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Abstract
Gastric cancer is a common disease that greatly 
endangers people’s health. The mechanism of 
gastric carcinogenesis is still unknown. Gastric 
carcinogenesis is a long-term multistep process, 
during which a series of precancerous lesions 
develop sequentially. Intraepithelial dysplasia 
and intestinal metaplasia are two types of gastric 
precancerous lesions. Because of high malignan-
cy and unclear etiology of gastric cancer, there 
are some difficulties in carrying out successful 
primary prevention. Here, we give an overview 
of the definitions and classification of gastric in-
traepithelial neoplasia and intestinal metaplasia, 
and elaborate the relationship among Helico-
bacter pylori infection, atrophic gastritis, intesti-
nal metaplasia and gastric carcinoma. 

Key Words: Gastric precancerous lesions; Intestinal 
metaplasia; Intraepithelial neoplasia; Helicobacter 
priori ; Stem cells

Gao ZL, Zhang C, Sheng FY, Jin LW. Intestinal metapla-
sia, intraepithelial neoplasia and gastric carcinogenesis. 
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摘要
胃癌是严重危害人民健康的疾病之一, 其发病
机制尚不明确. 胃癌的发生常在癌变之前经历
相当漫长的演变过程, 即由正常胃黏膜转变成
胃癌前病变, 部分再发展成胃癌. 目前公认, 胃
黏膜异型增生和肠上皮化生是胃癌前病变. 鉴
于胃癌的高度恶性, 且其病因发病机制尚未完
全阐明, 实施针对病因的一级预防比较困难. 
本文就胃上皮内瘤变、异型增生和肠化生的
定义和分类, 幽门螺杆菌感染、萎缩性胃炎、

肠化生与胃癌发生的相关性等问题进行综述, 
旨在提高对胃癌前病变的认识水平, 以便于临
床医师对胃癌前病变、特别是萎缩性胃炎进
行密切的监测及予以及时有效的干预.  

关键词: 胃癌前病变; 肠上皮化生; 胃上皮内瘤变; 
幽门螺杆菌; 干细胞
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0  引言

胃癌是严重危害人们健康的疾病之一, 位居恶性

肿瘤死亡原因的第2位, 约2/3的病例发生在发展

中国家[1]. 我国胃癌死亡率为25.16/10万, 占恶性

肿瘤死亡率的23.35%, 每年世界范围内约1百万

人被诊断为胃癌, 每年有70万人死于胃癌. 在西

方国家进展期胃癌5年生存率<20%, 而早期胃癌

及时手术后5年生存率可达90%[2]. 胃癌的发生

机制不明, 肠型胃癌来源于幽门螺杆菌(Helico-
bacter pylori , H.pylori )感染的癌前病变, Correa[3]

提出了慢性非萎缩性胃炎-慢性萎缩性胃炎-胃
黏膜肠上皮化生-异型增生-黏膜内癌-浸润性癌

的模式. 胃癌前期变化包括癌前状态和癌前病

变两个方面. 癌前状态为临床概念, 指胃癌前期

疾病, 如慢性萎缩性胃炎、胃溃疡、胃息肉、

残胃炎及肥厚性胃炎等. 癌前病变(precancerous 

www.wjgnet.com
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(H.pylori )感染的
癌前病变, 胃癌前
期变化包括癌前
状态和癌前病变
两个方面. 癌前病
变是病理概念, 包
括肠上皮化生、
不典型增生或称
异型增生.

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科



lesions)是病理概念, 包括肠上皮化生、不典型

增生或称异型增生. 感染诱发胃黏膜慢性炎症

(非萎缩性胃炎), 进而引起萎缩性胃炎及肠上皮

化生, 经非典型增生而发生胃癌[4]. 

1  胃黏膜异型增生和上皮内瘤变

不典型增生(atypia)和异型增生(dysplasia): 不典

型增生多用于与良性反应性增生相关的形态学

改变; 异型增生多被认为是一种良性的、具有

恶性潜能的肿瘤性上皮内病变, 组织学有别于

浸润癌及良性增生病变. 胃上皮内瘤变(gastric 
epithelial neoplasia, GIN)或称胃上皮异型增生

(gastric intraepithelial dysplasia, GED), Orlowska
和Kolodziejczyk等[5,6]认为GIN是胃癌的前期病

变, 并提示胃黏膜其他部位发生胃癌的风险增

加. 西方Grundmann 1975年首次使用异型增生

表示与胃癌前状态相关的组织学改变, 异型增

生多被认为是一种良性的、具有恶性潜能的肿

瘤性上皮内病变. 2000年, WHO推荐使用非浸润

性低级别/高级别上皮内瘤变(non-invasive low-
grade and high-grade intraepithelial neoplasia); 而
癌(carcinoma)定义为肿瘤细胞浸润至固有层及

更深[7]. 
低级别上皮内瘤变(low-grade intraepithelial 

neoplasia, LGIN)指上皮结构和细胞学异常局限

于上皮的下半部, 相当于胃黏膜轻度和中度异

型增生, 经治疗可部分消退; 高级别上皮内瘤变

(high-grade intraepithelial neoplasia, HGIN)指上

皮结构和细胞学异常扩展至上皮的上半部乃至

全层, 相当于胃黏膜重度异型增生和原位癌. 轻
度的异型增生及完全性小肠型化生属于胃黏膜

的炎症反应, 多被认为是一种良性的病变; 而不

完全性肠化生、重度异型增生具有明显的癌变
倾向.

2  胃黏膜上皮内瘤变的转归

阮洪军等[8]回顾分析46例经胃镜钳取活组织病

理诊断为胃黏膜HGIN患者胃镜下表现, 并对

照分析28例接受外科手术切除标本的病理学

检查, 研究分析显示28例术前病理诊断HGIN
的患者中术后仅4例维持HGIN的诊断, 其余24
例均报道为胃癌, 提示胃镜活检胃黏膜病理诊

断为HGIN在大部分情况下同时已经存在癌变. 
国外文献显示, LGIN患者38%-75%可以消退, 
19%-50%持续存在; 而HGIN患者不到16%可消

退, 持续存在者占14%-58%[9,10]. LGIN进展为癌

时间10 mo到4年, HGIN 60%-85%的患者4-48 
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mo, 而3 mo内诊断者很可能是事先的癌未能诊

断[11,12].

3  胃黏膜的肠化生及胃萎缩

3.1 胃黏膜的肠化生 应用过碘酸(periodic acid-
schiff, PAS)和高铁二胺氧化酶(high-iron di-
amine, HID)技术, 将胃黏膜的肠化生分成3种亚

型: Ⅰ型为完全性肠化生: 带有刷状缘的吸收上

皮、杯状细胞及潘氏细胞; 不完全性肠化生类

似结肠柱状上皮, 根据柱状细胞分泌黏液的不

同, 不完全性肠化生又可分为Ⅱ型和Ⅲ型, Ⅱ型

分泌唾液黏蛋白, Ⅲ型分泌硫黏蛋白; 仅Ⅲ型肠

化生发生胃癌的风险较高[13]. 
3.2 胃萎缩 胃黏膜腺体由化生的腺体(化生性萎

缩)或纤维组织取代(非化生性萎缩). 组织学上

有2种类型: (1)化生性萎缩: 胃黏膜固有腺体被

肠化或假幽门腺化生腺体替代; (2)非化生性萎

缩: 胃黏膜固有腺体被纤维组织或纤维肌性组

织替代, 或炎症细胞浸润引起固有腺体数量减

少[14]. Karaman等[15]对240例带有活检的自身免

疫性萎缩性胃炎(autoimmune metaplastic atro-
phic gastritis, AMAG)进行临床病理分析, 结果显

示息肉179例; 46例分化良好的神经内分泌肿瘤

(类癌); 11例腺癌; 3例淋巴瘤, 1例胃肠间质瘤.

4  H.pylori 与肠化生

H.pylori慢性感染在萎缩性胃炎和肠化生中起

重要作用. H.pylori感染被认为是Ⅰ类致癌因素, 
人群中H.pylori感染率约50%[16]. H.pylori感染者

胃癌的发生几率比非感染者高10.9倍. 并非所有

H.pylori感染者都产生胃的病变, 他可因H.pylori
菌株不同或宿主的免疫状态不同而异[17]. Rokkas
等[18]在研究H.pylori根除与胃癌发生关系发现

H.pylori根除仅有益于萎缩性胃炎而非肠化生患

者, 表明预防性H.pylori根除应在化生发生之前

进行. 在一些个体, 肠化生可能是进展到胃癌的

“非可逆点”. 在中国45岁以上胃癌高危人群

肠化进展为肿瘤大约在45%, 而西方国家报道肠

化进展为肿瘤仅为少数病例[19,20]. 

5  肠化的分子生物学改变

有关肠化的基因改变知之甚少, 如基因不稳定

性, 端粒酶活性改变, p53基因突变已有相关报

道, 然而这些变化与肠化进展到肿瘤的关系还

远远未被揭示, 微卫星不稳定性(microsatellite 
instability, MSI)及杂合性丧失(loss of heterozy-

www.wjgnet.com
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发现胃型胃癌肠
化发生少于肠型
胃癌, 黏膜萎缩也
轻于肠型胃癌.
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gosity, LOH)2种主要的基因不稳定与胃癌有关. 
微卫星是正常短的, 重复系列DNA, 重复系列的

长度因人而异. 在肿瘤时, MSI可以出现. 当一

个基因的等位基因丢失时, LOH发生, 余下的等

位基因突变或缺失[14]. Hamamoto等[21]研究表明

47%的胃癌患者及27%的不完全肠化患者至少

1/9的位点出现MSI, LOH仅发生2/15. Sugai等[22]

对148例早期胃癌的黏膜内癌和黏膜下癌检测

LOH, MSI和甲基化状况. 与黏膜内癌相比较, 黏
膜下癌显示高的LOH和低的甲基化, 提示胃黏

膜下癌是基因改变的积累. 
端粒是染色体末端DNA重复区, 其生理功

能是维持染色体结构的完整性, 防止染色体结

构在复制时丢失及防止其被核酸酶降解, 端粒

缩短到一定程度, 细胞不可避免的出现衰老, 反
之, 肿瘤细胞端粒酶活性明显升高. 从正常黏膜

慢性胃炎, 肠化生到胃癌, 端粒酶活性逐渐升高, 
在一项研究[23]中, 肠化、腺瘤、胃癌端粒酶阳性

分别是15%、45%和89%. Kameshima等[24]研究

表明不完全肠化端粒活性高于完全肠化. p53基
因是肿瘤抑制基因, 与细胞周期调控, DNA修复, 
细胞凋亡有关, 在胃癌常伴有P53突变, 肠型胃

癌常发生在A:T位点[25]. 

6  肠上皮化生、萎缩性胃炎与胃癌的组织发生

郭鹏等[26]对12例早期胃癌癌灶及周围1 cm范围

胃壁作连续切片, 以探讨胃癌的组织发生, 结果

显示10例表面上皮杵指状增生, 部分癌旁表面

上皮细胞部分缺失, 由肉芽组织取代, 说明有急

慢性胃炎反复发作的过程; 胃小凹阻塞7例, 小
凹由炎性肉芽组织充塞, 所属腺体部分萎缩, 部
分代偿扩张; 12例癌旁都有不同程度的不典型

增生, 伴萎缩性胃炎, 肠上皮化生有4例. 不完

全肠化、不典型增生、胃癌之间的关系已有

较多报道, 王益民等[27]对68例胃癌和同期胃镜

检查的67例非溃疡性消化不良病例行病理学

和组织化学评估, 研究胃黏膜肠化生与胃癌组

织发生关系, 结果显示在胃癌组肠化检出率是

86.8%(59/68), 对照组检出率是38.8%(26/67), 不
完全肠化主要位于胃窦部及小弯区胃体. Kudo
等[28]探讨黏膜高度, 腺体数目, 肠化生程度与胃

癌的发生及胃癌的组织病理类型, 发现胃型胃

癌肠化发生少于肠型胃癌, 黏膜萎缩也轻于肠

型胃癌. 显示胃型胃癌及中至低度分化腺癌常

伴有黏膜萎缩及较少化生. 较少发生肠化生的

萎缩型胃炎是胃型胃癌发生的主要基础. 

7  干细胞、胃癌干细胞与肠上皮化生及胃癌发生

正常干细胞(normal stem cells, NSCs)保留着一

部分未分化的细胞, NSCs存在于某些正常组织, 
如脑组织, 骨髓和胃肠道. 这些NSCs具有自我复

制和多向分化的能力外, 其中胃肠道NSCs存在

于颈/颊增生区, 从上部颈和下颊部经历了复杂

的迁移, 成为分化的上皮细胞[29]. 由于缺乏特有

标识, 人胃肠NSCs很难鉴定. 
胃成体干细胞能分化形成完整的小肠隐窝

和胃腺体. 当受到持续的炎性刺激、自身抗体

或其他理化因素作用时增殖为肠上皮细胞, 如
吸收细胞、杯状细胞和潘氏细胞, 即肠上皮化

生. 肠上皮化生的过程是组织细胞分化异常所

致, 这种细胞分化异常发生在干细胞水平[30].
胃癌的发生发展经历长期的多步骤演变, 正

常胃黏膜-慢性非萎缩性胃炎-慢性萎缩性胃炎

-胃黏膜肠上皮化生-上皮内瘤变-浸润性胃癌. 
Tatematsu等[31]研究发现, 胃干细胞在肠上皮化

生中表现出异常的细胞分化, 即同一干细胞可

产生胃、肠表型细胞, 早期胃癌主要包括胃型

细胞, 进展期胃癌则有肠型代替胃型细胞, 认为

肠上皮化生并不是癌前病变, 肠型细胞可独立

地出现在胃上皮肠化生和胃癌中, 胃黏膜细胞

和胃癌细胞的肠上皮化生是一种同源转化. 说
明胃癌本身是一种干细胞疾病, 是干细胞发生

了癌变. 

8  结论

目前多数学者认为胃黏膜癌变和生理性再生、

病理性修复、化生和不典型增生始发于具有多

向分化的干细胞, 胃腺干细胞位于胃小凹底部

和腺颈部. 在H.pylori感染基础上, 多次急慢性胃

炎反复发作引发萎缩性胃炎, 萎缩性胃炎没有

得到积极有效治疗, 胃黏膜在多次重创及修复

过程中, 可造成胃黏膜的糜烂、坏死及溃疡形

成并产生多种致癌物质. 这种损伤与修复伴炎

性坏死产生的致癌物质, 导致细胞出现异型增

生, 由炎性增生-异型型增生-致癌变这个过程大

约需10-20年. 可见对胃的癌前病变, 特别是萎缩

性胃炎进行早期干预治疗, 防止肠化生的发生, 
是预防胃癌的关键. 
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Abstract
AIM: To evaluate the impact of silencing of the 
USP22 gene by small interfering RNA (siRNA) 
on the proliferation of human gastric cancer 
AGS cells.

METHODS: Three USP22-specific siRNAs and a 
negative siRNA were designed and transfected 
into AGS cells using Lipofectamine 2000. Quan-
titative real-time PCR (qRT-PCR) and Western 
blot were utilized to detect the expression levels 
of USP22 mRNA and protein, respectively. Cell 
proliferation was measured using Cell Counting 
Kit-8 (CCK-8). The distribution of cell cycle was 
determined by flow cytometry.

RESULTS: All three USP22-specific siRNAs 
could silence the expression of the USP22 gene. 

Forty-eight hours after transfection, the expres-
sion levels of USP22 mRNA and protein were 
reduced by 80.47% ± 2.99% and 79.40% ± 3.58%, 
respectively; the reduced rate of cell prolifera-
tion was 27.33% ± 3.49%; and the proportion 
of gastric cancer cells arrested in G0/G1 phase 
increased significantly, while those arrested in S 
phase decreased significantly. 

CONCLUSION: Transfection of USP22-specific 
siRNAs could effectively inhibit the expression 
of the USP22 gene and significantly suppress cell 
growth in human gastric cancer cell line AGS.

Key Words: Ubiquitin-specific peptidase 22; Small 
interfering RNA; Gastric cancer; AGS cells; Cell pro-
liferation

Deng MZ, Tao KX, Wang GB, Liu XH. SiRNA-mediated 
silencing of the USP22 gene inhibits cell proliferation in 
human gastric cancer cell line AGS. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(19): 1985-1989

摘要
目的: 探讨小干扰RNA(siRNA)沉默泛素特
异性肽酶22(ubiquitin specific peptidase 22, 
USP22)对胃癌细胞增殖的影响.

方法: 针对USP22基因设计3条siRNA及阴性
siRNA, 用脂质体Lipofectamine 2000转染胃癌
AGS细胞, 通过实时定量PCR和Western blot检
测转染后AGS细胞USP22基因中mRNA和蛋
白表达水平的变化情况, 流式细胞术检测细胞
周期分布变化情况, CCK8法检测细胞增殖率
及抑制率.

结果: 转染48 h后, 3条siRNA均能显著抑制
USP22 mRNA和蛋白的表达. 其中, 以转染
USP22 s iRNA3后效果最明显, mRNA和蛋
白表达分别下降80.47%±2.99%和79.40%±

3.58%. 细胞增殖明显受到抑制, USP22 siR-
NA3组细胞增殖抑制率为27.33%±3.49%. 细
胞周期中G0/G1期细胞增多, S期细胞减少.

结论:  采用R N A干扰技术能够有效地沉默
USP22基因的表达, 并显著抑制胃癌细胞的
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■背景资料
胃癌是最常见的
消 化 系 肿 瘤 ,  虽
然 手 术 联 合 化
疗 不 断 取 得 改
进 ,  但 是 预 后 仍
不 理 想 ,  探 索 新
的 治 疗 方 式 有
一 定 的 意 义 .  泛
素 特 异 性 肽 酶
22(USP22)参与
肿瘤细胞周期相
关 基 因 的 调 控 , 
并与细胞增殖密
切相关.

■同行评议者
肖 文 华 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军总医院第一附
属医院肿瘤科



增殖.

关键词: 泛素特异性肽酶22; 小干扰RNA; 胃癌; 

AGS细胞; 细胞增殖

邓美洲, 陶凯雄, 王国斌, 刘兴华. siRNA沉默USP22基因对胃

癌细胞增殖的抑制作用.  世界华人消化杂志  2011; 19(19): 

1985-1989

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1985.asp

0  引言

胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一. 尽管手

术联合辅助化疗不断取得改进, 胃癌患者预后

仍不理想[1]. 胃癌细胞增殖过快是导致胃癌患者

生存率减低的重要原因, 因此抑制胃癌细胞增

殖可作为抑制胃癌进展、改善胃癌患者预后的

重要手段. 目前, 随着胃癌研究的进展, 针对肿

瘤细胞生长、凋亡、细胞周期等分子靶向治疗

在胃癌的诊治中逐渐受到重视, 寻找到合适的

治疗靶点便成为影响治疗效果的关键因素[2-4]. 
泛素特异性肽酶22(ubiquitin specific peptidase 
22, USP22)参与肿瘤细胞周期相关基因的调控, 
并与细胞增殖密切相关[5,6]. 本实验组在前期的

实验中已证实胃癌组织中USP22蛋白高表达. 在
此基础上, 本实验采用小干扰RNA(small inter-
ference RNA, siRNA)下调胃癌AGS细胞USP22
基因的表达, 以观察其对胃癌增殖的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌AGS细胞(武汉协和医院腔镜实验

室保存), 细胞培养基DMEM(HyClone), 胎牛血

清(杭州四季青), Lipofectamine 2000(Invitrogen), 
Opti-MEMI培养基、青霉素、链霉素双抗(Gib-
co), TRIzol、逆转录试剂盒(TaKaRa), Fast SYBR 
Green Mast Mix(Applied Biosystems), USP22多
克隆抗体(Abcam), 二抗(武汉博士德)、CCK8
试剂、细胞周期检测试剂盒、E C L试剂盒、

蛋白裂解液(碧云天), SDS-PAGE凝胶制备试

剂盒(武汉谷歌生物), 阴性对照siRNA和USP22 
siRNA(广州锐博生物公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 细胞培养使用含100 mL/L胎牛

血清的DMEM培养基, 于37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱中. 48-72 h传代或换液.
1.2.2 USP22干扰片段的设计及合成: 通过Am-
bion网站设计针对USP22基因的特异性siRNA
序列, 并由广州锐博公司合成. 序列为: siRNA-1, 
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5'-GGAGAAAGAUCACCUCGAATT-3'和
3'-TTCCUCUUUCUAGUGGAGCUU-5'; siR-
NA-2, 5'-CUGCAAAGGUGAUGACAAUTT-3'
和3'-TTGACGUUUCCACUACUGUUA-5'; siR-
NA-3', 5'-GAAGCAUAUUCACGAGCAUTT-3'
和3'-TTCUUCGUAUAAGUGCUCGUA-5'. 
同时设计阴性对照RNA, 序列为: 5'-GAGA-
A G A C U A C U C A A G C AT T-3'和3'-T T C U-
CUUCUGAUGAGUUCGUA-5'.
1.2.3 细胞转染: 转染前1 d以2×105/孔接种6孔
板, 待细胞铺满孔底约50%时, 参考广州锐博

siRNA使用说明书转染, 转染时使用不含抗生

素的Opti-MEMI培养基孵育siRNA片段和Lipo-
fectamine 2000转染试剂, 每孔最终体积2 mL, 每
孔siRNA浓度50 nmol/L, 转染6 h后换液. 实验分

组: 空白对照组(control): 仅含有转染试剂; 阴性

对照组(negative siRNA): 含转染试剂和不影响

目的基因表达的干扰片段; 干预组(USP22 siR-
NAs): 含转染试剂和干扰片段.
1.2.4 实时定量PCR: 收集转染48 h后的细胞, 
TRIzol法提取细胞总RNA, 逆转录合成Cdna. 
通过实时定量P C R扩增目的基因 .  反应体系

为20 μL, 其中Fast sybr green mix Ⅰ 10 μL, 
cDNA 2 μL, 上、下游引物各0.8 μL, ddH2O 6.4 
μL. 反应条件为: 94 ℃预变性20 s, 94 ℃变性

5 s, 60 ℃退火、延伸30 s, 反应40个循环. 采
用2-ΔΔC t法分析目的基因m R N A的相对表达水

平. 扩增基因的特异性引物由Invi t rogen公司

合成, 序列为: USP22(115 bp)5'-CTACCAG-
GAGTCCACAAAGCAG-3'和5'-CACATAC-
GTGGTGATCTTCCGC-3'; GAPDH(131 bp), 5' 
-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'和5'-AC-
CACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3'.
1.2.5 Western blot: 转染细胞48 h后采用RIPA裂

解液提取蛋白, 用BCA法进行蛋白定量. 配置

10% SDS-PAGE分离胶10 mL: H2O 4 mL, 30%丙

烯酰胺3.3 mL, 1.5 mol/L Tris-HCl(pH8.8)2.5 mL, 
10% SDS 0.1 mL, AP 0.1 mL, TEMED 5 μL. 5% 
SDS-PAGE浓缩胶4.5 mL: H2O 3 mL, 30%丙烯

酰胺0.75 mL, 1 mol/L Tris-HCl(pH6.8) 0.75 mL, 
10% SDS 60 μL, AP 45 μL, TEMED 6 μL. 取等

量蛋白30 μg上样于浓缩胶, 80 V电泳至样品基

本进入分离胶后, 再改电压为100 V, 恒压电泳至

电泳指示剂迁移至分离胶下游边缘时停止电泳. 
200 mA电流转膜1 h后用含5%脱脂奶粉的TBST
封闭2 h, 4 ℃孵育USP22、GAPDH抗体过夜, 用
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■研发前沿
分子靶向治疗是
最近肿瘤分子生
物学研究中的热
点, 其中, 针对致
癌基因的RNA干
扰是近年肿瘤研
究 的 热 点 领 域 , 
寻 找 到 合 适 的
RNA干扰的靶点
是目前亟待解决
的问题.

■相关报道
Z h a n g 等在肺癌
的一项研究中证
实 ,  通过RNA干
扰沉默USP22基
因的表达后, 肺癌
细胞增殖明显受
到抑制, 由此证实
USP22基因表达
确实在肿瘤的增
殖中起到一定的
作用 .  Liu等在结
肠癌的研究中证
实USP22高表达
与预后较差, 与肝
转移相关.
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二抗IgG室温振荡孵育2 h后, TBST洗膜, ECL发
光, AlphaEaseFC软件进行灰度扫描以分析相对

蛋白表达值, 以GAPDH为内参对照.
1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期: 转染48 h后, 用
胰酶消化细胞, 培养基中和后离心细胞, 用PBS
洗涤细胞1次, 加入700 mL/L乙醇1 mL固定过夜, 
第2天离心除去酒精, 用含2 g/L PI的PBS 500 μL
重悬, 避光孵育30 min后, 用流式细胞仪检测各

细胞周期的分布情况.
1.2.7 CCK8检测细胞增殖: 将细胞以3×103/孔
接种于96孔板, 每组设6个副孔, 待细胞铺满孔

底50%时转染细胞, 每孔100 μL, siRNA浓度50 
nmol/L, 转染48 h后每孔加入CCK8试剂10 μL, 
于37 ℃培养箱中孵育2 h, 使用酶标仪选择450 
nm波长测定吸光值, 计算细胞增殖率及增殖抑

制率.
统计学处理 应用SPSS18.0进行统计学分析, 

每组实验重复3次, 数据以mean±SD表示, 多组

间比较采用单因素方差分析, 然后用SNK进行

两两比较, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 USP22 siRNA对USP22基因表达的影响 转染

3组USP22 siRNA片段后在mRNA水平和蛋白水

平上能使USP22基因表达明显下调(P <0.05). 其
中, 以转染USP22 siRNA3后效果最明显, mRNA
和蛋白表达分别下降80.47%±2.99%和79.40%
±3.58%. 而转染阴性对照组siRNA后mRNA和

蛋白水平均无明显改变(P >0.05). 因此, 选择对

USP22基因沉默效率最高的USP22 siRNA3组片

段进行后续实验(图1, 2).
2.2 USP22 siRNA3对胃癌AGS细胞细胞周期的

影响 转染USP22 siRNA3之后, AGS细胞中G0/G1

期细胞多于空白对照组(P <0.05), S期细胞少于

空白对照组(P <0.05). 转染阴性对照s iRNA组

AGS细胞中G0/G1期及S期细胞与空白对照组相

比无明显变化(P >0.05, 图3, 4, 表1).
2.3 USP22 siRNA3对胃癌AGS细胞增殖的抑制

作用 转染48 h后, USP22 siRNA3组细胞增殖抑

制率为27.33%±3.49%, 与空白组差别有显著性

意义(P <0.05). 阴性对照siRNA组细胞增殖抑制

率为3.84%±6.64%, 与空白对照组差别无显著

性意义(P >0.05, 图5).

3  讨论

去泛素化酶主要有两大类, 包括泛素羧基端水解

酶(ubiquitin C-terminal hydrolases, UCH)和泛素

特异性加工酶(ubiquitin-specific processing prote-
ases, UBP或USP). 去泛素化酶调节细胞内的一系

列生化反应, 包括细胞的生长分化, 肿瘤形成, 调
控细胞周期, 转录激活和信号转导等[7-19]. USP22
属于泛素特异性加工酶家族, 位于人类17号染

色体, 编码蛋白产物60 000 Da, 通过去泛素化修

饰达到调节细胞周期和促进肿瘤增殖的作用, 
正常心脏和骨骼肌中USP22高表达, 肺和肝脏中

低表达[20]. USP22在膀胱癌和结肠癌组织中表达

表  1  干预组3对AGS细胞周期分布的影响 (%)

     
分组       G0/G1期          S期      G2/M期

空白对照组 42.65±2.46 40.32±1.27 17.03±1.19

阴性对照组 43.93±2.63 39.36±4.50 16.72±1.87

干预组3 58.67±3.75a 27.44±3.96a 13.89±0.25

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  1  实时定量PCR检测转染48 h后USP22基因mRNA的表
达水平. 1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 干预组1; 4: 干预

组2; 5: 干预组3. aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  2  Western blot检测转染48 h后USP22蛋白的表达水平. 
1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 干预组1; 4: 干预组2; 5: 干

预组3. aP<0.05 vs  空白对照组.

■创新盘点
本文首次探索了
抑制USP22基因
表达对胃癌细胞
增殖的抑制作用, 
通过干预胃癌细
胞增殖周期的进
展, 抑制了胃癌细
胞的增殖.
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高于癌旁正常组织, 而且随着肿瘤恶性程度的

增加USP22表达增强, 此外, USP22与结肠癌肝

转移和预后差相关[21,22]. 一项对P53表达缺失的

肺癌H1299细胞的研究表明, 通过RNA干扰沉默

USP22基因的表达后, 肺癌细胞增殖明显受到抑

制[5]. 国内也有针对膀胱癌EJ细胞的相关研究, 
得出了类似的结论[23]. 目前关于USP22基因在胃

癌中的作用, 国内外尚未见报道. 由此我们通过

针对USP22基因设计干扰片段, 以观察其表达下

调对胃癌AGS细胞增殖的影响.
本组实验针对U S P22基因设计合成小分

子干扰片段, 3组干扰片段均能于作用48 h后在

mRNA和蛋白水平下调USP22基因的表达. 其中, 
USP22 siRNA3组片段沉默效率最高, mRNA和

蛋白水平USP22表达分别降低80.47%±2.99%
和79.40%±3.58%. 沉默USP22基因后胃癌AGS
细胞增殖明显受到抑制. 细胞周期分布中, G0/G1

期细胞明显增多 ,  S期细胞明显减少 .  与空白

对照组相比, USP22 s iRNA3组细胞抑制率为

27.33%±3.49%. 目前研究表明, SAGA(Spt-Ada-
Gcn5 acetyltransferase)复合体通过参与翻译后

水平组蛋白的修饰以调节一系列的细胞内进

程, 其修饰方式包括: 乙酰化、甲基化、泛素化

和磷酸化等[24-26]. 而USP22是SAGA复合体的一

个亚基, 通过与SAGA其他亚基共同作用参与

泛素化过程, 进而介导核受体的转录激活[6,27,28]. 
USP22通过介导组蛋白H2A和H2B去泛素化, 以
调节组蛋白表达水平, 而组蛋白与转录激活, 遗
传调节, 肿瘤进展相关[6,29-31]. 此外, USP22也是

c-Myc介导的转录所必需的, 抑制其表达导致

c-Myc激活转录效应降低, 进而抑制了肿瘤增长

和细胞周期进行[5]. 因此, USP22可能通过调节

组蛋白表达水平及促进c-Myc转录激活达到促

进肿瘤增殖的作用, 其精确机制尚有待进一步

研究.
总之, 本次实验针对USP22设计干扰片段, 

降低了USP22基因的表达水平, 并通过进一步研

究抑制了胃癌AGS细胞增殖, 阻滞了细胞周期, 
为将USP22作为抑制胃癌增殖新的靶点, RNA干

扰技术应用于胃癌研究提供了新的思路.

志谢: 感谢吴轲、石亮及李伟同志在本实验中

给予的大力帮助.
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C■应用要点
USP22基因促进
胃癌细胞的增殖, 
为胃癌分子靶向
治疗提供了一个
新 的 靶 点 .  针 对
USP22基因设计
RNA干扰 ,  抑制
肿瘤增殖, 为改善
胃癌患者预后提
供了一定的理论
基础.
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Abstract
AIM: To investigate whether and how P21 regu-

lates POLD1 expression in human gastric can-
cer cell line MGC-803 and to find new clues to 
blocking the malignant proliferation of cancer 
cells.

METHODS: MGC-803 cells were divided into 
three groups: blank control group (untrans-
fected cells), negative control group (cells trans-
fected with an empty vector pXJ41-neo), and 
experimental group (cells transfected with a 
eukaryotic expression plasmid pXJ41-p21). After 
transfection, cell proliferation was detected by 
MTT assay; cell apoptosis was detected by flow 
cytometry; and the mRNA and protein expres-
sion was detected by quantitative real-time PCR 
and Western blot, respectively.

RESULTS: Compared to the two control groups, 
cell proliferation was significantly inhibited, cell 
apoptosis was increased (11.36 ± 0.51 vs 7.39 ± 
0.17, 7.69 ± 0.47, F = 85.338, P < 0.05), and the 
mRNA and protein expression of POLD1 was 
inhibited in the experimental group. In addi-
tion, the relative expression levels of cyclin E 
and Rb1 increased, that of CDK2 decreased, and 
that of c-myc showed little change in the experi-
mental group when compared to the two control 
groups.

CONCLUSION: P21 can suppress cell prolifera-
tion and promote apoptosis in human gastric 
cancer cell line MGC-803. P21 can also suppress 
POLD1 expression possibly by regulating the 
expression of CDK2, cyclin E, Rb1 or other cell 
cycle factors in MGC-803 cells.

Key Words: Gastric cancer; P21; POLD1; Expres-
sion regulation

Ruan XL, Li YJ, Wu Q, Liao LF, Xu H. P21 suppresses cell 
proliferation and down-regulates POLD1 expression in 
human gastric cancer cell line MGC-803. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 1990-1995

摘要
目的: 研究P21对POLD1基因的调控通路, 以

®

■背景资料
P21是目前已知具
有最广泛激酶抑
制活性的细胞周
期抑制蛋白, 他可
以阻滞细胞周期
进程, 抑制DNA的
复制 .  而DNA聚
合酶δ是唯一与细
胞周期相关、在
DNA复制中起主
导作用的DNA复
制酶. 认识两者的
关系有助于更深
入理解DNA复制.

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科 ;  杜雅菊 , 
主任医师, 哈尔滨
医科大学附属第
二医院消化内科
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探索阻断癌细胞恶性增殖的机制.

方法: 实验主要分3组: 阴性对照组(转染空
载体pXJ41-neo的803-pXJ细胞)、空白对照
组(胃癌细胞MGC-803)、实验组(转染P21重
组真核表达质粒pXJ41-p21 的803-p21 细胞). 
MTT实验分析细胞增殖变化, 流式细胞仪检
测细胞凋亡水平, 实时荧光定量PCR技术检测
基因表达水平的变化, Western blot分析蛋白表
达差异.

结果: MTT实验显示, 与空白对照和阴性对照
组相比, 实验组细胞增殖受到明显抑制, 凋亡
率(%)增高(11.36±0.51 vs  7.39±0.17, 7.69±
0.47, F  = 85.338, 均P <0.05). 实验组P21 mRNA
表达水平显著提高(2.15±0.23 vs  1.05±0.11, 
1.00±0.00, F  = 59.054, 均P <0.05), POLD1则
显著下调(0.45±0.07 vs  1.09±0.13, 1.00±
0.00, F  = 49.907, 均P <0.05); P21、P125蛋白表
达变化与基因变化相一致. cyclin E、Rb1基因
表达均上调, CDK2基因表达下调, c-myc基因
表达则变化不大.

结论: P21抑制了胃癌细胞的增殖、促进其凋
亡, 同时抑制了POLD1基因的表达, 这种抑制
作用可能通过CDK2、cyclin E、Rb1等细胞
周期因子实现.

关键词: 胃癌; P21; POLD1; 表达调控
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0  引言

据DePamphi l i s[1]报道, 使细胞周期任一时期

DNA复制减少或增加都可能导致严重的后果, 
产生癌症、先天性缺陷及发育异常等人类遗传

性疾病. DNA聚合酶δ(DNA polymerase δ, polδ)
是唯一与细胞周期相关、在DNA复制中起主导

作用的DNA复制酶[2], 其催化亚基P125具有5'-3'
聚合酶和3'-5'外切酶两种活性, 编码该亚其的基

因称为POLD1[3]. 而P21是目前已知具有最广泛

激酶抑制活性的细胞周期抑制蛋白[4,5], 他可以

阻滞细胞周期进程, 抑制DNA的复制. 据此我们

推测他可能参与了对POLD1基因的表达调控, 
并研究其可能的调控模式, 从这种新的调控网

络与胃癌细胞内DNA复制的关系来寻找阻断癌

细胞恶性增殖的又一途径.

1  材料和方法

1.1 材料 MGC-803细胞购自中国科学院上海生

物细胞研究所; pXJ41-neo载体由新加坡国立大

学王跃教授惠赠, pXJ41-p21是将P21的cDNA
构建入pXJ41-neo载体获得的真核表达载体, 由
北京师范大学桑建利教授惠赠; DMEM培养基, 
Hyclone公司; 胎牛血清, 杭州四季青公司; 高效

真核转染试剂Vigofect, 威格拉斯生物技术有限

公司; Annexin V/PI凋亡检测试剂盒, 南京凯基

生物科技公司; TRIzol, Invitrogen公司; 逆转录试

剂盒, Fermentas公司; 荧光定量PCR试剂盒, 天
根生化科技有限公司; 兔抗人P21抗体C19、山

羊抗人DNA聚合酶δ(P125)抗体C20为Santa Cruz
产品; 远红外荧光标记的山羊抗兔、兔抗山羊

二抗, 美国KPL公司

1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞系MGC-803培养

于含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM培养基, 
37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养.
1.2.2 细胞转染: 转染前1 d将MGC-803细胞转种

于6孔板, 汇合度为70%-80%. 转染前1 h给细胞

换用无血清DMEM培养基. 转染试剂Vigofect与
质粒比例为3 μL∶5 μg制备转染复合物, 15 min
后均匀滴入6孔板细胞, 培养箱培养6 h, 换用完

全培养基. 转染后48 h收获细胞.
1.2.3 MTT法分析细胞增殖: 对数生长期细胞接

种于96孔板, 2×103/孔, 每组细胞均做5个复孔, 
第2天转染pXJ41-p21、pXJ41-neo质粒到细胞, 
分别于转染0、24、48、72 h加入20 μL MTT溶
液, 继续培养4 h后, 小心吸尽培养液, 每孔加入

150 μL DMSO, 酶标仪检测490 nm处吸光度值(A
值), 最后绘制生长曲线.
1.2.4 细胞凋亡检测: 细胞经胰酶消化后, 计数板

计数细胞, 每管取1×106细胞, 预冷的PBS洗细

胞3次, 用200 μL Buffer重悬细胞, 每管分别加入

5 μL Annexin V-FITC、5 μL PI, 避光孵育20 min, 
流式细胞仪上机检测.
1.2.5 荧光定量PCR检测基因表达: 应用Primer 
Premier 5.0软件设计引物, 各基因的引物序列见

表1. 提取细胞总RNA, 各取1 μg进行逆转录得到

cDNA, ABI 7500荧光定量PCR仪上进行反应, 反
应体系为: 9 μL PCR mix、9 μL去离子水、1 μL
引物、 1 μL cDNA. 以GAPDH为内参, PCR条件

为: 95 ℃预变性2 min, 95 ℃变性20 s、 60 ℃退

火30 s、72 ℃延伸31 s, 40个循环, 采用比较Ct
法, 7500 Software v2.0.5分析数据.

■相关报道
有文献报道, 肝癌
组织POLD1基因
及P125蛋白的表
达明显高于癌旁
组织, 提示P125的
高表达可能与肿
瘤的发生、发展
有重要的关系.
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1.2.6 Western blot分析蛋白表达: RIPA裂解液

提取细胞总蛋白, 测定浓度后, 取50 μg蛋白样

品, 加入上样缓冲液煮沸5 min变性后上样电泳. 
100 mA电流条件下转膜2 h, 5%脱脂奶粉封闭

2 h. 4 ℃摇床孵育一抗(P21、P125一抗稀释度

分别为1∶500、1∶2 000)过夜, PBST洗膜3次, 
10 min每次, 室温孵育二抗(二抗稀释度均为1∶
5 000)1 h, PBST洗膜3次, 10 min每次, PBS洗1次
(10 min), 最后用LI-COR Odyssey红外荧光扫描

成像系统扫描PVDF膜, Odyssey V3.0软件分析

图像及数据.
统计学处理 SPSS13.0统计软件进行统计学

分析, 采用ANOVA单因素方差分析, 并用LSD法

进行两两比较, 结果用mean±SD表示, 检验水准

α = 0.05, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT实验分析细胞的增殖 与阴性对照组

803-pXJ细胞、空白对照组MGC-803细胞相比, 
实验组803-p21细胞490 nm处的A值在转染后24 
h差异无统计学意义(0.51±0.10 vs  0.41±0.09, 
0.58±0.14, F  = 1.744, 均P>0.05), 但在48、72 h时
差异具有统计学意义(0.69±0.08 vs  1.01±0.18, 
1.14±0.07, F  = 11.333; 1.04±0.16 vs  1.43±0.13, 
1.44±0.17, F  = 6.706, 均P<0.05), 即实验组细胞

生长受到明显抑制(图1).
2.2 流式细胞术检测细胞凋亡 与阴性对照组

803-pXJ细胞、空白对照组MGC-803细胞相比, 
实验组803-p21细胞凋亡率增高(11.36±0.51 vs  
7.39±0.17, 7.69±0.47, F  = 85.338, 均P<0.05, 图2).

2.3 荧光定量PCR检测mRNA表达量

2.3.1 p21 基因和POLD1基因: 与对照组相比较,
实验组细胞p21基因的相对表达量增加, 说明重

组质粒在细胞内成功表达p21基因, 而POLD1基
因表达受抑制.
2.3.2 CDK2等细胞周期因子基因表达的变化: 
与对照组相比, 实验组cyclin E、Rb1表达上调; 
CDK2基因表达受到抑制; c-myc基因表达在各

组间差异无统计学意义(表2).
2.3.3 Western blot分析蛋白表达: P21蛋白表达

水平增高(0.64±0.04 vs  0.40±0.07, 0.45±0.06, 
F  = 13.788, 均P <0.05), P125表达受抑制(0.12±
0.01 vs  0.19±0.15, 0.20±0.00, F  = 14.378, 均
P <0.05, 图3).

3  讨论

DNA复制是由多种蛋白及酶(包括DNA聚合酶)
严格调控的过程[6], 真核生物DNA聚合酶至少包

表  1  荧光定量PCR所用到的引物序列

     
基因                                      引物序列 产物长度(bp)

GAPDH 上游引物  5'-AACGGATTTGGTCGTATTG-3' 210

下游引物  5'-CTGGAAGATGGTGATGGG-3'    

 p21 上游引物  5'-ATTCAGCATTGTGGGAGGAG-3' 131

下游引物  5'-TGGACTGTTTTCTCTCGGCT-3'   

POLD1 上游引物  5'-GCTCCGCTCCTACACGCTCAA-3' 109

下游引物  5'-GGTCTGGTCGTTCCCATTCTGC-3' 

cyclin E 上游引物  5'-CAGGGTATCAGTGGTGCGACAT-3' 181

下游引物  5'-TTCTTTGCTCGGGCTTTGTCC-3' 

Rb1 上游引物  5'-GACCCAGAGCAGGACAGCG-3' 177

下游引物  5'-ACCTCCCAATACTCCATCCACA-3'     

CDK2 上游引物  5'-GGCCTAGCTTTCTGCCATTC-3' 188

下游引物  5'-CCCAGGAGGATTTCAGGAGC-3'   

c-myc 上游引物  5'-CGAGGAGAATGTCAAGAGGCG-3' 176

下游引物  5'-CTGCTTGGACGGACAGGATGT-3'
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图  1  MGC-803细胞生长曲线.

■创新盘点
胃癌细胞内P21对
POLD1基因的表
达调控关系尚无
报道. 而且调控的
具体机制仍不清
楚, 本文已筛选出
一些相关因子, 为
后续的研究奠定
了基础. 
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括6种: DNA聚合酶α、β、γ、δ、ε及ζ[7]. polδ是
DNA聚合酶B家族的成员, 他在DNA复制、修

复、重组及跨损伤修复等均发挥重要作用[8,9]. 
人类Polδ全酶至少由4种亚基组成: P125、P66、
P50及P12[10]. 其中催化亚基P125由POLD1基因

编码[11].
Sanefuji等[12]通过免疫组织化学的方法显

示肝癌细胞核内P125的表达阳性率显著高于正

常肝组织, 并且P125的表达与细胞的分化及血

管侵袭的程度有关. 欧贤红等[13]通过RT-PCR及
Western blot的方法也发现肝癌组织POLD1基
因及P125蛋白的表达明显高于癌旁组织. 提示

P125的高表达可能与肿瘤的发生、发展有重要

的关系.
p53 是一个重要的肿瘤抑制基因 [14], L i和 

Lee[15]通过Northern blot及EMSA等实验证实野

生型p53通过与Sp1竞争性结合POLD1启动子上

的P4序列而抑制POLD1基因mRNA表达水平. 
作为p53基因的最重要的下游基因之一, p21基因

的表达产物P21蛋白可以通过依赖或不依赖P53
的途径发挥其细胞周期阻滞、DNA修复、细胞

分化及凋亡等功能[16]. 一方面, 他可以通过直接

结合cyclin-CDK复合物而抑制其活性, 使Rb蛋
白不能发生磷酸化, E2F不能释放, 从而使细胞

周期停滞在G1期, DNA复制受抑制[5]. 另外他可

以通过紧密结合增殖细胞核抗原(proliferating 
cell nuclear antigen, PCNA), 影响PCNA与polδ
的相互结合, 进而直接抑制DNA复制[17]. 石磊

等[18]研究发现乳腺癌细胞系MCF7内P21抑制

POLD1基因的表达, 胃癌细胞内是否也存在这

表  2  各组细胞周期因子mRNA相对表达水平

     
分组        CDK2        cyclin E         c-myc          Rb1

实验组   0.64±0.13   1.34±0.09   1.07±0.03   1.90±0.16

阴性对照组   1.00±0.00   1.00±0.00   1.00±0.00   1.00±0.00

空白对照组   1.10±0.09   1.11±0.16   1.04±0.16   1.05±0.15

F值 21.670 18.047   0.436 50.540

P值 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05
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图  2  细胞凋亡实验. A: 实验组, B: 阴性对照组; C: 空白对照组.

