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 基础研究 BASIC RESEARCH

不同肠内营养制剂对小鼠肝切除术后肝再生及其结构功
能的影响

段 飞, 陈 靓, 訾雪剑, 伏 旭, 姚 辉, 伏 晓, 仇毓东

®

■背景资料
肠内营养(enteral 
nutrition, EN)在围
手术期中营养支
持治疗中的作用
越来越受到重视. 
EN不仅能提供能
量支持, 控制术后
过度炎症反应, 更
有利于肝脏的结
构和功能的维护. 
目前临床上常用
的EN制剂分为整
蛋白型 ( E N 混悬
液TP-MCT, 商品
名康全甘)和短肽
游离氨基酸混合
型(EN混悬液SP, 
商 品 名 百 普 力 ) , 
而对于肝切除围
手术期EN的制剂
的选择目前并无
相关文献报道. 
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Effects of two kinds of enteral 
nutrition preparations on liver 
regeneration and function in 
mice after partial hepatectomy

Fei Duan, Liang Chen, Xue-Jian Zi, Xu Fu, Hui Yao, 
Xiao Fu, Yu-Dong Qiu
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Abstract
AIM: To investigate the effects of two kinds of 
enteral nutrition preparations on liver regenera-
tion and function in mice after partial hepatec-
tomy (PH).

METHODS: A mouse model of oral enteral nu-
trition (EN) after 70%PH was used in this study. 
Seventy-two male ICR mice were randomly di-
vided into a PH control group (routine diet after 
PH), a TP-MCT group (EN with TP-MCT after 
PH) and a SP group (EN with Peptisorb after 
PH). Serum samples and liver tissue specimens 
were collected 1, 3 and 7 d after PH. Serum sam-
ples were used to measure the levels of alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate transaminase 
(AST), albumin, interleukin-6 (IL-6) and IL-10. 
The liver tissue specimens were used to measure 
the proliferation of hepatocytes and the mor-
phology of liver tissue by immunohistostaining 
and HE staining. 

RESULTS: In comparison with the PH control 
group, serum levels of ALT and AST on days 1, 
3 and 7 decreased significantly in the TP-MCT 
group and SP group (P < 0.05 for all). Compared 
with the PH control group, the level of IL-6 on 
day 1 decreased significantly in the TP-MCT 
group and SP group, but the level of IL-10 in-
creased significantly in the TP-MCT group and 
SP group (P < 0.05 for all). Liver regeneration 
was enhanced significantly on days 1, 3 and 7 in 
the TP-MCT group and SP group, especially in 
the SP group. 

CONCLUSION: Enteral nutrition can well pro-
tect mouse liver function and promote liver re-
generation after PH, with SP (Peptisorb) having 
a better effect.

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

Key Words: Hepatectomy; Enteral nutrition; Pepti-
sorb; TP-MCT

Duan F, Chen L, Zi XJ, Fu X, Yao H, Fu X, Qiu YD. Effects 
of two kinds of enteral nutrition preparations on liver 
regeneration and function in mice after partial hepatectomy. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(9): 1193-1200  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1193.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1193

摘要
目的: 探讨两种不同肠内营养(enteral nutrition, 
EN)制剂对小鼠肝切除术后肝脏再生及其结
构功能的影响.  

方法: 建立小鼠70%肝切除术后口服EN模型, 
♂ICR小鼠72只随机均分为70%肝切除对照组

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院干细胞与
组织器官工程研
究中心 
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■研发前沿
本研究采用小鼠
70%肝切除模型, 
通过围手术期喂
养上述两种不同
类型的营养制剂, 
旨在探讨不同EN
制剂对肝切除术
后肝脏结构功能
恢复和肝再生的
影响 ,  为EN在肝
脏外科的应用提
供有价值的实验
依据.

(术后常规饮食)、EN混悬液TP-MCT组(70%
肝切除后选用TP-MCT喂养)、EN混悬液SP组
(70%肝切除后选用SP喂养). 检测术后1、3、7 
d肝功能指标, 肝再生情况和残肝组织病理学
改变及相关炎性因子的情况.  

结果: 与对照组相比, SP组及TP-MCT组术后
1、3、7 d外周血中谷丙转氨酶、谷草转氨酶
有所降低, 差异有统计学意义(P <0.05); 与对
照组相比, SP组及TP-MCT组术后第1天血清
抗炎因子白介素-10(interleukin-10, IL-10)水
平有所上升, 血清促炎因子IL-6水平有所降低
(P <0.05); 与对照组相比, HE染色及PCNA显
示SP组和TP-MCT组术后肝再生明显, 肝脏结
构得到恢复, 特别是SP组于术后1、3、7 d呈
现显著性肝脏再生.  

结论: 小鼠肝切除后予以EN, 可以保护术后肝
脏结构功能, 促进肝再生, 应用EN混悬液SP优
于TP-MCT.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 该论文重点探讨了肠内营养混悬液

TP-MCT和SP对70%肝组织切除小鼠的肝再生及

炎症反应水平的影响, 结果从不同营养制剂辅助

或支持肝再生的角度提示临床医师重视肝组织

切除手术后营养支持治疗的重要性, 结果证实营

养支持治疗对肝再生有支持作用, 最大的亮点是

对临床治疗有较大的参考价值.
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0  引言

在当今外科学领域, 学者们正积极致力于运用精

准肝脏外科的理念和技术来保护肝切除术后肝

功能, 减少术后并发症[1,2]. 近年来, 在手术技术

与理念飞速发展的同时, 肠内营养(enteral nutri-
tion, EN)在围手术期中营养支持治疗中的作用

越来越受到重视[3,4]. 相关基础研究表明, EN不

仅能提供能量支持, 控制术后过度炎症反应, 更
有利于肝脏的结构和功能的维护[5,6]. 目前临床

上常用的EN制剂分为整蛋白型(EN混悬液TP-

MCT, 商品名康全甘)和短肽游离氨基酸混合型

(EN混悬液SP, 商品名百普力), 而对于肝切除围

手术期EN制剂的选择目前并无相关文献报道. 
本研究采用小鼠70%肝切除模型, 通过围手术期

喂养上述两种不同类型的营养制剂, 旨在探讨不

同EN制剂对肝切除术后肝脏结构功能恢复和肝

再生的影响, 为EN在肝脏外科的应用提供有价

值的实验依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 实验采用♂ICR小鼠72只, 8-15周龄, 体
质量25-30 g(购自南京大学附属鼓楼医院动物

实验中心). 饲养室温度为18 ℃-22 ℃, 湿度为

60%, 每天光照12 h(6:00-18:00). 动物被随机分

为3组(每组24只): 70%肝切除对照组(术后常规

饮食)、TP-MCT组(70%肝切除术后行TP-MCT
口服EN支持)、SP组(70%肝切除术后行SP口服

EN支持). EN混悬液TP-MCT(TP-MCT, 商品名

“康全甘”, 1 kal/mL, 批号: H20093283), EN混

悬液SP(peptisorb, 商品名“百普力”, 1 kal/mL, 
批号: H20010285), 小鼠抗PCNA购自Invitrogen
公司.  
1.2 方法

1.2.1 模型建立: 肝切除对照组术前禁食12 h, 不
禁水, 行70%肝切除后行常规饮食. 其他EN两

组术前2 d起分别给予各自对应的EN液进行喂

养, 增加小鼠胃肠道适应, 至术前12 h停止, 术
前不禁水, 完成70%肝切除后, 开始建立肝切除

术后口服EN模型, 即同组每2只小鼠置于1笼, 
每笼配备2个标有刻度的喂养瓶, 分别灌装饮用

水和对应EN液, 供小鼠随意饮用, 此外不再供

给小鼠其他任何营养能量来源. 喂养瓶每日消

毒换新并灌注新鲜营养液, 同时计算并记录每

笼每日营养液消耗量[7]. 所有小鼠均采用乙醚

吸入麻醉, 上述70%肝切除术即经典的Higgins-
Anderson 70%肝切除术, 依次切除小鼠左叶及

中叶后关腹[8].  
1.2.2 标本处理: 各组分别于肝切除术后1、3、
7 d处死小鼠, 小鼠处死前称其体质量, 处死后取

出残肝, 生理盐水漂洗后称质量, 残肝组织保存

方法: (1)部分组织固定在40 g/L甲醛保存; (2)部
分组织放置液氮和-80 ℃冰箱中保存.  
1.2.3 术后血清学指标检测: 各组小鼠分别于肝

切除术后1、3、7 d处死前取血, 用生化分析仪

检测血清中谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, 
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■相关报道
E N 作 为 外 科 营
养支持的首选途
径目前已经得到
业界的广泛认同, 
EN较之肠外营养, 
可以维持肠壁完
整, 抑制肠源性感
染, 增加门静脉血
流, 促进胃肠激素
释 放 ,  刺 激 肝 再
生, 更加符合生理
等诸多优点.

ALT)、谷草转氨酶(aspartate transaminase, AST)
及白蛋白的水平.  
1.2.4 组织病理学检测: 各组分别于肝切除术后

1、3、7 d取0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm左右小鼠肝

组织在40 g/L甲醛中固定后, 包埋切片行HE染
色, 并进行厚度为5 μm的连续切片, HE染色观察

肝脏病理结构的改变; PCNA免疫组织化学染色

按试剂盒说明书进行, 免疫组织化学阳性结果

判定标准: 以细胞核呈界限清楚的棕黄色-黄色

反应为阳性. 每张切片随机选择相邻5个高倍视

野, 每个视野计数100个肝细胞, 然后计算其平

均阳性率.  
1.2.5 血清白介素-6(interleukin-6, IL-6)、IL-10检测: 
取各组小鼠1、3、7 d冻存血清, 使用炎性因子检

测试剂盒(BD公司)检测血清IL-6、IL-10水平.  
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件分析, 

实验数据以mean±SD表示, 两组间均数差异采

用独立样本t检验, P <0.05差异具有统计学意义.  

2  结果

2.1 基本情况 所有各组小鼠试验过程中处死前

均未出现死亡. TP-MCT组与SP组间术后日均

EN液消耗量差异无统计学意义(P >0.05)(表1).   
2.2 肝再生情况 与对照组比较, 肝切除术后3 d 
EN两组小鼠残肝/体质量比有所增高, 差异具有

统计学意义(P <0.05); 与对照组相比, 术后7 d SP
组残肝/体质量比有所增高, 差异具有统计学意

义(P <0.05); SP与TP-MCT组间差异无统计学意

义(P >0.05)(图1).  
2.3 血清酶学指标变化 与对照组比较, 肝切除术

后1、3、7 d两组EN组血清ALT、AST水平有所

降低, 差异具有统计学意义(P <0.05); 与TP-MCT
组比较, SP组血清ALT、AST水平的差异无统计

学意义(P >0.05)(表2, 3); 与对照组比较, 术后1、
3、7 d两组EN组血清白蛋白水平的差异无统计

学意义(P >0.05)(表4).   
2.4 组织病理学检测 HE染色切片显示: 对照组

肝切除术后1、3 d肝细胞呈现明显肿胀和气球

样变改变, 汇管区炎症细胞浸润明显, 肝细胞排

列混乱, 肝小叶结构不清; TP-MCT组肝切除术

后3、7 d肝细胞肿胀和气球样变有所改善, 但肝

细胞排列、肝小叶结构改善不明显, 可见少量

分裂相伴核增大; SP组1、3、7 d肝细胞均无明

显肿胀及气球样变, 汇管区仅少量炎症细胞浸

润, 肝小叶结构清晰, 肝细胞排列整齐, 肝索、

肝窦清楚, 可见较多分裂相伴核增大(图2).   
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表 1 小鼠肝切除后肠内营养液消耗量(mean±SD, n  = 8, mL)

分组
术后时间(d)

1 2-3 4-7

TP-MCT组 14.8±2.6 21.4±3.2 21.2±2.8

SP组 13.6±3.5 19.3±3.2 19.6±1.7

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

     
分组

术后时间(d)

1 3 7

对照组 1478.9±80.0 339.6±30.2 132.5±27.2

TP-MCT组    975.5±26.4a  167.8±50.6a    37.3±15.2a

SP组    786.7±78.5b    55.3±17.2b    30.8±14.8a

表 2 小鼠肝切除后血清谷丙转氨酶的变化(mean±SD, n  = 8, U/L)
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图 1 小鼠肝切除术后残肝/体质量比. aP<0.05 vs  相同时间

对照组.
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■创新盘点
目前已有大量文
章已经证实肝脏
外科中营养支持
的必要性, 且临床
类型文章居多,从
基础层面探讨营
养支持对于肝脏
再生及结构功能
恢复机制类型的
文章较少.

2.5 PNCA免疫组织化学检测 与对照组相比, TP-
MCT组肝切除术后第3天、第7天PCNA染色细

胞明显增加, 差异具有统计学意义(P <0.05); 而
SP组1、3、7 d PCNA染色细胞均显著增加, 差

异具有统计学意义(P <0.05); SP与TP-MCT组间

差异无统计学意义(P >0.05)(图3, 4).   
2.6 血清IL-6、IL-10检测 (1)与对照组比较, 两组

EN组肝切除术后第1天血清IL-6水平降低, 差异

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

图 2 小鼠肝切除术后肝脏HE染色(×400). A: 对照组肝切除术后1 d; B: 对照组肝切除术后3 d; C: 对照组肝切除术后7 d; D: 

TP-MCT组肝切除术后1 d; E: TP-MCT组肝切除术后3 d; F: TP-MCT组肝切除术后7 d; G: SP组肝切除术后1 d; H: SP组肝

切除术后3 d; I: SP组肝切除术后7 d.

A B C

D

HG

FE

I

     

表 4 小鼠肝切除后血清白蛋白的变化(mean±SD, n  = 8, g/L)

分组
术后时间(d)

1 3 7

对照组 25.2±1.5 27.3±1.2 30.7±1.2

TP-MCT组 26.7±0.8 29.8±0.9 33.6±1.5

SP组 28.7±1.1 31.3±0.8 36.8±1.3

表 3 小鼠肝切除后血清谷草转氨酶的变化(mean±SD, n  = 8, U/L)

     
分组

术后时间(d)

1 3 7

对照组   2290.1±98.2 679.3±78.3     247.3±36.4

TP-MCT组   1548.3±87.6a  358.5±48.2a 137.3±25.2a

SP组 1254.7±108.5a  223.3±37.2a   90.8±14.8b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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具有统计学意义(P <0.05); 与TP-MCT组比较, SP
组肝切除术后1、3、7 d血清IL-6水平的差异无

统计学意义(P >0.05); (2)与对照组相比, 两组EN
组肝切除术后第1天血清IL-10水平上升, 差异有

统计学意义(P <0.05); 与对照组相比, SP组术后

第3天血清IL-10水平升高, 差异有统计学意义

(P <0.05)(图5, 6).

3  讨论

肝切除术作为肝脏外科最主要的治疗手段面临

着重大变革, 以精确的术前评估、精细的手术

操作和精良的术后处理为核心的肝脏精准外科

日益受到关注[1,9,10]. 长期的临床实践证明, 对于

肝脏肿瘤采取肝切除术有望提高患者的无瘤生

存率, 但是病灶切除后的残余肝脏能否维持功

能、顺利修复再生将直接影响患者的生存, 而
围手术期采用有针对性的营养支持治疗可明显

减轻患者肝功能损害, 显著降低并发症, 对肝

再生有促进作用[11-13]. 我们的前期研究证实: 大
鼠肝切除围手术期静脉应用ω-3不饱和脂肪酸

(ω-3PUFA)可抑制血清中炎症因子的释放, 控
制门静脉系统的内毒素血症, 有效保护肝功能

和肝脏紧密连接, 促进肝再生[14,15]. 但较之肠外

营养, 目前EN作为目前外科临床营养支持的首选

途径已经达成共识并已广泛引用于临床, EN具有

促进肠蠕动功能的恢复, 保护肠道黏膜, 防止肠

道细菌移位, 改善肠肝循环, 加速门静脉系统的

血液循环, 促进胃肠道激素的分泌等作用, 使整

个过程更加符合生理, 同时各种营养物质和营养

因子直接进入肝脏, 为创伤后的肝脏提供良好的

营养环境, 促进肝脏蛋白质的合成[16,17]. 目前已有

大量临床研究表明围手术期早期采用EN支持

治疗和特异性营养成分可以促进患者胃肠功能

恢复, 减轻肝功能损害并降低肠外营养相关并

发症如胆汁淤积、导管感染等的发生率 [18-20]. 
但是, 肝脏切除围手术期应用何种EN制剂更有

利于患者的恢复成了目前临床上迫切要了解的

问题, 同时EN制剂对于术后肝再生和肝脏结构

功能恢复的影响作用目前还不清楚[21-23]. 因此, 
我们选择TC-MCT、SP两种目前临床上常用的

EN制剂作对照, 初步探讨了不同EN制剂对小鼠

部分肝切除术后肝脏再生和结构功能的影响.  
本实验重点观察了在口服E N条件下两种

EN制剂对小鼠70%肝切除术后对肝再生及肝

脏结构功能恢复有无促进作用. 研究结果显示, 
通过血清学指标检测发现, 与肝切除对照组相

比, EN两组术后1、3 d血清ALT、AST均明显

降低, 而SP效果更为显著, 说明EN对肝切除术

后早期有很强的肝功能保护作用, 使肝损害得

以很大的缓解, 使创伤后的肝脏提前进入恢复

阶段. 与对照组相比, 术后血清白蛋白水平EN
两组无明显变化, 说明两种EN制剂对肝脏白蛋

白合成功能影响不大, 这可能与白蛋白的半衰

期时间较长有关, 后续研究可以检测血清前白

蛋白, 其半衰期仅有2 d, 能更好地反映术后急

性期肝脏合成代谢的变化[24]. HE染色及PCNA
染色显示与对照组相比, EN两组术后肝脏结构

的得到了更好的恢复且肝再生明显, 而SP效果

更具优势, PCNA结果显示特别是在早期即肝

切除术后1 d, 与对照组相比, 肝脏再生即出现

显著性差异, 这与残肝/体质量比这一大体宏观

结果当中SP晚期即术后7 d的优势得以体现不

谋而合. 这可能由于肝切除术后肠屏障受到应

激性损伤导致营养吸收不良所致, 而SP作为短

肽混合游离氨基酸型E N制剂, 较之整蛋白型

EN制剂TC-MCT, 创伤应激条件下更易于被机

体吸收利用, 减轻胃肠道负担, 从而能更好地恢

复肝切除术后肠屏障, 促进营养物质的代谢吸

收, 为肝脏再生及其结构功能的恢复良好的物

质基础; 而肠屏障和肝脏结构及肝脏紧密连接

等密切相关, 所以, 术后早期恢复肠屏障功能还

有利于促进肝再生及肝脏小叶结构的修复[25-27]. 
同时围手术期营养EN能够很好地抑制全身炎

性因子及促进抗炎因子的释放, 从而减少机体

的应激性创伤, 本研究中, 术后应用EN于肝切

除术后早期能很好地促进抗炎因子IL-10及抑

制炎性因子IL-6的释放, 而SP对于其效果更为

明显, 这也与其他同类研究结果相类似[28-30]. 所

■应用要点
运用转化医学的
方法, 通过基础实
验探究机制, 取得
结果, 指导临床肝
脏外科围手术期
EN制剂的选择.
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以我们认为术后应用EN制剂, 尤其是短肽游离

氨基酸混合型制剂可以在一定程度上可以减轻

肝内实质组织和非实质组织的损伤, 更有效的

促进肝切除术后肝再生和肝脏结构恢复.  
总之, 本研究在小鼠70%肝切除后口服EN

模型的基础上, 采用围手术期应用两种目前临床

■同行评价
本文具有一定科
学性和应用价值.

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

常用EN制剂的方法, 通过肝脏血清学指标, 组织

病理学检测和相关炎性因子的比较, 对比了不同

EN制剂对于肝切除术后的影响. 本研究结果显

示肝切除术后早期应用EN特别是短肽游离氨基

酸混合型EN制剂可以保护术后肝脏结构及加速

肝功能的恢复, 并有效的促进肝再生, 为临床上

图 4 小鼠肝切除术后肝脏PCNA染色(×400). A: 对照组肝切除术后1 d; B: 对照组肝切除术后3 d; C: 对照组肝切除术后7 d; 

D: TP-MCT组肝切除术后1 d; E: TP-MCT组肝切除术后3 d; F: TP-MCT组肝切除术后7 d; G: SP组肝切除术后1 d; H: SP

组肝切除术后3 d; I: SP组肝切除术后7 d. 箭头所指为阳性细胞核.
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图 6 小鼠肝切除术后IL-10水平比较. aP<0.05 vs  相同时间

对照组.  IL-6: 白介素6.
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图 5 小鼠肝切除术后IL-6水平比较. aP <0.05 vs  相同时间

对照组. IL-6: 白介素6.
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肝切除术后EN制剂的选择以及进一步研究EN支

持在肝切除中的应用提供了一定的借鉴意义.  
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中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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Abstract
AIM: To compare the effects of propofol with 
midazolam versus lidocaine during endoscopy 
in elderly patients. 

METHODS: Ninety-seven ASA-Ⅱ class patients 
were used as an experimental group. They were 
treated with propofol with midazolam for pain-
less gastroscopy between July 2008 and July 
2013 at our hospital. Eighty-two ASA-Ⅱ level 
patients who used traditional lidocaine gel pulp 
in painless gastroscopy were used as a control 
group. Age, weight, baseline blood pressure be-
tween two groups had no significant differences 
(P > 0.05 for all). Professional medical personnel 
recorded the changes in blood pressure, heart 
rate, oxygen saturation and adverse reactions in 
the examination process. 
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丙泊酚联合咪达唑仑及利多卡因在老年胃镜检查中麻醉
效果的比较

卢海龙, 应佩华, 李伟杰

®

■背景资料
无痛电子胃镜是
指在检查前, 医生
对患者使用麻醉
手段减少检查时
间及痛苦的方法, 
因其无痛苦、创
伤小、时间短和
精确度高的优点, 
已逐步代替普通
胃镜. 因此, 选择起
效快、不良反应
小、视野清晰的
麻醉药对提高诊
断效率具有重要
作用. 本研究通过
对丙泊酚联合咪
达唑仑静脉麻醉
及传统利多卡因
胶浆两种麻醉方
法在胃镜检查中
应用效果比较, 选
择有效麻醉方式
提高患者的舒适
度并降低危险率. 

RESULTS: After the painless gastroscopy pro-
cedure, blood pressure and heart rate in the 
experimental group were significantly lower 
than those in the control group (blood pressure: 
90.2 mmHg ± 2.5 mmHg vs 131.2 mmHg ± 3.4 
mmHg; heart rate: 70.2 ± 1.5 vs 85.0 ± 6.4, P < 
0.05). During the examination process, blood 
pressure and heart rate dropped initially and 
then rose to a stable level in the experimental 
group, while in the control group, blood pres-
sure and heart rate initially increased and then 
decreased to a stable level. The differences were 
statistically significant (P < 0.05) within the two 
groups. Oxygen saturation between groups and 
within groups showed no significant differences 
(P > 0.05). Compared with the control group, 
adverse reactions in the experimental group 
were significantly reduced (χ2 = 12.991, 142.482, 
55.838, 179.000, P < 0.05). Times to wake up from 
anesthesia and drug elimination were relatively 
short in the experimental group (1.51 s ± 0.17 s, 
8.21 s ± 2.32 s). 

CONCLUSION: Propofol combined with mid-
azolam in painless gastroscopy can effectively 
reduce the risk of cardiovascular diseases in 
patients and is associated with shorter times to 
wake up and drug elimination. 

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

Key Words: Propofol; Midazolam; Painless gastros-
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摘要
目的: 本文旨在探讨丙泊酚联合咪达唑仑及
利多卡因胶浆两种麻醉方法在老年患者内镜
检查中的效果. 

■同行评议者
陈贻胜, 教授, 福
建省立医院
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■相关报道
老年患者大多呼
吸 功 能 较 差 ,  可
联合使用阿托品, 
减少呼吸道分泌
物 ,  有 利 于 维 护
呼吸通畅.

方法: 选择2008-07/2013-07于我院应用丙泊
酚联合咪达唑仑麻醉方式行无痛胃镜检查
的美国麻醉医师协会(American Society of 
Anesthesiology, ASA)Ⅱ级患者97例作为实验
组, 应用传统利多卡因胶浆行无痛胃镜检查患
者的ASA-Ⅱ级患者82例作为对照组, 两组患
者在年龄、体质量、基础血压方面均无统计
学差异(P >0.05), 具有可比性. 分别由专业医
护人员记录检查过程患者血压、心率、血氧
饱和度及不良反应程度变化. 

结果: 实验组检查中及检查后血压和心率均
比对照组低(血压: 90.2 mmHg±2.5 mmHg vs  
131.2 mmHg±3.4 mmHg, 心率: 70.2次/min±
1.5次/min vs  85.0次/min±6.4次/min, P <0.05), 
其差异具有统计学意义(P <0.05); 实验组检查
过程中血压及心率先下降, 再上升至稳定水
平, 对照组先上升, 再下降至稳定水平, 两组
组内差异均有统计学意义(P <0.05). 血氧饱和
度在组间和组内比较均无明显差异(P >0.05). 
实验组与对照组相比产生不良反应患者数明
显减少(χ2 = 12.991, 142.482, 55.838, 179.000, 
P <0.05). 麻醉苏醒时间与药物消除时间较短
(1.51 s±0.17 s, 8.21 s±2.32 s). 

结论: 在无痛胃镜技术中使用丙泊酚联合咪
达唑仑方式可有效降低患者发生心血管疾病
的危险率, 并因苏醒迅速、药物消除作用快、

舒适度高等优点可广泛应用于临床. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 丙泊酚; 咪达唑仑; 无痛胃镜; 麻醉

核心提示: 实验组患者在实施麻醉后苏醒快、药

物作用消除时间短, 可在检查完成后立即离开, 
与传统局部麻醉方法无显著差异, 而在患者检查

后不良反应程度方面显出较大优势. 实验组表现

恶心呕吐、呛咳及躁动患者数明显少于对照组, 
且无主诉术后不良反应者, 与对照组差异均有统

计学意义(P <0.05). 说明丙泊酚联合咪达唑仑方

法对老年麻醉患者的不良反应较少, 患者在麻醉

苏醒后较少发生不良反应, 主观感受舒适度较好. 

卢海龙, 应佩华, 李伟杰. 丙泊酚联合咪达唑仑及利多卡因在老

年胃镜检查中麻醉效果的比较. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 

1201-1206  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1201.
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0  引言

纤维胃镜作为许多消化系统疾病诊断和治疗常

见的方法, 是一种侵入性的检测. 由于其检查痛

苦大、安全程度低, 很容易使患者产生焦虑感

及恐惧感, 甚至导致检查中断, 影响疾病及时诊

断. 除此之外, 还可影响循环系统引发心脑血管

意外[1]. 而无痛电子胃镜(painless gastroscopy)的
出现, 较为有效地避免了这些不良反应. 无痛电

子胃镜是指在检查前, 医生对患者使用麻醉手

段减少检查时间及痛苦的方法, 因其无痛苦、

创伤小、时间短和精确度高的优点, 已逐步代

替普通胃镜 [2]. 因此, 选择起效快、不良反应

小、视野清晰的麻醉药对提高诊断效率具有重

要作用[3,4]. 本研究通过对丙泊酚联合咪达唑仑

静脉麻醉及传统利多卡因胶浆两种麻醉方法在

胃镜检查中应用效果比较, 选择有效麻醉方式

提高患者的舒适度并降低危险率, 现报告如下. 

1  材料与方法

1.1 材料 2011-07/2013-07于我院行无痛胃镜检

查患者共960例, 根据患者病情程度及耐受能

力不同, 分别使用丙泊酚联合咪达唑仑及利多

卡因胶浆麻醉两种方式进行检查, 选择其中应

用丙泊酚联合咪达唑仑麻醉方式行无痛胃镜

检查的老年患者, 共530例, 按美国麻醉师学会

(American Society of Anesthesiology, ASA)麻醉

风险分级标准[5]选择ASA-Ⅱ级患者97例作为实

验组, 其中男性45例, 女性52例, 年龄65-83岁, 平
均75.4岁±5.2岁, 平均血压(135.0 mmHg±10.4 
mmHg)/(82.0 mmHg±7.9 mmHg). 应用传统利

多卡因胶浆行胃镜检查患者共430例, 选择ASA-
Ⅱ级患者82例作为对照组, 其中男性39例, 女性

43例, 年龄55-85岁, 平均77.4岁±6.1岁, 平均血

压(141.0 mmHg±11.3 mmHg)/(87.0 mmHg±9.2 
mmHg). 排除心肺功能异常者后, 两组患者在年

龄、体质量、基础血压等一般资料方面均无统

计学差异(P >0.05), 具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 麻醉: 麻醉前所有患者和家属了解麻醉过

程及手术方法, 签署知情同意书. 入室后对患者

进行常规心电监护, 观察患者检查前、检查中

以及检查后收缩压、心率以及血气饱和度的变

化. 术后送入监护室复苏, 由专业医护人员记录

不良反应、主观感受和麻醉苏醒、药物消除时

间. 实验组: 患者确认无麻醉禁忌症后禁食5 h, 
行完善术前准备, 静脉注入咪达唑仑0.2 mg/kg
后给予丙泊酚1.5 mg/kg(20 mg/s)至起效, 再以

微量泵静脉滴注维持[6]. 检查中血氧饱和度低于

90%时, 可加面罩进行辅助呼吸, 如术中血压低
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■应用要点
在无痛胃镜技术
中使用丙泊酚联
合咪达唑仑方式
可有效降低患者
发生心血管疾病
的危险率, 并因苏
醒迅速、药物消
除作用快、舒适
度高等优点可广
泛应用于临床.

于90 mmHg/60 mmHg, 少量给予麻黄素静脉注

射升压, 待患者生命体征稳定后再行检查. 麻醉

方式如图1. 对照组: 患者禁食12 h, 禁饮6 h后, 
在检查前给予5-10 min服用盐酸利多卡因胶浆

10 mL(其中利多卡因成分150 mg), 在咽部含服1 
min左右慢慢咽下, 待观察诱导起效后行无痛胃

镜检查. 
1.2.2 观察项目: 采用心电监护仪全程监测患者

血压、心率和血氧饱和度值, 同时由专业医护

人员观察患者不良反应、自主呼吸状态, 记录

麻醉苏醒时间及药物消除时间[7]. 麻醉苏醒时间

以患者思想清晰、可正确回答问题为标准, 药
物消除时间以患者可自由走动为标准, 跟踪患

者术中舒适度及满意度[8]. 
统计学处理 所有数据均采用SPSS20.0进行

处理, 数据以mean±SD表示, 计数资料利用四格

表χ2
检验, 计量资料采用t检验, 不同时间点及组

间分析使用统计学重复测量设计方差分析, 所
有统计检验均为双侧概率检验, 检验标准为α = 

0.05. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 比较两组患者基础状态差异 实验组和对照

组在性别、年龄以及基础血压和患病程度方

面经t 检验及χ 2
检验比较分析均无统计学意义

(P >0.05)(表1). 
2.2 比较两组检查过程中收缩压、心率及血氧

饱和度的变化  经重复测量方差及t 检验统计

分析后可看出, 实验组检查中及检查后血压和

心率均比对照组低 ,  其差异具有统计学意义

(P <0.05); 实验组检查过程中血压及心率先下降, 
再上升至稳定水平, 对照组先上升, 再下降至稳

定水平, 两组组内差异均有统计学意义(P <0.05). 
血氧饱和度在组间和组内比较均无明显差异

(P >0.05)(表2-4). 
2.3 比较两组患者不良反应及主观感受、麻醉

苏醒时间、药物消除时间变化 根据两组患者主

诉不良反应及体征变化, 可发现实验组即采用

丙泊酚合并咪达唑仑方法与利多卡因胶浆方法

相比产生不良反应患者数明显减少(P <0.05). 麻
醉苏醒时间与药物消除时间较短(表5). 

3  讨论

胃镜技术虽然已经非常成熟, 但是其在操作过

程中对患者造成的不适感仍非常严重, 有时甚

至引发心脑血管意外对生命安全造成极大威胁, 
因此寻找一种安全、有效、迅速的麻醉方法对

临床具有极具重要的意义[9-11]. 而近些年来, 无痛
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表 1 两组患者基础状态差异比较 (mean±SD)

     

分组 n
性别(n )

年龄(岁)
血压(mmHg)

男性 女性 舒张压 收缩压

实验组 97 45 52 75.4±5.2 145.0±10.4 112.3±7.9

对照组 82 39 43 77.4±6.1 151.0±11.3 119.1±9.2

χ2/t - 0.024 2.337 1.181 1.356

P值 - 0.876 0.051 0.433 0.152

表 2 两组患者检查过程中收缩压差异比较 (mean±SD, mmHg)

     分组 n 检查前 检查中 检查后 F 值 P 值

实验组 97 112.6±7.9 90.2±2.5 109.5±10.1 13.225 0.000

对照组 82 119.3±9.2 131.2±3.4 120.4±2.9 10.457 0.000

t值 - 1.356 1.849 9.437 - -

P值 - 0.152 0.004 0.000 - -

图 1 静脉麻醉及无痛电子胃镜示意图. 
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■同行评价
本文选题实用, 方
法 科 学 ,  结 果 可
靠, 结论对临床有
指导意义.

麻醉胃镜的出现合理的解决了这一问题, 倍受

各领域内镜专家的青睐. 但丙泊酚单用因需要

较大剂量而使不良反应明显, 例如呼吸抑制引

起血压下降等, 已被相关领域研究证实[12,13]. 而
咪达唑仑因具有较强镇痛作用, 对心血管影响

小等优点, 广泛应用于心血管疾病患者的麻醉

过程中. 两者联用, 可减少丙泊酚用量从而减小

不良反应[14]. 本文根据丙泊酚联用咪达唑仑与传

统利多卡因胶浆在血压、心率、血氧饱和度以

及不良反应变化方面的比较, 验证了此方法临

床应用的价值. 
从本项研究中可以看出, 实验组在实施麻醉

后, 收缩压及心率均有一定程度的下降, 检查结

束后在一定程度内上升并稳定. 这说明丙泊酚

联合咪达唑仑方法进行麻醉的过程是相对安全

的, 收缩压及心率的降低使患者血液在一定范

围内保持稳定[15], 降低了患者在此过程中发生心

脑血管等循环系统疾病的危险度. 而传统利多

卡因胶浆法在检查过程中收缩压和心率持续上

升, 检查结束后有所下降但仍保持在较高水平. 
这说明传统方法严重影响患者血流稳定, 引起

血管收缩等不良反应, 使血压升高及心率加快, 

极有可能诱发心率失常及心脏衰竭[16,17]. 正常人

可通过自身调节恢复正常, 而老年人代谢能力

明显减弱, 危险程度大大提高[18]. 
一般麻醉过程, 最危险的因素为血氧饱和

度降低, 因麻醉造成的呼吸系统抑制使组织缺

氧而使生命体征不稳定[19]. 本研究中两种方法的

血氧饱和度无明显差异. 这与本研究术前给予

常规低流量吸氧有关, 体内氧气储备量增加, 在
麻醉过程中自动释放缓解组织缺氧状态, 对患

者血氧饱和度的稳定具有重要意义[20]. 在此应注

意, 部分肥胖及创伤患者使用静脉麻醉应注意

气道易开放性[21,22], 否则易引起气道功能障碍使

窒息死亡. 
实验组患者在实施麻醉后苏醒快、药物作

用消除时间短, 可在检查完成后立即离开, 与传

统局部麻醉方法无显著差异, 而在患者检查后

不良反应程度方面显出较大优势. 实验组表现

恶心呕吐、呛咳及躁动患者数明显少于对照组, 
且无主诉术后不良反应者, 与对照组差异均有

统计学意义(P <0.05). 说明丙泊酚联合咪达唑仑

方法对老年麻醉患者的不良反应较少, 患者在

麻醉苏醒后较少发生不良反应, 主观感受舒适
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表 3 两组患者检查过程中心率差异比较 (mean±SD, 次/min)

     分组 n 检查前 检查中 检查后 F 值 P 值

实验组 97 79.7±8.2 70.2±1.5 72.3±5.1 21.984 0.000

对照组 82 81.1±7.8 85.0±6.4 83.6±3.2 32.456 0.000

t值 - 1.163 22.080 17.376 - -

P值 - 0.246 0.000 0.000 - -

表 4 两组患者检查过程中血氧饱和度差异比较 (mean±SD, %)

     分组 n 检查前 检查中 检查后 F 值 P 值

实验组 97 95.5±7.2 97.0±2.5 96.6±3.1 1.172 0.211

对照组 82 96.2±8.8 96.0±6.0 95.8±4.2 1.413 0.121

t值 - 0.585 1.495 1.4631 - -

P值 - 0.560 0.136 0.145 - -

     

表 5 两组患者不良反应及主观感受及麻醉苏醒时间和药物消除时间差异比较 (n , mean±SD)

分组 n 呛咳 恶心呕吐 躁动 术后舒适 苏醒时间(min) 消除时间(min)

实验组 97   9   0   9 97 1.51±0.17 8.21±2.32

对照组 82 25 72 51   0 - -

χ2值 - 12.991 142.482 55.838 179.000 - -

P值 -   0.000     0.000   0.000     0.000 - -
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度较好. 
虽然此方法不良反应少、苏醒时间及药物

作用时间短且减少过程中心血管疾病的诱发因

素, 但仍有很多问题需要注意[14]. 老年患者大多

呼吸功能较差, 可联合使用阿托品[23-25], 减少呼

吸道分泌物, 有利于维护呼吸通畅[26]. 麻醉过程

中要时刻做好生命体征检测[27,28], 若出现心动过

速或过缓、低血压等, 可及时对症处理, 对胃镜

检查一般无影响[29,30]. 
总之, 丙泊酚联合咪达唑仑的麻醉方法在无

痛胃镜技术中的应用是安全、无痛苦的, 本研

究为胃镜检查开辟了更广阔的道路. 
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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 annexin 
A2 (ANXA2) in hepatic tissue and serum of hep-
atitis B virus (HBV)-associated hepatocellular 
carcinoma (HCC). 

METHODS: ANXA2 expression in HCC, tumor-
adjacent precancerous and distal normal tissues 
was analyzed by real-time polymerase chain 
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乙型肝炎病毒相关肝癌组织及外周血膜联蛋白A2异常表
达的临床意义

陈 雯, 张海健, 顾 星, 时 运, 钱 琦, 姚登福, 陆少林

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
H B V ) 感 染 是 肝
癌 发 生 的 主 要
病 原 学 因 素 .  膜
联 蛋 白 亚 组 分
A2(annexin A2, 
ANXA2)在肝细
胞生长、信号转
导和诱发恶性转
变中发挥重要作
用, 但在HBV相关
肝癌患者 ,  HBV
感染与ANXA2表
达的相互关系还
尚未见报道. 研究
HBV感染相关肝
癌组织和患者外
周血ANXA2表达
水平, 有助于探讨
其临床价值. 

reaction (PCR) and Western blot. The cellular 
localization of ANXA2 in these specimens was 
detected by immunohistochemistry, and hepatic 
HBV DNA was detected by in situ hybridization 
technique. Levels of serum ANXA2 in patients 
with HCC or benign liver diseases were quanti-
tatively detected by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). 

RESULTS: Hepatic ANXA2 expression was lo-
calized in the cytoplasm and membrane of cells 
in cancerous tissues, and cytoplasm of cells in 
tumor adjacent cancerous tissues, but was unde-
tectable in distal normal tissues (F = 498.221, P < 
0.001). Overexpression of ANXA2 mRNA in can-
cerous tissues was significantly higher than that 
in tumor adjacent cancerous or distal normal tis-
sues. ANXA expression was moderate to strong 
in cancerous tissues with HBV replication, but 
low in cancerous tissues without HBV replica-
tion (Z = 4.933, P < 0.001). Circulating ANXA2 
levels in HCC patients were significantly higher 
than those in any group of other liver diseases (P 
< 0.01) except the metastatic liver cancer group. 
Serum levels of ANXA2 in patients with HCC 
were associated with HBV infection (t = 6.820, 
P < 0.001), extrahepatic metastasis (t = 3.191, P 
= 0.002), presence of portal vein thrombus (t = 
2.859, P = 0.005), lower differentiation degree 
and TNM stage (P < 0.01), but not with patient 
sex, age, size or AFP level. Combined detection 
of serum ANXA2 and AFP substantially im-
proved the diagnostic efficiency (96.5%). 

CONCLUSION: Abnormal expression of ANXA2 
in HBV-related HCC is useful for diagnosing 
HCC and understanding its pathogenesis.

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

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Annexin A2; 
Expression; Diagnosis; Hepatitis B virus infection 
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■研发前沿
肝细胞癌防治是
全球的医学难题, 
与HBV感染密切
相 关 ,  早 诊 及 有
效治疗是提高患
者生存率的有效
措施 .  ANXA2在
细胞生长、恶性
转变过程中发挥
重 要 作 用 .  肝 癌
的手术切除仍是
目前的主要手段, 
但并不适合多数
已发生转移的患
者 ,  且 术 后 患 者
生 存 率 不 理 想 , 
亟待发现其他新
方法.

patients with HBV-associated hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(9): 1207-1213  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/1207.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1207 

摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染对肝癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)组织及外周血中膜联蛋白A2(annexin 
A2, ANXA2)表达的影响.

方法:  以自身配对法收集30例术后肝癌组
织、癌旁组织和远癌组织, 以Western blot法
和免疫组织化学法分析肝组织ANXA2表达与
细胞中分布; 并以生物素标记的HBV DNA探
针检测肝组织中HBV DNA, 以实时定量PCR
技术分析肝组织ANXA2 mRNA转录与表达水
平; 以ELISA法定量肝病患者血ANXA2水平, 
分析其临床价值.

结果: 肝组织ANXA2表达定位于癌细胞的胞
浆和胞膜, 癌旁组织定位于胞浆; 癌组织显著
高于癌旁组织(F  = 498.221, P <0.001), 远癌组
织则未见明显表达; 癌灶组织中ANXA2 基因
呈过转录状态, 显著高于癌旁与远癌组织; 在
HBV阳性肝癌组织中, ANXA呈中等至强阳性
全数表达, 在HBV阴性肝癌组织ANXA呈低
阳性表达, 组间差异显著(Z  = 4.933, P <0.001). 
血ANXA2水平, 肝癌患者显著高于良性肝病
各组(P <0.01), 其表达与HBV感染(t  = 6.820, 
P <0.001)、伴肝外转移(t  = 3.191, P  = 0.002)、
门静脉癌栓(t  = 2.859, P  = 0.005)、中低程度
分化和TNM分期间显著相关(P <0.01), 但与患
者性别、年龄、肿瘤大小和甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein)水平间未见明显相关; 血ANXA2
与AFP联检, 其诊断阳性率为96.5%.

结论: HBV相关肝癌ANXA2过表达, 有助于
HCC诊断和发病机制解析.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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肝炎病毒感染

核心提示: 肝癌组织乙型肝炎病毒(hepat i t i s B 
virus, HBV) DNA阳性癌组织膜联蛋白亚组分

(annexin, ANXA)表达显著高于阴性癌组织组；

癌组织ANXA2 mRNA水平显著高于癌旁与远癌

组织; 肝癌患者血ANXA2表达与HBV感染、肝

外转移、门静脉癌栓、中低程度分化和TNM分

期间显著相关; 联检ANXA2与甲胎蛋白(alpha-

fetoprotein)诊断肝癌阳性率为96.5%. HBV相关肝

癌中ANXA2异常表达, 有助于肝癌(hepatocellular 
carcinoma)诊断和发病机制解析.

陈雯, 张海健, 顾星, 时运, 钱琦, 姚登福, 陆少林. 乙型肝炎病毒
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)防治

是全球的医学难题[1], 与乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)和丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)的感染密切相关[2], 肝癌早诊和早治是提

高患者生存率的有效措施. 手术切除仍是目前

的主要手段[3,4], 但并不适合多数已发生转移的

患者, 且术后患者生存率不理想[5]. 膜联蛋白亚

组分A2(annexin A2, ANXA2)是膜联蛋白家族

成员之一, 为钙离子依赖的磷脂酰结合蛋白, 在
细胞生长、信号转导调控、恶性转变和HCC发
展过程中发挥重要作用[6,7]. 在我国肝癌患者中

HBV感染者占80%以上, 尚未见报道ANXA2在
HBV相关HCC中的表达和诊断价值评估, 本文

通过定量分析了肝癌患者的癌组织中ANXA2表
达, 与HBV DNA复制关系及与胞内分布, 定量分

析了不同肝病患者外周血中ANXA2的表达, 与
HBV感染的关系及对HBV相关HCC诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 (1)肝组织标本: 以自身配对法收集南

通大学附属医院住院治疗HCC患者术后肝癌、

癌旁(离癌灶>3 cm)和远癌组织(离癌灶>5 cm)各
30份, 于液氮中保存. 从部分组织中制备总RNA, 
以分析癌组织不同部分中ANXA2 mRNA表达; 
再将部分组织匀浆后制备蛋白, 以Western blot
法分析ANXA2表达水平. HCC诊断依据全国肝

癌研究协作组制定的标准核实[8]. 事先经患者知

情同意, 并经医院伦理委员会批准; (2)血清样本: 
从住院治疗患者中收集肝癌115例(男88例, 女27
例), 年龄范围在25-81岁, 平均48.3岁; 其他患者

包括慢性肝炎35例、急性肝炎28例、肝硬化38
例和转移性肝癌25例(肺癌、胃癌各6例; 急性髓

性白血病、乳腺癌各36例; 结肠癌3例; 宫颈癌

和前列腺癌各2例); 所有病例经生化检测、病

毒性标志物和超声检查确诊, 于清晨采集血液

5 mL, 分离血清后备用; 以放射免疫法检测甲胎
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■相关报道
近期Dong和Zhan-
g等报道了肝癌细
胞中ANXA2高表
达 ,  以 小 发 夹 型
RNA特异性地抑
制肝癌细胞株中
ANXA2 mRNA转
录, 可有效抑制肝
癌细胞增殖与转
移, 是一具有分子
靶向作用的治疗
方法, 值得深入研
究, 具有应用前景
与开发价值.

蛋白(alpha-fetoprotein, AFP); 以30例献血员[肝
炎病毒标志物阴性且谷氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)正常]血清标本作对照.
1.2 方法

1.2.1 总RNA提取和cDNA合成: 用TRIzol试剂

(Invitrogen)分离50 mg肝组织总RNA, 琼脂糖

凝胶电泳检测总RNA完整性, 核酸蛋白测定仪

(Bio-RAD smartspec™ plus)检测其浓度和纯度. 
用cDNA合成试剂盒(Fermentas)以1 μg总RNA为

模板同等条件下合成ANXA2和β-actin的cDNA.
1.2.2 实时定量PCR: 用stepone™实时定量PCR
仪(Applied Biosystems), PCR反应. 50 μL反应体

系包含25 μL 2×SYBR Premix Ex Taq(TaKaRa, 
Japan), 2 μL引物混合物, 1 μL 50×ROX Ref-
erence Dye I, 4 μL cDNA, 和18 μL去离子

水. ANXA2引物序列: 上游, 5'-TGAGCGGG 
ATGCTTTGAAC-3', 下游5'-ATCCTGTCTCT-
GTGCAT TGCTG-3'; β-actin引物: 上游, 5'-A 
TTGCCGACAGGATGCAGA-3', 下游, 5'-GAGT 
ACTTGCGCTCAGGAGGA-3'[9], 优化PCR条件

如下: 95 ℃ 2 min; 95 ℃ 10 s, 62 ℃ 1 min, 40个
循环; 60 ℃ 15 s, 以2-∆∆Ct值相对定量分析.
1.2.3 Western blot分析: 肝组织在预冷匀浆液匀

浆(4 ℃), 800 g离心10 min, 收集上清液, 以BCA
法(碧云天生物技术有限公司)测定蛋白浓度. 每
个样品取20 mg蛋白上样到15%十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)上, 蛋白质然

后转移到聚偏氟乙烯膜上, 用5%牛血清白蛋白

tris缓冲液4 ℃封闭过夜, 孵育在抗ANXA2和抗

β-actin(Santa Cruz)一抗中4 h, 随后在连接有辣

根过氧化物酶二抗中孵育1 h, 然后条带在化学

发光系统(Millipore, USA)中可视化. 用image J软
件分析蛋白密度. 用相对比值(RR)比较ANXA2
表达, RR = SIANXA2/SIβ-actin, SI表示蛋白信号强度.
1.2.4 免疫组织化学染色: 采用Elivision一步法进

行免疫组织化学. 10%甲醛固定24 h、在梯增稀

释的乙醇中脱水(5 min/次), 石蜡包埋, 制成厚度

3 μm的组织切片. 用二甲苯脱蜡两次(10 min/次), 
在梯减稀释的乙醇中脱水(5 min/次). 脱蜡的切

片用pH 7.4的PBS洗涤3次(5 min/次), 孵育在内

源性过氧化物酶封闭液中, 0.01 mol/L pH 6.0的
柠檬酸盐缓冲液处理10 min, 高压加热法修复

抗原, 正常动物血清封闭非特异性结合, 滴加

ANXA2抗体, 4 ℃过夜, PBS缓冲液漂洗, 滴加

二抗, 室温孵育10 min, PBS漂洗, 滴加链霉素抗

生物素蛋白-过氧化酶, 室温孵育10 min, PBS冲
洗, 滴加新鲜配制的DAB溶液, 室温显色. 双蒸

水洗涤, 苏木素复染, 无水乙醇脱水透明, 封片. 
Olympus BX50光学显微镜观察、摄像, 以0.01 
mol/L PBS(pH 7.5)分别替代一抗、二抗作阴性

对照. 
1.2.5 酶联免疫吸附测定: 用人ANXA2 ELISA试

剂盒(武汉优尔生科技股份有限公司)检测血清

ANXA2表达水平, 100 μL血清样本或者标准品

被分别添加到96孔板中, 接着添加100 μL检测试

剂A并37 ℃孵育1 h, 随后添加100 μL检测试剂B
并37 ℃孵育30 min, 然后添加90 μL底物溶液并

37 ℃孵育25 min, 最后每孔添加50 μL终止液并

读取450 nm处的吸光度.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 以t检验

比较两样本均数; 以q检验作多样本均数的两两

比较, 以受试者工作特征曲线(receiver operating 
characteristic curve, ROC)评估外周血ANXA2
表达水平对肝癌诊断的灵敏性和特异性 [10,11], 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 肝癌组织ANXA2表达与免疫组织化学分析

按自身配对法收集肝癌患者术后新鲜的30例肝

癌的癌灶、癌旁和远癌组织, 以Western blot法, 
相对定量分析肝组织ANXA2蛋白表达(图1A), 
经组织ANXA2与β-actin相对定量显示: 癌灶组

织ANXA2表达显著高于癌旁组织和远癌组织(F  
= 498.221, P <0.001, 图1B); 免疫组织化学分析的

细胞定位, ANXA2在HCC癌灶组织中定位于胞

浆和胞膜, 癌旁中定位于胞浆, 而远癌组织中未

见明显表达(图1C).
2.2 实时荧光定量癌组织ANXA2 mRNA转录状

态 肝癌不同组织ANXA2 mRNA转录水平如表1. 
肝癌的癌灶组织中ANXA2 mRNA相对表达水

平(2-∆∆Ct值)明显高于自身配对的癌旁组织或远

癌组织, 显示癌灶组织中ANXA2基因呈过转录

状态.
2.3 癌组织ANXA表达与HBV复制关系 肝癌

癌灶组织中A N X A全数表达(表2, 100%). 在
HBV阳性肝癌组织中, ANXA呈中等至强阳性

(++)-(+++)表达, 而在HBV阴性肝癌组织ANXA
呈低阳性(+)-(++)表达, 组间差异显著(Z  = 4.933, 
P <0.001)．在23例HBV阳性肝癌组中ANXA的

表达强度在(+++)以上为22例, 占95.7%: HBV阴

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com
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■创新盘点
正常肝或慢性肝
炎 肝 组 织 罕 见
ANXA2表达 .  以
自身对照方式分
析肝癌、癌旁和
远癌组织ANXA2
转 录 和 表 达 .  癌
组 织 A N X A 2 表
达 显 著 异 常 ,  定
位于胞浆和胞膜. 
HBV相关肝癌组
织ANXA呈全数
阳性表达,呈中等
至强阳性表达占
95.7%, 提示HBV
复制与ANXA2表
达明显相关.

性肝癌组中ANXA的表达强度未见强阳性表达

(+++), 以中等阳性表达(++)者为6例, 占85.7%．

肝癌患者ANXA表达强度, 在HBV阳/阴性组间

差异显著．

2.4 肝病患者血ANXA2表达与临床病理学特征

肝癌患者血ANXA2表达与HBV感染关系, 在
HBsAg阳性组(27.38 ng/mL±5.67 ng/mL)高于

阴性组(18.58 ng/mL±7.83 ng/mL), 差异显著(t 
= 6.820, P <0.001); 伴与不伴肝外转移组分别为

26.03 ng/mL±5.99 ng/mL和22.79 ng/mL±5.64 
ng/mL, 组间差异显著(t = 3.191, P  = 0.002); 伴
/不伴有门静脉癌栓组分别为26.03 ng/mL±5.99 

ng/mL和23.06 ng/mL±5.03 ng/mL, 差异显著(t  
= 2.859, P  = 0.005); 低分化组为27.05 ng/mL±
5.13 ng/mL、中等分化组为26.19 ng/mL±5.34 
ng/mL均显著高于高分化组20.43 ng/mL±4.97 
ng/mL(P <0.001); TNM分期显示Ⅲ-Ⅳ期为27.44 
ng/mL±6.01 ng/mL显著高于Ⅰ-Ⅱ期21.16 ng/
mL±5.97 ng/mL(t  = 5.594, P <0.001); 但在年龄

≥50岁和<50岁组、肿块≥5.0 cm与<5.0 cm组、

AFP在≥400 ng/mL组和<400 ng/mL组间, 均未

见明显差异.
2.5 血ANXA2过表达与AFP联合诊断肝癌 血
ANXA2和AFP浓度对HCC诊断价值评估的ROC

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 肝组织AXNA2 mRNA相对定量(mean±SD)分析 (n  = 30)

     分组 CtANXA2 Ctβ-actin ∆Ct 2-∆∆Ct

癌灶组 21.63±0.09 21.19±0.07 0.44±0.06  1.00±0.04

癌旁组 24.29±0.09 22.60±0.08 1.70±0.12   0.43±0.10b

远癌组 24.71±0.06 22.13±0.06 2.57±0.07   0.23±0.07b

bP<0.01 vs  癌灶组. ANXA2: 膜联蛋白亚组分A2.

表 2 肝癌组织HBV复制与ANXA2表达的关系 (n  = 30)

     

HBV DNA  n
  肝细胞中ANXA2表达状态

  Z 值     P 值   
- + ++ +++

阳性               23 0 0  1  22 4.933 <0.001

阴性   7 0 1  6    0

kDa
42

36

β-actin

ANXA2

P<0.001
P<0.0011.2

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0A

N
X

A
2/
β-

ac
tin

比
值

癌灶                      癌旁                      远癌

癌灶                      癌旁                      远癌

50 μm 50 μm 50 μm

癌灶                                癌旁                              远癌

A

B

C

图 1 肝癌及癌旁组织中ANXA2表达水平
的比较. A: Western blot; B: ANXA2/β-actin

比率(n  = 3, mean±SD); C: 免疫组织化学. 

ANXA2: 膜联蛋白亚组分A2.
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曲线如图2. 在该曲线下ANXA2的面积为0.903, 
AFP的面积为0.823. 血ANXA2敏感度是87.0%, 
与AFP联合对HCC诊断的灵敏性96.5%, 阴性预

测值提高到96.6%.

3  讨论

ANXA2是ANXA家族的重要成员, 其分子的核

心岩藻糖基化水平随肿瘤转移潜能增加, 可激活

并生成纤溶酶以降解环绕血管的细胞外基质(ex-
tracellular matrix, ECM)和基膜, 启动蛋白水解级

联反应, 导致肿瘤细胞黏附、浸润和转移, 在肿

瘤细胞转移和促血管形成中扮演重要角色[12,13]. 
长江口地区为肝癌高发地区, HBV感染是肝癌

发生的主要病原学因素[14,15]. ANXA2在肝细胞

生长、信号转导和诱发恶性转变中发挥重要作

用, 但在HBV相关肝癌患者, HBV感染与ANXA2
表达的相互关系还尚未见报道[16,17]. 本文分析了

HBV感染相关的肝癌患者, 手术切除标本和患者

外周血ANXA2表达水平及其临床价值.
肝组织A N X A2表达显示, 正常肝或慢性

肝炎肝组织中, 很少见ANXA2表达. 本研究以

自身对照方式分析了肝癌组织的癌灶组织、

癌旁组织和远癌组织中ANXA2转录和表达水 
平[6,10]. 以Western blot法相对定量分析癌灶、癌

旁和远癌组织ANXA2表达(图1A)显示: 癌灶组

织ANXA2表达显著高于癌旁组织和远癌组织

(图1B); ANXA2在肝细胞定位, 免疫组织化学显

示ANXA2定位于HCC癌组织的胞浆和胞膜, 癌
旁组织胞浆, 远癌组织未见表达(图1C). ANXA2
表达与肝细胞的程度分化呈负相关, 低分化肝

癌组织中ANXA2表达越高, 高分化肝癌组织

ANXA2表达越低. 从转录水平上分析不同肝组

织中ANXA2 mRNA表达(表1), 同样发现癌组织

中ANXA2表达明显高于自身配对的癌旁或远癌

组织. 癌组织中ANXA2过表达, 提示从ANXA2
表达参与肝癌的进展过程[6,18], 其水平异常是监

测肝细胞恶性转化的有用标志物[19,20].
HBV相关肝癌中AXNA2表达尚未见诸文

献[21,22]. 本文资料显示30例肝癌组织中ANXA呈

全数阳性表达(表2), 但在HBV阳性肝癌组织中, 
ANXA2呈中等至强阳性表达占95.7%; 而HBV
阴性肝癌组织中, ANXA2表达程度较低, 组间差

异显著; 肝癌患者外周血中ANXA2浓度较于正

常对照明显升高, 血ANXA2异常有助于肝癌诊

断, 且与AFP可互补诊断HCC(图2); ANXA2表达

的临床病理学特征显示: 肝癌患者血ANXA2表
达与HCC侵袭和转移、HBV感染、分化程度和

TNM分期有关, 其机制可能与血纤维蛋白溶酶

原/血纤维蛋白溶酶[23]、分子表面的酩氨酸23位
磷酸化[24]及核因子(nuclear factor κB, NF-κB)活
化等相关[25]. 但与肝癌的瘤体大小度间未见明

显相关. 肝癌患者血ANXA2表达与HBV感染呈

明显的正相关关系, 在乙肝表面抗原(hepatitis B 
virus surface antigen, HBsAg)阳性组血ANXA2
水平明显高于HBsAg阴性组, 组间差异十分显

著, 提示肝组织中HBV复制与ANXA2表达明显

相关．

HCC是最常见的恶性肿瘤, 发病率居全球

恶性肿瘤的第5位, 死亡率居第3位[26,27].  HCC的
发生发展由原癌基因激活和抑癌基因失活、信

号传导通路异常、细胞周期调控因子突变、抗

凋亡基因激活、血管形成及对放、化疗的耐药

性等多种因素共同作用形成, 且发病率仍在持

续增加, HCC预后极差, 早期特异诊断与有效治

疗极为重要[1,28,29]. 最近证实ANXA2在HCC的

诊断中具有较高的灵敏性和特异性, 可作为早

期诊断HCC的标志物[10,30]. 对肝组织与外周血

ANXA2研究, 显示在HBV感染相关的肝癌进展

中, ANXA2过表达, 可为肝细胞恶性转化监测和

肝癌的靶向治疗带来新契机, 对此深入研究将

有助于揭示HCC发病机制或为HCC的治疗提供

新靶点[31,32].  
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Abstract
Liver diseases, including hepatitis B, hepatitis 
C, fatty liver diseases, cirrhosis and liver cancer, 
seriously affect our lives, and patients with liver 
diseases often have different levels of vitamin D 
deficiency. The immune-regulatory, anti-infec-
tion and anticancer functions of vitamin D make 
it play a certain role in the occurrence and devel-
opment of liver diseases. How to use vitamin D 
to delay the progression of liver diseases will be 
a valuable topic. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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维生素D在肝病中作用的研究进展

赵 景, 郑素军

®

■背景资料
目 前 对 维 生 素 D
的研究越来越多, 
许多过去未知的
功能被一一开发, 
而慢性肝病作为
一个世界性的难
题亟待解决, 两者
之间的联系很可
能为我们攻克这
个难题带来一个
新的视角. 

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(9): 1214-1218  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1214.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1214 

摘要
近年研究显示, 乙型肝炎、丙型肝炎、脂肪
肝、肝硬化、肝癌等各类肝病患者, 均普遍存
在不同程度的维生素D缺乏, 维生素D在肝病
的发生、发展中发挥了一定作用. 如何利用维
生素D来延缓肝病患者的病程, 将是一个很有
价值的课题.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 维生素D;  肝病

核心提示: 大量研究证实乙型肝炎、丙型肝炎、

脂肪肝、肝硬化、肝癌患者体内存在维生素D不

足, 维生素D缺乏影响肝病进展.

