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Abstract 
Liver fibrosis refers to a pathological state in 
which a variety of pathogenic factors lead to 
hepatocyte inflammation and necrosis, the imbal-
ance between degradation and deposition of col-
lagen and other extracellular matrix (ECM) mole-
cules, and the abnormal proliferation of liver con-
nective tissue. In the process of the formation of 
hepatic fibrosis, hepatic stellate cells are the major 
contributor. Activated hepatic stellate cells secrete 
extracellular matrix components, and excessive 
deposition of extracellular matrix is the central 
event in liver fibrosis. Currently, there have been 
many articles reporting that the Wnt/β-catenin 
signaling pathway is involved in organ fibrosis 
and liver fibrosis, but the underlying mechanism 
has not been clearly clarified. Some studies have 
also confirmed that there is a certain relationship 
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  述评 EDITORIAL 

Wnt/β-catenin通路与肝星状细胞的活化、增殖

王心蕊, 鲁玉辉

®

■背景资料
目 前 普 遍 认 为 , 
在肝纤维化的过
程 中 ,  肝 星 状 细
胞(hepatic stellate 
cells, HSCs)为主
要效应细胞. HSCs
的激活, 分泌细胞
外基质, 过度的细
胞外基质的沉积
是形成肝纤维化
的关键环节. 而活
化的HSCs, 也将
成为人们抗纤维
化的主要治疗靶
点 .  而HSCs的激
活机制并未能清
楚 阐 明 ,  本 文 从
Wnt/β-catenin信
号通路来浅述该
通路与HSCs的激
活、肝纤维化的
形成之间的关联. 

between the Wnt/β-catenin pathway and activa-
tion of hepatic stellate cells in liver fibrosis. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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Wang XR, Lu YH. Role of Wnt/β-catenin pathway in 
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Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(5): 609-614  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/609.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.609

摘要
肝纤维化是指各种致病因子导致肝细胞炎
症、坏死 ,  肝脏中胶原蛋白等细胞外基质
(extracellular matrix)降解与沉积失衡, 进而导
致肝脏内结缔组织异常增生的病理状态. 在肝
纤维化的形成过程中, 肝星状细胞为主要效应
细胞. 肝星状细胞的激活、分泌细胞外基质、

过度的细胞外基质的沉积是形成肝纤维化的
中心环节. Wnt/β-catenin通路参与器官纤维化
的机制并没有被明确, 但已有文献报道Wnt信
号通路参与到器官纤维化和肝纤维化的过程
中. 国内外也均有研究证实Wnt/β-catenin通路
与肝星状细胞的活化增殖、肝纤维化存在着
一定的关系. 

© 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; 肝星状细胞; Wnt/β-catenin通路

核心提示: 经典的Wnt/β-catenin通路与肝星状细胞

的激活存在着一定的关联, 非经典Wnt通路亦参与

到肝星状细胞的激活之中. Wnt通路与肝纤维化的

形成存在着一定的联系. 且Wnt通路可与细胞内其

他的信号通路存在着信号通讯. TGF-β与Wnt通路

之间的信号通讯, 参与了肝纤维化的形成. 

王心蕊, 鲁玉辉. Wnt/β-catenin通路与肝星状细胞的活化、

增殖. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 609-614  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/609.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i5.609
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■研发前沿
HSCs可藉由不同
的细胞通路活化, 
如 T G F -β / S m a d
通路、MAPK通
路、PDGF、NF-
κ B 这 些 信 号 通
路 .  新 兴 研 究 的
W n t 通路亦参与
到HSCs的活化中. 
W n t 通路分为经
典通路和非经典
通路, 越来越多的
研究证实了异常
的 W n t 通路与人
类许多疾病有关, 
如神经系统退行
性病变、癌症、
器官纤维化、心
血管系统疾病等. 
干扰异常的 W n t
通路的活性的分
子机制, 是否可成
为治疗疾病的策
略, 有待更深入的
研究.

0  引言

肝纤维化是指各种致病因子导致肝细胞炎症、

坏死, 肝脏中胶原蛋白等细胞外基质(extracel-
lular matrix, ECM)降解与沉积失衡, 进而导致肝

脏内结缔组织异常增生. 肝纤维化是慢性肝病

以及各种损肝因素所致的肝脏损伤重要的病理

特征. 目前普遍认为, 在肝纤维化的过程中, 肝
星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)为主要效

应细胞. HSCs的激活, 分泌细胞外基质, 过度的

细胞外基质的沉积是形成肝纤维化的关键环

节. 而活化的HSCs, 也将成为人们抗纤维化的

主要治疗靶点[1]. 而新兴研究的Wnt/β-catenin
通路, 在动物胚胎发育、器官形成、组织再生

等生理过程中, 具有重要的作用, 激活的异常

的Wnt/β-catenin通路也参与到癌症的形成、阿

兹海默病、器官纤维化等过程中. 本文旨在从

Wnt/β-catenin通路来浅述该通路、HSCs与肝纤

维化之间的关系. 

1  HSCs的活化与肝纤维化

HSCs位于窦周Disse腔内, 正常情况下主要起着

代谢和储存维生素A的作用, 能够合成与分泌

少量的细胞外基质, 有一定的产生胶原酶的能

力. 肝纤维化时, 静止状态的星状细胞活化. 而
活性氧、脂质过氧化产物, 或者其他由邻近细

胞如活化的Kupffer细胞、肝窦内皮细胞、损伤

的肝细胞分泌的分子, 都有可能促进静止态的

星状细胞活化[2]. 活化后的星状细胞存在着形态

学上的改变, 包括分泌α平滑肌肌动蛋白(alpha 
smooth muscle actin, α-SMA)、细胞内储存维生

素A的丢失、粗面内质网的增加[2,3]. 星状细胞的

活化亦伴随一系列基因表达的改变, 包括活化

的星状细胞细胞膜上增加了对旁分泌刺激产生

应答的受体[4]; 以及一系列细胞内信号级联反应, 
该细胞内信号级联反应有利于维持活化的细胞

表型、控制纤维化的发生以及星状细胞增殖状

态以及Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的转录与翻译的增

加[3]. 
肝纤维化是一种可逆的伤口愈合反应, 在

各种慢性肝损伤中, 肝纤维化最具特色的特征

是Ⅰ型胶原蛋白过多的沉积[2,3], 主要产自活化

的HSCs. 细胞外基质的过度分泌与积累主要责

之于活化的HSCs. HSCs激活后, 转变为类成肌纤

维细胞, 具有了收缩能力、增殖、趋药性、纤维

形成、基质减少和维生素A的丢失等特性[4]. 已
有研究显示活化的HSCs在肝损伤后一段时间, 

具有了纤维化形成和肝组织再生的能力, 且慢

性肝损伤伴随着明显的基质减少, 而这些最终

导致大量的胶原沉积[5]. 已研究的TGF-β/Smad
通路、MAPK通路、PDGF、NF-κB这些信号通

路, 在HSCs活化后, 主要控制纤维化反应的基因

表达的诱导[3,6]. 与静止期HSC比较, 能观察到前

胶原α1与α2、纤连蛋白等细胞外基质组成成分

基因的表达[3]. HSCs亦对VEGF和血管生成素1
作用的应答, 表现在增殖、ECM组成成分的沉

积增加[7]. 另有文献报道, 阻止HSCs的活化或通

过细胞凋亡、免疫清除、细胞表型逆转、细胞

衰老等减少活化的HSCs, 都有利于肝纤维化的

逆转[8]. 使用抗氧化剂和抗细胞凋亡的半胱天冬

酶, 亦可增强大鼠肝纤维化的逆转[9]. 肝纤维化

复原过程中HSCs的死亡通过凋亡和衰老两种方

式已被证明, 其量化的贡献是未知的, 理论上来

说, 活化的HSCs可能分化为另一种表型或恢复

为静止态HSCs[10]. Ariane Mallat与Sophie Loter-
sztajn研究表示, 在肝纤维化复原过程中, 半数肌

成纤维细胞并未凋亡, 而是下调了形成纤维化

的基因, 获得一种类似于静止态HSCs的表型, 但
与静止态HSCs的表型相比, 区别之处在于, 在与

促进纤维化形成刺激物的反应应答中更迅速再

活化为肌成纤维细胞以及更具有形成肝纤维化

的能力[11]. 

2  Wnt/β-catenin通路与器官纤维化

Wnt蛋白是一类富含半胱氨酸的糖蛋白家族, 参
与调控了器官发育, 细胞增殖和迁移, 细胞分化

以及细胞极性的产生. Wnt蛋白与细胞膜上的卷

曲样蛋白结合, 诱发一系列信号分子的表达与

活化, 发挥其生物学效应. Wnt途径分为经典途

径和非经典途径. 到目前为止, 至少有19种Wnt
蛋白被人们鉴别. 一般说来, wnt1、wnt2、wn-
t3a、wnt8和wnt8a属于经典wnt信号途径蛋白, 
而wnt4、wnt5a、wnt5b、wnt6、wnt7a和wnt11
是非经典wnt信号蛋白[12]. 经典的wnt信号途径是

指β-catenin介导的wnt/β-catenin信号通路, Wnt
蛋白与细胞膜表面Frizzled和LRP家族受体结

合, 将信号传给Dishevelled(Dsh), 活化的Dsh抑
制Axin、APC、GSK-3β组成的复合物的活性, 
使胞浆内β-catenin蛋白不能被磷酸化, 积累的

β-catenin与转录因子TCF/LEF结合, 调节靶基因

的表达. 在没有Wnt信号时, 胞浆内β-catenin被
GSK-3β磷酸化, 后被泛素化, 最终被蛋白酶体降

解. Wnt蛋白拮抗剂、核转录因子TCF的显性负
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■创新盘点
本文旨在综述经
典的Wnt/β-catenin
通路与HSCs的活
化, 以及肝纤维化
的形成之间的关
联, 内容较丰富.

性突变体等, 均可阻断Wnt信号通路[13]. 
已有大量文献报道 ,  活化的异常的W n t/

β-catenin通路参与到多种疾病中. 在神经系统

中, Wnt信号通路可调节神经元形态发生和突触

分化, 异常的Wnt信号通路涉及到多种神经系统

疾病, 如慢性疼痛的发病机制[14]以及阿尔兹海

默病[15], 在帕金森综合征中, 调节经典和非经典

Wnt信号通路来改善细胞治疗颇具前景[16]. Wnt/
β-catenin通路能维持干细胞的自我更新与分化的

特性, 包括在细胞培养中使用Wnt蛋白或Wnt通路

激动剂来维持干细胞的特性, 如在具有多向分化

潜能的间充质干细胞和肿瘤干细胞中[17], Wnt信
号通路在该两类细胞的自我更新与分化中起到

重要作用; 在癌症中, 也能较频繁地观察到Wnt
通路的活性与突变, 如APC基因的胚系突变导致

的家族性腺瘤性息肉病[18], 且与Notch信号通路

存在着信号通讯[19]. 另有文献报道, 在乙型肝炎

诱导的肝细胞癌中, Wnt3结合于FZD7致肝细胞

癌细胞中Wnt/β-catenin通路的活化, 说明在肝细

胞癌形成过程中Wnt3可能起到一定作用[20]; 较
近的研究亦发现Wnt通路与代谢类疾病[18]、心

血管疾病如心肌梗死[21]、气道炎症性疾病[22]亦

有关联. 
Wnt/β-catenin通路亦参与到器官纤维化中. 

虽然参与器官纤维化的机制并没有被明确, 但
已有文献报道Wnt信号通路与器官纤维化的形

成有一定关系. 有学者研究12例心脏同种异体

移植失败并伴有心脏舒张期功能障碍的心外膜

纤维化患者, 观察到细胞核内β-catenin的积累与

TCF-4阳性, 显示了经典的Wnt/β-catenin通路与

心外膜纤维化之间有关联[23]. 在特发性肺间质

纤维化, β-catenin蛋白通过siRNA的沉默, 能够

阻止TGF-β1处理过的纤维母细胞中α-SMA的表

达, 进一步支持GSK-3α/β-catenin通路成为特发

性肺间质纤维化发病机制的假设[24]. 有学者在

观察特发性肺间质纤维化胶原沉积的动态过程

中, 发现新的胶原纤维形成与弹性蛋白、Wnt-1
诱导的信号通路蛋白1、Ⅳ型胶原蛋白的基因

表达关联紧密[25]. 国内有学者报道, 体外培养正

常皮肤的纤维母细胞, 在分化成为肌成纤维细胞

的过程中, 使用实时定量聚合酶链反应、Western 
blot以及免疫组织化学等方法, 可以观察到Wnts 
mRNA和β-catenin蛋白在TGF-β1诱导的分化过

程中出现上调情况, 表示β-catenin可能有参与

到肌成纤维细胞的分化中并起到负调节作用[26]. 
在使用经典Wnt通路下游抑制剂PKF118-310和

ICG-001, 在皮肤纤维化的实验模型上具有抗纤

维化作用[27]. 近几年已经有研究证明在纤维化疾

病如系统性硬化中存在着异常的Wnt信号通路, 
因此Dees等研究证实, 在系统性硬化中, 激活的

经典的Wnt信号通路诱导了纤维母细胞的激活以

及下一步的分化为肌成纤维细胞和过多的胶原

分泌, 最终导致组织纤维化, 而基因的或药理的

Wnt信号通路阻滞剂减轻了实验性纤维化[28]. 作
为Wnt/β-catenin信号通路负性调节剂Dapper3, 
有学者观察到在输尿管阻塞诱导的肾纤维化中, 
Dapper3基因的缺失增强了肾组织中肌成纤维细

胞活性与细胞外基质的过度产生[29]. 亦有文献证

明, Wnt信号通路活性的改变可能与骨骼肌纤维

化的形成有关[30]. 

3  Wnt/β-catenin通路参与HSCs活化及肝纤维化

过程

W n t通路属于新兴研究的细胞通路 .  W n t /
β-catenin通路、HSCs的激活与肝纤维化的具体

机制并不明确, 但国内外均有研究证实到Wnt/
β-catenin通路与HSCs的活化、肝纤维化的形成

存在着一定关系. Tsukamoto等[31]在研究中亦展

示了TGF-α与Wnt, 作为抗脂肪生成的调节剂, 
可减少过氧化物酶体增殖物激活受体-γ的活性

并促进HSCs向肌成纤维细胞的转化. 在体外培

养的HSCs中, 瘦素增加β-catenin蛋白数量, 且瘦

素诱导的β-catenin通路减少了固醇调节原件结

合蛋白-1c的表达和活性, 而该蛋白可阻止HSC
的活化, 因此β-catenin参与到瘦素诱导的肝纤维

化过程中[32]. β-catenin和TGF-β2为小分子RNA-
200a的两类功能性下游靶蛋白, 而小分子RNA-
200a可通过Wnt/β-catenin通路和依赖TGF-β的
机制部分减轻肝纤维化[33]. Yanagida等[34]报道, 
HSCs通过丢失Sept4转化为促纤维化细胞, 部分

原因, 是因为Dkk2与其同系物的表达减少直接

导致经典Wnt通路途径的抑制解除, 而Sept4, 只
在静止期HSCs细胞内表达, 在HSC转化为肌成

纤维细胞后表达明显被下调. 在体外培养的HSC
中, 加入Wnt3a通过减少肿瘤坏死因子相关的

凋亡诱导配体(TRAIL)诱导的HSCs的凋亡, 明
显促进了HSC的活化[35]. 腺病毒表达的小发夹

RNA(shRNA)引起抑蛋白necdin, 一种黑色素瘤

抗原家族蛋白的基因表达沉默, 可通过依赖过

氧化物酶体增殖物激活受体-γ和抑制经典Wnt通
路的方式, 将活化的HSCs逆转为静止态细胞[36]. 
有学者使用大鼠实验性胆汁淤积性肝纤维化的
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■应用要点
本文综述经典的
Wnt/β-catenin通路
与HSCs的活化、
肝纤维化的形成
之间的关系, 对将
来清楚阐释经典
的Wnt/β-catenin通
路参与肝纤维化
的分子机制, 有一
定指导意义. 而经
典的Wnt/β-catenin
通路预计也可成
为肝纤维化治疗
的一个重要有效
靶点.

HSC, 分离并体外培养后, 观察到HSC中存在着

Wnt和Fz基因的诱导和表达, 而在活化的HSC的
培养中使用Wnt蛋白的竞争性拮抗剂Dkk-1, 增
加了HSC的凋亡, 说明Wnt拮抗剂可能成为治疗

肝纤维化的一种手段[37]. Arellanes-Robledo等[38]

在对离体的人HSCs进行体外培养后发现, 累积

的β-catenin蛋白定位于细胞核上, 上调促进纤维

化的基因的表达. 非经典Wnt通路也参与到肝纤

维化过程中, 如Jiang等[39]研究证实明显上调的

Wnt5a与Wnt5a受体Frizzled2的表达, 使得Wnt通
路参与到静止状态的HSCs分化为肌成纤维细

胞, 预示了Wnt信号通路在肝纤维化发展过程中

起到重要作用. 亦有学者文献报道, 观察大鼠肝

移植(整块肝移植和小肝移植作比较; 正常肝组

织移植与40%脂肪样变性的脂肪肝移植作比较), 
得出上调Wnt4信号通路可以直接导致HSC的

活化和小肝综合征损伤[40]. Fizzled10和钙/钙调

素依赖蛋白激酶2α(CAMK2A)的表达上调, 也
说明了非经典通路Wnt/Ca2+在含有人端粒酶逆

转录酶的HSCs (hTERT HSCs)中是活化的状态, 
可能参与到HSC的活化与增殖[41]. Wnt5a可增加

HSCs LX-2细胞系来源的细胞外基质和肝纤维

化, 通过对静止期和活化的大鼠HSCs基因表达

的分析, 可发现活化的HSCs Wnt5a mRNA水平

上调[42]. 
而Wnt/β-ca ten in信号通路与肝纤维化也

存在着一定关系. 国内已有学者使用带有商陆

抗病毒蛋白(pokeweed antiviral protein, PAP)的
质粒(plasmid pXF3H-PAP), 通过尾静脉注射对

CCl4诱导的肝纤维化大鼠进行基因转染, 观察到

商陆抗病毒蛋白可以通过下调Wnt/β-catenin信
号通路来减轻肝纤维化的发生, 为肝纤维化的

治疗提供了新的对策[43]. 已有学者在研究Wnt/
β-ca t en in信号通路在参与肺纤维化、肝纤维

化、皮肤纤维化和肾纤维化等组织纤维化的分

子机制过程中, 与TGF-β信号通路、microRNAs
之间存在着信号通讯[44]. 有实验研究检测到, 活
化的星状细胞和发展期的纤维化与TGF-β1、
TGF-β受体2、Smad3a、Smad3b、β-catenin等
表达相关[45]. 有学者通过使用细胞移植, 展示了

存在于肿瘤微环境的肿瘤MIM-R肝细胞, 与有

活性的HSCs或由其衍生的肌成纤维细胞一起, 
会诱导进展的恶性肿瘤发生, 且MIM-R肝细胞

和肌成纤维细胞的共同移植, 伴随着Smad2/3和
β-catenin的核定位出现明显的肿瘤形成, 通过

MIM-R肝细胞的拮抗剂Smad7的累积对TGF信

号通路进行基因干扰, 在与HSCs或肌成纤维细

胞互相作用的过程中减弱了上皮去分化和肿瘤

形成, 进一步分析显示肿瘤内受到干扰的Smad
通路缺乏了β-catenin的积累, 该研究结果展示了

TGF-β与β-catenin通路之间存在着细胞通讯[46]. 
通过分析干扰素-α2b与TGF-β1对Wnt/β-catenin
通路的影响、检测Smad蛋白水平、β-catenin/
TCF4/Smads的互相作用以及HepG2/C3A和

Huh7细胞系的增殖与凋亡, 发现干扰素-α2b和
TGF-β1可通过减少β-catenin与Frizzled7受体

蛋白结合, 减少β-catenin与TCF4的互相作用来

减弱Wnt/β-catenin通路, 证明TGF-β1和干扰素

-α2b为Wnt/β-catenin通路的有效调节物[47]. 国内

李文庭等在研究肝纤维化分子机制中发现, 在
肝纤维化的大鼠肝组织中, 明显可见β-catenin
的表达; 活化的HSC-T6细胞株亦可见β-catenin
蛋白的表达; β-catenin也参与到TGF-β1/Smad3
通路致肝纤维化的过程中, 通过1ng/ml TGF-β1
刺激2 h后, HSC表达β-catenin mRNA、Smad3 
mRNA和α-SMA mRNA量最大, β-catenin mRNA
表达与两者均具有明显的相关关系[48]. 国外已

有文献报道TGF-β1可以通过β-catenin通路下调

过氧化物酶体增殖物激活受体-γ的表达而达到

增加体外培养的HSCs α1(1)胶原的水平[49]. 使
用TGF-β/Smad通路和Wnt/β-catenin通路的抑

制物组氨酸三聚体核苷酸结合蛋白1, 可升高

Smad7的基因表达水平, 降低TGF-β1/Smad3和
β-catenin/cyclin D1的基因表达水平, 阻止肝脏组

织中α-SMA的表达[50]. 

4  结论

Wnt/β-catenin通路、HSCs活化增殖与肝纤维化

存在着一定关系. 通过Wnt/β-catenin通路活化

HSCs参与肝纤维化的机制依然未能明确阐明, 
有待进一步深入研究. 活化的HSCs内该通路的

调控亦有希望成为抗肝纤维化治疗的一个重要

靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate whether P162 enhances ra-
diosensitivity of esophageal carcinoma cell line 
Eca109 by inhibiting Hedgehog signaling tran-
scription factor Gli-1. 

METHODS: Eca109 cells (a total dose of 60 Gy) 
to induce radioresistant esophageal carcinoma 
cell line Eca109R. The inhibition of cell prolifera-
tion was determined by Cell Counting Kit assay. 
The expression of Gli-1 was detected by immu-
nohistochemistry and immunofluorescence. HE 
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P162抑制Hedgehog信号转录因子Gli-1增强食管癌Eca109
细胞的放射敏感性

陈 洁, 吴清明, 龙 辉, 张 红, 陈建华

®

■背景资料
食管癌是消化系
常见的恶性肿瘤
之一, 放疗是其晚
期主要治疗手段. 
据统计发现临床
上放疗后大约有
68%的食管癌会
复发, 研究证实放
射治疗并不能完
全杀死肿瘤细胞. 
进一步研究发现
其与放疗抵抗相
关. 目前研究表明
食管癌放疗抵抗
涉及多种基因、
多条信号通路调
控细胞的DNA损
伤修复、细胞周
期重分布、细胞
凋亡、细胞再增
殖、细胞再氧合
等. 因此研究食管
癌放疗抵抗主要
机制并使用药物
增敏放射敏感性
具有重要的临床
价值. 

staining was employed to observe the changes 
in cell morphology. Western blot was employed 
to determine the nuclear expression of Gli-1 and 
dynamic changes of Gli-1 in irradiated Eca109 
cells. Apoptosis was determined by flow cytom-
etry. The following four groups were included 
in the experiments: untreated cells, P162-treated 
cells, irradiated cells, and P162-treated irradiated 
cells. Eca109 and Eca109R cells were included in 
each group.

RESULTS: Eca109R possessing certain radiation 
resistance displayed lower ability of growth in-
hibition than Eca109 cells. Nuclear Gli-1 expres-
sion was significantly higher in Eca109R cells 
than in Eca109 cells (0.45 ± 0.01 vs 0.32 ± 0.01, 
P < 0.0001). On days 2 and 14 after irradiation, 
the nuclear expression of Gli-1 in Eca109 cells 
was higher than that in control cells (0.0882 ± 
0.011, 0.3560 ± 0.015 vs 0.2552 ± 0.0103, P < 0.05). 
In both Eca109R and Eca109 cells, the nuclear 
expression of Gli-1 was reduced after treatment 
with 20 µmol/L P162 [0.2553 ± 0.011, 0.2578 ± 
0.014 (non-irradiation); 0.1324 ± 0.012, 0.0595 ± 
0.011(2 d after irradiation); 0.1741 ± 0.013, 0.2397 
± 0.112 (14 d after irradiation), P < 0.0001]. P162 
combined with radiotherapy facilitated cells 
apoptosis. 

CONCLUSION: Nuclear Gli-1 expression is 
related to radioresistance of esophageal cancer 
cells. P162 enhances radiosensitivity of Eca109 
cell possibly by inhibiting Gli-1 expression and 
promoting apoptosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
Hedgehog(Hh)是
肿瘤干细胞信号
通路之一, 发现其
信号分子在食管
鳞癌中异常表达, 
近年的研究显示
肿瘤干细胞在肿
瘤放疗抵抗中起
极其重要的作用, 
那么, Hedgehog是
否导致食管癌的
放疗抵抗？.

摘要 
目的: 探讨新药多肽P162通过抑制Hedgehog
(Hh)信号转录因子Gl i-1对人食管癌细胞株
Eca109起放射增敏作用.       

方法: 反复多次X线(剂量累计60 G y)照射
Eca109诱导食管癌细胞Eca109R, 采用CCK8
法测增殖抑制率, 免疫细胞化学法、免疫荧光
技术测Gli-1的表达, HE染色观察细胞形态学
改变, Western blot测核内Gli-1表达及动态监
测Eca109放疗后核内Gli-1变化, 流式细胞仪
测细胞凋亡率. 实验分以下4组: 未照射加药
组、照射加药组、未照射不加药组和照射不
加药组, 每组中含Eca109、Eca109R两种细胞.       

结果: Eca109R增殖抑制率明显低于Eca109, 
具有一定放射抗拒性; Eca109R较Eca109高
表达Gli-1(0.45±0.01, 0.32±0.01, P <0.0001); 
Eca109放疗后Gli-1于2 d, 14 d表达与对照相
比(0.0882±0.011, 0.3560±0.015 vs  0.2552±
0.0103), 差异有统计学意义(P<0.05); 20 µmol/L 
P162干预Eca109R、Eca109细胞中, 与0 µmol/
L P162干预比较Gli-1表达下调, 分别为: 0.2553
±0.011, 0.2578±0.014(未照射), 0.1324±
0.012, 0.0595±0.011(照射2 d), 0.1741±0.013, 
0.2397±0.112(照射14 d), 差异均有统计学意
义(P<0.0001), P162联合放疗促细胞凋亡.

结论: Hh信号转录因子Gli-1与食管癌放射抗
拒相关. P162放射增敏作用可能与抑制转录
因子Gli-1、促细胞凋亡相关.       

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 食管癌; Hedgehog; Gli-1; P162 ; 放射抗拒

核心提示: Hedgehog(Hh)信号转录因子Gli-1与食

管癌放射抗拒相关. P162放射增敏作用可能与抑

制转录因子Gli-1、促细胞凋亡相关. 

陈洁, 吴清明, 龙辉, 张红, 陈建华. P162抑制Hedgehog信号

转录因子Gli-1增强食管癌Eca109细胞的放射敏感性. 世界华

人消化杂志  2014; 22(5): 615-623  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/615.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i5.615

0  引言

食管癌是常见的消化系恶性肿瘤, 放疗是晚期

治疗重要手段, 但易形成放疗抵抗而复发[1,2], 靶
向G3BP多肽162-P162(中国专利2010101400323, 
PCT WO2011/124063 A1), 其结构能与G3BP蛋
白的NTF2结构域发生特异性结合, 干预G3BP蛋

白磷酸化. 已证实P162对高表达G3BP的食管癌

Eca109细胞有放射增敏作用, 但具体增敏机制

尚不完全清楚[3], 研究显示Hedgehog(Hh)通路在

食管癌异常激活[4-6], 且与放化疗抵抗相关[7,8]. 本
实验以食管癌细胞株Eca109及其诱导的具有一

定放射抗拒性细胞Eca109R为对象, 探讨食管癌

放射抗拒及P162的放射增敏作用与Hh信号通路

转录因子Gli-1的关系.       

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株Eca109(由太和医院馈

赠); 多肽P162(武汉凯泰新生物技术有限公司); 
Gli-1抗体(Santa Cruz公司); 新生胎牛血清(杭
州四季青有限公司); RPMI 1640培养粉(Gibco
公司); 胰蛋白酶粉(Amresco公司), CCK-8试剂

(Sigma公司); 苏木素(Gibco公司)、伊红(Gibco
公司); 丙烯酰胺(Amresco); 甲叉双丙烯酰胺

(Amresco); BCA蛋白浓度测定试剂盒(碧云天); 
核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒(凯基生物); An-
nexin V-FITC凋亡试剂盒(Roche). CO2恒温细胞

培养箱(Heal Force公司); 酶联免疫检测仪(美国

宝特ELX800); 倒置显微镜(Olympus公司); 超速

低温离心机(Sigma公司); 流式细胞仪(美国贝克

曼公司FC 500 cytometers CXP分析软件); 37 ℃
恒温水浴箱(华普达公司);  垂直电泳槽(北京

六一仪器厂); Nikon ECLIPSE 80i荧光显微镜(日
本Nikon 公司).       
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 细胞置37 ℃、5%CO2培养箱中

培养, 其培养基为含有10%胎牛血清、青霉素

100 U/L、链霉素100 U/L的RPMI 1640, 细胞处

于对数生长期时进行实验.       
1.2.2 诱导Eca109R细胞: 取亲本细胞Eca109采
用Varian2300直线加速器6MV-X线照射8 Gy, 表
面加1.5 cm标准等效填充物, 放射源至标本距离

100 cm, 照射野10 cm×10 cm, 吸收剂量率为1.5 
Gy/min, 照射后置培养箱继续培养, 待细胞接近

长满瓶底时, 0.25%胰蛋白酶消化后重新接种培

养. 细胞处于对数期时, 再次X射线照射8 Gy. 重
复以上过程, 累计照射剂量至60 Gy[9].       
1.2.3 CCK-8法测Eca109、Eca109R细胞增殖

抑制率: 0、2、4、6、8 Gy剂量照射Eca109、
Eca109R细胞后, 将其消化成悬液, 以5000 cells/
well接种于96孔板, 重复6孔, 设空白调零组. 孔
中培养24、48、72 h后加10 µL CCK-8, 培养箱

孵育1 h, 选择450 nm处酶标仪测各孔吸光度(A ), 
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■相关报道
Yoshikaw报道核
蛋白Gli-1的表达
与食管鳞癌放疗
抵抗及复发有显
著联系. Zhu等也
表明Gli-1表达与
食管鳞癌放疗抵
抗相关. Chen等研
究显示放疗诱使
肝癌细胞自分泌
Shh配体激活Hh
信号通路产生放
疗抵抗.

计算增殖抑制率, 抑制率(inhibition rate, IR) =(1-
实验组平均A值/对照组平均A值)×100%.       
1.2.4 细胞免疫化学: 将对数生长期细胞Eca109、 
Eca109R消化成悬液, 以5×104 cells/mL接种于6
孔板中盖玻片上, 每孔2 mL, 孵育4 h后, 4%多聚

甲醛固定, 0.5%Triton X-100室温通透, 3%H2O2-
甲醇除内源性过氧化酶活性, 10%正常山羊血清

封闭, 敷Ⅰ抗兔抗人Gli-1(1∶100), 4 ℃湿盒过

夜, 加入相应的Ⅱ抗, 显微镜下控制DAB显色, 
待显色充分后, 水冲洗终止反应. 苏木素复染, 盐
酸乙醇分化, 二甲苯透明, 树胶封片, 镜下观察, 
拍照. Gli-1蛋白以胞质或胞核出现浅黄色至深棕

色颗粒判断为阳性细胞. 在显微镜下随机计数6
个高倍视野的细胞. 综合阳性细胞及染色强度所

占百分比2个方面进行半定量分析. 染色强度评

分: 0分: 无或染色极淡, 阴性(-); 1分: 浅棕黄色, 
弱阳性(+); 2分: 棕黄色, 阳性(++); 3分: 棕褐色, 
强阳性(+++). 阳性细胞百分比(A、B、C、D)分
别是-、+、++、+++各种染色强度细胞的百分

比. 染色强度指数 = A×0+B×1+C×2+D×3.       
1.2.5 免疫荧光: 细胞爬片处理同细胞免疫化学, 
4%的多聚甲醛固定, 0.5%Triton X-100室温通

透20 min, 正常山羊血清封闭, 敷Gli-1Ⅰ抗(1∶
150), 4 ℃湿盒过夜; 敷Ⅱ抗荧光(Cy3)标记羊抗

兔IgG(1∶100), 湿盒中20 ℃-37 ℃孵育1 h, 复染

核DAPI避光孵育5 min, 抗荧光淬灭剂封片液封

片, 显微镜下随机计数6个高倍视野的细胞, 计
算阳性细胞率.       
1.2.6 HE染色观察P162对Eca109、 Eca109R细

胞形态学影响: Eca109、 Eca109R细胞加入终

浓度为20 µmol/L P162, 同时对照细胞加入等量

RPMI 1640培养液, 作用48 h后做爬片处理, 苏
木素染色10 min, 盐酸乙醇分化, 伊红染色2 min,      
二甲苯透明, 树胶封片, 镜下观察, 拍照.       
1.2.7 Western blot测放疗后Eca109核内Gli-1表达

变化: 6 Gy X射线照射Eca109细胞后, 分别于1、
2、4、24、48、72 h、7、10、14、18 d后提取

核蛋白, 未照射Eca109细胞作空白对照. 测蛋白

浓度, 取50 µg总蛋白上样电泳, 蛋白分离后停止

电泳, 电转移至硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶粉封

闭2 h, 加入封闭液稀释兔抗Gli-1Ⅰ抗(1∶300), 
4 ℃孵育过夜, TBST洗膜, 加入相应Ⅱ抗室温孵

育2 h, TBST洗膜,  ECL试剂盒暗室曝光显影.       
1.2.8 Western blot测处理组细胞核内Gli-1表达: 处
理组给予两种干预方法, 先20 µmol/L P162干预48 
h, 后6 Gy X线照射, 可分为4组, 即: 未照射不加药

组、未照射加药组、照射加药组和照射不加药组, 
每组均含Eca109、Eca109R两种细胞. 加药不加药

干预48 h后, 不照射细胞立即提取核蛋白-80 ℃保

存, 照射处理细胞于照射后48 h、14 d提取核蛋白, 
待核蛋白提取完毕统一进行Western blot.
1.2.9 流式细胞术测细胞凋亡率: 上述4组细胞加

药及不加干预理48 h后, 未照射及照射处理24 h
后用不含EDTA胰酶消化收集5×105细胞, PBS
洗涤2次(2000 r/min, 离心5 min), 悬浮于500 µL 
Binding Buffer中, 加入5 µL Annexin V-FITC混匀

后, 再加入5 µL Propidium Iodide混匀, 避光孵育

15 min, 过滤后上流式细胞仪检测.       
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计分析. 计量资料用mean±SD表示, 组间比较采

用配对t检验, P162对Eca109、Eca109R细胞核内

Gli-1影响采用2×2析因设计, 正态Shapiro-Wilk
检验, P <0.05为差异有统计学意义.      

2  结果

2.1 E c a109、E c a109R细胞增殖抑制率差异 
Eca109、Eca109R细胞经X线照射后24、48、
72 h行CCK8检测, 发现相同时间各个照射剂量

下Eca109R增殖抑制率明显低于Eca109(表1, 图
1)(组间两两比较采用配对t检验, P <0.05). 与亲

本Eca109细胞相比, Eca109R细胞放射敏感性较

低, 具有一定放射抗拒性.       
2.2 Gli-1蛋白在Eca109、 Eca109R细胞定位表达

免疫细胞化学法、免疫荧光技术显示Gl i-1蛋
白表达位于胞核及胞浆, Eca109、Eca109R细

胞均有表达 ,  免疫组织化学染色强度分别为:        
1.05629±0.098, 1.703975±0.055(P <0.05)(图
2, 3). 免疫荧光阳性细胞率分别为: 39.9567%± 
0.0097%, 66.4589%±0.0251%(P <0.05)(图4, 5), 
差异有统计学意义.       
2.3 P162对Eca109、Eca109R细胞形态学影响 
HE观察显示: Eca109细胞呈圆形或不规则多边

形, 如铺路石排列(图6A). Eca109R细胞呈不规

则梭性, 不规则排列(图6B). 20 µmol/L P162处理

48 h后, Eca109细胞皱缩聚集, 变为不规则条形, 
可见细胞裂解相互融合(图6C). Eca109R细胞亦

表现为皱缩聚集, 可见核缩小、多核, 细胞裂解

融合(图6D).       
2.4 放疗后Eca109细胞核内Gli-1表达变化 West-
ern blot测X线照射后Eca109细胞1、2、4、24、
48、72 h、7、10、14 d时间点核内Gli-1表达, 
结果显示: 照射后Gli-1逐渐下调, 与未照射细胞

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com
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表 1 不同剂量的X线对Eca109、Eca109R细胞的增殖抑制率(CCK8法) (mean±SD, n  = 6, %)

     

照射剂量(Gy)         

                                                                                IR

                   24 h                      48 h                    72 h

     Eca109   Eca109R     Eca109    Eca109R     Eca109    Eca109R

2 10.70±1.08   3.91±1.44 19.35±1.45   6.65±1.19 31.79±1.25   7.51±1.00 

4 12.65±1.09   9.53±1.17 36.11±1.47 11.81±1.14 47.94±0.93 13.64±1.17 

6 21.23±1.55 13.73±1.41 46.98±1.32 21.73±1.34 51.72±1.32 23.68±1.12 

8 43.52±1.07 31.64±1.41 56.93±1.20 32.84±1.52 71.95±1.36 38.35±1.11 

IR: 抑制率.
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图 1 放疗对Eca109、Eca109R的增殖抑制曲线. 

A B

图 2 Gli-1在Eca109R细胞中表达的染色强度(免疫组织化学×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.

A B

图 3 Gli-1在Eca109细胞中表达染色强度(免疫组织化学×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.
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相比于第48小时表达最低(P <0.05), 此后逐渐上

调, 于第14天表达最高(P <0.05), 18 d趋于下降趋

势(图7), 差异有统计学意义.       
2.5 P162对Eca109、 Eca109R细胞核内Gli-1影响 

Western blot测射线照射及P162干预后Eca109、
Eca109R细胞核内Gli-1变化, 结果显示: 未照射

加药组较未照射不加药组低表达Gli-1, 其中未

照射不加药组中, Eca109R较Eca109高表达Gli-

■应用要点
靶向作用于G3BP
的新型多肽P162
通过抑制Hh信号
通路逆转食管癌
放射抗拒, 阐明食
管癌放疗抗拒和
P162增敏放疗的
最新机制, 为食管
癌防治提供新的
理论依据和手段.
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A B

图 4 Gli-1在Eca109R细胞中表达的阳性率(免疫荧光×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.

A B

图 5 Gli-1在Eca109细胞中表达的阳性率(免疫荧光×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.

A

C D

B

图 6 经20 µmol/L P162作用48 h后Eca109、Eca109R细胞形态(HE×200). A: Eca109; B: Eca109R; C: P162+Eca109; D: 

P162+Eca109R.
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1(F  = 135.73, P <0.0001)(图8); 照射加药组较照

射不药组(照射后2、14 d)低表达Gli-1, 差异均

有统计学意义(P <0.05), 其中照射不加药组(照射

后2、14 d)中, Eca109与Eca109R的 Gli-1表达无

统计学差异[分别为F  = 1.89, P  = 0.2064(2 d), F  = 
0.45, P  = 0.5191(4 d)](图9, 10).       
2.6 P162联合放疗对Eca109、Eca109R细胞凋

亡影响 由表2、图11可知P162联合放疗促进

Eca109R、Eca109细胞凋亡.       

3  讨论

Hh经典信号通路主要由Hh配体(Dhh、Ihh、
Shh)、PTCH和Smo组成的受体复合物以及下游

转录因子Gli等组成, 其中Gli-1是Hh下游靶基因

的强激活子, 核内Gli-1蛋白水平与Gli-1的转录

活性成正比, 核蛋白Gli-1的表达水平是反映Hh
信号通路活性[10]. Yoshikaw等[11]报道核蛋白Gli-1

■同行评价
本文设计合理可
靠, 有系统的理论
分析和有价值的
结论.
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Control   1 h     2 h      4 h    24 h    48 h     3 d     7 d     10 d    14 d    18 d
时间
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图 7 Eca109细胞放疗后不同时间点核蛋白Gli-1的表达. A: Western blot结果; B: Eca109细胞放疗后不同时间点核蛋白Gli-1

表达水平.
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图 8 不照射加药组、未照射不加药组细胞核内蛋白Gli-1
的表达. A: Western blot结果, 参照为核蛋白LaminB; B: 未

照射加药组、未照射不加药组细胞核内蛋白Gli-1表达水

平. 1: Eca109; 2: Eca109+20 µmol/L P162; 3: Eca109R; 4: 

Eca109R+20 µmol/L P162.

1      2      3      4 1      2      3      4 A

B

图 9 照射加药组、照射不加药组(照射后2 d)核蛋白Gli-1
的表达. A: Western blot结果. 参照为核蛋白LaminB; B: 照

射加药组、照射不加药组(照射后2 d)核蛋白Gli-1表达水

平. 1: Eca109; 2: Eca109+20 µmol/L P162; 3: Eca109R; 4: 

Eca109R+20 µmol/L P162.
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图 10 照射加药组、照射不加药组(照射后14 d)核蛋白
Gli-1的表达. A: Western blot结果. 参照为核蛋白LaminB; B: 

照射加药组、照射不加药组(照射后14 d)核蛋白Gli-1表达

水平. 1: Eca109; 2: Eca109+20 µmol/L P162; 3: Eca109R; 4: 

Eca109R+20 µmol/L P162.
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的表达与食管鳞癌放疗抵抗及复发有显著联系. 
Zhu等[7]也表明Gli-1表达与食管鳞癌放疗抵抗相

关. Chen等[12]研究显示放疗诱使肝癌细胞自分

泌Shh(sonic hedgehog)配体激活Hh信号通路产

生放疗抵抗. 本实验发现亲本食管癌Eca109细
胞经放疗后Gli-1下调后上调, 放射抗拒性食管

癌细胞较亲本食管癌细胞上调核蛋白Gli-1, 而
两种细胞经放疗后2及4 d时Gli-1变化没有差异, 
提示Hh信号通路异常激活可能与食管癌放射抗

拒相关.       
Hh信号诱导放疗抗拒的机制目前尚不清楚, 

推测其可能的机制是因Hh为调控肿瘤干细胞的

重要通路之一, 在肿瘤干细胞自我更新、细胞

持续分化以及肿瘤细胞侵袭转移等方面均扮演

重要角色, 维持肿瘤的生存和促进肿瘤细胞的

再增殖[13,14], 而肿瘤干细胞是导致肿瘤复发、转

移、放疗抵抗的主要根源[15-18].       
已证实食管癌放射抗拒细胞富集大量食管

癌干细胞, 具有无限增殖、自我更新、细胞球

形成力、高致瘤力等干细胞特性[19,20], 前期我

们发现食管癌Eca109细胞随着放疗剂量的增加

SP细胞、干细胞标志物β-catenin、食管癌干细

胞标志物P75NTR的表达逐渐上调, 而P162抑
制P75NTR表达[3]、干扰Ras-PI3K-Akt的增殖信

号通路、抑制AKT、ERK、NF-κB的表达, 上调

凋亡信号通路[21]. 研究发现抑制Hh信号增敏放 
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图 11 P162联合放疗对Eca109R、Eca109细胞凋亡影响流式图(20 µmol/L P162, IR照射剂量为6 Gy). A: Eca109; B: Eca109+IR; 

C: Eca109+P162; D: Eca109+P162+IR; E: Eca109R; F: Eca109R+IR; G: Eca109R+P162; H: Eca109R+P162+IR.
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疗[22], Gu等 [23]表明阻滞Hh通过干扰肿瘤干细

胞增敏放疗并阻止远处癌肿转移, C h e n等 [24]

表明抑制Gli-1 mRNA表达可促进肝癌细胞凋

亡. 本实验发现单独P162及P162联合放疗下调

Eca109、Eca109R核内蛋白Gli-1, 并促使其凋

亡. 提示多肽P162抑制Hh信号激活, 联合放疗促

进食管癌细胞凋亡.       
然而P162具体通过什么信号分子抑制Hh通

路亦尚未清楚, 已发现非经典Hh通路是由信号

通路RAS、AKT、TGFβ不依赖配体蛋白激活转

录因子Gli[25], 其中RAS-MEK信号通路是最主要

的非经典Hh信号通路[26,27]. NF-κB靶向激活Shh 
mRNA及蛋白的表达抵抗TNF诱导凋亡[28], 据
此可推测P162可通过NF-κB直接抑制经典Hh通
路, 还可经 RAS-MEK、PI3K-Akt抑制非经典Hh 
通路.       

总之, Hh信号通路在人食管癌Eca109细胞

系中存在异常激活, 并与放射抗拒相关. P162对
食管癌的放疗增敏作用可能涉及促进细胞凋亡, 
抑制Hh信号激活及食管癌干细胞表达, 还可能

涉及其他影响因素, 如DNA损伤修复机制、细

胞周期再分布、肿瘤细胞再增殖等. Hh信号激

活导致放射抗拒的机制及其与食管癌干细胞之

间的关系、P162增敏放疗的具体机制尚需进一

步探讨.       
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Abstract
AIM: To predict and identify the possible mi-
croRNAs (miRNAs) involved in regulating neu-
ropilin-2 (NRP2) in colorectal carcinoma.

METHODS: Bioinformatic technique was used 
to predict the possible miRNAs which might 
participate in regulating NRP2. miR-486-5p, 
which is most possibly involved in regulating 
NRP2, was selected for further study. A miR-
486-5p over-expressing plasmid was constructed 
and transfected into the human colorectal carci-
noma cell line SW620 using Lipofectamine 2000. 
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结肠癌中相关miRNA对NRP2调控的预测及鉴定

李 明, 连海峰, 刘成霞, 马锋振, 谢书阳

®

■背景资料
结直肠癌是消化
系统最常见的恶
性肿瘤之一, 在全
世界范围内普遍
高发, 淋巴结转移
是其最常见的转
移途径, 也是预示
患者肿瘤复发及
死亡的强有力指
标 .  神 经 纤 毛 蛋
白2(neuropilin-2, 
NRP2 )在结直肠
癌淋巴结转移中
起着重要作用, 其
在结直肠癌中表
达上调的机制尚
不明确 .  MiRNA
作为内源性、非
编码调节RNA在
肿瘤相关蛋白的
表达中起着重要
作用, 研究NRP2
调控相关miRNA
对于结直肠癌的
治疗具有重要的
临床意义. 

The expression of miR-486-5p in transfected 
cells was measured by quantitative real-time 
PCR (qRT-PCR). Western blot was conducted to 
detect the expression of NRP2 protein, and miR-
486-5p targeting NRP2 3’UTR was verified by 
dual luciferase reporter assay.

RESULTS: Twenty-five possible NRP2-regulat-
ing miRNAs were predicted using bioinformatic 
software. By searching the literature, we chose 
miR-486-5p for further study. The expression of 
miR-486-5p in SW620 cells transfected with miR-
486-5p over-expressing plasmid was obviously 
up-regulated. Western blot analysis revealed 
that miR-486-5p reduced the expression level of 
NRP2. Dual luciferase reporter assay demon-
strated that miR-486-5p could directly target the 
NRP2 3'UTR.

CONCLUSION: miR-486-5p is involved in the 
post-transcriptional regulation of NRP2 by bind-
ing to the NRP2 3’UTR and interfering the nor-
mal translation of NRP2. 

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

Key Words: Neuropilin-2; miR-486-5p; Transfection; 
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摘要
目的: 预测可能调控神经纤毛蛋白2(neuropil-
in-2, NRP2)的微小RNA(microRNA,   miRNA), 
鉴定其对N R P2的调控作用及可能的调控 
机制.

方法: 使用生物信息学软件预测可能调控
NRP2的miRNA, 选择可能性最大的miRNA-
486-5p进一步研究, 构建miRNA-486-5p过表
达质粒, 采用脂质体法将质粒转染入人结肠

■同行评议者
王 鲁 平 ,  主 任 医
师, 北京军区总医
院病理科
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■研发前沿
本研究首先应用
生 物 信 息 学 软
件 预 测 可 能 调
控 N R P 2 的 微 小
RNA,  结合文献
选择可能性最大
的miRNA-486-5p
深入研究, 通过转
染、Western blot
及荧光素酶实验
证实了其对NRP2
的直接调控作用, 
丰富了NRP2调控
的理论体系, 为结
直肠癌的防治提
供新的研究方向.

癌细胞株SW620, 实时定量PCR(qRT-PCR)验
证miRNA-486-5p的表达丰度, Western blot检
测NRP2的表达, 双荧光素酶实验验证miRNA-
486-5p对NRP2的调控机制.

结果: 生物信息学技术预测共有25条miRNA
可能调控NRP2的表达, 结合文献选择miR-
486-5p进一步研究; miR-486-5p过表达质粒
转染S W620细胞后, 表达丰度升高, N R P2
蛋白表达明显下调 ,  双荧光素酶实验证实
miRNA-486-5p可与NRP2 mRNA 3'非转录区
(3' untranslated region, 3'UTR)直接结合, 从而
发挥对NRP2转录后翻译的抑制作用.

结论: miRNA-486-5p可调控的NRP2的表达, 
其作用机制是通过结合NRP2 3'UTR而抑制
NRP2 mRNA的正常翻译.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: NRP2; miRNA-486-5p; 转染; 生物信息学

技术 

核心提示: 本研究应用生物信息学软件预测可能

调控神经纤毛蛋白2(neuropilin-2, NRP2)的微小

RNA, 选择可能性最大的miRNA-486-5p进一步研

究, 上调SW620细胞miRNA-486-5p的表达量后, 
Western blot表明miR-486-5p可抑制NRP2的表达, 
双荧光素酶实验证实miRNA-486-5p可与NRP2 
mRNA 3'非转录区直接结合, 从而发挥对NRP2转

录后翻译的抑制作用.
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0  引言

结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)在全世界

范围内普遍高发, 其发病率在恶性肿瘤中居第4
位, 术后复发和转移是结直肠癌患者的主要死

因, 淋巴结转移是其最常见的转移途径, 也是判

断患者预后及制定治疗方案的重要指标[1]. 神
经纤毛蛋白2(neuropilin-2, NRP2)是一种单链跨

膜糖蛋白, 首先作为神经导向因子semaphorins
的受体而被发现的 [2].  新近发现N R P2可以与

VEGFR3形成受体复合物, 促进淋巴管生成[3]. 多
项研究表明NRP2在肿瘤中发生发展中其重要

作用: Gray等[4]研究发现NRP2在结直肠癌组织

高表达, 周琪等[5]发现结直肠组织中NRP2高表

达, 并与肿瘤的淋巴结转移及肿瘤微淋巴管密

度(micro-lymphatic density, MLD)呈正相关. 目
前关于NRP2在肿瘤中上调机制仍不明确, 研究

其作用机制可为针对淋巴结转移的生物靶向治

疗、预防结直肠癌的转移和复发及提高肿瘤患

者的生存率提供理论依据. miRNA是一类长约

22 nt的非编码小RNA, 作为基因转录后调控因

子, 可抑制靶蛋白的转录后翻译, 由于miRNA作

用于靶基因时只需其种子区域(seed region, 第2
个至第8个核苷酸)完全匹配, 而不需要完全配对

结合, 故一条miRNA可调控多个靶基因, 一个靶

基因受多条miRNA的调控[6]. 研究证明异常表达

的miRNA在肿瘤的发生发展过程中起着重要的

作用. 我们推测NRP2在结直肠癌中的高表达可

能与异常表达的miRNA相关, 故研究NRP2调控

相关的miRNA可为结直肠癌的生物靶向治疗提

供新的研究方向. 本实验通过生物信息学技术

及相关文献筛选高度可能调控NRP2的miRNA,   
并验证其对NRP2的作用及机制.     

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌细胞株SW620购自武汉博士德

公司; miRNA-486-5p过表达质粒(GV214-miR)
由上海吉凯公司构建、合成: 合成miRNA-486-
5p前体序列并在两端设计BamHⅠ/HindⅢ酶切

位点, 插入GV214多克隆位点, 该载体以绿色荧

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)为报告

基因, 同时构建阴性质粒(GV214-NC); 双荧光

素酶报告质粒(pmirGLO Vector)由上海吉玛公

司构建合成: 全基因合成NRP2 3'UTR, 并在两

端设计酶切位点, 插入荧光虫荧光素酶(firef ly 
luciferase)3'UTR的克隆位点, 该质粒同时包含

海肾荧光素酶(renilla luciferase)基因, 作为内参

验证其转染效率(图1). RPMI 1640培养基、标准

胎牛血清、0.25%胰蛋白酶(Hyclone公司); Lipo-
fectamine 2000(Invitrogen公司); 兔抗人NRP2多
克隆抗体(英国Abcam公司); BCA蛋白浓度测定

试剂盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、GAPHD
兔单克隆抗体、硝酸纤维素膜、双荧光素酶报

告基因检测试剂盒(碧云天生物技术研究所); 总
R N A提取试剂、逆转录试剂盒、实时荧光定

量 PCR试剂盒(大连宝生物公司); 荧光实时定量

PCR引物: 广州锐博有限公司设计合成.     
1.2 方法

1.2.1 Ta rge tScan软件预测NRP2调控相关的

miRNA: 利用TargetScan软件预测可能的NRP2
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■相关报道
Gray等研究发现
NRP2在结直肠癌
组织高表达, 并在
体外实验证实抑
制NRP2的表达可
促进细胞凋亡, 抑
制其增殖和迁移. 
MiR-486-5p在胰
腺癌、结肠癌、
肝癌、肺癌、淋
巴瘤、卵巢癌、
前列腺癌、睾丸
癌均表达下调.

调控相关的miRNA, 结果显示共有25条miRNA
可能参与了NRP2转录后调控(表1). NRP2在结

肠癌中表达上调, miRNA对靶基因的表达是通

过结合靶基因3'UTR而抑制基因的表达, 故在癌

组织应表达下调的miRNA才有可能对NRP2具
有转录后的调控作用. 因此我们首先查阅所有

TargetScan预测miRNA的相关文献, 首先排除掉

无文献支持、预测评分较低和某些表达上调的

miRNA, 然后在剩下的miRNA中选择与肿瘤密

切相关的miRNA进一步研究. 结合文献、预测

评分, 我们采用miR-486-5p作为目的miRNA作

为研究对象. miRNA-486-5p在包括结直肠癌在

内的多个肿瘤中表达下调, 并与肿瘤淋巴结转

移密切相关. 利用miRanda(v1.9)软件预测miR-
486-5p的潜在靶基因, 结果显示NRP2为其可能

靶基因, 因此本实验选择miRNA-486-5p进一步

研究.     
1.2.2 细胞培养: SW620细胞以含10%胎牛血清

的RPMI 1640培养基在37 ℃、5%CO2的培养箱

中常规培养, 每2-3天用0.25%的胰蛋白酶消化、

传代, 取对数期细胞用于实验.     
1 .2 .3  m i R N A-486-5p过表达质粒瞬时转染

SW620细胞: 取对数生长期细胞1×106个接种于

6孔板, 置于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养至细

胞密度70%后, 将细胞分为3组: 单纯RPMI 1640
培养组、GV214-NC质粒转染组、GV214-miR
过表达质粒转染组, 将培养基换成无血清无双

抗的1640培养基(每孔1 mL), 质粒及转染试剂

Lipofectamine 2000分别用100 μL 1640培养基稀

释后, 以质粒(μg): 脂质体(μL) = 1∶2的比例混

匀后静置30 min, 逐滴加入并轻晃混匀, 培养6 h
后换为含完全培养基, 48 h后收集细胞进行下一

步分析.     
1.2.4 实时定量PCR检测miRNA-486-5p丰度: 转
染48 h后收集细胞, (1)按照TRIzol试剂说明提取

总RNA, 1%的琼脂糖变性凝胶电泳检测RNA的

完整性, 紫外可见分光光度计检测RNA的纯度

和浓度; (2)按逆转录试剂盒逆转录得到cDNA, 
反应条件如下: 70 ℃ 10 min、冰浴2 min、42 ℃ 
60 min、70 ℃ 10 min; (3)PCR反应参数设置: 

表 1 TargetScan预测神经纤毛蛋白2调控相关的miRNA及其相应评分

     编号 miRNA Position of NRP2 3'UTR Context score

1 has-miR-4433 79-86 99

2 has-miR-876-5p 85-92 99

3 has-miR-3167 85-92 98

4 has-miR-371-5p 107-114 98

5 has-miR-216b 112-119 97

6 has-miR-571 76-82 90

7 has-miR-4298 53-59 88

8 has-miR-1302 53-59 86

9 has-miR-4768-3p 80-86 85

10 has-miR-3913-3p 50-56 84

11 has-miR-3145-3p 100-106 82

12 has-miR-486-5p 30-36 81

13 has-miR-4459 80-86 79

14 has-miR-371b-5p 108-114 78

15 has-miR-452 63-69 75

16 has-miR-1290 86-92 73

17 has-miR-1255a 72-78 69

18 has-miR-4676-3p 32-38 68

19 has-miR-216a 113-119 68

20 has-miR-622 43-49 67

21 has-miR-1255b 72-78 66

22 has-miR-339-5p 32-38 59

23 has-miR-140-3p 26-32 50

24 has-miR-4760-5p 59-65 50

25 has-miR-1267 - Too close to ORP
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■创新盘点
本文将生物信息
学技术和转染、
Western blot、荧
光素酶实验结合
起 来 ,  首 次 验 证
了miR-486-5p与
NRP2之间的调控
关系, 为结直肠的
基因诊断及基因
治疗的研究提供
了新的理论依据
和治疗靶点.

95 ℃ 20 s; 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 20 s, 72 ℃ 5 s, 40个
循环, 每个样品做3个平行管, 每次实验至少重

复3次; (4)数据分析miRNA-486-5p相对表达水

平用2-∆∆Ct方法计算(Ct值是目标扩增产物打到设

定阈值所经历的循环数), 内参为U6基因.     
1.2.5 Western blot检测各组细胞NRP2蛋白的表

达: 细胞转染48 h后, 提取总蛋白, BCA蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白浓度, 取50 μg变性处理的

蛋白质加入SDS-聚丙烯酰胺凝胶小孔进行电泳

(浓缩胶层80 V, 分离胶层120 V), 电泳后于冰上

0.25 mA转膜2 h 10 min, 丽春红染色观察转移效

果满意后, TBST缓冲液洗膜后5%脱脂奶粉与摇

床上孵育2 h, 加入一抗(1∶500兔抗人NRP2多
抗, 1∶5000兔抗人GAPDH单抗)4 ℃封闭过夜, 
洗膜后加入羊抗兔IgG/HRP二抗(1∶2000)室温

孵育1 h, 增强化学发光法(ECL)显影得到蛋白印

记条带, 以Tanon软件分析条带灰度值.     
1.2.6 双荧光素酶实验: 取对数生长期细胞接

种于96孔板, 置于37 ℃、5%C O2的培养箱中

培养至细胞密度70%后, 将细胞分为3组: 只转

染pmirGLO质粒组、共转染GV24-miR质粒和

pmirGLO质粒组、共转染GV214-NC和pmir-
GLO质粒组; 转染方法同前. 转染48 h后吸尽细

胞培养液后加入报告基因细胞裂解液, 每孔加

入萤火虫荧光素酶检测缓冲液100 μL, 把96孔
板放入多功能酶标仪内测定RLU(relative light 
unit), 检测完成后加入海肾荧光素酶检测工作

液, 同样测定RLU. 用萤火虫荧光素酶测定得到

的RLU值除以海肾荧光素酶测定得到的RLU值, 
作为其荧光素酶活性的相对值.     

