激发新
一轮抗肿瘤免疫
反应, 仍需进一步
研究. CD3 PerCP-Cy5.5
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组与对照组比较均有统计学意义(P <0.05); 各实

验组中, 6 μg/L组GraB、PFP和CD107a的表达最

高, 与其他浓度组相比有统计学差别(P <0.05)(图
3E).  
2 . 4  杀伤活性检测  经不同浓度紫草素作用

48 h后, 人共刺激细胞对胃癌细胞NCI-N87、
BGC-823和HGC-27的杀伤活性随着药物浓度

的增加逐渐增强, 浓度在6 μg/L时杀伤活性达最

高峰, 分别为55.30%、50.82%、60.86%, 0.4-25 

μg/L, 与对照组比较, 差异显著(P <0.05)(图3F).  
2.5 Western blot检测 不同浓度紫草素作用48 h
后, 人共刺激细胞中β-ca ten in、P-ERK1/2、
Bcl-2和P-AKT蛋白的表达不同程度增高, 紫草

素1.6-100 μg/L时β-catenin的表达高于对照组

(P <0.05); 紫草素6-100 μg/L时P-ERK1/2的表达

高于对照组(P <0.05), 且100 μg/L时P-ERK1/2表
达最高; 紫草素0.4-100 μg/L时Bcl-2的表达高于

对照组(P <0.05); 6-25 μg/L时P-AKT的表达高于

对照组(P <0.05)(图4).  

3  讨论

人共刺激细胞是PBMC在体外经多种细胞因子

CD3 mAb、IL-2、IFN-γ、IL-1α、CD28 mAb、
IL-15和IL-21诱导10 d后而获得的免疫效应细

胞. 因CD3 mAb、IL-2、IFN-γ、IL-1α、CD28 
mAb、IL-15和IL-21可以介导T细胞的增殖, 促
进T细胞的活化及增强细胞毒活性, 并促其分泌

IFN-γ及TNF-α等细胞因子, 所以人共刺激细胞

的增殖率和细胞毒活性较CIK细胞明显提高[9]. 
L iu等[10]体外研究发现人共刺激细胞对能明显

抑制SGC-7901、SW-1990和SW-1116细胞的增

殖, 此细胞毒活性主要来源于CD3+CD56+T细胞

比例较CIK细胞明显增高[11]. 本实验发现0.2-50 
μg/L紫草素作用人共刺激细胞48 h后能明显促

进其增殖, 增强人共刺激细胞对胃癌细胞的杀

伤活性.  
P F P和G r a B是活化的T细胞和自然杀伤

(natural killer, NK)细胞发挥细胞毒性作用的主

要效应分子, 并协同发挥杀伤靶细胞的细胞毒

■同行评价
本文具有一定指
导意义.
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图 3 紫草素对人共刺激细胞功能的影响. A: 紫草素作用48 h后, 人共刺激细胞GraB表达的FCM结果; B: 紫草素作用48 h后, 

人共刺激细胞PFP表达的FCM结果; C: 紫草素作用48 h后, 人共刺激细胞CD107a表达的FCM结果; D: 紫草素作用48 h后, 人

共刺激细胞IFN-γ表达的FCM结果; E: 紫草素作用48 h后, 各组人共刺激细胞GraB、PFP、CD107a及IFN-γ表达的FCM结果

的折线图; F: 紫草素作用人共刺激细胞48 h后, 对胃癌细胞NCI-N87、BGC-823、HGC-27杀伤活性的变化; aP<0.05 vs  对

照组, cP<0.05 vs  其他浓度组.
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草素作用后人共刺激细胞β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2和

P-AKT灰度值比较, aP<0.05 vs  对照组.
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性作用[12].  PFP在靶细胞膜上聚合形成活性孔

道, 在靶细胞膜内外形成明显的渗透压反差, 导
致靶细胞胀裂而死; GraB也可通过此PFP形成

的孔道进入靶细胞, 导致靶细胞凋亡[13]. T细胞

表面的CD107a分子, 与T细胞活化以后脱颗粒

过程相关, 其比值可以直接反应该效应细胞具

有的特异性杀伤活性[14]. IFN-γ可增强NK细胞、

巨噬细胞和T淋巴细胞的活力, 促进其分泌各种

细胞因子从而起到免疫调节作用, 并增强抗肿

瘤能力[15]. 本研究发现紫草素促进人共刺激细

胞GraB、PFP、CD107a和IFN-γ的表达并提高

其对胃癌细胞的杀伤活性, 此印证了既往研究

紫草素能通过免疫调节途径抗肿瘤理论[16]. 紫
草素6-25 μg/L时人共刺激细胞的GraB、PFP、
CD107a和IFN-γ表达均有不同程度的增加, 其
杀伤活性在此范围内明显增强, 紫草素浓度为6 
μg/L时达最大值, 与人共刺激细胞对胃癌细胞的

杀伤结果相一致.  
研究发现ERK1/2信号通路的激活能促进T

淋巴细胞的活化、增殖并抑制其凋亡, 并促进

IL-2生成[17]. 本研究发现, 紫草素促进人共刺激

细胞P-ERK1/2的表达, 且100 μg/L时P-ERK1/2表
达最高, 而此浓度紫草素抑制人共刺激细胞增

殖, 这与ERK瞬态活化促进细胞增殖、持续活

化促进细胞凋亡的理论一致[18]. 近来研究发现, 
Wnt/β-catenin信号通路在T细胞的增殖、分化、

成熟等方面起着重要作用[19]. PI3K/Akt信号传递

途径是T细胞最为重要的信号转导途径之一, 其
功能主要表现为与CD28协同刺激信号一道促进

T细胞活化; 调节周期蛋白和促T细胞增殖因子

等表达使T细胞周期正常进行; 通过调控凋亡信

号转导相关激酶活性和凋亡调控因子表达以拮

抗P53、Fas等诱导的T细胞凋亡以等[20]. 在细胞

凋亡过程中, Bcl-2是细胞死亡的负调因子, 其高

表达能促进T细胞的增殖及活化. β-catenin的活

化激活ERK分子, 进而上调抗凋亡分子Bcl-2的
表达, 促进免疫细胞的存活, 从而控制自身免疫

应答反应[21]. 鉴于β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2、
P-AKT表达与免疫细胞增殖及活化的重要作用, 
本研究发现紫草素能不同程度提高人共刺激细

胞β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2、P-AKT的表达, 
并且相同浓度范围下对人共刺激细胞的增殖及

杀伤活性有明显的促进作用, 因此可以推断紫草

素对人共刺激细胞的增殖和活化作用可能与激

活β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2、P-AKT信号通

路有关.  
总之, 紫草素能促进人共刺激细胞增殖并

提高其杀伤活性, 其可能机制为紫草素能激活

β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2和P-AKT信号通

路促进人共刺激细胞增殖, 提高GraB、PFP、
CD107a和IFN-γ表达促进人共刺激细胞对胃癌

细胞的杀伤活性, 此为培养细胞毒性更强和安

全性更高的免疫活性细胞提供了新的思路. 
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Abstract  
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
locked nucleic acid enzyme targeting the hepati-
tis C virus (HCV) C gene on HCV RNA replica-
tion and expression in HepG2.9706 cells.

METHODS: The sequences encoding DNAzyme, 
thiolmodificated DNAzyme and LNAzyme 
targeting the HCV C gene were designed and 
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LNAzyme设计及其体外特异性抑制丙型肝炎病毒C基因
的表达

邓益斌, 农乐根, 梁祚仁, 张 梁, 覃羽华, 何 平

®

■背景资料
反 义 核 酸 技 术 , 
包括反义寡核苷
酸、反义寡聚脱
氧核苷酸、核酶
等技术, 其中, 核
酶技术又包括核
酶和脱氧核酶技
术, 已被证实是研
究、治疗病毒感
染性疾病、遗传
性疾病、恶性肿
瘤等多种疾病的
有效手段之一, 主
要通过针对在疾
病发生、发展过
程中发挥重要作
用的生长因子、
受体、关键酶、
原癌基因、抑癌
基因或凋亡相关
基 因 ,  通 过 导 入
外 源 治 疗 基 因
( D N A、R N A、
核 酶 等 ) 短 序 列 , 
特异性识别、结
合、封闭或调控
其功能及产物表
达, 从而达到治疗
目的. 

synthesized. The following experimental groups 
were set up: lipo-DNAzyme, lipo-S-DNAzyme, 
lipo-LNAzyme, blank control, empty liposomes, 
and lipo-random-LNAzyme. Transfection was 
performed using cationic liposomes. The level 
of HCV RNA and luciferase gene expression in 
supernatants were tested by real-time fluores-
cent quantitative PCR and chemiluminescence 
technique 24, 48 and 96 h after treatment, respec-
tively. Cytotoxicity of LNAzyme was evaluated 
by MTT assay.

RESULTS: Significant down-regulation of HCV 
RNA replication and luciferase gene expression 
was noted in the lipo-LNAzyme group, lipo-
DNAzyme group and lipo-S-DNAzyme group 
compared with the control group (P < 0.05 for 
all). Relative to the lipo-DNAzyme group and 
lipo-S-DNAzyme group, the average inhibition 
rates in the lipo-LNAzyme group were 47.55% 
and 52.44%, respectively. With the prolonga-
tion of the treatment time, the inhibition rate 
increased. At 96 h, HCR RNA replication and 
fluorescent protein expression were significantly 
lower than those before treatment in the lipo-
LNAzyme group (P < 0.01 for both), and the av-
erage inhibition rates were 79.40% and 84.05%, 
respectively. No obvious toxicity was observed.

CONCLUSION: LNAzyme has a significant in-
hibitory effect on HCV C gene replication and 
expression in vitro, which is stronger than that of 
the thiolmodificated DNAzyme.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
核酶技术作为分
子生物学的新型
基 因 治 疗 技 术 , 
目前不仅广泛应
用于生物学、病
理学、药理学等
学科的基础研究, 
而且已成为药物
发展的新兴策略. 
在核酶技术基础
上发展起来的锁
核 酸 核 酶 技 术 , 
是目前研究的新
热 点 .  当 前 抗 病
毒基因治疗亟待
解决的问题一是
没有一种满意的
肝靶向性药物载
体 ,  另 外 就 是 缺
乏特异性抗病毒
核酸药物.

摘要
目的: 探讨针对丙型肝炎病毒(hepa t i t i s C 
virus, HCV)C基因的锁核酸核酶对病毒RNA
复制与表达的特异性抑制作用. 

方法:  设计合成能切割H C V C基因位点的
DNAzyme、硫代DNAzyme和LNAzyme. 实验
设对照组和实验组. 对照组包括空白对照组、

脂质体对照组和脂质体-无关LNAzyme对照
组. 实验组包括脂质体-DNAzyme、脂质体-
硫代DNAzyme组和脂质体-LNAzyme组. 以阳
离子脂质体介导转染HepG2.9706细胞. 采用
荧光定量PCR和化学发光技术分别监测24、
48、96 h细胞培养上清液中HCV RNA含量及
荧光素酶基因表达; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法
监测细胞代谢. 

结果: 加入药物后, 脱氧核酶、硫代脱氧核酶
及锁核酸核酶组对HCV RNA复制和荧光素酶
基因表达的抑制作用均较对照组强(P <0.01), 
其中, 锁核酸核酶的抑制作用均较脱氧核酶及
硫代脱氧核酶明显(P <0.05), 平均抑制率分别
达47.55%和52.44%, 且随用药时间延长, 抑制
率呈增高趋势, 96 h后, HCV RNA复制和荧光
蛋白表达的下降率均较用药前明显(P <0.01), 
其中, 锁核酸核酶的抑制作用均较脱氧核酶及
硫代脱氧核酶明显(P <0.05), 平均下降率分别
达79.40%和80.05%. 而LNAzyme对细胞活性
基本无影响. 

结论: LNAzyme能特异性抑制HCV C基因的
复制与表达, 且优于硫代修饰的DNAzyme. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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编码区; 基因表达

核心提示: 针对丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)C基因位点的锁核酸核酶, 体外能特异性抑

制病毒基因调控, 为抗HCV基因治疗提供理论和

实验依据, 有望成为RNA病毒基因治疗的新型反

义核酸药物.
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是单股正

链RNA病毒, 含5'非编码区、结构区(C、E区)、
非结构区(NS区)、和3'非编码区, 其中, C区是丙

型肝炎病毒复制所必需的元件, 是HCV十分保

守的序列之一. C区开放读码框架(open reading 
frame, ORF)的编码蛋白是大分子多聚蛋白前体, 
在宿主信号肽酶及NS3蛋白激酶的作用下, 裂
解成各种小分子病毒蛋白, 很显然, C区在病毒

基因表达调控中发挥着重要的作用. 因此, 推测

切割破坏该位点RNA序列可能有效阻断病毒的

基因表达. 锁核酸(locked nucleic acid, LNA)是
新发现的一种带环状结构的核苷酸衍生物, 与
其他寡核苷酸相比, 具有热稳定性好[1-5]、分子

杂交能力强[6-10]、抗酶解能力强[11-15]、脂溶性

好[16-20]和低毒性[21-24]等优势. 锁核酸核酶(locked 
nucleic acid enzyme, LNAzyme)是在脱氧核酶

的2条结合臂上引入1个或多个锁核酸单体构建

而成的新型核酸酶, 与其他核酸酶相比, 具有更

强的分子杂交能力、更高的酶切活性和切割效

率[25-28]. 因此, 在前期研究基础上[29-31], 进一步针

对HCV C区ORF的AUG位点设计合成两侧臂长

约7-10 nt, 环结构由GGCTAGCTACAACGA碱

基组成的LNAzyme, 以阳离子脂质体介导转染

HepG2.9706细胞株, 观察其对病毒复制与表达

的抑制作用, 以期为抗HCV治疗寻找专一、高

效的新型分子药物.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2.9706细胞是一种转染有质粒

pHCV-neo的转基因HepG2细胞, 含荧光素酶

基因, 由中国人民解放军广州军区空军医院刘

光泽博士惠赠 ,  本室常规培养于含G418(380 
I T I 1 )、1 0 %胎牛血清的D M E M培养基中 , 
37 ℃、5%CO2条件下5-6 d传代1次; DMEM培养

基、G418等购自GIBCO公司; 胎牛血清购自杭

州四季清公司; LipofectamineTM 2000购自Invitro-
gen公司; TRIzol RNA提取试剂盒购自GIBCO公

司; 荧光定量PCR检测HCV RNA试剂盒购自深

圳匹基公司; 化学发光试剂盒(Bright-GloTM荧光

素酶分析系统)购自Promega公司; VictorTM Wallac 
1420多标记检测仪购自Promega公司; EVOS® FL 
Auto全自动荧光倒置显微镜系统购自美国LIFE
公司.
1.2 方法

1.2.1 核酶分子设计与合成: 针对HCV C区ORF
的AUG位点(341-356 nt)分别设计以下几段序

列: (1)DNAzyme: 5'-UAGGAUUGGCTAGCTA-
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■相关报道
邓益斌等针对乙
肝病毒S保守区S
基因mRNA的翻
译起始位点, 设计
合成反义LNA片
段, 进行体内外实
验 研 究 ,  结 果 发
现, 反义LNA对靶
mRNA基因表达
的抑制作用明显
强于其他寡核苷
酸, 并且存在剂量
和时间效应, 当反
义LNA片段长度
在20-25个核苷酸
时, 更容易进入细
胞内, 与靶mRNA
形成LNA-RNA杂
交 分 子 ,  封 闭 靶
mRNA基团翻译的
同时, 激活RNase 
H酶活性, 引起靶
mRNA的降解, 从
翻译水平阻断病
毒靶基因表达, 降
低病毒蛋白的合
成 ,  抑 制 病 毒 装
配、成熟和分泌
过 程 ,  从 而 抑 制
HBV病毒的复制.

CAACGACGAGUGCUCAU-3'; (2)硫代DNA-
zyme: 5'-UASGGASUSUGGCTAGCTACAAC-
GACGAGUSGCUSCASU-3', 即在DNAzyme基础

上对5'端前5个碱基及3'端前5个碱基进行硫代

修饰, 以上标“S”表示; (3)LNAzyme: 5'-UALG-
GALULUGGCTAGCTACAACGACGAGULGCUL-

CALU-3', 即在DNAzyme的2个结合臂碱基A或

T分别引入2个LNA单体, 以上标“L”表示; (4)
无关DNAzyme: 5'-TCCAGAGGGGCTAGCTA-
CAACGACATACAGC-3'. 其中, GGCTAGCTA-
CAACGA为DNAzyme的催化活性序列, 其2侧为

靶位特异性识别序列. 以上各序列经BLAST排除

与人同源后由美国GENELINK公司合成修饰.
1.2.2 实验分组与脂质体转染: 本实验设对照组

和实验组. 对照组包括空白对照组、脂质体对

照组、脂质体-无关DNAzyme对照组. 实验组包

括脂质体-DNAzyme组、脂质体-硫代DNAzyme
组、脂质体-LNAzyme组. 将HepG2.9706细胞按

1×105个/mL接种于16孔培养板, 每孔100 μL, 共
设定6个组, 每组各设6个复孔, 待细胞贴壁后吸

取培养上清液(-20 ℃保存), 分别在各组每孔中

一次性加入含核酶量为10 μmol/L的DMEM混合

液1 mL, 分别于24、48、96 h收集各孔培养上清

液500 μL, 保存于-20 ℃待测. 脂质体转染严格按

说明书操作.
1.2.3 培养上清液HCV RNA含量检测: 采用荧光

定量PCR试剂盒法. (1)在预先准备好的1.5 mL灭
菌离心管中加入RNA酶抑制剂20 μL, 然后分别

加入待测液, 阴、阳性对照和标准品各100 μL, 
再加入裂解液100 μL, 振荡混匀; (2)将上述混合

液全部转移至核酸提取柱中, 开启负压装置, 抽
干液体, 然后分别用洗涤液A和B液各500 μL, 各
洗涤1次, 抽干; (3)关闭负压装置, 将提取柱转入

2 mL离心管中, 15000 r/min, 离心1 min; (4)将提

取转入新2 mL离心管中, 加入50 μL洗脱液, 静
置1 min, 10000 r/min, 离心1 min, 取12.5 μL洗脱

液加样, 余下步骤和PCR扩增条件严格按说明

书操作. 结果采用计算对数平均值的方法获得

cDNA平均拷贝数.
1.2.4 培养细胞内荧光蛋白表达检测: 分别于基

因转染后24、48、96 h终止培养, 将培养板平

衡至室温, 向每孔中加入经室温平衡后的荧光

素酶发光试剂100 μL, 轻轻摇匀2 min以使细胞

完全裂解, 立即应用VictorTM Wallac 1420多标记

检测仪检测1 s发光强度, 输出值以每秒计算值

(counts per second, CPS)表示. 
1.2.5 荧光显微镜系统观察细胞荧光蛋白表达: 
培养细胞转染96 h后, 用倒转荧光显微镜系统在

488 nm激发波长下观察绿色荧光的表达情况, 并
拍照.
1.2.6 LNAzyme对细胞的毒性检测: 采用MTT
比色法检测LNAzyme对细胞活性的影响. 加入

LNAzyme后, 5%CO2, 37℃培养96 h, 每孔加入

20 μL 0.5%MTT液, 继续培养4 h后, 终止培养, 
小心吸弃培养上清液; 每孔加入150 μL二甲基亚

砜, 低速振荡孵育10 min, 使结晶物充分融解; 在
酶联免疫监测仪上检测各孔吸光度值, 波长490 
nm/570 nm, 同时设置调零孔和对照孔. 

统计学处理 所有数据均采用mean±SD表

示, 应用SPSS13.0统计软件处理, 组间比较采用

重复测量设计方差分析, P <0.05为差异具有统计

学意义. 抑制率(%) = (用药前N-用药后N)/用药

前N×100%, 或(对照组N-实验组N)/对照组N×

100%, 其中, N表示测定值. 

2  结果

2.1 LNAzyme对HCV RNA复制的抑制作用 加
入药物后, 各实验组对HCV RNA的复制均显示

     

表 1 LNAzyme对HepG2.9706细胞HCV RNA复制的影响 (n  = 6, mean±SD, ×105 copies/mL)

分组        0 h      24 h       48 h      96 h

空白对照组 1.52±0.44 1.55±0.47 1.61±0.52 1.65±0.44

脂质体对照组 1.62±0.45 1.58±0.46 1.67±0.44 1.65±0.43

脂质体-无关LNAzyme对照组 1.55±0.45 1.57±0.43 1.62±0.48 1.68±0.42

脂质体-DNAzyme组 1.65±0.58 1.23±0.49 1.02±0.55 0.83±0.53

脂质体-硫代DNAzyme组 1.62±0.48 1.02±0.53 0.81±0.58 0.75±0.42

脂质体-LNAzyme组 1.65±0.44 0.83±0.31 0.50±0.22 0.34±0.15bceh

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  脂质体-DNAzyme组; eP<0.05 vs  脂质体-硫代DNAzyme组; hP<0.05 vs  用

药前. DNAzyme: 寡聚脱氧核酶.
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■创新盘点
锁 核 酸 ( l o c k e d 
nucleic acid, LNA)
是一种新兴环状
核苷酸衍生物, 具
有热稳定性好、
分 子 杂 交 能 力
强、抗核酸酶解
能 力 高 等 特 性 , 
本研究在以寡聚
脱氧核酶分子的
双侧臂上各引入
2-4个LNA分子构
建成锁核酸核酶
(LNAzyme), 从而
增强核酶分子与
底物RNA的杂交
亲和力, 同时, 增
强其在细胞内稳
定性和酶切能力.

出较强的抑制作用(F  = 227.50, P <0.01), 其中, 
脂质体-LNAzyme组的抑制作用最强(F  = 67.50, 
P <0.05), 平均抑制率为47.55%. 与用药前比

较, HCV RNA的复制量也明显下降(F  = 156.27, 
P <0.01), 96 h后, 脂质体-LNAzyme组的平均下降

率达79.40%(表1). 
2.2 LNAzyme对培养细胞荧光素酶基因表达的

抑制作用 加入药物后, 各实验组对细胞荧光

素酶基因的表达均显示出较强的抑制作用(F  = 
78.65, P <0.01), 其中, 脂质体-LNAzyme组的抑

制作用最强(F  = 72.35, P <0.05), 平均抑制率为

52.44%. 与用药前比较, HCV RNA的表达量也

明显下降(F  = 186.21, P <0.01), 96 h后, 脂质体

-LNAzyme组的平均下降率达84.05%(表2). 

2.3 LNAzyme对细胞荧光蛋白表达的抑制作用 
转染96 h后在荧光电子显微镜下观察, 脂质体

-LNAzyme组细胞内荧光蛋白的表达明显少于

对照组、脱氧核酶组及硫代脱氧核酶组(图1). 
2.4 LNAzyme对细胞的毒性 用药7 d后, 采用

MTT比色法测定各组A值, 脂质体-DNAzyme、
脂质体-硫代DNAzyme和脂质体-LNAzyme组的

A值分别为1.14±0.04、1.15±0.04和1.15±0.04, 
与空白对照组的1.37±0.04比较均无差异, 表明

锁核酸脂质体混合物对细胞活性基本无影响. 

3  讨论

本研究针对丙型肝炎病毒5'非编码区内源性核

糖体进入位点(internal ribosome entry site, IRES)

     

表 2 LNAzyme对HepG2.9706细胞荧光素酶基因表达的影响 (n  = 6, mean±SD, ×104 CPS)

分组        0 h       24 h      48 h      96 h

空白对照组 4.97±2.92 4.95±2.89 4.96±2.81 4.97±2.79

脂质体对照组 4.89±2.91 4.91±2.85 4.89±2.75 4.91±2.87

脂质体-无关LNAzyme对照组 4.93±2.88 4.89±2.78 4.91±2.83 4.89±2.78

脂质体-DNAzyme组 4.87±2.66 3.57±2.66 3.02±2.69 2.41±2.44

脂质体-硫代DNAzyme组 4.91±2.87 3.04±2.61 2.44±2.15 2.21±1.88

脂质体-LNAzyme组 4.89±2.45 2.11±1.52 1.66±1.23 0.78±0.25bceh

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  脂质体-DNAzyme组; eP<0.05 vs  脂质体-硫代DNAzyme组; hP<0.05 vs  用

药前. DNAzyme: 寡聚脱氧核酶.

图 1 荧光电子显微镜下LNAzyme抑制细胞荧光蛋白表达作用比较(化学发光法×200). A: 空白对照组; B: 脂质体-DNA-

zyme组; C: 脂质体-硫代DNAzyme组; D: 脂质体-LNAzyme组. LNAzyme: 锁核酸核酶; DNAzyme: 寡聚脱氧核酶.

A

C D

B
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位点设计合成LNAzyme, 并以阳离子脂质体介

导转染HepG2.9706细胞, 采用分子生物学技术

分别检测培养上清液中HCV RNA含量及荧光素

酶基因表达, 观察锁核酸核酶对病毒基因表达

的影响, 结果显示, 脱氧核酶、硫代脱氧核酶及

锁核酸核酶对丙型肝炎病毒RNA的复制及细胞

内荧光素酶基因的表达均显示出较强的抑制作

用(P <0.01), 其中, 锁核酸核酶的抑制作用均较

脱氧核酶及硫代脱氧核酶强(P <0.05), 平均抑制

率分别达48.02%和53.05%, 而且, 随用药时间延

长, 抑制率呈增高趋势, 用药后96 h, HCV RNA
复制和荧光蛋白表达的下降率均较用药前明显

(P <0.01), 其中, 锁核酸核酶的抑制作用均较脱

氧核酶及硫代脱氧核酶明显(P <0.05), 平均抑制

率分别达81.21%和84.25%. 此外, MTT比色结果

表明, LNAzyme脂质体混合物对细胞活性基本

无影响.
总之, 针对HCV 5'非编码区IRES位点的锁核

酸核酶, 体外能特异性抑制病毒基因调控, 为抗

丙型肝炎病毒基因治疗提供理论和实验依据, 有
望成为RNA病毒基因治疗的新型反义核酸药物. 
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■同行评价
该文设计了针对
丙 型 肝 炎 病 毒 C
基因的LNAzyme, 
体外特异性抑制
病毒基因调控, 具
有一定研究价值.
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Abstract
AIM: To assess the tolerance of mice with carbon 
tetrachloride (CCl4)-induced fibrosis to a lethal 
dose of D-galactosamine/lipopolysaccharide (D-
GalN/LPS). 

METHODS: A mouse model of hepatic fibrosis 
was established by intraperitoneal injection of 
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肝纤维化能够保护小鼠抵抗D-GalN/LPS诱导的致死性损伤

白 丽, 孔 明, 张晓慧, 丁 美, 郑素军, 陈 煜, 段钟平

®

■背景资料
肝纤维化是许多
肝脏病变的最终
共同结局. 当前人
们对纤维化的认
知往往强调其导
致病理损害的一
面 ,  而 忽 视 了 纤
维化本身也是一
种针对慢性肝损
伤的伤口愈合反
应. 近年来有研究
显示, 纤维化可能
通过其强大的损
伤修复能力发挥
肝脏保护效应. 然
而, 关于四氯化碳
(carbon tetrachlo-
ride, CCl4)诱导的
肝纤维化中是否
存在对致死性损
伤的耐受效应尚
无明确报道. 

CCl4 (in mineral oil), twice a week for 6 wk. At 
the end of fibrosis induction, mice were chal-
lenged intraperitoneally with D-GalN (700 mg/
kg)/LPS (50 μg/kg). Normal mice treated in 
the same way were used as controls. Mice were 
sacrificed 24 h after acute insult. Sera and liver 
tissues were harvested for analyses. To evalu-
ate the tolerance of normal and fibrotic mice to 
a lethal dose of D-GalN/LPS, survival rate, se-
rum alanine aminotransferase (sALT) levels and 
histological changes of the liver were compared 
between before and after acute challenge.

RESULTS: The survival rate of fibrotic mice 
subjected to a lethal dose of D-GalN/LPS was 
significantly higher than that of normal mice 
treated in the same way (100% vs 20%). After 
challenged by D-GalN/LPS, sALT in normal 
mice increased by 455.9 folds (49.2 U/L ± 12.9 
U/L vs 22429 U/L ± 5446 U/L, P < 0.01), which 
was significantly higher than that in fibrotic 
mice (14.3 folds) [(463.7 U/L ± 109.0 U/L vs 
6630 U/L ± 1675 U/L, P < 0.01). The tolerance of 
fibrotic mice to D-GalN/LPS was confirmed by 
well-preserved liver architecture as compared 
with controls. 

CONCLUSION: CCl4-induced liver fibrosis pro-
tects mice against a lethal dose of D-GalN/LPS.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 证明四氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)
诱导的肝纤维化小鼠对致死性D-氨基半乳糖
/脂多糖(D-galactosamine and lipopolysaccharide, 
D-GalN/LPS)攻击的耐受性.  

■同行评议者
鲁玉辉 ,  副教授 , 
福建中医药大学
中医学院
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■研发前沿
近 年 来 ,  临 床 医
生和研究者逐渐
将研究重心转移
到肝纤维化作为
“双刃剑”的另
一 面 ,  即 其 强 大
的组织修复能力
可能具有的肝脏
保 护 效 应 .  这 种
认知的转变促使
我们能够对肝纤
维化这种疾病产
生全面而正确的
认识.

方法: 建立CCl4诱导的肝纤维化小鼠模型, 于
纤维化6 wk时以致死剂量的D-GalN(700 mg/
kg)/LPS(50 μg/kg)进行攻击, 以同样处理的正
常小鼠作为对照, 即实验共分为4组: 正常对
照组(Nor)、急性损伤组(Nor+D-GalN/LPS)、
肝纤维化组(F i b)、肝纤维化+急性攻击组
(F ib+D-GalN/LPS). 根据攻击前后小鼠生存
率、转氨酶水平及肝组织学的变化来评估正
常和纤维化小鼠对致死性D-GalN/LPS损伤的
耐受性.  

结果: 生存分析显示, F ib+D-GalN/LPS组的
生存率显著高于Nor+D-GalN/LPS组(100% vs  
20%). 血清转氨酶结果表明, Fib+D-GalN/LPS
组肝损伤程度明显轻于Nor+D-GalN/LPS组, 
其sALT水平分别为(6630 U/L±1675 U/L)和
(22429 U/L±5446 U/L)(P <0.01). 接受攻击的
纤维化和正常小鼠的sALT分别升高了14.3倍
和455.9倍.  肝组织学检查结果也证明, 接受致
死性D-GalN/LPS攻击的纤维化小鼠的肝损伤
较同样处理的正常小鼠明显减轻.  

结论: CCl4诱导的肝纤维化可保护小鼠抵抗致
死性D-GalN/LPS损伤的攻击.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝纤维化; 损伤; 耐受     

核心提示: 肝纤维化是一把“双刃剑”, 除导致病

变外, 还具有很强的组织修复能力. 本研究利用致

死剂量的D-氨基半乳糖/脂多糖(D-galactosamine 
and lipopolysaccharide, D-GalN/LPS)对正常和肝纤

维化小鼠进行攻击, 观察二者对损伤的耐受性. 结
果证明, CCl4诱导的肝纤维化可以保护小鼠抵抗致

死性D-GalN/LPS攻击. 
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝脏疾病的共同终末途

径, 以肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)活
化、细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过量

沉积、正常肝组织结构破坏和血液循环紊乱为

特征. 一旦肝内胶原组织过度沉积和增生, 假小

叶形成, 可进一步发展为肝硬化, 甚至进展为致

死性肝衰竭[1-4]. 因此, 大多数临床医生将肝纤维

化视为一种有害的病理反应. 然而, 不容忽视的

是, 肝纤维化还是一种针对慢性肝损伤的伤口愈

合反应, 是促使组织修复、进而保护自身的一种

正常反应[5-8]. 近年来国外有研究显示, 胆管结扎

(bile duct ligation, BDL)或硫代乙酰胺(thioacet-
amide, TAA)诱导的肝纤维化可通过促进肝细胞

生存/肝再生、抑制肝细胞凋亡而发挥有益的肝

脏保护效应[9-11]. 然而, 关于四氯化碳(carbon tet-
rachloride, CCl4)诱导的肝纤维化中是否存在该保

护性效应尚无明确报道. 本研究中, 我们利用致

死剂量的D-氨基半乳糖/脂多糖(D-galactosamine 
and lipopolysaccharide, D-GalN/LPS)对正常和肝

纤维化小鼠进行攻击, 观察二者对损伤的耐受

性. 我们的研究证明, CCl4诱导的肝纤维化可以

保护小鼠抵抗致死性D-GalN/LPS攻击.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Balb/c小鼠, 8-12周龄, 购自军事

医学科学院实验动物中心. 普通饲养, 自由饮水, 
维持12 h亮/12 h暗昼夜节律. CCl4购自国药集团

(分析纯), 矿物油为Amresco产品, D-GalN和LPS
购自Sigma公司.  
1.2 方法

1.2.1 小鼠肝纤维化损伤模型的建立: 给Balb/c
小鼠腹腔注射CCl4(溶于矿物油中), 2次/wk, 共
6 wk. CCl4的初始剂量为2% (0.1 mL/10 g), 然后

逐渐增加剂量至30%, 即遵从2%→5%→10%→

20%→30%的给药模式.  
1.2.2 急性攻击: 分别给正常小鼠和纤维化小鼠

腹腔注射D-GalN(700 mg/kg)/LPS(50 μg/kg)进行

急性攻击.  
1.2.3 实验分组: 共分为4组: 正常对照组(Nor)、
D-GalN/LPS诱导的急性肝损伤组(Nor+D-GalN/
LPS)、肝纤维化组(F ib)、肝纤维化+急性攻击

组(Fib+D-GalN/LPS). 于急性攻击后24 h处死小

鼠, 收集血液和肝组织标本以供检测分析.  
1.2.4 生存率分析: 记录各组小鼠在72 h内的死

亡时间点, 并计算生存率.  
1.2.5 肝细胞损害检测: 采用全自动生化分析仪

检测反映肝细胞损害程度的指标血清丙氨酸氨

基转移酶(serum alanine aminotransferase, sALT)
的水平.  
1.2.6 肝组织病理学检测: 肝组织经常规福尔马

林固定、石蜡包埋、切片, HE染色及Masson染
色, 在光学显微镜下观察肝组织细胞损伤情况

及胶原纤维增生情况.  



2000               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年5月18日   第22卷  第14期 

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
国外研究报道, 胆
管结扎(bile duct 
ligation, BDL)或
硫代乙酰胺(thio-
acetamide, TAA)
诱导肝纤维化小
鼠能够抵抗Fas介
导的急性肝损伤.

统计学处理 所有数据以mean±SD表示. 利
用Graphpad Prism 5.0软件包处理数据, 组间差

异的比较采用One-way ANOVA分析. P <0.05为
差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠

生存率的比较 给正常小鼠腹腔注射致死剂量的

D-GalN/LPS, 小鼠的死亡率可高达80%, 而给纤

维化小鼠腹腔注射同样剂量的D-GalN/LPS, 小
鼠均未死亡(图1). 这就提示, 纤维化小鼠并非像

我们预期的那样“脆弱”, 相反, 他对致死性损

伤的耐受性较正常小鼠明显增强, 因而生存率

远远高于后者(100% vs  20%).  
2.2 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠

sALT水平的比较 正常小鼠经D-GalN/LPS急性

攻击后, 血清转氨酶水平由49.2U/L±12.9 U/L急
剧升高至22429 U/L±5446 U/L, 而在肝纤维化

基础上给予D-GalN/LPS攻击时, 其sALT由463.7 
U/L±109.0 U/L升高为6630 U/L±1675 U/L, 差
异均有统计学意义(Nor vs  Nor+D-GalN/LPS, Fib 
vs  Fib+D-GalN/LPS, Nor+D-GalN/LPS vs  Fib+D-

GalN/LPS, P <0.01)(表1). 接受攻击前后, 正常组

小鼠的sALT水平升高了455.9倍, 而纤维化小鼠

的sALT水平仅升高了14.3倍. 该结果进一步证

实, 纤维化小鼠对急性致死性损伤的耐受性较

正常小鼠显著增强.  
2.3 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠

肝组织学改变的比较 病理结果显示: 正常小鼠

肝小叶形态结构完整, 未见变性、坏死及炎症

细胞浸润等. 纤维化组小鼠的正常肝小叶破坏, 
汇管区纤维结缔组织增生, 形成线条状纤维间

隔, 分割肝组织而形成假小叶. 急性损伤组小鼠

肝损害严重, 肝小叶结构明显紊乱, 肝细胞明显

肿胀、变性、凋亡及坏死, 汇管区可见大量炎

细胞浸润. 而在肝纤维化基础上接受急性攻击

的小鼠, 其肝细胞变性、坏死程度较急性损伤

组明显减轻, 浸润的炎细胞也明显减少. Masson
染色显示, 纤维化组小鼠纤维组织明显增生, 证
明纤维化模型建立成功(图2).  

3  讨论

肝纤维化的有害作用已为广大临床医生和研究

者所熟知. 然而, 人们往往忽视, 除导致病变外, 
肝纤维化还是一种针对慢性肝损伤的伤口愈合

反应, 能够促使组织修复、进而保护自身. 近年

来, 研究者不再过度关注肝纤维化的危害性, 单
纯将其视为一种有害的病理过程, 反而将研究

重心逐渐转移到肝纤维化作为“双刃剑”的另

一面, 即其通过损伤修复可能呈现出的有益的

肝脏保护效应.  
本研究中, 当同时给正常小鼠和CCl4诱导的

纤维化小鼠腹腔注射D-GalN/LPS进行急性攻击

时, 结果出乎意料: 接受急性攻击的纤维化小鼠

的损伤程度明显轻于同样处理的正常小鼠, 表
现为: 生存率更高(100% vs  20%); sALT水平明显

降低; 肝组织学明显改善. 这就表明, 纤维化肝
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图 1 接受D-GalN/LPS攻击
的正常和纤维化小鼠的生存
率比较. D-GalN/LPS: D-氨

基半乳糖/脂多糖. Nor+D-

GalN/LPS: 正常小鼠接受

D-Gal/LPS攻击; Fib+D-

GalN/LPS: 肝纤维化小鼠接

受D-GalN/LPS攻击.