图  3  各组细胞P21、P125蛋白表达. A: Western blot检测3

组细胞P21、P125的相对表达水平; B: 各组P21蛋白的相对

表达量; C: 各组P125蛋白的相对表达量. aP<0.05 vs  对照组.
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种抑制作用, 具体机制如何, 目前尚不清楚. 
本研究通过将 P 2 1 重组真核表达质粒

pXJ41-p21转染到胃癌细胞MGC-803内, 使细胞

高表达p21基因, 从而探讨了P21对胃癌细胞增

殖和凋亡的影响, 及P21对POLD1基因的表达调

控作用.
细胞凋亡结果显示, 高表达p21基因的胃癌

细胞凋亡水平升高, 说明p21基因具有有促凋亡

作用. 目前对于P21与细胞凋亡的关系还没有达

成一致. P21的抑制凋亡作用与其胞质定位有关, 
细胞质内的P21可抑制凋亡相关蛋白及减少对

CDK2、PCNA的抑制作用从而起到抗细胞凋

亡作用[19]. 而P21的促凋亡作用可能通过依赖或

者不依赖P53的途径, 但其具体机制目前仍不清

楚, 可能与DNA修复体系的成员相互作用或对

P21的调节作用有关[20]. 最近研究表明, 对于无

DNA损伤的P53激活的p21基因, 并不影响细胞

凋亡[21].
M T T实验表明 ,  高表达p21 基因的胃癌

MGC-803细胞增殖速度受到明显抑制, 且邱荣

元等[22]、谭晓虹等[23]证实野生型P21抑制了肝

癌细胞的增殖. Plasilova等[24]干扰间充质干细胞

P21表达后, 细胞生长明显比对照组快. 这些共

同说明了野生型p21基因对细胞增殖的较广泛

抑制作用.
更重要的是 ,  p 2 1 基因高表达的胃癌

MGC-803细胞POLD1基因表达在mRNA和蛋白

水平都下调了, 即P21抑制了POLD1基因的表达. 
以上结果表明, P21抑制癌细胞生长的同时也抑

制了POLD1基因的表达. POLD1基因表达产物

P125表达下调后, polδ的5'-3'聚合酶活性将不能

充分发挥, DNA复制过程将受到影响, 从而细胞

生长也受影响. 表明P21对POLD1的调控作用与

DNA复制、细胞增殖等关系密切.
为了更深入地探讨P21对POLD1基因调控的

可能机制, 我们通过荧光定量PCR的方法, 分析

了P21高表达后其他细胞周期因子表达的变化, 
以找到与P21对POLD1的调控机制相关的因子.

已知P21的N末端具有保守的CDK2/cyclin E
结合位点, 使CDK2活性被抑制[25,26]. 但CDK2蛋
白的缺失并不会阻滞细胞周期进程[27], CDK2缺
失的情况下, P21可以与CDK1结合[28]. 据此我们

推测P21对POLD1的调控与CDK2/cyclin E有关,
但不应该是唯一的通路. 已有实验表明, 非磷酸

化的pRb在G1期可以与P125结合[29], 而我们研究

发现, P21可以上调Rb1基因的表达, 这为P21通

过Rb1而间接调控POLD1的表达提供了一定的

依据.
有文献[30-32]报道c-Myc可以下调p21基因的

表达, 但反过来, P21对c-Myc的表达是否有影响

未为可知. 我们的研究显示, P21对c-myc基因表

达的影响并不明显. 他可能不作为P21对POLD1
基因表达调控的一个间接因子.

总之 ,  我们的实验结果表明 ,  P21影响了

胃癌细胞的增殖及凋亡, 同时他可能通过影响

CDK2/cycl in E、Rb1的基因表达而间接抑制

POLD1基因的表达,  并且我们推测P21对癌细胞

的增殖抑制作用可能与他对POLD1的抑制有关, 
这需要我们作进一步的实验来证实, 且更深入

研究P21对POLD1基因表达调控的具体通路显

得非常重要, 可为抑制肿瘤细胞增殖提供一种

新的思路.
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软脂酸对酒精体外诱导的脂肪变性肝细胞的作用及机制

王春晖, 卿笃信

®

■背景资料
慢性饮酒引起的
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可以导致更为严
重的肝脏损伤形
式 .  药 理 学 发 展
的目标就是在早
期阶段逆转脂肪
变性.
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Abstract
AIM: To determine the effect of different con-
centrations of palmitic acid on alcohol-induced 
lipogenesis in L-02 liver cells and to explore 
mechanisms involved.

METHODS: Cultured L-02 liver cells were divid-
ed into three groups: blank control group, alcohol 
induction group, and palmitic acid intervention 
group, which were cultured in RPMI 1640 me-
dium containing 10% serum, RPMI 1640 medium 
containing 10% serum and 6% ethanol, and RPMI 
1640 medium containing 10% serum, 6% ethanol 
and different concentrations of palmitic acid (2.5, 
5, 10, 20, 30, and 40 µmol/L), respectively. Cell 
proliferation was measured by MTT assay. The 
accumulation of lipid droplets was observed by 
light inverted microscopy after red oil-O staining. 
Intracellular triglyceride (TG) level was deter-
mined using commercial kits. Western blot was 
used to detect the levels of nuclear SREBP-1c pro-
tein in hepatocytes of each group.

RESULTS: A model of alcohol-induced steatosis 
was successfully induced in L-02 liver cells by 
incubation with 0.6% ethanol for 72 h. Com-
pared to the alcohol induction group, palmitic 
acid at concentrations of 2.5, 5, and 10 µmol/L 
could not only significantly promote cell prolif-
eration (all P < 0.05) but also significantly reduce 
the accumulation of lipid droplets and the levels 
of intracellular TG and nuclear SREBP-1c protein 
(all P < 0.05), showing concentration-dependent 
protective effects. However, palmitic acid at con-
centrations of 20, 30 and 40 µmol/L significantly 
inhibited cell proliferation (all P < 0.05) and in-
creased the accumulation of lipid droplets and 
the levels of intracellular TG and nuclear SREBP-
1c protein (all P < 0.05), showing harmful effect 
on alcohol-induced steatosis in L-02 liver cells.

CONCLUSION: Palmitic acid at concentrations 
<10 µmol/L has protective effects and palmitic 
acid at concentrations >10 µmol/L has harm-
ful effects on alcohol-induced steatosis in L-02 
liver cells. Palmitic acid exerts effects on alcohol-
induced steatosis in L-02 liver cells via mecha-
nisms associated with regulating the expression 
of nuclear SREBP-1c protein in hepatocytes.

Key Words: Ethanol; L-02 hepatocytes; Alcoholic 
fatty liver; Palmitic acid; Nuclear sterol regulatory 
element-binding protein-1c

Wang CH, Qing DX. Effect of palmitic acid on ethanol-
induced fatty degeneration in hepatic cells in vitro. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 1996-2001

摘要
目的: 探讨不同浓度的软脂酸对酒精体外诱
导的脂肪变性肝细胞的作用及机制. 

方法: 体外培养人正常肝细胞株L-02, 设立空
白对照组、酒精诱导组及软脂酸干预组. 软脂
酸干预组设6个浓度梯度(2.5、5、10、20、
30、40 μmol/L), 空白对照组用正常培基培养
96 h, 酒精诱导组和软脂酸干预组在细胞培养
24 h后加入终浓度为60 mL/L的无水乙醇, 继
续培养24 h后, 软脂酸干预组加入各浓度软脂
酸. 采用MTT法测细胞增殖, 油红O染色观察
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细胞内脂滴形成情况, 试剂盒检测细胞内三
酰甘油的含量, Western blot法测定细胞核内
成熟的固醇调节元件结合蛋白-1c(nSREBP-
1c)的含量. 

结果: 60 mL/L的无水乙醇培养L-02细胞72 h
成功建立了脂肪变性模型, 软脂酸干预后, 软
脂酸浓度≤10 μmol/L时, 软脂酸明显地促进
酒精诱导的脂肪变性肝细胞的增殖(P <0.05), 
并且明显地减轻细胞内脂滴的形成, 减少细胞
内三酰甘油的含量和细胞核内nSREBP-1c的
含量, 并呈现出剂量效应关系; 而软脂酸浓度
≥20 μmol/L时, 明显地抑制酒精诱导的脂肪
变性肝细胞的增殖(P <0.05), 并且加重细胞内
脂滴的形成, 增加细胞内三酰甘油和细胞核内
nSREBP-1的含量(P <0.05), 呈现出对酒精诱导
的脂肪变性肝细胞的损害作用. 

结论: 在一定浓度范围内, 软脂酸对酒精诱导
的脂肪变性肝细胞有防治作用, 但超过此范围
时, 却反过来加重肝细胞的脂肪变性. 推测软
脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞的影响与
调节肝细胞核内nSREBP-1c有关. 

关键词: 乙醇; L-02细胞; 酒精性脂肪肝; 软脂酸; 

细胞核内成熟的固醇调节元件结合蛋白-1c
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0  引言

慢性饮酒引起的肝脏脂肪的累积可以导致更为

严重的肝脏损伤形式[1,2]. 药理学发展的目标就

是在早期阶段逆转脂肪变性. 如果说戒酒是处理

各种形式的酒精性肝病(alcoholic liver disease, 
A L D)的长期目标, 那么通过饮食调节来防治

ALD将是一个更吸引人的途径. 已有动物实验证

实饱和脂肪酸可以防治ALD, 防治作用与调节脂

质代谢[3,4]、降低氧化应激及脂质过氧化[5]、减

轻肝纤维化[6]有关. 软脂酸是一种饱和脂肪酸, 
除了具有某些潜在的生理功能外[7], 对血脂的影

响作用也较复杂[8,9], 其富含于各种动物油脂中, 
与人们日常生活息息相关. 本实验将在体外条

件下研究软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞

的作用及可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人正常肝细胞株L-02购自中南大学湘

雅医院细胞实验中心, 胎牛血清购自杭州四季

青生物工程材料有限公司, RPMI 1640培养液

购自美国Gibco公司, 软脂酸购自美国Sigma公
司, 无水乙醇为国产分析纯, MTT购自湘雅附

二医院实验中心, 三酰甘油检测试剂盒购自南

京建成生物工程研究所, 细胞核内成熟的固醇

调节元件结合蛋白-1c(nuclear sterol regulatory 
element-binding protein-1c, SREBP-1c)抗体购自

北京博奥森生物技术有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 软脂酸浓度的选择与溶解: 张红锋等[10]的

实验结果证实6 mL/L的乙醇与20 μmol/L的软

脂酸联合培养肝细胞, 可以建立肝细胞脂肪变

性模型, 且比乙醇单独作用引起的脂肪变性严

重, 因此我们考虑如果软脂酸对酒精诱导的脂

肪变性肝细胞有防治作用, 其浓度可能低于20 
μmol/L, 因此我们选用2.5、5、10、20、30、40 
μmol/L一系列的浓度作为软脂酸的干预浓度, 
以探讨软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞的

作用. 软脂酸的溶解[11]: 用0.1 mol/L的NaOH溶

液在70 ℃中溶解一定量的软脂酸, 震荡混匀10 
min, 然后过滤, 配成100 mmol/L的软脂酸储存

液. 在55 ℃水浴中用去离子水配50 g/L的无脂肪

酸的BSA溶液, 过滤, 然后将上述的软脂酸溶液

和BSA溶液按1∶19的体积比混合配成5 mmol/L 
软脂酸和50 g/L BSA复合液, 复合液在水浴中

震荡10 s后继续水浴10 min, 取出冷却至室温. 后
将此复合液用不同体积的培养液配成终浓度为

2.5、5、10、20、30、40 μmol/L的软脂酸工作液.
1.2.2 肝细胞L-02的培养与传代: 采用100 mL/L
胎牛血清(FBS)的RPMI 1640培养液, 在37 ℃、

50 mL/L CO2饱和湿度孵育箱内培养. 2-3 d换液

1次, 约3-5 d能单层长满培养瓶底, 长满瓶底后, 
用2.5 g/L胰蛋白酶消化, 按1∶3传代, 所有实验

均取对数生长期细胞. 
1.2.3 实验分组与细胞的处理: 培养细胞到对数

生长期后将细胞分为8组: 空白对照组(NA)、酒

精诱导组(A)、2.5 μmol/L软脂酸干预组(PA1)、
5 μmol/L软脂酸干预组(PA2)、10 μmol/L软脂酸

干预组(PA3)、20 μmol/L软脂酸干预组(PA4)、
30 μmol/L软脂酸干预组(PA5)、40 μmol/L软脂

酸干预组(PA6), 3组均在37 ℃、50 mL/L CO2饱

和湿度孵育箱内培养24 h后, NA组仍换用正常

培养液, A组及软脂酸干预组分别加入含终浓度

为60 mL/L无水乙醇的培养液, 继续培养24 h后, 
软脂酸干预组加入软脂酸母液, 使其终浓度为

2.5、5、10、20、30、40 μmol/L, NA组及A组
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表  1  不同浓度的软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞
增殖的影响 (mean±SD)

     
分组            A 值 细胞活性的变化(%)

NA组 0.824±0.018           100.0  

A组 0.776±0.011a             94.2

PA1组 0.793±0.013c             96.2

PA2组 0.795±0.015c             96.5

PA3组 0.802±0.011c             97.3

PA4组 0.716±0.011c             86.9

PA5组 0.693±0.014ce             84.1

PA6组 0.649±0.014ceg             78.8

aP<0.05 vs  NA组; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  PA4组; gP<0.05 

vs  PA5组.

加入与软脂酸母液其他成分相同但不含有软脂

酸的等体积溶液, 48 h后进行相关指标的检测, 
实验各组处理时均设4个复孔, 且每个指标重复

测定3次. 
1.2.4 MTT法观察软脂酸对酒精体外诱导的脂

肪变性肝细胞增殖的影响: 采用96孔板, 每孔植

入1×104个细胞, 按上述方法分组处理, 48 h后
吸出培养液, 各孔中加入200 μL浓度为0.05%的

MTT, 37 ℃孵育4 h, 去上清液, 各孔各加入200 
μL二甲基亚砜(DMSO), 震荡10 min, 混匀以溶

解被还原的MTT结晶, 在酶标仪上检测波长为

490 nm吸光度值(A 490), 计算各组细胞的存活率. 
1.2.5 油红O染色观察各组细胞内脂滴的形成情

况: 采用24孔板, 每孔植入4×104个细胞, 按上述

方法分组处理, 结束后弃去上清液, 用PBS洗涤

3遍, 加入4%多聚甲醛1 mL固定30 min, PBS洗
2次, 后每孔中加入3油红O稀释液1 mL, 染色30 
min, PBS漂洗2次, 稍干后, 可于倒置显微镜下观

察细胞内脂滴的形成情况. 
1.2.6 各组细胞内三酰甘油检测: 采用6孔板, 每
孔植入1×105个细胞, 按上述方法分组处理, 结
束后弃去上清液, 收集各组培养板上的细胞, 按
三酰甘油检测试剂盒要求, 提取并检测细胞内

三酰甘油的含量. 
1.2.7 Western blot法检测各组细胞核内nSREBP-
1c的含量: 细胞分组处理后提取核蛋白, 以50 μg
孔上样, 电泳(60 V, 2.5 h)结束后用半干转仪将凝

胶中蛋白转移到NC膜上, 后将NC膜用3% BSA
封闭2 h, 一抗4 ℃孵育过夜, 二抗常温孵育1 h, 
以新鲜配制NBT/BCIP显色, 水洗终止反应, NC
膜晾干后用扫描仪输出结果, 结果用Image J软
件分析处理. 以PCNA作为内参照, 将目的条带

灰度值与PCNA灰度值相比作为目的蛋白的相

对表达量. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据的处理分析, 实验数据均以mean±SD表示, 先
进行方差齐性检验, 如符合方差齐性, A组与各

干预组间比较采用单因素方差分析, NA组与A
组两组间比较采取配对t检验, 确定P <0.05为差

异有显著性意义. 

2  结果 

2.1 软脂酸对酒精体外诱导的脂肪变性肝细

胞增殖的影响  A组细胞存活率较N A组降低

(P <0.05), 当软脂酸浓度≤10 μmol/L时, 软脂酸

对酒精体外诱导的脂肪变性肝细胞的增殖有一

定的促进作用, 差别有统计学意义(P <0.05); 当
软脂酸的浓度≥20 μmol/L时, 软脂酸反过来抑

制细胞的增殖, 而且随着软脂酸浓度的增加抑

制作用越明显, 差别有统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.2 油红O染色观察软脂酸对各组细胞内脂滴

形成情况的影响 NA组细胞形态正常, 胞膜界限

清楚, 胞内无明显脂滴形成; A组细胞较NA组稍

肿胀, 胞内可见大小不等的橘红色脂滴, 分布在

靠近细胞膜的区域, 并可见少许脱落细胞; 软脂

酸干预后, 与酒精诱导组相比, 当软脂酸浓度≤

10 μmol/L时, 肝细胞内形成的脂滴大小和数量

均有所减轻, 脱落细胞减少, 而且软脂酸浓度越

高对脂滴的减轻作用越明显, 当软脂酸浓度≥20 
μmol/L时, 软脂酸反过来可以加重细胞内脂滴的

形成, 且软脂酸浓度越大加重作用越强, 当软脂

酸为40 μmol/L时, 细胞内橘红色的脂滴明显增

多, 并连接成片, 同时脱落细胞亦明显增多(图1).
2.3 软脂酸对细胞内三酰甘油的影响 经测定A组

细胞内三酰甘油的量较NA组高(P <0.05), 软脂酸

干预组: 当软脂酸浓度≤10 μmol/L时, 软脂酸可

以减少细胞内三酰甘油的量(P <0.05), 且随软脂

酸浓度的增加减轻作用越明显, 当软脂酸浓度

≥20 μmol/L时, 软脂酸则可以增加细胞内三酰

甘油的量, PA5组较PA4组增加作用明显, 但PA6
组较PA4、PA5组增加作用减小(P <0.05, 图2).
2.4 Western blot法检测细胞核内nSREBP-1c的表

达量 A组核内nSREBP-1c的相对表达量较NA组

增高(P <0.05), 软脂酸干预组: 当软脂酸浓度≤

10 μmol/L时, 软脂酸干预组核内nSREBP-1c的
相对表达量较A组低(P <0.05), 且随软脂酸浓度

的增加而降低, 当软脂酸浓度≥20 μmol/L时, 软
脂酸干预组核内nSREBP-1c的相对表达量较A

■应用要点
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组高(P <0.05), 且随着软脂酸浓度的增加而增高

(P <0.05, 图3, 4).

3  讨论

A L D是指长期大量摄入酒精而导致肝脏损害

的一系列病变[12], 其包括酒精性脂肪肝(alcohol 
fatty liver, AFL)、酒精性肝炎(alcoholic hepatitis, 
AH)、酒精性肝纤维化(alcoholic hepatic fibrosis, 
AHF)、酒精性肝硬化(alcoholic cirrhosis, AC). 
随着社会经济的发展, 饮酒人数和人均饮酒量

呈现逐年上升的趋势, 酒精滥用和酒精依赖已

成为当今世界日益严重的公共卫生问题[13]. 国
内外流行病学研究均显示A L D的患病率呈不

断上升趋势[14,15], 由此预测, 未来10年或20年以

后, ALD将成为我国肝病防治的主要对象. 随着

ALD发病机制的研究进展[16-19], 对于寻求和研发

防治ALD的药物提供了基础, 目前用于防治ALD
的措施有戒酒、中药[20]、应用降脂药物[21]、抗

纤维化[22]、补充B类维生素及氨基酸、平衡营

养等[23,24]. 近些年来许多动物实验证实了饱和脂

肪酸可以用来防治ALD[3-6], 这就为通过饮食调

节来防治ALD提供了希望, 且证实其防治作用

广泛, 与调节脂质代谢、减少氧化应激、减轻

炎症和纤维化有关, 但亦有实验证实饱和脂肪

酸本身即可以导致脂肪肝[25], 且其导致脂肪肝

的机制部分与上调SREBP-1c有关[26], 而且张红

锋等[10]用乙醇与软脂酸共同培养肝细胞时, 也成

功地建立了脂肪变性肝细胞模型, 因此饱和脂肪

酸对ALD的确切作用还不清楚, 推测可能与饱和

脂肪酸的量有关, 为了更好地研究饱和脂肪酸对

ALD的作用, 且弥补动物实验的不足, 本实验在

体外条件下观察了不同浓度的软脂酸对酒精诱

导的脂肪变性肝细胞的作用及可能机制. 
实验结果显示软脂酸浓度≤10 μmol/L时, 

对酒精诱导的脂肪变性肝细胞起防治作用, 即
使在酒精存在的情况下依旧对其起保护作用, 

图  1  软脂酸对各组细胞内脂滴形成情况的影响(油红O染色×200). A: NA组; B: A组; C: PA1组; D: PA2组; E: PA3组; F: PA4

组; G: PA5组; H: PA6组.

A B C D

E F G H

图  2  不同浓度的软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞
细胞内三酰甘油的影响. aP <0.05 vs  NA组; cP <0.05 vs  A组; 
eP<0.05 vs  PA1组; gP<0.05 vs  PA4组; iP<0.05 vs  PA5组.
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图  3  Western blot检测nSREBP-1c和PNCA的蛋白表达. 1: 

NA组; 2: A组; 3: PA1组; 4: PA2组; 5: PA3组; 6: PA4组; 7: 

PA5组; 8: PA6组.

1      2      3       4     5      6       7      8
nSREBP-1c
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图  4  各组细胞核内nSREBP-1c的相对表达量(nSREBP-1c/
PCNA). aP<0.05 vs  NA组; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  PA1组; 
gP<0.05 vs  PA4组; iP<0.05 vs  PA5组.
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■同行评价
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其中包括可以促进酒精诱导的脂肪变性肝细胞

的增殖及减轻酒精引起的脂肪变性, 但当软脂

酸浓度≥20 μmol/L时, 软脂酸反过来加重了酒

精对肝细胞的损害, 其中包括抑制细胞的增殖

及加重脂肪变性. 由此得出软脂酸对于酒精诱

导的脂肪变性肝细胞的防治作用存在一个“界

限”, 即在界限范围之内可以防治酒精引起的

肝细胞脂肪变性, 但超过此范围却反过来加重

酒精引起的脂肪变性, 而且研究发现软脂酸的

防治作用存在剂量效应关系, 同时加重作用也

呈现出随浓度增加而加重的现象. 另外我们检

测了与肝细胞脂肪合成密切相关的nSREBP-1c
的表达量, 结果显示nSREBP-1c的表达呈现出与

其他指标相同的趋势, 即在上述范围内nSREBP-
1c表达量降低, 且随软脂酸浓度的增加而降低, 
超过上述范围nSREBP-1c表达量升高, 且随软

脂酸浓度增加而升高. 综合上述实验结果, 我们

推测软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞的

防治作用存在一个“度”的问题, 超过了一定

的“度”将对酒精诱导的脂肪变性肝细胞产

生损害作用, 而且推测软脂酸对酒精诱导的脂

肪变性肝细胞的影响可能部分与调节核内的

nSREBP-1c的表达有关, 至于软脂酸是如何调节

nSREBP-1c的更为精细的机制需要进一步研究, 
而且由于本实验的研究时间比较短, 软脂酸对

酒精诱导的脂肪变性肝细胞的长期作用如何也

有待进一步的研究. 
饱和脂肪酸对ALD存在防治作用为我们通

过调节饮食来防治ALD带来了希望, 但是饱和

脂肪酸本身可以导致脂肪肝, 以及对其他器官

的损害作用又限制了他的应用, 因此需要我们

进行更完善的实验以便更好的利用饱和脂肪酸, 
另外本实验只探讨了饱和脂肪酸的其中一种, 
由于各种种类的饱和脂肪酸拥有各自不同的生

理作用[27-30], 不同种类的饱和脂肪酸对ALD的作

用如何需要我们进一步的实验证实及探讨. 
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Abstract
AIM: To investigate whether celecoxib, a selec-
tive cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, pro-
tects from carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
liver fibrosis in rats.

METHODS: Fifty male SD rats were randomly 
divided into six groups. Group A (n = 10) was 
subcutaneously injected with 50% 1 mL/kg CCl4 
olive oil solution, twice per week, to induce he-
patic fibrosis and intragastrically given saline. 
Groups B (n = 10), C (n = 10) and D (n = 10) were 
also subjected to induction of hepatic fibrosis 
and intragastrically given celecoxib 15 mg/kg 
once daily from day 1, week 3, and week 5 after 
CCl4 injection. Group E (n = 5) was subcutane-
ously injected with equal volume of olive oil 

and intragastrically given the same dose of cele-
coxib, while group F (n = 5) was subcutaneously 
injected with equal volume of olive oil and in-
tragastrically given saline. The treatment lasted 
for 8 weeks. At the end of the experiment, blood 
samples were collected to measure serum ALT, 
HA and LN levels, while hepatic tissue samples 
were taken to evaluate the degree of liver fi-
brosis by HE staining and to detect the expres-
sion of type I collagen, alpha SMA, COX-1, and 
COX-2 by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to group F, significant 
hepatic fibrosis was observed in group A (P < 
0.01). Compared to group A, liver fibrosis was 
significantly reduced (P < 0.01), serum ALT, HA 
and LN levels significantly decreased (100.4 U/L 
± 8.7 U/L vs 287.8 U/L ± 9.6 U/L, 189.6 μg/L ± 
83.0 μg/L vs 382.6 μg/L ± 136.0 μg/L, 71.4 μg/L 
± 4.6 μg/L vs 108.7 μg/L ± 9.8 μg/L, all P < 0.01), 
and the areas positive for type I collagen, alpha 
SMA, and COX-2 were reduced (all P < 0.01). 
The above parameters showed significant dif-
ferences among groups B, C and D (all P < 0.05). 
No significant differences were observed in 
the above parameters between groups E and F. 
COX-1-positive area showed no significant dif-
ference among each group.

CONCLUSION: COX-2 plays an important role 
in liver fibrogenesis. Celecoxib can reduce or 
prevent liver fibrosis in a time-dependent man-
ner probably by inhibiting hepatic stellate cell 
activation and inflammation.

Key Words: Cyclooxygenase-2; Selective COX-2 in-
hibitor; Hepatic fibrosis; Celecoxib

Tian F, Wang L, Zhang YJ. Selective COX-2 inhibitor ce-
lecoxib inhibits liver fibrogenesis in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 2002-2010

摘要
目的: 探讨选择性COX-2抑制剂塞莱昔布对
CCl4诱导的大鼠肝纤维化的作用.

方法: 5-6周龄的♂SD大鼠50只, 随机分为6
组. A组(肝纤维化模型组): 10只, 50% CCl4橄

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病向肝硬
化、肝癌发展所
共有的病理改变
和必经途径, 因而
在我国抗肝纤维
化治疗尤为重要. 
近年来发现在肝
纤维化及肝硬化
组织中COX-2的
表达是明显升高
的, 而正常肝组织
表达甚微 .  因此 , 
推测COX-2可能
在肝纤维化形成
过程中起关键作
用, 选择性COX-2
抑制剂塞莱昔布
可 能 有 抗 肝 纤
维 化 的 作 用 .  但
COX-2抑制剂塞
莱昔布抗肝纤维
化生成的具体分
子机制还不十分
清楚.

■同行评议者
吴俊华, 副主任医
师, 南京大学医学
院功能评价中心
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榄油溶液1 mL/kg, 每周2次皮下注射, 同时给
予生理盐水灌胃; B组(早期治疗组): 10只, 造
模同时给予塞莱昔布15 mg/kg溶于生理盐水
中灌胃, 每天1次; C组(中期治疗组): 10只, 造
模同时给予生理盐水灌胃, 第3周起改为塞莱
昔布灌胃; D组(晚期治疗组): 10只, 造模同时
给予生理盐水灌胃, 第5周起改为塞莱昔布灌
胃; E组: 5只, 给予相同体积的橄榄油皮下注
射, 同时给予相同剂量的塞莱昔布灌胃; F组: 
5只, 给予相同体积的橄榄油皮下注射和生理
盐水中灌胃. 上述处置共8 wk. 实验结束后腹
主动脉取血, 取肝组织, 检测血清谷丙转氨酶
(ALT)、透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)水
平; 病理组织学HE染色及Masson染色观察肝
纤维化严重程度并评分, 免疫组织化学方法检
测肝组织Ⅰ胶原、α-SMA、COX-1、COX-2
的表达.

结果: A组与F组相比, 可见显著的肝纤维化
改变(P <0.01); 与A组相比, B组病理染色可见
肝纤维化程度明显减轻(P <0.01), 血清ALT、
HA、LN水平明显降低(100.4 U/L±8.7 U/L vs  
287.8 U/L±9.6 U/L, 189.6 μg/L±83.0 μg/L vs  
382.6 μg/L±136.0 μg/L, 71.4 μg/L±4.6 μg/L 
vs  108.7 μg/L±9.8 μg/L, 均P <0.01), 免疫组织
化学示Ⅰ型原、α-SMA、COX-2阳性表达面
积减少(P <0.01); B组、C组、D组间两两比较, 
各项指标差异有统计学意义(P <0.05); E组与F
组比较无显著性差异; COX-1阳性表达各组间
无显著性差异.

结论: COX-2在肝纤维化的形成过程中发挥重
要作用; 选择性COX-2抑制剂塞莱昔布具有抗
肝纤维的作用, 并呈时间依赖性, 越早给药效
果越好, 其机制可能是抑制肝星状细胞的活化
和炎症反应.

关键词: 环氧合酶-2; 选择性环氧合酶-2抑制剂; 

肝纤维化; 塞莱昔布
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化、肝癌发展

所共有的病理改变和必经途径, 因而在我国抗

肝纤维化治疗尤为重要. 肝纤维化形成实质是

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的生成超

过肝脏的降解能力导致过多的ECM在肝脏的沉

积[1]. 目前认为活化的肝星状细胞(hepatic stel-
late cell, HSC)是肝纤维化ECM的主要来源. 抑
制HSC活化是治疗肝纤维化的关键之一[1,2]. 近
年来发现在肝纤维化及肝硬化组织中环氧合

酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)的表达是明显

升高的, 而正常肝组织表达甚微[3-5]. 因此, 推测

COX-2可能在肝纤维化形成过程中起关键作用, 
选择性COX-2抑制剂可能有抗肝纤维化的作用. 
为了进一步探讨COX-2在肝纤维化形成过程中

的作用及其对HSC活化的影响与机制, 我们采

取CCl4诱导大鼠肝纤维化形成, 同时给予选择

性的COX-2抑制剂塞莱昔布(celecoxib)进行干

预研究.

1  材料和方法

1.1 材料 CCl4由沈阳化学试剂厂生产; 选择性

C O X-2抑制剂塞莱昔布美国辉瑞公司生产 ; 
透明质酸(hyaluronic acid, HA)、层粘连蛋白

(laminin, LN)放免试剂盒由上海海军医学研究

所提供; Ⅰ、Ⅲ型胶原、α-SMA免疫组织化学

试剂盒购自武汉博士德公司; COX-1、COX-2多
克隆抗体购自美国Santa Cruz公司. 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 5-6周龄的♂SD大鼠(中国医

科大学实验动物中心提供)50只, 质量180-240 g, 
按昼夜时程, 在室温及稳定湿度条件下, 用平衡

饲料喂养1 wk后, 随机分为6组, 给予以下处理. 
A组: 10只, 50% CCl4橄榄油溶液1 mL/kg, 每周2
次皮下注射, 同时给予生理盐水灌胃, 每天1次; 
B组: 10只, 50% CCl4橄榄油皮下注射同时给予

塞莱昔布15 mg/kg[6]溶于生理盐水中灌胃, 每天

1次; C组: 10只, 50% CCl4橄榄油溶液皮下注射

同时给予生理盐水灌胃, 第3周改为塞莱昔布灌

胃; D组: 10只, 50% CCl4橄榄油溶液皮下注射同

时给予生理盐水灌胃, 第5周改为塞莱昔布灌胃; 
E组: 5只, 给予相同体积的橄榄油皮下注射同时

给予塞莱昔布灌胃; F组: 5只, 给予相同体积的

橄榄油皮下注射和生理盐水中灌胃, 共8 wk. 大
鼠正常进食和饮水, 每周称量体质量以调整给

药剂量. 实验结束后, 禁食24 h, 用10%水合氯醛

(5 mL/kg)腹腔注射麻醉, 腹主动脉取血, 分离血

清, -20 ℃保存; 用锋利的手术刀于肝脏中叶取1
块肝组织, 置于40 g/L甲醛中. 
1.2.2 肝脏组织病理学检测: 取肝中叶组织一

块, 用40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 3 μm厚

切片, 常规HE及Masson染色, 肝纤维化分期按

Scheuer's分期系统[4], 肝组织炎症与纤维化程度

■研发前沿
COX-2抑制剂塞
莱昔布抗肝纤维
化生成的具体分
子机制是国内外
研究的热点, 存在
广泛争议, 以动物
实验和体外实验
居多, 其具体分子
机制已经成为研
究热点.
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由有经验的病理医生进行评分. 
1.2.3 血清学检测: 谷丙转氨酶(ALT)检测用自动

生物化学分析仪进行; HA、LN检测采用放射免

疫分析法进行. 
1.2.4 α-SMA、Ⅰ型胶原、COX-1、COX-2免疫

组织化学及半定量分析: 采用肝组织常规脱石

蜡水化; 自来水冲洗; 3%过氧化氢溶液浸泡20 
min, 去除内源性过氧化物酶; PBS液(pH7.4)冲
洗3次, 每次3-5 min; 40%火力微波修复抗原10 
min, 自然冷却至40 ℃; PBS液冲洗; 加一抗(抗大

鼠Ⅰ型胶原、α-SMA、COX-1、COX-2抗体, 1
∶160稀释), 置37 ℃温箱2 h; PBS液冲洗; 加羊

抗大鼠IgG-HRP, 37 ℃孵育20 min; PBS液冲洗; 
加配制的DAB溶液, 显色后封片. 另外以结肠癌

作阳性对照, 阳性表达在细胞的胞质中, 一抗用

PBS液代替以作阴性对照. 阳性细胞表达半定量

分析: 用病理图像分析仪进行分析, 每张切片选

取四周及中央5个区域, 取该区域中阳性反应最

多的视野, 10倍物镜下测定阳性反应面积比(阳
性面积/肝组织面积×100%), 取平均值. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 用SPSS 
11.0统计分析软件进行分析, 各组间均数比较用

方差分析, P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝脏组织病理学检测 大鼠肝组织HE染色及

Masson染色, A组与F组相比, A组可见明显的肝

硬化组织学改变, 汇管区结缔组织增多, 形成粗

大的纤维间隔并且与邻近的汇管区和中央静脉

区相连, 正常肝小叶结构完全破坏, 有再生结节

和假小叶形成, 形成典型的肝硬化病理改变(图
1A); 与A组相比, B组肝纤维化程度明显减轻, 
COX-2抑制剂B组大鼠肝组织可见少量肝纤维

化形成, 呈明显脂肪变性、碎片样坏死伴有少

量炎症细胞浸润(图1B), 与A组比较有显著差异

(P <0.01). C组和D组可见汇管区扩大, 纤维增多, 

■相关报道
Cheng等的体外细
胞培养研究表明, 
选择性COX-2抑
制剂NS-398能抑
制HSC的活化, 进
而减少活化产物
胶原的产生.

A B

C D

E F

图  1  大鼠肝脏HE染色(×100). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.
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小的纤维间隔形成, 大部分标本汇管-汇管、汇

管-中央静脉区纤维间隔的延伸以至连接, 正常

肝小叶结构部分毁损(图1C, D). E组和F组可见

正常的肝组织结构, 肝小叶结构清楚, 肝细胞索

排列整齐、规则, 无纤维化(评分为0), 两组间比

较没有明显差异(P >0.05, 图1E, F); 总之, 与A组

相比, B组能减轻肝纤维化程度, 越早给药纤维

化程度越低(表1). 
2.2 血清学检测 A组、B组、C组、D组的ALT、
HA、LN水平均较E组、F组升高, B组的ALT、
H A、L N指标明显低于A组 ,  差异有显著性

(P <0.01); B组、C组、D组之间的ALT、HA、

L N指标进行两两比较, 各组间差异有显著性

(P <0.05), 提示越早给药纤维化程度越低, 其作

用呈时间依赖性, E组与F组比较未见显著差异, 
提示塞莱昔布对肝脏无明显损害(表1). 
2.3 α-SMA、Ⅰ型胶原、COX-1、COX-2免疫

组织化学及半定量分析 E组, F组可见血管壁

少量α-S M A阳性表达, E组与F组之间无显著

差异(P >0.05), A组α-SMA阳性表达细胞明显

增多, 胞质呈棕黄色, 有的细胞有2-3个较长突

起, 主要分布于门静脉, 汇管区, 纤维间隔和邻

近肝窦, 与E组、F组比较有显著差异(P <0.01); 
B组汇管区, 纤维间隔和邻近肝窦阳性表达面

积显著减少, 胞质阳性染色显著减轻, 与A组

比较, 差异有显著统计学意义(P <0.01). C组、

D组与A组比较, 胞质阳性染色略有减轻, 差异

有统计学意义(P <0.05, 图2); B组、C组、D组

各组间差异有统计学意义(P <0.05, 表2). Ⅰ型

胶原阳性表达面积变化与α -S M A结果是一

致的, 且随着给药时间的延长, 肝纤维化的抑

制作用越明显 ,  呈时间依赖性(表2, 图3). 在
E组及F组大鼠肝组织中C O X-2无表达, 在肝

纤维化模型组中大量表达, B组COX-2阳性表

达面积明显少于A组(P <0.01),  B组、C组、

D组C O X-2阳性表达各组间比较有明显差异

■创新盘点
本 实 验 从 血 清
学 ,  病 理 组 织 学
和免疫组织化学
方 面 全 面 检 测
了 肝 纤 维 化 相
关 指 标 和 Ⅰ 胶
原 、 α - S M A 、
COX-1、COX-2
表达, 并且组间进
行 多 重 比 较 ,  为
COX-2抑制剂塞
莱昔布具有抗肝
纤维化作用提供
重要理论依据.

A B

C D

E F

图  2  大鼠肝脏α-SMA免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.
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(P <0.05, 表2, 图4); 各组均有少量C O X-1阳
性表达 ,  但各组间C O X-1阳性表达无显著性

差异(P >0.05, 图5).

3  讨论

COX是前列腺素类(prostaglandins, PGs)物质在

体内合成的限速酶. COX在体内有两种同工酶: 
即COX-1和COX-2, 两者的氨基酸序列有61%
的同源性, 一级结构的差异引起二、三级结构

的不同, 从而影响两种酶的活性和功能. 其中

COX-1为结构酶, 在生理状态下表达于绝大多

数组织和器官, 主要参与正常生理过程, 如保护

胃黏膜、扩张肾血管等; COX-2是可诱导的酶, 
在正常组织或器官中不表达或极少量表达, 但
在病理状态下很多因素如细胞因子、内毒素

及致癌物可诱导其高表达[7,8], 催化花生四烯酸

合成PGs, 如血栓素2(thromboxane 2, TXA2)、
PGD2、PGE2、PGF2、PGI2等参与炎症反应, 
近年来发现在各种慢性炎症疾病中COX-2的表

达明显升高[9]. 国外研究证实[10-12]: COX-1在正常

肝组织和肝纤维化组织中均有少量表达; COX-2
在正常肝组织中无表达, 在肝纤维化组织中却

显著高表达, 合成大量PGE2, 进一步激活HSC, 
产生大量ECM促进肝硬化的形成; COX-2在肝

组织中高表达与炎症和纤维化水平呈显著的正

相关; 高表达的COX-2引起TXA2合成增加, 导
致肝脏局部微循环对缩血管物质反应性增高, 
是肝硬化门脉高压形成的重要因素, 可见COX-2
通过多种途径导致肝硬化极其并发症的产生. 
此外[13], 在肝硬化的基础上, COX-2通过提高炎

症坏死反应、促进细胞增殖和血管生成、抑制

凋亡而促进肝癌的发生. 总之, 在肝纤维化、肝

硬化、肝癌的发生、发展过程中起作用的是

COX-2, 而非COX-1. 本研究结果提示, COX-2
在肝纤维化的形成过程中表达增加, 选择性抑

制剂塞莱昔布具有减轻或阻止肝纤维生成的作

用, 且随着给药时间的延长, 肝纤维化的抑制作

用越明显. 因此, COX-2介导的信号途径可能具

有重要的促肝纤维化形成的作用. 即往研究证

实[14,15]: 非选择性COX抑制剂可以抑制HSC的激

活, 从而阻止肝纤维化的发生, 但同时导致胃溃

疡、出血、肾功能损害等严重不良反应, 这主

要是由于COX-1被抑制所致; Yamamoto等[10]证

实, 单独使用选择性COX-2抑制剂即可达到显著

的抗肝纤维化和降低门脉压力作用, 且无上述

不良反应产生. 可见, 选择性COX-2抑制剂是一

种有前途的抗肝纤维化、抑制肝硬化和肝癌发

生的药物. 

■应用要点
本实验为肝纤维
化的临床治疗提
供了心得思路和
可靠的理论依据, 
如何下调肝组织
COX-2的基因表
达或抑制COX-2
的活性可能是重
要的抗肝纤维化
策略之一. 如果应
用于临床, 必将给
我国这样一个肝
炎、肝硬化、肝
癌大国带来广泛
的社会效益和经
济效益.

表  1  不同组别间肝纤维化评分、血清ALT、HA、LN测定结果比较 (mean±SD)

     
分组   n Scheuer's评分     ALT(U/L)        HA(μg/L)           LN(μg/L)

A组 10 3.90±0.20d 287.8±9.6d    382.6±136.0d      108.7±9.8d

B组 10 1.28±0.20df 100.4±8.7df    189.6±83.0df        71.4±4.6df

C组 10 2.45±0.30ad 150.7±6.9ad    234.6±75.0ad        80.3±7.2ad

D组 10 3.21±0.20ad 200.8±7.5ad    308.8±102.0ad        90.7±5.6ad

E组   5 0.00±0.00   28.3±5.9    115.7±28.0        50.4±5.6

F组   5 0.00±0.00   27.9±5.9    114.9±25.0        51.2±6.7

aP<0.05 vs  B组; dP<0.01 vs  E、F组; fP<0.01 vs  A组.

表  2  不同组别a-SMA、Ⅰ、Ⅲ胶原、COX-1、COX-2阳性面积百分比测定结果 (mean±SD, %)

     
分组   n   α-SMA Ⅰ型胶原 COX-1 COX-2

A组 10 8.4±1.2d 12.6±0.6d 8.4±0.8 75.8±3.4d

B组 10 2.5±0.6df   3.7±0.4df 8.7±0.9 15.7±2.8df

C组 10 4.6±0.8ad   7.5±0.6ad 8.8±0.7 34.9±4.6ad

D组 10 6.3±1.0ad   9.3±0.8ad 8.2±1.0 57.8±5.7ad

E组   5 0.0±0.0   0.0±0.0 8.9±0.4   0.0±0.0           

F组   5 0.0±0.0   0.0±0.0 8.5±0.3   0.0±0.0

aP<0.05 vs  B组; dP<0.01 vs  E、F组; fP<0.01 vs  A组.
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目前已经明确HSC是肝脏纤维生成过程中

ECM的主要来源, HSC要产生ECM必须经历活

化的过程, HSC的活化是肝纤维化形成过程中的

中心事件[1]. 如何通过有效的药物抑制HSC活化, 
一直是抗肝纤维化治疗的关键环节[1,2]. 本实验

在利用CCl4诱导的肝硬化大鼠模型时, 给予高度

选择性的COX-2抑制剂塞莱昔布(每日15 mg/kg)
可在体内抑制α-SMA的表达, 后者是HSC活化

的标志物, 说明COX-2具有促进HSC活化的作

用. 另外, 选择性COX-2抑制剂具有抗血管生成

作用[16], 从理论上推测选择性COX-2抑制剂有减

轻肝窦毛细血管化的作用. Cheng等[17]在体外细

胞培养研究表明, 选择性COX-2抑制剂NS-398
能抑制HSC的活化, 进而减少活化产物胶原的

产生, 涂传涛等[18]研究选择性COX-2抑制剂能改

善肝硬化门脉高压. 日本学者利用其他肝硬化

动物模型的体内研究, 也同样证实COX-2具有活

性HSC的作用[10]. 但是也有研究认为COX-2抑制

剂对肝纤维化可能有促进作用[6,19], 对于COX-2
抑制剂对肝纤维化的作用影响当前尚存在争议, 
然而我们及其他学者研究证实: COX-2抑制剂具

有抗肝纤维化作用[20-26]. 但COX-2抑制剂抗肝纤

维化生成的具体分子机制还不十分清楚. 
转化生长因子β1(transforming growth factor 

β1, TGF-β1)是目前研究最深入的与肝脏疾病密

切相关的细胞因子. 现已证明, TGF-β1在肝纤

维化的发生中占有重要地位. 其促肝纤维化的

机制包括: 诱导肝细胞凋亡, 抑制肝细胞再生,
并影响其功能; 活化HSC, 增加ECM合成和抑制

ECM降解; 调节ECM受体的表达, 增加了细胞与

基质的黏附, 有利于ECM在肝内沉积, 促进了肝

纤维化乃至肝硬化形成. 国外研究结果证实[27], 
TGF-β1随炎症和纤维化进展而呈逐渐升高趋

势, 其升高与肝病的严重程度一致. 目前, 国内

外已将TGF-β1作为一种客观、无创的肝纤维化

指标用于临床. 近来研究表明[28], TGF-β1在促进

A B

C D

E F

图  3  大鼠肝脏Ⅰ型胶原免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.

