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状DNA(hepatitis 
B virus covalently 
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DNA, HBV cccDNA)
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的 抗 病 毒 药 物 , 
不 论 是 干 扰 素
(interferon, IFN)
还是核苷(酸)类
似物 ,  均不能有
效清除cccDNA, 
导致抗病毒药物
疗效有限 ,  或者
发生停药后复发.
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Abstract
Chronic hepatitis caused by hepatitis B virus 
(HBV) infection remains an incurable disease at 
present, which is mainly because the approved 
antiviral agents, such as interferon-alpha and 
nucleos(t)ide analogues, cannot effectively 
eradicate intrahepatic hepatit is B virus 
covalently closed circular DNA (cccDNA). And 
thus a suboptimal efficacy of antiviral agents 
and relapse after therapy occur very commonly. 
Therefore, novel drugs and treatment strategies 

remain to be developed on the basis of further 
theoretical and clinical research of HBV infection 
to achieve the ultimate goal of eradication 
of HBV cccDNA in the future. In this paper, 
we discuss multiple agents and therapeutic 
regimens influencing cccDNA levels, in order to 
help clinicians comprehensively understand the 
present situation in the research of the clearance 
of HBV cccDNA.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
慢性乙型肝炎目前还是不能治愈的疾病 , 
主要原因是由于干扰素和核苷(酸)类似物
等抗病毒药物不能有效清除肝细胞内乙
型肝炎病毒共价闭合环状DNA(hepatitis B 
virus covalently closed circular DNA, HBV 
cccDNA), 导致药物疗效不佳或治疗后复
发. 因此, 进一步加强对HBV感染的基础和
临床研究, 以清除肝细胞内HBV cccDNA为
目标开发新药和探讨治疗策略是今后肝病
研究领域的重要课题. 本文从细胞、动物和
临床研究水平, 将近年来开展的影响HBV 
cccDNA水平的多种药物和治疗方案进行综
述, 旨在为临床医师较为全面地了解清除
HBV cccDNA的研究现状提供参考. 
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■研发前沿
现有的抗病毒药
物难以治愈慢性
HBV感染 ,  了解
近 年 来 在 抑 制
HBV cccDNA方
面 开 展 的 工 作 , 
加强基础和临床
研究 ,  开发多环
节、多靶点的抗
病毒新药 ,  探索
更加有效的治疗
策略 ,  是目前肝
脏病学领域的重
要课题.
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闭合环状DNA

核心提示: 本文对国内外肝病学界近年来在细

胞、动物和临床方面围绕清除肝细胞核内乙型

肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)共价闭合环状

DNA(covalently closed circular DNA)开展的工

作进行了比较全面的综述, 为临床医师了解根

治HBV感染的研究现状提供参考.
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染人

体后进入肝细胞, 在细胞质中脱去核壳, 形成

HBV部分双链松弛环状DNA(relaxed circular 
DNA, rcDNA)分子. 随后HBV rcDNA进入细

胞核中, 由宿主D N A聚合酶进行D N A修复, 
进而在拓扑异构酶的作用下形成具有超螺旋

结构的共价闭合环状DNA(covalently closed 
circular DNA, cccDNA)分子. HBV cccDNA是

病毒前基因组RNA(pregenome RNA, pgRNA)
转录的原始模板, 是建立HBV感染状态和维

持病毒反复复制的分子基础. 成人感染HBV
后绝大部分(90%-95%)呈急性自限性过程, 宿
主在清除血液中完整病毒颗粒、肝细胞内

HBV rcDNA的同时, 也清除了HBV cccDNA, 
患者因而获得了临床痊愈. 而在慢性HBV感

染过程中, 即使在有效抗病毒药物治疗下, 患
者获得了血清HBV DNA抑制, 甚至获得了

HBeAg血清学转换, 但停药以后病毒复发的现

象非常常见[1-3]. 其主要原因是由于肝细胞核

内的HBV cccDNA以微型染色体形式存在, 非
常稳定, 难以被清除. 因此, 抗病毒治疗需以清

除肝细胞核内的HBV cccDNA为终极目标[4], 
只有这样才能彻底治愈乙型肝炎. 近年来, 随
着国内外肝病学界进一步加强对慢性HBV感

染的研究, 大家对根治慢性乙型肝炎的愿望愈

来愈强烈. 本文从细胞、动物和临床研究水平

就抗病毒药物对HBV cccDNA的影响作一述

评, 以期为临床医师了解清除HBV cccDNA的

研究现状提供参考. 

1  影响HBV cccDNA的细胞水平研究 

1.1 干扰素对HBV cccDNA的影响 干扰素-α
(interferon alpha, IFN-α)是慢性乙型肝炎抗病

毒治疗的重要药物之一, 其具有免疫促进作

用 ,  同时也有一定的直接抗病毒活性 ,  因此

具有双重抗病毒作用. 目前普遍认为I F N-α
对HBV cccDNA不具有直接的作用. Lucifora
等[5]以IFN-α处理HBV感染的dHepaRG细胞, 
发现随IFN-α处理时间的延长, dHepaRG细胞

内cccDNA的水平显著下降, 在IFN-α处理10 d
后, 细胞内cccDNA下降了80%. 他们用IFN-α
处理HBV感染的原代人肝细胞后也获得了同

样的效应. 进一步研究发现, IFN-α能促进原代

人肝细胞上载脂蛋白B mRNA编辑酶催化多

肽样3A(apolipoprotein B mRNA editing enzyme 
catalytic polypeptide-like 3A, APOBEC3A)的表

达. APOBEC3A是APOBEC3家族的一员, 是一种

DNA胞苷脱氨酶, 通过胞苷的广泛脱氨基作用

引起外源DNA的破坏, 因而具有抗病毒效应[6,7]. 
在本研究中, IFN-α诱导的细胞cccDNA下降, 在
处理后的观察期间其效应是持续的, 没有出现

cccDNA反弹的现象. 因此, APOBEC3A表达的

增加可能是IFN-α降解cccDNA的一种机制, 而
且这种作用对宿主细胞DNA不产生影响. 在慢

性乙型肝炎抗病毒治疗中, Lucifora等[5]的研究

为我们重新认识和利用IFN的作用提供了新的

探索空间. 
抑制HBV cccDNA的转录也是根治HBV

感染的重要一环. Be l lon i等[8]用IFN-α处理

HepG2细胞后, HBV复制受到抑制, 发现其

原因是由于cccDNA转录pgRNA和亚基因组

RNA(PreS/S RNAs等)受到了抑制. 在感染

HBV的人原代肝细胞uPA/SCID小鼠活体研

究中, IFN-α处理后小鼠体内HBV水平显著

下降, pgRNA和亚基因组RNAs也显著受到抑

制. 研究发现其机制是IFN-α使多梳抑制复合

体2(polycomb repressive complex 2, PRC2)的
一些辅助抑制因子和成分获得持续补充, 引
起与cccDNA结合的组蛋白尾端的一些特定赖

氨酸残基发生去乙酰化或者发生甲基化, 导
致cccDNA转录pgRNA和亚基因组RNAs显著

下降. 另外, IFN-α也减少了转录因子STAT1和
STAT2与cccDNA的结合. 研究揭示, IFN-α可以

介导HBV cccDNA的转录抑制, 这有助于在分

子机制上开发新的抗病毒治疗靶点. Liu等[9]在
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■相关报道
本文对抗病毒药
物 在 影 响 H B V 
cccDNA水平方
面的研究做了比
较全面和系统的
介绍 ,  目前在此
方面的相关报道
主要涉及到一些
具体的体外或体
内研究.

鸭HBV(duck HBV, DHBV)感染的鸡肝癌细胞

系中, 也证实IFN-α使与cccDNA结合的组蛋白

上第9位和第27位赖氨酸乙酰化减少, 导致持

久和显著的cccDNA转录抑制. 另外, 在重组杆

状病毒-HBV/HepG2细胞系培养中, IFN-γ可以

抑制HBV DNA的复制, 拉米夫定(lamivudine, 
LMV)与IFN-γ联合处理没有增加额外的抑制

效应, 但与LMV单独应用比较, 以LMV处理2 d
后再序贯应用IFN-γ处理6 d, HBV cccDNA池

下降了72%. 结果提示这种序贯处理具有一定

的应用前景[10]. 
1.2 胞苷脱氨酶及其相关分子对HBV cccDNA的

影响 Lucifora等[5]在研究IFN-α对HBV cccDNA
影响的同时, 他们还研究了淋巴毒素-β受体激

活与cccDNA降解的关系. 以淋巴毒素-β受体激

动剂处理HBV感染的dHepaRG细胞, 12 d以后

dHepaRG细胞内cccDNA大约下降了90%. 进一

步研究揭示, 淋巴毒素-β受体的激活显著上调

了dHepaRG和原代人肝细胞表达APOBEC3B, 
以及引起少量APOBEC3G的表达. 淋巴毒素-β
受体激活以剂量依赖性方式诱导APOBEC3B
的表达, 其表达的水平在连续处理期间稳定

增加. 在dHepaRG细胞中抑制APOBEC3B基
因表达以后, cccDNA的脱氨基作用也随之减

少. 因此, 在淋巴毒素-β受体激活后, 细胞产

生的APOBEC3B胞苷脱氨酶起到了降解HBV 
cccDNA的作用[11]. 一项研究[7]也显示, 在HBV持

续携带者和肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)患者中, APOBEC3B等位基因缺失的频率

显著高于正常人, 表明APOBEC3B表达异常对

乙型肝炎患者是不利的. 
在D H B V的细胞研究中, 激活诱导胞苷

脱氨酶(activation-induced cytidine deaminase, 
AID)的过度表达可以引起DHBV cccDNA链

上C到U的转换, 导致cccDNA水平下降, 这主

要依赖于尿嘧啶-DNA糖基化酶(uracil-DNA 
glycosylase, UNG)的作用. UNG是一个宿主核

因子, 可以去除尿嘧啶化DNA链上的尿嘧啶

碱基, 启动碱基切除修复(base excision repair, 
BER), 使DNA得到修复或剪切. 因此, 通过胞

苷脱氨基和尿嘧啶剪切的AID/UNG途径可以

触发cccDNA的降解[12]. 
1.3 RNA干扰对HBV cccDNA的影响 RNA干

扰技术为抗HBV治疗开辟了一个新的途径. Li
等[13,14]研究了HepG2.2.15细胞中针对HBV核

定位信号(nuclear localization signal, NLS)区
的小干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)
的作用. 发现siRNA显著抑制了HBV cccDNA
的复制, 联合应用3种针对NLS区不同位点的

siRNAs, 具有更强的抑制作用. 结果提示, 以
HBV NLS区作为siRNA的靶位具有抗HBV治

疗的潜能. Xin等[15]构建重组质粒psil-HBV并

转染到HepG2.2.15细胞中, 同样发现联合应用

siRNA具有显著的抗HBV效应, cccDNA的扩

增得到显著抑制. 在HepG2.2.15细胞中, 联合

应用针对HBV cccDNA和X蛋白的siRNAs可以

获得类似的cccDNA抑制效应[16]. 
与s iRNA相比, 载体介导的短发夹RNA 

(short hairpin RNA, shRNA)能够诱导持续的

RNA干扰. Kim等[17]构建2种针对HBx蛋白的

shRNA(sh1580 and sh1685), 克隆到HIV质粒U6
启动子的下游, 形成一个慢病毒载体. 将含有

shRNAs的慢病毒载体转染到HepAD38细胞中, 
发现sh1580和sh1685对HBV cccDNA的抑制率

分别达到19.7%和25.5%. 研究提示, 针对HBx的
shRNA能够有效降低HBV cccDNA的水平. 

s iRNA除了在转录后水平调节基因的表

达以外 ,  也可以引起转录基因的沉默 ,  这主

要是通过R N A干扰介导的异染色质形成和

RNA指导的DNA甲基化(RNA-directed DNA 
methylation, RdDM)而实现的. Park等[18]将针对

HBx蛋白的shRNA用慢病毒载体转染到人肝

癌细胞HepAD38中, 发现shRNA诱导的CpG甲

基化显著高于对照组(31.3% vs  12.8%), 且在发

生CpG甲基化的细胞克隆中有半数以上均定

位于shRNA针对的目标序列附近. 甲基化诱导

的转录抑制在体外转录实验中也得到证实. 因
此, 通过对HBV cccDNA的修饰, 即通过RdDM
作用, 可以实现对cccDNA的转录调节. 
1.4 核酶及其他DNA切割酶对HBV cccDNA的

影响 较早的研究[19,20]表明, 锌指蛋白可以抑制

单纯疱疹病毒和DHBV的转录. Cradick等[21]设

计了多对针对HBV cccDNA不同区域的锌指核

酶(zinc-finger nucleases, ZFNs), 这些ZFNs含有

序列非依赖性限制酶FokI的切割结构域, 并且

与锌指蛋白结构域串联融合, 特异地结合新的

DNA序列. 将构建好的ZFNs载体与含有HBV基

因组的质粒共转染到Huh7细胞中, 在培养3 d以
后, 26%的靶质粒被切割为线性DNA, 10%的

靶质粒被切割成尾尾相接的DNA, 这种尾尾相
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■创新盘点
文章总结了近年
来 从 基 础 到 临
床 在 抑 制 H B V 
cccDNA方面开
展的研究, IFN和
核苷(酸)类似物
能够降低患者肝
内cccDNA的水
平, 但IFN具有直
接降解cccDNA
的作用 ;  胞苷脱
氨 酶 、 R N A 干
扰、核酶及其他
DNA切割酶、一
些小分子化合物
等在降解和抑制
cccDNA方面具
有进一步的开发
潜能 ,  现有抗病
毒药物的治疗策
略对cccDNA的
影响也值得进一
步研究.

接的连环体不能产生功能性的病毒, 线性DNA
也无转录活性. 研究结果首次表明, 应用针对

HBV cccDNA的ZFNs对治疗慢性乙型肝炎具

有开发研究的价值. Weber等[22]最近设计了针

对HBV基因组P、C和X基因区的3个ZFNs, 将
这些HBV特异性的ZFNs与自我互补腺相关病

毒(self-complementary adeno-associated virus, 
scAAV)构建成载体并转染到HepAD38细胞中, 
以检验ZFNs的抗HBV活性. 结果显示, 这些

ZFNs有效地切割了HBV靶点, 其中针对P区的

ZFN导致HBV DNA复制被完全抑制, 不能产生

感染性病毒颗粒, 此种效应在1次处理后可以维

持2 wk. 3个ZFNs均具有高度的特异性, 通过高

通量测序仅见微量的靶外切割. 研究表明, HBV
特异性ZFNs能够有效抑制HBV DNA和cccDNA
的复制, 对根治HBV感染具有应用前景. 

转录激活因子样效应核酶(transcription 
activator-like effector nucleases, TALENs)是一

种新开发的核酶, 能够切割序列特异性DNA
靶位, 因此具有使HBV cccDNA失能的作用. 
B loom等 [23]设计了针对HBV基因组S和C基

因序列的TALENs, 发现在HepG2.2.15细胞中

TALENs有效地切割了HBV cccDNA靶位, 抑
制了病毒复制, 其中针对S基因的TALEN使

cccDNA发生定标性变异率达到35%. 研究证

明, 靶向核酶技术可以介导HBV cccDNA的

裂解. 在类似的研究中, 构建针对HBV DNA
保守序列的TALENs, 发现在转染全长单股

线性HBV DNA的Huh7细胞中, TALENs的表

达显著降低了HBeAg、HBsAg、HBcAg和
pgRNA的水平, cccDNA的水平也显著下降, 因
此TALENs可以特异性地使HBV基因组失活. 
并且, TALENs使受到HBV抑制的IFN刺激应

答元件指导的转录得到恢复, 与IFN-α联合应

用可以提高抗病毒效应[24]. 因此, 研究也提示

TALENs与IFN-α具有潜在的协同抗病毒效应. 
除了ZFNs和TALENs以外, CRISPR(clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats)/
CRISPR-associated(Cas)系统是源自细菌和古

生菌免疫系统的一个新的基因组编码工具, 为
宿主抵抗外来病毒或质粒入侵提供保护[25-27]. 
CRISPR/Cas9系统包含2个短RNAs和1个DNA
核酸内切酶Cas9, 短RNAs复合体指引Cas9 
DNA核酸内切酶切割目标DNA序列. Lin等[28]

设计了8个针对基因A型HBV的引导RNAs, 构

建了HBV特异性的CRISPR/Cas9系统. 在转染

了HBV表达载体的Huh7细胞中, 该系统显著

降低了HBV核心和表面蛋白的产生. 经过筛

选, RNA P1和RNA XCp是所设计的8个引导

RNAs中最为有效的, 其中针对HBV保守序列

的引导RNA XCp可以作用于HBV的不同基因

型. 研究表明, CRISPR/Cas9系统能够降解HBV 
cccDNA, 具有根除HBV感染的潜能. 

另外, Schiffer等[29]以数学模型的方法设计

了针对HBV cccDNA的切割酶, 其作用的过程

也是将表达切割酶的基因导入病毒载体再转

染到肝细胞中. 模型模拟显示, 病毒载体进入

靶细胞的效率高, 体液免疫只能有限清除病毒

载体, 酶和DNA靶位具有很强的结合力, 因此

对cccDNA的破坏水平很高. 但是, 在DNA切割

酶不能有效控制cccDNA复制的情况下, 切割

酶的初始耐药可能会发生. 模型预测显示, 如
果针对cccDNA不同序列的多个切割酶联合应

用, 或者将不同的切割酶序贯应用, 则可以预

防产生多酶耐药. 
1.5 其他研究 C a i等 [30]在85000多种化合物

中筛选出2种结构相关的双取代磺胺类药物

(disubstituted sulfonamides, DSS), 目前称为

CCC-0975和CCC-0346. 在细胞培养中以很

低的浓度即开始起效 ,  证实他们具有作为

cccDNA抑制剂的作用. 进一步研究其作用机

制, 发现DSS化合物既不直接抑制HBV DNA
的复制, 也不降低病毒聚合酶的活性, 同时, 也
不促进cccDNA和rcDNA在肝内的降解. 其机

制是干预rcDNA向cccDNA的转化, 最终导致

HBV cccDNA及rcDNA水平降低. 在鸭HBV感

染的原代鸭肝细胞培养中, CCC-0975能够减少

cccDNA的生物合成. 这项研究首次证实了小

分子化合物对HBV cccDNA的作用. 因此, 作
为根除HBV cccDNA的药物, DSS化合物具有

进一步验证的价值.
在利用免疫细胞清除HBV cccDNA的研

究方面, 有学者设计了针对HBV表面蛋白的嵌

合型T细胞受体, 并用以表达在原代人T细胞

上, 因此这种受体具有抗体的特异性. 该受体

包含一个针对HBV表面蛋白的单链抗体片段

和共刺激CD28分子. 当这种嵌合型受体以反

转录方法导入并表达于细胞表面的时候, 能够

使原代人T细胞识别产生HBsAg的肝细胞, 释
放IFN-γ和白介素-2, 导致HBV复制的肝细胞
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■应用要点
以目前抗病毒药
物为基础 ,  探索
更 加 优 化 的 治
疗策略 ,  进一步
降 低 患 者 肝 内
HBV cccDNA的
水平 ,  甚至在部
分患者体内达到
清除cccDNA的
目标. 同时, 随着
基 础 研 究 的 深
入 ,  为阻断HBV 
cccDNA的形成
或转录开发多环
节、多靶点的药
物提供可能.

溶解. 在与HBV感染的原代人肝细胞共同培养

的过程中, 这种设计的抗原特异性T细胞能够

选择性清除HBV感染的肝细胞, 并最终根除所

有cccDNA阳性的靶细胞[31]. 研究结果提示, 利
用这种加工改造的T细胞进行过继免疫, 可能

为清除HBV cccDNA提供一种新的治疗方法. 
当然, T细胞治疗也会引起肝细胞损伤, 如果将

来这种治疗方法得以进一步研究和开发, 尚需

进行大量的临床前研究.

2  影响HBV cccDNA的动物水平研究

2.1 RNA干扰对HBV cccDNA的影响 在HBV
转基因鼠模型的研究中, 实验结果显示siRNA
显著抑制了HBV cccDNA的扩增, 对病毒复制

和抗原表达具有较好的抑制效应[32]. Li等[33]设

计了3个针对HBV不同位点的siRNAs, 在HBV
转基因鼠的实验研究中发现3个siRNAs均有显

著的抗病毒活性, siRNAs特异性地抑制HBsAg
表达和HBV DNA复制, 并呈剂量依赖性关

系. s iRNAs联合应用比单独使用具有更强的

病毒抑制效应, 联合使用后对鼠血清中HBsAg
和HBeAg的抑制率均达到96%以上, 肝组织

中HBsAg阳性细胞减少了91%, 病毒mRNA
和DNA的抑制水平分别是对照组的90.0%和

87.7%. 研究结果表明, 在HBV转基因鼠中, 
siRNA的应用可以干扰cccDNA的功能, 联合应

用可以介导更强的病毒抑制作用. 
2.2 核酶及其他DNA切割酶对HBV cccDNA的

影响 Bloom等[23]除了在细胞水平证实TALENs
具有对HBV cccDNA的抑制效应以外, 在HBV
复制的鼠模型活体研究中也同样发现TALENs
对病毒复制的抑制作用. Lin等[28]对CRISPR/
Cas9系统在动物水平的抗病毒活性也进行了验

证. 将HBV表达载体与CRISPR/Cas9双表达载

体共同注射到C57BL/6系小鼠尾静脉中, 发现

在注射HBV特异性引导RNA P1和RNA XCp以
后, 小鼠血清HBsAg水平显著下降, 肝内HBV
表达载体的水平也显著下降. 采用T7E1分析法

进一步证实, 这种对靶序列的特异性切割是由

CRISPR/Cas9系统完成的; 对注射引导RNA P1
的小鼠取肝内HBV DNA进行克隆测序, 也证

明HBV基因组的破坏是CRISPR/Cas9系统作用

的结果. 研究提示, CRISPR/Cas9系统可以切割

HBV基因组表达模板, 促进cccDNA的清除. 
2.3 胞苷脱氨酶及其他研究 K i t amura等 [34]

在D H B V复制模型中研究了胞苷脱氨酶对

cccDNA的作用. DHBV DNA测序分析表明, 
cccDNA中G到A或C到T的累积变异主要见于

表达APOBEC3G的细胞, 并且在UNG被抑制

后这种变异的增加更为显著. cccDNA的高变

异在基因P区产生了很多终止密码, 抑制UNG
也提高了APOBEC3G抑制病毒复制的作用. 在
长期培养中, rcDNA、pgRNA和分泌性病毒颗

粒相关的DNA水平均下降. 如果APOBEC3G
的催化位点发生变异, 抑制UNG则不能提高

APOBEC3G介导的病毒抑制作用. 转染研究表

明, 既抑制UNG又促进APOBEC3G表达, 可以

显著降低cccDNA的复制能力. 
Menne等[35]在土拨鼠肝炎模型中研究了

小分子Toll样受体7(Toll-like receptor 7, TLR7)
激动剂GS-9620对土拨鼠肝炎病毒(woodchuck 
hepatitis virus, WHV)的影响. 在对GS-9620的
药代动力学、药效动力学和耐受性进行评估

后, 给予WHV慢性感染的土拨鼠应用GS-9620
或安慰剂处理4-8 wk. 结果显示, 在GS-9620
处理后, 土拨鼠血清病毒D N A、肝脏W H V 
cccDNA和WHV RNA的水平获得了快速、显

著和持续的下降, WHV表面抗原也消失, 其中

血清病毒DNA下降的最大均值达到6.2 log10, 
并且有一组动物在GS-9620处理后诱导了持

续的表面抗体应答. HCC的发病率在安慰剂

对照组是71%, 而在获得持续性病毒学应答的

GS-9620处理组中, HCC的发病率仅为8%. 同
时, GS-9620引起可逆性的血清肝脏酶学升高, 
血小板减少, 诱导了肝内CD8+ T细胞, NK细

胞、B细胞和IFN应答等免疫学反应. 因此, 该
研究提示TLR7激动剂GS-9620在HBV感染患

者中具有开发研究的价值.
另外, 在慢性HBV感染中, 免疫介导的细

胞损伤和代偿性肝细胞再生有利于cccDNA的

下降, 并选择出无cccDNA的肝细胞生长. 有
学者研究了肝脏再生对活体内cccDNA稳定

性和活性的影响. 使用uPA/SCID小鼠动物模

型, 从高病毒血症的uPA/SCID嵌合型小鼠体内

分离感染了绒毛猴HBV(woolly monkey HBV, 
WM-HBV)的原代树鼩肝细胞(primary tupaia 
hepatocytes, PTH), 将其移植到20只uPA受体

内. 发现WM-HBV感染的肝细胞被移植到受

体鼠以后, 细胞在80 d内平均增加了3.8倍, 病
毒体(包括rcDNA和cccDNA)的产生减少了



钱峰, 等. 抗病毒药物对乙型肝炎病毒cccDNA水平的影响

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3500

■名词解释
乙 型 肝 炎 病 毒
共 价 闭 合 环
状 D N A ( H B V 
cccDNA): 是嗜
肝DNA病毒HBV
基因组的复制中
间体 ,  长期存在
于 肝 细 胞 核 中 , 
是病毒前基因组
RNA和部分基因
mRNA合成的原
始模板 ,  在HBV
复制过程中起关
键作用 ,  其长期
存 在 和 复 制 是
HBV慢性感染的
最主要原因.

75%, 病毒pgRNA和HBcAg水平表达降低. 特
别是在PTH再生期间, 每个细胞cccDNA平均

下降2 log值. 分析其原因, 一方面是由于子代

细胞cccDNA池被稀释, 另一方面是由于肝内

cccDNA载量下降了0.5 log值. 肝内病毒DNA
在研究末期仍然持续存在, 最主要的原因还是

由于cccDNA未被清除, 而不是由于存在整合

型病毒. 研究[36]结果表明, 在肝脏再生过程中, 
肝细胞分裂可以引起cccDNA池不稳定, 导致

大多数感染病毒的肝细胞发生cccDNA清除. 
临床上, 部分慢性乙型肝炎患者在发病中伴随

着肝细胞的坏死和再生, 在没有抗病毒的情况

下, 或者在适时采用抗病毒药物治疗以后, 获
得了HBsAg的消失或血清学转换, 也可能存在

上述机制的作用.

3  影响HBV cccDNA的临床研究

3.1 核苷(酸)类似物单药治疗对HBV cccDNA
的影响 Yuen等[37]较早研究了LMV治疗对患者

HBV cccDNA的影响. 在LMV治疗1年期间,  82
例患者血清HBV cccDNA在24 wk和52 wk分别

下降了2.21 log10和2.12 log10拷贝/mL, 而安慰

剂对照组仅分别下降0.31 log10和0.2 log10拷
贝/mL. 发生LMV耐药的患者cccDNA的下降

显著低于无耐药患者. 在一项包括LMV、阿

德福韦酯(adefovir dipivoxil, ADV)、恩替卡韦

(entecavir, ETV)、替比夫定和克来夫定治疗的

研究中, 124例患者接受了1年的抗病毒治疗, 肝
内总HBV DNA下降2 log10拷贝/细胞, cccDNA
下降1 log10拷贝/细胞, 其中5例患者cccDNA不

可测出[38]. 对于抗病毒治疗获得病毒学应答的

患者, 肝内cccDNA水平随着治疗时间的延长而

进一步降低, 病毒学应答持续35 mo以上、血清

抗-HBe阳性持续30 mo以上者, 有超过60%以上

的病例肝内cccDNA水平低于检测下限[39]. 
在ETV 3期临床研究的部分患者中, 接受

ETV治疗48 wk以后, 肝内HBV cccDNA下降

1 log10, 治疗后cccDNA是肝内HBV DNA存

在的主要形式[40], 因此也成为治疗后患者病毒

复发的主要原因. 类似的研究也显示, 在LMV
治疗52 wk后肝内HBV DNA, 包括cccDNA均

降低, 肝内cccDNA与总HBV DNA的比值较

治疗前显著增加, 也提示cccDNA是治疗后肝

内病毒存在的主要方式[41]. 有学者[42]发现, 在
ADV治疗12 wk以后, 患者肝内总HBV DNA和

cccDNA显著下降, 而随着病毒水平的降低, 患
者也获得了抗病毒免疫的部分恢复. 

抗病毒药物的强度对HBV cccDNA水平的

影响也是令人关注的, 一项研究[43]比较了ETV和
ADV治疗对患者肝内cccDNA的影响. 治疗48 wk
时, 两组患者肝内cccDNA水平均轻度下降, 与
安慰剂对照组比较均无统计学差异. 但多因素

回归分析提示, 治疗引起的cccDNA下降与肝

脏Knodell坏死炎症程度和Ishak纤维化程度的

改善密切相关. 因此, 尽管ETV或者ADV治疗

1年不足以根除cccDNA, 但通过长期抗病毒治

疗在获得肝脏组织学改善以后, 则有利于抑制

肝内cccDNA. 
Ruan等[44]比较了急性乙型肝炎和接受抗病

毒治疗的慢性乙型肝炎患者肝内HBV cccDNA
的变化. 急性乙型肝炎患者肝内cccDNA的中位

水平是0.002拷贝/细胞, 显著低于慢性乙型肝炎

患者的水平. 慢性乙型肝炎抗病毒治疗取得病

毒学应答和HBsAg消失的患者肝内cccDNA的

中位水平为0.012拷贝/细胞, 比原发性治疗失败

的患者(4.18拷贝/细胞)显著为低, 但与仅获得病

毒学应答患者比较无统计学差别(0.039拷贝/细
胞). 进一步分析表明, 肝内cccDNA的水平与血

清ALT、HBeAg和肝内总HBV DNA水平呈正

相关关系, 而与血清HBV DNA和HBsAg水平无

显著相关关系. 该研究结果提示, 即使在急性乙

型肝炎和抗病毒治疗取得HBsAg阴转的慢性乙

型肝炎患者中, 肝内也仍然存在HBV cccDNA. 
最近的一项研究[45]也得出类似的结果. 在ETV
治疗的120例HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者中, 
有20例在治疗前后均进行了肝脏活检. 治疗48 
wk时, 肝内HBV cccDNA的中位水平从基线的

5.1×106拷贝/mL降至2.4×103拷贝/mL, cccDNA
虽有显著下降, 但均未被清除. 

从总体上看, 在核苷(酸)类似物治疗48 wk
时患者肝内cccDNA下降的程度是有限的, 要
获得更好的疗效, 在不发生耐药的情况下, 长
期的治疗是必需的, 这样可能会最大限度地耗

竭cccDNA池的储量. 
3.2 IFN及其与核苷(酸)类似物联合治疗对HBV 
cccDNA的影响 陆海英等[46]研究了71例接受

LMV, IFN-α单药治疗或LMV-IFN-α序贯治疗

患者肝内HBV cccDNA的变化. 治疗结束时, 
LMV-IFN-α序贯、LMV和IFN-α治疗的患者

肝内cccDNA水平分别为3.4 log10, 3.8 log10和
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■同行评价
本文能结合目前
国内外乙型肝炎
领域的治疗难点
和热点立题 ,  对
近年来国内外开
展 的 影 响 H B V 
cccDNA水平的
多种药物和治疗
方案进行了综合
分析 ,  为专业人
员全面地了解清
除HBV cccDNA
的研究现状提供
有 价 值 的 参 考 . 
文章的撰写思路
清晰, 层次分明, 
逻辑性强.

5.0 log10, 均显著低于治疗前的基线水平. 出现

HBeAg血清学转换的患者, 肝内cccDNA下降

的幅度显著大于HBeAg未消失的患者(3.0 log10 
vs  1.6 log10). 抗病毒治疗患者肝内cccDNA的

变化与HBV基因型无关. 并且发现, 治疗12 wk
时取得病毒学应答的患者肝内cccDNA下降的

中位水平为1.1 log10, 而无病毒学应答者下降

了0.5 log10, 两者存在显著统计学差异, 提示治

疗12 wk的病毒学应答对肝内cccDNA的下降具

有预测价值[47]. 
在26例接受聚乙二醇I F N-α  2b(P E G-

IFN-α 2b)和A D V联合治疗的患者中, 治疗

48 wk时肝内总HBV DNA和cccDNA中位水平

分别下降了2.2 log10和2.4 log10, 发生HBeAg
消失的患者肝内cccDNA水平比未消失患者更

低, HBsAg阳性肝细胞数量明显减少, 其中4例
患者发生了HBsAg血清学转换[48]. 结果表明, 
联合治疗可以显著降低肝内cccDNA, 因而有

利于患者获得HBsAg的阴转. 在17例接受PEG-
IFN-α 2b和ETV联合治疗的患者中, 治疗48 wk
时, 肝内cccDNA均值下降到1.4 log拷贝/µg. 11例
未发生病毒学复发的患者中, 治疗结束时绝大

多数患者cccDNA水平很低, 只有2例cccDNA
水平高于4.5 log拷贝/µg, 而所有复发的患者

肝内cccDNA水平均较高[49]. 该研究也提示, 
联合治疗有利于降低慢性乙型肝炎患者肝内

cccDNA水平. 因此, 对现有的抗病毒药物在治

疗策略上进行进一步探讨, 对提高慢性乙型肝

炎临床治愈率有非常重要的现实意义. 

4  结论

应用现有的抗病毒药物, 以及参考目前国内外

各个肝病指南推荐的抗病毒治疗方案, 在很大

程度上难以有效清除HBV cccDNA. IFN除了

已知的作用机制以外, 随着对其开展的进一步

探讨, 发现IFN还具有直接降解HBV cccDNA
的作用[50]. 因此, 针对患者的免疫学水平, 病毒

学状况, 以及可能正在实施的抗病毒方案, 研
究新的IFN治疗策略, 包括更合适的时机, 药物

的剂量、疗程, 与核苷(酸)类似物的序贯或联

合治疗等等, 可能会在现有药物的基础上使患

者获得更高的HBsAg消失率或血清转换率, 进
一步提高患者的临床治愈率. 而核苷(酸)类似

物主要是病毒DNA聚合酶抑制剂, 只是干预细

胞浆内pgRNA反转录形成病毒负链DNA和以

负链为模板合成正链DNA的过程. 治疗期间引

起cccDNA的降低主要是子代病毒量的减少, 
导致rcDNA也相应减少, 最终导致cccDNA补

充不足. 另外, 抗病毒治疗获得的肝脏组织学

改善引起cccDNA池的不稳定, 使很多感染了

病毒的肝细胞发生cccDNA被清除. 因此, 核苷

(酸)类似物治疗导致的cccDNA下降是一个间

接的过程, 长期有效的治疗可能具有耗竭HBV 
cccDNA的作用. 

除了目前被批准上市的抗病毒药物以外, 
开发新的能清除HBV cccDNA的药物是患者

和医生的共同期待. 通过上述在细胞、动物和

临床上开展的研究, 让我们对今后治愈慢性乙

型肝炎抱有很大的信心. 从理论上说, 在HBV
复制环节上, 从HBV脱去外膜进入肝细胞, 在
细胞浆中脱去核膜成为rcDNA并进入细胞核, 
cccDNA的形成及其转录, pgRNA的合成与装

配, 到子代病毒的装配与释放等等, 如果能够

在这些HBV复制环节和靶点上再多开发一些

有效的药物, 我们将会有更多的措施应对目前

的困局. 当然, 对于治愈HBV感染来说, 最重要

的还是要考虑到cccDNA的因素. 鉴于cccDNA
是在细胞核内形成的, 因此, 清除cccDNA的

药物最好能够在细胞核内cccDNA形成的各个

环节上发挥作用. 但对于cccDNA分子在细胞

核内形成的一些关键环节, 目前还不十分清

楚, 诸如rcDNA分子是如何通过核转位从细胞

浆进入细胞核的? rcDNA在细胞核内是如何

去掉负链的末端蛋白和正链寡RNA帽的? 部
分互补的rcDNA是如何启动缺口修复程序的? 
修补的DNA聚合酶是来自病毒自身还是宿主

的? cccDNA是利用病毒自身还是宿主的解旋

酶、拓扑异构酶等从环状双链分子进一步折

叠形成超螺旋cccDNA分子的等. 今后, 在深入

开展对HBV分子生物学研究的基础上, 通过

新药研发和进一步的临床研究, 彻底清除HBV 
cccDNA, 治愈乙型肝炎的目标是完全可能实

现的. 

5      参考文献

1 	 Chen TM, Chang CC, Huang PT, Wen CF, Lin CC. 
Performance of risk estimation for hepatocellular 
carcinoma in chronic hepatitis B (REACH-B) score 
in classifying treatment eligibility under 2012 
Asian Pacific Association for the Study of the Liver 
(APASL) guideline for chronic hepatitis B patients. 
Aliment Pharmacol Ther 2013; 37: 243-251 [PMID: 
23171385 DOI: 10.1111/apt.12144]

2 	 Koh C, Zhao X, Samala N, Sakiani S, Liang TJ, 



钱峰, 等. 抗病毒药物对乙型肝炎病毒cccDNA水平的影响

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3502

Talwalkar JA. AASLD clinical practice guidelines: 
a critical review of scientific evidence and evolving 
recommendations. Hepatology 2013; 58: 2142-2152 
[PMID: 23775835 DOI: 10.1002/hep.26578]

3 	 European Association For The Study Of The Liver. 
EASL clinical practice guidelines: Management 
of chronic hepatitis B virus infection. J Hepatol 
2012; 57: 167-185 [PMID: 22436845 DOI: 10.1016/
j.jhep.2012.02.010]

4 	 Levrero M, Pollicino T, Petersen J, Belloni L, 
Raimondo G, Dandri M. Control of cccDNA 
function in hepatitis B virus infection. J Hepatol 
2009; 51: 581-592 [PMID: 19616338 DOI: 10.1016/
j.jhep.2009.05.022]

5 	 Lucifora J, Xia Y, Reisinger F, Zhang K, Stadler 
D, Cheng X, Sprinzl MF, Koppensteiner H, 
Makowska Z, Volz T, Remouchamps C, Chou 
WM, Thasler WE, Hüser N, Durantel D, Liang 
TJ, Münk C, Heim MH, Browning JL, Dejardin E, 
Dandri M, Schindler M, Heikenwalder M, Protzer 
U. Specific and nonhepatotoxic degradation of 
nuclear hepatitis B virus cccDNA. Science 2014; 
343: 1221-1228 [PMID: 24557838 DOI: 10.1126/
science.1243462]

6 	 Narvaiza I, Linfesty DC, Greener BN, Hakata Y, 
Pintel DJ, Logue E, Landau NR, Weitzman MD. 
Deaminase-independent inhibition of parvoviruses 
by the APOBEC3A cytidine deaminase. PLoS 
Pathog 2009; 5: e1000439 [PMID: 19461882 DOI: 
10.1371/journal.ppat.1000439]

7 	 Stenglein MD, Burns MB, Li M, Lengyel J, Harris 
RS. APOBEC3 proteins mediate the clearance of 
foreign DNA from human cells. Nat Struct Mol Biol 
2010; 17: 222-229 [PMID: 20062055 DOI: 10.1038/
nsmb.1744]

8 	 Belloni L, Allweiss L, Guerrieri F, Pediconi N, Volz 
T, Pollicino T, Petersen J, Raimondo G, Dandri 
M, Levrero M. IFN-α inhibits HBV transcription 
and replication in cell culture and in humanized 
mice by targeting the epigenetic regulation of the 
nuclear cccDNA minichromosome. J Clin Invest 
2012; 122: 529-537 [PMID: 22251702 DOI: 10.1172/
JCI58847]

9 	 Liu F, Campagna M, Qi Y, Zhao X, Guo F, Xu C, 
Li S, Li W, Block TM, Chang J, Guo JT. Alpha-
interferon suppresses hepadnavirus transcription 
by altering epigenetic modification of cccDNA 
m i n i c h r o m o s o m e s . P L o S P a t h o g 2 0 1 3 ; 9 : 
e1003613 [PMID: 24068929 DOI: 10.1371/journal.
ppat.1003613]

10 	 Parvez MK, Sehgal D, Sarin SK, Basir SF, Jameel 
S. Inhibition of hepatitis B virus DNA replicative 
intermediate forms by recombinant interferon-
gamma. World J Gastroenterol 2006; 12: 3006-3014 
[PMID: 16718779]

11 	 Zhang T, Cai J, Chang J, Yu D, Wu C, Yan T, Zhai K, 
Bi X, Zhao H, Xu J, Tan W, Qu C, Lin D. Evidence 
of associations of APOBEC3B gene deletion with 
susceptibility to persistent HBV infection and 
hepatocellular carcinoma. Hum Mol Genet 2013; 22: 
1262-1269 [PMID: 23213177 DOI: 10.1093/hmg/
dds513]

12 	 Chowdhury S, Kitamura K, Simadu M, Koura M, 
Muramatsu M. Concerted action of activation-
induced cytidine deaminase and uracil-DNA 
glycosylase reduces covalently closed circular 

DNA of duck hepatitis B virus. FEBS Lett 2013; 
587: 3148-3152 [PMID: 23954625 DOI: 10.1016/
j.febslet.2013.07.055]

13 	 Li GQ, Gu HX, Li D, Xu WZ. Inhibition of Hepatitis 
B virus cccDNA replication by siRNA. Biochem 
Biophys Res Commun 2007; 355: 404-408 [PMID: 
17300745]

14 	 Li GQ, Yu DM, Lu J, Chen SL, Zhao JY, Wang YC. 
Study of the efficacy of combination therapy of 
SiRNAs in HepG2.2.15 cells. Hepatogastroenterology 
2011; 58: 570-574 [PMID: 21661433]

15 	 X in XM, Li GQ, J in YY, Zhuang M, L i D. 
Combination of small interfering RNAs mediates 
greater suppression on hepatitis B virus cccDNA 
in HepG2.2.15 cells. World J Gastroenterol 2008; 14: 
3849-3854 [PMID: 18609708]

16 	 Xie Q, Zhang S, Wang W, Li YM, Du T, Su XL, Wei 
YQ, Deng HX. Inhibition of hepatitis B virus gene 
expression by small interfering RNAs targeting 
cccDNA and X antigen. Acta Virol 2012; 56: 49-55 
[PMID: 22404609]

17 	 Kim JW, Lee SH, Park YS, Jeong SH, Kim N, 
Lee DH. [Inhibition of in vitro hepatitis B virus 
replication by lentivirus-mediated short-hairpin 
RNA against HBx]. Korean J Hepatol 2009; 15: 15-24 
[PMID: 19346782 DOI: 10.3350/kjhep.2009.15.1.15]

18 	 Park HK, Min BY, Kim NY, Jang ES, Shin CM, 
Park YS, Hwang JH, Jeong SH, Kim N, Lee DH, 
Kim JW. Short hairpin RNA induces methylation 
of hepatitis B virus covalently closed circular DNA 
in human hepatoma cells. Biochem Biophys Res 
Commun 2013; 436: 152-155 [PMID: 23727428 DOI: 
10.1016/j.bbrc.2013.04.108]

19 	 Papworth M, Moore M, Isalan M, Minczuk M, 
Choo Y, Klug A. Inhibition of herpes simplex 
virus 1 gene expression by designer zinc-finger 
transcription factors. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 
100: 1621-1626 [PMID: 12574501]

20 	 Zimmerman KA, Fischer KP, Joyce MA, Tyrrell 
DL. Zinc finger proteins designed to specifically 
target duck hepatitis B virus covalently closed 
circular DNA inhibit viral transcription in tissue 
culture. J Virol 2008; 82: 8013-8021 [PMID: 18524822 
DOI: 10.1128/JVI.00366-08]

21 	 Cradick TJ, Keck K, Bradshaw S, Jamieson AC, 
McCaffrey AP. Zinc-finger nucleases as a novel 
therapeutic strategy for targeting hepatitis B virus 
DNAs. Mol Ther 2010; 18: 947-954 [PMID: 20160705 
DOI: 10.1038/mt.2010.20]

22 	 Weber ND, Stone D, Sedlak RH, De Silva Feelixge 
HS, Roychoudhury P, Schiffer JT, Aubert M, 
Jerome KR. AAV-mediated delivery of zinc finger 
nucleases targeting hepatitis B virus inhibits active 
replication. PLoS One 2014; 9: e97579 [PMID: 
24827459 DOI: 10.1371/journal.pone.0097579]

23 	 Bloom K, Ely A, Mussolino C, Cathomen T, 
Arbuthnot P. Inactivation of hepatitis B virus 
replication in cultured cells and in vivo with 
engineered transcription activator-like effector 
nucleases. Mol Ther 2013; 21: 1889-1897 [PMID: 
23883864 DOI: 10.1038/mt.2013.170]

24 	 Chen J, Zhang W, Lin J, Wang F, Wu M, Chen 
C, Zheng Y, Peng X, Li J, Yuan Z. An efficient 
antiviral strategy for targeting hepatitis B virus 
genome using transcription activator-like effector 
nucleases. Mol Ther 2014; 22: 303-311 [PMID: 



钱峰, 等. 抗病毒药物对乙型肝炎病毒cccDNA水平的影响

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3503

24025750 DOI: 10.1038/mt.2013.212]
25 	 Bhaya D, Davison M, Barrangou R. CRISPR-Cas 

systems in bacteria and archaea: versatile small 
RNAs for adaptive defense and regulation. Annu 
Rev Genet 2011; 45: 273-297 [PMID: 22060043 DOI: 
10.1146/annurev-genet-110410-132430]

26 	 Makarova KS, Haft DH, Barrangou R, Brouns SJ, 
Charpentier E, Horvath P, Moineau S, Mojica FJ, 
Wolf YI, Yakunin AF, van der Oost J, Koonin EV. 
Evolution and classification of the CRISPR-Cas 
systems. Nat Rev Microbiol 2011; 9: 467-477 [PMID: 
21552286 DOI: 10.1038/nrmicro2577]

27 	 Wiedenheft B, Sternberg SH, Doudna JA. RNA-
guided genetic silencing systems in bacteria and 
archaea. Nature 2012; 482: 331-338 [PMID: 22337052 
DOI: 10.1038/nature10886]

28 	 Lin SR, Yang HC, Kuo YT, Liu CJ, Yang TY, Sung 
KC, Lin YY, Wang HY, Wang CC, Shen YC, Wu 
FY, Kao JH, Chen DS, Chen PJ. The CRISPR/Cas9 
System Facilitates Clearance of the Intrahepatic HBV 
Templates In Vivo. Mol Ther Nucleic Acids 2014; 3: 
e186 [PMID: 25137139 DOI: 10.1038/mtna.2014.38]

29 	 Schiffer JT, Swan DA, Stone D, Jerome KR. 
Predictors of hepatitis B cure using gene therapy 
to deliver DNA cleavage enzymes: a mathematical 
modeling approach. PLoS Comput Biol 2013; 9: 
e1003131 [PMID: 23861664 DOI: 10.1371/journal.
pcbi.1003131]

30 	 Cai D, Mills C, Yu W, Yan R, Aldrich CE, Saputelli 
JR, Mason WS, Xu X, Guo JT, Block TM, Cuconati A, 
Guo H. Identification of disubstituted sulfonamide 
compounds as specific inhibitors of hepatitis B 
virus covalently closed circular DNA formation. 
Antimicrob Agents Chemother 2012; 56: 4277-4288 
[PMID: 22644022 DOI: 10.1128/AAC.00473-12]

31 	 Bohne F, Chmielewski M, Ebert G, Wiegmann 
K, Kürschner T, Schulze A, Urban S, Krönke M, 
Abken H, Protzer U. T cells redirected against 
hepatitis B virus surface proteins eliminate 
infected hepatocytes. Gastroenterology 2008; 
134: 239-247 [PMID: 18166356 DOI: 10.1053/
j.gastro.2007.11.002]

32 	 Li G, Jiang G, Lu J, Chen S, Cui L, Jiao J, Wang 
Y. Inhibition of hepatitis B virus cccDNA by 
siRNA in transgenic mice. Cell Biochem Biophys 
2014; 69: 649-654 [PMID: 24569930 DOI: 10.1007/
s12013-014-9847-1]

33 	 Li G, Fu L, Jiang J, Ping Y, Huang Y, Wang Y. 
siRNA combinations mediate greater suppression 
of hepatitis B virus replication in mice. Cell Biochem 
Biophys 2014; 69: 641-647 [PMID: 24549857 DOI: 
10.1007/s12013-014-9846-2]

34 	 Kitamura K, Wang Z, Chowdhury S, Simadu M, 
Koura M, Muramatsu M. Uracil DNA glycosylase 
counteracts APOBEC3G-induced hypermutation 
of hepatitis B viral genomes: excision repair of 
covalently closed circular DNA. PLoS Pathog 2013; 
9: e1003361 [PMID: 23696735 DOI: 10.1371/journal.
ppat.1003361]

35 	 Menne S , Tumas DB, L iu KH, Thampi L , 
AlDeghaither D, Baldwin BH, Bellezza CA, Cote 
PJ, Zheng J, Halcomb R, Fosdick A, Fletcher SP, 
Daffis S, Li L, Yue P, Wolfgang GH, Tennant 
BC. Sustained efficacy and seroconversion with 
the Toll-like receptor 7 agonist GS-9620 in the 
Woodchuck model of chronic hepatitis B. J Hepatol 

2015; 62: 1237-1245 [PMID: 25559326 DOI: 10.1016/
j.jhep.2014.12.026]

36 	 Lutgehetmann M, Volz T, Köpke A, Broja T, Tigges 
E, Lohse AW, Fuchs E, Murray JM, Petersen J, 
Dandri M. In vivo proliferation of hepadnavirus-
infected hepatocytes induces loss of covalently 
closed circular DNA in mice. Hepatology 2010; 52: 
16-24 [PMID: 20578126 DOI: 10.1002/hep.23611]

37 	 Yuen MF, Wong DK, Sum SS, Yuan HJ, Yuen JC, 
Chan AO, Wong BC, Lai CL. Effect of lamivudine 
therapy on the serum covalently closed-circular 
(ccc) DNA of chronic hepatitis B infection. Am J 
Gastroenterol 2005; 100: 1099-1103 [PMID: 15842584]

38 	 Wong DK, Seto WK, Fung J, Ip P, Huang FY, Lai 
CL, Yuen MF. Reduction of hepatitis B surface 
antigen and covalently closed circular DNA by 
nucleos(t)ide analogues of different potency. Clin 
Gastroenterol Hepatol 2013; 11: 1004-1010.e1 [PMID: 
23376799 DOI: 10.1016/j.cgh.2013.01.026]

39 	 李菲菲, 任万华, 丁贵航, 石军, 韩国庆. 肝组织
cccDNA水平与血清病毒学应答后治疗时间的关系. 
中华肝脏病杂 2009; 17: 167-170

40 	 Bourne EJ, Dienstag JL, Lopez VA, Sander TJ, 
Longlet JM, Hall JG, Kwiatkowski RW, Wright 
T, Lai CL, Condreay LD. Quantitative analysis of 
HBV cccDNA from clinical specimens: correlation 
with clinical and virological response during 
antiviral therapy. J Viral Hepat 2007; 14: 55-63 
[PMID: 17212645]

41 	 Wong DK, Yuen MF, Ngai VW, Fung J, Lai CL. 
One-year entecavir or lamivudine therapy results 
in reduction of hepatitis B virus intrahepatic 
covalently closed circular DNA levels. Antivir Ther 
2006; 11: 909-916 [PMID: 17302253]

42 	 Zheng Q, Zhu YY, Chen J, Liu YR, You J, Dong 
J, Zeng DW, Gao LY, Chen LH, Jiang JJ. Decline 
in intrahepatic cccDNA and increase in immune 
cell reactivity after 12 weeks of antiviral treatment 
were associated with HBeAg loss. J Viral Hepat 
2014; 21: 909-916 [PMID: 24888640 DOI: 10.1111/
jvh.12261]

43 	 Cheng PN, Liu WC, Tsai HW, Wu IC, Chang TT, 
Young KC. Association of intrahepatic cccDNA 
reduction with the improvement of liver histology 
in chronic hepatitis B patients receiving oral 
antiviral agents. J Med Virol 2011; 83: 602-607 
[PMID: 21328373 DOI: 10.1002/jmv.22014]

44 	 Ruan P, Zhou B, Dai X, Sun Z, Guo X, Huang J, 
Gong Z. Predictive value of intrahepatic hepatitis 
B virus covalently closed circular DNA and 
total DNA in patients with acute hepatitis B 
and patients with chronic hepatitis B receiving 
anti‑viral treatment. Mol Med Rep 2014; 9: 1135-1141 
[PMID: 24566465 DOI: 10.3892/mmr.2014.1972]

45 	 Shi M, Sun WL, Hua YY, Han B, Shi L. Effects of 
entecavir on hepatitis B virus covalently closed 
circular DNA in hepatitis B e antigen-positive 
patients with hepatitis B. PLoS One 2015; 10: 
e0117741 [PMID: 25647607 DOI: 10.1371/journal.
pone.0117741]

46 	 陆海英, 庄立伟, 于岩岩, 斯崇文, 李俊. 抗病毒药物
对肝组织乙型肝炎病毒共价闭合环状DNA的影响. 
中华肝脏病杂志 2008; 16: 198-202

47 	 Lu HY, Zhuang LW, Yu YY, Si CW. Virological 
response to antiviral therapy at week 12 indicates 
a great reduction of intrahepatic hepatitis B virus 



钱峰, 等. 抗病毒药物对乙型肝炎病毒cccDNA水平的影响

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3504

DNA and cccDNA in HBeAg-positive chronic 
hepatitis B patients. J Viral Hepat 2010; 17 Suppl 1: 
59-65 [PMID: 20586935]

48 	 Wursthorn K, Lutgehetmann M, Dandri M, Volz 
T, Buggisch P, Zollner B, Longerich T, Schirmacher 
P, Metzler F, Zankel M, Fischer C, Currie G, 
Brosgart C, Petersen J. Peginterferon alpha-2b 
plus adefovir induce strong cccDNA decline and 
HBsAg reduction in patients with chronic hepatitis 
B. Hepatology 2006; 44: 675-684 [PMID: 16941693]

49 	 Hagiwara S, Kudo M, Osaki Y, Matsuo H, 

Inuzuka T, Matsumoto A, Tanaka E, Sakurai 
T, Ueshima K, Inoue T, Yada N, Nishida N. 
Impact of peginterferon alpha-2b and entecavir 
hydrate combination therapy on persistent viral 
suppression in patients with chronic hepatitis B. J 
Med Virol 2013; 85: 987-995 [PMID: 23588724 DOI: 
10.1002/jmv.23564]

50 	 Ding S, Robek MD. Cytidine deamination and 
cccDNA degradation: A new approach for curing 
HBV? Hepatology 2014; 60: 2118-2121 [PMID: 
25142126 DOI: 10.1002/hep.27386]

编辑:郭鹏  电编:闫晋利  

ISSN 1009-3079 (print)   ISSN 2219-2859 (online)     DOI: 10.11569    2015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%. 



■背景资料
近年来砷对肝脏
的危害性及其致
病机制的研究逐
渐得到国内外学
者的关注, 随着砷
暴露动物模型的
成功建立, 对砷致
肝纤维化发生相
关分子生物学方
面的深入研究尚
有很多工作要做. 
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Abstract
Arsenic exposure may cause liver injury, fibrosis 
and cirrhosis, and the main pathological changes 
include swelling, degeneration and necrosis 
of hepatocytes, inflammatory cell infiltration 
in portal area and different degrees of fibrosis. 
The mechanisms by which arsenic causes liver 
fibrosis are complicated. Many kinds of cytokines 
which are closely related to oxidative stress 
injury, inflammation and liver fibrosis participate 
in the development and progression of arsenic 
induced liver fibrosis. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved.
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摘要
砷暴露可以引起肝损伤、肝纤维化和肝硬
化, 主要病理改变为肝细胞肿胀、变性、坏
死及汇管区炎性细胞浸润和不同程度的纤
维化. 砷致肝纤维化的机制是多方面的, 氧
化应激损伤、炎症反应及肝纤维化形成相
关的多种细胞因子参与了砷暴露肝纤维化
的发生发展. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 砷; 肝纤维化; 机制

核心提示: 本文详实地描述了近年来砷暴露致

肝纤维化发生机制的一些进展 ,  包括氧化应

激、促炎因子、促肝纤维化因子的相互作用及

肝星状细胞(hepatic stellate cell)激活. 
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0  引言

众所周知, 砷是一种环境毒物和已知的人类致
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■研发前沿
砷致肝纤维化发
生的机制涉及到
多种细胞因子的
参与 ,  阐明砷本
身毒性及活性氧
自由基(reactive 
oxygen species, 
ROS)诱导产生的
多种促炎因子、
促纤维化因子在
肝纤维化发生中
的相互作用 ,  可
能为肝纤维化靶
点治疗提供方向. 

癌物, 慢性砷中毒的主要表现为皮肤改变和某

些周围神经系统症状, 以及对多器官系统的影

响. 90年代后期, 由于国内外大量研究证实[1-4]

长期砷暴露可以导致肝损伤、肝纤维化、肝

硬化, 甚至肝癌, 砷暴露所致肝脏病变的研究

越来越受到重视, 尤其近7-8年来对砷暴露致

肝纤维的机制研究取得了许多新的进展[5,6]. 本
文评述了砷致肝纤维化的临床、病理改变、

动物模型及发生机制的研究进展, 尤其阐明

砷本身毒性及活性氧自由基(reactive oxygen 
species, ROS)诱导产生的多种促炎因子、促纤

维化因子在肝纤维化发生中的相互作用. 

1  砷暴露致肝脏损害的临床及病理改变

高砷水和高砷燃煤型砷中毒病区人群流行病

学调查均发现[1-4]慢性砷中毒患者普遍存在慢

性肝脏损害, 后期可发展肝纤维化、肝硬化、

肝癌. 对燃煤型砷中毒病区慢性砷中毒死因调

查显示[7,8], 肝硬化腹水患者死亡较为显著, 占
整个死亡人数的28.57%, 癌症年死亡构成中肝

癌占第2位, 表明高砷对肝脏有明显的损害. 
砷暴露致肝脏损害患者的临床表现有乏

力、纳差、慢性消化不良、腹痛、肝肿大并

或伴有门脉高压等, 血清转氨酶升高或不升高. 
肝脏活检组织病理[9,10]早期主要表现为肝细胞

及细胞器的肿胀、变性(空泡化变性, 脂肪变

性, 嗜酸性变性), 肝细胞点状或灶状坏死, 汇
管区炎性细胞浸润; 中、晚期则以不同程度的

肝细胞坏死及纤维增生为著. 
多项动物实验研究[11-13]表明长期砷暴露可

以引起动物肝脏损害, 肝脏病理学改变与人类

相似, 光镜下观察肝组织出现不同程度的肝细

胞损伤, 如肝细胞空泡化变性、脂肪变性、嗜

酸性变性、坏死及汇管区炎性细胞浸润和纤维

化; 电镜观察发现, 染砷组肝细胞内有脂滴, 线
粒体肿胀, 膜破坏, 粗面内质网肿胀、脱颗粒. 

2  砷暴露肝纤维化动物模型建立

尽管国内外学者在10多年前就开始了砷致肝

脏损害人群及动物实验研究, 但由于人体实验

涉及伦理, 且缺乏成熟的砷暴露肝纤维化动物

模型, 针对长期砷暴露引起肝纤维化的发生机

制的研究报道甚少. 较早Santra等[14]用含砷浓

度3.2 mg/L的水给鼠饮用, 6 mo后发现肝细胞

膜的损伤, 15 mo可见少许纤维化. 也有学者[15]

用较高浓度单纯砷水或加复合高脂低蛋白饮

食灌胃染毒大鼠, 12 wk可见肝纤维化形成, 但
对鼠的创伤及毒性较大, 鼠耐受差, 也不符合

人群自由饮用高砷水致肝脏损害的暴露方式. 
2009年作者所在团队采用自由饮用高砷

水暴露, 成功建立了砷暴露肝纤维化动物(大
鼠、小鼠)模型[16,17]. 小鼠饮用高砷水(300 mg/L)
暴露3 mo, 肝细胞水样变、点状或灶性坏死及

炎性细胞浸润. 随着暴露时间的延长, 肝组织

病理损伤逐渐加重, 6 mo显示少量的纤维化, 
10 mo时表现肝细胞广泛变性, 不同程度的点

状, 灶状, 碎片状坏死及炎性细胞浸润, 并有不

同程度的肝细胞再生及纤维增生; Masson染色

显示汇管区及中央静脉区纤维条索状增生. 大
鼠饮用高砷水(100 mg/L)暴露1 mo后, 肝组织

HE染色就显示有肝细胞广泛水样变、点状坏

死和炎性细胞浸润; 造模3、4 mo时肝组织电

镜、光镜HE染色和Masson染色均显示汇管区

及中央静脉区纤维增生, 呈条索状增生. 上述

两个模型造模时间较短, 出现肝损害的时间早, 
鼠耐受性好.

随后Ghatak等[18]研究也显示砷暴露12 mo, 
小鼠肝脏表现出了脂肪变性、纤维化等较为

严重的病理. 李媛媛等[19]发现, 砷暴露6 mo大
鼠肝纤维组织增生纤维隔形成比3 mo多, 呈剂

量反应关系, 雌雄大鼠肝纤维组织增生无差异. 

3  砷暴露肝纤维化的发生机制

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)激活[20]

是肝纤维化的中心环节, 各种病因所致肝脏细

胞受损后, 释放各种炎症因子及细胞因子, 启
动多条信号转导通路促进HSC的激活、增殖

及转化, 合成大量的细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM), 并抑制其降解, 从而引起ECM在

肝脏内过度沉积, 最终导致肝纤维化. 
研究显示, 有多种细胞因子参与了砷暴露

肝纤维化的发生发展. 
3.1 ECM合成与降解失调 肝纤维化的实质是

以Ⅰ型胶原(collagen Ⅰ, COL-Ⅰ)和Ⅲ型胶原

(collagen Ⅲ, COL-Ⅲ)为主的ECM合成和降解

失平衡, 导致ECM在肝脏中过多沉积[20]. 肝脏

ECM的代谢主要由基质金属蛋白酶类(matrix 
metallopmteinases, MMPs)及基质金属蛋白酶组

织抑制因子(tissue inhibitors of metallopmtein-
ases, TIMPs)的调节[21-25], MMPs促进ECM的降

解, 而TIMPs通过抑制MMPs活性阻止ECM的

■相关报道
目前国外多集中
在短期砷暴露时
甲基化、氧化损
伤、DNA损伤等
对肝脏影响的研
究 ,  砷致慢性肝
损伤 ,  尤其是肝
纤维化机制方面
的研究报道较少. 
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降解, MMPs和TIMPs之间的动态平衡在肝纤

维化的形成与逆转过程中发挥了极其重要的

作用. 
实验研究 [26-29]显示, 砷暴露可导致小鼠

肝组织中COL-ⅠmRNA、COL-Ⅲ mRNA、

TIMP-1 mRNA、TIMP-2 mRNA水平增高, 
而MMP-2 mRNA、MMP-8 mRNA、MMP-9 
mRNA水平下降, ECM在肝组织中过度沉积, 
形成肝纤维化. 

