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Abstract
Crohn’s disease (CD) is one of the two major 
forms of inflammatory bowel disease (IBD). 
Although the etiology of CD is unclear, many 
experimental and clinical observations support 
the potential role for intestinal microflora in the 
pathogenesis of CD. Manipulation of the lumi-
nal content using antibiotics may therefore rep-
resent a potentially effective therapeutic option. 
Some randomized controlled trials have dem-
onstrated the efficacy of these drugs in treating 
the perianal disease, inducing and maintaining 
of CD remission and decreasing CD recurrence 
rates in operated patients. However, the use of 
antibacterial therapy for CD is also controversial, 
even this approach is frequently and success-
fully adopted in clinical practice. Fairly narrow 
indications for antibiotics are suggested by cur-
rent management guidelines. Large studies are 
required to better define the role of antibacterial 
agents and combination regimens in CD. Broad-
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  述评 EDITORIAL 

抗生素治疗克罗恩病的合理选择与应用

黄 奇, 周丽峰, 缪应雷

®

■背景资料
抗 生 素 可 用 于
治 疗 克 罗 恩 病
(Crohn's disease, 
CD)并发症, 亦可
用于CD活动期、
术后预防复发. 目
前广泛使用的治
疗CD的抗生素有
甲硝唑、喹诺酮
药物和利福昔明
等. 尽管疗效得到
一定的认可, 但缺
乏足够的理论支
撑, 且药物可产生
严重的不良反应, 
使得合理规范的
使用抗生素治疗
CD仍是临床一大
难题. 

spectrum antibiotics, such as metronidazole, flu-
oroquinolones and rifaximin, are widely used to 
treat CD, and their effects have been recognized. 
Because of the lack of adequate theoretical sup-
port and adverse drug reactions, the reasonable 
application of antibiotics to treat CD is still a 
clinical problem. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Antibiotics; Crohn’s disease; Gut micro-
biota; Metronidazole; Ciprofloxacin; Rifaximin
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摘要
克罗恩病(Crohn's disease, CD)是一种慢性复
发性肠道炎症性疾病, 其发病机制至今尚不
明确. 大量的研究表明肠道细菌参与CD的始
动和持续. 抗生素通过改变肠道菌群发挥作
用, 单独或联合其他药物使用, 是治疗CD的合
理策略. 虽然已有研究证实抗生素对活动期
CD、静止期CD、预防术后复发、肛周瘘管
等都有疗效, 但抗生素目前仍只被推荐用于有
感染并发症的CD患者. 抗生素用于治疗CD仍
需大样本、多中心循证医学证据. 目前被大家
广泛应用于CD治疗的抗生素有甲硝唑、喹诺
酮药物和利福昔明等, 尽管疗效得到大家的认
可, 但缺乏足够的理论支撑, 且目前药物的不
良反应, 使得合理规范的使用抗生素治疗CD
仍是临床一大难题. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 抗生素; 克罗恩病; 肠道菌群; 甲硝唑; 环丙

沙星; 利福昔明

核心提示: 研究证实抗生素对活动期克罗恩病

(Crohn's disease, CD)、静止期CD、预防术后复

发、肛周瘘管并发症等都有疗效, 但抗生素是否

需要及种类、剂量、维持时间、是否需要与其
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■研发前沿
目前的CD抗生素
治疗属经验治疗. 
有肛周病变及感
染并发症时抗生
素的使用获得肯
定 .  但 其 维 持 时
间、最佳剂量、
是否需要与其他
治疗联用以及长
期使用可能带来
的不良影响及耐
药 性 ,  仍 需 进 一
步探讨.

他治疗联用以及长期使用可能带来的不良反应, 
仍需更多循证医学证据.

黄奇, 周丽峰, 缪应雷. 抗生素治疗克罗恩病的合理选择与

应用.  世界华人消化杂志  2013; 21(35): 3923-3931  URL: 
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0  引言

克罗恩病(Crohn's disease, CD)是一种慢性复发

性肠道炎症性疾病, 其发病机制至今尚不明确. 
目前广为大家接受的机制是: 在环境因素作用

下, 肠道菌群及产物刺激肠道黏膜免疫系统, 诱
发具有遗传易感人群的肠道免疫系统功能紊乱, 
引起T细胞活化以及体液免疫的发生, 导致CD
发生[1]. 目前CD治疗常选用减轻炎症的氨基水

杨酸制剂、糖皮质激素, 抑制宿主对细菌的过

度激活的免疫反应的免疫调节剂以及以炎症反

应过程的不同环节为作用靶点的生物制剂. 但
这些药物临床治疗效果欠佳, 不良反应较大, 病
情常反复. 比起单纯的改善症状、抑制宿主的

免疫反应及炎症过程的治疗, 减少发病始因的

治疗策略更有优势[2]. 
肠道细菌被认为是参与CD发病的始动和持

续因素. 虽然尚缺乏足够的证据证实存在特异

的细菌与CD的发病相关, 但结核分枝杆菌、假

单胞菌、大肠杆菌、脆弱拟杆菌等被均报道过

与CD密切相关[3]. 在无菌动物体内构建肠道炎症

模型的失败; CD好发部位是肠道接触细菌最多的

部位; 广谱抗生素能改善慢性肠道炎症, 对粪流

(fecal stream)进行外科转移手术能预防CD病的复

发; CD患者肠道拟杆菌等厌氧菌增多, 而双歧杆

菌、乳酸菌等益生菌的减少等这些发现都说明

了肠道菌群对CD的发生发展有重要作用[4,5]. 抗
生素通过改变肠道菌群发挥作用, 单独或联合

其他药物使用, 是治疗CD的合理策略. 
目前被大家广泛应用于CD治疗的抗生素有

甲硝唑、喹诺酮药物和利福昔明等. 他们不仅

用于治疗CD并发症(表1), 亦用于CD活动期、术

后预防复发的治疗. 尽管疗效得到大家的认可, 
但缺乏足够的理论支撑, 且目前药物的不良反

应, 使得合理规范的使用抗生素治疗CD仍是临

床一大难题. 

1  抗生素在CD治疗中的作用

1.1 抗结核药物 1913年, Dalziela等[6]发现副结核

分枝杆菌(M. avium subspecies paratuberculosis, 

MAP)感染反刍动物后, 能诱发慢性非干酪样坏

死性肠炎, 与人类CD的病理改变有很多相似之

处, 由此认为MAP感染可能是引起CD的病因. 
近100年来, 大量研究集中在副结核分枝杆菌

感染与CD发病的关系上, 但两者之间的关系仍

不明确. 1980-1990年, 有大量研究报道了在CD
患者血液和肠黏膜组织中能分离出MAP, 推测

MAP是CD的病因[7]. 基于此, 许多抗结核药物用

于临床CD的治疗中. 但2007年Selby等[8]使用氯

法齐明、克拉霉素、利福布丁3种抗结核药物

对213例CD患者进行持续两年的观察治疗, 结
果发现仅在最初的联合布地奈德治疗的16 wk
能观察到显著疗效, 接下来的两年, 在任何时间

点都没发现抗结核药物组与对照组有显著的区

别. 将抗结核药物与激素联合也收效甚微. 由此

认为这3种抗结核药物并不能有效治疗CD. 就此

MAP与CD的关系遭到了质疑, 但这结果并不能

完全否定MAP在CD发病中的作用. 此研究选取

的联用的3种抗结核药物虽然对MAP有很好的

治疗效应, 但剂量选择相对较低, 而对照组的美

沙拉嗪或硫唑嘌呤也有潜在的抗结核活性, 因
此与对照组无区别并不能说明其无效. 而现在

被大家广为接受的CD治疗药物抗肿瘤坏死因子

在对宿主抵抗结核分枝杆菌的过程中也发挥了

重要作用. 且一些临床研究也发现抗结核药物

对CD有治疗作用. 虽然不能排除这些抗结核药

物具有的广谱抗菌活性(例如利福霉素及其衍生

物利福昔明, 能有效的抗拟杆菌、衣原体、李

斯特菌等), 但抗结核药物对CD的治疗作用不能

忽视[9,10]. 
1.2 广谱抗菌药 MAP并不是被研究的引发CD的

唯一病原体, 耶尔森氏鼠疫、李斯特菌、衣原

体等都被报道是CD的病因. 且研究发现CD患者

肠道致病菌增加, 而益生菌减少是发病的重要

原因[11]. 抗生素可能通过不同方式达到对CD起

到治疗作用, 例如通过降低患者肠腔内的有害

细菌, 促进益生菌生长达到减轻炎症、缓解病

情、防止复发; 通过减少肠腔内细菌对周围组

织的侵犯, 减少细菌迁移和系统播散以改善疼

痛、腹泻等症状[12]. 尽管研究者们仍在探索细菌

是CD的最初病因, 抑或只是通过破损的肠道壁

加重患者症状, 还是通过各种途径引起免疫系

统的过度激活, 但临床上已经广泛使用抗生素

治疗各个阶段的CD[13]. 
1.2.1 活动及静止期CD: 具有黏附侵袭性的大

肠杆菌也在CD患者的肠黏膜组织中被发现, 这
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■相关报道
国内外已有研究
证实抗生素对活
动期CD、静止期
CD、预防术后复
发、肛周瘘管并
发症等都有疗效, 
但相关的指南仍
只推荐用于有感
染并发症CD患者.

种致病菌侵入巨噬细胞中, 并在细胞内复制, 从
而导致肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)的大量释放, 其在CD的发生发展中起重

要作用[14]. 克拉霉素是一种广谱的大环内脂类抗

生素, 能渗入巨噬细胞, 有效的杀灭致病菌, 但
现有的研究证实其对CD的治疗效果不佳, 故不

推荐临床使用[15]. 
CD治疗中最常用的两个抗生素是甲硝唑和

环丙沙星. 这两种抗生素均具有广谱抗菌活性

和免疫调节作用, 对肠杆菌等厌氧菌有很强的

抗菌活性. 他们被多项临床实验用于CD活动期

的治疗, 尽管结果存在争议, 但能肯定其对结肠

或回结肠活动期CD有很好的治疗作用[16,17]. 
抗生素要对CD达到治疗作用往往需要长期

使用, 但是不良反应的高发限制了其使用. 口服

不易吸收, 在肠道浓度较高的广谱抗生素利福

昔明在此方面显现了更大优势. 由于其较少的

副作用, 能被患者长期耐受, 近年来作为CD治疗

药物被广泛研究. 临床研究证实其能显著改善

CD患者的症状, 尤其是轻中度CD、激素抵抗或

依赖的患者[18,19]. 虽然已有报道称使用利福昔明

可导致难辨梭状芽孢杆菌(clostridium  difficile , 
Cd )感染[20], 但其仍被学者们推荐用于对甲硝唑

耐药患者的治疗. 
1.2.2 预防术后复发: 肠道切除术后防止复发是

CD手术患者预后好坏的关键, 而抗生素的合理

利用是重点. 术后复发与细菌或其产物有密切

关联是公认的. 术后回盲瓣的缺失, 使细菌定植

于小肠, 可能是复发的主要原因[21]. 术后复发的

抗生素集中在甲硝唑、奥硝唑或者两者与其他

药物的联合使用. 预防术后复发通常需要长期

服药, 而此两种药物所带来的不良反应制约着

临床应用[22]. 亦有研究建议使用甲硝唑3 mo后
使用硫唑嘌呤维持治疗, 以降低抗生素长期使

用的不良反应[23]. 利福昔明因为其较少的不良反

应, 所以在预防治疗方面具有很大潜力. 
1.2.3 肛周疾病及瘘管: CD患者常并发肛周病变, 

肛瘘最常见, 单一手术治疗疗效不佳, 常出现术

后复发, 需积极予以药物治疗[24]. 甲硝唑和环丙

沙星已被多项研究证实能有效地减少瘘管的流

量, 促进瘘管愈合[25]. 甲硝唑和环丙沙星是治疗

非复杂性肛周瘘管的一线用药. 通常在脓肿引

流后, 持续使用3 mo的甲硝唑[10-20 mg/(kg•d), 
qd ]、环丙沙星(500 mg, bid )或两者联用, 其效果

显著. 而对于难治性瘘管, 联合硫唑嘌呤、英孚

利西单抗疗效更佳[26]. 维持治疗也应考虑上述

抗生素. 尽管大量研究证实抗生素对肛周疾病

治疗有效, 但多为非对照的小样本研究. 这些研

究中, 甲硝唑及环丙沙星虽然能降低瘘管症状, 
但并不能显著促使瘘管的闭合. 另外, 一旦停药, 
容易复发, 且抗生素的不良反应也限制了其在

临床上的使用. 但除口服外, 使用10%甲硝唑软

膏(0.7 g/次, tid )治疗肛周CD, 患者肛周流脓和肛

周疼痛明显好转, 且有良好的耐受性和较少的

不良反应, 可作为CD肛周流脓和肛周疼痛的辅

助性治疗手段[27].
1.3 现存的缺陷

1.3.1 作用部位: CD可发生于从口腔至肛门整个

消化道黏膜, 主要以回肠末端和升结肠部位为

主. 肠道细菌在不同个体、不同部位大有不同, 
不同抗生素对不同部位的治疗效果亦是不一样

的[50]. Sutherland等[36]对99例活动期CD使用甲硝

唑发其对病变位于结肠或回结肠病变者均有效, 
而对单独的小肠无效. 而Leirper等[15]对25例对美

沙拉嗪、激素、硫唑嘌呤治疗无效的活动期患

者予克拉霉素治疗, 发现克拉霉素短期使用能

减少哈维-布拉德肖指数, 但与病变部位无关. 因
此需要根据病变部位选择合适的抗生素. 但现

大部分研究并不严格对比不同部位的抗生素治

疗效果, 且这些研究样本较少, 缺乏对照, 要针

对不同部位的CD选择不同药物提供依据, 还需

更大样本、随机对照试验. 
1.3.2 疾病的进程及表现: CD患者处于活动期

(轻、中、重)及术后, 选用的抗生素是不一样的. 
各项指南均不提倡轻中度CD患者使用抗生素, 
但重度却意见不一. 而目前的研究大部分并没

有很好的区分活动期CD的活动度, 仅泛泛而谈

抗生素应该用于活动期还是静止期CD, 因此具

有很大局限性. 
术后的维持治疗多推荐使用免疫调节剂和

生物制剂, 但由于两类药物有较多的禁忌症, 导
致许多患者无法受益[51]. 而抗生素对CD术后预

防复发的研究为这些患者提供了可选方案. 已
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表  1  抗生素治疗CD的并发症

     
1 腹腔脓肿、蜂窝织炎

2 肛瘘、肛周脓肿、肛裂等肛周疾病

3 肠道狭窄伴细菌过度生长

4 回结肠等肠间瘘、肠-阴道瘘、肠-膀胱瘘等内瘘

5 术后感染

6 其他感染(如梭状菌感染)
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■创新盘点
文章从CD治疗使
用的抗生素的种
类及其应用范围
和现存的缺陷等
方面综述了抗生
素治疗CD时的选
择及应用. 尤其对
近几年来的新的
研究成果进行了
全面准确的概括, 
具有一定的临床
参考价值.
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■应用要点
本文综述了目前
近几年抗生素治
疗CD的最新进展, 
包括CD治疗时抗
生素使用的选择
及应用范围, 发现
目前关于抗生素
治疗CD的研究仍
属经验性研究, 需
要多中心随机对
照实验及针对最
大限度发挥抗生
素疗效而设计合
理、精确的实验
来证实其疗效.
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1.3.4 联合使用: 由于各个药物的抗菌谱不一, 且
目前尚未发现CD发病的特异细菌, 因此药物的

不良反应使得临床治疗选择方案时需注意联合

用药. 在CD的治疗中, 无论是多种抗生素联合使

用, 还是抗生素与一些经典的传统治疗手段联

合应用, 其机制和安全性尚缺乏足够的多中心

随机双盲临床对照试验证实. 因此, 对于如何联

用抗生素及其剂量和疗程等问题, 尚需进一步

探讨和研究. 
1.3.5 不良反应: 抗生素治疗失败最常见的原因

是由于药物的不良反应导致患者不能很好的耐

受. 除甲硝唑能引发不可逆神经损伤, 环丙沙星

可引起伪膜性肠炎等, 抗生素治疗CD最引人关

注的是Cd的感染, 最常见的是此细菌引起的相

关性腹泻(clostridium difficile associated diarrhea, 
CDAD). 近年来, 氟奎诺酮类药物已被证实是

引发Cd感染的主要原因. 对美国1998-2004年所

有炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
与非IBD人群中的CDAD进行比较的研究中, 发
现IBD人群明显高于非IBD. 2004年IBD患者中

CDAD发病率为1.8%, 到2005年已上升至4.6%. 
CDAD是抗生素相关性腹泻的主要原因, 具有较

高的住院率及死亡率, 还会增加CD的复发风险. 
因此, 使用抗生素的CD患者需警惕此并发症的

发生. 关于抗生素的各项研究虽然指出此类不良

反应, 但都简单提及, 缺乏对CD患者抗生素治疗

后引发的并发症的系统回顾及Meta分析. 
1.3.6 我国现状: 我国现缺乏抗生素治疗CD的临

床研究. 原因可能由于CD的发病率较低, 临床医

师缺乏对该病的正确认识. 且由于其症状与感

染性疾病、结核性肠炎相似, 临床诊断、治疗

上常存在误诊误治, 使得CD临床资料较少. 现我

国来自多中心的大宗抗生素治疗CD的报道匮

乏, 大多是单一中心的少量甚至个别的病例报

道. 而这些少量的案例也对因对治疗CD的抗生

素认识的缺乏, 不足以作为我国CD患者选用抗

生素的循证医学证据. 由于CD患者临床表现与

感染性肠炎有相似之处, 且常并发脓肿等并发

症, 因此我国治疗CD时多经验性的应用抗生素. 

2  关于抗生素用于CD治疗的意见指南

2.1 欧洲克罗恩病和溃疡性结肠炎组织(Eu ro-
pean Crohn's and Colitis Organisation, ECCO)诊
断和治疗CD意见(2010年) 轻中度回盲部CD由

于不良反应不推荐使用抗生素. 而重度CD使用

时则要注意并发症. 当影像学证实有脓肿, 或发

热, 腹部有压痛时可考虑使用抗生素. 腹腔脓肿

应予抗生素、穿刺引流; 若出现梗阻时需手术, 
梗阻症状控制后, 建议使用抗生素治疗. 由于缺

乏证据, 并不推荐抗生素用于维持缓解治疗, 亦
不推荐抗结核药物治疗CD[53]. 
2.2 英国胃肠病学会(the british Society of Gastro-
enterology, BSG)关于IBD药物治疗指南(2010年) 
抗生素对CD并发症有重要作用, 例如脓肿和细

菌过度生长, 也有部分证据证实环丙沙星、甲

硝唑对CD预防复发, 治疗肛周疾病有作用. 另外

环丙沙星治疗活动期CD疗效与美沙拉嗪和糖皮

质激素相似. 但需警惕甲硝唑和环丙沙星的不

良反应. 抗结核药物同ECCO[54]. 
2.3 世界胃肠病学组织(World Gastroenterology 
Organization)关于IBD诊断及治疗的实践指南

(2010年) 甲硝唑和环丙沙星是CD最常用的抗生

素, 可用于治疗CD并发症(肛周疾病、瘘管、炎

性肿块、狭窄部位、细菌过度生长). 尚无随机

对照实验证实两者对瘘管有效, 但两者(单独或

联合)可作为一线治疗药物. 若长期使用, 需警惕

不良反应. 两者可增加难辨梭状菌感染的风险, 
当患者出现腹泻时需粪检细菌. 由于甲硝唑价

格低廉, 可在医疗资源匮乏时使用防止CD术后

复发[55]. 
2.4 美国胃肠病学会炎症性肠病小组(American 
College of Gastroenterology IBD Task Force)年关

于IBD药物治疗指南(2011) 活动期CD: 尽管有

研究提出抗生素对活动性CD有治疗作用, 但是

仍不推荐其作为一种常规治疗应用于CD活动期

(推荐指数: 弱, 证据: 低). 肛周瘘管: 抗生素(主
要是甲硝唑、环丙沙星)能有效地改善症状, 但
由于缺乏循证医学证据, 仍不推荐使用(推荐指

数: 弱, 证据: 低). 静止期CD预防复发: 现在的循

证医学证据主要集中在抗结核药物, 临床研究

虽然证实其能预防复发, 但样本过小, 缺乏与其

他药物对照. 现有证据不足以推荐其常规使用, 
但可能对个别患者有用, 需注意抗生素耐药情

况(推荐指数: 弱, 证据: 非常低)[56]. 
2.5 中华医学会消化病学分会炎症性肠病学组

关于炎症性肠病诊断与治疗的共识意见(2012, 
广州) 中度活动性CD: 环丙沙星及/或甲硝唑仅

用于合并感染; 重度活动性CD: 合并感染者予广

谱抗菌药或环丙沙星和/或甲硝唑; 有症状的单

纯性肛瘘以及复杂性肛瘘者首选抗菌药物如环

丙沙星和/或甲硝唑治疗, 并以AZA或6-MP维持

治疗. 肛瘘并发脓肿时可予抗菌药治疗. 术后复

■同行评价
本文有一定指导
意义.
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发, 咪唑类抗菌药物有一定疗效; 甲硝唑有报道

使用, 但长期服用患者多不能耐受[57]. 

3  现有的研究与指南推荐不一致

虽然已有研究证实抗生素对活动期CD、静止期

CD、预防术后复发、肛周瘘管并发症等都有疗

效, 但抗生素目前仍只被推荐用于有感染并发

症的CD患者. 由于现在的研究多为小样本、单

中心、短时效的研究(表2), 结果充满争议, 很难

将他们中的有利结果推广应用于临床, 是目前

研究与指南不一样的原因. 

4  结论

抗生素要发挥疗效需要涵括对致病菌的有效覆

盖、正确的给药途径、正确的剂量、有效的联

合以达到发挥治疗效果最优, 而不良反应最小. 
目前CD的关于抗生素的治疗研究仍属经验性

的、单纯粗浅的研究. CD本身发病机制不清, 菌
群与肠道免疫的相互作用在CD发病中的作用不

明也限制了临床研究的开展. 进一步的临床研

究需要扩大样本量, 扩展多中心的随机对照实

验, 还需要针对最大限度发挥抗生素疗效而设

计合理、精确的实验. 
目前的CD抗生素治疗尚属经验治疗. 肛周

疾病、感染并发症出现时抗生素的使用获得肯

定. 但维持时间、最佳剂量、是否需要与其他

治疗联用以及长期使用可能带来的不良影响及

耐药性, 仍需进一步探讨. 而活动期CD、维持缓

解、术后复发的预防这些方面, 抗生素是否需

要及种类、剂量、时间的选择, 仍需更多的理

论支撑及循证医学证据. 因此临床应用抗生素

治疗CD, 需谨慎合理, 强调个体化治疗. 我国现

缺乏CD患者的可靠的流行病学资料, CD抗生素

治疗的报道更是缺乏. 为合理使用药物治疗CD, 
我们需要进一步完善CD资料, 增加对CD处理方

式的报道, 并适当的开展一系列临床研究. 
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Abstract 
AIM: To clone and express human des-γ-carboxy 
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异常凝血酶DCP基因克隆表达、纯化及单克隆抗体制备
与鉴定

沈 鹏, 司 进, 李琦雯, 渠利利, 李璐蓉, 严晓璐, 季国忠

®

■背景资料
肝 细 胞 性 肝 癌
(hepa toce l lu la r 
carcinoma, HCC)
是一种常见的恶
性肿瘤, 其死亡率
很高. 肝癌的早期
诊断是治疗能否
取得成功的关键, 
而临床上甲胎蛋
白(α-fetoprotein, 
AFP)诊断肝癌仍
存在一定的不足, 
所以寻找新的有
助早期诊断HCC
血清标志物一直
是备受关注的研
究热点. 

prothrombin (DCP), a valuable serum marker 
for hepatocellular carcinoma (HCC), and to pre-
pare the monoclonal antibody (mAb) against 
DCP. 

METHODS: The DCP gene was cloned into the 
prokaryotic expression vector pCold II. The 
recombinant construct was expressed in BL21 
Escherichia coli strain, and the recombinant pro-
tein with an N-terminal 6-His tag was purified 
by nickel chelate-nitrilotriacetic-acid (Ni-NTA) 
affinity chromatography. The purified protein 
was used to immunize the Balb/c mice for mAb 
preparation. The sensitivity and specificity of the 
mAb were assessed by indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), Western blot and 
immunohistochemistry. 

RESULTS: The recombinant DCP protein was 
successfully expressed and purified, and its mo-
lecular weight was approximately 23 kDa. One 
hybridoma cell line stably secreting anti-DCP 
monoclonal antibody named 3B5 was obtained. 
Western blot analysis and immunohistochemis-
try indicated that the DCP mAb showed specific 
combination with DCP. ELISA detection indi-
cated that the titer of the mAb was 1:2.43 × 105. 
The immunoglobulin isotype of the mAb was 
identified as IgG2a.

CONCLUSION: The successful preparation of DCP 
mAb may lay a solid foundation for the research of 
the use of DCP in early diagnosis of HCC. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
人去羟基凝血素
(Des-γ -carboxy 
p r o t h r o m b i n , 
DCP)在临床上是
一个具有很好应
用前景的肝癌血
清 标 志 物 .  虽 然
DCP被发现时间
较 久 ,  国 外 已 有
抗 体 ,  但 是 价 格
昂 贵 ,  而 且 D C P
抗体的生产会受
到如抗原的免疫
原性低、复性困
难的限制等原因, 
难以规模化扩大
生 产 ,  不 适 合 其
推 广 使 用 .  关 于
DCP蛋白的生物
学功能研究已经
全 面 开 展 ,  亟 需
高质量的抗体.

摘要
目的:  通过克隆、表达一种有前景的肝癌
肿瘤标志物人去羟基凝血素(Des-γ-carboxy 
prothrombin, DCP), 制备抗DCP单克隆抗体并
初步鉴定其特性. 

方法: 依据DCP 基因序列, 合成DCP 全长基
因, 构建原核表达载体pColdⅡ-DCP, 转化至
Escherichia coli BL21(DE3), IPTG诱导表达, 
以Ni2+亲和层析柱纯化带有His标签的DCP蛋
白. 纯化的蛋白免疫Balb/c小鼠, 制备抗DCP
单克隆抗体. 以ELISA法检测抗体效价与亚
型; Western blot和免疫组织化学染色鉴定抗
体特异性. 

结果: 成功表达并获得DCP蛋白, 其相对分子
量约为23000; 获得1株稳定分泌抗人DCP单克
隆抗体杂交瘤细胞株3B5; Western blot和免疫
组织化学结果显示抗人DCP单克隆抗体能与
DCP发生特异性结合, 且ELISA检测抗体的效
价为1∶2.43×105, 其亚类为IgG2a. 

结论: 成功制备了抗人DCP单克隆抗体, 为进
一步将该抗体应用于肝癌的早期诊断提供了
重要工具. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 异常凝血酶原; 原核表达; 杂交瘤技术; 单

克隆抗体; 肝细胞肝癌; 肿瘤标志物

核心提示: 本文以pCold Ⅱ原核表达载体诱导

表达纯化6×H is标签的人去羟基凝血素(Des-γ-
carboxy prothrombin, DCP)重组蛋白, 为今后规模

化生产提供基础; 并最终获得1株持续稳定分泌

抗DCP mAb杂交瘤细胞株, 成功制备了效价高、

特异性好的鼠抗人DCP单克隆抗体, 并检测了肝

细胞肝癌中的DCP的表达. 

沈鹏, 司进, 李琦雯, 渠利利, 李璐蓉, 严晓璐, 季国忠. 异常凝

血酶DCP 基因克隆表达、纯化及单克隆抗体制备与鉴定.  世界

华人消化杂志  2013; 21(35): 3932-3939  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/3932.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.3932

0  引言

肝细胞性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是一种常见的恶性肿瘤, 其死亡率很高. 在我国, 
肝癌的死亡率占恶性肿瘤的第2位, 占全球肝癌

死亡人数的53%[1], 肝癌的发生发展是一个涉及

多阶段、多因素的复杂过程, 除了依赖于肿瘤

细胞自身以外, 肿瘤周围的局部微环境也起着

重要的作用[2]. 在我国, HCC主要和乙型肝炎病

毒感染、肝硬化相关. 有典型临床症状的就诊

患者, 往往已届晚期, 肝癌的早期诊断是治疗能

否取得成功的关键, 而每年一次的血清甲胎蛋

白(α-fetoprotein, AFP)测定和B型超声检查是肝

癌普查的基本措施[3,4]. 目前, AFP是临床上诊断

HCC最常用的血清肿瘤标志物, 但是AFP在一些

良性肝病、部分生殖系统和胃肠道的恶性肿瘤

中也会升高, 诊断肝癌仍存在一定的缺陷[5,6], 所
以寻找新的有助早期诊断HCC血清标志物一直

是备受关注的研究热点. 
Liebman等[7]在1984年首次报道了人去羟基

凝血素(Des-γ-carboxy prothrombin, DCP)水平升

高存在于91%的肝癌患者血清中. DCP即异常凝

血酶原, 与正常凝血酶原区别在于其氨基酸特

定位置上的谷氨酸残基未经羧基化. 当肝细胞

发生癌变时, 内质网不能将DCP羧化成有活性

的凝血酶原, 从而使DCP含量升高. DCP在临床

上是一个具有很好应用前景的肝癌血清标志物, 
如果作为AFP诊断HCC的补充指标, 将能改善

HCC的早期诊断. 
关于DCP蛋白的生物学功能研究已经全面

开展, 亟需高质量的抗体. 虽然DCP被发现时间

较久, 国外已有抗体, 但是价格昂贵, 而且目前

国内对于抗DCP抗体制备的报道较少. 因为DCP
单克隆抗体的生产会受到如抗原的免疫原性

低、复性困难的限制等原因, 难以规模化扩大

生产, 不适合其推广使用. 为此, 本研究拟通过

构建DCP原核表达载体, 表达、纯化DCP重组蛋

白, 免疫小鼠, 获得一株能稳定分泌抗人DCP单
抗的杂交瘤细胞. 经ELISA及Western blot等多种

手段对所得的单克隆抗体进行生物学特性分析, 
制备出具有良好特异性和效价的抗DCP mAb, 
为进一步研究DCP在肝癌发生发展中的作用机

制以及为后期肝癌早期诊断试剂条的开发奠定

了良好的实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒pCold Ⅱ、菌株大肠杆菌(Esch-
erichia coli , E. coli )宿主菌DH5α和BL21(DE3)、
小鼠骨髓瘤细胞株(Sp2/0)由本实验室保存; 实
验动物Balb/c小鼠(6-8周龄, ♀, SPF清洁级)购自

南京医科大学实验动物中心; 胎牛血清购自美

国Invitrogen公司; 辣根过氧化物酶标记的山羊

抗小鼠IgG抗体购自北京中杉金桥生物技术有
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■相关报道
Gao等关于DCP的
Meta分析中, 可以
看出DCP是一个
可以与AFP相媲
美的肝癌肿瘤标
志物.

限公司; 标准蛋白Marker、Taq DNA聚合酶、T4 
DNA连接酶购自美国Fermentas公司、限制性内

切酶NdeⅠ和Hind  Ⅲ购自TaKaRa公司; ECL试
剂盒、Protein A琼脂糖亲和层析柱、Ni-NTA琼

脂糖柱购自GE Healthcare公司; 弗氏完全佐剂

和不完全佐剂、免疫球蛋白标准亚类鉴定试剂

盒、细胞培养基均为美国Sigma产品; BCA蛋白

定量试剂盒购自凯基公司; 引物由南京钟鼎生

物有限责任公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 pCold Ⅱ-DCP表达载体的构建: 依据DCP
基因序列, 合成DCP基因后, 经1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测, 并对其用限制性内切酶NdeⅠ和Hind
Ⅲ双酶切的原核表达载体pCold Ⅱ连接, 转化

至大肠杆菌E. coli . DH5α中扩增, 再转入E. coli . 
BL21(DE3)感受态细胞, 接种于LB固体培养基

中, 含氨苄青霉素(Amp)100 mg/L, 抽取质粒, 进
行NdeⅠ和HindⅢ酶切鉴定和测序(测序由南京

钟鼎生物有限责任公司完成). 
1.2.2 DCP融合蛋白的表达及纯化: 挑取含重组

质粒pCold Ⅱ-DCP-BL21的菌落接种于10 mL 
LB培养基(Amp, 100 mg/L)中, 220 r/min 37 ℃摇

菌过夜, 按1∶100比例接种于1000 mL的LB培养

基(Amp, 100 mg/L)中, 相同条件下培养3 h, 待菌

液达到A 600时加入IPTG至终浓度为0.5 mmol/L, 
15 ℃、25 ℃、37 ℃分别振摇培养16 h, 诱导培

养结束后, 收集菌体到50 mL无菌离心管, 并分

别对不同诱导时间样品行SDS-PAGE电泳, 未
诱导的工程菌做对照, 分析不同诱导温度条件

下目的蛋白表达情况, 摸索最佳诱导温度. 5000 
r/min 4 ℃离心10 min, 弃上清, 重悬于20 mL 
lysis buffer(20 mmol/L Tris-HCl包含1 mmol/L蛋
白酶抑制剂混合物, pH 8.0)中, 经细胞超声破碎

仪破碎(超声2 s、冷却4 s、功率100 W), 12000 
r/min、4 ℃离心15 min后分别收集沉淀和上清, 
SDS-PAGE分析目的蛋白的可溶情况. 沉淀重悬

于lysis buffer (含8 mol/L尿素), 并经0.22 μm滤

膜过滤, 过Ni-NTA层析柱进行纯化; 10倍的柱体

积lysis buffer(含8 mol/L尿素+20 mmol/L咪唑)洗
涤; 用buffer C(20 mmol/L Tris-HCl buffer, pH 8.0, 
含150 mmol/L NaCl, 8 mol/L尿素, 250 mmol/L咪
唑)洗脱目的蛋白. 将洗脱的蛋白, 用含有一定浓

度梯度的尿素(6、5、4、2、1 mol/L)进行复性, 
最终用PBS透析. 透析完成后冻干浓缩蛋白, 测
定浓度为1.5 mg/mL, 后进行SDS-PAGE分析. 
1.2.3 动物免疫: 取6只6-8周龄体质量为18-20 g

的Balb/c小鼠, 首次免疫时将纯化的DCP蛋白与

等体积弗氏完全佐剂完全混合乳化, 经左下腹

注射, 剂量为100 μg/只, 以后每隔2 wk取同等剂

量的抗原和等体积的弗氏不完全佐剂加强免疫, 
共计4次. 第4次加强免疫1 wk后眼眶采血, 间接

ELISA法检测小鼠外周血抗DCP抗体的效价. 效
价高者于融合前3 d用纯化的蛋白尾静脉冲击免

疫一次, 注射剂量同前. 
1.2.4 mAb的制备、纯化与效价测定: (1)杂交瘤

细胞的制备: 将生长状态良好的Sp2/0骨髓瘤细

胞与免疫小鼠脾细胞以1∶10的比例混合, 加入

50%聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)进行融

合, 融合过程按常规方法进行[8,9]. 用DCP表达

蛋白作为检测抗原, 对有融合细胞孔的上清液

进行间接ELISA检测, 一抗为细胞培养上清, 二
抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG(1
∶2000稀释), TMB显色检测筛选阳性细胞克隆

株. 将筛选的阳性细胞克隆株用有限稀释法进

行单克隆筛选, 间接ELISA法检测, 直至阳性率

达100%, 筛选出稳定分泌抗DCP抗体的杂交瘤

细胞株进行扩大培养, 并冻存于液氮中; (2)抗体

的纯化及效价测定: 选择Balb/c经产母鼠, 每只

腹腔注射灭菌液体石蜡0.5 mL, 1 wk后, 经腹腔

接种杂交瘤细胞0.5 mL(1×106细胞/只). 10-14 d
后小鼠腹部明显肿胀收集腹水, 12000 r/min离心

10 min, 去除上层的脂肪、液体石蜡和沉淀, 吸
取淡黄色腹水, 将腹水经Protein A琼脂糖亲和层

析柱获得纯化抗体, 之后在PBS中进行4 ℃透析

过夜, 隔日BCA法测定抗体浓度, ELISA法测定

抗体效价, 然后加入50%甘油混合, 小量分装后

-80 ℃保存备用. 
1.2.5 mAb的生物学特性分析和鉴定: (1)mAb的
Ig亚类鉴定: 取杂交瘤培养上清, 采用ELISA方

法进行亚型测定(参照Sigma公司小鼠单克隆抗

体亚型检测试剂盒说明书进行); (2)mAb特异性

鉴定: 将上述表达的DCP蛋白用12%SDS-PAGE
凝胶电泳, 转移至硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶粉封

闭2 h, 应用上述制备的抗DCP mAb为一抗, 1∶
1000稀释, 4 ℃孵育过夜, TBST洗涤4次, 加入辣

根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG(1∶8000稀
释), 37 ℃孵育1 h, 洗涤, 最后凝胶成像仪进行显

色, 观察结果; (3)mAb效价的检测: 将杂交瘤细

胞的培养上清, 按梯度稀释, 经间接ELISA法测

定mAb的效价(效价即样品A/空白A≥2.1的最高

稀释度). 
1.2.6 免疫组织化学法检测及结果判断: 取人正
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■创新盘点
本实验选择带有
His标签的pCold 
Ⅱ低温表达DCP, 
蛋白结构稳定, 产
量较高, 与天然蛋
白相似, 可更好的
作为抗原免疫制
备较高质量抗体.

常肝组织及肝癌石蜡组织, 制作4 μm厚的组织

切片进行二甲苯脱蜡, 用0.03%H2O2室温处理

切片20 min, 消除内源性过氧化酶的活性, 用血

清封闭, DCP一抗(1∶400)孵育1 h后, 加生物素

标记的第二抗体, 孵育45 min, 加ABC复合物45 
min, DAB显色, 观察、记录. 

2  结果

2.1 重组质粒pCold Ⅱ-DCP的构建和鉴定 重组质

粒pCold Ⅱ-DCP经5' NdeⅠ和3' Hind  Ⅲ进行双酶

切, 出现两条特异性条带, 位置与pCold Ⅱ和目的

片段的大小一致(图1). 测序结果显示目标序列与

NCBI(Accession number. NC_000011.9)相应序列

相符, 证实表达载体pCold II-DCP构建成功. 
2.2 DCP蛋白的诱导表达及纯化

2.2.1 摸索最佳诱导温度选择及DCP蛋白的可

溶性分析: 温度对于目的蛋白的表达量以及表

达形式有非常重要的影响. 0.5 mmol/L IPTG浓

度、诱导16 h相同的条件下, 选取3个不同的温

度梯度15 ℃、25 ℃和37 ℃对pCold Ⅱ-DCP-
B L21大肠杆菌进行诱导表达 .  诱导后S D S-
PAGE(图2)电泳显示: 在15 ℃、23 kDa处有DCP
的表达, 且表达在沉淀中. 
2.2.2 DCP蛋白的纯化及复性: 大量诱导经超声

破碎, 取其沉淀, 经N i2+亲和层析柱纯化及复性

(图3), 并BCA法测定蛋白浓度为1.5 mg/mL, 用
BID-RAD quantity one软件分析显示DCP蛋白纯

度>80%. 
2.3 抗DCP mAb的制备与纯化 取血清抗体效价

最高的免疫小鼠的脾细胞与Sp2/0骨髓瘤细胞融

合, 采用ELISA法检测细胞培养上清中抗体的分

泌情况, 结果初筛10株阳性克隆; 又进行3次单

克隆筛选, 直至所有克隆孔的阳性率达100%. 阳
性克隆按有限稀释法进行克隆化培养, 筛选出1
株稳定分泌特异性抗DCP mAb的杂交瘤细胞株, 
命名为3B5, 通过Protein A亲和层析获得纯化的

抗体, 电泳结果显示呈清晰的两条带, 分别为免

疫球蛋白重链约55 kDa, 轻链约25 kDa(图4), 用
BCA法测定纯化的抗体浓度为0.7 mg/mL; 经过

3 mo以上传代能良好生长, 并稳定分泌抗体. 
2.4 抗体亚类、特异性鉴定及效价测定 (1)mAb
的Ig亚类鉴定: 应用Sigma单克隆抗体亚类检

测试剂盒进行抗体亚类鉴定, 按照说明书酶联

免疫捕获法表明其免疫球蛋白亚类为I g G2a; 
(2)m A b特异性鉴定: 单克隆抗体的特异性通

过免疫印迹实验进行验证. 用已获得的抗DCP 
mAb为一抗, 结果显示, 经诱导后与纯化后的

DCP蛋白在23 kDa处各有一条特异的反应条带

(图5), 而未经诱导的菌体蛋白没有条带, 证明此

单抗特异性针对DCP重组蛋白; (3)mAb效价的

检测: 经间接ELISA测定, 小鼠腹水DCP单克隆

抗体的效价达1∶243000以上(图6). 
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图  1  pCold Ⅱ和pCold Ⅱ-DCP的酶切鉴定. M: DNA标准

品; 1: pCold Ⅱ质粒; 2: pCold Ⅱ-DCP重组质粒; 3: 经NdeⅠ
与Hind  Ⅲ双酶切后的pCold Ⅱ质粒; 4: 经NdeⅠ与Hind  Ш

双酶切后的pCold Ⅱ-DCP重组质粒. DCP: 去羟基凝血素.
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图  2  SDS-PAGE分析DCP在37 ℃、25 ℃和15 ℃的表达及
可溶性分析. A: DCP在37 ℃、25 ℃表达及可溶性分析. M: 

蛋白标准品; 1: 诱导前菌液; 2: 37 ℃诱导后菌液; 3: 37 ℃
诱导超声后沉淀; 4: 37 ℃诱导超声后上清; 5: 25 ℃诱导后

菌液; 6: 25 ℃诱导超声后沉淀; 7: 25 ℃诱导超声后上清; B: 

DCP在15 ℃表达及可溶性分析. M: 蛋白标准品; 1: 诱导前

菌液; 2: 15 ℃诱导后菌液; 3: 15 ℃诱导后菌液; 4: 15 ℃诱导

后上清. 箭头为目的蛋白.
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2.5 免疫组织化学法检测DCP在肝癌组织中的表

达 以抗DCP mAb为一抗, 对正常肝组织及肝癌

组织的石蜡切片进行免疫组织化学染色显示(图
7), 正常肝组织呈阴性, 而肝癌组织呈阳性反应. 

3  讨论

正常凝血酶原是在一种依赖维生素K的γ谷氨酰

羧化酶的参与下, 将结构中的10个谷氨酸(Glu)
残基羧化成γ-羧基谷氨酸(Gla), 使之成为有活性

的凝血酶原. 如果上述任何位点的一个或多个

Glu残基羧化不全, 都将可能形成异常的凝血酶

原(DCP). 当VitK减少时, 无法使肝细胞内质网

上的肽链N端的谷氨酸残基羧化成γ-羧基谷氨酸

(Gla), 形成有活性的凝血酶原即以去羧基凝血

酶原形式释放入血[10], 这种去羧基凝血酶原又常

被称为VitK缺乏诱导蛋白或异常凝血酶原. 当肝

细胞发生癌变时, 内质网不能将DCP羧化成有活

性的凝血酶原, 从而使血清中DCP含量升高. 血
清中的DCP水平明显升高除发生在HCC外, 还
可见于阻塞性黄疸和肝内胆汁淤积引起的长期

维生素K缺乏或服用维生素K拮抗剂患者. Ber-
tino等[11]在对肝癌患者用维生素K治疗后, 发现

DCP水平降低, 但是AFP水平并不受影响, 提示

维生素K缺乏可能是导致DCP水平升高一个因

素. 也有可能是γ谷氨酰羧化酶活性降低, 不能使

谷氨酸残基羧化成γ-羧基谷氨酸(Gla), 或者是凝

血酶原前体产生过多, 但这些异常的情况可能

并不是单独起作用, 而是共同引起DCP水平的升

高[12]. 
目前, 临床上筛选早期HCC的肿瘤标志物

仍以AFP为主, 但是对于AFP低浓度或阴性的患

者容易造成漏诊. 故目前急需寻找一种敏感性

更高、特异性更强的肿瘤标志物, 建立高效、

便捷的检测方法, 来提高HCC的早期诊断率. 而
DCP对于HCC的诊断是一个有用的肿瘤标志

物. 近来, 已经进行的几项大规模的病例研究中

发现在截断点为40 mAU/mL时, DCP诊断HCC
的敏感性、特异性和诊断的精确性分别波动于

55.9%-87.0%、85.0%-99.8%和59.0%-84.0%[13]. 
在1031例样本丙型肝炎抗肝硬化治疗临床试验

(hepatitis C antiviral long-term treatment against cir-
rhosis, HALT-C)队列研究中, 有学者比较了AFP与
DCP在早期诊断肝癌的准确性, 在早期诊断的所

有检测时间, 发现DCP有更高的敏感性与特异性, 
联合检测可以达到更高的敏感性[14]. 这个结果也

与Ertle等[15]研究结果相符. 最近的系统评价表

明, DCP作为诊断HCC的血清标志物, 其灵敏度

为67%(95%CI: 58%-74%), 特异性为92%(95%CI: 

■应用要点
为 进 一 步 研 究
DCP在肝癌发生
发展中的作用机
制以及为后期肝
癌 早 期 诊 断 试
剂 条 的 开 发 、
ELISA方法或磁
酶免疫方法的建
立奠定了良好的
实验基础.
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图  3  SDS-PAGE分析DCP蛋白的纯化及脱盐. A: DCP蛋白

的纯化. M: 蛋白标准品; 1: 超声后沉淀; 2: 流穿液; 3: 洗涤

液; 4, 5: 洗脱液; B: 纯化后蛋白的脱盐. M: 蛋白标准品; 1: 

透析后的DCP蛋白. DCP: 去羟基凝血素.
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图  4  SDS-PAGE分析腹水中抗DCP的单克隆抗体的纯化. 
M: 蛋白标准品; 1: 纯化的3B5抗体.
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图  5  DCP重组蛋白的Western blot鉴定. 1: 纯化的DCP蛋

白; 2, 3: pCold Ⅱ-DCP BL21细菌诱导后; 4: pCold Ⅱ-DCP 

BL21细菌诱导前. DCP: 去羟基凝血素.
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88%-94%)[16]. DCP与肝癌细胞血管侵袭[17]、肝脏

肿瘤组织的大小有密切关系, 而与血清AFP水平

无明显关联[18]. Suzuki等[19]研究发现, 当HCC细
胞经历轻微的表型变化时, 会产生DCP. 但是, 当
肝癌细胞向间质转化时, 他们合成蛋白的能力会

减弱, DCP产生会减少. DCP可能是一个独一无

二的反映HCC细胞表型变化的肿瘤标志物. Yue
等[20]研究发现DCP结合细胞表面受体Met, 导致

Met磷酸化, 进而激活EGFR. 而且DCP可以增加

基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinases-2, 
MMP-2)和MMP-9的表达与分泌, 通过激活细胞

外调节蛋白激酶1/2-丝裂原活化蛋白激酶(extra-
cellular regulated protein kinases-mitogen-activated 
protein kinase, ERK1/2-MAPK)信号通路来刺激

肝癌的生长并促进其转移. DCP在预测HCC肿瘤

行为起到关键作用. 但是目前的基础机制并不是

很明确, 所以需要更多的研究. 
DCP不仅可作为HCC的诊断指标, 而且也

可应用于监测治疗效果、预后的判断和随访及

复发的治疗预后[21], HCC患者AFP和DCP都增高

的情况下其生存率是最低的, 无1人存活时间超

过3年, 相反AFP和DCP均低的患者却有较好的

预后[22]. 在有乙型肝炎背景的HCC患者中, 血清

DCP水平较高的患者, 肿瘤更具有侵袭的特征, 
并且这些患者的平均生存时间缩短[23]. 对于小肝

癌, 术前DCP水平高会有肿瘤复发的可能性[24]. 
Yamashita等[25]研究发现在HCC>2 cm时, DCP水
平高时(>100 mAU/mL)更容易发生微侵袭. 因
此, 在这种患者, 肝切除手术被推荐. 而且DCP
可以作为评估肿瘤对索拉非尼反应性的预测分 
子[26], 或者作为肝移植受体的参考标准[12]. 

近年有关肝癌标志物的研究较多, 一些新

技术如基因芯片和蛋白质组学的应用已经筛选

出了很多基因和蛋白, 众多新的标志物被发现. 
但很多研究尚缺乏多中心和大样本资料的验证, 
使研究结果的说服力有限. 而且由于实验的方

法、筛选的临界值和研究的群体不同, 导致研

究结果很难比较. 目前临床上标志物众多, 但在

血清检查中尚没有单一的高特异性和敏感性的

肿瘤标志物可以检测出所有的肝癌患者. 每一

种肿瘤标志物在诊断上都有其独特的优势, 但
是也有他的局限性. 因此, 对肿瘤标志物的联合

检测至关重要, 可以增加诊断肝癌的敏感性[27]. 
如AFP、AFP-L3和DCP的应用[28,29], AFP特异

性不足, 但是被广泛应用于治疗评估与预后预

测. DCP是一个独一无二的标志物, 与AFP值无

关, 可以预测微血管侵袭, AFP-L3有很高特异性

而且是很强的预后预测分子, 3个标志物在HCC
临床各个方面必不可少. 而且AFP、AFP-L3、
DCP的联合检测在小肝癌的诊断方面比早期传

统的组后更优胜、更准确[30]. 联合检测可以更好

的早期诊断肝癌, 提高诊断的效率, 这也是近几

年来肿瘤早期血清学诊断发展的方向. 联合检

测项目越多, 其诊断特异性越强, 但是其敏感性

并非越高, 同时也会给患者在经济上带来不必

要的负担. 因此科学合理运用已知的肿瘤标志

物来联合诊断HCC至关重要. 

■同行评价
本文作者通过基
因克隆技术成功
制备了DCP融合
蛋白, 进而将其免
疫小鼠, 制备了抗
DCP mAb的杂交
瘤细胞株, 成功制
备了抗人DCP单
克隆抗体, 经免疫
印迹和免疫组织
化学初步验证其
具有良好的特异
结合活性. 本研究
为提高肝细胞癌
的早期确诊率提
供了理论基础和
实验依据.
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图  6  DCP mAb效价测定. 

图  7  免疫组织化学检测DCP在肝癌组织中的表达(×200). 
A: 正常肝组织; B: 肝癌组织.
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目前DCP蛋白的生物学功能研究已经全面

开展, 亟需高质量的抗体. 但是关于DCP的单克

隆抗体制备报道较少, 免疫的抗原难以制备可

能是其中的主要原因. 本研究以大肠杆菌E. coli  
BL21(DE3)原核表达系统, 其具有营养要求低、

操作方便、周期短、蛋白表达量高、试验成本

低等优点, 是目前一种广泛应用的基因表达系

统. 本实验原核表达DCP产量较高, 有一定的优

势. 本研究选择带有6×His标签的pCold Ⅱ为原

核表达载体, 此载体可以在较低的温度及诱导

剂浓度下诱导目的蛋白表达, 有利于蛋白结构

的稳定, 并提高蛋白产量. His标签与其他标签相

比有很多明显优势, 是目前用于纯化的融合标

签中使用最为广泛的一种. His因其分子量较小, 
免疫原性少, 对目的蛋白的大小、构象和特性

影响不大, 纯化之后的重组蛋白不必除去标签; 
再者His不带电(pH 8.0), 不会对蛋白质的表达、

分泌、折叠、构象形成等产生显著影响, 以前

常用的GST标签, 因其分子量较大, 在纯化后需

要切除标签后才能进行下一步的检测分析; 而
且与之前有研究用DEAE-Sephacel分离DCP蛋
白相比[31], 更容易得到和天然蛋白相似的产物, 
更好的作为抗原免疫制备抗体. 因为重组蛋白

免疫原性较好, 而且可大量诱导纯化, 这也避免

了基因免疫后抗体效价低, 很难制备单克隆抗

体的缺点. 本研究研制的抗体识别DCP的条带仅

有一条, 且免疫组织化学结果阳性, 表明抗体特

异性较好, 原核表达诱导小鼠产生的主要是针

对非糖基化和线性化表位的抗体, 所以本抗体

可能与DCP非糖基化位点上出现特异性的结合, 
有待进一步研究确认. 

总之, 本研究的重要意义: (1)以pCold Ⅱ原

核表达载体诱导表达纯化6×His标签的DCP重
组蛋白, 为今后规模化生产提供基础; (2)最终获

得1株持续稳定分泌抗DCP mAb杂交瘤细胞株, 
成功制备了效价高、特异性好的鼠抗人DCP单
克隆抗体, 并检测了肝细胞肝癌中的DCP的表

达, 为以后的DCP在肝癌发生发展中的功能研究

及后期肝癌早期诊断试剂条的开发奠定了良好

的检测工具. 
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Abstract
AIM: To explore the effects of simvastatin on 
acute live failure in mice and the underlying 
mechanism. 

METHODS: D-galactosamine (D-GaIN) and 
lipopolysaccharide (LPS) were used to induce 
acute liver failure in BALB/c mice. Male mice (6-8 
wk) were randomly assigned to three groups 
(n = 18), a normal group, an acute liver failure 
group and a simvastatin treatment group. Ka-
plan-meier method was used for survival analy-
sis. Serum ALT levels at different time point 
(6, 12, 24, 48 h) and hepatic superoxide level at 
24 h were measured by biochemical methods. 
Hepatic morphological changes at 24 h were as-
sessed by HE staining and hepatocyte HMGB1 
cytoplasmic translocation was detected by im-
munohistochemistry. Serum levels of HMGB1, 
IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-10 were detected by 
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辛伐他汀保护小鼠急性肝衰竭肝损伤

雷延昌, 罗 盼, 李 雯

®

■背景资料
内毒素血症和微
循环障碍所继发
的肝损伤在肝衰
竭发病中十分重
要. 辛伐他汀改善
败血症血管炎症
反应和微循环障
碍, 对肝移植后缺
血再灌注损伤具
有保护作用 .   然
而, 辛伐他汀对肝
衰竭的保护作用
尚不清楚. 

ELISA. Expression of eNOS, P-eNOS and LC3Ⅱ 
in liver tissues was analyzed by Western blot. 

RESULTS: The survival rate at one week was 
significantly higher in the simvastatin treatment 
group than in the acute liver failure group (83.3% 
vs 33.3%, P < 0.01). Simvastatin treatment sig-
nificantly decreased ALT levels at 6, 12, 24, and 
48 h compared with the acute liver failure group 
(all P < 0.01). Serum levels of HMGB1 at 6 and 
12 h and IL-1β at 12 h were also decreased sig-
nificantly in the simvastatin group (all P < 0.01), 
and the inflammation or necrosis and hepato-
cyte HMGB1 cytoplasmic translocation in liver 
tissues were decreased in the simvastatin group. 
In simvastatin-treated mice, eNOS, P-eNOS and 
LC3Ⅱ expression in liver tissue was increased 
compared to the acute liver failure group. How-
ever, hepatic superoxide level at 24 h was de-
creased in the simvastatin group. 

CONCLUSION: Simvastatin protects against 
acute live failure possibly by improving endo-
thelial dysfunction, oxide stress and hepatocyte 
autophagy in mice. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Simvastatin; Endothelial dysfunction; 
Autophagy; Acute liver failure
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摘要  
目的: 了解辛伐他汀对急性肝衰竭肝损伤的
保护作用及其机制.  

方法:  D-氨基半乳糖(D g a l a c t o s a m i n e, 
D-GaIN)和细菌脂多糖(Lipopolysaccharide, 
LPS)腹腔注射建立小鼠急性肝衰竭模型. ♂
6-8周龄Balb/c随机分为正常组、肝衰竭对照
组和辛伐他汀组, 每组18只. Kaplan-Meier法

■同行评议者
朴云峰, 教授, 吉林
大学第一临床医
院消化科; 宣世英, 
教授, 青岛市市立
医院肝病内科



雷延昌, 等. 辛伐他汀保护小鼠急性肝衰竭肝损伤							                 3941

2013-12-18|Volume 21|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
改善内毒素血症
和微循环障碍减
轻肝衰竭肝细胞
炎 症 坏 死 ,  糖 皮
质激素和目前的
保肝抗炎药物可
减 轻 炎 症 反 应 , 
但糖皮质激素的
不良反应和护肝
药物治疗肝衰竭
的 效 果 有 限 ,  探
索改善内毒素血
症和微循环障碍
的方法十分必要.

分析小鼠生存率, 生化检测6、12、24和48 h
血清丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)和24 h肝脏超氧化物水平. HE染色分析
24 h肝脏形态学变化, 免疫组织化学分析12 
h肝脏高迁移率族蛋白1(high mobility group 
box-1 protein, HMGB1)表达. ELISA检测血
清HMGB1、白介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、IL-6和IL-10水平, 免疫印迹分析
内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide 
synthase, eNOS)、磷酸化内皮型一氧化氮合
酶(P-eNOS)和LC3Ⅱ表达.  

结果: 辛伐他汀组1 wk生存率为83.3%显著高
于肝衰竭对照组的33.3%(P <0.01); 6、12、24
和48 h血清ALT水平显著低于急性肝衰竭组
(P <0.01). 辛伐他汀组6和12 h的HMGB1水平
以及24 h的IL-1β水平显著低于肝衰竭对照组
(P <0.01), 肝脏炎症坏死和HMGB1胞浆移位
较对照明显减轻. 辛伐他汀增加急性肝衰竭动
物肝脏eNOS、P-eNOS和LC3Ⅱ表达水平, 降
低肝组织超氧化物水平.  