赵景, 郑素军. 维生素D在肝病中作用的研究进展. 世界华

人消化杂志  2014; 22(9): 1214-1218  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/1214.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i9.1214

0  引言

近年来, 各种关于维生素D(vitamin D, VD)的研

究不断涌现, 大量资料均显示慢性肝病患者存

在VD缺乏[1-6]. VD与肝病之间究竟存在什么联

系、其在肝病发生、发展中作用怎样？VD能否

为肝病的治疗带来新的突破, 值得探讨. 本文对

VD就上述方面的一些研究进展综述如下.

1  VD的生理功能

传统认为VD主要对钙磷代谢起调节作用. 近来

研究发现远不止此[7-10], VD受体(vitamin D recep-
tor, VDR)几乎遍布所有细胞的细胞核, 包括心

脏、肝脏、肾脏、骨骼、甲状腺、脑、泌尿生

殖器以及各种免疫细胞[11]. 一些VD新的生理作

用如下.
1.1 VD的免疫调节作用 被激活的巨噬细胞会产

生1,25-二羟维生素D3[1,25-dihydroxyvitamin D3, 

■同行评议者
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■研发前沿
目前研究慢性肝
病尤其是乙型肝
炎、丙肝与维生
素 D 之 间 关 系 的
临 床 试 验 颇 多 , 
但仍缺乏一些大
样本、多中心的
系统动态的研究, 
包括为慢性肝病
患者补充维生素
D并进行随访, 观
察其肝病的进程.

1,25-(OH)2-D3]、免疫细胞内表达有VDR、VD缺

乏易患各种急慢性传染病, 这些都说明VD影响

着免疫系统功能的发挥, 其作为一种新型的神经

内分泌-免疫调节激素已被我们接受. 一方面, VD
可以使正常外周血单核细胞向巨噬细胞转化, 加
强巨噬细胞的吞噬作用[12], 从而参与调解固有

免疫; 另一方面, 特异性免疫中, 1,25-(OH)2-D3通

过VDR作用于树突状细胞(dentric cell, DC)抑制

其成熟, 从而中止免疫反应[13]. 此外, VD还是T细
胞发挥免疫作用的调节剂, 通过抑制Th细胞增

殖、分化、分泌肿瘤坏死因子-β(tumor necrosis 
factor-β, TNF-β)、白介素(interleukin-2, IL-2)、干

扰素-γ, 使细胞因子表达从T1途径转变为T2途径, 
从而使T细胞发挥抑制性免疫调节作用[14]. VD也

可增强免疫, 高水平的1,25-(OH)2-D3 VDR转录活

性能促进CD4+ Th2细胞以及黏膜抗体对抗侵犯

人体皮肤的抗原[15], VD还可以作为疫苗的佐剂

来增强机体体液免疫.
1.2 VD的抗传染病作用 VD可对抗多种传染病. 
英国的研究人员称高剂量的VD治疗能加速肺结

核的痊愈, 减少肺损伤, 低水平的VD会提高活动

性肺结核的发生率[16,17]. 这可能是因为VD会促

使T细胞释放干扰素-γ的分子, 该分子会进而激

活巨噬细胞进攻入侵的结核菌, 并释放一种抗

菌肽, 来增强抗结核的能力[18]. 另外, 补充VD可

以延缓艾滋病的母婴传播, 降低艾滋病的病死

率[19].
1.3 VD的抗肿瘤作用 VD与癌症关系的研究炙

手可热, 也充满了争议. 长期VD缺乏, 可能会引

发一些恶性肿瘤, 如白血病、乳腺癌[20-25]. 而补

充VD可以减少一些肿瘤的发生, 例如补充VD可

以使结肠直肠癌的发生率降低6%[26]. 但有些研

究表明, VD并非多多益善, 其与肿瘤呈U性曲线

关系, 如乳腺癌、食管癌和胰腺癌, 推荐血清最

佳浓度为40-80 nmol/L(16-32 ng/mL)[27], 一项病

例对照研究甚至指出高VD使得胰腺癌风险升高

3倍[28].

2  VD在肝病中作用

2.1 VD与乙型肝炎 慢性乙型病毒性肝炎是目

前我国危害性最严重的一种传染病[29,30]. 乙型

肝炎患者普遍存在VD缺乏, 并与乙型肝炎病毒

载量相关. 一组实验测量了203例慢乙型肝炎患

者的25-羟基维生素D3(25-OH-D3)水平, 分别有

69例(34%)有严重的VD缺乏(25-OH-D3<10 ng/
mL), 95例(47%)有VD不足(25-OH-D3≥10并且 

<20 ng/mL), 39例(19%)VD充足(25-OH-D3≥20 
ng/mL), 观察其与乙型肝炎病毒载量的关系, 发
现在病毒<2000 IU/mL及≥2000 IU/mL患者中, 
25-OH-D3平均血清浓度分别为17、11 ng/mL. 
单因素及多因素方差分析显示, 高乙型肝炎病

毒载量预示着VD水平低下[31]. 国内也有类似研

究, 随机挑选慢乙型肝炎患者300例, 其中202例
VD缺乏者为实验组, 98名正常者为对照组, 测
得两组HBV DNA均值分别为6.03±2.30及4.31
±2.48(log10 copies/mL), 即实验组明显高于对

照组[32]; 另有研究显示, VD与乙型肝炎表面抗

原的自发清除相关. Mahamid等[33]在2007-2013
年监测了53例发生乙型肝炎表面抗原自发清除

的慢性乙型病毒性肝炎患者, 其中44例VD水平

在正常范围, 9例VD水平低下, 说明了正常的VD
水平有利于促进乙型肝炎表面抗原的自发清

除. 最后, 有研究显示, 慢性肾病患者由于体内

1,25-(OH)2-D3合成减少, 导致其接种乙型肝炎疫

苗后无法得到有效的抗体滴度[34].
2.2 VD与丙型肝炎 丙型肝炎病毒是引起肝硬化

和肝癌的重要原因之一, 目前全球超过1.7亿例

感染丙型肝炎病毒[35]. 血清VD水平能否预测丙

型肝炎抗病毒治疗的持续应答反应率(sustained 
virological response, SVR), 目前仍不明确[36]. 有
研究发现体内的25-OH-D3水平可能会影响进

行标准抗病毒治疗患者的炎症反应及纤维化的

过程. 对197例基因1型(genetype 1, G1)慢性丙

型肝炎(chronic hepatitis C, CHC)和49例健康受

试者进行年龄和性别匹配的连续评估, 其中167
例患者接受了聚乙二醇干扰素联合利巴韦林

抗病毒治疗, 结果显示CHC血清25-OH-D3水平

明显低于正常人(这可能是因为CHC患者减少

CYP27A1的表达), 低VD水平导致严重纤维化以

及低水平的持续病毒学应答率[37,38]. Gal-Tanamy
等[39]的研究首次发现VD在体外病毒感染增殖系

统中有直接抗病毒作用, 肝脏VD内分泌系统和

丙型肝炎病毒之间存在相互影响, VD通过与干

扰素发挥协同效应提高患者的抗病毒治疗效果. 
Kondo等[40]则认为1-羟基维生素D3(1-OH-D3)可
以通过抑制外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)及免疫血清球蛋白(im-
mune serum globulin, ISG)释放趋化因子(inter-
feron-inducible protein-10, IP-10)来增加聚乙二

醇干扰素联合利巴韦林治疗的敏感性. 还有研

究表明IL28B的基因多态性如rs12979860C/T能
有效预测CHC的抗病毒治疗的应答, 而VD能增
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■创新盘点
本 文 从 乙 型 肝
炎、丙型肝炎、
脂 肪 肝 、 肝 硬
化、肝癌这5个方
面来阐述与维生
素D之间的关系 , 
较为系统、全面
地阐述了维生素D
在肝病中的作用.

加其对初治CHC患者预测的准确性. 当血清VD
浓度>20 ng/mL时, G1等难治性基因型的患者也

可达到85%的SVR[41].   
2.3 VD与脂肪肝 研究表明, VD可以通过减少体

质量及肝脏质量的增加、降低血清血脂浓度、

减少肝脏脂肪生成相关基因的表达, 以及提高

脂肪氧化相关基因的表达, 从而减弱高脂肪餐

导致的大鼠肝脂肪变性, 对于高脂餐引起的大

鼠肝脂肪变性, 有一定的预防作用[42]. 而VD缺乏

时, 可以激活Toll样受体, 加重肥胖大鼠的非酒

精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver, NAFLD)[43]. 
同样, 在临床研究中发现, 低VD水平增加非肥

胖人群的NAFLD患病率[44]. 在韩国, 一个由1081
例糖尿病或胰岛素抵抗患者组成的队列中发现, 
低VD水平, 独立于内脏性肥胖, 是NAFLD的危

险因素[45]. 与此同时, Targher等[46]也在60例非酒

精性脂肪肝以及60例健康人的对照研究中, 发
现NAFLD患者的VD显著低于正常人. 
2.4 VD与肝硬化 肝纤维化是细胞外基质(extra-
cellular matrix, ECM)的过量沉积, 是一种创伤

修复反应. 此修复过程涉及肝星状细胞(hepatic 
stellate cells, HSCs)的TGF-β1/SMAD活化, 使得

ECM过量沉积并破坏肝功能. VD缺乏可能会加

重肝纤维化. 一项VD缺乏与HIV/HCV双重感染

患者的肝病严重程度相关的研究中, 174例双重

感染患者中, 伴有严重肝纤维化者维生素缺乏

率更高, 达92.6%[47]. VD水平亦与非酒精性脂肪

肝引起肝纤维化的几率呈负相关[48]. 有学者认为

VD-VDR轴通过SMAD路径诱导表观遗传学变

异, 在抗肝纤维化中起重要作用[49]. 更有研究认

为1,25-(OH)2-D3新陈代谢的普遍变异可以适度

增加肝脏弹性, 抑制肝纤维化的发生[50]. 这也提

示VDR配体也许能作为抗肝纤维化的潜在治疗

要去[51]. 但在评价VDR配体作用的临床试验开

展之前, 更深层面的基础研究尚待完善, 特别是

围绕着VDR配体对于肝星状细胞作用的研究.
2.5 VD与肝癌 肝癌的发生机制, 目前认为是肝

炎病毒在肝细胞内和人体的染色体整合, 使肝

细胞易于受到刺激而发生转化. 另外一些原癌

基因如N-ras基因被激活、抑癌基因如p53发生

突变, 均可以启动癌变, 促进癌症的发生. VD
为肝癌的治疗带了新的希望. 肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, HCC)对于化、放疗皆不敏

感, 在细胞培养和动物实验中, 1,25-(OH)2-D3显

示出了抗瘤活性, 但不足之处是其会引起高钙

血症, 而其类似物MART-10[一种VD的类似物, 

即19-Nor-2alpha-(3-hydroxypropyl)-1alpha,25-
d ihyd roxyv i t amin D3]在体外抗增殖活性比

1,25-(OH)2-D3强100倍, 并且注入动物体内不会

引起高钙血症, 其很可能成为治疗HCC的潜在

药物[52]. 

3  结论

迄今为止, VD的在肝病中的作用还在不断更新. 
VD参与调控了免疫反应、病毒复制、肝纤维化

发生、脂质代谢、肝癌发生等多个方面, 目前

研究仍只是冰山一角. 相信随着对VD研究的深

入, 其可能会为我们治疗肝病、延缓其病情进

展带来新思路、新视角.
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Abstract
Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most com-
mon primary liver cancer and the third leading 
cause of cancer death worldwide, with an inci-
dence increasing every year. HCC pathogenesis 
is very complex. Its occurrence, development 
and metastasis are closely related to multiple 
mutations, cell signaling pathways and abnor-
mal angiogenesis. The main reason for the high 
mortality rate of liver cancer is the difficulties in 
early diagnosis, and most patients have had local 
or distant metastasis when diagnosed. Moreover, 
there is a lack of effective treatment, because the 
pathogenesis of HCC is not yet fully clear. In re-
cent years, a large number of studies have found 
that stromal tumor microenvironment plays an 
important role in the occurrence, development 
and metastasis of HCC. Tumor microenviron-
ment and tumor cells create a complex system 
with interacting signaling pathways. In this re-
view, we will discuss the role of tumor microen-
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 文献综述 REVIEW

肿瘤微环境在肝细胞癌中的作用

李晓鹏, 崔东来

®

■背景资料
原发性肝癌是我
国常见恶性肿瘤
之一, 包括肝细胞
癌和胆管细胞癌, 
肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, 
HCC)(简称肝癌)
在原发性肝癌中
占90%以上, 我国
为肝癌高发区, 大
多数患者确诊时
已为局部晚期或
远处转移. 肿瘤微
环境在肝癌发生
发展和转移过程
中起着至关重要
的作用. 

vironment in HCC in terms of HCC stromal cell 
microenvironment, inflammatory microenviron-
ment and angiogenesis microenvironment.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最
常见的原发性肝脏肿瘤, 并且是全世界癌症死
亡的第3大原因, 其发病率还在逐年增加. 肝癌
的发病机制复杂, 其发生、发展和转移与多种
基因突变、细胞信号传导通路和新生血管增
生异常密切相关. 其死亡率居高不下的主要原
因是临床早期诊断困难, 确诊时大多数已达
到局部晚期或发生远处转移, 且缺乏有效的治
疗方法. 近年来, 大量的研究发现基质肿瘤微
环境在肝癌的发生、发展中发挥着重要作用, 
其与肿瘤细胞共同创造了一个具有互相作用
信号通路的复杂的系统. 在这篇综述中, 从肿
瘤微环境的概念、肝癌基质细胞微环境、炎
症微环境、血管生成微环境等几个方面进行 
研究.

© 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; 微环境

核心提示: 肿瘤微环境(tumor microenvironment)
包括基质细胞微环境、炎症微环境、血管生成

微环境及细胞外基质等, 通过微环境中各种细

胞、趋化因子、信号通路的作用在肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma)的增殖、侵袭和转移中

起关键性作用. 

李晓鹏, 崔东来. 肿瘤微环境在肝细胞癌中的作用. 世界华

人消化杂志  2014; 22(9): 1219-1225  URL: http://www.

■同行评议者
代智, 副研究员, 复
旦大学附属中山
医院肝癌研究所

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com



2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

1220               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年3月28日    第22卷    第9期 

■研发前沿
以往总是针对肿
瘤细胞本身的特
性进行研究, 而忽
略肿瘤微环境在
肝细胞癌的发生
发展和转移中发
挥的重要作用, 基
质细胞微环境、
炎症微环境、血
管生成微环境等
构成复杂的系统
促进肿瘤增殖、
侵袭和转移.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种恶性程度极高的消化系恶性肿瘤, 是全世界

癌症死亡的第3大原因[1]. 在全球范围内每年有

超过750000例新发确诊病例, 尽管近年来通过

各种方法对肝癌尽早诊断和治疗, 但由于他的

高复发和转移率, 使其仍然是一个极具杀伤力

的疾病[2]. 肝癌是我国癌症中的第2号杀手, 全球

50%以上的肝癌发生在我国, 并且发病率仍呈上

升势头. 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)、
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染、酒

精和黄曲霉素均是导致HCC的危险因素, 另外, 
对有慢性乙型肝炎和丙型肝炎病毒感染的患者, 
肝氧化应激可增加其发展为肝癌的风险[3]. HCC
有高致死率, 特别是肝硬化基础上发展为肝癌

的患者容易发生早期肝内外转移, 预后较差. 因
此, 对于肝癌的研究是一个重要课题.

长期以来的研究多注重肿瘤细胞本身的特

征和作用机制, 而忽略了肿瘤微环境的作用, 肿
瘤微环境是一个不断变化的概念, 癌症的定义

不仅只是由肿瘤细胞基因决定的, 还决定于肿

瘤细胞需要存活、生长、增殖和转移的周边环

境[4]. 近年来, 大量的注意力集中于对肿瘤微环

境的研究, 是为了更好的描述和预测癌症表型

的特点[5]. 此外, 了解肿瘤细胞不同成分与微环

境之间的相互作用, 可能有助于发现新的分子

治疗靶点.

1  肿瘤微环境的概念

肿瘤微环境是肿瘤发生发展和转移过程中所处

的内环境, 他是由肿瘤细胞、间质细胞和细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)共同组成的一

个复杂的混合体. 微环境的基质细胞组成可以

分为3个部分: 血管生成细胞、免疫细胞和肿瘤

相关的成纤维细胞. 尤其是基质纤维母细胞, 在
微环境中的改变, 可能会影响相邻上皮细胞肿

瘤的发生和促进其进展[6]. 肿瘤微环境中的免疫

细胞功能下调, 促进了新生血管形成、肿瘤进

展和转移. 这些基质细胞和其周围由细胞外基

质蛋白、生长因子、细胞趋化因子及一些基质

降解酶类组成的肿瘤基质共同包绕着肿瘤, 构
成了肿瘤的整体[7].

2  肝癌基质细胞微环境

在肿瘤进展过程中, 恶性肝细胞和活化的肝星

状细胞, 连同肿瘤相关成纤维细胞、肌成纤维

细胞和免疫细胞一起通常称为肿瘤基质细胞. 
这种新的动态的环境通过肿瘤基质细胞分泌的

可溶性介质进一步增强了肿瘤细胞的反应, 进
而直接影响了肝细胞的恶变[8]. 肝癌微环境中存

在大量的基质细胞. 目前, 越来越多的证据证明

基质细胞对肿瘤特征的重要作用, 包括持续增

殖信号、逃避生长抑制、抵抗细胞死亡、启动

永久复制、引起血管生成、活化侵袭和转移、

重编能量代谢和逃避免疫破坏等[9].
2.1 肿瘤相关成纤维细胞 肿瘤相关成纤维细胞

(cancer-associated fibroblasts, CAFs)是肿瘤微

环境中的中心成分, 他们是许多癌症中肿瘤间

质内突出的细胞类型, 并且在肿瘤间质互相作

用中发挥关键的作用[10]. CAFs参与肝癌的生长

和侵袭, 因为他们能产生表皮生长因子(epider-
mal growth factor, EGF)、成纤维细胞生长因

子(fibroblast growth factor, FGF)、肝细胞生长

因子(hepatocyte growth factor, HGF)、细胞因

子、趋化因子和金属蛋白酶(metalloproteinase, 
MMP)(如MMP-3、MMP-9)[11]. CAFs还可以分

泌白介素-8(interleukin-8, IL-8)、环氧化酶-2(cy-
clooxygenase-2, COX-2)和富含半胱氨酸的酸性

蛋白, 聚集和刺激巨噬细胞的产生, 这些可以通

过分泌肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)和血小板源性生长因子(platelet-derived 
growth factor, PDGF)来增加CAFs的活性[12]. 癌
细胞和CAFs的入侵共培养实验显示, 肿瘤进展

中走在前面的细胞总是C A F s, 而癌细胞会在

CAFs之后移入ECM[13]. 因此, 肝癌细胞的生长和

转移扩散取决于CAFs的存在和其与肝癌细胞互

相作用[14].
2.2 肝星状细胞 肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSCs)是窦周细胞, 这些细胞的激活在肝脏中

是负责胶原蛋白合成的. 对于肝脏反复损伤的

反应是HSCs被激活, 然后他们转分化为肌成纤

维细胞样细胞, 这种表型的转化被认为是肝纤

维化发生的一个中心环节[15], 在这一过程中活

化的HSCs负责产生细胞因子、趋化因子、生

长因子和广泛的ECM[16]. 收集于HSCs的条件

培养基在培养中诱导肝癌细胞增殖和转移, 而
且通过核转录因子-kB(nuclear factor kappa B, 
NF-kB)的激活和细胞外调节激酶(extracellular 
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regulated kinase, ERK)途径, HSCs可促进肝癌生

长和减少中心坏死的程度[17]. Xia等[18]阐明了在

大鼠细胞培养中肝癌细胞是如何促进HSC活化

的. 因此, HSCs和肝癌细胞共培养会刺激HSC
的增殖、迁移和促血管生成基因的表达, 随后,
Ⅰ型、Ⅳ型胶原和层粘连蛋白沉积, 内皮细胞

聚集, 新生血管形成和组织修复, HSC的激活和

基底膜的聚集可能是细胞增殖和再生的一个重

要步骤. 乙型肝炎病毒X蛋白、丙型肝炎病毒

的非结构蛋白、MMP-9、PDGF、转化生长因

子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)、
JNK、胰岛素样生长因子结合蛋白5、组织蛋白

B和D是HSCs活化、增殖的强诱导剂, 从而增强

肝纤维化和癌变[19].
另外, HSCs的免疫抑制特性也有助于肝癌

的发生和发展. 具有免疫抑制活性的细胞如骨

髓源抑制细胞(myeloid-derived suppressor cells, 
MDSCs)和调节性T细胞的大量积累是肿瘤免疫

逃逸的关键机制. 活化的HSCs促进肝癌生长不

仅是因为可以诱导肿瘤血管和淋巴管生成, 而
且还可以显著增加对调节性T细胞和MDSCs这
些免疫性细胞群在脾脏、骨髓和肿瘤组织中的

抑制作用[20].

3  肝癌炎症微环境

肝脏的慢性炎症状态, 肝炎病毒感染的持续状

态和细胞因子及生长因子的产生, 导致一个复

杂的微环境, 肝癌经常发生于肝脏有动态炎症

反应的环境中, 这种环境易于肿瘤的发生. 炎症

是肝脏损伤修复反应中必要的环节, 持续的慢

性炎症产生一种不适当的修复反应, 刺激肝细

胞死亡和再生,这与异常结节和癌症的发生密切

相关.
3.1 肿瘤相关巨噬细胞 在肝癌的免疫细胞中, 肿
瘤相关巨噬细胞(tumor-associated macrophages, 
TAMs)在肿瘤细胞与间质细胞之间的相互作用

中占主导地位, TAMs起源于循环的单核细胞,
通过肿瘤源性信号, 包括趋化因子配体2(che-
mokine ligand, CCL2)和巨噬细胞集落刺激因子

(macrophage colony-stimulating factor, MCSF), 
聚集到肿瘤微环境中, 并分化为成熟的巨噬细

胞. 肿瘤相关巨噬细胞(tumor-associated macro-
phages, TAMs)是形成白细胞在肿瘤不同级别中

浸润模型的基础, 他们存在于肿瘤基质中, 并能

开始广泛的极化激活, TAMs表型的激活可以是

经典激活形式即M1型, 也可以是选择性激活形

式即M2型. 肿瘤微环境中IL-4、IL-10、TGF-β
通过M2型巨噬细胞促进肿瘤相关巨噬细胞极

性活化[21]. M2型巨噬细胞支持组织的修复和重

塑, 并可以通过产生血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)或EGF促进血

管生成[22]. 另外, 还发现枯否细胞是肝特异性的

TAMs, 他可以通过与CD8+ T细胞的程序性死

亡受体1(programmed death receptor, PDR-1)和
枯否细胞-TAMs产生的程序性死亡配体1(pro-
grammed death ligand, PDL-1)相互作用, 引起

C D8+ T细胞毒性功能下降, 减弱免疫依赖应 
答[23], 此外, 阻断PDL-1和PDR-1之间的互相作用

可以恢复CD8+ T细胞的功能. 另外, 枯否细胞以

及星状细胞, 当被炎症性细胞因子刺激后会产

生大量的骨桥蛋白, 这些骨桥蛋白在不同细胞

信号转导途径中起着举足轻重的作用, 并促进

了炎症反应及肿瘤的进展和转移[24].
3.2 淋巴细胞 淋巴细胞可见于人类各种肿瘤

中. 肝细胞癌中有丰富的免疫细胞, 肿瘤浸润

性淋巴细胞在实体肿瘤和宿主抗肿瘤反应中

都是主要的免疫成分[25]. 在某些情况下, 这些

浸润的淋巴细胞与良好的预后相关. 但是, 并
非所有的T细胞都是抗肿瘤免疫效应细胞 . 
CD4+CD25+Foxp3+的T细胞亚群被称为Tregs细
胞(调节性T细胞), 一种功能独特的T细胞, 可以

有效地抑制抗肿瘤免疫应答[26]. 他们通过抑制

抗肿瘤免疫反应, 在促进肿瘤的生长和进展中

起关键作用[27]. 调节性T细胞在不同位置表现出

不同的功能状态. 关于肝癌, 已经证实, 肝癌组

织与邻近组织相比, Tregs细胞比CD8+ T细胞表

达占主导地位, Tregs细胞还可以破坏CD8+ T细
胞的增殖、活化和脱颗粒,抑制颗粒酶和穿孔素

的产生[28]. 此外, 肿瘤内低CD8+ T细胞和高Tregs
细胞与肝癌的不良预后相关. Lin等[29]用流式细

胞仪、定量PCR和趋化性试验分析了瘤内调节

性T细胞的活性、功能和趋化性. 发现肿瘤内

Foxp3+Tregs细胞所占比例与患者预后成负相关. 
Shen等[30]最近的一项研究证明, 调节性T细胞的

水平和功能与肝癌患者的TNM分级相关, SDF-1
可能有趋化Tregs细胞到肿瘤部位的作用. Chen
等[31]通过动物实验证明, 应用次级淋巴组织趋化

因子(Secondary lymphoid tissue chemokine, SLC)
和抗CD25单克隆抗体瘤内联合用药是治疗肝

癌的有效方法, 其机制是改变了肿瘤微环境, 使
Tregs细胞、CD8+ T细胞和CD4+ T细胞在外周免

疫器官得到了系统性优化的分配. 通过特定区
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域Tregs的消除或抑制, 可能会改善肝癌的免疫

治疗效果[32]. 
3.3 Th17细胞 Th17细胞是产生IL-17的CD4+淋巴

细胞, 近来发现, 他们在某些肿瘤中表达增高[33]. 
但是, Th17细胞与肿瘤免疫病理学之间的关系

还存在争议. 在肝癌中, 发现Th17细胞存在于大

量肿瘤中, 与低生存率和高的术后复发率相关, 
这表明Th17细胞和IL-17在肝癌患者中可能会促

进肿瘤进展[34]. 还有研究表明, 肝内IL-17+ T细胞

和Foxp3+的调节性T细胞可能联合作用, 共同促

进肝癌的进展[35]. Th17细胞在肝细胞癌中是构

成炎性/免疫性细胞的关键部分, IL-17和IL-17受
体的高表达能很好地预测肝癌患者的不良预后. 
活化的肝星状细胞可诱导IL-17体外扩增, 在肿

瘤的进展过程中各种炎症/免疫细胞和细胞因子

之间存在着复杂的内在联系[36].

4  细胞外基质的作用

细胞外基质对肝脏结构的支撑和对外环境的持

续作用十分重要, 能使信号转导和改变基因表达. 
在疾病中, 细胞外基质重塑酶的活性失去控制, 
导致微环境纤维化, 表现为硬度增加和大量的生

长因子产生, 从而促进肿瘤的生成[37]. 胶原交联的

失控和细胞外基质硬化通过加强整合蛋白信号

在癌症发病机制中扮演重要角色[38], 这种情况导

致过量的Ⅰ型纤维胶原、Ⅱ型纤维胶原和纤连

蛋白在肝脏中沉积. 另外, 通过整合素家族的调

节, 肿瘤细胞大量的生长和增殖. 整合素α1β1和
整合素α2β1也参与癌细胞的进展和侵袭[39], 因为

通过一些生长因子诱导使他们受抑制后会减少

肝癌细胞转移.
细胞外基质内环境的失调会直接影响上皮

细胞, 导致细胞转化和转移. 肿瘤生长需要先前

存在屏障的破裂和肝组织的重塑, 这一过程主

要受MMPs和基质金属蛋白酶组织抑制剂(tissue 
inhibitors of metalloproteinases, TIMPs)的调节, 
MMPs的过量表达能侵蚀基底膜屏障, 促进癌细

胞对组织的侵袭. 肝癌与高蛋白酶水解活性和高

MMP-2水平有关. 另外, MMP2和TIMP2水平之

间的失衡与肿瘤转移有关, 造成不良的预后[40]. 
有研究表明反式肝动脉化疗栓塞术后, 较高的

血清MMP-2水平和MMP-2/TIMP-2比值可以预

测不良预后, 这提示这些生物标志物在肝癌预

后中的重要作用[41]. 并且, 大量的临床和实验证

据表明高浓度的MMP-9与肿瘤进展、转移和缩

短病人生存时间关系密切[42].

细胞外基质在肿瘤血管生成中也有重要作

用, 要建立新的血管分支, 基底膜必须被MMPs
侵蚀掉, 细胞外基质还参与血管内腔构造、血

管生成和基底膜沉积物的形成. 肿瘤新生血管

比正常血管孔径多, 渗透性大[43], 有利于免疫细

胞浸润、转移和促进肿瘤进展. 细胞外基质还

可以通过损害T辅助细胞的正常成熟而影响免

疫细胞和T细胞的活化, 免疫细胞的分化[44]. 由
于基质金属蛋白酶导致的细胞外基质降解与肿

瘤细胞侵袭、转移关系密切, 并且已经表明, 通
过合成的和天然的抑制剂抑制可能是肝癌治疗

中非常重要的方法[45]. 

5  血管微环境

血管生成从肝癌发生的早期阶段即发挥重要的

作用[46], 肝癌是一种高血供肿瘤, 病态的血管生

成是慢性肝病形成的重要贡献者之一, 对于慢

性肝损伤, 肝脏的损伤修复反应会导致纤维化

的发生, 这一过程需要基质细胞分泌一些促血

管生成因子, 尤其是MMP、PDGF、TGF-α1、
纤维母细胞生长因子(fibroblast growth factor, 
FGF)和VEGF. 此外, 在纤维化发生的过程中, 细
胞外基质和组织结构的改变会增加血流阻力, 
从而减少氧气的交换代谢, 造成低氧.

VEGF是非常重要的促血管生成因子, 他的

表达在退变结节中已经发生, 并且在肝细胞癌

的发展过程中逐渐增加. 肿瘤一旦形成, 癌细胞

的存活就需要一种新的血管网的形成来为他提

供营养和氧气.  在肝癌中, 血管生成过程是非常

复杂的, 并且被严密调控, 使来自肿瘤和宿主细

胞的多种血管生成因子和抗血管生成因子的达

到平衡. 肿瘤快速的生长会造成营养和氧气的

缺乏, 这种营养和氧气缺乏的环境会刺激内皮

细胞(endothelial cells, ECs)的活化和增殖[47], 会
在先前存在的血管基础上生成新的血管, 内皮

细胞的增殖和他所释放酶类会破坏基底膜, 最
后游走到最终的区域, 在这里他们和细胞外基

质一起形成一新的血管[48].
VEGF的表达与肝癌的侵袭有关, 其发挥

作用需要他的受体, 也就是血管内皮生长因子

受体1(vascular endothelial growth factor recep-
tor 1, VEGFR1)和VEGFR2去激活一些内皮细

胞中的增殖、转移和侵袭的信号通路[49]. 此外, 
VEGF还具有细胞因子样功能直接作用于肝星

状细胞、Kupffer细胞和肝细胞[50], 进而调节血

管基底膜和间隙基质的溶解. 在晚期肝癌患者, 
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VEGF和血管生成素2的血浆浓度水平被认为是

独立的预后标志物[51]. 血管生成素2在肝癌中表

达上调, 并在内皮细胞中增强VEGF的作用, 内
皮细胞和星状细胞都能表达Tie-2受体, 此受体

能够进一步协调肝癌中血管生成的调节[52].
纤维母细胞生长因子是肝素结合生长因子

家族中的一员, 他与VEGF协同作用诱导血管生

成, 而血小板源性生长因子参与细胞迁移和新

生血管的成熟. 癌细胞分泌血小板源性生长因

子, 这是一种旁分泌机制, 还分泌一些如内皮细

胞和纤维母细胞等其他, 参与癌症进展. 肿瘤血

管生成中的一些其他重要的调节因子如整联蛋

白和钙粘蛋白, 他们分别调节细胞基质和细胞

与细胞之间的连接, 从而为新生血管的形成创

造条件.

6  结论

随着研究的深入, 肝癌肿瘤微环境在肝癌形成

和演进中的重要作用已经逐步被人们所认识, 
微环境中各种基质、细胞、细胞因子和趋化因

子等之间相互作用, 形成一个复杂的网络系统,
通过对此系统的研究, 对肝癌的发生、发展、

复发及转移过程有了更加全面的了解, 为肝癌

的进一步研究提供了新的思路. 肝癌的很多治

疗是以微环境中的某一环节作为靶点, 对抗肿

瘤的治疗开辟了新的道路, 对于提高目前常用

抗肿瘤的手段和最终控制肝癌具有十分重要的

战略意义.
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Abstract
Several subgroups of regulatory T (Treg) cells 
play crucial roles in both induction and mainte-
nance of immune tolerance to self-antigens and 
alloantigens. The most extensively and compre-
hensively studied regulatory T cell subgroup is 
CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells. Numerous stud-
ies indicate that insufficiency or dysfunction of 
CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells is responsible for 
the development of many autoimmune diseases 
and rejections after organ transplantation. There-
fore, harnessing CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells 
may provide a promising approach for induc-
ing and maintaining liver transplant tolerance. 
In this review, we will focus on the history and 
classification of regulatory T cells, the mecha-
nisms by which regulatory T cells induce trans-
plant tolerance and their roles in liver transplant 
tolerance.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞与肝移植免疫耐受的关系

廖 晖, 杨定华

®

■背景资料
肝移植(liver trans-
plantation, LT)是
目前治疗终未期
肝病最有效的方
法. 但移植术后长
期乃至终生应用
免疫抑制剂, 不仅
会加重患者的经
济负担, 而且免疫
抑制剂本身的不
良反应也会严重
地影响移植受者
的 生 存 质 量 .  因
此 ,  如何诱导LT
受者产生免疫耐
受一直以来都是
LT研究领域的一
大热点. 

Key Words: Regulatory T cells; Liver transplant; 
Immune tolerance  

Liao H, Yang DH. CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells and 
liver transplant tolerance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2014; 22(9): 1226-1234  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/1226.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i9.1226 

摘要
调节性T(regulatory T, Treg)细胞包含有不
同的亚群 ,  在诱导和维持机体对自身和同
种异体抗原免疫耐受中具有重要的作用 . 
CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞是目前研究的最
广泛和深入的调节性T细胞. 大量研究显示, 
CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞功能或数量的异
常可引起多种自身免疫性疾病以及器官移植
排斥反应. 因此, CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞
在诱导和维持肝移植免疫耐受方面可能具有
较好的应用前景. 本文就调节性T细胞的历
史、分类、诱导免疫耐受的机制以及与肝移
植免疫耐受的关系作如下综述.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 调节性T细胞; 肝移植; 免疫耐受

核心提示: 新型免疫抑制剂的应用极大地改善了

肝移植术后的短期预后, 但远期疗效有限. 诱导

肝移植免疫耐受是解决这一问题最理想的方法. 
CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞可以通过多种机制参

与器官移植免疫耐受的形成, 在诱导和维持肝移

植免疫耐受过程中起着重要作用, 可能具有较好

的临床应用前景. 

廖晖, 杨定华. CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞与肝移植免疫耐受

的关系. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 1226-1234  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1226.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1226 

0  引言

对于终末期肝病来说, 肝移植(liver transplantation, 
LT)可能是唯一有效的方法. 在手术技术日趋成

熟之后, LT排斥反应已成为影响移植物长期存

■同行评议者
何晓顺, 教授,  中
山大学附属第一
医院 



廖晖, 等. CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞与肝移植免疫耐受的关系                1227

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
CD4+CD25+Foxp3+  
调节性T(regulatory 
T, Treg)细胞是外
周免疫耐受机制
的重要组成部分. 
他可以抑制自身
反 应 性 T 淋 巴 细
胞和同种反应性
T 淋 巴 细 胞 的 功
能, 是机体对自身
和同种异体抗原
产生免疫耐受的
重要机制 .  目前 , 
CD4+CD25+Foxp3+ 
Treg细胞在诱导实
体器官移植(如LT)
免疫耐受方面的
研究, 主要处于动
物实验阶段.

活的重要因素[1]. LT术后, 需要长期乃至终生应

用免疫抑制剂, 才能有效地控制排斥反应, 维持

移植肝脏长期、有功能的存活. 目前, 临床上常

用的免疫抑制剂均具有多种不良反应, 如糖尿

病、高血压、慢性肾功能损害以及对感染和

肿瘤易感性增加等[1]. 因此, 诱导LT受者产生针

对供者抗原特异性的免疫耐受, 才是彻底解决

LT排斥反应最理想的措施. CD4+CD25+Foxp3+ 

调节性T(regulatory T, Treg)细胞约占外周血

CD4+ T细胞的5%-10%, 是免疫系统中重要的

调节细胞, 可以抑制自身反应性T细胞和同种

反应性T细胞的功能, 他所介导的免疫调节反

应是机体对自身和同种异体抗原产生免疫耐

受的重要机制 [2,3].  近年来 ,  大量的研究发现 , 
CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞在诱导和维持LT免
疫耐受中起着重要的作用. 

1  Treg细胞的研究历史　

早在20世纪70年代初, 科学家就发现T细胞除

了具有促进免疫反应的功能外, 还有一部分T
细胞具有抑制免疫反应的作用, 这部分T细胞

被称为抑制性T细胞(suppressor T cells)[4]. 当时

普遍认为, 抑制性T细胞通过主要组织溶性复

合体(major histocompatibility complex, MHC )基
因I-J亚区编码的抗原决定簇发挥免疫抑制作

用, 但后来的研究未能在MHC基因中发现I-J亚
区[5,6]; 同时, 由于未能确定该细胞亚群特异性的

标志, 因此对于是否存在“抑制性T细胞”, 存
在争议, 甚至有人在解释免疫抑制现象时, 故
意回避使用“抑制性T细胞”一词[7]. 直到1995
年, Sakaguchi等[8]发现, 将CD4+CD25- T细胞输入

裸鼠体内, 可诱发多种自身免疫性疾病; 如果输

入CD4+CD25- T细胞后, 立即输入CD4+CD25+ T
细胞, 可防止自身免疫性疾病的发生; 如果输入

CD4+CD25- T细胞后, 用抗原刺激裸鼠, 可引起异

常强烈的免疫反应, 此时输入CD4+CD25+ T细胞, 
可使免疫反应正常化. 因此, Sakaguchi等[8]认为

CD4+CD25+ T细胞中包含有一群具有免疫抑制

功能的T细胞亚群, 在维持机体自身免疫耐受中

具有重要的作用, 后来这群细胞被称为Treg细胞. 
一年后, Asano等[9]发现, 出生后第3天切除小鼠的

胸腺, 会影响外周CD4+CD25+ T细胞的出现, 以
及引起严重的自身免疫性疾病, 提示CD4+CD25+ 
T细胞来源于胸腺. 2002年Zheng等[10]报道, 人外

周血中的初始T细胞(CD4+CD25-)在转化生长因

子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)的诱

导下, 可转化为具有免疫抑制功能的CD4+CD25+ 
T细胞. 从而证明, Treg细胞还可来源于外周初

始T细胞. 2003年, 日本科学家 [11]和美国科学 
家[12]几乎在同一时间发现转录因子Foxp3特异

性表达于CD4+CD25+ T细胞, 将Foxp3基因导入

CD4+CD25- T细胞中, 可以使其获得Treg细胞表

型, 在体内、体外均具有免疫抑制作用, 从而确

立了Foxp3在调控Treg细胞分化发育和维持其免

疫抑制功能中的重要地位[13]. Foxp3是迄今为止, 
Treg细胞最具有特异性的标志物, 他的出现极大

地推动了Treg细胞的研究进展.

2  抑制性T细胞和调节性T细胞

回顾Treg细胞的研究历史, 可以发现免疫学家

在解释T细胞介导的免疫抑制现象时, 会把“抑

制性T细胞”与“调节性T细胞”这两个词, 相
互替换使用. 起初“抑制性T细胞”的使用频率

远远高于“调节性T细胞”, 但是在20世纪80年
代末至90年代初期, 由于不少免疫学家对于是

否存在抑制性T细胞持怀疑态度, 因此回避使用

“抑制性T细胞”一词, 而倾向于使用“调节性

T细胞”[14]. 故“调节性T细胞”一直沿用至今. 

3  Treg细胞的来源及分类

Asano等[9]发现正常小鼠出生后, 外周淋巴组织

中无CD4+CD25+ T细胞, 3 d后, 外周淋巴组织

才开始出现CD4+CD25+ T细胞, 2 wk内达到成

年水平(约占CD4+ T细胞的5%-10%). 如果出生

后第3天切除小鼠的胸腺, 外周淋巴组织出现

CD4+CD25+ T细胞的时间, 将延迟至出生后的第

10天, 成年后CD4+CD25+ T细胞明显低于正常

小鼠[9]. 这说明小鼠出生后第3-10天, 外周淋巴

组织中出现的CD4+CD25+ T细胞来自胸腺, 现
在被称为天然调节性T细胞(natural Treg cells, 
nTreg). 出生后第3天切除胸腺的小鼠延迟出现

的CD4+CD25+ T细胞来自何处呢？Asano等[9]将

Thy-1.1+ CD4+CD25- T细胞注入出生后第3天切

除胸腺的小鼠(Thy-1.1-), 一段时间后在外周淋

巴组织中可检测到Thy-1.1+ CD4+CD25+ T细胞. 
说明CD4+CD25- T细胞在外周淋巴组织中可以

转化为CD4+CD25+ T细胞, 遗憾的是作者没有检

测这群CD4+CD25+ T细胞是否具有免疫抑制功

能, 因此并没有证明CD4+CD25- T细胞可以转化

为Treg细胞. 因为有研究表明CD4+CD25- T细胞

活化后也可以上调CD25分子, 成为CD4+CD25+ 
效应性T细胞, 但不具有免疫抑制功能[2,15]. 之后, 
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率和肿瘤的复发, 
是安全有效的.

有研究发现初始T细胞(CD4+CD25-)在TGF-β诱
导下, 可上调CD25分子, 表达Foxp3, 转化为具有

免疫抑制功能的CD4+CD25+ T细胞[10,16]. 现在, 由
初始T细胞转化而来的具有免疫抑制功能的T细
胞被称为诱导性调节性T细胞(induced Treg cells, 
iTreg). 因此, Treg细胞除了来源于胸腺外, 还可

以来源于外周初始T细胞. 
由此可见, Treg细胞不是均一的细胞群, 包

含有不同的亚群(图1). 根据来源不同, Treg细
胞可大致分为nTreg和iTreg细胞[17]. nTreg细胞

指来源于胸腺, 具有免疫抑制功能的T细胞. 根
据表面标志物的不同, nTreg细胞可进一步分

为CD4+CD25+Foxp3+ nTreg细胞、CD8+ nTreg
细胞、CD4-CD8- nTreg细胞、γδ+nTreg细胞

和NKT细胞. 一般情况下, nTreg细胞指胸腺

来源的CD4+CD25+Foxp3+ T细胞. iTreg细胞指

初始T细胞在不同的细胞因子的作用下转化

而来的具有免疫抑制功能的T细胞, 主要包括

CD4+CD25+Foxp3+ iTreg细胞、Tr1细胞、Th3
细胞、CD8+ iTreg细胞和CD4-CD8- iTreg细胞. 
一般情况下iTreg细胞指前三者. 在此特别说明, 
以下所提及的“nTreg细胞”特指胸腺来源的

CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞, “iTreg细胞”特指

由初始T细胞转化而来的CD4+CD25+Foxp3+ Treg
细胞. 

4  同种异体抗原识别的机制

在器官移植术中, 由于供受体遗传背景不同, 受
体的免疫系统可以识别移植物中的抗原并产生

免疫应答, 同时移植物中残留的免疫细胞也可

以识别受体组织中的抗原并产生免疫应答, 此
为移植排斥反应. 前者被称为宿主抗移植物反

应, 主要包括超急性排斥反应、急性排斥反应

和慢性排斥反应; 后者被称为移植物抗宿主反

应. 现已证明多种免疫细胞可参与排斥反应, 但
是CD4+ T细胞和CD8+ T细胞是参与同种异体排

斥反应的主要效应细胞[18,19]. T细胞可以通过3种
方式识别同种异体抗原, 分别为直接识别、间

接识别和半直接识别, 如图2所示. 直接识别是

指移植物中的抗原提呈细胞(antigen-presenting 
cells, APC)将其表面的MHC-抗原肽复合物直接

递呈给受体的同种反应性T细胞; 间接识别是指

供体抗原经过受体APC处理、加工后, 以受体

MHCⅡ类分子-供体抗原肽复合物的形式递呈

给受体CD4+同种反应性T细胞; 半直接识别是指

供体APC与受体APC进行细胞膜片段交换时, 有

可能将MHC-抗原肽复合物交换至对方, 最后由

受体APC将供体的MHC-抗原肽复合物递呈给

受体同种反应性T细胞[18,19]. 同种反应性T细胞识

别同种异体抗原后(第一信号)还需要CD28分子

提供的第二信号才能被激活[19]. 第二信号可以

降低同种反应性T细胞的活化阈值, 促进白介素

-2(interleukin-2, IL-2)的分泌, 而IL-2(第三信号)
又可以促进同种反应性T细胞活化、增殖和预防

活化诱导的细胞凋亡[19]. 因此. 移植排斥反应从

本质上来说是一种免疫反应.

5  Treg细胞诱导移植免疫耐受的机制

首先, Treg细胞可以通过APC抑制同种反应性T
细胞的活化、增殖和功能. Treg细胞持续性高

表达CTLA-4(CD152), CTLA-4与B7的亲和力是

CD28分子的20倍, 可与初始T细胞表面的CD28
分子竞争性地结合APC表面的B7分子, 从而减

弱甚至阻断T细胞活化的信号[20]. CTLA-4与B7
分子结合后还可以诱导APC表达吲哚胺2,3双加

氧酶(indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO), 促进

色氨酸的分解代谢, 从而抑制T细胞的增殖或诱

导其凋亡[21]. 因此, CTLA-4在诱导移植免疫耐

受中具有重要的作用[22,23]. Treg细胞还表达淋巴

细胞活化基因-3, 可与MHCⅡ类分子以高亲和

力结合, 向APC内传导抑制性信号, 抑制APC的
成熟[24,25]. Treg细胞的某些表面分子, 如淋巴细

胞功能相关抗原和神经菌毛素(neuropilin-1)的
表达水平也高于初始T细胞, 可促进Treg细胞与

APC结合[26,27].
其次, Treg细胞可通过分泌TGF-β、IL-10和

IL-35等细胞因子抑制排斥反应. 虽然体外实验

证明Treg是通过细胞间的接触而发挥免疫抑制

作用, 不依赖细胞因子, 但体内实验却证实Treg
细胞还可以通过分泌细胞因子, 发挥免疫抑制

作用[28]. Treg细胞分泌的TGF-β, 除了可以直接

抑制效应性T细胞的增殖和功能外[29,30], 还可以

通过诱导APC表达IDO和Foxp3+Treg细胞参与器

官移植免疫耐受的形成[31,32]. Treg细胞还可分泌

IL-10, 阻断IL-10信号通路可以终止Treg细胞诱导

的小鼠皮肤移植免疫耐受[22]. 供体来源的Treg细
胞分泌的IL-10在控制骨髓移植后移植物抗宿主

病中具有重要作用[33]. 最近有研究发现, Treg细胞

还可分泌IL-35, 并且在体外实验中证明IL-35是
Treg细胞发挥非细胞接触性免疫抑制作用的重要

因子[22,34].
还有, Treg细胞可以通过改变周围的微环
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境抑制排斥反应. Treg细胞持续表达高亲和力

的IL-2受体(CD25-CD122-CD132三聚体), 可
大量消耗周围环境中效应性T细胞赖于生存的

IL-2, 从而诱导效应性T细胞发生凋亡[35]. Treg细

胞还高表达胞外水解酶CD39和CD73, CD39可
以将ATP水解成AMP, AMP又可以被CD73水解

成腺苷[36]. 一方面可消耗T细胞活化所需的能量

(ATP)[37]; 另一方面产生的腺苷还可激活效应性

图 1 Treg细胞的来源及分类. nTreg细胞: 天然调节性T细胞; iTreg细胞: 诱导性调节性T细胞. 
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图 2 同种异体抗原识别的机制. TCR: T细胞抗原受体; MHC: 主要组织溶性复合体; APC: 抗原提呈细胞.
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T细胞表面的腺苷受体2A, 不仅可以抑制T细胞

的增殖, 还可以抑制IL-6的表达以及促进TGF-β
的分泌, 有利于iTreg细胞的形成[36,38,39]. CD39缺
陷的Treg细胞诱导小鼠皮肤移植免疫耐受的能

力明显低于正常Treg细胞[36].
再有 ,  Tr e g细胞可以通过穿孔素(p e r f o-

rin)[40]、颗粒酶(granzyme)[41]、凋亡诱导配体受体

DR5[42]、半乳凝素(galectin-1)[43]和γ干扰素[44]等直

接杀伤效应性T细胞. 此外, Treg细胞还可以通过

传染性免疫耐受(infectious tolerance)诱导更多的初

始T细胞转变为具有免疫抑制功能的T细胞[45,46].

6  Treg细胞与肝移植免疫耐受的关系

早在1975年, 就有科学家提出抑制性T细胞(Treg
细胞)可以诱导小鼠同种异体皮肤移植免疫耐

受[47]. 现已证实, Treg细胞在诱导和维持同种异

体器官移植免疫耐受中具有重要作用[48]. 有关

Treg细胞与LT免疫耐受的文献最早见于1984年, 
Myburgh等[49]利用全身淋巴照射(total lymphoid 
irradiation, TLI)的方法成功地诱导了狒狒同种异

体LT免疫耐受, 作者推测移植物长期存活的原因

可能是TLI可以促进受体抑制性T细胞增殖. 这一

推测之后被Fujiki等证实. Fujiki等[50]发现, TLI可
以显著延长大鼠同种异体LT(DA→Lewis)受体

的生存时间(>100 d), 照射组移植肝(未被照射)
内CD4+和CD8+ T细胞凋亡的数量以及Treg细胞

的数量明显高于未照射组. 提示TLI可以通过促

进效应性T细胞凋亡和Treg细胞形成来诱导和

维持LT免疫耐受. 目前, 诱导LT免疫耐受的方法

有很多, 研究表明这些方法或多或少都与Treg细
胞有关. Sato等[51]报道, 反复、多次从门静脉输

入供体来源的血液可明显减少活体LT术后急性

排斥反应的发生率, 并且可以迅速减少免疫抑

制剂的用量, 主要的机制包括促进Treg细胞的形

成和诱导移植肝脏形成大嵌合体. Abe等[52]在大

鼠LT模型中也发现, 供体特异性输血可以通过

促进Treg细胞形成来诱导LT免疫耐受. 近年来, 
雷帕鸣与其他诱导免疫耐受的方法(如未成熟树

突状细胞)联合应用取得了较好的实验结果, 已成

为诱导移植免疫耐受领域的研究热点[53,54]. 其中

非常重要的原因是, 与其他免疫抑制剂(如糖皮质

激素、他克莫司和环孢素A等)相比, 雷帕鸣可以

促进Treg细胞的形成, 并且维持其功能稳定[55]. 肝
星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)[56]、间充

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)[57]以

及供体来源的凋亡淋巴细胞[58], 最近也被认为

与LT免疫耐受有关, 研究表明这些细胞诱导LT
免疫耐受的机制也与其能够诱导Treg细胞形成 
有关. 

Treg细胞在诱导和维持自发性免疫耐受中

具有重要的作用. L i等[59]发现, 小鼠LT自发性

免疫耐受组(C57BL/10→C3H/HeJ), 移植肝和

脾脏中Treg细胞的比例(CD4+CD25+ T/T)明显

高于对照组, 术前或术后用C D25抗体清除受

体CD4+CD25+ T细胞, 可引发急性排斥反应. 还
有研究报道, Th17/Treg细胞功能失调与LT免疫

耐受和急性排斥反应有关. 大鼠LT自发性免疫

耐受组(BN→Lewis)中Th17细胞相关的细胞因

子(IL-17、IL-6和IL-23)和转录因子(RORγt)表
达水平明显低于排斥组(Lewis→BN), 而Treg细
胞相关的细胞因子(IL-10和TGF-β)和转录因子

(Foxp3)则明显高于排斥组[60]; 排斥反应组的情

况正好相反, 并且IL-17、IL-6、IL-23、RORγt
的表达水平与排斥反应的严重程度呈正相关, 
而IL-10、TGF-β和Foxp3的表达水平与排斥反

应的严重程度呈负相关[60]. 最近, Zhang等[61]在大

鼠LT急性排斥反应模型中也发现, 排斥反应与

受体外周血中Treg细胞下降有关.
P u等 [62]对n Tr e g细胞诱导大鼠LT(D A→

Lewis)免疫耐受的能力进行了直接地研究. 作
者分别于LT术后第1天和第7天从阴茎背静脉

输入1×106 nTreg细胞, 发现未作任何治疗的

大鼠平均生存时间为12 d; 短期服用他克莫司

[0.1 mg/(kg·d), 术后1-7 d]的大鼠平均生存时间

为28 d; 输注新鲜nTreg细胞的大鼠平均生存时

间为22 d; 输注第三方(BN)抗原刺激过的nTreg
细胞的大鼠平均生存时间为18 d; 输注供体抗原

刺激过的nTreg细胞的大鼠平均生存时间为28 d; 
而短期服用他克莫司+输注供体抗原刺激过的

nTreg细胞的大鼠生存时间均超过60 d[62]. 上述

结果充分说明Treg细胞确实可延长移植肝的存

活时间, 但效果并不优于短期小剂量应用他克

莫司, 似乎提示Treg细胞诱导LT免疫耐受的能

力非常有限. 但作者并不这样认为, 因为有研究

表明nTreg细胞在炎性环境中不稳定, 容易丢失

Foxp3, 失去免疫抑制功能, 甚至转化为炎性细

胞[63], 而iTreg细胞在炎性环境中却表现的较稳

定[64]. 最近, Feng等[65]在小鼠缺血再灌注模型中

也证实iTreg细胞比nTreg细胞更稳定. 因此, 利
用iTreg细胞诱导LT免疫耐受可能会取得更好的

■应用要点
成功地诱导和维
持肝移植免疫耐
受可以减轻患者
的经济负担, 降低
甚至消除免疫抑
制剂对移植受者
生存质量的影响. 
目前, Treg细胞在
骨髓移植研究中
显现出了迷人的
临床应用前景. 如
果能够通过Treg
细胞成功地诱导
并维持肝移植免
疫耐受, 可以带来
巨大的经济和社
会效益.



2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

效果. 另外, Pu等[62]的研究发现短期服用他克莫

司+输注Treg细胞可以显著延长移植肝的存活

时间. 但有研究表明, 他克莫司不利于Treg细胞

的生长和发育[66]. 而在Pu等的研究中他克莫司

+输注Treg细胞却取得了“1+1>2”的效果. 可
能的解释是, LT术后他克莫司可以抑制排斥反

应, 减轻Treg细胞所处环境中的炎症程度, 更有

利Treg细胞的存活和作用的发挥, 故而产生协

同作用. 与他克莫司相反, 目前大量的研究表明, 
雷帕鸣不仅可以选择性地扩增nTreg细胞, 增强

其免疫抑制功能和稳定其表型(即使在炎性环境

中)[63,67-69], 还可以促进iTreg细胞生成[70,71]. 据此, 
我们推测联合应用雷帕鸣与输注iTreg细胞可能

在诱导和维持LT免疫耐受方面具有更好的应用

前景. 

7  结论

Treg细胞可以通过多种机制抑制器官移植排斥

反应, 在诱导和维持同种异体LT免疫耐受中具

有重要的作用. 目前需解决的问题有: (1)在排斥

反应LT模型中进一步确定Treg细胞作用的大小, 
直接比较nTreg与iTreg细胞的疗效以及明确Treg
细胞疗法是否优于免疫抑制剂; (2)优化iTreg细
胞的诱导方案或nTreg细胞的扩增方案, 以便获

得功能强大、表型稳定的Treg细胞; (3)目前, LT
术后彻底放弃使用免疫抑制剂是不切实际的想

法, 较为可行的方案是短期或小剂量应用免疫

抑制剂+Treg细胞疗法, 因此, 有必要明确各种免

疫抑制剂对Treg细胞的影响.
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Abstract
Urokinase type plasminogen activator (uPA) is 
a major activator of plasminogen, and  uPA re-
ceptor is the specific receptor of uPA. The uPA/
uPAR system regulates plasminogen activity, 
which participates in degradation and remod-
eling of the extracellular matrix (ECM), and is 
involved in many pathophysiological processes. 
In neoplasms, the activation of plasminogen 
into plasmin caused by the uPA/uPAR system 
induces the degradation of components in the 
basement membrane as well as in the ECM, 
which provides a favorable microenvironment 
for tumor invasion and metastasis. In addition, 
the uPA/uPAR system regulates tumor prolif-
eration and angiogenesis. In this review, we will 
discuss the role of the uPA/uPAR system in tu-
mors and its potential clinical implications.
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 文献综述 REVIEW

uPA/uPAR系统在肿瘤中作用的研究进展

尚润泽, 戴 斌, 王德盛

®

■背景资料
尿 激 酶 型 纤 溶
酶原激活物(uro-
kinase type plas-
minogen activator, 
uPA)是纤溶酶原
的重要激活物之
一, uPA/纤溶酶原
激活物受体(uro-
kinase type plas-
minogen activator 
receptor, uPAR)系
统对纤溶酶原活
性起调控作用, 参
与多种与基细胞
外基质降解、重
塑相关的病理生
理 过 程 .  在 肿 瘤
中, uPA/uPAR系
统通过促进基底
膜和细胞外基质
内相关成分的降
解 ,  为 肿 瘤 的 侵
袭、转移提供有
利微环境, 是肿瘤
研究的热点. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
尿激酶型纤溶酶原激活物(u rok inase t ype 
plasminogen activator, uPA)是纤溶酶原的重
要激活物之一, 其特异性受体为纤溶酶原激
活物受体(urokinase type plasminogen activator 
receptor, uPAR). 大量研究表明, uPA/uPAR系
统对纤溶酶原活性起调控作用, 参与多种与基
细胞外基质降解、重塑相关的病理生理过程. 
肿瘤组织中, 在uPA/uPAR系统的作用下将纤
溶酶原激活为纤溶酶, 促进基底膜和细胞外基
质内相关成分的降解, 为肿瘤的侵袭、转移提
供有利微环境. 此外, uPA/uPAR系统对于肿瘤
的增殖及肿瘤血管形成也具有调控作用. 本文
就uPA/uPAR系统在肿瘤中的作用及其临床意
义做一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 尿激酶型纤溶酶原激活物/纤溶酶原激活

物受体系统; 肿瘤; 尿激酶型纤溶酶原激活物; 纤溶

酶原

核心提示: 尿激酶型纤溶酶原激活物(urokinase 
type plasminogen activator)/纤溶酶原激活物受体

(urokinase type plasminogen activator receptor)系
统的表达受到多种细胞因子及促癌因子的调节, 
与多条肿瘤相关信号通路之间密切作用, 其作用

贯穿于肿瘤的增殖、侵袭转移及肿瘤血管生成

的各个环节, 是研究肿瘤进展机制和肿瘤诊断及

治疗的重要靶点. 
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■研发前沿
uPA/uPAR系统的
表达受到多种激
素、细胞因子及
促癌因子的调节, 
并与多条肿瘤相
关信号通路之间
密 切 作 用 ,  在 肿
瘤的增殖、侵袭
转移及肿瘤血管
生成等方面全面
发 挥 作 用 ,  但 其
具体分子机制尚
不明确.

展. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 1235-1240  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/1235.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1235

0  引言

自上世纪70年代第1次在肿瘤中提取出尿激酶型

纤溶酶原激活物(urokinase type plasminogen acti-
vator, uPA)以来, uPA/纤溶酶原激活物受体(uroki-
nase type plasminogen activator receptor, uPAR)系
统在肿瘤中的作用越来越受到关注. uPA/uPAR
系统由uPA、uPAR以及纤溶酶原激活物抑制物

(plasminogen activator inhibitors, PAIs)共同组成. 
回顾既往文献[1-4]发现, uPA/uPAR系统可通过

降解细胞外基质和基底膜促进肿瘤细胞的侵袭

与转移. 近年来研究发现, uPA/uPAR系统的表达

受到多种激素、细胞因子及促癌因子的调节[5,6], 
并与多条肿瘤相关信号通路之间密切作用, 在肿

瘤的增殖、侵袭转移及肿瘤血管生成等方面全

面发挥作用. 同时uPA/uPAR系统用于肿瘤标志

物及作为潜在治疗靶向的研究日益受到重视. 

