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Abstract
Gastroesophageal reflux-related cough (GERC) 
refers to chronic cough caused by gastroesopha-
geal reflux disease (GERD) and is one of the 
common causes of chronic cough in adults. 
Compared with typical GERD, GERC has its 
own characteristics in the pathogenesis of cough. 
The main mechanisms involve direct refluxate 
stimulation and indirect esophageal-bronchial 
reflection. In addition, the high sensitivity of 
cough receptors, acid-producing bacteria, non-
gastric H+/K+-ATPases and psychological fac-
tors are also important in the pathogenesis of 
GERC. GERC may be the result of the combined 
effects of multiple factors. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Gastroesophageal reflux; Chronic 
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  述评 EDITORIAL 

胃食管反流性咳嗽发病机制的研究进展

弓三东, 崔立红

®

■背景资料
慢性咳嗽病因复
杂 ,  治 疗 效 果 不
佳 ,  给 广 大 患 者
带来极大的痛苦,  
故而越来越受到
关注. 随着对胃食
管反流病(gastro-
esophageal reflux 
disease, GERD)研
究 的 深 入 ,  发 现
G E R D与多种临
床症状密切相关, 
其中G E R D与慢
性咳嗽存在紧密
联系, 给临床诊治
提出更高要求. 

Gong SD,  Cui  LH.  Advances  in  understanding 
pathogenesis of gastroesophageal reflux-related cough. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(19): 2665-2670  
URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2665.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2665

摘要
胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)导致的慢性咳嗽即为胃食管反流性咳
嗽(gastroesophageal reflux cough, GERC), 是成
年人慢性咳嗽常见病因之一. 与典型胃食管反
流病相比, 胃食管反流性咳嗽在发病机制方面
有其特点, 主要是反流物直接刺激和食管-支
气管间接反射两大方面机制, 此外咳嗽感受器
敏感性增高、产酸菌、非胃型H+/K+-ATP酶、

精神心理等均为重要机制, 胃食管反流性咳嗽
可能是多因素综合作用的结果. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃食管反流; 慢性咳嗽; 发病机制 

核心提示: 胃食管反流性咳嗽(gastroesophageal 
reflux cough, GERC)的发病机制主要涉及食管近

端反流通过咽喉反流、误吸及经咽喷洒等直接

刺激气道、食管低位反流通过食管-支气管间接

反射等引起咳嗽. 此外尚有咳嗽感受器敏感性增

高、产酸菌、非胃型H+/K+-ATP酶、精神心理因

素等参与疾病发生过程. 咳嗽与反流可互为因果, 
GERC的发生可能是多因素综合作用结果. 

弓三东, 崔立红. 胃食管反流性咳嗽发病机制的研究进展.  世界

华人消化杂志  2014; 22(19): 2665-2670  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/2665.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i19.2665

0  引言

咳嗽是人体对外界粉尘、颗粒物质等的一种防

御机制, 但其同时作为疾病发病的信号及一种

令人痛苦的临床症状而存在. 慢性咳嗽(chronic 
cough, CC)是指时间>8 wk, X线胸片无明显异

常, 以咳嗽为主或惟一症状的咳嗽[1]. 其病因复

杂, 治疗效果不佳, 给广大患者带来极大的痛

■同行评议者
刘占举, 教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
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■研发前沿
胃食管反流性咳
嗽(gastroesopha-
geal reflux cough, 
G E R C ) 与 酸 反
流、弱酸反流和
非 酸 反 流 相 关 , 
其发病机制及临
床诊治已成为目
前国内外研究热
点 ,  但 仍 需 进 一
步阐述和深入研
究 其 发 病 机 制 , 
从而更好的指导
临床诊治.

苦,  故而越来越受到关注. 咳嗽至少涉及4个专

业学科知识: 肺病学、耳鼻喉科学、免疫学和

胃肠病学[2]. 胃食管反流病(gastroesophageal re-
flux disease, GERD)是指胃内容物反流入食管、

口腔(包括喉部)或肺所致的症状和并发症[3]. 由
GERD导致的慢性咳嗽即为胃食管反流性咳嗽

(gastroesophageal reflux cough, GERC), 是胃酸

和其他胃内容物反流进入食管, 导致以咳嗽为

突出表现的临床综合征[1], 是继哮喘和鼻后滴流

综合征之后慢性咳嗽的第3大最常见的原因[4]. 
国外研究表明GERC可占慢性咳嗽的40%[5], 而
GERC在我国相对少见, 仅占咳嗽的4%-10%[6].

胃食管反流病与慢性咳嗽之间的关系有3
个方面值得引起重视[7]. 首先, 人类独特的呼吸

消化系进化结构易患GERC. 其他脊椎动物的食

管和胃存在一直角关系, 可最大限度地减少反

流物通过食管下段括约肌, 而人类食管直接下

降到胃, 从胸腔低压直接到腹腔高压, 因此易发

生反流事件. 近年胃食管反流病的发病机制的

研究主要集中于食管下括约肌功能障碍、食管

上皮渗透性改变、唾液防御作用减弱、蛋白酶

激活受体-2表达、基因水平易感性以及幽门螺

杆菌感等方面[8]. 此外其他因素如阻塞性睡眠呼

吸暂停、生长激素释放激素信号途径损伤、囊

性纤维化疾病、肥胖、腹内压增高、胃排空障

碍、食管动力障碍均会导致反流的发生[9-11]. 而
人类具有独特的语言功能, 说话可引起软腭远

离勺状软骨及会厌运动, 从而打开咽喉括约肌, 
从而有可能发生反流误吸. 其次, 反流物成分不

只是酸或液体, 也有非酸或气体以及胃蛋白酶

和胆汁盐. 胃液反流表现为反酸或吐苦水, 气体

反流则表现为嗳气和嗝逆. 目前检测技术中, 24 
h食管pH监测能测定是否存在病理性酸反流, 阻
抗监测可判断反流物性质(固体、液体、气体以

及混合物), 24 h食管pH联合阻抗监测不仅可监

测酸反流, 还可以监测非酸反流, 并且还能对反

流的成分进行分析, 使反流监测的灵敏度提升

至90%[3]. 再次, 反流物可直接或通过神经源性

介质、免疫细胞等引起呼吸道上皮组织炎性损

伤, 造成气道激惹、痉挛, 甚至窒息, 因此可出

现如反酸、咳嗽、喘息、咳痰、憋气、胸闷、

呛咳等胃食道气道综合征表现[12].  
GERC的发病机制主要涉及反流物直接刺

激气道、食管-支气管间接反射等引起咳嗽. 此
外尚有咳嗽感受器敏感性增高、产酸菌、非胃

型H+/K+-ATP酶、精神心理因素等学说, 咳嗽与

反流可互为因果, GERC的发生可能是多因素综

合作用结果. 本文就胃食管反流性咳嗽的发病

机制的研究进展做一探讨.  

1  反流物直接刺激

完整的食管下端括约肌(lower esophagus sphinc-
te r, LES)和食管上括约肌(upper esophagus 
sphincter, UES)屏障通常可以防止胃食管-咽喉

反流, 是防守机制的一部分. UES压力通常可以

防止反流物与咽和喉接触. 咽部和上呼吸道的

食管声门闭合反射可保护进一步保护气道避免

接触反流物. 此外, 吞咽或咳嗽功能可清除到达

UES的反流物. 上述任何一种机制的破坏均可导

致胃食管反流致咽喉及肺等. 反流物穿过食管

后可通过直接刺激咽喉或吸入气管及支气管引

发咳嗽[13].  
1.1 咽喉反流 已经有研究表明慢性咳嗽患者中, 
反流物偶尔可到达食管近端[14], 更有甚者可到达

咽部[15]. 反流物到达喉和咽可引起潜在各种症

状, 其中包括梅核气、沙哑、清嗓以及慢性咳

嗽, 一般是由反流物中的胃酸及胃蛋白酶接触咽

喉引起组织损伤或炎症所导致[16]. 姚东英等[17]的

研究亦证实咽喉对胃酸和胃蛋白酶更敏感. Pat-
terson等[15]认为近端无酸反流是最重要的. 胃内

容物反流可直接刺激咽喉部咳嗽感受器, 通过

迷走神经反射引起气道黏液分泌增加引发咳嗽. 
但是也有研究表明慢性咳嗽患者的咽喉反流并

不比健康对照组更频繁[18]. Songür等[19]对55例慢

性咳嗽伴有反流症状患者进行研究, 发现92.7%
的患者出现反流, 但只有32.7%为食管近端反流. 
因此这种少见的咽喉反流不足以解释患者的严

重咳嗽. 
1.2 误吸 胃内容物近端反流而误吸入肺引起吸

入性肺炎, 可直接刺激气道黏膜引发咳嗽[20]. 吞
咽功能障碍被认为是反流性咳嗽机制的重要因

素. 正常的吞咽功能受到任何干扰, 都可能会导

致吸入和慢性咳嗽[21]. Raghavendran等[22]认为误

吸是导致肺部损伤的重要因素. 据报道, 在动物

模型中, 微量误吸可引起由Th2淋巴细胞主导的

气道炎症[23]. 但是Grabowski等[24]研究认为慢性

咳嗽患者中, T淋巴细胞因子在气道炎症中可能

并不起主要角色. 目前研究认为至少存在两种

类型的迷走神经负责发起咳嗽反射[25,26]. 一种是

以对机械刺激或酸化气道上皮快适应为特征的

有髓神经纤维传入神经, 这种神经对辣椒素不

敏感, 在吸入性咳嗽及气道防御中起重要调节
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■相关报道
咳嗽是胃食管反
流病最常见的食
管外症状. GERC
的咳嗽特征和时
相与其他病因所
致咳嗽相比并无
特异性, 咳嗽主要
发生在白天、直
立位、发声、起
床 或 进 食 后 .  胃
内容物可经咽对
口、鼻腔、喉和
气道带来直接刺
激, 也可吸入气道
导致支气管炎、
支气管扩张症、
肺纤维化、反复
性肺炎及哮喘, 甚
至危及患者生命.

作用; 另一种是辣椒素敏感的C-纤维传入神经, 
其神经传入机制类似于组织损伤引起疼痛感觉

一样. 临床研究证实, 呼吸道感染、胃食管反流

性疾病和炎症性气道疾病患者中, 吸入低浓度

的C纤维刺激物可引起强烈咳嗽感[27]. 气道C传

入神经纤维最有可能调节反流对咳嗽的影响[28]. 
气道C传入神经纤维上含有辣椒素敏感的瞬时

感受器电位香草素Ⅰ型(transient receptor poten-
tial vanilloid 1, TRPV1)受体是一种配体门控的

非选择性阳离子通道蛋白, 对酸(pH<5.9)等刺激

比较敏感, 兴奋后可引起Ca2+内流而产生动作电

位, 神经冲动可上传至咳嗽中枢[29]. 因此, 酸性

反流物(pH<4)误吸入下呼吸道, 可降低黏膜表面 
pH值, 激活TRPV1受体而引起咳嗽[30]. 几乎所有

的肺移植患者的支气管肺泡灌洗液中可发现胃

蛋白酶, 而近一半的肺移植患者支气管肺泡灌

洗液中可发现胆汁酸, 二者均可明显损伤支气

管上皮[31]. Wassenaar等[32]研究证实: 通过支气管

活检或痰液检查, 经常可在气道中检测到胃蛋

白酶, 进一步证实胃内容物误吸机制. 但是若发

生误吸, 则反流必定首先到达咽喉, 而咽喉反流

并不常见. 其次咽喉部咳嗽反射和闭喉放射共

存, 这种声门闭合放射还存在于气管和较大气

道中, 在吞咽时保护呼吸道和响应可能吸入有

害刺激物时发挥重要作用[25,26], 除非呼吸道保护

机制受损, 或吞咽功能障碍[16], 否则是不可能被

误吸的. 有研究证实慢性咳嗽患者的支气管肺

泡灌洗液中的胃蛋白酶浓度与健康志愿者的相

比并无明显不同[14]. Grabowski等[33]的研究亦表

明GERC患者和健康对照组间的胃内容物误吸

并无明显差别. 且误吸理论主要是源自于肺移

植患者, 而这些患者术后的咳嗽反射机制是减

弱的. 故误吸理论不足以解释GERC机制.  
1.3 经咽喷洒(3S现象) 汪忠镐等[34]认为咽部在

食管反流状态下呈鸟嘴状, 也即喷嘴. 当高位反

流物量少并在低压情况下经咽喷嘴时引起溢出

(spilling), 表现为反酸或吐苦水. 嗳气、嗝逆也

是高位反流, 但其基本不含液性物. 当反流物量

多并在高压情况下经咽喷嘴反流时, 引起喷射

性呕吐(spurting), 咽喷嘴被一过性扩张而在刹那

间消失, 罕有引起严重后果者. 当含气液体反流

物的量不多且流速一般时则反而会引起咽部喷

洒或喷雾(spraying), 形成无数的飞粒或雾状物

或微滴而吸入呼吸道, 导致呼吸道即刻激惹和

后继高敏状态. 通过神经反射途径或免疫炎症

途径诱发或加重咳嗽等呼吸道症状.  

2  食管-支气管间接反射

大部分GERC患者的胃内容物仅反流至食管下

端, 短暂性下食管括约肌松弛是造成远端反流

的主要原因. 食管-支气管反射学说认为气管和

食管有共同胚胎起源和神经支配[17], 食管机械感

受器AD传入纤维、伤害刺激感受器C纤维与气

管快适应感受器(rapid adapting recept, RAR)均
来自迷走神经的节状神经节和颈神经节, 传入

神经纤维都投射到脑干孤束核. 气管与食管共

同存在4种类型的神经纤维: 肾上腺素能、胆碱

能、兴奋性非肾上腺素能非胆碱能神经、抑制

性非肾上腺素能非胆碱能神经. 该理论强调神

食道和呼吸道间的神经元连接作用, 胃内容物

刺激食道后可引起神经肽释放, 从而导致神经

免疫性气道炎症.  
GERD组织病理学特征主要有: 食管上皮

细胞间隙扩大和细胞旁通透性增加 ,  食管上

皮细胞间隙扩大可导致细胞对酸的通透性增

加, 可作为一种调节信号而引起反射性咳嗽[35]. 
GERC患者中, 反流物刺激食管下端黏膜感受

器, 可通过食管-支气管反射兴奋咳嗽中枢引起

咳嗽, 同时引起相应的传出神经末梢释放P物质

(substance P, SP)、神经激肽A和B、钙基因相关

肽等神经肽[36], 辣椒素咳嗽敏感性增高, 引起神

经源性炎症, 或间接通过激活肥大细胞释放组

胺、肥大细胞类胰蛋白酶、前列腺素E2、前列

腺素D2和白三烯等炎性介质, 刺激咳嗽感受器

而引发咳嗽[37]. 食管内酸性物质可激活局部的神

经轴索反射, 通过局部神经反射引起支气管黏膜

释放炎性物质, 从而导致呼吸道炎症反应, 呼吸

道黏膜水肿, 增加气道高反应性[38]. 姚卫民等[39]

研究发现多次食管灌注盐酸可引起迷走神经介

导的食管-支气管反射, 引起递质SP释放增加, 引
起气管的神经源性炎症, 致气管阻力增加. Smith
等[40]研究亦证实大多数患者反流发生在食管远

端, 食管-支气管敏感增高, 考虑可能为反流刺激

食管-支气管反射所致. 也有研究对食管进行利

多卡因局部麻醉后, 发现反流对咳嗽的影响被

抑制, 可能是麻醉后神经传导受抑制, 食管-支气

管反射受抑制, 导致反流对咳嗽的影响被抑制, 
证实反流引起咳嗽由神经反射引起. 根据反流物 
pH值可分为酸性(pH<4)反流和非酸性(pH>4)反
流, 前者以胃酸成分为主, 后者包括酸性成分较

少的胃内容物、胆汁和空气[30]. 食管黏膜感受器

包括化学感受器(瞬时感受器电位香草素Ⅰ型受

体)及机械牵张感受器. 酸性反流主要通过刺激
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研究的最新进展, 
且对不同发病机
制作出辩证分析.

化学感受器而兴奋迷走神经, 通过食管-支气管

反射兴奋咳嗽中枢引起咳嗽; 而非酸性反流可

能主要兴奋食管下端机械牵张感受器, 通过AD
纤维传递冲动而引起咳嗽[30]. 但是, 在正常生理

中是否存在食管-支气管反射机制仍不清楚. 有
研究证实对健康志愿者进行食管酸灌注未能引

起咳嗽或致敏咳嗽反射[41], 故食管-支气管反射

学说也难于完全解释GERC发生机制. 

3  咳嗽感受器敏感性增高

反流刺激引起的神经冲动是咳嗽发生的始动因

素, 而GERC患者咳嗽敏感性增高可能为咳嗽

发生的直接原因. Javorkova等[41]研究证实食管

远端酸反流的GERD患者伴慢性咳嗽患者咳嗽

反射敏感性增高. 气道神经传入神经元在正常

情况下并不表达TRPV1, 但气道炎症则可启动

TRPV1和TRPA1表达[42]. TRPV1受体可由辣椒

素、酸(pH<5.9)、细胞内钙离子减少、细胞内

氧化还原等刺激激活. 多种配体样物质如神经

源性介质和组织损伤刺激物不仅激活TRPV1, 
还通过上调、寡聚化增多、磷酸化等重塑行改

变致敏TRPV1, 导致Ca2+内流要求的刺激阈值下

降, 咳嗽敏感性增高, 更容易受内外源型刺激而

引起咳嗽[43]. Smith等[40]亦认为反流可诱发致敏

支气管反射从而加重咳嗽.

4  产酸菌

反流可引起食管及口咽微环境改变, 人体口腔

及食道可发现较多的产酸菌如链球菌类及乳酸

菌等, 这些细菌有些是人类正常菌群的一部分, 
有些是通过摄入奶制品和其他发酵食品获得的, 
可通过自身的质子泵产酸, 即使没有胃食管反

流, 这些细菌自身产生的H+也可通过上述途径

刺激咳嗽中枢而咳嗽[44]. 

5  非胃型H+/K+-ATP酶

胃型H+/K+-ATP酶是P型ATP酶家族成员之一, 而
非胃型H+/K+-ATP酶及Na+/K+-ATP酶同样也是

其成员之一. 因此H+/K+-ATP酶不仅表达于胃, 
还表达于身体其他地方. 有研究表明, 人体咽

喉及肺组织中可发现非胃型H+/K+-ATP酶[45]. 免
疫组织化学染色证实, 人体唾液腺、静脉窦及

舌黏膜均可发现非胃型H+/K+-ATP酶[44]. 非胃型

H+/K+-ATP酶活动产酸可参与反流发生, 也可通

过上述途径刺激咳嗽中枢而咳嗽. 

6  精神心理因素

近年来有研究显示, 精神心理因等与胃食管反

流病的发生、发展有密切关系[46]. 精神心理因

素可以通过脑肠反射改变胃肠道的激素分泌以

及动力反应[47]. 何智敏等[48]研究41例GERC患者, 
得出抑郁和/或焦虑患病率为80.5%. 加用小剂量

抗抑郁药黛力新后, 全部病例消化系统症状明

显改善. 因而, 抑郁、焦虑因素可能是GERC发
病的重要病因或者GERC可激发抑郁、焦虑症

状还有待进一步研究. 

7  咳嗽与反流可互为因果 

Kahrilas等[49]认为咳嗽可能通过中枢神经调节而

增加食管下括约肌短暂松弛加重反流. 咳嗽时

腹腔和胸腔之间的压力梯度变化可引发反流[50]. 
气管上的迷走神经兴奋也可通过食管-气管神经

通路激动共同的中枢, 引起胃食管运动功能异

常, 产生反流. 胃食管反流又加重咳嗽, 从而形

成咳嗽与反流的恶性循环. 然而亦有研究表明

酸性和弱酸性反流可能会导致不明原因的慢性

咳嗽, 但是咳嗽不会引起胃食管返流[51].

8  结论

迄今为止的研究证实胃食管反流性咳嗽的慢性

咳嗽与酸反流、弱酸反流和非酸反流相关. 发
病机制可能与反流物直接刺激气道、食管-支
气管间接反射、咳嗽感受器敏感性增高、产酸

菌、非胃型H+/K+-ATP酶、精神心理等相关. 咳
嗽与反流相互影响, 但胃食管反流与慢性咳嗽

发生机制仍需进一步阐述和深入研究. 需要借

助更多新技术来明确反流-咳嗽的发生机制, 从
而更好的指导临床诊治.
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■同行评价
本文分析了胃食
管反流性咳嗽的
发病机制, 包括反
流物直接刺激、
食管-支气管间接
反射、咳嗽感受
器敏感性增高、
产酸菌、非胃型
H+/K+-ATP酶、精
神心理等. 对临床
上了解胃食管反
流性咳嗽的发病
机制和临床治疗
提供了重要帮助
作用.
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of transfection 
with small interfering RNA (siRNA) targeting 
smoothened (Smo) on the expression of Bcl-2 in 
esophageal cancer CAES-17 cells. 

METHODS: Smo siRNA was transfected into 
CAES-17 cells. Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot 
were used to detect the levels of Smo and Bcl-2 
mRNAs and proteins. TUNEL assay and flow 
cytometry were used to detect cell apoptosis.

RESULTS: Compared with the control groups, 
after transfection with Smo siRNA for 24, 48 and 
72 h, the levels of Smo mRNA were significantly 
down-regulated (0.524 ± 0.011, 0.422 ± 0.008, 
0.332 ± 0.019, P < 0.05 for all). After transfec-
tion with Smo siRNA for 72 h, the levels of Smo 
and Bcl-2 proteins were also significantly lower  
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Smo小干扰RNA对人食管癌CAES-17细胞凋亡的影响

刘 山, 张 倬, 陈天佑

®

■背景资料
食管癌为食道肿
瘤 ,  存 在 许 多 亚
型. 食道的肿瘤长
会导致吞咽困难
(dysphagia), 疼痛
和不舒服, 并需要
通过活组织切片
检查做诊断. 小的
且没有转移的肿
瘤可靠外科手术
治疗. 而侵犯性强
的肿瘤则须靠化
学疗法、放射线
疗法或合并使用
治疗. 此病的预后
要看病症不同的
程度而定, 但普遍
来说都是极差的. 

compared with the control groups (0.330 ± 0.016, 
0.391 ± 0.019, P < 0.05 for all). The number of 
apoptotic cells was greatly increased after Smo 
siRNA transfection. 

CONCLUSION: Smo gene may play an impor-
tant role in the apoptosis of esophageal cancer 
cells. Smo may be used as a novel biomarker for 
the treatment of esophageal carcinoma. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Smo gene; Bcl-2  gene; CAES-17 cells; 
Apoptosis
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摘要
目的: 探讨Smoothened(Smo)小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA)对食管癌的CAES-17
细胞的凋亡及凋亡相关基因B c l -2 表达的 
影响. 

方法: Smo siRNA转染食管癌CAES-17细胞, 
采用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测各组
食管癌CAES-17细胞中Smo、Bcl-2 mRNA
的表达; 采用Western b lo t检测各组食管癌
CAES-17细胞中Smo、Bcl-2的蛋白表达; 采用
TUNEL及流式细胞术检测CAES-17细胞的凋
亡情况. 

结果: 与各对照组相比, Smo siRNA转染细胞
24、48和72 h Smo、Bcl-2蛋白及mRNA的表
达均明显降低, 其中Smo siRNA的mRNA转
录水平为0.524±0.011、0.422±0.008和0.332
±0.019; Bcl-2 mRNA的转录水平为0.571±
0.024、0.512±0.017和0.492±0.011, 具有明
显下调(P <0.05); 转染72 h后, Smo siRNA和
Bcl-2蛋白翻译水平与对照相比, 分别为0.330
±0.016和0.391±0.019, 差异均有显著性

■同行评议者
黄缘, 教授, 南昌
大学第二附属医
院消化内科, 江西
省分子医学重点
实验室
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■研发前沿
RNAi  技术的应
用 ,  不 仅 能 大 大
推动人类后基因
组 计 划 ( 蛋 白 组
学) 的发展, 还有
可能设计出RNAi
芯 片 ,  高 通 量 地
筛选药物靶基因, 
逐条检测人类基
因组的表达抑制
情况来明确基因
的功能,并且他还
将应用于基因治
疗、新药开发、
生物医学研究等
领域.

(P <0.05); 各实验组凋亡细胞数与对照组相比
均明显增多(P <0.05). 

结论: Smo siRNA可能通过抑制CAES-17细
胞中Smo基因表达, 进而下调Bcl-2表达, 促进
CAES-17细胞凋亡. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: Smo 基因; Bcl-2 基因; 食管癌CAES-17细

胞; 凋亡

核心提示: Smoothened(Smo)小干扰RNA(small 
interfering RNA)可能通过抑制CAES-17细胞中

Smo基因表达, 进而下调Bcl-2表达, 促进CAES-17
细胞凋亡. 为食管癌的治疗提供临床参考价值. 

刘山, 张倬, 陈天佑. Smo小干扰RNA对人食管癌CAES-17细
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0  引言

Hedgehog(Hh)信号通路是调控细胞增殖和组织

分化的重要信号通路, Smoothened(Smo)蛋白是

Hh信号通路上的膜蛋白, 他是Hh信号通路的转换

器, 把细胞外的Hh信号转换成细胞内的Gli信号, 
进而激活Hh相应基因Bcl-2等的转录, 影响细胞

凋亡[1]. 本研究应用小干扰RNA(small interference 
RNA, siRNA)沉默Smo基因, 观察其对人食管癌

CAES-17中凋亡相关基因Bcl-2表达及细胞凋亡

的影响, 为食管癌的基因治疗提供了理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌CAES-17细胞株由中国学

科学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室

赠送. LipofectamineTM 2000及TRNzol试剂盒购

自美国Invitrogen公司; Revert AidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit购自Fermentas公司; Quant 
cDNA第一链合成试剂盒; Smo、Bcl-2、β-actin
引物由上海生工生物工程有限公司合成; RPMI 
1640培养液由北京索莱宝科技有限公司提供. 
TUNEL试剂盒购自瑞士Roche公司. Smo一抗、

β-ac t in一抗及Bcl-2兔抗人多克隆抗体购自美

国Santa Cruz公司. Smo siRNA(包括3条不同的

Smo siRNA、阴性对照siRNA、阴性对照FAM- 
siRNA)由上海吉玛公司合成. 序列如表1. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 将人食管癌CAES-17细胞于

RPMI 1640培养液(含10%胎牛血清, 青霉素100 
U/mL, 链霉素100 U/mL), 37 ℃、5%CO2孵箱内

贴壁培养. 
1.2.2 转染: 将CAES-17细胞以4.5×105的密度接

种于6孔板中, 细胞覆盖率达到30%-50%时进行

转染. 将10 µL siRNA加入250 µL无血清无抗生

素的RPMI 1640培养液中; 在250 µL无血清无抗

生素的培养液中加入5 µL LipofectamineTM 2000, 
室温孵育5 min后, 把两者轻轻混均, 室温再孵育

20 min为了形成siRNA/RNAi-Mate复合物, 逐滴

加入孔中, 前后轻轻晃动6孔板使混合均匀. 在
37 ℃、5%CO2培养箱中继续培养, 5 h后更换含

血清含抗生素的RPMI 1640培养液. 
1.2.3 Smo siRNA转染浓度的筛选: 采用浓度为

33、66、99 nmol/L的FAM-siRNA转染人的食

管癌CAES-17细胞24 h后, 荧光显微镜下观察, 
浓度为99 nmol/L的siRNA转染效率最高, 将99 
nmol/L的siRNA作为后续实验浓度. 
1.2.4 最佳s i R N A序列筛选 :  共分6组 :  S m o 
siRNA-1组、Smo siRNA-2组、Smo siRNA-3
组、无关序列组、转染试剂组、细胞对照组. 
在3条特异的序列中筛选抑制效率最好的Smo 
siRNA-3序列用于后续实验. 
1.2.5 细胞分组: 分为4组: Smo siRNA-3组、无关

序列组、转染试剂组, 细胞对照组, 在不同的转

染时间点上又分3组: 24 h组、48 h组、72 h组. 
1.2.6 RT-PCR检测Smo、Bcl-2 mRNA表达: 用
TRNzol提取转染后各组总RNA, 用紫外分光光

度仪测量A值, 所有A 260/280值都在1.9-2.1之间. 按
照逆转录合成cDNA试剂盒说明书合成cDNA. 
Smo上游引物序列为5'-CGCTACCCTGCTGT-
TATTCTCT-3', 下游引物序列为5'-CAGGTG-
GAAGTAGGAGGTCTTG-3'; Bcl-2上游引物序

列为5'-AACTCGAGTGACAAGCCCGATG-3', 
下游引物序列为5 ' -G TA C C A C C A G T T G-
GTTGTCTTTGA-3'; β-actin上游引物序列为

5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGG-3', 下游引

物序列为5'-GAGCTACGAGCTGCTGCCT-
GACG-3'. Smo、Bcl-2、β-act in反应条件为: 
95 ℃预变性5 min; 95 ℃, 变性30 s, 63 ℃/68 ℃
/67 ℃退火45 s, 72 ℃延伸45 s, 共30个循环; 
72 ℃终延伸5 min, Smo、Bcl-2、β-actin扩增产

物大小为306、201、416 bp. RT-PCR产物经2%
琼脂糖凝胶电泳, Alpha多功能凝胶成像系统成

像, 用Alpha View软件图像分析, 分别以Smo、
Bcl-2与β-actin的电泳条带吸光度(A )值之比来表
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■相关报道
目前, 国内外相关
R N A 干 扰 ( R N A 
interfering, RNAi)
用于疾病的治疗
已有大量报道, 均
充分肯定了RNAi
在肿瘤治疗方面
的价值, 在临床上
具有较高的应用
价值.

示Smo、Bcl-2 mRNA的相对表达量. 
1.2.7 Western blot法检测Smo、Bcl-2蛋白的表达: 
经转染处理过的细胞用胰酶消化离心, 分别收集

各组细胞, 并在冰上裂解, 提取各组蛋白质, 采用

BCA法用酶标仪在96孔板中测定波长562 nm时

的A值, 并绘制标准曲线, 计算蛋白浓度. 用SDS
聚丙烯酰氨凝胶电泳分离蛋白, 各组蛋白上样量

为55 μg/孔, 蛋白Marker为5 μg/孔, 先100 V, 后120 
V恒压电泳, 用半干式电转仪将蛋白转于PVDF
膜上. TBST洗后, 用含5%脱脂奶粉的TBST封闭2 
h. PVDF膜与一抗结合Smo和Bcl-2、β-actin抗体

(1∶1000稀释), 在4 ℃反应过夜, TBST洗过之后, 
二抗结合(1∶5000稀释)室温孵育1 h, TBST洗过

之后, 用二氨基联苯胺(DAB)显色. 用Alpha多功

能凝胶成像系统采集图像, 用Alpha View软件分

析, 用目的条带与β-actin的A值之比来表示目的

蛋白的相对表达量. 
1.2.8 流式细胞仪检测细胞凋亡: 收集转染后各

组细胞, 保证每组细胞密度>1×106/mL. PBS洗
涤3遍, 用100 μL预冷的1×Binding Buffer重悬细

胞, 加入5 μL FITC Annexin V和5 μL PI混匀避光

孵育15 min, 再加入400 μL 1×Binding Buffer混
匀后, 用流式细胞仪检测各组凋亡细胞比例. 
1.2.9 原位末端标记法(TUNEL)检测细胞凋亡: 转

染处理的细胞爬片, PBS洗3次, 4%多聚甲醛固定

20 min, 用中行树胶固定在载玻片上. PBS洗3次, 
0.3%TritonX-100冰上通透液30 min; PBS洗3次, 
加3%H2O2孵育10 min; PBS洗3次, 把试剂1(En-
zyme Solution)50 μL加入到450 μL试剂2(Label 
Solution)中, 轻轻混匀, 配制成TUNEL反应混合

液; 滴加50 μL TUNEL反应混合液37 ℃避光孵预

1 h; PBS洗3次, 滴加试剂3(converter-POD)50 μL, 
37 ℃避光孵预; PBS洗3次, 用DAB显色, 镜下控

制显色时间; 自来水充分冲洗、苏木素复染、

1%盐酸乙醇分化、脱水、透明、封片. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计学处理, 计量结果, 符合正态分布的计量资料

采用mean±SD, 多组均数的比较使用单因素方

差分析(ANVOA), 对有显著性差异的计量资料, 
使用LSD-t检验进行多组均数间的两两比较, 检
验水准采取α = 0.05. P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 最佳Smo siRNA 3条Smo siRNA(siRNA-1、
siRNA-2、siRNA-3)转染食管癌CAES-17细胞

后, 各转染组Smo mRNA表达水平均明显低于

各对照组(P <0.05), 其中Smo siRNA-3抑制效率

最高(P <0.05). 后续实验采用Smo siRNA-3进
行 ,  各对照组(无关序列组、转染试剂组、细

胞对照组)间Smo mRNA的表达差异无显著性

(P >0.05)(图1). 
2.2 Smo siRNA-3对CAES-17细胞中Smo及Bcl-2 
mRNA表达的影响 Smo siRNA-3转染细胞24、48
和72 h与各对照组细胞相比, Smo和Bcl-2 mRNA
表达水平均降低, 以转染72 h最为显著, 且各组间

差异有统计学意义(P<0.05)(表2, 图2, 3). 
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表  1  Smo siRNA试剂盒中siRNA序列

     Smo目的基因 siRNA

Smo siRNA-1 5'-UUUGAAGGAAGUGUGCCAGTT-3'
5'-CUGGCACACUUCCUUCAAATT-3'

Smo siRNA-2 5'-GGAGUCAUGACUCUGUUCUTT-3'
5'-AGAACAGAGUCAUGACUCCTT-3'

Smo siRNA-3 5'-GGGACUAUGUGCUAUGUCATT-3'
5'-UGACAUAGCACAUAGUCCCTT-3'

阴性对照FAM-siRNA 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'
5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'

阴性对照siRNA 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'
5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'
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图  1  各组CAES-17细胞中Smo mRNA的表达. M: DNA 

Marker; 1: 细胞对照组; 2: 转染试剂组; 3: 无关序列组; 4: 

Smo siRNA-1组; 5: Smo siRNA-2组; 6: Smo siRNA-3组.
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■创新盘点
用RNAi 技术来抑
制基因的异常表
达, 为治疗癌症、
遗传病等疾病开
辟了新的途径.

2.3 Smo siRNA-3对CAES-17细胞中Smo及Bcl-2
蛋白表达的影响 Western blot检测结果显示, 与

对照组细胞相比, Smo siRNA-3转染细胞24、48
和72 h, Smo和Bcl-2 mRNA表达水平均降低, 以
转染72 h最为显著, 且各组间差异有统计学意义

(P <0.05)(表3, 图4). 
2.4 原位末端标记法(TUNEL)检测细胞凋亡的

结果 结果显示: 细胞对照组、转染试剂组、

无关序列组凋亡指数(apoptotic index, AI)分别

为3.00%±1.58%、3.80%±1.92%、4.20%±

1.92%, 转染Smo siRNA-3后48 h组细胞凋亡指

数为20.40%±3.61%, 转染Smo siRNA-3后48 h
组与各对照组相比, 细胞凋亡指数上升有统计
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表  2  Smo siRNA-3对食管癌CAES-17细胞中Smo mRNA表达的影响 (mean±SD)

     分组 Smo mRNA表达量 Bcl-2 mRNA表达量

细胞对照组   0.644±0.023   0.783±0.032

转染试剂组   0.632±0.026   0.790±0.036

无关序列组   0.660±0.035   0.797±0.036

转染Smo siRNA-3后24 h组   0.524±0.011bdf   0.571±0.024bdf

转染Smo siRNA-3后48 h组   0.422±0.008bdfh   0.512±0.017bdfh

转染Smo siRNA-3后72 h组   0.332±0.019bdfhj   0.492±0.011bdfhj

F值        327.87         212.14

P值          <0.01           <0.01

bP<0.01 vs  细胞对照组; dP<0.01 vs  转染试剂组; fP<0.01 vs  无序列组相比; hP<0.01 vs  转

染Smo siRNA-3后24 h组; jP<0.01 vs  转染Smo siRNA -3后48 h组.
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图  2  各组CAES-17细胞中Smo mRNA的表达. M: DNA 

Marker; 1: 细胞对照组; 2: 转染Smo siRNA-3后24 h组; 3: 转

染Smo siRNA-3后48 h组; 4: 转染Smo siRNA-3后72 h组.
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图  3  各组CAES-17细胞中Bcl-2 mRNA的表达. M: DNA 

Marker; 1: 细胞对照组; 2: 转染试剂组; 3: 无关序列组; 4: 转

染Smo siRNA-3后24 h组; 5: 转染Smo siRNA-3后48 h组; 6: 

转染Smo siRNA-3后72 h组.

图  4  Smo siRNA对食管癌CAES-17细胞Smo蛋白和Bcl-2蛋
白表达的影响. 1: 细胞对照组; 2: 转染试剂组; 3: 无关序列

组; 4: 转染Smo siRNA-3后72 h组.
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β-actin
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表  3  Smo siRNA-3对食管癌CAES-17细胞中Smo和Bcl-2蛋白表达的影响 (mean±SD)

分组 Smo蛋白表达量 Bcl-2蛋白表达量

细胞对照组   0.624±0.017   0.671±0.023

转染试剂组   0.622±0.031   0.664±0.028

无关序列组   0.628±0.037   0.651±0.030

转染Smo siRNA-3后72 h组   0.330±0.016bdf   0.391±0.019bdf

F值         151.31       180.20

P值           <0.01         <0.01

bP<0.01 vs  细胞对照组; dP<0.01 vs  转染试剂组; fP<0.01 vs  无序列组相比.
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学意义(F  = 66.27, P <0.05), 各对照组之间比较细

胞凋亡指数均无统计学意义(表4, 图5). 
2.5 流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况 S m o 
siRNA-3转染食管癌CAES-17细胞48 h, 晚期凋

亡细胞和早期凋亡细胞所占的比例均明显高于

各对照组(均P <0.05), 差异均有统计学意义(均P  
<0.05)(表5, 图6). 

3  讨论

Hh信号通路是调控细胞增殖和组织分化的重要

信号通路. 近年来的研究表明, 多种肿瘤的发生

和发展与Hh信号通路的异常激活及过表达有着

密切的关系, 如肺小细胞癌[2,3]、基底细胞癌[4,5]、

膀胱癌[6,7]、胰腺癌[8,9]、髓母细胞瘤[10-12]、肝癌
[13,14]、前列腺癌[15,16]、胃癌[17,18]、乳腺癌[19-21]等. 

Smo基因位于7q31-7q32染色体, 编码一个

含有1024个氨基酸的蛋白. Smo基因是原癌基因, 
Smo蛋白有3个区域: 一个细胞内的羧基端区域、

一个细胞外氨基端区域和7个疏水跨膜区[22]. 当
Hh蛋白不存在时, 受体蛋白Ptch抑制Smo蛋白

的活性, 进而阻断Hh信号通路[23]. 当Hh蛋白存

在时, HH蛋白与Ptch蛋白结合, 解除了对Smo蛋
白的抑制, 激活的Smo蛋白可以把细胞外的Hh
信号转换成细胞内的Gli信号, 进而激活Hh相应

基因的转录, 包括Hhip、ptch、Gli1、cyclinD、

Bmi1、Bcl-2等[24]. 
近年来 ,  通过抑制H h信号转导通路关键

基因进而抑制肿瘤细胞增殖, 诱导肿瘤细胞凋

亡已成为研究热点. 相关研究表明 [25-29], 通过

siRNA抑制胃癌MGC803细胞、乳腺癌MCF-7
细胞、肝癌Huh-7细胞、胰腺癌PANC-1细胞中

Smo和Gli1的表达, 可以抑制肿瘤细胞的增殖, 
诱导细胞凋亡, 增强对化疗药物的敏感性, 表明

Smo可能是肿瘤基因治疗的有效靶点. 
本课题组前期研究表明[30,31], Smo在人食管

鳞癌组织及裸鼠食管癌移植瘤中高表达, Smo 
siRNA可通过下调裸鼠食管癌细胞中Smo基因

的表达, 进而体内诱导裸鼠食管癌移植瘤细胞

的凋亡. 本实验采用3条Smo siRNA(siRNA-1、
siRNA-2、siRNA-3)转染食管癌CAES-17细胞

后, 各转染组Smo mRNA表达水平均明显低于

各对照组(P <0.05), 其中Smo siRNA-3抑制效率

■应用要点
在疾病治疗方面, 
双链小分子RNA
或s iRNA已被用
于临床测试用于
几 种 疾 病 治 疗 , 
如老年视黄斑退
化、肌肉萎缩性
侧索硬化症、类
风湿性关节炎、
肥胖症等. 在抗病
毒治疗方面, 帕金
森病等神经系统
疾病已经开始初
步采用RNA干扰
疗法. 肿瘤治疗方
面也已经取得了
一些成果.
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表  4  Smo siRNA-3对各组食管癌CAES-17细胞凋亡指数
的影响 (mean±SD)

分组       凋亡指数

正常对照组    3.00±1.58

转染试剂组    3.80±1.92

无关序列组    4.20±1.92

转染Smo siRNA-3后48 h组  20.40±3.61bdf

F值        66.27

P值        <0.01

bP<0.01 vs  细胞对照组; dP<0.01 vs  转染试剂组; fP<0.01 vs  无

序列组相比.

图   5   S m o  s i R N A 对 食 管 癌
CAES-17细胞凋亡的影响(TUNEL
×400). A: 细胞对照组; B: 转染

试剂组; C: 无关序列组组; D: 

Smo siRNA-3转染48 h组.

A

C D

B
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最高(P <0.05). 后续实验采用Smo siRNA-3转染

CAES-17细胞后, Western blot及RT-PCR检测结

果显示, Smo siRNA-3可有效在蛋白和mRNA水

平上显著抑制Smo和Bcl-2的表达. Smo siRNA-3
转染细胞24、48和72 h与各对照组细胞相比, 
Smo和Bcl-2蛋白及mRNA表达水平均降低, 以
转染72 h最为显著, 且各组间差异有统计学意义

(P <0.05). TUNEL法及流式细胞术检测结果显

示在Smo和Bcl-2蛋白、mRNA表达水平下调的

同时, 可诱导CAES-17细胞凋亡. 引导细胞凋亡

的可能机制是通过Smo siRNA沉默Smo表达, 下

调Gli表达, 进而抑制Hh相应基因Bcl-2的转录实 
现的. 
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图  6  Smo siRNA对食管癌CAES-17细胞凋亡的影响. A: 细胞对照组; B: 转染试剂组; C: 无关序列组组; D: Smo siRNA-3转

染72 h组.

     

表  5  Smo siRNA对CAES-17细胞凋亡的影响 (%, mean±SD)

分组 损伤细胞(Q1区) 晚期凋亡细胞(Q2区) 活细胞(Q3区) 早期凋亡细胞(Q4区)

细胞对照组 6.40±1.25 1.08±0.50 84.26±4.83 3.40±1.18

转染试剂组 5.52±1.45 1.60±0.28 88.96±0.95 2.26±0.32

无关序列组 6.62±2.56 1.68±0.51 86.06±1.23 2.20±0.77

Smo siRNA-3组    5.48±1.83bdf    8.78±0.44bdf    77.22±1.90ace  11.32±1.31bdf

F值     221.61   355.08

P值     <0.05  <0.05

bP<0.01 vs  细胞对照组; dP<0.01 vs  转染试剂组; fP<0.01 vs  无序列组相比.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
( 2011 年版 )

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

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

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

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

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

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 
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Abstract
AIM: To explore the role of carbohydrate respon-
sive element binding protein (ChREBP) and its 
target gene patatin-like phospholipase domain 
containing family member A3 (PNPLA3) in the 
pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD).

METHODS: Forty-eight adult male rats were 
randomly and equally divided into two groups 
to receive a normal fed diet (control group) or a 
high-fat diet (NAFLD model group). At the end 
of the 4th, 8th and 12th week, 8 rats in each group 
were killed to determine serum biochemical 
parameters, observe pathological changes in he-
patic tissue under a light microscope, detect the 
expression of ChREBP protein by immunohisto-
chemistry, and detect the expression of ChREBP 
and PNPLA3 mRNAs in the liver by RT-PCR. 
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ChREBP及其靶基因PNPLA3在大鼠非酒精性脂肪性肝病
发病中的作用

季 玲, 李昌平

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)现已成
为常见肝病之一, 
现今越来越多的
人患有N A F L D , 
严重危害着人们
的 生 命 健 康 .  因
此 阐 明 N A F L D
的 发 病 机 制 ,  对
NAFLD的预防和
诊治具有重要的
理论价值和临床
价值. 

RESULTS: NAFLD was successfully induced in 
rats after feeding a high-fat diet. In the control 
group, rat liver lobule structure was intact under 
a light microscope, the biochemical parameters 
were in the normal ranges, and expression of 
ChREBP protein was weak in the liver tissue. 
Compared with the control group, rat weight 
was increased, the volume of the liver was obvi-
ously increased, fat drop deposition was visible 
in liver cells, and the levels of aspartate ami-
notransferase (AST), alanine aminotransferase 
(ALT), total cholesterol (TC), triglycerides (TG), 
fasting blood glucose (FBG),  and fasting serum 
insulin (FINS) were significantly elevated in the 
model group (P < 0.05 for all). With the prolon-
gation of feeding time, blood AST, ALT, TC, TG 
FBG and FINS levels were gradually elevated 
and ISI significantly declined (P < 0.05). ChREBP 
protein expression and ChREBP and PNPLA3 
mRNA expression in rat liver tissue were in-
creased in the model group compared with the 
control group (P < 0.05). With the prolongation 
of feeding time, ChREBP protein expression 
and ChREBP and PNPLA3 mRNA expression 
were significantly increased (P < 0.05). ChREBP 
mRNA expression in the model group was 
positively correlated with PNPLA3 expression, 
serum levels of AST, ALT, and hepatic inflam-
matory activity score (r = 0.409, P < 0.05; r = 0.498, 
P < 0.05; r = 0.677, P < 0.01; r = 0.729, P < 0.01; r 
= 0.566, P < 0.01), but had a negative correlation 
with ISI (r = -0.611, P < 0.01).

CONCLUSION: High fat diet induces the ex-
pression of ChREBP, which may activate the ex-
pression of lipid synthesis related gene PNPLA3 
and promote the formation of fatty liver through 
regulation of insulin resistance.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
近 年 较 多 研 究
发 现 碳 水 化 合
物 反 应 元 件 结
合 蛋 白 转 录 因
子(carbohydrate 
respons ive  e le -
m e n t  b i n d i n g 
protein, ChREBP)
及 其 靶 基 因 含
patat in样磷脂酶
域3(patat in- l ike 
phospholipase do-
main containing 
fam i l y  member 
A3, PNPLA3 )可
以 增 加 N A F L D
的 发 病 易 感 性 , 
与胰岛素抵抗、
肝炎的发生发展
密 切 联 系 ,  参 与
NAFLD的发病机
制 ,  但 其 具 体 发
病机制至今仍不
完全清楚.

in pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(19): 2679-2685  
URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2679.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2679 

摘要
目的: 研究碳水化合物反应元件结合蛋白转
录因子(carbohydrate responsive element binding 
protein, ChREBP)及其靶基因含patatin样磷脂酶
域3(patatin-like phospholipase domain containing 
family member A3, PNPLA3)在非酒精性脂肪性
肝病(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)中
的作用以及NAFLD的发病机制.

方法: 将48只200 g±20 g体质量的成年♂SD
大鼠, 随机分为对照组24只(普通饲料喂养)
和模型组24只(高脂饲料喂养), 分别于第4周
末, 第8周末和第12周末处死各组大鼠8只, 并
进行血清生化的测定; 在光镜下观察肝组织
病理变化; 用免疫组织化学方法检测ChREBP
蛋白的表达水平; 用RT-P C R技术检测肝脏
ChREBP以及PNPLA3基因的mRNA的表达.

结果: (1)成功构建N A F L D大鼠模型, 光镜
下 观 察 可 见 对 照 组 大 鼠 肝 脏 组 织 结 构 正
常, 各项生化指标均在正常范围, 肝组织内
表达少量ChREBP蛋白; (2)模型组大鼠较肥
胖, 肝脏明显增大, 肝细胞内可见脂滴沉积, 
血清生化天门冬氨酸氨基转移酶(aspar ta te 
aminotransferase, AST)、丙氨酸氨基转移酶
(alanine aminotransferase, ALT)、总胆固醇
(total cholesterol, TC)、甘油三酯(triglycerides, 
TG)水平升高(P <0.05), 空腹血糖(fasting blood 
glucose, FBG)及空腹血胰岛素(fasting serum 
insulin, FINS)水平升高(P <0.05), 并随着喂养
时间的增加而逐渐增加(P <0.05), 而胰岛素
敏感指数(insulin sensitive index, ISI)明显下
降(P <0.05); (3)模型组大鼠肝组织ChREBP
蛋白和ChREBP、PNPLA3  mRNA的表达
水平升高 ,  与对照组差异具有统计学意义
(P <0.05), 且随造模时间的延长其表达量也
增加(P <0.05); (4)相关分析显示, 在模型组中, 
ChREBP  mRNA的相对表达量与PNPLA3、
血清AST 、ALT水平、肝脏炎症活动度计分
呈正相关(r  = 0.409, P <0.05; r  = 0.498, P <0.05; 
r  = 0.677, P <0.01; r  = 0.729, P <0.01; r  = 0.566, 
P <0.01), 与ISI呈负相关(r  = -0.611, P <0.01).

结论: 高脂饮食引起ChREBP的表达增强, 其
可能激活了脂质合成相关基因PNPLA3 的表
达, 并可能通过参与胰岛素抵抗的调控促进脂
肪肝的形成. 

© 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: 碳水化合物反应元件结合蛋白转录因

子(carbohydrate responsive element binding protein)
及其靶基因磷脂酶域3(patatin-like phospholipase 
domain containing family member A3)在非酒精

性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)发病中起着非常重要的作用, 可以利用

他们与NAFLD的关系, 阻止NAFLD发生发展的过

程, 延缓疾病的进展, 以期待对NAFLD的治疗有

新的方法.  

季玲, 李昌平. ChREBP及其靶基因PNPLA3 在大鼠非酒精性
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2679-2685  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2679.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2679

0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种无过量饮酒史, 但肝病

理学改变与酒精性肝病相似的临床病理综合

征. NAFLD包括非酒精性单纯性脂肪肝(nonal-
coholic simple fatty liver, NAFL)、非酒精性脂

肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)、
NASH相关肝纤维化和肝硬化[1]. 近年来随着人

们生活水平和饮食习惯的改变, 其患病率也不

断的攀升[2], 已然在我国成为第2大肝病[3]. 据统

计NAFLD在我国约占15%[4], 在肥胖人群中高达

75%[5]. NAFLD可通过非酒精性单纯性脂肪肝

向非酒精性脂肪性肝炎甚至肝硬化发展[6-8], 所
以NAFLD受到了越来越多的重视. 其具体发病

机制到目前仍然尚不完全清楚, 而有关NAFLD
发病机制大多数人较为认可Day等[9]提出的“二

次打击”理论, 其中胰岛素抵抗更被认为中心

环节. 本实验主要是通过检测碳水化合物反应

元件结合蛋白转录因子(carbohydrate responsive 
element binding protein, ChREBP)及其靶基因

PNPLA3在非酒精性脂肪性肝病模型中的表达

以及与胰岛素抵抗的关系, 进一步研究NAFLD
的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验大鼠由简阳达硕动物科技有限公

司提供, 普通饲料由泸州医学院实验动物中心

提供, 高脂饲料(基础饲料82.5%+猪油10%+胆酸
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■相关报道
Dent in等研究敲
除ChREBP基因
的 小 鼠 发 现 ,  基
因敲除后小鼠的
胰岛素敏感性增
加, 表明ChREBP
与 胰 岛 素 抵 抗
(insulin resistance)
有关, 而抑制肝脏
ChREBP可以纠
正小鼠脂肪肝和
葡萄糖耐受情况, 
成为解决肥胖、
脂肪肝等一系列
健康问题的又一
途径.

钠0.5%+胆固醇2%+蔗糖5%)由泸州医学院实验

动物中心加工. ChREBP抗体购自博奥森科技有

限公司; EnVisionTM试剂盒购自DaKo生物科技

有限公; DAB显色试剂盒购自上海博谷生物科

技有限公司; RT-PCR试剂盒购自成都生物技术

公司; DNA Marker购自天根生化科技有限公司

公司; TRIzol试剂和焦碳酸乙二脂购自Invitrogen
公司; RNA抽提试剂盒购自天根生化科技有限 
公司. 
1.2 方法  
1.2.1 建立NAFLD模型: 将体质量为200 g±20 g
的48只健康♂SD大鼠, 适应性喂养1 wk后随机分

为正常对照组和模型组, 每组24只. 正常对照组

大鼠给予普通饲料喂养, 模型组给予高脂饲料喂

养, 实验中大鼠自由饮水和进食, 并观察大鼠的

一般情况, 分别于第4、8和12周末随机选取各组

中大鼠8只处死, 常规制备血清和肝脏组织石蜡

切片, 并保留少量肝组织用于mRNA的检测. 
1.2.2 血清生化指标的检测: 采用全自动生化分

析仪测定丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotrans-
ferase, ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(aspartate 
aminotransferase, AST)、甘油三酯(triglycerides, 
TG)、总胆固醇(total cholesterol , TC)、空腹血

糖(fasting blood glucose, FBG); 放免法测定血清

空腹胰岛素(fasting serum insulin, FINS)水平; 并
计算胰岛素敏感指数ISI = ln[1/(FINS×FBG)]. 
1.2.3 肝组织病理学: 将取出的肝脏组织固定于

4%的多聚甲醛中24 h后逐级的进行乙醇脱水、

二甲苯透明、浸蜡, 最后石蜡包埋切片, 行常规 
HE染色, 在光镜下观察肝组织病理变化. 石蜡切

片行ChREBP的Envision免疫组织化学染色. 按
照EnVisionTM二步法免疫组织化学试剂盒说明

书进行, 一抗的浓度为1∶100. 以正常的肝组织

作为阳性对照, 用PBS液替代一抗作为阴性空白

对照, DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶脂封片. 
采用Imagepro plus图像分析软件分析, 计算累积

光密度值. 
1.2.4 逆转录聚合酶连反应(RT-PCR): 采用TRIzol
法提取肝脏组织的总RNA, 依照试剂盒提供的说

明书进行逆转录反应. PCR引物序列: PNPLA3 : 
上游引物: 5'-GTGCTGGTGTCTGATTTCCG-3', 
下游引物: 5'-CCCACTGTAGATGCCGTTCT-3'; 
ChREBP : 上游引物: 5'-AAAGGCCTCAAGTT-
GCTATG-3', 下游引物: 5'-AGACAACAGCCT-
CAGGTTTC-3'. PCR反应条件: 预变性(PNPLA3: 
94 ℃ 5 m in, ChREBP: 94 ℃ 5 m in), 变性

(PNPLA3: 94 ℃ 35 s, ChREBP: 94 ℃ 3 s), 退火

(PNPLA3: 57 ℃ 40 s, ChREBP: 56 ℃ 35 s), 延
伸(PNPLA3: 72 ℃ 35 s, ChREBP: 72 ℃ 30 s), 30
个循环后于72 ℃延伸5 min. GADPH上游引物: 
5'-GACCCCTTCATTGACCTCAAC-3', 下游引物: 
5'-CGCTCCTGGAAGATGGTGAT-3', PCR反应

条件: 预变性94 ℃ 5 min, 变性94 ℃ 30 s, 退火 55 
℃ 30 s, 延伸72 ℃ 30 s, 28个循环后于72 ℃延伸5 
min; 产物分析: 将扩增产物加入1.5%的琼脂糖凝

胶电泳, 以DNA Marker为分子量参照标准, 凝胶

成像系统下观察记录结果, 并用图像分析软件对

得到的条带进行灰度扫描, 目标基因mRNA的相

对含量用目标基因条带光密度/GAPDH基因条

带光密度.  
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计

学分析, 计量资料用mean±SD表示, 采用t检验

(independent-samples t  Test)或方差齐性检验后

采用单因素方差分析(one-way ANOVA), 两两比

较采用LSD-t检验, 参数间进行Pearson相关分析. 
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、TC、TG的比较 
与正常对照组比较, 非酒精性肝病模型组血清

ALT、AST、TC、TG均明显上升(P <0.05), 且随

造模时间的延长, ALT、AST、TC、TG也逐渐

升高(P <0.05)(表1). 
2.2 各组FBG、FINS及ISI的比较 与正常对照

组比较, 非酒精性肝病模型组血清FBG、FINS
均明显上升(P <0.05), ISI均明显下降(P <0.05), 
且随造模时间的延长, FBG、FINS也逐渐升高

(P <0.05)(表2). 
2.3 肝组织病理变化 HE染色光镜下观察显示: 
正常对照组大鼠肝组织的形态学表现正常, 肝
小叶结构完整, 肝索排列整齐围绕中央静脉呈

放射状分布. 4 wk末模型组大鼠可见肝细胞轻度

散在的脂肪空泡伴轻度水肿, 肝小叶结构无明

显紊乱, 无炎细胞浸润. 8 wk末模型组大鼠可见

肝小叶结构紊乱, 肝细胞肿胀, 肝小叶内可见少

量炎细胞浸润, 较多的肝细胞充满脂滴, 以大泡

性脂肪变为主, 较大的脂滴可将细胞核挤到细

胞的一侧. 12 wk末模型组大鼠可见广泛的肝细

胞脂肪变性, 胞质疏松, 呈气球样改变, 小叶结

构明显紊乱, 肝索排列紊乱, 小叶内和汇管区炎

细胞不同程度浸润, 可见局灶性坏死(图1).   
2.4 ChREBP免疫组织化学 ChREBP蛋白主要
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■创新盘点
本文探讨ChREBP
及 其 靶 基 因
PNPLA3在NAFLD
中的作用, 大鼠肝
脏ChREBP mRNA
的表达升高, 可能
通过上调其靶基
因PNPLA3等成脂
基因的表达, 通过
触发胰岛素抵抗
的调控参与高脂
饮食大鼠非酒精
性脂肪性肝病的
形成.

在中央静脉周围及汇管区表达 ,  正常对照组

ChREBP表达于胞质中, 为散在分布的浅棕黄色

颗粒. NAFLD组4 wk时ChREBP表达与正常对照

组相比表达增强. 8 wk时ChREBP表达明显增强, 
细胞质中棕黄色颗粒增多, 同时少数肝细胞核

出现棕黄色阳性颗粒; 随着肝细胞脂肪变程度

加重, 在12 wk时ChREBP表达更强, 细胞质中可

见大量棕褐色颗粒沉积, 同时大部分细胞核也

呈阳性着色(图2), 所以在模型组大鼠肝细胞内, 
细胞核中的ChREBP水平较正常对照组大鼠增

加. 第4、8、12周大鼠与同期对照组比较, 模型

组肝组织ChREBP蛋白表达显著升高(P <0.05); 

且随喂养周期增长而显著升高(P <0.05)(表3). 
2.5  RT-P C R法检测大鼠肝组织C h R E B P 、

PNPLA3  mRNA的表达 ChREBP和PNPLA3  
mRNA的表达分别以ChREBP或PNPLA3 /GAP-
D H 的基因条带光密度比值作为C h R E B P 和

PNPLA3  mRNA表达的相对含量. NAFLD组与

正常对照组相比ChREBP和PNPLA3  mRNA表达

增多, 并随脂肪肝程度的加重逐渐增加, 与正常

组相比有显著性差异(P <0.05)(表4, 表5). 
2.6 模型组ChREBP水平与各项指标相关性分

析 在模型组中, ChREBP  mRNA的相对表达量

与PNPLA3、血清AST、ALT水平、肝脏炎症活

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  血清AST、ALT、TC、TG结果 (mean±SD)

     分组 AST(U/L)                ALT(U/L)            TC(mmol/L)          TG(mmol/L)  

4 wk末

  对照组  54.76±8.51 37.43±4.15 0.96±0.32 0.67±0.32

  模型组    62.89±6.41a  49.68±6.99b  1.43±0.42a  1.01±0.24a

8 wk末  

  对照组 54.74±8.01 39.45±7.74 1.25±0.33 0.65±0.22

  模型组   98.56±7.83bd   69.99±9.88bd   2.16±0.61bc    1.68±0.41bd

12 wk末

  对照组   94.64±13.97 43.59±9.20 1.50±0.56 0.69±0.22

  模型组 136.51±6.83bd         93.17±11.83bd   3.38±0.62bd    2.52±0.51bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  同期对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  4 wk末模型组. AST: 谷草转氨酶; 

ALT: 丙氨酸转氨酶; TC: 血清总胆固醇; TG: 甘油三酯.

A B

DC

图  1  大鼠肝脏病理HE染色(HE×400). A: 正常对照组; B: 模型组4 wk; C: 模型组8 wk; D: 模型组12 wk.
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动度计分呈正相关(r  = 0.409, P <0.05; r  = 0.498, 
P<0.05; r  = 0.677, P<0.01; r  = 0.729, P<0.01; r  = 
0.566, P<0.01), 与ISI呈负相关(r  = - 0.611, P<0.01). 

3  讨论

NAFLD是遗传、代谢等因素相关的一种疾病[10], 
其发病机制非常复杂, 由多个相关病理生理因

■应用要点
对 C h R E B P 基
因 及 其 靶 基 因
PNPLA3 在非酒
精性脂肪性肝病
发病中的作用的
深入研究, 进一步
了解其发病机制, 
改善脂肪肝并延
缓疾病的进展, 有
望为非酒精性脂
肪性肝病的临床
预防和治疗提供
新的理论依据.
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图  2  大鼠肝脏ChREBP免疫组织化学染色(×400). A: 正常对照组; B: 模型组4 wk; C: 模型组8 wk; D: 模型组12 wk.

表  2  血清FBG、FINS、ISI结果 (mean±SD)

     分组 FBG(mmol/L)  FINS(U/L)  ISI

4 wk末  

  对照组  5.00±1.23 12.38±5.50 -4.02±0.47

  模型组   7.07±1.13b  19.40±7.40a  -4.82±0.35b

8 wk末  

  对照组 5.38±1.47 15.84±5.04 -4.37±0.47

  模型组   9.27±1.70bc     35.15±11.65bc   -5.73±0.38bd

12 wk末

  对照组 5.25±1.16 20.73±11.12 -4.67±0.48

  模型组 11.65±1.87bd   55.73±14.26bd    -6.43±0.34bd

aP <0.05, bP <0.01 vs  同期对照组; cP <0.05, dP <0.01 vs  4 wk末模型组. FBG: 空腹血糖; 

FINS: 空腹胰岛素; ISI: 胰岛素敏感指数.

     

表  3  两组大鼠ChREBP蛋白表达结果 (mean±SD)

分组        4 wk       8 wk      12 wk

对照组 0.09±0.03 0.14±0.05 0.19±0.05

模型组 0.19±0.05b 0.24±0.04bc 0.28±0.04bd

bP<0.01 vs  同期对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  4 wk末模型组. 

     

表  4  两组大鼠PNPLA3 mRNA表达结果(mean±SD)

分组      4 wk       8 wk      12 wk

对照组 1.19±0.98 1.55±1.39 1.50±1.54

模型组 3.29±1.44b 5.0±1.34bc 6.76±1.27bd

bP<0.01 vs  同期对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  4 wk末模型组. 



2684               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

素组成[11], 而由Day等[12]提出的氧化应激、脂质

过氧化损伤的“二次打击”学说是较被公认的

学说, 其中胰岛素抵抗被认为在NAFLD的发病

中起比较重要的作用. 许多研究证实NAFLD患

者存在比较明显的IR[13-16]. 胰岛素抵抗时外周脂

肪组织分解释放游离脂肪酸(free fatty acid, FFA)
增多, 进入肝脏后使肝内脂肪蓄积、甘油三酯

合成增多, 最后形成NAFLD[17]. 而升高的FFA又

会增加胰岛素抵抗[18,19], 形成恶性循环. 所以, 胰
岛素抵抗促进NAFLD的发生发展[20-24]. 