■同行评价
本文选题恰当, 内
容详实, 有一定的
临床参考意义.



www.wjgnet.com

2008               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

COX-2表达中发挥着重要的作用, 他是通过促进

IL-1和TNF-α的转录而间接促进COX-2表达的, 
由此可见, COX-2是TGF-β1下游的肝纤维化调

控因子. 针对TGF-β1在肝纤维化发生中的重要

作用, 有人提出通过拮抗其活性来进行抗纤维

化治疗, 但是, TGF-β1作用的靶细胞种类多、效

果复杂, 因此完全阻断其表达或活性的后果是

难以预料的. 例如, 去除TGF-β1基因的小鼠因失

去对炎症过程的抑制而在出生后很快死于全身

性炎症[29]. 而通过抑制TGF-β1下游的肝纤维化

调控因子COX-2活性, 可能是更特异、更有效、

更安全的抗肝纤维化手段. 
消化系炎症、溃疡、肿瘤和肝纤维化是中

国致残、致死的常见疾病, COX-2在其中均有

较高表达, 且与其发生发展密切相关, 合理阻遏

COX-2的合成, 减少以上疾病的发生率, 已成为

现阶段研究的热点. 总之, 本研究进一步证实

COX-2在肝纤维化形成过程中具有重要作用,
应用COX-2抑制剂塞莱昔布能够抑制HSC活化, 
降低血清中ALT、HA、LN水平, 减少Ⅰ型胶

A B C

图  5  大鼠肝脏COX-1免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: F组.

图  4  大鼠肝脏COX-2免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.
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原形成及α-SMA表达, 延缓或减轻肝纤维化的

发生发展, 越早给药效果越好. 如何下调肝组织

COX-2的基因表达或抑制COX-2的活性可能是

重要的抗肝纤维化策略之一. 

志谢: 感谢周卓、马颖及马铁同志在本实验中

给予的大力帮助.
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Abstract
AIM: To determine the contents of flavonoids in 
water and alcohol extracts of Allium cepa and to 
investigate their inhibitory effect on the prolif-
eration of colorectal cancer cells.

METHODS: The contents of flavonoids extracted 
from Allium cepa with water and alcohol were 
determined by ultraviolet-visible spectroscopy. 
Colorectal cancer cells (Lovo cells, SW480 cells, 
HT-29 cells and HCT-8 cells) were cultured in vi-
tro and incubated with different concentration of 
flavonoids (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80 mg/L). Cell 
proliferation was tested by WST-8 assay.

RESULTS: The content of flavonoids was higher 
than in the water extract of Allium cepa than in 
the alcohol extract. Both the water and alcohol 
extracts of Allium cepa inhibited the prolifera-
tion of colorectal cancer cells in a dose- and time-
dependent manner. The water extract of Allium 
cepa had a more significant inhibitory effect on 
cell proliferation than the alcohol extract (10 mg/
L: 37.77 ± 5.84 vs 17.36 ± 5.24; 20 mg/L: 52.35 ± 5.72 
vs 24.15 ± 5.54; 40 mg/L: 68.17 ± 7.76 vs 32.79 ± 
6.02; 60 mg/L: 71.08 ± 8.16 vs 47.55 ± 2.45; 80 mg/L: 
76.00 ± 5.87 vs 60.35 ± 6.61, all P < 0.05).

CONCLUSION: Allium cepa extracts can sig-
nificantly inhibit the proliferation of colorectal 
cancer cells.

Key Words: Allium cepa extract; Colorectal cancer 
cells; WST-8 analysis; Cell proliferation

Zhou AC, Jin HY, Tan XZ, Qian XL, Zhang CX, He YS, 
Wang SM. Allium cepa extracts inhibit the proliferation 
of colorectal cancer in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(19): 2011-2015

摘要
目的: 研究洋葱水提取物和乙醇提取物中黄
酮类化合物的含量及其各自对结肠癌细胞株
增殖的抑制作用.

方法: 采用水提取和乙醇提取洋葱后, 用紫外
可见分光光度仪检测提取物中黄酮类化合物
含量. 体外培养结肠癌细胞株(LoVo cells、
SW480 cells、HT-29 cells、HCT-8 cells), 采用
不同浓度的黄酮类化合物(0、2.5、5、10、
20、40、60、80 mg/L)对其进行干预, WST-8
法检测洋葱水提取物和乙醇提取物对结肠癌
细胞株增殖的抑制作用.

www.wjgnet.com
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■背景资料
洋葱是一种常见
的食物, 其具有抑
癌作用的成分主
要包括含硫化合
物和黄酮类化合
物. 近年来, 国外
的多项回顾性研
究发现, 洋葱的摄
入能够减少多种
肿瘤的发生率, 包
括口腔癌、卵巢
癌、前列腺癌、
乳腺癌等.

■同行评议者
沈 克 平 ,  主 任 医
师, 上海龙华医院
肿瘤五科



结果: 洋葱水提取物中黄酮类化合物含量较
乙醇提取物高. WST-8法检测洋葱水提取物和
乙醇提取物对结肠癌细胞株的抑制作用具有
剂量和时间依赖性, 且72 h时水提取物较乙醇
提取物对结肠癌细胞株(SW480)增殖抑制(%)
更显著(10 mg/L: 37.77±5.84 vs  17.36±5.24; 
20 mg/L: 52.35±5.72 vs 24.15±5.54; 40 mg/L: 
68.17±7.76 vs  32.79±6.02; 60 mg/L: 71.08±
8.16 vs  47.55±2.45; 80 mg/L: 76.00±5.87 vs  
60.35±6.61, 均P <0.05). 

结论: 洋葱水提取物和乙醇提取物对体外培
养的结肠癌细胞株的增殖有明显抑制作用, 其
作用机制有待进一步研究.

关键词: 洋葱提取物; 结肠癌细胞; WST-8分析; 

细胞增殖
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0  引言

洋葱(allium cepa)是一种常见的食物, 其具有抑

癌作用的成分主要包括含硫化合物和黄酮类化

合物[1], 前者具有挥发性, 能够发出刺激性味道, 
后者无挥发性, 实验主要提取黄酮类化合物. 回
顾性调查研究发现, 摄入洋葱对胃癌、结直肠

癌及前列腺癌等具有预防作用[2]. Taché等[3]发

现洋葱的摄入能够减少大鼠结肠中畸形腺隐窝

(aberrant crypt foci, ACF)的数目和大小. 本实验

分别用纯净水和500 mL/L乙醇对洋葱进行提取, 
研究提取物对结肠癌细胞增殖的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 洋葱选择紫皮洋葱(购于南京夫子庙

农贸市场); 芦丁购于中国药品生物制品检定

所; 酒精检测条购于常州赛德瑞尔生物科技有

限公司; 双光束紫外可见分光光度仪购于北京

普析通用仪器有限责任公司(型号TV-1900); 结
肠癌细胞株(LoVo细胞、SW480细胞、HT-29细
胞、HCT-8细胞)购自中科院细胞所; CCK-8购自

Dojindo公司(编号Cat＃CK04-13); 胎牛血清购于

Invitrogen公司(编号Gibco® Cat＃10437028). 
1.2 方法 
1.2.1 洋葱黄酮类化合物的检测及提取: (1)测
定波长的选择. 精密称取干燥至恒重的芦丁对

照品11.80 mg, 置100 mL量瓶中, 用无水乙醇溶
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解后, 再用500 mL/L的乙醇溶定容至刻度, 摇
匀, 即为对照品溶液(0.118 g/L). 精密吸取对照

品溶液5 mL, 置于25 mL量瓶中, 加1% AlCl3溶

液4 mL, 用500 mL/L乙醇定容至刻度, 摇匀, 放
置15 min. 在190-550 nm扫描; (2)标准曲线的绘

制. 按照表1精密吸取一定量的对照品溶液, 于
相应的容量瓶中, 分别加入16、4、8、8、4 mL
的AlCl3, 用500 mL/L乙醇定容至相应刻度, 摇匀, 
放置15 min; (3)热水煎煮法. 取一定量新鲜紫皮

洋葱, 洗净后放入粉碎机中粉碎, 用10倍体积的

水溶液煮沸回流1 h, 用100目的滤网过滤, 将滤

渣按照上述方式再提取2次, 合并3次滤液, 在水

浴锅(温度95 ℃)中加热浓缩, 浓缩至1 000 mL左
右用滤纸过滤, 所得滤液在190-550 nm扫描; (4)
乙醇回流法. 取一定量新鲜紫皮洋葱, 洗净后放

入粉碎机中粉碎, 用8倍体积的500 mL/L乙醇煮

沸回流1.5 h, 用100目的滤网过滤, 将滤渣按照

上述方式提取2次, 合并3次滤液, 在水浴锅(温度

95 ℃)中加热浓缩, 浓缩至1 000 mL左右用滤纸

过滤, 所得滤液继续在水浴锅中加热, 使其中的

乙醇完全挥发, 用酒精检测条检测溶液, 确定酒

精完全挥发. 此样品溶液在190-550 nm扫描. 
1.2.2 WST-8法检测洋葱提取物对结肠癌细胞株

增殖的抑制作用: 将LoVo细胞、SW480细胞、

HT-29细胞、HCT-8细胞分别以5×103的数目

分别接种于96板中, 每种细胞种48个孔, 并将孔

周围的孔中加100 μL不含细胞的培养基. 24 h
后且细胞状态正常时, 将每种细胞48孔分为16
小组, 每组3个孔, 并分别将孔中的培养基添加

至200 μL分别含黄酮类化合物终浓度为0(对照

组), 2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、60.0、80.0 
m g/L(实验组)水提取物和乙醇提取物的完全

培养基, 其中乙醇提取物加入DMSO(浓度低于

0.01%)溶解, 放置于37 ℃、50 mL/L CO2细胞培

养箱, 孵育24、72 h. 细胞孵育到达24、72 h时, 
按照100 μL加入10 μLCCK-8溶液的比例, 在孔

中加入CCK-8反应液. 在37度培养箱中放置1h
后, 利用酶标仪读取450 nm波长处的吸光度(A
值). 抑制率 = [1-(加药组A值-空白对照A值)/(对
照组A值-空白对照A值)]×100%. 

统计学处理 应用SPSS17.0统计软件处理数

据, 计量资料采用mean±SD表示, 采用单因素方

差分析(ANOVA)进行检验, 应用LSD法进行两

两比较,  P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 测定波长的选择和标准曲线制定 芦丁对照

www.wjgnet.com

■相关报道
回顾性研究发现, 
摄入洋葱能够减
少多种肿瘤的发
生 ,  尤 其 是 消 化
系 肿 瘤 ,  陈 凤 秀
等 研 究 发 现 ,  洋
葱黄酮类物质能
够抑制结肠癌细
胞HCT116细胞的
增 殖 ,  增 加 细 胞
的凋亡.
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品溶液270 nm处有最大吸收(图1), 水提物和醇

提物均在270 nm有最大吸收(图2, 3). 不同浓度

的芦丁对照品在270 nm波长处测定吸光度(表1). 
以吸光度A为纵坐标, 芦丁浓度C(g/L)为横坐标, 
绘制标准曲线. 结果表明, 芦丁标准品溶液在浓

度在0.0059-0.0472范围内, 浓度和吸光度线性关

系良好. 得到回归方程: Y = 34.841X+0.0001, 相
关系数R = 0.9998.
2.2 黄酮类化合物含量比较 每克紫皮洋葱的热

水煎煮法提取的黄酮类化合物(1.891 mg±0.075 
mg)较500 mL/L乙醇回流法提取的黄酮类化合

物(1.474 mg±0.226 mg)含量高, 两者间有统计

学差异(P  = 0.039). 
2.3 洋葱提取物在不同时间对结肠癌细胞的增

殖抑制 WST-8法检测不同浓度的洋葱水提取

物和乙醇提取物对LoVo细胞、SW480细胞、

HT-29细胞、HCT-8细胞增殖的抑制作用, 结
果显示随着黄酮类化合物浓度的增加, 24 h与
72 h时LoVo细胞、SW480细胞、HT-29细胞、

HCT-8细胞的增殖抑制率均逐渐升高, 均在含黄

酮类化合物浓度为80 mg/L时抑制率达到最高, 
且在72 h较24 h抑制率高, 说明洋葱的水提物和

乙醇提取物(黄酮类化合物浓度在0-80 mg/L之
间)对LoVo细胞、SW480细胞、HT-29细胞、

HCT-8细胞增殖的抑制作用具有剂量依赖性和

时间依赖性(表2, 3). 洋葱提取物对不同细胞的

IC50同样可以反映洋葱的水提取物和乙醇提取

物在72 h较24 h对细胞增殖抑制较显著(表4).
2.4 洋葱的水提取物与乙醇提取物对结肠癌细

胞株的增殖抑制作用 洋葱的水提取物在24 h对
LoVo细胞、SW480细胞、HT-29细胞、HCT-8
细胞的增殖抑制作用较乙醇提取物显著 ;  且
水提取物在72 h对SW480细胞、HT-29细胞、

HCT-8细胞的增殖抑制作用较乙醇提取物显著, 
但在72 h含黄酮类化合物在2.5-20.0 mg/L时, 乙
醇提取物对LoVo细胞的增殖抑制较水提取物显

著(表5, 6). 

洋葱的提取物对不同细胞的增殖抑制作用

的比较显示, 水提取物在24 h含黄酮类化合物浓

度在20-80 mg/L时, 对HCT-8细胞的增殖抑制显著

高于其他3组细胞, 具有统计学差异(P <0.05); 乙
醇提取物在24 h含黄酮类化合物浓度在5-80 mg/L
时, 对HCT-8细胞的增殖抑制高于其他3组细胞, 
且在10和40 mg/L具有统计学差异(P<0.05), 水提

取物在72 h含黄酮类化合物浓度在5-80mg/L时, 
对SW480细胞的增殖抑制率高于其他3组细胞, 
在10和20 mg/L具有统计学差异(P<0.05, 表5, 6).

3  讨论

近年来, 国外的多项回顾性研究发现, 洋葱的摄

■创新盘点
本文通过不同的
提取方法研究洋
葱提取物对不同
结肠癌细胞的增
殖抑制作用, 为在
体研究提供依据.

表  1  标准曲线数据

     
取样量(mL) 容量瓶体积(mL) 芦丁浓度(g/L) 吸光度(A )

5        100   0.00590   0.208

2          25   0.00944   0.317

5          50   0.01180   0.415

10          50   0.02360   0.832

10          25   0.04720   1.641
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-0.010
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图  3  500 mL/L乙醇提取物加显色剂光谱扫描线.
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图  1  芦丁加显色剂光谱扫描线.
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图  2  水提取物加显色剂光谱扫描线.



www.wjgnet.com

2014               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

入能够减少多种肿瘤的发生率, 包括口腔癌、

卵巢癌、前列腺癌、乳腺癌等[4-6]. 2006年Gon-
zalez等[7]进行的一项前瞻性研究发现, 增加洋葱

的摄入能够降低消化系肿瘤的发生率. 尤其在

结直肠肿瘤方面, 多项回顾性研究发现, 洋葱的

摄入能减少结直肠肿瘤的发生率[2,8]. 洋葱发挥

抗癌作用主要为黄酮类化合物[9], 尤其是其中的

槲皮素, 能够通过多种途径抑制结直肠肿瘤细

胞的增殖[10]. 尉艳霞等[11]研究发现, 洋葱水提物

和乙醇提取物均能够抑制肝癌细胞的增殖. 陈
凤秀等 [12]发现洋葱中黄酮类化合物能够抑制

HCT116结肠癌细胞的增殖. 本研究旨在探讨洋

葱的水提取物和乙醇提取物对结肠癌细胞株的

抑制作用比较. 紫外可见分光光度仪检测发现

热水煎煮法较乙醇回流法所得黄酮类化合物含

量较高, 与尉艳霞等[11]的结果一致, 但黄酮类化

合物的总量较尉艳霞等[11]的高, 可能的原因是洋

葱的品种不同. WST-8法检测发现含不同浓度的

黄酮类化合物的水提取物和乙醇提取物对LoVo
细胞、SW480细胞、HT-29细胞、HCT-8细胞增

殖均有抑制作用, 且具有剂量和时间依赖性, 从
不同提取物对细胞的IC50同样可以发现72 h较24 
h对细胞的增殖抑制较显著. 洋葱的水提取物在

24 h对LoVo细胞、SW480细胞、HT-29细胞、

HCT-8细胞的增殖抑制作用较乙醇提取物显著; 
同样水提物在72 h对SW480细胞、HT-29细胞、

HCT-8细胞的增殖抑制作用较乙醇提取物显著, 
但在含黄酮类化合物浓度在2.5-20.0 mg/L时, 乙
醇提取物对LoVo细胞的增殖抑制较水提取物显

著, LoVo细胞是由于错配修复基因缺失引起的

微卫星不稳定的结肠癌细胞, 该结果推测乙醇

提取物对微卫星不稳定的结肠癌细胞具有更显

著的抑制作用. 本实验结果还显示洋葱的水提

表  2  不同浓度的水提黄酮类化合物对结肠癌细胞株增殖的抑制率 (mean±SD, %)

     浓度                        24 h                       72 h

(mg/L)         LoVo      SW480       HT-29      HCT-8      LoVo       SW480       HT-29      HCT-8

2.5   3.15±2.23   4.48±10.95   7.90±10.72   3.79±4.63   2.50±2.25 11.82±10.63 13.69±5.46   1.40±7.15

5.0   6.78±2.80   8.36±11.77a 14.45±5.14 10.13±3.31a   9.49±3.87 33.27±8.42 14.36±3.05 19.59±4.50

10.0 10.84±3.35 13.67±6.60a 19.27±3.76 22.36±1.40   9.85±1.36 37.77±5.84 17.04±2.04 23.25±3.58

20.0 13.34±2.67 17.53±7.78a 21.65±1.31 34.62±2.32 16.12±1.93 52.35±5.72 21.82±5.90 34.54±5.34

40.0 17.83±1.63a 20.84±7.80a 22.23±2.13 37.51±0.58a 34.51±5.26 68.17±7.76 25.02±15.42 54.51±5.15

60.0 24.34±2.54a 32.79±4.69a 24.20±2.41a 49.75±4.89 56.37±2.31 71.08±8.16 49.15±5.64 57.02±6.76

80.0 30.37±2.05a 41.69±0.89a 32.25±3.70a 52.50±3.39a 66.43±2.76 76.00±5.87 56.25±2.09 69.87±3.52

aP<0.05 vs  72 h.

表  3  不同浓度的醇提黄酮类化合物对结肠癌细胞株增殖的抑制率 (mean±SD, %)

     浓度                        24 h                       72 h

(mg/L)         LoVo      SW480       HT-29      HCT-8      LoVo       SW480       HT-29      HCT-8

2.5   2.40±0.95   3.90±1.69a   2.67±2.65   2.84±2.31 12.59±7.03   9.41±2.88   4.05±6.91 10.09±5.31

5.0   5.56±1.21a   8.24±2.97   6.78±0.67 10.22±7.49 17.66±2.80 13.28±11.96   6.24±13.51 13.02±6.02

10.0   6.97±0.79a 12.03±4.67   8.44±1.82 21.40±1.27 20.36±3.54 17.36±5.24   8.28±9.01 22.66±8.12

20.0   8.71±1.15a 14.71±3.82 14.90±10.27 27.42±5.99 21.52±4.60 24.15±5.54 10.64±10.88 26.52±7.74

40.0 11.87±0.93a 18.02±4.14a 16.37±5.59 29.68±5.95 25.49±3.47 32.79±6.02 36.57±12.85 38.37±1.70

60.0 17.00±2.06a 21.94±4.81a 24.25±11.29 30.30±4.17a 39.53±2.18 47.55±2.45 42.63±14.22 44.82±5.99

80.0 22.34±2.61a 29.91±3.43a 27.72±13.86 33.59±2.39a 53.90±1.81 60.35±6.61 50.04±8.89 47.37±2.71

aP<0.05 vs  72 h.

■应用要点
洋葱水提取物和
乙醇提取物对体
外培养的结肠癌
细胞株的增殖有
明显抑制作用, 其
作用机制有待进
一步研究.

表  4  洋葱提取物对不同细胞的IC50 (mg/L)

     
细胞

              24 h               72 h

       水       乙醇     水     乙醇

LoVo 426.120 1 246.504 55.106 141.085

SW480 193.312    618.633 17.005   71.438

HT-29   94.883    463.346 17.005   84.062

HCT-8   62.612    223.163 35.823   92.338
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取物和乙醇提取物在24 h对HCT-8细胞的增殖抑

制较其他3组细胞明显, HCT-8细胞由于回盲肠

腺癌细胞分化, 结果推测洋葱的水提物和醇提

取在短时间对回盲肠腺癌细胞的抑制更为显著; 
在72 h水提物对SW480细胞的增殖抑制率较其

他3组细胞显著, SW480细胞来自结肠癌原发灶, 
推测洋葱水提取物可能在长时间下对原发性结

肠癌的抑制更为显著. 
通过本实验, 我们推断, 洋葱提取物对LoVo

细胞、SW480细胞、HT-29细胞、HCT-8细胞的

增殖具有抑制作用, 其中水提取物对结肠癌细

胞株的抑制作用相对较高, 但是其具体作用机

制目前不明确. 洋葱的提取物对其他肿瘤是否

有抑制作用以及在体作用需进一步深入研究.
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表  5  24 h相同浓度下水提物与醇提物对结肠癌细胞株增殖的抑制作用 (mean±SD, %)

     浓度                     水提物                   醇提物

(mg/L)         LoVo      SW480       HT-29      HCT-8        LoVo       SW480       HT-29      HCT-8

2.5   3.15±2.23   4.48±10.95   7.90±10.72   3.79±4.63   2.40±0.95   3.90±1.69   2.67±2.65   2.84±2.31

5.0   6.78±2.80   8.36±11.77 14.45±5.14 10.13±3.31   5.56±1.21   8.24±2.97   6.78±0.67 10.22±7.49

10.0 10.84±3.35 13.67±6.60 19.27±3.76a 22.36±1.40   6.97±0.79 12.03±4.67   8.44±1.82 21.40±1.27d

20.0 13.34±2.67 17.53±7.78 21.65±1.31 34.62±2.32d   8.71±1.15 14.71±3.82 14.90±10.27 27.42±5.99

40.0 17.83±1.63a 20.84±7.80 22.23±2.13 37.51±0.58d 11.87±0.93 18.02±4.14 16.37±5.59 29.68±5.95d

60.0 24.34±2.54a 32.79±4.69a 24.20±2.41 49.75±4.89ad 17.00±2.06 21.94±4.81 24.25±11.29 30.30±4.17

80.0 30.37±2.05a 41.69±0.89a 32.25±3.70 52.50±3.39ad 22.34±2.61 29.91±3.43 27.72±13.86 33.59±2.39

aP<0.05 vs  醇提物; dP<0.01 vs  其他细胞.

表  6  72 h相同浓度下水提物与醇提物对结肠癌细胞株增殖的抑制作用 (mean±SD, %)

     浓度                       24 h                     72 h

(mg/L)         LoVo      SW480       HT-29      HCT-8      LoVo       SW480       HT-29      HCT-8

2.5   2.50±2.25 11.82±10.63 13.69±5.46   1.40±7.15 12.59±7.03   9.41±2.88   4.05±6.91 10.09±5.31

5.0   9.49±3.87a 33.27±8.42 14.36±3.05 19.59±4.50 17.66±2.80 13.28±11.96   6.24±13.51 13.02±6.02

10.0   9.85±1.36a 37.77±5.84ad 17.04±2.04 23.25±3.58 20.36±3.54 17.36±5.24   8.28±9.01 22.66±8.12

20.0 16.12±1.93 52.35±5.72ad 21.82±5.90 34.54±5.34 21.52±4.60 24.15±5.54 10.64±10.88 26.52±7.74

40.0 34.51±5.26 68.17±7.76a 25.02±15.42 54.51±5.15a 25.49±3.47 32.79±6.02 36.57±12.85 38.37±1.70

60.0 56.37±2.31a 71.08±8.16a 49.15±5.64 57.02±6.76 39.53±2.18 47.55±2.45 42.63±14.22 44.82±5.99

80.0 66.43±2.76a 76.00±5.87a 56.25±2.09 69.87±3.52a 53.90±1.81 60.35±6.61 50.04±8.89 47.37±2.71

aP<0.05 vs  醇提物; dP<0.01 vs  其他细胞.

■同行评价
本文观察了洋葱
提取物对结肠癌
细胞增殖的作用, 
为结肠癌药食疗
提供了依据, 有较
重要的科学意义.
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成人原代肝细胞的分离、培养及冻存

杭化莲, 张 磊, 施晓雷, 卞建民, 丁义涛

®

■背景资料
急性肝功能衰竭
( A L F ) 是指患者
突然发生肝细胞
坏死或严重的肝
功能损害, 并在发
病8-24 wk内出现
肝昏迷的一种综
合征. 肝细胞移植
和生物人工肝是
目前最有前途的
肝脏替代治疗手
段. 两种方法都需
要充足的肝细胞
来源和良好的细
胞生物代谢功能. 
人肝细胞最为理
想, 但其分离、培
养、保存较为困
难, 要解决这一难
题仍需要大量的
研究工作. 

杭化莲, 张磊, 卞建民, 南京医科大学附属南京第一医院普
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Abstract
AIM: To establish a stable method for the iso-
lation, culture and cryopreservation of adult 
primary hepatocytes to provide a potential 
hepatocyte resource for the treatment of acute 
and chronic liver diseases using hepatocyte 
transplantation and bioartificial liver support 
systems, and for the use of hepatocytes as an in 
vitro model of the liver.

METHODS: Adult hepatocytes were isolated 
from 20 separate donors using a two-step extra-
corporeal collagenase perfusion technique. The 
hepatocytes were preincubated in HepatoZYME-
SFM medium for 2, 6, 12, 24, 36, 48 or 72 h, trans-
ferred to HepatoZYME-SFM medium containing 
10% FBS and 10% DMSO, immediately put into 
an isopropanol progressive freezing container at 

-80 ℃ overnight, and immersed in liquid nitro-
gen the next day. During the post-thaw culture 
period, cell viability, plating efficiency, albumin 
secretion and urea synthesis were analyzed.

RESULTS: The viability and plating efficiency 
of hepatocytes isolated using the two-step extra-
corporeal collagenase perfusion technique were 
75.0% ± 4.6% and 72.0% ± 6.0%, respectively. 
Preincubation at 4 ℃ for 12 or 24 hours proved 
to be optimal for albumin secretion. Compared 
to the immediate cryopreservation group, sig-
nificant improvement was observed in viability 
(61.4% ± 4.8%, 62.0% ± 5.6% vs 53.4% ± 4.2%, 
both P < 0.05), plating efficiency (63.2% ± 5.8%, 
62.6% ± 3.6% vs 55.2% ± 4.6%, both P < 0.05), al-
bumin secretion and urea synthesis (P < 0.05) in 
cells preincubated at 4 ℃ for 12 and 24 hours.

CONCLUSION: The two-step extracorporeal col-
lagenase perfusion technique provides a novel, 
simple, and reliable method for hepatocyte isola-
tion. Preincubation of human hepatocytes at 4 ℃ 
for 12 to 24 hours prior to cryopreservation allows 
to obtain hepatocytes ideal for use in pharmaco-
toxicology, bioartificial liver and cell therapy.

Key Words: Human hepatocytes; Hepatocyte isola-
tion; Cryopreservation
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摘要
目的:  建立一种稳定的成人原代肝细胞分
离、培养、冻存方法, 为肝细胞移植、生物人
工肝支持系统治疗急慢性肝病以及肝细胞体
外应用模型提供潜在的肝细胞资源.

方法: 20例供肝采用离体两步胶原酶灌注技
术分离成人原代肝细胞. 选择7个不同的预培
养时间点(2、6、12、24、36、48和72 h), 分
离所获肝细胞按上述不同预培养时间在4 ℃
人无血清培养基(HepatoZYME-SFM)中培养, 
然后收集预培养肝细胞转移到含100 mL/L胎
牛血清和DMSO的HepatoZYME-SFM中, 再

■同行评议者
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■研发前沿
有关预培养冷冻
效果机制的深入
研究以及冷冻过
程中对肝细胞的
保护仍是下一步
要研究的热点.

立即放入-80 ℃异丙醇冷冻盒过夜, 次日投入
液氮. 分析比较各肝细胞在解冻后细胞活力
率、贴壁率、白蛋白分泌及尿素合成. 

结果: 在部分肝叶切除后使用离体两步胶原
酶灌流技术分离所得肝细胞活率和贴壁率
分别是75.0%±4.6%和72.0%±6.0%. 4 ℃预
培养12或24 h被证明是最适预培养时间, 这
两个时间点的白蛋白分泌高于其他时间点
(P <0.05). 与立即冷冻组相比较, 预培养12或
24 h肝细胞解冻后活力(61.4%±4.8%, 62.0%
±5.6% vs  53.4%±4.2%)、贴壁率(63.2%±

5.8%, 62.6%±3.6% vs  55.2%±4.6%)、白蛋
白分泌及尿素合成水平明显提高(均P <0.05). 

结论: 人肝细胞在冷冻前4 ℃预培养12-24 h
可以获得较理想的肝细胞, 为药理毒理学、

生物人工肝以及细胞治疗的临床应用提供了
可能性. 

关键词: 人原代肝细胞; 肝细胞分离; 冷冻保存
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0  引言

成人原代肝细胞是可用于药理毒理学研究、细

胞移植、和体外生物人工肝支持系统的一种最

适合的细胞模型. 然而, 由于原代人肝细胞来源

有限、获取较费时困难且价格昂贵限制了其进

一步广泛应用[1]. 当前已有较多有关人肝细胞分

离冷冻方法的报道[2,3]. 近年来, 很多方法被使用

来提高肝细胞解冻后功能, 例如添加冷冻保护

剂[4]、预培养[5,6]、微囊化冷冻[7]等. 然而仍然没

有一种可靠、适合的有关成人原代肝细胞分离

培养冷冻方法. 因此, 有必要建立一种简单、可

靠的方法长期保存大量高质量的肝细胞以便可

较方便地获取使用. 本研究的目的是使用部分肝

切除后肝脏, 确立一种新的成人原代肝细胞分

离、培养及冷冻方法, 通过比较解冻后肝细胞活

力的功能, 研究人肝细胞预培养冷冻的效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 在征得患者同意以及符合伦理委员会

规定的条件下, 两年时间共收集从部分肝叶切

除等手术中获取的20例成人肝脏标本 ,  其中 , 
男8例, 女12例. 平均年龄(44±2)岁. 肝血管瘤

8例(40%), 肝移植供肝3例(15%), 肝细胞癌6例

(30%), 胆管细胞肝癌3例(15%). 大部分肝脏标

本来自肝脏良性疾病(肝血管瘤和肝移植供肝), 
有严重传染性疾病(乙、丙型肝炎或艾滋病)、
肝硬化肝脏以及根据Vondran等[8]报道GGT>460 
U/L的病例都被排除在外(表1). 所有20例患者

外科手术均在南京鼓楼医院肝胆外科完成, 手
术方法肝血管瘤患者采用Pringle法(间歇阻断15 
min)避免对健康肝组织不必要的损伤. 热缺血时

间不超过15 min. 从手术患者切除的肝脏组织质

量300-400 g, 在手术室当即行肝脏灌洗消化. 消
化之后肝脏组织被保存在4 ℃ UW液中并运送

至实验室做进一步肝细胞分离, 其中冷缺血时

间被控制在20-30 min. Hepatozyme-SFM、Ⅳ胶

原酶(Collagenase Ⅳ)、胰酶购自GIBCO公司; 死
细胞荧光染料(SYTOX® AADvancedTM Dead Cell 
Stain Kits)、活细胞荧光染料[(acetoxymethyl, 
AM)和Acetate Esters]购自invitrogen公司; 二甲

基亚砜(DMSO)购自Sigma公司; 白蛋白定量检

测ELISA试剂盒(ELISA using goat anti-human 
albumin)购自Adlitteram Diagnostic Laboratories
公司; 尿素浓度定量检测试剂盒(urea assay kit)
购自Biochain Institute公司; 肝细胞生长因子

(Recombinant Human HGF)购自BioVision公司; 
UW保存液购自Bristol-Myers Squibb Company; 
胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公

司; 红细胞裂解液购自碧云天生物技术研究所; 
PBS液的配制: 140 mmol/L NaCL; 2.7 mmol/L 
KCL; 10 mmol/L Na2HPO4; 1.8 mmol/L KH2PO4. 
定容到1 L, pH值调整为7.3; D-Hanks液的配制: 
NaCl 136.75 mmol/L; KCl 5.37 mmol/L; KH2PO4 
0.441mmol/L; NaHCO3 4.17mmol/L. 定容到1 L, 
pH7.3. 
1.2 方法

1.2.1 成人原代肝细胞的分离、培养: 肝细胞分

离在无菌条件下采用Dorko等[9]报道的两步胶原

酶灌注技术, 我们在此基础上进行改进, 称之为

“离体两步胶原酶灌注法”, 具体如下: 肝叶切

除后离体的肝叶立即在D-Hanks液中清洗, 寻找

肝叶中的门静脉和肝动脉分支分别用婴儿胃管

或输液皮条插管固定作为流入道, 随即D-Hanks
液循环灌注至肝脏变土黄, 阻断肝上下腔静脉, 
继续用胶原酶灌注消化20-30 min, 切取灌注消

化较好的肝脏组织置入4 ℃ UW液中保存运输, 
PBS冲洗肝组织块, 用小剪刀和镊子将其捣碎, 
收集肝细胞悬液过滤网, 将肝脏置于200目不锈

钢网筛, 边用玻璃注射器内芯研磨边用PBS冲
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■相关报道
有研究表明, 猪肝
细胞冷冻前预培
养一段时间可提
高细胞解冻后活
力和功能.

洗, 收集滤过液1 200 r/min离心3 min去上清, 用
滴管吸取上层红细胞沉淀, PBS洗涤后再次离心

弃上清, 根据上层红细胞沉淀量加入3-5倍细胞

体积的红细胞裂解液, 轻轻吹打混匀, 裂解1-2 
min. 4 ℃ 1 200 r/min离心3 min, 弃红色上清, 如
果发现红细胞裂解不完全, 可以重复上述步骤1
次, PBS洗涤离心直至上清液澄清, 向肝细胞沉

淀中加入DMEM培养液, 调整细胞密度接种到

培养皿, 待肝细胞贴壁后(约6 h)换Hepatozyme-
SFM培养液培养, 每2-3 d换液1次, 肝细胞培养1 
wk, 台盼蓝拒染试验计算细胞活力>95%者符合

下一步实验要求. 
1.2.2 成人原代肝细胞的预培养、冷冻及解冻: 
肝细胞分离后被重悬在HepatoZYME-SFM无血

清预培养液中(pH值调制7.4), 预培养细胞密度

调至1×109/L(即5 mL预培养液中加入细胞数量

为0.5×107). 实验分为3组(每组n  = 6): (1)肝细胞

直接培养组(阳性对照组, DC): 将肝细胞分离后

直接接种贴壁培养(3×109/L); (2)预培养冷冻肝

细胞组(实验组): 指肝细胞冷冻前在4 ℃预先培

养一段时间, 选择7个预培养时间点(2、6、12、
24、36、48和72 h); (3)肝细胞立即冷冻组(阴性

对照组, IC): 将肝细胞分离后直接放置入冷冻

盒, 置-80 ℃过夜, 次日投液氮, 冷冻1 wk后复苏

测各项指标. 各组肝细胞冷冻密度为1×1010/L; 
各冷冻组在液氮冷冻7 d后37 ℃复苏后以3×
109/L接种, 肝细胞预培养及复苏后第1次接种

均使用无血清人肝细胞培养基, 分别于复苏后

1、2、3、4、5、6、7 d观察比较各组肝细胞形

态、活力和功能. 
1.2.3 肝细胞活力和贴壁率: 各组肝细胞细胞活

性及计数测定采用Mahler等[7]报道台盼蓝染色

法, 细胞贴壁率计算方法如下: 各组细胞相同数

目的肝细胞被接种, 18-20 h后培养基中非贴壁

细胞被收集计数, 细胞贴壁率指活性贴壁细胞

占最初接种细胞的百分比. 
1.2.4 死活细胞荧光染色: 各组肝细胞分离培

养或解冻后以3×109/L爬片接种至35 m m×

10 mm培养皿, 加培养液过夜培养; 次日吸去

培养液 ,  先用P B S或生理盐水冲洗爬片细胞 , 
Acetoxymethyl(AM)和Acetate Esters(活细胞染

料)配制工作浓度1 μmol/L, 吸取200 μL滴入载

玻片, 置50 mL/L CO2、37 ℃培养箱孵育20 min, 
取出后再次用PBS冲洗干净, SYTOX(死细胞染

料)配制工作浓度1 μmol/L, 吸取200 μL滴入载

玻片, 4 ℃避光孵育5 min, 取出后再次用生理盐

水冲洗干净, 用荧光显微镜观察, 激发光波长分

别为488 nm(AM)和530 nm(SYTOX), 发色光波

长分别为520 nm(AM)和575 nm(SYTOX). 
1.2.5 肝细胞功能检测: 肝细胞功能检测参照我

们曾在猪肝细胞研究中的方法[10], 各组肝细胞

以1×106 mL接种培养24 h后, 收集上清待检测; 
上清中白蛋白分泌定量测定使用抗-人白蛋白

ELISA试剂盒(adlitteram diagnostic laboratories 
Inc., USA), 于波长450 nm的酶标仪上读取各孔

的A值, 根据样品的A值查找对应的浓度范围. 尿
素合成水平采用尿素检测试剂盒(Biochain Insti-
tute Inc., Hayward, USA), 所有操作方法均根据

试剂盒说明书. 
统计学处理 本实验所涉及的计量资料以

mean±SD表示, 两组间数据比较均采用方差

分析, 所有数据比较均采用SPSS13.0软件处理, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 肝细胞分离结果 20例肝脏外科标本被成功

的行肝细胞分离手术, 结果每克肝组织平均所

获有活性肝细胞数目为23.1×106±1.8×106. 分
离所得肝细胞活力由胎盼兰拒染试验大于70%, 
由大小及形态学判断非实质细胞少于1%(图1A, 
B). 另外, 死活细胞荧光染色(分别采用calcein-
AM和0.5 μmol/L SYTOX Orange dye)也被用来

鉴定分离肝细胞的活力, 结果显示出大部分视

野可见胞质被染成绿色的活细胞, 极少胞核被

染成红色的死细胞(图1C, D). 
2.2 预培养冷冻

2.2.1 活率和贴壁率: 与直接培养组比较, 在冷

冻解冻后 ,  冷冻组细胞这些参数均明显减少

(P <0.05). 但是, 冷冻前预培养12和24 h两组肝

细胞解冻后活率明显较立即冷冻组升高, 差异

有统计学意义(61.4±4.8%, 62.0±5.6% vs  53.4
±4.2%, P <0.05). 然而, 这两组肝细胞解冻后在

纤维蛋白包被皿上的贴壁率也较立即冷冻组明

显提高, 差异有统计学意义(63.2±5.8%, 62.6±
3.6% vs  55.2±4.6%, P <0.05, 表2). 
2.2.2 肝细胞功能: 尽管白蛋白分泌随着时间逐

渐下降, 但分泌最高峰是在预培养12 h和24 h组, 
峰值时间是第2天. 在整个肝细胞培养期间, 这
两组在第2、3、4天的白蛋白分泌明显较其他

组有所增高(P <0.05). 在其他时间点, 白蛋白分

泌较对照组升高, 但其间差异无统计学意义(图
2A). 另外, 尿素合成水平随时间的变化趋势与
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■应用要点
该方法有望获得
高质量的肝细胞
并建立冷冻肝细
胞 库 ,  为 药 理 毒
理学研究、生物
人工肝及细胞治
疗提供理想细胞
材料.

白蛋白一致. 尽管预培养12和24 h组在各时间点

较其他组有更高的尿素合成水平, 但其间差异

未见统计学意义(图2B).
根据上述实验结果可得出, 成人原代肝细

胞冷冻前最适预培养时间是12和24 h, 肝细胞发

挥最佳功能是在解冻培养后第2天. 

3 讨论

生物人工肝和肝细胞移植通过对肝衰竭患者提

供代谢支持, 已经被认为是患者过渡到全肝移

植的桥梁[11,12]. 肝细胞移植在治疗特定的代谢性

肝脏疾病也可以代替全肝移植[13]. 很多肝脏来

源的细胞已经被研究作为分离人肝细胞的替代

品, 例如人肿瘤源性肝细胞株[14]、永生化人肝

细胞[15,16]以及近来我们已经使用在生物人工肝

支持系统中的猪肝细胞[17-19]. 这些来源的细胞若

应用于临床都将展现出不同程度的问题及相应

的矛盾, 例如新生肿瘤的转移或传播、动物组

织的生物安全性和生物相容性问题等. 理论上, 
原代人肝细胞将是最适合的肝细胞治疗来源. 
目前使用原代人肝细胞主要的障碍是发展一种

标准化、高效的肝细胞分离、培养、冷冻方法

仍有困难. 因此, 我们提出了一种简单、有效的

人肝细胞分离冷冻培养方法, 可以提高肝细胞

获得率并可为临床应用和基础研究提供足够数

量的人肝细胞. 
成人原代肝细胞分离培养方法较多[20], 来

源主要有3种, 包括外科手术切除下来后的肝组

织[2]、脑死亡供体和肝移植供肝[21]. 我们认为第

1种方法是一种方便、经济适合的来源并能够

被广泛应用于获取肝细胞. 我们起先使用从肝

脏切除的小块肝组织行剖面血管插管, 再通过

胶原酶消化[2], 但是最终所得总的有活力肝细胞

百分率较低. 因此, 我们选择采用半肝、肝叶或

肝段分支血管插管灌注分离肝细胞的方法, 所
有上述17例患者均是肝脏标本在手术室刚从腹

A B

C D

图  1  肝细胞分离培养后倒置相差显微镜及荧光显微镜下. A, B: 倒置相差显微镜(A: ×40; B: ×100); C, D: 荧光显微镜(C: 

×100; D: ×200).