结论: 辛伐他汀对急性肝衰竭具有保护作用, 
其机制与改善内皮细胞功能障碍、氧化应激
和促进肝细胞自噬有关.   

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 辛伐他汀; 内皮细胞功能障碍; 自噬; 急性

肝衰竭

核心提示: 辛伐他汀改善肝脏内皮细胞功能障

碍、氧化应激和促进肝细胞自噬保护急性肝衰

竭肝损伤.
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0  引言

革兰氏阴性菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)抑
制肝窦内皮细胞NO产生, 增加肝脏血管阻力和

降低乙酰胆碱的舒血管效应导致内皮细胞功能

障碍[1-3]. 最近研究发现, 辛伐他汀抑制LPS诱导

的肝脏内皮细胞功能障碍, 保护内毒素血症引

起的肝损伤[4]. 慢性肝病和肝硬化内毒素血症导

致肝窦内皮细胞功能障碍, 尤其在肝硬化肠道

细菌移位时加重[5-9], 辛伐他汀改善肝硬化门脉

高压患者肝窦内皮细胞功能障碍[10-12]. 此外, 他
汀类药物改善败血症血管炎症反应和微循环障

碍[13,14]. 最近研究发现, 辛伐他汀保护肝移植后

缺血再灌注损伤, 在供体肝脏冷藏液中加入辛

伐他汀可以维持肝脏血管内皮细胞KLF2表达发

挥血管保护作用, 抑制肝损伤、炎症反应和氧

化应激, 从而改善内皮细胞功能障碍[15].  
目前认为, 内毒素血症和微循环障碍导致的

继发性肝损伤在肝衰竭的发生发展过程中发挥

重要作用[16]. 病毒、药物、酒精等直接或免疫损

伤致肝细胞坏死和局部炎症反应, 炎症反应导

致微循环障碍造成缺血缺氧进一步加重肝细胞

死亡, 促进内毒素血症的发生, 最终加速肝细胞

死亡和肝衰竭的发生和进展. 基于辛伐他汀保

护内毒素血症和缺血再灌注引起的肝损伤, 改
善微循环障碍和肝硬化肝窦内皮细胞功能障碍, 
推测辛伐他汀具有改善微循环障碍对急性肝衰

竭具有保护作用. 为验证上述假说进行本研究.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♂6-8周龄Balb/c小鼠, 体质量20 g±
0.5 g, 由南昌大学医学院动物实验中心提供(动
物质量合格证编号2013091206), 动物饲养和处

理严格按照美国国立卫生研究院实验动物饲

养和使用指南. 主要试剂: 细菌脂多糖(Sigma
公司, 美国), D-氨基半乳糖(Sigma公司, 美国); 
辛伐他汀标准品购自中国药品生物制品检定

所. 高迁移率族蛋白1(high mobility group box-1 
protein, HMGB1)和白介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β)、肿瘤坏死因子-a(tumor necrosis factor-a, 
T N F-a)、I L-6和I L-10试剂盒(N E B公司, 美
国), 超氧化物检测试剂盒(碧云天, 中国). 兔抗

鼠HMGB1(ABGENT公司, 美国); 兔抗鼠LC3
Ⅱ(Cell signaling公司, 美国); 兔抗鼠eNOS 和
P-eNOS(Abcam公司, 英国).  
1.2 方法

1.2.1 动物模型及分组: Balb/c小鼠♂实验前12 h禁
食, 不禁水. 动物随机分为3组: 正常组、急性肝

衰竭组和辛伐他汀组, 每组18只. 急性肝衰竭组

给予D-GaIN(600 mg/kg)和LPS(10 μg/kg)腹腔注

射, 辛伐他汀治疗组在腹腔注射D-GaIN/LPS前3 d
每日给予辛伐他汀(25 mg/kg)灌胃, 正常组和急性

肝衰竭对照组在相应时间点等量PBS灌胃.  
1.2.2 标本收集: 腹腔注射D-GaIN/LPS后6、
12、24、48 h对存活动物眼眶采血分离血清置

于-80 ℃保存. 分别于12和24 h处死部分动物, 肝
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■相关报道
辛伐他汀保护内
毒素血症和缺血
再灌注引起的肝
损伤, 改善微循环
障碍和肝硬化肝
窦内皮细胞功能
障 碍 ,  其 机 制 是
通过抑制炎症反
应、氧化应激、
改善微循环障碍
和促进肝细胞自
噬等.

组织用40 g/L中性甲醛固定, 进行免疫组织化学

检测HMGB1表达和肝脏病理分析.  
1.2.3 血清生化和细胞因子检测: 全自动生化分

析仪检测ALT, 血清HMGB1和IL-1β、TNF-α、
IL-6和IL-10和超氧化物检测按照生产厂家说明

书进行, 根据标准品获得标准曲线计算结果.  
1.2.4 免疫印迹及其分析: 免疫印迹及其分析: 取 
0.5 g肝组织研磨后加入1 mL含蛋白酶抑制剂混

合物的双蒸水混匀-80 ℃保存, 取10 µL样品加

入90 µL RIPA高效裂解液(碧云天, 中国)充分裂

解, 6000 g离心30 s, 加入50 µL上样缓冲液, 聚丙

烯酰胺凝胶电泳后转移至硝酸纤维素膜上, 10%
的BSA在4 ℃封闭过夜, 一抗37 ℃孵育2 h, 1∶
10000辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG抗体

37 ℃孵育0.5 h, 化学发光法检测结果, Quntity 
one分析软件进行灰度分析.  

统计学处理 所有数据用SPSS18.0软件作统

计学分析, 数据资料以mean±SD表示, 生存率比

较采用Log-rank检验, 重复测量设计资料分析采

用方差分析, 两组间比较应用独立样本t检验, 两

个样本率的比较用χ2检验, P <0.05为差异有统计

学意义.  

2  结果

2.1 辛伐他汀治疗提高D-GalN/LPS急性肝衰竭

小鼠生存率和降低血清ALT水平 Kaplan-Meier
生存分析显示, D-GalN/LPS腹腔注射小鼠1 wk
生存率为33.3%, 显著低于MSC-CM治疗组的

83.3%(P <0.01, 图1). 生化检测小鼠血清ALT水
平可了解肝细胞损伤的程度, 急性肝衰竭小鼠

血清ALT在6 h开始升高, 12 h达峰值, 24 h维持

在较高水平, 48 h逐渐恢复. 辛伐他汀治疗组6、
12和24 h血清ALT水平显著低于急性肝衰竭组

(P <0.01, 表1).  
2.2 辛伐他汀降低急性肝衰竭小鼠I L-1β和

HMGB1水平, 对TNF-a、IL-6和抗炎因子IL-10
水平没有影响 在本研究中, D-GalN/LPS诱导急

性肝衰竭小鼠血清12 h的ALT水平达峰值.  前期

研究显示, 小鼠血清TNF-a、IL-1β、IL-6和抗

炎因子IL-10的峰值水平也出现在12 h. 为了解

辛伐他汀对急性肝衰竭炎症因子和抗炎因子水

平的影响, ELISA检测结果显示, 辛伐他汀治疗

组TNF-a、IL-6和抗炎因子IL-10与对照组无显

著差异, 而IL-1β显著低于对照组(P <0.01, 图2A). 
近年来发现HMGB1在急性肝衰竭炎症反应中

发挥重要作用, 研究者前期发现D-GalN/LPS诱
导急性肝衰竭小鼠血清HMGB1在6 h已开始升

高, 12 h达高峰, 24 h开始下降, 48 h接近正常水

平. 为了解MSC-CM治疗对肝衰竭HMGB1的影

响, 比较6、12和24 h血清HMGB1水平, 结果显

示辛伐他汀治疗组在6和12 h的HMGB1水平显

著低于肝衰竭对照组(P <0.01, 图2B).
2.3 辛伐他汀治疗减轻肝衰竭小鼠肝组织炎症

坏死和HMGB1肝细胞移位 急性肝衰竭对照组

肝细胞大片状坏死, 坏死区大量炎症细胞浸润

(图3C), 肝脏 HMGB1不仅在胞核表达, 大量肝

表  1  辛伐他汀对急性衰竭小鼠血清谷丙转氨酶(U/L)水平的影响 (mean±SD, n  = 18)

     
分组 6 h 12 h 24 h 48 h

正常组 60.00±14.25 60.67±9.14 57.17±9.47 58.07±10.57

辛伐他汀组  761.31±194.16d     2355.86±1118.28d    890.39±409.42d  474.06±323.56d

肝衰竭组  736.62±421.54bd     7612.86±1979.75bd     3741.43±1937.35bd 204.95±45.29bd

bP<0.01 vs  辛伐他汀治疗组; dP<0.01 vs  正常组.
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图  1  辛伐他汀治疗组和D-GalN/LPS急性肝衰竭对照组小
鼠1 wk生存曲线. Balb/c小鼠腹腔注射D-GalN/LPS(600 mg/

kg, 10 μg/kg)诱导急性肝衰竭, 腹腔注射前3 d, 1次/d给予辛

伐他汀(25 mg/kg)灌胃. Kaplan-Meier生存率分析, P <0.01 

(Log rank test, F = 8.661, P  = 0.003). SMT: 辛伐他汀; Con-

trol: 急性肝衰竭对照组.
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■创新盘点
辛伐他汀提高急性
肝衰竭生存率, 降
低血清ALT、IL-1β
和后期炎症因子
HMGB1水平减轻
肝脏炎症坏死和
HMGB1胞浆移位, 
增加肝脏P-eNOS
和LC3Ⅱ表达水平, 
降低肝组织超氧化
物水平.
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图  2  辛伐他汀对肝衰竭小鼠血清炎症因子和抗炎因子水平的影响. 辛伐他汀治疗组(n  = 18)和肝衰竭组(n  = 18)血清细胞

因子水平. A: 血清细胞因子水平, 辛伐他汀治疗组12 h的TNF-α、IL-6和抗炎因子IL-10水平与肝衰竭组无差异, 两组IL-

1β水平差异有显著性, bP<0.01 vs  肝衰竭素; B: 血清HMGB1水平, 辛伐他汀治疗组12和24 h血清HMGB1水平显著低于肝衰

竭组, bP<0.01 vs  肝衰竭素, 而血清6 h的HMGB1水平无差异. IL: 白介素; TNF: 肿瘤坏死因子.
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图  3  辛伐他汀减轻肝衰竭小鼠肝组织炎症坏死(×200). A: 正常小鼠肝组织HE染色; B: 正常小鼠肝脏细胞HMGB1表达在

胞核; C: 急性肝衰竭组小鼠肝细胞片状坏死, 坏死区大量炎症细胞浸润; D: 急性肝衰竭组小鼠大量肝细胞胞浆表达HMGB1, 

发生HMGB1胞浆移位; E: 辛伐他汀治疗组仅出现局灶性肝细胞坏死; F: 辛伐他汀治疗组仅发生少量HMGB1胞浆移位; G: 

肝细胞HMGB1胞浆移位率. 辛伐他汀治疗组肝细胞HMGB1胞浆移位率显著低于肝衰竭组, bP<0.01 vs  肝衰竭组.
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细胞胞浆有明显表达(图3D). 辛伐他汀治疗组肝

小叶结构基本完整, 局灶肝细胞嗜酸性变, 无炎

症细胞浸, HMGB1胞浆表达肝细胞较少(图3E, 
3F). 图像分析对照组HMGB1肝细胞移位率显著

高于辛伐他汀治疗组(P <0.01, 图3G). 
2.4 辛伐他汀增加内皮细胞氧化亚氮合成酶和

降低肝脏过氧化物水平 为了解辛伐他汀对急性

肝衰竭肝脏微循环障碍和氧化应激的影响, 免
疫印迹检测肝脏eNOS和P-eNOS水平显示, 急
性肝衰竭小鼠肝脏eNOS和P-eNOS较PBS对照

组明显降低, 辛伐他汀治疗增加其表达水平(图
4A). 测定各处理组肝组织过氧化物水平显示, 
辛伐他汀治疗组肝脏超氧化物浓度比值显著低

于肝衰竭对照组(P <0.01, 图4B). 
2.5 辛伐他汀促进急性肝衰竭小鼠肝细胞自噬 
近年来的研究显示, 诱导自噬保护多种诱因的

急性肝细胞损伤. 为了解辛伐他汀的肝脏保护

作用与肝细胞自噬有关, 免疫印迹检测不同治

疗组肝脏LC3Ⅱ表达显示, 辛伐他汀组肝脏LC3
Ⅱ表达较急性肝衰竭组高(图5). 表明辛伐他汀

促进急性肝衰竭肝细胞自噬.  

3  讨论

D-GalN/LPS腹腔注射是目前比较成熟的小鼠急

性肝衰竭模型, 较好的模拟肝衰竭发病机制. ♂

Balb/c小鼠腹腔注射D-GalN/LPS 1 wk生存率为

33.3%, 动物死亡发生在给药后12-24 h , 与作者

之前的研究一致[17,18]. 辛伐他汀治疗组小鼠1 wk
生存率为83.3%显著高于肝衰竭对照组的33.3%. 
急性肝衰竭小鼠血清ALT水平在6 h开始升高, 
12 h达高峰, 24 h开始下降并逐渐恢复正常, 与
国外的研究和作者近来的研究结果一致[17,19,20]. 
辛伐他汀治疗组显著降低血清ALT水平和肝脏

炎症减轻, 显示其保护急性肝衰竭肝损伤保护 
作用.  

内毒素血症和肝脏微循环障碍所继发的肝

损伤在肝衰竭的发生发展过程中具有重要作用

目前已得到共识[16]. 肝衰竭内毒素血症发生率

可高达90%-100%, 内毒素血症产生的LPS刺激

巨噬细胞或枯否细胞释放大量炎症因子加重肝

损伤. 氯化钆部分清除肝脏枯否细胞, 显著降低

D-GalN/LPS诱导小鼠急性肝损伤, 提高生存率[21]. 
近年来发现, 后期炎症因子HMGBl在急性肝衰

竭发生和疾病的严重程度密切相关[12], 急性肝衰

竭发生肝细胞HMGB1胞浆移位[22]. HMGB1可
通过LPS刺激巨噬细胞和血管内皮细胞等主动

释放, 亦可由坏死肝细胞被动释放[23-26], HMGB1
促进TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-8释放和外周单

核细胞趋化因子释放, 募集更多炎症细胞加剧

炎症反应和组织损伤. 本研究显示, 与急性肝衰

■应用要点
本研究显示辛伐
他汀保护急性肝
衰竭肝损伤. 近年
来发现, 辛伐他汀
与核苷类抗病毒
药物联合增加抗
病毒效应, 辛伐他
汀治疗慢乙型肝
炎肝衰竭值得进
一步研究.
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图  4  辛伐他汀对内皮细胞氧化亚氮合成酶和肝脏过氧化
物水平的影响. A: 免疫印迹检测不同处理组肝脏eNOS和

P-eNOS表达; B: 各处理组肝脏过氧化物水平. bP<0.01, t  = 

9.1 vs 肝衰竭组. eNOS: 内皮型一氧化氮合酶; P-eNOS: 磷

酸化内皮型一氧化氮合酶.
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图  5  辛伐他汀促进急性肝衰竭肝细胞自噬. A: 免疫印迹

检测肝脏LC3Ⅱ表达; B: 以PBS组为1.0比较不同处理组肝

脏LC3Ⅱ表达, 辛伐他汀治疗组LC3Ⅱ表达较肝衰竭组增高, 
aP<0.05, t  = 3.11 vs  肝衰竭组.
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竭对照组比较, 辛伐他汀组血清12 h的HMGB1
和IL-1β水平显著降低, 而TNF-α、IL-1β、IL-6
以及抗炎因子IL-10的水平无差异. 然而, 辛伐他

汀治疗组肝脏炎症坏死和肝细胞HMGB1胞浆

移位显著减轻. 由于HMGB1既可通过巨噬细胞

LPS刺激产生, 又可通过坏死肝细胞被动释放, 
提示辛伐他汀对LPS刺激巨噬细胞或枯否细胞

炎症因子释放的影响较小, 不是其保护肝衰竭

肝细胞损伤的主要机制.  
肝衰竭继发性肝损伤的另外一个重要因素

是肝脏微循环障碍, 肝脏炎症反应导致微循环

障碍, 造成了缺血缺氧性损伤, 缺血缺氧直接导

致肝细胞死亡, 肝细胞大量死亡, 肝脏解毒能力

降低、肠道屏障功能障碍、免疫抑制等, 促进

内毒素血症的发生, 内毒素血症加速了肝细胞

的死亡[16].  
败血症和肝硬化内毒素血症导致肝窦内皮

细胞功能障碍, LPS抑制肝窦内皮细胞NO产生, 
增加肝脏血管阻力[1-4]. 近年来的研究发现, 辛伐

他汀改善败血症和肝硬化门脉高压患者肝窦内

皮细胞功能障碍, 减轻肝损伤[4,10-12]. 最近发现, 
辛伐他汀保护肝移植缺血再灌注损伤, 其作用

是通过改善内皮细胞功能障碍, 抑制炎症反应

和氧化应激减少肝损伤[15]. 本研究发现辛伐他汀

增加急性肝衰竭动物肝脏eNOS和P-eNOS, 降低

肝组织超氧化物水平. 肝脏eNOS和P-eNOS主要

由肝脏血管内皮细胞产生, 因此, 辛伐他汀增加

血管内皮细胞eNOS和P-eNOS表达, NO水平增

加改善急性肝衰竭微循环障碍, 同时降低氧化

应激反应, 保护微循环障碍继发性肝细胞损伤.  
最近研究显示, 细胞自噬可以选择性清除

损伤的线粒体, 保护线粒体损伤诱导的细胞死

亡. 促进肝细胞自噬可以保护对乙酰氨基酚、

D-GalN/LPS以及酒精对小鼠的肝细胞毒性, 抑
制肝细胞自噬增加TNF-α和D-GalN诱导的肝细

胞凋亡及损伤[27-29]. 虽然LPS可以促进肝细胞自

噬, 但D-GalN抑制LPS诱导的肝细胞自噬[29]. 本
研究发现辛伐他汀增加急性肝衰竭小鼠肝脏

LC3BⅡ表达水平, 促进肝细胞自噬, 是保护肝损

伤的机制之一.  
本研究显示辛伐他汀提高急性肝衰竭小鼠

生存率, 降低血清ALT水平, 改善肝脏炎症坏死

和HMGB1肝细胞胞浆移位, 增加急性肝衰竭动

物肝脏eNOS、P-eNOS和LC3BⅡ表达水平, 降
低肝组织超氧化物水平, 但对LPS刺激巨噬细胞

或枯否细胞炎症因子释放的影响较小. 因此, 辛

伐他汀对急性肝衰竭具有保护作用与改善内皮

细胞功能障碍、氧化应激和促进肝细胞自噬有

关. 该结果为辛伐他汀保护肝衰竭肝细胞损伤

提供了新的理论基础, 具有重要的理论和应用

价值.  此外, 辛伐他汀与核苷类抗乙型肝炎病毒

药物联合增加其病毒抑制作用[30]. 因我国肝衰竭

大部分是慢性乙型肝炎引起效应, 应用辛伐他

汀治疗慢性乙型肝炎肝衰竭值得进一步研究.  
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Da-Huang on 
intestinal motility failure in rats with severe 
acute pancreatitis (SAP) and the potential mech-
anism involved．

METHODS: Fifty-four SD rats were randomly 
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大黄治疗重症急性胰腺炎肠动力衰竭的机制

薛育政, 吴燕敏, 盛颖玥, 陆宇峰, 吴铁龙, 刘宗良, 俞宪民, 李兆申

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(severe acute pan-
creatitis, SAP)具
有病情重、并发
症多、病死率高
等特点, 肠动力衰
竭是其最常见的
并发症之一, 临床
研究发现, 有效恢
复SAP患者肠动
力, 可显著降低并
发症的发生率及
死亡率, 提高抢救
成功率及治愈率. 

divided into s sham operation (SO) group, a 
SAP group and a Da-Huang treatment group, 
with 18 rats in each group. Gastrointestinal mo-
tility disturbance in rats with SAP was induced 
by retrograde injection of sodium taurocholate 
(0.1 mL/100 g) into the bitiopancreatic duct. 
Before modeling, the rats in the treatment group 
received 10% Da-Huang solution (2 mL/100 g), 
and the rats in other two groups received 0.9% 
NaCl solution. The rats were sacrificed at 3, 6 
and 12 hours (6 rats at each time), and blood 
samples were taken for detecting the levels of 
amylase, lipase and the contents of 5-hydroxy-
tryptamine (5-HT) by enzyme-linked immu-
nosorbent assay. The jejunum, terminal ileum 
and sigmoid colon tissues 10 cm apart from the 
trans-ligament were collected at 6 h for examin-
ing the expressions of 5-HT1 receptor (5-HT1R) 
and 5-HT2 receptor (5-HT2R). 

RESULTS: The levels of serum amylase, lipase 
and 5-HT at three time points in the SAP group 
(amylase: 9807 IU/L ± 698 IU/L, 15442 IU/L 
± 952 IU/L, 18231 IU/L ± 869 IU/L; lipase: 94 
IU/L ± 23 IU/L, 257 IU/L ± 99 IU/L, 306 IU/L ± 
107 IU/L; 5-HT: 1192 ng/mL ± 142 ng/mL, 1437 
ng/mL ± 114 ng/mL, 1646 ng/mL ± 163 ng/mL) 
and treatment group (amylase: 2238 IU/L ± 298 
IU/L, 2313 IU/L ± 302 IU/L, 2289 IU/L ± 323 
IU/L; lipase: 62 IU/L ± 16 IU/L, 71 IU/L ± 17 
IU/L, 69 IU/L ± 15 IU/L; 5-HT: 794 ng/mL ± 86 
ng/mL, 814 ng/mL ± 83 ng/mL, 798 ng/mL ± 
81 ng/mL) were significantly higher than those 
in the SO group (amylase: 1853 IU/L ± 272 IU/L, 
1959 IU/L ± 269 IU/L, 1897 IU/L ± 293 IU/L; li-
pase: 46 IU/L ± 9 IU/L, 54 IU/L ± 11, 52 IU/L ± 
14 IU/L; 5-HT: 699 ng/mL ± 64 ng/mL, 721 ng/
mL ± 76 ng/mL, 705 ng/mL  ± 72 ng/mL)(all 
P < 0.01), but they were lower in the treatment 
group than in the SAP group at each time point 
(all P < 0.01). The expression of 5-HT1R and 
5-HT2R proteins was significantly decreased in 
the jejunum, terminal ileum and sigmoid colon 
in the SAP group compared with the SO group 
(all P < 0.05). The areas of 5-HT1R and 5-HT2R 
positive cells in the jejunum, terminal ileum and 
sigmoid colon in the SAP group (5-HT1R posi-
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■研发前沿
5 -羟色胺 ( 5 - h y -
droxytryptamine, 
5 - H T ) 广 泛 分 布
于 人 体 胃 肠 道 , 
是体内最重要的
胃肠动力调节剂
之一 ,  故5-HT及
其受体在SAP肠
动力衰竭中的变
化值得关注.

tive cells: 4.58 × 104 μm2 ± 0.56 × 104 μm2、4.64 × 
104 μm2 ± 0.63 × 104 μm2、4.79 × 104 μm2 ± 0.56 
× 104 μm2, 5-HT2R positive cells: 4.89 × 104 μm2± 
0.61 × 104 μm2, 4.76 × 104 μm2 ± 0.51 × 104 μm2, 5.03 
× 104 μm2 ± 0.73 × 104 μm2) were significantly 
decreased compared with the SO group (5-HT1R 
positive cells: 5.63 × 104 μm2 ± 0.82 × 104 μm2, 
5.94 × 104 μm2 ± 0.91 × 104 μm2, 6.37 × 104 μm2 ± 
0.87 × 104 μm2, 5-HT2R positive cells: 6.02 × 104 
μm2 ± 0.78 × 104  μm2, 5.98 × 104 μm2 ± 0.66 ×104 
μm2, 6.49× 104 μm2 ± 0.85 × 104 μm2). The expres-
sion of 5-HT1R protein and the areas of 5-HT1 
positive cells in the jejunum, terminal ileum and 
sigmoid colon in the treatment group (5.57 × 104 
μm2 ± 0.83 × 104 μm2, 5.82 × 104 μm2 ± 0.74 × 104 
μm2, 6.02 × 104 μm2 ± 0.81 × 104 μm2), but not the 
areas of 5-HT2 positive cells (4.94 × 104 μm2 ± 0.59 
× 104 μm2, 4.81 × 104 μm2 ± 0.63 × 104 μm2, 5.16 × 
104 μm2 ± 0.79 × 104 μm2), were increased in com-
parison with SAP group (all P < 0.05)．

CONCLUSION: The level of 5-HT is significantly 
increased in SAP, but its receptors (5-HT1R and 
5-HT2R) are decreased, which may induce intes-
tinal motility failure. Da-Huang may improve 
enteric dynamic failure by activating 5-HT1R or 
increasing the expression of 5-HT1R, and may be a 
choice for treatment of SAP with intestinal motility 
failure．

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要 
目的:  探讨大黄治疗大鼠重症急性胰腺炎
(severe acute pancreatitis, SAP)肠动力衰竭的
可能机制.  

方法: 将54只♂SD大鼠随机分为假手术组(SO
组)、重症急性胰腺炎肠动力衰竭组(SAP组)
和大黄治疗组, 每组18只. 经胆胰管内加压
注射3.5%牛磺胆酸钠0.1 mL/100 g体质量制
备SAP肠动力衰竭模型, 治疗组在造模前给
予10%的大黄汤剂(2 mL/100 g体质量)灌胃1
次, SAP组和SO组则灌注等量0.9%氯化钠溶

液. 每组于造模后3、6、12 h各处死6只大鼠
并立即心脏取血, 检测血清淀粉酶、脂肪酶
水平, 酶联免疫吸附试验检测血清5-羟色胺
(5-hydroxytryptamine, 5-HT)含量. 同时检测6 
h时间点各组大鼠距屈氏韧带10 cm空肠、末
端回肠及乙状结肠组织中5-HT1R、5-HT2R的
表达情况.  

结果: 造模后SAP组(淀粉酶分别为9807 U/L
±698 U/L、15442 U/L±952 U/L、18231 U/L
±869 U/L, 脂肪酶分别为94 U/L±23 U/L、
257 U/L±99 U/L、306 U/L±107 U/L, 5-HT
分别为1192 ng/mL±142 ng/mL、1437 ng/mL
± 114 ng/mL、1646 ng/mL±163 ng/mL)和治
疗组(淀粉酶分别为2238 U/L±298 U/L、2313 
U/L±302 U/L、2289 U/L±323 U/L, 脂肪酶
分别为62 U/L±16 U/L、71 U/L±17 U/L、
69 U/L±15 U/L, 5-HT分别为794 ng/mL±86 
ng/mL、814 ng/mL±83 ng/mL、798 ng/mL
±81 ng/mL)血清淀粉酶、脂肪酶及5-HT水
平均明显高于SO组(淀粉酶分别为1853 U/L
±272 U/L、1959 U/L±269 U/L、1897 U/L
±293 U/L, 脂肪酶分别为46 U/L±9 U/L、54 
U/L±11 U/L、52 U/L±14 U/L, 5-HT分别为
699 ng/mL±64 ng/mL、721 ng/mL±76 ng/
mL、705 ng/mL±72 ng/mL)(P <0.01), 且每个
时间点治疗组均较SAP组显著降低(P <0.01). 
与SO组相比, SAP组5-HT1、5-HT2R蛋白及
阳性细胞面积(S A P组空肠、末端回肠及乙
状结肠5-HT1R

+细胞面积分别为4.58万μm2±

0.56万μm2、4.64万μm2±0.63万μm2、4.79万
μm2±0.56万μm2, 5-HT2R

+细胞面积分别为
4.89万μm2±0.61万μm2、4.76万μm2±0.51万
μm2、5.03万μm2±0.73万μm2; SO组空肠、末
端回肠及乙状结肠5-HT1R

+细胞面积分别为
5.63万μm2±0.82万μm2、5.94万μm2±0.91万
μm2、6.37万μm2±0.87万μm2, 5-HT2R+细胞
面积分别为6.02万μm2±0.78万μm2、5.98万
μm2±0.66万μm2、6.49万μm2±0.85 μm2)表
达水平在空肠、末端回肠及乙状结肠均明显
下降(P <0.05); 与SAP组比较, 治疗组各部位
5-HT1R蛋白及阳性细胞面积(空肠、末端回
肠及乙状结肠5-HT1R

+细胞面积分别为5.57万
μm2±0.83万μm2、5.82万μm2±0.74万μm2、

6.02万μm2±0.81万μm2)表达均增高(P <0.05), 
而5-HT2R蛋白及阳性细胞(5-HT2R

+细胞面积
分别为4.94万μm2±0.59万μm2、4.81万μm2±

0.63万μm2、5.16万μm2±0.79万μm2)表达则
未见增加.  

结论: 血清5-HT升高及肠组织中受体降低可
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■相关报道
Bertoni等对5-HT2A
受体进行了研究, 
假手术组给予了
5-HT2A激活剂发
现可引起肠系膜
缺血-再灌注损伤, 
从而导致了胃肠
道传输功能的延
迟; 手术组给予了
5-HT2A抑制剂, 胃
肠道传输功能未
见延迟, 保护了胃
肠道对肠系膜缺
血-再灌注损伤应
激效应.

能是SAP发生肠动力衰竭的原因之一, 而大黄
则可能是通过激活肠组织中5-HT1R, 或增加
5-HT1R的表达量来促进肠功能恢复.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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大黄

核心提示：重症急性胰腺炎大鼠肠动力衰竭时

血清5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)水平明

显增加, 但其受体5-HT1、5-HT2的表达明显下降, 
从而导致5-HT与其受体亲和力降低, 这可能是

SAP发生肠动力衰竭的机制之一, 而大黄可能是

通过激活5-HT1R, 或增加5-HT1R的表达量来改善

肠动力衰竭.
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0  引言

5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT), 又名血

清素(serotonin), 广泛分布于人体中, 约90%存

在于胃肠道, 是体内最重要的胃肠动力调节剂

之一. 近来研究显示, 人体中存在多种5-HT受
体(5-HT1R-5-HT7R), 这些受体又各自可分成若

干亚型[1], 而与胃肠道功能密切相关的主要有

5-HT1R、5-HT2R、5-HT3R、5-HT4R及5-HT7R
[2-9].  

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)常见的并发症主要是胃肠动力衰竭, 但目

前对5-HT及其受体在SAP胃肠动力衰竭中的

变化及作用机制鲜有报道, 本研究采用牛磺胆

酸钠制备SAP大鼠肠动力衰竭模型, 观察大黄

对S A P大鼠肠动力衰竭模型的血清淀粉酶、

脂肪酶及5-H T含量 ,  并检测相应肠段黏膜中

5-HT1R、5-HT2R的表达情况, 以探讨大黄治疗

SAP胃肠动力衰竭的可能机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂SD大鼠54只, 体质量200 g±
20 g, 由南通大学医学院实验动物中心提供, 许
可证号: SYXK(苏)2002-0022, 实验期间所有动

物置于同一室内, 在没有特定病原菌的环境中

分笼饲养, 自由饮水, 室温21 ℃±4 ℃, 光照12 h, 
黑暗12 h. 随机分为假手术组(SO)、SAP组及大

黄治疗组, 每组18只. 实验过程中所有大鼠均没

有出现意外死亡.  
1.2 方法

1.2.1 SAP肠动力衰竭模型的制备: 根据文献[10]
的方法制备SAP肠动力衰竭模型: 大鼠术前禁食

12 h, 禁水6 h, 10%水合氯醛(300 mg/kg)腹腔注

射麻醉, 正中切口入腹, 胆胰管十二指肠开口处

用无损伤金属夹夹闭, 注射器针头向十二指肠

开口方向插入胆胰管, 以0.1 mL/min速度向胆胰

管内注入3.5%牛磺胆酸钠 (0.1 mL/100 g体质量, 
Sigma公司), 10 min后关腹. SO组大鼠开腹后仅

翻动十二指肠并触摸胰腺数次后关腹. 大黄治

疗组造模15 min前经胃管一次注入10%的大黄

汤剂(2 mL/100 g体质量, 成都大西南制药有限公

司), 而SO组和SAP组则给予等量0.9%氯化钠溶

液.  
1.2.2 生化指标的测定: SO组、SAP组及大黄治

疗组分别于3、6、12 h时间点各处死6只大鼠, 
立即心脏取血, 置入肝素钠管内, 4000 r/min离心

15 min, 取上层血清, -80 ℃保存. 用全自动生化

分析仪检测血清淀粉酶、脂肪酶水平, ELISA法

测定血清5-HT含量.  
1.2.3 小肠推进率的测定: 各组造模2.5 h后(即3 h
时间点处死的大鼠)分别给予含有苯酚红2 mg/
mL的生理盐水1.0 mL灌胃, 30 min后快速剖腹

分别取出小肠. 剪下幽门下端至阑尾上端的肠

管, 将其铺在纸上, 不加任何拖曳牵引, 测小肠

全长和苯酚红前沿至幽门下端的距离. 苯酚红

前沿如果显示不清楚, 可在疑似处剪开小肠, 然
后滴加0.1 mol/L的NaOH溶液确认(显示鲜亮的

玫红色), 并需在其前和后各1 cm处再次剪断滴

加NaOH溶液, 加以验证, 以保证数据的准确性. 
小肠推进率的计算公式为苯酚红推进的小肠长

度/小肠全长×100%.  
1.2.4 免疫印迹法检测肠黏膜中5-HT1R、5-HT2R
蛋白表达情况: 分别取3组6 h时间点大鼠距屈氏

韧带10 cm的空肠、末端回肠及乙状结肠组织, 
量约50 mg, 常规提取总蛋白, BCA法测定样本

组织中蛋白浓度, 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋

白, 湿法转膜, 脱脂奶粉封闭, 分别加入兔抗大鼠

5-HT1R、5-HT2R多克隆抗体50 μL(1∶400), 4℃
过夜, 加入羊抗兔Ig-HRP 50 μL(1∶500), 室温反

应2 h, ECL显色, 上述实验以b-actin作为内参.  
1.2.5 免疫组织化学法检测5-HT1R

+、5-HT2R
+ 细

胞面积: 分别取3组6 h时间点大鼠距屈氏韧带10 
cm的空肠、末端回肠及乙状结肠组织, 约5 mm
×5 mm, 常规固定、包埋、切片, 脱蜡至水、抗
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■创新盘点
目前国内外对5-
羟色胺及其受体
在重症急性胰腺
炎肠动力衰竭中
的变化及作用机
制 鲜 有 报 道 ,  本
研究采用牛磺胆
酸钠制备重症急
性胰腺炎大鼠肠
动 力 衰 竭 模 型 , 
观察大黄对其肠
黏膜中5-HT1R、
5-HT2R的表达情
况, 以探讨大黄治
疗重症急性胰腺
炎肠动力衰竭的
可能机制属国内
首创.

原修复, 分别加5-HT1R、5-HT2R一抗50 μL(1∶
300), 37℃孵育1 h后4 ℃过夜, 加辣根过氧化物

酶标记的二抗50 μL, 室温孵育各20 min, DAB显
色, 复染、脱水、封片. 结果判断: 胞浆染色呈

棕色者判定为阳性细胞. 每张切片选择5个高倍

镜视野(400×), 应用Leica RX250型图像分析系

统进行定量灰度扫描, 以及Qwin软件分别进行

分析, 并自动计算5-HT1R
+、5-HT2R

+细胞面积.  
1.2.6 胰腺组织病理学诊断: 胰腺组织经HE染色

后, 由两位专业的病理医师双盲阅片, 每组随机

取3张切片, 每张切片随机选取10个高倍视野, 
以水肿、感染、出血和坏死评价胰腺组织损伤

的程度.  
统计学处理 实验数据录入SPSS18.0统计软

件包, 所有数据均以mean±SD表示, 组间以t检验

进行统计学处理, P<0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 各组大鼠血清淀粉酶及脂肪酶含量比较 与
SO组比较, SAP组和大黄治疗组在造模后各时

间点血清淀粉酶明显升高, 其中SAP组与SO组

比较差异有统计学意义(P <0.01); 与SAP组比较, 
大黄治疗组各时间点血清淀粉酶明显降低, 差
异有统计学意义(P <0.01); SAP组血清淀粉酶水

平随观察时间的延长呈依赖性增加. 各组大鼠

血清脂肪酶变化与淀粉酶变化一致(表1).    
2.2 各组大鼠血清5-HT及IL-6含量比较 与SO组

相比, SAP组、治疗组5-HT含量在造模后3、6、
12 h明显升高, 其中SAP组与SO组比较差异有统

计学意义(P <0.01); 与SAP组比较, 大黄治疗组各

时间点血清5-HT明显降低, 差异有统计学意义

(P <0.01); 且SAP组血清5-HT含量随观察时间的

延长呈依赖性增加(表2). 
2.3 各组大鼠小肠推进率的比较 SAP组小肠推

进率在3 h时间点为25.72%±4.52%, 与SO组

63.52%±10.5%比较明显降低, 差异有统计学意

义(P <0.01); 治疗组小肠推进率在3 h时间点为

61.45%±9.11%, 与SAP组比较差异有统计学意

义(P <0.01), 而与SO组比较差异无统计学意义

(P >0.05).  
2 . 4  各组大鼠不同部位肠黏膜中5-H T 1R、

5-HT2R蛋白的表达 与SO组比较, SAP组于造模

后6 h点5-HT1R、5-HT2R蛋白表达水平在空肠、

末端回肠及乙状结肠处均明显减少; 与SAP组比

较, 大黄治疗组上述部位5-HT1R蛋白表达均增

加, 但较SO组表达降低, 而5-HT2R蛋白表达均未

见明显增加(图1).  
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表  1  各组大鼠血清淀粉酶、脂肪酶含量比较 (n  = 6, mean±SD, IU/L)

     
淀粉酶 脂肪酶

3 h 6 h 12 h 3 h 6 h 12 h

SO组 1853±272  1959±269  1897±293  46±9  54±11 52±14

SAP组   9807±698b 15442±952b 18231±869b     94±23b 257±99b  306±107b

大黄治疗组   2238±298d   2313±302d   2289±323d      62±16d   71±17d  69±15d

bP<0.01 vs  SO组; dP<0.01 vs  SAP组. SO组: 假手术组; SAP组: 重症急性胰腺炎肠动力衰竭组.

表  2  各组大鼠血清5-羟色胺含量比较 (n  = 6, mean±SD, ng/mL)

     
 5-羟色胺  

3 h 6 h 12 h

SO组 699±64 721±76 705±72

SAP组  1192±142b  1437±114b  1646±163b

大黄治疗组  794±86d  814±83d  798±81d

bP<0.01 vs  SO组; dP<0.01 vs  SAP组. SO组: 假手术组; SAP组: 重症急性胰腺炎肠动力衰竭组.

A        B       C      D        E         F        G

5-HT1R

b-actin

图  1  各组大鼠6 h点不同部位肠黏膜中5-HT1R蛋白的表达. 
A: SO组; B: SAP组空肠; C: SAP组末端回肠; D: SAP组乙状

结肠; E: 大黄治疗组空肠; F: 大黄治疗组末端回肠; G: 大黄

治疗组乙状结肠. 5-HT1R: 5-羟色胺受体.
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2.5  各组大鼠不同部位肠黏膜中5-H T 1R +、

5-HT2R
+细胞面积 SAP组于造模后6 h点空肠、

末端回肠及乙状结肠5-HT1R
+细胞面积分别与

S O组比较明显减少 ,  差异有统计学意义(P 均

<0.05).  治疗组于造模后6 h点空肠、末端回肠

及乙状结肠5-HT1R
+细胞面积分别与SAP组相

同部位比较5-HT1R
+细胞面积明显增加, 差异有

统计学意义(P均<0.05, 图2, 表3). 与SO组比较, 
SAP组于造模后6 h点相同部位5-HT2R

+细胞面

积明显减少, 差异有统计学意义(P均<0.05); 但
治疗组上述部位5-HT2R

+细胞面积较SAP组比

较, 均未见明显增加 (P均>0.05, 表3).  
2.6 SO组及SAP组大鼠胰腺组织病理学改变 SO
组大鼠各时间点胰腺组织病理学改变基本相同, 
可见胰腺部分间质水肿, 少量炎性细胞浸润, 偶
可见点状出血, 极少量腺泡细胞坏死. SAP组大

鼠胰腺组织病理学改变随着造模时间延长, 改
变越明显: 造模后3 h可见明显的小叶间水肿, 散
在片状出血, 较多炎性细胞浸润, 部分腺泡细胞

变性坏死; 造模后6、12 h可见大量炎性细胞浸

润, 片状出血显著, 胰腺小叶结构被破坏, 大量

腺泡细胞坏死(图3). 结合本实验3 h时间点SAP

■应用要点
中药大黄能有效
改善重症急性胰
腺炎患者肠动力
衰 竭 ,  且 来 源 广
泛、给药方便、
价格便宜, 建议可
将其作为重症急
性胰腺炎肠动力
衰竭的有效治疗
方法.
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表  3  各组大鼠不同部位肠黏膜中5-HT1R
+及5-HT2R

+细胞面积比较 (n  = 6, mean±SD, ×104 μm2)

     
                                     5-HT1R

+细胞面积                         5-HT2R
+细胞面积

       空肠   末端回肠   乙状结肠     空肠   末端回肠  乙状结肠

SO组 5.63±0.82 5.94±0.91 6.37±0.87 6.02±0.78 5.98±0.66 6.49±0.85

SAP组 4.58±0.56b 4.64±0.63b 4.79±0.56b 4.89±0.61b 4.76±0.51b 5.03±0.73b

大黄治疗组 5.57±0.83d 5.82±0.74d 6.02±0.81d 4.94±0.59 4.81±0.63 5.16±0.79

bP<0.01 vs  SO组; dP<0.01 vs  SAP组.

A

D

G H

E

B C

F

I

图  2  各组大鼠不同部位肠黏膜中5-HT1
+ 细胞面积. A: SO组空肠; B: SAP组空肠; C: 治疗组空肠; D: SO组末端回肠; E: SAP

组末端回肠; F: 治疗组末端回肠; G: SO组乙状结肠; H: SAP组乙状结肠; I: 治疗组乙状结肠.
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组小肠推进率与SO组比较明显降低, 提示本研

究采用牛磺胆酸钠制备SAP大鼠肠动力衰竭模

型成功.  

3  讨论

SAP具有病情重、并发症多等特点, 病死率高达

30%-50%[11,12]. 近年来, 随着人们生活水平的提

高, 生活方式和饮食习惯的改变, SAP的发病率

呈逐年增高的趋势[13]. 胃肠动力衰竭是SAP最常

见的并发症之一, 其可导致肠黏膜的屏障功能

减弱甚至丧失、肠道内菌群及内毒素移位, 进
而引起肠源性感染甚至多脏器功能衰竭[14], 最终

导致SAP患者死亡率增加. 大量临床研究表明, 
SAP患者早期恢复胃肠动力, 可显著降低其他并

发症的发生率及死亡率, 提高抢救成功率及治

愈率.    
传统医学认为SAP早期发病机制的中心环

节在于气机不畅, 腑气不通, 气机升降失司, 气
滞血瘀, 故通里攻下、活血化瘀是中医早期治

疗该病的主要方法. 大黄性寒味苦, 具有攻积

滞、清湿热、泻火、凉血、祛瘀、解毒等功效, 
是通里攻下的代表中药. 有研究表明, 大黄可通

过以下两方面治疗急性胰腺炎: 一是大黄对与

急性胰腺炎直接有关的几种酶如胰蛋白酶、胰

弹性蛋白酶、胰糜蛋白酶、胰激肽释放酶和胰

脂肪酶具有明显的抑制作用[15], 本研究结果显

示大黄治疗组与SAP组相比, 血清淀粉酶及脂肪

酶水平明显下降, 与严鸣等[16]研究结果基本一

致; 本研究对血清5-HT含量进行了测定, 结果显

示: 与SO组相比, SAP组、大黄治疗组5-HT含量

在造模后各时间点均明显升高; 而大黄治疗组

各时间点血清5-HT含量较SAP组同时间点均明

显降低. 另外, 本研究还检测了各组大鼠距屈氏

韧带10 cm的空肠、末端回肠及乙状结肠组织

中5-HT1R、5-HT2R蛋白表达水平的变化及肠黏

膜中5-HT1R
+、5-HT2R

+细胞面积的变化, 结果表

明, SAP组每个部位各时间点5-HT1R、5-HT2R
蛋白、5-HT1R

+及5-HT2R
+细胞面积较SO组均显

著下降, 但血清中5-HT含量明显增加, 由此推测, 
5-HT与其受体不能有效地结合可能是导致SAP
肠动力衰竭的机制之一[17]. 与SAP组相比, 大黄

治疗组每个部位各时间点5-HT1R及5-HT1R
+细

胞面积显著增加, 血清5-HT相同时间点含量显

著下降, 而5-HT2R及5-HT2R
+细胞面积未见明显

增加, 此结果提示大黄有效恢复SAP大鼠肠动力

的机制可能是: 大黄自身作为5-HT1R激动剂或

其直接增加5-HT1R的表达, 从而有效恢复5-HT
与5-HT1R的亲和力, 消耗血清5-HT, 进而使SAP
肠动力得以恢复.  

总之, 本研究表明SAP大鼠肠动力衰竭时血

清5-HT水平明显增加, 但其受体5-HT1、5-HT2

的表达明显下降, 从而导致5-HT与其受体亲和

力降低, 这可能是SAP发生肠动力衰竭的机制

之一, 而大黄可能是通过激活5-HT1R, 或增加

5-HT1R的表达量来改善肠动力衰竭. 中药大黄

来源广泛、给药方便、价格便宜, 建议可将其

■同行评价
本文选题新颖、
科学 ,  方法正确 , 
资料齐全, 研究结
果可靠, 值得临床
应用.
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A B C

FED

图  3  两组大鼠胰腺组织病理学改变(HE染色×400). A: SO组胰腺组织3 h; B: SO组胰腺组织6 h; C: SO组胰腺组织12 h; D: 

SAP组胰腺组织3 h; E: SAP组胰腺组织6 h; F: SAP组胰腺组织12 h.
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作为SAP肠动力衰竭的有效治疗方法.  
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Abstract
Gastric cancer is one of the most common ma-
lignant tumors, and its development is a very 
complicated process. Although great progress 
has been made in the understanding of gastric 
cancer, its exact mechanism is still unclear. The 
human mutL homolog 1 (hMLH1), a main mem-
ber of the mismatch repair system, participates 
in mismatch repair during DNA replication, 
and plays an important role in maintaining ge-
nome stability. The reduction or loss of hMLH1 
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hMLH1甲基化、MSI与胃癌关系的研究进展

毛远天, 刘金禄, 王 震, 陈业阳, 陈俊强

®

■背景资料
胃癌的形成是一
个多基因参与、
多步骤的复杂过
程 ,  其 确 切 发 病
机 制 尚 不 清 楚 . 
hMLH1 是一个重
要的错配修复基
因, 对维持基因组
的稳定具有重要
作 用 .  该 基 因 发
生甲基化可导致
其表达减少或缺
失, 常表现为微卫
星不稳定(micro-
satellite instability, 
MSI). 研究表明, 
hMLH1 甲基化、
MS I与胃癌的发
生发展关系密切. 
因此, 明确其在胃
癌中的作用机制
及其相互关系将
为胃癌的诊疗提
供新的方向. 

expression, which often shows as microsatellite 
instability (MSI), is closely related to the de-
velopment, treatment and prognosis of gastric 
cancer, and the main reason is hMLH1 promoter 
methylation. In this paper, we will review the re-
cent progress in understanding the relationship 
between hMLH1 methylation, MSI and develop-
ment, treatment and prognosis of gastric cancer.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发生、发展
是一个复杂的过程. 虽然人们对胃癌的认识已
经有了很大的进步, 但其确切的发生机制尚不
清楚. Human mutL homolog 1(hMLH1)是错配
修复系统中的主要成员之一, 在DNA复制时
参与错配修复功能, 对维持基因组的稳定具有
重要作用. hMLH1表达的减少或缺失与胃癌
的发生发展、治疗及预后密切相关, 其主要
原因是hMLH1 发生甲基化, 常表现为微卫星
不稳定(microsatellite instability, MSI). 本文就
hMLH1 甲基化、MSI与胃癌的发生发展、治
疗及预后关系的研究现状作一综述.

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词：hMLH1 甲基化; 微卫星不稳定; 胃癌

核心提示: hMLH1表达的减少或缺失可导致DNA
错配修复功能降低, 这与胃癌的发生发展、治疗

及预后密切相关, 其主要原因是hMLH1发生甲基

化, 常表现为微卫星不稳定.
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■研发前沿
hMLH1 甲基化、
MS I在胃癌中的
研究目前主要集
中在其与胃癌的
发生发展及预后
的 关 系 、 作 用
机 制 及 胃 癌 中
hMLH1 发生甲基
化的相关因素等
方面, 而其在胃癌
耐药方面的研究
尚未见相关报道.
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在全球癌症死亡

相关因素中, 胃癌排在第2位, 仅次于肺癌[1]. 胃癌

的发生发展过程复杂, 至少经过了6个发展阶段: 
浅表性胃炎、慢性萎缩性胃炎、肠上皮化生、

胃腺瘤、胃不典型增生和胃癌[2], 他与许多遗

传学和表观遗传学的改变有关, 如生长因子/受
体、血管生成因子、细胞周期调节因子和DNA
错配修复(mismatch repair, MMR)基因等多种因

素的异常[3]. MMR基因是一组保守基因, 具有修

复DNA错配、维持基因组稳定和降低自发性突

变的功能[4,5]. DNA错配修复系统的功能降低或

丧失, 主要表现为MSI[6]. hMLH1基因是MMR系
统中的重要成员之一, 该基因发生甲基化可导致

其表达减少或缺失, 常表现为MSI. hMLH1甲基

化、MSI与胃癌的发生发展、治疗及预后关系

密切. 近几年来, 学者们对此有了一些新的认识, 
也提出了一些新的问题, 现综述如下.

1  hMLH1、DNA甲基化和MSI简介

hMLH1基因是1994年在研究遗传性非息肉性结

直肠癌的过程中由Bronner等[7]首先发现的, 位
于染色体3p21.3-23, 基因组全长约58 kb, 含19
个外显子, 含2268 bp的开放阅读框(open reading 
frame, ORF), 编码一种由756个氨基酸残基组成

的蛋白质, 与酵母的hMLH1蛋白有41%的同源

性, 保守区同源性51%[8,9].
D N A甲基化是常见的表观遗传学改变方

式之一, 也是目前唯一已知的DNA天然修饰方

式, 其发生过程主要是以S-腺苷蛋氨酸为甲基供

体, 在DNA甲基转移酶(DNA methyltransferase, 
DNMT)的催化下, 将胞嘧啶(C)变为5-甲基胞嘧

啶(5-mC), 而后者本身并不稳定, 能自发脱氨基

形成胸腺嘧啶, 从而影响基因的正确表达. DNA
甲基化主要发生在基因启动子或第一外显子处, 
该处CpG二核苷酸的胞嘧啶高度聚集, 也称为

CpG岛. 正常生理条件下绝大部分CpG岛处于非

甲基化状态, 在肿瘤组织中则常处于过甲基化

状态, 导致基因沉默而失活. 第一个DNA错配修

复基因hMLH1和hMSH2甲基化于1999年在胃癌

中得到确认[10].
微卫星(microsatellite, MS)是广泛分布于原

核和真核生物基因组中具有高度多态性的简单

短串联核苷酸的重复序列, 重复序列中的重复

单位相同, 其重复单位在1-10 bp, 一般为2-6 bp
重复. 微卫星DNA序列定位于基因的内含子、

基因编码区、启动子、内含子与外显子的交界

区, 通过改变DNA的结构或通过与特异蛋白结

合而发挥基因调控作用, 是多态信息含量极高

的分子标志. MSI首先在遗传性非息肉性大肠癌

中发现[11], 是指具有高度多态性的简单串联重复

序列的改变, 多由于DNA错配修复系统改变, 无
法修复DNA在复制过程中发生的错误引起. 产
生MSI可能的机制是DNA复制过程中滑动或修

复时滑动链与互补链碱基错配, 导致一个或几

个重复单位的插入或缺失, 由于重复拷贝数发

生大的变化而使某些重要功能的基因发生功能

改变, 其中涉及到的重要基因是错配修复基因

(如hMLH1、hMSH2、hMSH6等)[12,13], 其准确机

制尚有待进一步研究. 目前肿瘤组织MSI的诊断

尚无统一标准, 参照1997年美国国立癌症研究

所的标准, 推荐首选的5个MS位点, 即BAT25、
BAT26、D5S346、D2S123和D17S250. 有2个或

2个以上阳性位点为高度MSI(MSI-H), 如有1个
阳性位点为低度MSI(MSI-L), 如无阳性位点为

MS稳定(MSS).

2  hMLH1在胃癌中的表达

hMLH1作为主要的错配修复基因之一, 在DNA
的复制过程中扮演着重要的错配修复功能, 其
表达减少或缺失都会削弱D N A错配修复的能

力. 在许多肿瘤中, 都出现hMLH1表达的减少

或缺失. Baek等[8]对胃癌的研究中发现, 在8%的

MSI阳性腺瘤与88%的癌中可见hMLH1表达缺

失或减少. 夏頔等[14]研究表明, hMLH1基因在癌

组织中的表达明显少于癌旁及胃炎组织, 而癌

旁组织和胃炎的hMLH1表达差别没有统计学

意义. 引起hMLH1表达减少的原因主要有2个: 
基因突变和甲基化. 在胃癌中, DNA甲基化比

基因突变更常见[15], hMLH1发生甲基化是导致

hMLH1表达失活的主要原因. 尽管许多研究表

明肿瘤中hMLH1表达减少或缺失, 但另一些研

究者却持完全相反的观点. Li等[16]研究了191例
胃癌组织、133例癌旁组织和42例非胃癌患者

的正常胃黏膜组织, 发现其hMLH1表达分别为

80.1%(153/191)、60.2%(80/133)和31.0%(13/42), 
三者之间差别均有统计学意义, 癌组织hMLH1
表达明显高于癌旁组织和非胃癌患者的正常胃



3956               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志  2013年12月18日   第21卷   第35期 

2013-12-18|Volume 21|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
Alves等研究发现, 
hMLH1 甲基化与
胃癌的类型、部
位有关, 在肠型非
贲门癌中发生率
较 高 ;  但 其 与 胃
癌患者的性别和
肿瘤分期无关. 该
研究认为在贲门
部弥漫型和非贲
门部肠型胃癌中
可能存在着两种
截然不同的发生
机制, 前者为CD-
K N 2 A 甲 基 化 使
其表达失活途径, 
后者为hMLH1 甲
基化致其表达失
活途径.

黏膜组织. 在其他一些恶性肿瘤如胶质母细胞 
瘤[17]、支气管肺泡细胞癌[18]、膀胱癌[19]也发现

了hMLH1或hMSH2表达增加. 出现这种现象可

能的机制是在正常生理状态下, hMLH1、hPMS2
基因处于低转录状态, 肿瘤细胞过度增殖时会伴

有DNA碱基错配增多, 从而引起错配修复蛋白

代偿性表达增多; 另一种可能的原因hMLH1、
hPMS2基因可能存在突变产生不全蛋白, 导致

错配基因不能被修复, 从而形成恶性循环, 导致

hMLH1、hPMS2蛋白不断积累, 含量增加.

3  胃癌中hMLH1 发生甲基化的相关因素

hMLH1发生甲基化与饮食、年龄、感染等诸多

因素有关. 印度克什米尔人群有饮热咸茶的习

惯, 胃癌发生率较高, 有研究者对该地区胃癌患

者做了相关研究, 发现31-60岁和61-90岁这两组

胃癌患者与hMLH1、E-cadherin和p16异常甲基

化都明显相关, 因此该研究者认为这3个基因异

常甲基化与当地饮热咸茶的习惯有关, 这种茶

能诱导基因异常甲基化, 从而使肿瘤抑制基因

表达失活, 导致胃癌的发生[20]. Wani等[21]对该地

区胃癌人群又做了进一步研究, 结果显示频繁

摄入晒干蔬菜(>1次/wk)、热咸茶(>6杯/d, 250 
mL/杯)和过少摄入新鲜水果(<4次/wk)hMLH1甲
基化发生率明显高于对照组, 分别为81.82% vs  
18.18 %, 86.48% vs  13.51%和100% vs  0%, 这又

进一步证实了饮食习惯与hMLH1甲基化存在密

切关系, 说明hMLH1甲基化可能在一定程度上

促进了胃癌的形成. 许多肿瘤的发生与年龄相

关, 随着年龄的增长, 机体内许多功能也随之发

生改变. Kim等[22]根据年龄把胃癌患者分为两组, 
发现老年胃癌患者的hMLH1、hMSH2甲基化发

生率(26%和24%)明显高于年轻胃癌患者(14%
和15%), 提示年龄因素在hMLH1发生甲基化过

程中起着重要的作用. Nakajima等[23]也做了这方

面的研究, 发现hMLH1异常表达和hMLH1甲基

化的频率随着年龄的增长而增加, 81岁以上的

胃癌患者hMLH1异常表达和hMLH1甲基化的频

率分别为27.3%和18.2%, 而60岁以下的胃癌患

者的发生频率分别为4.2%和0%, 这表明胃癌患

者中hMLH1甲基化存在明显的年龄相关性. 类
似的现象在其他研究中也有报道[24-26]. 幽门螺杆

菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是被国际癌症机

构确认的致癌原, 在胃癌的形成过程中发挥着

重要作用[27], 但是其致癌机制仍不明确. 有报道

称H. pylori可以通过环氧化物酶-2-前列腺素2途

径参与胃癌发生[28], K-ras基因突变也可能是H. 
pylori致癌机制之一[29]. H. pylori感染是否能促进

DNA甲基化仍存在争议. 有研究表明, DNA甲基

化与H. pylori感染有关[30-32], 而另一些研究者则

持相反观点[33-35]. 为此, Alves等[36]做了进一步的

研究, 他们对H. pylori感染阳性的胃癌样本经过

H. pylori基因分型后发现H. pylori vacA s1亚型

与hMLH1甲基化明显相关, 而其他基因型则无

此相关性. 因此, H. pylori感染是否与hMLH1甲
基化有关可能取决于H. pylori的基因型, 这在一

定程度上可以解释这一问题存在的争议, 提示

hMLH1甲基化也可能是H. pylori感染导致胃癌

发生的机制之一. 此外, EBV感染[35]、吸烟[21]等

也可使DNA发生甲基化.