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 单
因素方差分析比较各组间差异, 实验所得数据

资料采用SPSS19.0统计分析软件分析, P <0.05为
差异有统计学意义.     

2  结果

2.1 qRT-PCR检测转染细胞miRNA-486-5p丰度 
miR-486-5p及U6扩增曲线均为典型S型曲线, 溶
解曲线呈单峰且溶解温度均一, 表明引物特异性

好, qRT-PCR结果可靠. 分析结果显示: GV214-
miR质粒转染组中miRNA表达明显上调, 相对定

量显示其表达量约为未转染组的8倍(P<0.05), 转
染GV214-NC质粒组则无明显变化(P>0.05)(图2).    
2.2 m i R N A-486-5p对N R P2蛋白表达的影响   
Western blot分析结果显示, 各组细胞β-actin蛋白

杂交条带亮度相似, 但NRP2条带亮度有明显差

异. 与空白对照组(0.71±0.04)相比, 转染GV214-
m i R质粒组(0.36±0.06)N R P2表达明显下调

(P <0.05), 转染GV214-NC质粒组(0.65±0.07)      
则无明显差异(P >0.05)(图3).      
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图 1 质粒图谱. A: miRNA-

486-5p过表达质粒; B: 双荧光素
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图 2 各组细胞miRNA-486-5p相对表达量. A: 空白对照

组; B: GV214-NC质粒组; C: GV214-miR质粒组.
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图 3 质粒转染48 h后SW620细胞内NRP2蛋白的表达. A: 

GV214-miR质粒组; B: GV214-NC质粒组; C: 空白对照组. 

NRP2: 神经纤毛蛋白2.
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2.3 双荧光素酶实验 为了研究miR-486-5p是否

直接调控NRP2的表达, 我们构建了双荧光素酶

报告基因载体, 采用荧光素酶报告基因实验进

行检测. 结果显示: 和单独转染双荧光素酶质

粒pmirGLO的空白对照组相比, 共转染GV214-
miR和pmirGLO质粒组荧光素酶活性明显降低

(P <0.05), 而共转染GV214-NC和pmirGLO质粒

组荧光素酶无明显改变(P >0.05)(图4).     

3  讨论

CRC是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 尽管采

取手术、放疗、化疗等综合治疗措施, 其疗效

仍不理想. 浸润和转移是包括结直肠癌在内的

多数恶性肿瘤的基本特征, 也是其死亡的主要

原因, 该过程涉及多个信号通路[7]. 早期CRC主
要通过淋巴管向局部淋巴结转移, 研究证明结

直肠癌周围存在许多扩张状的新生淋巴管, 为
其淋巴结转移提供了条件, 目前关于淋巴结转

移的具体分子学机制尚不明确[8]. NRP2是近年

来被发现血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)家族的新型受体, 与
VEGFR-3形成共受体, 促进淋巴管生成, 有研究

证明NRP2在多种肿瘤中表达上调, 并与淋巴结

转移密切相关, Caunt等[9]在动物实验中使用针

对NRP2上与VEGF-C结合的b1b2结构域的特异

性抗体阻断NRP2功能后, 出现肿瘤转移至哨淋

巴结及远隔器官的减少的现象, 证实其在肿瘤

淋巴管生成及肿瘤远处转移中起着重要作用. 
NRP2在结直肠癌中上调的机制尚不明确, 研究

上调机制对于针对结直肠癌淋巴结转移的靶向

治疗有着重大的临床意义. miRNA是一类内源

性转录后调控因子, 可通过与靶基因mRNA的

3'UTR结合抑制其翻译, 调控大约30%的蛋白编

码基因的表达, 从而广泛参与发育时序调控、

细胞分化、凋亡等各种过程[10]. miRNA的基因

突变或表达异常导致其下游靶蛋白的异常表达, 
参与包括肿瘤在内的多种疾病发生发展过程. 
大量研究表明miRNA在肿瘤中既可作为抑癌基

因, 下调原癌基因的活性, 也可作为癌基因, 下
调抑癌基因的活性, miRNA在肿瘤转移中的调

控作用亦被证实[11]. 本研究旨在预测可能调控

NRP2的miRNA, 并验证其对NRP2的调控作用

和机制.     
生物信息学技术是使用不同的预测软件(主

要包括TargetScan、PicTar、miRanda、EMBL、
EIMM、PITA), 分析miRNA的序列或靶基因

mRNA 3'UTR 的序列, 这些软件使用不同的参

数预测miRNA和靶基因mRNA 3'UTR上互补配

对的种子序列. 对于一个给定的miRNA可以预

测出其所有的靶基因mRNA, 同时也可以根据

给定的基因mRNA 3'UTR序列, 则可以预测出此

基因的可能相关miRNAs以及结合位点的种子序

列. 由于不同的预测工具有不同的计算方法, 会
预测出不同的miRNA或靶mRNA以及互补配对

的位点, 因此需要使用多个预测工具进行预测, 
并结合相关文献, 选择软件中预测出来的有高度

的重叠性miRNA或靶基因, 进一步用相关实验

进行验证[12]. 本研究首先使用TargetScan软件预

测了25条可能调控NRP2的miRNA. 结合相关文

献, 初步筛选可能性较大的miRNA: Tan等[13]使

用微阵列实验检测肺癌及癌旁组织中差异表达

的miRNA并qRT-PCR验证其准确性, 结果显示

miRNA-486-5p表达明显下调, 可作为区分肺癌

的分子标志物. Navon等[14]使用微阵列方法证实

miRNA-486-5p在胰腺癌、结肠癌、肝癌、肺

癌、淋巴瘤、卵巢癌、前列腺癌、睾丸癌的表

达均下调. Oh等[15]发现miRNA-486-5p在胃癌中

表达明显下调, 且与胃癌淋巴结转移密切相关. 
miRanda(v1.9)软件显NRP2是miRNA-486-5p的
潜在靶基因之一, 因此我们选择miRNA-486-5p
作进一步研究.     

我们使用miRNA-486-5p过表达质粒转染

结肠癌细胞SW620, 使用Western blot验证其对

NRP2蛋白表达的影响, 证实miRNA-486-5p可
抑制SW620细胞NRP2的表达, 虽然该方法能

确定NRP2与miRNA-486-5p的调控相关性, 但
不能鉴定miRNA-486-5p的靶位点. 为进一步确

定miRNA-486-5p是直接与NRP2 3'UTR直接作

用, 我们进行了双荧光素酶实验. 目前双荧光素

■应用要点
本文发现miR-486-
5p在结直肠癌中
参与NRP2的调控, 
说明其在结直肠
癌淋巴结转移中
的重要临床意义, 
提示miR-486-5p可
作为NRP2潜在的
治疗靶位, 并可作
为结直肠癌诊断
及预后的判断的
分子标志, 对于结
肠癌的早期诊断
和治疗具有重要
意义.
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图 4 各组SW620细胞荧光素酶相对表达量. A: 空白对照

组; B: GV214-NC质粒组; C: GV214-miR质粒组.
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酶实验是最常用的miRNA靶位点鉴定方法, 其
原理是构建荧光素酶表达载体, 将希望鉴定的

miRNA靶基因的3 'UTR克隆到含荧火虫荧光

素酶基因标记的报告质粒中, 然后将构建好的

载体与miRNA过表达质粒同时转染细胞, 最后

检测荧光素酶的活性以分析转染3'UTR中是否

含有miRNA的靶位点. 如果相应基因的3'UTR 
内含有m i R N A的结合位点, 则细胞内上调的

miRNA将结合于靶基因3'UTR, 阻碍萤火虫荧光

素酶的翻译. miRNA-486-5p过表达质粒与含有

NRP2 3'UTR的双荧光素酶载体共转染SW620
细胞时, 萤火虫荧光素酶活性明显降低, 证实

miRNA-486-5p是通过结合在NRP2 3'UTR而发

挥对NRP2的抑制作用.     
总之 ,  本研究使用生物信息学技术预测

NRP2调控相关的miRNA, 从中选择miRNA-486-
5p进一步研究, 结果表明miRNA-486-5p可抑制

NRP2的表达, 双荧光素酶实验证实miRNA-486-
5p可直接作用于NRP2 3'UTR, 提示NRP2可能为

miRNA-486-5p的靶基因, 为结直肠癌的防治提

供了新的靶点.     
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Abstract
AIM: To investigate the abnormal expression of 
pleomorphic adenoma gene 1 (PLAG1) in plas-
ma of patients with hepatocellular carcinoma 
(HCC) and to analyze its clinical significance.

METHODS: Plasma samples were collected from 
42 HCC patients, 34 liver cirrhosis patients and 
30 healthy donors. The mRNA expression levels 
of PLAG1 were quantified by SYBR Green I real-
time fluorescent quantitative PCR. The correla-
tion between clinicopathologic characteristics of 
HCC and expression of PLAG1 was evaluated.

RESULTS: The positive rate of PLAG1 mRNA 
in the HCC group, liver cirrhosis group, and 
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肝癌患者血浆中PLAG1的异常表达

付 琳, 杨玉秀, 白阳秋, 张立达

®

■背景资料
肝细胞癌是世界
范围内临床上最
常见的恶性肿瘤
之一. 在当前临床
实践中, 甲胎蛋白
(alpha-fetoprotein, 
AFP)等血清标志
蛋白被广泛应用
于 肝 癌 诊 断 ,  但
由于其敏感性和
特异性往往令人
无 法 满 意 ,  而 且
他们无法完整的
诠释肿瘤疾病复
杂的分子进展过
程, 所以急需新的
分子标志物用于
辅助诊断肝癌, 并
监 测 预 后 .  通 过
前期实验研究发
现多形性腺瘤基
因1(pleomorphic 
adenoma gene 1, 
PLAG1 )是原发性
肝癌中的一个明
显高表达基因, 但
研究仅提示在肝
癌组织中高表达, 
外周血浆中表达
情况未见报道. 

healthy control group were 71.4%, 23.5% and 
6.7%, respectively. PLAG1 mRNA expression 
level in the HCC group was significantly higher 
than those in other two groups (P < 0.05 for 
both). However, no significant difference was 
found between the liver cirrhosis group and 
healthy control group (P > 0.05). Significant dif-
ference in quantitative data from SYBR Green I 
real-time fluorescent quantitative PCR was also 
found among the three groups (P < 0.05). PLAG1 
mRNA expression level in HCC patients was 
significantly correlated with pathological grade 
and tumor metastasis (P < 0.05 for both).

CONCLUSION: The expression level of PLAG1 
mRNA in plasma of HCC patients may play a 
significant role in the pathogenesis and develop-
ment of HCC, and it may serve as a novel tumor 
marker for diagnosis and metastasis of HCC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的:  本 研 究 旨 在 探 讨 多 形 性 腺 瘤 基 因
1(pleomorphic adenoma gene 1, PLAG1)在肝
细胞癌患者血浆中的异常表达及其临床意义.  

方法: 收集42例肝癌患者、34例肝硬化患者
及30例健康人血浆, 应用SYBR Green Ⅰ实时
荧光定量PCR技术检测PLAG1 mRNA在健康
人、肝硬化患者及肝癌患者血浆中的表达情
况, 并分析其与肝癌患者临床病理特征之间的
关系.  

结果: SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR结果
显示, PLAG1 mRNA在肝癌组、肝硬化组

■同行评议者
吴道澄, 教授,  西
安交通大学生命
学院
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■研发前沿
目前关于循环核
酸在肿瘤发生发
展过程中所起到
的作用已逐渐成
为国内外研究热
点 . 同 时 血 浆 中
PLAG1作为“分
子标志物”应用
于肝癌的辅助诊
断也已成为令人
期待的研究重点.

及健康体检组的血浆中阳性表达率分别为: 
71.4%、23.5 %和6.7%. PLAG1 mRNA在肝癌
组血浆中的阳性表达率明显高于健康体检组
及肝硬化组(P <0.05). 而健康体检组和肝硬化
组血浆中PLAG1 mRNA阳性表达率差异无统
计学意义(P >0.05).同时对肝癌组、肝硬化组
及健康体检组中PLAG1 mRNA的扩增产物
进行相对定量的分析比对, 发现三组间比较
差异有统计学意义(P <0.05). 肝癌患者血浆中
PLAG1 mRNA表达水平与肝癌的病理分化程
度及远处转移有显著的关系(P <0.05).  

结论: PLAG1 mRNA在肝癌患者血浆中的表
达, 提示其可能在肝癌的发生发展过程中发挥
重要的作用, 有望成为新的辅助诊断肝癌, 判
断转移风险的临床检测指标. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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Green Ⅰ实时荧光定量PCR技术

核心提示: 本研究发现多形性腺瘤基因1(pleomo-
rphic adenoma gene 1, PLAG1) mRNA在肝癌患者

血浆中明显高表达, 并与肝癌病理分化程度及远

处转移的发生相关. 提示PLAG1与肝癌的发生、

发展及侵袭转移有着密切的关系, 有望成为辅助

诊断肝癌, 并判断远处转移风险的临床检测指标.

付琳, 杨玉秀, 白阳秋, 张立达. 肝癌患者血浆中PLAG1的异

常表达. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 630-636  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/630.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.630

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC), 简称

肝癌, 是世界范围内临床上最常见的恶性肿瘤

之一, 位居恶性肿瘤发病率第5位, 其中约55%
的病例发生于中国. 肝癌起病隐匿, 进展快, 死
亡率高, 严重威胁人类的生命健康, 其发生和发

展是一个多因素、多阶段及多基因相互作用的

过程. 在前期相关实验中发现, 多形性腺瘤基因

1(pleomorphic adenoma gene 1, PLAG1)在肝癌

发展过程中呈上调表达, 并与肝癌病理分级、

分化程度有着密切的关系[1]. 目前有关研究的结

果仅提示PLAG1在肝癌组织中高表达, 而在肝

癌患者血浆中的表达情况鲜有报道. 本研究采

用SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR技术检测

PLAG1在健康人群、肝硬化患者及肝癌患者血

浆中的表达水平, 探讨其在肝癌的发生发展过

程所发挥的作用及对临床的相关指导意义.  

1  材料和方法

1.1 材料 实验组选择2012-06/2012-12河南省人

民医院肝胆外科住院的肝癌患者42例, 其中男

性34例, 女性8例, 年龄34-78岁, 平均年龄54.2岁
±11.1岁. 所有肝癌患者诊断均经过病理证实, 
收集标本时均未进行手术治疗、放疗及化疗. 
对照组34例为河南省人民医院消化内科住院的

肝硬化患者, 并经影像学检查排除肝癌; 另30例
为本院同期同年龄段健康体检者. 所有受试者

均获得知情同意.  
1.2 方法

1.2.1 标本采集: 抽取清晨空腹静脉血3 mL, 置于

EDTA抗凝的无菌试管中, 室温3500 r/min离心15 
min, 收集血浆, 置于-80 ℃保存待测定.  
1.2.2 SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR检测

PLAG1 mRNA: (1)引物设计和合成: 目的引物

碱基序列由上海生工生物工程股份有限公司合

成，内参基因GAPDH由大连宝生物工程有限

公司购得(表1); (2)总RNA提取: 取血浆300 μL按 
TRIzol试剂(Invitrogen公司)说明书提取血浆总

RNA, 加20 μL无核酶去离子水溶解, 所得RNA
经1%琼脂糖凝胶电泳(150 V, 15 min)检测RNA 
28S和18S比例, 估计总RNA的完整性, 并应用紫

外分光光度计检测A 260/280, 测定总RNA吸光度; 
(3)逆转录合成cDNA: 逆转录试剂盒(TaKaRa)
购自大连宝生物工程有限公司, 并按照逆转录

试剂盒(Takara code No. DRR047A)说明书步骤

进行逆转录聚合酶链反应. 基因组DNA的除去

反应体系总体积为10 μL, 包含样本RNA 4 μL, 5
×gDNA Eraser Buffer 2 μL, gDNA Eraser 1 μL, 
RNase Free dH2O 3 μL, 反应条件42 ℃, 2 min. 逆
转录反应在上述反应液中依次加入RNase Free 
dH2O 4 μL, 5×PrimeScript Buffer 4 μL, RT Prime 
Mix 1 μL, PrimeScript RT Enzyme Mix I 1 μL, 逆
转录反应体系总体积为20 μL, 反转录条件依次

为37 ℃ , 15 min, 85 ℃, 5 s; (4)SYBR Green Ⅰ
实时荧光定量PCR反应: 按照RT-PCR试剂盒

(TaKaRa)进行操作, PCR反应体系为20 μL, 反应

体系中含SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 10 μL、正、

反PCR引物各0.8 μL, ROX Reference Dye Ⅱ 0.4 
μL、cDNA模板2.0 μL、dH2O 6.0 μL. PCR扩增

条件为95 ℃ 30 s, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 31 s; 进行40个
PCR循环. 所用扩增仪型号为ABI7300.  
1.2.3 结果判断: (1)∆Ct = 样品Ct-内参Ct, ∆∆Ct = 
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■相关报道
PLAG1在肝母细
胞瘤、淋巴细胞
型白血病、儿童
胃肠道间质瘤、
腺样囊性癌中高
表达. 并有文献报
道显示PLAG1在
肝癌组织中明显
高表达,与肝癌的
发生、发展关系
密切.

∆Ct-(随机阴性对照样品Ct均值-该样品的内参Ct
均值), 以2-∆∆Ct表示样品中目的基因初始cDNA相

对表达量[2], 所有步骤均重复3遍取平均值; (2)取
扩增产物10 μL, 应用4%琼脂糖凝胶电泳(150 V, 
45 min), BIO-RAD Gel Doc XR凝胶成像系统(美
国BIO-RAD公司)进行扫描和分析检测扩增产

物的正确性.
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计分析. PLAG1 mRNA各组阳性表达率差异运

用χ2检验, 当样本量<40时, 运用Fisher确切概率

法统计. 多组定量资料运用Kruskal-Wallis秩和

检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2   结果

2.1 各组总RNA 提取结果良好, 1%琼脂糖电泳

结果, 可见28S、18S二条清晰条带和稍欠清晰

的5S条带(图1), 证实提取的是高纯度的RNA, 完

整性较好, 总RNA吸光度A 260/280为1.5-1.9, 符合

纯度要求(图1). 
2.2 SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR 肝癌组与

肝硬化组、健康体检组血浆中PLAG1 mRNA表

达水平比较: 肝癌组、肝硬化组、健康体检组

Ct≤35时PLAG1 mRNA荧光定量扩增曲线呈典

型的S型, 熔解曲线分析可见只有单峰值(图2), 
熔解温度均一, 排除引物二聚体及非特异性产

物的产生. Ct>35时, 则未见或略见起翘, 为一不

规则波浪线. 以样品基因CT值≤35表示目的基

因阳性表达[3]. 本研究中, 肝癌实验组30例患者

PLAG1 mRNA Ct≤35, PLAG1 mRNA阳性表达

率为71.4%(30/42), 肝硬化组、健康体检组的阳

性表达率分别为23.5%(8/34)、6.7%(2/30). 三组

间比较差异有统计学意义(χ2 = 33.654, P <0.05). 
两两比较, 肝癌组与肝硬化组、肝癌组与健康

体检组差异均有统计学意义(P <0.05). 肝硬化组

与健康体检组差异无统计学意义(P = 0.064)(表
2). 运用Kruskal-Wallis秩和检验对三组PLAG1 
mRNA扩增产物(Ct≤35)的相对定量进行分析

比对, 三组间比较差异有统计学意义(χ2 = 23.47, 
P <0.05).  
2.3 PLAG1 mRNA表达与临床病理的关系 42
例原发性肝癌患者中 ,  高分化、中分化与低

分化三组的阳性表达率分别为22.2%(2/9)、
66.7%(8/12)、95.2%(20/21). 三组差异有统计学

意义(χ2 = 16.248, P <0.05)(表3). 运用Fisher确切

28S

18S

5S

1             2                           3             4

图 1 总RNA琼脂糖凝胶电泳图. 1, 2: 肝癌患者血浆; 3: 肝

硬化患者血浆; 4: 健康体检者血浆.

表 2 PLAG1 mRNA在3组样本中表达水平的比较

     

分组 n
 PLAG1 mRNA

阳性率(%) χ2值 P 值
阳性 阴性

肝癌组 42 30 12 71.4 χ2
1 ＝ 17.244 ＜0.05

肝硬化组 34   8 26 23.5 χ2
2 ＝ 3.438 ＞0.05

健康体检组 30   2 28   6.7  χ2
3 ＝ 29.726 ＜0.05

χ2
1: 肝癌组与肝硬化组; χ2

2: 肝硬化组与健康体检组; χ2
3: 肝癌组与健康体检组. PLAG1: 多形性腺瘤

基因1.

表 1 荧光定量PCR引物序列

     目的基因                                           序列 产物长度(bp)

PLAG1 上游引物: 5'-ATCCCTCTCACCACCTTTCTTT-3'       125

下游引物: 5'-GCCACCTTGTAACTCCATCAG-3'
GAPDH(内参基因)    由大连宝生物工程有限公司提供       138

PLAG1: 多形性腺瘤基因1.
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■创新盘点
本 文 应 用 S Y B R 
G r e e n Ⅰ 荧 光 定
量PCR技术检测
PLAG1肝癌患者
血浆中的表达, 并
分析其表达水平
与肝癌临床病理
的关系, 为肝癌诊
断及判断远处转
移风险提供了进
一步研究方向.

概率法两两比较, 低分化与高、中分化组差异均

有统计学意义(P <0.05). 分化程度越低, PLAG1 
mRNA表达率越高. 运用Kruskal-Wallis秩和检验

对不同分化程度的三组中PLAG1 mRNA扩增产

物(Ct≤35)的相对定量进行比对, 三种不同分化

程度肝癌患者血浆中PLAG1 mRNA相对定量差

异无统计学意义(χ2 = 4.590, P  = 0.101).  
2.4 肝癌组PLAG1 mRNA的表达与相关临床参

数的关系 运用Fisher确切概率法分析肝癌患者

组血浆中PLAG1 mRNA表达与年龄、性别及

AFP无关, 与远处转移相关, 发生远处转移肝癌

患者PLAG1 mRNA表达率高于未转移者(表4).  
2.5 PLAG1 mRNA扩增产物电泳结果 最终扩增

产物经4%琼脂糖凝胶电泳, BIO-RAD Gel Doc 
XR凝胶成像系统进行扫描和分析, 可见PLAG1
和GAPDH对应的125、138 bp的电泳条带(图3).  

3  讨论

Kas等[4]在1997年从t(3; 8)(p21; q12)染色体易位

的多形性腺瘤组织中克隆到了一个高表达基因, 
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图 2 部分肝癌患者血浆中PLAG1 mRNA荧光定量熔解曲线.

bp
500

100

200
300
400

125 bp

N1  N2  N3 C1  C2 C3  C4  C5 T1  T2   T3  T4  T5 T6

bp
500

100

200
300
400

图 3 PLAG1和GAPDH mRNA荧光定
量PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果. A: 

PLAG1, T1-T6: 肝癌患者; C1-C5: 

肝硬化患者; N1-N3: 健康体检者; B: 

GAPDH. PLAG1: 多形性腺瘤基因1.

A

B

表 3 不同分化程度的肝癌患者血浆中PLAG1 mRNA表达水平的比较

     

分组 n
PLAG1 mRNA

阳性率(%)    χ2值 P 值
阳性 阴性

高分化组   9   2 7 22.2 χ2
4 = 4.073     0.044

中分化组 12   8 4 66.7 χ2
5 = 4.849     0.028

低分化组 21 20 1 95.2  χ2
6 = 17.175 <0.05

χ2
4: 高分化组与低分化组; χ2

5: 中分化组与低分化组; χ2
6: 高分化组与低分化组. PLAG1: 多

形性腺瘤基因1.
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故命名为PLAG1. PLAG1是位于人染色体8q12
的原癌基因, 包含5个外显子, cDNA全长7313 bp, 
基因库编号为U65002, 其中只有第4外显子的最

后端和第5外显子的起始端进行编码, 编码框共

1503 bp. 正常情况下, PLAG1仅在胎儿的肺、

肝、肾等脏器中表达, 但其在多种肿瘤中存在异

常表达的现象也被多次报道. 曾有相关文献报道

其在肝母细胞瘤[5]、淋巴细胞型白血病[6]、儿童

胃肠道间质瘤[7]、腺样囊性癌[8]中被激活表达.  
既往研究中, PLAG1曾被认为是一个“良

性癌基因”, 并一度被证实为肿瘤抑制基因[9],
但Queimado等[10]的研究并不支持这个理论. 在
前期实验中, 我们也曾应用含有19378个已知基

因的核苷酸芯片筛选出肝炎、肝硬化及原发性

肝癌差异基因表达谱, 显示PLAG1在原发性肝

癌中是一个明显高表达基因[11]. PLAG1的致癌

能力考虑与其多种靶基因如胰岛素样生长因子

Ⅱ(insulin-like growth factor Ⅱ, IGF-Ⅱ)、血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、胎盘生长因子(placental growth factor, 
PGF)的异常表达相关. 其中IGF-Ⅱ的表达受其4
个启动子(P1-P4)控制[12]. PLAG1作为调控转录

因子及原癌基因曾在相关文献中被报道过, 在
体外实验中, 也有证据显示PLAG1与IGF-Ⅱ启

动子P3的共同结合位点相结合后激活其转录[13]. 
IGF-Ⅱ是一种促生长因子, 由肝脏分泌和合成, 
能够促细胞有丝分裂、刺激细胞增殖以及DNA
复制和转录、刺激组织器官的生长和分化、抑

制细胞凋亡. 相关研究提示, IGF-Ⅱ在肝细胞癌

的早期即开始有过量表达, 并参与发生肝癌早

期事件. 而肝细胞癌的快速分裂, 会导致肝供血

不足, 局部出现缺氧状态, 也会促使IGF-Ⅱ增加,
作为血管活性因子间接促进VEGF的合成, 从而

刺激肝癌新生肿瘤血管的形成[14]. IGF-Ⅱ的过度

表达在人类多种类型的肿瘤中均可发现, 他通过

自分泌或旁分泌机制强效刺激细胞增殖[15]. 从这

些结论及微阵列技术分析也可以得知, PLAG1
的致癌能力至少一部分是通过IGF-Ⅱ有丝分裂

信号转导通路介导的[16].  
引起P L A G1异常表达主要原因与染色体

易位相关 .  而发生染色体易位的原因主要为

PLAG1与其广泛表达的“融合伴侣”基因如位

于3p21的CTNNB1、CHCHD7、LIFR(leukemia 
inhibitory factor receptor)及TCEA1(transcription 
elongation factor A1)发生了启动子交换所导 
致[17]. 这一论点曾在关于多形性腺瘤中PLAG1
表达的相关实验得到证实[18,19]. 其中CTNNB1负
责编码β-catenin[20], 是肝细胞癌中最常发生的突

变基因. 其作用机制可能为CTNNB1发生基因突

变后, 使β-catenin在细胞胞浆内聚集进而入胞核

导致Wnt/β-catenin信号通路活化[21], 促进细胞的

增殖, 导致肝癌发生; 同时Wnt/β-catenin信号通

路还可以通过调节环氧酶2(cyclo-oxygen-ase 2, 
COX-2)表达, 促进肿瘤血管新生, 并加速肿瘤侵

袭转移.  
SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR技术具有

高特异性、高灵敏度、污染小等优点, 在研究

基因表达方面, 不仅可以进行定性检测, 还可进

行定量研究, 从而更加准确表达基因相关的差

异性[22]. 目前国内外陆续有报道显示应用该法检

测肿瘤患者血浆中相关mRNA、miRNA表达情

况[23]. 本研究运用SYBR GreenⅠ实时荧光定量

PCR技术, 对肝癌、肝硬化患者及健康体检者血

浆中PLAG1 mRNA进行分析, 并在实验过程中

采用下列措施避免假阳性: (1)认真操作, 避免污

染; (2)所有步骤均重复检测3次在无明显差异情

况下取平均值; (3)扩增产物应用4%琼脂糖凝胶

电泳, 进行分析验证扩增产物的正确性, 并结合

熔解曲线排除假阳性. 结果表明肝癌患者血浆

中PLAG1 mRNA表达水平显著高于肝硬化组及

健康体检组, 并跟病理分化程度相关, 分化程度

越低, PLAG1 mRNA表达率越高. 前期研究中曾

发现PLAG1在肝癌组织中异常表达, 通过本组

实验发现在肝癌患者血浆中PLAG1同样高表达, 
尤其已发生远处转移组中PLAG1表达明显高于

未发生转移组, 考虑其有可能来源于转移入血

的肝癌细胞, 也不排除来源于血浆中存在的游

■应用要点
对于患者血浆中
PLAG1表达水平
的检测有望成为
新的分子标志物
应用于辅助诊断
肝癌、判断远处
转移风险.

表 4 PLAG1 mRNA的表达与相关临床参数的关系

     阳性 阴性 总例数 χ2值 P 值

年龄(岁) 0.840 0.359

  ≥55 24 8 32

  ＜55   6 4 10

性别 0.386 0.543

  男 25 9 34

  女   5 3   8

AFP 0.187 0.666

  阳性 22 8 30

  阴性   8 4 12

有无远处转移 4.783 0.029

  有 21 4 25

  无   9 8 17
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离循环核酸内的突变基因. 推测PLAG1可能既

通过与“融合伴侣”发生染色体易位引起肝癌

的发生, 又与其靶基因发生共同位点结合激活

靶基因转录进一步加剧肝癌的发展, 与肝癌的

发生、发展及侵袭转移有着密切的关系, 有望

成为新的辅助诊断肝癌的肿瘤标志物, 并有可

能成为帮助判断肝癌患者是否存在转移风险的

有效指标.  
循环核酸是指存在于血液(血浆或血清)中

的细胞外游离RNA和DNA. 近年来循环核酸在

肿瘤的发生发展过程中所起到的作用逐渐引起

人们的重视. 特别是在Sorenson等[24]和Vasioukh-
in等[25]成功检测到循环核酸内的突变原癌基因

导致的肿瘤发生后. 目前观点认为导致肿瘤患

者体内循环RNA浓度升高的原因, 主要为原发

灶肿瘤代谢过程中坏死细胞不断释放核酸入血; 
或者在肿瘤转移过程中, 脱落的肿瘤细胞在血

液循环中凋亡, 或被机体免疫系统识别后消灭, 
释放核酸入血[26]. 虽然血液中存在大量核糖核酸

酶(RNase), 但相关研究显示, 外周血中循环RNA
可能与包括脂蛋白、核蛋白、P53蛋白、糖蛋

白等多种物质形成复合体或包含于合胞体滋养

层微粒[27]、凋亡小体[28]从而免受RNase的降解. 
而最近的研究也表明, 循环mRNA很可能是来源

于机体多种组织及多种类型细胞, 通过包装于

外染色体(exosome)或是经转录修饰后释放入血, 
从而免受RNase的降解[29]. 在当前的临床实践中, 
许多血清标志蛋白如针对肝癌的AFP等作为肿

瘤标志物得到广泛的应用[30]. 但是这些蛋白的敏

感性和特异性往往令人无法满意, 而且他们无

法完整的诠释肿瘤复杂的分子进展过程, 故以

血浆中的游离循环核酸作为“分子标志物”逐

渐成为临床医学肿瘤诊断的研究重点[31]. 本实验

在以血浆为标本的研究基础上, 旨在了解肝癌

患者血浆中PLAG1的表达情况, 并通过实验探

究PLAG1可能有望作为“分子标志物”, 成为

新的诊断肝癌的分子生物学辅助指标.
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Abstract
N-mycdown stream-regulated gene 2 (NDRG2) 
is a potential regulator of liver fibrosis. En-
hanced NDRG2 expression inhibits hepatic stel-
late cell activation, promotes the degradation of 
extracellular matrix, and regulates the regenera-
tion of the liver. In addition, NDRG2 contributes 
to an enhanced capacity of liver and other tis-
sues to hypoxic stresses. This article reviews the 
relationship between NDRG2 expression and 
liver fibrosis.
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 文献综述 REVIEW

NDRG2与肝纤维化相关性的研究进展

马继征, 刘绍能, 陈兰羽, 姚乃礼

®

■背景资料
NDRG2 基因是一
种抑癌基因, 并与
肝纤维化密切相
关, 通过多种途径
参与肝纤维化进
程, 并且该基因的
表达水平与肝纤
维化的进展存在
相关性. 

摘要
NDRG2 (N-mycdown stream regulated gene)基
因是多种癌症的候选抑癌基因, 并在肝纤维化
的发生发展中扮演重要角色, 通过抑制肝星形
细胞激活、促进细胞外基质降解、调节肝细
胞再生、增强肝细胞缺氧应激能力等多种途
径调节肝纤维化进程. 本文就NDRG2与肝纤
维化的关系作一综述.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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因子 

核心提示: 本文就NDRG (N-mycdown s t ream 
regulated gene)基因对肝星形细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)激活、肝细胞外基质降解、肝细胞再

生、肝细胞缺氧应激损伤等几方面, 探讨NDRG2
基因影响肝纤维化的机制.

马继征, 刘绍能, 陈兰羽, 姚乃礼. NDRG2与肝纤维化相关性的

研究进展. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 637-641  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/637.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.637

0  引言

NDRG(N-mycdown stream regulated gene)是近

年来新发现的基因, 因受N-Myc的抑制而得名. 
NDRG家族在人和鼠之间保持较高的同源性, 人
和鼠NDRG2基因同源性为92%[1]. 现已克隆的人

源NDRG基因包括NDRG1、NDRG2、NDRG3
和NDRG4 , NDRG2于1999年首次被成功克隆
[2-4]. 研究表明, NDRG2基因为多种癌症的候选

抑癌基因[5-8], 在心、脑、肺、肝、骨骼肌等多种

组织器官均有表达[9,10]. NDRG2与肝纤维化[11]及

肿瘤的发生、发展与转归[12]、缺氧应激[13]、缺

血再灌注损伤[14]、组织胚胎的发育和细胞的分 
化[15]等密切相关. NDRG2可通过多种途径调控

肝脏的生理病理过程, 在肝纤维化的发生发展

中, NDRG2亦可能扮演重要角色, 现介绍如下.  
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■研发前沿
NDRG2 基因是近
年新发现的与肝
纤维密切相关的
一 种 基 因 ,  其 影
响肝纤维的机制
仍有待深入研究, 
该基因在慢性肝
损 伤 - 肝 纤 维 - 肝
硬化的发展病程
中 的 表 达 ,  是 否
存在规律性也有
待进一步研究.

1  抑制肝星形细胞的活化

肝星形细胞活化是肝纤维化形成的重要环节[16,17], 
生理情况下肝星形细胞(hepatic stel late cell, 
H S C)处于静止状态, 在各种肝损伤因素刺激

下HSC被激活[18], α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth 
muscle actin, α-SMA)是肝星形细胞活化标志物, 
转化生长因子-β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)是HSCs激活和胶原生成经典的激动因

子[19,20]. TGF-β1/Smad信号转导通路与肝纤维化

密切相关, 其通过介导HSCs活化、增加细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)沉积、调节肝细

胞生长等途径, 参与肝纤维化的形成[21-23]. 将洗

脱血清后的LX-2细胞(肝星形细胞), 用TGF-β1
处理24 h, 与对照组相比, 处理组α-SMA表达

水平升高, NDRG2表达受到抑制, 提示TGF-β1
能促进LX-2活化. 经腺病毒诱导NDRG2过表

达, 能够降低基础条件下LX-2细胞活化引起的

α-SMA蛋白表达水平, 亦能降低经TGF-β1诱
导引起的α-SMA蛋白表达水平. α-SMA表达增

加时, NDRG2 mRNA和蛋白表达水平均降低. 
HSCs激活能够诱导NDRG2 mRNA和蛋白表达

水平均降低, 而增强N D R G2表达则能够减少

Smad转录及磷酸化, 通过阻断TGF-β1/Smad信
号通路, 抑制HSCs活化. 同时也发现, NDRG2抑
制HSCs活化不受TGF-β1的影响, 并且增加HSCs 
MMP的表达[11].  

2  调控肝细胞外基质降解

肝纤维化的发生是细胞外基质沉积过多和/或降

解减少的结果[24], 生理情况下, 基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP)促进细胞外基质

的降解, 基质金属蛋白酶抑制蛋白(tissue inhibi-
tors of metalloproteinase, TIMP)抑制细胞外基质

的降解, 二者之间分泌失衡是导致多种组织纤

维化的重要因素之一[25-27]. 在肝纤维化过程中, 
MMP2/TIMP2比例决定了细胞外基质的沉积与

否以及肝纤维化的形成[28,29]. 研究表明, TGF-β1
诱导的LX-2细胞活化能增加MMP2、TIMP2的
表达水平, 与β-半乳糖苷酶组比较, 经腺病毒诱

导NDRG2过表达通过抑制TGF-β1/Smad信号通

路升高MMP2水平, 同时降低TIMP2水平, 升高

MMP2/TIMP2比例, 从而减少二甲基亚硝胺(Di-
methylnitrosamine, DMN)肝纤维化模型大鼠肝

脏细胞外基质的沉积[11]. 上述研究结果与Taka-
hara等[30]在DMN肝纤维化模型中的认识相一致,  
即“随着纤维化的进展,  肝细胞NDRG2基因表

达下调”. 在肿瘤的发生发展过程中, MMP2通
过降解肿瘤细胞外基质, 促进肿瘤的转移、侵

袭. 有研究表明在肝细胞癌中, NDRG2通过抑制

MMP2的表达降低肿瘤细胞对周围组织的侵袭

力[31]. 另一项研究认为, NDRG2通过下调MMP2
水平影响肝癌细胞株的增殖能力和拮抗TGF-β1
介导的肝癌细胞侵袭[32]. 这与NDRG2在肝纤维

化发展过程中对MMP2的调节并不一致, 但其内

在机制尚不清楚. 

3  调控肝细胞生长

NDRG2 mRNA和蛋白在不同胚胎发育期的人和

大鼠肝组织中的表达水平存在差异, 通常在胚

胎发育早期较低, 后期则明显升高[33,34]. NDRG2
参与肝细胞的再生、分化、信号转导等生理过

程, 当肝脏再生能力达到一定峰值时, NDRG2 
mRNA和蛋白表达水平显著降低. 经腺病毒转染

诱导肝细胞NDRG2高表达, 通过诱导p53和p21
调节Bax/Bcl-2升高, 同时抑制cyclin E-Cdk2表达, 
致使细胞周期静止, 从而发挥抗增殖作用, 与对

照组相比细胞凋亡比例由9.4%升高至64.7%[35]. 
在DMN肝纤维化模型中, 诱导NDRG2高表达能

够促进肝细胞再生、改善肝脏功能, 并不引起肝

细胞凋亡[11]. NDRG2 mRNA和蛋白在鼠和人胚

胎肝脏中高表达, 且其表达水平随着肝脏的发育

而逐渐升高[34], 而在部分肝切除模型肝再生过程

中其表达呈现先下降后上升的趋势, 即NDRG2
蛋白和mRNA水平在肝细胞进入增殖阶段时(48 
h内)表达下调, 在肝细胞进入分化阶段时(48 h后)
表达上调. NDRG2高表达导致肝细胞周期阻滞

于G1/S期, 表达下调则促进肝细胞周期G1/S期转

换的顺利进行. NDRG2通过上调p21, 抑制cyclin 
E实现对肝再生时肝细胞周期的调控[36,37].  

4  抗缺氧应激损伤

缺氧能够诱发基因和蛋白质组学的改变[38], 导致

细胞周期终止、分化、凋亡、坏死[39,40]. 低氧通

过影响成纤维胞的活性、胶原的合成与降解及

生长因子的分泌, 参与病理性瘢痕的形成[41]. 病
理性瘫痕组织中HIF-lα mRNA及蛋白质表达水

平均明显高于正常皮肤组织[42]. 肝纤维化发生

时, 肝细胞外基质过度沉积, 肝细胞缺血缺氧, 
缺氧诱导因子在肝纤维发生发展中扮演重要

角色[43,44]. NDRG2是HIF-1的下游目的基因, 参
与HFI-1基因介导的多种缺氧应答反应. 快速生

长的肿瘤组织伴随癌细胞微环境的变化, 因为
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■相关报道
长期以来NDRG2
基因被认为是一
种抑癌基因, 近年
发现该基因广泛
参与肝纤维的病
理过程 .  NDRG2
基因通过影响肝
星形细胞(hepatic 
s t e l l a t e  ce l l )激
活、调 节 M M P /
TIMP、调节肝细
胞生长等, 影响肝
纤维化, 并且随着
纤维化的进展, 肝
细胞NDRG2 基因
表达下调.

肿瘤细胞的快速分化, 导致局部血管无法提供

充分的氧气和营养[45]. 缺氧成为实体瘤的生理

病理特征之一[46]. 研究发现, 将人类肺癌细胞株

A549细胞暴露在缺氧(2%O2)或类似的环境中, 
能够明显增强NDRG2 mRNA的表达. 用干扰

RNA(siRNA)阻断A549细胞内源性HIF-1α表达, 
缺氧诱导NDRG2高表达现象便消失. 缺氧通过

HIF-α1, 促进NDRG2基因表达增加. NDRG2增
强A549细胞对缺氧诱导凋亡的敏感性, 促进肿

瘤细胞的凋亡. 阻断HIF-1α表达或敲除HRE1只
能减少约60%或80%的缺氧应答反应, 表明还有

其他因素参与缺氧诱导的NDRG2上调, 如p53、
核因子κB(nuclear factor kappa B, NF-κB )、SP1
等NDRG2的上游基因[47]. 实体瘤“缺氧”特征

与肝纤维化、肝硬化细胞外基质过度沉积、假

小叶形成、血管重建等所致的“缺氧”存在相

似性, HIF-α1的激活促进NDRG2基因的表达, 因
此NDRG2在抗肝纤维化缺氧应激损伤方面可能

发挥积极作用.  

5  讨论

肝纤维化是慢性肝病向肝硬化、肝癌发展的过

渡阶段, 其发展转归可对疾病预后产生重要影

响. 目前的观点认为, 慢性肝损伤-肝纤维化-肝
硬化-肝癌是慢性肝病由轻到重的一般进展模

式. 肝纤维化的基本病理特征为肝细胞外基质

的过度沉积, 其病理环节涉及HSCs的激活[18]、

MMP/TIMP比例的失衡 [25-27]、肝窦毛细血管 
化[48,49]、肝实质细胞的缺血缺氧[43,44]、肝细胞的

再生[30,50]等, 目前已证实的与肝纤维化病理过程

相关的基因有数十种之多, NDRG2是其中的一 
种[30], 其与肝纤维的多个病理过程相关. 目前

研究发现, NDRG2基因通过阻断TGF-β1/Smad
信号通路, 抑制肝星形细胞的活化和促进肝细

胞外基质的降解; 通过诱导p53和p21调节Bax/
Bcl-2升高, 同时抑制cyclin E-Cdk2表达, 促进肝

细胞生长; 作为HIF-1的下游基因, 减轻肝细胞缺

氧应激损伤等途径抑制肝纤维化. NDRG2在正

常组织、良性肿瘤、恶性肿瘤中的表达水平逐

渐降低[30,31,33], 其与组织缺氧程度呈负相关[47], 并
且在肝脏再生过程中呈动态变化[33,34]. NDRG2通
过阻断ERK1/2信号通路, 抑制MMP2、MMP9表
达, 减少对癌细胞细胞外基质的降解, 降低肝细

胞癌的侵蚀转移能力[31,51,52], 而在肝纤维化病理

过程中, NDRG2能够促进MMP表达、同时抑制

TIMP表达, 改变MMP/TIMP比例, 促进肝细胞外

基质的降解, 抑制肝纤维化的进展[11,30]. NDRG2
对MMP的调节作用, 在不同病理过程中截然相

反, 可能与疾病本身的病理特点及通过影响不

同的信号通路有关, 目前缺乏针对此现象的研

究报道. 肝损伤过程中是否存在NDRG2表达水

平的动态演变, 其变化对早期判断疾病预后是

否具有指导性, 仍值得进一步探讨. HSC的激活

抑制NDRG2基因的表达, 慢性肝损伤激活HSC
致肝纤维化逐渐加重的过程中, 是否同时存在

NDRG2的动态演变有待进一步研究.
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Abstract
Proton pump inhibitors (PPIs) are potent acid-
suppressive medications commonly used for 
management of acid-related diseases. Over the 
past decade, gastrointestinal injury following 
chemotherapy has attracted wide attention from 
oncologists. Two international clinical practice 
guidelines, the National Comprehensive Cancer 
Network (NCCN) and the Multinational Asso-
ciation of Supportive Care in Cancer (MASCC) 
antiemesis guidelines, recommend omeprazole 
for the treatment of chemotherapy-induced 
epigastric pain. In recent years, PPIs have been 
widely used for the prevention and treatment of 
chemotherapy-induced gastrointestinal mucosi-
tis. This paper summarizes the mechanisms by 
which chemotherapy causes damage to the gas-
trointestinal tract, the mechanisms underlying 
the protection afforded by PPIs against gastro-
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 文献综述 REVIEW

质子泵抑制剂防治化疗引起胃肠道黏膜损伤的研究进展

谢一嫏, 黄其春

®

■背景资料
肿瘤化疗引起的
胃肠道黏膜损伤
可影响患者的生
活质量及化疗效
果, 是肿瘤学界普
遍关注的问题, 近
年来质子泵抑制
剂(proton pump 
inhibitors, PPIs)被
用于防治化疗引
起的胃肠道疾病, 
但鲜有文献对此
作用机制及临床
疗效进行评估. 

intestinal injury induced by chemotherapy, and 
their clinical applications. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
质子泵抑制剂(proton pump inhibitors, PPIs)具
有抑制胃酸分泌和保护胃黏膜作用, 临床常用
于治疗酸相关性疾病. 肿瘤化疗引起的胃肠
道黏膜损伤, 一直受到肿瘤学界的重视, 在美
国国立癌症综合网络(National Comprehensive 
Cancer Network, NCCN)与癌症辅助治疗多国
协会(Multinational Association of Supportive 
Care in Cancer, MASCC)临床止吐指南中, 
PPIs之一的奥美拉唑被推荐用于治疗肿瘤化
疗引起的上腹痛症状. 目前PPIs的适应症有增
加趋势, 国内临床上广泛用于防治肿瘤化疗引
起的胃肠道黏膜损伤. 本文就化疗引起胃肠道
黏膜损伤机制、PPIs保护胃肠道黏膜机制及
其防治化疗引起胃黏膜损伤的临床应用作一
综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 质子泵抑制剂; 化疗引起; 胃肠道黏膜损

伤; 防治

核心提示: 质子泵抑制剂(proton pump inhibitors)
兼具抑制胃酸及细胞保护作用, 能有效防治化疗

引起的胃肠道黏膜损伤, 有助于提高化疗患者生

活质量. 临床医师应严格按照用药说明及临床指

南应用此类药物. 
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■研发前沿
近年来研究显示
PPIs除抑制胃酸
分泌外还具有抗
炎、抗氧化等细
胞 保 护 作 用 ,  可
使胃肠道黏膜免
受各种致病因素
的 危 害 ,  其 中 包
括化疗药物损害.

的研究进展. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 642-647  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/642.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.642 

0  引言

1980年, 第一个质子泵抑制剂(proton pump inhibi-
tors, PPIs)奥美拉唑始应用于临床, 现已成为治疗

酸相关性疾病的主要药物[1]. 此后, 兰索拉唑、泮

托拉唑、雷贝拉唑和埃索美拉唑等同类药物陆

续上市, 其作用各有特点, 为临床用药提供了多

种选择. 肿瘤化疗导致的胃肠道黏膜损伤一直是

临床上比较关注的问题, Sartori等[2,3]通过两项随

机试验证实PPIs可有效预防化疗引起的胃肠道

黏膜损伤. 基于此研究结果, 2004年奥美拉唑被

癌症辅助治疗多国协会(Multinational Associa-
tion of Supportive Care in Cancer, MASCC)指南

推荐用于治疗化疗引起的上腹痛及烧心症状[4]. 
目前PPIs在国内临床上被广泛用于防治化疗引

起的胃肠道黏膜损伤, 特别是预防化疗引起的

恶心、呕吐等胃肠道反应的发生; 由于临床医

师使用PPIs治疗此类胃肠疾病时多以国际指南

作为用药参考, 而PPIs使用说明书均未明确提及

此类适应征, 因此鲜有文献对其作用机制及治

疗效果予以评估. 本文就化疗引起胃肠道黏膜

损伤的机制、PPIs保护胃肠道黏膜的机制及其

防治化疗引起胃肠道黏膜损伤的临床应用做一

综述. 

1  化疗引起胃肠道黏膜损伤的机制及PPIs保护

胃肠道黏膜的机制

1.1 化疗引起胃肠道黏膜损伤的机制 化疗引起

胃肠道黏膜损伤的机制尚未完全清楚, Sultani
等和Sonis等[5,6]认为化疗引起胃肠道黏膜损伤

大致可分为5个阶段, 首先细胞毒药物直接损伤

细胞的DNA, 引起黏膜基底层上皮细胞和黏膜

下层细胞凋亡, 广泛的组织损伤导致活性氧簇

(reactive oxygen species, ROS)的产生, ROS可刺

激巨噬细胞的生成, 引发包括SP1相关视网膜

母细胞瘤控制蛋白、P53、核转录因子(nuclear 
factor kappa-B, NF-κB)在内的炎症级联通路, 造
成细胞凋亡和组织的损伤. 第二个阶段, 一系列

信号通路与转录因子被激活, 其中最重要的是

NF-κB. NF-κB主要调控各种炎性分子的基因表

达与合成, 其中包括白介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β)、IL-6、肿瘤坏死因子(tumour-necrosis factor, 
TNF)、黏附因子及环氧合酶2(cyclooxygenase-2, 

COX-2)等促炎细胞因子[7,8]. 第三个阶段, 各类促

炎细胞因子与NF-κB相互影响形成一炎症恶性

反馈环, 如TNF在反馈环中强化了NF-κB的活

性, 导致炎症信号被进一步放大, 放大的炎症恶

性反馈环又促进TNF、IL-6及IL-1β的产生, 使
细胞凋亡和组织损伤进一步加重[6]. 第四个阶段, 
胃肠道黏膜上皮的完整性遭到严重破坏, 溃疡

形成. 溃疡处定殖的细菌可激活巨噬细胞渗透

物和其他炎性细胞聚集到受损的组织中, 引起

继发性感染. 最后一个阶段, 一般出现在停止治

疗后的2 wk内, 是胃肠道黏膜上皮细胞自我修复

和更新的一个过程, COX-2可能通过促进血管生

成在这一“重建”过程中发挥重要作用[6,9,10]. 此
外, 化疗引起胃肠道黏膜损伤还可能与其导致

胃肠道菌群失衡有关. 化疗可引起胃肠道菌群

的易位或过度生长, 破坏正常菌群对胃肠道的

保护功能. 这些功能的破坏可导致胃肠道的局

部感染或者菌血症的发生[11]. 
1.2 PPIs保护胃肠道黏膜的机制

1.2.1 提高胃黏膜防御屏障: 正常情况下, 胃肠

道黏膜的防御机制包括黏膜结构的完整、上皮

细胞的自我更新及其分泌的碳酸氢盐与磷脂黏

液、微血管持续的血液流动等多个方面. 其中

微血管持续的血液流动对维持胃肠道黏膜的正

常结构与功能起着关键作用. 前列腺素(prosta-
glandin , PG)可维持胃肠道黏膜上皮细胞的自我

更新及微血管的血液流动, 在胃肠道黏膜防御

机制中发挥重要作用[12,13]. 人体内的PG主要包

括PGE2、PGI2、PGD2及PGF2α 4种类型, 其中

PGE2含量最多, 并对调节人体各种生理功能起

着重要作用, 其中包括调节免疫应答、维持血

压稳定、保持胃肠道黏膜完整性等. PG的合成

依赖于COX)的活性, 其两个亚型分别为COX-1
与COX-2[14]. Tsuji等[15]通过动物实验证实随着剂

量的增加, 兰索拉唑可提高大鼠血清胃泌素水

平及增加COX-2表达, 促进胃黏膜PGE2合成而

发挥胃黏膜保护作用. 尽管胃泌素诱导COX-2
表达的具体机制尚不清楚, 但是可以推断兰索

拉唑保护胃黏膜的作用机制, 与内源性胃泌素

激活胃泌素受体、增加C O X-2介导的胃黏膜

PGE2合成有关. Kobayashi等[16]研究还发现兰索

拉唑可增加大鼠胃黏膜血管内皮生长因子受体

(vascular endothelial growth factor, VEGF)的表

达, VEGF可以促进血管内皮细胞生长加速血管

再生. 而抑制PG的生成可减少VEGF的表达, 提
示兰索拉唑修复胃肠道黏膜溃疡的机制可能与
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■相关报道
代兴斌等对127例
肿瘤化疗患者进
行观察, 结果显示
兰索拉唑与奥美
拉唑对化疗药物
引起的消化系反
应均具有明显的
预防及抑制作用.

增加VEGF的表达及提高PG合成有关; 不过也

可能存在另一个机制, 即促进黏膜下基质内的

基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinase-2 , 
MMP-2)表达, 一种可重建细胞外基质促进细胞

损伤修复的内切酶, 而这种机制与刺激内源性

PG释放无关[16,17]. 
1.2.2 抗氧化作用: 一些体外研究发现PPIs可以

阻止次氯酸引起的β-胡萝卜素的氧化、铁和铜

介导的脱氧核糖的氧化以及铜引起的低密度脂

蛋白氧化, 并可有效清除过渡金属化学反应所

产生的羟基自由基(•OH)[18-20]. 在体内试验中, 研
究者发现小鼠因受束缚及冷应激引起的胃溃疡

主要由胃黏膜产生的羟基自由基(•OH)导致. 在
冷应激前给予奥美拉唑处理的小鼠, 其胃黏膜

表现出较低水平的羟基自由基(•OH)、脂质过氧

化反应以及蛋白质氧化[21]. 在吲哚美辛引起胃溃

疡的小鼠模型中, 研究人员发现, 小鼠胃溃疡与

胃黏膜谷胱甘肽, 一种强力的内源性抗氧化因

子的消耗有关. 埃索美拉唑可有效防止谷胱甘

肽的损耗以保护胃黏膜的损伤, 其机制尚不清

楚. 研究者估计在胃酸中埃索美拉唑转变成四

环的次磺酰胺, 为胃黏膜提供硫基化合物以起

到抗氧化的作用[22]. 另一个吲哚美辛致小鼠胃溃

疡的研究中, Koch等[23]还发现埃索美拉唑可以

提高过氧化歧酶水平和总抗氧化能力, 不过其

机制也尚未清楚. 
1.2.3 抗炎作用: 血红素加氧酶(heme oxygenase, 
HO)是血红素分解代谢的限速酶, 其亚型HO-1
广泛存在于胃肠道黏膜[24-26]. HO-1表达水平上

调作为一种自然防御机制可减少炎症的发生及

黏膜组织的损伤[27,28]. 在应激及病理状态下, 如
休克、缺氧、缺血及ROS可刺激HO-1表达水平

上调发挥细胞保护作用[29-31]. 研究显示兰索拉唑

可诱导大鼠胃黏膜上皮细胞HO-1表达增高, 其
机制可能为兰索拉唑促使Kelch样ECH联合蛋白

1(Keap-1)释放核转录因子Nrf2, 并激活Nrf2使其

磷酸, 从而上调HO-1 mRNA和蛋白表达, 最终诱

导HO-1的表达[32-34]. PPIs还可通过抑制促炎性细

胞因子的释放发挥抗炎作用[35]. 胃黏膜产生IL-8, 
一种强力的白细胞刺激物, 在幽门螺杆菌介导的

炎症反应中发挥重要的作用. Handa等[36]观察发

现在人胃癌细胞与脐静脉内皮细胞中, 奥美拉

唑和兰索拉唑可能通过阻碍NF-κB的细胞通路

以抑制幽门螺杆菌刺激IL-8的产生. 这种现象也

可以在动物实验中观察到[36,37]. 在人工培养的气

管上皮细胞中, 兰索拉唑可以降低一系列促炎

症因子包括IL-6、IL-8及TNF-α的水平. PPI减少

上皮和内皮细胞产生的促炎症因子的机制尚不

清楚[38]. 
1.2.4 抑制胃酸分泌作用: 胃黏膜壁细胞中主要

功能性靶点为H2受体和H+-K+-ATP酶. 组胺与

H2受体结合导致胞内环磷腺苷(cyclic adenosine 
monophosphate, cAMP)浓度升高和蛋白激酶

(protein kinase A, PKA)激活. PKA激活的效应之

一则是细胞骨架蛋白磷酸化, 细胞骨架蛋白参

与H+-K+-ATP酶由细胞质向细胞膜的转运, 从而

使H+-K+-ATP酶可以接触到胞外的KCl, 使胞外

K+与胞内H+进行交换, 形成胃酸分泌. 组胺H2受
体对于壁细胞泌酸过程的特征性形态学改变至

关重要, 而H+-K+-ATP酶承担着泌酸的最后一项

功能[39]. PPIs为苯并咪唑衍生物, 以前体药物的

形式在胃酸中激活, 转化为次磺酰胺类化合物, 
与H+-K+-ATP酶亚单位上的半胱氨酸残基(Cys)
中的巯基共价结合形成二硫键, 使质子泵不可

逆地失去活性, 阻断酶的H+/K+转运机制, 从而抑

制胃酸分泌的最后步骤, 以保护胃黏膜免遭胃

酸侵袭[40]. 

2  PPIs防治化疗引起胃肠道黏膜损伤的临床应用

2.1 减轻胃肠道反应 化疗引起胃肠道反应以恶

心、呕吐最为常见, 人体超过95%的5-羟色胺

(5-hydroxytryptamine, 5-HT)由胃肠道黏膜分泌, 
细胞毒药物造成胃肠道黏膜损伤致使黏膜上的

嗜铬细胞释放5-HT, 与5-HT3受体结合产生神经

冲动经迷走传入神经传入呕吐中枢引起患者呕

吐[41,42]. 代兴斌等[43]研究显示兰索拉唑、奥美拉

唑联合止吐药在防治呕吐、恶心、食欲不振方

面的有效率明显高于单用止吐药(格拉司琼+地
塞米松). 提示PPI能提高止吐药物对化疗引起胃

肠道反应的控制率, 且药物安全性高. 其机制可

能与PPIs保护胃肠道黏膜, 减少黏膜嗜铬细胞释

放5-HT有关. 
2.2 预防急性胃溃疡 细胞毒药物对胃肠道黏膜

的直接损害加上胃酸侵袭常导致急性胃十二指

肠溃疡形成. Sartori等[2,3]通过随机对照实验证实

奥美拉唑组患者在化疗过程中急性胃溃疡的发

生率、上腹痛及烧心感症状的出现率明显低于

安慰剂组, 差异有统计学意义. 安慰剂组的患者

化疗后内镜评分均高于化疗前, 奥美拉唑组并

无此表现. 表明奥美拉唑能有效预防化疗引起

的上消化系黏膜损伤, 减少胃肠道溃疡的发生. 
其机制主要与PPIs减少胃酸分泌有关. 