1  uPA/uPAR系统概述

1.1 uPA uPA是一种特异性较强的丝氨酸蛋白酶. 
最初分泌的uPA, 其结构为单链的pro-uPA, 称为

单链尿激酶纤溶酶原激活剂(scuPA)[7], 该蛋白分

子内包含3个结构域: 生长因子结构域、催化结

构域和Kringle结构域[8-10]. 在纤溶酶、组织蛋白

酶等酶的作用下, pro-uPA在158Lys-159Ile位点

处酶解, 酶解后的两条单链通过二硫键结合成

为有活性的双链尿激酶[11]. 在黏附细胞中, uPA
几乎都分布于细胞与细胞间或细胞与细胞外基

质间接触的部位[12]. 活性uPA可单独激活纤溶酶

原或与uPAR相结合, 参与基底膜与细胞外基质

降解, 在生理性细胞迁移和肿瘤细胞转移中发

挥作用. 
1.2 uPAR uPAR是一种单链膜糖蛋白受体, 他通

过碳端的糖基磷脂酰肌醇锚定于细胞表面, 并
在磷脂酰肌醇特异性的磷脂酶C作用下释放. 成
熟uPAR含3个同源结构域: D1、D2、D3. 其中

D1与抗原决定簇相关, D2、D3与定位于细胞膜

有关, 最新报道显示D3结构域的uPAR/a5β1作用

位点在新血管生成的过程中十分重要[13]. uPAR
与uPA特异性结合, 使纤溶酶原的激活增强, 加
速细胞外基质降解, 便于细胞迁移. 报道[14]显

示, 在乳腺癌中uPA-uPAR复合物对于维持和放

大纤溶酶活性是必要的. 此外, uPAR也可与被

PAI-1抑制的uPA结合, 共同组成uPAR-uPA-PAI
复合物, 该复合物在体内被迅速内吞降解, 释放

出的uPAR被循环利用, 出现在细胞表面的不同

位点[6,15], 这一过程在细胞迁移中起重要作用. 当
uPAR从细胞表面脱落进入血液循环则成为可溶

性uPAR(suPAR), suPAR的循环浓度在急性感染

时显著增高[16], 也有研究发现其血浆浓度变化可

能与肿瘤相关[17]. 
1.3 PAIs PAIs包括PAI-1、PAI-2. 目前认为, 
PAI-1与肿瘤的关系更为密切. PAI-1是52 kDa
大小的糖蛋白, 属于丝氨酸蛋白酶抑制剂家族

(serine protease inhibitor, serpin)成员之一. 他可

由内皮细胞、肝细胞、血管平滑肌细胞及多种

肿瘤细胞合成. 血浆中PAI-1水平具有昼夜节律, 
清晨较高, 但其整体水平与机体纤维蛋白溶解

活性相一致. 血浆PAI-1水平异常升高可见于代

谢综合征、炎症状态及肿瘤[18]. 肿瘤中PAI-1表
现为双重作用, 首先PAI-1作为uPA的特异性抑

制剂与玻连蛋白等多种细胞外基质蛋白关系密

切, 调节细胞外基质的降解平衡, 具有抑制肿瘤

侵袭作用; 另一方面PAI-1又可能通过抑制肿瘤

细胞和血管平滑肌凋亡, 从而促进肿瘤生长和

肿瘤血管形成[19,20]. 

2  uPA/uPAR系统与肿瘤

2.1 uPA/uPAR系统与肿瘤增殖 uPA与uPAR在正

常细胞和肿瘤细胞的增殖中都发挥作用. 研究

显示, uPA可通过激活肝细胞生长因子(hepato-
cyte growth factor, HGF)促进肝细胞的增殖[21], 此
外uPA能够诱导一些增殖信号通路的级联反应, 
如信号转导与转录激活因子3(signal transducer 
and activator of transcription, Stat3)通路、细胞

外信号调节激酶1/2(extracellular signal-regulated 
kinase 1/2, ERK1/2)通路与磷脂酰肌醇3激酶/蛋
白激酶B(phosphatidylinositol 3-kinase/protein 
kinase B, PI3K/Akt)通路[22-25]. 在肝癌HEp3肿瘤

细胞系中抑制uPAR表达, 可破坏uPAR/integrin
偶联, 抑制MAPK通路并迫使肿瘤细胞进入休

眠状态、停留在细胞周期的G0/G1时相[26]. 另外, 
Gogineni等[25]发现, 体外shRNA转染抑制uPAR
的表达可下调脑膜瘤细胞中TGF-β1信号诱导的

肿瘤细胞增殖信号通路. 由此不难看出, uPA与

uPAR对于肿瘤细胞增殖状态的维持发挥着重要

作用. PAI-1在一些肿瘤中同时起促进增殖和抑

制凋亡作用[19,26], 但在不同肿瘤细胞系中的作用

及机制并不确定. 一项关于结肠癌的研究发现, 
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■相关报道
近 年 研 究 发 现
uPA/uPAR系统的
成分可以直接激
活包括Notch信号
通路在内的多条
与肿瘤侵袭转移
密切相关的信号
调节通路, 为阐明
该系统在肿瘤侵
袭转移中的具体
机制提供了新的
研究思路.

间充质干细胞分泌的高浓度PAI-1可促进HT29
肿瘤细胞系增殖, 但对于HCT-116肿瘤细胞系并

无显著影响[27]. Lara等[28]对43例宫颈癌标本进行

一系列研究提出, PAI-1过表达可能通过增加突

变型P53和cyclin D1的表达从而抑制肿瘤细胞进

入凋亡周期, 进而促进肿瘤生长. 可见, PAI-1在
肿瘤增殖与凋亡中的确切作用和机制还需进一

步深入研究. 
2.2 uPA/uPAR系统与肿瘤侵袭转移 uPA/uPAR
系统在肿瘤侵袭转移中的作用不仅限于对细胞

外基质和基底膜的降解, 还涉及许多复杂的分

子机制, 多条与肿瘤侵袭转移密切相关的信号

通路牵涉其中. uPA能够直接催化纤溶酶原的激

活, 后者进一步降解多种细胞外基质中的蛋白

质, 例如纤连蛋白(fibronectin, FN)、玻连蛋白

(vitronectin, VN)等, 同时也能催化激活多种基

质金属蛋白酶的酶原, 进一步降解细胞外基质

成分[29,30], 上述步骤为肿瘤细胞向深部组织播散

及侵入循环并最终形成远处转移提供了有利条

件. 吴畅等[31]研究发现, uPA在肝癌组织中的表

达相较癌旁组织和正常肝组织显著增高, 且其

高表达与肝门静脉处癌栓形成和肿瘤侵及肝被

膜关系密切; 此外有研究显示uPA的表达与结直

肠癌侵袭、转移密切相关[32]. 这些研究进一步印

证了uPA在肿瘤侵袭转移中可能发挥重要作用. 
近年研究[33]发现uPA可作为独立配体直接激活

Notch受体、调控Notch信号通路活性, 影响脑胶

质瘤的侵袭性, 这一发现为理解uPA在调控肿瘤

侵袭转移中的机制提供了新的思路. uPAR与uPA
特异结合除了进一步激活细胞外基质降解相关

进程外, 还可通过激活Src、Raf、FAK、ERK、

MAPK等多种在肿瘤演进中起重要作用的信号通

路, 实现对肿瘤细胞侵袭转移的调控[34-36]. 研究表

明, ERK信号通路是甲状腺乳头状瘤发生发展的

中心信号通路, 而uPAR可通过激活ERK通路促

进甲状腺癌的侵袭转移[36]. 另有研究显示, uPA-
uPAR复合物和ERK可通过中间信号通路相互激

活并组成正反馈环路, 维持肿瘤细胞的高增殖性

与侵袭性[14]. 此外, 有报道显示uPA/uPAR系统与

MAPK、核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)通
路的相互作用促进结肠癌、乳腺癌、宫颈癌等

多种肿瘤的侵袭转移[30,37,38]. 在星形胶质瘤细胞

中, 通过激活Ras/Raf/MEK信号可以增加uPA的

表达, 促进肿瘤转移[39]. 可见uPA/uPAR系统可能

处于多条与肿瘤侵袭转移相关的信号分子或通

路的交叉点, 这意味着uPA/uPAR系统可能会成

为一个重要的潜在治疗靶点. 
2.3 uPA/uPAR系统与肿瘤血管生成 不论在生

理或病理情况下, 新生血管形成的起始步骤都

需要内皮细胞在局部降解基底膜, 为其迁移和

侵袭开辟一条道路. 在这个过程中受uPA/uPAR
系统调控的纤溶酶的活性起到重要作用. 首先, 
pro-uPA可在细胞表面uPAR的生长因子位点与

uPAR受体结合, 促进pro-uPA激活为uPA, 后者激

活纤溶酶原为活性纤溶酶, 进而激活基质金属

蛋白酶参与基底膜降解, 上述步骤形成正反馈

环路促进细胞表面基底膜与细胞外基质的降解, 
而该环路的激活受到PAI-1的抑制调节[13]. 此外, 
uPA-uPAR复合体水平上调可通过促进E-cad-
herin的降解增加血管通透性, 促进血管内皮细

胞的游走迁移, 这对于血管出芽生长也是有利

的[40]. 众所周知, 血管内皮生长因子(vascular en-
dothelial growth factor, VEGF)是启动血管生成的

中心调节因子, 大量研究[13,41-43]显示, uPA/uPAR
系统参与了VEGF对血管生成的调节. 因此, 目
前对于uPA/uPAR系统在血管生成机制的研究多

与VEGF相结合. Jiang等[44]发现, 食管癌中uPA与

VEGF的表达具有一致性, 特别是在高微血管密

度(microvessel density, MVD)组中两者蛋白质的

表达显著增高, 进一步分析发现VEGF与uPA在

食道癌肿瘤血管形成中起协同作用并相互调节: 
即高水平的uPA可能通过上调VEGF或直接激活

VEGF诱导肿瘤血管生成, 而高水平的VEGF进
一步通过上调uPA水平增加细胞外基质的降解. 
可见, uPA与VEGF可能组成正反馈通路, 该通

路的激活使细胞外基质和血管基底膜快速降解, 
为内皮细胞的迁移和增殖及肿瘤血管生成提供

了有利的微环境. 研究[26]表明, 通过抑制PAI-1, 
可以抑制移植瘤模型中膀胱癌细胞系和宫颈癌

细胞系中的肿瘤血管形成, 这提示PAI-1在肿瘤

血管形成中可能发挥促进作用. Fang等[19]则认为

PAI-1促进肿瘤血管形成的可能机制为其抑制了

血管平滑肌的凋亡. 
总之, uPA/uPAR系统在肿瘤的发展中发挥

着全面的作用. 近年发现uPA可能处在与肿瘤发

展密切相关的多个分子与通路的中心, 这确立

了uPA在肿瘤演进机制研究中的关键地位, 同时

也为将uPA/uPAR系统作为肿瘤治疗的中心靶点

提供了依据. 

3  uPA/uPAR系统在肿瘤中的临床意义

uPA/uPA系统在肿瘤诊断、判断肿瘤预后等方面
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有一定的意义, 但该系统各成分在不同类型肿瘤

中的表达意义存在差异[45-49]. 对7例胃癌腹膜转

移患者的研究发现: 7例CEA阳性的转移癌患者

腹膜内转移灶中uPA、uPAR以及PAI-1的水平相

较正常腹膜组显著增高, 更重要的是, 在CEA阴

性的4例和CEA阳性的3例转移癌病灶外正常腹

膜组织中, uPA、uPAR及PAI-1水平均高于正常, 
由此可见, 相较于CEA, uPA/uPAR成分的测定

在一些亚临床胃癌腹膜转移患者的诊断中可能

具有更高的价值[46]. 另外, 研究发现uPA和PAI-1
在甲状腺癌组织中的浓度都显著高于正常甲状

腺组织, 而发生了甲状腺外侵袭、远处转移者

uPA和PAI-1的浓度更高, 进一步分析显示: uPA
和PAI-1可作为甲状腺癌远处转移的独立预测因 
子[47]. 而Ren等[48]对卵巢癌中的肝癌缺失基因

1(deleted in liver cancer 1, DLC1)和PAI-1进行分

析, 发现PAI-1在卵巢癌组织中显著升高而DLC1
显著下降, 但DLC1水平与国际妇产科协会(Fed-
eration International Of Gynecology And Obstetrics, 
FIGO)肿瘤分级、腹水和淋巴结转移都密切相

关, 但PAI-1只与FIGO分级相关, 在所有患者中

DLC1低表达与PAI-1高表达同时存在者预后最

差, 因此认为PAI-1只有与DLC1结合才能对卵巢

癌预后做出准确判断. Fidan等[17]对胃癌患者和正

常人血浆中suPAR进行对比分析发现, 胃癌患者

血浆suPAR水平显著高于正常人, 且其水平越高

肿瘤发生侵袭转移的可能性越大. 一项关于非小

细胞肺癌的研究[49]也提示了suPAR高水平与不良

预后间存在关联. 可见血浆suPAR水平有可能作

为肿瘤辅助诊断与判断预后的标志物, 但仍需更

大规模的研究以评判其临床应用的可行性. 另一

些研究则着眼于PAI-1的基因多态性分析在判断

肿瘤预后中的意义. 一项针对253例口腔癌患者

PAI-1等位基因的研究发现, 患者基因型为4G/5G
或5G/5G者相较于4G/4G基因型者发展为临床Ⅲ

期或Ⅳ期肿瘤以及伴有淋巴结转移的风险低[50]. 
而Lee等[51]发现PAI-1启动子为4G/4G基因型的人

群患乳腺癌的风险轻度增加, 5G/5G基因型则与

乳腺癌淋巴结转移相关, 而4G/5G基因型在乳腺

癌中的意义尚不明确. 总之, 尽管uPA/uPAR系统

在不同肿瘤组织中的临床意义略有差别, 还需要

在更多肿瘤类型中进行深入研究加以明确, 但不

论在分子水平还是基因水平, uPA/uPAR系统在

肿瘤诊断、判断肿瘤预后等方面都显示出了一

定的潜力. 

4  结论 

uPA/uPAR系统在细胞外基质和基底膜降解中的

调控作用与肿瘤侵袭转移密切相关, 这是我们

研究其在肿瘤中作用最初切入点. 近年的研究

发现, uPA/uPAR系统在肿瘤中的作用贯穿于肿

瘤演进过程中的各个方面, 并可能处于肿瘤相

关的多种分子与信号通路的调节中心, 这奠定

了以该系统作为靶向治疗中心的基础. 尽管目

前对于uPA/uPAR系统在肿瘤中作用的研究取得

了一些成就, 但具体机制还需进一步明确和完

善. 此外, 大多针对uPA/uPAR系统的研究结论都

来源于体外实验和动物实验的结果, 因此还需

要进行更多关于该系统的深入研究. 
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导通路之间的关
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Abstract
Resistin is an adipose-derived hormone postulat-
ed to link adiposity to insulin resistance. Rodent 
animal experiments and in vitro experimental 
studies showed that resistin can induce insulin re-
sistance, glucose and lipid metabolism disorders, 
and be closely related to metabolic syndrome. 
However, the specific mechanisms of action of 
resistin in humans are not clear. There is still con-
troversy over the relationship between resistin 
and obesity. This review aims to elucidate the 
role of resistin in insulin resistance and discuss 
the relationship between resistin and obesity. 

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

抵抗素与胰岛素抵抗及肥胖关系的研究进展

陈 信, 张琼方, 何颂华, 张 意, 周时高

®

■背景资料
我国代谢综合征
的 发 病 率 逐 年
上升 ,  按WHO或
NCEP-ATPⅢ标
准, MS患病率在
西方普通人群为
20%-30%, 我国为
12.7%-14.2%. 抵
抗素在以胰岛素
抵抗为中心的MS
的发病过程中起
着重要的作用. 

Chen X, Zhang QF, He SH, Zhang Y, Zhou SG. Role of 
resistin in insulin resistance and obesity. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(9): 1241-1246  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/1241.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i9.1241 

摘要
抵抗素是由脂肪组织特异表达分泌的细胞因
子. 在啮齿类动物实验和离体实验研究显示抵
抗素可以诱导机体的胰岛素抵抗, 引起糖脂代
谢紊乱, 和代谢综合征密切相关. 但是抵抗素
在人体的作用机制尚需更多的研究, 另外抵抗
素和肥胖的关系也有争议, 故本文就抵抗素和
胰岛素抵抗及肥胖之间的关系作一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 对抵抗素的深入研究会为临床治疗以

胰岛素抵抗为中心的代谢综合征提供新的思路

和方法, 本文重点综述了抵抗素诱发胰岛素抵抗

的机制以及抵抗素与肥胖的关系, 可供科研及临

床参考. 

陈信, 张琼方, 何颂华, 张意, 周时高. 抵抗素与胰岛素抵抗及肥胖

关系的研究进展. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 1241-1246  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1241.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1241

0  引言

当今社会经济发展迅速, 随着人们生活质量的

改善和方式的改变, 代谢综合征的发病率日益

增高. 目前认为胰岛素抵抗是代谢综合征一重

要的发病基础, 而导致胰岛素抵抗的原因和具

体机制尚不甚明确. 近年来, 脂肪细胞的功能和

胰岛素抵抗的关系备受重视. 抵抗素作为一种

脂肪分泌因子在肥胖和胰岛素抵抗的发病过程

中发挥着重要的作用. 

1  抵抗素概述

1.1 抵抗素的发现 2001年Steppan等[1]在研究胰

■同行评议者
何继满, 教授, 南
方医科大学南方
医院消化研究所
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■研发前沿
目前关于抵抗素
的研究仍集中在
啮齿类动物和离
体 实 验 上 ,  研 究
结论还不完全一
致 ,  仍 有 一 些 问
题 未 解 决 ,  比 如
抵抗素作用受体
及 靶 器 官 是 什
么？在人体作用
的研究以及临床
研究中都存在不
少 争 议 ,  尚 需 进
一步探究.

岛素增敏剂噻唑烷二酮类(thiazo lidinedione, 
TZDs)药物的机制时发现了一种由3T3-L1脂肪

细胞特异分泌的富含半胱氨酸的蛋白质. 由于

该蛋白通过抑制胰岛素信号转导通路, 从而导

致胰岛素抵抗, 故称之为抵抗素. 
1.2 抵抗素的结构 2004年, Arnal等[2]使用X-射线

晶体学方法解析了抵抗素的多聚体结构特性, 
发现抵抗素是一种多肽类激素. 啮齿类的抵抗

素基因位于第8号染色体, 由114个氨基酸残基组

成, 共有591个碱基对, 相对分子质量为11 kDa[3]; 
人类的抵抗素基因位于第19号染色体, 由108个
氨基酸残基组成, 共有476个碱基对, 相对分子

质量为12.5 kDa[4]. 啮齿类和人类编码抵抗素的

基因组片段, 在氨基酸水平, 两种蛋白有59%的

同源性, 在mRNA水平有64.4%的一致性[5]. 抵抗

素是以二硫键连接的同型二聚体, 其二聚作用

由一单半胱氨酸残基完成, 其余的10个半胱氨

酸残基可能参与分子内的二硫键连接, 形成高

度保守的多肽结构[6]. 
1.3 抵抗素的分布 人抵抗素在脂肪组织[1]、胎盘

滋养层细胞[7]、肝脏[8]、胰岛细胞[9]、骨骼肌细

胞[10]、外周血单核细胞和巨噬细胞、人急性白

血病细胞、髓系细胞U937和HL60都有分布, 而
以外周血单核细胞和巨噬细胞中的抵抗素表达

比较丰富[11]. 鼠类的抵抗素分布和人类不同, 由
于目前对抵抗素的研究还限于动物和离体实验, 
所以关于人抵抗素对胰岛素抵抗及肥胖的作用

机制尚有争议. 
1.4 抵抗素的表达调控 抵抗素的表达受多种因

素的调控. 甲状腺激素[12]、肾上腺素[13]、异丙

肾上腺素[14]、瘦素、内皮素-1、禁食[4]、维生

素A[15]等抑制抵抗素mRNA的表达, 而二甲双胍
[16]、生长激素[17]、地塞米松[13]、睾酮[18]、脱氢

异雄酮、神经肽Y[19]、白介素-1(interleukin-1, 
IL-1)、IL-6、脂多糖 [20]、衰老等因素可以诱

导其基因的表达. TZDs[1,21,22]、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)[13,14]和胰岛素
[21,23]对抵抗素表达是诱导还是抑制的报道都有, 
尚待进一步研究. 

2  抵抗素与胰岛素抵抗

2.1 抵抗素诱导的糖代谢异常与胰岛素抵抗

2.1.1 抵抗素诱导肝脏的胰岛素抵抗: 抵抗素通

过拮抗空腹状态胰岛素抑制肝糖输出的作用, 
导致肝脏胰岛素抵抗. Rajala等[24]采用正葡钳技

术, 给成年雄鼠颈动脉输注重组抵抗素, 结果可

以迅速诱导肝脏的胰岛素抵抗, 肝糖输出增加, 
但不会引起外周组织的胰岛素抵抗. Muse等[25]

予小鼠3 wk高脂饮食使其产生胰岛素抵抗, 发现

其肝糖产生(glucose production, GP)比正常组增

高了2倍. 用针对抵抗素mRNA的特异性反义寡

核苷酸(antisense oligodeoxynucleotide, ASO)处
理1 wk使抵抗素降至正常组水平后, GP也降至

正常组水平. 然后急性输注重组抵抗素蛋白, 则
GP再次升高. 认为抵抗素可以导致肝糖产生增

多, 从而引起肝脏IR. Rangwala等[26]在转基因小

鼠的实验中也得出了类似的结论. 
但其具体机制还不是特别清楚, 目前认为

可能的机制如下: 抵抗素过表达抑制肝脏AMPK
活性, 肝糖原输出增加, 从而导致胰岛素抵抗. 
Satoh等[27]给雄鼠静脉注射腺病毒编码的大鼠抵

抗素, 使其体内抵抗素过表达, 发现肝脏葡萄糖

输出减少, 在肌肉和脂肪组织中胰岛素受体底

物(insulin receptor substrate, IRS)-1、IRS-2的磷

酸化和蛋白激酶B(protein kinase B, PKB/Akt)的
活化受损. 重要的是在肝脏、骨骼肌、脂肪组

织中AMPK的激活明显减少. 在Banerjee等[28]的

小鼠实验中, 通过5-氨基-4-咪唑甲酰胺核苷酸

(5-amino-4-imidazole-carboxamide ribonucleotide, 
AICAR)激活AMPK和糖异生酶的减少而使肝

糖生成减少, 从而降低血糖水平. 另外, 由于磷

酸烯醇丙酮酸羧激酶(phosphoenol-pyruvate car-
boxykinase, PEPCK)及葡萄糖-6-磷酸酶(G6Pase) 
可以抑制AMPK的激活, 所以Samuel等[29]在小鼠

研究中用Foxo1减少PEPCK及G6Pase的表达后, 
AMPK的生成增加, 糖异生受到抑制, 血糖降低, 
胰岛素抵抗改善. 同样, 后来Viana等[30]在研究

中用腺病毒介导的基因转移方法, 使显性负相

(dominant negative, DN)小鼠和组成性激活突变

基因(constitutively active, CA)小鼠AMPKalpha1
亚基和LacZ基因过表达, 结果DN小鼠比CA小鼠

的肝脏AMPK活性高5倍, PEPCK的表达在DN小

鼠和CA小鼠分别增加了131.54%和48.92%, 他
们也同时研究了地塞米松处理的大鼠肝, 小鼠

肝脏以及原代肝细胞, AMPK的表达也都增加

了. Li等[31]的研究中抵抗素过表达也可升高小鼠

G6Pase、PEPCK的表达以及胰岛素水平, 抑制

AMPK的活化、降低肝糖原水平、葡萄糖耐量

和胰岛素敏感性. 
抵抗素高表达损害肝细胞胰岛素的正常信

号转导通路, 导致胰岛素抵抗. Zhou等[32]研究抵

抗素对人肝细胞影响的过程中, 从糖代谢的关
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■相关报道
L i u 等 的 研 究 提
示: 抵抗素诱导大
鼠肝细胞胰岛素
抵抗的途径可能
是通过抑制胰岛
素信号传导的IRS
磷酸化 .  Hegarty
等研究表明抵抗
素可抑制AMPK
在肝脏和骨骼肌
中的活性, 导致胰
岛素抵抗. Yang等
的研究发现抵抗
素仅在蛋白质水
平上影响糖代谢.

键基因和胰岛素信号通路分析表明, 抵抗素可

以刺激G6Pase, 固醇调节元件结合蛋白1(sterol 
regulatory element-binding protein 1c, SREBP1c) 
和细胞因子信号转导抑制因子3(suppressor of 
cytokine signaling 3, SOCS-3)的表达, 抑制过

氧化物酶体增殖蛋白激活性受体γ(peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma, PPARγ)以
及IRS-2, 而没有影响葡萄糖激酶(glucorinase, 
GK)活性和葡萄糖转运蛋白(glucose transporter, 
GLUT)-2的表达. 抵抗素可以刺激SOCS-3的表

达, 表明它损害糖耐量可能是通过阻断胰岛素

信号转导通路而实现的. Luo等[33]后来在人肝癌

HepG2细胞的研究中也得出同样的结论, 并且发

现抵抗素抑制胰岛素诱导的Akt磷酸化不依赖

AMPK, 认为抵抗素诱导SOCS-3的表达和抑制

Akt磷酸化而导致肝脏HepG2细胞的胰岛素抵抗

的机制是非AMPK依赖性的. 
2.1.2 抵抗素诱导脂肪组织的胰岛素抵抗: Step-
pan等[34]利用重组抵抗素处理3T3-L1脂肪细胞,
可明显抑制胰岛素刺激下脂肪细胞的葡萄糖

摄取能力. 改用从抵抗素抗血清中纯化得到的

抵抗素抗体IgG处理3T3-L1脂肪细胞, 结果在

抗体的作用下, 胰岛素刺激下的葡萄糖的摄取

显著高于基础状态下的摄取量. 说明抵抗素可

以诱导脂肪组织的IR. 机制可能是抵抗素诱导

SOCS-3抑制胰岛素信号通路. SOCS-3可以抑制

胰岛信号的传导, 抵抗素可以刺激脂肪细胞增

加SOCS-3表达, 促进SOCS-3与胰岛素受体竞争

性结合. Steppan等[35]后来的研究表明, 抵抗素对

胰岛素的影响包括胰岛素受体及IRS-1的磷酸化

水平降低, 磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphatidylinosi-
tol-3-kinase, PI3K)的激活减弱, 磷脂酰肌醇三磷

酸的生产减少和Akt的激活减少等, 从而导致脂

肪细胞的胰岛素抵抗. 而且SOCS-3诱导胰岛素

抵抗素是独立的. SOCS-3的诱导作用可能是脂

肪细胞中抵抗素对胰岛素信号传导抑制的主要

机制. 
2.1.3 抵抗素诱导骨骼肌的胰岛素抵抗: Satoh等[27]

在其研究中发现: 在动物实验中, 抵抗素作用于

骨骼肌细胞的胰岛素信号转导途径, 使AMPK激

活减少、IRS-1和IRS-2磷酸化减少, Akt激活减

少, 从而减少骨骼肌对葡萄糖的摄取. 在体外实

验中, 抵抗素可使骨骼肌细胞葡萄糖摄取减少, 
但是对其胰岛素信号转导及GLUT-4的膜转位

没有影响. Fan等[36]发现抵抗素可以抑制小鼠骨

骼肌的胰岛素信号传导, 减少胰岛素刺激的2-脱

氧葡萄糖摄取和GLUT-4的转位. 突触相关蛋白

23(synaptosomal-associated protein 23, SNAP23)
含量降低, GLUT-4和GLUT-1蛋白含量均无影响. 
SNAP23表达的下降可能因为给予抵抗素后骨

骼肌对葡萄糖摄取的减少, 所以有可能参与了

抵抗素诱导骨骼肌胰岛素抵抗的过程. Jørgensen
等[37]用培养的小鼠趾长伸肌和比目鱼肌(exten-
sor digitorum longus, EDL)研究低聚人抵抗素

对胰岛素信号和骨骼肌葡萄糖代谢的影响, 结
果表明抵抗素诱导的胰岛素刺激的葡萄糖摄取

降低是不减少Akt激活和IRS-1的磷酸化或增加

SOCS-3 mRNA的表达的. 测量AS160-/TBC1d4
苏氨酸(642)在肌管磷酸化和GLUT-4易位, 抵抗

素不损害TBC1d4磷酸化, 但没有减少胰岛素与

AICAR刺激的GLUT-4膜易位. 结论认为抵抗素

损害胰岛素刺激的葡萄糖摄取是通过降低血浆

膜GLUT-4易位而不依赖AMPK和SOCS-3. 新的

胰岛素信号研究表明[38], 磷酸化的开始是通过

胰岛素受体调节键GLUT-4转运蛋白实现的, 包
括小GTP酶, 圈状复合物(tethering complexes)和
囊泡融合组织(the vesicle fusion machinery). 这
些蛋白质能通过胞内系统控制GLUT-4转运, 形
成专门的GLUT-4囊泡和针对这些囊泡的胞吐作

用. 
2.2 抵抗素引起脂代谢异常与胰岛素抵抗 Sato等[39]

用表达抵抗素的腺病毒(admres)处理C57BL/6小
鼠, admres处理的小鼠与对照组之间空腹血糖没

有不同, 但admres处理小鼠的基础胰岛素浓度、

总胆固醇、甘油三酯和低密度脂蛋白明显升高, 
而高密度脂蛋白水平显著降低. 此外, 在体内的

Triton WR-1339研究表明admres处理小鼠的极低

密度脂蛋白产生增多. 低密度脂蛋白受体和载

脂蛋白在肝脏的基因表达减少. 表明抵抗素表

达诱导小鼠血脂异常, 而且在胰岛素抵抗状态

下最常见. Liu等[40]通过给小鼠肌注表达猪抵抗

素基因的重组真核表达载体pcDNA3.1-retn发现: 
pcDNA3.1-retn处理组与对照组相比血清抵抗素

水平、血清葡萄糖、总胆固醇显著增加; 游离

脂肪酸、高密度脂蛋白、脂肪酶的活性明显降

低, 而低密度脂蛋白和甘油三酯水平两组之间

没有差异. 数据表明, 小鼠抵抗素的高表达和脂

质代谢异常有关. 
脂代谢紊乱可以导致胰岛素抵抗. 游离脂肪

酸的增高直接影响胰岛素的合成和分泌, 而且

可以影响胰岛素的信号转导, 抑制胰岛素与受

体的结合, 减少靶组织细胞的胰岛素受体数量
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■创新盘点
目前对脂肪因子
的研究比较多, 而
抵抗素是一种新
发现的脂肪因子, 
和胰岛素抵抗密
切相关. 本文总结
了近年来国内外
对抵抗素的研究
成果, 并重点阐述
了抵抗素诱导胰
岛素抵抗的机制, 
具有有理论及实
践意义.

从而抑制外周组织对葡萄糖的摄取和葡萄糖的

有氧氧化, 促进糖异生, 引起胰岛素抵抗. 高甘

油三酯长期与葡萄糖竞争进入细胞内, 阻碍葡

萄糖的氧化和利用, 并且可以产生过多的游离

脂肪酸, 干扰胰岛素在周围组织中与受体结合, 
使胰岛素生物效应降低从而导致胰岛素抵抗. 

3  抵抗素与肥胖

最早在Steppan[1]研究中就提示抵抗素可能介导

饮食性肥胖相关的胰岛素抵抗. Milan等[41]在研

究中发现随着胖鼠体质量的减少, 抵抗素的表

达也明显降低, 指出抵抗素和脂肪量密切相关. 
Asensio等[42]的研究发现, 在C57BL/6J野生型小

鼠高脂饲料喂养, 抵抗素表达增加, 并且和肥胖

ob/ob小鼠抵抗素基因表达之间呈显著正相关. 
同样, Rajala等[43]的研究也发现, 肥胖小鼠抵抗

素mRNA表达受到抑制, 循环抵抗素水平明显升

高, 并且和胰岛素、血糖、血脂呈正相关, 在瘦

素治疗抑制后抵抗素mRNA及蛋白表达水平、

血糖、胰岛素并行减少. 野生小鼠在禁食后抵抗

素mRNA及蛋白表达水平、空腹血糖、胰岛素

水平下降, 在恢复喂食后这些指标又恢复到禁食

前水平. 这些说明抵抗素参与了肥胖的发病, 抵
抗素的变化受到营养的调节. 后来Lee等[44]在研

究中发现, 小鼠血清抵抗素水平与体质量相关, 
与血清胰岛素、血糖水平无关. 抵抗素mRNA的

表达水平与三者皆无关. 
关于人的研究中, McTernan等[45]证实在人

类腹部皮下脂肪组织和大网膜脂肪有抵抗素

mRNA表达, 且远高于大腿部的脂肪组织, 表明

抵抗素的表达与中心性肥胖有关. 在人群研究

中, Norata等[46]通过对1090例的研究发现血浆

抵抗素水平与甘油三酯、腰围、腰臀比、收

缩压、apoAI/apoB比值高度正相关, 而与高密

度脂蛋白、ApoAI水平呈负相关. 尤其在女性

更显著. 在Malo等[47]对1508例芬兰男性和年龄

45-74岁女性的研究中发现, 高抵抗素水平是代

谢综合征的患病率的独立预测因子. 抵抗素与

腰围、体质量指数(body mass index, BMI)、总

胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇, 低密度脂蛋白

胆固醇相关. Ortega等[48]研究712例随机选择的

12-16岁儿童, 发现抵抗素水平与脂肪量呈显著

正相关, 而与BMI无关. Bai等[49]研究发现单纯

肥胖大学生血浆抵抗素和男学生BMI、腰臀围

比(waist-to-hip ratio, WHR)相关, 但和女性没有

相关性. 然而, Heilbronn等[50]的小样本研究发现

血清抵抗素与BMI、脂肪百分比、脂肪细胞大

小不相关. 认为抵抗素不太可能是人类肥胖和

胰岛素抵抗之间的主要环节. Krohn等[51]研究认

为抵抗素可能参与调节体质量, 但在肥胖发病

中抵抗素不参与诱导胰岛素抵抗. Reinehr等[52]

对肥胖儿童的研究发现: 胖瘦儿童的抵抗素水

平没有差异. 1年内抵抗素水平的变化与SDS-
BMI(standard deviation score-body mass index, 
SDS-BMI)、身体脂肪百分比、WHR、胰岛素

抵抗指数的变化无关. 16例减肥后儿童抵抗素

水平也无显著变化. 数据不支持抵抗素与儿童

的体质量状况有关. 抵抗素与中心型肥胖的关

系目前尚无定论. 

4  结论

抵抗素通过不同途径诱导糖脂代谢的异常, 从
而在胰岛素抵抗以及肥胖的发病过程中充当着

重要的角色. 然而, 关于抵抗素的研究虽然在啮

齿类动物和离体实验取得了一定进展, 但在人

体的作用机制尚需更多的研究. 在临床上, 抵抗

素与肥胖的关系研究的不同结果也需要进一步

探究. 虽然如此, 对抵抗素研究的深入, 必将为

治疗胰岛素抵抗为中心的代谢综合征提供新的

方法. 
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解毒化瘀健脾方对胃黏膜异型增生模型大鼠p16 、PTEN
基因的去甲基化和蛋白诱导表达

李志钢, 张 伟, 邱作成, 夏宽宏, 纪 勇, 李 玲, 连 军, 安 娟

®

■背景资料
肠化生与胃黏膜
异型增生属胃癌
前病变阶段, 如何
有效阻断胃癌前
病变向胃癌的转
变成为目前防治
胃癌的研究关键. 

Abstract 
AIM: To observe the effect of Jiedu Huayu Ji-
anpi Fang (JHJF) on the methylation status and 
expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 
2A (p16) and phosphatase and tensin homolog 
(PTEN) in rats with gastric dysplasia (GD), and 
to explore the therapeutic effect of JHJF on GD. 

METHODS: A low concentration of N-methyl 
-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)-based 
modeling method was adopted to induce GMD, 
and model rats were randomly divided into a 
model control group, a retinoic acid treatment 
group, and a JHJF treatment group. Normal rats 
treated with JHJF were used as positive controls. 
Methylation specific PCR was used to detect the 
methylation status of p16 and PTEN genes in 
gastric mucosal cells, and real-time PCR, West-
ern blot and immunohistochemistry were used 
to detect the mRNA and protein expression of 
p16 and PTEN.  

RESULTS: The rates of p16 and PTEN gene 
methylation in the model control group were 
both 33.33% (6/18), higher than those in the 
normal control group 20% (2/10), but the differ-
ences were not significant. In the JHJF treatment 
group, the rates of p16 and PTEN gene methyla-
tion were both 0% (0/15), significantly lower 
than those in the model control group (33.33%, 
6/18). The expression levels of p16 and PTEN 
mRNAs (P < 0.001, P < 0.05) and proteins (P < 
0.01 for both) were significantly higher in the 
JHJF treatment group than in the model control 
groups. 

CONCLUSION: JHJF can induce demethylation 
and increase expression of the p16 and PTEN 
genes in GD in rats. JHJF has a potential value 
for the treatment of GD. 

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

Key Words: Jiedu Huayu Jianpi; Gastric mucosal 
dysplasia; p16 ; PTEN; Methylation 
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■研发前沿
D N A 甲 基 化 与
胃癌的发生发展
密切相关. p16 和
PTEN 是机体重要
的抑癌基因. 基因
甲基化状态可因
外界因素干预发
生逆转, 选择有效
的药物干预, 抑制
抑癌基因的甲基
化程度, 对于抑制
胃癌前病变向胃
癌发展的进程具
有重要意义.

Li ZG, Zhang W, Qiu ZC, Xia KH, Ji Y, Li L, Lian J, An J. Jiedu 
Huayu Jianpi Fang induces demethylation and increased 
expression of P16 and PTEN genes in gastric dysplasia in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(9): 1247-1255  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1247.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1247

摘要
目的: 观察解毒化瘀健脾方对胃黏膜异型增
生模型大鼠细胞周期蛋白依赖性激酶抑制
剂2A(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, 
p16)、磷酸酶张力蛋白同源蛋白(phosphatase 
and tensin homolog, PTEN )基因甲基化状态和
蛋白表达的影响, 并探讨解毒化瘀健脾方对胃
黏膜异型增生的治疗作用. 

方法: 采用低浓度N-甲基-N'-硝基-N-亚硝
基胍(N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, 
MNNG)的综合造模方法, 创建实验性大鼠胃
黏膜异型增生病变模型; 分模型对照组、西
药维甲酸治疗组、解毒化瘀健脾方治疗组, 并
选择正常大鼠作为阳性对照组进行干预; 应
用甲基化特异PCR技术检测大鼠胃黏膜p16、
PTEN 基因甲基化状态; Rea l-t ime PCR、

Western blot、免疫组织化学技术检测p16, 
PTEN在mRNA和蛋白表达水平的变化. 

结果: 模型组胃黏膜异型增生细胞p16、PTEN
基因的甲基化阳性检出率均为33.33%(6/18), 
均高于正常对照组20%(2/10), 但差异不显著; 
解毒化瘀健脾方治疗组p16 基因甲基化检出
率均未0%(0/15), 相比模型组20%(2/10)甲基
化程度降低, 但差异均无统计学意义; p16在
mRNA(P<0.001)和蛋白(P<0.01)水平的表达相
比模型组极显著升高; PTEN在mRNA(P<0.05)
和蛋白(P <0.01)水平的表达相比模型组极显著
升高. 

结论: 解毒化瘀健脾方对异型增生胃黏膜细胞
p16、PTEN基因具有一定的去甲基化作用, 并
显著诱导二者的表达量增加. 解毒化瘀健脾组
方的对胃黏膜异型增生具有潜在的治疗作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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PTEN 基因; 甲基化

核心提示: 解毒化瘀健脾中药可通过对抑癌基

因p16、PTEN 一定的去甲基化作用及诱导二者

mRNA和蛋白水平表达量增加, 实现对胃黏膜异

型增生的治疗作用.
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0  引言

胃癌居全球癌症病死率第2位[1], 居我国恶性肿

瘤死亡率首位[2,3], 严重威胁人类健康. 一般认为

胃癌的发生常在癌变之前经历多个步骤的演变. 
Correa等[4]在1988年提出目前较为认可的胃癌进

展模式: 正常胃黏膜-慢性浅表性胃炎-慢性萎缩

性胃炎-小肠型肠上皮化生-大肠型肠上皮化生

-异型增生(中重度)-胃癌(肠型). 其中肠上皮化

生和异型增生又称为胃癌前病变(precancerous 
lesions of gastric cancer, PLGC), 其中重度异型

增生的患者发展为胃癌的几率高达60%-80%[5-7]. 
如何有效阻断异型增生向胃癌的转变成为目前

防治胃癌的研究关键. 而研究表明, 胃癌的发

生涉及遗传学与表观遗传学两大机制的共同作

用, 其中表观遗传学机制的DNA甲基化在胃癌

发生进展中具有重要的作用[8,9]. 研究证实DNA
甲基化是使抑癌基因失活的除基因突变和缺失

之外的第3种机制[10], p16和PTEN基因是机体重

要的抑癌基因. p16可抑制周期蛋白依赖性激酶

CDK4/6的活性使细胞周期停滞于G1/S期, 对细

胞周期起负控的作用[11]; 目前研究证实在胃癌

中p16基因启动子区甲基化可导致表达缺失, 引
起肿瘤的发生[12,13]. PTEN基因DNA甲基化导致

其基因失活与胃癌的关系, 目前仍存在一定的

争议. 因此, 本实验拟通过检测中药解毒化瘀健

脾方干预异型增生的胃黏膜细胞中p16、PTEN
的甲基化状态, 以及二者的蛋白表达变化, 旨在

探讨该中药方对于胃黏膜异型增生的治疗作用, 
为临床预防治疗胃癌前病变提供参考资料. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级健康♂SD大鼠[SCXK(新)2011-00-
04]260只, 体质量100 g±10 g(体质量<120 g), 
均购自新疆医科大学实验动物中心. DNeasy 
Blood and Tissue Kit(69581, Lot: 143374302)与
EpiTect Fast Bisulfite Conversion Kits(59104, 
Lot: 142347785)均购自德国Qiagen公司; Ro-
bust HotStart DNA Polymerase购自美国KAPA 
Biosystems公司; 96孔PCR板及封板膜(PCR-
96M2-HS-C)购自美国AXYGEN公司; Rever-
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■相关报道
Shim等证实胃癌
中p16 基因启动子
区异常甲基化是
使其失活的主要
机制; 范尧夫等研
究认为p16蛋白异
常表达对胃癌的
发生发展、恶变
程度密切相关. 刘
芬、kang等认为
PTEN 的甲基化与
胃癌的发生及分
化程度存在一定
到 各 相 关 性 ,  但
Sato的报道得出
截然相反的结论.

tAid First Strand cDNA Synthesis Kit(K1622, 
Lot#E00143469)购自美国Thermo公司; SYBR 
Select Master Mix(4472919, Lot#1210006)购自

美国ABI公司; 小鼠抗P16单克隆抗体(sc1661, 
L o t#B0612)购自美国S a n t a C r u z公司; 兔抗

PTEN多克隆抗体(ab31392, Lot#GR51025-1)
购自美国A B C A M公司 ;  兔抗小鼠H P R标记

二抗(31431, Lot#90091028)购自美国Thermo 
scientific; 免疫组织化学染色试剂盒(KIT9902, 
Lot#1301319902), 浓缩型DAB试剂盒(DAB0031, 
Lot#1307290031)购自福州迈新生物公司; 抗体

稀释液(ABD0030, Lot#13147A01)购自北京中杉

金桥生物技术公司; 0.45 µm PVDF膜(IPVH0010, 
Lot#K9NN010313)购自美国Millipore公司; BCA
蛋白定量试剂盒(Sk3021, Lot#L1101), RIPA裂解

液(PL006, Lot#20130626)购自上海生工公司. 
解毒化瘀健脾方全方制备药液3 mL/kg(含

生药9 g/kg); 维甲酸(货号: 20090506 河北环海

药业)使用当日碾成粉末状, 配制成10 mL/kg(4 
mg/mL)悬浊液; N-甲基-N'-硝基-N-亚硝基胍(N-
methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, MNNG)(货
号: M0527日本TCI东京化成工业)用去离子水配

制成1 g/L的母液, 存放于4 ℃冰箱备用, 使用当

日用SPF级动物饮用水稀释成120 µg/mL的溶液, 
整个过程均需避光操作保存; 盐酸雷尼替丁胶

囊(2011杭州赛诺菲安万特制药)制成0.04%雷尼

替丁的颗粒状SPF级大鼠饲料. 
1.2 方法

1.2.1 胃黏膜异型增生动物模型建立: 根据朱萱

萱等[14]采用低浓度MNNG的综合法综合造模方

法, 创建实验性大鼠胃黏膜异型增生病变模型. 
具体方法如下: 动物分笼饲养, 每日自由饮用167 
µg/L MNNG溶液, 期间不再给予其他饮水; 同时

下午灌胃0.017 mol/L浓度的MNNG溶液, 每只

每天灌液1 mL; 给其食用含0.04%雷尼替丁的标

准粉末状饲料, 同时每只大鼠每3天给予1 mL 40 
mL/L乙醇灌胃1 次, 造模期间每进食2 d, 再禁食

1 d; 每24 h更换1次饮用水和饲料, 连续9 wk, 9 
wk末时随机检杀造模大鼠8只, 通过光镜下观察

确认造模成功, 大鼠胃黏膜萎缩, 异型增生. 
1.2.2 分组及给药: 分组: SPF级♂SD大鼠260
只, 随机选择10只作为正常对照组(control group 
CG), 其余大鼠全部进行9 wk造模. 经造模后存

活的SD大鼠131只, 造模死亡率为47.6%. 8 wk末
时随机检杀造模大鼠8只, 检测造模是否成功后. 

将剩余的123只大鼠随机分为8组: 模型组(model 
group MG)18只、维甲酸治疗组(PCG)15只、中

药解毒化瘀健脾治疗组(A)15只、五组中药拆方

治疗组各15只(结果本文中暂未作介绍), 进行药

物干预治疗. 给药: 正常对照组和模型对照组灌

服生理盐水10 mL/kg, 1次/d; 维甲酸对照组灌服

维甲酸悬浊液10 mL/kg(4 mg/mL), 1次/d; 解毒化

瘀健脾方组用制备药液灌胃, 1次/d, 每次灌液2 
mL; 共治疗6 wk, 药物剂量的换算按照人和动物

体表面积折算. 所有大鼠于实验第15 wk末处死. 
1.2.3 取材: 断颈法处死大鼠, 剪取完整的胃黏膜

腺区, 随机分为两份: 一半新鲜胃组织样品置于

40 g/L甲醛溶液中固定, 常温保存, 待后续免疫

组织化学试验用; 剩余样品置于液氮中, 用于蛋

白、DNA、RNA提取. 
1.2.4 甲基化特异PCR法(methylation specific 
PCR, MSP)法检测胃黏膜细胞中p16、PTEN
基因的甲基化状态 :  将液氮中保存的组织样

品 ,  参照天根公司动物组织基因组提取试剂

盒说明书提取细胞DNA; Nanodrop 2000核酸

定量仪检测D N A浓度和纯度 ,  琼脂糖凝胶电

泳检测DNA完整性; 用EpiTect Fast Bisulfite 
Conversion Kits试剂盒对DNA进行亚硫酸盐

修饰, 纯化. 甲基化特异PCR反应体系50 µL, 
包括样品DNA 1 µL, 10×PCR buffer 5 µL, 
MgCl2 4 µL, 引物各0.75 µL, dNTP 1 µL, Taq酶
0.3 µL, 双蒸水37.2 µL. 反应条件: 95 ℃预变性

3 min; 95 ℃ 30 s, 51 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 40个
循环; 72 ℃延伸7 min. p16甲基化(M)引物: F: 
5'-TGTTTGTTGAGGATAAGGATTATTC-3', R: 
5'-AAAAAAAACACAAAAAAATCACGAC-3', 
扩增产物147 b p;  p16 非甲基化 (U)引物 :  F 
5'-GTTTGTTGAGGATAAGGATTATTTG-3', R 
5'-AAAAAAAACACAAAAAAATCACAAC-3', 
扩增产物147 b p; P T E N 甲基化(M)引物:  F: 
5'-TTTTTGAGTAGTTTCGGAAAGAGAC-3', 
R: 5'-CCAACCCTAACAATAATAACAAACG-3', 
扩增产物167 bp; PTEN非甲基化(U)引物: F: 
5'-TTTTGAGTAGTTTTGGAAAGAGATG-3', R: 
5'-AACCCTAACAATAATAACAAACAAC-3', 
扩增产物126 bp; PCR产物经琼脂糖凝胶电泳, 
EB染色, 激光密度扫描仪(Pharmacia LKB Ul 
troscan)采集数据, 取同一基因的所有样本的平

均值进行统计分析. 
1.2.5 Real-time PCR法检测p16 , PTEN基因mRNA

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com
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■创新盘点
本研究采用MSP
法检测解毒化瘀
健脾中药干预后
抑 癌 基 因p 1 6 和
PTEN 甲基化受抑
制程度及二者的
表达量变化, 探索
该中药治疗胃黏
膜异型增生的可
能机制.

的表达: 将液氮中冻存的组织样品在液氮中研磨

成粉末, TRIzol法总RNA; 核酸定量仪及琼脂糖

凝胶电泳检测RNA浓度及完整性; 逆转录酶和

Oliga(dT)15引物合成cDNA. p16引物: F: 5'-TC-
GTGCGGTATTTGCGGTAT-3', R: 5'-TAGTCTC-
GCGTTGCCAGAAG-3', 扩增产物184 bp; PTEN
引物: F: 5'-TACCAGGACCAGAGGAAACCT-3', 
R: 5'-GGGTGAGCACAAGATACTCCT-3', 扩
增产物120 bp; 以β-actin为外参, 引物: F: 5'-GT-
GGGGCGCCCCAGGCACCA-3', R: 5'-CTCCT-
TAATGTCACGCACGATTTC-3', 扩增长度为

198 bp. 荧光定量PCR反应体系20 µL, 包含样品

cDNA 1 µL, 上下游引物各0.4 µL, SYBRR Select 
Master Mix(2×)10 µL, RNase-free water 8.2 µL. 
在ABI 7500 fast荧光定量仪上设置以下反应条

件: p16 PCR反应条件为: 50 ℃ 2 min, 95 ℃变性2 
min, 95 ℃ 15 s, 72 ℃, 共40个循环; PTEN PCR反
应条件为: 50 ℃ 2 min, 95 ℃变性2 min, 95 ℃ 15 
s, 72 ℃, 共40个循环. 
1.2.6 免疫组织化学检测p16, PTEN蛋白的表达: 
将制作好的石蜡切片60 ℃烤片2 h使蜡熔化, 脱
蜡2次, 经无水乙醇, 950、900、800、700 mL/L
乙醇、蒸馏水完成水化; 抗原修复采用柠檬酸

高温高压法; 加一抗前用H2O2处理切片以灭活

内源性过氧化物酶, 并用山羊血清封闭; 滴加稀

释后的一抗50 µL, 37 ℃孵育2 h; PBS漂洗3次, 
滴加约50 µL二抗, 37 ℃孵育30 min; DAB显色, 
苏木素复染; 经700、800、900、950 mL/L乙
醇、无水乙醇脱水, 二甲苯透明2次, 中性树胶

封片. 100倍光学显微镜下选择p16、PTEN阳性

表达部位采集照片. 
1.2.7 Western blot法检测p16、PTEN蛋白表达

情况: 称取100 mg冷冻的胃黏膜组织样品, 按与

细胞裂解液1∶3的比例加入300 µL RIPA裂解

液, 提取总蛋白, BCA法进行蛋白定量. 取100 µL
总蛋白沸水浴加热变性3 min后, 取20 µL上样, 
SDS-PAGE凝胶(分离胶: 10%, 积层胶: 5%)电泳; 
蛋白电泳分离后移至0.45 µm孔径的PVDF膜; 
5%脱脂奶粉室温封闭1 h; PVDF膜置于10 mL稀
释的一抗稀释液中, 4 ℃过夜; 洗涤3次, 再置于

10 mL碱性磷酸酶标记的二抗稀释液中, 37 ℃孵

育2 h; 显色, 以β-actin蛋白表达为参照, 用Che-
miScope 3000成像, Image-proplus(Version 4.1)
系统采集数据, 采用条带灰度密度值与相应的

β-actin灰度密度值的比值作为指标进行结果分

析. 实验重复3次. 
统计学处理 所有实验结果均采用SPSS19.0

统计软件进行数据分析, GraphPad Prism 5.0软
件作图. 计数资料的比较采用秩和检验; 计量资

料组间比较采用t检验; 所有数据均以3次独立实

验结果mean±SD表示, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 大鼠胃黏膜组织中p16、PTEN 的甲基化情

况 胃黏膜异型增生模型组大鼠与正常对照组

p16 基因甲基化阳性检出率分别为50%(6/12)
与20%(2/10), 模型组p16甲基化程度高于正常

组, 但差异不显著(χ2 = 1.023, P >0.05); PTEN
基因甲基化阳性检出率分别为33.33%(6/18)与
20%(2/10), 模型组PTEN甲基化程度高于正常

组, 但差异无统计学意义(χ2 = 0.321, P >0.05)(表
1). 图1分别为模型组p16与PTEN基因琼脂糖凝

胶电泳检测结果. 维甲酸治疗组、中药治疗组

均未检测到p16与PTEN基因甲基化(表2). 
2.2 大鼠胃黏膜组织p16、PTEN基因mRNA的表

达 胃黏膜异型增生模型组p16基因相比正常对

照组呈现较低的表达; 西药维甲酸组该基因的
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表 1  造模对大鼠p16 、PTEN 甲基化程度的影响

     

基因 分组
  甲基化

    χ2   P值   OR
      95%CI

M  U Down      Up

p16 MG组 6 12 1.023 0.312 2.500 0.410 15.230

CG组 2 10

PTEN MG组 6 18 0.321 0.571 1.667 0.282   9.856

CG组 2 10

M: 使用甲基化引物扩增; U: 使用非甲基化引物扩增; MG: 模型组; CG: 正常对照组. 差异

显著性以P<0.05表示.
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表达呈现增高趋势, 但无显著性差异; 中药治疗

组该基因的表达量相比正常对照组和模型对照

组均极显著被诱导增加(P <0.001), 增加倍数约

是对照组及模型组基因表达量的1700倍(图2). 
胃黏膜异型增生模型组PTEN基因相比正常

对照组呈现较低的表达(图2), 中药治疗组和西

药维甲酸治疗组治疗干预后该基因的表达呈现

回升趋势, 与正常对照组的表达量基本相同, 即
中西药治疗干预后, 该基因的表达显著高于模

型对照组(P <0.05). 
2.3 免疫组织化学及Western blot分析p16蛋白的

表达 p16蛋白免疫组织化学结果为胞核、胞浆

着色(图3A), 中西药药物处理组该蛋白表达阳

性率均显著高于模型组; 胃黏膜异型增生模型

组p16蛋白相比正常对照组均呈现微量表达, 差
异极显著(P <0.01); 且也极显著低于中药治疗组

与西药维甲酸治疗组p16蛋白的表达量(P <0.01); 
其中西药维甲酸组p16蛋白的表达量约为模型

组的3.74倍, 中药组p16蛋白的表达量约为模型

组的5.28倍(图3B, C). 
2.4 免疫组织化学及Western blot分析PTEN蛋白

的表达 PTEN蛋白免疫组织化学结果为胞浆着

色(图4A), 与p16蛋白相同, 中西药药物处理组该

蛋白表达阳性率均显著高于模型组(P <0.01); 胃
黏膜异型增生模型组PTEN蛋白相比正常对照

组均呈现微量表达; 其中西药维甲酸组PTEN蛋

白的表达量约为模型组的8.65倍, 中药组p16蛋
白的表达量约为模型组的5.54倍. 与p16蛋白不

同的是中西药药物处理PTEN蛋白的表达量也

显著地高于正常对照组; 但中药处理组该蛋白

的表达量显著低于西药维甲酸治疗组(图4B, C). 

3  讨论

肿瘤的发生涉及遗传学与表观遗传学的共同

■应用要点
探讨中药解毒化
瘀健脾方对胃黏
膜异型增生抑癌
基因的甲基化及
蛋白表达异常的
干预作用, 为中药
靶基因治疗胃癌
前病变提供依据, 
且有助于降低胃
癌的发生率.
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表 2 药物治疗对大鼠p16 、PTEN 去甲基化影响

     

基因 分组
甲基化

    χ2   P 值 OR 95%CI
U M

p16 MG组 12 6

PCG组 15 0 6.111 0.013 0.4     /

A组 15 0 6.111 0.013   /     /

PTEN MG组 12 6

PCG组 15 0 4.432 0.035 0.6     /

A组 15 0 4.432 0.035   /     /

M: 使用甲基化引物扩增; U: 使用非甲基化引物扩增; MG: 模型

组; CG: 正常对照组. 以OR<1为疾病保护性因素, 差异显著性以

P<0.05表示.
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图 2 解毒化瘀健脾方干预后大鼠胃黏膜组织中p16 、PTEN  
mRNA水平表达差异. A: 各组p16 基因表达差异. bP <0.01 vs  

模型MG组; B: 各组PTEN 基因表达差异. aP <0.05, cP <0.05, 
eP<0.05 vs  模型MG组. 所有结果均以3次独立实验mean±SD

表示. MG: 模型组; PCG: 维甲酸治疗组; A: 中药解毒化瘀健

脾治疗组; CG: 正常对照组.
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作用, 其中DNA甲基化是表观遗传学的重要内

容, 是对DNA的一种化学修饰, 在维持染色体结

构、胚胎发育、细胞分化及肿瘤发生等方面发

挥重要的作用[15]. DNA高甲基化可能抑制基因

的表达, 相应的DNA低甲基化则可促进基因表

达[16]. 抑癌基因由于5'端启动子调控区CpG岛异

常高甲基化而抑制mRNA转录作用[17], 从而使抑

癌基因沉默或低表达, 在某些情况下可能是抑

癌基因失活的唯一机制[10,18]. 胃癌的发展是一个

多基因参与的多阶段过程, 抑癌基因功能的缺

失逐渐导致癌症的发生. 胃癌前病变是胃癌发

生和发展过程中的一个重要阶段, 该阶段的逆

转消失是预防胃癌发生的有效措施[19]. 由于甲基

化调节基因的表达过程是可逆且受环境因素的

影响, 因此可以通过药物干预使抑癌基因去甲

基化, 诱导抑癌基因蛋白的表达, 以此来改变胃

癌前病变的进程. 目前去甲基化的诱导多用去

甲基化制剂, 利用中药实现对抑癌基因的去甲

基化国内外鲜有报道, 而传统中药在治疗胃癌

前病变及胃癌方面发挥重要的作用, 因此, 本研

究选择解毒化瘀健脾方干预胃黏膜异型增生大

鼠, 检测p16和PTEN基因的甲基化状态和表达

变化, 通过传统中药对抑癌基因的甲基化状态

和蛋白表达的影响为临床采用中药治疗影响胃

癌病程提供参考依据. 
p16是一个重要的多肿瘤抑制基因, 通过与

CDK4/6结合抑制后者的作用, 从而是RB蛋白低

磷酸化, 调控G1/S期转变而抑制细胞增殖[20], 已
证实胃癌中p16基因启动子区异常甲基化是使

其失活的主要机制[21]. 近期的研究表明p16基因

蛋白异常表达对胃癌的发生发展、恶变程度、

淋巴结转移预后有密切关系[19]. p16基因的启动

■同行评价
该课题设计比较
合理, 研究方法可
靠, 结论可信, 推
论合理. 文章用较
经典的方法建立
胃黏膜异型增生
大鼠模型, 观察证
实中药解毒化瘀
健脾方干预对胃
黏膜p16 、PTEN
基因具有一定的
去 甲 基 化 作 用 , 
并可诱导二者在
mRNA和蛋白水
平表达量增加. 提
示解毒化瘀健脾
组方对胃黏膜异
型增生具有潜在
的治疗作用.
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图 3 免疫组织化学及Western blot检测解毒化瘀健脾方干预对大鼠胃黏膜组织p16蛋白的表达影响. A: 正常对照(CG组)(SP

×100); B: 模型组(MG组)(SP×100); C: 维甲酸(PCG组)(SP×100); D: 中药解毒化瘀健脾方(A组)(SP×100); E: Western blot结

果; F: p16相对表达量分析图. bP<0.01, dP<0.01, fP<0.01 vs  模型MG组. MG: 模型组; PCG: 维甲酸治疗组; A: 中药解毒化瘀健

脾治疗组; CG: 正常对照组.
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子区域甲基化后, 其表达被抑制, 使得p16蛋白

依赖的人转化生长因子β1生长抑制信号通路失

去作用, 进而促进细胞分裂[22]. 本实验的研究结

果表明, 解毒化瘀健脾中药组方和西药维甲酸

显能一定程度实现大鼠异型增生胃黏膜细胞的

p16基因的去甲基化; 此外, 该基因在mRNA表达

水平和蛋白表达水平的变化结果均表明中药组

方和西药维甲酸治疗组显著诱导了p16的表达

量增加, 且中药组方治疗组p16 mRNA和蛋白表

达水平(免疫组织化学与Western blot)显著高于

西药维甲酸治疗组. 这说明中药解毒化瘀健脾

组方能使异型增生的胃黏膜细胞p16基因一定

程度去甲基化, 同时诱导p16蛋白的高表达, 从
而使胃癌前病变的逆转成为可能. 