4  hMLH1 甲基化、MSI与胃癌的临床病理关系

基因甲基化异常、基因突变和染色体异常都能

使肿瘤相关基因永久失活. 在胃癌中基因甲基

化较后两者更为常见. 有研究发现, 胃癌相关基

因MLF1、MGMT、p16、RASSF2、hMLH1、
HAND1、HRASLS、TM和FLNc等频繁发生甲

基化, 发生率为8%-51%[37-41]. Wani等[21]研究表明, 
胃癌组织的hMLH1甲基化发生率(72.9%)明显

高于非胃癌组织(20%), 这说明hMLH1甲基化与

胃癌的发生发展有关. 进一步研究发现, hMLH1
甲基化与胃癌的分化呈负相关[41]. 此外, Alves
等[36]发现hMLH1甲基化与胃癌的类型、部位有

关, 在肠型非贲门部胃癌中发生率明显增高, 但
与胃癌患者的性别和肿瘤分期无关. 该研究认

为在贲门部弥漫型和非贲门部肠型胃癌中可能

存在着两种截然不同的发生机制, 前者为CD-
KN2A甲基化使其表达失活途径, 后者为hMLH1
甲基化致其表达失活途径.

hMLH1表达减少或缺失会发生MSI, 这与胃

肠道等多种肿瘤的形成关系密切. 有学者研究

发现MSI在胃癌中的发生率为15%-20%, 其可能

的机制为hMLH1甲基化[42,43]. 更进一步的研究表

明, hMLH1甲基化与MSI分型有关, 在MSI-H型

胃癌中有较高的发生率[44,45]. 因此, 有学者认为,
在基因型和表型中有无MSI-H可能是相同肿瘤

具有不同生物学特征和临床特性的原因之一[6]. 
针对MSI-H型胃癌, Seo等[46]做了有关临床病理

特征的研究, 结果MSI-H与患者的年龄、肿瘤的

位置、大小和类型有关, 在老年胃癌(>70岁)、
远端胃癌、大直径肿瘤及肠型胃癌中具有较高

的发生率, 而与淋巴结转移、pTNM分期和生存
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■创新盘点
本文阐述hMLH1
甲基化、MS I与
胃癌临床病理特
征、生物学特性
及预后关系的新
进展, 并概括胃癌
中引起hMLH1 甲
基化的相关因素, 
同时也对目前该
领域仍存在的一
些争议作了总结.

率无关. 然而, 有学者的研究结果与之并不完全

一致, 他们发现MSI-H不仅与患者的年龄、肿瘤

的位置、大小和类型有关, 还与淋巴结转移、

pTNM分期和预后关系密切, 其认为MS I-H型

胃癌患者具有淋巴结转移率低、分期早、预后

好的特点[44,47,48]. 从上面的研究结果我们可以推

测, MSI-H可能是早期胃癌的一种生物学标志. 
但最近学者在研究早期胃癌的进展过程中发现

MSI-H是由于DNA甲基化逐渐积累而从MSI-L
或MSS发展而来的. 这与先前研究发现的MSI-L
及MSS多出现在晚期胃癌中的结果不一致. 因
此, 要阐明MSI在胃癌中的确切作用机制仍需进

一步的研究.

5  hMLH1 甲基化的治疗

表观遗传学的修饰具有可逆性, 因此在肿瘤或

癌前病变中可通过去甲基化或乙酰化的方法恢

复相关抑癌基因的表达, 从而达到预防或治疗

肿瘤的目的. 目前去甲基化作用的药物有DN-
MTs抑制剂, 如5-氮杂胞嘧啶核苷(5-Azacytidine, 
5-Aza-CR)及其脱氧类似物5-氮杂脱氧胞嘧啶核

苷(5-aza-2'-deoxycytidine, 5-Aza-CdR), 他们都是

有效的DNMTs抑制剂, 可通过DNA复制过程中

取代胞嘧啶或与DNMTs形成共价键抑制DNMTs
活性, 从而达到抑制DNA甲基化的效果[49]. 但是

这两种药物在水溶液中不稳定且有毒性, 因此

在临床应用中存在局限性. Zebularine[1-(beta-
D-ribofuranosy1)-1,2-dihydropyrimidin-2-one]是
另一种抑制DNA甲基化的药物, 其具有化学稳

定性和细胞毒性低的特点, 对肿瘤细胞具有高

选择性生长抑制作用, 而对正常细胞影响小[50]. 
Zebularine可全部消除DNMT1, 但只能部分消除

DNMT3a和DNMT3b, 因此与其余两种酶的抑制

剂联合使用才能达到更好的作用效果[51]. Cheng
等[52]研究发现, 在使用5-Aza-CdR后相继使用Ze-
bularine, 将有效地诱导并稳定p16基因的表达, 
因此这两种药物的组合使用将具有广阔的应用

前景.

6  hMLH1 甲基化、MSI与胃癌的预后

肿瘤的预后是临床医生和患者都十分关注的问

题, 他与诸多因素有关, 表观遗传学改变为其中

因素之一. Shi等[41]研究发现, hMLH1甲基化可明

显增加胃癌患者的死亡风险(OR = 3.16, 95%CI: 
1.04-9.64, P <0.05), 降低其生存率(P = 0.03), 经过

进一步分析发现, 与晚期胃癌患者相比, hMLH1

甲基化与早期胃癌患者差的预后关系更加密切. 
而Greddert等[53]的研究发现, hMLH1、hMSH2
和hMSH6表达缺失的肿瘤患者通常具有良好

的预后, 但肿瘤患者在辅以5-FU化疗后, MMR
缺失者比未缺失者生存率更低. Falchetti等[54]对

159例MS I胃癌患者进行单因素统计分析发现

MSI-H型胃癌的7年生存率(48.2%±9.6%)明显

高于MSS/MSI-L(28.0%±3.4%), 差别有统计学

意义(P = 0.03); 他们以MSI和pN状态绘制第15
年的生存曲线, 采用Kaplan-Meier分析发现胃

癌MSI-H型与长期生存明显相关(P = 0.0001), 
MSI-H/pN0生存率最高(70.0%). 然而, Ribic等[55]

研究发现辅以5-FU化疗只对MSS型结直肠癌患

者预后的改善有利. 因此, 目前hMLH1甲基化、

MSI-H对胃肠肿瘤患者预后的影响尚有争议, 要
明确其相关性, 仍需要更多的研究证据. 

7  结论

hMLH1甲基化、MSI与胃癌的发生、发展及预

后密切相关, 但其具体作用仍存有争议. 他们能

否作为胃癌发生发展的生物学标志物以及指导

临床治疗和判断预后的指标, 有待进一步的研

究. 随着对其了解地深入, 人们将逐渐步阐明

hMLH1、MSI在胃癌中的确切致病机制及其相

互关系, 这将为胃癌的诊断、治疗和预后的判

断提供新的思路和方法. 
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.775

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

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界华人消化杂志》总被引频次3871次, 影响因子0.775, 

综合评价总分65.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第5位、第7位、第5位, 分别位居1998种中国科技核心期

刊(中国科技论文统计源期刊)的第65位、第238位、第138位; 其他指标; 即年指标0.081, 他引率0.82, 引用刊数

526种, 扩散因子13.59, 权威因子1260.02, 被引半衰期4.3, 来源文献量642, 文献选出率0.93, 地区分布数29, 机构

分布数302, 基金论文比0.45, 海外论文比0.01.

  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期

刊”(《世界华人消化杂志》编辑部).
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Abstract
Hepatocellular carcinoma is one of the most com-
mon cancers, and the main treatments include inter-
vention, radiofrequency ablation, surgical resection 
and liver transplantation. Metastasis and recurrence 
contribute greatly to the high mortality rate of hepa-
tocellular carcinoma. Currently, many efforts have 
been taken to find the ways to promote liver regen-
eration after liver resection. This article will discuss 
the relationship between liver regeneration and 
insulin/insulin-like growth factor. 
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 文献综述 REVIEW

胰岛素/胰岛素样生长因子与肝再生的关系

褚延魁, 王胜智, 刘育蕾, 康志龙

®

■背景资料
原发性肝癌是目
前最常见的癌症
之一, 其复发转移
快, 病死率高已成
为不容忽视的问
题, 因此寻找肝切
除术后剩余肝脏
的再生方法逐渐
引起了大家的广
泛关注. 

http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.3961

摘要
原发性肝癌(hepatocellular carcinoma)是目前
最常见的癌症之一, 其主要治疗方法包括介
入、射频消融、手术切除、肝移植等, 但是复
发转移快, 病死率高是个不容忽视的问题. 因
此寻找肝切除术后剩余肝脏的再生方法逐渐
引起了大家的广泛关注. 本文将就肝再生与胰
岛素及胰岛素生长因子之间的关系进行阐述.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰岛素; 胰岛素样生长因子; 肝再生

核心提示: 胰岛素家族的研究不仅是肝再生研究

的新方向, 也是肝癌机制深入研究的一个切入点.

褚延魁, 王胜智, 刘育蕾, 康志龙. 胰岛素/胰岛素样生长因子与

肝再生的关系.  世界华人消化杂志  2013; 21(35): 3961-3964  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/3961.asp  
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma)在我国发

病率极高, 目前治疗肝癌的方法很多, 虽然手术

切除部分肝脏后, 机体释放的促进肝脏再生的

因子, 能改善患者肝功能, 提高其生活质量, 但
是大量肝癌术后患者由于肝脏损伤严重, 肝细

胞坏死能力远远超过肝再生的能力.

1  肝再生的意义

众所周知肝移植是治疗肝脏衰竭最终解决途 
径[1,2], 但是在我国由于肝源短缺, 受体供体配

型、找到适合受体的肝脏供体需要等待的时间

长, 许多患者往往没有等到供体肝脏时, 病情就

已经恶化, 导致死亡. 另外, 移植手术后长期应

用免疫抑制剂带来的不良反应使其应用也受到

了限制. 
于是肝干细胞的研究逐渐成为了热点, 肝干

细胞是具有无限增殖能力和多向分化潜能的细
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■研发前沿
肝再生是一个复
杂 的 过 程 ,  其 发
生机制至今也未
阐 明 ,  肝 再 生 的
研究对于探讨肝
癌的发病机制有
重要意义.

胞[3,4]. 体内有许多细胞都符合肝干细胞的特征, 
如肝脏胚胎发育过程中的胎肝干细胞及成肝细

胞、成年肝内存在的兼性肝干细胞及其子代细

胞卵圆细胞, 表达CD133的肝星状细胞等, 此外, 
骨髓间充质干细胞、胰腺干细胞等可能也参与

了肝再生[5-7]. 肝干细胞目前在移植领域、遗传

性及慢性肝病治疗、肝肿瘤预防和肝病药物筛

选等方面应用广泛[8-10]. 
目前寻求除了肝脏器官及肝干细胞移植以

外的促进肝再生的方法逐渐成为了研究的热点, 
近年来肝再生的研究已经有了十分重大的成果, 
但其分子机制尚未达成共识[11]. 肝脏损伤或部分

肝叶切除后, 其他肝细胞可快速从G0期进入S期, 
实现肝细胞的再生, 并且这种肝细胞完成2-3次
细胞分裂, 刺激机体分泌一系列促进肝再生的

细胞因子, 从而激发一系列的生物效应, 最终达

到肝再生的目的[12]. 
因此, 肝再生的研究意义十分重大, 这将会

大大提高肝癌患者肝除术后的生存质量, 延长

患者寿命, 除此之外, 肝再生的研究对于探讨肝

癌的发病机制有重要意义. 

2  肝再生与胰岛素及胰岛素生长因子

肝脏的再生的启动及快速增值阶段主要是通过

成熟肝细胞的有丝分裂或当肝组织巨大损伤

后激活肝干/祖细胞来实现[13]. 近年来的研究表

明, 除了上皮生长因子(epidermal growth factor, 
EGF)、胰岛素、肾上腺素等因素外, 肝特异性

的生长因子(augmenter of liver regeneration, ALR)
和抑素也参与了肝组织生长和再生的调节 [14]. 
1994年, Hagiya等从乳鼠肝脏中分离出一种促进

肝脏再生的物质, 并成功克隆了他 的cDNA, 即
肝再生增强因子(augmenter of liver regeneration, 
ALR)[15-17]. Takahashi等[18]最近的研究表明: 血
小板对于抑制肝脏纤维化及肝损害有着很重要

的作用, 主要是通过3种途径来实现, 直接作用

于肝细胞、与肝窦状内皮细胞的协同作用及与

Kupffer细胞的系统效应. 因此, 输注血小板及促

血小板生成素将是除了肝脏移植外治疗肝脏疾

病的新方向. 
有研究表明, 在人肝癌组织中, 胰岛素生

长因子-1(insulin-like growth factor-1, IGF-1)的
m R N A s的表达较正常组织低 [19-21]. 在动物模

型和人肝癌中, 胰岛素生长因子-2(insulin-like 
growth factor-2, IGF-2)已经有报道是高表达

的[22,23]. Zhou等[24]用了多种肝癌细胞系进行检

测, 包括(PLC、HCC细胞系) 全部测得IGF-1R 
mRNA的表达低于正常对照, 而IGF-2的表达却

高于对照组. 且在正常人、肝硬化患者及肝癌

患者3组中, 肝癌患者肝组织的IGFBP-3 mRNA
水平显著降低. 肝癌患者血清中IGFBP-2的水

平显著增加, 该研究小组首次采用了抗体芯片

对25对肝癌与正常组织进行高通量检测, 结果

提示IGF-2R和IGFBP-2蛋白在肝癌组织中提 
高[25,26]. 这也提示了IGF家族蛋白也将成为今后

肝脏疾病研究的热点. 
部分肝切除术后, 迅速进入了增殖阶段, 当

其增殖乏力时即进入肝再生终止阶段. 在肝再

生末期, 肝重相对精确地被调整以与原肝重相

适应; 同时, 通过TUNEL标记分析发现在小鼠肝

再生的末期会出现一小部分肝细胞凋亡[27,28]. 
有报道发现肝再生终止阶段与转换生长因

子-1(transforming growth factor, TGF-1)、激活

素A(activin A)、整合素连接激酶(integrin-linked 
kinase, ILK)、磷脂酰肌醇3(glypican-3)、白介素

1(interleukin-1, IL-1)等因子有关. 可能是通过再

生的肝细胞对TGF-1的分子进行分解, 来发挥其

抑制肝细胞增殖的作用[29-32].
研究人员通过Nrf2基因敲除小鼠的体外和

体内的实验发现, 部分肝脏切除后, 胰岛素/胰
岛生长因子氧化应激[33-35], 从而致使p38激酶和

AKT激酶通路下游的靶点因子激活受损, 进一

步抑制了肝脏再生[36-38]. 由此说明, 胰岛素/胰岛

素生长因子系统对于肝脏的再生的终止也发挥

了非常重要的作用[39]. 
I G F s的蛋白质序列与胰岛素有极高的相

似性, IGFs家族主要由两种低分子多肽(IGF-
Ⅰ、IGF-Ⅱ)、两类特异性表面受体(IGF1R和

IGF2R)组成[40-44]. 除此以外, 还包含高亲和性IGF
绑定蛋白(IGFBP-1至IGFBP-6)以及相关IGFBP
降解酶. IGF是一类细胞增殖调控因子, 在细胞

的增殖、分化及个体的生长发育过程中具有重

要的促进作用[45]. 
IGF-Ⅰ通过与IGF-Ⅰ受体结合发挥生物学

效应, 然而IGF-Ⅱ却具有双重结合力, 不仅能与

IGF-Ⅰ受体结合, 还能与IGF-Ⅱ受体结合而起作

用[46]. IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ及其受体在肝细胞癌变过

程中发挥重要作用, 肝癌的发生发展与IGF-Ⅰ、

IGF-ⅠR、IGF-Ⅱ、IGF-ⅡR的协同作用有密切

相关性, IGF-Ⅰ受体及IGF-Ⅱ在HCC进展过程中

过量表达, IGF-Ⅰ受体通过与IGF-Ⅱ结合导致自

身酪氨酸激酶磷酸化, 从而激活下游信号通路, 
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使肝细胞恶性分化能力增强[47,48]. 
IGF-2在肝癌的发生过程中具有极为重要

的意义, 他不仅通过内分泌参与机体代谢过程

中, 而且还通过自分泌/旁分泌的途径促进了肝

癌细胞的增繁和分化[49,50], 由于HCC中肿瘤细

胞生长迅速导致局部缺氧, 大大增加人肝癌血

管内皮因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)mRNA和蛋白水平[51], VEGF通过与窦状

内皮细胞表面表达的受体Flt-1、Flk-1的结合, 
在体内和体外均可促进内皮细胞的增殖分化, 
从而进一步诱导IGF-2基因的表达. 

3  结论

肝再生的过程是一个复杂的过程, 主要包括再

生启动、快速增值及再生终止3个阶段, 其机制

至今也尚未阐明, 许多的细胞因子都参与了这

一过程, 除了胰岛素/胰岛素生长因子家族外, 肝
再生增强因子, 上皮生长因子、肾上腺素、转

化因子等也参与了肝再生的调节, 本文不再赘

述. 我们认为, 胰岛素生长因子家族的研究不仅

是肝再生研究的新方向, 也是肝癌机制深入研

究的一个切入点. 
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Abstract
Interstitial cells of Cajal are the pacemaker of 
gastrointestinal tract, which can generate elec-
trical signals, conduct slow waves and regulate 
neurotransmitters. Irritable bowel syndrome 
(IBS) is a common gastrointestinal disease whose 
pathogenesis is very complicated, involving gas-
trointestinal motility disorders, visceral hyper-
sensitivity, infection and abnormal secretion of 
gastrointestinal hormones. In recent years, it has 
been found that there are associations between 
interstitial cells of Cajal and gastrointestinal 
motility disorders, visceral hypersensitivity and 
abnormal secretion of gastrointestinal hormones. 
In this paper, we will review the recent progress 
in understanding the relationship between inter-
stitial cells of Cajal and IBS. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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 文献综述 REVIEW

Cajal间质细胞与肠易激综合征关系的研究进展

李泽培, 邱 野, 彭 燕

®

■背景资料
肠 易 激 综 合 征
( irr i table bowel 
syndrome, IBS)是
临床上常见的一
种消化系统疾病, 
其病因和发病机
制目前仍不十分
明确. 近年来研究
认为Cajal间质细
胞(interstitial cells 
of Cajal, ICC)与
IBS的发病有一定
联系 ,  ICC在IBS
发病中的作用逐
渐受到重视. 

sensitivity; Gastrointestinal hormone

Li ZP, Qiu Y, Peng Y. Relationship between interstitial 
cells of Cajal and irritable bowel syndrome. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2013; 21(35): 3965-3970  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/3965.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.3965

摘要
Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)是
胃肠慢波的起搏细胞, 具有产生自发电信号、

传导慢波电位、调节神经递质等功能, 是调节
胃肠动力的重要环节. 肠易激综合征(irritable 
bowel syndrome, IBS)是临床上常见的一种消
化系统疾病, 其发病机制十分复杂, 目前主要
认为与胃肠运动异常、内脏高敏感、感染、

胃肠激素分泌异常等多种因素有关. 近年来
越来越多的研究表明, IBS存在ICC的形态和
数量的异常, ICC与胃肠动力异常、内脏高敏
感、感染后IBS以及胃肠激素分泌异常等的
发生有一定联系, ICC可能参与IBS的发病过
程, 本文就二者的关系作一综述. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: Cajal间质细胞; 肠易激综合征; 胃肠动力; 

内脏高敏感; 胃肠激素

核心提示: Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, 
ICC)是胃肠慢波的起搏细胞, 具有产生自发电信

号、传导慢波电位、调节神经递质等功能, 是调

节胃肠动力的重要环节. 近年来研究认为肠易激

综合征(irritable bowel syndrome, IBS)存在ICC的

形态和数量的异常, ICC与胃肠动力异常、内脏

高敏感、感染后IBS以及胃肠激素分泌异常等的

发生有一定联系, 本文综述二者的关系. 

李泽培, 邱野, 彭燕. Cajal间质细胞与肠易激综合征关系的研

究进展.  世界华人消化杂志  2013; 21(35): 3965-3970  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/3965.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.3965

0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
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■研发前沿
ICC与IBS发病的
关系, 探索IBS的
发 病 机 制 ,  进 而
提 高 I B S 的 诊 疗
效果.

一种以腹痛、腹部不适伴排便习惯改变为特征

的功能性胃肠病, 其发病率较高, 且病因和发病

机制尚不十分清楚. 目前认为IBS的发病主要与

胃肠运动异常、内脏高敏感、感染、胃肠激素

分泌异常等多种因素有关. Cajal间质细胞(inter-
stitial cells of Cajal, ICC)是胃肠慢波的起搏细胞, 
具有产生自发电信号、传导慢波电位、调节神

经递质等功能, 是调节胃肠动力的重要环节. 近
年来越来越多的研究发现, IBS存在ICC的形态

和数量的异常[1-3], 且ICC与胃肠动力异常、内脏

高敏感、感染后IBS的发病以及胃肠激素分泌

异常等有一定联系, ICC可能参与IBS的发病过

程. 深入研究ICC与IBS的关系可能为IBS的病理

研究及治疗提供新的认识. 

1  ICC

1893年, 西班牙神经解剖学家Cajal利用甲基蓝

及嗜银染色法发现消化系存在一种特殊间质细

胞, 主要分布在消化系统自主神经末梢与平滑

肌细胞之间, 称为ICC. 其后学者进行大量研究

证实ICC是胃肠道的起搏细胞, 具有产生自发电

信号、传导慢波电位、调节神经递质等功能. 
ICC在维持正常胃肠动力方面发挥着重要作用, 
多种胃肠动力障碍性疾病也存在ICC结构与数

量的异常. ICC基因表达产物c-kit的发现对ICC
的研究具有重要意义. c-kit是原癌基因, 编码kit
受体(酪氨酸激酶受体), 几乎所有的ICC都表达

c-kit受体[4]. 在胃肠道中仅有ICC和肥大细胞表

达c-kit, ICC用甲苯胺蓝染色后不呈现异染性, 而
肥大细胞被染色后呈红紫色, 借此可区别二者. 
c-kit受体的标志物及c-kit mRNA已成为研究ICC
的有效工具, 特别是c-kit免疫组织化学染色技术

的运用加深了人们对ICC的人识. 最近研究发现

Anol(anoctamin1)也可用于ICC的标记, Ano1在
消化系统ICC所有亚型上均有表达, 且其特异性

较高[5]. 干细胞生长因子(stem cell factor, SCF)是
c-kit受体的自然配体, 近年来研究发现c-kit/SCF
途径对ICC的发生、发育及表型的维持具有重

要作用. SCF与其受体c-kit结合可将细胞外信号

转到细胞内部, 引发某些基因的特异性表达, 从
而精确地调控ICC的分化与增殖. 
1.1 ICC的分类与分布 根据细胞形态、分布位置

及与神经丛、平滑肌的空间关系可将ICC分为

如下种类[6]: (1)肌间ICC(myenteric ICC, IC-MY), 
分别位于胃体、胃窦、小肠、结肠的环行肌与

纵行肌之间的间隙中; (2)黏膜下ICC(submucosal 

ICC, IC-SM), 沿着结肠环行肌束表面的黏膜下

层分布; (3)深肌层ICC(deep muscular ICC, IC-
DMP), 多分布于小肠, 位于环肌内薄层与外厚

层之间; (4)肌内ICC(intramuscular ICC, IC-IM), 
分别位于食管、胃底、胃体、结肠的肌层内. 
前两者主要参与胃肠起搏, 后两者主要参与肠

神经信号的传导[7]. 
ICC广泛分布于胃肠道各肌层, 如食管下

括约肌[8]、胃底、胃体及胃窦[9,10]、小肠[11]、结 
肠[12]、胰腺[13]、胆囊[14]. 此外, ICC在胃肠外亦有

分布, 如上输尿管[15]、尿道[16]、子宫肌层[17]、门

静脉[18]、肠系膜动脉[19]、心肌细胞[20]、输卵管

及胎盘[21]等. 
1.2 功能 ICC具有产生慢波, 调节胃肠平滑肌收缩, 
传导肠道活动的电信号, 调节神经递质等功能. 
1.2.1 胃肠起搏: 近年来的研究证明, ICC产生慢

波, 是胃肠道的起搏细胞. 慢波决定着平滑肌细

胞的收缩节律, 调控胃肠道运动发生的时间、

地点、频率和方向. ICC的发育及功能维持需

要c-kit的表达. 自发性c-kit突变W/Wv小鼠小肠

ICC的发育受损, 其小肠不能产生慢波[22,23]. 有关

ICC产生慢波的机制目前尚无定论. 有学者认为, 
慢波的产生是由于氯通道的开放使ICC膜电位

去极化, 但氯通道缺乏特异的阻滞剂, 不能被特

异性阻断进行研究. 最近研究发现Anol蛋白(钙
激活氯通道蛋白)参与慢波的产生, 为氯通道产

生慢波的假说提供了支持[24]. 也有学者认为慢波

的产生是由于ICC产生了Ca2+调节的、电压依赖

的非选择性钙离子电流, 依据是研究发现采用

钙通道抑制剂后, 未对ICC的电活动产生明显影

响, 细胞外Ca2+浓度的变化可以改变ICC的电活

动[25]. 
1.2.2 传导慢波电位: ICC是慢波电位的传播者, 
其中ICC-IM、ICC-DMP是慢波电位传导系统的

主要参与者. ICC的长突起与肌纤维平行走行, 
而从长突起发出的细小突起则与肌纤维及其他

的ICC相联系, 细胞间的连接为缝隙连接, 为电

信号传递提供了途径. 起源于ICC-MY的慢波沿

着ICC-IM、ICC-DMP形成的神经样网络传导, 
最终通过缝隙连接将慢波信号传导至胃肠道平

滑肌系统. 
1.2.3 介导神经信号传导: ICC是肠神经系统中

传递神经递质的中介. ICC与平滑肌及神经间距

仅为20 nm左右, 远小于神经和平滑肌之间的距

离, ICC与神经轴突接触非常紧密, 通过突触前

后膜的特殊连接, 形成神经元与ICC的密切关 



李泽培, 等. Cajal间质细胞与肠易激综合征关系的研究进展						                3967

■相关报道
近年来研究发现, 
IBS存在ICC形态
和 数 量 的 异 常 . 
IBS动物模型存在
ICC的破坏, ICC
与肠神经元、平
滑肌细胞之间的
联系中断, 功能上
I C C 出 现 电 活 动
异常, 失去电活动
同步性.

系[26]. ICC细胞膜上有多种神经递质受体, 包括

P物质、一氧化氮(NO)、血管活性肠肽(vasoac-
tine intestinal peptide, VIP)等, 是胃肠活动电信

号传递至平滑肌的介质[27]. 胃肠道神经元释放递

质, 与ICC表面受体结合, ICC通过缝隙连接介导

神经信号传递至胃肠道平滑肌细胞, 使之去极

化或超极化, 从而产生兴奋或抑制效果. 

2  ICC与IBS

研究发现, IBS存在ICC的形态和数量的异常. Jee
等[1]报道感染后IBS模型大鼠小肠细菌过生长

与ICC-DMP的减少有关. 刘书中等[2]报道感染

后IBS模型组ICC出现超微结构损伤, 与周围细

胞缝隙连接减少. 韩真等[3]报道IBS模型大鼠小

肠、结肠组织的c-kit表达显著增强, 并认为ICC
可能在腹泻型IBS发病中有重要意义. 
2.1 ICC与IBS胃肠动力异常 肠道运动异常是IBS
的常见临床表现, 而肠道运动异常与ICC结构功

能的损伤密切相关[28]. ICC是胃肠慢波的起搏细

胞, 是调节胃肠动力的重要环节[29]. ICC损伤或

缺失均有可能导致胃肠动力障碍, 而动力异常是

IBS症状产生的病理生理基础之一. 贾后军等[30]

报道IBS中腹痛腹泻等胃肠动力改变可能与ICC
的结构与功能损伤相关. 众多研究表明IBS患者

存在全胃肠道动力紊乱. 周婷等[31]报道慢性综合

应激使大鼠肠道ICC超微结构发生改变、数量

减少, 与周围平滑肌和神经末梢之间的缝隙连

接显著减少, 进而认为ICC形态结构改变可能是

应激所致功能性胃肠病动物模型胃肠运动异常

的重要环节. 
2.1.1 ICC与慢波: ICC产生慢波, 是胃肠道的起

搏细胞. 其中胃和小肠的慢波由ICC-MP、ICC-
IM产生, 而结肠的慢波主要由ICC-SMP产生[32]. 
慢波决定着平滑肌细胞的收缩节律, 调控胃肠道

运动发生的时间、地点、频率和方向. 有研究认

为IBS患者胃肠道存在异常慢波. Shafic等[33]报道

IBS患者出现类似快速心律失常波形的异常慢

波. Wang等[34]用旋毛虫诱导IBS动物模型, 发现

ICC出现电活动异常, 并失去电活动同步性, 出
现多个异位起搏点, 造成电失偶联的发生和局

部慢波频率紊乱. IBS患者胃肠道的异常慢波可

能与ICC的异常有关. 
2.1.2 ICC与消化间期移行性复合运动: 消化间期

移行性复合运(migrating motor complex, MMC)
Ⅲ期对清除消化间期未消化的残食具有重要意

义, 并能防止小肠淤滞, 从而防止肠道细菌过度

生长. 郝筱倩等[35]报道腹泻型IBS患者的症状与

小肠消化间期MMC周期缩短、Ⅲ相波幅升高、

时程延长、传导速度加快有关, 便秘型IBS患者

的MMC则与之相反. NO对MMC有一定影响, 内
源性NO可使MMC周期缩短, 而抑制NO的合成

可使MMC周期延长[36]. ICC上存在NO受体, 能合

成NO, 对氮能神经递质的作用起放大效应[37]. 推
测ICC可通过影响NO的合成参与MMC的调节. 
2.1.3 ICC与高幅收缩波: 正常人体结肠收缩时

收缩压力>50 mmHg且传播距离超过10 cm时称

为高幅收缩波(high amplitude propagating con-
tractions, HAPCs)[38], 这种收缩可引起痉挛性排

便. 近年来研究认为HAPCs与IBS患者腹痛的发

生有一定关系. Chey等[38]报道便秘型IBS患者

HAPCs减少, 而腹泻型IBS患者则与之相反. ICC
参与HAPCs的产生过程, Plujà等[39]报道分布在

结肠肌间神经丛的ICC-MP参与HAPCs的产生. 
因此, ICC可能通过产生HAPCs参与IBS的发病

过程. 
2.2 ICC与IBS内脏高敏感 内脏高敏感是IBS的
重要病理生理指标之一, 是产生疼痛的主要因

素. IBS的内脏高敏感表现为对生理性刺激出现

的不适感, 对伤害性刺激呈现的强烈反应[40]. 丁
瑞峰等[41]报道内脏高敏感大鼠结肠ICC细胞数

较对照组明显增加, 并认为ICC增多可能是内脏

高敏感的发生机制之一. 研究发现, IBS存在着

胃肠道黏膜局部炎症反应, 而ICC基因表达产物

c-k i t的配体-SCF可分泌大量c-k i t激酶, 该激酶

可导致肥大细胞、单核细胞活化增殖进而引发

肥大细胞、单核细胞在肠道大量浸润[22,42,43]. 同
时, ICC的存活与发育需要c-kit/SCF信号途径调

控. SCF的过度激活可能在内脏高敏感的发生中

起重要作用. 张静瑜等[44]用旋毛虫感染大鼠复

制IBS模型, 当给予IBS大鼠结肠扩张刺激时, 其
ICC活化程度、腹直肌肌电变化及支配左半结

肠运动的骶髓后连合核放电频率显著增强, 当
给予SCF/c-kit特异性阻断剂甲磺酸伊马替尼后, 
IBS大鼠因扩张刺激所产生的内脏痛反应、c-kit
表达及骶髓后连合核放电频率均显著降低, 提
示SCF活化在IBS内脏高敏感中起重要作用. 内
脏高敏感的发生机制仍不十分清楚, 目前认为

肠神经系统及多种神经递质在外周、脊髓及中

枢参与内脏高敏感的调控. ICC与神经轴突接触

非常紧密, 通过突触前后膜的特殊连接, 形成神

经元与ICC的密切关系[26], ICC具有接受、传递

兴奋与抑制性神经递质的作用. ICC细胞膜上
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存在多种受体如毒蕈碱M2、M3受体、神经激

肽受体、VIP受体和五羟色胺(5-hydroxytrypta-
mine, 5-HT)受体, 并可观察到ICC对乙酰胆碱、

NO、VIP、P物质等神经递质均有反应[37]. 因此, 
ICC可能通过介导ENS神经信号的传导参与内

脏高敏感的形成过程.  
2.3 ICC与感染后IBS 临床上部分被肠道病毒、

细菌或寄生虫感染者, 在病原体已清除及黏膜

炎症消退后, 仍可发生IBS样症状, 对此称为感

染后IBS[45]. 研究发现感染后IBS动物模型存在

ICC数量及形态异常. Jee等[1]报道感染后IBS模
型大鼠小肠细菌过生长与ICC-DMP的减少有关. 
刘书中等[2]报道感染后IBS模型组ICC出现超微

结构损伤, 与周围细胞缝隙连接减少. 有研究认

为炎症可以导致ICC损伤, 从而引起胃肠动力紊

乱. Lu等[46]报道肠道炎症模型狗慢波波幅缩小, 
且波幅的缩小与环形肌ICC的损伤有关. 因此, 
ICC形态及数量的异常可能与感染后IBS的发病

有关. 
2.4 ICC与IBS胃肠激素异常 目前研究认为胃肠

激素的异常是IBS的发病机制之一, 众多研究也

发现IBS患者存在胃肠激素表达异常[47,48]. ICC上
存在多种胃肠激素受体, ICC可能通过介导胃肠

激素参与IBS的发病过程. 
2.4.1 ICC与五羟色胺(5-hydroxy tryptamine, 5-HT): 
IBS患者胃肠道存在5-HT表达的异常[47,49,50]. Dun-
lop等[47]报道便秘型IBS患者血浆5-HT水平降低, 
而腹泻型IBS患者血浆5-HT水平升高. 5-HT是一

种旁分泌信使, 其作为感觉换能器, 刺激内源性

和外源性初级传入神经元, 分别引起蠕动和分泌

反射并将信号传送到中枢神经系统. 研究发现

ICC细胞膜上表达五羟色胺(5-HT)受体[37], ICC可
能通过中介5-HT引起IBS症状的产生. 同时, 5-HT
对ICC亦有一定影响, Wouters等[51]报道5-HT2B受
体通过激活蛋白激酶C-γ介导ICC增值. 
2.4.2 ICC与缩胆囊素及神经激肽: 近年研究发现

某些肽类激素如缩胆囊素、神经激肽等可能与

IBS症状有关, 这有助于解释胃肠动力异常、内

脏高敏感及精神因素之间的内在联系. Zhang等[48]

报道IBS患者血浆和肠组织缩胆囊素水平较正

常人明显升高, 而神经肽Y水平降低, 且腹泻型

IBS患者较便秘型IBS患者降低更明显. ICC表达

缩胆囊素受体、神经激肽受体, 并可观察到ICC
对缩胆囊素、神经激肽均有反应[37,52]. 因此, ICC
可能通过中介缩胆囊素、神经激肽等递质参与

IBS的发病过程. 

3  结论

ICC与IBS有一定关系, ICC可能参与IBS的发病

过程. 但ICC在IBS发病中的确切机制尚不明了, 
有待于进一步研究. 随着对ICC生理功能及病理

改变研究的深入, 人们对于IBS的认识和诊治水

平可能会得到提高. 深入开展ICC与IBS关系的

研究将可能为IBS的病理研究及治疗提供新的

认识. 
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Abstract 
Colorectal cancer screening is useful not only 
in detecting colorectal cancer at an early stage, 
but also in finding people with precancerous 
conditions. Proper interference in precancerous 
patients is good for reducing the occurrence 
of cancer. The precancerous conditions vary 
from patient to patient, so is the risk of malig-
nant transformation. However, the lack of clear 
definition and classification for precancerous 
colorectal conditions in China makes standard 
treatment and follow-up management of these 
people difficult. This review summarizes basic 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2013年12月18日; 21(35): 3971-3976
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

大肠癌筛查癌前病变人群随访间隔的研究进展

杨黎明, 杨 琛, 闫 蓓, 陈涵一, 孙 乔

®

■背景资料
近年来我国结直
肠癌发病率、死
亡 率 逐 年 上 升 , 
实现结直肠癌的
“三早”预防意
义重大. 目前全国
多地已相继开展
“大肠癌筛查”
工作. 不同癌前病
变的患者恶变差
异大, 应当采取不
同的诊治和随访
策略. 合理干预结
直肠癌前病变患
者, 有助于早期阻
断结直肠癌发展
过程. 

definition and classification for precancerous 
colorectal conditions, clarifies different risks 
among people, and introduces the latest prog-
ress in follow-up intervals worldwide. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Colorectal cancer screening; Precancer-
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摘要
“大肠癌筛查”不仅有助于发现结直肠早癌
患者, 还能及早识别结直肠癌前病变患者. 合
理干预结直肠癌前病变患者, 降低患者癌变可
能, 有助于早期阻断结直肠癌发展进程. 不同
癌前病变患者其病变形式不同, 癌变风险也不
一样. 然而, 目前国内开展的“大肠癌筛查”

工作缺乏针对癌前病变患者相应的诊疗和随
访管理规范. 本文就结直肠癌前病变的定义与
分类、不同风险癌前病变患者及其诊疗和随
访间隔的研究进展作一综述. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 大肠癌筛查; 癌前病变; 随访间隔; 结肠镜

核心提示: 本文就结直肠癌前病变的定义与分

类、不同风险癌前病变患者及其诊疗和随访间

隔的研究进展作综述. 对于大肠癌癌前病变筛查

及随访具有重要的现实意义. 

杨黎明, 杨琛, 闫蓓, 陈涵一, 孙乔. 大肠癌筛查癌前病变人群随访

间隔的研究进展.  世界华人消化杂志  2013; 21(35): 3971-3976  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/3971.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.3971

0  引言

大肠癌又称结直肠癌, 是发生于结肠或直肠的

■同行评议者
程英升, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院影像临
床医学中心
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■研发前沿
国内开展的“大
肠癌筛查”项目
主要以危险度评
估量表和粪便隐
血试验作为初筛, 
初筛阳性者再通
过结直肠镜进一
步筛查以判断确
诊 .  但 对 结 直 肠
癌前病变界定不
一 、 疏 于 管 理 , 
缺乏相应的诊疗
和随访规范指南.

恶性上皮性肿瘤[1]. 据全球恶性肿瘤统计数据显

示, 男性结直肠癌发病率、死亡率分列恶性肿

瘤第3和第4位; 女性则为第2和第3位[2]. 在我国, 
尤其是城市, 结直肠癌发病率呈持续上升趋势, 
已成为最常见的恶性肿瘤之一[3]. 结直肠癌是可

防可控的, 早期发现患者5年存活率可达90%以

上[4]. 筛查不仅有助于发现结直肠癌患者, 特别

是无症状早癌患者, 还能识别息肉、不典型增

生等癌前病变患者[5]. 因此, “大肠癌筛查”被

认为是一项有益于公众健康的重大公共卫生服

务项目. 
一般认为, 普通人群50岁以后应当进行大肠

癌筛查[6], 初次全结肠镜筛查阴性者, 建议间隔

10年进行复查[7]; 筛查确诊为结直肠癌患者, 可
依据我国卫生部《结直肠癌诊疗规范》进行治

疗[8]. 然而, 对于全结肠镜筛查为癌前病变患者, 
国内尚无相应的治疗、随访规范指南. 研究显

示, 未经干预的癌前病变患者未来发展为结直

肠癌的风险极高[9-11]; 不同癌前病变患者恶变差

异极大[12]. 合理干预结直肠癌前病变患者, 针对

不同风险癌前病变患者采取不同诊治和随访策

略, 既能提高患者依从性, 又可避免不必要的医

疗资源浪费[13-15]. 本文就不同风险结直肠癌前病

变人群诊疗策略、随访复查间隔作综述. 

1  定义与分类

结直肠癌前病变本身不是恶性肿瘤. 息肉、不

典型增生、炎性肠病等有可能发展为结直肠癌

的病变被普遍归为癌前病变[16]. 2013年我国卫生

部试行的《结肠癌规范化诊疗指南》根据组织

学分类, 将腺瘤、锯齿状病变、错构瘤、特殊

息肉(Cowden相关性息肉、幼年性息肉、Peutz-
Jeghers息肉)纳入癌前病变范畴[17]. 国外不少研

究则根据形态学分类, 将结直肠癌前病变分为

息肉样病变和非息肉样病变. 息肉样病变包括

带蒂息肉和无蒂息肉; 而非息肉样病变可分为

扁平型、隆起型、凹陷型[18-20]. 

2  癌前病变与结直肠癌高危人群

2.1 遗传性高危人群 通常认为, 5%-10%结直肠

癌是由遗传因素所引起[21]. 因此, 一些特殊的息

肉样/非息肉样病变患者及其一级亲属是罹患结

直肠癌的高风险人群, 需要特别关注[22,23]: (1)家
族性腺瘤性息肉病(familial adenomatous polypo-
sis, FAP): 家族性腺瘤性息肉病是一种由腺瘤性

息肉病基因(adenomatous polyposis coli, APC )

突变所致的常染色体显性遗传病, 该病息肉属

腺瘤, 多发于远端结肠, 腺瘤数目超过100枚, 癌
变的概率几乎为100%, 几乎所有患者均会在40
岁前罹患结直肠癌[24]. 衰减型家族性腺瘤性息

肉病(attenuated familial adenomatous polyposis, 
AFAP)遗传学基础与FAP相同, 但呈轻度病程, 
其结直肠腺瘤数目为10-99枚, 结直肠癌平均发

生年龄晚于FAP[25]; (2)MUTYH相关性息肉病

(MUTYH associated polyposis, MAP): MUTYH
相关性息肉病是由于M U T Y H 基因突变引起

的, 结直肠癌发病风险高. 其临床表现与FAP、
Lynch综合征等相似 [26]; (3)P J综合征(Peu tz-
Jeghers syndrome, PJS): PJ综合征又称黑色素斑

-胃肠息肉综合征, 为单基因常染色体显性遗传

病. 息肉可发生于胃、小肠和结肠, 息肉性质常

为错构瘤[27]; (4)SPS综合征: 锯齿状息肉综合征

(serrated polyposis syndrome, SPS)是指满足以

下任一条件的息肉样病变: 乙状结肠附近至少

有5个锯齿状息肉, 其中2个直径超过1 cm; 一级

亲属患锯齿状息肉综合征, 且自身乙状结肠附

近发现锯齿状息肉; 全结肠范围出现20个以上

锯齿状息肉. 目前普遍认为锯齿状息肉综合征

是一种遗传性疾病, 但具体遗传机制尚不清楚. 
SPS患者罹患结肠癌的风险明显增高, 平均发病

年龄在50-60岁[28,29]; (5)Lynch综合征: Lynch综
合征患者罹患各类肿瘤, 尤其是结直肠癌的风

险高, 故又称遗传性非息肉性大肠癌(hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC), 是一种

常染色体显性遗传性疾病, 占整个遗传性大肠

癌发病率的10%-15%, 其外显率为50%-60%[30]. 
2.2 非遗传性高危人群 除上述遗传性高危人群

外, 更多的癌前病变患者属于非遗传性人群. 根
据其癌前病变情况又可分为癌变低风险和癌变

高风险两大类人群[31]. 腺瘤癌变风险主要与其大

小、形态、数量、组织学类型和增生程度有关. 
多项研究显示[32,33], 超过1 cm的腺瘤未来癌变累

积风险更高; 绒毛状腺瘤癌变率较管状腺瘤和

管状绒毛状腺瘤高; 腺瘤的异型增生程度越高, 
癌变的危险越大. 因此, 普遍将结肠息肉数≥3
个、或息肉直径≥1 cm、或具有绒毛状结构、

或重度异型增生癌变可能大的癌前病变患者归

为癌变高风险人群[34]. 此外, 锯齿状息肉和扁平

型息肉也日渐受到国内外专家关注. 锯齿状息

肉形态学复杂, 可以分为不典型增生、无蒂锯

齿状息肉/腺瘤和典型锯齿状腺瘤, 后两者具有

更高的癌变可能[35,36]. 扁平型息肉是指息肉高度
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■相关报道
2013年美国国家
综 合 癌 症 网 络
( N C C N ) 发 布 了
《结直肠癌筛查
临床规范》, 详细
列述了不同人群
(包括癌前病变人
群)临床诊疗及建
议随访时间. 但对
部分癌前病变患
者建议的随访间
隔及随访方式与
英国胃肠病学会
(BSG)的随访指南
不相同.

低于其周边黏膜层2倍高度的息肉. 其体积虽小, 
但重度异型增生率很高. 约20%-30%结直肠癌

早期患者体内曾发现扁平型息肉, 因而也被认

为是重要的癌前病变[37]. 
2.3 其他高危人群 炎症性肠病(inf lammatory 
bowel disease, IBD)又称肠炎, 主要分为溃疡性

结肠炎和克罗恩病两类. 上述两种炎症性肠病

都有癌变可能, 癌变几率与病程长短、累及范

围、是否出血或伴随其他症状有关 [38].  (1)溃
疡性结肠炎患者. 溃疡性结肠炎好发于直肠和

结肠, 发病年龄多见于20-40岁. 癌变率与病程

密切相关, 发病8-10年癌变风险逐年上升, 病
程20年和30年以上者, 癌变率分别为5%-10%
和12%-20% ,  病程超过35年者其癌变率可达

30%[39,40]; 累及全结肠的比仅累及左结肠的癌

变率更高[41]. 此外, 结直肠有出血性溃疡、假息

肉、瘢痕或管腔狭窄者恶变危险性更大; (2)克
罗恩病患者. 克罗恩病是一种炎性肉芽肿性疾

病, 多见于末段回肠和邻近结肠, 发病年龄多在

15-30岁. 克罗恩病患者结直肠癌变机会较少, 但
癌变发生率仍比普通人群高[42]. 此外, 丹麦新近

一项研究发现, 克罗恩病患者有肿瘤超额危险, 
并指出超额危险与肿瘤亚型有关[43]. 由于绝大

多数IBD患者癌变是经上皮内瘤变发展而来的, 
因此上皮内瘤变的分类对于判断IBD患者癌变

风险有重要意义[44]. 从形态学角度上皮内瘤变

主要分为异型增生伴随病变或肿块(dysplasia-
associated lesion or mass, DALM)和腺瘤样肿块

(adenoma-like mass, ALM). DALM通常发生于

IBD长期患者. 表现为扁平或凸起型病变/肿块, 
与黏膜边缘不清, 须经组织学鉴定才能判断是

否发生癌变. ALM是散发的腺瘤, 其形态与非

IBD患者体内腺瘤相似. 通常建议DALM患者预

防性肠切除, 而对于ALM患者, 普通息肉切除术

即可[45]. 两者的区分对于患者进一步采取何种诊

治措施有重要意义. 

3  癌前病变人群的诊治策略及随访间隔

目前推荐的大肠癌筛查方法主要是粪便隐血试

验、乙状结肠镜和全结肠镜检查[46]. 上述3种筛

查方式中, 粪便隐血试验发现的阳性患者仍需

进行全结肠镜检查以判断是假阳性还是结直肠

癌或癌前病变患者. 其余两种方式筛查结果皆

可直接作为判定依据, 但全结肠镜检是唯一被

推荐作为息肉切除术后患者随访所用[7]. 确诊为

癌前病变患者后, 需根据其病变情况进行风险

分级. 低风险癌前病变患者包括不典型增生、

息肉<1 cm以及仅有1-2个<1 cm管状腺瘤患者; 
而高风险癌前病变患者其腺瘤数目往往≥3个、

或是绒毛状腺瘤、或息肉直径≥1 cm、或存在

高级别不典型增生. 此外, IBD长期患者作为特

殊的高风险人群也纳入讨论, 以下列述不同风

险癌前病变患者的诊治策略和随访间隔[34,47]. 
3.1 低风险癌前病变患者 (1)不典型增生或息肉

<1 cm患者. 这类患者一般不需要临床干预, 根
据患者病变部位有如下结直肠镜随访建议: 若
病变位于患者左侧结肠(左侧结肠包括脾曲、降

结肠、乙状结肠和直肠), 建议10年后行结肠镜

复查; 若病变位于右侧结肠(包括盲肠、升结肠

和横结肠), 建议5年后行结肠镜复查; (2)有1-2个
管状腺瘤且都<1 cm的患者. 这类患者一般也不

需要临床干预, 建议5年内行结肠镜复查, 若未

再查出新发息肉或其他病变, 则今后每10年行

结肠镜检查. 
3.2 高风险癌前病变患者 (1)有3-10个腺瘤患

者、或形态复杂、或腺瘤≥1 cm. 建议患者行息

肉切除术后如怀疑未切除干净; 或是锯齿状腺

瘤, 腺瘤本身较大, 术后2-6 mo先进行结肠镜复

查, 如果没有新情况, 原来的息肉也已切除干净, 
则3年内再行结肠镜检复查. 若仍未再查出息肉, 
可延长至5年后再行结肠镜复查; (2)IBD患者. 美
国国家综合癌症网络(National Comprehensive 
Cancer Network, NCCN)建议8-10年且累及全结

肠的IBD患者, 或仅累及左侧结肠但病程超过12
年的IBD患者每1-2年进行结肠镜检, 并在临床

静息期每隔10 cm行4象限活检, 最好取30块以上

组织标本. 根据组织形态学判断是否存在异型

增生、上皮内瘤变或腺瘤并确定是否进行相应

手术. 英国胃肠病学会(British Society of Gastro-
enterology, BSG)则认为IBD患者应当根据病情

分级采取不同随访策略, 比如, 建议克罗恩病患

者肠黏膜累及少于50%者, 结直肠镜随访间隔为

5年; 结肠广泛炎性并处于轻度炎症或非炎性息

肉者建议每3年随访一次; 异型增生5年、结肠

广泛炎性并处于中/重度炎症建议每年结直肠镜

随访[48]. 
3.3 极高风险癌前病变患者 NCCN将腺瘤数超

过10个的癌前病变患者归为极高风险癌变患者, 
认为此类患者都有基因检测的必要[34], 应根据

其病理特征, 结合临床表现、既往史和家族史

(含一、二、三级亲属), 进行相应的结直肠癌遗

传性基因检测, 确定是否具有遗传性及其归属, 
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■创新盘点
目前国内开展的
“大肠癌筛查”
工作缺乏针对癌
前病变患者相应
的诊疗和随访管
理规范. 本文重点
阐述了不同风险
癌前病变患者诊
疗和随访间隔的
研究进展, 对于完
善目前国内“大
肠癌筛查”项目
实施方案, 特别是
针对大肠癌癌前
病变患者的诊疗
及随访流程具有
极为重要的价值.

并采取以下诊治随访策略: (1)若为FAP患者, 应
行肠切除术/预防性肠切除术; (2)若为AFAP患
者, 根据腺瘤数量、腺瘤大小开展相应手术. 若
腺瘤数≤20个, 且大小均<1 cm, 则每1-2年应进

行结肠镜检; 若为严重的多发性息肉, 建议行回

直肠吻合术(ileo-rectal anastomoses, IRA), 且每

6-12 mo行内镜检查; (3)若为MAP患者, 则每1-2
年应进行结肠镜检或必要的肠切除术; (4)若为

SPS患者, 则所有≥5 mm锯齿状息肉应全部切

除, 随后依据患者病情每1-3年进行结肠镜检; 
(5)若为Lynch综合征患者, 腺瘤切除术后, 建议

每1-2年行结肠镜检. 

4  现状与问题

国内开展的“大肠癌筛查”项目主要是以危险

度评估量表和粪便隐血试验作为初筛, 初筛阳

性者再通过结直肠镜进一步筛查以判断确诊[49]. 
然而, 目前的筛查项目普遍缺乏针对结直肠癌

前病变患者诊疗和随访的规范[50]. 不同大肠癌

筛查定点医疗机构对癌前病变也存在界定不一, 
疏于管理的现象. 另外, 国内对于结直肠癌高危

人群的相关遗传基因检测尚不重视, 普遍缺乏

基因检测的意识. 
2013年美国国家综合癌症网络(NCCN)发布

了《结直肠癌筛查临床规范》, 详细列述了不

同人群(包括癌前病变人群)临床诊疗及建议随

访时间. 但对部分癌前病变患者建议的随访间

隔及随访方式与英国胃肠病学会(BSG)的随访

指南不相同[48]. 我国学者提出的随访建议时间

为: 非肿瘤性息肉摘除后每隔3-5年结直肠镜检

查; 高级别瘤变腺瘤切除术后每年进行结直肠

镜随访; 低级别者每年进行便隐血试验、每隔3
年进行结直肠镜随访[51], 这与NCCN指南也不全

一致. 

5  结论

目前国内尚缺乏针对不同风险癌前病变患者诊

疗和随访的规范指南. 寻找适合我国 “大肠癌

筛查”结直肠癌前病变患者的诊疗、随访方案, 
针对不同风险癌前病变患者制订相应的规范指

南, 提高宣传及推广力度, 具有重要的现实意义.
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中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

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

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

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

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

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

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

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

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

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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薯蓣皂苷元通过MAPK通路对食管癌细胞Eca109的调控

林 杰, 谈永飞, 马铁梁, 葛志军, 吴媛媛, 丁伟良, 冯加可, 蒋国军, 史国振, 唐志安

®

■背景资料
食管癌是常见的
消化系恶性肿瘤, 
常规的治疗方法
有手术切除, 化疗
及放疗, 这些方法
有一定的不良反
应和化疗耐药性. 
因此, 寻找一种高
效低毒的天热植
物药物对食管癌
治疗具有重要临
床意义. 

Abstract
AIM: To investigate the effects of diosgenin on 
the proliferation, apoptosis, migration and inva-
sion of human esophageal Eca109 cells and to 
explore the underlying mechanisms.

METHODS: MTT and transwell experiments 
were executed to detect the effects of diosgenin 
on the proliferation, migration and invasion of 
Eca109 cells. Western blot was applied to detect 
the expression of c-Jun N-terminal of stress-acti-
vated protein kinase (JNK), extracellular signal-
regulated kinase (Erk1/2) and the p38 kinase of 
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
pathway. 

RESULTS:  Compared with the control group, 
Eca109 cells treated with 50 μg/mL of diosgenin 
for 48 h showed significantly decreased prolif-
eration, migration (16.54 vs 34.12, P < 0.05) and 
invasion (9.42 vs 26.99, P < 0.05) but increased 
apoptosis (0.24 vs 0.64, P < 0.05). Moreover, di-
osgenin treatment significantly decreased the 
expression of p-p38 protein (1.66 vs 0.23, P < 0.05) 
but had no significant effect on the expression of 
JNK, Erk1/2, p38, p-JNK, or p-Erk1/2. 

CONCLUSION: Diosgenin regulates the pro-
liferation, apoptosis, migration and invasion of 
Eca109 cells possibly via the p-p38 pathway. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Diosgenin; Human esophageal cells; 
Eca109; Mitogen-activated protein kinase
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摘要
目的: 探讨薯蓣皂苷元(diosgenin, Dio)对人食

■同行评议者
张志坚, 教授, 福州
总医院消化内科
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■研发前沿
薯蓣皂苷元是从
我国特有的穿龙
薯蓣中分离等到
的一种植物甾体
化 合 物 .  具 有 降
血脂, 降血糖, 抗
风 湿 ,  抗 心 肌 缺
血 ,  抗 肿 瘤 等 重
要 作 用 .  研 究 表
明 ,  薯 蓣 皂 苷 元
对胃癌 ,  结肠癌 , 
非小细胞肺癌等
多种癌症具有抑
制作用.

管癌Eca109细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭
的影响以及其作用机制. 

方法: MTT和Transwell实验检测薯蓣皂苷元
对肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭的
影响. Western blot检测薯蓣皂苷元处理后的
Eca109细胞丝裂原活化蛋白激酶(mi togen-
activated protein kinase, MAPK)信号通路
中c-j u n氨基末端应激活化蛋白激酶(c-J u n 
N-terminal of stress-activated protein kinase, 
JNK), 细胞外信号调节激酶(ex t race l lu lar 
signal-regulated kinase, Erk1/2)和p38丝裂原
激活蛋白激酶(p38 mitogen-activated protein 
kinase, p38)的蛋白表达水平. 

