
WORLD CHINESE
JOURNAL OF DIGESTOLOGY
Shijie  Huaren  Xiaohua  Zazhi
2014 年 8 月 28 日      第 22 卷      第 24 期     (Volume  22  Number  24)

24 / 2014

世 

界 

华 

人 

消 

化 

杂 

志

w
w

w
.w

jgnet.com
 

二 

零 

一 

四 

年 

八 

月 

二 

十 

八 

日        

第 

二 

十 

二 

卷        

第 
二 
十 

四 

期            

®

ISSN 1009-3079 (print)
ISSN 2219-2859 (online)

《世界华人消化杂志》是一份同行评议性的旬

刊, 是一份被《中国科技论文统计源期刊(中国科

技核心期刊)》和《中文核心期刊要目总览》收

录的学术类期刊.《世界华人消化杂志》的英文摘

要被《Chemical Abstracts》,《EMBASE/Excerpta 
Medica》,《Abstracts Journals》和《Digital Object 
Identifier》收录.

I SSN 100 9 3 0 79
2 4>

9 771009 307056



编辑委员会
2012-01-01/2014-12-31

wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com



总顾问
陈可冀教授
黄志强教授
纪小龙教授
王宝恩教授
王苑本教授
杨春波教授
杨思凤教授
姚希贤教授
张万岱教授
周学文教授

名誉主编
潘伯荣教授

主编
程英升教授
党双锁教授
江学良教授
刘连新教授
刘占举教授
吕宾教授
马大烈教授
王俊平教授
王小众教授
姚登福教授
张宗明教授        

编委
消化内科学
白爱平副教授
白岚教授
卜平教授
陈国忠主任医师
陈洪副教授
陈其奎教授
陈卫昌教授
陈贻胜教授
程斌教授
迟宝荣教授
崔立红教授
邓鑫教授
丁士刚教授
董蕾教授
杜雅菊主任医师
杜奕奇副教授
樊冬梅副主任医师
樊晓明教授

房静远教授
冯志杰主任医师
傅春彬主任医师
甘华田教授
高凌副教授
戈之铮教授
关玉盘教授
关晓辉主任医师
郭晓钟教授
郝建宇教授
郝丽萍副教授
何继满教授
何松教授
洪天配教授
黄培林教授
黄晓东主任医师
黄颖秋教授
黄缘教授
季国忠教授
江米足教授
姜春萌教授
姜慧卿教授
姜相君主任医师
金瑞教授
蓝宇教授
李淑德教授
李瑜元教授
李玉民教授
廖家智副主任医师
林志辉教授
刘冰熔教授
刘凤斌教授
刘改芳主任医师
刘海峰主任医师
刘海林主任医师
刘亮明副教授
陆伦根教授
马红主任医师
马欣主任医师
毛恩强教授
毛高平教授
孟庆华教授
缪应雷主任医师
倪润洲教授
欧希龙副教授
潘秀珍教授
潘阳林副教授
朴云峰教授

秦成勇教授
任粉玉教授
任建林教授
邵先玉教授
沈琳主任医师
沈薇教授
施瑞华教授
宋军副教授
唐世刚教授
田字彬教授
庹必光教授
宛新建副教授
王邦茂教授
王炳元教授
王承党教授
王江滨教授
王蔚虹教授
王晓艳副教授
夏冰教授
夏时海副教授
徐灿霞教授
徐可树教授
杨建民教授
张国主任医师
姚树坤教授
张国梁主任医师
张军教授
张庆瑜教授
张小晋主任医师
张筱茵副教授
张志坚教授
郑培永教授
郑鹏远教授
郑素军副主任医师
郑勇教授
周国雄主任医师
周宇教授
邹晓平主任医师
诸琦教授
于珮主任医师

消化外科学
白雪副主任医师
白雪巍副主任医师
白玉作教授
蔡开琳副教授
蔡三军主任医师
曹杰主任医师

陈炳官教授
陈光教授
陈海龙教授
陈积圣教授
陈进宏副主任医师
陈凛教授
陈汝福教授
陈亚军主任医师
陈钟教授
程爱国教授
程树群副教授
崔云甫教授
戴朝六教授
戴冬秋教授
丁义涛教授
杜顺达副教授
房林教授
傅红副教授
傅华群教授
傅思源副教授
傅晓辉副教授
傅志仁主任医师
高毅主任医师
葛海燕教授
巩鹏副教授
谷俊朝主任医师
顾国利副主任医师
顾岩教授
韩天权教授
郝纯毅主任医师
郝立强副教授
何超教授
何向辉教授
何晓顺教授
何裕隆教授
胡安斌副教授
黄志勇教授
季加孚教授
荚卫东教授
姜波健教授
金山主任医师
康春博副主任医师
孔静副教授
黎乐群教授
李革副教授
李国威教授
李华副教授
李华山主任医师

李升平教授
李胜研究员
李涛副主任医师
李文岗教授
李小荣教授
李旭副教授
李永翔教授
李正荣副教授
李志霞教授
李宗芳教授
梁力建教授
刘宝林教授
刘超教授
刘宏鸣副教授
刘建教授
刘亮副主任医师
刘颖斌主任医师
卢军华教授
陆云飞教授
禄韶英副教授
吕凌副教授
吕云福教授
麻勇副研究员
齐清会教授
秦春宏副主任医师
秦华东教授
秦环龙教授
秦建民主任医师
邱伟华主任医师
仇毓东教授
崔清波副教授
单云峰副主任医师
沈柏用副教授
施宝民教授
施诚仁教授
施晓雷副主任医师
石毓君副研究员
宋新明教授
宋振顺教授
孙诚谊教授
孙文兵教授
孙星副教授
孙学英教授
邰升副教授
谭晓冬教授
汤朝晖副主任医师
汤绍涛教授
唐南洪教授

《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 由485位专家组成, 分布在30个省市，自治区，特别行政区. 其中, 上海市81位、北京
市71位、广东省40位、江苏省39位、辽宁省24位、陕西省22位、黑龙江省20位、湖北省18位、天津市16位、吉林省15位、湖
南省14位、福建省13位、山东省13位、广西壮族自治区11位、河北省10位、四川省10位、浙江省10位、重庆市9位、安徽
省8位、江西省8位、贵州省7位、新疆维吾尔自治区6位、云南省6位、海南省2位、河南省3位、甘肃省2位、宁夏回族自治区2
位、山西省2位、内蒙古自治区1位和香港特别行政区1位.

Ⅰ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



编辑委员会



丁惠国教授
范建高教授
范小玲主任医师
范学工教授
方今女教授
高润平教授
高泽立副教授
龚国忠教授
管世鹤副教授
郭永红副主任医师
胡国信主任医师
靳雪源主任医师
林潮双副教授
刘正稳教授
彭亮副主任医师
钱林学主任医师
孙殿兴主任医师
谭德明教授
汤华研究员
王建明副教授
王凯教授
王怡主任医师
吴君主任医师
宣世英教授
杨江华副教授
姚鹏副教授
张明辉副主任医师
张占卿主任医师
赵桂鸣主任医师
赵秀英副教授
周陶友副教授
周霞秋教授
朱传武教授
庄林主任医师

消化中医药学
陈治水主任医师
杜群副研究员
扈晓宇主任医师
黄恒青主任医师
李军祥教授
李康副教授
李晓波教授
李勇副教授
李振华教授
刘成海研究员
刘绍能主任医师
鲁玉辉副教授
南极星教授
牛英才研究员
谭周进教授
王富春教授
王来友副教授
王笑民主任医师

邢建峰副教授
徐列明教授
许玲教授
徐庆教授
袁红霞研究员
张声生教授

消化肿瘤学
曹秀峰教授
曹志成院士
代智副研究员
侯风刚副教授
江建新副主任医师
蒋敬庭教授
李苏宜教授
李瑗教授
刘宝瑞教授
刘炳亚研究员
刘平教授
刘云鹏教授
卢宁副主任医师
卢晓梅教授
朴龙镇副教授
沈克平主任医师
王阁教授
王锐副主任医师
吴建兵教授
向德兵副教授
肖文华主任医师
肖秀英副主任医师
谢丹教授
张凤春教授

消化影像学
白彬主任医师
官泳松教授
胡红杰主任医师
李健丁教授
龙学颖副主任医师
倪才方教授
魏经国教授
肖恩华教授
徐辉雄教授
严惟力副教授
杨薇副教授
赵卫主任医师

消化内镜及介入治疗学
郝俊鸣副主任医师
李家平教授
刘杰民副主任医师
茅爱武教授
孙明军教授
万军教授

吴沛宏教授
余日胜主任医师
袁友红副教授
张火俊副教授

消化中西医结合学
范恒教授
唐文富副教授
王学美研究员
魏睦新教授
杨钦河教授
袁建业副研究员
张春虎副教授
朱西杰教授

消化基础研究
曹洁副教授
曹鹏副研究员
陈敬贤教授
陈志龙教授
崔莲花副教授
段义农教授
樊红教授
高国全教授
高英堂研究员
管冬元副教授
郭长江研究员
郭俊明教授
何红伟副研究员
何敏教授
黄昆教授
黄文林教授
黄园教授
洪艳教授
李刚教授
李君文研究员
李孟森教授
李文贵副教授
李焱副研究员
李增山副教授
刘长征副教授
刘克辛教授
刘淼副教授
宁钧宇副研究员
彭宗根副研究员
任超世研究员
任浩副教授
任晓峰副教授
邵华副主任药师
沈东炎副教授
沈涛副教授
斯坎德尔·白克力教授
台桂香教授
谭学瑞教授

田晓峰教授
汪波主任医师
汪根树副教授
王道荣主任医师
王德盛副主任医师
王凤山教授
王刚副研究员
王健生教授
王蒙副教授
王石林主任医师
王文跃主任医师
王悦华副主任医师
王振宁教授
王铮副研究员
王正康教授
王志刚副主任医师
王忠裕教授
吴泰璜教授
伍晓汀教授
谢敏主任医师
徐迅迪教授
徐泱副主任医师
许戈良教授
许剑民教授
薛东波教授
杨柏霖副主任医师
杨桦教授
杨家和主任医师
杨银学教授
殷正丰教授
于聪慧教授
俞继卫副主任医师
于则利教授
禹正杨副教授
喻春钊教授
张必翔主任医师
张宏伟教授
张佳林教授
张进祥副教授
张俊副研究员
张力为副教授
张伟辉主任医师
赵刚副教授
赵青川主任医师
智绪亭教授
周伟平教授
周翔宇副主任医师
邹小明教授

消化感染病学
白浪副教授
陈国凤主任医师
陈红松研究员
陈建杰教授
陈志辉副主任医师

汤静主管药师
滕旭副教授
田文静副教授
汪思应教授
王钦红教授
王书奎教授
魏继福研究员
文彬研究员
吴道澄教授
吴江锋教授
吴军研究员
吴俊华副教授
吴志强副教授
夏敏教授
徐健副主任医师
徐宁志研究员
许文燮教授
杨晓明教授
阴赪宏研究员
郁卫东副研究员
喻荣彬教授
曾柱教授
张红教授
张淑坤副研究员
赵平教授
赵铁建教授
周南进研究员
周素芳教授
周晓武副主任医师
朱益民教授
竺亚斌研究员

消化病理学
陈云昭副教授
邓昊副教授
杜祥教授
樊祥山副主任医师
郭炜教授
季菊玲副教授
李淳副教授
李晟磊副主任医师
刘丽江教授
刘勇钢副主任医师
门秀丽教授
莫发荣副教授
潘兴华副主任医师
王鲁平主任医师
王娅兰教授
颜宏利副教授
于颖彦教授
余宏宇教授
张锦生教授
赵春玲副教授
朱亮副教授

Ⅱ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



 

世界华人消化杂志
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

●  目     次  ●             2014 年 8 月 28 日            第 22 卷           第 24 期             (总第464期)

临 床 研 究

3608  HPV18 E6、E7基因-shRNA重组腺病毒表达载体的构建及鉴定

         李钢, 冯彪, 邓彦超, 李德生, 居来提·艾尼瓦尔, 张力为

3613  雌激素对人胃癌细胞株PI9表达和细胞增殖的影响

         陈海霞, 周业江, 王璐璐, 李华, 熊玉霞

3619  三七总皂甙对肝癌细胞株、甲胎蛋白异质体及高尔基体糖蛋白-73表达的影响

         裴旭东, 翟玉峰, 张怀宏

3625  P38MAPK抑制剂对急性肝衰竭大鼠内质网应激反应性凋亡的作用

         刘晓珺, 刘北彦, 孔俊英, 王凤平, 孙辉, 谢文媛, 王宏微, 沈滨, 杜雅菊

3632  双歧杆菌黏附素对大鼠肠缺血再灌注损伤后肠道菌群和细菌易位的影响

         钟世顺, 李淑梅, 张振书

3639  结肠癌HCT116细胞在不同氧供状态下的氨基酸代谢变化

         张小占, 戚文娟, 孔祥涛, 于庆功

研 究 快 报

Ⅰ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

3580  白介素-10基因启动子多态性及其血浆水平与腹泻型肠易激综合征重叠功能性消化不良的关系

         黄瑶, 赵梁, 张瑜, 周乐, 卜平

基 础 研 究 3557  幽门螺杆菌脂多糖作用于胃癌细胞后刺猬蛋白信号通路中相关蛋白Ptch-1、Gli的表达及意义

         周慧, 张军, 张国新, 邰婷, 周晓颖, 苏静

3565  Crk基因shRNA质粒的构建及其在肝纤维化中的作用

         胡江峰, 陈超, 齐峰, 刘婷婷, 刘保海, 朱樑

3573  VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌细胞生长和运动能力的影响

         苏芝兰, 高峰, 吕志诚, 张鑫

文 献 综 述 3587  MicroRNAs对HSC生物学功能的影响

         毕艺鸣, 许嘉彬, 安海燕

3592  炎症性肠病的实验室检查及代谢组学的研究进展

         李潘, 崔伯塔, 段义农, 张发明 

3600  以胰腺为靶点治疗糖尿病的相关信号通路

         林玉芳, 沈卫东



     

Ⅱ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

3644  食管神经内分泌癌p53、nm23、Ki-67的表达及意义

         郭庆喜, 蒲霞, 刘俊, 杨成万

3649  应用基因芯片筛选七氟醚和丙泊酚的诱导下胃黏膜表达差异基因

         李月鹏, 高彩燕

3654  热灌注化疗对胃癌患者血管内皮生长因子受体及基质金属蛋白酶的影响

         闫琳, 巴楠, 吴敏, 郑晓珂, 张剑, 邢鑫, 张自森

3660  胃癌组织中RNF180与RECK的表达水平与预后的关系

         黄靓, 李国庆, 毛振江, 钟鹰

3665  普萘洛尔降门脉压对肝硬化失代偿期患者肠道屏障功能的影响

         姜齐宏, 陈艳, 王爱祥, 骆中华

3670  甲胎蛋白、Dickkopf1糖蛋白和α-L-岩藻糖苷酶在肝癌早期诊断中的应用

         童华波, 庭永君, 段妔, 罗利梅

3675  使用GEO数据集分析PFKFB3在肝细胞癌中的表达及临床意义

         丁千山, 孙荣泽, 王笑臣, 沈世强

3681  海南地区胆结石患者感染菌群及术后护理效果的评价

         王云, 叶兆莲, 林名花, 王媛媛

3685  轻型急性胰腺炎并急性肝损害的临床特点

         王桃丹

3690  胰十二指肠切除术的开腹和微创手术方法疗效的比较

         李瑞阳, 黄强, 林先盛, 刘臣海, 杨骥, 胡俊, 汪超

3699  二甲双胍联合米氮平治疗厌食症伴消化不良的临床疗效及对血清NE、5-HT和DA的影响

         郑宗和, 杨淑青

3705  空肠弯曲菌的流行病学调查及其在夏季腹泻患者中的检出率

         袁敏, 曾永鸿, 陈志国, 李晶, 赵欣

3710  CD4+CD29+ T细胞亚群与溃疡性结肠炎的相关性及黄芩苷的干预作用

         于丰彦, 黄绍刚, 张海燕, 叶华, 迟宏罡, 邹颖, 吕汝西, 郑学宝

3718  氧化应激状态评价对消化系肿瘤诊断的临床指导意义

         林明哲, 李欣

3722  肝源性糖尿病与2型糖尿病患者临床和预后情况的差异及相关护理

         王少萍, 吴玉萍, 林小洁

临 床 经 验



     

封 面 故 事

消           息

马大烈, 教授, 200433, 上海市, 中国人民解放
军第二军医大学附属长海医院病理科
王俊平, 教授, 030001, 山西省太原市, 山西省
人民医院消化科
王小众, 教授, 350001, 福建省福州市, 福建医
科大学附属协和医院消化内科
姚登福, 教授, 226001, 江苏省南通市, 南通大
学附属医院临床医学研究中心
张宗明, 教授, 100016, 北京市, 清华大学第一
附属医院消化医学中心

编辑部
郭鹏, 主任
《世界华人消化杂志》编辑部
100025, 北京市朝阳区东四环中路62号, 
远洋国际中心D座903室
电话: 010-59080035     手机: 18311378628
传真: 010-85381893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http://www.wjgnet.com

出版  

Baishideng Publishing Group Inc
8226 Regency Drive, Pleasanton, 
CA 94588, USA
Fax: +1-925-223-8242
Telephone: +1-925-223-8243
E-mail: bpgoffice@wjgnet.com
http://www.wjgnet.com

制作
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: 010-85381892
传真: 010-85381893

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

吴阶平    题写封面刊名

陈可冀    题写版权刊名

               (旬刊)

创    刊  1993-01-15
改    刊  1998-01-25
出    版  2014-08-28

         原刊名   新消化病学杂志

期刊名称  
世界华人消化杂志        

国际标准连续出版物号
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

主编

程英升, 教授, 200233, 上海市, 上海交通大学附属第
六人民医院放射科
党双锁, 教授, 710004, 陕西省西安市, 西安交通大学
医学院第二附属医院感染科
江学良, 教授, 250031, 山东省济南市, 中国人民解放
军济南军区总医院消化科
刘连新, 教授, 150001, 黑龙江省哈尔滨市, 哈尔滨医
科大学第一临床医学院普外科
刘占举, 教授, 200072, 上海市, 同济大学附属第十人
民医院消化内科
吕宾, 教授, 310006, 浙江省杭州市, 浙江中医药大学
附属医院(浙江省中医院)消化科

本期责任人 编务 李香; 送审编辑 闫晋利, 都珍珍; 组版编辑 闫晋利; 英文编辑 王天奇; 责任编辑 韦元涛; 形式规范

审核编辑部主任 郭鹏; 最终清样审核总编 马连生

《世界华人消化杂志》被《中国科
技论文统计源期刊(中国科技核心期
刊 2012年版)》, 《中文核心期刊要
目总览(2011年版)》, 《Chemical 
Abstracts》, 《EMBASE/Excerpta 
Medica》, 《Abstracts Journals》和
《Digital Object Identifier》收录.

《世界华人消化杂志》在中国科学技
术信息研究所, 2012-12-07发布的2011
年度《中国科技期刊引证报告(核心
版)》统计显示, 总被引频次3871次(他
引率0.82), 影响因子0.775, 综合评价
总分65.5分, 分别位居内科学研究领
域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 
并荣获2011年度中国精品科技期刊.

《世界华人消化杂志》正式开通
了在线办公系统(h t t p : / / w w w .
baishideng.com/wcjd/ch/index.
aspx), 所有办公流程一律可以在线
进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读, 
以及作者、读者、编者之间的信息反
馈交流. 

特别声明

本刊刊出的所有文章不代表本刊编辑
部和本刊编委会的观点, 除非特别声
明. 本刊如有印装质量问题, 请向本刊
编辑部调换.

定价
每期90.67元 全年36期3264.00元

© 2014年版权归百世登出版集团有限公

司所有

Ⅰ   志谢世界华人消化杂志编委志           谢

3572  《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

3624  《世界华人消化杂志》出版流程

3638  《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)

3643  《世界华人消化杂志》性质、刊登内容及目标

3659  《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊

3664  百世登出版集团推出12种开放获取生物医学期刊全部被PubMed和PMC收录

刘晓珺, 刘北彦, 孔俊英, 王凤平, 孙辉, 谢文媛, 王宏微, 沈滨, 杜雅菊. P38MAPK抑制剂对急性

肝衰竭大鼠内质网应激反应性凋亡的作用. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 3625-3631

http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3625.asp

http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3625

附           录 Ⅰ-Ⅴ  《世界华人消化杂志》投稿须知

Ⅰ   2014年国内国际会议预告

Ⅲ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



 

    

World Chinese Journal of Digestology

August     2014     Contents  in  Brief     Volume  22    Number   24

CLINICAL 
RESEARCH

3580  Relationship between IL-10  promoter gene polymorphisms and plasma level and susceptibility to 

         overlap syndrome of diarrhea irritable bowel syndrome and functional dyspepsia

         Huang Y, Zhao L, Zhang Y, Zhou L, Bo P

Ⅳ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

RAPID 
COMMUNICATION

3608  Construction and identification of recombinant adenovirus expression vectors expressing short 

         hairpin RNAs targeting HPV18 E6 and E7

         Li G, Feng B, Deng YC, Li DS, Julaiti•Ainiwaer, Zhang LW

3613  Effect of estrogen on expression of PI9 and cell proliferation in human gastric cancer cell lines

         Chen HX, Zhou YJ, Wang LL, Li H, Xiong YX

3619  Influence of panax notoginsenosides on AFP-L3 and GP-73 expression in hepatoma cell lines

         Pei XD, Zhai YF, Zhang HH

3625  Effect of P38MAPK inhibitor on endoplasmic reticulum stress-induced hepatocyte apoptosis in rats 

         with acute liver failure

         Liu XJ, Liu BY, Kong JY, Wang FP, Sun H, Xie WY, Wang HW, Shen B, Du YJ

3632  Effect of bifidobacterial adhesin on intestinal microflora and bacterial translocation induced by 

         ischemia-reperfusion injury in rats

         Zhong SS, Li SM, Zhang ZS

3639  Changes of amino acid metabolism in colon cancer HCT116 cells under different oxygen supply conditions

         Zhang XZ, Qi WJ, Kong XT, Yu QG

BASIC 
RESEARCH

3557  Effect of Helicobacter pylori lipopolysaccharide on expression of Ptch-1 and Gli proteins in gastric 

         cancer AGS cells

         Zhou H, Zhang J, Zhang GX, Tai T, Zhou XY, Su J

3565  Construction of an shRNA expression vector targeting the Crk gene: Potential role of Crk in liver fibrosis

         Hu JF, Chen C, Qi F, Liu TT, Liu BH, Zhu L

3573  SiRNA-mediated silencing of VEGFR-3 reduces proliferation, adhesion and migration of colorectal 

         cancer cells

         Su ZL, Gao F, Lv ZC, Zhang X

REVIEW 3587  MicroRNAs and biological functions of hepatic stellate cells

         Bi YM, Xu JB, An HY

3592  Laboratory evaluation and metabolomics in inflammatory bowel disease

         Li P, Cui BT, Duan YN, Zhang FM

3600  Pancreatic signal pathways potentially used as targets for treatment of diabetes

         Lin YF, Shen WD



Ⅴ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

CLINICAL
PRACTICE

3644  Significance of expression of p53, nm23 and Ki-67 in esophageal neuroendocrine carcinoma

         Guo QX, Pu X, Liu J, Yang CW

3649  Identification of sevoflurane and propofol induced differentially expressed genes in gastric mucosa 

         with DNA microarray

         Li YP, Gao CY

3654  Effect of hyperthermic perfusion chemotherapy on vascular endothelial growth factor receptor 1 

         and matrix metalloproteinase-9 in patients with gastric cancer

         Yan L, Ba N, Wu M, Zheng XK, Zhang J, Xing X, Zhang ZS

3660  Expression of RNF180 and RECK in gastric carcinoma

         Huang L, Li GQ, Mao ZJ, Zhong Y

3665  Effect of reducing portal pressure on intestinal barrier function in patients with decompensated cirrhosis

         Jiang QH, Chen Y, Wang AX, Luo ZH

3670  Value of alpha fetoprotein, Dickkopf1 glycoprotein and a-L-fucosidase in early diagnosis of liver cancer

         Tong HB, Ting YJ, Duan K, Luo LM

3675  Analysis of clinical significance of expression of 6-phosphofructo-2-kinase in hepatocellular 

         carcinoma utilizing GEO datasets

         Ding QS, Sun RZ, Wang XC, Shen SQ

3681  Distribution characteristics of biliary bacteria and postoperative care in patients with cholelithiasis

         Wang Y, Ye ZL, Lin MH, Wang YY

3685  Clinical characteristics of mild acute pancreatitis with acute liver injury

         Wang TD

3690  Efficacy and safety of minimally invasive pancreaticoduodenectomy vs open 

         pancreaticoduodenectomy: A systematic review and meta-analysis

         Li RY, Huang Q, Lin XS, Liu CH, Yang J, Hu J, Wang C

3699  Metformin combined with mirtazapine for treatment of anorexia nervosa with dyspepsia: Clinical 

         effect and impact on serum levels of norepinephrine, 5-hydroxy tryptamine and dopamine

         Zheng ZH, Yang SQ

3705  Epidemiological investigation of Campylobacte jejuni and its detection in patients with summer diarrhea

         Yuan M, Zeng YH, Chen ZG, Li J, Zhao X

3710  Baicalin modulates immuno-inflammatory response in patients with ulcerative colitis

         Yu FY, Huang SG, Zhang HY, Ye H, Chi HG, Zou Y, Lv RX, Zheng XB

3718  Clinical significance of oxidative stress evaluation in gastrointestinal cancer diagnosis

         Lin MZ, Li X

3722  Clinical characteristics, prognosis and nursing intervention in hepatogenic diabetes and type 2  

         diabetes mellitus

         Wang SP, Wu YP, Lin XJ



COVER

Indexed/Abstracted by Chemical Abstracts, EMBASE/ Excerpta Medica, Abstract Journals and Digital Object Identifier

ACKNOWLEDG-
MENT

Ⅰ   Acknowledgments to reviewers of World Chinese Journal of Digestology   

ogy, Changhai Hospital, the Second Military 
Medical University of Chinese PLA, Shang-
hai 200433, China
Jun-Ping Wang, Professor, Department of 
Gastroenterology, People’s Hospital of Shanxi, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Xiao-Zhong Wang, Professor, Department 
of Gastroenterology, Union Hospital, Fujian 
Medical University, Fuzhou 350001, Fujian 
Province, China
Deng-Fu Yao, Professor, Clinical Research 
Center, Affiliated Hospital of Nantong Univer-
sity, Nantong 226001, Jiangsu Province, China
Zong-Ming Zhang, Professor, Department of 
General Surgery, Digestive Medical Center, the 
First Affiliated Hospital, School of Medicine, 
Tsinghua University, Beijing 100016, China

EDITORIAL OFFICE
Peng Guo, Director
World Chinese Journal of Digestology 
Room 903, Building D, Ocean International 
Center, No. 62 Dongsihuan Zhonglu, 
Chaoyang District, Beijing 100025, China
Telephone: +86-10-59080035    18311378628
Fax: +86-10-85381893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http://www.wjgnet.com

PUBLISHER 
Baishideng Publishing Group Inc
8226 Regency Drive, Pleasanton, 
CA 94588, USA
Fax: +1-925-223-8242
Telephone: +1-925-223-8243
E-mail: bpgoffice@wjgnet.com
http://www.wjgnet.com

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi    

Founded on January 15, 1993
Renamed on January 25, 1998
Publication date August 28, 2014

NAME OF JOURNAL
World Chinese Journal of Digestology

ISSN

ISSN 1009-3079 (print)  ISSN 2219-2859 (online)

EDITOR-IN-CHIEF
Ying-Sheng Cheng, Professor, Department of 
Radiology, Sixth People’s Hospital of Shanghai 
Jiaotong University, Shanghai 200233, China
Shuang-Suo Dang, Professor, Department of In-
fectious Diseases, the Second Affiliated Hospital 
of Medical School of Xi’an Jiaotong University, 
Xi’an 710004, Shaanxi Province, China
Xue-Liang Jiang, Professor, Department of 
Gastroenterology, General Hospital of Jinan 
Military Command of Chinese PLA, Jinan 
250031, Shandong Province, China 
Lian-Xin Liu, Professor, Department of Gen-
eral Surgery, the First Clinical Medical College 
of Harbin Medical University, Harbin 150001, 
Heilongjiang Province, China
Zhan-Ju Liu, Professor, Department of Gastro-
enterology, Shanghai Tenth People’s  Hospital, 
Tongji University, Shanghai 200072, China
Bin Lv, Professor, Department of Gastroen-
terology, the First Affiliated Hospital of Zheji-
ang Chinese Medical University, Hang-zhou 
310006, Zhejiang Province, China
Da-Lie Ma, Professor, Department of Pathol

RESPONSIBLE 
EDITORS FOR 
THIS ISSUE

Assistant Editor: Xiang Li  Review Editor: Jin-Li Yan, Zhen-Zhen Du  Electronic Page Editor: Jin-Li Yan  

English Language Editor: Tian-Qi Wang  Editor-in-Charge: Yuan-Tao Wei  Proof Editor: Peng Guo  Layout 

Editor: Lian-Sheng Ma

APPENDIX Ⅰ-Ⅴ  Instructions to authors of World Chinese Journal of Digestology   

Ⅰ   Meeting events calendar in 2014

PRODUCTION CENTER 
Beijing Baishideng BioMed Scientific Co., 
Limited Room 903, Building D, 
Ocean International Center, 
No. 62 Dongsihuan Zhonglu, 
Chaoyang District, Beijing 100025, China
Telephone: +86-10-85381892
Fax: +86-10-85381893

PRINT SUBSCRIPTION

RMB 90.67 Yuan for each issue
RMB 3264 Yuan for one year

COPYRIGHT

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. Ar-
ticles published by this Open Access journal 
are distributed under the terms of the Creative 
Commons Attribution Non-commercial License, 
which permits use, distribution, and reproduc-
tion in any medium, provided the original work 
is properly cited, the use is non commercial and 
is otherwise in compliance with the license.

SPECIAL STATEMENT

All articles published in journals owned by the 
Baishideng Publishing Group (BPG) represent 
the views and opinions of their authors, and 
not the views, opinions or policies of the BPG, 
except where otherwise explicitly indicated.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Full instructions are available online at www.
wjgnet.com/1009-3079/tgxz.asp. If you do 
not have web access please contact the edito-
rial office.

Liu XJ, Liu BY, Kong JY, Wang FP, Sun H, Xie WY, Wang HW, Shen B, Du YJ. Effect of P38MAPK inhibitor 

on endoplasmic reticulum stress-induced hepatocyte apoptosis in rats with acute liver failure. Shijie 

Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(24): 3625-3631

http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3625.asp

http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3625

Ⅵ 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年8月28日; 22(24): 3557-3564
ISSN 1009-3079 (print)ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

幽门螺杆菌脂多糖作用于胃癌细胞后刺猬蛋白信号通路
中相关蛋白Ptch-1、Gli的表达及意义

周 慧, 张 军, 张国新, 邰 婷, 周晓颖, 苏 静

®

■背景资料
S h h 在 细 胞 的 生
长发育中起着重
要作用, 已有研究
证明, Shh信号通
路在胃癌组织中
高 表 达 ,  幽 门 螺
杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
感染能影响Shh信
号通路的表达, 但
其具体机制不明, 
有研究发现在肺
小血管上皮细胞
中细菌脂多糖(li-
popolysaccharide, 
LPS)能影响Shh的
表达, 因此我们设
想H. pylori  LPS也
能影响Shh信号通
路的表达变化. 
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Effect of Helicobacter 
pylori  lipopolysaccharide on 
expression of Ptch-1 and Gli 
proteins in gastric cancer AGS 
cells

Hui Zhou, Jun Zhang, Guo-Xin Zhang, Ting Tai, 
Xiao-Ying Zhou, Jing Su
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Abstract  
AIM: To explore the expression of Ptch-1 and 
Gli, two members in the sonic hedgehog (Shh) 
signaling pathway, in gastric cancer AGS cells 
after stimulation with Helicobacter pylori (H. py-
lori) lipopolysaccharide (LPS) and cyclopamine.

METHODS: Different concentrations of H. py-
lori LPS were used to stimulate AGS cells for 
24 h, and the expression of Ptch-1 and Gli was 
assayed by Western blot to find the optimal 
stimulation concentration. AGS cells were then 

treated with H. pylori LPS at the optimal concen-
tration for 24, 48 and 72 h, and the expression 
of Ptch-1 and Gli was detected by Western blot. 
MTT assay was applied to explore the effect of 
cyclopamine on AGS cell proliferation, and the 
half maximal inhibitory concentration (IC50) was 
calculated. AGS cells were then treated with 
cyclopamine at IC50 for 24, 48 and 72 h, and the 
expression of Ptch-1 and Gli was detected by 
Western blot. AGS cells were divided into three 
groups and stimulated with H. pylori LPS, cyclo-
pamine and H. pylori LPS plus cyclopamine for 
24 h, respectively, and the expression of Ptch-1 
and Gli was then detected by Western blot.

RESULTS: After different concentrations of 
H. pylori LPS were used to stimulate AGS cells 
for 24 h, the expression of Ptch-1 and Gli was 
increased (P < 0.05) and eventually reached a 
plateau. After treatment of AGS cells with H. 
pylori LPS at the optimal concentration for 24, 
48 and 72 h, the expression of Ptch-1 and Gli 
was increased in a time dependent manner (P < 
0.05). After treatment of AGS cells with different 
concentrations of cyclopamine for 24 h, the pro-
liferation of AGS cells was inhibited in a concen-
tration dependent manner (P < 0.05). Treatment 
with cyclopamine at IC50 decreased the expres-
sion of Gli in a time dependent manner (P < 0.05), 
but showed no significant effect on expression of 
Ptch-1 (P > 0.05). The expression of Ptch-1 in the 
H. pylori LPS plus cyclopamine group was sig-
nificantly higher than that in the control group 
and cyclopamine group (P < 0.05), but was not 
significantly different from that in the H. pylori 
LPS group (P > 0.05). The expression of Gli in 
the H. pylori LPS plus cyclopamine group was 
significantly lower than that in the control group 
and H. pylori LPS group (P < 0.05), but was not 
significantly different from that in the cyclopa-
mine group (P > 0.05).

CONCLUSION: H. pylori may alter the expres-
sion of components of the Shh signaling path-
way through its virulence factor LPS in AGS 
cells. Cyclopamine can inhibit the growth of 

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
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■研发前沿
S h h 信 号 通 路 在
胃癌发生发展中
所起的作用及其
机 制 ,  环 巴 胺 抑
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AGS cells by inhibition of the Shh signaling 
pathway. H. pylori LPS may play a role by influ-
encing the upstream molecules of the Shh sig-
naling pathway.
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摘要 
目的: 通过用幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、环巴

胺(cyclopamine)分别或联合作用于胃癌细胞
AGS后, 观察刺猬蛋白(sonic hedgehog, Shh)信
号通路中相关蛋白Ptch-1、Gli的表达变化, 并
探讨其意义.  

方法: (1)不同浓度H. pylori  LPS作用于AGS细
胞24 h, Western blot检测Ptch-1、Gli的表达, 
找到最佳刺激浓度. 以最佳刺激浓度分别作
用于AGS细胞24、48、72 h, Western blot法检
测Ptch-1、Gli的表达; (2)不同浓度环巴胺作
用于AGS细胞24 h后, MTT法检测对AGS的
抑制率, 求得半数抑制浓度(50% concentration 
of inhibition, IC50). 以环巴胺IC50作用AGS细
胞24、48、72 h后, Western blot检测Ptch-1、
Gli的表达; (3)AGS细胞培养后分3组, 分别用
H. pylori  LPS、环巴胺、H. pylori  LPS+环巴
胺作用AGS细胞24 h, 另设阴性对照组, 应用
Western blot法对各组细胞中Shh信号通路相
关蛋白Ptch-1、Gli的表达水平进行检测.  

结果: 不同浓度H. pylori  LPS作用于AGS细胞
24 h后Ptch-1、Gli的表达升高, 且随着浓度增
加, 表达逐渐增高(P <0.05), 最终达到一个平
台期, 以平台期浓度作为最佳刺激浓度, 分别
刺激AGS细胞24、48、72 h, Western blot结果
显示, Ptch-1、Gli的表达逐渐升高, 呈时间依
赖性(P <0.05); 不同浓度环巴胺作用于AGS细
胞24 h后, MTT结果显示环巴胺对AGS的抑制
作用呈浓度依赖性(P <0.05); 以环巴胺IC50作
用AGS细胞24 h后, Western blot结果显示随着
时间的延长, Gli的表达逐渐减低, 而Ptch-1的
表达无显著性差异. H. pylori  LPS、环巴胺、

H. pylori  LPS+环巴胺组分别作用于AGS细胞
24 h后, H. pylori  LPS+环巴胺联合作用组的
Ptch-1表达高于对照组及环巴胺组(P <0.05), 
而与H. pylori  LPS组无统计学差异; H. pylori  
LPS+环巴胺联合作用组Gli的表达低于对照
组和H. pylori  LPS组(P <0.05), 与环巴胺组无
统计学差异.  

结论: H. pylori通过其毒力因子LPS能够影响
胃癌细胞AGS的Shh信号通路相关蛋白的表
达. 环巴胺可通过抑制Shh信号通路抑制胃癌
细胞AGS的生长. H. pylori  LPS可能通过影响
Shh信号通路的上游分子发挥作用.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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环巴胺

核心提示: 通过用幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、环巴

胺分别或联合作用于胃癌细胞AGS后, 发现H. 
pylori  LPS可能通过影响Shh信号通路的上游分子

发挥作用, 环巴胺可抑制胃癌细胞生长.

周慧, 张军, 张国新, 邰婷, 周晓颖, 苏静. 幽门螺杆菌脂多糖作

用于胃癌细胞后刺猬蛋白信号通路中相关蛋白Ptch-1、Gli的

表达及意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 3557-3564 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3557.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3557

0  引言

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)是幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H. pylori )的毒力因子之一, 
在H. pylori感染相关的疾病中起重要作用, 研究

发现胃上皮细胞完整性的破坏大多数是通过H. 
pylori表面LPS减弱黏膜细胞和细胞外基质蛋白

间的相互作用而发生的[1]. 刺猬蛋白(hedgehog, 
Hh )基因于1980年首先由Nusslein-Volhard在果

蝇胚胎中发现[2]. 脊椎动物中存在3个同源基因, 
即sonic hedgehog(Shh )、indian hedgehog(Ihh )和
desert hedgehog(Dhh ). Shh信号通路在胃肠道黏

膜的发育以及维持黏膜的正常结构、形态、功

能中发挥重要的作用[3]. 研究表明, Shh的表达与

多种消化道肿瘤相关. 环巴胺(cyclopamine)是
Shh信号通路的拮抗剂, 可诱导多种肿瘤细胞凋

亡, 而对正常体细胞的生长无影响[4]. 研究发现, 
环巴胺特异性结合中间信号分子Smo后, 通过阻

断Shh信号通路, 能够抑制胃癌细胞的生长[5]. H. 
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号通路在胃癌组
织中被激活. 

pylori和Shh均与胃癌的发生发展密切相关, 大多

数研究显示H. pylori感染对Shh信号通路的表达

有影响作用, 但具体机制尚未明确. LPS作为H. 
pylori的重要毒力因子之一, 可能参与这一过程. 
本研究旨在通过体外实验, 选择H. pylori的毒力

因子之一LPS作为刺激因子, 探讨H. pylori  LPS
对胃癌细胞Shh信号通路是否产生影响, 以及环

巴胺作用后对胃癌细胞Shh信号通路的影响.  

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞AGS、H. pylori菌株SS1由
江苏省人民医院消化科馈赠; 环巴胺购自美国

Sigma公司; Ptch-1抗体购自美国cell signal公司; 
Gli抗体购自美国Santa Cruz公司; 噻唑蓝(me-
thylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, MTT)
购自南京凯基生物科技发展有限公司.  
1.2 方法

1.2.1 H. pylori的培养: 微需氧环境中, 37 ℃培养, 
厌氧孵箱内放置少量的水以保持湿度, 气体交

换使箱内气体O2、CO2、N2的质量分数分别为

5%、10%、85%. 将菌种接种于哥伦比亚培养基

(加入10%的脱纤维羊血)培养后在48-72 h, 逐日

观察结果, 培养物经快速尿素酶试验判定阳性.  
1.2.2 H. pylori  LPS的制备: 参考Luo等[6]的热酚

水法提取出H. pylori  LPS, 经动态比浊法证实为

内毒素, 并且测得其浓度为90.87 μg/mL.  
1.2.3 胃癌细胞AGS的培养: 常规复苏AGS细胞

后, 使用高糖DMEM培养基, 于37 ℃, 5%CO2

孵箱培养, 约24 h换液1次, 细胞生长至覆盖约

70%-80%培养瓶底面时传代.  
1.2.4 细胞增殖状态监测(MTT)法: 将处于对数

生长期的细胞, 传代至96孔培养板中, 每孔体积

200 μL, 培养12 h后, 弃去原培养基, 分别加入

200 μL不同浓度环巴胺(5、10、15、20、25、
30、35、40 μmol/L), 同时设不加环巴胺的阴性

对照组以及只加入培养基而无AGS细胞的凋零

孔, 培养24 h后, 加入50 μL 1×MTT, 培养4 h, 每
孔加入150 μL二甲基亚砜, 平板摇床振荡10 min, 
每组设8个复孔, 重复3次, 酶联免疫检测仪A 490 nm

处测量各孔的吸光度(A)值, 计算抑制率. 抑制率 
= (阴性对照孔A值-加环巴胺孔A值)/(阴性对照组

A值)×100%. Probit回归分析计算得出环巴胺半

数抑制浓度(50% concentration of inhibition, IC50).  
1.2.5 Western blot法检测各组Ptch-1、Gli蛋白水

平: 分组: (1)将AGS细胞分为5组, 分别加入5 mL
不同浓度H. pylori  LPS(1、5、10、20、40 μg/mL), 

并设阴性对照组, 干预24 h; 用上述处理中所

得的H. pylori  LPS最佳刺激浓度分别作用AGS
细胞24、48、72 h; 环巴胺IC50分别作用AGS
细胞24、48、72 h; 将AGS细胞分3组, 培养至

细胞覆盖约60%-70%培养瓶瓶底时, 分别加入

H. pylori  LPS(最佳刺激浓度)、环巴胺IC50、H. 
pylori  LPS(最佳刺激浓度)+环巴胺IC50, 并设阴

性对照组, 干预24 h; (2)Western blot法检测各组

Ptch-1、Gli蛋白水平: 上述各组细胞培养后, 加
入蛋白裂解液, 得到全蛋白提取物, Bradford法
进行蛋白浓度测定. 配制10%的分离胶, 5%浓缩

胶, 进行SDS-PAGE凝胶电泳、转膜, 5%脱脂奶

粉封闭液中封闭2 h后, 加入稀释的一抗(4 ℃, 过
夜), TBST漂洗3次后加入二抗, 室温下摇荡孵育

2 h, TBST漂洗3次, 然后使用ECL法显色, GIS凝
胶图像分析系统照相并分析处理.  

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多
组间比较采用双变量相关分析, 两组间两两比

较用t检验分析, SPSS17.0软件进行数据处理及

分析, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 H. pylori  LPS浓度测定 用热酚水法提取出的

H. pylori  LPS水相, 经动态比浊法证实为内毒素, 
浓度为90.87 μg/mL.  
2.2 H. pylori  LPS刺激胃癌细胞AGS24 h后West-
ern blot结果 Western blot结果显示, H. pylori  LPS 
1、5、10、20、40 μg/mL分别作用胃癌细胞

AGS 24 h后, Ptch-1、Gli的表达均较对照组升高

(P <0.05)(表1), 且随着浓度增加, Ptch-1、Gli的
表达逐渐升高, 最后出现平台期(图1).  
2.3 H. pylori  LPS刺激胃癌细胞AGS 24、48、
72 h后Western blot结果 不同浓度H. pylori  LPS
作用于AGS 24 h的Western blot显示随着浓度升

高, Ptch-1、Gli的表达逐渐升高, 平台期H. py-
lori  LPS浓度为20 μg/mL, 以此浓度作为最佳刺

激浓度.  
Western blot结果显示, H. pylori LPS 20 μg/mL

作用于AGS 24、48、72 h后, Ptch-1、Gli的表

达高于对照组(表2, 图2), 且随着作用时间的延

长, Ptch-1、Gli的表达逐渐升高, 呈时间依赖性

(P <0.05).  
2.4 环巴胺作用胃癌细胞AGS 24 h MTT结果 MTT
检测结果显示, 5-40 μmol/L的环巴胺对胃癌细胞

AGS均有抑制作用, 且随着浓度的增加, 抑制作

用逐渐增强, 呈浓度依赖性(P<0.05)(表3). Probit回
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归分析计算得出环巴胺IC50为22.281 μmol/L.  
2.5 环巴胺作用胃癌细胞AGS 24、48、72 h后

Western blot结果 以环巴胺IC50 22.281 μmol/L作
用于胃癌细胞AGS 24、48、72 h后, Gli的表达

较对照组降低, 且随着时间延长, Gli的表达的逐

渐减低, 呈时间依赖性(P <0.05), 而环巴胺作用

24、48、72 h后Ptch-1的表达与对照组没有统计

学差异(表4, 图3). 
2.6 H. py lor i  LPS组、环巴胺组、H. pylor i  
LPS+环巴胺组刺激胃癌细胞AGS 24 h后West-
ern blot结果 H. pylori  LPS 20 μg/mL、环巴胺 
22.281 μmol/L、H. pylori  LPS 20 μg/mL+环巴

胺22.281 μmol/L分别作用于AGS 24 h后West-
ern blot结果显示, H. pylori  LPS作用组Ptch-1、
Gli的表达高于对照组(P <0.05); 环巴胺作用组

的Ptch-1表达与对照组无统计学差异, 而Gli的

表达低于对照组(P <0.05); H. pylori  LPS+环巴

胺联合作用组的Ptch-1表达高于对照组及环巴

胺组(P <0.05), 而与LPS组相比无统计学差异; 
H. pylori  LPS+环巴胺联合作用组的Gli的表达

低于对照组及LPS组(P <0.05), 而与环巴胺组没

有统计学差异(表5, 图4). 

3  讨论

H. pylori是世界各地最常见的感染性疾病原之

一, 他作为慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌和胃

黏膜相关性淋巴样组织淋巴瘤等上消化道疾病

的重要发病因子, 已日益受到重视. 据报道, 亚
洲人群H. pylori感染率达50%[7]. 1994年世界卫

生组织国际癌症研究机构(International Agency 
for Research on Cancer, IARC)将H. pylori列为人

类胃癌第Ⅰ类致癌原[8]. LPS是H. pylori的毒力因

子之一, 具有内毒素的生物学活性, 在H. pylori
感染及H. pylori相关疾病中起重要作用. 有研究

表明[9]H. pylori  LPS能介导多种细胞因子和趋

化因子的释放, 如白介素1β(interleukin 1β, IL-
1β)、IL-8及肿瘤坏死因子α等, 从而介导免疫反

应的发生. Innocenti等[10]发现分别用H. pylori和
H. pylori  LPS刺激人外周血单核细胞后, 两者诱

导产生的细胞表面趋化因子和IL-8的水平几乎

一样高. 提示H. pylori  LPS可能是促使中性粒细
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表 1 不同浓度H. pylori  LPS作用于AGS细胞24 h Western 
blot结果

     H. pylori 脂多糖浓

度(μg/mL) 
Ptch-1/β-actin  Gli/β-actin

0 0.139±0.078 0.107±0.065

1 0.304±0.045a 0.265±0.070a

5 0.432±0.063a 0.404±0.054a

10 0.575±0.054a 0.589±0.067a

20 0.705±0.073a 0.711±0.071a

40 0.718±0.064a 0.716±0.078a

P值 r  = 0.833, P<0.05 r  = 0.824, P<0.05

aP<0.05 vs  对照组. H. pylori : 幽门螺杆菌; LPS: 脂多糖.

A

Ptch-1/β-actin
Gli/β-actin

幽门螺杆菌LPS浓度(μg/mL)
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灰
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B

图 1 不同浓度脂多糖作用于AGS细胞24 h后Western blot
结果. A: Western blot; B: 统计值. LPS: 脂多糖.

0          1         5         10        20      40
LPS浓度(μg/mL)

表 2 脂多糖20 μg/mL作用于AGS 24、48、72 h后
Western blot结果

     分组 Ptch-1/β-actin   Gli/β-actin

对照组 0.598±0.025 0.503±0.046

24 h 0.701±0.043a 0.709±0.067a

48 h 0.795±0.066a 0.867±0.038a

72 h 0.803±0.028a 0.906±0.033a

P值 r  = 0.953, P<0.05 r  = 0.963, P<0.05

aP<0.05 vs  对照组.

LPS浓度 20 μg/mL

β-actin

Gli

Ptch-1

  43

170

155

kDa
0                1             2              3 

图 2 脂多糖20 μg/mL作用于AGS 24、48、72 h后
Western blot结果. 0: 对照组; 1: 24 h; 2: 48 h; 3: 72 h. LPS: 

脂多糖.
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胞在胃黏膜中持续聚集, 进而导致黏膜炎症的

原因之一. 可见, LPS作为H. pylori的毒力因子, 
在H. pylori相关性疾病的发生、发展中发挥重

要作用.  
刺猬蛋白(Hedgehog)信号通路在人类胚胎

发育过程中起着调控细胞增殖分化, 胚胎发育

成熟的作用. Hedgehog家族包含3个同源基因, 
即: Shh、Ihh和Dhh , 其中Shh信号通路在神经、

胃肠道等系统的发育中起着重要作用[10-12]. Shh
信号通路可简明表述为Shh-Ptch-Smo-Gli信号

轴, 主要由分泌型信号蛋白Shh配体、跨膜蛋白

受体Ptch和另一跨膜蛋白Smo以及下游转录因

子Gli蛋白组成[13]. 当Shh配体存在时, Shh配体与

跨膜蛋白受体Ptch结合后, 解除了Ptch对Smo的抑

制, Smo进入胞质中, 引发细胞内信号的下传, 激
活转录因子Gli, Gli以全长的形式进入细胞核内, 
启动靶基因的转录, 把细胞外的Hedgehog信号传

递到细胞内, 从而调控细胞的生长发育[14].  
研究发现[15-18], 在前列腺癌、胰腺癌、肺

癌、乳腺癌等恶性肿瘤中陆续发现Hedgehog信
号通路均有不同程度的异常活化, 提示Hedgehog
信号通路参与了多种恶性肿瘤的发生与发展.  

尽管早期诊断和治疗技术已较前有巨大进

步, 胃癌仍是全世界癌症死亡的第二大病因[19]. 
胃癌的形成及发展是一个多阶段、多因素相互

作用的结果. 最近研究发现Hedgehog信号通路

的异常激活与胃癌的发生和发展有着非常密切

的联系. Ohta等[20]发现在胃癌标本中, 8/14存在

Shh的高表达, 定量测定癌组织中Shh是癌旁组

织的12.8倍, 并在培养的5种胃癌细胞株(AGS、
MKN1、MKN7、MKN45、MKN74)中均发现

Shh的异常表达, 且应用Shh抗体阻断Hedgehog
信号通路, 能抑制5种细胞的生长. Ma等[21]研究

发现, Shh信号通路在胃癌组织中表达升高. Ber-
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表 5 各组作用于AGS 24 h后Ptch-1、Gli蛋白的表达

     分组 Ptch-1/β-actin   Gli/β-actin

对照组  0.513±0.035 0.576±0.065

H. pylori  LPS 20 μg/mL  0.705±0.082a 0.752±0.028a

环巴胺22.281 μmol/L  0.488±0.077 0.367±0.059a

H. pylori  LPS 20 μg/mL 

+环巴胺22.281 μmol/L

 0.698±0.049ac 0.393±0.057ae

aP<0.05 vs  对照组; cP <0.05 vs  环巴胺组; eP <0.05 vs  H. pylori  

LPS组. H. pylori : 幽门螺杆菌; LPS: 脂多糖.

表 3 不同浓度环巴胺作用于AGS后的生长抑制率 (n  = 
8, mean±SD)

     环巴胺浓度(μmol/L) 生长抑制率(%) 

5   5.263±0.307

10 12.133±1.203

15 27.195±0.616

20 40.988±0.921

25 50.785±1.355

30 67.548±0.470

35 81.955±0.624

40 86.960±1.938

P值 r  = 0.996, P<0.05 

表 4 环巴胺作用AGS 24、48、72 h后Western blot结果

     分组       Ptch-1/β-actin           Gli/β-actin

对照组 0.523±0.054 0.604±0.012

24 h 0.450±0.020  0.398±0.048a

48 h 0.468±0.036  0.207±0.039a

72 h 0.457±0.078  0.079±0.022a

P值 r  = -0.701, P>0.05 r = -0.995, P<0.05

aP<0.05 vs  对照组.

环巴胺 22.281 μmol/L

β-actin

Gli

Ptch-1

 43

155

170

kDa
0                1             2              3 

图 3 环巴胺(22.281 μmol/L)作用AGS 24、48、72 h后
Western blot 结果. 0: 对照组; 1: 24 h; 2: 48 h; 3: 72 h.
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图 4 Gli、Ptch-1蛋白与β-actin灰度分析的比值(各组作
用AGS 24 h). 1: 对照组; 2: H. pylori  LPS 20 μg/mL; 3: 环巴

胺 22.281 μmol/L; 4: H. pylori  LPS 20 μg/mL+环巴胺22.281 

μmol/L. H. pylori : 幽门螺杆菌; LPS: 脂多糖.
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man等[22]的一项体外培养实验显示, 6种人类胃

癌细胞系中均可检测到Shh、Ptch及Gli的表达. 
Yoo等[23]在离体胃癌细胞中发现Shh的表达与

胃癌的分化程度呈负相关. 有研究表明[24]种植

胃癌小鼠模型中, Shh表达组肺转移发生率高于

Shh不表达组, 提示Shh可刺激胃癌转移, 以上研

究提示Shh与胃癌的发生发展有密切关系. Lee
等[25]研究发现, 伴H. pylori感染的胃癌中, Shh表
达明显上升, 其机制可能与抑制细胞凋亡有关. 
Schumacher等[26]研究发现, Shh基因敲除的小鼠

在感染H. pylori  6 mo后依然没有发展成胃炎, 而
对照组感染H. pylori 6 mo后出现炎症反应, 提
示H. pylori感染引起的Shh信号通路相关基因

表达可能是胃炎发生的关键. 由此可以推测, H. 
pylori感染后可能是通过引起Shh信号通路相关

蛋白的表达而促进胃癌的发生发展, 但其通过

何种毒力因子造成Shh信号通路中相关成员的

表达发生变化仍然不确定. Yang等[27]研究证实, 
在肺小血管上皮细胞中细菌LPS能影响Shh的表

达. 由此, 我们推测, LPS作为H. pylori的一种重

要毒力因子, 可能在这一过程中起着重要作用.  
本研究用不同浓度的H. pylori  LPS作用于

胃癌细胞AGS 24 h, Western blot 结果提示H. py-
lori  LPS作用后Ptch-1、Gli的表达增加(P <0.05), 
且随着浓度增高, Ptch-1、Gli的表达逐渐增高, 
最后出现平台期, 取此平台期浓度为最佳刺激

浓度; 以最佳刺激浓度的H. pylori  LPS分别作用

于AGS 24、48、72 h后, Ptch-1、Gli的表达较

对照组增加, 且随着时间的延长, 表达逐渐升高

(P <0.05), 呈时间依赖性. 本实验结果提示H. py-
lori可能通过LPS的作用而引起Shh通路相关蛋

白的表达变化, 但其机制尚需进一步研究. 研究

显示[28]H. pylori  LPS能通过TLR2和TLR5激活细

胞核因子κB((nuclear factor-kappa B, NF-κB), 从
而引起多种细胞因子的合成和释放. Nakashima
等[29]发现NF-κB和Shh基因表达呈正相关, 激活

NF-κB后能够诱导Shh的过度表达, 导致Shh信
号通路激活, 若此时阻断NF-κB, Shh过度表达

也会受到抑制. 提示胃癌组织中Shh的高表达, 
其机制可能是H. pylori感染导致假性幽门腺化

生时, NF-κB诱发Shh的再次活化[30]. 因此我们可

以假设H. pylori  LPS能通过NF-κB引起Shh的高

表达.  
环巴胺能与Hedgehog信号通路中的关键分

子Smo蛋白结合, 使其空间构象发生改变, 从而

抑制该蛋白活性, 导致Shh信号通路的失活. 本

实验MTT结果提示环巴胺对胃癌细胞AGS有抑

制作用, 且随着浓度的增加, 抑制作用逐渐增强, 
呈浓度依赖性(P <0.05). MTT证实环巴胺可以抑

制胃癌细胞AGS增殖, 而环巴胺究竟是通过哪

些途径对胃癌细胞增殖凋亡产生影响尚不明确, 
为此, 我们进行了初步的探讨.  

本研究中, Western blot结果显示, 经22.281 
μmol/L环巴胺作用胃癌细胞AGS后, Ptch-1的
表达无明显变化, 而Gli的表达下降, 且随着作

用时间的延长, 表达逐渐降低, 呈时间依赖性

(P <0.05). 证明环巴胺抑制胃癌细胞生长可能是

通过Shh通路的抑制达成的. 但环巴胺除了能阻

断Hedgehog信号通路, 是否还有其他潜在的抗

肿瘤机制及作用靶点, 仍需进一步的探讨.  
本研究证明H. pylori  LPS作用于AGS后, 

Ptch-1、Gli的表达增加, 而环巴胺作用后, Gli的
表达下降, Ptch-1的表达无明显差异, 因此我们

进一步探讨了两种干预条件同时作用于AGS时
Ptch-1、Gli的变化. 结果表明, H. pylori  LPS+环
巴胺联合作用组Ptch-1的表达高于对照组及环

巴胺组(P <0.05), 而与LPS组没有统计学差异; 联
合作用组的Gli低于对照组及LPS组(P <0.05), 而
与环巴胺组没有统计学差异. 结果提示H. pylori  
LPS的作用位点可能在Smo以上, 但仍需进一步

探讨.  
本研究证实, H. pylori  LPS作用于AGS后

可引起Shh通路中Ptch-1、Gli蛋白的高表达, 而
Ptch-1、Gli的高表达可能与胃癌的预后有关, 积
极探讨H. pylori  LPS作用于该通路的机制对胃

癌的防治研究有重要作用. 环巴胺抑制肿瘤细

胞的生长可能是通过抑制Shh通路完成的, 是一

种潜在的抗肿瘤药物, 但环巴胺要广泛应用于

临床还需要进行多方面的研究, 值得研究者们

进一步探讨.  
总之, 本研究提示, H. pylori通过其毒力因

子LPS能够影响胃癌细胞AGS的Shh信号通路相

关蛋白的表达. 环巴胺可通过抑制Shh信号通路

抑制胃癌细胞AGS的生长. H. pylori  LPS可能通

过影响Shh信号通路的上游分子发挥作用.  
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Abstract
AIM: To construct a short-hairpin RNA (shRNA) 
eukaryotic expression vector targeting the v-Crk 
avian sarcoma virus CT10 oncogene homolog 
gene (Crk) and to study the potential role of Crk 
in liver fibrosis. 

METHODS: The shRNA oligonucleotide frag-
ments were designed and synthesized based 

on the sequence of Crk mRNA. Double strands 
were then formed after annealing and inserted 
into the plko vector. Recombinant lentiviral vec-
tor was transfected into 293T cells to package 
lentivirus. LX-2 cells were then infected with the 
recombinant lentivirus and the function of Crk 
was studied after infection. 

RESULTS: RT-PCR and Western bolt analyses 
indicated that after successful infection, both 
mRNA and protein expression was dramatically 
down-regulated, compared with the control 
group. Knockdown of Crk decreased the expres-
sion of collagen type 1 (Col1), α-smooth muscle 
actin (α-SMA) and the capacity of cell migration, 
but had no effect on cell proliferation. 

CONCLUSION: We have successfully con-
structed an shRNA eukaryotic expression vector 
targeting the Crk gene. Knockdown of Crk can 
inhibit liver fibrosis possibly by suppressing the 
activation and migration of LX-2 cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Crk ; Short hairpin RNA; Hepatic stellate 
cells; Liver fibrosis 

Hu JF, Chen C, Qi F, Liu TT, Liu BH, Zhu L. Construction 
of an shRNA expression vector targeting the Crk gene: 
Potential role of Crk in liver fibrosis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(24): 3565-3572  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/3565.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3565 

摘要
目的: 构建靶向信号接头蛋白Crk的短发夹
RNA(short hairpin RNA, shRNA)的真核表达
载体质粒, 研究其对肝星状细胞株LX-2功能
的影响.  

方法: 根据Crk  mRNA序列进行设计并合成
shRNA寡核苷酸片段, 退火形成双链并连接入
plko载体. 包装Crk慢病毒, 感染人肝星状细胞
株LX-2. 研究其对LX-2细胞增殖、迁移和活

■同行评议者
赵铁建, 教授, 广
西中医药大学基
础医学院生理学
教研室
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■研发前沿
目前对肝纤维化
的研究集中在肝
星状细胞的表观
遗 传 学 上 ,  例 如
非编码RNA对肝
星状细胞的调控
以及寻找非编码
RNA相应的靶基
因 .  但 由 于 非 编
码RNA的靶基因
并不局限于一个, 
因此寻找并验证
对肝星状细胞调
控的非编码RNA
的靶基因是当前
研究的一个难点.

化功能的影响.  

结果: 定量PCR和Western blot检测结果提示
成功构建了针对Crk特异性shRNA真核表达质
粒, shCrk组的Crk表达明显低于对照组. 干扰
Crk基因后, LX-2细胞的活化、迁移能力减弱; 
而细胞增殖没有受到影响. 

结论: LX-2中成功构建Crk基因的shRNA真核
表达载体; 下调Crk基因后能够抑制LX-2细胞
的活化和迁移. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 信号接头蛋白; 短发夹RNA; 肝星状细胞; 

肝纤维化

核心提示: 利用Crk的慢病毒载体感染肝星状细

胞, 稳定持续的抑制Crk的表达. 当Crk的表达被

抑制后, 肝星状细胞的活化指标一型胶原和平滑

肌肌动蛋白的表达减少, 肝星状细胞的迁移能力

也出现了下降, 提示通过抑制Crk能够影响肝纤

维化的进程. 

胡江峰, 陈超, 齐峰, 刘婷婷, 刘保海, 朱樑. Crk 基因shRNA

质 粒 的 构 建 及 其 在 肝 纤 维 化 中 的 作 用 .  世 界 华 人 消 化 杂

志  2014; 22(24): 3565-3572 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/3565.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i24.3565

0  引言

信号接头蛋白Crk(v-Crk avian sarcoma virus 
CT10 oncogene homolog, Crk)被认为参与了细

胞内受体整合蛋白和酪氨酸激酶等多种网络信

号分子的信号转导过程[1,2]. 近几年, 越来越多

的研究发现Crk在肿瘤疾病及炎症的进展中起

到了重要的作用[3-8]. 最近研究发现microRNA-
126(miR-126)通过抑制肝星状细胞的功能从而

抑制肝纤维化, 并发现了一个新的靶基因: Crk . 
众所周知, miRNA主要通过在转录后水平抑制

靶基因的表达行使其功能, 但一个m i R N A常

常有几个靶基因, 所以miR-126是否直接通过

靶向抑制Crk对肝星状细胞的功能进行调控尚

缺乏直接证据. 因此, 通过构建靶向抑制Crk的
shRNA真核表达质粒, 用以研究Crk对肝星状细

胞的功能影响, 对于深入了解肝纤维化的分子

调控机制有着重要意义. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是大部

分生物体存在的一种普遍的细胞生物学现象, 
在转录水平调控基因表达[9-14]. 近年来RNAi已经

发展成为一种新型的基因阻断技术, 广泛应用

于特异抑制基因的表达及其功能研究. 慢病毒

载体可携带外源双链shRNA进入细胞, 整合到

细胞的基因组中, 进而高效、稳定、特异地抑

制目的基因表达. 
肝星状细胞的活化被认为是肝纤维化进程

中的关键环节. 当肝脏受到各种病理因素的刺

激后, 由静止状态开始逐渐活化, 伴随着增殖、

迁移、活化能力的提升, 并分泌大量的胶原蛋

白[15-21]. 本文通过构建Crk基因shRNA慢病毒表

达载体并感染肝星状细胞系LX-2[22], 形成Crk基
因沉默细胞, 进一步研究了Crk在肝星状细胞中

的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验大鼠购自中国人民解放军第二军

医大学实验动物中心, SPF级♂SD大鼠, 体质

量180-200 g. CCl4、橄榄油(国产分析纯, 上海

国药); 大肠杆菌DH5α自行制备; 真核表达载

体plko.1购自Addgene; 限制性内切酶AgeⅠ、

EcorⅠ及T4 DNA连接酶购自大连宝生生物; 小
量质粒提取试剂盒购自捷瑞生物; Tubl in抗体

(巴傲德); Ⅰ型胶原(collagen typeⅠ, Col1)抗
体(Abcam); 平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)抗体(Sigma); Crk抗体(Epitomics); 
Hochest 33342(Sigma); CCK-8试剂盒(Dojindo); 
Transwell小室(Corning). 
1.2 方法

1.2.1 靶向Crk 基因的shRNA序列的设计: 根
据G e n b a n k中C r k 基因的m R N A序列(G e n-
b a n k a c c e s s i o n n o.  N M_001008365.1→
NP_001008366.1), 采用Ambion公司的网上设计

软件, 并参考shRNA的设计原则, 设计两段靶向

Crk  mRNA的shRNA序列, 并通过BLAST对所选

择的靶序列进行同源分析, 排除shRNA非特异

性抑制其他基因片段的可能, 最终确定shRNA
序列. 设计的具有发夹结构的靶向Crk 基因的

shRNA干扰片段序列及用于对照的序列片段如

表1. 以上DNA寡核苷酸单链均由上海捷瑞生物

公司合成. 将合成好的两条互补的单链稀释至

100 pmol/L, 等量混合放置于95 ℃水浴, 5 min关
闭开关待自然冷却后即形成双链. 各取5 μL过夜

产物分别加入50 μL感受态细胞DH5α中混匀, 冰
浴静置20 min, 42 ℃水浴热激90 s, 迅速冰浴冷

却5 min, 再向其中加入750 μL LB培养基, 37 ℃
摇床温育50 min, 使大肠杆菌复苏并表达质粒的

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
Crk 基因在多种肿
瘤疾病与非肿瘤
疾病中都扮演了
重要的角色, 例如
影响肿瘤细胞的
侵袭和迁移能力, 
但在肝纤维化中
的作用尚不清楚.

氨苄抗性标记基因. 将菌液均匀涂于含氨苄的

LB平板上, 倒置放在37 ℃恒温箱培养过夜. 第2
天从LB平板上挑取3个单克隆菌落接种于5 mL
含氨苄抗性的LB培养基中, 37 ℃恒温摇床250 
r/min培养过夜. 第2天取出按照质粒小量抽提说

明书抽提质粒, 并测其浓度.  
1.2.2 干扰效果的检测: 测序正确的PLKO.1/Crk -
shRNA质粒, 与VSVG、PAX2按4∶2∶3的比

例混合, 利用Lipofectamine 2000转染包装细胞

(293T细胞). 48 h后收集病毒上清, 使用0.45 μm
滤器过滤, 短时间使用则置于4 ℃冰箱, 长时间

保存至于-80 ℃冰箱. 当细胞汇合度约30%时, 加
入病毒感染LX-2细胞, 8 h换液, 72 h后收集细

胞. RT-PCR法检测Crk  mRNA表达水平. Western 
blot法检测蛋白表达水平. 内参抗体Tublin(1∶
1500)、Crk (1∶1500). 采用化学发光法进行显

色反应. 
1.2.3 细胞增殖检测: 将感染对照病毒的LX-2细
胞和shCrk的LX-2细胞按照3000/孔的密度接种

于96孔板中, 选取24、48、72 h为3个观察时间

点, 加入CCK-8试剂, 置于培养箱内孵育2 h, 取
出放置于酶标仪下检测450 nm波长的吸光度

(A )值. 
1.2.4 细胞迁移检测: 将感染对照病毒的LX-2细
胞和shCrk的LX-2细胞按照4×105/well的密度接

种于Transwell小室, 上室加入100 μL无血清培养

基, 下室加入600 μL含有10%FBS的培养基. 孵
育16-20 h后取出, 去除原培养基, 加入PBS洗涤

细胞2遍. 加入4%PFA固定细胞5 min. 避光加入

Honchest33342进行染核. 荧光显微镜下随机选

取3个高倍镜视野, 计算3个视野的细胞平均数. 
1.2.5 RT-PCR法检测Col1、α-SMA、Crk  mRNA
水平: 使用TRIzolTM试剂盒(Takara)和RT-PCR试
剂盒(Takara). 在6孔板中每个孔加入1 mL TRIzol
试剂, 提取细胞总RNA. 提取后使用分光光度计

检测RNA质量和浓度. A 260/280均在1.80以上. 10 
μL体系中加入500 ng的RNA进行反转录. 反转

录的程序为: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, 随后置于冰

上. 定量PCR引物序列如表2.
1.2.6 Western blot检测相关蛋白: 1×SDS裂解

蛋白, 每孔加样20 μg. 分别加入1∶1500稀释的

Tublin、Col1、α-SMA和Crk抗体. 1∶3000稀释

的兔二抗, 常规曝光、显色. 
1.2.7 大鼠肝纤维化模型的建立及肝组织形态

学观察: 采用CCl4腹腔注射的方法复制肝纤维

化大鼠模型. 将大鼠分为两组: 肝纤维化组腹

腔注射40%CCl4的橄榄油溶液, 2 mL/kg, 首剂

加倍, 2次/wk, 共8 wk. 对照组注射橄榄油溶液, 
剂量及注射时间、次数与肝纤维化造模组保持

一致. 造模结束后, 取大鼠肝左叶, 以4%PFA固

定, 石蜡包埋组织制作切片, 行HE染色观察肝

纤维化分期, 分期标准参照《病毒性肝炎防治

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 Crk  shRNA序列及结构

     shCrk                                                                      序列及结构

shCrk-1 5'-CCGGCGCCTCAGTATCGGCTCTGATCTCGAGATCAGAGCCGATACTGAGGCGTTTTT-3'

shCrk-2 5'-CCGGGCTTTACTGGAATTCTACAAACTCGAGTTTGTAGAATTCCAGTAAAGCTTTTT-3'

Control 5'-CCGGTGCTTCGACATTTAACCAATTTCAAGAGAATTGGTTA AATGTCGAAGCTTTTTT-3'

表 2 合成的引物序列

     名称                          引物序列 大小(bp)

GAPDH 5'-GAAGGCTGGGGCTCATTTG-3'    258

5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTCPF-3'          

Col1 5'-GAGGGCCAAGACGAAGACATC-3'

5'-CAGATC ACGTCATCGCACAAC-3'    140

α-SMA 5'-AAAAGACAGCTACGTGGGTGA-3'

5'-GCCATGTTCTATCGGGTACTTC-3'      76

Crk 5'-CGCTCCGCCTGGTATATGG-3'

5'-GGACACCGACAGCACATAGTC-3'    129

Col1: Ⅰ型胶原; α-SMA: 平滑肌肌动蛋白. 
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■创新盘点
与同类文章有所
区别的是, 本研究
利用慢病毒感染
肝星状细胞, 可以
使得目的基因在
肝星状细胞中稳
定持续的抑制. 保
证了实验结果的
稳定性. 此外, 本
研究还首次发现
了Crk 基因在肝星
状细胞中的重要
作用. 

方案》[23]. 
统计学处理 应用SPSS统计软件, 实验数据

以mean±SD表示, 两两比较采用t检验, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 Crk 基因的表达随着肝星状细胞的活化明显

升高 利用原位灌注胶原酶消化法分离大鼠的原

代肝星状细胞[24,25]. 培养2 d的肝星状细胞保持静

止状态, 培养7 d的肝星状细胞为半活化状态, 培
养14 d的肝星状细胞为完全活化的状态. 在肝星

状细胞逐渐活化的过程中, 肝星状细胞的形态

由静止状态的圆球形逐渐向外伸出触角呈星形, 
细胞体积明显增大(图1). 分别收集大鼠和人的

静止状态、半活化状态和完全活化状态的肝星

状细胞, 提取RNA检测Crk的表达水平, 以2 d的
Crk表达量为1, 随着肝星状细胞逐渐活化, Crk的
表达逐渐升高(P <0.01), 差异有统计学意义(图2). 
2.2 Crk在肝纤维化组织中表达情况 大鼠CCl4造

模8 wk后, 取部分肝组织, HE染色结果显示造模

后的大鼠肝脏的纤维组织大量增生, 并包绕增

生的肝细胞团形成假小叶(图3). 提取肝组织的

总RNA, 检测Crk基因的表达. 以对照组Crk表达

量为1, CCl4造模8 wk后, 肝脏中Crk的表达量明

显高于对照组(P <0.01), 差异有统计学意义(图4). 
2.3 Crk 干扰效果的检测 测序正确的质粒转染

293T细胞进行慢病毒的包装, 感染LX-2细胞72 h
后, 收集细胞, 提取RNA和蛋白. 荧光定量PCR
结果显示, 相比较于感染对照病毒组, 感染了

shCrk慢病毒组中Crk基因的mRNA表达水平明

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

A

B

C

图 1 静止、半活化和完全活化状态下的肝星状细胞形态
(×40). A: 2 d静止状态的肝星状细胞; B: 7 d半活化状态的肝

星状细胞; C: 14 d完全活化状态的肝星状细胞.

相
对

表
达

量

40

30

20

10

0
2                     7                    14

t /d

图 2 细胞静止、半活化和完全活化状态下的Crk  mRNA的
表达.

A

B

图 3 正常肝组织和造模后肝纤维化组织HE染色结果(×40). 
A: 正常肝组织; B: 造模后肝纤维化组织. 
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显下调. 并且两条设计序列构建的质粒均有较

好的干扰效果, 差异有统计学意义(P <0.01)(图5). 
Western blot检测结果在蛋白表达水平上也提示

在感染了shCrk慢病毒组中, Crk基因的表达被明

显抑制(图6). 
2.4 干扰Crk表达对肝星状细胞增殖检测 CCK-8
法检测Control组、shCrk -1组、shCrk -2组的

LX-2细胞增殖能力. LX-2细胞感染对照病毒和

shCrk慢病毒3 d后, 收集细胞, 重新接种于96孔
板中. 分别收集接种后24、48、72 h的细胞, 加
入CCK-8试剂. 结果显示, 当下调Crk的表达以

后, LX-2细胞的增殖能力并未出现明显的变化, 
提示Crk可能并不影响LX-2细胞的增殖(图7). 
2.5 肝星状细胞的迁移能力检测 利用Transwell
小室检测LX-2细胞在抑制Crk基因后的细胞迁

移能力. 由于血清梯度的趋化作用, 细胞由上室

穿到下室. 当抑制Crk的表达后, LX-2细胞的迁

移能力出现了明显的下调, shCrk -1和shCrk -2组
的细胞迁移数量都明显少与对照组, 两两比较

均有统计学意义(均P <0.01)(表3, 图8). 
2.6 干扰Crk后, 抑制Col1和α-SMA的表达 LX-2
细胞感染相应的慢病毒, 72 h后收集细胞, 检测

Col1和α-SMA的基因表达水平. 结果显示, 当抑

制了Crk后, Col1和α-SMA的表达也受到了抑制

(P <0.01)(图9), 差异有统计学意义. Western blot

结果同样提示, 抑制Crk后, Col1和α-SMA的蛋

白水平也出现了明显的减少(图10). 结果提示抑

制Crk可能会影响LX-2细胞的活化能力. 

3  讨论

肝纤维化是多种病因引起的慢性肝脏损伤所导

致的病理改变, 主要表现为细胞外间质成分过

度沉积, 肝脏功能受损的状态, 是慢性肝病发展

到肝硬化、肝癌的必经阶段. 目前研究观点认

为肝纤维化病变阶段能够逆转至正常, 而肝硬

化则无法发生逆转. 因此早期发现、早期治疗

肝纤维化是目前临床和科研的重点. 
肝星状细胞位于Disse间隙内, 紧临着肝细

胞和肝窦内皮细胞. 各种致纤维化因素均把肝

星状细胞作为其作用的最终靶细胞. 正常状态

下该细胞处于静止状态, 当受到炎症或者机械

等刺激时, 肝星状细胞开始被激活. 主要表现为

■应用要点
利用慢病毒稳定
持续的感染肝星
状细胞, 干预Crk
在肝星状细胞中
的表达, 为后期注
射到动物体内, 进
行体内干预实验, 
奠定了基础.
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图 4 正常组织和造模后肝纤维化肝组织中Crk 的表达.
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图 5 定量PCR检测Crk 的干扰效果. 
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图 6 Western blot检测Crk 的干扰效果. 1: 感染对照病毒组; 

2: 感染shCrk-1病毒组; 3: 感染shCrk-2病毒组.
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图 7 对照组和Crk 干预组的增殖曲线. 

表 3 感染对照病毒和shCrk 慢病毒组的细胞迁移数 (n  = 
3, mean±SD) 

     分组  细胞迁移数

Control 86.67±2.906

shCrk-1 34.33±1.764a

shCrk-2 32.00±2.082b

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control组.
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激活后的肝星状细胞增殖、活化、迁移能力的

增强, 并且分泌大量细胞外基质, 参与肝内结构

的重建. 
肝纤维化的治疗策略中, 很重要的一条就

是抑制肝星状细胞的活化. 目前有报道的抗肝

纤维化有效药物, 例如霉酚酸、转化生长因子

-β(transforming growth factor beta, TGF-β)拮抗

剂、5-羟色胺拮抗剂、维生素E、α干扰素和肝

细胞生长因子等都是通过作用于肝星状细胞, 
抑制其活化功能, 从而达到治疗肝纤维化的目

的[26-29]. 
Crk是近年来发现的一种细胞内信号接头蛋

白, 为原癌基因c-Crk的表达产物, 参与了细胞内

受体整合蛋白和酪氨酸激酶等多种信号分子的

信号转导过程. Crk在正常组织中表达较低, 但
Crk在恶性肿瘤例如肺癌, 表达显著高于正常组

织. 且研究发现其与肿瘤细胞的增殖、侵袭、

凋亡等功能紧密相关. Crk作为一种接头蛋白, 通
过与多种信号分子相联系, 广泛参与肿瘤细胞

的增殖、迁移、凋亡的信号转导. 
最近, 有研究者发现过表达miR-126能够明

显抑制大鼠肝星状细胞的活化和迁移, 并发现

了一个miR-126的新的靶基因: Crk [30]. 但Crk在
肝纤维化中的作用尚不清楚. 因此, 对Crk的功

能进行研究显得尤为必要. 我们利用RNA干扰

技术, 设计并构建了两个靶向Crk基因的shRNA
真核表达载体. 利用包被的慢病毒感染LX-2细
胞, 具备了高效性、稳定性、特异性等优势, 并
且将目的基因整合到宿主细胞的染色体中, 在
子代中稳定表达. 通过RT-PCR和Western blot实

■名词解释
shRNA: short hair-
pin RNA的缩写, 
翻译为: “短发夹
RNA”, shRNA包
括两个短反向的
重复序列, 随后再
连上5-6个T作为
RNA聚合酶Ⅲ的
转录终止子. 
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A
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C

图 8 对照组和Crk 干预组的细胞迁移数目(×40). A: 感染

对照病毒组的细胞迁移; B: 感染shCrk -1病毒组细胞迁移; 

C: 感染shCrk-2病毒组细胞迁移.