自1997年PTEN基因首次被发现以来, 在遗传

学方面的突变和缺失在多种肿瘤中多有报道, 表

观遗传学方面由PTEN基因DNA甲基化导致基因

失活相继在前列腺癌及其他肿瘤中得到报道[23]. 
胃癌组织中PTEN甲基化检测的文献较少, 且结论

存在争议, 部分报道认为PTEN的甲基化与胃癌的

发生及分化程度存在一定到各相关性[23-25], 但也有

文献得出截然相反的结论[26]. 关于药物使PTEN
去甲基化的文献鲜有报道. 本实验采用MSP法
检测解毒化瘀健脾中药组方治疗对PTEN基因

甲基化的影响发现, 中药组方和西药维甲酸治

疗组亦一定程度促进了PTEN基因的去甲基化. 
PTEN的表达结果也表明, 解毒化瘀健脾组方同

西药维甲酸均可以诱导PTEN基因在mRNA水平

和蛋白表达水平的显著增加. 与对p16基因的影

响不同, 中药治疗组的诱导作用在mRNA和蛋白

表达水平均未显现出优于西药维甲酸治疗组组

的趋势, 但是相比模型对照组, 解毒化瘀健脾中
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图 4 免疫组织化学及Western blot检测解毒化瘀健脾方干预对大鼠胃黏膜组织PTEN蛋白的表达影响. A: 正常对照(CG

组)(SP×100); B: 模型组(MG组)(SP×100); C: 维甲酸(PCG组)(SP×100); D: 中药解毒化瘀健脾方(A组)(SP×100); E: Western 

blot结果; F: p16相对表达量分析图. bP<0.01, dP<0.01, fP<0.01 vs  模型MG组. MG: 模型组; PCG: 维甲酸治疗组; A: 中药解毒

化瘀健脾治疗组; CG: 正常对照组.
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药的干预的确诱导了PTEN在mRNA水平和蛋

白表达水平的极显著的增加. 因此, 我们认为中

药解毒化瘀健脾方对于异型增生的胃黏膜细胞

PTEN基因具有一定的去甲基化和表达诱导作

用. 因PTEN的甲基化与胃癌的相关性存在争议, 
故本实验中药组方引起该基因的去甲基化是否

对胃癌前病变的转归治疗具有参考价值, 仍需

要进一步的实验探索得以确认. 但PTEN作为重

要的抑癌基因, 本实验中药物诱导其蛋白表达

量的增加仍提示我们解毒化瘀健脾中药组方对

异型增生的胃黏膜组织有一定的保护和治疗 
作用. 

实验提示我们解毒化瘀健脾中药可能通过

影响p16、PTEN的甲基化状态和蛋白表达实现

一定的胃黏膜异型增生治疗作用, 这为临床采

用中药干预抑癌基因的甲基化状态和蛋白表达

实现胃癌前病变的逆转, 防治胃癌的发生具有

一定的参考价值. 
此外, 模型组p16、PTEN的甲基化程度虽高

于其他各组, 但无显著性差异; 以及正常对照组

甲基化程度为20%, 高于两种中药治疗组(0%). 
分析其原因, 可能是: 胃黏膜异型增生在胃内呈

散发状态, 实验大鼠模型中检测取材针对整个

胃窦部位的胃黏膜随机取样, 典型的异型增生

的病变部位有遗漏检测或部分样品为非特征性

明显的异型增生胃黏膜组织. 

4      参考文献

1 胡品津, 刘新光. 消化内科学. 第1版. 北京: 人民卫生
出版社, 2008: 34

2 Jemal A, Siegel R, Xu J, Ward E. Cancer statistics, 
2010. CA Cancer J Clin 2010; 60: 277-300 [PMID: 
20610543 DOI: 10.3322/caac.20073]

3 李连弟, 张思维, 鲁凤珠, 牧人, 孙秀娣, 皇甫小梅, 孙
杰, 周有尚, 夏毅, 戴旭东, 饶克勤, 陈育德, 孙爱明, 薛
志福. 中国恶性肿瘤死亡谱及分类构成特征研究. 中
华肿瘤杂志 1997; 19: 323-328

4 Correa P, Haenszel W, Cuello C, Tannenbaum S, 
Archer M. A model for gastric cancer epidemiology. 
Lancet 1975; 2: 58-60 [PMID: 49653 DOI: 10.1016/
S0140-6736(75)90498-5]

5 Lee JR, Chung WC, Kim JD, Lee KM, Paik CN, Jung 
SH, Jung JH, Lee YK, Han SW. Differential LINE-1 
Hypomethylation of Gastric Low-Grade Dysplasia 
from High Grade Dysplasia and Intramucosal Can-
cer. Gut Liver 2011; 5: 149-153 [PMID: 21814593 DOI: 
10.5009/gnl.2011.5.2.149]

6 蒋时红, 刘旺根, 张文娴, 刘燕. 中医治法对胃癌前病
变大鼠胃黏膜细胞凋亡的影响. 世界华人消化杂志 
2010; 18: 3012-3015

7 游伟程. 胃癌早诊早治进展. 中国肿瘤 2009; 18: 698
8 关志宇, 戴冬秋. DNA甲基化与胃肠道肿瘤. 国外医学

肿瘤学分册 2005; 32: 135-137
9 朱新江, 戴冬秋. 表遗传学与胃肠道肿瘤. 世界华人消

化杂志 2006; 14: 3251-3256
10 Lund AH, van Lohuizen M. Epigenetics and can-

cer. Genes Dev 2004; 18: 2315-2335 [PMID: 15466484 
DOI: 10.1101/gad.1232504]

11 王燕, 周力, 陈晓琴, 张维, 王岚. 巢式MSP法检测胃癌
患者血浆平P16, MGMT基因甲基化. 世界华人消化杂
志 2010; 18: 384-387

12 Honoki K, Tsujiuchi T, Mori T, Yoshitani K, Tsu-
tsumi M, Takakura Y, Mii Y. Expression of the 
p16INK4a gene and methylation pattern of CpG 
sites in the promoter region in rat tumor cell lines. 
Mol Carcinog 2004; 39: 10-14 [PMID: 14694443 DOI: 
10.1002/mc.10165]

13 Kim H, Kim YH, Kim SE, Kim NG, Noh SH, Kim H. 
Concerted promoter hypermethylation of hMLH1, 
p16INK4A, and E-cadherin in gastric carcinomas 
with microsatellite instability. J Pathol 2003; 200: 
23-31 [PMID: 12692837 DOI: 10.1002/path.1325]

14 朱萱萱, 王海丹, 周继发, 史淋峰. 仁术健胃颗粒对慢
性萎缩性胃炎脾气虚证大鼠血清MTL、SS和GAS水
平的实验研究. 中华中医药学刊 2012; 30: 1459-1461

15 Li Y, Tollefsbol TO. Impact on DNA methylation 
in cancer prevention and therapy by bioactive 
dietary components. Curr Med Chem 2010; 17: 
2141-2151 [PMID: 20423306 DOI: 10.2174/0929867
10791299966]

16 沈文静, 戴冬秋, 滕玥, 刘洁. 5-Aza-CdR体外诱导胃
癌细胞系p16基因去甲基化及表达增强. 世界华人消
化杂志 2007; 15: 2082-2086

17 Kaneda A, Kaminishi M, Yanagihara K, Sugimura 
T, Ushijima T. Identification of silencing of nine 
genes in human gastric cancers. Cancer Res 2002; 62: 
6645-6650 [PMID: 12438262]

18 Wajed SA, Laird PW, DeMeester TR. DNA meth-
ylation: an alternative pathway to cancer. Ann Surg 
2001; 234: 10-20 [PMID: 11420478 DOI: 10.1097/000
00658-200107000-00003]

19 范尧夫, 魏睦新. 胃癌癌前病变的研究进展及防治对
策. 世界华人消化杂志 2012; 20: 1807-1812

20 Sherr CJ. Cancer cell cycles. Science 1996; 274: 
1672-1677 [PMID: 8939849 DOI: 10.1126/sci-
ence.274.5293.1672]

21 Shim YH, Kang GH, Ro JY. Correlation of p16 hy-
permethylation with p16 protein loss in sporadic 
gastric carcinomas. Lab Invest 2000; 80: 689-695 
[PMID: 10830779 DOI: 10.1038/labinvest.3780072]

22 Attri J, Srinivasan R, Majumdar S, Radotra BD, 
Wig J. Alterations of tumor suppressor gene 
p16INK4a in pancreatic ductal carcinoma. BMC 
Gastroenterol 2005; 5: 22 [PMID: 15985168 DOI: 
10.1186/1471-230X-5-22]

23 刘芬, 于皆平, 于红刚. 胃癌中抑癌基因PTEN甲基化
状态的检测. 中华消化杂志 2006; 28: 551-552

24 Kang GH, Lee S, Kim WH, Lee HW, Kim JC, Rhyu 
MG, Ro JY. Epstein-barr virus-positive gastric carci-
noma demonstrates frequent aberrant methylation 
of multiple genes and constitutes CpG island meth-
ylator phenotype-positive gastric carcinoma. Am 
J Pathol 2002; 160: 787-794 [PMID: 11891177 DOI: 
10.1016/S0002-9440(10)64901-2]

25 Kang YH, Lee HS, Kim WH. Promoter methyla-
tion and silencing of PTEN in gastric carcinoma. 
Lab Invest 2002; 82: 285-291 [PMID: 11896207 DOI: 
10.1038/labinvest.3780422]

26 Sato K, Tamura G, Tsuchiya T, Endoh Y, Sakata K, 
Motoyama T, Usuba O, Kimura W, Terashima M, 

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com



李志钢, 等. 解毒化瘀健脾方对胃黏膜异型增生模型大鼠p16、PTEN基因的去甲基化和蛋白诱导表达            1255

Nishizuka S, Zou T, Meltzer SJ. Analysis of genetic 
and epigenetic alterations of the PTEN gene in gas-

tric cancer. Virchows Arch 2002; 440: 160-165 [PMID: 
11964046 DOI: 10.1007/s004280100499]

           编辑  郭鹏  电编  鲁亚静  

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

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

团有限公司所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》于 2012-12-26 获得 RCCSE 中国权威学
术期刊 (A+) 称号

本刊讯 《世界华人消化杂志》在第三届中国学术期刊评价中被武汉大学中国科学评价研究中心(RCCSE)评

为“RCCSE中国权威学术期刊(A+)”. 本次共有6 448种中文学术期刊参与评价, 计算出各刊的最终得分, 并将

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

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

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



2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年3月28日; 22(9): 1256-1261
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

双氢青蒿素联合吉西他滨治疗胰腺癌及其机制
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■背景资料
胰腺癌预后差, 发
现时大多属晚期, 
化疗是目前改善
胰腺癌预后的重
要措施, 但由于肿
瘤耐药, 目前胰腺
癌的化疗效果仍
不理想. 青蒿素具
有显著的抗肿瘤
效应, 且具有逆转
肿瘤耐药的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the anticancer effect of di-
hydroartemisinin combined with gemcitabine 
against pancreatic cancer in mice and the pos-
sible mechanisms involved.

METHODS: A xenograft model of SW1990 

pancreatic cancer was developed in nude mice. 
Model mice were randomized into four groups 
according to the drug(s) injected: C (normal sa-
line), D (dihydroartemisinin), G (gemcitabine), 
and D + G (dihydroartemisinin + gemcitabine). 
All groups underwent intraperitoneal injection 
of the corresponding drug(s) once every 4 days 
for a total of 5 times. Tumor volume was mea-
sured during the drug therapy. The mice were 
sacrificed 4 d after the last drug injection. TU-
NEL assay was used to detect the apoptosis of 
tumor cells. Western blot was used to detect the 
protein expression of Bcl-2 and C-myc.

RESULTS: The average tumor volume in group 
D + G was significantly decreased compared 
with the other groups. TUNEL assay showed 
that group D + G presented with apparently 
more apoptosis than the other groups. Western 
blot analysis showed the expression of Bcl-2 and 
C-myc in group D + G was significantly down-
regulated compared with the other groups.

CONCLUSION: Dihydroartemisinin combined 
with gemcitabine can significantly decrease pan-
creatic cancer xenograft growth in nude mice 
possibly via mechanisms related to the down-
regulation of Bcl-2 and C-myc expression.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究双氢青蒿素联合吉西他滨抗胰腺
癌作用及其机制.            

方法: 构建裸鼠胰腺癌移植瘤模型, 按治疗用

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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■研发前沿
青蒿素抗肿瘤效
应及其机制是目
前中医药抗肿瘤
研究的热点之一, 
但青蒿素联合吉
西他滨治疗胰腺
癌的研究及其机
制目前报道较少.

药随机分为对照组(C组)、双氢青蒿素组(D
组)、吉西他滨组(G组)、联合用药组(D+G
组). 各组均采取腹腔注射药物, 4 d 1次, 前后
共5次. 观察各组用药过程中肿瘤体积的变
化. 末次用药后4 d处死裸鼠取肿瘤组织. 采
用Tunel法检测各组肿瘤组织凋亡情况. 采用
Western blot法检测肿瘤组织凋亡相关蛋白
Bcl-2和C-myc的表达变化.            

结果: 联合用药组肿瘤体积明显小于其他各
组(P <0.05); Tunel法显示联合用药组肿瘤细
胞凋亡比其余各组显著增多(P <0.05); Western 
blot法显示联合用药组凋亡相关蛋白Bcl-2和
C-myc的表达比其余各组明显降低(P <0.05).            

结论: 双氢青蒿素联合吉西他滨能明显抑制
裸鼠S W1990细胞皮下移植瘤的生长 ,其机
制可能是抑制细胞中凋亡相关蛋白Bcl-2和
C-myc的表达.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰腺癌; 双氢青蒿素; 吉西他滨; 凋亡

核心提示: 双氢青蒿素联合吉西他滨能显著抑制

裸鼠胰腺癌移植瘤的生长并具有化疗增敏作用, 
其机制可能是下调胰腺癌移植瘤组织中Bcl-2和

C-myc蛋白的表达, 从而促进胰腺癌的凋亡有关. 
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0  引言

近年来, 胰腺癌发病率有上升趋势, 在西方国家

中, 胰腺癌是恶性肿瘤的第4位死因, 由于早期

诊断困难, 胰腺癌发现时大多已失去手术机会, 
因此大多数胰腺癌患者需要选择包括化疗在内

的辅助治疗[1]. 美国国立综合癌症网络(National 
Comprehensive Cancer Network, NCCN)和欧洲

肿瘤学协会临床指南均把吉西他滨作为胰腺

癌的第一线化疗药物. 但在长期的临床应用中

发现, 单用吉西他滨效果仍不理想, 总有效率

<20%[2], 原因主要在于胰腺癌细胞获得性或内

在的耐药性. 寻求高效低毒的新型抗肿瘤药物

或化疗增敏剂成了肿瘤研究亟待解决的问题.
    青蒿素是我国传统的中草药, 他在抗疟方面

的卓越成效, 挽救了数以亿万计的生命, 青蒿素

在抗肿瘤方面的疗效也同样令人瞩目. 近年来

研究发现, 青蒿素具有显著的抗癌作用, 并且具

有化疗增敏作用[3-6]. 有报道双氢青蒿素在体外

或者体内均能通过抑制细胞核因子(nuclear fac-
tor κB, NF-κB)信号通路促进吉西他滨对胰腺癌

的化疗效果[7], 但目前研究大多基于细胞株的体

外研究, 青蒿素抗胰腺癌的体内研究较少.          
本研究构建裸鼠胰腺癌移植瘤模型, 探讨双

氢青蒿素联合吉西他滨治疗胰腺癌的效果并初

步探讨两药协同作用的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株SW1990购自中国科

学院细胞库 (中国科学院上海生命科学研究

院细胞资源中心). S W1990细胞培养于37 ℃
含5%C O2、37 ℃培养箱中 ,  使用含10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素和100 U/mL链霉素的

DMEM细胞单层贴壁生长至70%-80%融合时胰

蛋白酶消化传代. ♀4-6周龄健康Balb/c小鼠, 体
质量18-20 g购自中科院上海实验动物中心, 饲
养于SPF环境中层流架内; 饲养和处理经温州

医学院动物伦理委员会审批并通过. 双氢青蒿

素购自中国药品生物制品检定所, 使用DMSO
溶解, DMSO终浓度≤1‰; 盐酸吉西他滨注射

液(健择)购自法国Lil ly公司, 使用生理盐水溶

解. DMEM、胎牛血清、含0.25%EDTA的胰蛋

白酶、不含0.25%EDTA的胰蛋白酶、青链霉素

为Gibco公司产品; TRIzol试剂为美国Invitrogen
公司产品; 原位细胞凋亡检测(Tunel检测)试剂

盒为瑞士Roche公司产品; 兔抗人Bcl-2多克隆抗

体、鼠抗人C-myc单克隆抗体、鼠抗人β-actin
单克隆抗体、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗为美国

abcam公司. 3111型CO2细胞培养箱(美国, Ther-
moForma公司); 细胞培养瓶(美国, Corning公司); 
石蜡包埋机、病理切片机(Leika公司); 电子天

平(瑞士, Mettler Toledo公司); CH20-BIM光学显

微镜(日本, 奥林巴斯); 放射自显影暗盒(乐凯胶

片集团有限公司); 超净工作台、电热恒温水浴

箱、电烤箱、立式高压蒸汽灭菌器(上海医疗

设备厂); 3K15型台式冷冻离心机美国(Sigma公
司); 微量移液器(德国, Eppendorf公司); 垂直蛋

白电泳装置和垂直型蛋白电泳槽转膜装置(美
国, Bio-Rad公司).            
1.2 方法

1.2.1 人胰腺癌细胞株SW1990的培养: 人胰腺癌

细胞SW1990细胞培养于37 ℃含5%CO2饱和湿

度的培养箱中, 使用含10%胎牛血清、100 U/mL
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■相关报道
Wang等报道双氢
青蒿素在体外或
者体内研究中均
能通过抑制核因
子-κB信号通路促
进吉西他滨对胰
腺癌的化疗效果.

青霉素和100 U/mL链霉素的DMEM, 细胞单层

贴壁生长至70%-80%融合时胰蛋白酶消化传代.            
1.2.2 胰腺癌裸鼠模型的建立: 胰蛋白酶消化对

数生长期SW1990细胞, 用含10%胎牛血清的完

全培养基终止消化, 离心后(1000 r/min, 5 min)将
细胞用不含血清的DMEM培养基洗涤1次, 再次

离心将细胞混匀于不含血清的DMEM培养基中. 
将SW1990细胞悬液注射于裸小鼠背部靠近后

肢部位的皮下, 每只鼠约注射4×106个细胞.            
1.2.3 实验分组及用药: 当裸鼠移植瘤长径4-6 
mm时, 将裸鼠随机分成4组, 分别为对照组(C、
生理盐水组)、双氢青蒿素组(D)、吉西他滨组

(G)和联合组(D+G), 每组15只. 对照组腹腔注射

同量生理盐水, 双氢青蒿素组腹腔注射双氢青

蒿素(40 mg/kg), 吉西他滨组腹腔注射吉西他滨

(125 mg/kg), 联合组为腹腔注射双氢青蒿素(40 
mg/kg)和吉西他滨(80 mg/kg). 分组当天即开始

用药, 随后4 d 1次, 前后共5次, 末次用药4 d后处

死裸鼠. 并且从分组当天开始每4 d测一次裸鼠

体质量, 每次均在注射药物前测体质量, 以此体

质量为标准进行用药, 并用游标卡尺测量1次皮

下瘤的大小, 包括长径a(mm)和短径b(mm), 并
计算皮下瘤的体积, 体积(V) = 4/3×π×r3, r = 
(a+b)/4. 处死之前最后测一次瘤体体积和裸鼠

体质量, 前后共测量6次裸鼠体质量和瘤体大小. 
末次用药4 d后用水合氯醛麻醉裸鼠, 取出瘤体

组织称质量, 分取部分瘤体组织置于40 g/L甲醛

固定液, 石蜡包埋, 行Tunel法检测, 并留取剩余

部分新鲜肿瘤组织存于液氮中供Western blot法
使用.    
1.2.4 Tunel法检测肿瘤细胞凋亡: 取固定好的肿

瘤组织, 经脱水、透明、浸蜡、4 μm包埋切片、

贴片、烘片. 按Tunel试剂盒所示操作步骤进行

操作, 最后加Tunel反应液37 ℃孵育1 h后中性树

胶封片, 用光学显微镜400倍下进行观察拍照; 取
10个高倍视野, 数每个高倍视野下凋亡细胞数, 
再取平均值; 将对照组凋亡细胞数调整为1, 计算

双氢青蒿素组、吉西他滨组、双氢青蒿素+吉西

他滨组相对凋亡值. 阳性对照样本处理: 样本经

蛋白酶K处理、PBS浸洗后, 再加入100 μL DN-
ase Ⅰ反应液, 37 ℃处理30 min, 其余步骤同待检

样本. 阴性对照样本处理: 在标记反应制备TdT
酶反应液时, 不添加TdT酶, 其余步骤均相同.
1.2.5 Western blot法检测C-myc、Bcl-2蛋白表达: 
用RIPA裂解液试剂盒说明书提取新鲜瘤体组织

中的总蛋白, 按照BCA蛋白浓度测定试剂盒(碧

云天)测定总蛋白浓度. 将定量后的蛋白质样品

以每孔30 μg点样于SDS-PAGE凝胶上样孔中, 
200 V电泳至溴酚蓝迁移到距分离胶底部0.5 cm
处, 300 mA转膜45 min, 将转好的硝酸纤维素膜

至于5%的脱脂奶粉中, 室温振荡封闭2 h, 加入

一抗, 4 ℃孵育过夜, TBS缓冲液漂洗3次, 每次

10 min, 再加入二抗, 37 ℃于摇床孵育1 h, TBS
缓冲液漂洗3次, 每次10 min, 化学发光显影, 胶
片曝光, AlphaEaseFC扫描分析软件系统检测条

带灰度值, 以目的蛋白与内参蛋白比值作为蛋

白相对表达量. 阴性对照组不加一抗, 其余步骤

相同, 阳性对照为Miapaca-2胰腺癌细胞, 本研究

组先前已经验证该细胞系表达C-myc、Bcl-2蛋
白, 将β-actin作为内参对照. 

统计学处理 实验数据结果用mean±SD表

示, 采用SPSS17.0软件ANOVA方差分析进行统

计分析. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组瘤体体积的变化 随机分组当天C组、

D组、G组及D+G组瘤体平均体积分别为0.048 
cm3±0.018 cm3、0.052 cm3±0.02 cm3、0.056 
cm3±0.026 cm3及0.051 cm3±0.024 cm3, 各组裸

鼠移植瘤体积比较无显著差异(P >0.05). 用药20 
d后处死裸鼠取肿瘤, C组、D组、G组及D+G组

瘤体平均体积分别为0.24 cm3±0.01 cm3、0.08 
cm3±0.034 cm3、0.1 cm3±0.05 cm3及0.04 cm3

±0.017 cm3. 与C组相比, D组与G组的瘤体平均

体积明显减小(P <0.05), 但D+G组抑制肿瘤的作

用更为明显(P <0.01)(图1).
2.2 双氢青蒿素联合吉西他滨诱导胰腺癌细胞

凋亡的作用 在光学显微镜下, Tunel染色法阳

性对照组凋亡细胞表现为棕黄色(或者棕褐色)
为细胞核染色, 细胞核突出在细胞边缘; 对照组

细胞不显色. C组凋亡细胞稀少(图2A), D组、G
组、D+G组(图2B)凋亡细胞明显增加. 随机选取

10个高倍视野(×400), 数每个高倍视野下凋亡

细胞数, 再取平均值; 将C组凋亡细胞数调整为

1, D组和G组相对凋亡值分别为3.7±0.8和3.5±
0.7, 均显著高于C组(P <0.05); D+G组相对凋亡值

为7.0±1.5, 显著高于其他3组(P <0.05)(图3). 
2.3 Western blot法检测双氢青蒿素联合吉西他滨

对裸鼠移植瘤SW1990细胞凋亡相关蛋白C-myc
和Bcl-2表达的影响 阴性对照组未表达目的蛋

白, 阳性对照组表达目的蛋白. 与对照组(C)相比

较, 双氢青蒿素组(D)和吉西他滨组(G)均能抑制
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■创新盘点
本文探讨双氢青
蒿素联合吉西他
滨治疗胰腺癌的
移植瘤体内研究
及其机制, 丰富和
完善了青蒿素类
中药抗肿瘤作用
机制.

C-myc和Bcl-2的表达(P <0.05), 与其他三组相比, 
双氢青蒿素联合吉西他滨组(D+G)明显地下调

C-myc和Bcl-2蛋白的表达(P <0.05)(图4). 

3  讨论

手术治疗是胰腺癌治疗的首选方法, 但多数患

者在确诊时已达局部晚期或有远处转移而失去

手术机会. 大多数胰腺癌主要治疗手段是化疗. 
吉西他滨是一种脱氧胞苷的水溶性类似物, 是

细胞周期特异性的抗代谢类药物, 主要作用于

DNA合成期的肿瘤细胞, 即S期细胞, 在一定条
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图 1 不同治疗组胰腺癌移植瘤体积变化曲线. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. C组: 对照组; D组: 双氢青蒿素组; G组: 吉西他

滨组; D+G组: 联合组.
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图 3 不同治疗组诱导胰腺癌细胞凋亡比较. aP <0.05 vs  C

组; cP<0.05 vs  D组; eP<0.05 vs  G组. C组: 对照组; D组: 双氢

青蒿素组; G组: 吉西他滨组; D+G组: 联合组.

图 4 各组Bcl-2和C-myc蛋白表达水平. A: Bcl-2和C-myc

蛋白Western blot表达图; B: Bcl-2和C-myc蛋白相对表达量. 
aP<0.05 vs  对照组. C组: 对照组; D组: 双氢青蒿素组; G组: 

吉西他滨组; D+G组: 联合组.
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件下, 可阻止肿瘤细胞从Gl期向S期的进展. 吉
西他滨治疗胰腺癌患者在减轻疼痛和改善生活

质量方面具有一定的作用, 已被广泛接受作为

晚期胰腺癌化疗的标准用药[8], 但吉西他滨在临

床应用中也存在许多不足: (1)只能起到有限的

姑息治疗作用, 对胰腺癌的缓解率低, 只有10%
左右[9,10], 即便作为根治术后辅助化疗药, 其中位

生存时间也只有22.1 mo[11]; (2)多数胰腺癌会逐

渐对吉西他滨产生耐药性; (3)作为一种化疗药

物, 存在一些较强的不良反应, 长期用药对人体

会造成一定的伤害; (4)价格昂贵, 长期使用困难. 
由于上述原因, 吉西他滨对胰腺癌化疗的临床

应用受到了极大的限制. 青蒿素是我国药学工

作者于20世纪70年代初从植物黄花蒿中分离得

到的有效抗疟疾药物, 主要分布在植物的叶中. 
双氢青蒿素是青蒿素类药物在体内的主要活性

代谢产物, 也是青蒿素的一个重要衍生物. 双氢

青蒿素在抗肿瘤方面的作用逐渐成为研究的热

点. 先前研究表明双氢青蒿素能够明显抑制胰

腺癌细胞的增殖[12]. 但青蒿素抗胰腺癌作用的体

内研究较少. 本研究在裸鼠移植瘤动物模型基

础上发现双氢青蒿素和吉西他滨联合用药组的

瘤体体积明显小于对照组及单用双氢青蒿素组

和吉西他滨组, 而且联合用药组吉西他滨使用

剂量减少, 表明双氢青蒿素联合吉西他滨具有

显著抗胰腺癌作用, 并且两者具有协同作用. 
青蒿素的抗肿瘤作用主要包括促进肿瘤细

胞凋亡、抑制肿瘤细胞增殖、抑制肿瘤血管

形成及逆转肿瘤多药耐药等机制[13]. 诱导肿瘤

细胞凋亡是青蒿素抗肿瘤效应的重要机制之

一. 我们采用Tunel方法检测双氢青蒿素和吉西

他滨单用或联合使用对胰腺癌裸鼠移植瘤组织

SW1990细胞凋亡的影响, 结果显示, 双氢青蒿

素组、吉西他滨组与对照组相比, 凋亡细胞明

显增多, 而双氢青蒿素联合吉西他滨组的凋亡

细胞比其他三组均明显增多, 提示双氢青蒿素

和吉西他滨均可通过诱导肿瘤细胞凋亡抑制胰

腺癌裸鼠移植瘤的生长, 两者联合使用不仅效

应增强, 而且吉西他滨使用剂量明显减少, 说明

二氢青蒿素除了具有诱导肿瘤细胞凋亡作用, 
还具有吉西他滨化疗增敏作用. 

细胞凋亡是一种多基因和细胞因子调控的

过程, 具有代表性的是Bcl-2基因家族和c-myc基
因家族, 已经证明原癌基因, 如Bcl-2基因家族和

c-myc基因家族等, 均参与细胞凋亡的精确调控. 
现已发现, Bcl-2蛋白是典型的抑制细胞细胞凋

亡的蛋白, 而且Bcl-2基因家族调节多种化疗药

物的促凋亡作用, Bcl-2的过表达跟多种肿瘤对

化疗药物的耐药性有关. 高表达Bcl-2蛋白的患

者预示着胰腺癌预后不良[14]. c-myc基因是凋亡

调控的重要基因, 高表达c-myc基因的肿瘤细胞

凋亡受阻[15], 在某些情况下如与致癌基因同时存

在时C-myc则可协同Bcl-2导致肿瘤的发生. NF-
κB信号通路活化后能能使其下游基因c-myc、
cyclin D1、bcl-2、bcl-xL表达增加, 细胞凋亡受

到抑制, 从而产生耐药, 二氢青蒿素能逆转吉西

他滨诱导NF-κB信号通路的活化, 从而改善吉

西他滨化疗效应[7]. 本实验结果显示, 双氢青蒿

素和吉西他滨联合治疗可使胰腺癌移植瘤组织

Bcl-2和C-myc蛋白表达明显下调, 说明二氢青蒿

素与吉西他滨具有协同治疗作用, 与文献报道

相符. 
总之, 双氢青蒿素联合吉西他滨能显著抑制

裸鼠胰腺癌移植瘤的生长, 其机制可能是下调

胰腺癌移植瘤组织中Bcl-2和C-myc蛋白的表达, 
从而促进胰腺癌的凋亡有关. 
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■应用要点
本研究为青蒿素
类中药用于胰腺
癌的治疗提供实
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转肿瘤耐药的机
制需要进一步研
究, 将来青蒿素可
能作为逆转肿瘤
耐药的辅助用药
进入临床使用.
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Abstract   
AIM: To find a simple and stable drug for the in-
duction of cathartic colon by comparing two rat 
models which were established with rhein and 
rhubarb, respectively. 

METHODS: Thirty-three healthy 3-4-week-
old Wistar rats were divided into three groups, 
namely, a control group, a rhubarb group and 
a rhein group. Normal saline was given by in-
tragastric administration in the control group. 
Rhubarb suspension was given in the rhubarb 
group, and rhein suspension was given in the 
rhein group. The intestinal transit function was 
assessed using the activated carbon suspension 
transit method.
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大黄酸与大黄建立大鼠“泻剂结肠”模型的比较

刘 兴, 王文革, 次苗苗

®

■背景资料
应用刺激性泻剂
所建立的“泻剂
结肠”动物模型, 
是目前研究慢传
输型便秘最常用
的动物模型之一. 
大黄是目前最常
用的造模药物, 但
因其在造模的过
程中存在诸多问
题, 影响了所建立
模型的稳定性及
可靠性, 因此寻找
一种稳定、可控
性好的药物是建
立“泻剂结肠”
动物模型的首要
任务. 

RESULTS: Modeling time was 136 and 114 days 
for the rhubarb group and rhein group, respec-
tively. Activated carbon transit length in the rhu-
barb and rhein group was significantly shorter 
than that in the control group. The symptom of 
loose stools in the rhein group was stable in the 
modeling process, and the dose and modeling 
cycle were consistent with the reference litera-
ture.

CONCLUSION: A rat model of cathartic colon 
could be successfully established with both rhu-
barb and rhein. As a monomer, the efficacy of 
rhein is more stable than rhubarb. Concentration 
of rhein is easy to control and it is associated 
with a relatively short period of time in estab-
lishing the animal model. Rhein is better than 
rhubarb in establishing the rat model of cathartic 
colon.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要  
目的: 应用大黄酸及大黄建立大鼠泻剂结肠
模型, 二者进行比较, 寻找一种简单、稳定的
建立泻剂结肠动物模型的药物.

方法: 健康3-4周龄Wistar大鼠33只, 均分为对
照组、大黄组、大黄酸. 对照组给予生理盐水
灌胃; 大黄组给予大黄粉悬液灌胃; 大黄酸组
给予大黄酸粉悬液灌胃. 造模完成后采用活性
炭悬液推进法测定大鼠肠道传输功能.      

结果: 大黄组、大黄酸组造模时间分别为136 
d和114 d; 大黄组及大黄酸组大鼠活性炭末推
进长度及推进率较对照组明显缩短. 大黄酸组
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■研发前沿
随着对大黄酸药
理机制的深入研
究, 发现其泻下作
用明显, 故有学者
尝试用大黄酸建
立“泻剂结肠”
动物模型, 并取得
了初步成功, 但使
用该药物所建立
模型的稳定性、
可靠性及引发便
秘的机制需要进
一步探讨.

造模过程中大鼠稀便稳定, 且给药剂量及造模
周期同参考文献报道一致. 

结论: 大黄及大黄酸均可成功建立大鼠泻剂
结肠模型, 但作为单体大黄酸药效更稳定, 浓
度易于控制, 且造模时间相对较短, 故作为造
模药物, 效果优于大黄.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 泻剂结肠; 动物模型; 大黄; 大黄酸; 单体

核心提示: 本研究通过比较大黄酸及大黄建立的

“泻剂结肠”模型的优劣, 进一步证实了单体大

黄酸药效更稳定, 浓度易于控制, 造模时间相对

较短, 作为造模药物效果优于大黄. 为以后慢传

输型便秘的研究提供了一种更稳定、可靠的动

物模型.

刘兴, 王文革, 次苗苗. 大黄酸与大黄建立大鼠“泻剂结肠”模

型的比较. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 1262-1265  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1262.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1262

0  引言

慢传输型便秘(slow transit constipation, STC)是
一种涉及全胃肠道动力紊乱, 尤其是结肠传输减

慢导致的便秘[1]. 目前国内外建立STC动物模型

方法主要有泻剂结肠、复方苯乙哌啶法、吗啡

法. 泻剂结肠(cathartic colon)是指便秘患者长期

应用刺激性泻剂使结肠神经系统紊乱和相应的

功能失调, 导致结肠动力障碍, 对泻剂反应性下

降, 对泻剂产生依赖的一种状况[2], 是STC的一种

重要临床类型. 目前建立“泻剂结肠”动物模型

的泻剂主要有大黄和酚酞, 大黄因有价廉、来源

广等优点成为最常用的建立该模型的药物. 但因

大黄建立“泻剂结肠”动物模型存在用药量、

造模周期与以往研究[3-5]报道出入较大等问题, 
在实验研究中模型的复制性较差, 导致后续实验

难以进行. 因此寻找一种成分单一、药效稳定的

造模药物对该模型的建立有重要意义. 随着大黄

提取工艺的改进, 发现大黄的提取物大黄酸泻下

作用明显, 故近来有用大黄酸建立大鼠“泻剂结

肠”模型的相关报道. 本实验采用单体大黄酸建

立大鼠“泻剂结肠”模型, 并与大黄建立的该动

物模型进行比较, 从而找到一种稳定、可控性好

的建立“泻剂结肠”动物模型的药物.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wistar大鼠33只, 清洁级, 3-4周

龄, 体质量50-80 g, 由斯贝福(北京)实验动物科

技有限公司提供[许可证号SCXK(京)2011-0004]. 
饲养条件: 分笼饲养, 实验室清洁安静, 室温

20 ℃-25 ℃, 相对湿度50%-70%. 大黄粉(北京

同仁堂连锁药店有限责任公司, 产地: 甘肃); 
大黄酸粉(南京泽朗医药技术有限公司 ,  批号

ZL20130310A); 活性炭粉末(分析纯)(国药集团

化学试剂有限公司).      
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: 按照随机化分组原则, 将实验

大鼠均分为对照组、大黄组、大黄酸组, 每组

11只. 3组大鼠在普通干饲料饲养的基础上, 分
别再给予生理盐水、大黄粉悬液、大黄酸粉悬

液灌胃, 给药量按照每只大鼠的体质量计算得

出. 整个实验过程分3个循环完成. 对照组给予10 
mL/(kg·d)生理盐水灌胃. 大黄组参照张连阳等[3]

和童卫东等[6]的方法给予大黄粉悬液灌胃, 第1
循环约50 d, 起始剂量为300 mg/(kg·d), 以后按

300 mg/(kg·d)递增, 增长至3300 mg/(kg·d)时, 约
半数大鼠出现稀便, 维持此剂量灌胃, 直至80%
大鼠稀便消失后开始下一循环; 第2循环约38 
d, 在3300 mg/(kg·d)的基础上再按300 mg/(kg·d)
递增, 增至4200 mg/(kg·d)时, 半数大鼠出现稀

便, 维持此剂量直至80%大鼠稀便消失; 第3循
环约48 d, 在4200 mg/(kg·d)的基础上增至5400 
mg/(kg·d)时, 半数大鼠出现稀便, 维持此剂量直

至80%大鼠稀便消失; 3个循环结束共用136 d, 
整个过程结束1 wk后停止灌胃, 普通干饲料饲养

待处理. 大黄酸组参照张波等[7]的方法给予大黄

酸粉悬液灌胃, 第1循环约33 d, 给药剂量为240 
mg/(kg·d), 灌2 d停1 d, 直至半数大鼠出现稀便, 
维持此剂量至80%大鼠稀便消失后开始下一循

环; 第2循环约36 d, 给药剂量同上, 灌5 d停2 d, 
直至80%大鼠稀便消失; 第3循环约45 d, 给药剂

量为320 mg/(kg·d), 灌5 d停2 d,直至80%大鼠稀

便消失; 3个循环共约114 d, 整个过程结束1 wk
后停止灌胃, 普通干饲料饲养待处理.
1.2.2 肠道传输功能测定: 采用活性炭悬液推进

法检测肠道传输功能. 停药1 wk后的大鼠禁食, 
不禁水24 h, 经口灌入100 g/L活性炭悬液2 mL, 
30 min后颈椎脱臼法处死, 立即剖腹, 取出幽门

至直肠末段的全部肠管, 在无张力的条件下测

量肠道全长及活性炭悬液推进长度. 炭末推进

率(%) = (炭末前端与幽门的距离/肠道总长度)
×100.      

统计学处理 采用SPSS17.0软件包进行统计

■相关报道
国内已有报道长
期大剂量使用大
黄酸可致大鼠肠
道传输功能减慢, 
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分析, 计量资料均以mean±SD表示, 组间比较采

用t检验, P <0.05为差异有统计学意义.      

2  结果

2.1 造模过程中3组大鼠一般情况记录 大黄组造

模时间为136 d, 造模过程中死亡1只, 死亡原因

不明. 大黄酸组造模时间为114 d, 死亡2只, 1只
为误灌入气管致死, 另1只死亡原因不明. 两组

大鼠均形体消瘦, 体质量约平均下降20%, 虽大

黄组大鼠体质量下降更为明显, 但两组大鼠体

重变化比较无统计学差异(P  = 0.067)(表1). 两组

大鼠饮水量较对照组明显增多, 皮毛色泽发红, 
大部分大鼠在饲喂过程中出现血便, 约50%大鼠

出现血尿. 4只大鼠在饲养过程中出现脱肛, 其
中大黄酸组3只, 大黄组1只.
2.2 肠道传输功能测定 腹部正中剖开后可见大

黄组及大黄酸组大鼠结肠较对照组粗大、迂曲, 
肠腔内可见大块粪便存留. 3组大鼠肠道总长度

无明显差异; 大黄组和大黄酸组炭末推进长度

分别为58.20 cm±6.66 cm、55.11 cm±6.78 cm, 
而对照组则为82.64 cm±7.33 cm; 大黄组和大

黄酸组炭末推进长度明显短于对照组, 差异有

统计学意义(P <0.01). 大黄酸组炭末推进长度

略短于大黄组, 但两组之间比较无统计学差异

(P >0.05)(表2).

3  讨论

STC是慢性便秘中的一种常见临床类型[8], 发病

率呈逐年升高趋势. 由于临床上难以对STC患者

进行前瞻性研究, 因此建立稳定、可靠的实验动

物模型对慢传输型便秘的研究意义重大. 近年

来, 国内外学者尝试着建立了多种STC的动物模

型, 经各种模型制作方法的比较, 发现仅刺激性

泻剂对肠神经系统损伤明显, 并且经一系列研究

发现“泻剂结肠”建立的模型与STC有相似的

肠道病理生理改变[9-11], 是目前研究STC的常用

模型. 同时“泻剂结肠”大鼠模型复制了便秘患

者长期服用泻剂后由腹泻到加重便秘的疾病过

程, 最接近临床上STC患者的疾病形成过程, 作
为研究STC的动物模型具有代表性. 目前常用于

建立“泻剂结肠”动物模型的刺激性泻剂大黄

造模时存在以下问题: (1)不同文献报道大黄导

致腹泻时用药量差距较大, 目前报道大鼠首次出

现稀便时大黄用量从800-2700 mg/kg 不等; (2)大
鼠在饲喂大黄造模过程中可出现粥样便、泥状

便、水样便等不同程度稀便, 而目前对造模过程

中大鼠稀便程度尚无统一判断标准; (3)大黄是

一味成分复杂的中药, 除对胃肠道有影响外, 对
全身如肾脏、肝脏等多个系统具有不同功效, 长
期大剂量应用后对其他系统的作用与“泻剂结

肠”形成有无相互影响, 需进一步研究; (4)有文

献报道大黄使便秘大鼠肌间神经丛中的胆碱能

神经分布趋于正常, 这可能是调节结肠功能、治

疗慢传输型便秘的机制之一[12]. 此结论与多数文

献报道的大黄致使STC大鼠胆碱能神经减少的

报道不一致, 需进一步探讨大黄对肠道胆碱能神

经的影响. 虽然本实验用大黄粉最终成功复制了

“泻剂结肠”大鼠模型, 但在造模过程中也遇到

了用药量同文献报道相差较大、稀便情况不稳

定及造模周期与大多数报道不一致等问题, 导致

模型的可复制性较差. 因此, 近年来国内外学者

尝试寻找更稳定的建立“泻剂结肠”的药物, 有
学者尝试用大黄的提取物大黄酸建立该模型, 并
取得初步成果. 本实验旨在对大黄酸及大黄二者

建立大鼠“泻剂结肠”模型优劣进行比较, 寻找

一种更稳定、可靠的造模药物.
大黄酸是大黄的提取物, 为单体, 化学名为

1,8-二羟基蒽醌衍生物, 在抗炎、抗菌、抗肿

瘤、抗氧化、降糖调脂、保肝抗纤维化等多方

面具有活性[13]. 大黄酸本身无泻下作用, 但其经

肠内菌转化产物大黄酸蒽醌具有泻下活性. 泻
剂结肠是全胃肠动力障碍性疾病, 以肠道传输

功能减慢为主要特点, 故造模完成后采用活性

炭悬液推进长度(肠管黑染长度)初步鉴定模型

是否成功. 3个循环结束后大黄酸组肠道传输功

能较对照组明显减慢；与大黄组相比炭末推进

长度略短, 但二者之间无统计学差异. 大黄酸组

在给予大黄酸粉悬液灌胃第2 d开始, 约80%大

鼠出现水样便, 易于观察, 稀便稳定. 给药量及

造模周期与参考文献报道差异不大, 说明大黄

酸药效稳定, 给药量容易掌握, 用于建立“泻

剂结肠”模型时重复性及可控性好. 近期研究

表明STC患者结肠黏膜水通道蛋白4(aquaporin, 

表 1 3组大鼠造模前后体质量变化表(mean±SD)

     
分组

造模前 造模后

n 体质量(g)        n 体质量(g)        

对照组 11 117.73±4.52 11  485.73±11.96

大黄组 11 114.00±4.79 10 384.27±35.31b

大黄酸组 11 117.00±4.65   9 402.45±10.73b

bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
本实验通过对大
黄酸及大黄建立
的“泻剂结肠”
动物模型比较, 以
进一步证实大黄
酸建立“泻剂结
肠”动物模型的
稳定性及可靠性.

■应用要点
大黄酸及大黄均
可成功复制大鼠
“泻剂结肠”模
型 ,  但作为单体 , 
大黄酸药效更稳
定 ,  浓 度 易 于 控
制 ,   造模时间相
对较短, 稳定性及
可控性优于大黄, 
为研究慢传输型
便秘提供了一种
简单模型.
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AQP4)高表达[14], 而在大黄酸药理机制的研究中

发现其能抑制LoVo细胞AQP4基因的转录与翻

译[15], 推测大黄酸的长期大剂量服用使得这种抑

制作用减弱, AQP4基因表达增高, 导致肠道水分

吸收增加, 引起大便干燥, 加重便秘. 而目前关

于STC大鼠近端结肠中水通道蛋白的研究却显

示AQP3表达下调[16], 推测此改变对便秘的加重

有一定的延缓作用. 以上研究提示结肠黏膜中

AQP4、AQP3的表达异常在“泻剂结肠”形成

与发展中起重要作用.
本实验造模药物大黄酸及大黄均成功复制

了“泻剂结肠”大鼠模型, 但大黄酸为单体泻

剂, 药效稳定, 避免了大黄成分复杂所致的用药

剂量相差较大, 排除了品种、产地、采收时间

等因素对大黄泻下作用的影响; 同时大黄酸粉

悬液灌胃后稀便明确, 大便性状容易判断, 造模

周期稳定, 解决了大黄造模过程中用药剂量和

造模周期与文献报道不一这两个主要问题. 大
黄酸质量稳定, 浓度易于控制, 给药方法简单, 
可重复及可控制性强, 适用于慢传输型便秘动

物模型的建立. 
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表 2 3组大鼠肠道传输功能比较(mean±SD)

     
分组 n 肠道总长度(cm) 炭末推进长度(cm) 百分比(%)        

对照组 11 133.36±8.02  82.64±7.33 61.94±3.86

大黄组 10 130.50±5.54   58.20±6.66b 44.56±4.32

大黄酸组   9 132.44±3.91   55.11±6.78b 41.65±4.04

bP<0.01 vs  对照组.

■同行评价
本文设计合理, 有
一定的实用价值, 
为研究便秘提供
了一种简单模型.
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AIM: To study the effects of overexpression 
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HIPK2调控COX-2及β-catenin表达对人结直肠癌细胞
VEGF表达的影响

胡 强, 周利红, 刘 宣, 隋 华, 付晓伶, 颜琳琳, 任建琳, 李 琦

®

■背景资料
血管新生是结直
肠 癌 发 生 的 重
要 促 进 因 素 ,  结
直肠癌的生长、
浸润、复发和转
移 均 有 赖 于 肿
瘤 血 管 的 生 成 . 
β-catenin信号途径
在肿瘤的发生、
发展中占据着重
要的地位, 该通路
的过度激活与多
种人类肿瘤的发
生有密切的联系, 
尤其在结直肠癌
的发生发展上, 约
90%与该通路过
度激活有关. 

of homeodomain-interacting protein kinase 2 
(HIPK2) on the expression of cyclooxygenase 
2 (COX-2) and β-catenin in HCT-116 cells, and 
to explore the regulatory effect of the HIPK2 
gene on angiogenic factor expression in human 
colorectal cancer cells. 

METHODS: The pEGFP-N3 vector or pEGFP-
N3-HIPK2 plasmid was transfected into human 
colorectal cancer HCT-116 cells using Lipo-
fectamine 2000, and untransfected cells were used 
as normal controls. The expression of VEGF (vas-
cular endothelial growth factor) in cell culture me-
dium was detected by ELISA assay, and the protein 
expression of β-catenin was tested by Western blot. 
The COX-2 promoter containing plasmid pGL3-
basic-COX-2 was co-transfected with pRL-SV40 in 
the three groups above. COX-2 promoter activity 
was detected by dual luciferase activity assay, and 
COX-2 mRNA level was determined by real-time 
PCR. 

RESULTS: The pEGFP-N3-HIPK2 group and 
pEGFP-N3 group had the same fluorescent 
level, and there was no statistically significant 
difference in HCT-116 cells. The VEGF expres-
sion was significantly inhibited (857.54 pg/mL ± 
65.04 pg/mL vs 368.32 pg/mL ± 98.82 pg/mL, P 
< 0.05) after pEGFP-N3-HIPK2 plasmid transfec-
tion. COX-2 promoter activity and mRNA ex-
pression were significantly lower in the pEGFP-
N3-HIPK2 group than in the pEGFP-N3 group 
(75.467×10-5 ± 18.666×10-5 vs 266.407×10-5 ± 40.902
×10-5, 1.07×10-4 ± 0.32×10-4 vs 3.48×10-4 ± 0.64×10-4 
P < 0.05 for both). HIPK2 could inhibit the pro-
tein expression of β-catenin but up-regulate p-β-
catenin expression. 

CONCLUSION: pEGFP-N3-HIPK2 transfection 
significantly increased the expression of HIPK2, 
and reduced the transcription of the COX2 gene 
and VEGF level in human colorectal cancer 
HCT-116 cells. The mechanisms may be related 
to the inhibition of COX-2 and β-catenin expres-
sion in cells, and regulation of β-catenin-COX-2 
signal transduction. 

■同行评议者
刘 海 峰 ,  主 任 医
师, 北京市武警总
医院消化科 
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■研发前沿
Wnt/β-catenin信
号通路是细胞内
常见的信号通路, 
在肿瘤的发生、
发展中占据着重
要的地位, 该通路
的过度激活与多
种人类肿瘤的发
生有密切的联系, 
尤其在大肠癌的
发生、发展上, 约
90%大肠癌发生
与该通路过度激
活 有 关 .  癌 基 因
β-catenin在细胞质
的积累牵涉到多
种人类肿瘤及其
血管新生的进程, 
β-catenin可被多种
生化机制调节, 但
具体的机制尚不
明确.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究同源结构域相互作用蛋白激酶
2(homeodomain-interacting protein kinases 2, 
HIPK2 )基因重组质粒对HCT-116细胞环氧合
酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)及β-catenin表达
的影响, 探讨HIPK2基因对人结直肠癌细胞血
管新生因子表达的调节作用. 

方法: 采用脂质体将pEGFP-N3和pEGFP-N3-
HIPK2质粒转染人结直肠癌细胞, 分为正常
组、载体质粒组和HIPK2质粒组, ELISA法检
测细胞培养液中血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)的表达, 
Western blot检测β-catenin蛋白表达情况. 在上
述3组细胞中同时转染含COX-2基因启动子质
粒pGL3-basic-COX-2后, 双荧光素酶活性检
测COX-2启动子的表达, Real-time PCR检测
COX-2 mRNA的表达水平. 

结果: HCT-116细胞中pEGFP-N3-HIPK2质
粒组的荧光表达量与载体质粒p E G F P-N3
组的表达量基本一致 ,  两组相比无明显差
异. 转染pEGFP-N3-HIPK2质粒后, HCT-116
细胞内V E G F的表达量由对照组的857.54 
pg/mL±65.04 pg/mL降低至368.32 pg/mL
±98.82 pg/mL, 两组相比具有统计学意义
(P <0.05); COX-2 启动子活性由空载体组的
266.407×10-5±40.902×10-5下降至75.467×
10-5±18.666×10-5, 两组相比具有统计学意义
(P <0.05); COX-2 mRNA的相对表达量由空载
体组的3.48×10-4±0.64×10-4下调至1.07×
10-4±0.32×10-4, 两组相比具有统计学意义
(P <0.05). 同时, Western blot结果显示, HIPK2
可明显降低细胞β-catenin的蛋白表达, 上调细
胞内p-β-catenin蛋白的表达量. 

结论: pEGFP-N3-HIPK2可明显上调HCT-116
细胞HIPK2的表达, 显著下调人结直肠癌细胞
COX-2的转录表达及VEGF的表达水平, 其作

用机制可能与其抑制细胞COX-2及β-catenin
表达, 调节β-catenin-COX-2信号转导有关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 同源结构域相互作用蛋白激酶2; 血管内皮

生长因子; 结直肠癌; 血管新生; 环氧合酶2

核心提示: 目前研究认为, 同源结构域相互作用

的蛋白激酶2(homeodomain-interacting protein 
kinases 2)基因是一种在大肠癌细胞中低表达的

抑癌基因, 我们研究发现其抑制结直肠癌细胞血

管内皮生长因子表达可能与其下调细胞内环氧

合酶2(cyclooxygenase 2)及β-catenin表达有关, 其
详细的作用机制尚有待于进一步的研究及探讨.
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0  引言

血管新生是结直肠癌发生的重要促进因素, 结
直肠癌的生长、浸润、复发和转移均有赖于肿

瘤血管的生成. β-catenin信号途径在肿瘤的发

生、发展中占据着重要的地位, 该通路的过度

激活与多种人类肿瘤的发生有密切的联系, 尤
其在结直肠癌的发生、发展上, 约90%与该通路

过度激活有关. 同源结构域相互作用的蛋白激

酶2(homeodomain-interacting protein kinases 2, 
HIPK2)与肿瘤的发生发展关系密切, HIPK2能调

节转录、凋亡、细胞生长和进展, 既作为转录

共阻遏物又作为激酶, 而对一些功能蛋白产生

影响影响. 环氧合酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)
是花生四烯酶转化为前列腺素的限速酶 ,  是
β-catenin信号途径的下游靶基因, 在恶性肿瘤中

特别是大肠癌细胞中过表达, 促进大肠癌的发

生. 肿瘤细胞中HIPK2过表达可能通过调节细胞

内β-catenin及COX-2的活性而下调血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
的表达, 从而对结直肠癌血管新生产生抑制作

用. 本研究利用成功构建的人HIPK2基因重组质

粒pEGFP-N3-HIPK2, 将重组质粒转染人结直肠

癌HCT-116细胞, 观察HIPK2基因在HCT-116细
胞中的表达情况及其对HCT-116细胞β-catenin-
COX-2信号通路的调控作用, 以期探讨HIPK2基
因对人结直肠癌细胞血管新生因子表达的调节
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■相关报道
Kim研究小组最
先发现与同源结
构域转录因子相
互作用的保守丝
氨酸/苏氨酸核激
酶-同源结构域相
互作用的蛋白激
酶(homeodomain-
interacting protein 
kinases, HIPKs). 目
前已知该激酶有
3个亚型, 分别为
HIPK1、HIPK2、
H I P K 3 ,  其 中
HIPK2与肿瘤的发
生发展关系密切, 
HIPK2既作为转
录共阻遏物又作
为激酶, 能调节肿
瘤细胞转录、凋
亡、生长和进展.

作用, 为临床上抗结直肠癌的作用靶点研究提

供思路及途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结直肠癌HCT-116细胞(购自中国科

学院上海细胞库), 细胞培养于含10%胎牛血清

的R/MINI 1640培养基, 置于5%CO2、37 ℃及

饱和湿度的培养箱中培养. pGL3-Basic-COX-2
重组质粒、pRL-SV40内参质粒、pEGFP-N3
载体质粒及人HIPK2基因重组质粒pEGFP-N3-
HIPK2均由上海中医药大学附属曙光医院肿瘤

实验室提供. HilyMax转染脂质体(购自日本同

仁化学研究所); 人VEGF ELISA试剂盒(美国Bio 
Sources公司); Dual-Luciferase Assay System试剂

盒(美国Promega公司); Rnaiso试剂、RNA的反

转录试剂盒、Real-time PCR试剂盒(日本TaKa-
Ra公司); BCA Protein Assay Kit(HyClone-Pierce, 
货号: 23225); Prestained protein marker(中晶公

司, 货号: SM0441); ECL-PLUS/Kit(Amersham
公司货号: RPN2132); 医用X射线光片(Kodak公
司); X线胶片显影粉(上海冠龙照相材料厂); X线

胶片定影粉(上海冠龙照相材料厂). 双人垂直流

超净工作台(新加坡ESCO公司, SVE-6A1), 台式

个人型高速离心机(德国Eppendorf公司, Minis-
pan), 台式高速冷冻离心机(德国Eppendorf公司, 
5804R), 银质梯度PCR仪(德国Eppendorf公司, 
Mastercycler Ep), 荧光定量PCR仪(美国ABI公司, 
Prism® 7300型), 生物分光光度计(德国Eppendorf
公司, RS-232-C), 高精确电子天平(德国Sartori-
ous Stedim Biotech公司, CP225D), 酶标仪(美国

BioRad公司, 680), 化学发光仪(美国Promega公
司, GloMix 20/20), 荧光倒置显微镜(日本OL-
MYPUS公司, CKX41/U-RFLT50), CO2培养箱(英
国RSBiotech公司, GALAXYS). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人结直肠癌HCT-116细胞, 用含

10%小牛血清的Mycoy's 5A培养基于置于体积

分数5%CO2、饱和湿度、37 ℃孵箱中常规培

养, 每1-2天传代一次. 传代时, 吸除瓶中培养液, 
加细胞消化液1 mL, 消化贴壁细胞, 吸取培养液

轻轻吹打瓶壁, 使其脱离瓶壁形成单个细胞悬

液, 取对数生长期的细胞用于实验. 
1.2.2 pEGFP-N3-HIPK2质粒转染细胞: 将上述

常规培养的人结直肠癌HCT-116细胞随机分为

空白组、载体质粒组、重组质粒组, 分别按如

下剂量加入不同的质粒进行瞬时转染: (1)空白

组: 正常HCT-116细胞(n = 3); (2)载体质粒组: 
pEGFP-N3(n = 3); (3)重组质粒组: pEGFP-N3-
HIPK2 (n = 3). 在1.5 mL的离心管中配制待转

染质粒(1.0 μg/孔)、转染脂质体Hily-Max(4.5 
μL/孔)复合物, 将待转染质粒稀释至不含血清和

抗菌素的Mycoy's 5A培养基中, 混合均匀, 然后

将转染脂质体悬液, 室温温育5 min. 最后将两者

混合在一起, 充分混匀静置20 min, 使质粒与脂

质体充分结合. 然后直接加入到细胞培养中, 在
37 ℃ 5%CO2培养箱中培养24-72 h, 荧光倒置显

微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况. 
1.2.3 pGL3-Bas ic-COX-2 启动子质粒共转染

HCT-116细胞: 将培养于含有10%新生牛血清、

100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素Mycoy's 
5A完全培养基(37 ℃ 5%CO2、饱和湿度)的人

结直肠癌HCT-116细胞株, 按1×106个细胞/孔
的量在24孔板中接种指数生长期的细胞 ,  在
37 ℃ 5%CO2培养箱中过夜培养, 直到细胞密度

达到60%-80%. 将上述常规培养的人结直肠癌

HCT-116细胞随机分为对照组、载体质粒处理

组、重组质粒处理组, 分别按如下剂量加入不

同的质粒进行瞬时转染: (1)对照组: 转染pGL3-
Basic-COX-2质粒和PRL-SV40内参质粒(n  = 3); 
(2)载体质粒处理组: 转染pGL3-Basic-COX-2质
粒、PRL-SV40内参质粒和pEGFP-N3质粒(n  = 
3); (3)重组质粒处理组: 转染pGL3-Basic-COX-2
质粒、PRL-SV40内参质粒和pEGFP-N3-HIPK2
重组质粒(n  = 3). 按上述分组将每一组细胞均转

染含人COX-2基因启动子重组质粒和pRL-SV40
内参质粒, 不同处理组分别加转染pEGFP-N3载
体质粒和pEGFP-N3-HIPK2重组质粒, 转染48 h
后使用化学发光法检测各组细胞的双荧光素酶

活性. 
1.2.4 化学发光法检测双荧光素酶活性: 将上述

24孔板中转染pGL3-Basic-COX-2重组质粒和

pRL-SV40内参质粒的HCT-116细胞于转染3-5 h
后吸除质粒/脂质体/Mycoy's 5A复合物, 以完全

培养基为空白对照, 分别在各组细胞中加入含

TanIIA 4、8、12、16、20 μmol/L的Mycoy's 5A
培养基, 每组设4复孔, 继续于5%CO2、37 ℃的

培养箱中培养24-48 h, 一般于培养48 h后进行

双荧光素酶活性. 细胞内双荧光素酶活性检测

采用美国Promega公司提供的Dual-Luciferase 
Assay System试剂盒检测, 分别用萤火虫荧光素

酶的值除以海肾荧光素酶的值, 所得到的比值

(RLU1/RLU2)即可反映COX-2基因启动子的转
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■创新盘点
本研究通过构建
HIPK2 基因CDS
序列质粒转染人
结 直 肠 癌 细 胞 , 
发现HIPK2 基因
重组质粒能在人
结直肠癌细胞中
稳 定 表 达 ,  可 抑
制HCT-116细胞
V E G F 的 表 达 水
平 ,  及 环 氧 合 酶
2(cyclooxygenase 
2 ,  C O X - 2 )启动
子和mRNA的活
性 ,  并 下 调 细 胞
内β-catenin的蛋
白表达, 促进p-β-
catenin蛋白的表
达水平.