表  2  肝细胞冷冻前预培养时间与效果情况 (mean±SD, %)

     
预培养时间(h)

         IC
         2          6          12         24         36        48       72

      DC

活率 53.4±4.2 55.0±4.2 56.2±5.5 61.4±4.8a 62.0±5.6b 55.0±6.0 52.2±5.1 48.4±4.8 75.0±4.6b

贴壁率 55.2±4.6 56.4±5.6 57.0±6.4 63.2±5.8a 62.6±3.6a 56.8±6.6 55.8±6.1 51.6±4.9 72.0±6.0b

IC: 阴性对照; DC: 阳性对照. aP<0.05, bP<0.01 vs  IC组. 



www.wjgnet.com

2020               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

腔移除就行插管消化, 目的是防止肝脏内血液

凝固以及获得充足的灌注和消化; 其他3例肝移

植供肝在取肝时已经灌洗彻底完全, 只需消化

即可. 采用这种创新的方法可获得高产量、高

活力的成人肝细胞. 因此, 我们命名之为离体两

步胶原酶灌注技术. 
Ellis等[14]发现肝细胞在培养4-5 d后酶释放

才达到稳定的水平. Flendrig等[22]发现由肝细胞

释放的LDH仅在第1天较明显, GOT水平在第

培养3 d后开始下降, 而GPT的释放水平是低的

但仅在第1、2天较明显. 这些结果揭示肝细胞

膜需要一段时间才能恢复其完整性. Koebe等[23]

研究指出猪肝细胞在冷冻保存前最好培养48 h, 
Terry等[6]发现大鼠肝细胞在冷冻前与冷冻保护

剂预培养2 h可提高解冻后细胞的活力和功能. 但
是目前为止人肝细胞最适合的预培养时间仍没

有被仔细研究, 我们首次比较不同预培养时间点

并提出成人肝细胞冷冻前最适的预培养时间是

12-24 h. 有关预培养温度, Wigg等[24]报道大鼠肝

细胞分离后在25 ℃悬浮培养可维持细胞的功能

和完整性. 有报道显示人肝细胞在4 ℃或37 ℃无

血清培养基中预培养对解冻后细胞活力和功能

无显著差异[6], 然而低温可以减少葡萄糖的消耗, 
其可为解冻后细胞能量代谢提供来源. 因此, 我
们提出人肝细胞在冷冻前最适的预培养条件为

4 ℃ HepatoZYME-SFM中预培养12-24 h. 在这个

基础上, 我们采用预培养冷冻的方法来保存肝细

胞, 可以建立成人原代肝细胞库, 为进一步临床

应用和基础研究提供理想细胞材料. 
目前主要有两种冷冻方法被广泛应用, 第1

种是由Dou等[25]叙述的采用计算机程序降温仪分

级冷冻法, 此种方法我们曾用来冷冻保存猪肝细

胞[5]; 第2种是使用异丙醇冻盒的逐级冷冻法, 冷
冻盒被放入-80 ℃ 18 h温度以1 ℃/min的速度下

降, 次日冷冻肝细胞被投入-196 ℃液氮中. Alex-
andre等[26]甚至比较不同的方法并发现逐级冷冻

结合预培养组贴壁培养人肝细胞解冻后白蛋白

分泌、谷胱甘肽含量与新分离培养肝细胞无明

显差异. 最终他们提议人肝细胞分离后采用异丙

醇逐级冷冻法可以建立人肝细胞库, 为药理毒理

学及细胞治疗研究提供细胞材料. 我们也通过比

较上述两种冷冻保存肝细胞的方法并发现异丙

醇冻盒逐级冷冻法是一种简单、方便且可行的

大规模分离、培养、冷冻保存人肝细胞的方法. 
总之, 我们通过研究提出成人原代肝细胞在

冷冻前最适的预培养条件是4 ℃ HepatoZYME-
SFM培养12-24 h, 并且在解冻后第2天可发挥最

大肝细胞功能从而用于下一步实验研究和临床

应用. 本研究阐述了一种创新、稳定而又简单

可行的人肝细胞分离、培养及冷冻方法, 通过

这种方法可有望获得高质量的肝细胞并建立冷

冻肝细胞库, 为药理毒理学研究、生物人工肝

及细胞治疗提供理想细胞材料, 该技术也为将

来广泛应用和冷冻肝细胞奠定了坚实的基础. 
当然, 有关预培养冷冻效果机制的深入研究以

及冷冻过程中对肝细胞的保护仍是下一步要研

究的热点. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of hypoxia 
inducible factor-1α (HIF-1α) and epithelial-
mesenchvmal transition (EMT)-related factors in 
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and 
to analyze their clinical significance. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to examine the expression of HIF-1α, Snail, Slug, 
E-cadherin and N-cadherin in 92 cases of PDAC 
and 10 cases of normal pancreatic tissue.

RESULTS: The positive expression rates of HIF-
1α, Snail, Slug, E-cadherin and N-cadherin were 
69.57%, 69.57%, 58.70%, 36.96% and 73.91% in 
PDAC, and 10%, 0%, 0%, 90% and 0% in normal 
pancreas tissue. HIF-1α expression was signifi-
cantly associated with lymph node metastasis. 
Snail expression was correlated with TNM 
stage. Slug expression was positively associated 
with TNM stage and lymph node metastasis. 
N-cadherin expression was significantly related 
to TNM stage, lymph node metastasis and histo-
logical grade. HIF-1α expression in PDAC was 
positively correlated with Snail and Slug expres-
sion. There was a negative correlation between 
Snail and E-cadherin expression in PDAC. Ex-
pression of E-cadherin was negatively related 
to that of N-cadherin. Multivariate Cox analysis 
demonstrated that HIF-1α, Snail and E-cadherin 
were independent factors for prognosis of 
PDAC. 

CONCLUSION: HIF-1α, Snail, Slug, E-cadherin 
and N-cadherin play significant roles in the pro-
gression and prognosis of PDAC.

Key Words: Pancreas neoplasm; Hypoxia inducible 
factor-1α; Epithelial-mesenchvmal transition; Prognosis

Zhu GH, Cen G, Huang C, Zhang ZH, Feng ZZ, Lv XH, 
Qiu ZJ. Clinical significance of expression of HIF-1α and 
EMT-related factors in pancreatic ductal adenocarcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 2022-2030

摘要
目的: 探讨缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)和上皮
细胞间质转化(EMT)相关蛋白在胰腺导管腺
癌(PDAC)组织中的表达及临床意义.

方法: 采用免疫组织化学法检测92例PDAC和
10例正常胰腺组织中HIF-1α、Snail、Slug、
E-cadherin、N-cadherin的表达, 并分析其与患
者临床病理特征和预后的关系.

结果: HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、
N-cadherin在PDAC和正常胰腺组织中表达

®

■背景资料
缺氧是实体瘤微
环境的一个重要
特 征 ,  癌 细 胞 为
适应缺氧而发生
一系列生物学特
性的改变 .  HIF-
1α和EMT相关因
子在其中发挥重
要作用. 

■同行评议者
孙诚谊, 教授, 贵
阳医学院附属医
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的阳性率分别为: 69.57%, 69.57%, 58.70%, 
36.96%, 73.91%; 10%, 0%, 0%, 90%, 0%. HIF-
1α的表达与淋巴结转移有关; Snail的表达与
TNM分期有关; S lug的表达与TNM分期和
淋巴结转移有关; N-cadherin的表达与TNM
分期、淋巴结转移和肿瘤分化程度有关 . 
HIF-1α表达与Snail、Slug表达呈正相关(r  = 
0.309, P  = 0.005; r  = 0.231, P  = 0.027); Snail表
达与E-cadherin表达呈负相关(r  = -0.223, P  = 
0.033); E-cadherin表达与N-cadherin表达呈负
相关(r  = -0.478, P  = 0.000). HIF-1α、Snail和
E-cadherin是患者术后独立的预后因子.

结论: HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、
N-cadherin在PDAC的演进及预后中发挥作用.

关键词: 胰腺肿瘤; 缺氧诱导因子-1α; 上皮细胞间

质转化; 预后
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0  引言

缺氧是实体瘤微环境的一个重要特征[1], 癌细胞

为适应缺氧而发生一系列生物学特性的改变[2]. 
缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-1α, 
HIF-1α)在其中发挥重要作用[3], 他与下游靶基

因启动子区域的缺氧反应元件(hypoxia respon-
sive element, HRE)结合, 调控其转录[4]. 目前已

确定的HIF-1α靶基因大部分参与了转移级联

反应过程, 包括上皮细胞间质转型(epithel ial-
mesenchvmal transition, EMT)、细胞外基质和

基底膜降解、肿瘤细胞运动能力增加、新生血

管形成等[5]. 我们前期研究证实胰腺导管腺癌

(pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC)组织

中亦存在HIF-1α过表达, 且其表达与淋巴结转

移、临床病理分期有关[6]. EMT指上皮细胞失去

上皮细胞的特征而获得间充质细胞的表型[7]. 目
前有学者认为他是肿瘤转移的起始事件[8], 其中

钙黏素转换和转录因子的表达上调是EMT发生

过程中重要的分子事件[9]. 但HIF-1α与EMT相关

因子在胰腺癌组织中的表达是否相关及其在胰

腺癌演进中的作用还不明确. 因此, 本课题采用

免疫组织化学法检测92例PDAC和10例正常胰

腺组织中HIF-1α、Snail、Slug、E-钙黏素(epi-
thelia cadherin, E-cadherin)、N-钙黏素(neuronal 
cadherin, N-cadherin)蛋白的表达, 并统计分析其

表达的相关性及与临床病理特征和预后的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集上海交通大学附属第一人民医院

1993-08/2009-12的92例PDAC患者手术切除的

胰腺癌标本. 切取供肝附带的胰腺组织10例作

为正常胰腺组织标本对照组. 所有标本均经40 
g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续切片, 厚
度4 μm, 行HE染色, 经组织病理学明确诊断. 术
前均未接受放、化疗, 按国际抗癌联盟(UICC, 
2002版)标准[10]确定胰腺癌TNM分期, 世界卫

生组织(WHO, 2000版)[11]标准确定胰腺癌组织

学分级. 92例患者中, 男64例, 女28例, 平均年龄

(64.73±10.42)岁. 胰头癌79例, 胰体尾癌13例. 
组织学分级: 高分化14例, 中分化60例, 低分化

16例, 2例分化程度不明; 局部淋巴结: 无淋巴结

转移57例, 有淋巴结转移35例; 神经浸润: 无神

经浸润42例, 有神经浸润40例, 不明10例; 切缘

(镜下): 阴性83例, 阳性9例; TNM分期:Ⅰa期2
例, Ⅰb期19例, Ⅱa期37例, Ⅱb期29例, Ⅲ期0例, 
Ⅳ期5例. 随访截止至2009-12-31, 平均随访时

间15.1(1-121) mo. 随访期限从手术后病理确诊

为PDAC开始至因复发转移或其他原因死亡或

随访终止时间. 至随访截止日期, 57例死亡, 29
例存活, 6例失随访, 失访率6.52%. 兔抗人HIF-
1α、Snail、Slug多克隆抗体均购自英国Abcam
公司、兔抗人E-cadherin、N-cadherin多克隆抗

体均购自美国Cell Signaling公司, 超敏SP试剂

盒、DAB显色液均购自福州迈新公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学SP法: 组织切片, 经脱蜡、枸橼

酸盐抗原修复液热修复、过氧化氢、正常羊血

清封闭后滴加一抗, HIF-1α(1∶50), Snail(1∶100), 
Slug(1∶100), E-cadherin(1∶25), N-cadherin(1∶100). 
4 ℃过夜, 复温后滴加二抗, 37 ℃孵育30 min, 滴加辣

根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工作液, 37 ℃孵

育30 min, 最后DAB显色、苏木素复染、封片. 
1.2.2 结果判定: 每张切片随机选取10个400倍
视野, 每个视野计数100个细胞, 取其均值. HIF-
1α评级标准参考[6]. HIF-1α主要位于胞质和胞

核, 呈棕黄色到棕褐色. 阳性细胞比例 = 0%, 
1%-9%, 10%-50%, >50%, 计分分别为0-3分, 即: 
-, +, ++, +++. 结果统计时, 分为HIF-1α高表达

组(++和+++)和低表达组(-和+). Snail、Slug、
E-cadherin、N-cadherin评级标准参考[12]. Snail
和Slug主要位于胞核, 呈棕黄色到棕褐色. 阳性

■研发前沿
近年来, 缺氧微环
境下EMT与肿瘤
转移的相关研究
已成为肿瘤研究
领域的新热点. 其
中钙黏素转换和
转录因子的表达
上调是EMT发生
过程中重要的分
子事件. 但HIF-1α
与EMT相关因子
在胰腺癌组织中
的表达是否相关
及其在胰腺癌演
进中的作用还不
明确. 
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细胞比例 = 0%, 1%-49%, 50%-70%, >70%, 分
别为-, +, ++, +++. 结果统计时, 将其分为Snail、
S l u g高表达组(++和+++)和低表达组(-和+). 
E-cadhein主要位于胞膜和胞质, 呈棕黄色. 按显

色细胞比例评分: 阳性细胞比例<10%, 10%-49%, 
50%-70%, >70%, 计分分别为0-3分, 即: -, +, ++, 
+++. 结果统计时, 分为E-cadhein阳性表达组(+, 
++和+++)和阴性表达组(-). N-cadhein主要位于

胞膜和胞质, 呈棕黄色到棕褐色. 按显色细胞比

例评分: 阳性细胞比例 = 0%, 1%-49%, 50%-70%, 
>70%, 计分分别为0-3分, 即: -, +, ++, +++. 结果

统计时, 分为N-cadhein高表达组(++和+++)和低

表达组(-和+).
统计学处理 数据采用SPSS13.0统计软件

包进行统计分析. 计数资料采用χ2检验或Fisher
精确概率法. 双变量非正态分布资料采用Spear-
man等级相关系数检验. 单因素生存分析采用

Kaplan-Meier法和Log-rank检验, 多因素生存分

析采用Cox比例风险模型.

2  结果

2.1 PDAC与正常胰腺组织中HIF-1α和EMT
相关蛋白的表达 92例胰腺癌组织, HIF-1α、
Snai l、Slug、E-cadher in、N-cadher in的阳

性表达率分别为6 9 . 5 7 % ( 6 4 / 9 2 )、6 9 . 5 7 % 
(64/92)、58.70%(54/92)、36.96%(34/92)、
73.91%(68/92)(表1, 图1). HIF-1α主要表达在胰

腺癌细胞核和胞质, 呈棕黄色到棕褐色, 尤其

在具有腺体结构的癌细胞中表达明显; Snail和
Slug主要表达在胰腺癌细胞核, 呈棕黄色到棕褐

色; E-cadherin和N-cadherin主要表达在胰腺癌

细胞膜和胞质, 呈棕黄色. 10例正常胰腺组织中

HIF-1α阳性率为10%(1/10), E-cadherin阳性率为

90%(9/10), Snail、Slug、N-cadherin均不表达. 1
例正常胰腺组织中HIF-1α表达在胰腺细胞胞质, 
呈棕黄色. 正常胰腺组织中E-cadherin主要表达

在胰腺细胞膜和胞质, 呈棕黄色(图2).
2.2 HIF-1α和EMT相关蛋白在PDAC中表达的

相互关系 胰腺癌中HIF-1α表达与Snail、Slug
表达呈正相关(r  = 0.309, P  = 0.005; r  = 0.231, 
P  = 0.027), 即随HIF-1α阳性表达细胞的增多, 
Snai l、Slug阳性表达也随之增多(表2); Snai l
表达与E-cadherin表达呈负相关(r  = -0.223, P  
= 0.033), 即随着S n a i l阳性表达细胞的增多, 
E-cadherin阳性表达随之减少(表3); Slug表达与

E-cadherin表达不相关(P  = 0.194, 表4); E-cad-

herin表达与N-cadherin表达呈负相关(r  = -0.478, 
P  = 0.000), 即随着E-cadherin阳性表达细胞的减

少, N-cadherin的阳性表达随之增多(表5).
2.3 HIF-1α和EMT相关蛋白的表达与PDAC临

床病理特征的关系 HIF-1α的表达与淋巴结转移

有关(P  = 0.030); Snail的表达与TNM分期有关(P  
= 0.031); Slug的表达与TNM分期和淋巴结转移

有关(P  = 0.003; P  = 0.002); N-cadherin的表达与

TNM分期、淋巴结转移和肿瘤分化程度有关(P  
= 0.000; P  = 0.001; P  = 0.010); 而年龄、性别、

肿瘤部位、肿瘤大小、神经侵犯、切缘与这些

蛋白的表达均无关(表6).
2.4 HIF-1α和EMT相关蛋白的表达及临床病理

特征与胰腺癌预后的关系 单因素生存分析结

果显示, TNM分期、淋巴结转移、切缘、HIF-
1α、Snail、Slug、E-cadherin、N-cadherin的表

达与患者预后有关(P <0.05), 而年龄、性别、肿

瘤部位、肿瘤大小、神经浸润、组织病理学分

级与患者预后均无关(P >0.05, 表7, 图3). 
将单因素分析有统计学意义的8个因素引

入Cox比例风险模型进行多因素分析. 根据多因

素生存分析结果, TNM分期、HIF-1α、Snail和
E-cadherin的表达是胰腺癌患者术后的独立预后

因素(P <0.05, 表7).

3  讨论

肿瘤缺氧微环境与肿瘤的演进密切相关[13,14]. 影
像学显示胰腺癌特有的乏血管表现[15]和肿瘤内

■相关报道
Imai等采用缺氧
处理卵巢癌细胞
发 现 ,  缺 氧 活 化
HIF-1α, 促使Snail
表 达 上 调 ,  抑 制
E-cadherin的表达.

表  1  HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、E-cadherin蛋
白在PDAC和正常胰腺组织中的表达

     
蛋白

     评级(n )
阳性率(%)

- + ++ +++

HIF-1α

    PDAC 28 22 31 11    69.57

    对照组   0   0   1   0    10.00

Snail

    PDAC 28 14 45   5    69.57

    对照组   0   0   0   0      0.00

Slug

    PDAC 38   6 36 12    58.70

    对照组   0   0   0   0      0.00

E-cadherin

    PDAC 58 12 17   5    36.96

    对照组   1   2   4   3    90.00

N-cadherin

    PDAC 24 18 44   6    73.91

    对照组   0   0   0   0      0.00
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部氧分压测定[16]都提示胰腺癌组织缺氧, 充分说 明胰腺癌是一个乏氧性肿瘤. 但缺氧与胰腺癌

图  1  HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、N-cadherin蛋白在PDAC组织中的表达(SP法). A, B: HIF-1α(A×100, B×400); C, 

D:Snail(C×100, D×400); E, F: Slug(E×100, F×400); G, H: E-cadherin(G×100, H×400); I, J: N-cadherin(I×100, J×400).

A

C

B

D

E

G

F

H

I J

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

10 mm 2.5 mm

■创新盘点
本课题采用免疫
组织化学法检测
胰 腺 癌 组 织 中
HIF-1α、Snail、
S l u g 、 E - c a d -
herin、N-cadherin
蛋白的表达, 并统
计分析其表达的
相关性及与临床
病理特征和预后
的关系. 首次在胰
腺导管腺癌手术
标本中证实缺氧
的肿瘤细胞可能
发生EMT, 在胰腺
癌的恶性进展中
发挥重要作用. 
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恶性生物学特征之间的关系仍然是未解之谜. HIF-1是在缺氧状态下发挥特异性活性的

表  2  PDAC中HIF-1α与Snail、Slug表达的关系

     
             HIF-1α

  n         -         +        ++       +++
  r值   P值

Snail

    - 28       11       6       11         0 0.309 0.005

    + 14         1       8         2         3

    ++ 45       14       8       18         5

    +++   5         2       0         0         3

    n       28     22       31       11

Slug

    - 38       18       5       12         3 0.231 0.027

    +   6         0       3         3         0

    ++ 36         7     12       14         3

    +++ 12         3       2         2         5

    n       28     22       31       11

表  3  PDAC中Snail与E-cadherin表达的关系

     
E-cadherin

             Snail

  n        -        +      ++      +++
    r值   P值

- 58      13      12      30        3 -0.223 0.033

+ 12        3        0        9        0

++ 17        8        2        5        2

+++   5        4        0        1        0

n      28      14      45        5

图  2  HIF-1α和E-cadherin蛋白在正常胰腺组织中的表达(SP法). A, B: HIF-1α(A×100, B×400); C, D: E-cadherin(C×100, 

D×400).

A

C

B

D

2.5 mm10 mm

2.5 mm10 mm

■应用要点
HIF-1α和EMT相
关蛋白在胰腺癌
的演进及预后中
发挥重要作用, 联
合使用免疫组织
化学检测, 可考虑
他作为胰腺癌临
床评价生物学行
为及判断预后的
有用指标. 
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核转录因子[17], 含有α及β亚基的异源二聚体, 生
理活性主要取决于α亚基, β亚基组成表达[18]. 多
位学者采用免疫组织化学的方法检测了实体癌

中HIF-1α的表达, 并研究其表达与肿瘤生物学

行为及预后之间的关系. Cao等[19]研究发现71例
结直肠癌患者手术标本HIF-1α阳性率为54.93%, 
并且HIF-1α的表达与TNM分期、淋巴结和肝转

移及预后有关. Chen等[20]在54例食管癌中研究

发现HIF-1α阳性率为46%, 与预后密切相关. 在
胰腺癌中, 我们前期研究也发现PDAC组织中亦

存在HIF-1α过表达, 且HIF-1α的表达与淋巴结

转移、临床病理分期及预后有关[6]. Hoffmann

等[21]检测了41例PDAC患者手术标本HIF-1α阳
性率为87.1%, 与预后有关. 但也有相反的研究

报道. Zhu等[22]检测了60例PDAC患者手术标本

和正常胰腺组织内HIF-1α的表达, 发现两者没

有差异, 并且PDAC患者手术标本中HIF-1α的表

达与预后无关. 本研究结果显示: 92例PDAC患
者手术标本HIF-1α阳性率为69.57%, 且HIF-1α
的表达与淋巴结转移有关, 即患者胰腺癌组织

中的HIF-1α表达阳性细胞越多, 其发生淋巴结

转移的可能性就越大. 生存分析显示HIF-1α是
PDAC患者术后的独立预后因子. HIF-1α是胰腺

癌细胞缺氧的一个标志物, 这提示胰腺癌的恶

表  6  HIF-1α、Snail、Slug、E-cadherin、N-cadherin蛋白的表达与PDAC临床病理特征的关系

     
参数   n

         HIF-1α Snail Slug     E-cadherin     N-cadherin

低 高   P 值 低 高   P 值 低 高   P 值 阴性 阳性 P 值 低 高   P 值

TNM分期

    Ⅰ 21 15   6 0.085   8 13 0.031 16   5 0.003 12   9 0.718 17   4 0.000

    Ⅱa 37 21 16 23 14 19 18 25 12 17 20

    Ⅱb, Ⅲ, Ⅳ 34 14 20 11 23 10 24 21 13   8 26

淋巴结转移

    阴性 57 36 21 0.030 30 27 0.086 35 22 0.002 36 21 0.977 34 23 0.001

    阳性 35 14 21 12 23 10 25 22 13   8 27

分化

    G1 14 10   4 0.336   8   6 0.349   7   7 0290   8   6 0.857   9   5 0.010

    G2 60 30 30 28 32 32 28 39 21 29 31

    G3 16   8   8   5 11   5 11 10   6   2 14

表  4  PDAC中Slug与E-cadherin表达的关系

     
E-cadherin

             Slug

  n       -        +      ++      +++
    r值   P值

- 58        2      25      30        8 -0.137 0.194

+ 12        1        7        9        2

++ 17        2        3        5        2

+++   5        1        1        1        0

n      38        6      36      12

表  5  PDAC中E-cadherin与N-cadherin表达的关系

     
N-cadherin

           E-cadherin

  n       -        +      ++      +++
    r值   P值

- 24        7        2      11        4 -0.478 0.000

+ 18      11        2        4        1

++ 44      36        6        2        0

+++   6        4        2        0        0

n      58      12      17        5

■同行评价
本文学术性较好, 
具有较好的实用
性和创新性.
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性生物学行为与胰腺癌缺氧微环境之间可能存

在密切联系. 
EMT是近年来肿瘤转移过程中的一个研究

热点[23]. 目前EMT的形成机制中比较明确的是转

录因子Snail、Slug通过结合到E-cadherin启动子

区域的E盒结构, 进而下调E-cadherin的表达[24]. 
Hotz等[12]研究发现78%的人胰腺癌组织中表达

Snail, 50%的癌组织阳性表达Slug. Snail在未分

化癌细胞株MiaPaCa-2和Panc-1中的表达明显

高于分化程度高的细胞株Capan-1、HPAF-2和
AsPC-1. Slug在所有细胞株的表达强度不同. 源
于两个未分化肿瘤细胞株MiaPaCa-2和Panc-1
转移能力显著强于来自中等分化的HPAF-2和
分化良好的Capan-1, Snail mRNA的表达和转

移潜能呈正相关. Yin等[25]检测了56例胰腺癌手

术标本中Snail的表达, 结果发现Snail的表达阳

图  3  92例PDAC患者术后的单因素生存分析. A: TNM; B: 淋巴结; C: margin; D: HIF-1α; E: Snail; F: Slug; G: E-cadherin; H: 

N-cadherin.
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性率为36%, 与淋巴结和远处转移呈正相关. 他
们还将Snail cDNA转染Panc-1细胞, 转染后的

细胞侵袭能力明显增加. 但也有学者的研究结

果与之不同. Cates等[26]的研究结果显示在正常

胰腺上皮、慢性胰腺炎、PDAC标本中胞质和

胞核均有Slug阳性染色. Slug的表达与癌组织

病理分级、肿瘤分期和淋巴结转移无关. 本研

究结果显示, 92例PDAC组织中, Snail、Slug、
E-cadherin、N-cadherin的阳性表达率分别为

69.57%、58.70%、36.96%、73.91%; 10例正常

胰腺组织中Snail、Slug、N-cadherin均不表达, 
E-cadherin阳性率为90%. Snail的表达与TNM分

期有关; Slug的表达与TNM分期和淋巴结转移

有关; N-cadherin的表达与TNM分期、淋巴结

转移和肿瘤分化程度有关. 生存分析显示Snail
和E-cadherin的表达是影响患者预后的独立因

素. 这在组织学层面上证实EMT的发生与胰腺

癌转移有关, 参与胰腺癌的恶性进展而影响预

后. 此外, 我们还证实胰腺癌中Snai l的表达与

E-cadherin的表达呈负相关, 提示Snail可能调控

胰腺癌组织中E-cadherin的表达. 
目前的研究表明: HIF-1α和EMT相关因子

都在肿瘤的转移方面发挥重要的作用[5,18,27-30]. 
HIF-1α对EMT相关转录因子Twist、Snail、Slug
的调控是缺氧诱导肿瘤EMT的重要机制, 其在

肿瘤的侵袭转移方面发挥重要作用. Yang等[31]

研究发现Twis t启动子区域存在HRE, 受HIF-
1α调控. Imai等[32]采用缺氧处理卵巢癌细胞发

现, 缺氧活化HIF-1α, 促使Snail表达上调, 抑制

E-cadherin的表达. Huang等[33]通过体内外实验

证实HIF-1α上调Slug的表达, 且Slug与MMP4启
动子区域的E盒结合, 进而上调MMP4的表达. 另
外在头颈部癌手术标本中发现HIF-1α和MMP4
的表达与预后负相关. 我们的研究结果表明: 胰
腺癌中HIF-1α的表达与Snail、Slug表达呈正相

关, 即随着HIF-1α阳性表达细胞的增多, Snail、
Slug阳性表达也随之增多. 首次在PDAC手术标

本中证实缺氧的肿瘤细胞可能发生EMT, 提示

缺氧微环境下胰腺癌细胞可能通过EMT获得高

侵袭转移能力, 在胰腺癌的恶性进展中发挥重

要作用. 
总之, HIF-1α和EMT相关蛋白在胰腺癌的

演进及预后中发挥重要作用, 联合使用免疫组

织化学检测, 可考虑作为胰腺癌临床评价生物

学行为及判断预后的有用指标.
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Abstract
As a result of the emergence and application of 
magnifying chromoendoscopy, narrow band 
imaging, confocal laser endoscopy and the 
enhancement of the awareness of malignant 
tumors, more and more people have been di-
agnosed with gastric cancer at early stages. The 
postoperative five-year survival rate for early 
gastric cancer (EGC) can reach as high as 90%. 
Since the emergence of endoscopic submucosal 
dissection (ESD), its advantage in the treatment 
of EGC has become more and more evident due 
to definite therapeutic effect, less physical trau-
ma, high safety, excellent patient compliance, 
and low therapeutic cost. This paper focuses on 
the clinical application of ESD in the manage-
ment of EGC.

Key Words: Endoscopic submucosal dissection; 
Early gastric cancer; Indication; Contraindication; 
Clinical therapeutic effect; Complication

Feng Q, Ge ZZ. Advances in treatment of early gastric 
cancer by endoscopic submucosal dissection. Shijie Hua-
ren Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 2031-2035

摘要
随着色素放大内镜、窄带成像技术、共聚焦
内镜等的出现和应用, 以及人们对恶性肿瘤
认识的提高, 越来越多的胃癌在早期阶段即
被发现, 其手术后5年生存率可达90%. 自内镜
黏膜下剥离术(endoscopic submucosal dissec-
tion, ESD)出现以来, 在消化系早期肿瘤中的
治疗优势越来越明显. 因其治疗效果确切、创
伤小、安全性高、患者依从性好、治疗成本
低、可完整切除癌灶等而备受各界关注. 本文
就ESD在早期胃癌(early gastric cancer, EGC)
中的临床应用作一综述. 

关键词: 内镜黏膜下剥离术; 早期胃癌; 适应证; 禁

忌证; 临床疗效; 并发症
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0  引言

早期胃癌(early gastric cancer, EGC)指局限于黏膜

或黏膜下的胃癌, 不管局部淋巴结有无转移[1], 其
手术后5年生存率可达90%[2,3]. 近年来随着色素

放大内镜、窄带成像技术、共聚焦内镜等的出

现和应用, 以及人们对恶性肿瘤认识的提高, 越
多越来的胃癌在早期阶段即被发现. 在日本, 每
年可发现10 000余例EGC, EGC的诊断率更是高

达40%-50%[4]. 此外, 由于内镜下黏膜切除术(en-
doscopic mucosal resection, EMR)、内镜黏膜下

剥离术(endoscopic submucosal dissection, ESD)
等内镜治疗技术的出现和发展, 使内镜下治疗

EGC成为可能. ESD自1994年在日本应用于临

床, 因其治疗效果确切、创伤小、安全性高、

患者依从性好、治疗成本低、可完整切除早期

病灶并对肿瘤进行分期等优点, 而备受广大医

务工作者和患者青睐. 本文就ESD在EGC中的临

床应用进展作一综述. 

1  ESD的适应证和禁忌证

目前, 对ESD的指证仍存争议, 总体认为只要无固
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有肌层浸润, 无淋巴和血行转移, 不论病灶位置

和大小, 均能经ESD切除. 根据日本国立癌症中心

和日本癌症研究会附属医院对5 265例外科手术

切除的EGC术后标本进行的病理分析结果, 下列

情况时肿瘤发生转移的可能性极小[5]: (1)分化型

腺癌, 浸润深度限于黏膜层(m), 不合并溃疡, 不
论病灶大小; (2)分化型腺癌, 浸润深度限于黏膜

层, 虽合并溃疡, 但病灶直径应<3 cm; (3)分化型

腺癌, 尽管浸润深度已达黏膜下层浅层(sm1, 即
黏膜下层上1/3), 但不合并溃疡, 脉管无转移, 病
灶直径应<3 cm; (4)低分化腺癌, 不合并溃疡, 病
灶直径应<2 cm. 目前基本将符合以上条件作为

ESD的手术适应证. 
因此, 在术前对胃癌浸润范围及深度进行

准确评估, 不仅是开展早期胃癌内镜下治疗的

基础, 也是决定治疗风险以及预后的关键. 除了

术者的经验, 染色内镜有助于评估肿瘤浸润范

围, 超声内镜和窄带成像技术等可以协助判断

肿瘤浸润深度及有无淋巴结、脉管转移. 
除不符上述适应证者外, ESD的禁忌证还包

括抬举征(non-lifting sign)阴性, 即在病灶基底部

的黏膜下层注射生理盐水后局部不能形成有效

隆起者. 抬举征阴性提示肿瘤可能已浸润至黏

膜下层甚至肌层组织, 此种情况下行ESD治疗手

术风险大, 发生穿孔、病变残留及复发等并发

症的几率也明显增高, 此外心脏、大血管手术

术后服用抗凝剂、血液病凝血功能障碍者, 在
凝血功能没有得到纠正前, 严禁ESD治疗[6].

2  ESD的临床疗效

整块切除是指将病灶一次性完整切除, 若因种

种原因, 不能一次性完整切除, 则称之为分块切

除, 此时须将标本重建以评估疗效[7]. 根据病灶

切缘及基底部有无癌细胞浸润, 可分为完全切

除、不完全切除和无法评估3种情况[8]. 若病灶

水平切缘及基底部均无癌细胞, 则称为完全切

除, 局部复发的可能性很小; 病灶水平切缘或基

底部如有癌组织残留则称之为不完全切除, 此
时局部复发的可能性极大, 须及时追加手术; 若
肿瘤在内镜下被切除, 但因为灼烧效应、机械

损伤或由于分块切除无法重建标本而无法估计

是否为完全切除时则称之为无法评估. 若切除

标本水平切缘和垂直切缘均无癌细胞浸润、黏

膜下浸润深度<500 μm且病理证实无脉管和淋

巴结转移则称之为治愈性切除[9], 若不满足上述

条件或病理发现低分化腺癌、印戒细胞癌, 则
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称为非治愈性切除[9]. 
I somoto等[10]报道肿瘤大小是影响病灶能

否整块切除的唯一因素, 病灶越大, 分块切除的

可能性越大; 在单因素分析中, 影响病灶能否

治愈性切除的因素包括病灶是否整块切除和是

否合并溃疡(P <0.001, P  = 0.05), 而多因素分析

显示, 影响病灶治愈性切除的因素为是否整块

切除(P <0.001). Oka等[11]的研究亦支持合并溃

疡将影响ESD对病灶的整块切除, 尤其是大于

21 mm且合并溃疡的病灶. Lee等[12]报道ESD的

整块切除率为80%(20/25), 根据实施ESD的时

间将患者分为A组(2004-2005年, 共10例)和B组
(2005-2006年, 共15例), 两组的整块切除率分别

为60%、93.3%, 差异有统计学意义(P <0.05), 两
组的手术时间差异也有统计学意义(130.5 min
±49.7 min vs  81.5 min±51.8 min, P <0.05), 提
示操作者的熟练程度和经验是影响疗效的重

要因素. Isomoto等[10]对476例EGC患者的510个
病灶进行ESD治疗, 其中481个病灶为治愈性切

除, 29个病灶为非治愈性切除, 二者的随访时间

分别为29、32 mo, 共发现4例局部复发患者, 其
中1例(1/481, 0.2%)为治愈性分块切除, 另3例
(3/29, 10.2%)为非治愈性切除, 治愈性切除组和

非治愈性切除组之间的局部复发率差异有统计

学意义(P <0.001). 4例局部复发患者均通过外科

手术切除复发灶, 术后病理证实均为黏膜内癌, 
无淋巴结转移, 无脉管转移. 该研究同时还发现

14例异时胃癌, 其中13例为治愈性切除, 1例为

非治愈性切除, 提示即使对治愈性切除患者亦

需密切内镜随访. 在该临床研究中, EGC ESD
术后3年和5年生存率均为100%. 此外, ODA的

大样本临床研究[7]显示, ESD的整块切除率为

98%(1 008/1 033), 切缘阴性的整块切除率为

93%, 亚组分析发现较大病灶(≥21 mm)切缘阴

性的整块切除率为86%(271/314), 而伴溃疡时为

89%(216/243), 无法评估率为1.8%(19/1 033); 该
研究发现病灶切缘无肿瘤细胞的整块切除率与

病灶位置、大小以及是否合并溃疡均密切相关, 
病灶≥31 mm、位于胃体上1/3或合并溃疡时, 
切缘无肿瘤细胞的整块切除率明显降低. 而德

国的一项队列研究则表明ESD整块切除病灶时

其完全切除率仅为25%[13]. ESD疗效各地报道不

一致, 可能与手术方式的选择和操作者的技术

水平有关. 
ESD用于治疗老年人(≥75岁)EGC的疗效

亦得到肯定[14], 虽然其整块切除率、完全切除
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病灶范围大(≥15 
mm)时不完全切
除的可能性较大.
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率均低于非老年人(93.9% vs  97.9%; 87.4% vs  
96.6%, P <0.01), 且术后肺炎的发生率亦高于非

老年人(2.2% vs  0.0%, P <0.01), 但治愈性切除率

两组之间无明显差别(91.5% vs  94.5%, P >0.01), 
并发症如出血、穿孔的发生率亦无明显差别

(2.5% vs  2.5%; 5.0% vs  3.5%. P >0.01), 更主要的

是, 老年人组和非老年人组的3年和5年生存率

均无明显差别(98.4% vs  98.6%;  98.4% vs  96.6%, 
P >0.01), 老年组3年和5年胃癌相关的死亡率均

为0. 
ESD不仅可用于治疗原发EGC, 亦可用以

内镜下治疗后复发的EGC患者. 据报道EMR后
EGC的复发率为2%-35%[15]. 但是由于EMR术

后黏膜下纤维瘢痕的形成影响黏膜下注射后复

发病灶的抬起, 重复EMR很难达到治愈性切除

复发病灶的目的, 而黏膜下纤维灶的形成并不

影响ESD的实施和疗效. Yokoi等[16]报道, ESD
对EMR术后局部复发的EGC的整块切除率为

89%(41/46), 而EMR为0%(0/18), 整块切除的标

本和分块切除的标本中无法评估边缘有无肿

瘤细胞浸润的比率分别为2.4%、43.4%(1/41 vs  
10/23, P <0.001), 而整块切除有助于精确估计肿

瘤分期, 防止肿瘤残余和复发; ESD组和EMR组
可准确估计病灶是否为治愈性切除的比率分别

为97%、44%(45/46 vs  8/18), 两组的治愈性切除

率分别为76%、33%(35/46 vs  6/18, P <0.001), 复
发率则为0%、17%(0/46 vs  3/18), ESD治愈的35
例和EMR治愈的6例局部复发早期胃癌在随访

期内(15-63 mo, 中位时间43 mo)均未发现转移. 

3  并发症

3.1. 出血 出血是ESD治疗过程中最常见的并发

症, 资料表明约7%的ESD患者会发生出血[7], 包
括术中出血和术后出血, 前者指术中需要内镜

下进行治疗(如钛夹或喷洒凝血药)的出血, 将后

者定义为术后0-30 d需要输血或手术干预的出

血以及术后血红蛋白较术前降低2 g/dL者[17], 多
表现为呕血或黑便, 即延迟性出血, 绝大多数的

延迟性出血发生于ESD术后12 h内[18]. 研究表明

无经验术者、胃窦处病灶以及应用抗凝药、抗

血小板药是ESD术后出血的危险因素, ESD术后溃

疡边缘的出血与无经验术者的操作密切相关[19]. 
Okada等[20]的研究表明单因素和多因素分析均

显示切除标本的宽度(≥40 mm)和延迟性出血密

切相关, 其中切除标本宽度和病灶位于下1/3胃
是早期延迟性出血(即术后4 d或4 d内)的影响因

素, 而切除标本宽度、病灶位于中1/3胃、高血

压和体质量指数≥25 kg/m2与晚期延迟性出血

(即术后5 d后)相关, 而病灶位于中上2/3胃的患

者平均出血时间迟于病灶位于下1/3的患者(8 d 
vs  2 d)

为了减少手术过程中和术后出血, 术前2 wk
应停用抗凝药和抗血小板药. 由于血凝块的形

成、溶解及胃蛋白酶的活性均与胃酸的p H值

密切相关, 因此抑酸亦很重要. 研究发现内镜下

止血后胃酸pH>6时再出血率明显降低[21], 因此

ESD术前应常规使用质子泵抑制剂(proton pump 
inhibitor, PPI)或H2受体拮抗剂以提高胃内pH
值. 减少出血的另一关键是将收缩压控制在150 
mmHg以下, 高血压患者血压控制不佳时其出血

较血压控制良好者(<150 mmHg)及血压正常者

多[22]. 为防止术后出血, 对ESD术后形成的人工

溃疡灶需充分止血, 止血的方法包括钛夹夹闭

显露血管、APC、热探头疗法等. 
3.2 穿孔 据报道ESD术后穿孔率为1%-4%[18],  穿
孔的诊断依赖于内镜发现及术后的腹部平片

或C T检查 .  小的穿孔可通过内科保守治疗解

决, 如禁食、放置胃管、给予有效抗生素以及

内镜下钛夹夹闭等. 延迟穿孔常发生于ESD术

后1-2 d, 原因尚不明确, 研究表明糖尿病患者血

糖控制不佳、妊娠、病灶位于解剖连接处、术

中电凝使用过度等均是产生延迟穿孔的危险因

素[23]. Mannen等[24]的大规模临床研究表明, 单
因素方差分析显示EGC的位置(病灶位于上1/3
胃时穿孔率为8.0%, 中1/3(5.3%), 下1/3(0.5%), 
P  = 0.00004)、ESD操作时间(≤2 h: 1.0%, 2-4 
h: 15.7%, >4 h: 5.3%, P <0.0001)与穿孔密切相

关, 而并发缺血性心脏病、脑血管疾病、慢性

肝功能不全、慢性肾功能不全、高血压、糖尿

病等并不是ESD穿孔的危险因素. 多因素回归分

析显示, 过长的ESD操作时间(≥2 h: OR  = 14.1, 
P <0.0001)是ESD穿孔的独立危险因素, 且病灶

位于下1/3时穿孔率相对较低(OR  = 0.15, P  = 
0.069). 有研究表明使用透明质酸钠作为注射剂

可以减少穿孔率[25,26].
3.3 肿瘤复发 Takenaka等[27]分析了225例ESD治

疗的EGC, 177例完全切除病例无1例复发, 而48
例不完全切除病例中有7例复发, 统计学分析显

示不完全切除和局部复发密切相关, 而与不完

全切除密切相关的因素包括肿瘤直径>3 cm、肿

瘤位于中上2/3胃以及肿瘤伴溃疡形成, 与局部

复发相关的肿瘤因素包括大小(>30 mm vs  <20 

■应用要点
本文阐述了ESD
治疗EGC的适应
证、禁忌证、临
床 疗 效 、 并 发
症、术后处理、
术 后 随 访 以 及
ESD的优点(与外
科手术比较) ,  有
利于系统地了解
ESD在EGC治疗
中的应用进展. 
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mm)和病变部位(上1/3 vs  中下1/3). 分析其原因

可能与此类病灶更易导致非治愈性切除有关. 
Park等[28]的长期临床随访研究亦表明病灶不完

全切除会明显增加局部复发风险, 而病灶范围

大(≥15 mm)时不完全切除的可能性较大. 然而

研究表明多数复发肿瘤为黏膜内癌, 可通过ESD
或EMR进行再切除[10]. 
3.4 狭窄 狭窄常发生于病变超过幽门或幽门前

区的3/4周径的患者, 此时需要进行早期干预以

防止流出道梗阻. 通常在ESD术后1 wk起用球囊

或探条对病灶部位进行扩张, 扩张需要重复几

次直至病变处人工溃疡愈合[7].

4  ESD术后处理

如果没有出血、穿孔等并发症, 患者术后第2
天即可进流食. 术后常规应用抑酸药以缓解疼

痛、促进溃疡愈合、减少术后出血. 一项研究

表明PPI在预防出血方面优于H2R拮抗剂[29]. ESD
后的人造溃疡不论大小和部位8 wk内都能愈合, 
因此抗溃疡治疗亦可在8 wk内完成, 这一时间窗

也符合普通消化性溃疡允许的期限[30]. 除了抑酸

治疗外, 亦可根据具体情况相应给予预防感染

和止血输液处理.

5  ESD的术后随访

术后第1、3、6、12 mo分别进行胃镜随访, 之后

每年随访1次, 随访时在ESD术后瘢痕处以及可

疑病灶处取活检, 以明确有无肿瘤复发和异时胃

癌. 此外, 为明确有无淋巴结以及远处转移, 每年

均需进行腹部增强CT、B超以及胸片检查[7]. 资
料表明, 非治愈性切除患者复发比例较高, 对于

此类患者至少需密切随访2年. 

6  ESD的优点

ESD与外科手术比较, EGC外科手术后治愈率

可达90%-100%[31], 2年和5年的存活率分别为

100%、100%[31], 而ESD术后2年和5年存活率分

别为100%、95%[31], 但研究表明手术所致的死

亡率达1.7%-11.4%[32,33], 且手术并发症较多, 如住

院时间长、伤口感染、麻醉风险和死亡, 尤其对

高龄患者和伴发严重肾功能不全、心功能不全

的患者风险更大. 与外科手术相比, ESD安全性

高、创伤小、治疗成本低、患者依从性好, 且
对患者生活质量影响小. 对于高龄患者或因合

并其他系统疾病无法耐受外科手术的患者, ESD
不失为一种较外科手术更好的方法. Forhat等[34]

报道1例78岁伴手术禁忌证即严重心肌病(包括

心律失常、心梗、心衰)患者, 经ESD完整整块

切除肿瘤, 术后随访30 mo未发现局部复发和远

处转移. Tada等[35]的研究表明ESD和外科手术治

疗早期胃癌后的5年和10年存活率无明显差异. 

7  结论

随着早期消化系肿瘤诊断水平的不断提高、

ESD专用器械的开发和改良、ESD操作培训机

制的建立以及医师对ESD操作过程的进一步熟

练, ESD在治疗消化系早期肿瘤方面会显示出其

更加广阔的前景. 
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Abstract
Adiponectin is an insulin-sensitizing adipokine 
possessing multiple beneficial effects on non-
alcoholic fatty liver disease. This adipokine is 
secreted from adipocytes into the circulation as 
three oligomeric isoforms: trimer, hexamer and 
the high molecular weight (HMW) oligomeric 
complex. Adiponectin binds to its receptor to 
exert its effects on target organs. The hepato-
protective activities of adiponectin have been 
demonstrated by many clinical and experimen-
tal studies. Decreased level of serum adiponec-
tin represents an independent risk factor for 
(NAFLD and liver dysfunction in humans. In 
animals, elevation of circulating adiponectin by 
either pharmacological or genetic approaches 
leads to a significant alleviation of hepatomeg-
aly, steatosis and necro-inflammation associ-
ated with various liver diseases. In adiponectin 
knockout mice, there is a pre-existing condition 
of hepatic steatosis and mitochondrial dys-
function, which might contribute to increased 

vulnerability of these mice to secondary liver 
injuries induced by obesity and other condi-
tions. This review aims to summarize the recent 
advances in research of the structural, molecular 
and cellular mechanisms underlying the hepato-
protective properties of adiponectin.