谢一嫏, 等. 质子泵抑制剂防治化疗引起胃肠道黏膜损伤的研究进展                 645

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
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引起的胃肠道黏
膜损伤作用机制
的报道较少, 本文
对此机制及临床
应用等作一综述, 
为指导临床合理
使用PPIs提供科
学依据.

2.3 防治化疗性胃食管反流病 化疗引起胃食管

返流病的机制不完全清楚, 可能与细胞毒药物

抑制黏膜细胞正常增殖分裂、刺激炎性因子分

泌、减弱食管下段括约肌功能引起胃容物返流

等因素有关, 临床上头颈部及胸部肿瘤患者经

常接受化疗及放疗联合治疗, 这更增加了食管

黏膜损伤的风险[44,45]. Uwagawa等[46]在其研究中

发现, 雷贝拉唑能够明显改善化疗引起的胃食

管返流病症状频率评分, 提示化疗引起胃食管

返流与胃酸分泌过度有关系, 也表明PPI可以改

善化疗引起的胃食管反流病的症状. 
2.4 PPIs的安全性 一项长达15年的开放性试验

显示, 长期使用泮托拉唑治疗严重酸相关性疾

病有良好的安全性及有效性. 研究从1999-09开
始至2007-09结束, 研究人员定期记录患者在治

疗期间的各项参考指标, 结果显示长期使用泮

托拉唑不会导致患者胃部腺体萎缩和肠上皮化

生, 虽然可引起胃部腺体可逆性轻至中度扩张, 
但不会增加肿瘤发生的风险[47]. 一项Meta分析

提示使用PPIs超过180 d并不增加患者患社区获

得性肺炎的风险, 但是使用高剂量或者使用时

间少于30 d的患者患社区获得性肺炎的风险增

加[48]. 另一项Meta分析显示PPIs可轻微提高髋

骨及脊柱骨折的风险[49]. 此外PPIs还可导致低镁

血症、低钙血症及低钾血症等电解质紊乱的发 
生[50,51]. 

3  结论

PPIs因其显著的抑酸效果被广泛用于治疗酸相

关性疾病, 如胃食管反流病, 上消化系溃疡及卓

-艾氏综合征等[52]. 近十几年来, 因PPIs对胃肠道

黏膜的保护作用而应用于治疗化疗引起的胃肠

道黏膜损伤. 两项国际指南美国国立癌症综合

网络(National Comprehensive Cancer Network, 
NCCN)与MASCC均提示在化疗患者出现上腹

痛及烧心症状时可使用PPIs进行治疗. 以上综述

表明PPIs可有效防治化疗引起的胃肠道黏膜损

伤. 尽管如此, PPIs多种潜在的不良反应值得临

床医生注意, 只有正确掌握PPIs的作用机制及适

应症, 才能避免药物过度使用, 确保患者得到安

全合理的治疗. 
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Abstract
Cholangiocarcinoma (bile duct cancer) is the 
most common malignant tumor of the biliary 
tree. This devastating malignancy presents late, 
and is notoriously difficult to diagnose, thus 
resulting a high mortality. The majority of chol-
angiocarcinoma patients present with an un-
resectable disease, and survive less than 12 mo 
following diagnosis. Biliary stent placement is 
an effective palliative therapy for malignant bili-
ary obstruction, which can significantly improve 
the quality of life, and extend the survival time 
of patients. Different biliary stent placement 
methods would closely affect the prognosis of 
patients. The purpose of this article is to review 
the treatment efficacy, insertion paths and types 
of biliary stents. This paper also covers emerging 
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胆管癌支架治疗的现状及进展

于 泓, 缪 林
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■背景资料
胆管癌(cholangio-
carcinoma, CCA)
是最常见的胆道
恶 性 肿 瘤 .  因 其
起病隐匿、早期
诊断困难、治疗
方法有限, 预后极
差. 大多数患者就
诊时已失去外科
手术机会. 胆道支
架治疗是晚期胆
管癌重要的姑息
治疗手段, 可解除
胆道梗阻, 改善患
者生活质量, 延长
生存期. 

biliary stents including drug stents, and biliary 
stent combination local therapy. 
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摘要
胆管癌(cholangiocarcinoma)是最常见的胆道
恶性肿瘤. 因其起病隐匿、早期诊断困难、治
疗方法有限, 预后极差. 大多数患者就诊时已
失去外科手术机会. 胆道支架治疗是晚期胆管
癌重要的姑息治疗手段, 可解除胆道梗阻, 改
善患者生活质量, 延长生存期. 不同支架治疗
方法的选择与患者的预后密切相关. 本文结合
最近几年有关文献, 就胆管癌支架治疗效果, 
支架植入路径选择, 不同材质支架特点及应
用, 载药支架等新兴胆道支架的研究进展, 以
及支架联合局部治疗的应用等作一综述, 以供
临床参考. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胆管癌; 胆道支架; 光动力治疗; 胆道内射

频消融

核心提示: 不同支架治疗方法的选择与晚期胆管

癌患者的预后密切相关. 本文比较了不同支架植

入路径的选择, 不同材质支架的特点及应用. 介
绍了近年来研究热点的药物洗脱支架、放射性

支架等新兴胆道支架, 以及支架联合光动力治疗

或射频消融治疗等局部治疗手段的最新研究进

展, 对于临床和研究有重要指导价值. 
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■研发前沿
普通支架只能机
械性阻止肿瘤生
长 ,  并 不 能 杀 伤
肿 瘤 ,  作 为 近 年
来研究热点的药
物洗脱支架和放
射性支架克服了
以 上 不 足 ,  在 机
械性解除胆道梗
阻的同时具有抑
制肿瘤细胞增殖
的作用. 另外, 支
架联合光动力治
疗或射频消融治
疗也是新兴的肿
瘤局部治疗手段, 
通过联合治疗的
方法局部抑制肿
瘤 生 长 ,  可 延 长
支 架 通 畅 时 间 , 
提高患者生存率, 
具有良好的发展
前 景 ,  也 是 胆 管
癌姑息性治疗具
有良好发展前景
的新方向.

0  引言

胆管癌(cholangiocarcinoma, CCA)起源于胆管上

皮细胞, 是全世界第2大原发性肝胆系肿瘤, 也是

最常见的胆道恶性肿瘤[1,2]. 胆管癌起病隐匿、早

期诊断困难、治疗方法有限, 预后极差, 中位生

存期不足24 mo[1]. 胆道脓毒症、肝衰竭、恶病质

和营养不良是胆管癌最主要的死因[3]. 手术切除

是唯一有效的治疗手段. 然而大多数患者就诊

时已失去手术切除机会, 在12 mo之内因恶病质

及功能衰竭而死亡[4]. 根治性手术五年生存率也

仅为20%-40%[5]. 
胆道支架植入术主要用于无法行手术切除

的晚期胆管癌患者, 是解除其恶性胆道梗阻的

一种有效的姑息性治疗手段. 其目的是解除阻

塞性胆汁淤积, 减轻黄疸、皮肤瘙痒、腹痛等

相关并发症, 预防胆管炎, 避免渐进性胆道梗阻

引起的肝衰竭, 通过微创治疗提高生活质量、

降低治疗成本、减少手术相关并发症、缩短住

院时间[6-8]. 在晚期胆管癌的姑息性治疗中不同

支架的选择及治疗方法至关重要. 

1  经内镜胆道支架引流和经皮胆道支架引流

经内镜胆道引流比经皮胆道引流更符合生理

特点、患者创伤小且舒适[9]. 相对于经皮肝穿

刺胆管造影(percutaneous transhepatic cholan-
giography, PTC), 内镜下逆行性胰胆管造影术

(encoscopic retrograde cholangio-pancreatography, 
ERCP)有更多的优点: 可直视十二指肠及乳头, 
检查肿瘤浸润情况, 可轻松获取细胞及组织样

本, 后续放置支架可解除阻塞性胆汁淤积[10], 支
架内引流可以恢复胆汁正常生理通道, 维持胆

汁生理功能. 一项美国的研究表明, 对无法行手

术切除的患者内镜治疗费用明显低于手术治疗, 
且可获得更长的生存期, 内镜下支架置入术可

作为姑息性胆道引流的首选方法[11]. 
经皮支架植入术通常用于内镜治疗失败或

不能经内镜治疗的患者(例如胃部分切除史、幽

门梗阻), 对于肝门部胆管狭窄的患者, 行经皮引

流可避免内镜引流的高失败率和并发症发生率, 
且经皮支架植入一枚以上金属支架更为容易[9]. 
在一项韩国的多中心回顾研究中, 经皮胆道引

流成功率高于内镜下胆道引流, 两组中胆道引

流成功后中位生存时间、支架通畅时间及并发

症发生率均无明显差异, 其中胆道引流成功患

者的中位生存时间均高于引流失败者[12]. 经皮引

流的主要缺点是经皮管所造成的不适及相关并

发症, 如出血、感染、胆汁瘘、导管阻塞和移

动, 应根据恶性胆道狭窄的位置(肝门部或胆总

管下段)选择合适的姑息性治疗的手段[10]. 

2  塑料支架和金属支架

塑料支架和金属支架均可用于解除恶性胆道

梗阻. 塑料支架的直径为7.0-11.5 F, 长度为5-18 
c m[13]. 塑料支架费用较低、操作技术简单、

发生阻塞时易于拆除和替换, 然而由于塑料支

架直径较小, 更易发生阻塞, 引起胆管炎. 有
20%-40%单边或双边支架植入术后发生胆管炎, 
其原因是支架直径小及胆道细菌感染继发生物

膜形成和胆泥淤积, 多数塑料支架治疗恶性胆

道梗阻的患者至少需要更换一次支架[1,2]. 对于

极高龄恶性梗阻性黄疸患者Grönroos等[14]认为

对于应用塑料支架即可. 
与塑料支架相比, 金属支架在近年来的研

究中显示出更多的优势, 应用也日益增多. 一方

面, 他增大了支架的直径, 从而增加支架通畅时

间、减少梗阻复发. 其中自彭式金属支架(self-
expanding metal stents, SEMSs)是应用最为广泛

的金属支架, 大多数SEMSs的长度在4-10 cm之

间, 直径一般为10 mm[15]. 另一方面, 金属支架的

网眼可避免堵塞侧支胆管, 使胆汁得到更好的引

流[16]. 研究表明金属支架通畅时间明显高于塑料

支架, 两者通畅时间分别为10-12 mo和3-4 mo[10]. 
对于肝门部胆管癌, SEMSs植入后通畅时间也明

显高于塑料支架, 且SEMSs有利于减少再手术的

次数, 降低总的治疗费用[17]. 金属支架的主要缺

点在于: 支架本身费用高, 植入后不易移除. 
一般认为金属支架主要应用于预期生存时

间>3 mo、接受化疗或其他姑息性治疗的不可

切除的胆管癌患者, 植入金属支架可减少ERCP
次数、缩短住院时间、减少并发症的发生[2,18,19]. 
欧洲胃肠内镜学会指南推荐: 对于肝门部胆管

恶性狭窄的患者, 预期生存期>3 mo或并发胆道

感染者首选SEMSs; 对于确诊为恶性胆总管梗

阻的患者, 如果预期生存期>4 mo或SEMSs本
身的成本小于ERCP费用的50%, 应首选直径10 
mm的SEMSs[15]. 

3  裸支架和覆膜支架

胆道金属支架可以进一步分为裸支架和覆膜支

架. 裸支架主要由不锈钢、镍钛合金等制成, 覆
膜支架表面由硅橡胶、聚亚安酯、聚四氟乙烯

等材质的膜覆盖, 可避免肿瘤向内生长造成支
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■相关报道
《Biliary stents: 
models and meth-
ods for endoscopic 
s t e n t i n g》本 文
献详细介绍了不
同胆道支架的分
类、材质、规格
及特点, 胆道支架
植入移除的方法
技巧, 多枚支架植
入的应用, 以及新
型支架的研究等, 
内容详实具有临
床指导意义.

架阻塞, 并使支架易于移除. 其中膜覆盖整个支

架者称为全覆膜支架, 覆盖部分支架而两端不

覆盖者称为半覆膜支架[15]. 
覆膜支架会阻塞侧支胆管, 且更易发生支

架移位, 在肝门部胆管癌中应用甚少[20,21]. 一项

多中心实验纳入了400例不可手术切除的胆管

远端恶性梗阻患者, 应用裸支架和覆膜支架治

疗后, 患者的生存期、支架通畅时间、并发症

发生率均无明显差异, 然而应用裸支架者更易

发生肿瘤向内生长, 应用覆膜支架者更易发生

支架移位[22]. 裸SEMS、半覆膜SEMS、全覆膜

SEMS支架移位率分别约为1%、5%、20%[15]. 
近期一项Meta分析则显示, 在胆管远端恶性梗

阻的患者, 与裸支架相比植入覆膜支架可延长

的支架通畅时间及患的者生存期[23]. 

4  单侧支架和双侧支架

在胆管癌特别是肝门部胆管癌的姑息性治疗中, 
胆道引流的程度仍存在争议. 单侧支架植入与双

侧支架植入相比, 操作更简单, 费用更低, 再介入

治疗更容易[24]. De Palma等[25]认为胆管分叉处的

肿瘤不应常规应用一个以上的支架治疗, 双侧支

架比单侧支架植入的成功率更低, 且双侧支架植

入会导致更高的并发症发生率. Iwano等[26]认为

肝脓肿在双侧支架植入术后发病率更高. 内镜下

双侧支架植入比单侧支架植入操作难度更大, 植
入后行再介入手术情况也更复杂[24]. 

然而随着内镜技术的提高, 近期的研究则

认为肝门部胆管癌双侧引流较单侧引流更有

效, 双侧引流可获得更长的支架通畅时间, 而支

架植入的成功率、引流成功率、并发症发生率

无明显差别, 双侧支架植入的成功率也达到了

90%-93%[27-29]. 双侧支架植入主要有两种方式: 
并排式和嵌入式. 一项纳入52例肝门部恶性梗

阻患者的实验显示: 并排式双侧支架植入术后

并发症发生率高于嵌入式支架植入, 然而并排

式支架通畅率也更高[30]. 目前对于两种植入方式

比较的研究较少, 尚需进一步的研究来阐明两

种方法的优劣势. 
2013年亚太共识建议: 肝门部胆管癌的姑

息性胆道支架治疗应引流50%体积以上的肝脏, 
应根据个人肝脏的解剖特点决定应用单支架、

双支架或多支架[31]. 

5  药物洗脱支架和放射性支架

目前无论普通金属支架或塑料支架、裸支架或

腹膜支架都只是机械性的姑息治疗, 并无抑制

肿瘤细胞增殖的效应. 
药物洗脱支架(drug-eluting stents, DESs), 广

泛应用于冠状动脉疾病, 近年来越来越多的研

究将非血管性载药支架(non-vascular DESs)应用

于胃肠道、胆道、气管、支气管等恶性梗阻的

治疗中. 支架表面的抗肿瘤药物通过单纯扩散

至黏膜及黏膜下层, 使肿瘤微环境药物浓度达

到最大, 减小非肿瘤区域的药物毒性. 同时, 通
过支架表面的抗肿瘤药物抑制肿瘤细胞增殖、

黏膜增生, 减少肿瘤向内生长的风险, 增加支架

通畅率[32,33]. 
紫杉醇洗脱支架研究最为广泛 ,  已在细

胞、动物及临床研究中证明其安全有效[34-36]. 一
项前瞻性随机化研究纳入了52例恶性胆道梗阻

患者, 比较了紫杉醇载药覆膜支架与普通覆膜

支架的治疗效果, 证实了紫杉醇载药支架安全

性, 然而该研究中两组中支架通畅时间和患者

生存时间均无明显差异[37]. 近期亦有体内、外

研究证实索拉非尼洗脱支架亦具有抑制细胞增

殖、侵袭及血管生成的作用[38]. 
放射性支架目前研究尚少, Guijin等[39]和He

等[40]已在细胞水平证实(103)Pd放射性支架可抑

制胆管癌细胞增殖, 诱导凋亡. 随着进一步的实

验室及临床研究, 药物洗脱支架及放射性支架

将有望成为胆管癌安全有效的局部治疗手段. 

6  支架联合光动力治疗和胆道内射频消融

光动力治疗(photodynamic therapy, PDT)是一种

新兴的恶性肿瘤的姑息治疗方法, 其原理是: 静
脉注射的光敏药物在肿瘤组织中聚集浓度大大

高于周围组织, 用特定波长的光照射时, 光敏剂

发生光化学反应产生氧自由基导致肿瘤细胞坏

死, 而周围正常组织受损很小或几乎不受损伤. 
多项研究证实支架联合PDT治疗晚期胆管癌安

全有效, 与单独应用支架治疗相比, 可更好的引

流胆汁, 延长患者生存时间, 改善生存质量, 延
长支架通畅时间[41,42]. Lee等[43]认为支架联合光

动力治疗较单纯支架治疗可提高患者生存期延

长支架通畅时间, 并不增加并发症的发生率. 在
一些报道中少数病例会出现胆管炎或光毒性的

不良反应[44-47].
传统的射频消融术(radiofrequency ablation, 

RFA)主要用于治疗心律失常, 近年来逐渐成为肿

瘤微创治疗新技术, 多用于肝癌等实体性肿瘤的

治疗[48,49]. 在肝内胆管癌的治疗中也有应用[50,51]. 
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■创新盘点
目前对于系统性
比较胆管癌不同
支架治疗技术, 尤
其是新型胆道支
架及胆道支架联
合治疗的报道较
少. 本文系统性论
述了晚期胆管癌
支架治疗的目前
的研究现状及进
展, 介绍了胆管癌
支架治疗的效果, 
支架植入路径的
选择, 不同材质支
架的特点及应用, 
准确把握了载药
支架、放射性支
架等新兴胆道支
架, 以及支架联合
光动力治疗、射
频消融术的发展
方向, 可为临床和
研究提供重要的
参考.

胆道内射频消融(endobiliary radiofrequency abla-
tion, RFA)是局部抑制胆管癌生长的又一新方法. 
其原理是通过高频电流使肿瘤组织、血管凝固

坏死. 近期的研究认为对于肝外胆管癌, 采取胆

道支架联合RFA的治疗方法安全有效[52-55]. 患者

在植入胆道支架引流之前, 首先应用射频消融

电极对肿瘤部位进行灼烧, 减轻胆道狭窄, 也可

进行多次射频消融治疗增强抑瘤效果. 胆道支

架联合RFA可延长支架通畅时间, 减少阻塞率, 
降低治疗成本, 提高生存率[54,55]. 

支架联合PDT或RFA治疗都是新兴的肿瘤

局部治疗手段, 通过联合治疗的方法克服了普

通支架只能机械性阻止肿瘤生长的不足, 已于

临床证实可增加之间通畅时间, 具有良好的发

展前景, 然而尚需大样本长时间的研究来证实

其疗效. 

7  结论

支架治疗是胆管癌姑息治疗安全有效的手段, 
在胆管癌的治疗过程中, 选择不同的支架植入

路径、支架材质、支架类型、支架数量、载药

支架以及支架联合局部治疗的应用与患者的预

后密切相关. 应根据患者的预期生存期、一般

情况、并发症、经济状况等具体情况综合考

虑, 选择最适治疗方案. 新技术的发展也将提高

胆管癌支架治疗的效果. 目前双层支架(double 
layer stents, DLS)[56,57]、抗返流支架[58,59]期望通

过改善支架材料、去除侧孔、增加支架内表面

光滑程度、减少十二指肠中食物返流等方法延

长支架通畅时间, 也是新型支架发展的有益尝

试, 其治疗效果尚待进一步的研究. 
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本文系统性论述
了晚期胆管癌支
架治疗的目前的
研究现状及进展, 
介绍了胆管癌支
架治疗的效果, 比
较了不同支架植
入路径, 不同材质
类型支架的特点
及应用, 准确把握
了载药支架、放
射性支架等新兴
胆道支架, 以及支
架联合光动力治
疗、射频消融术
的发展方向. 可为
临床和研究提供
重要参考.
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Abstract 
MicroRNAs (miRNAs) are a group of small 
non-coding RNAs that regulate gene expression 
post-transcriptionally. A large body of evidence 
has indicated that dysregulation of miRNAs 
is an important hallmark of cancer. MiRNAs 
modulate malignant phenotypes of cancer by 
repressing many critical oncogenes or tumor 
suppressors. MiR-375 was firstly identified in 
pancreatic beta-cells and it can regulate insulin 
secretion and pancreatic development. Fur-
ther studies found that miR-375 is significantly 
downregulated in multiple types of tumors, es-
pecially digestive system tumors, such as hepa-
tocellular carcinoma, gastric cancer, esophageal 
cancer, and pancreatic cancer. Overexpression of 
miR-375 represses target genes, such as AEG-1, 
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 文献综述 REVIEW

miR-375在消化系肿瘤中的研究进展

颜俊伟, 廖家智, 林菊生, 何星星

®

■背景资料
肿瘤的早期诊断
和治疗均缺乏有
效的手段和方法, 
所以肿瘤学研究
的重心也是难点
就是寻找合适生
物分子标志物和
有效分子治疗靶
点. MicroRNA是
一类内源性的具
有调控基因表达
功能的微小RNA
分子其异常表达
与肿瘤的发生发
展密切相关. Mi-
croRNA是较为理
想的分子标志物, 
其替代或拮抗治
疗很可能成为未
来肿瘤治疗的新
方法. 

JAK2, ATG7, IGF1R, PDK1, 14-3-3Z and YAP1, 
and thereby inhibits malignant properties of 
cancer. It is also found that miR-375 in tissues 
or circulation could be used as a biomarker for 
diagnosis or prognosis prediction in digestive 
system tumors. Since miR-375 play an important 
role in the initiation and progression of digestive 
system tumors, it can become a novel therapeu-
tic target. Monitoring the levels of miR-375 may 
contribute to the early diagnosis and prognosis 
prediction.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要 
MiRNAs是一类在转录后水平调控基因表达
的微小RNA分子. 大量研究表明, MiRNAs的
失调表达是肿瘤的重要特征之一. MiRNAs参
与调控许多重要的癌基因或抑癌基因的表达, 
从而调控肿瘤的恶性生物学表型. MiR-375
最早发现在胰岛B细胞表达并调控胰岛素
的分泌和胰岛的形成 .  进一步的研究发现 , 
m i R-375在肿瘤组织中普遍呈现低表达特
别是在消化系肿瘤中, 如肝癌、胃癌、食管
癌、胰腺癌. 在这些肿瘤中过表达miR-375可
抑制靶基因, 如: 星形胶质细胞升高基因1、
Janus激酶2、自噬相关蛋白7、胰岛素样生
长因子1受体、3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶
1、YWHAZ以及YES相关蛋白1的表达从而
抑制肿瘤的恶性表型. 此外研究还发现组织
或血清中的miR-375可作为消化系肿瘤诊断
和预后的生物标志物. 因此, miR-375在消化
系统肿瘤的发生和发展过程中发挥了重要的
作用, 是潜在的肿瘤药物开发的新靶点, 监测
miR-375的表达水平可能有助于消化系肿瘤
的早期诊断和预后判断.    

■同行评议者
莫发荣 ,  副教授 , 
广西医科大学组
织学与胚胎学教
研室
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■研发前沿
每年都有大量肿
瘤相关的microR-
N A 被 发 现 和 证
实, 研究microR-
NA调控网络、血
清 m i c r o R N A 作
为肿瘤分子标志
物的应用前景以
及 m i c r o R N A 相
关药物的开发是
microRNA研究的
热点. MicroRNA
携带载体的开发
是microRNA药物
走向临床治疗的
瓶颈.

© 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: 目前关于消化系肿瘤发生发展的

分子机制仍不十分清楚 .  D N A高甲基化导致

miR-375在众多常见的消化系肿瘤中均呈显著

低表达. miR-375通过抑制星形胶质细胞升高基

因1(astrocyte elevated gene-1)、Janus激酶2(janus 
kinase 2)、胰岛素样生长因子1受体(insulin-like 
growth factor 1 receptor)、3-磷酸肌醇依赖性蛋白

激酶1(3-phosphoinositide-dependent protein kinase 
1)、14-3-3Z以及YES相关蛋白1(Yes-associated 
protein 1)等重要癌基因发挥抑癌作用. 因此, 高甲

基化导致抑癌基因miR-375低表达引起上述癌基

因的异常激活可能是消化系肿瘤发生发展共同机

制之一. 
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0  引言

MicroRNA(miRNAs)是长度约为22个碱基的单

链非编码RNA分子. MiRNA基因经RNA聚合

酶Ⅱ转录后, 经核糖核酸酶Ⅲ(RNase Ⅲ)Drosha
和Dicer酶分别在核内和核外剪切加工形成成

熟的miRNA分子[1]. MiRNA与诱导沉默复合物

(RNA-induced silencing complex, RISC)在胞浆

中结合后, 通过与靶mRNA的3'非翻译区的互补

序列结合导致翻译抑制或mRNA的降解, 从而抑

制靶基因的表达[2]. 据估计miRNA基因调控多达

30%的所有蛋白质编码基因[3]. MiRNA通过调控

靶基因参与肿瘤细胞的分化、 增殖、存活、凋

亡和转移[4-6]. MiR-375首先在胰腺中被发现并调

节胰岛素的分泌以及参与胰岛细胞的发育和生 
长[7-10]. 随后的全基因组miRNA表达谱的研究显

示, miR-375广泛存在于各种组织或器官中并

在多种肿瘤特别是消化系统肿瘤如肝癌、食管

癌、胃癌、胰腺癌中均显著下调[11-16]. 目前已经

清楚地知道miR-375在上述这些肿瘤中发挥了

重要的抑癌作用, miR-375很有可能成为未来肿

瘤治疗的新型靶点以及作为重要的早期诊断和

预后判断的肿瘤标志物. 以下总结了miR-375在
消化系肿瘤中的抑癌机制以及其作为肿瘤治疗

靶点的潜力和作为诊断和预后标志物的前景.    

1  miR-375的分子结构与抑癌机制

遗传学分析表明人miR-375基因位于2号染色体

长臂2区3带, Cryba2基因和Ccdc108基因之间, 因
此属于基因间型的miRNA[17]. 该染色体区域在人

和小鼠之间具有较高的保守性, Avnit-Sagi等[18]通

过对miR-375上游启动子中人和小鼠的保守序

列分析发现了重要的转录起始和调控元件如：

TATA盒和E盒. 前者是DNA聚合酶Ⅱ的结合位

点, 后者是转录因子的结合位点. 这些证据表明

miR-375拥有独立的启动子并受转录调控信号

的调节. 进一步研究证明miR-375表达受转录

因子如: PDX/NeuroD1[19]、ASH1[20]、ERα[21], 
CTCF[21], IL-13[22]以及糖代谢调节信号cAMP[23]

的调控. 更重要的是, 研究还发现miR-375启动

子区域存在高频率的CpG岛证明miR-375表达

受甲基化的调控, 而miR-375启动子区域的高甲

基化是miR-375在消化系肿瘤中低表达的重要

原因[21,24-27]. 成熟的miR-375为长22个碱基的单

链RNA分子, 碱基序列为UUUGUUCGUUCG-
GCUCGCGUGA. miR-375在胞浆内加工成熟后

与RNA诱导沉默复合物(RNA-induced silencing 
complex, RISC)结合, 该复合物通过miR-375的
碱基序列识别众多mRNA分子导致靶mRNA的

降解或抑制翻译过程, 从而调控基因的表达. 研
究发现miR-375通过靶向抑制不同的促肿瘤相

关基因可抑制众多类型肿瘤特别是消化系肿瘤

的生长[11,15,27-30]. 因此, 高甲基化导致的miR-375
低表达是消化系肿瘤发生发展的重要原因之一. 

2  miR-375与消化系肿瘤的关系

大量证据表明miR-375在消化系肿瘤中显著下

调, miR-375启动子区域高甲基化是miR-375下
调的主要原因[24,25,27,28]. MiR-375通过靶向抑制许

多重要的靶基因如: 星形胶质细胞升高基因(as-
trocyte elevated gene-1, AEG-1 )、PDK1、YAP1
等抑制消化系肿瘤的恶性表型(图1).    
2.1 MiR-375与肝癌 He等[11]应用miRNA芯片和

TaqMan qRT-PCR技术发现miR-375在肝癌细胞

和肝癌组织中的表达都是显著下调的, 并且在

原发性肝癌组织中miR-375和AEG-1的表达水

平呈现负相关. AEG-1是重要的癌基因在肝癌中

表达上调并参与到肿瘤进展的各个方面包括转

化, 逃避凋亡、侵袭、转移以及药物的耐药[31]. 
研究证实AEG-1是miR-375的一个重要靶基因, 
而miR-375表达下调可能是AEG-1在肝癌中表达
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■相关报道
Poy等证实miR-375
基因敲除小鼠导
致高血糖和胰岛
素抵抗;  Biton报
道miR-375参与肠
道免疫;  Wang等
发现miR-375参与
肺泡上皮分化以
及表面活性物质
的分泌.

上调的原因之一[11]. 进一步研究发现MiR-375通
过靶向抑制AEG-1抑制了肝癌细胞的生长、侵

袭, 诱导肝癌细胞G1期阻滞和细胞凋亡[11]. 此外, 
miR-375还可抑制缺氧诱导的细胞自噬从而影响

肝癌细胞在缺氧条件下生存[32]. 缺氧发生时细胞

激活自噬作为一种保护机制, 使细胞分解细胞

器和蛋白质以维持生存所必需的能量和物质供

应. MiR-375可抑制LC3I转化为LC3II, 从而抑制

自噬体的形成, 后者可与溶酶体融合后被降解

和回收利用因此是自噬的关键步骤. 自噬相关

蛋白7(autophagy-related protein 7, ATG7)被发现

是miR-375的直接靶基因. ATG7介导其他ATGs
分子的连接从而促进自噬的激活[33]. 在肝癌细胞

中过表达miR-375或者抑制ATG7的表达均可抑

制肿瘤细胞在低氧状态下对损伤线粒体的清除, 
增加线粒体凋亡相关蛋白如细胞色素C的释放, 
从而抑制肝癌细胞的活性[32]. 这些发现阐述了

miR-375新的抑癌机制: miR-375通过抑制在缺

氧等应激条件下保护性自噬的发生影响肝癌细

胞的生存. 研究发现自噬是肿瘤耐药的重要机

制之一[34], 而恶性肿瘤特别是肝癌长期处于缺氧

的微环境中, 这提示我们miR-375的替代治疗或

联合用药可能具有高效的治疗潜能. Liu等[35]的研

究还发现miR-375通过靶向YES相关蛋白1(Yes-
associated protein 1, YAP1)抑制了肝癌细胞的侵

袭和扩散.    
2.2 MiR-375与胃癌 MiR-375在胃癌组织中呈低

表达并发挥了重要的抑癌作用. Ding等[12]发现

miR-375在胃癌中显著下调, 并通过靶向抑制

Janus激酶2(janus kinase 2, JAK2)抑制胃癌细胞

的增殖. JAK2是Janus非受体酪氨酸激酶家族成

员其表达水平与miR-375在胃癌组织中呈负相

关. 利用酪氨酸磷酸化抑制剂AG490或RNA干

扰抑制JAK2后胃癌细胞的生长受到抑制而过表

达JAK2则抵消了miR-375的生长抑制作用. Tsu-
kamoto等[28]进一步证实了miR-375在胃癌中的抑

癌作用并发现两个新的靶基因: 一是3-磷酸肌醇

依赖性蛋白激酶1(3-phosphoinositide-dependent 
protein kinase 1, PDK1或PDPK1), 可激活蛋白

激酶A k t及其下游的信号通路 [36,37]; 另一个是

YWHAZ (也称14-3-3Z), 属于高度保守的14-3-3
家族的结合蛋白参与有丝分裂、细胞周期和细

胞凋亡的调控[38]. 干扰YWHAZ和PDK1均可诱导

胃癌细胞Caspase的激活, 从而启动凋亡信号[28].    
2.3 MiR-375与食管癌 针对食管癌和癌旁组织的

miRNA芯片结果发现: 在众多下调的miRNA中

miR-375下调最为明显, 特别是在食管鳞状细胞

癌中[39]. Kong等[27]发现miR-375靶向胰岛素样生

长因子1受体(insulin-like growth factor 1 receptor, 
IGF1R)抑制食管鳞状细胞癌(esophageal squa-
mous cell carcinoma, ESCC)的细胞的增殖, 克隆

形成及转移能力. 胰岛素样生长因子1(Insulin-
like growth factor 1, IGF-1)可与IGF1R结合激活

PI3K/Akt信号通路. 此外, Li等[25]也证实PDK1是
miR-375的直接靶基因. 因此, 可以推测miR-375
是PI3K/Akt信号通路的一个重要调节因子. 在肿

瘤发生过程中miR-375下调导致PI3K/Akt信号通

路的异常激活, 从而导致肿瘤的发生发展.    
2.4 MiR-375与其他消化系肿瘤 Bloomston等[13]

发现miR-375在正常胰腺组织、慢性胰腺炎、

胰腺癌中呈逐渐下降的趋势. Bhatti等[40]检测了

胰腺导管细胞癌(pancreatic ductal adenocarci-

CpG岛高甲基化

miR-375 encoding gene

miR-375

JAK2 PDK1 YWHAZ

gastric cancer progression
Esophagus cancer 

progression

PDK1IGF1RATG7 AEG-1 YAP1

Chromosome: 2q35

liver cancer progression

图 1 MiR-375在消化系肿瘤中低表达和抑癌机制. ATG7: 自噬相关蛋白7; YAP1: YES相关蛋白1; IGF1R: 胰岛素样生长因

子1受体; PDK1: 3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1; AEG-1: 星形胶质细胞升高基因1; JAK2: Janus激酶2.
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■创新盘点
miR-375与多种肿
瘤密切相关但与
消化系肿瘤的关
系尤为突出, 几乎
参与所有常见消
化系器官恶性肿
瘤的进展并在这
些肿瘤中显著低
表达. 本文重点概
括总结了miR-375
与消化系肿瘤的
密 切 联 系 认 为
miR-375不管是在
消化系肿瘤诊断
还是治疗方面都
具有很高的潜力.

noma, PDAC)与癌旁组织中miR-375的表达水平

发现miR-375在PDAC中明显下调. Zhou等[29]进

一步证实上调miR-375可抑制胰腺癌细胞的增

殖, 促进癌细胞阻滞在G0期并诱导细胞凋亡. 此
外, Faltejskova等[41]发现结肠癌组织中miR-375
的表达明显低于癌旁组织, 上调miR-375可抑制

结肠细胞的生长并抑制细胞从G1期向S期转换. 
虽然研究发现miR-375在胰腺癌和结肠癌具有

抑癌作用, 但具体的分子机制还需进一步阐明.    

3  结论

MiR-375不仅在消化系肿瘤中显著低表达而且

是消化系肿瘤的重要抑癌基因之一, 因此进一

步探索miR-375在临床方面的应用潜力具有重

要的现实意义. MiRNA在肿瘤中的表达谱差异, 
使我们可以将miRNA作为诊断肿瘤和预后判断

的标志物[42,43]. MiR-375在消化系肿瘤中显著低

表达表明miR-375可能作为重要的分子标志物

区分消化系肿瘤. Wang等[44]发现联合miR-375、
miR-424和miR-92a 3个miRNA可准确的区分大

肠标本中的腺瘤和高级别上皮内瘤变. 研究发

现血清miRNA可在循环中稳定存在是理想分子

标志物[45,46]. Li等[47]发现血清miR-25、miR-375
和let-7f可用于区分HBV阳性肝癌和健康对照人

群. 许多研究还发现miR-375在消化系肿瘤的预

后判断方面也具有很大的潜力(表1). 值得注意

的是, miR-375在众多的消化系统肿瘤中表达均

下调这可能暗示miR-375的低表达不是某一肿

瘤特异性而是一个广谱的分子标志物, 因此联

合miR-375与其他的特异性的miRNA分子标志

物可能具有更高的特异性和灵敏度.     
未来miRNA的替代或拮抗疗法可能成为疾

病治疗特别是抗肿瘤治疗重要方法之一[48,49]. 大
量的证据表明miR-375在消化系肿瘤中显著下

调, 体内和体外实验均证明miR-375可显著抑制

肿瘤的生长, 这表明miR-375可作为肿瘤治疗

的分子靶点, 具有重要的治疗价值. 实验证明胆

固醇修饰的miR-375具有良好的稳定性可不依

靠其他载体高效率的进入细胞内发挥作用. 将
胆固醇修饰的miR-375注入到裸鼠移植瘤内明

显抑制了肿瘤的生长[11]. 此外, 通过慢病毒介导

miR-375过表达能抑制肝癌细胞自噬, 影响肝癌

细胞的生存从而减缓小鼠肝癌移植瘤的生长[32]. 
miR-375的过表达真核表达质粒在转染试剂的

协助下, 导入胃癌移植瘤内显著抑制了胃癌细

胞的生长[12]. 稳定转染miR-375前体食管癌细胞

的裸鼠成瘤能力明显低于空白对照组[27]. 这些

证据表明miR-375在体内和体外都具有良好的

抑癌作用, miR-375替代治疗肿瘤具有广阔的应

用前景. 未来针对miR-375的治疗探索, 我们应

该着眼于开发出新型的miRNA携带载体. 新型

的miRNA携带载体必须保证合成RNA在体内稳

定性高, 肿瘤靶向特异性强, 药物作用时间持久, 
药物不良反应低. 而纳米技术很可能成为这类

新型miRNA携带载体中的一员[50]. 通过纳米材

料携带miRNA分子并偶联肝脏组织或肝癌细胞

特异性的靶向分子如叶酸或转铁蛋白等可高效

的将miRNA分子导向靶器官并被胞吞进入细胞

内部发挥抗肿瘤作用.    
MiRNAs为癌症研究开辟了一个新的领域. 

到目前为止, miR-375已被证实在消化系肿瘤中

下调并作为一个重要的抑癌基因. 虽然已经鉴

别出许多重要的靶基因但miR-375参与的信号

通路仍未完全阐明, 利用生物信息学的方法分

析miR-375靶基因的调控网络有助于全面解析

miR-375的功能. MiR-375在癌症的诊断和治疗

方面具有很大的潜力, 未来我们的研究工作应

探索miR-375的临床应用潜力, 更好的实现基础

医学向临床医疗的转化.    
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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. 



高仁元, 朱庆超, 伍雯, 上海交通大学附属第六人民医院普
外科 上海市 200233
秦环龙, 同济大学附属第十人民医院普外科 上海市 200072
高仁元, 上海交通大学医学院在读硕士研究生, 主要从事胃肠病
学的研究. 
国家自然科学基金资助项目, No. 81230057
上海市科学技术委员会基金资助项目, No. 11140902400
作者贡献分布: 此课题由高仁元与朱庆超设计; 实验操作由朱庆
超与伍雯完成; 数据分析及论文撰写由高仁元完成; 秦环龙指导. 
通讯作者: 秦环龙, 教授, 博士生导师, 200072, 上海市闸北区延
长中路301号, 同济大学附属第十人民医院普外科. 
huanlqin@126.com
电话: 021-64361349
收稿日期: 2013-10-22   修回日期: 2013-12-16
接受日期: 2013-12-19   在线出版日期: 2014-02-18 

Compositional differences in 
fecal microbiota between rats 
with colorectal cancer and 
normal rats

Ren-Yuan Gao, Qing-Chao Zhu, Wen Wu, 
Huan-Long Qin 

Ren-Yuan Gao, Qing-Chao Zhu, Wen Wu, Department 
of General Surgery, Shanghai Jiaotong University Affiliated 
Sixth People's Hospital, Shanghai 200233, China
Huan-Long Qin, Department of General Surgery, Tenth 
People's Hospital Affiliated to Tongji University, Shanghai 
200072, China
Supported by: the National Natural Science Foundation of 
China, No. 81230057; and Project from Science and Tech-
nology Committee of Shanghai, No. 11140902400
Correspondence to: Huan-Long Qin, Professor, Depart-
ment of General Surgery, Tenth People’s Hospital Affiliated 
to Tongji University, 301 Yanchang Road, Zhabei District, 
Shanghai 200072, China. huanlqin@126.com
Received: 2013-10-22    Revised: 2013-12-16
Accepted: 2013-12-19    Published online: 2014-02-18

Abstract
AIM: To investigate the compositional differ-
ences in fecal flora between rats with colorectal 
cancer and normal rats. 

METHODS: A rat model of colorectal cancer 
was developed by intraperitoneal injection of 
1, 2-dimethyl hydrazine (DMH). Fecal samples 
were collected from rats with colorectal cancer 
and normal controls, and the microbiota was 
isolated by PCR-DGGE technique to perform 
flora similarity analysis (cluster analysis) and 
polymorphism analysis (richness, uniformity, 
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肠癌大鼠与正常大鼠粪便菌群的结构性差异

高仁元, 朱庆超, 伍 雯, 秦环龙

®

■背景资料
随着肠癌发生率
的逐年增加, 人们
对肠道内环境的
研究愈加重视. 研
究发现, 肠道微生
态(microbiota)在
肠癌的发生发展
中具有重要作用. 

Shannon-Wiener index, Simpson index) and to 
compare with the GenBank to identify the genus 
so as to study the variation.

RESULTS: Compared with normal rats, the 
abundance of Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, 
Lactobacillus intestinalis, Paraprevotella, Lactobacil-
lus murinus, Lactobacillus, Prevotella, Lactobacillus 
crispatus and Lachnospiracea incertae sedis was 
significantly reduced and that of Coprobacillus 
was significantly increased in rats with colorec-
tal cancer. Although the flora diversity between 
the two groups showed no statistical difference, 
there was a significant difference in flora compo-
sition. 

CONCLUSION: The composition of fecal mi-
croflora changes in rats with colorectal cancer 
compared with normal rats, with the number of 
beneficial bacteria reduced and that of potential 
pathogens increased. 

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

Key Words: Colorectal cancer; PCR; DGGE; Cluster 
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摘要
目的: 研究结肠癌大鼠与正常大鼠粪便菌群
结构性变化. 

方法: 通过1,2-二甲肼(d imethyl hydrazine, 
DMH)腹腔注射构建大肠癌的动物模型, 造模
成功后收集实验组和对照组大鼠肠道粪便, 
利用PCR-DGGE(polymerase chain reaction- 
denaturing gradient electrophoresis)技术分离
菌群, 对两组菌群相似性(聚类分析)和多态
性(丰富度、均一性、Shannon-Wiener指数、

S i m p s o n指数)进行分析 ,  并对目的菌群与

■同行评议者
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■研发前沿
基于PCR-DGGE
技术对两种不同
肠道微生态环境
的大鼠菌群进行
比 较 ,  可 以 筛 选
出在肠癌发生发
展过程中特异性
的 肠 道 菌 群 ,  便
于进一步研究其
可能促进肠癌的
机制.

GenBank进行比对, 确定菌群种属, 研究其变
化规律. 

结果:  相较于对照组 ,  实验组中毛螺菌科
(Lachnospiraceae )、Ruminococcaceae科菌、

肠乳杆菌(Lactobacillus intestinalis )、帕拉普氏
菌属(Paraprevotella )、鼠乳杆菌(Lactobacillus  
murinus )、乳杆菌属(Lactobacillus )、普氏
菌属(Prevotella )、卷曲乳杆菌(Lactobacillus  
crispatus )和Lachnospiracea incertae sedis等菌群
丰度显著降低, 而粪芽孢菌属(Coprobacillus )
丰度则明显增加. 尽管两组菌群多样性均较丰
富, 但菌群结构相似性存在明显差异. 

结论: 肠癌大鼠与正常对照组相比出现粪便菌
群结构的偏移, 有益菌减少, 潜在致病菌增加. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肠癌; PCR; DGGE; 聚类分析; 菌群

核心提示: 与正常大鼠相比, 肠癌大鼠粪便中菌

群发生明显偏移, 有益菌数量及种类明显下降, 
而致病菌却增加. 
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0  引言

大肠癌的发生发展是伴随着一系列基因突变的

多步骤病变过程, 其发病率在全球范围内高居

第3位, 全球每年新发病例数超过120万例[1]. 随
着经济的发展, 在发展中国家, 大肠癌发生率呈

现快速升高的趋势. 如在中国上海地区, 大肠癌

发病率已猛增至56/10万人, 达到欧美发达国家

发病率水平[2]. 目前, 遗传因素和环境因素被认

为是大肠癌发生发展的重要原因, 而环境因素

中的肠道微生态异常改变及其与肠癌相关性的

研究近几年称为研究的热点, 菌群结构和数量

的异常促进肠癌发生的报道也逐渐增多[3]. 在哺

乳类动物肠道内也存在着种类繁多和数量庞大

的微生物, 他们在宿主肠道营养摄取、维生素

合成、多酚类物质代谢、保护肠上皮细胞、脂

肪贮存、刺激肠道组织血管生成以及肠道免疫

功能形成等多方面具有不可或缺的作用[4,5]. 因
此, 这些微生物构成了维持整个肠道微生态稳

定的重要基础. 而在这些微生物中, 占据了绝大

部分数量的是细菌, 他们的基因组大小是宿主

的150-160倍[6,7]. 因此, 对其肠道菌群结构多样性

及种群动态变化进行研究具有至关重要的意义. 
传统的微生物检测方法主要依赖从宿主新鲜粪

便中分离微生物进行培养, 进而明确菌属性质. 
但是由于技术条件、培养条件的严苛性, 肠道

中可以被培养的菌群较少(不超过20%-30%), 且
并不能代表全部肠道菌群, 更不能明确物种之

间的系统发育学关系[7]. 随着微生态学检测技术

的迅速发展, 特别是应用了PCR-变性梯度凝胶

电泳(polymerase chain reaction- denaturing gradi-
ent electrophoresis, DGGE)等较先进的技术后, 
菌群变化和相关疾病之间的关系研究取得了巨

大的进步. DGGE技术主要原理是基于DNA碱基

配对的基础, 将具有相同长度但不同组成的双

链PCR产物分离, 使具有不同序列的DNA片段

停留在凝胶的不同位置, 形成相互分开的条带

图谱, 从而对菌群进行分离[8]. 该技术不依赖于

培养技术且最低可检测到只占总群数量1%的菌

群[9]. 因此, 本研究我们利用DGGE技术来比较大

鼠肠癌模型与正常对照组之间粪便中菌群的变

化, 并阐述肠道菌群在肠癌发生发展中的结构

变化及潜在作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠共计12只, 体质量150-180 
g. 购自上海史莱克实验动物有限公司, 生产许

可证号为SCXK(沪)2007-0005, 使用许可证号为

SYXK(沪)2006-0010. Taq酶等试剂(生工生物工

程股份有限公司); PCR反应扩增仪(加拿大, BBI
公司); DYY-8型稳压稳流电泳仪(上海琪特分析

仪器有限公司); H6-1微型电泳槽(上海精益有机

玻璃制品仪器厂); 凝胶成像系统(Gene Genius
公司); U-3010紫外-可见分光光度计(Hitachi公
司); DGGE仪(美国Bio-Rad公司); DMH(Sigma-
aldrich上海贸易有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 构建动物模型及收集标本: 所有大鼠共计

12只被随机分为两组, 一组为正常饮食组, 即对

照组(n 1 = 6). 另一组为1,2-二甲肼(1,2-dimethyl-
hydrazine, DMH)诱导肠癌组[10], 即实验组(n 2 = 
6). 两组均给予啮齿类动物基础饲料. 所有大鼠

自由饮食、水1 wk, 以适应周围环境. 随后, 对实

验组大鼠腹腔注射DMH(剂量为40 mL/kg, 1次
/wk), 连续注射10 wk. 对照组大鼠腹腔注射生理

盐水和乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic 
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■相关报道
目前已有研究发
现肠道菌群与肥
胖、糖尿病以及
心血管疾病等多
种疾病密切相关
甚至是起到关键
作用, 其可能机制
与炎症及肠屏障
功能损伤相关. 通
过调节肠道菌群, 
可以帮助恢复肠
道内环境的稳态, 
减少疾病的发生.
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acid, EDTA). 12 wk肿瘤形成后(肿瘤组织由病理

切片证实), 取其肠道内粪便, 无菌操作收集于冻

存管中, 置于-80 ℃冰箱中保存(实验组标记为

T1-T6, 对照组标记为N1-N6). 该实验已获得上海

市第六人民医院医学伦理委员会批准. 
1.2.2 样品DNA的制备: 离心收集菌体, 溶于5 
mL提取缓冲液中, 37 ℃振荡45 min. 加入0.75 
mL 20%SDS, 65 ℃水浴1 h. 12000 r/min, 离心10 
min, 收集上清. 上清用等体积的酚: 氯仿: 异戊

醇(25∶24∶1)抽提2次, 加入终浓度0.3 mol/L醋
酸钠(pH 5.2)及2倍体积的无水乙醇, 室温沉淀1 
h. 4 ℃, 12000 r/min, 离心20 min, 收集沉淀, 并用

700 mL/L乙醇漂洗2次, 晾干后溶于50 µL TE中. 
1.2.3 16S rRNA gene V3区扩增: 所用引物为细

菌16S rRNA V3高变区F357和R518(表1), 反应

体系总体积为50 µL, ddH2O 41.25 µL, 10×Buf-
fer(含2.0 mmol/L MgCl2)5 µL, dNTP(10 mmol/L)1 
µL, F357-GC(10 µmol/L)1 µL, R518(10 µmol/L)1 
µL, Taq酶(5 U/µL)0.25 µL, 模板DNA 0.5 µL, 设
置阴性对照. 反应程序按照以下进行: 94 ℃预

变性4 min; 94 ℃ 0.5 min; 56 ℃ 1 min; 72 ℃ 0.5 
min; 30个循环, 72 ℃延伸7 min. 取PCR产物各3 
µL, 1.5%琼脂糖凝胶加5%Goldview染液, 120 V
稳压电泳30 min, 用UVI凝胶成像系统拍照. 
1.2.4 变性梯度凝胶电泳(DGGE): 取样品各400 
ng的V3区PCR产物, 采用D-Code突变检测系统

对样品进行DGGE分析. 所用的聚丙烯酰胺凝胶

浓度为8%(丙稀酰胺: 双丙稀酰胺 = 37.5∶1), 变
性剂浓度从30%-60%(100%的变性剂为7 mol/L
尿素+40%甲酰胺). 在180 V电压下, 60 ℃恒温, 1
×TAE中电泳4.0 h. 电泳完毕后, 用超纯水冲洗

胶, 然后将胶放进染液中, 置于摇床上染色后, 
在UVI成像系统拍照. 
1.2.5 PCR扩增及产物回收及克隆: 选取较有代

表性的条带, 用洁净的手术刀片将目标DGGE
条带完整的切下并装入1.5 m L离心管中 ,  按
UNIQ-10柱式DNA胶回收试剂盒回收. 对目的

片段进行克隆测序, 与已知GenBank比对获得菌

群的种属名称. 

统计学处理 对D G G E凝胶图进行相似性

和多样性分析. 相似性分析采用聚类分析, 使用

非加权组平均法(unweighted pair-group method 
with arithmetic means, UPGMA)计算系统发育 
图[11]; 多样性分析采用丰富度和生物多样性分

析. 丰富度(S)用DGGE图谱每条泳道的条带数

表示; Shannon-Wiener指数(H')的计算方法为H' =  
-                     , Pi为第i条带的吸光度与该泳道所

有条带吸光度总和的比值, S为总的条带数目; 
均一性(E)表示菌群种属分布的一致性, 计算方

法为E = H'/㏑S[12]. Simpson多样性指数(D)计算

方法为D =  1-                , Pi及S计算方法同上, 该
指数意义与Shannon指数相似[13]. 分析所得数据

使用SPSS19.0进行Student-t检验, 计量资料结果

以mean±SD表示. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 大鼠体质量 对大鼠体质量按周记录, 结果示

两组之间体质量变化均无明显统计学差异(图1). 
说明两组大鼠之间饮食水、环境等基本情况较

为一致. 
2.2 菌群多样性 PCR扩增结果示各组样本目标

条带及大小合适(图2). 在DGGE指纹图谱中每一

条泳道代表一个样本中的菌群(图3), 不同位置

的条带代表不同的优势菌群. PCR-DGGE电泳结

果显示对照组大鼠粪便中菌群与罹患肠癌的大

鼠粪便中的菌群均有较好的多样性, 且两者的

均一性均较好. Shannon-Wiener指数(H')和Simp-
son指数(D)分析实验组菌群多样性高于对照组, 
但二者并无统计学上的差异(P >0.05)(表2). 
2.3 菌群结构差异性 根据D G G E指纹图谱条

带的亮度不同, 说明代表该样本中菌群的相对

含量也不相同. 由此, 我们筛选了10组处于同

一位置但亮度明显有差异(甚至消失)的条带

进行菌群鉴定 ,  这些菌群主要分布在厚壁菌

门(Firmicutes )和拟杆菌门(Bacteroidetes )(表3). 
其中, 实验组中毛螺菌科(Lachnospiraceae )、
Ruminococcaceae科菌、肠乳杆菌(Lactobacillus  
intestinalis )、帕拉普氏菌属(Paraprevotella )、鼠

乳杆菌(Lactobacillus murinus )、乳杆菌属(Lac-

表 1 PCR引物

     引物                                                                                      序列 扩增片段大小

F357-GC 5'-CCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCCCTACGGGAGGCAGCAG-3'       230 bp 

R518 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'

∑i = 1(Pi)(lnPi)s

 ∑i = 1 (Pi)2s
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■创新盘点
本文采用新型检
测技术, 对肠道菌
群进行分离、鉴
定和对比, 初步揭
示了大鼠肠癌模
型中粪便菌群较
正常菌群产生的
偏移, 帮助理解肠
癌发生发展过程
中内环境的改变.

tobacillus )、普氏菌属(Prevotella )、卷曲乳杆菌

(Lactobacillus  crispatus )等菌群丰度显著降低, 而
粪芽孢菌属(Coprobacillus )丰度则明显增加. 此
外, 对两组大鼠粪便菌群DGGE的图谱进行聚类

分析, 结果表明实验组和对照组之间菌群相似

度较低(图4). 

3  讨论

人体肠道含有复杂的微生态系统, 他是由细菌、

古细菌、真菌以及病毒等一系列微生物组成[14,15]. 
肠道内微生物可以看作是人体这个“大器官”

内的一个“小器官”, 他与人体共同进化, 逐渐

形成共栖关系并维持肠道内环境的稳态[16]. 最近

的研究揭示, 肠道菌群的确在肠癌的发生发展中

具有重要的影响. Boleij等[17]研究显示感染牛链

球菌的患者肠道中伴生腺瘤或癌的病例中位数

高达60%, 而感染该链球菌Ⅰ型的患者罹患大肠

癌的风险非常高(合并OR值为7.26). 检测结果也

证实牛链球菌抗原RpL7/L12浓度在早期(Ⅰ/Ⅱ)
肠癌患者中明显增高[18]. Kostic等[19]发现梭形杆

菌属细菌(F. nucleatum、F. mortiferum和F. nec-
rophorum)在肿瘤组织内数量明显多于正常组织, 
且组织学和肿瘤转移灶梭形杆菌属DNA分析也

证实了该结果. Tjalsma等[20]提出了一种大肠癌发

生过程中细菌动态变化的模式, 其认为肠道内有

一部分菌群属于“启动(driver)”菌群, 如肠杆菌

科、梭状芽孢杆菌等, 他们能够损害肠上皮细胞

DNA, 诱导大肠癌的发生. 还有一部分菌群属于

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

T1     T2     T3     T4     T5     T6   阴性  M     N1    N2     N3    N4    N5    N6  阴性   M

图 2 PCR扩增结果. T1-T6: 实验

组样本, N1-N6: 正常组样本. 每个

编号对应不同的样本, 每个不同亮

度的条带代表菌群的含量不同. M: 

Marker条带.

T1   T2    T3    T4   T5   T6   N1   N2   N3   N4   N5   N6

图 3 DGGE图谱. T1-T6: 实验组样本, N1-N6: 正常组样本. 

每个编号对应不同的样本, 每个不同亮度的条带代表菌群的

含量不同. 图谱中标记的数字与表3中相对应.
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“过路(passenger)”菌群, 他们能够适应肠道微

环境的改变而大量增殖, 成为肠道内优势菌群, 
包括梭形杆菌属、链球菌科等. 这些有害菌群通

过刺激宿主免疫功能, 引起肠道炎症反应, 并通

过诱导树突细胞和辅助性TH17细胞释放白介素

(interleukin, IL)如IL-23、IL-17, 引起肠上皮细胞

分泌β-防御素(β-defensins)、钙卫蛋白(calprotec-
tin)和脂质运载蛋白-2(lipocalin 2)等抗菌物质, 或
提供黏附界面, 帮助某些细菌定植于肿瘤微环

境, 促进肿瘤生长. 
本研究通过对正常组和实验组大鼠粪便菌

群检测, 发现PCR-DGGE技术能够较清晰地分

离出肠道内的主要菌群. 本试验两份样本均显

示了良好的菌群多样性. 但聚类分析发现, 实验

组大鼠粪便的菌群组成结构与正常组有明显的

差异性. 分析可见, 两组之间出现最显著差异的

为四种菌, 其中毛螺旋菌科、帕拉普氏菌属、

乳杆菌属在对照组中均有明显表达, 而在实验

组中出现不表达. 毛螺旋菌科主要包括丁酸弧

菌属(Butyrivibrio )、毛螺菌属(Lachnospira )和罗

氏菌属(Roseburia )[21]. 在炎症性肠病(innamma-
tory bowel diseases, IBD)患者的肠道组织样本

中, 毛螺旋菌科含量可降至正常含量的1/300[22]. 
研究发现, 该科细菌具有水解多种植物多糖、

脱乙酰基作用以降解毒素、拮抗艰难梭菌感染

等作用[21,23]. 不过, 也有研究认为, 某些产丁酸

■应用要点
随着对肠道微生
态及其致病机制
的深入研究, 相关
研究成果可以为
预防和治疗肠癌
提供新理论依据.
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UPGMA
N6
N3
N5
N2
N4
N1
T6
T4
T2
T5
T3
T1

0.28           0.4           0.52           0.64          0.76          0.88           1.00
Sorensen's coefficient

图 4 两组大鼠粪便菌群DGGE聚类分析
图. T1-T6: 实验组样本, N1-N6: 正常组样本. 