ChREBP属于转录因子家族[25], 是由864个
氨基酸组成的碱性螺旋-环-螺旋/亮氨酸拉链

(bHLH/ZIP)大分子DNA结合蛋白, 是葡萄糖过

程中的关键转录因子[26], 主要与糖脂代谢和IR
有关[27], 通过激活其靶基因PNPLA3引起肝脏

内脂肪存积[28]. 本实验用高脂饮食成功复制了

非酒精性脂肪肝模型, 结果可见大鼠肝脏形成

了不同程度的肝脏脂肪变, 肥胖体型、高脂血

症、高胰岛素血症以及胰岛素抵抗伴转氨酶增

高. 通过与对照组进行相关指标的观测和比较, 
发现正常组大鼠表达少量的ChREBP蛋白, 模
型组ChREBP  mRNA及蛋白表达量、PNPLA3 
mRNA的表达量增加, 之间呈相同变化趋势, 并
与血清AST、ALT水平呈正相关, 与ISI呈负相

关. 与相关研究一致, 正常情况下大鼠肝脏表达

很少量的ChREBP, 当喂养高脂饮食时, 其表达

就会明显增高, 即经过长期高脂饮食的喂养可

引起大鼠肝脏ChREBP  mRNA的表达升高, 并可

能通过上调PNPLA3等成脂基因的表达[29-32], 参
与触发胰岛素抵抗的调控损伤脂肪细胞对胰岛

素的反应性, 使外周大量脂肪动员, 血中不断增

多的游离脂肪酸运往肝脏, 破坏了肝脏内脂肪

的动态平衡, 并刺激微粒体脂质过氧化使肝脏

发生氧化应激, 而导致糖脂代谢失衡, 甘油三酯

合成增多, 使肝脏内脂肪积聚, 引起NAFLD. 
ChREBP在肝脏的糖脂代谢中起着非常重

要的作用, 相关研究表明敲除ChREBP基因的小

鼠体质量明显下降, 代谢综合症状和胰岛素抵

抗也明显改善, 所以ChREBP可能成为治疗非酒

精性脂肪性肝病等代谢综合征的新靶点. 虽然

关于非酒精性脂肪性肝病的发病的研究一直在

进行, 但是其发病机制至今仍未完全清楚, 非酒

精性脂肪性肝病的早期预防和治疗又非常重要, 
所以需要进一步了解其发病机制, 改善脂肪肝

并延缓疾病的进展. 对ChREBP基因及其靶基因

PNPLA3在非酒精性脂肪性肝病发病中的作用

的深入研究, 有望为非酒精性脂肪性肝病的临

床预防和治疗提供新的理论依据. 
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表  5  两组大鼠ChREBP mRNA表达结果 (mean±SD)

分组        4 wk       8 wk      12 wk

对照组 0.19±0.14 0.26±0.15 0.25±0.21

模型组 0.37±0.19a 0.61±0.20bc 0.87±0.27bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  同期对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  4 wk模

型组. 
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Abstract
AIM: To assess the effect of endogenous nitric 
oxide/nitric oxide synthase (NO/NOS) and car-
bon monoxide/heme oxygenase-1 (CO/HO-1) 
on the portal pressure (PP) in rats with hepatic 
cirrhosis, and to explore the role of NO/NOS 
and CO/HO-1 system in the development of 
portal hypertension (PH). 

METHODS: Sprague-Dawley rats were ran-
domly divided into three groups: a normal 
control group (NC), a cirrhosis model group 
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■背景资料
一氧化氮 (n i t r ic 
oxide,  NO)、一
氧化碳(carbonic 
oxide, CO)作为气
体信号分子在门
静脉高压发病过
程中发挥着重要
的生物学作用, 具
体机制尚不明确. 

(CIRM), and a cirrhosis model + L-NAME + 
ZnPP-Ⅸ group (CIRM + L-NAME + ZnPP-Ⅸ). 
PP was measured using indwelling catheters. 
Plasma concentration of NO was detected using 
the nitrate reductase method, and the plasma 
CO was measured using the Chalmers method. 
The expression and localization of Enos, iNOS 
and HO-1 in endothelial cells of the portal vein 
(PV) were studied by immunohistochemistry. 
Western blot was used to analyze hepatic tissue 
eNOS, iNOS and HO-1 protein expression. 

RESULTS: Compared with the NC group, the 
CIRM group had significant increases in plasma 
NO and CO (160.12 μmol/L ± 4.18 μmol/L, 
111.12 μmol/L ± 2.26 μmol/L vs 81.11 μmol/L 
± 2.91 μmol/L, 70.51 μmol/L ± 3.10 μmol/L, P 
< 0.01), PP (16.08 mmHg ± 1.16 mmHg vs 9.85 
mmHg ± 1.10 mmHg, P < 0.01), and the expres-
sion of eNOS, iNOS and HO-1 (165.59 ± 1.71, 
164.66 ± 1.34, 166.38 ± 1.17, P < 0.01), but a sig-
nificant decrease in hepatic expression of eNOS 
(118.65 ± 1.29 vs 160.77 ± 2.12, P < 0.01); howev-
er, the NC + L-NAME + ZnPP-Ⅸ group showed 
significant decreases in plasma NO and CO (52.06 
μmol/L ± 3.17 μmol/L vs 52.51 μmol/L ± 2.63 
μmol/L, P < 0.01), and the hepatic expression 
of eNOS, iNOS and HO-1 (130.83 ± 1.57, 120.81 
± 1.47, 111.03 ± 1.45, P < 0.01), although the PP 
showed no significant difference. Compared 
with the CIRM group, the CIRM + L-NAME + 
ZnPP-Ⅸ group had significant decreases in plas-
ma NO and CO (100.24 μmol/L ± 3.80 μmol/L, 
83.73 μmol/L ± 1.78 μmol/L, P < 0.01), PP (14.13 
mmHg ± 0.56 mmHg, P < 0.01), and hepatic ex-
pression of eNOS, iNOS, and HO-1 (87.50 ± 1.07, 
150.66 ± 1.42, 139.88 ± 1.73, P < 0.01). 

CONCLUSION: NO and CO as new messengers 
may have a very close correlation with the PH, 
and the NO/NOS and CO/HO-1 system serve 
as an important regulatory system for the PH. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■相关报道
国内外研究发现
NO、CO参与了
门静脉高压的形
成 与 发 展 ,  两 者
相互作用共同发
挥复杂的生物学
作用.

Key Words: Nitric oxide; Carbon monoxide; Nitric 
oxide synthase; Heme oxygenase-1; Hepatic cir-
rhosis; Portal hypertension
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摘要
目的: 研究内源性一氧化氮(nitric oxide, NO)/
一氧化氮合酶(nitricoxide synthase, NOS)体
系及一氧化碳(carbonic oxide, CO)/血红素合
酶(heme oxygenase, HO-1)体系对肝硬化大
鼠门静脉压力的影响, 探讨NO/NOS体系及
CO/HO-1体系在大鼠肝硬化门静脉高压中的
作用.     

方法: 将S D大鼠随机分为4组: 正常对照组
(N C组)、正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯
(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)组(NC+L-
NAME+ ZnPP-Ⅸ组)、肝硬化模型组(CIRM
组 )、肝 硬 化 模 型 + 左 旋 硝 基 精 氨 酸 甲 酯
(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)组(CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组). 均用插管法测定门静脉压
力, 用硝酸还原酶法测定血浆中NO含量, 联二
亚硫酸盐还原法测定血浆CO含量, 运用蛋白免
疫印迹技术(Western blot)测定肝组织中内皮细
胞一氧化氮合酶(endothelial nitricoxide synthase, 
e N O S)、诱导型一氧化氮合酶(i n d u c i b l e 
nitricoxide synthase, iNOS)及HO-1蛋白的表达 
情况.     

结果: 与NC组相比, CIRM组血浆NO、CO
含量明显升高(160.12 μmol/L±4.18 μmol/L, 
111.12 μmol/L±2.26 μmol/L vs  81.11 μmol/L
±2.91 μmol/L, 70.51 μmol/L±3.10 μmol/L, 
均P <0.01), 门静脉压力明显升高(16.08 mmHg
±1.16 mmHg vs  9.85 mmHg±1.10 mmHg, 
P <0.01), 肝组织中iNOS及HO-1蛋白含量明显
升高(165.69±1.17, 155.79±1.29 vs  135.22±
0.54, 125.44±0.94, 均P <0.01), 但eNOS在肝组
织的表达却明显降低(118.65±1.29 vs  160.77
±2.12, P <0.01), 而NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ
组NO、CO含量则明显降低(52.06 μmo l/L
±3.17 μmol/L, 52.51 μmol/L±2.63 μmol/L, 
均P <0.01), 门静脉压力无统计学意义, 肝组
织中eNOS、iNOS及HO-1蛋白含量亦明显
降低(130.83±1.57, 120.81±1.47, 111.03±

1.45, 均P <0.01); 与CIRM组相比, CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组血浆NO、CO含量明显降
低(100.24 μmol/L±3.80 μmol/L, 83.73 μmol/L
±1.78 μmol/L, 均P <0.01), 门静脉压力明显降
低(14.13 mmHg±0.56 mmHg, P <0.01), 肝组
织中eNOS、iNOS及HO-1蛋白含量明显降低
(87.50±1.07, 150.66±1.42, 139.88±1.73, 均
P <0.01).     

结论: NO、CO作为新型气体信号分子, 与肝
硬化门静脉压力的变化密切相关, 而NO、CO
抑制剂的干预研究则进一步证明了内源性
NO/NOS体系及CO/HO-1体系对肝硬化门静
脉高压的形成具有重要的调节作用.     

© 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: 内源性一氧化氮(ni t r ic oxide)/一氧

化氮合酶(nitricoxide synthase)体系及一氧化碳

(carbonic oxide)/血红素合酶(Heme oxygenase)体
系参与了肝硬化门静脉高压的形成, 对门静脉压

力具有重要的调节作用.  

宋丽秀, 陈卫刚, 郑勇, 张宁, 齐翠花. 内源性一氧化氮/一氧化氮

合酶体系及一氧化碳/血红素合酶体系对大鼠肝硬化门静脉压力

的影响.  世界华人消化杂志  2014; 22(19): 2686-2691  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2686.asp  DOI: 
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0  引言

门静脉高压症是以门静脉系统血流动力学异常

为特征, 而高动力循环是肝硬化门脉高压的特

征性改变, 这种高动力循环的状态的发生机制

中, 目前国内外的研究结果已经达成共识, 即内

脏及外周血管广泛扩张是其主要原因所在. 气
体信号分子一氧化氮(nitric oxide, NO)、一氧化

碳(carbonic oxide, CO)是近几年发现的血管活性

物质, 参与血管张力的调节, 在肝硬化门静脉高

压中的形成中具有重要的作用. 本研究通过抑

制内源性NO、CO的产生, 观察肝硬化大鼠门静

脉压力变化, 测定NO、CO相关酶学的含量, 以
探讨内源性一氧化氮(nitric oxide, NO)/一氧化氮

合酶(nitricoxide synthase, NOS)体系及一氧化碳

(carbonic oxide, CO)/血红素合酶(heme oxygen-
ase, HO-1)体系在肝硬化门静脉高压的形成中的

作用.     



2688               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
外源性给予NO、
C O 抑 制 剂 后 观
察门静脉压力变
化 及 肝 组 织 中
eNOS、 iNOS及
HO-1蛋白的表达, 
目前在肝硬化门
静脉高压研究中
报告甚少.

1  材料和方法

1.1 材料 左旋硝基精氨酸甲酯(L-NAME)、锌

原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)购自S igma公司; 即用型

NO测定试剂盒购自南京建成生物工程研究院, 
内皮细胞一氧化氮合酶(endothelial nitricoxide 
synthase, eNOS)、诱导型一氧化氮合酶(induc-
ible nitricoxide synthase, iNOS)、HO-1多克隆抗

体购自Santa Cruz公司; 其他试剂均为市售化学

纯. T1800紫外分光光度计、美国BIOPAC公司

MP150型多导生理仪、凝胶图像系统(BIO-RAD 
Gel 2000)等.     
1.2 方法

1.2.1 肝硬化模型的制备: 给实验组大鼠皮下

注射40%的四氯化碳植物油溶液 ,  首次注射

0.5 mL/100 g, 以后4 d/次, 每次0.3 mL/100 g, 用
30%的乙醇溶液代替饮用水, 前2 wk用20%猪油

+80%玉米面饲养, 后用0.5%胆固醇粉+玉米面

饲养. 对照组大鼠皮下注射生理盐水, 频度及剂

量同实验组, 采用标准饲养法. 根据本课题组以

往造模经验, 在造模52 d时, 大鼠可形成典型的

肝硬化表现.     
1.2.2 实验动物分组: 将SD大鼠随机分为4组: 正
常对照组(NC组, n  = 6)、正常对照+左旋硝基精

氨酸甲酯(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)组
(NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组, n  = 6)、肝硬化模

型组(CIRM组, n  = 8)、肝硬化模型+左旋硝基

精氨酸甲酯(L-NAME)+锌原卟啉-Ⅸ(Znpp-Ⅸ)
组(CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组, n  = 8). NC+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组和CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ
组在造模52 d后给予腹腔注射L-NAME(5 mg/
kg)、皮下注射Znpp-Ⅸ(20 μmol/kg), 1次/d, 共7 
d; 同等方式、同等剂量予NC组、CIRM组生理

盐水, 1次/d, 共7 d.     
1.2.3 门静脉压力测定: 用10%的水合氯醛腹腔

麻醉(0.35 mL/100 g), 门静脉插管(本课题组改

良此方法, 利用头皮针穿刺测定). 将头皮针一

端连接于生理多导仪的三通管测压端, 三通管

的侧端连接一5 mL注射器, 注射器内充满肝素

钠, 推动注射器, 使注射器内的肝素钠充满头皮

针管腔, 以防血液凝固, 并排除头皮针管腔内气

泡, 以免影响门静脉压力的测定结果. 将大鼠固

定在手术台上, 于大鼠腹中线部位剪开皮肤和

腹肌, 然后再剪开大鼠侧面的皮肤和肌肉, 以充

分暴露腹腔, 寻找门静脉主干, 钝性分离门静脉, 
然后用眼科镊的柄端固定门静脉, 将连接于多

导生理仪上的头皮针倾斜5度向大鼠尾端刺入, 
使头皮针在门静脉中处于悬浮状态, 观察大鼠

门静脉压力的变化, 待计算机上的压力曲线趋

于稳定时, 记录此时门静脉压力数据.     
1.2.4 血浆NO、CO的检测: 大鼠处死前抽取门

静脉血, 硝酸还原酶法测定血浆中NO含量, 联二

亚硫酸盐还原法测定血浆CO含量[1].     
1.2.5 形态学观察: 肝组织用40 g/L的甲醛溶液固

定, 常规制成石蜡切片, 行苏木精-伊红染色, 光
镜下观察肝脏形态学改变.     
1.2.6 Western b lot检测分析: 取制备好的组织

蛋白提取液行Western blot分析, 测定肝组织中

eNOS、iNOS、HO-1蛋白的表达. 用凝胶成像

系统测定曝光后条带的灰度值(A ), 以相应区带

的A值相对于对照组的倍数表示, 并用β-actin作
为内参校正上样量.     

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件包, 
数据以mean±SD表示, 多组间比较采用完全随

机设计方差分析法(One-way ANOVA). P <0.05为
差异有统计学意义.     

2  结果

2.1 肝脏形态学观察 肝硬化大鼠肝脏变形, 表面凹

凸不平呈结节状, 质地硬, 镜下见肝细胞再生, 脂
肪变性、纤维结缔组织增生及假小叶形成(图1).
2.2 门静脉压力测定 与NC组相比, CIRM组门

静脉压力明显升高(16.08 mmHg±1.16 mmHg 
vs  9.85 mmHg±1.10 mmHg, P <0.01), NC+L-
N A M E+Z n P P-Ⅸ组门静脉压力则无明显差

异; 与CIRM组相比, CIRM+L-NAME+ZnPP-
Ⅸ组门静脉压力明显降低(14.13 mmHg±0.56 
mmHg)(P <0.01)(表1).    
2.3 血浆NO和CO水平变化 CIRM组血浆NO、

CO含量与NC组相比明显升高(160.12 μmo l/L
±4.18 μmol/L, 111.12 μmol/L±2.26 μmol/L vs  
81.11 μmol/L±2.91 μmol/L, 70.51 μmol/L±3.10 
μmol/L(均P <0.01); 与CIRM组相比, CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组血浆NO、CO含量明显降低

(100.24 μmol/L±3.80 μmol/L, 83.73 μmol/L±
1.78 μmol/L(均P <0.01)(表2).     
2.4 肝组织中eNOS、iNOS、HO-1蛋白表达 测
定CIRM组肝组织中iNOS及HO-1蛋白含量较

NC组明显升高(165.69±1.17, 155.79±1.29 vs  
135.22±0.54, 125.44±0.94, 均P <0.01), 但eNOS
在肝组织的表达却明显降低(118.65±1.29 v s  
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160.77±2.12, P <0.01), NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ
组肝组织中eNOS、iNOS及HO-1蛋白含量亦

明显降低(130.83±1.57, 120.81±1.47, 111.03
±1.45, 均P <0.01); 与CIRM组相比, CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组肝组织中eNOS、iNOS及
HO-1蛋白含量明显降(87.50±1.07, 150.66±
1.42, 139.88±1.73, 均P <0.01)(表3, 图2).     

3  讨论

肝硬化门静脉高压症发生发展存在两种因素, 
一种是启动因素即门静脉流出道血管阻力增高, 
主要由各种病因导致的肝硬化所致; 另一种是

维持和发展因素即高动力循环状态, 对其发生

机制, 可能与血管扩张物质增多、缩血管物质

相对减少以及血管对内源性缩血管物质反应性

降低有关[2,3]. 参与门静脉高压高动力循环的因

子主要有NO、CO、肿瘤坏死因子、内毒素和内

皮素等. NO在许多生理系统和病理生理状态中具

有介质、信使或细胞功能调节因子的功能, 是一

种很活跃的自由基, 他是由左旋精氨酸通过NOS
的催化与氧结合而成的. 有研究表明[4,5]肝硬化时

NO合成酶的活性降低, 导致肝窦内皮细胞NO产

生减少, 使星状细胞收缩性增强从而使肝内血

管阻力增加, 造成门静脉高压. 所以, NO/NOS体
系是高动力循环形成和维持的关键. CO也是重

要的扩血管物质, 对保持门脉血管的松弛状态, 
尤其是保持肝窦的舒张状态起着极其重要的

作用, 血红素氧合酶(heme oxygenase, HO)的生

理降解为CO的主要来源. 在肝硬化门静脉高压

时, HO的表达明显增强, 全血CO水平也明显升 
高[6-8], 当用ZnPP(HO抑制剂)消除内源性CO, 能
引起肝血管阻力的明显升高[9], 门静脉压力显著

降低, 但对正常大鼠只能引起平均动脉压轻度

升高, 这表明了门静脉高压时大鼠CO生成增多, 
在门静脉高血流高动力循环状态中发挥了重要

的作用[10], 主要机制是通过作用于肝窦周围的肝

星状细胞而发挥的[11,12].
NOS与HO目前证明在门静脉中有表达, 且

多存在于内皮细胞中. NO、CO虽然均为扩血管

物质, 对肝脏的血液循环有重要的调节作用, 但
两者对肝脏微循环的作用是不同的: NO主要为

     

表  2  大鼠NO、CO含量 (mean±SD, μmol/L)

分组 n        NO含量       CO含量

NC组 6   81.11±2.91   70.51±3.10

NC+L-NAME+

ZnPP-Ⅸ组

6   52.06±3.17a   52.51±2.63a

CIRM组 8 160.12±4.18a 111.12±2.26a

CIRM+L-NAME+

ZnPP-Ⅸ组

8 100.24±3.80c   83.73±1.78c

aP <0.05 vs  NC组; cP <0.05 vs  CIRM组. NC组: 正常对照组; 

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组: 正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯+锌

原卟啉-Ⅸ组; CIRM组: 肝硬化模型组; CIRM+L-NAME+ZnPP-

Ⅸ组: 肝硬化模型+左旋硝基精氨酸甲酯+锌原卟啉-Ⅸ组. NO: 

一氧化氮; CO: 一氧化碳.

     

表  1  大鼠门静脉压力测定值 (mean±SD)

分组 n 压力值(mmHg)

NC组 6   9.84±1.10

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组 6   9.16±1.17

CIRM组 8 16.08±1.16a

CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组 8 14.13±0.56c

aP <0.05 vs  NC组; cP <0.05 vs  CIRM组. NC组: 正常对照组; 

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组: 正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯+锌

原卟啉-Ⅸ组; CIRM组: 肝硬化模型组; CIRM+L-NAME+ZnPP-

Ⅸ组: 肝硬化模型+左旋硝基精氨酸甲酯+锌原卟啉-Ⅸ组.

图  1  肝脏形态学(×200). A: 对照组; B: 肝硬化模型组.

A B
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肝动脉扩张剂, 对门脉血管床影响较小, 但CO是

肝血管阻力的主要调节者, 对维持门脉舒张、

保持肝窦松弛状态有着重要的作用.     
本课题组以往研究[13]发现, 在大鼠肝硬化发

展的不同阶段, 血浆NO、CO含量是不同的, 郑
勇等[4]、赵海峰[14]通过对肝硬化患者进行门静

脉压力及血浆NO、CO含量的测定, 均说明了

NO、CO在肝硬化门静脉高压的形成和维持中

发挥了重要的作用. 本研究发现, 在肝硬化发生

发展过程中, NO、CO的含量明显升高, 这与目

前的研究报道相一致. Pannen等[9]用ZnPP消除

内源性CO, 能引起肝血管阻力的明显升高, 而
L-NAME则仅能引起肝血管阻力的轻微上升. 本
研究同时抑制了内源性NO和CO的产生, 通过

Western blot法测定了肝组织中eNOS、iNOS、 
HO-1蛋白的含量, 结果发现iNOS、HO-1蛋白在

肝组织中的表达较NC组明显升高, 而CIRM+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组各项观察指标则较CIRM组

明显降低, 这同目前的研究报道以及本课题组

以往的研究一致, 这说明了通过外源性给予NO

和CO的抑制剂, 可以改变与其相关的酶的变化, 
进而改变血浆中NO和CO含量. 在实验过程中, 
还发现了eNOS在肝组织中的表达却是相反的, 
CIRM组的蛋白表达明显低于NC组, 结果说明了

肝硬化血浆中NO的过量生成主要是iNOS高表

达所致.     
除此之外, 本研究最重要的一项是观察了

各组大鼠门静脉压力的变化 ,  从而更直接的

说明了NO和CO对门静脉压力的影响. 结果发

现: CIRM组门静脉压力明显高于NC组, NC+L-
NAME+ZnPP-Ⅸ组与NC组相比, 门静脉压力无

明显改变, 而CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组的压

力则明显低于CIRM组, 说明了NO和CO对门静

脉压力具有重要的影响.     
总之, 本研究结果表明NO/NOS体系及CO/

HO-1体系参与了肝硬化门静脉高压的形成, 对
门静脉压力具有重要的调节作用, 而其具体的

作用机制还有待进一步的研究.   

4      参考文献

1	 Chalmers AH. Simple, sensitive measurement of 
carbon monoxide in plasma. Clin Chem 1991; 37: 
1442-1445 [PMID: 1868608]

2	 Erario MA, Gonzales S, Romay S, Eizayaga 
FX, Castro JL, Lemberg A, Tomaro ML. Role of 
heme oxygenase/carbon monoxide pathway on 
the vascular response to noradrenaline in por-
tal hypertensive rats. Clin Exp Pharmacol Physiol 
2005; 32: 196-201 [PMID: 15743403 DOI: 10.1111/
j.1440-1681.2005.04171.x]

3	 Bolognesi M, Di Pascoli M, Verardo A, Gatta A. 
Splanchnic vasodilation and hyperdynamic circu-
latory syndrome in cirrhosis. World J Gastroenterol 
2014; 20: 2555-2563 [PMID: 24627591 DOI: 10.3748/
wjg.v20.i10.2555]

4	 郑勇, 李睿, 孙侃, 常向云, 周婷, 王吉耀. 肝硬化患者
一氧化氮、一氧化碳浓度与门静脉压力的关系. 中华
消化杂志 2006; 26: 424-425

5	 常向云, 郑勇, 孙侃. 肝硬化患者一氧化氮浓度与门静
脉压力关系的探讨. 临床荟萃 2006; 21: 721-722

表  3  肝组织中eNOS、iNOS、HO-1蛋白的含量 (mean±SD)

分组 n         eNOS          iNOS          HO-1

NC组 6 160.77±2.12 135.22±0.54 125.44±0.94

NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组 6 130.83±1.57a 120.81±1.47a 111.03±1.45a

CIRM组 8 118.65±1.29a 165.69±1.17a 155.79±1.29a

CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组 8   87.50±1.07c 150.66±1.42c 139.88±1.73c

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  CIRM组. HO-1: 血红素合酶; eNOS: 一氧化氮合酶; iNOS: 一氧化氮合

酶. NC组: 正常对照组; NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组: 正常对照+左旋硝基精氨酸甲酯+锌原卟啉-Ⅸ组; 

CIRM组: 肝硬化模型组; CIRM+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组: 肝硬化模型+左旋硝基精氨酸甲酯+锌原卟啉-

Ⅸ组.

eNOS

iNOS

HO-1

1                 2                3              4

图  2  肝组织中eNOS、 iNOS、 HO-1蛋白表达测定. 1: NC

组; 2: NC+L-NAME+ZnPP-Ⅸ组; 3: CIRM组; 4: CIRM+L-

NAME+ZnPP-Ⅸ组. HO-1: 血红素合酶; eNOS: 一氧化氮合

酶; iNOS: 一氧化氮合酶.



宋丽秀, 等. 内源性一氧化氮/一氧化氮合酶体系及一氧化碳/血红素合酶体系对大鼠肝硬化门静脉压力的影响	           2691

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

6	 郑勇, 周婷, 孙侃, 杨军, 王吉耀. 不同时期肝硬化大鼠
下腔静脉与门静脉血中一氧化碳浓度比较. 农垦医学 
2003; 25: 5-7

7	 Gonzales S, Perez MJ, Perazzo JC, Tomaro ML. An-
tioxidant role of heme oxygenase-1 in prehepatic 
portal hypertensive rats. World J Gastroenterol 2006; 
12: 4149-4155 [PMID: 16830363]

8	 Tran TT, Martin P, Ly H, Balfe D, Mosenifar Z. 
Carboxyhemoglobin and its correlation to disease 
severity in cirrhotics. J Clin Gastroenterol 2007; 
41: 211-215 [PMID: 17245222 DOI: 10.1097/01.
mcg.0000225574.35267.32]

9	 Pannen BH, Köhler N, Hole B, Bauer M, Clemens 
MG, Geiger KK. Protective role of endogenous car-
bon monoxide in hepatic microcirculatory dysfunc-
tion after hemorrhagic shock in rats. J Clin Invest 
1998; 102: 1220-1228 [PMID: 9739056 DOI: 10.1172/
JCI3428]

10	 Yang SP, Guo JS, Wang JY, Lin L, Shi RH. [The role 

of HO-CO system in the hemodynamic disturbance 
of cirrhotic rats]. Zhonghua Ganzangbing Zazhi 2011; 
19: 174-177 [PMID: 21586233]

11	 Suematsu M, Kashiwagi S, Sano T, Goda N, Shi-
noda Y, Ishimura Y. Carbon monoxide as an en-
dogenous modulator of hepatic vascular perfusion. 
Biochem Biophys Res Commun 1994; 205: 1333-1337 
[PMID: 7802666 DOI: 10.1006/bbrc.1994.2811]

12	 Goda N, Suzuki K, Naito M, Takeoka S, Tsuchida 
E, Ishimura Y, Tamatani T, Suematsu M. Distribu-
tion of heme oxygenase isoforms in rat liver. Topo-
graphic basis for carbon monoxide-mediated micro-
vascular relaxation. J Clin Invest 1998; 101: 604-612 
[PMID: 9449694 DOI: 10.1172/JCI1324]

13	 周婷, 郑勇, 孙侃, 杨军. 肝硬化形成过程中大鼠下腔
静脉与门静脉血中一氧化氮浓度的变化. 兵团医学 
2003; 2: 17-20

14	 赵海峰. 闻勤生肝硬化患者血浆一氧化氮水平的变化
及其临床意义. 中国现代医学杂志 2013; 17: 65-68

           编辑  田滢  电编  鲁亚静  

ISSN 1009-3079 (print)   ISSN 2219-2859 (online)     DOI: 10.11569    2014年版权归百世登出版集

团有限公司所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《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

期刊最终得分按照从高到低依次排列, 按照期刊在学科领域中的得分划分到A+、A、A-、B+、B、C级6个排

名等级范围. 其中A+(权威期刊)取前5%；A(核心期刊)取前5%-20%; A-(扩展核心期刊)取前20%-30%; B+(准核

心期刊)取前30%-50%; B(一般期刊)取前50%-80%; C(较差期刊)为80%-100%. 



何培元, 马立新, 李炳庆, 承德医学院附属医院消化内科 河
北省承德市 067000
侯志平, 王明娟, 承德医学院病理教研室 河北省承德市 
067000
高淑梅, 承德医学院附属医院心电室 河北省承德市 067000
何培元, 主治医师, 主要从事消化系统疾病的研究.   
河北省卫生厅基金资助项目, No. 20110179
作者贡献分布: 本课题设计由何培元、侯志平及高淑梅完成; 研
究过程由何培元、侯志平、高淑梅及王明娟完成; 数据统计分
析由马立新与李炳庆完成; 论文写作由何培元与侯志平完成; 由
李炳庆完成论文的修改.   
通讯作者: 李炳庆, 教授, 主任医师, 067000, 河北省承德市南营
子大街36号, 承德医学院附属医院消化内科. libq@sohu.com
电话: 0314-2279514      传真: 0314-2279514
收稿日期: 2014-04-22   修回日期: 2014-05-20   
接受日期: 2014-05-29   在线出版日期: 2014-07-08

Establishment of a rat 
model of alcoholic liver 
fibrosis and detection of 
hepatic expression of Smad7/
TGF-β

Pei-Yuan He, Zhi-Ping Hou, Shu-Mei Gao, 
Ming-Juan Wang, Li-Xin Ma, Bing-Qing Li 

Pei-Yuan He, Li-Xin Ma, Bing-Qing Li, Department of 
Gastroenterology, the Affiliated Hospital of Chengde Medi-
cal College, Chengde 067000, Hebei Province, China 
Zhi-Ping Hou, Ming-Juan Wang, Department of Pathol-
ogy, Chengde Medical College, Chengde 067000, Hebei 
Province, China 
Shu-Mei Gao, Department of Cardiac Electrophysiol-
ogy, the Affiliated Hospital of Chengde Medical College, 
Chengde 067000, Hebei Province, China 
Supported by: Foundation of Health Department of Hebei 
Province, No. 20110179
Correspondence to: Bing-Qing Li, Professor, Chief 
Physician, Department of Gastroenterology, the Affiliated 
Hospital of Chengde Medical College, 36 Nanyingzi Street, 
Chengde 067000, Hebei Province, China. libq@sohu.com 
Received: 2014-04-22    Revised: 2014-05-20
Accepted: 2014-05-29    Published online: 2014-07-08

Abstract
AIM: To develop a suitable rat model of alcohol-
ic liver fibrosis, which is easily available and low 
in cost with a high success rate, and to detect the 
alteration of expression of genes involved in the 
pathogenesis of alcoholic liver disease.

METHODS: Rats were raised individually in 
respective cages and were fed ad libitum. Rats 
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酒精性肝纤维化大鼠模型的建立及Smad7/TGF-β表达变化

何培元, 侯志平, 高淑梅, 王明娟, 马立新, 李炳庆

®

■背景资料
随着生活水平的
提高, 各种酒精饮
料的消费量不断
升高, 人群的饮酒
率不断增加. 酒精
性肝病的发病率
自然也随之大幅
度升高, 成为我国
医学工作者必须
要应对的研究课
题. 国内外多以大
鼠或小鼠的动物
模型作为研究平
台, 但目前的造模
方法仍在某些方
面存在欠缺, 需进
一步完善. 

were divided into two groups: a normal control 
group and an experimental group. The normal 
control group was given a normal diet with 
alcohol-free water. The experimental group was 
further divided into three subgroups, namely, a 
normal diet subgroup, a high fat diet subgroup 
and a limited high fat diet subgroup. Commer-
cially available Chinese spirit was diluted into 
different concentrations (6%, 9%, 12%, 20%) 
using distilled water and used as the source of 
alcohol consumption for rats in the experimental 
group. Rats in the experimental group were fed 
distilled water containing 6% (v/v) alcohol at 
the beginning of the experiment, and the con-
centration of alcohol was gradually increased to 
20% within 4 wk. Ultimately, water containing 
20% alcohol was maintained towards the end of 
the study. At the end of the experiment, livers 
of rats were dissected for histological studies 
whereas serum samples were taken to detect the 
levels of alanine aminotransferase (ALT) and as-
partate aminotransferase (AST). The mRNA and 
protein expression of transforming growth fac-
tor β1 (TGF-β1) and Smad7 in liver tissues was 
detected by real-time PCR and Western blot, 
respectively.

RESULTS: No pathological changes were ob-
served in the liver of rats in the normal control 
group. However, rats in the experimental group 
demonstrated histopathological changes such 
as fatty change, inflammation as well as fibro-
sis. The histopathological changes were most 
severe in the subgroup fed a limited high fat 
diet, followed by those fed a high fat diet. Fatty 
changes were observed in the liver of rats in 
the experimental subgroup fed a normal diet. A 
small amount of collagen fibrils, inflammation 
and a more severe fatty change were found in 
the liver of rats fed a high fat diet. Bundles of 
closely packed collagen fibrils, inflammation, 
and fatty change were observed in rats fed a lim-
ited high fat diet. Serum levels of AST and ALT 
were higher in the experimental group compared 
to the normal control group. The subgroup fed 
a normal diet had lower levels of AST and ALT 
compared to the other two subgroups, although 

■同行评议者
牛英才 ,  研究员 , 
齐齐哈尔医学院
医药科学研究所
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■研发前沿
酒精性肝病发病
率 高 ,  发 展 到 晚
期 病 情 危 重 ,  对
人群的生命健康
造 成 严 重 威 胁 . 
其发病机制和治
疗方法是近年研
究 的 热 点 .  大 量
相关研究需要利
用大鼠等动物模
型 进 行 ,  模 型 的
质量和科研成果
的价值直接相关, 
理想动物模型的
制 备 至 关 重 要 . 
目前动物模型制
备过程中动物死
亡 率 过 高 ,  造 模
时 间 过 长 ,  动 物
模型的肝脏病变
轻 微 ,  造 模 过 程
与人类患病过程
相似性差等问题
都需要解决.

no significant difference was seen between sub-
groups fed a high fat diet and a limited high fat 
diet. Protein expression of TGF-β1 and Smad7 
was positively correlated with their mRNA lev-
els, respectively. TGF-β1 expression level in the 
normal control group was lower compared to the 
three experimental subgroups, and the level was 
positively correlated with the severity of hepatic 
pathological changes. Smad7 expression was 
shown to be higher in the normal control group 
compared to the experimental subgroups. How-
ever, there was no correlation between the level 
of Smad7 and hepatic pathological changes.

CONCLUSION: Feeding a limited high fat diet 
with alcohol ad libitum in rats is a convenient, 
low cost method for developing an animal mod-
el of alcoholic liver disease with a high rate of 
success. Inability of Smad7 to inhibit the TGF-β1 
pathway contributes to the development of alco-
holic liver fibrosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 为酒精性肝病发病机制及治疗研究提
供简便、经济、成模率高的动物模型并探究
酒精性肝病的发病机制.  

方法: 以单笼喂养, 自由摄取食水的方式饲养
大鼠. 对照组不予饮酒, 自由摄取食水; 实验
组予饮酒, 分为正常饲料组、高脂饲料组及
高脂限食组. 将市售白酒稀释成(6%、9%、

12%、20%)等不同浓度的水溶液, 以其作为
大鼠的唯一水源. 先给予6%的白酒水溶液, 
待大鼠适应白酒气味之后, 逐渐提高白酒浓
度, 第4周时将白酒浓度提高至20%, 一直到实
验结束. 实验结束后取肝组织观察病理学变
化, 用生化检测仪检测大鼠血浆丙氨酸氨基
转移酶(alanine aminotransferase, ALT)和天门
冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase, 
AST)变化. 用Real-time RCR检测肝组织转化
生长因子β1(transforming growth factor beta 

1, TGF-β1)和Smad7 mRNA水平变化, 并用
Western blot检测蛋白水平变化.  

结果: 对照组肝脏组织形态正常, 实验组中正
常饲料组肝组织出现脂肪肝表现, 高脂饲料
组脂肪变性程度加重并出现了肝炎及胶原纤
维增生. 限食高脂组肝组织出现了大量成束
的胶原纤维并伴有肝炎及脂肪肝表现. 血清
ALT、AST结果显示: 至实验结束时, 对照组
比实验组转氨酶活性明显升高(P <0.05), 不同
实验组间比较高脂饮食组和限食高脂组转氨
酶活性无差别, 但均较正常饲料组高(P <0.05). 
TGF-β1和Smad7这两个基因的蛋白丰度与他
们各自的mRNA表达水平呈正相关, 与对照组
比较3个实验组TGF-β1表达水平升高, 并与肝
脏病理损伤程度呈正相关, 实验组Smad7表达
水平降低, 但与肝脏病理变化无相关性.  

结论: 饮用白酒水溶液结合限食及高脂饮食
的方法可以成功建立酒精性肝纤维化的大鼠
模型, Smad7不能有效抑制TGF-β1促进了肝纤
维化的形成.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 酒精性肝纤维化; 大鼠模型; 转化生长因子

β1; Smad7; 高脂饲料

核心提示: 本实验选用雌性Wistar大鼠制备酒精

性肝病模型, 用白酒水溶液作为其唯一水源, 逐
步增加酒精浓度的方法克服了大鼠厌酒的问题, 
并成功制备出酒精性肝纤维化动物模型. 随后用

Real-time PCR和Western blot检测肝纤维化相关

基因的表达情况, 发现TGF-β1表达的升高及其抑

制物Smad7的降低共同发挥了促纤维化作用.  

何培元, 侯志平, 高淑梅, 王明娟, 马立新, 李炳庆. 酒精性肝纤

维化大鼠模型的建立及Smad7/TGF-β表达变化.  世界华人消

化杂志  2014; 22(19): 2692-2702  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/2692.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i19.2692

0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是长

期大量饮酒导致的一种肝脏疾病. ALD占所有

肝病的比率由1991年的4.2%猛增至1996年的

21.3%[1]. 依病情轻重分为酒精性脂肪肝、酒精

性肝炎、酒精性肝纤维化和酒精性肝硬化. 临
床诊疗实践证明肝硬化不可逆转, 而肝纤维化

仍有治愈的可能, 对肝纤维化发病机制的研究
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■相关报道
近几十年来众多
研究者制备了多
种 酒 精 性 肝 硬
化 动 物 模 型 ,  其
各 有 优 缺 点 :  以
TSUKAMOTO-
FRENCH模型为
代表的大鼠模型
能很好地控制酒
精及各种营养素
的摄入量, 便于研
究酒精和其他营
养元素在酒精性
肝病中的作用. 用
狒狒等灵长类动
物也成功制备出
了酒精性肝病模
型, 模型的制备过
程与人类发病过
程非常相似.

至关重要. 对酒精性肝病发病机制及治疗方法

的研究能否成功很大程度取决于所使用的动物

模型的可重复性及与人类A L D发病过程的相

似性. 以往国内多采用白酒灌胃法造模, 但死亡

率很高. 也有研究借助四氯化碳等化学药物建

立肝纤维化动物模型, 但发病机制及组织形态

学改变与酒精性肝纤维化有较大差异. 肝组织

转化生长因子β1(transforming growth factor β1, 
TGF-β1)是肝纤维化过程中起主要促进作用的

细胞因子, Smad7蛋白是TGF-β1通路中的主要

抑制因子[2]. 本实验旨在建立一种操作简便、死

亡率低且发病机制与人类酒精性肝病相近的动

物模型, 并检测TGF-β1和Smad7蛋白的表达以

研究酒精性肝纤维化的发病机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♀Wistar大鼠36只, 6-7周龄, 体质量

180-220 g, 由天津医科大学实验动物中心提

供. 大鼠酒精性肝病模型建立过程中使用市售

山庄老酒, 浓度38%(v/v), 由承德避暑山庄企业

集团酒业有限公司生产. 实验用玉米油购自美

国Sigma公司. 全自动生化检测仪(日本OLYM-
PUS640). 透射电镜(日本日立H-7650). Real-time 
PCR仪(德国Eppendorf realplex)总RNA和蛋白

提取试剂盒、反转录试剂盒及Real-t ime PCR
购自德国凯杰公司(分类号: 80004、205311、
204054). TGF-β1和Smad7抗体购自美国圣克

鲁斯生物公司(产品编号分别为: SC-134013、
SC-146). PCR反应中所需上下游引物由上海生

工合成, 引物序列如表1所列. 
1.2 方法

1.2.1 分组: 共分为4组, 每组9只. 正常对照组, 该
组予基础饲料喂养, 不施加任何处理因素; 饮用

白酒的实验组根据饮食结构不同分为: 正常饲

料组, 高脂饲料组及限食高脂组. 正常饲料组食

用基础饲料且对食量不加限制; 高脂饲料组: 以
基础饲料(85%)及玉米油(15%)制成高脂饲料, 

其中玉米油热量约占总热量的25%[3]. 食量不限. 
限食高脂组: 食用高脂饲料, 食量减半.  
1.2.2 酒精性肝纤维化大鼠模型的建立: 将市售

38%(v/v)山庄老酒用蒸馏水稀释成6%、9%、

12%、20%等不同浓度. 先以6%白酒喂养大鼠3 
d, 之后逐渐增加酒精浓度, 9%白酒喂养3 d, 12%
白酒喂养2 wk, 之后以20%白酒喂养, 第7周时以

38%白酒喂养3 d, 期间大鼠饮水体积明显减少, 
故将酒精浓度再次降至20%直至第16周末实验

结束.  
1.2.3 大鼠饮酒量及体质量变化的记录: 实验中

大鼠均采用单笼饲养, 每日添加白酒稀释液之

前均记录每只大鼠前1天饮用酒精量. 以每kg体
质量摄入乙醇量计量大鼠饮酒量, 按以下乙醇

换算公式计算: 每kg体质量摄入乙醇量(g) = 饮
酒量(mL)×乙醇含量(%)×0.8/1000 g. 于实验开

始后每个月第1周称量各组大鼠体质量.  
1.2.4 大鼠血浆谷丙转氨酶(alanine transaminase, 
ALT)、谷草转氨酶(glutamic-oxalacetic transami-
nase, AST)检测: 内眦静脉取血, 用EDTA抗凝, 
离心后取上层血浆, 用生化仪测定血浆中ALT、
AST活性. 实验开始前检测1次作为基础值, 之后

每个月月末检测1次以观察其变化情况.  
1.2.5 总RNA提取、反转录及Real-time PCR检测

TGF-β1和Smad7表达水平: 严格按照试剂盒说

明书步骤提取肝脏总RNA, 用紫外分光光度计

检测RNA的纯度及浓度, 所得RNA保存于-80 ℃
冰箱. 每次反转录以1 μg总RNA为模版, 反应体

系20 μL, 步骤完全按照试剂盒说明书进行, 所
得1 μg cDNA保存于-20 ℃冰箱. Real-time PCR
反应于96孔板中进行, 以GAPDH为内参基因, 
每个样本设3个复孔, 每孔中依次加入2×SYBR 
Green PCR Master Mix 12.5 μL, cDNA 1 μL, 上
下游引物各1 μL, 双蒸水9.5 μL, 总体积25 μL. 
PCR仪参数设定: 95 ℃预变性5 min, 再于95 ℃
变性10 s, 复性温度60 ℃, 延伸30 s, 循环次数

35, 最终温度于20 m in内匀速上升至95 ℃以绘

     

表  1  TGF-β1、Smad7、GAPDH 基因上下游引物序列

基因                    上游引物序列                      下游引物序列

TGF-β1 5'-CAAGTGGACATCAACGGGTT-3' 5' -GCAGGAGCGCACGATCATGT-3'

Smad7 5'-GCTTGCTGGCCTAATAGCAG-3' 5'-GCAGGACACCCTGATAGGAA-3'

GAPDH 5'-CGGATTTGGTCGTATTGGGC-3' 5'-GTCATACCAGGAAATGAGCTTG-3'

TGF-β1: 转化生长因子β1.
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■创新盘点
国外有研究证明
热量摄入不足会
加重酒精引起的
肝脏损伤, 而且雌
性大鼠肝脏对酒
精更敏感. 本实验
选用雌性大鼠并
在造模过程中限
制其进食量, 结果
大鼠肝脏出现了
肝纤维化等病理
改变.

制溶解曲线.  所得结果由∆∆Ct算法得出, 数值以

mean±SD表示.  
1.2.6 Western blot法检测TGF-β1及Smad7蛋白

水平: 按蛋白提取试剂盒操作提取肝脏组织总

蛋白. 在10%聚丙烯酰胺凝胶中电泳后转膜至聚

丙二氟乙烯膜. 用含10%脱脂奶粉Tris Tween缓
冲液(TTBS)封闭, 加入一抗后孵育过夜, TTBS
洗掉多余的一抗后加入以1∶1000稀释的二抗, 
37 ℃温育1 h, TTBS冲洗尚未结合的二抗终止反

应后染色, 于凝胶图像分析系统照相, 应用软件

BandScan分析每个条带的吸光度值. 参照蛋白

为β-actin. 以目标蛋白数值/参照蛋白数值得出

目标蛋白的相对丰度, 数值以mean±SD表示.  
1.2.7 光镜下观察大鼠肝脏病理学改变: 打开腹

腔, 取出大鼠肝脏, 固定于40 g/L的中性甲醛中, 
石蜡包埋, 切片, HE染色, 光镜下观察组织病理

学变化.  

1.2.8 电镜下观察大鼠肝脏病理学改变: 处死大

鼠后取小块肝组织切割成小米粒大小, 固定于

电镜液中. 常规电镜切片, 染色, 于电镜下观察

肝细胞超微结构变化.  
统计学处理  结果以m e a n±S D表示 ,  用

SPSS10.0统计软件对实验数据进行统计学分析, 
计量资料采用方差分析统计方法, P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况 正常对照组大鼠毛发有光泽, 
灵活好动, 反应灵敏, 食欲及大便均正常, 体质

量持续增加. 饮酒的实验组大鼠毛发乱而无光

泽, 精神萎靡, 反应迟钝, 活动量减少, 体质量增

加缓慢. 第4周末饮酒后部分大鼠表现为活动减

少, 行动迟缓, 步态蹒跚, 食欲减退. 而另外一部

分表现为烦躁, 好斗, 易激惹. 第10周1/4大鼠出

现尾尖红肿、渗血甚至坏死, 2只大鼠出现鼻衄. 
第16周时一半实验组大鼠出现尾尖红肿渗血, 
另一半大鼠尾尖坏死、变黑、脱落.  高脂饲料

组有1只大鼠于第14周死亡, 限食高脂组有2只
大鼠于第12周死亡, 均于醉酒出现意识障碍之

后死亡, 解剖后未发现明确死因, 考虑可能为大

量酒精抑制呼吸中枢所致.  
2.2 每日饮白酒稀释液体积及每1 kg体质量摄

入酒精量 开始以6%的白酒水溶液为唯一水源

喂养大鼠, 第4周逐渐增加至20%, 在前6 wk内
大鼠摄入酒精量由3.7 g/(kg•d)±0.7 g/(kg•d)增
至10.6 g/(kg•d)±1.8 g/(kg•d), 饮用白酒稀释液

体积由每天16.00 mL±3.33 mL降至13.38 mL±
2.27 mL. 第7周予饮用未经稀释的38%市售白酒

3 d, 摄入酒精量可增至13.9 g/(kg•d)±1.9 g/(kg•
d), 但饮用白酒体积降至每天9.94 mL±1.96 mL, 
大鼠饮水量过少, 故将白酒稀释液浓度降至20%

     

表  2  每日大鼠饮酒量

时间

点(d)

白酒水溶液

浓度(v/v, %) 

每1 kg体质量每天

摄入酒精量(g)    

每只大鼠每日摄入

白酒稀释液体积(mL)    

1   6    3.7±0.7 16.00±3.33

4   9    6.5±1.0 18.24±2.98

7 12    8.0±1.5 17.00±3.19

16 12    7.5±1.3 15.94±3.13

24 20    9.4±2.1 12.00±2.85

29 20    8.2±1.4 11.78±2.01

37 20 10.6±1.8 13.38±2.27

43 38 13.9±1.9   9.94±1.96

54 20   9.5±1.3 12.92±2.18

68 20   9.9±1.6 13.70±2.37

87 20 10.1±1.9 13.84±2.71

94 20 10.1±1.1 14.02±2.17

105 20 10.2±1.4 14.47±2.32

112 20 10.9±1.5 15.35±2.41
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图  1  大鼠摄入酒精量及白酒
稀释液体积. 
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直至实验结束, 每1 kg体质量摄入酒精量维持在

10 g左右, 每天饮用白酒稀释液体积约14 mL(表
2, 图1).  
2.3 各组大鼠体质量变化 对照组大鼠呈持续匀

速增长, 到第4个月时最重达298.6 g±35.91 g; 高
脂饲料组大鼠体质量在第1个月增长最快, 之后

明显减慢, 第4个月体质量258.45 g±32.71 g; 普
通饲料组体质量增加非常缓慢, 第4个月时体质

量244.8 g±20.65 g, 较实验开始时每只大鼠体质

量仅平均增长32 g; 限食高脂组前两个月体质量

略有增加最高达229.74 g±23.87 g, 之后出现体

质量下降, 第4个月时体质量217.85 g±25.16 g, 
较实验之初没有明显增加. 至第4个月时正常对

照组体质量明显高于实验组(P <0.05). 三个实验

组之间无明显差异(P >0.05)(表3, 图2).  
2.4 血浆ALT及AST变化 随着时间的推移, 对照

组ALT、AST在不同的时间点无明显升高, 而三

个实验组在饮用稀释白酒后ALT、AST水平都

有不同程度升高, 到实验结束时, 与开始实验前

所测基础值相比有显著差异(P <0.05). 三个实验

■应用要点
本研究中的酒精
性肝病大鼠模型
的 制 备 方 法 简
单、大鼠死亡率
低 、 造 模 成 本
低、成模时间相
对较短、且研究
者不需特殊的技
术培训和昂贵的
仪器设备, 适用于
不同水平的科研
实验单位.

     

表  3  不同处理组大鼠不同时间体质量变化 (mean±SD, g)

分组          第1月         第2月           第3月          第4月

对照组 207.30±13.00 232.40±17.45 255.86±26.74 298.60±35.91

普通饲料组 202.75±16.78 201.43±19.78 232.80±22.20 244.80±20.65

高脂饲料组 201.75±14.63 245.11±16.70 257.62±19.25 258.45±32.71

限食高脂组 204.95±14.50 221.96±18.70 229.74±23.87 217.85±25.16

     

表  4  不同处理组ALT、AST变化 (mean±SD, U/L)

分组          第1天     第1月末     第2月末     第3月末      第4月末

正常对照组

  ALT   42.18±4.86   44.20±3.91   27.59±4.16   34.48±3.20   36.54±5.23

  AST 130.45±21.45 121.20±16.54 140.38±25.64 151.68±30.03 141.6±28.14

正常饲料组

  ALT   40.06±4.19   66.09±6.10   50.48±4.60   58.76±6.34   61.68±7.66

  AST 138.53±18.31 147.67±28.10 170.24±35.60 169.87±38.84 178.31±24.58

高脂饲料组

  ALT   38.67±3.86   69.14±6.55   52.74±10.02   58.89±9.41   68.83±12.38

  AST 142.98±22.08 155.70±34.65 171.68±30.80 193.65±35.4 238.45±41.5

限食高脂组

  ALT   42.69±5.6   66.70±7.80   68.55±8.12   77.48±9.08   71.95±11.01

  AST 147.16±20.88 210.83±37.20 236.16±25.50 288.56±40.5 242.17±46.50

ALT: 丙胺酸氨基转移酶; AST: 天门冬氨酸氨基转移酶.
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图  2  不同时间各处理组大
鼠体质量变化. 
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组组间比较, 高脂饲料组及限食高脂组AST升高

的幅度无明显差别(P >0.05), 但均大于正常饲料

组(P <0.05). 三个实验中间ALT水平无明显差异

(P >0.05)(表4).  
2.5 肝脏组织形态学改变 正常对照组肝脏组织

形态学正常. 进食正常饲料的9只实验组大鼠均

出现了不同程度的脂肪肝表现, 其中22%(2/9)脂
肪变性程度轻, 根据酒精性肝病诊疗指南的诊

断标准属于F1级[4], 11%(1/9)出现F2级脂肪肝表

现, 其余67%(6/9)脂肪肝程度较重属于F3级. 进
食高脂饲料的大鼠脂肪肝程度加重达到了F4级, 
其中62.5%的大鼠(5/8)还出现了G1-G2级酒精

性肝炎的表现, 37.5%的大鼠(3/8)肝脏在电镜下

还观察到S1级胶原纤维的增生; 限食高脂组中

71.4%(5/7)的大鼠出现了S2-S3级轻重不等的肝

纤维化改变同时伴有G1-G2级肝炎和F1级脂肪

肝改变; 另外28.6%(2/7)的大鼠肝脏只出现了脂

肪肝及肝炎表现.  
2.5.1 光镜下改变: 正常对照组: 肝细胞大小及形

态正常, 肝细胞境界清晰, 细胞核圆, 位于细胞

中央. 细胞索以小叶中央静脉为中心呈放射状

排列, 肝窦清晰, 无扩张及充血. 正常饲料组: 肝
脏可见酒精性脂肪肝表现, 肝组织内可见呈弥

漫性分布的肝细胞脂肪变性, 肝细胞胞浆内可

见大小不等的圆形或类圆形脂肪滴, 细胞质疏

松, 可见散在嗜酸性变. 高脂饲料组: 光镜下可

见肝组织内弥漫的细胞脂肪变性, 胞浆内可见

大小不等的脂滴, 部分重度脂肪肝可见肝细胞

增大细胞核被大的圆形脂滴挤至细胞边缘, 肝
细胞索排列紊乱. 腺泡3带可见明显肝细胞气球

样变、点状坏死灶及少量深染的双核肝细胞. 
限食高脂组: 腺泡3带可见明显肝细胞气球样变, 
有点片状坏死灶, 可见少量深染的双核肝细胞, 
有淋巴细胞及中性粒细胞浸润. 腺泡内肝细胞

周围纤维化, 可见大量成束胶原纤维及广泛桥

接纤维化. 部分区域可见细胞脂肪变性, 脂肪变

性的肝细胞在30%以下. 上述炎症、脂肪变性及

纤维化改变在肝内呈不均匀分布(图3).  
2.5.2 肝组织超微结构改变: 正常对照组: 肝细胞

核呈圆形或类圆形, 核仁位于细胞核中央或近

中央区. 部分细胞胞浆内含有少量脂滴. 肝细胞

间隙及窦周隙无胶原纤维增生及淋巴细胞等炎

性细胞浸润, 无线立体肿胀变形及细胞质异常

溶解等变化. 正常饲料组: 可见脂肪肝表现.  核
仁边集, 核膜略显迂曲, 核周间隙扩张, 细胞质

疏松. 线粒体增生、肿胀, 多呈球形, 胞浆内可

见大小不等的圆形或类圆形脂滴. 高脂饲料组: 
肝细胞面间隙增加, 并出现微绒毛, 窦周间隙和

肝细胞间隙可见淋巴细胞浸润, 线粒体增生, 肿
胀, 呈球形, 线粒体嵴减少、变短, 细胞质疏松. 
细胞间隙中可见少量胶原纤维增生. 细胞内可

见圆形及类圆形脂滴. 限食高脂组: 窦周隙被成

束的胶原蛋白占据, 肝细胞微绒毛减少, 线粒体

呈球形, 线粒体嵴减少、变短, 内质网表面光滑, 
呈囊状. 细胞间可见成束的胶原纤维. 细胞内可

见少量圆形及类圆形脂滴(图4).  
2.6 大鼠肝组织TGF-β1及Smad7 mRNA表达

水平变化 与正常对照组比较实验组肝组织中

TGF-β1 mRNA表达水平升高(P <0.05), 在实验

组中限食高脂组TGF-β1 mRNA水平表达较普通

饲料组及高脂饲料组升高(P <0.05), 而普通饲料

组和高脂饲料组比较没有差别(P >0.05). 与正常

对照组比较实验组肝组织中Smad7 mRNA表达

水平降低(P <0.05), 在实验组中普通饲料组、高

脂饲料组及限食高脂组三组组间比较没有差别

(P >0.05)(表5, 图5). 
2.7 不同实验组大鼠肝组织TGF-β1及Smad7蛋

白表达水平变化 对照组比较各实验组TGF-β1
表达均有所升高, 而S m a d7表达水平均下降. 
从普通饮食组到高脂饮食组再到限食高脂组

TGF-β1表达量也逐步升高, 但Smad7表达水平

在3个实验中无明显差异(图6).  

3  讨论

近年来生活条件的不断提高, 人群的饮酒率明

显增加酒精饮料的消费量不断上升. 我国四大

地区饮酒情况的调查表明, 一般人群饮酒率为

59.5%, 人均年饮酒量折合成纯酒精为3.6 L[5]. 酒
精饮料有潜在的成瘾性并可以对人体多种脏器

造成损伤. 其中最具代表性的是酒精性肝损伤. 
最初表现为脂肪肝和肝炎, 之后可逐渐发展为

肝纤维化及肝硬化. 酒精性肝病已经成为我国

■同行评价
本文设计合理, 研
究内容丰富, 具有
一定指导意义.

     

表  5  TGF-β1、Smad7在不同处理组中大鼠肝脏中
mRNA表达水平的变化(mean±SD)

分组    TGF-β1      Smad7

正常对照组 0.70±0.119 1.14±0.102

普通饲料组 0.91±0.146 0.94±0.091

高脂饲料组 0.95±0.131 0.87±0.093

限食高脂组 1.18±0.198 0.89±0.077

TGF-β1: 转化生长因子β1.
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第2大肝病, 是目前医务工作者面临的重大课题. 
该类研究目前主要在动物模型上进行. 有学者

用狒狒等灵长类动物历时一年多制作出肝硬化

的动物模型, 但动物稀缺、历时长、费用高, 不
适于推广使用[6]. 大鼠生来厌酒, 国内多采用酒

精灌胃法制备大鼠模型[7-9], 这确实解决了厌酒

的问题, 但也存在不可忽视的问题: (1)大鼠死亡

率高, 导致模型制备的时间受到限制. 常见的死

因为消化系穿孔、酒精误吸入气管引起窒息及

吸入性肺炎等; (2)用于灌胃的酒精浓度不能太

高, 否则会灼伤大鼠的消化道黏膜, 加之大鼠胃

容积仅约3.4 mL[10], 使灌胃的酒精量受到了很大

的限制. 肝脏病理学损伤轻微, 绝大多数只能看

到脂肪肝、急性或慢性肝炎的病理改变[8]; (3)
大鼠饮酒一段时间后会出现易激惹等异常表现, 
灌胃者有被咬伤或抓伤的风险. 少数研究中出

现了肝纤维化, 但用时长达24 wk[11]. 有研究为了

加重肝损伤缩短造模时间而加用四氯化碳、吡

图  3  不同处理组大鼠肝脏HE染色结果. A: 对照组(×100); B: 对照组(×200); C: 正常饲料组(×200); D: 正常饲料组(×400); 

E: 高脂饲料组(×400); F: 限食高脂组(×200); G: 限食高脂组(×200); H: 限食高脂组(×200).
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唑等药物[9], 该类模型是在酒精及药物的双重作

用下形成的, 与人类酒精性肝病的病理过程相

差较远. 有研究证明不同病因所致的肝纤维化

其细胞外基质形态等存在明显差别[12]. 有研究者

通过手术置入导管再用微量泵持续注入酒精的

方法控制酒精摄入量[13,14], 但术者需要特殊培训, 
手术有一定死亡率, 还要特殊的设备持续注入

酒精, 对人员和设备要求高, 应用受到了很大的

局限. 酒精性肝硬化动物模型的建立方法有待

进一步改进和提高.  
在生活中, 饮酒的同时往往进食肉类、油炸

食品等高脂饮食. 长期饮酒对肝脏、胰腺及消

化系的损伤都非常明显, 食欲不振在长期饮酒

的人群中普遍存在. Mezey等[15]研究发现厌食是

酒精性肝病患者饮食摄入减少的主要原因, 酒
精引起的消化不良也是造成营养不良的因素. 
既往的研究也表明, 高脂饮食和热量摄入不足

这两个因素均可加重酒精的肝损伤作用[16,17]. 总
之, 高脂饮食和热量摄入不足这两个因素既能

加重酒精的肝细胞损伤又符合酒精性肝病患者

的饮食特点. 因此, 本研究采用酒精、高脂饮食

及限制热量摄入这3个处理因素共同作用于大

图  4  不同处理组大鼠
肝脏电镜超微结构改变
(×20000). A, B: 正常对

照组. 细胞核、线粒体和

内质网等细胞器大小及

形态均正常; C: 正常饲料

组. 核仁边集, 核膜迂曲, 

胞浆可见大量脂滴, 线粒

体水肿; D: 高脂饲料组. 