广义的ECM成分包括COL、非胶原糖蛋

白(如纤维连接蛋白、层黏连蛋白等)和蛋白多

糖(如透明质酸等), 相关血清生物标志物已用

于临床评价肝纤维化的指标. 砷中毒慢性肝损

伤患者血清中层黏连蛋白、透明质酸、Ⅲ型

前胶原氨基端前肽, COL-Ⅳ的水平明显高于

对照组, 差异有显著意义[10,30]. 
3.2 氧化应激损伤 目前研究[31]认为, 砷及其代

谢产物能够诱发ROS的产生, 同时抑制抗氧化

酶的活力及耗竭抗氧化物质, 使机体的氧化/抗
氧化系统平衡失调, 引发脂质过氧化(lpidper-
oxidation, LPO), 损伤细胞的DNA和酶蛋白分

子结构, 导致疾病的发生. 砷引发的氧化应激, 
可能造成机体多种细胞和分子通路的变化, 包
括信号通路和转录因子活性的异常[32]. 

肝脏是砷在体内的主要代谢场所, 长期砷

暴露产生ROS攻击肝细胞, 受损的肝细胞又可

产生大量新的ROS, 通过促发LPO链式反应, 
激活枯否(Kupffer)细胞、淋巴细胞等释放和

表达多种细胞因子, 攻击HSC使其活化, 产生

各种ECM在肝内沉积[18,33]. 
此外, 砷暴露导致的肝脏抗氧化系统发生

变化, 是砷致肝脏损伤、肝纤维化形成的另一

重要机制. 机体会动员体内的抗氧化物质来

清除自由基, 这一过程需要消耗肝内谷胱甘肽

(glutathione, GSH), 同时ROS可使机体的多种

抗氧化酶活性降低[34]. 大量研究[6,10,14,27,35-39]显

示, 砷暴露肝损伤、肝纤维化肝组织中GSH、

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)水
平明显降低, 谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione 
peroxidase, GSH-Px)mRNA、谷胱甘肽-S-转移

酶(glutathione-S-transferases, GST-Pi)mRNA、

金属硫蛋白-1(mouse metallothionein-1, MT-
1)mRNA和MT-2 mRNA的表达降低, 肝组织

中LPO及代谢产物丙二醛(maleic dialdehyde, 
MDA)水平增加, 提示氧化应激参与了砷致肝

损伤、肝纤维化的发生. 
3.3 炎症反应 肝组织中有大量的Kupffer细胞, 
被认为是炎症反应的效应细胞, 当肝细胞受

到各种损伤因素刺激时, Kupffer细胞大量增

殖并释放大量炎性因子和炎性介质, 如肿瘤

坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、
白介素-1(interleukin 1, IL-1)、IL-6、IL-8、环

氧化酶-2(cyclooxygenase 2, COX-2)、细胞间

黏附分子-1(intercellular adhesion molecule 1, 
ICAM-1)、巨噬细胞炎症蛋白-2(macrophage 
inflammatory protein, MIP-2)、单核细胞趋

化蛋白-1(monocyte chemoattractant protein-1, 
MCP-1)等, 进一步可激活核因子-κB(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)促进或抑制多种促炎细

胞因子和抗炎因子的表达及转录, 进而加重肝

细胞损害[40,41].  
砷本身的毒性及其诱导的R O S可刺激

Kupffer细胞释放多种炎症因子和炎性介质, 导
致肝脏损伤. 多项研究显示[27,29,42,43], 砷暴露肝

纤维化鼠肝组织中促炎因子TNF-α、IL-6、
NF-κB、COX-2、MIP-2、MCP-1表达均增

高, 而对NF-κB有负向调控作用的过氧化物酶

体增殖物激活受体γ(peroxisome proliferator-
activated receptor γ, PPARγ)表达降低. 长期砷

暴露, 慢性炎症持续存在, TNF-α等多种细胞因

子激活并启动HSC向肌成纤维细胞转化, 肌成

纤维细胞分泌的胶原、非胶原等多种ECM会

在肝内过量沉积[44], 导致大量纤维增生, 可能

是砷致慢性肝炎、肝纤维化的基本机制之一. 
3.4 肝纤维化形成相关细胞因子的作用 肝细胞

炎症损伤过程中所产生的多种促炎因子和促

纤维化因子, 可启动多种信号转导介导HSC活
化、增殖和凋亡, 是肝纤维化形成的关键[45]. 促
纤维化因子如转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)是目前发现的最强

促HSC活化的细胞因子; 血小板衍生生长因子

(platelet-derived growth factor, PDGF)是已知的

促进HSC增殖的细胞因子; 激活素A(activin A, 
ACTA)属于TGF-β超家族成员, 可以促进HSC
分泌Ⅰ型胶原,可以增强TGF-β1的作用[46,47]. 
研究[27,48,49]证实, 砷暴露肝纤维化鼠肝组织中

TGF-β1 mRNA、ACTA mRNA、PDGF mRNA
表达增高, 与肝组织中COL-ⅠmRNA、COL-Ⅲ 
mRNA的水平呈正相关. 

与H S C活化相关的信号途径主要有

■创新盘点
本文总结分析了
近几年砷致肝纤
维化机制方面研
究的进展 ,  为进
一步深入研究及
药物靶点治疗提
供了线索.

■应用要点
砷诱导的氧化应
激、炎症反应通
过释放大量的炎
性因子和炎性介
质影响肝星状细
胞(hepatic stellate 
cell, HSC)活化及
转化 ,  是肝纤维
化 形 成 的 关 键 , 
这为进一步对激
活HSC相关通路
的深入研究提供
了思路. 
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T G F-β/S m a d通路, T G F-β可通过激活下游

Smad信号转导, 将TGF-β信号从胞浆向胞核

转位聚集, 调控靶基因的转录活化 [50].  而微

小RNA(m icroRNA, m iRNA)能在转录后或

翻译水平负调控靶基因的表达, 能通过包括

TGF-β/Smad通路在内的多种信号转导通路影

响HSC活化、增殖和凋亡[18]. 詹洁等[51]研究发

现, 砷诱导的肝纤维化大鼠肝匀浆中透明质酸

(hyaluronic acid, HA)、TGF-β1水平和肝组织

中miRNA-21表达均显著高于空白对照组, 而
肝组织中Smad7 mRNA及蛋白质的表达均显

著低于空白对照组. 提示长期砷暴露, 可引起

肝脏m iRNA-21上调, 抑制Smad7的表达, 使
TGF-β1反馈性表达增多, 进而通过其介导的细

胞信号转导, 刺激HA等ECM合成增加, 可能是

砷所致大鼠肝纤维化的发病机制之一. 

4 结论

砷致肝纤维化的机制是多方面的, 砷本身毒性

及ROS诱导产生的多种促炎因子和促纤维化

因子相互作用, 促使HSC活化及转化, 合成大

量的ECM, 并抑制其降解, 引起ECM在肝脏内

过度沉积, 最终导致肝纤维化. 
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■同行评价
本研究从动物实
验、组织细胞学
及分子生物学方
面 ,  阐明砷本身
毒性及ROS诱导
产生的多种促炎
因子、促纤维化
因子在肝纤维化
发 生 中 的 相 互
作用 ,  细胞外基
质(extracellular 
matrix, ECM)生
成过多 ,  降解减
少 ,  可能为肝纤
维化靶点治疗提
供方向 .  综述紧
扣多发病和常见
病肝纤维化主题, 
参 考 文 献 较 新 , 
值得广大临床医
师及基础研究者
阅读. 
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■背景资料
P i m - 1能调控免
疫细胞功能及核
因子κB(nuclear 
factor-kappa B, 
N F -κB )、白 介
素-6 (interleukin-6, 
IL-6)等免疫-炎症
因子的释放 ,  且
由于P i m - 1激酶
独特结构 ,  使得
Pim-1小分子抑制
剂有高度选择性, 
不会产生明显不
良反应 ,  并能改
善对免疫调节剂
的抵抗 ,  在治疗
免疫-炎症性疾病
方面显示出巨大
的潜力. 
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Abstract
AIM: To explore the expression of Pim-1 
mRNA and protein during the activation of 
macrophage and to assess whether inhibition 
of four key signaling molecules phosph
atidylinositol 3-kinase (PI3K), P38 mitogen-
activated protein kinase (P38MAPK), Janus 
kinase 2 (JAK2), and ERK kinase (MEK1/2) 
may influence the expression of Pim-1 protein. 

METHODS: P im-1 mRNA and pro te in 
expression was examined by real-time PCR 
and Western blot, respectively, in macrophage 
cells treated with lipopolysaccharides (LPS) 
for 0, 1, 2, 4, 8, 12, and 24 h. After macrophage 
cells were treated with inhibitor of PI3K 
(LY294002), P38MAPK (SB203580), MEK1/2 
(AG490) or JAK2 (AG490), LPS induced up-
regulation of Pim-1 expression was examined 
by Western blot. 

RESULTS: Expression of Pim-1 changed with 
the time of LPS treatment. Pim-1 mRNA and 
protein expression was rapidly induced after 
LPS treatment for 1 h. Pim-1 mRNA expression 
reached the peak at 2 h (six-fold of the basal 
level), and fell back to the basal level at 12 h. 
Pim-1 expression was on the constant rise 
from 1 h to 8 h, and dropped to the basic level 
at 12 h. All inhibitors of the four key signaling 
molecules down-regulated LPS induced 
expression of Pim-1 protein. 

CONCLUSION: Up-regulation of Pim-1 is an early 
event of classical activation of macrophages. 
Inhibitors for PI3K, P38MAPK, JAK2 and 
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■研发前沿
Pim-1在肿瘤诊
断、预后判断中
有 着 重 要 的 作
用, Pim-1信号应
用于临床治疗是
近年来研究的热
点. Pim-1小分子
抑制剂SGI-1776
已进入临床试验
阶段 ,  对慢性淋
巴细胞白血病和
前列腺癌细胞具
有显著的细胞毒
性效应 ,  但免疫
炎 症 性 疾 病 中
Pim-1的研究还
需进一步深入. 

MEK1/2 suppress Pim-1 protein expression. 
Pim-1 may be the downstream signal molecule 
of PI3K, P38MAPK, JAK2 and MEK1/2 
signalling pathway. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  探讨巨噬细胞活化过程中 P i m - 1
的 动 态 表 达 及 抑 制 磷 脂 酰 肌 醇 3 - 激 酶
(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), P38丝
裂原活化蛋白激酶(P38 mitogen-activated 
protein kinase, P38MAPK), Janus家族酪氨
酸激酶2(Janus kinase 2, JAK2), 细胞外信
号调节激酶(extracellular regulated protein 
kinase 1/2, ERK1/2)信号关键分子后Pim-1
的表达情况.  

方法: 利用q-RT PCR、Western blot技术检
测经脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)处理
后0、1、2、4、8、12、24 h巨噬细胞中
Pim-1mRNA及蛋白的动态表达及PI3K、

P38MAPK、JAK2及MEK1/2抑制剂对Pim-1
蛋白表达的影响. 

结果: 巨噬细胞中Pim-1的表达随LPS不同
作用时间而改变, Pim-1 mRNA表达在LPS
刺激后2 h达到高峰, 为基础值6倍, 12 h后
Pim-1 mRNA表达回落至基础水平, LPS刺
激1-8 h内Pim-1蛋白表达水平增高, 12 h后
P i m-1蛋白表达回落至基础水平; P I3K、

P38MAPK、JAK2及MEK1/2抑制剂均能下
调巨噬细胞中Pim-1蛋白水平. 

结论: Pim-1 mRNA、Pim-1蛋白的表达是
巨噬细胞活化过程中的早期事件; P I3K、

P38MAPK、JAK2及MEK1/2抑制剂均影响
巨噬细胞中Pim-1的表达, 提示Pim-1为相关
信号通路的下游分子. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键字: Pim-1; 信号通路; 巨噬细胞

核心提示: Pim-1参与细胞生存、增殖、分化、

凋亡、肿瘤发生、药物抵抗等病理生理过程. 
本实验组前期实验发现Pim-1能调节巨噬细胞

功能、干扰炎症反应, 但巨噬细胞激活过程中

Pim-1表达情况的研究尚未见报道, 巨噬细胞中

调控Pim-1激酶表达信号转导途径的尚不明确. 

肖明亚, 申月明, 曾亚, 黄倩倩, 许婧枫, 徐美华. 脂多糖

诱导的M1型巨噬细胞中P i m-1的动态表达.  世界华人
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0  引言

巨噬细胞(macrophage)起源于骨髓粒-单系祖

细胞, 具有免疫防御、免疫调节、免疫监视等

多种作用, 是机体免疫的重要组成部分. 巨噬

细胞分为M1型即经典活化的巨噬细胞和M2型
即替代性活化的巨噬细胞, 二者是巨噬细胞一

系列功能变化的两个极端状态[1], 在炎症反应

过程中, 巨噬细胞被激活为M1型巨噬细胞启

动炎症反应, M1型巨噬细胞不恰当地激活、

促炎因子和趋化因子过度产生可导致机体损

伤, 与肾小球肾炎、炎性肠病、类风湿关节炎

等多种疾病相关[2], 因此研究巨噬细胞激活过

程中调节其功能的关键分子将极大地帮助我

们认识这一生物学过程并对免疫炎症疾病的

干预和治疗具有重要的意义. 
原癌基因Pim-1是从MoMuLV小鼠淋巴

瘤中分离出的一个频繁活化基因 ,  P i m-1 基

因编码的P i m-1蛋白属于丝氨酸 /苏氨酸激

酶, 亦属于钙/钙调蛋白调节激酶. Pim-1激酶

在多细胞生物中高度保守、广泛表达, 与细

胞生存、增殖、分化、凋亡、肿瘤发生、药

物抵抗等过程有关 [3].  本实验组前期实验发

现在炎症性肠病起病过程中Pim-1的表达与

肠道炎症程度呈正相关, 体外实验中脂多糖

(lipopolysaccharides, LPS)诱导的M1型巨噬细

胞具有与体内极化的巨噬细胞相似的表型和

功能,使用Pim-1抑制剂阻断Pim-1信号能干扰

LPS诱导的巨噬细胞活化、削弱炎症反应, 提
示Pim-1在LPS诱导的巨噬细胞功能改变中发

挥重要调节作用[4]. 为进一步探讨Pim-1表达与

巨噬细胞激活关系以及巨噬细胞中调控Pim-1
表达的信号转导途径, 本实验利用LPS诱导小

鼠巨噬细胞活化, 以Pim-1基因及蛋白表达水
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■相关报道
Krumenacker等
报道 p r e - T N B 2
淋 巴 细 胞 中
P r o l a c t i n 介 导
的Pim-1表达与
J a n u s 家 族 酪 氨
酸 激 酶 2 ( J a n u s 
kinase2, JAK2)信
号有关, Buckley
等报道Prolactin
可通过Ras丝裂
原 活 化 蛋 白 激
酶(Ras mitogen-
activated protein 
k i n a s e ,  R a s -
M A P K ) 和 磷 脂
酰 肌 醇 3 - 激 酶
(phosphatidylinos
i t o l  3 - k i n a s e , 
PI3K)信号途径
使Pim-1 启动子
的 P R L 受 体 激
活 ,  从 而 介 导
Pim-1的表达, 而
不 完 全 依 赖 于
JAK2/信号转导
和转录活化因子 
(signal transducers 
and activator of 
t r a n s c r i p t i o n , 
STAT)信号. Block
等 发 现 胰 腺 癌
细胞株Panc-1中, 
IL-6/JAK/STAT3
信 号 传 导 途 径
介导Pim-1表达, 
抑制STAT3可以
诱 导 丝 裂 原 活
化 蛋 白 激 酶 激
酶1/2(mitogen-
activated protein 
kinase kinase 1/2, 
ERK1/2)磷酸化
介导Pim-1蛋白水
平上调. 

平与LPS作用时间为切入点, 观察小鼠巨噬细

胞活化过程中Pim-1的动态表达情况; 进一步

利用信号关键分子抑制剂如磷脂酰肌醇3-激
酶(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)、P38
丝裂原活化蛋白激酶(P38 mitogen-activated 
protein kinase, P38MAPK)、Janus家族酪氨酸

激酶2(Janus kinase 2, JAK2)剂及丝裂原活化蛋

白激酶激酶1/2(mitogen-activated protein kinase 
kinase 1/2, ERK1/2)抑制剂, 初步探讨巨噬细胞

中可能调控Pim-1表达的信号转导通路. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康6-8 w k昆明种小鼠, 购自中南

大学湘雅医学院实验动物中心 [许可证号 : 
SCXK(湘)2009-0004], 实验前禁食12 h, 可自

由饮水, 所有实验操作根据湘雅医学院动物伦

理委员会指导进行. 小鼠脱颈处死后750 mL/L
乙醇浸泡5 min, 腹腔内注射无血清DMEM培

养基5 mL, 轻柔腹壁, 静置5 min, 收集腹腔

液, 1000 r/min, 5 min离心收集细胞. 含10%
血清D M E M培养液重悬细胞, 调整小鼠腹腔

巨噬细胞浓度至1.0×106/mL待用. DMEM高

糖培养基购自HyClone公司; LPS购自Sigma
公司; TRIzol购自Invi t rogen公司; P im-1、
GADPH引物购自上海生工生物工程公司; 兔
抗Pim-1多克隆抗体(ab85898)购自abcam公

司; 兔抗GADPH多克隆抗体购自杭州贤至生

物科技有限公司; LY294002(PI3K抑制剂)、
SB203580(p38MAPK抑制剂)、AG490(JAK抑

制剂)、U0126(MEK1/2抑制剂)购自碧云天生

物技术研究所. 上述信号分子抑制剂由DMSO
溶解, 各抑制剂中DMSO终浓度均为0.1%. 
1.2 方法

1 . 2 . 1  细胞培养 :  将小鼠腹腔巨噬细胞用

D M E M培养基 (其中含有10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素及100 mg/L链霉素)培养于

37 ℃、50 mL/L CO2环境, 需要药物处理的细

胞于贴壁24-48 h加入相应剂量药物, 在选定的

时间点收集细胞样品进行检测. 
1.2.2 诱导干预: 在小鼠腹腔巨噬细胞培养液中

分别加入LPS, LPS最终浓度为1 μg/mL, 分别在

LPS干预1、2、4、8、12、24 h后收集细胞, 以
未做处理细胞为对照, 进行Pim-1 mRNA及蛋

白检测. 
1.2.3 不同信号通路抑制剂对LPS诱导活化的巨

噬细胞中Pim-1表达的影响: 在巨噬细胞培养液

中分别加入LY294002(PI3K抑制剂, 终浓度为30 
μmol/L)、SB203580(p38MAPK抑制剂, 终浓

度为10 μmol/L)、AG490(JAK抑制剂, 终浓度

为100 μmol/L)、U0126(MEK1/2抑制剂, 终浓

度为20 μmol/L)、DMSO(终浓度为0.1%), 以未

做处理细胞为对照组. 各组细胞预处理1 h后, 
然后加入终浓度为1 μg/mL的LPS处理2 h, 收
集各组细胞, 进行Pim-1蛋白检测. 
1.2.4 提取总R N A及q-RT P C R分析: 根据

TOKARA公司提供的说明书, 使用TRIzol试剂, 
辅以氯仿、异丙醇和750 mL/L 乙醇提取已处

理的小鼠腹腔巨噬细胞总RNA. 用紫外分光光

度计测定溶解后的RNA浓度, 取1 μg反转录为

cDNA, 采用q-RT PCR技术定量相关基因的转

录水平. 设计的扩增引物序列: Pim-1引物序列: 
Sense: 5'-GGAAGTGGTCCTGTTGAAGAAG-3', 
Antisense: 5'-CTCCTCGTTCGGTGATAAAGTC
-3'; GADPH引物序列: Sense: 5'-GGTGAAGGT
CGGTGTGAACG-3', Antisense: 5'-CTCGCTCC
TGGAAGATGGTG-3'. 反应条件如下: 95 ℃预

热变性30 s, 95 ℃变性5 s, 60 ℃退火34 s, 40个
循环, 实验结果采用2-△△Ct方法对数据进行统

计学分析. 
1.2.5 免疫印迹法检测Pim-1的表达: 细胞用

RIPA裂解液于冰上裂解30 min, 离心(12000 g  
10 min, 4 ℃)取上清, 测定蛋白浓度, 将蛋白与

上样缓冲液混匀制成样品, 100 ℃加热10 min. 
制备10%分离胶和5%浓缩胶, 上样总蛋白为

50 μg, 加入电泳缓冲液, 80 V电泳30 min, 待
进入分离胶后改为120 V约1.5 h, 电转移蛋白

至PVDF膜上(300 mA, 2 h), 5%脱脂奶粉封闭

60 min后加入一抗(Pim-1一抗稀释比1∶1500, 
GADPH一抗稀释比1∶1000), 4 ℃孵育过夜, 
TBST(TBS+0.05%Tween-20)洗膜3次, 每次15 min, 
然后加入二抗, 室温孵育1 h, TBST洗膜3次, 每
次15 min, 然后进行化学发光测定, 显影结果使

用Photoshop 软件进行分析. 
统计学处理 SPSS19.0统计软件处理实验

数据, 计量资料采用mean±SD表示, 采用单因

素方差分析比较各组资料间的差异, P<0.05表
示差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 LPS诱导活化的巨噬细胞中Pim-1 mRNA动
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■创新盘点
首 次 探 讨 了 巨
噬 细 胞 活 化 过
程 中 P i m - l 的 表
达 情 况 ,  提 示
Pim-1在巨噬细
胞 活 化 早 期 阶
段 发 挥 调 节 作
用 .  同时发现巨
噬细胞中Pim-1
表 达 受 P I 3 K、
P 3 8 M A P K 、
M E K / E R K 、
JAK2/STATs信号
调控, Pim-1可能
是多种信号转导
途径的下游分子
及交汇点. 

态表达 以GADPH为内参, 应用q-RT PCR技术

对小鼠腹腔巨噬细胞RNA样本中Pim-1 RNA
含量进行了检测. 对照组、LPS(1 μg/mL)处理

1、2、4、8、12、24 h组, Pim-1 mRNA相对

表达量分别为0.914±0.171、3.922±0.614、
6.000±0.434、3.405±0.588、1.936±0.248、
1.231±0.310、1.244±0.277. LPS刺激后巨噬

细胞中Pim-1 mRNA表达水平迅速上调, 1、
2、4、8 h组Pim-1 mRNA表达较对照组上调, 
2 h达到高峰(P <0.05). LPS作用12 h后Pim-1 
mRNA表达回到基础水平(图1). 
2.2 LPS诱导活化的巨噬细胞中Pim-1蛋白动态

表达 Western blot结果显示: 对照组, LPS处理1、

2、4、8、12、24 h组Pim-1/GADPH光密度扫描

比值分别为0.876±0.098、1.130±0.114、1.232
±0.0882、1.148±0.112、1.127±0.053、1.061
±0.193、0.923±0.124. LPS刺激后巨噬细胞中

Pim-1蛋白表达水平迅速上调, LPS刺激1、2、
4、8 h组Pim-1蛋白表达增多(P<0.05), LPS作用

12 h后Pim-1蛋白表达回到基础水平(图2).
2.3 特异性信号阻断剂对巨噬细胞中P i m-1
表达的影响 Western blot结果显示: 空白组、

DMSO组、PI3K抑制剂组、P38抑制剂组、

MEK1/2抑制剂组、JAK抑制剂组中Pim-1/
G A D P H光密度扫描比值分别为为1.344±
0.177、1.209±0.148、0.961±0.258、0.743±
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图  1  Pim-1、GADPH扩增曲线及溶解曲线. A: 溶解曲线; B: 扩增曲线.
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■应用要点
本文研究了Pim-1
表达与巨噬细胞
活化的关系及巨
噬 细 胞 中 调 控
Pim-1表达的信号
分子, 为进一步研
究Pim-1在炎症反
应中的作用机制
提供了基础, 为后
续利用Pim-1信号
作为新的抗炎靶
点提供了铺垫. 

0.081、0.759±0.141、0.854±0.060. PI3K抑制

剂组、P38抑制剂组、MEK1/2抑制剂组及JAK
抑制剂组中巨噬细胞中Pim-1蛋白表达与对照

组相比, 差别具有统计学意义(P<0.05)(图3). 

3  讨论

活化的巨噬细胞是多种功能的统一体, 是固有

免疫的重要组成部分. 在体外培养条件下LPS
诱导产生的M1型巨噬细胞中诱生型一氧化氮

合酶(inducible nitric oxide synthase, iNOS)的
表达水平及活性均显著增加, 信号转导和转

录活化因子1(signal transducers and activator 
of transcription 1, STAT1)、激活蛋白-1(active 
protein-1, AP-1)和核因子κB(nuclear factor-
kappa B, NF-κB)等转录因子活化, 促使促炎

性细胞因子白介素-1(interleukin-1, IL-1)、
IL-6、肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)等大量表达及释放, 具有与体内极化的

巨噬细胞相似的表型和功能, 诱发炎症反应、

介导细胞免疫和组织损伤[5,6]. 
Pim-1基因编码的分子量为44和33 kDa的

Pim-1蛋白, 属于丝/苏氨酸激酶, 亦属于钙离子/钙
调蛋白调节激酶, 前者半衰期约1 h, 后者半衰

期约为10 min. Pim-1激酶的表达亦受到许多细

胞因子的调控, 如受体酪氨酸激酶FLT3、热休

克蛋白90、热休克蛋白70、eIF-4E等[3]. 本实验

中在LPS刺激1 h后即可检测Pim-1 mRNA表达

增高, 高峰出现在1-2 h, 为对照组的6倍且持续

至少8 h. 与Zhu等[7]在B淋巴细胞研究的Pim-1
时程变化的结果相似, Zhu等利用抗CD40抗体

刺激B淋巴细胞, 细胞中Pim-1 mRNA 30 min
即可检测到表达上调, 并至少持续4 h, 峰值在

加CD40后的30-60 min达高峰, 是对照的4.5倍. 
外源性刺激物作用后的胸腺母细胞、嗜铬细

胞瘤细胞及脑组织中Pim-1 mRNA也与本实验

有相似变化趋势[8,9]. Pim-1 mRNA水平在加入

LPS刺激后迅速上升, 符合其即刻早期基因[8-10]

的特点. LPS刺激能迅速诱导巨噬细胞中Pim-1
蛋白表达, LPS刺激1 h即可检测到Pim-1蛋白

水平增高, 其蛋白水平升高至少持续8 h, 在12 h
后蛋白表达回落至基础水平. Pim-1激酶活性

的增加主要是由于Pim-1蛋白含量的增加而非

特异性Pim-1活性的增加[11,12], 提示巨噬细胞活

化过程中Pim-1激酶活性增加. 我们前期试验

发现Pim-1抑制剂组肠组织中p-NF-κB、P65、
iNOS表达与对照组相比明显下降, 且小鼠腹泻

血便症状减轻, 肠组织病理学损伤减轻[13], 本
实验Pim-1 mRNA及蛋白在LPS刺激后迅速表

达上调, 且高峰出现早, 表明Pim-1主要在巨噬

细胞活化的早期阶段发挥其调节作用. 
既往淋巴瘤细胞及胸腺母细胞中的研

究 [10,14]发现Pim-1 mRNA的表达与蛋白表达

平行. 本实验中小鼠巨噬细胞在LPS刺激2 h后
Pim-1 mRNA达到高峰, Pim-1激酶维持增高水

平, 12 h后Pim-1 mRNA及蛋白即回落至基础

水平, Pim-1蛋白表与Pim-1 mRNA的表达相比

较并未发现有明显的滞后. 
Pim-1在巨噬细胞功能调控中发挥了重要

作用, 我们前期试验中体内体外实验证实阻

断Pim-1能显著抑制巨噬细及结肠组织中NF-
κB P65、iNOS、TNF-α的表达, 调控巨噬细

胞功能. 有研究[15,16]报道: 抑制JAK2负性调控

LPS刺激后小鼠巨噬细胞Raw64.7中炎症介质

iNOS、IL-1、IL-6、TNF-α的产生, 且IL-6的
减少与JAK2、IKKβ抑制有关, 与ERK/MEK、

P38、PI3K抑制剂无关. 目前研究认为Pim家

族的诱导表达与JAK/STAT的激活关系密切, 
尤其是JAK2/STAT5a的激活在细胞因子/生长

因子诱导Pim-1表达的过程中发挥重要作用. 
Pim-1基因启动子上ISFR/GAS序列能直接与

活化的STAT3/STAT5结合而上调Pim-1基因表

达[17,18]. 本实验中干扰JAK2/STATs信号转导通

路抑制Pim-1表达与Krumenacker等[19]在小鼠

pre-TNB2淋巴细胞中研究结果一致. Pim-1可
能是JAK2信号的下游分子, JAK2/STAT信号转

0       1     2      4      8     12   24  (h)

Pim-1

GADPH

45

37

kDa

图  2  活化的巨噬细胞中Pim-1蛋白表达. 

1         2       3       4        5         6 
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图  3  信号分子抑制剂对巨噬细胞中Pim-1蛋白的影响. 
1: 对照组; 2: DMSO组; 3: PI3K抑制剂组; 4: P38MAPK抑

制剂组; 5: MEK1/2抑制剂组; 6: JAK2抑制剂组. PI3K: 磷

脂酰肌醇3-激酶; P38MAPK: P38丝裂原活化蛋白激酶; 

JAK2: Janus家族酪氨酸激酶2; ERK1/2: 丝裂原活化蛋白

激酶激酶1/2. 
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■名词解释
早期即刻基因: 静
息细胞中在生长
因子、神经递质
等胞外信号刺激
后立即表达的且
表达不被蛋白合
成抑制剂阻止、
不需要重新合成
蛋白质的基因. 

导途径介导Pim-1及其相关分子表达, 继而调

控巨噬细胞的分化及功能. 
P i m-1的表达还受其他多种信号传导通

路调控, 且在不同遗传背景及微环境下调控

Pim-1表达的信号通路存在显著差异[20]. MAPK
在真核细胞中普遍表达, 巨噬细胞中MAPK活

化是致炎因子产生的关键, MAPK亚家族成员

P38-MAPK、MEK/ERK活化的标志是其磷酸

化形式表达量的增多. 既往研究提示, 1 μg/mL 
LPS可诱导巨噬细胞中P38、ERK立即表达, 
LPS刺激30 min后p-P38、p-ERK蛋白水平达到

高峰[21], 比本实验中Pim-1蛋白表达高峰更早

出现. Tu等[22]、Willert等[23]报道P38-MAPK、

MEK/ERK正向调控Pim-1表达, 与本实验中

P38MAPK、MEK1/2信号转导通路调控Pim-1
表达结果一致. Pim-1和Akt激酶是体内调节细

胞生长增殖以及新陈代谢的两大主要激酶, 研
究[24]表明Pim-1是Akt信号的下游分子, Pim-1
介导PI3k/Akt的多种生物学功能. Jin等[25]研究

发现选择性Ⅰ类PI3K抑制剂GDC-0941能通过

抑制Pim-1表达水平, 与本实验中PI3K信号转

导通路调控Pim-1表达结果一致.  
在炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 

IBD)病变肠道黏膜中, 大量聚集的巨噬细胞不

仅是主要的抗原提呈细胞, 决定T细胞免疫反

应类型, 还能介导炎症反应、分泌多种炎症活

性物质, 在IBD发生发展中发挥重要作用[26]. 随
着生活条件及诊疗水平的提高, IBD发病率在

全球呈上升趋势[27]. 目前尚无有效治愈该疾病

的方法, 当前IBD治疗以5-氨基水杨酸类和糖

皮质激素等传统药物为主, 但其有效率低, 不
良反应不容忽视. 随着对IBD发病机制深入研

究, 以IBD免疫和炎症反应过程的不同环节为

靶点的生物治疗成为研究的热点. 本实验组研

究发现Pim-1能调控巨噬细胞功能, 巨噬细胞

中Pim-1的表达受ERK、P38MAPK、PI3K、

JAK2/STATs等多种信号的调控, 且巨噬细胞中

Pim-1的表达调控并不完全依赖于其中某一信

号转导途径, Pim-1可能是多种炎症相关信号

途径的下游分子及交汇点. 既往实验发现敲除

Pim-1基因或抑制Pim-1激酶活性对Pim-1高表

达的异常细胞有致死性作用, 而对正常细胞及

个体生长没有明显的影响[28], 且能改善对免疫

调节剂的抵抗[29]. 综合研究提示Pim-1有望成

为IBD治疗靶点. Pim-1小分子抑制剂SGI-1776

已进入临床试验阶段, 对慢性淋巴细胞白血病

和前列腺癌细胞具有显著的细胞毒性效应. 尽
管目前还没有Pim-1激酶抑制剂治疗炎性肠病

的临床试验, 但是这些研究成果为开发治疗

IBD新靶点药物提供了思路. 
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■背景资料
食管癌男性高发
于女性 ,  且女性
患者预后好于男
性 .  国内外相关
研究均提示女性
激素在食管癌的
发生、发展中起
一定作用 .  能影
响女性激素水平
的婚育因素除了
与癌症发病风险
有关外 ,  是否影
响中国女性食管
癌患者预后 ,  至
今尚无定论. 
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Abstract
AIM: To determine the effects of reproductive 
and menstrual factors on the survival of women 
with esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC).

METHODS: A total of 12041 Chinese women 
with ESCC were enrolled in this study, 
and their median age was 61 years. All 
patients’ information was retrieved from the 
esophageal cancer database of Henan Key 
Laboratory for Esophageal Cancer Research 
based on the records of reproduction and 
menstrual history. The menopausal status was 
categorized as pre-, peri- and post-menopausal. 
Questionnaire, home interview and/or telephone 
were performed for survival follow-up. Cox 
proportional hazards regression models 
were used for analysis of relative risks (RRs) 
and 95% confidence intervals (95%CIs) to 
determine the effects of reproductive and 
menstrual factors on ESCC survival.

RESULTS: Survival analysis demonstrated that 
patients with increased number of pregnancy 
had a longer survival (RR = 1.49, 95%CI: 
1.16-1.92); the prolonged survival remained in 
patients from the high incidence area (RR = 1.41, 
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■研发前沿
目前国内外关于
此方面研究多是
通过分析婚育因
素与消化系肿瘤
发病风险关系及
采用激素替代疗
法来对比分析患
者发病风险有无
差异 ,  很少涉及
更深层次的分子
水平机制的探讨. 
下一步研究中应
从细胞水平、分
子水平探讨婚育
因素参与改善女
性患者预后的机
制所在 ,  以加深
对食管癌分子学
机制的了解. 

95%CI: 1.03-1.86) and in patients with a negative 
family history (RR = 1.21, 95%CI: 1.04-1.41). 
Pre-menopausal patients had a longer survival 
than peri- and postmenopausal patients (P = 
0.00); this remained in patients from the high 
incidence area (RR for post- vs pre-menopausal, 
0.73, 95%CI: 0.62-0.86) and in patients with 
a negative family history (RR = 0.70, 95%CI: 
0.58-0.85).

CONCLUSION: Increasing number of pregnancy 
and premenopausal status may be favorable 
factors for ESCC survival in Chinese women 
with ESCC. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 探讨婚育因素对中国女性食管鳞状细
胞癌患者术后生存预后影响. 

方法: 12041例女性食管癌患者信息均来自
河南省食管癌重点开放实验室食管癌数据
库, 患者均经组织病理学证实为食管鳞状细
胞癌且有翔实婚育史记录及完整临床病理
资料. 通过调查问卷、家访、电话问询方式
进行患者生存随访. Kaplan-Meier生存曲线
及Cox生存分析模型分析不同婚育因素对女
性食管鳞癌患者预后影响. 

结果: 校正年龄、职业、吸烟、饮酒、体质
量指数和肿瘤病理分期等可能混杂因素后
Cox多因素生存分析显示怀孕次数多女性预
后较好(RR = 1.49, 95%CI: 1.16-1.92), 分层
分析发现该生存优势也存在于高发区女性
(RR = 1.41, 95%CI: 1.03-1.86)及食管癌家族
史阴性女性(RR = 1.21, 95%CI: 1.04-1.41). 
绝经前期女性预后明显优于围绝经期和绝
经后期女性患者(P  = 0.00), 尤其是来自于
高发区(RR = 0.73, 95%CI: 0.62-0.86)和家
族史阴性绝经前期女性(RR = 0.70, 95%CI: 
0.58-0.85). 

结论: 怀孕次数和经期状态可能是中国女性
食管鳞癌患者术后预后影响因素, 怀孕次数
多女性及绝经前期女性患者术后预后较好.  

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 食管鳞状细胞癌; 婚育因素; 经期状态; 

女性; 生存

核心提示: 本研究首次报道了婚育因素对中国

女性食管鳞癌患者生存预后的影响, Cox多因素

生存分析结果显示经期状态和怀孕次数与女性

食管癌患者预后相关, 绝经前期女性、怀孕次

数多女性食管鳞癌患者术后预后较好. 

张冬云, 刘冉, 库建伟, 刘安丽, 赵学科, 张朋, 王静, 李寅, 吴

红芳, 王立东. 婚育因素对中国女性食管鳞状细胞癌患者的生

存影响.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 3517-3525 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/3517.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3517

0  引言

中国是世界上食管癌发病率和死亡率最高的

国家之一, 男性高发于女性, 且主要组织学类

型为食管鳞状细胞癌(esophageal squamous 
cell carcinoma, ESCC)[1]. 令人惊奇的是, 女
性ESCC患者预后好于男性[2]. 国外关于食管

癌 [3,4]和其他癌症研究 [5-7]也发现了癌症患者

预后存在有性别间生存差异, 这提示除了吸

烟、饮酒外, 男女间性激素不同可能在癌症

发生、发展及预后中起一定作用. 研究发现

高水平雌激素、孕激素浓度能降低上消化系

肿瘤(头、颈、食管、胃)发生率[8]. 我们实验

室以前研究 [9,10]也显示出女性激素在食管癌

发展中的保护作用及部分解释了食管癌发病

率男性高于女性. 
女性一生中, 经期状态、初潮年龄、怀孕

次数、生产次数、初次生育孩子年龄等婚育因

素会影响女性体内性激素水平. 越来越多研究

证据显示婚育因素与癌症发病风险相关, 诸如

食管癌[11-15]、胃癌[16,17]及胃贲门交接部腺癌[18]. 
但这些能影响女性体内激素水平的婚育因素

除了与癌症发病风险有关外, 是否影响女性食

管癌患者预后, 至今国内研究尚无定论. 本研

究主要是通过来自中国食管癌高、低发区的

大样本人群研究, 探讨婚育因素对中国女性食

管癌患者术后是否存在生存预后影响. 
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■相关报道
关于婚育因素与
消化系肿瘤发病
风 险 关 系 的 研
究, 国内外已有诸
多报道. Green等
报道经期状态和
绝经年龄与食管
癌、胃癌发病风
险相关; Cronin-
Fenton等研究有
哺乳史的女性, 食
管 癌 和 胃 - 贲 门
交接部腺癌发病
风险降低;  Yu等
报道绝经年龄晚, 
有哺乳史者食管
癌发病风险下降; 
Chen等研究发现
初次生育年龄晚
者, 食管鳞癌发病
风险增高 .  由于
种族差异及样本
来源、样本量大
小、实验设计等
的不同, 研究结果
不尽一致 .  但这
也显示当前世界
范围的肿瘤研究
领域里众多科研
工作者开始关注
性激素与肿瘤发
生、发展关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 从河南省食管癌重点开放实验室已

建立的生存随访食管癌资料库中, 根据生存

随访结果及翔实的婚育史记录, 最终12041例
女性E S C C患者进入最终分析. 依据经期状

态划分标准 ,  其中绝经前期女性患者539例
(4.5%), 中位诊断年龄42岁; 围绝经期患者2527
例(20.9%), 中位诊断年龄52岁; 绝经后期患者

8975例(74.6%), 中位诊断年龄64岁. 中位生存

时间分别为12.3、9.0和4.8年. 
1.2 方法

1.2.1 人群生存随访、临床信息复核: 通过对

河南省安阳市、林州市、河北省磁县、山西

省长治市、四川省盐亭县及广东南澳岛等中

国食管癌高发区及部分低发区进行食管癌现

场流行病学调查, 确定食管患者, 进行入户问

卷调查和生存随访, 记录患者一般资料(年龄, 
性别, 家族史, 治疗医院等)、婚育因素(初潮

年龄、初次生育年龄、怀孕次数、生孩子数

目等). 随访截止时间为2013-12-15. 同时到相

应治疗医院对患者临床病理资料(以病理诊断

为准)包括患者确诊时间、病理诊断、组织类

型、分化程度、TNM分期、淋巴结转移、治

疗情况(外科手术、化疗、放疗)等进行复核, 
未找到原始住院记录者, 不进入最终分析. 该
研究已通过郑州大学第一临床学院医学研究

伦理委员会批准. 
1.2.2 经期状态划分标准: 本研究是基于大样本

量回顾性研究, 无法得到所有患者绝经期年龄, 
参考国际上关于经期状态划分标准[19], 结合中

国女性一生中性激素水平变化实际情况[20,21], 我
们依据患者首次确诊年龄划分为绝经前期、

围绝经期和绝经后期. 其中绝经前期: 患者首

次确诊年龄≤45岁; 围绝经期: 患者首次确诊

年龄46-55岁; 绝经后期: 患者首次确诊年龄≥

56岁. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件处理

数据, 组间比较采用χ2检验, Kaplan-Meier生存

分析、Cox多因素回归模型分析婚育因素与患

者生存时间关系, 检验标准取α = 0.05. P <0.05
为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 单因素生存分析 K-M生存分析显示绝经前

期女性患者预后依次优于围绝经期、绝经后

期女性患者(P  = 0.00). 高发区、低发区的绝经

前期女性, 家族史阳性、家族史阴性的绝经前

期女性均显示出了这种生存优势(P  = 0.00、
0.00、0.00、0.00)(图1). 
2.2 Cox多因素生存分析

2.2.1 依据经期状态对女性患者进行Cox多因

素生存分析: 表1显示在对所有女性ESCC患

者校正年龄、职业、吸烟、饮酒、体质量指

数和肿瘤病理分期等可能混杂因素后, Cox多
因素生存分析显示怀孕次数多女性预后好于

怀孕次数少女性(≥6次 vs  ≤2次)(RR = 1.49, 
95%CI: 1.16-1.92). 绝经年龄(≥56岁 vs  ≤45
岁)(RR = 1.21, 95%CI: 0.93-1.56), 初潮年龄(≥
17岁 vs  ≤14岁)(RR = 1.03, 95%CI: 0.92-1.14), 
生产孩子数目(≥6个 vs  ≤2个)(RR = 1.09, 
95%CI: 0.85-1.34)与女性ESCC患者预后无

关. 对绝经前期女性来说, 初次生育年龄早者

预后好(≥25岁 vs  ≤20岁)(RR = 0.51, 95%CI: 
0.27-0.95), 围绝经期和绝经后期女性不显示

这种生存优势(≥25岁 vs  ≤20岁)(RR = 0.91、
1.11, 95%CI: 0.70-1.17、0.95-1.33).
2.2.2 依据食管癌高、低发区对女性患者进行

Cox多因素分层分析: 表2中可以看出与绝经

前期女性ESCC患者相比, 食管癌高发区绝经

后期女性患者预后差于绝经前期和围绝经期

女性患者(RR = 0.73; 95%CI: 0.62-0.86). 同时

还发现在Cox多因素分层分析中虽然下述结

果没有达到统计学意义, 但组内比较显示高

发区怀孕次数多(≥6次 vs  ≤2次)(RR = 1.41, 
95%CI: 1.03-1.86)、生产孩子数目多(≥6个 vs  
≤2个)(RR = 1.22; 95%CI: 1.04-1.43)及初次生

育年龄早(RR = 0.78, 95%CI: 0.79-1.01)女性, 
预后相对较好. 低发区的女性ESCC患者术后

不存在这种生存优势(RR = 1.44、0.99、0.83; 
95%CI: 0.92-2.44、0.52-1.36、0.63-1.13).  
2.2.3 依据食管癌患者家族史阳性、阴性对女

性患者进行Cox多因素分层分析: 表3显示食管

癌家族史阴性的女性患者中, 绝经后期女性预

后差(RR = 0.70, 95%CI: 0.58-0.85), 怀孕次数

多女性预后较好(RR = 1.21, 95%CI: 1.04-1.41); 
在家族史阳性女性ESCC患者中, 生产孩子多

者预后较好(RR = 1.30, 95%CI: 1.02-1.66). 

3  讨论

本研究结果显示绝经前期女性预后好于围绝
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■创新盘点
目前国内外开展
的此方面研究多
是关于婚育因素
与消化系肿瘤发
病 风 险 关 系 研
究 ,  鲜少涉及婚
育因素与生存关
系研究 ,  更不要
说对患者进行进
一步的多因素生
存分层分析研究. 
本 研 究 通 过 对
12014例中国女
性食管鳞癌患者
进行生存分析研
究 ,  揭示婚育因
素与中国女性食
管鳞癌患者预后
相关. 

经期和绝经后期女性, 这也进一步提示女性体

内性激素水平及浓度的不同可能对不同经期

状态女性食管癌术后的生存差异起一定作用. 
女性一生中, 绝经前期体内性激素浓度维持高

水平, 经历周期性波动后(围绝经期), 降低到一

个较低水平状态(绝经后期)[22]. 采用激素疗法

治疗的绝经后期女性, 与未采用激素疗法的绝

经后期女性相比, 食管癌发病风险明显降低[23]. 
关于婚育因素与消化系肿瘤发病风险关

系研究[13], 国外已有诸多报道. 英国一项研究

显示经期状态和绝经年龄与食管癌、胃癌发病

风险相关; 美国等研究显示有哺乳史的女性, 食
管癌和胃-贲门交接部腺癌发病风险降低[18,24], 
来自意大利及瑞典的研究也显示生产孩子多

者食管鳞癌发病风险下降[15,25]. 但是, 瑞典另外

一项病例-对照研究却发现女性生育史与食管

腺癌发病风险无关[26]. 先不探究出现这种不一

致结果的原因, 但就由于种族的差异及所发生
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图  1  依据经期状态对女性食管鳞癌患者进行K-M生存分析. A: 总女性; B: 高发区女性; C: 低发区女性; D: 食管癌家族

史阳性; E: 食管癌家族史阴性.
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■应用要点
多因素生存分析
显示绝经前期女
性及怀孕次数多
女性食管鳞癌患
者预后较好 ,  推
测雌激素可能对
女性患食管癌后
具有一定的保护
作用 ,  进一步寻
找雌激素作用机
制 ,  这在一定程
度上为我国女性
食管癌患者的二
级预防及内分泌
治疗提供了可靠
的理论依据. 
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■名词解释
食管癌患者肿瘤
家族史阳性: 连续
三代内发生≥2例
ESCC(或其他上
消化系肿瘤)的家
庭; 食管癌患者肿
瘤家族史阴性: 系
指连续三代内发
生≤1例ESCC(或
其他上消化系肿
瘤)的家庭. 

食管癌组织学类型的不同, 这些研究结果就并

不完全适用于中国女性患者. 食管癌发生的主

要组织学类型有食管鳞状细胞癌和食管腺癌, 
中国主要好发食管鳞状细胞癌, 而西方国家以

腺癌高发为主. 
国内关于婚育因素与消化系肿瘤发病风

险关系研究也存有不一致甚至相反结论. 一项

研究发现绝经年龄晚, 有哺乳史者食管癌发病

风险下降[12]; 另一项研究发现初次生育年龄晚

者, 食管鳞癌发病风险增高[14]; 而另一项类似

研究显示婚育因素与食管鳞癌或腺癌发病无

关[11]. 研究者实验设计不同、样本量大小、样

本来源不同及统计能力的受限等部分解释了

相似研究为什么却存在有不同研究结果的原

因. 此外, 这些研究样本量多在25-600之间, 随
访时间短, 文章中很少提及与生存关系研究, 
更不要说对患者进行进一步的多因素生存分

层分析研究. 
本研究通过对大样本人群进行生存分析

研究, 首次揭示了与怀孕次数少的中国女性

ESCC患者相比, 怀孕次数多女性患者预后较

好; 分层分析显示来自食管癌高发区女性及

家族史阴性女性患者存在有这种明显生存优

势. 这强烈提示孕育能影响女性体内激素环境, 
使体内雌、孕激素持续维持在一个高水平状

态.我们实验室以前的研究结果显示正常食管

上皮中虽无性激素受体表达, 但食管鳞癌组织

中存在有性激素受体, 且与食管癌病变程度呈

     
危险因素

高发区 (n  = 4196) 低发区 (n  = 1504)

n RR 95%CI χ2值 P 值 n RR 95%CI χ2值 P 值

经期状态 15.37 0.00 0.11 0.74

  绝经前期   172 ref    58 ref

  围绝经期   925 0.72 0.56-1.15   261 0.68 0.33-1.43

  绝经后期 3099 0.73 0.62-0.86 1185 0.88 0.64-1.21

初潮年龄(岁) 0.91 0.34 1.87 0.07

  ≤14   835 ref   639 ref

  15-16 1536 0.95 0.84-1.07   470 1.16 0.98-1.39

  ≥17 1825 1.05 0.95-1.17   395 0.92 0.75-1.15

初次生育年龄(岁) 1.57 0.21 1.56 0.14

  ≤20   822 ref   296 ref

  21-22 1499 0.78 0.79-1.01   468 0.83 0.63-1.13

  23-24 1327 0.89 0.66-0.91   509 0.97 0.72-1.21

  ≥25   548 1.01 0.89-1.15   231 0.99 0.77-1.29

怀孕次数(次) 2.67 0.10 1.61 0.21

  1-2   662 ref   269 ref

  3   922 1.18 0.83-1.69   346 1.44 0.66-3.14

  4   968 1.06 0.86-1.30   367 1.75 0.89-3.23

  5   768 1.11 0.87-1.41   261 1.20 0.76-1.89

  ≥6   876 1.41 1.03-1.86   261 1.44 0.92-2.44

绝经年龄(岁) 0.29 0.58 0.02 0.27

  ≤45   808 ref   243 ref

  46-55 3274 1.11 0.81-1.51 1226 0.99 0.59-1.68

  ≥56   114 1.21 0.90-1.64     35 0.97 0.59-1.59

生产孩子数目(个) 0.03 0.86 0.51 0.48

  1-2   817 ref   302 ref

  3 1100 1.42 1.20-1.69   375 0.89 0.62-1.82

  4 1004 1.18 1.01-1.38   406 0.87 0.57-1.34

  5   677 1.24 1.06-1.44   230 1.01 0.69-1.47

  ≥6   598 1.22 1.04-1.43   191 0.99 0.52-1.36

表  2  依据食管癌高发区和低发区对女性ESCC患者进行Cox生存分析

Cox生存分析时还纳入了年龄、种族、职业、吸烟、饮酒、体质量指数、病理分期等可疑干扰因素. CI: 可信区间; ref: 参照; 

RR: 相对危险度; ESCC: 食管鳞状细胞癌. 



张冬云, 等. 婚育因素对中国女性食管鳞状细胞癌患者的生存影响

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3523

■同行评价
本文研究内容有
较好新颖性 ,  样
本信息量大 ,  具
有代表性 ,  文字
书写逻辑性较强, 
数据翔实 ,  统计
分析科学 ,  有较
高学术参考价值
和科学价值. 

正相关关系[10]. 女性ESCC患者体内这种高浓

度性激素水平影响患者生存预后的可能机制

是通过与食管癌细胞膜表面相应受体结合, 激
活相关信号转导途径, 抑制癌细胞分裂、增殖

及转移[27]. 但奇怪的是, 处于食管癌低发区女

性及食管癌家族史阳性女性, 怀孕次数增多时

却没有明显延长术后生存时间. 这一点很难完

全解释清楚, 部分原因可能是由于环境因素及

生活方式的改变, 当地的社会经济水平及患者

对疾病的认知程度不同所导致[28-31]. 
本研究特点在于样本量大, 约12041例女

性ESCC患者入组; 随访时间达40余年及对患

者进行的多层次生存分析. 生存分析中, 我们

试图控制所有已知干扰因素, 包括患者年龄、

职业、种族、吸烟、饮酒、体质量指数等; 同
时, 除了上述因素外, 我们还把患者的病理分

期作为影响预后干扰因素纳入进来进行分析, 
以尽可能提高实验结果的可靠性和科学性. 但
一些未知的、未被控制的干扰因素可能会影

响我们实验结果, 这一点在将来相关研究中必

须考虑进去. 另外,下一步研究中应从细胞水

平、分子水平探讨婚育因素参与改善女性患

者预后的机制所在, 以加深对食管癌分子学

机制的了解. 总之, 本研究通过对来自中国食

管癌高、低发区的女性食管鳞癌患者生存分

析, 首次报道了婚育因素对中国女性食管鳞癌

患者生存预后的影响, 并提出经期状态和怀孕

次数与女性食管癌患者预后相关, 绝经前期女

     
危险因素

家族史阳性 (n  = 1997) 家族史阴性 (n  = 3703)

n RR 95%CI χ2值 P 值 n RR 95%CI χ2值 P 值

经期状态 0.24 0.62 15.32 0.00

  绝经前期     77 ref   153 ref

  围绝经期   477 1.37 0.77-2.42   709 0.54 0.37-0.81

  绝经后期 1443 0.94 0.81-1.37 2841 0.70 0.58-0.85

初潮年龄(岁) 0.41 0.52 5.01 0.02

  ≤14   421 ref 1053 ref

  15-16   696 0.91 0.86-1.22 1310 1.14 1.01-1.28

  ≥17   880 1.12 0.86-1.18 1340 1.05 0.89-1.17

初次生育年龄(岁) 1.81 0.13 0.95 0.33

  ≤20   393 ref   725 ref

  21-22   656 0.88 0.69-1.13 1311 0.91 0.75-1.10

  23-24   663 0.99 0.88-1.28 1173 0.95 0.81-1.12

  ≥25   285 1.10 0.98-1.39   494 0.96 0.87-1.14

怀孕次数(次) 1.26 0.02 2.78 0.00

  1-2   338 ref   593 ref

  3   428 1.32 0.73-2.24   840 1.36 1.16-1.62

  4   484 1.31 0.71-1.93   851 1.29 1.10-1.51

  5   334 0.97 0.71-1.34   695 1.24 1.07-1.44

  ≥6   413 0.99 0.74-1.33   724 1.21 1.04-1.41

绝经年龄(岁) 0.01 0.63 0.33 0.49

  ≤45 375 ref   676 ref

  46-55 1568 1.26 0.79-2.04 2932 1.03 0.75-1.43

  ≥56     54 1.35 0.89-2.09     95 1.12 0.82-1.51

生产孩子数目(个) 0.01 0.92 0.22 0.63

  1-2   409 ref   710 ref

  3   533 1.47 1.15-1.91   942 1.11 0.73-1.69

  4   502 1.16 0.92-1.48   908 0.77 0.55-1.01

  5   290 1.35 1.08-1.70   617 0.95 0.71-1.27

  ≥6   263 1.30 1.02-1.66   526 0.99 0.76-1.28

表  3  依据食管癌家族史阳性、阴性对女性ESCC患者进行Cox生存分析

Cox生存分析时还纳入了年龄、种族、职业、吸烟、饮酒、体质量指数、病理分期等可疑干扰因素. CI: 可信区间; ref: 参照; 

RR: 相对危险度; ESCC: 食管鳞状细胞癌. 
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性、怀孕次数多女性食管鳞癌患者术后预后

较好, 这在一定程度上为我国女性食管癌患者

的二级预防及内分泌治疗提供了可靠的理论

依据. 
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酸激酶活性), 使
机 体 维 持 稳 态 . 
对胃癌患者进行
c-Cbl和Cbl-b表
达检测 ,  可以更
好的判断患者恶
性程度. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of c-Cbl and Cbl-b 
in gastric cancer and to analyze their clinical 
significance.

METHODS: One hundred gastric cancer 
surgical resect ion specimens col lected 
between January 2012 and December 2014 
were included in an observation group, and 20 
adjacent normal gastric tissues were included in 
a control group. The two groups of specimens 

were used for preparation of tissue chip. The 
expression of c-Cbl and Cbl-b was detected 
by immunohistochemical method, and the 
relationship between c-Cbl and Cbl-b expression 
and clinical and pathological features of gastric 
cancer was analyzed.

RESULTS: The positive rates of c-Cbl and 
Cbl-b in the observation group were 72% and 
83%, respectively, which were significantly 
higher than those in the control group (20% 
and 25%, respectively). c-Cbl expression had 
a significant positive correlation with tumor 
stage and depth of invasion. The expression of 
Cbl-b was significantly positively correlated 
with tumor stage and lymph node metastasis. 
c-Cbl expression was positively correlated 
with Cbl-b expression in gastric cancer (P < 
0.05). There were 29 cases of specimens that 
were strongly positive for both proteins, and 
the clinical and pathological characteristics of 
these patients were mainly late stage, increased 
number of metastatic lymph nodes, deep 
tumor infiltration and poor differentiation. 

CONCLUSION: The expression of c-Cbl and 
Cbl-b increases in the development and invasion 
of gastric cancer, and the detection of c-Cbl and 
Cbl-b expression has clinical significance and 
value for clinical diagnosis of gastric cancer.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
c-Cbl和Cbl-b表
达阳性率联合的
检测对于胃癌的
临床诊断和恶性
程度判断有一定
的指导意义 ,  可
以为临床医师提
供参考 .  研究的
热点应侧重各项
因子的表达情况. 

Huaren Xiaohua Zazhi  2015; 23(22): 3526-3531  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/3526.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3526

摘要
目的: 研究c-Cbl和Cbl-b在胃癌组织中的表
达及其临床意义. 

方法: 选取2012-01/2014-12河南医学高等专
科学校附属医院经手术切除得到了胃癌组
织标本100例, 设为观察组, 另外选择其中20
例癌旁正常胃组织标本设为对照组, 将2组
标本均制为组织芯片, 通过免疫组织化学方
法对c-Cbl和Cbl-b表达的情况进行检测, 研
究其表达与临床病理特征间的关系. 

结果: c-Cbl和Cbl-b在观察组中的阳性率分
别为72.0%与83.0%, 均高于对照组(阳性率
分别为20.0%与25.0%); c-Cbl在胃癌组织中
的表达与胃癌的病理分期和浸润深度呈明
显正相关, 其表达量随着病理分期加重、浸
润深度加深而增加. Cbl-b在胃癌组织中的表
达与胃癌的病理分期和淋巴结是否转移呈
明显正相关, 其表达量随着病理分期加重、

淋巴结发生转移而增加; c-Cbl和Cbl-b在胃
癌组织中的表达呈正相关(P <0.05), 两种蛋
白同时呈强阳性表达者29例, 病例的临床
病理特征主要是分期晚、淋巴结转移数目
多、肿瘤组织浸润程度深和分化程度差. 

结论:  胃癌的发展与侵袭会增加c-C b l和
Cbl-b表达的阳性率, c-Cbl和Cbl-b的检测对
于胃癌的临床诊断有一定的临床意义与价
值, 值得推广. 
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核心提示: 近几年, 胃癌的发病率逐年升高, 严
重影响了患者的生命健康. 了解胃癌的发病机

制, 尽早确诊并实施治疗措施, 是保障胃癌患

者生命健康的重要途径. Cbl-b和c-Cbl在胃癌组

织中的表达同分化程度有关. 本文研究结果显

示, c-Cbl和Cbl-b在胃癌组织中的阳性率分别为

72.0%与83.0%, 均高于正常组织(阳性率分别为

20.0%与25.0%); c-Cbl在胃癌组织中的表达与胃

癌的病理分期和浸润深度呈明显正相关; Cbl-b
在胃癌组织中的表达与胃癌的病理分期和淋巴

结是否转移呈明显正相关; c-Cbl和Cbl-b在胃癌

组织中的表达呈正相关. 
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0  引言

作为CBL家族的重要成员, c-Cbl和Cbl-b具有

E3泛素连接酶功能与连接体功能, 可以靶向

并降解以表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)为代表的受体蛋白(具有

酪氨酸激酶活性), 使机体维持稳态[1-3]. 但是, 目
前关于c-Cbl和Cbl-b在胃癌中表达的研究较少, 
所以我们通过构建胃癌组织芯片, 采用免疫组

织化学链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶(SP)
法, 对胃癌中两种蛋白质的表达情况进行了检

测, 并探讨了其临床意义, 现进行如下报道. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-1/2014-12河南医学高等专

科学校附属医院经手术切除得到了胃癌组织

标本100例, 将其设为观察组, 包括男75例, 女
25例; 年龄23-81岁, 平均58.3岁±5.4岁; 细胞

类型的病理分类均为腺癌, 分化程度: 低分化

69例、中分化23例、高分化8例; 浸润深度: T1
共2例、T2共59例、T3共33例、T4共6例; 胃
癌分期: Ⅰ期13例、Ⅱ期36例、Ⅲ期31例、Ⅳ

期20例; 发生远处转移4例, 淋巴结发生转移者

85例. 所有患者术前均没有进行免疫治疗、化

疗及放疗. 在100例胃癌组织中选取20例与胃

癌组织距离较远(>5 cm)的正常组织, 将其设为

对照组, 两组标本的来源(包括患者的性别、

年龄、文化程度、疾病发展情况等)差异无统

计学意义(P >0.05), 可行组间对比. 福建买新

生物技术开发有限公司生产的DAB显色液、

SP检测试剂盒; Santa Cruz公司生产的鼠抗人

Cbl-b单克隆抗体; BD公司生产的鼠抗人c-Cbl
单克隆抗体; 上海芯超生物科技有限公司提供

的组织芯片制作技术. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学SP法: 采用对照组的20例
癌旁正常胃组织标本与100例胃癌组织标本制

作组织芯片, 制作步骤主要有以下几点: 首先, 
由病理专家复诊并定位存档蜡块的组织, 采用

组织阵列仪以0.6 mm直径进行打孔, 每块取得

两块材料即可, 将其制为阵列块; 其次, 利用切
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■相关报道
李琳琳等为了探
讨c-Cbl与FGFR2
在胃癌组织中的
表 达 和 临 床 意
义 ,  进行了蛋白
表达的情况检测, 
结 果 显 示 c - C b l
与 F G F R 2 的 阳
性表达率氛围是
71.0%与77.4%. 
c-Cbl的表达和淋
巴结转移、分化
程度、年龄、性
别无关. 