结果: 食管癌Eca109细胞经过50 μg/mL的薯
蓣皂苷元处理48 h后, 与未经药物处理的对
照组相比, 细胞的增殖、迁移(16.54 vs  34.12, 
P <0.05)和侵袭(9.42 vs  26.99, P <0.05)效应显
著下降, 细胞的凋亡效应明显增加(0.24 v s  
0.64, P <0.05). Eca109细胞中p-p38蛋白的表达
水平明显降低(1.66 vs  0.23, P <0.05), 而JNK、

Erk1/2、p38、p-JNK、p-Erk1/2蛋白表达水平
的差异并不显著. 

结论: 薯蓣皂苷元可能通过p-p38途径调控人
食管癌细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 薯蓣皂苷元; 食管癌细胞Eca109; MAPK

核心提示: 薯蓣皂苷元可显著抑制食管癌Eca109细

胞的增殖、迁移并诱导其凋亡, 下调磷酸化的p38
蛋白的表达可能是其诱导细胞凋亡的重要机制. 
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0  引言

食管癌是我国高发肿瘤, 位居肿瘤死亡的第4位. 
其发生发展和多种细胞信号转导通路密切相关[1]. 
手术和化疗为其主要治疗手段, 临床使用的化

疗药物主要通过诱导肿瘤细胞凋亡而发生抗癌

效果, 但同时其非选择性杀伤正常细胞也给肿

瘤患者带来很多不良反应. 虽然目前化疗药物

为数不少, 但是大多其有效率低, 因此临床上急

需找到高效, 低毒的食管癌治疗方法. 

薯蓣皂苷元(diosgenin, Dio)是一种植物甾体

化合物, 其抗肿瘤作用机制仍不明了. 薯蓣皂苷

元能诱导多种肿瘤细胞的凋亡, 抑制其迁移和侵

袭效应[2-5]. 但目前尚无文献报告薯蓣皂苷元对人

食管癌细胞Eca109的效应以及其作用机制. 
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated pro-

tein kinase, MAPK)调控细胞的增殖、侵袭、迁

移和分化, 对研究肿瘤的发生、发展有重要的

临床意义. 主要包括3条信号通路: c-jun氨基末

端应激活化蛋白激酶(c-Jun N-terminal of stress-
activated protein kinase, JNK), 细胞外信号调节

激酶(extracellular signal-regulated kinase, Erk1/2)
和p38丝裂原激活蛋白激酶(p38 mitogen-activat-
ed protein kinase, p38)[6]. MAPK通路可在多种不

同的信号转导通路中充当一种共同的信号转导

成份, 且在细胞周期调控中发挥重要的作用. 本
文主要研究薯蓣皂苷元应用于Eca109细胞后, 
探索其作用效果及相关机制, 为食管癌的治疗

提供新策略. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞Eca109株购自美国典型

培养物保藏中心(American Type Culture Collec-
tion, ATCC)细胞库, 培养于体积10%胎牛血清、

100 μg/mL的链霉素、100 U/mL的青霉素的

RPMI 1640的培养液中, 置于37 ℃、体积分数为

50 mL/L CO2、饱和湿度的二氧化碳培养箱中培

养. JNK(兔抗人)、p-JNK(兔抗人)、Erk1/2(兔抗

人)、p-Erk1/2(兔抗人)、p38(兔抗人)、p-p38(兔
抗人)抗体购自美国Cell Signaling公司; Bcl-2相
关X蛋白(Bcl2-associated X protein, BAX)(兔抗

人)和B细胞白血病/淋巴瘤相关蛋白(B cell leu-
kemia/lymphoma 2, Bcl-2)(兔抗人)抗体购自Ab-
cam公司; 甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)抗体购自碧

云天公司; 薯蓣皂苷元购自Sigma-Aldrich公司

(货号: S8534-25MG). 
1.2 方法

1.2.1 显微镜观察细胞形态: 显微镜观察取对数

生长期Eca109细胞株4×104/mL接种到24孔板

内, 1 mL/孔. 加入不含血清的RPMI 1640培养

液, 培养24 h后, 加入含不同浓度薯蓣皂苷元的

RPMI 1640培养液(6.25、12.5、25、50、100 
μg/mL), 阴性对照组中加无薯蓣皂苷元的RPMI 
1640培养液. 药物分别作用24、48、72 h后, 在
倒置显微镜下观察细胞形态变化. 
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■相关报道
MAPK属于一种
蛋白激酶, 可在多
种不同的信号转
导途径中充当一
种共同的信号转
导成份, 且在细胞
周期调控中发挥
重要的作用. 其中
Erk1/2信号转导通
路调控细胞生长
和分化, JNK和p38
信号转导通路在
炎症与细胞凋亡
中发挥重要作用.

1.2.2 MTT实验: 取对数生长期的Eca109细胞, 用
0.25%胰蛋白酶消化, 以1×105/孔的密度接种于

96孔板, 每孔设5个复孔, 并设阴性对照组. 贴壁

后, 加入含不同浓度薯蓣皂苷元的RPMI 1640培
养液. 分别在培养24、48、72 h后, 用酶标仪测

570 nm处的吸光度(A 570)值. 
1.2.3 Transwell实验: 用于检测不同浓度(6.25、
12.5、25、50、100 μg/mL)的薯蓣皂苷元对

Eca109细胞株迁移(无基底膜组)、侵袭(有基底

膜组)效应, 实验采用孔径为8 μm的24孔Borden
小室, 上室中加入2×105个细胞, 下室加入600 μL
含体积分数为10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基. 分别在培养24、48、72 h后, Giemsa染色, 于
200倍光镜下随机选择9个视野计数穿膜细胞数, 
取其平均值, 作为穿过人工基底膜的细胞数量. 
1.2.4 Western blot检测: 取对数生长期Eca109
细胞, 胰酶消化后调整细胞数为5×105/mL, 以
1 mL/孔接种于6孔板. 待细胞贴壁后, 加入最适

浓度薯蓣皂苷元作用48 h, 同时设置未加药物的

阴性对照组, 提取各组细胞总蛋白, 经PAGE电
泳后转膜, 脱脂奶粉封闭, 使用一抗, 4 ℃孵育过

夜, 加二抗, 室温孵育2 h后洗二抗, ECL显影, 观
察及摄片. 用Gel-Pro Analyzer4.0软件比较条带

的积分光密度． 
统计学处理 应用SPSS16.0统计软件对数据

进行统计学处理. 对计量资料, 所得数据用mean
±SD表示, 样本均数比较采用t检验或单因素方

差分析(one way ANOVA). P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 薯蓣皂苷元对Eca109细胞形态的影响 未加

薯蓣皂苷元的对照组Eca109细胞呈圆形贴壁生

长. 不同浓度的薯蓣皂苷元处理后, 细胞形态发

生明显变化: 大小不一, 轮廓不规则. 在50 μg/mL
浓度组中细胞表现为整体萎缩, 变形, 细胞折光

减弱等经典细胞凋亡性状. 在100 μg/mL浓度组

中, 细胞的增殖活性最低, 细胞大量凋亡. 
2.2 薯蓣皂苷元抑制Eca109细胞增殖 MTT比
色法结果显示 ,  不同浓度的薯蓣皂苷元处理

Eca109细胞后, 能明显抑制Eca109细胞的增殖, 
呈浓度依赖性. 与阴性对照组相比, 差异皆有统

计学意义(P <0.05). 其中, 我们发现薯蓣皂苷元

作用48 h和72 h组的生长抑制率要明显高于24 
h(图1). 
2.3 薯蓣皂苷元使得Eca109细胞凋亡下降 选取

50 μg/mL浓度组中, 薯蓣皂苷元处理Eca109细
胞48 h后, 用Western blot检测了凋亡相关的蛋白

BAX和凋亡抑制蛋白Bcl-2. 结果表明Bcl-2的表

达随之下调, 而BAX的表达显著升高, 与对照组

相比, 具有统计学差异(P <0.05)(图2). 
2.4 薯蓣皂苷元抑制Eca109细胞的迁移和侵袭  
Transwell实验测定了薯蓣皂苷元对Eca109细胞

的迁移和侵袭的影响. 在薯蓣皂苷元处理组中, 
Eca109细胞的迁移以及侵袭能力明显减弱, 穿
膜细胞数明显减少, 呈浓度依赖性, 与阴性对照

组比较, 差异均具有统计学意义(P <0.05, 图3). 
2.5 薯蓣皂苷元对Eca109细胞MAPK信号通路

蛋白表达的影响 取薯蓣皂苷元的最适浓度50 
μg/mL作用48 h后, Western blot检测MAPK信号

通路下游蛋白, 实验结果表明, p-p38的蛋白含量

显著降低, 而p-JNK、JNK、p- Erk1/2、Erk1/2
及p38变化都不明显(图4). 

3  讨论

近年来的研究表明, 中药抑制肿瘤生长的机理

可能为以下几方面: 抑制肿瘤细胞的增殖, 促进

肿瘤细胞的凋亡, 诱导肿瘤细胞的分化, 抑制肿
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■创新盘点
本文从MAPK信
号 通 路 中 J N K , 
Erk1/2和p38磷酸
化和非磷酸化蛋
白含量的表达的
变化, 观察薯蓣皂
苷元抑制食管癌
Eca109细胞增殖
及诱导其凋亡的
作用, 探讨其可能
的分子机制.

瘤细胞信号转导, 逆转多药耐药, 通过细胞自噬

机制等[7,8]. 由于缺乏对中药作用规律的科学研

究, 其抗肿瘤疗效势必受到影响. 
薯蓣皂苷元是从天热中草药薯蓣科植物中

提取的有效成分, 具有抗肿瘤活性[3-6]. 据先前研

究表明, 薯蓣皂苷元诱导人胃黏液腺癌MGC-823
细胞的凋亡依赖Caspase3[9]; 诱导人黑色素瘤

A375-S2细胞, 人白血病细胞HL-60细胞, 人胃癌

细胞SGC-7901细胞的增殖、分化和凋亡[10-12]. 
我们的结果显示不同浓度的薯蓣皂苷元处理

Eca109细胞后, 能明显抑制Eca109细胞的增殖活

性, 并且呈剂量依赖性, 与先前研究结论一致. 我
们选取50 μg/mL组作为后续实验的研究对象. 

BAX和Bcl-2蛋白与调控细胞凋亡相关. 过
度表达的Bcl-2抑制细胞的凋亡, BAX过度表达

可以促进细胞的凋亡, 以阻止正常细胞的恶性

转化[13,14]. 而且, BAX的低表达和Bcl-2的过度表

达对细胞的凋亡可以产生协调作用[15]. 我们发现

食管癌细胞Eca109经过薯蓣皂苷元处理48 h后, 
用Western blot检测发现凋亡相关的蛋白BAX表

达与对照组相比显著升高, 凋亡抑制蛋白Bc l-2
表达明显降低. 

凌博凡等 [16]研究发现薯蓣皂苷元明显抑

制人结肠癌细胞LoVo的迁移和侵袭. 我们通过

Transwell实验观察薯蓣皂苷元对Eca109细胞的

迁移和侵袭效应的影响. 实验结果表明薯蓣皂

苷元可以显著抑制Eca109细胞的迁移和侵袭, 
并且呈浓度依赖性. 

药物诱导细胞凋亡、增殖、分化和迁移

等, 其分子机制十分复杂. 很多基因的变化都

参与调控细胞的凋亡、增殖、迁移效应 .  其
中, MAPK信号通路最为经典. 据文献报告, 薯
蓣皂苷元通过抑制核因子-B细胞κ轻链增强子

(nuclear factor of kappa light polypeptide gene en-
hancer in B-cells, NF-κB)信号通路和p38 MAPK 
的激活, 可引起K562细胞的基因片段化[17,18]; 薯
蓣皂苷元在HEL细胞中, 破坏钙离子平衡, 激活

p53, 调节Caspsae3的活性, 诱导肿瘤细胞的凋

亡[19]. 在Bcap37细胞和HT-29 细胞中, 薯蓣皂苷

元抑制环氧合酶-2(cyclooxygenase, COX-2)的
表达, 促进其凋亡[20,21]. 相关研究表明, 在结肠

癌细胞系HCT-116和HT-29中, 薯蓣皂苷元可以

增加p38的激活, 但对JNK和Erk1/2的激活没有

影响[22]. 在非小细胞肺癌A549细胞中, 薯蓣皂
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图  2  薯蓣皂苷元处理后Eca109细胞后对BAX和Bcl-2凋亡
蛋白表达的影响. A: 50 μg/mL薯蓣皂苷元作用于Eca109细

胞48 h BAX、Bcl-2及GAPDH的蛋白表达量; B: 蛋白相对
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苷元和TRAIL两药合用导致MAPK信号途径中

的JNK、Erk1/2、p38明显激活[23]. 为进一步探

讨薯蓣皂苷元诱导Eca109细胞凋亡, 抑制其迁

移和侵袭的作用机制. 我们检测了MAPK信号

转导通路中的3条主要通路蛋白, 实验结果表

明, 磷酸化的p-p38蛋白水平含量在薯蓣皂苷元

药物组中较阴性对照组明显降低, 非磷酸化的

JNK、Erk1/2、p38差异不明显. 另外, 磷酸化的

p-JNK、p-Erk1/2在药物组和阴性对照组中差异

亦不显著. 相关研究表明, p38信号通路是MAPK

通路的一个重要分支, 在人肝细胞癌HepG2细胞

中, p38可通过调节肿瘤抑制蛋白p53、BAX及

凋亡相关蛋白Caspase9等因子启动抗增殖及凋

亡作用[24]. 在肝癌细胞Hepa1-6及HepG2中, p38 
MAPK可以通过调节p53、前凋亡分子CHOP-1
和激活转录因子-2(activating transcription fac-
tor-2, ATF-2)介导肿瘤细胞的凋亡过程[25]. 总之, 
我们认为, 在食管癌Eca109细胞中, 导致薯蓣皂

苷元药物组中细胞的侵袭、迁移效应增强的原

因是, 薯蓣皂苷元通过抑制p38蛋白的活性, 从
而抑制了细胞的迁移和侵袭. 

总之, 我们推测, 在食管癌细胞中, 薯蓣皂苷

元可能通过p38通路对Eca109细胞的增殖、迁

移、侵袭等起着调控作用, 而与JNK和Erk1/2通
路关系并不密切. 在一定程度上揭示了薯蓣皂

苷元对MAPK信号转导通路的影响的潜在可能, 
为临床上食管癌的治疗提供一定的线索. 
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Chem 2006; 281: 21256-21265 [PMID: 16709574 DOI: 
10.1074/jbc.M510644200]

25	 邱建武, 郭薇, 申丽娟．p38MAPK在肝细胞癌中的研
究进展. 世界华人消化杂志 2008; 16: 503-509

           编辑  郭鹏  电编  鲁亚静  
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Abstract
AIM: To observe the effect of the change in baro-
metric pressure on biliary motility by using a 
hypobaric chamber to simulate a civil aircraft in 
flight. 

METHODS: Forty-two rabbits were randomly 
divided into a control group (n = 14), a Ta group 
(n = 14, hypobaric exposure in a hypobaric 
chamber 3 times in 3 d) and a Tb group (n = 14, 
hypobaric exposure in a hypobaric chamber 
7 times in 7 d). The level of cholecystokinin 8 
(CCK8) was measured in the duodenal tissue 
and plasma. The expression of CCK-A receptor 
(CCK-AR) mRNA in gallbladder tissues was 
detected by RT-PCR. Quantitative analysis of 
99mTc-EHIDA hepatobiliary dynamic imaging 
was made in each group. 

RESULTS: Compared to the control group, 
the Ta group had lower levels of CCK8 both 
in duodenal tissue and plasma (Ta group vs C 
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飞机客舱中的气压变化对胆道动力的影响

周 迈, 李天牧

®

■背景资料
研究表明低压、
低氧环境可以对
胃肠道功能产生
一定的抑制作用, 
民航客机高空飞
行 时 ,  客 舱 中 的
通常维持于海拔
1800-2400 m低气
压水平, 本研究是
想观察这种低气
压环境是否会对
机体的胆道系统
产生影响. 

group, 5.24 pg/mL ± 0.56 pg/mL vs 6.25 pg/mL 
± 0.53 pg/mL in duodenal tissue, P < 0.05; 3.59 
pg/mL ± 0.20 pg/mL vs 4.61 pg/mL ± 0.10 pg/
mL in plasma, P < 0.05) and a significant delay 
in duodenal appearance time (Ta group vs C 
group, 114.73 s ± 13.34 s vs 79.52 s ± 10.83 s, P < 
0.05). Besides a delay in DAT and lower level of 
CCK8, decreased expression of CCK-A receptor 
mRNA was found in gallbladder tissues in the 
Tb group compared to the control group and Ta 
group (CCK-AR/β-actin: Tb group vs C group: 
0.56 ± 0.21 vs 0.82 ± 0.16, P < 0.05; Tb group vs 
Ta group: 0.56 ± 0.21 vs 0.75 ± 0.29, P < 0.05). 

CONCLUSION: Barometric pressure change in a 
civil aircraft in flight shows some inhibitory ef-
fects on biliary motility. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Biliary motility; Hypobaric circum-
stance; Radionuclide imaging 
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摘要
目的: 通过低压舱模拟民航客机飞行中的气
压变化, 并观察其对家兔胆道动力的影响. 

方法: 将家兔42只随机分为对照组(C组, n  = 
14)、Ta组(n  = 14, 低气压暴露1次/d, 连续3 
d)、Tb组(n  = 14, 低气压暴露1次/d, 连续7 d). 
分别观察家兔十二指肠组织、血清中胆囊收
缩素8(cholecystokinin 8, CCK8)水平变化及胆
囊组织中胆囊收缩素A受体(cholecystokinin 
A receptor, CCK-AR)表达的变化; 并进行99m
锝 -二乙基丁酰苯胺基亚氨二醋酸 ( 99m Tc-
dimethyliminodiacetic acid, 99mTc-EHIDA)肝胆
动态功能显像定量分析. 

结果: 与C组相比, Ta组十二指肠显影时间
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■研发前沿
航空航天是一特
殊 领 域 ,  各 种 飞
行因素如低压、
低氧、失重等对
飞行员及空乘人
员的生理、心理
产 生 影 响 .  而 该
领域目前主要集
中于研究急性低
压低氧对机体神
经系统、心血管
系统以及视力、
听 力 的 影 响 ,  而
对 消 化 系 统 ,  特
别是胆道系统关
注较少.

(duodenal appearance time, DAT)延长(Ta 组
vs  C组: 114.73 s±13.34 s vs  79.52 s±10.83 s, 
P <0.05), 十二指肠组织、血清中CCK水平下
降(Ta组 vs  C组: 十二指肠组织: 5.24 pg/mL
±0.56 pg/mL vs  6.25 pg/mL±0.53 pg/mL, 
P <0.05; 血清: 3.59 pg/mL±0.20 pg/mL vs  4.61 
pg/mL±0.10 pg/mL, P <0.05); Tb组除上述两
项变化外, 发现胆囊组织中CCK-AR的表达下
降(CCK-AR/β-actin: Tb组 vs  C组: 0.56±0.21 
vs  0.82±0.16, P <0.05; Tb组 vs  Ta组: 0.56±
0.21 vs  0.75±0.29, P <0.05). 

结论: 飞机客舱飞行中的气压变化对家兔的
胆道动力有一定的抑制作用. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胆道动力; 低气压; 核素显像

核心提示: 通过模拟民航客机飞行中的气压变

化, 本研究发现家兔在这种环境中出现胆道排泄

时间延长; 十二指肠组织及血清中胆囊收缩素

(cholecystokinin 8)水平降低; 随着低气压暴露时

间延长至7 d时, 家兔胆囊组织中胆囊收缩素A受

体(cholecystokinin A receptor)表达的下降, 从而提

示这种不伴有缺氧的低气压变化, 可能会对胆道

系统产生一定的抑制作用, 但其长期影响尚需进

一步观察. 

周迈, 李天牧. 飞机客舱中的气压变化对胆道动力的影响.  世界

华人消化杂志  2013; 21(35): 3983-3987  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/3983.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.3983

0  引言

民航客机经常在高空飞行 ,  尽管经过加压处

理, 但由于气压相差过大, 仍然无法在飞行中使

客舱内保持地面气压水平, 舱内通常保持海拔

1800-2400 m的气压水平. 这种骤然的气压变化

可能给人体造成一些不适, 如胃肠胀气、耳膜

疼痛、甚至诱发龋齿疼痛等. 那么这种变化是

否会给胆道系统造成影响? 而目前尚缺乏相关

的研究报道[1,2]. 本实验以家兔为模型观察这种

突然的、轻度的低气压变化是否会对胆道动力

学造成影响, 并对其机制进行初步地探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年家兔42只, 体质量1.9-2.5 kg, 
3-4月龄, 雌雄不拘, 由北京大学医学部实验动

物中心提供. 99m锝-二乙基丁酰苯胺基亚氨二

醋酸(99mTc-dimethyliminodiacetic acid, 99mTc-
EHIDA): 上海医药试剂公司; 单光子发射型计

算机断层显像(single photon emission computed 
tomography, SPECT): 美国GE公司Millennium 
MPR型; CBK248M型低压舱; 兔胆囊收缩素8 
(cholecystokinin 8, CCK8) ELISA试剂盒: 武汉伊

艾博科技有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型与分组: 所有动物随机分为3组, 
每组14只, 所有动物20:00后不再投食喂水, 以
保证每日上午实验、取样时禁食12 h. 对照组(C
组): 禁食12 h后直接行肝胆动态显像、取样; Ta
组: 低气压暴露每天一次, 连续3 d后取样; Tb组: 
低气压暴露每天一次, 连续7 d后取样. 
1.2.2 低气压暴露: 将实验家兔置入低压舱中, 缓
慢上升(20 m/s)至2000 m, 停留1 h, 然后以相同

速度降至地面. 
1.2.3 肝胆动态核素显像[3-5]: SPECT仪探头配以

低能高分辨率准直器, 能峰140 keV, 窗宽20%, 
矩阵128×128, 放大系数2.0. 家兔侧卧固定于

兔台架上, 经耳缘静脉注入99mTc-EHIDA 37 
MBq(1 mCi)后, 将其置于探头视野中心下方, 采
集图像每3 s 1帧, 连续采集40 min. 应用感兴趣

区(region of interest, ROI)技术对试餐前后的图

像进行处理, 画出胆囊区和十二指肠区为感兴

趣区ROI, 获得相应的放射性计数, 计算出十二

指肠显影时间(duodenal appearance time, DAT)、
胆囊高峰摄取时间(the peak time, Tmax)及半排时

间(1/2 excretory time, T1/2). 
1.2.4 标本采集: 家兔以3%戊巴比妥钠(30 mg/
kg)麻醉后剖腹, (1)心脏穿刺采血, 6-8 mL/只; (2)
切取胆囊; (3)切取十二指肠(约2 cm), 0 ℃ PBS
洗净, 再加入PBS 5 mL, 研磨成匀浆, 离心5000 
r/min×10 min, 取上清2 mL. 所有标本均-80 ℃
冷冻保存待测. 
1.2.5 十二指肠组织、血清中CCK8、胆囊组织

中胆囊收缩素A受体(cholecystokinin A receptor, 
CCK-AR)表达的检测: CCK8检测按ELISA试

剂盒说明进行. CCK-AR表达的半定量RT-PCR: 
(1)样品RNA的抽提: 按照试剂盒操作流程进行, 
TRIzol法提取总RNA; (2)引物序列: 上游引物: 
5'-CCATCATGACTCCGTACCCCA-3', 下游引

物: 5'-TGGCGCTGAAGATGGGCA-3'; (3)逆转

录样品cDNA合成: 按照试剂盒操作流程进行, 
得到cDNA溶液, 保存于-80 ℃待用; (4)PCR反
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■相关报道
已有研究发现低
压、低氧(约海拔
5000 m)环境可以
抑制胃的排空和肠
道推进运动, 减少
肠系膜上动脉的
血供, 导致血浆及
肠道中胃动素、
NO、生长抑素等
激素水平发生改
变, 甚至有研究表
明急性低压、低氧
会导致Oddi括约肌
功能障碍, 而这些
生理变化常与缺
氧对中枢刺激导
致交感系统兴奋
有关. 民航客机高
空飞行时, 客舱中
的气压通常维持于
1800-2400 m水平, 
一般不会出现明显
的缺氧. 这样环境
是否会对胆道系统
功能造成影响, 目
前尚未见报道.

应: 反应体系为25 µL, 反应条件为: 95 ℃ 5 min, 
然后95 ℃ 30 s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共40个循

环, 72 ℃ 10 min, 4 ℃ Forever; (5)运用Tanon Gis
软件进行吸光度扫描, 将β-actin条带标准值设为

1, 计算出各样品中CCK-AR条带的相对值. 
统计学处理 数据均用mean±SD表示, 用统

计软件SPSS10.0, 各组间数据进行单因素方差分

析, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组的胆道动态核素显像 十二指肠显影时

间(DAT): Ta组、Tb组显著高于对照组(C组), Ta
显著高于Tb组 (Ta组 vs  C组: 114.73 s±13.34 
s vs  79.52 s±10.83 s, P  = 0.000; Tb组 vs  C组: 
99.44 s±11.12 s vs  79.52 s±10.83 s, P  = 0.000; 
Ta组 vs  Tb组: 114.73 s±13.34 s vs  99.44 s±
11.12 s, P  = 0.041); 胆囊高峰摄取时间(Tmax): 各
组间未见明显差异(P  = 0.773); 胆囊半排时间

(T1/2): 各组间未见明显差异(P  = 0.260)(表1). 
2.2 兔十二指肠组织、血清胆囊收缩素(CCK8)
ELISA检测结果及CCK-AR表达的半定量RT-
PCR结果: 血清胆囊收缩素(CCK8): Ta组、Tb组
显著低于对照组(C组), Ta低于Tb组(Ta组 vs  C
组: 5.24 pg/mL±0.56 pg/mL vs  5.24 pg/mL±0.56 
pg/mL, P  = 0.000; Tb组 vs  C组: 5.81 pg/mL±0.45 
pg/mL vs  6.25 pg/mL±0.53 pg/mL, P  = 0.000; 
Ta组 vs  Tb组: 5.24 pg/mL±0.56 pg/mL vs  5.81 
pg/mL±0.45 pg/mL, P  = 0.001); 十二指肠组织

中CCK8: Ta组显著低于C组, Ta低于Tb组, Tb组
与C组相比差别不明显(Ta组 vs  C组: 3.59±0.20 
pg/mL vs  3.59±0.20 pg/mL, P  = 0.000; Ta组 vs  
Tb组: 3.59 pg/mL±0.20 pg/mL vs  3.82 pg/mL±
0.16 pg/mL, P  = 0.019; Tb组 vs  C组: 3.82 pg/mL
±0.16 pg/mL vs  4.61 pg/mL±0.10 pg/mL, P  = 
0.080); CCK-AR半定量表达: Tb组CCK-AR表达

显著低于Ta组、对照组(C组)(Tb组 vs  C组: 0.56
±0.21 vs  0.82±0.16, P  = 0.000; Tb组 vs  Ta组: 
0.56±0.21 vs  0.75±0.29, P  = 0.000; C组 vs  Ta组: 
0.82±0.16 vs  0.75±0.29, P  = 0.203)(表2). CCK-
AR表达电泳结果如图1. 

3  讨论

航空航天是一特殊领域 ,  各种飞行因素如低

压、低氧、失重等对飞行员及空乘人员的身体

健康影响受到密切的关注. 人们进入高原或高

空飞行时, 经常会出现腹胀、恶心、食欲不振

等消化系症状. 已有研究发现低压、低氧(约海

拔5000 m)环境可以抑制胃的排空和肠道推进

运动, 减少肠系膜上动脉的血供, 导致血浆及

肠道中胃动素、NO、生长抑素等激素水平发

生改变, 甚至有研究表明急性低压、低氧会导

致Oddi括约肌功能障碍, 而这些生理变化常与

缺氧对中枢刺激导致交感系统兴奋有关[7-10]. 民
航客机高空飞行时, 客舱中的气压通常维持于

1800-2400 m水平, 一般不会出现明显的缺氧. 这
样环境是否会对胆道系统功能造成影响, 目前

尚未见报道. 
本实验观察到两组家兔在低气压暴露后, 都

出现了十二指肠显影时间(DAT)延长、十二指

肠组织及血清中CCK8水平下降, 说明客舱中的

低气压对胆道动力有抑制作用. 而胆囊高峰摄

取时间(Tmax)和胆囊半排时间(T1/2)各组间未见明

显差异, 可能是由于这两项数据由机器自动记

录生成, 最小单位为min, 故敏感度较差, 需大量

样本进行观测. 
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C1        Ta 1       C2        Ta2        C3        Ta3         M   C1        Tb1         C2        Tb2       C3        Tb3

CCK-AR

β-actin

图  1  CCK-AR表达的半定量RT-PCR. C: C组样本; Ta: Ta组样本; Tb: Tb组样本; β-actin: 内参照; CCK-AR: 胆囊收缩素A

受体.

表  1  各组的胆道动态核素显像数据 (mean±SD)

     
分组 DAT(s) Tmax(min) T1/2(min)

C组   79.52±10.83 4.18±0.77 10.18±0.75

Ta组 114.73±13.34a 4.21±0.87 10.71±0.87

Tb组   99.44±11.12c 4.04±1.06 10.57±1.07

aP <0.05 vs  C组; cP <0.05 vs  C组. DAT: 十二指肠显影时间; 

Tmax: 胆囊高峰摄取时间; T1/2: 胆囊半排时间.
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■创新盘点
民航客机飞行平
稳, 升压降压较为
缓和, 与战斗机飞
行员急速拉高或
下降时所处的剧
烈变化的飞行环
境不同, 一般不会
出现急性低压低
氧状态. 在这样轻
度低气压变化的
环境中观察机体
胆道系统的变化, 
将有助于了解民
航客机飞行状态
对人体的影响.

但这种抑制作用机制不明. 胆道运动调节

是多种因素共同作用的, 与胃肠道机能密切相

关[3,11-14]. 胆囊收缩素(cholecystokinin, CCK)是一

种广泛分布在消化系统、中枢及外周神经系统

的脑肠肽, 其能促进胆囊收缩、Oddi括约肌松

弛, 对胃肠、胆道运动具有重要影响[3,15]. 天然

CCK有多种分子形式, 以羟基端酰胺化的CCK8
和CCK58为主要形式. CCK可能通过4种不同途

径发挥作用: (1)外周内分泌作用, 肠道中CCK
分泌至血液中作用于组织细胞; (2)外周旁分泌

作用, 肠道中CCK作用于局部组织/器官发挥作

用; (3)中枢神经内分泌作用, 脑内CCK作用于脑

内受体发挥作用; (4)外周神经内分泌作用, CCK
作用于外周神经系统发挥作用. 餐后特别是脂

肪餐后可明显升高血浆中CCK水平. 本实验观

察到两实验组家兔在低气压暴露后, 出现十二

指肠组织及血清中CCK8水平的同步下降, 故推

测应当是肠道CCK8生成减少, 导致进入血液的

CCK8下降. 从海平面上升到2000 m左右, 气体

大约会膨胀20%, 胃肠道内含有大量的气体, 这
样的膨胀会对胃肠道管壁产生一定张力, 从而

产生一系列抑制反射, 导致肠道CCK释放减少, 
胆道系统收缩减弱, 胆汁排出变慢, DAT延长. 

随着低气压暴露时间的延长, Tb组出现胆

囊组织中CCK-AR表达的下降, 这也意味着CCK
受体合成减少, 胆囊对CCK敏感性降低, 胆囊收

缩减弱. 许多研究显示, 胆囊运动功能的损害可

导致胆囊结石的发生[16]. 那么, 本实验结果是否

提示经常乘坐飞机会增加胆囊结石形成的风险? 
但有趣的是本实验还发现低气压暴露7 d后的家

兔(Tb组)与低气压暴露3 d后的家兔(Ta组)相比

十二指肠显影时间有所缩短(P  = 0.041), 血清及

十二指肠组织中CCK8水平有所增加(Ta组 vs  Tb
组, 血清P  = 0.000, 十二指肠组织P  = 0.019), 可
能提示随着时间的延长, 胆道系统对这种轻度

低气压的影响开始适应, 胆道动力功能有所恢

复. 随着生活节奏加快, 交通设施的完善, 乘坐

飞机已经成为人们一种经常性的选择. 因此, 进
一步观察这种不伴有缺氧的低气压环境对胆道

系统的长期影响是很有意义的. 
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Abstract
AIM: To explore the alterations in intestinal flora 
and analyze the association of intestinal flora 
with intestinal mucosa Toll-like receptor 4 (TLR4) 
in rabbits with nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD). 

METHODS: Fourteen male New Zealand rab-
bits were randomly divided into two groups: 
a control group and a NAFLD group. The 
control group was given a normal diet while 
the NAFLD group was given a high fat diet. 
The rabbits were sacrificed 12 weeks later. Im-
munohistochemical staining was performed to 
observe the location and expression of TLR4 in 
ileal tissue. Real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction was used to detect the 
number of Escherichia coli (E. coli), bifidobacteria, 
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NAFLD家兔肠道菌群与肠黏膜Toll样受体4的关系

王海昆, 杨 涛, 姚 萍

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)是一种
获得性代谢性应
激相关的肝脏疾
病,是目前世界上
最为普遍的肝脏
疾病之一, 国内外
发病率呈明显上
升趋势 .  NAFLD
临床上包括单纯
性脂肪肝、非酒
精性脂肪性肝炎
(nonalcoholic ste-
atohepatitis)和脂
肪性肝硬化3种类
型, 其发生机制尚
不明确. 

and lactobacilli in the ileum. Stepwise multiple 
linear regression was performed to analyze the 
relationship between intestinal flora and TLR4.

RESULTS: Compared with the control group, 
the number of E. coli in the NAFLD group in-
creased significantly (t = -3.492, P = 0.008), but 
the number of bifidobacteria (t = -1.059, P = 0.311) 
and lactobacilli (t = -1.848, P = 0.089) had no sig-
nificant differences between the two groups. The 
expression of TLR4 was significantly increased (t 
= -4.089, P < 0.01) in the NAFLD group. Regres-
sion analysis revealed that E. coli and bifidobac-
teria were closely related to TLR4 expression 
(R2 = 0.598, F = 8.167, P = 0.007). Although the 
number of E. coli had a positive correlation with 
TLR4 expression (standardized beta = 0.554) 
and that of bifidobacteria had a negative correla-
tion with TLR4 expression (standardized beta = 
-0.475), the number of lactobacilli had no signifi-
cant correlation with TLR4 expression. 

CONCLUSION: Intestinal flora imbalance was 
observed in rabbits with NAFLD, and it had an 
obvious influence on the expression of TLR4. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究非酒精性脂肪肝(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)家兔肠道菌群的改变, 
并分析菌群与肠黏膜To l l样受体4(To l l-l ike 
receptor 4, TLR4)间的关系. 

方法: 14只♂新西兰家兔随机分成对照组及
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■研发前沿
目前许多研究均
证 实 内 毒 素 在
NAFLD的发生、
进展过程中发挥
了不可忽视的作
用 ,  而 肠 道 菌 群
是 L P S 最主要的
来源 ,  TLR4作为
内毒素的受体在
这一过程中亦有
重 要 作 用 ,  研 究
肠道菌群改变与
TLR4的关系将对
研究NAFLD发病
及治疗有一定的
贡献.

模型组, 对照组给以普通饲料, 模型组给以高
脂饲料, 喂养12 wk后处死. 取肝脏组织行HE
染色观察肝脏, 取回肠组织行免疫组织化学观
察肠黏膜TLR4的定位及表达, 取肠内容物行
实时荧光定量-聚合酶链反应(RT-PCR)检测肠
内容物中大肠杆菌、乳酸杆菌、双歧杆菌拷
贝数的变化. 用多元线性回归分析肠道菌群的
改变对肠黏膜TLR4表达的影响. 

结果: 与对照组相比, 模型组家兔肠腔中大肠
杆菌数量增多(t  = -3.492, P  = 0.008), 而乳酸杆
菌(t  = -1.848, P  = 0.089)、双歧杆菌(t  = -1.059, 
P  = 0.311)数量无明显改变, 肠黏膜TLR4表达
升高(t  = -4.089, P  = 0.002), 回归分析显示大肠
杆菌、双歧杆菌对肠黏膜TLR4表达有明显影
响(R2 = 0.598, F  = 8.167, P  = 0.007); 双歧杆菌
与TLR4呈负相关(标准化β = -0.475), 大肠杆
菌与TLR4呈正相关(标准化β = 0.554). 而乳酸
杆菌与TLR4无明显相关性. 

结论: NAFLD家兔存在肠道菌群失调, 且对肠
道TLR4的表达有显著影响. 

© 2013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: 非酒精性脂肪肝(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)家兔存在肠道菌群失调, 这
与肠黏膜Toll样受体4(Toll-like receptor 4)表达上

调有密切关系, 可能对NAFLD发病及进展有一定

作用.
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除外酒精和其他明确肝

脏损伤因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂

肪变性为病理特征的临床综合征. 其疾病谱包

括单纯性脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎(non-
alcoholic steatohepatitis, NASH)及与之相关的肝

硬化、肝细胞癌[1]. 该病目前在西方人群中患病

率约20%-30%, 亚太地区患病率接近12%-24%[2], 
是目前重要的公共健康问题之一. 许多研究均

指出肠道菌群失调与NAFLD发病有密切的关

系, 肠道中革兰阴性菌代谢产物脂多糖可诱发

肠源性内毒素血症, 进而导致胰岛素抵抗(insu-
lin resistance, IR). 多项动物实验已证实, 脂多糖

-Toll样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)-CD14通
路参与了IR的形成过程[3], 而IR在NAFLD发病

中的作用已被证实, 本文通过分析NAFLD家兔

肠道菌群改变与TLR4之间的关系以探讨肠道菌

群对肠道免疫的影响, 进而为研究NAFLD的防

治提供一定思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 体质量1.7-2.0 kg的纯种♂新西兰兔14
只(购自新疆医科大学实验动物中心). 普通饲料

(新疆维吾尔自治区实验动物中心)、高脂饲料

配制方法为基础饲料85%(新疆维吾尔自治区实

验动物中心), 猪油8%(市售板油自制), 胆固醇

2%(Amresco进口分装), 蛋黄粉5%(Amresco进口

分装), QIAamp DNA Stool Mini Kit(QIAamp Ger-
many)试剂盒, 细菌基因组DNA快速提取试剂盒

(TIANGEN公司), 琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒

(离心柱型)(TIANGEN公司), 2×Taq PCR Master 
Mix(Biomed公司), 即用型兔抗TLR4多克隆抗体

BA1717(武汉博士德), PV6001兔二步法免疫组

织化学试剂盒(北京中杉金桥), 标准菌株[大肠埃

希菌(Escherichia coli , E. coli ), 1.356]、嗜酸乳杆

菌(Lactobacillus acidophilus , 1.1878)、双歧杆菌

(Bifidobacteria longum, 1.2186)由中国科学院微

生物研究所普通微生物菌种保藏管理中心购买

的冻干粉, 并在6 ℃-10 ℃冰箱保存备用. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型建立及取材: 将14只♂新西兰兔

适应性喂养2 wk, 观察无异常后随机分为2组, 模
型组及正常对照组各7只, 对照组用普通饲料喂

养, 模型组用高脂饲料喂养, 整个实验期间均饲

养于新疆医科大学动物实验中心兔饲养室, 以
笼卡标记, 单笼饲养, 模拟自然光照, 饮水不限, 
饲养12 wk后处死. 于肝右叶中部切取小块组织, 
以10%多聚甲醛固定, 准备行HE染色. 取回盲部

上端10 cm左右处回肠组织, 10%多聚甲醛固定, 
石蜡包埋并切片准备行免疫组织化学, 提取该

处肠内粪便3 g置于2 mL无菌离心管内, 用于检

测各菌群含量. 
1.2.2 观察指标及方法: (1)肝脏组织HE染色: 以
40g/L甲醛固定肝脏组织后, 经石蜡包埋、切

片, HE染色, 在光镜下观察肝脏病理学改变, 以
平均每个肝小叶内脂肪变性的肝细胞所占比例
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■相关报道
Abu-Shanab等研
究发现NASH 组
小肠污染综合征
的患病率(77.78%)
显著高于对照组
(31.25%). 有研究
显示LPS能明显上
调内皮细胞TLR4
的 表 达 ,  并 且 其
作用呈一定的时
间和剂量依赖性. 
N o m u r a 等 发 现
TLR4表达的下调
导致LPS耐受性的
产生, 且LPS 耐受
程度与TLR4表达
下调量之间呈正
相关.

表示肝脏脂肪变性程度; (2)免疫组织化学测肠

黏膜TLR4: 回肠组织石蜡切片常规脱蜡水化, 
3%H2O2孵育10 min, PBS冲洗, 0.01 mol/L枸橼酸

抗原修复液, 微波修复(92 ℃-98 ℃)10 min, PBS
冲洗, 兔抗兔多克隆TLR4抗体4 ℃过夜, PBS冲
洗, 二抗37 ℃ 30 min, PBS冲洗. DAB显色, 镜
下控制显色时间(3-5 min). PBS代替一抗做空白

对照. 显微镜下观察, 每张切片取5个视野采集

图像, 用Image-Pro Plus 6.0软件分析各图像特异

性着色区域累计光密度(integral optical density, 
IA )值; (3)实时荧光定量PCR检测粪便中菌群: 
将收集的粪便标本按QIAamp DNA Stool Mini 
Kit试剂盒的操作说明提取细菌基因组DNA, 置
于-20 ℃冰箱保存. 复活标准菌株(LBS培养基, 
37 ℃, 3-5 d)并提取标准菌基因组DNA, 根据

16SrDNA V3可变区基因序列设计3种菌群特异

性引物(由上海生工生物工程技术有限公司合

成, 引物序列如表1), 用3种菌群标准菌株基因

组DNA与正常对照组粪便细菌基因组DNA进

行常规PCR反应以检测引物特异性(反应条件: 
94 ℃预变性3 min, 94 ℃变性30 s, 49.3 ℃退火

30 s, 72 ℃延伸1 min, 共35个循环, 72 ℃复性5 
min. 2.0%琼脂糖凝胶电泳, 110 V 35 min; 反应

体系: 20 µL: 2×Taq PCR Master Mix 10 µL, 上、

下游引物10 µmol/L各0.5 µL, DNA模板2.0 µL, 
ddH2O 7 µL), 以3种菌群标准菌株基因组DNA
行常规PCR反应(反应体系及条件同上)测定标

准菌株基因组DNA浓度及A值作为实时荧光定

量PCR反应的标准品, 10倍系列稀释纯化产物, 
行SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR反应以获得

标注曲线(反应条件95 ℃预变性3 min, 95 ℃变

性10 s, 49.3 ℃退火30 s, 65 ℃延伸1 min, 共40
个循环; 反应体系: 20 µL: 2×SYBR® Premix Ex 
TaqTM 10 µL, 上下游引物各0.5 µL, DNA模板2.0 
µL, ddH2O 7 µL). 反应完成后以0.5 ℃为间隔, 从
60 ℃加热至95 ℃, 每一间隔保持10 s, 获取融解

曲线. 将粪便样品中提取的3中菌群DNA行实时

荧光定量PCR反应(反应体系与条件同上), 所有

样品均做2个平行复孔, 每次实验均设标准品校

正和ddH2O代替DNA样本的阴性对照, 完毕后根

据融解曲线分析PCR产物特异性, 系统软件分析

结果, 结果以每克湿便的细菌拷贝数的对数(以
10为底数)表示. 

统计学处理 免疫组织化学及电镜图像采用

Image-Pro Plus 6.0软件进行分析, 用SPSS19.0统
计软件分析所得数据, 计量资料用mean±SD表

示, 采用多元线性回归分析大肠杆菌、乳酸杆

菌、双歧杆菌与TLR4之间的关系, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 肝脏病理学评估 根据中华医学会肝脏病学

分会脂肪肝和酒精性肝病学组非酒精性脂肪性

肝病诊疗指南(2010年修订版)中的组织学诊断

标准[4]评估肝脏病理改变, 正常对照组肝细胞形

态正常(图1A). 而NAFLD模型组肝细胞可见广

泛脂肪变性及大量气球样改变(图1B). 
2.2 肠道菌群的改变 正常对照组与NASH组家兔

肠道大肠杆菌、乳酸杆菌、双歧杆菌及肠黏膜

TLR4分析结果如表2. 
2.3 肠黏膜TLR4受体表达的变化 模型组阳性染

色明显增强, 呈棕褐色信号, 在肠黏膜上皮细胞

膜顶端及胞浆均有表达, 呈线性连续性分布(图
2A). 而对照组TLR4表达量极低, 主要在肠黏膜

上皮细胞膜的顶端间断分布, 呈淡黄色信号(图
2B), 而PBS代替一抗的阴性对照组显示非特异

性染色主要分布于肠绒毛的血管中(图2C). 
2.4 逐步多元线性回归 以TLR4为应变量, 大肠

杆菌(X1)、乳酸杆菌(X2)及双歧杆菌(X3)为自

变量, 进入概率为α≤0.10, 移出概率为α≥0.15
进行多元线性逐步回归分析, 最终大肠杆菌及

双歧杆菌进入回归方程, 所构建的回归方程为Y 

表  1  大肠埃希菌基因PCR引物序列

     
细菌 目的基因 PCR扩增片段长度(bp)                      引物序列(5'→3')

大肠埃希菌 16SrDNA 340 F: 5'-GTTAATACCTTTGCTCATTG-3'
R: 5'-ACCAGGGTATCTTAATCCTGTT-3'

乳酸杆菌 16SrDNA 341 F: 5'-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3'
R: 5'-CACCGCTACACATGGA-3'

双歧杆菌 16SrDNA 243 F: 5'-TCGCGTCCGGTGTGAAAG-3'
R: 5'-CCACATCCAGCATCCAC-3'
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■创新盘点
本研究在于探讨
NAFLD家兔肠道
各菌群的改变对
肠黏膜TLR4的影
响, 既往尚无相同
的报道.

= 0.029+3.443×10-4×X1-1.613×10-6×X3, 方程

统计检验结果示: F  = 8.167, P  = 0.007; 回归方程

有意义. R2 = 0.598, 提示TLR4的变化中有59.8%
与大肠杆菌及双歧杆菌有关. 通过分析各自变

量的回归系数显示: 大肠杆菌与TLR4呈正相关

(标准化β = 0.554), 双歧杆菌与TLR4呈负相关

(标准化β = -0.475)(表3). 

3  讨论

人体肠道中存在着数量庞大的菌群, 菌种多达

500-1000余种[5], 大量肠道细菌主要位居于结肠

和远端小肠, 在回肠中以厌氧菌如类杆菌属、

双歧杆菌、梭杆菌属和消化链球菌属等占主导

地位, 含量达到1×109/g; 而需氧菌和兼性厌氧

菌包括肠杆菌、乳酸杆菌数量相对较少, 约有

1×106-1×108/g[6]. 当结肠内菌群因各种原因移

位至小肠引起小肠内厌氧菌过度滋生就会造成

小肠污染综合征, Shanab等[7]的研究发现NASH

组小肠污染综合征的患病率(77.78%)显著高于

对照组(31.25%), 给NASH大鼠口服乳果糖或庆

大霉素, 其血清转氨酶和肝组织炎症坏死程度

可显著减轻[8,9], 杨林辉等研究发现NAFLD患者

存在肠道菌群失调、革兰阴性杆菌过度生长

的现象[10], 这些均提示肠道菌群数量及结构改

变与NAFLD发病有密切关系. 我们的研究发现

NAFLD家兔肠道内大肠杆菌较正常家兔明显增

多, 而双歧杆菌及乳酸杆菌数量无明显改变, 与
既往研究结果类似, 说明NAFLD家兔肠道内存

在菌群失调及革兰阴性杆菌过度生长. 
TLR4是内毒素识别受体, 主要表达于肠黏

膜上皮细胞、树突状细胞、巨噬细胞等细胞

膜上, 介导固有免疫, 他与内毒素结合后, 通过

激活白介素受体相关激酶(interleukin 1 receptor 
associated kinase, IRAK)、核因子-κB(nuclear 
factor kappa B, NF-κB)等通路上调肿瘤坏死因

子(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素(in-

图  1  2组家兔肝脏HE染色图片
(×400). A: 对照组; B: 模型组.

BA

表  2  两组家兔大肠杆菌、乳酸杆菌、双歧杆菌及TLR4的变化 (mean±SD)

     
正常对照组 NASH组 t 值 P 值

双歧杆菌(拷贝数/克湿便） 5933.030±4400.412 8982.414±6222.880  -1.059 0.311

乳酸杆菌(拷贝数/克湿便) 2.240±1.601 5.643±4.601    1.848 0.089

大肠杆菌(拷贝数/克湿便) 14.299±11.400 54.767±28.467     3.492 0.008

TLR4 0.015±0.010 0.042±0.014 -4.089 0.002

TLR4: Toll样受体4.

表  3  大肠杆菌、乳酸杆菌、双歧杆菌与TLR4的多元线性回归分析结果

     
自变量 回归系数β 标准化β t 值 P 值 95.0%CI

常量 0.029 3.761 0.03 0.12-0.45

大肠杆菌   3.443×10-4 0.554 2.871 0.015 8.034×10-5-6.082×10-4

双歧杆菌 -1.613×10-6 -0.475 -2.462 0.032 -3.055×10-6--1.709×10-7

TLR4为应变量. α≤0.10进入, α≥0.15移出. TLR4: Toll样受体4. 
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terleukin, IL)-1、IL-6、IL-8、IL-12等细胞因子

的表达而引起炎症的发生, 与肝脏脂质沉积、

炎症损伤及纤维化修复等密切相关. 有研究报

道TLR4/MyD88信号通道在高脂饮食相关脂肪

性肝病发病早期起关键作用[11], Tadanobu等[12]的

研究显示NAFLD患者肝脏库普弗细胞TLR4高
表达, 且与病情进展程度一致. Rivera等[13]发现

TLR4沉默小鼠比野生型小鼠肝脏损害程度减轻, 
脂质沉积减少, 说明TLR4与NAFLD的发病有着

密切的关系. 正常人体肠道黏膜TLR4表达水平

很低[14], 从而监视着正常状态下的肠道菌群并使

得肠道即使存在一定量的内毒素也不会引起疾

病, 即人体对内毒素的免疫耐受. Nomura等[15]发

现TLR4表达的下调导致LPS耐受性的产生, 且
LPS耐受程度与TLR4表达下调量之间呈正相关, 
证明TLR4低表达是产生LPS耐受的关键环节. 
我们研究也发现NAFLD组家兔小肠黏膜TLR4
表达明显升高, 说明NAFLD家兔对内毒素的免

疫耐受机制已被破坏. 
我们看到NAFLD家兔同时存在着肠道菌群

失调及TLR4表达上调, 而进一步分析这两者之

间的关系, 我们发现大肠杆菌与TLR4表达呈正

相关, 大肠杆菌增多时TLR4表达上调, 而双歧杆

菌与TLR4表达的关系则相反, 我们推测这一现

象与内毒素有关. 内毒素是革兰阴性菌细胞壁

外膜上的一种脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)与

微量蛋白质的复合物, 许多研究证实肝病时会

出现肠道菌群微生态失调, 革兰阴性菌大量增

殖使肠道内毒素明显增加, 而大肠杆菌是肠道

革兰阴性菌中的优势菌群, 其数量增多必然引

起肠道中的内毒素增加, 而双歧杆菌及乳酸杆

菌均为肠道益生菌的代表, 他们的存在可以抑

制大肠杆菌等菌群的生长、促进肠道内有害物

质排出, 从而抑制肠道中内毒素增加. TLR4是内

毒素的受体, 有研究显示LPS能明显上调内皮细

胞TLR4的表达, 并且其作用呈一定的时间和剂

量依赖性[16], 故肠道大肠杆菌增多引起肠道中内

毒素增加的同时也使得TLR4的表达表达上调, 
相反, 由于双歧杆菌等益生菌增加则使得TLR4
的表达表达下调, 这较为合理的解释了我们的

研究结果. 
但我们同时发现, 乳酸杆菌与双歧杆菌同为

肠道益生菌, 有类似的作用, 同样应与TLR4成负

相关, 而我们的研究中乳酸杆菌与TLR4并未表

现出现这样的关系, 我们认为这一现象可能是

由于实验样本量较少而未能完全反映出他们之

间存在的关系, 需在以后的研究中增加样本量

以进一步研究. 
通过该研究, 我们发现NAFLD家兔肠道内

大肠杆菌数量与TLR4表达呈正相关, 而双歧杆

菌及乳酸杆菌等益生菌的作用则相反, 从统计

学角度, 可以认为大肠杆菌增加会使TLR4表达

■应用要点
本研究NAFLD家
兔肠道内大肠杆
菌明显增多, 而双
歧杆菌及乳酸杆
菌等无明显改变. 
大肠杆菌数与肠
黏膜TLR4呈正相
关, 双歧杆菌与肠
黏膜TLR4呈负相
关 ,  提示NAFLD
家兔存在肠道菌
群失调且与TLR4
改变关系密切, 大
肠杆菌等格兰阴
性菌增多可能引
起肠道内毒素负
荷增加 ,  使TLR4
表达上调并激活
一系列炎症因子
促进NAFLD的发
生及发展.

图  2  2组家兔肠黏膜TLR-4受体免疫组织化学染色(×400). A: 模型组; B: 对照组; C: PBS代替一抗的阴性对照.

A

C

B
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上调, 而益生菌则抑制其表达上调, 这为应用抗

生素及益生菌治疗NAFLD提供了一定的理论依

据, 但这一结论需要建立肠道菌群失调的模型

以进一步研究, 也为今后关于NAFLD发病机制

的研究提供了一定的思路. 
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Abstract
AIM: To compare different methods for prepara-
tion of samples for electron microscopic obser-
vation of Shigella flexneri surface structures. 

METHODS: Three Shigella flexneri strains were 
cultured and used to prepare samples for elec-
tron microscopy. Samples were prepared in 
different osmotic environments. The obtained 
electron micrographs were compared to obtain 
the optimal sample preparation conditions.
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■背景资料
由细菌、病毒或
寄生虫病原体引
起的腹泻性疾病
是主要的公共健
康 问 题 .  据 世 界
卫生组织(WHO)
统计, 2002年全世
界有4.5亿例患腹
泻性疾病, 共造成
180万例死亡. 卫
生条件差和污染
的饮用水促进了
肠道疾病的传播, 
营养不良和缺乏
适当的医疗条件
造成了高死亡率. 
志贺氏菌属是最
常见的引起腹泻
的病原菌, 其死亡
率高且患者多为5
岁以下儿童. 不断
出现的多重耐药
菌株和持续的高
发病率意味着志
贺氏菌病仍是一
个尚未解决的全
球性健康问题. 

RESULTS: Hyperosmotic environment in sam-
ple preparation often makes cytoplasmic shrink-
age occur, which is beneficial for cell surface 
ultrastructure observation. By comparing the 
electron microscopic pictures of the three strains 
of Shigella flexneri, we found that the abundance 
of bacterial lipopolysaccharides (LPS) was less at 
37 ℃ than that at 30 ℃. 

CONCLUSION: High osmotic pressure sample 
preparation is better than common methods in 
observing bacterial cell surface ultrastructures. 
Using this sample preparation method, electron 
microscopy analysis revealed that the relative 
density of LPS of Shigella flexneri varied among 
different culture temperatures. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Biological electron microscopy; Shigella 
flexneri ; Lipopolysaccharides
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摘要
目的: 近年来, 电子显微技术在生物学领域得
到了广泛的应用. 本文利用生物电镜技术对福
氏志贺氏菌外膜结构进行了研究, 并对比不同
制样方法对电镜照片的影响. 

方法: 将各志贺氏菌分别在30 ℃和37 ℃的环
境中培养, PCR检测毒力大质粒是否在传代中
丢失. 培养至稳定期后, 收集菌液, 分别用非高
渗和高渗固定液固定, 制备切片, 使用电子显
微镜观察细菌外膜结构. 

结果: 在高渗透压环境下制样能使细胞质发
生皱缩, 有利于对细胞表面超微结构的观察. 
通过电镜图片对比, 发现在37 ℃时, 三株福氏
志贺氏菌外膜脂多糖丰度均少于30 ℃. 

■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
LPS和T3SS功能
间的关系就像剑
和盾一样, 二者对
于志贺氏菌毒力
的发挥都是必不
可少的, 因此要调
整好 L P S 糖链对
病原菌逃避宿主
胃部极酸环境和
免疫系统伤害的
保 护 作 用 ( 盾 ) 与
T3SS针状结构的
侵 袭 功 能 ( 剑 ) 之
间的平衡关系. 近
年来, 电子显微技
术在生物学领域
得到了广泛的应
用. 已有研究利用
释放细胞内溶物
的 制 样 方 法 ,  观
察志贺氏菌细胞
表面的T3SS以及
LPS.