线粒体肿胀, 呈球形, 线

粒体嵴减少、变短, 细胞

质疏松. 细胞内可见大量

圆形及类圆形脂滴; E: 高

脂饲料组. 线粒体增生, 

体积增大, 细胞间隙见淋

巴细胞浸润; F: 高脂饲

料组. 细胞间隙见少量胶

原纤维增生; G: 限食高

脂组. 细胞间隙被大量成

束的胶原纤维所占据; H: 

限食高脂组. 细胞间隙见

淋巴细胞浸润.
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鼠, 以期能缩短酒精性肝纤维化大鼠模型的制

备. 不同种类的脂肪酸的作用不同, 鱼油、玉米

油等不饱和脂肪酸可加重肝损伤, 而牛油等饱

和脂肪酸可起到肝细胞保护作用[18,19], 因此研究

中采用玉米油制备高脂饲料. 此外, 有研究表明

雌性大鼠比雄性大鼠对酒精更敏感[20-22], 故实验

中选用雌性大鼠.  
首先, 用低浓度的白酒水溶液作为大鼠唯

一水源迫使大鼠饮酒, 之后逐渐提高浓度增加摄

人酒精量. 本实验中最初大鼠可以耐受浓度为

6%(v/v), 之后逐渐提高酒精浓度, 在1 mo内酒精

浓度可以提高到20%(v/v), 第3周时每1 kg体质量

摄入酒精量逐渐增至7.5 g/(kg•d)±1.3 g/(kg•d), 
第6周达10.6 g/(kg•d)±1.8 g/(kg•d), 饮用白酒稀

释液体积13.38 mL/d±2.27 mL/d. 第7周曾尝试给

大鼠饮用38%(v/v)未经稀释的白酒, 每1 kg体质

量摄入酒精量升至13.9 g/(kg•d)±1.9 g/(kg•d), 但
饮用白酒体积下降至9.94 mL/d±1.96 mL/d, 大鼠

饮水量不足, 如长期如此必将导致大鼠死亡. 遂
将浓度再次降至20%(v/v), 直到第16周实验结束, 
大鼠摄入白酒量一直保持稳定. 以第14周为例, 
大鼠摄入酒精10.1 g/(kg•d)±1.1 g/(kg•d), 白酒稀

释液体积14.02 mL±2.17 mL. 实验结果证明, 以
白酒稀释液为唯一水源并逐步提高酒精浓度的

方法可以成功克服大鼠的厌酒习性, 第10周之后

大鼠甚至出现不同程度的嗜酒表现. 另外, 通过

自由饮用的方式酒精摄入量可达10 g/(kg•d). 林
红等[7]应用灌胃法制备酒精性肝病大鼠模型, 酒
精量以8 g/(kg•d)起始, 至第9周增至10 g/(kg•d). 
本实验中第6周就达到了10.6 g/(kg•d)±1.8 g/(kg
•d). 周东方等[23]用灌胃法制备大鼠模型, 酒精量

为5-9 g/(kg•d). 本研究中大鼠摄入酒精量已达到

甚至超过酒精灌胃法注入的酒精量. 
饮用白酒稀释液的实验组大鼠ALT及AST

较对照组明显升高. 实验组间比较发现, 高脂饲

料组及限食高脂组血浆AST较普通饲料组明显

升高, ALT水平在3个实验组间无明显差别. 可见

酒精可致大鼠肝功能受损, 高脂饮食及限食可

增强酒精对肝细胞的损伤作用. 本研究应用光

镜及电镜2种方法观察大鼠肝组织形态学变化.  
进食正常饲料的实验组大鼠肝脏出现了F1及F3
程度不等的脂肪肝表现; 进食高脂饲料的大鼠

脂肪肝程度加重达到了F4级, 其中62.5%的大鼠

(5/8)还出现了G2级酒精性肝炎的表现, 37.5%的

大鼠(3/8)肝脏在电镜下还观察到S1级胶原纤维

的增生; 限食高脂组中71.4%(5/7)的大鼠出现了

S2-S3级轻重不等的肝纤维化改变同时伴有G2
级肝炎F1级脂肪肝改变; 另外28.6%(2/7)的大鼠

肝脏只出现了脂肪肝及肝炎表现. 光镜及电镜

下的改变证明高脂饲料饮食及限制热量摄入能

加重肝脏损伤, 从而缩短模型制备时间. 研究中
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图  5  TGF-β1和Smad7在不同处理组肝组织中mRNA表达的变化. TGF-β1: 转化生长因子β1.
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图  6  不同实验组大鼠肝组织TGF-β1及Smad7蛋白表达水
平变化. A: 不同实验组中Smad7及管家基因β-actin在肝组织

蛋白中的表达; B: 不同实验组中TGF-β及管家基因β-actin
在肝组织蛋白中的表达. 1: 正常对照组; 2: 普通饲料组; 3: 

高脂饲料组; 4: 限食高脂组. TGF-β1: 转化生长因子β1.
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发现, 脂肪变性, 炎症及纤维化等病理改变在肝

脏呈不均匀分布, 这对临床工作中肝脏组织活

检有一定的指导意义. 在临床工作中从B超及CT
结果可知酒精性脂肪肝可以呈局灶性分布, 在
CT结果表现为肝内低密度病灶, B超下可见块状

强回声, 需与原发性肝癌进行鉴别诊断. 临床上

没有能清晰显示肝炎及肝纤维化的影像学检查, 
多采用肝穿活检, 取出几万分之一的肝组织进

行病理学检查, 难以观察到炎症及纤维化在整

个肝脏的分布. 我们在不同部位取活检可能得

到不同结果, 多部位活检可以提高检出率, 更准

确评估病变严重程度. 
对肝纤维化形成机制的研究表明: 酒精性

肝纤维化的出现是由各种促纤维化因子的增多

和/或胶原蛋白酶等抑纤维化因子相对不足导

致的[24]. TGF-β1是一种属于转化生长因子β超家

族的细胞因子, 首次在人的血小板中被发现, 有
促进创伤愈合的作用[25]. 此后在人体内还陆续

发现了TGF-β2及TGF-β3两个亚型. 这个生长因

子家族在纤维化、血管生成、造血和细胞增生

等多方面发挥广泛的生物学作用[26]. TGF-β1是
为数不多的具有促进纤维化形成及抑制细胞外

基质降解双重作用的促纤维化因子, 在肝纤维

化形成过程中起到重要作用[27]. 一方面, TGF-β
可以诱导部分肝细胞发生上皮间质转化而成为

成纤维细胞[28], 从而促进肝纤维化的形成. 另一

方面, TGF-β通路可以促进纤溶酶原激活抑制物

-1(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)的转

录, 纤溶酶原激活减少, 活性下降, 纤维蛋白生

成和降解失衡, 最终造成肝纤维化的形成[29]. 此
外, TGF-β1还能通过调节ADH1来增强细胞内氧

化应激来加重肝细胞损伤[30]. Smad家族是TGF-β
通路的细胞内信号传导分子[2]. Smad7通过阻断

Smad2/3磷酸化来阻断信号的传导, 是该通路的

主要抑制物[31-33]. Rui等进行的临床实验证实, 酒
精性肝纤化患者肝组织中TGF-β1表达水平较正

常对照组升高, 说明TGF-β1在肝纤维化的发生

过程中起到了促进作用[31]. 为进一步深入探讨

TGF-β1在酒精性肝病中的作用机制, 本实验在

mRNA及蛋白两个水平同时检测TGF-β1及其抑

制物Smad7在肝组织中的表达情况. 结果表明与

对照组比较实验组TGF-β1表达均有所升高, 而
Smad7表达水平均下降. 本实验中不同的实验组

出现了从酒精性脂肪肝、酒精性肝炎到酒精性

肝纤维化等不同程度的病变, 随着肝脏组织病

理学改变的加重TGF-β1表达量也逐步升高, 但

Smad7表达水平在3个实验中无明显差异. 实验

结果表明在酒精性肝病中TGF-β1表达的升高及

其抑制物Smad7的降低共同发挥了促纤维化作

用, 其中TGF-β1表达水平与肝脏损伤程度呈正

相关.  
实验结果表明, 以白酒稀释液作为唯一水

源, 之后逐渐增加酒精浓度可以成功克服大鼠

的厌酒习性, 且酒精的摄入量可以达到或超过

同类研究中的酒精摄入量. 高脂饮食及限食可

加重酒精的肝脏损伤, 到第16周末限食高脂组

大鼠中有71.4%(5/7)出现了轻重不等的肝纤维

化表现. 应用酒精灌胃法造模的同类研究中实

验组大鼠死亡率达22.2%、46.6%, 高低不等[7,34], 
而本实验组中死亡率为11.1%(3/27)较灌胃法

明显降低. 本研究采用的模型制备方法操作简

便、成本低、成模时间相对较短、大鼠死亡率

低, 应用的高脂饮食及限食等干预因素符合酒

精性肝病患者的饮食特点, 动物模型制备过程

更接近于人类发病过程. 实验中发现几乎所有

实验组大鼠出现尾尖红肿、渗血, 有一半大鼠

的尾尖坏死、变黑并最终脱落. 在之前同类研

究中未见相关报道, 发生机制也不清楚, 可能与

长期大量饮酒导致末梢循环障碍及末梢神经炎

有关, 有待进一步研究.  
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Abstract
Hepatic fibrosis is a response to repair of chronic 
hepatic injury caused by different diseases. Its 
pathological features are inflammatory cell aggre-
gation and associated cascade reaction. There are 
myofibroblast formation (MFB) and excessive de-
position of extracellular matrix (ECM) in the liver, 
and the structure of the liver is destroyed. The re-
cent research finds that Janus kinase/signal trans-
ducer and activator of transcription (JAK-STAT) 
plays an important role in the development of 
hepatic fibrosis. In general, STAT1 and STAT5 act 
as anti-fibrotic signaling molecules preventing 
injury-driven liver fibrosis. Although the antiviral 
effect of STAT2 is well documented, it is not clear 
whether or not STAT2 also plays a role in contrib-
uting to the interferon-α/β-mediated anti-fibrotic 
effects in the liver. What’s more, the biological 
functions of STAT3, STAT4 and STAT6 in hepatic 
fibrosis remains largely unknown. Therefore, this 
review focuses on the role of STAT family mem-
bers and cytokines in hepatic fibrosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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 文献综述 REVIEW

STATs与肝纤维化关系的研究进展

蒋亚玲, 周 贤

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病向肝硬
化发展所共有的
病理改变和必经
途径. 从分子水平
上研究肝纤维化
相关的各种信号
转导通路已成为
目前重要的研究
课题, 本文简要总
结了近年来研究
最多的一条信号
通路JAK-STAT通
路与肝纤维化关
系的研究进展. 

Key Words: Hepatic fibrosis; Signal transducer and 
activator of transcriptions; Cytokines

Jiang YL, Zhou X. STATs and hepatic fibrosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(19): 2703-2709  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2703.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2703 

摘要
肝纤维化是肝脏对不同病因所致的慢性肝损
伤后组织修复的代偿反应. 其病理特征表现
为炎性细胞募集并诱发级联反应, 肝脏肌成
纤细胞(myofibroblast, MFB)形成, 细胞外基质
(extracellular matrix, ECM)过度沉积及分布异
常、正常肝结构破坏. 关于肝纤维化发生的信
号转导通路研究已成为目前的研究热点, 其
中Janus kinase/signal transducer and activator of 
transcription(JAK-STAT)信号通路是其中较新
且近年来研究较多的一条. 一般来说, STATs家
族成员中STAT1和STAT5可能通过各种机制防
止损伤性肝纤维化. 尽管STAT2的抗病毒效果
良好, 但STAT2是否在促进干扰素(interferon, 
IFN)-α/β介导的抗纤维化中也扮演了同样重
要的角色目前尚不清楚. STAT3、STAT4和
STAT6在肝纤维发生的生物学功能仍然不太
为人所知. 本文就STATs家族成员及相关细胞
因子与肝纤维化研究最新进展作一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝纤维化; STATs家族; 细胞因子

核心提示: S TATs家族成员包括S TAT1-4、
STAT5A、STAT5B和STAT6, 在肝纤维化过程中, 
不同的STATs家族成员均参与其中, 但却发挥着截

然不同的效应. 近年来的研究进一步表明, 肝纤维

化相关细胞因子也可能是通过调节不同STATs家
族成员的表达从而促进或抑制肝纤维化进程. 如
何上调保护性STAT1、STAT5的表达从而抑制肝

纤维化的发展进程将成为亟待研究的新课题.

蒋亚玲, 周贤. STATs与肝纤维化关系的研究进展.  世界华人消

化杂志  2014; 22(19): 2703-2709  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/2703.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i19.2703
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■研发前沿
J A K - S TAT信号
通路已被证实广
泛参与包括细胞
增殖、分化、凋
亡、肿瘤、炎症
等多种生理病理
过 程 .  近 年 来 的
相 关 研 究 发 现 , 
S TATs家族在肝
纤维化发生、发
展过程中亦具有
重 要 的 地 位 ,  但
其不同的家族成
员及相同家族成
员在不同诱导因
子作用下可能产
生促肝纤维化或
抗纤维化截然相
反 的 效 应 .  其 具
体机制还有待进
一步研究明确.

0  引言

肝纤维化发生主要是由于各种慢性肝损伤激活

肌成纤维细胞, 使各种细胞外基质合成增多而

降解相对不足, 最终导致肝纤维化. 尽管多种慢

性肝脏疾病可导致肝纤维化, 但经研究发现, 肝
纤维化是一个可逆的病理过程[1]. 因此, 肝纤维

化发生所包含的信号通路、分子机制以及如何

逆转肝纤维化已成为目前重要的研究课题, 其
主要涉及的信号转导通路包括: 转化生长因子

β(transforming growth factor β, TGF-β)/Smad通
路、PI3K通路、MAPK通路、核因子(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)通路、Janus kinase/signal 
transducer and activator of transcription(JAK/
STAT)通路、过氧化物酶体增殖物激活受体通

路等, 在以上信号通路中, JAK/STAT是一条较新

且最近研究最多的通路之一, 广泛参与包括细

胞增殖、分化、凋亡、肿瘤、炎症等多种生理

病理过程[2]. STATs家族成员目前发现的有7个, 
分别为STAT1-4、STAT5A、STAT5B和STAT6[3]. 
本文就近年JAK/STAT信号转导通路中STATs及
相关细胞因子在肝纤维化形成过程中的最新研

究做一综述. 

1  STAT1

研究表明, STAT1参与肝纤维化过程, 是肝纤维

化的负调节因子, 其机制是通过激活自然杀伤

细胞(natural killer cell, NK)从而杀伤肝星状细胞

(hepatic stellate cells, HSC)和抑制HSC的增殖而

发挥作用[4], 而在STAT1激活过程中有多个细胞

因子参与, 其中最重要的有血小板衍生生长因

子(platelet derived growth factor, PDGF)、干扰

素(interferons, IFNs)、白介素-27(interleukin-27, 
IL-27)等.  

HSC是产生ECM的最主要细胞, 而PDGF是
目前已知的促HSC增殖和活化最强的细胞因子. 
Jeong等[4]利用CCl4诱导小鼠肝纤维化模型发现, 
STAT1基因敲除组小鼠肝纤维化进展较对照组

明显加快, PDGFβ受体及PDGF的表达明显增多, 
且NK细胞通过多聚肌苷酸杀死肝星状细胞作用

减弱, 这表明在小鼠肝纤维化的进程中, STAT1
是通过下调HSC PDGF的表达而抑制HSC增殖

以及刺激N K细胞杀伤活化的肝星状细胞, 最
终抑制肝纤维化. 因此, 通过激活STAT1来抑制

HSC活化增殖, 促进NK细胞细胞毒作用的发挥, 
这可能成为治疗肝纤维化的新靶点. 

STAT1在肝脏主要被IFN-α/β/γ激活, 在动物

实验中, IFN-α能通过磷酸化STAT1和p300的相

互作用直接抑制胶原蛋白基因转录[5]. 另一项研

究发现, IFN-β可通过抑制肝纤维化转化生长因

子β(transforming growth factor-β, TGF-β)、成纤

维细胞生长因子、胶原蛋白IA2、金属蛋白酶组

织抑制剂1(tissue inhibitor of metalloproteinases-1, 
TIMP-1)mRNA表达, 从而降低ConA诱导的肝

纤维化[6]. 同时, Chen等[7]在以AAV为载体介导

IFN-γ表达的动物实验中, 成功阻止了肝纤维化

进展; 进一步也有研究表明, IFN-γ诱导STAT1磷
酸化, 上调Smad7的表达, 破坏TGF-β信号转导以

及通过STAT1抑制腺苷酸环化酶表达从而改变

A2A受体介导的信号转导, 降低A2A受体介导的

胶原蛋白的mRNA和蛋白表达水平, 导致HSC周
期停滞并发生凋亡[4,8,9]. 以上研究提示IFN-α/β/γ
可能通过STAT1通路起到抗肝纤维化作用. 

除PDGF、IFNs外, IL-27也与STAT1抗肝

纤维化作用密切相关. 在对人HSC株研究发现, 
IL-27可激活STAT1和小部分STAT3, 继而诱导

STAT1靶基因如干扰素响应因子-1、黏病毒抵

抗蛋白A和STAT1自身表达; 同样, 在大鼠原代

HSC研究发现, IL-27也具有相同的效应. 上述研

究表明, IL-27可能通过STAT1的激活抑制肝纤

维化[10]. 然而, IL-27/STAT1途径在体内是否同样

具有抗纤维化作用还有待进一步的研究. 

2  STAT2

STAT2能被IFN-α/β/l激活, 目前关于STAT2在肝

脏疾病的研究主要集中于抗病毒(如丙型肝炎病

毒)[11], 参与IFN-α抗肝癌活性[12]的表达等方面. 
研究表明, 活化的STAT1和STAT2不仅在宿主抗

HCV感染也在IFN-α治疗丙型肝炎过程中起着

关键的作用. 一方面, 宿主感染HCV后, 被感染

的肝细胞产生IFN-β, 然后与IFN-α/β受体结合, 
激活邻近的非感染肝细胞STAT1和STAT2, 并随

后上调各种抗病毒蛋白的表达以防止进一步感

染[12]. 另一方面, IFN-α抗HCV的作用被认为是

通过IFN-α与IFN-αR1、2组成的异源二聚体受

体复合物结合后, 激活NK细胞、STAT1/STAT2
及多种抗病毒蛋白, 促进NK细胞直接或间接通

过产生IFN-g杀灭HCV感染的肝细胞, 最终抑制

丙型肝炎病毒的复制[13,14]. 然而, STAT2在肝纤维

化或肝炎后肝硬化中的作用尚未见相关报道. 

3  STAT3

目前, STAT3是纤维化疾病的一个研究热点. 然
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■相关报道
王 艳 等 阐 述 了
JAK-STAT信号通
路及STAT蛋白在
包括慢性丙型肝
炎、肝脏肿瘤等
慢性肝病中的作
用, 这是STATs与
肝脏疾病中较新
的报道.

而, STAT3在肝纤维化进程中所扮演的角色至今

仍未完全阐明. 在CCl4诱导的小鼠肝纤维化模

型中, 肝细胞STAT3基因敲除组的小鼠胶原蛋白

和平滑肌肌动蛋白的表达量明显高于野生型小

鼠, 即肝细胞STAT3基因敲除组的小鼠表现出

更高程度的肝脏纤维化[15]. 最近的一项研究表

明, 肝细胞STAT3激活后, 刺激肝细胞产生抑制

肝纤维化未知的可溶性因子, 抑制肝星状细胞

的活化[16], 但该可溶性因子的成分仍不能确定. 
也有临床实验研究表明, 与正常健康人肝脏相

比, STAT3-DNA整合后可明显的抑制酒精性和

丙型肝炎患者肝纤维化的发生, HCV感染者肝

纤维化程度与STAT3-DNA整合持续下降程度呈

正相关, 这提示STAT3抑制了肝纤维化患者纤维

化进展[17]. STAT3的保肝作用可能是由于激活肝

细胞表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor, EGFR)和胰岛素样生长因子-1(insulin-
like growth factor-1, IGF-1)信号通路, 促进肝细

胞再生及抑制肝星状细胞早期活化, 从而防止

肝损伤和肝纤维化[18,19]. 但相反的研究发现, 敲
除肝脏细胞因子信号转导抑制因子(suppressor 
of cytokine signaling, SOCS3 )基因的小鼠, 注射

腺病毒来源的STAT3, 能导致STAT3过度活化, 
并通过促进TGF-β1的产生促进肝纤维化[20]. 另
一项研究亦证实, 活化的STAT3通过上调促HSC
存活因子TIMP-1的表达, 加剧肝脏纤维化[21]. 这
些不同的研究结论, 可能与STAT3表达的肝脏细

胞类型不同, 表达量多少不同, STAT3上游激活

因子种类不同以及不同细胞所表达的STAT3上
游激活因子受体、下游效应因子差异有关. 研
究发现, STAT3主要由IL-6、IL-22、瘦素等激活

而发挥作用. 
IL-6是一种急性期炎症因子, 具有促炎效

应. 同时, IL-6在肝损伤及肝纤维化方面仍有重

要作用, 但其确切作用尚存在争议. 一方面, 一
些研究表明, IL-6是抑制肝纤维化的细胞因子, 
IL-6基因敲除小鼠更容易被CCl4诱导肝纤维化, 
通过DDC喂养小鼠, 肝细胞缺乏gp130/STAT3转
导信号, 增加慢性淤胆型肝损伤和加快纤维化

进程[22]; 肝硬化大鼠部分肝切除后, IL-6/STAT3
低表达, 从而抑制残肝肝细胞再生, 维持大鼠肝

硬化状态[23]. 另一方面, 有报道IL-6是促肝纤维

化的细胞因子, IL-6基因表达下调的小鼠能防

止肝脏损伤和纤维化[24]; 在体外细胞培养中发

现, 枯否细胞产生的IL-6能使HSC存活及增殖[25]; 
IL-6可通过明显上调激活JAK2和STAT3 mRNA

的表达, 增加HSC的早期分化, 促进纤维化基

因包括胶原mRNA, 平滑肌动蛋白-α(smooth 
muscle actin-α, α-SMA)mRNA, PDGFR mRNA
和TGF-bR mRNA的表达, 这可能是IL-6促肝纤

维化机制之一[18]. 也有临床研究表明, 在肝血吸

虫性肝纤维化及非酒精性脂肪性肝病中, IL-6表
达的上调与肝纤维化程度呈正相关[26]. 这些研究

所得出的不同结论的具体原因仍不清楚. 可能

与肝纤维化所处的阶段、产生纤维化的病因、

表达IL-6受体的不同肝脏细胞类型有关, IL- 6可
能是针对不同类型的肝脏细胞正向或负向调节

肝纤维化, 这些正向或负向调节因素之间的平

衡点, 决定了结局是抑制还是促进肝纤维化. 
已证实, IL-22在抗菌免疫、炎症反应、肝

损伤保护中起着关键作用[27], 近年来研究发现, 
IL-22与肝纤维化发生亦紧密相关. 在培养的原

代大鼠及人肝星状细胞, IL-22可诱导STAT3活
化, 阻止体内外HSC凋亡. 但是, 过表达IL-22(例
如: IL-22转基因小鼠)或使用腺病毒来源的IL-22
干预均降低肝纤维化程度[28]. 在体外培养的肝

纤维化患者肝星状细胞, IL-22的过表达增加衰

老相关的β-半乳糖苷酶阳性的HSC数量和降低

a-SMA的表达, 从而抑制肝纤维化[29]. 就目前

而言, 虽然没有证据表明STAT3能直接促进细

胞衰老, 但STAT3的下游靶基因包括p53、p21
和SOCS家族已被证明能够诱导细胞衰老[30]. 研
究发现, IL-22活化STAT3通过p53和p21依赖的

信号途径促进HSC衰老, 在敲除STAT3基因后

IL-22诱导HSC衰老的作用大大降低[28]. 这可能

是过表达IL-22降低肝纤维化程度的主要机制.  
瘦素是由肥胖基因(ob基因)编码合成的一

种蛋白质类激素, 主要由白色脂肪组织产生. 利
用先天性缺乏瘦素表达的小鼠和先天性缺乏功

能性瘦素受体的Zucker大鼠建立的动物模型中
[31,32], 表现出不发生肝纤维化或肝纤维化程度

很轻, 这表明瘦素是一种促纤维化因子. 近年来

多项研究表明, 瘦素促纤维化效应可能与以下

因素有关: (1)间接通过Kupffer细胞来激活HSC, 
活化的HSC在瘦素作用下, 通过JAK/STAT3、
PI3K/AKT、MAPK/ERK1/2、NF-κB等信号通

路上调Ⅰ型胶原、基质金属蛋白酶抑制剂-1(tis-
sue inhibitor of metalloproteinases-1, TIMP-1)、
TGF-β mRNA和α-SMA的表达[33]; (2)瘦素可能

通过直接促进肝星状细胞存活、增殖. 
瘦素促进肝纤维化, 而脂联素可抑制瘦素

激活JAK2/STAT3, 从而发挥抑制肝纤维化效应. 
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■创新盘点
本文就S TATs家
族成员与肝纤维
化发生的直接关
系, 以及近年来研
究较多的肝纤维
化相关的重要细
胞因子间接通过
JAK/STAT这一信
号通路发挥作用
的相关机制做了
较新且全面阐述.

此外, 脂联素还通过两种新机制抑制肝纤维化: 
(1)增强SOCS3与Ob-Rb的作用, 阻断瘦素相关性

基质金属蛋白酶组织抑制剂-1-基质金属蛋白酶

-1(tissue inhibitor of metalloproteinases-1, matrix 
metalloproteinase-1, TIMP-1-MMP-1)复合物的形

成; (2)脂联素信号通过脂联素受体1(AdipoR1)
增加蛋白酪氨酸磷酸酶1B(protein tyrosine phos-
phatase 1B, PTP1B)表达和活化, 这将成为抑制

JAK2-STAT3途径的多个靶点[34,35].  

4  STAT4

文献证实IL-12、IFN-α/b在多种免疫细胞中可

以激活STAT4, 引起保护性免疫应答及免疫性

疾病[36]. IL-10可通过诱导SOCS表达, 减少肝纤

维化的发生. 研究表明, IL-10、IL-12/23(p40)、
IL-13Rα2三重基因敲除小鼠更易患曼氏血吸虫

诱导的肝纤维化, 门脉高压, 肝脾肿大, 消化系

出血等[37], 表明IL-10、IL-12、IL-13Rα2可能

通过JAK/STAT4信号通路共同抑制小鼠曼氏血

吸虫引起的肝纤维化. 一项全基因组关联研究

(genome wide association studies, GWAS)荟萃分

析结果进一步表明, 除了HLA位点外, STAT4、
DENND1B和CD80等新的候选基因也与原发

性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, PBC)
发生有关[38]; 而在一个高度同质的肝移植人群

HCV复发的调查中, 采用组织活检术研究发现, 
STAT4  T等位基因与移植肝纤维化发展有着紧

密联系, 而GG基因型在该病理过程中具有保护

作用, 虽然其机制尚不清楚, 与纤维化进展更快

的T等位基因表明JAK/STAT4通路在丙型肝炎

病毒引起的肝纤维化的重要性. 因此, STAT4基
因型被认为可能是未来识别高危患者肝纤维化

进展的诊断工具[39]. 

5  STAT5

STAT5分为STAT5a、STAT5b, 多项研究结果显

示STAT5激活后, 通过促进细胞增殖、抗凋亡、

促进侵袭等, 在HCC、脂肪性肝病、肝损伤修

复等方面起到重要作用[40,41]. 近年来研究发现, 
STAT5同时也具有抗纤维化效应, 使用STAT5基
因敲除小鼠进行实验, 经CCl4处理肝细胞后可

导致TGF-b水平升高和GH诱导的STAT3表达增

强, 这表明STAT5抑制肝纤维发生是通过下调

TGF-b和STAT3表达而起作用[42,43]. 同时全部敲

除多药耐药性基因2以及肝细胞和胆管上皮细

胞STAT5最终引起早期、严重肝纤维化, 该效应

是通过减少肝细胞重要保护性基因(如EGFR、

核因子6、催乳激素受体等)的表达以及增加肝

细胞凋亡数量实现的[44]. 此外, STAT5抑制肝纤

维的效应在另一项研究也得到证实, 在小鼠体

内外研究发现, Th17淋巴细胞通过STAT5磷酸化

途径选择性降低IL-17的产生, 从而减少肝纤维

化的发生[45]. 

6  STAT6

STAT6与肝纤维化关系密切, 其主要是由Th2细
胞因子IL-4和IL-13激活, 且他们都被认为是促

纤维化因子. 对IL-4和IL-13在肝纤维化的作用

已进行了广泛的研究, 特别是在日本血吸虫感

染模型中[46].
在体外实验中, IL-4与IL-4R结合激活STAT6

信号通路, 从而直接活化肝内(肌)成纤维细胞

[intrahepatic (myo) fibroblasts, hIHFs]和诱导胶

原蛋白的分泌, 具有强烈的致纤维化作用[47,48]. 
利用siRNA阻断STAT6相应地减弱hIHFs激活, 
降低纤维化程度[47]. 在另一项体外实验中进一步

证实, IL-4可呈剂量依赖性诱导LX-2中Ⅰ型胶原

的表达, IL-4通过提高JAK1、STAT6二者的磷酸

化水平而发挥作用[49]. 
IL-13也是一种促纤维化细胞因子, 其促肝

纤维化效应可能是通过上调多种诱导肝星状细

胞活化的相关蛋白实现[50]. 通过分离提取降低肝

细胞IL-13水平, 并下调脾细胞GATA3 mRNA的

转录, 能够减轻感染日本血吸虫后肝纤维化[51]. 
在芍药苷(paeoniflorin, PAE)治疗血吸虫相关的

肝纤维化的一项研究中发现, PAE不仅通过抑

制JAK2的磷酸化和/或STAT6的表达, 直接抑制

选择性激活的巨噬细胞(alternatively activated 
macrophages, AAMs), 导致AAMs相关标志物减

少和精氨酸酶1(arginase-1, ARG-1)活性降低, 也
可通过降低IL-13的分泌间接抑制巨噬细胞选择

性激活而起作用[52]. 然而, 最新研究发现, IL-13
可能不是通过经典的JAK/STAT6信号通路产生

其促纤维化效应, 而是通过ERK/MAPK途径激

活TGF-β独立激活素受体样激酶/Smad信号, 诱
导HSC中结缔组织生长因子表达, 刺激肝脏细胞

外基质的沉积, 最终导致肝纤维化程度加剧[53]. 
故IL-13促纤维化的确切信号通路还有待进一步 
研究.  

7  结论

在控制肝纤维发生过程中JAK/STAT信号通路中
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起着复杂的作用. STAT1通过诱导HSC凋亡和抑

制HSC增殖充当抗纤维化信号分子; STAT3可能

在不同的肝脏细胞中发挥不同的作用; STAT4根
据不同的基因型决定在肝纤维化过程中发挥保

护还是促进肝纤维的效应; STAT5可能通过保护

肝细胞功能而充当抗纤维化信号分子, 从而防

止损伤性肝纤维化, 而STAT2和STAT6在肝纤维

化中扮演的角色目前尚不十分清楚. 尽管STATs
与肝纤维化发生之间的关系已有较多研究, 但
STATs在肝纤维化发生发展中所起作用仍需进

一步研究明确. 
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Abstract
Liver fibrosis is one of hepatic wound-repair 
responses to a variety of chronic liver injuries, 
which is characterized by excessive deposition 
of extracellular matrix. Increasing evidence in-
dicates that nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (NADPH) oxidase and oxidative stress 
caused by reactive oxygen species play a key 
role in liver fibrosis. NADPH oxidase is a multi-
subunit complex. In the liver, both phagocytic 
and non-phagocytic NADPH oxidases are func-
tionally expressed. They have a significant fibro-
genic effect on the hepatic stellate cells, the main 
cell type causing liver fibrosis. In this paper, we 
review the recent advances in understanding the 
role of the NADPH oxidase family in the occur-
rence and development of liver fibrosis. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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 文献综述 REVIEW

NADPH氧化酶家族成员促肝纤维化的研究进展

余珊珊, 朱 萱

®

■背景资料
肝纤维化是各种
病因所致慢性肝
损伤的创伤愈合
反 应 ,  是 多 种 慢
性肝病向肝硬化
发 展 的 必 经 阶
段 .  近 年 研 究 发
现, NADPH氧化
酶在肝纤维化发
病中起关键作用, 
NADPH氧化酶通
过产生活性氧簇
(reactive oxygen 
species, ROS)调控
HSC的激活及细
胞内信号转导, 被
认为是防治纤维
化疾病的重要新
靶点. 

species; Hepatic stellate cells; NOX1; NOX4; NOX2

Yu SS, Zhu X. Role of NADPH oxidase family members 
in promoting liver fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2014; 22(19): 2710-2715  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/2710.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i19.2710 

摘要
肝纤维化是由肝脏在各种慢性肝损伤条件下
的损伤修复反应造成, 以细胞外基质过度沉
积为主要特征. 许多证据表明NADPH氧化酶
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
oxidase, NOX)及其产生的活性氧簇(reactive 
oxygen species, ROS)引起的氧化应激在肝纤
维化中起关键作用. NOX是一个多亚基复合
体, 在肝脏中, 吞噬细胞型和非吞噬细胞型
的NOX均有功能性表达, 并对引起肝纤维化
的主要细胞-肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSCs)均具有明显的促纤维化作用. 本文就
NOX家族在肝纤维化的发生、发展中的作用
的近几年研究进展做一综述.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: NADPH氧化酶; 肝纤维化; 活性氧簇; 肝星

状细胞; NOX1; NOX4; NOX2

核心提示: NADPH氧化酶家族成员还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶(nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate oxidase, NADPH oxidase, 
NOX)1、NOX2及NOX4分别通过不同的途径直

接参与肝脏纤维化的发生、发展, 抑制NOX的表

达能够从发病机制阻断肝纤维化的发生, 因此研

发使用NOX特异性的抑制剂有望成为肝纤维化

治疗有效新方法. 

余珊珊, 朱萱. N A D P H氧化酶家族成员促肝纤维化的研究

进展.  世界华人消化杂志  2014; 22(19): 2710-2715  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2710.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2710

0  引言

在病理组织修复过程中, 包括肝脏在内的许多

■同行评议者
陈红松 ,  研究员 , 
北京人民医院肝
病研究所
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■研发前沿
明确NADPH氧化
酶家族在肝纤维
化中的重要作用, 
以NADPH氧化酶
及其调控的信号
通 路 为 靶 点 ,  研
发出能够从发病
机制上逆转肝纤
维化的药物具有
可 行 性 ,  但 仍 需
要我们的进一步
探索研究.

脏器由于过度的损伤修复反应而发生纤维化[1]. 
许多慢性肝脏疾病都可导致肝纤维化, 肝纤维

化由肝细胞死亡及以Ⅰ型胶原为主的细胞外基

质(extracellular matrix, ECM)沉积造成[2]. 肝星状

细胞(hepatic stellate cells, HSCs)是肝纤维化反

应中主要效应细胞, 也是ECM的主要来源[3]. 越
来越多的研究显示, 还原型烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸氧化酶(nicotinamide adenine dinucleo-
tide phosphate oxidase, NADPH oxidase, NOX)家
族及其产生的活性氧簇(reactive oxygen species, 
ROS)诱导的氧化应激在肝纤维化中具有关键作

用(图1).  

1  ROS

ROS可来源于几种酶系统, 包括黄嘌呤氧化酶[4]、

线粒体呼吸链[5]、脂质过氧化物酶[6]、细胞色素

p450酶[7]和NADPH氧化酶. 早期学者们普遍认

为ROS的主要生物学功能是对缺血再灌注的器

官和组织产生氧化应激损伤[8], 近年来研究发现, 
低浓度的ROS可以作为细胞对各种生理刺激产

生应答的第二信使, 在许多信号通路中发挥重

要作用, 如转录调节、细胞分化、癌变作用及

细胞凋亡[9]等, 但是高浓度的ROS是具有细胞毒

性的. 活化的HSC内表达高水平ROS, 但在HSC

的活化过程中细胞内谷胱甘肽浓度也明显升高

从而可以抵抗ROS毒性造成的细胞坏死, 并且

细胞内的抗过氧化氢酶也能够发挥抵抗ROS引
起的细胞凋亡的作用[10]. 在HSCs内, ROS利用氧

化还原敏感蛋白激酶和转录因子来调节各种介

质的活化与表达[11]. ROS 诱导HSC向肌成纤维

细胞(myofibroblast, MFB)转化[12], 并作为重要介

质调控组织转化生长因子β(tissue growth factor 
beta, TGF-β)等的促纤维化效应和ECM沉积[13], 
在肝脏纤维化中具有重要意义. 研究指出NOX
是纤维化肝脏中ROS的主要来源[14].  

2  NADPH氧化酶

NOX是一种多亚基的跨膜酶复合体, 最早在吞

噬细胞中被发现[15]. 他利用NADPH将电子传递

给O2分子从而产生O2-和H2O2
[16]. NOX家族由七

种成员组成, NOX1、NOX2、NOX3、NOX4、
NOX5及两个双重氧化酶Duox1和Doux2[17]. 在
NOX家族中, NOX1、NOX2、NOX3和NOX4
在发挥酶活性前都需要与P22phox形成异二聚体, 
但NOX5、DUOX1和DUOX2的功能与P22phox无

关. 每种NOX在不同的组织中表达, 具有不同亚

细胞定位, 甚至产生不同的ROS产物[18]. 其中, 
NOX1、NOX2和NOX5主要产生超氧化物, 而

图  1  NADPH氧化酶家族促肝纤维化作用机制. TGF-β: 转化生长因子β; NOX: 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶; 

HSC: 肝星状细胞.
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■相关报道
GKT137831是一
种特异性NOX1/4
双 向 抑 制 剂 ,  对
还 原 型 烟 酰 胺
腺 嘌 呤 二 核 苷
酸 磷 酸 氧 化 酶
(nicotinamide ad-
enine dinucleotide 
phosphate oxidase, 
NADPH oxidase, 
N O X ) 的 抑 制 效
应优于DPI, 能够
有效抑制肝脏炎
症、纤维化反应
相关细胞因子的
表达及ROS的产
生, 对于肝纤维化
是一种新的潜在
有效治疗药物.

NOX4则主要生成H2O2
[19]. Samuele等[14]使用基

因敲除小鼠和野生小鼠骨髓移植等方法研究发

现, 骨髓来源的和非骨髓来源的肝脏细胞内的

NOX都参与了肝脏纤维化的发生, p47phox的缺失

能显著降低肝脏纤维化, 同时他们指出NOX在

肝脏的纤维化中发挥极其重要的作用, 但NOX
对实验性肝脏脂肪变性及肝实质细胞内的ROS
产生并不具有促进作用. Paik等[20]实验证明NOX
家族中的NOX1、NOX2、NOX4及相关亚基

p22phox、p40phox、p47phox、p67phox和Rac1在CCl4
及BDL诱导肝纤维化的HSC中的mRNA水平明

显高于静息态HSC中的水平. 所以, 在NOX家族

中, 不论吞噬型NADPH氧化酶NOX2, 还是非吞

噬型NADPH氧化酶如NOX1、NOX4等在HSC
中均有表达, 并在肝脏纤维化的发病中都发挥

重要作用[20,21]. NOX能够调节HSC在血小板衍生

生长因子(platelet derived growth factor, PDGF)、
血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, AngⅡ)、痩素

(leptin)和TGF-β等各种促纤维化因子作用下细

胞的活化[22-25]. 研究表明, NOX亚基与肺脏[26]、

肾脏[14]和肝脏[27]等多脏器纤维化的发生均有关, 
他在各纤维化脏器中的表达均显著增加, 因此, 
NOX是各脏器在受到的纤维化刺激后向纤维化

发展过程中的中心介质[28].  

3  NOX2与肝纤维化

N O X2是在中性粒细胞中发现的经典吞噬型

NOX. 他由位于细胞膜上的催化亚基gp91phox(又
名NOX2)和调节亚基p22phox, 及位于细胞浆内的

其他四个调节亚基p47phox、p40phox、p67phox和小

G蛋白Rac组成, 其中Rac为NOX2活化所必需成

分. 一旦受到激动剂刺激, 胞浆内的四个亚基即

移位至胞膜并与其他两个亚基结合形成复合体, 
激发NOX酶活性[29]. 研究显示, 吞噬型NOX2在
纤维化的肝脏中表达明显上升, 他与HSCs的活

化及纤维化反应的发生密切相关[20,30]. 肝细胞凋

亡及HSC活化是肝纤维化的中心事件, Zhan等[31]

研究证明, 肝细胞凋亡后HSC对凋亡小体的吞

噬作用对纤维化反应, 如Ⅰ型胶原蛋白和TGF-β
的表达上调及NOX相关超氧化物的产生均具有

直接促进作用. 此后, Jiang等[30]证明, HSC对肝

细胞凋亡小体的吞噬可直接活化HSC, 该过程受

NOX2(gp91phox)的介导, NOX2介导产生的ROS
可直接引起HSC内胶原蛋白启动子的活力. Sub-
had ip等[32]发现长期三氧化二砷接触能诱发肝

脏纤维化, 肝脏中gp91phox(NOX2)和NOX p67phox

亚基表达增加明显, 他就是通过增加NOX产生

的氧化应激引起枯否细胞(kuffer cell, KC)激活, 
随后引起肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor 
alpha, TNF-α)信号机制的表达, 从而导致肝细胞

凋亡、HSC活化及肝脏纤维化的发生. NOX2基
因敲除小鼠经CC l4注射或胆总管结扎后, 肝纤

维化程度明显低于正常野生型小鼠[20,33], 这也是

NOX2在肝纤维化中具有重要作用的另一间接

有力证明.  

4  NOX1与肝纤维化

在所有的NOX家族中, NOX1具有与NOX2相
似的结构和功能. 尽管NOX1也具有p22phox依赖

性, 但是它利用p47phox同系物NOXO1组合酶复

合体, p67phox同系物NOXA1催化酶活性[34]. 纤维

化的肝脏中NOX2与NOX1的表达均明显增加, 
但NOX2在内源性肝脏细胞和骨髓转化肝脏细

胞中均能发挥促纤维化作用, 而NOX1主要在

内源性肝脏细胞, 如HSC和肝实质细胞中介导

促纤维化作用[20]. 超氧化物歧化酶1(superoxide 
dismutase 1, SOD1)与活化的NOX复合体中的

Rac1相互作用能刺激NOX的活力[35,36]. Tomonori
等[36]研究表明, SOD1G37R突变型HSC可通过增

加NOX1的活性, 上调NOX4的表达、增加ROS
的产生, 促进肝脏纤维化, A n gⅡ刺激引起的

NOX4水平上调及促纤维化效应依赖于NOX1, 
而TGF-β的这些效应则与NOX1无关. 用NOX1
基因敲除(NOX1KO)小鼠研究NOX1在肝纤维化

发展中的作用, 发现胆总管结扎术(bile duct liga-
tion, BDL)后, NOX1KO小鼠肝脏内Ⅰ型胶原蛋

白mRNA的表达水平、羟脯氨酸的含量、活化

HSC的数量及肝纤维化程度均降低明显[20,21], 同
时Cui等[21]还发现, NOX1来源的ROS可氧化磷

脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶(phosphatidylinositol-3 
kinase/Akt, PI3K/Akt)信号通路负性调控因子-磷
酸酶和张力蛋白同系物(protein phosphatase and 
tension homologue, PTEN)并使其失活, 继而促进

Akt/FOXO4/p27kip1信号通路的表达以促进HSCs
的增殖并加速肝纤维化的发展.  除此之外, 最新

研究发现NOX1还可通过与诱导型一氧化氮合

酶相互作用明显上调糖尿病患者肾小球系膜内

促纤维化因子TGF-β及纤连蛋白的表达[37].  

5  NOX4与肝纤维化

NOX4是NADPH氧化酶的催化性亚基中分布最

广泛的一种. NOX4在肝脏中的表达水平增加与
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■创新盘点
本文全面专一地
介绍NADPH氧化
酶家族及其产生
的ROS介导的肝
星状细胞激活、
细胞外基质沉积
等致肝纤维化反
应 ,  分 别 介 绍 了
NOX2、NOX1和
N O X 4 在 肝 纤 维
化过程中的突出
作用, 同时总结了
NOX家族参与的
抗肝纤维化的多
方研究成果.

肝脏纤维化密切相关. Jiang等[38]研究发现BDL
诱导肝纤维化的小鼠HSC中, NOX4以TGF-β/
Smad3依赖性机制表达上调, 促进HSC的活化, 
并且NOX4在死亡配体诱导的肝细胞凋亡中也

具有十分关键的作用. 同时, NOX4基因敲除肝

细胞对FasL或TNF-α/放线菌素D诱导的细胞凋

亡更具有抵抗力, NOX4基因缺失HSC的活化也

显著减少. 越来越多的证据表明, NOX氧化还

原信号的促纤维化反应受TGF-β的介导, NOX4
通过TGF-β介导HSC向MFB转化及其形态的维

持[39], TGF-β1以Smad3依赖形式增加NOX4的 
mRNA和蛋白的表达以及NOX4来源的ROS水
平[20,38], NOX4是TGF-β/Smad诱导的纤维化反

应中的一个重要的下游效因子[40]. 然而NOX4又
可以反馈形式调节TGF-β/Smad信号的促纤维

化[41], NOX4在TGF-β诱导的纤维化反应中具有

促进胶原产生等重要作用[42], 并且NOX4来源

的ROS促进TGF-β介导的HSC活化[38]. 在肝细胞

株内, 丙型肝炎病毒(hepatitis c virus, HCV)依赖

TGF-β来增加NOX4 mRNA的表达水平, NOX4
进而增加ROS的产生, 引发肝脏疾病的发生[43,44]. 
Remina等[45]研究发现多烯磷脂酰胆碱就是通过

抑制TGF-β诱导的NOX4和ROS从而发挥抑制

人类HSC活化的功能. 除此之外, Chan等[42]研究

发现, 对心脏中心肌成纤维细胞转染显性负性

NOX4突变体以减弱细胞内NOX4活力或是利

用siRNA沉默NOX4基因表达后, TGF-β介导的

H2O2的产生和Ⅰ型胶原的表达存在显著降低.  

6  NOX与抗纤维化

肝纤维化是现今全球范围内一个严重影响生命

健康的疾病, 而有效的、可利用的治疗措施却

非常的少. 有研究表明, 即使是晚期肝纤维化患

者或实验性肝纤维化动物模型的肝纤维化都是

可以逆转的[12,46]. 最新研究显示, 欧苷菊能诱导

肝星状细胞的凋亡并发挥抗纤维化效应[47], 紫铆

因抑制乙醇和乙醛诱导的HSC活化, 发挥抗氧化

及抗纤维化作用[48]. 但他们仍未能从发病机制

上完全逆转纤维化. NOX在肝纤维化中的重要

作用为我们提供了新方向. DPI是一种广泛的黄

素蛋白抑制剂, 他对各种NOX亚型都具有类似

的抑制效应, 但他抑制NOX抗纤维化的同时, 也
抑制了体内的黄嘌呤氧化酶和内皮型一氧化氮

合酶[49]. 因此, 理想的NOX抑制剂应该具有NOX
特异性. 研究发现, GKT137831是一种NOX1/
NOX4高度特异性抑制剂, 对NOX4及NOX1的

抑制效应优于DPI[35]. 不论预防性还是治疗性使

用GKT137831后, 肝脏内ROS的生成、NOX1和
NOX4基因水平和纤维化标志物的表达及肝细

胞的凋亡均明显降低[36,38]. 与此同时, 研究显示

基因或药理阻滞NOX4对糖尿病肾病中促炎症

和促纤维化标志物的表达也具有一定的抑制作

用[9]. 然而也有研究证明, NOX4能够抑制肝脏肿

瘤的进展, 对NOX4抑制可能对肝癌细胞有利, 
可能导致早期肿瘤形成并增加肿瘤大小[50].  

7  结论

NOX家族与肝脏纤维化的发生、发展密切相关, 
在肝纤维化仍缺乏突破性治疗药物的情况下, 
NOX在肝纤维化中的作用与地位为我们提供了

潜在的新治疗靶点. 研制以NOX为作用靶点的

高效特异性NOX抑制剂, 阻断其ROS的产生及

促纤维化效应, 将为现今肝纤维化的治疗带来

重要新方向, 但他仍需要进一步的深入研究.  
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为作用靶点治疗
肝纤维化这一观
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Abstract
Conventional hand-sewn technique is the basic 
method for anastomosis in the gastrointestinal 
tract. However, with the rapid development of 
minimally invasive surgery and the spread of 
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消化外科手术的内镜化途径: 磁吻合联合内镜

严小鹏, 刘雯雁, 李涤尘, 吕 毅

®

■背景资料
磁 吻 合 ( m a g n a -
mosis)也称磁压
迫吻合(magnetic 
compression anas-
tomosis, MCA)或
磁压迫技术(mag-
netic compression 
technique, MCT)
是指借助磁体间
的吸力来实现空
腔脏器吻合重建
的方法. 磁吻合与
内镜技术结合可
使一些传统的消
化外科手术在内
镜下即可完成, 这
将对这些疾病的
治疗带来里程碑
式的意义. 

fast track surgery, hand-sewn technique cannot 
satisfy the requirements of modern surgery. The 
common goal that the majority of surgeons seek 
to achieve has changed: to reduce surgical inva-
sion and operative time as minimally as possible, 
on the premise that therapeutic and anastomotic 
effects can be guaranteed. Therefore, after more 
than 30 years of exploration and development, 
magnamosis as a novel anastomosis technique 
shows its significant superiority in anastomosis 
or recanalization in the gastrointestinal tract. 
Furthermore, the combination of magnamosis 
and endoscopy may transform part of the surgi-
cal procedures into endoscopic procedures. This 
review aims to elucidate the application and 
future development of magnamosis combined 
with endoscopy in anastomosis or recanalization 
in the gastrointestinal tract.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
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摘要
传统手工缝线吻合作为消化系吻合重建最基
本的方法可以用于任何部位的吻合. 但随着微
创外科的发展和快速康复外科理念的深入, 手
工缝线吻合已不能满足迅速发展的现代外科
的需要. 在满足治疗效果和保证吻合质量的前
提下, 尽可能地减小创伤和缩短手术时间已成
为所有外科医生所追求的共同目标. 磁吻合作
为一种新的吻合方法经历了三十多年的探索
和发展后, 在消化系吻合重建中显示出了极大
的优越性, 磁吻合与内镜技术结合可将部分外
科手术变成内镜操作. 本文就磁吻合联合内镜
在消化系吻合重建中的应用及未来发展作一
综述. 

■同行评议者
姜 相 君 ,  主 任 医
师, 青岛市市立医
院消化科
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■研发前沿
本文通过对国内
外磁吻合在消化
道吻合中应用的
文 献 进 行 综 述 ,
来探讨磁吻合的
概念、吻合原理, 
介绍磁吻合的相
关研究现状及临
床 应 用 实 例 ,  提
出磁吻合研究中
的 难 点 和 瓶 颈 , 
为磁吻合的研究
和临床应用提供
重要的理论依据.
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核心提示: 磁吻合(magnamosis)作为研究热点, 国
外已有大量报道, 但国内仅有西安交大一附院吕

毅团队进行了深入研究, 而大部分学者持观望态

度, 对磁吻合原理、临床应用范围、吻合效果和

安全性认识不足. 本文通过综述国内外相关文献

对上述问题进行了探讨.
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0  引言

磁吻合(magnamosis)由Jamshidi[1]于2009年首先

提出, 但其渊源可追溯到20世纪70年代末. 1978
年日本学者Obora[2]创新性地用磁环进行了微血

管的无缝线吻合实验并获得成功. 之后, 大量学

者用磁环或磁柱来进行空腔器官的吻合重建, 
并逐步形成了以磁压迫吻合(magnetic compres-
sion anastomosis, MCA)[3,4]和磁压迫技术(mag-
netic compression technique, MCT)[5-8]为主流的

提法. 目前, 磁吻合可用来实现消化系管腔、泌

尿系管腔和血管的吻合重建, 应用该方法操作

简单、吻合速度快、并发症少, 安全性和效果

可与传统手工缝线吻合和机械吻合器吻合效果

相媲美甚至更好. 磁吻合借助于特殊形式的磁

场力从根本上改变了传统的吻合模式, 将磁吻

合与内镜技术结合可将消化系统一些原本需要

外科手术处理的疾病在内镜操作下就能实现. 
本文就磁吻合与内镜技术结合治疗一些消化系

统疾病的基础和临床研究报道作一综述. 

1  磁吻合的发展历史　

1978年Obora等[2]利用磁体间的吸力设计出了用

于血管吻合的无缝线磁吻合器, 并进行了犬和大

鼠微血管的端端吻合实验, 平均吻合时间可在8 
min内完成, 吻合方法简单、短期血管通畅性良

好, 这是有关磁吻合最早的实验研究. 同年, 俄罗

斯学者Kanshin[9]将磁压迫技术用于消化系吻合, 
他利用磁体进行了犬的胃十二指肠吻合和空肠

侧侧吻合的吻合重建实验, 显示出了良好的吻合

效果. 1980年美国学者Jansen[10]利用聚酯涂层的

磁环进行了小肠吻合的动物实验, 结果显示吻合口

通畅, 黏膜下层愈合良好. 次年, Jansen等[11]将此磁

环用于临床, 对21例患者进行了结直肠吻合, 最
终2例患者出现了肠漏, 术后磁环排出体外平均

时间为9 d, 随访1年未发现吻合口狭窄等并发症. 
1992年俄罗斯Stepanov[12]利用磁吻合器对46例肠

漏的儿童进行了旁路吻合, 使儿童肠漏的死亡率

由当时的31%降至13%. 1993年俄罗斯Saveliev[13]

报道了内镜下利用磁压迫技术进行胆囊-胃吻

合、胆囊-空肠吻合和肠肠吻合的动物实验, 以期

用于梗阻性黄疸的治疗. 90年代末, 磁吻合的研

究进入到飞速发展阶段, 其中以日本Yamanouchi
团队的研究成果最为突出. 经过磁性压迫吻合模

式在空腔脏器的成功尝试, 于2002年Yamanouchi
将钐-钴稀土永磁材料作为吻合器主体进行压迫

吻合的方式正式命名为“山内法(Yamanouchi's 
method)” [14]. 2003年美国Ventrica公司推出了产

品化的血管侧侧磁性吻合装置, 并称为MVP系
统(magnetic vascular positioner system)[15], 该系统

被用于冠状动脉搭桥手术, 取得了良好的临床效

果[16-22]. 国内吕毅教授利用MCT进行了犬门腔分

流的实验研究, 虽然尚未进入临床试验, 但这也

为MCT的应用研究拓展了思路[8]. 2013年, “The 
New England Journal of Medicine”报道了食管下

段扩约肌磁性增强元件用于治疗胃食管返流病

的临床研究, 其研究结果令人鼓舞[23], 虽然此研

究并未涉及吻合的过程, 但我们认为这仍然可

归结于MCT, 这是对MCT更为灵活巧妙的应用 
范例.

2  磁吻合的原理 

在应用磁吻合时, 通常将两个磁体分别置于吻

合口两侧, 这两个磁体的形状、尺寸可以完全

一样, 也可以不一样. 习惯上将体积较大的或者

在压迫吻合过程中位置相对变化较小的磁体称

之为母磁体(parent magnet, PM), 而体积较小或

位置变化相对较大的磁体称为子磁体(daughter 
magnet, DM), 当然这样的叫法并非绝对的. 有
时也把带有固定牵拉装置的磁体称之为母磁体. 
在吻合时, 子母磁体压迫吻合部位组织, 使其发

生缺血-坏死-脱落的病理变化过程, 而压榨旁组

织则黏连-修复-愈合, 最终完成管腔的吻合重建. 
磁吻合实现空腔脏器吻合的原理属于压迫吻合

的范畴, 但有别于手工缝线吻合和钉式吻合. 传
统的手工缝线和钉式吻合仅需要保证空腔脏器

吻合部位良好的接触和连续性即可实现管腔吻

合端黏连-修复-愈合, 而压迫吻合则要完成上述

两种病理变化过程.
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■相关报道
国外磁吻合联合
内 镜 最 早 由 Ya -
manouchi提出并
在临床上获得成
功, 内镜下胃肠磁
吻合则由Chopita
最 先 用 于 临 床 , 
Takamizawa首先
报道了磁吻合治
疗食管闭锁的成
功病例. 国内西安
交大一附院吕毅
于2010年率先开
展了磁吻合联合
内镜进行肝移植
术后狭窄胆道的
疏通.

3  磁吻合的特点

磁吻合与传统吻合的区别主要体现在压迫力的

产生和压迫过程中压迫力的变化两个方面. 一
方面, 磁吻合中压迫力的产生依赖的是特殊的

“非接触性”磁场力, 也就是说子母磁体并不

需要直接接触就能完成组织间的压迫, 而传统

吻合时吻合口两端的装置(缝线或吻合器)必须

接触才能实现压迫, 这也正是此技术能用于一

些复杂病例解决特殊外科难题的根本所在. 另
一方面, 一般的机械压迫吻合的压迫力在手术

操作完之后就为恒定的力, 而磁压迫吻合的压

迫力随着受压组织的缺血、组织变薄、组织坏

死的变化, 子母磁体间的距离在减小, 磁场力在

增加, 因而压迫力是逐步增加的趋势. 再者, 磁
吻合时被压迫组织承受的是一个平面的压力, 
这有别于手工缝线吻合或钉式吻合时组织受到

的纵向牵拉切割力, 这使磁吻合能够在组织炎

症水肿状态下实现一期吻合[24-26].

4  磁吻合联合内镜在消化系统疾病中的应用

4.1 内镜下胆道梗阻的处理 山内法(Yamanou-
chi's method)将磁压迫技术与内镜技术结合来

通过微创手段处理复杂的胆道梗阻获得成功. 
2001年, Takao等[3]利用MCT联合内镜治疗一位

胆总管完全梗阻的患者, 该患者因胃癌行胃次

全切除, 术后由于胆管炎造成胆总管完全梗阻, 
Takao通过内镜在Billroth2术式的输入袢放置一

磁体, 另一磁体经皮经肝穿刺在导丝引导下置

入胆总管, 两个磁体相吸32 d后两个磁体贯穿胆

总管和肠管形成胆肠吻合. 该病例开创了MCT
联合内镜处理胆道狭窄或闭塞的先例. 2005年
Muraoka等[27]在内镜下应用MCT成功治疗1例活

体供肝肝移植术后胆道狭窄的患者, 取得了良

好的效果. 此后, 内镜联合MCT处理各种原因引

起的胆道狭窄的大量病例被报道[28-37]. 国内西安

交通大学第一附属医院磁外科研究团队将MCT
与内镜技术结合于2011年进行了我国首例狭窄

胆道磁压榨疏通获得成功.
4.2 内镜下胃肠吻合 Cope等[38,39]在1995年进行

了内镜下磁压迫胃肠吻合的动物实验, 吻合取

得成功并初步探索出手术路径. 随后Cope又通

过动物实验观察了在磁压迫胃肠吻合口建立之

后置入Z型支架(Z stent)和YO-YO支架的长期

通畅性[40,41]. 在此基础上, Chopita等[42]于2005年
进行了15例肿瘤引起的恶性十二指肠梗阻患者

通过胃镜下磁压榨技术建立胃肠吻合口后置入

YO-YO支架的报道, 结果显示成功率为88.66%, 
平均生存期为5.23 mo, 有4例患者出现小的并发

症. 2010年Van Hooft等[43]报道了胃镜下磁压榨

技术联合YO-YO支架治疗胃出口恶性梗阻前瞻

性多中心研究结果, 在该项结果中由于支架导

致了严重的并发症和死亡率. 因此, 有研究[44-49]

认为该项技术暂时不推荐在临床使用, 应该继

续探索出更加安全可行的技术方法. 此后, 又有

不少学者进行了胃镜联合腹腔镜下的胃肠、肠

肠磁吻合的相关动物实验研究.
4.3 食管闭锁的内镜下治疗 2007年Takamizawa
等[50]为1例食管吻合术后狭窄的患者用磁压迫

技术进行了再疏通, 取得了满意的效果. 2009年
Zaritzky等[51]用磁压迫技术治疗5位食管闭锁的

患儿, 除1例需要外科手术治疗外其余4例均获

得了成功. MCT联合胃镜处理先天性食管闭锁

的重大意义在于将以往必须由外科手术治疗的

疾病通过内镜处理得以治愈, 大大减小了对患

者的创伤.
4.4 炎症感染状态下的消化系一期吻合 磁压迫

技术以其特殊的吻合原理, 还可以用于特殊病

理状态(严重感染)下的消化系的一期吻合重建. 
2008年吕毅团队利用带有子母磁体的磁性胆肠

吻合支架进行犬胆道损伤的一期吻合, 首次探索

了磁压迫技术在炎症感染状态下的应用效果[24]. 
2011年又进行了犬小肠漏的一期修补[25]. 这两个

动物实验研究结果表明, 在炎症感染存在的状

态下磁压迫技术仍然能够实现消化系吻合, 并
且较手工缝线吻合成功率大大提高. 这是因为

磁吻合时被压迫组织承受的是一个平面的压力, 
替代了手工缝线吻合或钉式吻合时组织受到的

纵向牵拉切割力. 这一点提示我们, 磁吻合有可

能改变以前的炎症感染状态下不能实现一期修

复的传统治疗观念, 具有极其重大的意义.

5  磁吻合研究亟待解决的问题

尽管大量学者进行了消化系磁吻合的实验和临

床研究, 但就目前而言, 还有许多基础问题亟待

解决: (1)胃肠道吻合重建中, 子母磁体间吸力

(吻合组织间的压迫力)究竟在何范围为安全. 磁
体间的吸力与所选择的永磁材料、磁体的形状

尺寸设计、机械加工程序、充磁条件和参数都

有密切关系, 就目前相关文献中使用的磁体在

以上几方面都不同, 因而磁体的吸力也是不同

的, 这就需要进行一些基础研究, 探索出胃肠道

磁压迫吻合中子母磁体间的最适吸力; (2)子母
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■创新盘点
本文在回顾大量
磁吻合文献的基
础上, 全面综述了
磁吻合联合内镜
技术将某些消化
外科手术变成内
镜下治疗的实验
研究和临床应用, 
并结合作者自己
多年的磁吻合研
究经验和思考, 提
出了当下磁外科
发展面临的难点
和亟需解决瓶颈.

磁体的形状设计. 在研究中, 大部分研究者们所

设计的磁体形状为圆柱形和圆环形, 也有学者

将其设计成阶梯状的环形[50]和斜面环形[51], 究
竟哪种形状设计最适合用于胃肠道吻合还需要

大量实验进行论证. 在消化系吻合重建时, 吻合

口一般要求比较大, 吻合用的磁体截面积也要

随之增加, 而这又恰恰不利于内镜操作. 为解决

该矛盾, 2011年Cho等[47]设计了SAMSEN(smart 
self-assembling magnets for endoscopy)组合式磁

体, 并在猪上进行了验证性试验取得成功. 该装

置巧妙地利用磁铁间的吸力和斥力, 在置入过

程中磁体被压缩成条状, 到达预定位置释放后

磁体自动变成四边形, 这样可以扩大吻合口. 这
种新颖的设计为以后磁吻合器的设计开辟了一

个新的思路, 有极大的借鉴价值; (3)磁压迫技术

辅助器械的设计. 为避免手术中磁体与铁磁性

手术器械相吸而干扰操作, 需要有一套钛合金

手术器械(包括开腹下的常规手术器械和腹腔镜

下的手术器械). 此外, 为方便操作, 还应有帮助

吻合用的支撑管、推拉杆或释放装置等; (4)多
个磁体间的磁力屏蔽. 在同一机体内当需要建

立多个吻合时, 距离较近的吻合口部位的磁体

会相互吸引, 造成肠管扭曲, 甚至还会压迫周围

肠管或重要组织, 因此如何有效避免相邻磁体

非计划性相吸也是需要解决的问题. 就作者所

在团队多年的研究而言, 我们认为有两种方法

可以解决: (1)通过支架进行支撑隔离; (2)在磁体

非吸合面包裹磁屏蔽壳, 将非吸合面的磁力线

引导至吸合面, 减少非吸合面的磁力线泄漏. 这
两种方法各有利弊, 应根据吻合部位的实际情

况来决定.

6  结论

磁吻合联合内镜技术可将原本需要外科手术处

理的疾病变成了内镜下可治疗的疾病, 这对于

减轻患者创伤和痛苦, 深化快速康复理念有着

重大影响. 纵观这些研究可以发现, 大部分仍停

留在动物实验验证阶段, 尚未在临床上大规模

开展. 因此, 磁吻合的安全性和可靠性仍有待多

中心大样本的随机对照实验来验证. 另外, 磁吻

合联合内镜的标准化操作规范和适应症有待建

立统一标准, 以此才能充分发挥磁吻合简便、

高效、安全、微创的特点, 推进医学的发展.
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■应用要点
本文通过对磁吻
合联合内镜技术
的大量文献的综
述, 不仅为磁吻合
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且也为磁吻合的
临床应用和推广
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■同行评价
本文对磁吻合联
合内镜在消化系
吻合重建中的应
用做了全面介绍, 
为磁吻合的临床
应用和推广提供
了理论依据, 对外
科医生具有重要
学习和借鉴意义.
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Abstract
Metallothioneins (MTs) are low-molecular 
weight, cysteine-rich, intracellular metal-binding 
proteins involved in diverse functions, such as 
metal homeostasis and/or detoxification, scav-
enging free radicals and stress response. Recent 
studies show that MTs play an important role 
in cell differentiation, proliferation and carcino-
genesis by displaying different expression pat-
terns and through different signaling pathways, 
have important value for the clinical diagnosis, 
treatment and prognosis of tumors, and can be 
used as a cancer biomarker. This article aims to 
discuss the research progress in MTs as a cancer 
maker in human digestive system tumors.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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金属硫蛋白在消化系肿瘤中的研究进展

孟红恩, 刘忠渊

®

■背景资料
在我国每年因为
肿瘤死亡的病例
中有2/3是消化系
肿 瘤 ,  除 了 癌 胚
抗原(carcinoem-
bryonic antigen, 
CEA)、甲胎蛋白
(alpha fetoprotein, 
AFP)、糖类抗原
CA50等之外还有
没有其他消化系
肿瘤生物标志物? 
与多种肿瘤的发
生、发展、预后
密切相关的金属
硫蛋白是否也是
一种生物标志物. 

Key Words: Metallothioneins; Digestive system tu-
mors; Biomarker
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摘要
金属硫蛋白是一类低相对分子质量、高巯基
含量、能结合金属离子等独特性能的蛋白质. 
金属硫蛋白具有参与体内微量元素储存、运
输和代谢, 解重金属中毒, 清除自由基和参与
应激反应等生物学功能. 最近的研究发现其通
过不同的表达模式以及不同的信号通路在细
胞的分化、增殖、癌变过程中也发挥着重要
作用, 对于肿瘤的临床诊断、治疗、预后分析
等具有重要参考价值, 可以作为肿瘤细胞表面
表达的一个生物标志物. 本文就金属硫蛋白作
为人类消化系肿瘤的生物标志物的研究进展
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: 金属硫蛋白各亚型以及各基因型通过

不同的表达模式以及不同的信号调节通路参与

细胞的分化、增殖、癌变过程中, 可作为肿瘤的

标志物, 本文就金属硫蛋白作为消化系肿瘤的生

物标志物的研究进展做一综述. 
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wjgnet.com/1009-3079/22/2722.asp  DOI: http://dx.doi.
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0  引言

金属硫蛋白(metallothionein, MT)于1957年由哈

佛大学的Margoshes和Valee从马的肾脏中首次

分离出来, 发现其相对分子质量低、富含半胱

氨酸、具有丰富的金属离子结合位点及独特的

分子生物学功能, 此后在真核微生物、高等植

■同行评议者
任粉玉, 教授,  延
边大学附属医院
消化内科
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■研发前沿
大量的研究表明, 
金属硫蛋白与消
化 系 肿 瘤 相 关 , 
而且各亚型在各
个消化系肿瘤的
表 达 不 尽 相 同 , 
参与不同的信号
调节通路, 但MT
各亚型具体参与
的信号通路以及
在肿瘤发生、发
展中独立作用及
其相互作用尚待
进一步的研究.

物、原核生物等均发现有MT并相继分离得到. 
尽管他们的进化起源可能还未完全清楚[1], 但
研究发现MT与多种肿瘤的发生、发展、预后

密切相关, 肿瘤组织中MT的表达水平与细胞增

殖、凋亡、肿瘤耐药性有关[2,3], 例如呼吸系统

中的肺癌[4]等, 生殖系统中的前列腺癌[5]、乳腺

癌[6]等, 而且MT基因的多态性也与肿瘤密切相

关[7]. MT广泛被作为肿瘤免疫组织化学生物标

志物[8]. 在我国每年因为肿瘤死亡的病例中有

2/3是消化系肿瘤, 患者5年的生存率是30%. 消
化系恶性肿瘤的标志物有多种, 目前应用广泛

的主要包括癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, 
CEA)、甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)、糖

类抗原C A50、糖类抗原C A19-9、糖类抗原

CA72-4等[9]. 本文就MT的结构与功能及其在消

化系肿瘤发生、发展及预后等方面的作用进行

综述. 