片机以4 μm厚度为单位进行连续切片; 最后, 
经过捞片和烤片后二次复诊, 制成数张组织芯

片, 以备免疫组织化学染色之用. 通过免疫组

织化学SP法, 根据试剂盒说明书, 依次完成实

验步骤. 
1.2.2 评价指标: Cbl-b与c-Cbl阳性染色的标志

均为有棕黄色颗粒出现于胞浆和/或包膜中, 在
不了解标本临床信息的情况下, 读片者随机在

400倍视野下选择5个不同的视野, 根据每个视

野的显色强度及阳性细胞比例确定其得分. 显
色强度: 棕褐色为3分, 棕黄色为2分, 浅黄色

为1分, 未着色为0分. 阳性细胞比例: >75%为4
分, 51%-75%为3分, 26%-50%为2分, 6%-25%
为1分, ≤5%为0分. 将两项分数相乘的结果即

为视野得分, 分别求得5个视野的分数后, 最后

总分需要取其平均值. 最后根据得分进行等级

划分. ≥8分为(+++), 5-7分为(++), 2-4分为(+), 
0-1分为(-), 其中(++)-(+++)表示阳性, (+)表示

弱阳性, (-)表示阴性. 弱阳性与阳性例数之和

与总例数的比即为阳性率[4-7]. 
统计学处理 本次研究中对数据进行分析

与处理时采用的统计学软件为SPSS18.0, 计数

资料采用百分比的方式表示, 其组间比较采用

χ2检验, 计量资料采用mean±SD的方式表示, 
其组间比较采用t进行检验. 采用Spearman等级

相关分析进行c-Cbl和Cbl-b在胃癌组织中表达

的相关性分析[8,9]. P <0.05表示差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 c-Cb l和Cbl-b在胃癌组织中的表达情况 
c-Cbl和Cbl-b均在胞膜和/或胞浆处阳性染色, 
显示为均匀一致的棕黄色颗粒. c-Cbl在胃癌

组织中呈阳性者72例, 阳性率为72.0%, Cbl-b
在胃癌组织中呈阳性者83例, 阳性率为83.0%. 
在对照组中, c-C b l呈阳性者4例, 阳性率为

20.0%, Cbl-b呈阳性者5例, 阳性率为25.0%. 
c-Cbl和Cbl-b在对照组中的表达均低于观察组

(P <0.05)(图1). 
2.2 c-Cbl和Cbl-b的表达和胃癌病理特征的关

系 经过统计, c-Cbl在胃癌组织中的表达与淋

巴结是否转移、分化程度、年龄和性别无关, 
与胃癌的病理分期和浸润深度呈明显正相关, 
其表达量随着病理分期加重、浸润深度加深

而增加. Cbl-b在胃癌组织中的表达与胃癌浸润

深度、分化程度、年龄和性别无关, 与胃癌的

病理分期和淋巴结是否转移呈明显正相关, 其
表达量随着病理分期加重、淋巴结发生转移

而增加(表1). 
2.3 胃癌组织中c-Cb l、Cbl-b表达的相关性 

A B

C D

图  1  c-Cbl和Cbl-b在胃癌组织中的表达(×400). A: c-Cbl在胃癌组织中的表达, 其中棕黄色颗粒为阳性产物; B: c-Cbl

在正常胃黏膜组织中情况; C: Cbl-b在胃癌组织中的表达, 其中棕黄色颗粒为阳性产物; D: Cbl-b在正常胃黏膜组织中
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■创新盘点
目前国内外学者
对于Cbl-b和c-Cbl
在胃癌组织中的
表达并没有过多
研究. 有关报道显
示, Cbl-b和c-Cbl
能够抑制受体酪
氨酸激酶的信号, 
下调信号. 

Spea rman等级相关分析结果显示, c-Cb l和
Cbl-b在胃癌组织中的表达呈正相关(r  = 0.205, 
P  = 0.033), 两种蛋白同时呈强阳性表达者29
例, 病例的临床病理特征主要是分期晚、淋巴

结转移数目多、肿瘤组织浸润程度深和分化

程度差. 

3  讨论

近几年, 作为我国常见的恶性肿瘤之一, 胃癌

的发病率逐年升高, 严重影响了患者的生命健

康, 特别是中老年人, 使患者的生活质量下降, 
生存期缩短. 大部分患者在胃癌早期时无明

显症状, 随着胃癌发展才逐渐表现出恶心、呕

吐、上腹不适等症状, 在就诊时已经发展至中

晚期, 难以实施手术治疗. 了解胃癌的发病机

制, 尽早确诊并实施治疗措施, 是保障胃癌患

者生命健康的重要途径[10-16]. 
本次研究中制备了组织微阵列(即组织芯

片), 较常规病理切片, 组织芯片具有高通量、

省时、可靠及经济性等特点. 高通量是芯片上

可以分析上百种的同一或不同疾病组织标本, 
获取的生物学信息巨大; 一次完成组织的观察

检测与分析, 比传统切片要省时; 同一条件下

进行的微阵列观察, 结果会更加准确, 避免了批

次误差; 同时少量试剂的应用更能提高经济性. 
机体中活化的人嗜酸粒细胞趋化因子

受体(eosinophil chemotactic factor receptor, 
ECFR)可以募集Cbl-b和c-Cbl, 使其泛素化, 并
且和Eondophilin、CIN85共同形成内化复合

物, 经过内化作用后进到多泡体中, 并且在溶

酶体中被降解. 目前国内外学者对于Cbl-b和
c-Cbl在胃癌组织中的表达并没有过多研究. 有
关报道[17-19]显示, Cbl-b和c-Cbl能够抑制受体酪

氨酸激酶的信号, 从而使其信号下调. 但是这

两种蛋白也可能对肿瘤细胞的浸润过程有促

进作用, 在结合CIN85的SH3结构域时, Cbl-b
和c-Cbl主要是在表皮细胞生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)的诱导下酪氨酸磷酸化, 当
对Cbl-b和c-Cbl的作用进行抑制后, 胃癌组织

中部分细胞的浸润活性也会因此而受到抑制, 
将Cbl-b和c-Cbl基因敲除也可以对降解基质过

程发挥抑制作用[20-23]. 因此, Cbl-b和c-Cbl蛋白

很可能在癌细胞的浸润过程中发挥了作用. 
本次研究结果显示, c-Cbl和Cbl-b在胃癌

组织中的阳性率分别为72.0%与83.0%, 均大于

正常组织(阳性率分别为20.0%与25.0%); c-Cbl
在胃癌组织中的表达与胃癌的病理分期和浸

润深度呈明显正相关, 其表达量随着病理分期

     
病理特征    n

       c-Cbl的表达
  P值

      Cbl-b的表达
  P值

阴性率 阳性率 阴性率 阳性率

合计 100 28.0 72.0 17.0 83.0

年龄(岁) 0.075 0.074

  ≤60   58 27.6 73.3 15.5 84.5

  >60   42 28.6 71.4 19.0 81.0

性别 0.061 0.065

  男   75 26.7 73.3 14.7 85.3

  女   25 32.0 68.0 24.0 76.0

胃癌分期 0.025 0.022

  Ⅰ, Ⅱ   49 49.0 51.0 30.6 69.4

  Ⅲ, Ⅳ   51   7.8 92.2 3.9 96.1

淋巴结是否转移 0.059 0.047

  是   85 27.1 72.9 12.9 84.7

  否   15 33.3 66.7 33.3 73.3

浸润深度 0.037 0.064

  T1, T2   61 37.7 62.3 19.7 77.0

  T2, T4   39 12.8 87.2 12.8 92.3

分化程度 0.088 0.057

  高、中   31 25.8 74.2   9.7 92.3

  低   69 29.0 71.0 20.3 79.7

表  1  胃癌组织中c-Cbl和Cbl-b的表达和胃癌病理特征的关系 (%)
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■名词解释
组织芯片 :  组织
微阵列 ,  可以分
析上百种同一或
不同疾病组织标
本 ,  获取生物学
信息巨大 ,  具有
高通量、省时、
可靠及经济性等
特点; E3泛素连
接酶 :  能够将泛
素分子连接到目
的蛋白质的某个
赖氨酸上的酶. 

加重、浸润深度加深而增加. Cbl-b在胃癌组

织中的表达与胃癌的病理分期和淋巴结是否

转移呈明显正相关, 其表达量随着病理分期加

重、淋巴结发生转移而增加; c-Cbl和Cbl-b在
胃癌组织中的表达呈正相关(P <0.05), 两种蛋

白同时呈强阳性表达者29例, 病例的临床病理

特征主要是分期晚、淋巴结转移数目多、肿

瘤组织浸润程度深和分化程度差[24,25]. 
李琳琳等 [26]为了探讨c-C b l与成纤维生

长因子受体(fibroblast growth factor receptor, 
FGFR)2在胃癌组织中的表达和临床意义, 进
行了胃癌组织芯片构建, 通过免疫组织化学SP
法, 对两种蛋白表达的情况进行检测. 结果显

示, 胃癌组织中, c-Cbl与FGFR2的阳性表达率

氛围是71.0%与77.4%. c-Cbl的表达和淋巴结

转移、分化程度、年龄、性别无关, 与病理分

期和浸润深度有关, 最终得到了c-Cbl与FGFR2
蛋白的表达程度与病理分期和浸润深度呈正

相关, 与本次研究的结果相符. 
胃癌的发展与侵袭会增加c-Cbl和Cbl-b

表达的阳性率, 这两种蛋白质的联合检测对

于胃癌的临床诊断和恶性程度判断有一定

的指导意义, 可以为临床医师提供参考[27-30]. 
c-Cbl和Cbl-b二者间存在明显的正相关, 在淋

巴结转移、肿瘤浸润、胃癌细胞增殖等方面

可能发挥了协同作用, 对其进行检测有助于

深入分析胃癌的生物学行为, 值得在临床上

进行推广. 
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E R S ) 诱 导 的 凋
亡、炎症和上皮
细胞间质转化等
作为一种刺激因
素参与了组织损
伤和纤维化的发
生发展 .  众所周
知, 适度的ERS为
细胞的一种自我
保护反应 ,  过度
的ERS则会导致
细胞凋亡, 但ERS
调控慢性乙型肝
炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)感
染后肝脏疾病进
展的研究尚未见
报道. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression level of 
endoplasmic reticulum stress related mesence
phalic astrocyte-derived neurotrophic factor 
(MANF) protein and assess its clinical significance 
in patients with chronic hepatitis B virus (HBV) 
infection. 

METHODS: The expression levels of MANF 
protein in peripheral blood plasma was 
measured by ELISA in asymptomatic hepatitis 
B virus surface antigen (HBsAg) carriers (ASC), 
chronic hepatitis B (CHB), compensatory liver 
cirrhosis (CLC) and decompensated liver 
cirrhosis (DLC) patients after chronic HBV 
infection and normal healthy controls (HC). 
The relationship between MANF protein 
expression and different stages of chronic HBV 
infection was analyzed. 

RESULTS: The expression levels of MANF 
protein among the HC, ASC, CHB, CLC, and 
DLC groups had a statistically significant 
difference (F = 7.391, P = 0.00). Further data 
analysis showed that the expression levels of 
MANF protein in the CLC and DLC groups 
had a statistically significant difference 
compared with the HC, ASC and CHB groups, 
but there was no significant difference between 
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■研发前沿
目前大量研究证
实 ,  HBV持续的
表达和复制均可
触发ERS, ERS参
与了HBV感染后
肝脏非可控性炎
症的发生发展和
恶性转化 ,  但确
切的调控机制仍
有待进一步阐明. 

the HC, ASC and CHB groups. The expression 
levels of MANF protein had a statistically 
significant difference in the three groups of 
patients stratified by HBsAg level (< 1500 IU/
mL, 1500-20000 IU/mL and > 20000 IU/mL) 
(F = 9.420, P = 0.000). The difference in MANF 
protein expression levels was statistically 
significant between patients with different 
levels of aspartate aminotransferase and total 
bilirubin, but there was no statistical difference 
between patients with different levels of 
alanine aminotransferase, HBV DNA, or 
between hepatitis B e antigen (HBeAg) positive 
group and HBeAg-negative group. 

CONCLUSION: The expression levels of MANF 
protein are negatively associated with the 
disease progression in patients with chronic 
HBV infection.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  探索中脑星形胶质细胞源性神经
营养因子(mesencephalic astrocyte-derived 
neurotrophic factor, MANF)在乙型肝炎病毒
(hepatitis B virus, HBV)慢性感染后不同疾病
进展患者外周血中蛋白表达水平的差异及
其与临床特征的相关性. 

方法: 采用酶联免疫吸附方法检测正常健康
对照(healthy controls, HC)、乙型肝炎病毒
携带者(asymptomatic hepatitis B virus surface 
an t i gen ca r r i e r s, ASC)、慢性乙型肝炎
(chronic hepatitis B, CHB)患者、乙型肝炎后
肝硬化代偿期(compensatory liver cirrhosis, 
C L C)患者及乙型肝炎后肝硬化失代偿期
(decompensated liver cirrhosis, DLC)患者外
周血中MANF蛋白的表达水平, 分析其在不
同阶段慢性HBV感染者中的差异. 

结果: ASC组、CHB组、CLC组、DLC组和

HC组5组之间MANF的表达差异有统计学
意义, P  = 0.00, F  = 7.391; 进一步进行两两
组间分析显示, 与HC组、ASC组和CHB组
相比较, CLC及DLC组MANF蛋白的表达水
平差异均有统计学意义(P <0.01), 但HC组
与ASC组、CHB组之间两两比较差异均无
统计学意义. MANF蛋白的表达水平在不同
水平乙型肝炎表面抗原分组(<1500 IU/mL, 
1500-20000 IU/mL和>20000 IU/mL)之间的
差异具有统计学意义(F  = 9.420, P  = 0.000); 
MANF蛋白的表达水平在不同水平的谷草
转氨酶和总胆红素组的差异具有统计学意
义(F  = 3.188, P  = 0.045; t  = 2.867, P  = 0.005); 
MANF蛋白的表达水平在不同水平的谷丙
转氨酶分组、HBV DNA分组和E抗原状态
等分组中未见明显统计学差异. 

结论: MANF蛋白表达水平下降可能与HBV
慢性感染后的疾病进展相关. 

© 2015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: 中脑星形胶质细胞源性神经营养因

子(mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic 
factor, MANF)是一种分泌性蛋白, 大量研究显

示, MANF蛋白对内质网应激诱导的细胞凋亡

具有保护作用. 本研究国内外首次证实MANF
蛋白的表达水平下降与慢性乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus)感染后的疾病进展密切相关. 

叶娇娇, 马双双, 郜玉峰, 沈玉君, 沈玉先. 中脑星形胶质细胞源

性神经营养因子蛋白表达水平与乙型肝炎病毒慢性感染后疾病

进展的相关性.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 3532-3537 
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)慢性感

染后在不同患者中的疾病进展并不相同, 部分

患者长期处于HBV携带状态, 部分患者却持续

进展至肝硬化甚至肝癌, 确切机制尚未完全阐

明[1-4]. HBV感染后持续的复制及表达可触发内

质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS), 
ERS参与HBV慢性感染后疾病进展, 但确切的

调控机制尚未阐明[5-8]. 中脑星形胶质细胞源性

神经营养因子(mesencephalic astrocyte-derived 

■相关报道
目 前 研 究 认 为 , 
ERS可以上调中
脑星形胶质细胞
源性神经营养因
子(mesencephalic 
astrocyte-derived 
n e u r o t r o p h i c 
fac tor,  MANF )
基因的表达和蛋
白的分泌 ,  这种
高表达与分泌在
心肌缺血、脑缺
血、帕金森氏病
等多种病理状态
下保护相关细胞
免受损伤密切相
关 .  MANF蛋白
高表达可能有助
于抑制各种病理
状态下的过度炎
症及纤维化反应, 
但 慢 性 H B V 感
染后疾病进展状
态的差异是否与
MANF蛋白表达
水平相关目前国
内外尚未见报道. 
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neurotrophic factor, MANF )基因编码的蛋白是

一种分泌性蛋白, 主要位于高尔基体和内质网

(endoplasmic reticulum, ER)[9]. 目前研究[10-12]

认为, ERS可以上调MANF基因的表达和蛋白

的分泌, 这种高表达与分泌在心肌缺血、脑缺

血、帕金森氏病等多种病理状态下保护相关

细胞免受损伤密切相关. MANF蛋白高表达可

能有助于抑制各种病理状态下的过度炎症及

纤维化反应, 但慢性HBV感染后疾病进展状态

的差异是否与MANF蛋白表达水平相关目前

国内外尚未见报道. 因此, 我们拟对不同阶段

的慢性HBV感染者外周血MANF蛋白的表达

情况进行探索研究, 以明确MANF蛋白与慢性

HBV感染后疾病进展差异的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2013-09/2014-09就诊于安徽医

科大学第二附属医院肝病科的乙型肝炎病毒

携带者(asymptomatic hepatitis B virus surface 
antigen carriers, ASC)43例, 其中男30例, 女13
例, 平均年龄35.34岁±10.47岁, 慢性乙型肝

炎(chronic hepatitis B, CHB)患者47例, 其中男

39例, 女8例, 平均年龄36.52岁±11.53岁; 乙
型肝炎后肝硬化代偿期(compensatory liver 
cirrhosis, CLC)患者41例, 其中男29例, 女12例, 
平均年龄52.33岁±10.62岁; 乙型肝炎后乙型

肝炎后肝硬化失代偿期(decompensated liver 
cirrhosis, DLC)患者35例, 其中男28例, 女7例, 
平均年龄51.55岁±10.72岁, 所有病例诊断符

合2000年病毒性肝炎防治方案的诊断标准[13]. 
所有患者均无重叠其他肝炎病毒感染、自身

免疫性肝病、药物性肝病、酒精性肝病及其

他疾病, 且未接受护肝药物及抗病毒治疗. 同
时选取40例体检健康者作为对照, 其中男28例, 
女12例, 平均年龄31.67岁±12.22岁. 所有入组

患者及健康对照者均签署知情同意书, 并经医

院伦理委员会审核讨论通过. 
1.2 方法 MANF蛋白的ELISA检测: 采集HBV
感染者及健康体检者空腹外周血5 mL, 分离血

清-80 ℃度冰箱保存. 采用美国Cloud-clone公司

的MANF检测试剂盒进行样品检测, 实验步骤

如下: (1)加样: 分别设标准孔、待测样品孔、

空白孔, 每孔加入相应待测样品100 μL, 37 ℃
温育2 h, 弃去液体, 甩干; (2)每孔加检测溶液A 
100 μL, 37 ℃温育1 h; (3)弃去孔内液体, 每孔加

350 μL洗涤液, 浸泡1-2 min, 吸去或甩掉酶标板

内液体, 重复洗涤3次; 每孔加检测溶液B工作

液100 μL, 37 ℃温育30 min; 弃去孔内液体, 甩
干, 洗板5次; (4)每孔加底物溶液90 μL, 37 ℃避

光显色(反应时间控制在15-25 min), 每孔加终

止液50 μL, 终止反应, 蓝色立转为黄色; (5)用酶

标仪在450 nm波长测量各孔的光密度(OD值). 
统计学处理 所有数据均用SPSS16.0软件

进行统计学分析. 先将定量资料进行对数转

换, 两组之间比较采用独立样本t检验, 3组及3
组以上比较时先采用单因素方差分析, 再采用

LSD检验比较多组中的两两差异, 检验水准α 
= 0.05, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2 结果

2.1 不同阶段慢性HBV感染者外周血MANF
蛋白的表达 首先按照临床诊断分为A S C、

CHB、CLC、DLC和HC组进行分析, 结果显

示: HC、ASC、CHB、CLC、DLC组5组之间

MANF的表达差异有统计学意义(F  = 7.391, P  
= 0.00), 进一步进行两两组间分析显示, 与HC
组相比较, CLC及DLC组MANF蛋白的表达水

平差异均有统计学意义(P <0.01), 与ASC组和

CHB组相比较, CLC及DLC组MANF蛋白的表

达水平差异均有统计学意义(P <0.01), 但HC组
与ASC组、CHB组之间两两比较差异均无统

计学意义(图1).
2.2 外周血MANF蛋白的表达水平与临床指标

的相关性 将146例不同疾病阶段的HBV感染

者根据其乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface 
antigen, HBsAg)水平、谷丙转氨酶(alanine 
aminotransferase, ALT)水平、谷草转氨酶

(aspartate aminotransferase, AST)水平、乙型肝

炎E抗原(hepatitis B e antigen, HBeAg)状态、

HBV DNA及总胆红素(total bilirubin, TBIL)水
平分别进行分组, 结果发现, MANF蛋白的表

达在不同水平HBsAg分组之间的差异具有统

计学意义(F  = 9.420, P  = 0.000); MANF的表达

水平在不同水平的AST和TBIL分组之间差异

具有统计学意义(F  = 3.188, P  = 0.045; t  = 2.867, 
P  = 0.005); MANF蛋白的表达水平与其他各项

指标差异无统计学意义(表1). 

3  讨论

HBV慢性感染后病毒的复制和表达水平在慢

性乙型肝炎-肝纤维化-肝硬化转化中发挥重要

■创新盘点
本研究在国内外
首次通过对慢性
H B V 感 染 后 不
同疾病状态的患
者进行MANF蛋
白的检测 ,  证实
MANF蛋白与慢
性 H B V 感 染 后
的疾病进展呈负
相关.  
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作用. 目前大量研究[14-16]证实, HBV持续的表达

和复制均可触发ERS, ERS参与了HBV感染后

肝脏非可控性炎症的发生发展和恶性转化, 但
确切的调控机制仍有待进一步阐明. 进一步研

究ERS与HBV慢性感染后肝脏疾病进展的关

系对于肝脏疾病的防治具有重要的临床意义. 
MANF基因是本课题组所在实验室从30000个
基因中筛选出来的ERS相关基因, ERS上调他们

的表达. 前期研究[17,18]已经证实MANF对ERS诱
导的细胞凋亡具有保护作用, 由此推断MANF
可能抑制肝脏纤维化的发生发展. MANF蛋白

是一种分泌性蛋白, 通过外周血可以进行其表

达水平的测定, 是否MANF蛋白的表达水平与

慢性HBV感染后疾病状态的进展密切相关国

内外尚未见报道. 因此, 我们探索了不同疾病状

态的慢性HBV感染者外周血中MANF蛋白水平

上的表达情况, 结果发现, 与HC组、ASC组和

CHB组相比, MANF蛋白在慢性HBV感染后疾

病至肝硬化代偿期和肝硬化失代偿期阶段时均

明显低表达(P <0.01), 但ASC组、CHB组与HC
组相比表达未见明显差异. 目前认为, ERS诱导

的凋亡、炎症和上皮细胞间质转化等作为一

种刺激因素参与了组织损伤和纤维化的发生

发展[19-21]. 众所周知, 适度的ERS为细胞的一种

自我保护反应, 过度的ERS则会导致细胞凋亡. 
肝硬化代偿期和肝硬化失代偿期是慢性HBV

     变量      MANF值  F/t 值   P 值

乙型肝炎表面抗原 (IU/mL) 9.420 0.000

  <1000 2303.6±974.3

  1000-20000 2485.9±1023.4

  >20000 4089.3±1124.6

乙型肝炎E抗原 1.677 0.097

  阳性 2837.8±1020.9

  阴性 2337.9±1133.1

谷丙转氨酶(IU/mL) 1.754 0.178

  <80 2169.3±956.2

  80-250 2516.8±1189.6

  >250 2838.8±1246.3

谷草转氨酶(IU/mL) 3.188 0.045

  80 2873.6±1305.9

  80-250 2267.5±1161.3

  >250 1948.7±1069.5

HBV-DNA(copies/mL) 0.297 0.744

  <103 2865.7±1225.1

  103-105 2860.3±1135.9

  >105 2595.5±1199.6

总胆红素(μmol/L) 2.867 0.005

  <17.1 3024.7±1251.5

  ≥17.1 2339.4±1104.5

表  1  慢性HBV感染者外周血MANF表达水平与临床指标的相关性 (mean±SD)

HBV: 乙型肝炎病毒; MANF: 中脑星形胶质细胞源性神经营养因子. 
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图  1  不同疾病状态的慢性HBV感染者MANF蛋白水平表
达比较. bP<0.01 vs  CLC组; dP<0.01 vs  DLC组. HC组: 健

康对照组; ASC组: 乙型肝炎病毒携带组; CHB组: 慢性乙

型病毒性肝炎组; CLC组: 肝硬化代偿期组; DLC组: 肝硬

化失代偿期组. HBV: 乙型肝炎病毒; MANF: 中脑星形胶

质细胞源性神经营养因子. 

■应用要点
MANF蛋白有可
能作为一种预测
慢性HBV感染后
疾病进展程度的
一种分泌性蛋白, 
具有较高的潜在
临床应用价值. 
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感染的严重疾病阶段, 因此, 我们认为, 在慢性

HBV感染的早期, MANF蛋白表达水平较高, 对
肝纤维化的进展起保护作用, 但当HBV感染持

续存在其引起持续的免疫损伤后, 肝细胞呈过

度凋亡状态, MANF蛋白表达呈下降趋势. 另外, 
ERS诱导的凋亡可以导致转化生长因子的释放, 
进一步刺激慢性HBV感染后疾病的进展和恶性

转化[22-25], 这与本研究发现的CLC组和DLC组患

者MANF表达水平显著下降相一致. 
与正常对照组和慢性乙型肝炎组比较 , 

肝硬化组MANF蛋白的表达呈显著降低, 但
MANF蛋白表达下降通过何种机制参与肝硬

化发生发展有待进一步研究. 临床证据显示

HBsAg水平越高的患者纤维化程度越轻, 肝
硬化患者HBsAg往往显著低于CHB患者[26-29]. 
我们进一步结合临床资料的分析显示 ,  按
H B s A g水平分组 ,  不同H B s A g水平组患者

M A N F表达水平存在显著差异(P  = 0.001), 
HBsAg>20000 IU/mL组MANF表达水平明显

高于<1500 IU/mL组(P  = 0.001), 提示MANF蛋
白在肝纤维化早期肝细胞适度的ERS中起保

护作用, 这与我们之前的MANF mRNA水平的

研究[30]结果相一致. 胆红素持续的升高及转氨

酶升高往往提示肝脏损伤持续加重, 本研究发

现胆红素异常者的MANF蛋白表达水平下降, 
可能与肝脏损害逐渐加重有关. 

本研究在国内外首次证实MANF蛋白在

不同阶段的慢性HBV感染者中表达水平存在

显著性差异, 推测MANF蛋白水平的下降参与

HBV慢性感染后的疾病进展, 但确切的调控机

制仍不明确. 深入研究MANF在HBV慢性感染

后疾病进展中的作用机制有着非常重要的临

床意义, 借此可以筛选及鉴定肝脏炎症、纤维

化及肝硬化过程中的关键节点及靶点.
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■同行评价
本文探索MANF
在 慢 性 H B V 感
染后不同疾病进
展患者外周血中
表 达 水 平 的 差
异及其与临床特
征的相关性, 对5
组研究对象检测
MANF, 发现其在
不同组间表达有
明显区别. 作为一
种探索性研究, 有
一定的学术价值. 
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■背景资料
肝细胞癌是世界
常见的恶性肿瘤
之一 ,  且术后高
复发率是主要问
题 ,  同时 ,  M2型
巨噬细胞促进肿
瘤的发展和转移, 
M 1 型 巨 噬 细 胞
在抗肿瘤过程中
起到重要的作用, 
但是, CD68是泛-
巨噬细胞标志物, 
不 能 区 分 M 1 和
M2型巨噬细胞.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance 
of expression of CD68 and CD11c in hepatoc
ellular carcinoma (HCC).

METHODS: Sixty HCC and matched peritumoral 
tissues were collected. The expression of CD68 
and CD11c in macrophages in these tissues was 
detected by immunohistochemical staining. 
The relationship between CD68 and CD11c 
expression and clinicopathologic features of 
HCC was analyzed. Paraffin sections of HCC 
tumor tissues were stained for CD68 and CD11c 
by double immunofluorescence to analyze the 
expression and significance of CD68 and CD11c.

RESULTS: CD68 and CD11c were expressed 
mainly in macrophages in HCC and peritumoral 
tissues. The expression levels of CD68 and 
CD11c were significantly higher in peritumoral 
tissues than in HCC tissues (P < 0.01). The 
expression of CD68 and CD11c had a significant 
correlation in both HCC and peritumoral tissues 
(r = 0.601, P < 0.01; r = 0.626, P < 0.01). The 
expression level of CD68 in macrophages in 
HCC and peritumoral tissues was significantly 
higher than that of CD11c (P < 0.01 for both). 
Double immunofluorescence analysis showed 
that the relative content of CD68 in HCC 
tissues was significantly higher than that of 
CD11c, which is consistent with the results of 
immunohistochemistry.

CONCLUSION: The expression levels of 
CD68 and CD11c in tumor adjacent tissues are 
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■研发前沿
肿瘤免疫微环境
在肿瘤发生发展
过程中的作用已
成为临床研究的
热点 ,  巨噬细胞
是免疫微环境的
主要成分 ,  其在
肝癌进展中的作
用及其机制 ,  以
及针对巨噬细胞
的靶向药物是该
研究领域中的前
沿问题.

significantly higher than those in HCC tissues. 
Compared with CD68+ macrophages, CD11c+ 
macrophages may be closely related to the 
oncogenesis and progression of HCC.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; CD68; 
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摘要
目的:  检 测 C D 6 8 和 C D 11 c 在 肝 细 胞 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)和癌旁组织
巨噬细胞中的表达情况, 探讨并比较其与
CD68在HCC中的相关临床病理特征的关系
及其意义. 

方法: 采用免疫组织化学方法检测60例HCC
患者肝癌组织和癌旁组织CD68和CD11c的
表达, 分析并比较CD68和CD11c在巨噬细胞
中的表达情况以及与HCC临床病理特征的
关系; 免疫荧光双染HCC石蜡切片肝癌组织
的CD68和CD11c, 采用倒置荧光显微镜观察, 
并采集图像分析CD68和CD11c的表达意义. 

结果: 免疫组织化学染色结果显示CD68、
CD11c主要在肝癌和癌旁组织巨噬细胞中
表达. 癌旁组织中的CD68和CD11c表达水
平明显高于肝癌组织(P <0.01), 肝癌和癌旁
组织中的CD68和CD11c存在一定的相关性
(r  = 0.601, P <0.01; r  = 0.626, P <0.01); 肝癌组
织和癌旁组织中CD68的表达水平明显高于
CD11c的表达(分别为P <0.01和P <0.01); 免疫
荧光双染结果显示在肝癌组织CD68的表达
明显高于CD11c, 与免疫组织化学结果一致. 

结论: CD68巨噬细胞在癌旁组织中表达明
显高于肝癌组织, C D11c巨噬细胞在癌旁
组织中表达也明显高于肝癌组织, 并且与
CD68相比, CD11c标记的巨噬细胞与HCC的
发生、进展关系更为密切; 可以帮助我们为
诊断及治疗HCC提供一些新的思路和理论
基础. 

© 2015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: M2型巨噬细胞通过调节肿瘤生长、

适应性免疫、血管生成和肿瘤基质形成促进肿

瘤的发展和转移, 并且可作为预后指标. 本文研

究发现CD68泛-巨噬细胞、CD11c M1型巨噬细

胞在癌旁组织中表达明显高于肝癌组织, 并且

与CD68相比, CD11c M1型巨噬细胞与肝细胞

癌的发生发展关系更为密切, 从而为肝癌提供

新的辅助治疗策略.

束青华, 葛勇胜, 许戈良, 马金良, 荚卫东, 余继海, 张传海, 刘

文斌. CD68和CD11c在肝细胞癌中的表达及临床意义.  世界

华人消化杂志  2015; 23(22): 3538-3547 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/23/3538.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3538

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)约占

原发性肝癌的70%-85%, 是全世界最常见的恶

性肿瘤之一, 且是男性患者中癌症死亡的第二

大原因, 女性患者癌症死亡的第六大原因, 其
中约有一半发生在中国[1]. 虽然, 肝切除术是治

疗肝癌患者长期生存的最佳方法之一, 但是术

后高复发率是主要问题[2]. 尽管肝移植术切除

了全部肝病, 包括肝癌原发灶和肝内转移灶, 
但5年生存率也仅为47%-61%[3]. 最近研究[4]指

出, 肿瘤微环境, 特别是巨噬细胞在各种肿瘤

的发生、发展和转移中发挥着重要的作用. 大
量相关研究[5-10]指出, 瘤内巨噬细胞与预后有

关, 但是这种结果具有异质性, 因其未将巨噬

细胞分为M1型(经典活化的)和M2型(替代性活

化的)巨噬细胞亚型. 此外, 部分研究[11,12]指出, 
在各种肿瘤中肿瘤相关巨噬细胞主要是M2型
巨噬细胞, M2型巨噬细胞通过调节肿瘤生长、

适应性免疫、血管生成和肿瘤基质形成促进

肿瘤的发展和转移, 并且可作为预后指标[13-15]. 
因此推测, M1型巨噬细胞也参与了肿瘤的过

程, 可能起着抗肿瘤作用. 但是, CD68(泛-巨噬

细胞)是最广泛使用的巨噬细胞标志物, 但不

能区分M1(CD11c)和M2巨噬细胞[16]. 本文初步

探讨HCC中CD68和CD11c的表达及其与相关

临床病理特征的关系, 为诊断及治疗HCC提供

一些新的思路和理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集安徽医科大学附属省立医院肝
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■相关报道
近年来 ,  巨噬细
胞在炎症、肿瘤
等疾病中的作用
引起了极大的关
注. 但有关M1型
巨噬细胞的研究
与报道较少 ,  尤
其 M 1 型 细 胞 在
肝脏生理、病理
活动中所发挥作
用 以 及 M 1 型 巨
噬 细 胞 趋 化 募
集、调控等报道
更少 ,  其具体作
用机制亟待进一
步的研究.

脏外科2008-01/2011-12行肝切除术并经术

后病理证实为HCC60例石蜡标本. 上述患者

术前未接受任何形式的抗肿瘤治疗. 其中男

50例, 女10例; 年龄30-79岁(57.8岁±10.2岁). 
包膜完整者40例, 不完整者20例; 甲胎蛋白

(alpha fetoprotein, AFP)≤20 ng/mL者25例, 
>20 ng/mL 35例. 按照2010年国际抗癌联盟/美
国癌症联合委员会(International Union Against 
Cancer/American Joint Committee on Cancer, 
UICC/AJCC)第七次修订的HCC TNM临床分

期标准[17]:Ⅰ-Ⅱ期37例, Ⅲ-Ⅳ期23例; 肝癌组

织Edmondson分级:Ⅰ-Ⅱ级38例, Ⅲ-Ⅳ级22
例; 血管侵犯(包括肉眼癌栓和镜下癌栓)25例, 
无血管侵犯35例; 肿瘤转移者28例, 无肿瘤转

移者32例; 巴塞罗那临床肝癌分期(Barcelona 
Clinic Liver Cancer, BCLC)[18]: A-B期40例, C-D
期20例; 美国东部肿瘤协作组-体力活动状态

评分系统(Eastern Cooperative Oncology Group 
performance status, ECOG-PS)[19]: 0分39例, ≥
1分21例. 以上资料得到患者及家属的书面同

意及安徽医科大学医学伦理委员会批准. 鼠抗

人单克隆抗体CD68(Abcam, Cambridge, MA), 
兔抗人单克隆抗体CD11c(Abcam, Cambridge, 
MA), 免疫组织化学试剂盒、免疫荧光双染试

剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 采用SP法免疫组织

化学染色. 单染: 经乙醇梯度脱蜡水化, 柠檬

酸水浴加热进行抗原修复; 3%过氧化氢灭活

内源性过氧化物酶, 血清封闭, 一抗鼠抗人单

克隆抗体CD68(1∶200), 兔抗人单克隆抗体

CD11c(1∶100), 4 ℃孵育过夜; 通用型二抗室

温孵育30 min, DAB染色, 苏木精复染, 梯度无

水乙醇脱水, 中性树胶封片. 
1.2.2 免疫荧光双染: 抗原修复等步骤与单染基

本类似, 加一抗: 滴加用5%BSA按一定比例稀

释好的一抗覆盖组织. 于湿盒内4 ℃孵育过夜; 
加二抗: 玻片置于PBS(pH 7.4)中在脱色摇床

上晃动洗涤3次, 每次5 min. 滴加与一抗相应

种属的二抗(FITC标记)覆盖组织, 避光室温孵

育50 min; DAPI复染细胞核: 玻片置于PBS(pH 
7.4)中在脱色摇床上晃动洗涤3次, 每次5 min. 
滴加DAPI染液, 避光室温孵育10 min; 封片: 玻
片置于PBS(pH 7.4)中在脱色摇床上晃动洗涤3
次, 每次5 min. 切片稍甩干后用抗荧光淬灭封

片剂封片; 镜检拍照: 切片于尼康倒置荧光显

微镜下观察并采集图像. 步骤均参照试剂盒的

说明书进行操作, 并由两位病理专家采用双盲

法对染色结果进行评估. 抗CD68免疫组织化

学标记泛-巨噬细胞, 抗CD11免疫组织化学标

记M1型巨噬细胞[20]. 
1.2.3 免疫组织化学及免疫荧光双染结果判定: 
双染: 在400倍镜下选取具有代表性的细胞视

野, 出现红色和绿色双重染色的归类为M1型
巨噬细胞. 单染: CD68表达以细胞质或细胞膜

中出现黄褐色或棕褐色颗粒为阳性, CD11c以
细胞质或细胞膜中出现黄褐色或棕褐色颗粒

为阳性, 先在低倍(100倍)光学显微镜下观察

切片, 随机选择癌旁和癌组织中5个不重叠具

有代表性的区域, 高倍视野(200倍)下计数阳

性细胞, 求其均值, 即为该切片的TAM(tumor-
associated macrophage)数, 计数方法参照Molin
法[21], 以中位数截取值分高密度组和低密度组. 

统计学处理 应用SPSS17.0软件处理数据, 
计量资料以mean±SD表示, 用t检验及相关分

析; 组间比较用χ2检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学染色和免疫荧光双染结果

的意义 免疫组织化学染色结果显示, CD68、
CD11c主要在肝癌和癌旁组织巨噬细胞中表

达(图1). 免疫荧光双染结果显示, CD11c阳性

巨噬细胞包括在CD68阳性巨噬细胞内, 在肝

癌组织内不存在CD11c(+)CD68(-)巨噬细胞, 
这与免疫组织化学染色结果一致(图2). 
2.2 CD68和CD11c巨噬细胞在肝癌组织和癌

旁组织的比较 癌旁组织中的CD68和CD11c表
达水平明显高于肝癌组织, 差异有统计学意

义(t  = 8.87, P <0.01; t  = 7.41, P <0.01)(图3). 癌
旁组织CD68和CD11c计数分别是48.42/视野

±10.10/视野和20.55/视野±5.24/视野, 中位

数分别是46.50/视野和20.00/视野; 肝癌组织

CD68和CD11c计数分别是33.88/视野±7.68/视
野和14.22/视野±4.03/视野, 中位数分别是

33.50/视野和14.00/视野. 肝癌组织和癌旁组织

中CD68的表达水平明显高于CD11c的表达, 差
异有统计学意义(t  = 25.23, P <0.01; t  = 26.59, 
P <0.01)(图4). 以及肝癌和癌旁组织中的CD68
和CD11c存在一定的相关性(r  = 0.601, P <0.01; 
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■创新盘点
有 关 M 1 型 巨 噬
细胞在肝细胞癌
中的研究相当有
限 ,  本实验通过
与泛-巨噬细胞相
比 ,  得出以下结
论: M1型巨噬细
胞参与了肿瘤的
发生发展 ,  特别
是在分化良好的
肿瘤中, 表明M1
型巨噬细胞可以
抑制肿瘤进一步
恶化.

r  = 0.626, P <0.01)(图5); CD68和CD11c在肝

癌组织和癌旁组织也存在一定的相关性(r  = 
0.851, P <0.01; r  = 0.706, P <0.01)(图6). 
2.3 肝癌组织和癌旁组织CD68、CD11c巨噬细

胞的表达与临床病理特征之间的关系 癌旁组

织CD11c表达与患者肿瘤数目相关(χ2 = 4.418, 
P = 0.042); 肝癌组织和癌旁组织CD11c表达与

患者肿瘤包膜、血管侵犯、肿瘤转移、TNM

分期和ECOG-PS相关(P<0.05); 癌旁组织CD68
与患者肿瘤包膜、血管侵犯、肿瘤转移、

TNM分期和ECOG-PS、Edmondson分级及

BCLC分期相关(P<0.05); 肝癌组织CD68与患

者肿瘤包膜、血管侵犯、肿瘤转移、TNM分

期和ECOG-PS、Edmondson分级及BCLC分期

无相关; 肝癌组织和癌旁组织CD68、CD11c表
达与患者年龄、性别、HBsAg、肝硬化等无

A B

C D

E F

G H

图  1  免疫组织化学染色检测CD68和CD11c在肝癌和癌旁组织的表达(×200). A: 肝癌组织CD68高表达; B: 肝癌组织

CD68低表达; C: 癌旁组织CD68高表达; D: 癌旁组织CD68低表达; E: 肝癌组织CD11c高表达; F: 肝癌组织CD11c低表达; 

G: 癌旁组织CD11c高表达; H: 癌旁组织CD11c低表达.
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■应用要点
本文研究 C D 6 8
和CD11c在肝细
胞癌患者中的关
系, 提示了M1型
巨噬细胞与肝细
胞癌的发生发展
有关 ,  为进一步
研 究 M 1 型 巨 噬
细胞在疾病中的
作用机制提供了
方向 ,  同时为术
后复发提供了一
些理论指导.

明显相关(P>0.05)(表1). 

3  讨论

近年来, 炎症在肿瘤中扮演的作用越来越重

要, 肿瘤免疫微环境在肿瘤发生发展过程中的

作用已成为临床研究的热点之一. 巨噬细胞

是肿瘤局部浸润的免疫细胞中比例最大的一

群细胞, 他由不同的亚型组成, 每种亚型由于

所处的微环境不同具有不同的表型并发挥不

同甚至相反的生物学功能. 巨噬细胞分为M1
型巨噬细胞和M2型巨噬细胞, M1型巨噬细

胞能够调整宿主对多种细菌和病毒的防御能

力, 在抗肿瘤过程中起到重要的作用[22]; M2型
巨噬细胞通过调节肿瘤生长、适应性免疫、

血管生成和肿瘤基质形成促进肿瘤的发展和

转移[13-15]. 前期的相关研究显示癌旁巨噬细胞

的浸润和巨噬细胞集落刺激因子(macrophage 
colony-stimulating factors, M-CSF)的高表达, 和
肝癌手术后的进展、复发及不良预后相关[23-25]. 
本研究发现癌旁组织中的C D68表达水平明

显高于肝癌组织, 且癌旁组织CD68与患者肿

瘤包膜、血管侵犯、肿瘤转移、TNM分期和

ECOG-PS、Edmondson分级及BCLC分期相

关, 可能由此推测巨噬细胞在肝癌组织中减少, 
可能与肿瘤组织内肝小叶结构紊乱、破坏较

多, 导致正常肝血窦环境无法维持, 引起细胞

表面共刺激信号缺乏, 不能为T细胞活化提供

足够的第二信号, 从而诱导抗肿瘤免疫应答能

力下降, 使肿瘤细胞易于免疫逃逸, 最终导致

肿瘤生长发展加快[26]. HCC中肿瘤相关巨噬细

胞的极化尚未完全阐明, 之前的研究均直接将

泛-巨噬细胞CD68作为识别肿瘤相关巨噬细胞

组织中标志. 因此才会导致巨噬细胞和肿瘤患

者预后关系的偏差. 实际上, CD68是M1型巨噬

A

B

C

图  2  免疫荧光双染检测CD68和CD11c在肝癌组织的表达
(×400). A: CD68标记泛-巨噬细胞; B: CD11c标记M1型

巨噬细胞; C: DAPI标记细胞核. 红色代表CD68, 绿色代表

CD11c, 蓝色代表细胞核, 且棕黄色代表CD68和CD11c共

表达, 所有CD11c阳性巨噬细胞包括在CD68阳性巨噬细

胞中. 
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图  3  CD68和CD11c在癌旁组织和肝癌组织中的表达分
析. A: CD68细胞数统计图(n  = 60); B: CD11c细胞数统计

图(n  = 60), 横线代表mean±SD, 数据采用Wilcoxion秩和

检验进行分析.
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■名词解释
CD68: 一种分子
量为110 kDa的细
胞浆蛋白 ,  表达
于巨噬细胞、单
核细胞、Kupffer
细 胞 、 破 骨 细
胞、粒细胞及其
前体, 是巨噬细胞
最可靠的标志物;
CD11c: 黏附分子
家族成员 ,  对免
疫细胞具有协同
刺激作用 ,  在人
类树突状细胞、
单核细胞、巨噬
细胞、中性粒细
胞和部分淋巴细
胞有表达. 

细胞和M2型巨噬细胞共表达结果, 因此使用

CD68标记巨噬细胞不能作为可靠的生物学标

志物, 来评估两种具有相反生物学特征的巨噬

细胞在组织中的意义. 在本项研究中, 我们使

用免疫荧光双染CD11c/CD68标记M1型巨噬

细胞, 这与大多数先前发表的文章进行表型鉴

定研究巨噬细胞极化是一致的. 在脂肪组织中, 
CD11c作为M1型巨噬细胞常用标志物, 同时也

被看作是髓系树突状细胞(DCs)的标志物, 因
此可能存在疑问是CD11c阳性巨噬细胞标记

是巨噬细胞还是DCs[27,28]. 定义巨噬细胞和DCs
的主要问题在于他们源于共同髓系前体和表

达共同的细胞表面标志物[22]. 因此, 应该注意

到, 这个问题在这些领域不是唯一的, 在免疫

学家当中即使定义良好的淋巴组织巨噬细胞

和DCs之间的区别也是有争议的[29,30]. 
有趣的是在本项研究中, CD11c阳性巨噬

细胞表达与患者单个肿瘤数目、具有完整包

膜、无血管侵犯、无肿瘤转移的早期肿瘤相

关. Ma等[31]发现在非小细胞肺癌中M1型巨噬
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图  4  肝癌组织和癌旁组织中CD68和CD11c表达分析. A: 

肝癌组织中CD68和CD11c的细胞数统计图(n = 60); B: 癌

旁组织中CD68和CD11c的细胞数(n  = 60), 横线代表mean

±SD, 数据采用Wilcoxion秩和检验进行分析. 
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图  5  肝癌组织和癌旁组织中CD68和CD11c的相关性分
析. A: 肝癌中相关关系; B: 癌旁组织中相关关系. 
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特

征
之

间
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■同行评价
本文系统地总结
了肝星状细胞相
关 信 号 通 路 与
miRNA相互调控
的相关研究结果, 
为肝星状细胞激
活的内在机制、
肝纤维化病理进
程过程中的分子
机制研究以及分
子靶向治疗提供
文献参考.
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■背景资料
结 肠 癌 的 发 生
与k - r a s 、p 5 3
等 基 因 突 变 有
关 ,  microRNA-
34a(miR-34a)在
转录过程受p53
基 因 的 诱 导 调
节 ,  p 5 3 内 在 激
活miR-34a的表
达. 肿瘤细胞p53
基因突变及启动
子区域CpG岛甲
基化可导致miR-
3 4 a表达水平降
低 ,  进而通过下
游靶基因参与肿
瘤细胞增殖、细
胞周期及凋亡的
调控, miR-34a 被
看作是一类新的
抑癌基因. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of microRNA-
34a (miR-34a) in human colon cancer tissues 
and colon cancer cell lines, and to explore its 
clinical significance.

METHODS: The expression of miR-34a was 
detected by real-time quantitative polymerase 
chain reaction (qRT-PCR) in 30 colon cancer 
tissues and matched tumor adjacent normal 
colon tissues as well as colon cancer cell lines 
(HT29, SW620 and Lovo). The relationship 
between the levels of miR-34a expression and 
the clinicopathologic features of patients with 
colon cancer was analyzed.

RESULTS: The expression of miR-34a in colon 
cancer was significantly lower than that in 
adjacent normal colon tissues (0.681 ± 0.327 
vs 1.313 ± 0.546, P < 0.05). The expression of 
miR-34a in colon cancer cell line Lovo was 
significantly lower than that in colon cancer cell 
lines HT29 and SW620 (0.275 ± 0.035 vs 0.757 ± 
0.04 and 0.614 ± 0.046, P < 0.05). The expression 
of miR-34a was significantly associated with 
tumor differentiation, depth of invasion, lymph 
node metastasis and clinical stage in patients 
with colon cancer (P < 0.05), but not with 
gender, age, or tumor size (P > 0.05). 

CONCLUSION: The expression of miR-34a is 
down-regulated in colon cancer, which may be 
related to tumorigenesis and progression. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
国内外大量研究
显示miR-34a与
恶性肿瘤发生、
发展及复发等密
切相关, miR-34a
在结肠癌组织中
低表达 ,  其功能
缺 失 使 结 肠 癌
细 胞 异 常 增 殖 , 
促进其进展 .  而
miR-34a稳定高
表达可预防肿瘤
细胞对化疗药物
的抵抗、增高对
化疗药物的敏感
性. 调控miR-34a
的表达可对结肠
癌治疗产生潜在
的影响 ,  为临床
治疗药物的研发
提供新的思路. 

Clinical significance of expression of microRNA-34a 
in human colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2015; 23(22): 3548-3553  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/3548.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3548

摘要
目的: 探讨microRNA-34a(miR-34a)在结肠
癌组织及细胞株中的表达及临床意义. 

方法: 采用实时定量PCR检测30例结肠癌组
织及其癌旁正常结肠黏膜组织、结肠癌细
胞株(HT29、SW620、Lovo)中miR-34a的表
达水平, 分析miR-34a表达与结肠癌临床病
理参数之间的关系. 

结果: miR-34a在结肠癌组织中的表达水平
(0.681±0.327)较癌旁正常结肠黏膜组织
(1.313±0.546)显著降低(P <0.01); miR-34a在
结肠癌细胞株Lovo中的表达(0.275±0.035)
明显低于其在结肠癌细胞株HT29、SW620
中的表达(0.757±0.044、0.614±0.046), 差
异有统计学意义(均P <0.01); miR-34a的表达
与结肠癌的分化程度、浸润深度、淋巴结
转移及临床分期均显著相关(均P <0.05). 而
miR-34a的表达与性别、年龄、肿瘤大小无
关(均P >0.05). 

结论: miR-34a在结肠癌组织中低表达, 可能
参与结肠癌的发生发展. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 结肠癌; MicroRNA-34a; 转移

核心提示: 本研究显示microRNA-34a(miR-34a)
在结肠癌组织与正常结肠黏膜、不同分化程度

结肠癌细胞株间存在差异表达, 且与结肠癌分化

程度、浸润深度、淋巴结转移及临床分期均显

著相关, miR-34a可能在结肠癌发生中发挥抑癌

基因的功能, 其低表达可能参与结肠癌的发展. 

卢书明, 张竹青, 徐梦杳, 宋波, 刘丽娜, 李岩, 李春艳. 

microRNA-34a在结肠癌组织中的表达及临床意义.  世界华

人消化杂志  2015; 23(22): 3548-3553 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/23/3548.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3548

0  引言

微小RNA(microRNA, miRNA)是近年来新发

现的一类非编码小分子RNA, 通过与靶基因

序列特异性结合, 在细胞增殖、分化、凋亡

等生理和病理过程中发挥重要作用, 而且与

肿瘤的发生、发展密切相关[1,2]. microRNA-
34(miR-34)是在进化过程中高度保守的一个

miRNA家族, miR-34a是miR-34家族最常见的

一种成熟体, 研究发现在miR-34a在多种恶性

肿瘤中表达异常, 与肿瘤的转移、分期关系密

切[3]. 本研究应用实时定量PCR方法(real-time 
quantitative PCR, qRT-PCR)检测miR-34a在结

肠癌组织及结肠癌细胞株中的表达, 分析miR-
34a与结肠癌临床病理特征的关系, 探讨miR-
34a在结肠癌中表达的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2013-01/2014-12大连医科大学附

属第一医院诊断明确的结肠癌手术切除组织

标本及对应的癌旁正常肠黏膜组织(距离肿瘤

边缘至少5 cm)各30例, 40 g/L甲醛固定, 石蜡

包埋. 术前均未接受放疗和化疗. 结肠癌细胞

株HT29(高分化)、SW620(中分化)、Lovo(低
分化)购自中国医学科学院肿瘤细胞库. 石蜡

包埋组织miRNA快速提取试剂盒购自上海吉

玛制药技术有限公司, TaqMan MiRNA反转录

试剂盒、TaqMan univsersal PCR Master Mix
Ⅱ、TaqMan MiRNA分析试剂盒购自美国Life 
Technologies公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及RNA提取: 用含有10%的胎牛

血清的RPMI 1640培养基, 在37 ℃、50 mL/L 
CO2细胞培养箱中培养. 当细胞生长至对数生

长期, 即细胞密度达106-107个/L时, 收集细胞

采用TRIzol一步法提取总RNA. 结肠癌与癌旁

正常肠黏膜组织中总RNA的提取均采用石蜡

包埋组织miRNA快速提取试剂盒, 步骤按照说

明书操作. 使用紫外分光光度计分析RNA的浓

度和纯度, A 260/280比值在1.8-2.1之间, 表明RNA
纯度较好, 可进行下一步操作. 
1.2.2 Taqman探针法qRT-PCR反应: 引物: 从
GenBank中查找目的基因序列, 使用Primer-
Express3.0软件进行引物设计, 由大连宝生物

工程有限公司合成. 内参U6基因扩增片段长

96 bp, 其上游引物为: 5'-CTCGCTTCGGCA 
GCACA-3', 下游引物为: 5'-AACGCTTCACGA
ATTTGCGT-3'; miR-34a扩增片段长152 bp, 其
上游引物为: 5'-GGCAGTGTCTTAGCTGGT 
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■相关报道
国外研究发现在
45.1%的结肠癌
组织中存在miR-
34a的甲基化, 启
动子的甲基化导
致miR-34a表达
水 平 显 著 降 低 , 
miR-34a表达与结
肠癌肝转移及淋
巴结转移密切相
关, 联合检测miR-
3 4 a 及 c - M e t、
β-catenin的表达
对于结肠癌有预
警价值. 

TG-3', 下游引物为: 5'-AAGAGCTTCCGA AGT 
CCTGG-3'. 

逆转录反应: 将提取的总RNA稀释成2 ng/μL, 
每个逆转录反应用10 ng的总RNA, 以U6基因

作内参. 所有操作均在冰上进行. 逆转录反应

体系为15 μL: Nuclease free water 4.16 μL, dNTP 
mix 0.15 μL, MultiscribeTM RT enzyme 1.0 μL, 10
×RT Buffer 1.5 μL, RnaseInhibitor 0.19 μL, RT 
primer(miR-34a, U6) 3 μL, total RNA sample 5 μL. 
混匀离心至PCR管底, 冰上放置5 min. 反应条件: 
16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min. 逆转录

后, cDNA产物保存在-20 ℃. 
定量PCR反应: 按照TaqMan®Small RNA 

Assay试剂盒说明书操作. qPCR反应体系为20 
μL, Master MixⅡ(2×)10 μL, Small RNA Assay 
1 μL, Product from RT reaction 1.33 μL, Nuclease 
Free Water 7.67 μL. 反应条件: 95 ℃预变性10 min, 
95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 扩增40个循环.  

结果计算: miRNA表达水平用2-△△Ct表示, 
其中△△Ct = (CtmiR-34a-CtU6)实验组-(CtmiR-34a-
CtU6)对照组. 得出miR-34a在结肠癌组织和癌

旁正常肠黏膜组织中的相对表达量. 

统计学处理 采用SPSS18.0统计学软件, 
miR-34a在结肠癌和癌旁正常黏膜中相对表达

量的比较采用t检验, miR-34a在3种结肠癌细胞

株中的表达及miR-34a与结肠癌临床病理参数

之间的关系比较采用单因素方差分析, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 miR-34a在结肠癌组织和癌旁正常结肠黏

膜组织中的表达 qRT-PCR检测显示miR-34a在
结肠癌组织中相对表达量为0.681±0.327, 低
于其在癌旁正常结肠黏膜组织中相对表达量

1.313±0.546(t  = 5.438, P <0.01)(图1A). 
2.2 miR-34a在结肠癌细胞系中的表达 实时

PCR检测显示miR-34a在结肠癌细胞株HT29、
SW620、Lovo中的相对表达量分别为0.757±
0.044、0.614±0.046、0.275±0.035, miR-34a
在低分化结肠癌细胞株Lovo中的相对表达量

明显低于其在高分化结肠癌细胞株HT29及中

分化结肠癌细胞株SW620中的相对表达量(均
P <0.01)(图1B). 
2.3 miR-34a的表达与结肠癌患者临床病理参

数之间的关系 miR-34a在低分化、浸润深度

侵及浆膜、淋巴结转移、Ⅲ-Ⅳ期的结肠癌组

中的相对表达量分别为0.486±0.208、0.478
±0.318、0.495±0.277、0.558±0.285, 明显

低于其在相应的高中分化、浸润深度未及浆

膜、无淋巴结转移及Ⅰ-Ⅱ期结肠癌组中的相

对表达量0.752±0.336、0.783±0.287、0.806
±0.303、0.822±0.323(均P <0.05). miR-34a
表达与患者性别、年龄、肿瘤大小无关(均
P >0.05)(表1). 

3  讨论

结肠癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 发病

率逐年上升, 死亡率高, 严重影响人们的身体

健康[4]. 结肠癌的发生与APC、k-ras、p53等基

因的突变有关[5]. miRNA作为一类非编码小分

子RNA, 通过参与转录后基因表达调控, 在肿

瘤发生、发展过程中发挥重要作用, 其与肿瘤

耐药也密切相关, 研究发现可通过调控miRNA
对肿瘤进行有效的治疗, 目前miRNA已经成

为肿瘤领域的研究热点[1,2,6]. 近年来miR-34家
族备受关注, 其成员可以作为人类癌症预后的

标志物及治疗的靶点[7,8]. miR-34a作为其家族

成员之一, 在转录过程受p53基因的诱导调节, 
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图  1  miR-34a在结肠癌黏膜组织和结肠癌细胞株的表
达. A: miR-34a在结肠癌及癌旁正常肠黏膜组织中的表达, 
bP<0.01 vs  正常肠黏膜组; B: miR-34a在结肠癌细胞株的

表达, dP<0.01 vs  Lovo细胞.
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■应用要点
检测结肠癌组织
中miR-34a的表
达 ,  可为临床判
断结肠癌进展及
预 后 提 供 一 个
有效的指标 .  随
着 研 究 的 深 入 , 
miR-34a有望为
临床治疗结肠癌
提供新的靶点. 

p53可内在激活miR-34a的表达, 研究[9]报道肿

瘤细胞染色体杂合性缺失、p53基因突变及启

动子区域CpG岛甲基化均可导致miR-34a表达

水平降低, 进而通过下游的靶基因参与肿瘤细

胞增殖、周期阻滞、细胞凋亡的调控. 研究[10-12]

显示miR-34a具有诱导癌细胞的细胞周期G1期

阻滞及细胞凋亡作用, 能够抑制癌细胞的侵袭

迁移, 而且能够通过靶向调控CD44抑制肿瘤

血管的生成, miR-34a被看作是一类新的抑癌

基因. 
研究 [13-17]报道m i R-34a在胃癌、肝细胞

癌、乳腺癌、肾癌及前列腺癌等恶性肿瘤或

其细胞系中表达明显下调, miR-34a的表达与

肿瘤的淋巴结转移及分期显著相关. miR-34a
还与膀胱移行细胞癌、胃癌等恶性肿瘤的复

发密切相关[18,19]. miR-34a可通过下调癌细胞

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)、E2F3、SIRT1等基因的表达参

与肿瘤血管生成的调节, miR-34a可能成为肿瘤

患者预后的生物学标记[3]. 国外学者研究[20,21]发

现在45.1%的结肠癌组织中存在miR-34a的甲

基化, 启动子的甲基化导致miR-34a表达水平

显著降低, miR-34a的表达与结肠癌的肝转移

及淋巴结转移密切相关, 联合检测miR-34a及
c-Met、β-catenin的表达对于结肠癌有预警价

值. Wu等[22]也报道miR-34a在结肠癌组织的表

达水平显著低于癌旁结肠黏膜, 而且在发生淋

巴结转移的结肠癌组的miR-34a表达水平明显

低于未发生淋巴结转移组. miR-34a的功能缺失

使结肠癌细胞异常增殖, 导致结肠癌的进展[23]. 
我们应用实时定量PCR方法检测miR-34a

在结肠癌及癌旁正常结肠黏膜组织中的表达, 
结果发现miR-34在结肠癌组织中的表达水平

明显低于其在癌旁正常结肠黏膜组织中的表

达水平(P <0.05), 与既往研究结果相一致. 为了

观察miR-34a在不同分化程度结肠癌细胞株中

的差异, 我们检测miR-34a在高、中、低分化

结肠癌细胞株的表达情况, 结果显示在低分化

结肠癌细胞株Lovo中miR-34a的表达水平显

著低于高分化结肠癌细胞株HT29及中分化结

肠癌细胞株SW620中的表达水平(P <0.05). 研
究从结肠癌组织及结肠癌细胞株层面观察了

miR-34a表达的差异, 结果提示miR-34a可能在

结肠癌的发生发展中发挥抑癌基因的功能, 为
今后深入研究调控miR-34a表达对结肠癌细胞

生物学行为的影响及作用机制奠定基础. 本研

     临床病理参数  n miR-34a相对表达量 t 值 P 值

性别 0.622 0.539

  男 17 0.714±0.378

  女 13 0.638±0.253

年龄(岁) 0.285 0.778

  <60 13 0.701±0.384

  ≥60 17 0.666±0.286

肿瘤大小(cm) 1.917 0.065

  <6 20 0.836±0.375

  ≥6 10 0.604±0.278

分化程度 2.090 0.046

  高、中分化 22 0.752±0.336

  低分化   8 0.486±0.208

浸润深度 2.654 0.013

  未侵及浆膜 20 0.783±0.287

  侵及浆膜 10 0.478±0.318

淋巴结转移 2.849 0.008

  无 18 0.806±0.303

  有 12 0.495±0.277

TNM分期 2.376 0.025

 Ⅰ-Ⅱ期 16 0.822±0.323

 Ⅲ-Ⅳ期 14 0.558±0.285

表  1  miR-34a的表达与结肠癌临床病理参数之间的关系 (mean±SD)
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■名词解释
微小RNA(miRNA): 
是一类非编码小
分子RNA, 通过
与靶基因序列特
异性结合 ,  在细
胞增殖、分化、
凋亡等生理和病
理过程中发挥重
要作用 ,  而且与
肿瘤的发生、发
展 及 肿 瘤 的 耐
药、治疗等密切
相关. 