表 1 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠的转氨
酶水平比较

     分组   动物数(只)         ALT(U/L)    

Nor         8    49.2±12.9b

Nor+ D-GalN/LPS       10 22429±5446d

Fib         8  463.7±109.0d

Fib+D-GalN/LPS         8   6630±1675

bP<0.01 vs   Nor+D-GalN/LPS; dP<0.01 vs  Fib+D-GalN/LPS; 

Nor: 正常小鼠; Nor+D-GalN/LPS: 正常小鼠接受D-Gal/LPS攻击; 

Fib: CCl4诱导的肝纤维化小鼠; Fib+D-GalN/LPS: 肝纤维化小鼠

接受D-GalN/LPS攻击; ALT: 丙氨酸转氨酶; D-GalN/LPS: D-氨

基半乳糖/脂多糖.
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■创新盘点
本文从新的角度
(即肝纤维化的组
织修复功能)验证
了纤维化小鼠对
急性致死性攻击
的保护性损伤耐
受效应, 研究结果
对于全面正确认
识肝纤维化有积
极意义.

脏并不像我们所预期的那样“脆弱”, 相反, 他
对损伤的耐受性较正常小鼠明显增强, 可以保

护小鼠抵抗急性致死性损伤的攻击.  
我们所报道的关于肝纤维化诱导损伤耐受

这一现象并非无迹可寻. Chalasani等[12]首次阐

述了关于基线肝酶升高患者对他汀类药物的肝

毒性是否更为敏感的问题. 研究发现, 基线肝酶

升高患者的轻-中度(而非重度)生化指标升高较

基线肝酶正常者更为多见, 然而这些生化指标

的升高与是否服用他汀类药物无关, 也就是说, 
肝酶升高者对他汀类药物肝毒性的敏感性并不

高于肝酶正常者. 该结果提示肝损伤患者存在

对肝毒性物质的耐受性. 部分胆管结扎(par t ial 
bile duct ligation, PBDL)小鼠模型(可快速形成

纤维化)中, 与非结扎叶相比, 结扎叶对TNF-α/
D-GalN诱导的肝细胞凋亡的耐受性更强, 并可

阻止广泛出血的发生. BDL诱导的这种保护性

凋亡抵抗可延缓或阻止肝衰竭的发生[9]. 同样, 
TAA诱导的肝纤维化小鼠也可以抵抗Fas介导的

肝细胞凋亡及肝损害[11]. 体外实验也证明, 经Ⅰ

型胶原(typeⅠcollagen, COL1)处理的肝细胞对

于多种肝毒素的耐受性增强(呈剂量依赖方式), 
其促凋亡蛋白(Bad、Bid和Bax)的表达明显受到

抑制[11].  
上述临床和实验室证据证明了慢性肝损伤

(肝纤维化)诱导的损伤耐受现象的存在. 那么, 
这种保护性损伤耐受是通过何种细胞和分子途

径发挥作用的呢？利用PBDL小鼠模型进行的

研究显示, 结扎叶所具有的肝脏保护效应(即对

TNF-α/D-GalN诱导的肝细胞凋亡和肝损害的

抵抗)与肝细胞内AKT(一种重要的促生存信号

分子)的活化密切相关. 与非结扎叶相比, 结扎

叶中AKT的磷酸化及活化显著增强. 然而, 抑
制AKT时(Ad5DN-AKT), 结扎叶和非结扎叶对

TNF-α/D-GalN诱导的肝损伤的反应相同, 此时

结扎叶所具有的肝脏保护效应丧失[9]. 在TAA诱

导的肝纤维化中也存在肝组织AKT磷酸化活性

的增强[11]. 另外, ERK, 特别是ERK1, 也是涉及

纤维化诱导的肝脏保护效应的关键效应信号分

子.  在体外, 暴露于COL1的肝细胞中ERK1/2的

A

D

G H

E

B C

F

图 2 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠的病理改变(×200). A-D: HE; E-H: Masson. A, E:  Nor; B, F: Fib; C, G: 

Nor+D-GalN/LPS; D, H: Fib+D-GalN/LPS. Nor: 正常小鼠; Nor+D-GalN/LPS: 正常小鼠接受D-Gal/LPS攻击; Fib: CCl4诱

导的肝纤维化小鼠; Fib+D-GalN/LPS: 肝纤维化小鼠接受D-GalN/LPS攻击.
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活化更强、更快速. 然而, 抑制ERK信号通路可

逆转COL1的凋亡抵抗效应. 在体内, 野生型纤

维化小鼠肝脏中ERK1的磷酸化活性明显高于

ERK1-/-纤维化小鼠, 并且前者对Fas诱导细胞死

亡的抵抗效应也明显强于后者[11].  
以上提到的AKT和ERK都是重要的促生存

信号分子, 其介导的肝保护效应主要与增强肝

细胞的生长、增生、凋亡抵抗反应有关[13-15]. 在
细胞水平, 肝纤维化诱导的损伤耐受与Kupffer
细胞密切相关. 在PBDL小鼠模型中, 利用alen-
dronate liposomes耗竭Kupffer细胞后, 结扎叶对

TNF-α诱导的肝细胞凋亡的敏感性增强, 而肝

细胞的再生则明显削弱, 从而致使结扎叶所具

有的肝脏保护效应丧失[10]. Kupffer细胞在肝纤

维化形成和消融中的关键作用已经明确[16-19], 因
此, 经纤维化诱导活化的Kupffer细胞可能通过

抑制肝细胞凋亡及促进肝细胞再生而保护小鼠

抵抗随后的损伤攻击, 进而阻止肝衰竭或死亡

的发生.  
表面上, 肝纤维化诱导的肝脏保护效应似乎

与临床医生对肝纤维化的认知相违背, 然而, 这
一新认知实际上与肝脏强大而卓越的组织修复

能力相符. 需要强调的是, 肝纤维化诱导的损伤

耐受中对肝细胞凋亡的抵抗、肝细胞再生的促

进是针对剩余正常肝细胞(而非已经发生异常转

变的肝细胞)而言的[11]. 虽然肝纤维化诱导的保

护效应在短期内是有益的. 然而, 长远来看, 如
纤维化损伤过重, 则修复、保护效应远远弱于

损伤效应, 最终仍会导致不可逆性肝损害.  
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Abstract
AIM: To explore whether genistein and 5-FU induce 
apoptosis of human hepatic cancer MHCC97-L cells 
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Genistein与5-FU通过p42/44 MAPK通路调控Bax诱导肝
癌细胞凋亡

赵忠新, 迟大鹏, 王钰粟, 梅庆步, 于海涛, 岳丽玲, 王 玉, 王秀华, 刘 丹

®

■背景资料
p42/44丝裂原活化
蛋白激酶(mitogen-
activated protein 
kinases, MAPKs)是
调节细胞增殖、
分化及发育的信
号网络核心, Bax
为Bcl-2家族中促
凋亡蛋白. 在药物
诱导肿瘤细胞凋
亡的研究中, 明确
p42/44 MAPK通路
与Bax的关系有利
于发现药物的作
用机制及指导临
床用药. 

by regulating Bax via the p42/44 MAPK pathway.

METHODS: MHCC97-L cells were treated with ge-
nistein, 5-FU, PD98059, genistein + 5-FU, PD98059 + 
genistein, PD98059 + 5-FU, or PD98059 + genistein 
+ 5-FU, respectively. The density and morphol-
ogy of MHCC97-L cells were observed under an 
inverted microscope. Apoptosis and cell death were 
detected after annexin V-FITC/PI staining under 
a fluorescence microscope. The expression of Bax 
protein was detected by Western blot.

RESULTS: All drug groups showed decreased 
cell density, cell death and debris, cell shrinkage 
or deformation, reduced cytoplasmic transpar-
ency, and vacuoles structure within the cells, 
with PD98059 + genistein + 5-FU group having 
the most obvious changes. Apoptotic cells and 
dead cells were detected in all drug groups. The 
relative expression of Bax protein was the high-
est in the genistein + 5-FU group, followed by 
the genistein, 5-FU, PD98059 + genistein + 5-FU, 
PD98059 + 5-FU, PD98059 + genistein, PD98059 
and control groups. The expression of Bax protein 
in the PD98059 + genistein group was very close 
to that in the PD98059 group, but was significant-
ly lower than that in the genistein group.

CONCLUSION: Genistein and 5-FU can induce 
the apoptosis of MHCC97-L cells and increase 
Bax expression possibly by regulating Bax mainly 
through the p42/44 MAPK pathway.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
木黄酮(genistein, 
Gen)增强肿瘤细
胞对化疗药物的
敏 感 性 ,  降 低 肿
瘤细胞耐药性的
产 生 ,  减 轻 患 者
对化疗药物的不
良 反 应 ,  已 成 为
国内外学者研究
的 热 点 之 一 .  联
合 用 药 的 协 同
疗 效 与 p 4 2 / 4 4 
MAPK通路相关
性的大小有可能
成为评价药物联
用的可行性和有
效性的指标.

摘要
目的: 探讨在染料木黄酮(gen i s t e in, Gen)
与氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)诱导肝癌
MHCC97-L细胞凋亡作用中p42/44丝裂原活
化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases, 
MAPKs)对Bax的调控.

方法: 倒置显微镜观察细胞密度和细胞形态; 
荧光显微镜(Annexin V-FITC/PI)检测细胞凋
亡及细胞死亡; Western blot检测Bax蛋白表达.

结果: 倒置显微镜下, 所有药物组细胞密度均
下降, 死亡细胞及碎片散落在培养液中, 贴壁
细胞皱缩或变形, 胞浆透明度下降, 可见空泡
结构, 其中以PD98059+Gen+5-FU组变化最
明显; 荧光显微镜下, 所有药物组均可检测到
凋亡和死亡细胞; Western blot检测各组Bax
蛋白的相对表达量由高到低依次为G e n+5-
FU、Gen、5-FU、PD98059+Gen+5-FU、

PD98059+5-FU、PD98059+Gen、PD98059、
对照组, PD98059+Gen组的Bax蛋白表达与
P D98059组十分接近 ,  且明显低于G e n组 ; 
PD98059+5-FU组和PD98059+Gen+5-FU组的
Bax蛋白表达介于单用抑制剂组与未用抑制
剂预处理的对应药物组之间. 

结论: G e n、5-F U和G e n+5-F U均能诱导
MHCC97-L细胞凋亡, 并与上调Bax有关; Gen
对Bax的调控与p42/44 MAPK通路关系密切; 
5-FU和联用组调控Bax需要有p42/44 MAPK通
路参与.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 丝裂原活化蛋白激酶; 染料木黄酮; 氟尿嘧

啶; 细胞凋亡; Bax; 肝癌

核心提示: 降低p42/44丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinases)的活性能拮抗木

黄酮(genistein)和氟尿嘧啶(5-fluorouracil)单用及

联用对MHCC97-L细胞上调Bax的作用, 但所有经

PD98059预处理的药物组抗肝癌细胞增殖的效果

并没有减弱, 反而增强, 提示存在其他机制与之相

互作用. 
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0  引言

丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 

kinases, MAPKs)信号通路是将细胞外刺激信号

从细胞表面转导至细胞核内的重要传递者[1]. 细
胞外信号调节激酶(p42/44 MAPK, 又称ERK)是
MAPK家族的重要成员, 是一个三级酶促级联反

应链, 即Ras-Raf-MEK-p42/44 MAPK, 是调节细

胞增殖、分化及发育的信号网络核心. 染料木黄

酮(genistein, Gen)是天然异黄酮物质, 具有抗肿

瘤功效, 氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)是消化系

肿瘤常用的化疗药物, 二者联合有可能增强肿瘤

细胞对化疗药物的敏感性, 降低肿瘤细胞耐药性

的产生. 本研究延续前期实验[2], 进一步探讨在

Gen与5-FU诱导肝癌MHCC97-L细胞凋亡作用中

p42/44 MAPK对Bax的调控机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌MHCC97-L细胞购自复旦大学肝

癌研究所. Gen(Sigma), 5-FU(天津金耀氨基酸有

限公司), PD98059(Promega), 优级胎牛血清(Hy-
clone), 胰蛋白酶、DMSO(Amresco), DMEM高

糖培养基(Gibco), Annexin V-FITC/PI试剂盒(南
京凯基生物科技发展有限公司), Bax polyclonal 
antibody(Santa Cruz), β-actin(武汉博士德生物工

程有限公司), 蛋白Marker(MBI), 哺乳动物蛋白

抽提试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒、一步法快

速WB(HRP)试剂盒(北京康为世纪生物科技有

限公司), ECL超敏发光液(北京普利莱基因技术

有限公司), NC膜(Pall), 胶片(富士), 余为进口分

装或国产分析纯. 
1.2 方法  
1.2.1 细胞培养: MHCC97-L细胞生长于DMEM
高糖培养液中, 内含10% FBS及100 U/mL青霉素

和100 μg/mL链霉素, 置于37 ℃、5.0%CO2的培

养箱中培养, 实验所用细胞均取对数生长期. 
1.2.2 实验分组: 实验分为对照组、Gen组(80 
μmol/L)、5-FU组(40 μmol/L)、PD98059组(50 
μmol/L)(p42/44 MAPK抑制剂)、Gen(80 μmol/
L)+5-FU(40 μmol/L)组、PD98059(50 μmol/L)+ 
Gen(80 μmol/L)组、PD98059(50 μmol/L)+5-
FU(40 μmol/L)组、PD98059(50 μmol/L)+Gen(80 
μmol/L)+5-FU(40 μmol/L)组, 后3组为抑制

p42/44 MAPK的药物组(PD98059预处理1 h后, 
再加入联用药物).
1.2.3 倒置显微镜: 细胞以3×105个/孔接种于6孔
板, 每孔2 mL细胞悬液, 每组设3个复孔, 培养24 
h后, 加入不同药物处理的培养液, 处理48 h后, 
倒置显微镜下观察细胞密度及形态学变化.
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■相关报道
Gen诱导肝癌细胞
凋亡作用与上调
Bax、下调Bcl-2
及激活Caspase9
和Caspase3有关. 
5-FU可激活Cas-
pase8和Caspase3
的活性, 诱导肝癌
细胞凋亡. p42/44 
MAPK与Bcl-2家
族蛋白关系密切, 
p42/44 MAPK的
激活可上调Bcl-2
等抗凋亡蛋白的
表达而抑制细胞
凋 亡 ,  也 可 下 调
Bcl-2和Bcl-xL, 增
强Caspases3、6、
8、9的活性而促
进细胞凋亡.

1.2.4 荧光显微镜: 细胞以5×104个/孔接种于24
孔板, 每孔0.5 mL细胞悬液, 每组设2个复孔, 培
养24 h后, 加入不同药物处理的培养液, 处理48 
h后, PBS洗涤细胞2次, 加入提前混匀的500 μL 
Binding Buffer、5 μL Annexin V-FITC和5 μL PI
的混合液, 室温避光反应5 min, 于荧光显微镜

下, 用双色滤光片观察, Annexin V-FITC呈现绿

色信号, PI呈现红色信号.
1.2.5 细胞蛋白的抽提: 细胞以3×105个/孔接种

于6孔板中, 每孔2 mL细胞悬液, 每组设2个复

孔, 培养24 h后, 加入不同药物处理的培养液, 培
养48 h后, PBS(预冷)洗涤细胞2次, 冰上加入400 
μL的蛋白抽提试剂(裂解液与蛋白酶抑制剂的

混合物), 冰上用枪头小心吹打贴壁细胞, 将裂解

液转移至EP管中, 冰上孵育30 min, 4 ℃ 14000 g
离心10 min, 小心转移上清液至新EP管中, 并记

录各组转移体积.
1.2.6 BCA蛋白定量: 将稀释好的A-G组BSA标

准品和待测蛋白样品(稀释10倍)各25 μL分别加

入96孔板, 每组设3个复孔, 加入200 μL BCA工

作液, 混匀后, 37 ℃孵育30 min, 冷却至室温, 于

自动酶标仪检测570 nm的吸光度值, 绘制标准曲

线, 计算待测样品的蛋白浓度, 用5×上样缓冲

液和细胞裂解液稀释, 调整待测样品蛋白浓度

为2 μg/μL, 100 ℃加热5 min, 冷却后混匀, -20 ℃
保存.
1.2.7 Western blot: 取各组样品15 μL(30 μg)上样, 
经SDS-PAGE电泳分离蛋白样品后, 转移至NC
膜上, 封闭液封闭10 min, 再用抗体反应液处理

后的一抗4 ℃孵育过夜, 经洗涤3次(每次5 min)
后, 进行ECL发光, 显影, 定影, 用Photoshop13.0
软件分析胶片泳带, 靶蛋白表达量用相对比率

来表示.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS16.0软件进行统计学分析, 两组间均数比较

采用t检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 倒置显微镜观察细胞密度及细胞形态学

变化 所有药物组细胞密度均下降, 死亡细胞

及碎片散落在培养液中 ,  贴壁细胞皱缩或变

形, 胞浆透明度下降, 可见空泡结构, 其中以
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图 1 倒置显微镜下各组细胞密度及形态学变化(×100). A: 对照组; B: Gen组; C: 5-FU组; D: PD98059组; E: Gen+5-FU组; 

F: PD98059+Gen组; G: PD98059+5-FU组; H: PD98059+Gen+5-FU组. 5-FU: 氟尿嘧啶; Gen: 木黄酮.
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■创新盘点
本实验结果显示, 
加入p42/44 MAPK
抑 制 剂 后 G e n 上
调Bax的作用与单
用抑制剂的相仿, 
又明显不及单用
Gen, 提示Gen可
能主要通过p42/44 
MAPK通路上调
Bax; 而5-FU和联
用组上调Bax只有
部分需要由p42/44 
MAPK通路介导.

PD98059+Gen+5-FU组变化最明显, 而对照组胞

浆内偶见空泡, 其余未见异常(图1).
2.2 荧光显微镜(Annexin V-FITC/PI)观察细胞凋

亡与细胞死亡 药物组荧光信号显示, 绿色为早

期凋亡的细胞, 细胞内红色而细胞膜周围绿色

的为晚期凋亡的细胞, 红色的为死亡的细胞, 所
有药物组均可检测到凋亡和死亡细胞, 对照组

未见明显的绿色和红色信号(图2).
2.3 Western b lot检测Bax蛋白表达 各组Bax
蛋白的相对表达量由高到低依次为G e n+5-
F U、G e n、5-F U、P D98059+G e n+5-F U、

PD98059+5-FU、PD98059+Gen、PD98059、
对照组; P D98059+G e n组的B a x蛋白表达与

PD98059组十分接近, 但明显低于Gen组, 抑制

p42/44 MAPK磷酸化未增加Gen上调Bax的作

用; PD98059+5-FU组和PD98059+Gen+5-FU组

的Bax蛋白表达介于单用抑制剂组与未用抑制

剂预处理的对应药物组之间(图3). 结果提示, 
Gen、5-FU和Gen+5-FU诱导MHCC97-L细胞凋

亡与上调Bax有关, Gen对Bax的调控与p42/44 
MAPK通路关系密切, 5-FU和联用组调控Bax需
要有p42/44 MAPK通路参与. 

3  讨论

国内外众多学者通过实验证明, Gen具有明显

诱导肝癌细胞凋亡作用与上调B a x[3-5]、下调

Bcl-2[4-6]及激活Caspase9[5]和Caspase3[5,7,8]有

关. 5-FU是历史悠久的基础化疗药物, 一般认

为他是抗代谢药, 但最新研究表明他还可通过

诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤作用[9]. 5-FU导致Fas
受体增加, 激活Fas信号途径, 引起Caspase8和
Caspase3的活化, 诱导肝癌细胞凋亡[10,11]. 有研

究表明, 过表达的Bax基因能进一步抑制Bcl-2
的功能, 促进肝癌细胞凋亡[12]. 本实验结果显

示, Gen、5-FU和Gen+5-FU组均能诱导肝癌

MHCC97-L细胞凋亡, 并与上调促凋亡蛋白Bax
有关. 

Bcl-2家族蛋白包括两大类, 一类是抗凋亡
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图 2 荧光显微镜显示各组细胞凋亡及死亡情况(×400). A: 对照组; B: Gen组; C: 5-FU组; D: PD98059组; E: Gen+5-FU组; 

F: PD98059+Gen组; G: PD98059+5-FU组; H: PD98059+Gen+5-FU组.  5-FU: 氟尿嘧啶; Gen: 木黄酮.

图 3 Western blot检测各组细胞Bax蛋白表达情况. A: 对

照组; B: Gen组; C: 5-FU组; D: PD98059组; E: Gen+5-

FU组; F: PD98059+Gen组; G: PD98059+5-FU组; H: 

PD98059+Gen+5-FU组.  5-FU: 氟尿嘧啶; Gen: 木黄酮.
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蛋白, 如Bcl-2和Bcl-xL等; 另一类是促凋亡蛋

白, 如Bax、Bak、Bid和Bad等[13]. p42/44 MAPK
是此信号转导通路的最下游, 当他活化后可使

其底物磷酸化, Bax是其底物之一. 一般认为, 
p42/44 MAPK激活能促进细胞增殖, 抑制细胞

凋亡, 这主要是因为p42/44 MAPK与Bcl-2家族

蛋白有着密切的关系[14]. p42/44 MAPK的激活

不仅可以上调Bcl-2等抗凋亡蛋白的表达, 而且

还可以诱导其磷酸化[15-18]. 另外, 也有实验发现, 
p42/44 MAPK信号途径也可促进细胞凋亡, 在
人B细胞的研究中, p42/44 MAPK参与诱导细胞

凋亡[14]. Boucher等[19]以胰腺癌细胞为模型, 分析

p42/44 MAPK在细胞生存中的调节作用以及相

关机制时, 发现p42/44 MAPK抑制剂可以诱导

细胞G0/G1期的阻滞及下调抗凋亡蛋白Bcl-2和
Bcl-xL的表达, 增强Caspase3、Caspase6、Cas-
pase8、Caspase9的活性, 但不影响促凋亡蛋白

Bax和Bak的表达. 本实验结果显示, 加入p42/44 
MAPK抑制剂后Gen上调Bax的作用与单用抑制

剂的相仿, 又明显不及单用Gen, 提示Gen可能主

要通过p42/44 MAPK通路上调Bax的蛋白表达; 
而5-FU和联用组上调Bax只有部分需要由p42/44 
MAPK通路介导.

总之, 降低p42/44 M A P K的活化能拮抗

Gen、5-FU和联用组对MHCC97-L细胞上调Bax
的作用, 但所有经PD98059预处理的药物组抗肝

癌细胞增殖的效果并没有减弱, 反而增强, 说明

仍存在其他机制与之相互作用, 尚待进一步研究.
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■同行评价
本文设计合理, 具
有一定指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of different ra-
tios of ω-3/ω-6 of polyunsaturated fatty acids 
(PUFAs) on acute colitis induced with dextran 
sulfate sodium (DSS) in rats and explore the pos-
sible mechanisms.

METHODS: Thirty-two male SD rats were ran-
domly divided into four groups (n = 8 for each): 
A (control), B (ω-3/ω-6, 1:1), C (ω-3/ω-6, 1:3) 
and D (ω-3/ω-6, 1:30). After six weeks of feed-
ing with different diets, acute colitis in rats in 
groups B, C and D were induced by giving 3% 
DSS in drinking water for seven days. Then all 
the rats were sacrificed. Overall inflammatory 
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不同比例ω-3/ω-6多不饱和脂肪酸对DSS诱导大鼠急性
结肠炎的影响

田玉玲, 王化虹, 田 雨, 张 维, 滕贵根, 何 群

®

■背景资料
炎 症 性 肠 病 ( i n -
flammatory bowel 
disease, IBD)是一
种慢性非特异性
肠道炎症, 发病机
制尚不明确. 近年
来大规模研究发
现“西方化”饮
食的传播和炎症
性病在以前非高
发地区发病率升
高 有 关 系 .  有 研
究发现ω-3/ω-6
多不饱和脂肪酸
(polyunsaturated 
fatty acid, PUFA)
摄 入 比 例 的 变
化与 I B D的发病
有 重 要 关 系 . 还
有 研 究 发 现 与
ω -3PUFA和ω -6 
P U FA 的 含 量 相
比, 两者的比例更
能影响肠道的炎
症过程. 

severity score and histological damage score 
were calculated. The levels of prostaglandin E2 
(PGE2), tumor necrosis factor-α (TNF-α), nuclear 
transcription factor kappa B (NF-kB) in the co-
lon, and the level of interleukin-6 (IL-6) in serum 
were measured by ELISA. 

RESULTS: The overall inflammatory severity 
score in group B was significantly lower than 
those in groups C and D (2.8 ± 1.2 vs 4.3 ± 1.1, 5.6 
± 1.3, P < 0.05, P < 0.01). The histological dam-
age score in group B was also significantly lower 
than those in groups C and D (3.2 ± 2.0 vs 35.0 ± 
28.8, 27.0 ± 25.8, P < 0.01 for both). The levels of 
PGE2 and TNF-α in the colon were significantly 
lower in groups B and C than in group D [443.4 ± 
67.3 (ng/100 g tissue), 419.5 ± 52.6 (ng/100 g tis-
sue) vs 541.2 ± 68.5 (ng/100 g tissue), P < 0.05, P 
< 0.01; 189.2 ± 27.0 (ng/100 g tissue), 173.2 ± 50.2 
(ng/100 g tissue) vs 270.3 ± 49.1 (ng/100 g tissue), 
P < 0.01 for both). The level of IL-6 in serum was 
significantly lower in group B than in groups C 
and D (97.1 ng/L ± 8.2 ng/L vs 129.1 ng/L ± 5.5 
ng/L, 125.4 ng/L ± 19.6 ng/L, P < 0.01, P < 0.05). 
There were no statistical differences in the level of 
nuclear NF-kB between groups B, C and D [497.9 
± 50.7 (ng/100 g tissue), 569.1 ± 121.2 (ng/100 g 
tissue), 582.5 ± 123.1 (ng/100 g tissue)].

CONCLUSION: Higher ratios of ω-3/ω-6 PUFAs 
have a more significant protective effect against 
acute colitis, especially when the ratio is 1:1. The 
overall inflammatory severity score, histological 
damage score, the levels of PGE2 and TNF-α in 
colon and the level of IL-6 in serum are signifi-
cantly lower in the 1:1 (ω-3/ω-6) group than in 
the 1:30 group. Adding moderate amount of ω-3 
PUFA may be a new way to treat IBD.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
目前ω-3 PUFA与
ω-6 PUFA比例失
衡导致的肠道炎
症免疫反应的变
化机制还存在很
多 未 知 领 域 .  深
入研究相关方面
的机制有利于我
们对炎症性肠病
肠道急性炎症发
生 机 制 的 理 解 , 
也有利于对患者
进行合理的健康
指导.

Tian YL, Wang HH, Tian Y, Zhang W, Teng GG, He Q. 
Effects of different ratios of ω-3/ω-6 polyunsaturated 
fatty acids on experimental acute colitis in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(14): 2008-2015  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2008.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.2008 

摘要
目的: 探讨不同比例ω-3/ω-6多不饱和脂肪酸对
葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, DSS)诱导
大鼠急性结肠炎影响及其可能的作用机制. 

方法:  32只1月龄♂S D大鼠随机分为4组 , 
每组8只, A: 普通饲料对照组, B: ω-3/ω-6 
PUFA 1∶1组、C: ω-3/ω-6 PUFA 1∶3组, D: 
ω-3/ω-6 PUFA 1∶30组. 4组大鼠不同饲料
喂养6 w k; 随后B、C、D组大鼠自由饮用
3%DSS溶液7 d, 诱发急性结肠炎模型; A组
大鼠自由引用普通水7 d. 比较各组大鼠结肠
炎症状评分、病理炎症评分和结肠组织前
列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)、核因子
-kB(nuclear factor-kB, NF-kB)、肿瘤坏死因
子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α)、血清白
介素-6(interleukin- 6, IL-6)的含量.  

结果: B组大鼠结肠炎症程度积分显著低于
C、D组, 分别为2.8±1.2、4.3±1.1、5.6±
1.3(P <0.05, P <0.01). B组大鼠结肠炎病理学
评分显著低于C、D组, 分别为3.2±2.0、35.0
±28. 8、27.0±25.8(P <0.01, P <0.01). B、C
组大鼠结肠组织中P G E2含量低于D组 ,  分
别为443.4ng/100 g组织±67.3 ng/100 g组
织、419.5 ng/100 g组织±52.6 ng/100 g组
织、541.2 ng/100 g组织±68.5 ng/100 g组织
(P <0.05, P <0.01). B、C组大鼠结肠组织中
TNF-α含量低于D组, 分别为189.2 ng/100 g组
织±27.0 ng/100 g组织、173.2 ng/100 g组织±

50.2 ng/100 g组织、270.3 ng/100 g组织±49.1 
ng/100 g组织(P <0.01, P <0.01). B组大鼠血清
中IL-6含量低于C、D组, 分别为97.1 ng/L±
8.2 ng/L、129.1 ng/L±5.5 ng/L、125.4 ng/L
±19.6 ng/L(P <0.01, P <0.05). B、C、D大鼠结
肠组织中NF-kB含量分别为497.9 ng/100 g组
织±50.7 ng/100 g组织、569.1 ng/100 g组织
±121.2 ng/100 g组织、582.5 ng/100 g组织±

123.1 ng/100 g组织, 无统计学差异. 

结论: 提高以ω-3/ω-6 PUFA的比例对于DSS诱
导的大鼠急性结肠炎症具有保护作用, 尤其
是当ω-3/ω-6 PUFA比例提高到1∶1保护作用
最明显. 随着ω-3 PUFA的比例升高, ω-3/ω-6 
PUFA1∶1组较ω-3/ω-6 PUFA1:30组大鼠的

炎症评分、病理评分以及相关的炎症因子如
PGE2、TNF-α、IL-6都有所下降. 向饮食中
添加适量ω-6 PUFA或可成为治疗炎症性肠病
新方向.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: ω-3多不饱和脂肪酸; ω-6多不饱和脂肪

酸; 急性结肠炎; 炎症性肠病; 炎症因子

核心提示: 提高ω-3/ω-6 PUFA的比例对于葡聚糖

硫酸钠(dextran sulfate sodium)诱导的大鼠急性结

肠炎症可能具有保护作用, 提高膳食中ω-3 PUFA
的比例可能成为炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease)新的治疗手段.  

田玉玲, 王化虹, 田雨, 张维, 滕贵根, 何群. 不同比例ω-3/ω-6

多不饱和脂肪酸对DSS诱导大鼠急性结肠炎的影响. 世界华

人消化杂志  2014; 22(14): 2008-2015  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/2008.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i14.2008

0  引言

大规模流行病学调查发现西方经济发达国家炎

症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)的发

病率明显高于经济欠发达国家[1,2]. 近年来IBD在

世界范围内区域性发病率的增高与“西方化饮

食”的传播相平行的现象提示, 该病的发病可

能和饮食结构变化相关[2]. 观察饮食中脂肪成分

明显变化, 即随着植物油脂的摄入增加多不饱

和脂肪酸(polyunsaturated fatty acid, PUFA)的构

成发生了明显的改变. ω-3 PUFA与ω-6 PUFA的

摄入比例从70年代的1∶1变为90年代的大约1
∶15-1∶20[3,4]. 2009年欧洲一项大型前瞻性调查

发现, 摄入高含量ω-6 PUFA和溃疡性结肠炎的

发病具有相关性[5]. 虽然针对ω-3 PUFA对炎症性

肠病的作用开展了许多研究, 但目前尚无定论. 
Cabre等[6]一项关于ω-3 PUFA和炎症性肠病系统

综述得出结论: 目前的相关研究数据不能为ω-3 
PUFA对于活动性或非活性炎症性肠病患者有益

提供肯定性依据. 究其原因可能和目前大多数

研究没有调整ω-3 PUFA和ω-6 PUFA比例相关. 
而且目前大多数研究主要是关于多不饱和脂肪

酸和慢性结肠炎症的关系, 对于其对急性炎症

研究甚少. 目前ω-3 PUFA与ω-6 PUFA比例失衡

导致的肠道炎症免疫反应的变化机制还存在很

多未知领域. 深入研究相关方面的机制有利于

我们对炎症性肠病肠道急性炎症发生机制的理
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■相关报道
研究发现ω-3/ω-6 
P U FA 摄 入 比 例
的变化与 I B D 的
发 病 有 重 要 关
系 ,  又 有 研 究 认
为 ω - 3  P U FA 可
以 通 过 监 控 促
炎因子如肿瘤坏
死因子-α( tumor 
necrosis factor α, 
TNF-α)、血清白
介素-6(interleu-
kin-6, IL-6)、IL-
1a、IL-8以及参与
核因子-kB(nuclear 
factor-kB, NF-kB)
途径等抑制炎症
的过程. 目前针对
ω-3 PUFA对IBD
炎症过程的影响
尚 无 定 论 .  大 部
分临床及试验研
究 认 为 补 充 ω - 3 
PUFA对于炎症性
肠病具有保护作
用 .  然 而 也 有 不
少 研 究 认 为 ω - 3 
PUFA对于炎症性
肠病没有保护作
用.

解, 也有利于对患者进行合理的健康指导.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SPF级SD大鼠32只, 4周龄, 体质量

95-117 g. 动物于北京大学第一医院动物中心

SPF级实验室饲养, 昼夜节律12 h/12 h. 购入后

供应正常饲料和饮水饲养4 d, 习惯环境后进行

实验. 本研究经北京大学第一医院实验动物福

利伦理委员会审查通过. 葡聚糖硫酸钠(dextran 
sulfate sodium, DSS)36000-50000购自北京毕特

博生物科技有限公司. 前列腺素E2(prostaglandin 
E2, PGE2)、核因子-kB(nuclear factor-kB, NF-
kB)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor α, 
TNF-α)、血清白介素-6(interleukin- 6, IL-6)酶联

免疫检测试剂盒购自北京方程生物公司.  
1.2 方法

1.2 .1  饲料改造 :  基础饲料中总油脂含量约

4%-5%, 其中ω-3 PUFA含量约1.5 g/kg, ω-6 PUFA
含量约23.5 g/kg, ω-3/ω-6 PUFA比例为1∶15. 向
基础纯饲料按比例添加鱼油和亚麻油改造饲料, 
3种改造后的饲料总油脂含量均增至约5%-10%. 
其中鱼油购自海洋恒昌集团每1 g含DHA和EPA 
210 mg. 亚油酸购自安庆市中创生物工程有限公

司, 纯度为95%.  
1.2.2 大鼠实验分组及结肠炎模型建立: 第一阶

段(诱发结肠炎前期), 32只大鼠随机分为A、

B、C、D 4组, 每组8只. B、C、D组分别给予

ω-3/ω-6 PUFA为1∶1、1∶3及1∶30的改造饲

料进行饲养; A组给予普通饲料饲养, 共喂养6 

wk, 其他饲养条件均相同. 每周称量各组大鼠体

质量, 记录大便、一般情况. 第二阶段(诱发结肠

炎期), B、C、D组大鼠给予3%DSS做自由饮用

诱发结肠炎. DSS诱发大鼠结肠炎参考文献[7,8]
具体方案: 3%DSS水溶液给大鼠自由饮用7 d, 制
造急性期结肠炎动物模型. A组大鼠自由引用普

通用水7 d.
1.2.3 实验动物处理及相关指标测定: 各组实验

大鼠于急性结肠炎造模结束后(对照组亦在同

时)12%乌拉坦过量麻醉处死. 解剖分离出全部

结肠, 自肛门至盲肠测量长度后, 沿肠系膜缘剪

开肠管, 生理盐水清洗去除肠腔内容物, 采取标

本. 结肠炎症症状评分, 根据参考文献[7,8]按表

1从3方面评价, 以总分计算. 结肠炎组织学评分

按表2进行, 用炎症、病变深度、隐窝破坏、病

变范围评分的乘积表示[9]. 距肛门4 cm处取结肠

组织, 迅速置于液氮中冷冻, -80℃保存. 剪出1.0 
cm×0.5 cm大小的结肠组织, 称质量标本后按照

检测试剂盒说明书进行检测结肠组织中PGE2、

TNF-α、NF-kB. 迅速经大鼠腹主动脉取血, 按
照检测试剂盒说明书进行检测血清中IL-6.  