1  MT的结构与功能

在哺乳动物中存在4种不同亚型的MT, 分别为

MT-1、MT-2、MT-3和MT-4. 典型的哺乳动物

MT具有60-68个氨基酸残基, 其中含有20个半胱

氨酸残基, 形成两个结构域, α结构域和β结构域, 
可以同时与必须的金属元素如锌、铜等和有毒

金属如镉、汞等结合, Chen等[10]发现人MT-2A金

属化过程中铬离子先与α结合域形成Cd4MT中
间体, Cd4MT中间体协助过量的镉离子结合β结

构域形成完全金属化的Cd7MT而去金属化过程

与此相反. MT-l和MT-2亚型可以被金属离子、

消炎药和毒品等一系列刺激物广泛的诱导表达. 
而MT-3、MT-4对这些诱导物质不敏感, MT-3主
要表达于中枢神经系统, MT-4主要表达于角化

上皮细胞中. MT中丰富的半胱氨酸残基使得其

具有独特的生理作用, 主要有保护细胞免受氧

化物的损伤, 促进金属离子在细胞间的转运, 参
与微量元素的代谢及重金属的解毒, 清除自由

基、拮抗脂质过氧化作用, 对生物膜具有保护

作用, 还有拮抗电离辐射、参与应激反应/调控

机体生长发育和细胞代谢等功能[11-13]. 

2  MT在消化系肿瘤中的表达

2.1 在舌鳞状细胞癌中的表达 舌癌原发灶中MT
与Cu/Zn-SOD的表达主要分布在癌巢中, 癌旁组

织中表达较少或基本不表达, 高倍镜下在转移

淋巴结中可见淋巴组织间的癌细胞MT与Cu/Zn-
SOD均呈阳性表达, 而在无转移淋巴结中未见

MT与Cu/Zn-SOD表达, 且表达差异有统计学意

义, MT的表达与肿瘤的分化程度和转移相关[14]. 
Theocharis等[15]在49例舌鳞状细胞癌中研究发现

MT全部阳性表达, 与正常舌鳞状细胞的MT表
达及临床病例分析结果显示MT的阳性表达与

浸润深度、淋巴结转移有关, 其作用可能与角

蛋白珠相关, 而影响舌鳞状细胞癌预后的主要

因素是临床分期、组织学分级、局部复发[16], 因
此可以作为一项预后指标. 也有研究发现与MT
具有类似性质的抗DNA损伤的MSH2、MLH1
和MGMT也与舌鳞状细胞癌患者的临床病理特

征以及生存率相关[17]. 
2.2 在甲状腺肿瘤中的表达 MT在甲状腺良恶性

肿瘤中均有阳性表达, 在甲状腺恶性肿瘤的发生

发展中合成明显增强[18], 且MT的高表达与TNM
分级、淋巴结转移以及肿瘤的侵袭性相关 [19]. 
有研究发现MT-1G基因在PTC(乳头状甲状腺

瘤)的表达可以降低肿瘤的成活率与致癌性, 通
过PI3K/Akt和Rb/E2F通路, 起到抑癌基因的角 
色[20,21]. 通过钙抑制剂或者ERK1/2抑制剂可以阻

断MT-1和MT-2亚型的表达, 从而使得癌细胞的

周期循环消失而抑制肿瘤[22]. 
2.3 在食管癌中的表达 MT-1、MT-2和MT-3在食

管癌组织中表达均高于切缘正常组织, 其表达

水平与食管癌的发生、发展及组织分化密切相

关, 而且MT-3在食管癌组织中的表达规律与占

MT主体的MT-1、MT-2有显著不同[23]. MT-3的
表达使得食管癌细胞G0/G1期的时间相对延长, 
而S期相对缩短, 凋亡率升高, 增殖受到抑制[24], 
而管鳞状细胞癌细胞株中MT-3基因CpG岛超甲

基化可抑制其mRNA表达[25,26], 降低MT的表达, 
达到抑癌的作用. 因此, MT-3基因的CpG岛可作

为食管鳞癌治疗的新靶点. 田薇等[27]比较哈萨克

族和汉族之间癌组织和癌旁组织MT-3基因启动

子区甲基化率的差异均无统计学意义, 提示其

可能不具有民族特异性. 
2.4 在胃癌中的表达 MT-2A在正常胃细胞中不

表达, 而在胃癌细胞中过表达, 在胃肠道间质

瘤和早期胃癌细胞中有相对较低表达, 且与肿

瘤分化程度、肿瘤分期、类型无关, 且胃癌患

者的第一直系亲属有很大概率会患上胃癌[28,29]. 
MT-2A是miR-23的靶基因, 在胃癌细胞中, miR-
23a的上调伴随着MT-2A的下调, 敲除miR-23a
基因会抑制BGC823的生长[30]. 通过上调IκB-α
和下调p-IκB-α和细胞周期蛋白D1的表达, 抑制

NF-κB信号通路, 从而引发癌细胞凋亡或者G2/
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■相关报道
Jaromir Gumulec
等 运 用 M e t a -
analysis分析可得
金属硫蛋白与多
种肿瘤(尤其是头
颈 部 位 肿 瘤 ) 的
转移性、肿瘤分
级、肿瘤分期以
及患者的生存等
相关, 可以作为肿
瘤免疫组织化学
的生物标志物.

M停滞, MT2A抑制肿瘤细胞生长[31]. 而MT-3在
胃癌组织中与在正常胃组织相比表达显著下调, 
可能由于胃癌组织中较高的MT-3基因CpG岛超

甲基化引起[32]. 蔡小红等[33]在162例晚期胃癌患

者中, 筛选出108例循环肿瘤细胞. 应用含铂方

案化疗后有效组MT-1H mRNA表达水平显著低

于无效组. 无效组化疗后MT-1H mRNA表达水

平明显高于化疗前, 无效的晚期胃癌患者MT-1H 
mRNA表达水平升高, 提示MT-1H的表达可能与

铂类药物继发性耐药有关. 而且MT还参与胃癌

原发性耐药中[34]. 
2.5 在胰腺癌中的表达 胰腺癌致死在英国排在

所有癌症中的第5位, 而在美国排在了第4位[35]. 
Luckett等[36]发现南圣路易斯安纳州胰腺癌高发

与镉密切相关. 人胰腺癌细胞株中的MT由7种
MT基因编码, 其中MT-1B、MT-1E、MT-1X及

MT-2A和MT在人胰腺癌耐药细胞株中的表达

水平显著增高, 提示其与胰腺癌细胞株的增殖

及化疗耐药性相关[37]. 江华等[38]分别采用外源

性锌离子及反义寡聚核酸(As)转染P3、Pan-1、
MIA、SW1990、Cap、ASPC等6株胰腺癌细胞, 
调节MT表达, 随后应用ELISA及集落实验检测

MT表达水平及放射敏感性指标存活分数(SF2)
的变化, 结果显示MT表达水平与胰腺癌细胞耐

放射性有明显相关性. 冯智毅等[39]构建MT1E基
因真核表达载体, 转染SW1990细胞并获得阳性

单克隆细胞. 用Western blot技术检测转染前后

MT1E蛋白表达, MTT实验检测其增殖能力的变

化, 流式细胞仪分析细胞周期时相分布. 同时检

测Cyclin D1与p53的表达. 结果显示MT1E融合

蛋白在SW1990MT1E细胞中表达, 与SW1990和
SW1990MT1E空细胞比较, SW1990MT1E细胞增

殖速度明显快. SW1990MT1E细胞与SW1990和
SW1990空细胞比较, G0/G1期细胞明显减少, S期
明显增多, 差异有统计学意义. SW1990MT1E较
SW1990空的细胞Cyclin D1与p53表达明显升高, 
提示MT1E能够促进SW1990增殖, 可能和上调

Cyclin D1促使细胞进入S期增多, 通过失活P53蛋
白使细胞恶性变相关. 
2.6 在肝癌中的表达 正常肝组织、肝癌周围肝

组织和肝癌组织中, 以Cu-MT或者Zn、Cu-MT
形式存在的铜离子的积累量逐渐升高, 而凋亡

细胞数降低, 肝细胞中M T这种积累重金属离

子的作用与肝癌的形成相关[40]. 与非癌肝细胞

相比, 肝癌细胞中MT-1X和MT-2A的表达及其

mRNA的表达都明显下降, 且与p53基因、Ki-67

基因无关, 而阳性乙型肝炎病毒抗原致使的MT
阳性率显著比阴性乙型肝炎抗原导致的低[41]. 而
含有A-G-T单倍体MT-1的人容易患上肝癌, 尤
其是吸烟者[42]. 有研究显示肝癌中MT-1和MT-
2A表达下调是转录抑制导致的, PI3K/AKT信号

通路和C/EBPa对MT表达的调节在肝癌发生过

程有重要作用[43]. 在多数肝癌细胞中MT-1M基

因启动子存在甲基化现象, 而在体内和体外实

验中恢复MT-1M基因的表达可以抑制肿瘤的生

长, 或者通过肿瘤坏死因子a阻断IκBa的降解

从而抑制NF-κB的活性, 促使细胞凋亡[44]. 肝癌

细胞中MT-1和MT-2在核中表达的缺失, 与高的

Edmondson-Steiner分期和微血管侵犯相关[45], 而
MT-1E基因在小鼠肝癌形成的后期表达明显升

高, 其高表达与肿瘤细胞的恶性增殖有关[46]. 因
此, MT-1和MT-2在肝癌的形成和发展过程中存

在重要作用, 可以作为肝癌患者的一种预后指

标. 
2.7 在大肠癌中的表达 在正常大肠黏膜向大肠

癌转变过程中, MT-1G、MT-1E、MT-1F、MT-
1H和MT-1M表达缺失, 而MT-1X和MT-2A表达

下调, 且与总蛋白正相关.在细胞株和29%的肿

瘤样品中存在MT-1G基因甲基化, 而组蛋白去

乙酰化酶抑制剂可以诱导表达所有亚型的表达. 
MT表达的下调与不好的预后相关[47]. MT与p53
联合可以更好地预示大肠癌的发展状况[48]. 谢忆

山等[49]对65例大肠癌标本检测MT表达并随访

6-48 mo, 发现MT阳性表达与大肠癌肿瘤大小、

组织分级、浸润深度均无显著相关. 而将37例
完成术后辅助化疗者分为阳性表达与阴性表达

两组比较, 发现两组无病生存率和无远处转移

生存率有显著性差异, 大肠癌MT阳性表达与不

良预后相关, 可能与术后辅助化疗相对不敏感

有关. 陈华等[50]利用SP免疫组织化学技术检测

180例晚期大肠癌组织中MT的表达情况与奥沙

利铂耐药及生存时间的关系, 发现论MT与晚期

大肠癌对奥沙利铂的耐药存在一定的关联, MT
阴性患者对奥沙利铂有较好敏感性, 疗效较好.
2.8 在结直肠癌中的表达 在结直肠癌细胞中MT-
1F、MT-1G、MT-1X和MT-2A表达显著下调. 
外源添加MT-1F可以促进RKO细胞凋亡和抑制

RKO细胞转移、侵袭、黏附以及其体内的致癌

性. MT-1F表达的下调主要是通过其基因杂合性

的缺失引起的, 其基因的CpG岛甲基化只在低分

化的、MSI阳性RKO和LoVo结肠癌细胞株中存

在. 因此, MT-1F是潜在的抑癌基因[51]. 结直肠癌
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■创新盘点
本文综合分析了
金属硫蛋白各亚
型在甲状腺癌、
食管癌、胃癌、
肝癌、大肠癌等
消化系肿瘤中表
达情况, 以及可能
参与的信号通路, 
比较全面地阐述
了其作为肿瘤生
物标志物的可能
以及对诊断、预
后分析、耐药性
等的最新进展.

原发灶、转移淋巴结和肝转移组织中MT表达阳

性率均高于正常肠黏膜组织, 转移淋巴结和肝转

移灶中MT表达阳性率高于癌原发灶和无转移

淋巴结组织, Dukes C、D期MT表达阳性率高于

Dukes A、B期, 低分化腺癌和黏液腺癌MT表达

阳性率高于高分化和中分化腺癌, MT表达增强

与结直肠癌的浸润和淋巴结、肝转移有关, 可作

为评价结直肠癌患者预后的重要指标[52]. 同时检

测癌瘤中MT对制定化疗方案有指导意义[53]. 

3  结论

尽管MT在消化系不同部位肿瘤中阳性表达情

况不同, 即使在相同部位不同的研究中也存在

阳性表达情况不同, 但MT在肿瘤的发生、发展

中具有非常重要的作用, 检测MT不仅可以提示

肿瘤细胞的增殖活性, 还可以提供预后的相关

信息, 同时还可作为肿瘤化疗耐药的标志物, 但
关于MT在癌症发展过程中发挥着怎样的作用

及具体的机制, 虽有报道PI3K/AKT信号通路、

C/EBPA通路、钙和ERK1/2、潜在的抑癌基因

MT-1G和MT-1F等、CpG岛甲基化和MeCP-2[54]

等作用方式, 完善的机制与作用方式还有待于

进一步研究. 另外, MT各亚型在肿瘤发生、发

展中独立作用及其相互作用尚未阐明, 放化疗

及术后化疗对MT表达水平的影响及预后不同, 
如何利用不同亚型MT的功能特点逆转金属性

化疗药物的耐药性及降低化疗药物的不良反应, 
以及如何以不同亚型的MT为靶点通过口服经

过消化系给药抑制或者激活其表达来达到抑制

肿瘤生长、促进凋亡等, 都未被明确证实. MT具
有广阔的临床研究前景, 为肿瘤的早期发现、

治疗及预后提供新思路、新方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of siRNA-medi-
ated gene silencing of fibroblast growth factor 
receptor (FGFR) on the chemotherapy effect in a 
xenograft mouse model of gastric cancer and to 
explore the possible mechanism. 

METHODS: The expression of FGFR in MRC-5 
cells and MGC80-3 cells was detected by flow 
cytometry. The siRNA against FGFR was con-
structed and transfected into BGC-823 cells via 
LipofectamineTM 2000. The reduced rate of cell 
proliferation was assessed by MTT assay, and 
apoptosis rate was detected by flow cytometry. 
Western blot was used to detect the protein 
expression of FGFR, Caspase3 and Bax after 
gene silencing. A xenograft nude mouse model 
of gastric cancer was established, and fluores-
cence quantitative PCR was used to detect FGFR 
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SiRNA技术沉默成纤维细胞生长因子受体基因促进胃癌
化疗的效果及其机制

杨雪梅

®

■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 其
死亡率在世界范
围之内一直居高
不下. 传统的治疗
手段除了手术之
外 ,  还有放化疗 . 
但由于手术切除
率低, 放化疗不良
反应大, 肿瘤多药
耐药等缺点, 使得
当前传统胃癌治
疗的疗效仍难以
令人满意 .  因此 , 
寻找一种新的胃
癌治疗方法成为
目前胃癌研究中
的一个重要课题.

mRNA expression levels after transfection with 
siRNA. Tumor size was measured to assess the 
effects of treatment in different groups (model 
group, cisplatin group, and cisplatin + siRNA 
group). 

RESULTS: The expression of FGFR in MGC80-3 
cells was higher than that in MRC-5 cells (P < 0.05). 
After transfection with siRNA, compared with 
the cisplatin group and model group, the cispla-
tin + siRNA group showed significantly inhibited 
cell proliferation and promoted apoptosis (P < 
0.05). After FGFR gene silencing, the expression 
of FGFR on cell surface decreased and the ex-
pression levels of intracellular Caspase3 and Bax 
improved (P < 0.05). The level of FGFR mRNA 
expression significantly decreased in tumor-bear-
ing nude mice after siRNA transfection (P < 0.05). 
Besides, tumor volume decreased and tumor re-
cession rate increased (P < 0.05). 

CONCLUSION: SiRNA-mediated FGFR inhibi-
tion promotes the therapeutic effect of cisplatin 
against gastric cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究s iRNA基因沉默成纤维细胞生长
因子受体(fibroblast growth factor receptor, 
FGFR)促进胃癌化疗的效果及其作用机制.  

方法: 流式细胞仪检测人正常细胞MRC-5和
胃癌细胞MGC80-3中FGFR的表达量. 设计合
成FGFR特异性siRNA序列, LipofectamineTM 
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■研发前沿
干扰RNA技术是
一种由双链RNA
所引起的序列特
异性基因沉默技
术. 目前, 该技术
作为一种抗癌新
疗 法 ,  被 广 泛 应
用于各种肿瘤研
究 .  在 胃 癌 治 疗
方 面 ,  其 不 仅 可
以直接作用于胃
癌 的 靶 向 基 因 , 
而且可以通过抑
制肿瘤血管的新
生间接地治疗胃
癌 ,  并 且 对 胃 癌
化疗多药耐药也
起到了一定作用.

2000转入BGC-823细胞中. 将实验分为对照
组、顺铂组、顺铂+siRNA组及siRNA组, 通
过MTT法及流式细胞仪检测BGC-823细胞的
增值及凋亡, Western blot检测FGFR沉默后
相关蛋白表达情况. 建立胃癌裸鼠模型, 转染
siRNA后通过荧光定量PCR检测FGFR mRNA
表达量, 测量不同分组(模型组、顺铂组和顺
铂+siRNA组)瘤体的大小以检测治疗的效果.  

结果: 胃癌细胞MGC80-3中FGFR的表达量
明显高于人正常细胞MRC-5(P <0.05). 转染
s iRNA后, 与顺铂组及s iRNA组相比, 顺铂
+siRNA组显著抑制细胞增殖及促进细胞凋
亡(P <0.05), 并且FGFR基因沉默后, 细胞表面
FGFR表达量减少, 细胞内Caspase3及Bax表
达量提高. 胃癌裸鼠的瘤体在转染siRNA后,  
FGFR mRNA的表达量明显降低(P <0.05), 且
瘤体体积减小, 瘤体衰退率提高(P <0.05).  

结论: FGFR特异性siRNA与顺铂联合使用可
促进胃癌的治疗效果, 为探索胃癌治疗的新方
法奠定了基础.  

© 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: 顺铂与siRNA联合治疗可促进胃癌治

疗的效果, 为化疗联合基因治疗的方法奠定了应

用基础, 也为未来胃癌治疗提供了一个新的研究

方向. 
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率在世

界范围之内一直居高不下[1]. 传统的治疗手段除

了手术之外, 还有放化疗. 但由于手术切除率低, 
放化疗不良反应大, 肿瘤多药耐药等缺点, 使得

当前传统胃癌治疗的疗效仍难以令人满意. 因
此, 寻找一种新的胃癌治疗方法成为目前胃癌

研究中的一个重要课题.  
成纤维细胞生长因子受体(fibroblast growth 

factor receptor, FGFR)是免疫球蛋白基因超家族

成员, 其通过与FGFs结合而产生多种生物学效

应[2]. 研究表明, FGFRs基因在胃癌、乳腺癌、

前列腺癌、胰腺癌等组织中表达过度, 其可能

与多种恶性肿瘤的发生、发展有密切关系[3-8].  
干扰RNA技术是一种由双链RNA所引起的

序列特异性基因沉默技术. 目前,  该技术作为一

种抗癌新疗法, 被广泛应用于各种肿瘤研究[9,10]. 
在胃癌治疗方面,  其不仅可以直接作用于胃癌

的靶向基因, 而且可以通过抑制肿瘤血管的新

生间接地治疗胃癌, 并且对胃癌化疗多药耐药

也起到了一定作用[11].  
本研究将胃癌BGC-823细胞进行顺铂化疗

处理及FGFR特异性siRNA转染处理, 分析siR-
NA基因沉默FGFR及顺铂化疗对BGC-823细胞

的增殖、凋亡及相关蛋白表达的影响, 并通过

建立胃癌裸鼠模型, 证明siRNA基因沉默FGFR
与顺铂联用对胃癌瘤体的衰退有促进作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Balb(nu/nu)无胸腺裸鼠60只, 4-6
周龄, 体质量18 g±2 g, 由国家医药管理局上

海医药工业研究所提供. 实验鼠在SPF条件下

繁殖、饲养 .  人正常细胞M R C-5和胃癌细胞

MGC80-3购自中国科学院上海细胞究所. siRNA
基因片段由珠海英平生物技术有限公司合成. 
RPMI 1640培养液、胎牛血清(美国Gibco公
司); LipofectamineTM 2000脂质体转染试剂(美国

Invitrogen公司); 顺铂(江苏瑞安医药公司); MTT
试剂、DMSO试剂、AnnexinV试剂及PI试剂

(Sigma公司); 抗体(上海优宁维公司). 流式细胞

仪(美国Coulter公司); 酶标仪(Thermo公司).   
1.2  方法

1.2.1 细胞培养: 将人正常细胞MRC-5和胃癌细

胞MGC80-3培养在含有10%胎牛血清的RPMI 
1640培养液中, 放置在饱和湿度5%CO2, 37 ℃恒

温培养箱中培养, 每2 d传代1次.  
1.2.2 流式细胞仪检测细胞表面FGFR表达量: 
MRC-5细胞和MGC80-3细胞培养至48 h时, 收
集细胞, 制成单细胞悬液, 调节密度至约1×106 
cells/管. 用PBS液洗细胞两遍, 加15%小牛血清

200 μL孵育30 min以封闭非特异性抗体. PBS洗
两遍, 加FGFR-单克隆抗体200 μL(0.5 mg/mL), 
室温孵育1.5 h. 加IgG-FITC 200 μL(0.5 mg/mL), 
室温孵育45 min, 洗涤后流式细胞仪上机检测, 
实验重复3次.  
1.2.3 siRNA设计、合成及转染: 根据Genbank
中提供的FGFR相关信息, 应用相应计算机软

件设计靶向FGFR mRNA序列的21个碱基组成

的核苷酸链, 序列为: 5'-AAGTCGGACGCAA-
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CAGAGAAA-3', 同时合成互补链, 经退火形

成双链RNA, 即特异性s iRNA分子. 阴性对照

siRNA序列为: 5'-CGAACGCGGUAUACUUC-
GADTDT-3', 此序列不与人类任何基因序列同

源. 实验时取对数生长期MGC80-3细胞, 以2×
105 cells/孔的密度接种于24孔板中, 当细胞密度

达70%时, 按LipofectamineTM 2000试剂盒的说

明书, 以脂质体法进行转染. 实验组分为四组: 
(1)MGC80-3细胞对照组; (2)MGC80-3+顺铂化

疗组; (3)MGC80-3+顺铂+siRNA组; (4)MGC80-
3+siRNA组. 其中顺铂的浓度为2 μg/L.  
1.2.4 MTT法测定细胞增殖: 取各实验组中处于

对数生长期的细胞, 以5×104个/mL的细胞密度

接种于96孔培养板中. 各组在培养48 h后, 每孔

加入20 μL的MTT溶液, 置于37 ℃条件下培养4 
h. 吸出上清液后, 每孔加入200 μL DMSO溶液

中止反应, 待紫色结晶完全溶解后, 用酶标仪在

492 nm处测定每孔的A值, 从而计算增殖抑制率, 
增值抑制率(%) = (1-实验组A值/对照组A值)×
100%.  
1.2.5 流式细胞仪测定细胞凋亡: 取各实验组中

处于对数生长期的细胞, PBS洗涤两次后, 加入

100 μL AnnexinV Binding Buffer轻轻重悬细胞, 
后将5 μL AnnexinV加入到95 μL AnnexinV Bind-
ing Buffer中, 轻轻混匀. 室温避光孵育15 min后
离心弃上清, 加入100 μL AnnexinV Binding Buf-
fer轻轻重悬细胞. 将10 μL PI染色液加入到90 
μL AnnexinV Binding Buffer中, 混匀后冰上避光

孵育5 min, 用流式细胞仪在488 nm处检测, 软件

分析细胞凋亡率, 细胞凋亡率为早期凋亡细胞

和中晚期凋亡细胞之和. 重复检测3次.  
1.2.6 Western blot法检测细胞内蛋白表达: 提
取各实验组细胞总蛋白, 测定蛋白含量定量后, 
于100 ℃水浴5 min使蛋白变性, 进行8%SDS-
PAGE电泳. 电泳后蛋白转移至PVDF膜上, 5%脱

脂牛奶室温封闭1 h, 加入相关蛋白一抗, 于4 ℃

孵育过夜. 次日用TBST洗涤膜3次, 后加入相关

蛋白二抗, 于37 ℃孵育45 min,  TBST洗涤3次
后, 在暗室中压片、显影、定影. 图像应用Alpha 
Imager 2200软件进行分析.
1.2.7 胃癌裸鼠肿瘤模型的建立及瘤体体积测

定: 取对数生长期细胞MGC80-3, 以2×107 cells/
只的细胞密度接种于Balb(nu/nu)裸鼠腋下皮下, 
建立移植瘤模型. 待裸鼠瘤体长至1 cm时, 将裸

鼠分为3组, 每组20只, 分别为: (1)模型组,  每只

老鼠注射200 μL的RPMI 1640培养液; (2)顺铂

组, 每只老鼠注射100 μL(2 μg/L)顺铂和100 μL 
RPMI 1640培养液; (3)顺铂+siRNA组, 每只老鼠

注射100 μL(2 μg/L)和100 μL siRNA脂质体混合

物. 注射3 d后将裸鼠处死, 测量瘤体体积并计

算瘤体衰退率, 衰退率 = (1-实验组/模型组)×
100%.  
1.2.8 荧光定量PCR检测瘤体中FGFR mRNA的

表达量: 转染24 h后, 各实验组处死10只裸鼠, 取
移植瘤组织. 用TRIzol法提取总RNA, 然后用逆

转录试剂盒转录形成cDNA进行荧光定量 PCR
扩增FGFR和内参GAPDH , 反应体系为: 2×
PCR buffer 25 μL, Primers(25 μmol/L)1.2 μL, 2×
SYBR Green I 0.3 μL, DNA模板1 μL, dH2O 22.5 
μL; 扩增条件: 94 ℃ 4 min, 94 ℃ 20 s, 60 ℃ 30 s, 
72 ℃ 30 s循环35次, 72 ℃检测信号. FGFR引物

序列: 正义5'-GCTTAGCTGCTGTGGCAATG-3',  
反义5'-CCCACTTTGGGTCTGTGTCA-3', 扩增

片断长度386 bp; GAPDH : 正义5'-GCACCGT-
CAAGGCTGAGAAC-3', 反义5'-ATGGTGGT-
GAAGACGCCAGT-3', 扩增片断长度142 bp.  

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件处理

数据, 数据用mean±SD表示, 结果比较用t检验. 
P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 人正常细胞MRC-5和胃癌细胞MGC80-3中

FGFR的表达量 通过流式细胞仪检测发现, 细
胞MGC80-3中FGFR的荧光强度较高, gate值为

35.76%±1.28%, 细胞MRC-5的荧光强度较高

较低, gate值为13.69%±2.15%, 表明胃癌细胞

MGC80-3中FGFR的表达量高于人正常细胞中

FGFR的表达量(P <0.05).  
2.2 顺铂+siRNA联合使用对细胞BGC-823增殖

的影响 如表1所示, 与对照组相比, 顺铂组、

顺铂+siRNA组及siRNA组的增殖抑制率均显

著增高(P <0.05). 其中, 顺铂+siRNA组对细胞

     

表  1  顺铂+siRNA联合使用对细胞BGC-823增殖的影响
(mean±SD, %)

分组 增值抑制率    P 值

对照组   3.41±0.98

顺铂组 45.65±3.21a <0.05

顺铂+siRNA组 63.13±1.78ace <0.05

siRNA组 39.11±6.19a <0.05

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  顺铂组; eP<0.05 vs  siRNA组.
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BGC-823增殖抑制率最高, 而顺铂组增殖抑制率

又略高于siRNA组的增殖抑制率. 由此可知, 顺
铂+siRNA联合使用可明显抑制细胞BGC-823的
增殖, 而单独使用化疗药物顺铂的增殖抑制率

又优于单独使用siRNA.  
2.3 顺铂+siRNA联合使用对细胞BGC-823凋亡

的影响 如表2所示, 顺铂组、顺铂+siRNA组及

siRNA组中细胞BGC-823的凋亡率均显著高于

对照组(P <0.05). 顺铂组细胞BGC-823凋亡率仅

为顺铂+siRNA组的64.5%, 而顺铂组的细胞凋亡

率又是siRNA组的1倍. 由此可知, 顺铂+siRNA
联合使用可显著促进细胞BGC-823的凋亡, 而顺

铂组的凋亡率又优于siRNA组.  
2.4 成纤维细胞生长因子受体及死亡受体途径

相关蛋白表达 通过Western blot检测FGFR与

相关凋亡相关蛋白Caspase3、Bax的表达发现, 
与对照组相比, 各实验组中FGFR的表达均下

调, 而Caspase3、Bax的表达均上调, 其中顺铂

+siRNA组的差异性最明显(P <0.05). 与顺铂组相

比, siRNA组的FGFR表达量较低, 但Caspase3表
达量较高(P <0.05). 说明与化疗相比, FGFR特异

性siRNA可明显沉默FGFR的表达, 激活死亡受

体途径相关蛋白表达, 从而诱导细胞凋亡(图1).  
2.5 荧光定量PCR检测裸鼠瘤体中FGFR mRNA
的相对表达量 经荧光定量PCR可知, 顺铂组和

顺铂+siRNA组裸鼠瘤体中FGFR mRNA的相

对表达量均低于模型组, 其中顺铂+siRNA组的

FGFR mRNA相对表达量最低, 仅为对照组的一

半(P <0.05), 而顺铂组的FGFR mRNA的相对表

达量仅略低于模型组(P >0.05). 表明, FGFR特异

性siRNA在实体瘤中的转染效率高, 24 h内即可

明显降低FGFR mRNA的表达量(图2).  
2.6 胃癌裸鼠瘤体体积大小及衰退率 如表3所
示, 在接受顺铂化疗及顺铂+siRNA联合治疗后, 
胃癌裸鼠瘤体的体积均有减小. 但与模型组相

比, 顺铂组的瘤体体积减小了1倍, 而顺铂+siR-
NA的瘤体体积减小了3倍, 其瘤体衰退率高达

75.3%, 明显高于模型组, 从而证明顺铂+siRNA
联合使用治疗胃癌裸鼠的效果优于单独使用顺

铂化疗治疗.  

3  讨论

目前, 针对胃癌这种高发性癌症疾病, 主要的治

疗手段除了手术以外, 还有化疗. 虽然当前化疗

药物众多, 但多数效率低. 顺铂就是胃癌化疗方

案中的常用药之一, 他可以使DNA损伤, 破坏

DNA复制, 具有抗肿瘤活性. 但临床所使用的化

     

表  2  顺铂+siRNA联合使用对细胞BGC-823凋亡的影响 (%)

分组       凋亡率    t值   P 值

对照组   6.26±3.98

顺铂组 25.83±2.26a   8.68 <0.05

顺铂+siRNA组 48.99±1.34ace 14.11 <0.05

siRNA组 34.88±4.41a   7.68 <0.05

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  顺铂组; eP<0.05 vs  siRNA组.

     

表  3  裸鼠瘤体体积大小及衰退率

分组 瘤体体积(cm3)  瘤体衰退率(%)    P 值

模型组 2.65± 0.16

顺铂组 1.78 ± 0.32a       49.8 <0.05

顺铂+siRNA组 0.82 ± 0.23ace       64.2 <0.05

siRNA组 1.35± 0.33a       53.5 <0.05

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  顺铂组; eP<0.05 vs  siRNA组.

FGFR

Caspase3

Bax

b-actin

对照组         顺铂组  顺铂+siRNA组  siRNA组

BGC-823

图  1  FGFR基因沉默后FGFR、Caspase3和Bax的表达.  FGFR: 

成纤维细胞生长因子受体.

图  2  荧光定量PCR检测裸鼠瘤体中FGFR mRNA的相对表达
量. FGFR: 成纤维细胞生长因子受体.
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疗药物除了诱导肿瘤细胞凋亡以外, 还同时杀

伤正常细胞, 严重影响了化疗的耐受性和依从

性. 因此, 根据患者的基因分型而制定的胃癌用

药治疗将是未来努力的方向[12], 而RNA干扰技

术所具有的基因高度特异性特点, 为他在未来

肿瘤化疗中的应用奠定了基础. 研究表明, 干扰

RNA技术可特异性地抑制原癌基因、癌症相关

基因或突变基因的过度表达, 从而抑制肿瘤的

发生、发展[13]. 此外, siRNA化学性质的高度稳

定性, 抑制作用的迅速性和无药物抑制剂毒副

作用等优点, 使其在基因治疗领域中逐渐成为

了重要的治疗手段[14].  
体内几乎所有组织的细胞表面都含有

FGFR, 而恶性肿瘤细胞中FGFR的含量明显增

多, 他们可以通过胞外配体结构域与配体成纤

维细胞生长因子FGF结合, 刺激细胞的分裂增

殖, 从而发挥生物学效应. 本研究根据干扰RNA
技术的原理, 合成针对纤维细胞生长因子受体

FGFR特定基因序列的小干扰siRNA, 使其与细

胞内FGFR mRNA的特定序列结合, 沉默FGFR
表达, 使其不能与FGF结合, 从而不能发挥生物

学效应, 起到抗癌的作用.  
本研究中, 在细胞水平上首先通过流式细胞

仪检测人正常细胞MRC-5和胃癌细胞MGC80-3
中FGFR的表达量, 证明胃癌细胞中的FGFR表

达量高于人正常细胞. 然后根据FGFR基因序列

制备特异性siRNA, 通过脂质体转染法将siRNA
转入胃癌细胞BGC-823中, 观察顺铂组、siRNA
组及顺铂+siRNA组中胃癌细胞的增值及凋亡情

况. MTT法与流式细胞仪检测发现, 各实验组中, 
顺铂+siRNA组的细胞增殖抑制率及凋亡率最

高, 其次是顺铂组, 最后才是siRNA组(P <0.05). 
表明, 顺铂化疗比siRNA治疗胃癌的效果好, 但
是两者的联合作用可以达到更好的疗效. 通过

Western blot检测发现, FGFR作为一种促进肿瘤

生长和转移所必需的受体, 在胃癌治疗中也起

着关键作用[15]. 在FGFR被siRNA基因沉默后, 其
表达量也减少了, 促进抑癌作用的发挥. 此外, 
对胃癌细胞的死亡受体相关蛋白Caspase3, Bax
的检测发现, 顺铂+siRNA组中他们的表达量也

明显增多. 但与顺铂组相比, siRNA组的FGFR表
达量较低, Caspase3表达量却较高(P <0.05),  这
说明与化疗相比, FGFR特异性s iRNA不仅可

明显沉默FGFR的表达, 还可以下调FGFR的表

达, 激活死亡受体途径相关蛋白表达, 从而诱

导细胞凋亡. 在动物中, 本研究将siRNA转入了

胃癌裸鼠的实体瘤中, 通过荧光定量PCR测定

FGFR mRNA的表达量发现, 向实体瘤中转染

FGFR特异性siRNA可明显降低FGFR mRNA 的
表达量(P <0.05). 通过对模型组、顺铂组和顺

铂+siRNA组裸鼠的瘤体体积的测量, 发现顺铂

+siRNA组可以明显减小瘤体体积的大小, 使瘤

体衰退率高达75.3%, 比单独使用顺铂化疗组高

23.4%(P <0.05), 从而证明相比单独使用顺铂化

疗治疗胃癌, 顺铂与siRNA联合治疗可促进胃癌

治疗的效果, 为化疗联合基因治疗的方法奠定

了应用基础, 也为未来胃癌治疗提供了一个新

的研究方向.  
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Abstract  
AIM: To assess the effect of cisplatin implanta-
tion on human gastric carcinoma xenograft 
growth and tumor expression of SYK and HER2 
in nude mice, and to discuss the mechanism of 
action of sustained-release cisplatin. 

METHODS: A xenograft model of human gas-
tric carcinoma was established by subcutaneous 
injection of SGC7901 cells in Balb/c nude mice. 
The mice were then randomly divided into 
four groups to receive intravenous injection of 
PBS (group A), intravenous injection of cispla-
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顺铂植入剂对人胃癌裸鼠移植瘤生长以及SYK、HER2表
达的影响

蔡婷婷, 颜丽萍, 李 弘

®

■背景资料
早期胃癌症状不
明显易被忽略, 确
诊时常已属晚期. 
所以胃癌治疗的
基础和临床研究
一直深受关注. 顺
铂便是首选化疗
药物之一. 但常规
注射用顺铂引起
的多种不良反应
极大限制了其应
用范围. 新型制剂
顺铂植入剂改变
顺铂给药途径、
减少不良反应, 为
临床治疗胃癌提
供了新思路. 因此
顺铂植入剂治疗
胃癌的基础研究
对指导临床用药
意义重大. 

tin (group B), intratumor injection of cisplatin 
(group C), and implantation of cisplatin (group 
D). After drug intervention, tumor weight and 
tumor inhibition rate were measured. Tumor 
tissues were observed after HE staining. Expres-
sion of SYK/HER2 was detected by immuno-
histochemsitry. Besides, the cell suspensions 
prepared from the tumor tissues from the four 
groups were tested by FCM. 

RESULTS: Sustained-release cisplatin could 
promote apoptosis and suppress tumor growth 
significantly, and it also could enhance the ex-
pression of SYK (group D: 73.42 ± 4.92 vs group 
C: 30.42 ± 3.92, P < 0.05; group B: 14.14 ± 2.84 vs 
group A: 5.06 ± 2.96, P < 0.05) and reduce the 
expression of HER2 (group D: 16.32 ± 4.82 vs 
group C: 34.82 ± 7.32, P < 0.05; group B: 45.8 ± 6.60 
vs group A: 77.34 ± 9.04, P < 0.05). 

CONCLUSION: Cisplatin implantation induces 
tumor cell apoptosis and exerts anticancer func-
tion possibly by enhancing the expression of 
SYK and reducing the expression of HER2. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察顺铂植入剂植入对人胃癌裸鼠移
植瘤模型中肿瘤细胞凋亡以及对脾酪氨酸
激酶(spleen tyrosine kinase, SYK)与人表皮生
长因子受体2(human epidermal growth factor 
receptor 2, HER2)蛋白在胃癌组织中表达的影
响, 探讨其作用的相关机制. 
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■研发前沿
顺铂植入剂具备
良好的药物代谢
动 力 学 研 究 ,  但
在胃癌早期、进
展 期 ,  顺 铂 植 入
剂是否均能比常
规顺铂注射液更
加有效地抑制肿
瘤生长至关重要, 
因此经顺铂不同
剂型干预后对比
观察相关蛋白表
达变化成为研究
热 点 ,  尤 其 是 与
胃癌早期、进展
期密切相关的蛋
白表达.

方法: 用人胃癌SGC7901细胞株建立Balb/c裸
鼠皮下移植瘤模型, 随机分4组(5只/组): PBS
尾静脉注射组(A组)、顺铂尾静脉注射组(B
组)、顺铂瘤内注射组(C组), 顺铂植入剂植入
组(D组). 药物干预后, 记录瘤质量, 计算抑瘤
率, 对瘤体进行HE染色, 免疫组织化学法检测
SYK及HER2表达水平, 并取每组部分瘤体制
成细胞混悬液进行流式细胞凋亡检测.  

结果: 顺铂植入剂能显著抑制移植瘤的生长, 
促进其凋亡并能较显著提高S Y K的表达[D
组(73.42±4.92)与C组(30.42±3.92)比较, 差
异有统计学意义(P <0.05); B(14.14±2.84)组
与A组(5.06±2.96)比较, 差异有统计学意义
(P <0.05)], 降低HER2表达[D组(16.32±4.82)
与C组(34.82±7.32)比较, 差异有统计学意义
(P <0.05); B组(45.8±6.60)与A组(77.34±9.04)
比较, 差异有统计学意义(P <0.05)]. 

结论: 顺铂植入剂可能通过下调HER2或上
调SYK的表达来促进癌细胞的凋亡以发挥抗
肿瘤的作用, 从而为临床胃癌的治疗提供新 
思路. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究通过对比观察脾酪氨酸激酶、

人表皮生长因子受体2等与胃癌的早期、进展

期、凋亡及预后密切相关的蛋白表达情况和细

胞凋亡情况的流式细胞术散点图发现在胃癌的

发生发展过程中顺铂植入剂能更为高效地抑制

胃癌细胞增殖, 促进其凋亡. 这很可能是由于顺

铂植入剂在用药部位使药物浓度呈现稳定持续

的高水平状态从而达到抑制癌细胞增殖, 促进其

凋亡, 杀灭微小转移灶及游离癌细胞, 明显降低

胃癌转移侵袭的机率, 显著改善预后, 提高生活

质量的目的, 这一发现对肿瘤的早期预防, 进展

期治疗以及预后均提出了新思路. 
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0  引言

胃癌是常见的恶性肿瘤之一, 发病率17.6/100000, 
在消化系恶性肿瘤排行中居首位. 我国是胃癌发

生率远高于世界平均水平, 每年有26万多人死于

胃癌, 占所有肿瘤死亡的23.93%, 其病程较短, 恶
性程度高, 胃癌患者尤其当病情进展到中晚期时

死亡率极高, 生存率低[1], 生活质量也受到严重影

响. 新型植入用顺铂是长效抗肿瘤制剂, 能明显

改善恶性肿瘤如肝癌[2]、食管癌等预后, 其优势

在临床已有报道[3]. 但有关其治疗胃癌的基础实

验方面研究较少. 本研究旨在探讨其对人胃癌裸

鼠皮下种植瘤的抑制作用, 初步阐明顺铂缓释制

剂诱导凋亡的机制,  并验证其在抗肿瘤方面的优

势, 为该缓释药物的临床应用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 20只SPF级Balb/c裸鼠, 雌雄各10只, 均
为5周龄, 体质量18-20 g, 由桂林医学院实验动

物中心提供; SGC7901细胞系由广西医科大学

实验中心提供. DMEM培养基及胎牛血清(Hy-
clone公司); 兔抗人脾酪氨酸激酶(spleen tyrosine 
kinase, SYK)多克隆抗体(博士德公司); 鼠抗人

c-erbB-2单克隆抗体(北京中杉金桥生物技术有

限公司); 流式细胞凋亡Annexin/PI双染试剂(购
自eBioscience), 检测仪器采用美国BD公司生产

FACSAriaTM Ⅲ型流式细胞仪; 顺铂(CDDP)注射

液(上海旭东海普药业有限公司, 25 mg/mL); 顺
铂缓释制剂(生产厂家: 安徽丰原中人药业公司, 
剂型: 植入剂; 规格: 20 mg, 批号: 20120403). 
1.2 方法

1.2.1 建立动物模型并干预: 培养SGC7901细胞

株, 收集对数期细胞并制成1.5×108/mL的细胞

悬液, 于裸鼠右前肢腋下注射0.2-0.3 mL(约3.0 
×107个/只), 约15 d肿瘤可长至直径约5 mm大

小表明致瘤成功, 一组5只, 随机分为4组: A组: 
PBS尾静脉注射组、B组: 顺铂尾静脉注射组、

C组: 顺铂瘤内注射组, D组: 顺铂植入剂植入组. 
于20、25、30 d分别给予A组PBS(1 mg/kg)、B
组CDDP(1 mg/kg)、C组CDDP(1 mg/kg)处理, D
组仅在成瘤后20 d植入顺铂缓释剂(0.4 mg/kg). 
35 d 后, 取出瘤体并称质量, 用千分尺测出肿

瘤的最长径(a)和最短径(b)并计算出瘤体体积

[V(mm3) = 0.5×a×b2]及抑瘤率{抑瘤率 = [1-实
验组平均瘤质量(B、C、D组为实验组)/A组平

均瘤质量]×100%}. 同一瘤组织分两部分处理: 
一部分用甲醛固定, 经石蜡包埋后严格按照相

应的步骤进行常规HE染色及免疫组织化学检测

SYK、HER2的表达; 另一部分制成细胞混悬液, 
严格按照凋亡试剂盒的操作步骤进行处理. 
1.2.2 免疫组织化学法及其结果判定: (1)SP免
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■相关报道
研究报道顺铂植
入剂具备良好的
药物代谢动力学
研究, 具有稳定维
持局部药物高浓
度的特点, 减少了
全身不良反应, 在
临床肿瘤的治疗
中操作简单宜行.

疫组织化学法检测SYK、HER2蛋白表达: 石蜡

切片脱蜡水化后, 每隔3 min用pH为7.4的PBS
冲洗1次(共3次); 对组织抗原进行相应的修复; 
13%H2O2(50 μL/张)室温孵育10 min. PBS冲洗3
次,  间隔3 min; 弃PBS液, 每张切片滴加50 μL对
应的一抗, 室温孵育60 min, PBS冲洗3次, 间隔3 
min; 弃PBS液, 滴1滴即用型MaxvisionTM快捷免

疫组织化学试剂, 室温孵育10 min, PBS冲洗3次, 
间隔3 min; 除去PBS, 滴100 μL DAB, 冲洗, 苏木

精复染, PBS 冲洗反蓝, 脱水干燥, 二甲苯透明, 
晾干封片待干燥后镜检计数; (2)免疫组织化学

结果判定: SYK和HER2蛋白阳性染色均以细胞

膜出现棕黄色颗粒为阳性. 400×镜下从每张组

织切片染色的最强区域中选10个视野, 使用目

镜网格微尺计数1000个细胞计算阳性细胞率(阳
性细胞率 = 阳性细胞数/肿瘤细胞数×100%). 
1.2.3 流式细胞术测细胞凋亡: 取出四组新鲜的

肿瘤组织进行适度研磨, 用PBS冲洗经筛网过滤

后制成细胞混悬液, 2000 r/min离心5 min, 弃上

清, 用200 μL PBS混悬, 2000 r/min离心5 min, 弃
上清后用100 μL 1×buffer混悬至1×106分别装

于4个1.5 mL的EP管内, 加5 μL Annexin V, 室温

避光放置30 min, 经1×buffer洗涤后用200 μL 1
×buffer制成细胞混悬液, 加入5 μL Propidium 
lodides, 2 ℃-8 ℃避光孵育10 min, 过滤上机. 

统计学处理 用SPSS17.0统计软件进行分

析, 所有数据描述用mean±SD表示, 采用实验

组与对照组、顺铂植入组与常规顺铂注射组两

样本组间的t检验, 各组之间用方差分析F检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 移植瘤体生长情况、瘤质量及抑瘤率 20只
裸鼠均在预期的时间内成瘤, 成瘤率100%. 体
积: A组1564 mm3±180 mm3、B组883 mm3±46 
mm3、C组584 mm3±91 mm3、D组296 mm3±

146 mm3. D组体积与A、B、C组比较, 差异均

有统计学意义(P <0.05, F  = 160.568), D组瘤质量

与A、B、C组比较均降低, 差异有统计学意义

(P <0.05), D 组的抑瘤率明显高于其他三组(表1). 
2.2 HE染色 A组中可见腺管样结构, 有少量细胞

凋亡和片状坏死, 肿瘤组织侵袭到脂肪和肌肉

组织. B组肿瘤细胞有明显的异型性, 未见明显

腺管状结构, 可见小片凋亡及坏死; 肿瘤局部侵

袭到脂肪组织. C组肿瘤细胞有明显的异型性, 
未见明显腺管样结构, 可见片状凋亡及坏死灶; 
肿瘤组织侵袭不明显. D组细胞异型性不明显,  
未见腺管状结构, 可见明显细胞凋亡和大量坏

死; 未见侵袭其他组织, 长势慢(图1). 
2.3 SYK和HER2免疫组织化学结果及相关性分析 
A、B、C、D组HER2的表达逐渐下降, 而SYK的表

达则呈逐渐升高的趋势(P = 0.000, F = 96.04)(图2, 3). 

表  1  各组SYK及HER2的表达、瘤质量及抑瘤率 (n  = 5, mean±SD)

     分组      SYK(%)     HER2(%)    瘤质量 抑瘤率(%)

A组 5.06±2.96a 77.34±9.04a 1.53±0.17a      -

B组 14.14±2.84a   45.8±6.6a 1.12±0.17a    27.1a

C组 30.42±3.92a 34.82±7.32a 0.64±0.05a    43.0a

D组 73.42±4.92 16.32±4.82 0.23±0.12    63.8

aP<0.05 vs  D组. A组: PBS尾静脉注射组; B组: 顺铂尾静脉注射组; C组: 顺铂瘤内注射组; 

D组: 顺铂植入剂植入组. SYK: 脾酪氨酸激酶; HER2: 人表皮生长因子受体2.

图  1  各组HE染色结果. A: PBS尾静脉注射组(×200); B: 顺铂尾静脉注射组(×400); C: 顺铂瘤内注射组(×400); D: 顺铂缓释

剂植入组(×400).

A B C D
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■创新盘点
本研究从与肿瘤发
生发展密切相关的
多种蛋白表达角度
比较分析顺铂植入
剂与常规顺铂注射
液在抗肿瘤方面的
差异.

2.4 流式细胞术检测细胞凋亡 A、B、C、D组肿 瘤组织中细胞凋亡率呈逐渐升高趋势(图4).

图  2  HER2的表达情况. A: PBS尾静脉注射组(×200); B: 顺铂尾静脉注射组(×400); C: 顺铂瘤内注射组(×400); D: 顺铂缓

释剂植入组(×400).

A B C D

图  3  SYK的表达情况. A: PBS尾静脉注射组(×200); B: 顺铂尾静脉注射组(×400); C: 顺铂瘤内注射组(×400); D: 顺铂缓释

剂植入组(×400).
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图  4  细胞凋亡的流式细胞术散点图. A: PBS尾静脉注射组; B: 顺铂尾静脉注射组; C: 顺铂瘤内注射组; D: 顺铂缓释剂植入组.

A B C

D



2738               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

3  讨论   

细胞凋亡调控失衡对肿瘤发生发展的影响极为

重要[4]. 顺铂具有促肿瘤细胞凋亡的作用成为临

床治疗肿瘤的常用药[5,6], 但常规注射用顺铂会

引起全身多个系统的不良反应, 如肾毒性, 中枢

神经受损引起的耳鸣耳聋等. 本研究HE染色和

抑瘤率结果表明顺铂缓释剂在促肿瘤细胞凋亡

方面比常规顺铂制剂效果更好, 这可能因为缓

释给药系统使药物能够达到较高的浓度, 且作用

持久[2], 将其用于胃癌术后的植入, 对促肿瘤凋

亡、抑制转移和改善预后有相当大的作用, 是晚

期或不适合做手术的患者较为理想的选择. SYK
作为一种抑癌基因在很多正常细胞中表达, Zyss
等[7]发现SYK有抑制细胞分裂和增殖的作用, 其
表达与胃癌细胞凋亡之间呈明显的负相关, 提示

SYK作为一种抑癌基因, 存在通过促进肿瘤细胞

凋亡而抑制肿瘤生长的可能性[8-10]. Mahabelesh-
war等[9]、Toyama等[10]经研究发现SYK可通过抑

制HER2的表达而发挥抑癌作用. 原癌基因HER2
具有致瘤作用, 其作用机制为抑制凋亡, 促进增

殖, 增加肿瘤细胞的侵袭能力, 促进肿瘤血管新

生和淋巴管新生[11-18]. 通常HER2在晚期胃癌和

转移的淋巴结中呈高表达, 提示HER2与胃癌转

移关系更为密切, 丁春明[19]和刘春忻[20]发现原癌

基因HER2具有致瘤作用, 在胃癌转移的淋巴结

中, HER2蛋白呈高表达, 与原位癌比较有显著差

异, 其作用机制为抑制肿瘤细胞的凋亡, 促进增

殖, 增加其侵袭能力, 促进肿瘤血管和淋巴管的

新生. HER2蛋白及其 mRNA在人类多种肿瘤中

都存在高表达现象, HER2基因的扩增可能是关

系胃癌患者预后的一个独立因素[21], 在使用药物

的条件下抑制HER2基因蛋白表达则能达到诱

导肿瘤细胞凋亡的效果[22]. 本研究通过采用不同

的干预方式对裸鼠荷瘤进行处理后, 发现SYK与

HER2的表达呈负相关, 这一结果暗示了顺铂缓

释剂有可能通过下调her2的表达、上调SYK的

表达来促进肿瘤细胞的凋亡, 从而发挥抗瘤作

用. 这与赵亚娟等[23]、周翡等[24]的研究相符合. 
同时顺铂缓释剂组表现为更高的SYK表达, 这与

其使局部达到更高的药物浓度密切相关, 提示其

促凋亡作用呈剂量相关性. 此外, 通过应用FCM
进行细胞凋亡的检测结果表明植入用顺铂缓释

剂能更有效的促进细胞凋亡. 
总之, 顺铂缓释剂更能有效抑制肿瘤细胞的

增殖, 促进其凋亡, 减少其异型性, 并通过上调

SYK蛋白和下调her2蛋白的表达而充分发挥其

在促肿瘤细胞凋亡方面的作用, 在肿瘤临床治

疗上提供了一种新思路. 
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Abstract
AIM: To observe the changes in calnexin and 
GRP78 expression in nonalcoholic fatty liver 
disease (NAFLD) induced with a high-fat, high-
sugar diet and to explore their role in hepatocyte 
apoptosis in rats with nonalcoholic fatty liver 
disease. 

METHODS: Twenty male SD rats were random-
ly divided into either a normal control group or 
an NAFLD group. The rats of the NAFLD group 
were given a high-fat, high-sugar diet for 12 wk 
to induce NAFLD, while the rats of normal con-
trol group were given an ordinary diet. Triglyc-
eride (TG), total cholesterol (TC), low-density li-
poprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL) 
and free fatty acids (FFA) were evaluated. Real-
time fluorescence quantitative PCR was applied 
to detect the mRNA expression of calnexin and 
GRP78 in liver tissues, and Western blot was ap-
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Calnexin及GRP78在大鼠非酒精性脂肪肝细胞凋亡中的
作用

胡晓霞, 王 艳, 王晋星一

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病是肝硬化和
肝癌的重要病因, 
近年来其发病率
不断上升, 在我国
它已成为仅次于
病毒性肝炎的常
见肝病. 目前非酒
精性脂肪性肝病
的发生机制尚未
完全阐明, 因此关
于其发病机制的
研究一直是肝病
研究的热点. 

plied to detect the protein expression of calnex-
in, GRP78, CHOP and p-JNK. Meanwhile, cell 
apoptosis in the liver was detected by TUNEL 
assay. 

RESULTS: Compared with the control group, 
serum levels of TG, TC, LDL and FFA signifi-
cantly increased in the NAFLD group (P < 0.05 
or P < 0.01), while the level of HDL was de-
creased (P < 0.01). Western blot analysis showed 
that the expression of calnexin, GRP78, CHOP 
and p-JNK proteins in the NAFLD group was 
significantly higher than that in the control 
group. Compared with the control group, the 
mRNA expression of calnexin and GRP78 was 
also increased in the NAFLD group (P < 0.05). 
TUNEL assay showed that the apoptosis of he-
patocytes in the NAFLD group was significantly 
elevated (P < 0.01). 

CONCLUSION: The up-regulation of calnexin 
and GRP78 may be involved in the pathogenesis 
of NAFLD.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目 的 :  观 察 大 鼠 在 非 酒 精 性 脂 肪 肝
(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)形成
过程中肝细胞钙联蛋白(calnexin, CNX)及葡
萄糖调节蛋白78(glucose regulated protein 78,  
GRP78)的表达变化, 旨在探讨CNX及GRP78
在非酒精性脂肪肝发生发展中的作用.  

方法:♂S D大鼠20只 ,  随机分为正常组和

■同行评议者
郭永红, 副主任医
师, 西安交通大学
医学院第二附属
医院感染科
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■研发前沿
内质网应激是指
由于某种病因引
起内质网的生理
功 能 发 生 紊 乱 , 
从而导致大量错
误折叠或未折叠
的蛋白质在内质
网腔内聚集的一
种亚细胞器的病
理 过 程 .  近 年 来
关于内质网应激
信号通路在代谢
综合征中的研究
十 分 广 泛 ,  但 其
与非酒精性脂肪
性肝病发病机制
之间的关系鲜有
报道.

NAFLD组, 每组各10只. NAFLD组大鼠采用
高脂高糖饮食制备非酒精性脂肪肝动物模
型, 正常组大鼠则给予普通饲料喂养, 造模
时间为12 wk. 测定各组大鼠血清甘油三酯
(triglyceride, TG)、总胆固醇(total cholesterol, 
TC)、低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, 
LDL)、高密度脂蛋白(high-density lipoprotein, 
HDL)及游离脂肪酸(free fatty acids, FFA)的
含量 ;  采用实时荧光定量P C R检测肝组织
中CNX和GRP78 mRNA的表达变化; 采用
Western blot检测肝组织中CNX、GRP78、
CCATT/增强子结合蛋白同源蛋白(CCATT/
enhancer-binding protein homology protein, 
CHOP)及磷酸化JNK(p-JNK)蛋白的表达变化; 
同时采用TUNEL法检测肝细胞凋亡情况.   

结果: 与正常组比较, NAFLD组大鼠血清中
TG、TC、LDL、FFA含量明显增高(P <0.05
或P <0.01) ,  而H D L则明显下降(P <0.01); 
Western blot结果显示NAFLD组大鼠肝组织中
CNX、GRP78、CHOP及p-JNK蛋白的表达显
著高于正常组大鼠; 实时荧光定量PCR结果显
示, 与正常组大鼠比较, NAFLD组大鼠肝脏中
CNX及GRP78 mRNA水平明显增高(P <0.05); 
同时, TUNEL法检测肝细胞凋亡发现NAFLD
组大鼠肝细胞凋亡数目较正常组大鼠显著增
加(P  <0.01).  

结论: 钙联蛋白及GRP78表达上调可能参与了
非酒精性脂肪肝的发生发展过程.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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白78; 细胞凋亡 

核心提示: 内质网应激参与了非酒精性脂肪性肝

病的发生发展过程, 其介导肝细胞损伤的机制

可能与内质网应激时凋亡信号通路中CHOP和

p-JNK的表达增加有关. 
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0  引言

随着人们饮食结构、生活方式的改变, 日常膳

食中以脂肪为代表的高热量食物所占比例明

显增加,  因此伴随与代谢异常密切相关的非酒

精性脂肪肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 

NAFLD)的发病率大幅上升, 已成为21世纪全球

重要的公共健康问题之一. NAFLD是一种与饮

酒无关、由多种病因引起的以肝细胞内脂质蓄

积过多为病理特征的疾病, 病情由轻到重包括

单纯性脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎及脂肪性

肝硬化[1,2].  在我国, NAFLD是仅次于病毒性肝

炎的常见肝脏疾病, 但目前关于NAFLD的发病

机制尚未完全阐明. 近年来研究人员对内质网

应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)信号通

路在代谢综合征中的作用进行了大量研究[3,4], 
但ERS与NAFLD的相关研究鲜有报道. 钙联蛋

白(calnexin, CNX)及葡萄糖调节蛋白78(glucose 
regulated protein 78, GRP78) 均为内质网分子伴

侣, 在ERS时CNX及GRP78的表达上调, 以维持

内质网的稳定, 但如果ERS持续存在, 也可介导

细胞凋亡的发生, 从而导致组织的损伤[5,6]. 本研

究以非酒精性脂肪肝大鼠为对象, 观察在非酒

精性脂肪肝发生过程中CNX及GRP78的表达变

化, 并探讨他们在非酒精性脂肪肝发生发展中

的可能作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠购自贵阳医学院实

验动物中心[许可证号: SCXK-(黔)2002-0001]; 
兔抗大鼠多克隆CNX、GRP78、CCATT/增强

子结合蛋白同源蛋白(CCATT/enhancer-binding 
protein homology protein, CHOP)及p-JNK抗体

购自美国Santa Cruz公司; 甘氨酸、十二烷基

硫酸钠、丙烯酰胺、三羟甲基氨基甲烷、过

硫酸铵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

Millipore公司; 逆转录试剂盒及SYBR Green
购自大连宝生物工程有限公司; 原位末端标记

法(TUNEL)检测试剂盒由碧云天试剂公司提

供; CNX、GRP78及内参β-actin引物委托上海

生工设计合成. 引物序列如下: CNX: 上游引物

5'-CCTCTGCCGCTGTCTCCACT-3'; 下游引物

5'-AAAGCACTTGAGGTCATTCT-3'. GRP78: 上
游引物5'-TGGAATCTTCACCTCAGAGTG-3'; 
下游引物5'-ATAT C C A A G G T G A A C A C A-
CAC-3'. β-actin: 上游引物5'-TCCTCCTGAGC-
GCAAGTACTCT-3'; 下游引物5'-GCTCAGTAA-
CAGTCCGCCTAGA-3'. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组及动物模型复制: 健康♂SD大鼠

20只, 体质量160-180 g, 在恒温(25 ℃)、光照周
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■相关报道
有研究人员发现
用软脂酸钠诱导
体外培养的肝细
胞发生脂肪变性
的过程中存在内
质网应激反应, 且
内质网应激时可
通 过 上 调 C H O P
和p- JNK的表达
介导脂肪变性的
肝细胞发生凋亡.

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2组: 正常对照组和非酒精

性脂肪肝组(NAFLD组), 每组各10只. NAFLD组

大鼠给予高脂高糖饲料(78%基础饲料, 15%猪

油, 5%蔗糖, 2%胆固醇)喂养, 造模时间为12 wk; 
正常对照组大鼠则给予普通饲料喂养. 造模结

束后股动脉放血处死大鼠, 留取血液及全部肝

脏组织,  肝组织保存于-80 ℃低温冰箱以备进行

Western blot及PCR检测; 血液1000 r/min离心15 
min后将血清分装置于-80 ℃低温冰箱保存.  
1.2.2 肝组织病理学检查: 新鲜肝组织于4%多聚

甲醛溶液中固定48 h后, 经石蜡包埋、切片及HE
染色后在显微镜下观察肝组织的病理学改变.  
1.2.3 血清生化指标检测: 血清甘油三酯(triglyc-
eride, TG)、总胆固醇(total cholesterol, TC)、低

密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)、高

密度脂蛋白(high-density lipoprotein, HDL)及游

离脂肪酸(free fatty acid, FFA)的含量采用日立

7170A全自动生化分析仪测定.  
1.2.4 实时荧光定量PCR检测肝组织中CNX和

GRP78 mRNA的表达: 按试剂盒说明书提取肝

组织总RNA, 逆转录合成cDNA; 以合成的cDNA
为模板进行实时荧光定量PCR检测, 反应体系为

25 μL: 2×SYBR GreenⅠ12.5 μL, 10 μmol/L上、

下游引物各1.0 μL, 反转录产物 2 μL, DEPC H2O
补足体积. 反应条件为50 ℃ 2 min, 95 ℃ 10 min, 

95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 最后两步重复40个循环. 
以每例标本组织的目的片段与内参β-actin的循

环值的比值作为该样本的基因表达的相对数值.  
1.2.5 Western blot检测肝组织中CNX、GRP78、
CHOP及p-JNK蛋白的表达情况: 按试剂盒说明

书提取肝组织总蛋白, 采用BCA法进行蛋白定

量, 蛋白样品(含80 μg总蛋白)经SDS-PAGE电泳

后, 采用半干电转移将蛋白质分子从聚丙烯酰

胺凝胶转移到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(CNX、GRP78、CHOP稀释比例为1∶
1000, p-JNK稀释比例为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∶3000)在室温下孵育1 h. 洗膜缓

冲液洗膜3次后加入化学发光试剂, 室温下与

PVDF膜孵育1 min, 然后在暗室中用Kodak胶片

进行放射自显影.  
1.2.6 TUNEL法检测肝组织中肝细胞凋亡情况: 
严格按照试剂盒说明书进行操作. 在显微镜下

观察凋亡的细胞, 以胞核被标记上绿色荧光的

细胞作为凋亡细胞, 并计算凋亡指数. 凋亡指数 
= (凋亡细胞数/细胞总数)×100%.  

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用
SPSS13.0版进行组间方差分析. P <0.05为差异有

统计学意义.  

图  1  各组大鼠肝脏病理学变化. A: 正常对照组大鼠肝组织大体标本; B: NAFLD组大鼠肝组织大体标本; C: 正常对照组大

鼠肝组织HE染色(×400); D: NAFLD组大鼠肝组织HE染色(×400). NAFLD: 非酒精性脂肪肝.

A B C

D
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■创新盘点
本 次 研 究 发 现 , 
在非酒精性脂肪
性 肝 病 大 鼠 肝
组织中GRP78及
calnexin的表达增
加, 进一步证实了
在非酒精性脂肪
肝的发生过程中
有内质网应激的
参与, 且内质网应
激可能通过上调
CHOP和p-JNK的
表达介导脂肪变
性的肝细胞发生
凋亡, 导致肝组织
的损伤, 这可能是
非酒精性脂肪性
肝病重要的发病
机制之一.