究还分析了miR-34a与结肠癌患者临床病理参

数之间的关系, 结果发现发生低分化、浸润深

度达浆膜、淋巴结转移、分期为Ⅲ-Ⅳ期的结

肠癌组中miR-34a表达水平分别低于其在高中

分化、浸润深度未及浆膜、未发生淋巴结转

移和分期为Ⅰ-Ⅱ期结肠癌组中的表达水平, 
与miR-34a在结肠癌细胞株中的表达结果一

致, 提示miR-34a在结肠癌中低表达, 可能参与

与结肠癌的发生发展. Liu等[24]研究发现miR-
34a可通过抑制上皮生长因子受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)信号通路调节

基质金属蛋白酶7(matrix metalloproteinases 7, 
MMP-7)的表达, 进而调控胃癌细胞的侵袭转

移力. 在人肾癌细胞中的研究[25]显示miR-34a
通过靶向调控CD44的表达抑制肾癌细胞的生

长及转移. miR-34a是通过何种机制促进结肠

癌的侵袭转移尚不清楚, 有待于进一步研究. 
研究[26]认为miR-34a的低表达与p53基因突

变一致, 因此针对p53基因突变和/或miR-34a表
达的调控将对癌症的治疗产生潜在的影响. 有
报道miR-34a的异常表达在人乳腺癌细胞阿霉

素耐药中发挥作用, 使miR-34a表达增高可通

过靶向调控Notch1的表达增加乳腺癌细胞对阿

霉素的药物敏感性[27]. 另有报道检测miR-34a能
预测肿瘤是否出现治疗抵抗, 体外实验研究结

果显示恢复或上调miR-34a的表达及功能可以

预防肿瘤细胞对化疗药物的抵抗[11]. 小分子激

活剂Rubone可激活miR-34a的表达, 抑制肿瘤

的生长[28], 二氟化姜黄素可抑制结肠癌细胞株

的生长, 与上调miR-34a的表达有关[21]. 结肠癌

SW480细胞株稳定表达miR-34a可导致癌细胞

的侵袭与迁移能力明显降低, 而且miR-34a可通

过特异性调节Sirtuin 1/p53通路增加SW480细胞

对5-氟尿嘧啶的敏感性[29]. 动物实验研究[30]显

示miR-34a的过表达可抑制裸鼠移植瘤的生长

及血管生成, 而且miR-34a是通过阻断VEGF的
生成直接抑制肿瘤血管内皮细胞的功能发挥

抑制肿瘤血管生成的作用. 因此, 随着对miR-
34a研究的不断深入, miR-34a除了有望为临床

上判断结肠癌进展提供一个有效的指标, 同时

可为临床治疗肿瘤提供新的策略和靶点. 
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■背景资料
在各种肝外科手
术中 ,  如复杂肝
切除、严重肝外
伤的处理、肝血
管重建、肝移植
等, 都不可避免地
发生了缺血再灌
注损伤(ischemia-
reperfusion injury, 
IRI), 研究缺血再
灌注发生机制及
预防措施将为肝
外科手术中缺血
再灌注的防治提
供理论依据, IRI
的研究对促进肝
脏外科手术的发
展有重要的意义. 
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Abstract  
Liver resection is widely used in the treatment 
of benign and malignancy tumors of the liver, 
intrahepatic bile duct stones, liver trauma 
and other diseases, and liver transplantation 
is the only effective way to treat end-stage 
liver disease. However, ischemia-reperfusion 
injury is one of the main restricting factors of 
liver resection and liver transplantation, and 

effective control of intraoperative ischemia-
reperfusion injury will help to reduce the effects 
of surgery on the liver function. In this paper, 
we review the recent advances in research of  
ischemia-reperfusion injury in terms of staging, 
pathogenesis, adverse effects and preventive 
measures.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要  
肝部分切除是广泛运用于治疗肝脏良恶性
肿瘤、肝内胆管结石、肝外伤等疾病, 肝移
植是治疗终末期肝病的唯一有效方式, 但缺
血再灌注损伤是肝切除术及肝移植的主要
制约因素之一, 其病理生理过程复杂, 如何
有效减轻术中缺血再灌注损伤将有助于降
低手术对肝脏功能的影响. 本文就缺血再灌
注损伤分期、发生机制、对肝脏的不良影
响及预防措施的相关研究作一综述. 

© 2015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: 缺血再灌注损伤(ischemia-reperfusion 
injury, IRI)的病理生理过程复杂, 包含了肝脏缺

血过程中的损伤及肝脏血流得到再灌注而产生
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■研发前沿
HIRI是肝脏外科
临床常见的病理
生理过程 ,  可引
起不可逆的肝功
能衰竭 ,  针对其
预防及治疗在临
床上已取得一定
的疗效 ,  重视多
种机制的预防及
多药物的联合运
用在临床上可获
得良好效果 .  深
入开展综合性研
究 ,  探索能够防
治疾病的最佳干
预手段是目前研
究的热点. 

的一系列损伤, 近年来IRI研究对发展肝脏疾病

有重要的临床意义, 通过对其综述, 加深对其了

解, 为临床工作提供参考意见. 

李伟男, 彭慈军, 舒德军, 梅永, 李雄雄, 谢万桃. 肝脏缺血再灌注

损伤的研究进展.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 3554-3559 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/3554.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3554

0  引言

肝脏缺血再灌注损伤(h e p a t i c  i s c h e m i a- 
reperfusion injury, HIRI)是肝部分切除及肝移植

的主要制约因素之一[1], 是指肝脏组织缺血一段

时间后血流重新恢复, 损伤却进一步加重的现

象[2]. 可分为热缺血和冷保存缺血再灌注损伤

(ischemia-reperfusion injury, IRI)[3], 其中热缺血

主要对肝实质细胞产生伤害[4], 临床常见于肝脏

外科手术及失血性休克, 冷IRI则发生于肝移植

过程中[5]. HIRI是导致肝部分切除和肝移植术后

肝功能衰竭的主要原因, 减轻术中HIRI有助于

降低手术对肝功能的影响[6], 其病理生理过程复

杂, 迄今尚认识不足. 本文就HIRI的研究进展综

述如下. 

1  HIRI与肝脏手术

肝脏外科是一个历史悠久的学科, 自1716年
Berta实施了第一例肝脏切除手术以来, 至今已

有300多年的历史. 我国肝脏外科是一个新型

年轻的学科, 直到20世纪五六十年代才开始起

步, 至今还不到50年时间, 但发展很快, 他的发

展得益于外科解剖学的进步, 离不开基础外科

的支持, 更需要新材料、新技术的应用, 带动

肝脏外科突飞猛进发展. 尤其是在21世纪以来

的今天, 在切除肝脏肿瘤、处理肝脏严重创伤

及肝脏移植手术过程中, 通常需要阻断肝门而

发生HIRI[7], 因此, HIRI的研究是肝脏外科的研

究热点之一[8]. IRI不仅不能使组织、器官功能

恢复, 反而加重组织、器官的功能障碍和结构

损伤[9]. IRI病理生理过程复杂, 是缺氧器官细

胞损伤在恢复氧供后反而更加严重的现象[10]. 
且随着肝脏外科的迅猛发展, 肝脏切除的手术

日益增多, 加上肝脏血供丰富, 术者为了获得

清晰无血的视野, 术中常常需行肝门阻断以控

制和减少出血, 故肝脏血流控制技术如Pringle
止血法、全肝血流阻断法、G l i s s o n蒂阻断

法、控制性低中心静脉压技术等的相继问世, 

大大减少了手术出血和输血量, 减轻了对肝脏

的损害, 减少并发症和降低死亡率, 也为HIRI
的发展奠定了基石. 

2  HIRI的分期

HIRI是肝脏外科手术中常见的病理过程, 多
见于需要肝断流的肝脏外科手术 [11], 其过程

按时间可分为缺血期和再灌注期, 亦可分为2
期, 早期, 发生在肝脏再灌注2-4 h内, Kupffer
细胞(KC)首先被激活[12], 并以KC介导的氧化

应激为特征. KC产生并释放活性氧簇(reactive 
oxygen species, ROS)和炎性细胞因子如肿瘤

坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)-α、白介

素(interleukin, IL)-1等; 晚期, 是指发生于再灌

注后6 h或更长时间, 主要包括中性粒细胞的

激活[13], 此期肝脏内中性粒细胞聚集达到高潮, 
引起长时间的蛋白酶的释放和氧化应激, 造成

肝脏的损伤[14]. 目前在HIRI的研究中, 再灌注

损伤主要分为两个阶段: 第一个阶段是再灌注

开始到6 h以内的急性损伤. 此阶段主要是由自

由基和TNF-α导致的肝脏实质细胞凋亡和坏

死; 第二个阶段是从6-24 h内, 此阶段主要是由

中性粒细胞造成的肝实质细胞的损伤.

3  HIRI的发生机制

HIRI的病理生理过程复杂, 其发生的机制既包

含了肝脏缺血过程中的损伤, 更重要的是当肝

脏血流得到再灌注而产生的一系列损伤[15]. 实
验研究表明, HIRI与以下机制相关.
3.1 代谢性酸中毒 肝脏发生缺血后, 会造成肝

脏细胞的供氧不足和代谢终产物不能及时排

出, 无氧糖酵解增加, 造成细胞间pH值降低和

酸中毒, 导致肝细胞损伤[16]. 同时ATP的生成减

少将会造成细胞内钠增加, 导致细胞水肿, 影
响膜的稳定性[17]. 
3.2 氧自由基 正常生理条件下, 机体自身不断

产生氧自由基, 又不断将其清除, 使氧自由基

维持在一个动态平衡状态[18]. 组织缺血缺氧时, 
产生大量的氧自由基, 对细胞造成损伤[19], 研
究[20]证实, 氧自由基在HIRI时发挥重要作用, 
其损伤肝细胞的机制主要有: 氧化细胞膜, 改
变细胞膜的流动性和通透性; 引起膜脂质过氧

化损害, 从而加重肝脏损害[21]; 直接作用于肝

窦内皮细胞膜, 导致微循环障碍; 氧化核酸酶, 
加快DNA双链断裂. 由此可见, 及时有效地清

除肝组织内积存的氧自由基将可能成为HIRI

■相关报道
目 前 大 量 研 究
证 明 许 多 介 质
参 与 了 I R I 的 病
理生理过程 ,  核
因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-
κB)/I-κB细胞内信
号传导通路在肝
脏缺血再灌注损
伤(hepatic ischemia 
reperfusion injury, 
HIRI)的发展中, 对
一些促炎症因子
基因的表达起着
重要的调节作用. 
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干预的有效途径[22]. 
3.3 中性粒细胞 肝脏缺血再灌注后中性粒细

胞在各种炎性因子作用下被激活、上调, 激
活的中性粒细胞可释放大量的氧自由基[23]、

ROS[24], 分泌蛋白酶和细胞因子对肝细胞产生

毒性作用, 最终导致大量的肝实质细胞丧失功

能或者死亡[25]. 
3.4 钙超载 正常情况下, 细胞内钙浓度比细胞

外低. 细胞内Ca2+稳定的维持对于生命活动是

至关重要的[26]. HIRI时细胞内钙超载是HIRI主
要的病理生理机制[27]. 其造成肝细胞损伤的机

制有: 线粒体内Ca2+异常升高, 造成线粒体功能

紊乱, 可干扰线粒体氧化磷酸化, 增加ATP消耗

并抑制ATP合成; 细胞ATP不足使得Ca2+潴留

于细胞内; 激活钙依赖性降解酶, 干扰细胞膜

的流动性; 钙超载激活Ca2+依赖蛋白酶, 破坏细

胞骨架结构, 导致细胞损伤, 同时钙超载促进

氧自由基生成、激活肝脏KC, 最终加速肝脏

损伤. 
3.5 KC KC是肝血窦内的巨噬细胞, 约占体内

的80%-90%, 肝脏缺血再灌注后KC被激活, 释
放炎性介质, 促进白细胞、血小板与肝窦内皮

细胞的黏附, 导致肝脏持续性缺血缺氧, 造成

肝细胞损伤, 故KC激活及肝血窦内皮细胞的

损伤是HIRI两个重要环节[28-30]. 
3.6 细胞因子 研究表明细胞因子可加重炎性

反应、损伤细胞, 并且参与HIRI的整个病理生

理过程, 主要包括TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8、
IL-10、转化生长因子(transforming growth 
factor, TGF)、内皮素(endothelin, ET)及血小板

激活因子(platelet activating factor, PAF)等, 其
中TNF-α和IL-1是引起HIRI的两个最重要细胞

因子. 
3.7 ET和一氧化氮 肝脏再灌注损伤与一氧化

氮(NO)/ET平衡关系破坏有关, 调节其平衡关

系可影响HIRI的程度[31], 同时NO和ET是一对

调节血管舒缩功能的血管活性物质, 其中ET是
具有强力收缩血管的作用的一种肽类物质, 可
引起肝脏微循环功能障碍; 而NO是由血管内

皮细胞、巨噬细胞和中性粒细胞等多种细胞

分泌的介质[32], 他能引起具有调节血管张力、

调节微循环、抑制血小板聚集, 抑制白细胞的

黏附的作用[33,34]. HIRI期间血浆NO水平持续下

降, ET水平逐渐升高, 二者呈显著负相关, 且
HIRI随时间的延长, 两者相关性增强[35]. 

3.8 微循环功能障碍 肝脏微循环功能障碍可加

重肝脏的缺血缺氧症状, 引起肝窦内皮细胞肿

胀、死亡及脱落[36], 并迅速激活KC及中性粒

细胞产生大量炎性介质、细胞因子及氧自由

基, 使肝细胞发生不可逆的损伤和死亡. 
3.9 细胞凋亡 细胞凋亡在HIRI中发挥着重要

的作用[37]. 研究[38]表明再灌注时50%-70%肝窦

内皮细胞和40%-60%肝细胞出现凋亡, 肝细

胞凋亡受P53、Fas、Myc、B细胞淋巴瘤基因

-2(B cell lymphoma 2, Bcl-2 )家族等的调控, 其
最主要的途径是受体介导. 目前已知参与肝

细胞凋亡的主要有Fas受体、TNF1和TNF2、
DR-4、TGF-β受体等[39]. 故有效阻断肝脏细胞

凋亡的信号传导通路, 可降低肝细胞损伤的数

目, 维持或改善肝功能[40]. 

4  HIRI的不良影响

HIRI一般情况下比较安全, 但是偶尔也会发生

不良反应. (1)HIRI后可引起肝功能低下或无功

能, 这是术后最常见的并发症, 也是术后死亡

的主要原因之一, 因此术后应进行严密的临床

观察和肝功能指标监测, 可加用异甘草酸镁等

保肝药, 或进一步探讨有效改善肝功能的方法; 
(2)HIRI可引起肠黏膜屏障功能障碍, 导致内毒

素血症及肠道细菌移位, 可加重肝脏损伤, 直
接导致肝功能衰竭. 当前研究认为, 尽量缩短

门静脉的阻断时间、应用谷氨酰胺肠道黏膜

保护剂及某些中药等能不同程度减轻肠道及

肝脏的损伤; (3)钳夹部位的缺血、坏死, 最终

引起失血性休克、感染, 如腹膜炎、菌血症等. 
故术中需操作轻柔, 尽量避免不必要的损伤, 
临床上需要严密观察, 预防性使用抗生素; (4)
有关HIRI引起的不良反应如暂时性血流动力

学紊乱、毒血症、发热、胸闷、腹痛等反应, 
也需要进一步加强防范与治疗. 

5  HIRI的预防与治疗措施

HIRI可使肝代谢解毒功能降低, 微循环阻力升

高, 严重者还可导致肝功能衰竭, 直接影响到

疾病的预后、手术成功率和患者存活率[41]. 故
如何预防与治疗是其手术成功的关键. 然而到

目前为止尚没有可以治疗HIRI的有效方法[42], 
肝脏再灌注之前给予药物[43]或短暂缺血[44,45]的

预处理, 可不同程度减轻肝脏的损伤, 基于此, 
临床上有以下几方面的对策. 

■创新盘点
本文对HIRI的分
期、发病机制、
不良影响、防治
措施进行了系统
性的阐述 ,  有一
定 的 参 考 价 值 , 
需要特别指出的
HIRI是许多介质
参与的病理生理
过程 ,  应重视多
种机制的预防及
多药物的联合运
用 ,  深入开展综
合性研究 ,  促进
肝外科的发展. 



李伟男, 等. 肝脏缺血再灌注损伤的研究进展

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3557

5.1 缺血预处理 缺血预处理(ischemic precondi-
tioning, IPC): 预先反复短暂缺血可提高组织或

器官对后续长期缺血的耐受性, 减轻缺血再灌

注所造成的损伤, 这称为IPC[46]. IPC作为一种

简便易行的内源性保护方法受到广泛关注[41], 
因其临床实用价值高, 在肝脏外科领域得到了

有效的应用, 可直接对其后的HIRI产生保护作

用[47], 可不同程度地减轻HIRI, 是处理各种严

重肝脏疾病、降低肝移植失败率的重要措施. 
IPC效应已经在脑、小肠、骨骼肌和肝脏中均

有证实[48], 其保护效应可能与腺苷、腺苷A2受
体、降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related 
peptide, CGRP)、NO、TNF-α、Bcl-XL、热休

克蛋白(heat shock protein, HSP)、敏感性钾通

道、蛋白激酶C、氧自由基、前列腺素等因素

有关.
5.2 缺血后处理 缺血后处理(ischemic postcondi-
tioning, IPO)即在长时间缺血后, 再灌注的起始

阶段, 立刻给予一次或多次短暂重复缺血-再
灌注处理, 是近年来提出的一种有效减轻IRI
的手段[49]. 目前对IPO的抗IRI作用的研究尚处

于初步阶段, 其常用的方法是间断肝门阻断

(intermittent portal triad clamping, IC)即术中每

隔15-30 min缺血后进行5 min的灌注. 研究证

实在>75 min的手术中IC对肝脏的保护作用要

强于IPC, 尤其对于有肝硬化等病变的患者效

果更为明显[50]. 同时IPO证实通过炎性细胞因

子TNF、IL-lp的释放, 清除氧自由基, 减轻脂

质过氧化程度, 抑制促凋亡基因Fas的表达, 进
而减轻细胞凋亡, 发挥保护作用[49]. 
5.3 药物预处理 药物预处理是指利用某些活性

物质直接或间接的药理作用来达到类似IPC的
保护作用, 增强组织或细胞对IRI的耐受性, 从
而减轻损伤[51]. 由于药物预处理安全可靠、方

便快捷有效, 已受到医师广泛关注并在临床上

普遍运用. 目前临床上针对HIRI药物预处理主

要原则有: (1)钙通道阻滞剂, 如维拉帕米; (2)
氧自由基清除剂, 如褪黑素; (3)蛋白酶抑制剂, 
如乌司他丁; (4)保护生物膜, 改善微循环及细

胞能量代谢的药物, 分别包括NO和CO; (5)减
轻炎性反应的药物, 如血小板激活因子拮抗剂; 
(6)中草药制剂的运用, 如丹参、参附、银杏叶

提取物、大黄素. 
5.4 基因治疗 相对于传统疾病的治疗方式, 基
因治疗还处于探索起步阶段, 但已经取得了很

多令人瞩目的成果, 其具有极强的作用特异性, 
是一种崭新的治疗理念. 这种理念是将外源

基因通过各种特殊处理的载体导人到机体细

胞内, 从而发挥目的基因的治疗效果. 随着对

HIRI的进一步深入研究, 基因治疗越来越受到

人们的重视, 在基因治疗HIRI的过程中, 实验

经常使用到转基因治疗和基因敲除技术. 利用

该项技术, 可有效清除有害基因, 不同程度减

轻炎症反应, 限制排斥反应的发生, 抑制肝窦

内皮细胞活化, 最终减轻HIRI. 目前治疗HIRI
的基因策略有: (1)直接或者间接地抑制肝细

胞凋亡; (2)激活机体的免疫系统杀伤细胞因

子; (3)抑制肝组织氧自由基的生成. 研究证实

Bcl-2基因是一种抗凋亡基因, 其产生的Bcl-2
蛋白可抑制多种细胞因子所诱导产生的细胞

凋亡, 使细胞寿命延长, 数量增多. 在HIRI过程

中, 肝细胞凋亡和坏死是不可避免的, 因此, 可
考虑将抗凋亡基因Bcl-2植入到特定的肝细胞

中, 还可通过腺病毒转入抗氧自由基基因超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、血

红素加氧酶-1(heme oxygenase-1, HO-1), 从根

本上抑制细胞凋亡, 进而减轻HIRI并降低相应

并发症的发生. Oshiro等[52]研究结果证实, 大鼠

HIRI后通过转基因Bcl-2可明显改善肝功能、

保护肝窦内皮细胞与肝实质细胞. 因此基因治

疗也为HIRI后肝脏保护的注入了新鲜血液, 显
示出了广阔的临床应用前景, 必将推动肝脏外

科的发展.  

6  结论

HIRI是一个发展迅速的新型学科, 对研究发展

肝脏疾病有重要的临床意义. HIRI是肝脏外科

临床常见的病理生理过程, 可引起不可逆的肝

功能衰竭, 患者预后极差[53], 针对其预防及治

疗在临床上已取得一定的疗效, 重视多种机制

的预防及多药物的联合运用在临床上可获得

良好效果. 深入开展综合性研究, 探索能够防

治疾病的最佳干预手段, 必将为肝脏外科手术

提供安全保障, 促进肝脏外科手术的发展[54]. 
同时, 延长人类寿命, 解决患者痛苦, 提高患者

生活质量, 是我们每一个临床医师的应尽的职

责与义务. 
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Abstract
Bacterial infections are very common in 
cirrhotic patients, and the incidence is 4-5 times 
higher than that in the general population. 
The mechanisms of susceptibility to bacterial 
infections in cirrhotic patients include intestinal 
bacterial overgrowth, bacterial translocation, 
increased number of potentially pathogenic 
bacteria accompanied by reduced number 

of beneficial bacteria; small bowel motility 
disturbances and delayed gut transit, increased 
intestinal permeability; genetic predisposition 
to bacterial infections; immunodeficiency 
accompanied by persistent activation of 
the immune cells with production of pro-
inflammatory cytokines. In this paper, we will 
discuss the mechanisms of susceptibility to 
bacterial infections in cirrhotic patients. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
肝硬化患者合并细菌感染的风险是普通人
群的4-5倍, 对细菌感染易感性的机制主要
是由于肝硬化患者肠道微生物群特点即肠
道细菌过度生长、细菌异位、致病菌比例
增加、有益菌比例降低, 肠道功能障碍即肠
道运动转运功能障碍、肠道渗透性增加, 基
因易感性, 和免疫功能紊乱等. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 肝硬化对细菌感染易感性主要是由

于肝硬化肠道微生物群特点(质与量的改变)、
肠道功能障碍(肠道转运功能障碍及渗透性增
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加)、基因易感性和免疫功能紊乱. 
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0  引言

细菌感染、消化道出血、肝性脑病和肝肾综

合征是肝硬化患者的四大常见, 其中合并细菌

感染最为常见, 是代偿期肝硬化患者进展至失

代偿期、出现肝功能衰竭、肝外脏器衰竭、

甚至死亡的常见原因, 也是导致肝硬化患者无

法正常接受肝移植治疗及移植后失败的常见

原因[1,2]. 将近25%-30%的肝硬化患者在入院或

住院期间存在感染[1], 是普通人群的4-5倍, 肝
硬化患者一旦合并感染病死率将升高近4倍[1,3], 
因此正确理解肝硬化患者合并细菌感染的易

感性机制, 及时防治细菌感染对肝硬化的救治

非常关键. 目前肝硬化患者合并细菌感染易感

性的主要机制有于肝硬化患者肠道微生物群

特点、肠道功能障碍、宿主基因易感性和免

疫功能紊乱等方面, 现就这一专题进行综述. 

1  肝硬化患者肠道微生物特点 

宿主与肠道微生物之间精确平衡被打乱则导

致疾病发生[4,5]. 微生物改变包括量的改变(肠
道细菌过度生长)和质的改变(微生物种群失

调). 肝硬化患者常出现肠道细菌过度生长, 特
别是小肠[6]. 导致肠道微生物过度生长的原因

包括胃酸分泌改变、肠道动力降低、胆汁流

量降低、IgA分泌改变、抗微生物分子缺乏和

门脉高压[7,8]. 研究显示给小鼠喂食3 wk乙醇, 
抗微生物分子Reg3b和Reg3g明显降低[8], 致对

肠杆菌属抗菌活性降低. 胆汁酸可通过直接抑

制和间接调节宿主细胞抗菌肽基因表达而抑

制细菌增殖[9]. 肝硬化患者机体存在一系列胆

汁酸改变, 总粪胆酸减少可导致肠道菌群过度

生长[10]. 肝硬化患者最突出微生物种群改变为

潜在致病菌增加、有益菌比例降低, 不同病因

肝硬化有着相似粪便菌群分布[11-13]. 终末期肝

硬化机体特征如胆汁流量降低等均影响肠道

微生物种群的构成. 
肝硬化患者合并肠道微生物过度生长

易发生自发性细菌性腹膜炎(s p o n t a n e o u s 
bacterial peritonitis, SBP), 肠道微生物数量改

变起到关键性作用. 实验显示单纯肠道微生物

过度生长即可导致细菌易位和肝脏炎症, 如应

用抗生素减轻肠道细菌负荷, 可改善肝脏疾病

状况, 且临床应用中可降低终末期肝硬化患者

肝病严重程度、减少内毒素血症和感染并发

症发生[14]. 肠道菌群亦参与肝硬化肝性脑病的

发生[15], 合并轻微肝性脑病的肝硬化患者较未

合并者更易存在肠道细菌过度生长, 特别是致

病性大肠杆菌和葡萄球菌的过度生长[16]. 应用

肠道不吸收的抗生素如利福昔明对肠道进行

去污染对于亚临床和显性肝性脑病是有效的

治疗手段[17]. 近期的一项Meta分析显示应用益

生菌、益生元和牛初乳可以影响肠道菌群, 显
著改善肝性脑病[18]. 

肝硬化腹水小鼠合并细菌易位使得潘氏

细胞产生防御素和Reg3分子水平降低, 从而导

致对肠杆菌属的抗菌活性降低[7]. 肝硬化患者发

生细菌易位可导致炎症、血液动力学紊乱[19]和

严重感染, 病死率接近40%[3]. 细菌易位产物导

致非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)、非酒精性脂肪性肝炎(non-
alcoholic steatohepatitis, NASH)和酒精性肝病

的进展. 终末期肝病患者肠道细菌迁移至腹腔

和循环可导致SBP和菌血症, 易位的活菌及微

生物产物导致临床并发症的发生, 细菌易位是

肝硬化患者病死率的主要决定因素. 

2  肝硬化患者肠道功能障碍

肝硬化患者肠道动力紊乱, 特别是门脉高压患

者存在异常的肠道压力波传播模式, 表现为大

量长串和高频波逆向传播, 肝移植后小肠测压

异常得到改善[20]. 肝硬化患者小肠转运时间延

长[21,22], 约35%患者存在小肠滞留时间延长, 与
腹泻、腹痛增加密切相关, 给予服用西沙比利

加速结肠转运, 可去除80%患者肠道细菌过度

生长, 因此小肠转运延迟可致肠道细菌过度生

长, 进一步导致腹泻、腹痛、细菌易位及感染

并发症(如SBP)[20]. 
肝硬化患者肠道渗透性增加, 疾病终末

期、并发脓毒血症、合并腹水、存在SBP病
史、合并细菌感染的肝硬化患者肠道渗透性

显著增加. 细菌感染特别是SBP与肠道渗透性

增加密切相关[3], 细菌反复从肠腔进入肠系膜

淋巴结(细菌易位), 进而进入腹水导致SBP. 入
院时肠道渗透性增加可以作为肝硬化患者细菌

感染的预测因子, 与肝硬化并发症密切相关[23]. 



李莹, 等. 肝硬化合并细菌感染易感性机制的研究进展

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3562

■相关报道
Jalan等对肝硬化
合并细菌感染的
早期诊断、预防
和治疗提出了规
范化指南.

此外肠道对细菌产物的渗透, 如内毒素、细菌

DNA等可以导致免疫系统激活、循环状态紊

乱并诱发肾功能衰竭及肝性脑病[18]. 肝硬化患

者肝脏对内毒素清除减少和/或肠道细胞因子

产生增加, 内毒素致敏的巨噬细胞释放一氧化

氮和促炎因子, 进一步破坏肠道屏障功能[24], 
导致免疫和血流动力学紊乱、心功能障碍[25]

及肝脏疾病进展[26]. 肝病患者摄入酒精可导致

肠道渗透性增加和内毒素血症, 且先于脂肪性

肝炎发生[27], 通过刺激肝纤维化导致肝脏损伤, 
进一步提示肠道渗透性增加在慢性肝损伤中

发挥了重要作用. 
肝硬化患者肠道屏障功能障碍发病机制

复杂[20]. (1)酒精及其代谢产物通过一氧化氮介

导的氧化应激、产生反应氧、细胞骨架改变

及对细胞直接损伤导致紧密连接异常[28]; (2)
门脉高压可影响肠道屏障完整性, 引起肠壁水

肿、细胞间隙扩大、肠道渗透性增加, 应用非

选择性β受体阻滞剂可降低肠道渗透性、减少

细菌易位[29]; (3)肠道细菌改变特别是小肠细

菌过度生长影响肠道屏障功能、增加肠道渗

透性. 潘氏细胞防御功能受损, 黏膜对入侵细

菌的杀伤能力降低[8]易出现细菌易位[29]; (4)肝
硬化特别是失代偿期, 肠上皮细胞紧密连接蛋

白表达改变[30], 与血内毒素水平相关[7], 成孔蛋

白-封闭蛋白2增加[24], 紧密连接蛋白-闭合蛋白

和封闭蛋白-1表达显著降低[31]; (5)针对入侵细

菌宿主胞吞作用受损. 肿瘤坏死因子α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)是紧密连接和胞吞作

用关键调节因子, 终末期肝硬化肠道淋巴组织

中TNF-α[32]; (6)分泌介质可限制细菌与上皮

表面直接接触, 肝硬化此分泌功能缺乏, 包括

IgA、胆汁脂质和抗微生物肽[7]. 

3  肝硬化患者细菌感染的基因易感性

细胞外的细菌通过膜结合To l l样受体(To l l-
like receptors, TLR)和细胞内Nod受体(Nod-
like receptors, NLR)(包括NOD2和NLRP3)被
宿主识别, 进一步激活核因子N F Kβ和释放

抗微生物肽. Nischalke等[33]研究显示TLR2基
因多态性与SBP特别是革兰氏阳性菌导致的

SBP相关. TLR2基因内含子2串联GT重复序

列数量增加的患者具有SBP高风险性, 纯合子

TLR2启动子序列突变[-16934A>T(rs4696480)]
亦与SBP高风险相关. 研究亦发现发生TLR2 

Arg753Gln(rs5743708)变异的患者SBP风险

增加, 亦与其他感染性疾病相关, 包括心内膜

炎、泌尿系感染、儿童复发性细菌感染、ICU
危重患者入院已存感染和肝移植后革兰氏阳

性菌感染复发[34]. 携带TLR2 Arg753Gln变异的

SBP患者培养均为阴性, 且腹水蛋白浓度较高, 
中位生存期低于GG基因型患者[34]. 一项回顾

性研究阐述了TLR4多态性与肝硬化患者感染

率增加及强烈刺激细胞因子表达的相关性[35]. 
NOD2对革兰氏阴性菌细胞壁组成成分胞壁酰

二肽敏感, 已证实NOD2、NLRP3和TLR4基因

变异可增加脓毒血症患者的病死率. 肝硬化携

带NOD2变异的患者, 发生SBP和死亡风险更

高、发生静脉曲张出血和原发性肝癌频率更

高[36,37]. 多变量分析显示如NOD和TLR2基因

变异同时存在则发生SBP风险极高, 同时可以

作为肠道屏障功能异常和细菌易位的替代标

志. 亦有研究显示单核细胞趋化蛋白(monocyte 
chemotactic protein, MCP)1的-2518位AA基因

型是肝硬化患者SBP的高危因素, 合并SBP患
者血清和腹水中MCP-1蛋白水平要高于未合

并者, 且治疗后MCP-1蛋白水平下降. MCP-1
蛋白亦与无症状菌尿相关[38]. 

4  肝硬化患者免疫状态紊乱

肝硬化相关免疫紊乱(c i r rhos i s assoc ia ted 
immune dysfunction, CAID)包括免疫缺陷状态

和免疫系统持续激活炎症状态[39]. 
4.1 肝硬化相关免疫缺陷 免疫监控功能受损. 
肝窦纤维化、肝窦毛细血管化、间隔纤维

化、门脉系统分流和Kuffer细胞缺失或受损共

同导致免疫监控功能受损, 对血液中内毒素和

细菌清除能力降低, 导致菌血症、组织器官感

染和对免疫系统持续刺激. 实验中Kuffer细胞

或其补体受体缺乏将导致难以控制的菌血症

及宿主死亡, 临床肝硬化患者网状内皮组织功

能降低与细菌感染高风险性和低生存率密切

相关[40]. 
肝硬化患者先天免疫蛋白和识别受体合

成减少, 导致吞噬细胞杀菌能力降低. 腹水可

增加肝硬化患者细菌感染风险, 患者血清、腹

水中补体C3、C4和CH50浓度降低导致免疫调

节素活性下降. 肝硬化患者基因多态性致甘露

糖结合凝集素识别分子和转运受体血清水平

降低, 导致细菌感染风险增加[41]. 
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■创新盘点
本文详细剖析、
综述了肝硬化细
菌感染易感性机
制 .  从肝硬化肠
道 微 生 物 群 特
点、肠道功能障
碍、基因易感性
和免疫功能紊乱
几方面进行详细
阐述 ,  深刻地揭
示了肝硬化患者
易感机制.

循环免疫细胞受损: (1)中性粒细胞数量减

少、吞噬功能受损、过氧化物阴离子O2
-产生

缺乏、过氧化物酶活性降低、对肽聚糖识别

蛋白反应性降低致其杀菌能力受损, 微血管内

皮黏附能力和游出能力降低致其对感染部位

的趋化能力受损[42]; (2)循环中单核细胞数量、

分布和功能均发生改变, 促炎CD14+CD16+亚

组单核细胞增多, 存在嗜菌能力有限的单核

细胞扩增[43]. 循环中单核细胞Fc-γ受体功能障

碍, 此为清除IgG包被细菌所必须[44]; (3)B细

胞外周血绝对计数减少、记忆性B细胞功能

障碍、CD27+记忆性B细胞缺乏, 导致对CD40/
TLR9应答不足、对共刺激标志物上调功能受

损、TNFβ和IgG生成受损及T细胞异种刺激受

损[45]; (4)T细胞池受损, T淋巴细胞减少并影响

辅助T细胞(T helper cells, Th)和细胞毒T细胞

(cytotoxic T cells, Tc)、天然T细胞损耗、T细
胞池回缩、循环中T淋巴细胞体内激活增殖减

少[46,47]; (5)循环和肝脏中NK细胞受损, 对细胞

因子刺激反应性较差[48]. 
肠道淋巴组织损伤. 肠道渗透性增加、肠

道细菌过度生长使得肠道淋巴组织始终处于

细菌易位和细菌产物增加的微环境, 持续刺

激致肠道和肠系膜淋巴结内活化的单核细

胞、树突状细胞和T淋巴细胞增多[32,49], 引起

固有层、黏膜上皮和肠系膜淋巴结促炎 /抗
炎因子扩增表达、肠道树突状细胞吞噬作

用增强 [32,49], 导致全身性炎症[32,50]及肠道屏障

功能衰竭. 
4.2 免疫系统持续激活炎症状态 肝硬化循环

免疫细胞活化表现: (1)中性粒细胞: 呼吸爆

发增加和CD11b表达增加[51]; (2)单核细胞: 表
面人类白细胞抗原(human leukocyte antigen, 
HLA)-DR、活化/共刺激分子CD80和CD86表
达增加、通路上调并增加促炎因子的产生, 如
[TNF-α、白介素-6(interleukin-6, IL-6)][32,50,52]; 
(3)T淋巴细胞 :  T细胞表面活化抗原表达增

加, 进一步增加TNF-α、干扰素-γ(interferon-γ, 
IFN-γ)、IL-17的生成[32,50,53]; (4)B淋巴细胞: 
激活/共刺激标志物、HLA-DR和CD86的上

调、对细胞因子反应性增加和高球蛋白血

症 [54]. 活化的循环免疫细胞成为促炎因子如

TNF-α、TNF-α受体Ⅰ和Ⅱ、IL-1β、IL-6、
IFNγ、IL-17、细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule 1, ICAM-1)和血管细胞黏附

分子(vascular celladhesion molecule, VCAM)-1
血清浓度增加的主要原因, 其中单核细胞是循

环TNF-α的主要来源, 血清TNF-α水平与单核

细胞产生TNF-α能力成正相关[50]. 这种全身性

炎症的严重程度与肝硬化程度相平行, 特别是

肝硬化合并腹水患者[32,50,55], 可应用Child-Pugh
评分进行评估[56,57]. 

全身性炎症病理性机制. 终末期肝硬化

患者免疫应答所致全身性炎症起始于肠道细

菌进入机体内环境. 来自肠道细菌的病原体

相关分子模式(pathogen-associated molecular 
p a t t e r n s, PA M P s)和/或损伤相关分子模式

(damage-associated molecular patterns, DAMPs)
可识别先天免疫细胞表达的模式识别受体

(pattern recognition receptors, PRRs), 活菌和肝

-内脏循环中的PAMPs(包括LPS、脂肽、含糖

聚合物、鞭毛蛋白和细菌DNA)均可导致全身

性炎症反应[55,58], 肠道淋巴组织和肠系膜淋巴

结中已活化的免疫细胞进入外周血并传播全

身性炎症[32,59]. PRRs触发基因转录、表达并合

成一系列广谱分子, 包括多种促炎、抗炎细

胞因子、趋化因子、细胞黏附分子和免疫受

体, 驱动获得性免疫. 此外PRRs介导免疫细胞

活化还包括加强吞噬细胞活性[51]、损伤血管

内皮[50,57,60]、肝脏合成急性期蛋白[50,57,61]、趋

化白细胞到炎症部位, 肝硬化合并腹水患者先

天性免疫系统细胞PRRs表达(主要是TLRs和
NLRs)上调[51,62]. 

5  结论

肝硬化患者肠道微生物种群量和质的改变、

肠道功能异常、基因易感性和肝硬化相关的

免疫紊乱共同导致肝硬化患者对感染的易感

性, 通过对感染易感性的深入剖析可帮助临床

医生从各易感环节入手, 对肝硬化患者感染采

取积极有效的预防措施, 有效降低患者病死率. 
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结直肠恶性肿瘤
已成为全球最常
见的恶性肿瘤之
一 ,  其发病率、
死亡率呈现逐年
增加的趋势 .  大
量研究提示长链
非编码RNA(long 
non-coding RNA, 
lncRNA), 一类结
构类似于mRNA, 
长度大于200 nt, 
几 乎 不 能 编 码
蛋 白 质 的 R N A , 
与 结 直 肠 癌
(colorectal cancer, 
CRC)的发生发展
密切相关. 
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Abstract
Long non-coding RNA ( lncRNA) has a 
messenger RNA-like structure, greater than 200 
nucleotides in length, and extensively existing 
in both the cytoplasm and nucleus. However, 
almost all lncRNAs cannot be transcribed 
into proteins. Increasing studies showed that 
lncRNAs participate in many eukaryotic 
activities, such as regulating the expression of 
genes at epigenetic, transcriptional and post-
transcriptional levels, and regulating human 
growth and development, and also, cell 
apoptosis. Their aberrant expression is involved 
in many human diseases and tumorigenesis. This 

article reviews the latest results of lncRNAs in 
colorectal cancer with regards to their expression 
and regulation. 
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摘要
长链非编码RNA(long non-coding RNA, 
lncRNA)的结构类似于mRNA, 长度大于200
个核苷酸, 广泛存在于真核细胞的细胞核和
细胞质中, 但却几乎不能编码蛋白质. lncRNA
参与了许多真核细胞的生物活动, 可以在表
观遗传学、转录及转录后水平调节基因表
达, 在人类的生长发育以及细胞凋亡分化等
诸多方面有重要作用, 其异常表达还与许多
人类疾病和肿瘤的发生、发展密切相关, 本
文就lncRNA在结直肠恶性肿瘤中的基因表
达及调控机制等方面的最新进展作一综述. 

© 2015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: 长链非编码RNA广泛存在于真核细

胞中, 其异常表达与许多人类疾病和肿瘤的发

生、发展密切相关. 本文就其在结直肠恶性肿

瘤中的基因表达、调控机制及临床应用等方面
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■研发前沿
l n c R N A作为目
前RNA组学的研
究热点 ,  通过对
其生物特性、功
能与作用机制等
方面的研究 ,  证
实其与许多人类
疾病及恶性肿瘤
相关 .  加之许多
新兴技术的发展, 
更加有助于对其
代谢和生物功能
的探索. 

的最新进展作一综述.

姜鹤宇, 邹健, 于晓峰. 长链非编码RNA在结直肠癌中的表达

与调控机制.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 3567-3575 
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0  引言

如今, 结直肠癌(colorectal cancer, CRC)已成为

全世界最常见的恶性肿瘤之一. 美国癌症统计

数据显示, CRC每年新发病例超过10万例, 发
病率、死亡率在所有恶性肿瘤中均居第三位[1]. 
在我国, CRC的发病率也呈现逐年增加的趋势. 
2010年的统计数据显示, 在全国所有新发恶性

肿瘤中, CRC占9%, 排第6位, 死亡患者占所有

癌症死亡患者的11%, 排在第5位[2]. 
随着细胞分子生物研究的不断进展, 研

究者们发现当初认为是转录“垃圾产物”

的非编码RNA(non-coding RNA, ncRNA)
参与了多种重要的生物活动 ,  例如 ,  微小

RNA(microRNA, miRNA)被证实在调控基因

表达、病毒防御、肿瘤及人类疾病的发生和

主动免疫等方面具有重要作用[3]. 越来越多学

者意识到ncRNA重要性, 并将目光投至长链非

编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)上. 
大量研究数据提示lncRNA参与了许多真核细

胞内生物活动, 其异常表达还与许多人类疾病

和肿瘤的发生、发展密切相关. 本文总结了

lncRNA在CRC中的表达及调控方面的最新进

展, 为进一步研究提供参考依据. 

1  lncRNA

20世纪90年代人类基因组计划表明, 人类基因

组中约含有20000个蛋白质编码基因, 仅占人

类基因组的1.5%, 当时普遍认为98.5%的基因

序列都是“垃圾序列”[4]. 随后的ENCODE计
划却发现, 约75%的基因能被转录成RNA, 绝
大部分为ncRNA[5]. 2002年Okazaki等[6]对小鼠

60770条的全长cDNA进行测序注释, 发现生物

体内有大量lncRNA存在. 此后, 许多课题组都

致力于对lncRNA的研究, 逐步加深了我们对

其了解. 
目前可以用于 l n c R N A研究的技术包

括: Northern印记、qRT-PCR、微阵列技术、

Tiling Arrray技术、转录组测序、荧光原位杂

交技术、RNA干扰、RNA结合蛋白免疫沉淀

和基因富集分析技术的等等, 可以定量、定

性分析lncRNA及其功能[3,7]. 另外, 近年来报道

的许多新兴研究方法, 例如ChIRP(chromatin 
isolation by RNA purification)[8]、catRAPID 
(fast predictions of RNA and protein interactions 
and domains)[9]和c-KLAN(combined knockdown 
and localization analysis of noncoding RNAs)[10]

等技术, 以及一些lncRNA相关数据库[3,11], 都有

助于对ncRNA的探索. 
lncRNAs是结构类似于mRNA, 长度超过

200 nt, 且几乎不能编码蛋白质的非蛋白编码

RNA. lncRNA主要由RNA聚合酶II转录, 3'端
多聚腺苷酸化, 5'端甲基鸟苷帽化, 含有许多重

复序列, 不存在有义的开放式阅读框架, 稳定

性较差. lncRNA广泛存在于真核细胞的细胞核

和细胞质中, 其表达具有明显的时间、组织特

异性. lncRNA基因在染色体上定位较为保守, 
而基因序列保守性差, 含局部区域高度保守, 
如启动子和功能元件[12-16]. 为了解释lncRNA的

作用机制, Wang等[12]研究组建立了4种机制模

型, 分别是信号分子、诱饵分子、引导分子和

支架分子模型, 一种lncRNA可参与一种或多

种分子机制, 同时还有许多蛋白质、基因组和

转录组等共同发挥作用. 
lncRNA参与了许多真核细胞内生物活动, 

在表观遗传学、转录及转录后水平调节基因

表达, 维持亚细胞区室的完整性, 参与染色质

重塑、基因印记、X染色体失活、mRNA的降

解和翻译调控等. lncRNA在人类生长发育和

细胞凋亡分化等方面有重要作用, 其异常表达

还与许多人类疾病和肿瘤的发生、发展密切

相关[12-20]. 尽管近年来, 对lncRNA的研究逐步

深入, 但lncRNA的大部分功能和调控机制仍

尚不清楚, 究竟和人类疾病的关系如何, 是否

具有较高的临床应用价值, 还有待进一步研究

阐明. 

2  CCAT1

CCAT1(colorectal cancer associated transcript 
1)是由富含“热点(hot spot)”的人类染色体

8q24.21区域转录的、长为2628 nt的lncRNA, 
主要分布于细胞质中, 具有3个无翻译能力的

开放阅读框, CCAT1基因由两个外显子(1-288, 
289-2612)和约9 kb长的内含子组成, 转录位点

临近c-myc癌基因[21-23]. 
正常人中, 仅肝脏和小肠有微量的CCAT1, 
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■相关报道
CCAT1(colorectal 
cancer associated 
t r a n s c r i p t 
1 ) 、 C C A T 1 -
L ( C C AT 1 ,  t h e 
long isoform)、
(HOX anti-sense 
intergenic RNA)
及H19在CRC中
高表达 ,  但各自
的代谢和调控机
制不尽相同 :  多
个 研 究 组 证 实
C C AT 1 表 达 水
平受c-MYC蛋白
的调控; Xiang等
发现CCAT1-L 基
因为CRC特异性
超级增强子 ,  而
CCAT1-L可在转
录 水 平 上 调 控
癌基因c-myc 表
达; Padua等认为
HOTAIR除了具
有支架分子的功
能, 其与PRC2的
相互作用还可能
引起上皮-间叶细
胞转换. HOTAIR
高表达可作为提
示CRC预后不良
的独立危险因子; 
多 项 研 究 认 为
CRC与IGF2印记
丢失伴H19  DMR
双等位基因低甲
基化相关. 

其他组织并未检测出CCAT1. 在CRC患者中, 
原发灶和转移病灶组织(如淋巴结、肝脏或腹

膜)中, CCAT1的表达都明显增高, 特别是转移

病灶内, CCAT1可达到上百倍甚至千倍的增高; 
在原发灶周围的正常组织中, 也可测得不同程

度的CCAT1水平上升, 但较原发灶和转移病灶

的水平低; 部分患者的外周血液标本和粪便标

本也可检测出CCAT1表达升高. 另外, CCAT1
表达水平与临床分期呈正相关, 即CCAT1水平

越高, 临床分期处于越晚期. CCAT1高水平患

者, 生存期明显低于CCAT1处于较低水平患

者, 治疗后复发可能更大[22-25]. 
研究[24,26]发现, 在CCAT1启动子区域内, 转

录因子结合位点上含有一段E-box顺势调控元

件, c-MYC蛋白可与其特异性结合. c-MYC蛋
白是一种在许多肿瘤中过度表达的转录因子, 
主要参与调节细胞周期、细胞增殖、分化及

凋亡, 与肿瘤的发生发展有一定关系. 在CRC
起源细胞系中, 通过调控c-MYC蛋白的表达水

平可以引起相应的CCAT1基因启动子活性及

CCAT1的表达水平的变化, 即c-MYC的高表

达, 可增加启动子活性和CCAT1表达水平; 另
外, 上调CCAT1或c-MYC表达水平, 可加速肿

瘤细胞生长和增殖, 增加其克隆存活及侵袭转

移能力[23], 提示了c-MYC和CCAT1与CRC的发

生发展存在一定联系. 
有趣的是, 许多研究[23,25]还发现不同亚型

的肠息肉或不同程度异型性增生的组织上皮

内, CCAT1表达含量也显著增加, 并且各型间

CCAT1增高水平无明显差异. 而当肠息肉恶变

成CRC后, 其CCAT1水平将轻度下降. 
对于CCAT1仍存在许多疑问, 他在CRC的

发生发展中起到何种作用? c-MYC对其调控机

制究竟有何影响? 是否仅为一个过度表达中间

产物? 能否作为CRC的全新的肿瘤标志物? 通
过对CCAT1的干预, 是否可以达到理想的治疗

效果? 这一系列的问题还有待进一步验证. 根
据现有的研究结果提示: 无论是CRC原发病灶

还是转移病灶, 甚至是患者血液和粪便, 都可

检查出高表达的CCAT1, 他具有高度敏感性和

特异性; 结合CCAT1水平, 还可以更加精确地

划分临床分期, 为治疗方案提供有效参考指标; 
除此之外, 利用CCAT1在结肠腺瘤及异型增生

病变中高表达的这一特点, 可以在分子水平上

量化CRC发生风险, 从而做到“早发现, 早治

疗”; 还可以作为术后及接受辅助治疗患者的

病情评估指标, 帮助改善CRC患者的预后, 延
长患者生存期. Alaiyan等[23]认为, 单凭CCAT1
升高来评估结肠腺瘤患者的CRC患病风险会

在一定程度上提高假阳性率, 如果结合是否存

在异常的DNA甲基化, 便可更加准确的共同预

测CRC患病风险. 

3  CCAT1-L

以往认为 ,  增强子可以通过染色质成环

(chromatin looping)的方式, 形成启动子-增强

子环, 在空间上拉近启动子并增强其活性, 从
而上调相距较远的基因组[27]. 而Kim等[28]提出

增强子也可以转录成RNA-eRNA(enhancer-
derived RNA)[28]. 与蛋白编码DNA转录过程类

似, 转录因子结合至增强子的高度保守区, 募
集RNAPII从而转录合成eRNA, 但不同的是, 
该转录过程需要在启动子-增强子环形成后才

能进行. 多项研究[27-32]发现, eRNA作为转录产

物, 可能参与染色质成环活动、维持其稳定

性和募集RNAPII至相应的启动子等多种生物

活动. 2013年, Lovén等[33]提出了超级增强子

(super enhancer)这一概念. 超级增强子由多个

相邻的较长的增强子(平均长度19.4 kb)组成, 
同时结合大量转录因子/介质, 共同调控癌基因

的表达. 超级增强子具有肿瘤细胞特异性的特

点, 在正常细胞中并不表达, 在肿瘤发生中起

重要作用[34]. 
继CCAT1的发现后, X iang等[35]发现另

一个与C R C极为相关的 l n c R N A-C C AT1-
L(CCAT1, the long isoform). 他是CCAT1的异

构体, 长度为5200 nt, 5端有帽子结构, 3端多

聚腺苷酸化, 主要分布于细胞核内. CCAT1-L
的转录位点在8q24染色体的c-myc基因上游约

515 kb处, 与CCAT1基因广泛重叠. CCAT1-L
和前述的CCAT1具有相似的表达特点, 即在

正常人体组织中极低表达或不表达, 而在CRC
各期和CRC起源的细胞系都特异性高表达, 但
CCAT1-L较CCAT1表达水平更高. 

该研究组通过一系列实验证实: (1)CCAT1-L
基因为150 kb长的CRC特异性超级增强子, 受
转录因子CTCF调控, 其转录产物CCAT1-L即
为eRNA; (2)c-myc增强子(myc-335)、c-myc启
动子及CCAT1基因在空间上十分接近, 前两者

成环活动及环的稳定性维持受CCAT1-L调控, 
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■创新盘点
本 文 对 C R C 相
关 的 最 新 热 点
研究的lncRNA-
CCAT1和CCAT1-L
的基因表达、调
控机制、临床应
用及存在的问题
进行了详述 ;  并
结合大量近期文
献, 总结了H19及
HOTAIR在CRC发
生发展中新的认
识, 有助于对CRC
相关的lncRNA的
深入了解. 

敲除CCAT1-L或CTCF基因则可减弱c-MYC
成环和转录能力 [32,35]. 因此, 我们可以认为: 
CCAT1-L不仅具有CRC特异性, 还可以在转录

水平上调控癌基因c-myc表达, 从而影响肿瘤

的发生发展, 但其具体调控机制和生物学特性

还有待进一步研究. 

4  HOTAIR

R i n n等 [36]报道发现了第一条具有反式调控

作用的lncRNA-HOTAIR(HOX ant i-sense 
intergenic RNA). HOTAIR是长2158 nt的反义

lncRNA, 其转录位点在人类染色体12q13.13区
域的HOXC11和HOXC12基因之间, 基因序列

保守性较低, 含有6个外显子. 该研究组发现, 
HOTAIR可以在表观遗传学水平上进行染色质

修饰, 反式调控HOXD基因, 使其沉默. 
目前, 多项针对“HOTAIR在肿瘤发生

发展中的分子机制”研究认为: HOTAIR具

有特异性双向结合能力, 作为支架分子发挥

生物作用. HOTAIR通过募集PCR2(polycomb 
repressive complex 2), 并且5'与之结合, 促进H3
组蛋白27位赖氨酸甲基化(H3K27me3); 3'结
合组蛋白去甲基化酶复合体(LSD1/CoREST/
R E S T), 介导H3组蛋白4位赖氨酸脱甲基化

(H3K4me2), 从而使特定基因沉默[36-39]. 近来, 
HOTAIR被证实与恶性肿瘤细胞增殖、凋亡、

血管生成、侵袭转移等多种恶性表型相关[40], 
甚至可以引起肿瘤对化疗药物的耐药性[41]. 例
如: 通过沉默肿瘤转移抑制基因HOXD10、
PGR和原钙黏蛋白家族基因等, 促进癌肿的

侵袭转移 [42]; 而W IF-1 基因的沉默则会激活

Wnt/β-catenin信号通路, 促进食管鳞癌的发

生[43]. 另外, HOTAIR还有miRNA海绵作用, 如
通过与miR-331-3p结合从而上调HER2基因表

达, 激活Akt信号通路, 促进肿瘤细胞增殖和转

移[39]. HOTAIR与PRC2的相互作用还可能引起

上皮-间叶细胞转换(epithelial-to-mesenchymal 
transition, EMT), 促进癌肿的浸润转移和细胞

逃逸凋亡[44,45]. 
许多研究发现, 多种恶性肿瘤中都出现了

HOTAIR的表达上调, 从最早在乳腺癌中发现

HOTAIR高表达[42], 而后在肝癌[46]、CRC[38,47-49]

也发现了此现象, 近两三年中, 许多大样本实

验证实食管癌[43]、胃癌[50]等都有HOTAIR的表

达上调. 

为证实CRC和HOTAIR之间的关系, Kogo
等[38]通过研究发现, 在CRC患者中, 癌肿组织

表达HOTAIR水平明显高于癌旁组织, 且与肿

瘤侵袭性和肝转移能力有显著的相关性; 体外

实验也得到了类似的结论; 敲除HOTAIR基因

后, CRC侵袭转移能力明显减弱. 该研究组认

为HOTAIR在CRC中高表达为提示预后不良的

独立危险因子, 可作为CRC的生物标志物评估

患者预后情况; 通过干预HOTAIR或HOTAIR-
PRC2的相互作用可以抑制CRC的发生与发展. 
Svoboda等[47]通过多种方法验证了上述观点, 
认为HOTAIR可以作为评价预后的独立危险

因子-HOTAIR高表达, 将加剧CRC浸润深度、

转移风险、患者生存期等方面, 并且, 在多种

恶性肿瘤中都有此特点. 另外, 该研究组发现, 
CRC患者血液中HOTAIR水平明显高于正常

人, 且与CRC分期呈正相关, 认为可将HOTAIR
作为一个早期非创伤性评估CRC预后的指标. 

虽然目前对HOTAIR的有许多相关机制仍

无法彻底的解释, 但随着对HOTAIR的不断深入

的探索, 我们发现其广泛参与了多种肿瘤恶性

表型的调控, 这不仅使我们更好的了解肿瘤的

发生发展机制, 更为临床诊断及治疗提供了新

的方向, 尤其是靶向针对HOTAIR的治疗药物. 

5  H19

H19基因位于人类染色体11p15.5区域, 长2322 
bp, 包含5个外显子和4个内含子[51,52]. H19基
因还可以编码多种产物, 包括91H(H19反义

RNA)、HOTS(H19 opposite tumor suppressor)、
miR-675等, 但对于这些转录产物具体功能及

作用机制尚未明确[53,54]. 另外, 根据组织来源和

发育阶段不同, H19转录物起到的功能及其机

制也有所差别[55-57]. 
而其中的H19是第一个被发现的肿瘤相关

lncRNA. H19全长2.3 kb, 主要分布于细胞质内, 
缺乏明显的开放阅读框. 正常情况下, H19仅
在脊椎动物胚胎发育期中表达, 出生后迅速下

调, 仅在心肌和骨骼肌中低表达[51-53]. 多项研究

发现, H19具有促进癌细胞增殖、抑制细胞凋

亡、增加细胞缺氧耐受能力和促进血管生成

等作用[53,54,58]. 
H19基因与基因印记(gene imprinting)密

切相关. 基因组印记是一种不遵循孟德尔遗传

定律的表遗传现象, 具有亲本来源特异性、等
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■应用要点
通过对CCAT1、
CCAT1-L、H19
及HOTAIR的讨
论 ,  深入的阐述
了lncRNA在CRC
发生发展中的作
用 和 临 床 意 义 , 
研究者可结合相
关新兴技术支持
及 l n c R N A数据
库, 深入研究, 拓
展对于恶性肿瘤
的认识. 

位基因差异性表达的特点, 产生原因为特定

亲本的等位基因差异甲基化区(differentially 
methylated region, DMR), 发生高甲基化而导

致该基因沉默, 即发生印记. 此类基因约占人

类基因组的1%[59]. H19基因具有母源表达、

父源印记的特点. H19基因上游90 kb处为胰

岛素样生长因子2(insulin-like growth factor2, 
IGF2 )基因, 在胚胎发育期, 两者表达呈现亲本

依赖性单等位基因表达, 交互印记, 共用同一

调控体系[53,54,60]. 尽管, 恶性肿瘤与基因印记的

关系为目前的研究热点, 但是多数并未得出明

确统一的结果, 而对于CRC来说, 许多课题组

认为, 与IGF2印记丢失伴H19  DMR双等位基

因低甲基化相关[56,57,61], 然而Nakagawa等[62]却

得到相反的结果, 因而需要深入研究取得可靠

结果. 
目前来说, 得到许多学者广泛认同的是: 

H19在多种肿瘤中高表达, 可起到致癌作用或

抑癌作用, 如胃癌[58]、膀胱癌[63]、乳腺癌[64]、

肝癌[65]等. 值得注意的是, 无论是CRC原发灶

或周围正常组织中, 以及CRC起源的细胞系, 
也都存在H19表达上调. Ca i等[66]发现H19是
miR-675的前体RNA, 在早期CRC中也具有和

H19一样的表达特点. miR-675由H19基因的第

一个外显子转录, 可以下调肿瘤抑制基因RB1 , 
促进CRC生长和转移; 抑制miR-675的表达将

会降低肿瘤生长速度和克隆性. 此结论也已得

到其他研究组的证实[53,67,68], 提示H19 RNA可

能通过miRNA发挥基因调控作用. 而miR-675
调控的下游基因及调控机制, 还有, 其与H19是
否存在相互作用关系及机制有待进一步探究. 