录活性. 
1.2.5 ELISA法检测细胞培养液中VEGF的表达: 
取常规培养对数生长期的人结直肠癌HCT-116
细胞, 0.25%的胰蛋白酶将培养瓶中的细胞消化, 
用含10%小牛血清的Mycoy's 5A培养液稀释细

胞, 配制成单个细胞细胞悬液, 充分混匀后调整

细胞浓度至1×105/mL, 以每孔500 μL的量接种

于3个24孔细胞培养板中, 置于5%CO2、饱和湿

度、37 ℃培养箱中培养. 将24孔板中的人结直

肠癌HCT-116细胞共分为3组, 每组4个复孔: (1)
空白对照组: 加入空白培养液; (2)pEGFP-N3组: 
转染pEGFP-N3质粒; (3)pEGFP-N3-HIPK2组: 转
染pEGFP-N3-HIPK2质粒. 按上述分组及要求对

细胞进行pEGFP-N3、pEGFP-N3-HIPK2质粒

转染处理24、48 h. 作用不同时间点后, 将每孔

中的细胞培养液分别收集到1.5 mL的离心管中, 
5000 r/min离心5 min, 每孔各取100 μL培养液上

清, 按试剂盒提供的操作步骤进行ELISA法检测

细胞培养液中VEGF的表达情况. 
1.2.6 Western blot检测蛋白表达: 细胞总蛋白抽

提: 从培养箱中取出细胞, 弃去细胞培养液, PBS 
洗涤2次, 弃去PBS, 加入适量预冷的2×Lysis 
Buffer, 细胞刮刮下细胞, 将样品转移入Ep管中, 
冰上裂解细胞10-15 min, 超声破碎仪破碎细胞

(200 W共4次, 每次5 s, 间隔2 s), 4 ℃, 12000 g , 
离心15 min, 取上清, 测蛋白浓度后, 每个样品蛋

白终浓度均调整为2 μg/μL, -80 ℃保存备用. 上
样样品准备: 每个样品取相同总蛋白量, 加入相

同体积的2×loading buffer上样缓冲液, 混匀后, 
沸水浴煮5-10 min, 4 ℃存放备用. SDS-PAGE: 
制胶: 根据目的蛋白分子量大小配制不同浓度

的胶; 上样: 等胶凝固好后, 拔去梳子, 电泳缓冲

液清洗上样孔, 将准备好的样品上样; 电泳: 30 
mA电泳2 h. 免疫印迹(湿转): 电泳结束后, 使用

转移电泳装置, 在4 ℃、400 mA恒流条件下电

转120 min, 将蛋白转移到PVDF膜上. 免疫显色: 
(1)封闭: 用封闭液(含5%脱脂牛奶的TBST溶液)
室温封闭PVDF膜1 h或4 ℃过夜; (2)一抗孵育: 
封闭液稀释抗体, 然后与封闭好的PVDF膜室温

孵育2 h或4 ℃过夜; (3)洗膜: TBST洗膜3次, 每
次10 min; (4)二抗孵育: 用封闭液稀释相应的二

抗, 室温下孵育PVDF膜2 h; (5)洗膜: TBST洗膜3
次, 每次10 min; (6)采用Amersham公司ECL+plus™ 
Western blotting system试剂盒进行显色; (7)X光

显影: 在暗房中进行, 获得显示条带的胶片. 

1.2.7 Real-time PCR检测mRNA表达: 用RNAiso试
剂提取细胞总RNA, 溶解于40-60 μL的DEPC水
中, 于55 ℃-60 ℃放置10 min助溶; 紫外分光光度

计测定A 260/280值, 推算RNA纯度(1.8-2.0即可); 将
各试剂按以下剂量加入到200 μL EP管中, 混合

均匀: 5×PrimeScript Buffer 4 μL, PrimeScript 
RT Enzyme Mix Ⅰ 1 μL, Oligo dT Primer (50 
μmol/L) 1 μL, Random 6 mers (100 μmol/L) 1 μL, 
Total RNA 4 μL, Rnase free water up to 20 μL, 反
应条件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, 反应结束所得

cDNA保存于-20 ℃. 荧光定量PCR: 采用已合成的

GAPDH和COX-2基因上下游引物和探针, 将上述

cDNA分别按以下剂量加入到8联管中, 每个基因

做12个复孔: Forward Primer 0.4 μL, Reverse Primer 
0.4 μL, Probe 0.8 μL, cDNA 2 μL, Rox Reference 
Dye 0.4 μL, Premix EX Taq 10 μL, ddH2O up to 20 
μL, 反应条件: 预变性: 95 ℃, 10 s; 变性: 95 ℃, 5 
s; 退火、延伸: 60 ℃, 31 s, 40个循环, 所得到的

数据采用ABI 7300 SDS软件分析. 相对mRNA表

达水平的计算: 每个样本的相对mRNA表达, 能
直接用样品各自的内源控制物GAPDH表达来标

准化加入的初始RNA的量. 即每个样品的靶基因

的相对mRNA表达水平可以用以下公式计算: 相
对mRNA表达 = 2-∆Ct, (∆Ct = 靶基因Ct值-GAPDH 
Ct值). 以GAPDH作为内参, 同时以正常HCT-116
细胞作用为基准, 各组mRNA的表达量表示成正

常HCT-116细胞的N倍(N = 2-样品∆Ct/2-基准∆Ct). 
统计学处理 采用SPSS18.0专用统计软件包

对数据进行统计分析, 所得到的数据以mean±
SD表示, 多样本均数比较用单因素方差分析; 各
组两两比较采用Student-Newman-KeuLs检验, 
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 重组质粒对人结直肠癌细胞H I P K2表达

的影响 按照阳离子脂质体质粒转染技术, 将
pEGFP-N3载体质粒与pEGFP-N3-HIPK2重组质

粒转染人结直肠癌HCT-116细胞24 h后, 用荧光

倒置显微镜观察细胞绿色荧光表达情况. 结果

显示如图1所示, HIPK2基因重组质粒转染细胞

12 h就可以观察到细胞表达绿色荧光, 与转染

pEGFP-N3载体质粒组相比, 其表达效果无明显

统计学意义(P >0.05). 
2.2 HIPK2对人结直肠癌细胞VEGF表达的抑

制作用  正常培养对数生长期的人结直肠癌
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HCT-116细胞, 分为正常组、pEGFP-N3载体质

粒转染组、pEGFP-N3-HIPK2重组质粒转染组, 
采用阳离子脂质体法分别进行培养液处理、转

染pEGFP-N3载体质粒和转染pEGFP-N3-HIPK2
重组质粒. 转染后正常培养24 h, 收集细胞上清, 
采用ELISA试剂盒法检测细胞培养液中VEGF的
浓度. 结果如图2所示, 空白培养液处理组和载

体质粒处理组的细胞培养液中, VEGF的浓度较

高, 分别为886.63 pg/mL±34.86 pg/mL和857.54 
pg/mL±24.04 pg/mL, 而HIPK2重组质粒转染后, 
VEGF的浓度显著下调为368.32 pg/mL±27.82 
pg/mL, 具有统计学意义. 
2.3 HIPK2对人结直肠癌细胞COX-2活性的影响 
正常HCT-116细胞、转染pEGFP-N3载体质粒的

HCT-116细胞和转染pEGFP-N3-HIPK2重组质粒

的HCT-116细胞, 分别共转染含COX-2启动子重

组质粒的pGL3-Basic-COX-2启动子, 转染48 h后
使用化学发光法检测各组细胞的双荧光素酶活

性、Real-time PCR法检测细胞内COX-2 mRNA
的表达. 结果如图3所示, HIPK2基因能明显抑

制人结直肠癌细胞萤火虫荧光素酶活性, 说明

HIPK2基因抑制了细胞内COX-2启动子的转录

活性, 两者相比具有明显的统计学意义. 同时, 
HIPK2基因对COX-2 mRNA和蛋白表达均具有

抑制作用, 结果如表1所示. 

2.4 HIPK2基因对β-catenin蛋白表达的影响 将指

数生长期的HCT-116细胞接种于10 cm培养皿中, 
接种密度为60%-80%, 接种6 h后, 分别进行培养

液处理、转染pEGFP-N3载体质粒和转染pEGFP-
N3-HIPK2重组质粒, 处理12、24、36 h后, 分别

提取细胞总蛋白, 采用Western blot法检测细胞内

β-catenin蛋白的表达情况, 结果如图4所示, HIPK2
可以明显抑制β-catenin蛋白的表达, 上调细胞内

磷酸化β-catenin蛋白p-β-catenin的表达. 

3  讨论

肿瘤血管新生(tumor angiogenesis)或血管生成

(vascularization)是实体瘤生长非常关键的因素, 恶
性肿瘤的生长、浸润和转移有赖于肿瘤血管的

生成. 如果没有血管新生, 原发瘤生长不会超过

1-2 mm, 其继续生长必须依赖新血管的形成, 以提

供足够的营养和氧, 带走代谢产物[1], 同时, 新生

血管管壁不完整, 呈高通透状态, 有利于肿瘤细胞

的转移. 肿瘤血管生成受两者有机调控, 一旦血管

生成因子上调或血管生成抑制因子功能障碍, 二
者平衡被打破即发生肿瘤血管新生[2,3]. 肿瘤细胞

分泌的血管生成因子能将增强新血管生成和增

殖的特殊基因激活和蛋白表达的信号传递到正

常组织周围, 从而使血管内皮细胞加速分化, 产
生微血管包绕到肿瘤组织周围, 从而促进肿瘤

■应用要点
将利用人HIPK2
基 因 重 组 质 粒
pEGFP-N3-HIPK2
转染人结直肠癌
细胞, 观察其对肠
癌细胞β-catenin-
COX-2信号通路
的调控作用, 探讨
HIPK2 基因对人
结直肠癌细胞血
管新生因子表达
的调节作用, 为临
床上抗结直肠癌
的作用靶点研究
提供思路及途径.

A B

C D

图 1 pEGFP-N3-HIPK2重组质粒在人结直肠癌中的表达. A: pEGFP-N3正常光; B: pEGFP-N3荧光; C: pEGFP-N3-

HIPK2正常光; D: pEGFP-N3-HIPK2荧光.
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侵袭和转移. 因此, 有效调控血管生成和抑制因

子间的动态平衡, 是抗肿瘤血管生成的治疗关

键和作用靶点[4]. 
影响血管新生的因素较多, 机制极其复杂, 

目前认为, 以VEGF家族和血管生成素(angio-
genin, Ang)家族为代表的血管生成因子在肿瘤

血管新生中扮演了重要的角色. VEGF是一种糖

基化分泌性多肽因子, 分子量约4.3 kDa, 是作用

最强的促血管生长因子, 能特异性刺激血管内

皮细胞增殖与血管生成[5]. 可直接作用于血管内

皮细胞, 刺激其有丝分裂的发生, 从而促进新血

管的生成, 也可通过增加血管通透性, 使包括许

多基质形成重要因子的血浆蛋白外渗, 为血管

内皮细胞的迁移及肿瘤细胞的转移提供基质[6]. 
已发现多种恶性肿瘤中VEGF表达增高, 并认为

其与肿瘤的生长, 血管的新生有关[7]. VEGF与大

肠癌的发生、发展、浸润程度及淋巴结转移关

系密切, 干预VEGF的生成及其产生的作用途径

或破坏其受体可抑制大肠癌肿瘤血管生成, 从
而抑制大肠癌的生长、转移, 为临床治疗本病

提供了新思路. Ang是与血管新生密切相关的一

类血管生长调节因子, Ang-2是该家族目前已发现

的4个成员(Ang-1、2、3、4)之一. Ang-2是Ang家
族成员参与血管形成的早期启动、激活阶段, 通
过拮抗Ang-1离断内皮细胞与血管周细胞的作用, 
在VEGF协同下促进血管出芽、生长, 与肿瘤血

管生成密切相关[8,9]. 临床病例分析表明, Ang-2在
人大肠癌组织呈现过度表达, 与癌旁正常组织相

比具有显著差异性(P<0.01), 证实Ang-2可能在大

肠癌的发生发展中起着重要作用[10]. 
研究证实, V E G F和A n g-2的产生受到其

上游诸多信号通路的调控和基因的介导 ,  特
别是许多致癌基因蛋白的激活(如β-ca tenin、
COX-2、HIF-1α等), 促进了肿瘤形成过程中

VEGF和Ang-2的过表达和释放. 我们前期研究

发现, 作为多数肿瘤细胞中重要的肿瘤标志基

■名词解释
血管内皮生长因
子 (vascular  en-
dothelial growth 
factor, VEGF), 是
一种糖基化分泌
性多肽因子, 分子
量约4.3 kDa, 是作
用最强的促血管
生长因子, 能特异
性刺激血管内皮
细胞增殖与血管
生成. 可直接作用
于血管内皮细胞, 
刺激其有丝分裂
的发生, 从而促进
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通透性, 使包括许
多基质形成重要
因子的血浆蛋白
外渗, 为血管内皮
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     分组 环氧合酶2 mRNA(×10-4)

空白组 3.72±0.46

pEGFP-N3组 3.48±0.64

pEGFP-N3-HIPK2组  1.07±0.32a

aP<0.05 vs  pEGFP-N3组. HIPK2: 同源结构域相互作用蛋白激
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因, COX-2的过度表达能明显上调人结直肠癌

HCT-116细胞VEGF的表达水平, 在促进肿瘤血

管新生和侵袭转移过程中发挥着重要的作用. 
Kawasaki等[11]研究显示, 结直肠癌细胞中COX-2
过表达与细胞质β-catenin蛋白的大量积累有关, 
β-catenin对于稳定细胞内COX-2 mRNA表达具

有重要的作用, 并且Wnt/β-catenin通路的激活伴

随着COX-2表达的大量增加. 结合本课题组的

前期研究基础, 我们有理由推断Wnt/β-catenin-
COX-2通路的激活是结直肠癌血管新生的重要

环节, 如何对其进行调控是防治结直肠癌血管

新生新的治疗靶点. 
大量研究显示, Wnt/β-catenin信号途径在

肿瘤的发生、发展中占据着重要的地位[12], 该
通路的过度激活与多种人类肿瘤的发生有密切

的联系, 尤其在大肠癌的发生、发展上, 约90%
的大肠癌发生与该通路过度激活有关[13,14]. Wnt/
β-catenin信号通路主要由胞膜上的Wnt受体在外

界信号的刺激下, 活化胞质内散乱蛋白Dsh, Dsh
被磷酸化后抑制β-catenin降解复合体, 包括结肠

腺瘤性息肉病基因(adenomatous polyposis coli, 
APC)、Axin、糖原合成酶激酶3β(glycogen syn-
thase kinase 3β, GSK3β)和CK1α. 降解β-catenin, 
β-catenin降解复合体异常(如APC或axin突变等)
和β-catenin基因本身突变均可致β-catenin降解

障碍, 在胞质内积累继而进入细胞核, 激活转

录因子Tcf-4/LEF[15], 启动靶基因(如cyclinD1、
TGF-1、MMP-7 , VEGF、EGFR [16]等)的转录. 

作为Wnt/β-catenin信号通路一个最基本的

组成部分, 癌基因β-catenin在细胞质的积累牵涉

到多种人类肿瘤及其血管新生的进程. β-catenin
可被多种生化机制调节, 但具体机制尚不明确. 
大多数研究认为, β-catenin信号通路可被肿瘤抑

制基因APC的突变所激活, 也有部分研究认为, 
β-catenin本身在GSK3β磷酸化位点的突变可导

致β-catenin在细胞质内的积聚, 并作为转录激活

因子诱导包含于细胞生长中一些靶基因的表达. 
作为β-catenin激活转录重要的靶基因, VEGF对
体内外肿瘤血管新生均能产生有效的诱导作用, 
肿瘤发展通常由细胞VEGF表达上调后增加对

周围微血管供应所控制, 而VEGF表达的抑制作

用则可以减少裸鼠体内肿瘤体积和抑制肿瘤血

管新生. 因此, 探讨减少胞质β-catenin积累, 靶向

调节VEGF的作用机制, 对于抑制结直肠癌血管

新生具有重要意义. 
1998年, Kim研究小组[17]发现了的一种新

的核蛋白激酶家族, 是一个与同源结构域转录

因子相互作用的保守丝氨酸/苏氨酸核激酶, 因
能够增强同源蛋白转录活性, 故命名为HIPKs. 
目前已知该激酶有3个亚型, 分别为HIPK1、
HIPK2、HIPK3, 其中HIPK2与肿瘤的发生发展

关系密切, HIPK2能调节转录、凋亡、细胞生长

和进展, 既作为转录共阻遏物又作为激酶, 而对

一些功能蛋白产生影响[18]. D'Orazi课题组经过近

十年的研究发现, HIPK2在细胞内作为一个肿瘤

抑制基因, 通过多种方式影响肿瘤的生长, 如: 促
进p53的凋亡功能、抑制MDM2或CtBP抗凋亡

活性、抑制HIF-1α的转录表达等[19-21]. 
大量研究证实[22-24], β-catenin信号转导通路

中的Axin与HIPK2、p53形成一个三联复合物, 
激活p53依赖的转录和凋亡. 在Wnt信号通路中, 
Axin和通路中的许多组份相互影响, 包括肿瘤

抑制因子APC、CKIα、GSK3β和β-catenin. 因
为β-catenin在Ser-37、Ser-33位点可被GSK3β
磷酸化, 所以该复合物通过多重、多层次的磷

酸化事件(如β-Trcp和靶向蛋白酶体降解等)促
进β-catenin的降解. HIPK2能够下调cPLA2诱导

的前列腺素E2产物, 而沉默HIPK2表达可以增

加体内肿瘤生长和肿瘤血管生成. 同时, 最新研

究显示[25-27], 肿瘤细胞中HIPK2过表达通过调控

β-catenin的活性而调节VEGF、EGFR、转化生

长因子-β等因子的活性, 影响肿瘤的进展. 
本项目组前期对β-catenin蛋白调节VEGF

对大肠癌血管新生及侵袭转移进行了大量的

研究[28-30], 发现其调节受到诸多因素的影响, 但
是机制尚不清楚. 研究通过前期构建的pEGFP-
N3-HIPK2重组质粒转染人结直肠癌细胞, 上调

HCT-116细胞内HIPK2基因的表达水平, 检测

HIPK2对人结直肠癌细胞β-catenin及COX-2表
达的调控作用. 研究结果显示, HIPK2基因重组

质粒能在人结直肠癌细胞中稳定表达, 其表达

效果与对照组相比无明显统计学意义. HIPK2
可明显抑制HCT-116细胞VEGF的表达水平, 及
COX-2启动子和mRNA的活性, 并下调细胞内

β-catenin的蛋白表达, 促进p-β-catenin蛋白的表

达水平. 根据结果, 我们可以推断, HIPK2抑制结

直肠癌细胞血管内皮生长因子表达可能与其下

调细胞内COX-2及β-catenin表达有关, 其详细的

作用机制尚有待于进一步的研究及探讨. 
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Abstract
AIM: To explore the correlation between the 
expression of gastin and osteopontin (OPN) in 
gastric cancer. 

METHODS: The expression of gastin and OPN 
was determined by immunohistochemistry in 
60 gastric specimens including 20 cases of nor-
mal gastric mucosa, 20 cases of dysplasia and 20 
cases of gastric carcinoma.

RESULTS: The expression levels of OPN and 
gastin had an increasing tendency from normal 
gastric mucosa to precancerous lesions and gas-
tric carcinoma (P < 0.05). Correlation analysis 
showed that there was a positive correlation 
between the expression of gastin and OPN. The 
expression of OPN was significantly related to 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃泌素与骨桥蛋白在胃癌及癌前病变组织中表达的相关性

苏 薇, 吴会超, 杨莹莹, 穆媛媛

®

■背景资料
胃癌是危害人类
健康的主要恶性
肿瘤之一, 胃癌的
致死率位居所有
肿瘤致死率的第
2位. 据流行病学
资料显示, 大多数
胃癌患者因治疗
后复发和远处转
移, 最终导致机体
多器官功能衰竭
而引发死亡. 胃癌
的发生、发展和
转移是一个比较
复杂的生物学过
程,常伴随着某些
细胞因子及信号
通路的改变, 近年
来随着研究的不
断 深 入 ,  对 胃 泌
素(gastin, Gas)、
血管内皮生长因
子(vascular endo-
thelial growth fac-
tor)、基质金属蛋
白酶(matrix metal-
loproteinases)及表
皮生长因子受体
(epidermalgrowth 
factor receptor)等
细胞因子的研究
逐渐成为探索胃
癌转移机制的热
点, 并且发现他们
在胃癌转移过程
中发挥着重要作
用 ,  与 胃 癌 的 发
生、发展、浸润
及转移密切相关. 

tumor differentiation and stage (P < 0.05 for 
both), but not to age or sex. 

CONCLUSION: OPN and gastrin expression is 
increased in gastric cancer. There was a positive 
relationship between the expression of gastin 
and OPN. Up-regulated expression of OPN may 
be the reason why gastin plays a key role in the 
development of gastric cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨胃泌素(gas t in, Gas)和骨桥蛋白
(osteopontin, OPN)在胃癌组织中表达的相互
关系.  

方法: 取正常胃黏膜(normal gastric mucosa, 
NGM)、不典型增生(dimethyl sulfoxide, Dys)
及胃癌组织(gastric cancer, GC)各20例, 采用
SP免疫组织化学法检测各组织中Gas、OPN
蛋白的表达变化.  

结果: 免疫组织化学结果显示: Gas的表达在
胃癌组和不典型增生组均高于正常组, 差异
存在统计学意义(P <0.05), 胃癌组高于不典型
增生组(P <0.05); OPN的表达在胃癌组和不典
型增生组均高于正常组(P <0.05), 胃癌组高于
不典型增生组(P <0.05). 经Spearman等级相关
分析结果显示: 胃泌素与OPN表达呈正相关(r 
= 0.483, P <0.05). OPN表达与胃癌分期、浸润
深度及有无远处转移有关(P <0.05), 随胃癌的
进展和浸润深度表达增多(P <0.05), 与分化程
度、性别、年龄无关.  

结论: OPN与Gas在胃癌组织中均表达增加, 
OPN表达与Gas表达呈正相关关系. 胃泌素诱

■同行评议者
蒋敬庭, 教授, 常
州市第一人民医
院(苏州大学附属
第三医院)肿瘤生
物诊疗中心
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■研发前沿
较 多 的 研 究 发
现 G a s 可 以 促 进
MMP的分泌 ,  从
而促进胃癌细胞
的 侵 袭 转 移 潜
能. 同样, OPN促
进肿瘤细胞侵袭
转移也与其促进
MMP表达密切相
关. 迄今, 调控Gas
和OPN分泌的机
制尚不完全清楚. 
Gas与OPN之间是
否具有相关性, 尚
需进一步探索. 随
着研究的进一步
深入, Gas与OPN
有望成为肿瘤治
疗中的新靶点.

导OPN表达增强, 可能是胃泌素促进胃癌发生
发展的机制之一.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 胃泌素(gastin)和骨桥蛋白(osteopontin, 
OPN)在肿瘤的发生、发展及转移中发挥着重要

作用, 由于其可以释放入患者的血液循环中, 可
作为一种无创性的肿瘤诊断及治疗标志应用于

临床中, 现已有很多研究发现多种肿瘤血浆胃泌

素和OPN表达水平与肿瘤进展及预后相关. 

苏薇, 吴会超, 杨莹莹, 穆媛媛. 胃泌素与骨桥蛋白在胃癌及癌

前病变组织中表达的相关性. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 

1275-1279  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1275.
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0  引言

胃癌是一种消化系统最常见的恶性肿瘤. 研究发

现胃泌素(gastin, Gas)可通过多种途径促进胃癌

的发生发展[1], 但其具体作用机制目前还不完全

清楚, 是否还有其他因子与其促癌作用有关尚

待实验证明. 近年来骨桥蛋白(osteopontin, OPN)
与胃肠道肿瘤密切相关的报道日渐增多. 研究

显示OPN与各种癌症的致癌潜能相关, 他能作用

于肿瘤转移的多个环节, 促进细胞黏附、浸润, 
促进血管生成和抑制凋亡[2-5]. Junnila等[4]研究发

现, OPN在胃癌组织中过表达, 提示OPN在胃癌

的发生、发展中具有重要的作用. 胃癌组织中

OPN mRNA表达增高的患者的复发率明显高于

低表达患者, 提示OPN mRNA的表达与胃癌的预

后具有密切的关系. 较多的研究发现胃泌素可以

促进基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)的分泌, 从而促进胃癌细胞的侵袭转移

潜能[6,7]. 同样, OPN促进肿瘤细胞侵袭转移也与

其促进MMP表达密切相关[8-10]. 迄今, 调控Gas和
OPN分泌的机制尚不完全清楚. Gas与OPN之间

是否具有相关性, 尚需进一步探索. 随着研究的

进一步深入, Gas与OPN有望成为肿瘤治疗中的

新靶点. 本文采用免疫组织化学法测定胃癌及癌

前病变组织中Gas和OPN表达的相关情况, 据此

探讨骨桥蛋白在胃癌变过程中的作用及分析Gas
和骨桥蛋白两者之间表达的相互关系和生物学

意义, 深入了解胃癌发生的具体机制, 并为以Gas
受体拮抗剂及OPN为靶点防治胃癌开辟新的途

径提供理论依据. 

1  材料和方法 

1.1 材料 选取2011-01/2011-03我院内镜中心, 内
镜钳取及手术切除的正常胃黏膜、不典型增生

及胃癌组织各20例, 其中男32例, 女28例, 中位

年龄56岁. 胃癌组织中: 早期胃癌6例, 中晚期胃

癌(进展期)14例; 高分化胃癌(分化好)8例, 中分

化及低分化胃癌(分化较差及分化差)12例. 入
选标准: (1)有明确的病理资料, 诊断清楚; (2)未
接受过放、化疗等抗肿瘤治疗及非甾体抗炎药

(nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)、
质子泵抑制剂(proton pump inhibitors, PPIs)、
糖皮质激素治疗的患者. 排除标准: 入选标准外

的均排除. 兔抗人OPN单克隆抗体(即用型)购自

Abcam公司, 兔抗人Gas多克隆抗体(即用型)购
自北京博奥森生物技术公司.  
1 .2  方法  采用S P免疫组织化学法测定不同

胃黏膜组织中G a s和O P N蛋白的表达 ,  应用

IPP6.0(image proplus6.0)软件, 对染色阳性区域

的染色累积光密度(sum IA)及平均光密度(den-
sity mean)进行测定. 固定采图的光源强度、曝

光时间、增益、伽玛值及IPP选取阳性区域时的

条件, 且采图前均进行白平衡设定. 累积光密度

反映整张切片上阳性目标的总量, 即目标抗原

蛋白的总量, 因累积光密度太大, 以平均光密度

(density mean)表示并进行统计分析.  
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件对数据

进行分析. 组间比较采用单因素方差分析, 实验

结果用mean±SD表示; Gas与OPN在胃癌病变过

程中表达的相关性采用Spearman相关分析. 检
验水准α = 0.05, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 OPN在不同胃黏膜组织中的表达情况 OPN
蛋白表达主要在细胞质, 阳性颗粒呈棕黄色或

棕褐色, OPN在正常胃黏膜鲜见表达; 在胃癌组

织中和不典型增生胃黏膜中均有表达, 不典型

增生胃黏膜中OPN多数为浅着色; 在胃癌组织

中OPN主要在胃癌细胞表达, 颜色较深, 呈弥漫

分布(图1). 从正常胃黏膜组织→不典型增生组

织→胃癌组织, OPN的表达强度呈逐渐递增趋势

(表1), 差异具有统计学意义(P <0.05), 其中胃癌

组的染色强度明显高于正常胃黏膜, 差异具有

统计学意义(P <0.05).  
在胃癌组织中, OPN表达无性别差异, 无年

龄差异(患者分为<60岁及>60岁两个年龄组); 高
分化组与低分化组中OPN表达无统计学差异.  
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■创新盘点
迄今, 调控Gas和
OPN分泌的机制
尚 不 完 全 清 楚 . 
Gas与OPN之间是
否具有相关性, 尚
需进一步探索. 随
着研究的进一步
深入, Gas与OPN
有望成为肿瘤治
疗中的新靶点.

早期胃癌组与进展期胃癌组的OPN表达存在统

计学差异(P <0.05)(表2).  
2.2 Gas在不同胃黏膜组织中的表达情况 Gas蛋
白主要表达于细胞质或细胞膜, 阳性颗粒呈棕

黄色或棕褐色. 在正常胃黏膜组织中, Gas阳性

细胞散在点状分布; 在不典型增生组织中可见

Gas阳性细胞呈片状分布、着色较强; 在胃癌组

织中Gas阳性细胞着色强、呈弥漫性分布(图2). 
从正常胃黏膜组织→不典型增生组织→胃癌组

织, Gas的表达强度呈逐渐递增趋势(表1). Gas
表达在胃癌组和不典型增生组均高于正常组

(P <0.05), 胃癌组高于不典型增生组(P <0.05).  
2.3 胃黏膜组织中Gas表达与OPN表达的相关性   
经Spearman等级相关分析结果显示: 从NGM→

GC, 胃黏膜组织中Gas与OPN表达呈正相关(r  = 
0.483, P <0.05).  

3  讨论   

胃癌是危害人类健康的主要恶性肿瘤之一, 胃癌

的致死率位居所有肿瘤致死率的第2位[1]. 胃癌的

发生、发展和转移是一个比较复杂的生物学过

程, 常伴随着某些细胞因子及信号通路的改变, 
近年来随着研究的不断深入, 对Gas、VEGF、
MMPs及EGFR等细胞因子的研究逐渐成为探索

胃癌转移机制的热点, 并且发现他们在胃癌转移

过程中发挥着重要作用, 与胃癌的发生、发展、

浸润及转移密切相关. 随着分子生物学技术的发

展, 进一步研究肿瘤侵袭和转移的分子基础, 寻
找与胃癌侵袭转移相关的分子生物学标志物, 对
胃癌侵袭转移的预测、预后评估及合理的综合

治疗等均有十分重要的意义.  
3.1 Gas、OPN与胃癌的相关性 人们研究最早、

最多的胃肠肽类激素就是Gas, 其促癌作用已得

到充分肯定. 目前有大量研究证实Gas能够促进

胃癌的发生发展, 但具体机制还不明确. Goetze 
等[11]研究表明胃癌组织内可检出Gas表达, 阳性

率为80%. Mishra等[10,12]和Ito等[13]研究表明Gas参
与胃癌的生长及转移过程, 本实验结果显示: 在
胃癌组织中存在Gas的高表达, 此结果与上述文

献报道的一致.  
O P N是一种分泌性非胶原型、富含唾液

酸的磷酸化糖蛋白, 是SIBLING家族中的一员. 
Coppola等[14]应用免疫组织化学方法对11例胃

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

图 1 OPN的表达(SP×100). A: 正常胃黏膜; B: 不典型增生中; C: 胃癌组织. OPN: 骨桥蛋白.

A B C

图 2 Gas的表达(SP×100). A: 正常胃黏膜; B: 不典型增生中; C: 胃癌组织. Gas: 胃泌素. 

A B C

表 1 Gas、OPN在不同病变胃黏膜中表达的情况(n  = 
20, mean±SD)

     分组      Gas表达水平    OPN表达水平

NGM组   0.0784±0.0234   0.0543±0.0175

DYS组   0.1091±0.0286a   0.0768±0.0254a

GC组   0.1486±0.0314ac   0.1168±0.0334ac

aP<0.05 vs  NGM组; cP<0.05 vs  DYS组. Gas: 胃泌素; OPN: 骨

桥蛋白. NGM: 正常胃黏膜; DYS: 不典型增生; GC: 胃癌.
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■同行评价
本文有一定新颖
性, 具有一定指导
意义.

癌组织的OPN表达状况进行了检测, 结果发现, 
OPN蛋白的表达率为100%. Imano等[15]研究结果

提示: OPN在胃癌的侵袭和远处转移过程中可

能起着重要的作用. 本实验结果表明: 与正常胃

黏膜相比较, 胃癌组织中存在OPN蛋白的过表

达. 另外, 我们研究还发现OPN在早期胃癌组与

进展期组中表达存在差异性(P <0.05), 随胃癌的

进展OPN表达增多, OPN蛋白的过表达可能与胃

癌的侵袭转移有密切关系; 该结果与以上文献

报道结果一致.  
3.2 Gas、OPN在不同胃组织中的差异表达 王丽

等[2]研究发现Gas在浅表性胃炎中表达很低, 在
不典型增生及胃癌中表达增高, 且呈逐渐增高

的趋势; 郝波等[16]的研究中, 80.4%(37/46)的胃

癌标本呈OPN阳性表达, 而12例正常胃黏膜组

织均未见OPN阳性表达, 本实验结果表明: 在正

常黏膜、不典型增生胃黏膜、胃癌3种病变组

织中, OPN和Gas的阳性表达率随病变程度加重

呈逐渐上升趋势, 差异具有统计学意义(P <0.05), 
该结果与文献报道一致.  
3.3 Gas与OPN表达的相互关系 本实验结果表明

人胃癌及癌前病变组织中均有Gas及OPN表达, 
胃癌组织中存在OPN蛋白的过表达, OPN蛋白的

过表达可能与胃癌的侵袭转移有密切关系, 且
Gas与OPN的蛋白表达呈正相关; 由此推断: Gas
可能通过诱导OPN表达的升高促进胃癌的发生

发展. 另外, 我们研究还发现OPN在早期胃癌组

与进展期组中表达存在差异性(P <0.05), 随胃癌

的进展OPN表达增多, 提示OPN可能是胃癌预

后不良的预测因子之一, 这可能与其促进新生

血管形成, 从而促进肿瘤生长、转移有关.  随着

对Gas促癌作用机制的深入研究, 相信在不久的

将来会出现愈来愈多的相关分子靶向药物, 从
而为胃肠肿瘤的综合防治开辟新的途径. 
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OPN: 骨桥蛋白.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion of Li-cadherin in gastric adenocarcinoma in 
Xinjiang Kazakh and Han patients.

METHODS: The mRNA and protein expression 
of CDH17 was detected by RT-qPCR and immu-
nohistochemisty in 30 gastric adenocarcinoma 
tissues and 20 normal gastric mucosal tissues 
from Kazakh patients, as well as 30 gastric ad-
enocarcinoma tissues and 20 normal gastric mu-
cosal tissues from Han patients.

RESULTS: The expression level of CDH17 
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肝肠钙黏蛋白在新疆哈萨克族、汉族胃腺癌中的表达及
意义

谷翠华, 尚国臣, 李 睿, 田书信, 陈卫刚, 郑 勇

®

■背景资料
研 究 报 道 ,  在 新
疆, 胃癌的分布特
征具有一定的民
族差异, 其中哈萨
克族胃癌的死亡
率最高, 为41.3/10
万, 高于同地区居
住的汉族和维吾
尔族人群, 而且发
病率也较高, 因此
寻找哈萨克族胃
癌发生或高发的
因子对哈萨克族
胃癌的诊断和治
疗具有重要意义. 

mRNA was significantly higher in gastric ad-
enocarcinoma than in normal gastric mucosal 
tissue in Kazakh patients (1.22 ± 0.22 vs 2.37 ± 
0.30, P < 0.001). In Kakzkh patients, the positive 
expression rate of CDH17 protein was 70.0% 
in gastric adenocarcinoma, and 0 in the normal 
gastric mucosal tissue. No correlation was found 
between expression of CDH17 protein and sex, 
age, or tumor differentiation in gastric adeno-
carcinoma in Kazakh patients. There was no sig-
nificant difference in the expression of CDH17 
in tumor or normal tissues between Kazakh and 
Han patients.

CONCLUSION: The expression of CDH17 in 
gastric adenocarcinoma was significantly higher 
than that in normal gastric mucosal tissues in 
Kazakh patients, suggesting that CDH17 may 
play an important role in the occurrence and 
development of gastric adenocarcinoma in Xin-
jiang Kazakh patients. There was no significant 
difference in the expression of CDH17 between 
Kazakh and Han patients.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨肝肠钙黏蛋白(Li-cadherin, CDH17)
在新疆哈萨克族、汉族胃腺癌中的表达及 
意义.  

方法: 采用RT-qPCR和免疫组织化学的方法
分别检测30例哈萨克族胃腺癌、20例哈萨克
族正常胃黏膜组织, 以及相应的30例汉族胃

■同行评议者
刘 颖 斌 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属新华
医院
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■研发前沿
肝肠钙黏蛋白(Li-
cadherin, CDH17)
的异常表达参与
了多种肿瘤的发
生、发 展 ,  如 肝
癌、胰腺癌、结
直肠癌、胃癌等, 
CDH17在这些恶
性肿瘤中具体的
作用及机制已经
成为目前的研究
热点及重点.

腺癌、20例汉族正常胃黏膜组织中C D H17 
mRNA和蛋白的表达情况. 

结果: (1)RT-qPCR结果显示哈萨克族正常胃
黏膜及哈萨克族胃腺癌组织中CDH17 mRNA
的表达量分别为1.22±0.22、2.37±0.30, 后者
较前者明显升高(P <0.001); (2)免疫组织化学
结果显示CDH17蛋白在哈萨克族胃腺癌中的
阳性表达率为70.0%, 而在哈萨克族正常胃黏
膜组织中无表达. CDH17蛋白在哈萨克族胃
癌中的表达与性别、年龄、肿瘤的分化程度
无关; (3)CDH17(包括CDH17 mRNA及蛋白)
在哈萨克族及汉族胃癌组织中的表达无差异, 
在2个民族正常胃黏膜组织中亦如此. 

结论: (1)CDH17在哈萨克族胃腺癌中的表达
显著高于哈萨克族正常胃黏膜组织, 在哈萨
克族胃腺癌的发生及发展中可能起重要作用; 
(2)CDH17在两个民族间的表达无差异. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃腺癌; CDH17; 哈萨克族; 汉族

核心提示: 本研究应用实时荧光定量PCR和免疫

组织化学的方法检测了肝肠钙黏蛋白(Li-cadherin, 
CDH17)在哈萨克族胃腺癌中的表达, 并设置了哈

萨克族正常胃黏膜组织为对照, 结果CDH17在哈

萨克族胃腺癌中的表达明显高于哈萨克族正常胃

黏膜组织, 提示CDH17的高表达参与了哈萨克族

胃腺癌的发生, 可作为诊断哈萨克族胃癌的分子

标志物; CDH17在哈萨克族及汉族之间的表达无

差异, 提示CDH17可能不是哈萨克族胃癌高发的

相关因素. 
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0  引言

胃癌是世界范围内的第4大常见肿瘤, 其死亡率

居癌症死亡率的第2位[1]. 据报道, 在新疆胃癌

的分布特征具有一定的民族差异, 其中哈萨克

族胃癌的死亡率为41.3/10万, 高于同地区的汉

族和维吾尔族人群(18.5/10万, 14.2/10万), 而且

发病率也较高[2], 但是具体原因与机制尚不清

楚, 因此探索哈萨克族胃癌发生及高发的因素

成为本课题组研究的重点. 肝肠钙黏蛋白(L i-
cadherin, CDH17)属于黏附分子成员之一, 他依

赖Ca2+具有介导细胞间黏附的功能[3,4]. 研究证

实, CDH17的异常表达参与了多种肿瘤的发生

发展, 如肝癌、结直肠癌、胆管癌、胰腺癌、

胃癌等[5-8]. 目前CDH17与新疆哈萨克族胃癌的

关系尚未见报道, 本实验采用RT-qPCR和免疫组

织化学的方法检测了CDH17在哈萨克族胃癌中

的表达, 探讨其在哈萨克族胃癌发生中的作用, 
并与同地区汉族胃癌的表达情况进行了比较, 
旨在为哈萨克族胃癌的诊断、治疗以及高发原

因提供一定的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集石河子大学医学院第一附属医院

2012-09/2013-08胃癌患者手术切除标本及胃镜

活检癌组织标本共60例(其中哈萨克族及汉族

胃癌各30例), (胃镜活检)正常胃黏膜组织标本

40例(其中哈萨克族及汉族各20例). 所有的诊

断经两名病理科医师确诊. 胃癌为胃腺癌, 原发

性. 哈萨克族胃癌患者年龄30-70岁, 中位年龄60
岁, 其中男性23例, 女性7例. 汉族胃癌患者年龄

34-81岁, 中位年龄58.5岁, 其中男性18例, 女性

12例. 所有病例均未行放化疗及其他针对肿瘤

的治疗. 每个标本采集2份, 其中一份在采集后

立即放入液氮冷冻, 再放入-80 ℃保存备用, 一
份置于40 g/L甲醛溶液中以制作石蜡标本. 兔抗

人CDH17单克隆抗体购自Abcam公司; 二抗由

石河子大学免疫组织化学实验室提供; 总RNA
提取试剂TRIzol购自Invitrogen公司; 逆转录试

剂盒购自Takara公司; SYBR Green 1荧光染料购

自Roche(罗氏)公司. 
1.2 方法

1.2.1 CDH17 mRNA的检测: 采用RT-qPCR法: 首
先用TRIzol法提取新鲜组织总的RNA, 采用紫外

分光光度法检测RNA浓度和纯度. 之后立即按照

反转录试剂盒说明书将RNA反转录为cDNA, 进
行RCR扩增. 引物序列利用Prime5软件设计并由

北京华大基因科技公司合成. CDH17上游序列

5'-TATCGGGTACAAGTACAAGTGGTG-3', 下游

5'-GATGGCAGAAGAACAAGC-3'(139 bp). 内参

为β-actin, 上游5'-ACACTGTGCCCATCTACG-3', 
下游5'-TGTCACGCACGATTTCC-3'(149 bp). 
PCR反应条件为: 95 ℃预变性30 s、95 ℃ 10 s、
58 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s共40个循环, 每个样本重复

3次. 
1.2.2 RT-qPCR结果判定: 以汉族正常胃黏膜组

为对照组, 以2-∆∆Ct表示CDH17 mRNA的相对表
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■相关报道
研究显示, CDH17
在胃癌中高表达, 
参与了胃癌的发
生, 并与胃癌的淋
巴结转移和预后
密切相关. 有学者
利用RNA干扰技
术抑制CDH17在
胃癌中的表达, 结
果发现, 胃癌的增
殖、黏附、转移
能力均明显降低. 
推测CDH17在胃
癌的发生、发展
中起促癌因子的
作用. 但是其在胃
癌中具体的作用
机制还有待进一
步研究.

达量. 
1.2.3 CDH17蛋白的检测: 采用免疫组织化学的

方法. 将固定好的组织石蜡包埋, 后按4 μm厚

连续切片, 烤片, 切片脱蜡至水, 抗原修复(高压

法), 3%的H2O2中阻断内源性过氧化物酶(PBS洗
2次), 滴加一抗(1∶100)4 ℃过夜(PBS洗2次), 滴
加二抗(北京中杉) 室温孵育(PBS洗2次), DAB显
色, 水洗终止显色, 复染细胞核, 分化, 脱水透明, 
封固(用PBS替代一抗作为空白对照, 人的正常

结肠组织作为阳性对照). 
1.2.4 免疫组织化学结果判定: 细胞膜中出现棕

黄色颗粒为阳性细胞. 每张切片随机选取10个
高倍视野(400倍), 按照显色强度及阳性细胞范

围采用半定量积分法评分. 评分标准如下: (1)
显色深浅: 深棕色为3分, 棕黄色为2分, 浅黄色

为1分, 无着色为0分; (2)阳性细胞百分率: 未见

阳性细胞者计0分, <25%计1分, 25%-75%计2分, 
>75%计3分. 以上2项计分相加为最终评定结果, 
0分为阴性(-), l-2分为弱阳性(+), 3-4分为阳性

(++), 5-6分则为强阳性(+++). 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计学分析, 多个样本均数的比较采用方差分析; 
率的比较采用χ2检验和Fisher确切概率法(n <40). 
P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 RT-qPCR检测 CDH17 mRNA在汉族正常胃

黏膜组织、汉族胃腺癌中的表达量分别为1.05
±0.30, 2.24±0.25, 两者比较差异具有统计学意

义(P  = 0.000). CDH17 mRNA在哈萨克族胃腺

癌中的表达量显著高于哈萨克族正常胃黏膜组

织(2.37±0.30 vs  1.22±0.22, P  = 0.000) . 对两个

民族的表达情况进行比较, 结果CDH17 mRNA
在哈萨克族及汉族正常胃黏膜组织及胃癌组

织中的表达均无差异(P  = 0.091, P  = 0.062, 均
P >0.05)(图1).
2.2 免疫组织化学检测 CDH17蛋白表达于细

胞膜(图2). CDH17蛋白在哈萨克族及汉族胃腺

癌组织中的阳性表达率分别为70.0%(21/30)和
63.3%(19/30), 两者比较差异无统计学意义(P = 
0.584>0.05)(表1); 而CDH17蛋白在哈萨克族及

汉族正常胃黏膜组织中均无表达. 
2.3 CDH17蛋白的表达与临床病理特征的关系  
CDH17蛋白在哈萨克族胃腺癌中的表达与患者

的性别、年龄及肿瘤的分化程度无关(表2).

3  讨论

CDH17是最近新发现的一种钙黏蛋白, 与以往

发现的钙黏蛋白相比, 他最大的不同是其胞外

域含有7个钙黏蛋白重复, 而非经典钙黏蛋白的

5个, 而且他的胞质区较短少, 仅由约20个氨基

酸组成. 因此被认为是钙黏蛋白超家族中独特

的成员. 但是他仍然具有介导细胞间黏附的功

能[9], 对生理情况下胚胎发育的细胞识别、组织

分化以及病理状况下肿瘤细胞的迁徙、转移等

具有重要的作用. 
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图 1 CDH17 mRNA在4组组织中的表达. bP <0.01 vs  汉族

正常胃黏膜组; dP<0.01 vs  哈萨克族正常胃黏膜组; CDH17 

mRNA在两个民族的正常胃黏膜组织和胃癌组织之间均无

统计学差异. CDH17: 肝肠钙黏蛋白.

图 2 CDH17蛋白的表达(SP×200). A: 胃腺癌组织CDH17

阳性表达; B: 正常胃黏膜组织CDH17阴性表达.
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■创新盘点
哈萨克族是新疆
长期居住的少数
民 族 ,  其 在 居 住
环 境 、 饮 食 习
惯、遗传学背景
等方面与同地区
的汉族人群尚存
在 差 异 .  目 前 尚
无CDH17与哈萨
克族胃癌发生、
发展关系的报道, 
CDH17在哈萨克
族及汉族胃癌中
的表达差异也未
见报道.

正常情况下 ,  C D H17仅在人的肠道和胰

腺导管上皮细胞表达, 而在正常的胃黏膜组织

中表达静止或低表达 [10].  近年来的研究发现 , 
CDH17在胃腺癌中表达上调, 并与胃腺癌的进

展、转移密切相关[11-15]. 目前CDH17在胃癌的

发生、发展过程中起促癌因子的作用已得到

初步的证实, 其可能涉及的分子机制如下: (1) 
C D H17的上调表达可以激活W n t信号转导通

路, 使β-catenin在胞质中累积, 并进入细胞核, 
与转录因子Tcf形成复合物, 最终上调下游靶基

因如cyclin D1、c-myc的表达, 从而促进细胞增

殖, 抑制细胞凋亡[16]; (2)CDH17的表达抑制Rb
基因, 从而使细胞周期调节失控, 导致细胞无限

增殖、肿瘤化[17]; (3)CDH17的表达可以显著增

强MMP-2和MMP-9的活性, 使基底膜和细胞外

基质降解, 利于肿瘤细胞的浸润、转移[16]. 但是

CDH17的结构复杂, 功能多样, 关于他在胃癌发

生、进展中具体的作用及可能的机制还需要进

一步的研究和证实. 
目前国内关于CDH17与胃癌关系的研究主

要集中在汉族人群, 而对CDH17与哈萨克族胃

癌的关系知之甚少. 本研究检测了CDH17在哈

萨克族胃癌中的表达, 结果显示在mRNA和蛋

白两个水平上, CDH17在哈萨克族胃腺癌组织

中的表达均明显高于哈萨克族正常胃黏膜组织, 
提示哈萨克族胃腺癌的发生与CDH17的过表达

有关. 免疫组织化学结果显示CDH17在哈萨克

族胃腺癌中的表达与肿瘤的分化程度无关, 与
王宾等[18]和牛建华等[19]的研究结果一致. 而Park
等[20]的研究证实CDH17是高分化胃腺癌的分子

标志物, CDH17在高分化胃腺癌中的表达明显

高于低分化腺癌, 分析造成不同结论的原因可

能与实验样本个体差异及数量有关. 
作为新疆地区胃癌死亡率最高的民族, 哈萨

克族胃癌的发病率也较高, 提示除环境、特殊

的饮食因素(哈萨克族的饮食缺乏蔬菜和水果, 
而具有民族特色的烤肉、奶渣等食物均为高盐

食品)外, 哈萨克族与汉族之间可能存在遗传易

感性的差异. 本实验对CDH17在2个民族胃癌

中的表达进行了比较, 结果哈萨克族胃腺癌中

CDH17 mRNA及蛋白的表达高于汉族胃癌人群, 
但无统计学差异, 在正常胃黏膜组织中亦如此. 
因此我们推测CDH17可能不是哈萨克族胃癌高

发的相关因素. 
尽管如此, 值得肯定的是CDH17的高表达

与哈萨克族胃腺癌的发生密切相关, 可作为哈

萨克族胃癌诊断的一个分子标志物. 而且目前

针对CDH17靶向治疗胃癌的研究已取得了一定

的效果, 因此对CDH17的深入研究将为哈萨克

族胃癌的诊断和治疗提供新的方向和基础. 
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Abstract
AIM: To summarize the efficacy of reoperation 
for biliary leakage after hepatic hydatid cyst re-
moval. 

METHODS: A total of 9 patients with hepatic 
echinococcosis who underwent hepatic hydatid 
cyst removal, required long term tube drainage 
and had recurrent infections at Guyuan City 
People's Hospital from January 2011 to October 
2013 were included in this study. These pa-
tients were in good general condition and had 
no serious heart or lung diseases. Nine patients 
underwent elective surgery, of whom three had 
evident residual cavity wall calcification in the 
right lobe and left lateral lobe and underwent 
total external cystectomy and hepatic drainage, 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝包虫内囊摘除术后胆漏再手术治疗9例

陈长义, 陈耀堂, 李慧明, 田希兰, 张志红, 时煜山

®

■背景资料
肝包虫病为牧区
及西北偏远山区
常见的人畜共患
疾病, 手术是治疗
肝包虫病的主要
手段. 传统的肝包
虫内囊摘除术后, 
如发现残腔有胆
漏, 一般行残腔置
管引流. 但部分患
者后残腔胆漏量
大 ,  带管时间长 , 
给患者带来诸多
不变, 且引流管容
易逆行性感染, 严
重影响生活质量. 
如何再治疗是外
科医生面临的一
个难题. 

and the remaining 6 underwent suturing for 
bile leak, residual cavity omentum filling and 
common bile duct T tube drainage because of a 
potential risk of total external cystectomy due 
to the fact that the residual cyst cavity was too 
close to the first and second porta hepatis. 

RESULTS: In 2 of the 9 patients who underwent 
reoperation, the daily volume of drainage was 
about 10-50 mL in the first 3 days after reopera-
tion, and decreased to 5-10 mL on day 5, and 
the drainage tube was removed on day 7. In the 
remaining 7 cases, the daily volume of drainage 
was about 5-10 mL in the first 3 days and di-
minished gradually, and the drainage tube was 
removed on day 5. After discharge, all patients 
underwent follow-up ultrasound each month, 
and no abnormal changes in the surgical area 
or effusion were observed. During a telephone 
follow-up period of 6 mo to 3 years, 2 patients 
died of other diseases, and the remaining 7 cases 
recovered well.

CONCLUSION: Reoperation is effective in the 
management of biliary leakage after hepatic hy-
datid cyst removal.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 总结肝包虫内囊摘除术后长期带管患
者再行手术治疗的效果. 

方法: 固原市人民医院2011-01/2013-10收治肝
包虫内囊摘除术后长期带肝包残腔引流管且
引流管口反复感染患者9例, 患者一般情况良
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■研发前沿
宁夏南部山区因
经 济 落 后 ,  干 旱
少 雨 ,  农 村 大 多
饮 用 窖 水 ,  故 肝
包虫的发病率较
高 ,  手 术 是 治 疗
肝包虫主要手段.

好, 无严重心肺疾病者, 均可再次手术. 9例患
者均行择期手术, 其中3例残腔璧钙化明显, 位
于肝右叶及左外叶, 行肝包残腔外囊完整剥
除+肝下引流术. 另外6例因囊肿残腔靠近第
一、二肝门, 行残腔囊外完整剥除风险大, 采
用直视下残腔内胆漏口缝闭+残腔大网膜填
塞+残腔引流+胆总管T管引流术. 

结果: 本组9例患者再手术后有2例前3 d每日
残腔引流管引流量约10-50 mL, 到第5天降至
每日5-10 mL, 至第7天无引流物拔除. 其余7例
术后1-3 d引流量每日约5-10 mL, 呈每日递减, 
一般均在5 d内拔除. 9例患者出院后月均行彩
超复查, 肝包术区术后改变, 无积液. 电话随访
6 mo-3年, 除2例死于其他疾病外, 其余7例工
作生活正常, 恢复良好. 

结论: 肝包虫术后残腔胆漏长期带管患者, 再
次手术解决胆漏并去除引流管效果较好. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究通过对肝包术后胆漏再手术治

疗, 总结出以下几点经验: (1)肝包虫患者首次手

术尽可能行根治性囊外切除术; (2)如肝包残腔

靠近第一、二肝门 ,  行根治性囊外切除术困难

者, 应仔细探查残腔寻找胆漏口, 尽可能缝闭胆

漏口, 并用带蒂大网膜填塞残腔; (3)一旦术后残

腔带管时间超过3 mo, 且胆漏量每日>100 mL, 应
考虑再手术治疗. 

陈长义, 陈耀堂, 李慧明, 田希兰, 张志红, 时煜山. 肝包虫内囊

摘除术后胆漏再手术治疗9例. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 

1285-1288  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/12
85.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1285

0  引言

肝包虫病为牧区及西北偏远山区常见的人畜共

患疾病, 手术是治疗肝包虫病的主要手段[1-4]. 目
前常用的手术方法有: (1)肝包内囊摘除, 残腔引

流术; (2)根治性肝包虫囊外剥除术; (3)肝包内囊

摘除、残腔大网膜填塞+残腔引流术. 传统的肝

包虫内囊摘除术后, 如发现残腔有胆漏, 一般行

残腔置管引流. 但部分患者后残腔胆漏量大, 带
管时间长, 给患者带来诸多不变, 且引流管容易

逆行性感染, 严重影响生活质量. 如何再治疗是

外科医生面临的一个难题[5,6]. 2011-01/2013-10

固原市人民医院收治肝包虫内囊摘除术后长期

带肝包残腔引流管且引流管口反复感染患者9
例, 为尽早拔除引流管患者进行住院手术治疗. 
本文总结肝包虫内囊摘除术后长期带管患者行

再次手术治疗效果, 具体分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组肝包虫内囊摘除术后长期带管患

者9例, 其中男性5例, 女性4例, 年龄18-72岁, 平
均45岁. 既往均行肝包内囊摘除+残腔引流术. 
残腔引流管带管时间最短6 mo, 最长38 mo, 平
均22 mo. 每日胆汁引流量60-300 mL, 平均180 
mL. 其中6例为县级医院手术, 2例为中心卫生院

手术, 1例为本院手术. 
1.2 方法 患者一般情况良好, 无严重心肺疾病者, 
均可再次手术. 本组9例患者均行择期手术, 其中

3例残腔璧钙化明显, 位于肝右叶及左外叶, 行肝

包残腔外囊完整剥除+肝下引流术. 另外6例因囊

肿残腔靠近第一、二肝门, 行残腔囊外完整剥除

风险大, 采用直视下残腔内胆漏口缝闭+残腔大

网膜填塞+残腔引流+胆总管T管引流术. 

2  结果

2.1 术后带管时间 本组9例患者再手术后有2例
前3 d每日残腔引流管引流量约10-50 mL, 到第5
天降至每日5-10 mL, 至第7天无引流物拔除. 其
余7例术后1-3 d引流量每日约5-10 mL, 呈每日

递减, 一般均在5 d内拔除. 
2.2 随访 9例患者出院后每月均行彩色多普勒超

声复查, 肝包术区术后改变, 无积液. 电话随访

6-36 mo, 除2例死于其他疾病外, 其余7例工作生

活正常, 恢复良好.
 
3  讨论

宁夏南部山区因经济落后, 干旱少雨, 农村大多

饮用窖水, 故肝包虫的发病率较高. 手术是治疗

肝包虫的主要手段. 目前常用的手术方法有: (1)
肝包内囊摘除, 残腔引流术.  肝包虫内囊摘除术

一直被公认为治疗肝包虫病的理想方案, 目前

仍在临床广泛应用, 具有操作简单, 疗效可靠的

优点. 对内囊摘除术后残腔的处理应根据残腔

大小、部位、外囊厚度、钙化程度、感染、渗

液等区别处理. 其原则是彻底清除残留内囊 , 尽
可能缩小残腔, 防止胆漏、渗血、渗液、感染

的发生. 但上述方法复发率高, 文献报道[1]复发



陈长义, 等. 肝包虫内囊摘除术后胆漏再手术治疗9例                 1287

■同行评价
本研究选题实用, 
总结具体, 讨论丰
富, 对临床医师尤
其是基层临床医
师有参考价值.

率在4.5%-20.2%, 加之伴有胆漏, 必然导致残腔

很高的并发症, 发生率在10.8%-65.8%, 极大地

影响了手术疗效及术后生活质量; (2)根治性肝

包虫囊外剥除术. 彭心宇[2]提出外膜下肝包虫切

除术, 实践工作中证明其手术操作较肝不规则

切除术容易,  出血少, 尤其距肝门较远者手术更

易操作, 有条件的医院可以推广; (3)肝包内囊摘

除、残腔大网膜填塞+残腔引流术. 对不能完全

切除的外囊残腔, 大网膜填塞是防止术后并发

症的较好方法. 我们曾使用上述3种手术方法治

疗肝包虫, 并进行效果比较[3], 总结出直视下残

腔内胆漏口缝闭+残腔大网膜填塞+残腔引流+
胆总管T管引流术方法简单易行, 比较适合基层

医院实施. 
肝包内术后残腔胆漏量大,  引流管长期不

能拔除, 就其原因有以下几点[7-10]: (1)基层医院

限于条件和技术, 一般均行肝包内囊摘除+残腔

引流术, 很少行根治性肝包虫囊外剥除术. 如术

中发现肝包残腔有胆漏, 很少仔细找寻胆漏口

并缝扎. 仅放置残腔引流管, 导致大的胆漏口无

法自闭, 引流管放置时间长; (2)部分大的肝包虫

内囊摘除前因残腔压力大于肝内胆管压力, 故
与肝包虫之间相通的毛细胆管处于闭锁状态. 
当内囊摘除, 残腔压力消失, 与肝内胆道相通的

小毛细胆管大量开放, 导致胆漏. 这种患者术中

残腔内可能未发现有明显胆漏, 术后3-4 d开始

残腔引流处出大量胆汁, 但大多数残腔塌陷闭

锁后胆漏逐渐减少直至消失, 仅有部分患者残

腔胆漏经久不愈长期带管; (3)术中处理肝包残

腔简单, 未用带蒂大网膜填塞残腔, 加上残腔壁

钙化不易塌陷闭锁, 一旦有胆漏形成, 很难自愈. 
对于肝包虫术后残腔胆漏长期带管患者, 再次

手术解决胆漏并去除引流管无疑是正确的选择. 
再手术方式有如下几种[11-13]: (1)根治性肝包虫囊

外手术: 由于将外囊完整从肝组织剥除, 从根本

上杜绝了复发和胆漏原因, 可达到消灭残腔, 避
免感染及胆漏并发症. 本组3例行此手术效果良

好; (2)残腔胆漏口缝闭+大网膜填塞+T管引流

术. 部分换患者再次术中发现, 残腔较原来明显

缩小, 但未完全塌陷闭锁, 并且靠近第一、二肝

门, 探查残腔能发现有明显的胆漏口与肝内胆

管相通, 但行残腔囊外剥除术困难的, 可直视下

缝闭胆漏口, 将残腔两侧壁对拢缝合, 尽量缩小

残腔, 并用带蒂大网膜填塞残腔, 预防性于残腔

置引流管, 关闭残腔. 另外行T管引流, 以降低胆

道压力, 促进胆漏口毛细胆管闭锁愈合. 罗超英

等[4]对于包虫位于肝门部合并胆漏时, 行胆总管

内置 “T”管引流, 术中注水对明确的胆漏给

予缝扎, 明显缩短了术后胆漏带管时间, 手术操

作相对简单, 风险小, 疗效较好, 术后残腔并发

症少, 便于肝包虫高发区的基层医院开展, 对于

肝包虫合并胆漏再手术治疗是一个有效的尝试. 
本组6例均以此方法处理, 术后残腔引流管最长7 
d拔出, 效果良好. 

本研究通过对肝包术后胆漏再手术治

疗, 总结出以下几点经验: (1)肝包虫患者首次手

术尽可能行根治性囊外切除术. 因为在外膜下

包虫切除术中发现外囊均有多个管道相通, 多
为胆管系统, 亦有滋养血管, 外囊切除术解决了

残腔原位复发及囊液外溢及种植原因, 避免术

后长期带引流管, 应首选此术式; (2)如肝包残

腔靠近第一、二肝门, 行根治性囊外切除术困

难者, 应仔细探查残腔寻找胆漏口, 尽可能缝闭

胆漏口, 并用带蒂大网膜填塞残腔. 因为大网膜

具有强大的吸收修复及抗感染能力, 填充残腔

后可使残腔积液尽快消失, 胆漏封闭、残腔缩

小, 明显减少带管时间; (3)一旦术后残腔带管时

间超过3 mo, 且胆漏量每日>100 mL, 应考虑再

手术治疗. 
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Abstract
AIM: To evaluate the correlation between the se-
verity of liver diseases and left ventricular func-
tion in patients with liver diseases. 