Key Words: Adiponectin; Nonalcoholic fatty liver 
disease; Nonalcoholic steatohepatitis; Insulin resis-
tance

Zhang ZB, Sun XQ, Qian F, Xue BY. Role of adiponectin 
in the pathogenesis and treatment of nonalcoholic fatty 
liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 
2036-2042

摘要
脂联素是由脂肪细胞分泌的胰岛素敏感性脂
肪因子, 其对非酒精性脂肪肝病(NAFLD)有多
种有益作用. 在循环中脂联素有3种低聚亚型, 
包括三聚体、六聚体及高分子量低聚复合物. 
脂联素通过与靶器官上脂联素受体结合来发
挥效应, 其保肝作用已经在临床和实验室研究
中证明. 脂联素的下降是NAFLD及肝脏功能
损害的独立危险因素. 在动物实验中, 通过药
物或基因疗法使循环中的脂联素增高可导致
肝肿大、脂肪变、坏死炎症及其相关肝脏疾
病. 脂联素敲除的小鼠, 会发生肝脂肪变和线
粒体功能损害, 这致使小鼠易于遭受脂肪肝病
的二次打击. 本文旨在综述近年来对于脂联素
在NAFLD中的保肝作用及机制的研究成果. 

关键词: 脂联素; 非酒精性脂肪肝; 非酒精性脂肪性

肝炎; 胰岛素抵抗
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0  引言

在许多国家非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)是最普遍的慢性肝脏损伤

之一[1,2]. NAFLD包括了从单纯肝脂肪变性, 非
酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 

®

■背景资料
非酒精性脂肪肝
的发病机制主要
与胰岛素抵抗、
氧化应激及炎症
等相关. 研究发现
脂肪组织分泌的
脂肪因子参与了
非酒精性脂肪肝
整个病程. 因此目
前对脂肪因子及
其相互作用的研
究是一大热点. 而
脂肪因子之一的
脂联素与NAFLD
发病机制关系更
为密切. 脂联素具
有抗脂质沉积、
抗炎、抗脂质过
氧化的作用. 

■同行评议者
高 泽 立 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院周浦分
院消化科
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NASH), 到肝纤维化, 肝硬化以及肝细胞癌等一

系列的疾病过程[3]. 在西方国家其总发病率达

15%-40%, 在亚洲达到9%-40%[4], 并且本病的发

病率在过去15年里大幅提高, 主要是因为其与

肥胖、2型糖尿病这两大世界性流行病密切相

关[5]. NAFLD患者的死亡率明显高于年龄及性

别相关的普通人群[6]. 本病进展到NASH及肝硬

化的过程很缓慢, 并且只有一小部分患者能发

展到致命的肝脏疾病. 多数NAFLD病例中, 代谢

性及心血管疾病的发病率增加的危险性要比肝

脏疾病大得多[7,8]. 事实上, NAFLD是代谢综合

征的肝脏表现, 与胰岛素抵抗有关的心血管危

险因素, 包括肥胖、高血压、血脂异常及2型糖

尿病[9]并称为代谢综合征. NAFLD与代谢综合

征的关系在很多横向、前瞻性研究中被证实[8]. 
NAFLD显著增加糖尿病的危险性, 并且他比肥

胖本身更能预示代谢异常的进展[10]. 最近的研究

揭示了NAFLD与多数心血管疾病危险因素之间

的关系[7]. NAFLD能独立于包括代谢综合征组分

在内的其他预后因素而预示心血管疾病的发展. 
增加对这一疾病的理解以及研究其治疗方法在

临床实践中是一个重要问题. 

1  NAFLD的发病机制

尽管NAFLD的发病机制在很大程度上未被完全

了解, 但现在认为胰岛素抵抗、氧化应激及炎

症在本病的发展过程中起着重要的作用[11,12]. 脂
肪肝本身就是一种胰岛素抵抗的状态. 肝脏脂

质的积聚能导致肝脏胰岛素抵抗, 而这种肝胰

岛素抵抗可能发生在外周胰岛素效应的改变之

前, 也可能诱导外周胰岛素抵抗[13,14]. 胰岛素通

过其敏感器官, 如肝脏、骨骼肌及脂肪组织调

节营养物质的摄取、氧化和储存. 外周胰岛素

抵抗损害了机体从血液摄取葡糖糖进入骨骼肌

和脂肪组织的能力; 血清中的游离脂肪酸也可能

因为胰岛素抑制脂肪分解的失败而增高[15,16]. 在
肝脏, 胰岛素抵抗与肝细胞内的脂肪代谢产物

(酯酰辅酶A, 二酰甘油、神经酰胺等)含量增加

有关[17-19]. 在血液循环中游离脂肪酸增加的前提

下, 因胰岛素抵抗而产生的高胰岛素血症增强

了肝脏脂肪酸的摄取及脂质的生成[1,20]. 另外, 线
粒体β氧化的缺陷, 脂肪酸合成的增强以及富含

三酰甘油的极低密度脂蛋白(very low density li-
poprotein, VLDL)的分泌缺陷都是肝脏脂质沉积

的原因[21-23]. 越来越多的动物模型证据证实了二

次打击学说是NAFLD进展的机制[24-26]. 这一学

说认为, 第1次打击是指脂肪肝(脂肪沉积), 紧接

着导致了脂肪性肝炎; 潜在的第2次打击包括内

毒素、酒精消耗、病毒感染等, 而这些打击增

加了肝脏脂质的沉积, 并导致肝细胞的损伤, 增
加肝脏氧化应激和炎症. 脂毒性和细胞因子、

促炎因子的释放在这一过程中有重要作用. 此
外, 脂肪性肝炎的中的炎症发展能进一步妨碍

胰岛素信号通路[27]. 组织学上, 脂肪性肝炎表现

为肝细胞核气球样变性, 肝细胞凋亡, 马洛里玻

璃样变和炎症病灶[28]. NAFLD患者循环中游离

脂肪酸水平很高, 且与肝脏疾病严重程度关联

度很高. 游离脂肪酸的超载通过诱导促炎因子

如TNF-α而表现出脂质毒性[29]. 

2  脂联素与NAFLD相关性

最近的研究显示 ,  内脏脂肪组织是与代谢及

炎症相关的组织 ,  能起到传递信息及调节大

脑、肝脏、肌肉和心血管系统的功能及代谢

的作用 [30,31]. 脂肪组织分泌的促炎和抗炎脂肪

因子间的平衡失调有助于NAFLD的发病[32]. 对
脂肪组织内分泌、免疫、炎症的相互作用的调

控可能为NAFLD的治疗提供新的治疗靶点. 如, 
患严重营养障碍的患者注射了瘦素后可逆转

NAFLD[33,34]. 然而, 在NAFLD伴肥胖的情况下, 
血清瘦素升高并且肝脏对瘦素的抗脂质沉积作

用产生耐受[35-37]. 因此瘦素的注射不太可能成为

NAFLD患者的有效疗法. 肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor α, TNF-α)这一促炎因子干扰胰

岛素的信号通路, 促进脂质沉积, 可能在NASH
发病过程中有临时性作用[32]. 循环中的TNF-α含
量及肝脏表达的1型受体在NASH时增高, 但这

不能用来区分脂肪性肝炎和脂肪变性[38-40]. 中和

TNF-α的活性能改善动物的脂肪肝[41]. 相反的, 
在实验性TNF-α及其1型受体敲除的小鼠中营养

性的脂肪肝炎仍然能产生. 这表明这一脂肪因

子可能不是NAFLD必不可少的调节因子[42,43]. 
与瘦素和TNF-α相比, 脂联素与NAFLD发

病机制关系更为密切. 与其他细胞因子不同, 血
清脂联素水平与肥胖及其并发症负相关[44], 且
与肝酶水平亦呈负相关[45]. 大量的在不同族群

间的流行病学调查显示 ,  脂联素水平降低是

NAFLD及肝功能障碍的独立危险因子. 与健康

人群相比, NASH患者的脂联素水平至少降低

50%以上[46]. 从单纯脂质沉积到脂肪性肝炎的发

病过程中, 脂联素的表达下降了20%-40%[46,47]. 
更重要的是, 在NASH患者中较低的脂联素水平

■研发前沿
脂肪因子脂联素
调节非酒精性脂
肪肝发病过程中
脂 质 代 谢 ,  炎 症
及脂质过氧化的
机制是目前的研
究热点.
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预示着更严重的炎症程度, 表明脂联素缺乏是

脂肪肝, 脂肪性肝炎和肝损伤等发展的重要危

险因素[46-49]. 在2型糖尿病患者中, 血浆脂联素浓

度与肝脏脂肪含量呈负相关[50]. 动物研究表明, 
脂联素具有对各种形式的肝损伤, 包括由CCl4

诱导、LPS/D -半乳糖胺、药物、胆管结扎及

蛋氨酸缺乏饮食所引起的肝损有很强的保护能

力[51-55]. 在酒精饮料和NASH的动物模型, 外源

性脂联素降低肝肿大, 消耗脂肪的积累, 抑制肝

脏炎症, 降低肝TNF的表达及血浆浓度[56]. 脂联

素基因敲除小鼠表现出一种增强的CCl4所致的

肝纤维化. 脂联素的表达缺乏可能会加速肝肿

瘤在NASH模型的小鼠体内的形成[57]. 在众多的

脂肪因子中, 脂联素由于具有胰岛素敏感增敏

及抗炎作用, 因此他可能成为治疗NAFLD的新

方法.

3  脂联素治疗NAFLD的机制

3.1 脂联素及其受体的结构和功能 脂联素是脂

肪细胞分泌的由244个氨基酸组成的蛋白质, 在
血浆中以低分子量和高分子量多聚体形式存

在. 脂联素有AdipoR1和AdipoR2两种受体, 他
们的结构高度相关, 有66.7%的同源性, 均为包

含7个跨膜区域的蛋白质, 两种受体在多种组织

器官都有表达[58], 但主要分布于肌细胞和肝组

织, AdipoR1主要分布于骨骼肌, AdipoR2主要

分布于肝脏[59]. 脂联素与其受体结合后, 发挥多

种重要的生物学作用. 脂联素具有抗糖尿病、

抗肥胖、抗动脉粥样硬化及抗炎效应, 可以减

少体脂肪并且改善肝脏和外周的胰岛素敏感

性. 最近几个实验室通过AdipoR1/2基因敲除小

鼠对AdipoR1和AdipoR2的生理作用进行研究, 
AdipoR1/2基因敲除小鼠表现出轻微的胰岛素抵

抗. 在AdipoR1/R2双敲除小鼠, 脂联素与受体结

合能力和活性下降, 从而增加组织中三酰甘油

含量, 导致炎症和氧化应激. 这些数据支持在葡

萄糖和脂质代谢的调节中脂联素及其受体Adi-
poR1和AdipoR2的生理作用. 
3.2 脂联素抗肝脂肪沉积功能的受体后信号

转导机制 在骨骼肌、肝脏、心脏、内皮、脂

肪细胞、脑等主要靶器官 ,  脂联素激活A M P
激活蛋白激酶(AMP-activated protein kinase, 
AMPK)[60-65]. 值得注意的是, 在这些靶组织脂联

素大多数生物效应被AMPK显性负性形态的表

达所抑制, 这表明AMPK在调解脂联素活性上决

定性的作用. APPL1是一种含有PH结构域衔接

蛋白, 拥有磷酸结合域和亮氨酸拉链基序, 他是

一种关键的信号分子, 使脂联素与脂联素受体

结合及激活下游的AMPK[66]. 脂联素增强APPL1
同时结合AdipoR1和AdipoR2的能力, 这些反应

能关键性的磷酸化和激活AMPK. 研究还表明, 
APPL1在代谢综合征的重要作用[67,68], AMPK
活化后紧接着磷酸化乙酰辅酶A羧化酶(ACC)
并抑制其活性. 抑制ACC活性会抑制脂质合成, 
并且通过阻断丙二酰CoA、CPT-1(脂肪酸氧化

的限速酶)的生产增强脂肪酸氧化. 此外, 激活

的AMPK下调固醇调节元件结合蛋白1c的表达

(SREBP1c), 后者调节胆固醇和脂质合成. 下调

的SREBP1c使在脂肪生成过程中涉及的基因下

调, 这些基因包括ACC, 脂肪酸合成酶(FAS), 以
及甘油三磷酸酰基转移酶(GPAT)等[63,69,70]. 

PPARα是一种转录因子控制编码脂肪酸氧

化酶的基因的转录, 包括FATP, 酰基辅酶A氧化

酶(ACOX)和长链酰基辅酶A合成酶(LCAS). 脂
联素通过PPARγ共激活剂PGC-1刺激PPARα的
活性[71]. 这些信号通路为脂联素所介导而导致脂

肪氧化增强, 从而降低脂质合成及防治脂肪肝. 
以上这些是脂联素介导对NAFLD脂代谢方面的

调节, 从脂肪的氧化及脂肪酸的合成环节脂联

素是重要的调控因子, 而上调体内脂联素及肝

脏脂联素受体的表达, 从而通过AMPK这一中介

调控下游转录因子, 调控所涉及各脂代谢酶, 最
终达到调控肝脏脂质代谢平衡的目的. 
3.3 脂联素在NAFLD中的抗炎抗、抗纤维化作

用 炎性细胞因子在肝脏出现大规模或局灶性肝

损伤时, 对肝脏炎症, 肝细胞死亡, 纤维化, 以及

再生进行调节[72]. 脂联素水平与某些炎症介质负

相关, 包括IL-6和C-反应蛋白, 与抗炎因子正相

关, 如IL-10[73,74]. 他通过抑制TNF-α的表达和抑

制其活性, 对抗其在肝脏的功能[55,56,75,76]. 在肝脏, 
细胞因子如白介素-6(interleukin-6, IL-6)和TNF, 
主要产自Kupffer细胞和肝星状细胞(hepatic stel-
late cells, HSC), 部分来自炎症肝细胞[77,78]. 脂联

素可通过抑制Kupffer细胞活化HSC, 改善NASH
和肝纤维化. 在来源于猪血的巨噬细胞中, 脂联

素抑制由LPS诱导的TNF-α和IL-6的产生, 而诱

导IL-10的表达. 脂联素部分通过介导减弱NF-
κB的核易位弱化炎症细胞因子的产生, 而这一

过程是通过IKK-b/NF-κB通路来实现的[79]. 脂
联素也可以诱导抗炎细胞因子IL-1受体拮抗剂

(interleukin-1-receptor antagonist, IL-1RA)的表

达[80,81]. 脂联素的抗炎作用也可能涉及巨噬细胞

■相关报道
在 脂 联 素 与
NAFLD的相关性
研究中, Hui发现
脂联素水平降低
是NAFLD及肝功
能障碍的独立危
险因子 .  Xu等通
过动物研究发现, 
在酒精饮料和非
酒精性脂肪性肝
炎的动物模型, 外
源性脂联素降低
肝肿大, 消耗脂肪
的积累, 抑制肝脏
炎症, 降低肝肿瘤
坏死因子的表达
及血浆浓度. 
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Toll样受体4(Toll-like receptor-4, TLR-4)信号转

导通路[82]. 
肝脏损害过程中星状细胞向肌成纤维细胞

转化是纤维化的关键步骤. 被激活的星状细胞

增加细胞外基质的积聚. 研究发现两种脂联素

受体均在星状细胞中表达. 因此脂联素能使星

状细胞保持静止状态, 能抑制血小板衍生生长

因子刺激的星状细胞的激活和迁移, 并能减少

通过AMPK依赖通路介导的单核细胞趋化蛋白

的分泌. 另外, 脂联素还能调节一种星状细胞激

活后产生的促纤维化因子TGF-β1的表达. 通过

抑制AdipoR2的表达能诱导TGF-β1的表达, 而如

果使AdipoR2过表达则可降低TGF-β1的mRNA
水平. 
3.4 脂联素对于线粒体功能的调节作用 线粒体

功能异常是NAFLD的核心机制之一. NASH患

者肝脏线粒体功能呈现超微结构的病变并且线

粒体内呼吸链复合物(mitochondrial respiratory 
chain complex, MRC)的活性也下降[83,84]. 在这种

情况下, 活性下降的呼吸链能使活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)积聚, 后者能氧化脂肪而产

生脂质过氧化物, 脂质过氧化物反过来能引起

脂肪性肝炎、坏死、炎症和纤维化. 脂肪性肝

炎增加的线粒体ROS能直接破坏线粒体DNA、

呼吸链多肽, 能诱导NF-κB的活化及肝脏合成

TNF-α[85]. MRC调控的氧化磷酸化反应直接调

节细胞内ROS活化, 防止脂质沉积及肝脏脂质过

氧化物得产生. 
研究发现当小鼠缺乏脂联素时甚至用普通

饲料喂养也会表现出脂质沉积. 这种脂质沉积

现象可能是线粒体功能异常的直接后果[75]. 脂联

素能恢复线粒体呼吸链活力, 能通过调节线粒

体的功能降低线粒体脂质过氧化物的水平. 线
粒体内膜上的转运子解偶联蛋白2(UCP2)介导

了脂联素对于MRC活性的益处. UCP2的蛋白及

mRNA水平在脂联素敲除的小鼠是下降的, 并
且脂联素治疗后升高. 过度表达脂联素受体2上
调肝UCP2、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶1的
mRNA水平. 此外, 脂联素对MRC活力的影响

戏剧性的在UCP2缺乏小鼠中降低了, 提示了增

加UCP2的表达是脂联素作用于线粒体的重要

机制. 众所周知UCP2具有通过抑制线粒体产生

ROS抗氧化活力的特性. 他还能抑制巨噬细胞、

Kupffer细胞产生促炎因子. 大量证据显示UCP2
可能在脂肪肝病程中扮演重要角色. 以上这些

表明了UCP2与脂联素间的关系. 尽管脂联素促

进UCP2表达的机制尚不清楚, 有待研究. 

4  结论

脂联素是一种脂肪细胞大量分泌的244个氨

基酸组成的蛋白质激素, 通过与靶器官的Adi-
poR1/2结合发挥生物学效应. 与其他脂肪因子相

比脂联素与NAFLD的关系更密切. 脂联素水平

降低是NAFLD及肝功能障碍的独立危险因子, 
其具有良好的抗脂质沉积、抗炎症、抗纤维

化、抗脂质过氧化作用并能增加胰岛素敏感性. 
脂联素在治疗NAFLD的作用越来越被重视. 尽
管这些知识在这几年不断完善, 但其中具体的

分子及细胞机制仍然在很大程度上未知. 目前

针对NAFLD总的治疗策略是: (1)生活方式干预; 
(2)针对代谢综合征的组分进行改善胰岛素抵

抗、减肥、降压、降糖、调脂等治疗; (3)针对

肝脏损伤进行治疗, 抑制氧应激, 改善肝纤维化; 
(4)如进展至终末期肝病, 可考虑肝移植. 然而, 
来自2009年欧洲肝病年会的2项研究显示, 长期

生活方式改变及胰岛素增敏剂治疗能改善生化

学指标, 但仅有50%的NASH患者组织学得到改

善. 同时NAFLD的基础治疗还存在诸多缺陷, 肥
胖患者单纯控制糖脂代谢紊乱和改善胰岛素抵

抗很少能使脂肪性肝炎逆转; 对于体质量指数

正常的NAFLD患者, 减肥无助于脂肪肝的消退; 
还有一点非常重要, 治疗代谢综合征的某些药

物用于NAFLD患者容易导致肝毒性, 诱发或加

剧肝损伤. 因此寻找有效地特异性治疗NAFLD
的靶标, 并针对靶标寻找经济、有效且副作用

少的药物迫在眉睫. 而利用脂联素及其激动剂

治疗NAFLD代表一种全新的治疗方法, Xu等[86]

研究黄芪提取物黄芪苷可以使脂肪细胞脂联素

分泌增加, 减轻NAFLD小鼠胰岛素抵抗, 治疗

NAFLD. 由此可见基于脂联素的NAFLD治疗可

能成为NAFLD的新疗法, 而其作用机制的研究

为临床研发新药提供了理论基础, 拓展了新的

策略和思路.

5      参考文献
1	 Angulo P. Nonalcoholic fatty liver disease. N Engl J 

Med 2002; 346: 1221-1231
2	 Farrell GC. Non-alcoholic steatohepatitis: what is it, 

and why is it important in the Asia-Pacific region? J 
Gastroenterol Hepatol 2003; 18: 124-138 

3	 Matteoni CA, Younossi ZM, Gramlich T, Boparai 
N, Liu YC, McCullough AJ. Nonalcoholic fatty liver 
disease: a spectrum of clinical and pathological se-
verity. Gastroenterology 1999; 116: 1413-1419 

4	 Farrell GC, Larter CZ. Nonalcoholic fatty liver dis-
ease: from steatosis to cirrhosis. Hepatology 2006; 43: 

■创新盘点
本综述对近几年
的研究报道做了
概 述 ,  认 为 脂 肪
因子脂联素在非
酒精性脂肪肝发
病过程中的作用
机制是研究热点. 
围绕脂肪因子尤
其是脂联素对非
酒精性脂肪肝的
胰岛素增敏、调
节脂质代谢、抗
炎、抗纤维化、
抗脂质过氧化、
保护肝脏等作用
及其分子机制进
行总结. 提出脂联
素及其激动剂可
以成为NAFLD的
新型治疗方法, 并
且这也可能成为
NAFLD的研究新
方向. 



www.wjgnet.com

2040               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

S99-S112
5	 Adams LA, Angulo P. Recent concepts in non-

alcoholic fatty liver disease. Diabet Med 2005; 22: 
1129-1133 

6	 Ong JP, Pitts A, Younossi ZM. Increased overall 
mortality and liver-related mortality in non-alco-
holic fatty liver disease. J Hepatol 2008; 49: 608-612 

7	 Targher G, Marra F, Marchesini G. Increased risk of 
cardiovascular disease in non-alcoholic fatty liver 
disease: causal effect or epiphenomenon? Diabetolo-
gia 2008; 51: 1947-1953 

8	 Watanabe S, Yaginuma R, Ikejima K, Miyazaki A. 
Liver diseases and metabolic syndrome. J Gastroen-
terol 2008; 43: 509-518 

9	 Machado M, Cortez-Pinto H. Non-alcoholic steato-
hepatitis and metabolic syndrome. Curr Opin Clin 
Nutr Metab Care 2006; 9: 637-642

10	 Shibata M, Kihara Y, Taguchi M, Tashiro M, Otsuki 
M. Nonalcoholic fatty liver disease is a risk factor 
for type 2 diabetes in middle-aged Japanese men. 
Diabetes Care 2007; 30: 2940-2944

11	 Machado M, Cortez-Pinto H. Non-alcoholic fatty 
liver disease and insulin resistance. Eur J Gastroen-
terol Hepatol 2005; 17: 823-826

12	 Mehta K, Van Thiel DH, Shah N, Mobarhan S. Non-
alcoholic fatty liver disease: pathogenesis and the 
role of antioxidants. Nutr Rev 2002; 60: 289-293 

13	 Gastaldelli A, Cusi K, Pettiti M, Hardies J, Miyazaki 
Y, Berria R, Buzzigoli E, Sironi AM, Cersosimo E, 
Ferrannini E, Defronzo RA. Relationship between 
hepatic/visceral fat and hepatic insulin resistance 
in nondiabetic and type 2 diabetic subjects. Gastro-
enterology 2007; 133: 496-506

14	 Vuguin P, Raab E, Liu B, Barzilai N, Simmons R. 
Hepatic insulin resistance precedes the develop-
ment of diabetes in a model of intrauterine growth 
retardation. Diabetes 2004; 53: 2617-2622

15	 Blaak EE. Fatty acid metabolism in obesity and type 
2 diabetes mellitus. Proc Nutr Soc 2003; 62: 753-760 

16	 DeFronzo RA, Gunnarsson R, Björkman O, Ols-
son M, Wahren J. Effects of insulin on peripheral 
and splanchnic glucose metabolism in noninsulin-
dependent (type II) diabetes mellitus. J Clin Invest 
1985; 76: 149-155

17	 Banerji MA, Buckley MC, Chaiken RL, Gordon D, 
Lebovitz HE, Kral JG. Liver fat, serum triglycerides 
and visceral adipose tissue in insulin-sensitive and 
insulin-resistant black men with NIDDM. Int J Obes 
Relat Metab Disord 1995; 19: 846-850

18	 Holland WL, Brozinick JT, Wang LP, Hawkins ED, 
Sargent KM, Liu Y, Narra K, Hoehn KL, Knotts TA, 
Siesky A, Nelson DH, Karathanasis SK, Fontenot 
GK, Birnbaum MJ, Summers SA. Inhibition of ce-
ramide synthesis ameliorates glucocorticoid-, satu-
rated-fat-, and obesity-induced insulin resistance. 
Cell Metab 2007; 5: 167-179

19	 Kelley DE, McKolanis TM, Hegazi RA, Kuller LH, 
Kalhan SC. Fatty liver in type 2 diabetes mellitus: 
relation to regional adiposity, fatty acids, and insu-
lin resistance. Am J Physiol Endocrinol Metab 2003; 
285: E906-E916 

20	 Assimacopoulos-Jeannet F, Brichard S, Rencurel F, 
Cusin I, Jeanrenaud B. In vivo effects of hyperinsu-
linemia on lipogenic enzymes and glucose trans-
porter expression in rat liver and adipose tissues. 
Metabolism 1995; 44: 228-233

21	 Minehira K, Young SG, Villanueva CJ, Yetukuri L, 
Oresic M, Hellerstein MK, Farese RV, Horton JD, 

Preitner F, Thorens B, Tappy L. Blocking VLDL se-
cretion causes hepatic steatosis but does not affect 
peripheral lipid stores or insulin sensitivity in mice. 
J Lipid Res 2008; 49: 2038-2044

22	 Grefhorst A, Hoekstra J, Derks TG, Ouwens DM, 
Baller JF, Havinga R, Havekes LM, Romijn JA, Kui-
pers F. Acute hepatic steatosis in mice by blocking 
beta-oxidation does not reduce insulin sensitiv-
ity of very-low-density lipoprotein production. 
Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2005; 289: 
G592-G598

23	 Dentin R, Benhamed F, Hainault I, Fauveau V, 
Foufelle F, Dyck JR, Girard J, Postic C. Liver-specif-
ic inhibition of ChREBP improves hepatic steatosis 
and insulin resistance in ob/ob mice. Diabetes 2006; 
55: 2159-2170

24	 Day CP, James OF. Steatohepatitis: a tale of two 
"hits"? Gastroenterology 1998; 114: 842-845

25	 Brunt EM. Nonalcoholic steatohepatitis. Semin Liver 
Dis 2004; 24: 3-20 

26	 Charlton M. Noninvasive indices of fibrosis in 
NAFLD: starting to think about a three-hit (at least) 
phenomenon. Am J Gastroenterol 2007; 102: 409-411

27	 de Luca C, Olefsky JM. Inflammation and insulin 
resistance. FEBS Lett 2008; 582: 97-105

28	 Liou I, Kowdley KV. Natural history of nonalcohol-
ic steatohepatitis. J Clin Gastroenterol 2006; 40 Suppl 
1: S11-S16

29	 Feldstein AE, Werneburg NW, Canbay A, Guic-
ciardi ME, Bronk SF, Rydzewski R, Burgart LJ, 
Gores GJ. Free fatty acids promote hepatic lipotox-
icity by stimulating TNF-alpha expression via a 
lysosomal pathway. Hepatology 2004; 40: 185-194 

30	 Antuna-Puente B, Feve B, Fellahi S, Bastard JP. Adi-
pokines: the missing link between insulin resistance 
and obesity. Diabetes Metab 2008; 34: 2-11

31	 Kamada Y, Takehara T, Hayashi N. Adipocytokines 
and liver disease. J Gastroenterol 2008; 43: 811-822 

32	 Tilg H, Hotamisligil GS. Nonalcoholic fatty liver 
disease: Cytokine-adipokine interplay and regula-
tion of insulin resistance. Gastroenterology 2006; 131: 
934-945

33	 Javor ED, Ghany MG, Cochran EK, Oral EA, De-
Paoli AM, Premkumar A, Kleiner DE, Gorden P. 
Leptin reverses nonalcoholic steatohepatitis in pa-
tients with severe lipodystrophy. Hepatology 2005; 
41: 753-760

34	 Javor ED, Cochran EK, Musso C, Young JR, Depaoli 
AM, Gorden P. Long-term efficacy of leptin replace-
ment in patients with generalized lipodystrophy. 
Diabetes 2005; 54: 1994-2002

35	 Huang XD, Fan Y, Zhang H, Wang P, Yuan JP, Li 
MJ, Zhan XY. Serum leptin and soluble leptin re-
ceptor in non-alcoholic fatty liver disease. World J 
Gastroenterol 2008; 14: 2888-2893

36	 Kim IK, Kim J, Kang JH, Song J. Serum leptin as a 
predictor of fatty liver in 7-year-old Korean chil-
dren. Ann Nutr Metab 2008; 53: 109-116

37	 Marra F. Leptin and liver tissue repair: do rodent 
models provide the answers? J Hepatol 2007; 46: 
12-18

38	 Crespo J, Cayón A, Fernández-Gil P, Hernández-
Guerra M, Mayorga M, Domínguez-Díez A, Fernán-
dez-Escalante JC, Pons-Romero F. Gene expression 
of tumor necrosis factor alpha and TNF-receptors, 
p55 and p75, in nonalcoholic steatohepatitis pa-
tients. Hepatology 2001; 34: 1158-1163

39	 Ribeiro PS, Cortez-Pinto H, Solá S, Castro RE, Ra-

■应用要点
本文对脂联素在
NAFLD发病过程
中的肝脏保护作
用进行综述. 对脂
联素、胰岛素增
敏、调节脂质代
谢、抗炎、抗纤
维化、抗脂质过
氧化、保护肝脏
等作用及其分子
机制有了较系统
的认识, 为将来运
用脂联素及其激
动剂治疗NAFLD
及研发新药提供
了参考价值.



www.wjgnet.com

张征波, 等. 脂联素在非酒精性脂肪肝中的作用及机制                                                                                                   2041

malho RM, Baptista A, Moura MC, Camilo ME, 
Rodrigues CM. Hepatocyte apoptosis, expression of 
death receptors, and activation of NF-kappaB in the 
liver of nonalcoholic and alcoholic steatohepatitis 
patients. Am J Gastroenterol 2004; 99: 1708-1717 

40	 Younossi ZM, Jarrar M, Nugent C, Randhawa M, 
Afendy M, Stepanova M, Rafiq N, Goodman Z, 
Chandhoke V, Baranova A. A novel diagnostic bio-
marker panel for obesity-related nonalcoholic ste-
atohepatitis (NASH). Obes Surg 2008; 18: 1430-1437 

41	 Li Z, Yang S, Lin H, Huang J, Watkins PA, Moser 
AB, Desimone C, Song XY, Diehl AM. Probiotics 
and antibodies to TNF inhibit inflammatory activity 
and improve nonalcoholic fatty liver disease. Hepa-
tology 2003; 37: 343-350

42	 Deng QG, She H, Cheng JH, French SW, Koop DR, 
Xiong S, Tsukamoto H. Steatohepatitis induced by 
intragastric overfeeding in mice. Hepatology 2005; 
42: 905-914

43	 Schnyder-Candrian S, Czarniecki J, Lerondel S, 
Corpataux J, Ryffel B, Schnyder B. Hepatic steatosis 
in the absence of tumor necrosis factor in mice. Cy-
tokine 2005; 32: 287-295

44	 Trujillo ME, Scherer PE. Adiponectin--journey from 
an adipocyte secretory protein to biomarker of the 
metabolic syndrome. J Intern Med 2005; 257: 167-175

45	 López-Bermejo A, Botas P, Funahashi T, Delgado E, 
Kihara S, Ricart W, Fernández-Real JM. Adiponec-
tin, hepatocellular dysfunction and insulin sensitiv-
ity. Clin Endocrinol (Oxf) 2004; 60: 256-263 

46	 Hui JM, Hodge A, Farrell GC, Kench JG, Kriketos A, 
George J. Beyond insulin resistance in NASH: TNF-
alpha or adiponectin? Hepatology 2004; 40: 46-54 

47	 Shimada M, Kawahara H, Ozaki K, Fukura M, 
Yano H, Tsuchishima M, Tsutsumi M, Takase S. 
Usefulness of a combined evaluation of the serum 
adiponectin level, HOMA-IR, and serum type IV 
collagen 7S level to predict the early stage of nonal-
coholic steatohepatitis. Am J Gastroenterol 2007; 102: 
1931-1938 

48	 Musso G, Gambino R, Biroli G, Carello M, Fagà 
E, Pacini G, De Michieli F, Cassader M, Durazzo 
M, Rizzetto M, Pagano G. Hypoadiponectinemia 
predicts the severity of hepatic fibrosis and pancre-
atic Beta-cell dysfunction in nondiabetic nonobese 
patients with nonalcoholic steatohepatitis. Am J 
Gastroenterol 2005; 100: 2438-2446

49	 Aygun C, Senturk O, Hulagu S, Uraz S, Celebi A, 
Konduk T, Mutlu B, Canturk Z. Serum levels of 
hepatoprotective peptide adiponectin in non-alco-
holic fatty liver disease. Eur J Gastroenterol Hepatol 
2006; 18: 175-180

50	 Bajaj M, Suraamornkul S, Piper P, Hardies LJ, 
Glass L, Cersosimo E, Pratipanawatr T, Miyazaki 
Y, DeFronzo RA. Decreased plasma adiponectin 
concentrations are closely related to hepatic fat con-
tent and hepatic insulin resistance in pioglitazone-
treated type 2 diabetic patients. J Clin Endocrinol 
Metab 2004; 89: 200-206

51	 Ikejima K, Okumura K, Kon K, Takei Y, Sato N. 
Role of adipocytokines in hepatic fibrogenesis. J 
Gastroenterol Hepatol 2007; 22 Suppl 1: S87-S92 

52	 Kamada Y, Tamura S, Kiso S, Matsumoto H, Saji Y, 
Yoshida Y, Fukui K, Maeda N, Nishizawa H, Na-
garetani H, Okamoto Y, Kihara S, Miyagawa J, Shi-
nomura Y, Funahashi T, Matsuzawa Y. Enhanced 
carbon tetrachloride-induced liver fibrosis in mice 
lacking adiponectin. Gastroenterology 2003; 125: 

1796-1807 
53	 Masaki T, Chiba S, Tatsukawa H, Yasuda T, No-

guchi H, Seike M, Yoshimatsu H. Adiponectin 
protects LPS-induced liver injury through modula-
tion of TNF-alpha in KK-Ay obese mice. Hepatology 
2004; 40: 177-184

54	 Matsumoto H, Tamura S, Kamada Y, Kiso S, Fuku-
shima J, Wada A, Maeda N, Kihara S, Funahashi 
T, Matsuzawa Y, Shimomura I, Hayashi N. Adi-
ponectin deficiency exacerbates lipopolysaccha-
ride/D-galactosamine-induced liver injury in mice. 
World J Gastroenterol 2006; 12: 3352-3358

55	 Thakur V, Pritchard MT, McMullen MR, Nagy LE. 
Adiponectin normalizes LPS-stimulated TNF-alpha 
production by rat Kupffer cells after chronic etha-
nol feeding. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 
2006; 290: G998-G1007

56	 Xu A, Wang Y, Keshaw H, Xu LY, Lam KS, Cooper 
GJ. The fat-derived hormone adiponectin alleviates 
alcoholic and nonalcoholic fatty liver diseases in 
mice. J Clin Invest 2003; 112: 91-100

57	 Kamada Y, Matsumoto H, Tamura S, Fukushima J, 
Kiso S, Fukui K, Igura T, Maeda N, Kihara S, Funa-
hashi T, Matsuzawa Y, Shimomura I, Hayashi N. 
Hypoadiponectinemia accelerates hepatic tumor 
formation in a nonalcoholic steatohepatitis mouse 
model. J Hepatol 2007; 47: 556-564

58	 Kadowaki T, Yamauchi T. Adiponectin and adipo-
nectin receptors. Endocr Rev 2005; 26: 439-451 

59	 Kadowaki T, Yamauchi T, Kubota N. The physi-
ological and pathophysiological role of adiponectin 
and adiponectin receptors in the peripheral tissues 
and CNS. FEBS Lett 2008; 582: 74-80

60	 Tsao TS, Tomas E, Murrey HE, Hug C, Lee DH, 
Ruderman NB, Heuser JE, Lodish HF. Role of di-
sulfide bonds in Acrp30/adiponectin structure and 
signaling specificity. Different oligomers activate 
different signal transduction pathways. J Biol Chem 
2003; 278: 50810-50817

61	 Wang Y, Lam KS, Chan L, Chan KW, Lam JB, Lam 
MC, Hoo RC, Mak WW, Cooper GJ, Xu A. Post-
translational modifications of the four conserved 
lysine residues within the collagenous domain of 
adiponectin are required for the formation of its 
high molecular weight oligomeric complex. J Biol 
Chem 2006; 281: 16391-16400

62	 Cheng KK, Lam KS, Wang Y, Huang Y, Carling D, 
Wu D, Wong C, Xu A. Adiponectin-induced endo-
thelial nitric oxide synthase activation and nitric 
oxide production are mediated by APPL1 in endo-
thelial cells. Diabetes 2007; 56: 1387-1394

63	 Yamauchi T, Kamon J, Minokoshi Y, Ito Y, Waki 
H, Uchida S, Yamashita S, Noda M, Kita S, Ueki K, 
Eto K, Akanuma Y, Froguel P, Foufelle F, Ferre P, 
Carling D, Kimura S, Nagai R, Kahn BB, Kadowaki 
T. Adiponectin stimulates glucose utilization and 
fatty-acid oxidation by activating AMP-activated 
protein kinase. Nat Med 2002; 8: 1288-1295

64	 Shibata R, Ouchi N, Ito M, Kihara S, Shiojima I, 
Pimentel DR, Kumada M, Sato K, Schiekofer S, 
Ohashi K, Funahashi T, Colucci WS, Walsh K. 
Adiponectin-mediated modulation of hypertrophic 
signals in the heart. Nat Med 2004; 10: 1384-1389 

65	 Kubota N, Yano W, Kubota T, Yamauchi T, Itoh S, 
Kumagai H, Kozono H, Takamoto I, Okamoto S, 
Shiuchi T, Suzuki R, Satoh H, Tsuchida A, Moroi M, 
Sugi K, Noda T, Ebinuma H, Ueta Y, Kondo T, Ara-
ki E, Ezaki O, Nagai R, Tobe K, Terauchi Y, Ueki K, 

■同行评价
本文内容新颖, 可
读性较好, 具有一
定的科学价值.



www.wjgnet.com

2042               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

Minokoshi Y, Kadowaki T. Adiponectin stimulates 
AMP-activated protein kinase in the hypothalamus 
and increases food intake. Cell Metab 2007; 6: 55-68 

66	 Mao X, Kikani CK, Riojas RA, Langlais P, Wang 
L, Ramos FJ, Fang Q, Christ-Roberts CY, Hong JY, 
Kim RY, Liu F, Dong LQ. APPL1 binds to adiponec-
tin receptors and mediates adiponectin signalling 
and function. Nat Cell Biol 2006; 8: 516-523

67	 Chandrasekar B, Boylston WH, Venkatachalam 
K, Webster NJ, Prabhu SD, Valente AJ. Adipo-
nectin blocks interleukin-18-mediated endothelial 
cell death via APPL1-dependent AMP-activated 
protein kinase (AMPK) activation and IKK/NF-
kappaB/PTEN suppression. J Biol Chem 2008; 283: 
24889-24898

68	 Saito T, Jones CC, Huang S, Czech MP, Pilch PF. 
The interaction of Akt with APPL1 is required for 
insulin-stimulated Glut4 translocation. J Biol Chem 
2007; 282: 32280-32287

69	 Woods A, Azzout-Marniche D, Foretz M, Stein SC, 
Lemarchand P, Ferré P, Foufelle F, Carling D. Char-
acterization of the role of AMP-activated protein ki-
nase in the regulation of glucose-activated gene ex-
pression using constitutively active and dominant 
negative forms of the kinase. Mol Cell Biol 2000; 20: 
6704-6711

70	 Tomita K, Tamiya G, Ando S, Kitamura N, Koizumi 
H, Kato S, Horie Y, Kaneko T, Azuma T, Nagata 
H, Ishii H, Hibi T. AICAR, an AMPK activator, has 
protective effects on alcohol-induced fatty liver in 
rats. Alcohol Clin Exp Res 2005; 29: 240S-245S 

71	 You M, Considine RV, Leone TC, Kelly DP, Crabb 
DW. Role of adiponectin in the protective action of 
dietary saturated fat against alcoholic fatty liver in 
mice. Hepatology 2005; 42: 568-577

72	 Carter-Kent C, Zein NN, Feldstein AE. Cytokines in 
the pathogenesis of fatty liver and disease progres-
sion to steatohepatitis: implications for treatment. 
Am J Gastroenterol 2008; 103: 1036-1042

73	 Choi KM, Ryu OH, Lee KW, Kim HY, Seo JA, Kim 
SG, Kim NH, Choi DS, Baik SH. Serum adiponectin, 
interleukin-10 levels and inflammatory markers 
in the metabolic syndrome. Diabetes Res Clin Pract 
2007; 75: 235-240

74	 Engeli S, Feldpausch M, Gorzelniak K, Hartwig F, 
Heintze U, Janke J, Möhlig M, Pfeiffer AF, Luft FC, 
Sharma AM. Association between adiponectin and 
mediators of inflammation in obese women. Diabe-
tes 2003; 52: 942-947

75	 Park PH, Thakur V, Pritchard MT, McMullen MR, 
Nagy LE. Regulation of Kupffer cell activity during 
chronic ethanol exposure: role of adiponectin. J Gas-

troenterol Hepatol 2006; 21 Suppl 3: S30-S33 
76	 Zhou M, Xu A, Tam PK, Lam KS, Chan L, Hoo RL, 

Liu J, Chow KH, Wang Y. Mitochondrial dysfunc-
tion contributes to the increased vulnerabilities of 
adiponectin knockout mice to liver injury. Hepatol-
ogy 2008; 48: 1087-1096

77	 Choi S, Diehl AM. Role of inflammation in nonalco-
holic steatohepatitis. Curr Opin Gastroenterol 2005; 
21: 702-707

78	 Jarrar MH, Baranova A, Collantes R, Ranard B, Ste-
panova M, Bennett C, Fang Y, Elariny H, Goodman 
Z, Chandhoke V, Younossi ZM. Adipokines and cy-
tokines in non-alcoholic fatty liver disease. Aliment 
Pharmacol Ther 2008; 27: 412-421

79	 Wulster-Radcliffe MC, Ajuwon KM, Wang J, Chris-
tian JA, Spurlock ME. Adiponectin differentially 
regulates cytokines in porcine macrophages. Bio-
chem Biophys Res Commun 2004; 316: 924-929 

80	 Kumada M, Kihara S, Ouchi N, Kobayashi H, Oka-
moto Y, Ohashi K, Maeda K, Nagaretani H, Kishida 
K, Maeda N, Nagasawa A, Funahashi T, Matsu-
zawa Y. Adiponectin specifically increased tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1 through interleu-
kin-10 expression in human macrophages. Circula-
tion 2004; 109: 2046-2049

81	 Wolf AM, Wolf D, Rumpold H, Enrich B, Tilg H. 
Adiponectin induces the anti-inflammatory cyto-
kines IL-10 and IL-1RA in human leukocytes. Bio-
chem Biophys Res Commun 2004; 323: 630-635 

82	 Yamaguchi N, Argueta JG, Masuhiro Y, Kagishita M, 
Nonaka K, Saito T, Hanazawa S, Yamashita Y. Adi-
ponectin inhibits Toll-like receptor family-induced 
signaling. FEBS Lett 2005; 579: 6821-6826

83	 Pérez-Carreras M, Del Hoyo P, Martín MA, Rubio 
JC, Martín A, Castellano G, Colina F, Arenas J, 
Solis-Herruzo JA. Defective hepatic mitochondrial 
respiratory chain in patients with nonalcoholic ste-
atohepatitis. Hepatology 2003; 38: 999-1007

84	 Sanyal AJ, Campbell-Sargent C, Mirshahi F, Rizzo 
WB, Contos MJ, Sterling RK, Luketic VA, Shiffman 
ML, Clore JN. Nonalcoholic steatohepatitis: associa-
tion of insulin resistance and mitochondrial abnor-
malities. Gastroenterology 2001; 120: 1183-1192 

85	 Fromenty B, Robin MA, Igoudjil A, Mansouri A, 
Pessayre D. The ins and outs of mitochondrial dys-
function in NASH. Diabetes Metab 2004; 30: 121-138 

86	 Xu A, Wang H, Hoo RL, Sweeney G, Vanhoutte 
PM, Wang Y, Wu D, Chu W, Qin G, Lam KS. Se-
lective elevation of adiponectin production by the 
natural compounds derived from a medicinal herb 
alleviates insulin resistance and glucose intolerance 
in obese mice. Endocrinology 2009; 150: 625-633 

           编辑  李军亮  电编  何基才  



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年7月8日; 19(19): 2043-2047
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

慢性胰腺炎的病因学研究进展

耿琼梅, 张海蓉, 段丽平

耿琼梅, 张海蓉, 段丽平, 昆明医学院第一附属医院消化内
科 云南省昆明市 650032
作者贡献分布: 本文综述由耿琼梅完成; 张海蓉与段丽平审阅.
通讯作者: 段丽平, 教授, 650032, 云南省昆明市西昌路295号, 
昆明医学院第一附属医院消化内科. dlp_0414@yahoo.com.cn
电话: 0871-5324888-2532
收稿日期: 2011-05-18   修回日期: 2011-06-22
接受日期: 2011-06-28   在线出版日期: 2011-07-08

Progress in understanding the 
etiology of chronic pancreatitis 

Qiong-Mei Geng, Hai-Rong Zhang, Li-Ping Duan

Qiong-Mei Geng, Hai-Rong Zhang, Li-Ping Duan, De-
partment of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital 
of Kunming Medical College, Kunming 650032, Yunnan 
Province, China
Correspondence to: Professor Li-Ping Duan, Depart-
ment of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital of 
Kunming Medical College, 295 Xichang Road, Kunming 
650032, Yunnan Province, China. dlp_0414@yahoo.com.cn
Received: 2011-05-18    Revised: 2011-06-22 
Accepted: 2011-06-28    Published online: 2011-07-08

Abstract
Chronic pancreatitis (CP) is irregularly distribut-
ed around the world, and the pathogenic factors 
and incidence rates of CP vary greatly among 
different countries and regions. The main patho-
genic factor for CP is alcohol in Western coun-
tries and biliary tract disease in China. Changes 
in the lifestyle also change the main pathogenic 
factors for CP. In recent years, alcohol has grad-
ually replaced biliary tract disease to become the 
main etiological factor for CP in China. A deeper 
understanding of the etiology of CP provides 
new insights into the treatment of the disease.