2  结果

2.1 各组大鼠肝脏病理学变化 如图1所示, 正常

组大鼠肝脏外观为暗红色, 表面光滑; NAFLD组

大鼠肝脏体积较正常组大鼠有所增大, 且包膜

紧张, 肝脏颜色呈乳黄色, 触之有油腻感; 肝组

织切片经HE染色后在光学显微镜下观察发现, 
正常组大鼠肝细胞以中央静脉为中心呈放射状

排列, 肝细胞分界清晰, 大小较一致, 肝窦排列

规则, 汇管区清晰, 无炎症反应. NAFLD组大鼠

肝小叶结构明显紊乱, 肝细胞发生肿大, 胞质内

充满大量大小不等的圆形脂滴, 肝细胞发生明

显的空泡样变性, 呈中重度单纯性脂肪肝改变.  
2.2 各组大鼠血清TG、TC、LDL、HDL及FFA
浓度变化 与正常对照组大鼠比较, NAFLD组大

鼠血清TG、TC、LDL与FFA浓度均显著增加, 

而HDL水平则明显降低, 差异具有统计学意义. 
各组大鼠血清TG、TC、LDL、HDL及FFA结果

如表1.  
2.3 实时荧光定量P C R检测肝组织中C N X和

GRP78 mRNA表达变化 实时荧光定量PCR结果

显示, 与正常对照组比较, NAFLD组大鼠肝组

织中CNX及GRP78 mRNA表达明显增高, 差异

具有显著性(P <0.05). 各组大鼠肝组织中CNX及

GRP78 mRNA表达情况如表2.  
2.4 Western blot检测肝组织中CNX、GRP78、
CHOP及p-JNK蛋白的表达情况 Western blot结
果显示, 正常肝组织内有少量CNX、GRP78、
CHOP及p-JNK蛋白表达,  而NAFLD组大鼠肝

组织中CNX、GRP78、CHOP及p-JNK的表达均

显著增加. 各组大鼠肝组织中CNX、GRP78、

     

表  1  各组大鼠血清TG、TC、LDL、HDL及FFA浓度 (mean±SD, n  = 10)

分组 TG(mmol/L) TC(mmol/L) LDL(mmol/L) HDL(mmol/L)    FFA(μmol/L) 

正常组 1.06±0.27 1.94±0.31 0.79±0.26 0.94±0.15   602.50±51.28

NAFLD组 2.65±0.11a 3.88±0.23a 2.53±0.63b 0.31±0.06b 1249.70±96.53a

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组. TG: 甘油三酯; TC: 总胆固醇; LDL: 低密度脂蛋白; HDL: 高密度脂

蛋白; FFA: 游离脂肪酸; NAFLD: 非酒精性脂肪性肝病.

     

表  2  各组大鼠肝组织中CNX、GRP78 mRNA表达及肝细胞凋亡结果(mean±SD, n  = 10)

分组 CNX mRNA GRP78 mRNA 凋亡指数(%)

正常组 163.50±23.6 152.37±35.20 2.57±0.59

非酒精性脂肪性肝病组 399.38±37.92a 316.85±49.62a 10.73±2.05b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组. CNX: 钙联蛋白; GRP78: 葡萄糖调节蛋白78.

CNX 90 

β-actin 43 

CHOP 27 

43 β-actin

GRP78 78 

β-actin 43 

p-JNK 54 

43β-actin

图  2  Western blot显示各组大鼠肝组织中CNX、GRP78、CHOP及p-JNK的表达. CNX: 钙联蛋白; GRP78: 葡萄糖调节蛋白78.

kDa kDa
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CHOP及p-JNK蛋白表达情况如图2.  
2.5 TUNEL法检测肝组织中肝细胞凋亡情况 
TUNEL法检测肝细胞凋亡结果显示, 与正常对

照组比较, NAFLD组大鼠肝组织中肝细胞凋亡

数目明显增多,  差异具有显著性(P <0.01). 各组

大鼠肝细胞凋亡情况如表2, 图3.  

3  讨论

肝脏是脂类代谢的重要场所, 大量研究表明高

脂血症是导致脂肪肝的主要原因之一.  NAFLD
患者临床上常存在着明显的脂质代谢紊乱, 提
示N A F L D与血脂异常存在着密切的关系 [7,8]. 
本实验采用高脂高糖饮食喂养大鼠, 12 wk后
NAFLD组大鼠发生了明显的脂质代谢紊乱及高

脂血症, 血清生化检查结果表明大鼠血清TG、

TC、LDL、FFA水平明显高于正常组, 而HDL
水平则较正常组显著降低. 同时, 肝组织病理学

检查也发现NAFLD组大鼠肝脏呈现单纯性脂肪

肝改变, 上述实验结果表明非酒精性脂肪肝大

鼠动物模型的复制是成功的.  
内质网是真核细胞内重要的亚细胞器, 具

有调节细胞内蛋白质合成后的折叠与聚集、细

胞的应激反应以及维持细胞内钙离子水平等功

能[9], 同时内质网也参与脂类的代谢过程. 内质

网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)是指

在多种生理或病理条件下细胞内质网钙稳态失

衡或蛋白质加工运输障碍、生理功能发生紊乱

的一种亚细胞器的病理过程[10]. CNX是内质网

中的Ⅰ型跨膜蛋白, 是一种重要的类凝集素分

子伴侣, 参与细胞内的许多重要生物学功能, 如
辅助新合成肽链的折叠、装配和转位等[11,12]. 关
于CNX与非酒精性脂肪性肝病的研究国内外鲜

有报道. GRP78同样是分布于内质网的分子伴

侣, 其主要作用与CNX类似, 也是协助蛋白质的

折叠, 装配和运输. 在ERS条件下, CNX和GRP78

的表达会显著增加, 故他们可以作为ERS的标志

蛋白[13]. 本次研究发现, 给予高脂高糖饮食诱导

NAFLD 12 wk后, 大鼠肝组织中CNX和GRP78
在蛋白及基因水平的表达显著增高 ,  说明在

NAFLD的发生发展过程中存在内质网应激反应. 
适当的ERS有利于细胞内环境稳态的恢复和维

持细胞存活, 是细胞启动的一种自我保护反应机

制, 但长期持续的ERS则可以损伤内质网的功能, 
此时细胞将启动内质网相关的凋亡程序[14]. ERS 
触发细胞凋亡的机制有以下几条途径: (1)活化

Caspase12; (2)JNK磷酸化; (3)转录产生CHOP增
多, 通过上述3条途径使肝细胞凋亡增加, 从而

导致肝细胞损伤[15]. 在本次研究中发现, 高脂高

糖饮食诱导大鼠NAFLD 12 wk后, 大鼠肝组织

中CHOP及p-JNK的表达显著高于正常组大鼠, 
这一结果与曹洁等[16]在软脂酸钠诱导的脂肪变

性肝细胞凋亡中的研究结果一致. 此外, 我们采

用TUNEL法检测发现NAFLD组大鼠肝细胞凋

亡较正常对照组显著增加, 提示在NAFLD的发

生发展过程中不仅发生了明显的ERS反应, 同时

还启动了ERS相关的凋亡程序. ERS发生时可能

通过上调CHOP和p-JNK的表达介导脂肪变性的

肝细胞发生凋亡, 从而导致肝组织的损伤, 这可

能是NAFLD发生的重要机制之一.  
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Abstract
AIM: To evaluate whether small hairpin RNA 
(shRNA)-mediated knockdown of the Smad4 
gene influences resistance of colon cancer cells 
to doxorubicin in vitro.

METHODS: An Smad4 shRNA was stably trans-
fected into human colon cancer HCT116 cells 
to silence the Smad4 gene. Cells were basically 
divided into three groups: shRNA-negative 
control cells (RNAi-NC), shRNA-Smad4 cells 
(RNAi-Smad4) and HCT116 cells untreated 
by doxorubicin (CONTROL). Doxorubicin (50 
nmoL/L) was applied to treat cells for 7 d. The 
expression of Smad4 was examined by Western 
blot and RT-PCR to test shRNA transfection ef-
ficiency. Cell viability was determined by MTT 
assay, the concentration of transforming growth 
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Smad4基因敲低对结肠癌阿霉素化疗敏感性的影响

李金鹏, 刘 昊, 于皆平, 于红刚

®

■背景资料
本课题组的前期
研 究 显 示 ,  低 剂
量阿霉素长时间
作用于人结肠癌
HCT116细胞能诱
导对阿霉素的作
用不敏感现象, 并
上调了上皮细胞
间质细胞样转化
相关的标志物和
转录因子的表达,
我们推测阿霉素
可能诱导了结肠
癌细胞发生了间
质细胞样转化. 很
多研究表明转化
生长因子β参与了
多种癌细胞的上
皮细胞间质细胞
样转化过程. 

factor beta 1 (TGF-β1) was measured by ELISA, 
and expression of multidrug resistance gene 
plasma membrane glycoprotein (MDR P-gp), 
epithelial mesenchymal transition (EMT) related 
markers E-cadherin and vimentin, related tran-
scription factors Snail and Slug, Smad2/3 and 
phosphorylation of Smad2/3 expression were 
detected by Western blot.

RESULTS: The protein and mRNA levels of 
Smad4 were significantly reduced after Smad4 
shRNA transfection. After doxorubicin (50 
nmoL/L) administration for 7 d, MTT assay 
showed that cell viability ratio in the RNAi-
Smad4 group was lower than that in the RNAi-
NC group, and declined in a time dependent 
manner. ELISA assay revealed that TGF-β1 
concentration in the RNAi-Smad4 and RNAi-
NC groups were significantly augmented by 
doxorubicin (P < 0.05). Western blot results 
indicated that protein expression of MDRP-gp, 
vimentin, Snail and Slug in the RNAi-NC group 
was higher than that in the CONTROL group, 
but RNAi-Smad4 inhibited such increases. In 
contrast, expression of E-cadherin in the RNAi-
NC group was lower than that in the CONTROL 
group, but RNAi-Smad4 enhanced its expres-
sion. Doxorubicin administration did not change 
the expression of Smad2/3 but enhanced phos-
phorylation of Smad2/3 expression in the RNAi-
Smad4 and RNAi-NC groups.

CONCLUSION: Smad4 gene knockdown to 
block the TGF-β/Smad4 signal pathway in-
creases chemosensitivity of colon cancer cells to 
doxorubicin.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
RNA干扰[RNAi
或RNA沉默(RNA 
s i l enc ing) ]是指
采用一段特异性
的 非 编 码 R N A
序列结合靶基因
的 m R N A ,  形 成
细胞核内复合物
以阻止目的基因
表达的一项分子
生 物 学 技 术 .  有
研究报道癌细胞
获得耐药性与细
胞分化过程中的
表观遗传学改变
有 关 ,  上 皮 细 胞
间质细胞样转化
过程 ( e p i t h e l i a l 
to mesenchymal 
transitions, EMT)
可能参与了这一
过程 .  EMT过程
在近年来很多研
究中发现其参与
了癌细胞的侵袭,
转移和耐药性的
产生.

摘要
目的: 探讨应用小发卡RNA(small hairpin RNA, 
shRNA)干扰技术敲低Smad4基因对结肠癌细
胞阿霉素(doxorubicin)化疗敏感性的影响.

方法:  应用s h R N A干扰技术敲低人结肠癌
HCT116细胞Smad4 基因, 分空白细胞对照
Control组, shRNA阴性对照RNAi-NC组和
shRNA干扰RNAi-Smad4组, 采用终浓度为
50 nmoL/L doxorubicin用7 d, 蛋白免疫印迹
和逆转录聚合酶链反应鉴定Smad4 敲低效果. 
MTT检测细胞存活率. 酶联免疫吸附测定检
测转化生长因子β(transforming growth factor 
beta 1, TGF-β1)的表达水平. 蛋白免疫印迹检
测多药耐药基因糖蛋白(multi drugs resistance 
gene plasma membrane glycoprotein, MDR 
P-g p), 上皮细胞间质细胞样转化相关的标
志物E-cadherin. Vimentin和相关的转录因子
Snail、Slug、Smad2/3和磷酸化Smad2/3的蛋
白表达.

结果: Smad4 shRNA能够显著敲低Smad4基因
的表达. MTT结果显RNAi-Smad4组较RNAi-
NC组的细胞存活率降低, 且呈时间依赖性. 
50 nmoL/L阿霉素作用于癌细胞7 d后, ELISA
结果提示阿霉素能显著提高RNAi-Smad4组
和RNAi-NC组的TGF-β1的表达(P <0.05). 蛋
白免疫印迹提示MDR p-gp、Vimentin、Snail
和Slug的表达RNAi-NC组较对照组升高而
RNAi-Smad4能抑制这种高表达, E-cadherin蛋
白RNAi-NC组较对照组减低而RNAi-Smad组
则能升高该蛋白的表达; 阿霉素处理后不影
响Smad2/3的表达, 但提高了RNAi-Smad4组
和RNAi-NC组的磷酸化Smad2/3的表达.

结论: 敲低Smad4基因以阻断TGF-β/Smad4信
号通路可提高结肠癌的阿霉素化疗敏感性. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 低剂量的阿霉素长时间处理人结肠癌

HCT116细胞株, 可诱导其产生阿霉素化疗耐药

性, 其大体机制可能与阿霉素诱导了转化生长因

子β(transforming growth factor beta 1)/Smad4信号

通路的激活, 进一步导致癌细胞发生上皮细胞间

质细胞样转化, 联合应用Smad4 基因沉默载体可

提高阿霉素的作用敏感性.

李金鹏, 刘昊, 于皆平, 于红刚. Smad4基因敲低对结肠癌阿霉素

化疗敏感性的影响.  世界华人消化杂志  2014; 22(19): 2746-2751  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2746.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2746

0  引言

本课题组的前期研究显示, 低剂量阿霉素(doxo-
rubicin)长时间作用于人结肠癌HCT116细胞能

诱导对阿霉素的作用不敏感现象, 并上调了上

皮细胞间质细胞样转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)相关的标志物和转录因子的表

达, 我们推测阿霉素可能诱导了结肠癌细胞发

生了间质细胞样转化. 很多研究表明转化生长

因子β(transforming growth factor beta, TGF-β)参
与了多种癌细胞的上皮细胞间质细胞样转化过

程[1,2]. 本研究拟应用RNA干扰技术敲低结肠癌

HCT116细胞Smad4基因以阻断TGF-β/Smad4信
号通路, 加以低剂量阿霉素长时间作用, 观察细

胞存活率、耐药蛋白和EMT相关蛋白的表达情

况, 拟探讨TGF-β/Smad4信号通路是否在结肠癌

的阿霉素化疗不敏感中起调节作用.

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌HCT116细胞购自中科院上海细

胞库, 并由湖北省消化系疾病重点实验室传代

保存. RPMI 1640培养基来源于美国Gibco公司; 
多药耐药基因糖蛋白(multi drugs resistance gene 
plasma membrane glycoprotein, MDR P-gp)抗体, 
E-cadherin、vimentin抗体和Snail、Slug抗体钩

自Santa Cruz公司; 四甲基偶氮唑盐MTT[3-(4,5-
二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐], 二甲基

亚砜购自美国Sigma公司; doxorubicin购自美国

Alex公司; 逆转录试剂盒购自加拿大Fermentas
公司; PCR试剂盒和TGF-β1 ELISA试剂盒购自

上海美轩生物科技有限公司; TRIzol购自美国In-
vitrogen公司; 提取总蛋白试剂盒及Western blot
所需其他试剂购自上海碧云天生物技术研究所.
1.2 方法

1.2.1 细胞转染: 由季国忠教授团队课题组前期

构建[3]并赠予的Smad4 RNA干扰(RNA interfer-
ence, RNAi)慢病毒载体, 经包装、浓缩及检测

病毒滴度后人结肠癌HCT116细胞, 筛选出一组

Smad4干扰效率高的细胞, 即RNAi-Smad4组, 对
照组为HCT116细胞Control组和感染慢病毒空

载体的HCT116细胞RNAi-NC组.
1.2.2 细胞培养: 传代培养Control组, RNAi-NC组
和RNAi-Smad4组的结肠癌HCT116细胞于含100 
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■相关报道
Melissa等报到指
出, 上皮细胞被vi-
mentin或vimentin 
cDNA作用后能够
迅速地获得间质
细胞样特性. Snail
和Slug等EMT相
关的转录因子在
广泛的环境下参
与 了 E M T 的 调
控和进程. Vuori-
luoto等研究发现
vimentin还可通过
Slug 基因调控乳
腺癌细胞的EMT
过程, 可见EMT的
标志物和相关转
录因子能够发生
相互作用, 共同调
控EMT发生发展.

mL/L小牛血清的RPMI 1640培养液中, 50 mL/L 
CO2浓度, 37 ℃培养环境下培养. 经胰酶消化, 传
代, 取对数生长期细胞进行下列实验.
1.2.3 Smad4基因敲低的鉴定: 分别应用Western 
blot和逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测Smad4
基因敲低后Smad4蛋白和mRNA的表达. 蛋白

部分: 提取稳定转染后的细胞总蛋白, BCA法测

定各组蛋白浓度, 根据浓度上样行电泳后转膜

至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉的TBST封闭1 h, 加
一抗(1∶500)4 ℃杂交过夜, TBST漂洗, 加二抗

(1∶1000)室温孵育2 h, TBST漂洗, 化学发光试

剂检测蛋白条带. mRNA部分: 提取稳定转染后

的细胞总mRNA, 用PBS洗涤各组细胞3次, 每孔

中加入1 mL TRIzol RNA提取液, 按说明书步骤

提取总RNA, 紫外分光光度仪测A 260/280比值, 重
复3次, 计算RNA浓度. 将RNA逆转录为cDNA
后进行循环扩增. PCR引物由美国Invitrogen公
司上海分公司合成, 引物序列: Smad4上游引

物5'-GGGCTGGAACTGTATCTG-3'和下游引

物5'-CATCATGGTATCCCGATT-3'. β-actin上
游引物5'-ATCGTGCGTGACATTAAGGAGA-
AG-3'和下游引物5'-AGGAAGGAAGGCTG-
GAAGAGTG-3'. 反应条件为: 95 ℃, 3 min预变

性; 94 ℃ 30 s; 48 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min, 35个循环, 
72 ℃终末延伸5 min. PCR产物经15 g/L琼脂糖

凝胶电泳, 凝胶图像扫描系统成像并进行灰度

扫描.
1.2.4 MTT检测细胞增殖: 用含100 mL/L胎牛血

清的培养液将贴壁细胞配成单个细胞悬液,浓度

为10000-20000/mL, 每孔体积200 μL细胞接种到

96孔板. 细胞贴壁后即加药. 三组均设5个孔. 采
用50 nmoL/L的阿霉素终浓度作用各组细胞7 d, 

隔天更换培养液, 并再次加入等量的阿霉素继

续处理, 检测每天癌细胞的存活率. 阿霉素均混

匀于无血清培养基后再加入到相应孔中. 作用

既定的时间后, 每孔加MTT溶液(5 g/L用PBS配
制, pH 7.4)10 μL继续孵育4 h后终止培养, 小心

吸弃孔内培养上清液, 每孔加100 μL DMSO, 置
摇床上低速振荡10 min, 使结晶物充分融解. 然
后选择490 nm波长在酶联免疫监测仪上测定各

孔吸光度值, 记录结果并计算细胞存活率. 细胞

存活率 = (各浓度组吸光度值均值/空白组吸光

度值均值)×100%, 并绘制直方图. 
1.2.5 孔板加药处理: 将传代培养的细胞重悬后

种植于6孔板, Contro l组设2个孔(不加任何药

物), 处理组RNAi-NC组和RNAi-Smad4组(均使

阿霉素终浓度为50 nmoL/L)各2个孔, 以细胞长

至80%-90%孔域并处于对数生长期开始加药, 
作用7 d后提取各组总蛋白(期间于隔天更换培

养液, 并再次加入相同用量的阿霉素继续培养). 
行Western blot检测各组目的蛋白(以β-actin为内 
对照).
1.2.6 酶联免疫吸附测定: 加药方式同上述“孔

板加药处理”, 然后按照TGF-β1 ELISA试剂盒

提供的方法逐步操作, 分别检测3组TGF-β1的 
浓度.

统计学处理 实验均重复3次, 用SPSS17.0软
件进行统计分析, 定量结果采用mean±SD表示, 
多组均数间比较采用单因素方差分析, 两两组

间比较采用组间q检验, 以P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 Smad4 基因敲除的鉴定 将稳定转染后的细

胞分别提取总蛋白和总mRNA进行Western blot
和RT-PCR检测Smad蛋白和mRNA水平的表达. 
结果发现应用特异性设计的Smad4 shRNA转染

进入HCT116细胞后能够显著地降低Smad4蛋白

(图1A)和mRNA(图1B)的表达, 说明转染成功.
2.2 细胞存活率的变化 终浓度50 nmoL/L的阿霉

素作用于RNAi-NC组和RNAi-Smad4组细胞7 d, 
检测每天癌细胞的存活率. 从折线图(图2)中可

以发现, RNAi-NC组第1天到第3天细胞存活率

逐渐下降, 而从第4天开始到第7天细胞存活率

呈缓慢上升趋势. RNAi-Smad4组每天的细胞存

活率均较RNAi-NC组降低, 且呈时间依赖性下

降. 说明敲低Smad4联合应用阿霉素能够有效地

抑制癌细胞的生长. 

Smad4

β-actin

A

B
Smad4

β-actin

C                     N                   S

图  1  Smad4 基因敲低后Smad蛋白和mRNA的表达. A: 

Smad4蛋白; B: Smad4 mRNA. C: Control组; N: RNAi-NC

组; S: RNAi-Smad4组.
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■创新盘点
敲低Smad4基因以
阻断TGF-β/Smad4
信号通路可提高
结肠癌的阿霉素
化疗敏感性.

2.3 耐药蛋白的表达 阿霉素处理细胞7 d后检测

各组多药耐药基因糖蛋白MDR p-gp的表达, 从
Western blot结果(图3)可以看到, RNAi-NC组
MDRp-gp表达量较对照组明显增加, 而RNAi-
Smad4组则能抑制这种高表达, 说明敲低Smad4
基因有利于减低阿霉素的用药抵抗.
2.4 EMT标志物的表达 阿霉素处理细胞7 d后检

测各组EMT相关标志物E-cadherin、vimentin和
EMT相关转录因子Snail, Slug的表达. 从Western 
blot结果(图4)可以看到vimentin、Snail和Slug的
表达RNAi-NC组较对照组升高而RNAi-Smad4
能抑制这种高表达, E-cadherin蛋白RNAi-NC组
较对照组减低而RNAi-Smad组则能升高该蛋白

的表达.

2.5 阿霉素对TGF-β/Smad信号通路的影响 阿
霉素处理后分别检测TGF-β1的含量和Smad2/3
蛋白及磷酸化Smad2/3(p-Smad2/3)的表达水

平. ELISA结果(图5A)显示RNAi-NC组和RNAi-
Smad4组的TGF-β1浓度均明显高于Control组
(P <0.05). 免疫印迹结果(图5B和C)显示阿霉

素长时间作用并没有改变S m a d2/3的蛋白水

平, 但提高了RNAi-NC组和RNAi-Smad4组的

p-Smad2/3水平. 本组结果表明, 长时间低剂量的

阿霉素作用于HCT116细胞通过提高TGF-β1和
p-Smad2/3的水平来调节TGF-β/Smad信号通路. 
正像预期的那样, 敲低Smad4基因没有显著影响

Smad2/3和p-Smad2/3水平. 

3  讨论

我们的前期研究发现长时间低剂量的阿霉素(50 
nmoL/L)作用于人结肠癌HCT116细胞后, 阿霉

素对细胞的杀伤效力逐渐减弱, 且诱导了多药

耐药基因糖蛋白MDR p-gp的表达上调. 还发现

这一过程可能与EMT过程有关, 因为阿霉素同

时上调了EMT相关的标志物vimentin及转录因
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图  2  各组阿霉素处理后的细胞存活率. 
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图  3  各组阿霉素处理后的细胞MDR p-gp的表达. A: West-

ern blot; B: 相对表达量. C: Control组; N: RNAi-NC组; S: 

RNAi-Smad4组. MDR p-gp: 药耐药基因糖蛋白.
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图  4  各组阿霉素处理后的细胞EMT相关标志物和转录因
子的表达. A: Western blot; B: 相对表达量. C: Control组; N: 

RNAi-NC组; S: RNAi-Smad4组.
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子Snail和Slug的表达. 许多研究表明TGF-β参与

了癌细胞的EMT过程, 并起调节作用[4,5].
RNAi或RNA沉默(RNA silencing)是指采用

一段特异性的非编码R N A序列结合靶基因的

mRNA, 形成细胞核内复合物以阻止目的基因

表达的一项分子生物学技术[6]. 本次实验我们

采用了慢病毒载体基因沉默的方法转染特异的

shRNA来敲低TGF-β/Smad信号通路中的Smad4
基因(RNAi-Smad4组)以阻断该通路, 并以空慢

病毒载体作为转染对照(RNAi-NC组), 不加阿霉

素作用的空细胞作为内对照(Control组). 应用低

剂量的阿霉素(50 nmoL/L)长时间地(7 d)作用于

上述3组人结肠癌HCT116细胞, RNAi-NC组连

同阿霉素作用后癌细胞的存活率起初下降, 随
着作用时间的延长, 存活率呈缓慢上升的趋势. 
MDR p-gp蛋白和EMT相关的标志和转录因子

vimentin、Snail、Slug在RNAi-NC组较Control
组升高, 这提示随着作用时间的延长, 阿霉素处

理的细胞发生了某种改变. 阿霉素连同RNAi-
Smad4组作用, 细胞存活率呈时间依赖性下降, 
且都较RNAi-NC组降低, vimentin、Snail、Slug
在RNAi-Smad4组较RNAi-NC升高, 这提示阿霉

素长时间作用于HCT116细胞, 诱导了细胞的耐

药, 并可能发生上皮细胞间质细胞样转化过程. 
TGF-β是一种广泛存在的多效性的生长因

子, 调节细胞增殖、分化和凋亡等多种细胞内

过程[7]. TGF-β有TGF-β1、TGF-β2和TGF-β3三
个亚型, 通过结合细胞表面的受体发挥生物学

效应. 细胞表面有3种受体T G F-β受体即受体

Ⅰ、受体Ⅱ和受体Ⅲ. 受体Ⅱ是一类持续活性

的丝氨酸/苏氨酸激酶, 与配体结合磷酸化受体

Ⅱ使其发挥效应, 继而磷酸化Smad2/Smad3, 随
后与Smad4结合形成复合物,进入细胞核以细胞

特异性的方式启动TGF-β靶基因的转录[8]. 有研

究显示信号通路TGF-β/Smad4在阿霉素的耐药

方面发挥着调节作用, TGF-β可诱导EMT过程, 
增强癌细胞的运动和侵袭能力, 使细胞间的连

接丧失, 失去极性和细胞骨架重塑, 导致化疗药

物对癌细胞的不敏感[9]. Vimentin在胚胎发生和

肿瘤转移中被广泛用作于EMT的标志物, 有研

究人员Melissa[10]报到指出, 上皮细胞被vimentin
或vimentin cDNA作用后能够迅速地获得间质细

胞样特性, Snail和Slug等EMT相关的转录因子

在广泛的环境下参与了EMT的调控和进程[11,12], 
Vuoriluoto等[13]、Chaw等[14]和Argast等[15]研究发

现vimentin还可通过Slug基因调控乳腺癌细胞的

EMT过程, 可见EMT的标志物和相关转录因子

能够发生相互作用, 共同调控EMT的发生发展.
在上述实验发现的基础上我们应用TGF-β1 

ELISA试剂盒检测了阿霉素处理后TGF-β1的含

量变化, 发现RNAi-NC组和RNAi-Smad4组的

TGF-β1都较Control组增高(P <0.05).我们还发

现阿霉素还上调了RNAi-NC组和RNAi-Smad4
组的磷酸化Smad2/3的表达, 但并没有显著改

变S m a d2/3的表达 .  据此我们推测人结肠癌

HCT116细胞对阿霉素的不敏感可能与癌细胞

■应用要点
敲低Smad4 基因
用 于 基 因 治 疗 , 
以 阻 断 T G F - β /
Smad4信号通路, 
可能提高结肠癌
的阿霉素化疗敏
感性, 增强阿霉素
的用量, 较少毒性
作用和提高杀伤
肿瘤细胞的效果. 
本研究成果将为
设计新的肿瘤化
疗方案或开发新
型抗肿瘤药物提
供新的思路.
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图  5  阿霉素对TGF-β/Smad信号通路的影响. A: TGF-β1

的含量. aP<0.05 vs  RNAi-NC组; cP<0.05 vs  RNAi-Smad4组; 

Western blot; B: 相对表达量; C: Control组; N: RNAi-NC组; S: 

RNAi-Smad4组. TGF-β1: 转化生长因子-β1.
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发生了上皮细胞间质细胞样转化过程有关, 可
能是由于阿霉素上时间的应用诱导了TGF-β1
含量的升高, 并上调了Smad2/3的磷酸化水平, 
进而诱导了EMT过程. 而应用基因沉默技术干

扰Smad4基因的表达来阻断TGF-β/Smad4信号

通路, 进而逆转了E M T过程,增加了阿霉素对

HCT116细胞的敏感性. 
总之, 我们推测, 低剂量的阿霉素长时间处

理人结肠癌HCT116细胞株, 可诱导其产生阿霉

素化疗耐药性, 其大体机制可能与阿霉素诱导

了TGF-β/Smad4信号通路的激活, 进一步导致癌

细胞发生上皮细胞间质细胞样转化, 联合应用

Smad4基因沉默载体可提高阿霉素的作用敏感

性, 这为明确阿霉素的化疗耐药的具体机制提

出了一条新的思路. 但其中的确切分子生物化

学机制, 尤其是启动子水平的研究尚待进一步

探索和发现. 
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■同行评价
本研究通过体外
实 验 发 现 敲 低
Smad4 基因以阻
断TGF-β/Smad4
信号通路可提高
结肠癌的阿霉素
化疗敏感性, 具有
一定的创新性, 实
验设计科学合理, 
为设计新的肿瘤
治疗方法的或开
发新型抗肿瘤药
物提供新的思路.
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慢病毒表达载体的构建及沉默FOXQ1 基因在大肠癌细胞
系DLD-1中的表达

白 璇, 唐 慧, 郎丰超, 郭 强

®

■背景资料
FOXQ1(forkhead 
box Q1)是一种转
录因子, 在大肠癌
组织中呈高表达, 
FOXQ1 基因的高
表达可促进大肠
癌肿瘤细胞的浸
润和转移. 
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Abstract
AIM: To construct lentiviral vectors to silence 
the expression of the FOXQ1 gene in colorectal 
cancer cell line DLD-1.

METHODS: According to the FOXQ1 gene se-
quence, three pairs of shRNAs were designed 
and synthesized, and then ligated to the lentivi-
ral PLKO.1 vector. After the resulting plasmids 
were transfected into STB13 competent cells and 
cultured on ampicillin resistant culture plates, 
single colonies were picked to prepare plasmid 
DNA. The plasmids were identified by enzyme 
digestion and DNA sequencing. The identified 
plasmids and auxiliary packaging plasmids 
including pRSV-rev, pMDlg-pRRE, pCMV-
VSV-G were jointly infected into 293-T cells by 
the calcium phosphate transfection method, and 
the lentivirus supernatants were obtained and 
used for infecting DLD-1 cells. After selection 
with puromycin, the FOXQ1-silenced cells were 
obtained. The efficiency of gene knockdown was 
then determined by real-time PCR and Western 
blot.

RESULTS: Enzyme digestion and DNA se-
quencing results showed that the shRNAs were 
successfully inserted into the PLKO.1 vector. Re-
combinant plasmids were transfected into 293-T 
cells and high-titer lentiviruses were formed. 
The lentiviruses was transduced into DLD-1 
cells. FOXQ1-silenced cells were obtained after 
selection. Real-time PCR data and Western blot 
showed that the highest inhibitory efficiency for 
FOXQ1 expression was approximately 90.4%.

CONCLUSION: FOXQ1-silenced cells have 
been successfully obtained by constructing a 
lentivirus interference system, which provide an 
experimental foundation for further study of the 
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■研发前沿
F O X ( f o r k h e a d 
box)转录因子家
族分子参与多种
生物学活性的调
控 ,  近 年 研 究 表
明 ,  作 为 家 族 成
员的FOXQ1 基因
在肿瘤发生发展
中发挥重要作用, 
但该基因在大肠
癌中的功能机制
尚未阐明.

function of the FOXQ1 gene in tumorigenesis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 构建FOXQ1 基因shRNA慢病毒干扰系
统, 沉默FOXQ1 基因在大肠癌细胞系DLD-1
中的表达.

方法: 根据 FOXQ1 基因的序列, 设计合成3
对shRNA干扰序列, 退火后连接到载体质粒
PLKO.1-puro, 将重组质粒转化至STBl3感受
态中, 涂板培养挑取单菌落, 摇菌后小提质粒, 
选取酶切及测序鉴定正确的重组质粒去内毒
素大提, 将质粒与辅助包装质粒pRSV-rev、
pMDlg-pRRE和pCMV-VSV-G利用磷酸钙法
共转染293-T细胞, 收集病毒上清, 感染目的细
胞DLD-1, 嘌呤霉素筛选FOXQ1沉默细胞, 经
荧光定量PCR及Western blot检测干扰效果.

结果: 酶切及测序结果显示shRNA成功插入
载体PLKO.1-puro中, 共转染293-T细胞成功
获取病毒上清, 感染DLD1细胞, 经嘌呤霉素
筛选出F O X Q1 沉默细胞, 荧光定量P C R及
Western blot鉴定FOXQ1基因表达最高抑制率
为90.4%.

结论: 通过构建FOXQ1 基因shRNA慢病毒干
扰系统, 成功获取FOXQ1基因沉默细胞. 为后
续FOXQ1 基因在肿瘤发生发展的研究奠定实
验基础.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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沉默

核心提示: 研究FOXQ1 (forkhead box Q1)基因在

大肠癌肿瘤生成中的功能及其分子机制, 有望发

现FOXQ1 基因在大肠癌发生发展中涉及的相关

信号通路及其下游靶分子, 为人类大肠癌基因诊

治提供新思路.

白璇, 唐慧, 郎丰超, 郭强. 慢病毒表达载体的构建及沉默

FOXQ1 基因在大肠癌细胞系DLD-1中的表达.  世界华人消

化杂志  2014; 22(19): 2752-2757  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/2752.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i19.2752

0  引言

叉头框(fo rkhead, Fox)蛋白是一类转录因子

(transcontroliption factor, TF), 其家族成员众

多生物学功能广泛 ,  涉及胚胎发育、细胞周

期、糖类和脂类代谢、生物老化、免疫调节

等多种生物学过程, 且其突变和表达异常与发

育畸形、代谢性疾病以及肿瘤发生均有关 [1]. 
FOXQ1 (forkhead box Q1)基因属于Fox家族的

Q亚族, 近年研究发现FOXQ1基因在不同来源

肿瘤的发生发展中起着重要作用[2-6], 研究探讨

FOXQ1在肿瘤发生发展中的功能, 对未来人类

肿瘤的诊治具有深远意义. 核酸干扰(RNA infer-
ence, RNAi)是由双链RNA(double strand RNA, 
dsRNA)介导的、具有序列特异性的转录后基因

沉默现象, 其作用机制具有普遍性、特异性、

高效性、位置效应等特点[7]. 在沉默基因的表达

方面, 因为任何导致或者促进疾病发生的蛋白

质都容易受RNAi影响, 已被广泛应用于探索基

因功能和传染性疾病及恶性肿瘤的基因治疗领

域[8]. 本文通过构建FOXQ1基因shRNA慢病毒表

达载体, 并获得FOXQ1基因沉默细胞, 为进一步

研究FOXQ1在肿瘤发生发展中的功能奠定实验

基础.

1  材料和方法

1.1 材料 慢病毒表达载体质粒PLKO.1-puro, 包
装结构质粒 pRSV-rev、pMDlg-pRRE, 包膜蛋

白质粒pCMV-VSV-G以及STB13感受态细胞均

由中国科学院昆明动物研究所馈赠; shRNA由

上海生工生物工程有限公司合成; 293-T细胞及

大肠癌细胞系DLD-1均购自中国科学院细胞库; 
质粒小提试剂盒及无内毒素质粒大提试剂盒购

自北京天根生化科技有限公司; 限制性内切酶

AgeⅠ、EcoRⅠ、NcoⅠ、T4 DNA ligase购自

Takara公司; RPMI 1640培养基、DMEM培养基

及0.05%胰蛋白酶均购自Hyclone公司; 澳洲特

级胎牛血清及青霉素-链霉素溶液购自Bioind
公司; 2×HBS及25 mol/L CaCl2由中国科学院

昆明动物研究所馈赠并自行配制; 嘌呤霉素购

自Solarbio公司; Biozol Reagent购自Biomiga公
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■相关报道
Abba、Kaneda、
Myatt、郭强及唐
慧等分别研究了
FOXQ1在大肠癌
组织中的表达, 结
果表明FOXQ1 基
因在大肠癌组织
中高表达, 并与肿
瘤细胞的浸润和
转移密切相关.

司, GoScontroliptTM Reverse Transcontroliption 
System试剂盒购自Promega公司, SYBR Premix 
Ex TaqⅡ购自Takara公司; 鼠抗人FOXQ1抗体和

兔抗人β-actin抗体均购自Abcam公司; HRP-Goat 
Anti-Mouse IgG(H+L)与HRP-Goat Anti-Rabbit 
IgG(H+L)均购自Proteintech公司; Tween-20购
自Amresco; 疏水性PVDF转印膜购自Millipore
公司; 脱脂奶粉购自完达山公司; 细胞蛋白提取

液、蛋白酶抑制剂混合物Ⅲ型、SDS-PAGE凝
胶配制试剂盒及SDS蛋白上样缓冲液均购自武

汉博士德生物有限工程公司; BCA蛋白定量试

剂盒购自碧云天生物技术研究所;  SuperSignal 
West Pico HRP化学发光底物购自美国Pierce公
司; 预染蛋白Marker购自Thermo公司; 6孔细胞

培养板及10 cm2细胞培养皿购自BD falcon公司; 
病毒超滤离心管购自Millipore公司; 琼脂糖凝胶

成像及Western blot凝胶成像所用仪器为Chemi-
doc XRS化学发光成像系统; RNA浓度测定所用

仪器为NanoDrop; 实时定量PCR扩增仪为罗氏

LightCycler 480; 测序由上海生工生物工程有限

公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 设计合成shRNA: 根据FOXQ1的mRNA全

序列, 得到s iRNA靶序列(表1), 设计合成两条

shRNA的模板单链, 包括AgeⅠ酶切位点, 19 nt
靶核苷酸序列, 茎环结构(CTCGAG), 靶序列互

补序列, RNA ployⅢ聚合酶转录终止点(TTTTT), 
EcoRⅠ酶切位点, 共设计3条干扰序列, 命名为

shRNA-A、shRNA-B和shRNA-C(表2). shRNA
序列由上海生工生物工程有限公司合成.
1 .2.2 设计合成RT-P C R引物 :  根据F O X Q1
的基因序列设计引物 ,  上游引物F O X Q1-F: 
5'-GGCAACGGGCTACAGCTTTA-3', 下游引

物FOXQ1-R: 5'-GGCACCCCACATACATAAT-
CAA-3'. GAPDH作为内参基因, 序列为: 上游

引物GAPDH-F: 5'-TGACTTCAACAGCGA-
CACCCA-3', 下游引物GAPDH-R: 5'-CACCCT-
GTTGCTGTAGCCAAA-3'. 引物由上海生工生

物工程有限公司合成.

1.2.3 慢病毒载体构建与鉴定: 将合成的shRNA
寡核苷酸定量混合, 退火后形成双链的shRNA, 
载体质粒PLKO.1-puro经限制性内切酶AgeⅠ和

EcoRⅠ双酶切后, 电泳, 切胶回收, 用T4 DNA 
ligase将shRNA与载体质粒PLKO.1-puro连接, 
形成重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA-A、

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-B和PLKO.1-FOXQ1-
shRNA-C, 将各重组质粒转化至感受态STB13
中 ,  分别涂布于氨苄青霉素抗性L B平板中 , 
37 ℃培养14 h, 挑取单菌落PLKO.1-FOXQ1-
s h R N A-A、P L K O.1-F O X Q1-s h R N A-B和 
PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C, 每组5个, 摇菌12 h, 
小提质粒, 送上海生工测序. 每组挑选一个序列

正确的重组质粒, 用去内毒素大提试剂盒提取

质粒, 测浓度, 限制性内切酶EcoRⅠ和NcoⅠ酶

切鉴定.
1.2.4 慢病毒的包装:  接种3×106个293-T细

胞于10 cm2培养皿中, 用DMEM完全培养基, 
5%CO2、37 ℃孵箱培养, 待24 h后细胞密度长

至50%-70%时转染, 利用磷酸钙转染法将重组

质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA与辅助包装质粒

pRSV-rev、pMDlg-pRRE和pCMV-VSV-G以8 μg
∶4 μg∶4 μg∶4 μg共转染293-T细胞, 转染6 h
后更换新鲜培养液, 转染48 h后分别收集病毒

上清培养液, 0.45 μm筛子过滤病毒液至超滤离

心管, 获得浓缩病毒液VshRNA-A、VshRNA-B
和VshRNA-C, 以相同的方法包装不含siRNA-
FOXQ1序列的空病毒载体为VshRNA-control, 
四组浓缩病毒液分装后保存于-80 ℃保存或直

接用于感染DLD1细胞.
1 . 2 . 5  感 染 D L D 1 细 胞 :  分为四个实验组 : 
(1)VshRNA-A; (2)VshRNA-B; (3)VshRNA-C; 
(4)VshRNA-mix, 第四组即前三组病毒按1∶
1∶1混合, 并同时设立一个对照组: VshRNA-
control. 接种DLD1细胞于6孔板, 每孔3×105个

细胞, 用1640完全培养液5%CO2、37 ℃孵箱培

养, 24 h后细胞密度长至50%-70%, 更换新鲜培

养液, 加入浓缩病毒液, 每组3孔, 病毒感染24 h
后用10 μg/mL的嘌呤霉素筛选细胞, 同时设置

阴性组(不加病毒不加嘌呤霉素, 单纯的DLD1细
胞), 阴性加药组(不加病毒加8 μg/mL嘌呤霉素,
用于观察阴性细胞死亡情况), 筛选3-5 d, 每2 d
更换培养液, 最终获得五株细胞: DshRNA-A、

DshRNA-B、DshRNA-C、DshRNA-mix和
DshRNA-control.
1.2.6 RT-P C R检测F O X Q1 基因相对表达量: 

     

表  1  FOXQ1 基因的siRNA靶序列

序列名称                 序列(5'→3')

siRNA-A CTCCATCAAACGTGCCTTA

siRNA-B GCTATTGACCGATGCTTCA

siRNA-C CTTGAAAGCAAGTGTGATT
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■创新盘点
本文首次通过构
建FOXQ1慢病毒
表达载体获得大
肠癌FOXQ1 基因
沉默细胞系, RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot证实FOXQ1 
mRNA及蛋白在
大 肠 癌 细 胞 系
DLD-1中的表达
显著降低.

DLD1细胞感染慢病毒72 h后, 弃去培养液, 用
Biozol Reagent试剂裂解以上5株细胞和DLD1
细胞, 提取细胞总RNA, 取2 μg RNA经Promega
逆转录试剂盒逆转录获得cDNA第一链, 取2 μL 
cDNA作为模板, 利用SYBR Green及实时定量

PCR扩增仪扩增FOXQ1基因, 收集荧光信号, 用
2-∆∆Ct法计算出FOXQ1基因在各组细胞中的相对

表达量.
1.2.7 Western blot分析FOXQ1蛋白质: DLD1细
胞感染慢病毒96 h后, 弃去培养液, 5组细胞各

用PBS洗1次, 加入150 μL细胞裂解液, 并快速

将裂解的细胞刮离皿底壁, 4 ℃下继续裂解30 
min, 收集蛋白至1.5 mL离心管中, 12000 r/min
离心15 min, 吸取上清液, 利用BCA法蛋白浓

度检测试剂盒进行蛋白定量后, 加入等体积的

上样缓冲液煮沸5 min. 以每孔20 μg的蛋白量

进行10%SDS-PAGE电泳, 将蛋白电转至PVDF
膜上, 5%脱脂奶粉封闭1 h后, 分别加入FOXQ1
和b-actin一抗摇床4 ℃孵育过夜, TBST液洗膜

3-5次后, 分别以辣根过氧化物酶标记的山羊抗

鼠IgG-HRP及辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG-HRP为二抗, 室温摇床孵育1 h, 经TBST液洗

膜30 min, 表面滴加SuperSignal West Pico HRP
化学发光底物, 于Chemidoc XRS化学发光成像

系统中曝光显影.
统计学处理 实验所得数据采用mean±SD

表示 ,  各组之间的比较采用单因素方差分析

(ANOVA)进行组间差异显著性检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA测序鉴定 
将选取的15个样本送至上海生工生物工程有限

公司测序, 检测载体插入位点外源的shRNA是

否正确插入, 将测序得到插入位点核酸序列与

前期设计的shRNA对比, 结果显示3个实验组

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-A, PLKO.1-FOXQ1-
shRNA-B, PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C准确率分

别为2/5, 3/5, 2/5(图1), 双链shRNA已正确插入

慢病毒表达载体中.
2.2 重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA电泳检测

及双酶切鉴定 将测序正确的3个重组慢病毒表

达载体去内毒素大提, 经电泳, 可见一>5000 bp
的条带, 与预期的7000 bp相符, 经EcoRⅠ和Nco
Ⅰ双酶切后, 可见大小约为5000和2000 bp的两

条带, 均与预期相符(图2). 
2.3 RT-PCR检测FOXQ1 基因相对表达量 结果

显示, 各组FOXQ1基因shRNA慢病毒感染DLD1
细胞, FOXQ1基因的表达量均有降低(图3), 与

     

表  2  FOXQ1 基因的shRNA序列

名称 AgeⅠ 正义链 Loop 反义链 终止子 EcoRⅠ

shRNA-A 5'-CCGG CTCCATCAAACGTGCCTTA CTCGAG TAAGGCACGTTTGATGGAG TTTTT G-3'
3'- GAGGTAGTTTGCACGGAAT GAGCTC ATTCCGTGCAAACTACCTC AAAAA CTTAA-5'

shRNA-B 5'-CCGG GCTATTGACCGATGCTTCA CTCGAG TGAAGCATCGGTCAATAGC TTTTT G-3'
3'- CGATAACTGGCTACGAAGT GAGCTC ACTTCGTAGCCAGTTATCG AAAAA CTTAA-5'

shRNA-C 5'-CCGGT CTTGAAAGCAAGTGTGATT CTCGAG AATCACACTTGCTTTCAAG TTTTT G-3'
3'-AA GAACTTTCGTTCACACTAA GAGCTC TTAGTGTGAACGAAAGTTC AAAAA CTTAA-5'

图  1  重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA测序结果. A: PLKO.1-

FOXQ1-shRNA-A; B: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-B; C: 

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C.
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1       2       3      4       5       6      7      8
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图  2  重组质粒电泳及双酶切鉴定电泳. 1: DL2000; 2: 

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-A; 3: PLKO.1-FOXQ1-shR-

NA-A双酶切; 4: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-B; 5: PLKO.1-

FOXQ1-shRNA-B双酶切; 6: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C; 

7: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C双酶切; 8: DL5000.

bp bp
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DshRNA-control组细胞相比, DshRNA-A、 
DshRNA-B、DshRNA-C和DshRNA-mix组细

胞FOXQ1表达抑制率分别约为39.7%(P <0.01), 
59.6%(P <0.01), 90.4%(P <0.01), 70.5%(P <0.01). 
可见shRNA-C干扰片段对FOXQ1基因表达抑制

效果最为明显. 说明实验中设计的慢病毒携带

shRNA干扰片段能有效抑制FOXQ1基因在大肠

癌细胞系DLD1中的表达, 并且shRNA-C干扰片

段对FOXQ1基因表达抑制效果最为显著.
2.4 Western blot分析FOXQ1蛋白质 结果显示, 与
DshRNA-control组细胞相比, 各组FOXQ1基因

shRNA慢病毒感染DLD1细胞, FOXQ1蛋白表达

均降低(图4), 其中shRNA-C干扰片段对FOXQ1
蛋白表达抑制效果最为明显 .  说明实验中设

计的慢病毒携带shRNA干扰片段能有效抑制

FOXQ1基因和蛋白质在大肠癌细胞系DLD1中
FOXQ1蛋白的表达.

3  讨论

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是我国发病

率最高的三大肿瘤之一, 并且每年以4.2%的速

度增长, 远超2%的国际增长水平[9]. 人FOXQ1
基因定位于人体6号染色体短臂25.3区(6p25.3), 
全长2319 bp, 仅含1个外显子, 编码403个氨基 
酸[10], 其功能可以稳定结合靶基因启动子区域

的GC盒等核心元件, 控制基因转录活性而发挥

生物效应[11]. 近年研究证实FOXQ1 mRNA在大

肠癌中呈高表达, 同时FOXQ1的高表达能增强

大肠癌肿瘤细胞的转移和浸润[3,5]. 我们的前期

研究表明, FOXQ1 mRNA和蛋白质的表达水平

随着大肠腺瘤→大肠腺癌这一病理进程逐步升

高[6,12], 同时FOXQ1基因在大肠腺瘤癌变过程中, 
在包括表皮生长因子受体(epithelial growth fac-
tor receptor, EGFR)信号通路在内的众多信号通

路中发挥一定作用[13,14]. 为进一步研究FOXQ1基
因在大肠癌发生发展中的功能, 本文通过构建

FOXQ1基因shRNA慢病毒表达载体, 沉默大肠

癌细胞DLD1中FOXQ1基因的表达, 建立稳定的

FOXQ1基因沉默细胞, 为下一步开展体内外实

验奠定实验基础.
RNAi技术近年发展突飞猛进, 成为基因组

学和蛋白组学研究的主要手段之一, 在人类基

因功能、信号转导和基因诊断治疗研究方面显

示出巨大的前景. 慢病毒载体因其转染效率高, 
可以感染分裂期细胞和非分裂期细胞, 免疫反

应小, 无复制能力, 可转移基因片段较大, 目的

基因与宿主基因组整合, 实现目的基因的较长

时间表达等优点, 成为基因功能研究和基因治

疗的有力手段[15,16]. 以HIV-1来源为代表的慢病

毒载体由载体成分和包装成分组成. 载体成分

含有包装、逆转录和整合所需的顺式作用元件, 
同时具有异源启动子控制下的多克隆位点,以及

插入的外源目的基因. 包装成分含有编码产生病

毒颗粒所必需的蛋白的结构基因[8]. 本文用VSV-G
代替HIV-I的包膜蛋白使病毒感染细胞能力增强, 
四质粒共转染293T细胞, 可获得高滴度、高感

染力而不能复制的安全性慢病毒载体[15]. shRNA
是包括两个短反向重复序列的RNA序列, 他可

以克隆到表达载体并表达短的siRNA的DNA分

子. 利用慢病毒构建的shRNA载体, 可以在感

染后整合到受感染细胞的基因组, 进行长时间

地稳定表达, 具有高效、稳定、特异性强等特 
点[17,18].

本实验针对F O X Q1 基因设计干扰片段

shRNA, 利用慢病毒携带shRNA感染人大肠癌

细胞DLD1, 并将目的基因整合到细胞的基因

组中, 高效、稳定、持续地产生s iRNA特异性

地抑制F O X Q1 基因的表达. 三组干扰片段是

针对FOXQ1基因的不同位点设计的, 通过RT-

■应用要点
本文成功构建了
大肠癌FOXQ1 沉
默细胞, 为后续进
行体内外实验, 研
究FOXQ1 基因在
大肠癌发生发展
中的功能、分子
机制等奠定实验
基础.

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

FO
X

Q
1 

m
R

N
A

相
对

表
达

量

1           2           3           4           5

b
b

b
b

图  3  RT-PCR检测FOXQ1基因mRNA相对表达量. 1: DshRNA-

control; 2: DshRNA-A; 3: DshRNA-B; 4: DshRNA-C; 5: 

DshRNA-mix. bP<0.01.
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图  4  Western blot检测FOXQ1 基因蛋白相对表达量. 1: 

DshRNA-control; 2: DshRNA-A; 3: DshRNA-B; 4: DshR-

NA-C; 5: DshRNA-mix.
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PCR及Western blot检测FOXQ1基因干扰效果, 
shRNA-C组抑制效率最高, 达90.4%. 为后续今

后深入研究FOXQ1基因在结直肠肿瘤发生发展

中的作用机制奠定了良好的实验基础.
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Abstract
AIM: To observe the effect of Buzhong Yiqi 
Huoxue prescription on serum levels of vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) and nitric 
oxide (NO) in patients with gastric ulcer due to 
spleen-stomach weakness, and to explore the 
underlying therapeutic mechanism. 

METHODS: Seventy-seven patients with gastric 
ulcer due to spleen-stomach weakness were ran-
domly divided into two groups to receive Bu-
zhong Yiqi Huoxue prescription (TCM group) 
and omeprazole (Western medicine group), re-
spectively. The symptoms, gastroscopic results, 
and serum VEGF and NO levels were compared 
between the two groups before and after treat-
ment to observe their therapeutic effect on gas-
tric ulcer. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

补中益气活血方对胃溃疡患者血清VEGF和NO含量的影
响及意义

秦建设, 郑 波, 付正丰

®

■背景资料
胃 溃 疡 ( g a s t r i c 
ulcer, GU)是临床
消化系统的常见
疾病, 充分运用中
医理论对胃溃疡
实施辨证施治是
中医药治疗的特
色和优势, 因此探
讨中医药治疗胃
溃疡的机制具有
重要意义. 

RESULTS: After treatment, the clinical curative 
effect was better in the TCM group than in the 
Western medicine group (P < 0.05), and serum 
levels of VEGF and NO were significantly im-
proved in the TCM group (VEGF: 102.36 ± 12.33 
vs 60.85 ± 8.47, P < 0.01; NO: 78.57 ± 8.57 vs 51.87 
± 8.76, P < 0.01) and Western medicine group 
(VEGF: 102.36 ± 12.33 vs 93.87 ± 9.31, P < 0.01; 
NO: 78.57 ± 8.57 vs 71.91 ± 8.77, P < 0.01). The 
improvement was more significant in the TCM 
group than in the Western medicine group.  

CONCLUSION: Buzhong Yiqi Huoxue prescrip-
tion exerts its therapeutic effects possibly by 
regulating expression of VEGF and NO in the 
gastric mucosa of patients with gastric ulcer due 
to spleen-stomach weakness. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: TCM; Buzhong Yiqi Huoxue prescrip-
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tor; Nitric oxide 
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摘要
目的:  通过观察补中益气活血方对脾胃虚
弱 型 胃 溃 疡 患 者 血 清 血 管 内 皮 生 长 因 子
(vascular endothelial growth factor, VEGF)和一
氧化氮(nitric oxide, NO)含量的影响, 探讨补
中益气活血方治疗脾胃虚弱型胃溃疡的治疗
机制. 

方法: 将符合纳入标准的77例病例随机分为
补中益气活血方治疗组(简称中药组)和奥美
拉唑治疗组(简称西药组), 通过比较治疗前
后的症状分析、胃镜检查结果、测定血清

■同行评议者
李康, 副教授, 广东
药学院药科学院
药物分析教研室
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■研发前沿
血管内皮生长因
子(vascular endo-
thelial growth factor, 
VEGF)和一氧化
氮(nitric oxide, NO)
是胃黏膜的重要
保护因子, 对胃溃
疡的修复和再生
起着重要的作用, 
尤其是针对VEGF
的研究已成为探
索治疗胃溃疡和
消化系统癌性疾
病的研究热点.

VEGF和NO的水平, 观察两组药物对胃溃疡
的治疗效果. 

结果: 治疗后, 中药组临床疗效和胃镜疗效的
评定量化后经卡方检验, 治疗效果优于西药
组(P <0.05). 中药组治疗后胃溃疡患者血清中
V E G F和N O的含量水平比治疗前提升明显
(VEGF: 102.36±12.33 vs  60.85±8.47, P <0.01; 
NO: 78.57±8.57 vs  51.87±8.76, P <0.01), 且中
药组治疗效果明显高于西药组(VEGF: 102.36
±12.33 vs  93.87±9.31, P <0.01; NO: 78.57±
8.57 vs  71.91±8.77, P <0.01), 两组比较差异有
统计学意义. 

结论: 补中益气活血方治疗脾胃虚弱型胃溃
疡的作用机制可能与调节胃黏膜中VEGF和
NO的表达有关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 中医药; 补中益气活血方; 胃溃疡; 血管内
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核心提示: 补中益气活血类方药能显著提高脾

胃虚弱型胃溃疡患者血清血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor)和一氧化氮

(nitric oxide)含量, 促进胃黏膜再生与修复, 治疗

胃溃疡, 防止复发. 
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0  引言

胃溃疡(gastric ulcer, GU)是一种临床消化系统

的常见病、多发病, 其致病因素复杂, 病理机制

迄今未完全清楚. 中医药治疗胃溃疡有深厚的

理论基础和临床实践经验, 补中益气类方剂是

临床上用于治疗胃溃疡属脾胃虚弱证的常用药

物. 本研究的目的是探讨补中益气活血方对胃

溃疡脾胃虚弱型患者血清中血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)和一氧

化氮(nitric oxide, NO)含量的影响, 进一步阐明

补中益气类方药治疗胃溃疡的药理机制, 为治

疗慢性胃溃疡提供科学理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究对象为重庆三峡医药高等专科

学校附属医院门诊收治的符合胃溃疡脾胃虚弱

型诊断标准的患者77例(2011-09/2013-10). 根据

患者就诊时间将病例随机分成补中益气活血治

疗组(简称中药组)和奥美拉唑治疗组(简称西药

组), 其中中药组42例, 西药组35例. 诊断标准、

纳入标准、排除标准均参照文献[1,2]所给定的

脾胃虚弱证候的诊断标准判定. 凡年龄18-70岁
男女不限, 无胃溃疡并发症, 无严重心、脑、肾

血管疾病及精神疾病, 中医辨证属于脾胃虚弱

证能较好配合治疗的患者均纳入研究对象. 凡
年龄<18岁或>70岁者, 有胃溃疡严重并发症、

严重心、肺、肝、肾功能不全者, 妊娠、哺乳

期妇女, 中医辨证不属于脾胃虚弱证、不能配

合治疗及随访者作为排除对象. VEGF试剂盒购

自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司(批号: AK-
0014FEB26007), NO试剂盒购自南京建成生物

工程研究所(批号: 20131109), 奥美拉唑(规格: 20 
mg, 批号: 110325, 重庆华邦制药有限公司), 阿
莫西林分散片(规格: 0.5 mg, 批号: 110515, 华北

制药股份有限公司), 美国Bio-Tek ELX800多功

能酶标仪. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 中药组: 口服补中益气活血方, 药物

主要为黄芪20 g、党参20 g、白术15 g、当归20 
g、陈皮10 g、升麻8 g、柴胡15 g、炙甘草10 
g、五灵脂10 g、蒲黄6 g、赤芍15 g、大枣6枚, 
煎汤口服, 1剂/d. 西药组: 给予奥美拉唑20 mg和
阿莫西林分散片1 g, 口服, 1次/d. 两组均以8 wk
为1个疗程. 在治疗期间, 两组不再使用其他药

物. 治疗1个疗程后复查胃镜及抽血检测. 
1.2.2 疗效判定: 中医证候疗效判断标准: 参照

文献[2]对患者的胃脘部疼痛、腹胀、饮食不

振、神疲乏力、面色等主要症状和体征采用分

级量化的方法进行记分, 即分无、轻、中、重4
级, 记为0、1、2、3分. 对舌、脉变化则分为正

常和非正常两级, 分别记0、1分. 临床痊愈: 症
状、体征消失或基本消失, 积分减少≥95%; 显
效: 症状、体征明显改善, 积分减少≥70%, 但
<95%; 有效: 症状、体征均有好转, 积分减少≥

30%, 但<70%; 无效: 症状、体征均无明显改善, 
甚或加重, 积分减少<30%. 积分计算公式为: (治
疗前积分-治疗后积分)/治疗前积分×100%. 胃
镜疗效判定标准: 临床痊愈: 溃疡及周围炎症全

部消失; 显效: 溃疡基本消失, 但仍有炎症表现; 
有效: 溃疡面缩小≥50% 以上; 无效: 溃疡无变

化或缩小<50%者. 



表  1  患者一般情况比较

     

分组 n
性别 年龄(岁) 溃疡病史

男 女 <30 30-60 >60 初发病 复发病

中药组 42 27 15 6 26 10 33 9

西药组 35 25 10 7 23 5 28 7
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■创新盘点
本研究依据临床
治疗经验, 系统、
规范地研究了补
中益气活血类方
药治疗胃溃疡的
作用靶点, 具有较
高的应用价值.

1.2.3 血清VEGF测定: 抽取患者空腹静脉血5 
mL, 室温静置1 h后3500 r/min , 离心10 min, 吸
出上层血清存放在-85 ℃冰箱保存. 采用酶联

免疫吸附法(ELISA法)检测血清VEGF含量. 设
定空白孔、样品孔和标准品孔. 空白孔加样品

稀释液作为空白对照, 样品孔依次加样品血清

100 μL, 标准孔依次加稀释为0、31.25、62.5、
125、250、500、1000、2000 pg/mL的标准品

100 μL, 37 ℃孵育反应90 min. 弃液甩干后每孔

加入生物素化抗体工作液100 μL, 37 ℃孵育反

应60 min. 洗板3次后, 每孔加入酶结合物工作液

100 μL, 37 ℃孵育反应60 min. 洗板5次后, 每孔

加底物液90 μL, 37 ℃避光孵育反应15 min后, 每
孔加入50 μL终止液, 终止反应. 用多功能酶标仪

在450 nm波长测定各孔A值. 用标准品得到的数

据用Excel作标准曲线, 根据标准曲线回归方程

计算样品的浓度. 
1.2.4 血清NO含量检测: 采用一步法, 按试剂盒

要求设定空白孔、标准孔和测定孔, 分别加双

蒸水、20 μmol/L亚硝酸纳标准液、样品、显色

剂后, 静置15 min. 用多功能酶标仪在550 nm波

长测定各孔A值, 依据计算公式得出各样本NO
含量. 

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件, 计量

资料以mean±SD表示, 采用t检验, 等级资料采

用卡方检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者一般情况比较 经卡方检验, 两组患

者一般情况比较无统计学差异(P >0.05)(表1). 
2.2 临床疗效与胃镜下疗效比较 依据中医证候

疗效诊断标准进行记分, 根据记分结果把治疗

效果分别评定为临床痊愈、显效、有效和无效

4个层次. 经卡方检验, 两组临床疗效整体比较

有显著性差异(P <0.05), 中药组疗效明显优于西

药组(表2). 而在胃镜观察下的疗效比较两组无

显著性差异(P >0.05)(表3). 
2.3 治疗前后两组血清VEGF和NO的含量变化 
结果显示, 经过一个疗程治疗后, 中药组与西药

组患者血清中的VEGF和NO含量与治疗前相

比均有明显提升(P <0.01), 且中药组患者治疗后

血清中VEGF和NO含量明显高于西药组患者

(P <0.01), 说明中药组的治疗作用要优于西药组

(表4). 

3  讨论   

GU的发生与修复是一个十分复杂的过程, 是多

种细胞、生长因子及细胞外基质相互作用的结

果. 现代研究表明, 胃黏膜防御屏障功能下降, 
防御保护因子减少是形成胃溃疡的重要病理基

础之一. VEGF是一类血管生长调节因子, 又称

血管通透因子. 其生物作用主要体现为两个方

面[3,4], 一是通过其受体直接刺激血管内皮细胞

增殖、增生, 促进毛细血管形成; 另一方面通过

特殊受体激活磷脂酶C, 诱导钙离子对血管内皮

细胞直接作用, 增加微血管的通透性. 在胃溃疡

的修复过程中, VEGF起着重要的作用, 能够促

进溃疡部位的血管再生、增加胃黏膜血流、促

进胃黏膜增生及维持黏膜完整的作用, 是溃疡

愈合的重要促进因子[5-7]. 临床研究亦显示, 在胃

溃疡患者中VEGF的表达在胃溃疡活动期、愈

合期、瘢痕期中呈逐渐下降趋势, 说明VEGF在
胃溃疡的愈合中起重要的促进作用[8]. 有研究者

提出可把VEGF作为诊断消化性溃疡的风险评

     

表  2  临床疗效比较

分组  n 临床痊愈 显效 有效 无效 总有效率(%)

中药组 42 34 5 3 0 100

西药组 35 20 6 9 0 100

     

表  3  胃镜下疗效比较

分组  n 临床痊愈 显效 有效 无效 总有效率(%)

中药组 42 35 4 3 0 100

西药组 35 22 7 6 0 100
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■同行评价
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了一定研究, 具有
一定的临床研究
价值.