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件, 计量

资料以mean±SD表示, 组间比较采用单因素方

差分析, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1  大鼠诱发结肠炎前期生长情况 诱发结肠炎

前期4组大鼠生长情况良好, 体质量无统计学差

异(图1).  
2.2 不同比例ω-3/ω-6 PUFA对大鼠结肠炎(诱发

结肠炎期)症状影响 3组大鼠自由饮用3%DSS
诱发结肠炎, 饮用第2天大便开始变软, 第3天大

便潜血出现阳性, 第4天开始出现懒动、竖毛、

毛色变差. 至第5天出现可见血便, 肛门附着血

迹, 第6天体质量开始下降. 结肠炎造模结束时B
组大鼠较C、D大鼠血便评分显著性降低, 分别

为1.0±0. 5、 2.4±0. 7、 2.8±0.5(均P <0.01); C
组和D组之间无统计学差异; B组大鼠较C、D

表 1 结肠炎症症状评分

     评分    粪便性状                 便血情况               体质量

0 干球或干条形 便潜血试验阴性 增加或维持原有体质量

1 成型软便 便潜血试验阳性 下降＜5%

2 不成形软便 附着新鲜血迹, 肛门口无血迹 下降≥5%且＜10%

3 水样便 肛门口大量血迹 下降≥10%

     

表 2 组织学损伤评分标准

评分 炎症 病变深度 隐窝破坏 病变范围(%)

0 无 无 无 无

1 轻 黏膜下层 基底1/3破坏 1-25

2 重 肌层 基底2/3破坏 26-50

3 浆膜层 仅有完整上皮 51-75

4 全部破坏 76-100
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■应用要点
本研究可以看出, 
提高ω-3/ω-6 PUFA
的比例对于DSS诱
导的大鼠急性结
肠炎症具有保护
作用, 其中ω-3/ω-6 
PUFA 1:1组效果最
佳. 提示我们对于
炎症性肠病治疗
过程中, 提高膳食
中ω-3 PUFA的比
例可能成为新的
治疗手段.

大鼠总积分显著性降低, 分别为2.8±1.2、4.3±
1.1、5.6±1.3(均P <0.01), C组和D组之间无统计

学差异(表3).  
2.3 不同比例ω-3/ω-6PUFA对大鼠病理组织学评

分影响 大体观察A组大鼠结肠黏膜光滑; B组大

鼠肠壁轻度水肿, 黏膜糜烂及溃疡少见;  C、D
组大鼠结肠黏膜水肿明显, 可见较多糜烂, 部分

可见深大溃疡, 结肠壁变薄. 光镜下观察A大鼠

结肠完全正常; B、C、D组结肠炎模型大鼠不

同程度远段肠上皮损伤, 可见糜烂及溃疡形成, 
腺体变形, 排列紊乱, 甚至消失, 隐窝破坏, 黏膜

及黏膜下层可见淋巴细胞、单核细胞、嗜酸性

粒细胞浸润, 并可见中性粒细胞浸润及淋巴小

结形成(图2A). 其中B组大鼠镜下观察病变较轻, 
仅有1只大鼠形成小溃疡. B组大鼠肠黏膜炎症

评分显著低于C、D组, 分别为3.2±2.0、35.0±
28.8、27.0±25.8, 具有统计学差异(均P <0.05); 
C、D两组无统计学意义. 
2.4 不同比例ω-3/ω-6 PUFA对大鼠炎症因子影

响 3组结肠炎模型大鼠结肠组织中PGE2较对照

组均有升高, 其中B、C组大鼠结肠组织中PGE2
含量低于D组, 分别为443.4 ng/100 g组织±67.3 
ng/100 g组织、419.5 ng/100 g组织±52.6 ng/100 
g组织、541.2 ng/100 g组织±68.5 ng/100 g组织

(P <0.05, P <0.01)(图3, 表4). 3组结肠炎大鼠结肠

TNF-α与对照组相比均有不同程度的升高, D组

大鼠升高显著. B、C组大鼠结肠组织中TNF-α
含量低于D组, 分别为189.2 ng/100 g组织±27.0 
ng/100 g组织、173.2 ng/100 g组织±50.2 ng/100 
g组织、270.3 ng/100 g组织±49.1 ng/100 g组织

表 4 各组大鼠结肠PGE2、TNF-α、NF-kB量(ng/100 g组织)

     A B C D P 值

PGE2 368.1±43.9 443.4±67.3 419.5±52.6 541.2±68.5 <0.01

TNF-α 170.5±29.5 189.2±27.0 173.2±50.2 270.3±49.1 <0.01

NF-kB 555.1±83.8 497.9±50.7 569.1±121.2 582.5±123.1 >0.05

A: 普通饲料对照组; B: ω-3/ω-6 PUFA 1∶1组; C: ω-3/ω-6 PUFA 1∶3组; D: ω-3/ω-6 

PUFA 1∶30组. TNF: 肿瘤坏死因子; NF-kB: 核因子-kB; PGE2: 前列腺素E2.

表 3 大鼠肠炎症程度评分

     分组 体质量变化积分   粪质积分   血便积分    总积分

B   0.38±0.74 1.38±0.52 1.00±0.53 2.75±1.16

C   0.50±0.53 1.75±0.46 2.38±0.74 4.26±1.13

D   1.13±0.83 1.75±0.46 2.75±0.46 5.62±1.30

B: ω-3/ω-6 PUFA 1∶1组; C: ω-3/ω-6 PUFA 1∶3组; D: ω-3/ω-6 PUFA 1∶30组.
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图 1 各组大鼠生长情况体质量变化. 
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(P <0.01, P <0.01)(图4, 表4). B组大鼠血清中IL-6
含量低于C、D组, 分别为97.1 ng/L±8.2 ng/L、
129.1 ng/L±5.5 ng/L、125.4 ng/L±19.6 ng/L 
(P <0.01, P <0.05). 具有统计学差异. B、C、D大

鼠结肠组织中NF-kB含量分别为497.9 ng/100 g
组织±50.7 ng/100 g组织、569.1 ng/100 g组织±

121.2 ng/100 g组织、582.5 ng/100 g组织±123.1 
ng/100 g组织, 不具有统计学差异.  

3  讨论

IBD是一种慢性非特异性肠道炎症, 发病机制尚

不明确. 近年来大规模研究发现“西方化”饮

食的传播和炎症性病在以前非高发地区发病率

升高有关系[10]. 有研究发现ω-3/ω-6 PUFA摄入比

例的变化与IBD的发病有重要关系[11]. 还有研究

发现与ω-3 PUFA和ω-6 PUFA的含量相比, 两者

的比例更能影响肠道的炎症过程[12,13]. 针对IBD
的营养治疗因为其不良反应低、花费相对低成

为治疗新方向. 其中ω-3 PUFA又成为关键点之

一. 目前针对ω-3 PUFA对IBD炎症过程的影响

尚无定论. 大部分临床及试验研究认为补充ω-3 
PUFA对于炎症性肠病具有保护作用[14,15]. 然而

■同行评价
本文对阐明溃疡
性结肠炎发病机
制有一定意义, 并
且对临床营养治
疗也有一定启示.

图 2 各组大鼠结肠组织HE染色(×40). A: 对照组大鼠结肠组织正常大鼠结肠黏膜; B: ω-3/ω-6 1∶1组; C: ω-3/ω-6 1∶
3组; D: ω-3/ω-6 1∶30组, 大鼠结肠, 可见黏膜炎症逐渐加重, C组可见淋巴小结及小溃疡, D组可见大溃疡, 腺体完全消失, 

黏膜及黏膜下层大量炎症细胞浸润.

A

C D

B

700

600

500

400

300

200

100

    0

P
G

E
2含

量
(n

g/
10

0 
g组

织
)

A             B             C             D

图 3 各组大鼠结肠PGE2含量. A: 对照组大鼠结肠组织正

常大鼠结肠黏膜; B: ω-3/ω-6 1∶1组; C: ω-3/ω-6 1∶3组; 

D: ω-3/ω-6 1∶30组.
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图 4 各组大鼠结肠TNF-α含量. A: 对照组大鼠结肠组织正

常大鼠结肠黏膜; B: ω-3/ω-6 1∶1组; C: ω-3/ω-6 1∶3组; 

D: ω-3/ω-6 1∶30组. TNF: 肿瘤坏死因子.
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也有不少研究认为ω-3 PUFA对于炎症性肠病没

有保护作用, 甚至有害[16,17]. 既往动物实验中少

有调整ω-3/ω-6 PUFA比例, 而且大多针对慢性

炎症. 本实验研究的目的就是设立不同比例ω-3
和ω-6 PUFA, 观察各组对急性结肠炎模型大鼠

的影响.  
本实验通过改造饲料, 设定ω-3/ω-6 PUFA 

1∶1组、1∶3组、1∶30组, 观察不同比例ω-3 
PUFA和ω-6 PUFA对急性结肠炎作用. Feagan等[17]

认为ω-3/ω-6 PUFA在1∶1至1∶4对于炎症性疾

病有益. 我们实验室曾对比ω-3/ω-6 PUFA 1∶3, 
1∶15, 1∶30组对于DSS诱导大鼠溃疡性结肠炎

慢性期影响, 未发现ω-3/ω-6 PUFA 1∶3对炎症

有改善作用, 所以提高ω-3 PUFA剂量, 设立1∶1
组观察对肠道炎症影响.  

从本研究结果可以明显看出ω-3/ω-6 PUFA
为1∶1组大鼠的结肠炎从症状评分到病理改变

均较ω-3/ω-6 PUFA 1∶3及1∶30组大鼠有所改

善, 提示高比例ω-3/ω-6对于溃疡性结肠炎急性

期可能有保护作用, ω-3 PUFA的补充可以减轻

肠道炎症, 适量补充ω-3 PUFA可能能够预防或

者减轻肠道炎症, ω-3/ω-6 PUFA为1∶1组作用

效果明显.  
通过对炎症因子的影响观察 ,  本实验发

现ω-3/ω-6 PUFA为1∶1组和1∶3组大鼠结肠

组织中P G E2、T N F-α含量明显低于1∶30组
(P <0.01), 结果提示提高ω-3/ω-6 PUFA的比例可

以通过减少结肠组织中PGE2、TNF-α含量, 达
到抑制急性结肠炎炎症过程. ω-3/ω-6 PUFA 1∶
1组大鼠血浆中IL-6含量低于其余两组, P值分别

为<0.05、<0.01, 结果提示高比例ω-3/ω-6 PUFA
可以通过影响循环中炎症因子如IL-6减轻炎症

反应.  
早期研究认为由Cox-1途径介导产生的前

列腺素对于肠道黏膜损伤所致炎症具有保护作 
用[18], PGE2可以促进肝细胞生长[19], 抑制T细胞的

增殖、细胞间黏附因子、细胞因子产生等[20,21]. 
然而亦有研究表明PGE2可以通过促进T细胞分

化、炎症因子受体表达等达到促炎作用[22,23]. 本
研究发现ω-3/ω-6 PUFA高比例组(1∶1, 1∶3)
大鼠结肠中PGE2含量较1∶30组明显下降, 与炎

症程度有平行趋势.  说明提高ω-3/ω-6 PUFA比

例到1∶1至1∶3可以通过抑制局部组织中PGE2

产生, 而达到抑制急性结肠炎的炎症过程. 这与

Mbodji等[24]研究补充ω-3 PUFA可以减少肠道

局部PGE2的产生的结果一致. 有研究表明ω-3 
PUFA可以与ω-6 PUFA竞争性结合细胞膜磷脂, 
从而抑制花生四烯酸进入细胞膜, 抑制花生四

烯酸向类花生酸的代谢. 推测结肠上皮细胞膜

上的ω-3/ω-6 PUFA比例变化改变了细胞膜的生

物物理化学特性, 导致下游信号传导、细胞因

子分泌和转录调解发生变化, 是影响炎症轻重

程度的核心机制[28]. 目前ω-3 PUFA对于PGE2影

响及其如何通过PGE2调节炎症过程的机制尚不

明确, 需要进一步研究.  
另外有研究认为ω-3 PUFA可以通过监控

促炎因子如TNF-α、IL-6、IL-1α、IL-8以及参

与NF-kB途径等抑制炎症的过程[6]. 本实验发现

ω-3/ω-6 PUFA为1∶1组和1∶3组大鼠结肠组织

中TNF-α含量明显低于1∶30组. ω-3/ω-6 PUFA 
1∶1组大鼠血浆中IL-6含量低于其余两组目前

对于ω-3 PUFA. 该结果表明提高ω-3 PUFA在饮

食中的比例可以降低TNF-α、IL-6等促炎因子, 
从而达到降低急性期溃疡性结肠炎炎症反应. 
本实验发现各组大鼠结肠NF-kB的含量有随着

ω-6 PUFA比例升高而升高的趋势, 但没有统计

学差异. 有研究报道ω-3可以通过降低NF-kB而
起到抗炎作用[6,13,24,27,28]. 文献报道多通过电泳迁

移率改变法测定NF-kB活性, 本实验采用ELISA
检测, 有可能影响结果.  

从本研究可以看出, 提高ω-3/ω-6 PUFA的比

例对于DSS诱导的大鼠急性结肠炎症具有保护

作用, 大鼠的炎症评分、病理评分以及相关的

炎症因子PGE2、TNF-α、IL-6都有所下降, 其中

ω-3/ω-6 PUFA 1∶1组效果最佳. 提示我们对于

炎症性肠病治疗过程中, 提高膳食中ω-3 PUFA
的比例可能成为新的治疗手段. 但该实验仍然

有待于进一步研究: (1)该试验设立的模型是急

性结肠炎, 并没有模拟炎症性典型慢性、反复

发作的临床过程, 这可能影响ω-3 PUFA对于IBD
的疗效更加明确的影响. 进一步研究应该设置

慢性期溃疡性结肠炎, 以观察疗效; (2)ω-3 PUFA
对于肠道炎症过程作用机制尚不明确, 是如何

调节PGE2、IL等炎症因子需要进一步探讨. ω-3 
PUFA作为一种重要的营养物质, 不良反应少, 相
对于传统药物花费低, 应该加强其对IBD的作用

及其作用机制的研究, 为IBD患者的治疗提供一

种新选择.  
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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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Clinical significance of serum 
Stathmin in esophageal 
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Abstract
AIM: To detect serum Stathmin in patients with 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
and evaluate its correlation with clinicopatho-
logical parameters in ESCC.

METHODS: Serum levels of Stathmin were mea-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

食管鳞癌患者血清Stathmin的表达及临床意义

赵 楠, 韩 波, 吴宗勇, 周兰萍, 刘 芳, 颜 露, 赵晓航, 许 杨

®

■背景资料
食管鳞癌是我国
常见的消化系恶
性 肿 瘤 ,  其 早 期
症 状 不 明 显 ,  大
部分食管癌患者
确诊时已属中晚
期 ,  以 手 术 为 主
治疗后的五年生
存率一直徘徊在
25%-30%. 近年已
有众多研究者正
在努力寻找食管
癌的各种标志物
以用于食管癌的
诊断、治疗效果
评价和术后随访. 

sured by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) in 74 patients with ESCC and 81 healthy 
individuals. Serum levels of Cyfra21-1 were 
measured by ELISA, and those of CEA, CA19-9 
and CA72-4 were measured by chemilumines-
cence.

RESULTS: Serum levels of Stathmin in ESCC 
patients were significantly higher than those 
in healthy controls (P < 0.001). Serum levels 
of Stathmin were correlated with lymph node 
metastasis (P = 0.036), but not with age, gender, 
tumor differentiation, TNM stage or tumor size. 
According to the ROC curve, the sensitivity and 
specificity of serum Stathmin were significantly 
higher than those of Cyfra21-1 for diagnosis of 
esophageal squamous cell carcinoma. The sensi-
tivity of serum Stathmin for diagnosis of ESCC 
was 94.6%. 

CONCLUSION: Serum Stathmin levels increase 
in ESCC patients. Detection of serum Stathmin is 
helpful for diagnosis and prognostic evaluation 
of esophageal cancer. Stathmin may serve as a 
new potential serum tumor marker for clinical 
detection, therapy and prognostic evaluation of 
ESCC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨血清Stathmin的表达水平对食管鳞
状细胞癌(esophageal squamous cell carcinoma, 
ESCC)的诊断价值及临床意义. 

方法: 采用酶联免疫吸附法(enzyme-l inked 
immunosorbent assay, ELISA)检测74例ESCC与
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■研发前沿
Stathmin在多种
肿瘤中表达异常, 
目 前 发 现 ,  食 管
鳞状细胞癌患者
组织中Stathmin
表达显著高于癌
旁 组 织 ,  临 床 病
理参数分析显示
Stathmin表达与
分 化 程 度 相 关 . 
但Stathmin在食
管癌患者血清水
平及与临床参数
的相关性尚无深
入研究.

81例健康对照血清Stathmin含量; 采用ELISA
检测34例食管鳞癌与40例健康对照血清角
蛋白19片段抗原21-1(cytokeratin 19 fragment 
antigen 21-1, Cyfra21-1)的水平; 采用化学发
光法检测血清癌胚抗原(carcinoembryonic 
antigen, CEA)、癌抗原19-9(cancer antigens 
19-9, CA19-9)、癌抗原72-4(cancer antigens 
72-4 ,  C A72-4)水平 ;  统计学分析血清中
Stathmin浓度与临床参数的相关性. 

结果: ESCC组血清Stathmin水平显著高于健
康对照组(P <0.001), ESCC组血清Stathmin
水平与伴有淋巴结转移相关(P  = 0.036), 血
清Stathmin水平与患者性别、年龄、分化程
度、TNM分期和肿瘤大小无显著相关. 比较
Stathmin和Cyfra21-1的受试者工作特性曲线
(receiver operating characteristic curve, ROC曲
线), 提示Stathmin的灵敏度和特异性均优于
Cyfra21-1, 血清Stathmin水平对ESCC的诊断
灵敏度可达94.6%. 

结论: 血清Stathmin升高在食管鳞癌的发生发
展中起重要作用, 食管癌患者血清的Stathmin
检测, 对ESCC的诊断和预后判定具有一定意
义. Stathmin可作为食管鳞癌诊断、治疗和
判断预后的一个新的血清标志物, 辅助临床 
诊断. 

© 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: 本研究发现Stathmin在食管鳞癌患者

血清中浓度升高, 血清Stathmin水平与食管癌淋

巴结转移相关, Stathmin的灵敏度和特异性均显

著优于目前已有肿瘤标志物, 提示Stathmin可作

为食管鳞癌诊断、治疗和判断预后的一个新的

血清标志物, 辅助临床诊断. 
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0  引言

食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell carci-
noma, ESCC)是我国常见的消化系恶性肿瘤, 食
管癌的早期症状不明显, 诊断时多为中晚期, 5
年生存率低[1,2]. 目前, 已发现和可用于食管癌

的血清标志物包括癌胚抗原(carcinoembryonic 
antigen, CEA)、癌抗原19-9(cancer antigens 19-9, 

CA19-9)、癌抗原72-4(cancer antigens 72-4, 
CA72-4)和角蛋白19片段抗原21-1(cytokeratin 19 
fragment antigen 21-1, Cyfra21-1). 用免疫分析

方法检测这些标志物, 4种标志物的敏感性分别

为: CEA 11.9%; CA19-9 4.9%; CA72-4 7.0%; Cy-
fra21-1 33%[3,4], 可见在多种标志物中Cyfra21-1
灵敏度相对较好. Brockmann等[5]报道Cyfra21-1
在食管癌诊断中的灵敏度达45.5%. 可见上述

用于食管癌检测的标志物敏感性偏低, 单独应

用于食管癌的诊断价值不大. 因此, 临床上仍然

缺乏食管鳞癌特异的诊断标志物, 应用蛋白质

组学技术筛选用于诊断和监测的食管鳞癌特异

标志物成为研究热点. 本实验室前期工作采用

二维电泳(two dimensional electrophoresis, 2DE)
分离-基质辅助激光解吸离子化飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization time of 
flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)的常

规蛋白质组分析技术, 分析了8对伴随淋巴结转

移和无淋巴结转移ESCC组织的差异蛋白质组

表达谱, 提示Stathmin是一种在食管鳞癌中高表

达的蛋白[6]. Stathmin(STMN1)是近年来研究较

多的一个微管解聚蛋白, 通过磷酸化调节自身

活性从而影响细胞内微管系统动力平衡, 对细

胞周期的变化起着重要作用. 研究发现在多种

人类恶性肿瘤中Stathmin过表达, 亦称为癌蛋白

18(Op18)[7]. 本研究探讨血清Stathmin对食管鳞

癌的临床诊断价值, ELISA检测74例食管鳞癌患

者以及81例正常人血清Stathmin水平, 统计学分

析血清中Stathmin浓度与临床参数的相关性. 并
采用ELISA检测34例食管鳞癌与40例健康对照

血清Cyfra21-1的水平. 探讨血清Stathmin水平对

食管鳞癌诊断和判断预后的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管鳞癌血清样本取自中国医学科学

院肿瘤医院检验科, 患者经病理证实. 正常对照

血清样本来自北京煤炭总医院的健康体检中

心. 其中ESCC样本共74例, 其中男性63例, 女性

11例, 平均年龄60岁±9.8岁. 健康对照血清样本

81例, 其中男性51例, 女性30例, 平均年龄42岁
±14.6岁. ESCC诊断按照2007年世界卫生组织

(World Health Organization, WHO)分类标准分为

高分化15例, 中分化28例, 低分化20例, 11例信息

不详. ESCC临床分期按照2013美国国家综合癌

症网络(National Comprehensive Cancer Network, 
NCCN)指南[8]分为Ⅰ期16例, Ⅱ期20例, Ⅲ期25
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■相关报道
以 往 研 究 发 现
Stathmin在多种恶
性肿瘤中升高, 可
作为恶性肿瘤诊
断、治疗和判断
预后一个新参数.

例, 13例信息不详. 所有受试者均获得知情同意. 
1.2 方法

1.2.1 ELISA检测血清Stathmin和Cyfra21-1浓度: 
血清取材后迅速离心, 冰上分离血清, 干冰上分

装后转入-80 ℃冰箱保存备用. 血清样本各100 
µL用于Stathmin和Cyfra21-1检测, ELISA试剂

盒均购自美国Cloud-Clone公司, 货号分别为SE-
C892Hu和SEB246Hu, 各项操作均严格按照说

明进行. 血清样品及标准品分别稀释后加至反

应孔, 37 ℃孵育2 h. 将孔板中液体去除, 每孔加

入100 µL反应液A的工作液, 37 ℃孵育1 h吸出

液体, 清洗3次. 加入100 µL/孔反应液B, 封膜后

37 ℃ 30 min. 清洗5次. 加入底物溶液90 µL/孔, 
避光37 ℃ 20 min. 每孔加入50 µL的终止液, 混
合均匀, 液体由蓝变黄. 酶标仪(Bio-rad公司)上
读取A 450. 根据试剂盒标准品的浓度和A 值绘

制标准曲线. 根据样品A 450值, 计算血清样品中

Stathmin浓度并进行统计学分析. 每个样本重复

3次, 取平均值作为该样本的血清Stathmin浓度. 
1.2.2 化学发光法检测血清C E A、C A19-9和

CA72-4浓度: 化学发光试剂盒购自罗氏(Roche), 
经罗氏Cobas-601全自动化学发光免疫分析系统

检测, 实验步骤严格按照试剂盒说明书进行, 将
血清加入相应的样品杯中, 设定程序, 为我院检

验科仪器自动进行定量检测. 按试剂盒提供的

参考值, 确定CEA、CA19-9和CA72-4阳性界值

分别为5 ng/mL、37 U/mL和9.8 U/mL. 
统计学处理 应用SPSS16.0统计软件对计量

资料采用秩和检验, 计量资料选择Student's t检
验、Kruskal-Wallis nonparametric检验和Mann-
Whitney检验, P <0.05为差异有统计学意义. 特异

性、灵敏度、阳性预测值、Youden指数作为诊

断价值的评价指标. 

2  结果

2.1 食管鳞癌患者与健康对照血清Stathmin表达

水平比较 在74例食管鳞癌和81例健康对照血清

样本中, 食管癌血清Stathmin浓度中位值为6.9 
ng/mL(浓度范围是0.72-24.41 ng/mL), 对照血清

Stathmin浓度中位值为0.73 ng/mL(浓度范围是

0-2.41 ng/mL), 经Mann-Whitney检验分析, 食管

鳞癌患者血清Stathmin水平显著高于正常对照

组, 两组具有极显著性差异(P <0.001, 表1, 图1). 
2.2 食管鳞癌血清Stathmin水平与与淋巴结转移

表 1 血清Stathmin表达水平及临床参数相关性

     
临床病理参数 n

血清Stathmin浓度(ng/mL)
 P 值

mean±SD 范围

年龄(岁)   0.587

  <50   9 6.25±0.90   3.29-11.74

  ≥50 65 6.99±0.49   0.72-24.41

性别   0.500

  男性 11 7.02±0.48   0.72-24.41

  女性 63 6.18±1.13   1.48-14.47

分化程度   0.219

  高分化 15 7.58±0.72   3.16-14.37

  中分化 27 7.05±0.70   1.48-13.96

  低分化 20 6.48±1.12   0.72-24.41

肿瘤大小(cm)   0.225

  <5 22 6.00±0.74   0.72-14.47

  ≥5 45 7.23±0.60   1.48-24.41

TNM分期(期)   0.101

  Ⅰ 16 6.04±0.65   0.72-10.05

  Ⅱ 20 6.02±0.60   1.65-10.11

  Ⅲ 25 8.68±0.99   1.47-24.41

淋巴结转移情况   0.036

  是 34 7.92±0.81   1.48-24.41

  否 31 5.94±0.42   0.72-10.05

ESCC患者 74 6.90±0.44   0.72-24.41 <0.001

健康对照 81 0.73±0.06 0.00-2.41
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■创新盘点
本研究采用ELISA
方法研究食管癌
患者血清中Stath-
min表达水平, 分
析血清Stathmin水
平与食管癌各临
床病理参数的关
系, 发现食管鳞癌
患者血清Stathmin
显著高于健康人, 
且Stathmin检测
灵敏度显著优于
目前已有食管癌
肿瘤标志物, 提示
Stathmin可作为一
种食管癌潜在的
肿瘤标志物.

参数的关系 74例食管鳞癌患者中, 其中34例为

淋巴结转移, 31例为无淋巴结转移, 9例信息不

详. 食管癌淋巴结转移患者血清Stathmin浓度中

位值为7.92 ng/mL, 无淋巴结转移样本Stathmin
浓度中位值为5.94 ng/mL, 经Mann-Whitney相关

分析, 食管癌淋巴结转移患者血清Stathmin水平

显著高于无转移组(P  = 0.036), 提示血清中Stath-
min浓度与淋巴结转移相关(表1, 图2). 
2.3 食管鳞癌血清Stathmin水平与临床病理参数

的关系 为了比较Stathmin表达水平与临床参数

的相关性, 统计学分析结果提示食管鳞癌患者

血清Stathmin浓度与性别、年龄、TNM分期与

分化程度以及肿瘤大小等因素无关(表1, 图3), 
(P >0.05). 
2.4 Stathmin与Cyfra21-1联合检测对ESCC的诊

断评价 基于上述74例食管鳞癌及81例健康对照

血清样本随机选择34例ESCC血清样本和40例
健康对照血清样本, 应用ELISA检测Cyfra21-1浓
度, 其中位值分别是3.45 ng/mL和1.1 ng/mL. 经
ROC曲线分析, Stathmin与Cyfra21-1的曲线下面

积(area under curve, AUC)分别为0.968和0.817, 

Stathmin确定阳性界值为1.77 ng/mL, Cyfra21-1
确定阳性界值为3.4 ng/mL, 基于阳性界值确定

Stathmin与Cyfra21-1单项检测对食管鳞癌诊断

的灵敏度分别为94.6%和73.5%, 特异性分别为

97.5%和80%. 提示Stathmin和Cyfra21-1在食管

癌的血清诊断中都具有一定诊断价值, Stathmin
的检测结果优于Cyfra21-1, 更灵敏有效. 联合检

测的灵敏度, 特异性和Youden指数未见显著上

升(表2, 3), 提示单独Stathmin检测具有较高的有

效性和准确性. 
2.5 ESCC血清中Stathmin表达水平与临床肿瘤标

志物相关性分析 为了比较Stathmin与目前临床
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所有肿瘤标志物的诊断效果, 计算各种肿瘤标志

物检测食管鳞癌的灵敏度, 如表3所示, 经ROC曲
线分析, Stathmin确定阳性界值为1.77 ng/mL, 基
于阳性界值确定Stathmin的灵敏度为94.6%, Cy-
fra21-1确定阳性界值为3.4 ng/mL, 基于阳性界值

确定灵敏度为73.5%, 基于本院CEA、CA72-4和
CA19-9的阳性界值, 确定灵敏度分别为6.9%、

1.8%和1.8%. 提示Stathmin的灵敏度显著优于

CEA、Cyfra21-1、CA19-9、CA72-4. 

3  讨论

Stathmin是由149个氨基酸组成的分子量为19 
kDa微管解聚蛋白, 包含2个不同的亚型a和β. 结
构上可分成3部分: N端的结构调节域、中心区

和C端的蛋白相互作用结构域. 蛋白水解后的

中心区包括4个结构域(Ⅰ-Ⅳ), 其核心区域(第
42-126位氨基酸)连接N端和C端, 可构成与微管

蛋白相互作用的最小片段[9]. N端包含4个丝氨

酸磷酸化位点, 分别为Serl6、Ser25、Ser38和
Ser63, 经磷酸化后Stathmin与微管蛋白异二聚体

之间亲和力的下降从而失去微管解聚活性, 其
中Ser16、Ser63磷酸化显著影响微管稳定性. C
端的功能区域, 包括了一个a螺旋结构, 与微管的

a/β异源二聚体螯合形成紧密的复合物从而抑制

微管聚合[10]. Stathmin通过磷酸化调节自身活性

影响细胞内微管系统的动力平衡影响细胞增殖, 
Stathmin磷酸化导致活性降低, 微管蛋白得以聚

合; Stathmin去磷酸化, 促进微管蛋白解聚[11]. 在
多种肿瘤包括子宫内膜癌、骨肉瘤、乳腺癌、

非激素依赖性的前列腺癌的体外模型研究发

现, 敲除Stathmin可诱导细胞周期停滞及细胞凋 
亡[7,12]. 

Stathmin作为微管解聚蛋白, 主要定位于细

胞浆[11]. 近年来研究发现Stathmin在口腔鳞癌、

肺癌、乳腺癌、前列腺癌、白血病、头颈癌、

结肠癌、肝癌、淋巴瘤等多种恶性肿瘤组织表

达增高[13]. 王峰等[14]应用免疫组织化学和原位

杂交的方法分析了75例食管鳞癌组织、25例癌

旁不典型增生组织和正常食管黏膜组织中Stath-
min mRNA和蛋白的表达, 发现在食管鳞癌组

织、癌旁不典型增生组织和正常食管黏膜组织

中Stathmin蛋白的阳性率分别为81.3%、48.0%
和30.0%, 组间比较有显著性差异(P <0.01), Stath-
min mRNA和蛋白的阳性表达率分别为82.7%
和90.2%, 与癌旁不典型增生组织及正常食管黏

膜组织比较有显著性差异(P <0.01). 提示食管鳞

癌组织中Stathmin蛋白高表达, Stathmin表达与

食管癌的发生发展相关. Yousefi等[15]采用二维

电泳与液相质谱联用的方法对两种肺癌细胞系

的分泌蛋白进行研究发现Stathmin在分泌上清

中特异性高表达, 说明Stathmin能够分泌到细胞

外, 进入血循环中, 可从血清中检测Stathmin的
水平. Bhagirath等[16]用ELISA的方法对30例移型

性膀胱上皮癌, 15例健康对照和15例良性前列

腺增生的血清和尿液进行检测, 结果显示在肿

瘤患者中Stathmin表达显著升高(P <0.001), ROC
曲线下面积为0.984, 灵敏度为93.3%, 特异性为

86.7%, 临界值为0.7 ng/mL. 提示其可能作为一

种肿瘤标志物用于移型性膀胱癌的检测. 
在肿瘤细胞中Stathmin过表达与侵袭转移

相关, 研究发现微管蛋白解聚与细胞的迁移、运

动有关, 研究证实Stathmin具有促进细胞运动的

功能, Jin等[17]发现Stathmin敲降可降低小鼠再生

神经元的运动能力. Borghese等[18]在果蝇中发现

Stathmin减少使胚胎细胞和边缘细胞的运动能

力降低. Gan等[19]发现Stathmin在肝癌特别是高

转移性的肝癌组织中高表达. siRNAs敲降人高

转移肝癌细胞(human highly potentially metastatic 
liver cancer cell line, HCCLM3)的Stathmin后, 明
显抑制了细胞的黏附能力, 抑制细胞的迁移和侵

袭能力, 提示Stathmin的表达与肝癌癌变和转移

有很大的关联. Trovik等[20]采用免疫组织化学染

■应用要点
食管癌患者血清
Stathmin水平较
正 常 人 明 显 升
高 ,  且 与 肿 瘤 的
生长、侵袭和转
移等肿瘤恶性生
物学行为相关, 因
此, 通过检测食管
癌患者血清中的
Stathmin水平, 可
有助于食管癌的
诊断、判断预后
及术后随访.

     

表 3 不同肿瘤标志物在食管鳞癌诊断中的阳性率

标志物  n 临界值 阳性率[n (%)]

Stathmin(ng/mL) 74   1.77 94.6(70)

Cyfra21-1(ng/mL) 34   3.4 73.5(25)

CEA(ng/mL) 58   5.0   6.9(4)

CA72-4 (U/mL) 56   9.8   1.8(2)

CA19-9 (U/mL) 56 37.0   1.8(2)

     

表 2 血清Stathmin与Cyfra21-1联合测定对ESCC诊断的
评价

标志物 灵敏度(%) 特异性(%) Youden指数

Stathmin 94.6 97.5 92.1

Cyfra21-1 73.5 80 53.5

Stathmin+Cyfra21-1 94.6 97.5 92.1

Cyfra21-1: 角蛋白19片段抗原21-1.
Cyfra21-1: 角蛋白19片段抗原21-1; CEA: 癌胚抗原; CA19-9: 
癌抗原19-9; CA72-4: 癌抗原72-4.
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色的方法对1067例子宫内膜癌组织样本检测发

现Stathmin的表达与不良预后和淋巴结转移具有

显著相关性. 我们进一步将食管癌患者分为淋巴

结转移和未转移两组, ESCC伴有淋巴结转移组

Stathmin在血清中浓度中位值为7.92 ng/mL, 显著

高于ESCC未发生转移的中位值(5.94 ng/mL), 提
示Stathmin的表达与食管癌的转移密切相关与文

献报道一致. 本课题组前期研究也发现Stathmin
在食管癌组织中表达强度显著高于癌旁组织, 临
床病理参数分析显示Stathmin表达与分化程度相

关, 在低分化程度的组织中表达较强, 高分化组

织中表达较弱[6]. 本研究中血清学的Stathmin检
测未见其与肿瘤分化的相关性, 但与淋巴结转移

显著相关. 吴彬等[21]对470例食管癌患者进行回

顾性分析显示随着细胞分化程度的降低, 区域淋

巴结转移数显著增高(P <0.01), 与高分化食管癌

相比中分化癌淋巴结转移度增加3倍, 中低分化

癌增加4.5倍, 低分化癌增加6倍, 提示食管癌分

化程度越低, 发生淋巴结转移的可能性越高. 而
本研究的Stathmin与淋巴结转移显著相关, 与前

期研究的Stathmin在低分化程度的食管癌组织中

表达高具有一致性, 进一步说明Stathmin与食管

癌的转移密切相关. 
目前食管癌缺乏特异诊断标志物, 我院检测

食管癌相关标志物为CEA、CA19-9、CA72-4和
Cyfra21-1等常规肿瘤标志物. CEA是一种具有

人类胚胎抗原特异性的酸性糖蛋白, 主要作为

监测结、直肠癌标志物, 最新研究其在肺腺癌

诊断中也有显著作用[22]. CA19-9是来自结直肠

癌细胞系的单抗, 在消化系恶性肿瘤中和胰腺

癌中有良好的应用价值, CA72-4对于胃癌的检

测特异性较高. Chen等[23]研究发现将CA19-9与
CA72-4联合使用对中国人群的胃癌检测具有更

好的效果. 提示CEA、CA19-9和CA72-4都不是食

管癌特异性标志物. Cyfra21-1是一种上皮来源的

抗原, 作为肺癌标志物被广泛应用. 研究发现其在

食管癌中也发挥一定作用, Wakatsuki等[24]检测51
例食管癌患者放疗前后血清Cyfra21-1含量, 化
疗后Cyfra21-1浓度低于临界值的患者不易复发, 
结果显示血清Cyfra21-1具有评估和监测放疗效

果的作用; Yi等[25,26]研究提示血清中Cyfra21-1
的浓度可以作为预测食管癌放化疗效果的敏感

性指标; Yan等[27]对192例食管癌患者血清Cy-
fra21-1的检测发现血清Cyfra21-1浓度低的患者

在接受放化疗后具有更高的存活率. 本研究发

现血清Stathmin水平在食管癌中表达显著升高, 

其灵敏度和特异性分别达到94.6%和97.5%, 显
著高于Cyfra21-1、CEA、CA72-4、CA19-9等
标志物. Stathmin与Cyfra21-1联合检测与Stath-
min单项检测相比, 其联合检测的灵敏度未见提

高. 说明Stathmin可成为辅助食管癌诊断的重要

血清学指标. 
总之, 食管癌患者血清Stathmin水平升高, 

与肿瘤转移代表肿瘤恶性生物学行为的因素相

关, 可作为一种食管癌特异的肿瘤标志物用于

早期诊断、转移和复发监测. 同时充分认识到

上述结果仍有待于进一步扩大样本和多中心验

证. 今后进一步检测高危人群的Stathmin的水平, 
同时联合腔镜和食管拉网筛查、诊断和判断预

后具有重要的意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the dynamic changes in serum 
HBsAg levels in HBeAg-positive chronic hepatitis 
B patients with different liver histological inflam-
mation grades and hepatic fibrosis stages. 