6  结论

我国目前尚无规范的CRC筛查指南, 考虑到

CRC的确诊有赖于组织病理学检查, 而粪便

隐血试验以及C E A、C A19-9等肿瘤指标的

特异性、灵敏度差强人意, 因此, 无创性的筛

查指标无疑是早期诊断的必要条件. 近些年

来, lncRNA的研究正在不断的扩大及深入, 尤
其是其在恶性肿瘤中的作用得到越来越多

的重视. 大量研究数据显示, lncRNA与CRC
的发生发展极其相关. 本文通过对CCAT1、
CCAT1-L、H19及HOTAIR的讨论, 深入的阐

述了lncRNA在CRC的发生发展中的作用和临

床意义, 及目前研究的主要问题. 然而, 目前针

对lncRNA的研究仍处于初期阶段, 其作用机

制及功能的认识仍只是冰山一角. 进一步的探

索过程依赖于更加先进技术的支持, 不断完善

lncRNA数据库也有助于学者对其深入研究, 
拓展对于恶性肿瘤的认识. 
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■名词解释
超级增强子 :  是
由多个相邻的较
长 的 增 强 子 ( 平
均长度19.4 kb)
组成 ,  同时结合
大量转录因子/介
质 ,  共同调控癌
基因的表达 ;  增
强子RNA: 转录
因子结合至增强
子 的 高 度 保 守
区, 募集RNAPII
从而转录合成的
RNA, 该转录过
程需要在启动子-
增强子环形成后
才能进行. 
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类评论性的文章, 使其成为一种公众资源, 同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的

平台来免费获取全文, 了解其领域的所有的关键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和

研究者服务, 为他们的患者及基础研究提供进一步的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都

会附带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘

点、应用要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾

病、肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以

及胃肠道运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础

研究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、

影像学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康

复服务.
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■背景资料
直肠癌术后局部
复发与脱落肿瘤
细 胞 密 切 相 关 , 
肠腔灌洗与腹腔
热灌注化疗可减
少游离脱落肿瘤
细胞 ,  从而减少
术 后 局 部 复 发 . 
灌洗液类型及灌
洗 量 尚 不 明 确 . 
本研究对灌洗液
类型的选择、灌
洗量、灌洗的临
床价值进行阐述. 
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Abstract
The growth of residual tumor cells may cause 
postoperative colorectal anastomotic recurrence, 
which mainly exists in the intestine; however, 

rectal washout can significantly reduce the 
number of free tumor cells in the intestinal 
cavity and decrease the local recurrence rate. 
Clinical application of rectal washout has 
been tried in operation, but the effect remains 
controversial. This paper mainly introduces 
the method of rectal washout, washout fluid 
type, amount of washout fluid, relation of rectal 
washout with local recurrence, with emphasis 
on the influence of reasonable application of 
rectal washout on prognosis and recurrence of 
rectal cancer after surgery.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
残留肿瘤细胞脱落种植可能引起结直肠术
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肠腔灌洗可显著减少肠腔游离肿瘤细胞, 并
降低局部复发率. 临床中肠腔灌洗在手术中
应用, 但其效果仍存在争议. 本文主要介绍
了肠腔灌洗的方法、灌洗液的类型、选择
的灌洗量、与直肠癌术后局部复发的关系, 
重点探讨合理的应用肠腔灌洗液对直肠癌
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■研发前沿
肠腔灌洗与腹腔
热灌注化疗可减
少游离脱落肿瘤
细胞 ,  减少术后
局部复发 ,  在临
床中有着不错的
前景. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 肠腔灌洗; 直肠癌; 肿瘤细胞; 预后复发

核心提示: 临床中直肠癌手术应该常规进行肠

腔灌洗, 可减少术后局部复发, 对于冲洗液选择

多选择生理盐水, 冲洗量达2000 mL, 才能清除

肿瘤细胞, 对于肿瘤TNM分期晚、瘤体大及手

术时间长的病例, 可行腹腔热灌注化疗, 有重要

的临床意义. 

王君辅, 张平峰, 谢勇, 胡林, 李昌荣, 李红浪. 合理应用肠

腔灌洗液对直肠癌手术预后复发影响的研究进展.  世界华

人消化杂志  2015; 23(22): 3576-3581 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/23/3576.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3576

0  引言

随着医疗技术水平的不断提高, 直肠癌外科手

术治疗已取得了长足的进步, 但存活率并未显

著提高, 主要原因是术后复发率较高, 有学者[1,2]

报道直肠癌术后有5%-45%的患者出现术后局

部复发, 多发生在2年内. 术后复发仍是影响存

活率和病死率的重要原因之一, 复发率差异

悬殊的原因很多[3]. 直肠癌术后复发与淋巴转

移、不完全的系膜切除及吻合口脱落的肿瘤

细胞种植等[4,5]因素密切相关, 尽管临床上全直

肠系切除术(total mesorectal excision, TME)联
合新辅助化疗及术后辅助治疗等[6-8]方法的不

断提高, 但术后局部复发继续发生. 在直肠癌

根治术过程中牵拉、挤压、触摸等极有可能

造成癌细胞脱落于肠腔, 有明确的证据证明肠

腔脱落的游离癌细胞具有较强的种植能力, 脱
落肿瘤细胞从肠管吻合口处溢出可能导致盆

腔种植转移[9-17], 吻合前如果不进行肠腔灌洗, 
脱落的癌细胞极有可能种植于吻合口上引起

术后肿瘤复发, 术中肠腔冲洗可减少或杀死脱

落于腹腔的游离癌细胞, 是降低直肠癌术后复

发率的一个至关重要的因素. 已有多种不同灌

洗液在临床上应用, 如生理盐水、甲醛、溴棕

三甲胺、聚维酮碘, 升汞, 洗必泰, 羟甲硫脲, 
蒸馏水等, 效果尚不明确. 本文旨在探讨合理

的应用肠腔灌洗液对直肠癌手术预后复发影

响的研究概况. 

1  肠腔灌洗的方法

肠腔灌洗包括横行夹闭直肠上段, 远离肿瘤平

面, 但靠近预计切除部位, 再灌洗肛门至夹闭

段肠腔, 具体操作是在完全游离直肠系膜后准

备切除肿瘤之前, 充分扩肛后, 以无损伤钳在

肿瘤平面以下夹闭肠管, 经肛门放入连接好注

射器的冲洗管, 反复冲洗直至注入液和流出液

同一颜色表明冲洗干净; 切除肿瘤完成吻合后, 
以无损伤钳在吻合口平面以上夹闭肠管, 经肛

门反复冲洗至干净. 对于肿瘤较大, 骨盆相对

狭窄的患者, 上述操作难以完成的可在肿瘤下

缘套扎粗的尼龙线. 对于肿瘤距肛缘很近不能

夹闭和套扎的直接于肿瘤表面完成灌洗. 

2  肠腔灌洗与直肠癌术后局部复发的关系

从病理角度上讲, 直肠癌的术后复发与肿瘤的

Dukes分级、病理分型、细胞分化程度、有无

远处转移等因素有关. 林国乐等[18]通过分析肠

腔冲洗液找到肿瘤细胞患者的临床资料, 发现

肿瘤直径>3 cm, Duke B期以上, 有明确淋巴

转移, 溃疡型肿瘤, 肿瘤分化较差者容易发生

肿瘤细胞脱落. 而Maeda等[19]研究发现高分化

腺癌较中、低分化腺癌脱落的细胞多, 差异有

统计学意义, 但结论与肿瘤大小, 肿瘤浸润程

度, Dukes分期等无关. 戴冬秋等[20]研究间接证

实未分化癌较分化癌更易脱落. 宗华等[21]认为

TNM分期、手术时间及手术方式是肿瘤细胞

脱落的决定因素. 
直肠癌术后复发除与上述因素有关外, 还

与脱落肿瘤细胞有关, 术中盆腔狭窄导致手术

操作困难, 术中挤压肿瘤导致有活性的脱落细

胞种植于手术创面, 这也是肿瘤复发的一个重

要原因[22], 术后复发的一个重要的因素是必须

留有活性肿瘤细胞, 这些活性细胞主要来源于

剩余肠管, 残余肿瘤、残留淋巴结、直肠系膜

以及游离的活性肿瘤细胞繁衍种植, 假如术前

肿瘤穿孔或破裂、术中肿瘤保护不到位、挤

压导致肿瘤细胞种植. 有学者[23,24]证实脱落肿

瘤细胞会大大增加肿瘤局部复发风险, 不清除

干净可能种植在吻合口及结肠黏膜破损的创

面上引起复发. 尽管新辅助化疗、全系膜切除

术、术后辅助治疗在临床中广泛应用, 但术后

复发率未见明显降低, 局部复发继续发生[25]. 一
些学者[26,27]认为, 相比手工缝合, 全系膜切除术

过程中吻合器的使用可能会加速术后复发, 术
中任何机械损伤都可能导致游离的癌细胞漏

入腹腔, 而游离的有活性的肿瘤细胞具有较强

的种植能力, 是引起术后复发的一个因素. 有
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■相关报道
宗华等研究表明
直肠癌根治术中
必须常规行肠腔
内灌洗 ,  特别是
肿 瘤 T N M 分 期
晚、瘤体大及手
术时间长的病例, 
可减少术后局部
复发率. 

研究[28]证实在直肠癌和乙状结肠癌根治术中, 
脱落的癌细胞藏匿于直肠隐窝内, 术中微小癌

灶或癌细胞播散为直肠癌术后复发的主要原

因之一. Maeda等[19]对30例直肠癌患者行术中

肠腔灌洗液进行研究分析, 发现29例灌洗液中

都找到肿瘤细胞, 灌洗液中脱落肿瘤细胞阳性

率高达79.9%, 可见灌洗液中存在脱落的肿瘤

细胞, Kodeda等[29]研究发现术中灌洗组5年局

部复发率为6.0%, 未灌洗组5年局部复发率为

10.2%, 差异具有统计学意义(P <0.001). 脱落肿

瘤细胞是引起肿瘤复发的重要因素, 这些都意

味着减少或杀死游离的癌细胞是降低复发率

的一个关键因素. 越来越多的学者把目光投向

询证医学进行Meta分析, 发现肠腔灌洗能显著

减少肠腔游离肿瘤细胞, 并降低局部复发率, 
理论上说明术中肠腔灌洗可降低直肠癌局部

复发率, 并且直肠癌根治术过程中肠腔灌洗是

必要的[30]. 

3  肠腔灌洗液类型的选择

3.1 生理盐水 Church等[31]认为肠腔灌洗消除

肿瘤细胞是一个机械过程, 并非药物作用, 因
此生理盐水在诸多细胞学研究中应用最多, 其
原因在于他可保持细胞的正常形态, 不破坏改

变细胞活性. 我们对既往20年中有关术中肠腔

灌洗液进行分析, 发现冲洗液选用生理盐水的

效果可能优于其他消毒液, 生理盐水应用安

全, 不会引起不良反应[32]. Matsuda等[33]分析了

各种类型灌液, 表明单纯的生理盐水效果更理

想. Fukuda等[34]采用30 mL注射器对135例直肠

癌患者用生理盐水进行残留直肠灌洗, 灌洗20
次后再进行肠管吻合, 26例患者接受灌洗作为

实验组, 其余未接受灌洗为对照组, 观察发现

实验组中未见复发而对照组中局部复发率达

11%, 差异有统计学意义(P <0.05), 结果显示应

用生理盐水实施灌洗后再进行肠管吻合是一

种防止直肠癌术后局部复发的有效方法. 近年

来越来越多的研究采用生理盐水作为直肠癌

术中肠腔灌洗液, 都取得了不错的效果[35,36]. 在
灌洗液选择中建议尽量选择无破坏安全性高

的液体作为灌洗液, 以免引起不良反应. 
3.2 消毒液 已有大量不同的灌洗液被提出使

用, 例如: 甲醛、溴棕三甲胺、聚维酮碘, 升
汞, 洗必泰, 羟甲硫脲, 蒸馏水等, 在这些消毒

液中聚维酮碘和洗必泰灌洗的效果较好, 这两

种药物细胞有效作用浓度范围较广, 都能起到

迅速灭活作用. 0.2%的升汞基本可达到相同的

效果, 但羟甲硫脲的效果较差[37]. 有学者[38,39]

认为消毒液以(例如十六烷基三甲基溴化铵和

氯己定, 碘等)破坏游离癌细胞的结构从而杀

死癌细胞, 冲洗后引起严重的并发症, 而生理

盐水不会改变细胞形态及杀死细胞, 可见其效

果不如生理盐水. 直肠冲洗可消除游离的癌细

胞, 主要是通过机械冲洗, 而不是通过消毒液

来杀死癌细胞. Agaba[40]对90例直肠癌患者在

进行肠管吻合之前使用1%溴棕三甲铵进行直

肠灌洗, 51例吻合之前未直肠灌洗. 两组局部

复发率进行比较, 结果显示灌洗组的局部复发

率为4.4%(n = 4)与未灌洗组为5.9%(n = 3). Long
等[41]采用甲醛液对直肠癌患者进行术中肠腔

灌洗, 其中40例接受灌洗为实验组, 145例未接

受灌洗为对照组, 灌洗组患者局部复发率为

2.6%和未经治疗的患者的复发率为14.3%. 5年
存活率分别为66.6%和50.5%, 差异有统计学意

义(P <0.05). 研究结果表明, 在打开病灶前行肠

道腔内灌洗是减少大肠癌切除后局部复发的

有效方法. 可见消毒液在冲洗过程中不仅可以

通过机械作用减少肿瘤细胞, 同时还可杀死癌

细胞以达到双重作用, 但在应用过程中可能出

现严重的不良反应. 亦有学者不赞同上述观点, 
Terzi等[42]对96例直肠癌患者的治疗进行监测, 
采用5%聚维酮碘进行灌洗, 冲洗组局部复发

率为8%, 未冲洗组为3.4%(P  = 0.338), 有87%患

者可在圆形吻合器上找到癌细胞和其他细胞, 
故认为术中肠腔灌洗作用不明确. 

4  灌洗液的灌洗量

为了达到彻底清除肠腔内游离的肿瘤细胞, 多
大的冲洗量能完全清除肿瘤细胞尚不知道, 最
佳剂量因每个中心应用的方法不一, 尚无一致

观点. Terzi等[42]报道, 将500 mL冲洗液定为灌

洗常用量, 但发现很难完全清除游离的恶性肿

瘤细胞, 建议灌洗量必须>500 mL. Jenner等[43]的

研究对20例直肠癌患者进行术中肠腔灌洗, 用
200-500 mL生理盐水对10例患者进行术中肠

腔灌洗, 吻合完再对圆形吻合器冲洗液进行肿

瘤细胞检测, 均未检测到肿瘤细胞, 而没有接

受灌洗的对照组10例中有9例发现肿瘤细胞. 
毕建军等[44]认为冲洗量应>1000 mL方可达到

冲洗彻底效果. Maeda等[19]总结生理盐水冲洗
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■应用要点
本研究总结了肠
腔灌洗与直肠癌
术后局部复发的
关系 ,  不同灌洗
液的优缺点、灌
洗液类型选择以
及灌洗量的掌控. 
合理应用肠腔灌
洗液具有较重要
的临床意义 ,  仅
行肠腔灌洗不能
杜绝脱落肿瘤细
胞 的 腹 腔 种 植 , 
应联合腹腔灌注
热化疗. 

确定疗效的冲洗量, 将生理盐水用量增大到

2000 mL, 但30例患者中仍有1例患者最后仍

找到少量肿瘤细胞. 同时他们发现腹膜反折以

下的肿瘤需1.5 L生理盐水, 腹膜反折以上的至

少需要2 L生理盐水灌洗, 才能清除腹腔游离

的肿瘤细胞, 并且至少冲洗3次以上. 然而灌洗

次数及灌洗液体量的增加势必会延长手术时

间, 增大手术风险, 加重患者的经济负担, 患者

家属及外科医生不愿意接受这种风险. 近年来

Maeda等[19]应用改良的灌洗器, 灌洗2 L生理盐

水平均用时只要3 min, 为我们肠腔灌洗争取了

时间, 为我们手术提供了便利, 从而降低了手

术风险. 

5  结论

肿瘤术后复发无疑会增加患者心理负担、严

重影响到患者生活质量和生命. 肿瘤的复发主

要与淋巴转移、不完全的系膜切除及吻合口

脱落的肿瘤细胞种植等因素密切相关, 有关肠

腔脱落肿瘤细胞近年来备受关注. 针对肿瘤细

胞脱落目前临床采用了几种方法: (1)肠腔灌

洗; (2)隔离法: 选用一定厚度的纱布8-10层包

裹肿瘤, 即无瘤术; (3)腹腔内热灌注化疗: 药物

化疗、集体热效应和肠腔灌洗三者结合的综

合疗法. 
术中肿瘤脱落细胞与种植复发密切相关, 

严格预防或消除脱落肿瘤细胞是降低患者预

后复发的关键所在, 术中应严格把握无瘤技术, 
即便如此也很难彻底避免游离脱落细胞. 如肿

瘤侵犯肠管浆膜层游离肿瘤细胞脱落腹腔, 肿
瘤细胞从肠管吻合口溢出等情况, 仅行肠腔灌

洗是不够的, 应联合腹腔热灌注化疗热灌注化

疗是预防与治疗结直肠腹膜转移的有效方法, 
具有独特疗效[45-50]. 这样一内一外, 可以达到意

想不到的效果. 
鉴于肠灌洗过程简单、快捷、相对安

全、廉价, 与其他一些直肠癌的治疗干预措施

比较创伤小, 术中肠腔灌洗是合理的, 我们直

肠癌根治术过程中应常规行进肠腔灌洗, 并尽

可能增加冲洗液体量(>2 L)及冲洗次数(>3次), 
对于Duck分期B和C期的低位直肠癌患者应当

是增加灌洗量和灌洗次数. 冲洗液选择安全性

高的两种冲洗液配合起来使用(生理盐水、聚

维酮碘等), 并且及时进行术后辅助化疗预防

患者局部复发以提高术后存活率, 具有较好的

临床推广价值. 术中肠腔灌洗存在以下几个问

题: (1)具体的灌洗装置; (2)明确灌洗液类型及

冲洗效果; (3)随访时间短, 研究的样本甚少不

能表现出统计学意义, 临床难以广泛应用. 腹
腔镜下行术中肠腔灌洗具有独特优势, 放大术

野更加清晰, 进入狭窄部位空间感更大, 减少

了触碰和挤压肿瘤的机会, 解剖间隙更加清楚, 
但CO2气腹对肿瘤脱落有无影响, 是否会加剧

肿瘤复发不得而知. 
总之, 直肠癌根治术中, 肿瘤细胞脱落必

然会发生, 而术中肠腔灌洗可清除或减少创面

脱落的肿瘤细胞. 灌洗液生理盐水和消毒液各

自有优缺点, 建议两种冲洗液配合起来使用, 
生理盐水用于肠腔清洁, 清除残留肿瘤组织和

脱落于创面的恶性肿瘤细胞, 必要时再用杀死

肿瘤细胞的消毒液灌洗肠腔以达到完全清除

游离癌细胞. 如何进行肠腔灌洗以及选用何种

类型的冲洗液还需进一步研究. 
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■背景资料
肝癌是世界上常
见恶性肿瘤之一, 
目前其主要治疗
手段为手术 ,  但
术后复发、转移
率高 .  而芍药苷
(paeoniflorin, PF)
是 从 毛 茛 科 植
物芍药(Paeonia 
Lactiflora Pall )中
提取的有效单体
成分 ,  具有抗各
种肿瘤活性 ,  因
此本文通过一定
剂 量 芍 药 苷 作
用 于 肝 癌 细 胞
HepG2, 并探讨
其机制. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of paeoniflorin on 
apoptosis of HepG2 cells and the underlying 
mechanisms. 

METHODS: HepG2 cells were treated with 

different concentrations of paeoniflorin (0.5, 
1.0, and 2.0 mg/mL). The viability of cells was 
detected by MTT assay. Apoptotic cells were 
detected by Annexin V-FITC flow cytometry. 
Caspase3 activity was measured with a 
colorimetric assay kit. The expression of nuclear 
factor kappa-B (NF-κB) related proteins was 
detected by Western blot. 

RESULTS: Compared with the control group, 
paeoniflorin at concentrations of 0.5, 1.0, and 
2.0 mg/mL could reduce cell viability, and 
the inhibitory rate peaked at 48 h (P < 0.05). 
Compared with the control group, paeoniflorin 
at concentrations of 0.5, 1.0, and 2.0 mg/mL 
could promote cel l apoptosis , increase 
Caspase3 activity, and suppress NF-κB p65 
phosphorylation (P < 0.05). Paeoniflorin at 
concentrations of 1.0 and 2.0 mg/mL could 
suppress IκBα phosphorylation (P < 0.05). 

CONCLUSION: Paeoniflorin induces apoptosis 
of HepG2 cells possibly via the NF-κB signal 
pathway. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■相关报道
朱开梅等报道八
角 中 莽 草 酸 可
通过抑制NF-κB 
p65活性, 从而抑
制人肝癌HepG2
细胞增殖 .  本实
验 结 果 也 表 明
芍 药 苷 能 抑 制
HepG2肝癌细胞
NF-κBp65, IκBα
蛋白磷酸化 ,  最
终提高Caspase3
活性 ,  诱导肿瘤
细胞凋亡.

摘要
目的: 探讨芍药苷(paeoniflorin)对HepG2肝
癌细胞凋亡诱导作用, 并考察其作用机制. 

方法: 用不同浓度芍药苷(0.5、1.0、2.0 mg/mL)
对HepG2肝癌细胞进行给药, MTT法检测
细胞活力, Annexin V-FITC流式细胞法检测
细胞凋亡情况, 酶标法检测Caspase3活性, 
Western blot检测核因子κB(nuclear factor 
kappa-B, NF-κB)信号通路相关蛋白表达. 

结果: 与对照组比较, 0.5、1.0、2.0 mg/mL
芍药苷能逐渐降低H e p G2肝癌细胞活力 , 
且在48 h, 抑制率最高(P <0.05); 与对照组
比较, 0.5、1.0、2.0 mg/mL芍药苷能逐渐
促进HepG2肝癌细胞凋亡并提高Caspase3
活性(P <0.05), 还能显著抑制IκBα磷酸化, 
从而促进细胞凋亡; 并且1.0、2.0 mg/mL
芍药苷能抑制细胞核内NF-κB p65磷酸化
(P <0.05). 

结论: PF可能通过激活Caspase3活性以及抑
制NF-κB p65和pIκBα表达促进HepG2细胞
凋亡.

© 2015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: 芍药苷可通过抑制核因子κB(nuclear 
factor kappa-B, NF-κB)信号通路, 来抑制胃癌细

胞增殖, 且芍药苷具有抗肝癌作用; Caspase3及

NF-κB活性促进细胞凋亡是治疗肿瘤的有效手

段之一, 因此本文拟通过调节Caspase3活性及

NF-κB信号通路来探讨芍药苷对肝癌细胞凋亡

的抑制作用.
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0  引言

肝癌是世界上常见恶性肿瘤之一, 目前其主要

治疗手段为手术, 但术后复发、转移率高. 因
此, 寻求有效治疗肝癌, 降低复发率的药物成

为研究热点. 芍药苷(paeoniflorin, PF)是从毛茛

科植物芍药(Paeonia Lactiflora  Pall )中提取的有

效单体成分, 具有抗各种肿瘤活性[1-4]. 已有报

道[1]芍药苷可上调Bax、p53表达, 下调Bcl-2表
达, 从而促进HepG2肝癌细胞凋亡, 但其具体

机制还尚未可知. 并且芍药苷可通过抑制核因

子κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)信号通路, 
来抑制胃癌细胞增殖[4,5], 因此本课题在此基础

上探讨芍药苷是否也是通过抑制NF-κB信号

通路, 来诱导HepG2肝癌细胞凋亡. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2肝癌细胞, 购自美国标准生物

品收藏中心(American Type Culture Collection, 
ATCC), 细胞培养在含10%胎牛血清的DMEM
培养基中. 芍药苷购自中国药品生物制品检定

所. 其余的材料包括: 四唑盐试剂(MTT)(Sigma
公司); BCA法蛋白定量试剂盒(碧云天生物

技术研究所); ECL超敏发光液(碧云天生物技

术研究所); 小鼠p65抗体(碧云天生物技术研

究所); β-actin(碧云天生物技术研究所); 兔核

因子κB抑制因子α(nuclear factor of kappa B 
inhibitor alpha, IκBα)抗体(Epitmics公司); 兔抗

pp65抗体(Epitmics公司); Caspase3分光光度法

检测试剂盒(南京凯基生物技术有限公司); 胎
牛血清(Gbico公司); DMEM培养基(Gbico公
司); CO2培养箱(Thermo Scientific公司); 超净

工作台(Thermo Scientific公司); Tecan Infinite 
F200/M200型多功能酶标仪(瑞士TECAN集

团公司); ChemiDocTM XRS凝胶成像系统(Bio-
Rad公司). 
1.2 方法

1.2.1 MTT实验: 将80%左右融合的HepG2肝癌

细胞消化, 细胞浓度调整为4×103个细胞/mL, 
接种, 37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养24 h. 
加入含PF[终浓度(0.5、1.0、2.0 mg/mL]DMEM
培养基, 继续培养24、48、72 h, 加MTT(5 mg/mL)
20 μL, 培养4 h后, 弃上清, 加DMSO 150 μL, 10 min
左右后, 570 nm处测定吸光度(A )值. 计算药物

对细胞生长的抑制率. 
1.2.2 Annexin V-FITC流式细胞法检测软骨细

胞凋亡: 细胞培养同1.2.1, 培养48 h. 加入含

PF[终浓度(0.5、1.0、2.0 mg/mL)]DMEM培

养基, 按照Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试

剂盒说明书的方法, 用0.25%的胰蛋白酶(不含

EDTA)消化, PBS洗涤, 2000 r/min离心5 min, 
收集细胞; 加入Binding Buffer 500 μL悬浮细



白春阳, 等. 芍药苷通过调节Caspase3活性及核因子κB信号通路诱导HepG2肝癌细胞凋亡

2015-08-08|Volume 23|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com 3584

■创新盘点
芍药苷可通过激
活Caspase3活性
以及抑制pp65和
pIκBα表达促进
HepG2细胞凋亡.

胞, 随后加入Annexin V-FITC 5 μL混匀后, 加
入PI 5 μL, 混匀, 于室温避光反应5-15 min, 在1 h
内进行流式细胞仪检测. 
1.2.3 Caspase3酶活性检测: 按照Caspase3酶活

性检测试剂盒说明书进行操作, 收集细胞, 裂
解, 加底物, 显色, 于405 nm处测定A值. 
1.2.4 Western blot收集细胞: 加入RIPA裂解液, 
收获蛋白. 根据BCA试剂盒对蛋白浓度进行测

定. 跑SDS凝胶电泳, 后湿法砖膜. 孵一抗过夜, 
二抗1 h, 后在膜上滴加ECL曝光液, 在凝胶成

像系统中曝光. 用“Quantity one”软件对各抗

体条带灰度值进行统计. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计分析, 所有

数据至少重复3次, 并用mean±SD表示, 两组

之间差异显著性经t检验, 以P <0.05为差异具有

显著性意义. 

2  结果

2.1 芍药苷抑制HepG2肝癌细胞的增殖 如表1所
示, 随着给药浓度的增加(0.5、1.0、2.0 mg/mL), 
芍药苷对HepG2肝癌细胞抑制作用逐渐增强, 
在2.0 mg/mL时抑制率最大(P <0.05); 随着24、

48 h给药时间增加, 芍药苷对HepG2肝癌细胞

抑制作用也逐渐增强, 其中48、72 h作用强度

一致, 所以在后续实验中我们选取48 h作为给

药浓度. 
2.2 芍药苷对HepG2肝癌细胞凋亡诱导作用 与
对照组比较, 0.5、1.0、2.0 mg/mL都能显著促

进HepG2肝癌细胞凋亡(图1). 
2.3 芍药苷对HepG2肝癌细胞Caspase3活性的

影响 如图2所示, 与对照组比较, 0.5、1.0、
2.0 m g/m L芍药苷能提高H e p G2肝癌细胞

Caspase3活性, 并呈剂量依赖性, 具有统计学意

义(P <0.01). 
2.4 芍药苷对对HepG2肝癌细胞NF-κB通路

的影响 如图3所示, 芍药苷能抑制HepG2肝癌

细胞细胞核NF-κB p65蛋白磷酸化, 并呈剂量

依赖性, 具有统计学意义(P <0.05), 而对细胞

核内p65表达无任何影响, 无统计学意义. 因
此继续探讨NF-κB p65上游蛋白的影响, 结果

发现芍药苷对芍药苷能抑制HepG2肝癌细胞

IκBα蛋白磷酸化, 并呈剂量依赖性, 具有统计

学意义(P <0.05), 对IκBα自身表达无任何影响

(图4). 
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图  1  不同浓度芍药苷对HepG2肝癌细胞凋亡诱导作用. A: 对照组; B: 0.5 mg/mL; C: 1.0 mg/mL; D: 2.0 mg/mL. 
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■同行评价
本文研究内容新
颖 ,  有一定的参
考价值.

3  结论

肝癌是世界上常见恶性肿瘤之一, 其危害仅次

于肺癌, 全球每年有约100万例死于肝癌, 其中

50%在我国[5-7]. 目前其主要治疗手段为手术, 但
即使获得手术切除机会, 其复发、转移率依然

相当高. 因此, 寻求有效治疗肝癌, 降低复发率

的药物成为研究热点. 而很多的抗肿瘤药物, 包

括化疗药物、激素、生物制剂, 都能够引起肿

瘤细胞发生凋亡. 凋亡对肿瘤的抑制起到重要

作用, 并且抑制NF-κB活性促进细胞凋亡是治

疗肿瘤的有效手段之一[8]. 芍药苷可通过抑制

NF-κB信号通路, 来抑制胃癌细胞增殖[2,4], 所以

本文拟尝试用不同浓度(0.5、1.0、2.0 mg/mL)
芍药苷对HepG2肝癌细胞进行给药, 结果表明

随着给药浓度的增加, 芍药苷可以逐渐地降低

细胞活力, 抑制肿瘤细胞的增殖, 在48 h时其抑

制率就可达到最高点. 与芍药苷对其他肿瘤细

胞抑制作用浓度有稍许差别[4,9], 这可能是各种

肿瘤细胞抵抗外环境不同所造成的, 对各种药

物敏感程度不一样所致的. 
Caspase3是Caspase家族中最重要的凋亡执

行者之一, 他被合成后通常以非活化的酶原形

式存在于细胞质中, 在多种凋亡信号刺激下经

蛋白水解作用被激活成活化形式, 可对多种蛋

白底物进行降解, 从而在细胞凋亡过程中起关

键作用, 被认为是整个凋亡级联反应的一个关

键调节点[10]. Caspase3在HepG2肝癌细胞中活性

     
分组 剂量(mg/mL)

抑制率

24 h 48 h 72 h

对照组       0.0  0.1±0.02 3.0±0.3 3.1±0.5

芍药苷       0.5    3.5±0.08a  14.5±2.12a  14.3±2.47a

      1.0   6.5±0.15a  23.7±3.63b  23.8±3.82b

      2.0 10.7±1.19b  35.3±5.14b  35.2±4.31b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

表  1  芍药苷对HepG2肝癌细胞增殖抑制作用 (mean±SD, %)
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图  2  芍药苷对HepG2肝癌细胞Caspase3活性的影响. 
1: 对照组; 2: 0.5 mg/mL; 3: 1.0 mg/mL; 4: 2.0 mg/mL. 
bP<0.01 vs  对照组. 
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图  3  芍药苷对对HepG2肝癌细胞NF-κB p65磷酸化水平
的影响. A: Western blot结果; B: NF-κB p65蛋白相对表达

量. 1: 对照组; 2: 0.5 mg/mL; 3: 1.0 mg/mL; 4: 2.0 mg/mL. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. NF-κB: 核因子κB. 
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图  4  芍药苷对HepG2肝癌细胞IκBα磷酸化水平的影
响. 1: 对照组; 2: 0.5 mg/mL; 3: 1.0 mg/mL; 4: 2.0 mg/mL. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. IκBα: 核因子κB抑制因子α. 
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高于给药组[11-13], 在本研究中, 与对照组中对比, 
芍药苷(0.5、1.0、2.0 mg/mL)剂量依赖性抑制

Caspase3活性. 
NF-κB是一类广泛存在于肿瘤细胞内的重

要转录因子, 是多信号转导途径的汇聚点, 参与

组织细胞的免疫调节、炎症反应、生长分化和

凋亡等[14]. 未受刺激时与IκB结合, 当受到刺激

时, IκB磷酸化, 释放NF-κB, 使之恢复转录活性

并从细胞质转移到细胞核内, 调节相关基因的

表达. NF-κB在肝癌[15]、胃癌[16]、乳腺癌[17]等肿

瘤中都被激活, 过表达. 在原发性肝癌中NF-κB持
续被激活, 与原发性肝癌肿瘤的发生发展及预

后不良密切相关[18], NF-κB抑制剂PDTC可抑

制NF-κB活性, 抑制肿瘤细胞增殖[19]. 朱开梅

等[20]报道八角中莽草酸可通过抑制NF-κB p65
活性, 从而抑制人肝癌HepG2细胞增殖. 本实验

结果也表明芍药苷能抑制HepG2肝癌细胞NF-κB 
p65、IκBα蛋白磷酸化, 最终提高Caspase3活
性, 诱导肿瘤细胞凋亡. 

因此可以得出PF可能通过激活Caspase3活
性以及抑制pp65和pIκBα表达促进HepG2细胞

凋亡. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of sodium/
taurocholate cotransporting polypeptide (Ntcp) 
in hepatocellular carcinoma in rats. 

METHODS: Sixty Wistar rats were randomly 
divided into a control group and an experime­
ntal group, with 30 rats in each group. The 
control group was fed an ordinary diet, and the 
experimental group was fed diethylnitrosamine 
for 20 wk to induce primary liver cancer. After 
successful induction, liver tissues were taken 
to detect the expression of Ntcp protein by 
immunohistochemistry and Western blot.

RESULTS: Both immunohistochemistry and 
Western blot analysis showed that the expression 
of Ntcp protein was significantly higher in the 
experiment group than in the control group (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: The expression of Ntcp protein 
increases significantly in primary liver cancer 
in rats, which suggests that drugs targeting 
Ntcp may provide a new treatment method for 
primary liver cancer. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  本研究通过建立肝癌大鼠模型 ,  以
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■研发前沿
目前研究的热点
和重点为新型的
治疗肝癌的方法
和药物 ,  而基因
治疗是目前尚未
在临床广泛应用
又极具前景的治
疗方式 ,  所以尝
试从相关基因入
手 ,  为肝癌治疗
找到新的方法.

初步了解Ntcp在肝癌大鼠中的表达状况, 以
期能找到新的手段和方法进行肝癌的治疗. 

方法: 取Wistar大鼠(♂、体质量160 g±8 g)
60只, 随机分为2组, 每组30只: 普通饮食对
照组(简称对照组)予以普通饮食、二乙基亚
硝胺饮食实验组(简称实验组)予以含二乙基
亚硝胺饮水. 经过20 wk, 建立肝癌大鼠模型, 
取对照组和实验组肝脏组织: (1)石蜡切片后
用免疫组织化学SP(streptavidin-perosidase)
法检测两组模型肝脏组织的N tcp蛋白表达
的强度; (2)Western blot法检测两组模型肝脏
组织的Ntcp蛋白表达的强度. 

结果: 免疫组织化学SP法及Western blot法结
果均显示, 实验组Ntcp表达阳性率高于对照
组Ntcp表达阳性率(25.7%), 他们之间的表达
差异有统计学意义(χ2 = 10.62, P <0.05). 

结论: 实验组大鼠的Ntcp蛋白的表达较对照
组增多, 提示我们在肝癌的治疗中, N tcp有
可能成为新的治疗靶点和方向. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: Ntcp 基因; 肝癌; 表达

核心提示: 建立肝癌大鼠模型, 以牛磺胆酸钠

转运蛋白(sodium/taurocholate cotransporting 
polypeptide, Ntcp)为研究对象, 初步了解Ntcp在

肝癌大鼠中的表达状况, 以期能找到新的手段

和方法进行肝癌的治疗.

张 孟 瑜 ,  王 洁 萍 ,  夏 先 明 .  牛 磺 胆 酸 钠 转 运 蛋 白 在 肝

癌 大 鼠 肝 组 织 中 的 表 达 状 况 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

2015; 23(22): 3587-3591 URL: ht tp: / /www.wjgnet .
com/1009-3079/23/3587.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3587

0  引言

肝癌是消化系恶性肿瘤之一, 据资料统计, 在
消化系恶性肿瘤中近年来每年被肝癌夺去生

命的人数在逐年增加, 但目前治疗方法和手

段有限. 在各种方法中, 首选的方法是手术切

除肝癌, 但手术有适应证和禁忌证, 能行根治

性切除的患者不多, 对不能行根治性切除的患

者部分可行姑息性切除, 但二者术后5年生存

率皆不高. 对无法进行手术或放弃手术的患

者, 包括存在身体各器官严重功能障碍, 肿瘤

浸及周围组织或转移者, 因自身条件有限放弃

手术者等, 进行介入治疗、放疗、化疗、射频

消融等非手术治疗后发现效果有限, 治疗后的

生存率未得到大的改善. 那么, 是否存在更为

有效而又实用的方法呢? 基因治疗是目前尚未

在临床广泛应用而又极具前景的治疗方法之

一, 所以, 我们尝试从相关基因入手, 牛磺胆酸

钠转运蛋白(sodium/taurocholate cotransporting 
polypeptide, Ntcp )基因与胆汁酸重吸收关系密

切[1-3], 而胆汁酸如果淤积, 则可能形成结石, 进
而可能导致胆管及肝脏组织的恶变, 那么其在

肝癌组织中有无表达呢? 表达情况又如何呢? 
所以, 本项目拟以Ntcp为研究对象, 分析其在

肝癌大鼠肝细胞中的表达状况, 尝试为肝癌治

疗提供新的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠(♂、体质量160 g±8 g)60
只(购自泸州医学院动物实验中心), 随机分为

2组, 每组30只: 普通饮食对照组(简称对照组)
予以普通饮食、二乙基亚硝胺(DEN)饮食实

验组(简称实验组)予以含DEN饮水. 入选前大

鼠无其他疾病存在. 主要仪器有冰冻切片机, 
HFsafe生物安全柜, 显微摄像系统(PM-10A)
等; 主要试剂有Western blot试剂盒(购自大连

宝生物TaKaRa工程有限公司), Ntcp单克隆抗

体(购自CHEMICON公司, 美国)等.
1.2 方法 首先制备肝癌大鼠模型, 实验组饲以

含DEN饮水, 连续12 wk后改为自由饮水. 对照

组, 自由进食及饮水. 每天观察动物的精神状

态、饮食状况及皮毛的变化等一般情况. 于
实验第8、16、20周, 分别取出模型组动物各

2、2、2只, 剖腹观察肝脏情况, 记录肝脏的大

小、质地、形态等的变化情况. 经病理检查证

实建立肝癌大鼠模型成功后, 取对照组和实验

组肝脏组织: (1)石蜡切片后用免疫组织化学

SP(streptavidin-perosidase)法检测两组模型肝脏

组织的Ntcp蛋白表达情况; (2)Western blot法检

测两组模型肝脏组织的Ntcp蛋白表达的强度. 
Quantity One软件计算比较Western blot产物条

带与β-actin条带的光密度的相对比值, 通过分

析, 最终得出其在肝脏组织中表达相对含量. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行

分析, 统计学方法测得数据用mean±SD表示, 
判断组间差异采用t检验及χ2检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

■相关报道
Ve l o s o  A l v e s 
Pereira等发现了
初 级 胆 汁 酸 可
以 抑 制 牛 磺 胆
酸 钠 转 运 蛋 白
(sodium/tauroch-
olate cotransporting 
polypeptide, Ntcp)-
调控的丁型肝炎
病毒进入肝细胞, 
提示胆汁酸池的
调节可以影响肝
细胞中丁型肝炎
病毒的感染.
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2  结果

2.1 一般情况 实验组大鼠自第5周开始, 进食开

始出现减少的情况, 部分大鼠体质量与对照组

相比降低明显, 喂食至20 wk后死亡2只. 对照

组大鼠饮食情况及身体情况较好, 未出现死亡

病例. 20 wk后经病理检查证实已建立肝癌大

鼠模型(图1). 
2.2 免疫组织化学SP法染色结果 光学高倍(100
倍及200倍)物镜下: 肝脏组织中Ntcp蛋白出现

黄色染色颗粒为阳性细胞(绿色箭头所指). 每
张切片随机选取6个视野, 每个视野内观察80
个细胞, 阳性细胞≥10%为阳性, 否则为阴性. 

χ2检验显示: 实验组N tcp蛋白表达阳性率为

76.3%, 对照组N tcp蛋白表达阳性率为25.7%, 
他们之间的差异有统计学意义(χ2 = 10 .62 , 
P <0.05)(图2). 
2.3 Wes t e rn b lo t法检测结果 我们发现, 在
51 kDa处出现了Ntcp蛋白表达, 利用Quantity 
One软件, 我们得到实验组N tcp蛋白表达较

高(0.775±0.016), 对照组N tcp蛋白表达较低

(0.253±0.011); Ntcp蛋白在对照组和实验组中

表达差异有统计学意义(P <0.05)(图3). 

3 讨论

在消化系恶性肿瘤中, 包括肝癌、胃癌、胰腺

图  1  病理检查证实肝癌大鼠模型建立. A: 大鼠肝癌组织剖面图; B: 200倍物镜下所显示的肝癌组织情况, 可见核分裂

的肿瘤细胞(图中绿色箭头所指)(×200).

A B

图  2  免疫组织化学结果. A: Ntcp基因实验组, Ntcp蛋白在实验组中的阳性表达(×100); B: Ntcp基因对照组, Ntcp蛋白

在对照组中的阳性表达(×100); C: Ntcp基因实验组, Ntcp蛋白在实验组中的阳性表达(×200); D: Ntcp基因对照组, Ntcp

蛋白在对照组中的阳性表达(×200). 绿色箭头所指即为Ntcp蛋白. Ntcp: 牛磺胆酸钠转运蛋白. 

A B

C D

■创新盘点
本文从肝癌相关
基 因N t c p 入 手 , 
初步发现了Ntcp
在肝癌组织中的
表达状况 ,  为肝
癌治疗找寻新的
思路.
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癌等等; 肝癌是恶性程度较高的肿瘤之一, 虽
然长时间的基础研究和临床实践为肝癌的诊

治积累了大量的经验, 但目前肝癌的发病机

制、病理生理变化、内环境等的改变过程尚

不是完全明确, 目前考虑其发病是各种因素、

各种条件综合作用的结果、中间变化发展可

能涉及一系列基因、受体、信号传递介质等

的改变, 其步骤变化多而繁杂, 所需时间和过

程均较长, 不同的影响条件和不同的状况改变

均可能对此过程产生较多影响. 就目前而言, 
已经明确的情况是, 乙型肝炎病毒和丙型肝炎

病毒感染、肝硬化、亚硝胺类物质、黄曲霉

素、一些特殊的药物等都与肝癌发病相关, 但
变化的过程、经历的时间、具体的信号传递

等并不明确. 由于经过研究发现肝癌可能是各

种因素和条件积累并相互作用后出现的结果, 
所以目前的治疗存在困难. 就从目前治疗方法

来看, 早期的肝癌, 包括微小肝癌、小肝癌、

局限于部分叶、段的肝癌可以行根治性的手

术切除, 但如果肿瘤发生周围组织浸润或转移, 
在身体多个器官或组织发现病灶, 那么手术则

可能无法完全切除, 不能再作为首要考虑的治

疗方法, 而射频消融、灌注化疗、放疗、介入

栓塞等治疗方法效果有限, 即便是进行了上述

的治疗, 肝癌在治疗后复发率和转移率也较高, 
5年生存率并未达到理想的结果. 所以, 由于上

述原因, 我们不断进行思考和探索, 能不能找

到一种行之有效的办法呢? 而目前, 基因治疗

是一种尚未广泛应用于临床但又极具前景和

挑战性的治疗方案, 可能让肝癌的治疗方法产

生较为明显的重要的变化, 因此, Ntcp基因进

入了我们的思考范围并在此前提下我们设计

了上述的对比试验, 以期能发现一些与肝癌相

关的变化[4-6]. 
我们已进行实验发现在肝癌大鼠中存

在法尼基衍生物X受体(farnesyl derivatives X 
receptor, FXR)基因, 并且其在肝脏中的表达减

弱, 那么, 作为FXR的靶基因, Ntcp在肝癌大鼠

肝组织中是否出现了相似的变化, 其作用是增

强还是减弱, 继续引导我们深入研究和思考[7,8]. 
Ntcp是一种具有胆酸转运功能的多肽类物质, 
通常表达在人肝细胞表面, 对胆汁酸盐的排

泄、胆汁酸盐浓度的稳定具有重要作用、而

更重要的是, 在胆汁酸盐的肠肝循环胆汁酸重

吸收过程中, 其更是不可或缺的. 胆汁酸的肝

肠循环需要各种转运体的配合和相互调节来

完成, 胆汁酸首先由肝细胞合成, 接下来胆汁

酸在胆盐输出泵(bile salt export pump, Bsep)作
用下主动分泌后转运至肠道[9,10], 当被排入小

肠后结合胆汁酸约95%通过顶端钠依赖胆汁

酸转运蛋白(apical sodium-dependent bile acid 
transporte, ASBT)、细胞内胆汁酸结合蛋白

和基侧膜的终末腔面钠盐依赖的胆汁酸转运

体(terminal apical sodium-dependent bile acid 
transporter, tASBT)被重吸收, 其中的80%的胆

汁酸在N tcp协助下被摄入肝细胞内并再次被

分泌到胆汁中形成胆汁酸的肠肝循环[11,12]. 而
如果Ntcp功能紊乱导致胆汁重吸收出现紊乱, 
则可能出现肝内胆汁淤积, 而由于胆汁淤积, 
则可能出现胆固醇、胆色素等在肝内胆管的

沉积, 从而形成结石, 而肝内胆管结石的长期

存在, 正是我们目前了解的可能产生胆管细胞

性肝癌的原因之一. 所以, Ntcp基因是否表达, 
以及表达的情况是我们所关注的和了解的重

点[13,14]. 
我们通过设计试验并观察发现, 经过20 wk

时间含DEN饮水的喂养成功建立肝癌大鼠模

型, 在试验中使用免疫组织化学、Western blot
等方法进行试验和检测后, 证实了肝癌大鼠的

肝脏组织中Ntcp基因出现了显而易见的变化, 
表达显著增强, 较对照组有明显的增多, 该情

况也就说明肝癌时胆汁酸的肠肝循环出现了

变化, 重吸收开始增多, 出现了较为显著的加

强, 由此我们初步考虑如果胆汁酸进入肠道增

加, 则会伴随Ntcp基因表达增强[15], 从而加快

胆汁酸的重吸收, 维持胆汁酸浓度的稳定, 而
肝癌时则出现了胆汁酸的重吸收大幅度增强, 
已超过了正常肝细胞的代偿范围, 因此导致肝

细胞出现转化. 在目前所用治疗肝癌的药物广

泛存在不同种类的问题, 可能无法完全达到治

疗目的、效果不明显, 药物服用时间偏长、胃

肠道反应大, 患者可持续接受性差等缺点, 而
这些情况阻碍了其作为临床治疗药物的普遍

应用, 但目前所研究的药物中尚无可直接作用

β-actin

Ntcp

1          2          3         4          5

图  3  Western blot结果. 1, 2: 实验组; 3-5: 对照组. Ntcp: 

牛磺胆酸钠转运蛋白.

■应用要点
通 过 初 步 发 现
Ntcp在肝癌大鼠
肝组织中的表达
状况 ,  为进一步
寻找作用于Ntcp
基因的药物打下
基础 ,  从而改善
目前肝癌治疗的
局限性. 
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于肝癌相关基因又可在临床广泛应用、且不

良反应较小的药物. 由此, Ntcp基因表达变化

的发现, 可能为基础研究和临床治疗肝癌提供

新的药物治疗靶点[16,17], 找到不同于以往的新

的治疗方法和治疗方向. 
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■同行评价
肝癌是高致命性
癌症 .  本研究建
立肝癌大鼠模型, 
通过免疫组织化
学及Western blot
检测了Ntcp在肝
癌大鼠肝脏肿瘤
及正常大鼠肝脏
组织中的表达情
况 ,  探索肝癌治
疗 的 潜 在 靶 点 , 
有一定的研究价
值及意义.
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■背景资料
磷 脂 酰 肌 醇 3 -
激 酶 / 蛋 白 激 酶
B(PI3K/AKT)信
号通路过度激活
与各类肿瘤的发
生 发 展 密 切 相
关 .  第10号染色
体缺失并与张力
蛋白同源磷酸酶
(phosphatase and 
tensin homolog 
deleted on chromos-
ome 10, PTEN)能
够阻止4,5-二磷
酸 磷 脂 酰 肌 醇
(phosphatidylinosi-
tol 4,5-bisphosphate, 
PIP2)向PIP3的转
化, 负性调控PI3K/
AKT信号转导途
径, 介导细胞凋亡, 
发挥抑癌作用. 
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Abstract
AIM: To examine the effect of epidermal growth 
factor (EGF) on the insulin-PI3K signalling 
pathway and the potential mechanism involved.

METHODS: HepG2 cells were cultured in 
Dulbecco’s modified Eagle’ s medium (DMEM) 

containing 10% fetal calf serum with the 
addition of L-glutamine. After overnight serum 
starvation, cells were stimulated with EGF or 
insulin for different periods of time. Cell protein 
expression was determined by Western blot.

RESULTS: Insulin stimulation caused Akt 
phosphorylation in HepG2 cells. Prestimulation 
with epidemimal growth factor for 30 min 
had no significant effect on PI3K signalling. 
In contrast, prestimulation with EGF for 4 h 
inhibited insulin induced activation of p-Akt. 
When cells were transfected with phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome 
10 (PTEN) mutant C124S or N-terminal deleted 
p85, EGF induced inhibition of phospho-Akt 
was reversed.

CONCLUSION: Interaction between EGF 
and insulin inhibits PI3K-Akt activation. The 
underlying mechanism involves PTEN and 
regulatory subunit p85. Mutations of PTEN and 
p85 reverse the inhibition.  

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
PI3K/Akt信号通
路是极其重要的
细胞活性信号通
路 ,  与细胞的代
谢 、 存 活 、 增
殖 等 密 切 相 关 . 
PI3K/Akt信号通
路有两个基本的
负 向 调 节 因 子 , 
即PTEN和p85 , 
这两个分子的调
节异常与肿瘤形
成密切相关. 

f ac tor, EGF)对胰岛素-磷脂酰肌醇3-激酶
(PI3K)信号通路的影响及其可能涉及的机制. 

方法: 肝癌细胞系HepG2用含10%胎牛血清
的DMEM培养. 细胞刺激试验前过夜血清饥
饿, EGF和胰岛素刺激不同的时间, 裂解细胞
后提取蛋白, Western blot检测相关信号蛋白
水平. 

结果: 胰岛素可以导致肝癌细胞系蛋白激酶
B(Akt)的磷酸化. 当EGF短时间刺激后, 胰岛
素对PI3K信号通路的调节没有受到明显的
影响. 当EGF刺激4 h后, 胰岛素对Akt的激活
效应受到抑制, 而当HepG2细胞转染质粒磷
酸酶域突变型质粒pSvEGFP-PTEN C124S或
PI3K调节亚基的p85 N末端缺失序列p50后, 
EGF预先刺激产生的对Akt的抑制效应消失. 

结论: EGF和胰岛素的相互作用对肝癌细胞
PI3K-Akt信号通路具有抑制效应, 其抑制机
制涉及到PTEN和调节亚基p85. 当两基因突
变后, 这种抑制作用则消失. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 在H e p G细胞上, 表皮生长因子对

胰岛素-磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)信号通路的

影响具有时间效应, 即短时促进作用, 长时抑

制作用 .  这种时间效应的关键调节点可能是

PTEN-p85间的相互作. 

胡先福, 叶火旺, 信思易, 何济满, 郭文. 表皮生长因子对
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0  引言

磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)信号

通路作为细胞内重要的活性信号通路, 与细胞

存活、凋亡密切相关, 其过度激活与各类肿瘤

的发生发展密切相关[1,2], 而过于抑制则与胰岛

素(Insulin)抵抗类疾病紧密相连[3,4]. 
Ⅰ类PI3K由调节亚基p85和催化亚基p110

构成, 调节亚基调节催化亚基的催化活性, 进
而介导下游Akt、GSK等信号分子和其他多

条信号通路, 调控细胞生长和增殖、运动和侵

袭、存活和凋亡及新生血管的生成等多种细

胞活动[5,6]. 许多激素或细胞因子可以激活该信

号通路, 例如表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)、Insulin等. PTEN, 即第10号染色

体缺失并与张力蛋白同源磷酸酶(phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome 10), 
是该信号通路的主要负调控因子[7,8]. PTEN具

有脂质磷酸酶和蛋白磷酸酶的双重磷酸酶活

性, 其抑癌作用的发挥主要是通过脂质磷酸酶

活性, 抑制PI3K活性信号通路. PTEN基因在多

种恶性肿瘤组织中存在着不同程度的突变或

丢失[9]. 
EGF和Insulin在体内常常同时存在. 他们

间的相互作用对肝细胞活性信号通路P I3K/
Akt的影响还不清楚. 本文通过人肝癌细胞系

HepG2研究EGF对Insulin的作用及对PI3K/Akt
信号通路的影响机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞系HepG2细胞株购自中国

科学院昆明细胞库; 质粒磷酸酶域突变型质粒

pSvEGFP-C124S和p50[SH2(C+N)]均由英

国YorK大学Mike Sharrard教授赠送; E. coli
(DH5α)购自广州威佳科技有限公司; 脂质体

转染试剂LipofectamineTM2000购自Invitogen公
司; DMEM高糖培养基与胎牛血清均购自美国

Gibco公司; BCA蛋白检测试剂盒和化学发光

增强剂(ECL)试剂盒均购自上海碧云天生物技

术有限公司; 聚偏二氟乙烯膜(PVDF)购自美

国Millipore公司; 重组人Insulin注射液(优必林)
购自美国Lilly公司; Recombinant Human EGF
购自美国PeproTech公司; p-Akt(Ser473)购自

Santa Cruz; PTEN购自Enzo; p85购自Millipore; 
GAPDH、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠

IgG、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG均

购自北京中杉金桥. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株HepG2细胞于含

10%胎牛血清的DMEM培养基、37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中培养. 待细胞贴满瓶底后用0.25%
胰酶进行消化, 按照1∶3或1∶4的比例传代、

铺板. 
1.2.2 细胞转染: 将HepG2细胞种植于12孔板, 
待细胞融合60%-70%时, 按LipofectamineTM 

2000说明书中的转染程序 ,  分别将突变型

pSvEGFP-C124S或p50[SH2(C+N)]转染入细胞. 

■相关报道
P I 3 K 调 节 亚 基
p85α可以通过N
末端的SH3/BH结
构域与PTEN结
合, 激活PTEN的
脂质磷酸酶活性. 
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1.2.3 蛋白提取: (1)非转染实验:待细胞融合至

80%-90%时, 移去10%胎牛血清培养基, 予无

血清DMEM培养基饥饿12 h, 按照实验方案

予EGF(0.3 μg/mL)或Insulin(0.15 IU/mL)刺激, 
RIPA裂解液裂解收集细胞提取蛋白; (2)转染实

验: 待转染共48 h后, 按照实验方案裂解前4 h、
30 min予EGF(0.3 μg/mL), 裂解前10 min每组

一半的孔加Insulin(0.15 IU/mL)刺激, RIPA裂

解液裂解收集细胞提取蛋白. 
1.2.4 Western blot检测p-Akt水平: 收集上述细

胞裂解混悬液于4 ℃ 12000 g离心30 min, 取上

清用BCA法测定蛋白浓度. 取等量蛋白进行

SDS-PAGE电泳并转位到PVDF膜上, 最后采用

ECL化学发光法检测. 具体步骤及实际配方参

见参考文献[10]. 
统计学处理 数据以mean±SD标示, 采

用SPSS13.0统计软件分析. 两组间比较方差

齐性时采用两独立样本t检验, 方差不齐采用

Satterthwaite近似t检验; 各组间比较采用方

差分析(One-Way ANOVA), 多重比较方差齐

性采用LSD检验, 以P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 Insulin和EGF可体外激活HepG2细胞PI3K/
Akt信号通路 本文利用人肝癌细胞系HepG2为
研究模型. 当用Insulin刺激细胞后, 与Control

组(0.68±0.18)相比, Insulin组(3.47±0.28)的
p-Akt表达明显上调(P <0.000), 这是体内正常

的生理现象(图1). 本文再用EGF刺激HepG2细
胞, 与Control组(1.11±0.22)相比, EGF组(2.93
±0.23)的p-Akt表达明显上调(P  = 0.001), 这也

是体内正常的生理现象(图1). 
2.2 EGF对Insulin的抑制作用 本文进一步在

HepG2细胞上研究了EGF和Insulin间的相互作

用. EGF分别刺激30 min或4 h, 而Insulin分别刺

激10 min. 同样是Insulin刺激10 min, EGF提前

刺激4 h(1.07±0.25)与无EGF刺激(1.70±0.17)
或EGF刺激30 min(2.04±0.17)相比, p-Akt信号

水平均显著降低(P  = 0.019, P  =0.001), 这说明

长时间的EGF刺激对Insulin作用产生抑制效应

(图2).
2.3 抑癌基因PTEN 突变效应 为了研究图2中
的机制, 本文研究了该信号通路的负调控因子

PTEN的作用. 结果显示, 转染突变型pSvEGFP-
C124S质粒后, EGF和Insulin的处理方式虽然和

图2中的一样, 但4 h EGF+Insulin组(0.95±0.17)
与Insulin组(0.67±0.19)相比, p-Akt水平差异无

统计学意义(P  = 0.089)(图3).
2.4 p85序列缺失效应 本文进一步研究PI3K
调节亚基p85的变异对该信号通路的影响. 结
果显示, 转染p85 N末端序列缺失的p50后, 4 h 
EGF+Insulin组(0.41±0.11)与Insulin组(0.35
±0.06)相比, p-Akt水平差异无统计学意义(P  

Insulin(10 min)          -                  + 

p-Akt

GAPDH

A C
EGF(10 min)           -                    + 

B

Control             Insulin

4

3

2

1

0

p-
Ak

t/
G

AP
D

H

D

Control                EGF

3

2

1

0

p-
Ak

t/
G

AP
D

H

图  1  HepG2细胞予以10 min Insulin和EGF刺激, 提取细胞总蛋白, Western blot检测p-Akt. A: Insulin刺激后的

Western blot检测结果; B: 图A对应的灰度图; C: EGF刺激后的Western blot检测结果; D: 图C对应的灰度图. bP<0.01 vs  

control(GAPDH为内源性对照). Insulin: 胰岛素; EGF: 表皮生长因子; Akt: 蛋白激酶B. 

b b

■创新盘点
本 文 研 究 了 表
皮 生 长 因 子
(epidermal growth 
factor, EGF)对胰
岛素(Insulin)的
抑制作用是否与
p85的介入有关. 
研 究 结 果 显 示 , 
当调节亚基p85 
N末端的SH3/BH
结 构 域 缺 失 后 , 
EGF对Insulin的
抑 制 作 用 丧 失 . 
提示PTEN-p85间
的相互作用在维
持Insulin信号通
路稳态方面的重
要作用. 

■应用要点
PTEN-p85在维持
PI3K/AKT信号
通路稳态方面的
重要作用 ,  避免
了Akt的持续活
化 ,  可能是肿瘤
形成的关键调节
点, PTEN-p85有
望成为新的抗肿
瘤靶点. 
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= 0.454)(图4).

3  讨论

通过以人肝癌细胞系HepG2为研究模型, 本文

发现, EGF长时间(几个小时)刺激对Insulin具
有抑制效应. 而当该信号通路的负调控因子

PTEN或PI3K调节亚基p85突变后, 这种抑制效

应则消失. 
P T E N在维持正常的物质代谢和内环境

稳态及细胞的多种生命活动中具有重要的功

能, 参与细胞的生长、聚集、黏附、迁移及

凋亡以及血管的生成, 然而其确切机制尚未

完全[11,12]. PTEN的N末端磷酸酶结构域的第

123-130位氨基酸为N末端核心, 具有蛋白磷

酸酶和脂质磷酸酶的双重磷酸酶活性, 能使

磷脂及蛋白质脱磷酸化, 而其抑癌作用的发

挥主要是通过脂质磷酸酶活性, 该磷酸酶核

心内的点突变可导致PTEN蛋白的脂质磷酸

酶或蛋白磷酸酶活性丧失[9,13]. PTEN能够阻

止4,5-二磷酸磷脂酰肌醇(phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate, PIP2)向3,4,5-三磷酸磷脂酰

肌醇(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate, 
PIP3)的转化, 负性调控PI3K/Akt信号转导途

径, 诱导Caspase9及P27等蛋白活性, 抑制周期
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图  2  裂解前4 h、30 min予EGF, 裂解前10 min加Insulin刺
激, 提取细胞总蛋白, Western blot检测p-Akt. A: Western 

blot检测结果; B: 图A第2、4、6泳道对应的灰度图. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  4 h EGF+Insulin(GAPDH为内源性对

照). EGF: 表皮生长因子; Insulin: 胰岛素; Akt: 蛋白激酶B. 
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图  3  HepG2细胞转染C124S后, EGF提前刺激4 h的Akt磷
酸化水平已经不再降低, 甚至有微弱的提高. A: Western 

blot检测结果; B: 图A第4、6、8泳道对应的灰度图. EGF: 

表皮生长因子; Insulin: 胰岛素; Akt: 蛋白激酶B.
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图  4  HepG2细胞转染p50后, EGF提前刺激4 h的Akt磷酸
化水平同样不再降低. A: Western blot检测结果; B: 图A第

4、6、8泳道对应的灰度图. EGF: 表皮生长因子; Insulin: 

胰岛素; Akt: 蛋白激酶B. 

■名词解释
pSvEGFP-C124S: 
PTEN核心区域
的第124位半胱
氨酸被丝氨酸取
代 ,  导致磷酸酶
活 性 完 全 丧 失 ; 
p50[SH2(C+N)]: 
P I 3 K 调 节 亚 基
p 8 5  N 末 端 的
SH3/BH结构域
缺失. 
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素依赖性激酶(cyclin-dependent kinase, CDK)
活性从而使细胞周期停滞在G1期, 介导细胞凋

亡, 发挥抑癌作用[14]. 我们的结果显示, PTEN
的这些调控作用受到激素或细胞因子间相互

作用的影响, 提示我们研究抑癌基因PTEN的

作用时需要结合体内具体的生理状态. 
PTEN的PDZ-BD结构域能够通过与其他

蛋白的相互作用, 增强PTEN的磷酸酶活性[9]. 
最近的研究[15]报道显示, 调节亚基p85α可以通

过N末端的SH3/BH结构域与PTEN结合, 激活

PTEN的脂质磷酸酶活性. 基于我们实验室的

前期发现, 我们研究了EGF对Insulin的抑制作

用是否也与p85的介入有关. 我们的研究结果

显示, 当调节亚基p85 N末端的SH3/BH结构域

缺失后, EGF对Insulin的抑制作用丧失. 
在人体内无时无刻都存在着各种各样的

激素和细胞因子, 他们当中有许多都可以激活

PI3K/Akt信号通路. 本部分实验在细胞水平验

证了EGF对Insulin/PI3K/Akt信号通路的调节

特点, 并发现了PTEN-p85这个关键调节点. 那
么其他激素和细胞因子之间的调节效应是否

也与EGF对Insulin的作用相类似? 他们之间的

相互调节是否也是通过PTEN-p85这个关键调

节点实现的? 我们正开展进一步的相关研究. 
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■同行评价
本文利用人肝癌
细胞系HepG2为
研究模型证明了
EGF对Insulin的
作 用 有 抑 制 效
应 ;  而当该信号
通路的负调控因
子PTEN或PI3K
调节亚基p85突
变后 ,  这种抑制
效应则消失 ,  说
明EGF对Insulin
的抑制效应可能
与 负 调 控 因 子
PTEN或PI3K调
节亚基p85有关. 
研 究 较 为 深 入 , 
内容新颖、设计
合理 ,  具有很好
的学术价值和可
读性. 