Key Words: Chronic pancreatitis; Etiology; Progress
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摘要
慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)无规律地
分布于世界各地, 不同的国家和地区, CP的致
病因素与发病率均有较大的差异. 在西方国

家, 酒精是其主要致病因素, 而在我国为胆道
疾病. 随着人民生活方式的改变, CP的致病因
素在不断变更. 近年来我国酒精因素所占比例
上升, 逐渐替代胆道疾病成为CP的第一致病
因素. 随着检测技术的提高, CP的病因正被不
断的发现和完善, 从而进一步指导CP的治疗.

关键词: 慢性胰腺炎; 病因学; 研究进展
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)是指由于各

种不同病因引起胰腺组织结构和功能持续性损

害、胰腺组织节段性弥漫性的发生慢性进行性

炎症, 导致胰腺组织和(或)胰腺功能不可逆的损

害. CP病因复杂, 多为环境因素和遗传因素共同

致病[1], 具体包括胆道疾病、酒精中毒、吸烟、

遗传、自身免疫、急性胰腺炎、营养不良、高

钙、高脂等. CP无规律地分布于世界各地, 在不

同的国家和地区, 由于受地理环境、经济状况

和生活习惯等诸多因素影响, 其致病因素与发

病率均有较大的差异. 诸多学者展开对CP的流

行病学调查, 研究目前CP病因的变化及地区差

异, 进一步指导CP的诊治.
CP在欧美国家发病率较高, 而在我国发病

率低, 但近年来有上升趋势, 仍无准确数字. 我
国CP病因与西方国家不同, 西方国家以酒精中

毒为主要病因, 占60%-90%[2]. 我国CP的主要病

因是胆道系统疾病, 其次才是酒精中毒[3]. 近年

来由于社会的发展, 人民生活方式日益改变, CP
的致病因素在不断变更. 发展中国家酒精性CP
的比例上升[4]. 在朝鲜, CP的主要致病因素仍然

是酒精(64.3%), 特发性胰腺炎次之(20.8%)[5]. 
Frulloni等[6]调查分析意大利2000-2005年确诊为

CP的893例患者, 研究显示酒精性CP不足50%. 
在博洛尼亚, 酒精因素仍是CP的主要致病因素, 
占80.4%[7]. 印度一个全国性研究显示特发性CP
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精中毒为主要致
病因素, 我国主要
为胆道疾病. 近年
来诸多报道提示
国内外CP病因变
化不一, 其致病机
制仍不是很清楚.
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占60.2%, 酒精性CP占38.7%, 而热带性胰腺炎仅

占3.8%[8]. 近年世界性的CP调查显示酒精因素

仍然是CP的主要致病因素[9]. 下面对CP的病因

学进展分述如下.

1  胆道疾病

在我国胆道疾病是最为常见的病因(46.5%), 近
年来有下降趋势[10]. 各种胆系疾病中胆囊结石

最多见, 其他依次为: 胆管结石、胆囊炎、胆道

狭窄和胆道蛔虫. 其损伤胰腺机制可能是: 由
于正常情况下50%-70%的胆总管和胰管共同开

口于十二指肠乳头, 各种炎症感染和结石致胆

总管开口或胰胆管交界部狭窄与梗阻, 胰液流

出受阻, 胰管内压力增高, 导致胰腺腺泡及小导

管破裂, 损伤胰腺组织和胰管系统. Schleicher
等[11]发现胆道阻塞引起的肝网状内皮系统功能

障碍在胰腺病理过程中可能是协同因素. 陈浮

等[12]从流行病学角度对全国21所综合医院1994 
-05/2004-05 10年间确诊CP的1 700例患者进行

追踪调查研究, 结果显示酒精性CP相对较多, 占
35.4%, 胆源性CP次之, 占33.9%. 男性患者中以

酒精性CP为主, 占40.9%, 而女性中以胆源性CP
为主, 占38%. 曹家月等[13]回顾性分析中国人民

解放军第451医院近20多年来确诊为CP的400
例患者, 结果显示CP患者中合并胆道系统疾病

和饮酒史的分别为162例和152例, 占40.05%和

38.0%, 其中130例患者同时存在以上2种病因, 
占32.50%.

2  饮酒史

酒精是CP的一个危险因素, 他通过胰腺星状细

胞的作用诱导胰腺纤维化, 但是酒精在CP发病

机制上的作用一直存在争议[9]. 过去大多数学者

认同蛋白质分泌过多导致梗阻与坏死-纤维化

学说[14,15]. 酒精及其代谢产物直接使胰液中脂质

微粒体酶的分泌以及脂肪酶的降解增加, 并使

脂质微粒体酶可以和胰液混合, 激活胰蛋白酶

原为胰蛋白酶, 导致组织损伤. 乙醇间接通过刺

激胰液的分泌, 增加胰腺对缩胆囊素刺激的敏

感性, 胰液中胰酶和蛋白质含量增加, 钙离子浓

度增加, 易形成胰管内蛋白沉淀, 这些蛋白沉淀

又与其他杂质(如脱落的上皮等)形成栓子阻塞

小胰管, 使胰管胰液流出受阻, 胰管内压力增高, 
导致胰腺腺泡、胰腺小导管破裂, 损伤胰腺组

织及胰管系统. 有学者认为长期酗酒诱导胰腺

炎或肝硬化与遗传因素有关[16]. 亦有报道酒精导

致CP的发生主要是通过代谢产物的毒性作用、
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乙醇致敏作用、遗传易感性和胰腺星状细胞等

途径[17]. 酒精对胰腺细胞发挥大量的毒性作用, 
胰腺星状细胞对胰腺组织纤维化起到关键性作

用, 他通过乙醇脱氢酶代谢酒精, 但事实上仅有

一小部分酗酒者发展为CP, 乙醇代谢酶类的改

变可能是CP的触发因子, 但至今尚未确定[18]. 酒
精中毒一直是西方国家CP的首位病因和危险因

素[2]. 酒精摄入量和饮酒时间与发病率密切相关. 
152例酒精性CP患者均有长期饮酒史, 超过10年
者95例, 占62.5%, 每日酒精摄入量>150 g者88
例, 占57.89%[13]. 近年来我国酒精性CP所占比例

逐渐上升, 分析原因可能与我国生活水平的日

益提高, 嗜酒人数明显增多有关. 2007年全国多

中心CP流行病学调查提示, 在我国酒精因素已

经替代胆道系统疾病, 他已成为CP的第一致病

因素[19]. 酒精性CP患者的酒精摄入量多在70-80 
g/d, 饮酒时间多在15年左右, 每日少量(<50 g)
或偶尔饮酒一般不导致酒精性CP[20]. 孙钢等[21]

从病因学角度对北京协和医院近19年的321例
CP住院患者进行回顾性分析显示: 以1992-06为
界将时间平均分为前后二段(各9年7个月), 分
析主要致病相关因素(胆系疾病和酒精)的变化, 
1992-06后确诊CP的住院患者数较之前增加近

1倍, 主要表现为有饮酒史的患者数和构成比明

显增加(χ2 = 13.06, P <0.005), 患胆系疾患者数变

化不大, 但构成比明显降低(χ2 = 17.37, P <0.005). 
Wang等[22]探讨中国1994年至2004年2 008例CP
患者的病因, 显示酒精性CP占35.11%,  胆源性

CP占34.36%, 遗传性CP占7.22%, 特发性 CP 占
12.90%.

3  吸烟史

大量饮酒和吸烟是CP的独立危险因素已被公

认[23]. 吸烟导致胰腺损害或促进胰腺炎症程度

进展的机制仍然不清. 与不吸烟者比较, 吸烟

与胰腺纤维化有关[24]. 实验室研究已经发现由

于尼古丁的出现, 多种信号传导途径激活, 胞内

大量钙离子释放可能导致细胞损害和细胞毒性

的产生[25]. 吸烟者发生CP的几率比不吸烟者高

7.8-17.3倍[26]. 初诊胰腺炎后胰腺钙化的发展程

度与吸烟有重要的关系, 少量吸烟与大量吸烟

者的危险度相似, 但并发糖尿病的危险性显著

增加[27]. 正在吸烟者比已戒烟者更危险, 且与吸

烟的数量和时间相关[28].

4  遗传因素

遗传性CP属于染色体显性遗传病, 具有一定的
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■研发前沿
随着科学技术水
平的提高和研究
的不断深入 ,  CP
的病因被不断发
现和完善, 遗传性
CP和自身免疫性
CP越来越受到重
视, 其发病机制成
为诸多学者的研
究热点.

■相关报道
Felderbauer等在
2 0 0 3 年 首 次 在
一 个 患 家 族 性
低 尿 钙 高 血 钙
症 (FHH )的家族
中 发 现 ,  有 钙 敏
感受体(CASR)+ 
SPINKl基因复合
突变者易发生CP.
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家族集聚性[29]. 遗传因素和结构缺陷在儿童的

CP病因中占有主导地位[30]. 有报道显示遗传性

CP的发生与胰酶的变异有关, 变异的胰酶不能

被抑制, 从而导致胰腺的自身消化[31]. CP的病理

机制源于对胰蛋白酶原基因(protease serine 1, 
PRSSI)和Kazal 1型丝氨酸蛋白酶抑制剂(serine 
protease inhibitor, Kazal type 1, SPINK1)基因的

研究, 结果显示CP是一个多基因疾病, 患该病

者可能有多个CP相关基因突变, 胰蛋白酶原激

活与胰蛋白酶失活之间的内环境紊乱导致胰腺

炎的发生[32]. 最近研究表明81%的遗传性CP患
者有PRSS1基因突变[33]. PRSSI基因和SPINK1
基因突变与韩国儿童CP的发生和发展高度相

关[34]. SPINK1被认为是胰腺炎的候选基因, 糜蛋

白酶原C(chymotrypsin C, CTRC)和组织蛋白酶

B(cathepsin B, CTSB)被证明与热带钙化性胰腺

炎有关[35]. 在欧洲和亚洲, CTRC基因突变已被

证实增加了CP的危险[36]. 囊性纤维化跨膜通道

调节因子(cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator, CFTR)基因突变增加了特发性CP
的易感性[37]. 正常胰腺组织表达环氧合酶-1(cy-
clooxygenase 1, COX-1)而不表达COX-2, 前者

调节细胞正常的生理功能, 后者则与炎症反应

有关. 有研究报道CP患者COX-2表达增加, 尤以

胰腺腺泡细胞表达为甚[38]. 老鼠胰蛋白酶R122H 
(密码子122, 外显子3精氨酸-组氨酸)基因突变

的转基因表达导致胰腺纤维化及慢性炎症[39].

5  自身免疫因素

自身免疫性CP是一个涉及胆管、腹膜后腔, 肾
脏等不同器官的系统疾病在胰腺的表现[40]. 他
可以是孤立的, 偶尔也可和其他免疫调节紊乱

的疾病如干燥综合征等相伴发生. 在组织学上

存在导管破坏、腺泡组织萎缩纤维化、淋巴细

胞渗出, 没有钙化. 系统性红斑狼疮、干燥综合

征、原发性胆管炎、原发性胆汁性肝硬化均可

并发CP. 1 700例CP患者中17例患者发病前患有

类风湿关节炎史, 6例患克罗恩病, 10例患溃疡

性结肠炎, 10例患系统性红斑狼疮[12]. Okazaki[41]

发现抗核抗体、抗平滑肌抗体、抗乳铁蛋白抗

体、抗碳酸酐酶-11等自身抗体在自身免疫性

CP和其他的自身免疫性疾病都可同时检测到, 
故其他自身免疫性疾病产生的抗体可能作用于

胰腺组织, 导致CP的发生. 自身免疫性CP的发展

伴随着胰腺细胞自身抗体增加, 比如免疫球蛋

白G(immunoglobulin G, IgG)1-4, 特别是IgG4, 他
反映自身免疫反应的强度[42]. 自身免疫性CP常

常表现为胰头假瘤, 导致梗阻性黄疸, IgG4水平

常增高[43].

6  急性胰腺炎病史

急性胰腺炎与CP许多病因相同, 比如: 胆石症和

酒精等. 大约80%的急性胰腺炎继发于胆石症和

酒精中毒, 70%的CP继发于酒精滥用[44]. 有证据

显示胰腺的慢性损害来源于急性组织炎症和坏

死的反复刺激[18]. 我国CP患者中存在急性胰腺

炎病史的占到了2.3%-30.3%[20,26], 由此可看出两

者之间存在着紧密联系. 急性胰腺炎发作史与

CP伴行, 他与CP呈正相关[12]. 急性胰腺炎转变成

CP频繁发生于酒精性胰腺炎患者, 他与起病初

期存在的胰腺坏死成负相关[45]. 

7  营养不良、高钙、高脂及其他

过去发现CP患者多为发展中国家贫穷人口, 且
多数伴有蛋白质、热卡缺乏等营养不良的表现. 
但近期研究显示营养不良可能并不是CP发生的

病因而是结果[46]. CP由高三酰甘油血症、甲状旁

腺功能亢进症及囊性纤维化导致者较少[47]. CP
与高脂血症和甲状旁腺功能亢进引起的高钙血

症有密切关系, 且得到国内外的承认[48]. 但这些

因素致CP的机制尚不明确. 有部分CP没有明确

的病因, 被称为特发性CP, 他是一个与多基因

和环境因素相联系的复杂的炎症性疾病[49], 其
具体的发病机制目前仍然没有得到很明确的阐

明. CFTR变种p.R75Q导致碳酸氢盐选择性缺

陷, 增加CP的风险, p.R75Q或者CF导致CFTR
和SPINK1变异大大增加了特发性CP的危险[49]. 
但随着现代检测手段的不断进步, 有部分特发

性CP患者能够找到病因, 如胰腺外伤、胰腺分

裂、环形胰腺、胰管梗阻、Oddi括约肌病变和

壶腹旁十二指肠壁囊肿等[50]. 有报道酒精性CP
在美国三级转诊中心减少, 而特发性和非酒精

性CP的比例增多, 尤其是妇女[51].

8  结论

CP病因复杂, 常有多种因素共同参与, 不同国家

和地区的主要致病因素和发病率不同. 目前胆

道疾病和酒精中毒仍是CP的主要病因. 由于社

会的发展, 人民生活方式日益改变, CP的致病因

素在不断变更. 报道显示我国酒精中毒已逐渐

取代胆道疾病成为CP的第一致病因素, 但仍缺

乏全国性较完整的多中心流行病学调查资料. 
CP的发病机制尚缺乏统一的理论, 各种致病因

素在CP发病中的作用正处于不断研究阶段, 遗

■创新盘点
本文就近年来国
内外对CP病因的
相关研究作一总
结 ,  探 讨 国 内 外
CP各种病因的变
化及其发病机制.
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传性CP和自身免疫性CP越来越受到广大研究者

的关注, 成为CP病因的研究热点. 随着CP病因研

究的不断深入, 我们对CP的了解将更透彻, 可望

对CP的预防及治疗提供更完善的指导, 为改善

人们的生活方式和提高人们的生活质量作贡献.
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■同行评价
本文综述了慢性
胰腺炎的致病因
素, 对临床诊疗有
一定指导作用.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因
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的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
Celiac disease (CD) is a type of primary malab-
sorption syndrome characterized by gluten in-
tolerance and intestinal mucosal lesions. When 
genetically susceptible persons eat food con-
taining gluten, their immune system responds 
by damaging or destroying intestinal villi to 
result in intestinal malnutrition. Depending on 
the degree of malabsorption, the symptoms of 
CD vary among individuals, ranging from no 
symptoms, few or mild symptoms, to many or 
severe symptoms. Some common symptoms of 
CD are diarrhea, abdominal pain and bloating. 
People with the disease may have other symp-
toms outside the digestive tract. Blood marker 
tests and small intestinal biopsy can help make 
a clear diagnosis. The disease is common in 
North Europe, North America and Australia, 
but is rarely reported in China. In this article, 
we will review the prevalence, pathogenesis, 
clinical manifestations, diagnosis and treatment 
of CD. 

Key Words: Celiac disease; Gluten; Tissue transglu-
taminase; Small intestinal biopsy

Li MR, Liu YD, Li W. Advances in clinical research of 
celiac disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 
2053-2057

摘要
乳糜泻(celiac disease, CD)是患者对麸质不耐
受引起小肠黏膜病变为特征的一种原发性吸
收不良综合征. 当遗传易感者食用含有麸质
的食物后, 引起机体的免疫应答, 破坏小肠绒
毛, 引起小肠吸收不良. 依据吸收不良的程度, 
CD的症状有个体差异, 有的无症状或症状轻
微, 有的症状较重. 典型表现为腹泻、腹痛、

腹胀等消化系症状, 也有的患者出现消化系外
症状. 血清标志物检测和小肠活检组织病理可
明确诊断. 此病在北美、北欧、澳大利亚发病
率较高, 在我国报道少见. 本文就CD的流行病
学、发病机制、临床表现以及诊断和治疗作
一综述.

关键词: 乳糜泻; 麸质; 组织转谷氨酰胺转移酶抗

体; 小肠活检
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0  引言

乳糜泻(celiac disease, CD)又称麦胶性肠病(gluten-
ous enteropathy)、非热带口炎性CD(non tropical 
sprue)、特发性脂肪泻(idiopathic sprue), 是患者

对麸质不耐受引起小肠黏膜病变为特征的一种

原发性吸收不良综合征. 本病患者对含麸质的

麦粉食物异常敏感, 当遗传易感者食用含有麸

质的食物后, 引起机体的免疫应答, 破坏小肠绒

毛, 引起小肠吸收不良, 出现一系列临床表现. 
典型表现为腹泻、腹痛、腹胀等消化系症状, 
也有的患者无明显临床症状或症状轻微, 有的

患者表现为胃肠道以外的症状. 所以临床上易

出现误诊和漏诊, CD患者往往需要很长时间才

www.wjgnet.com
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■背景资料
过去认为乳糜泻
的发病具有明显
的地域分布和种
族差异, 初始认为
其仅发生于高加
索人, 随后认为大
多位于欧洲、北
美, 现研究表明该
疾病呈世界性分
布. 目前该病在中
国的发病状况还
不明晰, 了解这一
疾病, 提高诊断率, 
及早治疗, 具有重
要的临床意义.

■同行评议者
邢建峰, 副教授, 
西安交通大学医
学院



能被确诊. 目前CD尚未诊断的病例(在水底)远
远要多于已诊断的病例(水面上的), 流行病学具

有“冰山” 特征. 但随着血清学、基因检测、

小肠活检组织检查等手段的发展, 对高危患者

进行筛查和早期诊断越来越受到重视. 此病在

北美、北欧、澳大利亚发病率较高, 在我国报

道少见, 目前我国对CD的认识不足, 本文就CD
的流行病学、发病机制、临床表现以及诊断和

治疗作一综述.

1  流行病学

过去认为CD的发病具有明显的地域分布和种

族差异, 初始认为其仅发生于高加索人, 随后认

为其地理分布大多位于欧洲、北美, 大规模的

统计表明欧洲和美国人群CD的发病率为0.5% 
-1.0%[1,2]. 最新流行病学资料显示瑞典成人CD的

发病率为1.6%[3]. 在世界的其他地区如伊朗、印

度依然可见, 表明该疾病呈世界性分布. 最近在

北印度的流行病学调查显示确实有CD的存在. 
一项在卢迪亚纳4 347名3-17岁在校学生中进行

的调查显示, CD的发生率为0.32%[4].
在我国小麦为主要谷物之一, 为人们主要

食物来源之一. 我国CD报道的病例较少, 且缺乏

相关的流行病学资料. 江苏学者[5,6]搜集78例患

者, 其中73例腹泻型肠易激综合征患者, 5例1型
糖尿病患者, 取血分别测定CD血清标志物抗麦

胶蛋白抗体(IgG-AGA)和抗组织转谷氨酰胺酶

抗体(IgA-tTGs), 结果发现有6例IgG-AGA阳性

(7.7%), 2例IgA-tTGs阳性(2.6%), 两种抗体均为

阳性者1例. 6例血清标志物阳性患者均拒绝行

十二指肠活检进一步确诊, 而选择去麸质饮食

治疗. 随访发现1例患者腹泻停止、体质量增加, 
其他患者体质量不再减轻, 从而得出结论: 对I
型糖尿病和腹泻型肠易激综合征患者通过CD
血清标志物的检测提示 中国江苏地区可能存

在CD患者[5,6]. 李明等[7]对长期慢性腹胀腹泻、

具有CD症状的147例患者进行7种自身免疫性

抗体检测, 发现IgG-AGA和IgA及抗肌内膜抗体

IgA(EMA-IgA)阳性率分别为64.3%、53.6%、

32.1%, 在部分抗体检查结果阳性并进行小肠黏

膜活检的10例患者中, 检测到不同程度的黏膜

绒毛萎缩变化. 浙江学者对62例患者行胶囊内

镜和十二指肠活检以及去麸质饮食报道了4例
CD患者, 但未进行血清抗体检测[8]. 同样提示在

中国存在CD的患者.
随着对该病认识的逐步深入和诊断技术的
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完善, 发现CD的患病率比实际想象的高, 且分布

广泛, 因而得到了人们的广泛关注. 现在认为世

界范围内受累及的人数可达1/300-1/800, 与现

在所诊断的患者例数相差甚远, 这就如同冰山

一角.

2  发病机制

麸质麦胶蛋白食物是CD的致病因素, 个体的遗

传易感性、免疫反应和外界环境因素等共同作

用导致患者的肠道黏膜损伤.
2.1 遗传因素 研究表明CD很明显与遗传因素

有关[9], CD与位于6号染色体的HLAII型D区的

HLA-DQ2和HLA-DQ8密切相关. CD患者中含

有HLA-DQ2者高达95%(由DQA1 0501, B1 02
基因编码), 其次是HLA-DQ8分子表达(由DQA1 
0301/DQB1 0302基因编码). 这些HLA-DQ2或
HLA-DQ8分子表达对于疾病发生虽不是决定性

的, 但却是必要的.
2.2 免疫因素 CD患者小肠黏膜固有层及表层细

胞间主要是TCD8淋巴细胞较正常人增多2-6倍, 
这些细胞可分泌细胞毒素如干扰素等调控细胞

间HLA抗原以损伤细胞. 此外免疫球蛋白IgA增

高, 血浆中抗麦胶蛋白的IgA及IgG抗体增多. 肠
腔分泌物中有60%可以发现抗脂肪泻抗体. 此外

麦胶蛋白含有8个氨基酸的序列与人肠道腺病

毒的EIB蛋白的序列相同, 因而两者有共同抗原

性. 临床上血清学也证实本病患者在病前有过

腺病毒(Ad-12)感染的百分率很高. 因此服麦胶

蛋白后数小时即出现过敏反应发生腹泻.
2.3 酶缺乏因素 正常小肠黏膜层中有一种特殊

的多肽水解酶. 可以水解麦胶蛋白使其分解成

更小的分子而失去毒性. 当发病时此酶减少, 但
经过治疗病情好转后此酶即恢复正常, 再患病

时又可减少, 因此两者的因果关系尚难肯定, 须
进一步研究. 美国研究者报告, 初步动物和体外

研究提示, 一种酶的结合物能够引起CD患者达

到膳食麸质的胃消化. 这种酶产品由从大麦发

芽的种子提取的谷氨酰胺特异性内切蛋白酶和

从鞘氨醇荚膜提取的脯氨酰基内肽酶构成. 研
究者在体外系统建立了去毒全麦面包麸质制品,  
两种酶的重量1∶1似乎最大化他们的协同作用, 
研究组发现这种结合对麸质胃消化大鼠模型有

效, 结果表明这些酶有胃效应, 在进入小肠之前

能够解毒麸质. 研究者认为, 通过结合这两种有

互补底物活性的酶, 可能会增加摄入麦质的安

全阈值, 从而改善患者的高度限制膳食负担[10].

www.wjgnet.com

■相关报道
对I型糖尿病和腹
泻型肠易激综合
征患者通过乳糜
泻血清标志物的
检测, 提示中国江
苏地区可能存在
乳糜泻患者.
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2.4 环境因素及其他 对于CD的发病, 除含麸质饮

食的因素外, 可能夹杂有其他环境因素. 研究发

现麸质摄入的量和开始时间会影响CD的发病[11]. 
一项前瞻性研究结果显示, 反复轮状病毒的感染

可增加遗传易感儿童自身免疫性CD的风险[12].

3  临床表现

作为一种多因素疾病, C D的临床表现具有多

样性. 婴幼儿主要表现为腹胀、腹痛、慢性腹

泻、脂肪泻、便秘、呕吐、体质量下降以及

易激惹, 可出现营养不良、身材矮小、发育迟

缓、牙釉质发育不良. 在成人活动性或典型性

CD常见消化系统症状表现为恶心、呕吐、厌

食、腹胀、腹泻. 相当一部分患者过去被诊断

为肠易激综合征. Ford等[13]对纳入全球范围内

2 978例受试者(其中1 052例为IBS患者)的7项研

究进行的1篇系统综述发现, IBS组中3%的患者

和对照组中0.7%的受试者上皮膜抗原(epithelial 
membrane antigen, EMA)或组织谷氨酰酶(tissue 
turn glutamyl enzyme, tTG)抗体阳性, 或二者均

为阳性; 在对5项研究的独立分析中, IBS患者

中的3.6%(952例患者中的34例)和对照组中的

0.7%(798例受试者中的12例)检测为EMA、抗麦

胶蛋白抗体或tTG阳性, 且小肠活检显示CD证

据. 土耳其一项研究, 对符合罗马Ⅲ标准的IBS
患者进行CD筛查, 发现100个IBS患者中有2例最

后确诊为CD[14].
最近的研究显示, 相当多的患者没有明显

的消化系症状, 或者表现为肠外症状, 或者为无

明显症状的隐性患者[15]. 消化外症状可表现为

不明原因的缺铁性贫血、乏力、骨关节疼痛、

关节炎、骨质疏松、抑郁或焦虑、手足麻木、

低钙抽搐、口腔溃疡、疱疹性皮炎. 研究显示

尽管CD患者和他们的亲属、配偶比较变态反应

的反应率没有显著差异, 但CD患者中的特应性

皮炎似乎更常见[16]. 女性患者还可表现为月经稀

少, 过早停经及不孕. 瑞典一项基于人群的流行

病学研究显示, 虽然患有CD的妇女可以正常生

育, 但其在诊断CD后的2年后其生育能力下降[17].
患有CD的患者可能同时患有其他免疫系统

疾病, 包括: 1型糖尿病、自身免疫性甲状腺疾

病、自身免疫性肝炎、风湿性关节炎、Addison
病. 瑞典专家大规模队列研究表明CD患者患肺

结核、肝病、Addison's病、缺血性心脏病的风

险增高[18-21]. 研究还发现, 在儿童时期患CD, 成
年以后患1型糖尿病的几率明显增加[22]. 患CD的

患者住院期间流行性感冒的几率增加[23].

4  血清学抗体测定

4.1 EMA IgA EMA IgA是一种针对人和猴组织

中平滑肌细胞外基质的抗体, 其靶抗原是一种

tTG. 近来证实此酶为CD的自身抗原. 过去常以

抗麦胶蛋白(或谷蛋白)抗体和抗网硬蛋白抗体

作为麦胶蛋白敏感性肠病试验诊断指标, 而近

来发现EMA IgA对CD的诊断特异性更高. 具有

CD遗传倾向的患者摄入谷蛋白, 可产生EMA 
IgA. 新近资料研究表明EMA IgA对诊断CD疾病

有着较高的特异性和敏感性[24].
4.2 tTG tTG广泛存在于多种细胞和组织中, 参
与细胞生长、分化、受体介导的胞吞作用、细

胞粘连及伸展、损伤修复和凋亡, 在结构和功

能上属于与钙依赖性酶相关家庭, 是CD患者主

要的自身抗原, 为抗肌内膜抗体所识别. tTG抗

体有IgA和IgG两种亚型, IgA ELISA可定量检

测tTG抗体水平. IgA tTG抗体检测已广泛应用

于CD患者的筛选, 具有较高的敏感性和特异性. 
避免了EMA IgA检测费时、费力、费用偏高以

及结果需主观判断的缺点, 现已广泛应用于临

床. Parizade等[25]对116例1-17岁的儿童进行CD
的5种抗体进行比较, tTG IgA Celikey(Phadia公
司)的敏感性为94.1, 特异性为87.1, 显示tTG IgA 
Celikey试剂盒为检测CD最有效的血清学检测

方法. Hill等[26]研究用Celikey试剂盒检测CD患者

tTG抗体水平均>30 U/L, 其阳性率为100%, 提示

血清tTG抗体的测定可以用来诊断CD, 而不必

一定行小肠活检来确诊. 新近资料研究表明tTG 
IgA抗体对诊断CD疾病有着较高的特异性和敏

感性[24]. Bazzigaluppi等[27]研究表明tTG抗体的血

清浓度和严重的肠黏膜损伤有关.
4.3 抗麦胶蛋白 抗麦胶蛋白(AGA)是针对麸蛋

白产生的抗体, 麸蛋白是麸质的主要蛋白成分. 
AGA有IgA和IgG两种亚型, 曾是诊断CD的指标

之一. AGA的敏感性和特异性中等, IgA的特异

性较IgG稍高. 高滴度AGA较低滴度诊断CD更

可靠. 连续检测血清AGA可观察患者的治疗效

果和顺应性. 经去麸质饮食治疗后AGA滴度降

低, 受麸质激发后则升高. 许多正常人和患有其

他原因所致胃肠道炎症的患者也可能阳性, 故
其应用相对于前二者较少.
4.4 抗肌动蛋白抗体 IgA AAA ELISA测定对伴

绒毛萎缩的CD的诊断敏感性和特异性分别为

80%和85%, 显示IgA AAA是CD患者肠道黏膜

■应用要点
血清学、基因检
测、小肠活检组
织检查等手段的
发展可帮助临床
对乳糜泻的早期
诊断. 
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损伤的可靠标志物[28]. Bazzigaluppi等[27]研究表

明当CD患者黏膜损伤较重时, 可能检测不到IgA 
AAA, 和tTb-Ab相比, 不能用于CD的筛查, 如果

当患者因某种原因不能行小肠活检时, IgA AAA
阳性可以作为对CD的支持诊断.

5  HLA基因检测

含有HLA等位基因DQ2或DQ8者, CD患病风险

增高, 对新生儿和高危人群进行基因检测可能

有助于CD的筛选.

6  小肠活检

小肠活组织标本病理检查是诊断CD的金标准. 
内镜检查是获得小肠黏膜最简便的方法. 内镜

的特征性发现包括: 圆齿状皱襞, 裂沟或镶嵌样

图像; 皱襞平坦; 大量充气时, 皱襞变小和/或消

失. 活检可取自十二指肠的第二或第三部分. CD
多累及近端小肠的黏膜, 随着向远端小肠延伸

病变逐渐减轻, 尽管在严重病例, 病变会累及回

肠. 近端肠道的病变程度主要依赖于疾病的严

重程度. 因此可以常规内镜活检结果代替小肠

镜空肠黏膜活检. 在静止期病例, 近端损伤可能

很轻微, 在空肠中段组织学检查轻度异常或基

本正常. 在一些病例中可以观察到胃和直肠黏

膜的异常. 偶尔地, 十二指肠/空肠上段的病变会

呈灶性分布, 因此, 对于那些在第1次活检时所

有3个标本组织学检查都正常, 而血清学检测阳

性的患者应立即进行第2次活检. 赵琴玥等[29]综

述目前对于不愿意接受传统胃镜及活组织检查

的CD患者来说, 胶囊内镜可能成为一种重要的

检查手段.
CD的小肠活检特征包括: 绒毛部分或完全

萎缩; 隐窝增生; 上皮内淋巴细胞或浆细胞浸润. 
按Marsh分类, 小肠损害分4期: 0期, 病变侵及黏

膜层; 1期, 上皮内淋巴细胞数目增加, 固有层出

现淋巴细胞; 2期, 隐窝增生伴绒毛萎缩; 3期, 全
部绒毛萎缩. 患者经去麸质饮食治疗几周后, 小
肠黏膜表现开始改善, 特征性损害完全缓解并

恢复正常结构可能需要1年. 单纯绒毛萎缩也可

见于一些其他胃肠道疾病, 但EMA和tTG抗体很

少见于这些疾病. 牛奶不耐受、热带口炎性腹

泻、放射损伤、化疗药物导致的腹泻、移植物

抗宿主疾病、慢性缺血、贾第鞭毛虫病、克罗

恩病、自身免疫性肠病、肠病相关T淋巴细胞

淋巴瘤、胃肠炎、嗜酸细胞性胃肠炎、重度营

养不良、佐-埃综合征、难治性口炎性腹泻、胶

原性结肠炎等疾病的黏膜变化与CD类似.

7  治疗

7. 1 饮食疗法 最关键的问题是CD患者需终生无

麸质饮食(gluten-free diet, GFD). 食物应去除小

麦、大麦、黑麦. 虽然燕麦对CD患者无害, 但市

售燕麦中可能会有其他谷类, 因而在许多国家

都不提倡食用. 麸质除了存在于这些食物中, 也
存在于某些药物、维生素及润唇膏中, 应特别

注意其隐匿来源. 如将面粉中的麸质去掉, 剩余

的淀粉并无“毒性”, 患者可以食用. 玉米、大

米、豆类、肉类、鱼、牛奶、蔬菜、水果、土

豆、红薯等制品不含有麸质, 可以食用. 经过饮

食治疗, 一般3-6 wk症状开始明显好转, 腹泻减

少体质量增加. 研究表明, 严格的GFD可明显降

低临床症状及并发症的发生, 使该病高危人群

的发病率及病死率接近一般人群.
7.2 对症治疗及支持疗法 除饮食治疗以外, 支持

疗法亦很重要, 注意高营养高蛋白饮食, 补充各

种维生素(B1、B12、A、D及叶酸)纠正水电解

质失衡, 必要时输血.
7.3 激素治疗 对少数难治性CD患者饮食治疗无

效, 极度衰弱以及不耐受GFD的患者, 可以考虑

用肾上腺皮质激素治疗. 开始剂量每天泼尼松

(强的松)30-40 mg清晨顿服, 以后逐渐减量直至

少量维持.

8  结论

传统观念认为, CD是一种主要累及胃肠道的少

见病, 但随着对CD的深入了解, 显示CD是一种

由免疫机制介导的多系统疾病. CD在成人中, 常
持续数年甚至数十年得不到确诊, 其主要原因

是一方面患者症状不明显, 不急于求医, 有时腹

部症状轻微常被诊断为功能性胃肠道疾病, 许
多患者可能表现为胃肠道外症状, 另一方面我

们医务人员对此病缺乏足够的认识和研究, 欧
美以外的其他国家如亚洲国家的CD患病率比实

际想象的更高. 目前可用于CD诊断的血清学方

法也越来越成熟, 为CD高危人群筛查提供了基

础. 相信通过我们的努力, 该病在中国的发病状

况必定能够日渐明晰. 了解这一疾病, 增加对本

病的警惕性, 提高诊断率, 及早治疗, 减少并发

症, 以及提高患者的生活质量将具有重要的临

床意义.
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Abstract
In recent years, fast-track surgery has been at-
tracting more and more attention; however, 
many people remain concerned about the safety 
and effectiveness of fast-track colorectal sur-
gery. In this paper we discuss how the main 
components of fast-track colorectal surgery (no 
routine mechanical bowel preparation, epidural 
anaesthesia or analgesia, laparoscopic operation, 
early removal of nasogastric tube and drainage 
tube, early postoperative oral feeding) affect the 
incidence of postoperative complications. Mean-
while, we evaluate the effectiveness of fast-track 
colorectal surgery in terms of shortened length 
of hospital stay, facilitated recovery, reduced 
insulin resistance, and better preserved immune 
function. Besides, we summarize the difficulties 
confronted during the implementation of fast-
track colorectal surgery. We conclude that fast-
track colorectal surgery is a safe and effective 
approach that deserves to be popularized in 
clinical practice.

Key Words: Fast-track surgery; Laparoscopy; Colorectal 
surgery; Perioperation; Mechanical bowel preparation
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摘要
近年来, 快速康复外科(fast-track surgery, FTS)
引起了越来越多人的重视. 然而多数人对其应
用于结直肠手术的安全性及有效性心存顾虑. 
本文综述了FTS主要组成部分(不常规行机械
肠道准备, 硬膜外麻醉及镇痛, 腹腔镜手术, 早
期移除鼻胃减压管、引流管, 术后早期进食)
对择期行结直肠手术的患者的术后并发症发
生率的影响. 同时对FTS的有效性(缩短住院
日, 加速康复, 降低胰岛素抵抗, 保护机体免疫
功能)也进行了详细的论述. 另外, 我们还总结
了FTS实施过程中遇到的困难. 最后, 我们得
出这样的结论: FTS应用于结直肠手术是安全
有效的, 并且应该被广泛推广.

关键词: 快速康复外科; 腹腔镜; 结直肠外科; 围手

术期; 机械肠道准备
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0  引言

快速康复外科(fast-track surgery, FTS)是一个相

对较新的理念, 他的核心是尽可能减少手术应

激对机体的损伤. 应激可以理解成机体对威胁

内环境稳态维持的内外因素的反应[1]. 术后患者

由于手术的打击, 诸如神经内分泌、血流动力

学、代谢、免疫等一系列的生理过程会受到影

响[2]. FTS就是据此采用多模式化的围手术期护

理, 期待最小程度的应激损伤, 改善患者体验. 
这一理念正逐渐得到大家的认可[3]. 然而在结直

肠手术的临床实践中, 一方面由于上百年来肠

道手术的传统, 一方面由于对新鲜事物的质疑

心理, FTS并没有广泛的开展起来. 现就快速康

复理论在结直肠手术中应用的安全性、有效性

及可行性进行初步探讨.

1  FTS概述

FTS理念最早是由丹麦外科医生Kehlet等提出

的, 他着重于利用各种已证实有效的措施, 控制

®

■背景资料
快速康复外科的
概念提出后, 广泛
的应用于众多外
科系统, 缩短了住
院时间, 提高了患
者恢复质量.
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患者围手术期病理生理学反应, 减少手术应激

及并发症, 加速患者术后康复, 改善预后, 被广

泛应用于多种手术[4,5]. FTS主要包括(1)术前患者

教育; (2)有效的麻醉、止痛及精确的外科技术

以减少手术应激、疼痛及不适反应; (3)强化术

后康复治疗[6]. 具体的措施有术前宣教, 减少术

前饥饿, 保证富含碳水化合物的饮水直至术前2 
h, 不常规行肠道准备等; 术中保温, 采用胸段硬

膜外麻醉, 阿片类药物的局部外周麻醉, 微创手

术操作等; 术后使用硬膜外镇痛泵, 控制液体输

入量, 镇吐, 早期恢复口服饮食, 早期术后活动, 
减少鼻胃减压管、引流管的留置时间等[7-9]. 近
年来, FTS的理念在欧美逐渐得到认同, 并形成

了新的围手术期临床管理模式.

2  FTS应用于结直肠手术的安全性

2.1 不常规行机械肠道准备 最初外科医生们

在结肠术前行机械肠道准备(mechanical bowel 
preparation, MBP)是为了降低细菌负荷, 以期待

感染和吻合口瘘的风险最小化[10]. 然而, 抗生素

的单独应用已被证明能够显著减少感染并发症

的发生[11]. 在预防吻合口瘘方面, MBP也没有显

示出突出的作用. 4个高质量荟萃分析及5个随

机对照实验的数据显示: 无论是吻合口瘘的发

生率, 还是切口感染, 腹部、盆腔脓肿的发生率, 
在接受MBP与不采用MBP的两组患者之间没有

显著差异[12-15]. 更有研究表明, 接受MBP的患者

更易切口感染(9.6% vs  8.3%), 有着稍高的吻合

口瘘发生率(4.2% vs  3.4%)[16].
虽然大多数的研究缺乏统一的MBP标准及

抗生素预防应用方案, 但得出的结论却出乎意

料的一致. MBP不增加并发症的发生, 不推荐常

规施行. 总结起来, 不行MBP是安全可行的, 效
果如果不优于, 至少等同于MBP.
2.2 硬膜外麻醉及镇痛 术后肠梗阻(postoperative 
ileus, POI)是腹部手术的常见并发症, 也是导致

住院日延长的主要原因. 有报道表明, 术中硬膜

外麻醉加上术后胸段硬膜外镇痛(thoracic epidu-
ral analgesia, TEA)能在保留副交感神经纤维对胃

肠道兴奋作用的同时阻断导致POI的交感神经纤

维的抑制作用, 从而有效的预防POI的发生[17,18]. 
同时, 一些随机对照研究表明, 与全身麻醉合并

术后阿片类药物镇痛相比, 术中及术后TEA可使

胃肠道功能提前2-3 d恢复正常[19]. 这可能与阿

片类镇痛药抑制胃肠蠕动有关[20]. 而且硬膜外麻

醉可降低术后病死率, 显著减少诸如深静脉血栓

形成、肺栓塞和感染等术后并发症的发生[21]. 尽
管硬膜外麻醉与镇痛有着潜在的风险性, 但其

诸如神经血管损伤、脑膜炎、硬膜外脓肿等并

发症的发生率是微乎其微的[20]. 可见, 硬膜外麻

醉及镇痛是安全的, 并且有助于患者胃肠道功

能的早日恢复.
2.3 鼻胃减压管、引流管留置

2.3.1 不常规留置鼻胃管: 早在1995年, Cheatham
等[22]就质疑择期剖腹手术后应用鼻胃减压管的

合理性, 并通过荟萃分析得出结论: 结直肠手术

患者不留置胃肠减压管可减少术后发热、肺不

张、肺炎的发病率. 2007年, Cochrane Database
的最新系统回顾同样指出不常规留置鼻胃管能

使患者更早的恢复肠道功能, 减少肺部并发症, 
并且在吻合口瘘的风险上与留置鼻胃管的患者

组没有差别[23]. 对于结直肠手术的患者没有理

由留置鼻胃管[24]. 而且胃肠减压并不能使结直

肠空虚, 反而增加了肺炎、胃食管反流的发生

率[7,25,26]. 可见, 在结直肠术后不常规留置鼻胃管

不仅安全, 而且是被推荐的做法.
2.3.2 早期拔除腹腔引流管: 多个随机对照试验

结果显示: 结直肠术后引流管的应用没有减少

吻合口瘘的发生率, 也不能降低吻合口瘘的严

重程度[27,28]. 虽然有研究支持低位切除术后应该

放置盆腔引流管24 h[29], 但缺乏专门的随机对照

试验证明. 然而依据文献[30]中1A级别的证据, 
减少术后引流管留置时间至少是安全可行的.
2.4 术后早期进食 传统上, 结直肠术后的患者是

禁食水的, 直至肠道活动恢复. 如今, FTS提倡早

期(多指术后24 h内)恢复口服饮食. 13个随机对照

试验的数据被拿来进行系统回顾及荟萃分析, 结
果显示, 结直肠患者术后禁食水并没有优势, 反
而早期进食有降低术后并发症发生率的趋势[31]. 
另外, 早期经口饮食或肠内营养在降低感染风

险、缩短住院日的同时并不会增加吻合口瘘的

发生率[32,33], 也不会加重肠麻痹, 反能促进肠功

能的恢复并改善患者的营养状况[34]. 在有效止

吐、多模式预防POI的前提下[35], 术后早期进食

是安全可行的.
2.5 腹腔镜手术 毫无疑问, 腹腔镜技术的引入被

认为是结直肠疾病治疗的重大改革. 自90年代

腹腔镜出现至今, 他的可行性及有效性已被众

多的荟萃分析所充分证明[36,37], 而且其微创理念

与FTS不谋而合. 现如今腹腔镜手术正逐渐成为

治疗结肠疾病的“金标准”[38], 其安全性自不

必赘述.