METHODS: Ninety-four patients who would 
undergo orthotopic liver transplantation were 
enrolled in this study. According to the MELD 
(model for end-stage liver disease) scoring sys-
tem, these subjects were categorized into three 
groups by the severity of liver diseases: mild (n 
= 34, MELD score ≤ 9 points), moderate (n = 44, 
10 ≤ MELD score ≤ 19 points) and severe (n = 
16, MELD score ≥ 20 points). The relationship 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝病患者肝病严重程度与心功能的相关性

朱飞飞, 何庆荣, 李兆一, 党立群, 夏 庆

®

■背景资料
肝硬化早期尚不
会出现心脏形态
上改变, 最近研究
报道, 肝硬化患者
尸检发现心脏有
明显的扩大, 提示
肝硬化的病情进
展可能会引起心
脏结构功能的改
变, 最终导致严重
的心血管疾病. 因
而明确终末期肝
病患者肝病严重
程度与左心功能
的关系对于预防
患者发生心功能
衰竭等心血管疾
病有重要意义, 而
关于终末期肝病
患者的心脏功能
评估的研究仍比
较缺乏. 

between the severity of liver disease and cardiac 
function was determined by analysis of variance 
and correlation analysis. 

RESULTS: Serum creatinin, total bilirubin and 
international normalized ratio (INR) were sig-
nificantly different among the three groups (P < 
0.05), and the severity of liver disease was signif-
icantly correlated with serum creatinin, total bil-
irubin and INR (r = 0.594, 0.763, 0.653; P = 0.000, 
0.000, 0.000, respectively). With the increase in 
the severity of liver diseases, left atrial diameter 
(LAD), interventricular septum thickness (IVST), 
left ventricular end-diastolic diameter (LVEDD), 
aortic valve flow (AF), corrected QT interval 
(QTc) and cardiac output (CO) were gradually 
increased, and the differences were statistically 
significant between groups. 

CONCLUSION: The MELD scoring system can 
effectively reflect the severity of liver diseases, 
and with the progression of end-stage liver dis-
eases, the structure, function and electrical activ-
ity of the heart gradually subside.

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

Key Words: Liver cirrhosis; Left ventricular func-
tion; Evaluation study
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摘要 
目的: 评价肝病患者肝病严重程度与左心功
能的关系.  

方法: 研究对象来自我院行原位肝移植的94
例肝硬化患者. 回顾性分析所有患者的生化
指标、心脏超声、心电图和凝血指标等资
料. 根据终末期肝病模型(the model for end-
stage liver disease, MELD)评分系统评价患

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵阳医学院附属
医院感染科
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■研发前沿
目前关于终末期
肝病患者的心功
能评估以及两者
的相关性尚不确
定 ,  本 研 究 旨 在
评价终末期肝病
患者肝病严重程
度与左心功能的
关系.

者的肝病严重程度, 将其分为3组: 轻度组(34
例, MELD评分≤9分)、中度组(44例, 10分≤

MELD评分≤19分)、重度组(16例, MELD评
分≥20分). 采用单因素方差分析、相关性分
析等评价肝病严重程度与心功能之间的关系.  

结果:  三组患者的肌酐、总胆红素以及国
际 标 准 化 比 值 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义
(P <0.05), 且肝病严重程度与肌酐、总胆红素
以及国际标准化比值均呈正相关(分别为r = 
0.594, P  = 0.000; r = 0.763, P  = 0.000; r = 0.653, 
P  = 0.000). 随着肝病严重程度的增加, 左房
内径(left atrial diameter, LAD)、室间隔厚度
(interventricular septum thickness, IVST)、左
室舒张末期内径(left ventricular end-diastolic 
diameter, LVEDD)、主动脉瓣流速(aortic valve 
flow, AF)、QT间期(corrected QT interval, QTc)
和心输出量(cardiac output, CO)的均数都逐渐
增加, 并且组间差异具有统计学意义(P <0.05).  

结论: MELD评分系统可以有效地反应肝病严
重程度, 且随着终末期肝病的进展, 心脏的结
构, 功能及电生理活动逐渐减退.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝硬化; 左心室功能; 评价研究

核心提示: 本研究结果显示, 所有肝硬化的病因

中, 慢性乙型肝炎性肝硬化比例最高(67/94), 提示

乙型肝炎仍是我国引起肝硬化最主要的原因, 这
与以往的研究报道相符. 而国外的肝硬化主要为

酒精性肝炎引起, 这可能与国内外的医疗卫生水

平相关, 也与不同人群的饮食习惯有一定的关系.  

朱飞飞, 何庆荣, 李兆一, 党立群, 夏庆. 肝病患者肝病严重程度与

心功能的相关性. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 1289-1293  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1289.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1289

0  引言

肝硬化是一种以肝功能损害及门脉高压症为主

要临床表现的综合症[1], 其中门脉高压症主要特

点是高动力循环, 会引起心动过速、脉压下降

等反应, 同时又会增加心输出量, 降低血管收缩

反应, 引起左心室收缩和舒张功能下降[2]. 肝硬

化早期尚不会出现心脏形态上改变[3,4], 最近研

究报道, 肝硬化患者尸检发现心脏有明显的扩

大[5], 提示肝硬化的病情进展可能会引起心脏结

构功能的改变, 最终导致严重的心血管疾病. 因
而明确终末期肝病患者肝病严重程度与左心功

能的关系对于预防患者发生心功能衰竭等心血

管疾病有重要意义, 而关于终末期肝病患者的

心脏功能评估的研究仍比较缺乏. 本研究旨在

评价终末期肝病患者肝病严重程度与左心功能

的关系, 为预防终末期肝病患者发生严重心血

管并发症提供科学依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-06/2013-01于我院行原位肝

移植患者. 纳入标准: 临床资料完整; 无严重感

染及外伤; 无其他系统恶性肿瘤. 最终纳入94例
研究对象, 其中男性73例, 女性21例, 平均年龄

48.6岁±7.8岁. 其中, 按病因分类, 慢性乙型肝

炎肝硬化患者共67例, 慢性丙型肝炎肝硬化患

者共10例, 原发性肝癌患者共6例, 酒精性肝硬

化患者共5例, 胆汁淤积性肝硬化患者共6例.  
1.2 方法 所有研究对象于空腹8 h后抽血检测血

液生化指标, 包括肝肾功能及凝血功能等. 主要

分析并记录肌酐、总胆红素、国际标准化比

值、谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)和
谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)等
指标. 使用公式计算终末期肝病模型(the model 
for end-stage liver disease, MELD)评分, MELD评

分 = 3.8×ln胆红素(mg/dL)+11.2×ln(INR)+9.6
×ln肌酐(mg/dL)+6.4×病因(胆汁性或酒精性

肝硬化为0分, 其他为1分). 所有研究对象采用

心脏二维超声测量心脏的结构和功能, 包括左

房内径(left atrium diameter, LAD)、室间隔厚度

(interventricular septal thickness, IVST)、左室舒

张末期内径(left ventricle end-diastolic diameter, 
LVEDD)、左室后壁厚度(1eft ventricular pos-
terior wall thickness, LVPWT)、左室射血分数

(1eft ventricular ejection fraction, LVEF)、每搏量

(stroke volume, SV)、二尖瓣流速E及A和主动脉

瓣流速(AF). 计算二尖瓣流速E/A比值和心输出

量(CO). 通过心电图分析心率(heart rate, HR)、
QRS间期(QRs interval, QRSI)、校正的QT间期

(QTc)和PR间期(PR interval, PRI).  
统计学处理 采用SPSS18.0软件进行统计学

分析, 计量资料使用mean±SD表示. 采用单因

素方差分析比较组间血液生化指标、左心结构

功能和心脏电生理各指标的差异. 采用Pearson
相关分析观察肝病严重程度与血液生化指标、

左心结构功能和心脏电生理各指标的相关性. 
P <0.05为差异有统计学意义.  
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■相关报道
以往研究显示, 中
晚期肝病患者心
脏表现不明显, 可
能是由于机体的
自我调节功能使
外周血管舒张从
而降低了左心室
后负荷.

2  结果

2.1 不同病种终末期肝病模型评分 所有研究

对象中, 轻度组有34例(36.2%), 中度组有44例
(46.8%), 重度组有16例(17.0%). 病种包括慢性

乙型肝炎性肝硬化、慢性丙型肝炎性肝硬化、

酒精性肝硬化、胆汁淤积性肝硬化和原发性肝

癌, 其中慢性乙型肝炎性肝硬化仍然是肝移植

的主要原因, 不同病种MELD评分结果如表1.  
2.2 患者肝病严重程度与血液生化指标的关系 
三组患者的肌酐、总胆红素以及国际标准化比

值比较差异均有统计学意义(P <0.05), 且肝病

严重程度与肌酐、总胆红素以及国际标准化比

值均呈正相关(P <0.05). 三组患者的ALT、AST
以及AST/ALT比值比较差异均无统计学意义

(P >0.05). 但AST与肝病严重程度具有正相关性

(P <0.05)(表2).  
2.3 各组患者的左心结构功能和心脏电生理各

指标的比较 随着肝病严重程度的增加, LAD、

IVST、LVEDD、AF、QTc和CO的均数都逐渐

增加, 并且组间差异具有统计学意义(P <0.05), 

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 不同病种终末期肝病模型评分结果 (n )

     病因  n 轻度(MELD评分≤9) 中度(10≤MELD评分≤19) 重度(MELD评分≥20)

慢性乙型肝炎肝硬化 67 20 35 12

慢性丙型肝炎肝硬化 10   3   4   3

酒精性肝硬化   5   5   0   0

胆汁淤积性肝硬化   6   3   2   1

原发性肝癌   6   3   3   0

总数 94 34 44 16

表 2 终末期肝病模型评分与血液生化指标的关系 (mean±SD)

     MEDL评分 肌酐(mg/dL) 总胆红素(mg/dL) 国际标准化比值  ALT(U/L)  AST(U/L)   AST/ALT

轻度组 0.67±1.27    1.33±2.47    1.22±0.31 52.3±2.1 60.2±1.7 1.13±1.68

轻度组 0.76±1.31    3.72±2.65    1.67±0.42 64.2±2.0 80.3±1.6 1.26±1.83

重度组 1.37±1.82    9.27±2.37    2.62±0.78 57.8±1.6 84.2±2.0 1.44±1.62

F值    15.122       24.372        41.281       0.582    2.314    0.781

P值      0.000         0.000          0.000     0.532    0.106    0.445

r值      0.594         0.763          0.653       0.174    0.364    0.208

P值      0.000         0.000          0.000     0.126    0.002    0.067

ALT: 丙氨酸转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

表 3 各组的左心结构功能和心脏电生理各指标的比较

     项目        轻度组        轻度组       重度组   F 值   P 值

左房内径(mm)   33.28±3.56   36.92±4.12   39.61±4.22 8.660 0.000

室间隔厚度(mm)     8.09±1.22     8.46±1.03     9.48±2.17 5.781 0.001

左室舒张末期内径(mm)   47.68±3.27   50.22±4.16   52.31±4.81 5.689 0.004

左室后壁厚度(mm)     7.96±1.12     8.03±1.21     8.71±0.59  2.768 0.087

左室射血分数(%)   62.91±4.37   63.25±6.15   61.39±4.18 0.425 0.678

二尖瓣流速E/A     1.11±0.42     1.17±0.32     0.95±0.23 2.234 0.153

主动脉瓣流速(m/s)     1.23±0.17     1.35±0.28     1.65±0.37 9.402 0.000

PR间期(ms) 162.04±23.80 156.78±16.35 156.04±18.36 0.825 0.443

QRS间期(ms)   86.92±11.70   86.34±12.63   94.36±16.24 2.397 0.087

校正的QT间期(ms) 432.02±28.01 439.26±47.12 460.12±35.26 4.651 0.010

左房内径(mm)   76.12±13.05   78.23±12.05   83.12±18.14 0.892 0.512

室间隔厚度(mm)     4.36±1.20     6.12±2.38     6.65±2.18 6.225 0.002
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■同行评价
本文设计合理, 结
果可靠, 具有一定
的学术价值供理
想细胞材料.

而LVPWT、LVEF、二尖瓣流速E/A、PRI、
QRSI和HR差异无统计学意义(P >0.05)(表3), 终
末期肝病对心功能的影响的示意图如图1.  

3  讨论

肝硬化患者由于肝脏结构和功能的改变[6], 会引

起全身各系统反应. 其中, 肝硬化最容易影响门

静脉回流[7], 导致体循环淤血, 全身各系统缺血

缺氧, 加之神经体液系统反射性调节反应[8], 最
终导致肝硬化的高动力循环状态, 心脏负担加

重, 心率加快, 心肌代偿性肥厚, 收缩和舒张功

能受限. 随着肝硬化病程进展到终末期, 将会严

重影响心脏结构和功能[9]. 目前关于终末期肝病

患者的心功能评估以及两者的相关性尚不确定, 
本研究旨在评价终末期肝病患者肝病严重程度

与左心功能的关系.  
本研究结果显示, 所有肝硬化的病因中, 慢

性乙型肝炎性肝硬化比例最高(67/94), 提示乙型

肝炎仍是我国引起肝硬化最主要的原因, 这与

以往的研究报道相符[10].  而国外的肝硬化主要

为酒精性肝炎引起, 这可能与国内外的医疗卫

生水平相关, 也与不同人群的饮食习惯有一定

的关系[11].  
本研究结果发现, 三组患者的肌酐、总胆

红素以及国际标准化比值具有显著性差异, 且
MELD评分与肌酐、总胆红素以及国际标准化

比值均呈正相关, 提示MELD评分系统可以准确

的反应终末期肝病的严重程度, 能够用于肝功

能的分级评估, 也说明了本研究的终末期肝病

患者具有较好的代表性. 此外, 三组患者的ALT
和AST均值水平均超过参考值上限, 而且AST与
MELD评分呈正相关, 提示终末期肝病患者AST
的升高可能不仅仅反应肝细胞受损, 也可能是

心肌细胞受损的标志[12]. 因为心肌细胞损伤会明

显降低心脏的收缩和舒张功能, 引起全身的代

谢紊乱, 肝肾功能失代偿, 电解质水平出现异常

变化, 从而可能引起AST的异常合成与释放[13].  
本研究还发现随着肝病严重程度的增加, 

LAD、IVST、LVEDD、AF和CO的均数都逐渐

增加, 且各组存在显著性差异, 提示终末期肝病

患者处于高动力循环状态, 表现出心输出量增

加, 血流加快以及左心功能下降等代偿反. 其中

可能的主要原因是肝硬化会导致门静脉高压, 
体循环充血, 回心血量不足, 从而引起代偿性的

高动力循环状态以及心脏结构性的肥厚表现[14]. 
而以往研究显示, 中晚期肝病患者心脏表现不

明显, 可能是由于机体的自我调节功能使外周

血管舒张从而降低了左心室后负荷[15].  
总之, MELD评分系统可以有效地反应终末

期肝病严重程度, 且随着终末期肝病的进展, 心
脏的结构, 功能及电生理活动逐渐减退. 虽然患

者临床症状可能不明显, 但是具有发生心衰的

风险.  
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Abstract
AIM: To analyze the relationship between non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and auto-
immune diseases.

METHODS: One hundred and thirty-two pa-
tients with biopsy-proven NAFLD were divided 
into four groups: 1 [patients with NAFLD and 
autoimmune liver disease (AILD)], 2 (patients 
with NAFLD and autoimmune disease except 
AILD), 3 (patients with NAFLD and autoim-
mune phenomena) and 4 (patients with NAFLD 
alone). All data on clinical and biochemistry 
indexes, autoantibodies, imaging findings and 
liver histology were analyzed.

RESULTS: The difference in AST was statisti-
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非酒精性脂肪性肝病合并自身免疫异常132例

吴凤娟, 徐 芸, 保 洁, 刘 象

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)在欧美
发达国家已成为
慢性肝病的首要
原 因 ,  在 我 国 亦
仅次于病毒性肝
炎而居第2位; 自
身 免 疫 性 肝 病
(autoimmune liver 
diseases, AILD)是
晚期慢性肝功能
衰竭的主要原因
之一, 目前也是国
内肝病领域研究
的新热点. 

cally significant between groups 1 and 4 (P < 
0.05). There were significant differences in IgG 
in groups 1, 2 and 3 compared with group 4 (P 
< 0.05 for all). Liver stiffness, fibrosis stage and 
inflammation level were different significantly 
between group 1 and groups 2, 3 and 4 (P < 0.05 
for all).

CONCLUSION: The levels of IgG, liver stiffness, 
liver fibrosis and hepatic inflammation were cor-
related with the severity of autoimmune prob-
lems. IgG and liver stiffness may act as long-
term follow-up indicators.

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

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Au-
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摘要
目的: 分析非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, NAFLD)与自身免疫异常的
关系. 

方法: 经肝活检确诊的NAFLD患者132例分
为NAFLD合并自身免疫性肝病(autoimmune 
liver diseases, AILD)组、NAFLD合并其他自
身免疫性疾病(除外AILD)组、NAFLD合并自
身免疫现象组、NAFLD组. 收集各组研究对
象临床生化、自身抗体、影像学及肝组织学
指标, 应用SPSS17.0进行统计学分析. 

结果: AST组1与组4之间比较差异有统计学意
义(P<0.05), 血清免疫球蛋白G(immunoglobulin 
G, IgG)组1、组2、组3分别与组4比较差异均
有统计学意义(P <0.05), 肝脏硬度值、肝纤维
化、炎症程度组1分别与组2、组3、组4比较
差异均有统计学意义(P<0.05). 

■同行评议者
王怡 ,  主任医师 ,  
天津市传染病医
院, 天津市肝病研
究所
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■研发前沿
对无病毒感染、
伴有肥胖、伴或
不伴自身抗体阳
性的慢性肝病的
诊断日益备受临
床关注,目前尚缺
乏对其发病机制
及相关性的进一
步研究.

结论: IgG、肝脏硬度值、肝纤维化和炎症程
度与自身免疫异常严重程度有关, IgG和肝脏
硬度值可作为长期随访指标. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

核心提示: 本研究对132例非酒精性脂肪性肝病

(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)患者进行

自身抗体检测及肝脏组织活检, 结果发现IgG、

肝脏硬度值、肝纤维化和炎症程度与自身免疫

异常严重程度有关, 且IgG和肝脏硬度值可作为

长期随访指标. 目前, 对于NAFLD患者合并自身

免疫性肝病(autoimmune liver diseases)的诊断, 仍
需依赖肝组织病理学.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 自身免疫性肝病; 肝

活检

吴凤娟, 徐芸, 保洁, 刘象. 非酒精性脂肪性肝病合并自身免疫异
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1294.asp  DOI: 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)是以肝实质细胞脂肪变性为特征, 
无过量饮酒史, 排除其他肝病的临床病理综合

征, 是代谢综合征的重要组分[1]. 包括单纯性脂

肪肝(nonalcoholic simple fatty liver, NAFL)、非

酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)、肝硬化和隐源性肝硬化. 近年来, 生活

方式的改变使以NAFLD为基础的慢性肝病日

益增多, NAFLD在欧美发达国家已成为慢性肝

病的首要原因, 在我国亦仅次于病毒性肝炎而

居第2位[2,3]. 其发病机制目前尚不明确, 肝活检

仍为其诊断和分型的金标准. 自身免疫(autoim-
mune)是机体免疫系统对自身组织细胞发生免

疫应答的现象, 当免疫应答造成组织细胞病理

损伤并出现临床症状者, 则表现为自身免疫性

疾病[4]. 自身免疫性肝病(autoimmune liver dis-
eases, AILD)是一组肝脏病理损害和肝功能异常

为主要表现的自身免疫性疾病, 主要包括自身

免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)、原发性

胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, PBC)、
原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing cholan-
gitis, PSC)等[5], 其表现主要根据不同程度的转

氨酶升高、高丙种球蛋白血症、自身抗体的检

出和特征性组织学改变. 自身免疫现象(autoim-

mune phenomena)是指有至少一种自身抗体阳

性, 但不能确诊为任何一种自身免疫性疾病的

临床现象[6,7]. 
目前对无病毒感染、伴有肥胖、伴或不伴

自身抗体阳性的慢性肝病的诊断日益备受临床

关注, 对其发病机制及相关性的研究亦将成为

热点课题. 

1  材料和方法

1.1 材料 搜集2011-08/2013-10于郑州大学第

一附属医院消化内科住院的NAFLD患者,  研
究对象均选自经超声及肝活检诊断的NAFLD
患者132例, 根据临床及病理学特征分为四组:  
NAFLD合并AILD组(n  = 7), 男2例, 女5例, 平
均年龄56岁±9岁; NAFLD合并其他自身免疫

性疾病(除AILD)组(n  = 14), 男5例, 女9例, 平均

年龄44岁±11岁; NAFLD合并自身免疫现象组

(n  = 33), 男13例, 女20例, 平均年龄47岁±11岁; 
NAFLD组(n  = 78), 男34例, 女44例, 平均年龄43
岁±13岁. NAFLD诊断标准依据2012年美国非

酒精性脂肪性肝病诊疗指南[8], 病理学报告标准

参照美国国立卫生研究院NASH临床研究网病

理工作组指南[9], AIH诊断参照2002年美国肝病

学会(AASLD)制定的AIH诊疗指南[10]. 研究对象

均为本地区长期居住人口, 收集其相关资料. 
1.2 方法  
1.2.1 ELISA法抗体检测及肝脏活检: 收集研究

对象一般特征[年龄、体质量指数(body mass 
index, BMI)、腰臀比、血压]、临床生化指标

[丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、
谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)、
碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)、总胆固

醇、甘油三酯、胰岛素抵抗指数等]、自身抗体

(抗核抗体ANA、抗平滑肌抗体ASMA、抗线粒

体抗体AMA、IgG等)及肝脏硬度值、肝组织学

结果. 其中BMI为晨起空腹测得数值得出; 生化

指标由清晨空腹抽取正中静脉血2 mL测得; 自
身抗体用ELISA法测出, 试剂盒由CUSABIO公

司生产; 肝组织标本由16 G穿刺针在超声定位后

穿刺获得, 40 g/L甲醛溶液固定, 镜下至少包括3
个以上汇管区, 穿刺标本作连续切片, 进行HE、
Masson、网状纤维染色, 试剂由中杉金桥公司

生产. 
1.2.2 肝活检病理学评估: 根据2001年《病毒性

肝炎防治方案》[11]慢性肝炎病理分级分期及美

国国立卫生研究院NASH临床研究网病理工作
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■相关报道
Yatsuji等研究发
现高滴度抗核抗
体合并NAFLD高
危因素人群容易
发生自身免疫性
疾病,刘玉兰等发
现慢性炎症反应
是AILD和NAFLD
的共同病变基础,
但对NAFLD合并
自身免疫异常的
研究目前仍缺乏
相关的临床数据.

组指南, 采用0-4级分法评估NAFLD纤维化程度

(S)和炎症活动程度(G). AIH特征性表现包括: 突
出的界面炎, 汇管区中重度淋巴细胞浆细胞浸

润, 明显的桥接坏死或融合严重的淋巴细胞炎

症样变, 以及肝细胞玫瑰花结的形成. 脂肪变程

度根据肝活检标本脂肪样变所占比例分为轻、

中、重度, 轻度: 肝细胞脂肪变占5%-33%; 中度: 
肝细胞脂肪变占33%-66%; 重度: 肝细胞脂肪变

占66%以上. 

统计学处理 采用SPSS17.0统计学软件对数

据进行处理. 计量资料以mean±SD表示, 采用单

因素方差分析、K-W检验; 计数资料以例数或

百分率描述, 采用χ2
检验、秩和检验; 检验水准α 

= 0.05. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般特征及生化 组1为NAFLD合并AILD
组; 组2为NAFLD合并其他自身免疫性疾病(除
外AILD)组, 其中NAFLD合并多发性肌炎4例、

合并强直性脊柱炎2例、合并干燥综合征4例、

合并类风湿性关节炎(RF)4例; 组3为NAFLD合

并自身免疫现象组; 组4为NAFLD组. 四组患者

一般特征、生化及代谢相关指标比较见表1, 4
组患者在性别、年龄、B M I、腰臀比、血压

方面比较差异均无统计学意义(P >0.05); ALT、
ALP、HOMA-R、TG四组间比较差异均无统计

学意义(P >0.05); AST、IgG、肝脏硬度值在四组

间比较差异有统计学意义(P <0.05), AST组1与组

4之间比较差异有统计学意义(P <0.05), 组1与组

2、组3, 组4与组2、组3, 2与组3之间比较均无

统计学意义; IgG组1、组2、组3分别与组4比较

差异均有统计学意义(P <0.05), 组1、组2、组3
之间比较差异无统计学意义; 肝脏硬度值组1分
别与组2、组3、组4比较差异均有统计学意义

(P <0.05), 组2、组3、组4之间比较差异无统计

学意义. 

表 1 4组一般特征及生化代谢指标比较

              组1       组2       组3       组4   F /χ2    P 值

n          7       14       33       78

性别(男)n (%)      2(28.6)    5(35.7)   13(39.4)   34(43.6)   0.860 0.878

年龄(岁)      56±9    44±11    47±11   43±13   2.380 0.076               

BMI(kg/m2)   26.7±2.6 26.0±3.4 26.1±2.6 26.9±2.9   0.450 0.718          

腰臀比   0.95±0.07 0.97±0.07 0.97±0.05 0.98±0.05   0.323 0.809        

收缩压(mmHg)    130±16  129±13  121±11  124±14   1.208 0.314    

舒张压(mmHg)      82±10    82±10    79±8    82±9   0.335 0.800

ALT(U/L) 133.0±180.6 86.8±40.6 93.6±44.4 87.4±59.3   1.385 0.709

AST(U/L) 101.9±143.7 61.2±19.2 75.2±30.8 55.7±32.6   8.752 0.033        

ALP(U/L) 110.6±52.8 91.1±48.5 99.8±46.9 77.5±35.8   6.868 0.076              

TG(mg/dL)     2.3±0.7   1.9±0.7   2.2±0.8   2.1±1.0   0.464 0.709

HOMA-R     3.1±1.0   3.5±2.1   2.5±0.8   2.7±1.1   3.871 0.276

IgG(g/L)   17.2±3.1 14.9±2.7 14.6±3.5 11.6±3.3   8.380 0.001         

肝脏硬度值   17.0±7.7 10.3±2.9 11.0±2.8   8.8±2.8 10.3 0.001      

BMI: 体质量指数; TG: 甘油三酯; HOMA-R: 胰岛素抵抗指数; ALT: 丙氨酸转氨酶; AST: 谷草转氨酶; ALP: 碱性磷酸酶. 肝脏硬度

值参考值<6.2 kpa.

表 2 4组肝组织病理纤维化、炎症活动及脂肪变程度
比较 n (%)

        组1    组2     组3     组4   P 值

n     7    14     33     78

肝纤维化  0.001

  S0 0(0) 3(21.4)   9(27.3) 28(35.9)      

  S1 1(14.3) 7(50) 19(57.6) 36(46.1)     

  S2 5(71.4) 3(21.4)   5(15.1) 13(16.7)      

  S3 1(14.3) 1(7.2)   0(0)   1(1.3)        

  S4 0(0) 0(0)   0(0)   0(0)

炎症活动 0.033

  G1 1(14.3) 8(57.1) 19(57.6) 50(64.1)     

  G2 4(57.1) 4(28.6) 13(39.4) 26(33.3)     

  G3 2(28.6) 2(14.3)   1(3.0)   2(2.6)       

  G4 0(0) 0(0)   0(0)   0(0)

脂肪变   0.794

  轻度 3(42.9) 6(42.9) 11(33.4) 25(32.1)      

  中度 3(42.9) 5(35.7) 14(42.4) 32(41.0)      

  重度 1(14.2) 3(21.4)   8(24.2) 21(26.9)      
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■创新盘点
本 课 题 对 1 3 2 例
NAFLD患者进行
分组研究, 结果发
现IgG、肝脏硬度
值、肝纤维化和
炎症程度与自身
免疫异常严重程
度有关, 且IgG和
肝脏硬度值可作
为长期随访指标.

2.2 组织学表现 4组患者肝活检后纤维化分期、

炎症程度分级及脂肪变程度比较如表2, 图1. 四
组患者比较, 肝纤维化程度、炎症程度差异有

统计学意义(P <0.05), 肝脂肪变程度比较差异无

统计学意义(P >0.05). 肝纤维化程度、炎症程度

组1分别与组2、组3、组4比较差异均有统计学

意义(P <0.05),  组2、组3、组4之间比较差异无

统计学意义. 
2.3 7例NAFLD合并AILD患者主要指标 NAFLD
合并AIH合并PBC3例, NAFLD合并AIH3例, 
NAFLD合并PBC1例, 7例患者IgG均升高, 3例
NAFLD合并AIH患者抗体ANA均阳性(1∶320), 
AIH评分>15分, 1例NAFLD合并PBC患者抗

体AMA阳性(1∶320), AIH评分小于10分, 3例
NAFLD合并重叠综合征(AIH+PBC)患者抗体

ANA、AMA均阳性, 并合并肝肾微粒体抗体

(liver-kidney microsomal antibody, LKM-1)等多种

抗体阳性(表3). 

3  讨论

近年来, 随着生活方式的改变, NAFLD已成为

肝功能酶学异常和慢性肝病的最常见原因之一, 
其发病可能与肝脏脂质代谢障碍、胰岛素抵

抗、遗传、免疫等因素相关. NAFLD常有肝脏

网状内皮系统功能障碍以及炎性细胞和促炎细

胞因子浸润, 此观点已被动物实验证实[12]; 肠道

微生物菌群是调节异位脂肪沉积的关键, 有研

究表明[13]炎症因子导致的微生物菌丛失调可加

剧肝脏脂肪变和NAFLD的治疗难度. 
目前认为慢性炎症反应是AILD和NAFLD

的共同病变基础. NAFLD患者肝脏大量脂肪因

子的分泌使机体处于慢性炎症状态, 同时, 增加

A

D E

B C

F

HG

图 1 NAFLD合并自身免疫问题患者肝脏组织学表现. A: NAFLD合并PBC患者汇管区炎细胞浸润、PBC肉芽肿形成(HE×

40); B: NAFLD合并PBC患者纤维样变(Masson×40); C: NAFLD合并PBC患者CD38细胞染色(×100); D: NAFLD合并RF患者

汇管区浆细胞浸润(HE×100); E: NAFLD合并RF患者纤维样变(Masson×40); F: NALFD合并自身免疫现象患者HE染色(×

40); G: NALFD合并自身免疫现象患者纤维样变(Masson×40); H: 单纯NAFLD患者汇管区浆细胞浸润(HE×100).
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的游离脂肪酸使肝脏脂质过度沉积, 趋化大量

巨噬细胞, 进而诱发自身免疫反应; 过多的脂质

可使机体处于氧化应激状态, 产生的活性氧族

通过与TNF-α、FAS配体作用诱导肝细胞凋亡, 
并可激活核转录因子, 调节炎症因子的表达, 引
起肝组织纤维化. 有文献报道脂肪因子瘦素可

诱导Th1细胞启动自身免疫反应[14]. 对NASH和

PBC小鼠模型的肝脏病理学研究也发现, NASH
小鼠病理学上可出现界面炎、汇管区炎性细胞

浸润以及小胆管损伤样改变, 并可检测出自身

抗体, 如ANA, 但PBC小鼠病理学未发现NASH
样改变. 

本研究发现, NAFLD患者和NAFLD合并

AILD、合并其他自身免疫性疾病(除AILD)、
合并自身免疫现象患者一般特征并无显著差别, 
AST组1高于组2、组3、组4, 但只有组1与组4
比较差异有统计学意义(P <0.05); IgG在组1、组

2、组3均升高, 组4正常, 组1、组2、组3分别与

组4比较差异均有统计学意义(P <0.05), 而组1、
组2、组3之间差异无统计学意义, 此结果与国

外研究结果相一致[15]. IgG升高可怀疑NAFLD合

并自身免疫异常, 但不能作为鉴别的依据. 肝脏

剪切波弹性成像(supersonic shear imaging, SSI)
目前作为一种新技术被应用于此项研究中, 有
文献报道[16]SSI测得肝脏硬度值与肝纤维化程度

正相关, 对于肝活检有风险者及病情长期随访

有重大意义. 本组研究中, 四组肝脏硬度值均升

高(参考值<6.2 kpa), 组1升高显著, 组1分别与组

2、组3、组4比较差异均有统计学意义(P <0.05). 
此外, 四组肝活检结果比较, 肝纤维化分级、炎

症活动分期组1明显高于组2、组3、组4, 组1分
别与另三组比较差异有统计学意义(P <0.05), 此
结果与SSI测得肝脏硬度值结果相一致. 表明肝

脏硬度值可作为除肝活检外病情长期随访的可

靠指标. NAFLD合并其他自身免疫性疾病(除
AILD)、合并自身免疫现象患者可表现为多种

自身抗体阳性, 而肝组织学未发现AIH特征性改

变, 表明NAFLD患者是否合并AILD确诊需依据

肝组织学表现, 以避免临床误诊率和不必要的

治疗. 
A I L D和N A F L D目前尚缺乏代表性血清

标志物, ANA阳性高度怀疑AIH的可能, 但其

诊断仍需要依据国际自身免疫性肝病组织报

道的A I H评分系统 [17].  有西方国家研究表明 , 
20%-30%的NAFLD患者可合并有自身抗体阳

性, 但是自身抗体阳性的NAFLD患者中只有

10%够标准诊断NAFLD合并AIH, 尤其NASH所

致肝硬化的女性患者可有很高的ANA或SMA滴

度, 很难将其与抗体滴度低的AIH患者区分[7]. 目
前对于NAFLD患者合并AILD的诊断, 仍需依赖

肝组织病理学. 研究中发现血清IgG、肝脏硬度

值在四组之间比较中有统计学意义, 可作为长

期随访指标. 本研究针对中原地区NAFLD患者, 
进一步深入研究仍需要纳入不同地区、大样本

表 3 NAFLD合并AILD患者一般特征、生化及自身抗体

     诊断 性别 BMI

(kg/m2)

ALT

(U/L)

ALP

(U/L)

TG

(mg/dL)     

HOM-

A-R

IgG(g/L) 抗体 肝脏硬度值(kpa) G S AIH评分

NAFLD

并重叠

女 32.4 22 96 1.69 3.8 21.4 ANA1:100 

LKM-1

AMA1:320 15.2 2 2 14

女 25.1 526 191 1.98 2.52 12.96 ANA1:100 

SSA(+++)

AMA1:320 

sp100(+)

12.8 2 2 13

女 24.8 37 69 2.63 2.2 16.6 ANA1:320  

IgG4(+)

AMA1:100 28.6 3 3-4 8

NAFLD

并AIH

女 26 63 178 3.31 2.46 21.3 ANA1:320 

SMA(±) 

Anti-

ASGPR(±)

16 1 2 18

男 25.8 112 77 2.62 2.23 15.47 ANA1:320 6.5 2 1 15

女 26.4 156 103 2.32 4.8 16.9 ANA1:320 SSA(+) 13.9 3 2 16 

NAFLD

并PBC

男  26.7 15 60 1.24 3.5 15.8 AMA1:320 25.7 2 2 6        

BMI: 体质量指数; TG: 甘油三酯; HOMA-R: 胰岛素抵抗指数; ALT: 丙氨酸转氨酶; ALP: 碱性磷酸酶.

■同行评价
本文选材好, 思路
清晰 ,  分析透彻 , 
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得出的结果为临
床医生规范化诊
疗、避免误诊及
不必要的治疗提
供了的依据.
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量观察, 为NAFLD患者的长期随访及疾病早期

预防提供指导意义. 
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Abstract  
AIM: To investigate the distribution characteris-
tic of HCV genotypes in Guangxi, and to explore 
the correlations of ethnicity, gender, age, route 
of infection and HCN-RNA load with HCV gen-
otypes.  

METHODS: The NS5B region was amplified from 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

广西地区丙型肝炎病毒的基因型分布与流行病学特征

唐 维, 苏明华, 江建宁, 刘志红, 韦 智, 晏双龙, 覃锦耀, 滕春玲

®

■背景资料
丙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis C virus, 
HCV)是引起慢性
病毒性肝炎及肝
细胞肝癌的主要
病原体之一, 全球
每年约35万例死
于与HCV感染相
关的肝脏疾病, 他
严重威胁着人类
的健康. 由于HCV
基因型与肝炎严
重程度及干扰素
的应答关系密切, 
因此HCV的基因
分型对丙型肝炎
的治疗及疗效预
测有着重要意义. 

137 HCV-RNA positive serum samples and se-
quenced. The sequences obtained were compared 
with the sequences deposited in Genebank to 
construct a HCV NS5B phylogenetic tree. 

RESULTS: The major genotype of HCV in 
Guangxi was 1b (58.4%), followed by 6a (12.4%), 
3b (10.2%), 1a (7.3%), 2a (7.3%), and 3a (4.4%). 
There were no significant correlations between 
HCV genotype and ethnicity or gender (P > 0.05 
for both). Significant correlations were found be-
tween HCV genotype and age, route of infection 
and HCV-RNA load (P < 0.05 for all).

CONCLUSION: Accurate HCV genotypes and 
subgenotypes can be obtained by establishing 
a phylogenetic tree of the HCV NS5B region. 
At least seven subgenotypes were detected in 
Guangxi and the main genotypes are 1b, 6a and 
3b. Compared with previous reports, our results 
indicated that the prevalence of genotype 1b 
seems to decline, and the prevalence of 6a tends 
to increase gradually. Genotypes 3 and 6a were 
mainly found in young intravenous drug us-
ers. The distribution of HCV genotypes changes 
with the change in the route of infection.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 了解广西地区丙型肝炎病毒(hepatitis C 
virus, HCV)基因型的分布特征, 探讨HCV基
因型与民族、性别、年龄、感染途径及HCV 
RNA载量的关系.  

方法: 收集广西地区137例HCV RNA阳性患者

■同行评议者
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■研发前沿
目前全国大部分
地 区 已 对 H C V
基 因 型 的 流 行
特征做了初步研
究 ,  广 西 地 区 作
为多少数名族的
自 治 区 ,  对 此 研
究 尚 未 深 入 探
讨 .  本 研 究 将 可
能与HCV基因型
相 关 的 因 素 ( 包
括民族、性别、
年龄、感染途径
及 H C N - R N A 载
量)纳入分析 ,  同
时比较广西地区
HCV基因型的流
行模式与国内其
他地区有无异同.

的血清样本, 采用逆转录巢式PCR(RT nested-
PCR)法扩增HCV NS5B区段, 对PCR终产物纯
化测序后与Genbank中的标准株全基因序列
比对, 共同构建HCV NS5B区段系统进化树.  

结果:  广西地区 H C V 基因型主要为 1 b 型
(58.4%), 其次是6a型(12.4%), 3b型(10.2%), 
1a型(7.3%), 2a型(7.3%), 3a型(4.4%). 分析表
明, HCV基因型与民族、性别无明显相关性
(P >0.05), 而与年龄、感染途径及HCV-RNA载
量有一定相关性(P <0.05).  

结论: 构建HCV NS5B区段系统进化树能得到
准确的HCV基因型和亚型; 广西地区至少存
在7种HCV基因亚型, 以1b型为主, 6a型和3b
型次之; 较国内早期的研究报道, 1b型的流行
率似乎有下降趋势, 而6a型的流行率似乎逐步
上升; 3型与6a型多见于有静脉药瘾史的年轻
患者; 随着感染途径的变迁, HCV基因型的分
布也将发生改变.  

© 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: 广西地区目前至少存在7种丙型肝炎病

毒(hepatitis C virus, HCV)基因亚型(1a、1b、2a、
3a、3b、6a、6d), 由于地处西南边境, 近年来吸毒

人群不断增多, 静脉吸毒有可能成为广西地区新

发HCV感染的主要传播途径, 且吸毒人群流动性

大, 各地区的HCV基因型分布也将发生变化.  
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是引起慢

性病毒性肝炎的主要病原体之一, 也是肝细胞肝

癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的重要病因之

一.  全球现约1.7亿人感染了HCV[1], 平均流行率

为3.0%, 每年新发感染300-400万例, 约35万例死

于与HCV感染相关的肝脏疾病[2], 可见HCV严重

威胁着人类的健康.  HCV属黄病毒科, 为单股正

链的RNA病毒, 基因组全长约9.6 kb. HCV基因组

具有高度异质性, 根据其核苷酸序列不同, 可将

HCV分为不同的基因型和基因亚型. 现国际上公

认可分成6个基因型(1-6型)和至少83种亚型[3]. 目

前, HCV基因分型的方法有很多种, 而根据HCV 
NS5B区段的基因序列进行分型的方法被公认为

HCV基因分型的“金标准” [4]. 由于HCV基因型

与肝炎严重程度及干扰素的应答关系密切[5], 因
此HCV的基因分型对丙型肝炎的防治有着重要

意义.  广西是以壮族为主的少数民族自治区, 也
是全国少数民族人口最多的省(区), 为了解该地

区流行的HCV基因型的分布特点, 及探讨该地

区丙型病毒性肝炎患者的民族、性别、年龄、

感染途径及HCV RNA载量与HCV基因型有无关

系, 我们做了以下研究.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集广西壮族自治区2011-02/2013-05
在广西医科大学第一附属医院感染性疾病科门

诊及住院部就诊的137例HCV-RNA阳性患者的

血清, 并排除合并HAV、HBV、HDV、HEV感

染者及酒精性肝炎、自身免疫性肝炎患者. 其
中, 男75例, 女62例, 平均年龄41.9岁±12.3岁(按
首次确诊为慢性丙型病毒性肝炎的时间计算).  
HCV-RNA载量1.0×103-2.95×107 Iu/mL(治疗

前). 阴性对照组为健康体检者(抗HCV及HCV-
RNA均阴性)的血清, 标本于-80 ℃保存.  Trizol 
LS购自Invitrogen公司, 逆转录试剂盒、rTaq酶
及DNA分子量标志品均购自Takara公司. 引物按

参考文献[6], 由上海英骏生物技术有限公司合

成(表1).  
1.2 方法

1.2.1 提取RNA: 用传统TRIzol法从200 μL血清

中提取总RNA, 将其溶于10 μL焦碳酸二乙酯

(diethylpyrocarbonate, DEPC)处理水中.  
1.2.2 逆转录: 将上述提取的总RNA严格按照逆

转录试剂盒PrimeScript RT Master Mix的说明书

操作, 逆转录产物(cDNA)于-20 ℃保存备用.  
1.2.3 PCR扩增: 应用巢式PCR扩增NS5B区, 按
照Premix Taq Version 2.0说明书, 先取2 μL模板

cDNA于25 μL体系中, 加引物ENO2和ENO4行第

1轮PCR, 反应条件为94 ℃ 30 s, 59 ℃ 30 s, 72 ℃ 
30 s, 30 cycles; 再取3 μL第1轮扩增产物于50 μL
体系中, 加引物NS5S3和NS5A5行第2轮PCR, 反
应条件同前; 最后取3 μL第2轮扩增终产物作2%
琼脂糖凝胶电泳, 每次设立阴性对照、严格控

制可能的污染, 确保实验的结果可靠.  
1.2.4 核苷酸测序: 电泳结果可见阳性条带的

PCR终产物送上海英骏生物技术有限公司测序, 
测序引物用NS5S3.  
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■相关报道
余晶等在广西地
区小样本中未检
出3a型, 而聂红明
等在广西地区检
出罕见的6d型. 云
南地区以1b型和
3b型多见, 广东地
区以1b型为主, 6a
型已成为第二常
见的基因亚型. 广
西地区HCV基因
型的流行模式与
西南、华南地区
更接近.

1.2.5 构建进化树: 以GenBank中注册的HCV标

准株全基因序列为参照, Genbank的登录号(Ac-
cession Number)1a型: AF009606、AF271632; 
1b型: AB016785、AY460204、EU155217、
A J132996、A B049088; 2a型: A B047642、
AF169004; 2b型: AF238486、AB030907; 3a
型: D17763、A F046866; 3b型: D49374; 4a
型: DQ418782、Y11604; 5a型: Y13184; 6a型: 
AY859526、DQ480515、EU246930、Y12083. 
采用软件MEGA5.0, 以ClustalW1.8进行序列比

对, 邻接法(neighbor-joining)及P-distance模型构

建系统进化树以确定基因型, 用Bootstrap法检验

进化树的可靠性.  
统计学处理 应用SPSS16.0, 将HCV基因型

分别与民族、性别、年龄、感染途径及病毒载

量进行统计分析, 计数资料采用卡方检验, 计量

资料满足正态分布及方差齐性时采用单因素方

差分析, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 电泳 NS5B区段PCR终产物全长377 bp, 电泳

条带显示清晰, 无非特异性条带扩增(图1).  
2.2  基因型的检测  137例样本成功扩增并分

型, 分型率达100%. 结果显示, 1b型最多见, 占
58.4%(80/137), 其次是6a型占12.4%(17/137), 3b
型占10.2%(14/137), 1a与2a型各占7.3%(10/137). 
此外, 还检出6例3a型(4.4%).   
2.3 相关因素中HCV基因型的分布 本研究137例

样本中共检出6种基因亚型, 由于受样本例数限

制, 将1a型与1b型合并为1型, 3a型与3b型合并

为3型; 5个可能与HCV基因型相关的因素(包括

民族, 性别、年龄、感染途径及HCV-RNA载量)
被纳入分析; 其中民族分汉族与壮族; 年龄分为

<40岁和≥40岁2个组; 感染途径包括: 输血, 静
脉药瘾、不明原因及其他途径(如纹身、针灸、

打耳洞、口腔治疗、性传播等)感染4类(表2).     
2.4 民族与HCV基因型的关系 137例患者中汉

族占72.3%(99/137), 壮族为24.1%(33/137), 均以

1b型为主基因型, 2a型最少, 另有5例分别为瑶

族、朝族、侗族、水族、京族的患者均为1b型, 
因例数少未纳入分析. 分析表明, HCV基因型

在汉族与壮族中的总体分布差异无统计学意义

(P >0.05).  
2.5 性别与HCV基因型的关系 在75例男性和

62例女性患者中 ,  均以1型居多 ,  分别为46例
(61.3%), 44例(71.0%), 2a型、3型和6a型也占有

一定比例.  经统计分析, HCV基因型在男女两性

别组中的分布无统计学差异(χ2 = 2.100, P >0.05).  
2.6 年龄与HCV基因型的关系 HCV基因型在<40
岁和≥40岁两个年龄组中的总体分布差异有统

计学意义(χ2 = 13.683, P <0.05). 感染HCV1型的

患者多见于≥40岁年龄组中, 而3型、6a型主要

见于<40岁的年轻患者. 2a型在两个年龄组中的

分布无明显差异. 年龄(计量资料)满足正态分布

及方差齐性, 采用单因素方差分析, 差异具有统

计学意义(F  = 4.127, P <0.05). 进一步两两比较, 1
型患者的年龄大于3型和6a型(P <0.05); 而1型与

2a型、2a型与3型、2a型与6a型、3型与6a型在

两个年龄组中的分布均无统计学差异(P >0.05).  
2.7 感染途径与HCV基因型的关系 137例患者中

40.1%有输血史, 9.5%有吸毒史, 19.7%来自其他

感染途径如纹身、针灸、打耳洞、口腔治疗、

性传播等, 另有30.7%为不明原因感染者. 统计

分析表明, HCV基因型在各类感染途径中的分

布存在统计学差异(χ2 = 44.145, P <0.05). 1型主

表 1 引物序列表

     扩增区段 引物名                       引物序列(5'→3')    位置(nt)        备注

NS5B区 ENO2 TGGGSTTYKCSTATGAYACYCGMTGYTTTGA 8245-8275 外侧正向引物

ENO4 ARTACCTRGTCATAGCCTCCGTGAA 8616-8640 外侧反向引物

NS5S3 TATGATACCCGCTGCTTTGACTCCAC 8256-8281 内侧正向引物

NS5A5 GTCATAGCCTCCGTGAAGGCTC 8611-8632 内侧反向引物

500

50
100
150
200
300
400 377

M       71      72      73       74      75      76   N

图 1 阳性扩增产物电泳图. M: MarkerDNA分子量标志品; 

71-76: 不同HCV感染者的阳性扩增产物; N: 阴性对照.

bp bp
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■创新盘点
本研究通过构建
系统进化树从而
验证该基因分型
的方法准确可靠. 
分析HCV基因型
与民族之间的关
系时, 得出与国内
早期研究不一致
的结论 .  民族(种
族)对不同基因型
HCV的易感性有
无影响尚无报道, 
HCV基因型的遗
传易感性值得深
入研究.

要经输血感染, 3型和6a型因静脉药瘾感染占

有很高比例; 其他感染途径则以1型和3型多见, 
78.6%不明原因感染的为1型, 也见于2a型、3型
及6a型.  
2.8 HCV-RNA与HCV基因型的关系 本研究的

HCV-RNA载量均为患者抗病毒治疗前的检测

结果. 计量资料满足正态分布及方差齐性, 单
因素方差分析表明, 不同HCV基因型患者中的

HCV-RNA载量差异具有统计学意义(F  = 4.408, 
P <0.05). 进一步分析, 3型与1型、6a型具有统计

学差异(P <0.05), 1型和6a型患者的HCV-RNA载

量要高于3型患者; 而2a型与1型、3型、6a型之

间的差异无统计学意义(P >0.05).   
2.9 进化树分析 进化树分析(phylogenetic analy-
sis)也称种系发生史分析, 是指通过物种间遗传

编码的变异规律来推断或估计各物种间的进化

关系. 如图2所示, 相同基因型的分离株与标准

株分布在同一树枝上, 进一步说明该基因分型

的方法准确可靠.  

3  讨论

H C V基因组根据其核苷酸序列的差异程度 , 
可将H C V分为基因型(30%-35%), 基因亚型

(20%-25%), 分离株(5%-9%)和准种(1%-5%)[7].  
本研究通过对137例样本的HCV NS5B区段PCR
终产物纯化测序, 并与Genbank中标准株的全

基因核苷酸序列比对共同构建系统进化树, 得
出不同的HCV基因型和亚型. 基因型为1b型的

C28、C51与中国株(1b AY460204)分布在同一

小树枝上, 表示进化距离很近, 而与美国株(1b 

C10
C40
C58
C55
C60
1b (AB049088) .Japan
1b (EU155217) .USA
1b (AY460204) .China
C28
C51
1b (AJ132996) .Germany
1b (AB016785) .Japan
C37
C65
1a (AF009606) .USA
1a (AF271632) .USA
5a (Y13184) .South Africa
2b (AF238486) .Japan
2b (AF030907) .Japan
C59
2a (AB047642) .Japan
2a (AF169004) .Japan
C49
C14
C52
C20
C57
C71
C68
6a (EU246930) .Vietnam
6a (DQ480515) .HongKong
6a (Y11604) .UK
6a (AY859526) .HongKong
4a (Y11604) .Egypt
4a (DQ418782) .USA
C50

C66

C70
C22
C33
C11
C48

3a (D17763) .Japan

3a (AF046866) .Austrian
3a (D49374) .Japan

1b

1a

5a

2b

2a

6a

4a

3a

3b

0.05 0.0

图 2 24例分离株与21例标准株共同构建
的系统进化树. 圆: 成功测序的分离株; 三

角: 在Genbank中注册的标准株.
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EU155217)、日本株(1b AB049088)进化距离较

远; 日本株(2a AF169004和2a AB047642)分布

在C49、C14、C52外侧; 6a型中的C68、C71紧
挨着越南株(6a EU246930); C48、C11、C33、
C22、C70依次分布在日本株(3b D49374)的内

侧, 说明广西地区这些分离株与标准株有较高

的同源性, 即有很近的亲缘关系, 有可能由同一

祖先进化而来. 值得注意的是, 用PCR产物直接

测序的局限性在于不能检出混合基因型, 只能

得到优势株的序列.  但有学者认为, 如果在测序

的序列图谱中某些位点出现兼并碱基, 也提示

可能存在混合基因型的感染.  
HCV基因型的分布存在明显的地域性差异, 

其中lb型主要流行于日本、中国、南欧和东欧; 
la型多见于西欧和北美国家; 2a型主要分布于亚

洲国家; 3型在印度半岛、东南亚和印度尼西亚

较为突出[8,9], 4型主要见于中东和北非[10]; 5型主

要见于南非[11]; 6型主要分布在东南亚国家[12,13]. 
在中国大陆则以1b型为主, 2a型次之, 6型主要见

于香港和澳门地区, 在南方边境省份也可见. 我
们的研究显示, 广西地区以1b型(58.4%)居多, 其
次是6a型(12.4%), 3b型(10.2%), 1a型(7.3%), 2a型
(7.3%), 3a型(4.4%), 未发现4型、5型. 余晶等[14]

与我们的研究结果基本一致, 不同的是本研究

还检出6例3a型, 且6a型比例增多. 聂红明等[15]对

全国18个研究中心HCV基因型的分析表明, 广
西、广州、深圳地区的基因型分布呈多样化, 
其余地区均以1b型为主, 3b型和6a型主要分布在

南方省份, 这与我们的研究结果也相吻合. 但他

们在广西地区的样本中还检出1例罕见的6d亚
型, 而本研究并未发现此基因型.

与国内绝大多数地区一样 ,  广西地区

HCV基因型也以1b型为主, 但较国内以往报道

(70%-80%), 1b型的流行率(58.4%)明显下降.  推
测其原因可能是由于1b型与输血传播途径相关, 
而中国自1993年开始对献血者进行严格筛查, 使
得通过血液传播HCV的可能性大大减少. 国内

外研究表明, 3型和6a型主要见于静脉药瘾者[16], 
尤其是3b型在静脉药瘾人群中的感染率高达

40.3%. 李铮等[17]报道云南地区以1b型和3b型多

见; 广东地区则以1b型为主, 6a型已取代2a型成

为第二常见的基因亚型[6,18]. 在我国广西地处西

南边境, 毗邻毒品主要产地“金三角”, 又与广

东、云南、贵州等地区接壤, 吸毒贩毒现象比

较突出, 显然静脉吸毒成了这些地区HCV的主

要传播方式.  由此推测, 静脉吸毒有可能成为广

西及周边地区新发HCV感染的主要传播途径.  
广西是以汉族为主体, 壮族在少数民族中占

■应用要点
HCV基因型与肝
炎严重程度及干
扰素的应答关系
密切 ,  HCV的基
因分型为丙型肝
炎的治疗及疗效
预测提供了理论
依据.因此抗病毒
治 疗 前 ,  常 规 检
测HCV基因型与
HCV-RNA水平是
很有必要的.

表 2 相关因素中HCV基因型的分布情况 n (%)

     

相关因素       n (%)    
HCV基因型

       χ2/F   P值
1型(1a/1b)    2型(2a) 3型(3a/3b)    6型(6a)

民族1               2 0.127

  汉族   99(72.3)      69(69.7)         7(7.1)      12(12.1)      11(11.1)

  壮族   33(24.1)      16(48.5)         3(9.1)        8(24.2)        6(18.2)

性别   χ2= 2.100 0.552

  男   75(54.7)      46(61.3)         5(6.7)      13(17.3)      11(14.7)

  女   62(45.3)      44(71.0)      5(8.1)     7(11.3)     6(9.7)

年龄(岁) χ2 = 13.683 0.003

  ＜40   62(45.3)      31(50.0)         5(8.1)      14(22.6)      12(19.4)

  ≥40   75(54.7)   59(78.7)      5(6.7)     6(8.0)     5(6.7)

感染途径 0.000

  输血   55(40.1)      45(81.8)         5(9.1)        1(1.8)        4(7.3)    

  静脉药瘾   13(9.5)        2(15.4)         1(7.7)        6(46.2)        4(30.8)            2

  其他3   27(19.7)      10(37.0)         1(3.7)        9(33.3)        7(25.9)

  不明原因   42(30.7)      33(78.6)         3(7.1)        4(9.5)        2(4.8)

HCV-RNA载量

  对数值(mean±SD)   5.5±1.0   5.6±0.9   5.2±0.5   4.9±1.1   5.8±1.0 F  = 4.408 0.005

  年龄(mean±SD)    41.9±12.3 44.5±12.4 38.2±16.2 36.7±6.6 36.5±11.1 F  = 4.127 0.008

1其中5例1b型分别为瑶族、朝族、侗族、水族、京族, 因例数少未纳入分析; 2采用确切概率法, 无卡方值; 3包括纹身、针灸、打耳

洞、口腔治疗、性传播等感染途径.
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多数的自治区. 本研究中137例患者主要来自汉

族(72.3%)和壮族(24.1%), 均以1b型多见, 其中

有5例1b型患者分别来自瑶族、朝族、侗族、

水族和京族.  研究显示, HCV基因型在汉族与壮

族中的总体分布差异并无统计学意义(P >0.05); 
李钟燮等[19]在分析延边地区朝鲜族与汉族HCV
基因型特征时也得出上述结论 ,  我们的研究

结果与国内外大多数报道是一致的. 然而早在

1998年王云等[20]研究表明在HCV感染中, 民族

与民族之间基因型却存在差异. 这可能跟研究

对象的地域性差异有关, 也有可能与不同民族

的人通婚后, 其子女主要随其父亲同民族有关

(以患者的身份证为参考). 研究证明, 不同种族

的慢性丙型肝炎患者对干扰素抗病毒的疗效及

预后存在差异. 但不同民族(种族)的人群对不同

基因型HCV的易感性有无差别尚不明确. 目前

有关HCV基因型遗传易感性方面的研究处于探

讨阶段, 某些不一致的结论还有待深入研究和

证实. 此外, HCV基因型在男女两组中的分布亦

无统计学差异(P >0.05), 男女患者都以1b型为主, 
这与国内外大多数报道一致. 然而, HCV基因型

在年龄, 感染途径及HCV-RNA载量中的总体分

布差异均具有统计学意义(P <0.05). 1b型多见于

≥40岁年龄组中, 主要通过输血感染, 其HCV-
RNA载量亦高于其他基因型, 显然这符合HCV
基因型与慢性丙型肝炎临床表现之间的规律, 
即HCV-RNA载量越高, 肝细胞损害越严重, 临床

表现也越明显; 而3型及6a型主要见于<40岁的

年轻患者, 且多数经吸毒(静脉药瘾)传播. 王佳

佳等[21]的研究也表明HCV基因型在不同感染途

径中的分布存在差异, 且吸毒人群的HCV基因

分型比较复杂, 可能与吸毒人员反复共用针头

导致的混合感染有关.  
由此可见, 广西地区HCV基因型的分布特

征更接近于华南, 西南地区, 其流行模式与广东, 
云南等周边地区相似. 广西地区HCV基因型呈

多样化, 目前至少存在7种基因亚型(1a、1b、
2a、3a、3b、6a、6d). 由于样本来源的地域性

差异及检测方法的局限性, 尚不能排除广西地

区还存在其他基因型及混合基因型感染的可能, 
本研究还有待扩充样本后进一步完善和证实. 
近年来, 尽管HCV筛查技术在不断提高, 经血液

传播的可能性也在逐渐减少, 但静脉吸毒、高

风险性行为的人群较以往明显增多, 且该类人

群人员流动性较大, 这使得各地区HCV基因型

的分布也将发生很大变化.  
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Abstract
AIM: To explore the value of virtual touch tissue 
quantification (VTQ) measuring the liver shear 
wave speed and biochemical indicators in the 
quantitative diagnosis and classification of fatty 
1ive. 

METHODS: One hundred patients with fatty 
liver and 40 normal controls were included in 
the study. The shear wave speed of the liver was 
measured by VTQ, and alanine aminotransfer-
ase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), 
triglycerides (TG), high density lipoprotein 
(HDL-C) and low density lipoprotein (LDL-C) 
were measured. The relationship of these quan-
titative indexes with fatty liver was analyzed. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

脂肪肝患者肝脏剪切波速度与实验室指标的关系

王 宇, 李广霞, 李素梅, 邹松平, 靳 元

®

■背景资料
研究证实, 随着脂
肪肝的进一步加
重, 可出现肝纤维
化甚至肝硬化的
发生, 少部分患者
可并发内分泌及
心脑血管疾病. 因
此更好、更客观
的进行脂肪肝的
诊断尤为重要. 临
床上传统腹部彩
色多普勒超声可
以检测出脂肪含
量大于30.0%的脂
肪肝, 且对含量超
过5 0 . 0 %的脂肪
肝诊断率达超过
90%. 但仅仅定性
诊断并不能更好
的反应肝脏病变
的严重程度, 因此
通过声触诊组织
量化技术(virtual 
touch quantifica-
tion, VTQ)进行定
量诊断并进行更
为准确的分度得
到广泛的关注. 