■背景资料
胃癌患者的营养
不良发生率很高, 
营养不良患者的
术后病死率、并
发症的发生率和
住院时间均高于
营养状况良好者. 
人体成分分析对
于手术患者的营
养状况和预后评
判有重要参考意
义 .  本研究探讨
胃癌患者放疗期
间人体成分的变
化 ,  以期为胃癌
患者的营养干预
提供合理的理论
依据. 
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Abstract
AIM: To study changes in body composition 
during radiotherapy for gastric cancer and 
explore the relationship between nutrition risk 
screen 2002 (NRS-2002) and changes in body 
composition. 

METHODS: From June 2013 to June 2014, 40 
patients with gastric cancer received radioth-
erapy in Department of Radiation, Shanghai 
Cancer Center. Body composition was evaluated 
during radiotherapy using multifrequency 
bioelectrical impedance analysis. 

RESULTS: There were significant differences 
for changes in current weight (CW), body mass 
index (BMI), weight loss, fat mass index (FMI), 
fat-free mass index (FFMI), and body cell mass 
(BCM) during radiotherapy(P < 0.05). There 
was no significant difference in skeletal muscle 
mass (SM) or phase angle (PA) (P > 0.05). 
Changes in weight, FFMI, SM, and PA during 
radiotherapy significantly differed between 
patients with nutritional risk and those 
without. 

CONCLUSION: Nutritional deterioration 
was found during radiotherapy and body 
composition was significantly decreased in 
patients with nutritional risk. It is very important 
to make rational nutritional plan and intervene 
effectively for gastrointestinal cancer patients. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
生物电阻抗(bioe-
lectrical impedance 
analysis, BIA)是
评估人体成分安
全 无 创 的 方 法 . 
近年来研究表明, 
人体成分分析对
于手术患者的营
养状况和预后评
判有重要参考意
义 ,  尤其在评价
消化系、肺、胸
膜和输尿管等肿
瘤患者的人体组
成和营养状况方
面很有价值.

摘要
目的: 本研究探讨进展期胃癌患者放疗期间
的人体成分变化及其与营养风险筛查评分
值(nutrition risk screen 2002, NRS-2002)之间
的相关性. 

方法: 采用前瞻性的方法, 以2013-06/2014-06
在复旦大学附属肿瘤医院放疗科40例胃癌
患者作为研究对象. 采用生物电阻抗方法分
析患者放疗期间人体成分的变化, 同时进行
营养风险筛查及评估. 

结果: 放疗期间随着观察时间的变化, 体质
量(current weight, CW)、体质量指数(body 
mass index, BMI)、体质量丢失(we igh t 
loss)、脂肪组织指数(fat mass index, FMI)、
去脂组织指数(fat-free mass index, FFMI)及
体细胞量(body cell mass, BCM)差异均有统
计学意义(P <0.05), 骨骼肌量(skeletal muscle 
mass, SM)及相位角(phase angle, PA)差异
均无统计学意义(P >0.05); 无营养风险组(A
组)26例, 有营养风险组(B组)14例, 两组在放
疗期间体质量丢失, 去脂组织指数, 骨骼肌
量, 相位角等人体成分指标变化差异有统计
学意义(P <0.05). 

结论: 胃癌患者在放疗期间营养状况有不同
程度的损伤, 且有营养风险的患者人体成分
指标明显下降, 因此, 对放疗期间的患者进
行营养风险筛查以及对营养风险的患者实
施营养干预极为重要. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 胃癌患者在放疗期间营养状况有不

同程度的损伤, 且有营养风险的患者人体成分

指标明显下降, 因此, 对放疗期间的患者进行营

养风险筛查以及对营养风险的患者实施营养干

预极为重要. 
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0  引言

肿瘤患者常存在营养不良, 约有40%的患者在

确诊时已经出现不同程度的营养不良. 胃癌患

者由于肿瘤所在位置的特殊性, 其营养不良的

发生率较其他肿瘤患者更高. 有研究[1]发现, 营
养不良患者的术后病死率、并发症的发生率

和住院时间均高于营养状况良好者. 生物电阻

抗(bioelectrical impedance analysis, BIA)是评

估人体成分安全无创的方法. 近年来研究[2]表

明, 人体成分分析对于手术患者的营养状况和

预后评判有重要参考意义, 尤其在评价消化

系、肺、胸膜和输尿管等肿瘤患者的人体组

成和营养状况方面很有价值[3]. 因此, 本研究旨

在探讨胃癌患者放疗期间人体成分的变化, 并
研究与营养风险筛查(nutrition risk screen 2002, 
NRS-2002)评分值之间的相关性, 从而为胃癌

患者的营养干预提供合理的理论依据. 

1 材料和方法

1.1 材料 以2013-06/2014-06在复旦大学附属肿

瘤医院放疗科住院行放疗的40例胃癌患者作

为研究对象. 其中, 男23例, 女17例, 年龄55.2
岁±11.03岁. 入选标准: (1)经病理检查确诊为

胃癌, 已行根治性手术; (2)知晓病情; (3)具有

良好的理解及沟通能力; (4)自愿参与本研究. 
排除标准: (1)合并其他肿瘤; (2)肿瘤复发; (3)
心、肺、肾、肝功能不全者; (4)代谢性疾病

者. 所有纳入研究的患者均取得知情同意. 所
有研究对象在基线调查时进行营养风险筛查, 
NRS-2002评分值<3分为无营养风险, 分为无

营养风险组(A组), NRS-2002评分值≥3分为有

营养风险, 分为有营养风险组(B组). 
1.2 方法

1.2.1 营养风险筛查: 应用欧洲肠外肠内营养

学会(European Society of Parenteral Enteral 
Nutrition, ESPEN)推荐的筛查工具NRS-2002
进行营养风险筛查, 由专业调查人员对所有对

象进行一般情况调查、人体测量及问诊, 填写

营养风险筛查表格. 
1.2.2 人体测量: 患者身高(height)测量精确到

0.1 cm(赤足), 体质量(weight)精确到0.1 kg(赤
足). 体质量指数(body mass index, BMI)(kg/m2) 
= 体质量/身高2; 体质量丢失(weight loss)(%) = 
(通常体质量-目前体质量)/以往体质量×100. 
放疗前测量1次, 放疗开始后每周固定时间测

量1次, 共测量6次. 
1.2.3 人体成分分析: 采用韩国Biospace InbodyS10
人体成分分析仪进行人体成分检测. 测量指

标包括脂肪组织(fa t mass, FM)、去脂组织
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■相关报道
BIA是目前临床
测量人体成分分
析 的 常 用 技 术 , 
在所观察的人体
成分指标中 ,  体
细胞量(body cell 
mass, BCM)和去
脂组织(free fat 
mass, FFM)通常
被认为是评价营
养不良最有意义
的指标. BCM是
细 胞 内 液 体 和
蛋 白 质 的 总 和 , 
FFM指人体所有
的无脂组织 ,  包
括骨骼肌和水分.

(free fat mass, FFM)、体细胞量(body cell mass, 
BCM)、骨骼肌量(skeletal muscle mass, SM)及
相位角(phase angle, PA)等. 所有研究对象测量

前2 h禁食, 平卧5 min开始测量, 测量前用酒精

将皮肤和电极接触点擦湿. 本研究的人体成分

仪器测定均由专人经过统一培训后进行操作. 
同人体测量时间. 

脂肪组织指数(fat mass index, FMI), 去脂

组织指数(fat-free mass index, FFMI)均用以下

公式计算: FFMI(kg/m2) = FFM(kg)/height2(m2), 
FMI(kg/m2) = FM(kg)/height2(m2)[4]. 

统计学处理 应用SPSS13.0软件对数据进

行统计学分析. 测量方法采用重复测定方差分

析, 分别进行组内比较及组间比较, 测量值用

mean±SD表示, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 基本资料 研究对象基线资料如表1所示, 共
40例胃癌患者纳入本研究, 其中男23例, 女17
例, 年龄55.2岁±11.03岁. 身高和体质量分别

为: 1.66 cm±0.09 cm和59.5 kg±11.2 kg, BMI
为21.53 kg/m2±3.05 kg/m2. 除身高, 体质量男

性与女性之间差异有统计学意义(P <0.05)外, 
其他差异均无统计学意义(表1). 如表2所示, A
组26例, B组14例. 除体质量、BMI在A组和B

组之间差异有统计学意义外, 其他差异均无统

计学意义. 
2.2 放疗期间人体成分变化 如表3所示, 放疗期

间随着观察时间的变化, 体质量(current weight, 
CW)、BMI、体质量丢失、FMI、FFMI、
BCM差异均有统计学意义(P <0.05), SM及PA
差异均无统计学意义(P >0.05). 
2.3 有无营养风险与人体成分变化的相关性 
如表4所示, A组与B组在放疗期间人体成分

变化整体都呈下降趋势, B组人体成分各指标

低于A组. CW、BMI、体质量丢失、FFMI、
S M、PA在两组间比较, 差异有统计学意义

(P <0.05). 如图1所示, 两组在放疗期间体质量

的平均变化分别为: 3.53 kg±1.67 kg和5.53 kg
±1.08 kg(P  = 0.01); FFMI在放疗期间的平均

变化分别为: 2.49 kg/m2±2.91 kg/m2和3.05 
kg/m2±1.97 kg/m2(P  = 0.04); SM在放疗期间

的平均变化分别为1.33 kg±6.83 kg和2.44 kg
±4.49 kg(P  = 0.05); PA在放疗期间的平均

变化分别为: 2.47±12.19和4.53±14.57(P  = 
0.04). 两组在放疗期间FMI和BCM的平均变

化差异无统计学意义, 分别为: 5.33 kg/m2±

13.54 kg/m2和4.65 kg/m2±16.49 kg/m2(P  = 
0.921), 4.28 kg±5.77 kg和3.85 kg±2.27 kg(P  
= 0.862). 

     一般资料 合计 男 女 P 值

人数 40 23 17

年龄(岁)   55.20±11.03 57.93±9.18   50.78±12.89 ≥0.05

身高(m)   1.66±0.09   1.72±0.06   1.56±0.04 <0.05

体质量(kg)   59.50±11.27   63.50±11.68 52.89±6.81 <0.05

BMI(kg/m2) 21.53±3.05 21.43±3.04 21.53±3.05 ≥0.05

BMI: 体质量指数. 

表  1  研究对象基本情况 (mean±SD)

     一般资料 合计 A组 B组 P 值

人数 40 26 14

年龄(岁)     55.2±11.03 54.67±9.44   57.00±15.90 ≥0.05

身高(m)   1.66±0.09   1.66±0.10   1.65±0.07 ≥0.05

体质量(kg)     59.5±11.27   63.22±10.56 50.58±7.86 <0.05

BMI(kg/m2) 21.53±3.05 22.79±2.50 18.50±2.24 <0.05

A组: 无营养风险组; B组: 有营养风险组. BMI: 体质量指数. 

表  2  A组与B组基本情况 (mean±SD)
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■应用要点
本 研 究 采 用
韩 国 B i o s p a c e 
InbodyS10人体
成分分析仪进行
人 体 成 分 检 测 , 
旨在探讨胃癌患
者放疗期间人体
成分的变化 ,  并
研究与营养风险
筛查评分值之间
的相关性 ,  从而
为胃癌患者的营
养干预提供合理
的理论依据.

     变量    基线   1 wk   2 wk   3 wk   4 wk   5 wk  P 值

体质量(kg) 60.06±

11.27

59.56±

11.27

59.10±

11.29

58.75±

11.33

58.16±

11.29

57.71±

11.23

<0.01

BMI(kg/m2) 21.27±

  3.05

21.33±

  3.05

21.38±

  3.08

21.28±

  3.07

21.07±

  3.03

20.92±

  2.99

<0.01

体质量丢失(%)   0   0.86±

  0.16

  1.54±

  1.13

  2.07±

  1.55

  3.28±

  1.55

  4.03±

  1.76

<0.01

脂肪组织指数(kg/m2)   6.48±

  2.30

  6.43±

  2.12

  6.40±

  2.30

  6.46±

  2.38

  6.29±

  2.12

  6.02±

  2.02

<0.05

去脂组织指数(kg/m2) 15.30±

  1.66

15.13±

  1.66

15.08±

  1.65

15.17±

  1.67

15.11±

  1.68

14.95±

  1.61

<0.05

体细胞量(kg) 27.86±

  5.21

27.31±

  5.21

27.23±

  5.20

27.37±

  5.07

27.01±

  4.96

26.67±

  4.86

<0.05

骨骼肌量(kg) 39.78±

  7.49

39.58±

  7.49

39.46±

  7.48  

39.68±

  7.34

39.36±

  7.03

39.29±

  6.83

≥0.05

相位角(°) 5.39±

  1.03

  5.35±

  0.98

  5.31±

  1.03

  5.39±

  1.06

  5.29±

  0.94

  5.24±

  0.96

≥0.05

表  3  放疗期间人体成分变化 (mean±SD)

BMI: 体质量指数. 

3  讨论

目前大多数肿瘤的各阶段标准治疗都需要化

疗、放疗或者放化疗联合治疗的介入. 然而这

两种治疗方法都存在各自不可避免的不良反

应, 这些不良反应可直接或间接地进一步损害

患者的营养状态. 患者的营养状态和放、化疗

互为影响, 在放疗、化疗同时, 将难以避免地

产生急性和慢性毒性反应, 部分不良反应与营

养的摄取、吸收和利用障碍相关, 导致肿瘤患

者的营养不良. 而营养状态不良的患者倾向出

现更为严重的放化疗不良反应和较差的治疗

效果[5]. 因此, 我们前瞻性地观察了胃癌患者在
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图  1  A组与B组在放疗期间人体成分的平均变化率. A组: 无营养风险组; B组: 有营养风险组. A: 体质量; B: 去脂组织指

数; C: 骨骼肌量; D: 相位角.
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■同行评价
本文研究BIA分
析在胃癌患者放
疗期间营养评估
中的应用 ,  研究
结 果 显 示 人 体
成 分 指 标 如 骨
骼肌量(skeletal 
muscle mass)、
相 位 角 ( p h a s e 
angle)等均能作
为营养不良评价
的参考指标 .  本
研究选题切合实
际 ,  为后续研究
上述指标评价营
养不良的临界值
奠定基础. 

放疗期间人体成分的变化, 通过重复测定人体

成分, 探讨人体成分中评价营养状况最为合适

的指标, 并比较营养风险评分值与人体成分的

相关性, 为下一步实施营养干预提供依据. 
在本项研究中应用BIA观察A组和B组两

组患者在放疗期间人体成分的变化. BIA是目

前临床测量人体成分分析的常用技术, 在所

观察的人体成分指标中, BCM和FFM通常被

认为是评价营养不良最有意义的指标[6]. BCM
是细胞内液体和蛋白质的总和, FFM指人体

所有的无脂组织, 包括骨骼肌和水分. 研究[7]

表明, FFM的降低与营养不良和年龄有关, 而

且可作为肿瘤恶病质的风险因子. 但是, FFM
和FM会随着年龄、身高、体质量发生变化, 
很难确定研究对象是否属于高或者低FFM和

FM[8]. VanItallie等[9]表明未经身高校正的FFM
和FM不足以评估营养状况. Kyle等[8]研究发

现, FFMI和FMI不同于FFM和FM, 消除了身高

和体质量的影响, 而且设立了推荐范围. 近年

研究表明, FFMI和FMI在评价营养状况方面更

为准确. 因此, 本研究采用FFMI和FMI来评价

胃癌患者在放疗期间的营养状况. 本研究观察

显示, FFMI在放疗期间, 随着观察时间的变化, 
第1周开始下降, 第3周有上升, 之后又逐渐下

     变量 分组   基线   1 wk  2 wk  3 wk 4 wk  5 wk

体质量(kg)   A 63.62±

10.56

62.72±

10.56

62.28±

10.47

62.00±

10.42

61.41±

10.41

61.00±

10.32a

  B 50.58±

  7.86

50.58±

  7.86

49.58±

  8.28

49.00±

  8.34

48.42±

  8.13

47.83±

  7.88
BMI(kg/m2)

  A 22.79±

  2.50

22.61±

  2.50

22.45±

  2.50

22.35±

  2.48

22.13±

  2.46

21.99±

  2.40a

  B 18.49±

  2.24

18.30±

  2.24

18.18±

  2.41

18.06±

  2.42

17.87±

  2.32

17.72±

  2.28
体质量丢失(%)   A   0   0.81±

  0.13

1.35±

  1.07

  1.81±

  1.36

  2.90±

  1.45

  3.53±

  1.67a

  B   0   1.01±

  0.15

  2.11±

  1.19

  2.84±

  1.96

  4.42±

  1.37

  5.54±

  1.08
脂肪组织指数(kg/m2)

  A   7.02±

  2.30

  6.95±

  2.30

  7.04±

  2.32

  6.95±

  2.04

  6.78±

  2.08

6.50±

  2.01
  B   4.84±

  1.43

  4.77±

  1.43

  4.71±

  1.68

  4.86±

  1.60

  4.81±

  1.56

4.59±

  1.31
去脂组织指数(kg/m2)

  A 15.83±

  1.46

15.66±

  1.46

15.56±

  1.47

15.68±

  1.54

15.62±

  1.49

15.43±

  1.43a

  B 13.70±

  1.17

13.65±

  0.99

13.63±

  1.32

13.60±

  1.33

13.54±

  1.31

13.54±

  1.17
体细胞量(kg)   A 28.94±

  5.32

28.39±

  5.32

28.24±

  5.32

28.43±

  5.19

27.96±

  5.04

27.61±

  4.93
  B 24.63±

  3.47

24.17±

  3.67

24.17±

  3.20

24.15±

  3.71

24.08±

  3.47

23.85±

  2.66
骨骼肌量(kg)   A 41.33±

  7.63

41.13±

  7.63

40.88±

  7.62

41.14±

  7.53

40.68±

  7.11

40.57±

  6.97a

  B 35.44±

  5.06

35.41±

  5.51

35.27±

  4.91

35.20±

  5.53

35.15±

  5.10

33.95±

  5.10
相位角(度)   A   5.53±

  1.09

  5.45±

  1.09

  5.58±

  1.12

  5.48±

  1.04

5.36±

  0.94

  5.34±

  1.01a

  B   5.10±

  1.01

  5.00±

  0.71

  4.98±

  0.73

  4.95±

  0.81

4.90±

  0.73

  4.82±

  0.63

表  4  A组与B组人体成分变化比较 (mean±SD)

A组: 无营养风险组; B组: 有营养风险组. BMI: 体质量指数. 
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降, 到第5周达到最低, 整个趋势差异有统计学

意义, 而FMI在整个放疗期间呈现与FFMI同样

的变化. BCM在整个放疗期间, 整体变化趋势

与FFMI相同, 差异有统计学意义. 组间比较观

察显示, FFMI平均变化率在两组间差异有统

计学意义, B组平均变化率明显高于A组. 
放疗期间的体质量丢失是营养状况降低

的早期信号[10]. 本研究中, 体质量丢失在整个

放疗期间, 呈现上升的趋势, 到放疗第5周达到

最高. 我们的研究结果与Guren等[11]的研究一

致. FFMI、FMI、BCM在整体变化趋势中, 放
疗第3周有上升趋势, 可能与在放疗初期, 患者

的食欲减退和胃肠道的不良反应尚未出现, 饮
食过程中会有意识地增加高蛋白高能量食物

的摄入量, 因此在一定程度上补充了机体蛋白

质的消耗有关.  
不光FFMI和BCM在评估营养状况方面有意

义, SM也是非常有价值的指标. Gonzalez等[7]研究

证明, 肌少症是较高死亡率的独立风险因子, 而
这个结论是在多元COX分析中调整了其他公认

的危险因素得出的. 其他研究[12,13]表明, 低SM肿

瘤患者在化疗过程中更易出现药物聚集及不良

反应. 在肝硬化合并肝细胞癌患者中, 肌少症在

控制了其他影响疾病严重程度的因素之后还是

死亡率独立的风险因子[14,15]. 因此, 研究[16]一致推

断, 与BMI相比, SM可更好的决定死亡率. 本研究

中, SM的变化趋势与FFMI一致, 在放疗第1周开

始下降, 第3周后开始上升, 然后又逐渐下降, 但
是整个变化趋势差异无统计学意义. 组间比较

显示, B组SM平均变化率要高于A组, 两者之间

差异有统计学意义, 这与FFMI的变化一致. 因
此, 有必要在放疗之前对有营养风险的患者实

施营养干预, 以减缓在放疗期间营养指标的下

降, 改善营养状况, 降低放疗的不良反应. 
PA也是近年较热门的研究指标之一. PA

可以反映细胞膜能力、细胞内外水分分布情

况和BCM水平, 可以用来作为人体的营养指

标, 且专业研究[17]显示, 使用PA来预测艾滋病

患者、肺癌患者、血透患者、恶质病患者的

存活率和监测其疾病进程的能力要优于其他

血清或营养体检指标. Paixão等[18]对放疗期间

的肿瘤患者做了一项前瞻性的研究, 与BMI相
比, 发现体质量丢失与放疗期间PA的变化有密

切的联系. 本研究中, PA在放疗期间的变化趋

势与上述指标相似, 但是在我们的研究中整个

趋势差异无统计学意义. 此项结论可能与本研

究样本量过少有关, 而且此次研究中未校正性

别和年龄对PA的差异, 可在今后扩大样本量进

一步深入地研究. B组在放疗期间PA平均变化

率要高于A组, 差异有统计学意义. 整个放疗期

间, 体质量、FFMI、SM、PA在两组之间差异

有统计学意义, 有营养风险组人体成分平均变

化率明显高于无营养风险组. 因此, 人体成分

指标如PA、SM等均能作为营养不良评价的参

考指标, 但有必要在今后进一步研究中增加样

本量, 并判定上述指标评价营养不良的临界值. 
总之, 本研究显示, 胃癌患者在放疗期间

营养状况有不同程度的损伤, 人体成分指标在

放疗期间总体都存在下降趋势, 这与国外很多

研究结果相似. 有营养风险的患者人体成分指

标明显下降. 因此, 对放疗期间的患者进行营

养风险筛查以及对有营养风险和营养不良的

患者实施营养干预极为重要. 
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■背景资料
原 发 性 肝 癌
(primary hepatic 
carcinoma, PHC)
是导致肿瘤患者
死亡的第三大因
素 .  早期及时的
诊断对提高PHC
患者的生存率及
改 善 预 后 非 常
重要 .  甲胎蛋白
(alpha-fetoprotein, 
AFP)是临床工作
中应用较为普遍
的PHC血清标志
物 ,  但其敏感度
和特异度尚不令
人满意. 因此, 亟
需探索其他新的
标志物来辅助肝
癌的诊断.
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Abstract 
AIM: To perform a systematic review of the 
diagnostic value of Golgi protein 73 (GP73) 
combined with alpha-fetoprotein (AFP) in primary 
hepatic carcinoma. 

METHODS: By searching PubMed, EMbase, 
Medline, Wanfang, CNKI and SinoMed 
databases from inception to February 2015, and 
manually searching the references of relevant 
papers, we retrieved both Chinese and English 
papers regarding combined detection of GP73 
and AFP in primary hepatic carcinoma according 
to the inclusion and exclusion criteria. Then the 
quality and heterogeneity of the included studies 
were evaluated. Meta Disc1.4 and Stata12.0 
software were used to do the meta-analysis. 

RESULTS: Nineteen studies were included 
in our meta-analysis. The pooled sensitivity, 
specificity, the area under the curve (AUC) and Q 
index of AFP and GP73 alone were 0.58 (0.56-0.61), 
0.84(0.83-0.86); 0.7642, 0.7052; 0.78(0.76-0.80), 
0.97 (0.86-0.88); and 0.8848, 0.8153, respectively. 
The pooled sensitivity, specificity, AUC and Q 
index of combined AFP and GP73 were 0.88 
(0.87-0.90), 0.82 (0.80-0.83), 0.9461, and 0.8853, 
respectively. The AUC and Q index of combined 
detection of GP73 and AFP were significantly 
higher than those of either alone (P < 0.05). 

CONCLUSION: Combined detection of GP73 
and AFP has high diagnostic value in primary 
hepatic carcinoma. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
寻找PHC的血清
标志物以期做到
对肝癌的早期诊
断是目前研究的
热点和重点. 由于
肝癌的发病因素
复杂、阶段较多, 
使其在不同的阶
段、不同机体的
表现也不尽相同, 
因此临床上一直
以筛选和优化肿
瘤检测组合为努
力的方向. 

Key Words: Alpha-fetoprotein; Golgi protein 73; 
Primary hepatic carcinoma; Meta-analysis
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摘要
目的: 评价甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)
联合高尔基体蛋白73(G o l g i p r o t e i n 73, 
GP73)检测对原发性肝癌诊断的价值, 以期
为临床医生提供参考. 

方法: 检索PubMed、EMbase、Medline、万
方数据知识服务平台、CNKI、中国生物医
学文献数据库等中外数据库2015-02之前发
表的, 关于AFP联合GP73检测对原发性肝癌
诊断价值的研究, 并对纳入文献的参考文献
进行二次检索. 严格按照纳入标准和排除标
准选择文献、提取数据, 并对纳入的文献行
质量评价、异质性分析. 采用Meta Disc1.4、
Stata12.0软件进行Meta分析. 

结果: 共纳入符合标准的文献19篇. AFP、
G P 7 3 单 项 检 测 对 原 发 性 肝 癌 诊 断 合 并
后的敏感度、特异度、曲线下面积(a r e a 
u n d e r t h e c u r v e, A U C)、Q指数分别为
0.58(0.56-0.61)、0.84(0.83-0.86)、0.7642、
0.7052和0.78(0.76-0.80)、0.97(0.86-0.88)、
0.8848、0.8153. AFP联合GP73检测合并后
的敏感度、特异度、AUC、Q指数分别为
0.88(0.87-0.90)、0.82(0.80-0.83)、0.9461、
0.8853. 联合检测的AUC、Q指数明显高于
AFP、GP73单项检测, Z 检验提示差异有统
计学意义(均P <0.05). 

结论: AFP联合GP73检测对原发性肝癌的诊
断价值较高, 对临床医生有一定的参考价值. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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Meta分析

核心提示: 本Meta分析结果显示甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein, AFP)联合高尔基体蛋白73(Golgi 
protein 73, GP73)对原发性肝癌(primary hepatic 
carcinoma, PHC)诊断的曲线下面积(area under 
the curve)和Q指数均高于单项检测(P<0.05), 提

示AFP、GP73联合检测对PHC的诊断价值较高, 
对临床医生有一定的参考价值.

王俊岭, 李萍, 江智龙, 杨秋辉, 李斯, 刘丹. 联合检测甲胎蛋白

和高尔基体蛋白73(ELISA法)对原发性肝癌诊断价值的Meta

分析.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 3604-3613 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/3604.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3604

0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)
是世界上最常见的恶性肿瘤之一. 有数据显

示, 在2008年全球约748300新发肝癌患者和

695900死亡患者中, 近一半发生在中国[1]. 其
中以肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
最常见, 占PHC的80%左右, 其5年生存率不足

5%[2]. 通常PHC患者早期症状不明显, 当被诊

断时大部分已处于中晚期, 已经失去了最佳

治疗时机. 因此早期及时的诊断对提高PHC患
者的生存率及改善预后非常重要. 甲胎蛋白

(alpha-fetoprotein, AFP)是临床工作中应用较

为普遍的PHC血清标志物, 但其敏感度和特异

度分别为40%-65%和76%-96%不等[3], 而且部

分肝癌患者血清AFP常为阴性, 因此亟需探索

其他新的标志物来辅助肝癌的诊断. 高尔基体

蛋白73(Golgi protein 73, GP73)是存在于高尔

基体上的一种跨膜蛋白, 在肝癌患者的血清中

呈现出高表达状态. 有研究[4-22]表明AFP联合

GP73对PHC诊断的准确性较高, 但这些研究结

果差异较大, 且多为单中心、小样本的资料, 
结果的可信度较低. 因此, 我们通过Meta分析

的方法, 对国内外关于AFP联合GP73对PHC诊
断准确性的研究进行定量的分析和综合评价, 
以期为临床医生提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索数据库包括: PubMed、EMbase、
Medline、Springer Link、Elsevier、万方数据

知识服务平台、CNKI、维普中文科技期刊数

据库、中国生物医学文献数据库. 检索截止

时间2015-02. 英文检索关键词包括: GP73、
Golgi protein 73、Golgi phosphoprotein 2、
Golgi membrane protein 1、primary hepatic 
carcinoma、hepatocellular carcinoma、liver 
cancer、tumor maker、diagnose. 中文检索关键

词包括: GP73、高尔基体蛋白73、原发性肝
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■相关报道
有 研 究 表 明 , 
A F P 、 高 尔 基
体蛋白73(Golgi 
protein 73, GP73)
联合检测优于单
一的肿瘤标志物, 
从而可提高诊断
P H C 的 正 确 性 . 
但该研究样本量
较小且为单中心
研究 ,  结果可信
度不高. 

癌、肝细胞癌、肿瘤标志物、肝脏肿瘤. 为避

免遗漏, 对纳入文献的参考文献进行二次检索. 
共纳入符合标准的文献19篇. 
1.2 方法

1.2.1 纳入标准: (1)研究类型: 国内外公开发

表的关于AFP联合GP73检测对PHC的诊断试

验研究; (2)研究对象: 病例组为以肝组织病理

学确诊的PHC患者, 对照组为临床或病理确

诊的非PHC患者(如肝炎或肝硬化患者、健康

人等); (3)测定方法: 血清AFP以化学发光法测

定, GP73以酶联免疫吸附测定(ELISA)法测定; 
(4)能从文献获得完整的诊断四格表数据[真阳

性(TP)、假阳性(FP)、真阴性(TN)、假阴性

(FN)]. 
1.2.2 排除标准: (1)病例组缺少或部分缺少金

标准; (2)重复发表的文献中, 发表时间较早、

质量较低或样本含量较少的文献; (3)文摘、讲

座等非原始研究和基础研究; (4)学位论文、会

议论文; (5)对照组中未同时包括肝脏良性疾病

的; (6)病例组做过手术、放疗或化疗, 以及存

在其他肿瘤的情况; (7)样本量<30. 
1.2.3 资料提取: 由两位研究者各自阅读所检

索到文献的题目及摘要, 除去明显不符合纳入

标准的研究, 之后对可能符合纳入标准的文献

进行全文的阅读, 以确定其是否符合纳入标准, 
对存在分歧的文献, 通过讨论或由另外一位研

究者决定其是否被纳入. 由两位研究者独立地

对符合纳入标准的文献进行资料提取, 填写资

料提取表格, 并交叉核对提取的资料, 对于缺

乏的资料通过与原文负责人联系予以补充. 提
取的主要资料包括: 文献编号、标题、第一

作者、发表时间、研究国家、病例组诊断标

准、检测方法、临界值(cut-off)、四格表数据

(TP、FP、TN、FN). 随机选取10%的剔除文

献阅读全文, 以检查文献的一致率. 
1.2.4 文献质量评价: 使用2011年修订版诊断准

确性研究的质量评价工具QUADAS-2(Quality 
Assessment of Diagnostic Accuracy Studies 2)对
文献质量进行评价[23]. QUADAS-2工具主要由

病例的选择, 待评价试验, 金标准, 病例流程和

进展情况4个部分组成. 所有组成部分均将评

价其偏倚风险情况, 前3部分也将就其临床适

用情况进行评价. 在偏倚风险判断上纳入了标

志性的问题, 根据每部分纳入的相关标志性问

题的回答“是”、“否”或“不确定”, 可对

应将偏倚风险等级判定为“低”、“高”或

“不确定”. 而临床适用性的判断未纳入标志

性问题, 其主要是根据与评价问题的匹配程度, 
按“高”、“低”、“不清楚”判定等级. 文
献评价由两名研究者各自独立完成, 存在争议

时通过讨论或由另外1名研究者协助解决. 
统计学处理 采用Meta Disc1.4、Stata12.0

软件进行Mate分析. 采用Rev Man5.3软件对纳

入文献行质量评价. 并检测纳入研究的敏感性

和发表偏倚情况. 使用Spearman相关分析行异

质性分析, 若存在异质性, 行阈值效应的检测判

断异质性是否由阈值效应引起, 若无阈值效应, 
行Meta回归分析其异质性来源, 并采用随机

效应模型对诊断准确性指标进行合并处理与

分析; 反之若不存在异质性, 则采用固定效应

模型行各指标的合并与分析. 对敏感度、特异

度、诊断性试验比值比(DOR)和Q指数等指标

进行合并, 并计算SROC曲线下面积(area under 
the curve, AUC). 通过Z检验分析三者AUC、Q
指数的差异. 以P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 文献检索结果

2.1.1 文献筛选与资料提取: 经过在中、英文数

据库的初步检索, 共检索出相关文献401篇. 根
据纳入和排除标准, 共纳入文献27篇. 其中, 重
复发表的文献4篇, 对照组只有健康者而不含

非PHC患者的文献3篇, 非PHC患者未纳入最

后的研究分析中的文献1篇, 最终纳入文献19
篇. PHC组共1414例, 对照组共2681例. 各研究

的基本特征如表1. 
2.1.2 纳入文献的质量评价: 应用QUADAS-2
对纳入文献进行质量评价, 结果如图1. 对所有

纳入研究的偏倚风险进行判断显示, 16个研究

在病理选择方面偏倚风险较低, 约占所有研究

的84%; 在金标准方面低偏倚风险的研究约占

79%; 而待评价试验方面低偏倚风险的研究约

占47%, 高偏倚风险的研究仅占5%左右. 对所

纳入研究的临床适用性评价表明, 所有研究在

金标准方面均具有高适用性; 约79%的研究在

病理选择方面其适用性不清楚. 
2.2 Meta分析 
2.2.1 异质性分析: 以敏感度和特异度为效应

量, 应用Q检验法, 对AFP、GP73单项检测及

AFP联合GP73检测的异质性进行分析提示, 以
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■创新盘点
虽 有 不 少 关 于
AFP和GP73联检
对PHC早期诊断
的研究, 但结果参
差不齐, 且多为小
样本、单中心的
资料 .  本文通过
Meta的方法对国
内为公开发表的
相关研究进行综
合分析、系统评
价, 努力为临床医
生提供较为可靠
的临床证据, 指导
临床实践.
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联合GP73检测均不存在阈值效应. 
通过Meta回归分析AFP、GP73单项检测

及AFP联合GP73检测的非阈值效应引起的异

质性来源. 将研究人群、研究地区、试剂来

源、文献质量4个变量进行Meta回归分析, 均
未发现有异质性. 
2.2.2 敏感性分析: 从纳入研究中逐一剔除质量

相对较差的文献后重新进行Meta分析, 结果显

示前后合并效应间无显著性差异, 表明纳入研

究的稳定性良好. 
2.2.3 发表偏倚分析: 利用纳入文献的资料绘

制Begg漏斗图(图2), 可见图中散点分布基本对

称, 且散点大部分在95%可信区间内. 进一步

行Begg秩相关检验, P  = 0.221, 行Egger线性回

归检验, P  = 0.077, 均未提示明显的发表偏倚. 
2.2.4 合并效应量的Meta分析: 由于异质性分

析提示AFP、GP73单项检测及AFP联合GP73
检测的灵敏度、特异度、DOR均存在异质性, 
因此行Meta分析合并效应量时采用随机效应

模型. AFP、GP73单项检测及AFP联合GP73检
测的灵敏度、特异度、DOR、AUC、AUC标
准误SE(AUC)、Q指数如表2. 3种检测方法的敏

感度、特异度的森林图及SROC曲线如图3, 4. 
2.2.5 AFP联合GP73检测与另两种检测方法合

并效应量的比较: AFP联合GP73检测对PHC
的诊断, 合并后的敏感度为0.88(0.86-0.89), 
高于A F P、G P73单项检测的敏感度 [分别

为0.58(0.56-0.61)、0.78(0.76-0.80)]; 而合

并后的特异度为0.82(0.81-0.84), 略低于另

两种检测方法[AFP 0.84(0.83-0.86)、GP73 
0.88(0.86-0.89)]. AFP和GP73联合检测对PHC
诊断S R O C的A U C为0.9436, 进行Z检验提

示, 明显高于AFP(Z = 4.16, P <0.05)和GP73(Z 
= 3.49, P <0.05)单项检测, 差异有统计学意

义. AFP联合GP73检测的Q指数为0.8821, 明
显>AFP、GP73单项检测时的Q指数(分别为

0.7046, 0.8189), 进行Q指数的Z检验亦提示联合

检测与AFP(Z = 4.75, P <0.05)、GP73(Z = 3.56, 
P <0.05)单项检测相比其诊断的准确性提高. 

3  讨论

PHC早期症状、体征不明显, 极易漏诊, 而当

确定诊断时多数已处于终末期, 失去了最佳治

疗时机. 因此, 对PHC的早期诊断尤为重要. 血

     方法 敏感度 特异度 DOR AUC SE(AUC) Q 指数

AFP 0.58(0.56-0.61) 0.84(0.83-0.86) 10.01(6.32-15.86) 0.7635 0.0430 0.7046

GP73 0.78(0.76-0.80) 0.88(0.86-0.89)   29.39(21.21-40.71) 0.8883 0.0140 0.8189

AFP+GP73 0.88(0.86-0.89) 0.82(0.81-0.84)   60.74(38.13-96.78) 0.9436 0.0097 0.8821

DOR: 诊断比值比; AUC: 曲线下面积; SE(AUC): AUC的标准误; AFP: 甲胎蛋白; GP73: 高尔基体蛋白73. 括号内为95%可信区间.

表  2  纳入文献的合并效应量■应用要点
AFP、GP73联合
检测可对PHC做
到早期诊断 ,  及
时发现早期肝癌, 
抓住最佳治疗时
机 ,  以便改善患
者预后 ,  提高生
存率. 

Patient selection
Index test

Reference standard

Flow and timing

0%          25%         50%          75%     100%0%          25%         50%          75%       100%
Risk of Bias Applicability concerns

LowUnclearHigh

图  1  纳入文献的质量评价.
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图  2  Begg漏斗图.
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■名词解释
高 尔 基 体 蛋 白
73(GP73): 是一种
相对分子质量为
7.3×105的跨膜
糖蛋白 ,  该蛋白
的编码基因位于
人第9号染色体 , 
全长3042 bp, 主
要表达于人类多
种组织的上皮细
胞 ,  正常肝脏组
织表达甚微 ,  但
在发生病变的肝
细胞中表达上调. 

Sensitivity(95%CI)
石玉玲 0.53(0.41-0.65)
张祖平 0.63(0.50-0.74)
赛文莉 0.68(0.60-0.75)
Y.Shi 0.29(0.44-0.80)
庄少华 0.63(0.44-0.80)
范公忍 0.65(0.54-0.75)
姚建华 0.44(0.31-0.58)
贾保昌 0.72(0.64-0.79)
陈琳 0.63(0.48-0.76)
Mona A El Shafie 0.77(0.59-0.90)
Zhenxian Zhou 0.29(0.21-0.38)
赵运胜 0.52(0.37-0.66)
杨爱华 0.77(0.64-0.87)
许奇美 0.57(0.47-0.67)
赵丽莉 0.71(0.57-0.82)
张进银 0.54(0.41-0.66)
吴玉 0.62(0.51-0.73)
徐向前 0.63(0.51-0.74)
崔冉亮 0.57(0.41-0.71)

0.0           0.2            0.4            0.6           0.8            1.0
Sensitivity

Pooled Sensitivity = 0.58(0.56 to 0.61)
Chi2 = 114.30; df = 18(P  = 0.0000)
Inconsistency (I2) = 84.3%

A

Sensitivity(95%CI)
石玉玲 0.93(0.86-0.97)
张祖平 0.92(0.84-0.96)
赛文莉 0.82(0.76-0.88)
Y.Shi 0.99(0.95-1.00)
庄少华 0.80(0.66-0.90)
范公忍 0.92(0.86-0.96)
姚建华 0.98(0.91-1.00)
贾保昌 0.77(0.72-0.81)
陈琳 0.91(0.82-0.96)
Mona A El Shafie 0.60(0.46-0.73)
Zhenxian Zhou 0.60(0.51-0.68)
赵运胜 0.93(0.84-0.97)
杨爱华 0.92(0.87-0.95)
许奇美 0.85(0.80-0.89)
赵丽莉 0.79(0.68-0.88)
张进银 0.85(0.80-0.88)
吴玉 0.79(0.70-0.87)
徐向前 0.91(0.84-0.96)
崔冉亮 0.85(0.77-0.91)

0.0           0.2            0.4            0.6           0.8            1.0
Sensitivity

Pooled Sensitivity = 0.84(0.83 to 0.86)
Chi2 = 169.87; df = 18(P  = 0.0000)
Inconsistency (I2) = 89.4%

B
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■同行评价
本 文 质 量 较 好 , 
Meta分析数据详
尽, 可靠性较高, 
希望以后能增加
国内外高质量的
文献并再次深入
分析. 

Sensitivity(95%CI)
石玉玲 0.66(0.54-0.76)
张祖平 0.81(0.70-0.90)
赛文莉 0.78(0.70-0.84)
Y.Shi 0.68(0.57-0.79)
庄少华 0.77(0.58-0.90)
范公忍 0.79(0.69-0.87)
姚建华 0.88(0.76-0.95)
贾保昌 0.83(0.76-0.89)
陈琳 0.67(0.52-0.79)
Mona A El Shafie 0.87(0.70-0.96)
Zhenxian Zhou 0.77(0.68-0.84)
赵运胜 0.72(0.58-0.84)
杨爱华 0.86(0.74-0.94)
许奇美 0.80(0.71-0.87)
赵丽莉 0.78(0.65-0.88)
张进银 0.74(0.61-0.84)
吴玉 0.86(0.76-0.93)
徐向前 0.82(0.71-0.90)
崔冉亮 0.74(0.59-0.86)

0.0           0.2            0.4            0.6           0.8            1.0
Sensitivity

Pooled Sensitivity = 0.78(0.76 to 0.80)
Chi2 = 29.19; df = 18(P  = 0.046)
Inconsistency (I2) = 38.3%

C

Sensitivity(95%CI)
石玉玲 0.95(0.89-0.98)
张祖平 0.93(0.86-0.97)
赛文莉 0.77(0.70-0.83)
Y.Shi 0.93(0.87-0.97)
庄少华 0.82(0.69-0.91)
范公忍 0.95(0.90-0.98)
姚建华 0.90(0.80-0.96)
贾保昌 0.88(0.85-0.91)
陈琳 0.93(0.85-0.98)
Mona A El Shafie 0.95(0.85-0.99)
Zhenxian Zhou 0.82(0.75-0.88)
赵运胜 0.95(0.88-0.99)
杨爱华 0.94(0.90-0.97)
许奇美 0.75(0.70-0.80)
赵丽莉 0.82(0.71-0.90)
张进银 0.89(0.85-0.92)
吴玉 0.86(0.78-0.92)
徐向前 0.93(0.86-0.97)
崔冉亮 0.88(0.80-0.93)

0.0           0.2            0.4            0.6           0.8            1.0
Sensitivity

Pooled Sensitivity = 0.88(0.86 to 0.89)
Chi2 = 102.49; df = 18(P  = 0.0000)
Inconsistency (I2) = 82.4%

D
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清AFP是目前临床工作中应用较为普遍的PHC
肿瘤标志物, 但其对PHC诊断的准确性令人不

甚满意. 因此亟需寻找新的对PHC诊断价值更

高的肿瘤血清标志物. 

Sensitivity(95%CI)
石玉玲 0.79(0.68-0.88)
张祖平 0.95(0.87-0.99)
赛文莉 0.98(0.95-1.00)
Y.Shi 0.74(0.62-0.84)
庄少华 0.87(0.69-0.96)
范公忍 0.93(0.85-0.97)
姚建华 0.93(0.83-0.98)
贾保昌 0.94(0.89-0.98)
陈琳 0.86(0.74-0.94)
Mona A El Shafie 0.90(0.74-0.98)
Zhenxian Zhou 0.78(0.69-0.85)
赵运胜 0.36(0.23-0.51)
杨爱华 0.91(0.81-0.97)
许奇美 0.86(0.78-0.92)
赵丽莉 0.93(0.82-0.98)
张进银 0.92(0.83-0.97)
吴玉 0.91(0.82-0.96)
徐向前 0.96(0.89-0.99)
崔冉亮 0.87(0.74-0.95)

0.0           0.2            0.4            0.6           0.8            1.0
Sensitivity

Pooled Sensitivity = 0.88(0.86 to 0.89)
Chi2 = 147.17; df = 18(P  = 0.0000)
Inconsistency (I2) = 87.8% 

E

Sensitivity(95%CI)
石玉玲 0.91(0.83-0.95)
张祖平 0.90(0.82-0.95)
赛文莉 0.91(0.85-0.95)
Y.Shi 0.93(0.86-0.97)
庄少华 0.78(0.64-0.88)
范公忍 0.90(0.84-0.95)
姚建华 0.89(0.78-0.95)
贾保昌 0.66(0.60-0.70)
陈琳 0.95(0.87-0.99)
Mona A El Shafie 0.91(0.80-0.97)
Zhenxian Zhou 0.83(0.76-0.89)
赵运胜 1.00(.95-1.00)
杨爱华 0.92(0.88-0.96)
许奇美 0.69(0.63-0.74)
赵丽莉 0.74(0.63-0.74)
张进银 0.83(0.79-0.87)
吴玉 0.70(0.60-0.79)
徐向前 0.89(0.82-0.95)
崔冉亮 0.84(0.76-0.90)

0.0           0.2            0.4            0.6           0.8            1.0
Sensitivity

Pooled Sensitivity = 0.82(0.81 to 0.84)
Chi2 = 208.36; df = 18(P  = 0.0000)
Inconsistency (I2) = 91.4%

F

图  3  AFP、GP73单项及联合检测对PHC诊断的森林图. A, B: AFP敏感度、特异度的森林图; C, D: GP73敏感度、特异

度的森林图; E, F: AFP+GP73敏感度、特异度的森林图. AFP: 甲胎蛋白; GP73: 高尔基体蛋白73; PHC: 原发性肝癌.
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GP73因其易检测, 在PHC患者血清中表达

量较高而备受关注. GP73是表达于高尔基体的

一种跨膜蛋白, 于2000年被Kladney等[24]首次

发现并描述. GP73主要表达于胆管上皮细胞, 
肝细胞表达甚少甚至不表达, 当肝细胞受到病

毒感染或受到酒精、药物等损害时, GP73的表

达水平升高[25]. Block等[26]以美洲旱獭PHC模型

为研究对象发现, 患有PHC美洲旱獭较非PHC
组血清GP73显著升高. 在Marrero等[27]的研究

中共纳入了352例患者, 并分为肝癌组和肝硬

化组来分别测定血清GP73水平, 结果表明肝

癌组GP73水平显著高于肝硬化组, 且GP73对
PHC的早期诊断价值优于AFP. 但由于单项检

测AFP或GP73存在一定假阳性、假阴性的情

况, 有学者建议AFP和GP73联合检测以提高对

早期PHC的诊断价值[4-22]. 
因ELISA方法较为简便, 能够同时检测

大量样本, 更加有利于临床应用, 因此我们对

采用ELISA方法检测的GP73, 并联合AFP检
测的国内外研究进行Meta分析. 汇总结果显

示, AFP联合GP73检测对PHC诊断的敏感度为

0.88(0.86-0.89), 优于AFP、GP73单项检测[敏
感度分别为0.58(0.56-0.61)、0.78(0.76-0.80)], 
说明AFP联合GP73检测可使对PHC诊断的敏

感度提高, 使漏诊率大大降低, 同时还可保持

较高的特异度. SROC的曲线下面积, 可用来评

价诊断实验的价值. 有研究[28]表明AUC在异质

性试验中具有非常稳健的检验效能. 对于某一

诊断试验, AUC<0.5时无诊断价值, 在0.5-0.7
时有较低的准确性, 在0.7-0.9是有较高的准确

性, 当>0.9时诊断准确性最高[29]. 我们的研究

结果显示, AFP、GP73单项检测的AUC分别为

0.7635、0.8883, 表明对PHC的诊断均具有较高

的准确性; 当AFP和GP73联合检测时, 其AUC
为0.9436, 较AFP、GP73单项检测准确性明显

提高, Z检验提示差异有统计学意义(P<0.05). Q
指数为ROC曲线上敏感度与特异度相等时对

应的点, 表示对所有研究指标的综合判断能力, 
其值越大, 表明诊断试验的准确性越高. 我们的

研究结果显示, AFP联合GP73检测的Q指数为

0.8821, 明显>AFP、GP73单项检测时的Q指数

(分别为0.7046, 0.8189), Z检验提示差异具有统

计学意义(P <0.05). 以上均提示AFP联合GP73
检测对PHC具有较高的诊断价值. 

此次Meta分析纳入的19个研究中, 1个来

自埃及, 余均来自中国. 由于中国的研究在评

价中占较大权重, 可能会带来一定的发表偏倚. 
同时我们仅检索了中文和英文两种语言的研

究, 其他语种的相关研究难免会有遗漏, 因此

可能会造成语种的偏倚. 此外, 对AFP、GP73
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Symmetric SROC
AUC = 0.7635
SE(AUC) = 0.0430
Q* = 0.7046
SE(Q*) = 0.0360

Symmetric SROC
AUC = 0.8883
SE(AUC) = 0.0140
Q* = 0.8189
SE(Q*) = 0.0145

图  4  AFP、GP73单项及联合检测对PHC诊断的SROC曲
线. A: AFP对PHC诊断的SROC曲线; B: GP73对PHC诊断

的SROC曲线; C: AFP联合GP73检测对PHC诊断的SROC

曲线. AFP: 甲胎蛋白; GP73: 高尔基体蛋白73; PHC: 原发

性肝癌. 

Symmetric SROC
AUC = 0.9436
SE(AUC) = 0.0097
Q* = 0.8821
SE(Q*) = 0.0125
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联合检测的相关研究分析发现存在异质性, 但
通过Meta回归分析并未发现异质性来源. 对各

指标采用随机效应模型的合并虽可消除部分

异质性的影响, 但在一定程度上影响了结果的

可靠性. 
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■背景资料
腹腔镜胆总管探
查取石术(common 
bile duct explora-
tion, CBDE)近年
广泛用于胆总管
结石(common bile 
duct stones, CBDS)
的治疗. 对CBDS
合并重度急性胆
管炎 ,  国内外指
南建议首选内镜
下胆道引流. 但对
CBDS合并轻、中
度急性胆管炎, 内
镜或腹腔镜CBDE
哪种治疗方法更
好尚无定论.
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Abstract
AIM: To evaluate the outcomes of laparoscopic 

common bi le duct explorat ion (CBDE) 
combined with laparoscopic cholecystectomy 
(LC) for treatment of common bile duct stones 
(CBDS) with mild to moderate acute cholangitis. 

METHODS: A retrospective clinical study was 
performed from January 2009 to December 
2012. A total of 37 pat ients underwent 
laparoscopic CBDE with T-tube drainage 
and laparoscopic cholecystectomy (LC) for 
CBDS with mild to moderate acute cholangitis 
and gallbladder stones. Patients with severe 
cardiopulmonary co-morbidities were excluded. 
During laparoscopic CBDE, the relationship of 
the cystic duct to the CBD and common hepatic 
duct was clearly identified. Choledochoscopy 
and stones retrieval were not necessary in order 
to shorten operation time and to lower danger 
of the surgical procedure during laparoscopic 
CBDE. A drain was left at foramen of Winslow. 
Postoperat ive cholangiograms and/or 
choledochoscopy were accomplished in all the 
patients before T-tube removal, and retained 
stones were removed.  

RESULTS: Laparoscopic CBDE and LC procedure 
was successful in all the 37 patients. Duration 
of the procedure was 105.54 min ± 6.30 min. 
The mean diameter of the common bile duct 
was 12.86 mm ± 0.58 mm. There were 14 
(37.8%) cases of solitary and 23 (62.2%) cases of 
multiple CBDS, and 9 (24.32%) cases of acute 
and 28 (75.68%) cases of chronic cholecystitis. 
Postoperative hospital stay and whole hospital 
stay were 11.27 d ± 0.82 d and 16.41 d ± 1.03 d, 
respectively. Control of septic symptoms 
and improvement of laboratory data were 
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■研发前沿
CBDS合并轻、
中度急性胆管炎
治疗方法的选择
仍是本研究领域
中 的 研 究 热 点 , 
前瞻性多中心的
对照研究可提供
高质量的循证医
学证据.

postoperatively achieved in all patients. There 
was no conversion to open common bile duct 
exploration, no major bile duct injuries and 
no mortality in this study. Overall, 4 cases of 
bile leak and 4 cases of retained stones were 
discovered. Bile leak was postoperatively 
cured by conservative therapy with a drain 
left, and the retained stones were retrieved 
postoperatively by choledochoscopy. 

CONCLUSION: Laparoscopic CBDE with T-tube 
drainage and LC for the treatment of CBDS 
with mild to moderate acute cholangitis is safe 
and effective. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Choledocholithiasis; Laparoscopic 
common bile duct exploration; Acute cholangitis
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摘要
目 的 :  探 讨 腹 腔 镜 胆 总 管 探 查 取 石 术
(common bile duct exploration, CBDE)联合胆
囊切除术(laparoscopic cholecystectomy, LC)
治疗胆总管结石(common bile duct stones, 
CBDS)合并轻、中度急性胆管炎的安全性
及有效性. 

方法: 对2009-01/2012-12收治的37例胆囊结
石伴CBDS合并轻、中度急性胆管炎患者行
腹腔镜CBDE联合LC. 除外有重度急性胆管
炎、上腹部手术史、严重心肺及其他影响
全麻或手术等疾病的患者. 常规四孔法完成
经胆总管切开的腹腔镜CBDE、T管引流及
LC. 根据术前MRCP了解结石大小、数量和
位置, 用推挤、冲吸及胆道镜等方法取石, 
病情不稳定者, 不行术中胆道镜取石. 所有
患者均不行术中胆道造影. Winslow孔处常规
放置腹腔引流管. 有胆道残余结石者, 术后
8 wk行胆道镜取石. 

结果: 37例胆囊结石伴CBDS合并轻、中度
急性胆管炎患者, 均顺利完成腹腔镜CBDE
及LC. 手术时间105.54 min±6.30 min;  胆总

管直径12.86 mm±0.58 mm; 单发CBDS 14
例(37.8%), 多发CBDS 23例(62.2%); 术后胆
囊病理结果, 急性胆囊炎9例(24.32%), 慢性
胆囊炎28例(75.68%); 术后住院天数为11.27 d
±0.82 d; 总住院天数16.41 d±1.03 d. 腹腔
镜CBDE术后胆管炎症状及体征明显缓解, 
实验室检查结果改善. 无中转开腹、术后腹
腔出血、胆道损伤、手术死亡及伤口感染. 
术后胆漏4例, 经保守治疗治愈. 术后胆道残
余结石4例, 术后经T管窦道胆道镜取净结石. 

结论: 对部分CBDS合并轻、中度急性胆管
炎患者, 腹腔镜CBDE及LC治疗是安全、有
效及可行的. 

© 2015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: 腹腔镜胆总管探查取石术(common 
bile duct exploration, CBDE)联合胆囊切除术

(laparoscopic cholecystectomy), 用于一部分胆

总管结石(common bile duct stones)合并轻、中

度急性胆管炎患者的治疗是安全、有效及可行

的, 腹腔镜CBDE术后患者胆管炎症状及体征明

显缓解. 

李颖, 朱斌, 李丹, 任宇, 王岩, 宫轲, 路夷平, 阿民布和, 张能

维. 急诊腹腔镜手术治疗胆总管结石合并轻、中度急性胆

管炎的疗效.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 3614-3619 
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0  引言

腹腔镜胆总管探查取石术(common bile duct 
exploration, CBDE)联合腹腔镜胆囊切除术

(laparoscopic cholecystectomy, LC)是近年来

受到国内外学者广泛认同和推荐的择期治疗

胆囊结石合并胆总管结石(common bile duct 
stones, CBDS)的术式. Meta分析显示腹腔镜

C B D E联合L C与经内镜乳头括约肌切开术

(endoscopic sphincterotomy, EST)取石联合LC
比较, 两者在结石清除率、近期并发症发生率

和死亡率等方面无明显差异, 有相似的安全性

及有效性[1]. 腹腔镜CBDE联合LC充分体现了

微创手术的优势, 术中使用胆道镜提高了结

石的清除率, 一次手术既同时处理了CBDS和
胆囊结石, 又保留了Oddi括约肌功能, 是腹腔
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■相关报道
随 着 腹 腔 镜 技
术 水 平 的 提 高 , 
Gho l ipou r等将
腹腔镜CBDE用
于急性胆管炎的
治疗并与开放性
C B D E 比较 ,  其
能 及 时 胆 道 减
压、解 除 梗 阻 , 
效果优于开放性
CBDE. 但此研究
未区分急性胆管
炎 的 严 重 程 度 . 
实际上重度急性
胆管炎宜行内镜
引流 .  具体哪种
治 疗 方 法 更 好 , 
应 根 据 患 者 病
情、所在医院条
件、医生ERCP
水平及腹腔镜技
术的熟练程度、
治疗费用等综合
考虑 ,  选用适当
的治疗方法 ,  减
少并发症的发生.

镜与胆道镜的完美结合. 对CBDS合并重度急

性胆管炎, 多首选EST, 及时胆道减压、解除

梗阻, 挽救生命, 然后再择期行LC. 但对CBDS
合并轻、中度急性胆管炎, 国内外指南的建

议是解除胆道梗阻及病因治疗, 未推荐腹腔镜

CBDE, 具体哪种治疗方法更好尚无定论[1-5]. 
本文结合首都医科大学附属北京世纪坛医院

普通外科2009-01/2012-12行经胆总管切开的

腹腔镜CBDE联合LC治疗的37例CBDS合并

轻、中度急性胆管炎患者, 探讨急性胆管炎的

腹腔镜治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 37例胆囊结石伴CBDS合并轻、中度

急性胆管炎患者, 其中男19例, 女18例; 年龄

65.44岁±2.64岁. 入院时有发热和/或寒战22
例(59.5%), 黄疸20例(54.1%), 腹痛36例(97.3%)
及胆道疾病史20例(54.1%). 术前根据中华医

学会外科学分会胆道外科学组急性胆道系统

感染的诊断和治疗指南(2011版)诊断轻、中

度急性胆管炎, 轻度急性胆管炎对于支持治

疗和抗菌治疗有效; 中度急性胆管炎对于支

持治疗和抗菌治疗无效, 但不合并多器官功

能障碍(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)[3]. 急性胆管炎根据症状和体征中≥2
项+实验室检查+影像学检查, 即可诊断, 症状

和体征包括胆道疾病史, 高热和/或寒战, 黄疸, 
腹痛及腹部压痛(右上腹或中上腹)4项. 根据超

声和/或磁共振胰胆管成像(magnetic resonance 
cholangiopancreatography, MRCP)诊断胆囊结

石及CBDS(本组患者均有MRCP阳性CBDS), 
胆总管直径均≥8 mm. 重度急性胆管炎不包括

在此研究内. 除外合并急性胰腺炎、弥漫性腹

膜炎、有上腹部手术史、凝血机能障碍未纠

正、严重心肺及其他影响全麻或手术等疾病

的患者. 
1.2 方法 全部治疗均有本科固定的医生按相同

方法完成. 采用全身麻醉, 常规四孔法完成经

胆总管切开的腹腔镜CBDE及LC, 先将胆囊管

夹闭, 暂不切断以作牵引. 显露胆总管, 纵行剪

开胆管前壁1.0 cm左右, 用推挤、冲吸等方法

取石, 然后经剑突下或右肋缘下操作孔置入纤

维胆道镜检查及取石, 为缩短手术时间, 取石

时间控制在半小时之内, 不强调取净结石, 病
情不稳定者, 不行术中胆道镜检查及取石. 对

所有患者均不行术中胆道造影. 然后放置相应

粗细T管, 4-0号可吸收线间断缝合胆管切开处, 
完成LC. 常规于Winslow孔处放置腹腔引流管, 
将其与T管分别从右腋前线和肋缘下锁骨中线

操作孔引出. 术后4-8 wk T管造影及MRCP诊
断无结石残余后拔出T管; 若有结石残余则术

后8 wk行胆道镜取石. 围手术期综合治疗包括

应用广谱抗生素、补液、纠正水电解质酸碱

平衡紊乱及凝血功能障碍, 处理心肺疾病等伴

随疾病. 
统计学处理 数据分析应用SPSS11.5统计

软件, 计量资料采用mean±SD表示, 组间量的差

异比较采用t检验, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

37例C B D S合并轻、中度急性胆管炎患者

均顺利完成腹腔镜CBDE及LC. 胆总管直径

12.86 mm±0.58 mm; 单发CBDS 14例(37.8%), 
多发CBDS 23例(62.2%); 手术时间105.54 min
±6.30 min; 术后胆囊病理结果为急性胆囊炎

9例(24.32%)、慢性胆囊炎28例(75.68%). 无
中转开腹、术后腹腔出血、胆道损伤、手

术死亡及伤口感染. 术后胆漏4例, 引流量为

5-200 mL, 引流时间3-5 d, 经保守治疗治愈. 
术后胆道残余结石4例, 术后经T管窦道胆道

镜取净结石, 术后住院天数为11.27 d±0.82 d, 
总住院天数为16.41 d±1.03 d. 腹腔镜CBDE
术后胆管炎症状及体征明显缓解, 实验室检查

结果改善(表1). 