■相关报道
Basse等的双盲试
验 中 ,  就 住 院 时
间、胃肠道功能
恢复方面, 腹腔镜
手术组和传统开
腹手术组(两组均
应用FTS模式)之
间没用显著差别. 
然而King等的非
双盲试验中则显
示出了腹腔镜手
术联合应用 F T S
组的优越性.
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3  FTS应用于结直肠手术的有效性

3.1 缩短住院日, 减少并发症, 加速术后肠道功

能恢复 一些随机试验及4项随机对照试验的荟

萃分析结果显示, 与传统的围手术期护理措施

相比, FTS能够有效地缩短住院时间, 降低并发

症的发病率[39-42]. 最新的随机试验报道FTS组能

平均减少2.5 d住院日, 显著降低并发症发生率

[OR  = 0.54(0.45-0.69)], 与对照组之间再入院率

无差别[39]. 更有文章报道, FTS最高可降低结直

肠手术并发症发病率的50%[42]. 另外, FTS中诸

如术前糖负荷、术中TEA、术后非阿片类镇痛

药应用、早期进食及下地活动等措施可以加速

术后肠道功能恢复[34].
腹腔镜手术是微创外科理念的代表. 他对

机体免疫干扰小, 手术创伤打击小, 最大限度的

减少了对机体正常生理环境的破坏. 而且腹腔

镜手术作为单一因素本身就能够显著改善结肠

手术的短期结果[43], 缩短住院日, 减轻术后疼痛, 
减少康复所需时间, 加快肠道功能恢复[44-46].

然而鲜有研究评价两者联合应用的效果. 两
个小的随机试验得出了相反的结论. Basse等[47]

的双盲试验中, 就住院时间、胃肠道功能恢复方

面, 腹腔镜手术组和传统开腹手术组(两组均应

用FTS模式)之间没用显著差别. 然而King等[48]的

非双盲试验中则显示出了腹腔镜手术联合应用

FTS组的优越性. 具体的结论还有待于精心设计

的多中心随机双盲对照试验的结果.
3.2 降低胰岛素抵抗 手术应激产生的代谢变化

可导致术后高血糖及胰岛素抵抗. 而高血糖是

公认的导致术后并发症发生的危险因素之一. 
有效地控制血糖对预后至关重要. 术前至少2 h
进行富碳水化合物饮水负荷, 不仅降低术中胃

内容物量, 最重要的是可改善胰岛素敏感度[49], 
增加外周葡萄糖摄取利用率及糖原合成, 维持

血糖值于正常水平.
3.3 保护机体免疫功能 手术打击引起的应激反

应对机体的免疫功能起抑制作用. 一项前瞻性

的单中心研究显示, FTS应用于结直肠手术能够

更好的保护细胞介导的免疫功能[50]. 术后T淋巴

细胞、Th细胞、NK细胞在FTS组及传统组均受

到抑制. 然而FTS组的T淋巴细胞和Th细胞含量

显著降低的少, NK细胞也更早的恢复至术前水

平[50]. 尚无FTS对体液免疫影响的报道.
3.4 改善患者体验结果 入院前的宣教减轻了患

者的心理负担. 术前不禁食水, 减轻了患者的饥

饿感. 不常规行机械肠道准备, 可减轻患者的不

适, 脱水及疲劳感. 有效的止吐, 鼻胃减压管早

期拔除, 使患者恶心、呕吐的发生大大减少. 术
后持续有效的镇痛使早期活动成为可能. FTS大
大提高了患者的满意度[39-42].

4  FTS应用于结直肠手术的可行性

4.1 临床工作 尽管有充足的证据支持FTS的实施

能够改善结直肠手术患者的恢复, 降低病死率, 
但在欧美多个中心FTS并没有得到广泛应用和

充分的实施. 遇到的困难主要有: (1)临床工作者

对FTS方案的接受缓慢. 虽然有强有力的证据表

明一些围手术期措施能够加强患者的术后恢复, 
但是有些根深蒂固的理解很难在一时间改变, 
例如在北欧70%的外科中心仍把MBP列为常规

操作[51]; (2)医院的管理制度使得临床实践很难

完全符合FTS方案. 由于入院前宣教力度不够以

及出院程序问题, 患者往往在功能恢复2 d后才

出院(术后平均3 d可恢复功能, 而平均住院日则

达到5 d[52]); (3)缺乏专职负责人员. FTS方案的实

施有赖于工作人员的参与和监督. 然而目前各

个医院尚没有配置专职人员负责协调、监督和

推广FTS方案的实行. 而且科室人员的轮转、换

班制度不仅使FTS方案的实施质量大打折扣, 也
为FTS的普及教育带来了困难.

可见, 加大门诊对FTS的宣传力度; 加深结

直肠外科医生、麻醉师、护理人员、康复师、

患者等对FTS的认识、理解; 优化患者周转流

程; 相关科室成立FTS小组, 专职负责FTS方案的

实施; 常进行阶段性总结, 及时协调、解决出现

的问题等一系列措施对FTS的顺利进行定会起

到一定的作用.
4.2 确立及完善出院标准 现较公认的出院标准

包括: 无并发症出现; 口服止痛药能达到理想的

镇痛效果; 无需静脉输液, 且能耐受固体食物; 
能达到术前活动水平; 恢复排便[9,12]. 明确、完善

的出院标准不仅利于科研数据的收集, 而且能

够增加患者满意度、缩短住院时间、减少再入

院率. 需要指出的是, 标准不是一成不变的. 在
保证核心内容的前提下, 完全可根据各自医院

及患者质量作出细微调整, 制定出“个体化”

的出院标准.
4.3 基础研究 FTS方案可以说是实践的指南, 但
关于其的基础研究尚不多. 尤其在MBP对肠道

屏障功能的影响方面, 相关基础研究甚少. 仅有

少数文章报道MBP不影响肠黏膜定植细菌量[53]. 
我们就肠道黏膜形态学及细菌内毒素与MBP的

■应用要点
本文旨在综述现
有的研究资料, 得
出了快速康复应
用于结直肠手术
安全、有效、可
行的结论. 打消同
行对FTS的顾虑 , 
从而使 F T S 得以
推广.
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关系的研究将在另外一篇文章中阐述. 基础研

究的跟进不仅可为FTS提供坚实的理论依据, 也
可使FTS的理念更易普及, 更易被接受.

5  结论

FTS应用于腹腔镜结直肠手术是安全的, 不会增

加感染、吻合口瘘、POI的发生率, 并能有效地

缩短住院时间, 加速患者术后康复. 多个部门的

协调合作及专职的FTS负责人员使FTS的实施更

为可行. 在我国, 医疗资源极其有限. FTS可大大

提高医疗资源的利用率, 节省医疗费用, 他的广

泛推广、普及不仅有着广阔的前景, 而且对我

国的医疗事业也有着深远意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of different con-
centrations of MDG-1, a polysaccharide extract-
ed from Ophiopogon japonicus, on oral glucose 
tolerance and intestinal microecological balance 
in KKay mice.

METHODS: Twenty-six KKAy diabetic mice 

and ten 9-10-week-old C57bl/6J mice were used 
in this study. KKAy diabetic mice were given 
a normal diet from week 9 to week 12 and then 
fed a high-fat diet for 8 weeks. Diabetes was 
diagnosed when random blood glucose level 
was more than 13.9 mmol/L at week 12. Mice 
were randomly divided into five groups: normal 
control group, blank control group, low-dose 
MDG-1 group (75 mg/kg), high-dose MDG-1 
group (300 mg/kg), and rosiglitazone group. 
The normal control and blank control groups 
were treated with distilled water (10 mL/kg), 
while the rosiglitazone group was treated with 
rosiglitazone (2 mg/kg). All the drugs were 
administered by gavage. After 8 weeks of treat-
ment, the general conditions of mice were ob-
served, oral glucose tolerance test (OGTT) was 
performed, and intestinal flora was cultured and 
identified.

RESULTS: Both high- and low-dose MDG-1 
could improve symptoms, such as over-
drinking and over-eating, in KKay mice. High-
dose MDG-1 was superior to low-dose MDG-1 
in improving symptoms in KKay mice. After 
8 weeks of treatment, a significant decrease 
in blood glucose levels was observed in both 
the high-dose MDG-1 group and rosiglitazone 
group (both P < 0.05). Glucose tolerance was 
decreased in all KKay mice, especially signifi-
cantly in the high-dose MDG-1 group and rosi-
glitazone group (all P < 0.05). In KKay mice, the 
numbers of pathogenic E. coli and Streptococcus 
increased while those of Lactobacilli and Bacil-
lus bifidus decreased. However, treatment with 
MDG-1 decreased the numbers of pathogenic 
E. coli and Streptococcus and increased those of 
Lactobacilli (all P < 0.05).

CONCLUSION: MDG-1 can improve clinical 
symptoms and glucose tolerance and modulate 
intestinal microecological imbalance in KKay 
mice.

Key Words: MDG-1; Diabetes; KKay mice; Oral glu-
cose tolerance test; Intestinal flora

Wang LY, Wang S, Wang Y, Ruan KF, Feng Y. Effect of 
MDG-1 on oral glucose tolerance and intestinal microeco-
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■背景资料
随着世界各国社
会经济的发展和
人民生活水平的
提高, 糖尿病患病
率逐年升高, 已成
为威胁人们健康
的重大社会问题. 
大量研究表明, 糖
尿病患者肠道内
的菌群结构、菌
群比例以及菌群
的数量均与正常
人有异, 肠道内的
益生菌数量明显
减少, 腐败菌数量
显著增加.

■同行评议者
王学美, 研究员, 
北京大学第一医
院中西医结合研
究室
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摘要
目的: 研究不同剂量麦冬多糖(MDG-1)对自发
性肥胖型二型糖尿病KKay小鼠糖耐量及肠道
菌群的影响.

方法: 正常对照组为周龄9-10 wk C57bl/6J小
鼠10只, 实验组为KKay糖尿病小鼠26只; 小
鼠9 wk开始普通饲料喂养至12 wk, 随后高脂
饲料喂养8 wk. 12 wk时测定随机血糖>13.9 
mmol/L诊断为糖尿病. 小鼠随机分为正常对
照组、空白对照组、MDG-1 75、300 mg/kg
及罗格列酮组. 正常对照组与空白对照组每天
灌胃蒸馏水(10 mL/kg), 罗格列酮组每天灌胃
2 mg/kg. 连续治疗8 wk后, 观察各组动物的一
般情况, 测定小鼠0、15、30、60、120 min耐
糖血糖值, 并对各组小鼠肠道菌群进行培养, 
统计菌群数量.  

结果: 不同剂量的麦冬多糖MDG-1均可在不
同程度上改善KKay小鼠的多饮、多食等症
状, 高剂量组的效果优于低剂量组. 给药8 wk
后, MDG-1低、高剂量均可显著降低糖尿病
小鼠的空腹血糖值(P <0.05); 各模型组的葡萄
糖耐量均不同程度受损, MDG-1 300 mg/kg和
阳性药罗格列酮组糖耐量均有不同程度的改
善(P <0.05); 糖尿病小鼠肠道内大肠杆菌和链
球菌数量显著升高, 而乳酸杆菌和双歧杆菌的
数量明显下降, MDG-1 300 mg/kg组可显著降
低大肠杆菌和链球菌的数量(P <0.05), 对双歧
杆菌的增殖也有显著作用(P <0.05). 

结论: 不同剂量的MDG-1可以在不同程度上
缓解糖尿病小鼠的糖尿病症状, 改善糖耐量, 
调节肠道菌群平衡.

关键词: 麦冬多糖; 糖尿病; KKay小鼠; 口服糖耐量

实验; 肠道菌群
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0  引言

糖尿病是一种与遗传因素有关又与多种环境因

素相关的慢性全身性疾病, 是由于体内胰岛素

绝对或相对分泌不足而引起的糖、脂肪、蛋

白质、水和电解质等一系列代谢紊乱综合征. 

临床上以高血糖为主要特点, 典型病例可出现

多尿、多饮、多食、消瘦等表现, 即“三多一

少”症状[1]. 随着世界各国社会经济的发展和人

民生活水平的提高, 糖尿病患病率逐年升高, 已
成为威胁人们健康的重大社会问题. 世界卫生

组织和国际糖尿病联盟对全球发出警告, 目前全

世界至少有1.71亿人罹患糖尿病, 到2030年人数

可能倍增, 达3.66亿人. 大量研究表明, 糖尿病患

者肠道内的菌群结构、菌群比例以及菌群的数

量均与正常人有异, 肠道内的益生菌数量明显

减少, 腐败菌数量显著增加[2,3]. 麦冬为百合科沿

阶草属植物麦冬Ophiopogon japonicus(Thunb.)Ker-
Gawl. 的干燥块茎. 味甘、微苦, 具有生津润肺、

养阴清热的功能, 临床主要用于热病伤津、心烦

口渴等症[4]. 麦冬多糖(MDG-1)是从麦冬中分离

纯化得到的均一分子量β-D -果聚糖, 平均分子量

为3 400, 化学结构为β-D -果聚糖, 以2→1连接的

呋喃型果糖为主, 平均每2.8个主链残基上有一

个Fruf (2→6)Fruf(2→分支)[5]. 前期药理学研究

表明, MDG-1具有一定的降糖和改善胰岛素抵

抗的作用, 有文献报道其可抑制瘦素mRNA及其

蛋白表达[6], 同时对正常小鼠糖耐量及肠道菌群

有改善调节的作用[7], 但其作用机制目前仍不明

确. 本文旨在通过考察MDG-1对糖尿病KKay小
鼠糖耐量的影响及对肠道菌群的调节情况, 分
析探索MDG-1可能的降血糖作用机制, 为该药

的进一步研究开发提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 ♀KKay小鼠, 26只, 9周龄开始喂饲普

通饲料至12周龄, 后高脂饲料喂养8 wk, 于12 wk
测定小鼠随机血糖>13.9 mmol/L纳入糖尿病标

准, 该32只小鼠均符合纳入标准. 对照组选择

9-10周龄C57bl/6J小鼠10只, 上述两种品系小鼠

均购自中国医学科学研究院动物研究所, 质量

合格证号: SCXK(京)2009-0008. MDG-1, 本实验

室制备, 平均分子量为3 400, 纯度>98%, 化学结

构为β-D-果聚糖. 罗格列酮(葛兰素史克), 血糖

试纸 (强生).
1.2 方法 
1.2.1 动物分组及受试药物剂量: 小鼠随机分为5
组: 正常对照组(n = 10); 空白对照组(n = 6); 罗
格列酮组(n = 7); MDG-1低(n = 7)、高剂量组

(n = 6). 正常对照组与空白对照组每天灌胃蒸

馏水(0.1 mL/10 g); 罗格列酮每天灌胃2 mg/kg, 
MDG-1组分别按75、300 mg/kg灌胃, 连续给药

■相关报道
肖党生等对糖尿
病患者肠道菌群
进 行 研 究 ,  实 验
结果表明糖尿病
患者在空腹血糖
和糖化血红蛋白
升高的同时肠道
菌群则出现有害
菌、肠杆菌科细
菌升高, 而双歧杆
菌数量下降.
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8 wk.
1.2.2 观察指标: (1)一般状态观察: 观察各组小鼠

一般状况, 体质量及饮食情况, 每周测定随机与

空腹血糖; (2)糖耐量测定: 实验最后1 wk, 禁食

12 h, 于给药后2 h测定各组小鼠空腹血糖值, 随
后, 各组小鼠灌服葡萄糖水溶液(1.5 g/kg), 进行

口服糖耐量实验, 分别于给糖后15、30、60、
120 min测定小鼠血糖值, 计算糖耐量曲线下面

积[8]; (3)肠道菌群检测: 以无菌方法取各组小鼠

直肠内容物0.05 g, 有氧菌培养稀释10倍, 厌氧菌

培养稀释1 000倍. 取菌液20 μL接种于各种培养

基上. 37 ℃培养24-48 h后观察实验结果, 计算各

组小鼠大肠杆菌、链球菌、乳酸杆菌、双歧杆

菌的数量[9]. 进行上述4种细菌的种属鉴定.  
统计学处理 所有数据用mean±SD表示, 采

用SPSS17.0软件进行分析. 多组间比较采用One-
way ANOVA处理, 方差齐使用LSD法, 方差不齐

使用Dunnett'T3法. 

2  结果

2.1 一般状态观察 正常对照组C57b l/6J小鼠精

神状态良好, 反应灵敏, 皮毛有光泽, 体质量较

稳定. 空白对照组KKay小鼠随着周龄的增长

逐渐出现精神萎靡, 反应迟钝, 皮毛无光泽, 摄
食量、尿量增加, M D G-1治疗组和罗格列酮

组、空白对照组有类似情况, 但程度较轻. 同时, 
MDG-1 300 mg/kg可显著降低糖尿病小鼠的空

腹血糖值(P <0.05, 图1). 但对其体质量的影响不

甚明显. 
2.2 MDG-1对糖尿病小鼠口服葡萄糖耐量的影

响 空白对照组与正常对照组比较, 其糖耐量受

损较为严重, 各给药剂量组均有不同程度的修

复作用, 在30、60 min时, MDG-1 300 mg/kg的
血糖下降率分别达到44.07%、50.22%(图2A). 
MDG-1高剂量组、罗格列酮组与空白对照组比

较, 其葡萄糖耐量0-120 min曲线下面积明显减

小(P <0.05, 图2B), 基本与正常对照组达到同一

水平.
2.3 MDG-1对糖尿病小鼠肠道菌群的影响 末次

给药后, 处死小鼠, 取其直肠段内容物进行细菌

培养, 结果显示, 糖尿病小鼠肠道内大肠杆菌与

链球菌的数量明显升高, 而乳酸菌和双歧杆菌

的数量明显降低, 与正常对照组相比有统计学

差异. 给予MDG-1治疗后, 各剂量组对大肠杆

菌、链球菌均有一定抑制作用, 同时可以促进

双歧杆菌和乳酸菌的增殖(图3). 

3  讨论

通常在评价药物降血糖疗效时, 我们会采用空腹

血糖或者是随机血糖这样的评价指标用以判断

药物的效果. 但有文献报道, 这两者均不能全面

的、真正的反应患者的血糖水平[10,11]. 糖耐量减

低是2型糖尿病发展过程中的一个中间环节, 其
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图  1  给药8 wk后, MDG-1对各组小鼠空腹血糖的影响. 
1: 正常对照组; 2: 空白对照组; 3: MDG-1低剂量组; 4: 

MDG-1高剂量组; 5: 罗格列酮组. aP<0.05, bP<0.01.
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图  2  给药8 wk后, MDG-1对各组小鼠口服葡萄糖耐量
影响及AUC曲线下面积. 1: 正常对照组; 2: 空白对照组; 3: 

MDG-1低剂量组; 4: MDG-1高剂量组; 5: 罗格列酮组. 
bP<0.01.

■应用要点
不 同 剂 量 的
MDG-1可以在不
同程度上缓解糖
尿病小鼠的糖尿
病症状, 改善糖耐
量, 调节肠道菌群
平衡.
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中的大部分人群随后都会发展成糖尿病[12]. 所以

防治糖耐量减低也是糖尿病治疗中的一个重要

的方面. 口服葡萄糖耐量实验正是一种葡萄糖

负荷实验, 用以了解机体对葡萄糖的调节能力, 
同时也是监测糖耐量减低的一种方法和手段. 
本实验结果显示, 给药8 wk后, MDG-1低、高剂

量组和阳性药罗格列酮可显著降低糖尿病小鼠

的空腹血糖值; 在口服糖耐量实验中, 给糖2 h后, 
各组血糖值均有不同程度的下降, MDG-1 300 
mg/kg在给药后30、60 min时, 血糖下降率分别

达到44.07%、50.22%, 其曲线下面积也显著降

低, 基本接近正常小鼠的水平. 
糖尿病患者由于疾病本身的原因, 其饮食

受到严格的限制. 尤其是对碳水化合物的摄取

更为严格. 由于饮食结构的变化, 往往会导致其

肠道内菌群紊乱, 腐败菌大肠杆菌、链球菌的

数量明显上升, 益生菌的数量明显减少. 从而促

使疾病发生发展. 动物实验表明, 无菌动物接种

正常菌群后可以增加葡萄糖的摄入, 提高血中

葡萄糖和胰岛素水平[13]. 肖党生等[14]对糖尿病患

者肠道菌群进行研究, 实验结果表明糖尿病患

者在空腹血糖和糖化血红蛋白升高的同时肠道

菌群则出现有害菌、肠杆菌科细菌升高, 而双

歧杆菌数量下降. 有实验研究表明, 肠道内存在

一种称之为大肠埃希菌的菌群, 其可以产生类

胰岛素物质, 可与胰岛素靶细胞结合, 进而封闭

胰岛素受体, 使真正的胰岛素不能够与靶细胞

接触, 从而导致糖尿病的发生[15]. 如果可以增加

益生菌的数量, 使其发生拮抗作用, 可以产生胰

岛素样物质的大肠埃希菌减少, 从而可以使糖

尿病得到缓解. 本研究结果表明, 给予MDG-1治
疗8 wk后, 其腐败菌大肠杆菌、链球菌的数量明

显减少, 益生菌中乳酸菌的数量显著增加, 双歧

杆菌的数量也呈增长态势. MDG-1可能通过调

节机体整体功能, 改善糖耐量减低及菌群失调

状况, 进而改善糖尿病小鼠糖代谢及糖尿病症

状. 关于MDG-1改善糖尿病的实验证据, 更深层

次的作用机制仍需进一步完善.
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Abstract
AIM: To investigate the role of TNF-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in the patho-
genesis of severe hepatitis and to detect the im-
pact of plasma exchange therapy on the levels of 
TRAIL.

METHODS: The expression of membrane-bound 
TRAIL in peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) was examined by real-time fluores-
cence quantitative PCR, while serum levels of 
soluble TRAIL (sTRAIL) were measured by ELI-
SA. Correlation analysis was performed among 
serum TBIL, ALB and PT. Furthermore, the lev-
els of TRAIL in patients after plasma exchange 
(PE) therapy were determined.

RESULTS: The levels of TRAIL mRNA in 
PBMCs and sTRAIL in serum were significantly 
higher in patients with severe hepatitis than in 
normal controls (P < 0.05, 0.01). The levels of 
TRAIL mRNA in PBMCs and sTRAIL in serum 
had no significant association with serum TBIL, 
ALB and PT, and the levels of TRAIL mRNA 
in PBMCs had no significant association with 
serum sTRAIL. The levels of TRAIL in PBMCs 
were significantly lower in patients with severe 
hepatitis after PE therapy than before PE therapy 
(P < 0.001), while serum sTRAIL levels showed 
no significant changes between before and after 
therapy. The levels of TRAIL mRNA in PBMCs 
and sTRAIL in serum were significantly lower in 
patients with a positive treatment response than 
in those with a negative treatment response (P < 
0.01, 0.05).

CONCLUSION: TRAIL-mediated apoptosis 
probably plays a key role in the pathogenesis 
of severe hepatitis. TRAIL level can be used as 
a marker for evaluation of the degree of liver 
damage in patients with severe hepatitis.

Key Words: Tumor necrosis factor-related apopto-
sis-inducing ligand; Peripheral blood mononuclear 
cells; Severe hepatitis; Plasma exchange

Wei P, Zhang JH, Liu W, Zhu XZ. Changes in levels 
of TRAIL mRNA in PBMCs and sTRAIL in serum in 
patients with severe hepatitis between before and after 
plasma exchange therapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(19): 2063-2067

摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
(TRAIL)在重型肝炎发病机制中的作用以及
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血浆置换治疗前后变化的意义.

方法: 采用实时荧光定量PCR反应检测30例重
型肝炎患者外周血单个核细胞(PBMC)TRAIL 
mRNA的水平, 采用ELISA法检测其血清可溶
性TRAIL(sTRAIL)的水平, 并与肝功能相关指
标进行相关性分析. 观察血浆置换(PE)治疗前
后TRAIL的变化, 比较治疗有效组和治疗无效
组之间TRAIL水平差异.

结果: 重型肝炎患者PBMC TRAIL mRNA的水
平及血清sTRAIL的水平均明显高于健康对照
组(0.0622±0.0227 vs  0.0059±0.0023, P <0.05; 
9.1058±3.2260 vs  2.4552±1.7485, P <0.01). 
mTRAIL和sTRAIL与肝功能相关指标总胆红
素(TB)、白蛋白(ALB)以及凝血酶原时间(PT)
均无直线相关性, 膜型TRAIL(mTRAIL)和
sTRAIL之间也无直线相关性. PE治疗后, 肝功
能相关指标改善; PBMC TRAIL mRNA水平
下降, 治疗前后有显著性差异(0.0622±0.0227 
vs  0.0214±0.0140, P <0.001); 而血清sTRAIL
水平在PE治疗前后无明显变化. 治疗有效组
PBMC TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平
均低于治疗无效组, 差异显著(0.0154±0.0076 
vs  0.0320±0.0178, P <0.01; 8.0476±3.5599 vs  
11.0479±2.6694, P <0.05). 

结论: TRAIL介导的细胞凋亡在重型肝炎病理
损害过程中起着重要的作用, TRAIL的水平在
一定程度上能反映患者的肝脏损伤程度. 从
近期观察, PE治疗能降低患者PBMC TRAIL 
mRNA水平, 但不能降低血清sTRAIL水平.

关键词: 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体; 外周血

单个核细胞; 重型肝炎; 血浆置换
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0  引言

在重型肝炎发病机制的研究中, 发现许多凋亡

分子参与了重型肝炎肝脏病理损伤过程, 如Fas/
FasL配体系统、TNF-α/TNF-R1系统、肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体(TNF-related apoptosis 
inducing ligand, TRAIL)受体/配体系统等, 而
TRAIL受体/配体系统的作用日益引起关注[1]. 本
研究采用实时荧光定量PCR反应检测重型肝炎

患者外周血单个核细胞(peripheral blood mono-
nuclear cells, PBMC)TRAIL mRNA的水平, 采用

ELISA法检测其血清中可溶性TRAIL(sTRAIL)
的水平, 并与肝功能相关指标进行相关性分析. 
同时观察血浆置换(plasma exchange, PE)治疗前

后TRAIL的变化, 并进一步比较治疗有效组和治

疗无效组之间TRAIL水平差异, 旨在探讨TRAIL
在重型肝炎发病机制中的作用和PE治疗前后变

化的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-03/2009-03住华中科技大学同济

医学院附属协和医院感染科的重型肝炎患者30
例(患者均知情同意, 并通过医院伦理会批准), 
男27例, 女3例, 年龄19-75(平均年龄43)岁, 诊断

分型按2000年第十届全国传染病与寄生虫病学

术会议修订的标准[2]. 其中慢性重型肝炎25例, 
亚急性重型肝炎4例, 急性重型肝炎1例. 血清病

毒学检测: 乙型肝炎病毒感染14例, 乙型肝炎病

毒和丙型肝炎病毒混合感染1例, 乙型肝炎病毒

和戊型肝炎病毒重叠感染13例, 中毒性肝炎1例, 
原因不明者1例. 10例健康献血者作为健康对照

组. 应用日本旭化成医疗株式会社ACH-10型持

续徐缓式血液净化装置及一次性耗材. TRIzol
提取液、Oligo(dT)18、RNasin、RTase均购自

美国Invitrogen公司. 引物购自上海Invitrogen生
物技术有限公司. SYBR GreenⅠ荧光染料购自

美国Biotium公司. 采用美国ABI公司ABI7700荧
光定量PCR仪. ELISA法试剂盒购自奥地利维

也纳Bender公司. 肝功能检测采用日本Olympus 
AU600全自动生化分析仪. 凝血酶原时间(PT)检
测采用日本Sysmex公司CA7000全自动血凝分

析系统. 
1.2 方法 
1.2.1 方法: 30例重型肝炎患者在内科治疗基础

上加PE治疗. 患者行股静脉置管术, 建立静脉

通道, 使用血液净化装置, 以1 100 mL/h速度分

离血浆, 弃之, 分离血浆总量3 000 mL, 置换异

体同型等量新鲜血浆, 与血细胞混合后同步回

输. 每例患者连续行2次PE治疗, 2次间隔时间为

36-72 h. 分别于第1次PE治疗前、第2次PE治疗

后72 h采集静脉血5 mL, 3 mL置EDTA-K2抗凝

管内, 用Ficoll淋巴细胞分离液分离单个核细胞, 
-70 ℃冻存备检, 另2 mL分离血清, 冻存于-70 ℃
备检. 观察健康对照组及重型肝炎患者PBMC 
TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平, 并与肝

功能相关指标做相关性分析; 观察患者PE治疗

前后PBMC TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水

■相关报道
2003年Mundt等
在腺病毒感染鼠
肝炎模型中发现, 
病毒感染可激活
TRAIL并诱导细
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平及肝功能相关指标的变化; 观察PE治疗有效

组和无效组间TRAIL水平的差异, 即根据公式推

算PT 25 s等于凝血酶原活动度(PTA)37%[3], 将
PT<25 s者为PE治疗有效组, PT≥25 s者为PE治
疗无效组.  
1.2.2 实时荧光定量PCR反应检测PBMC TRAIL 
mRNA的水平: 按照TRIzol说明书操作, 提取

患者的外周血单个核细胞的总R N A, 然后将

mRNA逆转录成cDNA分子. 应用SYBR Green 
Ⅰ荧光染料技术行实时定量PCR反应, 以适量

cDNA为模板, 以磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH) 
为内参照, PCR扩增TRAIL基因片断. TRAIL
引物, 上游: 5'-AGTCAAGTGGCAACTCCGT-
CAG-3', 下游: 5'-CTTCCTCTGGTCCCAGT-
TATGTG-3'. GAPDH引物, 上游: 5'-GTCAC-
CAGGGCTGCTTTTAACTC-3', 下游: 5'-CAG-
CATCGCCCCACTTGATTTTG-3'. PCR反应参

数: 预变性94 ℃ 5 min, 然后94 ℃变性30 s, 53 ℃
退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 共45个循环. 最后72 ℃
延伸10 min. 在延伸的过程中搜集荧光信号. 于
每次扩增的同时设置无cDNA的阴性对照, 将
PCR产物做熔解曲线, 验证产物特异性, 证实以

上PCR反应产物特异性良好. 计算方法: 用2-ΔΔCt

法计算TRAIL mRNA的表达量. 
1.2.3 血清中sTRAIL检测:  严格按试剂盒说明书

操作. 
1.2.4 肝功能相关指标检测: 用全自动生化分析

仪检测总胆红素(TB)、白蛋白(ALB), 用全自动

血凝分析系统检测PT. 
统计学处理 各检测指标以mean±SD表示, 

组内PE治疗前后均数比较采用配对t检验, 组间

均数比较采用成组t检验, P <0.05为统计学上有

显著性差异. 相关性分析采用直线相关分析. 

2  结果

2.1 健康对照组及重型肝炎患者TRAIL水平 健
康对照组PBMC TRAIL mRNA水平为0.0059±
0.0023, 患者为0.0622±0.0227, 患者明显高于

健康对照组(t ' = 13.38, P <0.05). 健康对照组血

清sTRAIL水平为2.4552±1.7485, 患者为9.1058
±3.2260, 患者明显高于健康对照组(t  = 6.19, 
P <0.01). 
2.2 患者TRAIL水平与肝功能相关指标相关性

分析 膜型TRAIL(mTRAIL)和sTRAIL与TB、
ALB、PT均无直线相关性, mTRAIL和sTRAIL
之间也无相关性. 

2.3 患者PE治疗前后TRAIL水平及肝功能相关

指标的变化 PE治疗前后PBMC TRAIL mRNA
水平分别为0.0622±0.0227、0.0214±0.0140, 
治疗后较治疗前下降, 差异有显著性(t  = 8.99, 
P <0.001). PE治疗前后血清sTRAIL水平分别

为9.1058±3.2260、9.0584±3.5468, PE治疗前

后无显著性差异. PE治疗前后TB水平分别为

556.56±142.50、374.81±152.84, 治疗后较治

疗前下降, 差异有显著性(t  = 4.79, P <0.001). PE
治疗前后ALB水平分别为32.67±4.77、32.75±
4.01, 治疗前后无显著性差异. PE治疗前后PT水
平分别为29.85±19.53, 21.59±9.03, 治疗后较

治疗前下降, 差异有显著性(t  = 3.23, P <0.005). 
2.4 治疗有效组和无效组TRAIL水平比较 治疗

有效组PBMC TRAIL mRNA的水平为0.0154±
0.0076, 治疗无效组为0.0320±0.0178; 治疗有效

组血清sTRAIL的水平为8.0476±3.5599, 治疗

无效组为11.0479±2.6694; 即治疗有效组PBMC 
TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平均低于

治疗无效组, 差异显著(t  = 3.60, P <0.01, t  = 2.33, 
P <0.05). 

3  讨论

TRAIL是继TNF、FasL之后发现的第3个TNF
超家族的凋亡分子, 广泛表达于多种组织和细

胞, TRAIL可被金属蛋白酶从膜上切下而产生

114-281位可溶的活性肽段称为sTRAIL. TRAIL
对正常生理状态下的机体组织没有毒性, 而在

病理状态下被激活参与机体的免疫反应, TRAIL
被认为是机体的一个典型的免疫监视分子[4,5], 
在机体的免疫调节和肿瘤凋亡中起着重要的作

用, TRAIL诱导细胞凋亡的调控主要是通过严

格的受体表达来实现的[6,7]. 2003年Mundt等[8]在

腺病毒感染鼠肝炎模型中发现, 病毒感染可激活

TRAIL并诱导细胞凋亡, 其推测TRAIL诱导细胞

凋亡可能在病毒性肝炎中发挥重要作用. 近年

国内外学者研究发现TRAIL及相关受体通过介

导细胞凋亡, 参与了病毒性肝炎的免疫损伤[9,10], 
同时还发现在酒精性肝病、胆源性肝损伤等肝

脏病理损伤中也起着重要的作用[11-13]. 本研究

发现重型肝炎患者PBMC TRAIL mRNA水平以

及血清sTRAIL水平明显高于健康对照组, 还发

现通过PE治疗后, 治疗有效组(PT<25 s)PBMC 
TRAIL mRNA水平、血清sTRAIL水平均低于

治疗无效组(PT≥25 s), PT和凝血酶原活动度

(prothrombin time activity, PTA)是反映肝损害

■应用要点
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TRAIL介导的细
胞凋亡在重型肝
炎病理损害过程
中起着重要的作
用 ,  T R A I L能敏
感地反映患者的
肝 功 能 损 伤 程
度 .  从近期观察 , 
血浆置换治疗能
降低患者PBMC 
TRAIL mRNA水
平 ,  但 不 能 降 低
血 清 s T R A I L 水
平. 而降低TRAIL
水平可能是治疗
重型肝炎的一个
重 要 目 标 ,  值 得
进一步深入探讨. 



www.wjgnet.com

2066               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

严重的敏感指标, PT越长、PTA越低, 肝损害越

重, 预后越差, 提示在重型肝炎病理损害过程中

同样存在TRAIL介导的细胞凋亡, TRAIL的水平

能敏感地反映患者的肝脏损伤程度. 我国大部

分重型肝炎是由于病毒感染所致, 故认为在疾

病的初期TRAIL受体/配体系统及其他众多的免

疫分子在病理状态下被激活参与机体的免疫反

应, 特异地杀伤病毒感染的肝细胞, 导致肝脏的

免疫损伤, 继而因肝脏受损, 肝脏的解毒功能下

降, 肠源性内毒素进入体循环, 又刺激外周血免

疫细胞如单个核细胞、淋巴细胞等, 使其表达

TRAIL增多, PBMC TRAIL mRNA表达增加, 其
脱落也相应增加, 即sTRAIL水平也增高, 膜性

TRAIL和sTRAIL均具有相同的生物学活性[14], 
均能与肝细胞上受体结合后引起肝细胞凋亡, 
进一步加重肝脏损伤, 使病情严重. 

本研究显示连续2次PE治疗, 近期能明显改

善患者的肝功能指标, 即TBIL、PT下降. 同时

PBMC TRAIL mRNA水平也较治疗前明显下降, 
提示可能随着各种代谢毒素和致病因子的清

除, PBMC TRAIL mRNA表达减弱, 这也可能减

轻TRAIL介导的细胞凋亡, 有助于病情好转. 本
研究还显示血清sTRAIL水平在PE治疗前后均

无明显变化, 这可能提示PE治疗近期并不能有

效清除sTRAIL, 或者是PE在清除细胞因子的同

时又有类似于血液透析时因血细胞与PE装置中

的膜接触活化而释放细胞因子. 非生物型人工

肝支持系统是治疗重型肝炎有效方法之一, 而
PE治疗是目前最常用的人工肝方法, PE治疗是

将患者的血液引出体外, 经过膜式血浆分离方

法将患者的血浆从全血中分离出来弃去, 然后

补充等量的新鲜冷冻血浆或人血白蛋白等置换

液, 这样便可以清除患者体内的各种代谢毒素

和致病因子, 从而达到治疗目的[15]. 在重型肝炎

的发生发展中, 大量细胞因子是关键的促炎介

质[16], 如果通过PE治疗, 能清除患者身体过量的

细胞因子, 即能阻断重型肝炎的炎症级联反应. 
关于PE能否有效清除炎性细胞因子, 分歧较大, 
有研究认为PE治疗可以清除循环中的多种细胞

因子[17-19], 也有研究认为PE并不能有效清除炎

性细胞因子[20,21]. 然而关于PE治疗能否降低血清

sTRAIL水平, 目前鲜见报道. 
总之, 本研究提示TRAIL介导的细胞凋亡

在重型肝炎病理损害过程中起着重要的作用,  
TRAIL能敏感地反映患者的肝功能损伤程度. 通
过PE治疗, PBMC TRAIL mRNA水平明显下降, 

而降低TRAIL水平可能是治疗重型肝炎的一个

重要目标, 值得进一步深入探讨. 
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Abstract
AIM: To determine factors that can significantly 
influence the prognosis of severe hepatitis and 
to establish an prognostic assessment system to 
provide a basis for nursing interventions.

METHODS: Two hundred and one patients with 
severe hepatitis who were treated from January 
2007 to June 2010 at our hospital were included 
in this study. These patients were divided into 
two groups: patients with a positive treatment 
response and those with a negative response. 
Factors including age, sex, clinical type, patho-
gen type, complications, past history, and bio-
chemical indexes were analyzed retrospectively. 
The correlation between these factors and prog-
nosis of severe hepatitis was estimated by logis-
tic regression analysis.

RESULTS: Factors that could significantly influ-

ence the prognosis of severe hepatitis include 
age, clinical type, hepatic coma and TB (all P < 
0.01). Logistic regression analysis demonstrated 
that PTA, urea, blood sodium and hepatic coma 
were independent prognostic factors for severe 
hepatitis. We used these factors to develop a 
prognostic scoring system: prognosis score = 10 
× (1.082 × hepatic encephalopathy score + 0.944 
× BUN score + 0.915 × blood sodium score + 0.593 
× PTA score).

CONCLUSION: PTA, urea, blood sodium and 
hepatic coma are independent prognostic factors 
for severe hepatitis and can be used to evaluate 
the prognosis of the disease. The scoring system 
we developed is very effective to evaluate prog-
nosis of severe hepatitis.

Key Words: Severe hepatitis; Prognosis; Factor 
analysis; Nursing

Luo L, Yuan CL, Lai N, Jiang ZL, Lin NF, Wang JX. Severe 
hepatitis: prognostic factors and nursing interventions. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(19): 2068-2071

摘要
目的: 研究重型肝炎预后的影响因素, 从中筛
选出对预后有明显影响的因素, 并探讨其与预
后的相关程度, 为护理干预提供依据.

方法: 将重庆医科大学附属第二医院感染病
科2007-01/2010-06所收治201例重型肝炎患者
分为治疗有效组和治疗无效组, 分别从年龄、

性别、临床分型、病原分型、并发症、既往
病史、生化指标等方面进行回顾性研究, 借助
SPSS软件进行Logistic回归分析, 确定这些因
素与重型肝炎预后的相关程度.

结果: 年龄、临床分型、肝性脑病、电解质
紊乱、原发性腹膜炎、酸碱失衡、肝肾综合
征、胃肠道出血、既往肝硬化基础、PTA、

总胆红素、尿素氮、肌酐、血钠等指标与预
后有明显的关系(均P <0.01). PTA、尿素氮、

血钠、肝性脑病为影响预后的独立危险因素, 
构成预后评分系统, 预后评分 = 10×(1.082×
肝性脑病分值+0.944×尿素氮分值+0.915×

®

■背景资料
重型肝炎是乙型
病毒性肝炎中最
严重的临床类型, 
包括急性、亚急
性、慢性重型肝
炎, 易出现多种并
发症, 并发症的出
现是重型肝炎病
情加重的主要标
志, 也是导致死亡
的主要原因.

■同行评议者
胡国信, 副教授, 
南昌大学第一附
属医院感染内科
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血钠分值+0.593×PTA分值).

结论: PTA、尿素氮、血钠、肝性脑病作为
独立的危险因素可用于判断患者的预后, 使临
床护理更有针对性和目的性.

关键词: 重型肝炎; 预后; 因素分析; 护理
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后因素分析与护理对策.  世界华人消化杂志  2011; 19(19): 
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0  引言

重型肝炎是乙型病毒性肝炎中最严重的临床类

型, 包括急性、亚急性、慢性重型肝炎, 易出现

多种并发症, 并发症的出现是重型肝炎病情加

重的主要标志, 也是导致死亡的主要原因[1], 且
重型肝炎预后差, 死亡率高达50%-70%[2]. 探讨

影响其预后的相关因素对指导临床治疗、护理

有重要的意义. 重庆医科大学附属第二临床医院

感染病科2007-01/2010-06收治重型肝炎患者201
例, 现对其临床观察结果及预后作回顾性分析.

1  材料和方法

1.1 材料 重庆医科大学附属第二医院感染病科

2007-01/2010-06收治重型肝炎患者201例, 男
170例(84.57%), 女31例(15.43%); 治疗有效组

82例(40.79%), 治疗失败组119例(59.21%); 年龄 
10-89(40.11±12.45)岁. 其中, 治疗失败组包括死

亡患者和自动出院时病情较入院时恶化的患者.
1.2 方法 采用回顾性分析, 调阅患者的病历及化

验检查资料. 并发症诊断标准: (1)重型肝炎诊断

标准: 按2000年西安会议修订的《病毒性肝炎

防治方案》的规定进行临床分型[3]; (2)肝性脑病

分级: 根据神经精神症状及体格检查分0-4级[4]; 
(3)自发性腹膜炎: 按Conn的诊断标准(腹水白细

胞数≥300, 中性粒细胞比例≥20%). 但如患者

有发热及腹部体征、尿量减少, 腹水培养阳性

发现, 抗炎治疗有效, 即使腹水细胞数未到达以

上标准, 也诊断自发性腹膜炎[4]; (4)肝肾综合征: 
按2007年, 国际腹水俱乐部修改后的HRS诊断标

准[5]; (5)电解质紊乱: 患者出现血生化指标异常

(K+、Na+、Cl-出现增高或者降低); (6)酸碱失衡:
患者出现各种类型的酸中毒、碱中毒或者混合

性的酸碱失衡.
统计学处理 数使用SPSS for windows 11.0

软件分析.

2  结果

对重型肝炎患者的26种可能影响预后的单因素

进行分组统计分析, 确定对预后有显著性影响

的单因素.
2.1 慢性健康状况及一般情况指标 在慢性健康

状况及一般情况的指标中, 肝硬化基础、临床分

型和年龄大于40岁对预后有明显的影响. 而饮酒

史、糖尿病基础和性别对预后影响较小(表1).
2.2 急性生理生化指标 在急性生理生化指标中, 
PTA 、TB 、Urea 、Cr和血钠对预后有明显的

影响. 而ALB、A/G、前白蛋白、DB/TB、病毒

定量、AST/ALT 和AFP对预后影响较小(表2).
2.3 并发症指标 在并发症指标中, 电解质紊乱、

肝肾综合征、原发性腹膜炎、酸碱失衡和消化

道出血对预后有明显的影响. 其他感染因是混

合总计, 结果无统计学差异, 可能与样本量太少

有关(表3).
2.4 影响预后的独立的危险因素 将以上分析得

到的与预后明显相关的单因素用SPSS软件进行

二元Logistic回归分析(计量的数据用参考国外

著名危重病预后评估系统APACHE和MPM制定

的转化表转化为等级变量), 得出影响预后的独

表  1  慢性健康状况及一般情况指标 (n )

     
指标 治疗有效组 治疗无效组 χ2值 P 值

性别            

    男 68   99 0.069 0.793

    女 22   20

肝硬化基础         

    有 39   42 4.771 0.029

    无 43   77

糖尿病基础1       

    有   3     6 0.370 0.543

    无 79 113

既往饮酒史2       

    有 16   40 2.344 0.126

    无 66   79

临床分型        

    急重肝   1     4 9.242 0.010

    亚重肝   2   21

    慢重肝 79   94

年龄(岁)

    <40 52   58       

    >40 30   61

1: 糖尿病基础是指既往原发性糖尿病患者, 对继发性糖尿病如

肝性糖尿病则未纳入其中; 2: 既往饮酒史指符合2002-10南京

会议制定《酒精性肝病诊断标准》关于大量饮酒史的定义.