相
对

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0.0
Control ShCrk -1 ShCrk -2

A

图 9 定量水平检测干扰Crk后Ⅰ型胶原和平滑肌肌动蛋白
水平变化. A: Col1的表达情况; B: α-SMA的表达情况. Col1: 

Ⅰ型胶原; α-SMA: 平滑肌肌动蛋白. 
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图 10 蛋白水平检测干扰Crk 后Ⅰ型胶原和平滑肌肌动蛋
白水平变化. 1: 感染对照病毒组; 2: 感染shCrk-1病毒组; 3: 

感染shCrk-2病毒组. Col1: Ⅰ型胶原; α-SMA: 平滑肌肌动

蛋白. 
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验验证了干扰效果, 得到了两个较为有效的干

扰质粒载体shCrk 1、shCrk 2. 随后分别对细胞的

增殖, 活化以及迁移的功能进行检测. 我们发现, 
干预了shCrk后, LX-2细胞的增殖能力并未受到

影响, 但其迁移能力明显被抑制, 细胞活化的相

关指标Col1和α-SMA也出现了明显的下调. 这
一结果提示Crk在调控LX-2细胞的功能起到了

重要的作用, 抑制Crk能够阻减少肝星状细胞分

泌合成细胞外基质, 抑制肝星状细胞向损伤部

位迁移. 提示Crk可能作为潜在的治疗肝纤维化

的靶点. 
总之, 本研究成功设计并构建了2条靶向Crk

的shRNA质粒. 在细胞水平上发现干扰Crk基因

能够抑制肝星状细胞的活化和迁移. 为后续进

一步的体内外功能研究提供了理论基础. 
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VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌细胞生长和运动能
力的影响

苏芝兰, 高 峰, 吕志诚, 张 鑫
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■背景资料
结直肠癌是常见
的恶性肿瘤之一, 
近 年 来 ,  我 国 的
结直肠癌发病率
和死亡率呈上升
趋势, 尤其结肠癌
的发病率上升尤
为 显 著 .  淋 巴 转
移是结肠癌主要
的 转 移 途 径 ,  血
管内皮生长因子
受体(vascular en-
dothelial growth 
factor  receptor, 
V E G F R )家族成
员及其受体是目
前认为较为重要
的调控肿瘤血管
淋巴管生成的信
号传导通路.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transfection 
with an adenovirus vector expressing short 
interfering RNA (siRNA) targeting vascular 
endothelial growth factor receptor-3 (VEGFR-3) 
on cell proliferation, adhesion and migration in 
colorectal cancer cell line LoVo.  

METHODS: An adenovirus vector expressing 
siRNA targeting VEGFR-3 was constructed and 
transfected into LoVo cells. The expression of 
VEGFR-3 was detected by RT-PCR and West-
ern blot. Cell proliferation and migration were 
detected by MTT assay and Transwell assay, 

respectively. 

RESULTS: The expression of VEGFR-3 mRNA 
and protein was significantly decreased after 
transfection with the recombinant adenovirus (P 
< 0.05), compared with the blank control group 
and negative control group. The proliferation, 
adhesion and migration of LoVo cells were sig-
nificantly decreased after transfection with the 
recombinant adenovirus (P < 0.05). 

CONCLUSION: SiRNA-mediated silencing of 
VEGFR-3 inhibits the proliferation, adhesion 
and migration of LoVo cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Colorectal neoplasms; RNA interfer-
ence; Vascular endothelial growth factor recep-
tor-3; Adenovirus vector; Proliferation; Migration; 
Adhesion
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摘要
目的: 探讨血管内皮生长因子受体3(vascular 
endothelial growth factor receptor-3, VEGFR-
3)siRNA腺病毒载体对结肠癌细胞增殖、迁
移、黏附和侵袭能力的影响. 

方法: 将VEGFR-3 siRNA腺病毒转染结肠癌
LoVo细胞, 以qRT-PCR和Western blot分别检
测VEGFR-3 mRNA和蛋白的表达, 通过MTT
比色法、划痕实验、Transwell实验、黏附实
验检测LoVo细胞的增殖、迁移、侵袭和黏附
能力. 

结果: 与空白对照组和阴性对照组相比, 实验
组VEGFR-3 mRNA和蛋白的表达水平明显降
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■研发前沿
V E G F R - 3 参 与
了肿瘤的发生、
发展、侵袭和转
移 .  针 对 此 受 体
的研究在结肠癌
靶 向 治 疗 方 面
具 有 重 要 意 义 . 
VEGFR-3的表达
与结肠癌的生存
时 间 相 关 ,  是 一
个独立的预后因
素 .  期 望 为 结 肠
癌的临床治疗开
辟一条新的途径.

低(P <0.05). 与空白对照组和阴性对照组相比, 
实验组细胞增殖明显抑制(P <0.05), 迁移能力
减弱(P <0.05), 实验组的穿膜细胞数明显减少
(P <0.05), 黏附能力减弱(P <0.001). 

结论: 腺病毒介导的VEGFR-3 siRNA可以通
过下调结肠癌细胞VEGFR-3的表达从而抑制
结肠癌细胞的增殖、黏附、侵袭和迁移能力. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 结肠肿瘤; RNA干扰; 血管内皮生长因子受

体3; 腺病毒; 增殖; 迁移; 黏附

核心提示: 本研究通过靶向血管内皮生长因子受

体3(vascular endothelial growth factor receptor-3, 
VEGFR-3)小干扰RNA腺病毒转染结肠癌LoVo
细胞, 检测到VEGFR-3 mRNA和蛋白的表达受到

抑制, 细胞增殖减缓、迁移和侵袭能力明显减弱. 
说明VEGFR-3小干扰RNA腺病毒载体可以作为

结肠癌靶向治疗的一种途径, 为结肠癌靶向治疗

提供新的理论依据和临床治疗手段. 

苏芝兰, 高峰, 吕志诚, 张鑫. VEGFR-3 s iRNA腺病毒载体

对 结 肠 癌 细 胞 生 长 和 运 动 能 力 的 影 响 .  世 界 华 人 消 化 杂

志  2014; 22(24): 3573-3579 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/3573.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i24.3573

0  引言

血管内皮生长因子受体3(vascular endothelial 
growth factor receptor-3, VEGFR-3)是血管内皮细

胞的酪氨酸受体之一, 主要介导淋巴管的生成. 
在多种肿瘤的增殖和迁移中起着重要作用[1,2]. 结
肠癌和其他恶性肿瘤一样, 侵袭和转移是其主

要特征[3-5]. 大多数结肠癌患者发现时已为晚期, 
已发生远处转移和局部周围器官的侵犯, 给治

疗带来一定难度, 也是致死的主要原因之一[6,7]. 
本研究在原有研究的基础上, 通过腺病毒

介导的VEGFR-3小干扰RNA(small interfering, 
siRNA)感染结肠癌细胞, 了解能否抑制结肠癌

细胞的生长和运动能力, 为结肠癌的靶向治疗

提供新的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌LoVo细胞系购自中科院上海

生物研究所; 包含有靶向VEGFR-3的pGenesil- 
siRNA由晶赛公司合成; pAdTrack、pAdEasy-1
质粒, DH5α、BJ5183菌种, HEK293细胞由中国

人民解放军兰州军区兰州总医院实验室提供; 

PCR试剂盒、T4 DNA连接酶及限制性内切酶

SalⅠ、HindⅢ、EcoRⅠ购自日本Takara公司; 
PacⅠ购自美国NEB公司; 质粒小量抽提试剂盒

与胶回收试剂盒购自Omega公司; 脂质体Litro-
factomineTM2000购自Invitrogen公司; Transwell
小室(Millopore 8 μm)购自Corning公司; Matrigel
基质胶购自BD公司. 
1.2 方法

1.2.1 VEGFR-3 siRNA腺病毒载体pAd-VEGFR3-
siRNA的构建及病毒感染: VEGFR3 siRNA腺病

毒载体pAd-VEGFR-3-siRNA的构建见文献[8]. 
复苏后的结肠癌LoVo细胞在37 ℃、5%CO2饱

和湿度条件下、用含10%胎牛血清的1640培养

液培养. 在生长倍数期时, 用胰酶消化, 分为3组: 
接种6孔板, 未接种病毒的LoVo细胞为空白对照

组; 接种空病毒载体pAd-siRNA为阴性对照组; 
接种pAd-VEGFR-3-siRNA为实验组. 按50 MOI
的量接种病毒, 培养箱中感染3 h; 然后弃尽培养

上清, 加入新鲜培养液继续培养24 h. 荧光显微

镜下观察感染效率, 收集细胞. 
1.2.2 实时荧光定量PCR(RT-PCR)法检测: 病毒

转染48 h后, 提取总RNA, 采用Primer5.0引物设

计软件设计引物, VEGFR-3特异性PCR上游引

物: 5'-GACCAGACCATGCTTCAGTGAGA-3'; 
下游引物: 5'-GTTGCATGGCTGTTCACAG-
GA-3', 扩增产物为151 bp. 内参β-actin引物序

列上游引物为: 5'-TCATGAAGTGTGACGTT-
GCATCCGT-3'; 下游引物为: 5'-CCTAGAAGCA、
TTTGCGGTGCCGATG-3', 扩增产物片段长100 
bp. 荧光定量PCR的扩增条件: 95 ℃变性3 min, 
95 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 扩增45个循环. 
每个样品设3个复孔. 通过顺序检测系统观察各

扩增曲线融解曲线, 标准曲线的线形回归系数R
值, 统计软件自动进行各样本的mRNA拷贝数的

计算. 以VEGFR-3 mRNA与β-actin mRNA拷贝

数之比对结果进行标准化. 
1.2.3 Western blot: 提取细胞总蛋白, 进行Western 
blot检测. 将总蛋白变性后, 进行SDS-PAGE凝胶

电泳与转膜, VEGFR-3(1∶500)、β-actin抗体(1
∶1000)孵育, 4 ℃过夜, TBST洗2次×10 min, 分
别加入碱性磷酸酶标记山羊抗兔IgG(1∶2000) 
室温孵育2 h, 超敏ECL化学发光、显影、定影. 
软件分析条带的吸光度(A)值, 以VEGFR-3 A值与

β-actin A值之比进行半定量分析. 实验重复3次. 
1.2.4 MTT法检测: 上述3组细胞接种于96孔培

养板中, 以只加1640培养液为空白对照, 每组设
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■相关报道
Jayasinghe等认为
VEGFR-3是淋巴
管生成信号通路
的主要诱导物, 通
过组织淋巴管内
皮细胞的凋亡和
刺激淋巴管内皮
细胞的迁移、增
殖和细胞存活而
起作用 .  Martins
等通过研究结肠
癌肿瘤切片和癌
旁组织切片分析
V E G F R - 3 的 表
达发现高表达的
VEGFR-3有较差
的预后和更短的
生存期, VEGFR-3
有表达的组织更
容易发生肝转移.

3个重复孔, 分别于病毒感染前及感染后第2、
4、6、8天, 加入MTT(5 mg/mL)溶液20 μL/孔, 
置于37 ℃、饱和湿度CO2培养箱中孵育4 h后; 
吸弃上清液, 加入200 μL/孔DMSO, 振荡10 min, 
在酶联免疫检测仪上测定各孔在490 nm波长处

的光密度A值, 计算各组平均值, 以培养时间为

横坐标, A值为纵坐标, 绘制细胞生长曲线. 实验

重复3次. 
1.2.5 黏附实验: 将Matrigel胶与无血清培养基按

1∶1比例混匀后加入96孔板中, 每孔加Matrigel
胶2 μg, 置超净台中过夜风干. 收集对数生长期

的实验组、阴性对照组和空白对照组细胞, 稀
释后每孔加各稀释细胞数2×105个, 设3个复孔. 
37 ℃、5%的CO2培养2 h, PBS洗去未经黏附的

细胞, 每孔加入MTT(5 mg/mL)溶液20 μL/孔, 
37 ℃、5%CO2培养箱中孵育4 h后吸弃MTT, 每
孔加入200 μL/孔DMSO, 振荡10 min, 用酶标仪

测490波长A值. 实验重复3次. 细胞黏附抑制率 

= (未处理组平均A值-实验组平均A值)/未处理

组平均A值×100%. 
1.2.6 划痕实验: 将上述各组细胞以4×104/mL 密
度接种于6孔板, 37 ℃、5%CO2培养24 h. 待细胞

铺满板底, 在孔板中央用1000 μL移液器枪头垂

直划痕, PBS轻洗2次, 除去细胞碎片, 继续培养

24 h, 在倒置显微镜下观察划痕处细胞的迁移情

况. 每孔等距离取3个点作为测量点, 测量后取

均数, 按下面公式计算细胞的相对迁移率: 计算

划痕愈合程度 = (初始宽度-测量宽度)/初始宽度

×100%. 
1.2.7 细胞侵袭能力检测: 上述各组细胞在对数

生长期时, 用0.25%胰蛋白酶消化, 收集细胞并

稀释至2×105个/L. Transwell上室(Matrigel胶与

无血清培养基按1∶1比例混匀封闭, 聚碳酸酯

膜孔径8 μmol/L)中加入200 μL的细胞悬液, 含
30%胎牛血清的培养液500 μL加入下室, 每组设

3个复孔, 置37 ℃恒温、5%CO2培养箱中培养24 h
后, 4%多聚甲醛固定15 min, HE染色. 高倍镜下

计数膜背面的细胞数并进行分析. 
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图 1 RT-PCR检测VEGFR-3 mRNA的表达. 1: LoVo细胞; 2: 

pAd-siRNA组; 3: pAd-VEGFR3-siRNA组. aP<0.05 vs  对照

组. VEGFR-3: 血管内皮生长因子受体3.
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图 3 VEGFR-3 siRNA腺病毒对结肠癌LoVo细胞增殖的影
响. aP<0.05 vs  对照组. VEGFR-3: 血管内皮生长因子受体3. 
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■创新盘点
本研究通过靶向
VEGFR-3小干扰
RNA腺病毒抑制
结肠癌LoVo细胞
的增殖、迁移和
侵 袭 能 力 .  说 明
VEGFR-3小干扰
RNA腺病毒载体
可以作为结肠癌
靶向治疗的一种
途径. 具有一定的
创新性.

统计学处理 所有数据均经SPSS13.0软件进

行统计分析, 计量资料值以mean±SD表示, 全部

数据经方差齐性分析, 组间比较采用单因素方

差分析(One-way ANOVA), 组间的比较若方差

齐用LSD-t检验, 方差不齐时采用Dunnett法检验. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌LoVo
细胞中VEGFR-3 mRNA表达的影响 病毒转染

48 h后, 提取总RNA, 经qRT-PCR显示, 与空白对

照(0.94±0.12)和阴性对照(0.97±0.14)相比, 实
验组(0.13±0.19)VEGFR-3 mRNA表达水平均显

著性降低(P<0.001). 和空白对照和阴性对照组相

比VEGFR-3 mRNA表达抑制率分别达86.17%和

86.46%, 而空白对照和阴性对照VEGFR-3 mRNA
表达水平差异无统计学意义(P>0.05)(图1). 
2.2 VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌LoVo
细胞中VEGFR-3蛋白表达的影响 蛋白印迹法检

测表明, 实验组(0.12±0.14)与空白对照组(0.94±
0.15)和阴性对照组(0.97±0.16)比较, 实验组的蛋

白水平明显下降(P<0.001). 空白对照组和阴性对

照组相比较蛋白水平无差异(P>0.05)(图2). 
2.3 VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌LoVo
细胞增殖活性的影响 病毒感染前及感染后第

2、4、6、8天进行细胞检测 ,  空白对照组和

阴性对照组之间没有差异(P >0.05). 实验组细

胞和对照组细胞比较增殖活力在4 d后开始降

低, 出现明显差异(P <0.05), 第8天的抑制率达到

41.6%(图3). 
2.4 VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌LoVo
细胞黏附能力的变化 实验组LoVo细胞黏附能力

(0.21±0.08)较空白对照组(0.82±0.07)和阴性对

照组(0.84±0.06)有明显降低(P <0.001)(图4). 
2.5 VEGFR-3 siRNA腺病毒载体对结肠癌LoVo
细胞迁移的影响 应用单层细胞划痕实验分别观

察转染24、48 h后结肠癌LoVo细胞的迁移情况. 
结果(图5). 可见, 24 h后, 与空白对照组和阴性对
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照组相比, 实验组结肠癌LoVo细胞迁移能力明

显减弱(P <0.05), 而空白对照组和阴性对照组没

有差异(P >0.05). 
2.6 细胞侵袭能力 与空白对照组(30.21±2.45)相
比, 实验组细胞侵袭的个数为7.33±2.41, 显著

减少(P <0.05), 阴性对照组细胞发生侵袭的个数

为28.37±2.39, 无明显变化(P >0.05)(图6). 

3  讨论

结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一, 全世界每

年新发病例超过一百万, 其中1/3的患者因此而

死亡. 生活习惯严重影响该疾病的发生[4,9]. 随着

我国经济发展和城市化进程的加快, 居民饮食

结构和生活习惯的改变, 我国的结直肠癌发病

和死亡率均呈上升趋势. 其中, 结肠癌的发病率

上升尤为显著, 大多数患者发现时已属于中晚

期[10,11]. 侵袭和转移是恶性肿瘤与良性肿瘤区别

的基本特征, 绝大多数恶性肿瘤最终会发生远

处转移[12,13]. 转移是一个连续渐进的多因素、多

步骤参与的动态过程. 是肿瘤细胞和周围环境

相互作用的结果, 有许多细胞因子和信号通路

参与其中, 这些因子和信号通路相互作用、相

互影响最终导致肿瘤的侵袭和转移[14-16]. 
淋巴转移是恶性肿瘤判断分期和预后的很

重要因素, 为综合治疗决策提供重要依据[17,18]. 
血管内皮生长因子家族成员及其受体是目前认

为较为重要的调控肿瘤血管淋巴管生成的信号

传导通路. VEGFR-3是一个高度糖基化的FNS样
酪氨酸激酶, 是淋巴管特异性标志物, 在胚胎发

育、伤口愈合以及肿瘤的发生、发展、侵袭及

转移中起着非常重要的调控作用. 在许多恶性

肿瘤中均有表达, 参与诱导肿瘤淋巴管的生成, 
促进肿瘤淋巴转移[19,20]. 

研究表明, VEGFR-3在非小细胞肺癌、大

肠癌、子宫内膜癌、卵巢癌、乳腺癌、前列腺

癌、胃癌中VEGFR-3表达与患者的生存时间有

相关性, 且认为VEGFR-3的是一个独立的预后

因素; VEGFR-3的高表达与淋巴管浸润、淋巴

结转移及不良生存预后相关[21-27]. Jayasinghe等[28]

认为VEGFR-3是淋巴管生成信号通路的主要诱

导物, 通过组织淋巴管内皮细胞的凋亡和刺激

淋巴管内皮细胞的迁移、增殖和细胞存活而起

作用. VEGFR-3通过维持新生内皮细胞完整性

和控制血管萌芽和血管网形成而达到血管生成

的目的. 同时在恶性肿瘤细胞以及淋巴结和远

处转移病灶的肿瘤细胞中均检测到VEGFR-3的
表达[29]. Martins等[23]通过研究结肠癌肿瘤切片

和癌旁组织切片分析VEGFR-3的表达发现高表

达的VEGFR-3有较差的预后和更短的生存期, 
VEGFR-3有表达的组织更容易发生肝转移. 然
而, 肿瘤细胞VEGFR-3/VEGF-C自分泌系统在

■应用要点
本研究采用VEG-
FR-3小干扰RNA
腺病毒可以抑制
结肠癌增殖、迁
移和侵袭, 具有一
定的理论和临床
应用价值.
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图 6 Transwell小室法检测实验组pAd-VEGFR3-siRNA对结
肠癌LoVo细胞侵袭能力. A: 空白对照组(LoVo细胞); B: 阴性

对照组(pAd-siRNA); C: 实验组(pAd-VEGFR3-siRNA); D: 

统计值. 1: LoVo细胞; 2: pAd-siRNA组; 3: pAd-VEGFR3-

siRNA组. aP<0.05 vs  对照组. VEGFR-3: 血管内皮生长因子

受体3. 

统
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肿瘤细胞的增殖、生长、侵袭和转移的功能方

面起着重要作用[30,31]. 
本研究通过腺病毒介导的VEGFR-3 siRNA

抑制结肠癌细胞系中VEGFR-3 mRNA及蛋白的

表达, 从而阻断VEGF-C/VEGFR-3信号通路, 用
MTT法显示和对照组相比, 抑制VEGFR-3表达

后结肠癌细胞生长减慢, 活性降低, 4 d后开始明

显降低, 第8天的抑制率达到41.6%. 通过划痕实

验也证实了下调VEGFR-3的表达后可以显著抑

制结肠癌细胞的迁移, 黏附实验和侵袭实验也

表明抑制VEGFR-3的表达后, 结肠癌细胞的黏

附和侵袭均受到明显影响. 但这种抑制是否与

肿瘤细胞的自分泌和其他分子机制有关, 还有

待进一步研究. 
本研究显示, 通过腺病毒介导的VEGFR-3 

siRNA可以通过下调结肠癌细胞VEGFR-3的表

达而抑制结肠癌细胞的增殖、迁移、黏附和侵

袭, 可以为进一步靶向VEGFR-3基因治疗研究

提供理论依据. 
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白介素-10基因启动子多态性及其血浆水平与腹泻型肠易
激综合征重叠功能性消化不良的关系
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■背景资料
功能性消化不良
(functional dyspe-
sia, FD)和肠易激
综合征( irr i table 
bowel syndrome, 
IBS)是一组由多
因素引起的综合
性异质性疾病, 其
二者重叠发病率
>50%, 其病因和
发病机制尚未明
确, 无单一发病机
制能解释所有的
FD和IBS临床症
状, 普遍认为和内
脏高敏性、胃肠
动力功能失调等
相关, 近来来随着
对FD和IBS研究的
深入, 了解其重叠
的发病机制将会
为FD和IBS的治疗
提供新的途径.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
interleukin-10 (IL-10) promoter gene polymor-
phisms and plasma levels and susceptibility to 
overlap syndrome of diarrhea irritable bowel 
syndrome (D-IBS) and functional dyspepsia (FD). 

METHODS: Blood samples were collected from 

164 patients and 200 healthy controls and ge-
nomic DNA was extracted. Polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP) was used to determine the 
genotypes in the -592A/C site, and amplification 
refractory mutation system polymerase chain re-
actions (ARMS-PCR) and DNA sequencing were 
performed to detect the polymorphism of the 
-1082G/A site. IL-10 plasma levels were deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). 

RESULTS: The -592A/C site in the IL-10 gene 
showed no significant differences in genotypes 
or allele frequency between the D-IBS-FD over-
lap syndrome group and control group, but the 
frequency of -592 CC genotype was significant-
ly decreased in the D-IBS-FD overlap syndrome 
group. Compared with the CC genotype, the 
AA genotype and the AA+AC genotypes in-
creased the risk of D-IBS-FD overlap syndrome 
1.989 and 1.808 times, respectively. There were 
no significant differences in the distribution 
or the allele frequency of -1082 genotypes, the 
genotypes of the combination of -592 and -1082, 
and the distribution of the genotypes of differ-
ent IL-10 levels between the D-IBS-FD overlap 
syndrome and healthy control groups. The 
average plasma IL-10 levels were significantly 
lower in patients with D-IBS-FD overlap syn-
drome than in healthy controls (14.60 pg/mL ± 
7.14 pg/mL vs 22.86 pg/mL ± 10.62 pg/mL, P < 
0.001). Among patients with D-IBS-FD overlap 
syndrome, the average plasma IL-10 levels in 
patients with -592 AA, -592 AC, -592 CC, and 
-592 AA+AC genotypes were 14.50 pg/mL ± 
6.37 pg/mL, 14.85 pg/mL ± 7.75 pg/mL, 13.92 
pg/mL ± 7.63 pg/mL, 14.68 pg/mL ± 7.10 pg/
mL, respectively, which showed no significant 
differences. Plasma IL-10 levels showed no 
significant difference between the carriers of A 
allele and non-carriers. 

CONCLUSION: The -592A site in IL-10 gene 
promoter and lower IL-10 plasma level may be 
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■研发前沿
本研究发现白介
素 -10 ( in t e r l eu -
kin-10, IL-10)-592
位点A和IL-10血
浆水平降低是罹
患D-IBS重叠FD
的 风 险 因 素 ,  其
作用机制可能是
抑 炎 因 子 I L - 1 0
的失衡导致胃肠
高敏感性及动力
异常而产生重叠
症状 .在D-IBS重
叠 F D 的 病 理 机
制下 ,  IL-10血浆
水平显著降低与
IL-10-592位点基
因多态性无关联, 
其调控的具体机
制及 - 5 9 2 A 位点
基因多态性是否
存在其他作用机
制影响D - I B S重
叠FD, 有待于日
后的进一步研究.

associated with susceptibility to overlap syn-
drome of D-IBS and FD, but there is no associa-
tion between them. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  探讨腹泻型肠易激综合征(d i a r r h e a 
irritable bowel syndrome, D-IBS)重叠功能性消
化不良(functional dyspepsia, FD)患者白介素
-10(interleukin-10, IL-10 )基因启动子区域多态
性及其血浆水平与疾病易感性的关系. 

方法: 对164例D-I B S重叠F D患者和200例
健康对照者抽血提取其白细胞D N A, 应用
聚合酶反应-限制性片段多态性(polymerase 
chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism, PCR-RFLP)分析方法以及扩
增受阻突变系统-聚合酶链反应(amplification 
refractory mutation system-polymerase chain 
reactions, ARMS-PCR)结合DNA测序法, 对
IL-10 基因启动子区-592与-1082位点进行多
态性分析, 并使用酶联免疫吸附法测定血浆
IL-10水平. 

结果: D-IBS重叠FD病例组与正常对照组相
比, IL-10启动子区域592位点基因型分布与等
位基因频率无显著差异, 592CC基因频率显
著下降, 基因型频率风险相关分析表示, AA
基因型是CC基因型患病风险的1.989倍; A等
位基因携带型(AA+AC基因型)为CC型纯合
子的1.808倍; -1082位点基因型分布与等位基
因频率均无显著差异; -592位点与-1082位点
组合基因型分布与等位基因频率也无显著差
异; 不同IL-10分泌水平基因型分布无显著差
异. D-IBS重叠FD病例组血浆IL-10平均水平为
14.60 pg/mL±7.14 pg/mL, 对照组为22.86 pg/mL
±10.62 pg/mL, 两组比较, 病例组显著低于
正常对照组(P <0.001). D-IBS重叠FD病例组
592位点AA、AC、CC、AA+AC基因型血浆
IL-10水平分别为14.50 pg/mL±6.37 pg/mL、

14.85 pg/mL±7.75 pg/mL、13.92 pg/mL±7.63 
pg/mL, 14.68 pg/mL±7.10 pg/mL, 病例组各基
因型之间血浆IL-10水平无显著差异, 592位点
AA+AC与CC基因型血浆IL-10水平也无显著
差异. 

结论: IL-10-592位点A和IL-10血浆水平降低
可能与罹患D-IBS重叠FD的相关, 但这二者之
间并无关联. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 腹泻型肠易激综合征重叠功能性消化不

良; 白介素-10; 基因多态性; 启动子区域

核心提示: 白介素-10(interleukin-10, IL-10)592位

点A和IL-10血浆水平降低是罹患腹泻型肠易激

综合征(diarrhea-irritable bowel syndrome, D-IBS)
重叠功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)的
风险因素, 抑炎因子IL-10的失衡导致胃肠高敏感

性及动力异常, 从而引起两病重叠发生. 在D-IBS
重叠FD的病理机制下, IL-10血浆水平显著降低

与IL-10-592位点基因多态性无关联, 而可能是一

种多因素的调控, 其调控的具体机制及-592A位

点基因多态性是否存在其他作用机制影响D-IBS
重叠FD, 有待于日后的进一步研究.

黄瑶, 赵梁, 张瑜, 周乐, 卜平. 白介素-10基因启动子多态性及

其血浆水平与腹泻型肠易激综合征重叠功能性消化不良的关

系. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 3580-3586 URL www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3580.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i24.3580

0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)
与功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)属
于功能性胃肠病(functional gastrointestinal dis-
orders, FGIDs)中发病率较高的两种, 研究表明

两病发生重叠的现象非常普遍[1-6], 发生重叠的

几率可高达50%[1], 被认为有共同的生理病理

基础, 与内脏感觉异常、胃肠动力异常、细菌

过度生长、脑肠轴的异常、社会心理因素、

遗传易感性等多种因素有关 [7-10], 因此有学者

认为FD和IBS有时不能完全分开[11]. 目前研究

表明 [12,13], 遗传因素可能使某些个体的白介素

-10(interleukin-10, IL-10)水平降低, 造成体内抗

炎因子失衡, 引起胃肠高敏感性及动力异常, 而
易发生FGIDs. 本研究旨在探讨IL-10启动子区

域基因多态性及其血浆水平与腹泻型肠易激综

合征(diarrhea irritable bowel syndrome, D-IBS)
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■相关报道
IL-10是一种人体
内极为重要的免
疫 调 节 因 子 ,  与
肠道炎症及免疫
系 统 关 系 密 切 , 
IL-10敲除的大鼠
可发生慢性结肠
炎 .  IL-10的分泌
水平与其启动子
区域遗传多态性
密切相关. 功能性
肠病的发生与遗
传相关, 众多研究
表明IBS患者抑炎
细胞因子生成减
少的遗传素质在
IBS发病机制中具
有一定作用, 但结
果不完全一致, 这
可能与地域、人
种、样本量的不
同而有所区别.

和重叠FD之间的关系. 

1  材料和方法 

1.1 材料 选择2011-03/2012-12在扬州大学附属

医院消化科门诊就诊的D-IBS重叠FD患者164
例作为研究对象, 其中男75例, 女89例, 年龄

25-74岁, 平均年龄49.15岁±13.16岁; 正常对照

组选择扬州市疾病预防控制中心体检健康人群

共200例, 其中男96例, 女104例, 年龄20-72岁, 
平均年龄46.13岁±12.15岁, 无IBS样症状及其

他器质性疾病. 两组间性别、年龄等比较差异

无统计学意义(P >0.05). 所有入组对象均通过扬

州大学医学伦理委员会审查, 并签署知情同意

书. DNA提取试剂为天根公司的RelaxGene血
液基因组DNA提取系统(DP-318), PCR引物由

上海生工合成, 限制性内切酶RsaⅠ购自NEB, 
PCR Mix购自博尔迪公司, IL-10检测试剂盒购

自北京达科维生物科技公司. 酶标仪为瑞士泰

肯公司SUNRISE型号, 洗板机为瑞士泰肯公司

hydroFlex型号. 
1.2 方法

1.2.1 D-IBS重叠FD诊断标准及排除标准: 诊断

标准: 诊断前症状出现≥6 mo, 近3 mo每月至少

有3 d出现反复发作的腹痛或不适(在临床试验

中, 筛选可评估的患者时, 疼痛或不适出现的频

率至少为2 d/wk), 并且至少出现A类症状2项及B
类症状1项, 且没有可以解释上述症状的器质性

疾病的证据. A类症状: (1)排便后症状缓解; (2)
发作时伴有排便频率改变; (3)发作时伴有粪便

性状(外观)改变. B类症状: (1)餐后饱胀不适; (2)
早饱感; (3)上腹痛; (4)上腹烧灼感. 排除标准: 
(1)妊娠期或哺乳期女性; (2)手术或其他应激情

况下的患者; (3)合并严重肝、肾功能损害; (4)合
并严重心脑血管疾病; (5)合并内分泌疾病; (6)合
并各种急慢性感染性疾病. 
1.2.2 血样处理: 采集受试者空腹静脉血5 mL于
EDTA抗凝管中, 3000 r/min离心15 min, 取血浆

分装于冻存于-80 ℃待测IL-10, 剩余细胞部分

取出150 μL用于白细胞DNA提取, 其余部分冻

存于-80 ℃备用. 提取DNA溶解分装于50 μL TE, 
置-80 ℃冰箱保存备用. DNA纯度及浓度用紫外

分光光度法检测, 计算A 260/280的比值在1.75-1.85
之间, DNA的纯度符合PCR扩增要求. 
1.2.3 基因型检测: (1)聚合酶反应-限制性片

段多态性(polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism, PCR-RFLP)检测

IL-10启动子区域592位点: 根据Genbank已知序

列使用DNAstar7.0及参考文献[14]设计引物, 上
游引物: 5'-GGTGAGCACTACCTGACTAGC-3'; 
下游引物: 5'-CCTAGGTCACAGTGACGTGG-3', 
由上海生工合成. 扩增体系为20 μL, 其中5 pmol
上下游引物各1 μL, 模板2 μL, 2×Taq plus PCR 
Mix 10 μL. 反应条件为94 ℃ 5 min, 然后95 ℃ 
30 s, 57 ℃ 40 s, 72 ℃ 30 s, 35个循环; 72 ℃ 5 
min, 4 ℃保存. PCR产物经2%琼脂糖电泳检验. 
酶切反应体系20 μL, 其中PCR产物5 μL, 10 U 
RsaⅠ0.4 μL, 10×buffer 2 μL, ddH2O 14.6 μL, 
37 ℃水浴酶切8 h, 取15 μL酶切产物3%琼脂

糖凝胶电泳分离, 判读基因型: CC: 412 bp, AC: 
412、236、176 bp, AA: 236、176 bp; (2)扩增受

阻突变系统-聚合酶链反应(amplification refrac-
tory mutation system -polymerase chain reactions, 
ARMS-PCR)检测IL-10启动子区域1082位点: 
根据Genbank已知序列使用DNAstar7.0及参考

文献[15]设计引物, 上游引物G: 5'-CTACTA-
AGGCTTCTTTGGGAG-3', 上游引物A: 5'-AC-
TACTAAGGCTTCTTTGGGA-3'; 下游引物: 
5'-CAGTGCCAACTGAGAATTTGG-3'. 扩增体

系为20 μL, 其中5 pmol上下游引物各1 μL, 模板

2 μL, 2×Taq plus PCR Mix 10 μL. 反应条件为

95 ℃ 1 min, 然后95 ℃ 1 min, 65 ℃ 50 s, 72 ℃ 
50 s, 10个循环; 95 ℃ 1 min, 59 ℃ 50 s, 72 ℃ 50 s, 
20个循环; 72 ℃ 5 min, 4 ℃保存. PCR产物经2%
琼脂糖电泳分离, 判读基因型: 仅与-1082位点上

游引物G及下游引物扩增后在258 bp处出现电泳

条带为基因型GG; 仅与-1082位点上游引物A及

下游引物扩增后在258 bp处出现电泳条带为基

因型AA; 而与两对引物扩增后均在258 bp处出

现电泳条带的为基因型GA. 
1.2.4 血浆IL-10检测: 检测严格按照ELISA试剂

盒说明书操作, 测定血浆IL-10浓度, 用标准品制

作标准曲线. 每组标准品及样品重复2次, 取均

值, IL-10浓度以pg/mL表示.
统计学处理 应用IBS SPSS Statistics21.0

对数据进行统计分析, 计量资料用mean±SD
表示 ,  组间比较采用两样本的t 检验 ;  等位基

因及基因型频率采用直接计算法 ,  两样本率

比较、研究对象与基因遗传平衡规律(Hardy-
Weinberg平衡)符合程度均采用χ2检验, 并以比

值比(odds ratio, OR)及其95%可信区间(confi-
dence interval, CI)表示相对风险度. P <0.05为
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■创新盘点
本文没有针对单
一的D-IBS或FD
进行研究, 而是着
重于高发的二者
重叠症状, 将研究
对象进一步细化, 
从重叠症状产生
的可能机制入手, 
将IL-10 启动子区
域基因多态性及
IL-10 血浆水平结
合起来进行了进
一步研究分析.

差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 Hardy-Weinberg遗传平衡吻合度检验 应用

拟合优度χ 2检验对病例组和正常对照组进行

Hardy-Weinberg遗传平衡定律检验, 病例组和健

康对照组IL-10启动子区域592A/C, 1082G/A的

实际基因分布与Hardy-Weinberg平衡状态下的

理论分布差异无统计学意义(P >0.05), 表明均符

合该平衡法则, 具有群体代表性(表1, 2). 
2.2 IL-10 启动子多态位点分布及与D-IBS重叠

FD风险性关系 IL-10启动子区域592位点检测

到的基因型有AA、AC和CC(图1); 1082位点

检测到的基因型有AA和AG, 未检测到GG(图
2), 基因型与等位基因分布结果如表3. D-IBS重
叠FD与正常对照组相比, IL-10  592位点、1082
位点基因型分布与等位基因频率差异均无统

计学意义(P >0.05), 但592CC基因频率显著下降

(χ2 = 4.221, P  = 0.04). 基因型频率风险相关分

析表示, IL-10启动子区域592位点AA基因型和

AC基因型分别是CC基因型患病风险的1.989倍
(OR = 1.989, 95%CI: 1.033-3.829)与1.808倍(OR 
= 1.808, 95%CI: 0.935-3.494); AC基因型是CC
基因型患病A等位基因携带者(AA+AC基因型)
为CC型纯合子的1.808倍(OR = 1.808, 95%CI: 
1.023-3.522). 
2.3 IL-10 启动子区域-592、-1082位点组合分布 
病例组和正常对照组均存在5种组合, GC/AA、

GC/AC、AC/AC、AA/AA及AA/AC, 均以AC/

IL-10: 白介素-10; D-IBS: 腹泻型肠易激综合征; FD: 功能性消化不良. 

表 1 IL-10 启动子区域592位点H-W平衡吻合度检验

     

分组

                                               基因型

χ2值 P 值AA AC CC

观察值 期望值 观察值 期望值 观察值 期望值

D-IBS重叠FD组 77 76.49 70 71.02 17 16.49 0.03 0.86

正常对照组 82 75.65 82 94.71 36 29.65 3.60 0.06

1    2      3    4      M    5     6     7     8     9

1000
900
800
700
600
500
400

300
250
200
150

100

50

bp

412

236
172

bp

图 1 IL-10-592位点基因片段Rsa Ⅰ酶切后显示基因型. 1, 

2, 8, 9: AA; 3, 5: CC; 4, 6, 7: AC; M: 50 bp Marker. 

 A      G    M    A     G     A    G      A    G

1000
900
800
700
600
500
400
300
250
200
150
100
50

bp

258

bp

图 2 IL-10-1082位点经ARMS-PCR扩增显示基因型. 1: GA; 

2-4: AA; M: 50 bp Marker.

 1                  2            3           4

IL-10: 白介素-10; D-IBS: 腹泻型肠易激综合征; FD: 功能性消化不良. 

表 2 IL-10 启动子区域1082位点H-W平衡吻合度检验

     

分组

                                              基因型

χ2值 P 值            AA              GA             GG

观察值  期望值 观察值 期望值 观察值 期望值

D-IBS重叠FD组   146 146.49    18 17.01      0   0.49 0.55 0.46

正常对照组   172 172.98    28 26.04      0   0.98 1.13 0.29
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AC、AA/AC、AA/AA居多, 其次为GC/AC和

GC/AA(表5). 两组比较, 基因型分布、等位基

因频率差异无统计学意义(P >0.05), IL-10中分

泌型GC/AA+GC/AA与低分泌性AC/AC+AA/
AA+AA/AC分布也差异无统计学意义(χ2 = 2.45, 
P  = 0.118). 
2.4 血浆IL-10水平比较 D-IBS重叠FD病例组血

浆IL-10平均水平为14.60 pg/mL±7.14 pg/mL, 对
照组为22.86 pg/mL±10.62 pg/mL, 两组比较, 病
例组显著低于正常对照组(P <0.001)(表4). D-IBS
重叠FD病例组592位点AA、AC、CC、AA+AC
基因型血浆IL-10 水平差异无统计学意义(P  = 
0.885>0.05), 592位点AA+AC与CC基因型血浆

IL-10水平差异也无统计学意义(P  = 0.683>0.05).

3  讨论

IL-10是体内最为重要的抑炎因子, 他的水平高

低可以影响肠道黏膜的神经敏感性, 因而被认

为可能与FGIDs的发病相关. 研究发现[16,17]生理

状态下IL-10的水平是与其启动子区域的1082、
819、592位点的基因多态性密切相关的, 因而

针对FGIDs与IL-10启动子区域基因多态性研究

众多, 但尚无定论[18-22]. 本研究针对FGIDs中常

见高发的D-IBS重叠FD这一病症研究IL-10血
浆水平及其启动子区域多态性与疾病相关性研

究目前尚未见有报道. 由于众多研究结果已经

证实IL-10启动子区域819位点与592位点紧密

连锁[16,17,23-26], 即-592C与-819C连锁存在, -592A
与-819T连锁存在, 可根据-592位点基因型得出

-819位点基因型, 所以本研究选取了1082位点和

592位点进行多态性分析, 结果显示, 592位点基

因多态性与D-IBS重叠FD患病相关, AA基因型

是CC基因型患病风险的1.989倍, A等位基因携

带者(AA+AC基因型)为CC型纯合子的1.808倍, 
提示IL-10-592位点C突变为A增加患D-IBS重叠

FD的风险. IL-10 1082G/A位点基因型本研究中

显示与D-IBS重叠FD无关联, 上述结果与部分国

内外关于D-IBS与IL-10基因多态性的研究结果

基本一致[21-23,27,28]. 
592位点与1082位组合分布在对照组与病例

组中无显著差异, 在研究中我们也发现-1082A
与-592A连锁, 因此本研究共发现了5种基因型

组合, GC/AA、GC/AC、AC/AC、AA/AA AA/
AC, 和国内外报道相比[16,17,29,30]缺少GC/GC型, 
这可能与地域、环境及选择样本的差异有关. 
各基因型具体分布和国内报道[16,17,30]也大致一

致, 以AA/AA、AA/AC居多, AC/AC、GC/AA、

GC/AC较少. IL-10启动子区域的不同的基因型

组合是分别对应不同的IL-10分泌水平[17], -1082
位点和-592位点的基因型为G C/G C为高分泌

■应用要点
D-IBS重叠FD的
产生与抑炎因子
IL-10水平的下降
相关, 这表明在重
叠症的临床治疗
上着重抗炎的治
疗可能会产生较
为显著的效果, 也
为D-IBS重叠FD
作用机制的研究
提供一个较为明
确的方向.

表 3 IL-10 启动子区域592、1082位点基因型与等位基因分布 n (%)

     
分组      n

                                      592A/C                                 1082A/G

CC AC AA C A AA GA GG A G

D-IBS

重叠FD组

164 17

(10.37)a

70

(42.68)

77

(46.95)

104

(31.71)

224

(68.29)

146

(89.02)

18

(10.98)

  0 310

(94.51)

18

(5.49)
正常对照组 200 36

(18.00)

82

(41.00)

82

(41.00)

154

(38.50)

246

(61.50)

172

(86.00)

    

(14.00)

  0 372

(93.00)

28

(7.00)
χ2值      4.40 3.63            0.75 0.70

P值                       0.111 0.057             0.387   0.403

aP<0.05 vs  正常对照组相同基因型. IL-10: 白介素-10; D-IBS: 腹泻型肠易激综合征; FD: 功能性消化不良. 

表 4 D-IBS重叠FD病例组IL-10 -592位点各基因型血浆IL-10水平 (mean±SD, pg/mL)

     D-IBS重叠FD组IL-10 592位点 n 血浆IL-10水平

AA 77 14.50 ± 6.37

AC 70 14.85 ± 7.75

CC 17 14.85 ± 7.75

AC+AC 147 14.68±7.10

IL-10: 白介素-10; D-IBS: 腹泻型肠易激综合征; FD: 功能性消化不良. 
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型; GC/AC和GC/AA为中分泌型; AC/AC、AC/
AA、AA/AA为低分泌型. 由于未检测到高分泌

GC/GC型, 将基因组合分为中分泌型和低分泌

型两类进行比较, 病例组和对照组也未出现明

显差异, 可见IL-10不同分泌水平基因型分布与

D-IBS重叠FD无关.
D-IBS重叠FD病例组血浆IL-10平均水平显

著低于正常对照组(P <0.01), 可见IL-10水平与

D-IBS重叠FD相关, 但将病例组592位点AA、

AC、CC、AA+AC基因型IL-10血浆水平进行

比较, 无显著差异(P >0.05), 由此推断病例组

IL-10血浆水平的降低与病例组592位点基因多

态性无关. 研究也证实, IL-10分泌水平主要是受

-1082位点多态性影响, 592和819位点只是协助

作用[17,31]. 
本研究初步显示: IL-10 -592位点A和IL-10

血浆水平降低可能与罹患D-IBS重叠FD有关, 但
二者之间并无关联. 这和国内外一些针对IBS的
研究结果部分一致, 但他们认为IL-10-592 A影

响IL-10水平降低导致疾病发生的机制在本研究

中未得到证实[18,21,28]. 我们认为, 在正常生理机

制下, IL-10水平表达主要是通过-1082、-819、
-592位点的共同作用, 但病理机制下, IL-10水平

的调控可能是一种多因素的调控. D-IBS重叠FD
的疾病发生本身就受多种因素影响, D-IBS重叠

FD的患者比单一D-IBS或FD的人群受到环境与

压力的影响更大, 胃肠道症状更为严重. 是否由

于外在环境等因素导致IL-10启动子区域出现

异常甲基化而导致IL-10血浆水平下降, 亦或由

于D-IBS重叠FD人群饮食失调影响IL-10血浆水

平, 592A位点基因多态性是否存在其他作用机

制影响D-IBS重叠FD, 这些均有待于日后的进

一步研究. 
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■背景资料
MicroRNAs(miR-
NAs)是人体内一
类非编码基因, 可
通过与靶基因的
作用调节蛋白质
的 翻 译 . 近 年 来 , 
随着对肝纤维化
机制的深入研究, 
表观遗传学水平
的调控作用得到
广泛关注 ,  miR-
NAs对肝纤维化
的作用及其作用
机制的研究逐渐
成为了焦点.

毕艺鸣, 许嘉彬, 安海燕, 南方医科大学中医药学院 广东省
广州市 510515
毕艺鸣, 主要从事中西医的临床研究.
国家级大学生创新创业训练计划基金资助项目, No. 
201212121053
高等学校博士学科点专项科研基金资助项目, No. 
20134433120009
作者贡献分布: 本文综述由毕艺鸣与许嘉彬完成; 安海燕审校. 
通讯作者: 安海燕, 讲师, 主治医师, 510515, 广东省广州市白云
区白云大道北1838号, 南方医科大学中医药学院.
anhaiya@fimmu.com
收稿日期: 2014-05-15   修回日期: 2014-06-10
接受日期: 2014-06-19   在线出版日期: 2014-08-28

MicroRNAs and biological 
functions of hepatic stellate 
cells

Yi-Ming Bi, Jia-Bin Xu, Hai-Yan An

Yi-Ming Bi, Jia-Bin Xu, Hai-Yan An, School of Traditional 
Chinese Medicine, Southern Medical University, Guang-
zhou 510515, Guangdong Province, China
Supported by: the National Training Programs of Innova-
tion and Entrepreneurship for College Students of China, 
No. 201212121053; Specialized Research Fund for the Doc-
toral Program of Higher Education, No. 20134433120009
Correspondence to: Hai-Yan An, Lecturer, Attending 
Physician, School of Traditional Chinese Medicine, South-
ern Medical University, 1838 Baiyun Avenue North, Baiyun 
District, Guangzhou 510515, Guangdong Province, 
China. anhaiya@fimmu.com
Received: 2014-05-15    Revised: 2014-06-10 
Accepted: 2014-06-19    Published online: 2014-08-28

Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are single-stranded, 18-24 
nucleotide long, non-coding RNA molecules 
which are involved in virtually every cellular 
process including proliferation, differentiation 
and apoptosis by specifically interacting with the 
mRNA and regulating the expression of genes. 
Recently it has been found that miRNAs cooperate 
with transforming growth factor (TGF-β), nuclear 
factor kappa B (NF-κB), tumor necrosis factor α 
(TNF-α) and other cytokines, and form complex 
"network" signaling pathways to influence the 
activation, proliferation, migration and apoptosis 
of hepatic stellate cells (HSCs), suggesting that 
miRNAs may regulate biological behaviors of 
HSCs via various signal transduction pathways, 

and have a great influence on the development of 
hepatic fibrosis. This article will review the impact 
of miRNAs on the biological functions of HSCs via 
different signal transduction pathways.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
MicroRNAs(miRNAs)是人体内长约18-24个
核苷酸序列的非编码小RNA, 通过与mRNA
特异性相互作用, 调节基因表达, 从而调控细
胞增殖、分化和凋亡等过程. 近年来研究发
现, miRNAs可协同转化生长因子(transforming 
growth factor-β)、核因子κB(nuclear factor-
kappa B)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α)等细胞因子形成复杂的“网络”信
号途径, 从而促进肝星形细胞(hepatic stellate 
cells, HSCs)活化、增殖、迁移和凋亡, 提示
miRNAs通过各种不同信号转导通路参与调
控HSC生物学行为进而影响肝纤维化的发生
发展. 本文就miRNAs在不同转导通路上对
HSC生物学功能的影响作一综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: MicroRNAs(miRNAs)通过靶向调控肝

星形细胞(hepatic stellate cells)活化、增殖、迁移

以及凋亡过程中相关细胞因子或蛋白, 从而影响

肝纤维化的发生和发展.
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■研发前沿
目前我们已经了
解到 m i R N A s 对
肝星形细胞的生
物学行为中的作
用, 但miRNAs的
调控机制尚待进
一 步 深 入 研 究 , 
尤其是关于miR-
NAs调控肝星形
细胞迁移和凋亡
的机制仍未清楚.

0  引言

肝纤维化是多种慢性肝病向肝硬化进展的共

同环节. 许多研究表明, 肝纤维化的形成主要

与肝星形细胞(hepatic stellate cells, HSCs)激
活、增殖、凋亡等多种生物学行为有关 ,  这
些复杂的生物学行为涉及多条信号传导通路

以及一系列的细胞信息分子 [1]. 近年来, 随着

对肝纤维化机制的深入研究 ,  表观遗传学水

平的调控作用得到广泛关注 ,  学者逐渐发现

microRNAs(miRNAs)这一非编码RNA可调控

转化生长因子(transforming growth factor-β, 
TGF-β)/Smad、Ras/ERK、Rho/ROCK、核因子

κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)等通路中的相

关信息分子的合成, 促进或阻断信号通路的级联

反应, 从而在许多肝脏疾病的发生发展过程中发

挥重要的生物学作用[2,3]. 基于miRNAs对肝病的

影响, 研究miRNAs及其相关信号通路对肝纤维

化的影响显得尤为重要. 本文通过研究miRNAs
对HSC生物学行为的影响, 更深入地阐明miR-
NAs与肝纤维化的关系, 为肝纤维化的治疗提供

新方向. 

1  miRNAs对肝细胞损伤和再生相关通路的影响

肝细胞是一种具有再生能力的终末分化细胞, 
能在各种刺激因素诱导下增殖分化以补偿肝体

积和恢复肝功能, 此为肝再生(liver regeneration, 
LR)[4]. 正常情况下, HSC可以分泌肝细胞生长因

子(hepatocyte growth factor, HGF), HGF可作用

于肝细胞表面受体c-met, 从而参与LR[5]. 但由于

各种有害因素刺激, HSC活化并发生表型转换从

而减少肝细胞再生, 降低肝脏自我保护功能, 这
一作用最终导致细胞外大量胶原沉积[6]. LR可分

为启动、增生和终止阶段, 涉及多条信号转导

途径以及一系列转导蛋白[7]. 随着学者对LR过程

的深入认识, 逐渐发现miRNAs在LR刺激性反应

中发挥着重要作用[8]. 
白介素-6(interleukin-6, IL-6)/STAT3通路是

启动LR最重要的通道之一, 磷酸化的STAT蛋白

形成多聚复合体并穿过核膜诱导DNA转录 [9]. 
miR203作用于肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α), 使TNF-α诱导细胞合成TNF-α
诱导蛋白3(TNFAIP3/A20), 激活IL-6/STAT3信
号转导通路; 同时TNFAIP3还可以抑制细胞因

子信号抑制物3(suppressor of cytokine signal-
ing-3, SOCS-3)的信号传递[10]. 这两种作用都可

以促进LR. 

NF-κB的激活也是LR阶段最早出现的细胞

信号转导事件之一[11], TNF-α与受体TNFR1结
合, 后者可磷酸化核因子抑制蛋白(inhibitor of 
NF-κB, IκB), 从而激活NF-κB. NF-κB活性的增

强可促进Jun、Myc等蛋白质的表达, 启动DNA
的合成, 促进LR[12]. 在此过程中, miR21的表达上

调, 并靶向作用于衔接蛋白Pellion从而抑制NF-
κB激活, 形成负反馈调节反应[13]. miR21还可通

过靶向作用于细胞周期抑制因子Btg2, 抑制插

头蛋白(Fox M1)的激活, 使蛋白质的合成增加, 
为DNA合成作物质准备[14]. 有研究表明, 当特异

性抑制肝实质细胞miRNAs的合成, 然后行肝部

分切除术(2/3), 残余肝细胞合成miRNAs能力降

低, 而G1期向S期转变过程延迟; 但直接行肝部

分切除术时(2/3), 通过观察发现残余肝细胞合成

miR21明显增多[15], 提示miR21在肝再生过程中

发挥重要作用. 同时, 有研究表明miR21可激活

PI3K/Akt信号转导通路, 促进肝细胞增殖[16].
在LR终止阶段, 过度表达的miR34a通过

降低抑制素βB(INHβB)和Met的表达水平, 阻
止肝细胞的过度增殖[17]; miR150可影响HGF的
表达, 从而减少肝细胞增殖[18]; 此外, 通过下调

miR23b、miR193b影响Smad3蛋白的翻译, 使细

胞分裂停滞在G1期, 这表明TGF-β是LR终止阶

段表达的重要因子之一[19,20]. 

2  miRNAs对HSC活化增殖相关通路的影响

HSC的活化是肝纤维化的始动环节, 此过程受到

多种信号通路的调控. 已有大量研究表明miR-
NAs在HSCs激活、增生过程中发挥重要作用, 特
异性阻断或促进miRNAs表达可逆转此过程[21,22]. 
2.1 miRNAs对TGF-β/Smad通路的影响 TGF-β
是肝纤维化最关键的细胞因子, 对肝纤维化的

发生发展具有重要的作用. 在肝纤维化过程中, 
TGF-β主要通过Smads等蛋白分子, 使信号在胞

内逐级传递直至转位到胞核内, 调控DNA的表

达, 发挥活化HSC、促进HSC合成ECM、促进

HSC分泌金属蛋白酶组织抑制物等作用[23].
m i R N A s主要通过作用于信号转导分子

Smads和下游效应蛋白酶, 进而影响肝纤维化的

进程. miR29及其家族成员作为TGF-β和NF-κB
信号转导途径的一部分, 是miRNAs中研究最为

清楚的一类抗纤维化因子[24-26]. 其作用机制主要

为: (1)协同miR26a和miR214, 阻断胶原蛋白基

因的转录过程, 减少Ⅰ型和Ⅳ型胶原蛋白的合

成[21,27]; (2)下调DNA甲基转移酶3b(DNMT3b)的
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表达, 使10号染色体上的磷酸酶基因甲基化水

平降低, 启动合成磷酸酶的过程, 使TGF-β下游

信号转导分子去磷酸化, 导致级联反应终止, 从
而在根本上阻断肝纤维化的发生[28].

除miR29外, 多种miRNAs可通过作用于

该通路上的各个靶点阻止肝纤维化. m i R150
可直接与转录因子Sp1和编码Ⅳ型胶原α4链的

Col4A4基因结合, 使平滑肌肌动蛋白和Ⅳ型胶

原蛋白的合成减少[29]; miR133a可作用于Col1A1
基因的3'-非翻译区(3'-UTR), 阻止Ⅰ型胶原蛋白

合成[30], 同时可阻止ERK1/2和Smad2的磷酸化

作用, 终止级联反应[31]; miR19与相关基因相互

作用, 降低TGF-βⅡ受体(TGF-βRⅡ)和Smad3的
表达水平[32]; miR200a通过抑制mRNA的翻译或

者直接作用于TGF-β2蛋白, 抑制HSC的增殖以

及平滑肌肌动蛋白的生成[33]; miR146a则直接作

用于Smad4蛋白, 阻止肝纤维化的发生[34]. 
另一方面, 部分miRNAs在肝纤维化过程

中表达增加, 表明他们对肝纤维化起着促进作

用 [35]. miR21表达水平随肝纤维化程度增加而

提高, 并靶向作用于TGF-β信号转导通路中负

性调控因子SMAD7, 促进肝纤维化[36]. 并且, 最
近有研究表明, 肝纤维化的不可逆转与miR21/
PDCD4/AP-1反馈回路密切相关[37].
2.2 miRNAs对Ras/ERK通路的影响 丝裂原激

活蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, 
MAPK)属于Ser/Thr蛋白激酶家族, 主要成员有

3个: ERK、JNK和P38, 该信号通路的激活有促

肝纤维化作用. 许蜜蝶[38]通过研究肝纤维化过程

中miRNA表达谱发现, miRNA34家族与肝纤维

化进程密切相关, miRNA34a/c使MAP2K1表达

上调, 而MAP2K1可以作为MAPK的上游激活

效应器, 激活Ras/ERK通路, 促进肝纤维化的发

生. 此外, PDGF是该通路的另一个活化信号分

子, miRNA29除通过调控TGFβ发挥抗纤维化

作用外, 还可通过抑制PDGF-C的表达阻止HSC
活化[39,40]. 

3  miRNAs对HSC迁移相关通路的影响

Rho/ROCK信号通路对HSC的影响是近年来研

究肝纤维化的热点, 该通路涉及肝纤维化的多

个过程, 其中对HSC迁移的调控越来越受到学者

的重视. 而许多研究表明, HSC的迁移与细胞骨

架的重建有很大关系[41]. TGFβ、PDGF-BB均激

活Rho/ROCK信号通路, 并通过促进活化的HSC
表达细胞骨架的重要组成成分α-平滑肌动蛋白

(α-smooth muscle actin, α-SMA)诱导细胞的移行[42]. 
另外, Kim等[43]发现IKKγ通过鸟嘌呤交换因子

(guanine nucleotide exchange factor, GEF)激活

RhoA, 而活化的RhoA又可以激活ROCK并磷酸

化IKKβ, 从而激活NF-κB信号转导通路和诱导

细胞迁移, 这一结果提示miRNAs参与NF-κB介
导的HSC迁移的调节. 

目前, miRNAs调控HSC迁移的作用机制

仍不清楚, 但已有少量研究发现miR1894-5p、
miR1952、miR149、miR877和miR3102可作用

于ROCK通路调节血管的收缩和舒张, 此过程

涉及血管内皮细胞骨架的重建[44]. 此外, miR-
NA21、miRNA221/222以及miRNA143/145等也

参与了血管平滑肌可塑性的调节[45]; 而通过研

究神经元轴突的生长和延长发现miR124能特异

性抑制靶基因ROCK1的表达, 促进神经元轴突

的延长, 此过程同样涉及细胞骨架系统, 由此推

测miRNAs介导HSC迁移可能与细胞骨架的重

建有关[46]. 

4  miRNAs对HSC凋亡相关通路的影响

肝纤维化的发生发展除与HSC活化、增殖、迁

移相关外, 还与HSC的凋亡有关. 目前, 对HSC
凋亡通路的研究主要有: Bcl-2家族、NF-κB等. 
HSC本身具有抗凋亡刺激的能力, 其作用机制可

能是静止的HSC转化为MFLC过程中抗凋亡途

径的活化, 尤其是与Bcl-2蛋白合成增加, 而Bax
蛋白则减少有关[47]. miRNAs可以通过调控这

些蛋白的表达诱导HSC凋亡. 实验表明miR15b
和miR16通过抑制Bcl-2蛋白的表达上调Cas-
pase3、8、9, 促进HSC的凋亡[48]. 

虽然目前相关研究报道十分缺乏, 但在其

他细胞凋亡过程中可发现某些miRNAs表达的

改变. 例如, 脱甲基后的miR93和miR193a可作用

于NF-κB信号转导分子促进肺癌细胞凋亡[49]; 在
心肌细胞氧化应激过程中, miR21高表达, 介导

心肌细胞程序性死亡[50]; 另外, NF-κB通过调控

miRNA30bB的表达, 影响下游蛋白Bcl-2的信号

传递, 促进心肌细胞凋亡[51]. 

5  结论

miRNAs作为一类细胞内分子, 在信号转导过

程中发挥着巨大的作用. 近年来, 对HSC生物学

功能的研究深入到分子生物学水平, 并且发现

在肝纤维化过程中多种miRNAs的表达具有差

异性. 不同miRNAs通过靶向调控HSC活化、增
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殖、迁移以及凋亡过程中相关细胞因子或蛋白, 
激活相关信号传导通路, 促进或抑制肝纤维化

的发生. 随着对miRNAs调节机制的深入研究, 
miRNAs极有可能成为新型肝纤维化分子调控

靶点, 进而为预防和控制肝纤维化提供依据. 
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Abstract
Diagnosis and prognosis of inflammatory bowel 
disease (IBD) remain a challenge for physicians, 
and they are often based on history, clinical 
symptoms and endoscopic, histological, radio-
logical and laboratory findings. Studies have 
shown that metabolomics may have important 
value in the diagnosis and prognosis of IBD. 
This paper will review the latest progress in 
laboratory evaluation and metabolomics in IBD.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目前, 炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
I B D)的诊断和预后主要基于病史、临床表
现、内镜、组织学、影像学和实验室检查, 但
是仍然面临较大的挑战. 已有研究表明, 将代
谢组学应用于IBD的研究具有重要价值. 本文
就IBD的实验室检查手段和代谢组学用于IBD
的研究进展进行综述. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文对炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)的实验室检查现状和代谢组学研究

进展进行了综述, 重点强调了代谢组学在IBD的

诊断、预后评估和机制研究方面的可行性.
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一类反复发作的慢性胃肠道炎症性疾病, 包括

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD). IBD的发病机制不明确, 遗
传、环境、免疫和肠道菌群失调都是其重要的

致病因素. 目前, IBD的诊断主要基于病史、临

床表现、内镜、组织学、影像学和实验室检查. 
但是由于缺乏灵敏性和特异性高的诊断指标, 
使得IBD的诊断、病程分期、疗效评价和预后

评估仍然存在较大挑战. 自2007年Marchesi等[1]

首次尝试使用核磁共振氢谱(proton nuclear mag-
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研究具有重要的
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netic resonance spectroscopy, 1H-NMR)技术研究

IBD患者粪便标本中的小分子代谢产物以来, 代
谢组学已广泛用于IBD的临床研究. 本文综述了

目前IBD的实验室检查手段和代谢组学在IBD研

究中的应用. 

1  IBD的实验室检查

1.1 IBD实验室诊断现状 临床上IBD的诊断主

要依靠病史、临床表现、内镜、组织学、影像

学和实验室检查, 而这时疾病处于进展期, 疾病

的诊断往往延迟[2,3]. 尽管借助上述诊断方法能

排除具有相似临床表现的非IBD患者, 对UC和

CD进行鉴别诊断, 但仍有5%-10%的结肠病变

患者诊断不明确, 这类患者既有UC的某些临床

特征, 又有CD的某些特征, 即结肠IBD类型待定

(colonic IBD type unclassified, IBDU)[2,4]. 内镜和

组织活检是目前诊断IBD最常用的方法, 非侵袭

性检查方法起着辅助诊断的作用. 但内镜诊断

有很大成分的主观性, 且受限于临床医生的水

平. 通过内镜行组织活检是一种侵袭性检查, 不
同程度上给患者带来痛苦. 而IBD的实验室检查

方法[2,3,5](表1), 由于缺乏特异性的诊断指标, 也
不能满足临床诊断的需要.

红细胞沉降率(erythrocyte sedimentation 
rate, ESR)、C反应蛋白(c-reactive protein, CRP)
和粪钙卫蛋白(faecal calprotectin)可用于辅助临

床诊断、判断疾病的活性和指导临床治疗, 3项
指标升高提示疾病处于活性期或者复发, 患者

肠道存在炎症, 但他们都不是炎症的特异性指

标[3,6-9]. IBD患者由于饮食营养成分摄入不足, 丢
失过多和肠黏膜受损引起的吸收障碍, 部分IBD
患者表现出体质量不足且存在缺铁性贫血、低

蛋白血症和血小板增多等症状[2,3]. 在IBD的诊

断中用得最多的血清学指标是抗中性粒细胞

胞浆抗体(antineutrophil-cytoplasmic antibodies, 
ANCA)和抗酿酒酵母抗体(anti-Saccharomyces 
cerevisiae, ASCA). ANCA和ASCA的联合检测有

助于对UC和CD鉴别诊断, Bossuyt等[10]在研究

中发现ANCA阳性、ASCA阴性在UC患者中特

异性达到81%-98%; ANCA阴性、ASCA阳性在

CD患者中特异性高达92%-97%. ANCA和ASCA
的联合检测也有助于结肠IBD类型待定的诊断. 
其他血清学指标也有助于UC和CD的鉴别诊断, 
如UC患者血清中的抗小肠杯状细胞抗体(anti-
goblet cell antibodies, GAB)[2]和CD患者血清中的

抗胰腺腺泡抗体(autoantibodies against exocrine 

pancreas, PAB)及与异常免疫反应相关的PAB的
自身抗原酶原颗粒膜糖蛋白2(zymogen granule 
membrane glycoprotein 2, GP2)、CUB带状疮疹

透明区样域蛋白1(CUB and zona pellucida-like 
domains 1, CUZD1)[3,11-13]. 尽管上述血清学指

标联合运用对于IBD的鉴别诊断具有一定的价

值[10,14], 但是ANCA和ASCA等指标并不能准确

反映肠道黏膜损害程度且灵敏性较差[2,3,15,16]. 因
此, 还需要进一步的研究来证实上述实验室指

标在IBD诊断中的价值. 
1.2 IBD预后评估 IBD的治疗目标是诱导和维持

临床缓解期, 通过内镜、影像学和实验室检查

进行疗效评价和预后评估是一种有效的方法, 
但是也存在一定的挑战, 如表2[6]. 通过内镜可以

观察黏膜的愈合情况, 但是黏膜愈合程度与IBD
预后的关系尚无确切定义. 内镜检查作为一种

侵袭性的检查方法, 价格昂贵, 同时需要严格的

肠道准备, 特别是在低龄患儿中难以实施, 从而

限制了其使用. CRP、粪钙卫蛋白和ESR作为非

特异性的炎症指标, 在IBD的灵敏性和特异性较

低, 且需排除生物标本的检测和保存导致的结

果变异. 影像学检查对于IBD的疗效评价和预后

评估意义不大, 且价格也较高. 因此, 需要探索

更加有效可行的检查方法来满足临床的需求.

2  代谢组学在IBD研究中的应用

2.1 代谢组学的研究方法与临床应用 代谢组学

的概念最早来源于Devaux等[17]上世纪70年代提

出的代谢轮廓分析(metabolic profiling). Nichol-
son等[18]和Fiehn[19]后来分别提出了metabolomics
和metabolomics的概念, 目前, 国内的代谢组学

研究小组用metabolomics一词来表示代谢组学. 
代谢组学具有高通量、高精确性、高灵敏性的

优势, 能定性或定量检测机体在新陈代谢的动

态进程中所产生的小分子代谢物的变化[20,21]. 代
谢组学的分析流程包括样品制备、数据采集和

数据分析及解释3个部分[22]. 代谢组学分析的样

品主要为各类生物标本, 常用到尿液、血液、

唾液、粪便提取物、局部病理组织如结肠组织

等. 样品中的代谢产物常用1H-NMR、气相色谱

-质谱联用技术(gas chromatography-mass spec-
trometry, GC-MS)和液相色谱-质谱联用技术(liq-
uid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)
等方法进行检测. 数据的分析和解释则需借助

于生物信息学平台进行数据处理, 最常用的是

主成分分析(principal component analysis, PCA)
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和偏最小二乘判别分析法(partial least squares 
discriminant analysis, PLS-DA)[23]. 自上世纪90年
代末出现以来, 代谢组学已广泛应用于药物毒性

及机制研究[24], 微生物及植物代谢组学研究[25], 
营养科学[26]和疾病诊断[27]等多个领域的研究.

目前, 代谢组学作为一种颇具前景的疾病诊

断方法已广泛应用于肿瘤[28-30]、糖尿病[31]、心

血管疾病[32]、过敏性疾病[33]、风湿性关节炎[34]

和多发性硬化症[35]等疾病的研究. 代谢组学研究

表明, 参与疾病进程的小分子代谢物(如氨基酸

及其衍生物、酮类、有机酸、脂肪酸、胺类、

核苷和糖类等)不仅可作为疾病诊断的候选生物

指标, 而且有助于疾病的判别分析. 
2.2 代谢组学在IBD的临床研究进展 近几年代谢

组学已广泛用于IBD的临床研究, 如表3. 在IBD
的疾病进程中发生变化的小分子代谢产物主要

是氨基酸及其衍生物、短链脂肪酸、马尿酸、

脂类和糖类等, 而这些物质大部分都是肠道菌

群参与代谢人体摄入的营养物质和异源性物质

的代谢产物. 通过粪便标本进行代谢组学分析

是最常用的方式. Marchesi等[1]于2007年首次尝

试使用代谢组学来阐释肠道菌群与IBD发病机

制之间的关系. Le Gal l等[36]研究发现UC患者

肠道菌群的多样性与代谢产物的组成具有直

接联系. IBD患者存在肠道营养吸收不良, 这与

研究者发现粪便标本中氨基酸的含量升高相

吻合[1,37]. 尿液的代谢组学分析也是研究者关注

的对象, 马尿酸是其中最具代表性的物质. 国外

学者[38-41]对IBD患者的尿液标本分析发现, 肠道

菌群代谢产物马尿酸的含量低于健康人, 表明

马尿酸有可能成为诊断IBD的生物指标. 血清、

血浆和结肠黏膜组织也能反映宿主的新陈代

表 1 IBD的实验室检查指标

     检查指标 UC CD                 指标特点

ESR 升高 升高 非特异性炎症指标

CRP 升高 升高

粪钙卫蛋白 升高 升高

缺铁性贫血 是 是 提示营养不良

低白蛋白血症 是 是

血小板增多  是 是

ANCA阳性率(%)[2] 50-70 <10 免疫球蛋白(IgA或IgG), 联合应用

有助于疾病诊断, 但灵敏性差
ASCA阳性率(%)[3] 15  45-60

GAB阳性率(%)[5] 15.4-46.6 1.4-33

PAB阳性(%)[5]      0-22.7 26-39

异常免疫反应[3] - GP2、CUZD1 自身免疫反应

IBD: 炎症性肠病; UC: 溃疡性结肠炎; CD: 克罗恩病; ESR: 红细胞沉降率; CRP: C反应蛋白; 

ANCA: 抗中性粒细胞胞浆抗体; ASCA: 抗酿酒酵母抗体; GAB: 抗小肠杯状细胞抗体; PAB: 

抗胰腺腺泡抗体; GP2: 酶原颗粒膜糖蛋白2; CUZD1: CUB带状疮疹透明区样域蛋白1. 

表 2 IBD预后检查方法的比较

     
目标 内镜

                    实验室检查
影像学

CRP 粪钙卫蛋白 ESR

用于预后评估   是 是 是 是 是

用于药物、手术治疗疗效评价   是 是 是 是 是

用于长期随访调查   是 不清楚 不清楚 不清楚 不清楚

可负担检查方法   否 是 是 是 否

非侵袭性检查方法   否 是 是 是 是

检查方法结果稳定性   是 否 否 否 不清楚

IBD: 炎症性肠病; ESR: 红细胞沉降率; CRP: C反应蛋白. 
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■创新盘点
本文系统回顾了
IBD实验室检查现
状和代谢组学在
IBD的临床应用 . 
重点强调代谢组
学在IBD的诊断、
预后评估和机制
研究方面的可行
性和应用前景.

表 3 代谢组学在IBD临床研究中的运用

     作者 标本 分析方法 标本来源                            结果或意义

Marchesi等[1]2007 粪便 1H-NMR CD(10)、UC(10)、

Controls(13)

CD患者短链脂肪酸、甲胺、三甲胺含量降

低; UC和CD患者氨基酸含量升高; 代谢组

学第一次用于IBD临床标本研究, IBD与肠

道菌群有关
Jansson等[37]2009 粪便 ICR-FT/MS CD(10)、

Controls(7)

CD患者黏膜损伤部位(回肠、结肠)不同, 其

酪氨酸、苯丙氨酸新陈代谢及胆汁酸、脂

肪酸生物合成路径存在明显差异
Le Gall等[36]2011 粪便 1H-NMR UC(13)、IBS(10)、

Controls(22)

UC患者牛磺酸和尸胺含量升高, DGGE发现

UC患者肠道菌群多样性的变化; 代谢产物

的成分与肠道菌群的组成具有相关性
Huda-Faujan等[64]2010 粪便 HPLC CD(2)、UC(6)、

Controls(50)

IBD患者乙酸、丙酸、丁酸含量低于对照

组, 乳酸、丙酮酸含量高于对照组, 提示肠

道菌群代谢产物短链脂肪酸与IBD的发病机

制相关
Walton等[65]2013 粪便 GC-MS UC(20)、CD(22)、

IBS(26)、

Controls(19)

CD患者挥发性有机代谢产物中脂类和短链

脂肪酸衍生物及吲哚含量高于对照组, 治疗

后, 挥发性的代谢物与对照组相似
Williams等[38]2009 尿液 1H-NMR CD(86)、UC(60)、

Controls(60)

CD患者马尿酸盐、对甲酚硫酸盐含量降低, 

甲酸含量升高, 表明不同疾病肠道菌群特异

性代谢产物存在差异
Stephens等[40]2013 尿液 1H-NMR CD(20)、UC(20)、

Controls(40)

IBD患者三羧酸循环中间代谢产物、氨基酸

代谢产物、葫芦巴碱、肌酸、尿素和牛磺

酸等代谢产物含量发生改变; CD和UC可以

鉴别诊断, 手术治疗患者则无差别
Schicho等[39]2012 尿液、血

清、血浆

1H-NMR CD(20)、UC(20)、

Controls(40)

血液中氨基酸、肌酸、肌酐、尿素循环代

谢物、单糖、尿液中马尿酸等代谢产物含

量发生改变
Dawiskiba等[41]2014 尿液、血清 1H-NMR UC(24)、CD(19)、

Controls(17)

活性期IBD与缓解期的区别: 血清中N-乙酰

化合物、苯丙氨酸含量升高, LDL、VLDL

含量降低; 尿液中甘氨酸含量升高, 乙酰

乙酸含量降低.与IBD相关性最高的代谢产

物包括乙酰乙酸、马尿酸、牛磺酸、柠檬

酸、琥珀酸、甘氨酸、丙氨酸、甲酸等
Hisamatsu等[66]2012 血浆 AA analyzer CD(165)、

UC(222)、

Controls(210)

IBD患者血浆氨基酸含量变化可以诊断和监

视IBD

Williams等[52]2012 血清 1H-NMR CD(24)、UC(20)、

Controls(23)

CD和UC患者间脂质、胆碱代谢具有明显

差异, IBD患者的脂蛋白(尤其是HDL)、胆

碱、氨基酸代谢不同于对照组
Zhang等[67]2013 血清 1H-NMR 活性期UC(20)、

Controls(19)

活性期UC患者3-羟基丁酸酯、葡萄糖、苯

丙氨酸含量升高, 脂质含量降低
Sharma等[51]2010 结肠组织 1H-NMR UC(12)、CD(9)、

Controls(25)

IBD患者氨基酸、膜复合物(胆碱、甘油磷

酰胆碱、肌醇)、乳酸、甲酸含量低于对照

组, 葡萄糖含量高于对照组; IBD患者内镜下

正常与损伤黏膜组织代谢产物无差异
Ooi等[49]2011 结肠组织、

血清

GC-MS UC结肠组织

(22)、UC血清

(13)、CD(21)、

Controls(17)

UC患者结肠组织氨基酸和三羧酸循环中间

代谢物含量降低; UC患者血清中氨基酸和

三羧酸循环中间代谢物与CD患者和对照组

存在差异
Balasubramanian等[50]2009 结肠组织 1H-NMR 活性期UC(20)、

缓解期UC(11)、

活性期CD(20)、

缓解期CD(6)、

Controls(26)

活性期IBD患者α-葡萄糖含量升高, 氨基

酸、膜复合物、乳酸、琥珀酸含量降低; 缓

解期UC患者, 乳酸、甘油磷酰胆碱、肌醇

含量降低, 缓解期CD患者乳酸降低; 活性期

UC患者甲酸低于活性期CD患者
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谢, 但是受肠道菌群代谢活性的影响较小[27]. 与
尿液和粪便标本相比, 血清和血浆代谢物谱受

环境因素影响较小且个体差异不大[42]. 活性期

IBD患者血清低密度脂蛋白(low-density lipopro-
tein, LDL)和极低密度脂蛋白(very-low-density 
lipoprotein, VLDL)含量低于缓解期[41], 该结果

可能与炎症反应时磷脂酶A2的活性升高, 加速

LDL、VLDL水解有关[43]. 这与2013年我们报道

的用粪菌移植 [44,45]挽救治疗严重C D的检查结

果相似: 粪菌移植治疗前, 患者的LDL-c浓度为

1.8 mmol/L, 此时处于活动期, 粪菌移植后3 mo, 
LDL-c上升到了2.5 mmol/L, 其他检查结果显示

患者此时处于临床缓解期[46]. 因此, LDL、VLDL
有可能作为判断IBD治疗预后的生物指标. 我们

的研究同时发现活动期IBD患者血清甘油三酯

含量(0.5 mmol/L)明显低于缓解期(2.4 mmol/L)[46]. 
该结果可能与促炎症细胞因子, 如肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)和白介素-1(in-
terleukin-1, IL-1)等影响脂蛋白脂肪酶的表达, 从
而促进脂蛋白中甘油三酯的水解有关[47,48]. 