表 2 两组大鼠粪便菌群丰度及多样性指数结果

     多样性指数 实验组 对照组 P 值

丰富度(S) 25.833±5.845 21.500±2.665 0.142

均一性(E) 1.000 1.000 -

Shannon-Wiener指数(H')   3.231±0.222   3.062±0.122 0.133

Simpson指数(D)   0.960±0.089   0.953±0.060 0.149

表 3 代表性条带菌群鉴定结果

     条带编号     菌群(门)                  菌群(属) 种属相似性(%) V3区大小(bp)

3 Spirochaetes Treponema amylovorum   82 194

7 Firmicutes unclassified_Ruminococcaceae   90 172

12 Firmicutes Lactobacillus crispatus   93 193

16 Firmicutes Coprobacillus 1   95 193

18 Firmicutes Lachnospiracea incertae sedis   97 168

20 Bacteroidetes Prevotella   91 189

22 Firmicutes Lactobacillus intestinalis 100 194

26 Bacteroidetes Paraprevotella 100 188

27 Firmicutes Lactobacillus murinus 100 194

35 Firmicutes Lactobacillus   96 194

1代表菌群在实验组中比例升高; 未标记代表实验组菌群比例降低.
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盐的细菌(如毛螺菌科)丰度下降, 导致丁酸盐诱

导凋亡和分化、抑制增生及血管形成等功能下

降, 也可能间接促进了肿瘤的进展[24]. 帕拉普氏

菌属为革兰染色阴性厌氧菌, 一般在动物的瘤

胃内易分离出该菌[25,26]. 近期研究显示该菌也

常存在于人群肠道中. 研究人员对人肠癌组织

及癌旁组织对比显示, 帕拉普氏菌属在癌旁组

织(距离癌组织10-20 cm)中丰度更高[27]. 这种丰

度差异提示其在预防肿瘤发生发展方面具有一

定作用. 乳杆菌属属于厚壁菌门, 是存在于人体

内的益生菌. 研究显示乳杆菌属能够上调结肠

癌细胞中肿瘤抑制基因, 抑制核因子κB抑制蛋

白(nuclear factor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells inhibitor, IκB)的降解, 降低β-
葡萄糖醛酸酶和硝基还原酶的活力, 并且还能

抵抗诱变剂突变的作用, 从而抑制炎症、阻碍

病原微生物定植, 拮抗肿瘤的发生[28-31]. 而在本

实验中, 由于这3种有益菌群数量大幅降低, 导
致菌群明显失调, 可见其丰度降低与肿瘤的发

生发展密切相关. 另外, 实验组还发现粪芽孢菌

属在6组样本中均见明显条带, 而在对照组中条

带消失. 该菌属于厚壁菌门, 既往研究发现该细

菌常在肠道炎症组织和高脂饮食大鼠体内出现, 
而这两者均为肠癌的高危因素, 因此根据本实

验结果, 提示该菌其与肠癌的发生的相关性较

高[3,32]. 因此, 本实验揭示了在正常组织中丰富

较高的菌群(特别是乳杆菌属一般可达总数的

10%-15%), 在肠癌组织中出现了不同程度的比

例降低, 这与文献报道结果一致[33-35]. 实验组大

鼠肠道内菌群谱明显紊乱, 除了受到大鼠个体

的遗传性状的影响外, 还可能与肿瘤生长的微

环境及肿瘤的进展阶段有关. 
总之, 尽管本次实验样本数量较少, 但已基

本阐明肠癌模型大鼠肠道内菌群与正常相比, 
已发生了明显的偏移. 实验结果表明大量有益

菌的下降, 有害菌的增殖, 通过多种途径直接或

间接地促进了肿瘤的发生发展. 但是, 对肠道内

肿瘤组织的侵犯程度与菌群的相关性、肠癌发

生不同时期菌群的结构和数量等的动态变化以

及微生态致肠癌的最终生物学机制仍需要进一

步探索. 
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Abstract
AIM: To investigate the influence of p38 mitogen-
activated protein kinase inhibitor SB203580 on pe-
ripheral blood lymphocyte (PBL) apoptosis in rats 
with colitis and the possible mechanisms involved.

METHODS: Forty-five healthy female Sprague-
Dawley (SD) rats were randomly divided into 
three groups: a normal group, a model group 
and a SB203580 group. Colitis was induced with 
2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) in 
rats of the latter two groups. The normal group 
and the model group were treated intrarectally 
with saline, while the SB203580 group was given 
SB203580 [1 mg/(kg•d)]. The rats were sacri-
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P38MAPK抑制剂对溃疡性结肠炎大鼠外周血淋巴细胞凋
亡及相关调控蛋白的影响

李军华, 周 薇

®

■背景资料
细胞凋亡在溃疡
性结肠炎发生发
展过程中起重要
作用, p38丝裂原
活 化 蛋 白 激 酶
超家族(mitogen-
activated protein 
kinase, MAPK)是
介导细胞生长, 发
育, 分化和凋亡的
重要信号通路之
一, 该通路的激活
与多种疾病发病
密切相关, 其对细
胞凋亡的调控可
能参与了溃疡性
结肠炎的发病. 

ficed after 2 wk to assess disease activity index 
(DAI) and macroscopic and histological changes 
of the colon. PBL apoptosis and Bcl-2 expression 
were examined by flow cytometry. p-ATF2 pro-
tein expression in colon tissue was determined 
by immunohistochemistry.

RESULTS: In the model group, the percent-
ages of cells expressing p-ATF2 and Bcl-2 were 
higher than those in the normal group and 
SB203580 group (43.40% ± 2.67% vs 7.45% ± 
1.26%, 20.70% ± 2.79%; 38.60% ± 3.53% vs 13.70% 
± 2.45%, 20.30% ± 2.87%, P < 0.01 for all), but 
the percentage of apoptotic PBLs in the model 
group was lower than those in the normal group 
and SB203580 group (27.70% ± 3.02% vs 58.70% 
± 3.09%, 46.60% ± 4.14%, P < 0.01 for both). DAI 
and macroscopic and histological scores in the 
model group were significantly higher than 
those in the normal group and SB203580 group 
(2.42 ± 0.30 vs 0.28 ± 0.29, 1.24 ± 0.17; 5.42 ± 0.30 
vs 0.30 ± 0.48, 3.30 ± 0.22; 3.29 ± 0.26 vs 0.05 ± 0.20, 
1.10 ± 0.74, P < 0.01 for all).

CONCLUSION: P38MAPK inhibitor SB203580 
reduces colonic inflammatory injury in rats with 
colitis by down-regulating expression of p-ATF2 
and Bcl-2 and inducing PBL apoptosis. SB203580 
can be considered as a novel therapeutic alterna-
tive for the treatment of UC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 观察p38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
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■研发前沿
细胞信号通路是
溃疡性结肠炎研
究领域中的热点, 
阻断导致肠道炎
症损伤和免疫异
常的信号通路的
传导过程是溃疡
性结肠炎治疗的
又一新策略.

activated protein kinase, MAPK)特异性抑制
剂SB203580对大鼠实验性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)外周血淋巴细胞(peripheral blood 
lymphocyte, PBL)凋亡及相关调控蛋白的影
响, 探讨P38MAPK通路在UC中的可能作用及
机制.  

方法: 45只健康SD大鼠随机均分为正常对照
组、结肠炎模型组、SB203580组.  模型组及
SB203580组以三硝基苯磺酸(2,4,6-tr ini tro-
benzene sulfonic acid, TNBS)制备大鼠溃疡
性结肠炎模型, 正常对照组给予等量0.9%生
理盐水灌肠, SB203580组于造模完成后给予
1 mg/(kg·d) SB203580腹腔注射. 流式细胞仪
技术检测PBL凋亡率及Bcl-2表达率, 免疫组
织化学方法检测活化转录因子-2(phosphor-
activating transcription factor 2, p-ATF2)表达; 
同时观察大鼠疾病活动指数(disease activity 
index, DAI)、肠道大体形态及组织学评分情
况; 分析p-ATF2水平与PBL凋亡率及Bcl-2达
率的相关关系.  

结果: 与正常组相比, 模型组大鼠肠组织磷酸
化p-ATF2及PBL中Bcl-2阳性表达显著增高
(43.40%±2.67% vs  7.45%±1.26%, 38.60%
±3.53% vs  13.70%±2.45%, P <0.01), PBL凋
亡率明显降低(27.70%±3.02% vs  58.70%±

3.09%, P <0.01); SB203580组p-ATF2、Bcl-2阳
性表达率较模型组明显下降(20.70%±2.79%, 
20.30%±2.87%, P <0.01), PBL凋亡率较模型
组明显上升(46.60%±4.14%, P <0.01). 大鼠
DAI及肠道大体形态、组织学评分模型组明
显高于正常组(2.42±0.30 vs  0.28±0.29, 5.42
±0.30 vs  0.30±0.48, 3.29±0.26 vs  0.05±
0.20, P <0.01),  SB203580组较模型组明显下降
(1.24±0.17, 3.30±0.22, 1.10±0.74, P <0.01).  

结论: P38MAPK抑制剂SB203580通过下调
p-ATF2活性及Bcl-2表达, 促进PBL的凋亡减轻
UC大鼠肠道炎症损伤, 对UC具有保护作用.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文通过观察p38丝裂原活化蛋白激

酶超家族(mitogen-activated protein kinase)抑制剂

对结肠炎大鼠外周血淋巴细胞(peripheral blood 
lymphocyte, PBL)凋亡及相关调控蛋白的影响, 
结果发现其可下调活化转录因子-2 (phosphor-
activating transcription factor 2)活性及Bcl-2表达, 

促进PBL凋亡, 减轻大鼠肠道炎症损伤, 对溃疡性

结肠炎具有保护作用.  
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是炎症性肠

病的一种, 以肠道持续的慢性炎症为主要病理

特征, 目前其病因和发病机制尚不十分清楚. 一
些研究表明,  细胞凋亡与UC发病关系密切, 免
疫细胞凋亡延迟是UC炎症持续存在的主要原因

之一[1-3]. p38蛋白激酶是丝裂原活化蛋白激酶超

家族(mitogen-activated protein kinase, MAPK)中
的重要成员, 其信号通路在炎症、细胞增殖、

分化、凋亡等过程中发挥重要作用[4-7]. 本研究

通过观察P38MAPK特异性抑制剂对溃疡性结

肠炎大鼠肠道损伤、外周血淋巴细胞(peripheral 
blood lymphocyte, PBL)及相关基因的影响, 探讨

P38MAPK信号通路在溃疡性结肠炎中的可能作

用和机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级健康成年♂大鼠45只, 体质量180
±20 g. 由武汉大学医学院实验动物中心提供. 
2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)(Sigma公司); 兔抗

大鼠磷酸化的p-ATF2、Bcl-2单抗(Santa Cruz公
司); SB203580(Calbiochem公司); RPMI 1640培
养基为Gibco公司产品, SP、DAB试剂盒为晶美

公司产品; Ficoll淋巴细胞分离液为天津TBD产

品; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒为南京

凯基生物科技发展有限公司产品; 其他试剂为

进口或国产分析纯.  
1.2 方法

1.2.1 动物造模与处理: 实验大鼠适应性喂养1 
wk, 随机分为正常对照组、模型组及SB203580
干预组共3组, 每组15只. 模型组及SB203580组
参照文献[8-10]建立大鼠溃疡性结肠炎模型. 大
鼠术前24 h禁食不禁水, 实验时以乙醚吸入麻

醉大鼠, 采用橡胶软管由大鼠肛门轻缓插入结

肠约8 cm, 每只大鼠以100 mg/kg注入5%(w/v)
的2,4,6-三硝基苯磺酸(T N B S)/乙醇(体积比 
1∶1)混合溶液. 灌肠完成后倒提鼠尾轻摇大

鼠半分钟, 防止灌注液倒流, 动物平躺放置自

然清醒. 正常对照组给予等量0.9%生理盐水灌
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■相关报道
Feng等研究发现
在炎症性肠病中
存 在 P 3 8 M A P K
信号通路的表达
异 常 ,  其 可 通 过
对炎症细胞因子
TNF-α等表达的
调控参与发病过
程; 同时也有研究
表明在哮喘、急
性胰腺炎等疾病
中特异性阻断P38
通路能够减轻炎
症反应及损伤.

肠, SB203580组于造模完成后给予1 mg/(kg·d) 
SB203580腹腔注射. 2 wk后所有动物全麻下取

材.  
1.2.2 大鼠疾病活动度及肠组织损伤观察: 每日

观察大鼠精神、食欲、活动等一般情况及大

便、血便等消化系症状, 并计算疾病活动指数

(disease activity index, DAI)[11]. 肠组织标本取肛

门至盲肠段, 沿肠管纵轴剪开, 冰生理盐水洗净, 
参照文献[12]进行肠道大体形态评分. 结肠组织

卷起来, 以4.0%多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm
连续切片, HE染色, 根据Fedorak积分标准进行

病理组织学损伤评分[13].  
1.2.3 大鼠PBL提取及凋亡检测: 肠道取材前全

麻下于大鼠尾静脉取血约5 mL, 肝素抗凝, 采用

密度梯度离心法分离出PBL[14,15]. 以台盼蓝染色

法检测PBL活力>96%. 将提取的PBL悬于含10%
胎牛血清的RPMI-1640培养液中, 调整细胞浓度

为1×106/L, 置于37 ℃、体积分数5%的CO2培养

箱内培养保存. 凋亡检测时以pH 7.4的PBS缓冲

液洗涤2次后调整细胞浓度为1×106/L上流式细

胞仪检测, 操作步骤按Annexin V-FITC细胞凋亡

检测试剂盒说明书进行.  
1.2.4 大鼠PBL Bcl-2表达检测: 取培养保存的

PBL以pH 7.4的PBS缓冲液洗涤2次, 调整细胞浓

度为1×106/L, 加入FITC标记的Bcl-2单抗, 常温

孵育30 min.  PBS缓冲液洗涤2次后加入碘化丙

啶(propidium iodide, PI), 避光室温孵育30 min, 

流式细胞仪检测, 计算Bcl-2阳性细胞表达率.  
1.2.5 肠组织p-ATF2表达检测: 采用免疫组织化

学SP法, 石蜡切片脱蜡水化, 经微波抗原修复, 
3%H2O2孵育消除内源性过氧化物酶活性后, 以
10%正常血清封闭非特异性抗原; 滴加1∶100稀
释的p-ATF2抗体, 4 ℃过夜; 滴加生物素化二抗,  
37 ℃孵育10 min后滴加辣根过氧化物酶标记的

卵白素工作液, 37 ℃孵育15 min; 滴加抗体步骤

之间均需PBS缓冲液洗涤3×5 min; DAB显色, 
苏木素复染, 中性树脂封片. 显微镜下计算阳性

细胞所占比例.  
统计学处理 采用SPSS13.0软件处理实验数

据, 计量资料以mean±SD表示, 方差齐性检验采

用单因素方差分析处理, 相关分析采取线性相

关分析. P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 大鼠一般情况及结肠损伤评分 TNBS造模大

鼠出现精神倦怠, 活动减退, 食欲、体质量下降, 
毛发失去光泽等改变; 可观察到腹泻, 黄色稀便

或肛周体毛被稀便沾染, 约30%大鼠出现黏液

血便. SB203580组经干预后上述症状逐渐减轻, 
DAI评分明显下降(表1). 模型组结肠黏膜充血、

肿胀、糜烂多见, 可见散在溃疡及出血灶; 光镜

下可见结肠上皮细胞坏死、脱落, 黏膜层及黏

膜下层有较多炎症细胞浸润, 可见溃疡及隐窝

脓肿形成. SB203580组大鼠肉眼及镜下结肠损

表 1 各组大鼠疾病活动指数及结肠大体形态、组织学损伤评分比较 (n  = 15,  mean±SD)

     分组        DAI  大体评分 组织学评分

正常对照组 0.28±0.29 0.30±0.48 0.05±0.20

模型组 2.42±0.30b 5.42±0.30b 3.29±0.26b

SB203580组 1.24±0.17bd 3.30±0.22bd 1.10±0.74bd

F值    173.049   538.594   137.598

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模型组. DAI: 疾病活动指数.

表 2 各组大鼠肠组织p-ATF2及外周血PBL凋亡率、Bcl-2表达水平比较 (n  = 15,  mean±SD)

     分组    p-ATF2(%) PBL凋亡率(%) Bcl-2表达率(%)    

正常对照组   7.45±1.26 58.70±3.09 13.70±2.45

模型组 43.40±2.67b 27.70±3.02b 38.60±3.53b

SB203580组 20.70±2.79bd 46.60±4.14bd 20.30±2.87bd

F值     600.077     204.302     186.744

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模型组. p-ATF2: 活化转录因子-2; PBL: 外周血淋巴细胞.



李军华, 等. P38MAPK抑制剂对溃疡性结肠炎大鼠外周血淋巴细胞凋亡及相关调控蛋白的影响               671

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
有关溃疡性结肠
炎中P38MAPK信
号通路与细胞凋
亡的关系目前鲜
有研究报道, 本文
发现P38MAPK信
号通路活化可延
迟外周血淋巴细
胞凋亡, 导致肠道
过度的炎症反应
和损伤, 探讨了其
对细胞凋亡的调
控机制.

伤情况明显减轻, 黏膜充血水肿, 糜烂灶明显减

轻或消失, 溃疡愈合, 结肠损伤大体评分及组织

学评分均明显下降(P <0.01, 表1, 图1).  
2.2 大鼠肠组织p-ATF2表达 p-ATF2阳性表达细

胞以胞浆着色为主, 呈棕褐色, 胞核亦有少量着

色, 阳性细胞多集中在黏膜固有层内. SB203580
组中p-AT F2阳性表达率较模型组明显降低

(P <0.01, 表2, 图2).  
2.3 大鼠外周血PBL凋亡率及Bcl-2表达 模型

组大鼠P B L凋亡率明显低于正常组(P <0.01); 
S B 2 0 3 5 8 0组P B L凋亡率明显高于模型组

(P <0.01), 但仍低于正常组(P <0.01). 与正常组相

比, 模型组大鼠Bcl-2表达率明显上升(P <0.01), 
SB203580组干预后, Bcl-2表达明显下降, 但其表

达水平仍高于正常组(P <0.01).  
2.4 p-ATF2表达水平与PBL凋亡率、Bcl-2表

达率相关分析 采用SPSS软件对上述指标进行

线性相关分析, 得相关系数分别为r  = -0.991, 
0.985(P <0.01); p-ATF2表达水平与PBL凋亡率呈

显著负相关, 与Bcl-2表达率呈显著正相关.  

3  讨论

UC目前病因仍未完全阐明, 可能涉及感染、遗

传、免疫及环境等多个因素相互作用. 炎症因

子网络失衡、免疫系统紊乱是导致UC肠道炎症

损伤持续存在或反复发作的重要因素, 而细胞

凋亡与之关系密切; 资料表明, 在UC中, 结肠上

皮细胞凋亡明显增多, 而淋巴细胞等免疫细胞

凋亡延迟或减弱[16-18]. 本实验结果发现, 在UC大
鼠外周血中, 淋巴细胞的凋亡率明显低于正常

组大鼠, 提示UC中不仅仅在肠道局部, 外周血中

的淋巴细胞液存在凋亡延迟情况.  
P38是丝裂原活化蛋白激酶家族的成员之

一, 是细胞内信号传递的重要分子, 在机体生

理、病理过程如细胞生长、分化、凋亡及炎

症、应激反应中起重要调控作用[4-7]. SB203580
是一种人工合成的吡啶咪唑类制剂, 可特异性

抑制P38MAPK活性, 其可竞争性结合P38MAPK
的ATP位点, 抑制p38对下游分子如ATF2的磷酸

化, 但并不影响p38的磷酸化过程[19,20]. 因此, 在
SB203580干预情况下, 磷酸化的ATF2水平可

以反映P38MAPK的酶活性. 近年来, 随着研究

的不断深入, P38MAPK信号通路在炎症性肠病

发病中的作用日益受到重视[21-24], 研究表明[24], 
P38MAPK信号通路可通过对UC中炎症细胞因

子TNF-α表达的调控参与UC的发病. 但在UC
中, P38MAPK信号通路与细胞凋亡的关系目前

尚未见报道. 本实验通过TNBS/乙醇灌肠复制

溃疡性结肠炎模型, 采用P38MAPK选择性抑

制剂SB203580进行干预, 结果发现, 模型组大

A B C

图 1 结肠黏膜HE染色(×400). A: 正常对照组, 上皮细胞完整; B: 模型组, 见较多炎症细胞浸润; C: SB203580组, 腺体破坏较

轻, 炎症细胞浸润减少, 但仍可见散在炎症细胞浸润.

A B C

图 2 p-ATF2表达免疫组织化学染色. A: 正常对照组, 见少许阳性细胞表达,  胞浆着色为主; B: 模型组, 阳性细胞表达密集,  

胞浆着色为主,  部分见胞核着色; C: SB203580组, 阳性细胞明显减少.
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鼠肠组织p-ATF2表达较正常组明显升高, 给予

SB230580处理后, p-ATF2表达明显下降, 且PBL
凋亡率较模型组有明显上升, 大鼠一般情况及

肠道损伤情况明显改善, 提示SB203580确实阻

断了P38MAPK信号通路, 并促进了UC大鼠外周

血淋巴细胞的凋亡, 减轻了肠道炎症损伤.  
资料表明, P38MAPK可通过增强c-myc、

TNF-α表达, 激活c-jun、c-fos, 磷酸化P53, 参与

Fas/FasL途径等多种方式实现细胞凋亡调控, 在
细胞凋亡调控过程中作用关键[25-29]. ATF2在细

胞增殖更新中亦发挥重要作用, 其可诱导Bcl-2
表达, 从而引起下游效应[30]. Bcl-2是一个研究最

早的细胞凋亡抑制基因, 他与其同源蛋白Bax 的
比率可以调节细胞凋亡的速率[31,32]. 本实验进

一步观察了p38特异性抑制剂对UC大鼠PBL中
Bcl-2表达水平的影响, 结果发现SB203580干预

后, UC大鼠PBL中Bcl-2的表达率明显下降. 同
时, 相关分析结果显示, ATF2表达水平与Bcl-2的
表达率呈显著正相关, 而与PBL凋亡率呈显著负

相关. 实验结果表明p38/ATF2-Bcl-2途径参与了

UC大鼠外周血PBL的凋亡调控过程, 其活化可

延迟PBL的凋亡, 导致肠道过度的炎症反应和损

伤, 而其特异性抑制剂SB203580可阻断这一过

程. 总之, 实验结果提示, 阻断或调控p38信号通

路有望成为溃疡性结肠炎防治的又一途径.  
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Abstract 
AIM: To assess the use of gastric emptying scin-
tigraphy with solid test meal in patients with 
functional dyspepsia (FD) and normal subjects. 

METHODS: Forty-two patients with FD and 
30 normal subjects underwent gastric empty-
ing scintigraphy with 99mTc-DTPA labeling egg 
solid meal. The standard curve of gastric emp-
tying was plotted to figure out the half-time of 
gastric emptying and emptying rate at 60 and 
120 min by three different methods: method 
1 with the radioactivity of the anterior view, 
method 2 with the mean value of and method 3 
with the geometric mean of the radioactivity of 
the anterior and pastier views as the y-axis of 
the standard curve of gastric emptying, respec-
tively. The differences in half-times and gastric 
emptying rates at 60 and 120 min figured out 
by the three different methods were compared 
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核素胃排空检查在功能性消化不良患者中的临床应用

张 悦, 张遵城, 董 萍, 董 华, 肖连东, 王国强

®

■背景资料
功能性消化不良
患者占胃肠病专
科 门 诊 患 者 的
50%, 不仅影响患
者的生活质量, 而
且构成相当高的
医疗费用, 因此已
逐渐成为现代社
会中一个主要的
医疗保健问题. 迄
今功能性消化不
良的病因及发病
机制未完全明了. 

between patients with FD and normal subjects. 

RESULTS: One-way analysis of variance was 
performed to compare the differences in half-
times. The half-time figured out by method 1 
did not differ significantly from that by method 
2 (P = 0.808, P = 0.243, P > 0.05), but the half-
time figured out by method 3 differed signifi-
cantly from those by methods 1 and 2 (1 vs 3: P 
= 0.007, P = 0.000; 2 vs 3: P = 0.035, P = 0.023; P 
< 0.05 for all). The half-time and gastric empty-
ing rates at 60 and 120 min differed significant-
ly between FD patients and normal subjects (P 
= 0.000). Method 1 figured out 80.9%, method 
2 figured out 71.4% and method 3 figured out 
90.5% of FD patients had longer half-time than 
normal subjects. 

CONCLUSION: Radionuclide 99mTc-DTPA gas-
tric emptying scintigraphy with solid meal is a 
simple, accurate, quantitative and physiologic 
method for measuring gastric motility in FD pa-
tients. 

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

Key Words: Radionuclide imaging; Gastric empty-
ing; Half-time; Function dyspepsia 
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摘要
目的: 前瞻性研究评价放射性核素标记固体
试餐胃排空检查对功能性消化不良(function 
dyspepsia, FD)患者及正常对照者胃排空功能
的测定. 

方法: 应用双探头SPECT对42例FD患者及30
例对照者进行放射性核素标记物99m锝-二乙基
三胺五乙酸(99mTc-DTPA)标记鸡蛋固体试餐
胃排空检查, 分别以方法1试餐前位放射性、

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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■研发前沿
目 前 ,  临 床 诊 断
功能性消化不良
主要根据临床症
状 ,  胃 排 空 功 能
的测定是其最重
要的辅助诊断手
段 ,  测 定 方 法 主
要有插管法、超
声 法、X 线 钡 餐
法、药物吸收试
验、13C呼气试验
及核素胃排空检
查 等 ,  其 中 以 核
素胃排空检查最
优 ,  被 认 为 是 评
价胃排空功能的
金标准.

方法2试餐前、后位放射性的算术平均数及方
法3试餐前、后位放射性的几何平均数为纵坐
标, 时间为横坐标绘制每个受试者的胃排空曲
线并计算半排时间及60、120 min胃排空率, 
比较3种计算半排时间方法的差异及FD患者
与对照者半排时间及60、120 min胃排空率的
差异. 

结果: 3种计算半排时间方法差异的比较采用
单因素方差分析, 其中方法1与2计算的半排
时间之间差异不具有统计学意义(P  = 0.808, P  
= 0.243, P >0.05), 方法1、2与3计算的半排时
间之间差异具有统计学意义(1与3: P  = 0.007, 
P  = 0.000; 2与3: P  = 0.035, P  = 0.023; P <0.05); 
3种方法计算FD患者与对照者胃排空的半排
时间及60、120 min胃排空率之间差异的比
较采用t 检验, 且差异均具有统计学意义(P  = 
0.000); 分别以对照组半排时间为诊断标准, 
方法1诊断出80.9%(34/42)FD患者的半排时间
延长, 方法2诊断出71.4%(30/42), 方法3诊断
出90.5%(38/42). 

结论: 核素99mTc-DTPA固体试餐胃排空检查能
够简单、定量反映胃排空的功能状态, 为FD
的诊断及研究提供客观、准确的依据. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 核素显像; 胃排空; 半排时间; 功能性消化

不良

核心提示: 核素胃排空检查是在生理状态下准确

了解胃排空功能的常用方法, 是一种高灵敏、无

创性、重复性好、具有定量和符合生理特点的

检查手段, 对功能性消化不良(function dyspepsia)
的发病机制研究、诊断、临床疗效判断、随访

评价等提供准确、客观依据.

张悦, 张遵城, 董萍, 董华, 肖连东, 王国强. 核素胃排空检查在功能
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0  引言

胃肠运动功能障碍是功能性消化不良(function 
dyspepsia, FD)发病的重要病理生理基础[1], 主要

表现为胃排空功能下降. 目前, 临床上胃排空功

能测定主要有插管法、超声法、X线钡餐法、

核素显像、药物吸收试验及13C呼气试验等方

法, 其中以核素胃排空检查最优, 被认为是评价

胃排空功能的金标准[1,2]. 我们对42例FD患者及

30例正常对照者进行核素99mTc-DTPA固体试餐

胃排空检查, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2011-12/2013-02我院消化科门诊, 符合

罗马Ⅲ[3,4]标准的患者42例, 男16例, 女26例, 平
均年龄49岁±11.9岁. 正常对照组30例(系本院

同期健康查体的志愿者), 均无消化系统疾病症

状及体征, 其中男14例, 女16例, 平均年龄42.5岁
±10.7岁. 所有受试者在检查前1-2 wk停服影响

胃肠动力的药物, 隔夜禁食(至少8 h以上), 签署

知情同意书. 
1.2 方法

1.2.1 试餐的制备和鉴定: 放射性核素标志物为
99m锝-二乙基三胺五乙酸(99mTc-DTPA), 由中国

原子高科核技术有限公司公司提供, 放化纯度

>95%. 取37-74 MBq 99mTc-DTPA, 加入到120 g鸡
蛋中搅匀, 油中煎炒至固体状, 加入两片面包中

备用. 为了评价放射性核素和鸡蛋结合的稳定

性, 计算结合百分率(%). 取已标记的煎炒成固

体状的鸡蛋适量, 切碎成约3 mm3大小, 以模拟

咀嚼, 并测定其放射性, 然后加入含有胃蛋白酶

(400 mg/L)的盐酸(浓度为0.08 nmol/L), 37 ℃保

温2 h, 以模拟胃内消化, 最后用两层纱布过滤, 
离心滤液, 测定上清液的放射性, 按下式计算结

合百分率(%): 结合百分率(%) = (标记鸡蛋放射

性-上清夜放射性)/标记鸡蛋放射性×100%. 
1.2.2 核素检查: 显像仪器: 美国P i c k e r公司

PRISM 2000XP双探头SPECT, 配置低能高分辨

平行孔准直器, 能峰140 KeV, 窗宽20%, 图像矩

阵128×128. 检查程序: 要求受试者在5 min内吃

完试餐, 即刻(记为0 min)仰卧于检查床上, 使胃

及大部分小肠位于探头视野中, 同时采集前、

后位平面图像, 随后每隔15 min(记为15、30、
45、60、75、90、105、120 min)采集一帧图像, 
每帧采集60 s, 连续观察120 min, 若120 min时胃

内试餐放射性下降未达到0 min时放射性的50%, 
可延迟显像直至放射性降至50%以下. 显像间期

允许受试者适当走动, 但每次显像的体位及图

像采集条件一致. 为了验证核素检查方法的重

复性, 采用简单随机化抽样的方法在对照组中

选择8例于3 d内进行相同条件下的重复检查. 
1.2.3 图像及数据分析: 在每个时间点采集到的

前、后位图像上沿胃的最大轮廓划定感兴趣区

域, 得到每个时间点试餐前、后位的放射性计

数(前位Ct、后位Ct)并进行放射性衰变校正(前
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■相关报道
过去进行核素胃
排空检查使用的
是单探头的γ照相
机 ,  仅 采 集 前 位
图 像 ,  即 以 试 餐
前位放射性为纵
坐标计算半排时
间; 现在使用双探
头SPECT, 能够同
时采集前、后位
图像, 目前国内进
行核素胃排空检
查较少, 且以前、
后位放射性的算
术平均数为纵坐
标, 但国外研究考
虑需要对射线的
散射、胃运动及
胃在人体内的空
间位置造成的探
测的几何条件的
改变进行校正, 以
前、后位放射性
的几何平均数为
纵坐标.

位Ct/K、后位Ct/K, K为放射性衰变常数)后得到

试餐前、后位的放射性; 以试餐放射性为纵坐

标, 时间为横坐标绘制以时间－放射性表示的

胃排空曲线. 采用3种方法绘制胃排空曲线, 方
法1: 以试餐前位放射性为纵坐标; 方法2: 以试

餐前、后位放射性的算术平均数为纵坐标; 方
法3: 以试餐前、后位放射性的几何平均数为纵

坐标. 分别对3种方法绘制的曲线进行线性拟和

得到直线及公式, 根据直线公式计算胃排空的

半排时间(half-time, T 1/2): 即试餐放射性降至0 
min时放射性一半的时间; 分别根据60、120 min
时胃内试餐的放射性计算60、120 min胃排空率

(gastric emptying rate, GER). GER计算公式如下: 
某时间GER(%) = (1-某时间试餐放射性/0 min时
试餐放射性)×100%. 

统计学处理 采用SPSS11.5软件对所得数

据进行统计学分析, 胃排空的T 1/2及60、120 min 
GER用mean±SD表示. 3种计算T 1/2方法之间的

比较采用单因素方差分析; F D患者与对照者

之间T 1/2及60、120 min GER的比较采用t检验. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2 .1  标记试餐的稳定性  采用简单随机化的

方法对 99m Tc-D T PA标记的鸡蛋固体试餐抽

样9次进行鉴定 ,  消化2  h后结合百分率均

>95%(96.8%-98.5%), 说明标记试餐在检查过程

中是稳定的. 
2.2 检查方法的重复性 8例对照者于3 d内进行重

复检查, 前、后两次检查结果显示: 受试者胃排

空的T 1/2最大差异在6%以内, 排除测定误差及两

次检查时生理性差异的影响, 前、后两次检查

的差异明显比个体间的差异小, 说明检查重复

性良好. 
2.3 3种计算T 1/2方法的比较 方法1与2计算的T 1/2

之间差异不具有统计学意义(P >0.05), 方法1与
3、2与3计算的T 1/2之间差异具有统计学意义

(P <0.05, 表1). 
2.4 FD患者与对照者T 1/2及60、120 min GER比

较 3种方法计算FD患者及对照者胃排空的T 1/2

分别为: 142.5 min±48.1 min、134.5 min±55.8 
min、102.0 min±22.1 min和79.4 min±12.4 
min、73.6 min±7.8 min、66.7 min±7.1 min, 其
差异均具有统计学意义(P <0.00, 表1). 分别以对

照组T 1/2的(mean±SD)为诊断标准, 方法1诊断

出34例FD患者T 1/2延长, 占80.9%(34/42); 方法2
诊断出30例FD患者T 1/2延长, 占71.4%(30/42); 方
法3诊断出38例FD患者T 1/2延长, 占90.5%(38/42). 
3种方法计算FD患者及对照者的60、120 min 
GER之间差异亦均有统计学意义(P <0.00, 表2). 

3  讨论

核素胃排空检查通过连续动态采集受试者胃内

放射性核素标记试餐随时间变化的图像, 生成

以试餐放射性为纵坐标、时间为横坐标的胃排

空曲线, 获得衡量胃排空功能的指标, 如半排时

间, 但其测定结果受很多因素影响, 如所用试餐

成分、热量及体积, 试餐的核素标记率及稳定

性, 检查体位及患者是否应用影响胃肠功能的

药物等[5,6]. Américo等[6]通过研究认为同一人用

不同体积固体试餐测得的半排时间不同, 试餐

体积越大, 测得的半排时间越长; 此外, 站立位

时胃排空速率较仰卧位时快. 以往进行核素胃

排空检查使用单探头γ照相机, 仅采集试餐的前

表 1 3种方法计算T 1/2比较 (min)

     分组  n 方法1 方法2 方法3 P 值

FD患者 42 142.5±48.1 134.5±55.8 102.0±22.1 1与2: 0.808

1与3: 0.007

2与3: 0.035

对照组 30 79.4±12.4 73.6±7.8 66.7±7.1 1与2: 0.243

1与3: 0.000

2与3: 0.023

P值   0.000   0.000   0.000

F值 22.898 16.315 39.082

方法1: 以试餐前位放射性为纵坐标; 方法2: 以试餐前、后位放射性的算术平均数为纵坐

标; 方法3: 以试餐前、后位放射性的几何平均数为纵坐标. FD: 功能性消化不良.
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■创新盘点
( 1 ) 采 用 双 探 头
SPECT同时采集
放射性试餐胃排
空的前、后位图
像, 分别以试餐前
位放射性, 前、后
位放射性的算术
平均数及几何平
均数为纵坐标计
算半排时间 ;  (2)
采用放射性核素
标记鸡蛋作为固
体 试 餐 ,  制 备 简
单, 稳定性高, 且
合乎生理条件; 检
查过程简单, 方法
重复性好 ;  (3)采
用多个参数进行
定量评价, 且定量
准确 ,  为FD的诊
断及病情程度的
判断提供客观准
确的依据.

位图像, 且粗略认为胃腔与探头是平行的, 而后

位图像存在脊柱遮挡, 故仅以试餐前位放射性

为纵坐标计算半排时间[6], 如本研究中的方法1; 
现在使用双探头SPECT检查仪器能够同时采集

试餐的前、后位图像, 国内研究多以试餐前、

后位放射性的算术平均数为纵坐标计算半排时

间, 如方法2, 而国外研究以试餐前、后位放射

性的几何平均数为纵坐标计算半排时间, 如方

法3. 为了比较3种计算半排时间方法的差异, 我
们将其他影响因素标准化, 包括所用试餐及检

查过程, 结果发现方法1与2计算的半排时间之

间差异不具统计学意义, 方法1与3、2与3计算

的半排时间之间差异具有统计学意义. 国外研

究[7-9]认为在计算胃排空的半排时间时需要对射

线的散射、胃的运动及胃在人体内空间位置造

成的探测的几何条件的改变进行校正, 因为胃

腔与人体表面并不是平行的, 胃底位置靠近人

体背侧, 而胃窦更接近腹侧; 食物由胃底向胃窦

移动, 而胃底与胃窦收缩运动及排空方式亦不

同, 这些差异的影响不容忽略, 所以采用计算试

餐前、后位放射性几何平均数的方法对这些差

异进行校正. 我们的检查结果表明无论对于FD
患者还是对于对照者方法1与3、2与3计算的半

排时间之间存在差异, 不能等同, 在实践工作中

进行结果比较时需要注意. 
F D是指具有上腹痛、上腹胀、早饱、嗳

气、食欲不振、恶心、呕吐等临床症状, 经检

查排除引起这些症状的器质性疾病的一组临床

综合征, 症状可持续或反复发作, 是临床上最常

见的一种功能性胃肠疾病[10,11]. FD的病因及发病

机制未完全明了, 患者多存在胃排空功能障碍, 
其诊断主要根据临床症状, 目前尚缺少准确、

客观的诊断和评价依据[12]. 核素胃排空检查是

在生理状态下准确了解胃排空功能的常用方法, 
是一种高灵敏、无创性、重复性好、具有定量

和符合生理特点的检查手段. 根据所用试餐成

分不同分为液体、固体及液体-固体混合食物试

餐3种测定方法, 其中固体试餐胃排空检查灵敏

度最高, 能够发现胃排空功能的轻度异常, 是目

前应用最多的方法[13,14]. 我们采用放射性核素标

记鸡蛋作为固体试餐, 制备简单, 稳定性高, 且
合乎生理条件; 通过采集受试者胃内放射性核

素标记试餐随时间变化的图像, 绘制胃排空曲

线并获得衡量胃排空功能的指标: 半排时间及

60、120 min胃排空率, 采用多个参数进行定量

评价, 方法重复性好, 且测量准确. 检查结果证

实FD患者与对照者的半排时间及60、120 min
胃排空率的差异均具有统计学意义, 如以对照

者半排时间的(mean±SD)为核素胃排空检查诊

断功能性消化不良的标准, 大多数FD患者胃排

空的半排时间延长(方法1诊断出80.9%FD患者

半排时间延长; 方法2诊断出71.4%; 方法3诊断

出90.5%), 与诸多文献报道一致[13-15]. 
核素胃排空检查可以采用几何平均数的方

法对试餐放射性进行校正并计算半排时间及胃

排空率, 这些指标能够准确反映疾病状态下胃

排空功能的异常变化, 对FD的发病机制研究、

诊断、临床疗效判断、随访评价等提供准确、

客观依据. 
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Abstract
AIM: To assess the cognitive function of patients 
after resolution of overt hepatic encephalopathy 
with ice cap participated treatment. 

METHODS: Ninety patients diagnosed with 
grade 4 type C overt hepatic encephalopathy 
were randomly divided into 3 groups, a control 
group (n = 30) undergoing conventional treat-
ment + lactulose enema, a trial group (n = 30) 
undergoing conventional treatment + ice cap, 
and another trial group (n = 30) undergoing 
conventional treatment + ice cap + lactulose 
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冰帽参与治愈显著肝性脑病后患者认知功能的评价

张玉波, 刘振坤, 陈立敏, 袁亚松, 纪志伟, 李佳桂

®

■背景资料
肝性脑病(hepatic 
encephalopathy, 
H E ) 是肝功能严
重障碍和/或门体
分流术后患者发
生的以代谢紊乱
为 基 础 ,  神 经、
精神症状为主要
表现的综合征, 表
现为认知功能障
碍、行为异常、
甚至昏迷、死亡, 
预后差, 经积极治
疗, 患者神志恢复
后, 仍有心理智能
障碍并逐渐进展
恶 化 ,  严 重 影 响
患者的生活质量. 
HE发病机制尚不
明确, 普遍认为在
高血氨症、炎症
反应等因素的共
同作用下, 导致脑
星状胶质细胞肿
胀, 进而引起脑水
肿、颅内高压, 目
前以降低血氨、
抗炎对症治疗为
主, 而治疗性低温
可直接减轻脑水
肿、降低颅内压, 
改善机体炎症状
态, 综合保护脑功
能, 已应用于心肺
复苏术后、缺血
缺氧性脑病、急
性肝衰竭的治疗, 
并取得了较好疗
效, 本文发现冰帽
参与的综合治疗
昏迷HE患者神志
恢复后, 亦有助于
保护患者的认知
功能. 

enema. After the above treatments, 87 patients 
were back to consciousness, and one week later, 
these patients (including 28 patients in the con-
trol group, 29 patients in the first trial group, 
and 30 patients in the another trial group) were 
evaluated for cognitive function by the number 
connection test-A (NCT-A), number connection 
test-B (NCT-B), and inhibitory control test (ICT). 

RESULTS: The times needed for both NCT-A 
and NCT-B were shortened in the two trial 
groups compared with the control group 
(NCT-A: 42.00 s ± 7.91 s, 39.20 s ± 9.95 s vs 46.61 s ± 
10.55 s; NCT-B: 114.48 s ± 27.05 s, 100.30 s ± 31.32 
s vs 120.68 s ± 28.68 s), but a significant differ-
ence was observed only between the second trial 
group and control group (P = 0.004, 0.009). In 
the inhibitory control test, after 6 similar 2-min 
runs, the lures were reduced in both trial groups 
compared with the control group (9.45 ± 3.95, 
7.43 ± 4.02 vs 11.18 ± 4.39), but a significant dif-
ference was observed only between the second 
trial group and control group (P = 0.001). The 
correct target response rate was higher in both 
trial groups than in the control group (92.34% ± 
4.90%, 93.24% ± 3.31% vs 95.20% ± 3.52%), and 
a significant difference was observed only be-
tween the second trial group and control group 
(P = 0.007). The reduction for lure response may 
serve as a measure of learning improvement. In 
this study, the lure responses during runs 4-6 in 
the three groups were all less than those during 
runs 1-3, although the reduction was not statisti-
cally significant (P ≥ 0.05). 

CONCLUSION: Ice cap can help to treat cogni-
tive impairment in patients with overt hepatic 
encephalopathy whose consciousness had been 
recovered. 

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

Key Words: Hepatic encephalopathy; Ice cap; Cog-
nitive testing; Inhibitory control test 
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■研发前沿
肝性脑病(hepatic 
encephalopathy, 
HE)的发病机制、
诊断、改善认知
功能的治疗方法
是目前研究的热
点、难点、重点. 
探索简便的诊断
轻微型HE的方法
以及有效的改善
认知功能的治疗
手段是亟待解决
的问题.

resolution of overt hepatic encephalopathy with ice 
cap participated treatment. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(5): 679-684  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/679.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i5.679 

摘要
目的: 评估冰帽参与治愈显著肝性脑病后对
患者认知功能的影响. 

方法: 90例C型显著肝性脑病(依据West Haven
标准分级为4级)患者, 随机分为3组接受如下
治疗, 对照组(30例): 常规治疗+乳果糖灌肠; 
试验1组(30例): 常规治疗+冰帽; 试验2组(30
例): 常规治疗+冰帽+乳果糖灌肠, 经治疗, 87
例患者神志恢复正常(简易智能量表评分大于
25分为诊断标准), 并在神志恢复正常后1 wk, 
进入本研究(其中对照组28例; 试验1组29例; 
试验2组30例)进行心理智能评估: 数字连接试
验A、数字连接试验B、抑制控制试验. 

结果: 数字连接试验A评估中, 与对照组(46.61 
s±10.55 s)比较, 试验1、2组完成数字连接
试验A所需时间均有缩短(42.00 s±7.91 s、
39.20 s±9.95 s), 但仅试验2组与对照组的差
异有统计学意义(P  = 0.004<0.05). 数字连接
试验B评估中, 与对照组(120.68 s±28.68 s)比
较, 试验1、2组完成数字连接试验B所需时间
均有缩短(114.48 s±27.05 s、100.30 s±31.32 
s), 但仅试验2组与对照的差异有统计学意义
(P  = 0.009<0.05). 抑制控制试验6轮整体评估
中, 与对照组(11.18次±4.39次)比较, 试验1、
2组诱饵应答次数均有减少(9.45次±3.95次、

7.43次±4.02次), 但仅试验2组与对照组的差
异有统计学意义(P  = 0.001<0.05). 而试验1、
2组与对照组相比, 靶标应答正确率均有提高
(92.34%±4.90%、93.24%±3.31%、95.20%
±3.52%), 但仅试验2组与对照组的差异有统
计学意义(P  = 0.007<0.05). 第4-6轮诱饵应答
次数较第1-3轮减少提示学习能力的改善, 在
本次研究中, 3组患者第4-6轮的诱饵应答次
数均较第1-3轮少, 但P≥0.05, 差异无统计学 
意义. 

结论: 冰帽可有助于改善显著性肝性脑病患
者意识恢复后的认知功能缺损. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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试验

核心提示: 在综合治疗的基础上, 应用冰帽治疗

显著肝性脑病(overt hepatic encephalopathy, OHE)
有利于缩短患者完成数字连接试验A/B所需的时

间, 提高患者抑制控制试验中靶标应答率, 减少

诱饵应答次数, 提示冰帽可有助于改善OHE患者

意识恢复后的认知功能缺损. 
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0  引言

肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)是临床

上常见的一种以代谢紊乱为基础的神经精神

异常综合征, 是严重肝病常见的并发症及死亡

原因之一. 患者可出现不同程度的智力、定向

力、情感、行为、精细运动、意识等改变. 根
据临床症状的轻重分为轻微HE(minimal hepatic 
encephalopathy, MHE)和显著HE(overt hepatic 
encephalopathy, OHE). 因发病机制尚不明确, 目
前以综合治疗为主, 目的是缓解病情, 及早恢复

患者神志, 改善预后, 现有一线治疗为降低血氨

药物乳果糖、利福昔明, 当OHE患者意识恢复

后, 仍有认知功能缺损, 表现为心理智能障碍, 
即MHE, 且认知功能缺损持续存在, 并随着MHE
进展为OHE而进行性加重, 反复发作OHE, 最终

导致患者明显智力、意识障碍甚至死亡. 我们

先前的研究证实局部治疗性低温即冰帽可通过

减少血氨的产生及颅内转运、减少脑代谢、减

轻脑水肿, 保护神经细胞, 缩短HE患者的昏迷

时间. 冰帽是否有利于改善HE患者的认知功能? 
本文通过心理智能测试即传统笔试和计算机心

理测试, 评价冰帽治疗OHE患者神志恢复后认

知功能状况, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-09/2013-09在我院消化内

科、感染科、急诊科、重症监护室收治的90例
患者, 入选标准: 慢性肝炎肝硬化失代偿期的住

院患者, 诊断为HE, 即C型HE[1]. 采用West Haven
标准对HE严重程度进行分级, 昏迷的4级患者

入选[2]. 排除标准: (1)其他疾病所致昏迷患者如

低血糖、高血糖高渗性昏迷、肺性脑病、尿毒

症、脑血管疾病等; (2)近4 wk内服用影响神经

功能药物(如镇静剂、麻醉剂等)者; (3)酒精依

赖尚未戒酒者、药物依赖者; (4)伴随严重心、



张玉波,, 等. 冰帽参与治愈显著肝性脑病后患者认知功能的评价                  681

■相关报道
以 往 研 究 认 为
当 显 著 肝 性 脑
病(overt hepatic 
encephalopathy, 
OHE)患者的临床
症状和体征消失
后, 即表明患者的
神经功能异常已
完全纠正, 但Bajaj
等经过一系列心
理智能测验发现
这些患者的认知
功能缺损不能完
全逆转, Chen等应
用结构和功能性
磁共振扫描亦证
实了这个观点. 治
疗性低温具有脑
保护作用, 已应用
于急性肝衰竭、
缺血缺氧性脑病
的治疗.

肺、肾疾病者及严重糖尿病者; (5)颅脑外伤及

颅脑手术史者; (6)肝硬化合并原发性肝癌或合

并其他恶性肿瘤者; (7)本次发病前已经使用降

氨药物、支链氨基酸等治疗者; (8)孕妇、哺乳

期妇女. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 90例患者随机分为3组, 对照组30例, 
试验1组30例, 试验2组30例, 均予常规治疗: 去
除诱因、限制经胃肠道蛋白摄入、纠正水电解

质紊乱、抗感染、输白蛋白、输血浆、保肝(门
冬氨酸鸟氨酸). 对照组加用乳果糖灌肠, 试验1
组加用冰帽, 试验2组加用冰帽联合乳果糖灌肠. 
经治疗, 死亡3例, 神志恢复87例[简易智能量表

(the mini-mental status examination, MMSE), 评
分>25分为诊断标准][3], 87例患者均愿意参加心

理智能评估. 
1.2.2 评估项目: (1)数字连接试验A(number con-
nection test-A, NCT-A): 以计时方式测定患者连

线1-25个数字点的时间, 评估患者心理运动的速

度, 所需时间越长, 成绩越差; (2)数字连接试验

B(number connection test-B, NCT-B): 以计时方

式测定患者连线数字与对应字母的时间, 评估

患者心理运动速度, 注意力的定势转移与分配

能力. 同NCT-A, 完成试验时间越长, 成绩越差; 
(3)抑制控制试验(inhibitory control test, ICT): 是
应用计算机软件(下载自http://www.hecme.tv)测
试受试对象的注意力及应答抑制能力. 该试验

包括练习和测试两部分: 电脑屏幕上每隔500 ms
出现一个字母(A-Z任意一个), 其中散在X和Y, 
在练习的前半段时间内, 要求受试者每看到X或

Y后即按下空格键, 以建立起对X或Y的优先应

答, 后半段时间里, 要求受试者仅对X和Y交替出

现时按空格键即靶标应答, 而对X后跟X或Y后

跟Y时不按任何键即抑制诱饵应答. 练习完毕后

进入测试部分, 分为六轮, 每轮持续约2 min, 共
约15 min, 各轮中间允许受试者休息1 min, 全部

测试共计40个诱饵, 212个靶标, 以1728个随机

字母将诱饵(lures)或靶标(targets)分隔开, 测试

完毕后, 软件自动计算诱饵应答出现的次数(以
mean±SD表示)及靶标应答正确率(以%表示), 
主要测试患者的警觉性、持续注意能力、反应

能力及工作记忆. 诱饵应答次数越低, 靶标应答

率越高, 提示患者心理智能状态越好; (4)ICT前
三轮及后三轮诱饵应答次数, 这两部分测试内

容是一致的, 而后三轮诱饵应答的次数减少, 即
成绩的提高, 提示受试者的学习能力改善, 可有

助于评估HE患者的学习能力. 
统计学处理 采用SPSSl7.0统计软件进行统

计分析, 上述评估项目均可以计量资料(mean±
SD)表示, 3组间数据比较行多样本均数比较的

方差分析, 组内数据行独立样本t检验, P <0.05为
差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 患者一般临床资料 经治疗后, OHE发病诱

因均有效消除, 不存在消化系出血、感染、电

解质紊乱、便秘、腹泻等. 87例患者一般临床

资料: 对照组28例, 男22例, 女6例; 年龄47.8岁
±8.2岁; 乙型肝炎肝硬化21例, 丙肝肝硬化3例, 
酒精性肝硬化4例, 文化程度: 小学12例, 中学16
例; 试验1组29例, 男24例, 女5例; 年龄49.3岁±

8.2岁; 乙型肝炎肝硬化20例, 丙肝肝硬化5例, 酒
精性肝硬化4例, 文化程度: 小学13例, 中学16例; 
试验2组30例, 男21例, 女9例; 年龄51.2岁±8.1
岁; 乙型肝炎肝硬化23例, 丙肝肝硬化4例, 酒精

性肝硬化3例, 文化程度: 小学13例, 中学17例. 
各组患者肝功能Child-Pugh分级均为C级.
2.2 数字连接试验A评估 与对照组(46.61 s±
10.55 s)比较, 试验1、2组NCT-A所需时间均有

缩短(分别为42.00 s±7.91 s, 39.20 s±9.95 s), 但
仅试验2组与对照组的差异有统计学意义(P  = 
0.004<0.05). 试验2组优于试验1组, 但差异无统

计学意义(P  = 0.262). 提示冰帽+乳果糖可缩短

HE患者NCT-A完成时间, 改善患者的心理运动

速度(表1). 
2.3 数字连接试验B评估 与对照组(120.68 s±
28.68 s)比较, 试验1、2组NCT-B所需时间均有

缩短(分别为114.48 s±27.05 s、100.30 s±31.32 
s), 但仅试验2组与对照组的差异有统计学意义

(P  = 0.009<0.05). 试验2组优于试验1组, 但差异

无统计学意义(P  = 0.065). 提示冰帽+乳果糖可

缩短患者NCT-B完成时间, 改善患者心理运动速

度, 提高注意力的定势转移与分配能力(表1). 
2.4 抑制控制试验6轮整体评估 与对照组(11.18
次±4.39次)比较, 试验1、2组诱饵应答次数均

有减少(分别为9.45次±3.95次, 7.43次±4.02
次), 但仅试验2组与对照组的差异有统计学意

义(P  = 0.001<0.05). 而试验1、2组与对照组相

比, 靶标应答正确率均有提高(分别为92.34%±

4.90%、93.24%±3.31%、95.20%±3.52%), 但
仅试验2组与对照组的差异有统计学意义(P  = 
0.007<0.05). 提示冰帽+乳果糖有利于改善患者
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■创新盘点
本研究针对肝性
脑病(hepatic en-
cephalopathy, HE)
主要发病病理脑
水 肿 ,  脑 代 谢 异
常, 在原有治疗基
础上加用冰帽治
疗的方法, 首次应
用随机对照试验
研究冰帽应用于
慢性肝病所致的
HE, 并通过心理
智能测试评价患
者的认知功能, 从
而得出治疗性低
温有助于改善显
著肝性脑病(overt 
hepatic encepha-
lopathy, OHE)患
者意识恢复后的
认知功能缺损.

反应能力、抑制控制力、注意力及工作记忆力

(表1). 
2.5 抑制控制试验分段评估 各组后三轮与前三

轮诱饵应答次数均有所减少(表2), 但P≥0.05, 差
异无统计学意义. 尚不能认为冰帽+乳果糖有助

于改善OHE患者神志恢复后的学习能力. 

3  讨论

HE是肝功能严重障碍和/或门体分流术后患者

发生的以代谢紊乱为基础, 神经、精神症状为

主要表现的综合征. 约30%-80%的肝硬化患者

会发生不同程度的HE, 除非及早行肝移植治疗, 
否则随着病程延长, 出现HE后患者1年存活率

42%, 3年存活率仅23%[4]. 
HE发病的确切分子机制还不清楚, 普遍认

为在高血氨症、炎症反应等因素的共同作用下, 
导致脑星状胶质细胞肿胀, 进而引起脑水肿、

颅内高压, 神经细胞功能受损. 不论HE严重程度

如何, 均存在一定程度的脑水肿[5]. 目前治疗HE
尚无特效治疗方法, 综合的治疗方案主要是: (1)
护肝, 营养支持; (2)发现并消除其他并存的导

致脑病的原因; (3)发现并治疗导致HE的诱发因

素; (4)经验性药物治疗, 主要包括: 减少肠道内

氨及其他毒素的产生与吸收: 如乳果糖、利福

昔明; 降氨药物: 如门冬氨酸鸟氨酸; 乳果糖可

酸化肠道减少氨的产生和吸收, 并有缓泻作用, 
利于肠道内氨及毒素的排泄, 从而改善HE[6]. 但

乳果糖有腹胀、腹部痉挛性疼痛等不良反应, 
部分患者不耐受. 利福昔明为广谱强效的不可

吸收性抗生素, 对肠道细菌生长具有抑制作用, 
减轻炎症反应, 从而治疗并预防HE的发作[7], 应
用前景好, 但价格昂贵, 国内尚未普及应用. 门
冬氨酸鸟氨酸可通过鸟氨酸循环, 将血氨转化

为尿素经肾代谢从体内排出, 价格亦较贵, 且疗

效尚未肯定, 不是一线用药. 上述疗法均未直接

改善HE的脑水肿、颅内高压的病理改变, 且经

内科合理治疗[8]、甚至肝移植后[9], OHE患者神

志虽可基本恢复, 但患者的心理智能即认知功

能缺损不能完全逆转, Chen等[10]应用结构和功

能性磁共振扫描证实尽管在治疗OHE后神志精

神明显好转, 但脑功能受损确实存在. 部分患者

可经神经心理测试发现异常, 仍可诊断为MHE, 
23%-30%MHE发展为OHE[11], 且MHE会逐渐加

重发展为OHE, 即认知功能障碍会有累积效应. 
导致OHE患者认知功能缺损且持续存在的机制

目前尚不明确, 可能是氨毒性未完全清除, 其他

毒性物质锰金属、炎症因子、硫醇蓄积颅内[12], 
尸检结果及动物实验发现在海马、额皮质中, 
神经递质如神经类固醇、单胺、阿片样物质的

发生一系列改变, 均参与OHE的发病经过[13]. 
治疗性低温(32 ℃-35 ℃)是一种切实有效的

脑保护治疗措施, 现已应用于急性肝衰竭[14]、缺

血缺氧性脑病[15]和严重颅脑外伤[16]等疾病的治

疗中, 取得了较好效果. 低温起效的机制是多重

性的, 他能在多个水平抑制导致脑损伤的级联

反应, 抑制氧化自由基和硝化自由基的产生, 减
少细胞外谷氨酰胺的生成, 减慢蛋白质的代谢

和血氨的生成, 而起到明确的神经保护作用[17]. 
对于急性肝衰竭, 治疗性低温可保护血脑屏障, 
减少血氨的产生及颅内转运、减少颅内乳酸的

产生、抑制星状胶质细胞水肿及致炎因子的产

生, 从而减轻脑水肿, 改善神志[18]. 冰帽是最简单

的一种选择性脑低温方法, 可减缓脑代谢, 减轻
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表 1 3组OHE患者经治疗神志恢复后心理智能测试结果

     项目 对照组 试验1组 试验2组 试验1组与对

照组比较P 值

试验2组与对

照组比较P 值

试验1组与试

验2组比较P 值

n 28 29 30

NCT-A(s)   46.61±10.55 42.00±7.91 39.20±9.95 0.072 0.004 0.262

NCT-B(s) 120.68±28.68 114.48±27.05 100.30±31.32 0.424 0.009 0.065

ICT诱饵 应答次数 11.18±4.39   9.45±3.95   7.43±4.02 0.117 0.001 0.064

ICT靶标应答率(%) 92.34±4.90 93.24±3.31 95.20±3.52 0.383 0.007 0.061

表 2 分段评估3组患者在ICT中诱饵应答的次数(次)

     项目 对照组 试验1组 试验2组

n 28 29 30

前三轮 8.64±0.78 8.24±0.99 7.97±1.16

后三轮 7.39±0.83 6.55±1.35 5.20±1.56

F值 0.278 3.906 4.02

P值 0.600 0.053 0.05
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脑水肿, 降低颅内压, 利于颅脑损伤及缺血性脑

血管患者神智功能的恢复. 研究表明颅内温度

降低1 ℃, 可使颅内代谢减少6%, 其机制是限制

氧耗和糖的消耗, 减少能量耗竭的风险, 预防钠

泵衰竭, 阻止钙离子内流, 从而降低脑细胞死亡

的风险. 其亚细胞机制目前认为是减少兴奋性

神经递质释放、自由基的生成, 减少持续电除

极, 抑制炎症因子和凋亡路径, 从而稳定血脑屏

障, 减轻脑水肿, 恢复颅内压[19,20]. 而研究认为延

长低温治疗时间, 可有助于改善神经功能[21]. 
根据HE的发病机制、病理以及冰帽发挥疗

效的机制, 我们经随机对照研究证实冰帽可用

于治疗4级C型HE, 应用冰帽后试验组患者颅内

温度降至34 ℃-35 ℃, 躯体温度降至35 ℃-36 ℃, 
并稳定维持在该水平 ,  而对照组温度在36 ℃
-38 ℃之间, 与对照组相比, 试验组患者神志恢

复时间缩短2-5 h, 体温降低1 ℃-3 ℃, 治疗前后

血氨降低幅度增加, 且体温降低程度越大, 神志

恢复越早. 
本研究各组患者神志恢复后1 wk, 我们对87

例患者进行MMSE评分均高于25分, 提示HE临
床治愈. 通过纸笔测试及计算机测试来评价患

者的认知功能, 与对照组及试验1组相比, 试验2
组患者完成NCT-A/B的时间均明显缩短, 提示冰

帽联合乳果糖治疗, 有助于提高患者的心理运

动速度, 改善患者注意力的定势转移与分配能

力. 试验2组较对照组及试验1组相比, ICT中, 诱
饵应答次数减少, 靶标应答正确率提高, 差异有

统计学意义, 提示冰帽+乳果糖治疗有利于改善

患者反应能力、抑制控制力、注意力及工作记

忆力. 上述结果表明在综合治疗的基础上, 冰帽

有助于减轻或延缓HE患者的神经认知功能减

退. 研究表明ICT中后三轮诱饵应答次数较前三

轮减少即提示学习能力及工作记忆改善[22], 但我

们进一步分析发现三组患者在ICT时, 后三轮诱

饵应答次数较前三轮相比虽有减少, 但差异无

统计学意义, 提示发生OHE的患者学习能力受

损, 故从单一神经心理测试即ICT结果来看, 可
以认为认知能力在患者神志恢复后未完全改善, 
与Bajaj的研究结果[22]一致. 但本研究发现试验

1及2组后三轮诱饵应答低于前三轮, P值几乎接

近0.05, 考虑学习能力是有所提高的, 分析原因: 
(1)样本量小, 未能完全体现总体数据, 今后可逐

渐增加样本量以获得更准确性的结论; (2)评估

时间短, 本研究为经治疗神志恢复后1 wk所得

数据, 可通过长期随访, 评估患者的心理智能状

况; (3)组合冰帽治疗HE确实有促醒、保护脑功

能的作用. 既往研究表明乳果糖、利福昔明单

用或两者合用未能完全恢复OHE的认知功能[23], 
并不能否定还存在其他方法, 冰帽+乳果糖/利福

昔明或者冰帽+乳果糖+门冬氨酸鸟氨酸可能是

一种选择, 随着对HE发病机制认识的深入, 治疗

HE的方法也将逐渐成熟、有效. 
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■同行评价
肝性脑病为严重
肝病的常见并发
症及死因, 即使患
者意识恢复, 但仍
有认知功能障碍. 
研究者在前期研
究局部治疗性低
温可治疗肝性脑
病基础上进一步
研究冰帽能否改
善其认知功能, 有
一定临床治疗指
导意义.
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Abstract
AIM: To assess the value of endoscopic ultraso-
nography in the auxiliary treatment of malig-
nant obstructive jaundice.