METHODS: Serum HBsAg levels in HBeAg-pos-
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HBeAg阳性慢性乙型肝炎不同肝组织炎症与纤维化时期
血清HBsAg含量的动力学特点

谭 雷, 吴泽倩, 刘 婷, 高志良, 柯伟民

®

■背景资料
目前, 关于乙型肝
炎表面抗原(hepa-
t i t i s  B  s u r f a c e 
antigen, HBsAg)
水平的研究是乙
型肝炎研究领域
的黄金热点. 近年
来, 已有诸多高质
量文章研究其在
CHB自然病程中
的表达特点, 血清
HBsAg含量变化
在慢性乙型肝炎
(chronic hepatitis 
B,  CHB)的病情
监测和抗病毒治
疗疗效预测等方
面取得了较大进
展 .  本 研 究 观 察
CHB自然病程中
免疫清除期血清
HBsAg含量在肝
组织炎症分级与
肝组织纤维化分
期的表达规律. 

itive chronic hepatitis B patients were detected 
by electrochemiluminescence. Serum HBsAg 
levels were compared between patients with 
grades 1, 2, 3 and 4 liver histological inflamma-
tion, and between those with stages 1, 2, 3 and 4 
hepatic fibrosis. 

RESULTS: Serum HBsAg levels in patients with 
grades 1, 2, 3 and 4 liver histological inflamma-
tion were 2998 COI/mL ± 2515 COI/mL, 4064 
COI/mL ± 2468 COI/mL, 5513 COI/mL ± 2390 
COI/mL and 5736 COI/mL ± 1838 COI/mL, 
respectively; while the values in patients with 
stages 1, 2, 3 and 4 hepatic fibrosis were 3159 
COI/mL ± 2577 COI/mL, 4075 COI/mL ± 2149 
COI/mL, 5670 COI/mL ± 2189 COI/mL and 
5976 COI/mL ± 2128 COI/mL, respectively. 
There were significant differences in serum HB-
sAg levels between different liver inflammation 
grades, as well as between different hepatic fi-
brosis stages (F = 9.986, P < 0.000; F = 13.955, P < 
0.000). 

CONCLUSION: Serum HBsAg levels increase 
dynamically along with the damage of hepatic 
tissues in patients with HBeAg-positive chronic 
hepatitis B. 

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

Key Words: Chronic hepatitis B; HBsAg; Pathologi-
cal damage; Liver inflammation grade; Hepatic 
fibrosis stage
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒e抗原(hepatitis B e 
antigen, HBeAg)阳性在慢性乙型肝炎(chronic 

■同行评议者
张明辉, 副主任医
师, 河北医科大学
第一医院肝病中
心(传染病)
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■研发前沿
肝内共价闭合环
状DNA(covalently 
c lo sed  c i r cu l a r 
DNA, cccDNA)
含量与合成释放
入外周血的HBV 
DNA含量以及HB-
sAg含量有着良好
的正相关性. 血清
HBsAg含量可否
间接反映病毒复
制的活跃程度, 评
价慢乙型肝炎活
动期肝细胞的损
伤 程 度 ,  甚 至 于
基线血清HBsAg
含量应用于预测
HBsAg清除.

hepatitis B, CHB)自然病程中, 不同肝组织炎
症分级和肝纤维化分期时, 血清HBsAg含量的
动力学特点. 

方法: 应用电化学发光法检测血清HBsAg含
量. 各自两两比较在肝组织炎症分级1、2、
3和4级的四级之间、肝组织纤维化分期Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期的四期之间血清HBsAg的含量. 

结果: HBeAg阳性CHB患者的血清HBsAg
含量, 在肝组织炎症1、2、3和4级时分别为
2998 COI/mL±2515 COI/mL、4064 COI/mL
±2468 COI/mL、5513 COI/mL±2390 COI/
mL和5736 COI/mL±1838 COI/mL; 在肝组
织纤维化Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期时分别为3159 
COI/mL±2577 COI/mL、4075 COI/mL±
2149 COI/mL、5670 COI/mL±2189 COI/mL
和5976 COI/mL±2128 COI/mL. 血清HBsAg
含量在肝组织炎症分级四级之间、肝组织
纤维化分期四期之间均存在差异(F  = 9.986, 
P <0.000和F  = 13.955, P <0.000). 

结论: HBeAg阳性CHB, 其血清HBsAg含量随
肝组织损伤程度的进展而增加. 

© 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; 乙型肝炎表面抗原; 病理损

伤; 肝组织炎症; 肝纤维化

核心提示: 本文通过大样本回顾性分析 ,  比较

了不同肝组织炎症分级与纤维化分期时血清

H B s A g表达的动力学特点 ,  为慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B)自然史的研究提供有力依据. 
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0  引言

乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface antigen, 
HBsAg)是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
的外膜蛋白, 由S-开放读码框架(S-open reading 
frames, S-ORS)编码合成, 是成熟病毒颗粒的必

要成分[1]. 无论乙型肝炎患者的病程及转归如

何, HBsAg仍是当前诊断乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)感染的最经典、最基本的病毒标

志物[2]. HBsAg清除是临床治疗的最理想目标[3]. 
近年来, 血清HBsAg含量变化在慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B, CHB)的病情监测[4-6]和抗病

毒治疗疗效预测[7-10]等方面取得了较大进展. 因
此, 弄清CHB自然病程中免疫清除期血清HB-
sAg含量在肝组织炎症分级1级到4级与肝组织

纤维化分期Ⅰ期到Ⅳ期的表达规律, 有助于进

一步阐明HBeAg阳性CHB的发病机制, 监测病

情进展, 为优化抗病毒治疗策略提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2009-01/2012-10中山大学附属第三医

院感染科住院的HBeAg阳性CHB患者163例, 其
中, 男性137例, 女性26例, 平均年龄33.5岁±

10.1岁. 所有患者未应用过核苷(酸)类似物、干

扰素和胸腺素等抗HBV药物, 无合并或重叠甲

型、丙型和戊型肝炎病毒感染, 排除抗病毒药

物与嗜肝病毒间的相互干扰对e抗原状态、血清

HBsAg含量和肝组织病理的影响. 163例CHB患
者的肝组织炎症分级以及他们所处的肝组织纤

维化分期如表1. 
1.2 方法

1.2.1 嗜肝病毒血清标志物的检测: 电化学发光

法定量检测采用罗氏ECL-2010仪器及配套试剂. 
检测结照果按以下指标作为判别标准: HBsAg
参考值范围为<1.0(cut off index, COI), HBeAg参
考值范围为0-10 IU/L, Anti-HBe参考值范围为

>1.0 COI, Anti-HBc参考值范围为>1.0 COI. 检测

结果的COI值在参考值范围以内为阴性, 参考值

范围以外为阳性. 采用酶联免疫吸附法分别检

测甲型肝炎病毒标志物(北京科卫临床诊断试剂

有限公司)、丙型肝炎病毒标志物(北京现代高

达生物技术有限责任公司)和戊型肝炎病毒标志

物(生物医学亚太私人有限公司), 以上嗜肝病毒

标志物的检测均按照试剂盒的说明书进行. 
1.2.2 肝组织病理诊断: 163例HBeAg阳性CHB患

     

表 1 HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者的肝组织炎症分级
及他们所处的肝组织纤维化分期

肝组织纤

维化分期

           肝组织炎症分级
合计

G1 G2 G3 G4

S1 26 17   1   0   44

S2   1 37   5   2   45

S3   0   4 28   4   36

S4   0   0 13 25   38

合计 27 58 47 31 163

HBeAg: 乙型肝炎病毒e抗原.
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■相关报道
Hadziyannis等报
道 H B e A g 阳 性
C H B 患 者 血 清
HBV DNA水平往
往呈高水平复制, 
肝组织炎症活动
较活跃, 肝细胞炎
症坏死可伴随快
速进展肝纤维化.

者均以Esaote Au4型彩色多普勒机(美国产品)做
引导, 使用其配套的16 G活检枪进行肝活检, 切
割大约20 mm长度肝组织. 肝活检标本用Bouin's
液固定和石蜡包埋. 分别用苏木素-伊红(HE)染
色和Masson法网状纤维染色. 由我院病理科医

师根据Desmet等慢性肝炎的分类进行肝组织炎

症分级和肝纤维化分期[11]. 肝组织炎症分级和纤

维化分期依据如表2. 
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计学

分析. HBeAg阳性CHB肝组织炎症分级1、2、3
和4级以及肝组织纤维化分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期, 
血清HBsAg含量在4组之间的比较采用ANOVA
检验, P<0.05为差异有统计学意义; 4组之间的两

两比较采用ANOVA检验, P<0.008(0.05/6)为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 不同肝组织炎症分级与纤维化分期中血清

HBsAg的含量特点 163例HBeAg阳性CHB患者, 
在肝组织炎症分级1、2、3和4级以及肝组织纤

维化分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期的血清HBsAg含量

如表3. 由表3可知, HBeAg阳性CHB患者的血清

HBsAg含量随着肝组织炎症和纤维化严重程度

的增加而逐渐升高. 
2.2 不同肝组织炎症分级与纤维化分期中血清

HBsAg含量的统计分析 163例HBeAg阳性CHB
患者, 血清HBsAg含量在肝组织炎症分级四级

之间、肝组织纤维化分期四期之间比较的统计

学分析如表4. 由表4可见, HBeAg阳性CHB患

者的血清HBsAg含量在肝组织炎症分级1、2、
3和4级之间存在明显差异(F  = 9.986, P <0.000); 
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表 2 肝组织炎症分级和肝组织纤维化分期的病理诊断依据

肝组织炎症分级 汇管区炎症 腺泡内炎症 肝组织纤维化分期 纤维化程度

G1 汇管区炎 点、灶性坏死 S1 汇管区纤维化, 芒状纤维

G2 界面炎症较轻 灶性坏死, 嗜酸小体 S2 少数纤维间隔形成

G3 界面炎症较重 灶性坏死重, 桥接坏死 S3 纤维间隔伴小叶结构变形

G4 界面炎症重 多小叶融合坏死, 花结形成 S4 结节形成(前期肝硬化)

     

表 3 HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者在不同肝组织炎症分级与纤维化分期的血清HBsAg含量

肝组织炎症分级  n  血清HBsAg含量(COI/mL) 肝组织纤维化分期  n 血清HBsAg含量(COI/mL)

G1 27 2998±2515 S1 44 3159±2577

G2 58 4064±2468 S2 45 4075±2149

G3 47 5513±2390 S3 36 5670±2189

G4 31 5736±1838 S4 38 5976±2128

HBeAg: 乙型肝炎病毒e抗原.

     

表 4 HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者在不同肝组织炎症分级与纤维化分期血清HBsAg含量比较的统计学分析

肝组织炎症分级 血清HBsAg含量 肝组织纤维化分期 血清HBsAg含量

G1与G2 0.053 S1与S2 0.060

G1与G3 0.000 S1与S3 0.000

G1与G4 0.000 S1与S4 0.000

G2与G3 0.002 S2与S3 0.002

G2与G4 0.002 S2与S4 0.000

G3与G4 0.681 S3与S4 0.564

 G1-G4组间 F = 9.986, P  = 0.000  S1-S4组间 F = 13.955, P  = 0.000

HBeAg: 乙型肝炎病毒e抗原.
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■创新盘点
本 研 究 以 C H B
自然病程肝组织
病理学改变的角
度, 大样本回顾性
分析不同肝组织
炎症分级和肝组
织纤维化分期中
血清HBsAg含量
的 变 化 ,  为 进 一
步弄清HBeAg阳
性CHB自然病程
HBsAg含量的动
力学特点提供有
力依据.

HBeAg阳性CHB患者的血清HBsAg含量在肝组

织纤维化分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期之间也存在明

显差异(F  = 13.955, P <0.000). 

3  讨论

已有多项研究 [12 -15]显示 ,  肝内共价闭合环状

DNA(covalently closed circular DNA, cccDNA)
含量与合成释放入外周血的HBV DNA含量以及

HBsAg含量有着良好的正相关性. 血清HBsAg
含量可间接反映病毒复制的活跃程度, 评价慢

乙型肝炎活动期肝细胞的损伤程度, 甚至于基

线血清HBsAg含量是预测HBsAg清除的唯一最

有效指标[16]. 
HBeAg阳性CHB患者, 其血清HBV DNA水

平往往呈高水平复制, 伴随有转氨酶水平的升

高或波动, 使得肝组织炎症活动较活跃, 肝细胞

炎症坏死可伴随快速进展的肝纤维化[17]. 
在此肝细胞炎症坏死活跃和肝纤维化不断

进展的过程中, 随着纤维组织的累积增加, 提供

给HBV复制的肝实质细胞体积在进行性地减少. 
肝组织损伤程度的进展将导致肝实质细胞数量

的下降, 这是否会影响释放入血清的HBsAg含
量呢？

本研究结果显示, HBeAg阳性CHB患者, 
在肝组织炎症1、2、3和4级之间以及肝组织

纤维化Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期之间, 其血清HBsAg
含量均存在明显差异(F  = 9.986, P <0.000和F  = 
13.955, P <0.000). HBeAg阳性CHB患者的血清

HBsAg含量随着肝组织炎症与纤维化的逐步进

展而不断增加. 由此可知, 随着HBeAg阳性CHB
肝组织损伤以及肝纤维化的累积进展, 虽然提

供给HBV复制的场所-肝实质细胞总数在不断减

少, 但HBV的复制表达并没有下降或静止, 反而

更加活跃. 据此我们推测, 可能随着肝病的进展, 
即肝组织不断炎症坏死与纤维化不断累积增加

的过程, 虽然HBV复制场所-肝实质细胞总数在

不断减少, 但可能单个肝实质细胞内的HBV复

制较前活跃, 可促进更多的血清HBsAg表达, 加
重由T细胞等介导的特异性免疫损伤, 致使肝脏

产生更为严重的炎症坏死. 
弄清HBeAg阳性CHB病程进展中血清HB-

sAg含量的变化, 是对HBV自然史和宿主免疫应

答的进一步研究. 与HBV DNA相比, HBsAg定
量是更为简易、经济的检测手段. 动态监测其

血清HBsAg含量的变化, 可更为有效地预测HB-
sAg清除等抗HBV治疗效果. 对于处于免疫清除

期的CHB患者, 制定抗病毒治疗方案时, 除HBV 
DNA外, 或许应考虑到患者血清HBsAg含量高

低. 对于血清HBsAg含量较高的患者, 需使用高

效、低耐药率的抗病毒药物,  才能产生良好的

持续应答, 长期有效地控制肝组织炎症坏死的

进展, 部分逆转肝纤维化. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of China-
made entecavir in the antiviral treatment of 
chronic hepatitis B by comparing with baraclude.

METHODS: A computer-based search of Med-
line, PubMed, China Journal Full-text Database 
and CBM database from the inception to Febru-
ary 2014, in combination with a manual search 
of relevant journals, was performed to identify 
relevant randomized controlled trials that evalu-
ated the use of entecavir in the treatment of 
chronic hepatitis B, regardless of language. Het-
erogeneity was examined by Chi-square test, the 
relative risk was calculated, subgroup analysis 
was performed by treatment course, and forest 
graph was plot.
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国产恩替卡韦对慢性乙型肝炎抗病毒治疗的Meta分析

郑人源, 张 琴, 高 勇, 卓 强

®

■背景资料
慢 性 乙 型 肝 炎
(chronic hepatitis 
B,  CHB)可发展
为肝衰竭、肝硬
化、肝癌等疾病,
目 前 ,  抗 病 毒 治
疗是乙型肝炎治
疗 的 核 心 .  恩 替
卡韦 ( en tecav i r, 
ETV)(博路定)是
一种新型抗乙型
肝炎病毒药物, 近
年来已作为乙型
肝炎抗病毒治疗
的首选药物之一, 
但价格昂贵. 近年
来, 国产ETV逐渐
上市, 价格相对较
低, 已成为一些乙
型肝炎患者临床
治疗的选择. 

RESULTS: Six trials involving 587 patients, in-
cluding 312 treated with China-made entecavir 
and 275 treated with baraclude, were included 
in the systematic review. There were no statisti-
cal significances in the rates of undetected serum 
HBV DNA, serum ALT normalization, HBeAg 
loss and the incidence of adverse reactions be-
tween the two groups (P > 0.1 for all).

CONCLUSION: China-made entecavir is effec-
tive and safe in antiviral treatment of chronic 
hepatitis B in comparison with baraclude. How-
ever, high-quality RCTs are still needed to fur-
ther clarify its efficacy.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 评价国产恩替卡韦(entecavir, ETV)对慢
性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)抗病毒
治疗的疗效和安全性. 

方法: 检索Medline、PubMed及中国期刊全文
数据库, 中国生物医学文献数据库等中外文
数据库临床对照试验, 检索年限从建库检索到
2014-02, 并辅以文献追溯、手工检索等方法
收集查阅文献. 凡评价国产ETV治疗CHB的临
床随机对照研究, 无论语种均纳入, 采用χ2检
验分析研究间的异质性, 以相对危险度为疗效
分析统计量进行合并研究, 对疗程进行亚组分
析, 并绘制森林图.     

结果: 共纳入临床随机对照试验6个, 包括587
个患者, 试验组312例, 对照组275例. 国产ETV
组与博路定组比较, 2组的谷丙转氨酶(alanine 

■同行评议者
林潮双, 教授, 中
山大学附属第三
医院感染科
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■研发前沿
目前, 证明药物有
效性和安全性最
可靠的依据是临
床随机对照试验
的Meta分析, 国产
ETV的疗效和安
全性有待考证, 有
必要通过Meta分
析评价其疗效和
安全性.

aminotransferase, ALT)复常率、血清HBeAg
阴转率、乙型肝炎病毒(hepa t i t i s B v i rus, 
HBV)DNA阴转率及不良反应发生率的差异
均无统计学意义(均P  >0.1).     

结论: 国产ETV在促使ALT回复正常水平、血
清HBeAg阴转率、降低患者血清HBV DNA
载量及不良反应发生方面与博路定两者相当, 
是安全、有效的. 有必要展开更多高质量的临
床随机对照研究, 进一步明确其疗效.     

© 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: 国产恩替卡韦(entecavir, ETV)在乙型

肝炎病毒治疗指标及不良反应发生方面与进口

博路定两者相当, 是安全、有效的. 今后有必要

开展更多高质量、大样本、长期随访的临床随

机对照研究为国产ETV的疗效和安全性提供更加

充分的证据.    

郑人源, 张琴, 高勇, 卓强. 国产恩替卡韦对慢性乙型肝炎抗病毒

治疗的Meta分析. 世界华人消化杂志  2014; 22(14): 2028-2033  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2028.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.2028

0 引言

我国现有慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)
患者约3000万例, 每年有近50万人死于CHB相关

的肝衰竭、肝硬化和肝癌等疾病, 乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)感染是其主要的病因, 抗
病毒治疗是其治疗的核心[1]. 恩替卡韦(entecavir, 
ETV), 由Bristol-Myers Squibb(美国百时美施贵

宝公司)2005年获美国食品和药物管理局(Food 
and Drug Administration, FDA)批准上市, 2006
年引进我国销售, 商品名为博路定(baraclude), 
是一种具有很强的抗HBV作用的核苷类似物, 
具有疗效好、耐药率低、不良反应小、安全性

高等优点, 且疗效优于拉米夫定等一线药物, 近
年在乙型肝炎的抗病毒治疗中被广泛使用并作

为首选药物之一. 但对于大多数消费者而言, 博
路定价格昂贵[2]. 近年来, 国内制药商已开始生

产销售恩替卡韦, 价格相对较低廉, 但其治疗效

果和安全性还有待考证. 本研究旨在通过系统

评价和分析现有国产恩替卡韦治疗CHB的临床

随机对照试验, 评价国产恩替卡韦对CHB抗病

毒治疗的疗效和安全性.

1  材料和方法

1.1 材料 以英文关键词“chronic hepatitis B”, 
“entecavir”, “clinical trial”, “chinese”, 
“baraclude”等检索式在Medline、PubMed数
据库、FMJS(EMCC)数据库中检索; 以“慢性

乙型肝炎”、“临床试验”、“恩替卡韦”、

“国产”、“博路定”等检索式在中国生物医

学文献数据库(CBMDisc)、维普中文科技期刊

全文数据库、中国期刊全文数据库检索. 检索

年限均从建库到2014-02. 并检索近3年来国内外

有关慢性乙型病毒性肝炎治疗的学术会议及论

文集. 并严格按纳入和排除标准筛选.
1.2 方法 
1.2.1 纳入标准: 纳入同时符合以下条件的研究: 
(1)研究类型为随机对照临床试验(randomized 
controlled clinical trials, RCCT); (2)受试者为18
岁以上成人, 乙型肝炎病史 6 mo以上, 诊断符合

我国2011年《慢性乙型肝炎防治指南》[3]的诊

断标准; (3)恩替卡韦用量为0.5 mg/d; 6 mo内未

接受其他抗病毒药物治疗. 
1.2.2 排除标准: (1)仅有摘要无全文的文献资料

以及数据不完整无法利用的文献; (2)恩卡替韦

联合其他药物治疗的文献, 未采用进口或合资

恩卡替韦做对照的文献以及综述性的文献; (3)
重复发表的文献, 雷同文献; (4)综述、短篇报

道、自身对照试验以及不能提供全文的文献; 
(5)有其他肝炎病毒感染或人类免疫缺陷病毒感

染, 以及有酒精性、自身免疫性肝炎或肝癌以

及肝移植患者的研究文献.     
1.2.3 评价标准: 所有文献的纳入由2名评价员独

立进行, 然后交叉核对, 存在意见分歧时, 由第3
名研究者参与决定纳入与否. 质量评价主要从是

否采用随机分组、分配方案是否隐藏, 是否实施

了盲法、是否报道了退出和失访、是否进行意

向性分析、对比组间是否有可比性6个方面进行, 
即Jadad质量评分法[4](1-2分为低质量研究, 3-5分
为高质量研究). 资料提取包括研究的样本量、基

本情况、干预措施、用药种类、剂量、疗程、

随访时间、受试者特征[血清HBV DNA水平、血

清谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)水
平、血清HBeAg情况、不良反应]及结果. 所有评

价指标均用治疗后到随访时间点的有效人数和

受试对象总人数表示. 
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

Revman 5.2软件进行系统评价, 采用相对危险度

(relative risk, RR)为疗效分析统计量, 记录95%
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■相关报道
国产ETV上市以
来, 有关临床研究
显示其疗效稳定, 
安全性好. 但各研
究样本量不大, 疗
程及疗效结果不
一, 缺少对其疗效
和安全性的系统
评价.

可信区间(confidence interval, CI), 检验分析研

究间的异质性, 并绘制森林图. 试验间异质性采

用χ2
检验, P >0.1为研究间无统计学异质性. 根据

美国医学会杂志(JAMA )建议的办法, 同时使用

固定效应模型和随机效应模型计算合并统计量, 
当组内各研究间无统计学异质性(P ≥0.1, I2≤

50%)时, 采用固定效应模型, 若存在统计学异质

性(P <0.1, I2>50%)时, 分析可能产生临床异质性

和统计学异质性的原因, 确定是否能采用随机

效应模型[5].     

2  结果

2.1 基本情况及研究方法学质量 初检文献119篇, 
经过阅读摘要和全文, 排除重复文献, 按纳入和

排除标准, 最终纳入6篇RCCT研究文献[6-11], 均
为国内研究, 无符合标准的英文文献. 共587例
患者, 试验组312例, 对照组275例, 所有受试对

象的ALT均异常. 试验组均采用国产恩卡替韦

片, 对照组均采用博路定(百时美施贵宝公司), 
用药剂量均为常规剂量(0.5 mg/d). 6个RCCT文
献中3个为短疗程(1个24 wk, 2个16 wk), 3个为

常规疗程(48 wk), 研究的基本情况如表1. 对纳

入研究中测量血清ALT复常指标的试验进行Eg-
ger回归分析, 并绘制漏斗图, 无明显不对称, 发
表性偏倚不大(图1).        

2.2 研究结果

2.2.1 ALT复常率: 纳入的6个RCCT研究[6-11]均报

道了血清ALT复常, 各研究试验组间无统计学异

质性(χ2 = 1.05, P = 0. 96, P>0.1, I2 = 0%, I2<50%), 
采用固定效应模型进行综合分析. 结果显示, 分
别使用国产恩替卡韦和博路定治疗后, 血清ALT
复常率的差异无统计学意义(Z  = 0.25, P>0.1); RR 
= 0.99. 因6个研究间存在疗程差异, 其中3个为

短疗程(1个24 wk, 2个16 wk), 3个为常规疗程(48 
wk). 故对纳入试验按疗程(短疗程和常规疗程)进
行亚组分析. 短疗程和常规疗程各试验组间均无

统计学异质性(P值分别为0.69和0.86). 合并分析

后, 短疗程试验组和对照组血清ALT复常率的差

异无统计学意义(Z  = 0.23, P>0.1); RR = 0.99, 常
规疗程试验组和对照组血清ALT复常率的差异

无统计学意义(Z  = 0.16, P>0.1); RR = 0.99(图2).     
2.2.2 血清HBeAg阴转率: 有5个RCCT研究[6-10]

报道了血清HBeAg阴转率, 各研究试验组间无

统计学异质性(χ 2 = 0.83, P = 0. 93, P >0.1, I2 = 
0%, I2<50%), 采用固定效应模型进行综合分析. 
结果显示, 分别使用国产恩替卡韦和博路定治

疗后, 血清HBeAg阴转率的差异无统计学意义

(Z   = 0.45, P >0.1); RR = 0.94. 因5个研究间存在

疗程差异, 其中3个为短疗程(1个24 wk, 2个16 
wk), 2个为常规疗程(48 wk). 故对纳入试验按疗

程(短疗程和常规疗程)进行亚组分析. 短疗程和

常规疗程各试验组间均无统计学异质性(P值分

别为0.84和0.50). 合并分析后, 短疗程试验组和

对照组血清ALT复常率的差异无统计学意义(Z  
= 0.22, P >0.1); RR = 0.96, 常规疗程试验组和对

照组血清ALT复常率的差异无统计学意义(Z  = 
0.41, P >0.1); RR = 0.90(图3).       
2.2.3 HBV DNA阴转率: 6个RCCT研究[6-11]均报

道了血清HBV DNA阴转率, 各研究试验组间无

统计学异质性(χ2 = 0.37, P = 1.00, P >0.1, I2 = 0%, 
I2<50%), 采用固定效应模型进行综合分析. 结
果显示, 分别使用国产恩替卡韦和博路定治疗

表 1 纳入研究的基本情况

     研究 n (试验组/对照组) 疗程 Jadad评分

徐星娥2012[6]   70(35/35)     16 3

李超群2012[7] 110(54/56)      48 2

李青2011[8]    46(23/23)     24 3

王建芳2013[9]   56(28/28)      48 3

谢益明2012[10] 240(140/100)     48 3

邬亚妙2013[11]   65(32/33)     16  3
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图 1 漏斗图. RR: 相对危险度.



郑人源, 等. 国产恩替卡韦对慢性乙型肝炎抗病毒治疗的Meta分析                2031

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究严格按照
Cochrane协作网
推荐的系统评价
步 骤 ,  纳 入 了 6
个国产ETV治疗
CHB的临床随机
对照试验, 系统评
价和分析了国产
ETV治疗CHB的
疗效和安全性.

Experimental Control Risk Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed,95%CI 

ETV 0.5 mg. qd , duration 24 wk or 16 wk

徐星娥2012 23 35 24 35 12.9% 0 96[0.69, 1.33]

李青2011 22 23 21 23 11.3% 1.05[0.90, 1.22]

邬亚妙2013 30 32 32 33 17.0% 0.97[0.87, 1.08]

Subtotal(95%CI) 90 91 41.3% 0.99[0.88, 1.11]

Total events 75 77

Heterogeneity: Chi2 = 0.76, df = 2(P  = 0.69); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.23(P  = 0.82)

ENV 0.5 mg. qd , duration 48 wk

李超群2012 48 54 50 56 26.5% 1.00[0.87, 1.13]

王建芳2013 17 28 19 28 10.2% 0.89[0.60, 1.32]

谢益明2012 50  140 35  100 22.0% 1.02[0.72, 1.44]

Subtotal(95%CI)  222  184 58.7% 0.99[0.84, 1.16]

Total events  115   104

Heterogeneity: Chi2 = 0.29, df =2(P  = 0.86); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.16(P  = 0.87)

Total(95%CI)  312  275 100.0% 0.99[0.89, 1.10] 

Total events  190   181

Heterogeneity: Chi2 = 1.05, df = 5(P  = 0.96); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.25(P  = 0.81)

Test for subgroup differences: Chi2 = 0.00, df =1(P  = 0.99); I2 = 0%
Favours [experimental]  Favours [control]

Risk Ratio
M-H, Fixed, 95% CI

0.2           0.5        1          2             5

图 2 试验组与对照组血清ALT复常率的比较. ALT: 谷丙转氨酶.

图 3 试验组与对照组血清HBeAg阴转率的比较. 

Experimental Control Risk Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed,95%CI 

ETV 0.5 mg. qd , duration 24 wk or 16 wk

徐星娥2012 22 35 23 35 41.2% 0.96[0.67, 1.36]

李青2011   5 23   4 23   7.2% 1.25[0.38, 4.07] 

邬亚妙2013   4 21   5 20   9.2% 0.76[0.24, 2.44]

Subtotal(95%CI) 79 78 57.6% 0.96[0.68, 1.36]

Total events 31 32

Heterogeneity: Chi2 = 0.34, df =2(P  =0.84); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.22(P  = 0.82)

ETV 0.5 mg. qd , duration 48 wk

李超群2012 18 54 19 56 33.4% 0.98[0.58, 1.66]

王建芳2013   3 28   5 28   9.0% 0.60[0.16, 2.27]

Subtotal(95%CI) 82 84 42.4% 0.90[0.55, 1.47]

Total events 21 24

Heterogeneity: Chi2 = 0.46, df =1(P  = 0.50); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.41(P  = 0.68)

Total(95%CI)   161   162 100.0% 0.94[0.70, 1.25]

Total events 52 56

Heterogeneity: Chi2 = 0.83, df = 4(P  = 0.93); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.45(P  = 0.65)

Test for subgroup differences: Chi2 = 0.05, df = 1(P  = 0.83); I2 = 0%
Favours [experimental]  Favours [control]

0.2           0.5        1          2             5

Risk Ratio
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后, 血清HBV DNA阴转率的差异无统计学意义

(Z  = 0.09, P >0.1); RR = 1.00. 因5个研究间存在

疗程差异, 其中3个为短疗程(1个24 wk, 2个16 
wk), 3个为常规疗程(48 wk). 故对纳入试验按

疗程(短疗程和常规疗程)进行亚组分析. 短疗程

和常规疗程各试验组间均无统计学异质性(P值

均为0.91). 合并分析后, 短疗程试验组和对照组

血清ALT复常率的差异无统计学意义(Z  = 0.01, 
P >0.1); RR = 1.00, 常规疗程试验组和对照组

血清ALT复常率的差异无统计学意义(Z  = 0.11, 
P >0.1); RR = 1.01(图4).      
2.2.4 不良反应: 有4个RCCT研究[6,9-11]报道了不

良反应, 各研究试验组间无统计学异质性(χ 2 = 
1.87, P = 0.17, P >0.1, I2 = 46%, I2<50%), 采用固

定效应模型进行综合分析. 结果显示, 分别使用

国产恩替卡韦和博路定治疗中出现不良反应的

差异无统计学意义(Z  = 0.50, P >0.1); RR = 1.31. 
因4个研究间存在疗程差异, 其中2个为短疗程

(16 wk), 2个为常规疗程(48 wk). 故对纳入试验

按疗程(短疗程和常规疗程)进行亚组分析. 短疗

程试验组和对照组血清ALT复常率的差异无统

计学意义(Z  = 1.30, P >0.1); RR = 4.12, 常规疗程

试验组和对照组血清ALT复常率的差异无统计

学意义(Z  = 0.48, P >0.1); RR = 0.71. 4个试验中

提及的不良反应主要是轻微腹痛、头痛、恶心, 
均未提及严重不良反应.     

3  讨论

目前, CHB的治疗目标主要是抗HBV病毒, 通过

持续抑制HBV病毒复制, 减少HBV突变, 延缓疾

病进展为失代偿性肝病、肝硬化或肝癌[12]. 恩
替卡韦是一种新型抗HBV药物, 是鸟嘌呤核苷

类似物, 他能作用于反转录酶和HBV DNA聚合

酶, 抑制病毒基因组RNA逆转录复制HBV DNA
负链及正链的合成, 从而阻止HBV DNA的装配

和延伸, 他能有效地选择性抑制HBV复制, 阻断

HBV DNA复制的全部3个阶段. 该药起效快，

抗病毒活性强, 变异率低, 是目前强效低耐药的

抗HBV药[13], 已作为乙型肝炎临床治疗的一线

药物, 临床研究表明, 成人每日口服0.5 mg能有

效抑制HBV DNA复制, 疗效优于拉米夫定, 且
对发生YMDD变异者能有效抑制HBV DNA复

制, 对初治患者治疗1年时的耐药发生率为0[14], 
中国国家食品药品监督管理总局(China Food 

■应用要点
ETV是目前乙肝
抗病毒治疗中, 高
疗效低耐药且不
良反应最小的药
物 ,  但价格昂贵 , 
治疗中停药会影
响疗效, 甚至使病
情进一步加重. 一
些患者由于经济
原因中断治疗得
不偿失, 国产ETV
价格相对低廉, 疗
效和安全性与博
路定相当, 可作为
CHB临床治疗的
参考.

图 4 试验组与对照组HBV DNA阴转率的比较. HBV: 乙型肝炎病毒. 

Experimental Control Risk Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed,95%CI 

ETV 0.5 mg. qd , duration 24 wk or 16 wk

徐星娥2012 19 35 20 35 10.1% 0.95[0.63, 1.44]

李青2011 19 23 18 23   9.1% 1.06[0.79, 1.40]

邬亚妙2013 31 32 32 33 15.9% 1.00[0.92, 1.09]

Subtotal(95%CI) 90 91 35.0% 1.00[0.86, 1.16]

Total events 69 70

Heterogeneity: Chi2 = 0.20, df =2(P  =0.91); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.01(P  = 1.00)

ETV 0.5 mg. qd , duration 48 wk

李超群2012 52 54 54 56 26.7% 1.00[0.93, 1.07]

王建芳2013 18 28 19 28   9.6% 0.95[0.65, 1.38]

谢益明2012 71 140 49 100 28.8% 1.03[0.80, 1.34]

Subtotal(95%CI) 222 184 65.0% 1.01[0.88, 1.15]

Total events 141 122

Heterogeneity: Chi2 = 0.20, df = 2(P  = 0.91); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.11(P  = 0.91)

Total(95%CI) 312 275 100.0% 1.00[0.91, 1.11]

Total events 210 192

Heterogeneity: Chi2 = 0.37, df = 5(P  = 1.00); I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.09(P  = 0.93)

Test for subgroup differences: Chi2 = 0.01, df =1(P  = 0.94); I2 = 0%
Favours [experimental]  Favours [control]

Risk Ratio
M-H, Fixed, 95% CI

0.2            0.5          1           2               5
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and Drug Administration, CFDA)也已批准其用

于治疗CHB.       
恩替卡韦(博路定)对乙型肝炎抗病毒治疗

效果好, 不良反应少, 但价格较贵, 用其治疗的同

时也给众多的国内CHB患者带来了经济负担. 近
几年, 国产的恩替卡韦逐渐上市, 价格相对低廉, 
为CHB患者的抗病毒治疗降低了较大的经济成

本, 但对其疗效还没有明确的报道. 目前, 证明某

种药物的有效性和安全性最可靠的依据是临床

随机对照试验的Meta分析. 本研究从检索策略、

纳入和排除标准、文献的质量评价、信息采集

和统计分析, 都严格按照Cochrane协作网推荐的

系统评价步骤进行, 以森林图显示分析结果. 共
收集了2014-02之前国内外有关国产恩替卡韦治

疗CHB的临床对照研究, 分析了ALT复常率、血

清HBeAg阴转率、HBV DNA阴转率抗病毒治

疗指标以及不良反应的发生情况, 评价国产恩替

卡韦在不同疗程下的有效性和安全性. 纳入6个
临床临床随机对照研究, 共587例受试患者, 样本

量较大, 均为国内人群, 针对适用性强. Meta分析

结果表明经同剂量同疗程国产恩替卡韦组与博

路定组治疗后在CHB患者的ALT复常率、血清

HBeAg阴转率、HBV DNA阴转率治疗指标以及

不良反应的发生上均无显著差异. 绘制的漏斗图

无明显不对称, 发表偏倚不大.     
从现有资料和Meta分析结果来看, 国产恩

替卡韦对CHB的抗病毒治疗的疗效和安全性与

博路定相当. 博路定是四大口服核苷酸类抗病

毒药物中价格最高的药物, 抗病毒活性强, 不良

反应小, 耐药性低, 但若在治疗中盲目停药会造

成病毒反弹, 影响治疗效果, 更有甚者会引起病

情加重[15]. 一些患者由于经济原因在治疗一半时

被迫停止抗病毒治疗, 得不偿失, 而国产恩替卡

韦价格相对低廉, 经济适用, 为临床治疗提供参

考. 但国产恩替卡韦上市时间较短, 本研究纳入

的6个试验中, 高质量研究较少, 主要问题是部

分试验样本量较小、试验疗程较短、未描述随

机分配方案、研究对象退出及失访等. 因此, 尚
需开展更多高质量、大样本、长期随访的临床

随机对照研究为国产恩替卡韦的疗效和安全性

提供更加充分的证据.     
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effects of octreo-
tide combined with alprostadil on cirrhosis with 
hepatorenal syndrome.

METHODS: Sixty patients with cirrhosis and 
hepatorenal syndrome were randomly divided 
into two groups: a control group and an experi-
mental group. The control group was treated by 
conventional treatment, while the experimental 
group was additionally given octreotide com-
bined with alprostadil on the basis of conven-
tional treatment. The indexes of renal function, 
hemodynamic parameters, diameters of the 
portal vein and splenic vein, and clinical effects 
were compared.