此外, Ooi等[49]和Stephens等[40]发现IBD患者

对能量需求升高. 与粪便标本观察到的结果不

同, IBD患者结肠黏膜细胞中氨基酸的含量降低, 
特别是谷氨酰胺[49-51], 而谷氨酰胺是除丁酸外结

肠细胞重要的能量来源, 占到30%左右, 这可能

与机体修复受损的黏膜需要大量能量有关[27]. 而
代谢组学用于UC和CD的鉴别诊断则存在一定

的争议: Dawiskiba等[41]和Schicho等[39]研究发现, 
尽管UC和CD患者代谢物谱存在差异, 但是不足

以对两者进行鉴别诊断; 相反, Williams等[38,52]和

Stephens等[40]则认为代谢组学可用于UC和CD的

鉴别诊断. 
上述研究结果提示UC和CD之间及IBD的

不同分期之间代谢物谱存在差异, 有助于IBD的

诊断和预后评估, UC和CD的鉴别诊断则值得商

榷; 生物标本中肠道菌群相关代谢产物的变化

提示肠道菌群与IBD的发病机制密切相关. 
2.3 代谢组学在IBD动物模型的研究进展 代谢

组学也用于IBD动物模型的研究, 如IL-10敲除

小鼠模型 [53-56]、用于模拟克罗恩病的T N F△
ARE/WT模型[57]和DSS诱导的溃疡性结肠炎模

型[58-60]. 与人一样, 通过1H-NMR、GC-MS和LC-
MS等技术对动物模型的血清、尿液、粪便提

取物和肠组织进行代谢产物分析. 在克罗恩病

模型中, 胆固醇、甘油三酯和磷脂的含量发生

改变, 表明炎性脂质介质作为潜在的IBD生物

指标的重要性[57]. IL-10敲除小鼠模型代谢组学

研究表明, 与能量相关的代谢产物如乳酸、丁

酸、柠檬酸含量发生变化[53,54]. 在DSS诱导的溃

疡性结肠炎模型中, 急性期和缓解期的代谢产

物存在差异, 表明代谢组学可用于判断疾病的

进展情况[58]. Zhang等[61]从溃疡性结肠炎模型大

鼠尿液和血浆中检测出5种和7种与肠道屏障功

能、微生物群内稳态、免疫调节和炎症反应相

关的代谢产物. 代谢组学也广泛用于IBD治疗药

物的监测. 通过NMR技术分析小鼠的尿液和粪

便提取液, 可用于监测抗生素的使用对小鼠生

命活动的影响[62]. Kim等[63]使用洛哌丁胺诱导

SD大鼠便秘模型, 用代谢组学分析发现了10种
与便秘相关的代谢产物, 其中氨基酸4种: 丙氨

酸、谷氨酸盐、谷氨酰胺、甘氨酸, 6种内源性

代谢产物: 乙酸、葡萄糖、甘油、乳酸、琥珀

酸、牛磺酸, 对于理解便秘的发病机制提供了

帮助. 

3  结论

现有实验室检查手段对于IBD的诊断和预后评

估有价值, 但是也存在不足之处. 代谢组学因

其取材方便和非侵袭性的特点而受到越来越

多的关注, 也因其高通量、高灵敏性和高精确

性的优势使其近几年成为IBD研究的热点. 但
是, 代谢组学对技术条件的要求高, 一定程度

上也限制了其临床运用, 从标本中发现的候选

诊断指标还需临床证实. 重视IBD的代谢组学

研究, 对于疾病诊断、预后评估和机制研究具

有重要意义. 

■应用要点
I B D 生物标本的
代谢组学分析可
能发现对 I B D 的
诊断、预后评估
和机制研究具有
重大价值的候选
生物指标.

     

CD: 克罗恩病; UC: 溃疡性结肠炎; Controls: 健康人; IBD: 炎症性肠病; LDL: 低密度脂蛋白; VLDL: 极低密度脂蛋白; 1H-NMR: 核

磁共振氢谱; GC-MS: 气相色谱-质谱联用技术; ICR-FT/MS: 傅立叶变换离子回旋共振质谱; HPLC: 高效液相色谱.

Bjerrum等[68]2009 结肠组织、

尿液

1H-NMR 活性期UC(41)、

静止期UC(33)、

Controls(25)

活性期UC患者结肠组织观察到高浓度的抗

氧化剂和氨基酸, 脂质、甘油磷酰胆碱、肌

醇、甜菜碱含量降低; 20%的静止期UC患

者代谢轮廓和活性期UC患者相似
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■背景资料
目前针对胰岛治
疗糖尿病的药物
主要通过促进胰
岛素分泌, 控制胰
高血糖素释放来
降低血糖, 而胰岛
β细胞凋亡直接影
响胰岛素的分泌
量, 胰岛β细胞凋
亡与众多信号通
路相关, 通过分析
论述以胰腺为靶
点的与糖尿病相
关的信号通路, 对
基础研究、新药
研发、临床治疗
都有重要意义. 
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Abstract
The pancreas is the main place where pathologi-
cal changes of diabetes occur, and inflammation 
and oxidative stress can interfere with various 
cell signaling pathways, causing pancreatic le-
sions and diabetes. Therefore, the pancreas is an 
important target for the treatment of diabetes. 
This paper will discuss pancreatic signaling 
pathways potentially used as targets for the 
treatment of diabetes in terms of promotion of 
insulin secretion, inhibition of glucagon secre-
tion, and suppression of islet beta cell apopto-
sis. The research of these signaling pathways is 
important for elucidating the pathogenesis of 
diabetes and developing more safe and effective 
new drugs. ATP sensitive potassium channel 
and glucagon like peptide-1 (GLP-1) receptor 
signaling pathways are associated with insulin 

secretion and have been widely used as thera-
peutic targets. The signaling pathway mediated 
by G protein coupled receptors is a hot spot of 
diabetes research in recent years, and other sig-
naling pathways are being studied.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
胰腺是糖尿病主要的病变场所, 炎症、氧化
应激等都会干扰各种细胞信号通路的传导, 
引起胰腺组织病变而导致糖尿病, 胰腺是治
疗糖尿病的重要靶点. 本文从促进胰岛素分
泌、抑制胰高血糖素分泌、抗胰岛β细胞凋
亡3个方面着手, 阐述以胰腺为靶点治疗糖尿
病的相关信号通路, 这些信号通路的研究对
阐明糖尿病发病机制及研发更安全有效的新
药具有重要意义. 与胰岛素分泌有关的ATP敏
感性钾通道和胰高血糖素样肽1(glucagon like 
peptide-1)受体信号通路作为治疗靶点已被广
泛运用于临床, G蛋白偶联受体介导的信号通
路是近年来研究的热点, 其他信号通路还在
不断的研究中, 更多更好的临床药物是值得
期待的.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 以胰腺为靶点治疗糖尿病的相关各信

号通路主要分为促进胰岛素分泌、抗胰岛β细胞

凋亡, 同时抑制胰高血糖素分泌3个方面, 且不同

信号通路之间各有特点又存在很多相互关联.
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■研发前沿
与胰岛素分泌有
关的ATP敏感性
钾通道和GLP-1
受体信号通路作
为治疗靶点已被
广泛运用于临床, 
G 蛋 白 偶 联 受 体
介导的信号通路
是近年来研究的
热点, Wnt信号通
路、MAPK信号
转导通路等与糖
尿病的关系也有
较 多 研 究 ,  开 发
更好的临床药物
是研究各种信号
通路的目的所在. 
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0  引言

糖尿病是一种内分泌性炎症性疾病, 目前对糖

尿病的治疗也体现出一种多通路、多靶点的调

控方式. 胰腺是糖尿病主要的病变场所, 也是治

疗糖尿病的重要靶点, 针对胰腺组织治疗糖尿

病主要体现在促进胰岛素分泌、抑制胰高血糖

素分泌、抗胰岛β细胞凋亡几个方面, 以下就以

胰腺组织作为靶点治疗糖尿病的相关信号通路

进行综述. 

1  促进胰岛素分泌

1.1 Ca2+通道和ATP敏感性钾通道 胰腺β细胞是

一种电兴奋性内分泌细胞, 而β细胞分泌胰岛

素是由胞内Ca2+浓度升高直接触发的, Ca2+通道

和ATP敏感性钾通道(ATP-sensitive potassium 
channel, KATP)活性的改变对胞内钙浓度及胰

岛素的分泌都起到关键作用. 其中L型钙通道是

葡萄糖诱导的胰岛素分泌的重要通道, 其变异

性容易导致2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus, 
T2DM)[1]. 能量代谢状态则对KATP通道的电活

动会产生影响. 在生理状态下, 当葡萄糖升高到

一定浓度时, 葡萄糖进入β细胞内代谢产生能量, 
生成的ATP会使细胞膜上的 KATP通道关闭, 膜
去极化, 从而诱发动作电位, Ca2+通道开放, 使
胞外钙内流, 胞浆内的Ca2+浓度升高, 促使胞内

钙库释放钙, 胞浆中Ca2+浓度急剧升高, 从而启

动胰腺β细胞分泌胰岛素[2]. 因此, Ca2+通道和 
KATP通道可以作为治疗T2DM的药物作用靶点. 
磺酰脲类药物是通过关闭胰岛细胞的ATP敏感

性钾通道而发挥降血糖作用的, 但容易导致低血

糖和体质量增加[3], 非磺酰脲类药物如米格列奈

的半衰期较短, 主要针对餐后高血糖, 与磺酰脲

类药物相比, 可以避免严重低血糖现象发生.
1.2 β细胞GLP-1受体信号通路 胰高血糖素样肽

1(glucagon like peptide-1, GLP-1)是一种主要由

远端回肠、直肠和结肠的L细胞分泌的葡萄糖

浓度依赖的多肽激素, 他不仅能作用于胰岛β细

胞刺激胰岛素的基因表达、蛋白质合成和分泌, 
还可以作为一种生长因子促进胰岛素分泌细胞

增殖, 抑制其凋亡. 
G L P-1受体主要定位在胰腺组织中 ,  当

GLP-1与其受体结合后, 可激活腺苷酸环化酶

(adenylate cyclase, AC), 使胞内环腺苷酸(cyclic 

adenosine monophosphate, cAMP)增加, cAMP再
激活下游的蛋白激酶A(protein kinase A, PKA)
和交换蛋白(exchange protein directly activated 
by cAMP, EPAC). β细胞中GLP-1就是经由PKA
和EPAC途径激活Ca2+信号通路和促进胰岛素

释放的[4,5]. 此外, GLP-1受体还可经由基质金属

蛋白酶9或表皮生长因子β细胞素反式激活表

皮生长因子受体(epithelial growth factor recep-
tor, EGFR)[6], EGFR再激活磷脂酰肌醇3激酶

(phosphatidyl inos-itol3-kinase, PI3K)及其下游的

PKB/Akt和丝裂原活化蛋白激酶P38[6,7], 以调节

影响胰岛素分泌的一些重要基因的表达. GLP-1
还可以通过上调抗凋亡蛋白板层素相关多肽2
和Bc-l2, 激活核因子κB(nuclear factor-κB, NF-
κB)启动子的活性等途径, 确保胰岛素分泌细胞

的存活. 生理状况下, 体内分泌的GLP-1半衰期

很短, 极易被二肽基肽酶Ⅳ(dipeptidyl peptidase 
Ⅳ, DDP-Ⅳ)降解, 不能被人体有效地利用. 但是, 
人们研究出了长效GLP-1类似物、DPP-Ⅳ抑制

剂, 如利拉鲁肽、西格列汀等, 这些药物治疗糖

尿病也取得了非常好的疗效[8]. 在一项为期2年
的安全性分析中, T2DM老年患者服用西格列汀

100 mg/d的剂量进行治疗具有良好的耐受性, 且
无不良反应[9]. 西格列汀通过增加血浆GLP-1水
平和峰值应力, 还可促进心肌葡萄糖摄取, 增强

射血分数、二尖瓣环收缩期速度, 和局部缺血

性左心室功能, 改善心肌缺血耐受[10].
1.3 经典Wnt信号通路 经典Wnt信号通路又称

Wnt/β-catenin信号通路, β-catenin是这条信号

通路的效应因子. Wnt信号可与细胞表面受体

Frizzled和低密度脂蛋白受体相关蛋白5/6(low 
density lipoprotein receptor related protein 5/6, 
LRP5/6)结合, 激活胞内蓬乱蛋白(dishevelled, 
Dsh). 激活的Dsh促进胞质内糖原合成酶激酶

3β(GSK3β)、结肠癌抑制因子(adenom atous 
polyposis coli, APC)及支架蛋白(axin)与β-catenin
形成的降解复合体解体, 抑制β-catenin磷酸化, 
β-catenin从胞质转位至核内, 与 T细胞因子(T cell 
factor, TCF)/淋巴增强因子(lymphoid enhancer 
factor, LEF)相结合, 形成转录复合体激活细胞周

期蛋白D1(cyclinD1)、c-Myc等靶基因的表达[11].
大量研究表明, 经典Wnt信号通路调控因

子基因TCF7L2的多态性与T2DM风险具有相关

性, TCF7L2编码经典Wnt信号通路下游的重要

转录调控因子TCF4. 而胰高血糖素原基因是经

典Wnt信号通路的一个靶基因, 经典Wnt信号通
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■相关报道
McCormick等发
现 西 格 列 汀 可
通 过 增 加 血 浆
GLP-1水平和峰
值应力, 促进心肌
葡萄糖摄取, 增强
射血分数、二尖
瓣环收缩期速度, 
和局部缺血性左
心室功能, 改善心
肌缺血耐受. 说明
该药对糖尿病及
冠心病都有很好
的治疗作用.

路激活可促进胰高血糖素原基因表达GLP-1 [12]. 
TCF7L2多态性可能通过调控GLP-1的表达来增

加T2DM的风险. TCF7L2基因突变会促进TCF4
表达, TCF4过度表达可抑制经典Wnt信号通路下

游的转录活性[13], 在T2DM中还发现β-catenin浓
度的明显降低[14], 都会导致GLP-1诱导的胰岛素

分泌减少, 加速糖尿病发展. 此外, Wnt通路对调

节胰岛β细胞功能和质量起着举足轻重的作用
[15]. 激活经典Wnt信号通路还可以促进胰腺β细

胞的增殖. TCF7L2多态性可能还通过影响β细胞

增殖和功能, 进而影响胰岛素分泌来诱发T2DM. 
1.4 G蛋白偶联受体介导的信号通路 G蛋白偶联

受体(G protein-coupled receptors, GPCRs)是体内

最大的膜受体超家族, 主要通过G蛋白介导生物

效应. 其中与胰岛素分泌相关的GPCRs主要是

GPR40、GPR119、GPR120, 其中以GPR40研究

最多. 
G P R40主要在胰腺组织中高表达 ,  是中

长链脂肪酸的受体 ,  其通过耦合G蛋白中的

Gi/o家族开始启动信号传导, 通过激活磷脂酶

C(phospholipase C, PLC), 把磷酸肌醇4, 5-磷酸

(phosphatidylinositol-4, 5-bis-phosphate, PIP-2)
分解, 生成了1,4,5-三磷酸肌醇(inositol 1,4,5-tri-
phosphate, IP3), 刺激内质网钙离子释放. GPR40
还可通过提高胞内cAMP浓度, 延迟整流性K+通

道失活, 延长细胞去极化, 使Ca2+进入细胞, 细胞

内Ca2+浓度迅速增加, 触发胰岛素颗粒释放[16-20]. 
且近年来报道了数10种人工合成的GPR40激动

剂, TAK-875和AMG-837是首批进入临床实验的

GPR40激动剂. GPR40激动剂如TAK-875促胰岛

素分泌具有葡萄糖依赖性, 且不会引起低血糖

反应[21]. TAK-875降低空腹和餐后血糖及HbA1c
疗效与格列美脲相当[22]. 

GPR119在胰腺组织及胃肠道中都有表达, 
可被溶血磷脂胆碱和油酰乙醇胺激活, 其下游

中有信号传递至GPRs的q亚基, 并使胞内cAMP
水平升高而发挥相应作用[23]. GPR119也可通

过促进肠道GLP-1分泌, 间接促进胰岛素分泌. 
GPR120在脂肪组织中高表达, GPR120的激活促

进GLP-1分泌[24], 间接促进胰岛素分泌. 

2  改善胰岛α细胞胰岛素信号通路减少胰高血

糖素分泌

胰高血糖素是胰岛α细胞分泌的多肽类激素 , 
胰高血糖素分泌亢进及功能紊乱在T2D M的

病理机制中占有重要的作用[25]. 生理情况下, β

细胞分泌的胰岛素通过旁分泌作用抑制α细胞

分泌胰高血糖素. 研究发现, α细胞上同样有胰

岛素受体(insulin receptor, IR)、胰岛素受体底

物-1/2(insulin receptor substrate-1/2, IRS-1/2)及
PI3K的表达, 胰岛素通过IRS-1-PI3K途径来抑制

胰岛α细胞胰高血糖素的基因表达和释放[26,27]. 
Tsuchiyama等[28]研究指出: T2DM中高胰高血糖

素分泌的机制主要是由于α细胞胰岛素抵抗, 导
致α细胞分泌亢进. 而运用噻唑烷二酮类药物和

GLP-1[29]能改善胰岛素抵抗, 抑制胰高血糖素分

泌. 此外, 胰高血糖素原是胰高血糖素的前体物

质, 抑制胰高血糖素原向胰高血糖素表达, 也可

间接抑制胰高血糖素分泌. 总之, 通过改善胰岛

α细胞胰岛素抵抗、减少胰高血糖素分泌有望

成为治疗糖尿病的新靶点.

3  抗胰岛β细胞凋亡

3.1 MAPK信号转导通路 MAPK信号转导通路是

哺乳动物细胞内介导细胞反应的重要信号系统, 
参与细胞增殖、生长、分化及凋亡等多种细

胞行为的调控[30]. 已发现在真核细胞中存在4条
MAPK信号转导通路, 即ERK通路、JNK通路、

P38通路和ERK5通路. 不同的细胞外刺激可使

用不同的MAPKs信号通路, 通过其相互调控而

介导不同的细胞反应. 细胞应激及细胞炎症因

子主要激活JNK、P38通路[31-33]. 研究表明, 链蠕

孢素可通过减少丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase, MAPK)的磷酸化及其上

游激酶活性来抑制炎症反应, 达到对1型糖尿病

的预防作用[34]. 
3.1.1 JNK通路: c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-ter-
minal kinase, JNK)是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶, 也被称为应激活化蛋白激酶, 是MAPK
的家族成员之一, 他共有3个JNK基因, JNK1-3 . 
JNK通路的关键激酶包括MAPKK类的MEK4、
MEK7和MAPKKK类的MEKKI/2/3/4. JNK信号

通路的模式可大致总结为: 应激、紫外线等→

生发中心激酶(germinal center kinase, GCK)→
MEKK→MEK4/7→JNK→细胞凋亡、增殖、分

化等[35]. 在静止细胞中, JNK定位于细胞浆与细

胞核. JNK能通过转录因子途径和线粒体途径介

导多种胞外刺激如应激、Fas、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)等诱导的细胞

凋亡. 
当被刺激因素激活后, 胞质中一部分活化

的JNK能够直接磷酸化激活胞质中促凋亡蛋白
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针对糖尿病的相
关信号通路有较
多 报 道 ,  本 文 针
对胰岛为靶点治
疗糖尿病有关的
各类信号通路做
系 统 阐 述 ,  有 助
于读者系统的了
解各信号通路的
特点和异同及相
互联系.

Bax[36]、抑制Bcl-2等抗凋亡蛋白[36,37]. 活化的

Bax再转位至线粒体外膜, 使其通透性增加而释

放促凋亡线粒体蛋白[38], 进而介导线粒体途径

的细胞凋亡. 胞质中另一部分活化的JNK就转

位到细胞核中, 使核内底物磷酸化, 发挥生物学

效应, 如通过磷酸化而激活转录因子激活蛋白

1(activator protein-1, AP-1)(如c-Jun、c-Fos等)、
激活转录因子2(activating transcription factor-2, 
ATF-2)等, 从而调节下游的凋亡相关靶基因的转

录和凋亡蛋白的表达[36, 39-41]. 活化的JNK进入细

胞核激活相应转录因子后还可诱导Bim、Bid等
BH3-only蛋白表达, 从而使Bax等促凋亡蛋白活

化, 活化的Bax再从胞质转入线粒体, 破坏线粒

体膜通透性, 致细胞色素C等促凋亡物质的释放

而介导线粒体途径的细胞凋亡[42]. 
1型糖尿病及T2D M后期主要的发病机制

都涉及胰腺β细胞的凋亡, JNK信号通路在胰腺

β细胞凋亡过程中发挥了重要作用[43]. 促炎性因

子白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)、干扰素

c(interferon-C, IFN-C)等是白细胞介导的β细胞

损伤和凋亡的主要诱因, 在动物实验中, 当阻

断JNK信号通路后能抑制IL-1B诱导的β细胞凋

亡[44]. Fukuda等[45]则报道了剔除JNK1基因后可

显著下调MLD-STZ诱导的高血糖症模型小鼠的

血糖水平, 提示JNK通路介导了MLD-STZ诱导

胰腺β细胞凋亡进而导致高血糖症的产生. 因此, 
JNK信号通路可以作为抗胰腺细胞凋亡治疗糖

尿病的一个重要调节靶点.
3.1.2 P38通路: p38MAPK作为MAPK信号转导

通路的成员之一, 广泛参与细胞增殖、分化及

凋亡等多种细胞功能的调控. p38MAPK的激

酶级联为: 促分裂原活化蛋白激酶的激酶的激

酶(包括MEKK124、MLK2/3、DLK、ASK1、
T p l2和Ta k1)-促分裂原活化蛋白激酶的激酶

(MEK3/MEK6, 又称MKK3/MKK6)-p38[46]. 哺乳

动物p38MAPK有4种亚型分别是p38A、p38B、
p38C(ERK6, SAPK3)、p38D(SAPK4), 其中

p38D在胰岛β细胞中的表达水平较高. 
糖尿病状态下的高糖-蛋白激酶C通路、氧

化应激、糖基化终产物等都可激活MAPK家族, 
可使p38MAPK水平升高, 导致胰岛β细胞功能

紊乱和凋亡[47]. 胰岛素突变体蛋白2的表达也可

激活ask1-p38通路, 通过诱导内质网应激并引起

小鼠胰腺β细胞死亡. 删除ASK1则可减轻胰岛

素突变体蛋白2引起的胰腺β细胞死亡并延迟小

鼠糖尿病的发生. 此外, p38抑制剂也能抑制胰

岛素突变体蛋白2诱导的胰腺β细胞系细胞死亡, 
提示ask1-p38通路的抑制可成为各种类型的糖

尿病的一种有效治疗方法[48]. Sumara等[49]则采

用缺乏p38D的小鼠模型和相应的野生型对照小

鼠模型进行研究, 发现p38D在胰腺器官的表达

与血糖稳态相关. 在禁食16 h后, 二者的胰岛素

的敏感性相同, 但缺乏p38D的小鼠相对于野生

型小鼠的血糖结果提示糖耐量明显改善, 葡萄

糖刺激缺乏p38D的小鼠后获得了较低的血糖水

平和较高的血清胰岛素水平. 进一步的研究中, 
Sumara等[49]分离了二者的胰岛β细胞, 并检测他

们在体外分泌胰岛素的能力, 发现二者胰高血

糖素的释放程度相同, 但缺乏p38D的小鼠胰岛

相比野生型小鼠胰岛释放更多的胰岛素, 提示

p38D缺乏可以通过直接刺激β细胞来改善葡萄

糖耐量, 增加胰岛素分泌, 且这种胰岛素分泌并

不依赖ATP敏感性钠通道及钙通道的开放. p38D
可降低蛋白激酶D1(protein kinase D1, PKD1)的
活性, 抑制PKD1指导进行胞吐的反式高尔基体

网(trans-golgi network, TGN)的胰岛素囊泡的分

裂, 从而减低胰岛素的分泌, 表明p38D-PKD1通
路是调节胰腺β细胞胰岛素胞吐的关键调控因

素, 也是MAPK信号转导通路中调节胰岛素释放

及胰腺β细胞凋亡[50]的关键靶点之一.
3.2 NF-κB通路 NF-κB可促进DM的β细胞凋

亡, 引起胰岛素分泌减少, 在糖尿病发生中亦

有重要作用[51]. 他存在于所有哺乳动物的细胞

中, 通过与一系列基因的上游启动子或增强子

内部的κB序列特异性结合而调节这些基因的

表达[52]. 哺乳动物NF-κB家族共有5个成员, 分
别是NF-κB1、NF-κB2、p65(RelA)、RelB、

C-Rel. IκB是NF-κB的抑制蛋白, 在通常情况

下, IκB与NF-κB结合, 形成无活性的复合物, 存
在于胞浆中. 细胞因子如TNF-α、IL-1β、干扰

素γ(interferon-γ, IFN-γ)、一氧化氮(nitric oxide, 
NO)及活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)
等外界因素可刺激细胞, 细胞产生蛋白激酶使

IKKβ磷酸化, IKK被激活而降解IκB, 从而使NF-
κB活化进入核内, 调控炎症反应和免疫应答相

关基因的表达[53]. 
NF-κB活化与β细胞凋亡密切相关. Heim-

berg等[54]研究发现在离体条件下, NF-κB活化是

β细胞凋亡的前兆. β细胞的凋亡部分是依赖NF-
κB介导的通路活化引起的[55]. NF-κB通过削弱

β细胞功能及促进β细胞凋亡, 减少血清胰岛素

含量使血糖升高, 导致糖尿病发生. 而在鼠胰岛
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中, 用NF-κB特异性寡脱氧核酸来阻断四氧嘧啶

引发的NF-κB活化, 可以预防糖尿病发生[56]. 因
此, 通过阻断依赖NF-κB的信号通路来对抗β细

胞凋亡, 可以成为防治DM的新靶点. 但是, IL-
1β等在介导NF-κB活化促进β细胞凋亡时, 也促

进了锰超氧化物歧化酶(Mn-SOD)、热休克蛋白

(Hsp)70、Hsp27等基因的表达, 增强β细胞的修

复功能, 一定程度上对抗了β细胞凋亡[53]. 或许

NF-κB活化介导的促凋亡和抗凋亡之间的平衡

才是保证β细胞功能正常的因素. 
3.3 mTORC1-S6K1信号通路 哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)
是在哺乳动物中发现的一个高度保守的丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶, 属于磷酯酰肌醇激酶相关

激酶(phosphatidylinositol kinase-related kinase, 
P IKK)超家族成员, 其作用与细胞调节, 增生

调控和癌细胞新陈代谢有关 .  在哺乳动物中 , 
mTOR以两种复合物的形式存在, mTOR Com-
plex1及mTOR Complex2. mTOR活性也受多种

调节信号的影响, 结节性硬化复合体1/2(tuber-
ous sclerosis complex1/2, TSC1/TSC2)是mTOR
最重要的上游信号分子, 调控mTOR活性的主要

上游信号通路包括PI3K-Ak-tTSC1/2-mTOR信号

通路和LKB1-AMPK-TSC1/2-mTOR信号通路[57], 
他们都主要通过TSC发挥调控mTOR的作用. 核
糖体蛋白S6激酶1(ribosomal protein S6 kinase l, 
S6K1)是mTOR信号通路下游的主要效应蛋白, 
是一个属于AGC激酶家族的Ser/Thr激酶. S6K1
的活性主要取决于其残基的功能.

目前认为PI3K-Akt-TSC1/2-mTORC1-S6K1
信号通路主要在胰岛素信号传导及胰岛素抵抗

中发挥主要作用, 但是也有研究表明其在介导

胰腺β细胞凋亡中也发挥作用. 胰岛素受体底

物-1的丝氨酸磷酸化是引起胰岛素抵抗的主要

机制[58], 而在促进β细胞凋亡中, 该通路同样是

通过mTOR-S6K1介导IRS-2 Ser/Thr磷酸化, 进
而促进IRS-2降解而导致的[59]. mTOR特异性抑

制剂雷帕霉素可通过抑制IRS-1/2丝氨酸残基

磷酸化, 从而改善胰岛素敏感性、抑制β细胞

凋亡[60-63]等. 
此外, 微小RNA-7/7a(microRNA-7/7a, miR-

7/7a)也作为mTOR信号通路的组成部分, 抑制

miR-7a可激活mTOR信号从而促进成年小鼠原

代胰岛β细胞的复制, 这一效果可被mTOR抑制

剂雷帕霉素逆转, 说明miR-7可作为成人β细胞

增殖的开关, 并且miR-7-mtor增殖轴保留在人体

最初的β细胞中, 可成为糖尿病的治疗目标[64].
3.4 “HIF-1α-Bcl-xL等分子-凋亡”通路 缺氧诱

导因子-1α(hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-
1α)具有氧浓度敏感性, 通过核定位序列介导入

细胞核, 与HIF-1β二聚化, 形成具有转录活性的

异二聚体HIF-1, 发挥转录因子作用[65], 参与低氧

适应、血管生成、免疫应答、细胞凋亡等多种

反应[66]. 
研究显示HIF-1α在糖尿病中表达下调, 且

功能异常. Bcl-2家族的Bcl-xL、MCL-1和IAP家
族的Survivin等重要的抗凋亡成员, 是HIF-1α下
游重要的凋亡调控分子[67]. 糖尿病中HIF-1α蛋
白水平下调和功能障碍直接导致上述抗凋亡分

子表达降低, 最终导致β细胞凋亡, 是糖尿病发

生与进展的重要环节. 研究显示, 糖尿病患者胰

岛细胞β细胞中Bcl-xL表达明显降低, 同时伴随

β细胞凋亡[68]. 而活化Akt信号所致Bcl-xL高表

达则抑制β细胞凋亡和糖尿病发生[69]. 由此可见, 
Bcl-xL是β细胞凋亡的关键分子. HIF-1α的异常

导致糖尿病患者Bcl-xL表达水平下调, 从而促进

β细胞凋亡. “HIF-1α-Bcl-xL等分子-凋亡”通

路异常, 在糖尿病的发生与进展过程中发挥重

要作用, 也可以作为治疗糖尿病的新靶点.

4  结论

胰岛β细胞的数量及其分泌胰岛素能力在糖尿

病的发生和发展中具有重要意义, 促进胰岛素

分泌、抗胰岛β细胞凋亡, 同时抑制胰高血糖素

分泌是针对胰腺组织治疗糖尿病的主要思路. 
随着在分子、基因等水平对糖尿病病因、病理

机制的不断认识, 治疗糖尿病的通路和靶点也

在不断的研究发掘, 以上信号通路在诱发和治

疗糖尿病的机制各有不同, 都为糖尿病的治疗

提供了不同的思路和方法. 其中, 与胰岛素分泌

有关的ATP敏感性钾通道和GLP-1受体信号通

路作为治疗靶点已被广泛运用于临床, G蛋白偶

联受体介导的信号通路是近年来研究的热点, 
其他信号通路还在不断的研究中, 更多更好的

临床药物是值得期待的, 临床上应该根据患者

的具体症状进行个体化选择治疗. 此外, 很多信

号通路之间都有交汇点, 可以产生相互反应扩

大和增强信号作用, 同时在很多信号通路中, 往
往又会产生相反的两种调节作用, 正反调节作

用的平衡或许才是胰岛细胞功能正常的保证. 
对不同信号通路的认识都涉及到较深入的分

子、基因水平, 但是仍然有很多分子机制不明

■应用要点
本文系统的阐述
了以胰腺为靶点
治疗糖尿病的所
有相关信号通路, 
对指导新药开发
及临床各类药物
的对比运用都有
一定指导意义. 目
前针对很多信号
通路的药物研究
尚处于初级阶段, 
需要更多基础理
论知识的指导.
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确, 进一步的研究和阐明不同信号通路的机制

及相互反应, 对研究和治疗糖尿病都会有很大

的帮助. 此外, 西药治疗糖尿病以单通路单靶点

为主, 针对不同信号通路的异常, 中医中药及针

灸的多靶点多通路调节作用显示出明显的优势, 
而中药及针灸治疗糖尿病的效应机制有赖于通

过上述各种信号通路进行阐明, 中医针灸的效

应机制研究也将更多趋于分子、基因水平. 
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■背景资料
有研究表明人乳
头瘤病毒(human 
papil lomavirus, 
HPV)18 E6 、E7
基因与食管癌发
病密切相关 ,  2 0
世纪90年代开始, 
RNAi已引起了人
们广泛的关注的
同时 ,  RNA干扰
技术同时亦广泛
发展. 
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Abstract 
AIM: To construct adenovirus expression vectors 
carrying short hairpin RNAs (shRNAs) targeting 
human papillomavirus (HPV) 18 E6 and E7 to 
provide an experimental basis for gene therapy 
of HPV-associated esophageal cancer.

METHODS: The sequences of HPV18 E6 and E7 
genes were retrieved from GenBank, and shR-

NAs for HPV18 E6 and E7 genes were designed, 
synthesized and cloned into an adenovirus 
plasmid (shpAd/PL-Dest) to result in the E6/
-shRNA expression vectors shpAd-E6/E7-eGFP.
The recombinant expression vectors were identi-
fied by restriction enzyme digestion, PCR and 
sequence analysis. After verification, the two 
vectors were transfected into HEK293A cells to 
obtain HPV18 E6 and E7 adenoviral expression 
vectors.

RESULTS: Enzyme digestion analysis of shpAd-
E6-eGFP and shpAd-E7-eGFP adenovirus vec-
tors showed positive results. The two adenovi-
rus vectors were transfected into HEK293A cells 
successfully. 

CONCLUSION: The adenoviral expression vec-
tors carrying shRNAs targeting HPV18 E6 and 
E7 have been constructed successfully.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Esophageal carcinoma; RNA interfer-
ence; Recombinant adenovirus vector; Human pap-
illomavirus
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摘要	
目的: 构建人乳头瘤病毒(human papillomavirus, 
HPV)18型E6、E7 基因的短发夹RNA(short 
hairpin ribonucleic acid, shRNA)重组腺病毒载
体, 为探讨食管癌与其发病关系的研究提供实
验基础. 

方法: 设计并合成2条shRNA均克隆到PL-Dest
腺病毒骨架载体(pAd/PL-Dest)之中, 分别组

■同行评议者
姜春萌, 教授, 主
任, 大连医科大学
附属第二医院消
化科
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■研发前沿
HPV18 E6 、E7
基因-shRNA重组
腺病毒表达载体
的构建为高危型
HPV18感染食管
的进一步研究提
供了一个重要的
实验工具 .  RNAi
技术在宫颈癌的
基因治疗中的研
究已进入临床阶
段 .  在 食 管 癌 中
的研究尚且不多. 
本研究将构造一
个柄袢状结构的
siRNA, 即短发卡
RNAs(shRNA), 
能够从多种启动
子进行表达. 

成HPV18 E6、HPV18 E7 基因重组腺病毒基
因沉默子(shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-eGFP). 
然后对重组腺病毒基因沉默子(s h p A d-E6-
eGFP、shpAd-E7-eGFP)采用酶切、DNA测
序、PCR鉴定. 将验证后的沉默子经酶切后转
染至HEK293A细胞, 然后再行包装、扩增、

纯化与病毒滴度测定. 

结果: 酶切鉴定得到阳性shpAd-E6-eGFP、
s h p A d-E6-e G F P重组腺病毒质粒; 转染到
HEK293A细胞包装成功. 

结论: 成功构建了HPV18 E6、HPV18 E7基因
的shRNA重组腺病毒载体, 为HPV相关食管癌
的基因治疗研究提供实验基础. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 食管癌; RNA干扰; 腺病毒; 人乳头瘤病毒 

核心提示: 构建人乳头瘤病毒(human papillomav-
irus)18 E6、E7基因的短发夹RNA(short hairpin 
ribonucleic acid)重组腺病毒载体, 为探讨食管癌

与其发病关系的研究及RNA干扰沉默食管癌细

胞株中对人类白细胞抗原类分子的影响提供实

验基础. 

李钢, 冯彪, 邓彦超, 李德生, 居来提·艾尼瓦尔, 张力为. HPV18 

E6 、E7 基因-shRNA重组腺病毒表达载体的构建及鉴定. 世

界华人消化杂志  2014; 22(24): 3608-3612 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3608.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i24.3608

0  引言 

人乳头瘤病毒(human papillomavirus, HPV)属于

乳多空病毒科, 是一类共价双链环状DNA病毒, 
他常特异感染人的皮肤、黏膜的. 按照与肿瘤

发生的关系, 我们将HPV分高危型、中危型以

及低危型. 有研究表明HPV16、HPV18型与宫

颈癌、食管癌的发病密切相关, 所以我们常常

把HPV16、HPV18归为高危型HPV. 近年来在食

管癌的研究中, 高危型HPV作为生物性危险因

素越来越受到研究者的重视. Jung等[1]通过体外

研究证实, 高危型HPV产生的E6、E7癌蛋白可

以有效导致人体细胞发生癌变, 当其与细胞周

期调控因子p53[2]、pRB[3,4]相互作用时, 直接干

预细胞周期进程, 在HPV诱导肿瘤形成过程中

发挥极其重要的作用. 
短发夹RNA(short hairpin ribonucleic acid, 

shRNA)是一段具有紧密发卡环(t ight hairpin 

turn)的RNA序列, 常被用于RNA干扰沉默靶基

因的表达. 利用载体把shRNA导入细胞, 载体

中的U6启动子确保shRNA总是表达; 这种装载

了shRNA载体可被传递到子代细胞中去, 从而

使基因的沉默可被遗传. 在宫颈癌治疗中, 抑
制HPV E6和E7的表达已经成为一种有效手段. 
RNA干扰技术能使HPV E6和E7癌基因沉默, 或
者特异性的抑制HPV E6和E7癌基因的表达, 从
而促使肿瘤细胞的凋亡和坏死, 对抑制肿瘤生长

有着显著效果[5]. RNA干扰技术的不足之处是

是转染效率低、安全性差、容量小和免疫原性

强. 新型重组腺病毒载体是基因治疗中最常用

的病毒载体之一[6], 其优点在于其介导的基因转

移效率较高、感染细胞谱较广、病毒滴度较高, 
而且浓缩和贮存方便. 有研究表明, HPV18 E6
和E7与食管癌发病关系之间的关系密切[7,8]. 查
阅大量文献, 有关构建了HPV18 E6、E7基因的

shRNA重组腺病毒载体的文献很少. 本实验拟

构建HPV18 E6和HPV18 E7基因的重组腺病毒

载体(shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-eGFP), 开展

并推广以腺病毒载体为基因转移工具的基因治

疗, 为今后进行重组HPV E6和E7腺病毒对HPV
相关肿瘤细胞凋亡作用的体内外实验研究打下

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 感受态大肠杆菌DH5α、HEK293A
细胞、Gateway® LRClonase® Ⅱ Plus Enzyme 
Mix、shpDown多克隆位点(multiple cloning site, 
MCS)-eGFP载体和腺病毒骨架载体pAd/PL-Dest
购自Invitrogen公司; dNTP Mix、GeneRulerTM 
100 bp DNA Ladder、Taq DNA Polymerase购自

Fermentas公司; HpaⅠ、XhoⅠ等限制性内切

酶、T4 DNA Ligase购自TAKARA公司; 总RNA
提取试剂(TRIzol Reagent)、ThermoscriptTM RT-
PCR System、Lipofectamine 2000、超纯质粒

提取试剂盒、质粒小提试剂盒、绿色荧光蛋白

(eGFP)(增强型)购自Invitrogen公司; 高糖DMEM
和胎牛血清购自GIBCO公司. 
1.2 方法

1.2.1 目的基因的设计及合成: 在GenBank中检索

到HPV18 E6  E7基因序列(基因编号NC_001357). 
根据shRNA设计原则, 设计合成3对shRNA, 分
别为E6、E7的特异性干扰序列以及阴性对照

无关序列(表1), 使用美国国立生物技术信息中

心(National Center of Biotechnology Information, 

■相关报道
目前有关HPV16 
E6、E7 基因-shR-
NA重组腺病毒表
达载体的构建的
文献报道相对较
多, 同为食管癌、
宫颈癌感染的高
危型HPV16 E6、
E7 基因-shRNA重
组腺病毒表达载
体的构建很少.
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NCBI)的数据库对阴性对照无关序列进行了序

列检索. 
1.2.2 真核表达载体shpDown-U6-E6-eGFP和

shpDown-U6-E7-eGFP的构建: 以HPV18 E6、E7
基因为模板用应酶切、PCR及DNA连接构建重

组腺病毒基因沉默子. 回收酶切载体shpDown-
U6-MCS-eGFP, DNA琼脂糖凝胶电泳回收试剂

盒. 将上述合成的shRNA、T4 DNA ligase等加

入在回收产物中, 16 ℃连接过夜, 然后将连接产

物转化DH5α感受态细菌, PCR扩增以后选取阳

性克隆质粒进行测序鉴定. 
1.2.3重组腺病毒shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-
eGFP质粒的构建及鉴定: 根据Gateway Tech-
nology说明书构建shpAd/PL-E6-eGFP, shpAd/

PL-E7-eGFP, 提取质粒shpDown-E6-eGFP、
shpDown-E7-eGFP和shpAD/PL-Dest, 用Gate-
way® LRClonase® Ⅱ Plus Enzyme Mix试剂盒连

接shpDown-E6-eGFP与shpAd/PL-Dest. 选阳性

克隆质粒进行测序鉴定. 
1.2.4 重组腺病毒shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-
eGFP的包装及纯化: PacⅠ酶切线性化腺病毒质

粒, 按超纯质粒提取试剂盒说明书回收纯化, 接
种HEK293A细胞到六孔板内(2×105个/孔), 培
养至80%-90%融合度, 参照lipofectamine 2000说
明书介导质粒DNA转染, 二者比例为1 μg∶3 μL
接种于六孔板内, 轻微摇晃, 37 ℃、5%CO2环境

下培养过夜, 大部分细胞开始出现病变7 d之后. 
当细胞病变时, 开始收集细胞和上清液. 进行反

复冻融(37 ℃/-80 ℃)3次, 以裂解细胞、释放病

毒. 设定初次包装好的病毒代号为P0, 随后用P0
转染HEK293A细胞, 大部分的细胞出现病变时, 
收集细胞和培养上清200 g离心10 min, 弃上清, 无
菌PBS将沉淀细胞重悬. 反复冻融(37 ℃/-80 ℃)3
次, 以裂解细胞、释放病毒, 惊醒腺病毒的扩增

与浓缩, 通过TCID50法测病毒滴度. 

2  结果

2.1 真核表达载体shpDown-U6-E6-eGFP和shp-
Down-U6-E7-eGFP的鉴定 在1.5%的琼脂糖凝胶

电泳中, PCR扩增片段中可以清楚地看出非阳

性克隆条带比阳性克隆条带低, 与阴性对照(195 
bp)相比, 阳性克隆的PCR产物片段(lane3-8)多出

40 bp(图1). 成功的构建了shpDown-U6-E6-eGFP
和shpDown-U6-E7-eGFP. 
2.2 重组腺病毒shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-
eGFP质粒的构建及鉴定 PCR扩增片段在1.5%的

琼脂糖凝胶电泳中可以明显看出阳性克隆条带

比非阳性条带高, 与阴性对照(195 bp)相比, 阳性

克隆的PCR产物片段(lane3-8)多了40 bp(图2). 成
功构建shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-eGFP. 

表 1 合成片段的基因序列

     名称                                                                      序列

shRNA-E6-F' 5'-TCACTTCACTGCAAGACATACTCGAGTATGTCTTGCAGTGAAGTGTTTTTC-3'

shRNA-E6-R' 5'-TCGAGAAAAACACTTCACTGCAAGACATACTCGAGTATGTCTTGCAGTGAAGTGA-3'

ShRNA-E7-F' 5'-TCCACCAACGTCACACAATGTCTCGAGACATTGTGTGACGTTGGTGGTTTTTC-3'

shRNA-E7-R' 5'-TCGAGAAAAACCACCAACGTCACACAATGTCTCGAGACATTGTGTGACGTTGGTGGA-3'

阴性对照-F' 5'-TGCGCGCTTTGTAGGATTCGCTCGAGCGAATCCTACAAAGCGCGCTTTTTC-3'

阴性对照-R' 5'-TCGAGAAAAAGCGCGCTTTGTAGGATTCGCTCGAGCGAATCCTACAAAGCGC-3'
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图 1 shpDown-U6-E6-eGFP、shpDown-U6-E7-eGFP
菌落PCR鉴定结果. A: shpDown-U6-E6-eGFP菌落PCR扩

增. 3-8: shpDown-U6-E6-eGFP克隆1-6, 其中3-7, 8多

出阴性对照40 bp; B: shpDown-U6-E7-eGFP菌落PCR扩

增. 3-8: shpDown-U6-E7-eGFP克隆1-6, 其中3-8多出阴

性对照40 bp; M: 100 bp DNA ladder; 1: ddH2O; 2: 阴性对照

(shpDown-U6-MCS-eGFP). 

■创新盘点
RNAi技术在宫颈
癌的基因治疗中
的研究已进入临
床 阶 段 .  在 食 管
癌中的研究尚且
不多.
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2.3 病毒包装后的结果 腺病毒质粒(shpAd-E6-
eGFP、shpAd-E7-eGFP)转染HEK293A细胞后

7 d产生明显病变, 病变细胞活力下降, 大多数细

胞不能贴壁生长, 细胞内部出现空泡. 此结果表

明了重组腺病毒包装成功. 在显微镜100×下观

察病变观察细胞如图3. TCID50法测病毒滴度为

1.26×1010 PFU/mL. 

3  讨论

大量的研究表明, HPV与多种肿瘤发生关系密切. 
在宫颈癌的研究中已得到突破性进展, 证实了

HPV高度的致癌性. HPV是一种高度螺旋的环状

双链DNA病毒, 含有7900 bp, 具备体积较小、结

构高度螺旋的环状的特点. 通过病毒编码蛋白宿

主细胞的调节蛋白与病毒的编码蛋白可形成复

合物, 破坏细胞DNA修复以及有丝分裂. 高危型

HPV(16、18型)E6、E7蛋白就是其可转化基因产

物. 他们可干扰抑癌基因使其失去正常功能, 如
p53、Rb. 有研究指出高危型HPV E6、E7是最有

效的病毒癌蛋白, 与细胞的永生化以及恶性转化

相关, 可能是食管肿瘤发生的重要危险因素之一. 
PRb蛋白与HPV18型编码的E7原癌蛋白相结合, 
致使PRB蛋白高度磷酸化, 基因转录同时也进入

了S期. 研究表明, 宫颈癌细胞中E6/E7-shRNA已

经成功表达, 抑制作用表现突出. 郭建新等[9]成功

干扰了宫颈癌细胞中HPV16型E6基因的表达, 并
抑制癌细胞生长的作用. 食管与宫颈有相类似的

鳞状上皮, 都是HPV易侵袭组织结构. 本研究所

构建的HPV18 E6、E7基因的shRNA重组腺病毒

载体为下一步食管癌细胞中E6/E7-shRNA能抑制

食管肿瘤的研究提供一个重要的工具. 
自20世纪90年代开始, RNA干扰(RNA inter-

ference, RNAi)引起了人们广泛的关注, RNA干

扰技术同时也得到广泛发展. RNAi的作用主要

是在转录、转录后、翻译等多个不同的水平上

实现的. 通过抑制靶mRNA的翻译, 阻止靶蛋白

表达[10]. 生物界广泛存在RNAi高效且特异的阻

断基因表达方式. 有研究报道, 在多种疾病模型

动物的治疗实验中, 用多种的载体将siRNA介导

RNAi治疗中, 治疗效果特别明显. 灵长类动物抗

病毒治疗中也显示出其可行性[11]. 美国宾夕法尼

亚大学于2011年利用基因疗法, 治疗晚期慢性淋

巴细胞白血病进行治疗, 获得好很的治疗效果. 
再次掀起了人们对基因治疗这一新的肿瘤治疗

手段的极大热情[12]. Davis等[13]更是让研究人员

鼓足了信心, 在治疗肿瘤的Ⅰ期临床试验中, 他
们开发的RNAi药物取得初步成功. 腺病毒基因

组长约36 kb, 是一种无包膜的线性双链DNA病

毒, 在自然界广泛分布, 有100多种血清型. 其两
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图 2 shpAd-E6-eGFP、shpAd-E7-eGFP菌落PCR鉴定结
果. A: shpAd-E6-eGFP菌落PCR扩增. 3-8: shpAd-E6-

eGFP克隆1-6, 其中3, 4, 6-8多出阴性对照40 bp. B: shpAd-

E7-eGFP菌落PCR扩增. 3-8: shpAd-E7-eGFP克隆1-6, 

其中3-5, 8多出阴性对照40 bp; M: 100 bp DNA ladder; 1: 

ddH2O; 2: 阴性对照(shpAd-MCS-eGFP). 

bp

M    1     2      3     4     5      6     7      8bp

A

图 3 荧光电子显微镜下病毒转染7 d后产生的明显病变(×
100). A: shpAd-E6-eGFP转染图; B: shpAd-E7-eGFP转染图. 

B

■应用要点
本研究将构造一
个柄袢状结构的
siRNA, 即短发卡
RNAs(shRNA), 
能够从多种启动
子进行表达.
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端的反向末端重复区内侧是病毒包装信号. 他不

受靶细胞是否为分裂细胞限制, 而且转基因效率

高, 易制成高滴度病毒载体, 瞬间表达及安全性

高, 让其在进入细胞内不能整合到宿主细胞基因

组. 腺病毒载体越来越多的应用在基因治疗临床

试验之中, 成为最具前景的病毒载体之一. 
RNAi技术在宫颈癌的基因治疗中的研究

已进入临床阶段. 查阅国内外文献, 在食管癌中

的研究尚且不多. 本研究将构造一个柄袢状结

构的siRNA, 即shRNA, 能够从多种启动子进行

表达. 比如RNAⅢ多聚酶启动子H1和U6 , 在整

合入shpAD-E6(E7)-eGFP后, 并跟腺病毒载体融

合过程里, 产生出了稳定的转染细胞系. 因此就

有了能够长久抑制蛋白质表达的可能性[14,15]. 通
过采用连接腺病毒载体骨架shpAd/PL-Dest与E6 
E7-siRNA的DNA片段的方法, 成功构建腺病毒

表达载体E6(E7)-shRNA, 且质粒shpAd-E6(E7)-
eGFP中因含有GFP, 在转染、包装HEK293A后, 
通过荧光显微镜能很方便的得到检测. 本实验

成功设计两条E6(E7)shRNA腺病毒表达载体, 但
是有研究[11]显示不同位点的RNAi作用效果存在

着很大的差异, 导致差异的原因至今尚不明确, 
与靶位点的依赖差异、病毒RNA序列以及二级

结构等可能相关. 因此, 为了确保RNAi的作用, 
多数研究者建议每个基因至少选择3-4个靶位点, 
这是本研究中的不足之处. 本研究为进一步阐明

HPV与食管癌的关系作出了一定的贡献, 并为以

后HPV相关食管癌的基因治疗打下了基础. 
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选题有意义, 实验
设计方合理, 采用
方 法 适 当 ,  成 功
建立并鉴定人乳
头瘤病毒(human 
papi l lomavirus , 
HPV)18 E6 、E7
基因-shRNA腺病
毒 表 达 载 体 ,  对
HPV相关的食管
癌病因及治疗研
究具有一定意义.
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雌激素对人胃癌细胞株PI9表达和细胞增殖的影响
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■背景资料
雌激素能促进某
些胃癌的发生发
展, 但其确切机制
仍不清楚. 某些胃
癌组织中有ER表
达, 且ER阳性胃癌
的恶性程度高、
生物学行为不良. 
雌激素是诱导PI9
表达的重要因素, 
雌激素促胃癌机
制可能与其诱导
胃癌细胞中内源
性PI9的表达而导
致了胃癌细胞的
免疫耐受有关.
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Abstract
AIM: To detect the expression of estrogen recep-
tors (ER alpha and ER beta) in four gastric can-
cer cell lines and evaluate the effect of estrogen 
on cell proliferation and expression of serine 
proteinase inhibitor 9 (PI9) in gastric cancer cells.

METHODS: Gastric cancer cell lines with PI9 
positive expression (MNK45 and SGC7901) and 
those with negative expression (MNK28 and 
BGC823) were used. The expression of ER was 
detected by immunofluorescence. Cell prolifera-

tion was tested by CCK8 assay, and expression 
of PI9 was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: ER-α protein expression was noted 
in MNK45 and SGC7901 cells, ER-β expres-
sion was noted in BGC823 cells, and ER-α and 
ER-β were undetectable in MNK28 cells. Com-
pared with the negative control group, estrogen 
could significantly promote the proliferation of 
MNK45 and SGC7901 cells at concentrations of 
1-100 nmol/L, of BGC823 cells at concentrations 
of 10-100 nmol/L, and of MNK28 at a concentra-
tion of 10 nmol/L (P < 0.05). The expression of 
PI9 mRNA in SGC-7901 and MNK45 cells was 
enhanced after intervention with estrogen, and 
the relative grey value of PI9 mRNA in MNK45 
cells (0.7158 ± 0.0734) increased significantly 
compared with the control group (0.5401 ± 
0.0653, P = 0.014).

CONCLUSION: Estrogen could significantly 
promote the proliferation of gastric cancer cells 
by binding to ER, possibly via inducing the ex-
pression of PI9. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察四株胃癌细胞上雌激素受体(ERα
和E Rβ)的表达情况及雌激素对胃癌细胞株
细胞增殖和丝氨酸蛋白酶抑制蛋白9(ser ine 
proteinase inhibitor 9, PI9)表达的影响.

方法: 对前期筛选出的PI9阳性表达胃癌细胞
株(MNK45、SGC7901)和阴性表达胃癌细胞

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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■研发前沿
某些肿瘤细胞通
过内源性表达PI9
获得自身保护机
制而具有逃逸免
疫 清 除 的 功 能 , 
肿瘤细胞的这种
内源性免疫逃逸
机 制 ,  可 能 与 肿
瘤的形成和发展
中自身获得免疫
耐受有关 .  因此 , 
PI9极有可能是介
导肿瘤免疫逃逸
的重要机制和肿
瘤免疫治疗的重
要障碍.

株(MNK28、BGC823), 采用免疫荧光化学法
检测ERα和ERβ的表达情况, CCK8法检测雌
激素干预后胃癌细胞株的增殖情况, 逆转录聚
合酶链式反应(reverse transcription polymerase 
chain reaction, RT-PCR)检测雌激素干预后PI9
表达的变化.

结果: ERα在MNK45和SGC7901的细胞核上均
有表达, ERβ在BGC823的细胞核上呈弱阳性表
达, MNK28上未见表达; 雌激素在1-100 nmol/L
时可明显促进MNK45、SGC7901的细胞增
殖 ,  与阴性对照组相比差异有统计学意义
(P <0.05), 在10-100 nmol/L时亦促进BGC823
的细胞增殖, 与阴性对照组相比差异有统计学
意义(P <0.05), 在10 nmol/L时促进MNK28的
细胞增殖; 雌激素干预后SGC-7901和MNK45
的PI9 mRNA表达均增强, 其中, MNK45的PI9 
mRNA的相对灰度值(0.7158±0.0734)较对照
组(0.5401±0.0653)明显升高, 差异有统计学
意义(P = 0.014).

结论: 雌激素与胃癌细胞上雌激素受体结合
后能明显促进胃癌细胞株的增殖活性, 其促增
殖作用与其诱导PI9的表达密切相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 胃癌细胞能内源性表达PI9, 进而通过

PI9介导其免疫逃逸, 雌激素是PI9表达的重要诱

导剂, 雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 其作

用机制与诱导PI9表达有关吗? 本文将初步探讨

雌激素与胃癌细胞PI9表达及细胞增殖的关系. 
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0  引言

PI9[1-3]是具有抑制颗粒酶B(granzyme B, GrB)功
能作用的抑制蛋白, 能阻断GrB所致的DNA降

解, 从而具有抑制GrB诱导的细胞凋亡作用. PI9
表达于人体正常的细胞毒T淋巴细胞、成熟的

树突状细胞、NK细胞及人体为数不多的具有免

疫豁免的部位, 如眼、睾丸和胎盘等组织, 保护

这些细胞不被GrB介导的细胞毒攻击而自相残

杀. 换言之, 上述细胞可通过表达PI9抑制GrB介
导的凋亡而获得自身保护, 即内源性免疫逃逸

机制. 我们的前期研究发现胃癌细胞能内源性

表达PI9, 进而通过PI9抑制PFP/GrB途径介导

的细胞凋亡而获得自身保护, 从而造成胃癌的

免疫逃逸[4,5]. PI9的表达受多种因素的调控, 雌
激素(estradiol, E2)是诱导PI9表达的一个重要

因素[6], 雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 其
作用机制与PI9有关吗? 本研究将首先观察PI9
阳性和阴性胃癌细胞上雌激素受体的表达情况, 
接着观察雌激素干预后各细胞的增殖情况, 并
进一步观察雌激素对胃癌细胞PI9 表达的影响, 
探讨雌激素与胃癌细胞PI9表达间的关系, 雌激

素是否具有诱导PI9表达进而促进胃癌细胞增殖

的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MNK45、SGC7901、
MNK28和BGC823购自北京北纳创联生物技术

研究院; DMEM培养基、胎牛血清购自HyClone
公司; Cell Counting Kit-8购自碧云天生物技术

研究所; Tamoxifen购自Adamas Reagent公司; 
BioBBRK RT-PCR Kit、一抗ERβ兔抗人多克隆

抗体和ERα鼠抗人单抗购自美国Bioworld公司; 
二抗罗丹明标记山羊抗兔IgG、FITC标记山羊

抗小鼠IgG购自中杉金桥.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: MNK45、SGC7901、MNK28
和BGC823人胃癌细胞株, 于37 ℃、5%CO2条件

下, 培养于含10%胎牛血清、1%双抗贮存液的

DMEM培养基中, 每2-3 d传代1次, 取对数生长

期细胞进行实验.
1.2.2 免疫荧光法检测细胞株ERα和ERβ的表达: 
取对数生长期细胞, 0.25%胰蛋白酶消化, 调整

细胞悬液1×l05/mL, 接种到预先置有盖玻片的

12孔板中, 待细胞接近长成单层后用PBS洗涤, 
4%预冷的多聚甲醛室温下固定, 预冷甲醇-20 ℃
进行细胞通透, 使用与二抗相同宿主10%胎牛血

清封闭, 分别加入浓度1∶200鼠抗人ERα和1∶50
兔抗人ERβ稀释液50 μL, 湿盒环境中4 ℃过夜, 
等量10%胎牛血清替代一抗作为阴性对照, 加入

浓度1∶200 FITC标记羊抗小鼠IgG、1∶50罗
丹明标记山羊抗兔IgG稀释液50 μL, 37 ℃避光

孵育30 min, 封片并荧光显微镜下拍照观察. 以
激发波长为535-450 nm, 观察四株细胞中ERα、
E Rβ抗原表达的定位情况及荧光信号的强弱, 
FITC荧光标记显绿色, 罗丹明荧光标记显红色, 
以明确的荧光为阳性, 仅发浅荧光且与周围背
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■相关报道
乳腺癌研究中已
证实雌激素能促
进PI9的表达, PI9
能显著增加乳腺
癌细胞对免疫细
胞的耐受性, 阻止
免疫细胞对乳腺
癌细胞的杀伤作
用. 研究也发现雌
激素拮抗剂他莫
昔芬能抑制雌激
素诱导的乳腺癌
细胞中PI9的合成, 
进而改善PI9介导
的免疫耐受.

景区别不明显则判为阴性或弱阳性.
1.2.3 CCK-8法检测药物对肿瘤细胞增殖的影

响: 取对数生长期的细胞, 0.25%胰蛋白酶消化, 
活细胞计数>95%, 调整人胃癌细胞MNK45、
SGC7901、MNK28和BGC823细胞悬液密度为 
2×105/mL, 接种于96孔培养板, 每孔90 μL, 置
37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 24 h后分别加入

终浓度为1000、100、10、1、0.1 nmol/L的苯甲

酸雌二醇溶液各10 μL, 阴性对照组加DMEM 10 
μL, 空白对照组加无血清DMEM 100 μL, 同时

设溶媒对照组加1%甲醇10 μL, 设3个复孔. 24 h后, 
向每孔加入10 μL CCK溶液, 继续孵育4 h, 测定

450 nm处的吸光度. 细胞增殖能力大小以吸光度

(A )值分析, 按公式计算细胞增殖率 = (A给药组-A阴

性对照组)/A阴性对照组×100%, 实验重复3次.
1.2.4 半定量RT-PCR法检测PI9 mRNA表达: 
MN45、SGC-7901细胞经1 μmol/L E2作用24 h
后, 对照组设相同体积的1%甲醇, 按照RNAsim-
ple Total RNA Kit说明书操作提取总RNA, 紫外

分光光度计测定RNA浓度和纯度后, 用ReverTra 
Ace逆转录酶合成cDNA, -20 ℃保存备用. 根据

GenBank数据库设计引物: PI9 F: 5'-TTCATC-
GGGCTTTCCAGT-3', R: 5'-TTTGAGACCCAG-
GTGTTG-3', 引物大小217 bp; GAPDH F: 5'-AC-
CACAGTCCATGCCATCAC-3', R: 5'-TCCAC-
CACCCTGTTGCT GTA-3', 引物大小450 bp. 
PCR反应条件为94 ℃预变性5 min, 94 ℃ 30 s, 
57 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 共35个循环, 72 ℃延伸

5 min. 2%琼脂糖凝胶电泳, Bio-Rad凝胶成像采

集系统成像.
统计学处理 用SPSS13.0进行统计学分析, 

计量资料采用mean±SD表示, 组间比较采用单

因素方差分析, 假定方差齐性采用LSD法检验, 
未假定方差齐性采用Dunnett's T3法检验, P <0.05

为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌细胞株ERα和ERβ的表达 ERα和ERβ表
达定位于细胞核, ERα呈清晰的绿色颗粒, ERβ
为红色颗粒. 人胃癌细胞MNK45的ERα呈强阳

性表达, 而ERβ为阴性表达, SGC-7901细胞的

ERα呈弱阳性表达, ERβ为阴性表达, MNK28细
胞ERα和ERβ均未见表达, BGC-823的ERα未见

表达, 而ERβ表达则呈弱阳性(图1).
2.2 E2对人胃癌细胞株增殖活性的影响 不同浓

度的E2作用于MNK45、SGC-7901、MNK28
及BGC-823胃癌细胞株24 h后, 采用CCK8法测

定细胞增殖活性, 检测结果(表1)显示: 四株人

胃癌细胞的生长均受到E2不同程度的影响, E2
在0.1-100.0 nmol/L的浓度范围对四株胃癌细胞

均具有促增殖活性, 而高浓度E2(1000 nmol/L)
则对四株细胞均显示出抑制增殖的作用, 可能

是由于雌激素浓度过高, 超出正常的生理浓度, 
使渗透压和酸碱平衡紊乱, 其外环境不适合细

胞的生长, 细胞动力学参数改变所致. MNK45
和SGC-7901在E2 1-100 nmol/L范围内随药物

浓度增高吸光度值逐渐增高, 与阴性对照组比

较差异均有统计学意义(P <0.05), 尤其在100 
nmol/L浓度时促进增殖作用最明显, MNK45和
SGC-7901的增殖率分别为37.34%±4.24%和

23.70%±2.84%. BGC-823和MNK28的促增殖高

峰浓度为10 nmol/L, 其增殖率分别为20.98%±

3.12%和8.46%±0.94%, 而1 nmol/L E2的促增殖

活性与阴性对照组比较差异无显著性(P  = 0.214, 
P  = 0.117). E2对PI9阳性表达细胞的促增殖活性

强于PI9阴性表达细胞(图2).
2.3 E2对PI9阳性胃癌细胞PI9 mRNA水平的

影响 E2处理24 h后, RT-PCR产物电泳结果显
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表 1 E2对人胃癌细胞株增殖活性的影响 (mean±SD, n  = 9)

     分组     MNK45    SGC-7901    BGC-823     MNK28

阴性对照组 0.656±0.023 0.633±0.024 0.510±0.034 0.614±0.022

E2组(nmol/L)

  1000 0.623±0.014a 0.495±0.034a 0.407±0.027a 0.511±0.017a

  100 0.901±0.025a 0.822±0.026a 0.574±0.019a 0.608±0.013

  10 0.840±0.017a 0.783±0.013a 0.617±0.014a 0.666±0.019a

  1 0.733±0.013a 0.728±0.015a 0.530±0.014 0.635±0.013

  0.1 0.672±0.018 0.638±0.021 0.521±0.019 0.633±0.014

aP<0.05 vs  阴性对照组.
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■创新盘点
本课题通过探讨
雌激素及其受体
与胃癌细胞PI9表
达的关系, 揭示雌
激素促肿瘤作用
的可能机制, 即雌
激素诱导胃癌细
胞中内源性PI9的
表达进而间接导
致了胃癌细胞的
免疫耐受 .  此外 , 
研究成果对其他
上皮肿瘤的研究
也有一定的借鉴
意义, 对更深入认
识上皮肿瘤的本
质和特性开拓新
的视野.

示: BGC-823和MNK28仍然未见PI9表达, 而
MNK45、SGC-7901细胞的PI9及GAPDH泳道中

均出现阳性条带, PI9约在217 bp处产生阳性条

带, GAPDH约在450 bp处出现阳性条带, 均与预

计扩增产物大小相一致. MNK45经E2作用后PI9 
mRNA的相对灰度值(0.7158±0.0734)较对照组

(0.5401±0.0653)明显升高(P  = 0.014), SGC-7901
经E2作用后PI9 mRNA的相对灰度值(0.6216±
0.0465)较对照组(0.5445±0.0387, P  = 0.086)升

高, 但差异无统计学意义(图3).

3  讨论

雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 但其确切

机制仍不清楚. 20世纪80年代, 日本学者[7]首先

发现胃癌组织中有雌激素受体的表达, 而正常

胃癌粘膜中则未见表达, 此后国内外学者[8-10]应

用不同的方法证实胃癌细胞ER表达的事实, 作
为非激素靶器官, ER阳性胃癌也被推测可能是

雌激素依赖性肿瘤. 目前多数研究[11-13]提示ER 
阳性胃癌的恶性程度高, 生物学行为不良, 患
者预后较差. 本研究也发现在四株胃癌细胞株

中, 低分化胃癌细胞MNK45的ERα呈强阳性表

达, 中分化胃癌细胞SGC-7901ERα为弱阳性表

达, 另一株低分化胃癌细胞BGC-823的ERβ呈弱

阳性表达, 而高分化胃癌细胞MNK28的ERα和
ERβ均未见表达. 雌激素能促进四株胃癌细胞的

增殖活性, 且对ER阳性的MNK45、SGC-7901和
BGC-823胃癌细胞的促增殖活性强于ER阴性的
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图  1  免 疫 荧 光 检 测 M N K 4 5 、
SGC-7901、MNK28及BGC-823细
胞中ERα、ERβ的表达(IF×400). A: 

MNK45 ERα; B: MNK45 ERβ; C: 

SGC-7901 ERα; D: SGC-7901 ERβ; 

E: MNK28 ERα; F: MNK28 ERβ; G: 

BGC-823 ERα; H: BGC-823 ERβ.
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图 2 E2对MNK45、SGC-7901、BGC-823和MNK28胃癌细
胞的浓度增殖率曲线.
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MNK28, 结果提示雌激素很可能通过与ER结合, 
传递细胞生长的信号, 对胃癌的发生发展产生

影响.
雌激素是诱导PI9表达的一个最重要因素. 

在雌激素α受体阳性的肝癌HepG2ER7细胞株发

现雌激素能显著诱导PI9基因转录, 且雌激素的

诱导作用不受其他激素调节因子的影响[14]; J i-
ang等[15,16]在乳腺癌研究中进一步证实雌激素能

促进P I9的表达, 在一定浓度范围内随着雌激

素浓度的增加P I9表达也增加. 进一步研究发

现[2], PI9基因上独特的雌激素反应单元(estrogen 
response unit, ERU)是雌激素调控PI9表达的关

键部位. 美国伊利诺州大学的研究者[6,17]首次发

现雌激素诱导的PI9大量合成能显著增加乳腺癌

细胞对免疫细胞的耐受性, 阻止免疫细胞对乳

腺癌细胞的杀伤作用. 研究也发现雌激素拮抗

剂他莫昔芬(tamoxifen, TAM)[16]能抑制雌激素诱

导的乳腺癌细胞中PI9的合成, 进而改善PI9介导

的免疫耐受.
雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 雌激素

及其受体的作用机制与PI9有关吗? 目前还未见

相关报道. 本研究发现前期筛选出的PI9阳性表

达细胞(MNK45和SGC-7901)均为ERα阳性表达

细胞, 在E2作用后MNK45和SGC-7901的PI9表

达进一步增强, 且E2作用后MNK45和SGC-7901
细胞增殖活性亦明显增强, 实验结果提示雌激

素与胃癌细胞上ER结合后能明显促进胃癌细胞

株的增殖活性, 其促增殖作用与其诱导PI9的表

达密切相关. 本课题通过探讨雌激素及其受体

与胃癌细胞PI9表达的关系, 初步揭示了雌激素

促肿瘤作用的可能机制, 雌激素可能通过与肿

瘤细胞上ER结合后诱导PI9 mRNA的表达, 进而

抑制PFP/GrB途径而介导免疫逃逸, 即雌激素间

接导致了胃癌细胞的免疫耐受, 其作用及其机

制还有待进一步的证实. 
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三七总皂甙对肝癌细胞株、甲胎蛋白异质体及高尔基体
糖蛋白-73表达的影响

裴旭东, 翟玉峰, 张怀宏

®

■背景资料
三 七 总 皂 甙
(panax notogin-
senosides, PNS)
是从五加科人参
属草本植物三七
中提取的有效成
分, 是多系统靶向
药物, PNS不但具
有良好的止血、
活血化瘀双向药
理作用, 还具有明
显促进肝细胞增
殖再生, 减轻肝细
胞炎症, 抑制肝细
胞纤维化. 近年研
究表明, PNS能够
调控人体肝脏卵
圆细胞代谢, 降低
肝癌细胞活化基
因的表达, 从而能
够有效抑制肝癌
细胞的生长. 还有
学者用小鼠移植
性肿瘤模型对肝
癌实体型HepG2
进行了研究, 认为
PNS对HepG2有
良好的抗癌作用. 

裴旭东, 翟玉峰, 张怀宏, 南阳市中心医院感染肝病科 河南
省南阳市 473009
裴旭东, 副主任医师, 主要从事感染性疾病和肝病的研究. 
作者贡献分布: 裴旭东参与课题实施、数据分析、结果总结; 张
怀宏参与课题具体实施; 翟玉峰为课题设计者. 
通讯作者: 翟玉峰, 主任医师, 硕士生导师, 473009, 河南省南阳
市工农路312号, 南阳市中心医院感染肝病科. 
pxd_xiang@126.com 
电话: 0377-61660521
收稿日期: 2014-05-31   修回日期: 2014-06-20
接受日期: 2014-07-05   在线出版日期: 2014-08-28

Influence of panax 
notoginsenosides on AFP-L3 
and GP-73 expression in 
hepatoma cell lines

Xu-Dong Pei, Yu-Feng Zhai, Huai-Hong Zhang 

Xu-Dong Pei, Yu-Feng Zhai, Huai-Hong Zhang, Depart-
ment of Infectious Diseases, Nanyang Central Hospital, 
Nanyang 473009, Henan Province, China
Correspondence to: Yu-Feng Zhai, Chief Physician, De-
partment of Infectious Diseases, Nanyang Central Hospital, 
312 Gongnong Road, Nanyang 473009, Henan Province, 
China. pxd_xiang@126.com
Received: 2014-05-31    Revised: 2014-06-20 
Accepted: 2014-07-05    Published online: 2014-08-28

Abstract
AIM: To study the effect of panax notoginsen-
osides (PNS) on the expression of alpha-feto-
protein-L3 (AFP-L3) and Golgi glucoprotein 73 
(GP-73) in hepatoma cell lines. 

METHODS: Hepatoma cell lines SMMC-7721 
and Bel-7402 were used. The cells were divided 
into different groups and treated with 5-fluoro-
uracil (5-Fu) or different concentrations of PNS 
(10-400 µg/mL) for 120 h. Untreated cells were 
used as controls. MTT assay was used to detect 
cell activity, and enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA) was used to detect AFP-L3 and 
GP-73 levels. 

RESULTS: PNS at concentrations > 200 µg/mL 
showed a significant inhibitory effect on hepa-
toma cell growth. PNS at a concentration of 

400 µg/mL had comparable inhibitory effect 
to 5-Fu at 40 µg/mL. PNS at concentrations of 
both 200 and 400 µg/mL significantly inhibited 
GP-73 activity in hepatoma cells, and the in-
hibitory effect of PNS at 400 µg/mL was signifi-
cantly higher than that of 5-Fu at 40 µg/mL (P 
< 0.05). PNS at 400 µg/mL could significantly 
suppress AFP-L3 in hepatoma cells compared 
with controls (P < 0.01), and the effect was sim-
ilar to that of 5-Fu. 

CONCLUSION: PNS can inhibit hepatoma cell 
proliferation and suppress AFP-L3 and GP-73 
activity. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hepatoma cell line; Alpha-fetopro-
tein-L3; Golgi glucoprotein 73; Panax notoginseno-
sides 
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摘要 
目的: 研究三七总皂甙(panax notoginsenosides, 
P N S)对不同肝癌细胞株、甲胎蛋白异质体
(alpha-fetoprotein-L3, AFP-L3)分泌及高尔基
体糖蛋白-73(Golgi glucoprotein 73, GP-73)的
影响. 

方法: 以肝癌细胞HepG2两种细胞株SMMC-
7721和Bel-7402作为研究对象, 分为空白对
照组、5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)组和
不同浓度梯度(10-400 µg/mL)的PNS组, 共
培养120 h, 利用MTT比色测定法检测细胞
活性, ELISA及细胞分化法检测AFP-L3及
GP-73活性. 

结果: PNS在>200 µg/mL时可表现出对两种肝

■同行评议者
何向辉, 教授, 天
津医科大学总医
院普通外科
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■研发前沿
原发性肝癌 ( h e -
patocellular carci-
noma, HCC)的早
期诊断仍是目前
肝癌诊治研究的
热 点 之 一 .  传 统
上甲胎蛋白异质
体(alpha-fetopro-
tein-L3, AFP-L3)
是诊断原发性肝
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
的主要方式之一, 
虽然在疾病的临
床诊断中具有一
定的应用价值, 然
而特异性和敏感
性不强, 可能出现
的漏诊的现象. 

癌细胞株增殖的抑制, 高浓度PNS(400 µg/mL)
对细胞活性影响较大, 抑制率与5-Fu(40 µg/
mL)的作用相似. PNS组200、400 µg/mL剂量
均明显抑制肝癌两种细胞株GP-73活性, 且剂
量400 µg/mL的抑制作用与5-Fu组比较有显著
差异(P <0.05). PNS组剂量达400 µg/mL时才能
有效抑制肝癌两种细胞株AFP-L3活性, 与对
照组比较差异显著(P <0.01); 且400 ng/mL剂量
的抑制作用与5-Fu组没有显著差异. 

结论: PNS具有抑制肝癌细胞株的生长, 降低
AFP-L3与GP-73活性, 肝癌细胞基因分化, 诱
导其在体外向正常肝细胞分化, 且效果与剂量
-时间呈正相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝癌细胞株; 甲胎蛋白异质体; 高尔基体糖

蛋白-73; 三七总皂甙

核心提示: 本研究发现 ,  三七总皂甙 (p a n a x 
notoginsenosides, PNS)能够抑制人肝癌细胞

SMMC-7721增殖、诱导细胞凋亡或坏死, 并且随

着药物浓度的增加而增强; 同时抑制甲胎蛋白异

质体(lectin-reactive alpha-fetoprotein)、高尔基体

糖蛋白-73(Golgi protein-73)的分泌, 通过作用于

一系列的分子信号通路发挥抗肝癌细胞生长作

用. 但就PNS对肝癌细胞株抑制和一系列作用的

机制尚未完全明确, 需作进一步研究.