结论: 高渗透压方法比普通制样方法更有利
于对细菌表面超微结构进行观察. 通过对电镜
照片的观察, 可以认为福氏志贺氏菌在不同培
养温度下脂多糖的相对密度有所差异. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 生物电镜; 福氏志贺氏菌; 脂多糖

核心提示: 在高渗透压环境下制样能使细胞质发

生皱缩, 比普通制样方法更有利于对细菌表面

超微结构进行观察. 通过电镜图片对比, 发现在

37 ℃时, 三株福氏志贺氏菌外膜脂多糖丰度均少

于30 ℃. 可以认为福氏志贺氏菌在不同培养温度

下脂多糖的相对密度有所差异. 
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0  引言

由于当前大部分的分子生物学研究是在体外进

行的, 而真正的生物学现象发生在个体和细胞

内部. 因此, 利用生物电镜技术在细胞水平对

生物形态、结构以及功能进行研究, 促进了生

物科学研究的发展, 也为电子显微技术开辟了

新的天地. 目前, 生物电镜技术已在细胞病理诊

断、免疫抗原定位以及胞内基因及其产物定位

等方面开展了研究. 
志贺氏菌属(Shigella Spp. )是人类细菌性痢

疾最为常见的病原菌, 通过Ⅲ型系统分泌蛋白

于人类细胞中, 导致炎症应答. 痢疾持续的高发

病率和不断出现的多重耐药菌株意味着志贺氏

菌病仍是一个尚未解决的全球性健康问题[1], 已
有研究将生物电镜技术应用于志贺氏菌表面脂

多糖(lipopolysaccharides, LPS)抗原定位[2]以及

Ⅲ型分泌系统(type three secretion system, T3SS)
的形态结构分析[3]. LPS是革兰氏阴性菌外膜的

重要组成成分, 是细菌的一层保护性屏障, 防御

外界环境中的不利因素对细菌的杀伤作用[4]. 志
贺氏菌LPS的结构从内到外依次为脂质A(lipid 
A)、内核(core oligosaccharide)和暴露在细菌表

面的O-抗原(O-antigen)多糖链三部分. 其中O-抗
原由多个拷贝的寡糖重复单位(repeat unit, RU)
聚合而成, 构成了病原菌的一个重要的致病因

子[5-7]. O-抗原连接酶由位于核心寡糖core合成

途径中的相关基因组成的waa基因簇中的基因

waaL编码, 他负责将O-PS连接到脂质A-核心寡

糖上形成LPS[8-10]. 因此, 在志贺氏菌中waaI基因

的缺失, 会导致LPS合成失败. 
本实验室的前期工作揭示了一种全新的福

氏志贺氏菌LPS合成的调控机制, 即不同培养温

度下LPS合成的相对密度有所差异. 但研究对象

仅涉及一株福氏志贺氏菌, 为了验证这一现象

是否在不同菌株间存在共性, 本研究利用高渗

透压方法对三株福氏志贺氏菌外膜LPS进行了

分析. 

1  材料和方法

1.1 材料  福氏2a型志贺氏菌2457T、福氏2a
型志贺氏菌301、福氏5a型志贺氏菌M90T
以及301Δw a a I 均由本实验室保存. 胰酪胨大

豆琼脂(tryptose soya agar, TSA)固体培养基: 
4%TSA、0.01%刚果红. LB(Luria-Bertani)培养基: 
1%NaCl、1%胰蛋白胨、0.5%酵母提取物. NaI抗
生素溶液(30 mg/mL). 固定液A(用于制备非高渗

透压样品): 10 mL 40%戊二醛, 用0.1 mol/L PBS缓
冲液(pH 7.2)稀释至100 mL. 固定液B(用于制备高

渗透压样品): 10 mL 40%戊二醛, 用1 mol/L PBS
缓冲液(pH 7.2)稀释至100 mL. 
1.2 方法

1.2.1 细菌培养: 将各菌株分别在含有0.01%刚果

红的TSA平板上划线30 ℃培养箱培养24 h, 挑取

单克隆接入按照1∶1000加入抗生素的5 mL新
鲜LB培养基中, 30 ℃ 220 r/min摇床振荡培养12 
h, 转接2次, 并分别用IpaA、IpgB、MixD、VirG  
4个毒力相关基因的引物进行PCR, 检测毒力大

质粒是否在传代中丢失. 验证正确后按1/100的
接种量接种于5 mL新鲜LB培养基中, 37 ℃ 220 
r/min摇床振荡培养至稳定期. 
1.2.2 样品制备: 收集在不同温度下培养至稳定

期的菌液1 mL, 3000 g离心5 min, 0.1 mol/L的
PBS缓冲液(pH 7.2)洗1次, 同一温度培养的菌体

分别在固定液A或固定液B中室温固定1 h. 固定

后样品用0.1 mol/L PBS缓冲液清洗5次, 1%(W/
V)的四氧化锇再次固定2 h, 0.1 mol/L PBS缓冲

液清洗5次. 样品通过不同浓度梯度酒精(500、
750、850及950 mL/L)脱水, 每个浓度15 min, 然
后在无水乙醇中洗3次, 每次15 min. 样品包埋在

树脂中, 切片后用乙酸双氧铀和枸橼酸铅染色. 
1.2.3 电镜观察: 样品在电子显微镜80 kV下观察. 
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■相关报道
志贺氏菌通过糖
基化改变 L P S 的
结构调节T3SS针
状结构暴露在膜
外的长度, 从而促
进对靶细胞的侵
袭 能 力 ,  同 时 若
L P S 分子太短又
无法发挥自身防
御 的 功 能 ,  因 此
L P S 的合成受到
复杂而精密的调
控 .  O -抗原的长
度、分布以及糖
基化都与肠道菌
抗 酸 性 相 关 ,  同
时pH值也会影响
LPS的长度. 已有
研究将生物电镜
技术应用于志贺
氏菌表面 L P S 抗
原定位以及T3SS
的形态结构分析.

2  结果

2.1 细菌细胞壁表面LPS形态 前面已经介绍缺

失waaI基因后301菌株无法合成LPS, 因此我们

首先在电镜下观察了301ΔwaaI以及相应的301
野生株细胞表面LPS的合成情况. 结果与我们预

期的一致301ΔwaaI菌株细胞外膜表面是裸露的, 
而301野生株细胞壁表面覆盖了绒毛状的一层, 
两个箭头间即为菌株LPS层(图1). 
2.2 高渗透压环境下细菌细胞电镜图片 由于LPS
和T3SS都位于细胞表面, 为了更清晰的观察细

胞表面的超微结构, 我们对生物电镜制样方法

进行了改进, 首次在高渗透压环境中制样. 我们

采用了1 mol/L的PB缓冲液配制戊二醛固定液, 
从而形成高渗透压的环境, 使细胞质发生皱缩, 

与细胞壁分离开来. 同时也用0.1 mol/L的PB缓
冲液制备了正常环境条件下的细胞样品作为对

照, 观察高渗透压环境是否会对细胞表面结构

产生影响. 结果如图2所示, 在高渗透压环境下

细胞质与细胞壁分离, 更便于观察细胞表面结

构. 而在非高渗透压环境下细胞质与细胞壁连

接在一起, 不能够清晰的辨识细胞表面超微结

构, 同时高渗透压环境并未对细胞表面结构产

生影响. 
2.3 不同培养温度志贺氏菌细胞表面结构变化 
已有文献报道, 志贺氏菌在37 ℃时具有完整的

侵袭能力, 而在30 ℃时不能够侵袭上皮细胞[11]. 
从图3高渗透压环境制样照片中可以看出, 30 ℃
培养时, 细胞表面LPS更容易看到. 

图  1  福氏志贺氏菌细胞表面LPS的合成情况. A: 

301野生株的LPS合成, 两个箭头间即为菌株LPS

层; B: 301ΔwaaI缺失株的LPS合成. LPS: 脂多糖.

A B

图  2  福氏志贺氏菌野生株在非高渗透压和高渗透压环境下制样的区别. A: 2457T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电

镜图片; B: 2457T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; C: 301菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; D: 301

菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; E: M90T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; F: M90T菌株在高渗

透压环境下制样的透射电镜图片.

A

D E

B C

F
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■创新盘点
我们的研究揭示
了一种全新的细
菌 L P S 合成的调
控机制, 即不同培
养温度下 L P S 合
成的相对密度有
所差异. 同时我们
对生物电镜制样
方法进行了改进, 
首次在高渗透压
环境中制样, 使细
胞质发生皱缩与
细胞壁分离开来, 
更便于观察细胞
表面结构.

3  讨论

为了便于观察志贺氏菌细胞表面的T3SS, 2005
年Kenjale等[3]就采用了释放细胞内溶物的方法

进行制样. 我们在本文中采用的高渗透压使胞

质皱缩的制样方法与释放内溶物的制样方法有

异曲同工之妙, 而且省去了释放内溶物方法的

繁琐步骤, 更为简化有效. 
本实验室成功构建的waaI缺失突变株银染

图  3  三株福氏志贺氏菌30 ℃和37 ℃条件下的LPS结构变化. A: 30 ℃培养的2457T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电

镜图片; B: 30 ℃培养的301菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; C: 30 ℃培养的M90T菌株在非高渗透压环境下制

样的透射电镜图片; D: 30 ℃培养的2457T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; E: 30 ℃培养的301菌株在高渗透压

环境下制样的透射电镜图片; F: 30 ℃培养的M90T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; G: 37 ℃培养的2457T菌株

在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; H: 37 ℃培养的301菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; I: 37 ℃培养

的M90T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; J: 37 ℃培养的2457T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; 

K: 37 ℃培养的301菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; L: 37 ℃培养的M90T菌株在高渗透压环境下制样的透射电

镜图片.
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后没有一长串的阶梯状条带, 而且缺失突变株

不能引起豚鼠角膜炎症反应, 表明了LPS的缺失

的确影响了志贺氏菌的侵袭能力[12]. West等[13]

的研究发现, 志贺氏菌通过糖基化改变LPS的结

构调节T3SS针状结构暴露在膜外的长度, 从而

促进对靶细胞的侵袭能力, 同时若LPS分子太短

又无法发挥自身防御的功能, 因此LPS的合成受

到复杂而精密的调控. Martinić等[14]也证实了O-
抗原的长度、分布以及糖基化都与肠道菌抗酸

性相关, 同时pH值也会影响LPS的长度. LPS和
T3SS功能间的关系就像剑和盾一样, 要调整好

LPS糖链对病原菌逃避宿主胃部极酸环境和免

疫系统伤害的保护作用(盾)与T3SS针状结构的

侵袭功能(剑)之间的平衡关系, 因为二者对于志

贺氏菌毒力的发挥都是必不可少的[15]. 我们的研

究揭示了一种全新的细菌LPS合成的调控机制, 
即不同培养温度下LPS合成的相对密度有所差

异. 这一现象的一种可能解释是: 37 ℃时T3SS
针筒的组装占据了细胞壁上很多空间, 因此降

低了LPS的表达. 同时, 通过对普通扫描电镜制

样方法的简单改进, 我们发现在高渗透压环境

下制备样品, 细胞质发生皱缩, 从而更便于观察

细菌细胞表面的LPS. 
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Abstract
AIM: To explore the correlation of serum indexes 
with the degree of hepatic inflammation and 
fibrosis in patients with autoimmune hepatitis 
(AIH). 

METHODS: Routine pathological examination 
of liver biopsies was performed in 146 patients 
with AIH) from 2003 to 2013, and serum liver 
function and coagulation function indexes were 
also recorded in these patients. The correlations 
between serum indexes and hepatic biopsy his-
topathology were assessed. 

RESULTS: Serum alanine aminotransferase, 
aspartate aminotransferase, gamma-glutamyl 
transpeptidase, alkaline phosphatase, direct bili-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

自身免疫性肝炎患者血清学指标与肝活检病理的关系

郑 聪, 褚燕君, 张芳宾, 李 娅, 孙 静

®

■背景资料
自 身 免 疫 性 肝
炎 ( au to immune 
hepatitis, AIH)临
床表现及诊断复
杂, 肝活检在临床
应用较局限, 作者
试图通过本研究
找到有助于判定
肝脏组织病理分
级分期的血清学
指标. 

rubin and activated partial thromboplastin time 
were positively correlated with inflammatory 
grade [correlation coefficient (r) = 0.232, 0.245, 
0.204, 0.255, 0.241 and 0.236, all P < 0.05], and 
serum albumin and albumin-globulin ratio were 
negatively correlated with inflammatory grade 
(r = -0.245 and -0.187, both P < 0.05). Serum 
alkaline phosphatase, total bilirubin, globulin, 
direct bilirubin, prothrombin time and activated 
partial thromboplastin time were positively cor-
related with fibrosis stage (r = 0.224, 0.184, 0.419, 
0.197, 0.290 and 0.382, all P < 0.05), and serum 
albumin and albumin-globulin ratio were nega-
tively correlated with fibrosis stage (r = -0.387 
and -0.526, both P < 0.05). The receiver operating 
characteristic (ROC) curve was drawn between 
the above indicators and inflammation grade 
and fibrosis stage in patients with AIH. The area 
under the curve (AUC) of serum albumin and 
albumin-globulin ratio in S0 stage disease were 
0.75 and 0.809, and the remaining indications 
had an AUC value < 0.7. 

CONCLUSION: Serum indexes have limited but 
appreciated value in estimating inflammatory 
grade and fibrosis stage in patients with AIH. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的:  探讨自身免疫性肝炎(a u t o i m m u n e 
hepatitis, AIH)患者肝组织炎症分级和纤维化
分期相关的血清学指标. 

方法: 收集2003-04/2013-03在我院行肝穿刺活
检的146例AIH患者的血清学指标与肝组织活

■同行评议者
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■研发前沿
目前国内外很多
专家学者正致力
于无创性肝纤维
化诊断模型的研
究 ,  并 已 建 立 多
个肝纤维化非创
伤性综合指标诊
断模型, 而对AIH
患者血清学指标
与肝组织炎症及
纤维化程度关系
的分析的研究尚
未见报道.

检病理资料, 分析其血清学指标与肝组织分期
分级的相关性. 

结果: 血清谷丙转氨酶(alanine aminotransfera-
se, ALT)、谷草转氨酶(aspartate aminotransfer-
ase, AST)、谷氨酰转肽酶(gamma-glutamyl 
transpeptidase, γ-GT)、碱性磷酸酶(alkaline 
p h o s p h a t a s e, A L P)、直接胆红素(d i r e c t 
bilirubin, DBIL)和部分凝血活酶时间(activated 
partial thromboplastin time, APTT)随肝脏炎
症程度的加重而增高 [相关系数 (r )分别为
0.232、0.245、0.204、0.255、0.241和0.236, 
P 均<0.05], 血清白蛋白(albumin, ALB)与白
蛋白/球蛋白(albumin-globulin ratio, A/G)随
肝脏炎症程度的加重而降低(r 分别为-0.245
和-0.187, P 均<0.05). 血清碱性磷酸酶、总蛋
白、球蛋白、DBIL、凝血酶原时间、部分凝
血活酶时间随肝脏纤维化程度加重而增高(r
分别为0.224、0.184、0.419、0.197、0.290和
0.382, P均<0.05), ALB和A/G随肝脏纤维化程
度的加重而降低(r 分别为-0.387和-0.526, P 均
<0.05). 分别将上述指标与AIH患者肝脏炎症
分级和纤维化分期绘制ROC曲线, ALB和A/G
在S0期受试者工作特征曲线(receiver operating 
characteristic curve, ROC)曲线下面积(area 
under curve, AUC)分别为0.755和0.809, 其余各
项指标与肝脏炎症分级和纤维化分期绘制的
AUC均<0.7. 

结论: 血清学指标有助于判定AIH患者肝脏组
织病理的分期和分级, 但存在较大局限性. 

© 2013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 :  本研究发现 ,  对自身免疫性肝炎

(autoimmune hepatitis, AIH)患者在无法行肝穿病

理时, 密切监测血清学指标在一定程度上有助于

判断疾病的进展, 但要确诊AIH患者肝组织炎症

分级及纤维化分期, 从而选择合理的治疗方案, 
肝活检是必不可少的. 

郑聪, 褚燕君, 张芳宾, 李娅, 孙静. 自身免疫性肝炎患者血清学

指标与肝活检病理的关系.  世界华人消化杂志  2013; 21(35): 

3999-4005  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/3999.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.3999

0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是一

种由自身免疫反应介导的慢性进行性肝脏炎症

性疾病, 女性易患, 以不同程度的血清转氨酶升

高、高γ-球蛋白、自身抗体阳性、肝组织学特

征性改变和对免疫抑制治疗应答为特点. 本研

究通过分析146例AIH患者肝功能、凝血功能各

项指标与肝脏组织炎症分级和纤维化分期的关

系, 以期找到有助于判定肝脏组织炎症分级和

纤维化分期的血清学指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-04/2013-03郑州大学第一附

属医院确诊为AIH并接受肝穿刺活检患者, 诊
断标准依据国际自身免疫性肝炎小组(Interna-
tional Autoimmune Hepatitis Group, IAIHG)传统

评分系统进行积分诊断[1], 总分在治疗前超过15
分、治疗后超过17分为确定诊断的AIH, 治疗前

10-15分、治疗后12-17分为可能的AIH. 剔除标

准: (1)合并有大量饮酒(男>40 g/d, 女>20 g/d); 
(2)高血脂; (3)服用可引起肝功能损伤药物者; 
(4)合并遗传性代谢性肝病者; (5)肝炎病毒标记

物阳性; (6)合并其他自身免疫性疾病者; (7)临床

资料不全者. 
1.2 方法 登记患者性别、年龄、肝穿刺同期肝

功能及凝血功能相关指标. 分别由本院2位病理

科医师对患者病理切片进行复片, 按照慢性肝炎

分期分级标准将标本分为G0-G4级和S0-S4期[2]. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件对数据进行

统计分析, 符合正态分布的变量以mean±SD表

示, 非正态分布变量以中位数(最低值-最高值)
表示, 等级资料间的比较采用Spearman秩相关

分析, 多组均数间的比较采用方差分析, 非正态

分布数据转换为正态分布后行方差分析、无法

转换为正态分布时行非参数检验, 同时对各有

意义指标在各分期分级行ROC曲线(receiver op-
erating characteristic curve)分析, 以P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 研究对象 共有收集351例AIH患者, 146例接

受了肝穿刺活检. 其中, 男性27例, 女性119例, 年
龄12-75岁, 平均年龄47.48±15.75岁. 
2.2 血清学指标与肝组织病理炎症分级 血清

谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、
谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)、
谷氨酰转肽酶(gamma-glutamyl t ranspept i-
dase, γ-GT)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 
ALP)、直接胆红素(direct bilirubin, DBIL)和部
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■相关报道
目前国内外很多
专家已建立多个
肝纤维化非创伤
性综合指标诊断
模型 ,  如Imbert-
Bismut等的FT和
AT指标, Wai等的
PRI模型, Patel等
的FibroSpect Ⅱ模
型等.

分凝血活酶时间(activated partial thromboplastin 
time, APTT)随肝脏炎症程度的加重而增高[相
关系数(r )分别为0.232、0.245、0.204、0.255、
0.241和0.236, P值分别为0.005、0.003、0.013、
0.002、0.003和0.004], 血清白蛋白(a lbumin, 
ALB)与白蛋白/球蛋白(albumin-globulin ratio, A/
G)随肝脏炎症程度的加重而降低(r分别为-0.245
和-0.187, P值分别为0.003和0.024). 而血清总胆

红素(total bilirubin, TBIL)、间接胆红素(indirect 
bilirubin, IDBL)、总蛋白(total protein, TP)、球

蛋白(globulin, GLB)、凝血酶原时间(prothrom-
bin time, PT)、凝血酶原活动度(prothrombin 
activity, PTA)和纤维蛋白原(fibrinogen, FIB)与肝

脏炎症程度无显著相关性(表1). 
进一步分析显示血清ALT、AST、γ-GT、

ALP、DBIL和APTT在肝脏组织炎症分级为

G3+4组患者的中位值均显著高于G0+1组(P分别

为0.003、0.003、0.002、0.002、0.007和0.020); 
血清ALT、γ-GT和ALP在G3+4组患者中的中

位值均显著高于G2组(P分别为0.040、0.003和
0.026); DBIL和APTT在G2组患者中的中位值

均显著高于G0+1组(P分别为0.019和0.003). 而
ALB与A/G在G3+4组患者中的中位值显著低于

G0+1组患者(P值分别为0.033和0.040)(表1). 
分别将上述指标与AIH患者肝脏各级炎症

绘制ROC曲线, 曲线下面积(AUC)均<0.7(图1). 
2.3 自身免疫性肝炎血清学指标与肝组织病

理纤维化分期的关系 血清ALP、TP、GLB、

DBIL、PT和APTT随肝脏纤维化程度加重而增

高(r分别为0.224、0.184、0.419、0.197、0.290
和0.382, P分别为0.006、0.026、0.000、0.017、
0.000和0.000), 血清ALB、A/G随肝脏纤维化

程度加重而降低(r分别为-0.387和-0.526, P分别

为0.000和0.000). 而血清ALT、AST、γ-GT、
TBIL、IBIL、PTA和FIB与肝脏纤维化程度无

显著相关性(表2). 
进一步分析显示, 血清ALP、TP、DBIL、

PT和APTT在肝脏纤维化分期为S2、S3和S4期
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图  1  血清学相关指标对AHI患者肝脏炎症各级诊断的ROC曲线. A: G0+1期; B: G2期; C: G3+4期. ROC曲线下面积(area 

under curve, AUC)<0.5时, 对AIH诊断无意义; AUC为0.5-0.7时, 诊断准确性较低; AUC为0.7-0.9时, 诊断准确性中等; 

AUC>0.9时, 表示诊断准确性高.
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■创新盘点
本文对AIH患者
血清学指标与肝
组织炎症及纤维
化程度关系的研
究, 以期通过临床
最常见的血清学
指标评价AIH患
者肝脏炎症及纤
维化程度.
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■应用要点
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肝活检仍是必不
可少的.
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总之, 我们认为, 对AIH患者在无法行肝穿

病理时, 密切监测血清学指标在一定程度上有

助于判断疾病的进展, 但要确诊AIH患者肝组织

炎症分级及纤维化分期, 从而选择合理的治疗

方案, 肝活检是必不可少的. 
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Abstract
AIM: To investigate the abnormal changes in 
peripheral blood lymphocyte subsets in patients 
with autoimmune hepatitis and to analyze their 
correlations with liver dysfunction, immuno-
globulin (Ig) and hepatitis activity index (HAI) 
to explore the significance of abnormal lympho-
cyte subsets in the diagnosis and treatment of 
autoimmune hepatitis (AIH). 

METHODS: Thirty-six patients who were diag-
nosed with AIH and did not accept prior immu-
nosuppressive therapy were included. Thirty-six 
healthy subjects were used as controls. Patients 
in both groups received tests of liver function 
and immune function. Liver biopsy and histo-
pathological examination were carried out to 
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自身免疫性肝炎患者外周血淋巴细胞亚群的异常表达

肖 锐, 陈 楠, 方维丽, 周 璐, 张 洁, 李 姝, 郑忠青, 王邦茂, 刘文天

®

■背景资料
自 身 免 疫 性 肝
炎 ( au to immune 
hepatitis, AIH)的
病因及发病机制
复杂. 细胞免疫和
体液免疫共同参
与了AIH的肝损
伤, 迄今为止已经
发现了多种T、B
淋巴细胞亚群, 他
们在AIH的发生, 
发展及肝损伤过
程中所起的作用
各不相同. 

evaluate HAI score for AIH patients. The subsets 
of T lymphocytes, B lymphocytes and regulatory 
T cells (Tregs) were detected by flow cytometry 
(FCM). Correlations between the percentages 
of lymphocyte subgroups and liver function, Ig 
and HAI score were evaluated.  

RESULTS: The percentages of CD3+CD4+ 
T, CD3+CD8+ T, CD19+ B,CD5+CD19+ B and 
the ratios of CD3+CD4+ T/CD3+CD8+ T and 
CD5+CD19+ B/CD19+ B cells were all significant-
ly higher in AIH patients than in controls (all P 
< 0.05). However, there was no statistical signifi-
cance in the percentage of CD4+CD25+CD127dim 
Tregs between the two groups. The percentages 
of CD3+CD4+ T, CD3+CD8+ T, and CD5+CD19+ B 
cells had a positive correlation with serum levels 
of alanine aminotransferase, aspartate amino-
transferase and HAI score. The percentage of 
CD5+CD19+ B cells was positively related to IgG 
(r = 0.482, P < 0.01).  

CONCLUSION: In AIH patients, abnormal pe-
ripheral blood T and B lymphocyte subsets may 
lead to the aggravation of liver injury. Cellular 
immunity mediated by T lymphocyte subsets 
may be more closely related to liver injury and 
hepatic inflammatory activity. Immuno-regula-
tory effect of regulatory T cells may not be obvi-
ous in AIH patients.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Autoimmune hepatitis; Lymphocyte 
subgroup; Indicator of liver function; Immunoglob-
ulin; Hepatitis activity index
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摘要
目的: 研究自身免疫性肝炎(a u t o i m m u n e 
hepatitis, AIH)患者外周血淋巴细胞亚群的表
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■研发前沿
T、B淋巴细胞与
AIH的免疫炎症
反应具有密切关
系 .  目 前 研 究 发
现T、B淋巴细胞
具有多种不同功
能 的 亚 群 ,  各 亚
群对AIH发生和
发展的影响越来
越 受 到 重 视 ,  而
调 节 性 T 细 胞 在
AIH中的免疫调
节作用还有待深
入研究.

达及与肝功能, 免疫球蛋白和肝脏炎性活动指
数(hepatitis activity index, HAI)的相关性, 探
讨在AIH诊断及治疗中的意义.

方法: 选择确诊且未经治疗的AIH患者36例, 
为AIH组; 36例健康者为对照组. 分别检测肝
功能、免疫球蛋白, AIH组行肝穿刺检查, 评
价肝脏炎症活动性. 流式细胞术检测外周血淋
巴细胞亚群的比率, 并与肝功能、免疫球蛋白
及HAI评分进行相关性分析.

结果: AIH组外周血CD3+CD4+ T, CD3+CD8+ 
T, CD19+ B, CD5+CD19+ B比率及CD3+CD4+ 

T/CD3+CD8+ T, CD5+CD19+ B/CD19+ B比值
明显高于对照组, 差异有统计学意义(P <0.05); 
CD4+CD25+CD127dim T比率较对照组, 差异
无统计学意义. AIH组CD3+CD4+ T, CD3+CD8+ 
T, CD5+CD19+ B比率分别与丙氨酸氨基转移
酶、天冬氨酸氨基转移酶及HAI评分呈正相
关; CD5+CD19+ B比率与免疫球蛋白G呈正相
关(r  = 0.482, P <0.01).

结论: 淋巴细胞亚群的异常表达是导致肝脏
炎症损伤加重的直接因素, 细胞免疫与肝脏炎
性损伤的关系更为密切; 调节性T细胞在AIH
中的免疫抑制作用或许不明显.

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 自身免疫性肝炎; 淋巴细胞亚群; 肝功能指

标; 免疫球蛋白; 肝炎活动指数

核心提示: 既往研究认为具有免疫负调节作用的

调节性T细胞(regulatory T cells, Tregs)在自身免

疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)患者体内的

低表达进一步加重肝脏炎症损伤. 而本研究发现

AIH患者外周血Tregs的表达并无明显下调, 这可

能是由于免疫微环境的改变, 又或者是Tregs参与

了机体的抗炎反应, 而非免疫抑制作用.
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是一

种病因不明、病理机制复杂的慢性炎症性疾病, 
主要表现为肝功能异常、免疫球蛋白升高、多

种自身抗体阳性和特异性的肝组织病理学异常

改变[1,2], 其主要发病机制与遗传易感性、环境

促发因素、抗原交叉反应及免疫功能异常密切

相关. 目前研究认为, 导致AIH肝损伤的免疫调

节过程复杂, 可能由细胞免疫和体液免疫共同

介导[3], 而淋巴细胞亚群的表达可能在其中发挥

着重要的作用, 然而, 淋巴细胞亚群的异常表达

如何参与AIH发病的机制尚无定论. 另外, 具有

免疫抑制功能的调节性T细胞(regulatory T cells, 
Tregs)在肝损伤过程中如何发挥作用目前还不

明确. 因此, 本研究就AIH患者外周血T、B淋巴

细胞亚群的表达进行检测, 并与肝功能指标、

免疫球蛋白以及肝脏炎症活动性指数(hepatitis 
activity index, HAI)进行相关性分析, 以探讨T、
B淋巴细胞亚群及Tregs是如何参与肝细胞的自

身免疫损伤, 为今后AIH的临床诊断及治疗提供

新的依据.

1  材料与方法

1.1 材料 选择2011-04/2012-12在本院就诊的

AIH患者36例, 为AIH组, 女性31例, 男性5例, 平
均年龄61岁±10.5岁, 其诊断参照2002年美国

肝病学会修订发表的AIH诊断标准及评分标准

(Czaja and Freese, 2002)[4]. 选择健康志愿者36
例为正常对照组, 女性28例, 男性8例, 平均年

龄44.3岁±13.6岁. 两组间年龄、性别比较无

差异. 分别采集两组研究对象清晨空腹时的外

周静脉血, 进行肝功能、免疫球蛋白和淋巴细

胞亚群检测. AIH组肝穿刺活检以进行病理学

检查, 参照Knodell评分系统[5]进行肝脏炎症活

动性评价. 实验器材及试剂准备: 实验采用全

自动生物化学分析仪(Olympus AU5400系统)
检测肝功能指标: 丙氨酸氨基转移酶(a lan ine 
aminotransferase, ALT), 天冬氨酸氨基转移酶

(aspartate aminotransferase, AST), γ-谷胺酰转

移酶(γ-glutamyltransferase, γ-GT), 碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, ALP), 总胆红素(total bili-
rubin, TBiL), 直接胆红素(direct bilirubin, DBiL); 
罗氏(Roche)E170电化学发光法检测免疫球蛋白

A(immunoglobulin A, IgA), IgG和IgM; FACSCA
型流式细胞仪(Becton, Dickinson and Company, 
NewYork, USA)检测T、B淋巴细胞亚群; 所用

试剂包括: PERCP-CD3/FITC-CD4/PE-CD8试剂

盒、APC-CD19抗体、FITC-CD5抗体、PE-CD4
抗体、FITC-CD25抗体、APC-CD127抗体和溶

血素, 均购自美国BD公司(Becton, Dickinson and 
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■相关报道
目 前 研 究 认 为
AIH的免疫炎症
反应是由细胞免
疫和体液免疫共
同介导的, 细胞免
疫与肝损伤的关
系更为密切. 近年
来, 调节性T细胞
在AIH中的作用
备受关注. 淋巴细
胞亚群参与AIH
免疫损伤的认识
不断得到巩固和
更新, 为AIH的临
床诊疗也提供了
新的依据.

Company, NewYork, USA).
1.2 方法 采用流式细胞术检测T、B淋巴细胞亚

群, 应用Cell-Quest软件分析其表达情况. 分别采

集AIH组与对照组的外周血约2 mL, 加入肝素抗

凝, 备用. (1)T淋巴细胞亚群检测: 取外周血100 
μL, 加入CD3、CD4、CD8抗体20 μL, 置室温避

光孵育20 min, 加入溶血素400 μL, 混匀, 上机分

析; (2)B淋巴细胞亚群检测: 取外周血100 μL, 分
别加入CD19、CD5抗体各20 μL, 置室温避光孵

育15 min, 溶血素1 mL, 1500 r/min离心5 min, 弃
上清液, 加入1 mL PBS混匀, 1500 r/min, 离心5 
min, 弃上清液, 加入300 μL PBS, 混匀, 上机分

析; (3) 调节性T细胞检测: 取外周血100 μL, 分别

加入CD4、CD25、CD127抗体各20 μL, 室温避

光孵育15 min, 加入溶血素1 mL, 1500 r/min离心

5 min, 弃上清液, 加入1 mL PBS混匀, 1500 r/min, 
离心5 min, 弃上清液, 加入300 μL PBS, 混匀, 上
机分析.

统计学处理 采用SPSS19.0统计学软件进行

数据分析, 所获计量资料均经正态性及方差齐

性检验, 采用两个独立样本均数的t检验, 相关性

分析采用Bivariate Correlations分析; P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 外周血T, B淋巴细胞亚群改变  A I H组外

周血C D3+C D4+ T, C D3+C D8+ T, C D19+ B, 
CD5+CD19+ B比率以及CD3+CD4+ T/CD3+CD8+ 
T, CD5+CD19+ B/CD19+ B比值均明显高于对照

组, 差异有统计学意义(P <0.05); AIH组外周血

CD3+ T, CD4+CD25+CD127dim T比率与对照组

相比, 差异无统计学意义(表1, 图1A-F).
2.2 肝功能、免疫球蛋白及HAI评分 AIH组肝功

能中ALT、AST、γ-GT、TBiL和DBiL与对照组

相比明显升高, 差异有统计学意义(P <0.05), 免
疫球蛋白检测结果示IgG明显高于对照组, 差异

有统计学意义(P <0.05), 而ALP、IgM、IgA两组

相比差异无统计学意义(表2); AIH患者行肝穿

刺病理学检查, 分别从汇管区坏死、小叶内炎

症、门静脉炎症以及肝纤维化四个方面评价肝

组织炎症活动程度, 以HAI评分(0-22分)表示(图
2).　
2.3 淋巴细胞亚群改变与肝功能、免疫球蛋白

及HAI评分的相关性分析 
2.3.1  T细胞亚群改变与肝功能、免疫球蛋白

及HAI评分的相关性分析: AIH患者的T细胞亚

群CD3+CD4+ T比率分别与肝功能指标ALT、
AST呈正相关(r分别为0.860, 0.826, P <0.01), 
CD3+CD8+ T比率分别与ALT、AST呈正相关 
(r分别为0.884, 0.863, P <0.01); 并且CD3+CD4+ 

T, CD3+CD8+ T比率与HAI评分呈正相关(r分
别为0.738, 0.769, P <0.01). 而CD3+CD4+ T、
CD3+CD8+ T比率与ALP、γ-GT、TBiL、DBiL
则无相关性.
2.3.2 B细胞亚群改变与肝功能、免疫球蛋白

及H A I评分的相关性分析: A I H患者的B细胞

亚群CD5+CD19+ B比率分别与肝功能指标中

的ALT、AST呈正相关(r分别为0.577, 0.642, 
P <0.05), 与ALP、γ-GT、TBiL、DBiL无相关性;
与HAI评分也呈正相关(r  = 0.334, P <0.05); 与血

清IgG呈正相关(r = 0.482, P <0.01), 但与IgM、

IgA则无相关性.

3  讨论

Liberal等[6]在综述了近年来有关AIH发病相关免

疫机制的研究后发现, 肝脏受损伤的可能途径

表  1  AIH组与对照组外周血T、B淋巴细胞亚群比率的比较 (n  = 36, mean±SD, %)

     
        AIH组        对照组     t 值   P 值

CD3+ T 61.820±11.935 64.739±7.615 -1.237 0.220

CD3+CD4+ T 46.952±21.107 35.322±3.408   3.264 0.002a

CD3+CD8+ T 33.288±11.308 25.245±3.076   4.118 0.000a

CD3+CD4+ T/CD3+CD8+ T   1.592±0.356   1.421±0.178   2.572 0.012a

CD19+ B 13.510±5.536   9.940±1.207   3.780 0.000a

CD5+CD19+ B   8.448±6.089   2.840±0.915   4.073 0.000a

CD5+CD19+ B/CD19+ B   0.776±0.652   0.294±0.100   3.262 0.000a

CD4+CD25+CD127dim T   5.586±2.170   6.094±1.363 -0.886 0.382

aP<0.05 vs  对照组. AIH: 自身免疫性肝炎.
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■应用要点
通过本文可了解
AIH患者外周血
T、B淋巴细胞亚
群的异常表达情
况, 并结合异常的
临床指标及肝组
织病理学改变, 进
一步明确肝损伤
的 机 制 ,  为 今 后
AIH的临床诊断
及治疗提供新的
思路.
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为: 肝细胞表达的人类白细胞抗原Ⅱ(human leu-
kocyte antigen-Ⅱ, HLA-Ⅱ)类分子与自身抗原形

成复合物, 由抗原递呈细胞递呈至辅助性T细胞

(T-helper, Th)Th0, 经诱导分化为Th1、Th2. Th1
分泌细胞因子增强HLA-Ⅰ类分子的表达, 刺激

细胞毒性T细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)

■同行评价
本文选题较先进, 
技术路线设计合
理, 具有一定的学
术价值.
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图  1  流式细胞仪检测AIH患者及正常对照组的T、B淋巴细胞亚群改变. A: 正常对照组T淋巴亚群CD3+CD4+ T、CD3+CD8+ 

T; B: AIH组T淋巴细胞亚群CD3+CD4+ T、CD3+CD8+ T; C: 正常对照组B淋巴细胞亚群CD19+ B、CD5+CD19+ B; D: AIH

组B淋巴细胞亚群CD19+ B、CD5+CD19+ B; E: 正常对照组调节性T细胞CD4+CD25+CD127dim Tregs; F: AIH组调节性T细

胞CD4+CD25+CD127dim Tregs. AIH: 自身免疫性肝炎.
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增殖并分化, 发挥细胞毒作用杀伤肝细胞. Th2
分泌细胞因子诱导B细胞增殖分化为浆细胞产

生自身抗体, 加重肝细胞损伤. 本研究发现AIH
患者外周血T、B淋巴细胞亚群CD3+CD4+ T、
CD3+CD8+ T、CD19+ B、CD5+CD19+ B的表达

较正常人明显增多, 他们分别反映了初始Th0、
CTL、初始B细胞和浆细胞活化增殖水平的相

应提高.活化后的CD3+CD4+ T经诱导分化为Th1
和Th2, Th1刺激CD3+CD8+ T发挥细胞毒作用杀

伤肝细胞, 主要参与细胞免疫和炎症反应; Th2
诱导CD19+ B增殖分化为CD5+CD19+ B, 后者分

泌自身抗体参与肝脏自身免疫反应. 这一研究

结果与上述文献的观点一致, AIH患者外周血

T、B淋巴细胞亚群的表达增多, 其介导的细胞

免疫和体液免疫应答也相应增强, 因而淋巴细

胞亚群的异常表达在AIH发病及肝损伤过程中

可能发挥重要作用.
Tregs是一类具有独立功能的T细胞亚群, 主

要通过抑制CD4+ T、CD8+ T的活化与增殖, 发
挥免疫负调节作用. 有研究报道患者体内Tregs

数量的减少和/或功能的减低可能导致免疫应答

的紊乱, 与AIH发病有关[7,8]. 而本研究发现AIH
患者外周血CD4+CD25+CD127dim Tregs比率较

正常人无明显减低. 近年研究发现[9-12], 在某些自

身免疫性疾病中, Tregs的数量及功能并未减少

或缺失, 甚至随着组织器官炎性程度的增加呈

增高趋势. 一方面可能由于特定的免疫微环境

阻止了Tregs的免疫抑制功能[13], 另一方面可能

由于Tregs随血液循环迁移到炎症部位后大量增

殖, 以对抗炎症反应, 而非参与免疫负调节[11]. 而
在AIH患者体内是否也存在类似的机制则有待

进一步的证实.
临床评价肝功能的指标主要有A L T、

AST、ALP、γ-GT、TBiL和DBiL, 他们能较

敏感的提示肝细胞损伤的严重程度. AIH主要

以血清ALT, AST升高为主, ALP、γ-GT、TBiL
和DBiL可轻度升高, 诊断AIH时ALP/AST(或
ALT)<1.5对确诊更有意义[4]. 本研究将AIH组

淋巴细胞亚群分别与异常的肝功能指标进行

相关性分析, C D3+C D4+ T、C D3+C D8+ T、

图  2  AIH患者肝组织不同程度的病理学改变(HE×100). A: AIH患者肝组织汇管区大量淋巴细胞、浆细胞浸润; B: AIH患者

肝细胞中-重度碎屑样坏死. AIH: 自身免疫性肝炎.

A B

表  2  AIH组与对照组肝功能、免疫球蛋白的比较及HAI评分 (n  = 36, mean±SD)

     
              AIH组             对照组     t 值   P 值

丙氨酸氨基转移酶(U/L)    180.917±175.525     26.111±10.959   5.281 0.000a

天冬氨酸氨基转移酶(U/L)    169.861±171.128     22.889±8.905   5.146 0.000a

碱性磷酸酶(U/L)    189.300±38.097     90.850±35.513   8.454 0.754

γ-谷胺酰转移酶(U/L)    148.000±39.618     31.600±16.291 12.152 0.000a

总胆红素(μmol/L)     87.880±114.881     13.900±10.897   2.867 0.007a

直接胆红素(μmol/L)     59.965±83.909       5.585±4.157   2.895 0.006a

免疫球蛋白G(mg/dl)  1740.278±652.731 1154.639±309.144   4.865 0.000a

免疫球蛋白M(mg/dl)   141.125±63.042   165.200±90.233 -0.978 0.334

免疫球蛋白A(mg/dl)   284.100±176.027   229.000±119.162   1.158 0.254

炎性活动指数(F)        5.222±2.030

aP<0.05 vs  对照组. AIH: 自身免疫性肝炎.
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CD5+CD19+ B比率分别与ALT、AST呈正相关, 
其中CD3+CD4+ T、CD3+CD8+ T与ALT、AST
的相关性更好, 进一步提示T淋巴细胞亚群的

异常活化可能与肝细胞损伤及坏死有关, 因而

导致血清肝功能指标ALT、AST升高明显. 相
关性分析还发现, CD5+CD19+ B比率与IgG呈

正相关, 与IgM和IgA无相关性, 这表明异常活

化的CD5+CD19+ B能够分泌以IgG为主的单反

应性、高亲和力的自身抗体[14], 从而介导体内

持续的免疫应答. 另外, HAI评分作为衡量AIH
肝组织病理学改变的指标, 从汇管区坏死、小

叶内炎症、门静脉炎症以及肝纤维化4个方面

针对肝组织炎症活动程度进行评价, 分数越高, 
肝脏炎症反应程度越重. AIH患者淋巴细胞亚

群CD3+CD4+ T、CD3+CD8+ T、CD5+CD19+ B
比率与HAI评分呈正相关, 并且CD3+CD4+ T、
CD3+CD8+ T与HAI评分相关性更好. 因此, 这一

研究结果提示T淋巴细胞亚群介导的细胞免疫

可能与AIH肝脏炎症活动性的关系更为密切.
总之, AIH的发病及肝损伤是由细胞免疫和

体液免疫共同参与的. 目前针对AIH的诊断, 仍
缺乏敏感性及特异性高的实验室指标, 本研究

通过测定AIH患者外周血T、B淋巴细胞亚群的

表达, 并结合异常的临床指标进行相关性研究

后发现, 淋巴细胞亚群的异常活化是导致肝脏

炎症损伤加重的直接因素, 其中T淋巴细胞亚群

介导的细胞免疫与肝损伤及炎症活动性的关系

更加密切, 但具有免疫抑制功能的调节性T细胞

在AIH中的作用或许不明显. 因此, 对于诊断及

治疗困难的AIH患者, 可以通过细胞免疫检测手

段, 例如检测其淋巴细胞亚群的表达情况, 从而

提高AIH的诊断效能, 并采用药物或细胞制剂诱

导相关亚群表达下调[15,16], 从而抑制肝脏免疫炎

症反应. 随着免疫学及分子生物学的发展, AIH
的病因及发病机制将会得到深入了解, 相应的

治疗学也会更加丰富与完善.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of ultrasonic 
measurement of pyloric tube diameter in the di-
agnosis of duodenogastric reflux (DGR). 

METHODS: Sixty-eight patients diagnosed with 
duodenogastric reflux by contrast-enhanced 
ultrasound at our hospital were selected and di-
vided into a high reflux group and a low reflux 
group on the basis of reflux time and frequency. 
Thirty subjects without DGR were used controls. 
All patients were subjected to measurement of 
pyloric tube diameter to analyze the relationship 
between pyloric tube diameter and reflux time 
and frequency. The ROC curve analysis was also 
performed. 

RESULTS: The pyloric tube diameter in both the 
high reflux and low reflux groups was signifi-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

超声测量幽门管内径对诊断十二指肠胃反流的临床意义

汪惠鹏, 王学梅, 王云忠

®

■背景资料
十二指肠胃反流
(duodenogastric 
reflux, DGR)是消
化系常见的一种
病理生理现象, 临
床上其诊断方法
较多, 但多为有创
性 .  胃 超 声 造 影
检查是近年来兴
起的一项检查技
术, 具有方便、廉
价、无创伤等优
势, 易于为患者接
受. 本技术对DGR
的应用尚处于探
索阶段, 有待于更
多的临床与基础
研究. 

cantly higher than that in the control group. The 
pyloric tube diameter was positively correlated 
with reflux time and frequency (r = 0.822, 0.718). 
ROC curve analysis revealed that the area under 
the curve (AUC) of duodenogastric reflux and 
high reflux was 0.920 and 0.789, respectively. 

CONCLUSION: Ultrasonic measurement of 
pyloric canal diameter is useful for the clinical 
diagnosis of DGR.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Ultrasonic; Pyloric tube diameter; Duo-
denogastric reflux
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摘要 
目的: 探讨通过超声测量幽门管内径诊断
十二指肠胃反流(duodenogastric reflux, DGR)
的临床意义.  

方法: 选取在我院进行胃超声造影检查被诊
断为DGR的患者68例作为病例组, 依据反流
时间及反流频率分为高反流组与低反流组, 并
与30例无DGR的检查者作对照, 测量所有检
查者的幽门管内径, 分析其与反流时间及反流
频率的关系, 并绘制ROC曲线.  

结果: 高反流组与低反流组的幽门管内径明
显高于对照组, 组间差异有统计学意义. 幽门
管内径与反流时间及反流频率呈正相关, 相关
系数分别为r  = 0.822和r  = 0.718(P <0.05). 幽门
管内径诊断DGR及诊段高反流患者的ROC曲
线下面积分别为0.920和0.789.  

结论: 通过测量幽门管内径有助于DGR的临
床诊断.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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■研发前沿
目前评价DGR的
方 法 较 多 ,  如 钡
剂检查、内镜检
查、超声及放射
性核素检查、胃
腔内压力测定及
胆 红 素 监 测 等 . 
这些方法存在很
多 问 题 ,  除 了 方
法、仪器自身需
要进一步改进完
善 外 ,  很 多 方 法
并无明确的诊断
指 标 和 正 常 值 . 
胃超声造影检查
目前对生理性和
病理性DGR的划
分亦无统一的标
准 ,  亟 待 进 一 步
的大样本研究.

关键词: 超声; 幽门管内径; 十二指肠胃反流

核心提示: 胃超声造影检查是近年来兴起的一项

检查技术, 使用专用的胃肠超声造影剂可以直

接的观察十二指肠胃反流的持续时间及反流频

率. 临床工作中发现超声诊断为十二指肠胃反流

(duodenogastric reflux, DGR)患者, 其幽门管内径

较正常检查者明显增宽, 本文研究表明测量幽门

管内径有助于DGR的临床诊断. 

汪惠鹏, 王学梅, 王云忠. 超声测量幽门管内径对诊断十二指肠胃
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0  引言

十二指肠胃反流(duodenogastric reflux, DGR)是
指十二指肠内容物经幽门或不经幽门(手术切除

者)反流到胃腔内, 是消化系统常见的一种病理

生理现象. 我国曾进行过多中心调研, 结果提示

约16.4%的慢性胃炎患者存在十二指肠胃反流[1]. 
胃超声造影检查是近年来兴起的一项检查技术, 
可以直接的观察十二指肠胃反流的持续时间

及反流频率, 目前国内尚未见应用该技术诊断

DGR的公开报道. 临床工作中发现超声诊断为

DGR患者, 其幽门管内径较正常检查者明显增

宽, 本文将对这一现象进行详细的研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2013-01/2013-08在我院进行胃超

声造影检查的患者, 其中诊断为十二指肠胃反

流的患者68例作为病例组, 男32例, 女36例, 年
龄14-88岁, 平均年龄44.3岁±10.6岁; 并选取同

一时期进行检查并诊断无十二指肠胃反流的患

者30例作为正常对照组, 其年龄分布及性别比

例与病例组相似. 本项研究排除曾做过胃部手

术的患者. 采用东芝SSA-790、飞利浦IU22型
超声诊断仪,使用电子凸阵探头, 中心频率为4 
MHz. 胃肠造影剂为“天下”牌速溶胃肠超声助

显剂(浙江湖州东亚医疗器械有限公司生产), 为
均匀有回声型超声造影剂, 可以清楚地观察到造

影剂的流动方向. 
1.2 方法 患者常规禁食8 h, 禁水6 h, 患者将造影

剂服下后即刻进行检查. 患者取右侧卧位, 扫
查胃幽门部, 观察十二指肠内造影剂是否反流

入胃腔内, 并于造影剂通过幽门管时, 测量其

内径. 如有反流, 则通过超声工作站留取2 min

的动态影像, 记录并计算其2 min内的反流次

数、平均反流时间及胃幽门管的内径. 将平均

反流时间≥4 s且反流次数≥5次称为高反流组, 
平均反流时间<4 s或反流次数<5次称为低反 
流组.  

统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行分

析, 计量资料用mean±SD表示. 多个样本均数比

较采用单因素方差分析, 两样本均数比较采用

独立样本t检验. 幽门管内径与反流时间及反流

次数的关系采用Pearson相关分析. P <0.05为差

异有统计学意义.  

2  结果

2.1 各组检查者观测值的比较 所有受检者均

清晰显示胃幽门部图像, 并于造影剂通过幽门

管时测量其内径(图1). 高反流组幽门管内径

为6.31 mm±1.36 mm, 低反流组幽门管内径为

4.98 mm±1.18 mm, 正常对照组幽门管内径为

3.36 mm±1.03 mm, 组间差异有统计学意义(F 
= 45.453, P <0.01). 高反流组与低反流组、正常

对照组幽门管内径比较差异均有统计学意义(t  
= 4.484, P <0.01和t = 9.648, P <0.01). 低反流组

与正常对照组幽门管内径比较差异有统计学意

义(t = 5.976, P <0.01). 高反流组与低反流组的平

均反流时间分别为5.63 s±1.09 s和3.37 s±0.58 
s, 差异有统计学意义(t  = 10.2, P <0.01). 高反流

组与低反流组2 min内反流次数分别为6.60次±

1.19次和2.73次±1.11次, 差异有统计学意义(t  = 
13.757, P <0.01). 检查结果如表1.
2.2 幽门管内径与反流时间及反流次数的关系 
十二指肠胃反流患者的幽门管内径与反流时

间及反流次数呈正相关, 相关系数分别为(r  = 
0.822, P <0.01)、(r  = 0.718, P <0.01). 幽门管内径

与平均反流时间的相关性如图2.
2.3 幽门管内径诊断十二指肠胃反流的ROC曲

线 幽门管内径诊断十二指肠胃反流ROC曲线下

面积为0.92, 此时幽门管内径的诊断界值为4.25 
mm, 即>4.25 mm诊断为十二指肠胃反流, 诊断

敏感度为82.4%, 特异度为86.7%. 幽门管内径

诊断高反流患者的ROC曲线下面积为0.789, 幽
门管内径的诊断界值为5.05 mm, 诊断敏感度为

87.1%, 特异度为62.2%. 幽门管内径诊断十二指

肠胃反流的ROC曲线如图3.

3  讨论

生理性十二指肠胃反流在人群中普遍存在[2,3], 
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■创新盘点
本文采用胃超声
造影检查对DGR
进行诊断, 依据反
流时间及反流频
率将其分为高反
流组与低反流组, 
并结合其幽门管
内径进行分析, 结
果表明随着反流
的程度加重, 幽门
管内径也逐渐增
宽, 可见通过幽门
管内径的测量有
助对该病的诊断.

十二指肠内容物反流入胃的时间短, 胃窦部充

分的蠕动能将通过幽门的少量十二指肠内容物

清除, 故不会对胃黏膜造成损害. 当反流频率增

加、反流持续时间延长以及反流量增大, 造成

胃黏膜损伤时, 称为病理性DGR, 又称为胆汁反

流性胃炎(bile reflux gastritis, BRG). 严重的DGR
不仅可造成胃黏膜的慢性炎症, 还与胃食管反流 
病[4]、Barrett食管[5]、食管腺癌[6]、胃溃疡[7]、胃

癌[8]等疾病的发生有关. 在解剖结构正常者中, 
幽门起着重要的抗十二指肠胃反流作用, 由于幽

门本身内在的缺陷[9]或受到内源性、外源性胃肠

刺激引起幽门括约肌功能失调, 这是发生DGR的
重要机制[10]. 胃超声造影检查可发现十二指肠内

造影剂反流入胃内, 表现为幽门管松弛、增宽、

关闭不全, 与X线检查表现相似[11], 这是本研究的

理论基础.  
目前评价DGR的方法较多,如把钡剂注入

十二指肠后用X线观察DGR, 食用清肉汤后彩色

多普勒超声检测法、内镜检查、放射性核素检

查、十二指肠-胃腔内压力测定及十二指肠-胃
腔内胆红素监测等. 这些方法有的需要插管到

胃或十二指肠, 是一种侵入性检查, 本身也会引

起DGR[12]. 有的方法如放射性核素检查和X线钡

剂检查都要接触射线, 对身体危害较大. 这些方

法存在很多问题, 除了方法、仪器自身需要进

一步改进完善外, 很多方法并无明确的诊断指

标和正常值, 对生理性和病理性DGR的划分亦

A B C

图  1  各组检查者声像图表现. A: 正常对照组检查者声像图, 幽门管内径为2.43 mm; B: 低反流组检查者声像图, 幽门管内径

为5.53 mm; C: 高反流组检查者声像图, 幽门管内径为8.70 mm.

表  1  各组检查者观测值的比较

     
分组 n  幽门管内径(mm)   平均反流时间(s) 2 min反流次数(次)

高反流组 30 6.31±1.36 5.63±1.09 6.60±1.19

低反流组 38 4.98±1.18 3.37±0.58 2.73±1.11

正常对照组 30 3.36±1.03 - -
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图  2  幽门管内径与平均反流时间的相关性. 
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图  3  幽门管内径诊断十二指肠胃反流的ROC曲线. 
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■应用要点
一些基层医院常
为饮用矿泉水后
扫查, 很难判断流
动方向, 因此不能
对DGR作出准确
诊断, 但通过对幽
门管内径的测量
我们可以评估其
患有DGR的可能
性, 其内径越宽说
明其为病理性反
流的可能性就越
大, 对我们的临床
工作有一定指导
意义.

无统一的标准[13].  
胃超声造影检查是使用专用的胃肠超声造

影剂充盈胃腔以排除胃内气体干扰, 使得胃结

构及其病变显示更加清晰的一种检查方法. 所
使用的胃肠超声造影剂分为无回声型和有回声

型两种. 本研究使用的是有回声型超声造影剂, 
造影剂进入胃腔后呈均质点状高回声, 此类造

影剂滞留时间长, 并可以清楚的显示内容物流

动方向, 国内已有通过胃超声造影观察胃食管

反流[14,15]及食管裂孔疝[16]的研究报道.  通过胃

超声造影检查可以直接观察十二指肠内的造影

剂是否反流入胃腔内, 其他方法多为通过监测

胃内成分的改变间接诊断十二指肠胃反流. 胃
超声造影检查具有方便、廉价、无创伤、无痛

苦、无放射线、造影剂口感好等优势, 易于为

患者接受, 可作为诊断十二指肠胃反流的首选

方法.  
临床工作中, 我们发现随着反流的出现及程

度的加重幽门管内径逐渐增大, 统计学分析表

明幽门管内径与平均反流时间及2 min内的反流

次数呈明显的相关性, 由此我们认为通过测量

幽门管内径有助于十二指肠胃反流的临床诊断. 
本研究将十二指肠胃反流的患者分为高反流组

与低反流组. 由于对胃黏膜破坏的程度与反流

物的量和作用时间有关[17-19], 因此我们认为高

反流组多为病理性反流, 低反流组多为生理性

反流. 部分患者同时行胃镜检查, 结果表明超声

诊断为高反流的患者胃镜多有胃黏膜黄染、黏

膜充血水肿、组织有糜烂和溃疡等表现, 但例

数较少所以对于生理性与病理性DGR的诊断标

准还有待于今后大样本量的研究. 通过ROC曲

线分析我们可以看出, 以幽门管内径为4.25 mm
作为诊断十二指肠胃反流的诊断界值时, 有较

高的敏感度及特异度. 以5.05 mm作为诊断高反

流患者的诊断界值时, 特异度仅为62.2%, 可见

单纯以幽门管内径诊断病理性DGR时特异度相

对较低, 所以临床上应联合几种检测方法做出 
诊断.  

在临床工作中由于患者量较大, 不能长时间

观测反流的频率, 故对反流的程度缺乏评价指

标, 但结合幽门管的内径测量可以在一定程度

上弥补这一缺陷. 一些基层医院还没有开展胃

超声造影检查, 常为饮用矿泉水后扫查, 由于水

在超声下为均质的无回声, 很难判断流动方向, 
因此不能对十二指肠胃反流作出准确诊断, 但
通过对幽门管内径的测量我们可以评估其患有

十二指肠胃反流的可能性.
总之, 超声测量幽门管内径有助于十二指肠

胃反流的临床诊断, 并可以在一定程度上反映

其严重程度, 对我们的临床工作具有一定指导

意义.
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■同行评价
本文通过超过测
量幽门管内径评
价其对DGR诊断
的临床意义. 总体
设计严谨, 科学性
较强, 有一定的实
用性.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

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

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

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

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

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

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 
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Abstract
AIM: To study the molecular mechanism be-
hind the effects of astilbin in protecting the liver 
against warm ischemia-reperfusion injury. 