RESULTS: In the experiment group, the levels 
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奥曲肽注射液联合前列地尔注射液在常规治疗肝硬化合
并HES患者中的作用

刘 剑, 景照峰, 晏家华, 罗 敏, 胡 蓉

®

■背景资料
肝肾综合征(hepa-
torenal syndrome, 
HRS)是终末期肝
病患者的严重并
发症之一, 与肝硬
化和门静脉高压
有紧密联系, 属于
进展性肾功能衰
竭. 目前对于HRS
的发病机制尚无
明确研究结果, Ⅰ
型HRS患者生存
期较短 ,  在2 wk
左右, Ⅱ型HRS患
者的生存期月为
6 mo, 患者死亡率
较高. 目前临床上
对HRS的发病机
制尚无明确研究
结果, 但多数专家
认为该病与门静
脉高压以及机体
肝功能减退有紧
密联系, 是上述因
素导致患者血管
舒张因子水平升
高, 促进内脏血管
舒张, 导致有效循
环血容量减少, 交
感神经系统和肾
素血管紧张素醛
固酮系统被激活, 
患者肾内血管收
缩导致肾脏血流
灌注减少、肾小
球滤过率下降, 最
终引发肾功能衰
竭. 

of BUN and SCr were significantly lower (10.15 
mmol/L ± 5.02 mmol/L vs 19.02 mmol/L ± 
7.45 mmol/L, 136.13 μmol/L ± 18.62 μmol/L 
vs 211.42 μmol/L ± 17.66 μmol/L, P < 0.05) and 
the level of 24 h urine volume was significantly 
higher (1644.36 mL/d ± 178.30 mL/d vs 443.41 
mL/d ± 77.88mL/d, P < 0.05) after treatment 
than before treatment. In the control group, 
the level of SCr was significantly lower (152.60 
μmol/L ± 16.89 μmol/L vs 207.12 μmol/L ± 16.27 
μmol/L, P < 0.05) and the level of 24 h urine vol-
ume was significantly higher (1207.26 mL/d ± 
177.05 mL/d vs 459.51 mL/d ± 90.37mL/d, P < 
0.05) after treatment than before treatment. The 
levels of BUN and SCr were significantly lower 
(10.15 mmol/L ± 5.02 mmol/L vs 15.72 mmol/L 
± 7.71 mmol/L, 136.13 μmol/L ± 18.62 μmol/L 
vs 152.60 μmol/L ± 16.89 μmol/L, P < 0.05) and 
the level of 24 h urine volume was significantly 
higher (1644.36 mL/d ± 178.30 mL/d vs 1207.26 
mL/d ± 177.05 mL/d, P < 0.05) in the experimen-
tal group than in the control group. There were 
no significant differences in the levels of MAP 
and HR between before and after treatment in 
both groups (78.45 mmHg ± 4.01 mmHg vs 76.44 
mmHg ± 4.06 mmHg, 84.08/min ± 4.70/min 
vs 86.22/min ± 4.67/min, 78.53 mmHg ± 4.17 
mmHg vs 78.22 mmHg ± 4.08 mmHg, 84.77/min 
± 4.34/min vs 85.55/min ± 4.58/min, P > 0.05). 
The diameters of the portal vein and splenic vein 
were significantly lower (11.99 mm ± 1.33 mm vs 
14.02 mm ± 1.37 mm, 8.16 mm ± 1.20 mm vs 10.65 
mm ± 1.57 mm, 13.05 mm ± 1.16 mm vs 13.94 mm 
± 1.27 mm, 9.36 mm ± 1.61 mm vs 10.50 mm ± 1.61 
mm, P < 0.05) after treatment than before treat-
ment in both groups. The diameters of the portal 
vein and splenic vein in the experiment group 
were significantly lower than those in the control 
group (11.99 mm ± 1.33 mm vs 13.05 mm ± 1.16 
mm, 8.16 mm ± 1.20 mm vs 9.36 mm ± 1.61 mm, 
P < 0.05). The improvement rate and the total re-
sponse rate in the experimental group were sig-
nificantly higher than those in the control group 
(20.00% vs 6.67%, 83.33% vs 46.67%, P < 0.05), 
although there was no significant difference in 
mortality (6.67% vs 6.67%, P > 0.05).

■同行评议者
李 涛 ,  副 主 任 医
师, 北京大学人民
医院肝胆外科
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■研发前沿
HRS是在终末期
肝病的基础上发
生的功能性肾功
能 衰 竭 ,  患 者 肾
脏虽然并无器质
性 病 理 改 变 ,  但
由于病情严重且
进 展 迅 速 ,  预 后
效果不佳.

CONCLUSION: Octreotide combined with al-
prostadil can improve renal function, reduce the 
portal pressure, has less impact on haemody-
namics and high safety in patients with cirrhosis 
with hepatorenal syndrome.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要 
目的: 探讨奥曲肽联合前列地尔治疗肝硬化
并肝肾综合征(hepatorenal syndrome, HRS)的
临床疗效. 

方法: 按照随机数字表法将我院消化内科收
治的60例肝硬化合并HRS患者均分为试验组
和对照组, 两组患者均给予常规综合治疗, 试
验组患者加用奥曲肽注射液联合前列地尔注
射液治疗, 对照组患者加用前列地尔注射液治
疗, 比较两组患者治疗前后肾功能指标、血流
动力学水平、门静脉内径和脾静脉内径变化
情况以及临床疗效. 

结果: 试验组患者治疗后尿素氮(blood urea 
nitrogen, BUN)和血肌酐(serum creatinine, 
SCr)水平明显降低, 24 h尿量明显增加, 与
治疗前比较(10.15 mmol/L±5.02 mmol/L vs  
19.02 mmol/L±7.45 mmol/L、136.13 μmol/L
±18.62 μmol/L vs  211.42 μmol/L±17.66 
μmol/L、1644.36 mL/d±178.30 mL/d, vs  
443.41 mL/d±77.88 mL/d)差异具有统计学
意义(P <0.05); 对照组患者治疗后S C r水平
明显降低, 24 h尿量明显增加, 与治疗前比
较(152.60 μmol/L±16.89 μmol/L vs  207.12 
μmol/L±16.27 μmol/L)、(1207.26 mL/d±
177.05 mL/d vs  459.51 mL/d±90.37 mL/d), 差
异具有统计学意义(P <0.05); 试验组患者治
疗后BUN和SCr水平明显低于对照组(10.15 
mmol/L±5.02 mmol/L vs  15.72 mmol/L±7.71 
mmol/L)、(136.13 μmol/L±18.62 μmol/L vs  
152.60 μmol/L±16.89 μmol/L), 24 h尿量明
显高于对照组, (1644.36 mL/d±178.30 mL/d, 
vs  1207.26 mL/d±177.05 mL/d)差异具有统
计学意义(P <0.05); 两组患者治疗前后平均动

脉压(mean artery pressure, MAP)、心率(heart 
rate, HR)水平无明显变化(78.45 mmHg±4.01 
mmHg vs  76.44 mmHg±4.06 mmHg)、(84.08
次/min±4.70次/min vs  86.22次/min±4.67次
/min), (78.53 mmHg±4.17 mmHg vs  78.22 
mmHg±4.08 mmHg)、(84.77次/min±4.34次
/min vs  85.55次/min±4.58次/min), 差异无统
计学意义(P >0.05); 两组患者治疗后门静脉
内径和脾静脉内径均明显降低, 与治疗前比
较(11.99 mm±1.33 mm vs  14.02 mm±1.37 
mm)、(8.16 mm±1.20 mm vs  10.65 mm±1.57 
mm), (13.05 mm±1.16 mm vs  13.94 mm±1.27 
mm)、(9.36 mm±1.61 mm vs  10.50 mm±1.61 
mm), 差异具有统计学意义(P <0.05); 试验组患
者治疗后门静脉内径和脾静脉内径均明显低
于对照组(11.99 mm±1.33 mm vs  13.05 mm±

1.16 mm)、(8.16 mm±1.20 mm vs  9.36 mm±

1.61 mm), 差异具有统计学意义(P <0.05); 试
验组患者显效率和总有效率均明显高于对照
组(20.00% vs  6.67%、83.33% vs  46.67%), 差
异具有统计学意义(P <0.05); 两组患者死亡
率比较(6.67% vs  6.67%), 差异无统计学意义
(P >0.05). 

结论: 奥曲肽联合前列地尔能够有效改善肝
硬化并HRS患者肾功能、降低门静脉的压力, 
对患者血流动力学影响小、安全性高, 是临床
治疗的首选. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 奥曲肽; 前列地尔; 肝硬化; 肝肾综合征

核心提示: 本研究在白蛋白输注的基础上使用奥

曲肽联合前列地尔治疗肝硬化合并肝肾综合征

(hepatorenal syndrome, HRS). 其中前列地尔为前

列腺E1的脂微球载体制剂, 具有高效、持续、安

全性高等优点, 能够有效改善肝硬化合并HRS患

者血浆中肿瘤坏死因子-α和内毒素水平, 也能够

保护肝细胞、抑制炎症反应及缓解平滑肌疫挛. 
本研究中单用前列地尔注射液治疗组患者肾功

能均有不同程度改善, 表明其具有改善HRS患者

肾功能的作用, 与相关文献报道相符.

刘剑, 景照峰, 晏家华, 罗敏, 胡蓉. 奥曲肽注射液联合前列地

尔注射液在常规治疗肝硬化合并HES患者中的作用. 世界华

人消化杂志  2014; 22(14): 2034-2038  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/2034.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i14.2034

0  引言

肝肾综合征(hepatorenal syndrome, HRS)是终末
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■相关报道
Nazar等的研究结
果表明, 应用血管
收缩药(奥曲肽、
去甲肾上腺素、
鸟氨加压素等)联
合白蛋白临床疗
效确切.

期肝病患者的严重并发症之一, 与肝硬化和门

静脉高压有紧密联系, 属于进展性肾功能衰竭[1]. 
目前对于HRS的发病机制尚无明确研究结果, Ⅰ
型HRS患者生存期较短, 在2 wk左右, Ⅱ型HRS
患者的生存期月为6 mo, 患者死亡率较高[2]. 临
床研究表明, 血管收缩药物联合白蛋白对改善

患者的生存情况具有显著效果[3]. 我院采用奥曲

肽联合前列地尔治疗肝硬化合并HRS取得了良

好的临床效果, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2011-10/2013-10我院收治的60例
肝硬化合并HRS的患者作为研究对象. 所有患

者均符合中华医学会肝病学分会和中华医学会

感染病学分会制定的《慢性乙型肝炎防治指

南》[4]中肝硬化相关诊断标准和2010年欧洲肝

脏研究协会制定的《肝硬化腹水、自发性细

菌性腹膜炎、肝肾综合征临床实践指南》中

HRS相关诊断标准[5]. 实验室检查显示血清肌

酐水平高于133 μmol/L且停用利尿剂并给予白

蛋白扩容治疗2 d以上无改善. 排除入选前4 wk
内服用氨基糖苷类抗生素或两性霉素B等肾毒

性药物治疗、合并肾实质性疾病以及妊娠期

患者. 按照随机数字表法将60例患者均分为试

验组和对照组, 两组患者在性别、年龄、体质

量、肝硬化病因及H R S类型等差异无统计学

意义(P >0.05)(表1), 具有可比性. 所有患者均签

署知情同意书. 奥曲肽注射液购自瑞士Novartis 
Pharma AG公司(批准文号H20020229, 0.1 mg/
mL/支), 前列地尔注射液购自北京泰德制药有

限公司[国药准字H10980023, 10 μg/(2 mL•支)]. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 两组患者均给予常规综合治疗, 包括

保肝、利尿、抗感染、营养支持治疗及人血白

蛋白静脉输入(10 g/d)[6]. 试验组患者加用奥曲肽

注射液联合前列地尔注射液治疗, 奥曲肽注射

液肌注100 μg/次, 每次间隔8 h, 前列地尔注射液

静脉推注, 10 μg/次, 1次/d; 对照组患者加用前列

地尔注射液治疗, 用药方法和剂量与试验组相

同. 两组患者均连续治疗2 wk, 观察临床疗效. 
1.2.2 观察指标: 比较两组患者治疗前后肾功能

指标[尿素氮(blood urea nitrogen, BUN)和血肌

酐(serum creatinine, SCr)、24 h尿量, 酶法]、血

流动力学水平[平均动脉压(mean artery pressure, 
MAP)、心率(heart rate, HR), 无创血流动力学检

测仪]、门静脉内径和脾静脉内径(彩色多普勒

超声诊断仪)变化情况以及临床疗效. 
1.2.3 疗效评价标准: 显效: 血肌酐水平下降

50%以上或恢复正常; 有效: 血肌酐水平下降

20%-50%; 无效: 血肌酐水平下降低于50%. 总有

效 = 显效+有效[7]. 
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为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者治疗前后肾功能指标变化情况比

较 试验组患者治疗后BUN和SCr水平明显降低, 
24 h尿量明显增加, 与治疗前比较, 差异具有统

计学意义(P <0.05); 对照组患者治疗后SCr水平

明显降低, 24 h尿量明显增加, 与治疗前比较, 差
异具有统计学意义(P <0.05); 试验组患者治疗后

BUN和SCr水平明显低于对照组, 24 h尿量明显

高于对照组, 差异具有统计学意义(P <0.05)(表2). 
2.2 两组患者治疗前后血流动力学水平变化情

况比较 两组患者治疗前后MAP、HR水平无明

显变化, 差异无统计学意义(P >0.05)(表3). 
2.3 两组患者治疗前后门静脉内径和脾静脉内

径变化情况比较 两组患者治疗后门静脉内径和

脾静脉内径均明显降低, 与治疗前比较, 差异具

有统计学意义(P <0.05); 试验组患者治疗后门静

脉内径和脾静脉内径均明显低于对照组, 差异

具有统计学意义(P <0.05)(表4). 

     

表 1 两组患者临床资料比较 (n  = 30)

分组
性别

平均年龄(岁) 体质量(kg)
肝硬化病因 HRS类型

男 女 乙型 酒精性 其他 Ⅰ型HRS Ⅱ型HRS

试验组 12 6 57.82±8.13 24.13±4.97   7 9 2 2 16

对照组 13 8 58.57±8.76 24.77±4.68 10 6 5 3 18

HRS: 肝肾综合征.
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■应用要点
奥曲肽联合前列
地尔能够有效改
善肝硬化并HRS
患者肾功能、降
低门静脉的压力, 
对患者血流动力
学影响小、安全
性高, 是临床治疗
的首选.

2.4 两组患者治疗前后临床疗效比较 试验组患

者显效率和总有效率均明显高于对照组, 差异

具有统计学意义(P <0.05); 试验组患者死亡2例, 
均为多脏器功能衰竭致死, 对照组患者死亡2例, 
1例为多脏器功能衰竭致死, 1例为病情突然加

重、食管胃底静脉曲张破裂出血致死. 两组患

者死亡率比较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表5). 
两组患者均未发生明显不良反应. 

3  讨论

HRS是在终末期肝病的基础上发生的功能性肾

功能衰竭, 患者肾脏虽然并无器质性病理改变, 
但由于病情严重且进展迅速, 预后效果不佳[8]. 

目前临床上对HRS的发病机制尚无明确研究结

果, 但多数专家认为该病与门静脉高压以及机

体肝功能减退有紧密联系, 是上述因素导致患

者血管舒张因子水平升高, 促进内脏血管舒张, 
导致有效循环血容量减少, 交感神经系统和肾

素血管紧张素醛固酮系统被激活, 患者肾内血

管收缩导致肾脏血流灌注减少、肾小球滤过率

下降, 最终引发肾功能衰竭[9]. 
Nazar等[10]的研究结果表明, 应用血管收缩

药(奥曲肽、去甲肾上腺素、鸟氨加压素等)联
合白蛋白临床疗效确切. 血管收缩药物的作用

机制主要为用药后患者内脏血管收缩, 促使有

效循环血容量增加, 抑交感神经系统和肾素血

表 3 两组患者治疗前后血流动力学水平变化情况比较 (n = 30)

     
分组

MAP(mmHg) HR(次/min)

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

试验组 76.44±4.06 78.45±4.01 86.22±4.67 84.08±4.70

对照组 78.22±4.08 78.53±4.17 85.55±4.58 84.77±4.34

MAP: 平均动脉压; HR: 心率.

表 4 两组患者治疗前后门静脉内径和脾静脉内径变化情况比较 (n  = 30, mm)

     
分组

门静脉内径 脾静脉内径

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

试验组 14.02±1.37  11.99±1.33ac 10.65±1.57  8.16±1.20ac

对照组 13.94±1.27 13.05±1.16a 10.50±1.61 9.36±1.61a

aP<0.05 vs  同组治疗前; cP<0.05 vs  对照组.

表 5 两组患者临床疗效比较 [n  = 30, n (%)]

     分组 显效 有效 无效 总有效 死亡

试验组 6(20.00)a 19(63.33)   5(16.67)a 25(83.33)a 2(6.67)

对照组 2(6.67) 12(40.00) 16(53.33) 14(46.67) 2(6.67)

aP<0.05 vs  对照组.

     

表 2 两组患者治疗前后肾功能指标变化情况比较 (n  = 30)

分组
BUN(mmol/L) SCr(μmol/L) 24 h尿量(mL/d)

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

试验组 19.02±7.45   10.15±5.02bc 211.42±17.66  136.13±18.62bc 443.41±77.88  1644.36±178.30bc

对照组 18.66±8.15 15.72±7.71 207.12±16.27 152.60±16.89b 459.51±90.37 1207.26±177.05b

bP<0.01 vs  同组治疗前; cP<0.05 vs  对照组. BUN: 尿素氮; SCr: 血肌酐.
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管紧张素醛固酮系统活性以及抑制抗利尿激素

分泌, 改善肾脏血流灌注和肾小球滤过率[11]. 应
用血管收缩药不仅能够改善患者肾功能, 还可

以延长患者的生存期, 改善预后效果, 因此发达

国家将其广泛应用于肝移植之前的过渡治疗[12]. 
本研究在白蛋白输注的基础上使用奥曲肽

联合前列地尔治疗肝硬化合并HRS. 其中前列地

尔为前列腺E1的脂微球载体制剂, 具有高效、持

续、安全性高等优点, 能够有效改善肝硬化合并

HRS患者血浆中肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)和内毒素水平[13], 也能够保护肝

细胞、抑制炎症反应及缓解平滑肌痉挛[14]. 本研

究中单用前列地尔注射液治疗组患者肾功能均

有不同程度改善, 表明其具有改善HRS患者肾功

能的作用, 与相关文献报道相符. 
奥曲肽为人工合成的生长抑素类似物, 能够

通过抑制胰高血糖素释放预防患者餐后门静脉

高压和肝血流量升高的发生[15]; 能够降低肝内

血流阻力, 改善门脉压力; 还可直接作用于血管

平滑肌, 诱导肠系膜血管收缩; 另外其对内皮素

ET-1的血管收缩作用也有一定增强效果[16], 尤其

适用于肝硬化门静脉高压患者. 本研究结果显

示, 奥曲肽和前列地尔联合治疗组在改善患者

肾功能上效果更优于单用前列地尔组, 表明奥

曲肽能够进一步改善患者肾功能. 本研究中两

组患者血流动力学水平均未发生明显改变, 表
明两种药物安全性较高. 

总之, 奥曲肽联合前列地尔能够有效改善肝

硬化并HRS患者肾功能、降低门静脉的压力, 对
患者血流动力学影响小、安全性高, 是临床治

疗的首选. 但本研究优于入选样本基数较小且

临床疗效也仅分析了治疗后2 wk内的近期疗效, 
因此研究也具有一定局限性. 今后需要增加研

究样本数量进行前瞻性研究, 以进一步探讨奥

曲肽和前列地尔联合治疗肝硬化并HRS的远期

疗效以及预后效果. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

射波刀联合TACE治疗原发性肝癌108例

陈 樱, 朱 俊, 张火俊, 张晓青, 居小萍, 卢明智, 刘永明, 曹洋森, 于春山, 王晓艳

®

■背景资料
我国是肝癌的高
发区, 不适合手术
治疗的中晚期患
者或术后复发的
患者需依靠综合
治 疗 .  经 导 管 肝
动脉化疗栓塞术
(transcatheter arte-
rial chemoembo-
lization, TACE)是
肝癌综合治疗的
重要手段之一并
得到了广泛应用, 
但TACE仍然存在
治疗不彻底、容
易复发等不足. 近
年来, 临床研究的
方向之一是将其
他一些治疗方法
与TACE相结合以
提高肝癌综合治
疗疗效. 

Abstract
AIM: To evaluate the short-term clinical effects 
and adverse reactions of cyberknife combined 
with transarterial chemoembolization (TACE) 
for the treatment of primary liver cancer.

METHODS: The medical records for 108 pa-
tients with primary liver cancer who received 
cyberknife and TACE between January 2012 and 
May 2013 were retrospectively reviewed. Patient 
demographics, tumor characteristics, treatment 
details and post-treatment complications were 
recorded for each patient. 

RESULTS: There were 96 males and 12 females. 
Intra-arterial chemoembolization and cyberknife 
(DT 35-60 Gy/3-6 fraction/3-7 d) were per-
formed successfully, resulting in a substantial 
reduction or complete disappearance of tumors 
in nearly all patients, with a total effective rate 
(CR + PR + SD) of 100%. No major complications 
were encountered. 

CONCLUSION: Cyberknife combined with 
TACE for the treatment of primary liver cancer 
is effective with mild adverse reactions. 

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

Key Words: Primary liver cancer; Cyberknife; TACE
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摘要
目的: 观察射波刀联合经肝动脉化疗栓塞术
(transarterial chemoembolization, TACE)治疗
原发性肝癌的近期临床疗效和不良反应.         

方法: 回顾性分析2012-01/2013-05采用TACE
及射波刀联合治疗的108例肝癌患者的临床资

■同行评议者
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脏外科
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■研发前沿
TA C E 联 合 放 疗
以提高疗效近年
来得到逐步地重
视, 但普通放疗疗
程长、定位欠精
确、对肝功能的
可能影响较大. 射
波刀是一种新型
的立体定向放射
外科治疗系统, 其
独有的呼吸同步
追踪功能与金标
植入相结合可以
对肿瘤和治疗区
进行准确定位追
踪, 有效地克服了
其他放疗技术的
不足. 由于射波刀
应用于临床的时
间尚不长, 其联合
TACE治疗肝癌的
优缺点值得临床
深入研究.

料, 并对其疗效和不良反应进行分析.         

结果: 纳入本组分析的108例患者中男性96
例, 女性12例, 男女比例8∶1; 患者年龄32-85
岁(平均年龄52.6岁). 所有患者在射波刀治疗
前接受过1-11次TACE治疗(平均2.3次), 末次
TACE与射波刀治疗间隔14-84 d(平均32 d); 
射波刀治疗剂量: DT 35-60 Gy/3-6 Fraction 
3-7 d; 随访时间3-19 mo(平均12.8 mo). 随访
期内, 完全缓解(complete response, CR)20例、

部分缓解(partial response, PR) 70例、病灶
稳定(stable disease, SD) 18例, 治疗近期有效
率(CR+PR)83.3%, 临床受益率(CR+PR+SD) 
100%; 108例患者中65例射波刀治疗前血清
AFP>400 μg/L的病例治疗后1-12 wk AFP值下
降>50%者42例, 其中降至正常范围者28例, 治
疗过程中及治疗后无3级以上不良反应.         

结论: 射波刀联合TACE术治疗原发性肝癌近
期疗效明确, 且不良反应较轻, 是肝癌综合治
疗的安全、有效模式, 其长期疗效及副反应需
要进一步研究.         

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 原发性肝癌; 射波刀; TACE

核心提示: 经导管肝动脉化疗栓塞术(transcatheter 
arterial chemoembolization, TACE)是治疗肝脏恶

性肿瘤的常用手段之一, 但单纯采用TACE只能

使很少一部分肝癌得到根治, 而多数情况下肿瘤

很难完全坏死或治疗后一段时间后便出现复发, 
射波刀可以利用软件和硬件的优势有效地提高

部分肝癌患者的综合治疗效果. 
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0  引言

我国是原发性肝癌(primary liver cancer, PLC)的
高发区, 全球约一半以上的肝癌患者在中国. 早
期肝癌的治疗以手术为主, 中晚期患者或术后

复发的患者则有赖于其他一些综合治疗. 经导

管肝动脉化疗栓塞术(transcatheter arterial che-
moembolization, TACE)是肝癌综合治疗的重要

手段之一并得到了广泛应用, 但TACE仍然存在

治疗不彻底、容易复发等不足[1,2]. 因此, 将其他

一些治疗方法与TACE相结合以提高肝癌综合

治疗疗效得到越来越多的重视. TACE联合放疗

是临床探索的方向之一[3,4]. 近年来, 射波刀做为

体部立体定向放疗的先进技术在临床得到逐步

推广, 但其与TACE联合治疗肝癌的研究尚少有

报道[5,6]. 本文回顾性分析了射波刀联合TACE治
疗原发性肝癌的临床价值, 报告如下.          

1  材料和方法

1.1 材料 选择2012-01/2013-05在长海医院放疗科

(射波刀中心)行射波刀治疗的原发性肝癌患者

108例. 入组对象: 符合以下条件者纳入本文回顾

性分析: (1)经病理或临床诊断为原发性肝癌并且

影像学表现为结节型或块型. 临床诊断标准为: 
AFP≥400 μg/L, 能排除妊娠、生殖系统胚胎源

性肿瘤、活动性肝病、转移性肝癌, CT或MRI检
查中一种有肝癌特征的占位性病变者; AFP<400 
μg/L, 能排除妊娠、生殖系统胚胎源性肿瘤、活

动性肝病及转移性肝癌, 并有两种影像学检查有

肝癌特征的占位性病变; (2)在射波刀治疗前至

少进行过1次TACE治疗, 包括因TACE效果欠理

想或TACE后患者及家属要求行射波刀治疗者; 
(3)射波刀治疗后随访期不低于3 mo, 随访期内

至少有一次可评估的影像学检查(CT或MR); (4)
射波刀治疗后未再采取手术、射频等可能局部

根治的治疗方案, 也未口服疗效明确的分子靶向

药物如索拉非尼等. 完全缓解(complete response, 
CR)20例、部分缓解(partial response, PR)70例、

病灶稳定(stable disease, SD).
1.2 方法

1.2.1 分析内容: 包括一般临床资料、TACE治疗

具体方法、射波刀治疗具体参数、临床实验室检

查、影像学检查、治疗后不良反应及并发症等.
1.2.2 评价标准: 参照WHO制定的实体瘤疗效

评价标准. 射波刀治疗后1-6 mo, CT或MR复查, 
肿瘤完全消失者为CR, 肿瘤最大直径乘积缩小

>50%者为PR, 缩小<50%、增大<25%为SD, 较
治疗前肿瘤增大>25%为进展(progressive dis-
ease, PD). 射波刀治疗前影像学富血供病灶部分

采用2008年美国肝病研究会及国家癌症协会杂

志(AASLD-JNCI)修订版RECIST(mRECIST)标
准判断疗效. 安全性评价参照WHO制定的不良

反应分级标准.         

2  结果

2.1 患者一般情况 2012-01/2013-05在长海医院

放疗科接受射波刀治疗的各类原发性肝癌患者
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■相关报道
鉴 于 TA C E 治 疗
肝癌很难达到彻
底控制肿瘤的效
果, 很多学者近年
来在积极尝试其
他方法联合TACE
以进一步提高肝
癌综合治疗疗效, 
比 如 TA C E 联 合
射频治疗、冷冻
治疗、电化学治
疗、无水乙醇消
融等等, 取得了较
好的临床效果. 放
疗作为可能的手
段之一与TACE联
合治疗肝癌也得
到了初步的研究, 
调强放疗能提高
肝癌的综合治疗
疗效已得到初步
肯定, 但近年来出
现的以影像引导
下精确放疗为代
表的先进放疗技
术如射波刀等在
肝癌综合治疗过
程中的作用尚未
得到应有的充分
研究.136例, 符合本研究纳入条件进行回顾性分析的

患者108例. 其中男性96例、女性12例, 男女比

例为8∶1; 年龄32-85岁, 平均52.6岁; 射波刀治

疗前接受TACE治疗1-11次(平均2.3次); 接受射

波刀治疗时肝功能Child分级A级100例, B级8例; 
影像学分型均为结节型或肿块型, 可评估病灶

数量1-3个; 所有患者在接受放疗时KPS评分均

不低于70分.         
2.2 治疗方法及参数

2.2.1 TACE术: 腹股沟穿刺点区消毒、局部麻醉

后采用Seldinger技术经皮穿刺股动脉插管至腹

腔动脉, 行腹腔干造影, 了解血管解剖和肿瘤供

血等情况后超选至肿瘤供血动脉(其中29例患

者采用3 F微导管进行荷瘤动脉超选择性插管)           
行灌注化疗和栓塞术. 化疗药物(2-3种联合用

药): 吡柔比星20-40 mg, 5-氟尿嘧啶500-1500 
mg, 羟基喜树碱10-30 mg, 奥沙利铂50-150 mg. 
栓塞剂为超液化碘油5-14 mL(部分肿块型病例

加用适量明胶海绵补充栓塞). 相邻两次TACE间
隔时间为6-9 wk. 末次TACE与射波刀治疗间隔

14-84 d, 平均32 d.         
2.2.2 射波刀治疗: 108例患者中有76例在治疗前

7-14 d于CT引导下在肝肿瘤附近3 cm范围内植

入1-4枚金标(平均2.2枚)(图1), 治疗前CT平扫及

增强定位, 层距1.5 mm, 使用G4型射波刀, TPS 
4.0.2版本设计治疗计划, 治疗剂量: 35-60 Gy/3-6 

Fx/3-7 d(其中96例采用5次分割), 处方剂量线范

围为68.1%-82.3%. 植入金标的患者采用呼吸同

步及金标追踪技术, 其余32例患者中12例采用

脊柱追踪技术, 20例膈下病灶者采用XSIGHT-
LUNG追踪方法.         
2.2.3 临床其他治疗: 射波刀治疗期间针对不同患

者予止吐、保肝、抑酸及胃黏膜保护剂等处理.
2.3 疗效及不良反应

2.3.1 疗效观察: 射波刀治疗前65例患者血清

AFP>400 μg/L, 治疗后1-12 wk AFP值下降>50%
者42例, 其中降至正常范围者28例, AFP值下降

20%-50%者21例. 治疗后1-6 mo复查动态增强

CT或MR, 按照疗效评价标准标准, 全组108例患

者CR 20例, 其中包括经1-2次TACE治疗后因相

对乏血供而介入效果欠佳的小肝癌5例(图2); PR 
70例; SD 18例, 治疗CR+PR 83.3%, 临床受益率

(CR+PR+SD)100%.         
2.3.2 不良反应: 治疗期间54例(50%)患者出现

一过性乏力, 63例(58.3%)出现1-2级胃肠道反应

(恶心、呕吐、纳差、腹泻等), 经对症及支持治

疗后症状在1-2 wk内明显缓解或消失; 39例患者

出现Ⅰ-Ⅱ度骨髓抑制, 经口服或皮下应用升白

药后恢复正常. 除5例患者因上述不良反应强烈

要求暂停1-2 d治疗外其余病例均未影响正常治

疗. 射波刀治疗后除11例患者肝功能一过性升高

(8例转氨酶升高、3例总胆红素升高)外其余患

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

图 1 金标置放实例. A, B: 在肿瘤边缘2 cm内置放3枚金标; C, D: 相互之间距离不小于2 cm.
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DC
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■创新盘点
本回顾性研究基
于 较 多 病 例 数
(108例)的随访发
现射波刀做为一
种先进的立体定
向放疗技术联合
TACE可以提高原
发性肝癌的疗效, 
部分患者中短期
可以达CR的治疗
效果, 而不良反应
较轻, 说明射波刀
联合TACE是治疗
肝癌的有效手段, 
但相关研究较少, 
其长期疗效及联
合治疗后可能产
生的远期并发症
尚需要进一步的
研究.
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图 2 典型病例. 男, 62岁, 体检发现肝占位, AFP 980 μg/L. MR T1WI示肝右叶门脉右支前方近胆囊处肝实质异常信号影, 

大小约7 mm×21 mm. A: T1WI为低信号; B: T2WI为高信号; C: 增强后动脉期明显强化; D: 门脉期强化退出; E: 行TACE治

疗时造影示动脉早期肿瘤染色不明显; F: 动脉晚期隐约可见; G: 碘油沉积欠理想; H: 1 mo后因AFP下降不明显(730 ng/mL), 

家属要求行射波刀治疗. 植入金标后射波刀计划: 9 Gy×5 Fx, 以73%等剂量线计算; I: 治疗后AFP进行性下降. 1年后AFP 3.6 

ng/mL, CT平扫示原肿瘤消失, 局部肝组织明显萎缩; J: 增强后未见异常强化.

A B

DC

E F

H

JI

G
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者肝功能治疗前后无显著变化, 无上消化道穿

孔、出血或肝功能衰竭等严重并发症发生.         

3  讨论 

原发性肝癌在我国是常见恶性肿瘤之一 ,  自
1976年Goldstein首先报道TACE治疗肝脏恶性

肿瘤后逐步成为治疗肝癌的常用手段之一, 对
部分中晚期患者及术后复发的患者采用TACE
治疗已得到广泛的认可[7]. 但是, 单纯采用TACE
只能使很少一部分肝癌得到根治, 而多数情况

下肿瘤很难完全坏死或治疗后一段时间后便出

现复发, 主要原因有: (1)肝癌供血动脉经TACE
治疗后部分病灶易形成侧枝循环从而导致局部

控制失败; (2)部分病灶栓塞剂(比如碘化油)用量

不足, 经血流冲刷后肿瘤血管栓塞不彻底从而

致局部活性残留或复发, 这种现象在肿瘤周边

更常见; (3)部分病灶为相对乏血供, 即使采用微

导管超选后加压栓塞的技术亦很难使碘化油在

肿瘤内得到很好的聚集; (4)TACE治疗后会刺激

EGFR的分泌从而导致肿瘤新生血管的形成[8].         
鉴于TACE治疗的局限性, 越来越多的学者

近年来在积极探讨其他方法联合TACE以提高

肝癌综合治疗效果, 比如TACE联合射频治疗、

冷冻治疗、电化学治疗、放疗(包括外照射及内

照射)、无水乙醇消融等等, 取得了较好的临床

效果[9,10].         
射波刀, 又称“立体定位射波手术平台”, 

曾被称为“网络刀”或“电脑刀”, 是一种新

型的立体定向放射外科治疗系统, 由美国斯坦

福大学John Alder教授发明, 属于影像引导下精

确放射治疗, 于2001年获得FDA认证后逐步在

世界各大医疗中心或医院得到推广应用. 射波

刀是目前为止世界上唯一一套整合机器人技术

和影像引导自动摆位的治疗系统, 他在影像引

导系统的实时监控下, 将质量仅150 kg、能发

出6 MV X线的微型医用直线加速器与具有六

个自由度关节的机械手臂相结合, 根据立体定

向原理, 使用大剂量、低分割(通常为1-5次)、
窄束高能X射线准确聚焦照射靶区, 使之产生

强烈局部放射生物学反应, 达到肿瘤消融的目

的. 射波刀产生的X线能以12种不同直径(5-60 
mm)、从100个节点、1200个方向中选择最合

适的100-250个方向的射束聚焦照射肿瘤. 由于

射束精准、分散, 高剂量的分布按肿瘤轮廓高

度适形和高度均匀地涵盖治疗靶区, 并且靶区

附近的射线剂量急速下降, 可以起到最大程度

消灭肿瘤和最大限度保护周围正常组织(或危及

器官)的作用, 具有很高的治疗增益比. 具有“三

无”(无创、无痛、无血)、”三非”(非等中

心、非共面、非聚焦)、”三精”(精确定位、

精确引导、精确治疗)的特点, 安全、有效, 患者

容易接受. 自射波刀应用临床后, 其优异的性能

在很多实质性器官恶性肿瘤的治疗中得到了验

证[11].         
由于肝脏肿瘤随呼吸运动移位明显, 普通的

放疗很难进行精确的定位和出束治疗, 而射波

刀独有的呼吸同步追踪功能与金标植入相结合

可以对肿瘤和治疗区进行准确定位追踪,  治疗

过程中可以按照设定的频率自动对靶区移位作

修正, 总体临床治疗精度可达0.95 mm[12]. 为了定

位精确, 最好在肝脏肿瘤周围植入金标不少于3
枚并且相互之间的距离不少于2 cm.         