RESULTS: Among 100 patients with fatty liver, 
46 had mild disease, 32 had moderate disease 
and 22 had severe disease. The values of shear 
wave speed, ALT, AST, TG, HDL-C and LDL-C 
were significantly different (P < 0.05 for all) 
between the control and fatty liver groups. The 
difference in the shear wave speed was not sig-
nificant between the normal group and mild 
fatty liver group (1.05 m/s ± 0.09 m/s vs 1.09 
m/s ± 0.12 m/s, P > 0.05). The shear wave speed 
was the highest in the moderate (1.32 m/s ± 0.14 
m/s) and the lowest (0.85 m/s ± 0.07 m/s) in the 
serve fatty liver group. The shear wave speed in 
the mild-moderate fatty liver group was closely 
related with ALT, AST, HDL-C, LDL-C, TC 
and TG (P < 0.05 for all), of which HDL-C was 
negatively correlated with the shear wave speed 
while others were positively correlated with. 

CONCLUSION: VTQ and biochemical indicators 
have appreciable value in quantitative diagnosis 
of fatty liver and provide a reliable and objective 
basis for clinical diagnosis and treatment of this 
disease. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨脂肪肝患者肝脏剪切波速度与实验
室指标的相关性, 为其研究提供可参考依据.  

方法: 随机选择共纳入100例我院采用声触诊
组织量化技术(virtual touch quantification, VTQ)
行肝脏检查的脂肪肝患者及40例正常人群作
为观察对象, 记录所有受试者肝脏剪切波速度, 
且均空腹抽取静脉血检测实验室相关指标.
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■研发前沿
肝脏剪切波速度
分析在分析肝纤
维化方面已经得
到了多方的认可, 
但其在脂肪肝严
重程度的评估方
面的研究还鲜有
报 道 ,  而 其 与 相
关实验室生化指
标的关系则更加
缺乏相关研究.

结果: 100例诊断为脂肪肝患者中, 轻度脂肪
肝46例, 中度脂肪肝32例, 重度脂肪肝22例. 4
组受试者剪切波速度、谷丙转氨酶(a lanine 
aminotransferase, ALT), 谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST), 高密度脂蛋白(high-
density lipoprotein, HDL-C), 低密度脂蛋白
(low-density lipoprotein, LDL-C), 总胆固醇
(total cholesterol, TC), 甘油三酯(triglycerides, 
TG)比较均有差异(P <0.05); 其中, 对照组与轻
度脂肪肝组剪切波速度比较差异不明显(1.05 
m/s±0.09 m/s vs  1.09 m/s±0.12 m/s, P >0.05). 
中度脂肪肝肝脏剪切波速度最高(1.32 m/s±
0.14 m/s), 重度脂肪肝肝脏剪切波速度最低
(0.85 m/s±0.07 m/s).  轻中度脂肪肝剪切波速
度与ALT、AST、HDL-C、LDL-C、TC、TG
均存在密切相关性(均P <0.05), 其中HDL-C为
负相关关系, 其余为正相关关系.  

结论: 采用VTQ进行肝脏剪切波速度测定可
以更为准确、客观的进行脂肪肝诊断与分度, 
其操作简便、耗时短; 同时肝脏剪切波速度
与肝功能及血脂等生化指标存在密切的相关
性, VTQ值得临床推广应用.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究随机选择共纳入100例我院采用

声触诊组织量化技术(virtual touch quantification, 
VTQ)行肝脏检查的脂肪肝患者及40例正常人群

作为观察对象, 记录所有受试者肝脏剪切波速度, 
且均空腹抽取静脉血检测实验室相关指标.  得

出采用VTQ进行肝脏剪切波速度测定可以更为

准确、客观的进行脂肪肝诊断与分度, 其操作简

便、耗时短; 同时肝脏剪切波速度与肝功能及血

脂等生化指标存在密切的相关性, VTQ值得临床

推广应用. 
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0  引言

临床上脂肪肝是肝细胞内脂肪量过多并超过一

定程度的病变, 多种因素可引起脂肪肝的发生, 
且脂肪肝被认为是隐蔽性肝硬化的常见原因, 
是病毒性肝炎之后, 第2大危害健康的肝病[1-3]. 
一般而言轻度脂肪肝为脂肪量>5%, 中度脂肪肝

为>10%, 重度脂肪肝为>25%[4]. 目前脂肪肝的诊

断多采用B型超声, 但其主观性比较大, 易出现

偏差. 声触诊组织量化技术(virtual touch quanti-
fication, VTQ)是目前较为先进的组织弹性评价

技术, 其可以通过肝脏剪切波速度更准确地分

析脂肪肝的严重程度[5-9]. 我们已经知道, 脂肪肝

患者的相关实验室生化指标会发生改变, 其已

经成为评估脂肪肝严重程度的有效工具之一[10]. 
肝脏剪切波速度分析在分析肝纤维化方面已经

得到了多方的认可, 但其在脂肪肝严重程度的

评估方面的研究还鲜有报道, 而其与相关实验

室生化指标的关系则更加缺乏相关研究.  在此

背景下, 本研究探讨脂肪肝患者肝脏剪切波速

度与实验室指标的相关性, 旨在为临床无创、

简便地评估脂肪肝严重程度提供可参考的依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 随机选择2012-01/2013-10 100例采用

VTQ行肝脏检查的脂肪肝患者, 男性58例, 女性

42例, 年龄22-69岁, 平均年龄38.2岁±5.2岁.  同
时选取40例正常人群作为对照组, 男性25例, 女
性15例, 年龄23-69岁, 平均年龄38.3岁±5.4岁.  
排除标准: 长期饮酒史、病毒肝炎等肝脏疾病

病史、恶性肿瘤、结缔组织病等. 所有受试者

均签署知情同意书. 
1.2 方法

1.2.1 超声检查: 所有受试者均行腹部彩色多普

勒超声(PHILIPS IU22)检查, 脂肪肝诊断: 肝脏

近场回声弥漫性增强或远场回声逐渐减弱; 肝
脏结构显示不佳 ,  根据常规标准分为轻中重 . 
在上述检查基础上采用4C1凸阵探头(取频率

2.5-7.5 MHz, 机械指数1.7)进行VTQ检查, 避开

血管及胆管. 在感兴趣部位测量, 保持感兴趣区

域(region of interest, ROI)上缘到肝包膜至少1 
cm并固定, 嘱受试者屏住呼吸进行机械低频脉

冲波激发, 产生肝脏剪切波速度, 同一位置重复

5次取平均值. 
1.2.2 观察指标: 所有受试者均抽取空腹肘正中

静脉血2 mL, 3000 r/min离心5 min, 检测谷丙转

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

(aspartate aminotransferase, AST), 高密度脂蛋白

(high-density lipoprotein, HDL-C), 低密度脂蛋白

(low-density lipoprotein, LDL-C), 总胆固醇(total 
cholesterol, TC), 甘油三酯(triglycerides, TG)水平.  

统计学处理 数据处理采用SPSS17.0软件包

进行. 采用mean±SD表示正态分布且方差齐的

计量资料, 行t检验; 采用百分数表示计数资料, 
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■相关报道
目前脂肪肝的诊
断 多 采 用 B 型 超
声, 但其主观性比
较 大 ,  易 出 现 偏
差. VTQ是目前较
为先进的组织弹
性评价技术, 其可
以通过肝脏剪切
波速度更准确地
分析脂肪肝的严
重程度.

行χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 一般资料分析 100例诊断为脂肪肝患者中, 
轻度脂肪肝46例, 男性25例, 女性21例, 年龄

22-69岁, 平均年龄38.2岁±5.2岁; 中度脂肪肝32
例, 男性20例, 女性12例, 年龄22-69岁, 平均年龄

38.2岁±5.2岁; 重度脂肪肝22例, 男性13例, 女性

9例, 年龄22-69岁, 平均年龄38.2岁±5.2岁. 4组
受试者一般资料相比差异不明显(P>0.05)(表1). 
2.2 不同组受试者肝脏剪切波速度及相关生化

指标分析 不同组受试者肝脏剪切波速度及相

关生化指标分析结果显示, 随着脂肪肝严重程

度的逐渐严重, ALT、AST、LDL-C、TC、TG
水平均显著升高, HDL-C水平显著降低, 比较

均有差异(P <0.05), 而剪切波速度在轻、中度脂

肪肝组中逐渐升高, 在重度脂肪肝组中显著降

低, 差异有统计学意义(P <0.05); 两两比较发现, 
对照组与轻度脂肪肝组剪切波速度比较差异不

明显(P >0.05), 其余两两比较均有统计学意义

(P <0.05), 中度脂肪肝肝脏剪切波速度最高, 重
度脂肪肝肝脏剪切波速度最低(表2), 中重度肝

剪切波速度如图1. 
2.3 肝脏剪切波速度与生化指标相关性分析 肝
脏剪切波速度与生化指标相关性分析结果显示: 
剪切波速度由于呈现出“先升高后降低”的趋

势与ALT、AST、HDL-C、LDL-C、TC、TG
均不存在相关性(P >0.05), 但如果只评估轻中度

脂肪肝的剪切波速度发现, 其与ALT、AST、
LDL-C、TC、TG呈正相关, 与HDL-C呈负相关

关系(P <0.05)(表3), 剪切波速度与ALT的散点图

分析详如图2. 

3  讨论

目前由于多种因素的影响, 我国国民脂肪肝的

发病率越来越高, 严重危害其健康. 关于脂肪肝

发生率上升的原因认为主要有[11-15]: (1)饮食结

构的改变, 营养过剩、高脂膳食及过量饮酒等

是引起脂肪肝的根本原因; (2)生活水平的提高

亦增强了人们的保健意识, 当人们出现食后腹

胀、右上腹疼痛感、疲乏感等不适时, 能够及

时进行诊断治疗; (3)医学技术的发展使脂肪肝

的诊断手段更为先进, 提高了脂肪肝的诊断率. 
研究证实, 随着脂肪肝的进一步加重, 可出现肝

纤维化甚至肝硬化的发生, 少部分患者可并发

内分泌及心脑血管疾病[16-19]. 因此更好、更客

观的进行脂肪肝的诊断尤为重要. 临床上传统

腹部彩色多普勒超声可以检测出脂肪含量大于

30.0%的脂肪肝, 且对含量超过50.0%的脂肪肝

诊断率达超过90%. 但仅仅定性诊断并不能更好

的反应肝脏病变的严重程度, 因此通过VTQ进

行定量诊断并进行更为准确的分度得到广泛的

关注[20-23]. 
本研究分析不同组受试者肝脏剪切波速度

差异发现, 对照组与轻度脂肪肝组剪切波速度

比较差异不明显, 但与中、重度比较有明显差

异, 中度脂肪肝肝脏剪切波速度最高, 重度脂肪

肝肝脏剪切波速度最低. 这与Winaikosol等[24]的

研究发现近似, 该研究中, 正常组与脂肪肝组剪

切波速度的差异具有统计学意义. 其原因可能

是由于VTQ检查肝脏剪切波速度是根据肝脏的
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表 1 一般资料分析

分组 n
性别

年龄(岁)
男 女

轻度脂肪肝 46 25 21 38.3±5.7

中度脂肪肝 32 20 12 38.5±5.5

重度脂肪肝 22 13   9 38.1±5.4

对照组 40 25 15 38.3±5.4

F (χ2)值 1.023 0.787

P值 0.324 0.654

A

B

图 1 中重度肝剪切波速度图. A: 中度脂肪肝肝脏剪切波速

度测量(1.31 m/s); B: 重度脂肪乳肝脏剪切波速度测量(0.72 

m/s).
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■应用要点
本研究显示, 采用
VTQ进行肝脏剪
切波速度可以更
为准确、客观的
进行脂肪肝诊断
与分度, 其操作简
便、耗时短; 同时
轻中度脂肪肝剪
切波速度与肝功
能及血脂等生化
指标存在密切的
相关性, 值得临床
推广应用.

弹性或硬度进行评价, 而肝脏的弹性或硬度是

基于肝组织分子结构的组织形式. 轻度脂肪肝

患者其肝组织细胞病理改变不明显, 因此肝脏

的弹性或硬度变化不大. 而重度脂肪肝患者的

肝组织细胞病理改变比较大, 大量脂肪细胞占

据肝细胞间隙, 使肝脏的密度下降, 组织变软, 
最终使肝脏的弹性或硬度发生明显变化.  

本研究进一步分析不同组受试者相关生

化指标发现, 4组受试者ALT、AST、LDL-C、
TC、TG随着脂肪肝严重程度的逐渐严重而均

显著升高, HDL-C水平显著降低, 而剪切波速度

由于呈现出“先升高后降低”的趋势与ALT、
AST、HDL-C、LDL-C、TC、TG均不存在相关

性, 但如果只评估轻中度脂肪肝的剪切波速度, 
其与ALT、AST、LDL-C、TC、TG呈正相关, 
与HDL-C呈负相关关系. 可见血脂等多种因素与

轻中度脂肪肝患者肝脏剪切波速度存在密切的

联系[25,26]. 但这与郝美娜等[27]的研究存在不同, 其
报道肝脏的剪切波速度与ALT、AST及血脂指

标具有相关性(P <0.05), 而本研究只在轻中度脂

肪肝的剪切波速度中发现了其余实验室生化指

标的相关性. 不过VTQ的应用重点就在轻中度脂

肪肝的早期检测上, 因为重度脂肪肝可以通过B
超检查、实验室指标等方式准确地评估. 

总之, 本研究显示, 采用VTQ进行肝脏剪切

波速度可以更为准确、客观的进行脂肪肝诊断
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表 1 不同组受试者肝脏剪切波速度及相关生化指标分析

分组  n 剪切波速度(m/s) ALT (mmol/L) AST(mmol/L) HDL-C(mmol/L) LDL-C(mmol/L) TC(mmol/L)

对照组 40 1.05±0.09   25.44±22.23   20.33±11.35 1.85±0.65 3.06±0.34 3.54±0.44

轻度脂肪肝 46 1.09±0.12 28.72±9.34 23.54±9.32 1.74±0.32 3.32±0.31 3.81±0.53

中度脂肪肝 32 1.32±0.14   36.83±14.13   29.36±10.44 1.67±0.44 3.75±0.53 4.06±0.43

重度脂肪肝 22 0.85±0.07   46.64±20.44   35.44±10.64 1.39±0.23 4.15±0.52 4.34±0.74

F值 5.953 5.162 2.543 3.133 3.547 2.123

P值 0.011 0.026 0.041 0.039 0.036 0.043

ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; HDL-C: 高密度脂蛋白; LDL-C: 低密度脂蛋白; TC: 总胆固醇; TG: 甘油三酯.

表 3 轻中度脂肪肝剪切波速度与生化指标相关性分析

     剪切波速度 ALT AST HDL-C LDL-C TC TG

r值 0.132 0.543 -0.433 0.547 0.423 0.464

P值 0.023 0.021 0.019 0.006 0.033 0.027

ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; HDL-C: 高密度脂蛋白; LDL-C: 低密度脂蛋白; TC: 

总胆固醇; TG: 甘油三酯.

0.60      0.80     1.00     1.20      1.40     1.60
剪切波速度

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

  0.00
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T

0.80        1.00        1.20         1.40        1.60
剪切波速度

40.00

30.00

20.00

10.00

AL
T

R2线性 = 0.017

图 2 剪切波速度与ALT的散点图分析. A: 140例轻重中度脂肪肝患者剪切波速度与ALT的相关性分析, 两者无相关性

(P>0.05); B: 轻中度脂肪肝的剪切波速度与ALT的相关性分析, 两者呈正相关(P<0.05). ALT: 谷丙转氨酶.

A B
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与分度, 其操作简便、耗时短; 同时轻中度脂肪

肝剪切波速度与肝功能及血脂等生化指标存在

密切的相关性, 值得临床推广应用. 
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可操作性较强, 内
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Abstract
AIM: To explore the security and feasibility of 
early postoperative oral feeding in patients after 
bilioenteric anastomosis. 

METHODS: A randomized controlled trial 
was performed on 78 patients who underwent 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胆肠吻合术后早期进食与传统进食的临床疗效对比

彭沙沙, 段 键, 黄汉飞, 林 杰, 徐王刚, 黄 智, 苏子庭, 曾 仲

®

■背景资料
胃肠道手术后早
期进食作为快速
康复外科的一项
重要组成部分在
欧美许多国家广
泛应用于临床, 寻
求术后合理的营
养支持方式及时
机, 对患者术后快
速康复有着重要
的意义. 术后早期
进食在胆肠吻合
术患者中是否安
全、有效值得进
一步探讨. 

bilioenteric anastomosis from January 2010 to 
December 2012 at the First Affiliated Hospital of 
Kunming Medical University. The patients were 
randomized into two groups: early oral feeding 
(EOF group, n = 42) and traditional oral feeding 
(TOF group, n = 36). The length of postoperative 
hospital stay, time to first flatus and defecation, 
nutritional status and postoperative complica-
tions were compared. 

RESULTS: The EOF group was associated with 
significantly shorter post-operative hospital stay, 
time to first flatus and defecation compared with 
the TOF group (P < 0.05 for all). The levels of al-
bumin, prealbumin and lymphocyte count were 
significantly higher in the EOF group than in 
the TOF group on postoperative days 3 and 7 (P 
< 0.05 for all). There were no significant differ-
ences in patient characteristics and other postop-
erative complications between the two groups (P 
> 0.05 for all). 

CONCLUSION: Early oral feeding after bilio-
enteric anastomosis is safe and beneficial, and 
leads to faster recovery of bowel function and 
shorter postoperative hospital stay without in-
creasing postoperative complications. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨胆肠吻合术后患者早期经口进食
的安全性及有效性. 

方法: 随机选取昆明医科大学第一附属医院
我科2010-01/2012-12行胆肠吻合手术的78

■同行评议者
薛东波, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第一医院
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■研发前沿
当 前 ,  胃 肠 道 手
术后进食时机的
选择是当前研究
的 一 大 热 点 .  国
内外越来越多的
实 验 研 究 发 现 , 
术后早期经口进
食 是 可 行 的 ,  不
会增加术后各种
并发症的发生率.

例病例, 随机分为早期经口进食组(early oral 
feeding, EOF)42例和传统进食组(traditional 
oral feeding, TOF)36例, 比较两组术后住院时
间、首次排气和排便时间、营养情况以及并
发症的发生率. 

结果: EOF组与TOF对照组比较, EOF组患者
术后住院时间明显缩短、术后首次排气和排
便时间均短于TOF组(P <0.05). 在术后第3和第
7天, EOF组患者白蛋白、前白蛋白、淋巴细
胞计数均明显高于TOF组(P <0.05), 两组术后
并发症发生率的差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: 胆肠吻合术后EOF是安全可行的, 患者
术后胃肠道功能恢复明显加快, 显著缩短了术
后住院时间, 但并发症发生率无明显增加. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胆肠吻合术; 手术后期间; 早期经口进食; 

快速康复外科 

核心提示: 本文通过随机对照比较胆肠吻合术

后早期经口进食(early oral feeding)与传统进食

(traditional oral feeding)患者在临床指标、营养免

疫情况以及并发症的发生率之间的差异, 结果显

示术后早期进食是安全有效的, 在不增加并发症

的情况下有助于肠道功能的恢复、提高机体营

养状况及免疫功能, 同时有效避免了术后肝功能

损害及胆汁淤积, 明显缩短术后住院时间及降低

治疗费用.

彭沙沙, 段键, 黄汉飞, 林杰, 徐王刚, 黄智, 苏子庭, 曾仲. 胆肠
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化杂志  2014; 22(9): 1312-1316  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/1312.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
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0  引言

对于肠道手术后进食时机的选择, 大多数外科

医生依然遵循肠鸣音恢复和肛门排气后逐步进

食的传统原则. 但在术后到肛门排气期间禁食

水会使术后患者肠内营养缺乏, 同时抑制唾液

及消化腺的分泌, 延迟了消化系功能的恢复, 增
加了潜在的致病菌感染、微生物移位等风险, 
严重影响术后恢复和伤口愈合[1]. 营养状况是影

响术后恢复的重要因素, 近年来国内外大量报

道提出肠道手术后早期经口进食(early oral feed-
ing, EOF)是可行的[2-4]. 我科2010-01/2012-12对
实施胆肠吻合手术的患者进行随机分组对比分

析, 采取快速康复理念与方法, 术后早期经口进

食效果明显. 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取昆明医科大学第一附属医院器官

移植中心2010-01/2012-12行胆肠吻合术患者78
例, 其中男性43例, 女性35例, 年龄9-68岁, 平均

50.76岁±14.30岁. 病因包括肝胆管结石、胆管

结石伴胆管下段炎性狭窄、术后胆道狭窄、医

源性胆管损伤、先天性胆管囊肿、肝门部胆管

肿瘤、壶腹周围肿瘤等. 本研究经医院伦理委

员会同意, 所有患者均神志清楚, 并签署知情同

意书. 病例随机分为早期经口进食组(EOF组)和
传统进食组(TOF组). EOF组42例, 其中男20例, 
女22例; TOF组36例, 其中男23例, 女13例. 两组

病例基本情况如表1. 病例纳入标准: (1)患者自

愿参与原则; (2)体质量指数(body mass index, 
BMI)17.5-27.5 kg/m2; (3)既往无严重消化系疾病

史; (4)术前检查未发现合并心、肝、脑肾等重

要脏器的严重病变; (5)所有病例术前常规留置

胃管、导尿、复方聚乙二醇电解质散口服清洁

洗肠; (6)均行择期胆肠Roux-en-Y吻合术, 手术

由同一手术组完成, 手术时间<4 h. 
1.2 方法

1.2.1 围手术期处理: 患者术后均按照热量104.6 
kJ(25 kcal)/(kg·d), 蛋白质1.2 g/(kg·d)总量供给. 
EOF组于术后5-6 h麻醉清醒后拔除胃管并开始

饮水, 术后第1天进少量流质饮食如果汁、米

汤、菜汤、面汤等, 并根据患者耐受情况逐渐

过渡到半流质、普食. 经口所进食物均由营养

师监测其热量和蛋白质含量, 供给不足部分由

静脉肠外营养提供(机体理论需要量-经口获得

能量). TOF组患者术后常规留置胃管、禁食水, 
每天所需要热量和蛋白质量按照生理需要量均

由静脉肠外营养提供, 待肛门排气后拔除胃管

并进少量流质饮食, 并逐渐过渡到普通饮食, 供
给不足部分仍由静脉肠外营养提供. 患者出院

标准: (1)患者完全恢复至普食, 不需静脉补液; 
(2)术前及术后不适症状消失, 无任何引流管及

并发症; (3)可以自由活动, 有出院意愿. 
1.2.2 术后观察指标: 记录患者术后首次排气和

排便时间、术后住院时间, 分别检测术前、术

后第3、7天患者白蛋白(albumin, ALB)、前体白

蛋白(prealbumin, PA)、淋巴细胞计数(lympho-
cyte, LY), 比较两组病例术后营养情况. 比较术
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■相关报道
Gianotti等研究发
现胃肠道手术后
早期经口进食可
以促进胃肠功能
恢复, 增加内脏血
流量, 减少胆汁淤
积, 能减轻患者疲
劳感, 有利于患者
术后恢复.

后主要并发症包括: 恶心呕吐、腹胀、胸腔积

液、肺部感染肺不张、切口感染、吻合口瘘、

腹腔脓肿等. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件包进行

统计学分析. 正态计量资料用mean±SD表示, 计
量资料比较采用两独立样本t检验, 计数资料比

较采用χ2检验, 重复测量资料采用方差分析, 检
验标准α = 0.05. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 术后观察指标 EOF组患者术后首次排气和

排便时间明显短于TOF组, 差异有统计学意义

(P <0.05). EOF患者术后住院时程缩短, 与TOF组
比较差异有统计学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 术后营养状况 EOF组患者术后第3天、第

7天白蛋白和前体白蛋白均高于对照组, 差异

有统计学意义(P <0.05), 两组患者术后淋巴细

胞计数均降低 ,  术后第3天与术后第7天比较 , 
EOF组淋巴细胞计数升高, 差异有统计学意义

(P <0.05)(表2). 
2.3 术后并发症 两组患者术后均康复出院, EOF
组患者较TOF组并发症的发生率减少. 但相比两

组术后恶心呕吐、腹胀、胸腔积液、肺部感染

肺不张、切口感染、吻合口瘘、腹腔脓肿等并

发症差异均无统计学意义(P >0.05)(表3). 

3  讨论

胆肠吻合术自1888年Riedel首次施行以来, 常用

于治疗先天性胆管囊肿、胆道良恶性梗阻、医

源性胆管损伤等肝胆外科疾病, 也是包括肝移

植、胰十二指肠切除术等手术后重建胆道的重

要方法. 大部分胆道疾病患者伴有营养障碍及

电解质紊乱, 胆肠吻合手术创伤应激、术后机

体高分解负氮平衡状态等容易导致患者免疫力

下降及并发症发生率增高. 因此, 胆肠吻合术后

早期营养支持治疗十分重要, 对术后早期恢复

具有决定性意义. 随着现代临床外科的进步与

发展, 术后EOF作为快速康复外科的一项重要措

表 1 两组患者临床特征及术后观察指标比较 (mean±SD)

     分组  n 性别(M/F) 平均年龄(岁) 手术时间(min) 术中出血量(mL) 首次排气时间(h) 首次排便时间(h) 术后住院时间(d)

EOF组 42    20/22  51.1±15.1   130.1±9.1    66.2±13.5      69.3±9.0     76.4±9.0      9.96±1.37

TOF组 36    23/13  50.5±13.6   127.8±9.3    63.2±15.0      75.7±8.7     83.4±8.8    11.01±1.48

P值 -    0.150      0.862        0.286        0.361          0.002         0.001           0.001

EOF组: 早期经口进食组; TOF组: 传统进食组; M/F: 男性/女性.

表 2 两组患者术后营养学指标比较(mean±SD)

     

分组
白蛋白(g/L) 前体白蛋白(mg/L) 淋巴细胞计数(×109/L)

术前 术后3 d 术后7 d 术前 术后3 d 术后7 d 术前 术后3 d 术后7 d

EOF组 30.3±6.9 33.5±4.9 35.6±6.7 310.3±20.7 301.3±19.4 308.7±14.6 1.63±0.57 1.18±0.43 1.56±0.53

TOF组 31.2±6.3 29.8±4.2 31.2±6.9 316.4±24.9 282.8±18.9 290.8±15.1 1.68±0.62 1.03±0.47 1.42±0.46

P值    0.367    0.042    0.029       0.245       0.018       0.016      0.763      0.027     0.039

EOF组: 早期经口进食组; TOF组: 传统进食组.

表 3 两组患者术后并发症比较 (n )

     分组 n 恶心呕吐 腹胀 胸腔积液 肺部感染肺不张 切口感染 吻合口瘘 腹腔脓肿

EOF组 42 4 2 2 4 2 0 0

TOF组 36 2 0 5 7 2 0 1

χ2 - 0.430 1.759 1.977 1.575 0.025 - 1.182

P值 - 0.512 0.185 0.160 0.209 0.874 - 0.277

EOF组: 早期经口进食组; TOF组: 传统进食组.
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■创新盘点
胃肠道手术后进
食时机的选择一
直是研究热点, 本
文通过对比认为
患者行胆肠吻合
术后5-6 h麻醉清
醒后经口进食是
安全有效的, 有助
于肠道功能的恢
复、提高机体营
养状况及免疫功
能, 而且避免了术
后肝功能损害及
胆汁淤积, 同时明
显缩短术后住院
时间及降低治疗
费用.

施在欧美许多国家广泛应用于临床[5,6]. 
肠道是创伤应激的一个重要的器官 ,  手

术、创伤、休克所引起肠道低灌注, 导致肠黏

膜屏障功能损伤, 进而导致肠内正常菌群移位

形成肠源性感染. 肠道手术后恢复肛门排气后

开始逐渐进食的传统方式一直沿用至今, 但围

手术期传统进食方式缺乏循证依据, 目前国内

外学者一致认为只要胃肠道有功能就应该首选

肠内营养支持[7]. 术后早期咀嚼动作和食物刺激

能促进胃及小肠规律收缩、消化液分泌以及增

加肠道血流灌注, 所以术后早期进食的重要性

不仅仅在于提供肠内营养, 其更重要的意义在

于降低肠道通透性保护肠道屏障结构、促进肠

道功能的恢复、加速负氮平衡的恢复以及提高

患者术后康复的信心. 同时可以有效避免胆汁

淤积引起的肝功能损伤. 早期经口进食不仅适

用于成人, 也适用于儿童, 这与Sholadoye等[8]的

研究一致. 本研究结果显示85.71%(36/42)肠道

术后患者能耐受早期进食, EOF组患者在手术后

的第3天能耐受正常饮食, Han-Geurts等[9,10]的研

究也证实了这一点. EOF组患者术后首次排气排

便时间以及住院时间均短与TOF组, 差异有统计

学意义, 证实早期经口进食明显促进肠道功能

恢复、缩短住院时间及降低治疗费用, 与Hos-
seini等[11]的研究结果相似. 

胆肠吻合术后早期经口进食能明显促进免

疫蛋白动力学、改善营养状况及维护机体免疫

功能. 术后早期经口进食保障了肠道淋巴组织

的能量供给, 维护了免疫细胞的结构和功能的

稳定, 从而促进术后免疫功能的恢复[7,12]. 本研究

结果显示, EOF组患者术后3和7 d ALB、PA、

LY较TOF组升高明显(P <0.05), 说明早期经口进

食能明显改善患者术后的营养状况及提高免疫

力. 传统观念认为术后早期进食会导致腹胀、

肠梗阻、吻合口瘘等并发症, 本研究EOF组术后

并发症发生率低于TOF组, 两组患者术后发生恶

心呕吐、腹胀、胸腔积液、肺部感染肺不张、

切口感染、吻合口瘘等并发症的差异无统计学

意义, 这与Osland等[13]及邱强等[14]的荟萃分析结

果相同. EOF组中出现恶心呕吐、腹胀6例, 均给

予胃动力药物及对症治疗后恢复. TOF组肺部并

发症达12例, 考虑为术后长期留置胃管不利患

者下床活动及咳嗽排痰引起, EOF组患者麻醉清

醒后早期拔除胃管有利于下床活动促进肠蠕动, 
减少术后肠黏连的形成, 同时也有效避免了肺

部感染肺不张等并发症的发生. 两组患者均未

发生吻合口瘘, 可能由于选取病例数较少原因, 
吻合口瘘是否与早期进食有关, 还需要大量统

计数据进一步论证. 但是在动物实验证明早期

进食可以促进吻合口的愈合[15]. 我们认为, 吻合

口瘘的原因主要由吻合口缺血引起, 所以在精

确熟练吻合技术的基础上, 早期进食能有效促

进胃肠蠕动, 防止食物潴留, 避免吻合口产生纵

向张力而引起缺血. 同时早期进食增加了肠道

血流灌注, 降低了吻合口缺血风险, 从而降低了

吻合口瘘的发生率. 
总之, 胆肠吻合术后患者大部分能耐受早期

经口进食, 早期进食不但有助于肠道功能的恢

复、提高机体营养状况及免疫功能, 而且避免

了术后肝功能损害及胆汁淤积, 同时明显缩短

术后住院时间及降低治疗费用. 因此, 可以作为

围手术期标准处理方式应用于临床. 
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Abstract
AIM: To explore the clinical manifestations and 
prognosis of parenteral nutrition induced cho-
lestasis (PNIC). 

METHODS: One hundred and two newborns 
receiving continuous parenteral nutrition (PN) 
≥ 14 d from January 2010 to December 2013 
were divided into either a PNIC group (n = 42) 
or a non-PNIC group (n = 60). PNAC onset time, 
duration and hepatic injury were compared be-
tween the two groups. 

RESULTS: PNIC occurred 3.4 wk ± 1.5 wk after 
PN administration, and its mean duration was 
13.4 wk ± 5.2 wk. The maximum total bilirubin 
was 198.9 μmol/L ± 95.8 μmol/L, and the direct 
bilirubin was 137.1 μmol/L ± 64.3 μmol/L. In 
the PNIC group, 77.8% (28/36) suffered from 

hepatic injury. Hepatic injury occurred 6.5 wk ± 
2.9 wk after PN administration, and lasted for 9.6 
wk ± 5.2 wk. Multiple linear regression analysis 
showed that the severity of cholestasis was posi-
tively correlated with the duration of PN (r = 
0.287, P < 0.05). 

CONCLUSION: The prognosis of PNIC was fa-
vorable. To reduce the incidence of PNIC, long-
term PN and infections should be avoided, en-
teral feeding should be started early and the PN 
formula should be improved. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨监护室新生儿长期胃肠外营养相
关性胆汁淤积症(parenteral nutrition associated 
cholestasis, PNAC)的表现及预后. 

方法: 选择2010-01/2013-12在我院新生儿监护
室接受持续胃肠外营养≥14 d的102例新生儿
为研究对象, 其中42例发生了PNAC, 作为研
究组(PNAC组), 未发生PNAC的60例患儿为对
照组(非PNAC组). 观察PNAC患儿PNAC发生
时间、持续时间、肝功能损害及预后等情况. 

结果: PNAC组患儿发生PNAC的平均时间为
开始接受胃肠外营养(parenteral nutrition, PN)
后3.4 wk±1.5 wk, 平均持续时间为13.4 wk±
5.2 wk, 平均总胆红素(total bilirubin, TB)峰值
为198.9 μmol/L±95.8 μmol/L, 平均直接胆红
素(direct bilirubin, DB)峰值为137.1 μmol/L±
64.3 μmol/L; PNAC组患儿中有77.8%(28/36)
伴有肝功能损害, 肝损一般发生于PN后6.5 wk
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■研发前沿
P N A C 的 确 切 病
因 尚 不 明 确 ,  目
前 认 为 P N A C 可
能是脓毒血症、
肝 脏 发 育 不 成
熟、肠内营养缺
乏、肠外营养毒
素等因素单独或
相互作用导致的
胆汁酸分泌受抑, 
致使胆管内胆汁
流速及胆汁成份
改变引起的一种
综 合 征 .  其 中 有
关胃肠外营养导
致 的 P N A C 越 来
越受重视.

±2.9 wk, 持续9.6 wk±5.2 wk. 多重线性回归
分析显示, 胆汁淤积程度与PN持续时间呈正
相关(r  = 0.287, P <0.05), 与其他各项指标无线
性关系. 

结论: PNAC患儿总体预后良好, 临床应用中
应该避免长时间持续PN, 同时防治感染、尽
早开始肠内营养、改善PN配方等, 可以有效
减少PNAC发生. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 新生儿; 胃肠外营养; 胆汁淤积

核心提示: 本研究中, 42例胃肠外营养相关性胆

汁淤积症(parenteral nutrition associated cholestasis, 
PNAC)患儿肝功能损害发生率为77.8%, 一般发

生于胃肠外营养(parenteral nutrition, PN)后6.5 wk
±2.9 wk, 较PNAC出现晚, 肝损持续时间大约9.6 
wk±5.2 wk. 部分研究表明, 停用PN后PNAC症

状会好转缓解. 本次入组的42例PNAC患儿在停

用PN, 并给予能量合剂、熊脱氧胆酸及护肝治疗

后, 40例患儿临床症状消失, 随诊1-2 mo肝功能指

标正常, 2例患儿治疗2 wk临床症状无改善, 自动

出院.

赵军育, 吴立江, 刘晓莉. 监护室新生儿长期胃肠外营养致胆汁淤

积症的表现及预后. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 1317-1321  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1317.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1317

0  引言

胃肠外营养(parenteral nutrition, PN)广泛应用于

危重症新生儿, 尤其危重症早产儿及低出生体

重儿的救治中. 然而由于新生儿胃肠道及肝脏

等重要脏器尚未完全发育成熟, PN在应用过程

中出现诸多并发症, 其中胃肠外营养相关性胆

汁淤积症(parenteral nutrition associated cholesta-
sis, PNAC)是PN并发症中最为严重的一种, 部
分患儿甚至可以发展为肝功能衰竭而死亡[1,2]. 
PNAC的发病机制目前尚不完全清楚, 了解新生

儿PNAC的临床表现及预后, 采取合理的干预措

施对于新生儿PNAC的救治具有十分重要的意

义. 本研究对2010-01/2013-12我院新生儿监护

室接受PN治疗的患者临床资料进行总结, 分析

PNAC的临床特征及预后. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-01/2013-12在我院新生儿监

护室接受持续胃肠外营养≥14 d的102例新生儿

为研究对象, 其中42例发生了PNAC, 作为研究

组(PNAC组), 剩余未发生PNAC的60例患儿作

为对照组(非PNAC组). 
1.2 方法

1.2.1 PNAC诊断标准: 持续胃肠外营养≥14 d, 
临床表现有皮肤黄染和(或)大便颜色呈白陶土

样, 直接胆红素(direct bilirubin, DB)>34 μmol/
L(2 mg/dL), 排除病毒、细菌等感染, 胆道畸

形、外科手术及遗传代谢疾病等原因引起的胆

汁淤积[3]. 肝功能损害标准: 谷丙转氨酶(alanine 
aminotransferase, ALT)>50 U/L, 谷草转氨酶(as-
partate aminotransferase, AST)>50 U/L, 排除标本

溶血等因素者可诊断为肝功能损害. 
1.2.2 肠外营养支持: PN液配方包括10%葡萄

糖、6.74%小儿复方氨基酸、20%中长链脂肪

乳、水溶性及脂溶性维生素、电解质、微量元

素. 氨基酸及脂肪乳均由1 g/(kg•d)开始, 每天增

加0.5 g/kg, 最大增至2.5-3.5 g/(kg•d), 葡萄糖用量

开始用量为6-8 g/(kg•d), 逐渐增至12-16 g/(kg•d). 
PN液由周围或中心静脉微泵输入, 输注过程注

意避光处理. 
1.2.3 观察项目: 包括各组患儿的性别、胎龄、

出生体质量、禁食时间、PN时间、是否窒息、

有无感染、颅内出血、机械通气、动脉导管开

放等情况, 所有患儿定期接受头颅B超, 心脏彩

超, 腹部B超, 甲状腺功能及其他常规检查. 
1.2.4 PNAC患儿的治疗: DB>3 mg/dL时予以减

少PN用量, DB>8 mg/dL时停用PN, 并根据患儿

胆汁淤积情况给予熊脱氧胆酸及护肝治疗, 如
果经上述治疗4 wk, 患儿病情无好转甚至加重

者, 则转上级医院进一步治疗. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行统

计分析. 计量资料以mean±SD表示, 两组之间比

较采用t检验, 计数资料比较采用χ2
检验, P <0.05

为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患儿临床资料比较 PNAC组与非PNAC
组患儿临床资料比较如表1. 两组患儿在性别比

例、合并感染及动脉导管开放方面差异无统计

学意义(P >0.05). PNAC组患儿的胎龄及出生体

质量均小于非PNAC组, 禁食时间、PN时间长

于非PNAC组, 同时PNAC组窒息、颅内出血的

患儿明显多于非PNAC组, 差异均有统计学意义

(P <0.05). 
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■相关报道
Cober等曾报道 , 
PN治疗小于2 wk
的患儿没有或程
度较轻的胆汁淤
积, 而超过2 wk的
患 儿 P N A C 发 生
机率增高 ,  PN持
续超过6 wk者则
会发生胆汁淤积
及胆管增生.

2.2 PNAC患儿临床特征及预后 PNAC组患儿

发生PNAC的平均时间为开始接受PN后3.4 wk
±1.5 wk, 其中5例发生在停用PN 1 wk, 1例发

生在停用PN 2 wk, 停用PN后发生PNAC的患儿

在排除其他原因引起后, 给予常规利胆护肝治

疗等对症支持治疗后好转. PNAC平均持续时

间为13.4 wk±5.2 wk, 总胆红素(total bilirubin, 
TB)峰值为198.9 μmol/L±95.8 μmol/L, DB峰值

为137.1 μmol/L±64.3 μmol/L; PNAC患儿中有

77.8%(28/36)伴有肝功能损害, 肝损一般发生于

PN后6.5 wk±2.9 wk, 较PNAC发生晚, 持续9.6 
wk±5.2 wk, ALT峰值120.9 U/L±47.3 U/L, AST
峰值239.6 U/L±121.8 U/L(表2). PNAC发生后, 
逐渐停用PN, 并给予能量合剂、熊脱氧胆酸及

护肝治疗, 40例患儿临床症状消失, 随诊1-2 mo

肝功能指标正常, 2例患儿治疗2 wk临床症状无

改善, 自动出院. 
2.3 胆汁淤积程度与PN持续时间的关系 通过对

胆汁淤积程度即直接胆红素峰值与胎龄、出生

体质量、禁食时间、PN持续时间进行多重线性

回归分析, 结果显示, 胆汁淤积程度与PN持续时

间呈正相关(r  = 0.287, P <0.05), 其他各项指标无

线性关系(图1). 

3 讨论

PNAC的确切病因尚不明确, 目前[4,5]认为PNAC
可能是脓毒血症、肝脏发育不成熟、肠内营养

缺乏、肠外营养毒素等因素单独或相互作用导

致的胆汁酸分泌受抑, 致使胆管内胆汁流速及

胆汁成份改变引起的一种综合征. 其中有关胃
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表 1 PNAC组与非PNAC组患儿临床资料的比较

项目 PNAC组 非PNAC组 t 或χ2值 P 值

n 42 60

性别(男/女)   18/24   21/39   0.646 >0.05

胎龄(wk) 31.4±3.5 33.1±3.3   2.497 <0.05

出生体质量(g) 1351.6±321.5 1832.9±256.1   8.402 <0.05

禁食时间(d) 10.6±6.8   4.5±3.6   5.878 <0.05

PN时间(d)   39.5±19.2 24.6±9.3   5.209 <0.05

窒息n(%) 15(35.7)   7(11.7)   8.446 <0.05

感染n(%) 18(42.9) 17(28.3)   2.312 >0.05

颅内出血n(%) 24(57.1) 21(35.0)   4.913 <0.05

机械通气n(%) 26(61.9) 18(30.0) 10.253 <0.05

动脉导管开放n(%) 13(31.0) 17(28.3)   0.816 >0.05

PNAC: 胃肠外营养相关性胆汁淤积症; PN: 胃肠外营养.

表 2 PNAC患儿的临床特征

     项目 n mean±SD 最小值 最大值

PNAC发生时间(wk) 42   3.4±1.5 1 7.5

PNAC持续时间(wk) 42 13.4±5.2 4 24

TB-max(μmol/L) 36 198.9±95.8 58.5  486.3

DB-max(μmol/L) 36 137.1±64.3 47.3  293.8

肝损发生时间(wk) 28   6.5±2.9 1 15

肝损持续时间(wk) 28   9.6±5.2 2 21

ALT-max(U/L) 28 120.9±47.3 50 248

AST-max(U/L) 28   239.6±121.8 81 642

PNAC发生时间: 开始胃肠外营养至发生PANC的周数; 肝损发生时间: 开始胃肠外营养至

发生肝损的周数; PNAC: 胃肠外营养相关性胆汁淤积症; DB: 直接胆红素; TB: 总胆红素; 

ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.
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■应用要点
P N A C 的 发 病 机
制目前尚不完全
清楚, 了解新生儿
P N A C 的 临 床 表
现及预后, 采取合
理的干预措施对
于 新 生 儿 P N A C
的救治具有十分
重要的意义.

肠外营养导致的PNAC越来越受重视. 
胃肠外营养是新生儿学中的一个重要发

展, 目前已成为新生儿监护室救治患儿的重要

方法, 但胃肠外营养液成分本身具有的毒性作

用可以导致肝脏损害, 出现PNAC. 有报道, PN
液中牛磺酸、谷氨酰胺缺乏或蛋氨酸过多等可

引起PNAC[6,7], 另外热卡过高、水份及脂肪乳配

伍不均等也可能是PNAC的重要因素[8,9]. 本次研

究中我们通过对本院新生儿监护室接受持续PN
治疗的患儿进行研究显示: PNAC患儿的胎龄及

出生体质量普遍小于非PNAC患儿, 平均禁食时

间、PN时间均长于非PNAC患儿, 同时PNAC组
窒息、颅内出血的患儿明显多于非PNAC组. 通
过对上述因素进一步行多重线性回归分析显示, 
胆汁淤积程度与PN持续时间呈正相关其他各项

指标无线性关系. 说明PN持续时间是PNAC的重

要危险因素, PN时间越长, PNAC发生的可能性

越大, 这与国内外报道结论一致[10-13]. 其原因可

能与长时间的PN增加了PN液的累积毒性, 同时

由于过高的非蛋白热卡摄入, 水份、糖原及脂

肪乳等在肝脏的沉积致使肝细胞发生肿胀、变

性, 进而堵塞胆管引起胆汁淤积, 从而对肝脏造

成进一步的损害. 
Cober等[14]曾报道, PN治疗小于2 wk的患儿

没有或程度较轻的胆汁淤积, 而超过2 wk的患儿

PNAC发生机率增高, PN持续超过6 wk者则会发

生胆汁淤积及胆管增生. 本研究中, 我们通过对

PNAC组42例患儿的临床资料分析发现, PNAC
的主要临床表现为黄疸、肝脾肿大、大便呈

白陶土样外, PNAC平均时间为开始接受PN后

3.4 wk±1.5 wk, 最早发生在开始PN后1 wk, 最
晚发生在开始PN后7.5 wk. 其中5例发生在停用

PN 1 wk, 1例发生在停用PN 2 wk, 停用PN后发

生PNAC的患儿在排除其他原因引起后, 给予常

规利胆护肝治疗等对症支持治疗后好转, PNAC
平均持续时间为13.4 wk±5.2 wk. 可见, 临床上

对于使用持续PN治疗的患儿应该定期监测肝

功能, 尤其对于持续使用2 wk以上的患儿, 应密

切观察患儿有无皮肤黄染, 大便颜色变浅等情

况, 并结合相应肝功能检测结果, 判断是否发生

PNAC. 另外, 我们发现PNAC患儿的胆汁淤积程

度并不一致, PNAC组患儿平均TB峰值为198.9 
μmol/L±95.8 μmol/L, 平均DB峰值为137.1 
μmol/L±64.3 μmol/L; 而最严重的患儿TB峰值

可达486.3 μmol/L, DB可达293.8 μmol/L. 这与国

内学者报道的数据基本一致[15,16]. 线性回归分析

结果也显示, 胆汁淤积程度与PN持续时间呈正

相关. 这可能是由于新生儿机体降解机制尚不

完善, 肝脏、肾脏等重要脏器功能不全, 长期PN
致使患儿体内氨基酸不断积累, 又缺乏相应的

代谢, 所以DB水平升高[17]. 
P N A C患儿常伴有肝功能的损害 [18,19]. 本

研究中, 42例PNAC患儿肝功能损害发生率为

77.8%, 一般发生于PN后6.5 wk±2.9 wk, 较
PNAC出现晚, 肝损持续时间大约9.6 wk±5.2 
wk. 部分研究表明[20,21]停用PN后PNAC症状会好

转缓解. 本次入组的42例PNAC患儿在停用PN, 
并给予能量合剂、熊脱氧胆酸及护肝治疗后, 
40例患儿临床症状消失, 随诊1-2 mo肝功能指标

正常, 2例患儿治疗2 wk临床症状无改善, 自动出

院. 所以我们认为, PNAC患儿总体预后良好, 当
然这可能与本次研究中患儿接受PN治疗时间相

对较短有关. 
在PN治疗过程中, 除了避免消除危险因素, 

如长时间持续PN外, 防治感染、尽早开始肠内

营养、改善PN配方等也是有效的预防手段[21]. 
医务工作者应该密切观察患儿临床表现, 及时

调整PN用量并监测肝功能的变化. 

4      参考文献 

1 刘艳, 黄志华, 徐三清, 黄永建, 周华, 董永绥, 冯杰雄. 
肝组织病理学检查在婴儿胆汁淤积症鉴别诊断中的
价值. 世界华人消化杂志 2012; 20: 2200-2204

2 Willis TC, Carter BA, Rogers SP, Hawthorne KM, Hicks 
PD, Abrams SA. High rates of mortality and morbidity 
occur in infants with parenteral nutrition-associated 
cholestasis. JPEN J Parenter Enteral Nutr 2010; 34: 32-37 
[PMID: 19587385 DOI: 10.1177/0148607109332772]

3 Rangel SJ, Calkins CM, Cowles RA, Barnhart DC, 
Huang EY, Abdullah F, Arca MJ, Teitelbaum DH. 
Parenteral nutrition-associated cholestasis: an 

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

350

300

250

200

150

100

50

0
20           40           60            80

PN持续时间(d)

直
接

胆
红

素
峰

值
( μ

m
ol

/L
)

图 1 PNAC患儿直接胆红素峰值与PN持续时间的散点图. 
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■同行评价
本研究内容实用, 
结果清晰, 对临床
医师有一定的参
考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
serum tryptophan in patients with ulcerative 
colitis (UC). 

METHODS: Serum samples were obtained from 
20 UC patients and 20 healthy volunteers. For 
each patient, serum samples were collected when 
the disease was active and inactive. The diagnosis 
for each patient was based on clinical symptoms, 
endoscopic, radiographic, and histological find-
ings. The Montreal Classification was used for 
disease phenotyping. Disease activity was as-
sessed by the modified Mayo score. Tryptophan 
in serum was measured by liquid chromatogra-
phy tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). 
Differences between different groups and the re-
lationship between serum tryptophan and ESR/
CRP in patients with active UC were analyzed.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

定量检测溃疡性结肠炎患者血清色氨酸的临床意义

苏 丽, 李 楠, 吴 凯, 王 欣, 张 萌

®

■背景资料
溃疡性结肠炎是
一种肠道慢性炎
症 性 疾 病 ,  近 年
来, 其在亚洲国家
发病率呈上升趋
势. 目前病因尚不
明确, 无有效评估
疾病活动性方法, 
临床诊断和治疗
仍需进一步研究. 
对溃疡性结肠炎
患者血清色氨酸
水平定量检测, 对
了解溃疡性结肠
炎发生、发展、
诊断及治疗效果
判断有一定的临
床意义. 

RESULTS: Compared with patients with active 
UC, serum levels of tryptophan in patients with 
inactive UC and healthy volunteers were signifi-
cantly lower (P < 0.05 for both), but there was no 
significant difference between patients with in-
active UC and healthy volunteers. Serum trypto-
phan in active UC patients was inversely related 
to ESR (r = -0.502, P = 0.024) and CRP (r = -0.530, 
P = 0.016). After conventional treatment, the 
levels of serum tryptophan were significantly 
elevated (P < 0.05).

CONCLUSION: Tryptophan may play a key role 
in the occurrence and development of UC. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎血清色氨酸的临床
意义.

方法: 从40例(20例溃疡性结肠炎患者和20例
健康志愿者)收集血清样本. 并分别收集同一
名溃疡性结肠炎患者疾病活动期和缓解期血
清. 综合临床表现、内镜、影像及组织学检查
对溃疡性结肠炎患者进行诊断. 使用蒙特利尔
分类对疾病分型, 使用梅奥评分评估疾病活动
性. 用液相色谱-质谱联用法定量检测色氨酸. 
对不同分组及色氨酸与血沉和C-反应蛋白的
关系进行分析.

结果: (1)活动期溃疡性结肠炎患者血清色氨
酸水平显著低于缓解期溃疡性结肠炎患者和
健康志愿者(P <0.05). 缓解期溃疡性结肠炎患
者组与健康志愿者无明显差异; (2)活动期溃
疡性结肠炎血清色氨酸与血沉呈负相关(r  = 

■同行评议者
张庆瑜, 教授, 主任
医师, 天津医科大
学总医院科研处
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■研发前沿
最近有证据表明, 
氨基酸在保持肠
道健康中起着重
要 作 用 ,  因 此 对
溃疡性结肠炎患
者氨基酸代谢的
研究已成为国内
外热点课题.

-0.502, P  = 0.024); 活动期溃疡性结肠炎血清
色氨酸与C-反应蛋白呈负相关(r  = -0.530, P  = 
0.016); (3) 活动期溃疡性结肠炎患者经常规
治疗后, 血清色氨酸水平有所提高(P <0.05).

结论: 色氨酸在溃疡性结肠炎发生发展中起
关键性作用. 

© 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: 血清色氨酸水平在溃疡性结肠炎发

生、发展以及治疗前后均发生显著变化, 说明色

氨酸在溃疡性结肠炎发病过程中起重要作用, 对
于人们更好的了解此疾病具有重要价值.  
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)与克罗恩病

(Crohn's disease, CD)共同称为炎症性肠病(in-
flammatory bowel disease, IBD), 其是一种与多

因素有关, 但原因不明的疾病, 具有较高的表型

变化[1]. 目前许多文献显示UC与遗传、环境、

微生物、免疫等多种因素相关. UC最常发生于

青壮年期, 根据我国统计资料, 发病高峰年龄

为20-49岁, 男女性别差异不大(男∶女约为1.0- 
1.3∶1)[2,3]. 临床表现为持续或反复发作的腹

泻、黏液脓血便伴腹痛、里急后重和不同程度

的全身症状. 因其病因尚不明确, 所以目前缺乏

诊断金标准. 主要结合临床表现、内镜和病理

组织学检查进行综合分析, 在排除感染性和其

他非感染性结肠炎的基础上作出诊断[4]. 自身抗

体核周抗中性白细胞胞质抗体(p-ANCA)可作

为诊断标记物, 但是他的敏感性和特异性并不

理想. 生物标志物通常用来监测疾病的活动性

和对治疗的反应, 像红细胞沉降率(erythrocyte 
sedimentation rate, ESR)和C-反应蛋白(C-reactive 
protein, CRP), 他们并不总是和疾病活动性相关, 
也不是UC特异性的标志物[5]. 该疾病目前的治

疗目标为诱导并维持临床缓解及黏膜愈合, 防
治并发症, 改善患者生存质量[6]. 主要为改善饮

食及生活方式, 服用5-氨基水杨酸类药物、激

素、免疫抑制剂、抗生素、微生态制剂、生物

制剂、中药等, 以及外科手术治疗. 但目前尚无

令人满意的治疗方法. 所以, UC在发病机制、诊

断和治疗方面成为研究热点. 最近有证据表明, 
氨基酸在保持肠道健康中起着重要作用[7]. 而色

氨酸(tryptophan, Trp)又是一种与自身免疫相关

的必需氨基酸, 其代谢途径与炎症性肠病的发

病机制相关[8]. 本实验中我们对20个UC患者(包
括活动期和缓解期)与20个健康志愿者(HCs)血
清Trp进行了定量分析, 探讨血清Trp水平在UC
发生发展中可能的作用和临床意义.

1  材料和方法

1 . 1  材 料  此项研究中的 U C 患者来自于

2012-10/2013-05的中国人民解放军309医院消

化科住院及门诊病人. HCs来自中国人民解放军

309医院健康体检者. 均有完整的临床信息登记, 
其中包括性别、年龄、种族、蒙特利尔分类、

梅奥评分(Mayo score)、CRP、ESR、外科手术

情况及用药史等. UC诊断严格按照2012年中国

炎症性肠病诊断与治疗共识意见. UC疾病活动

性的评估和分级来自于Mayo score. 排除标准: 
(1)合并糖尿病、痛风、骨质疏松症等代谢性疾

病者; (2)合并严重心、肝、肾等重要脏器和血

液、内分泌系统病变者; (3)有近期输血史及服

用激素、免疫抑制剂药物的病例; (4) 怀孕、哺

乳或不能排除妊娠可能的女性. HCs为经体检不

存在UC或者其他炎症性疾病的健康人群自愿

参加. 人口统计信息与UC病例组相似. 本研究

得到本医院伦理委员后会批准后实施. (API)液
相色谱-质谱联用仪(美国AB SCIEX公司), 配有

Aglilent 1200 SL自动进样器、Waters色谱柱柱

(2.1.mm × 150 mm i.d., 3 µm). Analyst v.1.5.1 (应
用的生物系统/MDS SCIEX)用于数据的获取和

分析. 未标记的Trp, 2H5-Trp购自Sigma-Aldrich
公司, 样品制备和LC-MS色谱纯的溶剂购自德

国Fisher Scientific和Merck公司. 实验用水皆为

Milli-Q水.
1.2 方法 采集符合纳入标准的UC患者及HCs基
本信息, 并对其资料统计归纳整理. UC期患者统

一经常规5-氨基水杨酸(美沙拉嗪)治疗后转为

缓解期. 收集UC患者疾病活动期与缓解期不同

时期的血清以及HCs晨起空腹静脉血, 血液标本

被存取登记, 经离心处理获得血清,  将其保存在

-80 ℃的冰箱里. 血清样本于室温下解冻后, 将
10 µL内标物加入50 µL血清中, 并用0.1%甲酸的

水溶液(体积/体积)稀释至100 µL, 然后将400 µL
的冷甲醇加入此混合溶液中涡旋, 于-20 ℃下冷
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■相关报道
Hisamatsu等研究
发现, 溃疡性结肠
炎患者血浆色氨
酸水平显著低于
健康志愿者.

冻1 h, 以确保蛋白质完全沉淀. 然后离心(10000 
r/min, 10 min)、氮气吹干, 将残余物再次溶解于

100 µL 0.1%甲酸的水溶液中, 再次离心(10000 
r/min, 5 min), 取上清液进样检测.

统计学处理 根据LC-MS/MS色氨酸的峰面

积与内标峰面积的比值, 由线性得到色氨酸的

浓度值. 使用Graphpad Prism 5.0以及SPSS18.0
软件进行数据的差异分析统计处理及绘图, 统
计方法包括单因素方差分析(one-way analysis of 
variance)、配对的Student's t -test (paired Student's 
t -test)以及Spearman等级相关分析. 数据如无特

殊说明, 均用mean±SD表示. P <0.05为差异有统

计学意义.

2 结果

2.1 样本特征 本研究中疾病组与健康对照组人

群特征如表1. 各个研究组中年龄、性别、饮食

及生活方式没有显著差异. 活动期和缓解期血

清样本均来自于同一个UC患者. 20例患者中均

未接受过外科手术治疗, 疾病组用药物情况包

括: 5-氨基水杨酸(20例)、皮质类固醇(0例)、巯

基嘌呤(0例)、抗代谢药物(0例)、抗肿瘤坏死因

子(0例).
2.2 各组间血清Trp差异性分析 UC患者处于疾

病活动期的血清Trp水平(44.89±12.11)与健康

对照组的血清Trp水平(58.59±5.986)相比明显

下调, 与处于疾病缓解期患者的血清Tr p水平

(55.29 µmol/L±9.497 µmol/L)相比明显下调, 差
异均有统计学意义(P <0.05), UC患者处于缓解期

的血清Trp水平与健康对照组的血清Trp水平相

比无明显变化(图1).
2.3 UC组活动期患者血清Trp与炎症因子相关性

分析 UC组活动期患者血清Trp水平与血清ESR
水平呈负相关(r  = -0.502,  P <0.05,  图2A); UC组
活动期患者血清Trp水平与血清CRP(r  = -0.502,  
P <0.05)(图2B)水平呈负相关.
2.4 UC活动期治疗后转为缓解期血清Trp水平

变化 UC组活动期患者经治疗后转为缓解期, 其
Tr p的水平均有不同程度上调, 有统计学意义

(P <0.0001)(图3).

3  讨论

本实验中, 我们检测了20例UC患者活动期、缓

解期血清和相应20例健康志愿者血清中Trp水
平. 结果显示活动期患者血清Trp与UC缓解期

患者及健康志愿者血清色氨酸之间差异均存在

显著统计学意义(P <0.05), 而缓解期患者血清中

Trp水平与健康志愿者之间无明显差异(P >0.05). 
Trp是人体八种必需氨基酸之一, 当人体摄入色

氨酸后, 其将进入不同的代谢途径中, 包括: 蛋
白质合成代谢以及Trp分解代谢. 其中Trp分解代

谢途径包括: 五羟色胺途径(约占95%[9]), 犬尿氨

酸途径(约占1%-2%[10]), 以及细菌分解途径. 这
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图 1 对照组(HCs)、活动期UC组、缓解期UC组血清Trp水平
差异分析. 活动期UC患者血清Trp水平显著低于活动期UC

患者和HCs(P<0.05). 缓解期UC患者组与HCs无明显差异.
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图 2 活动期UC组血清Trp与炎症因子(ESR/CRP)相关性分
析. A: UC组活动期患者血清Trp水平与血清ESR水平呈负相

关(r  = -0.502,  P<0.05); B: UC组活动期患者血清Trp水平与

血清CRP水平呈负相关(r  = -0.502, P<0.05).
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■创新盘点
本研究对溃疡性
结肠炎患者(包括
活动期和缓解期)
与健康志愿者血
清色氨酸进行了
定量分析, 探讨血
清色氨酸水平在
溃疡性结肠炎发
生、发展中可能
的作用和临床意
义, 为临床对该疾
病的诊断、评估
和治疗提供参考
依据.

些途径共同维持人体内环境平衡, 使人体保持

健康状态. 同时, Trp也作为一种药物, 被广泛应

用于多种疾病的治疗中. 例如: 补充Trp可以降低

妇女经期前综合征的情绪不稳、紧张易激惹症

状[11], 改善睡眠障碍患者的睡眠质量[12], 治疗抑

郁症[13], 以及可以作为吸烟者戒烟的辅助治疗手

段[14]. 最近研究证实, Trp的代谢途径能够调节胃

肠道功能, 而当Trp代谢情况发生改变时, 将会导

致胃肠道功能紊乱并致病, 如炎症性肠病、肠

易激综合征、腹腔疾病和憩室炎[8]. 已有研究中, 
UC患者Trp水平显著低于健康志愿者水平[15,16]. 
同样的结果也在UC动物模型中出现[17,18]. 但研

究者均未对疾病活动期与缓解期严格区分后研

究.本实验通过比较Trp在UC患者不同时期(活动

期、缓解期)及健康志愿者之间的差异, 更进一

步说明了Trp在UC发生、发展中起到关键性的

作用. 实验中, 我们还发现处于活动期的UC患者

血清Trp水平与炎症标志物ESR和CRP呈负相关

(P <0.05). 基于UC活动期和缓解期血清Trp的变

化, 以及活动期Trp水平与炎症标志物的相关性

结果, UC患者血清Trp水平可能对于监测UC的
活动性具有重要意义. 这也充分说明了Trp在UC
研究中的价值.