METHODS: C57BL/6 mice were randomly di-
vided into four groups (n = 8 for each): a sham-
operated group (Sham), a model control group 
(I/R), a low dose astilbin treatment group (10 
mg/kg) and a high dose astilbin (40 mg/kg) 
treatment group. At 24 h and 1 h before isch-
emia, mice in the two treatment groups were 
intraperitoneally injected with 10 and 40 mg/kg 
astilbin, respectively. Then 70% hepatic isch-
emia-reperfusion, including the left and middle 
hepatic lobes, were induced. The I/R model con-
trol group and the sham-operated group were 
administered with equal volume of normal sa-
line. After 90 min ischemia and 6 h reperfusion 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

落新妇甙对缺血再灌注损伤肝脏HO-1表达的影响

慕 宁, 江 艺, 吕立志

®

■背景资料
缺血再灌注损伤
是外科临床时常
面对的难题, 肝脏
是对缺血再灌注
损伤最敏感的器
官 之 一 .  多 种 信
号通路参与其中, 
肝脏热缺血再灌
注过程中的炎症
和损伤部分的依
赖于To l l样受体
4(Toll like recep-
tor 4, TLR-4)信号
通路, 因此通过抑
制该信号通路达
到减轻肝脏IRI的
目的就显得前景
诱人. 血红素加氧
酶1(heme oxygen-
ase-1, HO-1)是热
休克蛋白32成员, 
肝脏HO-1最初由
Kupffer细胞产生, 
作为TLR-4的配
体之一, 通过阻抑
TLR-4信号通路
产生较强的抗氧
化、抗炎症功能
从而起到保护肝
脏缺血再灌注损
伤(ischemia/reper-
fusion injury, IRI)
的作用. 

of the partial hepatic lobe, blood and liver tissue 
samples were collected. Serum ALT activity was 
detected, and the levels of NF-kB and HO-1 in 
liver tissues were detected by Western blot. The 
mRNA expression of these molecules was de-
tected by semiquantitative RT-PCR. 

RESULTS: Compared with the I/R model con-
trol group, serum ALT in both low and high 
dose treatment groups significantly decreased 
(sham: 142 U/L ± 25 U/L; I/R: 3521 U/L ± 270 
U/L; low dose group: 1766 ± 179U/L;  high dose 
group: 1067 U/L ± 101 U/L, P < 0.01), and the 
decline was more significant in the high dose 
group than in the low dose group (P < 0.01). The 
protein content of NF-kB in liver tissues gradual-
ly decreased in both treatment groups compared 
with the I/R model control group, and was low-
er in the high dose group than in the low dose 
group. HO-1 levels gradually increased in treat-
ment groups, and the increase was more signifi-
cant in the high dose group than in the low dose 
group. The results of mRNA expression showed 
a similar trend (sham: 0.53 ± 0.07; I/R: 1.00 ± 0.11; 
low dose group: 1.17 ± 0.16; high dose group: 1.57 
± 0.07, P < 0.05 or < 0.01).

CONCLUSION: Intervention with astilbin can 
reduce the high levels of serum ALT caused 
by ischemia-reperfusion injury, down-regulate 
the high expression of NF-kB protein and up-
regulate the expression of HO-1 protein and 
mRNA in IRI liver tissues. The protective effect 
of astilbin against liver IRI is possibly related to 
the promotion of the expression of HO-1.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
祖国传统医药对
缺血再灌注损伤
的保护作用是研
究 的 热 点 .  有 研
究表明葛根素可
显 著 抑 制 缺 血
再 灌 注 诱 导 的
Caspase23的活化, 
减少缺血再灌注
诱 导 的 N 2 a 细 胞
的 凋 亡 程 度 ,  而
人 参 皂 甙 R b 1 被
认为可以通过上
调葡萄糖转运体
1 表 达 以 维 持 脑
组织的能量供给
而发挥缺血再灌
注脑损伤保护作
用. 落新妇甙属天
然药物, 口服吸收
好, 高效无不良反
应, 有文献报道落
新妇甙能够通过
干预氧自由基和
脂质过氧化物生
成, 明显减轻四氯
化碳引起的肝损
伤; 在刀豆球蛋白
A(concanavalin A, 
Con A)诱导肝炎
后, 落新妇甙能够
显著降低肿瘤坏
死因子-α的生成
和肝脏Kupffer细
胞的增殖.

摘要
目的: 通过观察落新妇甙对肝脏热缺血再灌
注损伤中血红素加氧酶1(heme oxygenase-1, 
HO-1)表达的影响, 探讨其缺血再灌注保护作
用的分子机制.

方法: C57BL/6小鼠随机分为4组(n  = 8): 假手
术组(Sham)、模型组(I/R)、落新妇甙小剂量
(10 mg/kg)干预组和落新妇甙大剂量(40 mg/
kg)干预组. 缺血前24和1 h干预组小鼠腹腔注
射分别给予10或40 mg/kg的落新妇甙, 建立肝
左、中叶70%部分肝缺血再灌注模型, 模型组
和假手术组给予同样体积的生理盐水. 小鼠肝
脏左叶缺血90 min、再灌注6 h后各实验组采
集血液和肝脏组织样本. 检测血清中丙氨酸转
氨酶(alanine transaminase, ALT)活性, Western 
blot检测肝组织中核因子kB(nuclear factor kB, 
NF-kB)和HO-1蛋白含量, 半定量RT-PCR检测
上述分子mRNA表达情况.

结果: 落新妇甙小、大剂量干预后血清ALT
含量较I/R对照组均明显下降(假手术组: 142 
U/L±25 U/L; 模型组: 3521 U/L±270 U/L; 落
新妇甙小剂量干预组: 1766 U/L±179 U/L; 落
新妇甙大剂量干预组: 1067 U/L±101 U/L, 
P <0.01); 落新妇甙小、大剂量干预组肝组织
中NF-kB蛋白表达与I/R模型对照组比较均渐
次降低; 落新妇甙小、大剂量干预组肝组织
中HO-1蛋白表达与I/R模型对照组比较均渐
次升高, 亦与半定量RT-PCR结果相符(假手术
组: 0.53 U/L±0.07 U/L; 模型组: 1.00 U/L±
0.11 U/L; 落新妇甙小剂量干预组: 1.17 U/L±
0.16 U/L; 落新妇甙大剂量干预组: 1.57 U/L±
0.07 U/L小剂量干预组P <0.05; 大剂量干预组
P <0.01).

结论: 落新妇甙干预能降低缺血再灌注损伤
(ischemia/reperfusion injury, IRI)引起的血清
A LT水平升高; 落新妇甙干预能降低I R I肝
组织中NF-kB蛋白的高表达, 促进IRI肝组织
HO-1蛋白和mRNA的表达, 显示其保护作用
与促进HO-1的表达密切相关.

© 2013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: 落新妇甙对小鼠肝脏热缺血再灌注损

伤具有保护作用, 落新妇甙干预能降低缺血再灌

注损伤肝脏核因子κB(nuclear factor κB)蛋白的

高表达, 显示其对Toll样受体4(Toll like receptor-4, 
T L R-4)炎症信号通路具有抑制作用 .  同时落

新妇甙干预能促进缺血再灌注损伤(i s chemia/
reperfusion injury, IRI)肝组织血红素加氧酶1(heme 
oxygenase-1, HO-1)蛋白和mRNA的表达, 显示

其对TLR-4通路的抑制与促进HO-1的表达密切 
相关.  
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0  引言	

血红素加氧酶1(heme oxygenase-1, HO-1)是热休

克蛋白32成员, 肝脏HO-1最初由Kupffer细胞产

生, 作为Toll样受体4(Toll like receptor 4, TLR-4)
的配体之一, 通过阻抑TLR-4信号通路产生较强

的抗氧化、抗炎症功能[1]从而起到保护肝脏缺

血再灌注损伤(ischemia/reperfusion injury, IRI)的
作用.

落新妇甙(astilbin)是从土茯苓的乙醇提取

液中分离得到的3个二氢黄酮醇甙之一, 黄酮类

化合物有较强的抗氧化作用, 可作为递氢体清

除氧自由基, 从而在抗炎、减轻缺血再灌注损

伤等方面发挥作用. 本课题前期研究发现落新

妇甙对小鼠肝脏热缺血再灌注损伤具有保护

作用, 显著降低肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)的生成并提高白细胞介素10(in-
terleukin-10, IL-10)含量[2,3]. 本文继续探讨落新

妇甙对HO-1和核因子-kB(nuclear factor-kB, NF-
kB)在蛋白和/或mRNA水平上的影响, 以期深入

探讨其肝脏IRI保护作用的分子机制.

1  材料和方法	

1.1 材料 分析纯落新妇甙粉剂由杭州华东医药

有限责任公司提供. 实验中落新妇甙粉剂首先

用二甲基亚砜溶解(40 mg/mL), 使用时用生理

盐水稀释至所需浓度. 戊巴比妥钠(上海国药集

团化学试剂有限公司); 抗小鼠NF-kB多抗(美国

CST公司); 抗小鼠HO-1单抗(StressGen Biotech-
nologies Canada); 抗b-actin抗体(Santa Cruz); 羊
抗鼠IgG二抗(KPL); SuperSignal West Femto超
敏底物(Pierce); BCA法蛋白浓度检测试剂盒(凯
基公司); TRIzol Reagent(Invitrogen); RNA PCR 
kit(AMV)Ver3.0试剂盒(TaKaRa); DNA Mark-
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■相关报道
有研究报道落新
妇甙在接触性皮
炎 模 型 中 能 显
著 促 进 I L - 1 0、
SOCS1和SOCS3
的表达, 减轻炎症
反应. 在肾缺血再
灌注损伤中, 研究
发现落新妇苷通
过抑制巨噬细胞
的趋化和活化发
挥保护作用.

er(宝生物工程大连有限公司).
1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理: 清洁级♂C57BL/6小鼠

40只, 体质量22-25 g(由中国人民解放军第二军

医大学实验动物中心提供)用于实验. 动物分笼

饲养于第二军医大学免疫教研室, 提供标准饮

食. 动物实验遵守学校及实验室相应的动物实

验有关规定. 随机分为4组(每组8只): 假手术组

(假手术)、模型组(I/R), 落新妇甙小剂量(10 mg/
kg)干预组、落新妇甙大剂量(40 mg/kg)干预组. 
于缺血前24和1 h, 分别给落新妇甙干预组小鼠

腹腔注射10或40 mg/kg的落新妇甙, 模型组和假

手术组给予同样体积生理盐水. 再灌注时干预

组经尾静脉注射第3次给同样剂量落新妇甙干

预, 模型组和假手术组给予同样体积生理盐水.
1.2.2 建立动物模型: 采用70%部分肝脏缺血再

灌注损伤模型, 按Zhai等[4]报道的方法操作.
1.2.3 肝功检测: 缺血90 min, 再灌注6 h后, 采集

小鼠血液0.3-0.5 mL于1.5 mL EP管中, 3000 r/
min离心5 min, 小心吸取上层血清装于干净EP管
中, 检测丙氨酸氨基转移酶(alanine transaminase, 
ALT)的活性.
1.2.4 肝脏组织样品准备: 缺血90 min, 再灌注6 h
后各实验组小鼠左叶肝组织取样, 分为3部分. 
一部分固定于甲醛溶液, 切片用于组织病理学

检测(HE染色); 另一部分肝组织制成匀浆, 用于

酶学指标; 第3部分肝组织于液氮中保存, 用于

Western blot及RT-PCR分析.
1.2.5 Western blot检测肝组织HO-1和NF-kB蛋

白表达: 取各组冻存的缺血90 min, 再灌注6 h肝
组织100 mg, 用研钵粉碎组织块, 按照3 mL/g加
入放射免疫沉淀测定(radio immunoprecipitation 
assay, RIPA)缓冲液及苯甲基磺酰氟, 以12000 
r/min, 4 ℃高速离心30 min, 小心收集上清, 按照

凯基公司BCA法蛋白浓度检测试剂盒说明书进

行蛋白定量, 空白对照采用RIPA. 调整各组样品

蛋白浓度至一致, 常规电泳、转膜、封闭. 按说

明书要求加入一抗、二抗, 将Western印迹发光

检测试剂中的A液和B液等体积混匀, 室温孵育5 
min, 于凝胶成像分析检测仪上进行检测.
1.2.6 半定量RT-PCR检测肝组织HO-1 mRNA表

达: (1)总RNA的抽提与纯度鉴定: 取各组冻存的

小鼠肝脏组织100 mg. 按TRIzol试剂说明书进行

抽提. 紫外分光光度仪在波长260和280 nm的紫

外吸光度(A )值, 计算A 260/280的比值, 鉴定mRNA
浓度和纯度, 根据所测浓度加入DEPC水稀释

成0.5 g/L浓度, 保存于-80 ℃; (2)RT-PCR: 应用

TaKaRa公司RT-PCR扩增试剂盒扩增目的基因. 
各基因引物序列: HO-1正义5'- AAG CCG AGA 
ATG CTG AGT TCA -3'; 反义5'- CAG TGA GGC 
CCA TAC CAG AA -3'; β-actin正义5'- AGT GTG 
ACG TTG ACA TCC GT -3'; 反义5'- GCA GCT 
CAG TAA CAG TCC GC -3'; 引物合成由上海生

工生物技术公司完成. 反应条件: 94 ℃预变性2 
min后, 94 ℃变性30 s, 退火30 s 72 ℃延伸1 min, 
共35个循环, 最后72 ℃延伸10 min. HO-1扩增

片段223 bp, 退火温度50 ℃, 循环次数35次; (3)
电泳及扩增产物成像分析: PCR产物9 μL加1 μL
含溴酚蓝指示剂的缓冲液(10×)混匀, 置于1.2%
琼脂糖凝胶中, 其中包括DNA marker, 稳定电压

80 V, 电泳1 h. 紫外透射仪下查看, 再用Gel-Pro 
IMAGER 60-2517型成像分析系统进行分析, 测
定各条带A值, 计算各产物与β-actin的A值比值, 
即为目的RNA的相对表达量, 计算公式: 相对产

物电泳条带A值/β-action产物电泳条带A值.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示. 采

用SSPS10.0软件进行所有数据的统计学处理. 多
组间比较采用完全随机方差分析, SNK法分析组

间差异, 检验水准a = 0.05, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 实验动物数量分析 实验选用C57BL/6小鼠40
只, 分为4组, 进入结果分析32只.
2.2 落新妇甙对血清中ALT的影响 10和40 mg/kg
落新妇甙干预组血清ALT含量与模型组相比均

明显下降(P <0.01), 大剂量干预组(40 mg/kg)较小

剂量组更明显(P <0.01)(图1).
2.3 落新妇甙对肝组织NF-kB蛋白表达的影响

Western blot检测肝组织中NF-kB蛋白水平的

表达, 结果显示: I/R对照组与Sham组比较, NF-
kB表达明显增强, 落新妇甙小、大剂量干预后, 
NF-kB表达渐次减弱(图2).
2.4 落新妇甙对HO-1表达的影响

2.4.1落新妇甙对肝组织HO-1蛋白表达的影响: 
Western blot检测肝组织中HO-1蛋白水平的表

达, 结果显示: 与I/R对照组比较, 落新妇甙小、

大剂量干预后, HO-1表达渐次增强(图3).
2.4.2 落新妇甙对肝组织HO-1 mRNA表达的

影响: 半定量结果显示, Sham组HO-1表达较低

(0.53±0.07), 与I/R对照组比较(1.00±0.11), 落
新妇甙(A)小剂量干预能上调HO-1 mRNA表达
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b-actin

图  2  落新妇甙对肝组织NF-kB蛋白的影响. 1: Sham; 2: 

I/R; 3: I/R+A (10 mg/kg); 4: I/R+A (40 mg/kg). NF-kB: 核

因子-kB.

HO-1
32 kDa

1                 2                 3              4

b-actin

图  3  落新妇甙对肝组织HO-1蛋白的影响. 1: Sham; 2: I/R; 

3: I/R+A (10 mg/kg); 4: I/R+A (40 mg/kg). HO-1: 血红素

加氧酶1.
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■应用要点
本文探讨落新妇
甙 对 H O - 1 和 核
因子-kB(nuclear 
f ac to r-kB,  NF-
kB)在蛋白和 /或
mRNA水平上的
影响, 研究发现落
新妇甙干预能降
低NF-kB蛋白的
高表达, 显示其对
TLR-4炎症信号
通路具有抑制作
用. 同时落新妇甙
干预能促进IRI肝
组织HO-1蛋白和
mRNA的表达, 显
示其对TLR-4通
路的抑制与促进
HO-1的表达密切
相关 .   探讨了落
新妇甙在肝脏缺
血再灌注保护作
用的分子机制, 从
而为其进一步应
用于临床提供了
理论依据.

(1.17 ±0.16, P <0.05), 大剂量则明显增强HO-1 
mRNA表达(1.57±0.07, P <0.01)(图4, 5).

3  讨论

肝脏缺血再灌注损伤涉及复杂的分子机制, 诸
多分子通道与炎症因子产物相互反馈、作用, 
产生一系列的级联效应 ,  导致肝组织的严重

损伤 .  研究发现激活的肝脏非实质细胞(尤其

Kupffer细胞)通过TLR-4信号通路在肝脏热缺

血再灌注损伤中发挥重要作用[5]. 肝脏热缺血再

灌注过程中的炎症和损伤部分的依赖于TLR-4
信号通路[4,6]. 本课题前期研究发现落新妇甙对

小鼠肝脏热缺血再灌注损伤具有保护作用, 显
著降低TNF-α的生成并提高白介素10(interleu-
kin-10, IL-10)含量. 文献报道[7], 在刀豆球蛋白

A(concanavalin A, Con A)诱导肝炎后, 落新妇甙

能够显著降低TNF-α的生成和肝脏Kupffer细胞

的增殖. 提示落新妇甙对肝脏IRI保护作用的机

制可能是通过干预TLR-4信号通路实现的.
HO-1是热休克蛋白32成员, 而热休克蛋白

正是TLR-4的内源性配体之一. 因其具有较强的

抗氧化、抗炎症功能而在IRI研究中得到关注. 
Tsuchihashi等[8]利用钴原卟啉(cobalt protopor-
phyrin, CoPP)诱导HO-1过表达, 过表达的HO-1
下调信号转导子及转录激活子(signal transducer 
and activator of transcription-1, STAT-1)的表达

及其所触发的CXCL-10的产生, 而CXCL-10是
TLR4活化下游Ⅰ型IFN途径的主要产物. HO-1
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b-actin

图  4  落新妇甙(A)对肝组织HO-1 mRNA的影响. 1: Sham; 2: 

I/R; 3: I/R+A (10 mg/kg); 4: I/R+A (40 mg/kg). HO-1: 血

红素加氧酶1.
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图  5  落新妇甙(A)对肝组织HO-1 mRNA表达影响半定量
分析. A: SO组; B: AEP组; C: ANP组. aP <0.05 vs  I/R组; 
bP<0.01 vs  I/R组. HO-1: 血红素加氧酶1.
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图  1  落新妇甙对血清ALT的影响. 热缺血90 min, 再灌注6 h

后ELISA法检测各组血清ALT.  bP<0.01 vs  I/R组. ALT: 丙氨

酸转氨酶.
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的上述作用带来了明显改善的小鼠肝脏热缺

血再灌注损伤的保护效果. 本研究结果观察到

落新妇甙干预能明显促进肝组织HO-1蛋白和

mRNA的表达, 这种促进作用在大剂量给药时

更为明显, 提示其对肝脏IRI的保护作用与促进

HO-1的表达密切相关.
NF-kB属于NF-kB/Rel蛋白家族, 是TLR-4

信号通路中的关键分子. NF-kB可能通过多个方

式和途径参与肝缺血再灌注损伤. 组织缺血再

灌注时伴有NF-kB活性增高, 并可诱发和加重组

织的损伤[9]; 而阻断NF-kB的活性可明显减轻组

织器官的再灌注损伤[10,11]. 白介素-10、糖皮质

激素、水杨酸类等药物预处理, 均可通过下调

NF-kB活性拮抗肝缺血再灌注损伤, 发挥保护效

应[12,13]. 本研究结果亦观察到肝脏IRI导致肝脏

NF-kB蛋白表达增强, 落新妇甙干预能显著降低

肝脏NF-kB增强表达的趋势, 显示出落新妇甙可

能通过抑制NF-kB炎症反应通路发挥对肝脏IRI
的保护作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of zicfami-
lymember1 (ZIC1) and P130 in cholangiocarci-
noma and their correlation with the biological 
behavior of cholangiocarcinoma.

METHODS: The protein expression of ZIC1 and 
P130 was detected by immunohistochemistry in 
43 cases of cholangiocarcinoma and 20 cases of 
normal bile duct tissue. 

RESULTS: The positive rate of ZIC1 expres-
sion was significantly higher in cholangiocarci-
noma than in normal bile duct tissue (53.49% vs 
25.00%, P < 0.05). The positive rate of P130 ex-
pression in cholangiocarcinoma was significant-
ly lower than that in normal bile duct tissue (55.81 
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ZIC1和P130在胆管细胞癌中表达及其临床意义

邓昌林, 许辉, 谢明, 邹文俊, 周淑蓉

®

■背景资料
锌 指 蛋 白 1 ( z i c -
familymember1, 
ZIC1)是ZIC 5个
家族成员之一, 转
录 产 物 为 含 5 个
C2H2型锌指区域
的转录因子, 可以
结合一些富含GC 
序列的靶基因并
形成共同作用的
“复合体”, 从而
影响靶基因的转
录过程. P130是视
网膜母细胞瘤基
因家族成员之一,
在细胞周期的不
同阶段发挥负调
控功能, 将正在分
裂的细胞阻滞于
G1期. P130通常与
转录因子结合, 阻
止后者的转录活
性. P130功能的丧
失使转录活性失
控, 为正常细胞的
癌变及肿瘤细胞
的失控增殖创造
了条件. 

vs 85.00%, P < 0.05). The expression of ZIC1 and 
P130 protein was related to pathological grade 
and neoplasm metastasis (both P < 0.05), but not 
to sex or Nevin stage (both P > 0.05). There was 
a negative correlation between ZIC1 and P130 
expression (r = -0.360, P < 0.05) in cholangiocar-
cinoma. The expression of ZIC1 and P130 pro-
teins was related to the 3-year survival rate (both 
P < 0.05). 

CONCLUSION: The abnormal expression of 
ZIC1 and P130 proteins may be involved in the 
development and progression of cholangiocarci-
noma. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨锌指蛋白1(z ic fami lymember1, 
ZIC1)和P130蛋白在胆管细胞癌组织中的表达
及其与胆管细胞癌生物学行为的关系. 

方法: 应用免疫组织化学SP法检测43例胆管
细胞癌和20例正常胆管上皮组织中Z I C1和
P130蛋白的表达情况. 

结果: 胆管细胞癌组织中ZIC1的表达显著高于
正常胆管组织(53.49% vs  25.00%, P<0.05), P130
表达显著低于正常胆管组织(55.81% vs  85.00%, 
P<0.05); ZIC1和P130蛋白在胆管细胞癌中的表
达与病理分级和是否转移相关(P <0.05), 与患
者性别, Nevin分期不相关(P>0.05); ZIC1和P130
蛋白表达呈明显负相关(r  = -0.360, P <0.05); 
ZIC1和P130蛋白在胆管细胞癌中的表达与3年
生存率有明显差异(P<0.05). 

■同行评议者
汤朝晖, 副主任医
师, 上海交大医学
院附属新华医院
普外科
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■研发前沿
近年来, 世界范围
内胆管细胞癌的
发病率和死亡率
快速上升, 与肝细
胞癌相比其更容
易发生淋巴结转
移及术后复发, 临
床上难于早期发
现. 寻找有效的肿
瘤生物学标志物
是提高胆管细胞
癌患者的早期诊
断、治疗的一条
有效途径, 近年来
与细胞周期相关
的蛋白成为研究
热点. 转录调控因
子ZIC1和视网膜
母细胞瘤基因家
族P130 在多种恶
性肿瘤的细胞周
期增殖、分化中
发挥重要作用.

结论: ZIC1和P130蛋白的异常表达在胆管细
胞癌发生发展中具有重要意义, 多个指标联合
检查用来估计患者预后指导意义更佳. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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化学

核心提示: 胆管细胞癌的发病率和死亡率快速上

升, 寻找有效的肿瘤生物学标志物是提高胆管细

胞癌患者的早期诊断、治疗的一条有效途径, 近
年来与细胞周期相关的蛋白成为研究热点. 转录

调控因子锌指蛋白1(zicfamilymember1, ZIC1)和
视网膜母细胞瘤基因家族P130在多种恶性肿瘤

的细胞周期增殖、分化中发挥重要作用, 联合检

测P130及ZIC1 抗原有助于筛选高危患者, 可能为

今后胆管细胞癌的治疗提供了一个新的靶点. 
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0  引言

近年来, 世界范围内胆管细胞癌的发病率和死亡

率快速上升, 与肝细胞癌相比其更容易发生淋巴

结转移及术后复发, 临床上难于早期发现[1]. 尽
管其治疗方法已经由单一的手术治疗发展到今

天的手术加放疗和化疗等综合疗法, 但患者的

预后并没有明显的改善. 寻找有效的肿瘤生物

学标志物是提高胆管细胞癌患者的早期诊断、

治疗的一条有效途径, 近年来与细胞周期相关

的蛋白成为研究热点. 转录调控因子锌指蛋白

1(zicfamilymember1, ZIC1)和视网膜母细胞瘤基

因家族P130在多种恶性肿瘤的细胞周期增殖、

分化中发挥重要作用[2,3]. 本文通过应用免疫组

织化学方法对43例胆管细胞癌和20例正常胆管

上皮组织中进行研究, 以探讨ZIC1和P130在胆

管细胞癌组织中的表达情况和预后关系, 为临

床判断胆管细胞癌恶性程度、选择治疗措施及

评价预后提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择自2001-01/2009-12在我院普通外

科住院并行手术治疗的胆管细胞癌患者资料, 
选择其中病理确诊、临床资料较完整的43例胆

管细胞癌及同期20例经病理证实的正常胆管组

织标本(取自其他良性疾病行胆管切除者)作为

正常对照, 标本均行免疫组织化学研究. 病程为1 
mo-2年不等, 术前均未经放、化疗, 无糖尿病及

甲亢等疾病. 患者年龄为22-63岁, 中位年龄为55
岁, 其中男性23例, 女性20例; 临床病理分期按

Nevin法: Ⅰ-Ⅲ级28例, Ⅳ-Ⅴ级15例; 淋巴结或

其他器官转移的21例, 无转移的22例; 组织学分

化程度: 高分化20例, 中-低分化23例, 全部病例

跟踪随访, 并以3年生存率作为反映预后的指标. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 标本经40 g/L甲醛固

定, 常规石蜡包埋, 3 μm连续切片, ZIC1和P130 
单克隆即用型抗体和S-PKits均购自上海长岛生

物技术公司产品, 常规SP法染色: 每张切片加1
滴过氧化物酶阻断溶液, 以消除内源性过氧化

物酶的活性, 室温孵化10 min, PBS液冲洗3 min
×3 min; 热抗原修复处理, PBS液冲洗3 min×3 
min; 加非免疫动物血清, 室温孵育10 min, 以减

少非特异性背景; 倾去血清, 勿洗, 滴加1滴一抗

ZIC1和P130, 室温孵育60 min, PBS液冲洗3 min
×3 min; 每张切片滴加1滴生物素标记的二抗, 
室温孵育15 min, PBS液冲洗3 min×3 min; 甩去

PBS液, 每张切片滴加1滴链霉素抗生物素蛋白-
过氧化物酶溶液, 室温孵育15 min, PBS液冲洗3 
min×3 min; DAB显色, 苏木素复染, 脱水, 干燥, 
透明, 中性树胶封固, 光学显微镜观察, DAB显
色. 以已知ZIC1和P130阳性组织切片作为阳性

对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 
1.2.2 结果判定: ZIC1和P130的阳性表达结果判

定: 阳性细胞表现为细胞核出现棕黄色颗粒, 瘤
细胞无棕色颗粒者为阴性(-). 随机观察10个高

倍镜视野, 计算1000个瘤组织中阳性染色细胞

所占的比例, 按阳性细胞所占百分比并参考着

色强度判断分级: 无明显着色阳性细胞为(-), 阳
性细胞数>10%为阳性(+). 
1.2.3 随访结果: 全部43例胆管细胞癌患者随访

调查发现, 其中3年内死亡25例, 3年存活18例. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件对所得

数据进行统计分析, 组间数据用χ2检验, 相关分

析用Spearman等级相关分析, 检验水准α = 0.05. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 Z I C1和P130在胆管细胞癌和正常胆管上

皮组织中的表达情况(表1) 43例胆管细胞癌中

ZIC1阳性表达者23例(阳性率53.49%)(图1A), 在
20例正常胆管上皮中表达5例(阳性率25.00%), 
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■相关报道
国内外对ZIC1的
作用研究多集中
在胃肠道方面的
肿瘤, 而对其在胆
管细胞癌中的表
达及作用机制则
未见相关文献报
道; 而P130的报道
在食管癌, 子宫内
膜癌, 前列腺癌及
涎腺肿瘤中均见
报道, 在肝肿瘤中
只见与肝细胞的
报道, 未在胆管细
胞癌中的报道.

两者有显著性差异(P <0.05); 43例胆管细胞癌中

P130阳性表达者24例(55.81%)(图1B), 在20例正

常胆管上皮中表达17例(阳性率85.00%), 两者有

显著性差异(P <0.05). 
2.2 胆管细胞癌患者临床病理特征与Z I C1和

P130蛋白蛋白表达的关系 43例胆管细胞癌中

ZIC1和P130蛋白表达率均与胆管细胞癌的病

理分化程度和淋巴结或器官转移相关, ZIC1蛋
白的表达率中-低分化组明显高于高分化组, 有
淋巴结或器官转移的表达率高于无淋巴结或器

官转移的, 两者差别均有显著性差异(P <0.05); 
P130蛋白中-低分化组表达率明显低于高分化

组, 有淋巴结或器官转移的表达率低于无淋巴

结或器官转移的 ,  两者差别均有显著性差异

(P <0.05); P130和ZIC1蛋白表达均与患者性别和

Nevin分期大小不相关(P >0.05)(表2).  
2.3 胆管细胞癌中蛋白ZIC1和P130蛋白表达的

相关性 应用Spearman等级相关分析分析ZIC1和
P130蛋白表达的相关性, 24例P130阳性表达的

胆管细胞癌中, ZIC1表达阴性者15例; 19例P130
阴性表达的胆管细胞癌中, ZIC1表达阳性者14
例. 结果显示相关系数r  = -0.360, P  = 0.018, 提示

P130蛋白和ZIC1 蛋白表达呈负相关(P <0.05, 表
3). 
2.4 胆管细胞癌患者Z I C1蛋白和P130蛋白表

达与肿瘤预后关系 43例胆管细胞癌患者随访

调查发现, 其中3年内死亡25例, 3年存活18例. 

ZIC1蛋白阳性表达组死亡率为68.00%, 明显高

于阴性表达组(33.33%, P <0.05); P130蛋白阳性

表达组死亡率为40.00%, 明显低于阴性表达组

(77.78%, P <0.05, 表4). 

3  讨论

ZIC1是ZIC 5个家族成员之一, 转录产物为含5
个C2H2型锌指区域的转录因子, 可以结合一些

富含GC序列的靶基因并形成共同作用的“复合

体”, 从而影响靶基因的转录过程. Cornish等[4]

在筛选 ZIC1下游靶基因的研究中发现, ZIC1上
调水通道蛋(aquaglyceroporin, aqp-3b)的转录, 而
后者与细胞黏附有关, 且其表达量与肿瘤恶性

程度有直接关系, 并可增强肿瘤的侵袭和转移

能力. 近年来, 越来越多的证据表明在多种肿瘤

的进展中发挥重要作用[5-9]. 目前, 对于ZIC1在某

些类型的癌中异常表达是作为一种肿瘤抑制基

因还是致癌基因意见不一. 一方面, 某些报道在

胃肠道癌中ZIC1为低表达或缺失[8,9]; 相反, 部分

研究表明在脂肪肉瘤中ZIC1高表达促进肿瘤的

增殖和侵犯[5]. 目前国内胆管细胞癌ZIC1表达尚

未见到相关报道. 在本研究中发现, ZIC1蛋白的

表达率癌组织明显高于正常胆管上皮, 分化差

的肿瘤表达率高于分化好的肿瘤, 均有显著性

差异(P <0.05); 另外ZIC1阳性表达率高的胆管细

胞癌患者与阳性率低者相比, 淋巴结或器官转

移率高, 术后死亡率率较高, 预后差, 这一结果

表  1  锌指蛋白1和P130在胆管细胞癌和正常胆管上皮组织中的表达

     

组织类别  n
             锌指蛋白1的表达              P130的表达

 + 阳性率(%)   P 值  + 阳性率(%)   P值

胆管细胞癌 43 23    53.49 24    55.81

正常胆管上皮组织 20   5    25.00 0.034 17    85.00 0.048

图  1  胆管细胞癌组织中锌指蛋白1及P130的表达(SP法×200). A: 锌指蛋白1在胆管细胞癌中组织中的表达; B: P130在胆管

细胞癌中组织中的表达.

A B
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■创新盘点
胆管细胞癌中, 应
用转录基因和抑
癌基因的结合来
推测临床生物学
行 为 及 预 后 ,  在
国内外属于少见. 
联合检测P130及
ZIC1抗原有助于
筛 选 高 危 患 者 , 
为胆管细胞癌患
者提供确实有效
的、个体化的治
疗方案提高一定
的参考价值和新
途径.

与Brill等[5]学者研究类似. 这些研究说明ZIC1在
胆管细胞癌的发展、浸润和转移过程中发挥了

重要作用. 
P130是视网膜母细胞瘤基因家族成员之一, 

是抑癌基因Rb的一种蛋白表达产物[10,11], 其与

pRb、p107 3者共同组成了视网膜母细胞瘤家族

(Rb家族)蛋白, 其机制是3种蛋白的结构和功能

相似作用相互补充, 在细胞周期的进行中, 通过

对转录因子E2F家族成员活性的调节, 在细胞周

期的不同阶段发挥负调控功能, 将正在分裂的

细胞阻滞于G1期
[12]. P130通常与转录因子E2F家

族成员结合, 阻止后者的转录活性. 在G1期, 活
化的Cdk4通过对P130的磷酸化, 使P130与E2F解
离, 受E2F抑制的基因开始转录、表达. P130功
能的丧失使E2F的转录活性失控, 为正常细胞的

癌变及肿瘤细胞的失控增殖创造了条件. 国内

外学者研究表明, P130是一个典型的抑癌基因, 
在人体内的各种正常组织中有广泛的表达, 而
其发生突变或缺失与人类多种肿瘤的发生、发

展密切相关, 在多种恶性肿瘤如食管鳞癌[13]、

涎腺腺样囊性癌[14]、前列腺癌[15]等呈低表达, 而
在胆管细胞癌中的研究相关文献罕见. 本研究

结果显示, P130蛋白中-低分化组表达率明显低

于高分化组, 有淋巴结或器官转移的表达率低

于无淋巴结或器官转移的, 经统计学检验, 均具

有显著性差异(P <0.05). 这些结果均提示, P130
的失活促进了胆管细胞癌的恶性增殖及转移, 
P130阴性表达的胆管细胞癌患者预后差, 这与

苏赓等学者研究其他肿瘤的效果类似[14], 提示

P130蛋白高表达对胆管上皮细胞的异常增殖、

胆管细胞癌发生淋巴结转移有阻抑作用; P130
蛋白低表达则可能解除其抑制细胞生长的作用, 
导致细胞异常增殖, 发生恶性转化, 并局部浸润

和侵犯. 因此认为P130的缺失可作为早期肿瘤

发生的预兆. 
另外本研究发现在胆管细胞癌中Z I C1与

P130在胆管细胞癌中的表达呈负相关系(r  = 
-0.360, P <0.05). 有研究表明[16,17], ZIC1可以参与

调控某些细胞周期蛋白来调节细胞增殖和凋亡, 
从而促进肿瘤形成, 而与细胞周期蛋白密切相

关的P130蛋白能够调节E2F转录调节因子家族

的活性, 而E2F是许多与G1/S过渡有关的基因表

达所需要的, 这些基因之中就可能包括ZIC1的
作用, 我们推测可能的机制是在胆管细胞癌和

癌前发生阶段即存在P130表达的缺失, 也存在

ZIC1蛋白的异常高表达, 高ZIC1环境和P130表
达的缺失两种因素下, 使得细胞周期失控, 促进

了细胞的生长和肿瘤的发展, 是胆管细胞癌的

表  2  胆管细胞癌患者临床病理特征与ZIC1和P130蛋白蛋白表达的关系

     

临床病理特征  n
ZIC1的表达 P130的表达

阳性 阳性率(%) P 值 阳性 阳性率% P 值

性别 0.853 0.258

  男 23 12 52.17 11 47.83

  女 20 11 55.00 13 65.00

Nevin分期 0.205 0.294

  I-III级 28 13 46.43 14 50.00

  IV-V级 15 10 66.67 10 66.67

淋巴结或其他器官转移 0.021 0.022

  有 21 15 71.43   8 38.09

  无 22   8 36.37 16 72.73

病理分级 0.023 0.018

  高分化 20   7 35.00 15 75.00

  中-低分化 23 16 69.57   9 39.13

ZIC1: 锌指蛋白1.

表  3  胆管细胞癌患者ZIC1蛋白和P130蛋白表达的相关性

     
P130阳性 P130阴性 r 值 P 值

ZIC1阳性   9 14 -0.360 0.018

ZIC1阴性 15   5

ZIC1: 锌指蛋白1.
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发生、发展中的重要事件. 至于其更高层次的

分子机制, 有待于进一步深入研究. 
总之, P130蛋白低表达或者ZIC1蛋白高表

达的胆管细胞癌患者, 肿瘤分化差, 增殖侵袭和

转移能力强, 恶性程度高, 术后预后差; 联合检

测P130及ZIC1抗原有助于筛选高危患者, 至于

能否根据ZIC1和P130蛋白的异常表达为胆管细

胞癌患者提供确实有效的、个体化的治疗方案

还有待于进一步的临床实践研究. 
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表  4  胆管细胞癌患者ZIC1蛋白和P130蛋白表达与肿瘤预后关系

     

3年内是否存活 n
ZIC1表达情况 P130 表达情况

阳性 阳性率(%) P 值 阳性 阳性率(%) P 值

死亡 25 17 68.00 10 40.00

存活 18   6 33.33 0.025 14 77.78 0.032

ZIC1: 锌指蛋白1.
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、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, T1/2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.
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effect and sig-
nificance of zinc preparation in infants with ro-
tavirus enteritis. 

METHODS: One hundred and three patients 
with rotavirus enteritis were randomly and 
equally divided into either a treatment group or 
a control group. Both groups were given con-
ventional treatment, and the treatment group 
was additionally given zinc gluconate. The ther-
apeutic effect and hospital stay were observed. 

RESULTS: The total effective rate was signifi-
cantly higher in the treatment group than in the 
control group (80% vs 63.08%, P < 0.05). Length 
of hospital stay was significantly shortened in 
the treatment group compared to the control 
group (P < 0.05). 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

补锌疗法对于婴幼儿轮状病毒肠炎的意义

金晓荔, 罗晓明

®

■背景资料
对于婴幼儿轮状
病毒肠炎, 目前仍
无特效的治疗方
法, 多以对症、补
液支持治疗为主. 
补锌疗法是否对
于轮状病毒肠炎
有确切疗效, 有待
研究. 

CONCLUSION: Zine supplementation is effec-
tive in the treatment of infantile rotavirus diar-
rhea and can obviously shorten the length of 
hospital stay. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Zinc supplementation; Rotavirus enteri-
tis; Curative effect; Significance

Jin XL, Luo XM. Significance of zinc supplementation in 
infants with rotavirus enteritis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2013; 21(35): 4030-4033  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/4030.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.4030

摘要
目的: 探讨补锌疗法对于婴幼儿轮状病毒肠
炎的临床疗效和意义. 

方法: 将130例轮转病毒肠炎患儿随机分为治
疗组和对照组, 各65例. 两组均按照常规治疗, 
治疗组在此基础上加用葡萄糖酸锌片, 观察并
比较两组疗效及住院时间. 

结果: 治疗组总有效率为80%明显高于对照
组总有效率的63.08%, 差异有统计学意义
(P <0.05). 治疗组的住院时间(5.08 d±1.41 d)
较对照组(6.21 d±1.03 d)明显缩短, 差异也有
统计学意义(P <0.05). 

结论: 补锌疗法对于婴幼儿轮状病毒肠炎疗
效确切, 并且可明显缩短住院时间, 在一定时
间内减少肠炎复发. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 补锌; 轮状病毒肠炎; 疗效; 意义

核心提示: 补锌不但能够缩短轮状病毒肠炎患儿

的病程, 而且可以在一定时间内预防腹泻的复发. 

金晓荔, 罗晓明. 补锌疗法对于婴幼儿轮状病毒肠炎的意义.  世

界华人消化杂志  2013; 21(35): 4030-4033  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/4030.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.4030

■同行评议者
黄缘, 教授, 南昌
大学第二附属医
院消化内科, 江西
省分子医学重点
实验室



金晓荔, 等. 补锌疗法对于婴幼儿轮状病毒肠炎的意义							                 4031

2013-12-18|Volume 21|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
补锌疗法对于缩
短婴幼儿轮状病
毒肠炎的病程及
减少其复发率是
否效果明显, 以及
适于补锌的患儿
年龄及相应的补
锌量尚存在争议.

0  引言

轮状病毒(rotavirus, RV)肠炎是秋、冬季婴幼儿

腹泻最常见的病原, 故曾被称为秋季腹泻. 经粪

-口传播, 也可通过气溶胶形式经呼吸道感染而

致病[1]. 他多发生于6-24 mo的婴幼儿, 起病急, 病
初多表现为发热、呕吐、腹泻, 后可并发不同

程度脱水、代谢性酸中毒及电解质紊乱. 严重

者可导致肝炎、心肌炎、肾炎、脑炎、弥散性

血管内凝血等各种肠道外疾病, 对婴幼儿健康

产生严重影响[2]. 本病多为自限性, 自然病程3-8 
d. 因为RV型别多, 交叉保护性差, 目前尚无有效

的预防和治疗方法. RV感染多以对症、补液支

持治疗为主[3]. 近年来, 有报道表明, 锌对肠黏膜

的修复是必需的营养物质, 补锌能够缩短腹泻

病程、减轻腹泻的严重程度, 而且能够降低以

后2-3 mo腹泻的再发生[4]. 本研究旨在探讨应用

葡萄糖酸锌片对于婴幼儿轮状病毒肠炎的疗效

和意义, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2011-09/2013-03浙江省人民医院

儿科住院部收治的130例急性轮状病毒肠炎患

儿(患儿的病情、治疗用药等情况均已明确告知

患儿家属, 并在家属同意下用药). 男79例, 女51
例, 年龄6-40 mo. 酶联免疫吸附试验检测粪便

轮状病毒均显示阳性, 大便为黄色稀水样或蛋

花汤样便, 量不等, 无黏液脓血, 无腥臭味, 大便

常规检查发现31%的患儿大便中可见有白细胞, 
大便细菌培养未见致病菌. 发病初期基本均有

发热和呕吐, 合并轻度脱水63例, 中度脱水16例, 
酸中毒4例, 电解质紊乱6例. 将所有患儿随机分

为治疗组和对照组, 各65例. 两组在腹泻程度、

脱水、酸中毒程度、病程、年龄、体质量、喂

养方式等方面差异均无统计学意义(P >0.05). 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 对照组给予肠黏膜保护剂如蒙脱石

粉, 补液以纠正脱水、酸中毒和电解质紊乱, 合
理饮食等常规治疗. 治疗组在上述基础上予以

补充葡萄糖酸锌片(广州白云山侨光制药有限公

司生产, 规格: 每片70 mg). 根据国内外儿科专

家共识, 急性腹泻患儿能进食后即予以补锌治

疗, >6 mo的患儿, 每天补充含元素锌20 mg, <6 
mo婴儿每日补充元素锌10 mg, 疗程共10-14 d. 
元素锌20 mg相当于硫酸锌100 mg, 葡萄糖酸锌

140 mg[5,6]. 对于治疗组患儿, 因其年龄均>6 mo, 
故每天补充葡萄糖酸锌片140 mg(每次70 mg, 每

天2次). 
1.2.2 疗效判定: 根据《中国腹泻病诊断治疗方

案》的疗效标准分为3级. 显效: 治疗72 h粪便性状

及次数恢复正常, 全身症状消失. 有效: 治疗72 h粪
便性状及次数明显好转, 全身症状明显改善. 无
效: 治疗72 h粪便性状次数及全身症状无明显好

转甚至恶化[7]. 总有效率 = (显效+有效)/总例数

×100%. 
1.2.3 随访: 随访3 mo, 比较治疗组和观察组腹泻

的复发率. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行数

据处理分析, 计量资料用mean±SD表示, 组间比

较采用t检验; 计数资料用率(%)表示, 组间比较

采用χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组临床疗效及住院天数比较 治疗组总

有效率明显高于对照组总有效率(80.00% v s  
63.08%, P <0.05), 差异有统计学意义. 治疗组的

住院时间较对照组明显缩短, 差异有统计学意

义(P <0.05)(表1). 
2.2 不良反应 治疗组在治疗过程中未发现不良

反应. 
2.3 随访 随访3 mo补锌治疗组再次发生腹泻5例, 
占7.69%, 对照组再次发生腹泻20例, 占30.77%, 
对照组较治疗组再次发生腹泻率高, 两组差异

有统计学意义(P <0.05)(表2). 

3  讨论

人类轮状病毒(human rotavirus, HRV)是引起世界

范围内婴幼儿腹泻的主要病原. 他包括7组病毒, 
其中最常见的是A组病毒, 主要感染婴幼儿[8]. 据
WHO统计, 全世界每年大约有1.11亿5岁以下儿

童患HRV腹泻, 约有453000例儿童死于HRV感

染, 占全球5岁以下儿童总死亡人数的5%[9]. 轮
状病毒作为一种肠道病毒, 对十二指肠及空肠

近端黏膜上皮细胞具有特异的感染性. 他与上

皮细胞结合, 使绒毛膜变短变粗, 细胞肿胀、空

泡变性坏死, 最后使具有吸收功能和富含双糖

酶的小肠微绒毛顶端被破坏呈斑点状病灶, 引
起其吸收功能障碍和双糖酶不足及其活性下降, 
使小肠分泌增加, 钠转运功能降低, 减少对电解

质及水分的吸收, 最终因未吸收的肠液和食物

中消化不全的糖类积滞肠腔内, 继发肠液的渗

透压增高引起渗透性腹泻. 同时还破坏肠道内

微生态系统, 导致肠黏膜的屏障功能与拮抗作
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■创新盘点
本文不仅研究补
锌疗法可以缩短
婴幼儿轮状病毒
肠炎的病程, 还对
患儿进行了随访, 
进一步探讨补锌
疗法是否可以减
少肠炎的复发率
和发病率.

用失衡, 促使腹泻加重, 导致脱水、酸中毒及电

解质紊乱等. HRV不仅可以引起肠道内感染, 而
且在肠道外其他器官也可以引起感染[10]. Fuchi-
gami等[11]研究报道HRV可通过胃肠屏障引起病

毒血症, 从而导致全身多器官包括中枢神经系

统、呼吸、心脏、肝胆、血液等病变. 严重者

导致中毒性休克和死亡. 
目前, 针对轮状病毒肠炎尚无特效治疗方

法, 主要采取口服微生态制剂及肠黏膜保护剂, 
纠正脱水及代谢性酸中毒, 维持电解质的平衡

等. 近年来, 一系列研究报道证实, 锌缺乏与儿

童腹泻、肺炎等感染性疾病之间存在高度相关

性[12]. 世界卫生组织和联合国儿童基金会也早在

2002年就已经将补锌治疗措施纳入全球儿童腹

泻病的治疗方案中. 
锌是人体内必需的微量元素, 也是人体内

多种酶的辅酶成分. 锌与婴幼儿的生长发育、

防御机制、免疫功能及某些疾病的发生发展密

切相关[13]. 所以锌的缺乏可导致机体多种生理功

能紊乱, 如引起食欲不振、味觉减退、反复感

染、皮炎、体格及性发育延迟等[14]. 而消化功能

紊乱也是其中之一. 轮状病毒肠炎患儿血锌降

低可能与饮食摄入减少、小肠吸收不良和胃肠

道丢失增多等因素有关. 而腹泻又进一步加重

缺锌, 形成恶性循环, 使病程迁延. 锌的补充能

促进肠黏膜的修复、加速肠黏膜的再生, 能减

少肠道对水、电解质的分泌, 可促进肠黏膜对

水钠的重吸收, 缓解腹泻症状. 其主要作用机制: 
(1)锌离子可减少NO的生成, 从而减少其对细胞

的损伤, 保护肠黏膜; (2)通过降低胃肠激素分泌, 

降低小肠上皮细胞环磷酸鸟苷浓度, 促进钠离

子与氯离子的吸收; (3)可能与肠渗透压、肠黏

膜酶功能、加强局部肠道免疫、抑制细菌繁殖

和早期清除肠道细菌有关, 从而在腹泻中发挥

作用. 至于适于补锌的年龄及补锌的量, 尚存在

争议. Wuehler等[15]研究发现血锌浓度的变化与

锌剂剂量呈正比, 每天补锌5-8 mg, 可降低腹泻

发病率约20%, 但不适用于<6 mo小儿的补锌. 有
学者研究发现<6 mo婴儿补锌达不到降低腹泻

发病率及缩短腹泻持续时间的效果, 反而会使

患儿发病率增加. Lazzerini等[16]的Meta分析也表

明对于6 mo及以上的急性腹泻患儿, 补锌可缩短

病程, 但对<6 mo的婴儿则无效. 均与WHO的补

锌建议有所出入, 有待进一步研究. 本研究对象

均为>6 mo的婴幼儿, 补元素锌的剂量20 mg/d. 
结果显示, 补锌治疗组的疗效较对照组明显提

高, 并且住院时间也相应缩短. 
随访3 mo发现, 补锌后的患儿腹泻复发率较

未补锌的患儿要低. 一定程度上说明补锌不但

能够减少腹泻的持续时间和降低疾病严重程度, 
还可以预防腹泻、降低腹泻的发病率. 

总之, 补锌疗法对于婴幼儿轮状病毒性肠炎

疗效确切, 可缩短住院时间, 在一定时间内还可

预防腹泻的发生和复发, 还是值得临床推广应

用的. 
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Abstract
AIM: To investigate the diagnosis and surgical 
treatment of primary gastrointestinal non-Hodg-
kin’s lymphoma (PGINHL). 

METHODS: The clinical data for 33 patients 
with PGINHL were retrospectively reviewed.

RESULTS: The tumor was mainly located in 
the stomach (n = 16), small intestine (n = 9), ap-
pendix (n = 1) or the colon (n = 7). All cases were 
pathologically confirmed to have non-Hodgkin’
s lymphoma. All the patients were treated surgi-
cally, containing radical excision in 26 cases, pal-
liative resection in 4 cases, and intestinal short 
circuit anastomosis and biopsy in 3 cases. There 
were 2 deaths during the perioperative period. 
Twenty-two patients were followed and the 
1-year survival rate was 85%.
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原发性胃肠道非霍奇金淋巴瘤33例

张迎东, 许 腾, 宋 军, 徐 为

®

■背景资料
原发性胃肠道非
霍 奇 金 淋 巴 瘤
(primary gastroin-
testinal non-Hodg-
kin's lymphoma, 
PGINHL)临床上
较为少见, 难以与
其他消化系肿瘤
相鉴别, 容易导致
误诊, 而且治疗方
式存在争议, 本研
究旨在探讨其诊
断要点及外科治
疗策略, 应用于临
床工作. 

CONCLUSION: The lack of specific clinical 
manifestations in PGINHL easily leads to mis-
diagnosis. When the diagnosis is not clear or the 
patient have surgical indications, surgery should 
be performed as soon as possible.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Primary gastrointestinal non-Hodgkin’s 
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摘要
目 的 :  探 讨 原 发 性 胃 肠 道 非 霍 奇 金 淋 巴
瘤(primary gastrointestinal non-Hodgkin's 
lymphoma, PGINHL)的诊断和外科治疗策略.  

方法: 回顾分析我院经过外科治疗的33例
PGINHL的临床资料.  

结果: 33例患者中肿瘤位于胃者16例, 小肠9
例, 阑尾1例, 结肠7例. 根治性切除切除26例, 
减瘤手术4例, 行短路、活检等手术3例. 病理
类型均为非霍奇金淋巴瘤. 围手术期死亡2
例, 26例获得随访, 术后随访1年总体生存率为
85%.  

结论: PGINHL的临床表现缺乏特异性, 容易
导致误诊, 对于不能明确诊断及具备手术指征
的患者应尽早手术治疗.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 原发性胃肠道非霍奇金淋巴瘤; 诊断; 外科

治疗

核心提示: PGINHL临床上诊断较为困难, 容易延

误治疗, 而临床分期是影响患者预后的重要因素, 
所以应争取早期诊断和早期治疗, 无论采取何种

■同行评议者
姜 相 君 ,  主 任 医
师, 青岛市市立医
院消化科
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■研发前沿
国内外目前没有
明确的指南用于
指导PGINHL诊
断 和 治 疗 ,  需 要
进一步的研究以
指导本疾病临床
治疗.

治疗方式, 手术对于患者的明确诊断和治疗有很

重要的价值.

张迎东, 许腾, 宋军, 徐为. 原发性胃肠道非霍奇金淋巴瘤33

例.  世界华人消化杂志  2013; 21(35): 4034-4036  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/4034.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.4034

0  引言

淋巴瘤结外病变最常见于胃肠道, 原发性胃肠

道淋巴瘤约占所有结外淋巴瘤的30%-40%, 占
所有胃肠道恶性肿瘤的1%-8%[1], 病理类型主

要为非霍奇金淋巴瘤(non-Hodgkin's lymphoma, 
N H L).  原发性胃肠道非霍奇金淋巴瘤 (p r i -
mary gastrointestinal non-Hodgkin's lymphoma, 
PGINHL)发病率低, 起病隐匿, 临床表现不典型, 
误诊率较高[2], 并且由于缺乏有效的前瞻性试验

研究、分期和分类的统一性, 难以对PGINHL的
治疗给出统一的推荐方案, 目前临床上仍采用

外科治疗为主的综合治疗. 现收集2008-2012年
本院行外科治疗并经病理确诊的33例PGINHL, 
报道如下.  

1  材料和方法 

1.1 材料 本组33例病例中, 男22例, 女11例, 年
龄29-81岁, 平均年龄63.3岁. 发病至就诊时间为

7 d-24 mo, 平均就诊时间为3.8 mo. 临床表现为: 
腹部不适及腹痛20例(61%), 腹部包块5例(15%), 
黑便3例(9%), 进行性体质量下降2例(6%), 急腹

症3例(9%).  
1.2 方法

1.2.1 诊断和分期标准: 本组33例均经病理确诊, 
均为NHL, 都符合Dawson诊断标准: (1)无病理

性浅表淋巴结肿大; (2)胸片无纵隔淋巴结肿大; 
(3)末梢血中无幼稚细胞或异常细胞; (4)肿瘤位

于小肠或经淋巴瘤侵犯附近的淋巴结; (5)肝、

脾未受侵犯. 用于淋巴瘤的临床分期方法主要

是Ann Arbor分期, 将PGINHL分为4期: Ⅰ期: 肿
瘤尚局限, 未侵犯淋巴结; Ⅱ期: 肿瘤虽局限, 但
有淋巴结侵犯; Ⅲ期: 邻近器官受累; Ⅳ期: 已有

远处转移.  
1.2.2 诊断: 本组中16例胃NHL术前均行胃镜检

查, 5例明确诊断, 11例考虑为胃恶性肿瘤, 但未

定性. 9例小肠NHL中1例位于十二指肠行胃镜

检查发现, 5例行彩超、消化系统造影和CT检查

发现小肠管壁增厚或凸向肠腔的肿瘤, 1例行胶

囊内镜检查发现, 术前均诊断为小肠肿瘤, 无法

定性, 另外有1例肠梗阻和1例肠穿孔, 行剖腹探

查术, 术后病理证实小肠NHL. 1例阑尾NHL术
前误诊为慢性阑尾炎. 7例结肠NHL术前行结肠

镜和CT检查仅1例明确诊断为NHL, 5例考虑为

结肠癌, 1例肠梗阻行剖腹探查, 术后病理证实

结肠NHL.  

2  结果

2.1 组织学类型和分期 经病理学检查证实, 本组

33例均为NHL, 其中弥漫大B细胞性NHL 22例
(64%), 结外边缘区B细胞性NHL 7例(21%), 套细

胞性NHL 2倒(6%), 肠病相关T细胞性NHL 2例
(6%), MALT淋巴瘤1例(3%). 临床分期: I期8例, 
Ⅱ期12例, Ⅲ期10例, Ⅳ期3例.  
2.2 肿瘤部位 本组33例中肿瘤位于胃者16例, 其
中胃窦部8例, 胃底及胃体6例, 多部位者2例; 小
肠9例中十二指肠1例, 空肠1例, 回肠7例; 位于

阑尾1例. 结肠7例中回盲部3例, 升结肠4例.  
2.3 手术方法 本组33例均行手术治疗, 其中行根

治手术26例, 行减瘤手术4例, 行短路、活检等

手术3例.  
2.4 结果和随访 围手术期死亡2例, 1例死于术后

肺栓塞, 1例因肿瘤侵广泛犯周围脏器, 死于术

后多脏器功能衰竭, 均为胃NHL. 术后共26例患

者获得随访1年以上, 随访率84%, 其中21例手

术后行单纯化疗, 3例行化疗联合局部放疗, 化
疗方案用COP方案(环磷酰胺、长春新碱、泼尼

松)或CHOP方案(环磷酰胺、多柔比星、长春新

碱、泼尼松), 2例出院后未继续治疗. 1年总体生

存率为85%(22/26).  