METHODS: The clinical data for 105 patients 
with malignant obstructive jaundice who under-
went endoscopic ultrasonography were retro-
spectively analyzed.

RESULTS: One hundred and five patients who 
were diagnosed with malignant obstructive 
jaundice by both endoscopic retrograde chol-
angiopancreatography (ERCP) and endoscopic 
ultrasonography were included. Based on the 
clinical condition, endoscopic metal biliary en-
doprothesis was used in 61 patients, endoscopic 
retrograde biliary drainage in 39 patients, en-
doscopic nasobiliary drainage in 3 patients, and 
percutaneous transhepatic cholangial drainage 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

超声内镜辅助治疗恶性梗阻性黄疸105例

李 明, 郝 芳, 秦鸣放

®

■背景资料
恶性胆道梗阻在
临床上并不少见, 
该病起病隐匿, 很
多患者就诊时已
发展至晚期,失去
手术根治的机会, 
如何解除梗阻、
消除黄疸, 进行有
效的胆道引流, 从
而减轻患者的痛
苦、提高生存质
量成为了治疗此
类疾病的重要目
标, 随着超声内镜
(endoscopic ultra-
sonography, EUS)
的不断发展, 该项
技术在此类疾病
有着越来越多的
应用. 

in 2 patients. In the vast majority of patients, 
clinical symptoms were relieved and hepatic 
function was significantly recovered. The suc-
cess rate of ERCP was 98.1%, and the rate of 
complications was 7.62%. Three patients had 
post-ERCP hyperamylasemia, 2 patients had 
mild cholangitis, and 3 patients had acute pan-
creatitis. During a follow-up period of 6.8 mo ± 
5.3 mo (range, 1-18 mo), the half-year survival 
rate was 63.8% (67/105).   

CONCLUSION: Endoscopic ultrasonography is 
a safe, effective and mildly invasive method for 
treating malignant obstructive jaundice.

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

Key Words: Endoscopic ultrasonography; Biliary 
stents; Malignant obstructive jaundice
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摘要
目的: 探讨超声内镜在辅助治疗恶性梗阻性
黄疸中的临床价值.  

方法: 回顾性分析我中心2010-02/2013-08超声
内镜在105例恶性梗阻性黄疸患者中的临床 
效果.

结果:  105例患者行超声内镜检查均考虑
恶性梗阻性疾病, 61例置入金属支架, 39例
置入塑料支架, 3例患者行放置鼻胆管引流
(endoscopic nasobiliary drainage, ENBD)引流, 
2例患者行经皮经肝胆管引流术(percutaneous 
transhepatic cholangial drainage, PTCD)治
疗, 十二指肠镜逆行胆胰管造影(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)
操作成功率98.1%(103/105). 治疗后患者临床
症状均见明显缓解, 复查肝功能明显改善. 术

■同行评议者
李健丁, 教授, 山
西医科大学第一
医院放射科CT室
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■研发前沿
近年来随着内镜
及介入技术的发
展 与 成 熟 ,  经 内
镜下胆道引流术
已广泛应用于恶
性 胆 道 梗 阻 ,  他
对解除梗阻、恢
复胆汁引流、缓
解患者的症状具
有 确 切 的 疗 效 , 
EUS在这方面的
辅助作用得到了
越来越多的体现.

后高淀粉酶血症3例, 轻度胆管炎2例, 急性胰
腺炎3例, 并发症发生率7.62%(8/105), 随访
1-18 mo(平均6.8 mo±5.3 mo), 半年生存率
63.8%(67/105).  

结论: 超声内镜辅助治疗恶性梗阻性黄疸微
创、有效.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 超声内镜; 胆道支架; 恶性梗阻性黄疸

核心提示: 超声内镜在恶性梗阻性黄疸的姑息治

疗中具有诊断准确性高, 并发症少, 存活率较高, 
操作简便, 创伤小, 患者痛苦少, 并且可以根据超

声内镜对肿瘤进行分期, 提高临床诊断准确性, 
有助于评估手术可行性, 并可辅助制定详细方案, 
提供新思路.

李明, 郝芳, 秦鸣放. 超声内镜辅助治疗恶性梗阻性黄疸105

例. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 685-689  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/685.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.685

0  引言

恶性梗阻性黄疸(malignant obstructive jaundice, 
MOJ)是由于恶性肿瘤侵及或压迫肝外胆道出

现肝外胆管或肝内胆管阻塞所致的黄疸, 临床

主要表现为皮肤巩膜黄染、恶心呕吐、瘙痒、

浓茶样尿及褪色样便等. 传统主要以外科手术

为重要的根治方法, 但手术创伤较大, 尤其不

适应于晚期恶病质患者. 随着内镜下逆行胰胆

管造影(endoscopic retrograde cholangio pancrea-
tography, ERCP)及超声内镜(endoscopic ultraso-
nography, EUS)技术的发展, 为临床治疗恶性梗

阻性黄疸提供了新思路. 本文主要回顾性分析

2010-02/2013-08于天津市南开医院微创外科中心

治疗的105例恶性梗阻性黄疸患者, 具体分析报

道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组105例患者, 男62例, 女43例, 平均

年龄62.3岁(43-81岁), 均因不同程度皮肤巩膜

黄染、上腹不适、消瘦乏力、恶心呕吐、浓茶

样尿及陶土样便就诊. 其中97例患者根据临床

表现, 血液化验及B超、CT、MRCP或超声内

镜(术中检查)等影像学检查定性诊断为恶性梗

阻性黄疸, 8例有病理学检查结果, 均证实为恶

性梗阻性黄疸手术治疗效果较差或拒绝行手术

治疗的患者. 治疗前患者黄疸病史7-87 d, 平均

27.5 d. 采用日本FUJINON公司的ED-250电子

十二肠镜、标准ERCP造影导管、SP702超声内

镜及P2620超声探头, 美国COOK公司标准乳头

切开刀、针状切开刀、德国ERBE-ICC80高频

电发生器、美国BOSTON公司标准及超滑亲水

导丝、气囊导管、胆道扩张探条、胆管推送导

管、支架释放导管、WALLSTEN和STERCKER
可膨式胆道金属支架(直径8-10 mm, 长度50-80 
mm)、鼻胆引流管(7.0-8.5 Fr)等. 
1.2 方法

1.2.1 内镜检查及治疗: 常规行十二指肠镜ERCP, 
插镜过幽门进入十二指肠降段寻找乳头, 常规

行内镜下乳头括约肌切开术(endoscopic sphinc-
teropapillotomy, EST), 插管成功同时行胆管腔

内超声(intraductal ultrasonography, IDUS)检查, 
将微型超声探头插入胆管内自近端向远端多次

扫查梗阻部位, 对于部分因肿瘤转移等所致插

管困难患者, 在EUS指导下插管并扫查梗阻部

位, 之后选择扩张明显且引流范围最广的胆管, 
根据胆管狭窄的长度选择合适的胆道金属支架

(endoscopic metal biliary endoprothesis, EMBE)
或塑料支架(endoscopic retrograde biliary drain-
age, ERBD)进行内引流, 或先行放置鼻胆管引

流(endoscopic nasobiliary drainage, ENBD)外引

流减轻胆道压力, 1 wk后再次放置胆道支架内

引流. 对ERCP不成功者改行经皮经肝胆管引流

术(percutaneous transhepatic cholangial drainage, 
PTCD)行体外引流. 所有操作均在患者及家属知

情同意后进行.  
1.2.2 内镜治疗后处理: 术后禁食水24 h, 监测血

尿淀粉酶情况, 观察生命指征和腹部体征的变

化, 对术后出现寒战发热等胆管炎或胰腺炎患

者予对症治疗; 对术前腹痛、发热、黄疸等症

状改善情况进行评估, 记录内镜后2 wk内肝功

能变化[血清胆红素、谷氨酰转移酶(glutamyl 
transferase, ALT)、谷氨酰转移酶(gamma gluta-
myl transpeptidase, GGT)、碱性磷酸酶(alkline 
phosphatase, AKP)], 进行统计学分析.  
1.2.3 疗效观察: 减黄效果按以下标准评判: 黄疸

迅速消退, 1 wk内TBIL下降超过1/3, 或2 wk内降

至50 μmol/L以下; 一般: 黄疸有所下降, 1 wk内
TBIL下降不足1/3, 或2 wk内未降至50 μmol/L以
下; 无效: 黄疸下降程度不明显甚至上升[1].   

统计学处理 应用SPSS11.0软件进行数据, 
计量资料用mean±SD表示, 两组均数比较用t检
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■相关报道
EUS诊断胆管恶
性疾病的总体准
确性、敏感性、
阳 性 预 测 值 、
阴 性 预 测 值 及
特 异 性 分 别 为
86.0%-94.1%、
82.3%-84.0%、
8 0 . 0 % - 8 4 . 2 % , 
8 5 . 0 % - 9 3 . 3 % , 
90.0%-96.0%. 同
时EUS对胆道恶
性狭窄患者的T、
N、M分期具有很
高的准确性, 对于
恶性梗阻性黄疸
的姑息治疗具有
很高的临床辅助
价值.

验, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

随访时间1-18 mo(平均6.8 mo±5.3 mo), 除15例
患者失访, 其余患者均得到门诊随访, 术后每1-2 
mo复查肝功能, 若患者血清胆红素指数较支架

后上升1-2倍以上, 则入院接受全面检查包括常

规生化检查、CT或MRCP检查, 判断胆道支架

阻塞者, 根据情况及患者治疗要求给予再次治

疗方案. 随访期间观察患者生存时间及支架通

畅时间. 半年生存率63.8%(67/105). 
本组病例内镜插管成功率98.1%(103/105), 

61例置入金属支架 ,  39例置入塑料支架 ,  3例
患者因导丝未能通过肿瘤狭窄部位仅单纯行

ENBD引流. 2例患者因肿瘤晚期恶病质严重未

能成功插管改行PTCD治疗. 术后高淀粉酶血症

3例, 急性胰腺炎3例, 轻度胆管炎2例, 均经非手

术治疗后在24-72 h内恢复正常, 并发症发生率

为7.62%(8/105), 其中无出血、穿孔等内镜相关

并发症发生, 无死亡报道.  
本组患者行超声内镜检查均提示为恶性梗

阻性黄疸, 诊断原发性肿瘤包括胆管癌53例(其
中肝门部胆管癌27例, 胆管中段癌10例, 远端胆

管癌16例), 胰头癌21例, 胆囊癌17例, 其他转移

性肿瘤14例. 具体超声表现为: 肿瘤多呈低回声, 
少数可成高回声, 形态不规则, 内部回声不均匀, 
边界不清晰, 病灶内可见散在的血流信号; 正常

胆管壁结构破坏, 层次欠清晰; 可见肿瘤组织侵

入周围组织.  
105例患者在治疗后1wk, 黄疸明显消退, 其

中满意69例(65.71%), 一般31例(29.52%), 无效

5例(4.76%), 观察肝功能等指标, 可见血清胆红

素、ALT、GGT、AKP(表1), 患者临床症状如

皮肤巩膜黄染、腹胀、恶心呕吐、浓茶样尿、

陶土样便均见改善.  

3  讨论

恶性梗阻性黄疸是一类临床较常见疾病, 指由

原发性胆管癌、壶腹癌、胰腺癌或肝癌压迫或

其他部位癌肿淋巴结转移压迫胆道致肝内外胆

管阻塞继发梗阻性黄疸[2], 主要临床表现为进行

性皮肤巩膜黄染、恶心呕吐、乏力纳差、浓茶

样尿、陶土样便及消瘦等. 他可引起进行性加

重的梗阻性黄疸, 导致肝功能迅速恶化, 并易发

生严重的感染、胃肠道出血及肾功能衰竭, 病
死率很高[3]. 传统以外科手术治疗为主, 但由于

就诊时已出现严重黄疸, 甚至合并严重并发症, 
全身状况差, 导致手术切除率较低, 预后较差[4]. 
目前随着ERCP及EUS技术的发展, 为姑息性治

疗恶性梗阻性疾病提供了一种新方法, 减少患

者痛苦, 尽可能延长生存期[5].  
文章中涉及的105例患者均因恶性肿瘤局部

浸润致胆道梗阻, 按照梗阻部位, 大致可分为高

位梗阻和低位梗阻. 其中68例患者术前评估确

诊为恶性肿瘤不可切除, 其余37例涉及壶腹周

围癌及胰头癌者, 结合CT、EUS相关检查, 考虑

肿瘤侵入门-肠系膜上静脉和肠系膜上动脉, 血
管受侵犯范围较大, 无法行根治手术[6], 均行超

声内镜引导下支架置入姑息性治疗.  
超声内镜是在内镜引导下, 在消化系腔内对

消化系及消化系周围的脏器进行超声扫描的一

种方法. 我中心通常采用7.5或12 MHz的超声内

镜, 此频率能清楚显示3-6 cm范围的病灶, 更适

用于诊断肿瘤性疾病有无淋巴结转移. 在超声

内镜指导下插管成功后, 应用微型超声探头插

入胆管内行腔内超声扫查, 其图像分辨力高, 可
以更加准确的扫查胆管全长, 有利于发现小的

病灶, 早期发现胆管癌, 并可对胆管癌进行分期, 
较准确地显示肿瘤病变的侵犯深度[7]. 正常胆管

壁呈高、低、高3层回声结构, 恶性胆道梗阻的

超声图像[8]为正常胆管壁结构破坏, 管壁可见边

缘不规则的低回声肿块, 内部回声不均匀, 浸润

至周围组织. 并且超声内镜也有利于诊断其他

肿瘤所致周围组织浸润及淋巴结转移. 本组105
例患者术中检查均考虑恶性梗阻性病变, 并在

超声内镜指导下放置支架. 此外, 鉴于不明原因

的消化道疾病, 均可行超声内镜检查, 提高临床

诊断的准确性[9], 并有助于早期发现肿瘤及早 
治疗.  

本组3例肝门部胆管癌患者因导丝未能通过

肿瘤狭窄部位, 仅在超声内镜引导下单纯放置

ENBD外引流. 61例置入金属支架, 39例置入塑

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 患者内镜治疗前后血清胆红素、谷氨酰转移
酶、谷氨酰转移酶、碱性磷酸酶变化情况 (n  = 105)

              术前      术后7 d

总胆红素(μmol/L) 351.2±29.1 101.9±23.4a

直接胆红素(μmol/L) 198.6±23.9   57.3±16.2a

谷丙转氨酶(U/L) 286.3±45.2   92.7±20.1a

谷氨酰转移酶(U/L) 387.2±21.3 144.9±25.5a

碱性磷酸酶(U/L) 165.5±37.6   73.3±27.1a

aP<0.05 vs  术前.
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■创新盘点
国内通过EUS辅
助姑息性治疗恶
性胆道梗阻的报
道较少, 本研究中
EUS的辅助作用, 
为恶性梗阻性黄
疸的治疗提供依
据 ,  为独到之处 , 
具备诸多优点, 为
治疗此类疾病的
突破与亮点.

料支架, 均行内引流, 有效地防止胆汁的肝肠循

环被阻断. 有学者认为[10], 金属支架对于生存期

超过6 mo的患者总花费及住院天数低于使用塑

料支架者, 而生存期不超过6 mo者则应用塑料支

架更为合适. 根据我中心治疗经验, 胆道金属支

架及塑料支架可适用于无法根治性切除的恶性

胆管梗阻患者, 预计存活3-6 mo或以上患者. 一
般塑料支架使用10-11.5 Fr支架, 引流效果好, 对
于已堵塞的支架可根据情况应用导丝疏通及更

换新支架或放置多支架, 同时在超声内镜引导

下准确放置支架位置, 一般支架长度先端需越

过梗阻段上缘1 cm, 尾端要距乳头外1 cm. 胆道

金属支架目前较多采用全覆膜可回收金属支架, 
根据肿瘤继续生长的可能选择合适的直径及位

置, 梗阻两端的支架长度应在2 cm以上为宜, 若
支架阻塞, 可再置入一个内径较大或多根塑料

支架引流, 并根据具体情况决定再次治疗与否

及治疗方法[11,12].  
文中2例患者因肿瘤晚期恶病质严重未能成

功插管改行PTCD治疗, 亦不失为一种较好的减

黄方法, 取得一定的疗效，但穿刺管有滑脱的

可能性, 且不利于长期置管, 这些都使其临床治

疗范围相对狭窄[13]. 
ERCP术后的早期并发症有出血、穿孔、

急性胆管炎、急性胰腺炎或高淀粉酶血症等. 
出血和穿孔大多与术者的技术水平和临床经验

有关, 本组患者中无出血和穿孔发生. 本组105
例患者, 总的并发症发生率为7.62%(8/105), 无
死亡报道, 内镜术后高淀粉酶血症3例, 急性胰

腺炎3例, 均经非手术治疗后在24-72 h内恢复正

常. 轻度胆管炎2例, 国内有文献报道, ERCP术后

胆管炎或胆管感染的发生率为0.35%-20.40%[14], 
这可能与术后早期金属支架膨胀不全, 引流较

差有关. 晚期并发症主要是支架阻塞. 
本组病例半年生存率为63.8%(67/105). 术

后患者的生存期与原发肿瘤的情况、恶性胆道

梗阻的肝内外转移等密切相关. 造成患者死亡

的主要原因是肿瘤自身的生长, 支架治疗仅能

解除胆道梗阻, 而对肿瘤本身并无直接的治疗

作用, 为延长患者的生存期, 还应配合其他治疗, 
如动脉灌注化疗、定位放疗、生物免疫治疗、

射频消融、光动力疗法等[11].   
在行内镜操作时应注意以下几点: 支架长

度的选择要合适, 精确测量梗阻或狭窄段上缘

到乳头的距离是选择合适支架的关键, 在此长

度上增加1 cm左右的支架较为合适; 进行合理、

适当的EST可以使支架的放置更为容易, 并且有

利于术后胆道的引流; 必要时行胆道扩张, 在实

际操作中常会遇到支架难以越过狭窄段的情况, 
这时可使用胆道扩张探条或气囊行胆道扩张, 
多可完成支架的放置; 如为高位胆道梗阻, 支架

末端不必暴露于乳头外, 可置于胆管内[15].
超声内镜联合胆道支架治疗恶性梗阻性黄

疸患者的技术已日渐成熟, 相对于传统手术而

言, 其诊断准确性高, 并发症少, 存活率较高, 操
作简便, 创伤小, 患者痛苦少, 并且可以根据超

声内镜对肿瘤进行分期[16], 提高临床诊断准确

性, 有助于评估手术可行性, 并对姑息性治疗恶

性梗阻性疾病制定详细方案, 提供新思路.  
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EUS在辅助治疗
恶性梗阻性黄疸
中的临床应用, 立
题较新颖, 具有一
定的指导意义.
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Abstract
AIM: To detect specific serum biomarkers for 
liver cancer using surface enhanced laser de-
sorption inhibition time-of-flight ionization mass 
spectrometry (SELDI-TOF-MS), and establish a 
serum protein pattern for screening liver cancer 
prone families. 

METHODS: Serum samples collected from 30 
patients from liver cancer prone families and 
30 patients from liver cancer-free families were 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

应用SELDI-TOF-MS技术筛选肝癌遗传性血清蛋白标 
志物

邓敬桓, 陈智平, 李 山, 秦 雪, 黄东萍

®

■背景资料
广西是全国乃至
全球肝癌高发区
之一, 乙型肝炎病
毒感染是广西肝
癌高发的主要致
病因子, 在相同民
族、相同生活环
境、生活水平、
生活习惯和生活
条件下, 存在许多
肝癌易发家系, 也
有大量无癌家系. 

detected by SELDI-TOF-MS. The data were ana-
lyzed was Biomarker Wizard and BPS software 
to establish a serum protein pattern for screen-
ing liver cancer prone families. The pattern was 
evaluated by a blind test. 

RESULTS: A total of 20 peaks showed signifi-
cant differences between the two groups, among 
which 4 (9645.48, 3960.65, 7895.66, 5916.07 kDa) 
were chosen to establish a serum protein pattern 
for screening liver cancer prone families. The ac-
curacy, sensitivity and specificity of the pattern 
were 92% (55/60), 93% (28/30) and 90% (27/30), 
respectively. The blind test showed that the 
sensitivity and specificity were 92% (23/25) and 
90% (18/20), respectively. 

CONCLUSION: SELDI-TOF-MS has a high sen-
sitivity and specificity in screening specific he-
reditary serum biomarkers for liver cancer. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 采用表面增强激光解析/电离飞行时间
质谱技术(surface enhanced laser desorption 
inhibit ion t ime of fl ight ionization mass 
spectrometry, SELDI-TOF-MS)检测肝癌易发
家系患者和无癌家系患者血清蛋白生物标志
物, 比较两者间的蛋白差异, 建立筛选血清蛋
白质图谱模型并初步验证. 

方法: 选择30例肝癌易发家系患者, 30例无癌

■同行评议者
程树群 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第二军医大学东
方肝胆外科医院
综合治疗三科
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■研发前沿
蛋白质的差异表
达与肝癌发生发
展存在着密切关
系, 这些易发家系
家庭成员遗传的
不同基因所表达
的不同蛋白质本
身可能就具有发
生肝癌的危险性.

家系患者, 应用SELDI-TOF-MS技术及相应的
计算机软件进行比较分析, 检测肝癌易发家系
患者血清蛋白质的特异性生物标志, 建立肝癌
易发家系患者的筛选模型, 并对其进行了双盲
法验证. 

结果: 肝癌易发家系组与对照组共有20个蛋
白质差异有显著性, 以其中4个蛋白标志物
(9645.48、3960.65、7895.66和5916.07 kDa), 
建立的筛选模型检测灵敏度为93%(28/30), 
特异性为90%(27/30), 准确率为92%(55/60). 
盲法验证, 灵敏度为92%(23/25), 特异性为
90%(18/20). 

结论: SELDI-TOF-MS技术具有高灵敏度和特
异性, 在肝癌易发家系的血清蛋白特异性生物
标志物的筛选等方面具有较好的应用前景. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝癌; 家系; 表面加强激光解吸电离-飞行

时间质谱; 血清蛋白标志物

核心提示: 本研究筛选出的20个有统计学意义的

差异性蛋白峰可能就是我们要寻找的遗传性蛋

白质峰, 肝癌易发家系组与无癌家系组在血清蛋

白组学方面确实存在差异, 再次验证原发性肝癌

的发生与遗传具有密切相关性. 

邓敬桓, 陈智平, 李山, 秦雪, 黄东萍. 应用S E L D I-T O F-

M S技术筛选肝癌遗传性血清蛋白标志物. 世界华人消化

杂志  2014; 22(5): 690-694  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/690.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i5.690

0  引言

肝癌易发家系包括肝癌高发家系和肝癌非高发

家系, 相关研究表明[1], 肝癌的发生发展是多因

素参与的多环节的病理过程, 除了与病毒寄生

虫和细菌的感染、黄曲霉毒素的摄入、水源污

染以及吸烟喝酒这些外环境致癌因素有关, 自
身遗传因素也具有一定的相关性. 本实验采用

表面增强激光解吸电离-飞行时间质谱技术, 以
肝癌无癌家系为参照, 筛选出肝癌遗传性的血

清蛋白标志物, 为将来建立能够判断肝癌易发

家系发生肝癌危险性的预测体系奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌易发家系包含肝癌高发家系和肝

癌非高发家系两类. 肝癌高发家系: 直系亲属

中发生过2例或2例以上原发性肝癌病例的家

系. 肝癌非高发家系: 直系亲属中发生过1例原

发性肝癌病例的家系. 无癌家系: 直系亲属中

未发生过任何恶性肿瘤病例的家系. 广西医科

大学在承担国家“六五”和“七五”攻关课题

时, 已在肝癌高发区建立了癌症登记网, 掌握

了肝癌高发区中肝癌高发家系、肝癌非高发

家系和无癌家系成员名单, 在患者经病理或临

床诊断确诊且未经治疗的情况下说明了采血

的要求, 给予知情权, 并征得研究对象同意, 在
2010-01/2013-03期间, 采集到肝癌高发家系患者

30例血清, 肝癌非高发家系患者25例血清, 肝癌

无癌家系患者50例血清. 其中以相同的生活环

境、生活习惯、相同职业、相同民族、相同性

别、年龄±5岁作为配对条件, 选取肝癌高发家

系患者15例, 肝癌非高发家系患者15例作为肝

癌易发家系组, 对照组肝癌无癌家系患者30例, 
用于筛选模型的建立, 剩余样本用于所建模型

的双盲法验证. 尿素、3-环乙胺-1-丙磺酸、乙

腈、二硫苏糖醇、醋酸钠、三氟乙酸、羟乙基

哌嗪乙磺酸、芥子酸、超纯水均购自美国西格

玛(Sigma)公司; 蛋白芯片生物系统及CM10芯片

购自美国赛弗吉(Ciphergen)公司. 
1.2 方法

1.2.1 样品收集与预处理: 所有血样均于清晨空

腹采集, 放置4 ℃冰箱2 h后, 1000 r/min离心10 
min, 冰浴上分装血清于-80 ℃低温冰箱保存备

用. 检测前取出血清样品, 置冰盒上溶解; 以1000 
r/min, 4 ℃离心2 min; 取血清10 µL, 加入2倍体

积9 mol/L Urea缓冲液(含DTT)稀释, 将样品冰

浴震荡30 min; 将30 µL上述变性后样品加入360 
µL的50 mmol/L NaAC(pH 4.0)缓冲液, 立即混匀. 
1.2.2 芯片预处理、上样和洗脱: 将CM10芯片装

入生物芯片处理器, 每孔加入200 µL 50 mmol/L 
NaAC(pH 4.0)缓冲液, 震荡5 min, 甩掉缓冲液. 
重复上述操作一次. 在芯片处理器每孔中加入

100 µL处理好的样品, 4 ℃震荡1 h; 弃去未结

合样品, 每孔加入200 µL的NaAC缓冲液, 震荡

5 min, 甩去孔中液体, 重复操作一次; 每孔加入

200 µL 1 mmol/L HEPES, 然后立刻甩出; 取出芯

片待干后, 在每个加样孔上加SPA 0.5 µL; 待干

后, 重复加SPA一次. 
1.2.3 芯片检测、数据采集和参数设置: 采用

PBS Ⅱ C型蛋白芯片生物系统读取芯片信息. 用
加有标准蛋白质的All-in-one芯片校正仪器. 芯
片阅读仪参数设置如下: 激光强度185, 检测灵
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■相关报道
肖开银等对101例
家族聚集性肝癌
家族史和临床进
行分析分析, 显示
肝癌是遗传和环
境因素相互作用
的结果.

敏度8, 优化范围2000-10000, 最高相对分子质量

50000, 芯片上的每个点采集130次. 
1.2.4 分析差异蛋白: 用Proteinehip Software3.2 
Software(BPS)对图谱进行标准化后, 筛选出有

统计学意义的差异蛋白峰, 然后用Biomarker 
Wizard软件快速计算出有统计学意义相同相对

分子质量的蛋白在肝癌易发家系组与对照组间

峰值差异的表达强度, 最后以肝癌无癌家系组

的蛋白质平均强度数值为参照进行比对两组差

异蛋白质的表达变化. 
1.2.5 诊断模型的建立与验证: 用Biomarker Pat-
tern软件对两组间相同相对分子质量的差异表

达蛋白峰值做线性分类分析, 经过进一步优化

实验参数, 确定最佳的分类模型, 即诊断模型并

输出原始判别结果, 用BPS进行交叉验证并输出

结果, 以交叉验证为最终结果. 
1.2.6 盲筛法验证诊断模型用剩余样本: 肝癌易

发家系25例, 其中肝癌高发家系15例、肝癌非

高发家系10例, 肝癌无癌家系组20例, 对上述建

立的诊断模型进行盲法验证(masked analysis), 
验证该模型的特异性和灵敏度. 

统计学处理 数据的统计分析由统计软件包

SPSS10.0完成. 两组间比较用t检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 蛋白质峰的初步筛选和评价 在相对分子质

量2000-50000范围内共检测到45个蛋白质峰, 
其中20个在两组间的比较差异有统计学意义

(P <0.05, 表1). 
2.2 诊断模型的建立与验证 将这些差异峰用

B P S软件进行分析, 自动选取其中4个差异峰

(9645.48、3960.65、5916.07、7895.66 kDa), 模
型中的4个蛋白所占的重要分值(表2), 建立了

筛选肝癌易发家系的诊断模型(图1), 此模型的

根节点为9645.48 kDa, 首先根据此峰值强度, 
28例标本被划分到左侧的枝结点, 32例被划分

到右侧的枝结点, 又根据3960.65、5916.07、
7895.66 kDa的峰值强度, 将标本进一步划分, 
最终将60例标本划分开. 经交叉验证该模型区

分肝癌易发家系组和肝癌无癌家系组, 30例肝

癌易发家系组有28例被正确划分, 30例肝癌无

癌家系组有27例被正确划分, 该模型检测灵敏

度为93%(28/30), 特异性为90%(27/30), 准确

率为92%(55/60). 用该模型对肝癌易发家系25
例(其中肝癌高发家系15例、肝癌非高发家系

10例), 肝癌无癌家系组20例进行盲法验证, 23
例肝癌易发家系, 18例肝癌无癌家系被区分正

确, 盲法验证, 灵敏度为92%(23/25), 特异性为

90%(18/20). 

3  讨论

蛋白质组是连接基因序列与细胞功能的桥梁. 
近年来, 人们认识到仅通过DNA序列来解释生

物功能是不可能的, 蛋白质才是生命功能的主

要执行者. 而蛋白质组的研究方法现已广泛应

用于临床各领域的研究[2]. 特别是对原发性肝癌

的发生、发展等方面的相关研究. 
原发性肝癌的发生是多因素相互作用, 多途

径多步骤长期作用的结果, 有外部的环境因素包

表 1 CM10芯片筛选肝癌易发家系组和肝癌无癌家系组
血清差异蛋白的表达

     

差异蛋白峰的

相对分子质量
P 值

蛋白质平均强度
差异蛋白质

的表达变化
肝癌易发

家系组

肝癌无癌

家系组

4700.91 0.00   1.13   3.62 ↓

9125.89 0.00   1.89   3.21 ↓

5317.22 0.00   4.65   8.04 ↓

4856.19 0.00   3.14   2.28 ↑

9645.48 0.00 28.1   4.95 ↑

8282.61 0.00   4.12   6.16 ↓

7679.40 0.00   3.74   4.11 ↓

3960.65 0.00   0.27   3.58 ↓

9179.55 0.00   8.11   6.96 ↑

4760.91 0.00   4.39   2.85 ↑

5916.07 0.00   3.35 10.65 ↓

7554.67 0.00   1.95   1.15 ↑

7895.66 0.00 11.49   3.27 ↑

4598.00 0.00 23.47 27.60 ↓

6315.22 0.00 10.54   6.96 ↑

2742.85 0.00   8.05   5.29 ↑

4681.23 0.00   1.18   2.47 ↓

7847.62 0.00   3.14   1.57 ↑

3565.86 0.00   3.89   1.78 ↑

5701.52 0.01   2.71   4.92 ↓

表 2 模型中的4个蛋白所占的重要分值

     Variable(变量) Score(分值)  蛋白所占分值具体图示

M9645_48 100.00 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

M3960_65   87.62 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||

M5916_07   67.40 ||||||||||||||||||||||||||||

M7895_66   44.83 |||||||||||||||||||
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■创新盘点
本研究采用SEL-
DI蛋白芯片技术
分析广西肝癌高
发区肝癌易发家
系和无癌家系肝
癌发展过程的血
清蛋白质组, 并鉴
定出蛋白质谱中
差异蛋白, 探寻肝
癌遗传性相关的
蛋白标志.

括病毒感染, 黄曲霉毒素, 农村饮用水的污染, 饮
酒、吸烟, 幽门螺旋杆菌肝吸虫感染等[3-8]; 而内

部因素如自身的遗传因素, 在原发性肝癌的发

生机制方面也起了非常重要的作用. 广西医科

大学在承担国家“六五”和“七五”攻关课题

以及进行的一系列研究中发现, HBV感染是广

西肝癌高发的主要致病因子在相同民族、相同

生活环境、生活水平、生活习惯和生活条件下, 
出现癌家族聚集性[9], 为揭示这一流行病学现

象. 本实验从蛋白质组水平进行研究, 以30例肝

癌易发家系患者、30例无癌家系患者作为研究

对象, 采用(SELDI-TOF-MS)及CM10蛋白芯片

筛选血清中蛋白质的差异表达, 并找到表达明

显改变的标志蛋白, 实验结果发现肝癌易发家

系组与无癌家系组在相对分子质量2000-50000
范围内共检测到45个蛋白质峰, 其中20个在两

组间的比较差异, 有统计学意义(P <0.05), 筛选

出的这些有统计学意义的蛋白质峰可能就是我

们要寻找的遗传性蛋白质峰. 运用BPS软件筛选

出其中的4个蛋白标志物(9645.48、3960.65、
7895.66和5916.07 kDa), 建立的血清蛋白质图

谱诊断模型, 检测的灵敏度为93%(28/30), 特异

性为90%(27/30), 准确率为92%(55/60), 能较好

地将两组区分开来, 且经过盲筛将25例肝癌易

发家系, 20例肝癌无癌家系组对建立的血清蛋

白质图谱诊断模型进行验证, 得到较高灵敏度

92%(23/25)与特异性(23/25), 说明模型的合理

性和可操作性, 同时这也表明肝癌易发家系组

与无癌家系组在血清蛋白组学方面确实存在

差异, 原发性肝癌的发生与遗传具有密切相关

性. 肝癌易发家系的遗传基因可能在抑癌基因

和癌基因上出现失衡或出现遗传易感性[10], 陈
圆圆等 [11]和肖开银等 [12]对广西扶绥县肝癌高

发家系遗传基因的相关研究显示谷胱甘肽转

硫酶M1(glutathione-S-transferase M1, GSTM1 )
和谷胱甘肽转硫酶T1(glutathione-S-transferase 
T1, GSTT1 )基因多态性与肝癌家族聚集性相关; 
GSTM1和GSTT1基因联合缺失与肝癌的发生呈

显著正相关, 诸如GST基因多态性、第10号染色

体缺失[13]、p53、p21基因表达差异[14]、细胞色

素P4501A基因多态性、乙醛脱氢酶2基因多态

性[15]等与肝癌之间存在密切相关, 其表达的相关

蛋白质就可能异于无癌家系患者, 增加了原发

性肝癌发生的危险性. 
为了使筛选的遗传性的血清蛋白标志物更

具有代表性, 做者将继续收集标本, 扩大样本例

数, 验证其准确性, 并做相关性的生物学功能进

行鉴定, 为将来建立能够判断肝癌易发家系发

生肝癌危险性的预测体系奠定基础. 
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■同行评价
肝癌发生与家属
遗传性有相当的
关系, 本研究科学
性强. 研究方法正
确, 数据可靠, 结
论可信, 通过采用
表面增强激光解
析/电离飞行时间
质谱技术(SELDI-
TOF-MS) 检测肝
癌易发家系患者
和无癌家系患者
血清蛋白生物标
志物, 是目前研究
的热点, 从蛋白组
学方面寻找肝癌
发生相关蛋白对
临床和基础研究
都起重要作用.
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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 investigate the expression of INPP4B 
and PTEN in hepatocellular carcinoma (HCC) 
and to analyze their correlation with clinico-
pathological parameters of HCC patients.   

METHODS: By immunohistochemistry, the 
expression of INPP4B and PTEN was detected 
in 74 HCC tissue, 74 matched tumor-adjacent 
atypical hyperplasia tissues and 30 normal tis-
sues. Correlations between INPP4B and PTEN 
expression and clinicopathological parameters 
were analyzed by statistical analysis.   

RESULTS: The levels of INPP4B and PTEN ex-
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INPP4B和PTEN蛋白在肝细胞癌中的表达及其意义

张洋洋, 李建生, 贺德志, 蒋 冬

®

■背景资料
Ⅱ型多磷酸肌醇
4-磷酸酶(inositol 
polyphosphate 4-ph
osphatase type Ⅱ, 
INPP4B)是一种
新发现的脂质磷
酸 酶 ,  作 为 一 个
潜在的肿瘤抑制
因 子 ,  在 前 列 腺
癌、乳腺癌、卵
巢 癌 、 黑 色 素
瘤、白血病等多
种恶性肿瘤中表
达缺失. 磷酸酯酶
(phosphatase and 
tens in  homolog 
deleted on chromo-
some ten, PTEN )是
一种位于10号染
色体(10q23)的抑
癌基因, 兼具有脂
质磷酸酶活性和
蛋白磷酸酶活性
参与细胞周期以
及多种信号传导
途径的负调控, 抑
制细胞恶性转化. 
INPP4B和PTEN
的缺失与肿瘤的
发生发展密切相
关.目前国内外文
献甚少有两者在
肝癌中的表达及
相关性研究报道. 

pression in HCC were significantly lower than 
those in histologically normal hepatic tissues 
(both P < 0.05). INPP4B and PTEN protein ex-
pression in HCC was not statistically correlated 
with age, sex, or cirrhosis background, but was 
significantly correlated with degree of differen-
tiation and presence of tumor capsule. INPP4B 
protein expression, not PTEN protein expres-
sion, was correlated with tumor size. There was 
a positive correlation between INPP4B protein 
expression and PTEN protein expression in HCC 
(r = 0.561, P = 0.000).  

CONCLUSION: The low expression of INPP4B 
and PTEN proteins in HCC and their positive 
correlation suggest that they are possibly in-
volved in the occurrence and development of 
HCC. 

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

Key Words: Hepatocellular carcinoma; INPP4B; 
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摘要
目的:  通过检测肝细胞癌(h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma, HCC)患者肝癌、癌旁组织及正常
肝组织中Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶(inosi tol 
polyphosphate 4-phosphatase type Ⅱ, INPP4B)
和磷酸酯酶(phosphatase and tensin homolog 
deleted on chromosome ten, PTEN)的表达情况, 
结合HCC的临床病理特征, 探讨其在HCC发
生发展中的作用及意义.    

方法: 应用免疫组织化学方法分别检测74例
肝癌组织、对应癌旁组织及30例正常肝脏组
织中INPP4B和PTEN的表达情况.    

结果: (1)肝癌组织中INPP4B和PTEN的表达
水平显著低于癌旁组织和正常肝脏组织(均

■同行评议者
李孟森, 教授, 海
南医学院/海南省
肿瘤发生和干预
重点实验室
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■研发前沿
通过免疫组织化
学法检测 INPP4B
和PTEN在肝癌组
织、对应癌旁组
织及正常肝脏组
织中的表达, 并结
合患者临床病理
资料进行分析, 探
讨两者的表达特
点及意义.

P <0.05); (2)INPP4B和PTEN的表达与HCC患
者的性别、年龄、肝硬化病史无关, 与分化
程度、包膜完整程度相关. INPP4B的表达与
肿瘤直径相关, PTEN的表达与肿瘤直径无关; 
(3)肝癌组织中INPP4B和PTEN的表达呈正相
关(r  = 0.561, P  = 0.000).   

结论: INPP4B和PTEN在肝癌组织中的低表达
及两者表达呈正相关提示两者可能共同参与
了HCC的发生发展.   

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝细胞癌; Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶; 磷酸

酯酶; 免疫组织化学

核心提示: Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶(i n o s i t o l 
polyphosphate 4-phosphatase type Ⅱ, INPP4B)和
磷酸酯酶(phosphatase and tensin homolog deleted 
on chromosome ten, PTEN)在肝癌组织中的表达

明显减低, 且两者表达呈正相关; INPP4B和PTEN
的表达与肿瘤分化程度、包膜完整程度相关 ; 
提示两者可能共同参与肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma)的发生发展及侵袭转移.

张洋洋, 李建生, 贺德志, 蒋冬. INPP4B和PTEN蛋白在肝细胞癌

中的表达及其意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 695-699  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/695.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.695

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC), 简称

肝癌, 是目前常见的恶性肿瘤之一, 在我国HCC
年发病率位居第4位, 而肿瘤死亡率居第2位[1]. 
其恶性程度高, 预后普遍较差. 虽然目前有多种

治疗方法可供选择, 但疗效甚微, 即使根治性手

术切除术后复发率仍然很高. 因此, 寻找新型

的、有效的治疗方法十分必要. 然而, HCC的病

理生理机制不完全清楚, 环境因素和遗传因素

都参与其中, 各种细胞信号传导通路的失调、

DNA修复调节基因的缺失、原癌基因的激活、

抑癌基因的失活及细胞周期调控基因的失控等

因素促进了HCC的发生发展[2]. Ⅱ型多磷酸肌

醇4-磷酸酶(inositol polyphosphate 4-phosphatase 
type II, INPP4B)是一种新发现的脂质磷酸酶, 作
为一个潜在的肿瘤抑制因子, 在前列腺癌、乳

腺癌、卵巢癌、黑色素瘤、白血病等多种恶性

肿瘤中表达缺失[3]. 第10号染色体上缺失的与张

力蛋白同源的磷酸酯酶(phosphatase and tensin 

homolog deleted on chromosome ten, PTEN ), 是
一种位于10号染色体(10q23)的抑癌基因, 兼具

有脂质磷酸酶活性和蛋白磷酸酶活性, 参与细

胞周期以及多种信号传导途径的负调控, 抑制

细胞恶性转化[4]. INPP4B和PTEN的缺失与肿瘤

的发生发展密切相关. 本研究通过免疫组织化

学方法检测肝癌组织、癌旁组织、正常肝脏组

织中INPP4B和PTEN的表达, 进一步阐明HCC的
发病机制, 探讨INPP4B和PTEN在HCC发生发展

过程中的作用和意义, 为日后研发相应的分子

靶向治疗药物提供理论支持.   

1  材料和方法 

1.1 材料 选择2010-07/2013-03郑州大学第一附

属医院肝胆外科及肝移植科手术切除后经病

理组织学切片HE染色证实为HCC和对应癌旁

组织(距离肿瘤2 cm)74例, 其中女18例, 男56例; 
年龄20-75岁. 患者术前均未接受任何抗肿瘤治

疗, 具有完整的临床病理资料. 并收集因肝破

裂、外伤后手术切除的肝脏标本30例作为对照

组, 经病理组织学切片HE染色证实为正常肝脏

组织. 所有标本手术切除后经10%甲醛固定石

蜡包埋存档备用. 鼠抗人PTEN/MMACl(CT)单
克隆抗体(上海瑞齐实业科技有限公司); 鼠抗人

INPP4B单克隆抗体(Abcam公司); DAB试剂盒

(北京中杉金桥生物技术有限公司); SP-9000免
疫组织化学试剂盒、即用型一步法(非生物素)
检测试剂盒(迈新公司).   
1.2 方法  标本经10%多聚甲醛固定, 制作石蜡

切片, 抗原修复选择热修复, 一抗按1∶200稀
释, 孵育选择4 ℃过夜(14-16 h), 具体步骤应用

SP-9000免疫组织化学试剂盒按照说明书进行, 
显微镜下观察. 结果判断: 免疫组织化学: 染色

的切片由两位有经验的病理医师采用双盲法读

片, 结果判断兼顾阳性细胞率和染色强度, 综合

两者计分称为阳性强度, 作为判断标准. 随机观

察10个高倍镜视野, 细胞中出现明显的棕黄色

颗粒为阳性细胞. 依据染色强度计分: 着色强者

计3分, 着色中度计2分, 着色弱者计1分. 依据每

个高倍镜视野下的阳性细胞率计分: 阳性细胞

率>75%计4分, 50%-75%计3分, 25%-50%计2分, 
5%-25%计1分, <5%计0分. 两种记分相加即为阳

性强度. 阳性强度0-2分为阴性(-), 3-7为阳性(+). 
染色结果均经3次重复观察.   

统计学处理 运用SPSS17.0统计软件进行数
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■相关报道
Gewinner等发现
在随机抽取的乳
腺癌和卵巢癌患
者中, INPP4B低
水平表达者往往
出现较早的淋巴
结转移, 且肿瘤患
者的生存时间明
显缩短. Hodgson
等发现  INPP4B
在前列腺癌组织
中表达明显下降, 
INPP4B表达阴性
肿瘤更容易复发. 
Horie等发现敲除
PTEN相关基因的
小鼠肝脏恶性肿
瘤的发生率显著
增高, PTEN的缺
失可能导致肝脏
恶性肿瘤的发生. 
Zhu等研究发现 , 
PTEN的阳性表达
率随着肝癌组织
组织学分级的降
低及侵袭性的增
高而显著下降.

据分析, INPP4B和PTEN在HCC中的相关性采

Spearman等级相关分析. INPP4B和PTEN在肝癌

组织、癌旁组织、正常组织中的表达差异以及

与各临床病理类型的关系采用χ2
检验进行分析. 

P <0.05为差异有统计学意义.   

2  结果 

INPP4B与PTEN在肝癌组织及癌旁组织中的

表达均明显低于正常组织, 差异有统计学意义

(P <0.05)(图1, 表1). INPP4B和PTEN的表达与

HCC患者的性别、年龄、肝硬化病史无关, 与
分化程度、包膜完整程度相关. INPP4B的表达

与肿瘤直径相关, PTEN的表达与肿瘤直径无关

(表2). INPP4B与PTEN 在肝癌组织中的表达具

有相关性, 两者的表达呈正相关(χ2 = 34.07, r  = 
0.561, P  = 0.000)(表3).     

3  讨论

P I3K/A K T/m R O T信号通路参与细胞生长、

增殖和分化 ,  其调节异常在肿瘤的恶性增

殖、血管生成和侵袭转移中起着重要作用 [5]. 
P I3K/AKT/mROT信号通路的激活与HCC发

生发展呈负相关, 使得其成为重要的分子治疗

靶点之一[2]. 在人类恶性肿瘤中, P I3K激活催

化形成两个主要的磷脂池: 磷脂酰肌醇-3,4,5
三磷酸[P I(3,4,5)P3]和磷脂酰肌醇-3,4二磷酸

[PI(3,4,)P2). [PI(3,4,5)P3]和[PI(3,4)P2]都可与

AKT和PDK1的PH结构域结合, 促使PDK1催
化AKT磷酸化激活, 促进肿瘤细胞增殖、侵袭

和转移[6]. INPP4B包含N-末端C2脂质结合结构

域, 内部NHR 2和C-末端磷酸酶结构域. INPP4B 
C2域优先结合磷脂酸和P I(3 ,4,5)P3 ,  可水解

PI(3,4,)P2的D4位磷酸基团, 使其去磷酸化为3-
磷酸磷脂酰肌醇[PI(3)P][3]. PTEN是一种多功能

蛋白质, 定位于常染色体10q23.3, 共含8个内含

子和9个外显子, 全长约200 kb, 是第1个具有双

特异性磷酸酶活性的抑癌基因. PTEN水解PI(3, 
4,5)P3的D3位磷酸基团 ,  使其去磷酸化形成

PI(4,5)P2[7]. PTEN和INPP4B的缺失可能导致各

自的底物PI(3,4,5)P3和PI(3,4)P2的堆积, 两底物

共同促进Akt活性最大化, 增强细胞活性, 导致

肿瘤细胞锚定独立生长[6].   
I N P P4B 作为上皮肿瘤的抑癌基因, 参与

PI3K信号通路的调节, 在人类乳腺癌中可检测
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表 1 INPP4B和PTEN在肝癌组织、癌旁组织、正常组
织中的表达 (n )

     分组 n INPP4B阳性 PTEN阳性       

癌组织 74 26 40               

癌旁组织 74 57 67            

正常组织 20 18 20

χ2 35.537 34.028

P值   0.000   0.000

INPP4B: Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶; PTEN: 磷酸酯酶.

图 1 不同肝脏组织中INPP4B和PTEN的表达结果(SP×400). A: INPP4B在正常肝脏组织中的表达; B: INPP4B在肝癌癌旁组

织中的表达; C: INPP4B在肝癌组织中的表达; D: PTEN在正常肝脏组织中的表达; E: PTEN在肝癌癌旁组织中的表达; F: 

PTEN在肝癌组织中的表达. INPP4B: Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶; PTEN: 磷酸酯酶.

A

D E

B C

F



表 2 INPP4B和PTEN在肝癌组织中的表达与临床病理特征的关系

     
临床特征分类 n

 INPP4B PTEN

+ - χ2 P 值 + - χ2 P 值

年龄(岁)   0.350 0.554   3.731 0.053

  ＞35 63 23 40 37 26

  ≤35 11   3   8   3   8

性别   0.565 0.452   0.014 0.906

  男 56 21 35 32 24

  女 18   5 13   8 10

肿瘤直径(cm)   5.071 0.024   0.718 0.397 

  ＞5 30   6 24 18 12

  ≤5 44 20 24 22 22

肝硬化病史   0.554 0.457   0.728 0.394

  有 53 20 33 27 26

  无 21   6 15 13   8

分化程度 10.687 0.001 14.255 0.000

  高、中 35 19 16 27   8

  低 39   7 32 13 26

肿块包膜 10.377 0.001 11.622 0.001

  有 18 12   6 16   2

  无 56 14 42 24 32

INPP4B: Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶; PTEN: 磷酸酯酶.
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■创新盘点
本文通过免疫组
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癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
的 发 病 机 制 ,  为
HCC的治疗和预
防提供新的方向.

到INPP4B杂合性缺失(loss of heterozygosity, 
LOH), 并与肿瘤分级、肿瘤大小、激素受体缺

失有关, 在三阴性或基底细胞样乳腺癌亚型中, 
INPP4B表达下降及LOH较为显著, 随访发现, 这
类患者通常预后差, 肿瘤复发率高[8,9]. 在随机抽

取的乳腺癌和卵巢癌患者中, INPP4B低水平表

达者往往出现较早的淋巴结转移, 且肿瘤患者

的生存时间明显缩短[6]. 有研究表明, 在卵泡颗

粒细胞中INPP4B表达下降可使PI3K/Akt信号传

导通路超活化, 导致卵泡形成时卵巢内环境缺

陷, 促使卵巢畸胎瘤形成[10]. Hodgson等[11]通过

对正常前列腺上皮和前列腺癌组织的免疫组织

化学染色发现, INPP4B在前列腺癌组织中表达

明显下降, INPP4B表达阴性肿瘤更容易复发. 以
上研究表明, INPP4B的表达水平与多种恶性肿

瘤的发生呈负相关, 由此本课题就INPP4B表达

与HCC的关系进行研究, 进一步阐明HCC的发

病机制.   
PTEN具有双特异性磷酸酯酶活性, 不仅可

以通过抑制PI3K/Akt信号传导通路, 使细胞周

期停滞在G1期或促进细胞凋亡, 还能通过抑制

PTEN/ERK/MARK途径, 使细胞生长分化减慢

或停滞, 并促进肿瘤细胞衰老或凋亡, 从而阻碍

肿瘤的发生发展[12]. Horie等[13]通过对比正常小

鼠和敲除PTEN相关基因的小鼠中肝脏恶性肿

瘤的发生率, 发现敲除PTEN相关基因的小鼠肝

脏恶性肿瘤的发生率显著增高, 提示了PTEN的

缺失可能导致肝脏恶性肿瘤的发生. Zhu等[14]研

究发现, PTEN的阳性表达率随着肝癌组织组织

学分级的降低及侵袭性的增高而显著下降, 提
示了在HCC的发生发展中, PTEN可能与肝癌细

胞的转移和浸润密切相关. 以上研究表明, PTEN
不仅参与了HCC的发生发展, 也可能作为一个

潜在的HCC诊断和预后指标. PTEN的表达水平

与HCC的发生发展呈负相关, 其作为HCC治疗

的一个重要靶基因, 越来越多地被关注.   
在本课题研究中, 我们通过免疫组织化学

检测方法, 检测INPP4B和PTEN在肝癌组织、癌

旁组织及正常肝组织的表达情况. 通过显微镜

下观察可见INPP4B和PTEN在肝癌组织中的表
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表 3 INPP4B和PTEN在肝癌组织表达的相关性分析

     INPP4B P 值 r 值

+ -

PTEN
+ 26 14

0.000 0.561
-   0 34

INPP4B: Ⅱ型多磷酸肌醇4-磷酸酶; PTEN: 磷酸酯酶.
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达较癌旁组织和正常肝组织明显减低. 通过统

计学分析发现, 肝癌组织中INPP4B和PTEN的表

达呈正相关, 提示INPP4B和PTEN可能共同参

与HCC的发生发展, 且已有研究表明在乳腺癌

中存在INPP4B和PTEN共同缺失[8]. 能否通过敲

除INPP4B和PTEN相关基因预防和治疗HCC还
有待研究, 本课题就此进行了前期探索, 为HCC
的防治提供新的突破点. 我们推测, INPP4B和

PTEN表达缺失的肿瘤将为PI3K传导通路抑制

因子治疗提供理想的选择. 目前, 众多Ⅰ期、Ⅱ

期临床试验正在进行, 探讨PI3K信号通路抑制

因子在治疗人类肿瘤中的作用[8]. mROT抑制剂

治疗HCC也已进入临床试验阶段[15], 以INPP4B
和PTEN基因为靶点预防和治疗HCC仍需进行

大量基础及临床实验研究.   
随着生活水平的提升及生活习惯的改变, 

HCC的发病率逐年升高, 这严重影响了人们的

生活质量. 因此, 对于HCC的研究需要综合各种

因素, 本文从免疫组织化学检测层面就INPP4B
和PTEN在HCC的表达进行了初步研究, 为HCC
的治疗和预防提供了新的方向, 但其在HCC中

的作用、意义及两者的相关性仍需要大量的实

验进一步证实.   