裴旭东, 翟玉峰, 张怀宏. 三七总皂甙对肝癌细胞株、甲胎
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0  引言

三七总皂甙(panax notoginsenosides, PNS)是从

五加科人参属草本植物三七中提取的有效成

分, 是多系统靶向药物, PNS不但具有良好的

止血、活血化瘀双向药理作用, 还具有明显促

进肝细胞增殖再生, 减轻肝细胞炎症, 抑制肝

细胞纤维化. 近年研究表明[1]PNS能够调控人体

肝脏卵圆细胞代谢, 降低肝癌细胞活化基因的

表达, 从而能够有效抑制肝癌细胞的生长[2]. 还
有学者用小鼠移植性肿瘤模型对肝癌实体型

HepG2进行了研究, 认为PNS对HepG2有良好

的抗癌作用[3]. 本研究选择两种人肝癌细胞株

(SMMC-7721, Bel-7402), 观察PNS对体外培

养肝癌细胞株生长、甲胎蛋白异质体(l ec t in-

reactive alpha-fetoprotein, AFP-L3)及高尔基体

糖蛋白-73(Golgi protein 73, GP-73)分泌的影

响. 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞株和人肝癌

B e l-7402细胞株细胞来源于新乡医学院免疫

学教研室. 三七总苷注射液(250 mg/支, 昆明

制药集团股份有限公司, 纯度为95%). 5-氟尿

嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)注射液(250 g/10 mL, 
上海旭东海普药业有限公司). 细胞培养基含

10%F B S的D M EM培养基由G ib co公司提供. 
G P-73蛋白酶联免疫吸附检测试剂盒由北京

热景生物技术有限公司提供. 噻唑蓝(margaret 
blue, MTT Sigma公司). AFP-L3检测Roche全自

动化学发光定量分析, 使用同型配套试剂; 96孔
培养板(Corning公司); BH-2型酶标仪(美国Bio-
rad公司). 免疫组织化学试剂主要包括: GP-73
免疫组织化学染色法试剂盒(深圳联科公司); 
DAB显色剂(福州迈新生物技术开发有限公司); 
FACS Canto Ⅱ型流式细胞仪(美国BD公司); 酶
联免疫检测仪(型酶联免疫仪(美国Sigma公司); 
751分光光度计(上海分析仪器厂).  
1.2 方法

1.2.1 细胞株培养: 肝癌细胞HepG2细胞的两种

细胞株BEL-7402、SMMC-7721用含有10%胎牛

血清的DMEM培养基, 在37 ℃、5%CO2浓度的

孵箱中培养, 不表达乙型肝炎表面抗原(hepatitis 
B surface antigen, HBsAg), 观察并记录微孔板中

细胞生长情况, 并对细胞密度密度进行检测. 按
照1∶2的比例更换培养液, 提高细胞的存活率. 
取对数生长期的细胞, 用胰酶消化洗脱, 进行细

胞计数. 调整好细胞浓度后, 均匀地接种于96孔
培养板, 每孔种植约10000个细胞, 每孔培养基

体积100 µL, 取空白孔不接种细胞为系统空白

孔, 置于37 ℃温度, 浓度为5%的CO2空气中保存

24 h, 使细胞展开贴壁. 
1.2.2 细胞增殖抑制试验(MTT法): HepG2细胞

分别接种于含10%胎牛血清的D M E M培养基

和RPMI 1640培养基中, 37 ℃、5%CO2、饱和

湿度的培养箱中培养, 每3天换液传代1次. 将
HepG2细胞调整为1.0×104/mL接种到96孔细

胞培养板中, 每孔0.1 mL, 4 h后加入PNS, 终浓

度分别为10、50、100、200、400 µg/mL, 并
设阳性对照药5-F u(40 µ g/m L)组和溶媒对照

组, 每个浓度均设6个复孔. 分别培养24、48、

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
O h a s h i 等 发 现
机 体 正 常 情 况
下 ,  高 尔 基 体 糖
蛋 白 - 7 3 ( G o l g i 
glucoprotein 73, 
GP-73)是高尔基
体顺面膜囊上的
一种整合膜蛋白, 
是一种与病毒性
肝炎感染及肝细
胞恶性转化密切
相关的糖蛋白, 肝
细胞癌变呈过表
达状态, 在肝癌组
织及外周血中明
显 增 高 ,  其 可 以
作为肝癌标志物, 
GP-73阳性细胞灶
可以被认为是肝
细胞癌癌前病变.72、96、120 h后, 取出培养板, 每孔加入20 µL 

MTT(5 g/L)继续培养4 h, 经洗涤离心弃去上清, 
并将其置入培养液中, 将血清与培养液搅拌均

匀, 10 min后, 抽取上清液检测FP-L3和GP-73, 
再利用MTT比色法 [4]测量A 570值, 根据相关结

算公式计算肝癌细胞增殖的抑制率, 实验重复

6次. HepG2细胞的生长抑制率: 抑制率(%) = 
(1-A PNS组/A 5-Fu组)×100%. 
1.2.3 AFP-L3和GP-73含量的测定: AFP-L3浓度

测定采用ELISA双抗体夹心法, AFP-L3浓度结

果以ng/mL表示, >35 ng/mL作为临界值. GP-73
测定采用双抗体夹心法(ADL Biotech Dev Co, 
USA)测定GP-73含量: 取GP-73抗体置于微孔板

中, 制成固相载体. 取血清标准置入微孔板中, 
促使GP-73抗体与血清中的GP-73充分结合, 清
洗微孔板, 取生物素化GP-73抗体置入微孔板中, 
待其充分结合后, 再使用清水冲洗微孔板. 滴入

HRP亲和素, 洗净微孔板后, 滴入TMB待其变

成蓝色后, 滴入稀硫酸, 使其终止反应, 终止反

应后的颜色为黄色. 记录TMB颜色的深浅, 并
利用酶标仪570 nm处检测其A值, 浓度为6.25 
µg/mL并依次在最终值上递增1倍, 最后递增值

为200 µg/mL. 建立坐标轴, 其中吸光度为纵向

坐标, S1-S6浓度为横向坐标, 制作log-log双对数

曲线. 根据曲线表达方式确定计算标准, 根据样

品中的GP-73浓度与A值成正比, 计算标本GP-73
浓度(µg/mL). 

统计学处理 各组实验数据均重复3次以上. 
计量资料用mean±SD表示, 各组间数据的比较, 
多组间比较采用方差分析, 两样本均数的比较

采用t检验, 数据统计采用SPSS17.0统计软件处

理. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 PNS和5-Fu对不同体外人肝癌细胞生长的

影响 MTT实验显示, 不同浓度PNS和5-Fu均能

明显抑制SMMC-7721细胞增殖, 具有浓度依赖

性, 随着浓度增加对两种人肝癌SMMC-7721
和Bel-7402细胞抑制率得到增强. 其中低浓度

PNS(10、50 µg/mL)对SMMC-7721和Bel-7402
细胞活性影响较小, 高浓度PNS(400 µg/mL)对细

胞活性影响较大, 抑制率与5-Fu(40 µg/mL)的作

用相似(分别为67.5%、64.8%和60.4%、60.3%), 
与对照组比较差异有统计学意义. 其中PNS(400 
µg/mL)对Bel-7402细胞株的抑制作用亦与5-Fu
组的作用相似, 较SMMC-7721细胞株的抑制率

较高, 但无统计学差异(表1). PNS组对正常小鼠

肝细胞无明显的影响, 而5-Fu组则抑制正常小鼠

肝细胞的增殖. 
2.2 不同浓度PNS各时间段对不同体外人肝癌细

胞生长的影响 从图1可以看出: 6个浓度组处理

HepG2细胞24-120 h, 绘制生长曲线, 对人肝癌

SMMC-7721细胞株和Bel-7402细胞株的抑制, 随
浓度增加抑制率递增, 均在400 µg/mL时达到最

大抑制率, 同时随着作用时间的增加而增强. 但
对正常的细胞增殖和抑制均不明显, 在第120 h
后SMMC-7721细胞株的抑制率和Bel-7402细胞

株的抑制率与HepG2的比较均有显著差异(均
P <0.01), 且对SMMC-7721细胞株的抑制率优于对

Bel-7402细胞株的抑制率, 并随时间延长而增强. 
2.3 PNS对人肝癌HepG2细胞AFP-L3和GP-73
含量的影响 结果表明, PNS组对SMMC-7721
细胞株和B e l-7402细胞株的抑制呈剂量依赖

性, 200、400 µg/mL剂量均明显抑制肝癌两种

细胞株GP-73活性, 且剂量400 µg/mL的抑制作
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表 1 PNS体外对人肝癌HepG2 SMMC-7721和Bel-7402细胞生长的影响 (n  = 3, mean±SD)

     
分组 

    药物剂量

     (µg/mL)

                  SMMC-7721                       Bel-7402 肝癌HepG2

          A 570 抑制率(%)          A 570 抑制率(%)          A 570 

对照组           0 0.449±0.055       0 0.517±0.014       0 0.430±0.068

5-Fu         40 0.268±0.023     67.5 0.204±0.013     60.4 0.216±0.102

PNS         10 0.421±0.028a     36.6 0.408±0.027a     20.8 0.469±0.034

        50 0.409±0.011b     38.8 0.353±0.028b     31.5 0.475±0.048

      100 0.378±0.002b     40.3 0.231±0.031b     55.2 0.447±0.055

      200 0.289±0.016b     47.4 0.221±0.032b     57.1 0.452±0.218

      400 0.254±0.009       64.8 0.202±0.032     60.3 0.452± 0.287

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶; PNS: 三七总皂甙.
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用与5-Fu组比较差异有统计学意义(P <0.05); 同

时对SMMC-7721细胞株GP-73活性抑制率好于

Bel-7402细胞株(P <0.05). PNS剂量400 µg/mL时
才能有效抑制肝癌两种细胞株AFP-L3活性; 且
400 µg/mL剂量的抑制作用与5-Fu组差异无统计

学意义, 同时对SMMC-7721细胞株AFP-L3活性

抑制率与Bel-7402细胞株相比较, 差异无统计学

意义(表2). 

3  讨论

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
的早期诊断仍是目前肝癌诊治研究的热点之

一. 传统上A F P是诊断H C C的主要方式之一, 
虽然在疾病的临床诊断中具有一定的应用价

值, 然而特异性和敏感性不强, 可能出现的漏

诊的现象. 对此, 临床开始探求更加有效的诊

断方式 .  随着学者对H C C的深入研究 ,  发现

GP-73和AFP-L3是能够清楚反应患者血清值

的变化情况[5]. 
AFP-L3主要在肝癌细胞中的检出率相对

较高, 他不仅会破坏肝细胞免疫功能结构, 还能

增强肝癌细胞活性, 具有较高的敏感性, 能够应

用于肝癌早期的诊断中[6]. AFP-L3阳性的肝癌

细胞分离速度相对较快, 会造成患者病情呈严

重化发展. 此外, AFP-L3阳性还可能造成肝癌

细胞转移, 累及其他肾脏组织. AFP-L3阳性与

AFP无明显关系, 但是与肿瘤直径呈正相关. 对
此, 有学者认为AFP可能与肝癌的发生发展存

在直接关系[7]. 有研究报道, PNS不仅能够降低

肿瘤细胞活性, 其中人参皂苷Rb1也可达到抗

肝癌的目的. Yamamoto等[8]学者观察GP-1对小

鼠肝癌的治疗效果, 利用GP-1灌胃给药治疗, 了
解该药物对Heps的抑制作用, 研究结果显示, 对
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表 2 PNS 对人肝癌HepG2细胞GP-73含量和AFP-L3含量的影响 (mean±SD, n = 2, g/mL)

     
分组

药物剂量

 (µg/mL)

                            GP-73                          AFP-L3

SMMC-7721    Bel-7402 SMMC-7721    Bel-7402

对照组         0 95.81±59.60 96.80±61.30 42.09±8.17 51.62±7.99

5-Fu      20 52.23±56.84 51.46±36.25 22.32±5.54 23.65±6.01

PNS      10 96.02±55.33 95.30±52.33 42.33±7.86 44.52±5.69

     50 90.54±49.32 92.37±48.68 40.52±8.02 40.36±6.53

   100 88.31±47.03 86.53±54.88 35.98±7.82 36.53±7.21

   200 60.03±39.88a 64.28±38.53a 30.53±6.59a 31.55±6.24a

   400 34.03±25.44bc 40.55±24.62bc 20.71±8.67b 22.33±5.91b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  5-Fu. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶; PNS: 三七总皂甙; AFP-L3: 甲胎蛋白异质体; GP-73: 高尔基体

糖蛋白-73. 

100

80

60

40

20

人
肝

癌
细

胞
抑

制
率

(%
)

A

10        50       100      200      400
PNS浓度(µg/mL)

100

80

60

40

20

人
肝

癌
细

胞
抑

制
率

(%
)

10          50        100       200      400
PNS浓度(µg/mL)

100

80

60

40

20

人
肝

癌
细

胞
抑

制
率

(%
)

10             50       100         200         400
PNS浓度(µg/mL)

24 h
48 h
72 h
96 h
120 h

24 h
48 h
72 h
96 h
120 h

B

C 24 h
48 h
72 h
96 h
120 h

图 1 不同浓度PNS对人肝癌各细胞株的抑制率. A: 不同浓

度PNS对人肝癌HepG2的抑制率; B: 不同浓度PNS对人肝

癌SMMC-7721细胞株的抑制率; C: 不同浓度PNS对人肝癌

Bel-7402细胞株的抑制率. PNS: 三七总皂甙. 
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Heps的抑制率可高达62%[9]. 本文结果表明, 不
仅能够降低人肝癌细胞株的活性, 还能够减少

SMMC-7721对细胞的分泌量, 能够有效控制疾

病的发展. 临床研究表明, 取浓度≥200 µg/mL
的PNS用于肝癌的治疗中时, 发现该药物能够

有效HepG2、BEL-7402等增殖、转移等, 且持

续取高浓度PNS治疗, 对肝癌细胞的抑制作用

越强. 
Ohashi等[10]发现机体正常情况下, GP-73是

高尔基体顺面膜囊上的一种整合膜蛋白, 是一

种与病毒性肝炎感染及肝细胞恶性转化密切

相关的糖蛋白, 肝细胞癌变呈过表达状态, 在
肝癌组织及外周血中明显增高, 其可以作为肝

癌标志物, GP-73阳性细胞灶可以被认为是肝

细胞癌癌前病变[11]. 三七的主要活性成分是人

参皂苷Rb1、Rg1、Rg3、Rh2以及三七皂苷R1
等. 毛一雷等[12]也发现GP-73在肝癌患者中的

水平最高, 肝癌患者中的敏感性达到76.9%, 特
异性达到92.8%; 而AFP的敏感性仅为48.6%. 人
参皂苷R b1具有抑制肿瘤增殖、增加化疗药

物的敏感性、逆转肿瘤细胞耐药等作用. 人参

皂苷R g1可通过调节癌基因和抑癌基因表达

而抑制骨肉瘤细胞的增殖[13], 本研究发现PNS
可明显降低S M M C-7721细胞恶性程度指标

AFP-L3浓度和GP-73活力, 且在一定范围内呈

显著量效关系, 通过阻断癌细胞基因分化, 使
基因表达的表型向正常方向逆. 本实验还发现

PNS组对SMMC-7721细胞株GP-73和AFP-L3活
性抑制率要优于度Bel-7402细胞株的抑制, 对
SMMC-7721细胞株GP-73活性抑制率优于5-Fu
组 .  文玲玲等 [14]发现人参皂苷能够通过降低

SMMC-7721细胞活性, 减少其对机体细胞结构

的破坏, 还能够降低淋巴细胞、SMMC-7721等
的黏附作用, 不仅能够提高手术治疗效果, 降低

病情复发率, 还能够有效抑制肝癌细胞的转移, 
避免累积其他肾脏组织等, 本实验研究结果与

其相符. 针对上述研究成果, 本文认为, 可加大

对PNS的研发, 达到提高肝癌患者预后生存质量

的目的. 
目前, 尽管活血化瘀药被大量运用于肿瘤

防治, 但该类药物的双向调节机制在临床上尚

有争议的问题, 但本研究发现, PNS能够抑制人

肝癌细胞SMMC-7721增殖、诱导细胞凋亡或坏

死, 并且随着药物浓度的增加而增强; 同时抑制

AFP-L3、GP-73的分泌[15], 通过作用于一系列的

分子信号通路发挥抗肝癌细胞生长作用. 但就

PNS对肝癌细胞株抑制和一系列作用的机制尚

未完全明确, 需作进一步研究. 
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■背景资料
急性肝衰竭具有
起 病 急 、 进 展
快、病情复杂、
病死率高等特点, 
以大量细胞死亡
为主要表现, 细胞
凋亡在这一过程
中有重要作用. 国
内外许多研究证
实了内质网应激
相关性的肝细胞
凋亡参与了急性
肝衰竭的发生发
展过程. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of P38MAPK inhibitor 
SB203580 on Caspase12 protein expression and 
apoptosis of hepatocytes in rats with acute hepat-
ic failure, and to explore the mechanism underly-
ing its protective effect on acute hepatic failure. 

METHODS: Seventy-two healthy Wistar rats 
were randomly divided into three groups: a con-
trol group (injected with normal saline), a model 
group (injected with D-galactosamine/lipopoly-
saccharide, D-Gal/LPS), and an inhibitor group 
(injected with D-Gal/LPS + SB203580). Each 
group was further divided into three subgroups 
for testing at different time points, with 8 rats 
in each subgroup. Blood samples were collected 
for the determination of alanine aminotransfer-
ase (ALT) and total bilirubin (TBIL). HE staining 
was performed to observe the liver pathologi-
cal changes. Immunohistochemical assay was 
performed to detect the expression of Caspase12 
protein. The diphenylamine method was used to 
detect the apoptosis rate. 

RESULTS: The liver function, Caspase12 pro-
tein expression and apoptosis rate in the inhibi-
tor group at 12 h were lower than those in the 
model group. Caspase12 protein expression at 
18 h in the inhibitor group had no significant 
difference with that in the model group, while 
the apoptosis rate was significantly higher in the 
inhibitor group than in the model group. Necro-
sis occurred in the model group at 12 h, and in 
the inhibitor group at 18 h. 

CONCLUSION: P38MAPK inhibitor SB203580 
can reduce the expression of Caspase12 protein, 
inhibit the endoplasmic reticulum stress-medi-
ated hepatocyte apoptosis, reduce the necrosis 
of liver cells and play a protective effect against 
acute hepatic failure.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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■研发前沿
ERS既是细胞抵
抗应激的重要机
制 ,  也 是 应 激 损
伤细胞的重要机
制 ,  被 认 为 发 生
在各种损伤的早
期阶段, 因此, 对
内质网应激反应
的干预有可能成
为防治急性肝衰
竭 的 有 效 手 段 . 
本实验的目的是
应用P38MAPK抑
制剂(SB203580)
对急性肝衰竭大
鼠模型进行干预, 
探讨P38MAPK抑
制剂对Caspase12
介导的内质网应
激相关性肝细胞
凋 亡 的 影 响 ,  为
急性肝衰竭的发
病机制及其治疗
寻求新的靶点. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察P38MAPK抑制剂SB203580对急性
肝衰竭大鼠肝组织Caspase12蛋白表达及肝细
胞凋亡的影响, 探讨其对急性肝衰竭大鼠肝脏
保护作用的机制.

方法: 72只健康Wistar大鼠随机分3组: 对照组
(注射生理盐水)、模型组(注射D-Gal/LPS)、
抑制剂组(D-Gal/LPS+SB203580). 按时间点
分为3个亚组, 每亚组8只. 取血检测丙氨酸
氨基转移酶(alanine aminotransferase, ALT)、
总胆红素(total bilirubin, TBIL); HE染色观
察肝组织病理学变化; 免疫组织化学法检测
Caspase12蛋白; 二苯胺法检测细胞凋亡率. 
SPSS18.0统计分析. 

结果: 抑制组12 h肝功、Caspase12蛋白表达和
细胞凋亡率均低于模型组; 18 h Caspase12蛋白
表达与模型组差异无统计学意义, 细胞凋亡率
高于模型组; 模型组12 h出现坏死, 抑制组18 h
出现坏死. 

结论: P38MAPK抑制剂SB203580能减少肝衰
竭大鼠Caspase12蛋白表达和肝细胞凋亡率, 
减轻肝细胞坏死, 对急性肝衰竭大鼠的肝脏具
有保护作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 急性肝衰竭; 内质网应激; 凋亡; Caspase12; 

P38MAPK; SB203580   

核心提示: 急性肝衰竭起病急、进展快、病情复

杂、病死率高. 我们研究发现P38MAPK抑制剂

SB203580能减少肝衰竭大鼠Caspase12蛋白表达

和肝细胞凋亡率, 减轻肝细胞坏死, 对急性肝衰

竭大鼠的肝脏具有保护作用, 可以成为治疗急性

肝衰竭的一个新靶点.

刘晓珺, 刘北彦, 孔俊英, 王凤平, 孙辉, 谢文媛, 王宏微, 沈滨, 

杜雅菊. P38MAPK抑制剂对急性肝衰竭大鼠内质网应激反应

性凋亡的作用. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 3625-3631 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3625.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3625

0  引言

急性肝衰竭(acute hepatic failure, AHF)具有起病

急、进展快、病情复杂、病死率高等特点, 虽
有包括药物, 人工肝支持系统及肝移植, 细胞移

植等多种治疗措施, 死亡率仍然非常高[1-3]. AHF
以大量细胞死亡为主要表现, 细胞凋亡在这一

过程中有重要作用[4-6]. 国内外许多研究证实了

内质网应激相关性的肝细胞凋亡参与了急性肝

衰竭的发生、发展过程[7]. 其中Caspase12是内

质网应激性细胞凋亡途径的特异性标志物, 既
往研究显示D-Gal/LPS诱导小鼠急性肝衰竭早

期Caspase12 mRNA表达水平逐渐升高, 后期降

低, 与肝细胞凋亡发生的时相性呈显著正相关[8]. 
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinase, MAPK)级联是细胞内重要的信号传导系

统之一, 其将细胞外刺激信号传递到细胞核引

起一系列细胞生物学反应[9], 而P38MAPK作为

MAPK家族的重要信号通路, 在细胞炎症、增

殖、应激、凋亡、细胞周期和生长等多种生理

和病理过程中起着重要作用[10]. 本实验目的是

应用P38MAPK抑制剂(SB203580)对急性肝衰

竭大鼠模型进行干预, 观察Caspase12蛋白的表

达及肝细胞凋亡情况, 探讨P38MAPK抑制剂对

Caspase12介导的内质网应激相关性肝细胞凋亡

的影响, 为急性肝衰竭的发病机制及其治疗寻

求新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠72只, 体质量180-200 g, 购自

哈尔滨医科大学附属第二医院动物实验中心. 氨
基半乳糖D-Gal(购自DAKO公司); 内毒素/脂多糖

LPS(购自美国Sigma公司); SB203580(购自Calbio-
chem公司); Caspase12(购自英国Abcam公司); 二
抗(购自武汉博士德公司) . 
1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立: 72只大鼠随机分成3组, 
每组24只. 即正常对照组: 腹腔注射生理盐水

2 mL; 模型组: 腹腔联合注射400 mg/kg D-Gal及
100 μg/kg LPS共2 mL; SB203580组: 于造模完

成后给予1 mg/(kg·d)SB203580腹腔注射. 每组
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■相关报道
L u o 等 报 道 p 3 8
MAPK在ERS中
诱导GRP78等上
调 .  GRP78为内
质网应激反应的
元件.

随机分为6、12、18 h 3个亚组, 每亚组8只. 实
验前禁食水12 h, 以1%戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹
腔注射麻醉, 取胸腹正中线切口, 充分暴露心脏

和肝脏. 心脏采血2 mL, 全自动生化分析仪检

测丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、总胆红素(total bilirubin, TBIL). 取肝组

织, 以40 g/L甲醛固定, 用于HE染色和免疫组织

化学; 另一块用PBS液清洗, 以二苯胺法测细胞

凋亡率. 
1.2.2 病理学检查: 取新鲜肝脏组织用10%甲醛

固定, 常规石蜡包埋, 切片HE染色, 光学显微镜

观察肝组织损伤情况. 
1.2.3 二苯胺法定量测定肝细胞凋亡率: 取新鲜

肝组织, Hank's液冲洗2-3次, 眼科剪剪组织块约

2-3 mm, 加入30倍体积的胰蛋白酶消化液, 37 ℃
水浴箱消化1 h, 过滤留取细胞液, 按照二苯胺

法定量测定肝细胞凋亡率[11,12]进行细胞凋亡的

DNA片段化百分率分析. 
1.2.4 免疫组织化学法检测Caspase12蛋白表达: 
取甲醛固定的肝组织, 依次进行包埋、切片、

脱蜡和水化、抗原修复(热修复)、一抗孵育、

二抗孵育、DAB显色、复染、蓝化、脱水、封

片等程序, 烘干后进行镜下观察. 结果判定: 根
据染色面积来界定蛋白的表达, 同等倍数下的

肝小叶图片按照9×9等分, 然后查表格中阳性

表达的表格数, 计算出阳性表达百分比.                 
统计学处理 各组数据连续型变量服从正态

分布, 采用mean±SD; 3组之间的比较采用方差

分析, 任意两组间的比较采用LSD检验. 所有数

据采用SPSS18.0统计软件处理, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 正常对照组大鼠活动及反应灵活; 
模型组大鼠6 h开始出现活动减少, 12 h出现明显

反应迟钝, 毛发干枯发黄, 眼神失去光亮, 18 h亚
组于15 h死亡1例; 2例出现呼吸急促; 1例出现周

身不自主颤抖; SB203580组于18 h出现懒动, 毛
发干枯发黄, 眼神失去光亮等表现; 正常对照组

和SB203580组无死亡病例. 
2.2 肝脏组织形态学变化

2.2.1 肝脏大体变化: 正常对照组肝脏红润、表

面光滑、边缘整齐. 模型组: 6 h部分大鼠肝脏

略饱满; 12 h肝脏肿胀, 表面见散在出血点或瘀

斑; 18 h肝脏高度充血水肿, 表面瘀血呈片状, 

部分肝脏缩小, 呈暗红色, 肝包膜紧张无光泽. 
SB203580组大鼠肝脏在12 h出现充血水肿; 18 h
肝脏明显肿胀, 表面可见散在出血点或瘀斑. 
2.2.2 病理学变化: HE染色, 正常对照组肝小叶

结构完整, 无炎细胞浸润, 无肝细胞变性及坏死

现象. 模型组6 h显示肝细胞肿胀, 中性粒细胞细

胞浸润, 出现散在的肝细胞凋亡, 核固缩, 染色

质浓聚, 胞核呈棕褐色; 12 h弥漫性肝细胞凋亡, 
出现点片状出血及坏死现象; 18 h肝小叶结构破

坏, 肝细胞大片变性坏死和出血. SB203580组相

比较模型组6 h无明显差别, 12 h凋亡现象明显少

于模型组; 18 h发生片状坏死, 程度均较模型组

轻(图1). 
2.3 ALT与TBIL 模型组ALT与TBIL的值与正常

对照组相比从6 h开始升高, 12和18 h显著升高

(P <0.05); SB203580组ALT与TBIL的值从12 h开
始高于正常组相对应时间点的值(P <0.05), 但低

于模型组(P <0.05)(表1). 
2.4 Caspase12蛋白的表达情况 Caspase12蛋白

表达于肝细胞胞质内. 模型组Caspase12蛋白在

3个时间点均高于对照组(P <0.05); 12、18 h阳
性表达高于6 h(P <0.05), 而18和12 h两组间差异

无统计学意义(P >0.05). SB203580组Caspase12
蛋白表达量12 h表达高于6 h组(P <0.05), 18与
12 h组无统计学差异(P >0.05); 与模型组相比, 
6 h亚组Caspase12蛋白表达量无明显统计学差

异(P >0.05); 12和18 h阳性表达量低于模型组

(P <0.05)(表2, 图2). 
2.5 细胞凋亡率 模型组6、12 h肝细胞凋亡率明

显高于正常对照组(P <0.05), 18 h组与正常对照

组无差异(P >0.05); 12 h高于6 h(P <0.05); 而18 h
的细胞凋亡率低于12 h组(P <0.05). SB203580组
与模型组比较, 6、12 h的细胞凋亡率明显低于

模型组(P <0.05), 而18 h肝细胞凋亡率高于模型

组(表3). 

3  讨论

急性肝衰竭可在多种疾病的过程中发生[13], 其
进展迅速, 病情复杂, 死亡率极高, 治疗困难[14,15]. 
因此, 如何保护肝脏功能, 减轻肝脏病变程度, 
有效控制或延缓疾病的进展成为研究的难点. 
内质网是细胞内功能十分活跃和重要的细胞器, 
与蛋白质的合成、储存、加工修饰、折叠、组

装和运输密切相关, 同时对钙离子的储存也起

到重要作用. 内质网这些极其重要的功能紊乱
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■创新盘点
急性肝衰竭是临
床上常见的急危
重症之一, 如何保
护肝脏功能, 减轻
肝脏病变程度, 有
效控制或延缓疾
病的进展成为研
究的难点. 我们研
究发现P38MAPK
抑制剂SB203580
能减少肝衰竭大
鼠Caspase12蛋白
表达和肝细胞凋
亡率, 减轻肝细胞
坏死, 对急性肝衰
竭大鼠的肝脏具
有保护作用.

将导致未折叠或者错误折叠的蛋白质在内质网

中的堆积, 从而引发内质网应激(endoplasmic re-
ticulum stress, ERS)[16]. 研究显示, ERS及其介导

的细胞凋亡途径与许多肝脏疾病的发生发展都

有密切的关系[17-19]. ERS既是细胞抵抗应激的重

要机制, 也是应激损伤细胞的重要机制, 被认为

发生在各种损伤的早期阶段. 因此, 对内质网应

激反应的干预有可能成为防治急性肝衰竭的有

效手段. 
Caspase12是内质网应激介导的细胞凋亡

特异性的标志物[20,21]. 研究显示, D-Gal/LPS诱导

小鼠急性肝功能衰竭早期Caspase12 mRNA表

达水平逐渐升高, Caspase12蛋白因内质网应激

而被大量活化, 后期降低, 与肝细胞凋亡的发生
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图 1  肝脏组织病理学
变化(HE×200). A: 模型

组6 h; B: 模型组12 h; C: 

模型组18 h; D: SB203580

组6 h; E: SB203580组12 h; 

F: SB203580组18 h. 

表 1 TBIL、ALT值 (mean±SD)

     分组    对照组          模型组    SB203580组

TBIL(mg/dL) 

  6 h   1.4±0.1        2.1±0.4       1.6±0.1

  12 h   1.1±0.1      12.4±2.3a       7.4±2.1ac

  18 h   1.9±0.3      25.1±4.4a     10.3±3.9ac

ALT(U/L)

  6 h 29.3±5.7   290.9±54.6a   174.1± 29.5a

  12 h 31.5±4.8 3984.6±983.5a 1472.1±205.9ac

  18 h 35.6±6.1 7692.7±1244.8a 4067.8±936.4ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组. TBIL: 总胆红素; ALT: 丙氨酸氨基转移酶.
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在时相保持一致, 提示Caspase12介导的内质网

应激相关性肝细胞凋亡参与急性肝功能衰竭的

发生发展, 是急性肝功能衰竭中肝细胞损伤的

重要机制之一. 本实验应用D-Gal/LPS制造肝衰

竭模型[22], HE染色显示6 h肝细胞出现散在的肝

细胞凋亡, 12 h肝细胞凋亡明显, 并出现点片状

出血及坏死现象, 18 h肝小叶结构破坏, 肝细胞

大片变性坏死和出血. 二苯胺法定量测定的肝

细胞凋亡率也显示12 h组凋亡率最高, 为31.7%, 
而18 h反而呈降低趋势, 肝细胞凋亡率低于12 h
组(P <0.05). 实验表明大鼠急性肝衰竭模型成

功, 随着时间的延长肝损伤的程度加重, 早期以

肝细胞凋亡为著, 18 h主要表现为坏死. 模型组

Caspase12蛋白表达在3个时间点均高于对照组

(P <0.05), 12、18 h阳性表达高于6 h(P <0.05), 而
18和12 h两组间差异无统计学意义(P >0.05). 由
此可见Caspase12凋亡通路参与了大鼠肝衰竭

的发病过程, 但是Caspase12蛋白表达并没有随

着肝衰竭程度加重呈现出持续升高, 18 h亚组

Caspase12蛋白表达与肝细胞凋亡率显示出不一

致性, 我们分析可能的原因是: (1)18 h组坏死明

显, Caspase12蛋白的结构可能被破坏, 影响检测

结果; (2)在肝衰竭的病理变化过程中其他因素

作用于Caspase12蛋白, 并抑制其合成表达; (3)内
质网应激相关的凋亡通路可能是肝衰竭早期病

理变化的原因.
p38MAPK是细胞应激反应的重要信号分

子, 其动态平衡对维持细胞功能状态稳定具有

重要意义[23], 并且在细胞炎症反应、细胞凋亡

和免疫调节等过程中起重要作用[24]. 文献报道, 

■应用要点
应用SB203580抑
制后可以有效地
减少内质网应激
介导的细胞凋亡, 
改善肝功能, 推迟
肝坏死的时间, 可
以成为治疗急性
肝衰竭的一个新
靶点, 并为肝移植
争取时间.
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图 2 Caspase12表达
(×200). A: 模型组6 h; B: 

模型组12 h; C: 模型组18 h; 

D: SB203580组6 h; E: 模

型组12 h; F: SB203580组

18 h.

表 2 Caspase12蛋白表达百分比 (mean±SD, %) 

     分组  对照组    模型组 SB203580组

6 h 2.4±0.1   8.4±1.9a    5.3±1.0

12 h 3.1±0.3 17.4±2.1a  10.6±2.7ac

18 h 3.6±0.3 15.1±2.7a    8.5±2.3ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组. 
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p38MAPK在ERS中诱导GRP78等上调[25,26]. 抑
制p38MAPK活性可阻断ERS特异性刺激诱导的

CRT表达上调[27]. 因此, 我们应用p38MAPK抑制

剂SB203580进行干预, 观察抑制p38MAPK活性

是否可以影响急性肝衰竭大鼠肝细胞Caspase12
蛋白的表达及肝细胞凋亡, 从而延缓肝衰竭的

发生. 
我们于造模完成后给予SB203580腹腔注

射, 大鼠肝脏的大体标本, 病理组织学及TBIL、
ALT值均显示肝脏损伤程度较模型组减轻, 抑
制p38MAPK活性可以保护急性肝衰竭大鼠肝

脏组织. SB203580组6、12 h的肝细胞凋亡率分

别为10.7%和22.5%, 低于模型组(P<0.05) , 而18 h
肝细胞凋亡率高于模型组; 组内12、18 h亚组

的凋亡率高于6 h, 但12 h和18 h之间差异无统计

学意义(P >0.05). Caspase12蛋白表达量12 h表达

高于6 h组(P <0.05), 18与12 h组差异无统计学意

义异(P >0.05); 与模型组相比, 6 h亚组Caspase12
蛋白表达量无明显差异(P >0.05); 12和18 h阳性

表达量低于模型组(P <0.05). 在SB203580组Cas-
pase12蛋白表达与肝细胞凋亡呈相似的变化, 与
模型组比较细胞凋亡减少、肝功能和组织学表

现改善, 其可能机制为SB203580抑制p38MAPK
活性, 抑制Caspase12蛋白表达及活化, 减轻内质

网应激相关性凋亡. 另外, 本实验发现模型组肝

细胞坏死出现时间在12 h, 而抑制剂组18 h才出

现明显的肝细胞坏死, 且坏死程度较模型组轻, 
提示p38MAPK抑制剂在抑制细胞凋亡的同时也

通过某种机制推迟了肝细胞坏死的时间. 机制

可能为模型组细胞凋亡未受局限, 持续的、广

泛的、弥漫性的细胞凋亡后续引发大量炎症因

子释放, 促进肝细胞坏死[28], 而p38MAPK抑制剂

组抑制凋亡引起的后续炎症级联放大反应, 从
而推迟了坏死的时间和程度. 可见, SB203580除
了可减少急性肝衰竭发病中内质网应激介导的

细胞凋亡, 也可以推迟急性肝衰竭肝细胞发生

坏死的时间. 

总之, 应用SB203580抑制后可以有效地减

少内质网应激介导的细胞凋亡, 改善肝功能, 并
通过某种机制推迟肝坏死的时间, 因此他对急

性肝衰竭具有保护性的作用, 可以成为治疗急

性肝衰竭的一个新靶点, 并为肝移植争取时间. 
但是SB203580的作用时间、半衰期以及体内

的代谢过程还有待进一步的研究. 此外, 在急性

肝衰竭细胞凋亡中SB203580是直接抑制Cas-
pase12表达及活化, 从而减轻内质网应激相关性

肝细胞凋亡, 还是先作用于其他配件, 如GRP78
等再引起Caspase12的变化, 都需要进一步实验

证实. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of bifidobacterial adhe-
sin on intestinal microflora and bacterial trans-
location induced by ischemia-reperfusion (I/R) 
injury in rats.

METHODS: Seventy-two SD rats were ran-
domly divided into a sham operation group (n = 
24), an I/R model group (n = 24) and an experi-
ment group (n = 24; treated with bifidobacterial 
adhesin). The rats were sacrificed 6 h, 1, 4 and 
7 d after inducing I/R. The changes of intesti-
nal microflora and bacterial translocation were 
observed, and the blood level of endotoxin was 
measured.

RESULTS: In the I/R model group, the numbers 
of Enterrococci (6.63 lgN/g ± 1.06 lgN/g vs 5.26 
lgN/g ± 1.08 lgN/g, 9.44 lgN/g ± 1.37 lgN/g 
vs 5.30 lgN/g ± 1.12 lgN/g, 8.56 lgN/g ± 1.35 
lgN/g vs 4.99 lgN/g ± 0.96 lgN/g, 8.23 lgN/g ± 
1.01 lgN/g vs 5.18 lgN/g ± 1.03 lgN/g, P < 0.05) 
and Enterobacilli (7.86 lgN/g ± 1.17 lgN/g vs 6.39 
lgN/g ± 0.85 lgN/g, 9.49 lgN/g ± 1.23 lgN/g vs 
6.64 lgN/g ± 1.44 lgN/g, 8.76 lgN/g ± 0.86 lgN/g 
vs 6.52 lgN/g ± 1.13 lgN/g, 8.89 lgN/g ± 1.09 
lgN/g vs 6.71 lgN/g ± 0.98 lgN/g, P < 0.05) in 
the feces of rats increased significantly at all time 
points, the numbers of Clostridium perfringens in-
creased significantly on days 1 (6.47 lgN/g ± 1.43 
lgN/g vs 4.51 lgN/g ± 1.22 lgN/g, P < 0.05), 4 (6.70 
lgN/g ± 1.16 lgN/g vs 4.71 lgN/g ± 0.89 lgN/g, 
P < 0.05) and 7 (6.55 lgN/g ± 1.29 lgN/g vs 4.46 
lgN/g ± 0.79 lgN/g, P < 0.05), while the numbers 
of Bifidobacterium (6.13 lgN/g ± 1.28 lgN/g vs 9.02 
lgN/g ± 1.10 lgN/g, 5.59 lgN/g ± 1.22 lgN/g vs 
8.66 lgN/g ± 0.99 lgN/g, P < 0.05) and Lactobacil-
lus (6.07 lgN/g ± 1.09 lgN/g vs 9.08 lgN/g ± 1.04 
lgN/g, 5.35 lgN/g ± 1.26 lgN/g vs 8.89 lgN/g ± 
0.97 lgN/g, P < 0.05) decreased significantly on 
days 4 and 7 compared with those in the control 
subjects. The numbers of Enterrococci (6.37 lgN/g 
± 1.04 lgN/g vs 8.56 lgN/g ± 1.35 lgN/g, 5.42 
lgN/g ± 0.92 lgN/g vs 8.23 lgN/g ± 1.01 lgN/g, 
P < 0.05) and Enterobaci (7.55 lgN/g ± 1.03 lgN/g 
vs 8.76 lgN/g ± 0.86 lgN/g, 7.16 lgN/g ± 0.86 
lgN/g vs 8.89 lgN/g ± 1.09 lgN/g, P < 0.05) in the 
experiment group were significantly lower than 
those in the I/R model group on days 4 and 7. 
The numbers of Clostridium perfringens on days 1, 
4 and 7 (5.95 lgN/g ± 1.24 lgN/g vs 4.51 lgN/g ± 

■同行评议者
门秀丽, 教授, 河
北联合大学(原华
北煤炭医学院)病
理生理学教研室



钟世顺, 等. 双歧杆菌黏附素对大鼠肠缺血再灌注损伤后肠道菌群和细菌易位的影响             3633

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
应用益生菌制剂
纠正肠道菌群紊
乱 ,  保 护 肠 道 屏
障 功 能 ,  减 少 细
菌易位已有较多
报 道 .  但 由 于 制
造与保存活菌的
难度较大及活菌
在肠道黏附定植
的 数 量 较 少 .  因
此 ,  寻 找、利 用
益生菌的菌体成
分或代谢产物进
行肠屏障功能的
保 护 研 究 ,  不 失
为一条新的临床
思 路 ,  具 有 重 要
临床应用价值.

1.22 lgN/g, 6.08 lgN/g ± 1.07 lgN/g vs 4.71 lgN/
g ± 0.89 lgN/g, 5.87 lgN/g ± 0.82 lgN/g vs 4.46 
lgN/g ± 0.79 lgN/g, P < 0.05) were significantly 
higher in the experiment group than in the con-
trol group, but had declined compared to those 
in the I/R group. The numbers of Bifidobacterium 
(8.56 lgN/g ± 0.85 lgN/g vs 8.45 lgN/g ± 0.86 
lgN/g, 7.89 lgN/g ± 1.47 lgN/g vs 8.78 lgN/g 
± 1.06 lgN/g, 8.67 lgN/g ± 1.13 lgN/g vs 9.02 
lgN/g ± 1.10 lgN/g, 8.75 lgN/g ± 0.96 lgN/g vs 
8.66 lgN/g ± 0.99 lgN/g, P > 0.05) and Lactobacil-
lus (9.16 lgN/g ± 0.94 lgN/g vs 8.91 lgN/g ± 1.06 
lgN/g, 8.56 lgN/g ± 1.21 lgN/g vs 9.11 lgN/g ± 
1.13 lgN/g, 9.16 lgN/g ± 1.08 lgN/g vs 9.08 lgN/
g ± 1.04 lgN/g, 9.01 lgN/g ± 0.95 lgN/g vs 8.89 
lgN/g ± 0.97 lgN/g, P > 0.05) showed no signifi-
cant changes at all time points in the experiment 
group. The values of endotoxin (1.43 EU/mL ± 
0.32 EU/mL vs 0.21 EU/mL ± 0.18 EU/mL,1.84 
EU/mL ± 0.24 EU/mL vs 0.30 EU/mL ± 0.23 EU/
mL,1.69 EU/mL ± 0.35 EU/mL vs 0.26 EU/mL ± 
0.21 EU/mL,1.73 EU/mL ± 0.31 EU/mL vs 0.28 
EU/mL ± 0.19 EU/mL, P < 0.05) and bacterial 
translocation rates in the liver (50% vs 0, 66.67% vs 
16.67%, 83.33% vs 0, 83.33% vs 0, P < 0.05), spleen 
(33.33% vs 0, 50% vs 0, 66.67% vs 0, 66.67% vs 0, P 
< 0.05) and mesenteric lymph nodes (66.67% vs 0, 
83.33% vs 0, 100% vs 16.67%, 100% vs 0, P < 0.05) 
in the I/R model group were significantly higher 
than those in the control group, while these pa-
rameters were significantly lower in the experi-
ment group than in the I/R model group at all 
time points (endotoxin: 0.57 EU/mL ± 0.23 EU/
mL vs 1.43 EU/mL ± 0.32 EU/mL, 0.71 EU/mL ± 
0.16 EU/mL vs 1.84 EU/mL ± 0.24 EU/mL, 0.41 
EU/mL ± 0.22 EU/mL vs 1.69 EU/mL ± 0.35 EU/
mL, 0.35 EU/mL ± 0.12 EU/mL vs 1.73 EU/mL 
± 0.31 EU/mL, P < 0.05; bacterial translocation in 
the liver: 16.67% vs 50%, 33.33% vs 66.67%, 50% 
vs 83.33%, 33.33% vs 83.33%, P < 0.05; spleen: 0 vs 
33.33%, 16.67% vs 50%, 33.33% vs 66.67%, 33.33% 
vs 66.67%, P < 0.05; mesenteric lymph nodes: 50% 
vs 66.67%, 50% vs 83.33%, 50% vs 100%, 33.33% vs 
100%, P < 0.05). 

CONCLUSION: Bifidobacterial adhesin can im-
prove the intestinal flora imbalance, reduce bac-
terial translocation and endotoxemia occurrence, 
and protect intestinal mucosal barrier function 
in rats after intestinal I/R injury.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察双歧杆菌黏附素对大鼠肠缺血再
灌注损伤(intestinal ischemia reperfusion injury, 
I/R)后肠道菌群和细菌易位的影响. 

方法: SD大鼠72只随机分为假手术组(对照组, 
24只)、I/R模型组(24只)和黏附素实验组(24
只). 建模成功后6 h及1、4、7 d, 各组分别取6
只大鼠剖杀, 观察肠道菌群和细菌易位的变化
情况, 并检测各时间点血浆内毒素水平. 

结果: I/R组各时点大鼠粪便中肠球菌(6.63 
lgN/g±1.06 lgN/g vs  5.26 lgN/g±1.08 lgN/g, 
9.44 lgN/g±1.37 lgN/g vs  5.30 lgN/g±1.12 
lgN/g, 8.56 lgN/g±1.35 lgN/g vs  4.99 lgN/g±
0.96 lgN/g, 8.23 lgN/g±1.01 lgN/g vs  5.18 lgN/
g±1.03 lgN/g, P <0.05)和肠杆菌(7.86 lgN/g±
1.17 lgN/g vs  6.39 lgN/g±0.85 lgN/g, 9.49 lgN/
g±1.23 lgN/g vs  6.64 lgN/g±1.44 lgN/g, 8.76 
lgN/g±0.86 lgN/g vs  6.52 lgN/g±1.13 lgN/g, 
8.89 lgN/g±1.09 lgN/g vs  6.71 lgN/g±0.98 
lgN/g, P <0.05)数量较对照组均明显升高, 产
气荚膜梭菌数量在1 d(6.47 lgN/g±1.43 lgN/g 
vs  4.51 lgN/g±1.22 lgN/g, P <0.05)、4 d(6.70 
lgN/g±1.16 lgN/g vs  4.71 lgN/g±0.89 lgN/g, 
P <0.05)、7 d(6.55 lgN/g±1.29 lgN/g vs  4.46 
lgN/g±0.79 lgN/g, P <0.05)时较对照组均明显
升高, 双歧杆菌(6.13 lgN/g±1.28 lgN/g vs  9.02 
lgN/g±1.10 lgN/g, 5.59 lgN/g±1.22 lgN/g vs  
8.66 lgN/g±0.99 lgN/g, P <0.05)、乳杆菌数量
(6.07 lgN/g±1.09 lgN/g vs  9.08 lgN/g±1.04 
lgN/g, 5.35 lgN/g±1.26 lgN/g vs  8.89 lgN/g±
0.97 lgN/g, P <0.05)在4、7 d时较对照组明显
降低; 实验组粪便中肠球菌(6.37 lgN/g±1.04 
lgN/g vs  8.56 lgN/g±1.35 lgN/g, 5.42 lgN/g±
0.92 lgN/g vs  8.23 lgN/g±1.01 lgN/g, P <0.05)
和肠杆菌数量(7.55 lgN/g±1.03 lgN/g vs  8.76 
lgN/g±0.86 lgN/g, 7.16 lgN/g±0.86 lgN/g vs  
8.89 lgN/g±1.09 lgN/g, P <0.05)在4、7 d时均
明显低于I/R组, 在1、4、7 d时粪便中产气荚
膜梭菌数量虽仍高于对照组(5.95 lgN/g±1.24 
lgN/g vs  4.51 lgN/g±1.22 lgN/g, 6.08 lgN/g
±1.07 lgN/g vs  4.71 lgN/g±0.89 lgN/g, 5.87 
lgN/g±0.82 lgN/g vs  4.46 lgN/g±0.79 lgN/g, 
P <0.05), 但较I/R组已有所下降, 各时点双歧杆
菌(8.56 lgN/g±0.85 lgN/g vs  8.45 lgN/g±0.86 
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lgN/g, 7.89 lgN/g±1.47 lgN/g vs  8.78 lgN/g±
1.06 lgN/g, 8.67 lgN/g±1.13 lgN/g vs  9.02 lgN/
g±1.10 lgN/g, 8.75 lgN/g±0.96 lgN/g vs  8.66 
lgN/g±0.99 lgN/g, P >0.05)和乳杆菌数量(9.16 
lgN/g±0.94 lgN/g vs  8.91 lgN/g±1.06 lgN/g, 
8.56 lgN/g±1.21 lgN/g vs  9.11 lgN/g±1.13 
lgN/g, 9.16 lgN/g±1.08 lgN/g vs  9.08 lgN/g±
1.04 lgN/g, 9.01 lgN/g±0.95 lgN/g vs  8.89 lgN/
g±0.97 lgN/g, P >0.05)则较对照组均无显著变
化; I/R组各时点血浆内毒素水平(1.43 EU/mL
±0.32 EU/mL vs  0.21 EU/mL±0.18 EU/mL, 
1.84 EU/mL±0.24 EU/mL vs  0.30 EU/mL±
0.23 EU/mL, 1.69 EU/mL±0.35 EU/mL vs  
0.26 EU/mL±0.21 EU/mL, 1.73 EU/mL±0.31 
EU/mL vs  0.28 EU/mL±0.19 EU/mL, P <0.05)
及肝(50% vs  0, 66.67% vs  16.67%, 83.33% vs  
0, 83.33% vs  0, P <0.05)、脾(33.33% vs  0, 50% 
vs  0, 66.67% vs  0, 66.67% vs  0, P <0.05)和肠系
膜淋巴结(66.67% vs  0, 83.33% vs  0, 100% vs  
16.67%, 100% vs  0, P <0.05)细菌易位率均明
显高于对照组, 实验组各时点血浆内毒素水
平(0.57 EU/mL±0.23 EU/mL vs  1.43 EU/mL
±0.32 EU/mL, 0.71 EU/mL±0.16 EU/mL vs  
1.84 EU/mL±0.24 EU/mL, 0.41 EU/mL±
0.22 EU/mL vs  1.69 EU/mL±0.35 EU/mL, 
0.35 EU/mL±0.12 EU/mL vs  1.73 EU/mL±
0.31 EU/mL, P <0.05)及肝(16.67% vs  50%, 
33.33% vs  66.67%, 50% vs  83.33%, 33.33% vs  
83.33%, P <0.05)、脾(0 vs  33.33%, 16.67% vs  
50%, 33.33% vs  66.67%, 33.33% vs  66.67%, 
P <0.05)和肠系膜淋巴结(50% vs  66.67%, 50% 
vs  83.33%, 50% vs 100%, 33.33% vs  100%, 
P <0.05)细菌易位率均明显低于I/R组. 

结论: 双歧杆菌分泌型黏附素可改善I/R后肠
道菌群失衡, 减少肠道细菌易位及内毒素血症
的发生, 保护肠黏膜屏障功能. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 本文观察了双歧杆菌黏附素对大鼠肠

道缺血再灌注损伤(intestine ischemia/reperfusion 
injury, I/R)后肠道菌群和细菌易位的影响, 发现双

歧杆菌分泌型黏附素可改善I/R后肠道菌群失衡, 
减少肠道细菌易位及内毒素血症的发生. 作为一

种菌体成分, 黏附素保存、运输方便, 又避免了

益生菌的其他一些不足之处, 因此为肠屏障功能

障碍的防护提供了一条崭新的临床思路.
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0  引言

肠道缺血再灌注损伤(intestine ischemia/reperfu-
sion injury, I/R)后造成肠黏膜屏障破坏、微生态

失调及宿主免疫防御系统损伤, 导致肠道细菌

易位、内毒素血症及肠源性炎症介质和细胞因

子释放, 继而发生内源性感染及多器官损伤. 因
此阻止缺血再灌注损伤时肠道细菌易位的发生

对减少内源性感染及多器官损伤, 保护肠黏膜

屏障功能具有重要意义. 本研究应用I/R大鼠模

型及双歧杆菌黏附素, 探讨新型无细胞微生态

制剂对实验性大鼠肠缺血再灌注损伤后肠道菌

群和细菌易位的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 72只4-6周龄健康清洁级SD大鼠, 体质

量220-300 g, 购自上海斯莱克实验动物有限责

任公司[动物编号: SCXK(沪)2007-0005]. 采用

简单随机抽样法将实验动物分为3组, 模型组

(I/R组, n  = 24)造模前后正常喂养加等量生理

盐水灌胃; 双歧杆菌黏附素预处理组(实验组, 
n  = 24)建模前7 d开始给予正常喂养加黏附素5 
mg/(kg·d)灌胃, 直至术后7 d剖杀完毕; 假手术

组(对照组, n  = 24)造模前后始终给予正常喂养. 
3组均于建模后6 h、1、4和7 d各取材6只大鼠.
1.2 方法

1.2.1 双歧杆菌分泌型黏附素的提取及纯化: 按
郑跃杰等[1]报道的方法, 将青春型双歧杆菌1027
菌株(Bifidobacterium adolescentis 1027 , B. ado 
1027 )接种于硫乙醇酸盐液体培养基, 置厌氧培

养箱37 ℃培养48 h离心收集培养上清, 经饱和

硫酸铵沉淀, Superdex75柱凝胶过滤, Q-Sepha-
rose FF离子交换层析后, 收集第一峰, 其分子量

为16 kDa, 冻干保存. 
1.2.2 I/R动物模型: 每个时间点大鼠经氯胺酮

0.2 mL/100 g腹腔注射麻醉后, 仰卧固定于操作

板, 消毒后取腹正中切口长约3 cm进腹, 用温盐

水纱布将肠管推向左侧腹腔, 暴露右肾内上方

的肠系膜根部, 找到肠系膜前动脉, 以显微手术

器械分离肠系膜前动脉, 用无损伤动脉夹夹闭

肠系膜上动脉起始部45 min造成肠缺血模型, 然
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后松夹恢复肠系膜上动脉血流, 7.0号线双层缝

合关闭腹腔. 假手术组只作剖腹, 血管游离, 不
作血管夹闭, 45 min后同上方法关闭腹腔. 
1.2.3 标本的采集和处理: 各组分别于再灌注后6 h、
1、4、7 d无菌收集实验大鼠粪便样品约0.1 g, 
低温厌氧条件运送, 4 h内完成样品稀释处理, 分
别倾注于各培养基中培养, 按照张秀荣[2]方法

经菌落特征、革兰氏染色、镜检等初步鉴定后

计数, 计算出每克湿粪便中的双歧杆菌、乳杆

菌、肠杆菌、肠球菌、产气荚膜梭菌的数量. 
同时各组分别于上述各时间段麻醉下从腹腔静

脉取血1 mL, 1000 r/min低温离心15 min, 分离

血浆-80 ℃中保存, 采用偶氮基质显色鲎试验定

量法(试剂盒由厦门市鲎试剂实验厂有限公司提

供)测定血浆内毒素. 测定血浆内毒素所用实验

器材均经60Co照射去热原. 处死动物后取肝、脾

及肠系膜淋巴结, 匀浆后将组织匀浆液200 µL
涂于血琼脂平板和麦康凯平板进行细菌培养, 
37 ℃孵育24 h后计数菌落数, 评价细菌易位情

况. 凡培养基中有细菌生长者即判为细菌易位

阳性[3]. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件分析, 

计量数据采用mean±SD表示, 多组间计量资料

比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA) , 组
间有显著性差异时, 采用最小显著差法(LSD)进
行两两比较. 检验水准α = 0.05. 细菌易位率采用

精确χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠肠道菌群的变化 I/R组各时点大鼠

粪便中肠球菌和肠杆菌数量较对照组均明显升

高(P <0.05); 实验组在1 d时肠球菌和肠杆菌数量

也较对照组有明显升高(P <0.05), 在第4 d时虽也

较对照组升高, 但已明显低于I/R组(P <0.05), 而
在第7 d时实验组粪便中肠球菌和肠杆菌数量均

已基本降至对照组水平. I/R组大鼠粪便中产气

荚膜梭菌数量在1、4、7 d时较对照组均明显升

高(P <0.05); 而实验组大鼠在1、4、7 d时粪便

中产气荚膜梭菌数量虽仍高于对照组(P <0.05)
但较I/R组已有所下降. I/R组大鼠粪便中双歧

杆菌、乳杆菌数量在4、7 d时较对照组明显降

低(P <0.05); 而实验组大鼠在各时点双歧杆菌

和乳杆菌数量较对照组差异均无统计学意义

(P >0.05)(表1). 

表 1 各组大鼠肠道菌群的变化结果 (n  = 24, mean±SD, lgN/g)

     
分组

                                                          时间

        6 h       1 d        4 d      7 d         

肠球菌

  对照组 5.26±1.08 5.30±1.12 4.99±0.96 5.18±1.03

  I/R组 6.63±1.06a 9.44±1.37a 8.56±1.35a 8.23±1.01a

  实验组 5.58±1.12 8.69±1.45a 6.37±1.04ab 5.42±0.92b

肠杆菌 

  对照组 6.39±0.85 6.64±1.44 6.52±1.13 6.71±0.98

  I/R组 7.86±1.17a 9.49±1.23a 8.76±0.86a 8.89±1.09a

  实验组 6.43±1.25 8.88±1.56a 7.55±1.03ab 7.16±0.86b

产气荚膜梭菌

  对照组 4.53±0.78 4.51±1.22 4.71±0.89 4.46±0.79

  I/R组 5.22±1.05 6.47±1.43a 6.70±1.16a 6.55±1.29a

  实验组 5.13±1.26 5.95±1.24a 6.08±1.07a 5.87±0.82a

双歧杆菌

  对照组 8.45±0.86 8.78±1.06 9.02±1.10 8.66±0.99

  I/R组 8.21±1.03 7.81±1.15 6.13±1.28a 5.59±1.22a

  实验组 8.56±0.85 7.89±1.47 8.67±1.13 8.75±0.96

乳酸杆菌

  对照组 8.91±1.06 9.11±1.13 9.08±1.04 8.89±0.97

  I/R组 8.33±1.10 8.24±1.18 6.07±1.09a 5.35±1.26a

  实验组 9.16±0.94 8.56±1.21 9.16±1.08 9.01±0.95

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  I/R组. I/R: 肠道缺血再灌注损伤. 
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2.2 各组大鼠血浆内毒素测定 结果显示, I/R
组各时点血浆内毒素水平均明显高于对照组

(P <0.05), 实验组各时点血浆内毒素水平均明显

低于I/R组(P <0.05), 但在6 h和1 d时仍明显高于

对照组(P <0.05)(表2).
2.3 各组大鼠肝、脾及肠系膜淋巴结中细菌检

测 对照组肝和肠系膜淋巴结各有1例细菌培养

见细菌生长, 其余器官组织均无细菌生长. I/R组
各时点肝、脾和肠系膜淋巴结细菌易位率均显

著升高, 而实验组各时点肝、脾和肠系膜淋巴

结细菌易位率均明显低于I/R组(P <0.05)(表3). 

3  讨论

肠道是对I/R最敏感的组织之一, 在严重感染、

创伤、休克、多器官功能障碍等疾病的病理

改变过程中起重要作用[4,5]. 肠I/R引起肠组织损

伤, 黏膜屏障功能受损, 导致肠内细菌和内毒素

易位到体循环, 引起网状内皮系统发生系列反

应, 进而导致大量相关介质及细胞因子释放, 引
起全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 

response syndrome, SIRS)、多器官功能障碍

综合征(multiple organs dysfunction syndromes, 
MODS), 甚至死亡[6]. 

应用益生菌制剂纠正肠道菌群紊乱, 保护

肠道屏障功能, 减少细菌易位已有较多报道[7-10]. 
甚至有使用菌群均衡的大便回输到患者肠道内

治愈艰难梭菌感染及成功应用于治疗炎症性肠

病、肠易激综合征等肠道疾病的报道[11,12]. 但
活菌制剂应用于肠屏障功能障碍可能存在几个

问题: (1)制造与保存活菌的难度较大; (2)活菌

在肠道黏附定植的数量较少; (3)活菌在肠屏障

功能障碍患者肠道可能由于局部气体和生长

底物的不足而难以足量繁殖, 且如果该菌穿过

肠壁, 也可促进败血症的发生. 因此, 寻找、利

用益生菌的菌体成分或代谢产物进行肠屏障功

能的保护研究, 不失为一条新的临床思路, 具有

重要临床应用价值. 黏附素是微生物的一类特

殊物质, 与微生物的黏附密切相关, 可能是蛋白

质、多肽、糖蛋白、糖脂、多糖或单糖, 对益

生菌而言, 黏附素不但可以介导母菌对靶细胞

■应用要点
本研究发现双歧
杆菌分泌型黏附
素可改善I/R后肠
道菌群失衡, 减少
肠道细菌易位及
内毒素血症的发
生, 提示寻找、利
用益生菌的菌体
成分或代谢产物
进行肠屏障功能
的防护不失为一
条新的临床思路.

表 2 各组大鼠血浆内毒素测定结果的比较 (n  = 24, mean±SD, EU/mL)

     

分组
　　　　　　　　　　　　　　　时间

      6 h        1 d         4 d       7 d 

对照组 0.21±0.18 0.30±0.23 0.26±0.21 0.28±0.19

I/R组 1.43±0.32a 1.84±0.24a 1.69±0.35a 1.73±0.31a

实验组 0.57±0.23ad 0.71±0.16ad 0.41±0.22d 0.35±0.12d

aP<0.05 vs  对照组; dP<0.01 vs  I/R组. I/R: 肠道缺血再灌注损伤. 

表 3 各组大鼠肝、脾及肠系膜淋巴结中细菌检测情况 n (%)

     
分组

                                                时间

    6 h     1 d    4 d    7 d

肝

  对照组 0(0) 1(16.67) 0(0) 0(0)

  I/R组 3(50)a 4(66.67)a 5(83.33)a 5(83.33)a

  实验组 1(16.67)b 2(33.33)b 3(50)b 2(33.33)b

脾

  对照组 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

  I/R组 2(33.33)a 3(50)a 4(66.67)a 4(66.67)a

  实验组 0(0)b 1(16.67)b 2(33.33)b 2(33.33)b

肠系膜淋巴结

  对照组 0(0) 0(0) 1(16.67) 0(0)

  I/R组 4(66.67)a 5(83.33)a 6(100)a 6(100)a

  实验组 3(50)b 3(50)b 3(50)b 2(33.33)b

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  I/R组. I/R: 肠道缺血再灌注损伤. 
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的黏着, 并激发细胞内信号传导途径; 而且可以

通过竞争抑制等机制阻断某些有害菌对靶细胞

的黏着[13,14]. 我们既往的研究表明: 双歧杆菌分

泌型黏附素可以明显抑制肠上皮细胞核转录因

子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)的活化, 降低肿

瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、
白介素1β(interleukin-1β, IL-1β)和IL-8等炎性细

胞因子mRNA的表达, 从而减轻肠上皮细胞的损

伤, 可能对维持肠黏膜屏障的完整性具有一定

保护作用[15]. 体内试验也发现双歧杆菌黏附素可

能通过抑制促炎细胞因子TNF-α、IL-6以及降

低肠黏膜通透性, 从而具有防护大鼠I/R后肠屏

障功能障碍的作用[16]. 但是, 双歧杆菌黏附素是

否通过抑制肠内细菌和内毒素易位, 减少炎症

相关介质及细胞因子的释放, 从而对I/R后肠屏

障功能障碍产生防护作用, 尚不清楚. 本研究应

用我们前期从青春型双歧杆菌培养上清液中提

取的黏附素, 观察其对实验性大鼠I/R后肠道菌

群和细菌易位的影响. 
肠道屏障功能是指生理状态下肠道上皮可

将肠腔内物质与机体内环境分隔开来, 防止各

种致病菌的侵入, 并有效阻抑内源性微生物及

其毒素穿过肠黏膜进入其他组织器官和血液循

环, 保持机体内环境相对稳定. 正常情况下, 肠
道内乳酸杆菌、双歧杆菌等优势菌群通过营

养、免疫调节等作用, 形成微生态平衡, 维持肠

屏障功能的完整. 本实验结果显示肠I/R后大鼠

粪便中肠球菌、肠杆菌和产气荚膜梭菌数量较

对照组均明显升高, 而双歧杆菌、乳杆菌数量

较对照组降低. 说明肠I/R后肠道菌群结构发生

了很大变化, 呈现一种失衡状态. 其中肠球菌、

肠杆菌和产气荚膜梭菌等条件致病菌数量显著

增加, 而双歧杆菌、乳杆菌数量明显减少. 肠道

内致病菌增多, 可通过分泌肠毒素、免疫抑制

性蛋白以及直接侵袭、损伤和影响肠上皮细胞

的能量代谢等作用[17], 导致肠上皮细胞损伤, 肠
上皮通透性增高, 最终导致细菌和内毒素易位, 
肠屏障功能受损. 经双歧杆菌黏附素处理后, 大
鼠粪便中肠球菌和肠杆菌数量逐渐下降, 第4天
时已明显低于I/R组, 至第7天时肠球菌和肠杆菌

数量均已基本降至对照组水平; 而各时点双歧

杆菌和乳杆菌数量则较对照组均无显著变化; 
产气荚膜梭菌数量虽仍高于对照组, 但较I/R组

已有所下降, 说明双歧杆菌黏附素对恢复肠道

微生态平衡具有一定作用, 双歧杆菌和乳杆菌

是肠道生物屏障中最重要的两种益生菌[18], 他

们与肠黏膜紧密黏附, 通过分泌细菌毒素、短

链脂肪酸、抑菌肽、促进肠蠕动、调节肠道免

疫、占据致病菌黏附位点以及争夺营养素等防

止有害细菌的侵入, 形成肠道生物屏障, 参与维

持肠屏障功能的完整. 
本研究选取血浆内毒素和肝、脾、肠系膜

淋巴结细菌易位率等指标来评价肠上皮屏障功

能的完整性, 结果表明: 肠I/R后, 肠道上皮屏障受

损, 肠通透性增加, 导致了内毒素血症和细菌易

位的发生; 而经双歧杆菌黏附素处理后, 血浆内

毒素水平及肝、脾和肠系膜淋巴结细菌易位率

均明显低于I/R组. 说明双歧杆菌黏附素可通过改

善肠道菌群, 增加肠道内益生菌数量, 从而改善

肠屏障功能, 降低细菌易位率的发生, 抑制肠源

性内毒素血症的发生, 增强肠道抗感染能力. 
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■同行评价
本文观察了双歧
杆菌黏附素对大
鼠I/R后肠道菌群
和细菌易位的影
响, 发现双歧杆菌
分泌型黏附素可
改善I/R后肠道菌
群失衡, 减少肠道
细菌易位及内毒
素血症的发生, 对
临床防治I/R有一
定的应用价值.
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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. 
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结肠癌HCT116细胞在不同氧供状态下的氨基酸代谢变化

张小占, 戚文娟, 孔祥涛, 于庆功

®

■背景资料
结肠癌是消化系
统主要的恶性肿
瘤之一, 在发达国
家的发生率及死
亡率颇高, 在我国
也在日趋增加, 严
重威胁人类的健
康, 对于其发现及
治疗无疑是内镜
和手术、放化疗. 
代谢组学将高通
量、高分辨率的
分析技术与生物
信息学相整合, 对
生物代谢层面进
行研究, 提供了了
解生物体的独特
视角, 本文就代谢
组学研究结肠癌, 
为其从分子角度
的研究打下基础. 
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Abstract
AIM: To identify metabolic changes of amino ac-
ids in HCT116 cells under low (5%) and normal 
oxygen (21%) supply conditions through metabo-
nomic analysis, and to find new markers for early 
diagnosis and surgical and treatment effect moni-
toring, and new targets for colon cancer treatment. 

METHODS: High performance liquid chro-
matography-mass spectrometry (UPLC-MS) 
was used to detect 40 kinds of amino acids in 
HCT116 cells under low (5%) and normal oxy-
gen (21%) supply conditions. A total of 36 kinds 
of amino acids were detected.  

RESULTS: Twenty different amino acids 
showed significant differences between HCT116 
cells under low and normal oxygen supply con-
ditions (P < 0.05), with isoleucine being the most 
significant. 

CONCLUSION: Metabolic changes of amino 
acids occur in HCT116 cells under different oxy-
gen supply conditions. The content of isoleucine 
in HCT116 cells is significantly higher under 
normal oxygen condition than under low oxy-
gen condition.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Metabonomics; Colon cancer; Amino 
acids; HCT116
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摘要
目的:  找出H C T116在低氧(5%O 2)与常氧
(21%O2)的状态下代谢异常的氨基酸, 通过代
谢组学分析, 找到新型标志物用于结肠癌的早
期诊断、手术和治疗效果的监测, 寻找结肠癌
治疗的新靶点. 

方法: 应用高液相色谱-质谱(ultra-performance 
liquid chromatography-mass spectrometry, 
UPLC-MS)联用技术对于诊断明确的同一批
细胞进行培养传代一系列的过程之后(低氧、

常氧各12大瓶)查找40种氨基酸进行检测, 共
计检测出36种氨基酸. 

结果: 对检测所得数据进行两独立样本的t 检
验寻找差异氨基酸(P <0.05): 发现有20种差异
氨基酸, 丝氨酸、甘氨酸、亮氨酸及异亮氨酸
在常氧组较低氧组增高, 其他氨基酸降低, 其
中异亮氨酸的差异性最为显著. 

■同行评议者
于珮 ,  主任医师 , 
天津医科大学代
谢病医院

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com
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■研发前沿
本文的研究热点
在于普遍我们认
为结肠癌只能通
过临床才能发现
与 治 疗 ,  而 本 文
从分子学角度去
研 究 结 肠 癌 .  研
究 重 点 :  本 文 从
代谢组学方面研
究结肠癌细胞中
氨基酸的代谢变
化 ,  发 现 中 间 的
异常变化的氨基
酸 ,  为 结 肠 癌 的
诊治提供新思路. 
亟待解决的问题: 
代谢组学研究结
肠癌的发现对于
临床的应用的实
践性. 

结论: HCT116在不同培养状态下代谢变化中
确实存在差异的氨基酸, 尤其以异亮氨酸差异
性最大, 在常氧HCT116中的含量明显高于低
氧HCT116, 从而能够通过分子学角度对结肠
癌的早期诊断及治疗方面带来新突破. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文通过寻找HCT116在低氧(5%O2)
与常氧(21%O2)的状态下代谢异常的氨基酸, 通

过代谢组学分析, 找到新型标志物用于结肠癌的

早期诊断、手术和治疗效果的监测, 寻找结肠癌

治疗的新靶点.

张小占, 戚文娟, 孔祥涛, 于庆功. 结肠癌HCT116细胞在不同氧

供状态下的氨基酸代谢变化. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 

3639-3643 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3639.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3639 

0  引言

结肠癌是消化系主要的恶性肿瘤之一, 在发达

国家高居癌症发病率的第1位、死亡率第2位[1,2], 
嘉善县是我国大肠癌的高发地区, 对其地区的

发病分析, 结肠癌的发病率呈逐年的上升趋势[3], 
严重威胁人类的健康. 为了提高结肠癌患者的

生存率, 临床医生以粪便隐血试验(fecal occult 
blood test, FOBT)作为主要检查手段, 实验证明, 
FOBT尽管减少了结肠癌的死亡率, 但也缺乏一

些敏感性、特异性[4]. 代谢组学将高通量、高分

辨率的分析技术与生物信息学相整合, 对生物

代谢层面进行研究, 提供了了解生物体的独特

视角[5]. 代谢组学(metabolomics)处于基因组和蛋

白质组的下游, 是基因组和蛋白质组的补充, 能
够更为灵敏地鉴定出基因改变、疾病和环境因

素作用所产生的特定代谢型(metabotype)[6-8]. 正
常组织细胞内属于常氧状态, 而肿瘤组织由于

生长迅速, 肿瘤细胞凋亡的速度明显低于其所

对应的正常组织, 故导致他对氧需求增加, 使其

处于乏氧状态, 本实验所采用的两种不同氧供

下的HCT116细胞(贴壁生长, 呈上皮细胞样或多

角, 产生CEA、角蛋白, 在无胸腺的裸鼠有致瘤

性, 形成上皮样的肿瘤), 就相当于我们将其放在

不同的内环境下生长, 我们通过对于病理诊断

明确的HCT116细胞在不同氧供下进行40种氨基

酸的代谢组学检测(共检测出36种氨基酸), 从中

寻找差异性氨基酸, 为下一步从分子学角度研

究结肠癌打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 细胞样本均来自大连大学附属中山医

院, 为本医院购买的HCT116细胞, 细胞采集后放

入-198 ℃的液氮保存. 超净台, 细胞培养箱, 超高

液相色谱质谱联用仪(UPLC-MS)(Waters, 美国); 
冷冻离心机(Biofuge startos)(Thermo, 德国); 冻干

机(Labconco, 美国); 水浴锅(北京市广明医疗器

械公司, 中国); 超纯水系统(Milli-Q)(Millipore, 美
国); 氯仿、甲醇水(Burdick&Jackon, 美国). 
1.2 方法 
1.2.1 样品制备: 细胞复苏: (1)细胞室、细胞无菌

操作台, 紫外灯照射30 min. 从液氮罐中取出本

实验室冻存的人结肠癌细胞HCT116细胞, 迅速

放入39 ℃水浴锅中, 轻轻摇晃, 直至细胞冻存液

完全变为液体; (2)将冻存管放入离心机中, 4 ℃ 
10000 r/min, 离心3 min; (3)在超净台中, 倒掉

冻存管中的上清, 加入1 mL培养基[含10%的含

10%的胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)], 吹打

混匀后, 吸入预先加好细胞培养基的培养瓶中, 
轻轻晃匀, 将培养瓶盖稍旋开, 放在CO2培养箱

(5%, 37 ℃)中培养. 细胞传代: (1)取出细胞培养

瓶, 将瓶盖旋紧, 在倒置显微镜下观察, 待细胞

生长状态较好且达到80%-90%汇合度时, 可进

行细胞传代, 可按1∶2或1∶3的比例传代; (2)将
培养瓶放在超净台中, 点燃酒精灯, 用无菌1×
PBS洗3遍, 加1 mL胰酶充分消化, 加6 mL培养

基终止消化, 吹打混匀后吸出加入15 mL离心管

中, 4 ℃ 10000 r/mim, 离心3 min, 弃上清, 加入2 
mL细胞培养基, 吹打混匀后, 吸入2个预先加好

细胞培养基的培养瓶中, 轻轻晃匀, 将培养瓶盖

稍旋开, 放在CO2培养箱中培养. 
1.2.2 氨基酸检测: 从培养箱中取出细胞进行处

理后到超声机上细胞超声, 取上清, 蛋白留置称

干重. 真空冷冻干机内冻干上清, 封口膜封好, 
-80 ℃保存. 冻干样品按1∶1.5的比例加入甲醇

水(甲醇∶水 = 21∶79). 取70 µL衍生缓冲液与

10 µL样品复溶液于衍生进样瓶中, 涡旋均匀. 加
入20 µL衍生试剂, 涡旋数秒, 于55 ℃水域中衍

生10 min, 上液相分析仪进样分析. 
统计学处理 由超高液相色谱-质谱联用仪

(ultra-performance liquid chromatography-mass 
spectrometry, UPLC-MS)获得的数据应用Waters
公司的Masslynx V4.1软件进行分析, 可获得24
例细胞样本的36种氨基酸的峰面积的原始数据, 
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■相关报道
代谢组学在临床
研究的相关报道
较为少见, 属于一
种新型研究范畴, 
如吴卉写过一篇
代谢组学在结直
肠肿瘤的应用进
展的综述及汪雪
梅写过代谢组学
在肿瘤个体化治
疗的研究进展等
等, 他们都提到代
谢组学对于结肠
癌的诊治有一定
的帮助性. 
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将峰面积除以浓缩倍数在除以净重进行标准化. 
应用统计软件SPSS19.0对得到的数据进行分析, 
对样品进行独立样本的t检验, 检验水准α取0.05. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

本实验对于24瓶HCT116在不同氧气供应下的

40种氨基酸所检测出来的36种进行独立样本t
检验: 发现有20种差异氨基酸, 其结果表现如

表1, 其中以异亮氨酸差异性最大, 现将异亮氨

酸的变化绘制如图1. 对发现的异亮氨酸的差异

性, 为验证结果的正确性, 利用UPLC-MS对细胞

内氨基酸的含量进行绝对定量分析, 得到结果

绘制如图2. 

3  讨论

蛋白质是重要的营养成分, 是人类赖以生存的

重要来源[9], 有文献报道, 谷氨酰胺是肿瘤细胞

的主要呼吸燃料和重要的氮源, 肿瘤细胞的生

长依赖于谷氨酰胺及其中间代谢产物(谷氨酸、

乳酸、脯氨酸、氨等)肿瘤细胞的生长速度与细

胞内的谷氨酰胺浓度密切相关[10]. 氨基酸是生物

功能大分子蛋白质的基本组成单位, 对整个生命

科学研究有着重要的意义[11,12], 有研究表明[13], 小
肠吸收的食物氨基酸并不能全部进入门脉循环

供肠外组织利用, 在机体首过代谢中, 他们会不
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表 1 常氧HCT116组与低氧HCT116组的氨基酸峰值 (峰面积/净重×复溶体积±5%误差值)的比较

     氨基酸 常氧组            低氧组 P 值 ↑1或↓2

3MH   627±30 1259±60 0.016 ↓

Tau   374197±15000   682897±30000 0.027 ↓

His   43708±2000    84747±4000 0.021 ↓

Ser   407022±20000   198006±10000 0.018 ↑

GIU   71537±3500   97574±4500 0.016 ↓

Gly   985016±45000   724144±35000 0.039 ↑

EA   918689±45000   920823±45000 0.014 ↓

Met-SU 1515±75   3208±150 0.042 ↓

Citrulline   4849±250   9589±500 0.049 ↓

Thr 153750±7500   294092±15000 0.029 ↓

Pro   542269±25000   850600±40000 0.014 ↓

AABA   878±40   1870±100 0.015 ↓

Tyr   183366±10000   360608±20000 0.029 ↓

Met 25431±750   31505±1500 0.033 ↓

Nval   75265±3500   94874±4500 0.019 ↓

Leu   715221±35000   576290±30000 0.026 ↑

Phe   335133±15000   635982±30000 0.028 ↓

Trp   56576±2500   80790±4000 0.015 ↓

Asn   76849±3500   94905±4500 0.033 ↓

Ile   747787±35000   397505±20000 0.0001 ↑

1上升; 2下降. 
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图 1 异亮氨酸在不同氧供下的变化. 
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图 2 异亮氨酸在不同氧供下的绝对定量. 

■创新盘点
本文从代谢组学
方面研究结肠癌, 
与其他文章不同
的是, 本文采用分
子细胞学研究, 应
用色谱-质谱分析, 
分析氨基酸的代
谢变化, 从而进一
步的研究结肠癌. 

■应用要点
内镜是发现结肠
癌的首选检查, 而
此操作在操作过
程中患者较为痛
苦, 有些甚至不愿
做, 从而不利于结
肠癌的早期发现
及预防恶化, 更不
利普查, 代谢组学
的发现能解决这
些不必要的麻烦, 
更利于结肠癌的
早期的诊治. 在未
来的前景, 代谢组
学会慢慢为大家
所熟悉接受. 
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同程度地被门静脉排流组织(胃、小肠、结肠、

胰和脾等实体组织集合的总称)截留, 而截留的

大部分必需氨基酸被肠道组织吸收利用[14]. 食物

中的必需氨基酸不仅是肠黏膜的能量物质, 而
且还是肠道组织结合蛋白质、氨基酸、谷胱甘

肽和多胺等含氮物质的底物, 在维持肠道健康

方面发挥着重要作用[15]. 
本实验不选取肿瘤组织而是HCT116结肠

癌细胞的原因: 一方面, 肿瘤组织是异质性的, 
包括许多不同的细胞亚群, 这些亚群细胞在细

胞表型、功能和基因表达等方面存在差异. 另
外, I to等[16]认为肿瘤干细胞是肿瘤组织中极小

的一部分细胞群体, 但这一极小的群体往往能

维持整个肿瘤的全部特性; 另一方面, HCT116细
胞有着其自己的优点特性: 有实验研究[17]发现

HCT116细胞在无血清培养基中形成典型的“神

经球”样结构, 展示了良好的体外自我更新能

力以及很强的致瘤性, 其在数十年中依然具有

很稳定的致瘤能力, 因此我们选HCT1116细胞作

为本实验的样本细胞进行研究. 同样, 我们选取

了两种不同状态(常氧21%O2和低氧5%O2), 这是

由于21%O2与外界空气类似, 普遍选来作为常氧

状态, 而在5%O2范围的细胞产生的二氧化碳最

少, 这样的选取更为稳定准确的检测氨基酸的

代谢变化. 
通过相关文献我们不难发现, 肿瘤组织与正

常组织之间确实存在氨基酸的差异变化, 而本

实验通过对36种氨基酸做了独立样本的t检验, 
发现低氧组与常氧组有20种差异氨基酸, 尤其

是以异亮氨酸的差异最为显著. 有文献报道[18], 
异亮氨酸对于人类来讲是安全保护的, 因为他

不影响细胞的生长[19], 而且Fehlbaum等[20]报道到

异亮氨酸及其类似物对于我们来讲具有高度的

防御作用. 我们都知道[21-23], 血管生成是肿瘤生

长的关键过程, 而且已有文献报道[24,25], 亮氨酸

具有促进生成的作用, 对于异亮氨酸来讲, 亦是

如此, 且有实验证实[19], 经过异亮氨酸治疗的小

鼠没有患有癌症. 
总之, 通过文献的发现也证实了本实验的

结果, 即在正常氧气供应下的HCT116细胞比较

于低氧状态下, 异亮氨酸的含量要高, 更能进一

步说明我们可以通过分子学角度来研究结肠癌, 
也为结肠癌的治疗提供了更多的帮助. 