估预测因子[9]. 
NO是一种由血管内皮细胞释放, 具有舒张

血管活性的小分子蛋白, 具有抑制胃酸分泌、

清除氧自由基、促进胃黏蛋白合成, 保护胃黏

膜作用[10]. 同时, NO是重要的胃黏膜保护因子, 
能扩展血管、改善胃黏膜微循环, 对维持黏膜

血管壁的完整性和微血管屏障功能有重要作 
用[11,12]. 

胃溃疡属祖国医学“胃痛”的范畴, 其发生

主要是由于外感寒邪、饮食不节、七情失和、

久病体虚等因素引起. 根据临床表现又分为寒

邪客胃证、饮食停滞证、肝气犯胃证、胃阴亏

虚证、脾胃虚弱证等证候. 本虚标实, 正虚邪恋

是临床胃溃疡病复发、迁延不愈的重要病理基

础[13], 故此, 针对临床慢性脾胃虚弱型胃溃疡患

者, 笔者采用补中益气活血的方法治疗并取得

了较好的疗效. 本方以补中益气汤为基础方, 加
活血化瘀的五灵脂、蒲黄、赤芍等, 共凑补中

益气, 行气活血化瘀之功效. 补中益气汤是金元

时期名医李东垣创制的治疗脾胃病的代表方剂, 
分别见于《内外伤辨惑论》和《脾胃论》, 主
要由黄芪、人参、白术、升麻、柴胡、当归、

陈皮、甘草等组成, 全方功在补中益气, 升阳举

陷. 研究表明, 补中益气汤能明显减少胃溃疡的

炎症反应, 促进胃黏膜细胞的迁移、增殖和修

复, 具有胃黏膜保护及促进胃黏膜修复重建的

作用[14,15]. 
本实验结果表明 ,  以补中益气汤为基础

方的补中益气活血方能明显提升患者血清中

VEGF和NO的表达水平(P <0.01), 且治疗效果明

显优于西药组. 这说明补中益气活血方治疗脾

胃虚弱型胃溃疡的作用机制可能与调节胃黏膜

中VEGF和NO的表达有关, 通过提高胃黏膜中

VEGF和NO的含量, 促进胃黏膜微血管的生成, 
促进胃黏膜的增殖与修复, 从而达到保护胃黏

膜、治疗胃溃疡的作用. 关于补中益气活血方

促进胃黏膜中VEGF和NO的生成与表达、促进

胃溃疡的修复与愈合的机制问题, 还有待进一

步深入研究. 
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表  4  治疗前后血清VEGF和NO的含量变化 (mean±SD)

     

分组  n
VEGF(pg/mL) NO(μmol/L)

      治疗前        治疗后      治疗前      治疗后

中药组 42 60.85±8.47 102.36±12.33b 51.87±8.76 78.57±8.57b

西药组 35 58.88±8.43   93.87±9.31bd 51.76±7.66 71.91±8.77bd

bP<0.01 vs  治疗前; dP<0.01 vs  中药治疗组. VEGF: 血管内皮生长因子; NO: 一氧化氮.
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中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

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

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

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

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

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

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

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

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

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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Abstract
AIM: To detect plasma visfatin level in patients 
with non-alcoholic fatty liver disease and to ana-
lyze its significance. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

血浆内脏脂肪素在非酒精性脂肪性肝病中的表达及其意义

蔡怀阳, 李运泽, 李 莉, 邹劲涛, 涂 强

®

■背景资料
近年来随着人们
生活水平的提高
和 人 口 老 龄 化 , 
我国脂肪肝尤其
是非酒精性脂肪
性 肝 病 ( n o n - a l -
coholic fatty liver 
disease, NAFLD)
的患病率明显上
升, 内脏脂肪素是
新近发现的一种
由内脏脂肪细胞
分泌的脂肪细胞
因子, 内脏脂肪素
与NAFLD的关系
报道甚少. 

METHODS: One hundred and seventy sub-
jects were enrolled in the study, including 110 
cases of non-alcoholic fatty liver disease and 60 
cases of healthy controls. Blood pressure (BP), 
height, weight, waist circumference (WC), hip, 
body mass index (BMI), waist-hip ratio (WHR), 
triglyceride (TG), total cholesterol (TC), fasting 
blood glucose, fasting insulin, liver function and 
plasma visfatin were measured in each patient 
and the HOMA-IR was calculated according to 
the typical HOMA model. 

RESULTS: The visfatin level, BMI, WHR, SBP, 
DBP, ALT, AST and HOMA-IR were significant-
ly higher in the patient group than in the normal 
control group (P < 0.05 for all). Plasma visfatin 
levels were significantly positively correlated 
with BMI, WHR and HOMA-IR, and the correla-
tions became more significant with the aggrava-
tion of non-alcoholic fatty liver disease (r = 0.557, 
0.398, 0.508, 0.579, 0.508, 0.650, P < 0.05 for all). 

CONCLUSION: Plasma visfatin levels were sig-
nificantly higher in patients with non-alcoholic 
fatty liver disease, which increased with the ag-
gravation of the disease. There was an important 
correlation between plasma visfatin and non-
alcoholic fatty liver disease, which implied that 
plasma visfatin may play a role in the pathogen-
esis of this disease. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Plas-
ma visfatin
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摘要
目的: 探讨非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic 
fatty liver disease, NAFLD)患者与健康人群血

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科
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■研发前沿
近年来许多研究
发 现 ,  内 脏 脂 肪
素具有类胰岛素
样 作 用 ,  还 能 促
进脂肪的合成和
聚 集 ,  可 能 与 肥
胖、胰岛素抵抗
和脂代谢密切相
关 ,  其与NAFLD
的关系尚不明确, 
研究较少.

浆内脏脂肪素水平的变化及其意义. 

方法: 选择进行健康体检的人员共170例; 分
成两组: 即非酒精性脂肪性肝病组110例(分
轻度40例、中度40例和重度30例), 健康对照
组60例. 入选者空腹检查血压、身高、体质
量、臀围、腰围、甘油三脂、总胆固醇、血
糖、肝功能、胰岛素水平和内脏脂肪素测
定, 计算体质量指数(body mass index, BMI)、
腰臀比(waist-hip ratio, WHR), 并用稳态模型
评估的胰岛素抵抗指数(homeostasis model 
assessment, HOMA-IR).

结果:  (1)健康对照组与非酒精性脂肪性肝
病组比较, B M I、W H R、内脏脂肪素、收
缩压、舒张压、丙氨酸氨基转移酶(a lanine 
aminotransferase, ALT)、天冬氨酸氨基转移
酶(aspartate aminotransferase, AST)、HOMA-
IR等指标差异存在统计学意义(P <0.05). 内脏
脂肪素在轻度、中度、重度NAFLD中依次升
高, 轻度非酒精性脂肪性肝病组与中重度非
酒精性脂肪性肝病组差异有统计学意义; (2)
相关分析显示, 内脏脂肪素与BMI、WHR、
HOMA-IR等呈正相关, 随脂肪肝加重, 其相关
性更强(r 值依次为0.557、0.398, 0.508; 0.579, 
0.508, 0.650, 均P <0.05). 

结论: NAFLD患者血浆内脏脂肪素水平明显
高于健康人群. 随着NAFLD的加重, 血浆内脏
脂肪素水平逐渐升高. 内脏脂肪素与NAFLD
关系密切, 其可能在NAFLD的发病过程中起
一定作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 内脏脂肪素

核心提示: 本研究表明内脏脂肪素与非酒精

性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)关系密切, 其可能成为一项早期监测及

诊断NAFLD的有效指标.
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0  引言

近年来随着人们生活水平的提高和人口老龄化, 
我国脂肪肝尤其是非酒精性脂肪性肝病(non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)的患病率

明显上升, 与国外脂肪肝的患病率相接近[1]. 在
我国, 脂肪肝也有取代病毒性肝炎成为最常见

肝病的趋势. 内脏脂肪素是新近发现的一种由

内脏脂肪细胞分泌的脂肪细胞因子. 近年来许

多研究发现, 内脏脂肪素具有类胰岛素样作用, 
还能促进脂肪的合成和聚集, 可能与肥胖、胰

岛素抵抗和脂代谢密切相关. 本研究旨在观察

NAFLD患者与健康人群血浆内脏脂肪素水平的

变化. 探讨内脏脂肪素与NAFLD的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 NAFLD的诊断标准采用2010年中华医

学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组制

定的NAFLD诊断标准[2]. 选择柳州市人民医院

体检部进行健康体检的人员共170例; 剔除过量

饮酒(乙醇摄入量男性140 g/wk, 女性70 g/wk)、
慢性病毒性肝炎、肝硬化、妊娠和哺期妇女、

自身免疫性和遗传学性肝病及入选时已有多元

代谢紊乱和心脑血管疾病的人群. 分成两组: 即
非酒精性脂肪性肝病组110例, 按照中华医学会

肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组2010年
修订的非酒精性肝病诊疗指南中的脂肪肝超声

诊断标准进行脂肪肝的超声诊断. 按回声衰减

程度[3]分3度: (1)轻度: 肝脏大小形态正常, 肝内

实质回声密集、增强, 后场回声减弱不明显, 肝
内管状结构尚清晰; (2)中度: 肝脏大小形态正常

或轻中度增大, 前场回声增强, 后场衰减, 管状

结构走行模糊, 尚可辨认; (3)重度: 肝脏增大, 形
态饱满, 前场回声明显增强, 后场衰减明显, 甚
至近似无回声区, 管状结构难以辨认. 其中轻度

40例、中度40例和重度30例, 正常对照组60例.
1.2 方法

1.2.1 生理指标的测定: 采用台式水银血压计, 受
检者坐位测量肱动脉压, 连续测量3次, 取平均

值为个体血压值. 受检者空腹、免冠、脱鞋, 仅
穿单衣测量其身高、体质量、腰围、臀围. 腰
围: 取腋中线肋弓下缘至髂前上棘连线的中点

水平面周径. 臀围: 取两侧股骨粗隆水平面周

径. 体质量指数(body mass index, BMI) = 体质量

(kg)/身高(m2). 腰臀比(waist-hip ratio, WHR) = 腰
围/臀围. 
1.2.2 生化指标的测定: 抽取禁食12 h后的次日

清晨空腹肘静脉血, 分离血清2 mL, 用酶联免

疫法(日立7170-S全自动生化分析仪)测定甘油

三脂、总胆固醇、血糖、肝功能等. 分离血清4 
mL, 采用BL-9600化学发光分析仪(天津贝尔公
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■相关报道
有 研 究 表 明 ,  在
大鼠非酒精性肝
病 模 型 中 ,  随 着
高脂饲料饲养大
鼠NAFLD的逐渐
形 成 ,  在 肝 组 织
中内脏脂肪素表
达 逐 渐 升 高 ,  内
脏脂肪素的表达
变化与肝脂肪变
程度相一致.
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■创新盘点
研究表明, 内脏脂
肪素与肥胖、2型
糖尿病、动脉粥
样硬化、缺血性
脑血管病等均有
密切关系, 本文探
讨内脏脂肪素与
N A F L D 的关系 , 
目前其关系尚不
清楚.

司)测定血清空腹胰岛素水平. 稳态模型评估的

胰岛素抵抗指数(homeostasis model assessment, 
HOMA-IR) = 空腹血糖(fasting blood glucose, 
FBG)×空腹胰岛素(fasting insulin, FINS)/22.5. 
1.2.3 血浆内脏脂肪素的标本采集及测定: 采生

化指标血样同时留取肘静脉血2 mL, EDTA抗

凝, 室温静置30 min后, 离心机3000 r/min离心

15 min, 分离血浆0.5 mL, -80 ℃保存待检. 试剂

盒购自武汉博士德公司, 采用酶联免疫吸附法

(ELISA)测定血浆内脏脂肪素水平. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进

行统计, 计数资料以率(%)表示, 采用卡方检验; 
所有计量资料以mean±SD表示, 各组之间比较

均进行方差齐性检验, 两组间显著性比较用t检
验. 多因素相关性用逐步法多元线性回归分析. 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 临床及实验室指标的比较 健康对照组与非

酒精性脂肪性肝病组的性别构成、年龄、身

高、总胆红素、直接胆红素、间接胆红素、白

蛋白、胆固醇、甘油三酯比较差异均无统计学

意义(P >0.05). 而体质量、BMI、WHR、内脏脂

肪素、收缩压、舒张压、HOMA-IR等指标差异

存在统计学意义(P <0.05或0.01). 内脏脂肪素在

轻度、中度、重度NAFLD中依次升高, 轻度非

酒精性脂肪性肝病组与中重度非酒精性脂肪性

肝病组差异有统计学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 相关分析 以内脏脂肪素为因变量, 年龄、身

高、体质量、BMI、WHR、收缩压、舒张压、

胰岛素、甘油三酯、胆固醇、血糖、总胆红

素、直接胆红素、间接胆红素、白蛋白、丙氨

酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, ALT)、
天冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase, 
AST)、HOMA-IR等为自变量进行逐步法多元

线性回归分析, 内脏脂肪素与年龄、身高、直

接胆红素、胆固醇、白蛋白等均无相关性(r值
依次为0.099、0.029、0.068、0.164、0.045, 均
P >0.05), 在轻度NAFLD组, 内脏脂肪素与BMI、
H O M A-I R有微弱相关性(r 值依次为0.276、
0.253, P均<0.05), 与WHR无相关性(r值为0.120, 
均P >0.05). 在中度、重度NAFLD组, 内脏脂肪

素与BMI、WHR、HOMA-IR有明显相关性, 随
着脂肪肝加重, 其相关性更强(r值依次为0.557、
0.398, 0.508; 0.579, 0.508, 0.650, 均P <0.05)(表2). 

3  讨论

长期以来, 脂肪组织一直被认为是仅供能量贮
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表  1  对照组与各NAFLD组相关资料

 健康对照组 轻度脂肪肝组 中度脂肪肝组 重度脂肪肝组

男/女        35/25        24/16       30/10        22/8

年龄(岁)      47±13      49±11      49±14      43±13

身高(cm) 165.7±5.5 165.8±6.6 167.6±5.7 167.1±6.5

体质量(kg)       62.34±8.56 72.64±12.28b 80.38±8.45bc 81.78±12.49bc

BMI(kg/m2)                    23.3±2.9   26.3±3.1b   28.5±2.4bc   28.6±3.2bc

WHR                       0.84±0.05   0.89±0.07b   0.92±0.6b   0.91±0.05b

收缩压(mmHg)    129±13    135±12a    139±16b    141±12b

舒张压(mmHg)      78±12      84±8a       85±8b      85±5b

HOMA-IR                   1.06±0.59   1.78±0.73b   2.49±0.82bc   2.64±1.37bc

甘油三酯(mmol/L)   1.68±1.37   2.22±1.36   3.32±2.15bc   2.22±1.19

胆固醇(mmol/L)   4.95±0.85   5.27±0.94   5.37±1.37   5.16±0.94

总胆红素(μmol/L) 13.70±3.36 13.91±3.25 16.16±7.41 16.19±4.21

直接胆红素(μmol/L)   4.31±1.38   4.14±1.50   4.24±1.95   4.73±1.15

间接胆红素(μmol/L)   9.39±2.22   9.78±2.21 11.92±5.77 11.50±3.48

白蛋白(g/L) 47.99±3.43 48.54±3.16 48.44±3.18 49.55±2.55

谷丙转氨酶(U/L)               21.6±10.7   25.2±10.7     39.2±19.3bc   40.5±18.6bc

谷草转氨酶(U/L)           23.3±8.3   22.3±5.6   28.3±8.6ac   32.4±12.5bc

内脏脂肪素(μg/L) 17.33±3.22 41.51±20.05b 57.71±23.20bc 58.96±23.27bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  健康对照组; cP<0.05 vs  轻度脂肪肝组. BMI: 体质量指数; WHR: 腰臀比; HOMA-

IR: 胰岛素抵抗指数. 
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■应用要点
血浆内脏脂肪素
与糖、脂代谢有
重要的关系, 已有
的 研 究 表 明 ,  内
脏脂肪素是评价
肥胖、代谢综合
征的一个重要指
标. 本研究表明血
浆内脏脂肪素水
平可能成为一项
早期监测及诊断
NAFLD有效指标.

备的终末分化器官; 随着众多脂肪细胞因子如

瘦素(leptin)、脂联素(adiponectin)、抵抗素(re-
sistin)等的发现, 脂肪组织旺盛的内分泌功能亦

逐渐为人们所认识. 目前认为, 脂肪因子分泌失

调参与了多种肥胖相关性疾病的发生, 如胰岛

素抵抗、代谢综合征、2型糖尿病、脂肪肝等. 
2005-01日本大阪大学的Fukuhara等[4]在内脏脂

肪组织中发现一种高度表达的mRNA, 序列分

析显示与前B细胞克隆增强因子结构一致, 临床

试验及动物实验均发现其主要在内脏脂肪中高

度表达与皮下脂肪组织关系不大, 故将其命名

为内脏脂肪素. 荧光免疫原位杂交法显示其还

主要在骨髓、肝脏、肌肉、淋巴组织及胎膜中

表达[5]. 研究表明, 内脏脂肪素与肥胖、2型糖尿

病、动脉粥样硬化、缺血性脑血管病等均有密

切关系[6-9]. 
本研究结果显示, 在NAFLD患者中, BMI、

WHR、HOMA-IR均较健康对照组升高, 差异有

统计学意义(表1), 这表明BMI、WHR、HOMA-
IR与NAFLD有密切关系. 本研究显示血浆内脏

脂肪素在NAFLD患者中表达增加, 且随着脂肪

肝的加重, 血浆内脏脂肪素水平逐渐升高. 内
脏脂肪素与年龄、身高、直接胆红素、胆固

醇、白蛋白等均无相关性. 有研究表明, 在大鼠

NAFLD模型中, 随着高脂饲料饲养大鼠NAFLD
的逐渐形成, 在肝组织中内脏脂肪素表达逐渐

升高, 内脏脂肪素的表达变化与肝脂肪变程度

相一致[10]. 本研究结果表明中、重度NAFLD与

轻度NAFLD相比较, 血浆内脂素水平明显升高, 
且有显著统计学差异. 这说明血浆内脂素水平

在一定程度上可以反映NAFLD的严重程度. 关
于内脏脂肪素在NAFLD病理变化中的影响的研

究结果显示肝组织活检的几种病理学改变可以

用胰岛素浓度、胰岛素抵抗、脂肪量说明. 而
且, 内脏脂肪素血浆浓度可预测NAFLD患者肝

门炎症的存在[11]. 这与本研究结果一致. 这表明

血浆内脏脂肪素与NAFLD有密切关系.
N A F L D与多种因素有关, 其中肥胖是常

见的危险因素, 本研究相关分析表明, 在轻度

NAFLD组, 内脏脂肪素与BMI、HOMA-IR有

微弱相关性, 与WHR无相关性. 在中度、重度

NAFLD组, 内脏脂肪素与BMI、WHR、HOMA-
IR有明显相关性, 随着脂肪肝加重, 其相关性更

强. 而BMI、WHR是反映肥胖的有效指标, 在
健康对照组与各NAFLD组的比较中, 血浆内脂

素、BMI、WHR存在统计学差异, 这表明血浆

内脂素水平与肥胖密切相关. Berndt等[12]发现血

浆内脏脂肪素浓度与BMI及体脂百分比相关. 在
台湾人群中的研究显示WHR与血浆内脏脂肪素

水平独立相关, 内脏脂肪素与WHR呈正相关, 回
归分析显示WHR是血浆内脏脂肪素水平的独立

相关因素[13]. Berndt等[12]研究发现内脏脂肪组织

中的内脏脂肪素mRNA与皮下脂肪组织中的相

同, 血浆内脏脂肪素水平与BMI呈正相关. 本研

究与上述研究结论一致. 
近年大量研究表明, N A F L D与代谢综合

征的各个组分密切伴随, 甚至有学者将其作为

代谢综合征的组分之一, 并发现胰岛素抵抗在

N A F L D发病机制中起关键作用 [14,15]. 胰岛素

抵抗是代谢综合征的中心环节, 也是糖尿病和
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表  2  以BMI、WHR、HOMA-IR为自变量逐步法多元线性回归分析结果

     变量 回归系数 标准误 标准化偏回归系数 t 值  P 值

轻度脂肪肝组

  BMI   1.447   0.509 0.276 2.844 0.005

  WHR 32.980 27.614 0.120 1.194 0.235

  HOMA-IR   6.030   2.324 0.253 2.594 0.011

中度脂肪肝组

  BMI     3.714   0.559 0.557 6.639 0.000

  WHR 146.244 34.047 0.398 4.295 0.000

  HOMA-IR   12.774   2.187 0.508 5.840 0.000

重度脂肪肝组

  BMI     3.528   0.530 0.579 6.658 0.000

  WHR 198.544 35.879 0.508 5.534 0.000

  HOMA-IR   13.128   1.636 0.650 8.024 0.000

BMI: 体质量指数; WHR: 腰臀比; HOMA-IR: 胰岛素抵抗指数.
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心血管病发病的重要机制之一. 内脏脂肪素不

仅增加胰岛素的敏感性, 而且具有类胰岛素作

用, 能降低糖尿病小鼠的血糖水平和胰岛素水

平, 甚至诱导脂肪和肌肉组织中的葡萄糖摄取

并抑制肝脏组织中葡萄糖生成. 这表明内脏脂

肪素可能在防止胰岛素抵抗的发生中起重要作

用. 胰岛素抵抗状态常与肥胖特别是腹型肥胖

并存, 两者可互为因果. 而NAFLD与肥胖特别是

腹型肥胖关系密切. 本研究结果表明, 健康人群

与NAFLD患者比较, 胰岛素抵抗指数有统计学

差异, 相关性分析表明, 血浆内脏脂肪素水平与

HOMA-IR呈正相关. 
血浆内脏脂肪素与糖、脂代谢有重要的关

系, 已有的研究表明, 内脏脂肪素是评价肥胖、

代谢综合征的一个重要指标. NAFLD与肥胖及

代谢综合征有密切关系, 目前关于内脏脂肪素与

NAFLD的相关研究甚少, 血浆内脏脂肪素水平可

能与NAFLD的发生、发展有关; 本研究表明内脏

脂肪素与NAFLD关系密切, 其可能在NAFLD的

发病过程中起一定作用. 其具体的生理及病理生

理机制尚不清楚, 有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To assess the application of FibroScan, a 
new non-invasive diagnostic technique, in the 
diagnosis of liver fibrosis in chronic hepatitis B 
(CHB) patients with liver stagnation and spleen 
deficiency syndrome or damp and heat accumu-
lation syndrome.

METHODS: According to the clinical diagnosis 
of CHB and the TCM diagnostic criteria, we 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

慢性乙型肝炎湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝纤维化Fi-
broScan测定与肝组织病理学诊断的比较

蒋开平, 李建鸿, 胡洪涛, 任 健, 邱腾宇, 黄清华, 毛荣军

®

■背景资料
基于肝脏瞬时弹
性 成 像 技 术 的
FibroScan, 可通过
检测肝脏硬度值
判断肝纤维化, 代
表了肝纤维化无
创诊断技术的新
高度. 将FibroScan
前 沿 新 技 术 引
入慢性乙型肝炎
(chronic hepatitis 
B, CHB)中医诊疗
领域, 动态跟踪中
医中药对CHB肝
纤维化发生、发
展或逆转的干预
作用, 具有重要临
床意义. 

selected 180 CHB patients with damp and heat 
accumulation syndrome and 159 CHB patients 
with liver stagnation and spleen deficiency syn-
drome. The liver fibrosis stage was assessed by 
the liver stiffness measurement (LSM) evaluated 
by FibroScan, and the pathological diagnosis of 
liver fibrosis was determined using the META-
VIR scoring system.

RESULTS: The total incidence rates of liver fi-
brosis exceeding F2 diagnosed by pathology in 
CHB patients with liver stagnation and spleen 
deficiency syndrome and those with damp and 
heat accumulation syndrome were 65.56% and 
62.89%, with no significant difference (P > 0.05). 
The incidence rate of F4 liver fibrosis in CHB 
patients with damp and heat accumulation 
syndrome was 25.56%, which was significantly 
higher than that in patients with liver stagnation 
and spleen deficiency syndrome (16.35%) (χ2 = 
4.2748, P < 0.05). The incidence rate of F4 liver fi-
brosis determined by FibroScan in CHB patients 
with damp and heat accumulation syndrome 
was 15%, which was significantly higher than 
that in patients with liver stagnation and spleen 
deficiency syndrome (5.67%) (χ2 = 7.7586, P < 
0.01). Based on the “gold standard” diagnosis by 
hepatic histopathology, the total accuracy rates 
for diagnosis of liver fibrosis from ≥ F2 to F4 by 
FibroScan in CHB patients with liver stagnation 
and spleen deficiency syndrome and those with 
damp and heat accumulation syndrome were 
75.42% and 66%, respectively, with no signifi-
cant difference (P > 0.05). The accracy rate for 
diagnosis of liver fibrosis ≥ F2 by FibroScan in 
CHB patients with damp and heat accumula-
tion syndrome was significantly higher than 
that in patients with liver stagnation and spleen 
deficiency syndrome (84.85% vs 63.04%, χ2 = 
4.5396, P < 0.05), while the accuracy rate for liver 
fibrosis ≥ F3 or F4 was similar between the two 
groups (P > 0.05).

CONCLUSION: There is a high incidence rate of 
liver fibrosis in CHB patients with liver stagna-
tion and spleen deficiency syndrome or damp 
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■研发前沿
长 期 以 来 ,  中 医
药防治CHB肝纤
维化大都聚焦于
“益气活血”、

“扶正化瘀”等
措 施 ,  理 想 疗 效
率 仍 待 提 高 .  如
何从CHB临床最
主要、最常见的
证 型 入 手 ,  动 态
监测肝纤维化的
发生、发展及中
医论治的干预作
用?  以肝组织病
理学诊断为基准, 
分析FibroScan诊
断CHB湿热蕴结
证和肝郁脾虚证
肝纤维化的准确
度, 是重要起点.

and heat accumulation syndrome. CHB patients 
with damp and heat accumulation syndrome are 
more susceptible to F4 liver fibrosis (cirrhosis). 
FibroScan can be used for non-invasive diagno-
sis of liver fibrosis in CHB patients with liver 
stagnation and spleen deficiency syndrome or 
damp and heat accumulation syndrome, espe-
cially for the initial stage of liver fibrosis in CHB 
patients with damp and heat accumulation syn-
drome.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目 的 :  探 讨 F i b r o s c a n 在 慢 性 乙 型 肝 炎
(chronic hepatitis B, CHB)湿热蕴结证和肝郁
脾虚证患者肝纤维化无创诊断中的应用前景.

方法: 按照CHB临床诊断依据及中医证候诊
断标准, 选择CHB湿热蕴结证患者180例、肝
郁脾虚证患者159例. 根据FibroScan硬度值
(liver stiffness measurement, LSM)范围, 判定
肝纤维化程度; 肝组织纤维化病理学诊断, 采
用METAVIR评分系统确定纤维化分期; 统计
学分析采用t检验、χ2检验.

结果: 在肝组织病理学诊断中, CHB湿热蕴结
证和肝郁脾虚证患者F2以上肝纤维化总发生
率分别为65.56%、62.89%, 差异无统计学意
义(P >0.05); CHB湿热蕴结证患者肝组织纤维
化F4(肝硬化)发生率为25.56%, 高于CHB肝郁
脾虚证患者(16.35%), 差异有统计学意义(χ2 = 
4.2748, P <0.05). 在FibroScan测定中, CHB湿
热蕴结证患者肝纤维化F4(肝硬化)发生率为
15%, 明显高于CHB肝郁脾虚证患者(5.67%), 
差异有统计学意义(χ2 = 7.7586, P <0.01). 以肝
组织病理学诊断为“金标准”, 则FibroScan
诊断C H B湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者≥

F2-F4肝纤维化的总准确率分别为75.42%、

66%, 差异无统计学意义(P >0.05); 诊断CHB

湿 热 蕴 结 证 患 者≥F 2 肝 纤 维 化 的 准 确 率
(84.85%)高于CHB肝郁脾虚证患者(63.04%), 
差异有统计学意义(χ2 = 4.5396, P <0.05); 诊断
≥F3、F4(肝硬化)肝纤维化的准确率, 两组患
者无显著性差异(P >0.05). 

结论: CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝
纤维化发生率较高, 而湿热蕴结证患者更易出
现F4(肝硬化), 临床须重点关注. FibroScan可
用于CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝纤
维化的无创诊断, 对湿热蕴结证患者肝纤维化
进程启动阶段的监测更具有实效性. 
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生率较高, 湿热蕴结证患者更易出现F4(肝硬化). 
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)是我国常

见的慢性传染病之一. 我国现有慢性乙型肝炎病

毒(hepatitis B virus, HBV)感染者约9300万例, 其
中CHB患者约2000万例[1], 是我国慢性肝病肝纤

维化最为常见的病因. 肝纤维化是CHB发生发展

过程中的重要病理生理环节, 其持续进展最终可

发展到肝硬化甚或肝癌, 严重危害人民健康. 肝
纤维化可以减轻或逆转[2], 故早期诊断并进行有

效治疗将有助于抑制肝纤维化的发展, 甚或在一

定程度上逆转肝纤维化、减少肝硬化或肝癌的

发生, 从而提高CHB患者的生存率和生活质量, 
这对CHB的综合防治具有重要临床意义. 肝活

检虽仍被认为是诊断肝纤维化的“金标准”, 但
这种损伤性检查具有许多不足之处, 限制了临床

应用的深度和广度. 同时, 肝纤维化是一个损伤

和修复的动态发展过程, 一次肝活检不能检测出

肝纤维化发展过程[3]. 多年来, 国内外在肝纤维

化的非创伤性诊断方法和评估方面, 作了大量卓
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■相关报道
Han等报道, 肝纤
维化是一个损伤
和修复的动态发
展过程, 一次肝活
检不能检测出肝
纤维化发展过程. 
陆伦根撰文, 现阶
段瞬时弹性测定
还不能完全取代
肝组织活检，但
在初次活检后用
于随访是肯定合
适 的 .  叶 放 等 认
为, 在慢肝肝纤维
化阶段, 湿热瘀毒
证是共同的基本
证型.

有成效的研究工作, 如肝纤维血清学评估指标、

影像学检查、多指标联合的无创诊断模型等, 虽
最有一定临床实用价值, 但仍有较大局限性[4,5]. 
近年来, 基于肝脏瞬时弹性成像技术(transient 
elastography, TE)的FibroScan能够通过检测肝脏

硬度值(liver stiffness measurement, LSM)来判断

肝纤维化, 代表了肝纤维化无创诊断技术的新高

度, 在我国已被批准用于临床[6]. 中医药在CHB
的诊疗特别是抗肝纤维化中发挥着重要作用, 而
FibroScan新技术在中医肝病领域的应用, 尚属于

起步阶段. 如何在CHB中医诊疗中引入FibroScan
前沿新技术, 面临着挑战. 湿热蕴结证和肝郁脾

虚证是CHB患者临床上最主要、最常见的两个

证型[7,8], 可否应用FibroScan新技术即时、动态监

测该两个证型肝纤维化的发生发展及中医药治

疗干预的效应, 值得期待. 为此, 我们就CHB湿热

蕴结证和肝郁脾虚证患者肝纤维化FibroScan测
定与肝组织病理学诊断进行了比较分析, 现报道 
如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2013-01/2013-10我院肝病科符合

CHB临床诊断依据及湿热蕴结证和肝郁脾虚证

中医证候诊断标准的住院患者. 其中, CHB湿热

蕴结证患者180例, CHB肝郁脾虚证患者159例. 
湿热蕴结证患者中, 男性133例, 女性47例, 年龄

16-57岁、平均年龄33.58岁±9.12岁; 肝郁脾虚

患者中, 男性111例, 女性48例, 年龄17-62岁、平

均年龄32.12岁±8.76岁. 两组患者性别构成无

显著性差异(χ2 = 0.6959, P >0.05), 年龄结构无显

著性差异(t  = 1.4969, P >0.05), 具有可比性. 所有

患者均于肝脏FibroSan检测后, 2 wk内行肝活检, 
完成肝组织病理学检查. 
1.2 方法

1.2.1 CHB临床诊断: 符合《慢性乙型肝炎防

治指南(2010版)》[1]及2012年《欧洲肝病学会

(EASL)临床实践指南: 慢性乙型肝炎病毒感染

管理》[9]中的诊断依据: 既往有乙型肝炎病史

或HBsAg阳性超过6 mo; 年龄18-65岁; 2×ULN
≤ALT≤10×ULN, 且TBIL≤51.3 μmol/L; HBV 
DNA阳性(≥2000 IU/mL); 肝脾超声检查未见明

显异常. 
1.2.2 CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证中医证候

诊断: 符合《慢性乙型肝炎中医诊疗专家共识

(2012-01)》证候诊断标准[10]: (1)湿热蕴结证: 主
症: 身目黄染, 黄色鲜明; 小便黄赤; 口干苦或口

臭; 舌苔黄腻. 次症: 脘闷, 或纳呆, 或腹胀; 恶
心或呕吐; 大便秘结或黏滞不畅; 胸胁胀; 脉弦

滑或滑数. 凡具备主症中2项加次症2项, 可定为

本证; (2)肝郁脾虚证: 主症: 胁肋胀痛; 情绪抑

郁; 纳差或食后胃脘胀满; 倦怠乏力. 次症: 口淡

乏味、便溏不爽、嗳气、乳房胀痛或结块、舌

质淡红、苔薄白或薄黄、脉弦缓. 凡具备主症

“胁肋胀痛/情绪抑郁”任一项加“纳差或食后

胃脘胀满/倦怠乏力”任一项, 加次症2项, 可定

为本证. 
1.2.3 病例排除: 具有下列情形之一者, 即予以

排除: 同时感染艾滋病病毒、丙型肝炎病毒; 合
并代谢性或自身免疫性肝病; 滥用酒精或非法

药品史, 30 d内参加其他肝炎药物试验; 入选前

24 wk有核苷类似物、干扰素、免疫调节剂及抗

肝纤维化等用药史; 入选前12 wk有清热利湿、

健脾疏肝汤药或中成药服用史; 临床确诊的肝

硬化患者; ALT≤2×ULN或ALT≥10×ULN或

TBIL≥51.3 μmol/L; 怀孕或哺乳期妇女; 精神病

和其他严重脏器疾病者. 
1.2.4 肝脏FibroSan检测: 检测仪器FibroScan®

502由法国Echosens公司生产, 检测方法参照

FibroScan®用户手册, 由受过专业培训的操作

者独立完成 .  检测区域为右侧腋前线至腋中

线第7、8、9肋间 ,  连续成功检测10次 ,  取中

位值(M)为最后测定结果, 并以硬度值(kPa)表
示. 有效性判定: 四分位间距(IQR)与中位值比

值(IQR/M)<30%, 操作成功率≥60%. 综合文

献资料[6,11,12], 根据LSM判定肝纤维化程度: F0-
F1(LSM<7.4 kPa), F2(7.4 kPa≤LSM<9.4 kPa), 
F2-F3(9.4 kPa≤LSM<12.4 kPa), F3-F4(12.4 kPa
≤LSM<17.5 kPa), F4(≥17.5 kPa). 
1.2.5 肝组织病理学检查: 两组患者排除禁忌症

后, 超声超引导下使用16 G穿刺针, 采用1 s负吸

法于呼气末行经皮肝穿刺活组织检查, 要求所

得肝脏组织长度≥1 cm、包含≥6个可供评价的

汇管区. 肝组织标本块取出后立即用4%甲醛溶

液固定, 常规石蜡包埋、连续切片备用. 肝组织

病理切片由本院经验丰富的病理科医师分别进

行HE染色、Masson染色、嗜银染色、网状纤

维染色及阅片. 肝组织纤维化病理学诊断, 采用

METAVIR评分系统确定纤维化分期[13]: F0(无纤

维化)、F1(门静脉区有纤维化但没有纤维间隔

形成)、F2(少量纤维间隔形成)、F3(大量纤维间

隔但没有肝硬化)、F4(肝硬化). 
统计学处理 应用SPSS 16.0统计软件进行分
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■创新盘点
以肝组织病理学
诊 断 为 基 准 ,  分
析 F i b r o S c a n 诊
断 C H B 湿 热 蕴
结证和肝郁脾虚
证肝纤维化的准
确 度 ,  重 点 关 注
CHB湿热蕴结证
患者肝纤维化的
发生、发展及肝
硬化的形成以及
FibroScan的应用
价值.

析. 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 CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝组织

纤维化病理学诊断比较 肝组织纤维化病理学诊

断显示, CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者F2
以上肝纤维化总发生率分别为65.56%、62.89%, 
差异无统计学意义(P >0.05). 其中, CHB湿热蕴

结证患者肝组织纤维化F4(肝硬化)的发生率为

25.56%, 高于CHB肝郁脾虚证患者(16.35%), 差
异有统计学意义(χ2 = 4.2748, P <0.05); 肝组织纤

维化F0、F1、F2、F3的发生率, 在两组患者中

均无显著性差异(P >0.05)(表1). 
2.2 CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝纤维

化FibroScan检测比较 肝纤维化FibroScan检测

显示, CHB湿热蕴结证患者FibroScan检测肝纤

维化F4(肝硬化)发生率为15%, 明显高于CHB肝
郁脾虚证患者(5.67%), 差异有统计学意义(χ2 = 
7.7586, P <0.01); 肝纤维化F0-F1、F2、F2-F3、
F3-F4的出现率, 在两组患者中均无显著性差异

(P >0.05)(表2). 
2.3 CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝纤维

化FibroScan检测与肝组织病理学诊断比较 以肝

组织病理学诊断为标准, FibroScan诊断CHB湿
热蕴结证和肝郁脾虚证患者≥F2肝纤维化的总

准确率分别为75.42%、66%, 差异无统计学意

义(P >0.05), 诊断≥F2、F3、F4肝纤维化的准确

率分别为84.85%、82.05%、63.04%和62.16%、

75.67%、57.69%. 其中, 诊断CHB湿热蕴结证患

者≥F2肝纤维化的准确率高于CHB肝郁脾虚证

患者, 差异有统计学意义(χ2 = 4.5396, P <0.05); 
诊断CHB≥F3、F4肝纤维化的准确率, 两组患

者无显著性差异(P >0.05)(表3). 

表  1  CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝组织纤维化病理学诊断比较 n (%)

     

分组   n
肝组织纤维化病理学诊断

F0-F1 F2 F3 F4    

湿热蕴结证 180 62(34.44) 33(18.33) 39(21.67)  46(25.56)a

肝郁脾虚证 159 59(37.11) 37(23.27) 37(23.27) 26(16.35)

合计 339 82(29.93) 63(22.99) 53(19.34) 76(27.74)

χ2 = 4.2748, aP<0.05 vs  肝郁脾虚证. CHB: 慢性乙型肝炎.

表  2  CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝纤维化FibroScan检测比较 n (%)

     

分组    n
肝纤维化FibroScan检测

F0-F1 F2 F2-F3 F3-F4 F4

湿热蕴结证 180 41(22.78) 39(21.67) 51(28.33) 22(12.22)    27(15.00)a

肝郁脾虚证 159 48(30.19) 38(23.90) 42(26.42) 22(13.84)   9(5.67)

合计 339 91(33.21) 72(26.28) 54(19.71) 39(14.23) 18(6.57)

χ2 = 7.7586, aP<0.05 vs  肝郁脾虚证. CHB: 慢性乙型肝炎.

     

表  3  CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者FibroScan诊断≥F2以上肝纤维化准确率分析

分组
肝纤维化分期[n (%)]

≥F2 ≥F3 F4    

湿热蕴结证 病理学诊断 33 39 46     

FibroScan检测 28/33(84.85)a 32/39(82.05) 29/46(63.04)

肝郁脾虚证 病理学诊断 37 37 26 

FibroScan检测 23/37(62.16) 28/37(75.67) 15/26(57.69)

χ2 = 7.7586, aP<0.05 vs  肝郁脾虚证. CHB: 慢性乙型肝炎.



2772               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

3  讨论

中医中药防治CHB肝纤维化有特色优势. 长期

以来, CHB肝纤维化的防治大都聚焦于重度肝

纤维化或肝硬化已形成后 “益气活血”、“扶

正化瘀”、“软坚散结”等措施的跟进干预[14], 
虽可在一定程度上减轻或逆转肝纤维化, 但治

疗难度大、理想疗效率不高等临床困局仍待破

解. 因此, 从CHB临床上最主要、最常见的湿热

蕴结证和肝郁脾虚证入手, 动态监测肝纤维化

的发生、发展, 运用中医辨证论治手段及时干

预治疗, 最大限度减少、延缓甚至阻断重度肝

纤维化或肝硬化的形成, 具有重要临床意义. Fi-
broScan无创肝纤维化诊断新技术的问世, 为中

医中药防治CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证肝纤

维化动态疗效的可视化带来了曙光, 而以肝组

织病理学诊断为基准, 分析FibroScan诊断CHB
湿热蕴结证和肝郁脾虚证肝纤维化的准确度, 
则是其中的重要节点. 

《肝纤维化中西医结合诊疗指南》指出[15]: 
“肝纤维化的基本证候病机为正虚血瘀. 但在

肝纤维化病变的不同阶段、不同患者, 可表现

为不同的证候类型, 常见有肝胆湿热、肝郁脾

虚、肝肾阴虚等主要证型. ”针对CHB“湿热

疫毒”的致病因素, CHB湿热蕴结证肝纤维化

的论治逐步受到临床关注. 叶放等[16]认为, 在慢

肝肝纤维化阶段, 湿热瘀毒证是共同的基本证

型, 并以此为中心, 可以合并肝脾不调、肝肾阴

虚、气阴两虚、脾肾阳虚等多种证型. 我们的

早期研究发现[17], 湿热型CHB患者血清肝纤维

化指标TGF-β1和TIMP-1水平明显升高, 预示肝

纤维化进程已经启动, 中医论治CHB肝纤维化

不可忽视湿热为患的影响. 本资料肝纤维化病

理学诊断显示, 虽然CHB湿热蕴结证和肝郁脾

虚证患者F2以上肝纤维化的总发生率基本相同

(P >0.05), 但CHB湿热蕴结证患者肝纤维化F4(肝
硬化)的发生率(25.56%)高于CHB肝郁脾虚证患

者(16.35%)(P <0.05); FibroScan检测亦显示, CHB
湿热蕴结证患者FibroScan检测肝纤维化F4(肝
硬化)的发生率(15%)明显高于CHB肝郁脾虚证

患者(5.67%)(P <0.01). 故临床上需重点关注CHB
湿热蕴结证患者肝纤维化的发生、发展及肝硬

化的形成. 至于CHB湿热蕴结证患者FibroScan
检测肝纤维化F4(肝硬化)的发生率低于肝组织

纤维化病理学诊断率, 则可从以下两方面分析

说明: (1)FibroScan肝纤维化无创诊断技术尚不

能完全替代“金标准”的肝组织病理学诊断; 

(2)FibroScan检测肝纤维化F4(肝硬化)的判定值

较高(≥17.5 kPa), 部分肝组织病理学诊断为肝

纤维化F4(肝硬化)的患者, 因FibroScan检测值位

于F3-F4(12.4 kPa≤LSM<17.5 kPa)区间而划归

≥F3. 因此, 对于FibroScan检测值位于F3-F4的
CHB湿热蕴结证或肝郁脾虚证患者, 必要时可

行肝活检以确定有无肝纤维化F4(肝硬化)的形

成. 
以肝组织病理学诊断为“金标准”, 分析

FibroScan诊断CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证

肝纤维化的准确度, 本资料显示: FibroScan诊断

CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者≥F2-F4肝纤

维化的总准确率分别为75.42%、66%, 两组基本

相同(P >0.05); FibroScan诊断CHB湿热蕴结证和

肝郁脾虚证患者≥F2、≥F3、F4(肝硬化)肝纤

维化的准确率分别为84.85%、82.05%、63.04%
和62.16%、75.67%、57.69%. 其中, FibroScan
诊断CHB湿热蕴结证患者≥F2肝纤维化的准确

率高于CHB肝郁脾虚证患者(P <0.05); 而在诊断

≥F3、F4(肝硬化)肝纤维化的准确率方面, 两组

则基本相同(P >0.05). 分析以上资料, FibroScan
无创技术诊断CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证肝

纤维化, 可使60%以上患者免除有创诊断的肝活

检, 初步显示FibroScan无创肝纤维化诊断新技

术动态监测CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证肝纤

维化发生、发展的应用前景. 其中, FibroScan诊
断CHB湿热蕴结证≥F2肝纤维化的准确率高于

CHB肝郁脾虚证, 说明CHB湿热蕴结证患者肝

纤维化进程启动阶段应用FibroScan监测的实效

性, 但必须注意LSM影响因素的甄别: CHB湿热

蕴结证患者, ALT、BIL等肝功能指标均较肝郁

脾虚证患者显著升高[18], 而LSM会受ALT、BIL
水平升高的影响, 并可随ALT、BIL水平的下降

而降低[19,20]. 在FibroScan诊断≥F3、F4(肝硬化)
患者肝纤维化的准确率方面, 虽然肝郁脾虚证

略低于湿热蕴结证, 但无统计学意义(P >0.05), 
这可从中医病因病机学理论进行解析: 中医学

认为湿热是CHB的基本病理因素, 可贯穿病程

的始终, 并与肝脏的炎症活动相关[17], 故肝郁脾

虚证不仅可部分兼有湿热蕴结证的证候因素, 
且肝郁脾虚→脾虚不能运化水湿, 郁久化热, 亦
可向湿热蕴结证转化. 当然, 对FibroScan诊断

CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证肝纤维化准确度

的把握, 还必须在操作上注重LSM取值可靠性

标准(IQR/M)的掌控[21]. 
总之, CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝

■应用要点
F i b r o S c a n 诊 断
CHB湿热蕴结证
和肝郁脾虚证肝
纤维化, 可使60%
以上患者免于肝
活检; FibroScan
诊断CHB湿热蕴
结 证 患 者 ≥ F 2
肝纤维化的准确
率高于肝郁脾虚
证 患 者 ;  诊 断≥
F3、F4(肝硬化)
患者肝纤维化的
准 确 率 ,  肝 郁 脾
虚证略低于湿热
蕴结证.初步显示
FibroScan动态监
测CHB湿热蕴结
证和肝郁脾虚证
肝纤维化发生、
发展的应用前景.
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纤维化发生率较高, 而湿热蕴结证患者更易出

现F4(肝硬化), 临床须重点关注. FibroScan新技

术可用于CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证患者肝

纤维化的无创诊断, 对湿热蕴结证患者肝纤维

化进程启动阶段的监测更具有实效性, 若较好

规避LSM影响因素、把握LSM取值可靠性标准

(IQR/M), 并在首次联合肝活检后用于CHB患者

肝纤维化发生发展的动态随访[22], 则FibroScan
将为中医药防治CHB湿热蕴结证和肝郁脾虚证

肝纤维化动态疗效的可视化提供强大支撑, 进
而提升中医中药防治肝纤维化的学术水平. 
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实时组织弹性成像评价肝纤维化分级的Meta分析

张碧莹, 李晓光, 胥 婕
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■背景资料
肝硬化是临床常
见的慢性进行性
肝病. 早期由于肝
脏代偿功能较强
可无明显症状, 后
期则以肝功能损
害和门脉高压为
主要表现, 常合并
上消化道出血、
肝 性 脑 病 、 腹
水、癌变等并发
症. 早期肝纤维化
有可逆性, 因此预
测及早期诊断肝
纤维化对整个疾
病的进程和预后
非常重要. 
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Abstract
AIM: To assess the value of real-time tissue 
elastography (RTE) in hepatic fibrosis stage 
assessment. 

METHODS: We searched PubMed, Elsevier, 
Springer and CNKI databases for the articles 
in Chinese or English language that evaluated 
RTE for diagnosis of hepatic fibrosis. Data of 
enrolled articles were analyzed with Meta-disc 
1.4 software. 

RESULTS: A total of 10 studies were included. 
The pooled sensitivity, specificity and the area 
under the summary receive operating character-
istic curve for significant fibrosis (≥ F2) and cir-
rhosis (F4) were 83.7%, 80.75%, and 0.9017, and 
77.7%, 86.5%, and 0.9183, respectively. 

CONCLUSION: RTE is a non-invasive detection 
method for hepatic fibrosis with high accuracy. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Liver cirrhosis; Fibrosis; Real-time elas-
tography
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摘要
目的: 应用Meta分析评价实时组织弹性成像
(real-time elastography, RTE)技术对肝纤维化
的诊断价值. 

方法: 对Pubmed、Elsev ie r、Spr inge r以
及中国期刊网(China National Knowledge 
Infrastructure)中有关RTE评价肝纤维化分级
的中英文文献进行评价和筛选, 应用Meta-
disc1.4软件对入选文献进行数据分析. 

结果: 共纳入10篇文献. RTE对肝纤维化分级
≥F2组(明显肝纤维化)和F4(早期肝硬化)组
的合并敏感度、特异度、综合受试者工作特
征(summary receiver operating characteristics)
曲线下面积分别为83.7%、80.75%、0.9017和
77.7%、86.5%、0.9183.

结论: RTE技术对肝纤维化分级具有较高诊断
价值. 

© 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; 肝硬化; 实时组织弹性成像

核心提示: 本研究通过Meta分析方法得出实时组

织弹性成像(real-time elastography)对于评估肝脏

明显纤维化和早期肝硬化具有较高诊断价值的

结论, 病种包括病毒性肝炎、脂肪肝和铁超载等, 
临床上具有较高的应用价值. 
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表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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■研发前沿
肝脏活体组织检
查 ( 肝 活 检 ) 目 前
仍被认为是诊断
肝纤维化的“金
标准”, 但由于其
有创性以及很难
全面体现整个肝
脏的纤维化程度
限制了其应用. 因
而无创性肝纤维
化诊断方法逐渐
成为国内外学者
关注的热点, 理想
的肝纤维化诊断
方法应该具备无
创、有肝脏特异
性、易于执行、
可靠和便宜等特
性. 目前肝纤维化
的无创模型主要
包括检测相关的
血清学标志物水
平以及通过超声
或磁共振弹性成
像方法来评价肝
组织硬度.

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2774.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2774

0  引言

肝纤维化是长期肝损伤过程中细胞外基质过

量沉积及异常分布的结果 ,  最终可导致肝硬

化. 他由不同病因造成, 包括病毒感染、免疫

反应、中毒和代谢损害等. 尽管经皮肝脏穿刺

活组织检查是临床评价肝纤维化分级的“金

标准” [1], 但有其自身局限性, 包括有创性引

起的并发症, 穿刺部位局限而易出现抽样误差

等. 一系列无创诊断模型和方法应运而生. 近
年发展的实时组织弹性成像(rea l-t ime t i ssue 
elastography, RTE)的原理是压迫性弹性成像[2], 
即通过操作者手法施加一定的压力, 比较组织

受压前后的变化得到一幅相关的压力图. 目前, 
广泛应用于临床的为日本HITACHI公司所开

发的超声弹性成像设备. 该设备以原有的超声

彩色成像仪为基础, 在设备内部设置可调的弹

性成像感兴趣区(region of interest, ROI), 比较

加压过程中ROI内病变组织与周围正常组织之

间的弹性系数(应力/应变)不同来估计组织内

部不同位置的位移, 从而计算出变形程度, 再
以灰阶或彩色编码成像[3]. 弹性系数小的组织

受压后位移变化大, 显示为红色; 弹性系数中

等的组织显示为绿色; 弹性系数大的组织受压

后位移变化小则显示为蓝色, 以绿色表示感兴

趣区域的平均硬度. 红色到蓝色表示病变区组

织从“软”到“硬”的变化程度. 许多研究表

明, RTE测定的肝纤维化值与肝纤维化病理分

级相关, 但对其评价肝纤维化分级的准确性和

各期诊断界值尚存在争议. 本研究应用Meta分
析, 从循证医学角度评价RTE对肝纤维化的诊

断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 通过计算机检索2001-01/2013-12相关

文献, 数据库包括Pubmed、Elsevier、Springer
以及中国期刊网(China National Knowledge 
Infrastructure, CNKI)检索词为“liver cirrhosis 
”、“fibrosis”、“ Real time elastography”、

“肝纤维化”、“肝硬化”、“实时组织弹性

成像”. 
1.2 方法

1.2.1 文献纳入及排除标准: 纳入标准: (1)以病理

活检为金标准, 采用METAVIR分级法[4]将纤维

化分为F0-F4期(F0: 无纤维化; F1: 汇管区纤维

化但无纤维间隔; F2: 汇管区纤维化伴少量间隔; 
F3: 间隔纤维化; F4: 肝硬化. 明显纤维化是F2等
级及以上); (2)研究对象包括各种病因导致的肝

纤维化患者; (3)通过RTE诊断肝纤维化分级; (4)
病例数不少于20例; (5)中、英文原始论著. 排除

标准: (1)无法提取原始数据获取四格表; (2)重复

发表文献. 
1.2.2 资料提取: 根据上述标准选取文献, 提取相

关临床及统计资料, 包括研究作者、国家或地

区、发表期刊、发表时间、研究对象样本量、

病因、年龄、性别、RTE检查相关数据及统计

分析需要的各项参数(真阳性数、假阳性数、真

阴性数、假阴性数等). 
1.2.3 文献质量评价: 依据诊断性试验准确性质

量评价工具(quality assessment of diagnositic ac-
curacy studies), 对入选文献的各条目按“是”、

“否”、“不清楚”进行评价. 如果文献各项

条目评价结果均为“是”, 则该文献被评为A级, 
即出现偏倚的可能性极低; 若其中任何一条或

多条评价结果为“不清楚”, 则该文献被评为B
级; 如果其中一条或多条评价结果为“否”, 则
文献被评为C级, 即出现偏倚的可能性较高. 

统计学处理 采用诊断性试验荟萃分析软件

Meta-disc1.4计算纳入文献的合并敏感度、合并

特异度、合并诊断比值比(diagnositic odds ratio, 
DOR)及95%置信区间, 并进行综合受试者工作

特性曲线(summary receiver operating characteris-
tic, SROC)拟合分析, 获得曲线下面积(area under 
curve, AUC). 通过SROC平面散点图的分布形

态判断是否存在阈值效应, 如呈现“肩臂形”, 
表明存在阈值效应, 敏感度和特异度呈阴性关

联. DOR指病例组中试验阳性的比值与对照组

中试验阳性的比值, DOR越大, 表明诊断试验判

别有无疾病的能力越强. 对DOR结果采用卡方

检验及Q值评估其异质性, I2≥25%, Cochran-Q
及P <0.05表明存在异质性, 采用随机效应模型, 
I2<25%, Cochran-Q及P≥0.05表明异质性小, 采
用固定效应模型. 

2  结果

2.1 文献筛检 初步检索得到相关中英文文献99
篇, 经筛选10篇文献[5-14]入选, 9篇英文, 1篇中文, 
共纳入病例数为1068例. 10篇文献中有4篇描述

了RTE评价≥F1的诊断价值, 病例数为96例; 9篇

■相关报道
2013年Fruio等发
表了关于肝脏超
声弹性成像的综
述 ,  文 中 详 细 描
述了各种超声弹
性成像技术的优
缺 点 比 较 ,  包 括
脉冲成像、静态
成像等. Colombo
对 实 时 组 织 弹
性成像(real-time 
e l a s t o g r a p h y , 
R T E ) 和 瞬 时 弹
性成像(transient 
elastography)进行
的头对头研究表
明, 两者与肝纤维
化均有较高关联
度但对于坏死炎
症则无明显相关.



     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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描述了RTE评价≥F2的诊断价值, 病例数为114
例; 7篇描述了RTE评价≥F3的诊断价值, 病例数

为84例; 9篇描述了RTE评价F4的诊断价值, 病例

数为129例. 
2.2 纳入研究特点及质量评价 4篇文献评为Ａ

级; 4篇文献评级为B级, 2篇文献评级为C级. 入
选文献的基本特征如表1. 
2.3 统计分析 因≥F1组别文献数或例数较少, 不
宜进行Meta针对≥F2和F4组别进行分析. ≥F2

和F4组的散点图分布均非典型的“肩臂形”(图
1), 不存在阈值效应引起的异质性. ≥F2组I2 = 
58.0%, Q值19.03(P  = 0.0147); F4组I2 = 58.0%, Q
值19.06(P  = 0.0145)(图2), 表明两组均存在非阈

值效应引起的异质性. 采用随机效应模型进行

分析, ≥F2合并敏感度、特异度、诊断比值比

分别0.837(95%CI: 0.799-0.869)、0.807(95%CI: 
0.751-0.865)、22.54(95%C I: 11.27-45.07); 
F 4组的合并敏感度、特异度、比值比分别

0.777(95%C I: 0.701-0.841)、0.865(95%C I: 
0.834-0.892)、29.66(95%CI: 12.26-71.72). ≥
F2组AUC = 0.9017, Q* = 0.8331; F4组AUC = 
0.9183, Q* = 0.8514(图3). 

3  讨论

Meta分析是指用统计学方法对收集的多个研

究资料进行分析和概括 ,  以提供量化的平均

效果来回答研究的问题 .  其优点是通过增大

样本含量来增加结论的可信度, 解决研究结果

的不一致性. M e ta分析通过A U C判断诊断性

试验的诊断价值: AUC≤50%表明诊断试验无

意义; 50%<A U C≤70%表明诊断的准确率较

低; 70%<AUC≤90%表明诊断的准确率中等; 
AUC>90%表明诊断的准确率较高, 即越接近于

1(曲线越接近左上角)表明诊断准确率越高. 本
研究结果显示RTE对于评价肝纤维化≥F2组和

F4组, AUC分别为0.9017、0.9183. 表明其有较

高的临床实用价值, 诊断准确率高. 
本研究纳入文献存在较高异质性对于不

同病因分析, ≥F2组I2 = 58.0%, Q值19.03(P  = 
0.0147); F4组I2 = 58.0%, Q值19.06(P  = 0.0145), 
但散点图未呈现“肩臂效应”, 故考虑为非阈

值效应引起的研究异质性. 本研究的异质性主

表  1  10篇纳入文献基本特征及质量等级

     第一作者 国家或地区 年份 病因 n 质量等级

Hu[5] 中国 2012 乙型肝炎 96 A

Koizumi[6] 日本 2011 丙型肝炎 70 A

Paparo[7] 意大利 2013 铁超载 60 B

Wang[8] 中国 2012 乙型肝炎 75 B

Kanamoto[9] 日本 2009 病毒性肝炎 41 B

Friedrich-Rust[10] 德国 2007 丙型肝炎 99 A

Colombo[11] 意大利 2012 慢性肝病 91 B

陈曦[12] 中国 2012 病毒性肝炎 70 C

Ochi[13] 日本 2012 脂肪肝 75 A

Morikawa[14] 日本 2011 丙型肝炎    101 C

图  1  不同组别散点图分布. A: ≥F2组; B: F4组.
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■创新盘点
本文通过meta分
析方法评估RTE
诊断肝纤维化的
价值, 得出RTE对
于评估肝脏明显
纤维化和早期肝
硬化具有较高诊
断价值的结论可
信度高, 解决了部
分研究结果不一
致性的问题.

■应用要点
诊断早期肝纤维
化是判断病情、
决定治疗及随访
疗效的关键环节. 
RTE技术为无创
性方法, 临床上应
用简便, 对肝纤维
化分级具有较高
诊断价值.
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表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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要原因可能为研究对象的肝纤维化原因不同, 
包括有病毒性肝炎, 脂肪肝, 铁超载等; 也可

能与操作者本身的经验有关不同. 对于不同病

因, 对比本研究纳入所有文献, Ochi[13]报道的

脂肪肝诊断价值高, 其对于F2和F4分组中曲线

下面积、灵敏度、特异度、阳性预测值和阴

性预测值值可以达到0.923、92.3%、89.8%、

8 2 . 8 %、9 5 . 7 %和0 . 9 6、1 0 0 %、9 5 . 3 %、

78.6%、100%, 测量指标方面, ROI与其他组织

的比值得到的弹性指数诊断最为常见, 也可以
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■名词解释
综 合 受 试 者 工
作特性曲线 ( s u -
m m a r y  r e c e i v -
er operating char-
acteristic, SROC)
是针对同一检测
指标的多个不同
试验进行Meta分
析, 根据他们的比
数比的权重, 通过
拟 合 S R O C 曲 线
综合评价诊断试
验 的 准 确 性 ,  从
SROC曲线上可得
到每一个研究的
灵敏度和特异度.

图   3   不同组
别SROC曲线. A: 

≥F2组; B: F4组.
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Hu等[5], 2012    46.69(13.26-164.36)
Koizumi等[6], 2011   48.09(11.41-202.64)
陈曦等[12], 2012 30.06(8.78-102.93)
Paparo等[7], 2013     12.00(3.35-42.93)
Wang等[8], 2012 33.15(8.23-133.55)
Kanamoto等[9], 2009 69.50(5.23-923.44)
Colombo等[11], 2012 6.14(2.20-17.13)
Ochi等[13], 2012 105.53(17.26-645.23)
Friedrich-Rust等[10], 2007 6.28(2.32-17.02)

Fixed Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio = 19.30(12.93-28.82)
Cochran-Q = 19.03; df = 8(P  =0.0147)
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Diagnostic OR(95%CI)
Hu等[5], 2012  76.78(9.40-627.22)
Koizumi等[6], 2011 107.53(18.65-620.12)
Paparo等[7], 2013 38.51(4.16-356.97)
Wang等[8], 2012 9.99(3.14-31.79)
Kanamoto等[9], 2009 37.84(4.19-342.16)
Ochi等[13], 2012   403.17(19.50-8335.72)
Friedrich-Rust等[10], 2007 4.02(1.24-13.03)
Morikawa等[14], 2011  29.05(6.42-131.42)
Colombo等[11], 2012  37.32(7.90-176.28)

Fixed Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio = 29.66(12.26 to 71.72)
Cochran-Q = 19.06; df = 8(P  =0.0145)
Inconsistency(I-square) = 58.0%
Tau-squared = 0.9957
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图  2  不同组别诊断比值比. A: ≥F2组; B: F4组.



     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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蓝色区域面积或其他均值为参照. 而操作者的

经验也可能影响灵敏度和特异度. 因病因、测

量指标、人群的差异, 无法定义不同分期的诊

断界值. 
依据METAVIR分级标准, F2为明显纤维化

的分界, 而F4为肝硬化的分界, Meta分析合并诊

断F2和F4的AUC均在90%以上, 故对不同分期

都有较高的诊断价值. 所有纳入研究均以病理

诊断结果为金标准, 由于在同一患者肝脏的不

同部位取材, 可能会得出不同的病理诊断结果, 
因此会造成病理结果的偏差, 故RTE的诊断价值

也可能被低估. 
与其他无创方法进行对比, 如基于Fibroscan

弹性成像仪的瞬时弹性成像(transient elastogra-
phy, TE)技术. RTE的优点是迅速, 无痛, 腹水不

作为限制因素, 测量可视化控制, 局限性在于非

定量技术; 而TE的范围局限, 且无法进行常规超

声成像, 无法避开肝内大血管系统对测量的影

响, 测量可能有15.8%的失败率[15], 超重或肥胖

的患者失败率会增加[16]. Colombo等[11]对RTE和
TE进行的头对头研究表明, 两者与肝纤维化均

有较高关联度但对于坏死炎症则无明显相关. 
RTE诊断的AUC值略低于TE, 如对于严重肝纤

维化, 前者为85.3%, 而后者为90%, 但因肥胖等

原因, TE对11个患者操作失败, 而RTE全部成功. 
RTE检查也有其局限性, 如高度肥胖、严重肝萎

缩和肋间隙狭窄等患者肝脏的产生外加震动时, 
技术上有一定限制影响其诊断准确率. 另外弹

性成像评分标准只能定性诊断肝纤维化, 而不

能进行定量判断, 主观因素的影响可能会造成

误差. 
总之, Meta分析结果表明, RTE对于评估肝

脏明显纤维化和早期肝硬化具有较高诊断价值. 
在实际应用中, 需要对不同人群采取相应的诊

断值. 
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表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical efficacy of hepa-
tectomy combined with devascularization in the 
treatment of primary liver cancer with portal 
hypertension. 

METHODS: Fifty hepatocellular carcinoma pa-
tients with portal hypertension treated at our 
hospital between January 2011 and December 
2013-12 were randomly divided into either a 
study group (n = 30) or a control group (n = 20). 
The control group underwent hepatectomy only, 
and the study group underwent hepatectomy 
combined with devascularization. Clinical re-
sults were compared between the two groups.