4      参考文献

1 赫捷, 陈万青. 2012年中国肿瘤登记年报. 北京: 军事
科学医学出版社, 2012: 22-23

2 Aravalli RN, Steer CJ, Cressman EN. Molecular 
mechanisms of hepatocellular carcinoma. Hepa-
tology 2008; 48: 2047-2063 [PMID: 19003900 DOI: 
10.1002/hep.22580]

3 Agoulnik IU, Hodgson MC, Bowden WA, Ittmann 
MM. INPP4B: the new kid on the PI3K block. Onco-
target 2011; 2: 321-328 [PMID: 21487159]

4 Song MS, Carracedo A, Salmena L, Song SJ, Egia 
A, Malumbres M, Pandolfi PP. Nuclear PTEN 
regulates the APC-CDH1 tumor-suppressive com-
plex in a phosphatase-independent manner. Cell 
2011; 144: 187-199 [PMID: 21241890 DOI: 10.1016/
j.cell.2010.12.020]

5 夏曙, 于世英. PI3K/Akt信号转导通路在恶性肿瘤中
的研究进展. 肿瘤 2006; 26: 576-578

6 Gewinner C, Wang ZC, Richardson A, Teruya-Feld-
stein J, Etemadmoghadam D, Bowtell D, Barretina J, 
Lin WM, Rameh L, Salmena L, Pandolfi PP, Cantley 
LC. Evidence that inositol polyphosphate 4-phos-

phatase type II is a tumor suppressor that inhibits 
PI3K signaling. Cancer Cell 2009; 16: 115-125 [PMID: 
19647222 DOI: 10.1016/j.ccr.2009.06.006]

7 Dong-Dong L, Xi-Ran Z, Xiang-Rong C. Expression 
and significance of new tumor suppressor gene 
PTEN in primary liver cancer. J Cell Mol Med 2003; 7: 
67-71 [PMID: 12767263]

8 Fedele CG, Ooms LM, Ho M, Vieusseux J, O'Toole 
SA, Millar EK, Lopez-Knowles E, Sriratana A, Gu-
rung R, Baglietto L, Giles GG, Bailey CG, Rasko JE, 
Shields BJ, Price JT, Majerus PW, Sutherland RL, 
Tiganis T, McLean CA, Mitchell CA. Inositol poly-
phosphate 4-phosphatase II regulates PI3K/Akt 
signaling and is lost in human basal-like breast can-
cers. Proc Natl Acad Sci U S A 2010; 107: 22231-22236 
[PMID: 21127264 DOI: 10.1073/pnas.1015245107]

9 Sørlie T, Perou CM, Tibshirani R, Aas T, Geisler S, 
Johnsen H, Hastie T, Eisen MB, van de Rijn M, Jef-
frey SS, Thorsen T, Quist H, Matese JC, Brown PO, 
Botstein D, Lønning PE, Børresen-Dale AL. Gene 
expression patterns of breast carcinomas distin-
guish tumor subclasses with clinical implications. 
Proc Natl Acad Sci U S A 2001; 98: 10869-10874 [PMID: 
11553815]

10 Balakrishnan A, Chaillet JR. Role of the inositol 
polyphosphate-4-phosphatase type II Inpp4b 
in the generation of ovarian teratomas. Dev Biol 
2013; 373: 118-129 [PMID: 23078915 DOI: 10.1016/
j.ydbio.2012.10.011]

11 Hodgson MC, Shao LJ, Frolov A, Li R, Peterson LE, 
Ayala G, Ittmann MM, Weigel NL, Agoulnik IU. 
Decreased expression and androgen regulation of 
the tumor suppressor gene INPP4B in prostate can-
cer. Cancer Res 2011; 71: 572-582 [PMID: 21224358 
DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-10-2314]

12 Kotelevets L, van Hengel J, Bruyneel E, Mareel M, 
van Roy F, Chastre E. Implication of the MAGI-
1b/PTEN signalosome in stabilization of adherens 
junctions and suppression of invasiveness. FASEB J 
2005; 19: 115-117 [PMID: 15629897]

13 Horie Y, Suzuki A, Kataoka E, Sasaki T, Hamada 
K, Sasaki J, Mizuno K, Hasegawa G, Kishimoto H, 
Iizuka M, Naito M, Enomoto K, Watanabe S, Mak 
TW, Nakano T. Hepatocyte-specific Pten deficiency 
results in steatohepatitis and hepatocellular car-
cinomas. J Clin Invest 2004; 113: 1774-1783 [PMID: 
15199412]

14 Zhu X, Qin X, Fei M, Hou W, Greshock J, Bachman 
KE, Wooster R, Kang J, Qin CY. Combined Phos-
phatase and Tensin Homolog (PTEN) Loss and 
Fatty Acid Synthase (FAS) Overexpression Worsens 
the Prognosis of Chinese Patients with Hepatocel-
lular Carcinoma. Int J Mol Sci 2012; 13: 9980-9991 
[PMID: 22949843 DOI: 10.3390/ijms13089980]

15 Kudo M. mTOR inhibitor for the treatment of he-
patocellular carcinoma. Dig Dis 2011; 29: 310-315 
[PMID: 21829022 DOI: 10.1159/000327565]

           编辑  田滢  电编  鲁亚静  

■同行评价
本文对认识这两
种蛋白分子共同
参与肝癌发生、
发展有一定的指
导价值.

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com



胡明辉, 魏国, 赵勇, 范合璋, 华欣, 何永, 蔡林, 成都市公共
卫生临床医疗中心外科 四川省成都市 610061
胡明辉, 主治医师, 主要从事普通外科与感染外科的相关研究.
四川省卫生厅科研基金资助项目, No. 20090013 
作者贡献分布: 课题设计由胡明辉与魏国完成; 材料收集由赵
勇、范合璋、华欣、何永及蔡林完成; 研究过程与数据分析由
胡明辉、魏国及赵勇完成; 论文写作由胡明辉与魏国完成. 
通讯作者: 胡明辉, 主治医师, 610061, 四川省成都市锦江区净
居寺路18号, 成都市公共卫生临床医疗中心普通外科. 
hmhdoc@qq.com
收稿日期: 2013-11-28   修回日期: 2013-12-15
接受日期: 2013-12-27   在线出版日期: 2014-02-18 

Impact of laparoscopic 
cholecystectomy on cellular 
immunity in patients with HIV 
infection

Ming-Hui Hu, Guo Wei, Yong Zhao, He-Zhang Fan, 
Xin Hua, Yong He, Lin Cai

Ming-Hui Hu, Guo Wei, Yong Zhao, He-Zhang Fan, Xin 
Hua, Yong He, Lin Cai, Department of Surgery, Public 
Health Clinic Center of Chengdu, Chengdu 610061, Sich-
uan Province, China
Supported by: the Research Foundation of Health Depart-
ment of Sichuan Province, No. 20090013
Correspondence to: Ming-Hui Hu, Attending Physi-
cian, Department of Surgery, Public Health Clinic Center 
of Chengdu, 18 Jingjusi Road, Jinjiang District, Chengdu 
610061, Sichuan Province, China. hmhdoc@qq.com
Received: 2013-11-28    Revised: 2013-12-15
Accepted: 2013-12-27    Published online: 2014-02-18 

Abstract
AIM: To observe the impact of laparoscopic cho-
lecystectomy (LC) on cellular immunity in HIV-
infected patients with different levels of immu-
nodeficiency. 

METHODS: Ninety-four patients who under-
went LC, including 62 HIV-positive (HIV+) 
patients and 32 randomly selected HIV-negative 
(HIV-) patients, were included in the study. Pe-
ripheral venous blood samples were collected to 
count the number of CD4+ (cell/μL) and CD8+ 
(cell/μL) T lymphocyte subsets on preoperative 
day 1 (D0) and postoperative days 3 (D3) and 7 
(D7). The ratios of the number of CD4+ cells on 
D3 to that on D0 [D3/D0 (%)] and D7 to D0 [D7/
D0 (%)] were calculated. Patients were stratified 
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腹腔镜胆囊切除术对HIV感染者细胞免疫的影响

胡明辉, 魏 国, 赵 勇, 范合璋, 华 欣, 何 永, 蔡 林

®

■背景资料
人类免疫缺陷病
毒(human immu-
nodeficiency virus, 
HIV)感染已成为
全球性重大公共
卫生问题！随着
HIV感染的传播
以及高效抗逆转
录病毒治疗的推
广, HIV感染者存
活者越来越多, 这
些伴有免疫缺陷
的HIV感染者对
医学的诸多领域
提出了新的要求
和挑战. 

into three groups according to the count of CD4+ 
cell count on D0: Ⅰ(≥ 500), Ⅱ (≥ 200 but < 500) 
and Ⅲ (≥ 0 but < 200). The differences in the 
cell count between preoperation and postopera-
tion in each group and between each group were 
analyzed by statistical methods.

RESULTS: There were no significant differences 
in WBC count, neutrophil percentage, lympho-
cyte percentage and CD8+ cell count between 
preoperation and postoperation in each group 
(P > 0.05 for all), but significant differences were 
observed in CD4+ cell count between preopera-
tion and postoperation in each group (P < 0.001 
for all) as well as between different groups (F = 
203.80, P < 0.001). There was an interactive effect 
between time and group (F = 8.08, P < 0.001). 

CONCLUSION: LC has an impact on CD4-based 
cellular immunity, with a process from suppres-
sion to restoration. The more serious the im-
munodeficiency, the more significant the immu-
nosuppression and the more slow the immune 
recovery. Attention should be paid to surgical 
indications and appropriate perioperative man-
agement including immune intervention in HIV-
infected patients undergoing surgery. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 观察腹腔镜胆囊切除术(laparoscopic 
cholecystectomy, LC)对不同免疫缺陷程度的
人免疫缺陷病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV)感染者细胞免疫功能的影响.       

方法: 62例HIV阳性(HIV+)与同期随机32例
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HIV阴性(HIV-)共94例需LC患者, 检测其术前
1 d(D0)、术后第3天(D3)、术后第7天(D7)外
周静脉血T淋巴细胞亚群CD4和CD8计数(单
位cell/μL). 各自计算D3、D7两次CD4计数相
对于D0百分比D3/D0(%)、D7/D0(%). 并根据
术前1 d(D0)CD4计数分层(组), Ⅰ≥500>Ⅱ≥

200>Ⅲ≥0. SPSS19.0软件包分析每组内前后
差异以及各层组之间差异.

结果: 在各组内部前后3次检测中, 白细胞计
数、中性粒细胞率、淋巴细胞率、CD8计数
差异无统计学意义(P >0.05), CD4计数各组内
部前后3次检测两两对比差异有统计学意义
(P <0.001). 不同组别之间差异有统计学意义(F 
= 203.80, P <0.001). 时间和组别两个因素之间
有交互效应(F  = 8.08, P <0.001). 

结论: LC手术对以CD4为主的细胞免疫功能
有“先抑制后恢复”的影响过程, 其影响过程
体现出从HIV-Ⅰ组的“V”型到HIV+Ⅲ组的
“L”型的渐变规律. HIV感染者免疫缺陷程
度越重, 其免疫抑制越明显, 其免疫恢复也更
缓慢. 对HIV感染者施行手术需要正确把握手
术适应症、重视免疫干预并且进行有针对性
的围术期处理.
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核心提示: 本研究基于前瞻性分层对照研究, 观
察到腹腔镜胆囊切除术(laparoscopic cholecystect-
omy)手术对人类免疫缺陷病毒(human immunode-
ficiency virus, HIV)感染者细胞免疫有 “先抑

制后恢复”影响过程, 其影响过程还体现出从

“V”型到“L”型的渐变规律. HIV感染者免疫

缺陷越重, 其免疫抑制越明显, 其免疫恢复也更

缓慢. 作者强调对HIV感染者施行手术要正确把

握手术适应症、重视免疫干预并且有针对性地

围术期处理. 
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0  引言

1981年美国首次报道“获得性免疫缺陷综合

症”(acquired immune deficiency syndrome, 
AIDS)即“艾滋病”. 1983年发现了导致AIDS
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■研发前沿
HIV感染者施行
手 术 治 疗 ,  亟 待
解 决 以 下 问 题 : 
手术对HIV感染
者免疫功能的影
响如何?  手术适
应 症 如 何 把 握 ? 
如何规范有效地
围 手 术 期 处 理 ? 
如何保证医患各
方的安全?

的人类免疫缺陷病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV). HIV通过对CD4 T淋巴细胞(CD4 T 
lymphocyte, CD4)亚群的破坏导致AIDS[1]. 随
着HIV感染的传播以及高效抗逆转录病毒治疗

(highly active antiretroviral therapy, HAART)的
推广, 生存的HIV感染者越来越多, HIV感染者

合并外科疾病并需要手术者也不断增多[2]. 我院

2006年开始了对HIV感染者手术安全性及手术

适应症的探索. 2009年启动了对合并HIV感染的

腹腔镜胆囊切除术(laparoscopic cholecystectomy, 
LC)患者的前瞻性临床分层对照研究, 报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2009-01/2013-12我院收治的所有

18-65岁, 具有明确LC手术适应症并且术前2 wk
内未使用过糖皮质激素或免疫抑制剂的患者

94例, 包括合并HIV感染(HIV+)者62例及同期

随机选取的未合并HIV感染(HIV-)者32例, 其
中男43例, 女51例; 年龄18-65岁, 平均40.2岁±

14.7岁; 结石合并胆囊炎40.43%(37/94), 胆囊结

石34.04%(32/94), 急慢性胆囊炎17.02%(16/94), 
胆囊息肉及其他9.57%(9/94). 美国麻醉师协会

(American Society of Anesthesiology, ASA)麻醉前

分级Ⅰ-Ⅲ级. 此94例患者纳入前瞻性临床对照

研究, 依据LC术前1 d外周静脉血CD4计数(D0, 
单位cell/μL)分层, Ⅰ≥500>Ⅱ≥200>Ⅲ≥0. 结合

有无HIV感染分为HIV-Ⅰ、HIV+Ⅰ、HIV+Ⅱ、

HIV+Ⅲ共4组.   
1.2 方法

1.2.1 治疗: 手术前后处理参照《临床诊疗指南

-外科学分册》[3], 经必要术前准备, 各组均在气

管插管全身麻醉下由同一治疗小组施行LC, 各
组患者术后1 wk均未使用糖皮质激素或免疫抑

制剂. (HIV+)者按照《艾滋病诊疗指南》进行

抗病毒治疗和并发症处理[4]. 符合抗病毒治疗标

准的24例(HIV+)患者术前抗病毒治疗2 wk, 术后

继续HAART抗病毒及治疗AIDS并发症. HIV+
Ⅲ组均经过包括营养支持和并发症处理等充分

的术前准备.
1.2.2 检测指标: HIV抗体ELISA法初筛实验阴性

为(HIV-)组, HIV抗体 ELISA法初筛实验阳性且

蛋白印迹法(Western blot)确证阳性为(HIV+)组,  
所有研究对象除诊疗指南要求项目外, 于术前1 
d(D0)、术后第3天(D3)、术后第7天(D7)分别抽

取外周静脉血, 检测血液常规和T淋巴细胞亚群, 
包括CD4、CD8计数(cell/μL)及CD4/CD8. 分别
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■创新盘点
本研究通过较大
样本含量的前瞻
性分层对照, 采用
两因素多水平方
差分析, 总结出手
术对不同免疫缺
陷程度HIV感染
者细胞免疫影响
的特征和规律. 为
外科HIV感染者
围手术期的免疫
干预提供了理论
依据.

计算D3、D7两次CD4计数相对于D0的百分比

D3/D0(%)、D7/D0(%). T淋巴细胞亚群检测采

用Beckman Coulter Epics XL流式细胞仪.
统计学处理 结果以mean±SD的形式表示,

使用SPSS19.0软件包, 重复测量数据采用Repeat-
ed Measures单因素(组内前后比较)或两因素(组
间、组内同时比较)多水平方差分析(ANOVA). 
按α = 0.05水准, P<0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 临床效果 全部94例患者麻醉及LC手术顺利

(其中3例因合并胆总管结石附加了经十二指肠镜

胆总管取石术). 所有患者未发生麻醉及手术相关

并发症, 无围手术期死亡病例, 胆道疾病全部一

期治愈. 各组手术前后检测指标如表1及表2.
2.2 统计学结果 各组内部, 手术前后3次检测

各项目均数差异中 ,  白细胞计数、中性粒细

胞率、淋巴细胞率、C D8计数无统计学意义

(P >0.05); CD4计数有统计学意义(P <0.001); 进一

步两两比较发现, 对于CD4计数, D0 vs  D3、D0 

vs  D7和D3 vs  D7差异有计学意义(P <0.0001); 对
于CD4计数相对百分比, D0/D0 vs  D3/D0和D0/
D0 vs  D7/D0差异有统计学意义(P <0.0001), D3/
D0 vs  D7/D0差异有统计学意义(P <0.05). 不同

分组之间的差异效应有统计学意义(F  = 203.80, 
P <0.001). 时间与分组两个因素之间有交互效应

(F  = 8.08, P <0.001). 各组CD4计数的变化趋势以

及时间与分组两因素的交互作用如图1, 图2.

3  讨论

HIV感染(包括AIDS)是全球共同面临的巨大挑

战！HIV感染也已经成为我国当前面临的重大

公共卫生问题之一. HIV通过对CD4 T淋巴细胞

亚群的破坏导致AIDS. CD4计数、病毒载量和全

身营养状况是常用于评估HIV感染者病情、预

后及疗效的最常用指标[5]. HIV感染者合并外科

疾病并需要手术者也不断增多. 关于HIV感染者

外科手术安全性和适应症的研究日益受到重视. 
国内外已有一些关于外科手术对HIV感染

者免疫功能影响的研究. Jiang等[1]将微芯片技术

表 1 各组患者LC手术前后外周静脉血主要免疫细胞指标变化 (mean±SD)

     分组 ｎ 时间 白细胞(109/L) 中性粒细胞率(%) 淋巴细胞率(%) CD4(cell/μL) CD8(cell/μL)

HIV-Ⅰ 32 D0 7.5±3.3   62.6±10.8 42.4±8.3   660±169   530±124

D3 8.8±2.4   72.6±12.3   38.6±12.3 613±97   512±108

D7 8.1±3.6 67.9±7.7 46.2±4.3   676±104 503±93

HIV+ Ⅰ 14 D0 6.7±3.1   60.5±28.3 40.5±5.8 628±73   620±186

D3 7.2±2.4   68.7±12.6 35.6±8.4 539±39   668±210

D7 6.9±4.2   64.2±13.5 38.3±6.5 592±91   647±164

HIV+ Ⅱ 36 D0 5.6±3.6 67.5±8.6 35.9±9.6 377±85   726±241

D3 6.0±2.9   72.3±10.3   32.4±17.3 302±85   764±186

D7 5.4±3.5 77.6±8.6   30.8±11.5 305±72   670±104

HIV+ Ⅲ 12 D0 4.7±3.4   71.8±12.6   30.5±16.4 144±37   432±210

D3 4.4±2.6   78.4±14.9 25.4±8.9 114±38   478±251

D7 3.9±3.2   76.3±15.1   23.1±12.5 115±33   423±142

LC: 腹腔镜胆囊切除术; HIV: 人免疫缺陷病毒.

表 2 各组患者LC手术前后CD4计数(cell/μL)及其相对百分比 (mean±SD)

     
分组 ｎ

术前1 d(D0) 术后第3天(D3) 术后第7天(D7)

CD4 D0/D0(%) CD4 D3/D0(%) CD4 D7/D0 (%)

HIV-Ⅰ 32   660±169 100 613±97 93.20±5.73   676±104 102.90±7.48

HIV+Ⅰ 14 628±73 100 539±39 86.65±8.81 592±91     95.55±18.39

HIV+Ⅱ 36 377±85 100 302±85   81.35±21.12 305±72     83.21±20.35

HIV+Ⅲ 12 144±37 100 114±38   79.83±21.35 115±33     82.43±20.74

LC: 腹腔镜胆囊切除术; HIV: 人免疫缺陷病毒.
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■应用要点
本研究发现了腹
腔镜胆囊切除术
(laparoscopic cho-
lecystectomy, LC)
手术对HIV感染
者细胞免疫影响
的特征和规律; 文
章强调对HIV感
染者施行手术要
正确把握手术适
应症、重视免疫
干预并且进行有
针对性的围术期
处理.这些规律和
观点可用于启发
和指导相关的科
研和临床工作.

用于HIV感染者的研究, 认为HIV主要攻击人体

免疫系统中的CD4 T淋巴细胞、巨噬细胞和树

突状细胞. 有研究[6-9]通过对HIV感染者腹腔镜手

术前后免疫功能的对比观察认为腹腔镜手术可

以短暂、轻度抑制细胞免疫, 对体液免疫无明

显影响, 并认为术前检查CD4≥200 cell/μL可确

保手术安全性. 但这些研究大多样本量较少, 而
且缺乏对照, 尤其是缺乏针对不同免疫力缺陷

程度患者的分层对比研究. 
我们设计了前瞻性分层对比研究. HIV感染

按照WHO分级标准[10], 根据术前1天(D0)CD4计
数水平(cell/μL)分为3层, Ⅰ≥500>Ⅱ≥200>Ⅲ≥

0, 加上阴性对照组(同期随机选择的非HIV感染

者)共分为4层(组). 为减少混杂影响, 研究对象

年龄控制在18-65岁, 并且剔除术前2 wk内曾使

用过糖皮质激素或免疫抑制剂的患者. 由于各

层组术前1d(D0)CD4计数基数不同, 为更本质地

反映各组变化趋势和幅度, 我们还观察分析了

各组手术前后3次CD4计数的“相对比”(与D0
的相对百分比)的变化情况. 

结果显示, 手术前后3次检测中, 白细胞计

数、中性粒细胞率、淋巴细胞率、CD8计数差

异无统计学意义, 可能LC手术相对创伤较小、

对其的影响不显著. 每组组内手术前后CD4计数

差异有统计学意义(P <0.0001). 进一步分析发现, 
不同组别之间的差异效应有统计学意义、时间

与组别有交互效应(P <0.0001). 而且各组CD4计
数都有“先降后升”(先抑制后恢复)的变化过

程. 这种趋势在(为矫正CD4计数基数差异的影

响)将其转化为相对比后更显著(图1, 2). 
本研究显示: 不同层(组)的下降和回升的速

度(斜率)及幅度不同. 各组CD4计数D3下降速

度及幅度排序: HIV-Ⅰ<HIV+Ⅰ<HIV+Ⅱ<HIV+

Ⅲ, CD4计数D7回升速度及幅度排序正好相反: 
HIV-Ⅰ>HIV+Ⅰ>HIV+Ⅱ>HIV+Ⅲ. 其影响过程

还体现出从HIV-Ⅰ组的“V”型到HIV+Ⅲ组的

“L”型的渐变规律. 这表明病情越重(CD4破
坏越多、计数越低), 手术麻醉对其免疫抑制越

明显, 其免疫恢复也更慢. 其中HIV-Ⅰ组D7超过

D0 (D7/D0 = 102.9%),可能与其免疫系统受到刺

激后产生代偿性反应性增生有关. HIV+Ⅰ组虽

然也表现出代偿, 但与术前CD4计数基数相当的

HIV-Ⅰ组相比也体现出有统计学意义的差异, 可
能与其代偿潜能已经受到一定程度的破坏有关. 

创伤和应激可对机体免疫功能产生影响, 轻
者可激发和增强免疫, 重者可导致免疫抑制. 其
影响程度和持续时间与创伤的大小密切相关[11]. 
创伤后机体T淋巴细胞总数可减少, 其中主要是

属CD4 T细胞的Th细胞减少. 创伤后免疫细胞恢

复速度与创伤严重程度和并发症情况有关, 一
般数天至数周[5]. 

以LC为代表的微创手术近年来逐步用于合

并HIV感染(有不同程度免疫缺陷)的外科患者. 
卢春燕、张锡贵等证实腹腔镜手术创伤应激

小、疼痛轻、恢复快、免疫抑制轻, 并认为HIV
感染者CD4 T淋巴细胞≥200 cell/μL可以安全

手术[12-16]. 本研究表明LC手术和插管全身麻醉

引起了创伤和应激类似免疫抑制和恢复的过程. 
本研究还提示手术产生的免疫抑制以及恢复的

程度与CD4基数水平具有连续渐变的线性关系. 
没有观察到明显的“分界线”, 这表明: 所有

HIV感染者的免疫功能都应给予重视, 即使CD4
≥500 cell/μL也并非绝对安全. 

通过规范、细致的围手术期处理(特别是

HIV+Ⅲ组都经过包括营养支持和并发症处理

等充分的术前准备; 与刘保池等[17]类似, CD4 T
淋巴细胞<200 cell/μL者常规加用预防肺孢子虫
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图 1 各组手术前后CD4计数(均值). 
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图 2 各组手术前后CD4计数相对比(均值). 
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和真菌感染的药物). 全部94例患者临床效果满

意, 胆道疾病全部一期治愈, 无手术及麻醉相关

并发症发生. 该研究表明: 通过正确把握手术适

应症以及适当的围手术期处理, 对于伴HIV感染

的胆道患者, 全麻下施行LC手术可以取得与非

HIV感染者相似临床疗效. 
总之, LC手术对CD4为主的细胞免疫功能

有“先抑制后恢复”的影响过程. 其影响过程

还体现出从HIV-Ⅰ组的“V”型到HIV+Ⅲ组

的“L”型的渐变规律. HIV感染者免疫缺陷程

度越重, 其免疫抑制越明显, 其免疫恢复也更缓

慢. 对HIV感染者施行手术要正确把握手术适应

症、重视免疫干预并且进行有针对性的围术期

处理. 对于不同程度免疫缺陷的外科HIV感染

者, 其手术安全性、手术适应症以及针对性的

免疫干预等多个方面, 都还需要更多更深入的

研究. 
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感染者细胞免疫
影响的“先抑制
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律等创新性发现
对相关科研和临
床都具有较大的
启发和参考价值.
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Abstract 
AIM: To explore the impact of guidewire ultra-
election duct insertion versus direct papillary 
insertion on post-endoscopic retrograde cholan-
giopancreatography (ERCP) complications. 

METHODS: Ninety-one patients who underwent 
ERCP at our hospital were involved. Accord-
ing to the way the guide wire was inserted, they 
were divided into two groups: those using the 
guidewire ultra-election duct insertion (44 cases) 
and those using direct papillary insertion (47 
cases). The surgical success rate, pancreatic duct 
visualization rate, post-ERCP pancreatitis (PEP) 
incidence and postoperative changes in serum 
amylase were compared between the two groups. 

RESULTS: Surgical success rate, pancreatic 
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导丝超选胆管插入法与乳头直接插入法对ERCP术后并发
症的影响比较

毕荣欣, 薛志广, 张 伟, 周 亮

®

■背景资料
内镜下逆行胰胆
管造影术 (endo-
scopic retrograde 
cholangiopancrea-
tography, ERCP)
是近十几年来新
型的胰胆疾病治
疗技术, 其具有创
伤小、手术时间
短等优点, 深受广
大患者的欢迎. 插
管是手术成功的
基础和关键. 乳头
直接插入法和导
丝超选胆管技术
均是插管的重要
方法, 前者被人们
发现较早, 使用广
泛, 但是对于医师
的经验要求较高, 
其主要并发症-胰
腺炎的发病率也
较高; 而导丝超选
胆管技术属新型
的插管技术, 是利
用超滑亲水导丝
与结肠镜结合插
入, 并借助透视镜
观测的方法, 正在
逐渐被人们接受. 

duct visualization rate and PEP incidence in the 
direct papillary insertion group were 42.02%, 
51.07% and 17.02%, respectively. The corre-
sponding values in the guidewire ultra-election 
bile duct insertion group were 90.91%, 6.82% 
and 4.55%. Compared with the guidewire ultra-
election insertion group, the direct papillary 
insertion group had significantly lower surgi-
cal success rate and PEP incidence but higher 
pancreatic duct visualization rate (P < 0.01 for 
all). Serum levels of amylase at 6 and 24 h were 
significantly increased in all patients compared 
with preoperative values (P < 0.05 for all). Se-
rum amylase levels at 48 h in both groups were 
significantly lower than those at 24 in all pa-
tients with successful surgery (P < 0.05). Serum 
levels of amylase at 48 h in the guidewire ultra-
election duct insertion group was significantly 
lower than that in the direct papillary insertion 
group (P < 0.05). 

CONCLUSION: Compared with the traditional 
direct papillary insertion method, guidewire 
ultra-election bile duct insertion technique has 
huge advantages in terms of higher surgical suc-
cess rate and lower pancreatic duct visualization 
rate and incidence of PEP.

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

Key Words: Guidewire ultra-election bile duct inser-
tion; Papillary direct insertion; ERCP; Pancreatitis

Bi RX, Xue ZG, Zhang W, Zhou L. Comparison of 
post-ERCP complications between patients using 
guidewire ultra-election duct insertion versus those 
using direct papillary insertion. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(5): 705-708  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/705.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i5.705 

摘要 
目的: 比较导丝超选胆管技术与乳头直接插
入法对内镜下逆行胰胆管造影术(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)术

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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■相关报道
有研究认为, 胰管
显影的发生机制
可能为胰管内造
影剂过度充盈, 瞬
间压力过大导致
胰管细胞损伤所
致. 还有研究认为,  
胰腺炎的发生原
因是因为过多的
造影剂反流入胰
腺, 胰腺细胞不能
正常代谢而致.

后并发症的影响.    

方法: 选取我院需要ERCP手术的患者91例, 
根据导丝插入方法不同分为导丝超选胆管插
入法44例和乳头直接插入法47例, 对比两组患
者的手术成功率、胰管显影率、术后胰腺炎
(post-ERCP pancreatitis, PEP)发生率及手术前
后血清淀粉酶的变化情况.

结果: 乳头直接插入法手术成功率为42.02%, 
胰管显影率为51.07%, PEP发生率为17.02%; 
导丝超选技术手术成功率为90.91%, 胰管显
影率为6.82%, PEP发生率为4.55%. 与导丝超
选相比, 乳头直接插入法手术成率、PEP发生
率明显较低,   胰管显影率较高, 差异均有统计
学意义(P <0.01). 与手术前比较, 所有患者术
后6、24 h血清淀粉酶均升高, 差异有统计学
意义(P <0.05). 手术成功的患者中, 两种方法48 
h血清淀粉酶较术后24 h降低, 差异有统计学
意义(P <0.05); 导丝超选法术后48 h血清淀粉
酶较乳头直接插入法降低, 差异有统计学意义
(P <0.05).    

结论: 导丝超选胆管技术插入法手术成功率
高, 胰管显影率及PEP发生率低, 相对于传统
的乳头直接插入法具有很大优势, 值得推广.    

© 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: 本次研究仅从不同插管方法入手, 研
究其对内镜下逆行胰胆管造影术(endoscopic ret-
rograde cholangiopancreatography)术后胰腺炎发

生率的影响, 希望为临床治疗提供依据.  
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0  引言

内镜下逆行胰胆管造影术(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)是近十几年来

新型的胰胆疾病治疗技术, 其具有创伤小、手

术时间短等优点, 深受广大患者的欢迎[1,2]. 但是, 
随着该项技术的广泛使用, ERCP带来的并发症

也不容忽视, 尤其是胰腺炎和高淀粉酶血症已

经成为新的疾病发病人群[3]. 据统计, ERCP相关

胰腺炎的发病率可能已经超过10%, 并且药物控

制疗效较差. 我们认为可能与导管插入时造成

不必要的创伤有关[4,5], 若能将导丝超选技术灵

活运用到插管这一步骤中, 降低插管伤害及失

败导致的胰腺炎发病人数, 则对于ERCP的继续

发展有重要意义. 本研究比较了导丝超选胆管

技术与乳头直接插入法对ERCP术后胰腺炎发

生率的影响, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 随机抽取2012-01-01/2013-05-31我院消

化内科需要ERCP手术的患者91例, 其中男52例, 
女39例, 最大年龄62岁, 最小年龄39岁, 平均年

龄43.12岁±3.24岁. 诊断性患者41例, 胆总管结

石23例, 胆总管梗阻9例, 胆囊切除10例, 胆总管

狭窄8例. 根据导丝插入方法不同分为导丝超选

胆管插入法44例和乳头直接插入法47例, 两组

患者在年龄、性别、疾病类型、血压、血糖、

血脂都无统计学差异(P >0.05).    
1.2 方法

乳头直接插入法: 根据胆总管十二指肠段走形

判断插管的方向, 根据乳头的大小、开口方向

确定导管的插入部位, 通过调整肠镜的弯曲度

和抬钳器调整角度, 将造影管通过十二指肠乳

头插入胆总管. 然后根据医师经验判断是否成

功插入, 推入造影剂. 导丝超选胆管插入法: 将
超滑亲水导丝插入切开刀内, 用切开刀代替造

影管, 通过调整肠镜的弯曲度、抬钳器调整角

度及刀片的紧张度, 试探性插入导丝, 利用透视

镜确保导丝插入并推入造影剂.    
为保证试验结果的准确性, 以上所有手术操

作均由同一医师进行, 并且均签署患者知情同

意书.    
统计学处理 采用SPSS17.0统计学软件分析, 

计量资料以mean±SD表示, 并采用t检验, 计数

资料及率的比较采用χ2
检验, P <0.05为差异有统

计学意义.    

2  结果

2.1 两种方法手术成率、胰管显影率、PEP发生

率比较 乳头直接插入法手术成功率为42.02%, 
胰管显影率为51.07%, PEP发生率为17.02%; 导
丝超选技术手术(图1)成功率为90.91%, 胰管显

影率为6.82%, PEP发生率为4.55%. 与导丝超选

技术相比, 乳头直接插入法手术成率、PEP发生

率明显较低, 胰管显影率较高, 差异有统计学意

义(P <0.01, 表1, 图2).    
2.2 两种方法术前、后血清淀粉酶比较 与手术
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■应用要点
新型导丝超选胆
管技术插入法手
术成功率高, 胰管
显影率及术后胰
腺炎(post-ERCP 
pancreatitis)发生
率低, 相对于传统
的乳头直接插入
法具有很大优势, 
也为经内镜逆行
性胰胆管造影术
成功奠定了基础, 
对于胰胆疾病的
诊疗有重要意义.

前比较, 所有患者术后6、24 h血清淀粉酶均升

高, 差异有统计学意义(P <0.05). 手术成功的患

者中, 两种方法48 h血清淀粉酶较术后24 h降低, 
差异有统计学意义(P <0.05); 导丝超选法术后48 

h血清淀粉酶较乳头直接插入法降低, 差异有统

计学意义(P <0.05)(表2).    

3  讨论

ERCP是运用十二指肠肠镜将导管插入十二指

肠乳头部, 进而找到胆总管, 将造影剂注入并

显影的技术, 主要包括插镜、插管、造影、拍

片、治疗等过程[6-8], 其中插管是手术成功的基

础和关键. 乳头直接插入法和导丝超选胆管技

术均是插管的重要方法, 前者被人们发现较早, 
使用广泛, 但是对于医师的经验要求较高, 其主

要并发症-胰腺炎的发病率也较高; 而导丝超选

胆管技术属新型的插管技术, 是利用超滑亲水

导丝与结肠镜结合插入, 并借助透视镜观测的

方法, 正在逐渐被人们所接受[9-11]. 本次研究仅从

不同插管方法入手, 研究其对ERCP术后胰腺炎

发生率的影响, 希望为临床治疗提供依据.    

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 两种方法手术成率、胰管显影率、术后胰腺炎发生率比较 n (%)

     分组 n 手术成功 胰管显影 术后胰腺炎

乳头直接插入法 47 19(42.02) 24(51.07) 12(25.53)

导丝超选技术 44 40(90.91) 3(6.82) 2(4.55)

χ2值 - 23.237 19.252 6.161

P值 -   0.000   0.000 0.013

表 2 两种方法术前、后血清淀粉酶比较 (IU/L)

      n   手术前6 h     手术后6 h      术后24 h      术后48 h

乳头直接插入法

  成功 19 51.83±2.35 263.53±15.53a 216.33±16.35a 144.24±5.89e

  未成功 28 56.24±1.55 247.18±7.29a 205.49±34.26 163.85±15.32

导丝超选技术

  成功 40 52.57±2.73 294.75±8.38a 222.43±5.73a   77.74±24.27ce

  未成功   4 51.27±4.72 245.74±11.83a 217.47±13.73 135.53±13.47

aP<0.05 vs  手术前6 h; cP<0.05 vs  乳头直接插入法成功组; eP<0.05 vs  手术后24 h.

图 1 运用导丝超选胆管插
入法的内镜下逆行胰胆管造
影术.

手术成功率
胰管显影率
PEP发生率

乳头直接插入法 导丝超选技术

100

  80

  60

  40

  20

    0

图 2 两种方法手术成率、胰管显影率、PEP发生率、高淀
粉酶血症发生率比较.

高淀粉酶血

症发生率

%
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■同行评价
本文设计合理, 结
果 可 靠 ,  方 法 实
用, 对临床医师有
很好的参考价值.

本次试验结果中, 乳头直接插入法手术成功

率为42.02%, 胰管显影率为51.07%, PEP发生率

为17.02%; 导丝超选技术手术成功率为90.91%, 
胰管显影率为6.82%, PEP发生率为4.55%. 与导

丝超选相比, 乳头直接插入法手术成率、PEP发
生率明显较低, 胰管显影率较高. 表明与传统的

乳头直接插入法相比, 导丝超选插入技术在提

升手术成功率、降低胰管显影率和胰腺炎发病

率方面具有更大的优势. 我们认为, 导丝超选插

入法的手术成功率与显影率密切相关, 胰管显影

率降低, 手术的成功率才能提高. 有研究认为[12], 
胰管显影的发生机制可能为胰管内造影剂过度

充盈, 瞬间压力过大导致胰管细胞损伤所致. 还
有研究认为[13], 胰腺炎的发生原因是因为过多的

造影剂反流入胰腺, 胰腺细胞不能正常代谢而

致. 由于导丝超选技术是在透视镜下进行的, 对
于造影剂剂量控制良好, 从而降低了PEP的发生. 
此外, 我们认为导丝超选技术插入法手术成率

高的另一原因可能为新型导丝的运用, 减少了

机械插入对于胰胆部位的创伤, 为进一步的治

疗创造了更为优越的手术条件. 研究结果中, 与
手术前比较, 所有患者术后6、24 h血清淀粉酶

均升高. 手术成功的患者中, 两种方法48 h血清

淀粉酶较术后24 h降低; 导丝超选法术后48 h血
清淀粉酶较乳头直接插入法降低. 说明两种插

入方法均会导致血清淀粉酶的升高, 之后逐渐

下降, 但是导丝超选组患者的血清淀粉酶降低

所需时间较乳头直接插入法缩短, 减少了高淀

粉酶血症的发生. 在临床诊断中, 血清淀粉酶主

要用于急性胰腺炎的判断, 急性胰腺炎发病时, 
淀粉酶溢出胰腺, 迅速吸收入血, 导致血清中淀

粉酶含量增高[14,15]. 实验中患者在短时间内淀粉

酶均高于正常值, 可能与插入时机械损伤腺泡

有关, 也可能从侧面提示ERCP术中轻度胰腺炎

发生的不可避免. 但是导丝插入法的患者48 h后
淀粉酶开始降低, 其机制可能与升高是相似, 导
丝技术的运用减小了创伤, 那么胰腺恢复的速

度将会提高, 更有利于机体的恢复.    
总之, 新型导丝超选胆管技术插入法手术成

功率高, 胰管显影率及PEP发生率低, 相对于传

统的乳头直接插入法具有很大优势, 也为经内

镜逆行性胰胆管造影术成功奠定了基础, 对于

胰胆疾病的诊疗具有重要意义.    
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Abstract
AIM: To assess the clinical efficacy and safety of 
endoscopic submucosal dissection (ESD) for rec-
tal carcinoid tumors.

METHODS: Seventeen consecutive patients with 
17 carcinoid tumors were enrolled. Carcinoid tu-
mors were diagnosed by colonoscopy and endo-
scopic ultrasonography, and further confirmed 
by histopathologic examination of resected 
specimens. There was no endoscopic evidence 
of muscularis propria invasion or evidence of 
lymph node or distant metastasis. Tumors were 
resected by ESD with the Dual Knife and IT-2 
Knife. All cases were followed after operation.

RESULTS: Complete resection was achieved in 
all 17 cases (100%). The size of tumors ranged 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

内镜黏膜下剥离术治疗直肠类癌17例

王海波, 吴会超, 彭丹若, 刘 黔, 庹必光

®

■背景资料
直肠类癌是一种
恶性程度低的神
经内分泌肿瘤, 但
发展缓慢, 其恶性
程度的判断主要
取决于肿瘤的大
小、是否侵入肌
层及组织学分化
程度. 随着内镜治
疗技术的不断提
高, 直肠类癌的内
镜治疗已成为研
究热点. 

from 0.4 to 1.2 cm (average 0.72 cm). The opera-
tive time was 7-25 min (average 9.4 min). No 
late hemorrhage or perforation occurred. The 
capsules of all resected tumors were complete. 
The bases of tumors and the edges within 0.2 cm 
from tumors had no lesions. No residual lesion 
or recurrence occurred during the follow-up pe-
riod of 3-36 mo.

CONCLUSION: ESD is feasible and effective for 
patients with a rectal carcinoid tumor smaller 
than 10, but without muscularis propria invasion.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要　
目的: 探讨内镜黏膜下剥离术(endoscop i c 
submucosal dissection, ESD)治疗直肠类癌的
应用价值.  

方法: 对内镜发现的直肠黏膜下肿瘤, 通过微
超声探头检查, 超声内镜明确诊断17例来源于
黏膜下层、没有固有肌层受累和淋巴结或远
处转移的直肠类癌, 用Dual Knife和IT-2 Knife
进行ESD治疗, 并进行术后随访.  

结果: 17例成功完成ESD治疗, 完整切除率达
100%. 病变最大直径0.4-1.2 cm(平均0.72 cm), 
手术时间7-25 min(平均9.4 min). 无1例出现迟
发性出血及穿孔. 所有ESD剥离肿瘤包膜完
整, 基底和切缘0.2 cm以内均未见病变累及. 
术后随访3-36 mo, 无1例病变残留和复发.  

结论: ESD治疗直径≤2.0 cm、未侵犯固有肌
层的直肠类癌安全、有效, 可以一次性完整切
除病变, 提供完整的病理学诊断资料.  

■同行评议者
许剑民, 教授, 上
海市复旦大学附
属中山医院普外
科; 卢宁, 副主任
医师, 中国人民解
放军兰州军区乌
鲁木齐总医院肿
瘤科
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■研发前沿
内 镜 黏 膜 下 剥
离术(endoscopic 
submucosal dis-
section, ESD)可
以 完 整 地 切 除
病 变 ,  较 内 镜 黏
膜切除术 (endo-
scop i c  mucosa l 
resection, EMR)
更能体现微创手
术的优越性和有
效 性 ,  但 是 需 要
较高的内镜治疗
技 术 ,  如 何 掌 握
ESD操作技巧、
减少并发症的发
生 ,  体 现 该 技 术
的应用价值是研
究热点.

© 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: 直肠类癌是一种生长缓慢、恶性程度

低、病程较长的神经内分泌肿瘤. 目前越来越多

的直肠类癌能够在早期通过内镜下一体化诊断及

治疗, 而内镜黏膜下剥离术(endoscopic submucosal 
dissection)的应用也使类癌在内镜下治疗的完整

切除率和安全性大大提高, 复发率下降. 

王海波, 吴会超, 彭丹若, 刘黔, 庹必光. 内镜黏膜下剥离术治

疗直肠类癌17例. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 709-712  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/709.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.709

0  引言

内镜黏膜下剥离术(endoscopic submucosal dis-
section, ESD)是由内镜黏膜切除术(endoscopic 
mucosal resection, EMR)演变出一种新技术. 由
于较大较深的消化系病变在EMR治疗时, 容易

病变残留或复发, 为了避免EMR的局限性, 一次

性能将较大较深的消化系病变完整地切除, 并
将整块病变送病理组织学检查, ESD显示出明显

的优势, 而且同时具备微创治疗的优越性[1]. 我
院消化内镜科自开展ESD新技术治疗方法3年以

来, 成功切除17例直肠类癌, 而且术后经病理及

免疫组织化学染色检查均证实为类癌, 取得了

较好的临床效果. 现报告如下.  

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-04/2013-04我院消化内镜科

经肠镜检查发现的直肠黏膜下肿瘤经超声内镜

(endoscopic ultrasonography, EUS)检查, 有17例
符合直肠类癌超声内镜影像学改变[2], 然后患者

住院后在全麻下行ESD治疗. 其中男患12例, 女
患5例. 年龄31-66岁(平均年龄为45.5岁). 我院

消化内镜科采用ERBE公司VIO-200D高频电切

装置和APC300氩离子凝固器. Olympus公司CF 
Q260电子结肠镜; KD-650L型Dual刀和KD-611L
型IT-2刀; NM-4L-1注射针, FD-410LR热活检钳, 
FG-8U-1异物钳, HX-610-90金属止血铗.  
1.2 方法

1.2.1 手术: 所有患者在术前均充分告知手术的

必要性和风险性, 患者及其委托人签署手术知

情同意书, 并经术前常规检查明确无内镜治疗

禁忌症, 腹部彩超、X线或CT检查常规排除有

无肝、肺等远处转移. 手术步骤: (1)观察病变: 

内镜头端附加透明帽后, 充分暴露局部病变, 活
检钳触动病变均有黏膜下滑动; (2)标记: 应用

Dual刀头端于要切除的病变边缘进行电凝标记; 
(3)黏膜下注射: 使用0.0005%肾上腺素生理盐水

混合溶液, 为了手术中分辩剥离层次, 还混有少

量靛胭脂, 用注射针于病变标记点处进行多点

黏膜下注射, 观察有无抬举征; (4)预切开: 应用

Dual刀沿标记点环形切开黏膜, 这时可观察到

一些部分肿瘤表面; (5)剥离: 根据病变大小应用

Dual刀或/和IT-2刀进行黏膜下剥离, 剥离过程中

可反复进行黏膜下注射, 保持病变与肌层分离, 
直至完整剥离肿瘤; (6)创面处理: 切除病变后, 
观察创面基底部有无残留, 然后应用APC或热活

检钳处理创面预防出血. 对于较大创面可采用

金属止血铗夹闭创面.  
1.2.2 术后处理: 处理创面后应用异物钳将肿瘤

取出, 观察包膜是否完整, 并放入formalin固定液

中, 送病理组织学检查.  
1.2.3 术后观察: 患者有无腹痛、腹胀症状, 有无

肛门滴血表现. 术后常规禁食、卧床休息, 使用

止血药和补液治疗, 24 h后如无并发症, 可进流

质饮食. 术后第3个月复查内镜, 观察局部愈合

情况及病变有无残留; 第6、12、24、36个月分

别复查内镜, 了解病变有无复发.  

2  结果

2.1 部位、大小及时间 17例中肿瘤位于距肛门

约4-12 cm直肠处. 剥离病变时证实均来源于黏

膜下层, 固有肌层完整. 本组病例均成功完成

ESD治疗, 完整切除率达100%, 切除病变最大直

径0.4-1.2 cm, 平均0.72 cm. 病变部位标记至内

镜下完整切除病变及处理创面时间7-25 min, 平
均9.4 min.  
2.2 手术成功率及病理结果 严格按照手术步骤

(标记、黏膜下注射、预切开、剥离、处理创

面)进行手术. 术中有少量出血, 均采用APC或热

活检钳止血成功, 无1例出现迟发性出血及穿孔.  
所有ESD切除的肿瘤包膜完整(图1), 病理报告

基底和切缘0.2 cm以内均未见病变累及, 且所有

病变均得到病理及免疫组织化学染色检查证实

为直肠类癌, 超声内镜诊断率达100%.  
2.3 术后随访 患者术后第2天均予进食流质, 住
院4-6 d, 平均4.4 d. 17例患者目前术后随访了3 
mo的1例, 随访了6 mo的2例, 随访了1年的5例, 
随访了2年的8例, 随访了3年的1例, 所有患者的

创面均愈合良好, 无1例病变残留或复发.  

■相关报道
Yamaguch i等指
出ESD切除直径
≤1 cm的直肠类
癌是安全有效的. 
Park等报道在两
组肿瘤大小无统
计学差异的患者
中, EMR和ESD的
完整切除率分别
为71.0%、90.3%, 
而 且 并 发 症 较
EMR少.
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3  讨论

直肠类癌是一种生长缓慢、恶性程度低、病程

较长的神经内分泌肿瘤, 其发病率已位居胃肠

道类癌的首位[3], 好发于40-60岁的中老年人群, 
且男患多于女患, 本组17例病例平均年龄45.5
岁, 男患12例, 女患5例, 均符合文献报道[4].  

直肠类癌是具有潜在恶性的肿瘤, 判断其良

恶性的主要依据在于肿瘤大小及其是否侵入肌

层, 目前普遍认为, 直径≤1 cm的直肠类癌肿瘤

鲜有肌层侵犯、淋巴结受累及远处转移[5,6], 对
于此类肿瘤, 内镜下一体化诊断及治疗已逐渐

受到内镜医师的重视.  
如今超声内镜技术的应用可对消化系管壁

黏膜下生长的肿瘤性质进行更精确的鉴别诊断, 
特别是对于较小黏膜下肿瘤的诊断精确度高, 
这对于直肠类癌的诊断、良恶性判断及治疗方

案的选择有着重大意义. 本组17例病例的术后

组织经病理及免疫组织化学染色检查证实均为
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图 1 直肠类癌镜下观. A: 结肠镜检查发现黏膜下肿物; B: 超声内镜证实病变部位; C: ESD术前黏膜下注射; D: ESD术中预

切开; E: ESD术中黏膜剥离; F: ESD术后创面; G: ESD术后钛铗封闭创面; H: ESD切除的直肠类癌.

A B

DC

E F

HG

■创新盘点
随着内镜下一体
化诊断及治疗技
术的不断提高, 对
于直径≤2.0 cm、
未侵犯固有肌层
的直肠类癌, 本文
从治疗效果、有
无并发症及随访
情况, 认为ESD仍
是首选治疗方法, 
值得推广.
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直肠类癌, 超声内镜诊断率达100%, 这与多篇文

献[7,8]报道结果一致, 由此可见超声内镜诊断直

肠类癌已是术前常规检查项目.  
直肠类癌肿瘤直径≤1 cm、未侵犯肌层及

肿瘤表面无溃疡或凹陷是目前被大多数学者认

为符合内镜下治疗的3条标准[9,10]. 内镜治疗方法

既往以标准的EMR为主[11], 但近年来随着ESD
新技术的开展 ,  使病变切除更完整、更彻底 . 
EMR对于消化道较大的平坦病变、早期癌和黏

膜下肿瘤, 只能进行分块切除, 不能获得完整的

病理学诊断资料, 或者在无法确定解剖层次的

情况下切除病变, 大大增加病变残留及复发的

风险, 而ESD可以大块、完整地切除病变, 术后

可将完整的病变组织进行全面的病理组织学检

查, 提供完整的病理诊断依据, 并判断患者是否

治愈及是否需要进一步治疗, 可见ESD较EMR
更能体现微创手术的优越性和有效性.  

而针对此类病变, Lee等[12]在两组肿瘤大小

无统计学差异的患者中, EMR和ESD的完整切除

率分别为89.3%、100%, 且两组的并发症发生率

无统计学差异, 无1例复发. Baek等[13]报道12例直

肠类癌患者经由EMR或ESD的完整切除率均达

100%, 无1例出现并发症.  阮荣蔚等[14]对直径<1.5 
cm的19例直肠类癌肿瘤行ESD治疗, 均完整切除

病灶, 1例术中直肠小穿孔, 1例术后2 d出现创面

边缘小动脉搏动性出血, 均随即采用金属止血铗

夹闭妥善处理, 所有病例随访1-4年, 无1例复发及

远处转移. 另有文献[15]报道16例超声内镜诊断

的直肠类癌予ESD治疗, 病灶均一次性完整切除, 
手术时间25-55 min, 6例术中出血, 予电凝及金属

止血铗止血成功, 随访6-24 mo, 均无复发. 本组研

究中, 笔者选取3年来我院消化内镜科收治的17
例直肠类癌病例, 术前常规行超声内镜检查, 在
排除恶性倾向的可能性后均行ESD, 手术完整切

除率达100%, 无1例出现迟发性出血及穿孔, 随访

3-36 mo, 无1例病变残留及复发. 以上数据提示, 
ESD在直肠类癌的内镜治疗上取得了较好的疗

效, 并随着内镜技术的发展及内镜医师操作水平

的提高, ESD将成为治疗良性直肠类癌高效、安

全的内镜主要手术方式, 但由于ESD的开展时间

较短, 病例数相对较少, 随访时间相对较短, ESD

治疗直肠类癌的远期疗效有待进一步观察.  
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Abstract
AIM: To investigate the detection rate of colorec-
tal neoplasms by opportunistic colonoscopy. 

METHODS: In total, 32694 patients who visited 
Department of Gastroenterology of our hospital 
from January 2012 to September 2013 were ran-
domly divided into a case group and a control 
group. The case group was tested by opportu-
nistic colonoscopy, while the control group was 
tested based on the clinical pattern. The differ-
ence in the detection rate of colorectal neoplasms 
was compared between the two groups. 

RESULTS: Of 16298 patients in the trial group, 
1167 underwent colonoscopy and the detec-
tion rate of colorectal neoplasms was 1.38% 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

机会性结肠镜检查对结直肠肿瘤发现率的影响

兰 君, 孙方利, 吴 军, 付信娟, 滕春媛, 王燕平

®

■背景资料
结直肠癌的发生
率及死亡率居高
不下, 通过筛查可
以降低结直肠癌
的发生率及死亡
率. 近期, 国内外
对结直肠肿瘤的
机会性筛查相关
研究备受关注. 

(225/16298). Of 16396 patients in the con-
trol group, 855 underwent colonoscopy and 
the detection rate of colonoscopy was 1.07% 
(176/16396). The detection rate of colorectal neo-
plasms differed significantly between the two 
groups (c2 = 6.209, P = 0.014).

CONCLUSION: The detection rate of colorec-
tal neoplasms by opportunistic colonoscopy is 
higher than that based on the clinical pattern. 

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

Key Words: Colorectal neoplasms; Opportunistic 
colonoscopy; Fecal occult blood test; Colonoscopy
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摘要
目的: 研究机会性结肠镜检查对结直肠肿瘤
发现率的影响.   

方法: 选择2012-01/2013-09于我院消化内科门
诊就诊的患者32694例, 随机分为试验组及对
照组. 试验组采用机会性结肠镜检查模式, 对
照组采用医师的临床经验模式, 通过c2检验比
较两组结直肠肿瘤发现率有无差异.  

结果: 试验组就诊人数共16298例, 1167例接
受结肠镜检查, 发现结直肠肿瘤共225例, 结
直肠肿瘤发现率为1.38%(225/16298); 对照
组就诊人数共16396例 ,  855例接受结肠镜
检查 ,  发现结直肠肿瘤共176例 ,  发现率为
1.07%(176/16396); 二者差异具有统计学意义
(c2 = 6.209, P  = 0.014<0.05).  

结论: 机会性结肠镜检查对结直肠肿瘤发现
率较临床经验模式高, 采用机会性结肠镜检查
方法可发现更多结直肠肿瘤.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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■研发前沿
结直肠癌的发生
率 逐 年 上 升 ,  而
早期结直肠癌及
其癌前疾病-腺瘤
性息肉多无特异
性 临 床 症 状 .  通
过筛查可将结直
肠癌在早期可治
愈阶段及癌前疾
病阶段切除来预
防结直肠癌的发
生 及 死 亡 ,  需 要
结肠镜结合病理
组织学这一金标
准 .  而 如 何 提 高
结直肠肿瘤检查
率是目前被普遍
关注的问题.

关键词: 结直肠肿瘤; 机会性结肠镜; 粪便潜血试

验; 结肠镜

核心提示: 本研究通过试验组-机会性结肠镜检查

组及对照组-医师临床经验组对比, 研究表明在同

一时期、结肠镜检查依从性及镜检阳性率相似

情况下, 试验组结直肠肿瘤检出率高, 直接原因

在于试验组有更多患者接受结肠镜检查.

兰君, 孙方利, 吴军, 付信娟, 滕春媛, 王燕平. 机会性结肠镜检查

对结直肠肿瘤发现率的影响. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 

713-717  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/713.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.713

0  引言

结直肠肿瘤较为常见, 其中结直肠癌给人们的生

活质量造成严重下降, 其发病率及死亡率都居高

不下. 即使被诊断为结直肠癌, 早期结直肠癌较

晚期术后患者生存率较高. 筛查被认为是早发

现、早诊断结直肠癌的最佳方式. 国际上目前的

筛查方式有: 自然人群筛查和机会性筛查. 适合

我国医疗特点的机会性筛查(opportunistic screen-
ing)[1], 也称为个体筛查或个案检查, 他是一种以

个体为单位的临床筛查方式, 可以是受筛查者主

动前往医生处进行筛查, 也可以由医生根据受筛

查者的危险水平决定对其进行筛查. 本文通过单

中心前瞻性比较机会性结肠镜检查与既往临床

模式检出结直肠肿瘤不同, 探讨机会性结肠镜检

查对结直肠肿瘤发现率的影响.
 
1  材料和方法

1.1 材料 选择2012-01/2013-09于青岛市海慈医

疗集团消化内科门诊就诊的患者资料.  
1.2 方法

1.2.1 分组: 将就诊患者随机分为试验组跟对照

组, 各组均由3名固定副主任及主任医师接诊. 
试验组符合以下条件建议其行结肠镜检查: 包
括: (1)有消化系症状, 如便血、黏液便和腹痛

者等; (2)不明原因贫血/体质量下降; (3)本人有

癌症史; (4)有结直肠癌癌前疾病者(如结直肠腺

瘤、溃疡性结肠炎、克罗恩病、血吸虫病等); 
(5)结直肠癌家族史的直系亲属; (6)结直肠息肉

家族史的直系亲属; (7)粪便隐血试验阳性; (8)有
盆腔放疗史者; (9)符合下列6项中任意2项者, 慢
性腹泻、慢性便秘、黏液血便、慢性阑尾炎或

阑尾切除史、慢性胆囊炎或胆囊切除史、长期

精神压抑[2]. 其中需剔出以下人群: 拒绝接受检

查者; 年龄超过85岁者; 严重心肺疾病患者; 患
有其他严重疾病不能耐受结肠镜检查者. 对照

组中建议结肠镜检查者为医师依据临床经验认

为需要接受结肠镜检查以明确结直肠病情或排

除结直肠癌而选择的患者, 不包括主动要求行

结肠镜检查的患者. 所有进入本研究患者检查

及治疗前均先签署知情同意书, 并获得医院伦

理委员会批准.
1.2.2 研究: 试验组: 对筛查对象采取机会性结肠

镜检查模式, 医师向其进行宣传教育, 填写结直

肠肿瘤问卷调查表, 建议其留取粪便行粪便隐

血试验及行结肠镜检查. 粪便隐血试验结果以

阳性、阴性计入统计. 对照组建议其留取粪便

行粪便隐血试验及行结肠镜检查. 粪便隐血试

验采用免疫法检测, 结肠镜采用日本OLYMPUS 
CF240I、OLYMPUS CF260AI. 在结肠镜检查过

程中发现病变取活组织检查送病理检验. 其中

对于结肠息肉, 镜检过程中发现直径<0.5 cm的

息肉, 用活检钳钳除整个息肉送病理检查; 直径

≥0.5 cm的息肉, 采用高频电凝切除或灼除, 回
收息肉送病理检查; 直径>2.0 cm的巨大息肉, 不
能一次性切除的, 采用分块、分次套切送病理 
检查.  

统计学处理 采用SPASS软件19.0对数据进

行处理, 计数资料以频数及百分数(率)表示, 采
用c2

检验. 对结直肠肿瘤影响因素的统计分析采

用Logistic回归, 计算各因素的OR值、95%的可

置信区间及P值. P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 研究对象的一般资料 试验组总就诊人数为

16298例, 其中符合条件并建议其接受结肠镜检

查者共1434例; 最终共1167例接受结肠镜检查, 
其中年龄在17-85岁, 中位年龄55岁, 男665例, 女
502例. 对照组就诊人数为16396例, 其中依据医

师临床经验建议其接受结肠镜检查者共1035例, 
最终共855例接受结肠镜检查, 其中年龄在15-84
岁, 中位年龄55岁, 男443例, 女412例(图1).  
2.2 结直肠肿瘤的发现率 试验组总就诊人数为

16298例, 发现结直肠肿瘤225例, 其中结直肠

癌52例, 结直肠腺瘤173例. 对照组就诊人数为

16396例, 发现结直肠肿瘤176例, 其中结直肠癌

43例, 结直肠腺瘤133例. 两组在同一时期、门

诊医师水平无明显差异、各组总门诊量相近情

况下, 两组结直肠肿瘤发现率的结果如表1. 同
一时期, 试验组与对照组总就诊人数大致情况
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■相关报道
韩英通过国内外
结直肠癌筛查回
顾 与 现 状 ,  推 荐
“机会性筛查”
模式. Boroff等研
究发现远端结肠
息肉发生率与腺
瘤发生率不相关. 
许岸高等研究发
现机会性筛查人
群依从性高, 可以
更多地检出结直
肠癌和癌前疾病.