4      参考文献

1  Jemal A, Siegel R, Xu J, Ward E. Cancer statistics, 

2010. CA Cancer J Clin 2010; 60: 277-300 [PMID: 
20610543 DOI: 10.3322/caac.20073]

2  吴雨岗, 柯宋兵, 汪良, 李德春. CD40L刺激的DC疫
苗抗结肠癌作用的体外研究. 现代免疫学 2011; 31: 
223-227

3  姚开颜, 马万里, 马新源. 1987-2011年嘉善县大肠癌发
病分析. 中国肿瘤 2014; 23: 87-91

4  Towler BP, Irwig L, Glasziou P, Weller D, Kewenter 
J. Screening for colorectal cancer using the faecal 
occult blood test, hemoccult. Cochrane Database Syst 
Rev 2000; (2): CD001216 [PMID: 10796760]

5  王晶, 汤柳英, 杨杏芬, 高燕红, 许瑛华. 代谢组学技术
及其研究进展. 中国卫生检验杂志 2013; 4: 2821-2823

6  Sachse D, Bærug A, Sletner L, Birkeland KI, Naks-
tad B, Jenum AK, Berg JP. Urine NMR metabolomics 
analysis of breastfeeding biomarkers during and 
after pregnancy in a large prospective cohort study. 
Scand J Clin Lab Invest 2014; 74: 264-272 [PMID: 
24621206 DOI: 10.3109/00365513.2014.884240]

7  Raamsdonk LM, Teusink B, Broadhurst D, Zhang 
N, Hayes A, Walsh MC, Berden JA, Brindle KM, 
Kell DB, Rowland JJ, Westerhoff HV, van Dam K, 
Oliver SG. A functional genomics strategy that uses 
metabolome data to reveal the phenotype of silent 
mutations. Nat Biotechnol 2001; 19: 45-50 [PMID: 
11135551 DOI: 10.1038/83496]

8  马延磊, 刘伟杰, 彭佳远, 张鹏, 陈红旗, 秦环龙. 基于
气相色谱一质谱联用的结直肠癌代谢组模式特征性
研究. 中国胃肠外科杂志 2009; 12: 386-390

9  董玉英, 洪雪花, 荣国琼. 食品中蛋白质含量的测定方
法的探讨. 中国保健营养 2012; 22: 647-648

10  毕胜, 刘宏鸣. 谷氨酰胺在肿瘤细胞的代谢及意义. 海
南医学院学报 2009; 15: 1340-1342

11  车兰兰, 李卫华, 林勤保. 氨基酸分析检测方法的研究
进展. 氨基酸和生物资源 2011; 33: 39-42

12  缪明永. 氨基酸代谢与临床. 中华普外科学文献 2008; 
2: 58-61

13  张京, 戴兆来, 朱伟云. 肠道必需氨基酸代谢及其功能
的研究进展. 肠内与肠外营养 2010; 17: 55-59

14  Paoli PP, Wakeling LA, Wright GA, Ford D. The 
dietary proportion of essential amino acids and 
Sir2 influence lifespan in the honeybee. Age (Dordr) 
2014; 36: 9649 [PMID: 24715247]

15  陆伟, 杨晶, 金玉坤, 张旭, 刘颖, 钱绍诚. 荷肝癌小鼠
血浆与肿瘤组织支链氨基酸代谢变化. 天津医药 2010; 
38: 412-414

16  Ito T, Zimdahl B, Reya T. aSIRTing control over 
cancer stem cells. Cancer Cell 2012; 21: 140-142 
[PMID: 22340585 DOI: 10.1016/j.ccr.2012.01.014]

17  陈克力, 江恒, 陈建芳, 裴莉, 梁后杰. 人结肠癌
HCT116细胞系肿瘤干细胞特性研究. 解放军医学杂
志 2009; 34: 1292-1296

18  Berntsen KR, Vriend G. Anomalies in the refine-
ment of isoleucine. Acta Crystallogr D Biol Crystal-
logr 2014; 70: 1037-1049 [PMID: 24699648 DOI: 
10.1107/S139900471400087X]

19  Murata K, Moriyama M. Isoleucine, an essential amino 
acid, prevents liver metastases of colon cancer by an-
tiangiogenesis. Cancer Res 2007; 67: 3263-3268 [PMID: 
17409434 DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-06-3739]

20  Fehlbaum P, Rao M, Zasloff M, Anderson GM. An 
essential amino acid induces epithelial beta -de-
fensin expression. Proc Natl Acad Sci U S A 2000; 
97: 12723-12728 [PMID: 11058160 DOI: 10.1073/
pnas.220424597]

21  Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic impli-
cations. N Engl J Med 1971; 285: 1182-1186 [PMID: 

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■名词解释
代谢组学: 处于基
因组和蛋白质组
的下游, 是基因组
和蛋白质组的补
充, 能够更为灵敏
地鉴定出基因改
变、疾病和环境
因素作用所产生
的特定代谢型. 



张小占, 等. 结肠癌HCT116细胞在不同氧供状态下的氨基酸代谢变化               3643

4938153 DOI: 10.1056/NEJM197111182852108]
22  Folkman J. What is the evidence that tumors are 

angiogenesis dependent? J Natl Cancer Inst 1990; 82: 
4-6 [PMID: 1688381 DOI: 10.1093/jnci/82.1.4]

23  Holmgren L, O'Reilly MS, Folkman J. Dormancy 
of micrometastases: balanced proliferation and 
apoptosis in the presence of angiogenesis suppres-
sion. Nat Med 1995; 1: 149-153 [PMID: 7585012 DOI: 
10.1038/nm0295-149]

24  Anthony JC, Yoshizawa F, Anthony TG, Vary TC, 

Jefferson LS, Kimball SR. Leucine stimulates trans-
lation initiation in skeletal muscle of postabsorptive 
rats via a rapamycin-sensitive pathway. J Nutr 2000; 
130: 2413-2419 [PMID: 11015466]

25  Ijichi C, Matsumura T, Tsuji T, Eto Y. Branched-
chain amino acids promote albumin synthesis in 
rat primary hepatocytes through the mTOR signal 
transduction system. Biochem Biophys Res Commun 
2003; 303: 59-64 [PMID: 12646166 DOI: 10.1016/
S0006-291X(03)00295-X]

编辑  郭鹏  电编  闫晋利  

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评价
本项研究有一定
的创新性, 实验设
计基本合理, 有一
定的学术价值. 

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

团有限公司所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志》[国际标准刊号ISSN 1009-3079 (print), ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569, 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology ], 是一本由来自国内30个省、市、自治区、

特別行政区的483位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国内各地的胃肠

病学和肝病学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文章, 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.



WCJD|www.wjgnet.com 2014-08-28|Volume 22|Issue 24|

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年8月28日; 22(24): 3644-3648
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

食管神经内分泌癌p53、nm23、Ki-67的表达及意义

郭庆喜, 蒲 霞, 刘 俊, 杨成万

®

■背景资料
食管癌是我国常
见的消化系恶性
肿瘤之一, 其中最
常见的病理学类
型是鳞状细胞癌, 
而神经内分泌癌
少见, 国内外关于
食管神经内分泌
癌的病例报道都
很少, 缺乏大宗病
例总结分析. 收集
食管神经内分泌
癌的临床和病理
资料, 分析其临床
病理特点及p53、
nm23、Ki-67的表
达情况, 有利于发
现食管神经内分
泌癌不同于鳞状
细胞癌的生物学
行为和免疫表型. 
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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion of p53, nm23 and Ki-67 in esophageal neu-
roendocrine carcinoma.

METHODS: The expression of p53, nm23 and 
Ki-67 in 42 esophageal neuroendocrine carci-
noma specimens was assessed by immunohisto-
chemistry.

RESULTS: The positive expression rate of p53 
in esophageal neuroendocrine carcinoma was 
97.62%, and the high expression rate was 90.48%; 
the positive expression rate of nm23 was 57.14%, 
and the high expression rate was 33.33%; the 
positive expression rate of Ki-67 was 97.62%, 
and the high expression rate was 61.90%. p53 
and Ki-67 were highly expressed in esophageal 
neuroendocrine carcinoma. The expression of 
p53 and Ki-67 in esophageal neuroendocrine car-

cinoma had no significant association with age, 
sex, tumor site, pathological classification, depth 
of invasion or lymphatic metastasis (P > 0.05). 
The expression of nm23 had no significant asso-
ciation with age, sex, tumor site, or pathological 
classification (P > 0.05), but was significantly as-
sociated with depth of invasion and lymphatic 
metastasis (P < 0.05). 

CONCLUSION: The biological behavior and 
immunophenotype of esophageal neuroendo-
crine carcinoma are different from those of other 
malignant tumors. High expression of p53 and 
Ki-67 has a close relationship with poor prog-
nosis. The examination of p53, Ki-67 and nm23 
expression may be helpful to judge prognosis of 
esophageal neuroendocrine carcinoma.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 探讨p53、nm23和Ki-67在食管神经内
分泌癌(neuroendocrine carcinoma, NEC)中的
表达及其临床意义. 

方法: 对42例NEC中p53、nm23及Ki-67的表
达进行免疫组织化学检测. 

结果: NEC组织中p53的阳性表达率为97.62%, 
高表达为90.48%;  n m23的阳性表达率为
57.14%, 高表达为33.33%; Ki-67阳性表达率为
97.62%, 高表达为61.90%. p53和Ki-67在NEC
中高表达, 与患者年龄、性别、部位、病理
分类、浸润深度及淋巴结转移无关(P >0.05), 
nm23表达与患者年龄、性别、部位、病理分
类无关(P >0.05), 与浸润深度及淋巴结转移有

■同行评议者
王 鲁 平 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军北京军区总医
院病理科
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■研发前沿
目前常采用p53、
nm23、Ki-67联合
检测用以判断食
管鳞状细胞癌的
预后. 以上检测指
标在食管神经内
分泌癌组织中的
表达情况尚无可
靠的数据支持, 其
判断食管神经内
分泌癌预后的价
值也有待于进一
步证实.

关(P <0.05). 

结论: NEC具有不同于其他恶性肿瘤的生物
学行为和免疫表型, 患者预后差可能与p53和
Ki-67的高表达有关, 联合nm23检测, 可为判
断预后提供重要的依据. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 食管神经内分泌癌(neuroendocrine 
carcinoma, NEC)是一种少见但是具有高度侵袭

性的恶性肿瘤. 由于发病率低, 缺少大宗病例报

道, 对其临床病理特点尚不完全清楚. nm23 基因

参与肿瘤细胞转移的调节, 具有抑制肿瘤淋巴转

移的作用, 实验证实其在NEC中低表达, 联合p53
和Ki-67表达的检测可为评估NEC预后提供参考. 

郭庆喜, 蒲霞, 刘俊, 杨成万. 食管神经内分泌癌p53、nm23、

K i-67的表达及意义. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 

3644-3648  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3644.
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0  引言

食管癌是我国常见的消化系恶性肿瘤之一, 其
中常见的病理学类型有鳞状细胞癌、腺癌、腺

鳞癌、神经内分泌肿瘤(neuroendocrine tumors, 
NETs)、间叶源性的肿瘤等. 鳞状细胞癌在我国

食管癌患者中约占90%, 是最常见的病理学类

型. 在李伟等[1]对胃肠胰神经内分泌肿瘤进行

临床病理特点研究时发现, 常见的发病部位依

次为胃、胰腺、直肠、食道、壶腹部、结肠、

回盲部. 原发于食管的神经内分泌肿瘤非常少

见. 根据2010年世界卫生组织(World Health Or-
ganization, WHO)《消化系统肿瘤分类》[2], 消
化系统神经内分泌肿瘤根据核分裂和Ki-67指
数分为3级(G1、G2、G3). 在对773例巴西患者

消化系神经内分泌肿瘤进行临床病理分析时显

示, 在食管中92.1%的神经内分泌肿瘤都是G3
级, 即神经内分泌癌(neuroendocrine carcinoma, 
NEC)[3]. 国内外关于NEC的病例报道都很少, 其
发生率占食管癌的0.05%-7.60%[2,4], 大多外观呈

息肉样, 并表现为吞咽困难和黑便[5]. NEC的生

物学行为、免疫表型、治疗方式、预后均不同

于鳞状细胞癌, 且缺乏大宗病例总结分析. 本文

收集了泸州医学院42例NEC的临床和病理资料, 
分析其临床病理特点及p53、nm23、Ki-67的表

达情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集泸州医学院附属医院2002-01/2012-
12 NEC标本42例, 术前均未接受放疗、化疗、

激素等治疗, 且所有患者具有完整临床病历资

料. 其中男37例, 女5例, 男女比: 7.4∶1; 年龄40-76
岁, 平均年龄62.25岁. 主要症状有进行性吞咽困

难(38/42)、胸痛(7/42)、体质量下降(3/42)、黑

便(1/42)等. 术后经两位有经验病理医师双盲

阅片, 按2010年消化系统肿瘤WHO分类标准诊

断[2]. 其中大细胞NEC 6例, 小细胞NEC 28例, 混
合性腺神经内分泌癌(mixed adenoneuroendocrine 
carcinomas, MANEC)8例; 未侵及肌层4例, 侵及肌

层26例, 侵及外膜12例; 有淋巴结转移18例. 标本

均经4%中性甲醛固定, 常规脱水石蜡包埋. 获得

随访的31例中, 术后1、2、3、5年生存率分别为

51.61%、19.35%、9.68%、3.23%, 术后中位生存

期为13 mo. 一抗为鼠抗人p53单克隆抗体; 鼠抗人

nm23单克隆抗体; 鼠抗人Ki-67单克隆抗体; S-P试
剂盒等(上述试剂均购自美国Bioworld Technology
公司). 
1.2 方法 将石蜡包埋的组织切成厚约4 µm的薄

片, 脱蜡水化, 修复抗原. 采用免疫组织化学S-P
法对42例NEC组织染色, 严格按试剂盒说明书

操作. 以已知阳性组织作阳性对照, 以磷酸盐缓

冲液(phosphate buffer saline, PBS)代替一抗做

阴性对照. 阳性结果为在相应部位出现棕黄色

颗粒, Ki-67和p53均定位于细胞核, nm23定位于

细胞浆. 随机选取50个高倍镜视野计算阳性细

胞率. Ki-67阳性细胞数<10%为(-), 阳性细胞数

10%-50%为(+), 阳性细胞率>50%为(++); 增殖

指数低于50%视为低表达, 高于50%视为高表达; 
p53和nm23未见阳性表达或阳性细胞数, <5%为

阴性(-), 5%-25%为(+); 26%-75%为(++); >75%为

(+++), (++-+++)视为高表达. 所有数据均由两位

有经验的病理医师盲法观察切片获得. 
统计学处理 所有数据均经过SPSS17.0软件

进行统计分析. 计数资料用阳性率表示, 阳性率

之间的比较采用χ2
检验, 以α = 0.05作为检验水

准, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 p53、nm23和Ki-67在NEC中的表达 p53蛋
白在NEC中阳性表达(+-+++)率为97.62%, 高表

达(++-+++)率为90.48%; nm23蛋白在NEC中阳

性表达(+-+++)率为57.14%, 高表达(++-+++)率

■相关报道
在6例食管小细胞
神经内分泌癌的
研 究 中 显 示 ,  患
者的中位生存期
为13 mo. p53 、
K I T 和 血 小 板 生
长因子α(platelet-
der ived  growth 
factor receptor-α, 
P D G F Rα ) 阳 性
表达率为 1 0 0 % , 
Ki-67阳性表达率
从56%至100%不
等 ,  平均为79%. 
基因分析也未发
现KIT 和PDGFRα
存在基因突变.
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为33.33%; Ki-67在NEC中阳性表达(+-++)率为

97.62%, 高表达(++)率为61.90%. 光镜下p53蛋白

和Ki-67阳性表达表现为癌细胞的细胞核内出现

棕黄色颗粒或团块; nm23蛋白阳性表达表现为癌

细胞的细胞浆内出现浅棕色至深棕色颗粒(图1). 
2.2 p53、nm23和Ki-67的表达与NEC临床病理

因素的关系 p53和Ki-67在NEC中高表达, 与患

者年龄、性别、部位、病理分类、浸润深度及

淋巴结转移无关. nm23的表达与患者年龄、性

别、部位、病理类型无关, 与浸润深度及淋巴

结转移有关(表1). 

3  讨论

食管癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之一, 
全国每年有近20万例死于食管癌, 在张永贞等[6]

的研究中显示食管癌术后患者1、3、5年生存

率分别为: 78.4%、56.9%、27.0%, 中位生存期

为900 d. 在本组资料中NEC患者5年生存率仅为

3.23%, 中位生存期为393 d, 比发生于食管的其

他恶性肿瘤预后更差. 
p53和Ki-67在NEC中高表达, 可能与患者的

预后有关. p53是最重要的抑癌基因之一, 位于17
号染色体短臂上, 野生型p53基因能够在细胞增

殖周期中维持细胞周期正常运转、调节细胞周

期进程和诱导细胞凋亡的发生. 若p53基因发生

突变, 则诱导细胞凋亡的功能被抑制, 细胞增殖

失控, 结果可能导致恶性肿瘤的发生. 由于野生

型p53蛋白半衰期短, 不易被检测到, 故通常情

况下所测得的p53蛋白都为突变型. 目前已经在

多种人类肿瘤中检测出不同程度的p53基因突

变, 并观察到大多数恶性肿瘤中存在变异型p53
基因过度聚集的现象[7,8]. 在刘泓基等[9]对食管鳞

状细胞癌的相关研究中显示p53阳性表达率为

64.58%, 与大多数关于食管鳞状细胞癌的实验

结果接近. 对5例胃神经内分泌癌患者进行临床

病理分析, p53阳性表达率达到了100%, 且Ki-67
均为高表达状态(60%-90%)[10]. 由于NEC本身比

较少见, 因此关于p53与患者相应的临床病理参

数之间的关系尚无统一定论. 而在本实验中, p53
阳性表达率达到了97.62%, 且高表达(++-+++)率
为90.48%, 明显高于在食管鳞状细胞癌中的表

达, 并与患者年龄、性别、部位、病理分类、

浸润深度及淋巴结转移均无关. 
Ki-67是细胞增殖核抗原, 能较好的反映细

胞的增殖状态, 在正常组织中几乎不表达, 或极

低表达, 而在恶性肿瘤中常呈高表达. 其标记指

数与肿瘤的恶性程度、复发转移及预后相关. 
对175例食管鳞状细胞癌的研究发现, Ki-67阳性

表达率为56.0%[11], 但目前关于Ki-67与NEC患者

相应的临床病理参数之间的关系也尚无统一定

论. 本实验中, Ki-67阳性表达(+-++)率为97.62%, 
高表达(++)率为61.90%, 并与患者年龄、性别、

部位、病理分类、浸润深度及淋巴结转移均

无关. 在对127例胃肠胰神经内分泌肿瘤的临

床病理分析中发现, Ki-67的过度表达与肿瘤分

级有关, 在G3中Ki-67表达均值约为22.00%, 在
G1中Ki-67表达均值约为2.50%[12]. 在6例食管小

细胞神经内分泌癌的研究中显示, Ki-67标记从

56%-100%不等, 平均为79%[13], 与本组研究结果

相近. 
nm23基因于1988年被首次发现, 因其在低

转移细胞株中高表达的特点而被认为是转移

图 1 p53、nm23和Ki-67蛋白在食管神经内分泌癌中的表
达(SP×200). A: p53; B: nm23; C: Ki-67.

A

B

C

■创新盘点
食管神经内分泌
癌作为一种少见
的 肿 瘤 类 型 ,  其
临床病理特点尚
未明确 .  2010年
的世界卫生组织
(WHO)《消化系
统肿瘤分类》第4
版, 重新规范了消
化系的神经内分
泌肿瘤的分级分
类原则, 为进一步
研究食管神经内
分泌癌提供了契
机. 本实验发现食
管神经内分泌癌
患者中位生存期
短, p53和Ki-67高
表达 ,  而nm23则
明显低表达, 可能
与患者较差的预
后相关.

■应用要点
通 过 对 食 管 神
经 内 分 泌 癌 患
者p53、nm23和
Ki-67表达的检测
和综合分析可能
为临床判断肿瘤
的预后提供依据.
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抑制基因. n m23已被证实与食管癌淋巴结转

移有关, 在一组食管鳞状细胞癌病例中, nm23
阳性率为78.3%, 淋巴结转移者nm23明显低表

达(42.9%), 无淋巴结转移者nm23明显高表达

(83.6%)[11]. 在侯建章等[14]对nm23基因在食管癌

预后监测的研究中也发现检测nm23 基因的变

化, 可预测食管癌患者的预后. nm23在NEC中

的表达目前还缺乏相关报道, 从本实验结果看

来, nm23在NEC中的表达较鳞状细胞癌低, 本
组数据中nm23阳性率为57.14%. nm23表达还与

肿瘤浸润深度和淋巴结转移有关, 淋巴结转移

者表达较低(38.89%), 无淋巴结转移者表达较高

(70.83%), 与nm23在食管鳞状细胞癌中的表达

情况基本一致[15]. 
上述研究结果提示, NEC与食管鳞状细胞癌

相比, 患者预后差, 术后生存期短, 可能与NEC
中p53和Ki-67更高表达, nm23更低表达有关. 通
过对p53、nm23和Ki-67表达的检测和综合分析

可能为临床判断肿瘤的预后提供依据. 同时由

于NEC本身少见, 同类研究缺乏, 因此本研究可

能还存在样本量较小, 抽样误差较大等缺陷, 有

待进一步的数据收集和实验完善. 
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很少与鳞状细胞
癌混合. 有报道称
其与Barrett食管
和腺癌有关.
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应用基因芯片筛选七氟醚和丙泊酚的诱导下胃黏膜表达
差异基因

李月鹏, 高彩燕
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■背景资料
胃镜检查是诊断
上消化道疾病的
重 要 手 段 ,  但 是
有许多患者会有
恐 惧 感 ,  而 拒 绝
胃镜检查导致耽
误 病 情 ,  还 有 许
多患者在胃镜检
查过程中感到各
种不适、呛咳等
而诱发高血压、
心 率 加 快 ,  严 重
者甚至会出现心
律 失 常 等 .  而 无
痛胃镜则明显减
少了胃镜检查的
不 良 反 应 ,  能 够
消除患者的紧张
情 绪 ,  让 受 检 者
在无痛苦、舒适
状态中完成检查.
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Abstract
AIM: To identify differentially expressed genes 
(DEGs) induced by sevoflurane and propofol 
with DNA microarray. 

METHODS: The expression data of GSE4386 
which contained atrial samples collected from 
patients receiving anesthetic gas sevoflurane or 
intravenous anesthetic propofol in gastrointes-
tinal endoscopy were downloaded from Gene 
Expression Omnibus (GEO). The DEGs in the 
sevoflurane group and propofol group were 
identified and compared. Then, the functions 
significantly related to the DEGs were enriched. 

The interactive functional modules for common, 
sevoflurane specific and propofol specific DEGs 
were constructed to perform analysis of biologi-
cal processes. 

RESULTS: The percentages of DEGs were 31.3% 
(275/879) and 94.8% (275/290) in the sevoflu-
rane group and propofol group, respectively. 
Functional categories for the common, sevoflu-
rane specific and propofol specific DEGs were 
very similar. Function modules, such as regula-
tion of transcription and regulation of cellular 
process, for the common, propofol specific and 
sevoflurane specific DEGs were identified. 

CONCLUSION: Sevoflurane and propofol may 
synergistically reduce gastric mucosal tissue 
injury in patients undergoing gastrointestinal 
endoscopy. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 本文对行无痛胃镜检查的患者胃黏膜
组织芯片表达谱进行分析, 分别利用吸入性麻
醉剂七氟醚和静脉麻醉剂丙泊酚麻醉, 比较分
析两种不同种类的麻醉剂诱导下表达发生显
著改变的基因, 从功能方向筛选麻醉剂保护胃
黏膜细胞的分子靶标以及保护机制. 

方法: 从基因表达数据库(Gene Expression 
Omnibus, GEO)数据库中下载编号为GSE4386
的基因芯片, 数据为无痛胃镜检查的患者胃黏
膜组织芯片表达谱数据, 共40个样本, 平均分

■同行评议者
莫发荣 ,  副教授 , 
广西医科大学组
织学与胚胎学教
研室
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■研发前沿
基因芯片技术在
筛选麻醉剂保护
胃黏膜细胞的分
子靶标以及保护
机制方面具有明
显的优势.

成了两个组: 吸入性七氟醚麻醉和静脉麻醉
剂丙泊酚, 每组20个样本, 分别为手术麻醉剂
处理之前和经过麻醉剂手术后的胃黏膜组织
表达谱. 采用R软件包对表达谱做数据预处理
和差异表达基因的筛选. 筛选到的差异基因将
进一步生物信息分析. 首先比较两个组中筛选
得到的麻醉剂处理前后的差异表达基因, 得到
两种麻醉剂刺激下诱导表达变化的基因, 并做
各组间的表达值比较; 然后通过BLASTX对差
异表达基因产物蛋白进行比对后进行COG功
能分类注释; 再用WebGestalt寻找差异表达基
因所在的相互作用功能模块; 最后利用DAVID
搜索模块中差异基因参与的生物学过程. 

结果: 共同表达的差异基因在七氟醚组和异
丙酚组中分别占差异基因数目的百分比为
31.3%(275/879)和94.8%(275/290). 且从功能
注释分类及同在一个模块中差异基因的功能
结果, 两种麻醉剂诱导影响的表达变异基因倾
向于一致. 共同表达差异基因, 异丙酚诱导的
差异基因和七氟醚诱导的差异基因主要参与
的细胞转录和分化的过程. 

结论: 吸入性麻醉剂七氟醚和静脉麻醉剂丙
泊酚在保护胃黏膜作用中具有协同的作用, 因
此, 我们推测, 吸入性麻醉剂七氟醚和静脉麻
醉剂丙泊酚两种方式的静吸复合麻醉方式, 在
无痛胃镜检查术中可能会具有更好保护胃黏
膜细胞作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 吸入性麻醉剂七氟醚和静脉麻醉剂丙

泊酚两种方式的静吸复合麻醉方式, 在无痛胃镜

检查术中可能会具有更好保护胃黏膜细胞作用.  
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0  引言

胃镜检查是诊断上消化道疾病的重要手段, 但
是有许多患者会有恐惧感, 而拒绝胃镜检查导

致耽误病情, 还有许多患者在胃镜检查过程中

感到各种不适、呛咳等而诱发高血压、心率加

快, 严重者甚至会出现心律失常等[1]. 而无痛胃

镜则明显减少了胃镜检查的不良反应, 能够消

除患者的紧张情绪, 让受检者在无痛苦、舒适

状态中完成检查[2]. 本研究利用吸入性麻醉剂七

氟醚和静脉麻醉剂丙泊酚处理后的行无痛胃镜

检查的患者胃黏膜组织芯片表达谱, 比较分析

两种不同种类的麻醉剂诱导下表达发生显著改

变的基因, 从功能方向筛选麻醉剂保护胃黏膜

细胞的分子靶标以及保护机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Affymetrix芯片数据: 从基因表达数据

库基因表达数据库(Gene Expression Omnibus, 
GEO)数据库中下载编号为GSE4386的基因芯

片[3], 数据为无痛胃镜检查的患者胃黏膜组织芯

片表达谱数据, 共160个样本, 随机分成了两个

组: 吸入性七氟醚麻醉(sevoflurane)和静脉麻醉

剂丙泊酚(propofol), 每组80个样本, 分别为手术

麻醉剂处理之前和经过麻醉剂手术后的胃黏膜

组织表达谱各40个. 
1.2 方法

1.2 .1  数据预处理及差异基因分析 :  下载该

芯片表达谱数据的注释平台 ,  G P L570[H G-
U133_Plus_2] Affymetrix Human Genome U133 
Plus 2.0 Array, 对下载得到的txt格式的表达谱数

据进行基因名称的对应. 并采用R语言中的Affy
包中的中值法对数据进行标准化[4], 再用mult-
test[5]包对吸入性七氟醚麻醉和静脉麻醉剂丙泊

酚组分别进行统计检验分析, 然后用BH方法进

行多重检验校正[6]. 选取FDR值<0.05及|logFC|>1
作为显著性阈值. 
1.2.2 每组中差异表达基因的比较: 我们对从吸

入性七氟醚麻醉和静脉麻醉剂丙泊酚组中筛选

得到的差异表达基因进行比较, 得到吸入性七

氟醚麻醉和静脉麻醉剂丙泊酚刺激下特异性影

响的基因以及两种麻醉剂共同诱导的差异表达

基因, 并用韦恩图表示[7]. 
1.2.3 组间差异表达基因的比较: 根据基因表达

在不同状态的同种生物中表达的特异性, 相同

的组织在不同疾病状态下, 基因的表达是有显

著的差别的. 对于每个组中找到的差异表达基

因, 我们用组间t检验[8]对每组对应的差异表达基

因值进行比较, 研究每一组的差异表达基因在

三种不同处理下的样本中的表达情况. 我们以t
检验得到的P  = 0.05为阈值, 检验差异表达基因

在不同组间是否同样是差异有统计学意义. 
1.2.4 差异表达基因功能分类: 用BLASTX[9]将所

得的两个组中所得到差异基因的序列与集群中
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的同源蛋白组(clusters of orthologous groups of 
proteins, COG)[10]直系同源簇数据库(http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/COG)进行比对分析(比对相似

阈值: E-value<1e-05), 从cellular_component、
molecular_function、biological_process三个方面

获得差异表达基因的功能注释及其COG功能分

类. 通过COG分类可以对不同集合中特异表达

的基因所属的功能有直观和感性的认识. 差异

表达基因互作功能模块搜索: 模块划分是人们

理解复杂系统的一个重要的研究方法. 对于生

物系统, 人们普遍认为各种实现相同功能的基

因或蛋白质倾向于形成模块[11-13], 对功能模块的

分析可以让人们进一步理解各种生物过程、了

解生物的构成与组织方式. 因此, 我们利用软件

WebGestalt[14,15]搜索差异表达基因所在的互作功

能模块, 以FDR值0.05作为阈值. 
1.2.5 模块中差异基因的功能分析: 同在一个模

块中的基因通常除了结构上联系紧密, 而且在

功能上也具有很强的关联性. 因此, 我们利用软

件表达分析系统开发(Expression Analysis Sys-
tematic Explorer, EASE)[16]对模块中的差异表达

基因所参与的生物学过程进行分析, 选取P >0.05
作为阈值. 

统计学处理 用R统计软件包对实验数据进

行统计学处理, 两样本均数之间的差异显著性

用独立样本均值比较的t检验, 应用方差分析对

变量之间的相互关系进行检验. P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 差异基因的筛选 数据预处理后, 对标准化后

的表达谱数据做差异比较分析, 我们从吸入性

七氟醚麻醉和静脉麻醉剂丙泊酚组分别筛选得

到了879个和290个满足差异阈值(FDR<0.05和
|logFC|>1)的差异表达基因. 
2.2 差异表达基因的结果分析 我们对从吸入性

七氟醚麻醉和静脉麻醉剂丙泊酚组中筛选得到

的差异表达基因进行比较, 得到吸入性七氟醚

麻醉和静脉麻醉剂丙泊酚刺激下特异性影响的

基因以及两种麻醉剂共同诱导的差异表达基因. 
分析结果显示, 吸入性七氟醚麻醉组中的差异

表达基因数量明显多于丙泊酚麻醉剂组的, 两
种麻醉剂刺激共同影响的基因共275个, 分别占

两组中的31.3%(275/879)和94.8%(275/290). 
2.3 各组差异表达基因的组间比较 对于吸入性

七氟醚麻醉(604个)和静脉麻醉剂丙泊酚刺激下

(15个)特异性影响的基因以及两种麻醉剂共同

诱导的差异表达基因(275), 我们进行了组间的

比较, 结果显示的差异结果与筛选得到的差异

表达基因结果一致, 如七氟醚组中独有的差异

表达基因仅在七氟醚组中显示出显著性差异, 
同时在丙泊酚组中情况亦如此, 唯有两组中共

有的差异表达基因在两组中均为显著性差异. 
2.4 差异表达基因功能分类 利用BLASTX将

三个集合中的差异表达基因的分别与C O G直

系同源簇数据库进行比对分析(比对相似阈值: 
E-value<1e-05). 根据序列与Gene Ontology中记

载的每个G O节点上的基因序列相似程度, 对
差异表达的基因所在的G O功能节点分类, 我
们可以看到, 每个基因集合中的差异表达基因

在cellular_component、molecular_function、
biological_process三个方面的分布是很相似的. 
2.5 差异表达基因互作功能模块搜索 我们利用

软件WebGestalt搜索差异表达基因所在的互作

功能模块, 以FDR值0.05作为阈值. 我们分别筛

选到两种麻醉剂共同诱导的、静脉麻醉剂丙泊

酚刺激下特异性影响的和吸入性七氟醚麻醉组

的差异表达基因的2个、1个、1个显著所在的

功能模块. 
2.6 模块中差异基因的功能分析 我们利用EASE
软件得到了之前所得到的模块中包含的差异表

达基因所参与的生物学过程, 如表1-3所示. 从表

1-3我们能够看出, 与之前基因注释分类类似, 模
块中的差异表达基因均与细胞过程, 如转录调

控、大分子活动等等. 

3  讨论

七氟醚是一种新型的吸入麻醉药, 与传统的吸

入麻醉药相比他具有诱导迅速、刺激性小、苏

醒快的优点, 并且无明显不良反应, 广泛应用于

临床. 大量的离体和在体动物实验都证实其对

胃黏膜具保护作用[17,18]. 丙泊酚是一种常用全身

麻醉药, 对多种器官组织具有保护作用. 研究发

现, 丙泊酚能抑制胃黏膜细胞凋亡, 防止胃黏膜

缺血与损伤[19]. 
为了研究这两种麻醉剂刺激下胃黏膜组织

基因表达特征以及保护胃黏膜细胞的机制, 本
文利用吸入性麻醉剂七氟醚和静脉麻醉剂丙泊

酚处理后的行无痛胃镜检查的患者胃黏膜组织

芯片表达谱, 比较分析两种不同种类的麻醉剂

诱导下表达发生显著改变的基因, 研究胃黏膜

组织转录表达特征与麻醉剂诱导的关联性, 并
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■创新盘点
本文比较分析两
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醉剂诱导下表达
发生显著改变的
基因, 研究胃黏膜
组织转录表达特
征与麻醉剂诱导
的关联性, 并从功
能方向筛选麻醉
剂保护胃黏膜细
胞的分子靶标以
及保护机制. 

■应用要点
研究胃黏膜组织
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麻醉剂诱导的关
联性, 并从功能方
向筛选麻醉剂保
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从功能方向筛选麻醉剂保护胃黏膜细胞的分子

靶标以及保护机制.  
从我们的分析结果来看, 丙泊酚麻醉剂刺激

下, 94.8%(275/290)的诱导表达变异基因包括在

七氟醚诱导变化基因中, 且从功能注释分类及

同在一个模块中差异极影的功能结果, 两种麻

醉剂诱导影响的表达变异基因倾向于一致. 我
们的结果说明, 吸入性麻醉剂七氟醚和静脉麻

醉剂丙泊酚在保护胃黏膜作用中具有协同的作

用, 因此, 我们推测, 吸入性麻醉剂七氟醚和静

脉麻醉剂丙泊酚两种方式的静吸复合麻醉方式, 
在行无痛胃镜检查术中可能会具有更好保护胃

黏膜细胞作用. 两种麻醉剂刺激诱导下表达发

生显著改变的基因均为麻醉剂靶标基因, 尤其

是同在一个功能模块中共同产生作用的差异表

达基因, 如MAFF、 FOSL2、ATF3等基因. 
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表 1 七氟醚和丙泊酚诱导下的共同表达差异基因参与的生物学过程

     生物学功能名称 校正P 值 基因数目                         生物学功能描述

6355 <0.05 10 Regulation of transcription, DNA-dependent

51252 <0.05 10 Regulation of RNA metabolic process

45449 <0.05 10 Regulation of transcription

10556 <0.05 10 Regulation of macromolecule biosynthetic process

10468 <0.05 10 Regulation of gene expression

19219 <0.05 10 Regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide 
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31326 <0.05 10 Regulation of cellular biosynthetic process

51171 <0.05 10 Regulation of nitrogen compound metabolic process

50794 <0.05 12 Regulation of cellular process

50789 <0.05 12 Regulation of biological process

65007 <0.05 12 Biological regulation

48518 <0.05   9 Positive regulation of biological process

表 2 丙泊酚诱导下的差异表达基因参与的生物学过程

     生物学功能名称 校正P 值 基因数目     生物学功能描述

42116 <0.05       1 Macrophage activation

2274 <0.05       1 Myeloid leukocyte activation

6909 <0.05       1 Phagocytosis

表 3 七氟醚诱导下的差异表达基因参与的生物学过程

     生物学功能名称 校正P 值 基因数目          生物学功能描述

23052  <0.05     12 Signaling

50794  <0.05     12 Regulation of cellular process

50789  <0.05     12 Regulation of biological process

65007  <0.05     12 Biological regulation

7165  <0.05       9 Signal transduction

23033  <0.05       9 Signaling pathway

23060  <0.05       9 Signal transmission

23046  <0.05       9 Signaling process
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基因表达谱(gene 
expression pro-
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处 于某一特定状
态下的细胞或组
织的非偏性cDNA
文库, 大规模cDNA
测序, 收集cDNA
序 列 片 段 、 定
性、定量分析其
mRNA群体组成, 
从而描绘该特定
细胞或组织在特
定状态下的基因
表达种类和丰度
信息, 这样编制成
的数据表就称为
基因表达谱. 



李月鹏, 等. 应用基因芯片筛选七氟醚和丙泊酚的诱导下胃黏膜表达差异基因              3653

control of myocardial energy metabolism predicts 
postoperative cardiac function in patients undergo-
ing off-pump coronary artery bypass graft surgery: 
inhalational versus intravenous anesthetics. Anes-
thesiology 2007; 106: 444-457 [PMID: 17325502]

4  Zhao Y, Wang E, Liu H, Rotunno M, Koshiol J, 
Marincola FM, Landi MT, McShane LM. Evalua-
tion of normalization methods for two-channel mi-
croRNA microarrays. J Transl Med 2010; 8: 69 [PMID: 
20663154 DOI: 10.1186/1479-5876-8-69]

5  Wettenhall JM, Smyth GK. limmaGUI: a graphical 
user interface for linear modeling of microarray 
data. Bioinformatics 2004; 20: 3705-3706 [PMID: 
15297296 DOI: 10.1093/bioinformatics/bth449]

6  Fernando RL, Nettleton D, Southey BR, Dekkers JC, 
Rothschild MF, Soller M. Controlling the propor-
tion of false positives in multiple dependent tests. 
Genetics 2004; 166: 611-619 [PMID: 15020448 DOI: 
10.1534/genetics.166.1.611]

7  Soriano JB, Davis KJ, Coleman B, Visick G, Mannino 
D, Pride NB. The proportional Venn diagram of 
obstructive lung disease: two approximations from 
the United States and the United Kingdom. Chest 
2003; 124: 474-481 [PMID: 12907531]

8  Shuster JJ. Student t-tests for potentially abnormal 
data. Stat Med 2009; 28: 2170-2184 [PMID: 19326398 
DOI: 10.1002/sim.3581]

9  Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman 
DJ. Basic local alignment search tool. J Mol Biol 
1990; 215: 403-410 [PMID: 2231712 DOI: 10.1006/
jmbi.1990.9999]

10  Tatusov RL, Natale DA, Garkavtsev IV, Tatusova TA, 
Shankavaram UT, Rao BS, Kiryutin B, Galperin MY, 
Fedorova ND, Koonin EV. The COG database: new 
developments in phylogenetic classification of pro-
teins from complete genomes. Nucleic Acids Res 2001; 
29: 22-28 [PMID: 11125040 DOI: 10.1093/nar/29.1.22]

11  Ihmels J, Friedlander G, Bergmann S, Sarig O, Ziv 
Y, Barkai N. Revealing modular organization in the 
yeast transcriptional network. Nat Genet 2002; 31: 

370-377 [PMID: 12134151]
12  Hwang W, Cho YR, Zhang A, Ramanathan M. 

A novel functional module detection algorithm 
for protein-protein interaction networks. Algo-
rithms Mol Biol 2006; 1: 24 [PMID: 17147822 DOI: 
10.1186/1748-7188-1-24]

13  Tanay A, Sharan R, Kupiec M, Shamir R. Revealing 
modularity and organization in the yeast molecular 
network by integrated analysis of highly heteroge-
neous genomewide data. Proc Natl Acad Sci U S A 
2004; 101: 2981-2986 [PMID: 14973197]

14  Zhang B, Kirov S, Snoddy J. WebGestalt: an inte-
grated system for exploring gene sets in various 
biological contexts. Nucleic Acids Res 2005; 33: 
W741-W748 [PMID: 15980575 DOI: 10.1093/nar/
gki475]

15  Qiao Y, Badduke C, Mercier E, Lewis SM, Pavlidis 
P, Rajcan-Separovic E. miRNA and miRNA target 
genes in copy number variations occurring in indi-
viduals with intellectual disability. BMC Genomics 
2013; 14: 544 [PMID: 23937676]

16  Hosack DA, Dennis G, Sherman BT, Lane HC, Lem-
picki RA. Identifying biological themes within lists 
of genes with EASE. Genome Biol 2003; 4: R70 [PMID: 
14519205 DOI: 10.1186/gb-2003-4-10-r70]

17  Bernard JM, Wouters PF, Doursout MF, Florence 
B, Chelly JE, Merin RG. Effects of sevoflurane and 
isoflurane on cardiac and coronary dynamics in 
chronically instrumented dogs. Anesthesiology 1990; 
72: 659-662 [PMID: 2321783]

18  Harkin CP, Pagel PS, Kersten JR, Hettrick DA, 
Warltier DC. Direct negative inotropic and lusi-
tropic effects of sevoflurane. Anesthesiology 1994; 81: 
156-167 [PMID: 8042785]

19  van den Berg AA, Chitty DA, Jones RD, Sohel MS, 
Shahen A. Intravenous or inhaled induction of an-
esthesia in adults? An audit of preoperative patient 
preferences. Anesth Analg 2005; 100: 1422-1424, 
table of contents [PMID: 15845699 DOI: 10.1213/01.
ANE.0000150609.82532.C5]

编辑  郭鹏  电编  闫晋利  

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评价
本文有一定的创
新性和实验意义. 
学术价值尚可, 对
后续临床的治疗
提供参考意见. 
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热灌注化疗对胃癌患者血管内皮生长因子受体及基质金
属蛋白酶的影响

闫 琳, 巴 楠, 吴 敏, 郑晓珂, 张 剑, 邢 鑫, 张自森

®

■背景资料
胃癌是临床最为
常见的恶性肿瘤
之 一 ,  其 发 病 率
已跃居肿瘤发病
率第2位. 近年来, 
腹腔热灌注化疗
在预防和治疗胃
癌腹膜转移和复
发中取得了一定
的 成 效 ,  并 被 广
泛 应 用 于 临 床 . 
血管内皮生长因
子 受 体 1 与 肿 瘤
组织的血管生成
有 关 ,  其 高 水 平
表达可能与肿瘤
组织血供增加及
瘤 体 增 大 有 关 . 
基质金属蛋白酶
可分解细胞外基
质 ,  降 低 细 胞 间
的黏滞性使得肿
瘤细胞更易向远
处 转 移 .  通 过 检
测 这 两 个 指 标 , 
可有效把握肿瘤
的治疗效果并推
测预后. 
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Abstract 
AIM: To explore the effect of hyperthermic per-
fusion chemotherapy on vascular endothelial 
growth factor receptor 1 (VEGFR-1) and matrix 
metalloproteinase 9 (MMP-9) in patients with 
gastric cancer. 

METHODS: Eighty-six gastric cancer patients 
treated at our hospital from March 2010 to April 
2013 were randomly divided into either a treat-
ment group or a control group, with 43 cases 
in each group. The control group was given 

conventional chemotherapy, and the treatment 
group was given hyperthermic perfusion che-
motherapy. Carbohydrate antigen 72-4 (CA72-4), 
VEGFR-1 and MMP-9, changes in clinical symp-
toms and adverse reactions were compared be-
tween before and after treatment. 

RESULTS: There were no significant differ-
ences in CA72-4 value, the percentages of VEG-
FR-1 or MMP-9 positive cases, or the number 
of cases with ascites between the two groups 
before treatment (P > 0.05). CA72-4 value, the 
percentages of VEGFR-1 and MMP-9 positive 
cases, and the number of cases with ascites 
were significantly lower in the treatment group 
than in the control group (5.43 kU/L ± 2.07 kU/
L vs 7.08 kU/L ± 3.19 kU/L, 18.60% vs 41.86%, 
23.26% vs 41.86%, 7 vs 15, P < 0.05). The recur-
rence rates at 6 mo and 1 yr were significantly 
lower in the treatment group than in the con-
trol group (2.33% vs 18.6%, 13.95% vs 32.56%, 
P < 0.05), while the survival rates at 6 mo and 
1 yr were significantly higher in the treatment 
group (88.37% vs 69.77%, 44.19% vs 67.44%, P < 
0.05). The numbers of cases with gastrointesti-
nal bleeding, abdominal pain, leukopenia and 
diarrhea were significantly less in the treatment 
group than in the control group (2 vs 9, 5 vs 13, 
1 vs 9, 2 vs 9, P < 0.05). 

CONCLUSION: Hyperthermic perfusion che-
motherapy can achieve better effects than con-
ventional chemotherapy in patients with gastric 
cancer, and it can reduce the levels of VEGFR-
1and MMP-9, relieve clinical symptoms and de-
crease the relapse rate.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Perfusion chemotherapy; Gastric can-
cer; Vascular endothelial growth factor receptor; 
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■研发前沿
由于胃癌的发病
隐匿前期无明显
症状或症状轻微
与胃炎相似而不
被 人 们 重 视 ,  等
病情加重时往往
已经失去了早期
切 除 的 机 会 .  而
常规化疗治疗方
案存在全身不良
反 应 明 显 ,  药 物
杀伤作用无侧重
点 ,  在 杀 灭 肿 瘤
细胞的同时也使
机体受到严重损
伤而影响患者的
生 活 质 量 .  部 分
患者还因为不良
反应的过于严重
无法坚持治疗甚
至危及生命.

vascular endothelial growth factor receptor 1 and matrix 
metalloproteinase-9 in patients with gastric cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(24): 3654-3659  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3654.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3654 

摘要 
目的: 探究热灌注化疗法对胃癌患者血管内
皮生长因子受体1(vascular endothelial growth 
factor receptor 1, VEGFR-1)及基质金属蛋白酶
(matrix metalloproteinases 9, MMP-9)等的影响.  

方法: 选取2010-03/2013-04于郑州大学第五附
属医院就诊的胃癌患者86例, 依据分层随机分
组法将患者分为治疗组及对照组, 每组43例. 
给予对照组常规化疗方案进行治疗; 给予治
疗组热灌注化疗方案进行治疗. 观察比较两组
患者治疗前后的糖链抗原72-4(CA72-4)值、

VEGFR-1及MMP-9阳性例数变化以及患者临
床症状及不良反应情况.  

结 果 :  治 疗 前 两 组 患 者 的 C A 7 2 - 4 值、

VEGFR-1及MMP-9阳性例数以及腹水例数比
较差异无统计学意义(P> 0.05); 治疗后治疗组
患者的CA72-4值、VEGFR-1及MMP-9阳性例
数、腹水例数分别是5.43 kU/L±2.07 kU/L、
18.60%、23.26%、7例, 对照组依次是7.08 kU/
L±3.19 kU/L、41.86%、44.19%、15例, 治疗
组均低于对照组(P <0.05); 治疗后治疗组6 mo
复发率及1年复发率为2.33%、13.95%, 对照
组分别是18.6%、32.56%, 治疗组低于对照
组；治疗组患者6 mo生存率及1年生存率分别
是88.37%、67.44%, 对照组分别是69.77%、

44.19%, 治疗组均高于对照组(P <0.05); 治疗
组治疗过程中出现消化道出血2例及腹痛例数
5例均小于对照组9例、13例, 差异有统计学意
义(P <0.05); 治疗组出现白细胞减少1例及腹
泻2例, 不良反应例数均低于对照组9例、9例, 
差异有统计学意义(P <0.05).  

结论: 应用热灌注化疗法相对于常规化疗法
可达到更好的治疗效果, 降低患者VEGFR-1
及MMP-9水平, 明显减轻患者临床症状, 降低
复发率.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 热灌注化疗; 胃癌; 血管内皮生长因子受

体; 复发

核心提示: 本次研究表明, 应用热灌注化疗可明

显提高患者生活治疗, 延长患者生存期(P <0.05). 

热灌注疗法可通过提高病灶区域温度, 利用肿瘤

组织与正常机体组织对温度的耐受不同而达到

增强化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用.

闫琳, 巴楠, 吴敏, 郑晓珂, 张剑, 邢鑫, 张自森. 热灌注化疗对

胃癌患者血管内皮生长因子受体及基质金属蛋白酶的影响. 世

界华人消化杂志  2014; 22(24): 3654-3659 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3654.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i24.3654

0  引言

胃癌是临床最为常见的恶性肿瘤之一, 其发病

率已跃居肿瘤发病率第2位[1]. 胃癌早期一般无

任何不适症状及体征而被人们所忽略, 严重危

害人们的身体健康. 临床发现的胃癌患者往往

处于晚期而丧失手术机会, 此时患者不得不面

对不良反应严重的化疗方案进行治疗. 但消化

系统腺癌腹膜转移率高, 近年来, 腹腔热灌注化

疗在预防和治疗胃癌腹膜转移和复发中取得了

一定的成效, 并被广泛应用于临床. 血管内皮生

长因子受体1(vascular endothelial growth factor 
receptor 1, VEGFR-1)与肿瘤组织的血管生成有

关, 其高水平表达可能与肿瘤组织血供增加及瘤

体增大有关[2]. 基质金属蛋白酶(matrix metallopro-
teinase 9, MMP-9)可分解细胞外基质, 降低细胞

间的黏滞性使得肿瘤细胞更易向远处转移[3]. 通
过检测这两个指标, 可有效把握肿瘤的治疗效

果并推测预后. 为了探究更好的提高化疗治疗

效果, 降低化疗不良反应的方法, 郑州大学第五

附属医院在不耽误患者病情并且患者知情同意

的前提下进行了探究热灌注化疗法对胃癌患者

VEGFR-1及MMP-9等影响的研究, 现将成果报

告如下.   

1  材料和方法

1.1 材料 对来郑州大学第五附属医院治疗的86
例晚期胃癌患者进行前瞻性研究 .  纳入标准: 
患者均符合中晚期胃癌诊断标准及鲍曼(Bor-
rmann)分型[4]: Ⅰ: 息肉样; Ⅱ: 溃疡样; Ⅲ: 溃疡

浸润型; Ⅳ: 浸润型. 患者预期寿命4 mo以上; 患
者年龄20-60岁; 患者一般情况较好, 无其他威胁

生命的疾病; 患者主要器官如心、肺、脑、肾

及肝等功能良好, 无功能不良; 患者未合并高血

压或糖尿病等慢性疾病; 患者无肝硬化及其他

影响凝血功能的疾病; 患者及其家属对本次研

究知情并自愿参与. 排除标准: 患者合并乙型肝

炎、结核或艾滋等传染性疾病; 患者处于妊娠
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■相关报道
有 研 究 表 明 ,  幽
门螺杆菌(Helico-
bacter pylori , H. 
pylori )感染也与
胃癌的发病有关, 
H .  pylori 对胃黏
膜的反复破坏及
胃内胃酸及食物
等刺激造成出现
不典型增生. 据报
道, 抽烟也有一定
的导致胃癌发病
的可能. 鉴于胃癌
发病病因多种多
样, 很难做好一级
预防, 因此应当做
好其早发现及早
治疗. 

或哺乳期; 患者出现脑转移或有脑转移征象[5]; 
患者有胃溃疡、消化道出血或胃穿孔等胃肠道

疾病史; 患者合并精神疾病或有精神疾病史; 患
者对自身病情难以接受或不配合治疗; 患者对

本次治疗用药存在过敏反应. 该方案经院里伦

理委员会审核批准, 所有受试者均为自愿签署

知情同意书者.
奥沙利铂(50 mg, 江苏奥赛康药业股份有限

公司, 批号: D1310012, 国药准字H20064296); 亚
叶酸钙注射液(5 mL: 50 mg, 上海恒瑞医药有限

公司, 批号: 13052721, 批准文号H32022391); 5-
氟尿嘧啶(10 mL: 0.25 g, 上海旭东海普药业有限

公司, 批号: FA130504, 国药准字H31020593); 顺
铂注射液(20 mL: 20 mg, 齐鲁制药有限公司, 批
号: 312039CF, 国药准字H37021358); 盐酸利多

卡因注射液(5 mL: 0.1 g, 上海朝晖制药有限公

司, 批号: 1403T02, 国药准字H31021072); 地塞

米松注射液(1 mL: 5 mg, 国药集团容生制药有限

公司, 批号: 1401408021, 国药准字H41020036); 
卡培他滨(0.5 g, 上海罗氏制药有限公司, 批号: 
SH1118, 国药准字H20073024).
1.2 方法

1.2.1 治疗: 在充分水化并利尿的前提下, 给予两

组患者化疗方案进行治疗. 对照组: 治疗第1天
给予患者注射用90 mg/m2, 静脉注射; 治疗第1-5
天给予患者200 mg/m2, 静脉注射; 治疗第1-5天给

予患者500 mg/m2, 静脉续滴进行治疗, 3 wk为一

子疗程, 共进行3个子疗程治疗; 经B超定位后腹

腔置管, 放空腹腔积液后将顺铂注射液30 mg/m2, 
盐酸利多卡因注射液2 mL, 地塞米松注射液5 mg
及生理盐水2000 mL灌注患者腹腔, 并封管, 共
进行60 min的治疗, 1次/wk, 连续2 wk治疗后停

止1 wk; 口服卡培他滨1500 mg/(m2·d), 分两

次口服, 连用14 d后停用7 d, 共进行为期9 wk的
治疗. 治疗组:   在对照组治疗方案的基础上, 对
腹腔灌注液采用体腔热灌注治疗系统保持温度

43 ℃保持循环注入腹腔, 每15 min变换体位; 共
进行60 min的治疗, 1次/wk, 连续2 wk治疗后停

止1 wk, 共进行为期9 wk的治疗.  
1.2.2 检测项目: 指标: 分别于治疗前后检测患者

的VEGFR-1阳性例数: 胃镜下采集患者胃癌组

织, 经石蜡包埋HE染色、抗体处理及免疫组织

化学染色等处理, 多处高倍镜下(×400)平均半数

以上细胞为无色或淡黄色者为阴性, 半数以上细

胞黄色或棕褐色为阳性. MMP-9阳性例数: 胃镜

下采集患者胃癌组织, 采用免疫组织化学技术SP

法进行检测, 多处高倍镜下(×400)平均1/4以上

细胞出现棕黄色颗粒则为阳性, 否则为阴性. 糖
链抗原72-4(carbohydrate antigen 72-4, CA72-4)值: 
抽取患者静脉血液3 mL, 检测患者CA72-4值. 统
计患者治疗前后腹水例数、6 mo复发率、6 mo
生存率、1年复发率及1年生存率.  不良事件: 统
计治疗过程中两组患者出现消化道出血、吞咽

困难及腹痛等不良事件的例数. 药物不良反应: 
记录两组患者治疗过程中出现白细胞减少、脱

发、肝功能异常及腹泻等不良反应例数.  
统 计 学 处 理  将患者的研究数据录入到

SPSS12.0统计学软件中进行分析, 组间计量资料

的比较采用t检验, 计数资料构成比的比较采用

χ2检验或Fisher精确概率法检验; P <0.05为差异

有统计学意义.  

2  结果

2.1 两组患者治疗前后一般资料比较 参与本次

研究的86例患者中, 失访率为0. 其中符合标准

的86例患者根据分层随机分组法随机分为两组, 
比较两组患者的一般资料如性别、年龄及体质

量无统计学差异(P >0.05)(表1).
2.2 比较两组患者治疗前后胃癌相关指标情

况 治疗前两组患者的CA72-4值、VEGFR-1
及M M P-9阳性例数比较差异无统计学意义

(P >0.05), 治疗后治疗组患者CA72-4值、VEG-
FR-1及MMP-9阳性例数均低于对照组, 差异有

统计学意义(P <0.05)(表2).  
2.3 比较两组患者治疗过程中不良事件发生情况 
治疗过程中治疗组出现消化道出血及腹痛例数

均小于对照组, 差异有统计学意义(P<0.05)(表3).  
2.4 比较两组患者治疗效果及复发情况 治疗

前两组患者腹水例数比较差异无统计学意义

(P >0.05), 治疗后治疗组患者腹水例数、6 mo复
发率及1年复发率均低于对照组, 治疗组患者6 
mo生存率及1年生存率均高于对照组, 差异有统

计学意义(P <0.05)(表4).  
2.5 比较两组患者治疗过程中不良反应情况 治

表 1 两组患者一般资料对比 (n  = 43)

     分组 男(n ) 女(n )     年龄(岁)  体质量(kg)

治疗组  28  15 47.63±9.15 64.29±11.05

对照组  26  27 49.81±8.42 66.57±8.24

统计值     0.199    -1.150    -1.085

P值     0.655      0.254       0.281
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疗过程中治疗组出现白细胞减少及腹泻等不

良反应例数均低于对照组, 差异有统计学意义

(P <0.05)(表5).  

3  讨论

胃癌是一种起源于胃黏膜上皮细胞癌变的恶性

肿瘤, 死亡率达25/10万以上, 且起病隐匿, 早期

发现困难, 严重威胁人们的身体健康[6]. 胃癌的

致病因素与多种因素有关[7-9]: 胃癌发病与环境

有一定相关性, 我国青海等西北地区的发病率

明显高于其他地区, 可能与人们生活环境中及

饮食中微量元素构成比例不同有关. 长期食用

腌制、烧烤、煎炸及烫食也可对胃癌的发病具

有一定的促进作用. 慢性胃炎患者也可在病情

进展未行有效控制的情况下出现萎缩性胃炎, 
胃黏膜肠上皮化生并可能出现癌变. 有研究表

明[10], 幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )
感染也与胃癌的发病有关, H. pylori对胃黏膜

的反复破坏及胃内胃酸及食物等刺激造成出现

不典型增生. 据报道[11], 抽烟也有一定的导致胃

癌发病的可能. 鉴于胃癌发病病因多种多样, 很
难做好一级预防, 因此应当做好其早发现及早

治疗.  
由于胃癌的发病隐匿前期无明显症状或症

状轻微与胃炎相似而不被人们重视, 等病情加

重时往往已经失去了早期切除的机会[12,13]. 而常

表 2 两组患者治疗前后胃癌相关指标情况比较 (n  = 43)

     
分组

    VEGFR-1阳性n (%)       MMP-9阳性n (%)          CA72-4(kU/L)

  治疗前    治疗后   治疗前   治疗后    治疗前   治疗后

治疗组 34(79.07)   8(18.60) 29(67.44) 10(23.26) 9.15±3.76 5.43±2.07

对照组 31(72.09) 18(41.86) 28(65.12) 19(44.19) 9.37±4.08 7.08±3.19

统计值   0.567   5.513    0.052    4.214   -0.260    -2.845

P值   0.451   0.019    0.820    0.040     0.795      0.006

表 3 两组患者治疗过程中不良事件发生情况比较 [n  = 43, n (%)] 

     分组 消化道出血 吞咽困难   腹痛

治疗组   2(4.65)   0(0.00)   5(11.63)

对照组   9(20.93)   1(2.33) 13(30.23)

统计值   0.184   1.012   4.497

P值   0.049   0.314   0.034

表 4 两组患者治疗效果及复发情况比较 [n  = 43, n (%)]

     
分组

                腹水例数
6 mo复发率 6 mo生存率 1年复发率 1年生存率

 治疗前    治疗后

治疗组 37(86.05)   7(16.28)   1(2.33) 38(88.37)   6(13.95) 29(67.44)

对照组 35(81.40) 15(34.88)   8(18.6) 30(69.77) 14(32.56) 19(44.19)

统计值   0.341   3.909   0.104   4.497   4.170   4.715

P值   0.559   0.048   0.30   0.034   0.041   0.030

表 5 两组患者治疗过程中不良反应情况比较 [n  = 43, n (%)]

     分组 白细胞减少   脱发 肝功能异常   腹泻

治疗组   1(2.33) 3(6.96)     2(4.65) 2(4.65)

对照组   9(20.93) 1(2.33)     4(9.30) 9(20.93)

统计值   0.090 3.150     0.476 0.184

P值   0.015 0.616     0.676 0.049
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规化疗治疗方案存在全身不良反应明显, 药物

杀伤作用无侧重点, 在杀灭肿瘤细胞的同时也

使机体受到严重损伤而影响患者的生活质量[14]. 
部分患者还因为不良反应的过于严重无法坚持

治疗甚至危及生命[15]. 腹腔灌注化疗是具有高选

择性区域化疗, 改作用特点让腹腔微小病灶暴

漏与高浓度的抗癌药物下, 可增加作用效果, 对
容易腹腔内转移及复发的肿瘤具有一定的针对

性. 腹腔热灌注化疗原自腹腔内灌注化疗, 他是

根据肿瘤组织的耐热性低于正常机体组织这一

原理, 将热效应好的化疗药采用物理能量加热

的方式灌注到肿瘤所在部位, 因此腹腔热灌注

化疗这种治疗方案对肿瘤细胞起到直接的细胞

不良反应, 对正常组织又不损伤, 还可以增强化

疗、放疗的疗效, 提高机体的免疫力, 最终实现

抑制肿瘤转移的效果. 在一项进展期胃癌术后

腹腔热灌注化疗有效性和安全性的系统评价报

告中, 腹腔热灌注化疗大大提高了患者远期生

存率, 降低术后复发率和远处转移率, 且不会增

加不良反应的发生[16]. 由此可见腹腔热灌注化疗

的应用在一定程度上给晚期胃癌患者的治疗带

来福音. 为何肿瘤组织对热灌注化疗敏感目前

尚无定论, 我们针对这个问题展开了研究, 通过

热灌注化疗对胃癌患者血管内皮生长因子受体

及基质金属蛋白酶影响探讨其作用机制.  
本次研究表明, 应用热灌注化疗可明显提高

患者生活治疗, 延长患者生存期(P <0.05). 热灌

注疗法可通过提高病灶区域温度, 利用肿瘤组

织与正常机体组织对温度的耐受不同而达到增

强化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用. 有研究表

明[17], 通过热灌注治疗, 可提高病灶区域温度, 扩
张血管, 使更多的化疗药物与病灶接触, 达到更

好的治疗效果. 热灌注疗法可提高病灶部位血

供及化疗药物浓度, 从而降低机体其他部位的

化疗药物浓度, 减轻对正常组织的不良作用. 据
报道[18], 化疗药物在热灌注条件下通过对肿瘤组

织VEGFR-1合成环节的抑制达到降低肿瘤组织

新生血管形成及瘤体复发成长的可能. 利用肿

瘤组织与正常组织对温度耐受不同而增强杀伤

力同样可以促进对MMP-9生成的抑制作用, 抑
制肿瘤细胞的转移, 对局限肿瘤细胞并重点治

疗意义重大. 从分子层面破坏肿瘤细胞复发、

生长及转移所需条件, 促进患者的康复. 本次研

究结果与国内外相关研究一致[8,19]. 鉴于本次研

究样本量有限, 研究过程也可能存在诸多不足

之处, 结果尚需进一步研究论证.  

总之, 应用热灌注化疗法对胃癌患者进行治

疗可明显降低化疗药物对患者正常组织细胞的

损伤, 提高治疗效果, 延长患者的生存期.  
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Abstract
AIM: To detect the expression of ring finger 
protein 180 (RNF180) and reversion-inducing-
cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK) 
in gastric carcinoma. 

METHODS: Western blot and reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
were used to detect the expression of RECK and 
RNF180 in gastric cancer, pericarcinomatous tis-
sue and normal gastric mucosal tissue. 

RESULTS: The positive rates of RNF180 expres-
sion in gastric cancer and pericarcinomatous tis-
sue were significantly lower than that in normal 
gastric mucosal tissue (68.7%, 28.4%  6.1%, P < 
0.05). RECK expression was significantly lower 

in gastric carcinoma and pericarcinomatous tis-
sue than in normal gastric mucosal tissue (71.4%, 
31.6% vs 5.3%, P < 0.05). 

CONCLUSION: RNF180 and RECK expression 
in gastric cancer is significantly reduced, sug-
gesting that they may play an important role in 
the development of gastric cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Gastric carcinoma; Pericarcinomatous 
tissue; RNF180; RECK
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摘要
目的: 分析胃癌组织中环指蛋白180(the ring 
finger protein, RNF180)与伴有Kazal域的
富含半胱氨酸的逆转诱导蛋白(r e v e r s i o n-
inducing cysteine-rich protein with Kazal 
mot i f, RECK )基因的表达水平及与预后的
关系. 

方法: 应用Western blot及逆转录PCR(reverse 
transcription-PCR, RT-PCR)方法检测胃癌、癌
旁组织及其正常胃黏膜中RNF180及RECK的
表达水平, 分析其表达水平变化与胃癌发生发
展的关系. 

结果: RNF180在胃癌组织及癌旁组织中的表
达水平较正常胃黏膜中显著下调(68.7% vs  
6.1%, 28.4% vs  6.1%, P <0.05); RECK在胃癌组
织及癌旁组织中的表达显著低于正常胃黏膜
(71.4% vs  5.3%, 31.6% vs  5.3%, P <0.05). 

结论: RNF180及RECK在胃癌组织中表达水
平显著降低, 提示其可能在胃癌的发生发展过
程中有重要作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 总
医院消化内科



黄靓, 等. 胃癌组织中RNF180与RECK的表达水平与预后的关系                3661

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
研究证实环指蛋
白180(r ing  f in-
ger protein 180, 
RNF180 )基因的
DNA甲基化与胃
癌 的 发 生 相 关 . 
伴有Kazal域的富
含半胱氨酸的逆
转 诱 导 蛋 白 ( r e -
version-inducing 
cysteine-rich pro-
tein with Kazal 
motif, RECK )基
因具有抑制MMP
表达与激活及抑
制肿瘤的浸润转
移与血管生成的
功 能 ,  本 研 究 通
过分析RNF180与
R E C K 在 不 同 胃
癌组织中的表达, 
为胃癌的早期诊
断提供实验依据.

关键词: 胃癌; 癌旁组织; 环指蛋白180; 伴有Kazal

域的富含半胱氨酸的逆转诱导蛋白 

核心提示: 胃癌的发生、发展、侵袭及转移是一

个多因素、多分子调节过程, 本研究采用Western 
b l o t与RT-P C R检测了胃癌组织、癌旁组织及

正常胃黏膜中环指蛋白180(ring finger protein, 
RNF180)及伴有Kazal域的富含半胱氨酸的逆转

诱导蛋白(reversion-inducing cysteine-rich protein 
with Kazal motif, RECK)的表达水平, 从转录水

平及翻译水平研究其表达变化, 提示RNF180与

RECK的表达失调可能在胃癌的发生发展过程中

扮演重要角色.

黄靓, 李国庆, 毛振江, 钟鹰. 胃癌组织中RNF180与RECK的

表达水平与预后的关系. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 

3660-3664 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3660.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3660 

0  引言

胃癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 是三大

最易导致患者死亡的肿瘤之一. 胃癌的发生与

地理环境、饮食习惯、遗传因素及幽门螺旋

杆菌感染等密切相关[1]. 随着医疗诊疗技术的

快速发展, 对早中期胃癌主要采取手术为主的

综合治疗, 但对于晚期胃癌仍缺乏较为有效的

治疗方法, 预后差死亡率高. 癌转移是晚期胃

癌的一个显著特征, 包括淋巴结转移、远处脏

器转移等 [2]. 因此寻找早期诊断的靶点, 对提

高胃癌早期诊断及预后有重要的意义. 环指蛋

白180(ring finger protein 180, RNF180)是一种

膜结合的E3泛素连接酶 ,  是蛋白质降解过程

必须的环节 ,  调节多种细胞过程 .  研究证实

R N F180 基因的D N A甲基化与胃癌的发生相

关[3]. 伴有Kazal域的富含半胱氨酸的逆转诱导

蛋白(reversion-inducing cysteine-rich protein 
with Kazal motif, RECK )基因是一种肿瘤抑制

基因, 具有抑制基质金属蛋白酶(matrix metallo 
proteinases, MMP)表达与激活的功能, 研究显

示R E C K 基因的表达能够抑制肿瘤的浸润转

移与血管生成 [4]. 本研究通过分析R N F180与
RECK在不同胃癌组织中的表达, 为胃癌的早

期诊断提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集南华大学附属第二医院普外科

2011-04/2013-07经胃癌手术切除的胃癌组织、

对应的癌旁组织及正常的胃黏膜59例, 其中男

35例, 女24例; 年龄31-62岁, 平均47.3岁; 局部

淋巴结转移患者36例, 未发现转移患者23例; 
高分化腺癌患者7例, 中分化腺癌患者14例, 低
分化腺癌患者38例; TNM分期: Ⅰ-Ⅱ期患者28
例, Ⅲ-Ⅳ期患者31例, 所有患者及家属均签署

知情同意书. 将标本收集后迅速放入液氮, 转移

至-80 ℃保存备用. RNF-180一抗、RECK一抗

购自美国CST公司; 兔抗人二抗购自Jackson公
司; 超敏化学放光显色试剂盒、Bradford蛋白

测定试剂盒购自碧云天公司; UVP凝胶成像系

统购自Upland公司; ABI prism 7500荧光定量

PCR购自Applied Biosystems公司; 核酸分析仪

购自Beckman公司; 逆转录试剂盒购自Promega
公司. 
1.2 方法

1.2.1 蛋白样品制备: 从-80 ℃冰箱取出收集胃

癌组织及对应的癌旁组织和正常胃黏膜组织, 
称取0.2 g组织加200 μL组织裂解液(50 mmol/L 
Tris-Hcl pH 8.0, 150 mmol/L PMSF, 0.1%NP-40, 
蛋白酶抑制剂)冰浴匀浆. 将匀浆液4 ℃ 12000 
r/min离心15 min, 取上清, 采用Bradford法检测

蛋白浓度. 
1.2.2 Western blot检测RNF180与RECK蛋白表

达水平: 取上述制备的蛋白样品50 μg上样到

15%SDS-PAGE凝胶, 电泳完毕后将蛋白电转至

NC膜, 用5%脱脂奶粉封闭, 分别加一抗(兔抗人

RNF180单克隆抗体1∶250, 兔抗人RECK单克

隆抗体1∶100), 37 ℃孵育2 h, 经0.1%TBST漂
洗后加二抗(1∶2000)室温孵育2 h, TBST洗膜

后加ECL, X光胶片定影, 扫描后用IPP6.0进行

图像分析. 
1.2.3 组织总RNA提取: 称取100 mg组织样本, 
参照试剂盒说明书提取组织总RNA, 加入1 mL 
TRIzol后冰浴匀浆, 加200 μL氯仿混匀, 静置

10 min后13000 r/min 离心10 min, 取上清, 加
无水乙醇洗涤后, 再加10-50 μL DEPC水溶解, 
核酸纯度分析仪分析总R N A纯度 ,  A 260/280在

1.8-2.0之间, 计算RNA浓度, 分装保存于-80 ℃
备用. 
1.2.4 逆转录PCR(reverse transcription-PCR, 
RT-P C R)检测R N F180 与R E C K 基因表达水

平: 引物: RNF180上游引物: 5'-CCTCAGAC-
CAGGAAGAGCAC-3', 下游引物: 5'-ATGATC-
CAGCAATCCCACTC-3'; RECK上游引物: 

■相关报道
C h e u n g 等 在 胃
癌中的研究表明
RNF180 基因表达
下调或缺失是胃
癌预后的危险因
素相符. 目前关于
RNF180参与肿瘤
过程的生物学机
制并不清楚, 仅显
示其是胃癌一个
潜在的肿瘤抑制
基因. Song等的研
究 发 现 R E C K 在
胃癌中的表达同
临床分期及淋巴
结转移呈现出明
显负相关.
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5'-CCTGCATTGCTCGCTGTGTG-3', 下游引

物: 5'-CCTGTGGTTTGGGTATGCACCTT-3'. 
逆转录: 将5 μL RNA, 6 μL DECP水, 1 μL 
o l igo(dT)18 p r imer混匀, 离心后65 ℃放置5 
min, 冷冻速离后加入1 μL RNase inhibitor、4 
μL 5%RT-buffer、1 μL RTase、2 μL 10 mmol/
L NTP Mix混匀, 离心后放入逆转录仪进行逆

转录, 42 ℃ 1 h; 70 ℃ 5 s; 4 ℃ 1 h. 完成后将

样本-80 ℃保存备用. 扩增: 10 μL Master Mix, 
6.4 μL ddH2O, 10 μmol/L PCR引物F, 10 μmol/L 
PCR引物R, 1 μL cDNA, 共20 μL. PCR反应条

件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 min; 59 ℃ 30 s; 30个
循环, 最后72 ℃ 8 min. 经1.0%琼脂糖凝胶电泳

后, 灰度扫描, 分析结果. 
统计学处理 采用SPSS19.0进行统计学分析, 

所有数据以mean±SD表示, 率的比较采用χ2检

验, 均数比较采用t检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 Western blot检测RNF180与RECK蛋白表达

水平 通过对胃癌组织、癌旁组织及正常胃黏膜

组织中的RNF180及RECK蛋白的Western blot检
测结果进行分析, 结果显示, RNF180在胃癌组

织及癌旁组织中的表达水平较正常胃黏膜中显

著下调(68.7% vs  6.1%, 28.4% vs  6.1%, P <0.05); 
RECK在胃癌组织及癌旁组织中的表达显著低

于正常胃黏膜(71.4% vs  5.3%, 31.6% vs  5.3%, 
P <0.05)(图1). 
2.2 RT-PCR检测RNF180与RECK基因表达水平 
通过对胃癌组织、癌旁组织及正常胃黏膜组织

中的RNF180及RECK基因的RT-PCR检测结果

进行分析, 结果显示, 在胃癌组织中RNF180及
RECK的表达量均较癌旁组织和正常黏膜组织

中降低(P <0.05)(图2). 

3  讨论

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 严重影响着人

们的生命健康, 调查显示全球每年有100万新

发胃癌患者, 仅次于肺癌、乳腺癌及大肠癌[5]. 
且70%的胃癌患者出现在发展中国家, 而我国

就占到41%[6]. 胃癌的发生一个多基因、多因

素共同调节的复杂过程, 原癌基因的激活、抑

癌基因的失活、突变及凋亡基因的失调均可

能导致细胞恶性增殖导致恶化、转移 [7-9].  越
来越多的研究发现了相关的肿瘤标志物 [10-13], 

对胃癌的发生机制有了更深入的了解, 为胃癌

的诊断、治疗及预后提供了更多新的方法和

途径. 
RNF180是膜结合的E3泛素蛋白连接酶, 参

与调解包括细胞发育、增殖、周期调控及凋亡

等生物学过程, 已有研究显示RNF180 作为新

的抑癌基因参与到肿瘤的侵袭和转移等生物学

过程. RNF180的甲基化可作为胃癌早期诊断及

预防的分子标志物[3]. 在本研究中通过Western 
blot分析胃癌组织、癌旁组织及正常胃黏膜中

RNF180的蛋白表达水平, 结果显示在胃癌组织

中的表达显著降低, RT-PCR结果与Western blot
结果一致. 与Cheung等[14]在胃癌中的研究表明

RNF180基因表达下调或缺失是胃癌预后的危

险因素相符. 目前关于RNF180参与肿瘤过程的

生物学机制并不清楚, 仅显示其是胃癌一个潜

在的肿瘤抑制基因. 但环指蛋白家族部分成员

参与细胞生长及肿瘤形成, 有研究显示RNF43
可以作为肝癌治疗的新靶点[15]. 肿瘤的侵袭及

远处转移是一个复杂调控过程, 涉及肿瘤细胞
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图 1 Western blot检测RNF180与RECK蛋白的表达. A: West-

ern blot结果; B: 蛋白的相对表达量. aP <0.05 vs  正常黏膜; 
cP<0.05 vs  癌旁组织. 1: 胃癌组织; 2: 癌旁组织; 3: 正常胃黏

膜. RNF180: 环指蛋白180; RECK: 伴有Kazal域的富含半胱

氨酸的逆转诱导蛋白. 

       1                      2                    3■创新盘点
本研究中Western 
b l o t 分析胃癌组
织、癌旁组织及
正 常 胃 黏 膜 中
R E C K 的 蛋 白 表
达 水 平 ,  结 果 显
示在胃癌组织中
的表达显著降低, 
RT- P C R 结 果 与
Western blot结果
一致, 提示RECK
作为抑癌基因, 其
表达上调可以抑
制肿瘤的发生、
浸润与转移.
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突破细胞外基质屏障, 血管壁基底膜进入宿主

微环境. 大量研究表明基质金属蛋白酶M M P
在其中扮演重要的角色, 而RECK作为新发现

的MMP抑制蛋白, 能够在转录后水平抑制多种

MMP的表达从而抑制肿瘤的侵袭与转移. Song
等[16]的研究发现RECK在胃癌中的表达同临床

分期及淋巴结转移呈现出明显负相关, 本研究

中Western blot分析胃癌组织、癌旁组织及正

常胃黏膜中RECK的蛋白表达水平, 结果显示

在胃癌组织中的表达显著降低, RT-PCR结果与

Western blot结果一致, 提示RECK作为抑癌基

因, 其表达上调可以抑制肿瘤的发生、浸润与

转移. 
总之, 胃癌的发生、发展、侵袭及转移是

一个多因素、多分子调节过程 ,  本研究采用

Western blot与RT-PCR检测了胃癌组织、癌旁组

织及正常胃黏膜中RNF180及RECK的表达水平, 
从转录水平及翻译水平研究其表达变化, 提示

RNF180与RECK的表达失调可能在胃癌的发生

发展过程中扮演重要角色, 相关分子机制还有

待进一步深入研究. 
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图 2 RT-PCR检测RNF180 与RECK 基因表达. A: 琼脂糖凝胶

电泳结果. 1: 胃癌组织中的RNF180 基因; 2: 正常胃黏膜中

的RNF180基因; 3: 癌旁组织中的RNF180基因; 4: 胃癌组织

中的RECK 基因; 5: 正常胃黏膜中的RECK 基因; 6: 癌旁组

织中的RECK基因; B: 基因的相对表达量. aP<0.05 vs  正常胃

黏膜; cP<0.05 vs  癌旁组织. RNF180: 环指蛋白180; RECK: 

伴有Kazal域的富含半胱氨酸的逆转诱导蛋白.