3  讨论

急性胆管炎是C B D S的严重并发症之一, 其
病程发展迅速, 有可能因脓毒症造成多器官

功能障碍. 因此, 应及时准确对急性胆管炎做

出诊断、严重程度评估, 并治疗. 根据典型的

Charcot's 三联征及Reynolds五联征, 临床诊断

不难做出, 但此诊断标准缺少影像学检查等

指标, 敏感性很低[4]. 目前诊断多采用“Tokyo 
Guidelines 07版”或更新的“Tokyo Guidelines 
13版”或中华医学会外科学分会胆道外科学

组急性胆道系统感染的诊断和治疗指南(2011
版)诊断急性胆管炎, 该指南从临床症状和体

征、实验室检查及影像学检查等方面较系

统、客观的对急性胆管炎及其严重程度做出

评估[3-8]. 本研究我们按照中华医学会外科学分
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■创新盘点
腹腔镜CBDE联
合LC能一次手术
处理胆囊结石及
CBDS, 缩短住院
时间及降低住院
费用.

会胆道外科学组的指南诊断轻、中及重度急

性胆管炎. 
随着腹腔镜技术水平的提高 ,  腹腔镜

CBDE已用于急性胆管炎的治疗, 其能及时胆

道减压、解除梗阻, 效果优于开放性CBDE[9]. 
对轻、中及重度急性胆管炎, 具体哪种治疗方

法更好? 目前的指南未推荐腹腔镜CBDE, 应
根据患者病情、所在医院条件、医生ERCP水
平及腹腔镜技术的熟练程度、治疗费用等综

合考虑, 选用适当的治疗方法, 减少并发症的

发生[1-5]. Kiriyama等[4]报道腹腔镜CBDE联合

LC一次处理CBDS合并胆囊结石的并发症及

死亡率发生率(7.00%和0.19%)低于EST联合

LC(13.5%和0.5%)[1]. 但腹腔镜CBDE组患者病

情不如EST组严重, 不包括急诊、高龄、虚弱

及伴随严重疾病不能耐受手术者, 值得注意. 
对重度急性胆管炎患者多急诊行内镜下的胆

道引流术已成共识, 所以本组我们不包括重度

急性胆管炎, 我们有选择性的对部分轻、中度

急性胆管炎行腹腔镜CBDE, 除外了有上腹部

手术史及伴随严重心肺等疾病不能耐受手术

者, 这对手术的完成、手术并发症的预防及降

低起了很重要的作用. 另外, 本组胆管炎患者

入院时诊断为轻、中度急性胆管炎, 部分患

者保守治疗有效后, 我们仍然在该次入院行

腹腔镜CBDE, 一次入院即处理了胆囊结石及

CBDS, 避免了再次入院及手术.  
腹腔镜CBDE可分为经胆囊管探查胆总

管取石和经胆总管切开取石两种方法. 前者

术后恢复过程与单纯LC相同[1]. 在胆总管直

径≥8 mm时, 可采用经胆总管切开取石, 在
证实CBDS已取净、胆道无明显炎症和胆管

下端通畅时, 可以一期缝合胆总管, 从而避免

T管相关的并发症. 也可经胆总管切口或经胆

囊管放置胆总管内支架管通过十二指肠乳头, 
扩大胆总管一期缝合的适应证. 但在胆总管

有炎症的情况下应放置T管引流, 其有助于减

少胆管狭窄或胆漏的发生, 便于术后胆道残

留结石的取出[1,2]. 急性胆管炎应以胆道引流

及抢救生命为主, 考虑到手术的安全性及有

效性. 本研究我们对CBDS合并轻、中度急性

胆管炎患者, 行经胆总管切开取石术, 胆总管

切开后均放置T管. 结果显示腹腔镜CBDE后, 
胆管炎明显得到控制; 4例胆道残余结石术后

也顺利取出, 说明该手术有很好的有效性. 腹
腔镜CBDE的并发症主要是胆漏、出血、胆

道损伤及胆道残余结石等. MRCP检查对了解

结石的大小、数量和位置很重要, 特别是对

单个结石或结石数目少者, 根据术前MRCP基
本上可以对术中结石是否取净做出准确判断. 
腹腔镜下取石使用坚硬的金属取石钳、取石

勺或探子等, 有损伤胆道及Oddi括约肌的可

能, 近年使用已逐渐减少, 代之以纤维胆道镜

直视下的网篮取石等, 减少了相关并发症的

发生. 我们对急性胆管炎病情不稳定者尽量

缩短手术时间, 根据病情的轻重决定是否使

用胆道镜及取石, 如取石, 取石时间尽量控制

在半小时以内, 不强调取净结石, 所有患者均

不行术中胆道造影. 
MRCP有助了胆道的解剖, 我们对所有患

者均行术前MRCP检查. 急性胆管炎时, 了解弄

清楚胆道的解剖关系, 显露、确认胆囊管、肝

总管及胆总管, 确保术野清晰是预防副损伤的

关键之一[10]. 缝合胆总管时, 应确保均匀缝合

胆管壁全层及打结牢固. 手术结束时应缓慢放

出腹腔气体, 在显示器直视下引出T管, 使之避

免有张力或扭曲成角, 有助于胆漏的预防. 急
性胆管炎时, 胆总管壁炎性水肿, 术后T管周围

     项目 CBDE术前 CBDE术后 P 值 

白细胞计数(×109/L) 10.91±0.62   6.98±0.39 0.168 

谷丙转氨酶(U/L) 188.86±25.11 38.31±6.75 0.003 

谷草转氨酶(U/L) 180.75±27.89 26.64±2.29 0.837 

总胆红素(μmol/L) 51.99±6.21 17.20±1.87 0.009 

碱性磷酸酶(U/L) 172.97±26.25 94.20±8.17 0.006 

γ-谷氨酰基转移酶(U/L) 435.53±69.37 166.53±28.59 0.000 

CBDE: 胆总管探查取石术. 

表  1  腹腔镜CBDE手术治疗轻、中度急性胆管炎患者前后实验室检查结果比较 (mean±SD)
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■同行评价
本文题目简单明
了, 摘要明确, 引
言条理清晰 ,  文
字简明扼要.

缝合处易有少量胆汁渗漏, 所以我们对所有患

者均常规于Winslow孔处放置腹腔引流管, 此
也有助于胆漏的观察及治疗, 本组无中转开

腹、腹腔内出血及胆道损伤等并发症; 4例胆

漏患者均经腹腔引流保守治疗数天后痊愈. 任
何一种手术方法都是以提高疗效及减少并发

症为原则, 开放性CBDE手术创伤较大, 应尽量

避免中转开腹, 所以不具备腹腔镜CBDE手术

能力时, 不应盲目开展. 虽然本研究结果显示

腹腔镜CBDE及T管引流术治疗轻、中度急性

胆管炎是安全、有效及可行的. 但是本研究不

包括重症及伴随严重疾病不能耐受手术者. 另
外, 本研究病例数较少, 可能尚未遇到严重的

并发症或死亡病例. 
目前在治疗CBDS合并胆囊结石的有效性

及安全性方面, 腹腔镜CBDE联合LC和EST联
合LC两种方法结果相似, 但其各有优缺点, 特
别是在急性胆管炎情况下, 术前必须综合考虑

患者对手术的耐受能力、医院的条件及医生

的内镜及腹腔镜技术水平等因素综合考虑, 采
取个体化的治疗方案[11-15]. 由于腹腔镜CBDE
联合LC能够在一次操作中同时处理CBDS和
胆囊结石, 有住院时间短、治疗费用低、保留

Oddi括约肌功能和远期并发症发生率低等优

点, 所以被认为应该成为治疗CBDS合并胆囊

结石的标准治疗方法, 应该成为外科医师努力

的方向. 
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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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■背景资料
胆总管结石可引
发急性和慢性胆
管 炎 、 全 身 感
染、肝损害等多
种严重疾病 ,  需
及时治疗 .  传统
的开腹胆囊切除
联合胆总管切开
取 石 T 管 引 流 术
在临床上应用较
为广泛 ,  但该术
式创伤大、术后
恢复时间长 ,  已
经逐渐被越来越
成熟的腹腔镜技
术所替代.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy between laparo­
scopic and open common bile duct exploration 
in patients with choledocholithiasis.

METHODS: Ninety-six patients with choledo­
cholithiasis were divided into a study group 
(50 cases) and a control group (46 cases). The 
study group received laparoscopic common 
bile duct exploration, and the control group 
received open common bile duct exploration. 

The operative situation, postoperative situation, 
and complications were compared for the two 
groups.

RESULTS: There was no significant difference 
in operative time or bleeding volume between 
the two groups (130.33 min ± 11.06 min vs 
128.68 min ± 10.88 min, 68.86 mL ± 10.97 mL vs 
70.92 mL ± 11.26 mL, P > 0.05). The number 
of times of postoperative analgesia use, 
time to gastrointestinal function recovery, 
postoperative hospitalization duration, and 
total treatment cost for the study group were 
significantly lower than those for the control 
group (1.27 ± 0.50 vs 1.68 ± 0.72, 29.82 h ± 5.69 h 
vs 34.91 h ± 5.70 h, 7.22 d ± 1.15 d vs 10.11 d ± 1.33 d, 
10068.44 ± 113.08 vs 13025.75 ± 116.20, P < 0.05). 
The rate of incision infection for the experiment 
group was significantly lower than that for the 
control group (0.00% vs 8.70%, P < 0.05).

CONCLUSION: Laparoscopic common 
bile duct exploration is associated with less 
surgical trauma, shorter postoperative recovery 
time and lower treatment cost than open 
common bile duct exploration in patients with 
choledocholithiasis.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
传统的开腹胆总
管探查手术虽然
效果显著 ,  但对
患者创伤较大、
术后恢复时间较
长、并发症也较
多 ,  同时也容易
造成胆道变形和
结石再生.
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DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3620

摘要
目的: 比较腹腔镜胆总管探查术(laparoscopic 
common bile duct exploration, LCBDE)与
开腹胆总管探查术(open common bile duct 
exploration, OCBDE)治疗胆总管结石的临床
效果. 

方法 :  随机抽取96例胆总管结石患者的
临床资料, 按照实际手术方案分为实验组
(LCBDE)50例和对照组(OCBDE)46例, 比较
两组患者手术情况、术后情况以及并发症
发生情况. 

结果: 两组患者手术时间及术中出血量比较
(130.33 min±11.06 min vs  128.68 min±10.88 
min)、(68.86 mL±10.97 mL vs  70.92 mL±
11.26 mL), 差异无统计学意义(P>0.05); 实验
组患者术后镇痛次数、胃肠功能恢复时间、

术后住院时间及治疗总费用均显著低于对
照组, (1.27次±0.50次 vs  1.68次±0.72次)、
(29.82 h±5.69 h vs  34.91 h±5.70 h)、(7.22 d
±1.15 d vs  10.11 d±1.33 d)、(10068.44元
±113.08元 vs  13025.75元±116.20元), 差异
具有统计学意义(P <0.05); 实验组患者术后
切口感染发生率显著低于对照组, (0.00% vs  
8.70%), 差异具有统计学意义(P<0.05). 

结论: LCBDE与OCBDE比较, 创伤小、术后
恢复时间短、治疗费用低, 是治疗胆总管结
石的优选手术方案. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究中实验组患者术后镇痛次

数、胃肠功能恢复时间、术后住院时间及治疗

总费用均显著低于对照组, 差异具有统计学意

义(P <0.05).
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0  引言

胆总管结石常继发于胆囊结石, 因国内居民生

活水平和饮食习惯的改变发病率呈现逐年升

高的趋势. 胆总管结石可引发急性和慢性胆管

炎、全身感染、肝损害等多种严重疾病, 需
及时治疗[1]. 传统的开腹胆囊切除联合胆总管

切开取石T管引流术在临床上应用较为广泛, 
但该术式创伤大、术后恢复时间长, 已经逐

渐被越来越成熟的腹腔镜技术所替代[2]. 现对

仙桃市第一人民医院实施腹腔镜与开腹胆总

管探查术(open common bile duct exploration, 
OCBDE)治疗胆总管结石的临床效果进行比

较, 探讨腹腔镜胆总管探查术(laparoscopic 
common bile duct exploration, LCBDE)的临床

优势, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机抽取2013-10/2014-10仙桃市第

一人民医院收治的96例胆总管结石患者的临

床资料. 纳入标准: (1)符合《欧洲内镜外科协

会关于胆总管结石诊断和治疗的临床应用指

南》[3]中胆总管结石相关诊断标准; (2)经常规

超声、计算机断层扫描(computed tomography, 
CT)或内镜逆行胰胆管造影检查确诊; (3)无腹

部手术史; (4)结石直径不超过2.0 cm; (5)肝内

胆管内未见结石. 排除标准: (1)合并严重胆管

炎或高度充血水肿者; (2)局部黏连无法辨认胆

总管者; (3)胆总管直径<5 mm者; (4)不耐受气

腹压力或长时间手术者; (5)不能配合完成本次

研究者. 按照实际手术方案将96例患者分为实

验组(LCBDE)50例和对照组(OCBDE)46例. 
1.2 方法

1.2.1 术前治疗: 两组患者术前均给予保肝、利

胆、解痉、抗生素、纠正水、电解质和酸碱

平衡、营养支持及纠正凝血功能异常等综合

治疗. 
1.2.2 手术: 两组患者均采取气管插管静脉复合

全身麻醉. 实验组患者取仰卧位, 常规消毒铺

巾, 麻醉起效后采用四孔法实施LCBDE: 于脐

部上方取10 mm左右切口, 使用气腹针穿刺后

建立气腹, 然后置入腹腔镜探查腹腔情况, 之
后分别在剑突下、右锁骨中线肋缘下2-4 cm
处和腋前线穿刺戳卡. 抬高患者右侧身体20度, 
向外侧牵拉胆囊壶腹部, 使胆囊三角展开, 然
后使用无损伤钳按压肠管将胆囊三角暴露出. 
常规分离胆囊管及胆囊动脉并使用钛夹将胆

囊颈管部夹闭, 使用电凝钩轻柔剥离胆囊, 注
意为充分显露胆总管手术视野暂不将胆囊切
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■相关报道
临 床 研 究 表 明 , 
胆道感染、胆道
梗 阻 、 胆 道 异
物、胆汁中蛋白
代谢异常以及胆
道系统的局部免
疫反应均为诱发
胆总管结石的主
要危险因素.

除. 在胆囊管和胆总管交汇处切开10-15 mm切

口, 然后置入胆道镜, 采用冲洗法、网篮取石

法取石, 取石后探查胆总管、肝总管等部位是

否有结石残留, 若无结石残留则留置T管并缝

合胆总管切口. 使用可吸收夹将胆囊管近端夹

闭, 切断胆囊管后将胆囊取出, 然后留置T管引

流, 常规关闭气腹逐层缝合切口. 术后3 mo需
常规复查胆总管造影, 无明显异常者可将胆总

管T管拔除. 对照组取平卧位, 麻醉起效后实施

OCBDE, 手术过程不再详述. 
1.2.3 观察指标: 记录两组患者手术情况(包括

手术时间、术中出血量等), 并比较两组患者

术后镇痛次数、胃肠功能恢复时间、术后住

院时间、治疗总费用以及并发症发生情况. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行

统计分析, 计量资料结果用mean±SD表示, 治
疗前后及组间比较用t检验, 计数资料以构成比

表示, 用χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者临床资料比较 两组患者的临床资

料比较, 差异无统计学意义(P >0.05), 具有可比

性(表1). 

2.2 两组患者手术情况比较 两组患者手术时间

及术中出血量比较(130.33 min±11.06 min vs  
128.68 min±10.88 min)、(68.86 mL±10.97 mL vs 
70.92 mL±11.26 mL), 差异无统计学意义(P>0.05). 
2.3 两组患者术后情况比较 实验组患者术后镇

痛次数、胃肠功能恢复时间、术后住院时间

及治疗总费用均显著低于对照组(P<0.05)(表2). 
2.4 两组患者术后并发症情况比较 实验组患者

术后切口感染发生率显著低于对照组, 差异具

有统计学意义(P <0.05); 两组患者其余并发症

发生率比较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表3). 

3  讨论

我国是胆道系统结石的高发地, 随着国内居民

生活水平的提高以及饮食结构的改变, 该病的

发生率还将不断升高[4]. 临床研究[5]表明, 胆道

感染、胆道梗阻、胆道异物、胆汁中蛋白代

谢异常以及胆道系统的局部免疫反应均为诱

发胆总管结石的主要危险因素. 
目前, 临床治疗胆总管结石的方案以手术

治疗为主, 保肝、利胆、解痉、抗生素、纠正

水、电解质和酸碱平衡、营养支持及纠正凝

血功能异常等综合治疗为辅, 临床效果显著[6]. 

     
分组  n

术后镇痛次数

(次)

胃肠功能恢复时间

(h)

术后住院时间

(d)

  治疗总费用

   (元)

实验组 50  1.27±0.50a  29.82±5.69a    7.22±1.15a 10068.44±113.08 

对照组 46 1.68±0.72 34.91±5.70 10.11±1.33 13025.75±116.20

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  两组患者术后情况比较

     
分组  n

性别
年龄(岁)

胆总管结石直径

(mm)

胆总管结石数量(个) 胆红素(μmol/L) 合并胆

囊结石 男 女 ≤2 >2 ≤34.2 >34.2

实验组 50  23 27 33.82±8.13 10.33±5.11 13 37 5 45 23

对照组 46  20 26 34.57±8.76 10.08±5.12 11 35 5 41 20

表  1  两组患者临床资料比较

     分组  n 胆瘘 术后出血 切口感染 腹腔脓肿

实验组 50 3(6.00) 1(2.00)  0(0.00)a 1(2.00)

对照组 46 2(4.35) 2(4.35) 4(8.70) 1(2.17)

aP<0.05 vs  对照组.

表  3  两组患者术后并发症情况比较 n (%)
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■同行评价
本文比较实施腹
腔镜与开腹胆总
管探查术治疗胆
总管结石的临床
效果 ,  探讨腹腔
镜胆总管探查术
的临床优势 ,  有
一定科学价值和
临床应用意义.

但传统的OCBDE手术虽然效果显著, 但对患

者创伤较大、术后恢复时间较长、并发症也

较多, 同时也容易造成胆道变形和结石再生[7]. 
内镜括约肌切开术(endoscopic sphincterotomy, 
EST)也是治疗胆总管结石的有效术式, 创伤较

小, 但手术适应证范围小, 成功率较低, 在结石

清除方面也有一定局限性, 因此临床应用受到

了限制[8]. 腹腔镜技术为微创手术, 在临床上已

经逐渐替代了多种开放手术, 赢得了临床医师

的青睐. 随着腹腔镜技术的不断成熟, LCBDE
手术已经开始逐渐替代传统的OCBDE手术, 
其临床优势主要为: 采取四孔法手术创伤小, 
手术应激对患者刺激小, 术后容易恢复[9]; 术中

腹腔镜的使用不仅能够准确探查患者腹腔情

况, 也为手术提供了清晰准确的视野, 即缩短

了手术时间, 也避免了解剖分离过程中的不必

要损伤[10]; 术中加用胆道镜, 可准确探查胆总

管中结石情况, 为取石方式选择提供了便利, 
也避免了盲目取石所胆管造成的损伤[11]. 

一般情况下腹腔镜手术与开腹手术比较, 
手术时间明显缩短, 主要是由于节省了开腹、

关腹的时间, 另外腹腔镜手术视野更佳也节省

了手术操作时间[12]. 但LCBDE手术在胆道镜

取石、术中留置胆道T管以及缝线打结时存在

技术难点, 对临床医师操作技巧和经验要求较

高, 一般临床医师需在上述方面需花费一定时

间[13]. 另外, 腹腔镜虽然手术视野清晰准确, 但
对手术操作要求较高, 术中一旦出血不好控制, 
因此在术中整体出血情况方面与开腹手术比

较, 并不占较大临床优势[14]. 本研究中两组患

者手术时间及术中出血量比较, 差异无统计学

意义(P >0.05), 与上述研究报道相符. 
有临床研究[15]指出, 腹腔镜手术创伤小、

术中对周围组织无大面积刺激(开腹手术有手

套、纱布等的刺激)、对胃肠道刺激也小, 因
此术后疼痛较轻、胃肠功能恢复也较快, 缩短

了住院时间. 本研究中实验组患者术后镇痛次

数、胃肠功能恢复时间、术后住院时间及治

疗总费用均显著低于对照组, 差异具有统计学

意义(P <0.05), 与上述研究报道相符. 朱信强

等[16]的研究指出LCBDE手术切口小、对周围

组织不必要损伤小、手术刺激小, 因此术后出

血、感染等几率小. 本研究中实验组患者术后

切口感染发生率显著低于对照组, 差异具有统

计学意义(P <0.05), 也证实了这一点. 
总之,与OCBDE比较, LCBDE创伤小、术

后恢复时间短、治疗费用低, 是治疗胆总管结

石的优选手术方案. 
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■背景资料
高脂血症性胰腺
炎(hyperlipidemia 
acute pancreatitis, 
H A P ) 已 逐 渐 成
为第二大胰腺炎
发病原因 ,  仅次
于胆源性胰腺炎. 
其发病与甘油三
酯(triacylglycerol, 
TG)明显升高密
切相关 ,  好发于
中青年男性 ,  临
床症状重且发展
迅速 ,  血、尿淀
粉酶升高常不明
显 ,  极易误诊、
漏诊 ,  死亡率高 , 
应引起大家的高
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Abstract 
AIM: To evaluate the clinical effects of alprostadil 
combined with peritoneal lavage therapy in 
the treatment of hyperlipidemic severe acute 
pancreatitis (HSAP). 

METHODS: Twenty-seven patients with HSAP 
were randomly divided into two groups: a 
control group (13 patients) and a treatment 
group (14 patients). Both groups received 
the same conventional medical therapy, and 
the treatment group additionally received 
alprostadil and peritoneal lavage therapy (14 d 
as a cycle). Curative effects were compared 
between the two groups. 

RESULTS: Compared with the control group, 
the time to patient’s condition improvement 
(5.55 d ± 3.12 d vs 8.18 d ± 4.09 d, 4.14 d ± 2.94 
d vs 6.75 d ± 3.58 d), the time to improvement 
of triacylglycerol (5.42 d ± 2.06 d vs 8.28 d ± 
3.55 d), total response rate (85.71% vs 61.54%), 
rates of complications (21.6% vs 38.5%) and 
mortality (7.14% vs 15.38%), average hospital stay 
(23.84 d ± 7.54 d vs 31.98 d ± 12.18 d), and total 
expenses of the medical treatment (34.56 ± 
13.44 vs 41.29 ± 18.81) were significantly better 
in the treatment group (P < 0.05 or P < 0.01). 

CONCLUSION: Alprostadil combined with 
peritoneal lavage therapy is a safe and effective 
therapy for HSAP. It may become a basic choice 
for treating HSAP.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hyperlipidemia; Severe acute pancr
eatitis; Alprostadil; Peritoneal lavage therapy; 
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■研发前沿
目前国内外尚无
关于HAP的治疗
指南发布 .  除急
性胰腺炎常规的
治疗措施外 ,  对
HAP的治疗仍存
在许多争议 .  虽
然 降 低 血 T G 是
治疗HAP的核心
环节 ,  但如何安
全、有效地治疗
HAP尚需要更深
入地进行实验和
临床研究. 

hyperlipidemic severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2015; 23(22): 3624-3628  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/23/3624.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3624

摘要
目的: 观察前列地尔联合腹腔灌洗对高脂血
症性重症胰腺炎(hyperlipidemia severe acute 
pancreatitis, HSAP)的治疗效果. 

方法: 将27例HSAP患者随机分为对照组(13
例)和治疗组(14例). 对照组给予内科常规治
疗, 治疗组在对照组治疗方案基础上给予静
脉滴注前列地尔及透析液腹腔灌洗治疗, 14 d
为1疗程. 对两组疗效进行比较. 

结果:  治疗组在临床症状 /体征缓解时间
(5.55 d±3.12 d vs  8.18 d±4.09 d, 4.14 d±
2.94 d vs  6.75 d±3.58 d)、血清甘油三酯
(triacylglycerol, TG)好转时间(5.42 d±2.06 d 
vs  8.28 d±3.55 d)、首疗程总有效率(85.71% 
v s  61 .54%)、并发症发生率 (21 .6% v s 
38.5%)、死亡率(7.14% vs 15.38%)、平均住院
时间(23.84 d±7.54 d vs 31.98 d±12.18 d)及医
疗总费用(34.56千元±13.44千元 vs  41.29千
元±18.81千元)等方面均优于对照组(P <0.05
或P <0.01). 

结论: 前列地尔联合透析液腹腔灌洗治疗
HSAP疗效可靠、安全, 可作为HSAP内科治
疗的常规选择. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 高脂血症; 重症急性胰腺炎; 前列地尔; 

腹腔灌洗; 联合

核心提示: 高脂血症性重症胰腺炎(hyperlipidemia 
severe acute pancreatitis, HSAP)的发病率逐年升

高, 死亡率高, 缺乏治疗指南、规范指导. 本研

究联合前列地尔与腹腔灌洗治疗HSAP, 安全有

效, 可作为HSAP的内科常规治疗选择.

吴林, 孔晓霞, 郑永平. 前列地尔联合腹腔灌洗治疗高

脂 血 症 性 重 症 胰 腺 炎 的 临 床 疗 效 .   世 界 华 人 消 化 杂

志  2015; 23(22): 3624-3628 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/3624.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3624

0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常

见的一种急腹症, 大多数病例的病程呈自限

性, 但约20%-30%的病例可进展为重症, 并发

器官功能衰竭 ,  死亡率高 .  随着生活水平的

提高和生活方式的改变, 高脂血症性胰腺炎

(hyperlipidemia acute pancreatitis, HAP)的发病

率逐年上升, 已逐渐成为第二大胰腺炎发病原

因, 仅次于胆源性胰腺炎. HAP的发病与血清

甘油三酯(triacylglycerol, TG)明显升高密切相

关, 好发于中青年男性, 临床症状相对较重且

发展迅速, 血、尿淀粉酶升高常不明显, 极易

出现误诊、漏诊, 造成治疗延误, 重症化、并

发症发生率及复发率均较高, 应引起我们的

高度重视. 为此, 我们进行了此项前瞻性研究, 
以期为高脂血症性重症胰腺炎(hyperlipidemia 
severe acute pancreatitis, HSAP)的临床治疗提

供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2013-01汕头市中心医院共

收治HSAP患者27例, 其中男16例, 女11例. 所
有病例均符合中华医学会胰腺病学组制定

的SAP诊断标准[1]. 病例入选标准为: 具有AP
的临床表现(腹痛、恶心和呕吐等); 治疗前

的血清TG值≥11.30 mmol/L, 或血清TG值

5.65-11.30 mmol/L, 但血清高度乳浊, 甚至无

法行生化及凝血功能检测; 有胰腺炎的影像学

证据[计算机断层扫描(computed tomography, 
CT)或磁共振成像(magnetic resonance imaging, 
MRI), 重点为CT], 尤其是对于血尿淀粉酶不

高或轻度升高的病例, 其诊断价值更高; 排除

A P的其他致病因素如胆石症、乙醇、暴饮

暴食、Oddi括约肌功能障碍、腹部外伤及手

术、药物等. 入选病例采用随机数字法分为治

疗组(14例)和对照组(13例), 两组患者一般资

料比较差异无统计学意义(P >0.05)(表1). 试验

方案经医院伦理委员会讨论一致通过, 所有入

组患者均在试验前签署知情同意书. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 对照组按《中国急性胰腺炎诊治指

南草案》建议, 给予吸氧、心电监护、禁食、

胃肠减压、补液、质子泵抑制剂、抗生素、奥

曲肽持续静脉泵入、抑制胰酶活性、胰岛素控

制血糖、维持水、电解质及酸碱平衡、早期留

置鼻空肠管行肠内营养等内科常规治疗. 
治疗组在对照组治疗方案基础上给予前

■相关报道
临床研究发现, 使
用前列地尔或腹
腔灌洗治疗HAP
疗效满意, 且不良
反应轻, 值得临床
推广应用. 
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列地尔(凯时, 北京泰德制药有限公司, 批号

H10980024, 5 μg/支)10 μg+生理盐水100 mL, 
静脉滴注, 1次/d, 14 d为1疗程; 并同时予腹膜

透析液(广州百特医疗用品有限公司)腹腔灌洗

治疗, 入院后24 h内行腹腔穿刺置管术作灌洗

治疗, 根据患者病情及耐受性, 从小剂量开始, 
每次灌注量约1000-2000 mL, 在腹腔内停留约

1 h后引出, 灌洗3-5/d, 疗程约7-14 d. 
1.2.2 疗效判定: 临床指标: 观察症状: 腹痛、

腹胀、恶心、呕吐、肛门排气排便、发热、

休克等, 以及体征: 腹部压痛、反跳痛、肌紧

张、皮下瘀斑、肠鸣音等. 
实验室指标: 血淀粉酶、尿淀粉酶、血常

规、TG、肝肾功能、血糖、血钙、C反应蛋白

(C reactive protein, CRP)、D-二聚体、降钙素原等. 
临床疗效判定: 显效: 7 d内临床症状及

体征消失或缓解、实验室指标基本正常; 有
效: 14 d内临床症状及体征消失或缓解、实验

室指标基本正常; 无效: 14 d病情无改善(包括

临床症状、体征仍明显, TG未降至安全范围, 
CRP、D-二聚体、降钙素原等无下降趋势或

继续升高). 首疗程总有效率 = (显效例数+有
效例数)/组内总例数×100%. 

并发症发生率: 并发症主要为休克、败

血症、肾功能不全、呼吸衰竭、胰腺假性囊

肿、胰腺脓肿、胰性脑病等. 并发症发生率 = 
(并发症发生例数)/组内总例数×100%. 死亡

率: 死亡例数/组内总例数×100%. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 使用

SPSS15.0统计分析软件, 采用成组设计资料的t

检验, 计数资料采用χ2检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 临床症状/体征缓解时间比较 治疗组在症

状缓解时间(5.55 d±3.12 d vs  8.18 d±4.09 d, 
P<0.05)、体征消失时间(4.14 d±2.94 d vs 6.75 d
±3.58 d, P<0.05)及肠鸣音恢复时间(7.26 d±3.57 d 
vs 11.40 d±6.12 d, P<0.01)等方面均优于对照组. 
2.2 血清TG好转时间 经过1-2个疗程治疗后, 
治疗组患者血清T G下降至安全范围(<5.65 
mmol/L)时间(5.42 d±2.06 d vs  8.28 d±3.55 d, 
P <0.05)及恢复至正常范围(<1.70 mmol/L)时间

(11.66 d±4.34 d vs  18.81 d±9.63 d, P <0.01)均
显著快于对照组. 
2.3 两组患者疗效比较 治疗组在总有效率、

并发症发生率、死亡率等方面均优于对照组

(P <0.05或P <0.01); 治疗组1例患者死亡, 患者

为64岁男性, 就诊时间超过3 d, 有糖尿病、高

脂血症不规则治疗史多年, 入院经积极治疗后

临床表现、生化指标好转, 但患者肺损伤严重, 
最终并发呼吸衰竭死亡(表2). 
2.4 两组患者医疗成本比较 治疗组患者在平均

住院天数(23.84 d±7.54 d vs  31.98 d±12.18 d, 
P <0.05)、医疗总费用(34.56千元±13.44千元 
vs  41.29千元±18.81千元, P <0.05)方面均明显

低于对照组. 

3  讨论

高脂血症引起的AP呈逐年上升趋势, 广东地

     分组 n 显效 有效 无效 首疗程总有效率(%) 并发症发生率(%) 死亡率(%)

治疗组 14 7 5 2  85.71b  21.6a   7.14a

对照组 13 3 5 5 61.54 38.5 15.38

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 

表  2  两组患者疗效比较

■创新盘点
目前国内外已有
不少关于使用前
列地尔或腹腔灌
洗 治 疗 H A P 的
报道 ,  但关于联
合前列地尔与腹
腔灌洗治疗高脂
血症性重症胰腺
炎(hyperlipidemia 
severe acute pancre-

atitis, HSAP)的研
究国内外尚未见
相关报道. 

     
分组 n 年龄(岁) 男/女(n )

体质量指数

(kg/m2)

起病时间

(h)

白细胞

(×109/L)

淀粉酶

(U/L)

TG

(mmol/L)

CT分级(n )

D级 E级

治疗组 14 39 8/6 26±4.42 48.85±9.42 20.53±8.34 1820±506.54 20.34±6.88 9 5

对照组 13 40 7/6 26±4.42   50.26±10.68 19.65±7.49 1942±680.27 22.51±8.06 8 5

表  1  两组患者一般情况比较

TG: 甘油三酯; CT: 计算机断层扫描.
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区HAP的发病率10年间升高了2.6倍[2]. HAP
与TG升高密切相关, 而单纯的高胆固醇并不

引起胰腺炎. 目前认为, 大多数情况下, 轻至

中度血脂升高继发于胰腺炎 ,  而重度T G升

高(≥5.65 mmol/L)可诱发胰腺炎, 且大约有

20%-30%的HAP进展为HSAP. HAP的发病机

制尚不完全明确[3], 其可能发病机制是[4-8]: (1)
游离脂肪酸的毒性作用: 胰腺及胰周高浓度

的TG被胰脂肪酶水解, 局部产生大量游离脂

肪酸, 诱发酸中毒, 激活胰蛋白酶原, 导致胰腺

发生严重的自身消化; 游离脂肪酸的皂化作

用使胰腺间质崩解, 胰腺发生自溶, 释放更多

的有毒物质进入循环; 游离脂肪酸对胰腺腺

泡细胞和毛细血管内皮细胞有直接的细胞不

良反应; 另外, 游离脂肪酸可通过加强肿瘤坏

死因子等细胞因子的毒性引起生物膜损伤, 膜
通透性增高, 加重胰腺缺血坏死; (2)微循环障

碍: 过高浓度的TG增加血液黏滞度, 导致胰腺

微循环障碍; 高TG损伤胰腺血管内皮细胞, 使
内皮合成与分泌具有扩血管作用的前列环素

I2(prostacyclin I2, PGI2)减少, 同时高TG可激

活血小板, 释放大量具有强烈缩血管作用的血

栓素A2(thromboxane A2, TXA2), 导致TXA2/
PGI2失衡, 加重循环障碍; 血清脂质颗粒聚集

栓塞胰腺微血管; SAP时, 血浆成分在多种炎

症因子作用下大量渗出, 进一步加剧胰腺微循

环障碍; (3)其他: 如炎性反应、氧化应激、钙

超载、基因多态性[9,10]、代谢异常等方面. 由
此我们可以总结出HAP治疗的关键在于早期

阻断炎性介质的继续吸收、迅速降低腹腔内

压力及改善胰腺微循环. 
前列地尔注射液(凯时)是以直径为0.2 μm

的脂微球作为前列腺素E1的载体, 将前列腺素

E1运送到特定病变部位, 靶向扩张内脏血管, 
改善胰腺微循环; 同时可以抑制多种内外源性

刺激引起的胰腺分泌, 稳定溶酶体膜, 抑制胰

酶释放[11-13]; 对TXA2有较强拮抗作用, 能抑制

血小板聚集和活化, 防止血栓形成[14,15]. 此外, 
前列地尔还具有对注射局部血管刺激小、在

肺部的失活率低、生物利用度高等优点. 
腹腔灌洗治疗可将HSAP患者腹腔内各种

炎症介质、生物活性物质及坏死物质等随引

流液一起排出体外, 减少毒素及细菌移位, 并
能通过腹膜透析作用将血液中有害物质一并

排出体外, 能有效减轻胰腺及全身的炎症反应, 

迅速降低腹腔内压力, 降低器官衰竭的发生率. 
本研究在SAP内科常规治疗基础上, 加用

前列地尔及透析液腹腔灌洗治疗27例HSAP患
者, 结果显示: 治疗组在临床症状/体征缓解时

间、血清TG好转时间、总有效率、并发症发

生率、死亡率、平均住院时间及医疗总费用

等方面均优于对照组(P <0.05或P <0.01), 提示

前列地尔联合腹腔灌洗治疗HSAP能更快缓解

临床症状、体征, 使血清TG尽快降至安全范

围, 提高治愈率, 降低并发症发生及死亡率, 值
得临床推广应用. 
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胰腺癌是一种发
病隐匿、发展迅
速、预后极差的
消 化 系 统 肿 瘤 . 
针对胰腺癌诊断
及术后评估指标
一 直 在 研 究 中 , 
CA19-9在胰腺癌
的诊治中发挥重
要作用 ,  但仍存
在许多不足 .  因
此 ,  临床上需要
发现新的肿瘤标
志物 ,  通过联合
检测来提高胰腺
癌诊断及手术切
除率的敏感性和
特异性.
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Abstract
AIM: To assess the clinical value of combined 
detection of serum decoy receptor 3 (DcR3) and 
CA19-9 in the diagnosis of pancreatic cancer. 

METHODS: Serum samples were collected from 
90 pancreatic cancer patients, 20 pancreatic 
benign tumor patients and 20 healthy persons. 
Serum DcR3 levels were detected by ELISA, 
and serum CA19-9 levels were detected by 
eletro-chemiluminescent immunoassay. The 
receiver operating characteristic (ROC) curve 
was constructed to evaluate the diagnostic 
value and predict the resectability of pancreatic 
cancer. 

RESULTS: The median serum levels of DcR3 
and CA19-9 were 37.75 pg/mL and 202.29 kU/L, 
respectively, in the pancreatic cancer group, 
and they were significantly higher than those in 
patients with benign tumors or healthy persons 
(P < 0.01 for both). The area under ROC curves 
(AUC) of DcR3 and CA19-9 were 0.81 and 0.89, 
respectively, and AUC of combined detection 
of two markers produced the highest diagnostic 
yield (AUC = 0.95). For predicting resectability 
of pancreatic cancer, AUC values of DcR3 
and CA19-9 were 0.68 and 0.59, respectively, 
however, AUC of combined detection of the 
two markers was 0.73. 

CONCLUSION: The levels of serum DcR3 
and CA19-9 are significantly elevated in 
pancreatic cancer patients. The combined 
detection of DcR3 and CA19-9 may be helpful 
to the diagnosis and predicting resectability of 
pancreatic cancer. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
胰腺癌具有早期
诊断困难、手术
切除率低的特点, 
血清肿瘤标志物
检测是一种无创
而且有效的诊断
和评估方法 ,  单
指标检测在胰腺
癌 诊 断 方 面 存
在很多不足 .  诱
骗受体3 ( d e c o y 
receptor 3, DcR3)
是一种分泌性蛋
白 ,  在血清中长
期稳定存在 ,  因
此联合检测胰腺
癌血清中DcR3和
CA19-9对胰腺癌
诊断及手术可切
除性具有重要的
评估作用.
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Y, Li DC, Zhou J. Clinical value of combined detection 
of serum decoy receptor 3 and CA19-9 in diagnosis 
of pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2015; 23(22): 3629-3633  URL: http://www.wjgnet.
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摘要
目的: 探讨血清中诱骗受体3(decoy receptor 
3, DcR3)和CA19-9联合检测对胰腺癌诊断的
临床价值.  

方法: 收集90例胰腺癌、20例胰腺良性肿
瘤患者及20例健康对照者血清, 应用酶联
免疫吸附试验(ELISA)方法测定DcR3水平, 
电化学发光免疫分析法测定血清CA19-9水
平, 采用受试者工作特征(receiver operating 
characteristic, ROC)曲线评估他们对胰腺癌
诊断和可切除性判断的临床价值.  

结果: 胰腺癌患者血清DcR3和CA19-9水平
分别为37.75 pg/mL和202.29 kU/L, 明显高
于胰腺良性肿瘤组和健康对照组, 差异均有
统计学意义(P <0.01). DcR3和CA19-9诊断胰
腺癌的曲线下面积(area under ROC curves, 
AUC)分别为0.81和0.89, 两者联合检测的
AUC为0.95. DcR3和CA19-9对胰腺癌科切
除性判断的AUC分别为0.68和0.59, 两者联
合检测的AUC为0.73.  

结论: DcR3和CA19-9在胰腺癌患者血清中
升高, 两者联合检测有助于提高胰腺癌诊断
价值和可切除性的判断. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰腺肿瘤; 诱骗受体3; CA19-9抗原; 肿

瘤标志物

核心提示: 本研究探讨血清中诱骗受体3(decoy 
receptor 3, DcR3)和CA19-9联合检测对胰腺癌

的诊断及可切除性的价值, 结果显示DcR3和

CA19-9在胰腺癌患者血清中升高, 两者联合检测

有助于提高胰腺癌诊断价值和可切除性的判断.

杨健, 张旭, 张立峰, 朱东明, 张子祥, 张逸, 李德春, 周健. 

DcR3、CA19-9联合检测在胰腺癌诊断中的临床价值.  世界

华人消化杂志  2015; 23(22): 3629-3633 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/23/3629.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3629

0  引言

胰腺癌是恶性程度最高的消化系肿瘤之一 , 
手术切除率仅为15%-20%, 5年生存率为5%
左右[1,2]. 临床上常用CA19-9、CA50、CA12-5
等肿瘤标志物诊断胰腺癌, 以CA19-9意义较

大 ,  但受个体差异及机体内环境的影响 ,  其
敏感性和特异性均不高 .  诱骗受体3(d e c o y 
receptor 3, DcR3)是肿瘤坏死因子受体(tumor 
necrosis factor receptor, TNFR)超家族成员, 其
氨基酸序列中缺乏跨膜结构, 是一种分泌性

蛋白, 在正常组织和血清中不表达或微量表

达, 但在多种肿瘤组织和血清中可以出现高

表达[3-5]. DcR3具有抑制凋亡和促进肿瘤细胞

免疫逃逸的双重功能, 在肿瘤的发生、发展中

发挥着重要的作用. 本研究检测了90例胰腺

癌患者血清中DcR3和CA19-9水平, 旨在探讨

DcR3、CA19-9联合检测对胰腺癌的诊断价值

和可切除性的评估. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-01/2013-12苏州大学附属

第一医院普外科的胰腺癌患者90例, 其中男

57例, 女33例, 年龄39-77岁, 平均61岁±12
岁. 根据美国癌症联合委员会(American Joint 
Committee on Cancer, AJCC)TNM分期(2010), 
Ⅰ期23例, Ⅱ期37例, Ⅲ期12例, Ⅳ期18例. 可
手术切除经病理证实60例, 通过术中探查判

断肿瘤无法切除9例, 通过影像学计算机断层

扫描(computed tomography, CT)或磁共振成像

(magnetic resonance imaging, MRI)发现存在转

移或其他远处转移而不可切除21例. 20例胰腺

良性肿瘤包括黏液性囊腺瘤10例, 浆液性囊腺

瘤6例, 乳头状瘤2例, 胰岛细胞瘤2例, 另选择

20例健康志愿者作为健康对照组. 
1.2 方法  收集各组患者术前及健康者的血

清 ,  D c R3水平测定采用酶联免疫吸附试验

(ELISA)方法, ELISA试剂盒购自BD公司, 按照

试剂盒说明书操作. CA19-9水平的测定采用电

化学发光免疫分析法, 正常参考范围0-37 kU/L. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行统计

学处理, DcR3和CA19-9水平以中位数表示, 采
用Kruskal-Wallis H检验、Spearman分析进行

组间比较及相关性分析. 应用受试者工作特征

(receiver operating characteristic, ROC)曲线和

■相关报道
D c R 3 具 有 抑 制
凋亡和促进肿瘤
细胞免疫逃逸的
双重功能 ,  在肿
瘤的发生、发展
中发挥着重要的
作用 .  研究表明
DcR3在胰腺癌组
织和血清中均高
表达 ,  并在血清
中可与胰腺良性
肿瘤及正常对照
组区分. 
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逐步Logistic回归结果的ROC曲线计算曲线下

面积(area under ROC curves, AUC), 分析单指

标及联合检测的效能. 以P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 各组血清DcR3和CA19-9水平 表1显示, 胰
腺癌患者血清D c R3水平明显高于各胰腺良

性肿瘤以及健康对照组(P <0.01), 胰腺良性肿

瘤患者组和健康对照组血清DcR3水平比较, 
差异无统计学意义(P >0.05). 胰腺癌患者血清

C A19-9水平明显高于胰腺良性肿瘤组和健

康对照组(P <0.01), 同时胰腺良性肿瘤组血清

CA19-9水平与健康对照组比较, 差异有统计学

意义(P <0.05). 相关性分析显示, 胰腺癌患者血

清DcR3和CA19-9水平无明显相关性(r  = 0.041, 
P >0.05). 
2.2 DcR3与CA19-9联合检测在诊断胰腺癌

中的价值 基于L o g i s t i c回归的R O C曲线分

析单个标志物及联合检测的评价结果示, 两
种标志物单项检测的结果表明C A19-9的敏

感度82.22%, 特异度82.50%, D c R3的敏感

度68.89%, 特异度87.50%, 联合检测的敏感

度87.78%, 特异度90.00%, 提示联合检测较

为理想. DcR3、CA19-9诊断胰腺癌的AUC
分别为0.81(95%CI: 0.74-0.88), 0.89(95%CI: 
0.83-0.94), DcR3、CA19-9联合检测的AUC为
0.95(95%CI: 0.91-0.98), 以两者联合检测的效

能最佳(图1). 
2.3 DcR3与CA19-9联合检测对胰腺癌可切除

性的判断 60例可切除患者中DcR3和CA19-9
的水平分别为31.66 pg/mL和163.72 kU/L, 明
显低于不可切除的患者(DcR3: 72.22 pg/mL; 
CA19-9: 366.99 kU/L), 差异均有统计学意义

(P <0.01). 根据ROC曲线分析DcR3、CA19-9
单指标对胰腺癌可切除性判断的AUC分别为

0.68(95%CI: 0.56-0.81), 0.59(95%CI: 0.46-0.73)
诊断价值较低, 而联合检测对胰腺癌可切除性

判断的AUC为0.73(95%CI: 0.62-0.84), 对胰腺

癌可切除性判断的意义为中等(图2). 

3  讨论

DcR3最早是Pitti等[6]于1998年发现的与TNFR
高度同源的凋亡抑制因子, 其氨基酸序列中缺

乏跨膜结构, 是一种分泌性蛋白. DcR3基因定

位于染色体20q13.3, 全长11.14 kb, 由271个氨

基酸残基组成, 包括4个半胱氨酸残基富集区

和1个N -糖基化位点. DcR3能竞争性结合Fas
配体(Fas ligand, FasL)、肿瘤坏死因子样配体

     
分组  n

DcR3(pg/mL) CA19-9(kU/L)

中位数 范围 中位数 范围

胰腺癌组 90 37.75 3.18-98.58 202.29   6.23-877.48

胰腺良性肿瘤组 20   8.64 3.31-36.49   13.57   3.45-211.25

健康对照组 20   8.17 3.18-17.47     8.30 2.15-30.46

DcR3: 诱骗受体3. 

表  1  各组中DcR3和CA19-9水平的比较
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图  1  DcR3、CA19-9单独及联合诊断胰腺癌的ROC曲线. 
A: DcR3、CA19-9诊断胰腺癌的ROC曲线; B: 联合检测

诊断胰腺癌的ROC曲线. DcR3: 诱骗受体3.

■创新盘点
有学者提出胰腺
癌生物学特性与
术前评估可切除
性的思考 ,  以及
文 献 报 道 血 清
CA19-9水平对胰
腺癌可切除性判
断 的 临 床 意 义 , 
但多数是单一性
指标去判定 ,  本
文探讨在胰腺癌
患 者 血 清 中 联
合 检 测 D c R 3、
CA19-9对胰腺癌
诊断和可切除性
的评估价值.

■应用要点
DcR3在国外已经
被用于多种恶性
肿瘤的临床诊治
过程、治疗前后
判断疗效和新的
相关药物的研发. 
由于血清中DcR3
的检测具有操作
简单方便 ,  创伤
小 ,  费用低的优
势 ,  是潜在的临
床诊断指标. 
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1A(tumor necrosis factor ligand-like 1A, TL1A)
和T细胞上可诱导表达的、与单纯疱疹病毒糖

蛋白D竞争结合单纯疱疹病毒侵入介体的淋巴

毒素类似物(lymphotoxin analogues, LIGHT), 
发挥抑制凋亡和促进肿瘤细胞免疫逃逸的双

重作用[7-9]. Wu等[10]研究发现急性感染和健康

者血清中DcR3阴性率为96.9%, 而恶性肿瘤患

者血清中DcR3阳性率为55.0%, 提示DcR3可作

为鉴别肿瘤和炎症的标志物之一. 我们前期的

研究[11]发现胰腺癌患者血清中DcR3水平明显

高于正常健康者和良性肿瘤组, 并且胰腺癌组

织中DcR3的表达与血清中DcR3的表达呈正相

关关系. 
CA19-9是唾液酸化的Lewisa血型抗原, 正

常胰腺组织分泌极少, 当Lewisa抗原阳性的胰

管、胆管、胃肠道上皮细胞发生恶变时分泌

亢进, 是针对胰腺癌临床应用最多和最有价值

的肿瘤标志物, 但在急性炎症、胆道梗阻、肝

硬化等疾病时也有不同程度的升高[12]. 此外, 
在分化差的肿瘤中CA19-9的表达水平也较低. 
因此, 选择包括CA19-9在内的两种及以上的血

清肿瘤标志物进行联合检测, 有助于胰腺癌的

诊断和术前评估[13,14].
本研究结果显示, DcR3、CA19-9单项检

测以及联合检测的AUC分别为0.81、0.89和
0.95, 表明联合检测能提高胰腺癌的诊断效

能. 同时研究表明DcR3和CA19-9水平在胰腺

癌患者血清中分别独立升高, 并无相关性, 可
能与这两种标志物在细胞中不同的合成途径

有关, 因此在诊断上具有互补性, 为两者的联

合检测的合理性提供了理论依据. 此外, 通过

ROC曲线对胰腺癌可切除性进行评估, DCR3
和CA19-9单项检测的AUC分别为0.68和0.59, 
诊断价值较低, 而两者联合检测AUC为0.73, 
诊断价值中等. CA19-9对胰腺癌可切除性判

断的效能较低, 与C A19-9的蛋白骨架有关, 
其抗原决定簇是Lewisa抗原的衍生物, 而人

群中Lewisa血型抗原阴性率在10%左右, 这
部分胰腺癌患者血清中CA19-9水平较低[15]. 
DcR3作为一种分泌性蛋白, 在血清中长期稳

定表达, 是鉴别肿瘤和炎症的标志物之一, 与
CA19-9的表达特性无重叠性. 因此, 联合检

测相对单项检测能获得更多的信息, 一方面

互相补充, 支持诊断; 另一方面增加术前评估

的手段, 通过结合影像学资料, 减少手术的盲

目性. 
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■名词解释
诱骗受体 :  诱骗
受 体 家 族 包 括 3
个成员, DcR1、
DcR2和DcR3, 通
过阻断凋亡信号
发挥抑制凋亡的
作用, 与DcR3在
肿瘤中高表达不
同, DcR1和DcR2
主要分布在正常
组织和细胞中. 
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患者血清中升高, 
两者联合检测有
助于提高胰腺癌
诊断价值和可切
除性的判断 .  实
验设计及结果处
理合理 ,  具有一
定的创新性和临
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■背景资料
结肠息肉电切时
常 规 注 入 空 气 , 
术中术后均有不
同程度的腹痛腹
胀 ,  甚至难以忍
受. CO2气腹已经
广泛应用于腹腔
镜技术 ,  本研究
以 空 气 为 对 照 , 
评价CO 2应用于
结肠息肉高频电
凝电切术的安全
性与有效性. 
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Abstract
AIM: To evaluation the efficacy and safety of 
application of carbon dioxide (CO2) in high-
frequency electrocoagulation of colonic polyps. 

METHODS: One hundred and forty patients 

who received treatment for intestinal polyps 
at our hospital were randomly divided into 
an CO2 group (n = 70) and an air group (n = 
70). The patients in the two groups received 
CO2 and air injection upon polyp resection, 
respectively. The arterial partial pressure of 
CO2 was recorded before, during and after 
enteroscopy. The visual analogue score 
(VAS) scale was used to assess the severity of 
abdominal distension and pain at 1, 3, 6 and 24 
h after colonoscopy examination. The time of 
procedure and the rate of patient satisfaction 
at 24 h were also compared.

RESULTS: Electrocoagulation of colonic 
polyps was successful in all patients in the two 
groups. There was no significant difference 
in the arterial partial pressure of CO2 before, 
during or after enteroscopy between the CO2 
group and air group (38.91 mmHg ± 5.02 
mmHg vs 38.52 mmHg ± 4.40 mmHg, 40.54 
mmHg ± 4.82 mmHg vs 38.87 mmHg ± 4.58 
mmHg, 39.46 mmHg ± 5.15 mmHg vs 38.74 
mmHg ± 4.21 mmHg) (P > 0.05). The average 
VAS scores at 1, 3 and 6 h were significantly 
lower in the CO2 group than in the air group (P 
< 0.05). There was no significant difference in 
the time of procedure between the two groups 
(P > 0.05). The rate of patient satisfaction at 24 h 
was significantly higher in the CO2 group. 

CONCLUSION: High-frequency electrocoag
ulation of colonic polyps with CO2 injection 
can obviously relieve postoperative abdominal 
p a i n a n d d i s t e n s i o n a n d i m p r o v e t h e 
satisfaction of patients. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 本实验以空气为对照, 结肠息肉高频
电凝电切术时注入CO2, 观察其安全性与有
效性. 

方法: 将140例接受肠息肉治疗患者随机分
成CO2组(70例)和空气组(70例), 息肉切除时
分别注入CO2和空气, 记录每组患者肠镜检
查前、检查过程中及检查后的动脉血CO2分
压, 采用直观模拟评分(visual analog score, 
VAS)量表对结肠镜检查检查后1、3、6和
24 h腹胀腹痛严重程度进行评分并记录, 记
录两组患者完成时间及24 h后满意度, 组间
比较采用t 检验, 计数资料用χ2检验进行统计
学分析. 

结果: 两组患者均顺利完成息肉电切术, CO2

组血CO2分压检查前(38.91 mmHg±5.02 
mmHg)、检查中(40.54 mmHg±4.82 mmHg)
及检查后(39.46 mmHg±5.15 mmHg)与空
气组血CO2分压检查前(38.52 mmHg±4.40 
mmHg)、检查中(38.87 mmHg±4.58 mmHg)
及检查后(38.74 mmHg±4.21 mmHg)对比无
统计学差异(P >0.05); 而检查中、后1、3和
6 h的CO2组患者腹胀腹痛程度平均VAS分值
均明显低于空气组(P <0.05). 两组患者完成
时间无统计学差异(P >0.05); CO2组患者24 h
后满意度调查明显优于空气组. 

结论: 结肠息肉高频电凝电切术中注入CO2

可明显减轻患者术中术后腹痛腹胀, 不会引
起CO2潴留, 不影响治疗时间, 提高患者满意
度, 值得临床推广使用. 

© 2015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: CO2气体应用于结肠息肉高频电凝电

切术可减轻患者术中术后腹痛腹胀, 不会引起

CO2潴留, 不影响治疗时间, 提高患者满意度, 安

全有效, 值得临床推广使用.
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0  引言

结肠镜是消化内科诊治大肠疾病的重要手段, 
可作为肠道疾病的常规检查, 亦可通过高频电

凝电切术治疗大肠息肉, 在大肠疾病的诊治中

起着越来越重要的作用, 结肠息肉电切时常规

注入空气, 术中术后均有不同程度的腹痛腹胀, 
甚至难以忍受[1]. 近年来有研究[2,3]报道, CO2应

用于结肠镜检查效果良好, 但CO2应用于结肠

息肉高频电凝电切术的临床研究甚少[4]. 本研

究以空气为对照, 评价CO2应用于结肠息肉高

频电凝电切术的安全性与有效性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取牡丹江医学院红旗医院消化内科

住院行肠息肉(息肉数量均>5枚, 直径<2 cm)治
疗患者140例, 其中男88例, 女52例, 平均年龄

为46.4岁, 随机分为CO2组(n  = 70例)和空气组

(n  = 70例), 肠治疗前均签署知情同意书. 排除

病例: (1)有心脏及呼吸系统疾病史或急性发作

(可能影响CO2潴留者均排出); (2)按照肠治疗

禁忌证排出. 
1.2 方法

1.2.1 操作过程: 所有患者检查前均给予禁食、

磷酸钠盐45 mL+1000 mL水晚早各一次口服洗

肠, 检测生命体征, 凝血常规及输血前四项, 空
气组常规注入空气作为结肠的膨胀气体, CO2

组注入CO2气体作为结肠的膨胀气体, 两组患

者均由经验丰富的内镜医师操作, 均完成息肉

电切术, 所有患者均不应用麻醉药物及镇静药

物, 同时持续性监测并记录血压、心率、脉搏

及血氧饱和度, 分别检测并记录每组患者肠镜

检查前、检查过程中及检查后的动脉血CO2分

压(通过血气分析检测). 
1.2.2 观察指标: 观察两组患者在检查过程中及

结束后腹痛的情况, 采用100 mm直观模拟评分

(visual analog score, VAS)量表对疼痛严重程度

进行评分, VAS量表的分值为0-100分, 低分-无
痛苦, 高分-痛苦, 在内镜检查结束时及检查结

■相关报道
中南大学刘德良
副教授先后报道
了CO 2应用于结
肠镜检查的动物
实 验 、 临 床 研
究、及结肠息肉
切除术的研究, 均
取得了满意效果.  
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束后1、3、6、24 h对患者疼痛严重程度进行

评估, 并填写VAS量表[5]. 记录两组患者完成时

间及24 h后满意度. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件, 计量资料

用mean±SD表示, 组间比较采用t检验, 计数资

料用χ2检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果	

2.1 2组检查过程中动脉血CO2分压情况 所有

肠镜检查患者均完成息肉电切术, 无出血穿孔

等并发症, 检查前、中、后监测血压、脉搏

及呼吸均正常. 两组(空气组、CO2组)检查中

(38.87 mmHg±4.58 mmHg、40.54 mmHg±
4.82 mmHg)、检查结束时(38.74 mmHg±4.21 
mmHg、39.46 mmHg±5.15mmHg)的CO2分压

与检查前(38.52 mmHg±4.40 mmHg、38.91 
mmHg±5.02 mmHg)经统计学t检验比较均无

显著差异.
2.2 2组VAS分值的比较 两组治疗时及治疗后

各时点腹痛平均VAS分值的比较, CO2组在检

查后1、3、6 h腹痛平均VAS分值均显著低于

空气组(均P <0.05), 检查后24 h两组间比较差异

无显著性(图1). 
2.3 2组操作时间及满意度比较 两组(空气组、

CO2组)患者操作时间(28.46 min±8.30 min、
27.54 min±6.0 min)无统计学差异, CO2组

24 h后满意度调查(88.4%)明显优于空气组

(68.7%)(P <0.05). 

3  讨论

结肠息肉内镜下治疗已经成为消化内科常规

治疗方法, 再行结肠镜治疗时需要注入足量的

气体, 而空气就是近年来各家医院行结肠镜治

疗时常规注入的气体, 但空气中占75%的是氮

气, 无法被人体吸收, 必须从肛门排出, 受结肠

排空的影响, 空气在肠腔中停留时间较长, 作
用于肠壁内压力感受器, 患者结肠镜治疗后数

小时甚至数天仍感腹胀腹痛, 特别是腹腔手术

史肠管黏连患者, 术后腹部胀痛更加明显, 影
响患者生活质量[6,7], 甚至影响医患关系, 持续

的腹胀腹痛引起患者情绪激动, 对医务人员

人身安全有一定威胁可能, 因此寻求更为安全

的、患者舒适度更高、能减少医患矛盾的结

肠镜治疗注气媒介成为众多消化内科医师关

注的热点[8]. 
已有国外学者报道[9,10], 注入CO2进行结肠

镜治疗可减少患者检查术后的腹痛不适, 而在

我国, CO2气腹虽然广泛应用于腹腔镜技术, 目
前关于CO2应用于结肠镜的相关报道甚少, 刘
德良、廖江涛等先后报道了结直肠黏膜下切

除术和内镜黏膜下层剥离术中注入CO2的安全

性及有效性[11,12]. 
CO2是一种无色、无味、不可燃、极易溶

于血液及其他体液的气体, 既可快速从肠腔吸

收, 又易于通过肺呼吸排出体外(在单位分压

差下, CO2通过呼吸膜的扩散速率比O2快20倍
左右[13]), 可减轻因空气滞留引起的腹胀腹痛, 
同时对肠壁的血流干扰极少, 能减少肠壁局部

缺血的危险性[14,15]. 本研究结果显示, CO2组患

者术中、术后1、3、6 h及腹痛腹胀明显低于

空气组(P <0.05), 而治疗后24 h两组患者腹胀、

腹痛无显著差异(P >0.05), 分析可能与24 h后
空气已基本排空有关, 这证实了应用CO2进行

结肠镜治疗可减轻患者腹痛腹胀, 但是CO2是

一种窒息性气体, 在空气中, 若含量达到10%
体积时, 就会使人呼吸逐渐停止, 最后窒息死

亡, 注入的CO2在体内是否会潴留, 是否可导致
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图  1  空气组与CO2组各时点腹痛平均VAS分值的比较. aP<0.05 vs  空气组. VAS: 直观模拟评分.

■创新盘点
目前在结肠镜治
疗中注入空气已
成为全世界绝大
多数地方的标准
方法. 近几年来, 
已有少量的应用
CO 2作为注气媒
介进行结肠镜检
查 的 文 献 报 道 , 
但其安全性与有
效性尚有待进一
步的评价.  