目前, 射波刀在原发性肝癌及转移性肝癌

的治疗已得到认可, 但射波刀联合TACE治疗

肝癌的成果尚少有报道[5]. 本研究表面, 射波刀

和TACE联合能够起到优势互补的作用从而提

升肝癌的综合治疗效能 .  可能的主要原因是: 
(1)TACE治疗通过栓塞化疗可使肿瘤缩小、负

荷下降, 缩小放疗范围; (2)TACE后由于碘油的

沉积使得肿瘤靶区的边缘更加清晰, 靶区勾画

更加精确. 对于发生肝内播散的肝癌患者, 由于

播散病灶小, 在放射治疗时模拟CT机扫描很难

发现, TACE后由于碘油沉积可避免在勾画靶区

时遗漏这些病灶, 从而提高治疗效果, 当然对多

个(3个以上)病灶进行射波刀治疗的临床经验尚

很有限, 需要进一步探讨, 本组病例肝内病灶均

在3个以内; (3)TACE治疗时通常将化疗药物与

碘油混合振荡形成悬液后注入肿瘤供血动脉, 化
疗药物能较长时间滞留于肿瘤中, 这一方面能持

续发挥化疗药物的抗肿瘤作用, 同时介入治疗时

常用的化疗药物如氟尿嘧啶类化疗药等能对放

射治疗起增敏作用; 而化疗也可以使肿瘤细胞周

期同步化, 有利于射线对肿瘤的杀灭[13]; (4)由于

正常肝组织放疗耐受性差, 过量射线照射后易

导致肝功能损害甚至肝纤维化, 常规外照射很

难给予肝癌根治剂量, 仅能起到抑制肿瘤作用, 
疗效不明显, 而射波刀由于具有在线校位、实

时跟踪的特点, 对周围肝组织的影响小, 可以在

充分保护肿瘤周围正常肝组织的前提下增加肿

瘤的照射剂量, 提高治疗效果, 本组病例肿瘤照

射的生物有效剂量BED除个别患者外均在80 Gy
以上; (5)射波刀可以破坏肿瘤血管, 或可以降低

■应用要点
本文的研究结果
对肝癌综合治疗
提 供 了 一 个 新
的 选 择 ,  对 一 些
TACE术后活性残
留或乏血供肝癌
患者可以有效提
高治疗效果, 但射
波刀设备昂贵、
治疗费用亦较高, 
在一定程度会影
响其临床推广. 在
实际治疗过程中, 
适应症的掌握、
治 疗 参 数 的 优
化、严重并发症
的预防是需要高
度注意的内容.
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TACE后门静脉供血及代偿性供血的几率从而

降低TACE后复发概率; (6)虽然原发性肝癌尤其

是肝细胞肝癌多为富血供肿瘤但仍有一部分病

例相对乏血供而使介入治疗时碘油充盈不良影

响疗效, 射波刀在这部分的病例应用可以明显

提高肿瘤局部控制率[14-16], 本组有5例BCLC-I期
的相对乏血供肝癌1-2次TACE后发现碘油沉积

不理想及时联合射波刀取得了良好的效果; (7)
肝癌的综合治疗有利于提高效果, 射波刀由于

单次剂量大、治疗时间短(本组最长治疗时间为

7 d, 绝大多数在5 d内), 一般不会在时间上影响

其他治疗手段的应用; (8)射波刀治疗肝癌每次

治疗时间在30-90 min之间, 治疗中采用真空垫

等无创伤体位固定装置, 患者无特殊不适, 治疗

依从性高, 不会对患者心理产生过大压力; (9)短
期内反复多次进行TACE治疗无疑会对肝功能

造成较大影响, 对一些多次TACE治疗后效果欠

佳的结节性肝癌患者及时联合射波刀治疗可以

避免不必要的肝功能损伤. 为了有利于肝功能

恢复. 当然, TACE治疗后需要一段时间待肝功

能恢复后再行射波刀治疗, 本组患者多在末次

TACE结束后4 wk左右进行射波刀治疗.  
本回顾性研究发现, 射波刀做为一种先进的

立体定向放疗技术联合TACE可以提高原发性肝

癌的疗效, 部分患者中短期可以达CR的治疗效

果, 而不良反应较轻, 说明射波刀联合TACE是治

疗肝癌的有效手段, 但其长期疗效及联合治疗后

可能产生的远期并发症尚需要进一步研究.         
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妊娠合并急性胰腺炎的临床特点
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腺炎(acute pancre-
atitis in pregnancy, 
APIP)是一种严重
的妊娠并发症, 如
果诊治不及时, 孕
产妇及围产儿病
死率高, 严重威胁
母婴健康. 
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Abstract
AIM: To summarize the clinical characteristics of 
acute pancreatitis in pregnancy (APIP).

METHODS: Clinical data for 31 cases of APIP 
(group A) and 36 cases of acute pancreatitis 
(AP) in non-pregnant females (group B) in the 
same period were retrospectively analyzed to 
compare the etiology, clinical characteristics and 
treatment measures. 

RESULTS: The great majority of APIP occured 
in the late trimester of pregnancy. The main eti-
ologies in patients of groups A and B included 
hyperlipidemia (45.2% vs 22.2%, P < 0.05), bili-
ary system diseases (22.6% vs 47.2%, P < 0.05) 
and binge overeating (19.4% i 2.7%, P < 0.05). 
The percentage of severe cases in group A was 
significantly higher than that in group B (45.2% 
vs 19.4%, P < 0.05). The incidences of shock, renal 
insufficiency, multiple organ failure, pancreatic 

pseudocyst, acute respiratory failure and pancre-
atic abscess in group A were significantly higher 
than those in group B (25.8% vs 8.3%, 22.6% vs 
5.6%, 16.1% vs 2.8%, 16.1% vs 2.8%, 16.1% vs 2.8%, 
9.7% vs 2.8%, P < 0.05 for all). The incidences of 
hypertriglyceridemia, hypocalcemia, anemia, and 
hyperglycemia in group A were also significantly 
higher than those in group B (45.2% vs 22.2%, 
67.7% vs 36.1%, 64.5% vs 9.7%, 32.3% vs 11.1%, 
P < 0.05 for all). Somatostatin was given to 14 
severe cases of APIP, of which 4 and 2 accepted 
continuous veno-venous hemofiltration (CVVH) 
because of hypertriglyceridemia and renal insuf-
ficiency, respectively. Babies of these pregnant 
women showed no obvious abnormality. In 
group A, 2 cases suffered from threatened abor-
tion and gave up the babies, 12 cases underwent 
uterine-incision delivery, 6 cases had spontane-
ous delivery, and 1 case underwent cholecystec-
tomy. After the delivery, the patients’ conditions 
were improved. All babies and mothers were 
alive. In group B, 4 cases were operated because 
of gallstone pancreatitis and 2 cases died.

CONCLUSION: The great majority of APIP 
occurs in the late trimester of pregnancy. The 
major causes of APIP are hyperlipidemia and 
biliary system diseases. Severe cases are more 
common in APIP patients. Choosing the suit-
able time to use somatostatin and CVVH or to 
end the pregnancy can improve the prognosis 
of both infants and pregnant women in severe 
cases of APIP. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究妊娠合并急性胰腺炎(acute pan-
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■研发前沿
近年来的研究表
明妊娠期女性生
理机能的变化对
胰腺炎的发生有
促进作用, 同时胎
儿的存在又给治
疗增加了困难, 分
析APIP的临床特
点、治疗效果及
预后对指导治疗
有重要的意义.

creatitis in pregnancy, APIP)的临床特点以指导
治疗. 

方法: 收集我院同期31例APIP(A组)和36例未
孕女性急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)(B
组)的病例资料, 对比分析二者的病因、临床
特征及治疗特点. 

结果: 大多数APIP发生在妊娠晚期. A、B两
组患者的病因分别为: 高脂血症(45.2% v s  
22.2%)、胆系疾病(22.6% vs  47.2%)、暴饮暴
食(19.4% vs  2.7%)(P <0.05). A组中重型胰腺炎
的比例显著高于B组(45.2% vs  19.4%, P <0.05). 
A组中休克、肾功能不全、多器官功能衰
竭、胰腺假性囊肿、急性呼吸衰竭和胰腺脓
肿的发生率显著高于B组(25.8% vs  8.3%、

22.6% vs  5.6%、16.1% vs  2.8%、16.1% vs  
2.8%、16.1% vs  2.8%和9.7% vs  2.8%, P<0.05). 
A组高甘油三酯血症、低钙血症、贫血、高
血糖的发生率显著高于B组(45.2% vs  22.2%、

67.7% vs  36.1%、64.5% vs  9.7%、32.3% vs  
11.1%, P <0.05). A组中14例重型AP患者使用
生长抑素, 其中4例因高脂血症、2例因肾功能
不全行连续性静脉-静脉血液滤过(continuous 
veno-venous hemofiltration, CVVH)治疗. 这些
产妇所生的胎儿未见明显异常. A组中2例先
兆流产后行人工流产, 12例行剖宫产, 6例顺
产, 1例行胆囊切除术. 终止妊娠后患者的胰腺
炎病情好转. A组孕妇和所有出生胎儿均存活. 
B组4例胆源性胰腺炎行手术. B组死亡2例, 余
病例预后良好.

结论: APIP主要发生在妊娠晚期, 主要病因为
高脂血症和胆系疾病, 其中重症型APIP比例
显著高于非妊娠AP组. 对于重症APIP适时使
用生长抑素、血液净化治疗及终止妊娠有利
于改善母婴预后.  

© 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: 妊娠合并急性胰腺炎主要发生在妊娠

晚期, 主要病因为高脂血症和胆系疾病, 易重症

化, 对于重症患者可以使用生长抑素和血液净化

治疗, 适时终止妊娠有利于改善母婴预后. 
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0  引言 

妊娠合并急性胰腺炎(acute pancreatitis in preg-
nancy, APIP)是一种严重的妊娠并发症, 如果诊

治不及时, 孕产妇及围产儿病死率高, 严重威

胁母婴健康. 妊娠使女性的生理机能发生很大

变化的同时胎儿的存在又给治疗增加了困难, 
APIP的临床特点和治疗策略与非妊娠急性胰腺

炎(acute pancreatitis, AP)相比有所不同, 目前相

关报道较少. 本文旨在通过对比分析二者的临

床特点为APIP的治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究组(A组)为2005-01/2011-01武汉同

济医院收治的31例APIP患者, 年龄20-40岁, 平
均27.87岁±4.75岁. 发病时孕期小于12 wk 1例, 
12-27 wk 3例, 28 wk以上24例, 产褥期3例. 对照

组(B组)为36例同期住院的同年龄组非妊娠女

性AP患者, 平均30.75岁±5.17岁. 所有患者均

无心、肺、肝、肾及内分泌疾病史, A组无其

他妊娠并发症. 两组患者的年龄无统计学意义

(P >0.05). 
1.2 方法 APIP诊断标准参照2013-04制定的中国

急性胰腺炎诊治指南的标准[1]. 分析两组病例的

病因种类, 轻、重症的构成比及并发症的发生

率, 血液生化指标(如血常规、血糖、血脂、血

清钙离子浓度), 药物、血液净化治疗和产科处

理的效果和母婴预后的特点. 
统计学处理 用SPSS13.0统计学软件进行分

析, 采用χ2
检验和t检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 病因 A组病因分别为: 高脂血症14例(45.2%), 
胆系疾病7例(22.6%)(胆石症5例、胆囊蛔虫1
例、胆囊炎1例)、暴饮暴食6例(19.4%), 不明诱

因4例(12.9%). B组病因分别为: 胆系疾病17例
(47.2%)(胆石症13例、胆囊炎4例), 高脂血症8例
(22.2%), 饮酒5例(13.9%), 暴饮暴食1例(2.7%), 
不明诱因5例(13.9%). 高脂血症、胆系疾病、暴

饮暴食在两组中的构成比不同, 差异具有显著

统计学意义(P <0.05). 
2.2 临床特点 A组重型AP 14例, 轻型17例; B组重

型AP 7例, 轻型29例, 两组比较P<0.05. A组并发症

有: 休克25.8%(8/31)、肾功能不全22.6%(7/31)、
多器官功能衰竭16.1%(5/31)、胰腺假性囊肿

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
最新的文献表明
血液净化治疗能
迅速有效地降低
APIP患者的血甘
油三酯水平, 减少
相关致死性并发
症的风险.



     指标 A组 B组

血红蛋白(g/L) 99.5±5.3 104±5.5

血钙(mmol/L)   1.94±0.16  1.94±0.12

血糖(mmol/L) 14.5±3.9   8.9±2.4a

甘油三酯(mmol/L) 14.3±4.5 10.7±2.4a
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16.1%(5/31)、急性呼吸衰竭16.1%(5/31)和胰腺

脓肿9.7%(3/31). B组并发症有: 休克8.3%(3/36)、
肾功能不全5 . 6 % ( 2 / 3 6 )、多器官功能衰竭

2.8%(1/36)、胰腺假性囊肿2.8%(1/36)、急性呼吸

衰竭2.8%(1/36)和胰腺脓肿2.8%(1/36). 各并发症

的发生率在两组间比较P<0.05. 
2.3 实验室检查 A组高甘油三酯血症14例(45.2%)、
低钙血症21例(67.7%)、贫血20例(64.5%)、高血

糖10例(32.3%). B组高甘油三酯血症8例(22.2%)、
低钙血症13例(36.1%)、贫血3例(9.7%)、高血糖4
例(11.1%). 上述指标异常的发生率和异常绝对值

在两组间的差异有显著统计学意义(P <0.05)(表1). 
2.4 治疗方法和预后 B组常规给予禁食、胃肠减

压、生长抑素、制酸剂、补液和对症支持治疗, 
感染者给予抗菌药物治疗. A组给予抗生素(有
感染征象者)和制酸剂, 14例重型AP患者加用生

长抑素(施他宁), 其中4例因高脂血症、2例因肾

功能不全行连续性静脉-静脉血液滤过治疗, 3例
使用BiPAP呼吸机辅助通气. 此外, A组中2例患

者先兆流产, 遂放弃胎儿后行内镜下逆行胰胆

管造影术加胆管取石术, 病情稳定后行人工流

产, 其中1例因合并胆囊炎随后择期行胆囊切除

术; 18例孕晚期APIP患者适时终止妊娠(12例行

剖宫产、6例顺产)后AP的病情明显减轻; 8例在

AP好转后继续妊娠至足月再分娩. A组孕妇均存

活, 出生胎儿均存活(Apgar评分8-10分), 其中使

用过生长抑素和血液净化治疗的孕妇所产婴儿

随访3-6 mo未发现其存在明显的发育畸形或生

长异常. B组4例胆源性胰腺炎行手术. B组死亡2
例(1例合并冠心病、1例并发多器官功能衰竭), 
余病例预后良好.

3 讨论

本研究中APIP的主要病因为高脂血症, 其次为

胆系疾病. APIP多发生在妊娠晚期, 其中重型

APIP比例显著高于非妊娠AP组, 对于重型APIP
使用生长抑素和血液净化治疗效果好, 且未发

现其对胎儿存在不良影响. 适时终止妊娠有利

于改善母婴预后.
本组资料表明APIP的首要病因是高脂血症

(45.2%), 其次为胆系疾病(22.6%), 与Li等[2]报道

一致, 而非妊娠组主要病因为胆系疾病. 由于妊

娠期受激素的影响, 加上大量高脂、高糖饮食, 
引起血脂及血液黏稠度升高, 微循环障碍, 从而

导致高脂血症性胰腺炎的发生率有增加趋势[3,4]. 
胆系疾病是普通AP的最常见的病因. 孕期雌激

素水平增高使胆汁中胆固醇的浓度增高, 孕激

素水平增高使胆囊排空时间延长, 进而促进胆

固醇沉淀形成结石. 因此, 胆系疾病是APIP的第

2大病因[5].
APIP多发生于妊娠晚期(71.4%, 10/14), 其

中重型AP的比例较非妊娠组AP显著增高, 其休

克、肾功能不全、多器官功能衰竭、胰腺假性

囊肿和胰腺脓肿等并发症均较非妊娠组AP增
多, 与文献[6-8]报道一致. 这可能与妊娠促进AP
的病理生理过程有关: (1)妊娠期胎盘激素对平

滑肌的抑制作用致使肠道平滑肌处于低动力状

态, 致使肠道菌群移位和肠源性内毒素的吸收, 
加重多器官功能障碍综合征; (2)妊娠期各器官

负荷增加, 对损伤的耐受能力降低. 妊娠晚期腹

腔压力增加, 导致肺容积缩小, 肾脏灌注减少, 
更易并发呼吸衰竭和肾功能不全; (3)孕妇存在

不同程度的贫血, 增大的子宫压迫胰腺, 加重了

胰腺的缺血、缺氧, 促进了AP的发生和发展; (4)
胎盘催乳素有明显的促脂肪分解作用, 甘油三

酯分解释放大量游离脂肪酸, 引起胰腺小动脉

的脂肪栓塞, 加重了胰腺的缺血坏死, 故胰腺假

性囊肿的发生率增加[9]. 
出于对胎儿安全性的考虑, APIP患者的治

疗有特殊性. 生长抑素能抑制促胰酶的分泌, 是
治疗AP的重要药物. 对于普通AP常规使用生长

抑素治疗. 天然生长抑素(施他宁)主要作用于胃

肠道受体, 与中枢神经系统受体亲和力差, 而生

长抑素衍生物(奥曲肽)主要作用于中枢神经系

统受体. 考虑到二者均可通过胎盘屏障, 前者对

中枢神经系统影响小, 而后者可能对胎儿有潜

在的不良影响, 我们仅对14例重型APIP给予施

他宁治疗, 结果显示其不仅起到了良好的治疗

作用, 而且未发现其对新生儿有不良作用, 与国

外报道一致[10,11]. 对于高脂血症性APIP可采用

CVVH治疗迅速降低血脂水平, 减少相关致死性

并发症的风险[12]. 本组4例高脂血症性APIP患者

行CVVH后血脂水平迅速显著降低, 病情好转. 2
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表 1 两组异常指标的比较 (mean±SD)

aP<0.05 vs  A组. A组: 研究组; B组: 对照组.

■创新盘点
本文将APIP和女
性非妊娠期胰腺
炎作对比分析, 发
现前者的主要病
因为高脂血症和
胆系疾病, 相对于
后者易重症化. 对
于重症APIP可以
使用生长抑素和
血液净化治疗, 适
时终止妊娠有利
于改善母婴预后.

■名词解释
Apgar评分是临床
评价新生儿出生
时窒息程度的经
典而简易的方法. 
分别于胎儿出生
后1、5和10 mim
进行常规评分. 1 
min评分反映窒息
严重程度, 5、10 
min评分除反映窒
息严重程度外, 还
可反映抢救效果
及帮助判断预后. 
连续静脉-静脉血
液滤过(continuous 
veno-venous hemo-
filtration, CVVH)
是在连续动脉-静
脉血液滤过原理
的基础上借助单
针双腔管建立单
静脉通道, 外加血
泵驱动血液维持
一定的血流量, 建
立起来的一种持
续性血液滤过疗
法. 清除患者体内
过多的水分和溶
质, 减少血管通路
的并发症.



例并发肾功能不全APIP患者经血液净化治疗后

多器官功能不全的情况有明显好转. CVVH有

稳定内环境的作用, 能在早期清除过多的细胞

因子和炎症介质, 显著减少肠道细菌易位和内

毒素血症, 可能有利于减轻全身炎症反应, 改善

心、肺、肾等器官功能[13]. 因此, 我们认为对重

症APIP患者适时使用天然生长抑素和血液净化

治疗能改善患者的预后. 
A P产生的细胞因子和炎症介质可能影响

胎儿的生长发育, 严重者出现休克、DIC和多器

官功能衰竭可能导致胎儿宫内窘迫, 甚至宫内

死亡[14]. 终止妊娠有利于AP病情的缓解, 孕妇分

娩后血甘油三酯明显下降[15]. 对于妊娠晚期患

者, 经评估认为胎儿出生后存活的可能性大, 即
应果断终止妊娠; 孕早、中期患者应加强对胎

儿的监测, 一旦发现胎儿死亡应及早采取措施

排出死胎. 对有下列情况应尽快终止妊娠: (1)明
显的流产或早产征象; (2)胎儿窘迫或死胎; (3)已
到临产期[16]. 终止妊娠的方法应选择最快, 对母

体影响最小的方法, 一般应选择剖宫产术. 本研

究中有1例孕早期和1例孕中期重型APIP患者出

现先兆流产后放弃胎儿, 经积极治疗后胰腺炎

痊愈. 10例孕晚期重型APIP患者行急诊剖宮产, 
6例孕晚期轻型APIP患者在胰腺炎好转后顺产, 
胎儿娩出后产妇的急性AP的病情很快好转, 出
生胎儿和APIP患者均存活且预后佳, 说明适时

终止妊娠对APIP者有重要意义. 
总之, APIP主要发生在妊娠晚期, 主要病因

为高脂血症和胆系疾病, 易重症化, 对于重症患

者可以使用生长抑素和血液净化治疗, 适时终

止妊娠有利于改善母婴预后. 
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■应用要点
对于重症APIP患
者可以使用生长
抑素和血液净化
治 疗 ,  适 时 终 止
妊娠有利于改善
母婴预后.

■同行评价
该文章通过对比
分析APIP和非妊
娠期女性急性胰
腺炎的临床特点, 
明确二者在病因
构成、相关并发
症和血液、生化
指标中存在显著
差异, 前者相对于
后者易重症化. 对
重症APIP使用生
长抑素在短期内
未发现其对胎儿
有不良作用. 血液
净化治疗和适时
终止妊娠对改善
母婴预后有重要
的意义.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of eukaryotic 
elongation factor 1A2 (EEF1A2) and growth 
factor receptor-bound 2 (GRB2) in pancreatic 
adenocarcinoma (PA) and to analyze their clini-
copathologic significance. 

METHODS: Expression of EEF1A2 and GRB2 
was examined by immunohistochemistry in 97 
PA specimens and surrounding pancreatic tis-
sues. 

RESULTS: EEF1A2 expression was absent in 
normal pancreatic tissue. In contrast, EEF1A2 
showed positive immunoreactivity in 77.8% 
(76/97) of PA cases. The increased eEF1A2 ex-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

人类真核延伸因子1A2与生长因子受体结合蛋白2在胰腺
癌组织中的表达及临床病理意义

周维霞, 蒋晓红, 杨 勇, 陈瑞东, 胡端敏

®

■背景资料
我 们 前 期 研 究
中 发 现 生 长 因
子受体结合蛋白
2(grow th factor 
receptor-bound2, 
GRB2)可能是人
类 真 核 延 伸 因
子1A(eukaryotic 
elongation facto-
r1A2, EEF1A2)促
进胰腺癌发生、
发 展 的 关 键 分
子. 为进一步明确
EEF1A2和GRB2
在胰腺癌病情发
展 中 的 作 用 ,  本
研究采用免疫组
织化学方法检测
了胰腺癌及周边
组织中EEF1A2和
GRB2的表达, 探
讨二者与胰腺癌
临床病理特点的
关系. 

pression was significantly associated with the 
presence of nodal metastasis (χ2 = 4.28, P = 0.039) 
and perineural invasion (χ2 = 4.11, P = 0.043). 
The expression rate of GRB2 in 97 PA specimens 
and surrounding pancreatic tissues were 82.5% 
(80/97) and 30.2% (31/97), respectively. The ex-
pression level of GRB2 in PA was significantly 
higher than that in surrounding pancreatic tis-
sues (χ2 = 48.5, P < 0.001). The positive rate of 
GRB2 expression was significantly correlated 
with lymph node metastasis (χ2 = 4.63, P = 0.031). 
There was a positive expression between the ex-
pression of EEF1A2 and that of GRB2 in PA (rs = 
0.451, P < 0.001). 

CONCLUSION: The expression of GRB2 and 
EEF1A2 is closely correlated with the biological 
behavior of PA. The expression of GRB2 is sig-
nificantly correlated with that of EEF1A2.

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

Key Words: Pancreatic adenocarcinoma; EEF1A2; 
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摘要
目的: 探讨人类真核延伸因子1A2(eukaryotic 
elongation factor 1A2, EEF1A2)和生长因子受
体结合蛋白2(growth factor receptor-bound 2, 
GRB2)在胰腺癌组织中的表达、相互关系及
临床病理意义.   

方法: 应用免疫组织化学方法检测97例胰腺
癌及其周边胰腺组织中EEF1A2和GRB2蛋白
表达情况.  

结果: EEF1A2蛋白在胰腺癌周边组织中不

■同行评议者
白雪巍, 副主任医
师, 哈尔滨医科大学
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■研发前沿
E E F 1 A 2 可 能 通
过 G R B 2 的 介 导
来促进胰腺癌生
物学行为的恶性
转化. 但EEF1A2
和 G R B 2 表 达 与
胰腺癌临床病理
特点的是否存在
相 关 性 ,  目 前 尚
未见报道.

表达, 但在77.8%(76/97)的胰腺癌组织中表
达阳性. EEF1A2的异常表达与胰腺癌周边淋
巴结转移(χ2 = 4.28, P  = 0.039)和神经浸润显
著相关(χ2 = 4.11, P  = 0.043). GRB2蛋白在胰
腺癌和周边胰腺组织中阳性表达率分别为
82.5%(80/97)和30.2%(31/97), 胰腺癌组织中
GRB2蛋白阳性率显著高于周边胰腺组织(χ2 
= 48.5, P <0.001). GRB2阳性表达率与淋巴结
转移显著相关(χ2 = 4.63, P  = 0.031). 胰腺癌中
EEF1A2和GRB2表达具有显著等级正相关(r s 

= 0.451, P <0.001).  

结论: EEF1A2和GRB2的表达与胰腺癌的生
物学行为密切相关, 且两者之间的表达强度具
有显著等级正相关.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰腺癌; 人类真核延伸因子1A2; 生长因子

受体结合蛋白2; 转移

核心提示: 我们前期发现生长因子受体结合蛋白

2(growth factor receptor-bound 2, GRB2)可能是真

核延伸因子1A2(eukaryotic elongation factor 1A2, 
EEF1A2)促进胰腺癌发生、发展的关键分子. 本
研究中我们进一步证实胰腺癌中EEF1A2和GRB2
分子高表达, 二者与肿瘤的侵袭和转移关系密切, 
故者EEF1A2和GRB2可作为胰腺癌预后判断的指

标以及抑制肿瘤复发和转移的潜在靶点. 

周维霞, 蒋晓红, 杨勇, 陈瑞东, 胡端敏. 人类真核延伸因子1A2

与生长因子受体结合蛋白2在胰腺癌组织中的表达及临床病

理意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(14): 2049-2054  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2049.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i14.2049

0  引言

我国胰腺癌的发病率近年来逐年增加, 目前胰

腺癌患者占所有癌症患者的2.3%, 是第6大癌症

死亡原因[1]. 临床诊治中, 胰腺癌发病隐匿, 进展

迅速, 预后极差, 其5年生存率仅为1%-3%[2]. 因
此, 进一步积极深入探讨影响胰腺癌发生发展

的机制将会为上述问题的解决提供良好的理论

与实践依据. 人类真核延伸因子1A2(homo sapi-
ens eukaryotic elongation factor 1A2, EEF1A2)直
接与氨基酰-tRNA结合, 将其运至核糖体A位, 使
肽链延长, 保证蛋白质合成的准确性和速度[3]. 传
统观点认为EEF1A2是管家基因, 但我们的前期

工作[4-8]提示EEF1A2的过度和异位表达参与了

胰腺癌的发生、发展. 生长因子受体结合蛋白

2(growth factor receptor-bound 2, GRB2)是位于细

胞膜上的一种衔接蛋白, 承接细胞外信号向细胞

内的传递, 在肿瘤发生[9], 侵袭和转移[10]过程中起

重要作用. 我们最近的研究中发现[11]GRB2可能

是EEF1A2促进胰腺癌发生、发展的关键分子. 
为进一步明确EEF1A2和GRB2在胰腺癌病情发

展中的作用, 本研究采用免疫组织化学方法检

测了胰腺癌及周边组织中EEF1A2和GRB2的表

达, 探讨二者与胰腺癌临床病理特点的关系.  

1  材料和方法

1.1 材料 包含97例胰腺癌手术标本的组织芯片

购自上海生物芯片有限公司. 其中男性59例, 女
性38例, 年龄39-76岁, 平均年龄59岁. 术前未予

放疗、化疗. 同一病灶的周边胰腺组织作为对

照. 胰头及钩突部肿瘤68例, 胰体尾部肿瘤29例, 
病理组织分型: 标本经病理证实为腺癌, 其中低

分化腺癌27例, 高、中分化腺癌分别为23和47
例. 病理分期采用国际抗癌联盟(UICC)2008年
公布的胰腺癌TNM分期法, 其中Ⅰ期9例、Ⅱ期

32例、Ⅲ期51例和Ⅳ5例(表1). EEF1A2和GRB2
多克隆抗体(兔抗)购于Abcam公司, 链霉菌抗生

物素蛋白-过氧化物酶免疫组化染色试剂盒采用

武汉博士德生物工程有限公司产品, 免疫组织

化学染色技术的具体操作步骤按照试剂盒要求

进行.  
1.2 方法 EEF1A2和GRB2蛋白均定位于细胞膜

和细胞浆, 浅黄、棕黄、或更深的棕褐色的细

小颗粒作为阳性染色. 采用3个参数[12](即染色强

度、阳性细胞数和两者记分的和)半定量记数

方法. 染色强度记分标准: 无着色为0分, 浅黄色

为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分. 光镜下随机

观察并记录5个高倍视野中染色阳性细胞的百

分率, 记分标准: ≤10%为0分, 10%-25%为1分, 
26%-50%为2分, ≥51%为3分.  染色强度记分与

阳性细胞数记分之和为判断依据: 0-1分为(+), 2
分为(++), 3-4分为(+++), 5-6分为(++++).  最终

得分>2分判定为阳性结果.  
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件包进行

统计分析, 组间采用χ2
检验, 两指标间采用有序

分组资料的等级相关检验. P <0.05为差异有统计

学意义.  

2  结果

2.1 EEF1A2与GRB2在胰腺癌及周边组织中的

表达情况 EEF1A2在97例胰腺癌组织中表达为
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■相关报道
EEF1A2在肿瘤中
呈 异 常 表 达 ,  可
能具备癌基因的
特 征 ,  当 其 转 录
表达异常时可以
导致肿瘤的发生. 
但是, EEF1A2促
进肿瘤细胞侵袭
转移的分子机制
目前仍不清楚,我
们前期研究中发
现 G R B 2 可 能 是
EEF1A2促进胰腺
癌发生、发展的
关键分子.

76例阳性、21例阴性, 阳性率为77.8%, EEF1A2
在肿瘤细胞的胞膜及胞浆中表达(图1A, C), 间
质细胞中无表达, EEF1A2的阳性染色分布异质

性明显, 阳性染色的细胞常分布于深部浸润的

癌巢, 尤其在浸润的前沿, 在肿瘤周围的正常胰

腺(图1E)中未见EEF1A2阳性表达. GRB2在97例
胰腺癌组织中表达为80例阳性, 有17例表达阴

性, 阳性率为82.5%, 阳性染色主要见于癌细胞

的细胞浆, 胞膜及癌间质组织(图1B, D), 在肿瘤

周边的胰腺组织中, 有31例表达阳性, 66例为阴

性(图1F), 阳性率为30.2%,经卡方检验显示胰腺

癌组中GRB2阳性率显著高于癌周边组织(χ 2 = 
48.5, P <0.001).  
2.2 EEF1A2与GRB2表达与胰腺癌临床及病理

特点的关系 EEF1A2与GRB2的阳性表达在各性

别组和各年龄组之间无显著差异, EEF1A2表达

在有无淋巴结转移(χ2 = 4.28, P  = 0.039)和有无

神经累及(χ2 = 4.11, P  = 0.043)的胰腺癌间差异

明显, 而与肿瘤大小、分级和TNM分期无显著

相关(P >0.05). GRB2表达在伴有淋巴结转移的

胰腺癌中明显高于无淋巴结转移组(χ2 = 4.63, P 
= 0.031), 但在TNM分期之间, 有无神经累及的

胰腺癌间, GRB2表达无显著性差异(P >0.05)(表
1).     
2.3 胰腺癌组织中E E F1A2与G R B2表达之间

的关系  经等级相关检验表明胰腺癌组织中

EEF1A2与GRB2表达具有显著正相关(r s = 0.451, 
P <0.001)(表2).  

3  讨论

胰腺癌是一种预后极差的恶性肿瘤, 远处转移

是胰腺癌患者治疗失败和死亡的主要原因之一, 
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图 1 免疫组织化学检测EEF1A2及GRB2在胰腺癌及周边胰腺组织中的定位(×100). A: EEF1A2在低分化胰腺癌中表达阳

性; B: GRB2在低分化胰腺癌中表达阳性; C: EEF1A2在高分化胰腺癌中表达阳性; D: GRB2在高分化胰腺癌中表达阳性; E: 

EEF1A2在正常胰腺组织中表达阴性; F: GRB2在正常胰腺组织中表达阴性. EEF1A2: 真核延伸因子1A; GRB2: 生长因子受体

结合蛋白.
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■创新盘点
本研究不仅发现
胰 腺 癌 组 织 中
EEF1A2和GRB2
蛋 白 存 在 高 表
达, 且EEF1A2和
GRB2与胰腺癌的
侵袭和转移关系
密切.

即使是肿瘤得到早期手术切除且切缘阴性的患

者, 其中的75%在5年内仍最终因远处转移而死

亡[13]. 因此探明与胰腺癌生物学行为密切相关的

蛋白分子将对患者的预后判断及抑制肿瘤进展

的靶向治疗极其重要.  
传统观点认为, EEF1A2仅是一个管家基因, 

在蛋白翻译过程中发挥重要作用[3]. 然而, 最新

的研究结果显示, EEF1A2在肿瘤中呈异常表达, 
可能具备癌基因的特征, 当其转录表达异常时

可以导致肿瘤的发生[14]. 本课题组前期工作显

示, EEF1A2在正常胰腺组织中不表达, 但在胰腺

癌组织中表达水平明显上调, 过表达EEF1A2可
增强胰腺癌细胞的增殖能力和裸鼠体内移植瘤

的生长[8]. 此外, 我们发现上调EEF1A2的表达可

促进胰腺癌细胞SW1990的运动和黏附能力, 而
特异性的siRNA靶向干扰EEF1A2可抑制胰腺癌

细胞BxPC-3体外迁移和侵袭[4-6]. 因此, EEF1A2
的异常表达不仅可导致肿瘤细胞增殖和发展, 
在肿瘤侵袭、转移过程中也发挥重要作用. 但
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表 1 EEF1A2与GRB2表达与胰腺癌临床及病理特点的关系

n EEF1A2阳性 EEF1A2阴性 P 值 GRB2阳性 GRB2阴性 P 值

年龄(岁)    0.684 0.656

  ≤60 47 36(76.6) 11(23.4) 38(80.9)   9(19.1)

  ＞60 50 40(80.0) 10(20.0) 42(84.0)   8(16.0)

性别 0.696 0.852

  男 59 47(79.7) 12(20.3) 49(83.1) 10(16.9)

  女 38 29(76.3)   9(23.7) 31(81.6)   7(18.4)

部位 0.491 0.592

  胰头及钩突 68 52(76.5) 16(23.5) 57(83.8) 11(16.2)

  胰腺体尾部 29 24(82.8)   5(17.2) 23(79.3)   6(20.7)

肿瘤大小(cm)    0.241 0.072

  ≤2 19 13(76.5)   6(23.5) 13(68.4)   6(31.6)

  ＞2 78 63(82.8) 15(17.2) 67(85.9) 11(14.1)

肿瘤分级 0.215 0.378

  低分化 23 15(65.2)   8(34.8) 17(73.9)   6(26.1)

  中分化 47 38(80.9)   9(19.1) 39(83)   8(17.0)

  高分化 27 23(85.2)   4(14.8) 24(88.9)   3(11.1)

淋巴结转移 0.039 0.031

  有 76 63(82.9) 13(17.1) 66(86.9) 10(13.2)

  无 21 13(61.9)   8(38.1) 14(66.7)   7(33.3)

血管累及 0.397 0.445

  有 34 25(73.5)   9(26.5) 27(79.4)   7(20.6)

  无 63 51(81.0) 12(19.0) 53(85.5) 10(14.5)

神经累及 0.043 0.110

  有 72 60(83.3) 12(16.7) 62(86.1) 10(13.9)

  无 25 16(64.0)   9(36.0) 18(72.0)   7(28.0)

TNM 分期 0.091 0.191

  Ⅰ    9   6(66.7)   3(33.3)   7(77.8)   2(22.2)

  Ⅱ 32 22(68.8) 10(31.3) 23(71.9)   9(28.1)

  Ⅲ 51 45(88.2)   6(11.8) 46(90.2) 5(9.8)

  Ⅳ   5   3(78.4)   2(21.6)   4(80.0)   1(20.0)

EEF1A2: 真核延伸因子1A; GRB2: 生长因子受体结合蛋白.