■应用要点
本文对胃癌的发
生机制有了更深
入的了解, 为胃癌
的诊断、治疗及
预后提供了更多
新的方法和途径. 
相关分子机制还
有待进一步深入
研究.
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■同行评价
本文初步研究了
RNF180与RECK
在胃癌组织中的
表达情况, 对探讨
胃癌的发病机制
有一定参考价值. 
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普萘洛尔降门脉压对肝硬化失代偿期患者肠道屏障功能
的影响

姜齐宏, 陈 艳, 王爱祥, 骆中华

®

■背景资料
肝硬化是各种慢
性肝病发展的晚
期 阶 段 ,  以 肝 脏
组织弥漫性纤维
化、假小叶和形
成再生结节为主
要 病 理 特 征 .  肝
硬化常引起门静
脉 高 压 症 ,  对 肠
黏膜微循环造成
破坏而造成肠黏
膜 屏 障 损 伤 .  临
床 研 究 表 明 ,  盐
酸普萘洛尔属于
非 选 择 性 β受 体
阻 滞 剂 ,  能 够 通
过减慢心率降低
心 排 血 量 ,  促 进
血管收缩等作用
降低门静脉压力.
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Abstract
AIM: To explore the effect of reducing portal 
pressure on intestinal barrier function in patients 
with decompensated cirrhosis.

METHODS: Eighty-six patients with decom-
pensated viral liver cirrhosis or alcoholic cir-
rhosis were randomly divided into either an ex-
periment group or a control group. The control 
group received conventional symptomatic and 
supportive treatment, and the experiment group 
was additionally given propranolol hydrochlo-
ride tablets. The width of the portal vein, alanine 
aminotransferase (ALT), aspartic transaminase 
(AST), total bilirubin (TBIL), serum albumin 
(ALB), plasma endotoxin level, D-lactic acid con-

tent and plasma diamine oxidase (DAO) were 
compared between the two groups.

RESULTS: The width of the portal vein in the 
experiment group posttreatment was signifi-
cantly lower than that before treatment (1.37 cm 
± 0.09 cm vs 1.41 cm ± 0.11 cm, P < 0.05) and that 
in the control group (1.37 cm ± 0.09 cm vs 1.39 
cm ± 0.10 cm, P < 0.05). The levels of ALT, AST 
and TBIL in both groups posttreatment were 
significantly lower and the levels of ALB were 
significantly higher than those before treatment 
(35.15 U/L ± 11.92 U/L vs 42.76 U/L ± 18.06 U/L, 
29.03 U/L ± 13.88 U/L vs 35.04 U/L ± 19.84 U/L, 
19.57 μmol/L ± 10.59 μmol/L vs 25.65 μmol/L ± 
15.09 μmol/L, 32.69 g/L ± 3.96 g/L vs 30.16 g/L 
± 5.63 g/L, 34.03 U/L ± 11.46 U/L vs 42.91 U/L 
± 17.67 U/L, 28.36 U/L ± 14.37 U/L vs 36.62 U/
L ± 20.54 U/L, 18.94 μmol/L ± 9.56 μmol/L vs 
24.92 μmol/L ± 16.60 μmol/L, 32.28 g/L ± 6.13 
g/L vs 29.94 g/L ± 5.06 g/L, P < 0.05), although 
there were no significant differences in the levels 
of ALT, AST, TBIL and ALB between the two 
groups posttreatment (35.15 U/L ± 11.92 U/L 
vs 34.03 U/L ± 11.46 U/L, 29.03 U/L ± 13.88 
U/L vs 28.36 ± 14.37 U/L, 19.57 μmol/L ± 10.59 
μmol/L vs 18.94 μmol/L ± 9.56 μmol/L, 32.69 
g/L ± 3.96 g/L vs 32.28 g/L ± 6.13 g/L, P > 0.05). 
Plasma endotoxin level, D-lactic acid content 
and DAO in the two groups posttreatment were 
significantly lower than those before treatment 
(0.53 EU/mL ± 0.12 EU/mL vs 0.72 EU/mL ± 0.11 
EU/mL, 2.71 Ku/L ± 0.84 Ku/L vs 5.19 Ku/L ± 
2.12 Ku/L, 7.85 mg/L ± 0.62 mg/L vs 12.95 mg/
L ± 4.27 mg/L, 0.62 EU/mL ± 0.11 EU/mL vs 0.75 
EU/mL ± 0.14 EU/mL, 3.83 Ku/L ± 1.70 Ku/L 
vs 5.34 Ku/L ± 2.08 Ku/L, 9.90 mg/L ± 6.70 mg/
L vs 13.24 mg/L ± 4.42 mg/L, P < 0.05). Plasma 
endotoxin level, D-lactic acid content and DAO 
in the experiment group were significantly low-
er than those in the control group (0.53 EU/mL 
± 0.12 EU/mL vs 0.62 EU/mL ± 0.11 EU/mL, 2.71 
Ku/L ± 0.84 Ku/L vs 3.83 Ku/L ± 1.70 Ku/L, 7.85 
mg/L ± 0.62 mg/L vs 9.90 mg/L ± 6.70 mg/L, P 
< 0.05). 

■同行评议者
金瑞, 教授, 主任医
师, 北京佑安医院
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CONCLUSION: Propranolol can not only im-
prove liver function, reduce the width of the 
portal vein, decrease the levels of plasma endo-
toxin, D-lactic acid content and DAO, reduce 
portal hypertension, but also improve intestinal 
mucosal repair, reduce intestinal permeability, 
and improve intestinal barrier function.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Propranolol; Portal hypertension; Cir-
rhosis of liver; Intestinal barrier
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摘要
目的: 探讨普萘洛尔降门脉压对肝硬化失代
偿期患者肠道屏障功能的影响. 

方法: 按照随机数字表法将华中科技大学同
济医学院附属普爱医院收治的86例病毒性和
酒精性肝硬化失代偿期(门静脉高压)患者均
分为实验组和对照组, 对照组患者给予常规护
肝和对症支持治疗, 实验组患者在此基础上加
用盐酸普萘洛尔片治疗, 比较两组患者治疗
前后门静脉宽度、丙氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)、天冬氨酸氨基转移酶
(aspartic transaminase, AST)、总胆红素(total 
bilirubin, TBIL)、血清白蛋白(serum albumin, 
ALB)水平、血浆内毒素水平、D- 乳酸含量
及血浆二胺氧化酶(plasma diamine oxidase, 
DAO)活性变化情况. 

结果: 实验组患者治疗后门静脉宽度显著下
降, 与治疗前比较(1.37 cm±0.09 cm vs  1.41 
cm±0.11 cm), 差异具有统计学意义(P <0.05); 
实验组患者治疗后门静脉宽度显著低于对照
组(1.37 cm±0.09 cm vs  1.39 cm±0.10 cm), 
差异具有统计学意义(P <0.05); 两组患者治疗
后ALT、AST和TBIL水平均显著下降, ALB
水平均显著升高, 与治疗前比较(35.15 U/L±
11.92 U/L vs  42.76 U/L±18.06 U/L, 29.03 U/L
±13.88 U/L vs  35.04 U/L±19.84 U/L, 19.57 
μmol/L±10.59 μmol/L vs  25.65 μmol/L±15.09 
μmol/L, 32.69 g/L±3.96 g/L vs  30.16 g/L±
5.63 g/L, 34.03 U/L±11.46 U/L vs  42.91 U/L±
17.67 U/L, 28.36 U/L±14.37 U/L vs  36.62 U/L
±20.54 U/L, 18.94 μmol/L±9.56 μmol/L vs  

24.92 μmol/L±16.60 μmol/L, 32.28 g/L±6.13 
g/L vs  29.94 g/L±5.06 g/L), 差异具有统计学
意义(P <0.05); 两组患者治疗后ALT、AST、
TBIL和ALB水平比较(35.15 U/L±11.92 U/L 
vs  34.03 U/L±11.46 U/L, 29.03 U/L±13.88 U/
L vs  28.36±14.37 U/L, 19.57 μmol/L±10.59 
μmol/L vs  18.94 μmol/L±9.56 μmol/L, 32.69 
g/L±3.96 g/L vs  32.28 g/L±6.13 g/L), 差异无
统计学意义(P >0.05); 两组患者治疗后血浆内
毒素水平、DAO活性、D- 乳酸水平均显著下
降, 与治疗前比较(0.53 EU/mL±0.12 EU/mL 
vs  0.72 EU/mL±0.11 EU/mL, 2.71 Ku/L±
0.84 Ku/L vs  5.19 Ku/L±2.12 Ku/L, 7.85 mg/L
±0.62 mg/L vs  12.95 mg/L±4.27 mg/L, 0.62 
EU/mL±0.11 EU/mL vs  0.75 EU/mL±0.14 
EU/mL, 3.83 Ku/L±1.70 Ku/L vs  5.34 Ku/L±
2.08 Ku/L, 9.90 mg/L±6.70 mg/L vs  13.24 mg/
L±4.42 mg/L), 差异具有统计学意义(P <0.05); 
实验组患者治疗后血浆内毒素水平、D A O
活性、D- 乳酸水平均显著低于对照组(0.53 
EU/mL±0.12 EU/mL vs  0.62 EU/mL±0.11 
EU/mL, 2.71 Ku/L±0.84 Ku/L vs  3.83 Ku/L±
1.70 Ku/L, 7.85 mg/L±0.62 mg/L vs  9.90 mg/L
±6.70 mg/L), 差异具有统计学意义(P <0.05). 

结论: 普萘洛尔能够有效改善患者肝功能、

减小门静脉宽度、降低血浆内毒素、DAO和
D- 乳酸水平, 表明普萘洛尔在降低门静脉高
压的同时也促进了肠黏膜修复, 降低了肠道通
透性, 改善了患者肠屏障功能, 疗效显著. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究中在常规护肝和对症支持治疗

的基础上加用盐酸普萘洛尔片治疗, 首日10 mg, 
逐日加10 mg, 至静息心率降至基础心率75%左右

或心率不低于50次/min, 此时视患者达到有效降

低门静脉压力的治疗标准(降低肝静脉压力梯度

至<12 mmHg或较基线水平下降>20%).
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0  引言

肝硬化是各种慢性肝病发展的晚期阶段, 以肝

脏组织弥漫性纤维化、假小叶和形成再生结节
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■研发前沿
目前对于普萘洛
尔降低肝硬化失
代偿期门静脉高
压后对肠屏障功
能的影响并无深
入研究.
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为主要病理特征[1]. 肝硬化常引起门静脉高压症, 
对肠黏膜微循环造成破坏而造成肠黏膜屏障损

伤. 临床研究表明, 盐酸普萘洛尔属于非选择性

β受体阻滞剂, 能够通过减慢心率降低心排血量, 
促进血管收缩等作用降低门静脉压力[2]. 现回顾

性分析华中科技大学同济医学院附属普爱医院

应用普萘洛尔降门脉压对肝硬化失代偿期患者

肠道屏障功能影响效果, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2013-03/2014-03华中科技大学同

济医学院附属普爱医院收治的86例病毒性和酒

精性肝硬化失代偿期(门静脉高压)患者作为研

究对象. 所有患者均符合《病毒性肝炎防治方

案》[3]和《酒精性肝病诊疗指南》[4]中肝硬化相

关诊断标准, 且经常规影像学及内镜检查证实. 
排除合并原发性肝癌或继发严重感染者; 有消

化系急慢性炎症、溃疡、活动性出血等对肠道

屏障功能产生影响者; 肝功能为Child-Pugh C级
或肝功能衰竭者; 合并全身其他系统严重疾病

者; 入选前2 wk内使用抗生素或肠道微生态制剂

治疗者; 对本研究所用药物过敏者. 按照随机数

字表法将86例患者均分为实验组和对照组, 所
有患者均签署知情同意书. 盐酸普萘洛尔片(天
津力生制药股份有限公司, 国药准字H12020151, 
10 mg/片); 飞利浦IU-22彩色多普勒超声诊断仪

(荷兰); 贝克曼库尔特AU5800全自动生化仪(美
国); 所有试剂盒均购自上海杰美基因医药科技

有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 对照组患者给予常规护肝和对症支

持治疗, 连续治疗2 wk; 实验组患者在此基础上

加用盐酸普萘洛尔片治疗, 首日10 mg, 逐日加

10 mg, 至静息心率降至基础心率75%左右或

心率不低于50次/min(降低肝静脉压力梯度至

<12 mmHg或较基线水平下降>20%)[5], 连续治

疗2 wk. 
1.2.2 实验室检测: 两组患者均于治疗前及疗程

结束后测量门静脉宽度并抽血检测肝功能、血

浆内毒素水平、D-乳酸含量及血浆二胺氧化酶

(plasma diamine oxidase, DAO)活性. 门静脉宽度

测量采用彩色多普勒超声诊断仪, 测量时指导

患者屏气, 超声束与患者血管长轴角度<60度[6]; 
肝功能采用全自动生化仪对丙氨酸氨基转移酶

(alanine aminotransferase, ALT)、天冬氨酸氨基

转移酶(aspartic transaminase, AST)、总胆红素

(total bilirubin, TBIL)和血清白蛋白(serum albu-
min, ALB)水平进行测定; 血浆内毒素水平采用

改良偶氮基质显色法测定; D-乳酸水平采用改

良酶学分光光度法检测; DAO活性采用邻联茴

香胺试剂法测定, 所有操作均按照试剂盒说明

书进行. 
1.2.3 观察指标: 比较两组患者治疗前后门静脉

宽度、肝功能各项指标、血浆内毒素水平、D-
乳酸含量及DAO活性变化情况. 

统计学处理 使用SPSS17.0统计分析, 用
mean±SD表示计量资料, 采用t检验, 用百分比

表示记数资料, 采用χ2检验, P <0.05表示差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者临床资料比较 两组患者在性别、

年龄、Child-Pugh分级及肝硬化类型等上差异

无统计学意义(P >0.05)(表1), 具有可比性. 
2.2 两组患者治疗前后门静脉宽度变化情况比

较 实验组患者治疗后门静脉宽度为1.41 cm±

0.11 cm, 与治疗前1.37 cm±0.09 cm比较显著

下降, 差异具有统计学意义(P <0.05); 对照组患

者治疗后门静脉宽度为1.39 cm±0.10 cm, 与治

疗前1.40 cm±0.12 cm比较, 差异无统计学意义

(P >0.05); 实验组患者治疗后门静脉宽度显著低

于对照组, 差异具有统计学意义(P <0.05). 
2.3 两组患者治疗前后肝功能各项指标水平变

化情况比较 两组患者治疗后ALT、AST和TBIL
水平均显著下降, ALB水平均显著升高, 与治疗

前比较, 差异具有统计学意义(P <0.05); 两组患

者治疗后ALT、AST、TBIL和ALB水平比较差

异无统计学意义(P >0.05)(表2). 
2.4 两组患者治疗前后血浆内毒素水平、DAO
活性、D-乳酸水平变化情况比较 两组患者治疗

后血浆内毒素水平、DAO活性、D-乳酸水平均

显著下降, 与治疗前比较, 差异具有统计学意义

(P <0.05); 实验组患者治疗后血浆内毒素水平、

DAO活性、D-乳酸水平均显著低于对照组, 差
异具有统计学意义(P <0.05)(表3). 

3  讨论

肝硬化属于常见慢性肝病, 临床发病率较高. 临
床研究表明, 肝硬化失代偿期因集体出现一系

列病理生理改变, 可对肠道屏障功能产生较大

损害[7]. 其中肝硬化引起的门静脉高压是造成的

肠道微循环改变从而对肠黏膜屏障产生损伤是
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■应用要点
针对门静脉高压
在肠屏障功能损
害中的重要影响, 
有效降低门静脉
压力对打破上述
恶性循环、缓解
肠道淤血等微循
环障碍、促进肠
黏膜修复、恢复
胃肠蠕动功能、
降低肠道通透性
均有积极意义, 能
够帮助患者肠黏
膜屏障功能恢复.

最主要因素[8]. 其主要机制为肝硬化失代偿期出

现的门静脉高压、肝功能障碍、内毒素和神经

体液紊乱等共同对肠道屏障功能产生影响, 进
而导致细菌、内毒素移位, 引发细菌感染和内

毒素血症, 进一步加重门静脉高压和肝功能损

害, 形成恶性循环, 促进肝硬化患者病情进展, 
也增加了患者各种严重并发症的发生风险, 死
亡率大增[9]. 因此, 针对门静脉高压在肠屏障功

能损害中的重要影响, 有效降低门静脉压力对

打破上述恶性循环、缓解肠道淤血等微循环障

碍、促进肠黏膜修复、恢复胃肠蠕动功能、降

低肠道通透性均有积极意义, 能够帮助患者肠

黏膜屏障功能恢复[10]. 
普萘洛尔在临床上主要应用于预防和降低

肝硬化门静脉高压, 临床效果确切[11]. 大量动物

实验也证实普萘洛尔在预防肝硬化门静脉高

压、降低门静脉压力、降低大鼠远期死亡率上

具有显著效果[12]. 但目前对于普萘洛尔降低肝硬

化失代偿期门静脉高压后对肠屏障功能的影响

并无深入研究. 本研究中在常规护肝和对症支

持治疗的基础上加用盐酸普萘洛尔片治疗, 首
日10 mg, 逐日加10 mg, 至静息心率降至基础心

率75%左右或心率不低于50次/min, 此时视患者

达到有效降低门静脉压力的治疗标准(降低肝

静脉压力梯度至<12 mmHg或较基线水平下降

>20%). 门静脉宽度超声测量也是评估门静脉压

力下降的有效指标, 能够与心率共同对普萘洛

尔的降压效果进行准确评估[13]. 本研究结果显

示, 实验组患者治疗后门静脉宽度显著下降, 提
示普萘洛尔在降低门静脉血压上疗效确切. 另
外, 本研究中患者经普萘洛尔治疗后肝功能各

项指标均显著改善, 提示普萘洛尔对缓解肝硬

化病情进展具有显著效果. 内毒素水平、DAO
活性、D-乳酸含量均为评价肠屏障功能的间接

监测指标, 其中内毒素水平, 可反映肠道黏膜通

透性改变[14]; DAO活性可反映肠道黏膜损伤及

修复情况; D-乳酸可反映肠黏膜损伤程度及肠

通透性改变[15]. 本研究中患者治疗前内毒素水

平、DAO活性、D-乳酸含量均高于正常水平, 
提示肝硬化门静脉高压患者普遍存在肠道黏膜
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表 1 两组患者临床资料比较 [n  = 43, n (%)]

     
分组

                    性别
    平均年龄(岁)

           Child-Pugh分级                 肝硬化类型

男 女 A级 B级 酒精性肝硬化 乙型肝炎后肝硬化

实验组 33(76.74) 10(23.26) 47.82±10.13 8(18.60) 35(81.40) 12(27.91) 31(72.09)

对照组 31(72.09) 12(27.91) 47.57±10.76 10(23.26) 33(76.74) 11(25.58) 32(74.42)

表 2 两组患者治疗前后肝功能各项指标水平变化情况比较 (mean±SD)

     分组  时间     ALT(U/L)     AST(U/L)  TBIL(μmol/L)    ALB(g/L)

实验组 治疗前 42.76±18.06 35.04±19.84 25.65±15.09 30.16±5.63

治疗后 35.15±11.92a 29.03±13.88a 19.57±10.59a 32.69±3.96a

对照组 治疗前 42.91±17.67 36.62±20.54 24.92±16.60 29.94±5.06

治疗后 34.03±11.46a 28.36±14.37a 18.94±9.56a 32.28±6.13a

aP<0.05 vs  同组治疗前. ALT: 丙氨酸氨基转移酶; AST: 天冬氨酸氨基转移酶; TBIL: 总胆红素; ALB: 血清白蛋白. 

表 3 两组患者治疗前后血浆内毒素水平、DAO活性、D -乳酸水平变化情况比较 (mean±SD)

     分组   时间 血浆内毒素(EU/mL)  DAO(Ku/L) D- 乳酸(mg/L)

实验组 治疗前       0.72±0.11 5.19±2.12 12.95±4.27

治疗后       0.53±0.12ac 2.71±0.84ac   7.85±0.62ac

对照组 治疗前       0.75±0.14 5.34±2.08 13.24±4.42

治疗后       0.62±0.11a 3.83±1.70a   9.90±6.70a

aP<0.05 vs  同组治疗前; cP<0.05 vs  对照组.  DAO: 二胺氧化酶. 
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通透性增加、内毒素血症以及肠屏障受损, 与
相关文献报道相符[16]. 本研究中实验组患者治疗

后血浆内毒素水平、DAO活性、乳酸水平均显

著下降, 提示普萘洛尔可促使肠黏膜组织修复、

肠黏膜通透性下降和减少肠黏膜细胞损伤和坏

死, 对改善患者肠屏障功能有显著临床效果. 
总之 ,  普萘洛尔能够有效改善患者肝功

能、减小门静脉宽度、降低血浆内毒素、DAO
和D -乳酸水平, 表明普萘洛尔在降低门静脉高

压的同时也促进了肠黏膜修复, 降低了肠道通

透性, 改善了患者肠屏障功能, 疗效显著. 
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期诊断中的应用
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■背景资料
原发性肝癌在中
老年男性中高发, 
其致病因素较为
复 杂 ,  病 毒 性 肝
炎、黄曲霉素等
化学致癌物质均
与原发性肝癌的
发 病 相 关 ,  在 临
床原发性肝癌以
进展快、侵袭性
强、恶性程度高
而著称, 因临床诊
疗技术的局限性, 
患者一经诊断多
处于中晚期, 预后
极差, 即使获得根
治性切除, 5年内
的复发率仍高达
60%-70%, 早期诊
断于肝癌治疗疗
效提高及患者生
存时间的延长意
义均有重要的临
床意义, 肿瘤标志
物在临床广泛应
用也让肝癌早期
诊断成为可能. 
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Abstract
AIM: To investigate the value of alpha fetopro-
tein (AFP), Dickkopf1 (DKK1) glycoprotein and 
α-L-fucosidase (AFU) in the early diagnosis of 
hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: One hundred and three patients 
with primary HCC, 60 patients with liver cir-
rhosis, 127 patients with chronic hepatitis B, and 
236 healthy people were included in the study. 
AFP, DKK1 and AFU were detected and com-
pared among the four groups. The value of these 
markers in the diagnosis of primary HCC was 
evaluated.

RESULTS: Serum levels and abnormal rates of 
AFP, DKK1 and AFU were significantly higher 

in the HCC group than in the other groups (P < 
0.05), and in the liver cirrhosis group than in the 
chronic hepatitis B group and control group (P 
< 0.05). Combined detection of AFP, DKK1 and 
AFU in the diagnosis of HCC had a sensitivity of 
89.3%, a Youden index of 0.789, and a negative 
predictive value of 97.2%. The diagnostic accu-
racy of combined detection was significantly im-
proved compared to the detection of any single 
index.

CONCLUSION: Combined detection of AFP, 
AFU and DKK1 has a high sensitivity in the di-
agnosis of primary HCC and can reduce the rate 
of missed diagnosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)、
DKK1(Dickkopf1)糖蛋白及α-L -岩藻糖苷酶
(α-L -fucosidase, AFU)在肝癌早期诊断的临床
应用价值. 

方法: 103例原发性肝癌(primary carcinoma 
of the liver, PCL)设为肝癌组, 60例肝硬化设
为肝硬化组, 127例慢性乙型肝炎设为肝炎
组, 236例健康体检人员设为对照组. 比较4组
研究对象AFP、DKK1及AFU检测情况, 并对
3种标志物在PCL早期诊断的临床应用价值
进行方法学评价. 

结果: 肝癌组患者血清AFP、DKK1、AFU

■同行评议者
宣世英, 教授, 青
岛市市立医院肝
病内科
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■研发前沿
肿瘤标志物于20
世纪90年代应用
于临床, 甲胎蛋白
(alpha fetoprotein, 
AFP)为原发性肝
癌早期诊断较为
经典的肿瘤标志
物, 但临床报导仍
有将近30%肝癌
漏诊.

水平及异常率均高于其他各组, 差异有统计
学意义(P <0.05), 肝硬化组患者血清AFP、
DKK1及AFU水平及异常率均高于肝炎组及
对照组, 差异有统计学意义(P <0.05), AFP、
D K K1及A F U 3种肿瘤标志物联合检测其
方法学评价灵敏度为89.3%, Youden指数为
0.789, 阴性预测值为97.2%, 相对于单独检测
均有大幅提高. 

结论: AFP、AFU及DKK1 3种肿瘤标志物联
检对方法学灵敏度有较大的提升, 减少了漏诊
率, 在PCL的防治有较高的临床应用价值, 值
得推广应用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 原发性肝癌; 甲胎蛋白; Dickkopf1糖蛋白; 

α-L -岩藻糖苷酶

核心提示: 甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)、
DKK1(Dickkopf1)糖蛋白及α-L -岩藻糖苷酶(α-L -
fucosidase, AFU)血清水平及异常率在肝癌组均出

现大幅升高, 与其他各组比较差异均有统计学意

义, 数据说明: 3种肿瘤标志物对原发性肝癌具有

提示作用. 
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0  引言

原发性肝癌(primary carcinoma of the liver, 
P C L )为临床常见恶性肿瘤 .  世界卫生组织

(World Health Organization, WHO)资料显示[1]: 
肝癌在世界范围内每年的新发病例将近75万
例, 死亡人数约为70万例. 其中, 在我国肝癌每

年新发病例及死亡病例均占全世界的半数以

上. 肝癌在消化系恶性肿瘤中的死亡率居第3
位, 仅次于胃癌及食道癌. 多数肝癌病例诊断时

均处于中晚期而贻误治疗时机, 预后极差. 肿
瘤标志物于20世纪90年代应用于临床, 甲胎蛋

白(alpha fetoprotein, AFP)为PCL早期诊断较为

经典的肿瘤标志物, 但临床报道仍有将近30%
肝癌漏诊 [2].  本研究着重于多项肿瘤标志物 : 
AFP、DKK1(Dickkopf1)糖蛋白及α-L -岩藻糖

苷酶(α-L -fucosidase, AFU)对PCL的变化情况, 
旨在探讨3种肿瘤标志物联合检测相对PCL早
期诊断的临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2012-04/2014-01于遵义市第一人

民医院和遵义医学院附属医院住院的患者, 其
中103例临床确诊的PCL患者设为肝癌组, 男72
例, 女31例, 年龄62-79岁, 平均年龄68.4岁±4.2
岁, Ⅰ期34例、Ⅱ期49例、Ⅲ期20例. 60例确诊

肝硬化患者设为肝硬化组, 男41例, 女19例, 年
龄61-77岁, 平均年龄66.9岁±4.7岁. 127例慢

性乙型肝炎设为肝炎组, 男86例, 女41例, 年龄

62-79岁, 平均年龄68.0岁±4.7岁. 236例健康体

检人员设为对照组, 年龄60-75岁, 平均年龄68.2
岁±4.2岁. 所有研究对象均遵循自愿原则, 签署

知情同意书. 4组研究对象年龄、性别构成无统

计学差异(P >0.05), 具有可比性. 诊断及纳入标

准: PCL、肝硬化均有CT、MR影像学及病理学

诊断支持, 慢性乙型肝炎均有实验室检查支持, 
所有研究对象均排除继发性肝癌及其他系统肿

瘤患者, 对照组要求无严重内科疾患, 肝、肾、

心功能正常, 排除各型肝炎病毒感染患者. 
1.2 方法

1.2.1 实验设计: 比较4组研究对象AFP、AFU
及DKK1血清水平及异常率, 运用方法学评价3
种肿瘤标志物单独及联合对PCL的灵敏度、特

异度、Youden指数、诊断符合率、阴(阳)性预

测值.   
1.2.2 实验室操作: 所有受试者空腹12 h以上取血

5 mL送检, 3000 r/min离心10 min分离血清, AFP
检测采用化学发光法, 仪器为Beckman Coulter
公司DXI800 Access免疫分析系统, 使用厂家配

套试剂; AFU采用连续监测法, 仪器为Beckman 
Coulter公司DXC800临床化学系统, 试剂采用浙

江伊利康生物技术有限公司生产产品; DKK1采
用酶联免疫吸附法(ELISA)检测, 试剂采用美国

R&D公司生产产品, 均严格按试剂说明书进行

操作及设置, 正常范围: AFP 0-20 μg/mL; AFU 
0-30 U/L; DKK1 0-2.2 ng/mL.  

统计学处理 使用统计学软件SPSS19.0进行

数据分析, 阳性率、构成比比较采用χ2检验分析

比较, 多组间均值比较采用方差分析, 组间两两

比较采用SNK法, 对AFP、AFU及DKK1单独及

联合对PCL的早期诊断进行方法学评价, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 4组研究对象AFP、AFU及DKK1血清水平

比较 4组研究对象AFP、AFU及DKK1经方差
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■相关报道
T u n g 等 认 为 , 
D K K 1 升 高 程 度
与肿瘤血管浸润
及 肿 瘤 恶 性 程
度 相 关 ,  高 水 平
D K K 1 肿 瘤 患 者
预后较差.

分析均有统计学意义(P <0.05), SNK法两两比

较, AFP、AFU及DKK1对照组、肝炎组均无统

计学差异(P >0.05), 肝硬化组、肝癌组血清水平

依次升高与其他各组比较差异均有统计学意义

(P <0.05)(表1).
2.2 4组研究对象AFP、AFU及DKK1异常率

比较 4组研究对象AFP、AFU及DKK1经卡方

检验分析均有统计学意义(P <0.05), 两两比较, 
AFP、AFU及DKK1对照组、肝炎组均无统计

学差异(P >0.05), 肝硬化组、肝癌组异常率依

次升高与其他各组比较差异均有统计学意义

(P <0.05)(表2). 
2.3 3种肿瘤标志物对PCL诊断方法学评估 3种
肿瘤标志物单独检测方法学评价结果如表3, 联
合检测以各种肿瘤标志物任意阳性为联合检

测阳性, 全阴性为联合检测阴性, 肝癌组103例, 
研究对象3种肿瘤标志物阳性例数为92例(真阳

性), 阴性11例(假阴性), 对照组、肝炎组及肝硬

化组阳性例数为44例(假阳性), 阴性379例(真阴

性), 3种肿瘤标志物联合检测其方法学评价灵敏

度为89.3%, Youden指数为0.789, 阴性预测值为

97.2%, 相对于单独检测均有大幅提高, 相对任

意2种肿瘤标志物联合检测也均有提高. 

3  讨论

PCL在中老年男性中高发, 其致病因素较为复

杂, 病毒性肝炎、黄曲霉素等化学致癌物质均

与PCL的发病相关[3,4]. 临床PCL以进展快、侵

袭性强、恶性程度高而著称, 因临床诊疗技术

的局限性, 患者一经诊断多处于中晚期, 预后极

差, 即使获得根治性切除, 5年内的复发率仍高

达60%-70%[5]. 早期诊断于肝癌治疗疗效提高及

患者生存时间的延长意义均有重要的临床意义. 
肿瘤标志物在临床广泛应用也让肝癌早期诊断

成为可能. 
肿瘤标志物为一类其存在及量变可提示

肿瘤的发生及性质的物质, 对肿瘤的诊断、分

类、治疗及预后评估均有重要的临床价值[6]. 本
组研究资料显示: AFP、AFU及DKK1血清水平

及异常率在肝癌组均出现大幅升高, 与其他各

组比较差异均有统计学意义, 数据说明: 3种肿

瘤标志物对PCL具有提示作用. AFP属于α球蛋

白, 产生于胎儿肝脏及卵黄囊, 电泳处于白蛋白

及球蛋白之间, 正常成人含量甚微, 在PCL中未

表 1 4组AFP、AFU及DKK1血清水平比较 (mean±SD)

     
分组 n AFP(μg/mL) AFU(U/L) DDK1(ng/mL)

对照组 236 4.8±2.6 13.6±5.2 0.9±0.2

肝炎组 127 5.2±2.5 14.9±6.4 1.0±0.3

肝硬化组   60 14.2±6.3ac   21.8±6.2ac   1.5±0.6ac

肝癌组 103  159.4±45.3ace    113.7±38.7ace    5.3±1.7ace

F值 1582.95 843.77 794.69

P值         0.000       0.000       0.000

aP <0.05 vs  对照组; cP <0.05 vs  肝炎组; eP <0.05 vs  肝硬化组. AFP: 甲胎蛋白; DKK1: 

Dickkopf1糖蛋白; AFU: α-L -岩藻糖苷酶.

表 2 4组AFP、AFU及DKK1异常率比较 n (%)

     
分组 n AFP AFU DDK1

对照组 236 12(5.1) 8(3.4) 10(4.2)

肝炎组 127   8(6.3) 6(4.7)   6(4.7)

肝硬化组   60     10(16.6)ac     9(15.0)ac     11(18.3)ac

肝癌组 103      78(75.7)ace    68(66.0)ace      74(71.8)ace

χ2值 243.15 217.1 235.2

P值       0.000         0.000         0.000

aP <0.05 vs  对照组; cP <0.05 vs  肝炎组; eP <0.05 vs  肝硬化组. AFP: 甲胎蛋白; DKK1: 

Dickkopf1糖蛋白; AFU: α-L -岩藻糖苷酶.
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分化的癌细胞可分泌大量AFP, 血清浓度可成万

倍上升, AFP为PCL的首选肿瘤标志物[7]. 也有研

究资料报道, 在小肝癌(单个<2 cm)中AFP的阳性

率较低, 仅为35.7%[8], 漏诊现象较为常见. AFU
为溶酶体酸性水解酶, 在细胞新陈代谢过程中

参与岩澡糖基中糖蛋白等物质的分解, 可被正

常肝组织星形细胞清除[9]. 肝组织癌变时, AFU
分泌增多, 清除受阻, 造成血清水平升高. DKK1
为分泌型蛋白在Wnt信号通路(介导细胞增殖、

分化、凋亡等)起重要调节作用[10,11]. 本研究发

现在PCL中DKK1呈现过度表达. Tung等[12]认

为, DKK1升高程度与肿瘤血管浸润及肿瘤恶

性程度相关. 高水平DKK1肿瘤患者预后较差, 
3种肿瘤标志物在肝硬化组的血清水平及异常

率也高于肝炎组及对照组, 值得引起临床的重

视. 肝硬化易进展为肝癌, 部分肝硬化患者肿瘤

标志物也出现较大幅度的升高, 肿瘤标志物升

高的肝硬化患者是否更容易进展为肝癌仍需进

一步研究. 
肿瘤标志物的组织特异性也高于其器官特

异性[13]. 不同性质肿瘤, 肿瘤标志物具有不同的

表现[14]. 在PCL 3种肿瘤标志物具有不同的灵敏

度及特异度. 本组资料显示, AFP灵敏度(75.7%)
最高, 特异度以AFU(94.6%)较好, 3种肿瘤标志物

均存在不同程度的漏诊现象, 联合检测能较好的

减少漏诊. 有研究报道: DKK1在AFP阴性肝癌的

阳性率为70.4%, 在早期肝癌及小肝癌有较好的

灵敏度, 与AFP有良好的互补性[15]. 本研究数据

支持上述观点, 在AFP及DKK1两项肿瘤标志物

联合检测, 灵敏度为84.5%, 高于其他肿瘤标志物

的组合形式. 本研究中3例小肝癌AFP均为阴性, 
DKK1则为阳性, DKK1较好的弥补AFP对小肝癌

的漏诊现象. 3种肿瘤标志物联检灵敏度(89.3%)
则有较大幅度的提升, Youden指数综合考虑诊断

方法的灵敏度、特异度为评价诊断方法优劣性

的良好指标, 3种肿瘤标志物Youden指数为0.789, 
均高于3种肿瘤标志物单独检测值. 

总之, PCL的早期诊断与肝癌治疗方案选

择、临床预后评估均有重要的临床意义. AFP、
AFU及DKK1 3种肿瘤标志物联检对方法学灵敏

度有较大的提升, 减少了漏诊率, 在PCL的防治

有较高的临床应用价值, 值得推广应用. 
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表 3 3种肿瘤标志物对原发性肝癌诊断方法学评估

项目 灵敏度(%) 特异度(%) Youden指数 符合率(%) 阴性预测值(%) 阳性预测值(%)

AFP 75.7 92.9 0.686 89.5 94.0 72.2

AFU 66.0 94.6 0.606 89.0 91.9 74.7

DKK1 71.8 93.6 0.654 89.4 93.2 73.2

AFP+AFU 81.5 89.8 0.711 88.2 95.2 66.1

AFP+DKK1 84.5 90.5 0.750 89.4 95.3 68.5

AFU-DKK1 82.5 90.1 0.726 88.6 93.5 66.9

三项联检 89.3 89.6 0.789 89.5 97.2 67.6

AFP: 甲胎蛋白; DKK1: Dickkopf1糖蛋白; AFU: α-L -岩藻糖苷酶.

■应用要点
肿瘤标志物为一
类其存在及量变
可提示肿瘤的发
生及性质的物质, 
对肿瘤的诊断、
分类、治疗及预
后评估均有重要
的临床价值.
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■同行评价
本研究设计实用, 
结果有一定的参
考价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年8月28日; 22(24): 3675-3680
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

使用GEO数据集分析PFKFB3在肝细胞癌中的表达及临
床意义

丁千山, 孙荣泽, 王笑臣, 沈世强

®

■背景资料
肿瘤的特征性的
代谢变化一直是
肿 瘤 学 研 究 的
热 点 .  肿 瘤 细 胞
的 瓦 博 格 效 应
(Warburg effect)
的意义和机制直
到今天也未完全
阐明. 6-磷酸果糖
激酶2(6-phospho-
fructo-2-kinase, 
PFKFB3)的表达
促进葡萄糖的摄
入 和 酵 解 .  所 以
PFKFB3的异常表
达被认为是导致
肿瘤细胞瓦博格
效应的重要原因.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of 6-phos-
phofructo-2-kinase (PFKFB3) in multiple tumors, 
to clarify the relationship between PFKFB3 ex-
pression and clinicopathological characteristics 
of hepatocellular carcinoma, and to evaluate 
the possibility of using PFKFB3 as a prognosis 
marker in hepatocellular carcinoma. 

METHODS: GEO datasets were collected and 
expression profile and clinical information were 
analyzed. Gene set enrichment analysis (GSEA) 
was conducted to explore the gene sets enriched 
in samples with high PFKFB3 expression. 

RESULTS: The expression of PFKFB3 was 

up-regulated in high grade tumors (P < 0.05). 
PFKFB3 expression was significantly associated 
with age, alanine transaminase (ALT), tumor 
volume, the number of nodules, T stage, Barcelo-
na Clinic Liver Cancer (BCLC) stage and Cancer 
Liver Italian Program (CLIP) stage. Higher ex-
pression of PFKFB3 indicated poor prognosis in 
hepatocellular carcinoma. GSEA indicated that 
PFKFB3 regulates gene sets associated with anti-
apoptosis, negative regulation of programmed 
cell death, and positive regulation of cell prolif-
eration and cellular metabolic process. 

CONCLUSION: PFKFB3 is highly expressed in 
multiple tumors and functions as a potential 
marker and target for diagnosis and treatment of 
hepatocellular carcinoma. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; 6-phosphof-
ructo-2-kinase; Pathology; Prognosis

Ding QS, Sun RZ, Wang XC, Shen SQ. Analysis of clinical 
significance of expression of 6-phosphofructo-2-kinase in 
hepatocellular carcinoma utilizing GEO datasets. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(24): 3675-3680  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3675.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3675

摘要 
目的: 通过基因表达汇编(Gene Expression 
Omnibus, GEO)公共数据库, 探讨6-磷酸果糖
激酶2(6-phosphofructo-2-kinase, PFKFB3)在
肝细胞癌中的表达情况, 并进一步探索其与
肝细胞癌临床病理特征的关系, 评价PFKFB3
对肝细胞癌术后患者预后评价的意义, 预测
PFKFB3推动肝细胞癌发展的机制. 

方法:  检 索、下 载 美 国 国 立 生 物 技 术 信
息中心(National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)的肿瘤公共数据集, 对表达
谱资料及临床信息进行分析; 利用基因集富

■同行评议者
程树群 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第二军医大学东
方肝胆外科医院
综合治疗三科
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■研发前沿
虽然有研究证实
P F K F B 3 在多种
肿瘤中都是起促
进癌症发生和进
展 的 作 用 ,  并 且
其特异性的抑制
剂可以抑制肿瘤
的 恶 化 .  但 是 大
多数实验都是基
于细胞水平或者
动物模型. 

集分析(gene set enrichment analysis, GSEA)方
法, 分析受PFKFB3调控的相关基因. 

结果:  P F K F B3在高T分期肿瘤中高表达
(P <0.05); 在不同年龄、谷丙转氨酶(alanine 
t r a n s a m i n a s e, A LT)、肿瘤大小、肿瘤结
节数目、T分期、肝细胞癌巴塞罗那分期
(Barcelona Clinic Liver Cancer stage, BCLC 
s t age)、意大利肝细胞癌项目分期(Cance r 
Liver Italian Program stage, CLIP stage)的肝
细胞癌患者中, PFKFB3的表达均有显著性
差异(P <0.05); PFKFB3的表达状态与肝细胞
癌患者术后的总体生存和复发相关(P <0.05); 
PFKFB3高表达样本富集了与细胞增殖、抗
凋亡、代谢相关的基因集. 

结论: PFKFB3与肝细胞癌多个病理指标相关, 
且可以做为潜在的判断肝细胞癌患者预后的
标志物和治疗肿瘤的靶标. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.

关键词: 肝细胞癌; 6-磷酸果糖激酶2; 病理; 预后

核心提示: 目前研究6-磷酸果糖激酶2(6-phosphof
ructo-2-kinase, PFKFB3)表达与肿瘤患者预后关

系的文章非常少, 本文首次利用了生物信息学手

段证实PFKFB3与肝细胞癌患者术后预后的关

系并初步分析了其可能机制. 不仅对于理解瓦

博格效应的意义和机制有一定意义, 还进一步为

PFKFB3抑制剂的研发和临床应用提供了依据和

参考. 

丁千山, 孙荣泽, 王笑臣, 沈世强. 使用G E O数据集分析

P F K F B3在肝细胞癌中的表达及临床意义. 世界华人消化

杂志  2014; 22(24): 3675-3680 URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/3675.asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v22.i24.3675

0  引言

肿瘤细胞的能量代谢不同于正常细胞: 正常情

况下, 细胞使用葡萄糖在线粒体内进行氧化磷

酸化, 而肿瘤细胞能量代谢的特点是活跃地摄

取葡萄糖, 主要通过有氧糖酵解为细胞的生命

活动功能, 也就是瓦博格效应(Warburg effect). 
低氧是肿瘤微环境的显著特征之一. 低氧诱导

因子-1α(hypoxia inducible factor-1, HIF-1α)信号

通路在上调有氧糖酵解以适应低氧环境起了重

要作用, 其重要途径之一就是通过在转录水平

上上调6-磷酸果糖激酶2(6-phosphofructo-2-

kinase, PFKFB3)的表达促进葡萄糖的摄入和酵

解. 所以PFKFB3的异常表达被认为是导致肿瘤

细胞瓦博格效应的重要原因[1]. 虽然有不少研究

证实, PFKFB3可以调控肿瘤细胞的增殖和凋亡, 
但是其表达水平与肿瘤患者预后的研究还很少. 
美国国立生物技术信息中心(National Center for 
Biotechnology Information, NCBI)的基因表达汇

编(Gene Expression Omnibus, GEO)计划致力于

建立一个基因表达数据仓库和在线资源, 支持

公共使用和散布基因表达数据, 用于从任何物

种的来源检索基因表达数据, 是生物信息学依

赖的重要资源. 本研究通过对GEO公共数据集

GSE14520分析, 探索PFKFB3在肝细胞癌预后中

的评价作用, 并依靠基因集富集分析(gene sets 
enrichment analysis, GSEA), 预测在肝细胞癌细

胞中可能受PFKFB3调控的基因集, 为进一步研

究其在肿瘤发生发展中的作用机制提供线索和

思路. 

1 材料和方法

1.1 材料 我们从NCBI的GEO数据库(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo)中下载基因表达谱肝细胞

癌样本数据集GSE14520[2]. 上述所有数据集的

数据导入dChip软件还原原始芯片扫描图像, 以
总荧光强度为中位数的芯片N2为基准进行标准

化后, 方进行后续计算和进一步的分析. 
1.2 方法

1.2.1 数据集筛选和临床相关性研究样本数据分

组: GSE14520基因样本量大且附带临床信息. 其
中临床资料缺失的样本被排除. 根据表达谱数

据, 对样本的PFKFB3的表达进行由高到低排序

后, 高于信号log2平均值的样本作为高表达组, 
低于信号log2平均值的样本作为低表达组. 
1.2.2 G S E A挖掘样本富集基因: 采用G S E A 
2.0.14版本进行分析. GSE14520被纳入GSEA. 肿
瘤组织样本根据PFKFB3的表达水平被分为高

低表达两组, 之后通过GSEA分析PFKFB3的表

达水平对各种生物通路基因集的影响. 我们从

GSEA网站MsigDB数据库中获得的基因集作为

参照基因集, 按default weighted enrichment sta-
tistic的方法, 每次分析重复1000次. 
1.2.3 作图: 作图软件使用GraphPad Prism 6. 

统计学处理 统计学处理软件使用Graph-
Pad Prism 6. 不同T分期中表达量的组件比较

采用ANOVA检验; 回顾性研究中, 组间比较采

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
目前研究PFKFB3
表达与肿瘤患者
预后关系的文章
非 常 少 .  之 前 有
研究报道 ,   在高
级别星形细胞瘤
中, PFKFB3的表
达 水 平 更 高 .  但
是在其他肿瘤中, 
PFKFB3的表达与
肿瘤病理指标、
患者预后的研究
尚未见报道. 

用联列表法, 采用χ2检验; 生存期研究中, Log-
rank(Mantel-Cox)法用于生存分析. P <0.05为差

异有统计学意义; 在GSEA中, P <0.05及错误发现

率(false discovery rates, FDR)<0.25的基因集作

为显著富集基因集. 

2  结果

2.1 不同T分期肝细胞癌样本中PFKFB3的表达 
我们首先比较了不同美国肿瘤研究联合委员会

(American Joint Committee on Cancer, AJCC) T分
期中, PFKFB3的表达差异. 在肝细胞癌样本数

据集GSE14520中, T分期为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的肿瘤样

本的PFKFB3的表达逐次升高, 且组件有统计学

差异(P  = 0.0005), 提示PFKFB3的表达与肝细胞

癌的进展有关(图1). 
2.2 PFKFB3与肝细胞癌的临床病理相关性 我们

接下来研究了PFKFB3的表达与肿瘤临床病理

资料的相关性, 我们利用GSE14520中的临床资

料进行了回顾性分析. 在肝细胞癌样本数据集

GSE14520中, 在不同年龄(P  = 0.0263)、ALT(P  = 
0.0092)、肿瘤大小(P  = 0.0453)、肿瘤结节数目

(P  = 0.0150)、T分期(P  = 0.0018)、BCLC分期(P  
= 0.0433)、CLIP分期(P  = 0.0009)中, PFKFB3的
表达均有显著性差异(表1). 
2.3 PFKFB3与肝细胞癌患者的预后相关性 接下

来我们又进行了生存期分析以判断PFKFB3是
否能作为肿瘤预后的评价分子. 在肝细胞癌样

本数据集GSE14520中, PFKFB3高表达组患者

和低表达组患者的5年生存率分别为43.659%和

64.523%, Log-rank = 9.652, P  = 0.002(图2A). 5年
无病生存率分别为30.715%和44.083%, Log-rank 
= 4.897, P  = 0.027(图2B). 以上结果说明PFKFB3
的高表达与肝细胞癌患者术后早期死亡和早期

复发有关. 
2.4 PFKFB3高表达的基因集富集 明确PFKFB3
与肝细胞癌的临床相关性之后 ,  我们继而对

PFKFB3推动肿瘤发生的可能机制进行的初步

探究. 我们利用肝细胞癌样本数据集GSE14520, 
使用GSEA方法, 分析PFKFB3的表达水平对各

种生物通路基因集的影响. 我们使用“curated 
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图 1 PFKFB3在不同T分期肿瘤样本中的表达水平. 从

GSE14520获得PFKFB3的表达谱信息表明PFKFB3与肝细胞

癌患者AJCC T分期显著相关. 组间差异的显著性以一维方

差分析完成(P = 0.0005)

表 1 PFKFB3表达水平和肝细胞癌的临床病理特征的相关性

     病理

指标         
  n

PFKFB3表达 
χ2值    P 值

高   低

年龄(岁) 4.94 0.0263

  ≤55 166 73   93

  >55   76 22   54

性别 1.24 0.2649

  男 211 80 131

  女   31 15   16

AFP(ng/mL) 2.18 0.1396

  ≤200 128 45   83

  >200 110 49   61

ALT(U/L) 6.79 0.0092

  ≤50 142 46   96

  >50  100 49   51

肝硬化 0.51 0.4753

  是 223 89 134

  否   19   6   13

肿瘤大小(cm) 4.01 0.0453

  <5 153 53 100

  ≥5   88 42   46

结节数目 5.91 0.0150

  单结节 190 67 123

  多结节   52 28   24

AJCC T分期 12.63 0.0018

  T1   96 26   70

  T2   78 31   47

  T3   51 29   88

BCLC分期 6.28 0.0433

  0   20   7   13

  A 152 51 101

  B/C   53 28   25

CLIP分期 14.09 0.0009

  0   98 25   73

  1   79 34   45

  2-5   48 27   21

PRMS分类 60.32 <0.0001

  高 121 77   44

  低 121 18 103

AFP: 甲胎蛋白; ALT: 谷丙转氨酶; AJCC T分期: 美国癌症联合

委员会T分期; BCLC分期: 肝癌巴塞罗那分期; CLIP分期: 意大利

肿瘤计划分期; PRMS: 转移风险表达谱预测特征. 
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■创新盘点
首次利用了生物
信息学手段证实
PFKFB3与肝细胞
癌患者术后预后
的关系并初步分
析了其可能机制.

genes sets”作为参照基因集, 可见PFKFB3高
表达的肿瘤样本富集了与抗凋亡、促进细胞增

殖、正向调节细胞代谢强度的基因(图3A), 说明

PFKFB3高表达肿瘤细胞对凋亡信号有更强的

抵抗力, 有更高的增殖潜力, 代谢更加旺盛. 说
明PFKFB3可能通过调节肿瘤的增殖和耐药等

方式, 影响肿瘤的发生和发展. 

3  讨论

PFKFB3是一种能够激活磷酸果糖激酶1(phos-
phofructo kinase-1)的酶, 可以促进果糖形成果

糖2,6-二磷酸的形成. 由于磷酸果糖激酶1是糖

酵解过程的限速酶, 所以PFKFB3被认为对于调

解细胞糖代谢具有重要意义. PFKFB3的启动子

区域包含着低氧反应元件(hypoxia response ele-
ment, HRE), 可以与HIF-1α结合, 在低氧条件下

PFKFB3的表达因而得以上调. 由于PFKFB3在
糖代谢中的重要作用, 其由低氧导致的过表达

被认为是肿瘤效应瓦博格效应的重要原因[3,4]. 
PFKFB3表达、活性异常导致的代谢异常, 

会造成肿瘤细胞的不同表型. 如PFKFB3在关键

氨基酸位置的甲基化, 可以稳定PFKFB3的结构

和功能, 若甲基化降低, 则会造成PFKFB3泛素

化依赖途径的降解, 进而导致肿瘤细胞的糖代

谢由糖酵解转化为磷酸戊糖途径, 伴随着肿瘤

细胞对氧化应激和抗肿瘤药物的敏感性增强[5]. 
而肿瘤细胞在过度增殖过程中, 常常产生过量

的活性氧自由基(reactive oxygen species, ROS), 
若过量ROS不能及时清除, 将破坏肿瘤细胞的

氧化还原稳态. 有研究证实PFKFB3在维持这一

稳态过程中扮演了重要角色: ROS可以通过对

PFKFB3第206的半胱氨酸进行蛋白质谷胱甘肽

化(S-glutathionylation), 这种共价的、可逆的修

饰, 使得PFKFB3的催化活性显著下降, 进而导

致肿瘤细胞的糖代谢由糖酵解转化为磷酸戊糖

途径, 引起谷胱甘肽的水平增加, 从而最终消耗

掉ROS. 这一负反馈机制确保了肿瘤细胞在旺

盛的代谢下也能保持氧化还原稳态的稳定[6]. 
除了能影响肿瘤细胞的糖代谢, PFKFB3本

身也是众多癌相关蛋白重要的上游或者下游分

子: 如细胞外信号调节激酶(extracellular signal 
regulated kinase, ERK)/核糖体S6激酶(ribosomal 
S6 kinase, RSK)的激活不仅会导致PFKFB3的
转录活性增高, 还会导致PFKFB6在461位丝氨

酸的磷酸化, 使得其活性增强[7]; 肿瘤细胞在外

界应激下, 可以通过早期的PFKFB3基因转录

增强, 激活p38/MK2信号通路[8]; 雌二醇可以促

进雌激素受体阳性的肿瘤的发展, 雌二醇可以

激活雌激素受体, 后者可以从转录水平上增强

PFKFB3的表达, 而PFKFB3表达的增加可以导

致后续的葡萄糖摄入和糖酵解的增强, 从而推

动乳腺癌的发展[9]. 
也正因为上述原因, PFKFB3被认为是肿瘤

治疗的潜在靶标. 使用siRNA干扰PFKFB3的表

达, 伴随着糖酵解的下降, 果糖2,6-二磷酸、乳

酸、ATP的水平下降, 肿瘤细胞的增殖减慢, 细
胞周期出现阻滞, 凋亡细胞比例增加[10]. 有研

究单位合成了PFKFB3的抑制性化合物N4A和

YN1, 这两种化合物可以抑制糖酵解过程, 诱导

肿瘤细胞凋亡[11]. 另一个研究单位合成的特异

性抑制剂PFK15在细胞实验和动物实验中都表

现出了良好的抗增殖特性, 并且已经于2013年
进入一期的临床试验[12]. 更有意义的是, 抑制

PFKFB3并不仅限于影响肿瘤细胞的增殖和凋

亡: 通过设计药物拮抗血管内皮生长因子(vas-
cular endothelial growth factor, VEGF)从而抑制

肿瘤血管形成是肿瘤治疗的新思路, 但是这类

药物的应用并不顺利. 而有研究报道, 小分子化

合物3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-
one (3PO)可以通过抑制PFKFB3, 造成Notch信
号通路的活性下降, 使得内皮细胞的增殖和迁
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图 2 PFKFB3表达水平与肝细胞癌患者预后的关系. A: 高

表达PFKFB3的肝细胞癌患者术后死亡更快(P  = 0.002); B: 

高表达PFKFB3的肝细胞癌患者术后复发更快(P = 0.027).
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移被抑制, 进而阻遏血管生成[13,14]. 
虽然PFKFB3在肿瘤治疗领域的研究已经

开展已有多年, 但是其在肿瘤预后评价中的研

究还十分少. 之前有研究报道, 在高级别星形细

胞瘤中, PFKFB3的表达水平更高, 剪接变异体

UBI2K4的表达水平下降[15,16]. 但是在其他肿瘤

中, PFKFB3的表达与肿瘤病理指标、患者预后

的研究尚未见报道. 
本研究利用G E O数据集 ,  结合生物信息

学, 证实PFKFB3在高T分期肿瘤样本中表达更

高; 在不同年龄、ALT、肿瘤大小、肿瘤结节

数目、T分期、BCLC分期、CLIP分期的肝细

胞癌患者中, 其表达均有显著性差异; PFKFB3
高表达的肝细胞癌患者术后复发更快、生存期

更短. 以上结果证实了PFKFB3在肝细胞癌中可

以作为评价临床预后的指标. 另外我们还证实, 
PFKFB3高表达的肿瘤样本富集了与细胞抗凋

亡、细胞增殖和代谢相关的基因, 提示PFKFB3
可能通过影响肝细胞癌细胞的耐药、增殖和代

谢组, 推动了肝细胞癌的发生发展. 
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■应用要点
PFKFB3与肝细胞
患者术后预后的
显著相关性, 提示
其可以作为协助
临床医师判断肝
细胞癌患者的肿
瘤良恶性. 并且为
PFKFB3抑制剂的
研发和进一步的
临床实验, 提供了
新的依据.
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图 3 GSEA分析PFKFB3高表达样本富集基因集. A: 抗凋亡相关基因集(P = 0.002; FDR = 0.108; ES = 0.459); B: 细胞程序

性死亡负调控基因集(P<0.001; FDR = 0.109; ES = 0.453); C: 促细胞增殖基因集(P<0.001; FDR = 0.108; ES = 0.509); D: 

促细胞代谢基因集(P = 0.002; FDR = 0.104; ES = 0.426). 富集基因集的显著性以P<0.05及FDR<0.25判断. FDR: 错误发

现率. ES: 富集分数; GSEA: 基因集富集分析; PFKFB3: 6-磷酸果糖激酶2.

■名词解释
基因集富集分析: 
一个利用全基因
组表达谱数据的
分析方法, 他根据
已有的对基因的
定位性质功能生
物学意义, 首先确
立了一系列分子
标签数据库, 数据
库中包含了多个
功能基因集, 通过
分析一组处于两
个生物学状态的
基因表达谱杂交
数据, 他们在特定
的功能基因集中
的表达状况, 以及
这种表达状况是
否存在某种统计
学显著性. 
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■同行评价
本研究通过生物
信息学分析, 探索
PFKFB3在肝细胞
癌预后中的评价
作用. 论文有一定
新意 ,  方法正确 , 
结论可靠.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

海南地区胆结石患者感染菌群及术后护理效果的评价

王 云, 叶兆莲, 林名花, 王媛媛

®

■背景资料
胆结石与胆道感
染的发生有紧密
联系, 多数胆结石
患者含有胆道感
染. 手术时治疗胆
结石的有效方式, 
术中采取胆汁进
行致病菌分离培
养能够为控制胆
道外科感染提供
准确依据. 健康人
群胆道系统无细
菌生长, 发生胆结
石后肠道正常寄
生菌逆行至胆道
发生胆道感染, 因
此, 胆道感染的病
原菌与肠道寄生
菌种类基本一致. 
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Abstract
AIM: To analyze the distribution of biliary bacte-
ria and postoperative care in patients with chole-
lithiasis and to explore the relationship between 
the Gram-positive (G+) bacteria, Gram-negative 
(G-) bacteria and postoperative care.

METHODS: Ninety-six patients with gallstones 
and infection were divided into either a G+ 
group (n = 16) or a G- group (n = 80) according 
to the results of bile culture. The culture results 
of pathogenic bacteria in bile samples were 
analyzed, and the epidemiological distribution, 
infection, incision healing, T tube removal time, 
number of sterile dressing changes, and suture 
removal time were compared between the two 
groups.

RESULTS: In 96 bile samples, 16 (16.67%) G+ 
strains were isolated, including 15 Enterococcus 
strains and 1 Staphylococcus strain; 80 (83.33%) 

G- strains were isolated, including 51 Escherichia 
coli strains, 13 Klebsiella pneumoniae strains, 6 
Pseudomonas aeruginosa strains, 4 Enterobacter 
cloacae strains, and 6 other strains. There were 
no significant differences in the rates of infection 
and incision healing (6.25% vs 20.00%, 93.75% 
vs 80.00%, 18.75% vs 11.25%, 62.50% vs 67.50%, 
12.50% vs 1.25%, 0.00% vs 15.00%, 0.00% vs 
3.75%, 6.25% vs 0.00%, 0.00% vs 1.25%, P > 0.05) 
between the two groups. The time to T tube re-
moval, the number of sterile dressing changes, 
and the time to suture removal were significant-
ly lower in the G+ group than in the G- group 
(16.81 d ± 2.69 d vs 23.52 d ± 10.01 d, 8.42 ± 4.29 
vs 14.71 ± 11.70, 9.24 d ± 1.48 d vs 13.54 d ± 6.62 d, 
P < 0.05).

CONCLUSION: The main pathogens in patients 
with cholelithiasis and biliary tract infection are 
G- bacteria, with E. coli being the most common. 
The postoperative care of T tube and operative 
incision should be enhanced in patients with G- 
bacterial infection to promote wound healing 
and reduce the number of dressing changes and 
patient care costs.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 分析海南地区胆结石患者胆道感染的
菌群分布特点, 探讨胆道感染革兰氏阳性菌
(Gram-positive bacteria, G+)和革兰氏阴性菌
(Gram-negative bacteria, G-)与术后护理的关系. 

方法: 按照术中胆汁培养结果将海南省人民
医院收治的96例胆结石并感染的患者分为G+

■同行评议者
谭周进, 教授, 湖
南中医药大学
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■研发前沿
大 量 研 究 报 道
指 出 ,  胆 道 感 染
致病菌以G -菌属
为 主 ,  本 研 究 中
9 6 例 胆 汁 样 本
共培养G-菌80株
(83.33%), 其中大
肠埃希菌最为常
见 ,  与 上 述 文 献
报道结果相符.

组16例和G-组80例, 观察胆汁样本致病菌分离
培养结果, 比较G+组与G-组患者流行病学分
布、感染情况、手术切口愈合等级术后T型
管拔除时间、更换无菌敷料次数及拆线时间. 

结果 :  9 6 例 胆 汁 样 本 共 培 养 G + 菌 1 6 株
(16.67%), 包括肠球菌15株、葡萄球菌1株, G-

菌80株(83.33%), 包括大肠埃希菌51株、肺炎
克雷伯杆菌13株、铜绿假单胞菌6株、阴沟
肠杆菌4株、其他6株; 两组患者感染情况和
手术切口愈合等级比较, (6.25% vs  20.00%)、
(93.75% vs  80.00%)、(18.75% vs  11.25%)、
(62.50% vs  67.50%)、(12.50% vs  1.25%)、
(0.00% vs  15.00%)、(0.00% vs  3.75%)、
(6.25% vs  0.00%)、(0.00% vs  1.25%), 差异无
统计学意义(P >0.05); G+组患者术后T型管拔
除时间、更换无菌敷料次数及拆线时间均少
于G-组, (16.81 d ±2.69 d vs  23.52 d ±10.01 
d)、(8.42次±4.29次 vs  14.71次±11.70次)、
(9.24 d±1.48 d vs  13.54 d±6.62 d), 差异具有
统计学意义(P <0.05). 

结论: 海南地区胆结石并胆道感染患者胆汁
病原菌以G-菌为主, 其中大肠埃希菌最为常
见, 术后应加强对G-菌感染组T型引流管和手
术切口护理, 防止引流管脱出、促进切口愈
合、降低换药次数. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胆结石; 胆道感染; 胆汁病原菌; 护理

核心提示: 本研究中革兰氏阳性菌(Gram-positive 
bacteria, G+)组患者术后T型管拔除时间明显短于

革兰氏阴性菌(Gram-negative bacteria, G-)组, 主要

是由于G-组患者有16例出现术后切口感染、4例

发生胆漏, 延迟了拔管时间, 后经对症治疗均痊

愈出院. 提示需加强对G-组患者T型引流管护理, 
避免发生引流管脱出或感染.
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0  引言

胆结石症属于临床常见病和多发病, 随着人们

生活水平的提高和饮食习惯的改变, 胆结石发

病率呈现逐年升高的趋势[1]. 临床研究表明, 多
数胆结石患者存在胆道感染[2]. 现回顾性分析

海南地区胆结石患者胆道感染的菌群分布特

点, 探讨胆道感染革兰氏阳性菌(Gram-positive 
bacteria, G+)和革兰氏阴性菌(Gram-negative bac-
teria, G-)与术后护理的关系, 为预防和护理工作

提供参考, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2013-03/2014-03海南省人民医院

收治的96例胆结石并感染的患者作为研究对象. 
所有患者均经B超证实为胆囊或肝内外胆管结

石, 实验室检查显示血常规白细胞计数及中性

粒细胞比例升高, 部分患者存在血清胆红素、

转氨酶水平升高, 胆汁培养均存在感染致病菌, 
临床主要表现为右上腹或剑突下阵发性疼痛, 
可伴有恶心、呕吐、发热等症状[3]. 排除入选前

1 wk内使用抗生素或消炎利胆类中成药者, 存
在其他部位感染或合并恶性肿瘤、自身免疫性

疾病者. 按照术中胆汁培养结果, 将96例患者分

为G+组16例和G-组80例. 所有患者均签署知情

同意书. 
1.2 方法

1.2.1 胆汁采集: 手术或内镜逆行胰胆管造影术

经皮肝穿刺胆道引流术(percutaneous transhe-
patic cholangial drainage, PTCD)、经内镜逆行

胰胆管造影(endoscopic retrograde cholangio-
pancreatography, ERCP)中使用一次性无菌注射

器穿刺胆总管抽取2 mL胆汁样本, 注入无菌试

管中送检[4]. 
1.2.2 胆汁培养分离鉴定: 取胆汁样本接种于血

平板, 在37 ℃恒温培养箱中常规培养48 h, 观察

结果, 细菌分离培养按照《全国临床检验操作

规程》[5]进行. 
1.2.3 观察指标: 观察胆汁样本致病菌分离培养
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表 1 胆汁致病菌培养结果

     细菌种类 菌株数(n ) 百分比(%)

G+

  肠球菌 15 15.63

  葡萄球菌   1   1.04

G-

  大肠埃希菌 51 53.13

  肺炎克雷伯杆菌 13 13.54

  铜绿假单胞菌   6   6.25

  阴沟肠杆菌   4   4.17

其他   6   6.25

G+: 革兰氏阳性菌; G-: 革兰氏阴性菌.
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■应用要点
胆结石患者术后
一 般 需 留 置 T 型
管引流, 通过对引
流胆汁的性状观
察可明确是否发
生胆道感染以及
感染程度和细菌
种类, 对拟定抗感
染方案具有指导
意义. 

结果, 比较G+组与G-组患者流行病学分布、感

染情况、手术切口愈合等级术后T型管拔除时

间、更换无菌敷料次数及拆线时间. 
统计学处理 使用SPSS17.0统计分析, 用

mean±SD表示计量资料, 采用t检验, 用百分比

表示记数资料, 采用χ2检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 胆汁致病菌培养结果 96例胆汁样本共培养

G+菌16株(16.67%), G-菌80株(83.33%)(表1). 
2.2 两组患者流行病学分布比较 两组患者在性

别、职业、城乡、蛔虫史、鱼生史等上差异无

统计学意义(P >0.05)(表2), 具有可比性. 
2.3 两组患者感染情况和手术切口愈合等级比

较 两组患者感染情况和手术切口愈合等级比

较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表3). 
2.4 两组患者术后T型管拔除时间、更换无菌敷

料次数及拆线时间比较 G+组患者术后T型管拔

除时间、更换无菌敷料次数及拆线时间均少于

G-组, 差异具有统计学意义(P <0.05)(表4). 

3  讨论

胆结石与胆道感染的发生有紧密联系, 多数胆

结石患者含有胆道感染. 手术时治疗胆结石的

有效方式, 术中采取胆汁进行致病菌分离培养

能够为控制胆道外科感染提供准确依据[6]. 健康

人群胆道系统无细菌生长, 发生胆结石后肠道

正常寄生菌逆行至胆道发生胆道感染, 因此, 胆
道感染的病原菌与肠道寄生菌种类基本一致[7]. 
大量研究报道指出, 胆道感染致病菌以G-菌属

为主[8], 本研究中96例胆汁样本共培养G-菌80株
(83.33%), 其中大肠埃希菌最为常见, 与上述文

献报道结果相符. 另外, 对G+组与G-组患者流行

病学分布进行比较可见, 性别、职业、城乡、

蛔虫史、鱼生史等均不为影响胆道感染病原菌

种类的因素. 
胆结石患者术后一般需留置T型管引流, 通

过对引流胆汁的性状观察可明确是否发生胆道

感染以及感染程度和细菌种类, 对拟定抗感染
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表 2 两组患者临床资料比较 n (%)

     
分组  n

性别 职业 城乡 蛔虫史 鱼生史

男 女 农民 职员 退休 城 乡 有 无 有 无

G+组 16   9

(56.25)

  7

(43.75)

  9

(56.25)

  6

(37.50)

1

(6.25)

  4

(25.00)

12

(75.00)

15

(93.75)

  1

(6.25)

  7

(43.75)

  9

(56.25)
G-组 80 35

(43.75)

45

(56.25)

38

(47.50)

35

(43.75)

7

(8.75)

21

(26.25)

59

(73.75)

63

(78.75)

17

(21.25)

27

(33.75)

53

(66.25)

G+: 革兰氏阳性菌; G-: 革兰氏阴性菌.

表 3 两组患者感染情况和手术切口愈合等级比较 n (%)

     
分组

              感染情况                                                            手术切口愈合等级

感染 无感染 Ⅰ/甲 Ⅱ/甲 Ⅲ/甲 Ⅱ/乙 Ⅲ/乙 Ⅱ/丙 Ⅲ/丙

G+组 1(6.25) 15(93.75) 3(18.75) 10(62.50)  2(12.50) 0(0.00) 0(0.00) 1(6.25) 0(0.00)

G-组 16(20.00) 64(80.00) 9(11.25) 54(67.50) 1(1.25) 12(15.00) 3(3.75) 0(0.00) 1(1.25)

G+: 革兰氏阳性菌; G-: 革兰氏阴性菌.

表 4 两组患者术后T型管拔除时间、更换无菌敷料次数及拆线时间比较 (mean±SD)

     分组 T型管拔除时间(d) 更换无菌敷料次数(次)  拆线时间(d)

G+组    16.81±2.69a         8.42±4.29a   9.24±1.48a

G-组    23.52±10.01       14.71±11.70 13.54±6.62

aP<0.05 vs  G-组. G+: 革兰氏阳性菌; G-: 革兰氏阴性菌.
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■同行评价
本研究选题一般, 
但研究内容有一
定的实用性. 

方案具有指导意义[9]. 本研究中G+组患者术后T
型管拔除时间明显短于G-组, 主要是由于G-组

患者有16例出现术后切口感染、4例发生胆漏, 
延迟了拔管时间, 后经对症治疗均痊愈出院. 提
示需加强对G-组患者T型引流管护理, 避免发生

引流管脱出或感染. 术后切口感染是外科术后

常见感染形式, 易造成切口愈合不良、愈合延

迟, 不仅影响了预后效果, 也增加了患者的痛苦

和治疗费用, 严重者可危及生命安全[10]. 临床研

究表明, 致病菌是引起术后切口感染的主要原

因, 胆结石无菌切口感染的病原菌培养结果显

示金黄色葡萄球菌占首位, 其次为凝固酶阴性

葡萄球菌、大肠埃希菌和脆弱类杆菌[11]. 本研

究中G+组与G-组患者感染情况和手术切口愈合

等级无统计学差异, 提示护理过程中加强了无

菌操作和切口裂开预防的管理工作, 术后以胆

汁病原菌培养结果和药敏试验结果为依据合理

使用抗生素, 因此控制了切口感染发生率, 提高

了患者切口甲级愈合率. 另外, 做好患者术后健

康指导和饮食指导也是预防切口感染的重要举

措. 本研究中G+组患者更换无菌敷料次数明显

少于G-组, 分析原因为G-组致病菌脓液稀薄且

带有甜腥味, 而G+组致病菌脓液较局限, 黏稠

且不易扩散, 因此更换敷料相对较少[12]. 提示护

理人员需加强对G-组患者切口的清洁, 及时更

换无菌敷料, 促进切口愈合. 另外, 机体愈合能

力的强弱是缩短拆线时间的关键, G-菌可导致

胃肠道黏膜功能和肝功能受损、蛋白质合成下

降, 免疫力降低[13]. 本研究中G+组患者术后拆

线时间均少于G-组, 与上述研究相符[14]. 提示护

理人员需加强对G-组患者的术后饮食护理, 遵
医嘱适时应用少量白蛋白, 促进患者切口尽早

愈合[15]. 
总之, 海南地区胆结石并胆道感染患者胆汁

病原菌以G-菌为主, 其中大肠埃希菌最为常见, 
术后应加强对G-菌感染组T型引流管和手术切

口护理, 防止引流管脱出、促进切口愈合、降

低换药次数. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

轻型急性胰腺炎并急性肝损害的临床特点

王桃丹

®

■背景资料
急性胰腺炎(acute 
pancreatitis, AP)属
于临床常见急腹
症, 起病急、病情
进展迅速, 若不能
及时采取有效治
疗措施可危及患
者生命安全 .  AP
可累及多个脏器, 
引起多种脏器功
能障碍, 其中肝损
害最为常见 .  AP
并急性肝损害不
仅增加了了病情
严重程度, 也给治
疗增加了难度, 未
及时处理者可引
发肝功能衰竭, 严
重影响预后效果. 
因此 ,  掌握轻型
急性胰腺炎(mild 
acute pancreatitis, 
MAP)并急性肝损
害的临床特点对
临床治疗有重要
意义.
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Abstract
AIM: To explore the clinical characteristics of 
mild acute pancreatitis (MAP) with acute liver 
injury.

METHODS: Ninety-three patients with MAP 
were divided into either an acute liver injury 
group (n = 61) or a non-acute liver injury group (n 
= 32). The clinical data, laboratory indexes, and 
MAP stage (abdominal pain relief time, serum 
amylase recovery time and hospital stay) were 
compared between the two groups. In addition, 
the 93 patients were divided into a biliary MAP 
group (n = 52) or a non-biliary MAP group (n = 
41). The liver injury (alanine aminotransferase, 
aspartic transaminase, total bilirubin, DBIL) and 
MAP stage were compared between the two 
groups. The prognosis of the patients with acute 
liver injury was observed.

RESULTS: The percentages of patients between 
45-59 years of age and those with hyperlipidemic 
pancreatitis were significantly lower in the acute 
liver injury group than in the non-acute liver in-
jury group (24.59% vs 56.25%, 9.84% vs 28.13%, 

P < 0.05). The percentages of patients aged > 60 
years and those with biliary pancreatitis, blood 
glucose concentration > 6.1 mmol/L or peritone-
al irritation sign were significantly higher in the 
acute liver injury group than in the non-acute 
liver injury group (52.46% vs 12.50%, 65.57% vs 
37.50%, 63.93% vs 34.38%, 55.74% vs 31.25%, P 
< 0.05). The abdominal pain relief time, serum 
amylase recovery time and hospital stay were 
significantly shorter in the acute liver injury 
group than in the non-acute liver injury group 
(5.52 d ± 2.21 d vs 4.10 d ± 1.72 d, 6.11 d ± 3.14 d 
vs 4.20 d ± 2.16 d, 11.60 d ± 5.26 d vs 8.52 d ± 3.57 
d, P < 0.05). The liver function indexes were sig-
nificantly higher in the biliary MAP group than 
in the non-biliary MAP group (182.33 U/L ± 
157.06 U/L vs 48.82 U/L ± 51.05 U/L, 185.22 U/
L ± 176.30 U/L vs 36.31 U/L ± 22.24 U/L, 36.74 
μmol/L ± 28.13 μmol/L vs 25.92 μmol/L ± 9.60 
μmol/L, 16.61 μmol/L ± 17.51 μmol/L vs 5.10 
μmol/L ± 4.61 μmol/L, P < 0.05). Serum amylase 
recovery time and hospital stay in the biliary 
MAP group were significantly longer than those 
in the non-biliary MAP group (6.83 d ± 3.01 d vs 
4.60 d ± 2.91 d, 12.52 d ± 5.40 d vs 9.38 d ± 4.33 d, 
P < 0.05). Of 61 patients with acute liver injury, 
liver function indexes returned to normal in 39 
(63.93%) cases 1-3 wk before discharge, and in 
22 (36.07%) cases 1-2 wk after discharge.

CONCLUSION: Hepatic injury may occur in 
early MAP patients and lead to the prolongation 
of disease duration. Hepatic injury may recover 
with the cure of primary disease. Old age, bili-
ary pancreatitis, hyperglycemia and peritoneal 
irritation sign are risk factors for hepatic injury 
in MAP patients.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
本研究结果还显
示, 伴有急性肝损
害的患者入院时
血糖异常发生率
较高, 这与肝功能
受损后可导致糖
代谢异常有关, 但
血糖异常与急性
肝损害之间是否
存在必然联系尚
不能做结论.

摘要
目的: 探讨轻型急性胰腺炎(mild acute pancre-
atitis, MAP)并急性肝损害的临床特点. 

方法: 按照患者是否伴急性肝损害将浙江省
义乌市中心医院收治的93例MAP患者分为急
性肝损害组61例和不伴急性肝损害组32例, 
比较两组患者的临床资料、入院时实验室指
标以及MAP病程[腹痛缓解时间、血淀粉酶
(serum amylase, AMY)复原时间和住院时间]; 
按照患者是否为胆源性MAP将93例患者分为
胆源性组52例和非胆源性组41例, 比较两组
患者肝损害程度[丙氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)、天冬氨酸氨基转移
酶(aspartic transaminase, AST)、总胆红素
(total bilirubin, TBIL)、血清直接胆红素(direct 
bilirubin, DBIL)]和MAP病程; 同时记录61例
MAP伴急性肝损害患者的转归情况. 

结果: 急性肝损害组患者年龄45-59岁和高脂
血性所占比例显著低于不伴急性肝损害组
(24.59% vs  56.25%, 9.84% vs  28.13%), 年龄
>60岁、胆源性、入院时血糖>6.1 mmol/L
和腹膜刺激征所占比例均显著高于对照
组(52.46% vs  12.50%, 65.57% vs  37.50%, 
63.93% vs  34.38%, 55.74% vs  31.25%), 差异
具有统计学意义(P <0.05); 急性肝损害组患者
腹痛缓解时间、AMY复原时间和住院时间
均显著低于不伴急性肝损害组(5.52 d±2.21 d 
vs  4.10 d±1.72 d, 6.11 d±3.14 d vs  4.20 d±
2.16 d, 11.60 d±5.26 d vs  8.52 d±3.57 d), 差
异具有统计学意义(P <0.05); 胆源性组患者各
项肝功能指标均显著高于非胆源性组(182.33 
U/L±157.06 U/L vs  48.82 U/L±51.05 U/L, 
185.22 U/L±176.30 U/L, 36.31 U/L±22.24 
U/L, 36.74 μmol/L±28.13 μmol/L vs  25.92 
μmol/L±9.60 μmol/L, 16.61 μmol/L±17.51 
mol/L vs  5.10 μmol/L±4.61 μmol/L), AMY复
原时间和住院时间均显著高于非胆源性组, 
(6.83 d±3.01 d vs  4.60 d±2.91 d, 12.52 d±
5.40 d vs  9.38 d±4.33 d), 差异具有统计学意
义(P <0.05); 61例MAP伴急性肝损害患者39例
(63.93%)随原发病好转于出院前1-3 wk内肝
功能各项指标恢复正常, 其余22例(36.07%)经
保肝、护肝治疗, 出院后1-2 wk内肝功能各项
指标恢复正常. 