■应用要点
CO 2已广泛应用
于腹腔镜, 通过本
实验, 希望CO2在
结肠镜中更加广
泛应用, 彻底减轻
患者对于肠镜检
查的恐惧, 使肠道
疾病得到及时、
准确的诊治. 
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高碳酸血症和酸中毒, 一直是此项研究的关键

所在, 本研究结果显示2组患者检查中、后CO2

分压与检查前CO2分压无明显差异(P >0.05), 且
两组患者均无出血穿孔等并发症, 提示CO2应

用于结肠镜治疗是安全的, 这与Lin[16]报导一

致, 结肠镜内镜下黏膜剥离切除术(endoscopic 
mucosal resection, EMR)及内镜黏膜下层剥离

术(endoscopic submucosal dissection, ESD)治疗

时注入CO2是安全的, 并可降低并发症发生. 
总之, 在进行结肠息肉高频电凝电切术时

注入CO2是安全有效的, 值得临床广泛推广应用.
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■名词解释
结肠息肉 :  凡从
黏膜表面突出到
肠腔的息肉状病
变 ,  在未确定病
理性质前均称为
息肉 ,  按病理可
分为 :  腺瘤样息
肉(包括乳头状腺
瘤)、炎性息肉、
错构瘤型息肉、
其他 ,  如黏膜肥
厚增生形成增生
性息肉 ,  淋巴组
织增生 ,  类癌等
疾患. 

■同行评价
本研究内容属前
瞻 性 队 例 研 究 , 
有较好的创新性
和实用性 .  设计
合理, 数据可靠, 
结论可信. 
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■背景资料
结肠癌属于胃肠
道常见恶性肿瘤, 
其在国内的发病
率有逐年增高趋
势 .  结肠癌术后
患者需要接受化
疗治疗 ,  但在治
疗过程中由于疾
病的疼痛、化疗
的不适等诸多问
题给患者心理带
来 巨 大 的 压 力 , 
患者常常伴有绝
望紧张、心境悲
观、情绪低沉、
消极厌世等负性
心理反应 ,  更有
甚者会产生轻生
念头 ,  患者的心
理状态在化疗期
间发挥着巨大的
作用. 
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Abstract
AIM: To explore the impact of individualized 
psychological nurs ing intervent ion on 
personality characteristics and quality of life 
in surgical patients with colonic cancer on 
chemotherapy. 

METHODS: One hundred and twenty colonic 
cancer patients who underwent postoperative 
chemotherapy from June 2013 to August 2014 
were randomly divided into an intervention group 
and a control group. The intervention group 
received routine nursing care and individualized 
psychological intervention, and the control group 
received conventional care only. The Eysenck 
Personality Questionnaire, Self-rating Anxiety 
Scale (SAS), Self-rating Depression Scale (SDS) 
and SF-60 Questionnaire were used to assess 
the changes in personality characteristics and 
quality of life of patients.

RESULTS: Psychoticism (P), Extraversion 
(E), Neuroticism (N), and Lie (L) scores before 
intervention had no significant differences 
between the two groups (t = 1.113, 1.047, 
1.034, 0.958, P = 0.266, 0.274, 0.302, 0.328), but 
were significantly lower in the intervention 
group after intervention than in the control 
group (t = 2.940, 3.047, 3.296, 3.481, P = 0.004, 
0.003, 0.002, 0.001). SAS and SDS scores before 
intervention had no significant differences 
between the two groups (t = 1.278, 1.392, P 
= 0.009, 0.005), but were significantly lower 
in the intervention group after intervention 
than in the control group (t = 2.583, 2.814, P = 
0.009, 0.005). General health, physical function, 
physical function, social function, bodily pain, 
energy, mental health, and emotional function 
scores before intervention had no significant 
differences between the two groups (P = 
0.428, 0.471, 0.509, 0.562, 0.617, 0.638, 0.704, 
0.729), but showed significant differences after 
intervention (P = 0.048, 0.046, 0.043, 0.038, 0.032, 
0.026, 0.022, 0.016). 
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■相关报道
有关个体化心理
护理干预对结肠
癌术后化疗患者
人格特征及生活
质量的影响相关
研 究 报 道 较 少 , 
传统的结肠癌术
后护理为常规护
理方式 ,  护理过
程简单 ,  但对于
患者术后的负面
情绪、性格特征
以及生活质量改
善情况不佳. 

CONCLUSION: Individualized psychological 
nursing intervention can improve the quality 
of life and personality characteristics in 
colonic cancer patients on postoperative 
chemotherapy. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨个体化心理护理干预对结肠癌术
后化疗患者人格特征及生活质量的影响, 旨
在寻求合适的护理方法以改善结肠癌患者
生活质量. 

方法: 选取2013-06/2014-08接受结肠癌术后
化疗治疗的患者120例, 按随机数表法分成
干预组60例和对照组60例. 对照组采取常规
护理, 干预组在常规护理的基础上进行针
对性的心理护理干预 ,  手术结束后连续
进行5 mo的护理干预. 两组在术前和术后
5 mo分别进行艾森克人格成人问卷(Eysenck 
Personality Questionnai, EPQ)、焦虑自评表
(Self-rating Anxiety Scale, SAS)、抑郁自评
量表(Self-rating Depression Scale, SDS)问卷
和简明健康问卷SF-60生活质量调查, 分析
患者治疗前后在人格特征、心理状态和生
活质量上的变化. 

结果: 结果显示, 干预前两组患者的心理变
态量表(Psychoticism, P, 又称精神质)、内
外倾向量表(Extraversion, E)、情绪性量表
(Neuroticism, N)、效度量表(Lie, L)评分比
较差异无统计学意义(t  = 1.113、1.047、
1.034、0.958, P  = 0.266、0.274、0.302、
0.328), 干预后干预组患者的P、E、N、L
量表评分低于对照组(t  = 2.940、3.047、
3.296、3.481, P  = 0.004、0.003、0.002、
0.001); 干预前两组患者的SAS和SDS评分
比较无差异(t  = 1.278、1.392, P  = 0.009、
0.005), 干预后干预组各评分明显低于对照
组(t  = 2.583、2.814, P  = 0.009、0.005); 干预

前两组患者的一般健康状况、生理职能、生
理机能、社会功能、躯体疼痛、精力、精神
健康、情感职能评分比较差异无统计学意义
(P  = 0.428、0.471、0.509、0.562、0.617、
0.638、0.704、0.729), 干预后干预组患者的
一般健康状况、生理职能、生理机能、社
会功能、躯体疼痛、精力、精神健康、情
感职能明显高于对照组(P  = 0.048、0.046、
0.043、0.038、0.032、0.026、0.022、0.016). 

结论: 个体化心理护理干预能影响结肠癌
术后化疗患者的人格特征并有效改善其焦
虑、抑郁症状和生活质量. 

© 2015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: 结肠癌患者在手术后, 负面情绪明

显, 治疗效果明显受心理反应影响. 个体化心理

护理干预, 可以影响结肠癌术后化疗患者的人

格特征, 并有效改善患者焦虑、抑郁症状和生

活质量.

冯秀娟, 蔡惠芳, 唐学萍. 个体化心理护理干预对结肠癌

术后化疗患者人格特征及生活质量的影响.  世界华人消

化杂志  2015; 23(22): 3638-3642 URL: h t tp : / /www.
wjgnet.com/1009-3079/23/3638.asp DOI: http://dx.doi.
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0  引言

结肠癌属于胃肠道常见恶性肿瘤, 且随着人群

膳食结构、生活习惯的改变, 其在国内的发病

率有逐年增高趋势[1]. 有研究[2]表明, 癌症属于

身心疾病, 结肠癌患者术后, 尤其是化疗期间

存在着明显的负性情绪, 外界治疗很大程度上

受心理反应的影响. 近年来, 随着医学技术尤其

是心理护理的迅速发展, 个体化心理护理干预

得到了广泛的应用. 作为反映机体预后重要指

标的生活质量, 受到了人们越来越多的重视[3-5]. 
本研究关注个性化心理护理干预对结肠癌术

后化疗患者人格特征及生活质量的影响, 旨在

为临床康复及护理提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料  选择浙江省嘉善县第一人民医院

2013-06/2014-08接受结肠癌术后化疗治疗的

患者120例. 纳入标准: 经病理学确诊为结肠
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■应用要点
近年来 ,  随着医
学技术尤其是心
理护理的迅速发
展 ,  个体化心理
护理干预得到了
广泛的应用 .  作
为反映机体预后
重要指标的生活
质量 ,  受到了人
们越来越多的重
视. 该研究表明, 
个体化心理护理
干预在改善结肠
癌患者术后的负
面情绪、性格特
征以及生活质量
情 况 效 果 良 好 , 
值得在结肠癌患
者术后的护理工
作中进一步推广
并应用. 

癌; 尚在进行化疗治疗; 患者具有基本的阅读

和理解能力. 排除标准: 有心脏或其他严重躯

体性疾病患者; 有精神病史患者; 有智力或理

解、记忆、精神异常等认知障碍者. 其中男68
例, 女52例, 年龄36-75岁, 平均54.43岁±3.6岁; 
小学及以下文化程度35例, 中学文化程度64例, 
大专及以上21例. 按随机数表法分为干预组与

对照组各60例, 对照组: 男33例, 女27例, 平均

年龄54.07岁±3.20岁, 小学及以下17例, 中学

31例, 大专及以上12例; 干预组: 男35例, 女25
例, 平均年龄54.51岁±3.80岁, 初中及以下18
例, 高中33例, 大专及以上9例. 两组患者在性

别、年龄、文化教育程度等一般资料方面比

较差异无统计学意义(P >0.05), 具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 护理干预: 对照组给予传统常规护理和指

导, 干预组在此基础上采取以下个体化心理护

理干预措施. (1)建立良好的护患关系: 护士应

主动与患者沟通, 认真耐心倾听患者感受, 及
时从心理、生理等方面综合了解患者; 要坚持

以真诚、热心的态度、温和的语言对患者关

心、爱护, 给予足够的支持鼓励, 增强患者战

胜疾病的信心, 使患者主动积极配合化疗和护

理; (2)认知心理干预: 通过讲座、谈话、分发

小册子等方式对患者及家属采取认知行为心

理干预措施, 科学提高患者家属的护理水平, 
使患者和家属对结肠癌及治疗使用的药物、

化疗过程、化疗方式有所了解. 提高患者对疾

病的认知程度, 加强治疗的信心. 化疗结束后, 
引导患者保持较好的心态, 必要时可以通过散

步、看电视、听音乐、深呼吸、向家人倾诉

等方式保持心情愉悦, 促进机体尽快康复; (3)
营造良好的温馨环境: 为患者营造宁静和谐的

化疗环境, 使化疗室保持整洁干净, 可通过摆

放鲜花、盆景, 放置清新剂等创造良好的室内

环境, 让患者在视觉、嗅觉上得到放松, 帮助

患者保持愉悦的心情; (4)引导患者找到自身存

在的价值, 可向患者提供治疗成功的案例, 帮
助患者从他人医治成果的案例中重拾信心. 对
于病情趋于稳定的患者可引导其回到正常的

岗位中, 为社会、家庭做一些力所能及的事情, 
让患者体会到自身的价值; (5)建立亲情支持干

预: 患者病情的恢复状况与家庭的关心、支持

密不可分, 家庭照护者应发挥亲情的力量激励

患者保持乐观的心态, 同时每天坚持陪伴患者

进行半个小时到一个小时的户外活动, 增强患

者体质, 促进健康恢复. 
1.2.2 评定标准: (1)患者干预前后人格特征评

定: 对120例患者结肠癌手术前、后5 mo分别

发放艾森克人格成人问卷(Eysenck Personality 
Questionnai, EPQ), 包括4个分量表: 内外倾向

量表(Extraversion, E), 情绪性量表(Neuroticism, 
N), 心理变态量表(Psychoticism, P, 又称精神

质)和效度量表(Lie, L), 根据患者对不同的问

题回答是否计分, 答是加1分, 答否减1分, 按
照总分判断患者性格特征 ,  共发放问卷240
份, 回收240份, 回收率100%; (2)患者干预前

后负性心理评定:  对120例患者结肠癌手术

前、后5 mo分别采用焦虑自评表(Self-rating 
Anxiety Scale, SAS)、抑郁自评量表(Self-rating 
Depression Scale, SDS)来测定患者的抑郁、焦

虑状况先由患者自评, 然后由专业护理人员进

行评分, SAS标准分≥50分表示有焦虑症状, 
SDS标准分≥53分表示有抑郁症状, 共发放问

卷240份, 回收240份, 回收率100%; (3)患者干

预前后生活质量评分: 对120例患者结肠癌手

术前、后5 mo分别发放简明健康问卷SF-36(由
美国医学研究所研制, 总共包括8个维度: 一般

健康状况评价、生理功能、生理职能、社会

功能、躯体疼痛、精力、精神健康及情感职

能各维度得分范围为0-100分, 评分越高说明

患者健康状态越好), 共发放问卷240份, 回收

240份, 回收率100%. 
统计学处理 数据输入SPSS16.0统计软件, 

两组均数间的比较均采用t检验, P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者EPQ结果比较 两组患者EPQ调查

结果显示, 干预前两组患者的4个量表评分比

较差异无统计学意义(P >0.05), 干预后干预组

患者的4个量表各评分明显低于对照组(表1). 
2.2 两组患者负性心理状态结果比较 结肠癌术

后两组化疗患者负性心理状态结果显示, 干预

前干预组和对照组患者的SAS和SDS评分比较

差异无统计学意义(54.23分±8.02分 vs  54.12
分±8.76分; 55.62分±9.32分 vs  56.42分±9.87
分, 均P >0.05), 干预后干预组患者的SAS和 
SDS评分明显低于对照组(45.57分±7.89分 vs  
52.42分±6.78分, 46.62分±9.89分 vs  54.21分
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■同行评价
本研究探讨个体
化心理护理干预
对结肠癌术后化
疗患者人格特征
及生活质量的影
响 ,  有一定的新
颖性. 

±8.26分, 均P <0.01). 
2.3 患者生活质量评分结果比较 患者干预前后

生活质量评分比较结果显示, 干预前两组患者

的一般健康状况、生理职能、生理机能等评

分比较差异无统计学意义(P >0.05), 干预后干

预组各评分明显高于对照组(P <0.05)(表2). 

3  讨论

3.1 个体化心理护理干预能有效改善患者人格

特征 目前, 结肠癌术后患者需要接受化疗治

疗, 但在治疗过程中由于疾病的疼痛、化疗的

不适等诸多问题给患者心理带来巨大的压力, 
患者人格特征可能会受到极大影响. 护理人员

配合患者了解自身病情, 鼓励患者多做术后放

松训练, 理解和支持患者, 使患者对自身病情

有一个积极正确的认识; 对患者的个体化心理

护理不仅仅局限于照顾患者, 还使患者通过自

己付出的劳动认识到自身存在价值, 对生活产

生信心和动力, 培养美好的业余爱好, 培养对

生活的热爱, 有效改善患者人格特征. P分量分

数高可能是孤独、难以适应外部环境, 不近人

情, 感觉迟钝; E分量分数高表示人格外向, 热
爱交际、爱冒险, 分值低表示好静, 富于内省, 

情绪比较稳定; N分量反映的是正常行为, 与
病症无关. 分数高可能是焦虑、有强烈的情绪

反应; L分量测试掩饰性、假托或自身隐蔽. 两
组患者EPQ调查结果显示, 干预组患者在接受

个体化心理干预护理后在人格特征上P、E、
N、L量表分值普遍降低, 情绪趋于稳定, 心理

抗压能力和环境适应性有所提高[6,7], 且干预后

两组患者的P、E、N、L 4个量表评分比较有

统计学差异(P <0.05), 表明个体化心理护理干

预能有效改善患者人格特征. 
3.2 个体化心理干预护理能有效减轻患者负性

情绪 结肠癌患者在术后接受化疗时情绪易于

波动, 容易出现不良心理反应, 尤其是焦虑、抑

郁, 而在化疗过程中出现的呕吐、肝肾功能损

坏等更会加重患者的不良情绪[8,9]. 然而这些负

性情绪如果得不到适时恰当的处理, 会对患者

的治疗产生不好的影响, 甚至会降低机体免疫

力加速病理过程, 降低生存率. 对结肠癌术后化

疗患者进行个体化心理护理干预, 可帮助患者

改善焦虑、抑郁等不良情绪, 减少其心理压力

和负担, 逐渐树立起对生活的信心和希望. 个体

化心理护理, 从整体护理观点出发, 准确区别不

同患者的年龄、性别、教育程度、工作情况等

     
分量表

干预前
t 值 P 值

干预后
t 值 P 值

干预组 对照组 干预组 对照组

P量表 5.97±2.16 5.83±3.02 1.113 0.266 2.83±1.16 5.03±3.46 2.940 0.004

E量表 9.83±1.16 9.89±1.36 1.047 0.274 6.21±2.14 8.87±2.26 3.047 0.003

N量表 6.52±1.65 6.67±1.33 1.034 0.302 6.78±1.97 8.72±2.11 3.296 0.002

L量表 9.90±1.72 9.84±1.75 0.958 0.328 9.43±1.17 10.83±1.16 3.481 0.001

P: 心理变态量表; E: 内外倾向量表; N: 情绪性量表; L: 和效度量表. 

表  1  艾森克人格问卷结果比较 (n  = 60, mean±SD, 分)

     
评定指标

干预前
t 值 P 值

干预后
t 值 P 值

干预组 对照组 干预组 对照组

一般健康状况 69.73±3.45 67.63±3.47 0.944 0.428 78.67±3.78 69.37±4.50 1.963 0.048

生理职能 63.24±4.56 62.24±3.56 0.937 0.471 78.36±5.67 69.52±4.31 1.999 0.046

生理机能 65.72±2.63 66.78±3.62 0.827 0.509 79.15±4.42 70.21±3.27 2.034 0.043

社会功能 65.73±2.07 64.78±2.10 0.805 0.562 75.63±4.76 69.25±4.20 2.085 0.038

躯体疼痛 73.73±3.34 72.56±3.45 0.783 0.617 77.65±3.46 73.25±3.32 2.153 0.032

精力 68.71±2.46 69.72±2.23 0.726 0.638 77.56±5.67 72.16±4.28 2.275 0.026

精神健康 71.78±3.67 73.46±4.01 0.693 0.704 81.65±3.15 74.15±3.21 2.394 0.022

情感职能 69.89±3.56 68.72±3.62 0.615 0.729 79.54±2.09 72.34±2.08 2.417 0.016

表  2  两组患者生活质量评分结果比较 (n  = 60, mean±SD, 分)
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情况的差别, 深度了解患者焦虑抑郁产生的原

因及时间, 制定有目的、有计划、具有针对性

和特异性的个体化心理护理方案, 并据此对患

者进行心理护理. 结肠癌术后两组化疗患者负

性心理状态结果显示, 干预后两组患者的SAS
和SDS评分比较有统计学差异(P<0.05), 表明个

体化心理干预护理能有效减轻患者负性情绪. 
3.3 个体化心理干预护理能有效改善患者生活

质量 随着现代医学的发展, 疾病患者的心理状

态在医学界受到了越来越多的重视, 疾病的治

疗方式更加完善, 在提高生存率的同时更注重

生存质量, 心理护理在现代护理中发挥着重要

的作用[10-14]. 人体免疫系统受内分泌系统及神

经系统的双重控制, 焦虑抑郁等负性反应不仅

让患者拒绝配合治疗, 更为严重的是使患者内

分泌及植物神经系统失调, 细胞免疫力、应激

反应能力严重降低, 甚至会加速病理进程, 对患

者的后续治疗及生活质量造成极大的危害. 在
个体化心理护理干预中, 护理人员运用科学的

心理护理技能, 采取合理的心理干预手段缓解

患者的不良情绪, 帮助患者保持积极心态, 从而

提高患者的治疗自主性, 更好地配合治疗, 同
时也加强了患者对医护人员的信任[15-18]; 心理

干预中的认知教育, 可有效提高患者的认知能

力, 矫正患者和家属错误的信息和消极信念, 稳
定其情绪心态, 从而促使患者树立战胜疾病的

信心, 提高治愈率. 患者干预前后生活质量评分

比较结果显示, 干预后两组患者的一般健康状

况、生理职能、生理机能等评分比较差异有

统计学意义(P<0.05), 表明个体化心理干预护理

能有效改善患者生活质量. 
总之, 在常规治疗基础上充分重视结肠癌

术后化疗患者的心理状态, 发挥个体化心理护

理干预的主动性、支持性、指导性, 可明显改

善患者人格特征, 缓解患者负性情绪, 提高治

疗效果, 改善生活质量. 
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■背景资料
直肠脱垂是一种
功能性疾病 ,  以
直肠脱出肛门外
为主要特征 ,  完
全性直肠脱垂表
现为直肠全层脱
出 .  该病多见于
发育不良幼儿、
年老衰弱者以及
营 养 不 良 患 者 , 
往往伴随长期便
秘病史 ,  并伴有
不同程度的大便
失禁.
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Abstract
AIM: To evaluate and compare the clinical 
outcomes of transabdominal and transperineal 
surgical procedures for patients with complete 
rectal prolapse. 

METHODS: A retrospective study was perfor-
med of patients with complete rectal prolapse 
who received surgical treatment at the Central 
Hospital of Xinxiang between March 1995 and 
May 2014. Patients were classified according to 

the type of operation: transabdominal procedure 
(n = 64) and transperineal procedure (n = 40). 
Clinical effects were compared for the two 
groups.

RESULTS: There were more young patients 
and males in the transabdominal group than 
in the transperineal group. Compared with the 
transperineal group, the transabdominal group 
had longer operating time (165 min ± 67 min 
vs 70 min ± 38 min, P < 0.001), longer hospital 
stay (10 d ± 4 d vs 7 d ± 2 d, P < 0.001), but a 
lower overall recurrence rate (6.3% vs 15.0%, P 
< 0.05). The overall rate of complications was 
similar between the two groups (10.9% vs 6.8%, 
P > 0.05). The patients in the transabdominal 
group compla ined more f requent ly o f 
constipation than of incontinence, conversely, 
in the transperineal group of incontinence than 
of constipation.

CONCLUSION: The two approaches for 
treating complete rectal prolapse did not differ 
with regard to postoperative morbidity, but 
recurrence occurs frequently among patients 
in the transperineal group. Surgeons should 
carefully assess the condition of patients before 
operation and select the appropriate surgical 
approach for treating complete rectal prolapse. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
目前有超过一百
种不同的治疗完
全性直肠脱垂的
手术方法 ,  但就
手术入路方式而
言, 可分为经腹途
径和经会阴途径. 
外科医师应根据
患者的年龄、伴
随疾病、直肠脱
垂情况以及自身
对术式的熟练程
度选择合适的手
术方法治疗完全
性直肠脱垂. 

http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/3643.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3643 

摘要
目的: 探讨比较经腹与经会阴手术治疗完全
性直肠脱垂的临床效果. 

方法: 选取1995-03/2014-05在新乡市中心医
院肛肠科住院治疗的完全性直肠脱垂患者
104例, 患者被分为经腹手术组(n  = 64)和经
会阴手术组(n  = 40). 对两组患者术后相关指
标进行观察, 并进行统计学分析. 

结果: 在经腹手术组中, 年轻男性患者多于
经会阴手术组. 经腹手术组手术时间和(165 
min±67 min vs  70 min±38 min, P <0.001)住
院时间(10 d±4 d vs  7 d±2 d, P <0.001)高于
经会阴手术组, 但经腹手术组总复发率低于
经会阴手术组(6.3% vs  15.0%, P <0.05). 两组
患者并发症总发生率相近(10.9% vs  6.8%, 
P >0.05). 在经腹手术组中, 患者术后出现便
秘的情况较多见, 而在经会阴手术组中, 患
者术后出现大便失禁的情况则更多见. 

结论: 两种手术方式术后并发症发生率相近. 
但在复发率方面, 经会阴手术组高于经腹手
术组. 外科医师术前应仔细评估患者病情, 选
择合适的手术方法来治疗完全性直肠脱垂.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本次回顾性研究通过比较分析经腹

与经会阴手术治疗完全性直肠脱垂的临床疗

效, 结果显示经会阴手术复发率相对较高, 但手

术时间及住院时间短, 创伤相对较小. 而经腹手

术复发率相对较低, 但创伤较大, 术后恢复周期

较长. 

魏巍, 李保琴, 李荣先, 彭昕. 回顾性分析经腹与经会阴手术治

疗完全性直肠脱垂104例.  世界华人消化杂志  2015; 23(22): 
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0  引言

直肠脱垂是一种功能性疾病, 以直肠脱出肛门

外为主要特征, 完全性直肠脱垂表现为直肠全

层脱出[1]. 该病多见于发育不良幼儿、年老衰

弱者以及营养不良患者, 往往伴随长期便秘病

史, 并伴有不同程度的大便失禁[2]. 该病主要采

用外科手术治疗, 目前有超过一百种不同的治

疗完全性直肠脱垂的手术方法, 但就手术入路

方式而言, 可分为经腹途径和经会阴途径[3]. 在
本次回顾性研究中, 我们通过分析比较经腹与

经会阴手术治疗完全性直肠脱垂患者的临床

资料, 评价两种手术方式术后临床效果. 现报

道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究通过了新乡市中心医院伦理委

员会的伦理审批, 所有参加入组的患者均为自

愿并签署知情同意书. 选取1995-03/2014-05在
新乡市中心医院肛肠科住院治疗的完全性直

肠脱垂患者104例. 患者被分为经腹手术组(n  = 
64)和经会阴手术组(n  = 40). 经会阴手术组中

患者年龄大于经腹手术组, 且女性患者占多数. 
而经腹手术组患者中年轻男性多于经会阴手

术组. 两组患者一般临床资料如表1. 
1.2 方法

1.2.1 手术: 两组患者均进行必要的全身和专科

检查. 经腹手术包括开放和腹腔镜下直肠缝合

固定术伴或不伴乙状结肠切除术. 具体手术过

程简要概括为: 游离并上提直肠, 将直肠后壁

用不可吸收丝线缝合固定在骶骨岬[4]. 经会阴

手术包括Delorme's手术和Altemeier's手术, 具
体操作过程不再详述. 所有手术由同一手术团

队完成. 
1.2.2 评价指标: 随访资料来自于患者医疗文

书、门诊复查以及电话随访记录. 观察指标包

括: (1)功能性指标: 便秘、大便失禁及肛门直

肠压力测定结果 便秘评价采用Agachan评分

系统[5], 大便失禁评价采用Wexner评分系统[6]. 
术后便秘和大便失禁结果被分为: 无、改善、

未改善和加重, 我们将未改善与加重两种情况

定义为持续便秘或大便失禁状态. 肛门直肠压

力测定于术前和术后3-6 mo进行; (2)手术指标: 
包括手术时间、住院时间、并发症及复发率 
并发症根据出现的早晚及严重程度, 被分为: 
早期严重或轻微并发症(术后2 mo之内), 后期

严重或轻微并发症(术后2 mo或者更长时间). 
严重并发症是指需要外科干预或者住院治疗

的. 复发是指在门诊复查或电话随访中直肠全

层脱垂性复发或者脱垂症状的复发.
统计学处理 研究数据采用SPSS19.0统计

■相关报道
经会阴手术复发
率与手术方式有
关, Michalopoulos
等报道Delorme's
手术的复发率为
0%-20% , Cirocco
等报道Altemeier's
手 术 复 发 率 为
4%-38%. 经腹手
术组复发率与医
师的手术经验有
关, Shin及Ahmad
等认为经腹手术
的学习曲线与复
发率相关.
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学软件处理. 统计学分析计量资料以mean±
SD表示, 两组间比较采用t检验. 计数资料用

率(%)表示, 率的比较采用χ2检验. 利用二元逻

辑回归进行单变量分析用来评价后期严重并

发症的风险. 5年无复发间期(recurrence-free 
period, RFP)采用Kaplan-Meier法(生存曲线)
计算, 比较采用时序检验. 检验水准α = 0.05, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 患者手术方式、手术时间及住院时间 在
经腹手术组64例患者中, 48例接受单纯直肠

缝合固定术, 另外16例同时接受乙状结肠切

除术, 共有26例采用腹腔镜技术(20例单纯直

肠缝合固定术, 另外6例同时接受乙状结肠切

除术). 在经会阴手术组40例患者中, 36例采用

Delorme's手术, 另外4例采用Altemeier's手术. 
两组均无术后死亡病例. 手术时间经腹手术组

与经会阴手术组相比为: 165 min±67 min vs  
70 min±38 min, P<0.001. 住院时间经腹手术组

与经会阴手术组相比为: 10 d±4 d vs  7 d±2 d, 
P <0.001.
2.2 并发症 两组中均没有出现心脏、呼吸及

肾脏等系统并发症. 两组轻微并发症及严重并

发症发生率相似(轻微: 10% vs  7%, P  = 0.78; 
严重: 2% vs  4%, P  = 0.59). 单变量分析显示手

术入路方式与四种并发症发生率之间没有相

关性(表2). 然而在经腹手术组中, 直肠缝合固

定伴乙状结肠切除术后期严重并发症发生率

高于单纯直肠缝合固定术(35.3% vs  8.5%, P  = 

0.009).
2.3 复发率 经腹手术组中位随访时间为26 mo
(7-87 mo), 经会阴手术组中位随访时间为22 mo
(8-65 mo). 两组复发的特点不同, 在经腹手术

组, 复发取决于手术医师的经验. 1995-1997
年4例接受开放式直肠缝合固定术患者中有1
例复发(25%), 当时正是我们刚开展此类手术

的时期, 之后没有复发的病例再出现. 另外在

2008-2010年5例接受腹腔镜下直肠缝合固定

术的患者中有1例复发(20%), 当时我们刚开展

腹腔镜结直肠手术. 我们2011-2014年腹腔镜

手术治疗直肠脱垂的总复发率为6.7%(1/15), 
这个数字与腹腔镜手术开展之前我们开放式

手术的复发率一致. 在经会阴手术组, 复发率

取决于手术方式. 4例接受Altemeier's手术的患

者中有1例复发(25.0%), 而36例接受Delorme's
手术的患者中只有5例复发(13.9%). 总复发率

经腹手术组与经会阴手术组相比为: 6.3% vs  
15.0%(P <0.030), 而5年RFP经腹手术组与经

会阴手术组相比为: 89.3%±5.5% vs  79.4%±

8.0%(P <0.020). 
2.4 便秘及大便失禁情况 经腹手术组和经会

阴手术组各有21例和17例患者术后出现持续

便秘或大便失禁状态. 经腹手术组与经会阴手

术组相比, 术后持续便秘例数(13例 vs  6例, P  = 
0.490)和术后持续大便失禁例数(8例 vs  11例, 
P  = 0.054)均有显著性差异.
2.5 肛门直肠压力测定情况 两组术后最大静

息压(maximal resting pressure, MRP)平均值均

高于术前(术后 vs  术前, 经腹组: 30.6 mmHg vs  

■创新盘点
本文通过比较分
析经腹与经会阴
手术治疗完全性
直肠脱垂的临床
疗效, 发现经会阴
手术对于年老体
弱、一般情况较
差的患者来说是
一种不错的选择. 
而腹腔镜直肠悬
吊固定术因其微
创、并发症小、
复发率低的特点
逐渐成为经腹手
术的主流术式. 

■应用要点
本研究通过长期
随访观察发现经
会阴手术复发率
与手术方式的选
择有关. 而经腹手
术复发率与医师
的手术经验有关, 
并且患者的年龄
和直肠脱垂的长
度是选择手术方
式的重要考虑因
素 ,  这为直肠脱
垂手术的整体评
估提供了新的思
路, 具有一定的临
床指导意义.

     
临床资料

经腹手术组

(n  = 64)

经会阴手术组

(n  = 40)
P 值

年龄(岁) 52±17 67±12 <0.001

性别(男/女) 36/28 13/27 <0.001

病程(年) 11±12 16±17 0.09

脱垂长度(cm) 6.25±2.68 5.24±2.83 0.07

脱垂可还纳n(%) 61(95.3) 38(95.0) 0.94

手术主要原因n(%) 0.29

  便秘 17(26.6) 16(40.0)

  大便失禁 13(20.3) 12(27.5)

  脱垂 17(26.6) 3(7.5)

  其他1 17(26.6) 10(25.0)

1包括: 肛门出血、直肠嵌顿、肛门疼痛以及脱垂复发. 

表  1  两组一般临床资料比较
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24.6 mmHg, P <0.05; 经会阴组: 24.4 mmHg vs  
16.7 mmHg, P <0.05), 但术后MRP平均值仍旧

低于正常MRP值范围(40-70 mmHg). 两组肛管

最大收缩压、直肠最小感觉容积、直肠最大

耐受容积、初始排便容积、肛门高压带长度

以及括约肌长度等其他肛门直肠压力测定指

标手术前后保持不变. 

3  讨论

目前直肠脱垂确切的发病机制还不清楚, 但有

两个学说比较流行, 即滑动疝学说和肠套叠学

说[7]. 西方的研究数据显示[8,9], 直肠脱垂在女

性中更普遍, 超过80%的患者为女性. 在本研

究中, 男女患者比例相近(男/女: 47.1%/52.9%), 但
在70以上患者中, 女性所占比例达到80%(女/男: 
80.6%/19.4%). 我们和西方在性别发生率方面

的差异由什么导致, 目前还不清楚, 生活方式

不同可能是原因之一. 不过, 我们不是基于人

口调查的研究, 还需要更大范围的流行病学调

查来支持这一结论.  
在本研究中, 经腹手术组患者年龄小于经

会阴手术组, 而直肠脱垂长度大于经会阴手术

组. 患者的年龄和直肠脱垂的长度是我们选择

手术方式较重要的考虑因素, 其他一些研究也

支持了这一观点[10-12]. 在术后并发症方面, 其

与患者因素(年龄、性别等)之间没有显著相关

性. 但7例接受直肠缝合固定伴乙状结肠切除

术的患者有6例(85.7%)出现后期严重并发症, 
我们认为直肠缝合固定伴乙状结肠切除术是

发生后期严重并发症的危险因素之一. 虽然有

报道显示[13,14]该术式能够显著改善患者术前便

秘症状, 但外科医师应该清楚其出现后期严重

并发症的风险. 在复发率方面, 经会阴手术组

随访时间较短(比经腹手术组平均少4 mo), 如
果与经腹手术组随访时间相同的话, 经会阴手

术组的复发率可能会更高. 我们发现在经会阴

手术组患者中, 复发率与手术方式有关. 先前

的报道也支持了这一观点, 例如: Delorme's手
术的复发率为0%-20%[15], 而Altemeier's手术复

发率为4%-38%[16]. 在经腹手术组患者中, 复发

率与医师的手术经验有关, 一些研究[17,18]也认

为经腹手术的学习曲线与复发率相关. 因此我

们建议外科医师应加强经腹手术(无论开放手

术还是腹腔镜手术)的熟练程度, 以降低复发

率. 在经腹手术组中, 持续便秘者比持续大便

失禁者更普遍. 而在经会阴手术组中, 持续大

便失禁者比持续便秘者更常见. 这表明患者术

前便秘或者大便失禁症状直接影响手术入路

的选择. 本研究中肛门直肠压力测定结果显示

两组除MRP值外, 其他功能性测定指标手术前

■名词解释
滑动疝学说:  因
腹腔内压力增高
及盆底组织松弛, 
直肠膀胱陷凹或
直肠子宫陷凹处
直肠前腹膜反折
部被推向下移位, 
将直肠前壁压入
直肠壶腹 ,  最后
脱出肛门外. 
肠套叠学说:  套
叠始于直肠乙状
结肠交界处, 在腹
压增加, 盆底松弛
等因素影响下, 套
叠部分不断下移, 
最终使直肠由肛
门外脱出. 

     
种类

经腹手术组

(n  = 64)

经会阴手术组

(n  = 40)
P 值

早期轻微并发症(例) 12(18.8) 5(12.5) 0.40

  伤口感染 4 2

  尿潴留 4 1

  排便疼痛 3 1

  便血 1 1

早期严重并发症(例) 4(5.8) 1(2.5) 0.38

  肠梗阻 3

  吻合口瘘 1

  肛门狭窄 1

后期轻微并发症(例) 6(9.4) 2(5.0) 0.42

  尿潴留 2

  性功能障碍 4 2

后期严重并发症(例) 9(14.1) 3(7.5) 0.30

  肠梗阻 2

  吻合口狭窄 3 2

  切口疝 3

  直肠阴道瘘 1

  直肠穿孔 1

表  2  两组患者术后并发症比较 [n (%)]
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后保持不变. 而MRP值术后虽然升高, 但是仍

旧低于正常值范围. 因此, 我们认为利用肛门

直肠压力测定检查预测完全性直肠脱垂患者

术后肛门直肠功能的意义不大.
总之, 经会阴手术治疗完全性直肠脱垂复

发率相对较高, 但手术时间及住院时间短,  创
伤相对较小, 对于年老体弱、一般情况较差的

患者来说是一种不错的选择. 而经腹手术治疗

完全性直肠脱垂复发率相对较低, 但创伤较大, 
术后恢复周期较长. 但随着腹腔镜技术的日臻

成熟, 腹腔镜直肠悬吊固定术因其微创、并发

症小、复发率低的特点获得广泛接受[19,20]. 外
科医师应根据患者的年龄、伴随疾病、直肠

脱垂情况以及自身对术式的熟练程度选择合

适的手术方法治疗完全性直肠脱垂. 
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■同行评价
本 文 结 合 临 床 , 
分析合理 ,  具有
一定的临床指导
意义. 
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■背景资料
C 反 应 蛋 白 ( C -
reactive protein, 
CRP)是一项极为
敏感的指标 ,  在
多种恶性肿瘤中
表达都升高 ,  且
与肿瘤的进展及
复 发 明 显 相 关 , 
尤其是对于恶性
肿瘤的早期发现
有一定临床意义. 
炎症与感染是诱
发肿瘤的重要因
素 ,  机体受到感
染后即可在血清
中检测到CRP, 故
CRP具有极高的
敏感性 ,  但CRP
的 特 异 性 不 够
高 ,  不能单独作
为中老年消化系
肿瘤的诊断指标, 
需 要 与 其 他 肿
瘤标志物(tumor 
marker, TM)联合
检测才可以. 
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Abstract
AIM: To investigate the diagnostic value of 
C-reactive protein (CRP) and tumor markers in 

elderly patients with gastrointestinal tumors.

METHODS: CRP, carcino-embryonic antigen 
(CEA), antigen 125 (CA 125), antigen 19-9 
(CA19-9) , and alpha-fetoprotein (AFP) 
were detected in 79 elderly gastrointestinal 
tumor patients and 30 healthy controls. The 
diagnostic sensitivity and specificity of these 
indexes, alone or combination of any two, 
were calculated. 

RESULTS: Serum levels of CRP, CEA, CA19-9, 
CA125, and AFP in gastrointestinal tumor 
patients were significantly higher than those 
in the normal control group. The sensitivities 
of CRP, CEA, CA19-9, CA125, and AFP were 
64.56%, 26.58%, 49.37%, 37.97%, and 12.70%, 
respectively. The sensitivities of combined 
assay of CRP and CEA, CRP and CA125, and 
CRP and AFP were 73.98%, 78.00% and 67.3%, 
respectively, which were higher than those of 
any single tumor markers. 

CONCLUSION: The detection of CRP, combined 
with other tumor markers, plays an important 
role in the early diagnosis of gastrointestinal 
tumors in elderly patients. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: C-reactive protein; Tumor Marker; 
Gastrointestinal tumor; Elderly 
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■研发前沿
老年胃肠道肿瘤
是近年研究热点, 
随着年龄的增加, 
发病率也呈现上
升趋势 ,  而目前
尚没有对于胃癌
和 结 肠 癌 的 T M
金标准 .  近年来
各 学 者 将 各 T M
联合检测以提高
肿瘤检出率 ,  但
因为选取的研究
方 法 、 样 本 选
择、数据处理方
法等的差异 ,  研
究结果差异也较
大 ,  如何选取一
种高敏感性又特
异性的肿瘤检测
指标 ,  以提高肿
瘤检出率成为亟
待解决的问题. 

Xiaohua Zazhi  2015; 23(22): 3648-3652  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/23/3648.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i22.3648 

摘要
目的: 探讨C反应蛋白(C-reactive protein, 
CRP)及各肿瘤标志物(tumor marker, TM)单
项或两两联合检测在中老年消化系肿瘤患
者中的诊断价值及其临床意义. 

方法: 检测79例中老年消化系肿瘤患者血清
CRP及癌胚抗原(carcino-embryonic antigen, 
CEA)、糖类抗原125(serum antigen 125, 
CA125)、糖类抗原19-9(serum antigen 19-9, 
CA19-9)、甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP), 
计算各单项指标及两两联合后的灵敏度、

特异度或符合率, 用SPSS19.0进行统计分析, 
结合临床得出结论. 

结果: 中老年消化系肿瘤患者CRP、CEA、

CA19-9、CA125、AFP测定值均高于正常
对照组(P <0.05); CRP、CEA、CA19-9、
CA125、AFP对中老年消化系肿瘤的灵敏
度分别为: 64.56%、26.58%、49.37%、

37.97%、12.70%; 各指标之间两两联合检
测, CRP与CA19-9灵敏性最高, 为82.10%, 
CRP与CEA、CA125、AFP联合检测的敏感
性分别为73.98%、78.00%、67.30%. 

结论: CRP对于消化系肿瘤的早期发现有一
定临床意义, CRP与TM联合检测, 对中老年
消化系肿瘤的检测有很好的互补性. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: C反应蛋白; 肿瘤标志物; 消化系肿瘤; 中

老年

核心提示: 本文主要通过整体分析中老年消化

系肿瘤患者血清C反应蛋白(C-reactive protein, 
CRP)及各项肿瘤标志物(tumor marker, TM)水
平发现, 血清CRP对于中老年肿瘤患者具有极

高的敏感性, 与特异性较高的TM联合检测, 可
提高肿瘤检出率. 
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0  引言

根据国际癌症研究所(International Agency for 
Research on Cancer, IARC)报告, 全世界每年死

于恶性肿瘤的患者中, 消化系肿瘤占35%[1]. 在
中国, 城市居民恶性肿瘤列居全死因第1位, 农
村则列居第2位[2], 胃癌居于农村地区男、女性

发病谱的首位. 由此可见, 消化系肿瘤发病率

位居恶性肿瘤前列, 严重威胁我国人民的身体

健康[3-6]. 恶性肿瘤的发病率50岁开始上升, 65
岁后上升趋势明显加快, 80岁达高峰后有所下

降, 其中消化系肿瘤发病年龄45岁以上居多[7,8]. 
随着世界人口老龄化的加重, 癌症的发病率和

死亡率也随之显著上升. 根据全国各地肿瘤流

行病学显示, 中老年恶性肿瘤患病率如下: 胃
癌25.35%、肝癌10.60%、大肠癌6.91%, 中老

年消化系恶性肿瘤患病率仅次于肺癌, 严重威

胁着中老年人群的生活质量[9]. 恶性肿瘤的早

期发现、早诊断、早治疗对改善中老年癌症

患者的预后有极为重要的意义. 
C反应蛋白(C-reactive protein, CRP)是一

种典型的急性时相蛋白, 当机体受到感染、创

伤、炎症、组织损伤或微生物入侵时, 血浆

中的CRP的表达急剧上升. 临床中老年消化系

肿瘤患者血清CRP常有非炎性升高[10], 本文主

要通过整体分析中老年消化系肿瘤患者血清

CRP及各项肿瘤标志物(tumor marker, TM)水
平来探讨CRP对于中老年消化系肿瘤患者的

临床意义及CRP与各TM联合检测的临床价值, 
以探索一种更为敏感的肿瘤指标, 提高中老年

癌症患者检出率. 

1  材料和方法

1.1 材料 搜集2012-04/2015-04北京市空军总

医院50岁以上中老年消化系肿瘤患者共79例, 
男45例, 平均年龄62.12岁, 女34例, 平均年龄

60.75岁, 其中, 胰腺癌33例, 结直肠癌22例, 胃
癌24例, 恶性肿瘤的诊断标准参照《中国常见

恶性肿瘤诊治规范》[11], 并经影像学、胃镜、

病理等检查确诊, 患者知情同意, 并经医院伦

理委员会批准. CRP检测采用免疫透射比浊法

测定, 仪器为美国Beckman公司提供的Unicel 
DXC-800生化分析仪, 试剂及质控物由北京尚

柏生物公司提供. TM采用瑞士罗氏公司电化

学发光免疫分析仪检测, 试剂为该公司配套试

■相关报道
胡晓爱、妩娇等
通 过 将 T M 联 合
检测以提高肿瘤
检出率, 具有较高
的临床价值 ,  因
T M 对 于 胃 癌、
结直肠癌单项指
标检测并没有金
标准, 可以考虑通
过 联 合 各 T M 来
提高敏感性. 
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剂. 各试剂均在有效期内使用, 操作方法严格

按照说明书进行. 
1.2 方法

1.2.1 取材: 患者入院后, 空腹12 h, 抽取空腹外

周静脉血4 mL, 静置45 min后离心, 提取上层

清液, 置于Eppendorf管内于-80 ℃冻存, 待检. 
同时静脉血送临床血液室行血常规检查, 排除

感染可能性. 
1.2.2 参考值: 指标正常参考范围CRP 0-10 mg/L, 
甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP) 0-10 U/mL, 
癌胚抗原(carcino-embryonic antigen, CEA) 
0-10 U/mL, 糖类抗原19-9(serum antigen 19-9, 
C A19-9) 0-31 U/m L, 糖类抗原125(s e r u m 
antigen 125, CA125) 0-35 U/mL.
1.2.3 评价: 对于诊断和筛选试验的评价, 主要

从试验的真实性及可靠性进行评价, 灵敏度、

特异度是反映试验真实性的重要指标, 符合率

主要反映试验的可靠性. 灵敏度(sensitivity, SE): 
又称“真阳性率”, 指将实际有病的人正确地

判断为患者的能力, 理想实验应为100%; 灵敏

度(%) = 真阳性例数/(真阳性例数+真阴性例

数)×100%. 特异度(specificity, SP): 又称“真

阴性率”, 指将实际未患某病的人正确地判断

为非患者的能力, 理想实验应为100%; 特异度

(%) = 假阴性例数/(假阳性例数+假阴性例数) 
×100%. 符合率: 如果试验测量的是诸如阳性

和阴性、正常和异常这样的定性指标时, 则可

用符合率来表示可靠性, 符合率越高, 可靠性

越好; 符合率 = (真阳性例数+假阴性例数)/(真
阳性例数+假阳性例数+真阴性例数+假阴性例

数)×100%. 并联试验(parallel test): 并联试验

指同时做几个试验时, 只要其中一个阳性, 即
判为阳性的试验方法, 并联可提高试验的灵敏

度, 减少漏诊率, 阴性预测值升高, 但同时特异

性下降[12].
统计学处理 数据处理均在SPSS19.0中进

行, 数据首先采用Kolmogorov-Smirnov进行正

态性检验及方差齐性分析, 计量资料均符合正

态分布, 以mean±SD表示, 组间比较采用t检
验, 敏感性、特异性、有效诊断率用χ2检验, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 中老年消化系肿瘤患者与正常对照组比

较 中老年消化系肿瘤(胃癌、结直肠癌、胰腺

癌)患者各指标(CRP、CEA、CA125、AFP、
CA19-9)测定值均高于正常对照组(P<0.05)(表1). 
2.2 CRP与各TM灵敏度、特异度、符合率分

析 中老年消化系肿瘤患者CRP阳性率较高, 相
对于TM来讲灵敏度、符合率较高. 但CRP 特
异性低于TM. CA19-9阳性率相对于其他TM阳

性率、灵敏性均较高(表2). 
2.3 各指标两两联合检测的灵敏度及特异度 
各指标两两联合检测, 与单项灵敏度水平较

高者比较, 联合检测的灵敏度都有所提高, 尤
其是CRP联合CA19-99(82.10%)、CRP联合

CA125(78.00%)、CA19-9联合CEA(62.83%)、
C A19-9联合C A125(68.60%)、C E A联合

CA125(54.46%) 灵敏度升高更明显(表3). 

3  讨论

CRP是由肝脏合成的一种急性时相蛋白, 是非

     分组  n    CRP(mg/L)    CEA(µ/mL)    CA125(µ/mL)    AFP(µ/mL) CA19-9(µ/mL)

对照组 30   4.36±4.10   1.98±1.90   13.33±9.62   3.76±2.54 10.91±7.50

胃癌 24 27.77±39.30a 62.56±1.98a   23.88±25.74a 31.82±106.50a 95.15±316.85a

结直肠癌 22 35.81±42.86a 20.90±24.22a 128.12±387.01a   2.27±0.91a 88.30±131.60a

胰腺癌 33 44.20±56.23a   7.72±7.20a   87.54±97.72a   6.04±6.30a 312.36±309.87a

aP<0.05 vs  对照组. CRP: C反应蛋白; CEA: 癌胚抗原; CA125: 糖类抗原125; AFP: 甲胎蛋白. 

表  1  CRP、CEA、CA19-9、CA125、AFP在中老年消化系肿瘤患者中的表达 (mean±SD)

CRP: C反应蛋白; CEA: 癌胚抗原; CA125: 糖类抗原125; 

AFP: 甲胎蛋白. 

     指标      灵敏度      特异度       符合率

CRP 64.56(51/79) 90.00(27/30) 71.56(78/109)

CEA 26.58(21/79) 93.33(28/30) 44.95(49/109)

CA19-9 49.37(39/79) 96.66(29/30) 62.38(68/109)

CA125 37.97(30/79) 96.66(29/30) 54.13(59/109)

AFP 12.70(10/79) 96.66(29/30) 33.03(36/109)

表  2  各指标灵敏度、特异度、符合率分析%(n 1/n )

■创新盘点
本文通过联合检
测, 将具有更高敏
感性的血清CRP
含量与特异性较
高 的 T M 两 两 联
合检测, 以期寻找
一种特异性、敏
感性更高的检测
方法, 从而提高肿
瘤检出率. 

■应用要点
该文主要通过检
测中老年消化系
肿 瘤 患 者 血 清
C R P 和相关 T M
的表达水平 ,  探
讨 C R P 与各 T M
联合检测在中老
年消化系肿瘤诊
断中的临床价值, 
以提高中老年癌
症患者检出率. 
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特异性免疫机制的一部分, 正常情况下含量极

低, 其表达水平与炎症的出现及进展密切相关. 
CRP的临床应用相当广泛, 可用于感染性疾病

的诊断与鉴别、抗生素的疗效的评价等. 近年

来, 国内外许多文献报道了CRP在多种疾病诊

断及治疗中的临床价值. 如王巍等[13]证实CRP
与2型糖尿病及糖尿病肾病的发生明显相关, 
McSorley等[14]的研究证实卵巢癌患者血清中

存在高浓度的CRP, 支持了慢性炎症导致卵巢

癌变的假说, Wieland等[15]研究证实在恶性肿瘤

中定量CRP相较于良性肿瘤反应更为敏感, 治
疗后良性肿瘤血清CRP下降幅度明显大于恶

性肿瘤. 研究[16,17]表明, CRP是一项极为敏感的

指标, 在多种恶性肿瘤中的表达升高, 且与肿

瘤的进展及复发明显相关, 尤其是对于恶性肿

瘤的早期发现有一定临床意义. 
对于肿瘤与CRP联系的机制, 有研究[18]认

为CRP可促进肿瘤细胞增殖, 抑制肿瘤细胞凋

亡. 当机体受到病原体侵入时, 形成急性炎症, 
如果不能及时诊治, 则渐发展为慢性炎症, 持
续性炎症反应可通过DNA损伤或促炎症因子

引起细胞转化, 从而导致慢性炎症及肿瘤的生

成[19], 在这个过程中, CRP可识别并结合由受

损组织释放的毒性分子, 并受炎性因子、肿瘤

坏死因子及白介素-6的调节, 在急性炎症期迅

速释放入血, 进入血液循环, CRP可以结合多

种微生物, 激活补体经典途径, 使C3b沉积在微

生物表面[20], 因此, CRP在吞噬有毒物质和介

导细胞毒性方面有着重要作用[21], 可见CRP的
检测在肿瘤炎症早期有极为重要的临床价值. 

炎症与感染是诱发肿瘤的重要因素, 机体受到

感染后6-12 h即可在血清中检测到CRP, 48 h后
达到峰值[22], 故CRP具有极高的敏感性, 但由

表1可以看出, CRP的特异性不够高, 不能单独

作为中老年消化系肿瘤的诊断指标. 
TM是指在肿瘤发生和增殖过程中, 由肿

瘤细胞生物合成、释放或者是宿主对癌类反

应性的一类物质. TM可用于肿瘤的筛查、诊

断、分期及治疗疗效的监测等[23]. 老年胃肠道

肿瘤是近年研究热点, 随着年龄的增加, 发病率

也呈现上升趋势[24], 而目前尚没有对于胃癌和

结肠癌的TM金标准, 本研究中老年消化系肿瘤

患者血清CA19-9相对于AFP、CEA和CA125灵
敏性及特异性均较高, 与国内文献报道一致[25], 
为一项重要的消化系TM. 由表1看出, TM对于

肿瘤的特异性高, 但是单个TM敏感性不高, 不
能满足临床要求, 往往需要结合其他标志物或

者影像学、临床症状等其他手段综合考虑. 
近年将各TM联合检测以提高肿瘤检出率

已成为研究热点, 但因为选取的研究方法、样

本选择、数据处理方法等的差异, 研究结果差

异也较大[26-31], 本研究针对于中老年患者, 将各

指标两两联合检测, 由表2可以看出, 联合检测

后的灵敏性明显提高, 其中CRP与CA19-9联合

检测灵敏性最高, 侧面反映出中老年患者感染

因素是癌性病变产生的重要方面, 其具体机制

尚待研究. 将敏感性高的CRP与特异性高的TM
联合检测, 对于中老年消化系肿瘤有一定临床

意义, 如果中老年患者出现无明显感染性因素

而CRP显著升高, 其他TM无异常时, 应进一步

行影像学检查排除癌性病变; 如果患者已确诊

为消化道癌症, 可通过结合CRP水平及各TM进

一步判断病情发展. CRP与TM联合检测, 大大

提高了消化系癌症的检出率. 对于中老年消化

系肿瘤的早发现、早诊断、早治疗有一定临床

意义. 另外, 中老年人体质虚弱, 尤其是肿瘤患

者, 易发生炎症反应, 而中老年人敏感性差, 发
生炎症反应时往往白细胞并不高, CRP则具有

更高的敏感性, 对于肿瘤患者感染情况有很好

的应用价值[32], 可协助临床诊治, 避免延误病情. 
本研究的临床意义在于: (1)中老年消化系

肿瘤患者往往伴随有血清CRP的升高; (2)中老

年患者若出现除外明显感染因素的血清CRP
升高时, 应考虑到肿瘤性因素, 可继续完善检

查, 明确诊断; (3)可将CRP与各TM联合检测以

     指标 联合灵敏度 联合特异度

CRP+CEA 73.98 84.00

CRP+CA19-9 82.10 87.00

CRP+CA125 78.00 87.00

CRP+AFP 67.30 87.00

CEA+CA19-9 62.83 90.21

CEA+CA125 54.46 90.21

CEA+AFP 32.16 90.21

CA19-9+CA125 68.60 93.43

CA19-9+AFP 53.22 93.43

CA125+AFP 42.68 93.43

表  3  各指标两两联合检测灵敏度、特异度分析 (%)

CRP: C反应蛋白; CEA: 癌胚抗原; CA125: 糖类抗原125; 

AFP: 甲胎蛋白.

■名词解释
并联试验(parallel 
test): 并联试验指
同时做几个试验
时 ,  只要其中一
个阳性 ,  即判为
阳性的试验方法, 
并联可提高试验
的灵敏度 ,  减少
漏诊率 ,  阴性预
测值升高. 
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指导临床, 用于肿瘤高危人群的筛查. 另外, 国
内外已有研究[33-34]证实, CRP与肿瘤的发生、

发展及预后相关, 但是否在中老年患者此特征

会表现得更为明显, 或在中老年患者中此特征

会有何变化尚需进一步探讨. 
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■同行评价
本文主要通过检
测中老年消化系
肿 瘤 患 者 血 清
C R P 和相关 T M
的表达水平 ,  探
讨 C R P 与各 T M
联合检测在中老
年消化系肿瘤诊
断中的临床价值, 
以提高中老年癌
症 患 者 检 出 率 . 
研究内容具有较
好的临床应用价
值 ,  有望提高中
老年患者消化系
统肿瘤的检出率, 
但临床应用有待
扩大病例数检测
后得以证实. 
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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, Vd, 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

1-2
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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

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
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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.
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 :  S u p p o r t e d  b y 
National Natural Science Foundation of China, 
No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment 
Center for Digestive Diseases, 77 Shuangta 
Xijie, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China. 
wcjd@wjgnet.com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括

目的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法

(必须包括材料或对象. 应描述课题的基本设

计, 双盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如
何进行分组和对照, 数据的精确程度. 研究对

象选择条件与标准是否遵循随机化、齐同化

的原则, 对照组匹配的特征. 如研究对象是患

者, 应阐明其临床表现, 诊断标准. 如何筛选分

组, 有多少例进行过随访, 有多少例因出现不

良反应而中途停止研究), 结果(应列出主要结

果, 包括主要数据, 有什么新发现, 说明其价值

和局限, 叙述要真实、准确、具体, 所列数据

经用何种统计学方法处理; 应给出结果的置信

区间和统计学显著性检验的确切值; 概率写P , 
后应写出相应显著性检验值), 结论(全文总结, 
准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材
料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表

头, 表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表
格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出

现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 
以使其容易被读者理解, 所有的图应在正文

中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩

色图、黑白图、线条图, 统一用一个注解分

别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变

化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: 
…. 曲线图可按●、○、■、□、▲、△顺

序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, 
bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表中另有一套

P 值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, 
fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如
P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表的左下

方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符

号应注在表的右上方, 表内个位数、小数点、

±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未

测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量

用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; 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
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2015年国内国际会议预告

®

2015-01-15/17
2015年胃肠道癌症研讨会(GCS)
会议地点: 美国
联系方式: http://gicasym.org/

2015-02-05/07
欧洲癌症研究协会大会(EACR) 
会议地点: 德国 
联系方式: http://www.eacr.org/radiationbiology2015/

2015-03-12/15
2015年第24届亚太肝病研究协会肝病大会(APASL)
会议地点: 土耳其
联系方式: http://apasl.info/about

2015-03-11/13
2 0 1 5年欧洲神经内分泌肿瘤学会第12届年度会议
(ENETS)
活动地点: 西班牙
联系方式: http://www.aihcc.com

2015-06-08/21
2015年第5届亚太肝胆胰腺协会双年会(A-PHPBA)
会议地点: 新加坡
联系方式: http://aphpba2015.com/

2015-03-25/28
2015年第68届肿瘤外科学会年会(SSOACS)
会议地点: 美国    
联系方式: http://www.aihcc.com

2015-04-17/19
2015中国超声医学学术大会(CCUM)
会议地点: 中国
联系方式: http://www.cuda.org.cn

2015-04-18/22
2015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/Pages/Home.aspx

2015-04-22/25
第6届欧洲肿瘤介入大会(ECIO)
会议地点: 法国
联系方式: http://www.ecio.org/

2015-04-22/26
2015年第50届欧洲肝病研究协年会(EASL)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.easl.eu/

2015-05-06/09
2015年世界肿瘤介入大会(WCIO)
会议地点: 美国 
联系方式: http://www.io-central.org/

2015-05-07/08
欧洲胃肠镜协会大会(ESGE) 
会议地点: 荷兰 
联系方式: http://www.esge.com/

2015-05-16/19
美国消化疾病周(DDW) 
会议地点: 美国 
联系方式: http://www.ddw.org/

2015-05-29/06-02
2015年美国临床肿瘤协会年会(ASCO)
会议地点: 美国
联系方式: http://am.asco.org/

2015-06-26/28
2015年世界病毒性肝炎峰会(ISVHLD)
会议地点: 德国
联系方式: http://www.isvhld2015.org/

2015-07-01/04
第17届世界胃肠癌大会(WGIC)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://worldgicancer.com

2015-09-25/29
第18届欧洲癌症大会(ECCO) 
会议地点: 奥地利 
联系方式: http://www.ecco-org.eu/

2015-09-25/29
第40届欧洲临床肿瘤协会年会(ESMO) 
会议地点: 奥地利 
联系方式: http://www.esmo.org/

2015-09-28/10-02
世界胃肠病组织大会(AGW/WGO) 
会议地点: 澳大利亚 
联系方式: http://www.worldgastroenterology.org/

2015-10-18/21
第57届美国放射肿瘤协会大会(ASTRO) 
会议地点: 美国 
联系方式: https://www.astro.org/

2015-10-24/28
第23届欧洲联合胃肠病学周(UEG) 
会议地点: 西班牙 
联系方式: http://www.ueg.eu/

2015-12-03/06
亚太消化病周(APDW) 
会议地点: 台湾 
联系方式: http://www.apdwcongress.org/ 
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志谢

®

蔡全才 副教授

中国人民解放军第二军医大学附属长海医院临床流行病学

与循证医学中心

陈卫昌 教授

苏州大学附属第一医院

陈贻胜 教授

福建省立医院

程英升 教授

上海交通大学附属第六人民医院放射科

崔清波 副高职 

哈尔滨医科大学附属第二医院儿外科

崔云甫 教授

哈尔滨医科大学附属第二医院普外科

姜春萌 教授

大连医科大学附属第二医院

姜慧卿 教授

河北医科大学第二医院消化科

靳雁 副主任护师

中国人民解放军第四军医大学西京医院

李瑜元 教授

广州市第一人民医院

刘长征 副教授

中国医学科学院基础医学研究所

吕宾 教授

浙江中医药大学附属医院(浙江省中医院) 

吕农华 教授

南昌大学第一附属医院

门秀丽 教授

河北联合大学(原华北煤炭医学院)

彭亮 副教授

中山大学附属第三医院感染科

单信芝 副主任护师 

青岛大学附属医院消化内科

沈克平 主任医师

上海中医药大学附属龙华医院

孙学英 教授

哈尔滨医科大学第一附属医院

唐文富 教授

四川大学华西医院中西医结合科

王春英 副主任护师

山东省肿瘤医院

王德盛 教授

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

王俊平 教授

山西省人民医院消化科

王明荣 研究员

中国医学科学院肿瘤医院

肖恩华 教授

中南大学湘雅二医院

杨江华 副教授

芜湖市皖南医学院弋矶山医院感染科

袁建业 副研究员

上海中医药大学附属龙华医院/脾胃病研究所

张力为 教授

新疆医科大学第一附属医院

张敏 副主任护师

山东大学齐鲁医院消化内镜中心

郑培永 研究员

上海中医药大学附属龙华医院

郑素军 副教授

首都医科大学附属北京佑安医院人工肝中心 
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