     

表 2 胰腺癌组织EEF1A2和GRB2表达之间的关系 (n )

GRB2
EEF1A2

合计
+ ++ +++ ++++

+ 3   2   1   1   7

++ 1   6   2   1  10

+++ 1   5 28   9   43

++++ 1   2 20 14  37

合计 6 15 51 25  97

EEF1A2: 真核延伸因子1A; GRB2: 生长因子受体结合蛋白.
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是EEF1A2表达与胰腺癌临床病理特点的是否

存在相关性, 目前尚未见报道.  
本研究的免疫组化结果显示, 伴有淋巴结转

移的胰腺癌组织中EEF1A2表达明显高于无淋

巴结转移的胰腺癌组织. 这一发现和最近的一

项研究结果相符, Edmonds等[15]发现, EEF1A2在
具有转移潜能的大鼠乳腺癌细胞中表达水平明

显高于无转移能力的细胞. 随后的体外实验证

实, 在乳腺癌BT549细胞中过表达EEF1A2可明

显增强肿瘤细胞的迁移和侵袭能力; 相反, 在乳

腺癌HCC1937细胞中沉默EEF1A2表达则可抑

制细胞的侵袭能力[16]. 嗜神经性是胰腺癌的较为

特异的临床特点, 很多患者在疾病早期就有内

脏神经侵犯, 已有研究证实神经受累是胰腺癌

术后复发转移的独立预测因子[17], 本研究中, 我
们发现EEF1A2高表达与神经累及存在明显正

相关. 这些结果提示EEF1A2参与了胰腺癌的侵

袭、转移过程, 与患者的临床预后密切相关.  
但是, EEF1A2促进肿瘤细胞侵袭转移的

分子机制目前仍不清楚, 我们最近应用蛋白芯

片技术证实[11], 在过表达EEF1A2之后, 与肿瘤

密切相关的GRB2的表达明显增加. 进一步[4]我

们使用特异性siRNA沉默Bxpc-3胰腺癌细胞的

EEF1A2后, 发现GRB2的mRNA和蛋白水平相应

明显下调. 在本研究中, 我们又发现胰腺癌组织

中的EEF1A2与GRB2的表达呈显著正相关, 这
些结果均提示EEF1A2与GRB2之间存在密切联

系. GRB2蛋白与肿瘤细胞周期的调控, 细胞增

殖的变化及细胞分化的改变密切相关, 直接参

与乳腺癌、膀胱癌及白血病的发病、进展及转

移过程[18,19]. 我们发现GRB2在伴有淋巴结转移

的胰腺癌组中表达明显高于无淋巴结转移组, 
这一结果提示GRB2蛋白参与了胰腺癌的转移

和临床进展.  结合我们的前期发现, 干扰GRB2
可使内源性高表达EEF1A2的胰腺癌BxPC-3运
动能力明显减弱. 故GRB2可能是EEF1A2促进

胰腺癌侵袭和转移的重要要分子.  
总之, 本研究发现胰腺癌组织中EEF1A2和

GRB2蛋白存在高表达, EEF1A2和GRB2与胰腺

癌的侵袭和转移关系密切, 且二者在胰腺癌中

的表达正相关, 二者可作为胰腺癌预后判断的

指标以及抑制肿瘤复发和转移的潜在靶点.  
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《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

本刊讯 《世界华人消化杂志》在第三届中国学术期刊评价中被武汉大学中国科学评价研究中心(RCCSE)评

为“RCCSE中国权威学术期刊(A+)”. 本次共有6 448种中文学术期刊参与评价, 计算出各刊的最终得分, 并将
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Abstract
AIM: To explore the effect of laparoscopic-assist-
ed surgery for perforated peptic ulcer to provide 
evidence for the clinical treatment of such dis-
ease. 

METHODS: One hundred and six patients with 
perforated peptic ulcer were enrolled in this 
study from February 2010 to October 2013 at our 
hospital. The patients were randomly assigned 
to receive traditional laparotomy (control group) 
or laparoscopic-assisted surgery (treatment 
group), with 53 patients in each group. The op-
erative time, blood loss, flatus time and other 
perioperative indicators, as well as pain score, 
painkiller utilization and complication rate 
were recorded and compared between the two 
groups. 

RESULTS: The treatment group had significantly 
lower postoperative blood loss, ambulation time, 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

腹腔镜辅助治疗巨大消化性溃疡穿孔53例

杨先智, 陈龙宇

®

■背景资料
胃及十二指肠溃
疡穿孔是常见的
普外科急腹症. 随
着腹腔镜器械的
改进和操作技术
的进步, 腹腔镜下
溃疡穿孔修补术
已经在外科急腹
症方面开始广泛
应用. 但在腹腔镜
手术探查的过程
中, 如果遇到巨大
溃疡穿孔的患者, 
很多术者都会放
弃微创治疗, 选择
中转开腹手术. 目
前腹腔镜在急腹
症外科方面得到
了广泛的应用, 本
文研究了巨大消
化性溃疡穿孔的
一种新手术方式. 

flatus time, hospitalization time and time to re-
covery of bowel sounds than the control group 
(42.0 mL ± 12.1 mL vs 156.0 mL ± 34.6 mL, 10.4 
h ± 2.9 h vs 38.7 h ± 9.7 h, 16.8 h ± 2.3 h vs 40.6 h 
± 6.9 h, 6.6 d ± 2.1 d vs 12.8 d ± 3.5 d, 18.4 h ± 5.6 
h vs 45.6 h ± 7.7 h, P < 0.05). The pain scores on 
postoperative days 1, 2 and 7 were significantly 
lower in the treatment group than in the control 
group (3.1 ± 0.4 vs 5.3 ± 0.3, 2.4 ± 0.6 vs 4.4 ± 0.4, 
1.6 ± 0.2 vs 3.2 ± 0.3, 11.3% vs 43.4%, P < 0.05). The 
incidences of wound infection and inflammation 
were significantly lower in the treatment group 
than in the control group (P < 0.05). 

CONCLUSION: The effect of laparoscopic-
assisted surgery is superior to that of traditional 
laparotomy in the management of perforated 
peptic ulcer.

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

Key Words: Laparoscopic-assisted surgery; Laparot-
omy surgery; Perforated peptic ulcer
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摘要
目的: 研究腹腔镜下辅助小切口治疗巨大消
化性溃疡穿孔的临床效果, 为临床上该类疾病
的治疗提供依据.     

方法: 选择2010-02/2013-10于我院入院治疗的
巨大消化性溃疡穿孔患者106例, 随机分为两
组, 对照组采用传统的开腹修补术, 治疗组采
用腹腔镜加辅助小切口修补术, 记录并比较两
组患者手术时间、出血量、肛门排气时间等
围手术期指标, 并比较疼痛评分、镇痛药的使
用率以及并发症发生率.     

结果: 治疗组患者手术中出血量、术后下床
活动时间、肛门排气时间、住院时间以及肠

■同行评议者
陈贻胜, 教授, 福
建省立医院
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■研发前沿
如何更好地应用
腹腔镜辅助治疗
外科急腹症是目
前急腹症外科研
究的热点之一.

鸣音恢复时间均明显少于对照组, 差异有统计
学意义(42.0 mL±12.1 mL vs  156.0 mL±34.6 
mL, 10.4 h±2.9 h vs  38.7 h±9.7 h, 16.8 h±
2.3 h vs  40.6 h±6.9 h, 6.6 d±2.1 d vs  12.8 d±
3.5 d, 18.4 h±5.6 h vs  45.6 h±7.7 h, P <0.05); 
治疗组患者手术后1、3及7 d的疼痛评分明显
低于对照组, 镇痛药物的使用率也明显低于
对照组, 差异有统计学意义(3.1±0.4 vs  5.3±
0.3, 2.4±0.6 vs  4.4±0.4, 1.6±0.2 vs  3.2±0.3, 
11.3% vs  43.4%, P <0.05); 治疗组患者切口感
染、炎性肠梗阻等并发症的发生率明显低于
对照组, 差异有统计学意义(P <0.05).

结论: 腹腔镜辅助小切口治疗巨大消化性溃
疡穿孔的临床效果明显好于传统开腹手术, 创
伤小, 并发症少, 患者的痛苦轻, 值得临床推广
应用.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 腹腔镜; 开腹手术; 巨大溃疡

核心提示: 腹腔镜辅助小切口治疗巨大溃疡穿孔

患者手术中出血量、术后下床活动时间、肛门

排气时间、住院时间以及肠鸣音恢复时间、镇

痛药物的使用率、切口感染、炎性肠梗阻等并

发症均明显少于对照组.  

杨先智, 陈龙宇. 腹腔镜辅助治疗巨大消化性溃疡穿孔53例. 世

界华人消化杂志  2014; 22(14): 2055-2058  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/2055.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i14.2055

0  引言

消化性溃疡穿孔是一种临床常见疾病, 治疗过程

以手术治疗为主, 常规方法为开腹手术进行治 
疗[1]. 随着微创腹腔镜技术的发展, 采用腹腔镜手

术治疗消化性溃疡穿孔开始广泛应用于临床[2]. 
但在腹腔镜手术探查的过程中, 如果遇到巨大溃

疡穿孔(指溃疡穿孔直径大于2.5 cm)的患者, 很
多术者都会放弃微创, 选择中转开腹手术[3-5]. 经
过临床摸索总结, 我们选择了腹腔镜辅助小切

口修补治疗巨大消化性溃疡穿孔, 取得了较好

的疗效, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-02/2013-10我院收治的巨大

消化性溃疡穿孔患者106例, 其中男性66例, 女
性40例, 年龄27-58岁, 平均年龄36.4岁±9.4岁. 
将106例患者随机分为两组, 各53例, 两组患者

的一般资料如表1所示, 无明显差异, 具有可比

性(P >0.05).     
1.2 方法

1.2.1 手术: 采用气管插管全麻, 建立气腹, 插入

腹腔镜, 吸净腹腔积液, 探查穿孔部位, 如果发

现溃疡为巨大溃疡穿孔(溃疡穿孔直径>2.5 cm), 
行腹腔镜下缝合修补困难者, 对照组选择采用

常规手术方法; 选择经右上腹直肌切口约12 cm, 
进行修补及腹腔冲洗, 同时放置隔下及盆腔引

流管[6]. 治疗组选择腹腔镜加辅助小切口修补法; 
在腹腔镜下用凡士林纱条暂时填塞穿孔处防止

胃肠内容物持续流出, 然后在腹腔镜下用大量

生理盐水冲洗腹腔, 冲洗干净后在腹壁上定位

穿孔处的体表投影, 根据体表投影选择长约3-4 
cm的上腹部横切口或斜切口, 在直视下行穿孔

修补术. 修补完毕后常规缝合切口, 重新建立气

腹, 腹腔镜下再次用适量盐水冲洗穿孔修补处

及安放引流管. 手术结束后均常规采用抗溃疡

药物进行治疗[7].     
1.2.2 疗效判定标准: 记录并比较两组患者的手

术时间、手术出血量、肛门排气时间、住院时

间、肠鸣音恢复时间以及下床时间等围手术期

指标; 同时比较手术后1、3和7 d的VAS评分及

镇痛药物的使用率; 并比较炎性肠梗阻、腹腔

残余感染等并发症的发生率. 其中疼痛判定标

准采用VSA评分; 0分为无痛; 1-3分为轻度疼痛; 
4-6分为中度疼痛; 7-10分为重度疼痛.     

统计学处理 所有数据均采用SPSS 13.0进行

分析, 计量数据采用mean±SD表示. 采用t检验, 
计数资料采用χ2

检验. P <0.05为差异有统计学意

义.     

2  结果

2.1 两组患者围手术期指标比较 两组患者围手

术期指标比较如表2所示, 治疗组患者手术出血

量、肛门排气时间、住院时间、肠鸣音恢复时

间以及下床活动时间均明显少于对照组, 差异

有统计学意义(P <0.05).     
2.2 两组患者VAS疼痛评分比较 两组患者VAS
疼痛评分比较如表3所示, 治疗组术后1、3以及7 
d的VAS评分明显低于对照组, 两组比较差异明

显, 有统计学意义(P <0.05); 且治疗组患者镇痛

药物的使用率为11.3%, 明显低于对照组43.4%, 
差异有统计学意义(P <0.05).     
2.3 两组患者并发症比较 两组患者并发症比较

如表4所示, 治疗组患者的并发症发生率为5.7%, 
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■创新盘点
本文研究了巨大
消化性溃疡穿孔
如何应用腹腔镜
辅助小切口治疗
减小患者的创伤.

对照组患者并发症为32.1%, 两组比较差异明显, 
有统计学意义(P <0.05).     

3  讨论

胃及十二指肠溃疡穿孔是常见的普外科急腹症. 
随着腹腔镜器械的改进和操作技术的进步, 腹
腔镜下溃疡穿孔修补术已经在外科急腹症方面

开始广泛应用[8]. 但在腹腔镜手术探查的过程中, 
如果遇到巨大溃疡穿孔的患者, 很多术者都会

放弃微创治疗, 选择中转开腹手术[9].     
本次课题专门研究了腹腔镜下辅助小切口

行巨大消化疡穿孔修补术与传统开腹修补术的

对比. 研究发现, 治疗组患者的出血量、术后下

床活动时间、手术后1、3及7 d的疼痛评分明显

低于对照组, 镇痛药物的使用率也明显低于对

照组. 手术后并发症如切口感染、切口裂开及

术后炎性肠梗阻及肺部感染及腹腔残余感染等

等方面比较, 治疗组也有明显的优势. 分析原因, 
可能与下列因素有关[10]. (1)治疗组患者因为在

腹腔镜下已经行了彻底的冲洗, 仅仅需行缝合

修补. 因此可以根据穿孔处的体表投影有针对

性地选择上腹部较小的横或斜切口, 横、斜切

口张力较小, 术后疼痛较轻, 从而导致呼吸功能

受限不明显. 因此患者术后发生肺部感染的机

会明显减低, 同时患者更愿意早期下床活动, 促
进了肠功能的恢复; (2)治疗组患者因为在腹腔

镜下冲洗干净后再行小切口直视下修补, 相当

于把三类切口变成二类切口, 所以切口愈合情

况明显优于对照组. 另外在腹腔镜直视下冲洗, 
腹腔脓液冲洗得更加彻底, 发生腹腔残余感染

的几率明显减低. 本手术的关键之处就是必须

先在腹腔镜下行彻底的腹腔冲洗, 从而在行开

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 两组患者一般资料比较

     分组 胃溃疡n (%) 十二指肠溃疡n (%) 穿孔时间(h) 腹腔积液(mL)       

治疗组   9(17.0)       44(83.0)       20.4±6.9 398.6±112.7

对照组 10(18.9)       43(81.1)       21.9±5.9 408.2±89.9

     

表 2 两组患者围手术期指标比较 (mean±SD, n  = 53)

分组 手术时间(min)       手术出血量(mL)       肛门排气时间(h)       住院时间(d)       肠鸣音恢复时间(h)       下床活动时间(h)       

治疗组 45.9±12.9    42.0±12.1a  16.8±2.3a    6.6±2.1a  18.4±5.6a  10.4±2.9a

对照组 48.9±23.4 156.0±34.6 40.6±6.9 12.8±3.5 45.6±7.7 38.7±9.7

aP<0.05 vs  对照组.

     

分组
VAS疼痛评分

镇痛药物使用率
术后1 d 术后3 d 术后7 d

治疗组  3.1±0.4a  2.4±0.6a  1.6±0.2a   6(11.3)a

对照组 5.3±0.3 4.4±0.4 3.2±0.3 23(43.4)       

表 3 两组患者VAS疼痛评分比较 [n  = 53, n (%)]

aP<0.05 vs  对照组.

     

表 4 两组患者并发症比较n (%)

分组 切口感染 切口开裂 炎性肠梗阻 肠间隙脓肿 盆腔脓肿 肺部感染 总发生率 (%)       

治疗组 0(0.0)       0(0.0)       1(1.9)       1(1.9)       1(1.9)       0(0.0)         5.7a

对照组 4(7.5)       1(1.9)       4(7.5)       3(5.7)       2(3.8)       3(5.7)       32.1

aP<0.05 vs  对照组.
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■同行评价
腹腔镜辅助小切
口治疗巨大消化
性溃疡穿孔的临
床效果明显好于
传统开腹手术, 创
伤小 ,  并发症少 , 
患者的痛苦轻, 值
得临床推广应用.

放式小切口修补术时能避免污染切口. 既往部

分学者认为腹腔镜下行冲洗有一定的困难[11,12], 
不如开腹手术彻底. 但本次研究发现治疗组术

后发生腹腔残余感染明显少于对照组. 说明随

着腹腔镜操作技术的进步和改进, 冲洗不彻底

性的问题已经得到了很好的解决. 我们冲洗的

经验是用生理盐水行持续的腹腔冲洗, 边冲边

吸引, 可以利用五叶钳帮助暴露和翻动肠管以

利用彻底冲洗, 吸引到最后少量腹腔积液的时

候, 因为吸引管负压的关系, 经常导致肠管堵塞

吸引管头部, 因此不能很好吸尽少许残余的冲

洗液, 这时可在吸引管头部放置一小纱布, 用吸

引头在小纱布上吸引可完全吸尽冲洗液[13,14]. 另
外冲洗时一般在上腹部和膈下区域操作比较容

易, 部分患者身高较高导致下腹部及盆腔距离

操作孔较远, 尤其在盆腔等处不能行彻底的吸

引, 此时可根据患者的情况在下腹部另建一5 
mm的戳孔专门用于吸引和冲洗, 从而保证冲洗

的彻底性, 避免腹腔残余感染的发生. 冲洗的另

外一个关键是合理的戳孔建立[15]. 我们的经验是

在脐部置入镜子后观察穿孔的部位, 然后分别

在右中腹部腹直肌外缘及左侧上、下腹部腹直

肌外缘处建立戳孔[16]. 因为不考虑行腹腔镜下修

补, 戳空建立的原则就是方便彻底冲洗及术后

利用戳空摆放引流管.     
总之, 腹腔镜辅助下小切口手术修补巨大消

化性溃疡穿孔具有明显的优势, 主要表现为创

伤小, 疼痛轻, 恢复快. 并发症少等特点. 有一定

临床推广应用价值.     

4      参考文献

1 李小冬, 胡昇庠, 刘子君. 老年消化性溃疡穿孔患者腹
腔镜下胃穿孔修补术与开腹手术比较. 中国老年学杂
志 2012; 32: 3997-3998

2 丁杰, 廖国庆, 张忠民. 腹腔镜与开腹消化性溃疡穿孔
修补术比较的Meta分析. 中华胃肠外科杂志 2011; 14: 
785-789

3 黄时杰. 腹腔镜十二指肠溃疡穿孔非缝合修补术. 中
国内镜杂志 2002; 8: 21-22

4 任骏, 吴彪, 龚昭. 胃穿孔腹腔镜修补术与开腹修补术
术后胃肠动力恢复的对比研究. 腹腔镜外科杂志 2009; 
14: 38-40

5 张东秀. 腹腔镜胃十二指肠溃疡穿孔修补术与开腹术
疗效比较. 贵阳医学院学报 2013; 38: 657-659

6 郭久冰, 纪程宏, 徐文军, 颜松龄, 张道建, 陈刚, 王华
斌. 腹腔镜下十二指肠球部溃疡穿孔修补术治疗体会
(附58例报告). 临床消化病杂志 2009; 21: 76-77

7 吴志明, 娄建平, 孟兴成, 代明盛, 沈华强, 包百根. 腹
腔镜与开腹胃十二指肠溃疡穿孔修补术的对比研究. 
腹腔镜外科杂志 2007; 12: 12-13

8 李振洪, 李立志, 黄文文, 许景洪, 张涌泉, 甘雨. 腹腔
镜胃十二指肠溃疡穿孔修补辅助H2受体拮抗剂治疗
急性胃十二指肠溃疡穿孔. 腹腔镜外科杂志 2006; 11: 
378-379

9 王秀文. 胃十二指肠溃疡急性穿孔42例联合治疗体会. 
当代医学 2010; 15: 51-52

10 颜璟,  罗涛,  岳晓林,  吴艳军,  蔺原,  杨映弘 . 经脐单
一部位腹腔镜手术治疗消化性溃疡穿孔. 中国微创外
科杂志 2013, 13: 841-843. 

11 陆光生, 张斌. 胃十二指肠溃疡穿孔治疗方法的对比
分析. 山东医药 2012; 52: 70-72

12 周海华. 经腹腔镜消化性溃疡穿孔修补术临床应用价
值. 现代医药卫生 2013; 29: 2325-2326 

13 翁伟建, 林孝和, 李新华, 贾保全, 曹农, 杨伟林. 腹腔
镜胃十二指肠溃疡穿孔修补的探讨. 局解手术学杂志 
2004; 13: 378-379

14 蔡小勇, 陆文奇, 卢榜裕. 腹腔镜治疗外科急腹症122
例临床分析. 中国微创外科杂志 2004; 4: 322-323

15 黄东. 腹腔镜手术治疗急性胃十二指肠溃疡穿孔60例
分析. 中外医学研究 2011; 9: 140-141 

16 王健, 张文伟, 林波, 陈浩, 黄滨, 阳峻, 江自卓, 曹天
生. 腹腔镜消化性溃疡穿孔修补术的临床应用. 腹腔
镜外科杂志 2012; 17: 50-52

           编辑  田滢  电编  鲁亚静  

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com



唐珩, 张培俊, 李艳华, 马庆杰, 云南省第一人民医院麻醉科 
云南省昆明市 650032
唐珩, 主治医师, 主要从事麻醉学的研究. 
作者贡献分布: 此课题由唐珩设计; 临床研究部分由唐珩、张培
俊及马庆杰操作完成; 实验研究所用试剂与分析工具由李艳华
联系提供与唐珩完成; 数据分析由唐珩与张培俊共同完成; 本论
文写作由唐珩完成. 
通讯作者: 唐珩, 主治医师, 650032, 云南省昆明市金碧路157号, 
云南省第一人民医院麻醉科. tangheng2320@aliyun.com 
电话: 0871-63623857 
收稿日期: 2014-02-14   修回日期: 2014-03-19
接受日期: 2014-03-31   在线出版日期: 2014-05-18

Application of lidocaine 
combined with parecoxib in 
elderly patients undergoing 
laparoscopic radical resection 
for colon cancer

Heng Tang, Pei-Jun Zhang, Yan-Hua Li, Qing-Jie Ma 

Heng Tang, Pei-Jun Zhang, Yan-Hua Li, Qing-Jie Ma, 
Department of Anesthesiology, the First People's Hospital of 
Yunnan Province, Kunming 650032, Yunnan Province, China
Correspondence to: Heng Tang, Attending Physician, De-
partment of Anesthesiology, the First People’s Hospital of 
Yunnan Province, 157 Jinbi Road, Kunming 650032, Yun-
nan Province, China. tangheng2320@aliyun.com 
Received: 2014-02-14    Revised: 2014-03-19 
Accepted: 2014-03-31    Published online: 2014-05-18

Abstract
AIM: To evaluate the effect of lidocaine combined 
with parecoxib on postoperative recovery in el-
derly patients undergoing laparoscopic radical 
resection for colon cancer.

METHODS: Ninety patients undergoing elective 
laparoscopic radical resection for colon cancer, 
aged 65-85 yrs, were randomly divided into a 
lidocaine plus parecoxib (groupⅠ) group and a 
control group (group Ⅱ). After intubation, the 
patients in group I were given parecoxib 40 mg 
and a bolus dose of intravenous lidocaine (1.0 
mg/kg), followed by continuous infusion of 
lidocaine 0.5 mg/(kg•min) until the end of the 
operation. In the control group, normal saline 
was given at the same volume. Neuropsycho-
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利多卡因联合帕瑞昔布在老年人腹腔镜结肠癌根治术中
的应用

唐 珩, 张培俊, 李艳华, 马庆杰

®

■背景资料
腹腔镜结肠癌根
治术由于具有微
创、安全、术后
恢 复 快 等 优 点 , 
目前已经广泛应
用 于 临 床 .  但 术
后伤口疼痛和老
年人全麻术后的
一些并发症如术
后 认 知 功 能 障
碍(postoperative 
c o g n i t i v e  d y s -
function, POCD), 
可能影响患者的
术后恢复, 增加护
理难度, 从而降低
患者术后的生活
质量. 本文试图探
讨联合应用利多
卡因和帕瑞昔布
是否可以降低以
上并发症, 从而改
善老年患者术后
的生活质量. 

logical testing was performed with mini-mental 
state examination (MMSE) on the preoperative 
day, postoperative days 3 and 7. Venous blood 
samples were collected before induction (T0), 
the end of the operation (T1) and 24 h postop-
eratively. Serum level of S100β protein was mea-
sured. The score of pain was recorded within the 
first 24 h postoperatively. The adverse effects of 
general anesthesia, such as postoperative cogni-
tive dysfunction (POCD), postoperative nausea 
and vomit (PONV) and sore throat, were ob-
served. The time to recovery of gastrointestinal 
function, time in bed and time of hospital stay 
were compared between the two groups. 

RESULTS: The incidence of POCD in groupⅠwas 
significantly lower than that in group Ⅱ (3 d: 15.6% 
vs 35.6%, 7 d: 13.3% vs 33.3%, P < 0.05 for both). The 
effect of analgesia in groupⅠwas significantly bet-
ter than that in group Ⅱ in the first 12 h postopera-
tively (VAS score 1 h: 22 ± 3 vs 33 ± 7, 6 h: 19 ± 7 vs 
30 ± 6, 12 h: 10 ± 1 vs 19 ± 1, P < 0.05 for all). Time in 
bed in group I was significantly shorter than that in 
group Ⅱ (1.61 d ± 0.34 d vs 2.91 d ± 0.54 d, P < 0.05) . 

CONCLUSION: Intravenous lidocaine combined 
with parecoxib can decrease the incidence of 
complications in elderly patients undergoing 
laparoscopic radical resection for colon cancer; 
hence, it is good for postoperative recovery. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 评估静脉利多卡因联合帕瑞昔布对老
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■研发前沿
老 年 P O C D 和 术
后镇痛是目前关
于老年人术后恢
复问题的研究热
点, 目前临床上希
望应用某些药物
可以达到改善老
年人术后认知功
能 ,  减 轻 术 后 疼
痛, 而不增加其他
相关并发症的发
生率, 从而达到改
善老年患者术后
生活质量的目的. 
本文选择联合应
用利多卡因和帕
瑞昔布探讨以上
问题.

年全麻下行结肠癌手术患者全麻术后恢复的
价值. 

方法: 择期行结肠癌根治术的老年患者90例, 
年龄65-85岁, 随机分为2组, 利多卡因联合帕
瑞昔布组(Ⅰ组)和对照组(Ⅱ组), 每组45例. Ⅰ
组在麻醉诱导插管后予帕瑞昔布40 mg静脉注
射, 持续静脉输注利多卡因[负荷量1.0 mg/kg, 
维持量0.5 mg/(kg•min)至术毕], 对照组则予
等容量的生理盐水. 采用简易智能量表(mini-
mental state examination)在术前1 d、术后3 d
和7 d进行认知功能测定. 麻醉诱导前(T0)、
术毕(T1)、术后24 h(T2)3个时间点抽取静脉
血, 测定血清S100β蛋白含量. 记录术后24 h内
两组患者不同时间视觉模拟镇痛评分(visual 
analgesia score, VAS)以评价术后镇痛效果. 观
察术后认知功能障碍、恶心呕吐、咽痛等老
年人较常见的全麻术后不良反应的发生情况
并对两组患者术后胃肠功能恢复时间、下床
活动时间、住院时间等进行比较.

结果: Ⅰ组患者术后认知功能障碍发生率较
对照组下降(3 d: 15.6% vs  35.6%, 7 d: 13.3% vs  
33.3%), 差异有统计学意义(P<0.05).Ⅰ组患者12 
h内镇痛效果优于Ⅱ组(VAS 1 h: 22±3 vs  33±
7, 6 h: 19±7 vs  30±6, 12 h: 10±1 vs  19±1, 均
P<0.05), 下床活动时间早于Ⅱ组(1.61 d±0.34 d 
vs  2.91 d±0.54 d, P<0.05).

结论: 静脉利多卡因联合帕瑞昔布可以降低
老年全麻下结肠癌根治术的术后不良反应发
生率, 利于患者术后恢复.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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镇痛

核心提示: 利多卡因联合帕瑞昔布由于可以降低

老年患者腹腔镜结肠癌根治术术后认知功能障

碍的发生率, 明显减轻患者术后疼痛, 且不增加

其他老年患者全麻术后并发症如术后恶心、呕

吐的发生率, 使患者可以更早地下床活动, 改善

了老年患者腹腔镜结肠癌根治术后的生活质量. 
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0  引言

腹腔镜结肠癌根治术由于具有微创、安全、术

后恢复快等优点, 目前已经广泛应用于临床[1,2].
但术后伤口疼痛和老年人全麻术后的一些并发

症如术后认知功能障碍(postoperative cognitive 
dysfunction, POCD)可能影响患者的术后恢复, 
增加护理难度, 从而降低患者术后的生活质量. 
已经有研究证明利多卡因可以降低颅压, 防治

中枢神经缺血性疾病, 对颅脑外伤的脑损伤有

保护作用[3]. 亦有研究表明利多卡因可以改善老

年髋关节手术术后早期认知功能[4]. 帕瑞昔布是

高选择性环氧化酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)
抑制剂, 能同时抑制外周和中枢COX-2的表达, 
有效抑制围术期炎症反应, 发挥良好的术后镇

痛作用[5]. 本研究拟通过在老年全麻下行结肠癌

手术中静脉应用利多卡因联合帕瑞昔布, 评估

其对老年患者全麻术后恢复的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2011-01/2012-09择期全麻下行腹

腔镜结肠癌根治术的患者90例, 年龄65-85岁, 
ASA Ⅰ-Ⅲ级. 术前均得到我院伦理委员会批准, 
取得患者及家属的知情同意, 术前1 d经简易精

神状态量表评分认知功能正常. 无神经系统和

精神病史, 无长期服用镇静镇痛药, 无磺胺过敏, 
无活动性消化道溃疡, 无严重心、肝、肺、肾

功能障碍. 随机分为2组, 利多卡因联合帕瑞昔

布组(Ⅰ组)和对照组(Ⅱ组), 每组45例, 2组患者

在年龄、性别、体质量、手术时长、术中失血

量等方面比较无统计学差异(P >0.05). 
1.2 方法

1.2.1 认知功能测定: 术前1 d及术后3、7 d由1名
不知患者分组的临床心理科医师对患者进行简

易精神状态量表(mini-mental state examination, 
MMSE)评分, 术后MMSE得分降低值≥术前值

的1个标准差即认为发生POCD, 术后MMSE得
分降低值≥术前值的2个标准差为重度POCD.
1.2.2 麻醉: 所有患者免术前用药, 入手术室后开

放外周静脉, 监测心电图、无创血压和脉搏血

氧饱和度(SPO2). 采用静脉复合麻醉, 静脉注射

咪唑安定0.05 mg/kg, 舒芬太尼0.5 µg/kg, 维库溴

胺0.1 mg/kg, 丙泊酚1.5 mg/kg麻醉诱导, 气管插

管后机械通气. 术中均以瑞芬太尼0.1-0.3 µg/(kg
•min), 异丙酚5-6 mg/(kg•h)维持麻醉, 必要时追

加维库溴胺, 维持SPO2在95%以上, 呼气末二

氧化碳分压在35-40 mmHg, 脑电双频谱指数值

40-60. 利多卡因联合帕瑞昔布组在麻醉诱导插
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■相关报道
相关研究表明, 感
染和手术能引起
炎症的细胞因子
增 加 ,  而 炎 症 与
认知功能下降相
关, 老年人术后的
早期炎症反应与
P O C D 的 发 生 有
关, S100β蛋白可
以作为评诂老年
患者肠癌手术后
发 生 P O C D 的 重
要指标. 帕瑞昔布
能有效抑制围术
期炎症反应, 发挥
良好的术后镇痛
作用并可能降低
POCD的发生率.
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管后予静注帕瑞昔布40 mg, 负荷量利多卡因1.0 
mg/kg, 此后予维持量利多卡因0.5 mg/(kg•min)
至术毕. 对照组则输等容量的生理盐水. 术毕患

者清醒拔除气管导管后送麻醉恢复室. 
1.2.3 标本采集与检测及观察指标: 分别于术前

(T0)、术毕(T1)、术后24 h(T2)3个时间点抽取

静脉血, 血样离心后取血清, 采用酶联免疫吸附

法测定血清S100β蛋白含量. 术前1 d及术后3、
7 d MMSE评分. 术后1(出麻醉恢复室时)、6、
12、24 h记录视觉模拟镇痛评分(visual analgesia 
score, VAS): 0分表示无痛, <30分为良好, 30-40
分为基本满意, ≥50分为差, 100分为剧痛. 观察

术后恶心呕吐、咽喉痛等不良反应. 比较两组

患者术后胃肠功能恢复时间、下床活动时间、

住院时间. 
统计学处理 利用SPSS19.0统计软件. 计量

资料以mean±SD表示, 采用t检验; 计数资料采

用χ2
检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 全麻术后并发症发生情况 Ⅰ组POCD发生

率(3 d: 15.6%, 7 d: 13.3%)较对照组(3 d: 35.6%, 
7 d: 33.3%)下降(P <0.05). 对照组术后7 d有3
例重度POCD(发生率6.7%), 而Ⅰ组术后7 d有

2例重度POCD(发生率4.4%), 两组术后7 d重
度POCD发生率无统计学差异(P >0.05). 两组

咽痛和术后恶心呕吐的发生率无统计学差异

(P >0.05)(表1). 
2.2 血清S100β蛋白含量 两组在T1时血清S100β
蛋白含量与T0相比均增加(P <0.01), Ⅱ组在T2
时血清S100β蛋白含量与T0相比增加(P <0.01). 
Ⅰ组在T 1时血清S 1 0 0 β蛋白含量低于Ⅱ组

(P <0.01)(表2). 
2.3 患者术后不同时点VAS评分 Ⅰ组患者在术

后1(出麻醉恢复室时)、6、12 h VAS评分均低于

Ⅱ组(P <0.05)(表3). 
2.4 术后两组胃肠功能恢复时间和住院时间比

较 Ⅰ组患者术后下床活动时间较Ⅱ组缩短, 差
异有统计学意义(P <0.05)(表4). 

3  讨论

POCD好发于65岁以上老年人, 作为老年人术后

较常见的中枢神经系统并发症, 对老年患者术

后的生活质量有较大的影响, 近年来逐渐得到

临床医生的重视. Moller等[6]的研究发现, 老年

患者术后1 wk POCD发生率为25%, 3 mo为10%. 
POCD的确切病因不明, 近期有研究发现, 感染

和手术能引起炎症细胞因子的增加, 而炎症与
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表 1 两组患者术后POCD、术后咽痛、恶心呕吐发生率比较 [n  = 45, n (%)]

     分组 术后3 d POCD 术后7 d POCD 术后7 d重度POCD 咽痛 恶心呕吐

Ⅰ组  7(16)  6(13) 2(4) 5(11) 6(13)

Ⅱ组 16(36)a 15(33)a 3(7) 9(20) 7(16)

aP<0.05 vs  Ⅰ组. POCD: 术后认知功能障碍.

表 2 两组患者不同时间血清S100β蛋白水平的比较 (mean±SD, µg/L)

     分组 T0 T1 T2

Ⅰ组 0.135±0.010 0.198±0.012d 0.135±0.010

Ⅱ组 0.134±0.010  0.234±0.013bd  0.137±0.010d

bP<0.01 vs  Ⅰ组; dP<0.01 vs  T0.

表 3 两组患者不同时点VAS评分 (n  = 45, mean±SD, 分)

     分组 术后1 h 术后6 h 术后12 h 术后24 h

Ⅰ组 22±3 19±7 10±1   8±1

Ⅱ组  33±7a  30±6a  19±1a 10±1

aP<0.05 vs  Ⅰ组. VAS: 视觉模拟镇痛评分.

■创新盘点
本文从在老年人
腹腔镜结肠癌根
治术中联合应用
利多卡因和帕瑞
昔布入手, 全面观
察其改善老年人
术后认知功能, 减
轻术后疼痛的效
果, 同时观察其是
否增加其他相关
并发症的发生率, 
从而判断其能否
达到改善老年患
者术后生活质量
的目的.

■应用要点
术中联合应用利
多卡因和帕瑞昔
布方法简单可行, 
能改善老年人术
后认知功能, 减轻
术后疼痛, 同时不
增加其他相关并
发症的发生率, 从
而达到改善老年
患者术后生活质
量的目的. 在临床
上值得推广应用.



认知功能下降相关, 老年人术后的早期炎症反

应与POCD的发生有关[7,8] , 而内皮素生成失调

在加重神经炎症反应和POCD的发生中起到重

要的作用[9]. 利多卡因通过抑制交感肾上腺系统, 
抑制应激反应和拮抗内皮素作用, 从而抑制脑

炎症反应[10]. 有研究结果显示, 小剂量静脉注射

利多卡因具有良好的消炎、镇痛及抗氧化作用, 
且毒性小, 不良反应少[11]. 此外, 利多卡因能阻断

Na+、K+、Ca2+通道, 降低细胞内Na+和Ca2+浓度, 
减少K+外流, 改善脑血流, 以及抗氧自由基及膜

稳定作用, 减轻缺血再灌注损伤, 发挥脑保护作

用[12]. 作为选择性(COX-2)抑制剂, 近期研究对

单独使用帕瑞昔布是否能降低POCD发生率仍

存在争议, 但已经明确帕瑞昔布能降低患者术

后早期炎症因子的释放[13,14]. 本研究中静脉利多

卡因联合帕瑞昔布应用于老年全麻下行腹腔镜

结肠癌根治术, 患者术后3 d和7 d POCD发生率

较对照组显著下降可能与前述机制相关. 最近

研究证实血清S100β蛋白可以作为评估老年患

者肠癌手术后发生POCD的重要指标[15]. 本研究

中, 术毕时两组患者血清S100β蛋白含量均较术

前明显升高, 而利多卡因联合帕瑞昔布组血清

S100β蛋白含量在术毕时显著低于对照组, 从另

一方面证明利多卡因联合帕瑞昔布能改善老年

患者腹腔镜结肠癌根治术术后的认知功能, 降
低POCD发生率. 对于本文中两组患者术后7 d重
度POCD发生率无差异, 作者认为可能与样本量

不够大有关. 
术后疼痛是影响患者术后恢复的另一大原

因, 老年患者合并症较多, 更需要安全有效的术

后镇痛. 帕瑞昔布起效快、镇痛效果确切, 可减

少术后患者躁动, 目前广泛应用于术后镇痛[16]. 
本文利多卡因联合帕瑞昔布组术后1、6、12 h
内VAS评分均低于对照组, 取得了良好的术后镇

痛效果, 在老年患者腹腔镜结肠癌根治术术后

镇痛的应用中有很好的临床使用价值.
利多卡因联合帕瑞昔布由于可以降低老年

患者腹腔镜结肠癌根治术术后认知功能障碍的

发生率, 明显减轻患者术后疼痛, 且不增加其他

老年患者全麻术后并发症如术后恶心、呕吐的

发生率, 使患者可以更早地下床活动, 改善了老

年患者腹腔镜结肠癌根治术后的生活质量.
总之, 术中静脉应用利多卡因联合帕瑞昔布

可以降低老年全麻下结肠癌根治术的术后不良

反应发生率, 利于患者术后恢复, 值得推广.
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表 4 术后两组胃肠功能恢复时间和住院时间比较 (n  = 45, mean±SD, d)

     分组 胃肠功能恢复时间 术后下床活动时间 住院时间

Ⅰ组 2.15±0.62 1.61±0.34 5.08±1.12

Ⅱ组 2.04±0.49  2.91±0.54a 5.34±1.92      

aP<0.05 vs  Ⅰ组.