相同, 两组对结直肠肿瘤的发现率差异具有统

计学意义, 试验组比对照组可发现更多结直肠

肿瘤. 其中, 两组对结直肠癌的发现率无明显差

异, 而试验组较对照组对结直肠肿瘤发现率的

差异主要表现在结直肠腺瘤的发现率上.  
2.3 结直肠肿瘤结肠镜检出结果 试验组共832
例完成粪便隐血试验 ,  其中结果阳性者61例 , 
阳性率为7.33%(61/832); 试验组被建议结肠

镜检查者共1434例, 最终1167例接受结肠镜检

查, 结肠镜检查依从性为81.35%(1167/1434), 
检出结直肠肿瘤225例, 结直肠肿瘤检出率为

19.28%(225/1167)其中结直肠癌52例, 结直肠腺

瘤173例, 对照组共624例完成粪便隐血试验, 阳
性者46例, 阳性率为7.41%(46/624); 被建议接受

结肠镜检查者共1035例, 最终855例接受结肠镜

检查, 结肠镜检查依从性为82.60%(855/977), 共
检出结直肠肿瘤176例, 结直肠肿瘤检出率为

20.58%(176/855), 其中结直肠癌43例, 结直肠腺

瘤133例. 两组在同一时期, 门诊医师水平大致

相同、各组门诊总量及结肠镜检查依从性大致

相同情况下, 两组结直肠肿瘤检出结果如表2. 
在同一时期, 两组中行结肠镜检查患者结直肠
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表 1 总就诊人数中发现结直肠肿瘤的情况

     分组 研究总人数 结直肠癌数n (%) c2 P 值 结直肠腺瘤数n (%) c2 P 值 结直肠肿瘤数n (%) c2 P 值

试验组 16298 52(0.32)   0.910 0.356 173(1.06)   4.848 0.029 225(1.38) 6.209 0.014

对照组 16396 43(0.26) 133(0.81) 176(1.07)

本研究中结直肠肿瘤包括结直肠癌及结直肠腺瘤.

32694例患者在我院
消化内科门诊就诊

随机

实验组: 
16298例患者

对照组: 
16396例患者

符合条件 符合条件

被建议行结肠镜检
查: 1434例患者

14684例患者
被排除

行结肠镜检查

1167例行结
肠镜检查

267例患者拒绝
结肠镜检查

最终行结
肠镜检查

粪便隐血
试验检测

最终行结
肠镜检查

粪便隐血
试验检测

855例行结
肠镜检查

180例患者拒绝
结肠镜检查

15361例患
者被排除

根据临床医师经
验, 需要行结肠镜
检查: 1035例患者

Y

Y Y

YY

N N

NN

N

行结肠镜检查

图 1 本研究各阶段试验流程及患者人数. Y: Yes; N: No.
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■创新盘点
本研究采用了机
会性结肠镜检查, 
侧重于结肠镜及
其病理检查, 不同
于以往序贯性筛
查方案, 减少了粪
便隐血试验阴性
相关的结直肠肿
瘤的漏诊率, 并且
通过对比试验来
探讨了机会性结
肠镜检查对结直
肠肿瘤检出率的
影响.

肿瘤(包括结直肠腺瘤、结直肠癌)的检出率无

明显差异.  
2.4 性别、年龄对结直肠肿瘤检出率的关系 采
用Logist ic回归研究年龄、性别对于结直肠肿

瘤检出率, 对于年龄, c2 = 28.247, P  = 0.000<0.5, 
OR = 2.768, 95%CI: 1.902-4.029. 对于性别, c2 
= 14.350, P  = 0.000<0.5, OR = 1.809, 95%CI: 
1.331-2.459. 年龄跟性别对于结直肠肿瘤的检出

是有影响的. 结直肠肿瘤随着性别及年龄段变

化而发生变化(表3).  

3  讨论  

结直肠肿瘤是临床常见肿瘤, 分为良性、恶性, 
其中结直肠癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之

一.  随着国人生活水平的提高和饮食结构的变

化, 结直肠癌的发生率和死亡率呈上升趋势. 早
期诊断结直肠癌, 术后5年生存率可高达90%以

上, 而晚期则不足10%[3]. 目前普遍认为结直肠

癌主要由其癌前疾病-结直肠腺瘤性息肉转化

而来, 该窗口期平均可达10年左右, 有文献报道

通过发现和切除腺瘤性息肉可预防结直肠癌的

发生及患者死亡[4], 故对结直肠肿瘤进行筛查, 
较早发现结直肠癌及其癌前疾病, 通过干预及

治疗, 可降低其死亡率[5]. 目前国际上对结直肠

肿瘤的筛查方式主要有系统性筛查和机会性筛

查两种, 而在我国目前国情及其卫生医疗条件

下开展机会性筛查更为适合. 本研究通过是否

采用机会性结肠镜筛查的方法分为试验组跟对

照组, 通过研究发现在同一时期、两组就诊人

数、门诊医师水平、患者依从性相近的情况下, 
试验组中接受结肠镜检查者对结直肠肿瘤检出

率与对照组接受结肠镜检查者结直肠肿瘤检出

率无显著差异. 而采用机会性结肠镜检查对所

有就诊患者发现结直肠肿瘤比率高于根据医师

临床经验模式发现结直肠肿瘤比率, 该情况说

明了试验组就诊患者中可以发现更多的结直肠

肿瘤, 直接原因在于试验组的结肠镜推荐率较

高, 而二者的结肠镜依从性类似, 检查的阳性率

也类似, 因此发现了更多肿瘤的直接原因在于

机会筛查组有更多的患者接受了结肠镜检查. 
而且试验组减少了结直肠肿瘤的漏诊率, 更具

有结肠镜检查的临床意义, 并从而借助个体机

会性筛查的平台和渠道, 弥补群体普查不足.  
本研究中通过机会性结肠镜检查, 结直肠肿

瘤检出率为19.28%, 较韩英等[6]及钟选芳等[7]得

出的结直肠肿瘤检出率低. 其分析原因可能为

韩英等的研究中所有研究对象的年龄均在50岁
之上, 而本研究中研究对象的年龄在17-85岁, 研
究对象年龄的差异使得两个研究中得出的结直

肠肿瘤检出率存在着差异, 如本研究中得出年

龄对结直肠肿瘤检出率有影响. 钟选芳等[7]的研

究中检出的结直肠肿瘤包括了结直肠癌及结直

肠息肉, 而本文研究的结直肠肿瘤只包括结直

肠癌及结直肠腺瘤[2], 前者对于结直肠肿瘤定义

范围广, 得出的结直肠肿瘤检出率较本研究高. 
其他原因可能为本研究并未严格按照机会性结

直肠肿瘤筛查模式进行筛查, 而只是以机会性

结肠镜检查作为重点筛查方法. 在研究初期预

试验中, 发现在临床筛查工作中存在着患者对

粪便隐血试验依从性差, 及对结肠镜结合病理

学检查作为结直肠肿瘤检出金标准的认识, 使
得患者更倾向于接受结肠镜检查. 而粪便隐血

试验需要排除饮食、药物等因素及其他可使其

呈假阳性的原因、患者对粪便隐血试验依从性

差及最终无论粪便隐血试验结果如何都要依靠

结肠镜检查确诊等因素使得本研究制定了机会

性结肠镜检查方案, 而没有采取所谓序贯性筛

查方案[8].  
结直肠肿瘤的发生是由遗传因素与环境因

素综合作用的结果. 影响结直肠肿瘤发生的遗传

基因较多, 如Bmil-1基因[9]在结直肠癌组织较正

常组织中高表达. 遗传因素不易干预, 但环境因
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表 2 接受结肠镜检查人数中发现结直肠肿瘤的情况

     分组 结肠镜检出数 结直肠癌例数  c2   P 值 结直肠腺瘤例数  c2 P 值 结直肠肿瘤例数  c2 P 值

试验组 1167 52 0.362  0.595 173 0.205 0.661 225 0.255 0.651

对照组 855 43 133 176

表 3 性别、年龄对结直肠肿瘤检出率的关系

     性别   年龄  结直肠肿瘤  非结直肠肿瘤 合计

男 50岁之下   29 179 208

50岁之上 118 309 427

女 50岁之下     9 155 164

50岁之上   69 299 368
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素可通过干预来预防结直肠肿瘤的发生. 有研究

报道[10], 结直肠癌和结直肠腺瘤组的幽门螺杆菌

感染率高于非结直肠肿瘤组, 故可通过根除幽

门螺杆菌来降低结直肠肿瘤发生率. Ren等[11]研

究表明: 糖尿病患者与结直肠癌的发病呈正相

关, 通过控制血糖水平从一定程度上可来降低结

肠癌发病率. 而通过结直肠肿瘤的筛查可降低

结直肠癌的死亡率, 在发现并切除腺瘤性息肉

后, 可通过戒烟、调整饮食结构、控制体质量、

加强锻炼、摄入多种维生素及服用非甾体类药

物来预防腺瘤性息肉的复发及结直肠癌的发 
生[12-16]. 

尽管机会性筛查对于提高肿瘤检出率是肯

定的, 但是相应带来的是人力成本和医疗成本

的提高. 为此, 陶倩[17]对2012年天津结直肠癌筛

查项目进行了成本效益分析得出筛查经济效益

大于成本, 具有良好经济效益和社会效益, 值得

推广. 本研究中对结直肠肿瘤的筛查采用机会

性筛查模式, 在门诊即可进行, 无需特殊经费支

持和额外的工作人员, 这是机会性筛查的特点

之一, 较自然人群筛查节省人力、财力.  
在目前国情下, 结直肠肿瘤普查不能全面覆

盖, 结直肠肿瘤机会性筛查成为个体筛查的平

台及渠道, 弥补了群体普查的不足. 机会性筛查

对结直肠肿瘤检出的价值是肯定的, 结肠镜检

查结合病理学检查是目前诊断结直肠肿瘤的金

标准. 本研究直接进行机会性结肠镜检查明显

提高结直肠癌前疾病-结直肠腺瘤的检出率, 对
减少结直肠癌的发生、发展及患者预后具有重

要意义.  
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■同行评价
本文设计合理, 样
本量较大, 对在我
国开展结肠肿瘤
的普查普治具有
重要意义.
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Abstract
AIM: To observe the expression of leucine zip-
per/EF-hand-containing transmembrane pro-
tein 1 (LETM1) protein in colonic cancer and 
to determine whether LETM1 can be used as a 
marker for this malignancy. 

METHODS: Immunohistochemical method was 
used to detect the expression of LETM1 and 
phosphorylated Akt (protein kinase B, PKB/
Akt) and glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

LETM1蛋白在结肠癌组织中的表达及临床意义

高爱花, 金永民, 孙红花, 金文彪, 崔 海, 崔 现, 崔玉珍, 沈雄虎, 张松男, 朴龙镇

®

■背景资料
氨酸拉链EF-hand
结构域跨膜蛋白
1(leucine zipper/
EF-hand-contain-
ing transmembrane 
protein 1, LETM1)
是最近新发现的
线粒体蛋白, 曾经
在医学学术界查
明了LETM1蛋白
是诱发沃尔夫综
合症的原因蛋白
质 .  最 近 研 究 表
明 ,  LETM1在宫
颈癌中高表达, 且
可激活PI3K/Akt
信号传导通路, 在
肿瘤的发生、发
展, 且发现在多种
肿瘤组织中其表
达水平异常升高. 

in 73 specimens of colonic carcinoma. Disease-
free survival time of colonic cancer patients was 
analyzed by Kaplan-Meier method. Univariate 
analysis was performed to determine the cor-
relation between LETM1 expression and clinico-
pathologic parameters of colonic cancer. 

RESULTS: The rate of high LTEM1 protein 
expression was 54.8% in 73 colonic cancer 
specimens. LETM1 protein expression was sig-
nificantly correlated with degree of invasion 
(27.3% vs 72.7%, P < 0.05), differentiation (38.3% 
vs 61.7%, P < 0.05) and lymph node metastasis 
(22.7% vs 77.3%, P < 0.05), but not with age, sex 
or tumor size (P > 0.05 for all). High expression 
of LETM1 protein could activate the phosphati-
dylinositol 3 kinase (PI3K)/Akt signal transduc-
tion pathway. The disease-free survival time of 
patients with high expression of LETM1 was 
significantly lower than that of patients with low 
expression of LETM1 (P < 0.05). 

CONCLUSION: High expression of LETM1 may 
play a role in the pathogenesis, metastasis and 
recurrence of colon cancer. LETM1 protein may 
be used as an indicator to determine the progno-
sis of colon cancer patients. 

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

Key Words: Leucine zipper/EF-hand-containing 
transmembrane protein 1; Colonic cancer; Akt
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摘要
目的: 观察亮氨酸拉链E F -h a n d结构域跨
膜蛋白1(leucine zipper/EF-hand-containing 
transmembrane protein 1, LETM1)在结肠癌中
的表达情况, 探讨LETM1蛋白是否能够成为
判断结肠癌患者预后的新的生物学指标. 

■同行评议者
卢宁, 副主任医师, 
兰州军区乌鲁木
齐总医院肿瘤科
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■研发前沿
肿瘤细胞的代谢
与正常细胞不同, 
能量来源主要是
由胞浆内的糖酵
解 途 径 所 获 得 , 
而一些线粒体的
蛋白的表达异常
或 基 因 的 突 变 , 
常常在不同肿瘤
细 胞 中 发 生 ,  而
这种线粒体代谢
功能紊乱必然带
来细胞的异常增
生 ,  目 前 有 很 多
线粒体蛋白研究
于肿瘤的发生与
发 展 ,  且 用 于 早
期诊断、疗效评
估及判断预后.

方法: 利用免疫组织化学法检测73例结肠癌
患者组织中LETM1蛋白的表达水平和蛋白
激酶B(protein kinase B, PKB)/Akt的丝氨酸
473(Ser473)、苏氨酸308(Thr308)两个磷酸化
位点及葡萄糖合成激酶3β(glycogen synthase 
k inase 3β, GSK3β)的磷酸化水平, 并根据
LETM1蛋白表达水平进行高表达和低表达分
组; 采用Kaplan-Meier法分析各组无疾病生存
期; 采用χ2检验进行组间单因素分析. 

结果: 在结肠癌患者中LETM1蛋白高表达率
为54.8%, LETM1蛋白在结肠癌浸润深度、分
化及淋巴结转移中低表达和高表达率分别为
27.3%/72.7%、38.3%/61.7%和22.7%/77.3%, 
其差异均有统计学意义(P <0.05), 而与年龄、

性别、肿瘤大小未见统计学意义(P >0 .05) . 
LETM1蛋白在结肠癌组织中可以激活磷脂酰
肌醇3激酶(phosphatidylinositol 3 kinase , PI-
3K)/Akt信号传导通路. LETM1高表达患者
无疾病生存期显著低于LETM1低表达患者
(P <0.05). 

结论: LETM1蛋白在结肠癌中高表达, 可能参
与结肠癌的发生、发展与复发. LETM1蛋白
可以作为预测结肠癌患者预后的新的生物学
指标. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 亮氨酸拉链EF-hand结构域跨膜蛋白1; 结

肠癌; 蛋白激酶B

核心提示: 亮氨酸拉链EF-hand结构域跨膜蛋白

1(leucine zipper/EF-hand- containing transmembrane 
protein 1, LETM1)表达水平的改变, 影响线粒体功

能, 导致NADH/NADPH比率改变, 从而抑制人第

10号染色体缺失的磷酸酶(phosphatase and tensin 
homolog deleted on chromosome 10, PTEN)的活性, 
最终激活磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylinositol-
3-kinase, PI3K)/丝/苏氨酸蛋白酶(serine/threonine 
kinase, Akt)信号传导通路. 
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer)是常见的消化系恶性

肿瘤, 发病率为全球第4位的常见恶性肿瘤之一. 
国际癌症研究机构(International Agency for Re-

search on Cancer, IARC)最新数据显示, 2009年
全球结直肠癌新病例接近120万例, 死亡63万例, 
分别比2000年增加27%和28%, 平均年增3.9%和

4%[1], 而中国的结直肠癌每年发病递增速度为

世界平均数的两倍[2]. 蛋白激酶B(protein kinase 
B, PKB)又称丝/苏氨酸蛋白酶(serine/threonine 
kinase, Akt)是一种60 kDa左右的蛋白激酶[3]. Akt
参与的磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylinositol-
3-kinase, PI3K)介导的信号传导通路, 与细胞生

长、抑制凋亡、增强端粒酶活性、促进肿瘤新

生血管形成以及增加肿瘤细胞侵袭力等密切相

关[3,4]. 越来越多的研究表明, 在结肠癌中Akt的
磷酸化水平不同程度的增多[5-8]. 亮氨酸拉链EF-
hand结构域跨膜蛋白1(leucine zipper/EF-hand- 
containing transmembrane protein 1, LETM1)是
最近新发现的线粒体蛋白, 曾经在医学学术界

查明了LETM1蛋白质是诱发Wolf-Hirschhorn 
Syndrome(沃尔夫综合症)的原因蛋白质[9]. 最近

研究表明, LETM1在宫颈癌中高表达, 且可激活

PI3K-Akt信号传导通路, 从而影响肿瘤的发生发

展, 同时在结肠癌组织中发现LETM1蛋白高表

达. 为结合临床, 我们采用结肠癌术后存档蜡块

标本进行免疫组织化学, 进一步证明在结肠癌

组织中LETM1蛋白表达水平及与Akt之间的关

系. 本研究通过观察结肠癌组织中LETM1蛋白

表达及Akt磷酸化水平, 同时分析两者之间的关

系, 为判定结肠癌患者的预后提供一个新的肿

瘤生物学标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2010-12在延边大学附

属医院接受手术治疗及正规术后辅助化疗的

Ⅱ、Ⅲ期患者. 病例资料完整的73例结肠癌患

者, 其中男性46例, 女性27例, 中位年龄为55岁. 
截止于2012-12-30随访结束. 鼠抗人LETM1单
克隆抗体(1∶500稀释, Abnova公司); 磷酸化

Akt(pSer473)和磷酸化Akt(pThr308)抗体(1∶
200稀释, Cellsignaling公司); 兔抗人多磷酸化

葡萄糖合成激酶3β(glycogen synthase kinase 3β, 
GSK3β)多克隆抗体(1∶100稀释, Abcam公司). 
SP试剂盒和二氨基联苯胺(DAB)显色试剂均购

自北京中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法 采用免疫组织化学SP法检测结肠癌组

织中LETM1蛋白的表达情况, 同时测定Akt的
Ser473、Thr308两个磷酸化位点及GSK3β磷酸

化水平. 切片常规二甲苯脱蜡, 梯度乙醇水化
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■相关报道
Piao等研究首次
发现, 在人宫颈癌
细胞株HeLa细胞
中过表达LETM1
通过抑制线粒体
的功能, 改变细胞
的NADH/NADPH
的比率, 激活Akt
的活性, 从而推测
LETM1蛋白表达
水平的改变可诱
导肿瘤的发生.

后微波抗原修复, 滴加适量H2O2阻断内源性过

氧化酶, 然后滴加一抗, 4 ℃冰箱过夜(以PBS作
为阴性对照). 结果判定由2名病理医师分别对

LETM1蛋白、Akt及GSK3β磷酸化的阳性细胞

比例及染色强度进行评价. 评价标准如下: 根据

Beesley分级法[10], 按阳性细胞所占百分比并参

考着色强度确定分级, 无明显阳性细胞或着浅

黄色为(-); 阳性细胞数<25%, 颗粒棕黄色为(+); 
阳性细胞数25%-50%, 颗粒棕黄色为(++); 阳性

细胞数>50%, 颗粒深棕色为(+++). LETM1染色

--+纳入低表达组, LETM1染色++-+++纳入高表

达组. 
统计学处理 利用SPSS17.0统计学软件进

行数据分析. 采用Kaplan-Me ier法分析各组无

疾病生存期; 采用χ 2
检验进行组间单因素分析, 

P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 LETM1蛋白在结肠癌组织中表达与临床病

理因数的关系 利用免疫组织化学检测LETM1
蛋白在结肠癌组织表达情况, 其结果LTEM1蛋
白主要表达于肿瘤细胞胞浆中, 阳性细胞的胞

浆呈棕褐色(图1). LETM1蛋白在结肠癌中高表

达40例(54.8%), 低表达33例(45.2%)(表1, 图1). 
LETM1蛋白在结肠癌组织中的表达与淋巴结转

移、浸润程度及分化程度具有统计学意义, 呈
正相关(P <0.05), 与年龄、性别、肿瘤大小无统

计学意义(P >0.05), (表1). 
2.2 结肠癌组织中LETM1蛋白表达水平与Akt之
间的相关性 Ser473及Thr308分别是Akt的两个磷

酸化位点, 而GSK3β作为Akt激酶磷酸化的底物, 
在此实验中作为了判定Akt激酶活性的参照物. 
在同一患者结肠癌组织中随LETM1蛋白表达水

平升高, 其Akt的两个磷酸化位点的磷酸化, 即
Ser473和Thr308位点的磷酸化水平继而也增加. 

A B

DC

图 1 在同一结肠癌患者肿瘤组织中LETM1
蛋白表达、Akt的Ser473和Thr308两个位点
及GSK3β磷酸化情况. A: LETM1蛋白在结肠

癌组织中高表达水平; B: Akt的Ser473位点磷

酸化的阳性表达; C: Akt的Thr308位点的磷

酸化阳性表达; D: GSK3β磷酸化阳性表达.

表 1 LETM1蛋白表达水平与73例结肠癌患者临床病理
特征之间的关系

     
临床病理

生理特性
  n

LEMT1表达
  P 值 n 低表达率(%)   n 高表达率(%)

年龄(岁) 0.711

  ≤60 47 22 46.8 25 53.2

  >60 26 11 42.3 15 57.7

性别 0.173

  男 46 18 39.1 28 60.9

  女 27 15 55.6 12 44.4

肿瘤大小(cm) 0.800

  ≤5 41 18 43.9 23 56.1

  >5 32 15 46.9 17 53.1

淋巴转移 0.011

  阳性 22   5 22.7 17 77.3

  阴性 51 28 54.9 23 45.1

浸润程度 0.043

  T1、T2 51 27 52.9 24 47.1

  T3、T4 22   6 27.3 16 72.7

分化程度 0.011

  高、中分化 60 23 38.3 37 61.7

  低分化 13 10 76.9   3 23.1
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表 2 LETM1蛋白表达与Ser473磷酸化水平之间的相关性

     
参数 n

Ser473磷酸化
χ2 P 值

阴性 阳性

LETM1 0.539 0.000

低表达 33 21 12

高表达 40   6 34

LETM1: 亮氨酸拉链EF-hand结构域跨膜蛋白1.

■创新盘点
LETM1不仅可激
活PI3K/Akt信号
传导通路的开启, 
在肿瘤的发生、
发展中起着重要
的作用, 且有希望
成为判断结肠癌
患者预后的新的
肿瘤分子生物学
标志物.

采用χ2检验统计学方法分析, 结果表明LETM1
蛋白表达水平与Ser473、Thr308及GSK3β磷酸

化水平呈正相关, P <0.05(表2, 3), 进一步Akt的
两个磷酸化位点的磷酸化水平与GSK3β的磷酸

化也呈正相关, P <0.05(表4, 5). 结果提示, 在结

肠癌组织中随LETM1蛋白表达的异常可以改变

Akt的活性, 继而影响PI3K/Akt信号传导通路的

开启, 最终影响着细胞的生长、凋亡及血管的

再生等生理学功能. 
2.3 在结肠癌患者中LETM1蛋白表达水平和Akt
磷酸化水平与其无疾病生存期之间关系 LETM1
蛋白高表达组患者无疾病生存率显著低于

LETM1蛋白低表达患者(P <0.05)(图2), Ser473磷
酸化阳性患者无疾病生存期显著低于Ser473磷

酸化阴性患者(P <0.05)(图3). Thr308磷酸化阳性

患者与阴性患者无疾病生存期未见明显统计学

差异(P >0.05)(图4). 

3  讨论

结肠癌的发生, 发展及演进是多步骤, 多基因突

变共同作用的结果, 其中涉及多个途径的分子

改变, 其确切机制仍不十分明确. PI3K/Akt信号

通路是细胞内信号传导的重要环节, 参与细胞

代谢、生存、凋亡、分化和增殖等过程. 目前

研究认为PI3K/Akt途径参与了结肠组织的恶性

转化和演进过程. Piao等[11]研究发现, 在人宫颈

癌细胞株HeLa细胞中过表达LETM1蛋白可激

活Akt的活性, 推测LETM1蛋白的表达的改变

表 3 LETM1蛋白表达与Thr308磷酸化水平之间的相关性

     
参数 n

Thr308磷酸化
χ2 P 值

阴性 阳性

LETM1 0.556 0.000

低表达 33 23 10

高表达 40   6 34

LETM1: 亮氨酸拉链EF-hand结构域跨膜蛋白1.

表 5 Ser473磷酸化水平与GSK3β磷酸化水平之间的相关性

     
参数 n

GSK3β磷酸化
χ2 P 值

阴性 阳性

Ser473磷酸化 0.480 0.000

阴性 27 19   8

阳性 46 10 36

GSK3β: 葡萄糖合成激酶β.

表 4 Thr308磷酸化水平与GSK3β磷酸化水平之间的相关性

     
参数 n

GSK3β磷酸化
χ2 P 值

阴性 阳性

Thr308磷酸化 0.542 0.000

阴性 29 21   8

阳性 44   8 36

GSK3β: 葡萄糖合成激酶β.

0          20         40        60         80        100
无疾病生存期(mo)

生
存

率

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

LEMT1低表达

LEMT1高表达

图 2 LETM1表达水平与结肠癌患者的无疾病生存期之间相
关性.

P  = 0.035
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图 3 AktSer473位点的磷酸化水平与结肠癌患者的无疾病
生存期之间相关性.

P  = 0.022
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可诱导肿瘤的发生, 同时发现在结肠癌组织中

LETM1蛋白高表达. 
我们实验结果发现 ,  在结肠癌组织中

LETM1的高表达率为54.8%(表2), 且与淋巴结转

移、分化及浸润程度具有正相关(表2). 这些结

果表明, LETM1蛋白表达的增多可能是结肠肿

瘤复发及转移的高危因素之一, 且与结肠癌的

预后有密切的相关性. 
为观察在结肠癌组织中Akt的两个磷酸化

位点的磷酸化水平, 我们免疫组织化学检测了

Ser473和Thr308的磷酸化水平. 结果显示, 在
结肠癌组织中S e r473磷酸化阳性率为63.0%, 
Thr308磷酸化阳性率为60.3%(表2, 3). 我们的结

果表明结肠癌组织中Akt磷酸化程度在高水平

状态, 这与绝大多数国内外的研究结果相符合. 
而且我们的结果提示, Ser473磷酸化水平与浸润

程度及分化程度呈正相关, Thr308磷酸化水平与

淋巴结转移呈正相关, 这些结果基本与文献报

道相符. 这些结果提示, 在结肠癌中随Akt磷酸

化水平的升高, 可激活PI3K/Akt信号传导通路, 
促进肿瘤细胞的生长、抑制细胞凋亡及影响细

胞周期, 从而成为不良的预后因素之一. 
本次研究为GSK3β作为Akt激酶的底物[12], 

我们进一步检测了两者之间的关系, 发现Akt的
Ser473和Thr308磷酸化水平与GSK3β磷酸化呈

正相关(P <0.05)(表4, 5), 说明当Akt活性增加时, 
相应的其底物的磷酸化水平也随之升高. 该结

果进一步证明Akt信号转导通路在结肠癌中的

重要性. 
此次研究结果还发现, LETM1蛋白表达分

别与Ser473及Thr308磷酸化水平呈正相关(表
2, 3), 证明结肠癌组织中LETM1蛋白的高表达, 

可激活PI3K/Akt信号传导通路, 此结果与既往

Piao等[11]研究宫颈癌细胞中LETM1蛋白激活

PI3K/Akt信号通路一致. 据此推测, 在结肠癌中

LETM1蛋白表达也可影响Akt的活性, 在肿瘤的

发生及发展过程中发挥着重要的角色. 
Piao等[11]报道, LETM1蛋白高表达诱导线

粒体功能障碍, 导致糖酵解的增加, 使乳酸分泌

增多. 线粒体功能障碍及通过糖酵解增加ATP, 
都可以调节NADH/NADPH的比值. NADPH是

维持硫氧还蛋白酶活性的重要分子, 当NADH/
NADPH比值上升, 使人第10号染色体缺失的磷

酸酶(phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome 10, PTEN)保持在氧化/失活状态, 
进一步激活PI3K/Akt信号转导通路[13]. PTEN是

一种抑癌基因, PTEN抑癌作用主要是通过催

化第3位磷酸发生脱磷酸, 使3,4,5三磷酸磷脂

酰肌醇(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate, 
PIP3)的磷酸脱磷酸形成4,5二磷酸磷脂酰肌醇

(phosphatidylinositol,4,5-bisphosphate, PIP2), 使
之丧失信号传导功能, 从而间接抑制PI3K/Akt信
号传导通路, 抑制细胞增殖和细胞凋亡[14,15]. 结
合我们研究结果及以往的结果, 推测LETM1蛋
白在结肠癌中随着表达水平的增加影响线粒体

的功能, 改变NADH/NADPH的比值, 抑制PTEN
的活性, 使无法灭火Akt的活性, 从而使细胞趋

向于存活的优势, 所有这些变化都可能是导致

癌变的原因之一. 
另外, 为进一步证实LETM1蛋白在结肠癌

发展过程中的作用, 观察结肠癌患者无疾病生

存时间. 结果显示LETM1蛋白高表达组患者无

疾病生存率显著低于LETM1低表达组患者(图
2), 且Ser473磷酸化阳性组无疾病生存期显著低

于Ser473阴性组患者(图3), 然而Thr308阳性组

患者与阴性组患者无疾病生存期未见明显统计

学差异(图4), 考虑与标本数少有关. 由于LTEM1
蛋白可激活PI3K/Akt信号传导通路, 我们推测, 
LETM1蛋白高表达在结肠癌患者发生复发及转

移过程中发挥重要作用. 据此判断, LETM1蛋白

是一个比Akt更理想的预示结肠癌演进和预后

的重要生物学指标. 
总之, 我们的研究提示, 在结肠癌发生、发

展过程中, 可能由于LETM1高表达导致PI3K/
Akt所介导的信号传导通路异常激活, Akt持续活

化, 使细胞异常增殖进一步恶性转化, 并促使肿

瘤浸润及转移. 因此, 对结肠癌组织中LETM1蛋

■应用要点
LETM1在结肠癌
中 高 表 达 ,  可 能
参与结肠癌的发
生、发展与复发. 
LETM1蛋白可以
作为预测结肠癌
患者预后的新的
生物学指标.
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图 4 AktThr308位点的磷酸化水平与结肠癌患者的无疾病
生存期之间相关性.

P  = 0.275
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白表达表达和Akt信号传导通路的相关作用的

研究, 将有助于进一步了解结肠癌的发生及发

展, 从而寻找新的、有价值的肿瘤分子标志物, 
为肿瘤的临床诊断、治疗以及预后评估提供新

的生物学指标. 
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■同行评价
本 文 结 果 提 示
LETM1在结肠癌
中 高 表 达 ,  可 能
参与结肠癌的发
生、发展与复发. 
LETM1蛋白可以
作为预测结肠癌
患者预后的新的
生物学指标物. 本
文内容客观, 观点
新颖, 具有一定的
科学意义.
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Abstract
AIM: To discuss the clinical value of endoscopic 
submucosal dissection (ESD) for treating upper 
gastrointestinal lesions. 

METHODS: A total of 52 patients who under-
went ESD between May 2012 and May 2013 
were retrospectively analyzed to assess the fea-
sibility, safety and efficacy of ESD for treating 
upper gastrointestinal lesions. 

RESULTS: Among 52 patients, 4 had esopha-
geal lesions, 48 had gastric lesions. Postopera-
tive pathology revealed that 40 were mucosal 
lesions, including esophageal papilloma (n = 2), 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

ESD术治疗上消化道疾病50例

沈睿炜, 孙 聪, 郑惠虹, 孙常波, 李江波, 魏冬梅, 朱红梅, 王贤君

®

■背景资料
近年来随着消化
内镜技术的发展, 
内镜下治疗消化
道早期肿瘤的临
床应用日益广泛, 
消化内镜已从单
纯的检查诊断进
展到消化系肿瘤
的治疗时期. 由剥
脱活检术发展而
来的内镜下黏膜
切除术(endoscop-
ic mucosal resec-
tion)、内镜下剥
离术(endoscopic 
submucosal dis-
section, ESD)、内
镜黏膜下肿瘤挖
除术(endoscopic 
submucosal exca-
vation)已逐步推
广, 少数医院还可
开展内镜全层切
除术(endoscopic 
full-thickness re-
section). 这些由
内而外的内镜治
疗, 提高了肿瘤的
切除率, 减少病灶
残存, 可达到对早
期消化道肿瘤的
根治性切除. 

cardiac hyperplastic polyps (n = 9), cardiac ad-
enoma (n = 3), early gastric cancer (n = 2), high 
grade intraepithelial neoplasia (n = 3), low grade 
intraepithelial neoplasia (n = 5), gastric antral 
adenomatous polyps (n = 9), hyperplastic polyps 
(n = 5), and intestinal metaplasia (n = 2); and 12 
were submucosal lesions, including esophageal 
leiomyoma (n = 1), esophageal gastrointesti-
nal stromal tumor (n = 1), gastric heterotopic 
pancreas (n = 7), gastric body gastrointestinal 
stromal tumor (n = 2), and lipoma (n = 1). All 
the lesions were completely resected and were 
confirmed by pathologic examination. No severe 
bleeding occurred. Perforation occurred in two 
cases but was safely managed by conservative 
treatment. 

CONCLUSION: ESD is a safe, effective and 
recommendable treatment for upper gastroin-
testinal lesions. It can not only resect the lesions 
completely, but also provide accurate pathologic 
information.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要  
目的: 总结内镜下黏膜剥离术(endoscop ic 
submucosal dissection, ESD)在上消化道病变
治疗中的应用体会.         

方法: 回顾分析2012-05/2013-05在我院经ESD
的52例患者资料, 评价ESD在上消化道病变治
疗的安全性、有效性.         

结果: 52例患者中食管病变4例、胃部病变48
例, 所有病变均经病理检查表明病灶完整切

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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■研发前沿
ESD手术操作过
程 复 杂 ,  手 术 时
间 较 长 ,  对 操 作
者的技术要求高, 
并且需助手的熟
练配合.

除, 切缘及基底部无病变残留. 其中黏膜病变
40例(术后病理示食管乳头状瘤2例, 贲门增生
性息肉9例、腺瘤3例, 胃窦原位癌2例、高级
别上皮内瘤变3例、低级别上皮内瘤变5例、

腺瘤9例、增生性息肉5例、肠上皮化生2例); 
黏膜下肿瘤12例(术后病理示食管平滑肌瘤1
例、食管间质瘤1例、胃间质瘤2例、胃脂肪
瘤1例, 胃异位胰腺7例). 无并发大出血病例; 
术中穿孔2例, 均于保守治疗后治愈.         

结论: 以ESD方法治疗上消化道病变, 不仅能
完整切除病变, 同时可获得完整、准确的病理
资料, 值得推广应用.         

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃; 食管; 内镜下黏膜剥离术

核心提示: 本研究回顾分析2012-05/2013-05在

我院经内镜下剥离术(endoscopic submucosal 
dissection, ESD)的52例患者资料, 评价ESD在上

消化道病变治疗的安全性、有效性, 结果显示: 
对于ESD术中穿孔重在预防, 如已发生穿孔应及

时使用金属夹闭合创面, 尽量做到“以镜救镜”, 
以胃镜技术处理胃镜并发症. 本院自开展ESD以

来, 所有患者近期效果均良好, 远期疗效还需进

一步随访观察.  
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0  引言

消化系肿瘤是临床常见病、多发病 .  据报道 , 
我国每年胃癌发病率为男性31.2/10万 ,  女性

15.5/10万; 食管癌的发病率为15.15/10万[1]. 大部

分肿瘤患者发现时均已达到中晚期, 即使外科

根治术后, 5年生存率也较低, 严重影响人们的

生活质量. 提高消化系肿瘤治疗有效性的关键

在于早期发现、早期治疗. 近年来随着消化内

镜技术的发展, 内镜下治疗消化道早期肿瘤的

临床应用日益广泛, 消化内镜已从单纯的检查

诊断进展到消化系肿瘤的治疗时期. 由剥脱活

检术(strip biopsy)发展而来的内镜下黏膜切除术

(endoscopic mucosal resection, EMR)、内镜下剥

离术(endoscopic submucosal dissection, ESD)、
内镜黏膜下肿瘤挖除术(endoscopic submucosal 
excavation, ESE)已逐步推广, 少数医院还可开展

内镜全层切除术(endoscopic full-thickness resec-

tion, EFR). 这些由内而外的内镜治疗, 提高了肿

瘤的切除率, 减少病灶残存, 可达到对早期消化

道肿瘤的根治性切除[2]. 目前ESD治疗技术日益

推广. 现将我院经ESD治疗的52例患者资料总结

如下, 并讨论ESD的适应症、并发症及操作过程

中出现的问题.         

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-05/2013-05在我院就诊, 经
胃镜发现的上消化道病变共52例 ,  其中男20
例, 女32例; 年龄35-73岁, 平均50.3岁. 病变组

织活检提示为低或高级别上皮内瘤变、早期

胃癌, 黏膜下占位, 直径>2 cm的宽基底息肉病

变. 对黏膜下占位均进行超声内镜检查. 排除服

用抗凝药、凝血功能异常者. 术前告知可能的

益处及风险, 并签署知情同意书. 采用富士能

EG-250WR5、EG-590WR胃镜. 内镜超声系统

为富士能SP702-EUS909型, 超声探头频率酌情

采用12、15或20 MHz. Olympus NM-4L-1注射

针, Olympus FD-1-1热活检钳, Olympus HX-610-
135L、HX-610-135止血夹, ERBE ICC 200高
频电切装置和APC 300氩离子凝固器, Olympus
钩形电刀(Hook knife)、IT刀(insulation-tipped 
knife). ESD治疗过程中胃镜前端附加透明帽.  
1.2 方法

1.2.1 术前检查: 术前了解病灶的大小、形态, 确
定病灶的深度, 排除淋巴结转移. 黏膜病变采用

表面喷洒0.4%靛胭脂染色观察. 对黏膜下肿瘤

常规行超声内镜, 了解病变所在的层次、深度, 
有无浸润特征; 较大者行上腹部CT增强, 排除腔

外病变.         
1.2.2 ESD手术: (1)标记: 用APC在病灶周围进行

电凝标记. 对黏膜病灶标记点离开病灶边缘至

少5 mm, 对黏膜下病变紧靠病灶边缘标记; (2)
黏膜下注射: 将5 mL 0.2%靛胭脂(南京微创公

司)、2 mL 1%肾上腺素和100 mL生理盐水混合

配制的混合溶液, 自远端至近端, 于病灶边缘标

记点外进行多点黏膜下注射, 每点至少2 mL至
黏膜明显隆起; (3)切开病变外侧缘黏膜: 应用

Hook刀沿病灶边缘标记点切开黏膜; (4)黏膜剥

离、挖除病变: 借助透明帽, 通过反复的黏膜下

注射、分离, 根据情况采用钩形电刀或IT刀将病

灶从黏膜下层进行剥离, 大块、完整地切除病

灶. 术中保持直视下操作, 并注意随时止血; (5)
创面处理: 对创面可见的小血管应用氩离子血

浆凝固术凝固治疗, 较大血管用热活检钳电凝, 
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■相关报道
近年来日本确定
了上消化道早期
肿瘤内镜切除的
治疗规范. Gotoda
等认为ESD治疗
早期胃癌的适应
症为: (1)分化型黏
膜内癌、无溃疡
发生、大小不限
定; (2)溃疡、分化
型黏膜内癌, 直径
<3 cm; (3)sm1浸
润分化癌、无溃
疡发生、无淋巴
及血行转移, 直径
<3 cm; (4)低分化
型黏膜内癌、无
溃疡发生, 直径< 
2 cm.

必要时应用金属夹闭合创面或血管.         
1.2.3 术后处理: 切除病灶标本应用大头针固定, 
甲醛固定后送病理检查, 确定病变性质及切缘和

基底部有无侵犯. 患者术后常规禁食1-3 d, 并予

质子泵抑制剂、黏膜保护剂等治疗; 观察腹部

体征及胃管引出物颜色, 判断有无消化系出血

等并发症, 必要时给予抗感染治疗.         
1.2.4 术后随访: 术后1-3 mo内镜随访, 了解人工

溃疡愈合情况, 并在瘢痕处活检, 了解有无复发.         

2  结果

本组病例包括食管病变4例、胃部病变48例,  所
有病变均经病理检查表明病灶完整切除, 切缘

及基底部无病变残留. 4例食管病变中黏膜层病

变2例, 术后病理提示为乳头状瘤; 黏膜下层病

变2例, 超声内镜提示起源于黏膜肌层1例、黏

膜下层1例, 术后病理分别为食管平滑肌瘤、间

质瘤(低度恶性). 48例胃部病变中: (1)贲门部病

变12例, 内镜下肉眼观察均为隆起性病变, 术后

病理为增生性息肉9例、腺瘤3例; (2)胃体病变3
例, 均为黏膜下占位, 病变直径2.0-3.0 cm, 超声

内镜提示起源于黏膜肌层1例、黏膜下层1例、

肌层1例; 术后病理提示间质瘤2例、脂肪瘤1例; 
(3)胃窦部病变33例, 其中黏膜层病变26例, 病变

直径1.5-4.0 cm, 平均3.3 cm, 术后病理提示原位

癌2例、高级别上皮内瘤变3例、低级别上皮内

瘤变5例、腺瘤9例、增生性息肉5例、肠上皮

化生2例; 另有黏膜下病变7例, 术前超声内镜提

示起源于黏膜下层4例、肌层3例, 术后病理均

为异位胰腺. ESD术中发生穿孔2例, 均经保守治

疗后好转. 未有发生大出血转外科手术的病例

(图1).         

A

C D

B

FE

图 1 ESD过程及病理. A: 病灶位于胃窦前壁偏大弯侧, 表面粗糙、糜烂, 部分呈颗粒样改变, 大小约3.0 cm×4.0 cm, 边界不

清晰; B: 靛胭脂染色并用APC标记病灶边缘, 然后使用钩刀沿标记外缘0.5 cm左右全周切开; C: 剥离中见黏膜下血管, 随时

处理; D: 完整剥离病灶; E: 底部创面处理; F: 病理提示(×40): (胃窦)腺上皮高级别上皮内瘤变, 灶性癌变, 局限在固有层, 水

平切缘、垂直切缘阴性.
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■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 讨论丰
富, 有较好的参考
价值.

3  讨论

随着内镜设备的改进及技术的提高, 内镜下黏

膜剥脱活检术逐步发展为黏膜切除术, 并进一

步发展为内镜下黏膜剥离术、内镜黏膜下肿瘤

挖除术. 近年来, 随着金属夹闭合技术的发展, 
部分经验丰富的内镜医生甚至由治疗过程中的

被动穿孔发展为主动穿孔, 可以行内镜全层切

除术. 经过金属夹闭合创面及抑酸、抗感染等

治疗, 内镜下治疗一般不会产生严重的并发症. 
目前应用ESD治疗上消化道早期肿瘤及癌前病

变日益增多, ESD属于微创治疗, 患者无需开腹

手术, 痛苦小、住院天数少、术后不留体表瘢

痕, 尤其是可以一次性完整切除病灶, 不仅利于

对所切除标本的病理观察, 而且可以减少局部

复发几率. 但ESD手术操作过程复杂, 手术时间

较长, 对操作者的技术要求高, 并且需助手的熟

练配合.         
近年来日本确定了上消化道早期肿瘤内镜

切除的治疗规范. Gotoda等[3]认为ESD治疗早期

胃癌的适应症为: (1)分化型黏膜内癌、无溃疡

发生、大小不限定; (2)溃疡、分化型黏膜内癌, 
直径<3 cm; (3)sm1浸润分化癌、无溃疡发生、

无淋巴及血行转移, 直径<3 cm; (4)低分化型黏

膜内癌、无溃疡发生, 直径<2 cm. 2007年, Fu-
jishiro等[4]提出ESD治疗食管病变的适应症为食

管重度异型增生、原位癌、黏膜内癌. 我们体

会, 术前必须严格掌握ESD的临床适应症, 这是

保证内镜下安全、有效治疗的首要关键.          
对于ESD操作, 我们有如下体会. (1)要重视

黏膜染色剂靛胭脂的作用, 在部分病例, 只有使

用了靛胭脂染色后其病变范围才能充分显现, 
才可保证切除范围的充分性; (2)病灶边缘标记

要清晰, 做病灶全周切开时要将全部标记点包

含在内, 这是保证切除范围充分性的另一个要

点; (3)黏膜下注射时要使黏膜层充分隆起, 并于

手术过程中反复多次追加注射, 使切割操作易

于进行, 并减少电刀对消化道肌层的损害; (4)黏
膜下注射后抬举不良的病变, 即黏膜下注射后

黏膜层不能充分隆起者, 多由溃疡瘢痕、反复

活检后瘢痕黏连甚至肿瘤浸润所导致, 通常不

宜进行ESD治疗, 因为此时发生穿孔的可能性

较大. 我们体会, 若黏膜层与黏膜下层黏连不严

重, 充分利用透明帽的推举作用, 谨慎操作, 胆
大心细地循层剥离也可成功进行ESD. 本组有1
例EMR术后8 mo局部复发的胃窦黏膜隆起性病

变患者, 再次行ESD时抬举不良征阳性, 术中黏

连明显, 与患者及家属充分沟通后, 于黏膜下多

次、足量注射含肾上腺素、靛胭脂的生理盐水, 
使黏膜下层与肌层尽可能分离, 在保证视野、

保持直视下操作的前提条件下, 沿肌层上缘谨

慎、仔细地进行切割, 最终ESD顺利完成; (5)对
于黏膜下占位的剥离, 去除黏膜下占位的顶端

黏膜, 充分暴露瘤体, 可沿占位边缘一次性完整

大块剥离; 如占位有包膜, 应尽量不破坏包膜的

完整性, 这样可减少占位的残存, 防止肿瘤的种

植转移, 减少肿瘤的局部复发[5].         
出血和穿孔是ESD治疗过程的两种主要并

发症. (1)关于出血的预防及处理. Fujishiro[6]报道

应用ESD治疗382例胃部肿瘤患者, 术中出血13
例(3.4%), 术后再出血8例(2.1%). ESD术中出血

一旦发生, 会严重影响内镜视野, 而盲目止血容

易发生穿孔, 所以对术中所见血管的预处理极

其重要, 对于可能出血的血管要及时电凝, 对于

黏膜下层较细小的血管, 可以用Hook刀头端或

IT刀直接电凝; 对于较粗的血管, 则使用热活检

钳夹闭后电凝血管. 如发生术中出血需及时、

准确止血, 不可盲目操作. 术中出血较少时, 可
用含去甲肾上腺素的冰盐水进行冲洗, 明确出

血位置后选择相应措施止血. 如出血量较大, 术
中不能止血, 有时不得不中止手术, 转外科手术

治疗. 病灶完整剥离后, 应用APC烧灼创面上所

有裸露的小血管, 必要时应用金属夹缝合创面, 
可达到预防术后迟发出血的目的. 术中出血较

多或术中穿孔者, 术后应常规放置胃管引流, 观
察胃管内引流物颜色、数量, 如有数十分钟内

引出约100 mL以上血性液体者, 需行急诊胃镜

检查, 对动脉出血可金属夹闭合血管, 静脉渗血

可用热活检钳电凝止血. 本组术者术中止血充

分, 本组未发生因术中出血影响视野而中止ESD
转外科手术治疗的病例, 也无术后出血病例; (2)
关于穿孔的预防及处理. 临床文献报道ESD穿孔

的发生率为0%-8%[7-10]. Fujishiro等[11]认为避免

术中发生消化系穿孔最重要的要点是在ESD术

中始终保持操作视野清晰. ESD术中穿孔一般较

小, 术中基本上都能及时发现. 操作者术中应间

断进行腹部触诊检查, 腹胀明显时要及时抽吸

出胃腔内气体, 保持胃腔适度充气即可, 若可保

持良好视野则应尽量少充气. 发生消化系穿孔

时可及时用金属夹缝合, 一般不必终止治疗. 气
腹明显时可用20 mL注射器, 在右上腹进行腹腔

穿刺排气. 因胃镜治疗前患者处于禁食状态, 术
中胃腔内液体较少, 穿孔所致的腹膜炎体征往
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往较轻, 金属夹闭合后气腹往往能得到控制. 若
穿孔较大, 可在内镜下将大网膜吸引入胃腔, 应
用金属夹固定大网膜封堵穿孔[12]. 对于穿孔病

例, 术中夹闭结合术后禁食、胃肠减压、选择

合理体位、静脉使用抗生素等, 保守治疗一般

能成功[13-15]. 本组出现2例穿孔, 均为黏膜下占

位, 超声内镜提示起源于肌层、黏膜下层各1例, 
2例均术中黏膜下注射生理盐水、靛胭脂、肾

上腺素混合液后抬举不良, 分离瘤体过程中出

血较多影响视野, 同时钩刀分离过程中, 钩刀勾

端无意中倾向于腔外, 结果造成术中点状穿孔. 
穿孔发生后, 我们在穿孔部位使用金属夹闭合

创面, 后继续完整切除病灶, 术后观察无严重腹

膜炎. 我们体会: ESD术中要充分黏膜下注射, 同
时利用胃镜前端透明帽的推举作用, 使瘤体与

其下层分离; 使用钩刀时, 要使勾端倾向于腔内, 
在直视下完成切割, 可防止勾端造成的穿孔. 

总之, 对于ESD术中穿孔重在预防, 如已发

生穿孔应及时使用金属夹闭合创面, 尽量做到

“以镜救镜”, 以胃镜技术处理胃镜并发症. 本
院自开展ESD以来, 所有患者近期效果均良好, 
远期疗效还需进一步随访观察.         
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Abstract
AIM: To assess the clinical utility and safety of 
transcatheter arterial embolization with Fuaile 
medical adhesive (FAL) for control of arterial 
bleeding in the upper or lower gastrointestinal 
tract.

METHODS: Thirty-five patients with arterial 
bleeding of the gastrointestinal tract who un-
derwent therapeutic transcatheter embolization 
using FAL during the period between October 
2010 and June 2013 were retrospectively ana-
lyzed. Among the patients with upper gastroin-
testinal bleeding (n = 26), 5 had gastric ulcer, 7 
had duodenal ulcer, 1 had pancreatic cancer, 4 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

医用胶经导管行消化系出血血管栓塞的疗效

程 斌, 许 敏, 蒋天鹏, 宋 杰, 安天志, 周 石

®

■背景资料
消化系出血是内
科常见急症之一, 
严重威胁患者生
命安全. 当内、外
科治疗无效时, 经
导管选择性出血
动脉栓塞成为可
供选择的有效止
血 方 法 .  如 何 选
择一种安全、快
速、有效、价廉
的血管内栓塞材
料成为关键点. 本
研究拟评估福爱
乐医用胶用于血
管内栓塞治疗消
化系出血的疗效
及并发症. 

had gastric cancer, 2 previously underwent su-
turing to stop bleeding gastric ulcer, 1 previous-
ly underwent surgery for duodenal ulcer, and 6 
previously underwent gastrectomy. Among the 
patients with lower gastrointestinal bleeding (n 
= 9), 2 had jejunal cancer, 1 had ileal cancer, 2 
had recurrent rectal cancer, 2 had recurrent co-
lon cancer, and 2 had colorectal polyps. Super-
selective transcatheter arterial embolization 
with mixtures of FAL and iodized oil (1:1) was 
performed when the signs of bleeding was ob-
served by radiography. Patient's blood pressure, 
heart rate, and hemoglobin level were assessed 
during 24 h before and after embolization. All 
the patients were followed for 1 year, and clini-
cal effectiveness was evaluated and complica-
tions were analyzed.

RESULTS: Of 35 patients included, 33 were 
treated with FAL solely and 2 by FAL with mi-
crocoil. The rate of successful hemostasis was 
100% (35/35). Four patients experienced re-
bleeding, of whom one had multiple ulcers and 
was retreated with coil and FAL successfully 6 
days after the procedure, one who underwent 
gastrointestinal anastomosis was re-cured with 
FAL perfectly, and the other two died, one for 
pancreatic cancer three months after the emboli-
zation and one for massive rebleeding caused by 
pancreatic cancer and failed emergency surgery. 
Abdominal pain occurred in 5 patients, of whom 
4 spontaneously relieved and 1 was referred to 
surgery for increased abdominal pain. Five pa-
tients died for cancer after the embolization dur-
ing the follow-up and no rebleeding occurred.

CONCLUSION: The results suggest that FAL 
can be a useful alternative embolic agent for the 
treatment of gastrointestinal bleeding, with a 
low rebleeding rate and incidence of complica-
tions if used properly.

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

Key Words: Gastrointestinal hemorrhage; Fuaile 
medical adhesive; Embolization; Therapeutic; Com-
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■研发前沿
本文研究的主要
热点、重点问题
是 :  福 爱 乐 医 用
胶配合超选择插
管栓塞消化系出
血 的 止 血 效 果 ; 
如何尽可能降低
术后并发症的发
生 率 ,  尤 其 是 肠
坏 死 .  精 确 计 算
医用胶的用量及
术中注射医用胶
速 度 的 控 制 .  亟
待解决的问题是:  
需要大样本的研
究及术后长期随
访问题.

Chen B, Xu M, Jiang TP, Song J, An TZ, Zhou S. 
Transcatheter arterial embolization with medical adhesive 
for nonvariceal gastrointestinal bleeding. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(5): 735-741  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/735.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i5.735 

摘要
目的: 探讨使用福爱乐医用胶配合超选择插
管行血管内栓塞术治疗消化系出血的临床安
全性, 有效性.            

方法: 回顾性分析2010-10/2013-01内科治疗无
效, 血管造影明确为消化系血管出血并运用福
爱乐医用胶栓塞出血血管的35例患者. 其中上
消化道出血26例: 胃溃疡5例, 十二指肠溃疡7
例, 胃癌4例, 胰腺癌1例, 胃溃疡缝扎止血术后
2例, 十二指肠溃疡术后1例, 胃大部切除、胃
肠吻合术后6例.下消化道出血9例: 空肠恶性
肿瘤2例, 回肠恶性肿瘤1例, 直肠癌术后复发2
例, 结肠癌术后复发2例, 大肠息肉2例. 所有病
例均经微导管超选择插管至出血动脉, 在透视
监视下经微导管向出血动脉内注入福爱乐医
用胶+碘化油混合液(比例为1∶1). 比较经导
管栓塞治疗前及治疗后24 h患者的血压、心
率、血红蛋白. 患者术后随访1年, 观察栓塞疗
效及术后并发症.         

结果: 35例消化系出血的患者中, 33例单用福
爱乐医用胶栓塞, 2例用福爱乐医用胶+弹簧
圈栓塞. 35例患者术中均成功止血, 止血成功
率100%. 4例患者栓塞术后再发出血, 其中1例
为胰腺癌患者, 术后第1天再发消化系大出血, 
急性失血性休克抢救无效死亡; 1例为胃癌患
者14 d后再发出血转外科手术治疗, 3 mo后死
于多器官功能衰竭; 1例为胃多发溃疡患者6 d
后再发出血成功予以福爱乐胶+弹簧圈栓塞; 
1例为胃肠吻合术后患者于栓塞术后26 d再发
出血, 再次予以福爱乐胶栓塞成功. 术后5例患
者出现腹痛症状, 4例患者自行缓解, 1例腹痛
进行性加重, 转外科治疗. 随访期间另有5例恶
性肿瘤患者因原发疾病在随访期内死亡但并
无再出血情况发生.           

结论: 福爱乐医用胶配合超选择插管栓塞消
化道出血血管成功率高, 术后再出血并并发症
发生率低, 疗效确切.           

© 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: 在充分掌握医用胶的基础上 ,  运用

医用胶对上消化道出血进行栓塞非常有效并

且安全, 尤其是在固体栓塞剂很难到达病变出

血点或者患者有凝血功能障碍时. 福爱乐胶作

为国产医用胶, 与α-氰基丙烯酸正丁酯(N-butyl 
2-cyanoacrylate)胶比较, 性能形似, 同样安全、有

效, 性价比更高.  

程斌, 许敏, 蒋天鹏, 宋杰, 安天志, 周石. 医用胶经导管行消
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0  引言        

消化系出血(gastrointestinal hemorrhage, GIH) 是
内科常见急症之一, 严重威胁患者生命安全, 其
分为上消化道与下消化道出血. 研究显示, 上消

化道出血的年发病率为40/10-150/10万[1], 年死

亡率为10%-35%[2]; 临床主要表现为不同程度的

黑便、便血甚至呕血, 同时可伴有血容量的减

少引发的一系列临床症状及体征. 内、外科治

疗是消化系出血的常见处理方法, 但由于大多

数消化系出血量较大时, 患者生命征往往不稳

定, 手术风险高, 术后并发症多、死亡率较高, 
尤其是对于手术后的消化系再次出血, 病情更

加凶险. 由于介入的广泛开展及其对血管性疾

病诊断的优势[3], 其可通过血管造影精确确定病

变部位及供血来源并微导管超选择插管至出血

血管进行精确定位栓塞[4]. 其以较高的成功率和

较低的手术死亡率, 近年来已逐渐被内、外科

医师所接受. 但目前栓塞剂种类繁多: 如明胶海

绵、弹簧圈、PVA颗粒等. 然而在侧枝血管较

多, 血管非常迂曲, 血管痉挛或凝血功能障碍[5]

情况下固体栓塞剂止血效果可能欠佳, 而使用

液体栓塞剂是一种较好的选择[6,7]. 福爱乐医用

胶属液体栓塞剂, 具有固化时间延长, 聚合速度

适当, 在阴离子(体液、血液)作用下扩散性能

好、聚合热低、对血管的损伤小且费用低等优

点[8]. 本课题回顾性分析了从2010-10/2013-01 35
例消化系出血经福爱乐医用胶混合适量碘油进

行血管内栓塞治疗患者的临床资料, 初步探讨

福爱乐医用胶用于血管内栓塞治疗消化系出血

的疗效及并发症.            