RESULTS: There were no significant differences 
between the treatment group and control group 
with regard to white blood cell (WBC) count and 
platelet (PLT) before treatment (P > 0.05). The 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝癌切除联合断流术治疗原发性肝癌合并门静脉高压症
的疗效

杨 科, 杨 启

®

■背景资料
肝癌与门静脉高
压症是临床中常
见疾病之一, 具有
较高发病率, 严重
的影响患者的身
体健康. 临床中常
常采取根治性切
除手术治疗, 并且
取得了较好的应
用 效 果 .  临 床 有
学者提出对原发
性肝癌合并门静
脉高压症患者实
施肝癌切除与断
流术联合治疗, 从
而提高整体效果.  
本研究重点分析
联合手术治疗的
可行性与优势. 

WBC and PLT were improved after treatment 
in both groups, and the improvement was bet-
ter in the treatment group (P < 0.05). There were 
no significant differences between the treatment 
group and control group before treatment with 
regard to alanine aminotransferase (ALT), aspar-
tate transaminase (AST), total bilirubin (TB) and 
albumin (P > 0.05); all these parameters were 
improved after treatment in both groups, and 
there were no statistical significances in these 
parameters between the two groups after treat-
ment (P > 0.05). The operative time and treat-
ment costs were significantly higher in the treat-
ment group than in the control group (P < 0.05), 
although there was no significant difference in 
hospitalization time (P > 0.05). The incidence of 
complications showed no significant difference 
between the two groups (16.7% vs 15.0%, P > 
0.05).

CONCLUSION: Hepatectomy combined with 
devascularization is effective in the management 
of hepatocellular carcinoma patients with portal 
hypertension.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Primary liver cancer; Portal hyperten-
sion; Liver cancer resection; Revascularization; 
Clinical efficacy
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摘要
目的: 探讨肝癌切除联合断流术治疗原发性
肝癌合并门静脉高压症的临床疗效. 

方法: 收集2011-01/2013-12我院收治的原发性
肝癌合并门静脉高压症患者50例, 其中, 采取
单纯肝癌切除术治疗20例(对照组), 采取肝癌

■同行评议者
麻勇 ,  副研究员 , 
哈尔滨医科大学
附属第一医院肝
脏外科
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■研发前沿
本研究重点分析
原发性肝癌合并
门静脉高压症患
者实施肝癌切除
联合断流术的可
行性和临床疗效. 
文章中主要是从
血常规指标、肝
功能指标以及住
院时间和治疗费
用、并发症等方
面进行分析, 从而
客观的阐述肝癌
切除联合断流术
治疗该病的效果.

切除联合断流术治疗30例(观察组). 回顾性分
析两组的临床治疗效果. 

结果: 治疗前观察组和对照组的白细胞计数
(white blood cell count, WBC)、血小板(blood 
platelet, PLT)比较无明显的差异(P >0.05), 统计
学无意义; 治疗后观察组和对照组的WBC、

PLT较治疗前有明显的改善, 观察组改善程
度优于对照组, 差异有统计学意义(P <0.05). 
治疗前观察组和对照组谷丙转氨酶(a lanine 
aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
transaminase, AST)和总胆红素(total bilirubin, 
TB)以及白蛋白(albumin, ALB)比较无明显的
差异(P >0.05), 统计学无意义; 治疗后观察组
和对照组ALT、AST和TB以及ALB均较治疗
前有明显的改善, 但是术后组间的数据比较差
异无统计学意义(P >0.05). 观察组手术时间和
治疗费用均明显地高于对照组, 差异有统计学
意义(P <0.05); 观察组和对照组住院时间比较
无明显差异(P >0.05). 观察组并发症发生率为
16.7%; 对照组并发症发生率为15.0%. 两组术
后并发症发生率比较无明显的差异(P >0.05). 

结论: 临床中原发性肝癌合并门静脉高压症
患者采取肝癌切除联合断流术治疗效果显著, 
有效地改善患者血常规指标, 值得临床中应用
与推广. 

© 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; 门静脉高压症; 肝癌切除术; 

断流术; 临床疗效

核心提示: 原发性肝癌合并门静脉高压症患者, 
术前肝功能为A级, 采取肝癌切除联合脾切除、

贲门周围血管离断术, 能够同时处理肝肿瘤和门

静脉高压症, 有效地改善患者血常规指标, 是治

疗肝癌合并门静脉高压症的有效方法.  

杨科, 杨启. 肝癌切除联合断流术治疗原发性肝癌合并门静脉

高压症的疗效.  世界华人消化杂志  2014; 22(19): 2780-2783  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2780.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2780

0  引言

肝癌与门静脉高压症是临床中常见疾病之一, 
在临床中具有较高的发病率, 严重的影响患者

的身体健康. 临床治疗中也存在着较多的问题, 
如何有效地提高该病的临床治疗效果是医师们

关注的重点[1-3]. 临床中常常采取根治性切除手

术治疗, 并且取得了较好的应用效果. 随着医疗

水平的不断发展和对疾病的认识, 临床有学者

提出对原发性肝癌合并门静脉高压症患者实施

肝癌切除与断流术联合治疗, 能够更好的提高

整体治疗效果[4,5]. 因此, 本文重点分析原发性肝

癌合并门静脉高压症患者实施肝癌切除与断流

术联合治疗的可行性和疗效, 具体的分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-01/2013-12我院收治的原发

性肝癌合并门静脉高压症患者50例为研究对象,
采取单纯肝癌切除术治疗的20例患者为对照

组, 男性患者10例, 女性患者10例, 患者的年龄

为20-50岁, 平均年龄为32.8岁±2.5岁, 手术方法

为对肝脏病变部位进行根治切除, 尽可能地保

证切除距肿瘤边缘1.0-2.0 cm的位置[6]. 观察组30
例患者采取肝癌切除联合断流术治疗, 主要包

括离断贲门周围血管和切除患者脾脏以及横断

食道的下段[7], 男性患者15例, 女性患者15例, 患
者的年龄为19-49岁, 平均年龄为33.1岁±2.2岁. 
观察组和对照组的基本资料比较无明显的差异

(P >0.05), 具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 纳入标准: (1)胃镜检查其食道静脉重度曲

张; (2)CT检查显示其脾脏大于7个肋单元; (3)胞
苷三磷酸(cytidine triphosphate, CTP)评分在8分
以下; (4)血常规显示其白细胞计数<3.0×109/L, 
血小板计数<65.0×109/L; (5)肿瘤局限于肝脏一

叶或者相邻的几个肝段内, 且能够进行局部的

切除;  (6)肝功能均为A级; (7)经过科研处批准与

患者均知情同意. 
1.2.2 排除标准: (1)不符合原发性肝癌合并门静

脉高压症的临床诊断标准; (2)胃镜与CT检查未

出现上述情况对象; (3)血常规检查其白细胞计

数和血小板计数均不在纳入标准范围内对象; 
(4)不同意此次临床研究的对象.
1.2.3 观察指标: (1)手术前后血常规指标变化白

细胞计数(white blood cell count, WBC)、血小板

(blood platelet, PLT); (2)手术前后肝功能指标变

化谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷

草转氨酶(aspartate transaminase, AST)和总胆红素

(total bilirubin, TB)以及白蛋白(albumin, ALB); (3)
手术时间; (4)住院时间; (5)治疗费用; (6)并发症. 

统计学处理 采取SPSS19.0的统计学软件进

行数据分析与处理, 计量资料采取mean±SD进

行表示, 独立样本采取t进行检验, 计数资料采取

c2进行检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

■相关报道
临床中相关研究
显示, 临床中对于
腹水和肝性脑病
以及肝功能恢复
与应激性溃疡患
者的治疗方面, 常
常采取联合手术
和单纯性切除肝
脏病灶手术的效
果并无明显的差
异. 进一步说明肝
癌切除联合断流
术治疗的可行性. 
该研究与本次的
临床研究具有相
同的结论, 但是本
研究中更全面的
阐述其效果.
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■创新盘点
本次临床研究从
血常规指标、肝
功能指标的角度
分析, 客观的分析
肝癌切除联合断
流术治疗原发性
肝癌合并门静脉
高压症的临床疗
效. 传统的研究主
要是从患者手术
指标进行分析, 而
本研究主要是从
客观指标进行分
析, 减少了人为因
素的干扰, 使得结
果更加有说服力.

2 结果

2.1 两组手术前后血常规指标变化比较 治疗前

后观察组和对照组的WBC、PLT比较无明显差

异(P >0.05). 治疗后观察组和对照组的WBC、

PLT较治疗前有明显的改善, 观察组改善程度优

于对照组, 差异有统计学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 两组患者术前后肝功能指标变化比较 治疗

前观察组和对照组ALT、AST和TB以及ALB比
较无明显的差异(P >0.05). 治疗后观察组和对照

组ALT、AST和TB以及ALB均较治疗前有明显

的改善, 但是术后组间的数据比较差异无统计

学意义(P >0.05)(表2). 
2.3 两组手术时间和住院时间以及治疗费用比

较 观察组手术时间和治疗费用均明显地高于对

照组, 差异有统计学意义(P <0.05). 观察组和对

照组住院时间比较无明显的差异(P >0.05)(表3). 
2.4 术后并发症观察 观察组1例肝性脑病, 3例腹

水, 1例应激性溃疡, 并发症发生率为16.7%. 对
照组1例肝性脑病, 1例腹水, 1例应激性溃疡, 并

发症发生率为15.0%. 两组术后并发症发生率比

较无明显差异(χ2 = 0.31, P >0.05). 

3  讨论

原发性肝癌合并门静脉高压症是临床中常见疾

病之一, 其病情比较复杂, 且治疗的过程中尚无

确切的治疗方法[8]. 门静脉高压症患者由于食管

胃底静脉曲张与慢性胃黏膜充血很容易发生上

消化道出血的情况. 而肝癌患者死亡的原因除

了肿瘤因素之外, 多数的患者死于肝功能衰竭

与上消化道出血上. 临床中常常采取肝癌切除

联合脾切除或者脾动脉结扎方法进行治疗, 旨
在消除门脉高压对患者的影响.  

通过本次的临床研究分析, 临床中对于原发

性肝癌合并门静脉高压症患者实施肝癌切除联

合断流术治疗是可行的, 能够有效的改善患者

的临床症状, 提高整体的效果. 研究显示, 临床

中对于腹水和肝性脑病以及肝功能恢复与应激

性溃疡患者的治疗方面, 常常采取联合手术和

表  1  观察组和对照组手术前后血常规指标变化比较 (mean±SD, 109/L)

     分组  n   时间 白细胞 血小板

观察组 30 手术前  2.6±1.3  44.7±11.7

手术后 10.7±2.1a 145.8±41.6a

对照组 20 手术前 2.7±1.1 45.1±10.9

手术后   4.7±1.5ac   36.6±14.2ac

aP<0.05 vs  手术前; cP<0.05 vs  观察组.

     

表  2  观察组和对照组手术治疗前后肝功能指标比较 (mean±SD)

分组  n 时间 ALT(U/L) AST(U/L) TB(μmol/L) ALB(g/L)

观察组 30 手术前   42.1±10.7 52.1±8.9 26.5±4.6 40.4±5.6

手术后  142.5±19.5a  40.5±7.9a  28.5±5.8a  47.2±8.6a

对照组 20 手术前 43.5±9.7 53.5±8.6 25.9±5.0 41.7±4.8

手术后  139.6±20.6a  39.5±7.9a  27.7±5.9a  46.3±7.8a

aP<0.05 vs  手术前. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; TB: 总胆红素; ALB: 白蛋白.

     

表  3  观察组和对照组手术时间和住院时间以及治疗费用对比分析 (mean±SD)

分组  n 手术时间(min) 住院时间(d) 治疗费用(万元)

观察组 30 177.4±31.6 23.2±8.9 4.3±0.2

对照组 20 116.4±25.8 24.4±8.6 2.1±0.1

t值 - 22.5135 0.1834 6.0251

P值 - ＜0.05 ＞0.05 ＜0.05

■应用要点
本研究从临床实
际角度出发, 采取
的是前瞻性研究, 
从临床各个指标
进行分析肝癌切
除联合断流术治
疗原发性肝癌合
并门静脉高压症
的可行性 .  同时 , 
在临床治疗过程
中进一步推广了
肝癌切除联合断
流术的优势和应
用场合, 提高其推
广度.
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单纯性切除肝脏病灶手术的效果并无明显的差

异[9,10]. 但是在手术的过程中, 联合手术能够有效

地消除患者脾脏功能的亢进, 大大地降低消化

系出血的并发症, 最大程度地提高手术治疗的

安全性[11-13]. 本组的数据也显示, 治疗后患者的

ALT、AST和TB以及ALB均较治疗前均有一定

程度的改善. 进一步说明, 这种联合手术治疗的

优越性, 更好的改善患者的肝肾功能. 同时, 数
据还显示, 治疗后观察组和对照组的WBC、PLT
较治疗前有明显的改善, 观察组改善程度优于

对照组. 由此分析, 在血常规的改善方面, 联合

手术患者术后血功能指标改善效果明显的优于

单纯切除术的效果[14]. 但是, 在手术的操作过程

中, 联合手术会增加手术的时间和治疗费用[15]. 
因此, 临床中应引起重视. 整个手术的操作过程

中, 应重视术后的并发症, 及时的给予针对性的

措施, 从而快速的缓解症状, 提高整体治疗效果. 
本次研究显示, 联合手术治疗后1例肝性脑病, 3
例腹水, 1例应激性溃疡, 均经过针对性的治疗

改善临床症状.  
总之, 原发性肝癌合并门静脉高压症患者, 

若术前肝功能为A级, 采取肝癌切除联合脾切

除、贲门周围血管离断术, 能够同时处理肝肿

瘤和门静脉高压症, 有效地改善患者血常规指

标, 是治疗肝癌合并门静脉高压症的有效方法, 
值得临床中应用与推广. 
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Abstract
AIM: To compare the clinical effects of different 
ways of early enteral nutrition in patients after 
liver transplantation. 

METHODS: Ninety-eight patients who under-
went liver transplantation were selected, and 4 
cases were excluded because of postoperative 
deaths within one week. The remaining pa-
tients were divided into two groups according 
to the way of enteral nutrition: nasogastric tube 
group (n = 44) and gastric-jejunal tube group 
(n = 50). The nasogastric tube group adopted 
a nasogastric tube, and the gastric-jejunal tube 
group underwent percutaneous endoscopic gas-
trostomy/jejunostomy for enteral nutrition. The 
start time of enteral nutrition, indwelling time, 
complications caused by feeding tube and liver 
transplantation, and the average hospitalization 
time were recorded and compared. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝移植术后早期肠内营养不同途径的对比

李 晖, 郑 丹, 熊会玲, 吴 杰

®

■背景资料
近年来肝移植已
成为肝硬化、肝
癌等终末期肝病
的有效治疗手段. 
多数学者认为, 当
肠内营养失败或
胃肠道消化吸收
功能丧失时选用
肠外营养, 肝移植
术后患者胃肠道
尚有消化吸收功
能, 且不需要肠道
完全休息, 应首选
肠内营养. 

RESULTS: Compared with the nasogastric tube 
group, the start time of enteral nutrition in the 
gastric-jejunal tube group (25.7 d ± 5.2 d vs 97.3 d 
± 9.6 d) was significantly earlier and the indwell-
ing time was significantly longer (P < 0.01). The 
incidence of gastroesophageal reflux and gastric 
retention in the gastric-jejunal tube group was 
significantly lower than that in the nasogastric 
tube group (10.00% vs 27.27%, 14.00% vs 34.09%, 
P < 0.05). When the preoperative Meld score was 
greater than 15, the average hospitalization time 
was significantly shorter in the gastric-jejunal 
tube group than in the nasogastric tube group (P 
< 0.01). 

CONCLUSION: The effects of enteral nutrition 
via a gastric-jejunal tube are significantly better 
than those via a nasogastric tube in patients after 
liver transplantation.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Liver transplantation; Enteral nutrition; 
Nasogastric tube; Percutaneous endoscopic gas-
trostomy/jejunostomy
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摘要
目的: 比较肝移植术后不同途径进行早期肠
内营养的临床效果. 

方法: 选取本院肝移植患者98例, 排除术后1 
wk内死亡的患者4例, 根据肠内营养方式的不
同分为鼻胃管组鼻胃管组(n  = 44)和胃空肠管
组(n  = 50). 鼻胃管组术后采用鼻胃管肠内营
养, 胃空肠管组采用术后经皮经胃空肠置管肠
内营养. 分别记录两组患者的营养管开始使用
时间、留置时间, 放置营养管致并发症情况, 
肝移植相关并发症及平均住院时间. 

■同行评议者
徐 泱 ,  副 主 任 医
师, 上海复旦大学
附属中山医院
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■研发前沿
现如今临床上应
用最多的肠内营
养方式是鼻胃置
管 ,  具 有 操 作 简
单、营养液要求
低 ,  缺 点 包 括 返
流、误吸及胃潴
留等发生率较高, 
且患者对置管不
易 耐 受 ,  同 时 也
不利于咳嗽排痰.

结果: 胃空肠管组营养管开始使用时间明显
早于鼻胃管组, 且留置时间(97.3 d±9.6 d)明
显长于鼻胃管组(25.7 d±5.2 d), 差异有统
计学意义(P <0.01), 而且胃食管返流及胃潴
留并发症发生率(胃食管返流: 10.00%; 胃潴
留: 14.00%)明显低于鼻胃管组(胃食管返流: 
27.27%; 胃潴留: 34.09%), 差异有统计学意义
(P <0.05). 另外, 当患者术前Meld评分>15分时, 
胃空肠管组平均住院时间(31.8 d±6.3 d)明显
短于鼻胃管组(36.7 d±5.5 d), 差异有统计学
意义(P <0.01). 

结论: 肝移植术后采用经皮经胃空肠管肠内
营养方式效果明显优于鼻胃管方式, 值得在临
床治疗中推广. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝移植; 肠内营养; 鼻胃置管; 经皮经胃空

肠置管

核心提示: 本研究对肝移植术后鼻胃置管和经皮

经胃空肠管两种肠内营养方式进行比较, 发现鼻

胃管组营养管开始使用时间明显长于胃空肠管

组, 这说明经皮经胃空肠管可以更早为患者提供

营养支持. 

李晖, 郑丹, 熊会玲, 吴杰. 肝移植术后早期肠内营养不同途径

的对比.  世界华人消化杂志  2014; 22(19): 2784-2788  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2784.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2784

0  引言

肝移植患者术前肝功能不全, 多种营养物质代

谢失调, 术后肝脏受再灌注损伤, 消化系出现肿

胀及黏膜屏障受损, 因此肝移植术后患者常伴

有严重的营养不良及代谢异常, 容易出现移植

后并发症[1-3]. 有研究表明, 术后及早进行肠内营

养对患者的恢复及预后有重要的影响[4,5]. 目前

肠内营养的方式包括鼻胃置管、空肠造口置管

及经皮经胃空肠置管[6]. 本研究比较鼻胃置管和

经皮经胃空肠置管2种肠内营养方式, 分析其临

床效果, 为肝移植术后营养支持治疗提供依据. 
报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-02/2013-02于本院行肝移植

手术的患者98例, 排除术后1 wk内死亡的病例4
例. 根据所选肠内营养方式的不同分为鼻胃管

组(n  = 44)和胃空肠管组(n  = 50). 鼻胃管组术后

采用鼻胃管方式进行早期肠内营养, 胃空肠管

组采用术后经皮经经胃空肠置管方式进行早期

肠内营养. 两组患者的术前一般资料(年龄、性

别、术前Meld评分、术前Child Pugh分级及基

础疾病)经统计学分析, 差异无统计学意义(表1), 
具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 置管: 鼻胃管组患者于术前1 h行常规经鼻

插胃管(图1). 胃空肠管组患者行经皮经胃空肠

置管, 术前不插胃管, 术中胆道重建后放置营养

管, 经十二指肠到达空肠上端, 末端经左侧腹壁

开孔穿出并以皮肤固定线固定(图2). 
1.2.2 肠内营养: 使用专用输入泵持续匀速输入

百普力肠内营养液, 电子加温器控制输入温度

在40 ℃左右. 第1天输入速度维持5 mL/h, 之后

根据患者反应情况逐渐加量, 1 wk后可适当添加

米汤、牛奶等流质食物. 
1.2.3 观察指标: 两组患者术后营养管开始使用

时间、留置时间, 放置营养管致并发症情况, 肝
移植相关并发症及平均住院时间. 

统计学处理 用SPSS17.0软件包进行统计

学处理. 计量资料采用mean±SD的形式表示, 
两组间比较应用t检验, 计数资料比较用χ2检验, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 患者术后营养管开始使用时间及留置时

间 由表2比较发现两组患者术后鼻胃管组营养

管开始使用时间明显晚于胃空肠管组, 且留置

时间明显短于胃空肠管组, 差异有统计学意义

(P <0.01). 
2.2 术后营养管放置后并发症发生率 两组患者

术后营养管放置后并发症情况结果如表3. 由表

中数据可以发现鼻胃管组胃食管返流及胃潴留

并发症发生率明显高于胃空肠管组, 差异有统

图  1  经鼻插胃管示意图. 
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■相关报道
有研究表明, 术后
及早进行肠内营
养对患者的恢复
及预后有重要的
影响. 目前肠内营
养的方式包括鼻
胃置管、空肠造
口置管及经皮经
胃空肠置管.

计学意义(P <0.05). 两组腹泻及管道堵塞并发症

发生率差异无统计学意义(P >0.05). 
2.3 术后肝移植相关并发症发病率 两组患者术

后肝移植相关并发症比较结果如表4. 经比较发

现两组患者四种术后肝移植相关并发症发生率

差异无统计学意义(P >0.05). 
2.4 不同术前Meld评分平均住院时间 两组患者

当术前Meld评分<15分时, 患者平均住院时间差

异无统计学意义(22.6 d±3.9 d vs  21.9 d±4.2 d, t  
= 0.834, P  = 0.407), 而当Meld评分>15分时, 鼻胃

管组明显高于胃空肠管组, 差异有明显统计学

意义(36.7 d±5.5 d vs  31.8 d±6.3 d, t  = 3.984, P  
= 0.000). 

3  讨论

近年来肝移植已成为肝硬化、肝癌等终末期肝

病的有效治疗手段[7]. 多数学者认为, 当肠内营

养失败或胃肠道消化吸收功能丧失时选用肠外

营养, 肝移植术后患者胃肠道尚有消化吸收功

能, 且不需要肠道完全休息, 应首选肠内营养[8-10]. 
肝移植术后早期进行肠内营养可有效的保护胃

肠道功能, 明显促进患者预后情况[11]. 
现如今临床上应用最多的肠内营养方式是

鼻胃置管, 具有操作简单、营养液要求低, 缺点

包括返流、误吸及胃潴留等发生率较高, 且患

者对置管不易耐受, 同时也不利于咳嗽排痰[12,13]. 
另一种肠内营养方式是空肠造口置管, 该方法

优点在于可长时间放置营养管, 不经过鼻咽部, 
不会出现患者对置管不耐受的情况, 同时可以

选择更粗的营养管, 避免出现堵塞[14,15]. 其营养

管固定在腹壁皮肤上, 有效防止了肝移植术后出

现肝性脑病等精神症状时自己将鼻胃管拔出[16,17]. 
然而, 肝移植后空肠造口置管容易浸泡于术后

产生的大量腹水中, 造成肠瘘或腹腔感染[18-20]. 
本研究中胃空肠管组采用的肠内营养方式为经

皮经胃空肠管, 有效避免了空肠造口置管时导

管隧道位置偏低, 浸泡于肝移植形成的大量腹

水中. 
本研究对肝移植术后鼻胃置管和经皮经胃

空肠管两种肠内营养方式进行比较, 发现鼻胃

管组营养管开始使用时间明显长于胃空肠管组, 
这说明经皮经胃空肠管可以更早为患者提供营

养支持. 其原因在于肝移植手术中无肝期时胃

肠道淤血, 对胃肠道会造成一定程度的损伤, 使
胃肠道肿胀及黏膜屏障破坏, 胃蠕动能力降低, 

     

表  1  两组患者术前一般资料比较 (n )

分组 n 年龄(岁)
性别 Meld评分 Child-Pugh分级 基础疾病

男 女 <15分 >15分 A B C 良性 恶性

鼻胃管组 44 42.6±14.7 34 10 11 33 5 14 25 33 11

胃空肠管组 50 43.1±15.3 38 12 15 35 9 18 23 34 16

t /χ2 0.161 0.021 0.292 1.349 0.560

P值 0.872 0.884 0.589 0.509 0.454

     

表  2  两组患者术后营养管开始使用时间及留置时间比
较 (mean±SD, d)

分组  n 营养管开始

使用时间

营养管留

置时间

鼻胃管组 44 2.44±0.31 25.7±5.2

胃空肠管组 50 0.73±0.28 97.3±9.6

t值   34.020    44.090

P值     0.000      0.000

图  2  经皮经胃空肠置管示意图. A: 

放置营养管, 经十二指肠到达空肠上

端, 末端经左侧腹壁开孔穿出并以皮

肤固定线固定. 白箭头示肝移植切口, 

黑箭头示营养管入口; B: 置管后外接

注射器输送肠内营养液.

BA
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■同行评价
本研究选题较好, 
方法合理, 结果可
靠, 有一定的学术
价值.

而经皮经胃空肠管头端位置相对较低, 可以直

接将营养液送达空肠上端[21-23], 因而经皮经胃空

肠管可以提前为患者提供营养支持. 
两组营养管留置时间比较发现, 经皮经胃空

肠管留置时间明显长于鼻胃置管. 由此说明经

皮经胃空肠管可为患者提供更长久的营养支持. 
留置时间更长可能是由于经皮经胃空肠管不经

过鼻咽部, 不存在患者对营养管不耐受的情况, 
可长期为患者提供营养支持. 

两组患者术后营养管放置并发症和肝移植

相关并发症发病率经统计学分析发现鼻胃置管

胃食管返流和胃潴留发病率高于经皮经胃空肠

管, 差异有统计学意义. 而两组间腹泻、管道堵

塞及肝移植相关并发症发病率经比较差异无统

计学意义. 这说明经皮经胃空肠管可有效降低

肝移植术后因置管所致的食管返流和胃潴留并

发症的发病率. 究其原因可能与营养管使用时

间相关, 经皮经胃空肠管可在术后第1天内就给

予营养支持[24-27], 这可有效促进胃肠道功能的恢

复, 降低食管返流和胃潴留的发生率. 
比较两组患者平均住院时间发现当术前

Meld评分<15分时, 两种肠内营养方式的平均住

院时间差异无统计学意义, 当术前Meld评分>15
分时, 应用经皮经胃空肠管患者平均住院时间

明显短于鼻胃置管患者. 上述结果表明当术前

Meld评分>15分时, 经皮经胃空肠管肠内营养方

式有助于患者术后机体功能的恢复. 因为该方

式可减少患者不适, 降低胃食管返流及胃潴留

发生率[28-30], 更早、更好的起到肠内营养支持的

作用. 

总之, 经皮经胃空肠管肠内营养方式, 可以

更早的给肝移植患者提供营养支持, 且胃食管

返流和胃潴留并发症发病率低, 当Meld评分>15
分时可明显缩短住院时间, 促进患者的预后, 值
得在临床工作中推广. 
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Abstract
AIM: To investigate the incidence of and risk fac-
tors for parenteral nutrition associated cholesta-
sis (PNAC) in neonates.

METHODS: A retrospective review of 97 neo-
nates who had received parenteral nutrition 
(PN) for more than 14 d was performed. The 
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新生儿胃肠外营养相关性胆汁淤积的发生及危险因素评估

云 翔, 罗 彬, 漆光紫, 唐 清, 单庆文, 陈秀奇, 陈玉君, 王琳琳

®

■背景资料
胃肠外营养应用
于临床以来, 对于
改善不能耐受肠
内营养的新生儿
生存质量有显著
疗效, 是新生儿营
养支持治疗不可
或缺的一项重要
措施, 与之相关的
并发症也日益引
起了人们的关注. 

incidence of PNAC and the possible relationship 
among birth weight, gestational age, duration 
of PN and PNAC frequency were analyzed. 
Subjects were divided into either a PNAC group 
or a non-PNAC group. Statistical analysis was 
done to compare several parameters relevant to 
PNAC between the two groups. The risk factors 
for PNAC were also assessed.   

RESULTS: The incidence of PNAC was 18.6% 
(18/97). The neonates with lower birth weight 
or longer duration of PN had a higher incidence 
of PNAC. There were significant differences be-
tween the PNAC group and non-PNAC group 
with respect to birth weight (1.53 kg ± 0.41 kg vs 
1.79 kg ± 0.55 kg, P < 0.05), duration of PN (32.28 
d ± 16.31 d vs 22.78 d ± 7.60 d, P < 0.05), dura-
tion of total parenteral nutrition [7 (3.75-9.75) vs 
3 (0-7), P < 0.01], cumulative amount of amino 
acids (67.82 g/kg ± 48.35 g/kg vs 48.58 g/kg ± 
22.17 g/kg, P < 0.05), duration of amino acid 
intake (32.28 d ± 16.31 d vs 22.61 d ± 7.57 d, P < 
0.05), duration of lipid emulsion intake (28.17 
d ± 10.61 d vs 21.38 d ± 7.42 d, P < 0.01), and 
infection (83.33% vs 34.18%, P < 0.01). Logistic 
regression analysis revealed that infection (OR 
= 6.818, 95%CI: 1.599-29.07, P < 0.01) and dura-
tion of amino acid intake (OR = 1.228, 95%CI: 
1.057-1.426, P < 0.01) were independent risk fac-
tors for PNAC. 

CONCLUSION: PNAC may be associated with 
birth weight, duration of PN and TPN, cumula-
tive amount of amino acids, duration of amino 
acid and lipid emulsion intake, and infection. 
Infection and duration of amino acid intake are 
independent risk factors for PNAC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
胃肠外营养相关
性胆汁淤积 ( p a -
renteral nutrition 
associated chole-
stasis, PNAC)是
新生儿胃肠外营
养最常见的并发
症之一, 部分严重
P N A C 的 新 生 儿
会发展成为肝功
能衰竭而导致死
亡. 现阶段, 影响
P N A C 的 发 病 原
因及机制尚不清
楚, 仍有待探讨.

www.wjgnet.com/1009-3079/22/2789.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2789

摘要
目的: 研究新生儿胃肠外营养相关性胆汁淤积
(parenteral nutrition associated cholestasis, PNAC)
的发生及相关危险因素, 为临床上PNAC的预
防和诊疗奠定基础. 

方法: 对接受胃肠外营养(parenteral nutrition, 
PN)超过14 d的97例新生儿进行回顾分析, 研
究PNAC的发病率及与出生胎龄、出生体质
量和P N持续时间等指标的关系;  按是否发
生PNAC进行分组, 统计比较PNAC组和非
PNAC组间各相关影响因素有无差异并寻找
危险因素. 

结果: PNAC发病率为18.56%(18/97); 新生儿
出生体质量越低、PN持续时间越长, 其PNAC
发病率越高. PNAC组与非PNAC组相比, 出
生体质量(1.53 kg±0.41 kg vs  1.79 kg±0.55 
kg, P <0.05)、PN持续时间(32.28 d±16.31 d vs  
22.78 d±7.60 d, P <0.05)、完全肠外营养持续
时间[7(3.75-9.75) vs  3(0-7), P <0.01]、氨基酸
累积用量(67.82 g/kg±48.35 g/kg vs  48.58 g/kg
±22.17 g/kg, P <0.05)、氨基酸使用时间(32.28 
d±16.31 d vs  22.61 d±7.57 d, P <0.05)、脂
肪乳使用时间(28.17 d±10.61 d vs  21.38 d±
7.42 d, P <0.01)、有否感染(83.33% vs  34.18%, 
P <0.01)的差异具有统计学意义; L o g i s t i c
回归分析显示感染(O R  = 6 .818, 95%C I: 
1.599-29.07, P <0.01)和氨基酸使用时间(OR = 
1.228, 95%CI: 1.057-1.426, P <0.01)是PNAC发
生的独立危险因素. 

结论: PNAC的发生可能与新生儿出生体质
量、PN和完全胃肠外营养持续时间、氨基酸
累积用量、氨基酸和脂肪乳使用时间、有否
感染有关, 其中感染和氨基酸使用时间可能是
PNAC发生的独立危险因素. 

© 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: 本研究提示胃肠外营养相关性胆汁

淤积(parenteral nutrition associated cholestasis, 
PNAC)的发生可能与新生儿出生体质量、胃肠

外营养及完全胃肠外营养持续时间、氨基酸累

积用量、氨基酸和脂肪乳使用时间、有否感染

有关, 其中感染和氨基酸使用时间可能是PNAC
发生的独立危险因素. 
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0  引言

新生儿由于出生时其胃肠消化系统尚未完全发

育成熟, 因此在抢救或治疗期间给予适当的营

养物质支持是必要的. 自胃肠外营养(parenteral 
nutrition, PN)应用于临床以来, 对于改善不能耐

受肠内营养的新生儿生存质量有显著效果, 许
多危重患儿的抢救成功率也得以提高. 随着PN
技术的广泛应用, 由PN引发的并发症也日益受

到人们的关注. 胃肠外营养相关性胆汁淤积(par-
enteral nutrition associated cholestasis, PNAC)是
新生儿PN最常见的并发症之一, 部分严重PNAC
的新生儿会发展成为肝功能衰竭而导致死亡[1,2]. 
现阶段, PNAC的发病原因及机制尚不清楚, 仍
有待探讨. 本研究对97例接受PN治疗超过14 d
的新生儿进行回顾性调查, 明确PNAC的发病率, 
探讨PNAC发生的相关影响因素并寻找危险因

素, 为临床上PNAC的预防和诊疗奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 选择广西医科大学第一附属医院儿科

在2003-01/2008-02收治、接受PN开始时日龄

<28 d, PN持续时间超过14 d的97例新生儿作为

研究对象, 接受PN时间为14-75 d, 平均24.32 d
±10.35 d. 其中包括男63例(64.95%), 女34例
(35.05%); 正常出生体质量儿(≥2.5 kg)10例, 低
出生体质量儿(1.5-2.5 kg)51例, 极低出生体质量

儿(1-1.5 kg)35例, 超低出生体质量儿(<1 kg)1例, 
平均体质量1.74 kg±0.53 kg. 其中早产儿(<36 
wk)87例, 足月儿(≥36 wk)10例, 平均胎龄32.62 
wk±2.89 wk; 原发病第1诊断: 新生儿呼吸暂停

15例, 肺透明膜病15例, 多器官功能衰竭10例, 
胃肠道出血10例, 单纯早产儿9例, 肺炎8例, 坏
死性小肠结肠炎7例, 喂养困难6例, 吸入性肺炎

5例, 缺血缺氧性脑病5例, 新生儿窒息3例, 新生

儿败血症3例, 先天性气管囊肿1例. 
1.2 方法 
1.2.1 PN方案: PN成分采用“全合一”配方, 由
3大营养物质(5%-50%葡萄糖注射液、小儿专用
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■相关报道
1971年, Peden等
首次报道了1例接
受胃肠外营养治
疗的早产儿出现
PNAC. 随后, 国内
外PNAC的相关研
究逐渐增多, 报道
P N A C 发 病 率 为
7.4%-84%, 存在较
大差异.

氨基酸液溶液、20%脂肪乳剂)及电解质、维生

素和微量元素组成, 由微量输液泵持续20 h以上

匀速输入. 小儿液体的日需均量为120 mL/kg, 根
据日龄、使用开放式暖箱、光疗、高温环境、

发热、呼吸窘迫、感染、腹泻或用脱水剂等情

况酌情增减液体量. 定期监测新生儿体质量、

肝肾功能、血糖、血脂、电解质等指标, 适时

调整PN方案. 
1.2.2 分组: 根据PNAC的诊断标准将97例患儿分

为PNAC组和非PNAC组. PNAC诊断标准: (1)PN 
持续14 d以上; (2)临床出现皮肤黄染、大便颜色

变浅或白陶土样大便, 且以上症状不能用原发

病解释; (3)直接胆红素>26 μmol/L, 伴有直接胆

红素与总胆红素的比值>50%; (4)排除其他明确

原因导致的胆汁淤积[1,2]. 
1.2.3 分析指标: 性别、出生体质量、出生胎

龄、入院日龄、PN开始时日龄、完全胃肠外营

养(total parenteral nutrition, TPN)持续时间、部

分胃肠外营养(partial parenteral nutrition, PPN)
持续时间、PN持续时间及PPN/PN、PN液的组

成(氨基酸累积用量、氨基酸使用时间及平均用

量、脂肪乳累积用量、脂肪乳使用时间及平均

用量、静脉热卡平均摄入量、葡萄糖平均浓度

比、平均渗透压)、有否感染. 
统计学处理 数据采用SPSS13.0软件包进行

统计学处理. 正态分布计量资料用t检验, 偏态分

布计量资料用秩和检验, 计数资料用χ2
检验, 相

关危险因素用单因素及多因素Logistic回归分析; 
检验水准α = 0.05. P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 PNAC发生情况 接受PN 14 d以上的97例新

生儿中, PNAC发病率为18.56%. 我们对PNAC组
18例患儿根据不同性别、出生胎龄、出生体质

量及PN持续时间进一步细分, 分别统计不同组

别PNAC发病率(表1), 结果表明新生儿出生体质

量越低、PN持续时间越长, PNAC发病率越高, 
其差异具有统计学意义(P <0.05). 
2.2 PNAC组与非PNAC组临床资料比较 统计分

析显示, PNAC组与非PNAC组两组间新生儿的

出生体质量、PN及TPN持续时间、氨基酸累积

用量、氨基酸及脂肪乳使用时间、有无感染的

差异均有统计学意义(P <0.05), 其他指标尚未见

明显差异(表2). 
2.3 PNAC的危险因素分析 用非条件Logistic回
归模型对表2中的临床指标进行逐个筛选, 其中

8项具有统计学意义(表3). 进一步将这8项单因

素自变量做多因素分析, 按检验标准α = 0.05, 提
示感染和氨基酸使用时间是PNAC发生的独立

危险因素(表4). 具体来看, 在控制了其他相关影

响因素后, 新生儿若发生感染, 其PNAC发病率

是无感染新生儿的6.818倍; 氨基酸使用时间越

长, 每增加一个单位, 新生儿患PNAC的可能性

是原来的1.228倍. 

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

     

表  1  97例新生儿PNAC发病率及与临床指标的关系

指标 n PNAC(n ) PNAC发病率(%) χ2值 P 值

性别   0.143   0.705

  男 63 11 21.15

  女 34   7 20.59

出生胎龄(wk) 4.25 0.12

  >36 10   0 0

  32-36 50   8 16.00

  <32 37 10 27.03

出生体质量(kg) 6.50 0.04

  >2.5 10   0 0

  1.5-2.5 51   7 13.73

  <1.5 36 11 30.56

PN持续时间(wk) 9.54   0.008

  <3 50   4 8

  3-4 23   5 21.74

  >4 24   9 37.50

PNAC: 胃肠外营养相关性胆汁淤积; PN：胃肠外营养 .
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■创新盘点
本研究按是否发
生 P N A C 进 行 分
组, 探讨了PNAC
组内新生儿出生
胎龄、出生体质
量和胃肠外营养
持续时间等指标
与 P N A C 发 病 率
的 关 系 ;  分 析 比
较 P N A C 组 和 非
P N A C 组 两 组 间
的相关影响因素
有无差异并寻找
PNAC发生的危险
因素.

3  讨论

1971年, P e d e n等 [3]首次报道了1例接受P N治

疗的早产儿出现PNAC, 随后, PNAC相关性报

道逐渐增多 ,  其发病率在不同文献中的报道

也有较大差异, 可达7.4%-84%[4]. 本研究统计

显示我院2003-2008年新生儿PNAC发病率为

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

     

表  2  PNAC组和非PNAC组患儿的临床资料比较分析结果

指标 PNAC组 非PNAC组 t /χ2值 P 值

出生胎龄(wk) 31.72±2.08 32.87±3.04 1.524 0.131

出生体质量(kg)   1.53±0.41   1.79±0.55 1.987 0.023

PN开始时间(d)   3.17±1.76   4.00±3.05 1.112 0.269

PN持续时间(d)   32.28±16.31 22.78±7.60 2.411 0.026

PPN持续时间(d)   24.17±13.51 18.66±7.37 1.674 0.110

PPN/PN   0.74±0.18   0.82±0.18 1.700 0.090

TPN持续时间(d)1 7(3.75-9.75)   3(0-7) 2.877 0.004

氨基酸累积用量(g/kg)   67.82±48.35   48.58±22.17 2.569 0.012

氨基酸使用时间(d)   32.28±16.31 22.61±7.57 2.456 0.024

氨基酸平均用量[g/(kg•d)]   2.02±0.59   2.10±0.39 0.600 0.550

脂肪乳累积用量(g/kg)   55.68±35.78   46.29±19.38 1.078 0.294

脂肪乳使用时间(d)   28.17±10.61  21.38±7.42 3.214 0.002

脂肪乳平均用量[g/(kg•d)]   1.91±0.60   2.13±0.40 1.500 0.150

静脉热卡平均摄入量[kcal/(kg•d)]   70.75±10.41   73.20±11.99 0.801 0.425

葡萄糖平均浓度比(%)   9.89±1.39   9.87±1.39 0.057 0.955

平均渗透压(mOsm/L) 754.00±87.67 754.88±78.88 0.042 0.967

感染2 15(83.33) 27(34.18) 12.496 0.000

1TPN持续时间为偏态分布计量资料, 用中位数(四分位数间距)表示, 采用秩和检验; 2感染为计数资料, 用n(%)表示, 采用χ2检验; 其他

指标为正态分布计量资料, 用mean±SD表示, 采用t检验. PNAC: 胃肠外营养相关性胆汁淤积; PN: 胃肠外营养; PPN: 部分胃肠外营

养; TPN: 完全胃肠外营养.

     

表  3  PNAC单因素统计分析结果

因素 偏回归系数 标准误 Wald值 P 值 OR值

出生体质量     -1.364 0.722      3.57 0.04 0.256

PN持续时间 0.077 0.028 7.674 0.01 1.081

PPN持续时间 0.058 0.027 4.733 0.03      1.06

TPN持续时间 0.141 0.051 7.585 0.01 1.151

氨基酸累积用量 0.018 0.008 4.926 0.03 1.018

氨基酸使用时间 0.079 0.028 7.825 0.01 1.083

脂肪乳使用时间 0.085 0.031 7.446 0.01 1.089

感染 2.265 0.675    11.242 0.00       9.63

PNAC: 胃肠外营养相关性胆汁淤积; PN: 胃肠外营养; PPN: 部分胃肠外营养; TPN: 完全胃

肠外营养.

     因素 偏回归系数 标准误 Wald值 P 值 OR值 95%CI

感染 1.92 0.74 6.73 0.009 6.818 1.599-29.07

氨基酸使用时间   0.205   0.076   7.207 0.007 1.228 1.057-1.426

表  4  PNAC多因素统计分析结果

PNAC: 胃肠外营养相关性胆汁淤积.
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18.56%(18/97). 分析PNAC发病率存在差异的原

因, 可能与PNAC的诊断标准、纳入研究的患儿

年龄及基础疾病、PN治疗方案及持续时间等影

响因素不同有关. 
国外有研究报道, 患儿的胎龄越小, 出生

体质量越低, 其PNAC发病率越高[5,6]. 本研究中

PNAC组患儿的出生体质量(1.53 kg±0.41 kg)
明显低于非PNAC组(1.79 kg±0.55 kg); 具体

来看, PNAC组内18例患儿中, 正常出生体质量

儿(≥2.5 kg)无1例发生PNAC, 低出生体质量

儿(1.5-2.5 kg)和极低出生体质量儿(<1.5 kg)的
PNAC发病率则分别为13.7%和30.6%. 已有研

究认为小胎龄是PNAC发生的独立危险因素[7,8], 
虽然我们的结果尚未显示PNAC组与非PNAC
组患儿的出生胎龄有统计学差异, 但是我们也

发现患儿的出生胎龄越小, 其PNAC的发病率越

高; 出生胎龄≥36、32-36、<32 wk的3组PNAC
患儿发病率分别为0%、16.0%和27.0%. Pereira
等[5]采用了与本研究相同的胎龄分类方法, 结果

显示3组PNAC患儿发病率分别为1.4%、5.3%
和13.7%, 亦呈递增趋势, 与我们的结果类似. 
PNAC的发病机制目前仍不明确, 研究发现低出

生体质量儿及早产儿的肝脏发育尚未成熟, 胆
盐合成能力及肝肠循环较弱, 有毒胆汁酸中间

产物不能有效降解, 因此易患PNAC[9]. 
本研究中, PNAC组患儿接受PN的持续时间

为32.28 d±16.31 d, 非PNAC组为22.78 d±7.60 
d, 两组相比, P <0.05. 我们进一步将PN持续时间

按照≤3、3-4、>4 wk进行细分, PNAC发病率依

次为8.0%、21.7%和37.5%. 由此可见, PN持续时

间越长, PNAC发病率越高. 国外及国内亦有相

似的研究报道. Lauriti等[10]认为PNAC的发生与

PN持续时间成正比, 他们对接受PN≤1 mo和≥

2 mo的患儿做了统计, 发现前者PNAC发病率

(15.7%)显著低于后者(60.9%); 汤庆娅等[11]对

612例接受PN的新生儿进行了大样本研究, 发现

PNAC组持续时间(32 d±30 d)显著长于非PNAC
组(13 d±10 d). 此外, 我们还对患儿接受TPN、

PPN及PPN/PN进行了初步研究, 结果发现PNAC
的发生与TPN有关(P <0.01). 有研究对206例接受

PN>1 wk的新生儿进行回顾调查, 发现PNAC组
TPN持续时间(23 d±8 d)明显长于非PNAC组(15 
d±5 d), 这一结果与我们的研究相符[12]. TPN即

为禁食时间, 长期PN或禁食一方面会使胃肠道

缺乏有效的刺激, 胆囊收缩力下降, 导致胆汁滞

留而胆囊排空障碍, 引起胆汁淤积; 另一方面导

致肠腔内细菌过度繁殖并分解、重吸收胆红素, 
胆红素钙盐发生沉淀而形成胆汁泥或结石[2,12]. 

接受P N治疗的患儿往往不能耐受经口喂

养, 因此PN的成分及使用也是本研究的分析指

标. PNAC组与非PNAC组相比, 结果显示氨基

酸累积用量、氨基酸及脂肪乳使用时间的差异

具有统计学意义, 多因素分析提示氨基酸使用

时间是PNAC发生的独立危险因素(OR = 1.118; 
95%CI: 1.057-1.426, P  = 0.007). 根据《中国新

生儿营养支持临床应用指南》, 新生儿氨基酸

和脂肪乳日均量为1-3.5 g/kg[13], 本研究两组患

儿的氨基酸和脂肪乳用量均在此范围内. 我们

统计了氨基酸和脂肪乳使用时间>4 wk的患儿, 
PNAC发病率分别为37.5%和38.9%, 明显高于

≤4 wk的患儿(12.3%和13.9%), 可见伴随着氨

基酸和脂肪乳使用时间的增长, 患儿发生PNAC
的概率增高. 目前已有研究证实PN中营养成分

与PNAC的发生密切相关: Shin等[14]发现PNAC
组氨基酸累积用量、脂肪乳累积用量和平均用

量均高于非PNAC组, 其中脂肪乳累积用量是

PNAC的独立危险因素; 国内有研究小组的报道

结论相似, 认为氨基酸累积用量是PNAC的独立

危险因素[15]. 由于新生儿体内降解、排泄的功能

不完善, 加之接受PN时肠道的代谢较弱, 因此有

可能导致毒性氨基酸和脂肪在肝细胞中的堆积

而造成肝损, 促使PNAC的发生. 
此外, 我们还发现感染与PNAC的发生有关. 

18例PNAC患儿中感染发病率(83.33%, 15/18)显
著高于非PNAC组(34.18%, 27/79); 感染是PNAC
发生的独立危险因素, 有感染的新生儿其PNAC
发病率是无感染新生儿的6.818倍. 国内阳勇

等[15]报道了接受PN>14 d的98例新生儿, PNAC
组发生感染的比例(75%)明显高于非PNAC组

(27.8%); 张晓敏等[16]也报道了合并败血症、真

菌感染是PNAC的高危因素; Robinson等[7]研究

了231例接受PN≥7 d的早产儿, 发现脓毒血症

在PNAC组的发病率(80%)比非PNAC组(20%)更
高. 因此, 这些研究说明接受PN的患儿易发生感

染. 一些研究提示感染可能是引起PNAC的重要

原因之一, 与内毒素对肝胆系统的毒性作用有

关[1,17]. 
PNAC作为PN常见的并发症之一, 其发生是

多因素共同作用的结果. 在临床治疗中,我们在

进行PN的同时应采取多项措施预防PNAC的发

生, 如加强围产期的保健, 尽可能避免早产、低

出生体质量儿的发生; 早期进行全胃肠内喂养, 

■应用要点
了 解 P N A C 的 发
生情况并探讨其
相关危险因素, 为
临 床 上 P N A C 的
预防和诊疗奠定
基础, 能指导临床
医生采取多项措
施 降 低 P N A C 发
生率, 推动新生儿
胃肠外营养支持
的有效、安全和
合理的应用, 具有
重要的现实意义.

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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缩短PN持续时间; 在保证营养供给的前提下, 适
当调整PN配方和使用方案; 尽量避免和控制感

染等. 

4      参考文献

1	 Carter BA, Shulman RJ. Mechanisms of disease: up-
date on the molecular etiology and fundamentals of 
parenteral nutrition associated cholestasis. Nat Clin 
Pract Gastroenterol Hepatol 2007; 4: 277-287 [PMID: 
17476210 DOI: 10.1038/ncpgasthep0796]

2	 高恒淼, 樊寻梅. 胃肠外营养相关性胆汁淤积的研究
进展. 中华儿科杂志 2001; 39: 508-510

3	 Peden VH, Witzleben CL, Skelton MA. Total par-
enteral nutrition. J Pediatr 1971; 78: 180-181 [PMID: 
4992578 DOI: 10.1016/S0022-3476(71)80289-5]

4	 Arnold CJ, Miller GG, Zello GA. Parenteral nu-
trition-associated cholestasis in neonates: the role 
of aluminum. Nutr Rev 2003; 61: 306-310 [PMID: 
14552065 DOI: 10.1301/nr.2003.sept.306-310]

5	 Pereira GR, Sherman MS, DiGiacomo J, Ziegler 
M, Roth K, Jacobowski D. Hyperalimentation-
induced cholestasis. Increased incidence and se-
verity in premature infants. Am J Dis Child 1981; 
135: 842-845 [PMID: 6792907 DOI: 10.1001/arch-
pedi.1981.02130330052017]

6	 Hsieh MH, Pai W, Tseng HI, Yang SN, Lu CC, Chen 
HL. Parenteral nutrition-associated cholestasis in 
premature babies: risk factors and predictors. Pedi-
atr Neonatol 2009; 50: 202-207 [PMID: 19856863 DOI: 
10.1016/S1875-9572(09)60064-4]

7	 Robinson DT, Ehrenkranz RA. Parenteral nutrition-
associated cholestasis in small for gestational age 
infants. J Pediatr 2008; 152: 59-62 [PMID: 18154901 
DOI: 10.1016/j.jpeds.2007.06.002]

8	 Champion V, Carbajal R, Lozar J, Girard I, Mi-
tanchez D. Risk factors for developing transient 
neonatal cholestasis. J Pediatr Gastroenterol Nutr 
2012; 55: 592-598 [PMID: 22684346 DOI: 10.1097/

MPG.0b013e3182616916]
9	 Emerick KM, Whitington PF. Molecular basis 

of neonatal cholestasis. Pediatr Clin North Am 
2002; 49: 221-235 [PMID: 11826806 DOI: 10.1016/
S0031-3955(03)00116-0]

10	 Lauriti G, Zani A, Aufieri R, Cananzi M, Chiesa PL, 
Eaton S, Pierro A. Incidence, prevention, and treat-
ment of parenteral nutrition-associated cholestasis 
and intestinal failure-associated liver disease in in-
fants and children: a systematic review. JPEN J Par-
enter Enteral Nutr 2014; 38: 70-85 [PMID: 23894170 
DOI: 10.1177/0148607113496280]

11	 汤庆娅, 王莹, 冯一, 陶晔璇, 吴江, 蔡威. 新生儿肠
外营养相关胆汁淤积因素612例分析. 中华儿科杂志 
2007; 45: 838-842

12	 Moukarzel AA, Dahlstrom KA, Buchman AL, 
Ament ME. Carnit ine status of children re-
ceiving long-term total parenteral nutrition: a 
longitudinal prospective study. J Pediatr 1992; 
120: 759-762 [PMID: 1578313 DOI: 10.1016/
S0022-3476(05)80243-4]

13	 中华医学会肠外肠内营养学分会儿科协作组, 中华医
学会儿科学分会新生儿学组, 中华医学会小儿外科学
分会新生儿学组. 中国新生儿营养支持临床应用指南. 
中国当代儿科杂志 2006; 8: 352-356

14	 Shin JI, Namgung R, Park MS, Lee C. Could lipid 
infusion be a risk for parenteral nutrition-associated 
cholestasis in low birth weight neonates? Eur J 
Pediatr 2008; 167: 197-202 [PMID: 17436017 DOI: 
10.1007/s00431-007-0454-7]

15	 阳勇, 钱新华, 郭丽珊, 陈佳, 黄为民. 新生儿长期胃肠
外营养相关性胆汁淤积的发病率及其影响因素. 实用
儿科杂志 2010; 25: 112-113, 128

16	 张晓敏, 朱雪萍. 早产低体质量儿长期胃肠外营养相
关性胆汁淤积高危因素分析. 苏州大学学报(医学版) 
2012; 32: 145-147

17	 Kosters A, Karpen SJ. The role of inflammation 
in cholestasis: clinical and basic aspects. Semin 
Liver Dis 2010; 30: 186-194 [PMID: 20422500 DOI: 
10.1055/s-0030-1253227]

           编辑  郭鹏  电编  都珍珍  

■同行评价
依据充分, 逻辑清
晰, 有一定的临床
意义.
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of enteral nutri-
tion combined with comprehensive nursing in 
patients with coma due to hypertensive cerebral 
hemorrhage. 

METHODS: One hundred and twenty patients 
with come due to hypertensive cerebral hemor-
rhage treated at our hospital from March 2011 to 
February 2014 were studied. The patients were 
randomly divided into either an observation 
group or a control group. The control group was 
given nasogastric nutrition therapy and routine 
care intervention. The observation group was 
given enteral nutrition and comprehensive care 
intervention. After 4 wk of nutritional therapy, 
total protein (TP), albumin (ALB), hemoglobin 
(Hb), and total lymphocyte count (TLC) in the 
two groups were monitored and analyzed. The 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

能全力行肠内营养支持配合综合性护理干预对出血昏迷
患者的疗效

仲桂英, 马丽萍

®

■背景资料
高血压脑出血昏
迷的患者, 由于机
体应激反应的发
生, 常会处于高代
谢的状态. 且昏迷
的患者长期不能
进食, 因此常会由
于营养不良而导
致患者死亡. 由于
患者营养需要较
大, 因此常规的肠
外营养支持不能
满足患者的营养
需要, 临床中常需
对患者进行肠内
营养支持治疗. 

prognosis and complications were compared be-
tween the two groups. 

RESULTS: After 4 wk of nutritional therapy, 
TP, ALB and TLC significantly increased in both 
groups (P < 0.05), but Hb showed no signifi-
cant change (P > 0.05). TP, ALB and TLC were 
significantly higher in the observation group 
than in the control group (64.31 g/L ± 4.33 g/L 
vs 63.10 g/L ± 3.65 g/L, 39.24 g/L ± 5.45 g/L 
vs 38.37 g/L ± 5.49 g/L, 17.32 × 109/L ± 7.01 × 
109/L vs 15.12 × 109/L ± 6.60 × 109/L, P < 0.05). 
The prognosis was significantly better in the ob-
servation group than in the control group (U = 
-3.0039, P = 0.0027). The rates of gastrointestinal 
bleeding, nausea and vomiting, constipation, 
and hyperglycemia were significantly lower in 
the observation group than in the control group 
(P < 0.05), but the rates of constipation, diarrhea 
and aspiration showed no significant difference 
(P > 0.05). 

CONCLUSION: The use of enteral nutritional 
support with comprehensive nursing interven-
tion can significantly improve the efficacy in 
patients with coma due to hypertensive intrace-
rebral hemorrhage.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hypertensive cerebral hemorrhage; 
Coma; Enteral nutrition; Care

Zhong GY, Ma LP. Efficacy of enteral nutrition combined 
with comprehensive nursing in patients with coma due to 
hypertensive cerebral hemorrhage. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(19): 2795-2799  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/2795.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i19.2795 

摘要
目的: 探讨高血压脑出血昏迷患者肠内营养
支持的护理的疗效. 

方法: 选择2011-03/2014-02我院接诊的高血压

■同行评议者
杨桦, 教授, 重庆
市第三军医大学
新桥医院
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■研发前沿
有学者研究发现, 
在对昏迷患者进
行肠内营养支持
的 过 程 中 ,  患 者
常会出现各种并
发 症 ,  严 重 影 响
患者的预后.

脑出血昏迷的患者120例进行研究. 按照随机
数表法, 将患者随机均分为观察组和对照组. 
对照组给予混合流质进行鼻饲营养支持, 并给
予患者一般的护理干预措施. 观察组给予能
全力进行鼻饲, 并采用综合护理干预措施对患
者进行护理干预. 营养支持4 wk后, 监测分析
两组患者的总蛋白(total protein, TP)、清蛋白
(albumin, ALB)、血红蛋白(hemoglobin, Hb)
及淋巴细胞总数(total lymphocyte count, TLC)
各营养指标的变化情况. 并分析两组患者的预
后状况及并发症发生情况. 

结果: 营养支持4 wk后, 两组患者的TP、ALB
及TLC均明显升高(P <0.05), Hb均无显著性改
变(P >0.05); 观察组患者营养支持后的TP、
ALB及TLC均明显高于对照组(64.31 g/L±
4.33 g/L vs  63.10 g/L±3.65 g/L, 39.24 g/L±
5.45 g/L vs  38.37 g/L±5.49 g/L, 17.32×109/L
±7.01×109/L vs  15.12×109/L±6.60×109/L, 
P <0.05). 观察组患者的预后效果明显优于对
照组, 两组患者的预后效果比较有显著性差异
(U  = -3.0039, P  = 0.0027). 观察组患者的消化
系出血、恶心呕吐、便秘及高血糖的发生率
明显低于对照组(P <0.05), 便秘、腹泻及误吸
的发生率无显著性差异(P >0.05). 

结论: 采用能全力进行肠内营养支持, 配合综
合性护理干预, 可显著提高对高血压脑出血昏
迷患者的疗效. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 高血压脑出血; 昏迷; 肠内营养; 护理

核心提示: 在本研究中, 我院对高血压脑出血昏

迷患者治疗过程中, 在常规的消毒和预防感染的

护理及密切监控的基础上, 给予患者综合性的护

理干预措施, 分别对患者进行呼吸道、鼻饲过程

及并发症的护理干预, 最终发现患者的总蛋白

(total protein)、清蛋白(albumin)及淋巴细胞总数

(total lymphocyte count)各项营养指标得到明显的

改善, 改善效果明显优于进行常规治疗和护理干

预的对照组患者. 患者的预后状况也明显得到了

改善, 消化系出血、恶心呕吐、便秘及高血糖的

发生率均明显降低. 

仲桂英, 马丽萍. 能全力行肠内营养支持配合综合性护理干预对出
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0  引言

高血压脑出血昏迷的患者, 由于机体应激反应

的发生, 常会处于高代谢的状态[1]. 且昏迷的患

者长期不能进食, 因此常会由于营养不良而导

致患者死亡[2]. 由于患者营养需要较大, 因此常

规的肠外营养支持不能满足患者的营养需要, 
临床中常需对患者进行肠内营养支持治疗[3,4]. 
但是, 有学者研究发现, 在对昏迷患者进行肠内

营养支持的过程中, 患者常会出现各种并发症, 
严重影响患者的预后[5]. 有学者探讨采用完善的

护理干预措施对患者进行治疗期间严密的护理

干预, 在临床试验中取得了良好的效果[6]. 本研

究中我院在对高血压脑出血昏迷患者肠内营养

支持的过程中, 给予患者综合性护理干预措施, 
探讨综合性护理在高血压脑出血昏迷患者治疗

中的应用效果. 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2011-03/2014-02我院接诊的高血压

脑出血昏迷的患者120例进行研究. 按照随机数

表法, 将患者随机均分为观察组和对照组. 观察

组60例患者, 年龄为48-61岁, GCS评分为4-8分. 
对照组60例患者, 年龄为46-63岁, GCS评分为3-9
分. 两组患者的年龄、性别及GCS评分等一般资

料无显著性差异(P>0.05)(表1), 具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 所有患者均根据病情状况进行常规

的处理. 采取手术治疗的患者术后即对患者进

行鼻胃管的留置, 保守治疗的患者则在患者住

院开始即进行鼻胃管的留置. 当患者24 h内的胃

内潴留量低于300 mL后, 即对患者进行肠内营

养支持. 对照组给予混合流质进行鼻饲营养支

持, 并给予患者一般的护理干预措施. 主要包括

有常规的消毒和预防感染的护理, 及定期对患

者进行病情监护, 并定时向上级医生进行病情

及护理措施的汇报等. 与此同时, 确保病室内的

安静, 严格控制患者家属探视的次数和时间. 患
者取头高脚低位, 严密监控患者的各项生命体

征, 由相关护士进行24 h的护理(密切观察患者

的意识状况及瞳孔的变化情况). 高血压脑出血

的患者常需进行导管引流, 因此要保证引流导

管的通畅, 期间密切做好导管的护理, 观察引流

液的性状, 并及时作好记录, 向上级医生进行定

时的汇报. 此外, 高血压脑出血昏迷的患者常会

出现体温的升高, 因此需对患者进行物理降温

的治疗, 可采用冰帽进行冰敷, 并定时进行体温

的监测. 观察组给予能全力进行鼻饲, 在常规护

理的基础上, 采用综合护理干预措施对患者进
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■相关报道
有学者探讨采用
完善的护理干预
措施对患者进行
治疗期间严密的
护理干预, 在临床
试验中取得了良
好的效果.

行护理干预. 主要包括胃管的严格护理, 鼻饲营

养中的护理以及预防并发症发生的详细的护理

干预措施. 具体有: (1)对患者呼吸道的护理干预: 
高血压脑出血昏迷的患者, 由于长期卧床, 口腔

内的分泌物无法排出, 因此, 对患者的呼吸道进

行密切的观察护理, 及时将口腔内的分泌物吸

出, 确保患者呼吸道的通畅. 在操作中, 要做到

严格的无菌操作, 并且对于术后并发症进行注

意和避免; (2)患者鼻饲过程中的护理干预: 在患

者进行鼻饲的过程中, 对患者进行严密的鼻饲

的护理干预. 患者进行鼻饲的操作时, 保证床头

抬高30-45度, 并且进行回抽确保胃管在胃中. 在
鼻饲结束30 min内, 严禁搬动患者, 采用能全力

一次性肠内营养注射管与鼻胃管进行连接, 根
据患者的具体反应及意识情况进行速率的调节; 
(3)对于治疗过程中可能出现的并发症的护理干

预: 患者在治疗过程中, 常会出现消化系出血、

恶心呕吐、便秘及高血糖等并发症, 因此, 针对

这些并发症, 应在护理干预前, 制定好详细的预

防措施, 使相关护理人员清除各并发症的防治

和处理的原则, 从而降低并发症的发生率. 对于

消化道出血的护理干预, 在对患者进行治疗的

过程中, 定时进行胃液隐血实验的检查, 如出现

阳性, 确诊为消化系出血, 则应立即进行制酸、

止血的处理, 并根据患者的具体情况进行鼻饲

速率的调节, 如出现严重的消化道出血, 则应进

行持续的胃肠减压. 针对恶心、呕吐的防治和

治疗, 如患者在治疗过程中出现恶心、呕吐, 则
应立即向上级医生进行汇报, 明确原因, 并协助

患者进行相应的处理. 其余各类并发症的处理

措施均在护理干预前即进行明确. 
1.2.2 观察指标: 营养支持4 wk后, 监测分析两组

患者的总蛋白(total protein, TP)、清蛋白(albu-
min, ALB)、血红蛋白(hemoglobin, Hb)及淋巴细

胞总数(total lymphocyte count, TLC)各营养指标

的变化情况. 并分析两组患者的预后状况及并

发症发生情况. 预后状况的评价分为良好、中

残、重残、生存、死亡5个指标, 结合患者的具

体疾病康复状况进行评定分析. 
统计学处理 选择SPSS18.0进行数据统计, 

数据采用mean±SD来表示, 计量资料的比较采

用t检验, 计数资料的比较采用χ2检验, 等级资料

的比较采用秩和检验(Wilcoxon两样本比较法)
进行. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者的营养支持前后的营养各项指标

的分析记录 营养支持4 wk后, 两组患者的TP、
ALB及TLC均明显升高(P <0.05), Hb均无显著性

改变(P >0.05); 观察组患者营养支持后的TP、
ALB及TLC均明显高于对照组(P <0.05)(表2). 
2.2 两组患者治疗后的预后效果的分析 治疗

后, 发现观察组患者的预后效果明显优于对照

组, 两组患者的预后效果比较有显著性差异(U  = 
-3.0039, P  = 0.0027)(表3). 
2.3 两组患者随访调查的并发症情况的记录分

析 治疗后, 发现观察组患者的消化系出血、恶

心呕吐、便秘及高血糖的发生率明显低于对照

组(P <0.05), 便秘、腹泻及误吸的发生率无显著

性差异(P >0.05)(表4). 