■名词解释
POCD: 老年人全
麻术后常出现中
枢神经系统的并
发症, 表现为精神
错乱、焦虑、人
格改变及记忆受
损. 这种麻醉手术
后患者记忆力、
抽象思维及定向
力等方面的障碍, 
同时伴有社会活
动能力的减退, 即
人格、社交能力
及认知能力和技
巧的变化称术后
认知功能障碍.
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■同行评价
本文提出利多卡
因联合帕瑞昔布, 
可以降老年患者
POCD的发生率 , 
明显减轻患者术
后 疼 痛 ,  不 增 加
其他老年患者全
麻术后并发症如
术后恶心呕吐的
发 生 率 ,  使 患 者
可以更早地下床
活 动 ,  改 善 老 年
患者术后的生活
质 量 ,  同 时 此 方
法在临床老年手
术中应用方法简
便 易 行 ,  可 行 性
高 ,  在 临 床 手 术
中可以推广使用.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
gallbladder stones and Helicobacter pylori (H. py-
lori) colonization of the gallbladder mucosa. 

METHODS: H. pylori was detected in bile and 
gallbladder mucosa of 64 patients with gallblad-
der stones (experimental group) and 16 patients 
without gallbladder stones (control group). Poly-
merase chain reaction (PCR) was used to detect 
specific DNA fragments. Enzyme-linked immu-
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胆囊结石与胆囊壁黏膜幽门螺杆菌定植的关系

王 炜, 朱建华, 韩 江, 吴 衍, 丁佩芬

®

■背景资料
胆囊结石的形成
机 制 比 较 复 杂 , 
目前认为可能与
遗传、胆固醇及
脂质代谢平衡紊
乱、胆囊动力学
异常、胆汁促－
抗成核因子平衡
紊乱以及细菌感
染等有关. 自从在
胆道系统检测出
幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori , H. 
pylori ), 其与胆囊
结石形成的关系
成为研究的热点. 

noabsorbent assay (ELISA) was used to detect H. 
pylori IgG antibody. Immunohistochemistry was 
also used to detect H. pylori specific protein in 
gallbladder mucosa specimens.

RESULTS: ELISA analysis showed that the rate 
of H. pylori infection did not differ significantly 
between the experimental group and control 
group (48.44% vs 43.75%, P < 0.05). PCR analysis 
showed that the rate of H. pylori colonization of 
the gallbladder mucosa was significantly higher 
in the experimental group than in the control 
group (39.06% vs 12.50%, P = 0.04), but the rate 
of H. pylori in bile did not significantly between 
the two groups (59.38% vs 56.25%, P < 0.05). Im-
munohistochemistry analysis detected 19 posi-
tive cases in the experimental group and only 1 
positive case in the control group.

CONCLUSION: H. pylori infection in the biliary 
tract does not play a major role in the process of 
gallbladder stone formation, but H. pylori coloni-
zation in the gallbladder mucosa is involved in 
the formation of gallstones. 

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

Key Words: Helicobacter pylori ; Gallbladder stones; 
Formation
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摘要 
目的: 研究和探讨幽门螺旋杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )在胆囊壁黏膜中的定植与胆
囊结石形成的相关性. 

方法: 分别对结石性胆囊炎和非结石性胆囊
切除患者的胆囊组织和胆汁进行幽门螺杆菌
检测, 采用多聚酶链式反应检测幽门螺杆菌特
异性DNA片段、酶联免疫吸附试验检测幽门

■同行评议者
陈进宏, 副主任医
师, 复旦大学附属
华山医院普外科
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■研发前沿
关于H. pylori与胆
道结石的相关研
究 屡 见 报 道 ,  但
关于H. pylori在胆
囊壁黏膜定植对
胆囊结石的形成
是否有影响鲜见
报道.

螺杆菌抗体蛋白IgG、并对两组胆囊黏膜标
本行幽门螺杆菌免疫组织化学技术染色检测.

结果: 采用ELISA方法检测结石组和非结石组
中H. pylori 抗体蛋白, 结石组中48.44%阳性, 
非结石组43.75%阳性, 两者之间无统计学差
异. 采用PCR方法检测结石组和非结石组胆囊
黏膜和胆汁标本中H. pylori特异性DNA片段, 
胆囊黏膜中结石组25例阳性(39.06%), 非结石
组2例阳性(12.50%), 两者之间有统计学差异
(P  = 0.04); 而胆汁中结石组59.38%阳性, 非结
石组56.25%阳性, 两者之间无统计学差异. 对
两组胆囊黏膜标本行免疫组织化学检测, 结石
组有19例阳性, 在胆囊黏膜腺腔中可见棒状、

弯曲杆状或球形的菌体, 呈棕黄色或棕褐色. 
而非结石组仅有1例检出. 

结论: 胆道中H. pylori感染在胆囊结石形成的
过程中不起主要作用, 而H. pylori在胆囊黏膜
的定植则参与胆囊结石的形成.  
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pylori , H. pylori )阳性率远远高于和胆囊黏膜的阳

性率, 结石组和非结石组之间无统计学差异, 结
石患者黏膜中H. pylori 检出率高于非结石患者, 
本课题认为胆道中H. pylori感染在胆囊结石形成

的过程中不起主要作用, 而H. pylori 在胆囊黏膜

的定植则参与胆囊结石的形成. 
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0  引言

胆囊结石是一种严重影响人民身体健康的常见

病和多发病, 胆结石的形成机制比较复杂, 目前

认为可能与遗传、胆固醇及脂质代谢平衡紊

乱、胆囊动力学异常、胆汁促-抗成核因子平衡

紊乱以及细菌感染等有关. 自从在胆道系统检测

出幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )之后, 
相关研究屡见报道, 但相关H. pylori在胆囊壁黏

膜定植对胆囊结石的形成是否有影响鲜见报道, 
为此, 我们观察了胆囊结石患者和非结石患者的

胆囊组织、胆汁中的H. pylori感染情况, 探讨胆

囊壁黏膜H. pylori定植对结石形成的影响. 

1  材料和方法 

1.1 材料 结石组: 收集我院普通外科2011-01/2013-
06 64例因胆囊结石合并慢性胆囊炎择期行腹腔

镜胆囊切除术(男性29例, 女性35例, 年龄26-80
岁, 平均年龄57.6岁±9.47岁患者的胆囊壁、胆

汁标本. 非结石组: 收集同期16例因非胆结石疾

病行胆囊切除术(13例为胆囊胆固醇息肉, 2例
为肝内胆管结石行肝切除及胆囊切除, 1例为胆

囊癌)患者的胆囊组织、胆汁标本. 胆囊组织在

手术室无菌条件下收集, 胆汁标本术中采用腹

腔镜下穿刺吸引收集, 所有标本立即放置于液

氮罐冻存, 并及时移送-80 ℃超低温冰箱中保存 
待测. 
1.2 方法

1.2.1 胆汁抗H. pylori免疫球蛋白(H. pylori  IgG)
检测: 应用ELISA法, 上海研吉生物科技有限公

司提供人H. pylori IgG试剂盒要求对胆汁进行

H. pylori  IgG检测, 胆汁标本在室温下解冻并确

保样品均匀地充分解冻, 1∶1稀释后, 依照次序

对应加入阴性、阳性对照液和待测样品于酶标

板空白微孔中, 标记样本编号, 在对照孔和样品

孔中加入酶标溶液, 混匀, 恒温孵育, 洗板, 加入

底物, 孵育, 终止反应, 15 min内在波长450 nm
的酶标仪上读取各孔的A值. 试验有效性: 阳性

对照孔平均值≥1.00; 阴性对照平均值≤0.10. 
临界值(CUT OFF)计算: 临界值 = 阴性对照孔

平均值+0.15. 阴性判定: 样品A值<临界值(CUT 
OFF)者为人H. pylori IgG(Hp-IgG)阴性. 阳性判

定: 样品A值≥临界值(CUT OFF)者为人H. pylori 
IgG(Hp-IgG)阳性. 
1.2.2 胆囊黏膜和胆汁PCR检测: 采用H. pylori 
16S rRNA、H. pylori Ure A两对不同引物, 从H. 
pylori 基因文库采用Primer 5.0自行设计, 引物序

列如表1, 引物由中国科学院上海高等研究院协

助合成纯化, 对所取标本进行PCR扩增, 扩增产

物经凝胶电泳分析, 如果在电泳中出现与引物

相符的DNA带, 可判断为阳性. 
1.2.3 胆囊组织H. pylori 免疫组织化学检测: 采
用PV9000免疫组织化学二步法对两组胆囊黏膜

标本进行H. pylori 检测. 同时以PBS缓冲液代替

一抗作阴性对照, 以胃溃疡患者胃黏膜H. pylori 
阳性切片作为为阳性参照. 菌体位于胆囊黏膜

腺腔中, 杆状、短杆状或球形, 染色呈棕黄色或

棕褐色为阳性. 
统计学处理 计数资料以率(%)表示, 数据输

■相关报道
Zhou等在2011年
进行的一项Meta
分 析 认 为 :  胆 道
系统H. pylori感染
与胆结石形成有
密切关系 .  2013
年Attaallah等的
研究显示37%的
胆 结 石 患 者 的
胆囊黏膜中有H. 
pylori定植.
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表 2 胆汁中抗H. pylori 免疫球蛋白IgG检测 (ELISA)

分组
胆汁中H. pylori 检出

合计
阳性 阴性

结石组 31 33  64

非结石组   7   9  16

合计 38 42  80

χ2值 0.11

P值 0.74

H. pylori : 幽门螺杆菌.

■创新盘点
本课题研究通过
ELISA、PCR、免
疫组织化学 (SP)
等多种方法检测
显示H. pylori存在
与胆囊结石和非
胆囊结石患者的
胆道中, 其中胆汁
中的阳性率远远
高于和胆囊黏膜
的阳性率, 结石组
和非结石组胆道
H. pylori感染之间
无统计学差异, 而
PCR基因检测显
示结石患者黏膜
中H. pylori特异基
因检出率高于非
结石患者(P<0.05), 
免疫组织化学H. 
pylori 染色也观察
到类似结果, 因此
本课题认为胆道
中H. pylori感染在
胆囊结石形成的
过程中不起主要
作用, 而H. pylori
在胆囊黏膜的定
植则参与胆囊结
石的形成.

入SPSS18.0进行统计分析, 采用χ2检验, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 检测

2.1.1 ELISA检测结石组和非结石组中H. pylori抗
体蛋白: 结石组中48.44%阳性, 非结石组43.75%
阳性, 两者之间无统计学差异(P>0.05)(表2). 
2.1.2 PCR检测结石组和非结石组胆囊黏膜和胆

汁标本中H. pylori特异性DNA片段(图1): 胆囊黏

膜中结石组25例阳性(39.06%), 非结石组2例阳

性(12.50%), 两者之间有统计学差异(P  = 0.04); 
而胆汁中结石组59.38%阳性, 非结石组56.25%
阳性, 两者之间无统计学差异(P >0.05)(表3). 

2.1.3 免疫组织化学对H. pylori的检测: 对两组胆

囊黏膜标本行免疫组织化学检测, 结石组有19
例阳性, 在胆囊黏膜腺腔中可见棒状、弯曲杆

状或球形的菌体, 呈棕黄色或棕褐色(图2). 而非

结石组仅有1例检出. 两者之间有一定的差异, P 
= 0.051, 结合PCR检测结果, 可以认为两组的检

出率不同(表4). 
2.2 3种检测方法H. pylori检测阳性率的比较 对3
种方法检测数据行统计学分析, 均P >0.05, 无统

计学意义, 表明检测方法的不同对结果的判定

无差异(表5, 6). 

3  讨论 

H. pylori 是上消化道疾病的重要致病菌, 弯曲形、

S形、螺旋形或棒状, 主要通过其产生的毒素蛋白

     

表 1 PCR引物表

引物名称 序列 扩增大小(bp)

H. pylori  16S rRNA Hp1 5'-CTGGAGAGACTAAGCCCTCC-3'       109

Hp2 5'-ATTACTGACGCTGATTGTGC-3'
H. pylori  Ure A P1 5'-CGGGATCCAAGTTTCAACCATTAGGA-3'       675

P2 5'-CGGAATTCTTAGTGTTTTTTGTGATC-3'

H. pylori : 幽门螺杆菌.

表 3 胆囊黏膜和胆汁标本中H. pylori 特异性DNA片段
检测(PCR)

     

分组
黏膜

合计
胆汁

合计
阳性 阴性 阳性 阴性

结石组 25 39 64 38 26 64

非结石组 2 14 16 9 7 16

合计 27 53 80 47 33 80

χ2值 4.04 0.05

P值 0.04 0.82

H. pylori : 幽门螺杆菌.

     

表 4 胆囊黏膜H. pylori 定植免疫组织化学染色检测

分组
黏膜

合计
阳性 阴性

结石组 19 45  64

非结石组   1 15  16

合计 20 60  80

χ2值 3.75

P值 0.05

H. pylori : 幽门螺杆菌.

     

表 5 两种胆汁H. pylori 检测方法的差异

方法
胆汁

合计
阳性 阴性

ELISA 38 42    80

PCR 47 33    80

合计 85 75  160

χ2值 2.03

P值 0.15

H. pylori : 幽门螺杆菌.



图 2 胆囊黏膜免疫组织化学染色
(×400). A: 箭头所指为H. pylori , 在胆

囊黏膜腺腔中可见棒状; B: 箭头所指

为H. pylori , 在胆囊黏膜腺腔中可见

弯曲杆状或球形的菌体. H. pylori : 幽
门螺杆菌.
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■应用要点
胆结石的发病率
逐年上升, 本研究
结果可以为各级
医院肝胆外科、
普通外科临床治
疗、预防胆囊结
石 ,  降 低 医 疗 费
用, 减轻广大患者
痛苦与负担起到
一定的借鉴作用, 
并为相关研究提
供理论参考.

如空泡毒素(VacA)与细胞毒素相关蛋白(CagA蛋

白)和相关酶类如尿素酶、黏液酶和磷脂酶以及

诱导的炎症反应造成黏膜屏障的损害[1-4]. H. py-
lori 具有鞭毛和黏附因子使其在黏性环境中表

现出很强的移行能力和定植能力. 本研究采用

ELISA方法在胆囊结石患者和非胆囊结石患者

的胆囊胆汁中都发现了H. pylori , 前者阳性率为

48.44%, 后者为43.75%, 说明H. pylori能在碱性

的胆汁环境中存活. 这与Galdwell等[5]的研究结

果基本相符. 由此可推测胆汁可能对H. pylori起
到一个选择作用, 使那些能耐受胆盐的H. pylori
被筛选存活下来, 说明胆汁对H. pylori的杀灭作

用是相对的, 在某些情况下如胆道感染、Oddis
括约肌功能紊乱, 螺杆菌可通过松弛Oddis括约

肌逆行感染胆道. Zhou等[6]通过病理学研究认为

胆囊黏膜中的H. pylori感染与胃中H. pylori存在

密切相关, 也从另一个侧面证明了该观点.
本研究采用PCR方法检测发现, H. pylori存

在于胆囊结石和非胆囊结石患者的胆道中, 胆
汁中的阳性率远远高于胆囊黏膜的阳性率, 结
石组和非结石组胆道(胆汁)H. pylori感染之间

无统计学差异, 据此, 我们认为, 胆汁中H. pylori  
特异基因的检测结果与胆囊结石的形成无相关

性. 同时, PCR基因检测显示结石患者黏膜中H. 
pylori特异基因检出率高于非结石患者(P <0.05), 
免疫组织化学H. pylori染色也观察到类似结果, 
因此笔者认为, H. pylori在胆囊黏膜的定植参与

胆囊结石的形成. Zhou等[7]在2011年进行的一项

Meta分析认为: 胆道系统H. pylori感染与胆结石

形成有密切关系. 2013年Attaallah等[8]的研究显

示37%的胆结石患者的胆囊黏膜中有H. pylori定
植也支持此观点. H. pylori在胆囊黏膜的定植可

以引起急、慢性胆囊炎, 导致胆囊黏膜分泌紊

乱, 胆囊运动功能障碍, 最终导致胆汁淤积、胆

汁理化性质及成分的改变[9-11]. H. pylori在胆囊

黏膜的定植致胆囊结石形成的机制可能涉及以

下几个方面: (1)通过其CagA蛋白增加及磷脂酶

A2活性增加促进胆固醇沉淀; (2)H. pylori在胆囊

黏膜的定植破坏黏膜屏障, 诱导局部炎症反应, 
粘蛋白表达增加, 与其他促成核因子共同导致

促、抗成核因子失衡, 并形成一个色素核心,吸
附沉积的钙盐和胆固醇; (3)H. pylori在胆囊黏膜

定植损伤胆囊黏膜、破坏了胆囊黏膜功能, 促

     

表 6 两种黏膜H. pylori 检测方法差异

方法
黏膜

合计
阳性 阴性

PCR 27   53    80

免疫组织化学 20   60    80

合计 47 113  160

χ2值 1.48

P值 0.22

H. pylori : 幽门螺杆菌.

bp
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图 1 H. pylori 特异基因片段PCR电泳图. A: 16S rRNA, 

Marker 100 bp; B: UreA, Marker 200 bp. H. pylori : 幽门

螺杆菌.

A B
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使胆汁淤滞, 同时胆囊、胆管损伤后又利于其

他细菌的侵袭, 共同促进结石形成[12-18].
总之, 本研究认为, 胆道中H. pylori感染在

胆囊结石形成的过程中不起主要作用, 而H. py-
lori在胆囊黏膜的定植则参与胆囊结石的形成. 
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Abstract
AIM: To analyze the influence of group psycho-
logical intervention on anxiety, depression and 
pregnancy outcomes in primiparous women. 

METHODS: Eighty primiparous women who 
accepted regular inspection and delivered at our 
hospital from January 2011 to January 2013 were 
randomly divided into either a control group or 
an observation group. The control group was 
given regular health education, while the ob-
servation group was given group psychological 
intervention. The anxiety, depression and preg-
nancy outcome between the two groups were 
compared. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

小组心理干预对妊娠期糖尿病患者焦虑抑郁情绪及妊娠
结局的影响

杜 献, 阮淑萍, 朱剑峰

®

■背景资料
妊娠期糖尿病是
指在原有糖尿病
的基础上出现合
并妊娠症, 或者是
妊娠前为隐性糖
尿病、妊娠后逐
渐发展为糖尿病
的情况, 属高危妊
娠, 对母体及胎儿
有较大危害, 临床
过程较为复杂, 母
婴死亡率较高, 如
控制不良可导致
母婴不良妊娠结
局. 随着社会经济
的发展, 人们生活
方式的改变, 晚婚
晚育的女性比例
逐渐增高, 妊娠糖
尿病发病率有上
升趋势, 由于患者
对病情的不了解, 
孕妇常常产生抑
郁焦虑情绪, 严重
危害着胎儿的正
常发育, 因此必须
引起足够重视. 

RESULTS: The scores of anxiety and depres-
sion in the observation group were significantly 
lower than those in the control group (33.01 ± 
3.51 vs 43.83 ± 3.04, t = 26.74, P < 0.05; 31.83 ± 
6.22 vs 39.71 ± 4.37, t = 15.31, P < 0.05). The preg-
nancy outcomes in the observation group were 
better than those in the control group (10.00% vs 
47.50%, P < 0.05). 

CONCLUSION: Group psychological interven-
tion can improve anxiety, depression and preg-
nancy outcomes in primiparous women.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨小组心理干预对改善妊娠期糖尿
病患者焦虑抑郁情绪和妊娠结局的影响. 

方法: 选取2011-01/2013-01在我院就诊的妊娠
期糖尿病患者80例, 应用随机数字表法将患者
分成观察组和对照组, 观察组施以小组心理干
预, 而对照组仅施以常规健康教育, 对比分析
两组患者的焦虑、抑郁结果的评价得分以及
妊娠结局的结果. 

结果: 观察组患者焦虑和抑郁评分明显低于
对照组(33.01±3.51 vs  43.83±3.04, t  = 26.74, 
P <0.05)(31.83±6.22 vs  39.71±4.37, t  = 15.31, 
P <0.05), 同时较对照组, 母婴结局也相对较差
(10.00% vs  47.50%, P <0.05). 

结论: 将小组心理干预的方法应用于妊娠糖

■同行评议者
郝丽萍 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院公共卫
生学院营养与食
品卫生学系
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■研发前沿
随着人们生活方
式的改变妊娠期
糖尿病发病率有
逐年增高的趋势, 
由于患者处于妊
娠 期 ,  活 动 的 不
方便以及对病情
的 不 了 解 ,  患 者
极易出现焦虑、
抑 郁 情 绪 ,  严 重
危害着孕妇以及
胎儿的健康发育.

尿病患者的护理之中, 可以有效降低孕妇焦虑
抑郁的发生率, 减少产科并发症及围产儿并发
症出现的概率, 值得进一步推广. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 小组心理干预; 妊娠糖尿病; 焦虑; 抑郁; 妊

娠结局

核心提示: 由本研究结果可知, 干预期结束后, 两
组患者的焦虑和抑郁测评得分情况较干预前都有

所降低, 但经过小组心理干预的观察组患者的状

况明显优于使用常规手段的对照组, 说明小组心

理干预对抑制患者妊娠糖尿病患者的焦虑抑郁情

况效果更好; 而在妊娠结局方面, 观察组产生妊娠

并发症的患者只有4例, 而对照组却高达19例, 发
生率几乎是观察组的5倍, 妊娠糖尿病患者一般伴

有严重的心理压力, 这种不良情绪可以导致生长

激素、胰高血糖素、去甲肾上腺素等应激性激素

分泌增加, 继而引起血糖增高, 极易导致产生妊娠

高血压综合征等并发症, 严重危害孕妇自身以及

胎儿的健康发育, 而小组心理干预以“自我认知

疗法”和“身心语法”为基础, 结合“道德体谅

模式”, 指导患者以正确的视角面对各种问题, 以
积极的心态面对疾病, 增加的治疗动机, 有效地降

低孕妇产生妊娠并发症的概率.
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0  引言

妊娠期糖尿病(gestational diabetes mellitus, GDM)
是指在原有糖尿病的基础上出现合并妊娠症, 或
者是妊娠前为隐性糖尿病、妊娠后逐渐发展为

糖尿病的情况, 属高危妊娠, 对母体及胎儿有较

大危害, 临床过程较为复杂, 母婴死亡率较高, 如
控制不良可导致母婴不良妊娠结局[1,2]. 随着社会

经济的发展, 人们生活方式的改变, 晚婚晚育的

女性比例逐渐增高, 妊娠糖尿病发病率有上升

趋势, 由于患者对病情的不了解, 孕妇常常产生

抑郁焦虑情绪, 严重危害着胎儿的正常发育, 因
此必须引起足够重视[3,4]. 为了降低孕妇分娩时

的风险, 保证胎儿的正常健康发育, 我院尝试将

小组心理干预的手段应用于对妊娠期糖尿病患

者的护理之中, 取得理想效果, 现总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2011-01/2013-01于我院就诊的妊

娠期糖尿病患者80例, 经过检查, 患者均符合

《妊娠合并糖尿病临床诊断与治疗推荐指南(草
案)》诊断标准, 应用随机数字表法将患者分成

观察组和对照组, 其中观察组孕妇年龄最大29
岁, 最小23岁, 平均年龄25.03岁±2.43岁, 孕次

最多3次, 最少1次, 其中高中以下学历14例, 高
中15例, 高中以上11例; 对照组孕妇年龄最大29
岁, 最小23岁, 平均年龄24.62岁±2.71岁, 孕次

为1-3次, 其中高中以下学历13例, 高中17例, 高
中以上10例, 两组孕妇在年龄、职业、学历、

病情等一般资料方面均无明显差异(P >0.05), 具
有可比性, 患者无精神病史和言语障碍者. 
1.2 方法 首先将此次研究方案报送医疗道德委

员会批准, 所有参与此次研究的患者、医生以

及护理人员均签署自愿书, 保证此次研究室所

有参与者真实自愿. 在此基础上, 将患者按照随

机原则分成观察组和对照组, 对照组施以常规

健康教育以及治疗方法, 观察组在常规治疗以

及教育的基础上施以小组心理干预的手段, 其
中, 具体小组心理干预手段如下. 
1.2.1 小组心理干预步骤: 对护理人员和患者进

行分组, 每组10人, 其中每组孕妇7人, 护理人员

3人, 每次小组活动应在护理人员的组织指导下

进行, 地点在我院的患者活动中心, 室内配备了

多媒体影音播放装置, 座椅成圆形排列, 每次时

间从下午15点开始, 16点结束, 定期在每周日举

行, 干预期为5 mo, 初步分为5个阶段, 并确定每

个阶段的主题, 定期合理的对孕妇进行指导干

预. 我院在查阅大量文献的基础上, 并咨询相关

心理辅导专家, 结合我院实际情况, 以团体辅导

中的“身心语法”和“自我认知法”为基础[5], 
结合德育模式中的“体谅模式”, 制定了小组

心理干预的具体实施步骤, 具体主题、目标、

内容如下表1所示. 
1.2.2 小组心理干预的注意事项: 我院在此次研

究中, 将小组心理干预的时间固定在每周周末

下午15-16点, 时长约为60 min, 在日常护理中, 
护理人员要留心患者在平时生活的细微表情变

化, 以微笑表情对患者进行服务, 以此拉近医患

之间的距离, 尽早建立信任感; 协助患者进行日

常适当的行为活动, 多聆听患者倾诉, 了解目前

所担忧的问题, 并给予适当的安慰和开导, 以此

产生共鸣, 力求通过共情的方式准确定位组内

每位患者的心理症结所在, 为小组心理干预的

第三阶段(探索阶段)奠定基础. 
加强对本组患者的安全健康教育, 每天护理

人员都要对患者的身体状况, 了解患者的病情, 
向患者讲述妊娠糖尿病的病因以及注意事项, 
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■相关报道
有研究表明妊娠
糖尿病孕妇较正
常孕妇更担心胎
儿的健康, 更容易
产生抑郁焦虑等
不良情绪.

以此消除患者对病情本身的焦虑, 根据每位患

者的具体状况, 有针对性的缓解患者心理疑虑, 
有效配合患者的常规治疗. 
1.2.3 观察指标: 采用国际上流行的焦虑自评量

表(self-rating anxiety scale, SAS)和抑郁自评量

表(self-rating depression scale, SDS)对分别对两

组患者进行干预前和干预后进行测评, 得分以

(平均值±标准差)表示, 将测评得粗分×1.25 = 
标准分, 标准分≥50分者即可以确定为焦虑状态

或抑郁状态[6]; 对于妊娠结局方面, 妊娠糖尿病

患者极易产生一些并发症, 例如妊高症、羊水

过多、巨大儿、产后出血等症状, 因此, 将这四

种并发症作为观察指标作为对于小组心理干预

治疗妊娠糖尿病效果指标[4]. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据分析, SAS与SDS评分以mean±SD表示, 计量

资料进行t检验, 4个观察指标用百分数表示, 采计

数资料进行χ2
检验, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者干预前后焦虑、抑郁情况对比 在
干预前后分别对两组患者进行焦虑抑郁情况调

查, 经过研究发现, 观察组患者的心理焦虑、抑

郁得分明显低于对照组, 可以看出小组心理干

预较常规健康教育方法对患者的心理焦虑、抑

郁有更好的抑制作用(表2). 
2.2 两组患者妊娠结局比较 经过此次研究, 施以

小组心理干预的观察组患者在妊娠糖尿病患者

出现并发症例数明显低于施以常规对照组患者, 
两组患者具有明显性差异(P <0.01)(表3).

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

     

表 1 小组心理干预护理阶段步骤、目标

阶段 时长    主题                            目标                                                     内容

初始阶段 2 wk 心心相印 互相认识小组成员, 做到初步了

解, 引起孕妇心理共鸣, 初步建

立成员间的信任感. 

参与的护理人员介绍本次小组心理干预的活动目的, 激

发小组成员兴趣, 相互自我介绍, 留下联系方式. 

过渡阶段 4 wk 守望相助 通过第一阶段的小组成员介绍, 

初步了解成员间所存在的问题, 

互相鼓舞小组成员之间的情绪, 

同舟共济. 

以“身心语法”为基础, 建立每个小组的留言册, 鼓励

每位成员将自己目前的问题以匿名的方式写在留言册

上, 如时机成熟可以鼓励成员大胆的对自己目前存在的

焦虑和担心问题进行当面表达; 然后结合德育中的”体

谅模式”为基础, 以”角色扮演”的方式, 首先由成员

对患者所出问题进行安慰劝解, 使每位成员有机会参与

到心理的解决中, 深入患者内心, 做到感同身受, 最后由

护理人员进行总结、开导安慰, 
探索阶段      6 wk 心灵探索 了解成员出现情绪问题的根本

原因所在, 在护理人员的指导下, 

通过小组成员的共同的探讨, 进

一步认识每位成员的心理问题, 

增进成员间的感情. 

结合”自我认知法”, 通过上一阶段的扮演不同角色, 

通过亲身感受, 小组成员已经体会到不良情绪产生的原

因, 然后护理人员要以专业的角度对成员所出现问题进

行指导, 劝解, 了解心理问题出现的症结所在, 并向小

组成员传授学习恰当的沟通技巧, 心理咨询师引导、总

结. 
活动阶段 6 wk 同心同德 力求使每位成员初步学会如何管

理自我情绪. 

通过案例、视屏等手段, 护理人员要对组员进行情绪管

理干预, 使组员领悟到遇事时的不良情绪反应. 
结束阶段 2 wk 拥抱明天 通过观看专题片, 看到自身的价

值, 增强战胜病魔的信心, 对自

己以及孩子的明天增强信心. 

小组成员谈谈参与此次心理干预的感受, 以及结合自己

实际, 总结自己笑对人生的技巧. 

表 2 两组患者术前术后焦虑、抑郁情况比较 (n  = 40)

     分组 焦虑自评量表 抑郁自评量表

干预前 干预后 干预前 干预后

观察组 51.83±3.74 33.01±3.51 47.33±5.91 31.83±6.22

对照组 50.81±3.13 43.83±3.04 46.83±6.11 39.71±4.37

t值 2.46 26.74 0.91 15.31

P值 >0.05 <0.01 >0.05 <0.05
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■同行评价
本文设计合理, 具
有一定借鉴价值.

3  结果

随着人们生活方式的改变妊娠期糖尿病发病率

有逐年增高的趋势, 由于患者处于妊娠期, 活动

的不方便以及对病情的不了解, 患者极易出现焦

虑、抑郁情绪, 严重危害着孕妇以及胎儿的健康

发育. 有研究表明妊娠糖尿病孕妇较正常孕妇更

担心胎儿的健康, 更容易产生抑郁焦虑等不良情

绪, 我院此次研究将小组心理干预应用于对妊娠

糖尿病的护理中, 效果显著. 由本研究结果可知, 
干预期结束后, 两组患者的焦虑和抑郁测评得分

情况较干预前都有所降低, 但经过小组心理干预

的观察组患者的状况明显优于使用常规手段的

对照组, 说明小组心理干预对抑制患者妊娠糖尿

病患者的焦虑抑郁情况效果更好; 而在妊娠结局

方面, 观察组产生妊娠并发症的患者只有4人, 而
对照组却高达19人, 发生率几乎是观察组的5倍, 
妊娠糖尿病患者一般伴有严重的心理压力, 这种

不良情绪可以导致生长激素、胰高血糖素、去

甲肾上腺素等应激性激素分泌增加, 继而引起血

糖增高, 极易导致产生妊娠高血压综合征等并发

症, 严重危害孕妇自身以及胎儿的健康发育, 而
小组心理干预以“自我认知疗法”和“身心语

法”为基础, 结合“道德体谅模式”, 指导患者

以正确的视角面对各种问题, 以积极的心态面对

疾病, 增加的治疗动机, 有效地降低孕妇产生妊

娠并发症的概率[6-9]. 
小组心理干预是一种团体心理干预形式, 在

团体情境下, 借助团体的力量和护理人员的心

理咨询技术, 使团体成员自知并自助, 借以次达

到消除症状、改善适应、发展人格的目的[8,9]. 
我院在此次研究中, 以自我认知疗法和身心语

法为基础, 而德育可以培养人正确的思想观和

意识, 结合我院的实际情况, 将心理团辅和德育

模式创造性的结合起来, 制定出我院特色的小

组心理干预方式, 尤其是通过心理角色扮演, 可

以让每位患者了解自己以及他人, 同时也为患

者提供了一次心理交流, 学会管理自我情绪, 处
理自己生活中情绪问题的机会, 为进行常规治

疗提供思想保障. 
小组心理干预是一个有组织复杂的过程, 需

要专门的护理人员进行定期组织, 策划[10-16]; 其
次小组心理干预不是一成不变的, 应该根据患

者的具体情况, 不断充实和丰富干预护理内容, 
确保小组心理干预可以持续成为一种有效地预

防围产期疾病消除患者不良情绪的手段. 
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表 3 两组患者干预后妊娠结局情况比较 (n  = 40)

     分组 妊高症 羊水过多 巨大儿 产后出血 合计 χ2 P 值

观察组 1 2 0 1   4 14.60 <0.01

对照组 6 5 4 4 19
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《Abstracts 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 2012年版)》,  《中

文核心期刊要目总览(2011年版)》, 《Chemical 
Abstracts》, 《EMBASE/Excerpta Medica》, 
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量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2

《世界华人消化
杂志》英文摘要
被《Chemical Ab-
stracts》,《EMB-
ASE/Excerpta Me-
dica》,《Abstra-
cts Journals》和
《Digital Object 
Identifier》收录. 
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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.

《世界华人消化
杂 志 》 编 辑 部 , 
100025, 北京市朝
阳区, 东四环中路
62号, 远洋国际中
心D座903室 ,  电
话: 010-8538-1892, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
wcjd@wjgnet.com; 
http://www.wjgnet.
com
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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
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2014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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白爱平 副教授
江西省南昌大学第一附属医院消化病研究所

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

陈云昭 副教授
新疆石河子大学医学院/一附院病理科

程树群 副教授
中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院综合治疗 
三科

崔莲花 副教授
青岛大学医学院公共卫生系

段义农 教授
南通大学医学院病原生物学系

范学工 教授
中南大学湘雅医院感染病科

戈之铮 教授
上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

顾国利 副主任医师
中国人民解放军空军总医院普通外科

何松 教授
重庆医科大学附属第二医院消化内科

侯风刚 副主任医师
上海中医药大学附属市中医医院肿瘤科

江学良 教授
中国人民解放军济南军区总医院消化科

金瑞 教授
首都医科大学附属北京佑安医院消化科

李革 副教授
延边大学附属医院

李涛 副主任医师
北京大学人民医院肝胆外科

李瑜元 教授
广州市第一人民医院内科

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

刘超 教授
中山大学孙逸仙纪念医院(附属第二医院)肝胆胰外科

刘丽江 教授
江汉大学医学院病理学

刘亮 副主任医师
复旦大学胰腺癌研究所, 复旦大学附属肿瘤医院胰腺肝胆 
外科

禄韶英 博士
西安交通大学医学院第一附属医院普外科

吕云福 教授
海南省人民医院外一科

毛高平 教授
中国人民解放军空军总医院

莫发荣 副教授
广西医科大学组织学与胚胎学教研室

倪润洲 教授
南通大学附属医院消化内科

钱林学 主任医师
首都医科大学附属北京友谊医院

施诚仁 教授
上海交通大学医学院附属新华医院小儿外科

石毓君 副研究员
四川大学华西医院移植工程与移植免疫实验室

宋振顺 教授
西京医院肝胆外科

谭学瑞 教授
汕头大学医学院第一附属医院内科

汤朝晖 副主任医师
上海交大医学院附属新华医院普外科

汤华 研究员
重庆医科大学感染性疾病分子生物学重点实验室

王道荣 主任医师
江苏省苏北人民医院胃肠外科

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年5月18日; 22(14):Ⅰ
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

®



                                                                 

《中文核心期刊要目总览》收录证书

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

®



Published by Baishideng Publishing Group Co., Limited
Flat C, 23/F., Lucky Plaza, 

315-321 Lockhart Road, Wan Chai, Hong Kong, China
Fax: +852-3177-9906

Telephone: +852-6555-7188
E-mail: bpgoffice@wjgnet.com

http://www.wjgnet.com

  

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

I SSN 100 9 3 0 79
1 4>

9 771009 307056


	封面.pdf
	编委.pdf
	目次.pdf
	1915.pdf
	1921.pdf
	1928.pdf
	1936.pdf
	1943.pdf
	1953.pdf
	1959.pdf
	1966.pdf
	1972.pdf
	1977.pdf
	1984.pdf
	1992.pdf
	1998.pdf
	2003.pdf
	2008.pdf
	2016.pdf
	2023.pdf
	2028.pdf
	2034.pdf
	2039.pdf
	2045.pdf
	2049.pdf
	2055.pdf
	2059.pdf
	2064.pdf
	2069.pdf
	指南.pdf
	会议.pdf
	志谢.pdf
	证明.pdf
	封底.pdf