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-10/2013-01我院消化系出血

患者的信息(表1), 其中35例行福爱乐医用胶血
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■相关报道
目前国外已有多
篇文章对以α-氰
基丙烯酸正丁酯
(N-butyl 2-cyano-
acrylate, NBCA)
胶作为栓塞剂治
疗消化系出血进
行了报道, 其中在
NBCA胶行消化系
非静脉性出血血
管栓塞方面Jae等
报道技术成功率
100%, 再出血发生
率19%, 其32例非
静脉曲张上消化
道出血的患者栓
塞后无肠坏死发
生. Lee等报道技
术成功率88%, 再
出血发生率17%. 
可见NBCA止血成
功率高, 再出血发
生率低.

管内栓塞止血. 其中男性23例, 女性12例, 年龄

26-78岁. 中位年龄67岁. 35例中, 上消化道出血

26例, 其中胃溃疡5例, 十二指肠溃疡7例, 胃癌4
例, 胰腺癌1例, 胃溃疡缝扎止血术后2例, 十二

指肠溃疡术后1例, 胃大部切除、胃肠吻合术后

6例. 下消化道出血9例, 空肠恶性肿瘤2例, 回肠

恶性肿瘤1例, 直肠癌术后复发2例, 结肠癌术后

复发2例, 大肠息肉2例. 在造影过程中表现为造

影剂外溢25例, 假性动脉瘤10例. 术前失血程度

(依据外科学第7版失血性休克诊断标准[9])为: 轻
度17例, 中度15例, 重度3例. 胃肠道手术史13例, 

恶性肿瘤8例. 纳入标准: (1)因急性消化系大出

血无法行内镜诊断或内镜诊断未明确出血部位

的患者; (2)各种原因的消化系出血经内科保守

治疗无效或内镜难以止血; (3)因急性消化系大

出血, 外科手术分险大, 患者不能耐受或家属拒

绝手术的患者. 排除标准: (1)门脉高压引起的食

管胃底静脉曲张破裂所致出血; (2)出现严重肝

肾功能衰竭, 严重凝血功能异常等无法行DSA
造影及介入栓塞的患者; (3)患者因各种基础疾

病无法配合DSA检查及介入治疗; (4)DSA造影

结果阴性. 临床评价指标定义[10]: (1)技术成功

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 患者医疗信息

     序号 性别/年龄 出血原因 栓塞血管 栓塞材料 再出血 随访结果

1 F/74 GU GDA FAL 无 10 d后出院

2 F/73 DU GDA FAL 无 15 d后出院

3 M/62 胃癌 LGA FAL 无 8 mo后死亡

4 M/55 胰腺癌 PD-arcade FAL 1 d后 1 d后死亡

5 M/69 胃肠吻合术后 RGA FAL 无 28 d后出院

6 M/26 十二指肠缝合术后 GDA FAL 无 22 d后出院

7 M/62 DU GDA FAL+Coil 无 7 d后出院

8 M/77 空肠恶性肿瘤 SMA FAL 无 6 mo后死亡

9 M/41 GU GDA FAL 6 d后 予FAL+Coil栓塞, 4 d后出院

10 M/37 DU GDA FAL 无 5 d后出院

11 F/75 直肠癌术后 IMA FAL 无 25 d后出院

12 M/42 GU GDA FAL 无 8 d后出院

13 M/68 胃肠吻合术后 SMA FAL 无 17 d后出院

14 F/35 DU GDA FAL 无 5 d后出院

15 F/78 胃癌 GDA FAL 无 7 mo后死亡

16 M/59 结肠癌术后 IMA FAL 无 20 d后出院

17 F/76 胃肠吻合术后 RGA FAL 无 25 d后出院

18 M/53 DU GDA FAL 无 11 d后出院

19 M/69 胃癌 GEA FAL 14 d后 3 mo后死亡

20 F/58 直肠癌术后 IMA FAL+Coil 无 12 mo后死亡

21 M/59 胃肠吻合术后 LGA FAL 无 18 d后出院

22 M/69 空肠恶性肿瘤 SMA FAL 无 20 d后出院

23 F/73 胃肠吻合术后 RGA FAL 26 d后 10 d后出院

24 M/34 大肠息肉 IMA FAL 无 11 d后出院

25 F/50 DU GDA FAL 无 6 d后出院

26 M/68 胃癌 LGA FAL 无 15 d后出院

27 M/45 回肠恶性肿瘤 SMA FAL 无 8 mo后死亡

28 F/48 DU GDA FAL 无 3 d后出院

29 M/58 胃溃疡缝扎术后 GEA FAL 无 13 d后出院

30 M/26 GU GDA FAL 无 4 d后出院

31 F/49 胃肠吻合术后 LGA FAL 无 7 d后出院

32 M/68 大肠息肉 IMA FAL 无 3 d后出院

33 M/75 胃溃疡缝扎术后 LGA FAL 无 12 d后出院

34 F/39 GU GDA FAL 无 5 d后出院

GU: 胃溃疡; DU: 十二指肠溃疡; RGA: 胃右动脉; GDA: 胃十二指肠动脉; LGA: 胃左动脉; GEA: 胃网膜动脉; IMA: 肠系膜

下动脉; SMA: 肠系膜上动脉; PD arcade: 胰十二指肠动脉分支; FAL: 福爱乐医用胶; F: 女性; M: 男性.
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■创新盘点
所有病例均经微
导管超选择插管
至出血动脉, 在透
视监视下经微导
管向出血动脉内
注入福爱乐医用
胶+碘化油混合液
(比例为1∶1), 比
较经导管栓塞治
疗前及治疗后24 
h患者的血压、心
率、血红蛋白变
化 .  栓 塞 原 理 与
NBCA近似, 但与
NBCA胶相比, 其
聚合热更低, 聚合
时间约为3 s, 价格
仅为其1/5.

率: 是指一次介入栓塞术后消化系出血停止, 无
介入相关主要并发症发生, 再发出血需要栓塞

的患者被排除; (2)临床成功率: 是指介入栓塞术

后消化道出血停止, 30 d内无介入相关主要并发

症发生; (3)主要并发症: 是指需要有创治疗或单

靠介入治疗无法解决的并发症(例如: 肠缺血坏

死、血管穿孔和急性肾功能衰竭).            
1.2 方法

1.2.1 治疗: 所有患者以Seldinger法穿刺股动脉

成功后均植入5F血管鞘, 由血管鞘引入5F-Yas-
hiro导管, 依次钩挂腹腔干, 肠系膜上动脉, 肠系

膜下动脉成功后接高压注射器减影(条件: 非离

子造影剂碘佛醇, 总量50-70 mL, 速率6-8 mL/s, 
压力300 Pa, 每次减影曝光时间20-30 s), 明确出

血部位后, 选用微导管超选择插管至靶血管, 再
次造影证实, 后以5%葡萄糖水反复冲洗微导管

使导管内充满糖水, 再以适当比例配置(一般是 
1∶1)的福爱乐医用胶与超液化碘油混合剂在减

影条件下以恒定速度经微导管注入, 栓塞速度

不宜过快以防栓塞剂返流导致异位栓塞肠坏死. 
栓塞结束后立即退出微导管并反复以5%葡萄糖

水冲洗微导管. 后以注射器连接5F-Yashiro导管, 
负压回抽, 若回血良好, 以盐水冲管后再经导管

减影明确栓塞效果, 若回血不良或回抽血液中

参杂有絮状物, 考虑为5F导管内存留有福爱乐

医用胶聚合物, 此时拔出5F导管并反复以5%葡

萄糖水冲洗, 清理干净后再钩挂相应血管进行

造影明确栓塞效果. 栓塞成功标准为栓塞后即

刻复查造影显示出血动脉闭塞, 无造影剂外溢.            
1.2.2 随访: 术后1 d动态监测并记录患者血压, 
心率, 常规术后1 d复查血常规及凝血功能. 病情

稳定, 未再次出现消化系出血患者术后7-10 d复
查血常规, 凝血功能, 患者出现消化系出血情况, 
及时复查. 对患者进行术后1 mo, 术后6 mo及以

后每6 mo一次随访, 明确有无再次消化系出血

情况. 本研究的终点为患者死亡或至研究截止

时间.            
统计学处理 本研究数据使用SPSS13.0统计

软件, 患者手术前后的血压, 心率及血红蛋白变

化, 采用mean±SD表示, 使用配对t检验进行计

量资料间的比较, P <0.05为差异有统计学意义.            

2   结果

2 .1  栓塞  所有患者术中经微导管超选择插

管至出血动脉后均成功栓塞 ,  技术成功率

100%(35/35). 栓塞出血动脉情况如下: 胃十二

指肠动脉14例, 胃左动脉5例, 胃右动脉3例, 胃
网膜动脉2例, 胰十二指肠动脉分支1例. 肠系膜

上动脉分支动脉组: 空肠动脉2例,  回结肠动脉1
例, 右结肠动脉1例. 肠系膜下动脉组: 乙状结肠

动脉3例, 直肠上动脉2例. 4例患者术后1 mo内再

次出现消化系出血, 临床成功率88.57%(31/35). 
具体情况为: 1例为胰腺癌(患者4), 术后1 d出现

呕血及黑便, 并发失血性休克经抢救无效死亡; 
1例为胃多发溃疡(患者9), 术后第6天再发出血, 
经再次造影证实为原出血部位侧枝血管形成至

再发出血, 予以福爱乐胶+弹簧圈栓塞后出血停

止并未再复发出血; 1例为胃癌(患者19), 术后第

14天出现呕血及黑便, 但患者及家属拒绝再次

介入治疗转胃肠外科手术治疗, 术后未再出血, 
但于3 mo后因肿瘤进展死亡. 1例为胃肠吻合术

后(患者23), 术后第26天再发消化系出血, 急诊

介入造影证实为新发的出血灶, 原出血部位栓

塞良好并未见出血征象, 新发出血灶经福爱乐

胶栓塞止血成功(图1, 2).            
33例患者单用福爱乐胶栓塞, 2例患者使用

福爱乐胶+弹簧圈栓塞, 其中1例为直肠癌术后

直肠上动脉分支血管破裂出血, 另1例为十二指

肠溃疡致胃十二指肠分支动脉破裂出血. 栓塞

后24 h患者血压, 心率及血红蛋白情况较栓塞术

前明显改善, 经统计学分析(P <0.05), 差别具有

统计学意义(表2). 5例患者术后出现栓塞后栓塞
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表 2 35例消化系出血患者福爱乐胶栓塞前后血压、心率、血红蛋白变化

     
分组

观察指标

SBP(mmHg) DBP(mmHg)             HR(s)             HGB(g/L)             

栓塞前     75±13   62±15 116±12   52±10

栓塞后24 h 108±9 78±6   83±11 70±9

t值 12.17 5.78 11.82 7.80

P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

SBP: 收缩压; DBP: 舒张压; HR: 心率; HGB: 血红蛋白.
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出血血管供血区域腹部疼痛情况, 4例患者予以

对症处理后症状消失并出院, 1例患者症状持续

存在无缓解, 经复查血管造影证实栓塞区域肠

道缺血, 后转外科手术治疗. 1例患者术后出血

明显减少, 间断有黑便情况, 未再次介入治疗, 
予以内科止血治疗后2 wk大便转黄. 2例患者出

现腹股沟区血肿, 巩固加压包扎、穿刺肢体绝

对制动及改善凝血功能后血肿消散. 随访期内, 
6例患者因肿瘤进展死亡.            

3   讨论

消化系出血常可造成严重的失血性休克, 如救

治不及时可危及患者生命. 对于消化系出血的

治疗有3大类, 即: 内科治疗、外科手术及血管

内栓塞治疗. 自从1972年Rosch等为了治疗上消

化道出血而使用了经导管栓塞(transcatheter arte-
rial embolization, TAE), TAE已经被广泛的接受

为内镜治疗无效的非静脉性出血的首选治疗方

法, 尤其是在高危患者中, TAE要比外科治疗更

有优势[11-14]. 随着微导管技术以及新的栓塞材料

的使用, 国内外介入医师成功进行导管选择性

出血动脉栓塞的报导逐年增多[15].            
目前介入治疗领域, 栓塞材料种类繁多, 不

同疾病、不同部位所需的栓塞材料也不尽相同. 

■应用要点
福爱乐医用胶配
合超选择插管栓
塞消化系出血目
前国内外尚无报
道. 本文通过总结
35例使用福爱乐
医用胶经血管内
栓塞消化系出血
疗效及并发症分
析, 认为其安全、
有效, 性价比更高, 
应用前景广阔.
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A B C

图 2 69岁胃癌出血患者, 行腹腔动脉造影. A: 经5F导管插管至腹腔干动脉高压减影见胃网膜右动脉造影剂外溢(箭头所

示); B: 微导管超选择插管造影可见胃网膜右动脉假性动脉瘤形成(箭头所示); C: 福爱乐胶栓塞后减影可见栓塞成功, 远端血

管铸型(箭头所示).

A B

DC

图 1 58岁直肠癌术后便血患者, 行肠系膜下动脉造影. A: 5 F导管插管至肠系膜下动脉开口手推减影示直肠下动脉造影剂

外溢(箭头所示); B: 微导管超选择插管至出血部位(箭头所示); C: 福爱乐医用胶栓塞后减影见出血点被胶所填充(箭头所示); 

D: 予以弹簧圈补充栓塞后再次经5F导管减影未见出血血管显影(箭头所示).
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目前一系列固体栓塞材料, 如: 明胶海绵颗粒、

微弹簧圈、聚乙烯醇颗粒以及自体血凝块已经

用于消化系出血的栓塞治疗. 有些作者已经报

道了运用液体粘合剂栓塞消化系出血[5,16-18]. 大
多数介入临床医师对于固体栓塞材料运用熟练, 
性能掌握较佳, 习惯用于消化系出血靶血管的

栓塞. 其中尤其以弹簧圈与明胶海绵颗粒或PVA
最为常用. 弹簧圈通常为假性动脉瘤栓塞的首

选[19], 对于消化系出血血管的栓塞, 首先必须进

行超选择插管并且在栓塞过程中稳定导管位置, 
否则弹簧圈即可出现移位, 出现靶血管以外血

管的栓塞. 然而, 往往消化系出血血管分支细小, 
位置较深, 有时候超选择插管于远端细小、迂

曲的血管非常困难, 同时在弹簧圈释放过程中

导管位置的稳定亦有一定困难[20]. 对于明胶海绵

或PVA颗粒, 作为消化系出血血管的栓塞剂, 面
临的主要问题与弹簧圈相似. 其一: 栓塞血管主

要为出血血管的供血血管, 有时栓塞后再次造

影见侧枝血管形成并导致止血不佳, 进一步超

选择插管至这些侧枝血管非常耗时并且可能会

插管失败或栓塞失败[21]. 其二: 栓塞效果受凝血

功能影响明显. Encarnacion等[12]报道在凝血功能

障碍的病例组中, 栓塞失败高出2.9倍, 栓塞后出

血死亡率为9.6倍. Schenker等[22]报道, 介入治疗

时有凝血功能障碍时栓塞失败高出2.8倍, 死亡

的可能性要高出3.4倍. 与之相比, 医用胶栓塞剂

具有能进入比较细小的血管, 弥散性好、栓塞

完整、较少形成侧枝循环、不进入微循环系统

以及不受凝血功能影响等优点. 但液体粘合剂

或者医用胶作为栓塞剂使用已有30年, 国内介

入临床医师并不太愿意使用液体栓塞剂作为栓

塞材料进行消化系出血血管栓塞, 原因可能担

心栓塞时对液体粘合剂控制不佳而导致缺血性

事件的产生. 目前国外已有多篇文章对以α-氰基

丙烯酸正丁酯(N-butyl 2-cyanoacrylate, NBCA)
胶作为栓塞剂治疗消化系出血进行了报道. 栓塞

能完全止血的成功率文献报道的比例从52%-90%
不等, 大部分文献报道成功率在70%-80%[23-25]. 其
中在NBCA胶行消化系非静脉性出血血管栓塞方

面Jae等[26]报道技术成功率100%, 再出血发生率

19%, 其32例非静脉曲张上消化道出血的患者栓

塞后无肠坏死发生. Lee等[27]报道88%技术成功

率, 17%再出血发生率. 然而, NBCA价格昂贵, 
严重阻碍了其在国内的推广、应用. 对此, 我们

选用了性价比更优的国产医用胶栓塞剂-福爱乐

作为栓塞材料, 并累及了约10年的临床应用经

验. 其主要成分为α-氰基丙烯酸正辛酯(N-octyl-
α-Cyanoacrylate, NOCA)、NBCA, 其栓塞原理

与NBCA近似, 但与NBCA胶相比, 其聚合热更

低, 价格仅为其1/5. 在本组35例患者中, 使用福

爱乐胶栓塞技术成功率100%, 术中完全止血率

为100%, 与术前比较术后24 h内患者血压、血

红蛋白明显回升, 心率稳定回落, 差异具有统计

学意义(P <0.001). 随访期内复发出血4例, 止血

有效率85.58%(31/35), 其中2例患者再次行介入

补充栓塞治疗后出血停止, 与国外文献比较, 福
爱乐胶栓塞效果并不比NBCA差. 在并发症上, 
35例患者中引起严重并发症的只有1例: 因栓塞

剂返流导致异位栓塞, 最终肠道发生坏死并需

外科手术处理. 余并发症并没有对手术患者造

成严重影响, 表明以福爱乐胶行肠道动脉性出

血血管栓塞安全、有效.            
在福爱乐医用胶栓塞肠道出血血管时, 我

们总结了以下几点经验可能对降低手术相关并

发症有所帮助: (1)精确计算医用胶用量, 主要通

过导管容积, 注射入病灶内的量以及注射器内剩

余量估算. 具体注射量, 可实现通过造影剂对病

变反复造影评估; (2)注射速度的控制, 应首先了

解医用胶的属性, 对于运用医用胶经验不足的医

师, 应手术前进行动物模型试验. 医用胶聚合时

间的由碘油与医用胶的比例决定, 碘油量越多, 
聚合时间越长. 我们运用福爱乐医用胶的经验为

1∶1, 聚合时间约为3 s. NBCA文献报道多为1∶
1至1∶4之间, 其中1∶3-1∶4之间居多, 聚合时

间维持在7.5-11.5 s; (3)栓塞结束后立即、快速退

出微导管并反复以5%葡萄糖水冲洗微导管,  后
退出5 F导管并反复以5%葡萄糖水冲洗, 清理干

净后再钩挂相应血管进行造影明确栓塞效果.            
总之, 在充分掌握医用胶的基础上, 运用医

用胶对上消化道出血进行栓塞非常有效并且安

全, 尤其是在固体栓塞剂很难到达病变出血点

或者患者有凝血功能障碍时. 福爱乐胶作为国

产医用胶, 与NBCA胶比较, 性能形似, 同样安

全、有效, 性价比更高.            
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Abstract 
AIM: To compare serum levels of interleukin-10 
(IL-10) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in 
patients with peptic ulcer (PU) caused by differ-
ent strains of Helicobacter pylori (H. pylori).

METHODS: Ninety-four patients with gastro-
scopically diagnosed PU were randomly selected. 
H. pylori infection status was detected by endo-
scopic gastric mucosa biopsy and rapid urease 
test. Antibodies against various H. pylori proteins 
(CagA, VacA, UreB, UreA) were detected by im-
munological method. The contents of serum IL-10 
and TNF-α were determined in all subjects. 
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IL-10、TNF-α在不同菌型幽门螺杆菌感染消化性溃疡中
的表达

游海梅, 胡团敏

®

■背景资料
幽门螺杆菌(He-
licobacter pylori , 
H. pylori )感染一
直是消化系统疾
病研究的热点, 尤
其是对H. pylori
致病因素的探讨
颇多, 其中以损伤
胃黏膜、炎症与
免疫损伤为主的
CagA、VacA等
致病因子更受到
关 注 ,  因 而 根 据
CagA、VacA 基因
的存在将H. pylori
进 行 分 型 .  故 本
文就血清白介素
10(interleukin-10, 
IL-10)、肿瘤坏
死因子-α( tumor 
necrosis factor-α, 
TNF-α)在不同菌
型H. pylori感染消
化性溃疡中的表
达进行探讨. 

RESULTS: The H. pylori positive rate was 89.4% 
(84/94) in PU, 66.7% (56/84) in duodenal ulcer 
(DU) and 33.3% (28/84) in gastric ulcer (GU). 
Sixty-four cases (44 DU and 20 GU) were infect-
ed by typeⅠH. pylori and 20 cases (12 DU and 
8 GU) were infected by type Ⅱ H. pylori. There 
was no significant difference in serum level of 
IL-10 between typeⅠH. pylori infection group 
and type Ⅱ H. pylori infection group (P > 0.05). 
Serum level of IL-10 was significantly higher in 
typeⅠH. pylori infection group than in H. pylori 
negative group (P < 0.05), although there was no 
significant difference between Type Ⅱ H. pylori 
infection group and H. pylori negative group 
(P > 0.05) or between DU and GU group with 
either typeⅠor type II H. pylori infection. Serum 
TNF-α was significantly higher in typeⅠor Ⅱ H. 
pylori infection group than in H. pylori negative 
group (P < 0.05 for both), in typeⅠH. pylori in-
fection group than in type Ⅱ H. pylori infection 
group, or in DU group than in GU group with 
typeⅠH. pylori infection (P < 0.05), but showed 
no significant difference between DU group and 
GU group with type Ⅱ H. pylori infection. 

CONCLUSION: TypeⅠH. pylori infection is a 
major pathogenic factor of PU. Serum IL-10 in 
patients with typeⅠH. pylori infection was in-
creased obviously, but showed no significant 
correlation with the type of H. pylori infection or 
ulcer location. Serum TNF-α was increased obvi-
ously in patients with typesⅠand Ⅱ H. pylori in-
fection, especially the former, and was obviously 
higher in DU patients than in GU patients with 
typeⅠH. pylori infection. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
H. pylori 的致病
因素是目前研究
的 热 点 之 一 ,  特
别是以损伤胃黏
膜 、 炎 症 及 免
疫 损 伤 为 主 的
CagA 、VacA 基
因. CagA、VacA
基因如何通过炎
症反应参与消化
系统疾病的发生
发展令人关注.

摘要
目的: 探讨不同菌型幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )感染消化性溃疡(peptic ulcer, 
PU)患者血清白介素10(interleukin-10, IL-10)、
肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)的表达. 

方法: 随机选择经胃镜检查诊断为消化性溃
疡的患者94例, 进行内镜下胃黏膜活检快速尿
素酶试验检测H. pylori感染状况, H. pylori阳
性者进一步抽血进行分型检测, 采用免疫印迹
法检测血清H. pylori  CagA、VacA、UreB、
UreA等4项基因抗体; 所有受检者均予抽血检
测血清IL-10、TNF-α的含量. 

结果: H. pylori 感染状况: 94例消化性溃疡中
H. pylori阳性病例84例, 其中十二指肠球部溃
疡56例, 胃溃疡28例, H. pylori阴性病例10例; 
Ⅰ型H. pylori 感染64例(十二指肠球部溃疡44
例, 胃溃疡20例); Ⅱ型H. pylori感染20例(十二
指肠球部溃疡12例, 胃溃疡8例). 血清IL-10的
表达状况: Ⅰ型H. pylori 感染组检测值(31.51 
pg/mL±11.58 pg/mL)略高于Ⅱ型H. pylori感
染组(22.02 pg/mL±13.50 pg/mL), 统计学比较
无明显差异(P >0.05), 但明显高于H. pylori 阴
性组检测值(18.87 pg/mL±6.45 pg/mL), 统计
学比较有显著差异(P <0.05); Ⅱ型H. pylori 感
染组检测值与H. pylori 阴性组比较无明显差
异(P >0.05). Ⅰ型H. pylori感染及Ⅱ型H. pylori
感染组中十二指肠球部溃疡组检测值(32.25 
pg/mL±19.33 pg/mL及18.57 pg/mL±8.46 pg/
mL)与胃溃疡组检测值(29.86 pg/mL±14.80 
pg/mL及27.20 pg/mL±8.12 pg/mL)比较无明
显差异. 血清TNF-α的表达状况: Ⅰ型H. pylori
感染组及Ⅱ型感染组的检测值(42.66 pg/mL
±11.41 pg/mL及28.67 pg/mL±8.27 pg/mL)与
H. pylori阴性组(11.24 pg/mL±4.31pg/mL)比
较均明显增高(P <0.05); Ⅰ型H. pylori 感染组
与Ⅱ型感染组比较明显升高(P <0.05); Ⅰ型H. 
pylor i 感染组中十二指肠球部溃疡组检测值
(47.13 pg/mL±10.20 pg/mL)明显高于胃溃疡
组检测值(32.85 pg/mL±7.28 pg/mL)(P <0.05); 
Ⅱ型H. pylori 感染组中十二指肠球部溃疡组
检测值(28.83 pg/mL±11.38 pg/mL)与胃溃疡
组检测值(28.42 pg/mL±3.79 pg/mL)比较无明
显差异. 

结论: Ⅰ型H. pylori感染是消化性溃疡主要致
病因素; 血清IL-10的表达在Ⅰ型H. pylori感染
明显增高, 但在不同菌型H. pylori感染及不同
部位的溃疡方面均无明显差异; 血清TNF-α的
表达在Ⅰ型及Ⅱ型H. pylori 感染均明显增高, 

尤见于Ⅰ型H. pylori感染, 且在Ⅰ型H. pylori
感染十二指肠球部溃疡明显高于胃溃疡. 

© 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: Ⅰ型幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )感染是消化性溃疡主要致病因素; 血清

白介素10(interleukin-10, IL-10)的表达在Ⅰ型H. 
pylori感染明显增高, 血清肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)的表达在Ⅰ型及Ⅱ型H. 
pylori感染均明显增高, 尤见于Ⅰ型H. pylori感染. 
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0  引言

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

一直是消化系统疾病研究的热点, 尤其是对H. 
pylori致病因素的探讨颇多, H. pylori的致病力在

于其致病因子, 主要有与定植有关的、以直接损

伤胃黏膜为主的以及与炎症及免疫损伤有关的

等多种致病因子, 其中以损伤胃黏膜、炎症与免

疫损伤为主的CagA、VacA等致病因子更受到关

注[1]. 随着研究深入发现具有CagA、VacA基因的

H. pylori致病力更强, 因而根据CagA、VacA基因

的存在将H. pylori进行分型, 本文旨在探讨血清

白介素10(interleukin-10, IL-10)、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)在不同基因型

H. pylori感染消化性溃疡患者中的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选择2012-01/2013-01因上腹部不

适就诊于我院消化内科门诊及住院的患者, 经
胃镜检查诊断为消化性溃疡(peptic ulcer, PU)94
例, 年龄19-63岁, 平均年龄39.26岁±11.88岁, 男
60例, 女34例. 经胃黏膜活检快速尿素酶试验检

测H. pylori阳性的患者84例, 其中十二指肠球

部溃疡(duodenal ulcer, DU)56例, 胃溃疡(gastric 
ulcer, GU)28例, H. pylori阴性者10例. 所有入选

者均于就诊前2 mo内未接受过任何治疗, 且通

过血常规、生化、彩超等检查排除其他炎症性

疾病及肿瘤; 根据H. pylori感染情况分为Ⅰ型H. 
pylori感染消化性溃疡组、Ⅱ型H. pylori感染消

化性溃疡组及H. pylori阴性消化性溃疡组. 
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■相关报道
Zalewska-Ziob等
研究表明C a g A /
VacA可引起胃黏
膜CD4+ T淋巴细
胞升高 ,  IL-10、
TNF-α分泌升高. 
K I D D 等 研 究 表
明TH1和TH2免
疫应答间通过其
分泌的细胞因子
交互负反馈的调
节使TH1细胞和
TH2细胞处于相
对 平 衡 状 态 .  袁
建芬等研究表明
H. pylori感染者存
在增强的TH2免
疫应答和抑制的
TH1免疫应答.

1.2 方法

1.2.1 血清H. pylori  CagA、VacA、UreB、UreA
基因抗体检测: 采集H. pylori阳性患者静脉血4 
mL, 经3000 r/min离心, 用免疫印迹法测定其血

清中H. pylori  CagA、VacA、UreB、UreA基因

抗体. 测定药盒由深圳市伯劳特生物科技有限公

司生产, 详细操作[将25 mL浓缩洗涤液用蒸馏水

稀释至250 mL, 在放有印迹膜的反应槽中加入

洗涤应用液1 mL和待检血清10 µL, 置摇床上室

温(20 ℃-37 ℃)摇动30 min, 弃去反应槽液体, 在
吸水纸上拍干, 加入洗涤应用液1 mL, 反复洗涤

3次, 最后在吸水纸上拍干, 在反应槽中加入洗涤

应用液0.5 mL和酶联试剂10 µL, 置摇床上摇动

30 min, 弃去反应槽液体, 洗涤应用液反复洗涤3
次, 在吸水纸上拍干, 在反应槽中加入显色剂0.5 
mL, 摇床上摇动5 min, 显色]及结果判定(CagA、

VacA区带中任意一种或两种同时出现为Ⅰ型, 
仅UreB和UreA区带中任意一种或两种同时出现, 
而未见CagA、VacA区带为Ⅱ型)按说明书进行. 
1.2.2 血清IL-10、TNF-α含量检测: 抽取所有受

检者静脉血4 mL, 经3000 r/min离心, 应用ELISA
法检测患者血清中IL-10、TNF-α含量. 试剂盒

由上海森雄科技实业有限公司生产, 详细操作

[建立标准曲线: 设标准孔8孔, 每孔中加入样品

稀释液100 µL, 第一孔加标准品100 µL, 混匀后

用加样器吸出100 µL, 移至第二孔, 如此反复做

对数稀释至第七孔, 最后从第七孔中吸出100 µL
弃去, 第八孔为空白对照; 加样: 待测品孔中每

孔各加入待测品100 µL; 将反应板置37 ℃ 120 
min, 洗板, 每孔中加入第一抗体工作液50 µL, 将
反应板置37 ℃ 60 min, 洗板, 每孔加酶标抗体工

作液100 µL, 将反应板置37 ℃ 60 min, 洗板, 每
孔加入底物液100 µL, 置37 ℃暗处反应10 min, 
每孔加入50 µL终止液混匀, 在450 nm处测吸

光值(A值)]及结果判定(所有A值减去空白值后

计算, 以标准品1000、500、250、125、62.5、
31.25、15.62、0 pg/mL的A值在半对数纸上作

图, 浓度为X轴, A值为Y轴, 曲线为一光滑曲线, 
根据样品A值在该曲线图上查出相应I L-10、
TNF-α含量)按说明书进行. 

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行数

据处理, 数据间比较采用t检验, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果 

2.1 H. pylori感染状况 94例消化性溃疡中H. py-

lori阳性的病例84例(89.4%), 其中十二指肠球部

溃疡54例(66.7%), 胃溃疡28例(33.3%), H. pylori
阴性病例10例(10.6%); H. pylori基因抗体表达分

别为CagA 64例(76.2%)、VacA 48例(57.1%)、
UreA 72例(85.7%)、UreB 80例(95.2%), 根据

H. pylori分型标准, CagA、VacA基因其中一项

或两项同时阳性为Ⅰ型, 否则为Ⅱ型; 结果表明

Ⅰ型H. pylori感染64例(76.2%)(十二指肠球部

溃疡44例, 胃溃疡20例); Ⅱ型H. pylori感染20例
(23.8%)(十二指肠球部溃疡12例, 胃溃疡8例). 
2.2 各组血清IL-10及TNF-α的表达状况 IL-10
的表达水平在Ⅰ型H. pylori感染组检测值略高

于Ⅱ型H. pylori感染组, 统计学比较无明显差异

(P >0.05), Ⅰ型H. pylori感染组明显高于H. pylori
阴性组, 统计学比较有显著差异(P <0.05); Ⅱ型H. 
pylori感染组与H. pylori阴性组比较无明显差异

(P >0.05). TNF-α的表达水平在Ⅰ型H. pylori感染

组及Ⅱ型感染组与H. pylori阴性组比较均明显

升高(P <0.05); Ⅰ型H. pylori感染组与Ⅱ型感染

组比较明显升高(P <0.05)(表1). 
2.3 H. pylori感染十二指肠球部溃疡组与胃溃疡

组血清IL-10、TNF-α的表达状况 IL-10的表达

水平在Ⅰ型H. pylori感染及Ⅱ型H. pylori感染

十二指肠球部溃疡组与胃溃疡组比较无明显差

异. TNF-α的表达水平在Ⅰ型H. pylori感染十二

指肠球部溃疡组明显高于胃溃疡组(P <0.05); Ⅱ
型H. pylori感染十二指肠球部溃疡组与胃溃疡

组比较无明显差异(P >0.05)(表2). 

3  讨论

大量的研究表明炎症免疫反应是H. pylori感染

黏膜损伤的重要病理生理机制, 其可导致宿主

出现细胞免疫应答, 胃黏膜CD4+ T细胞升高, 其
亚型TH1、TH2可分泌多种细胞因子, 其中TH1
分泌TNF-α等促炎因子, TH2分泌IL-10等抗炎因

子[2-5]; 当促炎和抗炎因子释放失衡时可导致胃

黏膜炎症损伤, 参与溃疡的发生发展. 研究表明

表 1 各组血清IL-10、TNF-α水平比较 (mean±SD, pg/mL)

     分组  n          IL-10      TNF-α

H. pylori阴性 10 18.87±6.45 11.24±4.31

Ⅰ型H. pylori 64 31.51±11.58a 42.66±11.41a

Ⅱ型H. pylori 20 22.02±13.50 28.67±8.27ac

aP <0.05 vs  H. pylori 阴性组; cP <0.05 vs  Ⅰ型H. pylori 组. H. 

pylori : 幽门螺杆菌; IL-10: 白介素10; TNF-α: 肿瘤坏死因子α.
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■创新盘点
H. pylori 感染致
炎症因子IL-10、
TNF-α升高已得
到 公 认 ,  但 关 于
IL-10、TNF-α在
H. pylori 不同菌
型感染消化性溃
疡中的表达尚未
见报道, 本文的创
新点在于明确了
IL-10、TNF-α在
不同菌型H. pylori
感染消化性溃疡
中的差异, 以及在
不同菌型H. pylori
感染十二指肠球
部溃疡与胃溃疡
中的差异.

CagA/VacA可引起胃黏膜CD4+ T淋巴细胞升高, 
IL-10、TNF-α分泌升高[6-8]. 

IL-10是一种重要免疫调节细胞因子, 主要

由TH2淋巴细胞分泌, 可通过自分泌或旁分泌

方式发挥作用, 下调多种免疫细胞的活性, 其可

抑制TH1淋巴细胞因子(TNF-α、IFN-g、IL-8
等)的合成及其活性[9-10], 发挥其抗炎作用. 生理

情况下, TH1和TH2免疫应答间通过其分泌的细

胞因子交互负反馈的调节使TH1细胞和TH2细
胞处于相对平衡状态[11], H. pylori感染者存在增

强的TH2免疫应答和抑制的TH1免疫应答[12]; H. 
pylori感染后可引起TH2免疫增强, 通过低调节

免疫/炎症反应来抑制炎症过程, 从而减轻组织

损伤, 同时TH1应答减弱, 导致H. pylori感染成为

慢性感染, 有研究表明CagA蛋白可能参与诱导

宿主免疫耐受的形成和慢性感染的迁延不愈[13]; 
长期持续的H. pylori感染又可加重TH1细胞免疫

应答, 使TNF-α等促炎因子分泌增加; TNF-α是
一种重要的促炎因子, 可诱导血管内皮细胞表

达细胞间黏附分子-1和分泌IL-1、IL-8等炎症因

子, 通过上调中性粒细胞及内皮细胞上黏附分

子的表达引起中性粒细胞移动, 诱导中性粒细

胞黏附及白细胞穿出血管壁, 造成胃黏膜内皮

细胞的损伤, 使血流减少; 因胃黏膜血流在胃黏

膜屏障的防御机制中至关重要, 从而造成胃黏

膜损伤[14], TNF-α亦可提高细胞单核细胞趋化因

子1的分泌, 促进免疫炎症反应进展[15]. 
本研究结果显示H. pylori感染消化性溃疡

中以Ⅰ型H. pylori感染为主, 表明Ⅰ型H. pylori
感染是消化性溃疡的主要致病因子. 血清IL-10
检测值在Ⅰ型与Ⅱ型H. pylori感染消化性溃疡

之间比较无明显差异, 但在Ⅰ型H. pylori感染组

明显高于H. pylori阴性组, 表明Ⅰ型H. pylori感
染与Ⅱ型H. pylori感染患者机体的防御机制是

一样的, 都可引起细胞免疫应答, 但Ⅰ型H. pylo-
ri感染引起的机体免疫应答反应更强, 表现为抗

炎因子IL-10的明显增高, 有利于抑制炎症反应. 

血清IL-10水平在Ⅰ型H. pylori感染的十二指肠

球部溃疡与胃溃疡之间无明显差异, 表明IL-10
的表达与Ⅰ型H. pylori感染有关, 但与溃疡部位

无明显相关性, 后者与王如华等[16]研究一致. 
血清TNF-α的表达, 在Ⅰ型及Ⅱ型H. pylori

感染组的检测值均高于H. pylori阴性组; 且Ⅰ型

H. pylori感染组高于Ⅱ型H. pylori感染组; Ⅰ型

H. pylori感染组中十二指肠球部溃疡者明显高

于胃溃疡者(P <0.05); Ⅱ型感染组无明显差异;  
其结果提示H. pylori感染时机体的炎症免疫反

应增强, 尤其是Ⅰ型H. pylori感染, TH1细胞免疫

应答增强较Ⅱ型H. pylori感染更为显著, 更能促

进TNF-α分泌增加, 引起黏膜炎症加重, 破坏了

黏膜的防御和修复功能, 导致溃疡的形成. 因而

我们认为Ⅰ型H. pylori感染是引起十二指肠球

部溃疡的重要攻击因子, 由于Ⅰ型H. pylori通过

促进TNF-α的分泌明显增强了攻击因素, 其直接

或间接作用于胃窦D、G细胞促进胃酸分泌, 同
时引起十二指肠炎症, 故在十二指肠球部溃疡

血清TNF-α的表达水平明显高于胃溃疡, 表明

TNF-α的表达水平与H. pylori感染, 尤其是Ⅰ型

H. pylori感染密切相关, 且与溃疡部位有关. 
总之, 在消化性溃疡的发生发展过程中, H. 

pylori感染, 血清IL-10、TNF-α的表达, 各自扮

演重要角色, H. pylori感染, 尤其是Ⅰ型H. pylori
感染是消化性溃疡发病的重要因素, 机体炎症

免疫机制的失调, 抗炎因子I L-10与促炎因子

TNF-α的失衡, 是H. pylori感染消化性溃疡的重

要发病机制, 尤其是Ⅰ型H. pylori感染时血清

IL-10及TNF-α均明显增高, 后者更为明显, 尤见

于十二指肠球部溃疡. 
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Abstract
Pancreaticobiliary maljunction (PBM) is a type 
of congenital anomaly present in pancreatic duct 
development. Surgery is a reliable treatment for 
acute pancreatitis and biliary calculi induced by 
PBM, and can reduce the risk of carcinoma from 
congenital biliary dilatation. However, there have 
been few reports on postoperative complications. 
Here we report a case of recurrent gallstones in 
residual bile ducts after surgery for PBM. A re-
view of the literature was also performed. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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 病例报告 CASE REPORT

胰胆管合流异常术后残余胆管复发结石1例

张 恺, 路军华, 张宪文

®

■背景资料
胰胆合流异常是
胰胆管发育异常
的先天性畸形, 术
后残余胆管复发
结石尚未见系统
报导. 

Zhang K, Lu JH, Zhang XW. Recurrent gallstones in 
residual bile ducts after surgery for pancreaticobiliary 
maljunction: A case report and literature review. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(5): 747-750  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/747.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.747

摘要
胰胆合流异常(pancreaticobiliary maljunction, 
PBM)是胰胆管发育异常的先天性畸形. 手术
治疗是可靠的治疗方式, 其既治疗了PBM所
并发的急性胰腺炎及胆道结石, 又降低了胆总
管扩张症发展为胆管癌的风险, 但对于手术并
发症尚未见系统报导. 作者近年诊治了PBM
术后残余胆管复发结石1例, 经十二指肠镜治
疗后好转, 予以报道并复习文献. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰胆合流异常; 残余胆管; 复发结石 

核心提示: 胰胆合流异常(panc rea t i cob i l i a ry 
maljunction, PBM)术后残余胆管复发结石尚未见

系统报导, 本文分析了PBM术后残余胆管复发结

石的原因, 提出了复发结石的治疗方案. 

张恺, 路军华, 张宪文. 胰胆管合流异常术后残余胆管复发

结石1例. 世界华人消化杂志  2014; 22(5): 747-750  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/747.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i5.747 

0  引言

胰胆合流异常(pancreaticobiliary maljunction, 
PBM)是指在胚胎时期, 由于某些因素导致胰胆

管发育异常的先天性畸形. 随着影像学和内镜技

术的进展, 该病诊出率逐渐增多, 对于伴有胆总

管扩张症的PBM患者, 手术治疗是较为可靠的治

疗方式, 其既治疗了PBM所并发的急性胰腺炎及

胆道结石, 又降低了胆总管扩张症发展为胆管癌

的风险, 但对于手术并发症尚未见系统报导. 作
者近年诊治了PBM术后残余胆管复发结石1例, 
经十二指肠镜治疗后好转, 现报道如下. 

■同行评议者
白雪巍, 副主任医
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■研发前沿
通过对胰胆合流
异常术后残余胆
管复发结石治疗
这1病例及文献复
习 ,  希 望 能 提 高
临床医师对此疾
病的认识.

1  病例报告

患者, 女, 39岁, 主因“上腹痛反复发作6 mo, 加
重1 d”于2011年住院治疗. 患者入院前6 mo于
当地医院诊断为急性胰腺炎, 经对症治疗后好

转. 6 mo以来, 急性胰腺炎反复发作3次, 患者体

质量下降15 kg, 体质量指数(body mass index, 
BMI)15.9 kg/m2. 入院前1 d, 患者腹痛再次发作, 
经当地医院转诊至我院. 检查提示: 肝功能损害, 
血、尿淀粉酶均明显高于正常; 腹部CT及磁共

振胰胆管造影(magnetic resonance cholangiopan-
creatography, MRCP)提示: 胆囊增大并胆囊壁

增厚、胆囊炎、肝外胆管及胆总管下段扩张、

提示胆总管下端结石不除外. 行经内镜逆行性

胰胆管造影术(endoscopic retrograde cholangio-
pancreatography, ERCP)检查示肝外胆管明显扩

张, 胆总管最大直径约2.5 cm, 其内可见一枚巨

大结石样透亮负影, 嵌顿于胆总管下端, 直径约

2 cm×3 cm, Oddis括约肌炎性狭窄, 胰胆管合流

异常(P-B型), 并行内镜下十二指肠乳头括约肌

切开术(endoscopic sphincterotomy, EST)、经内

镜鼻胆管引流术(endoscopic nasobiliary drainage, 
ENBD)(图1), 监测胆汁淀粉酶>2000 U/L. 故明

确诊断为: 胰胆管异常合流伴胆总管扩张症, 胆
总管结石, 急性胰腺炎, 慢性胆囊炎, 经保肝治

疗后在全麻下行胆囊切除、胆总管囊肿切除, 
肝管空肠Roux-en-Y吻合术. 术后患者恢复良好, 
肝功能及血、尿淀粉酶恢复正常, 腹痛消失, 出
院后每半年随访一次, 患者均无不适主诉, BMI
升至21.2 kg/m2. 

患者术后20 mo再次无明显诱因出现上腹

痛并进行性加重, 即入院检查示血淀粉酶升高, 
MRCP提示: 胆总管中下段多发结石、继发局

部胆总管扩张、胆囊术后改变、胰头稍饱满、

胰管扩张. ERCP检查提示残余胆管扩张伴结石, 

行网篮及气囊导管取石并置胰管支架引流, 术
后诊断: 胆总管残端胰性结石. 经对症治疗后好

转, 1 mo后经十二指肠镜拔除胰管支架, 现随诊

3 mo患者无不适症状, 化验正常, 彩超检查未见

复发结石征象. 

2  讨论

2.1 PBM PBM的概念, 最早是由日本学者Kozu-
mi于1916年经过尸检发现并首先提出的; 而在

1991年, 日本胰胆管合流异常研究会指出PBM
是指解剖上胰管与胆管在十二指肠壁外合流的

畸形, 功能上由于胰液与胆汁相互混合及逆流

入胆管和/或胰管, 由于十二指肠乳头部括约肌

(Oddis括约肌)的作用不能影响到合流部, 导致

胆道及胰腺出现各种病理变化, 如: 急慢性胰

腺炎、胰管结石、胆道结石、胆管炎和胆管癌 
等[1]. 目前, 日本学者对该疾病研究较为深入, 一
般认为, 成人共同通道长度≥15 mm, 小儿≥5 
mm, 即可诊断PBM, 但随着对PBM认识的逐渐

深刻及检测手段的进步, 临床诊断PBM的共同

通道长度, 应该从≥15 mm、≥12 mm、≥8 mm
到≥6 mm[2]. 

日本学者Komi等[3]根据影像学研究, 提出新

的PBM分型: Ⅰ型: 胆总管进入胰管后汇合在为

胰管型(B-P型); Ⅱ型: 胰管进入胆管后汇合为胆

管型(P-B型); Ⅲ型: 复杂型: 依据胆管、胰管以

及副胰管的连接分为5种亚型. 根据ERCP结果, 
本例PBM即属于Ⅱ型. 
2.2 胆总管扩张症 先天性胆管扩张症(congenital 
biliary dilatation, CBD), 临床上表现为胆道的部

分呈囊性或者梭形扩张, 可以发生于肝内外胆

管的任何部位, 因其好发于胆总管, 故亦称“先

天性胆总管囊肿”(congenital choledochal cyst, 
CCC)[4]其病因尚未明确, 除遗传因素和先天性

胆道发育异常两种病因外, 由美国学者Babbitt[5]

提出的PBM为CBD的病因这一论点, 越来越得

到了学者们的认可和共识. Babbitt等[6]于1969年
和1973年先后报道了PBM和CBD的关系, 提出

了因PBM导致胰液逆流进入胆道, 导致胆管炎

反复发作, 胆管内膜遭到破坏导致纤维变性、

胆管壁变薄弱从而引起胆总管囊性扩张, 这一假

说已经由不同学者从影像学、病理学、流体力

学、分子生物学等不同角度得到证实[7-10], 是目

前CBD病因中最为学者们认同的. CBD的主要病

理危险因素在于其是胆管癌的癌前病变之一[11], 
研究表明, 大多数胆管癌癌变病例均发生于扩

图 1 术前行经内镜逆行性胰胆管造影术、经内镜鼻胆管
引流术. 
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■创新盘点
胰胆合流异常术
后残余胆管复发
结石尚未见系统
报导, 本文尝试提
出相关治疗方案.

张的肝外胆道, 而其中的绝大多数则是囊肿本

身的癌变[12]. 分析本例病例的胆总管扩张, 即属

于梭性扩张的类型, 其主要病因就在于PBM, 并
继发胆总管结石及急性胰腺炎, 且存在着发展

成为胆管癌的风险. 
2.3 手术方式 本例病例首先经ERCP明确诊断, 
置ENBD引流, 达到了4个主要目的: (1)减低胆道

压力促进肝功能恢复; (2)减轻於胆, 改善胆囊炎

症状; (3)监测胆汁淀粉酶变化, 既佐证了诊断, 
又监测了胰液反流情况; (4)为术中通过造影找

到胰管在胆总管开口位置及判断胆总管囊肿切

除范围提供了依据. 
手术方式选择为胆囊切除、胆总管囊肿切

除、肝管空肠Roux-en-Y吻合术, 手术中注意: 
(1)尽可能全部切除囊肿, 因残存的囊壁仍有癌

变机会; (2)合理重建胆肠通道, 既要防止肠内容

物反流, 又要避免吻合口狭窄, 以达到吻合口引

流通畅, 避免吻合口瘘的出现, 故空肠Y臂应该

选择大于30 cm, 对于肝门部胆管扩张的患者可

与空肠直接行端-侧或端-端吻合, 如胆总管扩张

呈梭形, 肝门部扩张不明显, 则可以劈开左右肝

管, 行肝门-空肠盆式吻合术以避免吻合口狭窄

及复发结石, 如条件允许, 可以行ENBD引流以

保证胆汁和/或胰液引流通畅, 必要时可以置T管
引流降低吻合口瘘的几率; (3)胰胆管分流, 阻止

胰液进入胆管. 遇胆管感染严重, 不能一期行根

治术时, 可先行囊肿外引流, 等感染控制后再行

胰胆分流的根治手术. 因本例患者为P-B分流方

式, 故胰胆管共同通道不能切除, 这也成为了本

例患者残余胆管复发结石的病理基础之一. 
2.4 复发结石 本例患者术后恢复良好, 但20 mo
后出现残余胆管扩张、复发结石并急性胰腺

炎, 行十二指肠镜检查并取石, 结石位于原胆总

管下端, 胰腺胆管开口远端, 即胰胆管合流共同

通道处, 分析该结石成因, 有以下因素: (1)患者

首次ERCP检查时已行EST术, 故考虑存在十二

指肠食物残渣反流进入胆管, 引发感染, 导致结

石复发; (2)患者急性胰腺炎反复发作, 导致胰

腺组织呈慢性炎症改变可以起动胰腺结石的形

成, 加之胰胆管畸形等多种因素, 导致胰石蛋白

(pancreatic stone protein, PSP)分泌减少[13]、活

性降低[14]、构型改变[15], 乳铁蛋白[16](lactoferrin, 
LF)、骨桥蛋白[17](osteopontin)等分泌增加, 引起

碳酸钙、蛋白栓及其他有形物质沉积于胰管内, 
形成结石, 结石造成胰管梗阻, 从而加重结石, 
形恶性循环; (3)患者胰腺炎发作, 导致胰腺肿大

并主胰管狭窄[18]或胰管压力增高, 可阻塞胰管, 
促进结石形成[19]; (4)患者P-B型PBM, 有胰液汇

入共同通道形成湍流, 促进结石形成的可能. 我
们选择在患者第二次十二指肠镜检查取石之后

放置胰管支架, 这样可以消除近端主胰管的狭

窄, 一定程度上改善了胰液的排空, 降低了术后

再次发作结石的风险, 但鉴于患者已行EST术, 
胰管支架的放置亦有增加十二指肠液通过Oddis
括约肌、胰胆管共同通道反流至胰腺、导致急

性胰腺炎发生的风险, 故术后1 mo, 待局部水肿

消退后取出支架. 其远期效果尚需进一步对患

者进行随访和研究, 目前随访3 mo, 无急性胰腺

炎发作. 
对于该病例, 我们还设计了患者再次发作结

石的可能治疗方案: (1)如患者再次出现残余胆

管复发结石, 则首选十二指肠镜下取石、ERPD
术; (2)如患者反复发作急性胰腺炎, 除外结石因

素后, 则有EST术后十二指肠液反流之可能, 故
可以在完善消化系造影检查之下行Billorth Ⅱ式

胃-空肠吻合术以避免十二指肠液反流; (3)如胰

胆管共同通道再次出现扩张, 可选择胰肠吻合

术; 如经评估属于癌变高风险状态, 则可选择行

保留十二指肠的胰头切除术, 如发生癌变, 则选

择胰十二指肠切除术(Whipple手术). 这些方案

的设计还请各位专家同仁指正！

此外, 对患者进行合理的健康教育及营养

学指导也是对本病的预防有着积极意义的, 如
戒烟戒酒、合理膳食、避免高脂饮食、适量运

动、定期超声检查及肿瘤标志物监测等. 
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Journals》和《Digital Object Identifier》收录. 《世

界华人消化杂志》于2012-12-26获得RCCSE中国

权威学术期刊(A+)称号.《世界华人消化杂志》

在中国科学技术信息研究所, 2012-12-07发布的

2011年度《中国科技期刊引证报告(核心版)》统

计显示, 总被引频次3871次(他引率0.82), 影响因

子0.775, 综合评价总分65.5分, 分别位居内科学研

究领域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 并荣获

2011年度中国精品科技期刊.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 循证医学, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及

实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(World Chinese Journal
of Digestology , WCJD , ISSN 1009-3079 (print) 
ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569)》是一份

同行评议和开放获取期刊(Open Access Journal, 
OAJ), 创始于1993-01-15, 旬刊, 每月8、18和28号
出版. 《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 
由483位专家组成, 分布在30个省市、自治区和

特别行政区.
《世界华人消化杂志》的首要任务是出版

胃肠病学, 肝病学, 消化系内镜学, 消化系外科学, 
消化系肿瘤学, 消化系影像学, 消化系介入治疗, 
消化系病理学, 消化系感染学, 消化系药理学, 消
化系病理生理学, 消化系病理学, 消化系循证医

学, 消化系管理学, 胰腺病学, 消化系检验医学, 消
化系分子生物学, 消化系免疫学, 消化系微生物

学, 消化系遗传学, 消化系转化医学, 消化系诊断

学, 消化系治疗学和糖尿病等领域的原始创新性

文章, 综述文章和评论性的文章. 最终目的是出版

高质量的文章, 提高期刊的学术质量, 使之成为指

导本领域胃肠病学和肝病学实践的重要学术性期

刊, 提高消化系疾病的诊断和治疗水平.
《世界华人消化杂志》由百世登出版集团

有限公司(Baishideng Publishing Group, BPG)主
办和出版的一份印刷版, 电子版和网络版三种

版本的学术类核心期刊, 由北京百世登生物医

学科技有限公司生产制作, 所刊载的全部文章存

储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络

版本和电子期刊. 论文出版后, 作者可获得高质

量PDF, 包括封面、编委会成员名单、目次、正

文和封底, 作为稿酬, 样刊两本. BPG拥有专业的

编辑团队, 涵盖科学编辑、语言编辑和电子编

辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
《世界华人消化杂志》被《中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)》,  《中文核心期

刊要目总览(2011年版)》, 《Chemical Abstracts》, 
《EMBASE/Excerpta Medica》, 《Abstracts 
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量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2
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相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

病研究所.
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3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3 . 1 1  正 文 标 题 层 次  0  引言 ;  1  材料和方

法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参

考文献 .  序号一律左顶格写 ,  后空 1 格

写 标 题 ;  2 级 标 题 后 空 1 格 接 正 文 .  正
文内序号连排用 ( 1 ) ,  ( 2 ) ,  ( 3 ) .  以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上
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角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投

稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 所有的

来稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通

过为录用, 否则将退稿或修改后再审. 

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料电子

版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传

至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由

作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2014年国内国际会议预告

2014-03-12/15
2014年亚太肝病研究协会肝病周(APASL)
会议地点: 澳大利亚
联系方式: http://apasl2014.com/

2014-04-05/09
2014年美国癌症研究协会大会(AACR)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.aacr.org/home/scientists/meetings--
workshops/meetings--workshops-calendar.aspx

2014-04-09/13
2014年第49届欧洲肝病研究协年会(EASL)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.easl.eu/_the-international-liver-
congress/general-information

2014-04-18/05-20
2014中国超声医学学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: http://www.cuda.org.cn/new/meeting

2014-04-26/27
中华医学会临床药学分会2014年全国学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.cncscp.org/ 

2014-05-04/06
2014年美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.ddw.org/attendees/faqs

2014-05-16/18
2014第七届世界癌症大会
会议地点: 南京市
联系方式: http://www.bitlifesciences.com/cancer2014/cn/
meeting.asp

2014-05-23/24
第六届药源性疾病与安全用药中国论坛-消化系统与肝
病药物专题研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: adrhuiyi@126.com

2014-05-30/06-03
2014年美国临床肿瘤协会年会(ASCO)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.asco.org/meetings/calendar-events

2014-06-04/07
2014年第20届国际肝移植协会年会(ILTS)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.ilts.org/meetings/

2014-06-09/12
2014年第47届欧洲儿科胃肠病, 肝病和营养学协会大会
(ESPGHAN)
会议地点: 以色列
联系方式: http://www.espghan2014.org/

2014-06-18/21
2 0 1 4年欧洲胃肠与腹部放射学协会肝部成像研讨会
(ESGAR)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.esgar.org/files/File/ESGAR14

2014-06-25/28
2014年世界胃肠癌大会(WGIC)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://worldgicancer.com/WCGI 

2014-06-25/28
2014年第14届欧洲内窥镜手术协会国际大会(EAES)
会议地点: 法国
联系方式: hdimcs@163.com

2014-06-27/28
2014中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 上海市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-07-26/31
2014年世界移植大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.wtc2014.org/

2014-07-28/30
第3届国际肠胃病学与泌尿学大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.omicsgroup.com/gastroenterology-
urology-conference-2014/registration.php 

2014-09-05/07
2014年第8届国际肝癌协会大会(ILCA)
会议地点: 日本
联系方式: http://www.ilca2014.org/

2014-09-26/30
2014年欧洲临床肿瘤协会年会(ESMO)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/

2014-10-18/22
2014年第22届欧洲联合胃肠病学周(UEG)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.ueg.eu/week/past-future/future-ueg-week/
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白爱平 副教授
江西省南昌大学第一附属医院消化病研究所

白浪 副教授
四川大学华西医院感染性疾病中心

陈洪 主任医师
东南大学附属中大医院消化科

陈进宏 副主任医师
复旦大学附属华山医院普外科

高润平 教授
吉林大学第一医院肝胆胰内科

高泽立 副教授
上海交大医学院九院周浦分院

巩鹏 教授
大连医科大学附属第一医院普外二科

郭晓钟 教授
沈阳军区总医院消化内科

郝丽萍 副教授
华中科技大学同济医学院公共卫生学院营养与食品卫生学系

何松 教授
重庆医科大学附属第二医院消化内科

季国忠 教授
南京医科大学第二附属医院消化科

姜春萌 教授
大连医科大学附属第二医院消化科

李瑜元 教授
广州市第一人民医院内科

刘杰民 副主任医师
贵州省人民医院消化内镜科

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

卢晓梅 教授
新疆医科大学第一附属医院临床医学研究院

                                                                 • 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！

缪应雷 主任医师
昆明医科大学第一附属医院消化内科

宁钧宇 副研究员
北京市疾病预防控制中心卫生毒理所

谭德明 教授
中南大学湘雅医院感染病科

唐文富 副教授
四川大学华西医院中西医结合科

王刚 副研究员
哈尔滨医科大学附属第一医院胰胆外科(普外二科)

王江滨 教授
吉林大学中日联谊医院

王小众 教授
福建医科大学附属协和医院消化内科

肖秀英 副主任医师
上海市徐汇区中心医院肿瘤科

杨柏霖 副主任医师
南京中医药大学附属医院

杨江华 副教授
皖南医学院弋矶山医院感染科

俞继卫 副主任医师
上海交通大学医学院附属第三人民医院普外一科(胃肠外科)

喻春钊 教授
南京医科大学第二附属医院普通外科九区

张进祥 副教授
华中科技大学同济医学院附属协和医院

张力为 副教授
新疆医科大学第一附属医院胸外科

郑素军 副教授
首都医科大学附属北京佑安医院人工肝中心

周晓武 副主任医师
中国人民解放军空军总医院普外科
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