结论: MAP患者发病初期即可出现肝损害, 可
引起MAP患者病程延长, 肝功能可随原发病
好转逐渐恢复, 高龄、胆源性、高血糖和腹
膜刺激征等均为引发肝损害的危险因素, 掌握

MAP并急性肝损害的临床特点对临床治疗具
有重要意义. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究中对不同病因导致的轻型急性

胰腺炎(mild acute pancreatitis)进行分析, 结果显

示胆源性病因患者急性肝损害发生率显著高于

其他病因, 而胆源性组患者各项肝功能指标均显

著高于非胆源性组, 提示胆源性组肝损害严重程

度更高, 提示胆道疾病为诱发急性肝损害的重要

危险因素.

王桃丹. 轻型急性胰腺炎并急性肝损害的临床特点. 世界华

人消化杂志  2014; 22(24): 3685-3689 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3685.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i24.3685

0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)属于临床常见

急腹症, 起病急、病情进展迅速, 若不能及时采

取有效治疗措施可危及患者生命安全[1]. AP可累

及多个脏器, 引起多种脏器功能障碍, 其中肝损

害最为常见[2]. AP并急性肝损害不仅增加了了病

情严重程度, 也给治疗增加了难度, 如不及时处

理可引发肝功能衰竭, 严重影响预后效果[3]. 因
此, 掌握轻型急性胰腺炎(mild acute pancreatitis, 
MAP)并急性肝损害的临床特点对临床治疗有

重要意义. 现回顾性分析浙江省义乌市中心医

院收治的MAP患者的临床资料, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2013-03/2014-03浙江省义乌市

中心医院收治的93例MAP患者作为研究对象. 
所有患者均符合《中国急性胰腺炎诊治指南

(2013, 上海)》[4]中MAP相关诊断标准, Ranson
评分<3分, APACHEⅡ评分<8分, Balthazar CT
积分在D级以下, 实验室检查发现丙氨酸氨基

转移酶(alanine aminotransferase, ALT)>47 U/L
和/或天冬氨酸氨基转移酶(aspartic transami-
nase, AST)>38 U/L或者总胆红素(total bilirubin, 
TBIL)>20.5 μmol/L和/或血清直接胆红素(direct 
bilirubin, DBIL)>6.84 μmol/L[5]. 排除排除合并脏

器衰竭和/或胰腺假性囊肿、坏死、脓肿等局部

并发症者; 患有各类型病毒性肝炎、肝硬化、
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■相关报道
临床研究表明, 诱
发AP实验动物模
型后组织病理观
察发现, AP早期即
可出线肝细胞不
同程度病理改变.

血吸虫病、自身免疫性肝病、肝脏肿瘤或胆胰

系统肿瘤者; 入选前应用对肝脏有不良反应的

药物者. 按照患者是否伴急性肝损害将93例患

者分为急性肝损害组61例和不伴急性肝损害组

32例, 按照患者是否为胆源性MAP将93例患者

分为胆源性组52例和非胆源性组41例. 所有患

者均签署知情同意书, 病历资料完整. 
1.2 方法

1.2 .1  治疗 :  所有患者入院时即进行腹部查

体, 住院期间均进行血清肝功能指标(A LT、
AST、TBIL、DBIL)、血淀粉酶(serum amylase, 
AMY)、血白细胞(white blood cell, WBC)及血

糖监测, 重点为入院后24 h内上述指标监测. 
1.2.2 观察指标: 比较急性肝损害组与不伴急性

肝损害组患者的临床资料、入院时实验室指标

以及MAP病程, 比较胆源性组与非胆源性组患

者肝损害程度和MAP病程, 并记录61例MAP伴
急性肝损害患者的转归情况. 

统计学处理 使用SPSS17.0统计分析, 用
mean±SD表示计量资料, 采用t检验, 用百分比

表示记数资料, 采用χ2检验, P <0.05表示差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 急性肝损害组与不伴急性肝损害组患者相

关因素比较 急性肝损害组患者年龄45-59岁和

高脂血性所占比例显著低于不伴急性肝损害组, 
年龄>60岁、胆源性、入院时血糖>6.1 mmol/L
和腹膜刺激征所占比例均显著高于对照组, 差
异具有统计学意义(P <0.05)(表1), 表明高龄、胆

源性、高血糖和腹膜刺激征为引发MAP患者急

性肝损害的主要危险因素. 
2.2 急性肝损害组与不伴急性肝损害组患者

病程比较 急性肝损害组患者腹痛缓解时间、

AMY复原时间和住院时间均显著低于不伴急性

肝损害组, 差异具有统计学意义(P <0.05)(表2). 
2.3 胆源性组与非胆源性组患者肝损害程度和

MAP病程 胆源性组患者各项肝功能指标均显

著高于非胆源性组, AMY复原时间和住院时间

均显著高于非胆源性组, 差异具有统计学意义

(P <0.05)(表3). 
2.4 急性肝损害转归情况 61例MAP伴急性肝

损害患者39例(63.93%)随原发病好转于出院前

1-3 wk内肝功能各项指标恢复正常, 其余22例
(36.07%)经保肝、护肝治疗, 出院后1-2 wk内肝

功能各项指标恢复正常. 

3  讨论

AP是临床发生率较高、病情相对较重的急腹

症, 发病原因复杂, 常见的发病原因为胆道疾

病、高甘油三酯血症、酒精中毒等, 胰腺酶类

被异常激活是主要发病机制[6]. 临床研究表明, 
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表 1 两组患者临床资料及入院时实验室检查指标比较 n (%)

     

分组

            性别                  年龄(岁)                          病因                  入院时检查

男 女 <45 45-59 >60 胆源性 酒精性
高脂

血性
其他

   血糖>

6.1 mmol/L

WBC>

10×109L

 腹膜

刺激征

急性肝

损害组

(n = 61)

3

(62.30)

2

(37.70)

1

(22.95)

1

(24.59)a

3

(52.46)a

4

(65.57)a

7

(11.48)

6

(9.84)a

8

(13.11)

39

(63.93)a

32

(52.46)

34

(55.74)a

不伴急性

肝损害组

(n = 32)

1

(56.25)

1

(43.75)

1

(31.25)

1

(56.25)

4

(12.50)

1

(37.50)

4

(12.50)

9

(28.13)

7

(21.88)

11

(34.38)

1

(56.25)

10

(31.25)

aP<0.05 vs  不伴急性肝损害组. WBC: 血白细胞. 

表 2 两组患者MAP病程比较 (mean±SD, d)

     分组   腹痛缓解时间  AMY复原时间    住院时间

急性肝损害组    5.52±2.21a   6.11±3.14a 11.60±5.26a

不伴急性肝损害组    4.10±1.72   4.20±2.16   8.52±3.57

aP<0.05 vs  不伴急性肝损害组. MAP: 轻型急性胰腺炎; AMY: 血淀粉酶.
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■应用要点
MAP患者发病初
期即可出现肝损
害 ,  可引起MAP
患者病程延长, 肝
功能可随原发病
好转逐渐恢复, 高
龄、胆源性、高
脂血性、高血糖
和腹膜刺激征等
均为引发肝损害
的危险因素, 掌握
MAP并急性肝损
害的临床特点对
临床治疗具有重
要意义. 胆道疾病为引发AP的主要原因[7]. AP患者具有

起病急、病情进展迅速、易引起多种脏器损

伤、病死率高等特点, 其中肝损害最为常见[8]. 
AP患者胰酶被异常激活后与大量的炎性介质

传递扩散至全身器官, 进而引起全身炎症反应

和多器官损害, 其中肝脏为第一站[9]. 过量炎性

递质刺激肝脏库肯伯格细胞和肝血窦内皮细胞, 
产生级联反应扩大, 多种细胞因子及炎性介质

参与肝脏实质性损伤和功能损害过程, 肝功能

受损后期屏障作用减弱导致炎症介质等损伤因

子由体液循环进入全身其他组织和器官, 产生

多器官功能障碍[10]. MAP伴急性肝损害在临床

上较为常见, 了解MAP伴急性肝损害的临床特

点、与胰腺炎病因的相关性、肝损害主要发生

因素以及转归情况对临床治疗有重要意义. 
临床研究表明, 诱发AP实验动物模型后组

织病理观察发现, AP早期即可出线肝细胞不同

程度病理改变[11]. 本研究中多数患者肝功能异常

发生于MAP发病初期, 即入院24 h内, 与上述研

究报道相符. 本研究中93例患者中61例发生急

性肝损伤, 发生率为65.59%, 与国外相关报道发

生率基本一致[12]. 而在61例并发急性肝损伤的患

者中胆源性病因占65.57%, 这可能与胆源性胰

腺炎发生率高有关. 本研究中不同性别患者肝

损害发生率无显著差异, 但老年患者急性肝损

害发生率显著高于中青年人, 分析原因主要为

老年患者由于全身脏器功能衰退, 且多伴有高

血压、糖尿病等慢性疾病, 抵抗应激能力差[13]. 
因此, 对于老年MAP患者要更注意进行肝功能

监控, 及时予以保肝治疗. 本研究中对不同病因

导致的MAP进行分析, 结果显示胆源性病因患

者急性肝损害发生率显著高于其他病因, 而胆

源性组患者各项肝功能指标均显著高于非胆源

性组, 提示胆源性组肝损害严重程度更高, 提示

胆道疾病为诱发急性肝损害的重要危险因素[14]. 
本研究结果还显示, 伴有急性肝损害的患者入

院时血糖异常发生率较高, 这与肝功能受损后

可导致糖代谢异常有关, 但血糖异常与急性肝

损害之间是否存在必然联系尚不能做结论[15]. 
从伴发急性肝损害患者的转归情况来看, 多

数患者随原发病好转于出院前1-3 wk内肝功能

各项指标恢复正常, 其余患者经保肝、护肝治

疗, 出院后1-2 wk内肝功能各项指标恢复正常. 
提示对MAP并急性肝损伤的临床治疗以治疗原

发病为主, 一般无需进行肝脏特殊治疗, 对少数

高龄患者或肝功能受损严重者可采取保肝、护

肝治疗[16]. 
总之, MAP患者发病初期即可出现肝损害, 

可引起MAP患者病程延长, 肝功能可随原发病

好转逐渐恢复, 高龄、胆源性、高脂血性、高

血糖和腹膜刺激征等均为引发肝损害的危险因

素, 掌握MAP并急性肝损害的临床特点对临床

治疗具有重要意义. 
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表 3 两组患者肝损害程度和MAP病程比较
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   时间(d)

AMY复原

   时间(d)
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aP<0.05 vs  非胆源性组. MAP: 轻型急性胰腺炎; ALT: 丙氨酸氨基转移酶; AST: 天冬氨酸氨基转移酶; TBIL: 总胆红素; DBIL: 血清
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■背景资料
胰十二指肠切除
术 (pancreat ico-
d u o d e n e c t o m y, 
PD)作为腹部外科
最大的手术, 是壶
腹部周围肿瘤和
某些良性疾病的
标准术式, 目前的
手术方式主要是
开腹手术, 随着科
学技术的发展, 腹
腔镜和微创手术
逐渐成为未来手
术的发展方向, 微
创手术和开腹手
术各有优缺点, 存
在争议, 目前尚无
相关系统评价对
两种手术方式进
行比较. 
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Abstract
AIM: To evaluate the safety and efficacy between 
minimally invasive pancreaticoduodenectomy 
and open pancreaticoduodenectomy. 

METHODS: Medline, EMBASE, Science Direct 
and Springer link databases (till March 31, 2014) 
were searched by computer to collect the articles 
that compared the efficacy and safety of mini-
mally invasive pancreaticoduodenectomy vs 
open pancreaticoduodenectomy. The trials were 
selected according to the inclusive and exclusive 
criteria, and the quality of the included trials 
was assessed. The data were extracted and ana-

lyzed using RevMan 5.2.7 software. 

RESULTS: A total of 8 articles were included 
in the present meta-analysis. The meta-analysis 
showed that there were no significant differ-
ences in perioperative complications, mortal-
ity, pancreatic fistula, delayed gastric empty, 
postoperative hemorrhage, reoperation, mortal-
ity or R0 resection rate between the minimally 
invasive pancreaticoduodenectomy group and 
open pancreaticoduodenectomy group (P > 0.05). 
There were significant differences in operative 
time, estimated blood loss and length of hospital 
stays between the two groups (P < 0.05). 

CONCLUSION: This meta-analysis indicates 
that minimally invasive pancreaticoduodenec-
tomy is associated with shorter hospital stay 
and less estimated blood loss compared with 
open surgery, although there are no differences 
in preoperational complications or postopera-
tive pathological diagnosis. Minimally invasive 
approach can be a reasonable alternative to 
laparotomy pancreaticoduodenectomy with po-
tential advantages. Nevertheless, future large-
volume, well-designed randomized control trials 
with extensive follow-up are awaited to confirm 
and update the findings of this analysis. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的:  探讨胰十二指肠切除术 (p a n c r e a t i
c o d u o d e n e c t o m y, P D)的开腹行P D(o p e n  
pancreaticoduodenectomy, OPD)和微创手术
(minimally invasive pancreaticoduodenectomy, 
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薛东波, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第一医院



李瑞阳, 等. 胰十二指肠切除术的开腹和微创手术方法疗效的比较               3691

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
由于目前尚无文
献系统性文献来
评价微创小切口
行胰十二指肠切
除术和传统开腹
胰十二指肠切除
术 的 优 缺 点 ,  因
此本文应用循证
医学的方法来比
较两种不同术式
的 差 异 性 ,  为 临
床选择提供证据.

MIPD)的疗效的对比. 

方法: 计算机检索在2014-03-31前在Medline、
EMBASE、Science Direct、Springer link公开
发关于PD的开腹和微创手术方法的疗效的文
献, 按纳入排除标准由2位研究者独立进行文
献筛选、资料提取和方法学质量评价后, 采用
RevMan5.2.7软件进行Meta分析. 

结果:  共纳入8篇文献进行系统评价 ,  包含
MIPD 204例, OPD 419例. Meta分析结果显示: 
MIPD和OPD在术后围手术期并发症发生率、

胰瘘发生率、术后胃排空障碍、胆瘘、术后
出血、再手术、病死率及R0切除方面的差
异无统计学意义(P >0.05); 在手术时间、术中
出血量及术后住院时间的差异有统计学意义
(P <0.05). 

结论: MIPD能减少PD术后住院时间和术中出
血量, 且围手术期并发症和术后病理诊断与传
统的OPD基本无差异, 可以作为胰十二指肠切
除术的常规术式, 值得临床的推广, 未来仍需
要大样本、多中心、前瞻性随机对照的高质
量的临床研究来进一步验证. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰十二指肠切除术; 腹腔镜; 机器人; 微创

技术; 系统评价

核心提示: 本研究发现, 在围手术期并发症发生

率、胰瘘发生率、术后胃排空障碍、胆瘘、术

后出血、再手术以及病死率方面, 微创手术和传

统开腹手术基本无差异. 在术后病理诊断方面, 
手术的R0切除率的差异也无统计学意义, 说明微

创胰十二指肠切除术(pancreaticoduodenectomy, 
P D)的安全性和有效性和传统的开腹P D(o p e n 
pancreaticoduodenectomy)差异不大.

李瑞阳, 黄强, 林先盛, 刘臣海, 杨骥, 胡俊, 汪超. 胰十二

指肠切除术的开腹和微创手术方法疗效的比较. 世界华人

消化杂志  2014; 22(24): 3690-3698 URL: ht tp: / /www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3690.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i24.3690

0  引言

自从1935年, Whipple等[1]开展世界上第一例胰

十二指肠切除术(pancreaticoduodenectomy, PD)
后, PD即作为壶腹部周围肿瘤和某些良性疾病

的标准术式, 现已经被各级医院广泛应用[2-4]. 目
前最常见的术式是开腹行PD(open pancreatico-

duodenectomy, OPD), 但术后创伤较大, 且并发

症较高[3], 遂出现微创手术, 目前腔镜外科已经

广泛地应用外科手术领域, 世界上第1例报道

的腹腔镜胰十二指肠切除术(laparoscopic pan-
creaticoduodenectomy, LPD)在1994年[5], 紧接着

2003年出现了机器人胰腺切除术(robotic pancre-
atectomy)[6]和机器人胰十二指肠切除术(robotic 
PD)[7]. 微创手术(minimally invasive pancreatico-
duodenectomy, MIPD)现在已经成为目前的发

展方向. 与传统的开放性手术相比, 微创手术更

能降低患者术后的疼痛、恢复更快等. 目前对

于传统开放手术和微创手术的选择, 存在着争

议性, 并且已有相关病例对照研究比较MIPD和

OPD的优缺点, 且病例数较少, 多为单中心研究, 
为进一步明确两种手术的可行性和优缺点, 我
们应用系统评价的方法评价两种手术的疗效和

安全性的差异, 为临床提供循证医学证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 计算机检索在2014-03-31前在Med-
line、EMBASE、Science Direct、Springer link
公开发关于胰十二指肠切除术的开腹和微创

手术方法的疗效的英文临床对照文献. 检索策

略: 按照Cochrane协作网手工手册要求制定检索

策略: 检索词为: “laparoscopic pancreaticoduo-
denectomy”、“duodenopancreatectomy”、

“minimally invasive pancreaticoduodenecto-
my”、“robotic pancreaticoduodenectomy”, 并
对以上检索词采用不同策略检索, 并追查已经

纳入文献或者综述文献的参考文献以尽可能全

面收集资料. 
1.2 方法

1.2.1 文献纳入标准: (1)纳入研究应是2014-03-31
前公开发表的英文文献; (2)文献中需要包含

MIPD(本研究MIPD包括: 腹腔镜辅助胰十二指

肠切除术、全腹腔镜下胰十二指肠切除术、机

器人辅助胰十二指肠切除术、全机器人胰十二

指肠切除术)和OPD组的基本情况和围手术期的

相关指标的比较; (3)文献设计类型应是队列研

究、病例对照研究或者随机对照研究; (4)前瞻

性研究和回顾性研究予以纳入; (5)关于术后并

发症的比较时需交代术后并发症的诊断标准. 
1.2.2 文献排除标准: (1)无相关对比研究的研

究; (2)方法学交代不健全的研究, 资料不全的研

究, 重复发表或重复利用数据的研究取其中之
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■相关报道
目 前 认 为 ,  开 腹
胰十二指肠切除
术手术安全性较
高, 但术后的创伤
大、高并发症等
特点使之成为腹
部外科难度最大
的手术之一, 随着
科学技术的发展, 
微创手术, 如腹腔
镜胰十二指肠切
除术、机器人辅
助胰十二指肠切
除术等, 其术后创
伤较小, 术后生存
质量高等特点, 这
是目前外科手术
的发展方向. 

一, 其他的不予纳入; (3)文献中未给出相关变量

或指标说明或评价手术组和内镜组疗效的区别; 
(4)试验设计缺乏严格对照的文献、综述文献、

个案报道等不予以纳入; (5)文献全文语言非英

文书写的不予以纳入. 
1.2.3 文献筛选及资料提取: 严格按照Cochrane协
作组的系统评价文献筛选规范[8]和Meta分析报

告规范PRISMA标准进行文献筛选[9], 由两位研

究者独立阅读文献进行筛选, 整个筛选过程采用

盲法. 先独立阅读所获文献的题目及摘要, 剔除

明显不符合纳入标准的文献, 再对可能符合纳入

标准的文献阅读全文, 以确定该文献是否真正符

合纳入标准. 对筛选过程中有分歧而难以确定是

否纳入的文献通过讨论或由第三个研究者决定

其是否纳入. 两位研究人员独立地对符合纳入标

准的试验进行资料提取(第一作者、发表年限、

人群构成、研究类型等), 再填写资料提取表格, 
并交叉核对提取的资料, 缺乏的资料通过于临床

试验的通讯作者联系予以补充. 
1.2.4 文献质量评估: 因该主题缺乏随机对照文

献, 均为病例对照研究和队列研究, 故采用NOS
量表(modified Newcastle-Ottawa scale)[10-13], 具体

包含病例的选择、组间的可比性和术后并发症

的评价. 评分分为0-9分, 其中≥6分视为高质量

文献. 
统计学处理 本文采用Cochrane协作网提供

的RevMan5.2.7软件进行统计学分析. 显著性水

平设定为P  = 0.05, 用I2评估异质性大小, I2<25%
提示有轻度异质性, I2在25%-75%之间提示中度

异质性, I2>75%以上则提示明显异质性, 若存在

异质性则进行亚组分析或者敏感性分析. 二项分

类资料计算相对危险度(relative risk, RR)为合并

统计量, 连续变量资料计算加权均数差(weighted 
mean difference, WMD)为合并统计量. 统计结果

用95%可信区间(confidence interval, CI)表示, 以
漏斗图(funnel plot model)判断发表偏倚. 纳入研

究进行异质性检验, 异质性检验P >0.05时表示各

研究间无明显异质性, 此时合并分析采用固定效

应模型, 否则采用随机效应模型. 

2  结果

2.1 文献筛选及纳入文献特点 经严格按照纳入

排除标准筛选后, 共纳入8篇研究[14-21], 纳入文献

的基本情况详如表1. 其中5篇文献为前瞻性临床

对照研究[14,16,19-21], 3篇回顾性病例对照研究[15,17,18], 
全组中共包含MIPD例数204例, OPD数419例. 各
研究中均交代两组之间的基本情况[年龄、性

别、体质量指数(body mass index, BMI)指数: 差
异无统计学意义, 具有可比性]和术后病理的具体

情况. 各研究组间一般因素的基本情况如表2. 总
文献筛选流程如图1. 
2.2 纳入文献质量评价 严格按照NOS评分标准, 
按照标准中的病例的选择、组间的可比性分析

和术后并发症的评价方面, 对纳入文献进行综

合评价, 具体评分如表2, 由表2可知, 平均分数

为5.75分, 其中6分以上文献6篇, 剩余2篇文献评

分5分, 主要是一般情况对比中未包含BMI以及

ASA评分等. 总体文献的质量较高. 
2.3 胰十二指肠切除术微创术式和外科开腹术

式的术后疗效的比较 
2.3.1 MIPD和OPD围手术期相关并发症的比较: 
本组Meta分析中包含围手术期相关并发症(包括

表 1 纳入文献的基本情况

     
纳入文献 国家   实验设计

              纳入病例数(n )

微创组(LP/R) 开腹(OPD)

Cho等[14]2009 日本 前瞻性研究 LAPD: 15 OPD: 15

Buchs等[15]2011 美国 回顾性研究 RTPD: 44 OPD: 39

Zhou等[16]2011 中国 前瞻性研究 RTPD: 8 OPD: 8

Zureikat等[17]2011 美国 回顾性研究 LTPD: 14 OPD: 14

Kuroki等[18]2012 日本 回顾性研究 LAPD: 20 OPD: 31

Chalikonda等[19]2012 美国 前瞻性研究 RAPD: 30 OPD: 30

Lai等[20]2012 中国香港 前瞻性研究 RAPD: 20 OPD: 67
Asbun等[21]2012 美国 前瞻性研究 LTPD: 53 OPD: 215

合计      204      419

LAPD: 腹腔镜辅助胰十二指肠切除术; OPD: 开腹胰十二指肠切除术; RAPD: 机器人辅助胰十二指肠

切除术; RTPD: 全机器人胰十二指肠切除术; LTPD: 全腹腔镜胰十二指肠切除术. 
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■创新盘点
本文采用系统评
价 的 方 法 将 胰
十二指肠切除术
的两种手术方法
做比较, 为临床的
治疗方法的选择
提供建议. 

围手术期总并发症、术后胰瘘、术后胃排空障

碍、术后出血发生率、术后胆瘘、再手术、病

死率)的比较, MIPD和OPD术后相关并发症的比

较的Meta分析如表3. 其中围手术期并发症发生

率的森林图如图2, 术后胰瘘的发生率比较的森

林图如图3. 由表3可知: MIPD与OPD比较, 围手

术期并发症发生率、胰瘘发生率、术后胃排空

障碍、胆瘘、术后出血、再手术以及病死率的

差异无统计学意义(P >0.05), 说明MIPD并不能

减少围手术期相关并发症的发生率. 其中围手

术期总并发症的比较的漏斗图如图4, 从图4可

以看出, 漏斗基本对称, 说明纳入文献的偏倚较

少, 对结果影响较小. 
2.3.2 微创手术和开放手术手术时间、术中出血

量和术后住院时间的比较: MIPD和OPD手术在

术中手术时间、术中出血和术后住院时间的比

较的Meta分析如表4. 其中手术时间和术后住院

时间的比较的森林图如图5, 6. 
由表4可知: M IPD和OPD在术中出血, 手

术时间以及术后住院时间的差异有统计学意义

(P <0.05). MIPD组在术中出血和术后住院时间

较OPD时间短, 差异有统计学意义. 说明微创手

检索数据库获得331篇文献 其他途径获得42篇文献

去重后获得369篇文献

对110篇文献进行初筛

对79篇文献进行全文阅读

对18篇文献进行定性分析

排除31篇文献(无分组, 
或分组未明确, 无数据)

排除259篇文献(综述类文
献, 临床经验类等文献)

对8篇文献定量分析
     (Meta分析)[14-21]

图 1 PRISMA文献筛选流程. 

表 2 纳入研究的一般情况的比较

     
纳入文献

              性别(男/女)                          年龄(岁)
NOS评分

微创组 开腹组 微创组  开腹组

Cho等[14]2009   9/6 8/7   64.0±10.0     68.0±9.0 5

Buchs等[15]2011   22/22 14/25   63.0±13.5 56.0±15.8 5

Zhou等[16]2011   3/5 4/4   69.2±15.1  68.0±12.1 6

Zureikat等[17]2011 11/3 7/7   69.8±10.2  67.4±11.0 6

Kuroki等[18]2012 11/9 21/10 71.2±8.8 73.5±7.3 5

Chalikonda等[19]2012   16/14 16/14   62.6±6.75  61.1±7.75 6

Lai等[20]2012 12/8 29/38   66.4±11.9  62.1±12.1 6

Asbun等[21]2012   29/24   95/120     62.9±14.14    67.3±11.53 7
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术可以显著地缩短手术对于机体的打击和术中

出血较少. 而MIDP组手术时间较长(P >0.05). 
2.3.3 MIPD和OPD术后病理的比较: MIPD和

OPD手术在术后标本病理的比较(包括手术的

R0切除率和手术标本的淋巴结数目)分析如表5. 

其中术后淋巴结数目的森林图如图7. 由表5可
知, 术后病例的R0切除率和术后标本淋巴结数

目的差异无统计学意义, 即是术后标本切除对

于病理学检查无统计学意义. 手术方式对于术

后诊断无明显差异. 

■应用要点
本研究提示, 微创
小切口胰十二指
肠切除术能显著
减少术后的住院
时间和书中出血
量, 术后生存率较
高, 且其围手术期
并发症和术后病
理诊断与传统开
腹手术差异不大, 
可以作为胰十二
指肠切除术的常
规手术术式, 值得
临床推广. 

表 3 MIPD和OPD围手术期相关并发症的比较的Meta分析

     
比较项目 纳入文献 MIPD OPD

异质性检验 OR/WMD(95%CI)

I2(%) P 值 95%CI P 值

围手术期并发症 14-21 204 419 45 0.08 0.73(0.51-1.06) 0.10

胰瘘 14-21 204 419 0 0.86 1.07(0.69-1.66) 0.77

胃排空障碍 14-21 204 419 0 0.90 0.90(0.49-1.68) 0.75

胆瘘 15-17, 20, 21 139 343 4 0.38 0.93(0.35-2.49) 0.89

出血 14-17, 20, 21 164 358 0 0.83 1.31(0.62-2.76) 0.45

再手术 15-17, 19-21 169 373 0 0.53 0.56(0.26-1.20) 0.14

病死率 15-17, 19-21 169 373 0 0.81 0.89(0.38-2.07) 0.78

OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.

Study or 
Subgroup

        MIPD         OPD     Odds Ratio
Events Total Events Total Weight(%) M-H, Fixed, 95%CI

Asbun等[21]2012    28   53   150  215    42.30    0.49[0.26, 0.90]
Buchs等[15]2011    16   44     19    39    19.40    0.60[0.25, 1.45]
Chalikonda等[19]2012      9   30     13    30    13.70    0.56[0.19, 1.62]
Cho等[14]2009      4   15       4    15      4.40    1.00[0.20, 5.04]
Kuroki等[18]2012    12   20     18    31      8.50    1.08[0.35, 3.40]
Lai等[20]2012    17   20     41    67      4.30    3.59[0.96, 13.48]
Zhou等[16]2011      2     8       6      8      6.80    0.11[0.01, 1.07]
Zureikat等[17]2011    14   14     12    14      0.60    5.80[0.25, 132.56]

Total(95%CI) 204  419  100.00    0.73[0.51, 1.06]
Total events  102   263
Heterogeneity: Chi2 = 12.67, df = 7(P  = 0.08); I2 = 45%
Test for overall effect: Z  = 1.67(P  = 0.10) 0.01      0.1        1          10      100

MIPD OPD

    Odds Ratio
M-H, Fixed, 95%CI

图 2 围手术期并发症的比较的森林图. OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.

Study or 
Subgroup

 MIPD OPD     Odds Ratio
Events  Total Events Total   Weight(%) M-H, Fixed, 95%CI

Asbun等[21]2012   7   53 29 215   26.30 0.98[0.40, 2.37]
Buchs等[15]2011   8   44   8   39   18.30 0.86[0.29, 2.56]
Chalikonda等[19]2012   4   30   5   30   11.50 0.77[0.19, 3.20]
Cho等[14]2009   2   15   2   15     4.60 1.00[0.12, 8.21]
Kuroki等[18]2012   9   20 12    31   13.70 1.30[0.41, 4.05]
Lai等[20]2012   7   20 12   67     9.50 2.47[0.81, 7.50]
Zhou等[16]2011   2     8   3     8     5.90 0.56[0.06, 4.76]
Zureikat等[17]2011   5   14   6   14   10.20 0.74[0.16, 3.39]

Total(95%CI) 204 419 100.00 1.07[0.69, 1.66]
Total events 44 77
Heterogeneity: Chi2 = 3.27, df = 7(P  = 0.86); I2 = 0%
Test for overall effect: Z  = 0.29(P  = 0.77)

0.01      0.1        1          10      100
MIPD OPD

    Odds Ratio
M-H, Fixed, 95%CI

图 3 术后胰瘘比较的森林图. OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.
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3  讨论

随着近年来, 腔镜技术的进步, 目前微创外科已

成为腹部外科的主要的发展方向, 尤其是在胰

腺手术方面[22], 目前胰十二指肠切除术是腹腔镜

外科手术中难度最大的手术, 目前国内开展的

较少, 且可行性和安全性受到争议[23], 目前的微

创PD包括: 腹腔镜(辅助)胰十二指肠切除术、

机器人(辅助)胰十二指肠切除术. 本文即使用系

统评价的方法, 来进一步明确胰十二指肠切除

术的微创和传统开腹手术的区别. 系统评价结

果显示: MIPD在围手术期并发症发生率、胰瘘

发生率、术后胃排空障碍、胆瘘、术后出血、

再手术以及病死率方面和OPD比较差异无统计

学意义(P >0.05), 且术后标本的病理诊断和R0切
除率的差异无统计学意义(P >0.05). 但是MIPD
术中出血较传统的OPD少, 差异有统计学意义

(P <0.05), 术后住院时间也较传统的OPD手术短

(P <0.05). OPD的手术时间较MIPD短(P <0.05). 
通过本研究可知, 在围手术期并发症发生

率、胰瘘发生率、术后胃排空障碍、胆瘘、术

后出血、再手术以及病死率方面, 微创手术和

传统开腹手术基本无差异(P >0.05). 在术后病理

诊断方面, 手术的R0切除率的差异也无统计学

意义, 这说明微创PD的安全性和有效性和传统

的开腹PD差异不大. 这也是微创PD得以普及的

原因之一, 但是MIPD的主要的缺点是手术时间

较长(P <0.05), 这主要是因为腔镜下操作的灵活

性明显较开放手术下降, 镜头易被污染, 且一旦

出血时止血困难, 腹腔镜下的缝合难度亦较大; 
单个镜头视野涵盖结构少, 病灶难以辨别; 而且

缺乏触觉, 无法提供更全面的探查信息等[23-26]. 
这些缺点可能影响了M IPD的效率, 在使用相

关器械时可能会减少手术术中的困难(如出血

等), 但是会增加手术的费用[27-30]. 本研究也显示: 
MIPD手术的术中出血量较少, 术后的住院时间

显著减少, 患者的生活质量随之提高. 术后住院

时间较短、切口较小、手术出血较少、术后生

活质量高等是微创胰十二指肠切除术的优点, 

■名词解释
微 创 小 切 口 胰
十 二 指 肠 切 除
术 ( m i n i m a l l y 
Invasive pancreati-
coduodenectomy, 
MIPD): 应用微创
切口方式进行胰
十二指肠切除术, 
目前主要包含全
腹腔镜下胰十二
指肠切除术、腹
腔镜辅助胰十二
指肠切除术、全
机器人胰十二指
肠切除术、机器
人辅助胰十二指
肠切除术.

表 4 MIPD和OPD术中出血、手术时间和术后住院时间比较的Meta分析

     
比较项目     纳入文献 MIPD OPD

   异质性检验                                  WMD

I2(%)      P 值                  95%CI P 值

手术时间 14-21 204 419 94 <0.0001     99.72(20.72, 178.73) 0.01

术中出血 14-16, 18-21 190 405 94 <0.0001 -393.75(-714.84, -72.30) 0.02

术后住院时间 14-16, 20, 21 140 344 86 <0.0001     -4.26(-7.85, -0.68) 0.02

MIPD: 微创小切口胰十二指肠切除术; OPD: 开腹胰十二指肠切除术. 
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图 4 各纳入研究漏斗图. OR: 比值比. 

表 5 MIPD和OPD术后病理的比较

     
比较项目      纳入文献 MIPD OPD

        异质性检验                               WMD

I2(%)  P值             95%CI  P 值

R0切除率 14, 16, 17, 19-21 153 297   0 0.51 2.29(-0.55, 5.13) 0.51

标本淋巴结数目 14-17, 19-21 168 312 62 0.01 1.92(-0.32, 4.17) 0.09

OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.
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另外加上术后的并发症和病死率等方面与传统

的开腹手术差异不大, 微创胰十二指肠切除术

值得临床推广. 
系统评价作为一种观察性研究[31], 有一定的

局限性: (1)对于本研究的主要的局限性是因为

缺乏随机对照研究, 所有纳入的研究均为临床

病例对照研究, 因此可能无法提供强有力的数

据来说明相关结果; (2)另外本文的局限性有于

纳入不同国家地区的研究, 因此纳入研究的研

究对象的差异不可避免, 存在选择偏倚, 参加对

象的人群特征如发病率等不同, 和腹腔镜的技

术和操作者的技术经验也不尽相同, 这可能影

响了试验的结果; (3)纳入研究的病例数较少, 这
也会影响数据的可靠性; (4)由于本文的纳入文

献选择仅为英文文献, 可能存在文献选择的偏

倚, 影响试验结果; (5)纳入文献未介绍了相关的

Study or            MIPD             OPD Weight      Mean Difference
  IV, Random, 95%CISubgroup Mean   SD Total Mean   SD Total   (%)

Asbun等[21]2012 541   88   53 401 108 215  13.70   140.00[112.26, 167.74]
Buchs等[15]2011 444   93.5   44 559 135   39  13.20 -115.00[-165.58, -64.42]
Chalikonda等[19]2012 476   91   30 366.48   97.25   30  13.30   109.52[61.86, 157.18]
Cho等[14]2009 338   48   15 287 117   15  12.80     51.00[-13.00, 115.00]
Kuroki等[18]2012 656.6 191.4   20 554.6 119.4   31  11.70   102.00[8.18, 195.82]
Lai等[20]2012 491.5   94   20 264.9   63.7   67  13.40   226.60[182.67, 270.53]
Zhou等[16]2011 718.75 186.66     8 420 127.17     8    9.00   298.75[142.24, 455.26]
Zureikat等[17]2011 457.25  71.884   14 415.75 100.717   14  12.80     41.50[-23.32, 106.32]

Total(95%CI) 204 419 100.00     99.72[20.72, 178.73]
Heterogeneity: Tau2 = 11618.22; Chi2 = 120.55, df = 7(P  < 0.00001); I2 = 94%
Test for overall effect: Z  = 2.47(P  = 0.01) -500  　-250      0       250    500

MIPD OPD

图 5 MIPD组和OPD组手术时间比较的森林图. OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.

     Mean Difference
  IV, Random, 95%CI

Study or 
Subgroup

        MIPD            OPD  Weight    Mean Difference
 IV, Random, 95%CIMean SD Total Mean   SD Total    (%)

Asbun等[21]2012   8 3.2   53 12.4   8.5 215   25.00   -4.40[-5.83, -2.97]
Buchs等[15]2011 13 7.5   44 14.6   9.5   39   20.40   -1.60[-5.31, 2.11]
Cho等[14]2009 16.4 3.7   15 15.6   1.3   15   24.10     0.80[-1.18, 2.78]
Lai等[20]2012 13.7 6.1   20 25.8 23.1   67   14.80 -12.10[-18.24, -5.96]
Zhou等[16]2011 16.4 4.1     8 24.3   7.1   67   15.80   -7.90[-13.58, -2.22]

Total(95%CI) 140 344 100.00   -4.26[-7.85, -0.68]
Heterogeneity: Tau2 = 12.88; Chi2 = 29.62, df = 4(P  < 0.00001); I2 = 86%

Test for overall effect: Z  = 2.33(P  = 0.02) -500  　-250      0         250     500

MIPD OPD

图 6 MIPD组和OPD组术后住院时间比较的森林图. OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.

   Mean Difference
 IV, Random, 95%CI

Study or 
Subgroup

          MIPD            OPD  Weight Mean Difference
IV, Random, 95%CIMean  SD Total Mean  SD Total    (%)

Asbun等[21]2012 23.44 10.1   39 16.84 10.6  141   14.90   6.60[2.98, 10.22]
Buchs等[15]2011 16.8 10   44 11   6.3    39   15.10   5.80[2.24, 9.36]
Chalikonda等[19]2012 13.2   4.2   30 11.7   3.8    30   20.40   1.50[-0.53, 3.53]
Cho等[14]2009 18.5   5.9   15 20   8.9    15   10.10 -1.50[-6.90, 3.90]
Lai等[20]2012 10   6   20 10   8    67  16.10   0.00[-3.25, 3.25]
Zhou等[16]2011 12.5   4     8 12.8   3.9      8   14.10 -0.30[-4.17, 3.57]
Zureikat等[17]2011 18.5   6.2   12 19.1   8.3    12     9.20 -0.60[-6.46, 5.26]

Total(95%CI) 168  312 100.00   1.92[-0.32, 4.17]
Heterogeneity: Tau2 = 5.37; Chi2 = 16.00, df = 6(P  = 0.01); I2 = 62%
Test for overall effect: Z  = 1.68(P  = 0.09)

Mean Difference
IV, Random, 95%CI

-20   -10     0     10     20

MIPD

图 7 MIPD和OPD术后病理学标本的比较. OPD: 开腹胰十二指肠切除术; MIPD: 微创手术.

OPD

■同行评价
本文通过循证医
学的方法来探讨
胰十二指肠切除
术的两种手术方
式的比较, 理论依
据及临床论证充
足 ,  有统计价值 , 
有临床应用价值. 
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预后和随访, 这也可能影响 试验结果. 
总之, 微创外科手术已经成为目前腹部外

科的主要发展方向, 因此基于目前的研究结果, 
MIPD能减少PD术后住院时间和术中出血量, 且
术后并发症和术后病理诊断与传统的OPD基本

无差异, 可以作为胰十二指肠切除术的常规术

式, 值得临床的推广. 但是未来仍需要大样本、

多中心、前瞻性随机对照试验、包含预后的高

质量的关于PD的微创和开腹手术的研究. 
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Abstract
AIM: To explore the clinical effect of metformin 
combined with mirtazapine in the treatment of 
anorexia nervosa (AN) with dyspepsia.

METHODS: One hundred AN patients with 
dyspepsia treated at our hospital were randomly 
divided into either an observation group or a 
control group (n = 50 for each group). The con-
trol group was treated with mirtazapine tablets, 
and the observation group was additionally 
given oral metformin on the basis of mirtazapine 
tablets. Gastric juice pH was compared between 
before and after treatment and between the 

two groups. After 2, 6, and 12 wk of treatment, 
body weight changes, Hamilton depression 
scale (HAMD) score, and Hamilton anxiety scale 
(HAMA) score were compared between the two 
groups. Serum norepinephrine (NE), 5-hydroxy 
tryptamine (5-HT), dopamine (DA) and blood 
glucose levels were also compared. 

RESULTS: Gastric juice pH increased signifi-
cantly after treatment in both groups, and the 
increase was more significant in the observation 
group (t = 5.658, P < 0.05). After 2, 6, and 12 wk 
of treatment, body weight significantly increased 
in both groups compared with before treatment. 
After 6 and 12 wk of treatment, body weight was 
significantly lower in the observation group than 
in the control group (t = 4.805, 4.864, P < 0.05). 
After treatment, HAMA and HAMD scores de-
creased significantly, serum NE, 5-HT and DA 
levels significantly increased in both groups 
compared with before treatment (t = 3.784, 4.315, 
4.783, P < 0.05). After treatment, fasting plasma 
glucose (FPG), glycated haemoglobin (HbAlc), 
and 2-h plasma glucose (2 h PG) tended to de-
crease in the observation group compared with 
before treatment and the control group, but the 
differences were not statistically significant (P 
> 0.05). TESS score and the incidence of adverse 
reactions showed no significant differences be-
tween the two groups (P > 0.05). 

CONCLUSION: Metformin combined with mir-
tazapine can improve depressive symptoms and 
appetite in the treatment of AN, without obvi-
ous weight gain or hypoglycemia symptoms. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Metformin; Mirtazapine; Anorexia ner-
vosa; Blood glucose
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■研发前沿
AN的发病机制目
前尚不完全清楚, 
有研究称导致该
病的主要因素有
神经生化、心理
因素、遗传因素
以及社会文化因
素等.
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摘要
目的: 探讨二甲双胍联合米氮平治疗神经性
厌食症伴消化不良患者的临床疗效. 

方法: 将邹平县精神卫生中心就诊的100例
厌食症(anorexia nervosa, AN)伴消化不良患
者随机分为观察组和对照组各50例, 对照组
口服米氮平片, 观察组在对照组基础上口服
二甲双胍片 ;  比较两组患者治疗前后空腹
胃液pH变化水平, 治疗后2、6、12 wk患者
体质量变化、汉密尔顿抑郁量表(Hamil ton 
depression scale, HAMD)、汉密尔顿焦虑量表
(Hamilton anxiety scale, HAMA)积分, 并对患
者血清去甲肾上腺素(norepinephrine, NE)、5-
羟色胺(5-hydroxy tryptamine, 5-HT)、多巴胺
(dopamine, DA)和血糖水平进行检测. 

结果: 治疗后两组胃液pH均明显升高, 其中
观察组pH升高水平显著高于对照组, 两组间
差异具有统计学意义(t  = 5.658, P  = 0.000). 治
疗2、6、12 wk后两组患者体质量均开始增
加, 与治疗前相比差异具有统计学意义; 其
中治疗6、12 w k观察组患者体质量显著低
于对照组(t  = 4.805, 4.864, P <0.05). 治疗后两
组患者HAMD、HAMA评分显著降低, 血清
NE、5-HT、DA水平显著增加, 与治疗前相比
差异具有统计学意义(t  = 3.784, 4.315, 4.783, 
P <0.05). 治疗后观察组FPG、HbAlc、2 h PG
有降低趋势, 但是与治疗前和对照组相比差异
无统计学意义; 两组治疗后TESS评分、各不
良反应发生情况相比差异无统计学意义. 

结论: 二甲双胍联合米氮平治疗AN能够改善
患者抑郁症状和食欲, 且患者增重不明显, 并
未出现低血糖等症状, 值得临床推广. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究中, 治疗后两组胃液pH均明显

升高, 其中观察组平均pH值为5.6±0.5, 更接近理

想胃内pH值(pH>5.4)的标准, 说明二甲双胍联合

米氮平显著提高患者的食欲, 对控制厌食症起到

显著的效果. 二甲双胍能够调节脂肪分布方式, 降
低局部脂肪堆积, 是传统肥胖治疗药物. 在本研究

中对神经性厌食症(anorexia nervosa)患者采用二

甲双胍联合米氮平治疗, 结果显示治疗后两组患

者密尔顿抑郁量表(Hamilton depression scale)、
汉密尔顿焦虑量表(Hamilton anxiety scale)评分

均显著降低, 说明两组患者治疗后精神状态得到

显著改善; 治疗后两组患者血清去甲肾上腺素

(norepinephrine)、5-羟色胺(5-hydroxy tryptamine)
水平显著增加, 进一步证实了上述结论.

郑宗和, 杨淑青. 二甲双胍联合米氮平治疗厌食症伴消化

不良的临床疗效及对血清N E、5-H T和D A的影响. 世界华

人消化杂志  2014; 22(24): 3699-3704 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/3699.asp DOI: http://dx.doi.
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0  引言

神经性厌食症(anorexia nervosa, AN)是一种进食

障碍类的精神疾病[1], 属于精神科领域中“与心

理因素相关的生理障碍”一类. AN好发于13-20
岁之间的年轻女性[2], 其主要特征是以强烈害怕

体质量增加和发胖为特点的对体质量和体型的

极度关注, 盲目追求苗条, 体质量显著减轻, 常
有营养不良、代谢和内分泌紊乱; 严重患者可

因极度营养不良而出现恶病质状态、机体衰竭

从而危及生命; 调查显示约5%-15%的患者最

后死于心脏并发症、多器官功能衰竭、继发感

染、自杀等[3]. 研究[4]显示, 约80%AN患者常伴

有消化不良, 而继发性的消化不良又会加重厌

食. 目前研究[5]证实该病发病与5-羟色胺(5-hy-
droxy tryptamine, 5-HT)、去甲肾上腺素(norepi-
nephrine, NE)、多巴胺(dopamine, DA)能异常有

关, 目前常用的治疗药物主要以NE和5-HT再摄

取抑制剂米氮平等, 具有一定的疗效. 近年来有

研究发现[6]虽然米氮平改善厌食食欲明显增加, 
但一部分人增重太明显, 部分患者担心肥胖不

愿继续服用, 限制了其临床应用. 二甲双胍能够

降低患者血糖水平, 降低糖利用率, 有利于控制

患者体质量. 本文采用米氮平联合二甲双胍治

疗AN, 在改善患者食欲过程中患者增重不明显, 
且不出现低血糖, 提高了患者的治疗依从性; 现
将治疗经验总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2008-08/2013-08在邹平县精神卫

生中心消化内科就诊的AN伴消化不良患者100
例作为研究对象, 男11例, 女89例; 年龄15-29岁, 
平均19.6岁±7.3岁; 病程11-32 mo, 平均15.7 mo
±4.1 mo. 纳入标准: (1)符合中国精神障碍分
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■相关报道
目前国内外研究
发现 ,  AN患者常
伴有焦虑、抑郁
等情绪障碍, 可能
与机体的神经递
质代谢异常有关. 
由于伴有厌食症
的患者容易发生
营养失衡、胃肠
激素水平变化、
胃肠道菌群失调
等, 进而继发导致
患者消化系统功
能障碍出现消化
不良症状.

类与诊断标准第3版(CCMD-3)关于AN的诊断

标准[7]; (2)汉密尔顿抑郁量表(Hamilton depres-
sion scale, HAMD)<30分; (3)取得患者同意, 并
签署知情同意书. 排除标准: (1)重性精神障碍患

者; (2)伴有严重心、肾、肝等重要器官病变者; 
(3)内分泌异常或全身性神经肌肉病患者; (4)近
1 mo内服用过精神药物者; (5)对药物过敏或妊

娠、哺乳期妇女. 将符合标准的100例患者随机

分为观察组和对照组各50例, 两组患者在性别

构成、年龄、病程等一般资料差异无统计学意

义(P >0.05), 具有可比性. 米氮平片购自N.V. Or-
ganon公司, 30 mg/片; 二甲双胍片购自上海信谊

药厂有限公司, 0.5 g/片. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 对照组口服米氮平片, 每日1片, 晚间

服用. 观察组在对照组基础上口服二甲双胍片, 
服用剂量根据血糖值随时调整, 第1周每日0.5 g, 
若血糖增高则于第2周增加剂量至1.0 g, 于餐前

服用. 两组患者均完成12 wk的治疗疗程, 并于治

疗后随访12 wk. 
1.2.2 观察指标: (1)分别于治疗后2、6、12 wk
对患者各随访1次, 记录患者体质量、HAMD, 
HAMA; 其中HAMD评价标准[8,9]: ≤6分正常; 
7-17分伴有轻度抑郁; 18-24分代表中度抑郁; ≥
25分代表重度抑郁. HAMA≥14分代表患者伴

有临床性焦虑; (2)患者空腹取静脉血3 mL, 高
速离心分离血清后于-80 ℃冰箱中保存待检; 采
用高效液相-荧光检测分析法对患者血清NE、
5-HT和DA水平进行检测; (3)血糖指标: 分别于

治疗前后抽血监测患者空腹血糖(fasting plasma 

glucose, FPG)、糖化血红蛋白(glycated haemo-
globin, HbAlc)、餐后2 h血糖(2 h plasma glucose, 
2 h PG); (4)记录患者治疗后不良反应发生情况, 
并采用不良反应量表(treatment emergent symp-
tom scale, TESS)对不良反应进行评价. 

统计学处理 所有研究数据采用SPSS17.0统
计学软件包进行统计分析, 计量资料以mean±
SD表示, 组间资料相比采用t检验, 率的比较采

用χ2检验, 以P <0.05表示差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者治疗前后空腹胃液pH变化水平 治
疗后两组胃液pH均明显升高, 其中观察组pH升

高水平显著高于对照组, 两组间差异具有统计

学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 两组患者治疗前后体质量变化比较 治疗2、
6、12 wk后两组患者体质量均开始增加, 与治

疗前相比差异具有统计学意义(P <0.05); 其中治

疗6、12 wk观察组患者体质量显著低于对照组

(P <0.05)(表2). 
2.3 治疗前后两组患者HAMD、HAMA评分

比较 治疗后两组患者HAMD、HAMA评分均

显著降低, 与治疗前相比差异具有统计学意义

(P <0.05); 而治疗前后两组间HAMD、HAMA评

分相比差异无统计学意义(P >0.05)(表3). 
2.4 两组患者治疗前后血清NE、5-HT和DA水

平比较 治疗后两组患者血清N E、5-H T水平

显著增加, 与治疗前相比差异具有统计学意义

(P <0.05); 而治疗前后两组间DA水平相比差异

无统计学意义(P >0.05)(表4).  
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表 1 两组患者治疗前后空腹胃液pH变化对比 (n  = 50, mean±SD)

    分组  治疗前  治疗后

治疗组 1.5±0.7 4.4±0.8

对照组 1.6±0.4 5.6±0.5

t值   0.548   5.658  

P值   0.293   0.000

表 2 两组患者治疗前后体质量变化比较 (kg, mean±SD)

     分组   治疗前  治疗2 wk   治疗6 wk 治疗12 wk

观察组 33.7±5.7 35.2±3.9a 36.4±3.6ac 41.3±5.7ac

对照组 34.1±6.1 34.5±4.8a 40.3±5.3a 46.8±7.2a

aP<0.05 vs  治疗前; cP<0.05 vs  对照组.
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■同行评价
二甲双胍联合米
氮平治疗AN能够
改善患者抑郁症
状和食欲, 且患者
增重不明显, 有助
于提高患者治疗
依从性, 值得临床
推广.

2.5 治疗前后两组患者FPG、HbAlc、2 h PG变

化比较 治疗后观察组FPG、HbAlc、2 h PG有

降低趋势, 但是与治疗前和对照组相比差异无

统计学意义(P >0.05)(表5). 
2.6 治疗后两组患者不良反应发生情况比较 两
组治疗后TESS评分、各不良反应发生情况相比

差异无统计学意义(P >0.05)(表6). 

3  讨论

AN好发于年轻女性的一种疾病, 该病首次于西

方国家发现, 常见于现代化和城市化程度较高

的国家. 随着我们经济的不断发展, AN发病率呈

上升趋势. 由于AN患者长期厌食消瘦, 会引起机

体生长发育异常、内分泌紊乱、精神异常等疾

病, 甚至患者会有自杀倾向, 对患者的身心健康

造成了极大的影响. AN的发病机制目前尚不完

全清楚, 有研究[10]称导致该病的主要因素有神

经生化、心理因素、遗传因素以及社会文化因

素等. 目前国内外研究[11]发现, AN患者常伴有焦

虑、抑郁等情绪障碍, 可能与机体的神经递质
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表 3 治疗前后两组患者HAMD、HAMA评分比较 (n  = 50, mean±SD, 分)

     分组  时段    HAMA    HAMD

观察组 治疗前 15.3±4.3 19.1±5.6

治疗后   5.7±1.9a   6.7±1.5a

对照组 治疗前 15.7±5.3 18.8±4.9

治疗后   5.5±1.4a   6.8±1.4a

aP<0.05 vs  治疗前. HAMD: 汉密尔顿抑郁量表; HAMA: 汉密尔顿焦虑量表. 

表 4 两组患者治疗前后血清NE、5-HT和DA水平比较 (n  = 50, mean±SD, μg/L)

     分组    时段           NE          5-HT             DA

观察组 治疗前   35.78±10.18 253.93±107.49 241.74±48.46

治疗后 108.41±57.54a 335.73±132.97a 229.43±53.19

对照组 治疗前   33.81±9.78 247.74±98.54 250.32±51.54

治疗后 110.83±60.47a 341.17±127.57a 231.37±44.39

aP<0.05 vs  治疗前. NE: 去甲肾上腺素; 5-HT: 5-羟色胺; DA: 多巴胺.

表 5 治疗前后两组患者FPG、HbAlc及2 h PG变化比较 (n  = 50, mean±SD)

     分组   时段 FPG(mmol/L)    HbAlc(%) 2 h PG(mmol/L)

观察组 治疗前 5.76±0.31 4.76±0.37   5.54±0.38

治疗后 5.13±0.17 4.37±0.29   5.27±0.24

对照组 治疗前 5.82±0.43 4.81±0.41   5.47±0.35

治疗后 5.79±0.19 4.95±0.32   5.53±0.33

FPG: 空腹血糖; HbAlc: 糖化血红蛋白; 2 h PG: 餐后2 h血糖. 

表 6  两组患者不良反应发生情况比较 (n  = 50)

     分组 TESS评分(分) 便秘(%) 震颤(%) 低血糖(%) 嗜睡(%) 其他(%)

观察组    6.2±3.1 7(14.0) 8(16.0)    1(2.0)  1(2.0) 7(14.0)

对照组    5.9±2.9 9(18.0) 6(12.0)    0  2(4.0) 5(10.0)

t /χ2      0.499  0.595  0.665    2.020  0.687 0.758

P值      0.309  0.440  0.415    0.155  0.407 0.384
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代谢异常有关. 由于伴有厌食症的患者容易发

生营养失衡、胃肠激素水平变化、胃肠道菌群

失调等, 进而继发导致患者消化系统功能障碍

出现消化不良症状. 而消化不良症状又会进一

步加重厌食症病情, 给患者治疗带来极大挑战. 
韩自力等[12]在研究中证实, AN患者血清5-HT、
NE量显著降低, 提示其发病与NE、5-HT水平

有关. 目前对于AN的治疗临床上常5-HT再摄取

抑制剂, 但是此类药物不良反应发生率较高, 如
Avena等[13]报道5-HT再摄取抑制剂与胃肠道损

害发生密切相关, 限制了其临床应用. 
米氮平是去甲肾上腺素能和5-HT抑制剂, 

该药具有提高患者去甲肾上腺素和5-HT双重功

能作用, 从而降低下丘脑-垂体肾上腺轴的活性. 
由于米氮平对中枢α2受体的作用强于外周, 且
对5-HTⅠ型受体的亲和力较低, 因此其不良反

应较少. 王二芳等[14]采用米氮平治疗神经性厌食

症患者, 结果显示治疗12 wk后米氮平组体质量

显著高于对照组, 且患者HAMD、HAMA评分

得到显著改善; 认为米氮平对神经性厌食症具

有独特的疗效. 但是有部分患者在使用米氮平

后食欲改善, 导致患者体质量过高; 另外还有部

分患者特别是女性患者担心食欲增加后引起肥

胖而不愿意继续服药. 董莹盈等[15]报道称米氮平

治疗抑郁症患者的体质量增加与服药依从性呈

负相关关系; Mannoury La Cour等[16]也证实米氮

平所导致肥胖与下丘脑神经递质、脂联素、瘦

素的调节功能有关. 对于米氮平所致肥胖目前

尚无有效预防手段; 宁鸿珍等[17]在实验中发现

茶多酚能够诱导米氮平所致肥胖大鼠体质量降

低, 但是作用于人体的功效尚未见相关报道. 许
玉芳等[18]研究认为早期饮食与运动量化管理能

够控制患者体质量, 预防肥胖发生. 但是由于神

经性厌食症患者多伴有焦虑、抑郁症状, 患者

对运动管理的依从性不高, 导致控制效果不甚

理想. 
本研究中, 治疗后两组胃液pH均明显升高, 

其中观察组平均pH值为5.6±0.5, 更接近理想胃

内pH值(pH>5.4)的标准, 说明二甲双胍联合米氮

平显著提高患者的食欲, 对控制厌食症起到显

著的效果. 二甲双胍能够调节脂肪分布方式, 降
低局部脂肪堆积, 是传统肥胖治疗药物. 在本研

究中对AN患者采用二甲双胍联合米氮平治疗, 
结果显示治疗后两组患者HAMD、HAMA评分

均显著降低, 说明两组患者治疗后精神状态得

到显著改善; 治疗后两组患者血清NE、5-HT、

水平显著增加, 进一步证实了上述结论. 治疗

2、6、12 wk后两组患者体质量均开始增加, 与
治疗前相比差异具有统计学意义; 说明两组患

者治疗后食欲均得到显著改善, 有利于控制厌

食症. 治疗6、12 wk观察组患者体质量显著低

于对照组, 说明观察组患者体质量控制显著优

于对照组, 这对于担心过于肥胖的患者有着独

特优势, 能够有助于提高治疗依从性. Abbas i
等[19]在报道中认为米氮平不适宜用于贪食症或

肥胖患者, 采用二甲双胍治疗能部分解决此类

患者厌食症的问题. 有些研究者[20]称二甲双胍治

疗后会导致低血糖, 但是在本研究中虽然观察

组FPG、HbAlc、2 h PG有降低趋势, 但是与治

疗前和对照组相比差异无统计学意义, 说明根

据血糖值随时调整剂量能够避免低血糖的发生. 
另外治疗后两组患者TESS评分、各不良反应发

生情况相比差异无统计学意义, 说明二甲双胍

联合米氮平治疗AN未增加不良反应, 使用较为

安全. 
总之, 二甲双胍联合米氮平治疗AN能够改

善患者抑郁症状和食欲, 且患者增重不明显, 有
助于提高患者治疗依从性, 值得临床推广. 
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空肠弯曲菌的流行病学调查及其在夏季腹泻患者中的检
出率

袁 敏, 曾永鸿, 陈志国, 李 晶, 赵 欣

®

■背景资料
弯曲菌是常见细
菌性肠道病原菌, 
主要包括空肠弯
曲菌和结肠弯曲
菌, 可引起腹泻、
急性肠炎以及格
林巴利综合征等
多种疾病. 空肠弯
曲菌引起的腹泻
具有一定季节性, 
多发于夏季. 空肠
弯曲菌是世界性
导致腹泻发病的
重要病原菌之一, 
尤其对于发展中
国家, 婴幼儿因感
染空肠弯曲菌引
发腹泻发生率较
高. 由于空肠弯曲
菌病死率低、临
床监测技术要求
较高, 因此目前国
内尚未形成有效
的空肠弯曲菌监
测系统, 对其流性
传播缺乏有力控
制手段. 
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Abstract
AIM: To analyze the detection of Campylobacte 
jejuni in patients with diarrhea.

METHODS: The detection of Campylobacte jejuni 
in patients with diarrhea was analyzed retro-
spectively. The clinical characteristics includ-
ing patient sex, age, area for examination, and 
month distribution were analyzed.

RESULTS: The positive rate of Campylobacte jeju-
ni was higher than that of Campylobacter coli in the 
years of 2012 and 2013 (6.14% vs 0.16%, 6.20% vs 
0.14, P < 0.05). There was no significant difference 

for the detection rate of Campylobacte jejuni be-
tween the years of 2012 and 2013 (6.14% vs 6.20%, 
P > 0.05). The positive rates of Campylobacte jejuni 
in males were higher than those in females in pa-
tients with summer diarrhea in the years of 2012 
and 2013, but the differences were not significant 
(6.46% vs 5.60%, 6.52% vs 5.62%, P > 0.05). The 
detection of Campylobacte jejuni in patients with 
summer diarrhea in the years of 2012 and 2013 
was mainly distributed in the age groups of < 1 
and 16-45 years, although there were no signifi-
cant differences in the positive rates between dif-
ferent age groups (9.33%, 3.31%, 6.25%, 6.60% , 
2.44% vs 2.17%; 9.36%, 2.84%, 6.35%, 6.72%, 1.96% 
vs 0.00%, P > 0.05). The positive rates of Campylo-
bacte jejuni in the years of 2012 and 2013 were sig-
nificantly higher in out-patients than in inpatients 
(7.56% vs 2.37%, 7.82% vs 2.40%, P < 0.05). The 
positive rates of Campylobacte jejuni in the years of 
2012 and 2013 showed no significant differences 
among different months (6.00%, 6.28% vs 6.14%; 
6.09%, 6.33% vs 6.17%, P > 0.05). The positive 
rates of Campylobacte jejuni in summer in the years 
of 2012 and 2013 were significantly higher than 
those in the winter of 2012 (1.82%, 6.14% vs 1.82%, 
6.20% vs 1.82%, P < 0.05).

CONCLUSION: Campylobacte jejuni was one of 
the major pathogens of summer diarrhea.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨空肠弯曲菌在夏季腹泻患者中的
检出情况.  

■同行评议者
李君文 ,  研究员 , 
中国人民解放军
军事医学科学院
卫生学环境医学
研究所
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■研发前沿
由于病历资料限
制 ,  本 研 究 并 未
对引发空肠弯曲
菌感染的相关风
险因素进行深入
分 析 .  但 大 量 国
内外相关报道指
出食用未煮熟的
鸡肉、饮用生牛
奶或不洁净的水
以及携带猫、狗
等 宠 物 ,  尤 其 是
有腹泻症状的宠
物均为引发空肠
弯曲菌感染的重
要危险因素.

方法:  回顾性分析南阳理工学院附属医院
2012与2013年收治的夏季腹泻患者空肠弯曲
菌的检出情况, 分析空肠弯曲菌阳性患者性
别、年龄、诊区及月份分布特点.  

结果: 2012与2013年空肠弯曲菌阳性率均显
著高于结肠弯曲菌(6.14% vs  0.16%, 6.20% vs  
0.14%), 差异具有统计学意义(P <0.05); 2012
与2013年空肠弯曲菌阳性率比较(6.14% vs  
6.20%), 差异无统计学意义(P >0.05); 2012
与2013年夏季腹泻患者男性空肠弯曲菌阳
性率均高于女性(6.46% vs  5.60%, 6.52% vs  
5.62%), 但差异无统计学意义(P >0.05); 2012
年与2013年夏季腹泻患者空肠弯曲菌阳性
率年龄分布主要集中于<1岁和16-45岁, 但不
同年龄段阳性率比较(9.33%, 3.31%, 6.25%, 
6.60%, 2.44% vs  2.17%, 9.36%, 2.84%, 6.35%, 
6.72%, 1.96% vs  0.00%), 差异无统计学意义
(P >0.05); 2012与2013年夏季腹泻患者门诊部
空肠弯曲菌阳性率均显著高于住院部(7.56% 
vs  2.37%, 7.82% vs  2.40%), 差异具有统计学
意义(P <0.05); 2012、2013年夏季腹泻患者
不同月份间空肠弯曲菌阳性率比较(6.00%, 
6.28% vs  6.14%, 6.09%, 6.33% vs  6.17%), 差
异无统计学意义(P >0.05); 2012与2013年夏
季腹泻患者空肠弯曲菌阳性率均显著高于南
阳理工学院张仲景国医学院2012年临床资
料中冬季患者空肠弯曲菌阳性率(6.14% vs  
1.82%, 6.20% vs  1.82%),  差异具有统计学意
义(P <0.05).  

结论: 空肠弯曲菌为引起夏季腹泻的主要致
病菌之一, 其流行病学分布具有多样性和复
杂性.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 空肠弯曲菌; 夏季腹泻; 流行病学

核心提示: 研究中共检测2626份粪便样本, 其中

2012年夏季1238份, 2013年夏季1388份, 两年空

肠弯曲菌阳性率分别为6.14%和6.20%, 表明空肠

弯曲菌为引起腹泻的常见致病菌. 通过对空肠弯

曲菌阳性患者流行病学分布情况进行分析, 结果

显示: 男性腹泻患者空肠弯曲菌阳性率普遍高于

女性, 但二者并无统计学差异. 
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0  引言  

弯曲菌是常见细菌性肠道病原菌, 主要包括空

肠弯曲菌和结肠弯曲菌, 可引起腹泻、急性肠炎

以及格林巴利综合征等多种疾病[1]. 空肠弯曲菌

引起的腹泻具有一定季节性, 多发于夏季[2]. 现回

顾性分析南阳理工学院张仲景国医院2012-2013
年收治的夏季腹泻患者空肠弯曲菌的检出情况, 
探讨夏季腹泻患者空肠弯曲菌检测结果的性

别、年龄等分布情况, 报道如下.  

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012年夏季(6-8 mo)和2013年夏季

南阳理工学院张仲景国医院门诊部和住院部收

治的急性腹泻患者作为研究对象. 排除入选前

已使用抗生素治疗的患者. 其中2012年1238例, 
男774例, 女464例, 年龄为6 mo-75岁, 平均年龄

为20.66岁±12.33岁, 900例来自门诊部, 338例
来自住院部; 2013年1388例, 男890例, 女498例, 
年龄为6 mo-75岁, 平均年龄为21.57岁±13.21
岁, 972例来自门诊部, 416例来自住院部. 所有

患者均采用灭菌棉拭采集粪便样品插入Carry-
Blai r运送培养基中24 h内送检[3]. 空肠弯曲菌

标准菌株(ATCC33291)和结肠弯曲菌标准菌株

(ATCC43478)均由中国疾病预防控制中心传染

病预防控制所惠赠.  
1.2 方法

1.2.1 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的分离培养: 使
用灭菌棉拭将粪便样本涂于CCDA平板后使用

接种环划线,  在恒温培养箱中分离培养48 h, 培
养温度为42 ℃, 观察可疑菌落[4]. 可疑菌落初步

判断标准: 菌落形态为灰色、扁平、湿润、边

缘完整、有金属光泽, 一般直径为1-2 mm[5]. 若
未发现可疑菌落需继续培养5-6 d. 挑取可疑菌

落后使用接种环转划于哥伦比亚血平板上进行

分纯[6].  
1.2.2 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的PCR鉴定: 空
肠弯曲菌引物序列: jun1: 5'-CATCTTCCCTAGT-
CAAGCCT-3', jun2: 5'-AAGATATGGCACTAG-
C A A G A C-3'; 结肠弯曲菌引物序列: C o l1 : 
5'-AGGCAAGGGAGCCTTTAATC-3', Col2: 
5'-TATCCTATCTACAAATTCGC-3'[7]. 取灭菌超

纯水制备200 μL菌悬液, 在100 ℃干式恒温器

上加热10 min, 使用12000 r/min离心机离心10 
min, 取上清液分装于Eppendorf管中, 作为扩增

反应的DNA粗制模板[8]. 反应总体系为25 μL, 体
系中含dNTP mixtures各0.4 mmol/L, 10×Buffer 
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■创新盘点
本研究采用国际
标 准 检 测 方 法 , 
通过PCR技术对
南阳理工学院张
仲景国医学院门
诊和住院部收治
的夏季腹泻患者
进行了空肠弯曲
菌 检 测 ,  为 掌 握
空肠弯曲菌的流
行病学特点提供
了参考.

2.5 μL, TaKaRaTaq 1.25 U, 引物各10 μmol/L, 细
菌DNA粗制模板1 μL[9]. PCR循环参数为: 94 ℃
预变性5 min, 94 ℃ 1 min、59 ℃ 1 min、72 ℃ 
1 min, 循环35次, 72 ℃延伸5 min, 然后取扩增

产物5 μL在1%琼脂糖凝胶上电泳, 使用Gel Doc 
XR凝胶成像系统照相[10].  
1.2.3 观察指标: 观察2012-2013年夏季腹泻患者

弯曲菌检测结果, 分析空肠弯曲菌阳性患者性

别、年龄、诊区及月份分布特点.  
统计学处理 使用SPSS17.0统计分析, 用

mean±SD表示计量资料, 采用t检验, 用百分比

表示记数资料, 采用χ2检验, P <0.05为差异有统

计学意义.  

2  结果

2.1 2012-2013年夏季腹泻患者弯曲菌检测 2012
年夏季共检测1238份粪便样本 ,  弯曲菌阳性

78份(6.30%), 其中空肠弯曲菌阳性76份 ,  占

97.44%;  2013年夏季共检测1388份粪便样本, 弯
曲菌阳性88份(6.34%), 其中空肠弯曲菌阳性86
份, 占97.73%, 两年空肠弯曲菌阳性率均显著高

于结肠弯曲菌, 差异具有统计学意义(P <0.05), 
提示由弯曲菌引起的夏季腹泻病例中空肠弯曲

菌为主要致病菌; 2012与2013年空肠弯曲菌阳

性率比较, 差异无统计学意义(P >0.05)(表1).  
2.2 2012与2013年夏季腹泻患者不同性别空肠

弯曲菌阳性率分布 2012与2013年夏季腹泻患者

男性空肠弯曲菌阳性率均高于女性, 但差异无

统计学意义(P >0.05)(表2).  
2.3 2012与2013年夏季腹泻患者不同年龄空肠

弯曲菌阳性率分布 2012与2013年夏季腹泻患者

空肠弯曲菌阳性率年龄分布主要集中于<1岁和

16-45岁, 但不同年龄段阳性率比较, 差异无统计

学意义(P >0.05)(表3).  
2.4 2012与2013年夏季腹泻患者不同诊区空肠

弯曲菌阳性率分布 2012与2013年夏季腹泻患者

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 2012年与2013年夏季腹泻患者弯曲菌检测

     
弯曲菌

                   2012年                     2013年

    n 阳性 阳性率(%)     n 阳性 阳性率(%)

空肠弯曲菌 1238  76    6.14 1388   86    6.20

结肠弯曲菌 1238    2    0.16 1388     2    0.14

合计 2416  78    6.30 2776   88    6.34

表 2 2012年与2013年夏季腹泻患者不同性别空肠弯曲菌阳性率分布

     
性别

                     2012年                       2013年

    n 阳性 阳性率(%)     n 阳性 阳性率(%)

男性   774  50    6.46   890  58    6.52

女性   464  26    5.60   498  28    5.62

合计 1238  76    6.14 1388  86    6.20

表 3 2012年与2013年夏季腹泻患者不同年龄空肠弯曲菌阳性率分布

     
年龄

(岁)

                        2012年                       2013年

  n 阳性 阳性率(%)    n 阳性 阳性率(%)

<1   386  36    9.33   470   44    9.36

1-15   242    8    3.31   282     8    2.84

16-30   224  14    6.25   252   16    6.35

31-45   212  14    6.60   238   16    6.72

46-60     82    2    2.44   102     2    1.96

61-75     92    2    2.17     44     0    0.00

合计 1238  76    6.14 1388   86    6.20
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■同行评价
本文通过培养和
PCR技术验证了
南阳理工学院张
仲景国医院收治
的2012、2013夏
季腹泻患者中空
场弯曲菌的检出
率, 结果一致, 有
一定的临床指导
意义. 

门诊部空肠弯曲菌阳性率均显著高于住院部, 
差异具有统计学意义(P <0.05); 2013年不同诊区

空肠弯曲菌阳性率较2012年均略有升高, 但差

异无统计学意义(P >0.05)(表4).  
2.5 2012与2013年夏季腹泻患者不同月份空肠弯

曲菌阳性率分布 2012与2013年夏季腹泻患者不

同月份间空肠弯曲菌阳性率比较, 差异无统计

学意义(P >0.05); 2013年不同月份空肠弯曲菌阳

性率较2012年均略有升高, 但差异无统计学意义

(P >0.05); 2012-2013年夏季腹泻患者空肠弯曲菌

阳性率均显著高于南阳理工学院张仲景国医学

院2012年临床资料中冬季患者空肠弯曲菌阳性

率1.82%,  差异具有统计学意义(P<0.05)(表5).  

3  讨论

空肠弯曲菌是世界性导致腹泻发病的重要病原

菌之一, 尤其对于发展中国家, 婴幼儿因感染空

肠弯曲菌引发腹泻发生率较高[11]. 由于空肠弯

曲菌病死率低、临床监测技术要求较高, 因此

目前国内尚未形成有效的空肠弯曲菌监测系统, 
对其流性传播缺乏有力控制手段[12]. 本研究采用

国际标准检测方法, 通过PCR技术对南阳理工学

院张仲景国医学院门诊和住院部收治的夏季腹

泻患者进行了空肠弯曲菌检测, 为掌握空肠弯

曲菌的流行病学特点提供了参考.  
本研究中共检测2626份粪便样本, 其中2012

年夏季1238份, 2013年夏季1388份, 两年空肠弯

曲菌阳性率分别为6.14%和6.20%, 表明空肠弯

曲菌为引起腹泻的常见致病菌. 通过对空肠弯

曲菌阳性患者流行病学分布情况进行分析, 结
果显示: 男性腹泻患者空肠弯曲菌阳性率普遍高

于女性, 但二者并无统计学差异, 与Adzitey等[13]

的研究结果相似; 夏季腹泻患者空肠弯曲菌阳

性率年龄分布主要集中于<1岁和16-45岁两个年

龄段, 分析原因可能为<1岁婴幼儿免疫能力较

差而16-45岁患者由于生活习惯不良或接触小动

物及其他细菌感染途径机会较多[14]; 门诊部空

肠弯曲菌阳性率显著高于住院部, 分析原因可

能为门诊部患者尚未应用抗生素进行相关治疗, 
而住院部患者可能已经接受了抗生素经验性用

药,  起到了一定的临床效果; 2012与2013年夏季

腹泻患者空肠弯曲菌阳性率均显著高于南阳理

工学院张仲景国医学院2012年临床资料中冬季

患者空肠弯曲菌阳性率, 与春季和秋季空肠弯

曲菌阳性率比较也略有升高, 表明夏季为空肠

弯曲菌感染所致腹泻的多发季节, 与相关文献

报道结果相符[15].  
另外, 由于病历资料限制, 本研究并未对引

发空肠弯曲菌感染的相关风险因素进行深入分

析. 但大量国内外相关报道指出食用未煮熟的

鸡肉、饮用生牛奶或不洁净的水以及携带猫、

狗等宠物, 尤其是有腹泻症状的宠物均为引发

空肠弯曲菌感染的重要危险因素[16]. 控制空肠

弯曲菌感染相关危险因素对人类健康具有积极

意义.  
总之, 空肠弯曲菌为引起夏季腹泻的主要致
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表 4 2012年与2013年夏季腹泻患者不同诊区空肠弯曲菌阳性率分布

     
诊区

                     2012年                     2013年

     n 阳性 阳性率(%)      n 阳性 阳性率(%)

门诊部   900  68   7.56a   972 76   7.82a

住院部   338    8   2.37   416 10   2.40

合计 1238  76   6.14 1388 86   6.20

aP<0.05 vs  住院部.

表 5 2012年与2013年夏季腹泻患者不同月份空肠弯曲菌阳性率分布

     
月份

                      2012年                      2013年

     n 阳性 阳性率(%)     n 阳性 阳性率(%)

6月   400  24    6.00     460   28    6.09

7月   382  24    6.28   442   28    6.33

8月   456  28    6.14   486   30    6.17

合计 1238  76    6.14 1388   86    6.20
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病菌之一, 其流行病学分布具有多样性和复杂

性, 采取有效措施加强对食源性和宠物源性危

险因素进行控制能够有效降低空肠弯曲菌感染

引起的腹泻发生率, 对空肠弯曲菌感染的防控

具有积极意义.  
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CD4+CD29+ T细胞亚群与溃疡性结肠炎的相关性及黄芩
苷的干预作用
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■背景资料
在 与 溃 疡 性 结
肠炎 (u lcera t ive 
colitis, UC)发病
密切相关的免疫
因素中, T细胞起
到了非常关键作
用 .  CD29和CD4
的共同表达可作
为鉴别CD4+辅助
性细胞亚群的标
志, CD4+CD29+细
胞主要辅助B细胞
产生抗体和诱导
CD8+细胞介导的
淋巴细胞溶解作
用, 其升高可造成
B细胞高度活化而
发生免疫异常, 作
为UC的重要免疫
学监测指标. 黄芩
苷(baicalin)是黄
芩汤中黄芩的主
要有效成分之一, 
具有清热燥湿、
泻火解毒功效. 
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Abstract
AIM: To evaluate the mechanisms underlying 
the therapeutic effect of baicalin on ulcerative 
colitis (UC) in terms of its effect on CD4+CD29+ T 
helper cells, surface markers and serum inflam-
matory cytokines.

METHODS: Flow cytometry was used to detect 
the percentage of CD4+CD29+ cells in patients 
with UC. Real-time polymerase chain reac-
tion (PCR) was used to detect the expression of 
GATA-3, forkhead box P3 (FOXP3), T-box ex-
pressed in T cells (T-bet), and retinoic acid-relat-
ed orphan nuclear hormone receptor C (RORC). 
Western blot was used to analyze the expression 
of nuclear factor-kappa B (NF-κB) p65, p-NF-
κB p65, STAT4, p-STAT4, STAT6, and p-STAT6. 
The concentrations of interferon γ (IFN-γ), inter-
leukin (IL)-4, IL-5, IL-6, IL-10, and tumor growth 
factor-β (TGF-β) in serum were determined by 
ELISA assay.