另外, 我们还对UC患者治疗前后血清Trp
水平一一对应进行比较(治疗前即为活动期, 治
疗后即为缓解期). 结果表明, UC患者治疗前后

血清Trp水平均有不同程度的增加, 说明疾病炎

症缓解后, Trp水平相应提高, 即Trp代谢过程在

UC治疗过程中发生着相应的变化. 那么UC活

动期患者是否能够通过补充Trp, 改变Trp的代

谢过程来抑制疾病炎症, 达到缓解炎症活动性

的目的呢? 2010年, Kim等[19]用Trp灌胃大肠炎

P<0.000180
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图 3 UC活动期患者经治疗后转为缓解期血清Trp水平变
化. UC组活动期患者经治疗后转为缓解期, 其Trp的水平

均有不同程度上调(44.89 µmol/L±12.11 µmol/L vs  55.29 

µmol/L±9.497 µmol/L), 有统计学意义(P<0.0001).

表 1 本研究中溃疡性结肠炎组(活动期和缓解期)与健康对照组人群特征

     溃疡性结肠炎组
健康对照组

活动期 缓解期

数量(男/女)     20(13/7) -  20(13/7)

平均年龄(范围)     38.8(23-59) - 36.55(23-57)

疾病平均持续时间(年) 2.67 -        -

疾病持续中位时间(年)    2.115(0.1-10) -        -

过去一年平均发病次数 1.15(0-2) -        -

疾病发病部位(n)

  左半结肠  6 -        -

  全结肠 2 -        -

  直肠/乙状结肠  12 -        -

外科手术(男/女) 0 -        -

改良的Mayo Score        

  平均值 9.1 1.05        -

  中位值(范围) 10(6-12)    1(0-2)         -

主要用药(n ) -        -

  氨基水杨酸类药物 20 20        -

  皮质类固醇 0 -        -

  巯基嘌呤 0 -        -

  抗代谢药物 0 -        -

  抗肿瘤坏死因子 0 -        -

血沉(ESR) 10.65(1-70) 4.90(1-13) 4.65(1-10)

C-反应蛋白(CRP)      7.08(0.1-25)     0.93(0.4-2.1)     0.81(0.1-1.6)
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模型动物, 使其肠道炎症程度减轻, 康复时间缩

短, 减少炎症促炎因子肿瘤坏死因子-a、白介素

-6(interleukin-6, IL-6)、IFN-γ、IL-12p40、IL-1b
和IL-17以及IL-8和等的表达. 从蛋白和基因表

达水平上证明了Trp在UC发病机制中起到关键

性作用, 是治疗UC的有效免疫调变剂. 2013年, 
Shizuma等[20]也证实了给予UC模型鼠Trp治疗可

以缓解UC模型鼠的炎症症状. Trp具有炎症调节

作用, 这可能与Trp家族的一些代谢产物是自由

基清除剂有关[21-23]. 但目前为止, 给予UC患者补

充Trp是否能治疗UC患者尚无定论. 我们希望本

实验的结果同时也能为Trp治疗UC方面的研究

提供相关依据.
总之, Trp在UC发生、发展中起到关键性的

作用. 通过对健康志愿者以及UC患者疾病不同

时期Trp水平的比较, 为更好的了解UC发病机

制, 疾病活动性检测以及疾病治疗提供了新的

思路. 未来, 我们将还需要对UC患者Trp的代谢

途径进行更进深入的研究, 以期更加明确疾病

的发病机制, 更好的检测疾病的发展, 从而发现

UC更有效的治疗方法.
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■应用要点
本文证实血清色
氨酸在溃疡性结
肠炎患者(包括活
动期和缓解期)与
健康志愿者的水
平差异、血清色
氨酸与该疾病活
动期炎性生物标
志的相关性以及
治疗前后血清色
氨酸的变化情况.  
检测溃疡性结肠
炎患者血清色氨
酸水平对临床对
该疾病的诊疗及
评估具有重要的
意义.
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Abstract  
AIM: To detect the expression of CacyBP/SIP 
[Calcyclin (S100A6)-binding protein/Siah-1 
interacting protein] in normal colorectal tissue, 
colorectal hyperplastic polyps, colorectal adeno-
ma and colorectal cancer. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to analyze the expression of CacyBP/SIP in 10 
normal colorectal tissue samples, 17 samples of 
colorectal hyperplastic polyps, 26 samples of 
colorectal adenomas and 50 samples of colorec-
tal cancer. Four frozen tissue samples of colorec-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

CacyBP/SIP在不同大肠组织中的表达及临床意义

翟惠虹, 冯珊珊, 仇长青, 武 婧, 王安萍

®

■背景资料
钙 周 期 素 结 合
蛋 白 [ c a l c y c l i n 
(S100A6)-binding-
protein, CacyBP]
首先发现是S100
蛋白的靶蛋白, 随
后在泛素化降解
通路中发现其可
以与Siah-1(Siah-1 
interacting protein)
相互作用, 因此命
名为CacyBP/SIP. 
目前发现其与胃
癌、肾癌、胰腺
癌及乳腺癌相关. 
我们前期研究发
现, 其在多种正常
组织中低表达, 肿
瘤组织中高表达. 
因此, 本研究拟进
一步研究CacyBP/
SIP在不同大肠组
织中的表达, 探讨
其在大肠癌发生
发展中的作用. 

tal cancer and adjacent noncancerous tissues 
were used in Western blot to detect CacyBP/SIP 
expression. Immunohistochemical results were 
compared against patient data and pathological 
analysis of tissue slices. Slices were assessed for 
associations with gender, age, degree of tumor 
differentiation and TNM stage.

RESULTS: CacyBP/SIP was detected in 0 
(0/10) of normal tissue samples, 17.7% (7/26) 
of colorectal hyperplastic polyps, 26.9% (7/26) 
of colorectal adenomas, and 52% (26/50) of 
colorectal cancer tissues by immunohistochem-
istry. The expression of CacyBP/SIP in colorec-
tal adenomas and colorectal cancer tissues was 
higher than that in the normal colon tissue and 
colorectal hyperplasic polyps (0 vs 26.9%, 0 vs 
52%, 17.7% vs 26.9%, 17.7% vs 52%, P < 0.05 for 
all). The expression of CacyBP/SIP was also 
higher in cancerous tissue than in adjacent non-
cancerous colorectal tissue, as revealed by West-
ern blot (P < 0.05). There was no association be-
tween CacyBP/SIP expression and patient age, 
gender, degree of tumor differentiation or TNM 
stage (P > 0.05 for all). 

CONCLUSION: These results suggest that Ca-
cyBP/SIP may be involved in the progression of 
colorectal cancer. 

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

Key Words: CacyBP/SIP; Colorectal cancer; Immu-
nohistochemistry; Western blot 
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摘要
目的: 检测钙周期素结合蛋白[calcyclin (S100-
A6)-binding-protein, CacyBP/Siah-1 interacting 
protein, SIP]在大肠各种组织中的表达, 探讨

■同行评议者
刘占举, 教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
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■研发前沿
CacyBP/SIP在正
常大肠组织、大
肠增生性息肉中
低 表 达 ,  在 大 肠
腺瘤及大肠癌中
高 表 达 ,  表 明 其
参与了大肠癌的
发 生 过 程 ,  可 能
是大肠癌早期发
生 的 分 子 之 一 , 
可以作为早期诊
断早期治疗的靶
标之一.

其在大肠癌发生发展中的作用. 

方法: 采用免疫组织化学技术检测10例正常大
肠组织、17例大肠增生性息肉、26例大肠腺
瘤和50例大肠癌组织中CacyBP/SIP的表达. 采
用Western blot检测3例大肠癌及相应癌旁正常
组织中CacyBP/SIP的表达. 并分析CacyBP/SIP
与大肠癌临床病理资料之间的关系. 

结果: CacyBP/SIP在正常大肠、大肠增生性
息肉、大肠腺瘤及大肠癌组织中的表达率
分别为0(0/10)、17.7%(3/17)、26.9%(7/26)、
52.0%(26/50), CacyBP/SIP在大肠增生性息
肉中的表达与正常大肠组织中的表达比较无
统计学差异(P >0.05), 而在大肠腺瘤组织、

大肠癌组织中的表达与正常大肠组织比较差
异均有统计学意义(P <0.05). Western blot显
示CacyBP/SIP在大肠癌组织中的表达明显
高于其相应癌旁正常组织, 差异有统计学意
义(P <0.05). CacyBP/SIP在大肠癌组织中的
表达与大肠癌患者的性别、年龄、组织分化
程度、T N M分期之间比较均无统计学差异
(P >0.05). 

结论: CacyBP/SIP在大肠腺瘤组织、大肠癌组
织中高表达, 可能参与了大肠癌的发生发展. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: CacyBP/SIP; 大肠癌; 免疫组织化学; 蛋白

质免疫印迹

核心提示: 钙周期素结合蛋白CacyBP/SIP[calcycl-
in(S100A6)-binding-protein, CacyBP,  Siah-1 
interacting protein, SIP]是泛素化降解通路中的一

员, 在G1/S期转换中具有重要作用. 本文研究发

现: 与正常大肠、大肠增生性息肉中的表达相比, 
CacyBP/SIP在大肠腺瘤、大肠癌中的表达明显

升高, 提示其可能参与大肠癌的发生发展. 

翟惠虹, 冯珊珊, 仇长青, 武婧, 王安萍. CacyBP/SIP在不同大

肠组织中的表达及临床意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(9): 

1328-1333  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1328.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i9.1328

0  引言

钙周期素结合蛋白CacyBP[calcyclin (S100A6)-
binding-protein, CacyBP]是1998年在小鼠艾氏

腹水瘤中发现的、以C a2+浓度依赖的方式结

合S100A6蛋白[1]. 2001年, 从人cDNA文库中钓

到一个可以和人Siah-1相互作用的蛋白(Siah-1 

interacting protein, SIP), 经序列比对发现, 人SIP
和鼠CacyBP基因93%相同, 认为SIP即为CacyBP, 
从此命名为CacyBP/SIP[2]. 

研究发现, CacyBP/SIP可以与S100蛋白家族

结合, 如S100 A6蛋白[3]; 可以与细胞骨架蛋白结

合, 如tubulin、actin、tropomyosin(ERK1/2激酶)、
ERK1/2[4-6]. 目前关于CacyBP/SIP的功能发现: Ca-
cyBP/SIP可以参与细胞的泛素化调控[7]、神经细

胞和心肌细胞的分化[4,8]、调控凋亡[9]等. 另外还

发现, CacyBP/SIP参与了胃癌[10]、肾癌[11]、胰腺 
癌[12]、乳腺癌[13-15]等肿瘤的发生发展. 但是Ca-
cyBP/SIP在大肠癌中的病理作用仍不清楚. 

本研究小组前期通过自制的CacyBP/SIP单
克隆抗体(mAb)[16]对其在正常组织及肿瘤组织中

的表达进行了研究, 发现: CacyBP/SIP在正常大

肠黏膜组织中不表达, 而在结肠癌中高表达[17]. 
进一步的研究发现, CacyBP/SIP在结肠癌细胞

中具有依赖Ca2+浓度的核转位现象[18]. 因此认为

CacyBP/SIP可能参与了大肠癌的发生发展过程, 
但需进一步验证. 

为此, 本研究对CacyBP/SIP在大肠组织、

大肠息肉、大肠腺瘤以及大肠癌中的表达进行

检测, 并分析其表达与大肠癌临床病理资料之

间的关系, 探讨其在大肠癌发生发展中的作用, 
为大肠癌的分子诊断和治疗提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-06/2008-02在宁夏医科大学

总医院手术切除的50例大肠癌石蜡标本, 结肠

镜及病理诊断的26例腺瘤组织、17例增生性息

肉石蜡标本、10例大肠正常组织石蜡标本. 大
肠癌患者50例, 男29例, 女21例. 用于Western 
blot检测的3例手术切除标本, 均经病理诊断为

大肠癌. 抗CacyBP/SIP单克隆抗体为实验室冻

存[3]; SP超敏免疫组织化学剂盒、DAB显色试

剂盒(北京中山公司); HRP及酶标二抗(DAKO公

司).
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 取大肠癌组织、腺瘤

组织、增生性息肉组织及正常组织石蜡标本, 
连续3 µm切片, 采用免疫组织化学S P法检测

CacyBP/SIP的表达情况, 具体操作参照SP试剂

盒说明进行, PBS代替一抗作阴性对照, 以已知

CacyBP/SIP阳性组织切片做阳性对照. 
1.2.2 免疫组织化学结果判定: 由两位病理医师

采用双盲法独立评估. 随机于高倍镜下取10个
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■相关报道
CacyBP/SIP在胃
癌细胞、肾癌细
胞中低表达, 增强
其表达则抑制肾
癌细胞生长; 在胰
腺癌组织中高表
达, 且与胰腺癌的
肿瘤分期、转移
呈正相关; 在乳腺
癌的研究中目前
结果不一, 有研究
表明CacyBP/SIP
在乳腺癌中的表
达低于正常组织, 
且与肿瘤的分化
程度呈负相关; 但
另 有 研 究 表 明 , 
CacyBP/SIP在乳
腺癌组织中高表
达, 且与预后呈正
相 关 ;  最 新 的 研
究 表 明 :  在 应 用
DMBA制备的乳
腺癌鼠模型中发
现, 随着乳腺癌的
进展, CacyBP/SIP
表达逐渐升高.

不同视野, 各计数100个细胞, 同时对染色强度

及阳性细胞所占百分比进行评分. 无色为0分, 
淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分; 小于

总数的5%为0分, 5%-25%为1分, 26%-50%为2
分, >50%为3分; 染色强度得分与阳性细胞数得

分相乘, 0分为阴性(-), 1-3分为弱阳性(+), 4-5分
为中度阳性(++), ≥6分为强阳性(+++). 胞浆、

胞核染色均计为阳性细胞. 
1.2.3 Western blot检测: 参照Santa Cruz公司提供

的方法, 用RIPA组织裂解液裂解大肠癌及癌旁

组织, 提取总蛋白, 按照蛋白定量试剂盒说明测

定蛋白浓度, 取相同的蛋白上样量行SDS-PAGE, 
电转移至NC膜, 封闭后, 加入一抗(抗hCacyBP/
SIP单抗, 1∶100)及用HRP标记的山羊抗小鼠

IgG(1∶2000), 按常规方法进行ECL底物化学发

光, 曝光, 显影, 以β-actin为内参. 化学发光试剂

检测蛋白条带, 测定各条带积分吸光度(A )值, 采
用Image ProPlus图像分析系统对蛋白条带的相

对深度进行分析.
统计学处理 采用SPSS18.0统计分析软件包

进行统计分析, 采用χ2检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果 

2.1 CacyBP/SIP在不同大肠组织中的表达 免疫

组织化学结果: CacyBP/SIP在大肠癌组织、大肠

腺瘤组织、大肠增生性息肉组织中的肠上皮细

胞中均存在一定程度的表达, 在大肠正常组织

中不表达, 主要分布于肠上皮细胞的细胞浆和

细胞核, 呈棕黄色颗粒或线网状分布(图1). Ca-
cyBP/SIP在大肠正常组织中无表达(0/10); 大肠

增生性息肉组织中表达率为17.7%(3/17); 大肠

腺瘤组织的表达率为26.9%(7/26); 在大肠癌组

织中的表达最高为52.0%(26/50). CacyBP/SIP在
大肠增生性息肉中的表达与正常大肠组织相比, 
差异无统计学意义(P >0.05); 而CacyBP/SIP在大

肠腺瘤组织、大肠癌组织中的表达率与正常大

肠组织相比, 差异均有统计学意义(均P <0.05)(表

1). 与正常大肠组织、大肠增生性息肉及大肠腺

瘤组织相比, CacyBP/SIP在大肠癌组织中的表达

显著升高(P <0.05)(表1, 图1), 且CacyBP/SIP在肠

上皮细胞的细胞核中表达(图1P), 提示CacyBP/
SIP参与了大肠从正常结肠黏膜-息肉-腺瘤-癌的

发生发展过程. 
2.2 CacyBP/SIP在大肠癌旁组织和大肠癌中的

表达 3例大肠癌组织及相应癌旁组织中CacyBP/
SIP的蛋白表达情况, 发现: CacyBP/SIP在大肠

癌组织中均表达, 而在相应癌旁组织中均表达

下调(图2A), 且差异均有统计学意义(P <0.05)(图
2B). 进一步从蛋白水平上提示CacyBP/SIP参与

了大肠癌的发生. 
2.3 CacyBP/SIP表达与大肠癌临床病理参数

的关系 50例大肠癌的临床病理数据分析表明, 
CacyBP/SIP在大肠癌中的阳性表达与患者的性

别、年龄、组织分化程度和TNM分期均无关, 
差异均无统计学意义(P >0.05), (表2). 

3  讨论

本研究小组前期发现: CacyBP/SIP在多种正常组

织和肿瘤组织中表达[17]. 现有研究提示, CacyBP/
SIP在胃癌细胞中低表达, 通过下调β-catenin的
表达来抑制胃癌细胞的增殖和侵袭[10]; 在肾癌

细胞中亦是低表达, 增强其表达则抑制肾癌细

胞生长[11]; 在胰腺癌组织中高表达, 且与胰腺癌

的肿瘤分期、转移呈正相关[12]; 在乳腺癌的研

究中目前结果不一, 有研究表明CacyBP/SIP在
乳腺癌中的表达低于癌组织, 且与肿瘤的分化

程度呈负相关, 在乳腺癌细胞中降低其表达, 则
可增强乳腺癌细胞的增殖及侵袭[13]; 但另有研

表 1 CacyBP/SIP在大肠不同组织中的表达

     大肠不同组织  n 染色结果阳性数 阳性率(%)   P 值

正常大肠黏膜 10             0       0 　

增生性息肉 17             3   17.7 >0.05

大肠腺瘤 26             7   26.9 <0.05

大肠癌 50           26   52.0 <0.05

表 2 CacyBP/SIP表达与大肠癌临床病理参数的关系 n(%)

     临床及病理学特征  n 阳性数 阳性率(%)   P 值

性别 　 >0.05

  男 29    17     58.6

  女 21      9     42.9

年龄(岁) 　 　 >0.05

  <50 18    11     61.1

  ≥50 32    15     46.9

分化程度 　 　 >0.05

  高分化 19    11     57.9

  中分化 17    12     70.6

  低分化 14      9     64.3

TNM分期 　 　 >0.05

  Ⅰ+Ⅱ 23    15     65.2

  Ⅲ+Ⅳ 27    11     40.7
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■创新盘点
本 文 应 用 不 同
的 大 肠 组 织 ,  对
CacyBP/SIP在正
常大肠黏膜、增
生性息肉、大肠
腺瘤及大肠癌中
的表达进行深入
研究, 为明确Ca-
cyBP/SIP在大肠
癌中的作用提供
了依据.

图 1 CacyBP/SIP 在不同大肠组织中的表达. A: 正常大肠黏膜CacyBP表达阴性(SP×40); B: 正常大肠黏膜CacyBP表达阴性

(HE染色); C: 正常大肠黏膜CacyBP表达阴性(SP×100); D: 正常大肠黏膜CacyBP表达阴性(SP×200); E: 大肠增生性息肉Ca-

cyBP表达阴性(SP×40); F: 大肠增生性息肉CacyBP表达阴性(SP×100); G: 大肠增生性息肉CacyBP表达阴性(SP×200); H: 大肠

增生性息肉CacyBP表达阴性(SP×400); I: 大肠腺瘤CacyBP表达阳性(SP×40); J: 大肠腺瘤CacyBP表达阳性(SP×100); K: 大肠

腺瘤CacyBP表达阳性(SP×200); L: 大肠腺瘤CacyBP表达阳性(SP×400); M: 大肠癌CacyBP表达阳性(SP×40); N: 大肠癌Ca-

cyBP表达阳性(SP×100); O: 大肠癌CacyBP表达阳性(SP×200); P: 大肠癌CacyBP表达阳性(SP×400).
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究表明, CacyBP/SIP在乳腺癌组织中高表达, 且
与预后呈正相关[14]; 最新的研究表明: 在应用二

甲基苯并(α)蒽DMBA[dimethylbenz(α)anthrace
ne]制备的乳腺癌鼠模型中发现, 随着乳腺癌的

进展, CacyBP/SIP表达逐渐升高[15]. 本研究发现: 
CacyBP/SIP在正常大肠黏膜中不表达, 增生性

息肉和腺瘤组织中表达逐渐增高, 大肠癌组织

中的蛋白高表达, 在其相应的癌旁组织中不表

达. 结果提示, CacyBP/SIP参与了大肠癌的发生

发展过程. CacyBP/SIP在不同的肿瘤中发挥的作

用不同, 亦说明其作用的多样性. 但是, 其在大

肠癌组织的高表达, 为后续结肠癌细胞中的研

究奠定了基础. 
本研究结果亦发现: CacyBP/SIP在大肠癌

组织中的高表达与肿瘤的分化程度、TNM分期

无关. 但CacyBP/SIP在胰腺癌组织中高表达, 且
与肿瘤低分化, 高TNM分级有关[14]. CacyBP/SIP
在乳腺癌组织中低表达, 与肿瘤低分化、TNM
分级增高, 淋巴转移及生存率降低有关[13]. 因
此, CacyBP/SIP在不同肿瘤组织中所发挥的作

用不同, 可能与其肿瘤类别有关; 在大肠癌中, 
CacyBP/SIP可能只是参与了大肠癌的发生发展, 
并不是关键分子. 

免疫组织化学结果提示, CacyBP/SIP在大肠

癌组织的细胞核中表达. 分析CacyBP/SIP的基

因序列发现, CacyBP/SIP包含非经典的核定位

序列信号(nuclear localization signal, NLS, amino 
acids: 144-160)[19,20]. 本课题组前期研究证明Ca-
cyBP/SIP在结肠癌细胞中表达, 胃泌素可诱导

CacyBP/SIP发生核转位, 具有依赖Ca2+浓度的核

转位现象[18]. 另外, 在胃癌[12]和神经细胞瘤NB-
2a细胞系[20]中也发现CacyBP/SIP可根据不同的

Ca2+浓度出现由胞浆到胞核的转位现象. 细胞核

是细胞增殖、分化、代谢的调控中枢, 蛋白转

位至细胞核且发生磷酸化对于传递细胞外信号, 
调控下游基因表达具有重要意义. 在大肠癌的

组织学和细胞学水平均证实CacyBP/SIP主要存

在于细胞浆, 某些时候可以转位至细胞核. 由此

提示, CacyBP/SIP可能作为信号分子, 可能通过

入核来参与大肠癌的发生发展. 
CacyBP/SIP广泛存在于哺乳动物的组织

和细胞中, 他可以和S100A6蛋白结合. 根据目

前研究结果[21]表明: CacyBP/SIP可以与S100A6
及S100蛋白家族的其他成员, Siah-1、Skp 1、
tubulin、actin、tropmyosin、ERK1/2结合. Ca-
cyBP/SIP与Siah-1、Skp 1结合在β-catenin泛素

化降解过程中发挥作用, 进而引起细胞增殖、

肿瘤形成. CacyBP/SIP与tubulin、actin、trop-
myosin、ERK1/2结合在细胞骨架重建、细胞分

化、转录活性调控过程中发挥作用. 因此, 从Ca-
cyBP/SIP的结构和功能上分析, CacyBP/SIP是通

过结合不同的蛋白而在许多正常组织和病理组

织中发挥不同的细胞学功能. 那么, CacyBP/SIP
引起大肠癌发生发展的机制为何, 他在信号通

路中的作用如何, 这是我们下一步的研究方向. 
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■同行评价
CacyBP/SIP, 可以
与Siah-1, Skp 1结
合在β-catenin泛素
化降解过程中发
挥作用, 进而引起
细胞增殖、肿瘤
形成. 与tubulin、
actin、tropmyo-
s in、ERK1/2结
合在细胞骨架重
建、细胞分化、
转录活性调控过
程中发挥作用. 发
现CacyBP/SIP在
细胞核染色, 提示
其具有核转位现
象, 同时在大肠腺
瘤及大肠癌中高
表达, 提示其参与
了大肠癌的发生.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
survivin gene promoter polymorphisms and their 
association with susceptibility to colon cancer.

METHODS: The -31G/C, -241T/C, -625G/C and 
-644T/C single nucleotide polymorphisms in the 
survivin gene promoter region were genotyped 
in 217 colon cancer specimens and 198 normal 
people specimens by PCR-RFLP.

RESULTS: The frequency of the -31G/C lo-
cus containing the G allele (CG + GG) in colon 
cancer patients (60.8%) was significantly lower 
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Survivin基因启动子区多态性与结肠癌易感性及临床意义
的相关性

朱正明, 欧阳喜, 罗洪亮, 黄 俊, 朱培谦

®

■背景资料
结肠癌是最常见
的消化系恶性肿
瘤之一 .  近年来 , 
随着食物结构和
生活方式的改变, 
我国的结肠癌发
病率和死亡率呈
逐年上升趋势. 结
肠癌的发生和发
展已被证实是一
个多步骤、多阶
段及多基因改变
参与的过程, 随着
其发病机制研究
的不断深入, 细胞
增殖和凋亡的失
衡在结直肠癌发
生发展中的作用
日益受到关注. 

than that in the normal control group (60.8% vs 
72.7%, P = 0.010, OR = 0.582, 95%CI: 0.385-0.882). 
The -31G/C site G variation was associated with 
tumor differentiation (P = 0.019), extent of tumor 
invasion (P = 0.008), and distant metastasis (P 
= 0.0008). Other three survivin polymorphisms 
had no significant differences between the colon 
cancer group and normal control group, and 
showed no significant correlation with tumor 
differentiation, tumor invasion, lymph node me-
tastasis or tumor distant metastasis. 

CONCLUSION: The -31G/C locus carrying the 
G allele significantly decreases susceptibility to 
colon cancer, and the G variant genotype is a 
protective factor against colon cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨生存素survivin 基因启动子区单核
苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, 
S N P)与结肠癌遗传易感性及临床意义的相 
关性.  

方法: 采用聚合酶链反应-限制性片段长度多
态技术(PCR-RFLP)分别检测217例结肠癌患
者与198例正常对照组的survivin 基因启动子
区-31G/C、-241T/C、-625G/C和-644T/C位点
单核苷酸多态性.  

结果: 发现-31G/C位点含G等位基因(CG+GG)
的结肠癌组频率(60.8%)较正常对照组频率
(72.7%)显著降低, 具有统计学意义(P  = 0.010, 

■同行评议者
顾岩, 教授, 主任
医师, 上海交通大
学医学院附属上
海第九人民医院
普外科
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■研发前沿
survivin 基因在肿
瘤组织中被激活
而参与肿瘤的发
生发展并影响预
后 ,  他 的 表 达 意
味着疾病复发危
险性较高和对放
化 疗 耐 受 .  虽 然
目前对survivin的
研究取得一定进
展, 但仍有许多问
题尚未阐明, 针对
survivin的靶向治
疗试验尚处于起
步阶段.

OR = 0.582, 95%CI: 0.385-0.882); 同时, -31G/
C位点G变异与肿瘤的分化程度(P  = 0.019)、
肿瘤的浸润范围(P  = 0.008)及远处转移(P  = 
0.0008)均相关. 而survivin基因启动子区其他3
个多态性位点各基因变异型在结肠癌组和正
常对照组分布无明显差别, 在分化程度、肿瘤
浸润范围、淋巴结转移、远处转移等因素上
均无统计学差异.  

结论: -31G/C位点携带G等位基因较不携带G
等位基因患结肠癌的风险明显下降, 并且G变
异基因型能显著降低结肠癌的恶性程度, 是结
肠癌的保护因素.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 结肠癌; 多态性; Survivin; 基因

核心提示: Survivin基因启动子区-31G/C位点携带

G等位基因较不携带G等位基因患结肠癌的风险

明显下降, 并且G变异基因型能显著降低结肠癌

的恶性程度, 是结肠癌的保护因素.

朱正明, 欧阳喜, 罗洪亮, 黄俊, 朱培谦. Surv iv in 基因启动

子区多态性与结肠癌易感性及临床意义的相关性. 世界华

人消化杂志  2014; 22(9): 1334-1340  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/1334.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i9.1334

0  引言

结肠癌是胃肠道中常见的恶性肿瘤, 以41-65岁
发病率高, 现已成为恶性疾病的主要死因之一. 
在我国, 随着人口老龄化以及环境的恶化, 结肠

癌发病率可能继续保持上升趋势, 严重影响着

人们的身心健康. 各地资料显示, 随着人民生活

水平的提高, 饮食结构的改变, 结肠癌的发病率

呈逐年上升趋势. 国内外学者已经普遍认识到

结肠癌的发生是一个多阶段发展的过程, 涉及

多个癌基因的激活和抑癌基因的失活. 个体遗传

因素和环境的相互作用是结肠癌发生发展的主

要原因[1]. 生存素(survivin)是凋亡抑制蛋白(inhibi-
tion apoptosis protein, IAP)家族的新成员, 也是这

个家族中最小的成员, 由146个氨基酸组成[2], 他
广泛表达于人类的胚胎组织和恶性肿瘤组织中, 
但是几乎不存在于正常的分化的细胞[3]. survivin
基因被公认为目前所发现的最强大的凋亡抑制

基因[4], 在抑制细胞凋亡、调节细胞周期、促进

细胞增殖及细胞转化等方面均发挥着重要作用, 
从而影响肿瘤的发生发展[5-7]. 单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)在基因组

中具有高密度和遗传稳定性的特点, 是个体间

遗传差异的主要来源, 也是肿瘤等多种基因疾

病的发病基础. 以SNP为研究目标将有助于揭示

肿瘤的发病基础. 我们从Genebank发现survivin
基因有4个常见SNP位点: -31G/C、-241T/C、

-625G/C和-644T/C, 我们推测这些位点的变异可

能改变survivin基因的转录启动效率, 从而影响

肿瘤的发生发展. 本研究旨在探讨survivin基因

启动子区SNP与结肠癌的发生发展的关系, 为结

肠癌的早期诊断和个体化治疗提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料 收集2010-01/2011-10在南昌大学第二

附属医院确诊为原发性结肠癌的患者外周静脉

血标本217例以及正常对照组清晨外周静脉血

标本198例, 各2 mL, EDTA-Na抗凝, -20 ℃保存, 
用于PCR检测. 结肠癌组排除家族性腺瘤病和

遗传性结肠癌, 正常对照组为来我院体检者, 均
证实身体健康. 所有结肠癌组和正常对照组均

无血缘关系. 收集并整理结肠癌组和正常对照

组临床病理资料, 记录年龄、性别、吸烟、饮

酒、家族史、肿瘤分化程度及TNM分期. 结肠

癌组病理分期按2003年UICC临床分期标准. 本
实验均得到所有对象知情同意签字, 并取得医

院伦理委员会批准.
1.2 方法

1.2.1 总DNA的提取: 用DNA提取试剂盒(北京

全式金生物技术公司)提取每份抗凝外周血的总

DNA, 操作均按说明书进行. 采用紫外分光光度

计(珠海黑马医学仪器有限公司)测定DNA纯度

并进行定量, 波长设定为260和280 nm.
1.2.2 survivin 基因启动子区SNP位点基因型检

测: 引物设计及合成: 采用Oligo Primer 6.0软
件设计, 由Invitrogen公司合成. 引物序列如下: 
-31G/C位点: 上游引物: 5'-GACTACAACTCCC-
GGCACACCCCGC-3', 下游引物: 5'-CCCAG-
GAGGCCGGGCAGTCTCACCC-3'片段长度297 
bp; -241T/C: 上游引物: 5'-TGGCACCCTGTA-
AAGCTCTCCTG-3', 下游引物: 5'-GGGCAAC-
GTCGGGGCAC-3', 片段长度619 bp; -644T/C: 
上游引物5'-GCTGCACTCCATCCCTCCCC-
GGT-3', 下游引物: 5'-GGCAGAGGGTGCAGT-
GAGC-3', 片段长度: 185 bp; -625G/C: 上游引物

5'-GTYCATTTGTCCTTCATGCGC-3', 下游引物

5'-GGCAGAGGGTGCAGTGAGC-3', 片段长度



1336               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年3月28日    第22卷   第9期 

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
多 项 研 究 表
明-31G/C多态性
与CDE/CHR抑制
因子结合序列改
变、启动子活动
改变有关, 是sur-
vivin 启动子中的
一个功能性SNP
位点. 此SNP位点
的 G 等 位 基 因 能
够形成一个CDE
元 件 ,  因 而 影 响
survivin转录, 而C
等位基因不能形
成此抑制元件, 所
以不同的等位基
因型能对survivin
表达造成不同的
影响.

164 bp. 在PCR反应管中依次加入ddH2O 31.25 
μL、10×PCR 缓冲液5 μL、25 mmol/L MgCl2 5 
μL、10 mmol/L dNTPs 1 μL, 上、下游引物各2.5 
μL、5 U/μL Taq 酶0.25 μL、cDNA模板2.5 μL上
下游引物各2.5 μL, 充分混匀成50 μL PCR反应体

系. 94 ℃变性5 min; (94 ℃, 1 min; 58 ℃-61 ℃ 30 
s; 72 ℃, 1 min)共35循环; 最后72 ℃ 7 min延伸.

P C R扩增后所得产物经酶切反应后行琼

脂糖凝胶电泳检测基因型. 含-31G/C位点片段

对应限制性内切酶为EcoO109Ⅰ限制性内切酶

(New England Biolabs, USA), 酶切反应结果判断

标准为GG型: 163、134 bp, CC型: 297 bp, GC型: 
163、134、297 bp; 含-241T/C位点片段对应限

制性内切酶为HaeⅡ限制性内切酶(New England 
Biolabs, USA), 酶切反应结果判断标准为CC型: 
360、259 bp, TT型: 619 bp, TC型: 360、259、
619 bp; 含-625G/C位点片段对应限制性内切酶

为BstUⅠ限制性内切酶(New England Biolabs, 
USA), 酶切反应结果判断标准为GG型: 145、19 
bp, CC型: 164 bp, GC型: 145、19、164 bp; 含
-644T/C位点片段对应限制性内切酶为BstUⅠ限

制性内切酶(New England Biolabs, USA), 酶切反

应结果判断标准为CC型: 165、20 bp, TT型: 185 
bp, TC型: 165、20、185 bp.

统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计学

分析, 以优势比(odds ratio, OR)及其95%可信区

限(confidence interval, CI)表示相对风险度. SNP

位点基因型进行哈迪-温伯格平衡(hardy-wein-
berg equilibrium, HWE)检验和连锁平衡分析. 以
χ2检验比较结肠癌组和正常对照组之间各基因

型分布的差异. 采用χ2检验和Fisher确切概率法

统计分析各基因型与肿瘤分期、分化程度、淋

巴结转移等临床病理因素的关系. 所有的统计

检验均为双侧概率检验, P <0.05为差异具有统计

学意义.

2  结果

2.1 结肠癌流行病学相关因素的分析 本实验217
例结肠癌组和198例正常对照组一般资料如表

1. 结肠癌组与正常对照组在年龄、性别因素上

比较无统计学差异(P >0.05). 与正常对照组相比, 
结肠癌组在吸烟史、饮酒史、家族史及肿瘤家

族史等暴露因素上有明显差异(P = 0.006, P  = 
0.018, P  = 0.013).
2.2 Survivin基因启动子区SNP分型 所提取的各

样品的DNA经紫外分光光度计检测, A 260/280为

1.8-2.0, 提示所提取DNA纯度较纯.含-31G/C位
点扩增后片段为297 bp, G变异型能被Eco O109I
限制性内切酶酶切 ,  故G G型产生两个片段

(163、134 bp), CC型只产生一个片段(297 bp), 
GC型产生3个片段(163、134、297 bp). 与此类

似, 含-241T/C位点扩增后片段为619 bp, C变异

型能被HaeⅡ限制性内切酶酶切, 故CC型产生

两个片段(360、259 bp), TT型只产生一个片段

(619 bp), TC型产生3个片段(360、259、619 bp). 
含-625G/C位点扩增后片段为164 bp, G变异型

能被BstUⅠ限制性内切酶酶切, 故GG型产生两

个片段(145、19 bp), CC型只产生一个片段(164 
bp), GC型产生3个片段(145、19、164 bp). 含
-644T/C位点扩增后片段为185 bp, C变异型能被

HaeⅡ限制性内切酶酶切, 故CC型产生两个片

段(165、20 bp), TT型只产生一个片段(185 bp), 
TC型产生3个片段(165、20、185 bp). 经2%琼

脂糖凝胶电泳后, -31G/C、-241T/C、-625G/C和
-644T/C 4个位点酶切结果与预期相符(图1).
2.3 Survivin基因启动子区SNP与结肠癌易感性

的相关性分析 Survivin基因启动子区-31G/C、
-241T/C、-625G/C和-644T/C位点基因型在结

肠癌组和正常对照组的分布频率如表2示. 对比

结肠癌组和正常对照组之间各基因型分布的差

异, 发现-31G/C位点含G等位基因(CG+GG)结肠

癌组频率(60.8%)较正常对照组频率(72.7%)显
著降低, 具有统计学意义(P  = 0.010, OR = 0.582, 

表 1 结肠癌流行病学相关因素频数表 n (%)

     变量 结肠癌组 正常对照组   P 值

n 217 198

性别 0.350

  男 139(64.1)  118(59.6)  

  女   78(35.9)    80(40.4)  

年龄(岁) 0.545

  <50   33(15.2)    35(17.7)  

  50-70 136(62.7)  127(64.1)  

  >70   48(22.1)    36(18.2)  

吸烟史 0.006

  是  131(60.4)    93(47.0)  

  否   86(39.6)  105(53.0)  

饮酒史 0.018

  是   77(35.5)    49(24.7)  

  否 140(64.5)  149(75.3)  

肿瘤家族史 0.013

  是   43(19.8)    22(11.1)  

  否 174(80.2)  178(89.9)  
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■创新盘点
本 文 检 测 了s u r -
vivin 基因启动子
区 4 个 常 见 S N P
位点在结肠癌患
者中的基因型分
布情况及其与临
床病理特征之间
的 关 系 ,  进 而 对
survivin 基因启动
子区多态常性与
结肠癌易感性及
临床意义的相关
性进行分析.

95%CI: 0.385-0.882), 提示-31G/C位点携带G等

位基因较不携带G等位基因患结肠癌的风险明

显下降. 而另外3个多态性位点各基因变异型之

间在结肠癌组和正常对照组分布无明显差别.
2.4 survivin 基因启动子区SNP等位基因与结肠

癌肿瘤病理的相关性 由于-241T/C位点C变异型

在结肠癌组和对照组样本分布均低于1%, 我们

对于此位点不进行分析. 其他3个位点SNP不同

基因型与结肠癌病理分期的关系如表3. -31G/C
位点G变异与肿瘤的分化程度(P  = 0.019)、肿瘤

的浸润范围(P  = 0.008)、远处转移(P  = 0.0008)
均相关, G变异基因型能显著降低结肠癌的恶

性程度, G变异是结肠癌的保护因素. -625G/C与
-644T/C位点不同基因型在肿瘤分化程度、肿瘤

范围、淋巴结转移、远处转移等因素上均无统

计学差异.

3  讨论

survivin基因被公认为目前所发现的最强大的

凋亡抑制基因, 一方面通过与细胞周期调节因

子CDK4结合, 使CDK2/cyclinE活化和Rb磷酸

化,促进细胞由G1期进入S期, 促进细胞分化, 并
且能躲避G2/M期细胞凋亡监视, 抵抗自身介导

的细胞凋亡, 促进细胞的异常增殖[8,9]; 另一方面

survivin蛋白通过直接抑制细胞凋亡信号通路下

游的终未效应因子Caspase3、Caspase7的活性

以及干扰内源性凋亡信号通路上游Caspase9的
活化来阻断各种刺激诱导的细胞凋亡过程, 从
而实现其抗凋亡作用[10]. survivin基因作为一种

凋亡抑制基因, 已有研究证实他 的表达产物能

促进癌细胞的有丝分裂的进展和G1/S期转换[11], 
从而在肿瘤的发生、发展中起重要作用. 以往

的研究证实survivin基因几乎与所有人类常见的

恶性肿瘤, 如肺癌、肝癌、胰腺癌、前列腺癌

和乳腺癌的发生发展有关, 并且survivin基因在

这些癌组织内都是过度表达[12].
SNP是指在基因水平上由单个核苷酸的变

异引起的DNA序列多样性. 这种序列的多样性

对于遗传表型起到了一定的累加作用[13]. su r-
vivin基因启动子区有4个常见SNP位点-31G/C、 
-241T/C、-625G/C和-644T/C, 我们推测这些位

点的变异可能改变survivin基因转录启动效率, 
改变survivin蛋白表达情况从而影响肿瘤的发

生发展. 鉴于此, 本实验研究survivin基因启动

子区4个SNP位点与结肠癌遗传易感性及临床

意义的相关性. 本研究结果显示, 发现-31G/C位

表 2 survivin 基因启动子区SNP等位基因频数分布以及与结肠癌易感性分析 n (%)

     基因型 结肠癌组 正常对照组 P 值 OR (95%CI)  

n 217 120

-31G/C 

  CC   85(39.2)    54(27.3)  - 1.000(ref.)  

  CG   53(24.4)    56(28.3)  0.049 0.601(0.362-0.999)  

  GG   79(36.4)    88(44.4)  0.016 0.570(0.361-0.900)  

  CG+GG 132(60.8)  144(72.7)  0.010 0.582(0.385-0.882)  

-241T/C

  TT 208(95.9)  194(98.0)  - 1.000(ref.)  

  TC   7(3.2)   4(2.0)  0.436 1.632(0.470-5.663)  

  CC   2(0.9)  0(0)  0.174 1.933(1.759-2.124)  

  TC+CC   9(4.1)     4(2.0)   0.214 2.099(0.636-6.925)  

-625G/C

  CC   23(10.6)  16(8.1)  - 1.000(ref.)  

  CG   77(35.5)    70(35.3)  0.463 0.765(0.374-1.565)  

  GG 117(53.9)  112(56.6)  0.362 0.727(0.365-1.447)  

  CG+GG 194(89.4)  182(91.9)  0.380 0.742(0.380-1.448)  

-644T/C

  TT 131(60.4)  129(65.2)  - 1.000(ref.)  

  TC   59(27.1)    49(24.7)  0.458 1.186(0.756-1.860)  

  CC   27(12.4)    20(10.1)  0.373 1.329(0.867-1.500)  

  TC+CC   86(39.6)    69(34.8)  0.314 1.227(0.823-1.830)  
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点G变异能明显降低结肠癌的患病风险, G变异

是结肠癌发病的一个保护因素. 这与Qin等[14]研

究的survivin基因-31G>C多态性与患肿瘤的风

险: 29项研究的荟萃分析的结果相符, 并且这

一位点的多态性在其他相关恶性肿瘤中也有相

似的研究结果[15,16]. 我们推测survivin基因启动

子区-31G/C位点G变异, 降低survivin基因的转

录活性使survivin蛋白表达量下降, 从而减少结

肠癌的发生发展. survivin基因启动子区的细胞

周期依赖性元件(cell cycle dependent element, 

■应用要点
本文提示survivin基
因启动子区-31G/C
位点G变异通过降
低survivin蛋白的表
达来降低结肠癌的
易感性, 并抑制结
肠癌, 降低结肠癌
的恶性程度.

表 3 survivin 基因启动子区SNP与结肠癌肿瘤病理相关性分析

     -31G/C -625G/C -644T/C

CC CG+GG P 值 CC CG+GG P 值 TT TC+CC P 值

分化程度 0.019 0.725 0.443

  高分化 15   39     6   48   29 25

  中分化 29   53     7   75   53 29

  低分化 41   40   10   71   49 32

肿瘤范围 0.008 0.062 0.314

  T1   3   11   3   11   10   4

  T2   8   19   6   21   15 12

  T3 31   67   9   87   63 33

  T4 43   36   5   75   43 37

淋巴结转移 0.890 0.962 0.078

  N0 20   36   7   49   36 20

  N1 35   55   9   81   60 30

  N2 22   29   5   46   23 28

  N3   8   12   2   18   12   8

远处转移 0.008 0.100 0.844

  M0 77 101 16 162 108 70

  M1   8   31   7   32   23 16
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图 1 survivin 基因启动子区4处SNP酶切分型结果. A: -31G/C位点GG型: 163、134 bp, CC型:  297 bp, GC型: 163、134、

297 bp; B: -241T/C位点CC型: 360、259 bp, TT型: 619 bp, TC型: 360、259、619 bp; C: -625G/C位点GG型: 145、19 bp, 

CC型: 164 bp, GC型: 145 bp、19、164 bp; D: -644T/C位点CC型: 165、20 bp, TT型: 185 bp, TC型: 165、20、185 bp.
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CDE)/细胞周期同源区(cell cycle homology re-
gion, CHR)激活后能启动G2/M期的周期依赖的

survivin基因高表达, -31G/C位点位于CDE/CHR
区. C等位基因能与上游调控元件结合而启动

survivin基因表达, -31G/C位点G变异等位基因

通过改变CDE/CHR调控元件结合位点的特异序

列阻遏上游调控元件与CDE/CHR元件的结合

从而降低survivin基因的表达[17]. 这解释了本研

究中正常对照组中G变异等位基因频率多于结

肠癌组. 这与黄俊等研究的survivin基因启动子

区-31C/G单核苷酸多态性与中国华南地区散发

性结直肠癌CRC遗传易感性报到的结果相符[18]. 
此外, 本研究还发现-31G/C位点G变异与肿瘤的

分化程度、肿瘤的浸润范围、远处转移均相关, 
与C等位基因型相比, G变异基因型能显著降低

结肠癌的恶性程度. G变异通过减少survivin的表

达, 影响后者与DNA双链断裂修复蛋白的相互

作用, 进而调整DNA-PKcs的活性, 诱导DNA损

伤, 来调节肿瘤的分化和转移[19].
此外, 本研究结果显示survivin基因启动子

区其他3个多态性位点基因变异与结肠癌的易

感性无明显相关性. 我们发现-241T/C、-625G/C
和-644T/C 3个位点不位于非顺式作用元件或是

转录因子结合位点, 故此三个多态性位点可能

为无意义序列碱基, 因此可以解释这三个位点

的基因变异与survivin基因表达无明显相关性.
总之, survivin基因启动子区-31G/C位点G变

异通过降低survivin蛋白的表达来降低结肠癌的

易感性, 并抑制结肠癌, 降低结肠癌的恶性程度. 
本课题的不足之处在于样本量偏少, 以及样本

的局限性, 为此我们后续的研究将扩大样本量

并建立适当的动物模型, 探索survivin基因激活

后具体的信号传递分子机制, 为结肠癌的发生

发展提供新的研究思路, 并为临床药物治疗提

供重要依据.
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Abstract
A 22-year-old female patient was admitted with 
a hepatic space-occupying lesion found by CT 
examination. He had no history of liver disease. 
The alpha-fetoprotein (AFP) level was normal. 
The space-occupying lesion was further con-
firmed by computerized tomography and func-
tional MRI scans. By histopathology and immu-
nohistochemistry, a primary leiomyosarcoma of 
the liver was diagnosed.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
患者, 女, 22岁, 因发现肝占位性病变5 d入院, 
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 病例报告 CASE REPORT

原发性肝脏平滑肌肉瘤1例

刘春华, 李庆彦, 管 珊, 王思奎

®

■背景资料
肝脏平滑肌肉瘤
在所有肝脏恶性
肿瘤中极为罕见
一种肝脏疾病, 多
认为起源于肝脏
血管或胆管平滑
肌 .  临 床 诊 断 困
难 ,  影 像 学 检 查
无 特 异 性 ,  确 诊
依赖免疫组织化
学. 需要与原发性
肝癌、转移性肝
癌、肝内瘤样癌
等鉴别. 总结该病
诊治过程, 减少误
诊发生率. 

既往无肝病史, AFP正常, CT增强及MRI提示
肝内占位性病变, 恶性变可能性大, B超引导
下行针吸细胞学检查, 病理确诊为肝脏平滑肌
肉瘤, 此病罕见.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 平滑肌肉瘤; 肝脏

核心提示: 肝脏平滑肌肉瘤是一种罕见恶性肿

瘤. 临床表现同原发性肝癌, 既往无肝病病史, 甲
胎蛋白不高. 影像学显示呈巨块型、血供丰富、

有囊性化倾向. 镜下可见梭形细胞, 细胞核极向

不同 ,  排练杂乱 ,  免疫组织化学示特异标志物

Vimentin及actin阳性.  

刘春华, 李庆彦, 管珊, 王思奎. 原发性肝脏平滑肌肉瘤1例. 世

界华人消化杂志  2014; 22(9): 1341-1344  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/1341.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i9.1341

0  引言

原发性肝脏平滑肌肉瘤是一种比较罕见的恶性

肿瘤, 多见于40岁, 男性, 常表现为巨大肿物, 血
供丰富, 易误诊为原发性肝癌. 我院收治1例, 现
将患者影像学表现、临床病理特点、免疫组织

化学标记、诊断与治疗报道如下.  

1  病例报告   

患者, 女, 22岁, 因“乏力、腹胀、肝功异常10 
d, 肝占位5 d”入院. 查体: 消瘦、贫血貌, 眼睑

苍白, 上腹部膨隆, 肝肋下可触及, 约3 cm, 质硬, 
移动性浊音阴性. 强化CT示肝右叶见截面12 cm
×10 cm肿块, 提示肝占位性病变(图1). 实验室

检查: CA-199: 124.8 U/mL. 甲胎蛋白(alpha-feto-
protein, AFP)正常. 肝功示丙氨酸转氨酶(alanine 
aminotransferase, ALT)202 IU/L, 谷草转氨酶(as-
partate aminotransferase, AST)183 IU/L, 碱性磷

酸酶(alkaline phosphatase, AKP)733 IU/L, γ-谷氨

酰转肽酶(γ-glutamyl transpeptidase, GGT)345 IU/
L, 排除甲型肝炎病毒(hapatitis A virus, HAV)、

■同行评议者
徐迅迪, 教授, 中
南大学湘雅二医
院肝胆胰外科
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■研发前沿
目前病理学诊断
研 究 相 对 较 多 . 
该类患者一旦发
现 多 为 晚 期 ,  亟
待有一套诊疗方
法 ,  以 便 能 早 期
诊 断 ,  早 期 手 术
切 除 .  因 该 病 罕
见, 病例稀少, 影
像学及治疗方面
的相关研究较少, 
其早期诊断及治
疗方面仍未有新
进展.

乙型肝炎病毒(hapatitis B virus, HBV)、丙型肝

炎病毒(hapatitis C virus, HCV)及戊型肝炎病毒

(hepatitis E virus, HEV)感染. 以“肝占位性质待

查”于2013-10-08收入我院. 入院后给予保肝、

降酶治疗, 行肝脏MRI示肝右叶占位性病变, 性
质待定, 恶性病变可能性大. 患者青年女性, 无
饮酒及肝病病史、影像学显示肿瘤血供丰富, 

AFP正常, 原发性肝癌不能解释, 为明确诊断, 行
病理检查. 在B超引导下行肝穿刺, 留取0.8 cm×

0.6 cm×0.4 cm暗红色血块样组织标本, 经40 g/
L甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋4 μm厚切片, HE
染色, 采用EliVisionTM法分别进行actin、Vimen-
tin、CD34、CD117、S100、Desmin、DOG-1、
CK等免疫组织化学染色. 光镜观察. 结果示镜

图 1 CT强化与MRI影
像学表现. A:动脉期肿

瘤周边血供丰富、强化

明 显 、 呈 类 分 隔 样 改

变, 可见供血动脉; 中央

密度低呈不均匀强化, 

CT值34 Hu; B: 延迟期

肿瘤病灶密度低于肝实

质、中央低于周边; C: 

T1WI呈略长及短T1; D: 

T2WI长及短T2信号.

A

C D

B

图 2 细针肝穿刺留取肝脏组织镜检及免疫组织化学(×400). A: HE染色, 胞核呈梭形(极向不同, 排列杂乱呈网状), 红色区

域为出血; 免疫组织化学(EliVision法); B: 标志物Actin(肌动蛋白)阳性; C: 标志物Vimentin(波形蛋白)阳性; D: 标志物CK(pan)

阴性.

A

C D

B
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■相关报道
徐爱民等总结了
肝脏原发性平滑
肌肉瘤的CT特点, 
巨大占位, 血供丰
富 ,  强化不均匀 , 
有囊性化倾向；
黄焕军等观察了6
例原发性平滑肌
肉瘤病例的病理
及免疫组织化学
特征, 指出平滑肌
肉瘤确诊依赖免
疫组织化学. 李小
刚对手术后患者
进行随访, 发现手
术后存活率低.

检见恶性瘤细胞, 考虑为梭形细胞性肉瘤, 免疫

组织化学示actin(+)、Vimentin(+)、CD34(-)、
CD117(-)、S100(-)、Desmin(-)、DOG-1(-)、
CK(-)(图2). 病理诊断为平滑肌肉瘤. 为明确病

变原发部位, 行胸片、上消化道钡餐、肠镜及

子宫B超等检查, 均未见异常, 排除肺、胃肠道

及子宫原发性平滑肌瘤的可能, CK示阴性亦排

除肝脏肉瘤样癌的可能, 确诊为肝脏原发性平

滑肌瘤. 入院后患者肝功进行性恶化(出现阻塞

性黄疸)、无手术治疗指证, 行经皮肝穿刺胆管

引流术(percutaneous transhepatic biliary drainage, 
PTBD)症状改善后行TACE. 出院1 mo, 随访患者

一般情况尚可.      

2  讨论

原发性肝脏平滑肌肉瘤在所有肝脏恶性肿瘤中

极为罕见, 多认为起源于肝脏血管或胆管平滑

肌, 易误诊为原发性肝癌. 具体病因及发病机制

尚不明确, 吕国庆等[1]报道其与EB病毒感染有

关. 文献报道多发生于中老年人, 男性多见, 常
见于右半肝, 单发, 质地硬易坏死、出血、囊

性变[2]. 较小肿瘤临床上无任何症状, 中晚期症

状及体征与原发性肝癌类似, 腹胀、腹痛、发

热、上腹部包块及黄疸. 肝功正常或异常, 甲胎

蛋白不高, 肝炎病毒学指标阴性.      
2.1 影像学及病理学特点 作为肝癌中一种罕见

的特殊肿瘤, 除具有一般肝癌的特点又具有自

身部分特征. 体积大, 由于肿瘤生长迅速, 早期

无临床症状, 发现时体积一般较大, 该病例直径

约12 cm, 呈巨块性, 边界尚清. 本例病灶CT表现

较典型, 和徐爱民等[3]报道的6例平滑肌肉瘤表

现类似. 平扫病灶密度不均匀, 内见不规则片状

低密度区. 增强扫描病灶周边强化明显, 可见条

状及团块状肿瘤供血动脉, 呈类分隔状. 中央低

密度区呈不均匀强化、CT值34 Hu、未完全发

生坏死液化, 病理已证实低密度区大部分为肿

瘤实质, 存在散在陈旧性出血. 三期扫描中, 实
性部分强化明显, 病灶中心区域呈不均匀强化. 
MRI在T2WI呈长及短T2信号, 显示肿瘤组织的

恶性特征, 与病理相符.      
该病的病理学方面的研究报道相对较多, 

尚未有统一的标准. 分析文献总结其病理学特

点[4-7]: (1)镜下见梭形瘤细胞呈编织状排列, 胞
核两端钝圆; (2)免疫组织化学染色VG呈黄色, 
Masson染色呈红色; (3)免疫组织化学标志物有

Vinentin (波形蛋白)、Desmin(结蛋白)及平滑肌

肉瘤的特异性SM-action(平滑肌肌动蛋白)均阳

性, 同时CK(-)排除上皮性成分. 其中Desmin在
良性肌源性肿瘤中强阳性表达, Vimentin在恶

性肌源性肿瘤中强阳性表达, 二者呈反向关系. 
该病例诊断为平滑肌肉瘤依据: 镜下见到明确

的恶性梭形细胞, 免疫组织化学Vimentin(+)、
actin(+)、Desmin(-)、CK(-). Vimentin(+)而Des-
min(-)提示该病例恶性程度高.      
2.2 诊断及治疗 原发性肝脏平滑肌肉瘤的诊断

主要依靠临床、影像学和病理学, 确诊需要病

理学和免疫组织化学. 诊断该病亦应排除肝脏

转移性平滑肌肉瘤及肝肉瘤样癌. 本病例病理

检查确诊平滑肌肉瘤, 已完善胸片、上消化道

钡餐、肠镜、子宫B超等各项检查未见明显异

常, 排除子宫、胃肠道、肺部原发的可能. 免疫

组织化学显示CK阴性排除肝内瘤样癌的可能.      
手术切除可改善患者预后, 为目前首选治

疗. 李小刚等[8,9]对56例手术病例进行综合分析, 
平均存活率仅为3.5年. 该病存活率低, 一方面与

肿瘤的大小、分化程度有关; 另一方面与手术

后并发症有关. 该肿瘤发现时多中晚期, 瘤体大, 
手术切除范围广, 存留肝实质细胞少, 术后门

静脉血流量增加、压力升高, 过高的门静脉压

力可导致剩余肝脏的再灌注损伤, 甚至发展至

肝衰竭[10]. 平滑肌肉瘤对放化疗不敏感, 对不能

耐受手术者, 可给予肝动脉化疗栓塞术结合中

药抗癌治疗, 该治疗效果尚未有相关报道. 该患

者入院时肝功异常, 肿瘤体积大, 短期内肝功进

行性恶化, 腹胀及乏力加重, 出现黄疸, 无手术

治疗指证. 行PTBD治疗症状改善后行TACE术. 
TACE术后出现发热、腹痛、恶性、呕吐, 10 d
后症状缓解, 出院. 现出院1 mo, 随访, 患者一般

情况尚可. 拟定下一步治疗方案, TACE联合肿瘤

中心区放疗(陀螺刀), 缩小肿瘤体积以减轻其对

胆管、血管的压迫, 缓解症状.      
总之, 发现肝脏有血供丰富占位病变, AFP

不高, 无肝炎病史及家族史, 影像学呈囊性化倾

向, 应考虑到平滑肌肉瘤, 及时行病理检查以明

确诊断及组织分化程度. 如能早期发现可手术

切除, 以延长患者存活时间.      
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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 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同 行 评 议 ,  是 一
份被《中国科技
论文统计源期刊
(中国科技核心期
刊 )》 ,《中 文 核
心期刊要目总览
(2011年版)》收录
的学术期刊.
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量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2
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相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

病研究所.
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3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3 . 1 1  正 文 标 题 层 次  0  引言 ;  1  材料和方

法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参

考文献 .  序号一律左顶格写 ,  后空 1 格

写 标 题 ;  2 级 标 题 后 空 1 格 接 正 文 .  正
文内序号连排用 ( 1 ) ,  ( 2 ) ,  ( 3 ) .  以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上
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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

蔡开琳 副教授
华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

陈光 教授
吉林大学第一医院消化器官外科

陈其奎 教授
中山大学附属第二医院消化内科

陈卫昌 教授
苏州大学附属第一医院消化内科

崔莲花 副教授
青岛大学医学院公共卫生系

董蕾 教授
西安交通大学第二附属医院消化内科

傅红 副教授
上海复旦大学肿瘤医院肿瘤外科

傅晓辉 副教授
东方肝胆外科医院

甘华田 教授
四川大学华西医院老年消化内科

葛海燕 教授
同济大学附属第十人民医院普通外科

巩鹏 教授
大连医科大学附属第一医院普外二科

何松 教授
重庆医科大学附属第二医院消化内科

黄缘 教授
南昌大学第二附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室

蒋敬庭 教授
常州市第一人民医院(苏州大学附属第三医院)肿瘤生物诊疗中心

康春博 副主任医师
北京大学航天临床医院普通外科

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李苏宜 教授
东南大学附属中大医院肿瘤科

刘超 教授
中山大学孙逸仙纪念医院(附属第二医院)肝胆胰外科

刘亮 副主任医师
复旦大学胰腺癌研究所, 复旦大学附属肿瘤医院胰腺肝胆外科

刘正稳 教授
西安交通大学医学院第一附属医院

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

茅爱武 教授
上海同仁医院介入中心

潘阳林 副主任医师
中国人民解放军第四军医大学西京医院消化病医院消化六科

唐文富 副教授
四川大学华西医院中西医结合科

万军 教授
中国人民解放军总医院南楼老年消化科

肖恩华 教授
中南大学湘雅二医院放射教研室

许玲 教授
上海中医药大学附属龙华医院肿瘤科

宣世英 教授
市立医院肝病内科

杨家和 教授
中国人民解放军第二军医大学附属东方肝胆外科医院综合治疗三科

杨薇 副教授
北京大学肿瘤医院超声科

赵春玲 副教授
潍坊医学院细胞生物学教研室

朱传武 主任医师 
第五人民医院传染科
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