3  讨论

高血压脑出血昏迷的患者的病情较为危重, 治
疗也十分棘手. 常规的肠外营养支持不能满足

患者的较大的营养需求. 因此, 常会导致患者因

营养缺乏而出现多脏器的功能衰竭[7]. 在对高血

压脑出血昏迷患者治疗中, 需给予患者足量的

肠内营养支持, 从而补充患者的营养需求, 改善
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表  1  两组患者的一般资料状况的记录与统计学分析 (n  = 60)

     项目 观察组 对照组 统计值    P 值

年龄(岁) 56.55±1.11 56.23±1.19 1.5232 0.1304

性别比(男/女) 41/19 40/20 0.0380 0.8455

GCS评分   5.33±0.44   5.41±0.51 0.9200 0.3595

脑出血部位n(%)

  基底节区 35(58.33) 33(55.00)

  脑干区   6(10.00)   8(13.33)

  小脑区   7(11.67)   8(13.33) 

  脑叶区 12(20.00) 11(18.33) 0.4547 0.9287

手术治疗n(%) 40(66.67) 42(70.00) 0.1540 0.6947



2798               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

■应用要点
高血压脑出血昏
迷患者肠内营养
支持的护理的疗
效显著, 有一定临
床应用价值.

患者的预后状况. 
多项临床研究也发现高血压脑出血昏迷患

者治疗过程中, 肠内营养支持的实施较为重要[8,9]. 
通过肠内营养支持措施的实施, 可补充患者治

疗过程中的营养需要, 改善各脏器的营养缺乏

状况, 从而起到改善患者预后的效果[10]. 本研究

中也发现采用肠内营养支持措施对患者进行

营养补充, 患者的TP、ALB及TLC均明显升高. 
但是, 国内外研究发现高血压脑出血昏迷患者

肠内营养支持过程中, 常会产生消化系出血、

恶心、呕吐等并发症, 严重影响患者的预后状 
况[11,12]. 本研究中也发现患者的消化系出血、恶

心呕吐、便秘及高血糖等并发症的发生率较高. 
在对改善患者预后状况的相关因素研究中, 有
学者发现患者治疗过程中的护理措施尤为重要. 
常规的护理干预措施, 仅在患者治疗过程中进

行消毒和预防感染/温度的控制等, 没有针对性, 

对患者的护理干预效果不佳. 高血压脑出血昏

迷的患者, 由于长期的卧床, 因此会产生较多的

口腔内分泌物, 且不易排出, 因此护理过程中应

着重强调对患者呼吸道的护理干预[13]. 此外, 鉴
于患者治疗过程中可能出现较多的并发症, 因
此在治疗前即对相关护理人员进行可能出现的

并发症的宣讲, 并针对性进行处理方案和措施

的教授[14]. 多项临床也发现密切的护理干预措施

的实施与患者的预后状况及并发症的发生率密

切相关[15,16]. 因此, 临床中探讨采用综合性的护

理干预措施对患者实施护理, 从而改善患者的

预后状况. 
在本研究中, 我院对高血压脑出血昏迷患

者治疗过程中, 在常规的消毒和预防感染的护

理及密切监控的基础上, 给予患者综合性的护

理干预措施, 分别对患者进行呼吸道、鼻饲过

程及并发症的护理干预, 最终发现患者的TP、
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表  2  两组患者治疗前后的营养各项指标的检测分析 (n  = 60)

分组 时间 TP(g/L) ALB(g/L) Hb(g/L) TLC(109/L)

观察组 支持前 61.76±3.91 36.44±5.22 13.27±2.81 14.13±7.31

支持4 wk后 64.31±4.33 39.24±5.45 13.17±2.61 17.32±7.01 

t值 3.3856 2.8740 0.2020 2.4397

P值 0.0010 0.0048 0.8403 0.0162

对照组 支持前 61.78±3.40 36.40±5.32 13.22±2.91 14.21±6.81

支持4 wk后 63.10±3.65 38.37±5.49 13.82±2.71 15.12±6.60

t值 2.0498 1.9961 1.1688 2.0501

P值 0.0426 0.0482 0.2449 0.0426

TP: 总蛋白; ALB: 清蛋白; Hb: 血红蛋白; TLC: 淋巴细胞总数.

表  3  两组患者治疗后的预后状况的分析记录 [n  = 60, n (%)]

     分组    良好      中残      重残 植物生存  死亡

观察组 6(10.00) 40(66.67)   9(15.00)   3(5.00) 2(3.33)

对照组 3(5.00) 27(45.00) 17(28.33)   8(13.33) 5(8.33)

U值 -3.0039

P值    0.0027

表  4  两组患者的治疗后的并发症情况的记录分析 n (%)

     分组 胃肠道出血 恶心呕吐 便秘 腹泻 误吸 高血糖

观察组 3(5.00) 3(5.00) 3(5.00) 4(6.67) 1(1.67) 2(3.33)

对照组 10(16.67) 11(18.33) 10(16.67) 5(8.33) 2(3.33)   9(15.00)

χ2值 4.2272 5.1752 4.2272 0.1201 0.3419 4.9041

P值 0.0398 0.0229 0.0398 0.7289 0.5587 0.0268
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ALB及TLC各项营养指标得到明显的改善, 改善

效果明显优于进行常规治疗和护理干预的对照

组患者. 患者的预后状况也明显得到了改善, 消
化道出血、恶心呕吐、便秘及高血糖的发生率

均明显降低. 
本研究显示, 血压脑出血昏迷患者肠内营养

支持, 配合综合型护理干预措施, 可显著改善患

者的营养状况及预后状况, 降低消化系出血、

恶心呕吐、便秘及高血糖的发生率, 效果明显

优于常规的营养支持治疗和护理干预措施. 
总之, 高血压脑出血昏迷患者肠内营养支持

的护理的疗效显著, 有一定临床应用价值. 
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Abstract 
AIM: To assess the clinical effects of auricular 
application and comprehensive nursing inter-
vention in stroke patients with constipation.

METHODS: One hundred and two stroke pa-
tients with constipation were randomly divided 
into either an experiment group or a control 
group. All the patients were treated by auricu-
lar application. On the basis of this treatment, 
the control group underwent routine nursing 
care, and the experiment group was given com-
prehensive nursing intervention. The scores of 
modified Rankin scale (MRS), defecation scale 
and the rate of constipation were compared be-
tween the two groups.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

耳穴贴压联合系统护理干预预防脑卒中患者便秘的临床
效果

黄 萍, 廖红梅

®

■背景资料
便秘是脑卒中患
者临床常见并发
症 之 一 ,  可 对 脑
卒中患者治疗及
预后产生较大影
响. 尤其是过度排
便可导致颅内压
升高而加重患者
病情, 对出血性脑
卒中患者可引发
再次出血, 同时也
降低了脑卒中患
者的日常生活能
力, 对其生活质量
产生较大影响. 因
此, 采取有效治疗
和护理干预措施
预防脑卒中后便
秘的发生是脑卒
中治疗中的重要
环节. 

RESULTS: In both groups, MRS score was sig-
nificantly decreased after intervention compared 
with before intervention (2.93 ± 1.17 vs 3.58 ± 
0.86, 3.20 ± 1.22 vs 3.62 ± 0.69, P < 0.05), and the 
decrease was more significant in the experiment 
group (2.93 ± 1.17 vs 3.20 ± 1.22, P < 0.05). In 
both groups, the score of abdominal distension 
was significantly increased and the scores of dry 
mouth and halitosis were significantly decreased 
after intervention compared with before inter-
vention (0.29 ± 0.60 vs 0.05 ± 0.24, 1.29 ± 0.68 vs 
2.12 ± 0.80; 1.18 ± 0.55 vs 2.25 ± 0.80, 0.35 ± 0.29 
vs 0.06 ± 0.17; 1.36 ± 0.77 vs 2.09 ± 0.91, 1.67 ± 
0.53 vs 2.26 ± 0.81; P < 0.05 or P < 0.01), and the 
changes in the scores of abdominal distension, 
dry mouth and halitosis were significantly lower 
in the experiment group than in the control 
group (0.29 ± 0.60 vs 0.35 ± 0.29, 1.29 ± 0.68 vs 1.36 
± 0.77, 1.18 ± 0.55 vs 1.67 ± 0.53, P < 0.05). The 
rate of constipation in the experiment group was 
significantly lower than that in the control group 
(11.76% vs 21.57%, P < 0.05).

CONCLUSION: Auricular application and com-
prehensive nursing intervention can improve the 
symptoms of constipation in stroke patients with 
constipation. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨耳穴贴压联合系统护理干预在预
防脑卒中患者便秘中的临床效果. 

方法: 按照随机数字表法将我院收治的102例
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■研发前沿
传统中医学认为
脑卒中后便秘是
人体痰热阻滞、
腑气不通的表现, 
患 者 发 病 的 主
要病机为气血逆
乱、浊邪不降和
痰热不去.

脑卒中患者均分为观察组和对照组, 两组患者
均给予耳穴贴压治疗, 对照组给予常规护理, 
观察组在常规护理方法基础上实施系统护理
干预模式, 比较两组患者干预前后改良Rankin
量表(modified Rankin seale, MRS)评分和排便
量表评分变化情况以及便秘发生率. 

结果: 两组患者干预后MRS评分均显著下降, 
与干预前比较(2.93±1.17 vs  3.58±0.86, 3.20
±1.22 vs  3.62±0.69), 差异具有统计学意义
(P <0.05); 观察组患者干预后MRS评分显著低
于干预前(2.93±1.17 vs  3.20±1.22), 差异具
有统计学意义(P <0.05); 两组患者干预后腹胀
评分显著升高, 口干和口臭评分显著降低, 与
干预前比较(0.29±0.60 vs  0.05±0.24、1.29±
0.68 vs  2.12±0.80、1.18±0.55 vs  2.25±0.80, 
0.35±0.29 vs  0.06±0.17、1.36±0.77 vs  2.09
±0.91、1.67±0.53 vs  2.26±0.81), 差异具有
统计学意义(P <0.05或P <0.01); 观察组患者干
预后腹胀、口干和口臭评分均显著低于对照
组(0.29±0.60 vs  0.35±0.29、1.29±0.68 vs  
1.36±0.77、1.18±0.55 vs  1.67±0.53), 差异
具有统计学意义(P <0.05); 观察组患者便秘发
生率明显低于对照组(11.76% vs  21.57%), 差
异具有统计学意义(P <0.05).  

结论: 耳穴贴压联合系统护理干预能够有效
预防脑卒中后便秘的发生, 具有较高临床应用
和推广价值. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究结果显示, 实时系统护理干预

后患者改良Rankin量表(modified Rankin seale)评
分和排便量表评分显著改善, 便秘的发生率也明

显降低, 表明该护理模式在改善脑卒中患者临床

症状和预防便秘上具有确切效果. 
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0  引言

便秘是脑卒中患者临床常见并发症之一, 可对

脑卒中患者治疗及预后产生较大影响. 尤其是

过度排便可导致颅内压升高而加重患者病情, 
对出血性脑卒中患者可引发再次出血, 同时也

降低了脑卒中患者的日常生活能力, 对其生活

质量产生较大影响[1]. 因此, 采取有效治疗和护

理干预措施预防脑卒中后便秘的发生是脑卒中

治疗中的重要环节. 我院采取耳穴贴压和系统

护理干预预防脑卒中患者便秘的发生, 取得了

较为满意的临床效果, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2013-02/2014-02我院收治的102
例脑卒中患者作为研究对象. 所有患者均符合

中华医学会神经病学分会神经康复学组、中华

医学会神经病学分会脑血管病学组和卫生部脑

卒中蹄查与防治工程委员会办公室发布的《中

国脑卒中康复治疗指南》[2]中脑卒中相关诊断

标准且经颅脑电子计算机X射线断层扫描技术

(electronic computer X-ray tomography technique, 
CT)或核磁共振成像(nuclear magnetic resonance 
imaging, MRI)检查确诊. 所有患者均为首次发生

脑卒中且入院前1 wk排便完全正常, 排除合并严

重脏器功能障碍、既往有直肠、结肠器质性病

变、伴有其他脑部或脊髓疾病、合并耳聋或认

知障碍不能配合治疗以及病情急性加重者. 按
照随机数字表法将102例患者均分为观察组和

对照组, 两组患者在性别、年龄、病程、脑卒

中类型以及是否使用脱水剂等上差异无统计学

意义(P >0.05)(表1), 具有可比性. 所有患者均签

署知情同意书. 
1.2 方法

1.2.1 耳穴贴压治疗: 两组患者均给予耳穴贴压

治疗: 根据国家标准《耳穴名称与定位》[3]取

穴耳廓直肠、大肠、肺、三焦、脾、皮质下和

交感诸穴. 使用750 mL/L乙醇棉球对患者一侧

耳廓进行常规消毒后, 一手固定耳廓, 另一手使

用血管钳将粘有王不留行籽的小胶布[上海泰

成科技发展有限公司, 粤食药监械(准)字2009第
2260684号]贴于耳穴. 使用拇指和食指按压时

患者出现热、胀、痛感, 每日按压4次, 隔天贴

压另一侧. 进行4 d共2次治疗. 对照组在此基础

上参照中华人民共和国卫生部、中国人民解放

军总后勤部卫生部发布的《临床护理实践指南

2011版》[4]中便秘的常规护理方法, 包括健康教

育、饮食指导、运动指导、腹部和脐周按摩、

腹式呼吸指导、定时排便训练以及心理护理. 
观察组患者在常规护理方法基础上实施系统护

理干预模式, 每日对患者进行临床症状及体征

评估, 确定问题后采取针对性干预措施, 并对干

预措施进行动态式调整和改进. 
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■创新盘点
本研究观察组通
过对患者进行动
态评估, 针对患者
表现出的问题采
取应对措施和实
时调整个性化护
理策略不仅提高
了护理人员的工
作效率, 也实现了
护理干预的系统
化和科学化.

1.2.2 观察指标: 记录两组患者干预前后改良

Rankin量表(modified Rankin seale, MRS)评分及

排便量表评分变化情况, 比较两组患者脑卒中

后便秘发生率. MRS评分标准: 无症状: 0分; 轻
度临床症状, 可进行正常工作和生活: 1分; 轻度

残疾, 能够自我照顾: 2分; 中度残疾, 能独立行

走, 需要一些照顾: 3分; 中等程度严重残疾, 生
活和行走需照顾: 4分; 严重残疾, 长期卧床, 大
小便失禁, 需专人照顾: 5分; 死亡: 6分[5]. 排便量

表评分标准: 无症状: 0分; 轻度: 1分; 中度: 2分, 
重度: 3分; 极重: 4分[6]. 便秘诊断标准: 参照中华

医学会外科学分会结直肠肛门外科学组和中华

医学会消化病学分会胃肠动力学组发布的《中

国慢性便秘诊治指南(2013, 武汉)》[7]中便秘的

诊断标准: 排便时间较正常患者明显延长, 每次

排便间隔2 d以上, 大便干燥且坚硬, 症状严重者

排便艰难, 大便为块状硬便, 可伴有少腹胀急、

神倦乏力及胃纳减退等症状. 注意排除肠道器

质性疾病. 
统计学处理 使用SPSS17.0统计分析, 用

mean±SD表示计量资料, 采用t检验, 用百分比

表示记数资料, 采用χ2检验, P <0.05表示差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者干预前后MRS评分比较 观察组和

对照组患者干预后MRS评分均显著下降, 与干

预前比较(2.93±1.17 vs  3.58±0.86, 3.20±1.22 
vs  3.62±0.69), 差异具有统计学意义(P <0.05); 

观察组患者干预后MRS评分显著低于干预前, 
差异具有统计学意义(P <0.05). 
2.2 两组患者干预前后排便量表评分比较 两组

患者干预后腹胀评分显著升高, 口干和口臭评

分显著降低, 与干预前比较, 差异具有统计学意

义(P <0.05或P <0.01); 观察组患者干预后腹胀、

口干和口臭评分均显著低于对照组, 差异具有

统计学意义(P <0.05)(表2). 
2.3 两组患者便秘发生率比较 观察组患者便秘

发生率明显低于对照组(11.76% vs  21.57%), 差
异具有统计学意义(P <0.05). 

3  讨论

便秘是脑卒中患者常见并发症, 大量研究表明

脑卒中后便秘对患者有较大危害, 主要包括: (1)
食物残渣不能排出而在肠内发酵腐败, 产生的

H2S、Cl2、CO2、C15H16O2以及NH3等不仅对机

体糖和脂肪代谢产生不利影响, 也会被人体吸

收并导致内毒素中毒[8]; (2)便秘后患者粪便在小

肠内停留时间延长, 提高了胆固醇吸收率, 导致

患者血液胆固醇含量升高, 容易引发动脉粥样

硬化[9]; (3)患者便秘时需用力排便, 易导致心脑

血管受损、增加了心脏负荷, 尤其易引发梗塞

性出血卒中发生或诱发急性心肌梗死等靶器官

损伤[10]. 因此, 采取有效治疗及护理措施预防脑

卒中患者便秘的发生时脑卒中治疗过程中的重

要环节. 
传统中医学认为脑卒中后便秘是人体痰热

阻滞、腑气不通的表现, 患者发病的主要病机

表  1  两组患者临床资料比较 (n  = 51)

     

分组
性别[n (%)]

平均年龄(岁) 平均病程(h)
脑卒中类型[n (%)] 是否使用脱水剂[n (%)]

男性 女性 缺血性 出血性 是 否

观察组 37(72.55) 14(27.45) 61.22±9.13 50.27±9.71 40(78.43) 11(21.57) 21(41.18) 30(58.82)

对照组 40(78.43) 11(21.57) 60.27±9.76 51.06±9.58 39(76.47) 12(23.53) 22(43.14) 29(56.86)

     

表  2  两组患者干预前后排便量表评分比较 (n  = 51)

分组 时间  大便干结      腹胀   腹部压痛       口干      口臭

观察组 干预前 0.20±0.24 0.05±0.24 0.09±0.29 2.12±0.80 2.25±0.80

干预后 0.31±0.28 0.29±0.60bc 0.09±0.58 1.29±0.68bc 1.18±0.55bc

对照组 干预前 0.19±0.47 0.06±0.17 0.09±0.24 2.09±0.91 2.26±0.81

干预后 0.33±0.58 0.35±0.29a 0.11±0.39 1.36±0.77a 1.67±0.53a

aP<0.05, bP<0.01 vs  同组干预前; cP<0.05 vs  对照组.
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■同行评价
本研究设计简单
实 用 ,  可 操 作 性
强, 有一定的参考
价值.

为气血逆乱、浊邪不降和痰热不去[11]. 耳穴贴压

作为治疗便秘的常用中医手段, 疗效确切, 治疗

费用低, 在临床上应用较为广泛. 通过耳穴贴压

刺激患者耳廓诸穴, 能够达到疏通经络、运行

气血、调节脏腑和器官功能的效果[12]. 大量临床

研究也证实, 耳穴能够通过神经对胃肠电活动

产生影响. 人体耳廓神经丰富, 具有支配和协调

全身脏器正常运动的作用[13]. 本研究中选择耳廓

直肠、大肠、肺、三焦、脾、皮质下和交感诸

穴, 目的在于改善患者胃肠功能, 预防便秘发生. 
有效护理干预是预防脑卒中后便秘发生的

关键. 本研究中对照组采取健康教育、饮食指

导、运动指导、腹部和脐周按摩、腹式呼吸指

导、定时排便训练以及心理护理等综合护理. 
其中健康教育能够提高患者对便秘危害性的了

解程度, 提高患者治疗的配合度; 饮食指导通过

控制患者水和食物纤维的摄入, 改善胃肠内食

物残渣的形态, 不仅利于排出, 也有助于激发患

者便意和和排便反射[14]; 运动指导主要目的是

避免患者长期卧床而不利于胃肠功能改善, 也
可促进患者进食, 增加排便次数; 腹部和脐周按

摩能够有效刺激胃肠蠕动, 有助于患者排便. 但
按摩过程中要注意按摩手法和力度; 腹式呼吸

指导能够提高患者肛门对排便的敏感性, 培养

患者排便意识[15]; 定时排便训练可培养患者排

便条件反射和排便规律; 心理护理则从最大限

度上改善患者紧张焦虑等负面情绪, 避免不良

情绪导致肾上腺素分泌增加和交感神经兴奋所

引起的胃肠蠕动减弱[16]. 而观察组则对上述综合

护理进行了系统规划, 通过对患者进行动态评

估, 针对患者表现出的问题采取应对措施和实

时调整个性化护理策略不仅提高了护理人员的

工作效率, 也实现了护理干预的系统化和科学

化[17]. 本研究结果显示, 实时系统护理干预后患

者MRS评分和排便量表评分显著改善, 便秘的

发生率也明显降低, 表明该护理模式在改善脑

卒中患者临床症状和预防便秘上具有确切效果. 
总之, 耳穴贴压联合系统护理干预能够有效

预防脑卒中后便秘的发生, 具有较高临床应用

和推广价值, 相信系统护理干预能够在更广阔

的领域发挥更大的作用. 
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EMG肌电生物反馈训练系统治疗功能性便秘患者的远期
疗效及护理对策
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■背景资料
生物反馈治疗功
能性便秘是利用
生物反馈原理进
行排便训练, 该方
法利用电子技术
将患者的生理、
生化过程通过仪
器内部复杂转化
成患者可以接受
的光、声、图像
等反馈信息, 患者
在形象化的视觉
和听觉指导下, 练
习正确的排便锻
炼, 纠正不协调的
排便动作. 患者通
过学习, 可以在某
种意义上控制自
身的生理、生化
过程, 从而达到控
制排便的目的. 
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Abstract
AIM: To assess the long-term efficacy of biofeed-
back treatment (BF) for functional constipation 
(FC) and to discuss the nursing measures. 

METHODS: One hundred and fifty FC patients 
who underwent BF were retrospectively ana-
lyzed. The clinical symptoms and anorectal 
manometry results before and after BF were 
compared. The long-term efficacy of biofeedback 
treatment and the related nursing measures 
were assessed. 

RESULTS: The numbers of patients with typi-
cal clinical symptoms decreased significantly 

3 and 6 mo after treatment compared with 
before treatment (P < 0.05). There were no sig-
nificant differences in the rectal resting pres-
sure and the maximum constriction pressure 
between before and after treatment. However, 
the initial defecation perception threshold and 
the anorectal inhibitory reflex threshold were 
significantly higher after treatment than before 
treatment (41.65 mL ± 6.74 mL vs 29.41 mL ± 4.97 
mL, 67.12 mL ± 9.55 mL vs 47.25 mL ± 8.34 mL, 
P < 0.05). Univariate and multivariate analyses 
showed that the long-term efficacy of BF treat-
ment was positively correlated with patient 
compliance and utilization of social support, 
and negatively correlated with age, disease 
course and other diseases. 

CONCLUSION: BF therapy can improve clinical 
symptoms of FC patients and correct physiological 
dysfunction, having satisfactory long-term efficacy.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Biofeedback treatment; Functional con-
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摘要
目的: 探讨生物反馈治疗功能性便秘的远期
疗效及护理对策. 

方法: 对150例接受生物反馈治疗治疗的功能
性便秘患者进行回顾性随访, 比较患者功能性
便秘治疗前和随访时的临床症状和肛门直肠
测压结果, 评价功能性便秘治疗的远期疗效极
其相关影响因素. 

结果: 治疗后3 mo随访和6 mo随访时具有临
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表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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■研发前沿
目前临床上治疗
功能性便秘没有
特效药, 治疗方式
主要依靠外用开
塞露、甘油栓或
内服泻剂等治疗
方式, 但是这些治
疗手段效果一般, 
治疗后病情容易
反复, 远期疗效不
明显, 甚至能够诱
发癌变.

床症状的人数比治疗前明显减少, 差异具有
统计学意义(P <0.05). 治疗后患者的直肠静息
压和最大缩窄压与治疗前相差不大, 差异不
具有统计学意义(P >0.05). 而治疗后的初次排
便感觉阈值和直肠肛门抑制反射阈值明显比
治疗前降低(41.65 mL±6.74 mL vs  29.41 mL
±4.97 mL, 67.12 mL±9.55 mL vs  47.25 mL±
8.34 mL), 差异具有统计学意义(P <0.05). 多因
素分析结果显示, 生物反馈治疗治疗的远期疗
效与患者依从性和社会支持利用度正相关, 与
年龄、病程和基础性疾病呈负相关. 

结论: 生物反馈治疗能改善功能性便秘患者
临床症状, 纠正生理功能障碍, 具有较好的远
期疗效. 

© 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: 本研究中腹胀、腹痛、排便不畅、

肛门堵塞和长期无便意均比治疗前显著减少 , 
表明生物反馈治疗能明显的减轻功能性便秘患

者症状. 其原理可能为生物反馈治疗能减弱肛

门外括约肌静息电位、加快结肠的有效转运 , 
改善肛门内、外括约肌矛盾运动、提高排便肌

群的肌肉力量和整体肌群的协调性, 从而改善

了功能性便秘患者的肛门排便生理功能并能维

持远期疗效. 治疗后肠肛门抑制反射域和初次

排便感觉阈值与治疗前相比明显降低, 这表明

生物反馈能有效的治疗功能性便秘患者从理论

数据上得到了验证.

王少萍, 刘欢欢, 许晨耘. E M G肌电生物反馈训练系统治
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0  引言

随着生活水平的提高以及社会压力的增大, 便
秘发病率近年来呈高发趋势. 据统计, 慢性长

期便秘发病率5%-8%左右, 且发病有低龄化趋

势, 慢性长期便秘已经严重影响了人们的生活

质量[1]. 功能性便秘(functional constipation, FC)
指的是排除消化系器质性病变外的, 由于胃肠

动力障碍或胃肠菌落紊乱而引起的习惯性便秘

或单纯性便秘, 患者主要临床症状为排便困难, 
排便间隔时间长或粪便坚硬. 目前临床上治疗

功能性便秘没有特效药, 治疗方式主要依靠外

用开塞露、甘油栓或内服泻剂等治疗方式, 但
是这些治疗手段效果一般, 治疗后病情容易反

复, 远期疗效不明显, 甚至能够诱发癌变[2]. 生
物反馈治疗是一种无手术创伤、安全、无不良

作用生物行为治疗方法, 逐渐成为国内外的研

究热点, 但据各家报道治疗效果不一. 本院自

2010-02/2012-08对150例功能性便秘患者使用生

物反馈治疗, 对治疗效果进行分析并跟踪随访

6-12 mo, 现将研究资料报道如下. 本研究探讨了

生物反馈治疗慢性功能性便秘的长期疗效和护

理对策, 旨在为功能性便秘的治疗和康复提供

可行性指导. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-02/2012-08在我院消化内科

收治的150例功能性便秘患者. 其中男65例, 女
85例, 年龄67-78岁, 平均71.3岁±5.1岁, 体质量

45-65 kg, 平均体质量57.3 kg±9.3 kg. 所有患者

治疗前都要排除消化系器质性病变以及其他基

础性内科疾病对患者的影响, 按照罗马Ⅲ诊断

标准确诊[3]. 其中出口梗阻性便秘患者98例, 慢
传输型便秘患者31例, 混合便秘患者21例, 平均

病程10.2年±2.1年. 通过电话或者复诊时随访

6-12 mo, 方式采用问卷调查. 
1.2 方法

1.2.1 生物反馈治疗: 我院采用进口品牌Orion-
PC/12EMG肌电生物反馈训练系统进行功能性

便秘的治疗. 首先医生指导患者正确掌握仪器

操作方法, 熟悉各种按键; 识别各种生理、生化

图像; 训练患者掌握收肛、缩肛、如何增加腹

压等动作要领. 一个疗程大约10 d左右, 每天大

约50 min. 结束1-2个疗程后为巩固训练阶段, 在
此期间每天进行3次治疗, 每次30 min, 巩固训练

5 d. 如果家庭条件许可, 可以鼓励患者在家人陪

同下治疗. 
1.2.2 护理对策: 要特别注重对治疗期间患者

的心理护理干预, 给予患者完成自我改造, 重
塑新生的信心. 治疗前应掌握患者的具体个人

背景、性格、文化程度等方面因素. 遵循“真

诚、耐心、细致”的原则, 与患者进行语言交

流, 注意运用暗示和赞扬手段, 能使患者感受到

自信和满足感, 认识到依从性和意志力是治疗

的成败所在, 避免半途而废[4,5]. 治疗中采用心理

激励方法, 不断用语言刺激患者完成每个基本

动作, 让患者能成功建立起排便反射的信号传

■相关报道
据 统 计 ,  慢 性 长
期 便 秘 发 病 率
5%-8%, 且发病有
低龄化趋势, 慢性
长期便秘已经严
重影响了人们的
生活质量.



     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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导通路. 敦促培养患者定时定点排便的习惯. 做
好饮食控制, 患者食材以高纤维食物为主, 注意

多喝水, 勤加运动[6,7]. 
1.2.3 评价: (1)治疗前后临床效果比较, 包括腹

胀、排便不畅、肛门堵塞、长期无便意等症状; 
(2)治疗前后直肠前后压力测定比较, 包括直肠

静息压、最大缩榨压、初次排便感觉阈值和直

肠肛门抑制反射域; (3)功能性便秘患者生物反

馈治疗远期疗效影响因素的多因素回归分析. 
统计学处理 所有数据结果均采用SPSS16.0

统计软件处理 ,  计量资料采用t 检验或方差分

析, 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 治疗前后临床症状比较 治疗前后临床症状

比较如图1所示. 结果证明, 治疗后3 mo随访时

患者的临床症状, 如腹胀、腹痛23例(15%)、排

便不畅17例(12%)、肛门堵塞21例(14%)和长期

无便意14例(10%)均比治疗前显著减少, 差异具

有统计学意义(P <0.05). 治疗后6 mo随访时患者

的临床症状, 腹胀、腹痛30例(20%)、排便不畅

24例(16%)、肛门堵塞29例(20%)和长期无便意

21例(14%)均比治疗前显著减少, 差异有统计学

意义(P <0.05). 
2.2 治疗前后直肠前后压力测定比较 治疗前后

直肠前后压力测定比较如表1所示. 结果证明, 
经过治疗后功能性便秘患者的直肠静息压和最

大缩榨压治疗前的数据相比差异无统计学意义

(P <0.05). 而直肠肛门抑制反射阈值和初次排便

感觉阈值与治疗前相比明显降低, 差异具有统

计学意义(P <0.05). 
2.3 功能性便秘患者生物反馈治疗远期疗效影

响因素的多因素回归分析 功能性便秘患者生

物反馈治疗远期疗效影响因素的多因素的回归

分析如表2所示, 结果提示患者依从性和社会支

持利用度两个因素与远期治疗效果呈正相关. 
远期治疗效果与年龄、病程和基础性疾病呈负

相关. 

3  讨论

功能性便秘发病率高, 症状繁多, 患者患病时间

较长, 治疗时应采取因人施治的原则. 传统治疗

方法有增加食物纤维及水的摄入量、定时排

便、服用泻药等[8]. 随着医疗技术的进步, 生物

反馈治疗功能性便秘越来越受到临床医生关注, 
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图  1  治疗前后不同时期临床症状比较. 

表  1  治疗前后直肠前后压力测定比较 (mean±SD)

     
测定参数 治疗前 治疗后 t值 P值

直肠静息压(mmHg) 12.72±5.21 13.42±7.46 1.264 0.897

最大缩榨压(mmHg) 147.34±23.52 153.85±34.12 1.976 0.764

直肠肛门抑制反射阈值(mL) 41.65±6.74 29.41±4.97 2.176 0.041

初次排便感觉阈值(mL) 67.12±9.55 47.25±8.34 2.976 0.035

表  2  功能性便秘患者生物反馈治疗远期疗效影响因素的多因素回归分析

     
变量 回归系数 标准误 标准化的回归系数 P值

年龄 -0.013 0.006 -0.197 0.019

病程 -0.019 0.007 -0.215 0.031

患者依从性   0.053 0.021   0.413 0.010

基础性疾病 -0.023 0.002 -0.219 0.021

社会支持利用度   0.033 0.011   0.313 0.008

■应用要点
生物反馈治疗能
改善功能性便秘
患者临床症状, 获
得较好的治疗效
果 ,  远 期 疗 效 肯
定, 可以在临床上
广泛推广利用, 同
时在治疗过程中
给予科学合理的
护理干预对治疗
效果有促进作用.
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表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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其作为全新的生物行为治疗手段, 无手术创伤, 
无不良作用, 具有良好的使用前景, 尤其是在治

疗慢性功能性便秘方面更显示出其无与伦比的

优点. 
本研究中腹胀、腹痛、排便不畅、肛门堵

塞和长期无便意均比治疗前显著减少, 表明生

物反馈治疗能明显减轻功能性便秘患者症状. 
其原理可能为生物反馈治疗能减弱肛门外括约

肌静息电位、加快结肠的有效转运, 改善肛门

内、外括约肌矛盾运动、提高排便肌群的肌肉

力量和整体肌群的协调性, 从而改善了功能性

便秘患者的肛门排便生理功能并能维持远期疗

效[9,10]. 治疗后肠肛门抑制反射域和初次排便感

觉阈值与治疗前相比明显降低, 这表明生物反

馈能有效治疗功能性便秘患者从理论数据上得

到了验证. 其原因是生物反馈治疗可以明显促

进便秘患者的结肠节律性蠕动, 增强排便反射

的神经传导途径[11]. 功能性便秘患者生物反馈

治疗远期疗效影响因素的多因素回归分析表明, 
患者依从性和社会支持利用度两个因素与远期

疗效呈正相关, 与患者年龄、病程和基础性疾

病呈负相关. 其主要原因可能为生物反馈治疗

作为生物行为治疗手段, 患者的主观能动性对

治疗效果起到关键性作用, 通过社会支持可提

高患者的自信心和依从性, 能否获得患者的积

极主动的配合治疗是成败关键所在[12-14]. 而年

龄、病程、基础性疾病与生物反馈治疗远期疗

效呈负相关, 这可能是因为高龄多病患者其依

从性差, 不容易坚持完成治疗过程所致, 因此不

是独立的有效影响因素. 但是不能排除这些影

响因素间接性地影响远期疗效[15]. 
总之, 生物反馈治疗能改善功能性便秘患者

临床症状, 获得较好的治疗效果, 远期疗效肯定, 
可以在临床上广泛推广利用, 同时在治疗过程

中给予科学合理的护理干预对治疗效果有促进

作用. 
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表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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幽门螺杆菌(Heli-
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pylori )感染与慢
性胃炎、消化性
溃疡、胃黏膜相
关性淋巴瘤、胃
癌的发病有着密
切的关系, 根除H. 
pylori 是防治上述
各种疾病发生、
发展以及复发的
重要途径, 可降低
胃癌发生危险性. 
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Abstract
AIM: To assess the efficacy and safety of 5-day 
levofloxacin-containing concomitant therapy in 
eradicating of Helicobacter pylori (H. pylori) infec-
tion.  

METHODS: One hundred and sixty patients 
with H. pylori infection who did not receive 
eradication therapy were randomly assigned to 
two groups to receive 5-day levofloxacin-con-
taining concomitant therapy and 10-day sequen-
tial therapy, respectively. The eradication effect 
was assessed by the 14C-urea breath test at 4 wk 
after treatment. Adverse events were recorded. 

RESULTS: According to intention-to-treat (ITT) 
analysis, the eradication rates of H. pylori in 

the concomitant therapy group and sequential 
therapy group were 90% and 91.25%, respec-
tively. According to per-protocol (PP) analysis, 
the eradication rates were 92.31% and 92.41%, 
respectively. The ITT and PP eradication rates in 
the concomitant therapy group were not inferior 
to those in the sequential therapy group (P < 
0.05). The rates of adverse events were 11.25% 
and 13.757%, respectively (P > 0.05). 

CONCLUSION: The 5-day levofloxacin-contain-
ing concomitant therapy is as effective and safe 
in eradicating H. pylori infection as the 10-day 
levofloxacin-containing sequential therapy.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Levofloxacin; Se-
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Zhou Y, Xu QH, Zhou ZJ, Dong YB. Efficacy of 5-day 
levofloxacin-containing concomitant therapy in 
eradicating Helicobacter pylori infection. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(19): 2809-2812  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/2809.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2809

摘要
目的: 观察含左氧氟沙星5日伴同疗法对幽门
螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )的根除效
果和安全性. 

方法: 既往未接受过H. pylori 根除治疗的H. 
pylori阳性感染患者160例, 随机分为含左氧氟
沙星5日伴同疗法组(病例组)和10日序贯疗法
组(对照组). 疗程结束4 wk后行14C-尿素呼气
试验判断两组的H. pylori根除效果, 同时比较
两组不良反应.  

结果: 按意向性治疗(intention-to-treat, ITT)分
析, 病例组根除率为90%, 对照组为91.25%; 
按符合方案集(per-protocol, PP)分析, 病例组
92.31%, 对照组为92.41%. 病例组的ITT、PP
根除率非劣效于对照组, P <0.05. 两组间不良
反应发生率分别为11.25%及13.75%, P >0.05. 

■同行评议者
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■研发前沿
根据M a s s t r i c h t 
Ⅳ/Florence共识, 
我国作为克拉霉
素高耐药率地区, 
推荐采用铋剂四
联疗法、序贯疗
法、伴同疗法作
为根除H. pylori一
线方案. 目前, 序
贯疗法和伴同疗
法作为一线治疗
方案的根除效果, 
国内外研究结果
尚存在争议.

结论: 含左氧氟沙星5日伴同疗法能达到与
10日序贯疗法相近的根除率, 能有效根除H. 
pylori , 且安全性良好, 有望作为一有效的初治
方案. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 幽门螺杆菌; 左氧氟沙星; 序贯疗法; 伴同

疗法

核心提示: 含左氧氟沙星5日伴同疗法能达到与

10日序贯疗法相近的根除率, 能有效根除幽门螺

杆菌(Helicobacter pylori ), 且安全性良好.
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0  引言

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

慢性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关性淋巴瘤

的发病有着密切的关系, 长期的H. pylori感染可

能是促使胃癌发病的重要原因. 而根除H. pylori
是防治上述各种疾病发生、发展以及复发的重

要途径, 可降低胃癌发生的危险性[1]. 含左氧氟

沙星5日伴同疗法是在10日序贯疗法基础上提

出的根除H. pylori新方案, Federico等[2]的研究表

明, 含左氧氟沙星的5日伴同疗法安全有效, 且
患者依从性较好, 医疗支出减少. 本研究观察含

左氧氟沙星5日伴同疗法根除H. pylori的效果和

安全性, 评价该根除H. pylori方案的临床可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2012-10/2013-09在上海市第七人民医

院消化科就诊, 胃镜提示消化性溃疡和/或慢性

胃炎伴糜烂, 既往未接受过H. pylori根除治疗的

H. pylori阳性感染患者160例. 本研究方案通过

上海市第七人民医院伦理委员会审批, 所有患

者受检前签署知情同意书. 纳入标准: (1)年龄

>18岁及<70岁; (2)H. pylori阳性, 之前未接受过

根除治疗, 且本次检查前2 wk未使用抑酸剂、

铋剂及相关抗生素. 排除标准: (1)对实验药物过

敏者; (2)心、肝肾功能异常者; (3)曾行消化系手

术者; (4)有恶性肿瘤病史; (5)不能签署知情同

意者. 埃索美拉唑, 规格: 每片20 mg, 阿斯利康

有限公司生产; 左氧氟沙星, 规格: 每片0.5 g, 上
海中西三维药业有限公司生产; 阿莫西林, 规格: 

每片0.5 g, 珠海联邦制药有限公司生产; 替硝唑, 
规格: 每片0.5 g, 山东方明药业股份有限公司生

产.
1.2 方法

1.2.1 分组和治疗: 160例患者随机分为病例组和

对照组, 每组各80例, 两组患者在年龄、性别、

病因等一般情况比较无显著性差异(表1). 病例

组(含左氧氟沙星5日伴同疗法): 予埃索美拉唑

20 mg bid +左氧氟沙星0.5 g bid +阿莫西林1.0 g 
bid +替硝唑0.5 g bid , 口服5 d; 对照组(含左氧氟

沙星10日序贯疗法): 予埃索美拉唑(20 mg bid +
阿莫西林1.0 g bid )5 d, 埃索美拉唑(20 mg bid +
左氧氟沙星0.5 g bid +替硝唑0.5 g bid ), 口服5 d. 
入组后详细记录患者一般情况及用药后不良反

应. 于疗程结束4 wk后行14C-尿素呼气试验检测, 
检测值≥100为阳性, <100为阴性, 阴性者定为根

除成功. 
1.2.2 观察指标: (1)组间H. pylori根除率: 采用按

意向治疗分析(intention-to-treat, ITT)和按符合方

案集分析(per-protocol, PP)两种方法. ITT分析包

括所有至少服用了一次治疗的患者, PP分析包

括按规定完成研究方案和随访的患者; (2)不良

反应: 腹痛、腹泻、纳差、味觉异常、头痛、

皮疹、恶心、呕吐等, 记录用药过程中不良反

应的发生情况. 不良反应分为4级: 无: 无任何不

良反应; 轻度: 轻度不适, 不影响生活及工作; 中
度: 中度不适, 在一定程度上影响生活及工作, 
但仍可以继续工作; 重度: 严重不适, 不能从事

工作, 必须全休及停药. 
统计学处理 应用ITT及PP计算H. pylori根除

率. 计数资料用百分率表示, 不良反应发生率的

比较采用χ2检验, H. pylori根除率的比较采用非

劣效性检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 H. pylori根除率比较 研究结束时有3例患者

失访, 病例组失访2例, 对照组失访1例, 失访率

为1.8%. 最后符合方案集分析病例共157例, 病
例组78例, 对照组79例. 病例组及对照组ITT根
除率分别为90%(72/80)及91.25%(73/80), PP根除

率分别为92.31%(72/78)及92.41%(73/79), 病例

组ITT及PP根除率非劣效于对照组(P <0.05). 
2.2 不良反应发生率比较 部分患者出现口苦、

恶心、纳差等不良反应(表2), 病例组9例患者

出现一种或多种不良反应 ,  对照组发生不良

反应11例, 但反应均为轻中度不适, 不影响治
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■相关报道
由 于 各 地 区 H . 
pylori 毒力基因型
及对主要抗生素
的耐药情况、治
疗方案中质子泵
抑制剂及抗生素
的选择、用药剂
量的不同、治疗
时间的不同、入
组患者的选择等
原 因 ,  序 贯 疗 法
和伴同疗法的根
除 效 果 ,  国 内 外
研究结果尚存在
争议.
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■创新盘点
含左氧氟沙星伴
同疗法根除效果
国内尚不明确. 本
研究观察含左氧
氟沙星5日伴同疗
法对H. pylori 的
根除效果和安全
性, 评价该根除H. 
pylori 方案的临床
可行性.

疗, 无需停药及特殊处理, 服药期间或疗程结

束停药后自行消失. 两组间不良反应发生率分

别为11.25%及13.75%, 比较差异无统计学意义

(P >0.05). 

3  讨论

随着H. pylori根除治疗的普及和推广, 既往作为

一线方案的标准三联疗法的根除率已降到80%
以下[3]. 马斯特里赫特Ⅳ/佛罗伦萨(Masstricht Ⅳ
/Florence)共识指出, 克拉霉素耐药是导致标准

三联疗法根除失败的最主要原因, 推荐根据克

拉霉素地区耐药情况选择根除方案, 在克拉霉

素耐药≥20%的地区, 摒弃含克拉霉素的三联方

案. 我国作为克拉霉素高耐药率地区, 推荐采用

铋剂四联疗法、序贯疗法、伴同疗法作为根除

H. pylori一线方案[4]. 
目前 ,  序贯疗法和伴同疗法作为一线治

疗方案的根除效果, 国内外研究结果尚存在争 
议[5-12], 这与各地区H. pylori毒力基因型及对主要

抗生素的耐药情况、治疗方案中质子泵抑制剂

及抗生素的选择、用药剂量的不同、治疗时间

的不同、入组患者的选择等有关. 国内外有报

道[2,12-14]含左氧氟沙星的序贯疗法及伴同疗法H. 
pylori根除率可达到90%以上. 其中, 由Federico
等[2]提出的含左氧氟沙星的5日伴同疗法安全有

效, 治疗时间短, 患者依从性较好, 医疗支出减

少, 且对克拉霉素、替硝唑、左氧氟沙星耐药

者的根除效果良好. 在我国, Qian等[15]研究报道, 
含左氧氟沙星的序贯疗法根除效果优于标准序

贯疗法和含左氧氟沙星7日三联疗法, 但根除率

低于国外报道. 含左氧氟沙星伴同疗法根除效

果国内尚不明确. 
本研究中含左氧氟沙星5日伴同疗法I T T

根除率为90%, PP根除率为91.03%, 含左氧氟沙

星序贯疗法ITT根除率为92.31%, PP根除率为

92.41%, 两种疗法均能有效根除H. pylori . 本研究

中含左氧氟沙星序贯疗法根除率高于Qian等[15]

报道的82.8%、86.5%, 可能与研究中左氧氟沙

星剂量较大, 及不同地区抗生素的耐药情况不

同有关. 研究提示含左氧氟沙星5日伴同疗法虽

然需要在短期内四联用药, 但用药周期较短, 患
者多数能够耐受, 两组不良反应发生率分别为

11.25%及13.75%, 无显著性差异. 
总之, 含左氧氟沙星5日伴同疗法能达到与

10日序贯疗法相近的根除率, 能有效根除H. py-
lori , 且安全性良好. 
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表  1  两组患者一般资料 (n  = 80)

一般资料 含左氧氟沙星

5日伴同疗法

含左氧氟沙星

10日序贯疗法

年龄(岁) 39.88±11.08 43.31±10.89

性别(男/女)      48/32        46/34

病因

慢性胃炎伴糜烂        53        49
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表  2  两组患者不良反应情况 (n  = 80)
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5日伴同疗法
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头痛 0   0
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总计 9 11
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法虽然需要在短
期内四联用药, 但
用药周期较短, 患
者多数能够耐受, 
安全性良好, 有望
作为一有效的初
治方案.
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肾移植术后腹痛为首发表现的胃肠道功能障碍1例
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■背景资料
肾移植术后胃肠
道功能障碍表现
不一, 临床表现较
为隐匿, 多在全身
性感染(如肺部感
染、胃肠道感染)
后出现胃肠道症
状 ,  在 临 床 上 罕
见, 因而在诊断及
鉴别诊断中很容
易被忽略. 
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Abstract
Gastrointestinal dysfunction with abdominal 
pain as the first clinical manifestation is a rare 
complication following renal transplantation, 
which always shows generalized infection such 
as pulmonary infection and gastrointestinal in-
fection before the emergence of gastrointestinal 
symptoms. The symptoms of gastrointestinal 
dysfunction such as abdominal distention, de-
creased bowel sounds, stress ulcer, aseptic cho-
lecystitis often results in misdiagnosis. Abdomi-
nal pain should be promptly evaluated for life-
threatening acute abdominal diseases for each 
individual patient. Identifying the cause and 
prompt and effective treatment are key to suc-
cessful management.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
肾移植术后腹痛为首发表现胃肠道功能障碍
较为少见, 在出现胃肠道症状前多有全身性感
染如肺部感染、胃肠道感染等, 出现进行性腹
部胀气、肠鸣音减弱、应激性溃疡, 无菌性胆
囊炎等胃肠道功能障碍症状, 容易误诊, 完善
相关检查明确腹痛的病因为外科性、内科性, 
同时排除危重急腹症, 明确病因及及时有效治
疗方式, 治疗成功率较高.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃肠道功能障碍; 肾移植

核心提示: 本文报告了1例31岁男性肾移植术后

胃肠道功能障碍患者, 经完善相关检查后排除外

科性腹痛后, 根据病原学培养结果调整抗生素加

强抗感染治疗, 保护和恢复胃肠黏膜的屏障功能, 
症状逐渐缓解, 为少见病例报告, 并结合国内外

文献资料进行讨论, 对提高本病认识具有一定临

床意义. 

李益飞, 曾仲, 马超龙, 刘涛. 肾移植术后腹痛为首发表现的胃肠

道功能障碍1例.  世界华人消化杂志  2014; 22(19): 2813-2816  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2813.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i19.2813

0  引言

感染是肾移植术后比较常见的并发症, 是肾移

植患者死亡和发病最主要的原因. 最常见的部

位是肺, 泌尿系感染, 而全身重症感染在胃肠道

功能障碍发生过程中发挥重要作用, 而胃肠道

功能障碍可造成肠道细菌移位, 从而加重全身

■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
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■研发前沿
肾移植术后胃肠
道功能障碍如能
早期发现、早期
诊断与治疗预后
良 好 ,  因 此 早 期
诊断至关重要.

感染, 因此死亡率较高. 以腹痛为首发表现的胃

肠道功能障碍例较为罕见.  

1  病例报告

患者, 男, 31岁, 因慢性肾小球肾炎、慢性肾功

能衰竭(尿毒症期), 2012-10-16于本院行异体肾

移植术, 供体为7岁患儿, 因车祸外伤医治无效, 
被鉴定为心死亡反复核查各项各项指标均符

合心死亡器官捐献(donation after cardiac death, 
DCD)国际标准. 供受体血型匹配, 为O, RH(+), 
H L A交叉配型4/8位点匹配, 群体反应性抗体

(panel reaction antibody, PRA)、淋巴细胞毒试

验(complement dependent cytotoxity, CDC)阴性. 
术中免疫诱导方案为: 环磷酰胺200 mg+巴利昔

单抗20 mg+甲泼尼龙500 mg. 术后第4天肌酐下

降至238.1 μmol/L. 予巴利昔单抗20 mg静脉滴

注. 口服免疫抑制剂、激素, 方案为他克莫司2 
mg, Q12H+吗替麦考酚酯胶囊, 750 mg, Q12H+
醋酸泼尼松40 mg(5 mg/d递减至10 mg维持), 术
后第6天肌酐下降至正常范围(106.5 μmol/L). 
2012-12-06无明显诱因下出现中上腹绞痛不适, 
并腹胀、恶心、呕吐, 与体位、进食、活动、

呼吸无关, 发热, 体温最高为38.5 ℃, 无寒战、

黄疸; 无呕血、黑便等; 无血尿、尿频、尿急

等不适. 入院情况, 体温为37.4 ℃, 右下腹部见

陈旧性手术疤痕, 已经愈合, 肠鸣音3次/min, 中
上腹压痛, 无反跳痛及肌紧张, 移植肾不大、质

地中等入院时检查提示肌酐正常. 住院过程中

尿量维持在1500-300 mL. 治疗后体温平稳, 维
持在36 ℃-37 ℃、肠鸣音恢复正常(5次/min)、
腹痛缓解出院. 辅助检查(表1): 动态监测血常

规、血生化、淀粉酶、脂肪酶、尿量、体温、

血药浓度、感染相关蛋白、G试验、肺部CT、
移植肾B超结果. 因免疫抑制药物具有胃肠道不

良反应, 予行胃镜(2012-12-12)示慢性浅表性胃

炎(胃窦), 十二指肠球炎; 痰培养、咽拭子培养

(2012-12-18/19): 热带假丝酵母菌; G试验: 162.1 
pg/mL; 肺部CT提示双肺多发小结节, 经抗真菌

治疗10 d后, 痰、咽拭子培养阴性; CT示双肺小

结节明显吸收(图1), G试验结果明显下降. 肝胆

胰脾平扫+增强+MRCP(2012-12-20): 少量腹水

及胆囊窝积液, 小肠扩张积气. 立卧位腹部平片

(2012-12-21)提示肠梗阻(图1), 禁食、胃肠道碘

水造影治疗后腹胀、恶心等症状明显好转. 血
CMV-DNA(2012-12-25): 2.7×106拷贝/mL, 血呼

吸道九项: 呼吸道合胞病毒、乙型流感病毒、

腺病毒(+), 予更昔洛韦抗病毒治疗10 d后拷贝

数下降至<5000拷贝/mL(图2A), 腺病毒转阴; 粪
细菌涂片革兰染色检查(2012-12-30)示革兰氏

阴性杆菌、阳性杆菌、阴性球菌、阳性球菌分

别为10%、5%、5%、75%, 酵母菌为5%, 稳可

信、泰能治疗; 肠道益生菌调节肠道菌群2 wk
后, 大便菌群分析示球杆/菌比为1∶4. 入院后

完善淀粉酶、脂肪酶、心肌酶谱、粪常规、

TB-DNA、EB-DNA、D-二聚体、24 h动态心电

图、肠系膜血管(三维重建)移植肾B超、心脏超

声检查均无异常发现. 治疗: 免疫抑制剂方案调

整: 停止泼尼松、MMF, 减少他克莫司剂量为0.5 
mg, Q12H, 口服. 抗生素剂量使用情况(表2).  

腹痛、体温、胆酶谱变化呈现阶段性变化

的特点: (1)腹痛主要为绞痛, 症状与体征分离, 腹
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表  1  辅助检查结果

检查项目  n mean±SD 参考值

γ-谷氨酰转移酶(IU/L) 34 946.89±476.00  11-50

碱性磷酸酶(IU/L) 34 495.34±257.68  40-150

尿素氮(mmol/L) 34     4.75±1.77 2.8-7.2

肌酐(μmol/L) 34 116.33±19.11  59-104

他克莫司(ng/mL) 29     6.92±3.37    5-10

C-反应蛋白(mg/L)   5   25.88±16.01    0-10

降钙素原(ng/mL)   5     2.31±0.64    <0.5

白细胞(×109/L) 34     7.54±4.14    4-10

淋巴细胞(×109/L) 34     1.01±0.68 0.8-4.0

中性粒细胞(×109/L) 34     5.56±3.90    2-7

图  1  治疗前后影像检查. A: 治疗前, 双肺小结节; B: 治疗后病灶明显吸收; C: 多个大小不等液气平.

A B C
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■应用要点
本文在临床中对
该病的诊断及治
疗具有一定参考
价值, 但病例数较
少, 未来可增加病
例数, 能更好提供
临床指导作用.

痛剧烈, 腹部体征较轻. 2012-12-13/2012-12-25
疼痛较为剧烈 ,  2012-12-16出现胆囊区疼痛

不适, Murphy征(+); 2012-12-26/2013-01-06腹
痛较前稍有缓解 .  2013-01-07后腹痛明显缓

解; (2)2012-12-23/2012-12-30体温最高, 热型

为弛张热 ,  高热多发生于夜间和下午 ,  后体

温下降, 住院期间的体温37.3 ℃±0.63 ℃(图
2B); (3)2013-12-11/2013-12-24胆酶谱上升较快, 

2013-12-24达到最高值; 2013-12-25/2013-01-04维
持平稳; 2013-01-05后迅速下降(图2C) .  

2  讨论

感染是肾移植术后最常见的并发症, 是影响移

植术后患者远期存活的重要因素之一. 术后发

生感染的时间是关键, 术后1-6 mo是免疫调节病

毒感染发生的高峰期, 这些病毒包括巨细胞病
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表  2  抗生素调整治疗

     抗生素    开始时间    停止时间

头孢哌酮他唑巴坦钠(2.25 g bid ) 2012-12-11 2012-12-17

甲硝唑氯化钠(0.5 g qd ) 2012-12-12 2012-12-17

伏立康唑(90.2 g Q12H) 2012-12-17 2013-01-05

米卡芬(150 mg qd ) 2012-12-17 2012-12-25

头孢曲松钠(2 g qd ) 2012-12-20 2012-12-25

莫西沙星(0.4 g qd ) 2012-12-25 2012-12-30

米卡芬净(200 mg qd ) 2012-12-25 2013-01-05

更昔洛韦(300 mg bid ) 2012-12-25 2013-01-23

J亚胺培南西司他丁钠(0.5 g Q8H) 2012-12-30 2013-01-12

J盐酸万古霉素(1 Q12H) 2012-12-30 2013-01-12

伏立康唑(0.2 g Q12H)口服 2013-01-06 2013-01-23
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图  2  实验室检查及体温变化. A: 抗病毒治疗后HCMV-DNA拷贝数变化(2013-01-04<5000拷贝/mL); B: 体温变化; C: 胆

酶谱变化.
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■同行评价
本文通过报道了1
例肾移植术后胃
肠道功能障碍病
例, 结合国内外报
道进行分析, 对临
床有一定的指导
意义.

毒(cytomegalovirus, CMV)、人类肝炎病毒、乙

型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、EB病毒, 通过级

联放大内部复杂联系, 增加炎症介质及细胞因

子的表达, 导致其他病毒感染及机会致病性感

染, 如肺部真菌感染、其他病毒感染[3]. 免疫调

节病毒在肾移植术后混合性感染中发挥着重要

的作用. 受者整体免疫状态低下是CMV感染的

重要危险因素, 免疫诱导单克隆抗体使CMV感

染风险增高, CMV感染首选治疗方案为更昔洛

韦, 可明显减少死亡率及发病率[4]. 本例患者为

肾移植术后1 mo余, 术前巴利昔单抗免疫诱导, 
术中术后多次输血病史, 显著增加了CMV感染

风险, 通过免疫调节机制导致肺部念珠菌、呼

吸道合胞病毒、腺病毒、流感病毒等混合性感

染. 静脉应用更昔洛韦治疗疗效显著, 治疗10 d
后病毒拷贝下降至正常水平.  

危重患者常合并胃肠功能障碍, 多由如严

重感染、肠缺血等原因引起胃肠黏膜屏障功能

障碍, 肠道正常菌群失调, 对致病性细菌的防御

能力减退, 肠道细菌通过肠黏膜进入肠壁淋巴

结与肝门静脉系统进而导致全身炎症反应及肠

道感染[5]. 结合以上相关症状、体征及辅助检查, 
根据笔者推断该患者病程的发生、发展过程为: 
感染(肺部真菌感染、CMV病毒血症)导致患者

胃肠道功能障碍, 导致胃肠应激性溃疡, 引起肠

梗阻, 出现腹痛、腹胀、恶心等相关症状, 进一

步导致胃肠道黏膜屏障功能障碍, 使肠道菌群

失调, 使肠道致病性阳性球菌生长, 通过门静脉

内毒素血症进一步导致患者高热、寒战, 肠道

菌群移位导致胆道感染、腹腔感染, 在MRCP可
见胆囊窝积液及腹水, 因不同抗生素抗菌谱的

差异性, 导致体温、腹痛、胆酶谱出现阶段性

变化过程, 更昔洛韦、伏立康唑、米卡芬净、

亚胺培南西司他丁钠、盐酸万古霉素控制感染

后患者体温平稳、腹痛症状好转、胃肠道功能

逐渐恢复、胆酶谱下降.  
肾移植术后急腹症的诊治国内外报道较少, 

按学科分类可分为外科急腹症、内科急腹症、

妇产科、儿科急腹症, 按病变的性质可分为5类: 
(1)急性炎症; (2)急性穿孔; (3)急性出血; (4)急性

管腔梗阻; (5)急性脏器缺血, 对于腹痛的患者首

要先排除危重急腹症如急性化脓性胆管炎、肝

脾破裂出血、肠系膜静脉血栓形成、肠系膜动

脉栓塞等进展较快, 病死率高的急腹症, 进行必

要的影像学检查排除, 有文献总结了[6]10例肾移

植术后急腹症病因, 急性炎症8例, 炎症伴穿孔2
例, 对于外科性腹痛, 明确病因及有效外科治疗, 
成功率较高. 该患者因全身性感染导致炎症性

腹痛, 为内科性, 感染以腹痛为首发症状, 容易

导致误导为外科性急腹症, 入院后予完善相关

检查排除危重急腹症, 明确无手术指征, 依据移

植术后常见感染部位及不同时间段常见感染的

病原菌进行适当经验性治疗, 标本培养鉴定明

确病因, 及时根据培养结果调整治疗方案是治

疗成功的关键.  
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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
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相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注) .  如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包括

“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 
不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则应成

23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数

字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如
1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 
写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起

至1985年6月25日10时30分止, 写作1985-04-12 
T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12
日起至1985年6月15日止, 写作1985-04-12/06-16, 
上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数

的有效位数根据分母来定:分母≤100, 百分数到个

位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余
类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿
拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯

数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑

圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的汉

语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数

字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间改用

逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 
表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之

首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号

的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号通常

占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折

号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符的

宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线

表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题

名, 一般20个字. 避免用“的研究”或“的观

察”等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 
并对文章的重要的知识内容进行批评性修改; 
(3)接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符

合条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可

放入志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 
多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与

名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 《世

界华人消化杂志》要求所有署名人写清楚自

己对文章的贡献. 世界华人消化杂志不设置共

同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省

市及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德

医学院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾

病的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设

计; 研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金

芳、杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用

新试剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由

陈湘川、杨兰及庞丽娟完成; 本论文写作由陈

湘川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策

略, 将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文

章一同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上
海交通大学医学院附属医院仁济医院, 上海市

消化疾病研究所.
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3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第

二附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实

验室. huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 
多作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的

汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment 
Center for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China. wcjd@
wjgnet.com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述

改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足

够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可

理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内

非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使

用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应

注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易被

读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方

注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线

条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩

性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; 
D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、

■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学

显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang
等”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生 [1]报告…… ,  潘伯荣等 [2-5]认为…… ; 

《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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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文献

[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, PubMed,
《中国科技论文统计源期刊》和《中文核心期

刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 通常应

只引用与其观点或数据密切相关的国内外期刊

中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全体作者). 
文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和DOI编号; 
书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版次, 出
版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络版

的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括

首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审稿人

回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针

对论文、审稿意见和作者的修改情况发表意见, 
指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己

发表的论文, 使文章的发表成为一个编者、同行

评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/

tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 所有的

来稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通

过为录用, 否则将退稿或修改后再审. 

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作

者投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一

稿多投; (2)是否有经济利益或其他关系造成

的利益冲突; (3)所有作者均审读过该文并同

意发表, 所有作者均符合作者条件, 所有作者

均同意该文代表其真实研究成果, 保证文责自

负; (4)列出通讯作者的姓名、职称、地址、电

话、传真和电子邮件; 通讯作者应负责与其他

作者联系, 修改并最终审核复核稿; (5)列出作

者贡献分布; (6)来稿应附有作者工作单位的推

荐信, 保证无泄密, 如果是几个单位合作的论

文, 则需要提供所有参与单位的推荐信; (7)愿
将印刷版和电子版出版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作

者符合要点承诺书、版权转让信等书面材料

电子版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件

上传至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问

题由作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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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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白岚 教授
南方医院惠侨科

陈国凤 主任医师
中国人民解放军第302医院感染七科

陈卫昌 教授
苏州大学附属第一医院消化内科

陈云昭 副教授
新疆石河子大学医学院/一附院病理科

戴冬秋 教授
中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

戈之铮 教授
上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

巩鹏 教授
大连医科大学附属第一医院普外二科

荚卫东 教授
安徽省立院肝脏外科

江建新 副主任医师
贵阳医学院附属医院肝胆外科

姜春萌 教授
大连医科大学附属第二医院消化科

康春博 副主任医师
北京大学航天临床医院普通外科

李刚 教授
北京大学医学部生物化学与分子生物学系

李瑜元 教授
广州市第一人民医院内科

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

刘亮明 副教授
上海交通大学附属第一人民医院松江分院肝病科

门秀丽 教授
河北联合大学(原华北煤炭医学院)病理生理学教研室

                                                                 • 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！

彭宗根 副研究员
中国医学科学院医药生物技术研究所病毒室

齐清会 教授
大连医科大学附属第一医院

沈薇 教授
重庆医科大学附属第二医院消化内科

田文静 副教授
哈尔滨医科大学

王承党教授
福建医科大学附属第一医院消化内科

王道荣 主任医师
江苏省苏北人民医院胃肠外科

魏睦新 教授
南京医科大学第一附属医院

吴建兵 教授
南昌大学第二附属医院肿瘤科

吴军 研究员
中国人民解放军军事医学科学院生物工程研究所

吴泰璜 教授
山东省立医院肝胆外科

肖秀英 副主任医师
上海交通大学医学院附属仁济医院

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

阴赪宏 研究员
首都医科大学附属北京友谊医院感染与急救医学

殷正丰 教授
中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

张火俊 副教授
长海医院放射科

张力为 副教授
新疆医科大学第一附属医院胸外科
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