RESULTS: The percentages of CD4+CD29+ T cells 
were significantly lower in cells treated with 40 
and 20 μmol/L baicalin than in untreated cells. 
Treatment with 40 or 20 μmol/L baicalin signifi-
cantly upregulated the expression of IL-4, TGF-β1 
and IL-10, increased the p-STAT6/STAT6 ratio, 
but downregulated the expression of IFN-γ, IL-5, 
IL-6, RORC, FOXP3, and T-bet, and decreased the 
ratios of T-bet/GATA-3, p-STAT4/STAT4, and 
p-NF-κB/NF-κB compared to those in untreated 
cells.

CONCLUSION: Baicalin regulates immune bal-
ance and relieves UC induced inflammation re-
sponse possibly by promoting the proliferation 
of CD4+CD29+ cells and modulating immuno-
suppressive pathways.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Ulcerative colitis; Baicalin; CD4+CD29+; 
Cytokines; Nuclear factor-kappa B

Yu FY, Huang SG, Zhang HY, Ye H, Chi HG, Zou Y, Lv 
RX, Zheng XB. Baicalin modulates immuno-inflammatory 
response in patients with ulcerative colitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(24): 3710-3717  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/3710.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3710 

■同行评议者
刘杰民, 副主任医
师, 贵州省人民医
院消化内镜科; 杜
群, 副研究员, 广
州中医药大学脾
胃研究所药理室



于丰彦, 等. CD4+CD29+ T细胞亚群与溃疡性结肠炎的相关性及黄芩苷的干预作用              3711

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
UC是一种原因不
明的反复发作的
肠道慢性非特异
炎症性疾病. 已知
机体免疫调节异
常是导致免疫紊
乱进而引发肠道
炎症的重要原因. 
T细胞是一类重要
的免疫活性细胞, 
直接介导细胞免
疫功能, 对机体免
疫应答的调节起
关键作用. 

摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)患者CD4+CD29+辅助性T细胞及其表面标
志和相关细胞因子的表达, 并进一步探讨体外
黄芩苷干预的作用. 

方法:  选取33例U C患者 ,  30例腹泻型肠易
激综合征(irritable bowel syndrome, IBS-D)
组 ,  30例健康组 ,  应用流式细胞仪检测U C
患者C D4+C D29+的表达 ,  Q-P C R的检测其
GATA-3、FOXP3、T-be t、RORC的表达, 
Western blot检测其核因子κB(nuclear factor-
kappa B, NF-κB) p65和phospho-NF-κB p65、
STAT4和phospho-STAT4、STAT6和phospho-
STAT6的表达, 用ELISA法检测血清γ-干扰
素(interferon γ, IFN-γ)、白介素(interleukin, 
IL)-4、IL-5、IL-6、IL-10、肿瘤生长因子
β(tumor specific growth factor-β, TGF-β)的水
平及体外黄芩苷干预的作用.  

结果:  U C患者外周血中C D4 +C D29 + T细
胞与健康对照组和I B S-D组相比 ,  C D4+和
C D4+C D29+明显增高 ,  差异有统计学意义
(P <0.01); IFN-γ、IL-4、IL-5、IL-10和TGF-β1
与IBS-D组和健康对照组均有不同程度的升
高, IL-6较IBS-D组和健康对照组稍降低; 外
周血单个核细胞RORC和FOXP3 mRNA与
健康对照组和IBS-D组相比, RORC和FOXP3 
mRNA明显增高, 差异有统计学意义(P <0.05); 
外周血T细胞转录因子T-bet 基因的表达水平
明显高于健康对照组, GATA-3 基因的表达低
于健康对照组, T-bet/GATA-3的比值明显高于
健康对照组(P <0.05); 40 μmol/L和20 μmol/L
浓度黄芩苷的干预下C D4+C D29+较未干预
前明显增高, 明显降低IFN-γ、IL-5、IL-6, 而
升高IL-4和IL-10; RORC和FOXP3均明显下
降, 可明显降低T-bet, 可稍降低GATA3, 使
T-bet/GATA-3的比值较干预前降低; p-STAT4/
STAT4较未干预前明显下降, p-STAT6/STAT6
明显增高, p-NF-κB/NF-κB明显下降. 

结论: 黄芩苷可能通过促CD4+CD29+增殖作用
及多方面的免疫抑制调节免疫平衡而缓解溃
疡性结肠的炎症反应, 为深入研究UC的发病
机制及新药开发提供理论基础. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究通过检测外周血单个核细胞核

因子κB(nuclear factor-kappa B,  NF-κB)及磷酸

化NF-κB在溃疡性结肠炎(ulcerative colitis)中的

表达, 发现与健康对照组和腹泻型肠易激综合征

(irritable bowel syndrome, IBS-D)组相比较, p-NF-
κB明显增高, NF-κB明显下降, p-NF-κB/NF-κB明

显增高, 差异有统计学意义(P <0.05). 体外黄芩苷

干预, 40 μmol/L浓度干预下p-NF-κB/NF-κB下降, 
差异有统计学意义(P <0.05). 从而说明黄芩苷可

能抑制p-NF-κB/NF-κB, 调节免疫平衡而缓解溃

疡性结肠的炎症反应. 我们同时通过ELISA检测

血清中细胞因子, 发现γ-干扰素(interferon γ)、白

介素-4(interleukin, IL-4)、IL-5、IL-10和肿瘤生

长因子β(tumor specific growth factor-β)与炎症性

肠病(inflammatory bowed disease)组和健康对照

组均有不同程度的升高, IL-6较IBS-D组和健康对

照组稍降低. 

于丰彦, 黄绍刚, 张海燕, 叶华, 迟宏罡, 邹颖, 吕汝西, 郑学

宝. CD4+CD29+ T细胞亚群与溃疡性结肠炎的相关性及黄芩苷

的干预作用. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 3710-3717 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3710.asp DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3710

0  引言 

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原

因不明的肠道慢性非特异炎症性疾病, 属炎症

性肠病(inflammatory bowed disease, IBD)的一

种. 虽然其发病机制尚未完全明确, 但UC的发

生与免疫、遗传、环境及感染因素有关已经

得到认可[1]. 在与UC发病密切相关的免疫因素

中, T细胞起到了非常关键作用[2]. CD29和CD4
的共同表达可作为鉴别CD4+辅助性细胞亚群的

标志, CD4+CD29+细胞主要辅助B细胞产生抗体

和诱导CD8+细胞介导的淋巴细胞溶解作用, 其
升高可造成B细胞高度活化而发生免疫异常, 作
为UC的重要免疫学监测指标. 近年来的研究发

现, Th17/Treg转化平衡是维持肠道免疫稳态的

重要因素. 维A酸相关核孤儿受体γt(retinoid acid 
related orphan receptor gamma t, RORγt)是Th17
所特有的转录因子. Treg主要分泌白介素-4(in-
terleukin, IL-4)、IL-10和肿瘤生长因子β(tumor 
specific growth factor-β, TGF-β)等细胞因子, 与
多种免疫性疾病的发病机制密切相关, 叉头蛋

白P3(forkhead box P3, FOXP3)是Treg细胞的特

性核转录因子, 在调控其分化、发育和功能上

起关键作用. 黄芩苷(baicalin)是黄芩汤中黄芩的

主要有效成分之一[3], 具有清热燥湿、泻火解毒

功效. 本研究观察黄芩苷对UC患者CD4+CD29+ 
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■相关报道
有 文 献 报 道 ,  两
种新的转录因子
T-bet和GATA-3
的 平 衡 对 调 控
T h 1 / T h 2分化至
关重要 ,  T-bet与
GATA-3均可形成
自我激活的反馈
调节环路, 针对自
身和其他亚群特
异性转录因子, 构
成一个动态调节
网络, T-bet自身可
通过与GATA-3的
直接结合来干扰
GATA-3所介导的
Th2反应.

T细胞的增殖作用, 为深入研究UC的发病机制

及新药开发提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2010-06/2011-01南方医科大学南

方医院及广东省中医院大学城分院就诊的UC
患者和腹泻型肠易激综合征(irritable bowel syn-
drome, IBS-D)患者. 33例UC患者中, 男18例, 女
15例; 年龄22-56岁, 平均年龄39岁±17岁. 30例
IBS患者中男16例, 女14例; 年龄18-60岁, 平均年

龄39岁±21岁; 30例健康对照组, 女15例, 男15
例; 年龄23-62岁, 平均年龄42.5岁±19.5岁. 
1.2 方法

1.2.1 外周血单个核细胞的制备: 采用Ficoll密度

梯度离心法提取受检者静脉血淋巴细胞, 计数

淋巴细胞, 稀释细胞浓度至1×106/mL, 取1 mL
细胞悬液置于试管中, 放入冰箱备用. 
1.2.2 流式检测: 取上述细胞悬液, 加入1×PBS
溶液2 mL离心, 1500 r/min×10 min共洗涤2遍; 
弃上清, 加入PBS溶液配成100 μL细胞悬液; 每
管分别加入人或大鼠的CD4抗体、CD29抗体及

其各自同型对照抗体(均约1.25 μg), 避光, 4 ℃孵

育30 min. 加PBS溶液2 mL离心; 1500 r/min×10 
min, 共洗涤2次. 加入流式细胞缓冲液后, 检测

CD4+及CD29+ T细胞的表达.  
1.2.3 UC淋巴细胞接受药物处理: 采用台盼蓝拒

染法检测细胞的存活率. UC实验分共分为6组, 
第1组为未干预组(cell); 第2组为阴性对照组, 即
以添加DMSO; 第3组为以5 μmol/L黄芩苷浓度

干预; 第4组为以10 μmol/L黄芩苷浓度干预; 第
5组为以20 μmol/L黄芩苷干预; 第6组为以40 
μmol/L黄芩苷干预.  

1.2.4 MTS法检测细胞增殖: (1)取各组细胞进行

下面实验; (2)消化细胞后吹打散细胞, 计数, 调
整细胞浓度为1×105个/mL, 分到96孔板, 每孔

100 μL, 即每孔细胞为1×104个; (3)贴壁细胞需

待细胞贴壁后, 再收集各时间点细胞进行检测; 
(4)收集各个时间点的细胞(0, 24, 48, 72 h)加入

MTS, 比例为1∶10. 即100 μL培养液加入10 μL
检测液; (5)在孵育4 h后, 酶标仪读板, MTS检测

读取A 490数据. 
1.2.5 Q-PCR的检测: 取外周静脉血各1 mL, 用人

淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞. TRIzol
一步法提取PBMC总mRNA, 用琼脂糖凝胶电泳

检测RNA完整性, 紫外分光光度计测定RNA浓

度和纯度. cDNA合成按照试剂盒说明书操作, 
相关引物如表1, 反应条件: 50 ℃ 2 min, 95 ℃ 2 
min, 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 32 s读板, 40个循环; 融解

曲线分析: 温度60 ℃-95 ℃. 每个样重复3次. 收
集荧光信号, 得到Ct值. 循环结束应用系统软件

绘制扩增曲线、融解曲线. 由软件得出RQ值, 即
是所检测目的基因的相对表达量. 
1.2.6 Western blot蛋白水平检测: 提取并检测培

养细胞蛋白, 采用裂解缓冲液经匀浆裂解提取

蛋白. 根据总蛋白测定试剂盒说明书测定样本

中的总蛋白含量及电泳上样量. 电泳、转膜、

染色、去离子水震荡去除浮色, 5%脱脂奶粉封

闭, 4 ℃过夜, 分别加入NF-κB p65和phospho-
NF-κB p65, STAT4、phospho-STAT4和STAT6、
phospho-STAT6单克隆抗体孵育, 洗涤后加入二

抗孵育, 洗涤后加入底物孵育, 取出NC膜并用蒸

馏水漂洗后晾干, 将胶片进行扫描或拍照, 用凝

胶图像处理系统分析目标带的分子量和净光密

度值. 
1.2.7 血清IFN-γ、IL- 4、IL-5、IL-6、IL-10、
TGF-β水平的检测: 应用ELISA法检测, 按试剂

盒说明书操作. 使用酶标仪在450 nm处测定A值, 
转化为浓度. 试剂盒购自深圳晶美生物工程有

限公司. 
统计学处理 统计学分析采用SPSS13.0统计

分析软件, 计量数据用mean±SD表示, 采用方差

分析后再进行q检验, P <0.05表示差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 黄芩苷的干预对CD4+CD29+细胞亚群的影

响 与健康对照组和IBS-D组相比, UC组CD4+和

CD4+CD29+细胞明显增高, 差异有统计学意义

表 1 PCR引物

     名称                            序列

GATA3 F: 5'-AGTTGGCCTAAGGTGGTTG-3'

R: 5'-CACGCTGGTAGCTCATACAC-3'

FOXP3 F: 5'-CAGGATCTGAGGTCCCAACA-3'

R: 5'-TTTGGCAAGGCAGTGTGTGT-3'

T-bet F: 5'-CTGCATATCGTTGAGGTGAA-3'

R: 5'-GTAGGCAGTCACGGCAATGA-3'

RORC F: 5'-CAAGACTCATCGCCAAAGCA-3'

R: 5'-CAGTGCTGAAGAGCTCCTTG-3'

18S F: 5'-CCTGGATACCGCAGCTAGGA-3'

R: 5'-GCGGCGCAATACGAATGCCCC-3'

PCR: 聚合酶反应.
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■应用要点
黄芩苷可能是一
种潜在的免疫抑
制剂, 可能通过多
方面的免疫抑制
调节免疫平衡而
缓解溃疡性结肠
的炎症反应, 为深
入研究UC的发病
机制及新药开发
提供理论基础, 为
包括UC在内其他
Th细胞免疫紊乱
的相关疾病提供
新思路.

(41.56±3.6 vs  19.37±4.1, 20.12±3.4; 8.33±
1.25 vs  1.91±2.35, 2.42±1.12, P <0.01); IBS-D组

与健康对照组相比较CD4+和CD4+CD29+细胞均

增高, 但差异无统计学意义(P >0.05)(图1). 
2.2 Q-PCR检测情况 UC患者外周血T细胞转录

因子T-bet和GATA-3基因的表达结果显示, UC患
者外周血T细胞转录因子T-bet基因的表达水平

明显高于健康对照组, GATA-3基因的表达低于

健康对照组, T-bet /GATA-3的比值明显高于健康

对照组(P <0.05). 体外黄芩苷干预下, 40 μmol/L
浓度干预比干预前、DMSO干预、5 μmol/L
干预、10 μmol/L干预和20 μmol/L的GATA3和
FOXP3明显升高而T-bet、RORC明显下降, 与
未干预前、DMSO干预、5 μmol/L干预、10 
μmol/L干预和20 μmol/L之间有差异有统计学意

义(P <0.05); 未干预前、DMSO干预、5 μmol/L
干预、10 μmol/L干预和20 μmol/L干预的RORC
之间比较差异无统计学意义(P >0.05). 
2.3 Western blot检测 与健康对照组和IBS-D
组相比较, p-STAT6明显下降, STAT6较增高, 
p-STAT6/STAT6明显下降, 差异有统计学意义

(P <0.05); IBS-D组和健康对照组之间差异无

统计学意义(P >0.05). 体外黄芩苷干预下, 在40 

μmol/L和20 μmol/L浓度干预下p-STAT6/STAT6
较未干预前、DMSO干预、5 μmol/L干预和

10 μmol/L浓度干预明显增高, 之间差异有统计

学意义(P <0.05); 与健康对照组和IBS-D组相比

较, p-STAT4明显增高, STAT4也增高, p-STAT4/
STAT4明显增高, 差异有统计学意义(P <0.05); 
IBS-D组和健康对照组之间差异无统计学意义

(P >0.05). 体外黄芩苷干预下, 在40 μmol/L和20 
μmol/L浓度干预下p-STAT4/STAT4较未干预

前、DMSO干预、5 μmol/L干预和10 μmol/L
浓度干预之间比较明显下降, 差异有统计学意

义(P <0.05); 40 μmol/L和20 μmol/L浓度干预

下p-STAT4/STAT4相比较差异无统计学意义

(P >0.05). 干预前、DMSO干预、5 μmol/L干预、

10 μmol/L和20 μmol/L浓度干预之间p-STAT4/
STAT4差异无统计学意义(P >0.05). 

与健康对照组和IBS-D组相比较, NF-κB磷
酸化水平明显增高, NF-κB明显下降, 差异有统

计学意义(P <0.05); IBS-D组和健康对照组之间

差异无统计学意义(P >0.05). 
体外黄芩苷干预下, 在40 μmol/L浓度干预

下p-NF-κB/NF-κB较未干预前、DMSO干预、5 
μmol/L干预、10 μmol/L和20 μmol/L浓度干预之
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图 1 黄芩苷处理72 h后流式细胞仪检测CD4+CD29+细胞含量. A: 健康对照组; B: 5 μmol/L干预组; C: 10 μmol/L干预组; D: 

20 μmol/L干预组; E: 40 μmol/L干预组. 
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间差异有统计学意义(P <0.05); 干预前、DMSO
干预、5 μmol/L干预、10 μmol/L和20 μmol/L浓
度干预的p-NF-κB/NF-κB之间差异无统计学意

义(P >0.05)(图2). 
2.4 ELISA检测情况 较健康对照组和IBS-D组, 
UC组IFN-γ、IL-5浓度明显增高, 差异有统计学

意义(P <0.01); IBS-D组与健康对照组之间亦差

异有统计学意义(P <0.05). 
体外黄芩苷干预下, 在40 μmol/L和20 μmol/L

浓度干预下IFN-γ、IL-5较未干预前明显下降, 
与DMSO干预、5 μmol/L干预和10 μmol/L干预

之间差异有统计学意义(P <0.05); 40 μmol/L和
20 μmol/L浓度干预下IFN-γ、IL-5之间差异无统

计学意义(P >0.05), 未干预前、DMSO干预、5 
μmol/L干预和10 μmol/L干预之间IFN-γ、IL-5差
异无统计学意义(P >0.05). 

健康对照组较IBS-D组和UC组IL-5浓度明

显增高, 与健康对照组相比, 差异有统计学意义

(P <0.01); IBS-D组与健康对照组之间亦差异有

统计学意义(P <0.05). 
体外黄芩苷干预下, 在40 μmol/L、20 μmol/L

浓度干预下IL-6较未干预前、DMSO干预下的

I L-6明显下降, 与未干预前、D M S O干预、5 
μmol/L干预和10 μmol/L干预之间差异有统计学

意义(P <0.05); 40 μmol/L和20 μmol/L浓度干预

下IL-5之间差异无统计学意义(P >0.05), 未干预

前、DMSO干预、5 μmol/L干预和10 μmol/L干
预之间IL-5差异无统计学意义(P >0.05). 

健康对照组和IBS-D组IL-4、IL-10浓度均

低于UC组, 差异有统计学意义(P <0.05); 体外黄

芩苷干预下, 在40 μmol/L和20 μmol/L浓度干预

下IL-4、IL-10较未干预前明显增高, 与DMSO
干预、5 μmol/L干预和10 μmol/L干预之间差异

有统计学意义(P <0.05); 40 μmol/L和20 μmol/L
浓度干预下IL-4、IL-10之间差异无统计学意义

(P >0.05), 未干预前、DMSO干预、5 μmol/L干
预和10 μmol/L干预之间IL-4、IL-10差异无统计

学意义(P >0.05). 
体外黄芩苷干预下, 在40 μmol/L、20 μmol/L

浓度干预下TGF-β1较未干预前、DMSO干预下

的TGF-β1差异无统计学意义(P >0.05), 5 μmol/L
干预下TGF-β1较未干预前、DMSO干预、10 
μmol/L干预、20 μmol/L干预和40 μmol/L干预的

TGF-β1明显下降, 差异有统计学意义(P <0.05); 
未干预前、DMSO干预、10 μmol/L干预、20 
μmol/L干预和40 μmol/L干预的TGF-β1之间差

异无统计学意义(P >0.05). 

3  讨论

UC是一种原因不明的反复发作的肠道慢性非

特异炎症性疾病. 已知机体免疫调节异常是导

致免疫紊乱进而引发肠道炎症的重要原因[4-8]. 
T细胞是一类重要的免疫活性细胞, 直接介导

细胞免疫功能, 对机体免疫应答的调节起关键

作用. CD4+ T细胞在控制T细胞对自身和外来

抗原的免疫应答中扮演着重要的角色 ,  在溃

疡性结肠炎的发展和持续中起重要作用 [9,10]. 
C D4+C D29+ T细胞属于辅助性T细胞 ,  参与

自身免疫性疾病的发病已有报道 ,  并且发现

CD4+CD29+ T细胞能促进甲状腺功能亢进患者

的B细胞生长因子增多 [11,12], 还发现妊娠糖尿

病 [13]、过敏性鼻炎 [14]患者、急性丙型肝炎患

■同行评价
本文有很好的科
学性 ,  设计合理 , 
方法可靠, 有较好
的学术价值.

Normal       IBS-D          UC                cell         DMSO          5             10            20           40    μmol/L

P-STAT6

STAT6

P-STAT4

STAT4

P-NF-κB

NF-κB

图 2 体外黄芩苷干预下Western blot检测相关蛋白的表达变化. NF-κB: 核因子κB. UC: 溃疡性结肠炎; IBS-D: 腹泻型肠

易激综合征.
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者的外周血CD29+ T细胞均高于对照组[15]. 但有

关黄芩汤从T细胞亚群的角度综合调控T细胞活

性的机制研究未见报道. 我们前期的研究已经

发现CD4+CD29+ T细胞在湿热型UC患者和大鼠

中表达均显著升高, 可能参与了湿热型UC的发

病. 我们在前期研究的基础上体外培养UC患者

外周血中CD4+CD29+ T细胞发现与健康对照组

和IBS-D组相比, CD4+和CD4+CD29+明显增高, 
差异有统计学意义(P <0.01); 体外黄芩苷干预

下, CD4+和CD4+CD29+增殖明显. 说明了黄芩苷

作为黄芩汤的重要组成成分之一, 可能通过促

CD4+CD29+增殖作用而调节免疫功能而治疗溃

疡性结肠炎.  
近年来的研究发现, Th17与Treg在分化的

过程中有着密切的联系, 二者存在相互转化的

关系, 两者在机体免疫反应中起着独立统一的

关系, 他们之间的平衡关系若被打破, 则可能成

为多种疾病发生的关键因素. 研究发现, IL-23
极其受体IL-23R以及RORC在Th17的分化和维

持中起到了关键的作用, 并与UC的发病密切相

关[16,17]. 另有文献报道, 两种新的转录因子T-bet
和GATA-3的平衡对调控Th1/Th2分化至关重

要, T-bet与GATA-3均可形成自我激活的反馈调

节环路, 针对自身和其他亚群特异性转录因子, 
构成一个动态调节网络[18], T-bet自身可通过与

GATA-3的直接结合来干扰GATA-3所介导的Th2
反应[19].  

我们前期的实验证实, 通过调节转录因子

FOXP3、RORγ t以及细胞因子IL-17、IL-6、
IL-10和TGF-β的表达, 黄芩汤能够调节Th17/
Tr e g的平衡而缓解湿热型溃疡性结肠炎大鼠

的炎症反应, 这也许是黄芩汤治疗湿热型溃疡

性结肠炎的免疫调节机制之一. 在前期研究的

基础上通过ELISA检测血清中细胞因子, 发现

IFN-γ、IL-4、IL-5、IL-10和TGF-β1与IBS-D
组和健康对照组均有不同程度的升高, IL-6较
IBS-D组和健康对照组稍降低. 体外不同溶度的

黄芩苷可引起IFN-γ、IL-5、IL-6明显降低, IL-4
和IL-10升高, 以20 μmol/L和40 μmol/L浓度更明

显. 通过Q-PCR检测外周血单个核细胞RORC和
FOXP3 mRNA, 与健康对照组和IBS-D组相比较, 
RORC和FOXP3 mRNA明显增高, 差异有统计

学意义(P <0.05). 较高浓度黄芩苷干预对FOXP3
下降的作用更明显, 使RORγt/FOXP3比值降低, 
间接调节了Th17/Treg分化的平衡. Q-PCR检测

外周血T细胞转录因子T-bet的表达水平明显高

于健康对照组, GATA-3基因的表达低于健康对

照组, T-bet/GATA-3的比值明显高于健康对照组

(P <0.05), T-bet水平升高, 可促使Th1细胞的分化

和细胞因子的水平升高, 而GATA-3水平下降, 不
能促进Th0细胞向Th2细胞分化, 而最后导致机

体呈Th1优势表达, 与国外相关报道一致[20]. 40 
μmol/L浓度黄芩苷干预可明显降低T-bet, 可稍

降低GATA3, 使T-bet/GATA-3的比值较干预前

降低. 从上述研究中我们发现, 较高浓度的黄芩

苷均能够抑制T-bet、GATA3的表达及IFN-γ、
IL-4、IL-5、IL-10等细胞因子, 可以使IL-4、
IL-10升高. 我们认为黄芩苷可能具有把Th0细胞

向Th1/Th2细胞分化这个环节作为治疗UC的新

靶点, 将Th1状态逆转为Th2状态. 同时说明了黄

芩苷也可能通过调节T-bet与GATA-3表达, 可能

纠正Th1/Th2细胞分化失衡. 
STAT6和STAT4属于STAT家族, 他们分别

参与调节Th细胞向Thl和Th2亚群的分化过程[21]. 
STAT4被认为是调节Th1分化的转录因子, 因而

STAT4的活化具有致炎作用. 有研究发现UC和
CD患者以及作为对照组的肠易激综合征患者, 
其结肠黏膜组织中磷酸化的STAT4的表达均增

高, 但UC患者的STAT4升高得较显著[21]. 有研究

结果显示磷酸化的STAT4存在于UC组织中, 并
明显高于对照组[22]. 因为磷酸化的STAT4代表活

化状态的STAT4, 说明STAT4在UC的发病中起

作用, STAT4的表达增高可能导致了UC的炎症

过程. STAT6是介导Th2的关键转录因子之一, 因
而STAT6的活化有抗炎作用. 有研究显示溃疡

性结肠炎结肠黏膜STAT6较健康对照组无明显

变化, 但经复方中药干预下结肠黏膜的STAT6
较治疗前明显下降, 通过抑制STAT6调节免疫而

达到改善临床症状. 我们应用Western blot蛋白

水平检测外周血单个核细胞STAT4和STAT6、
磷酸化STAT4和STAT6及相关细胞因子在UC
中的表达, 发现与健康对照组和IBS-D组相比

较, p-STAT4/STAT4明显增高, p-STAT6/STAT6
明显下降, 差异有统计学意义(P <0.05). 体外黄

芩苷干预下, 在40 μmol/L和20 μmol/L浓度干预

下p-STAT4/STAT4较未干预前、DMSO干预、

5 μmol/L干预和10 μmol/L浓度干预之间比较明

显下降, p-STAT6/STAT6较未干预前、DMSO干

预、5 μmol/L干预和10 μmol/L浓度干预明显增

高, 差异有统计学意义(P <0.05). 
目前多数研究认为免疫功能紊乱在IBD发

病中起关键作用[23]. Neurath等[22]第一次在TNBS
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诱发的IBD动物模型中证实了炎性肠组织中存

在NF-κB的活化以来, Schreiber等[23]的研究也证

实NF-κB在正常人肠上皮无活性, 而在UC和CD
人肠上皮中高度活跃, 从而表明NF-κB对UC的
发生、发展起着重要作用. 有研究[24]证实黄芩苷

处理重症胰腺炎大鼠, 能减少血液中内毒素和

TNF-α的含量, 减轻肠黏膜损伤, 降低细胞因子

NF-κB的产生, 抑制炎症反应, 从而保护肠黏膜. 
本研究通过检测外周血单个核细胞NF-κB及磷

酸化NF-κB(p-NF-κB)在UC中的表达, 发现与

健康对照组和IBS-D组相比较, p-NF-κB明显增

高, NF-κB明显下降, p-NF-κB/NF-κB明显增高, 
差异有统计学意义(P <0.05). 体外黄芩苷干预, 
40 μmol/L浓度干预下p-NF-κB/NF-κB下降, 差
异有统计学意义(P <0.05). 从而说明黄芩苷可能

抑制p-NF-κB/NF-κB, 调节免疫平衡而缓解溃疡

性结肠的炎症反应. 我们同时通过ELISA检测血

清中细胞因子, 发现IFN-γ、IL-4、IL-5、IL-10
和TGF-β1与IBS-D组和健康对照组均有不同程

度的升高, IL-6较IBS-D组和健康对照组稍降低. 
体外不同溶度的黄芩苷可引起IFN-γ、IL-5、
IL-6明显降低, IL-4和IL-10升高, 以20 μmol/L
和40 μmol/L浓度更明显. 从上述研究中我们发

现黄芩苷作为黄芩汤的重要组成成分之一, 可
能是一种潜在的免疫抑制, 可能抑制p-STAT4/
STAT4, 调节p-STAT6/STAT6、p-NF-κB/NF-κB
及相关细胞因子, 可能通过多方面的免疫抑制

调节免疫平衡而缓解溃疡性结肠的炎症反应. 
从上述研究中我们发现, 黄芩苷可能是一种

潜在的免疫抑制剂, 可能通过多方面的免疫抑

制调节免疫平衡而缓解溃疡性结肠的炎症反应, 
为深入研究UC的发病机制及新药开发提供理论

基础, 为包括UC在内其他Th细胞免疫紊乱的相

关疾病提供新思路.  

4      参考文献

1  Fiocchi C. Inflammatory bowel disease: etiol-
ogy and pathogenesis. Gastroenterology 1998; 115: 
182-205 [PMID: 9649475]

2  Yamaji O, Nagaishi T, Totsuka T, Onizawa M, 
Suzuki M, Tsuge N, Hasegawa A, Okamoto R, 
Tsuchiya K, Nakamura T, Arase H, Kanai T, Wata-
nabe M. The development of colitogenic CD4(+) 
T cells is regulated by IL-7 in collaboration with 
NK cell function in a murine model of colitis. J Im-
munol 2012; 188: 2524-2536 [PMID: 22331065 DOI: 
10.4049/jimmunol.1100371]

3  Mosmann TR, Cherwinski H, Bond MW, Giedlin 
MA, Coffman RL. Two types of murine helper T 
cell clone. I. Definition according to profiles of lym-

phokine activities and secreted proteins. 1986. J Im-
munol 2005; 175: 5-14 [PMID: 15972624]

4  Bai A, Lu N, Zeng H, Li Z, Zhou X, Chen J, Liu P, 
Peng Z, Guo Y. All-trans retinoic acid ameliorates 
trinitrobenzene sulfonic acid-induced colitis by 
shifting Th1 to Th2 profile. J Interferon Cytokine Res 
2010; 30: 399-406 [PMID: 20187766 DOI: 10.1089/
jir.2009.0028]

5  Xu J, Yang Y, Qiu G, Lal G, Yin N, Wu Z, Bromberg 
JS, Ding Y. Stat4 is critical for the balance between 
Th17 cells and regulatory T cells in colitis. J Im-
munol 2011; 186: 6597-6606 [PMID: 21525389 DOI: 
10.4049/jimmunol.1004074]

6  Chen Z, Lin F, Gao Y, Li Z, Zhang J, Xing Y, Deng 
Z, Yao Z, Tsun A, Li B. FOXP3 and RORγt: tran-
scriptional regulation of Treg and Th17. Int Immu-
nopharmacol 2011; 11: 536-542 [PMID: 21081189 DOI: 
10.1016/j.intimp.2010.11.008]

7  Mudter J, Weigmann B, Bartsch B, Kiesslich R, 
Strand D, Galle PR, Lehr HA, Schmidt J, Neurath 
MF. Activation pattern of signal transducers and 
activators of transcription (STAT) factors in inflam-
matory bowel diseases. Am J Gastroenterol 2005; 100: 
64-72 [PMID: 15654782]

8  Lai MY, Hsiu SL, Tsai SY, Hou YC, Chao PD. 
Comparison of metabolic pharmacokinetics of 
baicalin and baicalein in rats. J Pharm Pharmacol 
2003; 55: 205-209 [PMID: 12631413 DOI: 10.1111/
j.1572-0241.2005.40615.x]

9  Shen YC, Chiou WF, Chou YC, Chen CF. Mecha-
nisms in mediating the anti-inflammatory effects of 
baicalin and baicalein in human leukocytes. Eur J 
Pharmacol 2003; 465: 171-181 [PMID: 12650847 DOI: 
10.1016/S0014-2999(03)01378-5]

10  Chao K, Zhong BH, Zhang SH, Gong XR, Yao JY, 
Chen MH. [Imbalance of CD4(+) T cell subgroups 
in ulcerative colitis]. Zhonghua Yixue Zazhi 2011; 91: 
1605-1608 [PMID: 21914392]

11  Grundmann O, Yoon SL. Irritable bowel syndrome: 
epidemiology, diagnosis and treatment: an update 
for health-care practitioners. J Gastroenterol Hepatol 
2010; 25: 691-699 [PMID: 20074154 DOI: 10.1111/
j.1440-1746.2009.06120.x]

12  Xu D, Liu H, Komai-Koma M, Campbell C, McShar-
ry C, Alexander J, Liew FY. CD4+CD25+ regulatory 
T cells suppress differentiation and functions of 
Th1 and Th2 cells, Leishmania major infection, and 
colitis in mice. J Immunol 2003; 170: 394-399 [PMID: 
12496424 DOI: 10.4049/jimmunol.170.1.394]

13  Kanai T, Nemoto Y, Kamada N, Totsuka T, Hisa-
matsu T, Watanabe M, Hibi T. Homeostatic (IL-7) 
and effector (IL-17) cytokines as distinct but 
complementary target for an optimal therapeutic 
strategy in inflammatory bowel disease. Curr Opin 
Gastroenterol 2009; 25: 306-313 [PMID: 19448533 
DOI: 10.1097/MOG.0b013e32832bc627]

14  Mahmoud F, Arifhodzic N, Haines D, Novotney 
L. Levocetirizine modulates lymphocyte activation 
in patients with allergic rhinitis. J Pharmacol Sci 
2008; 108: 149-156 [PMID: 18946193 DOI: 10.1254/
jphs.08037FP]

15  Boykinova OB, Stoilova YD, Tsvetkova TZ, Baltad-
jiev IG. Epidemiological, immunological and clini-
cal characteristics of acute hepatitis C. Folia Med 
(Plovdiv) 2009; 51: 61-69 [PMID: 19437900]

16  Kitani A, Xu L. Regulatory T cells and the induction 
of IL-17. Mucosal Immunol 2008; 1 Suppl 1: S43-S46 



于丰彦, 等. CD4+CD29+ T细胞亚群与溃疡性结肠炎的相关性及黄芩苷的干预作用              3717

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

[PMID: 19079228 DOI: 10.1038/mi.2008.51]
17  Ogino H, Nakamura K, Ihara E, Akiho H, Takay-

anagi R. CD4+CD25+ regulatory T cells suppress 
Th17-responses in an experimental colitis model. 
Dig Dis Sci 2011; 56: 376-386 [PMID: 20521112 DOI: 
10.1007/s10620-010-1286-2]

18  Rengarajan J, Szabo SJ, Glimcher LH. Transcrip-
tional regulation of Th1/Th2 polarization. Immunol 
Today 2000; 21: 479-483 [PMID: 11071525]

19  Hwang ES, Szabo SJ, Schwartzberg PL, Glimcher 
LH. T helper cell fate specified by kinase-mediated 
interaction of T-bet with GATA-3. Science 2005; 307: 
430-433 [PMID: 15662016]

20  Müller B, Gimsa U, Mitchison NA, Radbruch A, 
Sieper J, Yin Z. Modulating the Th1/Th2 balance in 
inflammatory arthritis. Springer Semin Immunopathol 
1998; 20: 181-196 [PMID: 9836376]

21  Fan H, Zhao J, Shen L. Effect of compound Sopho-
rae Flavescentis Jiechangrong capsule on expression 
of NF-κB p65 and STAT6 in the intestinal mucosa 
of patients with ulcerative colitis. Front Med China 
2009; 3: 480-484 [DOI: 10.1007/s11684-009-0083-9]

22  Neurath MF, Pettersson S. Predominant role of NF-
kappa B p65 in the pathogenesis of chronic intes-
tinal inflammation. Immunobiology 1997; 198: 91-98 
[PMID: 9442381]

23  Schreiber S, Nikolaus S, Hampe J. Activation of 
nuclear factor kappa B inflammatory bowel disease. 
Gut 1998; 42: 477-484 [PMID: 9616307]

24  Zhang XP, Zhang L, He JX, Zhang RP, Cheng QH, 
Zhou YF, Lu B. Experimental study of therapeutic 
efficacy of Baicalin in rats with severe acute pancre-
atitis. World J Gastroenterol 2007; 13: 717-724 [PMID: 
17278194] 

编辑  郭鹏  电编  闫晋利  



2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年8月28日; 22(24): 3718-3721
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

氧化应激状态评价对消化系肿瘤诊断的临床指导意义
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■背景资料
胃肠道肿瘤患者
常常伴有机体免
疫 功 能 不 足 ,  术
后疾病发展、肿
瘤复发转移等收
机体免疫功能重
要 影 响 .  而 氧 化
应激反应(oxida-
tive stress, ROS)
是化学性质活跃
的含氧原子、原
子 团 ,  在 其 发 病
与诊断中具有重
要的意义. 
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Abstract
AIM: To analyze oxidative stress in patients with 
gastrointestinal tumors. 

METHODS: Two hundred patients with gastro-
intestinal cancer treated from September 2011 to 
September 2013 at our hospital were randomly 
selected and divided into a gastric cancer group 
(n = 100) and a colorectal cancer group (n = 
100). Fifty healthy volunteers receiving physical 
examination during the same period at our hos-
pital were used as controls. All study subjects 
were subjected to measurement of serum oxida-
tive damage products, antioxidants and antioxi-
dant enzymes.

RESULTS: The concentrations of protein car-
bonyl (PC), advanced oxidation protein products 
(AOPP), malondialdehyde (MDA), and 8-hy-

droxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) in patients 
with gastric cancer and colorectal cancer were 
significantly different from those in healthy con-
trols (4.12 nmol/L ± 1.34 nmol/L, 4.24 nmol/L 
± 1.29 nmol/L vs 2.83 nmol/L ± 0.71 nmol/L; 
31.93 μmol/L ± 12.34 μmol/L, 32.14 μmol/L ± 
11.69 μmol/L vs 25.91 μmol/L ± 9.10 μmol/L; 
2.98 nmol/L ± 1.13 nmol/L, 3.02 nmol/L ± 1.24 
nmol/L vs 6.13 nmol/L ± 1.82 nmol/L; 125.91 
mg/L ± 5.00 mg/L, 124.13 mg/L ± 5.00 mg/L 
vs 96.16 mg/L ± 68.29 mg/L, P < 0.05), although 
there were no significant differences between 
the gastric cancer and colorectal cancer groups 
(P > 0.05). The concentrations of glutathione, 
glutathione (GSH), vitamin C and vitamin E in 
patients with gastric cancer and colorectal cancer 
were significantly different from those in healthy 
controls (P < 0.05), although there were no sig-
nificant differences between the gastric cancer 
and colorectal cancer groups (P > 0.05). Superox-
ide dismutase (SOD), glutathione peroxide mat-
ter enzyme (GSH-Px) and catalane (CAT) activ-
ity in patients with gastric cancer and colorectal 
cancer were significantly different from those in 
healthy controls (P < 0.05), although there were 
no significant differences between the gastric 
cancer and colorectal cancer groups (P > 0.05).

CONCLUSION: Patients with gastrointestinal tu-
mors undergo oxidative stress, and evaluation of 
oxidative stress in patients with gastrointestinal 
cancer has important clinical significance in deter-
mining the occurrence of gastrointestinal cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 对胃肠道肿瘤患者机体氧化应激状态
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院河北省肿瘤研
究所病理研究室
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■研发前沿
临床中对于消化
系肿瘤的诊断研
究 也 比 较 多 ,  常
见的肿瘤标志物
在诊断中具有一
定 的 意 义 ,  传 统
的诊断指标特异
性与敏感度并不
高 .  而 临 床 中 也
有资料显示, ROS
在相关疾病中具
有 较 好 的 应 用 , 
对疾病的诊断与
治疗具有一定的
指导意义.

展开分析研究. 

方法: 随机选取2011-09/2013-09青海大学附属
医院接收救治的200例胃肠道肿瘤患者, 分成
胃癌组100例, 肠癌组100例, 并选取同期于青
海大学附属医院进行健康体检正常人50例作
为对照组, 所有研究对象均检测血清中氧化损
伤产物、抗氧化剂及抗氧化酶类. 

结果:  胃癌组和肠癌组蛋白羰基 (p r o t e i n 
c a r b o n y l)、晚期氧化蛋白产物(a d v a n c e d 
products)、丙二醛(malondialdehyde)以及8-
羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2'-deoxyguanosine)
浓度与健康对照组相比, 差异具有统计学意
义(4.12 nmol/L±1.34 nmol/L, 4.24 nmol/L
±1.29 nmol/L vs  2.83 nmol/L±0.71 nmol/L; 
31.93 μmol/L±12.34 μmol/L, 32.14 μmol/L±
11.69 μmol/L vs  25.91 μmol/L±9.10 μmol/L; 
2.98 nmol/L±1.13 nmol/L, 3.02 nmol/L±1.24 
nmol/L vs  6.13 nmol/L±1.82 nmol/L, 125.91 
mg/L±5.00 mg/L, 124.13 mg/L±5.00 mg/L 
vs  96.16 mg/L±68.29 mg/L, 均P <0.05); 胃癌
组与肠癌组组间氧化损伤产物浓度对比, 差
异无统计学意义(均P >0.05); 胃癌组和肠癌
组谷胱甘肽(glutathione, GSH)、维生素C以
及维生素E浓度与健康对照组相比, 差异具
有统计学意义(均P <0.05); 胃癌组与肠癌组
组间抗氧化剂浓度对比, 差异无统计学意义
(均P >0.05); 胃癌组与肠癌组超氧化物歧化酶
(orgotein superoxide dismutase)、谷胱甘肽过
氧化物酶(glutathione peroxidase)以及过氧化
氢酶(catalase)活性与健康对照组相比, 差异具
有统计学意义(均P <0.05); 胃癌组、肠癌组组
间抗氧化酶类活性对比, 差异无统计学意义
(均P >0.05). 

结论: 胃肠道肿瘤患者机体受氧化应激影响, 评
价胃肠道肿瘤患者机体氧化应激状态对判定胃
肠道肿瘤发生具有十分重要的临床指导意义. 
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关键词: 胃肠道肿瘤; 机体氧化应激; 机体活性氧

核心提示: 胃肠道肿瘤患者机体经常受到氧化应

激的影响, 临床中评价胃肠道肿瘤患者机体氧化

应激状态对判定胃肠道肿瘤发生具有十分重要

的临床指导意义. 
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0  引言

氧化应激反应(oxidative stress, ROS)是化学性质

活跃的含氧原子、原子团, 是外源性氧化剂、

细胞内有氧代谢阶段形成的带有较高生物活性

的含氧化合物的总称. ROS指机体受活性氧形

成提升或者活性氧消除能力下降影响, 对活性

氧形成、消除平衡造成破坏, 从而使多余的活

性氧造成分子、细胞、机体出现损失情况[1]. 胃
肠道肿瘤患者机体免疫功能不足, 术后疾病发

展、肿瘤复发转移等收机体免疫功能重要影响, 
细胞免疫在机体免疫效应机制中发挥着重要功

效. 本研究随机选取2011-09/2013-09青海大学附

属医院接收救治的200例胃肠道肿瘤患者, 并选

取100例同期于青海大学附属医院进行健康体

检正常人, 通过对其临床资料进行综合分析, 初
步了解胃肠道肿瘤患者机体氧化应激状态, 旨
在提高对胃肠道肿瘤的诊断能力, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本次研究对象为选取2011-09/2013-09
青海大学附属医院接收救治的200例胃肠道肿

瘤患者, 分成胃癌组100例, 肠癌组100例, 均
符合世界卫生组织(World Health Organization, 
WHO)诊断标准[2]. 胃癌组中, 男52例, 女48例; 
年龄为49-77岁, 平均年龄58.5岁±6.6岁. 肿瘤

TNM分期: Ⅰ期20例, Ⅱ期45例, Ⅲ期20例, Ⅳ
期15例. 分化程度: 高分化20例, 中分化50例, 低
分化30例. 肠癌组中, 男58例, 女42例; 年龄为

48-78岁, 平均年龄59.1岁±5.9岁. 肿瘤TNM分

期: Ⅰ期22例, Ⅱ期45例, Ⅲ期19例, Ⅳ期14例. 
分化程度: 高分化18例, 中分化50例, 低分化32
例. 并选取同期于青海大学附属医院进行健康

体检正常人50例作为对照组, 男26例, 女24例; 
年龄为50-79岁, 平均年龄59.2岁±6.0岁. 各组研

究对象性别、年龄等资料对比差异无统计学意

义(P >0.05), 具有可比性. 对所有研究对象进行

静脉血采集, 经离心处理后保存于-20 ℃ 3 mo. 
多功能荧光发光分析仪FLUOStar OPTIMA(德
国BMGLABTECH实验仪器公司), 静脉血离心

仪(上海安亭科学仪器厂). 试剂: 丙二醛(malo-
ndialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶(orgotein 
superoxide dismutase, SOD)、谷胱甘肽过氧化物

酶(glutathione peroxidase, GSH-Px)、一氧化氮

(nitrogen monoxide, NO)、过氧化氢酶(catalase, 
CAT)检测试剂盒均选自于南京建成生物工程研

究所, 8-羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2'-deoxyguano-

■相关报道
临床资料显示, 肿
瘤发生、发展经
常受到了ROS的
重要影响,一般在
肺癌、结肠癌、
肝癌、甲状腺癌
等肿瘤中具有异
常情况. 这些报道
进一步说明, 肿瘤
的发生与发展与
ROS之间有着密
切的联系. 
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sine, 8-OHdG)检测试剂盒选自于Stressgen公司. 
1.2 方法

1.2.1 氧化损伤产物检测: 氧化损伤产物分别包

括蛋白羰基(protein carbonyl, PC)、晚期氧化

蛋白产物(advanced products, AOPP)、MDA、

8-OHdG等. 采用2,4-二硝基苯肼比色法检测PC; 
采用氯胺T比色法检测AOPP; 采用硫代巴比妥

酸法检测MDA; 采用ELISA法检测8-OHdG. 
1.2.2 抗氧化剂检测: 抗氧化剂检测内容包括谷

胱苷肽(glutathione, GSH)、维生素C以及维生素

E. 采用紫外分光光度仪检测GSH、维生素C以

及维生素E. 
1.2.3 抗氧化酶类检测: 抗氧化剂检测内容包

括SOD、GSH-Px以及CAT. 采用黄嘌呤氧化酶

法检测SOD, 采用二硫代二硝基苯甲酸法检测

GSH-Px, 采用钼酸铵比色法检测CAT. 
1.2.4 观察指标: 对3组150例研究人员进行实验

室指标检测后, 采用回顾性分析法, 根据医院氧

化应激标志物相关规范准则设计调查表, 将各

项观察指标详细记录于调查表中, 通过计算机

进行统计学分析[3]. 
统计学处理 研究中所得到的相关数据采用

SPSS12.0统计学数据处理软件进行处理分析, 连
续性变量以mean±SD表示, 组间对比应用两独

立样本计量资料采用t检验, P <0.05为差异具有

统计学意义. 

2  结果

2.1 3组150例研究对象氧化损伤产物对比 胃癌

组和肠癌组PC、AOPP、MDA以及8-OHdG浓

度与健康对照组相比, 差异具有统计学意义(均
P <0.05); 胃癌组、肠癌组组间氧化损伤产物浓

度对比, 差异无统计学意义(均P >0.05)(表1). 
2.2 3组150例研究对象抗氧化剂对比 胃癌组和

肠癌组GSH、维生素C以及维生素E浓度与健康

对照组相比, 差异具有统计学意义(均P <0.05); 
胃癌组、肠癌组组间抗氧化剂浓度对比, 差异

无统计学意义(均P >0.05)(表2). 
2.3 3组150例研究对象抗氧化酶类对比 胃癌组

和肠癌组SOD、GSH-Px以及CAT活性与健康对

照组相比, 差异具有统计学意义(均P <0.05); 胃
癌组、肠癌组组间抗氧化酶类活性对比, 差异

无统计学意义(均P >0.05)(表3). 

3  讨论

ROS是化学性质活跃的含氧原子、原子团, 是外

源性氧化剂、细胞内有氧代谢阶段形成的带有

较高生物活性的含氧化合物的总称. ROS分别有

H2O2、HO、O2
-、烷过氧化自由基、脂过氧化

自由基等. 大量医学研究支持, 肿瘤发生、发展

受ROS重要影响, 包括肺癌、结肠癌、肝癌、甲

状腺癌等[4,5]. 
本次研究结果显示, 胃癌组和肠癌组PC、

AOPP、MDA以及8-OHdG浓度与健康对照组

相比, 数据差异具有统计学意义(均P <0.05); 胃
癌组和肠癌组GSH、维生素C以及维生素E浓度

与健康对照组相比, 数据差异具有统计学意义

(均P <0.05); 胃癌组和肠癌组SOD、GSH-Px以

表 1 3组150例研究对象氧化损伤产物对比 (n  = 50, mean±SD)

     分组  PC(nmol/L) AOPP(μmol/L) MDA(nmol/L) 8-OHdG(mg/L)

胃癌组 4.12±1.34a 31.93±12.34a 2.98±1.13a 125.91±5.00

肠癌组 4.24±1.29a 32.14±11.69a 3.02±1.24a 124.13±5.00

健康对照组 2.83±0.71 25.91±9.10 6.13±1.82   96.16±68.29

aP<0.05 vs  健康对照组. PC: 蛋白羰基; AOPP: 晚期氧化蛋白产物; MDA: 丙二醛; 8-OHdG: 8-羟基脱氧鸟苷. 

表 2 3组150例研究对象抗氧化剂对比 (n  = 50, mean±SD)

     分组   GSH(μmol/L) 维生素C(mg/L) 维生素E(mg/L)

胃癌组 168.74±71.56a 15.84±4.31a 10.31±6.35a

肠癌组 171.10±68.23a 16.53±5.02a 11.13±5.33a

健康对照组 216.81±72.76 87.59±15.42 19.12±6.42

aP<0.05 vs  健康对照组. GSH: 谷胱苷肽. 

■创新盘点
癌症的发生中, 抗
氧化酶的的作用
机制尚未完全明
确. 而本次研究重
点分析胃肠道肿
瘤患者体内蛋白
羰基(protein car-
bonyl, PC)、谷胱
甘肽(glutathione, 
G S H ) 、晚 期 氧
化蛋白产物 ( a d -
vanced products, 
AOPP)、丙二醛
(malondialdehyde, 
M D A )、超 氧 化
物歧化酶(orgotein 
superoxide dis-
mutase, SOD)、谷
胱甘肽过氧化物
酶(glutathione per-
oxidase, GSH-Px)
以及过氧化氢酶
(catalase, CAT)以
及8-羟基脱氧鸟
苷(8-hydroxy-2 '-
deoxyguanosine, 
8-OHdG)等氧化
应激指标, 全面的
了解其在该病中
的作用.

■应用要点
临 床 中 P C 、
AOPP、MDA以
及8-OHdG是有效
的过氧化指标, 而
氧化应激水平提
升可能是引发胃
肠道肿瘤的重要
因素, 改善机体抗
氧化系统的功能
可能有利于胃肠
道肿瘤预防、治
疗与控制.
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及CAT活性与健康对照组相比, 数据差异具有统

计学意义(均P <0.05). 人类机体抗氧化防护系统

中, SOD、GSH-Px以及CAT等是重要的抗氧化

酶, 作用于协助消除体内自由基, 将已有的自由

基转变成无毒分子, 从而降低、消除氧化对机

体造成的损伤 ,  随着机体抗氧化酶活性降低 , 
可能对机体抗氧化系统造成不良影响 ,  诱发

癌症 [6,7]. 针对抗氧化酶的研究机制尚不十分明

确, 一些研究支持胃肠道肿瘤患者体内SOD、

GSH-Px以及CAT降低, 与本次研究结果相符[8,9]. 
胃肠道肿瘤患者体内GSH、维生素C以及维生

素E明显下降显示患者体内伴有氧化应激, 在不

同氧化损伤产物中, 相关研究报道PC、AOPP、
MDA以及8-OHdG是有效的过氧化指标, 氧化应

激水平提升可能是引发胃肠道肿瘤的重要因素, 
改善机体抗氧化系统的功能可能有利于胃肠道

肿瘤预防、治疗与控制[10-15]. 
总之, 胃肠道肿瘤患者机体受氧化应激影

响, 评价胃肠道肿瘤患者机体氧化应激状态对

判定胃肠道肿瘤发生具有十分重要的临床指导

意义. 
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表 3 3组150例研究对象抗氧化酶类对比 (n  = 50, mean±SD)

     分组      SOD(U/mL) GSH-Px(μmol/L)   CAT(U/mL)

胃癌组   78.74±31.26a   89.81±26.82a 20.31±6.97a

肠癌组   76.10±28.29a   93.13±25.43a 21.13±7.13a

健康对照组 110.32±28.73 153.52±47.49 29.13±10.13

aP<0.05 vs  健康对照组. SOD: 超氧化物歧化酶; GSH-Px: 谷胱苷肽过氧化物酶; CAT: 过

氧化氢酶. 

■名词解释
氧 化 应 激 :  指 体
内氧化与抗氧化
作 用 失 衡 ,  倾 向
于 氧 化 ,  导 致 中
性粒细胞炎性浸
润 ,  蛋 白 酶 分 泌
增 加 ,  产 生 大 量
氧化中间产物.

■同行评价
本次研究主要分
析ROS与胃肠道
肿瘤之间的相关
性, 评价胃肠道肿
瘤患者机体氧化
应激状态对判定
胃肠道肿瘤发生
具有重要意义. 整
体性强、研究新
颖, 统计学方法正
确, 在临床中具有
重要的应用价值. 
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肝源性糖尿病与2型糖尿病患者临床和预后情况的差异及
相关护理

王少萍, 吴玉萍, 林小洁
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■背景资料
肝脏是调节体内
糖代谢的重要器
官, 是多种激素分
解代谢的主要场
所, 也是多种激素
作用的主要靶位. 
肝硬化患者常并
发糖代谢紊乱. 这
种继发于慢性肝
实质损害的糖尿
病统称为肝源性
糖尿病. 临床表现
以高血糖, 葡萄糖
耐量减低为特征.
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Abstract
AIM: To compare the clinical characteristics, 
prognosis and nursing intervention between pa-
tients with hepatogenic diabetes (HD) and those 
with type 2 diabetes (T2DM). 

METHODS: Sixty patients with hyperglycaemia 
were divided into two groups: an HD group (n 
= 30) and a T2DM group (n = 30). Oral glucose 
tolerance test (OGTT) and glucose-stimulated in-
sulin release test were performed in all patients. 
The levels of fasting blood glucose (FBG) and 
glycosylated hemoglobin (HbAlc) were deter-
mined. All patients were given medical manage-
ment, hypoglycemic therapy and comprehen-
sive nursing intervention. BSL were compared 

between before and after nursing intervention. 

RESULTS: FBG and HbAlc in the HD group 
were significantly lower than those in the T2DM 
group (7.8 mmol/L ± 2.4 mmol/L vs 9.6 mmol/
L ± 3.2 mmol/L, 0.065 ± 0.017 vs 0.083 ± 0.027, 
t = 1.017, 0.976; P = 0.002, 0.004). BSL in the HD 
group at different time points (0, 30, 60, 120, 180 
min) were all significantly lower than those in 
the T2DM group (P < 0.05). Insulin and peptide 
C levels in the HD group at different time points 
(0, 30, 60, 120, 180 min) were all significantly 
higher than those in the T2DM group (P < 0.05). 
All patients were given medical management, 
hypoglycemic therapy and comprehensive nurs-
ing intervention. BSL in both the HD group 
and T2DM group were significantly lower after 
intervention than before intervention (t = 2. 076, 
1.872, 2.301, 1.874; P = 0.003, 0.004, 0.002, 0.004). 

CONCLUSION: Hyperinsulinemia is more obvi-
ous and BSL is controlled better in HD patients. 
Comprehensive nursing intervention is condu-
cive to controlling BSL in both HD and T2DM 
patients.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Hepatogenic diabetes; Type 2 diabetes 
mellitus; Oral glucose tolerance test; C-peptide; In-
sulin 
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摘要
目的: 了解肝源性糖尿病(hepatic diabetes, HD)
与2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus, T2DM)
的临床特点, 探讨HD和T2DM患者临床和预
后情况的差异, 及临床护理干预前后的血糖控
制情况. 

■同行评议者
徐 健 ,  副 主 任 医
师, 深圳市慢性病
防治中心
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■研发前沿
肝 源 性 糖 尿 病
(hepatic diabetes, 
HD)以高血糖及
葡萄糖耐量减低
为 特 征 ,  其 发 生
机制、临床表现
及治疗均不同于
原 发 性 糖 尿 病 , 
目前为止其发病
机制与内科治疗
后血糖控制情况
也不明确.

方法: HD患者30例和T2DM患者30例入组本
研究. 分为HD组(30例)和糖尿病无肝硬化组
(30例). 两组均进行糖耐量试验及胰岛素释放
试验. 监测空腹血糖和糖化血红蛋白. 同时给
予内科治疗、降糖治疗及内科护理干预, 比较
临床护理干预前后的血糖控制情况. 

结果: (1)HD组空腹血糖(7.8 mmol/L±2.4 mmol/
L)和糖化血红蛋白水平(0.065±0.017)显著低
于T2DM组(9.6 mmol/L±3.2 mmol/L)和(0.083
±0.027), 差异均有统计学意义(t  = 1.017、
0.976, P  = 0.002、0.004). HD组葡萄糖耐量试验
各时间点(0、30、60、120、180 min)的血糖水
平均显著低于T2DM组, 差异均有统计学意义
(均P <0.05); (2)胰岛素释放试验各时间点(0、
30、60、120、180 min)的胰岛素水平及C肽水
平均显著高于T2DM组, 差异均有统计学意义
(均P <0.05); (3)所有入组患者给予内科治疗、

降糖治疗及内科护理干预后, HD组与T2DM组
空腹血糖及糖化血红蛋白较前明显下降, 差异
有统计学意义(t  = 2. 076、1.872、2.301、1.874, 
P  = 0.003、0.004、0.002、0.004). 

结论: HD患者存在高胰岛素血症, 血糖水平控
制好于T2DM患者. 对于HD与T2DM患者, 除
给予内科治疗治疗外, 实施有效的综合护理干
预, 能够改善血糖控制情况, 值得临床进一步
推广使用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝源性糖尿病; 2型糖尿病; 葡萄糖耐量试

验; C肽; 胰岛素

核心提示: 本研究通过对比30例肝源性糖尿病

(hepatic diabetes, HD)患者与30例2型糖尿病(type 
2 diabetes mellitus, T2DM)患者的临床资料, 发
现: 空腹血糖、糖化血红蛋白、糖耐量试验(oral 
glucose tolerance test)中血糖情况对比, HD组均低

于T2DM患者组, 提示HD患者高血糖症状不典型, 
易被慢性肝病所掩盖, 其原因可能是HD患者由于

肝脏疾病原因, 掩盖高血糖症状, 同时HD患者在

治疗过程中肝功能得到回复, 从而血糖也可得到

控制. 

王少萍, 吴玉萍, 林小洁. 肝源性糖尿病与2型糖尿病患者临床和

预后情况的差异及相关护理. 世界华人消化杂志  2014; 22(24): 

3722-3726 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/3722.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i24.3722

0  引言

肝源性糖尿病(hepatogenous diabetes, HD)是由

肝硬化继发的糖尿病, 因各种原因导致肝实质

细胞损害时, 临床可表现为HD[1]. HD以高血糖

及葡萄糖耐量减低为特征, 其发生机制、临床

表现及治疗均不同于原发性糖尿病, 目前为止

其发病机制与内科治疗后血糖控制情况也不明

确. 对于严重肝病导致的高血糖患者, 血糖水平

与肝功能密切相关[2], 因此此类患者良好的血

糖控制显得尤为重要. 高血糖状态不利于患者

肝脏疾病的治疗与恢复, 同时部分降糖药也通

过肝脏代谢, 加重了已经本不堪重负的肝脏系

统的负担. 2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus, 
T2DM)占糖尿病总人群的95%以上, 早期症状不

明显. 研究显示[3-5], 代表β细胞功能的静脉葡萄

糖耐量试验中β细胞第一时相胰岛素分泌受损

和缺失是发病早期和晚期重要的生理变化. 因
此, 充分了解HD患者的临床表现, 并明确HD患

者与原发糖尿病患者的差别是十分必要的. 本
研究分析30例HD与30例T2DM患者的临床资料, 
了解HD和T2DM的临床特点, 分析HD和T2DM
临床表现和预后的差异, 及加强临床护理对两

者的血糖情况的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2013-05/2014-05在海南省人

民医院住院治疗的HD、T2DM患者各30例, HD
组入选标准: (1)有慢性肝病史, 肝病发生在糖尿

病之前或同时发生; (2)无糖尿病史和家族史; (3)
有肝病临床表现和生化学检查异常或影像学检

查证据; (4)糖尿病的诊断符合1999年世界卫生

组织(World Health Organization, WHO)及国际糖

尿病联盟公布的标准; (5)排除垂体、肾上腺、

甲状腺等疾病所引起的继发性糖尿病及原发性

糖尿病. T2DM组入选标准: 均符合WHO发布的

DM诊断标准. 
1.2 方法

1.2.1 临床资料收集: 所有入选者均签署诊疗

知情同意书. 记录患者人口学资料、基础疾病

史、临床表现、辅助检查结果. 
1.2.2 血糖、糖耐量试验(oral glucose tolerance 
test, OGTT)和胰岛素释放试验: 所有患者入院时

均进行OGTT、胰岛素释放试验. 检测两组患者

血糖、胰岛素和C肽. 
1.2.3 临床护理干预: 患者住院期间给予: (1)心理

干预: 给予患者健康宣教, 包括HD和T2DM的相

关知识, 介绍如何预防出血、感染、低血糖等. 
加强病友间经验交流, 使患者建立良好的心境, 
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■应用要点
HD是在肝病的基
础上出现胰岛素
抵抗及胰岛素代
谢与分泌异常, 同
时检测胰岛素与C
肽有助于临床诊
断. 对于HD及2型
糖尿病患者, 除给
予内科治疗及降
糖治疗, 实施有效
的综合护理干预, 
能够改善血糖控
制情况, 值得临床
进一步推广使用.

积极配合治疗; (2)糖尿病饮食护理: 指导糖尿病

饮食要点, 控制总热量, 搭配合理, 定时定量进

餐, 饮食与胰岛素的治疗相配合. 随时监督患者

饮食, 纠正患者错误进食; (3)用药护理: 护理人

员监督患者按医生医嘱用药; 若患者使用胰岛

素降血糖, 将患者血糖变化及时告知医生, 调整

胰岛素用量, 避免发生低血糖反应; (4)运动指导: 
建议患者进行适量运动, 运动以有氧运动为主, 
以提高患者的生活质量; (5)预防感染: 给予患者

修剪指甲, 防止抓破皮肤, 保持患者皮肤清洁干

燥, 经常更换体位, 加强皮肤及足部护理, 必要

时使用气垫床减压防压疮; 加强口腔护理; 使用

胰岛素治疗的患者, 应定期更换注射部位, 严格

消毒. 患者出院后延伸护理: 出院后进行电话随

访, 第1-2月随访1次; 第3个月以后每月随访1次. 
随访内容为患者饮食情况; 是否规律及精确用

药; 是否进行运动; 提醒患者每1周门诊随访空

腹血糖. 每2-3 mo随访糖化血红蛋白. 
1.2.4 临床研究起点、终点: 将入院时间作为起

点, 将死亡时间或2014-05-31作为临床研究终点. 
统计学处理 应用SPSS16.0软件进行统计分

析. 计量资料以mean±SD表示. 两组间均数的比

较采用Student t检验. P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 H D与T2D M糖耐量情况 H D组空腹血糖

(7.8 mmol/L±2.4 mmol/L)和糖化血红蛋白水平

(0.065±0.017)均显著低于T2DM组(9.6 mmol/L
±3.2 mmol/L)和(0.083±0.027), 差异均有统计

学意义(t  = 1.017、0.976, P  = 0.002、0.004). HD
组OGTT各时间点(0、30、60、120、180 min)
的血糖水平均显著低于T2DM组, 差异均有统计

学意义(t  = 3.163、2. 224、3.407、3.112、3.231, 

P  = 0.004、0.025、0.002、0.004、0.001)(图1). 
2.2 HD组与T2DM组胰岛素释放情况 HD组各

时间点(0、30、60、120、180 min)的胰岛素

水平均显著高于T2DM组, 差异均有统计学意

义(t  = 2.581、3.081、2.776、3.454、2.760, P  = 
0.006、0.002、0.004、0.00l、0.005)(图2), HD
组存在明显高胰岛素血症. HD组各时间点(0、
30、60、120、180 min)的C肽水平均显著高

于T2DM组, 差异均有统计学意义(t  = 3.543、
3.760、3.580、4.632、4.643, P  = 0.002、
0.002、0.002、0.001、0.001)(图3). 
2.3 HD组与T2DM组加强出院延伸护理后血糖

控制情况 加强护理干预后, HD组和T2DM组空

腹血糖和糖化血红蛋白水平较治疗前显著减低, 
差异均有统计学意义(表1). 

3  讨论

肝脏是调节体内糖代谢的重要器官[2-7], 是多种

激素分解代谢的主要场所, 也是多种激素作用的

主要靶位[8,9]. 肝硬化患者常并发糖代谢紊乱[10-14]. 
这种继发于慢性肝实质损害的糖尿病统称为HD. 
临床表现以高血糖, 葡萄糖耐量减低为特征. 

本研究通过对比30例HD患者与30例T2DM
患者的临床资料, 发现: (1)空腹血糖、糖化血
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■同行评价
本研究选题实用, 
设计科学, 逻辑清
晰, 具有很好的可
读性.

红蛋白、OGTT实验中血糖情况对比, HD组均

低于T2DM组, 提示HD患者高血糖症状不典型, 
易被慢性肝病所掩盖, 其原因可能是HD患者由

于肝脏疾病原因, 掩盖高血糖症状[10], 同时HD
患者在治疗过程中肝功能得到恢复, 从而血糖

也可得到控制; (2)HD组的胰岛素及C肽水平均

高于T2DM组, 可能是胰岛素大多通过肝脏代

谢, 慢性肝病患者因肝细胞数目减少、肝脏功

能受损和肝脏失代偿时建立侧枝循环, 导致胰

岛素的灭活和摄取减少, 使外周血胰岛素增高, 
出现高胰岛素血症[10]. 胰岛素水平的增加可引

起外周组织胰岛素受体数目的减少和与胰岛素

的亲和力降低. 肝脏摄取胰岛素异常者, 会出现

高胰岛素血症[12,15-17]. 而血清中C肽和胰岛素水

平常呈同步变化, 故同时检测胰岛素与C肽可

能对HD的诊断具有一定的提示意义. 胰岛素抵

抗、胰岛素分泌与代谢异常是HD的主要原因; 
(3)加强临床护理干预后, HD组与T2DM组血糖

均明显低于进行护理干预前, 提示坚持按照糖

尿病饮食要求进食、进行相应的运动锻炼、坚

持并准确使用口服降糖药物和/或胰岛素来进

行降糖治疗, 及实施有效的出院指导以及出院

后定期随访等综合护理措施[18,19], 可以促进患

者提高对疾病的认识度, 学会自我分析疾病、

监测疾病, 做到自我管理, 在治疗过程中积极配

合, 提高其依从性, 从而达到提高患者临床治疗

效果的目的. 
总之, HD是在肝病的基础上出现胰岛素抵

抗及胰岛素代谢与分泌异常, 同时检测胰岛素

与C肽有助于临床诊断. 对于HD及T2DM患者, 
除给予内科治疗及降糖治疗, 实施有效的综合

护理干预, 能够改善血糖控制情况, 值得临床进

一步推广使用. 
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《Abstracts Journals》和《Digital Object Identifier》
收录. 《世界华人消化杂志》于2012-12-26获得

RCCSE中国权威学术期刊(A+)称号.《世界华人消

化杂志》在中国科学技术信息研究所, 2012-12-07
发布的2011年度《中国科技期刊引证报告(核心

版)》统计显示, 总被引频次3871次(他引率0.82), 
影响因子0.775, 综合评价总分65.5分, 分别位居内

科学研究领域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 
并荣获2011年度中国精品科技期刊.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 循证医学, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及

实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(World Chinese Journal
of Digestology , WCJD , ISSN 1009-3079 (print) 
ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569)》是一份

同行评议和开放获取期刊(Open Access Journal, 
OAJ), 创始于1993-01-15, 旬刊, 每月8、18和28号
出版. 《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 
由483位专家组成, 分布在30个省市、自治区和

特别行政区.
《世界华人消化杂志》的首要任务是出版

胃肠病学, 肝病学, 消化系内镜学, 消化系外科学, 
消化系肿瘤学, 消化系影像学, 消化系介入治疗, 
消化系病理学, 消化系感染学, 消化系药理学, 消
化系病理生理学, 消化系病理学, 消化系循证医

学, 消化系管理学, 胰腺病学, 消化系检验医学, 消
化系分子生物学, 消化系免疫学, 消化系微生物

学, 消化系遗传学, 消化系转化医学, 消化系诊断

学, 消化系治疗学和糖尿病等领域的原始创新性

文章, 综述文章和评论性的文章. 最终目的是出版

高质量的文章, 提高期刊的学术质量, 使之成为指

导本领域胃肠病学和肝病学实践的重要学术性期

刊, 提高消化系疾病的诊断和治疗水平.
《世界华人消化杂志》由百世登出版集团

有限公司(Baishideng Publishing Group, BPG)主
办和出版的一份印刷版, 电子版和网络版三种

版本的学术类核心期刊, 由北京百世登生物医

学科技有限公司生产制作, 所刊载的全部文章存

储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络

版本和电子期刊. 论文出版后, 作者可获得高质

量PDF, 包括封面、编委会成员名单、目次、正

文和封底, 作为稿酬, 样刊两本. BPG拥有专业的

编辑团队, 涵盖科学编辑、语言编辑和电子编

辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
《世界华人消化杂志》被《中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊 2012年版)》,  《中

文核心期刊要目总览(2011年版)》, 《Chemical 
Abstracts》, 《EMBASE/Excerpta Medica》, 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被《中国科技论
文统计源期刊(中
国科技核心期刊 
2012年版)》,《中
文核心期刊要目
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量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2
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相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注) .  如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包括

“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 
不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则应成

23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数

字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如
1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 
写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起

至1985年6月25日10时30分止, 写作1985-04-12 
T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12
日起至1985年6月15日止, 写作1985-04-12/06-16, 
上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数

的有效位数根据分母来定:分母≤100, 百分数到个

位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余
类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿
拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯

数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑

圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的汉

语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数

字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间改用

逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 
表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之

首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号

的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号通常

占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折

号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符的

宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线

表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题

名, 一般20个字. 避免用“的研究”或“的观

察”等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 
并对文章的重要的知识内容进行批评性修改; 
(3)接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符

合条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可

放入志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 
多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与

名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 《世

界华人消化杂志》要求所有署名人写清楚自

己对文章的贡献. 世界华人消化杂志不设置共

同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省

市及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德

医学院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾

病的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设

计; 研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金

芳、杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用

新试剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由

陈湘川、杨兰及庞丽娟完成; 本论文写作由陈

湘川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策

略, 将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文

章一同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上
海交通大学医学院附属医院仁济医院, 上海市

消化疾病研究所.

《世界华人消化
杂 志 》 编 辑 部 , 
100025, 北京市朝
阳区, 东四环中路
62号, 远洋国际中
心D座903室 ,  电
话: 010-8538-1892, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
wcjd@wjgnet.com; 
http://www.wjgnet.
com
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3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第

二附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实

验室. huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 
多作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的

汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment 
Center for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China. wcjd@
wjgnet.com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述

改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足

够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可

理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内

非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使

用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应

注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易被

读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方

注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线

条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩

性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; 
D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、

■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学

显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang
等”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生 [1]报告…… ,  潘伯荣等 [2-5]认为…… ; 

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文献

[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, PubMed,
《中国科技论文统计源期刊》和《中文核心期

刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 通常应

只引用与其观点或数据密切相关的国内外期刊

中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全体作者). 
文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和DOI编号; 
书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版次, 出
版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络版

的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括

首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审稿人

回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针

对论文、审稿意见和作者的修改情况发表意见, 
指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己

发表的论文, 使文章的发表成为一个编者、同行

评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/

tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 所有的

来稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通

过为录用, 否则将退稿或修改后再审. 

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作

者投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一

稿多投; (2)是否有经济利益或其他关系造成

的利益冲突; (3)所有作者均审读过该文并同

意发表, 所有作者均符合作者条件, 所有作者

均同意该文代表其真实研究成果, 保证文责自

负; (4)列出通讯作者的姓名、职称、地址、电

话、传真和电子邮件; 通讯作者应负责与其他

作者联系, 修改并最终审核复核稿; (5)列出作

者贡献分布; (6)来稿应附有作者工作单位的推

荐信, 保证无泄密, 如果是几个单位合作的论

文, 则需要提供所有参与单位的推荐信; (7)愿
将印刷版和电子版出版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作

者符合要点承诺书、版权转让信等书面材料

电子版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件

上传至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问

题由作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2014年国内国际会议预告

2014-03-12/15
2014年亚太肝病研究协会肝病周(APASL)
会议地点: 澳大利亚
联系方式: http://apasl2014.com/

2014-04-05/09
2014年美国癌症研究协会大会(AACR)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.aacr.org/home/scientists/meetings--
workshops/meetings--workshops-calendar.aspx

2014-04-09/13
2014年第49届欧洲肝病研究协年会(EASL)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.easl.eu/_the-international-liver-
congress/general-information

2014-04-18/05-20
2014中国超声医学学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: http://www.cuda.org.cn/new/meeting

2014-04-26/27
中华医学会临床药学分会2014年全国学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.cncscp.org/ 

2014-05-04/06
2014年美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.ddw.org/attendees/faqs

2014-05-16/18
2014第七届世界癌症大会
会议地点: 南京市
联系方式: http://www.bitlifesciences.com/cancer2014/cn/
meeting.asp

2014-05-23/24
第六届药源性疾病与安全用药中国论坛-消化系统与肝
病药物专题研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: adrhuiyi@126.com

2014-05-30/06-03
2014年美国临床肿瘤协会年会(ASCO)
会议地点: 美国
联系方式: http://www.asco.org/meetings/calendar-events

2014-06-04/07
2014年第20届国际肝移植协会年会(ILTS)
会议地点: 英国
联系方式: http://www.ilts.org/meetings/

2014-06-09/12
2014年第47届欧洲儿科胃肠病, 肝病和营养学协会大会
(ESPGHAN)
会议地点: 以色列
联系方式: http://www.espghan2014.org/

2014-06-18/21
2 0 1 4年欧洲胃肠与腹部放射学协会肝部成像研讨会
(ESGAR)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.esgar.org/files/File/ESGAR14

2014-06-25/28
2014年世界胃肠癌大会(WGIC)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://worldgicancer.com/WCGI 

2014-06-25/28
2014年第14届欧洲内窥镜手术协会国际大会(EAES)
会议地点: 法国
联系方式: hdimcs@163.com

2014-06-27/28
2014中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 上海市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-07-26/31
2014年世界移植大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.wtc2014.org/

2014-07-28/30
第3届国际肠胃病学与泌尿学大会
会议地点: 美国
联系方式: http://www.omicsgroup.com/gastroenterology-
urology-conference-2014/registration.php 

2014-09-05/07
2014年第8届国际肝癌协会大会(ILCA)
会议地点: 日本
联系方式: http://www.ilca2014.org/

2014-09-26/30
2014年欧洲临床肿瘤协会年会(ESMO)
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/

2014-10-18/22
2014年第22届欧洲联合胃肠病学周(UEG)
会议地点: 奥地利
联系方式: http://www.ueg.eu/week/past-future/future-ueg-week/
 

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



崔莲花 副教授
青岛大学医学院公共卫生系

戴朝六 教授

中国医科大学第二临床学院(盛京医院)肝胆外科

杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院

高英堂 研究员

天津市第三中心医院

高泽立 副教授

上海浦东新区周浦医院消化科, 上海交大医学院九院周浦分院

江建新 副主任医师

贵阳医学院附属医院肝胆胰脾外科

李正荣 副教授

南昌大学附属第一医院胃肠外科

李涛 副主任医师
北京大学人民医院肝胆外科

刘绍能 主任医师

中国中医科学院广安门医院

彭亮 副主任医师

中山大学附属第三医院感染科

倪润洲 教授

南通大学附属医院消化内科

任粉玉 教授

吉林省延边大学附属医院消化内科

汤华 研究员

重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室

齐清会 教授

大连医科大学附属第一医院

邱伟华 主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

王娅兰 教授

重庆医科大学基础医学院病理教研室

吴建兵 教授

南昌大学第二附属医院

吴军 研究员

中国人民解放军军事医学科学院生物工程研究所

吴泰璜 教授

山东省立医院肝胆外科

吴建兵 教授

南昌大学第二附属医院

肖恩华 教授

中南大学湘雅二医院

肖秀英 主治医师

上海交通大学医学院附属仁济医院肿瘤科

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

袁红霞 研究员

天津中医药大学

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

张明辉 副主任医师

河北医科大学第一医院 

张占卿 主任医师

上海市复旦大学公共卫生中心肝脏病学、传染病学

郑鹏远 教授

郑州大学第二附属医院消化科

张宗明 教授
清华大学第一附属医院

周晓武 副主任医师
中国人民解放军空军总医院普外科

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年8月28日; 22(24):Ⅰ
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

®

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



                                                                 

《中文核心期刊要目总览》收录证书

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

®

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



Published by Baishideng Publishing Group Inc
8226 Regency Drive, Pleasanton, 

CA 94588, USA
Fax: +1-925-223-8242

Telephone: +1-925-223-8243
E-mail: bpgoffice@wjgnet.com

http://www.wjgnet.com

  

                                                          © 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.  

I SSN 100 9 3 0 79
2 4>

9 771009 307056


	封面.pdf
	编委.pdf
	目次.pdf
	3557.pdf
	3565.pdf
	3573.pdf
	3580.pdf
	3587.pdf
	3592.pdf
	3600.pdf
	3608.pdf
	3613.pdf
	3619.pdf
	3625.pdf
	3632.pdf
	3639.pdf
	3644.pdf
	3649.pdf
	3654.pdf
	3660.pdf
	3665.pdf
	3670.pdf
	3675.pdf
	3681.pdf
	3685.pdf
	3690.pdf
	3699.pdf
	3705.pdf
	3710.pdf
	3718.pdf
	3722.pdf
	指南.pdf
	会议.pdf
	志谢.pdf
	feng4.pdf
	封底.pdf