3  讨论

PGINHL的临床表现各异, 缺乏特异性, 易与

其他消化系肿瘤相混淆[3]. 胃部主要以上腹部

不适、腹痛、腹胀、贫血为主; 小肠主要以腹

痛、腹胀、肠梗阻、穿孔、消瘦为主; 结肠以

腹痛、腹部包块、黑便、大便次数增多为主, 
均无显著特异性. PGINHL的诊断主要依靠内镜

活检、超声、CT、消化系造影等, 但这些检查

都有各自的局限性, 会造成漏诊和误诊. 在内镜

下直接观察下很难明确病变组织到底是消化系

癌还是淋巴瘤, 并且由于胃肠道淋巴瘤病变原

发于黏膜下层, 常规活检组织既少又浅, 再加上

挤压变性等影响, 导致内镜活检阳性率较低[4]. 
消化系统造影检查可以明确肿瘤的位置, 但不
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■同行评价
本文具有一定指
导意义.

能活检定性. 超声和CT检查均可显示可发现肿

瘤病灶及腹腔淋巴结的情况, 也不能鉴别肿瘤

性质[5]. 有研究表明, 超声胃镜检查对于鉴别胃

淋巴瘤和胃癌有一定价值, 因为在超声胃镜下

浸润性胃癌图像显示垂直性生长的倾向, 而胃

淋巴瘤图像则显示向水平方向生长[6]. PET/CT对
胃肠道淋巴瘤的诊断也有较高价值, 但其检查

价格高昂, 限制了其在临床上常规应用[7].  
PGINHL治疗手段主要有手术、化疗、放

疗、免疫治疗、基因治疗及抗感染治疗等[8-10]. 
目前临床上仍以根治性切除为主, 然后再进行

放化疗和其他治疗, 有文献对大宗经手术治疗

的胃肠道淋巴瘤患者进行回顾性分析, 显示外

科治疗并不能改善患者的总体预后[11]. 虽然手术

治疗的作用对PGINHL的作用仍然具有争议, 但
对于不能明确诊断及有手术指征的患者应果断

行剖腹探查术, 以免延误治疗的最佳时机. 因为

早期诊断及治疗对改善患者预后十分重要, Na-
kamura等[12]对原发性胃肠道淋巴瘤455例的临

床病理资料进行分析显示, 临床分期早是原发

性胃肠道淋巴瘤的长期存活率的独立预后因素. 
我们认为有几种情况应该考虑行手术治疗, 首
先病理组织学类型及临床分期是确定PGINHL
治疗方案的两个最重要因素[1,8], 虽然内镜活检

可以诊断PGINHL, 但有时较小的组织很难得到

准确的病理组织学类型, 而开腹手术可以使医

生获得较大的肿瘤组织样本进行病理分析, 可
以为PGINHL后续治疗提供可靠依据; 其次大部

分小肠NHL仍然需要依靠外科手术获取足够组

织标本才能明确诊断[13]; 还有当PGINHL引起穿

孔、肠梗阻、肠套叠时, 手术治疗是最佳治疗

方案. 如果PGINHL可以通过手术根治, 手术还

是应该作为首选, 其他微小转移病灶通过放化

疗可以得到有效治疗[14]; 最后即使是姑息性手

术也可以有效地切除肿瘤, 减轻放化疗负荷, 提
高疗效, 并且如果肿瘤组织过大, 放化疗容易引

起肠出血、穿孔或梗阻等并发症, 减瘤手术可

以有效减少这些并发症的发生.  

总之, 虽然PGINHL的术前临床诊断较困难, 
但是应尽量争取早期诊断和早期治疗, 对于不

能明确诊断及具备手术指征的PGINHL患者应

尽早手术治疗.  
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Abstract
AIM: To investigate the role of ETV1 in the pro-
liferation and apoptosis of gastrointestinal stro-
mal tumor (GIST) cells. 

METHODS: A recombinant lentiviral vector car-
rying the small interfering RNA targeting ETV1 
was constructed and used to infect GIST-T1 
cell. GIST cells were divided into three groups: 
a blank control group, a negative control group 
(PLVX-shRNA group), and an experimental 
group (PLVX-shRNA-ETV1 group). After infec-
tion, ETV1 expression was detected by Western 
blot. GIST cell proliferation and apoptosis were 
detected by MTT assay and flow cytometry, re-
spectively. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

ETV1转录因子在胃肠间质瘤中的作用

李 强, 徐 龙, 刘先发

®

■背景资料
胃肠间质瘤(gas-
trointestinal stro-
mal tumor, GIST)
是一类起源胃肠
道间叶组织的肿
瘤, 主要发生于消
化管道, 是胃肠道
最常见的间叶组
织肿瘤, 多见于胃
和 小 肠 .  主 要 由
kit或pdgfra(kit或
pdgfra是酪氨酸激
酶受体)基因突变, 
导致酪氨酸激酶
持续的活化引起
细胞增殖分化失
控导致GIST. 

RESULTS: In the early stages after lentiviral 
infection, cell proliferation in the experimental 
group showed no significant differences com-
pared to the blank control group (P = 0.539, 0.188) 
and negative control group (P = 0.877, 0.992). 
However, in the late stages, cell proliferation in 
the experimental group showed significant de-
creases compared to the blank control group (P 
= 0.014, 0.000, 0.020) and negative control group 
(P = 0.011, 0.000, 0.003). The rate of apoptosis in 
the experimental group was significantly higher 
compared to the blank control group (P = 0.000) 
and negative control group (P = 0.000).

CONCLUSION: ETV1 transcription factor may 
play an important role in the proliferation and 
apoptosis of GIST cells.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要 
目的: 在前期实验中, 我们通过体外构建干扰
人源性ETS变异基因1(human ETS variant gene 
1, hETV1 )基因shRNA的载体, 干扰ETV1表达, 
进而影响胃肠间质瘤细胞的侵袭作用, 在此, 
我们继续通过上述方法, 观察胃肠间质瘤细胞
增殖与凋亡的影响. 

方法: 体外构建干扰h E T V1 基因s h R N A的
慢病毒载体, 感染GIST-T1细胞. 实验分成3
组: 空白组、阴性对照组[P LV X(逆转录病
毒)-shRNA组]、实验组(PLVX-shRNA-ETV1
组),用Western blot方法对合成的靶点进行筛
选, 采用体外增殖培养试验(MTT法)和流式细
胞凋亡检测感染前后细胞增殖与凋亡的情况. 

结果: 在MTT实验的前期阶段, 实验组细胞增

■同行评议者
王 文 跃 ,  主 任 医
师, 中日友好医院
普通外科
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■研发前沿
因临床上对于胃
肠间质瘤的靶向
药 物 ,  其 作 用 靶
点是kit 基因的下
游信号分子酪氨
酸激酶 ,  因ki t 基
因存在二次突变
现 象 ,  从 而 导 致
临床上耐药的发
生 ,  继 而 寻 找 新
的 干 预 靶 点 ,  现
世界范围一些相
关蛋白及信号通
路 研 究 较 多 ,  对
于转录因子研究
相 对 较 少 ,  很 可
能成为今后的热
点 和 难 点 ,  本 文
对其做简单试探
性 的 研 究 ,  需 要
广大医务工作研
究者进行更深入
的 研 究 ,  为 以 后
的临床治疗及药
物的研发提供新
的思路.

殖数量未见明显下降, 与空白组(P  = 0.539、P  
= 0.188)及阴性对照组(P  = 0.877、P  = 0.992), 
无显著性差异, 而在后期阶段, 实验组细胞增
殖数量明显受到抑制, 与空白组(P  = 0.014、P  
= 0.000、P  = 0.020)及阴性对照组(P  = 0.011、
P  = 0.000、P  = 0.003), 有显著性差异; 同时在
细胞凋亡试验中, 实验组其凋亡率比空白组(P  
= 0.000)及阴性对照组(P  = 0.000)明显增高, 有
显著性差异. 

结论:  通过体外干扰E T V1转录因子 ,  导致
GIST-T1细胞在实验后期阶段有明显抑制作
用, 细胞凋亡明显增加, 从而影响胃肠间质瘤
细胞的进展. 

© 2013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: ETS变异基因1(ETS variant gene 1, ETV1)
转录因子的表达, 在一定程度上可以促进胃肠间

质瘤细胞的增殖, 同时抑制了胃肠间质瘤细胞的

凋亡进程. 通过对ETV1转录因子研究证明, ETV1
转录因子可能成为新的胃肠间质瘤(gastrointestinal 
stromal tumors)治疗靶点. 

李强, 徐龙, 刘先发. ETV1转录因子在胃肠间质瘤中的作用.  世

界华人消化杂志  2013; 21(35): 4037-4042  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/4037.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.4037

0  引言

胃肠间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, GIST)
是胃肠道最常见的间叶组织肿瘤 ,  其形成机

制主要由kit又名SCFR/CD117, stem cell factor 
receptor或pdgfra(platelet-derived growth factor 
receptor alpha, 血小板源性生长因子受体α多肽)
基因突变(kit或pdgfra是酪氨酸激酶受体), 从而

导致酪氨酸激酶的过度活化, 引起细胞增生和

凋亡失衡, 导致其肿瘤的形成及恶变行为[1]. 目
前, 甲磺酸伊马替尼等一些靶向治疗药可以有

效阻止kit受体的持续活化, 抑制GIST的生长, 对
GIST的转移和复发均有显著疗效, 因长期服用

甲磺酸伊马替尼等一些靶向治疗药, 有部分病

人出现耐药现象, 进一步研究证实, 由于ki t基
因的二次突变或多次突变, 从而导致临床上耐

药的发生[2,3]. 前期实验我们发现, ETS变异基因

1(ETS variant gene 1, ETV1)是转录因子高表达

于GIST, 抑制GIST的侵袭作用, 在此, 我们继续

前期实验[4], 干扰ETV1基因表达, 观察其对GIST

的增殖与凋亡的影响, 进一步证实ETV1基因可

能成为GIST治疗的新靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃肠间质瘤细胞株GIST-T1由上海

拜力生物科技有限公司提供 .  高糖的D M E M
培养基、胎牛血清(美国Hyclone公司). 慢病毒

的构建由深州市百恩维生物科技公司提供. 检
测的试剂MTT(美国Solarbio公司), ANNEXIN 
V-FITC凋亡试剂盒(美国Solarbio公司). CO2培

养箱(Sanyo公司), 超净工作台(苏州半导体设

备厂), Olympus倒置显微镜及成像系统IX71(日
本Olympus公司), M5/M5e多功能酶标仪[美国

Molecular Devices(MD)公司], 流式细胞仪Flow 
Cytometer-FACSAria Ⅱ(美国BD公司). 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: GIST-T1用含10%胎牛血清的高

糖DMEM培养基, 置于37 ℃恒温、5%CO2的饱

和湿度培养箱中进行培养. 
1.2.2 观察细胞增殖实验: 调整细胞数大约为5×
104个/mL接种于96孔板中, 每孔中加入200 µL
的细胞悬液, 以只加不含细胞培养液作为调零

孔, 每组设6个复孔, 接种96孔板后分别与1、
4、7、10、14 d检测. 检测时每孔加入5 mg/mL 
MTT 20 µL, 继续置于37 ℃恒温、5%CO2的培养

箱孵育4 h, 吸弃培养液, 每孔加入150 µL DMSO, 
振荡10 min, 用酶标仪测定490 nm波长吸光度值

(A 490), 实验重复3次. 采用Compare Means/One-
way ANOVA检验, 分析空白组、阴性对照组和

实验组之间的差异. 
1.2.3 细胞凋亡实验: 采用流式细胞仪Annexin 
V-FITC[Annexin A5-green fluorescein/propidium 
iodide, 膜联蛋白A5-绿色荧光素/碘化丙啶(prop-
idium iodide, PI)]/PI双染色法, 贴壁生长的细胞

用含有0.02%EDTA的0.25%胰蛋白酶消化成单

细胞悬液, 调整待测细胞的浓度为5×105-1×106

个/mL. 取1 mL细胞, 1000 r/min, 4 ℃离心10 min, 
弃上清. 加入1 mL预冷的PBS, 轻轻震荡使细胞

悬浮, 1000 r/min, 4 ℃离心10 min, 弃上清. 重复

步骤3次. 将细胞重悬于200 µL Binding Buffer. 
加入10 µL Annexin V-FITC和10 µL PI, 轻轻混匀, 
避光室温反应15 min或者4 ℃反应30 min. 加入

300 µL Binding Buffer, 在1 h内上机检测. 观察: 
Annexin V-FITC结合到凋亡细胞后, 在蓝色光的

激发下, 发出绿色荧光, 可区分凋亡细胞与正常

细胞, 碘化丙啶是一种核酸染料, 他不能穿透完
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■相关报道
EST家族参与调
节细胞的增生分
化 ,  与 肿 瘤 的 侵
袭和迁移关系十
分 密 切 ,  据 最 新
Ping等研究发现, 
通过对转录因子
hETV1和对kit研
究证明其共同影
响GIST的分化与
进 展 ,  如 果 干 扰
hETV1, 从而影响
GIST的kit 基因表
达, 将有可能降低
突 变 后 K I T 蛋 白
的合成, 这种作用
不会受kit 基因外
显子突变种类的
影响, 有望彻底纠
正减少酪氨酸激
酶的过度活化. 类
似对于EST家族
的一些成员, 与肿
瘤关系密切, 其相
关报道也有一些
相关文献.

整细胞膜, 但对凋亡晚期细胞和死细胞的破损

细胞膜能够穿透, 并使细胞核染成红色, Annexin 
V-FITC与PI匹配使用, 可以将凋亡早期的细胞

和晚期的细胞区分开来. 结果判断: 左上象限显

示坏死细胞(FITC-/PI+); 右上象限显示晚期凋亡

细胞(FITC+/PI+); 左下象限显示正常细胞(FITC-/
PI-); 而右下象限显示早期凋亡细胞(FITC+/PI-). 
采用Compare Means/One-Way ANOVA检验, 分
析空白组、阴性对照组及实验组之间的差异. 

统计学处理 采用mean±SD表示, 样本均数

比较采用方差分析, 用SPSS13.0统计软件进行方

差分析. P <0.05为差异有统计学意义.

2   结果 

2.1 shRNA-hETV1慢病毒转染GIST-T1细胞 如
图1所示, 经慢病毒转染的GIST-T1细胞, 转染率

达90%以上, 表明已合成的干扰序列90%以上转

入到GIST-T1(胃肠间质瘤细胞)细胞核中. 
2.2 体外干扰hETV1转录因子对GIST-T1细胞生

长和凋亡的影响

2 . 2 . 1  观察干扰前后细胞的生长曲线变化 : 
GIST-T1细胞呈梭形细胞、非普通型上皮样细

胞(表1). 通过转染GIST-T1细胞后分别于第1、
4、7、10、13天通过MTT法测其吸光度(A值), 
通过测得的数值并描述其生长曲线. 

表1中, 空白组、阴性对照组和实验组随着

时间的延长, 其测定的吸光度也逐渐增加. 在第

1-7天之间, 阴性对照组与试验组相比较, 无明

显差异性(P >0.05), 无统计学意义; 实验组与空

白组及实验组与阴性对照组相比较, 均无显著

性差异(P >0.05), 无统计学意义. 然而在第7天开

始以后, 阴性对照组与试验组相比较, 无明显差

异性(P >0.05), 无统计学意义; 实验组与空白组

(P  = 0.000和P  = 0.001)及实验组与阴性对照组

(P  = 0.000和P  = 0.001)相比较均有显著性差异

2013-12-18|Volume 21|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com

图  1  慢病毒转染GIST-T1细胞72 h的荧光表达情况(×200). A: 经慢病毒转染GIST-T1细胞72 h倒置显微镜下结果; B: 经慢

病毒转染GIST-T1细胞72 h荧光倒置显微镜下结果. GIST: 胃肠间质瘤.

A B

表  1  干扰hETV1转录因子转染GIST-T1细胞前后A 值的变化 (n  = 18)

     分组 第1天 第4天 第7天 第10天 第13天

空白组 0.1683±0.0237 0.4390±0.0638 0.9470±0.0761 1.1383±0.1095 1.1353±0.1045

阴性对照组 0.1633±0.0180 0.4715±0.0339 0.9218±0.0499 1.1228±0.0573 1.1357±0.1193

实验组 0.1605±0.0153 0.4733±0.0355 0.8108±0.1214 0.9123±0.1342 0.9877±0.1065   

F值 0.586 1.716 7.034 17.201 8.103

P值 0.562 0.195 0.003 0.000 0.001

aP<0.05 vs  阴性对照组. hETV1: 人源性ETS变异基因1; GIST: 胃肠间质瘤.

图  2  GIST-T1培养72 h的细胞形态(×200). GIST: 胃肠间质瘤. 
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■创新盘点
针对ETS家族的
研究报道很多, 而
对于ETV1(转录
因子)对于胃肠间
质瘤方面的相关
报道比较少, 同时
因kit 基因存在二
次 突 变 现 象 ,  从
而针对临床上抑
制kit 基因的下游
信号分子酪氨酸
激酶的靶向药物
耐 药 的 发 生 ,  继
而寻找新的干预
靶点, Ping Chi等
通过对转录因子
hETV1和对KIT
研究证明其共同
影响GIST的分化
与 进 展 ,  但 对 于
对其胃肠间质瘤
的增值、分化及
如何影响其肿瘤
的转移能力未进
行进一步研究, 所
以在此本文针对
hETV1影响胃肠
间质瘤的增值、
分化及凋亡进行
研究, 但对其影响
其侵袭能力, 在前
面已经做了研究.

(P <0.05), 有统计学意义. 
如表2示, 阴性对照组分别与第1-13天, 细胞

无明显死亡; 实验组于第1-7天, 细胞无明显死

亡, 然而, 在第7天之后, 大约有25%的细胞出现

了死亡. 
通过表1结果, 采用第1、4、7、10、13天所

测的吸光度平均值, 绘制出GIST-T1细胞生长曲

线(图2, 3). 图3示, 实验组、空白组和阴性对照

组在第1-6天时, 其描述的生长曲线基本重叠, 然
而在第6天开始以后实验组的生长曲线与空白

组、阴性对照组相比, 有所下降, 其下降幅度不

十分明显.
2.2.2 观察干扰前后细胞凋亡情况: 通过慢病毒

转染GIST-T1细胞72 h后, 阴性对照组与空白组

相比较, 出现了早期凋亡及晚期凋亡现象; 实验

组与空白组相比, 其早期凋亡及晚期凋亡显著

增多, 实验组与阴性对照组相比, 早期凋亡及晚

期凋亡也明显增多(图4). 
通过慢病毒转染GIST-T1细胞72 h后, 空白

组、阴性对照组及实验组其早期凋亡率及晚

期凋亡率组内相比较, 阴性对照组与空白组相

比较, 出现早期凋亡率及晚期凋亡率均有差异

(P <0.05), 有统计学意义. 试验组与空白组、实

验组与阴性对照组相比较, 出现的早期凋亡率

及晚期凋亡率均有显著性差异(P <0.05), 有统计

学意义, 其主要表现为一个早期凋亡过程(表3). 

3  讨论

GIST是一类起源于胃肠道间叶组织的肿瘤, 他们

好发于胃、小肠和结肠, 其他消化系较为少见[5,6], 
没有典型的临床表现[7], 现认为, GIST主要起源

于胃肠道肌间神经丛周围的Cajal间质细胞[8,9]. 在
胃肠间质瘤中, 由于c-kit原癌基因的突变, 导致

其下游的酪氨酸激酶在没有配体的情况下, 持续

活化, 导致其GIST细胞增殖分化失控, 从而引发

肿瘤形成. 因此, 抑制酪氨酸激酶的持续活化成

为控制GIST研究的靶标[8]. 甲磺酸伊马替尼等一

些抗肿瘤靶向药可以有效地阻止酪氨酸激酶的
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图  3  经慢病毒转染GIST-T1(胃肠间质瘤细胞)前后的细胞生长曲线. 

表  2  干扰hETV1转录因子转染GIST-T1细胞的存活率比
较 (n  = 3, %)

     分组 第1天 第4天 第7天 第10天 第13天

阴性对照组 97.03 107.40 97.34 99.03 100.04

实验组 95.37 107.81 85.62 80.15   87.00

表  3  慢病毒转染GIST-T1(胃肠间质瘤细胞)72 h后各组
细胞凋亡率的比较 (mean±SD, %)

     分组(区域)              %   P 值

空白组

  坏死细胞   2.8563±0.0853

  晚期凋亡细胞   3.8540±0.1347

  早期凋亡细胞   0.9090±0.0146

  正常细胞 92.3806±0.2215

阴性对照组

  坏死细胞   3.1353±0.1082

  晚期凋亡细胞   9.3180±0.1298 0.000

  早期凋亡细胞 32.8277±1.5802 0.000

  正常细胞 54.7190±1.5691

实验组

  坏死细胞   6.4520±0.1820

  晚期凋亡细胞 10.9580±0.4358 0.000

  早期凋亡细胞 61.9930±1.3725a 0.000

  正常细胞 20.5970±1.9096

aP<0.05 vs  阴性对照组.
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持续激活, 抑制肿瘤的生长, 对GIST患者均有一

定的疗效[10,11]. 因长期服用此类药物, 导致临床上

部分出现耐药现象, 研究发现, 在出现对耐药患

者的基因分析发现, 耐药病人的基因的kit基因出

现新的突变或者存在二次或多次突变现象发生, 
从而解释了临床上耐药现象的发生. 为了进一步

解决对于临床耐药患者的治疗, 我们必须进一步

寻找新的靶点, 进行靶向干预治疗. 
在人类中, ETS域的转录因子家族包括27种

蛋白质, ETV1因子是其中之一, 我们前期实验发

现, ETV1转录因子与GIST的侵袭和转移存在密

切关系, 他可以促进GIST的侵袭和转移[12-14]. 同
时Chi等[15]研究发现, ETV1普遍高表达在胃肠道

间质瘤和伊马替尼的敏感和耐药的GIST细胞株

中, 促进其的生长和增殖. 
我们继续通过采用基因干扰技术, 沉默掉

GIST-T1细胞株的hETV1转录因子, 对其进行

生长和凋亡研究, 在其结果示, 干扰hETV1基因

的实验组和空白组及阴性对照组相比较, 在前

期阶段GIST-T1细胞生长没有出现一个明显的

抑制状态, 而到后期阶段, 可以看见经沉默掉

hETV1基因的实验组较空白组及阴性对照组有

一个明显的生长抑制, 可能GIST-T1细胞株的

生长在早期阶段, hETV1转录因子只是部分参

与肿瘤的生长, 可能存在另外的基因共同参与

GIST-T1细胞的生长和分化, hETV1对于早期胃

肠间质瘤的生长只是起一个次要地位. 但是在

后期阶段, hETV1转录因子对GIST-T1细胞存在

明显的抑制, 证实说明, 此阶段hETV1起主要作

用; 另外我们对GIST-T1细胞凋亡加以研究也发

现, 经沉默hETV1基因的实验组较空白组及阴性

对照组有一个明显的凋亡现象, 说明hETV1转录

■应用要点
临床针对突变kit
或pdgf ra 基因为
干扰靶点研发的
药物, 比如伊马替
尼等抗肿瘤药物, 
由于突变的kit 或
pdgfra基因存在多
位点和二次突变
的现象, 从而导致
抗肿瘤药物的耐
药, 本研究体外构
建干扰ETV1 基因
shRNA的载体, 干
扰ETV1表达, 观
察其对GIST的增
值、分化的影响, 
以寻找新的GIST
治疗靶点,为临床
胃肠间质瘤的治
疗提供新的思路.
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图  4  慢病毒转染GIST-T1细胞72 h后各组细胞凋亡流式图. A-C: 空白组; D-F: 阴性对照组; G-I: 实验组.
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因子在调控胃肠间质瘤的凋亡起着主要的作用. 
经大量文献证实, c-kit基因的高表达与突变导致

酪氨酸激酶持续的活化, 导致胃肠间质瘤增生

与凋亡失衡, 从而导致肿瘤过度增殖, 减缓凋亡

的发生. 我们在前期试验中在此对发现, 经过沉

默掉hETV1基因的GIST-T1细胞行免疫化学, 经
沉默掉hETV1基因的实验组较空白组及阴性对

照组相比, 其染色度明显变浅, 说明沉默hETV1
基因的GIST-T1细胞体外C-KIT蛋白表达明显降

低, 从而让我们联想到, hETV1转录因子与c-kit
基因存在着某种密切的联系, 很大可能程度上

通过抑制hETV1转录因子, 抑制c-kit在胃肠间质

瘤中的过表达, 稳定其基因, 减少突变的发生率, 
从而抑制胃肠间质瘤生长, 加速其凋亡的进程. 
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Abstract
AIM: To develop a prediction rule to stratify 
risk for colorectal neoplasms in asymptomatic 
individuals in southern Jiangsu province, and to 
evaluate its screening efficiency.

METHODS: Asymptomatic persons in southern 
Jiangsu province who had complete colonos-
copy data were included in this study. All par-
ticipants were asked to complete a questionnaire 
which covered information on potential risk 
factors, including demographic characteristics, 
medical history, smoking, alcohol consumption, 
dietary intake, and other factors that may be 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

苏南地区无症状人群结直肠肿瘤发生风险评分系统的建
立与验证

陈国昌, 毛伯能, 刘 芊, 钱 佶, 刘 雷

®

■背景资料
多数散发性结直
肠癌患者来自50
岁以上的无症状
平均风险人群. 对
该人群进行结肠
镜筛查, 可以明显
降低结直肠癌的
发病率和死亡率. 
然而, 我国目前的
卫生资源无法支
持针对该人群的
结肠镜筛查策略. 

associated with colorectal neoplasms. A mul-
tivariable logistic regression method was used 
to identify independent predictors of colorectal 
neoplasms. A prediction rule was developed 
from the logistic regression model by using a 
regression coefficient-based scoring method, 
and then internally validated. The screening effi-
ciency of the prediction rule was assessed by its 
calibration, discrimination, and accuracy.

RESULTS: A total of 905 asymptomatic persons 
were included in this study. The prediction rule 
comprised three variables (age, smoking, and 
alcohol consumption), with scores ranging from 
0 to 6. The prediction rule had good calibration 
(P = 0.093) and good discrimination (area under 
the receiver operating characteristic curve = 0.65, 
95%CI: 0.61-0.69).  When a score of 1.5 was used 
as the screening cutoff value, the sensitivity, spec-
ificity, accuracy, positive predictive value, nega-
tive predictive value, positive likelihood ratio, 
and negative likelihood ratio were 65.1%, 57.2%, 
59.9%, 44.4%, 75.7%, 1.52, and 0.61, respectively.

CONCLUSION: The developed prediction rule 
had good screening efficiency and, thus, can be 
used as a preliminary method to screen colorec-
tal neoplasms in asymptomatic individuals in 
southern Jiangsu province.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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目的: 建立苏南地区无症状人群结直肠肿瘤
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■研发前沿
无症状平均风险
人群的结直肠癌
筛查策略是国内
外研究的热点, 如
何对该人群进行
有效危险分层是
目前研究的重点.

发生风险评分系统, 并评价其筛查效能.

方法: 以接受结肠镜检查的苏南地区籍无症
状人群为研究对象, 通过面对面调查获取其人
口学特征、既往疾病史、吸烟史、饮酒史、

饮食习惯等信息. 采用多元Logistic回归分析
方法建立结直肠肿瘤发生风险预测模型. 根据
模型中各变量的β值赋予分值, 建立结直肠肿
瘤发生风险评分系统, 并进行内部人群验证. 
通过预测一致性、区分能力和筛查准确度评
价评分系统的筛查效能.

结果:  共纳入905例合格研究对象 .  所建立
的评分系统由年龄、吸烟、饮酒3个变量组
成, 分值范围为0-6分, 其预测的一致性好(P  = 
0.093), 区分能力较好(受试者工作特性曲线下
面积为0.65, 95%CI: 0.61-0.69). 以1.5分作为
筛查界值, 其敏感度、特异度、准确率、阳性
预测值、阴性预测值、阳性似然比、阴性似
然比分别为65.1%、57.2%、59.9%、44.4%、

75.7%、1.52和0.61.

结论: 所建立的结直肠肿瘤发生风险评分系
统具有较好的筛查效能, 可以作为结直肠肿瘤
的初筛工具, 应用于苏南地区无症状平均风险
人群的结直肠肿瘤筛查.

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 结直肠肿瘤; 结肠镜; 横断面研究; 筛查; 危

险因素

核心提示: 本研究所建立的结直肠肿瘤发生风险评

分系统由年龄、吸烟、饮酒等3个变量组成, 具有

较好的区分度, 较高的敏感度和阴性预测值, 适用

于苏南地区无症状平均风险人群结直肠肿瘤初筛, 
可明显提高筛查效能.

陈国昌, 毛伯能, 刘芊, 钱佶, 刘雷. 苏南地区无症状人群

结 直 肠 肿 瘤 发 生 风 险 评 分 系 统 的 建 立 与 验 证 .   世 界 华 人

消化杂志  2013; 21(35): 4043-4049  URL: http:/ /www.
wjgnet.com/1009-3079/21/4043.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.4043

0  引言

结直肠肿瘤是我国常见恶性肿瘤之一, 近20年
来其发病率和死亡率均呈明显上升趋势[1,2]. 结
直肠肿瘤主要包括结直肠癌、结直肠腺瘤和结

直肠息肉[3]. 目前认为, 结直肠癌大多由腺瘤性

息肉发展而来, 70%-75%新诊断的结直肠癌患

者来自于50岁以上的无症状平均风险人群[4]. 所

谓无症状平均风险人群, 是指无结直肠癌相关

症状或预警症状、无结直肠癌和结直肠腺瘤性

息肉病史及家族史、无遗传性结直肠癌和炎症

性肠病病史的人群[4]. 对无症状平均风险人群进

行结肠镜筛查, 可以发现早期结直肠癌和癌前

病变并进行及时治疗. 所以, 可望有效降低该人

群结直肠癌的发病率和死亡率[5]. 然而, 我国目

前的卫生资源无法支持针对全人群的结肠镜筛

查策略[6]. 研究表明, 平均风险人群并非等同于

低风险人群[4,7]. 如果利用容易获得的信息, 如年

龄、性别等, 对无症状平均风险人群的结直肠

肿瘤患病风险进行准确预测(危险分层), 然后针

对其中患病风险较高的人群再进行结肠镜筛查, 
必将大大提高筛查效能, 降低人群筛查费用. 本
文拟通过研究、探讨我国苏南地区汉族无症状

人群结直肠肿瘤发生风险的最佳预测因子, 在
此基础上建立该人群结直肠肿瘤发生风险评分

系统, 并评价其作为结直肠肿瘤初筛工具的有

效性.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为2011-07/2012-12在江苏大

学附属宜兴医院进行常规健康体检时, 接受结

肠镜检查的苏南地区籍无症状平均风险人群. 
纳入标准: 拟行结肠镜检查; 年龄≥40岁; 汉族; 
无症状或仅有结直肠非特异症状(轻微腹痛、间

歇腹泻或便秘)的体检人群. 排除标准: (1)一、

二级亲属有结直肠肿瘤史; (2)60岁以下一级亲

属中有腺瘤性息肉病史或家族遗传性综合征(包
括家族性腺瘤性息肉病、遗传性非息肉性结直

肠癌、Turcot综合征、Oldfield综合征等); (3)有
结直肠癌或息肉病、炎症性肠病、其他器官肿

瘤等病史; (4)有缺铁性贫血或粪便隐血试验阳

性、便血、体重明显减轻、里急后重等症状; 
(5)近5年结肠镜检查史; (6)结直肠手术史.
1.2 方法 采用横断面研究设计. 在结肠镜检查

前进行问卷调查, 调查内容包括人口学特征、

既往疾病史、手术史、服药史、吸烟史、饮酒

史、饮茶史、体力活动情况、饮食习惯、排便

频率等. 由经验丰富的2名消化内镜专家进行结

肠镜检查操作, 并负责填写结肠镜检查结果. 结
直肠肿瘤包括息肉和浸润癌. 息肉病理类型分

为腺瘤性息肉、增生性息肉、炎症性息肉和未

能确定类型的息肉. 腺瘤性息肉进一步分为管

状腺瘤、管状绒毛状腺瘤、绒毛状腺瘤和重度

不典型增生. 重度不典型增生包括黏膜内癌和



陈国昌, 等. 苏南地区无症状人群结直肠肿瘤发生风险评分系统的建立与验证				              4045

■相关报道
C a i 等 建 立 汉 族
无症状平均风险
人群结直肠进展
期肿瘤发生风险
评 分 系 统 .  该 评
分系统由年龄、
性别、吸烟、糖
尿病史、蔬菜摄
入、腌制食品摄
入、油炸食品摄
入、白肉摄入等8
个变量组成, 分值
范围0-14分. 建议
高风险人群(>3分)
进行结肠镜筛查.

原位癌. 浸润癌是指恶性细胞浸润超过黏膜肌

层的肿瘤. 只有肠道准备良好、完成全结肠检

查(结肠镜到达回盲瓣)的研究对象才被纳入统

计学分析.
统计学处理 采用EpiData3.02软件, 通过双

录入核查方式建立数据库. 采用SPSS19.0软件对

数据进行统计分析. 所有分析均为双侧检验. 多
因素分析的检验水准为0.05. (1)结直肠肿瘤发生

风险预测模型及其评分系统的建立与评价: 以
结肠镜检查结果(结直肠肿瘤有或无)作为应变

量, 以人口学特征等其他变量作为自变量, 进行

单因素分析和多因素分析. 根据自变量的数据

性质, 分别采用两组资料t检验、Mann-Whitney 
U 检验、χ2检验等方法进行单因素分析. 选择

单因素分析结果中P <0.10的自变量作为潜在的

结直肠肿瘤预测变量, 采用多元Logistic回归分

析方法进行多因素分析, 建立结直肠肿瘤发生

风险预测模型. 为了便于临床应用, 将上述模型

中的连续性变量转换成分类变量后重新进行多

元Logistic回归分析, 根据新Logistic回归模型中

各变量的β值赋予分值[6,8], 建立结直肠肿瘤发

生风险评分系统. 风险预测的一致性评价采用

Hosmer-Lemeshow拟合优度检验方法. 风险预

测模型及其评分系统的区分能力通过受试者工

作特性曲线(ROC曲线)下面积进行评价[6,8]. 准确

度评价采用敏感度、特异度、准确率、阳性预

测值、阴性预测值、阳性似然比、阴性似然比; 
(2)结直肠肿瘤发生风险评分系统的内部人群验

证: 采用非参数Bootstrap方法进行验证[6,9]; (3)与
其他类似评分系统的比较:已报道的类似评分系

统包括Cai等[6]、Yeoh等[10]、Betés等[11]和Lin等[12]

建立的评分系统. 分别计算上述4个评分系统在

本研究人群中的ROC曲线下面积及其95%可信

区间. 采用U检验方法比较本研究所建立的评分

系统与上述4个评分系统ROC曲线下面积的差

异性.

2  结果

2.1 研究对象特征 共纳入985例合格研究对象, 
其中905例(91.9%)完成了全结肠检查, 被纳入

后续的统计分析 .  在905例研究对象中 ,  男性

393例(43.4%), 平均年龄56.6岁±10.1岁. 312例
(5.3%)结直肠肿瘤中, 息肉占90.1%(281/312), 浸
润癌占9.9%(31/312). 在息肉病理类型中, 腺瘤

性息肉、增生性息肉、炎症性息肉和未能确

定类型息肉的例数分别为100例(35.6%)、72例

(25.6%)、62例(22.1%)和47例(16.7%). 在腺瘤

性息肉中, 管状腺瘤、管状绒毛状腺瘤、绒毛

状腺瘤和重度不典型增生的例数分别为57例
(57%)、35例(35%)、6例(6%)和2例(2%).
2.2 结直肠肿瘤发生风险预测模型及其评分系

统的建立与评价 单因素分析结果显示, 年龄、

性别、教育程度、高血压、冠心病、胆囊手术

史、吸烟、饮酒、红肉(猪、牛、羊肉任意一

种)摄入是结直肠肿瘤发生风险的潜在预测因子

(P <0.10)(表1). 多因素分析结果显示, 年龄、吸

烟、饮酒是结直肠肿瘤发生风险的独立预测因

子(表1). Hosmer-Lemeshow拟合优度检验结果显

示, Logistic回归模型的拟合优度良好(P = 0.093). 
ROC曲线下面积(95%CI)为0.66(0.62-0.69)(P<0.0
01), 说明Logistic回归模型的区分度尚可.

为了便于临床应用, 将上述模型中的连续性

变量“年龄”转换成分类变量后重新进行多元

Logistic回归分析(表2). ROC曲线下面积(95%CI)
为0.66(0.62-0.69)(P <0.001), 新模型的区分度与

原模型的区分度相同. 基于新Logistic回归模型

建立的结直肠肿瘤发生风险评分系统由3个变

量组成(年龄、吸烟、饮酒), 分值范围为0-6分
(表2). 随着分值增高, 研究对象中结直肠肿瘤

患者的比例呈增高趋势(表3). 评分系统的ROC
曲线分析结果显示, ROC曲线下面积(95%CI)为
0.65(0.61-0.69)(P <0.001), 说明其区分度尚可.

基于评分系统ROC曲线, 以1.5分作为界值, 
将研究对象划分为结直肠肿瘤低风险人群(448
例, 49.5%)和高风险人群(457例, 50.5%)(表3). 高
风险人群(>1分)中结直肠肿瘤的比例为44.4% 
(203/457), 显著高于低风险人群(0-1分)中结直

肠肿瘤的比例(24.3%, 109/448)(P <0.001)(表3). 
预测界值下评分系统筛查工具的敏感度、特异

度、准确率、阳性预测值、阴性预测值、阳性

似然比、阴性似然比分别为65.1%、57.2%、

59.9%、44.4%、75.7%、1.52和0.61. 高风险人

群中包含了65.1%(203/312)的结直肠肿瘤病例.
2.3 结直肠肿瘤发生风险评分系统的内部人群

验证 非参数Boots t rap方法验证结果显示, 评
分系统的平均ROC曲线下面积(95%CI)为0.66 
(0.62-0.68), 与建模人群的ROC曲线分析结果 
相似.
2.4 与其他类似评分系统的比较 在5种评分系

统中 ,  本文所建立的评分系统的区分度最好 , 
但与其他4种评分系统的区分度均无明显差别

(P >0.05)(表4).
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■创新盘点
结直肠肿瘤主要
包括结直肠癌、
结直肠腺瘤和结
直肠息肉. 本研究
首次建立了苏南
地区无症状平均
风险人群结直肠
肿瘤发生风险评
分系统. 与国内外
报道的结直肠进
展期腺瘤或进展
期肿瘤发生风险
评分系统相比, 本
研究所建立的危
险分层评分工具
对于苏南地区人
群具有更高的区
分度.

2013-12-18|Volume 21|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  结直肠肿瘤危险因素的单因素分析和多因素分析结果

     

变量 总例数(n  = 905)
有结直肠肿瘤(n  = 312) 无结直肠肿瘤(n  = 593)

P 值1 OR值2 95%CIc P 值d

n % mean±SD n % mean±SD

分类变量

  性别 < 0.001

    男 393 167 42.5 226 57.5

    女 512 145 28.3 367 71.7

  教育程度 0.054

    文盲或小学 430 162 37.7 268 62.3

    中学或以上 475 150 31.6 325 68.4

  高血压 0.043

    有 211   85 40.3 126 59.7

    无 694 227 32.7 467 67.3

  糖尿病 0.213

    有   44   19 43.2   25 56.8

    无 861 293 34.0 568 66.0

  高血脂 0.102

    有   33     7 21.2   26 78.8

    无 872 305 35.0 567 65.0

  冠心病 0.001

    有   16   12 75.0     4 25.0

    无 889 300 33.7 589 66.3

  胃手术史 0.657

    有   17     5 29.4   12 70.6

    无 888 307 34.6 581 65.4

  胆囊手术史 0.012

    有   50     9 18.0   41 82.0

    无 855 303 35.4 552 64.6

  阑尾手术史 0.438

    有   78   30 38.5   48 61.5

    无 827 282 34.1 545 65.9

  阿司匹林服用  0.298

    有   21     5 23.8   16 76.2

    无 884 307 34.7 577 65.3

  吸烟 < 0.001

    有 210 100 47.6 110 52.4 1.64 1.13, 2.37 0.009

    无 695 212 30.5 483 69.5 1

  饮酒 < 0.001

    有 143   70 49.0   73 51.0 1.66 1.08, 2.54 0.020

    无 762 242 31.8 520 68.2 1

  饮茶 0.117

    经常 191   75 39.3 116 60.7

    偶尔 714 237 33.2 477 66.8

  体力活动 0.502

    轻度 169   62 36.7 107 63.3

    中度或重度 736 250 34.0 486 66.0

  绿色蔬菜摄入 0.310

    经常 880 301 34.2 579 65.8

    偶尔   25   11 44.0   14 56.0

  水果摄入 0.173

    经常 472 153 32.4 319 67.6

    偶尔 433 159 36.7 274 63.3

  牛奶摄入 0.306
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3  讨论

本研究所建立的结直肠肿瘤发生风险评分系统

由年龄、吸烟、饮酒等3个变量组成, 具有良好

的预测一致性, 较好的区分度, 较高的敏感度和

阴性预测值, 可以应用于苏南地区无症状平均

风险人群结直肠肿瘤的初筛. 对于被评分系统

筛查工具判断为低风险的人群, 定期随访或进

行粪便隐血试验检查即可; 而对于高风险人群, 
建议进行全结肠检查, 以发现潜在的结直肠病

变. 本研究结果有助于建立具有苏南地区特色

的结直肠肿瘤筛查策略, 从而明显提高苏南地

区结直肠肿瘤筛查的效能, 降低筛查费用, 节约

卫生资源.
大量证据显示, 本研究所建立的结直肠肿

瘤发生风险评分系统是有效和可信的, 可以作

为结直肠肿瘤初筛工具, 应用于苏南地区无症

状平均风险人群的结直肠肿瘤筛查. 首先, 我们

的研究结果显示, 无论是建模还是内部人群验

证, 该评分系统均表现出较好的区分度, 可以

较为准确地区分高风险人群和低风险人群. 其
次, 该评分系统的敏感度尚可(65.1%), 高风险

人群包含了多数结直肠肿瘤病例, 且其阴性预

测值较高(75.7%), 所以, 可以作为结直肠肿瘤

的初筛工具应用于人群筛查; 第三, 该评分系

统仅由3个变量组成, 方便易用, 与已报道的类

似评分系统相比, 具有相似的区分度, 适合于

苏南地区人群的结直肠肿瘤筛查; 第四, 采用

基于本研究结果的危险分层筛查策略, 在减少

■应用要点
本研究所建立的
评分系统可以应
用于苏南地区无
症状平均风险人
群结直肠肿瘤的
初筛. 对于低风险
人群(0-1分), 定期
随访或进行粪便
隐血试验检查即
可; 而对于高风险
人群(>1分), 建议
进行结肠镜筛查, 
以发现潜在的结
直肠病变.
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    经常   88   26 29.5   62 70.5

    偶尔 817 286 35.0 531 65.0

  蛋类摄入 0.731

    经常 419 142 33.9 277 66.1

    偶尔 486 170 35.0 316 65.0

  腌制食品摄入 0.920

    经常 132   45 34.1   87 65.9

    偶尔 773 267 34.5 506 65.5

  油炸熏制食品摄入 0.990

    经常   32   11 34.4   21 65.6

    偶尔 873 301 34.5 572 65.5

  竹笋摄入 0.374

    经常 195   62 31.8 133 68.2

    偶尔 710 250 35.2 460 64.8

  红肉摄入3 0.031

    经常 630 203 32.2 427 67.8

    偶尔 275 109 39.6 166 60.4

  白肉摄入4 0.199

    经常 642 213 33.2 429 66.8

    偶尔 263   99 37.6 164 62.4

  排便频率 0.289

    2日或以上1次 219   82 37.4 137 62.6

    每日1次或以上 686 230 33.5 456 66.5

连续变量

年龄(岁)   59.2 ±10.1 55.2±9.9 < 0.001 1.04 1.03, 1.06 < 0.001

体质量指数(kg/m2) 23.4± 2.7 23.2±3.0 0.374

1单因素分析结果; 2多因素分析结果; 3红肉包括猪、牛、羊肉; 4白肉包括鸡、鸭、鱼肉.

表  2  新Logistic回归模型及其评分系统

     
变量   β值 OR值     95%CI    P 值 分值

年龄(岁)

  40-49 1   0

  50-59 0.353 1.42 0.97, 2.09   0.072   1

  60-69 0.779 2.18 1.49, 3.19 <0.001   2

  >69 1.317 3.73 2.26, 6.15 <0.001   4

吸烟

  无 1   0

  有 0.509 1.66 1.15, 2.41   0.007   1

饮酒

  无 1   0

  有 0.495 1.64 1.07, 2.51   0.023   1
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49.5%(448/905)结肠镜检查例数的情况下, 可以

筛查出65.1%(203/312)的病例, 所以, 这种策略

明显提高了人群筛查效率. 第5, 我们的研究发

现, 年老、吸烟、饮酒是结直肠肿瘤的独立危

险因素, 这与文献报道的结果相一致[13-17]. 已有

大量研究证实, 随着年龄增加, 结直肠癌的发病

风险明显增大, 所以国外筛查指南建议从50岁
开始针对无症状平均风险人群进行结直肠癌筛

查[13]. 多数研究结果表明, 吸烟可以明显增加结

直肠肿瘤的发病风险[14,15], 所以国外筛查指南将

吸烟量>20包年的人群作为结直肠肿瘤的高危

人群进行重点筛查[13]. 来自于多个不同种族人群

的研究结果证实,饮酒可以明显增加结直肠肿瘤

的发病风险[16,17].
本研究可能存在以下主要缺陷: (1)由于样

本量相对较少(合格研究对象905例, 其中结直肠

肿瘤312例), 所以, 只能将所有研究对象用于建

模. 本研究结果需要在更大的外部人群中进一

步进行验证. (2)本研究采用横断面研究设计, 很
多潜在危险因素的资料来自于研究对象的回忆,
可能存在回忆偏倚. 尽管存在上述缺陷, 我们的

研究结果显示, 我们所建立的评分系统仍然是

有效和可信的.

总之, 本研究所建立的结直肠肿瘤发生风险

评分系统具有良好的预测一致性, 较好的区分

度, 较高的敏感度和阴性预测值. 研究结果有助

于建立具有苏南地区特色的结直肠肿瘤筛查策

略. 该评分系统应用于苏南地区无症状平均风

险人群的结直肠肿瘤初筛, 可望明显提高苏南

地区结直肠肿瘤筛查的效能, 降低筛查费用, 节
约卫生资源.

志谢: 感谢第二军医大学临床流行病学与循证

医学中心蔡全才教授和钱维助理研究员在研究

设计、资料统计分析方面给予的大力帮助.
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表  3  各种危险得分和不同危险分类结直肠肿瘤的发生风险

     

危险得分 n
结直肠肿瘤

危险分类 n %
结直肠肿瘤

n % n %

905 100.0 312 34.5

0 184 28 15.2 低风险(0-1) 448   49.5 109 24.3

1 264 81 30.7

2 243 92 37.9 高风险(>1) 457   50.5 203 44.4

3   84 43 51.2

4 107 57 53.3

5   13   5 38.5

6   10   6 60.0

表  4  与现有结直肠肿瘤评分系统的比较
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Abstract 
AIM: To investigate the clinical significance of 
kallikreins10 (KLK10) and human epidermal 
growth factor receptor 2 (HER-2/neu) in colon 
cancer and analyze the correlation of KLK10 and 
HER-2 expression with clinical and pathological 
parameters of colon cancer.

METHODS: Sixty-seven colon cancer speci-
mens, 10 colorectal adenoma specimens and 
10 normal colon tissue specimens were used 
in the study. Immunohistochemistry was used 
to detect KLK10 and HER-2/neu expression in 
these specimens. The correlation of KLK10 and 
HER-2/neu expression with clinical and patho-
logical parameters of colon cancer was analyzed.

RESULTS: KLK10 and HER-2/neu expression 
levels were significantly higher in colon cancer 
than in colorectal adenoma specimens and normal 
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KLK10和HER-2/neu基因在结肠癌中的表达及临床意义

朱晓亮, 刘伟中, 饶雪峰, 袁 晟

®

■背景资料
人组织激肽释放
酶10(kallikreins 
10, KLK10)是一
种分泌型丝氨酸
蛋 白 酶 ,  起 调 节
上皮细胞生长分
化 的 作 用 .  近 年
研究发现KLK10
参与内分泌肿瘤
的 发 生 发 展 .  人
类表皮生长因子
受体2(human epi-
dermal receptor 2, 
HER-2 )/neu 基因
属于表皮生长因
子受体家族中的
一员, 是一种原癌
基因, 在许多恶性
肿瘤中出现不同
程度的表达. 目前
KLK10和HER-2/
neu在肿瘤的发生
发展中是否共同
起作用研究少. 

colon tissue specimens (all P < 0.05). KLK10 ex-
pression in colon cancer was correlated positively 
with TNM stage, degree of differentiation, lymph 
node metastasis (all P < 0.05), but not with age, sex, 
tumor size, pathological type, or distant metastasis 
(all P > 0.05). HER-2/neu expression in colon can-
cer was correlated positively with TNM stage and 
lymph node metastasis (P < 0.05), but not with age, 
sex, tumor size, pathological type, distant metas-
tasis or differentiation degree (all P > 0.05). KLK10 
expression was correlated positively with HER-2/
neu expression in colon cancer (r = 0.260, P < 0.05). 

CONCLUSION: KLK10 and HER-2/neu may 
play a critical role in the development, progres-
sion, metastasis and angiogenesis of colon cancer. 
KLK10 and HER-2/neu expression can be used 
as important prognostic factors for colon cancer.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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epidermal receptor 2/neu; Oncogene
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摘要  
目的: 分析人组织激肽释放酶10(kallikreins 
10, KLK10)和人类表皮生长因子受体2(human 
epidermal receptor 2, HER-2)/neu与结肠癌临
床病理之间的关系, 探讨其与结肠癌临床预后
的关系和他们之间的相关性.  

方法: 用MaxVisionTM免疫组织化学方法检测
的67例结肠癌患者的病理标本, 10例结肠腺瘤
组织以及10例正常结肠组织KLK10和HER-2/
neu单/多克隆抗体在结肠癌、结肠腺瘤及正
常结肠组织的表达情况, 并对其结果进行了统
计学分析.  

结果: KLK10和HER-2/neu在结肠癌的阳性率

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院
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■研发前沿
肿瘤的发生发展
是多步骤、多层
次、多基因参与
的 复 杂 过 程 ,  涉
及细胞的增殖、
黏附、分化、运
动、凋亡等多个
环 节 因 素 ;  目 前
国 内 外 对 肿 瘤
的 肿 瘤 效 果 欠
佳 ;  本 项 目 分 析
KLK10和HER-2/
neu与结肠癌临床
病理之间的关系, 
探讨其与结肠癌
临床预后的关系
和他们之间的相
关 性 ,  为 肿 瘤 的
进一步研究提供
理论基础.

分别均为62.7%(42/67), 56.7%(38/67); KLK10
和HER-2/neu在结肠癌组织中的表达明显高
于结肠腺瘤及正常结肠黏膜组织中的表达,
差异有显著性统计学意义(P <0.05); 在结肠癌
组织中KLK10表达与结肠癌的TNM分期、

分化程度、淋巴结转移呈正相关(P <0.05), 结
肠癌组织中K L K10的表达与患者年龄、性
别、肿瘤大小、病理分型、远处转移均无相
关性(P >0.05). 在结肠癌组织中HER2表达与
结肠癌的T N M分期、淋巴结转移呈正相关
(P <0.05), 结肠癌组织中HER2/neu的表达与患
者年龄、性别、肿瘤大小、病理分型、分化
程度、远处转移均无相关性(P >0.05); 在结肠
癌组织中KLK10的表达与HER-2/neu的表达
呈正相关(r  = 0.260, P <0.05).  

结论: 结肠癌组织中KLK10和HER-2/neu的阳
性表达率明显高于结肠良性病变及正常结肠
组织. 在结肠癌组织中KLK10表达和HER-2/
neu表达呈正相关. KLK10和HER-2/neu表达
在结肠癌的发生发展过程中以及淋巴结转移
过程中起重要作用. 因此可以作为临床判定结
肠癌预后的参考指标.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 结肠癌; 人组织型激肽释放酶10; 人类表皮

生长因子受体2; 癌基因

核心提示: 人组织激肽释放酶10(kallikreins 10)
和人类表皮生长因子受体2(human epidermal 
receptor 2)/neu在结肠癌组织中的表达均升高, 他
们具有正相关性, 在结肠癌的发生发展过程中起

重要作用, 因此认为他们共同促进结肠癌浸润转

移, 并可成为临床判定预后的良好指标.
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0  引言

大肠癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 据统

计其发病率处于第2位[1], 仅次于肺癌, 严重威

胁人类的生命健康安全. 肿瘤的发生发展是多

步骤、多层次、多基因参与以及多种转录因子

调控的复杂过程. 涉及细胞的增殖、黏附、分

化、运动、凋亡等多个环节因素. 人组织激肽

释放酶10(kallikreins 10, KLK10 )基因作为人组

织型激肽释放酶家族成员之一, 他是一种分泌

型丝氨酸蛋白酶, 具有胰岛素样的酶活性, 起

调节上皮细胞生长分化的作用. 近年研究发现

KLK10参与内分泌肿瘤的发生发展[2]. 人类表

皮生长因子受体2(human epidermal receptor 2, 
HER-2)即HER-2/neu基因又名c-erbB-2基因, 属
于表皮生长因子受体家族中的一员, 是一种原

癌基因. HER-2/neu基因的扩增在许多恶性肿

瘤中出现不同程度的表达, 尤其是上皮源性的

肿瘤, 如乳腺癌、肺癌、卵巢癌、胃癌、结直

肠癌等. 本研究通过免疫组织化学方法, 检测

KLK10和HER-2/neu在结肠癌、结肠腺瘤、

正常结肠组织中的表达和临床病理关系, 分析

KLK10和HER-2/neu是否能成为判断结肠癌的

新标志物以及两者在结肠癌中的相互作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 选用江西省人民医院2011-01/2013-01
经病理确诊为结肠癌的病例组织(具有肿瘤原发

病灶组织的蜡块标本), 所有病例均为第1次完

整手术切除, 手术前未经过放疗、化疗等针对

肿瘤的任何治疗且手术前后有完整的病案资料, 
术后全程随访资料. 标本有67例年龄在21-93岁
之间(平均年龄63.1岁), 其中年龄>60岁的有44
例, ≤60岁的有23例; 男性41例, 女性26例; 结肠

癌多个病灶时, 肿瘤大小以最大肿瘤的最大直

径衡量, 肿瘤直径>5 cm组26例, 直径≤5 cm组41
例; 管状腺癌57例, 黏液腺癌10例; 分化程度高

分化7例, 中分化50例, 低分化10例; TNM分期Ⅰ

期13例, Ⅱ期25例, Ⅲ期20例, Ⅳ期9例; 有淋巴

结转移25例, 无淋巴结转移42例; 有远处转移(肝
转移2例, 网膜转移2例, 腹膜转移2例, 输尿管转

移1例, 膀胱转移1例, 子宫转移1例)9例, 无远处

转移58例. 符合以上条件的67例结肠癌标本作

为实验组; 同时取同期10例结肠腺瘤(取自结肠

腺瘤切除术)和10例正常结肠组织(取自结肠外

伤手术组织)作为对照组. 一抗兔抗人KLK10多
克隆抗体(美国Santa Cruz Biotechnology公司); 
一抗兔抗人HER-2/neu单克隆抗体(福州迈新生

物技术有限公司); 浓缩型MaxvisionTM试剂盒(  
福州迈新生物技术有限公司); 抗原修复方法采

用高温高压柠檬酸盐缓冲液煮沸法. 一抗浓度1
∶200, 免疫组织化学采用MaxvisionTM/HRP法检

测KLK10和HER-2/neu在结肠癌中的表达情况. 
PBS缓冲液替代一抗作为阴性对照. 以美国Santa 
Cruz Biotechnology公司的标准阳性片脑癌标本

和福州迈新生物技术有限公司的标准阳性片乳

腺癌标本作为阳性对照.  
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■相关报道
研究发现KLK10
在一些恶性肿瘤
组织中出现高表
达或低表达, 尤其
是一些内分泌肿
瘤, 但致癌机制尚
不明确 .  HER-2/
neu 基因的扩增在
许多恶性肿瘤中
出现不同程度的
表达, 尤其是上皮
源性的肿瘤, 如乳
腺癌、肺癌、卵
巢癌、胃癌、结
直肠癌等. 但他们
是否具有正相关
性尚未见研究.

1.2 方法 KLK10的表达位于细胞浆内, HER2/neu
的表达位于细胞膜上. KLK10和HER2/neu的阳

性染色表达均为大小不一的黄色或棕黄色颗粒. 
综合考虑切片中阳性细胞占所观察同类细胞的

百分比和阳性细胞着色强度两项指标来判定结

果.  根据阳性细胞比评分+染色评分得出总分

数, 每例随机选择10个高倍视野(×400), (1)根
据显色程度判断阳性强度: 标本无色为0分; 淡
黄色为1分; 棕黄色为2分; 棕黑色为3分; (2)根据

阳性细胞占观察细胞的比例分为: 阳性细胞数

≤10%为1分; 11%-50%为2分; 51%-75%为3分; 
>75%为4分. 两项分数之和: <2分为阴性(-); 2-3
分为弱阳性(+); 4-5分为中度阳性(++); 6-7分为

强阳性(+++). 在双盲的情况下由2名病理科副主

任医生对每张切片行全面观察.  
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件处理实验

数据. 计数资料采用χ2
检验, 相关性检验用Spear-

man等级相关法, P<0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 KLK10和HER2/neu在结肠癌、结肠息肉、

正常结肠组织中的表达 KLK10的蛋白阳性产物

主要表达于细胞浆(图1A), 而HER2/neu的蛋白

阳性产物主要表达于细胞膜(图1B). 67例结肠癌

组织中KLK10的阳性表达42例, 阳性率62.7%; 

10例结肠息肉组织中KLK10的阳性表达2例, 阳
性率20%; 10例正常结肠组织中KLK10的阳性

表达1例, 阳性率10%. 67例结肠癌组织中HER2/
neu的阳性表达38例, 阳性率56.7%; 10例结肠息

肉组织中HER2/neu的阳性表达1例, 阳性率10%; 
10例正常结肠组织中无HER2/neu的阳性表达. 
KLK10和HER2/neu在结肠癌组织中的表达率比

在结肠息肉及正常结肠组织中明显高, 有显著

差异(χ2
分别为14.227和16.858, P<0.05)(表1).  

2.2 KLK10和HER2/neu表达与结肠癌临床病理参

数之间关系 结肠癌组织中KLK10的表达与患者

年龄、性别、肿瘤大小、病理分型、远处转移

均无相关性(P >0.05), 而与结肠癌的TNM分期、

分化程度、淋巴结转移呈正相关(P <0.05). TNM
分期越晚、分化程度越低、淋巴结转移越多的

患者KLK10的表达均强. 结肠癌组织中HER2/neu
的表达与患者年龄、性别、肿瘤大小、病理分

型、分化程度、远处转移均无相关性(P >0.05). 
而与结肠癌的TNM分期、淋巴结转移呈正相关

(P <0.05). TNM分期越晚、淋巴结转移越多的患

者HER-2/neu的表达均强(表2).  
2.3 结肠癌中KLK10和HER2/neu表达的相关性 
在结肠癌组织中KLK10和HER2/neu的表达关系

密切, 42例KLK10表达阳性结肠癌组中有28例
HER2/neu表达阳性; 25例KLK10表达阴性结肠

图  1  结肠癌中KLK10和HER-2/neu免疫组织化学(染色强阳性×400). A: KLK10; B: HER-2/neu. KLK10: 人组织激肽释放酶

10; HER-2: 人类表皮生长因子受体2.

A B

表  1  KLK10及HER-2/neu在结肠癌、结肠息肉、正常结肠组织中的表达

     

分组 n
KLK10 HER-2/neu 

- + 阳性率(%) P 值 - + 阳性率(%) P 值

结肠癌 67 25 42 62.7 <0.05 29 38 56.7 <0.05

结肠息肉 10   8   2 20.0   9   1 10.0

正常肠细胞 10   9   1 10.0 10   0   0.0

KLK10: 人组织激肽释放酶10; HER-2: 人类表皮生长因子受体2.
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■创新盘点
本研究探讨KLK-
10和HER2/neu在
结肠癌组织中表
达相关性, 认为他
们可以通过激活
基质金属蛋白酶
从而降解细胞外
基质, 两者可能在
结肠癌发生发展
中起协同作用, 可
共同促进肿瘤的
生长侵袭过程.

癌组中有15例HER2/neu表达阴性; 经Spearman
等级相关分析, 等级相关系数r  = 0.260, P<0.05, 
KLK10和HER2/neu呈明显正相关(表3).  

3  讨论

KLK10 又名正常上皮细胞特异性-1基因(no r-
mal epithelial cell specific-1, NES1 )定位于人类

19q13.3染色体, 长约5.5 kb, 由6个外显子(其中

一个未被翻译)和5个内含子组成. 编码一个分

泌型丝氨酸蛋白酶(hK10), 包含276个氨基酸, 
分子量约30 kDa. KLK10基因是一种分泌型丝

氨酸蛋白酶, 具有胰岛素样的酶活性, 起调节

上皮细胞生长分化的作用. KLK10广泛存在于

组织细胞中尤其是腺上皮细胞如: 乳腺、前列

腺、睾丸、卵巢、子宫内膜、胃肠道、支气管

等, 无组织特异性[3]. 研究发现KLK10基因除了

在正常组织中高表达外, 还在一些恶性肿瘤组

织中出现高表达或低表达, 尤其是一些内分泌

肿瘤, 但致癌机制尚不明确. KLK10在肝癌、胃

癌、乳腺癌、乳腺癌、前列腺癌、睾丸癌、非

小细胞肺癌等低表达[4-8], 在卵巢癌、子宫浆液

性乳头状癌、胰腺癌、口腔鳞状细胞癌中高表

达[9,10]. KLK10基因受雌二醇等类固醇激素的调

表  2  KLK10及HER-2/neu的表达与临床病理参数的关系

     

参数 n
KLK10 HER-2/neu

- + 阳性率(%) P 值 - + 阳性率(%) P 值

性别 >0.05 >0.05

  男 41 16 25 60.9 17 24 58.5

  女 26   9 17 65.4 12 14 53.8

年龄(岁)  >0.05 >0.05

  >60 44 17 27 61.4 16 28 63.6

  ≤60 23   8 15 65.2 13 10 43.5

病理分型 >0.05 >0.05

  管状腺癌 57 23 34 59.6 25 32 56.1

  黏液腺癌 10   2   8 80   4   6 60.0

肿瘤大小(cm)  >0.05 >0.05

  >5 26   6 20 76.9   8 18 69.2

  ≤5 41 19 22 53.7 21 20 48.8

分化程度 <0.05 >0.05

  高   7   6   1 14.3   5   2 28.6

  中 50 17 33 66.0 20 30 60.0

  低 10   2   8 80   4   6 60.0

TNM分期 <0.05 <0.05

  I 13 10   3 23.1 10   3 23.1

  II 25 10 15 60.0 13 12 48.0

  III 20   4 16 80.0   3 17 85.0

  IV   9   1   8 88.9   3 6 66.7        

淋巴结转移 <0.05 <0.05

  有 25   4 21 84.0   3 22 88.0

  无 42 21 21 50.0 26 16 38.1

远处转移 >0.05 >0.05

  有   9   1   8 88.9   3   6 66.7

  无 58 24 34 58.6 26 32 55.2

KLK10: 人组织激肽释放酶10; HER-2: 人类表皮生长因子受体2.

表  3  KLK10 及HER-2/neu 基因表达的相关性

     

KLK10 n
HER2/neu

等级相关系数(r ) P 值
+ -

+ 42 28 14 0.260 <0.05

- 25 10 15 

合计 67 38 29  

KLK10: 人组织激肽释放酶10; HER-2: 人类表皮生长因子受体2.
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节, 是内分泌相关肿瘤诊断与预后评价的标志

物[11]. 近年来的研究发现KLK10基因在消化系

肿瘤中表达异常, 尤其是在结直肠癌和胃癌中. 
Petraki等[12]发现KLK10在结肠癌组织细胞中高

表达, 与分化程度、临床分期、肝转移密切相

关, KLK10阳性表达患者的无瘤生存期和总生

存期均低于KLK10阴性表达患者, KLK10是一

个独立的结肠癌预后指标. 本实验结果显示: 67
例结肠癌组织中KLK10的阳性表达42例, 阳性

率62.7%; KLK10在结肠癌组织中表达率较正常

结肠组织及结肠良性病变组织中高, TNM分期

越晚、分化程度越低、淋巴结转移越多的患者

KLK10的表达均强(P <0.05). KLK10的表达与患

者年龄、性别、肿瘤大小、病理分型、远处转

移均无相关性(P >0.05); 与Petraki等[12]研究不同

的是KLK10的表达与远处转移无相关性, 这可

能是本研究中的远处转移标本少的原因; 本研

究结果提示KLK10的过表达可能是结肠癌发生

发展的重要因素, KLK10可以作为结肠癌基因

治疗的新靶点, 这与Maroulio等[13]研究结果基本

一致.   
HER-2/neu基因是一种原癌基因, 属于表皮

生长因子受体家族中的一员.  定位于17q11-21, 
编码的蛋白产物由1255个氨基酸组成, 属Ⅰ型

跨膜受体酪氨酸激酶. 正常组织中HER-2/neu基
因处于非激活状态可调节细胞的增殖、分化, 
当受到体内外各种致癌因素激活后HER-2/neu
基因的扩增和过度表达因而参与肿瘤转移形

成等过程[14]. HER-2/neu基因的扩增在许多恶

性肿瘤中出现不同程度的表达, 尤其是上皮源

性的肿瘤, 如乳腺癌、肺癌、卵巢癌、胃癌、

结直肠癌等[15]. 本研究结果显示: 结肠癌组织

中HER2/neu的阳性表达38例, 阳性率56.7%, 显
著高于正常结肠组织及结肠良性病变组织. 结
肠癌组织中HER-2/neu的表达与患者年龄、性

别、肿瘤大小、病理分型、远处转移、分化程

度均无相关性(P >0.05). 而HER-2/neu表达与结

肠癌的TNM分期有相关性, 分期越晚其表达率

越高, 结肠癌组织中的HER-2/neu表达与结肠癌

淋巴结转移有相关性, 有淋巴结转移的表达率

高, 差异有显著性意义(P <0.05), 提示HER-2/neu
的过表达亦可能是结肠癌发生发展的重要因素, 
可作为临床预后判断指标.

KLK10在肿瘤侵袭转移过程中机制尚不明

确, 可能机制有诱导细胞外基质降解(如Ⅳ/Ⅻ胶

原和层粘蛋白等)和促进肿瘤细胞增殖和血管的

形成(水解激活微环境中生长因子如转录生长

因子-β等). Yousef等[16]发现激肽释放酶、丝氨

酸蛋白酶参与降解细胞外基质蛋白, 包括胶原

蛋白、层粘连蛋白、纤维蛋白原等. 丝氨酸蛋

白酶系统中尿激酶型纤溶酶原激活物和其受体, 
可通过激活基质金属蛋白酶参与细胞外基质降

解, 是肿瘤细胞外基质降解的经典模式. KLK10
可通过激活此经典模式中的成员促进肿瘤转移. 
HER2/neu在肿瘤侵袭转移过程中的机制研究较

为清晰. 通过Ras/MAPK途径加速白明胶酶的增

殖, 从而降解基底膜的Ⅳ型胶原, 使肿瘤细胞易

于转移. 本研究结果显示KLK10和HER2/neu在
结肠癌组织中表达经Spearman等级相关分析, 
等级相关系数r = 0.260, P <0.05, 呈正相关性. 由
于KLK10和HER2/neu均可以通过激活基质金属

蛋白酶从而降解细胞外基质, 故推测两者可能

在结肠癌发生发展中起协同作用, 可共同促进

肿瘤的生长侵袭过程.  
总之, KLK10和HER-2/neu在结肠癌组织中

的表达明显高于结肠良性肿瘤和正常结肠组织, 
且他们具有正相关性, 他们在结肠癌的发生发

展过程中起重要作用, 因此认为他们共同促进

结肠癌浸润转移, 并可成为临床判定预后的良

好指标，本研究将为结肠癌的诊治进一步研究

提供新的理论依据.  
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Abstract
AIM: To investigate the clinical effect of endo-
scopic stenting combined with neoadjuvant 
chemotherapy in the treatment of malignant 
colorectal obstruction.

METHODS: A retrospective analysis of 75 ma-
lignant colorectal obstruction patients who were 
treated at Liaoning Provincial People's Hospital 
between 2003 and 2008 was performed. The pa-
tients were divided into three groups, a control 
group (n = 30) treated using traditional methods, 
a stent placement group (n = 30) treated using 
self-expanding metal stents, and a stent place-
ment plus chemotherapy group (n = 15) treated 
using self-expanding metal stents in combina-
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内镜下支架置入联合新辅助化疗治疗结直肠癌恶性梗阻

吴 洁, 荣大庆, 柳青峰, 耿 宣, 张志强, 董 齐, 王燕庆

®

■背景资料
急 性 肠 梗 阻 中
85%的低位梗阻
是由结直肠癌引
起, 对于恶性肠梗
阻传统常需急诊
手术治疗, 由于患
者常伴有脱水、
电解质紊乱、肠
黏膜损伤、腹腔
高压, 因此急诊手
术 风 险 巨 大 ,  死
亡率高达12%, 实
施永久的结肠造
口术患者也高达
40%. 

tion with neoadjuvant chemotherapy. 

RESULTS: The percentage of surgical patients 
undergoing colostomy was significantly higher 
in the control group than in the stent place-
ment group and the stent placement plus che-
motherapy group (62.5% vs 30.0%, 25.0%, χ2 = 
4.619, 4.500, both P < 0.05). The tumor resection 
rate was significantly lower in the control group 
than in the stent placement group and the stent 
placement plus chemotherapy group (37.5% vs 
70.0%, 75.0%, χ2 = 4.619, 4.500, both P < 0.05). 
The radical surgery rate was significantly higher 
in the stent placement plus chemotherapy than 
in the control group (41.7% vs 12.5%, χ2 = 3.938, 
P < 0.05), but showed no significant difference 
between the control group and stent placement 
group (χ2 = 0.059, P > 0.05). The five-year sur-
vival rate was significantly higher in the stent 
placement plus chemotherapy group than in the 
control group (26.7% vs 3.3%, χ2 = 5.513, P < 0.05), 
but showed no significant difference between 
the control group and stent placement group (χ2 
= 1.071, P > 0.05). 

CONCLUSION: Endoscopic stenting combined 
with neoadjuvant chemotherapy can effectively 
improve tumor resection rate and radical sur-
gery rate and prolong survival time in patients 
with advanced colorectal cancer.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨内镜下支架置入联合新辅助化疗
治疗结直肠癌恶性梗阻的临床效果.

■同行评议者
杜群, 副研究员, 广
州中医药大学脾
胃研究所药理室
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■研发前沿
近年来研究较多
的肝细胞材料为
猪肝细胞和肿瘤
源 性 肝 细 胞 株
( C 3 A、H e p G 2
等) ,  但动物肝细
胞存在发生免疫
反应及传播动物
源性病毒的危险, 
肿瘤源性肝细胞
株分化程度低、
生物学功能低下
且在临床应用中
存在细胞逃逸进
入患者体内引起
肿 瘤 的 危 险 ,  限
制了临床的广泛
应用.

方法:  回 顾 分 析 辽 宁 省 人 民 医 院 普 外 科
2003-2008年收治的结直肠癌恶性肠梗阻患者
75例, 按治疗方案将患者分为对照组(n  = 30), 
采用传统方法治疗; 支架组(n  = 30), 采用自膨
式金属支架治疗; 支架化疗组(n  = 15)采用自
膨式金属支架联合新辅助化疗治疗.  

结果: 在手术治疗的患者中, 对照组实施结肠
造瘘率高达62.5%, 明显高于支架组30.0%(χ2 
= 4.619, P <0.05)及支架化疗组25.0%(χ2 = 
4.500, P <0.05); 对照组肿瘤切除率达37.5%, 明
显低于支架组70.0%(χ2 = 4.619, P <0.05)及支
架化疗组75.0%(χ2 = 4.500, P <0.05); 其中实施
根治性手术的患者中, 支架化疗组高达41.7%, 
明显高于对照组12.5%(χ2 = 3.938, P <0.05), 对
照组与支架组根治手术切除率比较无统计学
意义(χ2 = 0.059, P >0.05); 支架化疗组5年生存
率达26.7%, 明显高于对照组3.3%(χ2 = 5.513, 
P <0.05), 对照组与支架组比较无统计学意义
(χ2 = 1.071, P >0.05).   

结论: 内镜下金属支架置入联合新辅助化疗
可以有效地提高晚期结直肠癌的手术切除
率、根治率, 延长生存时间, 值得临床推广.  

© 2013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: 支架置入为恶性肠梗阻患者争取了宝

贵治疗筹备时间, 而新辅助化疗则使部分不可切

除肿瘤变为可切除肿瘤, 明显提高了肿瘤切除率

及根治率、降低了肠造瘘率, 5年生存率显著提

高, 为结直肠癌恶性肠梗阻患者提供了新的治疗

途径. 

吴洁, 荣大庆, 柳青峰, 耿宣, 张志强, 董齐, 王燕庆. 内镜下支
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0  引言

急性肠梗阻(acute i leus)是外科常见的急腹症, 
85%的低位梗阻是由结直肠癌(colorectal cancer)
引起, 而15%-20%的结直肠癌患者是在治疗肠

梗阻的过程中发现的. 对于恶性肠梗阻(malig-
nant intestinal obstruction)传统常需急诊手术治

疗, 由于患者常伴有脱水、电解质紊乱、肠黏

膜损伤、腹腔高压, 因此急诊手术风险巨大, 死
亡率高达12%(择期手术死亡率约3.5%), 实施永

久的结肠造口术患者也高达40%[1,2].  
1991年Tirosh等[3]和Cirocchi等[4]首先报道了

使用金属支架作为直肠癌的姑息治疗手段并获

得满意的疗效. 支架置入操作简便, 患者耐受性

好, 肠梗阻症状能够迅速改善, 且能有效地提高

肠吻合率、降低吻合口瘘发生率. 随着内镜的

发展, 支架置入成为了治疗恶性肠梗阻的重要

手段.  
然而支架介入只是一种姑息治疗方法, 并不

能提高手术切除率、降低肝转移发生率, 也不

能延长患者生存时间[5]. 我院通过内镜下支架置

入联合新辅助化疗(neoadjuvant chemotherapy)治
疗结直肠癌恶性梗阻取得了良好的疗效, 现报

告如下.  

1  材料和方法

1 .1  材料  回顾分析辽宁省人民医院普外科

2003-2008年收治的结直肠癌恶性肠梗阻患者75
例, 按治疗方案将患者分为对照组、支架组、

支架化疗组. 病例选择标准: 有腹痛、腹胀等

肠梗阻症状, 肠镜活检病理诊断为结直肠癌，

临床分型在ⅢB以上. 排除标准: 患者病情严重

不能耐受结肠镜检查者, 包括严重心脑血管疾

患、急腹症、生命体征不平稳等; 神志异常不

能配合检查者, 有结肠镜禁忌症者. 
电子内镜: 富士400电子十二指肠镜系统, 

德国西门子公司医用X射线系统, 美国bostorn公
司生产的镍钛金属肠道支架、黄斑马导丝.  
1.2 方法 对照组(n  = 30): 男20例, 女10例. 年龄

46-78岁, 65.2岁±8.6岁, 所有患者入院后给予

胃肠减压, 灌肠导泻等非手术治疗, 如肠道通

畅, 则按病情择期手术或行化疗、支持治疗; 如
肠梗阻无缓解则急诊手术行开腹肿瘤切除或肠

造瘘术. 支架组(n  = 30): 男16例, 女14例. 年龄

54-80岁, 68.5岁±10.2岁, 所有患者入院确诊后

均行结肠镜下内支架置入术: 结肠镜到达病变

部位后, 在X线引导下将导丝放置到狭窄近端, 
注入造影剂观察狭窄程度及长度, 选择支架, 在
内镜直视和X线引导下将自膨式金属支架(self 
expanding metallic stent, SEMS)释放于狭窄部位, 
两端超过病变部位2 cm左右. 支架置入后如肠

道通畅, 则按病情择期手术或行化疗、支持治

疗; 如肠梗阻无缓解则急诊手术行开腹肿瘤切

除或肠造瘘术. 支架化疗组(n  = 15): 男9例, 女6
例. 年龄52-74岁, 67.8岁±12.5岁, 所有患者入院

确诊后均行结肠镜下内支架置入术(方法同上); 



表  1  3组患者治疗方式及生存率分析 n (%)

     

分组  n 平均年龄(岁) 未手术 手术
               手术治疗方式

5年生存例数
结肠造瘘 局部切除 根治切除

对照组 30 65.2±8.6   6(20.0)  24(80.0)  15(62.5)    6(25.0)    3(12.5)        1(3.3)  

支架组 30 68.5±10.2 10(33.3)  20(66.7)    6(30.0)  11(55.0)    3(15)        3(10.0)  

支架化疗组 15 67.8±12.5   3(20.0)  12(80.0)    3(25.0)    4(33.3)    5(41.7)        4(26.7)  
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■相关报道
NCCN指南2011
版指出, 转移性结
直肠癌确诊时大
多数属于不可切
除. 然而, 对那些
转移瘤仅局限于
肝脏并且累及重
要结构而不可切
除患者, 越来越倾
向于考虑尝试使
用术前化疗来缩
小转移瘤体积以
便尝试将其转化
为可切除.

如肠梗阻无缓解则急诊手术行开腹肿瘤切除或

肠造瘘术; 如支架置入肠梗阻症状缓解, 给予

mFOLFOX6方案新辅助化疗. mFOLFOX6方案: 
奥沙利铂85 mg/m2静脉滴注2 h, 第1天; LV400 
mg/m2静脉滴注2 h, 第1天: 5-FU mg/m2静脉推

注, 第1天, 然后1200 mg/(m2·d)×2 d持续静脉滴

注(总量2400 mg/m2, 滴注46-48 h)每2 wk重复. 
新辅助化疗患者每月综合评估, 如不可切除肿

瘤变为可切除肿瘤, 则择期行开腹手术切除肿

瘤及转移灶[6-8].  
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

采用χ2检验分析方法, 经SPSS13.0统计分析软件

对数据进行处理. P<0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

恶性肠梗阻患者由于肿瘤的不断进展, 通过非

手术治疗使肠道再通畅的几率较低, 常需手术

治疗;  本实验对照组20%患者行非手术治疗 , 
80%急诊行手术治疗(表1).  

在手术治疗的患者中, 对照组实施结肠造

瘘率高达62.5%, 明显高于支架组30.0%(χ2 = 
4.619, P <0.05)及支架化疗组25.0%(χ2 = 4.500, 
P <0.05); 对照组肿瘤切除率达37.5%, 明显低于

支架组70.0%(χ2 = 4.619, P <0.05)及支架化疗组

75.0%(χ2 = 4.500, P <0.05); 其中实施根治性手术

的患者中, 支架化疗组高达41.7%, 明显高于对

照组12.5%(χ2 = 3.938, P <0.05), 对照组与支架组

根治手术切除率比较无统计学意义(χ2 = 0.059, 
P >0.05); 支架化疗组5年生存率达26.7%, 明显高

于对照组3.3%(χ2 = 5.513, P <0.05), 对照组与支

架组比较无统计学意义(χ2 = 1.071, P >0.05), (表
1, 图1). 

3  讨论

15%-20%的结直肠癌患者会发生恶性肠梗阻, 
且当患者于急诊就诊时往往身体状况较差, 有
研究表明, 梗阻是一个重要的、独立的不良预

后因素, 可导致急诊手术的切除率低, 肠造口率

高, 死亡率则高达12%. 目前利用SEMS替代恶性

肠梗阻急诊手术正在被广泛接受, 并逐渐成为

第一线的姑息性治疗方案. 这种无开腹创伤、

低操作风险的方法能有效地缓解梗阻症状, 为
那些有潜在可治愈的患者提供了术前充分评

估、准备、支持的时间[9,10].  
支架置入对恶性肠梗阻的早期治疗效果是

毋庸置疑的, 但对其是否会损害危重患者的免

疫系统、增加并发症的风险、增加可治愈肿瘤

扩散的危险性等方面还存在争议; 且支架置入

虽降低了肠造口率、吻合口瘘发生率、改善了

生存质量, 但其对于肿瘤的切除率、肝转移发

生率、患者的生存时间并没有显著的改善[11], 本
实验也证实, 对照组与支架组比较, 手术根治率

及5年生存率无统计学意义(P >0.05).  
发生恶性肠梗阻的结直肠癌患者绝大部

分都是肿瘤晚期, 局部浸润及肝转移发生率较

高, 而手术切除肿瘤是延长患者生存时间最有

效的办法, 行根治性手术的患者5年生存率为

25%-40%, 未行手术切除或不可切除的患者5年
生存率仅为2%-8%, 但适合手术切除的患者仅

占10%-20%. 近年来国际上开始出现并提倡新

辅助化疗来降低肿瘤的临床分期, 使一些不能

切除的病症变为可能, 有研究表明新辅助化疗

可使晚期结直肠癌切除率提高到30%[12,13].  

%

100

  80

  60

  40

  20

    0

根治切除
局部切除
结肠造瘘
未行手术

对照组       支架组   支架化疗组

e

e

ac a

c

图  1  3组患者治疗方式分析柱状图. χ2 = 4.619, aP<0.05; χ2 

= 4.500, cP<0.05; χ2 = 3.938, eP<0.05 vs  对照组.
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■同行评价
本文目标基本明
确, 设计合理, 实
验数据可靠, 具有
一定的创新性, 研
究有一定的科学
意义.

NCCN指南2011版指出, 转移性结直肠癌确

诊时大多数属于不可切除.  然而, 对那些转移瘤

仅局限于肝脏并且累及重要结构而不可切除患

者, 越来越倾向于考虑尝试使用术前化疗来缩

小转移瘤体积以便尝试将其转化为可切除.  
术前化疗相对于术后化疗的潜在优点还包

括: 及早治疗微小转移灶; 判断肿瘤对化疗的反

应, 有助于制定术后治疗计划; 对那些早期进展

的患者可以避免局部治疗.  
我们对结直肠癌恶性肠梗阻的患者, 置入

支架后给予FOLFOX方案新辅助化疗, 取得了良

好的临床效果. 支架组及支架化疗组实施结肠

造瘘率明显低于对照组、肿瘤切除率明显高于

对照组; 支架化疗组实施根治性手术的患者达

41.7%明显高于对照组(P <0.05)、5年生存率达

26.7%, 也明显高于对照组(P <0.05).  
支架置入为恶性肠梗阻患者争取了宝贵治

疗筹备时间, 而新辅助化疗则使部分不可切除

肿瘤变为可切除肿瘤, 提高了患者的生存率. 随
着结直肠癌发病率逐步提高, 新的治疗方法不

断出现, 支架置入联合新辅助化疗为结直肠癌

恶性肠梗阻患者提供了新的治疗途径, 而治疗

前评估, 如何减轻化疗不良反应及新辅助化疗

后的手术时间上还需要进一步的研究[14,15].  
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Abstract 
AIM: To compare the diagnostic value of double 
balloon enteroscopy versus capsule endoscopy 
in obscure gastrointestinal bleeding to help 
choose the optimal diagnostic strategy for this 
clinical condition. 

METHODS: A comprehensive literature search 
was performed in PubMed, Medline, Vip data-
base, Wanfang database, China National Knowl-
edge Infrastructure database (CNKI) and Chi-
nese Biomedical Literature database (CBM) of 
randomized controlled clinical trial using double 
balloon enteroscopy and capsule endoscopy for 
the diagnosis of obscure gastrointestinal bleed-
ing dating from January 2003 to January 2013. 
Data of included studies were extracted and 
their quality evaluated independently by two re-
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胶囊内镜与双气囊小肠镜诊断不明原因消化系出血的
Meta分析

王柏清, 孙光斌, 娄文辉, 南寿山, 张宝芹

®

viewers. RevMan5 software was used for Meta-
analysis. 

RESULTS: Based on inclusion criteria, 13 pro-
spective randomized controlled clinical stud-
ies were included in this study. Meta-analysis 
showed no significant difference in the diagnos-
tic rate between double balloon enteroscopy and 
capsule endoscopy for obscure gastrointestinal 
bleeding. Subgroup analysis showed that the 
diagnostic rate had no significant difference 
between enteroscopy in patients with positive 
results in previous capsule endoscopy and en-
teroscopy in unselected patients. 

CONCLUSION: Double balloon enteroscopy 
and capsule endoscopy have similar diagnostic 
results in patients with obscure gastrointestinal 
bleeding, and enteroscopy after capsule endos-
copy can not improve the diagnostic rate. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 比较胶囊内镜与双气囊小肠镜对不明
原因消化系出血的诊断价值, 用以评估不明原
因消化系出血患者的最优检查方案. 

方法: 通过PubMed、Medline、维普、万方、

中国知网、中国生物医学文献数据库检索
2003-01/2013-01期间发表的同时使用胶囊内
镜与双气囊小肠镜诊断不明原因消化系出血
的前瞻性随机对照临床试验的文章. 由2名评

■背景资料
小肠出血的诊治
一直都是临床上
的难点 .  近年来 , 
随着双气囊小肠
镜和胶囊内镜的
开展与普及, 不明
原因消化系出血
的检出率有了很
大的提高. 胶囊内
镜与双气囊小肠
镜有各自的优缺
点, 近年来众多学
者对这两种方案
诊断不明原因消
化系出血方面进
行了深入的研究, 
但报道结果并不
一致. 

■同行评议者
何松, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科
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■研发前沿
胶囊内镜和双气
囊小肠镜诊断不
明原因消化系出
血有各自的优缺
点 .  近 年 来 众 多
学者对这两种方
案诊断不明原因
消化系出血方面
进行了深入的研
究 ,  但 报 道 结 果
并不一致.

价员独立对纳入文献进行质量评价和数据提
取, 并使用RevMan5软件进行Meta分析. 

结果: 按照入选标准, 有13项前瞻性随机对
照临床试验纳入. Meta分析结果显示: 胶囊
内镜和双气囊小肠镜对不明原因消化系出血
的诊断率没有显著差别(OR = 1.19, 95%CI: 
0.74-1.91, P  = 0.48). 亚组分析表明胶囊内镜
阳性后进行小肠镜检查与小肠镜在所有患
者中的诊断率比较没有显著差异(OR = 1.50, 
95%CI: 0.90-2.48, P  = 0.12). 

结论: 胶囊内镜和双气囊小肠镜在不明原因
消化系出血的患者中具有相似的诊断率, 胶囊
内镜阳性后再进行小肠镜检查并不能提高诊
断率. 

© 2013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: 胶囊内镜和双气囊小肠镜在不明原因

消化系出血的患者中具有相似的诊断率, 胶囊内

镜阳性后再进行小肠镜检查并不能提高诊断率. 
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0  引言

消化系出血约2%-10%的慢性出血病灶位于小

肠. 近年来, 随着双气囊小肠镜和胶囊内镜的开

展与普及, 不明原因消化系出血的检出率有了

很大的提高[1]. 胶囊內镜与双气囊小肠镜有各自

的优缺点[2-4], 近年来众多学者对这两种方案诊

断不明原因消化系出血方面进行了深入的研究, 
但报道结果并不一致. 本文通过对近年来有关

胶囊内镜与双气囊小肠镜对不明原因消化系出

血的诊断的文献进行Meta分析, 比较两种方法

对不明原因消化系出血的诊断价值, 用以评估

不明原因消化系出血患者的最优检测方案.

1  材料和方法

1.1 材料 查阅2003-01/2013-01期间发表的有

关胶囊内镜与双气囊小肠镜诊断不明原因消

化系出血的文献. 包括检索PubMed, 检索词为: 
wireless capsule endoscopy或capsule endoscopy

或video capsule endoscopy和double baloon en-
doscopy或double balloon enteroscopy或push-and-
pull endoscop; 检索维普数据库、中国知网数据

库、万方数据库, 以“胶囊内镜、小肠镜、出

血”为检索词. 查阅所有检出论文的参考文献

作为补充. 共有来自13篇随机对照临床试验纳

入本研究. 其中12篇通过检索PubMed所获, 1篇
为维普数据库、中国知网数据库和万方数据库

所收录. 
1.2 方法 
1.2.1 入选标准: 收入文献均满足: (1)为前瞻性随

机对照临床资料; (2)入选病例均经胃镜、结肠

镜等检查除外上消化系出血及大肠出血; (3)为
胶囊内镜与双气囊小肠镜对不明原因消化系出

血诊断率的比较; (4)入选的病例均为同一患者

先后同时经历胶囊内镜和双气囊小肠内镜检查, 
以保证在相同条件下对两种检查方法进行比较. 
1.2.2 数据提取和质量评价: 有2名研究者对入选

文献按照入选标准进行独立筛选, 文献质量评

价按照Jadad评分[5]. 如有分歧, 协商讨论解决, 必
要时征求第三方处理不一致结果. 

统计学处理 数据采用Cochrane协作网提供

的RevMan5进行Meta分析. Meta分析前, 采用χ2

检验进行异质性检验. 若P >0.1时, 表明无明显异

质性, 用固定效应模型合并效应量; P <0.1, 表明

各研究间异质性明显, 用随机效应模型合并效

应量. 疗效分析的统计量采用比值比(odds ratio, 
OR)及其95%可信区间(95% confidence interval, 
95%CI). 由于我们所纳入的文献均为已发表的文

献, 可能存在发表偏倚, 因此我们采用失效安全

数及漏斗图来分析偏倚情况. 失效安全数Nfs0.05 
= (∑Z /1.645)2-k(∑Z为各独立研究的Z值之和, k
为纳入研究个数), 即在P  = 0.05水平, 至少需多少

篇阴性结果的研究才能使本研究结果发生逆转, 
值越大说明发表偏倚的影响越小[6-8]. 

2  结果

按照入选标准, 共检索到相关文献13篇, 其中8
篇文献Jadad评分≥3分, 属于高质量文章, 文献

特征如表1. 
2.1 胶囊内镜和小肠镜诊断率的比较 Meta分析

发现比较胶囊内镜和双气囊小肠镜对不明原因

消化系出血的诊断率没有显著差别(OR = 1.19, 
95%CI: 0.74-1.91, P  = 0.48)(图1). 
2.2 胶囊内镜阳性后进行小肠镜检查与小肠镜

在所有患者中的诊断率的比较 亚组分析表明胶
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■相关报道
胶囊内镜和双气
囊小肠镜在诊断
不明原因的消化
系出血中, 哪一种
是最好的起始检
测方法, 目前仍有
争议.戈之铮等认
为, 胶囊内镜对不
明原因消化道出
血具有较高的检
出率和诊断率,且
明显优于推进式
小肠镜; Christo-
pher等研究则提
示, 胶囊内镜和双
气囊小肠镜在不
明原因消化系出
血中的诊断率相
似, 胶囊内镜阳性
后再进行小肠镜
检查可以提高诊
断率.

囊内镜阳性后进行小肠镜检查与小肠镜在所有

患者中的检出率比较没有明显差异(OR = 1.50, 
95%CI: 0.90-2.48, P  = 0.12)(图2). 
2.3 偏倚分析 由于所纳入的文献均为已发表的

文献, 可能存在发表偏倚, 因此采用失效安全数

及漏斗图来分析偏倚情况. 胶囊内镜和小肠镜

对不明原因消化系出血诊断率比较的Meta分析, 
失安全系数为99, 远高于纳入的文献数, 漏斗图

显示两侧基本对称, 无明显发表偏倚(图3). 胶囊

内镜阳性后进行小肠镜检查与小肠镜在所有患

者中的诊断率比较的Meta分析, 失安全系数为

51, 远高于纳入的文献数, 漏斗图显示两侧基本

对称, 无明显发表偏倚(图4). 因此本研究的结论

具有一定的可靠性. 

3  讨论

小肠出血的诊治一直都是临床上的难点, 随着

胶囊内镜和双气囊小肠镜的应用, 不明原因消

化系出血的诊断率有了明显提高[22,23]. 胶囊内镜

和双气囊小肠镜诊断不明原因消化系出血有各

自的优缺点: 胶囊内镜作为一种非侵袭性的检

查, 可以覆盖整个胃肠道, 无创伤、无导线、无

表  1  纳入文献的基本特征

     研究者  n 平均年龄(岁) 男/女 阳性例数(胶囊内镜

/小肠镜)

CE阳性情况下DBE检查

诊断率n (%)

CE阴性情况下DBE

诊断率n (%)
Matsumoto等[9] 13 45 7/6 10/6 - -       

Hadithi等[10] 35 63.2 22/13 28/21 20/28(71.4) 1/7(14.3)

Mehdizadeh等[11] 115 - - 63/57 41/63(65.1) 16/52(30.8)

Nakamura等[12] 28 58.5 19/9 17/12 9/17(52.9) 3/11(27.3)

Fujimori等1[13] 45/36 60.2±15 25/20 18/18 16/18(88.9) 2/20(10)

Ohmiya等[14] 74 56 46/28 37/39 - -

Kameda等[15] 32 62.4± 14.8 13/19 23/21 15/23 (65.2) 2/3(66.7)

Arakawa等[16] 74 - - 40/47 36/40 (90) 11/34(33)

Fukumoto等[17] 42 - - 16/18 - -

Shishido等[18] 54 62.9±18 70/48 25/28 22/25(88) 6/29(20.7)

Kamalaporn等[19] 51 64.1 26/25 42/44 26/33(78.8) 8/44(18.2)

钟捷等[20] 24 39. 4 16/8 11/21 7/11(63.6) 3/13(23)

Marmo等[21] 193 61.6±16 119/74 175/132 124/174(71) 8/19 (42.1)

1Fujimori等研究中45例患者进行了胶囊内镜检查, 但只有36例患者进行了小肠镜检查; -: 研究资料未提供该数据.

胶囊内镜组 小肠镜组 Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95%CI M-H, Random, 95%CI

Arakawa等[16]   40   74   47   74 Not estimable
Fujimori等[13]   18   45   18   36   8.7% 0.67 [0.28, 1.61]
Fukumoto等[17]   16   42   18   42   8.8% 0.82 [0.34, 1.96]
Hadithi等[10]   28   35   21   35   7.7% 2.67 [0.92, 7.77]
Kamalaporn等[19]   42   51   44   51   7.6% 0.74 [0.25, 2.17]
Kameda等[15]   23   32   21   32   7.7% 1.34 [0.46, 3.87]
Marmo等[21] 175 193 132 193 10.6% 4.49 [2.54, 7.96]
Matsumoto等[9]   10   13     6   13   4.9% 3.89 [0.72, 21.06]
Mehdizadeh等[11]   63 115   57 115 10.9% 1.23 [0.73, 2.07]
Nakamura等[12]   17   28   12   28   7.7% 2.06 [0.71, 5.98]
Ohmiya等[14]   37   74   39   74 10.2% 0.90 [0.47, 1.71]
Shishido等[18]   25   54   28   54   9.5% 0.80 [0.38, 1.70]
钟捷等[20]   11   24   21   24   5.8% 0.12 [0.03, 0.52]

Total (95%CI) 706 697 100.0% 1.19 [0.74, 1.91]
Total events 465 417
Heterogeneity: Tau2 = 0.47; Chi2 = 39.59, df = 11 (P  < 0.0001); I2 = 72%
Test for overall effect: Z  = 0.70 (P  = 0.48) 0.01        0.1         1          10         100

小肠镜组                 胶囊内镜组

图  1  胶囊内镜和双气囊小肠镜对不明原因消化系出血诊断率的Meta分析结果. 
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■创新盘点
本研究提示, 胶囊
内镜和双气囊小
肠镜在不明原因
消化系出血的患
者中具有相似的
诊断率, 胶囊内镜
阳性后再进行小
肠镜检查并不能
提高诊断率. 这与
国外部分相关研
究的分析结果不
一致, 考虑主要原
因有: 国外的研究
纳入文献包括了
一些回顾性研究
的结果, 纳入文献
偏倚较严重, 结果
可靠性不高; 近期
不同研究结果的
文献相继发表, 对
最终Meta分析的
结果有影响.

痛苦、无交叉感染、不影响患者的正常工作等

优点, 患者易于接受, 特别是老年人、不能耐受

小肠镜检查的患者. 但其因为移动不可控制、

图像分辨率不高、没有活检及治疗功能, 而且

可能产生胶囊肠道滞留、不能自行排出, 需借

助普通内镜或外科手术的情况; 双气囊小肠镜

能够对病变部位进行定位观察, 提供高清晰的

图像并可以对病变组织取活检及治疗, 但操作

复杂、技术要求高、操作时间长、并发症风险

高[24-26]. 
本研究通过比较胶囊内镜与双气囊小肠

镜对不明原因消化系出血的诊断价值, 用以评

估不明原因消化系出血患者的最优检查方案. 
Meta分析结果显示: 胶囊内镜和双气囊小肠镜

对不明原因消化系出血的阳性检出率没有显著

差别(OR = 1.19, 95%CI: 0.74-1.91, P  = 0.48). 亚

组分析表明胶囊内镜阳性后进行小肠镜检查与

小肠镜在所有患者中的阳性检出率比较没有显

著差异(OR = 1.50, 95%CI: 0.90-2.48, P  = 0.12). 
因此, 胶囊内镜和双气囊小肠镜在不明原因消

化系出血的患者中具有相似的诊断率, 并且胶

囊内镜阳性后再进行小肠镜检查并不能提高诊

断率. 
本研究与国外部分相关研究的分析结果不

符[27,28], 考虑主要原因有: 国外的研究纳入文献

包括了一些回顾性研究的结果, 而这些回顾性

研究结果样本量较大, 对最终结果产生偏差; 纳
入文献偏倚较严重, 结果可靠性不高; 近期不同

研究结果的文献相继发表, 对最终Meta分析的

结果有影响. 本比较研究的缺陷是大部分研究

胶囊内镜在小肠镜检查之前, 而且未对内镜专

业人员进行设盲. 考虑到如果有胶囊内镜结果, 

小肠镜(胶囊

内镜阳性者)

    小肠镜组       Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95%CI M-H, Random, 95%CI

Fujimori等[13]   16   18     18   36   6.9%   8.00 [1.60, 39.97]
Hadithi等[10]   20   28     21   35 11.3% 1.67 [0.58, 4.82]
Kamalaporn等[19]   26   33     44   51 10.4% 0.59 [0.19, 1.87]
Kameda等[15]   15   23     21   32 10.6% 0.98 [0.32, 3.03]
Marmo等[21] 125 175   132 193 19.2% 1.16 [0.74, 1.81]
Mehdizadeh等[11]   41   63     57 115 16.7% 1.90 [1.01, 3.57]
Nakamura等[12]     9   17     12   28   9.8% 1.50 [0.45, 5.04]
Shishido等[18]   22   25     28   54   8.9%   6.81 [1.82, 25.47]
钟捷等[20]     7   11     21   24   6.2% 0.25 [0.04, 1.40]

Total (95%CI) 393 568 100.0% 1.50 [0.90, 2.48]
Total events 281   354
Heterogeneity: Tau2 = 0.29; Chi2 = 18.21, df = 8 (P  = 0.02); I2 = 56%
Test for overall effect: Z  = 1.56 (P  = 0.12) 0.01        0.1         1          10         100

小肠镜组           小肠镜(胶囊内
                          镜阳性者)

图  2  胶囊内镜阳性后进行小肠镜检查与小肠镜在所有患者中诊断率的Meta分析结果. 
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图  3  胶囊内镜和小肠镜对不明原因消化系出血诊断率比
较的漏斗图. 
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图  4  胶囊内镜阳性后进行小肠镜检查与小肠镜在所有患
者中的诊断率比较的漏斗图. 
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可能会使小肠镜诊断率产生检测偏倚. 这些研

究的联合诊断率结果为偏向于胶囊内镜, 但没

有显著性差异. 
总之, Meta分析结果表明胶囊内镜和双气囊

小肠镜在对胃肠道出血患者进行评估中具有相

似的诊断率. 考虑到胶囊内镜的非创伤性及患

者的易接受性, 因此对于不明原因消化系出血

的患者首先进行胶囊内镜检查可能是更好的选

择. 胶囊内镜检查阴性的患者行小肠镜检查部

分患者可有阳性发现, 但胶囊内镜阳性后再行

小肠镜检查并不能提高诊断率. 因此, 对于不明

原因消化系出血的患者, 先行胶囊内镜检查, 若
胶囊内镜检查阴性再行小肠镜检查可能是一个

可行的检查策略, 但对于胶囊内镜检查阳性者, 
再行小肠镜检查并不能提高诊断率. 
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Abstract
Intrahepatic bile duct adenoma is a rare clinical 
entity which was frequently found in routine 
physical examinations. It is easy to be misdi-
agnosed due to its unspecific ultrasonographic 
characteristics. The major contrast-enhanced 
ultrasonographic characteristic of the present 
case was “fast in and fast out” pattern, which is 
difficult to be differentiated from those hyper-
vascular hepatic tumors. The contrast-enhanced 
ultrasonographic characteristics need to be fur-
ther studied. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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 病例报告 CASE REPORT

肝内胆管腺瘤的超声造影表现1例

温艳婷, 敬基刚, 罗 燕

®

■背景资料
该例患者于常规
体检时发现肝脏
占位, 术前行超声
造影提示富血供
肿块, 但由于对肝
内胆管腺瘤的超
声造影特征缺乏
认识, 难以在术前
确诊. 本文提示在
发现肝脏富血供
肿块时应结合病
史, 拓展诊断思路. 

Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(35): 4066-4068  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/4066.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i35.4066

摘要 
肝内胆管腺瘤临床少见, 多于常规体检时发
现, 其常规超声表现特征性不明显, 易造成误
诊. 本例患者超声造影表现为“快进快出”, 
不易与富血供的肝肿瘤相鉴别. 由于病例极
少, 其超声造影特征有待进一步研究. 

© 2013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: 本例患者超声造影表现为“快进快

出”, 不易与富血供的肝脏肿瘤相鉴别. 这与文

献报道中肝内胆管腺瘤的造影特征相符, 为该病

的临床诊断提供了更多影像学资料. 

温艳婷, 敬基刚, 罗燕. 肝内胆管腺瘤的超声造影表现1例.  世界

华人消化杂志  2013; 21(35): 4066-4068  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/4066.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i35.4066 

0  引言

肝内胆管腺瘤是一种起源于胆管黏膜上皮的

良性肿瘤[1]. 男女发病率无差异, 临床表现以腹

痛、胃部不适多见. 其影像学检查常表现为肝

包膜下的单发性结节, 难与其他肝脏肿瘤鉴别, 
因此术前常难以确诊, 多于手术切除后病理证

实, 治疗手段以局部手术切除为主. 目前国内文

献中报道极少, 且尚无其超声造影的相关报道, 
现将我院1例肝内胆管腺瘤超声造影的表现报

道如下. 

1  病例报告

患者, 男, 26岁, 体检发现肝脏占位就诊, 无相关

临床症状及阳性体征. 葡萄糖7.88 mmol/L(正
常值3.9-5.9 mmol/L), 尿酸541 µmol/L(正常值

240-490 µmol/L), 甘油三酯4.15 mmol/L(正常值

■同行评议者
康春博, 副主任医
师, 北京大学航天
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■研发前沿
本病临床较为罕
见 ,  文 献 报 道 中
造影特征均表现
为 富 血 供 肿 块 , 
但由于对该病缺
乏 经 验 和 认 识 , 
往往术前确诊困
难 ,  且易被误诊 . 
目前尚无肝内胆
管腺瘤的影像学
诊断标准.

0.29-1.83 mmol/L), 甲胎蛋白3.11 ng/mL(正常值

<8 ng/mL), 余血清指标无明显异常. 患者既往无

肝炎及酗酒史. 我院彩超示: 肝脏实质回声增强, 
左外叶查见大小约48 mm×42 mm×35 mm的弱

回声团块, 边界较清楚, 形态欠规则, 内未见明

显血流信号. 行超声造影检查示: 动脉期团块呈

高增强; 门脉期与实质期呈不均匀低增强(图1). 
结果示: 脂肪肝, 左肝实性占位: 炎性假瘤? 原发

性肝癌(hepatic cell carcinoma, HCC)待排. 磁共

振成像(magnetic resonance imaging, MRI)增强

扫描示: 肝左外叶富动脉血供肿块占位, 考虑原

发性肝癌可能. 术中见: 肝脏质地柔软, 左外叶

见40 mm×30 mm×30 mm包块, 术后剖视标本

见包块呈局灶结节增生状. 术后诊断: 左肝占位: 
肝脏局灶性结节增生(focal nodular hyperplasia, 
FNH)? 术后病理: 肝内胆管腺瘤. 

2  讨论 

肝内胆管腺瘤十分罕见, 临床表现多无症状, 几
乎不恶变, 预后较好, 是一种起源于胆管黏膜上

皮的良性肿瘤, 可广泛累及胆道系统. 其声像图

表现易与肝脏恶性肿瘤相混淆, 甚至在快速冰

冻检查时, 也不易与胆管癌或肝脏转移癌相鉴

别. 常规超声下肝内胆管腺瘤多表现为单发性

结节, 靠近肝包膜下, 直径多为1-20 mm, 边界较

清楚, 无包膜. 文献报道中个别体积较大, 可能

与肿瘤内部囊性变或出血有关[2], 本例亦表现为

体积较大, 可能与上述因素有关. 超声造影在动

脉期团块呈高增强(图1A), 门脉期与实质期呈不

均匀低增强(图1B, C), 此增强方式与肝细胞癌

“快进快出”的表现类似. 国外文献报道该病

例在增强CT或MRI时表现为动脉期高增强的富

血供肿块, 门脉期开始消退或持续增强, 应与具

备富血供特征的肝脏肿瘤相鉴别[3,4], 本例病灶

也表现出相似的造影特征, 因此在术前难以确

诊, 甚至导致误诊. 由于目前该病例文献报道极

少, 其超声造影特征有待进一步研究和总结. 
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图  1  肝左外叶肿块超声造影后表现(白色箭头示). A: 动脉期呈高增强; B: 门脉期开始廓清, 呈不均匀低增强; C: 实质期呈

不均匀低增强.
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诊断方法. 为肝内
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提供了影像学资
料, 有一定的临床
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《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.
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Journals》和《Digital Object Identifier》收录. 《世

界华人消化杂志》于2012-12-26获得RCCSE中国

权威学术期刊(A+)称号.《世界华人消化杂志》

在中国科学技术信息研究所, 2012-12-07发布的

2011年度《中国科技期刊引证报告(核心版)》统

计显示, 总被引频次3871次(他引率0.82), 影响因

子0.775, 综合评价总分65.5分, 分别位居内科学研

究领域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 并荣获

2011年度中国精品科技期刊.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 循证医学, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及

实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(World Chinese Journal
of Digestology , WCJD , ISSN 1009-3079 (print) 
ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569)》是一份

同行评议和开放获取期刊(Open Access Journal, 
OAJ), 创始于1993-01-15, 旬刊, 每月8、18和28号
出版. 《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 
由483位专家组成, 分布在30个省市、自治区和

特别行政区.
《世界华人消化杂志》的首要任务是出版

胃肠病学, 肝病学, 消化系内镜学, 消化系外科学, 
消化系肿瘤学, 消化系影像学, 消化系介入治疗, 
消化系病理学, 消化系感染学, 消化系药理学, 消
化系病理生理学, 消化系病理学, 消化系循证医

学, 消化系管理学, 胰腺病学, 消化系检验医学, 消
化系分子生物学, 消化系免疫学, 消化系微生物

学, 消化系遗传学, 消化系转化医学, 消化系诊断

学, 消化系治疗学和糖尿病等领域的原始创新性

文章, 综述文章和评论性的文章. 最终目的是出版

高质量的文章, 提高期刊的学术质量, 使之成为指

导本领域胃肠病学和肝病学实践的重要学术性期

刊, 提高消化系疾病的诊断和治疗水平.
《世界华人消化杂志》由百世登出版集团

有限公司(Baishideng Publishing Group, BPG)主
办和出版的一份印刷版, 电子版和网络版三种

版本的学术类核心期刊, 由北京百世登生物医

学科技有限公司生产制作, 所刊载的全部文章存

储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络
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辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
《世界华人消化杂志》被《中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)》,  《中文核心期

刊要目总览(2011年版)》, 《Chemical Abstracts》, 
《EMBASE/Excerpta Medica》, 《Abstracts 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同 行 评 议 ,  是 一
份被《中国科技
论文统计源期刊
(中国科技核心期
刊 )》 ,《中 文 核
心期刊要目总览
(2011年版)》收录
的学术期刊.

 
wcjd@wjgnet.com 

® 世界华人消化杂志 2013年12月18日; 21(35): Ⅰ-Ⅴ

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



2013-12-18|Volume 21|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com

Ⅱ                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  世界华人消化杂志  2013年12月18日   第21卷    第35期

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
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相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

病研究所.
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3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3 . 1 1  正 文 标 题 层 次  0  引言 ;  1  材料和方

法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参

考文献 .  序号一律左顶格写 ,  后空 1 格

写 标 题 ;  2 级 标 题 后 空 1 格 接 正 文 .  正
文内序号连排用 ( 1 ) ,  ( 2 ) ,  ( 3 ) .  以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上
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角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投

稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 所有的

来稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通

过为录用, 否则将退稿或修改后再审. 

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料电子

版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传

至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由

作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2013年国内国际会议预告

2013-01-24/26
美国临床肿瘤学会胃肠肿瘤(ASCO GI)研讨会
会议地点: 美国旧金山
联系方式: www.gicasym.org

2013-02-10/15
2013年肠道微生物组: 免疫网络效应/法规Keystone Symposia
会议
会议地点: 美国
联系方式: info@keystonesymposia.org

2013-02-09/12 
美国肠外与肠道营养学会(A.S.P.E.N.): 2013临床营养周
(CNW 2013)
会议地点: 美国亚利桑那州凤凰城
联系方式: http://www.nutritioncare.org/ClinicalNutritionW-
eek/index.aspx?id=508

2013-02-22/23 
国立压力性溃疡顾问委员会(NPUAP)全国双年会
会议地点: 美国休斯顿
联系方式: http://www.npuap.org/NPUAPnews-Spring11[1]

2013-02-22/23
迈阿密大学肝胆疾病临床实践会议
会议地点: 美国
联系方式: cme.med.miami.edu/x88.xml 

2013-03-01/31
2013年北京第七届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: zhshfbwkzz@yahoo.com.cn

2013-03-01/04
2013加拿大消化疾病周(CDDW) 
会议地点: 加拿大
联系方式: www.cag-acg.org/cddw 

2013-03-07/10
亚太肝脏研究协会(APASL)第23届会议 
会议地点: 新加坡 
联系方式: www.apaslconference.org

2013-03-15/17 
2013年腹腔镜胃肠外科高峰论坛
会议地点: 深圳市
联系方式: ewancool@hotmail.com

2013-03-14/16 
中部外科学会(CSA)2013年会
会议地点: 美国佛罗里达州阿米莉亚岛
联系方式: http://www.centralsurg.org/meeting/futuremtgs.
html

2013-04-12/14 
2013中国肛肠创新论坛(CICS)
会议地点: 北京市
联系方式: www.crdinnovation.com

2013-04-19/23
2013第2届国际肿瘤学论坛
会议地点: 瑞士
联系方式: cihexpo@163.com

2013-05-23/25
2013第六届世界癌症大会
会议地点: 西安市
联系方式: bithuiyi@163.com

2013-05-20/22
2013年第三届内分泌与代谢大会
会议地点: 西安市
联系方式: nancy@bitconferences.cn

2013-05-31/06-04
2013美国临床肿瘤协会年会
会议地点: 美国芝加哥
联系方式: yangxinxue999@163.com

2013-06-07/09
中国国际肿瘤营养与支持治疗研讨会暨第一届全国肿瘤
营养与支持治疗学术会议
会议地点: 武汉市
联系方式: csonsc@VIP.163.com

2013-06-21/23
中国消化科学术论坛 
会议地点: 张家界市
联系方式: casgmail@126.com

2013-07-13/14
中华医学会2013年肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 银川市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-09-26/30
第39届欧洲临床肿瘤学会年会
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/events/madrid-2014-esmo-
congress.html 

2013-10-18/20 
第二十二届亚太抗癌大会
会议地点: 天津市 
联系方式: secretariat@apcc2013.com 
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白爱平 副教授
江西省南昌大学第一附属医院消化病研究所

白岚 教授
南方医院惠侨科

白玉作 教授
中国医科大学附属盛京医院小儿外科

蔡开琳 副教授
华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

崔莲花 副教授
青岛大学医学院公共卫生系

戈之铮 教授
上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

何松 教授
重庆医科大学附属第二医院消化内科

黄颖秋 教授
本溪钢铁(集团)总医院消化内科

姜波健 教授
上海交通大学医学院附属第三人民医院普通外科

康春博 副主任医师
北京大学航天临床医院普通外科

李淑德 教授
第二军医大学长海医院消化内科

李涛 副主任医师
北京大学人民医院肝胆外科

李宗芳 教授
西安交通大学医学院第二附属医院

刘丽江 教授
江汉大学医学院病理学

刘连新 教授
哈尔滨医科大学第一临床医学院

刘亮明 副教授
上海交通大学附属第一人民医院松江分院肝病科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

缪应雷 主任医师
昆明医科大学第一附属医院消化内科

倪润洲 教授
南通大学附属医院消化内科

牛英才 研究员
齐齐哈尔医学院医药科学研究所

沈薇 教授
重庆医科大学附属第二医院消化内科

宋振顺 教授
西京医院肝胆外科

汤静 主管药师
上海交通大学附属第一人民医院药学部

庹必光 教授
遵义医学院附属医院消化科

王德盛 副主任医师
中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

王小众 教授
福建医科大学附属协和医院消化内科

杨建民 教授
浙江省人民医院消化内科

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

于珮 主任医师
天津医科大学代谢病医院

余日胜 主任医师
浙江大学医学院附属第二医院放射科

俞继卫 副主任医师
上海交通大学医学院附属第三人民医院普外一科(胃肠外科)

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

赵刚 副教授
协和医院胰腺病研究所
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