■相关报道
丁惠国等在影响
重型病毒性肝炎
患者预后的危险
因素研究一文中
拟建立一个判断
其预后的多因素
评分系统, 但没有
阐明对护理工作
的指导情况. 

■创新盘点
本文通过Logistic
回归分析, 得出影
响预后的独立危
险因素, 形成了科
学的评分系统,并
提出了相应的护
理对策. 
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立的危险因素为: PTA、尿素氮、血钠、肝性

脑病. 并确定这四个因素各自的相关系数, 构建

出重型肝炎预后评分公式如下: 预后评分 = 10
×(1.082×肝性脑病分值+0.944×尿素氮分值

+0.915×血钠分值+0.593×PTA分值)(表4).
2.5 评分系统效能检测 将本次研究的201例患者

按以上的系统进行评分, 对其评估效能进行检

验. 经过统计分析按治疗有效组和治疗无效组

进行独立样本的t检验. 结果: 治疗有效组82例 
21.34±14.03, 治疗无效组119例63.19±22.38, 两
组评分有明显的差异(P <0.001), 治疗无效组评

分比有效组增高近2倍, 证明评分系统与临床治

疗效果较吻合.

3  讨论

对重型肝炎的预后影响因素的探讨一直是肝病

治疗中关注的热点之一, 长期以来, 已经有很多

的研究和报导. 在这些相关研究中大家从不同

角度发现了很多影响因素, 比如PTA、总胆红

素、血钠、年龄、肝硬化Child-Pugh分级、重

肝分期以及多种严重并发症的作用(肝性脑病、

表  2  急性生理生化指标

     
指标 治疗有效组 治疗无效组 t 值 P 值

PTA     0.30±0.008     0.22±0.007   6.840 <0.001

TB(μmol/L) 441.24±14.14 559.84±15.47 -5.405 <0.001

ALB(g/L)   28.96±0.30   29.11±0.29 -0.358 ＞0.05

A/G     0.84±0.02     0.80±0.01   1.671 ＞0.05

Urea(mmol/L)     4.75±0.27   10.12±0.61 -6.821 <0.001

Cr(μmol/L)   74.38±3.32 135.05±9.16 -5.322 <0.001

前白蛋白(mg/L) 246.90±9.66 259.25±8.21 -0.977 ＞0.05

DB/TB     0.59±0.008     0.56±0.007   2.542 ＞0.05

血钠(mmol/L) 133.02±0.59 125.49±0.78   7.033 <0.001

病毒定量1     5.47±0.24     5.78±0.24 -0.912 ＞0.05

AST/ALT     1.54±0.09     1.53±0.08   0.090 ＞0.05

AFP(μg/L)2     4.17±0.17     4.23±0.17 -0.248 ＞0.05

1: 因数据非正态分布, 因此预做对数转换; 2: 因数据非正态分布, 因此预做对数转换.

表  3  并发症指标

     
指标 治疗有效组 治疗无效组    χ2值   P值

肝性脑病        

    0度   70   35 105.261 <0.001

    1度     3     0

    2度     9   23

    3度     0   18

    4度     0   43

电解质紊乱       

    有   42   95   26.099 <0.001

    无   40   24

肝肾综合征       

    有     1   31   35.540 <0.001

    无   81   88

原发性腹膜炎  

   有   41   86   15.505 <0.001

   无   41   33

酸碱失衡         

    有     2   24   15.358 <0.001

    无   80   95

其他感染1        

    有   13   28     2.741 ＞0.05

   无   69   91

消化道出血       

    有     3   38   29.139 <0.001

    无   79   81

1: 重型肝炎患者由于免疫功能低下, 常常合并各种感染, 常见有

肺部感染、感染性腹泻、尿路感染、急性胰腺炎等, 但由于每

种感染的病例样本较小, 故本次研究没有分类进行计数, 总计为

其他感染.

表  4  重型肝炎预后评分系统数据转化表

     
分值 肝性脑病 PTA 血钠 尿素氮

0 无肝性脑病 >40% ≥135 <7.5

1 Ⅰ度 30%-40% 126-135 7.5-10

2 Ⅱ度 <126 10-19.9

3 Ⅲ度 20%-30% 20-29.9

4 Ⅳ度

5 <20% >30

■应用要点
本研究得出了影
响预后的独立危
险因素, 对护理工
作有很好的指导
与警示作用, 体现
在护士的病情观
察重点、休息及
饮食指导等方面.
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出血、肝肾综合征等)[6-9], 有资料显示重型肝炎

患者出现并发症后会导致病死率提高[10], 在目前

国内的文献中也有一些谈到难以纠正的低钠血

症提示预后较差[11,12], 对我们今天的研究有良好

的启迪和印证作用. 同时, 对我们的护理工作有

很好的指导与警示作用. 
重症肝炎患者病情重, 病程长, 经济及心理

负担重, 护理患者时除心理护理、一般的生活

护理、基础护理外, 在护理工作中应重点注意

以下几个方面. 
密切观察患者皮肤黏膜有无瘀点、瘀斑, 

牙龈、口腔黏膜有无出血, 观察排泄物、呕吐

物的颜色、性状; 以及早发现出血倾向及出血; 
进行各项操作时动作轻柔, 各种穿刺尽可能一

次成功, 拔除穿刺针时适当延长局部压迫时间; 
饮食应清淡、软烂, 避免硬、带刺、辛辣食物. 
根据医嘱补充新鲜血浆、凝血酶原复合物等, 
密切监测患者的PTA. 

密切观察患者24 h尿量, 监测尿比重, 观察

患者有无厌食、口腔尿臭味、精神萎靡、嗜

睡、抽搐等尿毒症的临床表现, 配合医生及时

留取化验标本作肾功检测. 根据患者情况给予

对症护理. 
密切观察患者血钠情况: 因慢性重型肝炎

患者低钠血症的发生率与病死率及并发症的发

生率有非常明显的关系[13]; 低钠血症在很大程

度上促进了病情的发展和恶化[11], 而重中度低钠

血症患者预后极差, 病死率明显高于正常钠患

者及轻度低钠血症患者[14]. 注意观察患者每天的

进食量; 根据患者进食量、腹水及血电解质结

果调整食盐的摄入量, 以预防电解质紊乱, 尤其

是低钠血症. 密切观察患者有无疲乏、头晕、

直立时晕倒、皮肤弹性减退、食欲不振、恶心

呕吐、表情淡漠甚至休克、昏迷、少尿等缺钠

表现. 血钠偏低腹水少者可适当增加饮食中氯

化钠的含量, 饮食做到色、香、味俱全以增进

患者食欲; 血钠过低时可适当静脉补充10%氯化

钠. 密切随访电解质情况, 在留取电解质标本时, 

一定不能在输液处或输液侧肢体采血, 以免影

响检测结果. 
密切关注患者饮食, 除了关心其进食量以

外, 还须关心饮食种类. 如低蛋白饮食的患者, 
每天进食蛋白质量一定不能超标(40 g), 以植物

蛋白为好[15]. 以预防肝性脑病的发生. 
密切观察患者有无欣快激动或淡漠少言、

衣冠不整或随地便溺等性格及行为异常, 有无

定向力、计算力、记忆力下降、反应迟钝等肝

性脑病的早期表现, 因在我们的研究中发现, 治
疗有效组患者的肝性脑病发生程度均未达到三

度, 而达到3度及以上的患者几乎都在治疗无效

组, 说明及早发现病情变化对患者的治疗有至

关重要的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the indications, contraindi-
cations, operative timing, and prevention and 
management of recurrence for liver transplanta-
tion in patient with hepatocellular carcinoma 
(HCC).

METHODS: A retrospective analysis was per-
formed of 135 consecutive HCC patients who 
underwent liver transplantation (LT) from April 
2005 to April 2010 at our center. The outcome 
of patients meeting Milan or UCSF criteria and 
those beyond UCSF criteria was compared.

RESULTS: There were no significant differences 
in 1- and 2-year survival rates and recurrence-
free survival rate between patients meeting 
Milan criteria and those meeting UCSF criteria 
(97.0% vs 95.1%, 89.5% vs 78.6%, 91.0% vs 90.2%, 
71.6% vs 65.6%; all P > 0.05). The 1-year sur-
vival rate and recurrence-free survival rate for 
patients beyond -UCSF criteria were 71.4% and 

57.1%, respectively.

CONCLUSION: Liver transplantation is an ef-
fective means of treating HCC. Attention should 
be paid to postoperative adjustment of immuno-
suppressants to prevent tumor recurrence.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Liver trans-
plantation; Recurrence; Survival rate

Xiao CH, Zhang PR, Yu LX, Chang WH, Hu XW, Sun YZ, 
Li ZW. Liver transplantation for hepatocellular carcino-
ma: an analysis of 135 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(19): 2072-2075

摘要
目的: 探讨肝癌肝移植适应证、禁忌证、手
术时机及术后肿瘤复发的防治.

方法: 对2005-04/2010-04连续实施的135例原
发性肝癌患者进行随访和回顾性分析.

结果: Milan标准组患者术后1、2年总体生
存率分别为97.0%、89.5%, 无瘤患者生存率
分别为91.0%、71.6%; UCSF标准组患者术
后1、2年总体生存率分别为95.1%、78.6%, 
无瘤患者生存率分别为90.2%、65.6%; 超
过U C S F标准组患者术后1年总体生存率为
71.4%, 无瘤患者1年总体生存率为57.1%. 
Milan、UCSF标准组生存率和无瘤生存率与
超过UCSF标准组比较, 差异有统计学意义
(P <0.01).

结论: 肝移植是治疗肝癌的一个有效手段, 术
后应重视免疫抑制剂的应用调整, 这对于防止
肝癌术后复发有一定的意义.

关键词: 肝细胞癌; 肝移植; 复发; 生存率
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0  引言

肝癌是我国肝移植的主要病因之一. 目前, 我国

®
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每年开展肝移植3 000-4 000例左右, 其中肝癌

肝移植约占30%-40%, 比例较国外明显偏高. 如
何提高我国肝癌肝移植的整体疗效已成为我们

必须面对的重要课题之一. 我国的肝癌肝移植

从开展至今, 一直存在着指征过宽的问题, 制约

了患者术后生存率的提高, 不仅浪费了宝贵的

供肝资源, 也给公众造成了一定的负面影响. 那
么原发性肝癌患者何时选择肝移植, 手术中以

及手术后又如何降低肿瘤复发率是目前各中心

争议的焦点. 中国人民解放军第302医院外科自

2005-04/2010-04共行肝脏移植310例, 其中原发

性肝癌肝移植135例全部获得随访, 现将有关结

果报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 男122例, 女13例, 年龄31-69(平均52.5)
岁. 随访时间1-36 mo, 随访率100%. 其中合并乙

型肝炎后肝硬化127例, 乙型肝炎合并丙型肝炎

5例, 另3例分别为合并原发性胆汁性肝硬化及

酒精性肝硬化患者; 肝脏功能: Child A、B、C级
肝功能分别为26、65、43例; 肿瘤: 根据术前影

像学资料结合术后病肝标本统计. 单个肿瘤65
例, 2个39例, 3个以上31例; 单个肿瘤最大直径

12 cm; 甲胎球蛋白: 阳性97例, 阴性48例; 手术

史: 术前有肝切除、脾切除断流术病史9例, 介
入治疗36例, 经皮肝穿刺局部消融治疗5例; 术
前TIPSS术1例. 
1.2 方法 
1.2.1 病情判定: 术前全部病例均行AFP测定、

彩超、胸腹部CT、磁共振血门静脉管成像(por-
tal vein blood tube magnetic resonance imaging, 
MRPV)等检查. 符合Milan标准67例, UCSF标准

61例, 超过UCSF标准7例.
1.2.2 手术方式: 135例均行经典原位同种异体肝

脏移植. 
1.2.3 疗效判定标准 :  术后每3 m o行彩超、

胸片、A F P检查, 发现问题者进一步行C T、
MRI、PET或DSA检查. 所有复发病例均以影像

学资料为依据.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计

分析.

2  结果

2.1 疗效 随访1-36 mo, Milan标准组和UCSF标准

组入组病例相当, 1年以及2年的生存率、无瘤

生存率Milan标准组均比UCSF标准组高, 虽无统

计学差异, 但可能为本组样本量小所致, 而与超

UCSF标准组相比, 1年的生存率以及无瘤生存

率均有明显统计学差异, 而2年的因超UCSF组
病例均死亡, 故无法进行比较. 故超UCSF病例

不建议为肝癌行肝移植的适应证(表1). 在平均

生存时间上, Milan标准组虽较UCSF标准组时间

长, 但无明显统计学差异, 与超UCSF标准组相

比较有明显差异(表2). 
2.2 肿瘤复发防治 术后预防化疗36例, 治疗性化

疗25例; 术后4-36 mo肿瘤复发或转移24例, 其中

肝脏19例, 肝肿瘤复发合并肺转移5例, 骨转移4
例, 脑转移1例, 广泛转移3例. 

3  讨论

肝移植手术首例自1963年获得成功以来[1], 取得

了飞快的发展, 尤其是2003年以后, 随着医疗技

术的发展, 新药物的推出以及医学知识的普及, 
肝移植技术日臻成熟, 已经成为了治疗晚期肝

病的唯一有效手段, 也是目前治疗原发性肝癌

的有效手段之一[2,3]. 但是由于原发性肝癌固有

的侵袭、转移、复发、多中心起源等特性[4], 加
上病例选择标准不同, 各医疗中心肝癌肝移植临

床效果差别很大, 促使一些大的医疗中心根据以

往的经验, 总结及制定出某些相对合理的建议. 
其中, 1996年意大利学者Mazzaferro提出的Milan
标准[5]、2000年Pittsburgh改良TNM标准[6]、2001
年美国加州大学旧金山分校Yao等[7]提出UCSF
标准应用较广, 国内复旦大学肝癌研究所提出

上海复旦标准[8]、浙江大学提出杭州标准[9]、华

■研发前沿
我国的肝癌肝移
植从开展至今, 一
直存在着指征过
宽的问题, 那么何
时选择肝移植, 手
术中以及手术后
又如何降低肿瘤
复发率是目前各
中心争议的焦点. 

表  2  不同标准的病例生存时间

     
  生存时间(mo)         95%CI

Milan标准组 34.346±1.134 33.212-35.480

UCSF标准组 33.336±2.127 30.135-35.550

超UCSF标准组 22.547±4.753 16.364-28.547

合计 32.136±1.573 29.986-34.017

表  1  不同供体选择标准术后生存率及无瘤生存率 (%)

     
分组

     生存率      无瘤率

  
n

1年 2年 1年 2年

Milan标准组 67 97.0 89.5 91.0 71.6

UCSF标准组 61 95.1 78.6 90.2 65.6

超UCSF标准组   7 71.4 0.00 57.1 0.00

超UCSF组因病例均于2年内死亡, 无法进行2年生存率统计.
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西医科大学提出华西标准等各有秋千[10]. 那么原

发性肝癌患者何时选择肝移植, 手术中以及手

术后又如何降低肿瘤复发率是目前各中心争议

的焦点. 
我国85%以上的肝癌合并有肝炎肝硬化, 即

合并有门静脉高压症及肝功能损害. 前者可引

起急性上消化道出血、脾大脾脏功能亢进、

腹水等, 后者可引起肝衰竭, 均可危及生命. 因
此, 晚期肝硬化合并小肝癌、肝癌肝功能失代

偿者是肝癌肝移植最佳适应证[11-13]. 常规手术

切除术后肝脏局部复发的病例, 只要没有淋巴

结和远处转移即应积极考虑行肝移植. 一般患

者在移植前有一段等待供肝的时间, 可酌情考

虑行经皮穿刺无水酒精注射、经皮肝动脉栓

塞化疗(transcatheter arterial chemoembolization, 
TACE)、局部肿瘤毁损术及肿瘤切除术等, 现有

资料表明这些措施有可能暂时控制移植前肿瘤

的增长和转移扩散, 但对移植术后生存期的影

响还不能确定[14]. 虽然近几年化疗药物发展较

快, 但总体来讲全身化疗对肝癌肝移植术后预防

肿瘤复发的疗效差; 对可切除肝癌是否先行肝切

除待复发后再行肝移植有不同意见[15,16], 目前倾

向于肝癌患者条件适合者可直接行肝脏移植.
术前行TACE, 一般腹腔有不同程度粘连, 

略增加手术难度及风险, 但不影响肝脏功能及

受体动脉; 肿瘤靠近肝脏表面及多次反复介入

的病例可造成肝脏与周围广泛粘连, 大大增加

手术的风险和难度. 如中国人民解放军第302医
院肝胆外科1例患者介入术后造成肝内胆道坏

死、肝动脉闭塞、肝脏多发脓肿形成等严重并

发症, 给移植手术造成极大困难; 1例肝癌切除

术后复发病例行9次介入、2次经过皮穿刺微波

治疗, 造成腹腔广泛粘连. 
我们的体会是, 肝癌或肝癌术后复发病例

有条件行肝移植的患者, 等待供肝期间尽可能

选择简单有效的治疗, 如介入、经皮肝穿刺无

水酒精注射、局部射频消融等治疗; 晚期肝癌, 
只要不影响所需吻合的大血管及胆道、没有发

现影像学上可见的淋巴结及远处转移, 在供肝

来源充分的情况下, 仍然可积极行肝移植, 以延

长患者生命, 提高患者生活质量.  
肝癌的复发与转移是导致肝癌肝移植术后

长期存活率低的最重要的因素. 影响肝癌肝移

植术后肝癌复发的主要原因是肿瘤的大小、血

管侵犯及肿瘤的分化程度[18]. 另外术前治疗、术

中挤压肿瘤、术后激素及免疫抑制剂应用等也

可能影响肿瘤的转移和扩散[19,20]. 

介入治疗对肝癌有肯定的疗效, 能使肿瘤病

灶大部分发生凝固性坏死, 但发生完全坏死者

少见, 多数病灶内仍可见残存的肿瘤细胞, 从而

成为肿瘤复发转移的根源[19,21]. 这一点在我院肝

癌肝移植病肝切除标本也可看出. 中国人民解

放军第302医院59例肝癌介入术后行肝移植的

病理检查中, 肿瘤完全坏死者仅占20%, 且大部

为直径3 cm以下小肝癌, 全部病例肿瘤均有不同

程度坏死; 影像学方面, 介入术后80%的肿瘤明显

缩小; 病肝腐蚀标本显示, 部分肿瘤经栓塞肿瘤

动脉血供中断, 但部分肿瘤门静脉血供丰富, 肿
瘤不能完全坏死, 尤其在肿瘤边缘. Alba等[22]报道

移植前接受TACE的病例中有90%肿瘤坏死者

占38%, 50%-90%肿瘤坏死者占15%, 低于50%
肿瘤坏死者占48%, 术前未检测出的直径在2 cm
以下的肿瘤, 坏死仅1.57%. 肝癌肝移植术前是

否需要介入治疗有争议, 有报道[14]称移植前接

受TACE者较未经TACE者具有更佳的长期生存

率, 也有报道[19]提出移植前的TACE对于提高生

存率和无瘤生存率并无影响. 尤其值得一提的

是, Chapman等[23]对Ⅲ/Ⅳ期肝癌先行TACE治疗, 
35.5%的患者有效, 29%的病情稳定, 35.5%的患

者病情进一步发展,  总的效果可使22.4%的晚期

肝癌患者肿瘤降期达到肝脏移植标准, 中位生

存期可达19.6 mo, 无瘤生存期及总的生存期与

Ⅱ期肝癌类似. 
我们的建议是, 等待供肝时间在2 wk之内

者, 不做任何有创治疗; 估计等待供肝时间在4 
wk以上者, 可先行介入治疗, 必要时再行经皮肝

穿刺局部消融治疗; 位于尾状叶单发小肝癌等

待时间长者可先行伽马刀局部治疗; 位于肝脏

边缘单发病灶介入及消融效果差, 肝脏功能允

许的情况下可先行肝癌切除术, 切肝时避免广

泛游离肝脏及大网膜填塞及包裹创面, 术后充

分引流, 避免腹腔积血引起粘连后增加肝脏移

植手术困难. 
肝内血管侵犯或门静脉主干癌栓形成时间

短估计可完整取出者, 移植术后近期效果好, 生
活质量明显改善, 可在一定程度上延长患者生

命, 可作为肿瘤“姑息治疗”的有效手段, 不
是肝脏移植绝对禁忌证[24]; 肝外门静脉、肝静

脉、下腔静脉主干癌栓形成时间长估计取出困

难, 或淋巴结及远处脏器转移者, 是肝脏移植的

绝对禁忌证[25].   
肝癌肝移植术中要遵守术中无瘤操作技术, 

尽可能先阻断肿瘤血管出入路、避免反复挤压

肿瘤、术后蒸馏水及5-氟尿嘧啶反复冲洗腹腔及

■相关报道
Alba等报道移植
前 接 受 TA C E 的
病例中有90%肿
瘤坏死者占38%, 
50%-90%肿瘤坏
死 者 占 1 5 % ,  低
于50%肿瘤坏死
者占48%, 术前未
检测出的直径在
2 cm以下的肿瘤, 
坏死仅1.57%.
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创面、肿瘤与腹腔粘连之处尽可能局部切除或

氩气刀喷烧, 尽可能杀灭可能残存的癌细胞[19,20]. 
为减少肝癌移植术后复发的机率, 肝移植术后

免疫抑制剂的调整也显得至关重要[20]. 目前肝

移植术后常规免疫抑制治疗方案是F K506或
CsA+MMF+Pred三联用药, 有些中心尝试用雷

帕霉素替代FK506或CsA, 尽管有文献[19]报道

雷帕霉素和MMF有一定的抗肿瘤作用, 但免疫

抑制剂的长期使用使得机体免疫力整体下降, 
对肿瘤的监视和抑制作用的减弱, 使得肿瘤易

于复发与增长, 其在肝癌肝移植临床上的疗效

还需进一步证实. 考虑到肝癌患者自身的免疫

功能较为低下, 肝移植术后发生急性排斥的机

率并不大, 因此, 免疫抑制剂应用时应维持在较

低水准. 有资料显示, 肝癌肝移植术后如3-6 mo
内停用激素, 肝癌复发率最低, 相反如果术后长

期应用类固醇激素, 肝癌复发率则几乎增加4倍, 
因而在肝癌肝移植术中和术后停用或缩短类固

醇激素应用时间是当前的一种趋势. 
总之, 肝移植是治疗肝癌的一个有效手段, 

尤其适合于伴有肝功能障碍的早期肝癌, 对于

大肝癌伴或不伴有门静脉癌栓的肝癌患者, 在
无远处转移情况下, 肝移植也是一个较好的选

择, 但对于有肝外转移的患者, 肝移植应列为禁

忌. 此外术后应重视免疫抑制剂的应用调整, 这
对于防止肝癌术后复发有一定的意义. 通过定

期AFP检测、肝脏彩超、胸片, 必要时胸腹部

CT、MRI等检查, 可以及时发现肝脏及肝外肿

瘤复发及转移灶. 一旦发现肿瘤复发或转移, 其
处理基本上同原发性肝癌的治疗原则.
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Abstract
AIM: To detect the association between single 
nucleotide polymorphism (SNP) of the interleu-
kin-23 receptor (IL-23R) gene and inflammatory 
bowel disease (IBD) in Chinese patients.

METHODS: We examined three nonsynony-
mous SNPs in the IL-23R gene which lead to 
amino acid changes (rs11209026, p.Arg381Gln; 
r s 4 1 3 1 3 2 6 2 ,  p . V a l 3 6 2 I l e ;  r s 1 1 4 6 5 7 9 7 , 
p.Thr175Asn). The SNPs were genotyped by 
polymerase chain reaction (PCR) and sequenced 
in 198 cases of IBD [124 cases of ulcerative colitis 
(UC) and 74 cases of Crohn’s disease (CD)] and 
100 healthy controls. The allele frequencies were 

calculated and analyzed to examine the relation-
ship between IL-23R SNPs and IBD. 

RESULTS: The frequency of the A allele in the 
IL-23R Arg381Gln locus showed no significant 
difference between CD patients and controls 
(2.70% vs 6.00%, P > 0.05) and between UC pa-
tients and controls (5.65% vs 6.00%, P > 0.05). 
The p.Val362Ile variant was present in 2.42% 
of UC patients, in 2.70% of CD patients, and 
in 2.00% of controls, with no significant differ-
ence among the three groups. The Thr175Asn 
(rs11465797 c.524 C>A) variant was not detected 
in all the three groups. 

CONCLUSION: IL-23R SNPs might have no as-
sociation with IBD in Chinese patients.

Key Words: Interleukin-23 receptor; Single nucleo-
tide polymorphism; Inflammatory bowel disease

Lu ZK, Chen ZR, Zhu JY, Xu Y, Hua X. Association be-
tween IL-23R single nucleotide polymorphisms and in-
flammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(19): 2076-2080

摘要
目的: 研究我国炎症性肠病患者IL-23R基因
单核苷酸多态性特征, 探讨其与炎症性肠病
(IBD)的相关性.

方法: 采用P C R扩增和测序的方法对198例
IBD患者和100名健康体检者(对照组)IL-23R
基因3个非同义单核苷酸多态性(rs11209026, 
p .A rg381G l n; r s41313262, p .Va l362I l e; 
rs11465797, p.Thr175Asn)进行分析, 分别计算
其等位基因的表现频率, 并结合临床资料评估
其多态性与IBD的相关性.

结果: (1)IBD中克罗恩病(CD)患者IL-23R Arg-
381Gln等位基因A的表现频率为2.70%, 低于
对照组(6.00%), 但无统计学差异, 溃疡性结
肠炎(UC)患者的表现频率为5.65%, 与对照组
无统计学差异; (2)IBD中CD患者IL-23R Val-
362Ile等位基因A的表现频率为2.70%, UC组
为2.42%, 对照组为2.00%, 3组间无明显统计

®

■背景资料
炎症性肠病的发
病机制尚不完全
明确, 其中遗传因
素与炎症性肠病
的发病密切有关. 
目前已发现多个
与IBD相关的易感
基因及易感单核
苷酸多态性(SNP)
位点, IL-23R即是
其 中 之 一 .  由 于
IBD发病机制复杂
且存在显著种族
差异性, 国际上对
IL-23R的研究争
议颇多, 而我国目
前有关IL-23R基
因多态性与IBD临
床特征相关性尚
不明确. 

■同行评议者
邢建峰, 副教授, 
西安交通大学医
学院
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学差异; (3)IBD及对照组中均无Thr175Asn等
位基因A表现, 相应位点均表现为C.

结论: 我国IL-23R单核苷酸多态性与IBD无
明显相关性, 遗传异质性可能决定了IBD的
易感性.

关键词: IL-23R; 单核苷酸多态性; 炎症性肠病
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
以机体肠道的非特异性炎症反应为特征的自身

免疫性疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative coli-
tis, UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD). IBD
的发病机制尚不完全明确, 但遗传因素与IBD
的起病密切有关[1,2]. 近年来有研究发现IL-23R
基因单核苷酸多态性(single nucleotide polymor-
phism, SNP)可能与IBD有关, 但分歧较多. 本
研究选择IL-23R 3个非同义SNPs(rs11209026 
p .A r g381G l n; r s41313262 p .Va l362I l e和
rs11465797 p.Thr175Asn)[3]作为研究对象, 旨在

探讨我国IBD IL-23R SNP的发生情况及与IBD
的相关性, 从而进一步探讨IBD的发病机制, 现
报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 收集自2005-01/2010-03来南京医科大

学附属苏州市立医院住院或门诊确诊为IBD的

汉族患者198例, 其中男95例, 女103例, 中位年

龄44(10-89)岁. IBD诊断标准参考中华医学会

IBD诊治共识意见, 其中排除合并有其他自身免

疫性疾病如哮喘、类风湿性关节炎及系统性红

斑狼疮等患者. 本研究取得所有患者的知情同

意, 并取得南京医科大学附属苏州市立医院伦

理委员会同意. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 病例分UC和CD两组, 其中UC 124
例, CD 74例, 收集其临床资料及外周血样标本5 
mL(EDTA-K2抗凝)以提取DNA. 收集100例健康

体检血样标本作为对照组. 
1.2.2 基因组DNA的制备: 以上外周血标本用

DNA抽提试剂盒(Tiangen公司产品)抽提基因组

DNA, 根据吸光度确定DNA产物浓度和纯度, 用

去离子水稀释基因组DNA样品至50 mg/L. 
1.2.3 IL-23R基因PCR反应: 参照GenBank中IL-
23R序列(NC_000001.10)使用Primer 5.0设计引

物以包含目的位点. r s11209026和rs41313262 
的引物: 正义: 5'-GAGCAGAGTAAAGAGA-
ATAGTAA-3', 反义: 5'-TGGGCTGAGGACT-
TAGCCTCTTTAAGCCTC-3', rs11465797的引

物: 正义: 5'-CAAGTAACTGGGATTACAGGCA-
CATG-3', 反义: 5'-CTTTACCTATATCATCCAG-
GTG-3'(上海Sangon公司合成). PCR总体系10 
μL, 包含模板DNA 1 μL, 正反义引物2 μL, PCR
主要混合物5 μL, 水2 μL. 反应条件: 95 ℃预变

性1 min, 33个循环(95 ℃ 10 s, 60 ℃ 30 s), 72 ℃ 
15 s, 4 ℃ 30 min. 目的基因片段长约461 bp和
380 bp. 
1.2.4 测序反应: PCR测序反应中rs11209026和
rs41313262的测序引物为5'-GAGCAGAGTA-
AAGAGAATAGTAA-3'. rs11465797正向测序中

出现T后面峰的滑动, 故进行双向测序. 测序反

应条件: 96 ℃变性2 min后进行PCR循环, PCR循
环参数为96 ℃ 10 s, 50 ℃ 5 s, 60 ℃ 4 min, 25个
循环, 扩增结束后设置4 ℃保温. 醋酸钠/乙醇法

纯化PCR产物, 电泳, 分析出测序图谱(上海纳欣

生物有限公司). 
1.2.5 等位基因频率计算: 使用Chromas软件根据

IL-23R目的基因位点正常碱基排列序列寻找目

的位点的等位基因, 并计算等位基因的表现频率.
统计学处理 计算各组等位基因频率, 确认

其是否符合Hardy-Weinberg平衡定律. 多态性等

位基因频率比较采用SPSS13.0软件进行卡方检

验, P <0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 基因组DNA检测及IL-23R基因PCR扩增产

物检测 从外周血提取的人类基因组DNA, 检测

A 260/A 280比值在1.7-1.85, 经0.8%琼脂糖凝胶电

泳分析表现为>20 kb的规则条带, 无降解现象. 
IL-23R基因PCR扩增后产物在2%的琼脂糖凝胶

电泳后有规则的461 bp和380 bp条带出现. 显示

PCR扩增成功(图1, 2). 
2.2 IL-23R SNP分析 研究发现, 测序结果都为

单峰的是纯合基因型, IL-23R基因rs11209026
位点存在单核苷酸多态性G/A(图3), 对照组中

p.Arg381Gln(A等位基因)的频率分别为6.00%, 
I B D中U C和C D患者的频率分别为5 .65%和

2.70%, CD组等位基因A的表现频率明显低于

■研发前沿
目前已发现多个
I B D 易感基因和
易感SNP位点, 这
也进一步证实了
I B D 的发病与遗
传 因 素 相 关 ,  但
目前尚未找到确
切的与我国 I B D
明显相关的基因
和SNP位点, 而这
也将是今后研究
I B D 发病机制的
热点之一.
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UC和正常对照组, 等位基因A可能对CD具有保

护作用, 但无统计学差异(P >0.05, OR  = 0.435), 
而UC的等位基因频率与对照组相似, 无统计学

差异. 
rs41313262 p.Val362Ile存在SNP G/A(图4), 

对照组中p.Val362Ile表现频率为2.00%, IBD中

UC和CD患者表现频率分别为2.42%和2.70%. 3
组间无明显统计学差异(P >0.05), 而3组IL-23R 
rs11465797 p.Thr175Asn目的位点均表现为等位

基因C, 未发现等位基因A(图5, 表1).

3  讨论

IBD包括UC和CD, 是以肠道非特异性炎症为特

征的自身免疫性疾病, 遗传因素在IBD发病中起

重要作用[4]. 当一级亲属中有IBD患者时, IBD患

病风险会增高15倍. IBD是一种多基因参与的自

身免疫性疾病, 目前已研究出多个IBD易感基因

位点, IL-23R就是其中之一. 
IL-23R定位于染色体1p32.1-p31.2, 编码区

2.9 kb, 由11个外显子组成[5]. IL- 23通过IL-23/IL-
23R/Th17/IL-17途径引起肠黏膜的非特异性炎

症反应[6,7]. SNP是人类可遗传的变异中最常见的

一种, 占所有已知多态性的90%以上[8]. 其中非

同义SNP可导致编码的氨基酸发生变化从而影

响蛋白质功能, 导致疾病的发生[9]. 目前国际研

究发现IL-23R存在SNP, 其中有3个非同义核苷

酸多态性(rs11209026, p.Arg381Gln; rs41313262 

p.Val362Ile and rs11465797 p.Thr175Asn)可导致

精氨酸/谷氨酰胺、缬氨酸/异亮氨酸和苏氨酸

/天冬酰胺的转变[3]. 而我国IL-23R这种SNP与
IBD的相关性目前尚不明确. 

Duerr等[9]曾对CD和对照人群行全基因组扫

描, 结果显示IL-23R存在rs11209026, p.Arg381Gln
多态性, 且与CD相关. Arg381Gln在患者家族中存

在强烈的传递不平衡, 可能是IBD发病的关键. 然
而国际上对IL-23R p.Arg381Gln与CD的相关性的

研究结果不尽相同, Dubinsky等[10]肯定了该多态

性与非犹太人儿童的CD的相关性. Amre等[11]、

Borgiani等[12]和Tremelling等[13]也进一步证实了

该基因多态性与加拿大、意大利及北美人群CD
的相关性. 但Yamazaki等[14]、Venegas等[15]否认

了其与日本及智利CD患者的相关性. 这说明IL-
23R的作用在不同人群中可能具有遗传异质性. 

本研究发现, 我国IL-23R基因rs11209026
位点存在SNP(G/A), 我国CD患者p.Arg381Gln
的表现频率为2.70%, 对照组6.00%, UC组为

5.65%. CD患者p.Arg381Gln的表现频率明显低

于正常对照组(OR  = 0.435), 等位基因A可能对

C D具有保护作用, 但统计学上均无明显差异

(P >0.05). UC与正常对照组无明显差异. IL-23R 
p.Arg381Gln这种多态性(c.1142 G>A)使其编码

的蛋白质中的一个精氨酸变成谷氨酰胺, 而谷

■相关报道
D u e r r 等 报 道 , 
IL-23R存在rs11 
2 0 9 0 2 6 ,  p . A r g 
381Gln多态性, 且
与CD相关 .  然而
患者家族中存在
强烈的传递不平
衡. IL-23R基因多
态性在不同 I B D
患者种群中的分
布及相关性尚不
明确. 

1           2           3       Marker

461 bp 500 bp
250 bp

图  1  IL-23R(Arg381Gln/Val362Ile)扩增产物. 1: 对照组; 2: 

UC组; 3: CD组.

图  2  IL-23R(Thr175Asn)扩增产物. 1: 对照组; 2: UC组; 3: 

CD组.

Marker         1           2           3

500 bp

380 bp

表  1  对照组及IBD患者IL-23R SNP分析

     
分组     n

           SNP n (%)  UC组 vs  对照组   CD组 vs  对照组

rs11209026(Arg381Gln) rs41313262(Val362Ile) rs11465797(Thr175Asn) P 值 OR 值    P值 OR 值

对照组 100            6(6.00)            2(2.00)            0(0.00) 0.910 0.937 0.509 0.435

UC组 124            7(5.65)            3(2.42)            0(0.00) 1.000 1.215 1.000 1.361

CD组   74            2(2.70)             2(2.70)             0(0.00)   -  -  -  -

rs11209026(c.1142G>A, p.Arg381Gln), rs41313262(c.1084G>A, p.Val362Ile), rs11465797(c.524 C>A, p.Thr175Asn).
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氨酰胺是肠道黏膜生长代谢的重要营养物质, 
同时具有重要的免疫调节作用, 他在维持肠黏

膜屏障结构及功能中起重要作用[16], 故等位基因

A可能对CD具有保护作用, 而其低表现频率可

能CD发病有关. 本研究中尽管我国CD患者IL-
23R p.Arg381Gln频率低于对照组, 但无统计学

差异, 表明我国IL-23R Arg381Gln多态性与IBD
无明显相关性, 他存在遗传异质性. 由于样本量

有限, 还需更大样本进一步研究. 
IL-23R另外2个非同义的SNP(rs41313262 

p . Va l 3 6 2 I l e  c . 1 0 8 4  G > A和 r s 11 4 6 5 7 9 7 
p.Thr175Asn c.524 C>A), 他可分别导致缬氨酸

和苏氨酸向异亮氨酸和天冬酰胺的转变. 本研

究中rs41313262 p.Val362Ile存在SNP(G/A), 对

照组中p.Val362Ile的表现频率为2.00%, IBD中

UC的频率为2.42%, CD患者为2.70%. 与对照组

相比, UC和CD组OR值分别为1.215和1.361, 提
示其多态性对IBD可能是一种危险因素, 但3组
间无明显统计学差异(P >0.05), 提示其多态性与

IBD发病无明显相关性. 而IL-23R rs11465797  
p.Thr175Asn目的位点均表现为等位基因C, 未
发现等位基因A, 表明我国IL-23R无相关多态性

表现. 缬氨酸/异亮氨酸和苏氨酸/天冬酰胺可能

并不参与IBD的发病, 在肠黏膜的代谢修复中可

能存在可替代性. 
总之, 我国的IL-23R存在SNP, 但其多态性

可能与IBD无明显相关性, 遗传异质性决定了

IBD的易感性. 由于样本量有限, IL-23R SNP与
我国IBD确切的相关性还需进一步研究.
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Abstract
Blue rubber bleb nevus syndrome (BRBNS) 
is a rare disorder characterized by distinctive 
cutaneous and gastrointestinal venous malfor-
mations that usually cause massive or occult 
gastrointestinal hemorrhage and iron deficiency 
anemia secondary to the bleeding episodes. 
Other organs may also be involved. We report a 
case with symptoms of chronic gastrointestinal 
hemorrhage. The endoscopy revealed multiple 
bluish polypoid venous malformations through-
out the GI tract. Curative effect was obtained 
by removing venous malformations of the GI 
through endoscopic sclerotherapy, ligation and 
ESD.

Key Words: Blue rubber bleb nevus syndrome; 
Ligation treatment; Sclerotherapy; Endoscopic sub-
mucosal dissection

Zhao J, Gao SL, Liu BR, Liu ZH, Fan YJ. One case report 
of blue rubber bleb nevus syndrome. Shijie Huaren Xiao-

hua Zazhi  2011; 19(19): 2081-2083

摘要
蓝色橡皮疱痣综合征是一种罕见疾病, 皮肤及
胃肠道出现特征性蓝色疱疹样血管畸形, 临床
表现为消化道出血及缺铁性贫血, 其他脏器亦
可受累. 本病例以慢性胃肠道出血为主要表
现, 我们通过胃肠镜及超声胃镜检查诊断, 并
应用内镜下硬化、套扎及内镜下黏膜下层剥
离术(ESD)进行治疗, 取得较好疗效.  

关键词: 蓝色橡皮疱痣综合征; 套扎治疗; 硬化治

疗; 内镜下黏膜下层剥离术
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0  引言

蓝色橡皮疱痣综合征(blue rubber bleb nevus 
syndrome, BRBNS)是一种罕见疾病, 其特点

为皮肤及胃肠道的血管畸形, 临床表现为消化

道出血及缺铁性贫血, 其他脏器亦可受累. 现
将哈尔滨医科大学附属第二医院院诊断的1例
BRBNS患者病例报道如下.

1  病例报告

男, 24岁, 以“间断黑便7年”为主诉于2008-12
在哈尔滨医科大学附属第二医院就诊. 病程中

无腹痛, 腹胀, 有恶心, 无呕吐. 自幼四肢皮肤多

发静脉瘤样病变. 曾于2000年行皮肤多处血管

瘤剥离术. 体检: 生命体征稳定, 发育正常, 贫血

外观, 上肢、下肢, 颈部及背部皮肤可见散在大

小不等蓝色橡皮样结节, 触之柔软, 压之可消失, 
并可见多处皮肤病变手术瘢痕. 入院后血常规

检查示: 白细胞: 2.8×109/L, RBC: 2.32×1012/L, 
HGB: 45 g/L, HCT:16.7%, PLT: 262×109/L, 血
清铁蛋白测定: 1.520 ng/mL. 胃镜检查见: 距门

齿23 cm见食管四壁散在多个青蓝色静脉隆起, 
成结节状, 直径0.5-1.5 cm, 未见活动性出血; 另
于胃体部及胃窦部小弯侧可见两处半球形隆起, 
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■背景资料
蓝色橡皮疱痣综
合征(BRBNS)是
一种罕见疾病, 其
特点为皮肤及胃
肠道的血管畸形, 
临床表现为消化
道出血及缺铁性
贫血, 其他脏器亦
可受累, 目前尚缺
乏有效治疗. 

■同行评议者
崔立红, 教授, 中
国人民解放军海
军总医院消化内
科



直径约1.0-1.5 cm, 基底部无蒂, 表面黏膜糜烂

渗血. 十二指肠降段前壁, 后壁可见两处1.0 cm
×0.6 cm扁平状隆起, 表面不光滑. 超声胃镜见: 
病灶处为低回声区, 内部回声不规则, 边界不清

晰, 向腔内突起, 与周围血管相通, 病变起源于

黏膜下层. 结肠镜检查见: 回肠末端、全结肠

及直肠共见8处大疱疹样病变, 表面蓝紫色, 大
小约2.5-3.0 cm, 与周围黏膜分界清, 表面黏膜

分叶状, 有糜烂及渗血, 诊断为BRBNS. 入院后

给予补充铁剂, 输血及其他支持治疗, 并分次对

食管、胃、十二指肠及结肠病变进行内镜下治

疗. 胃内两处病变行套扎治疗, 食管、十二指肠

降段病变、回肠末段及部分结肠病变行硬化治

疗, 直肠处病变行ESD(Endoscopic submucosal 
dissection)治疗, 局部无出血, 病变完整剥离后

送病理(图1, 2). 直肠黏膜下见有密集扩张的静

脉, 结合肠镜所见符合BRBNS的肠道改变. 间
隔数天后, 复查胃肠镜, 原病变处呈溃疡样改变. 
术后患者未再出现黑便, 复查血常规: WBC: 4.8
×109/L, RBC: 3.34×1012/L, HGB: 87 g/L, HCT: 
29.1%, PLT: 192×109/L. 随访2年, 患者未再出现

消化道出血表现.

2  讨论

BRBNS是一种罕见疾病, 其特点为皮肤及胃肠

道的血管畸形, 临床表现为消化道出血及缺铁

性贫血, 其他脏器亦可受累. Gascoyen在1860年
报道了皮肤的海绵状血管瘤与能够导致消化道

出血的消化道多发的相似血管病变具有相关性. 
1958年, 又由Bean对该病进行了详细描述, 故又

称Bean综合征. 截至2003年, 世界报道此病患者

200余例. BRBNS一般为幼年期发病, 多数病例

为散发病例, 有报道显示该病为常染色体显性

遗传性疾病, 由位于9号染色体短臂的基因突变

导致. 
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BRBNS的诊断主要是在皮肤或消化道发现

典型的蓝色海绵样血管瘤, 病理活检不作为常

规检查[1]. 一般在出生后或幼年期出现血管瘤, 
表现为上肢和躯干的多发的蓝色血管病变. 这
些皮肤血管病变的数量和大小通常随年龄增长

而增加, 皮肤的病变可表现为蓝色充血囊样病

变, 呈橡皮奶头样, 可被压缩, 松手后再次被充

盈, 或表现为蓝色斑疹[2]. 发生在消化道的病变

可通过内窥镜的检查被发现, 内镜下表现为息

肉样静脉血管畸形, 钡剂检查表现为息肉样充

盈缺损, 提示息肉病的改变[1]. 胃肠道血管畸形

可以发生在口腔至肛门的任意部位, 但小肠及

末端结肠多见. 发生在消化道的病变可引起不

同程度的呕血, 黑便或便血, 除非进行根治治疗, 
否则这类患者多因慢性消化道出血而导致不同

程度的贫血并需要终身服用铁剂和输血治疗. 
不常见的并发症有肠扭转、肠套叠和肠梗塞. 
CT检查对小肠及结肠病变诊断意义不大, 只有

消化道被口服造影剂充填后, 部分胃、小肠及

结肠病变可被发现, 表现为腔内息肉样软组织

病变影. CT所见上消化道病变主要与消化道息

肉病如家族性腺瘤性息肉病、幼年性息肉病、

Peutz-Jeghers综合征、Cronkhite-Canada综合征

等疾病进行鉴别. BRBNS还可以累及肝脏、肺

脏、心脏、胆囊、肾脏、胰腺、脾脏及中枢神

经系统, 以及眼睛、咽部、甲状腺、胸腺、肾

上腺、生殖器官、骨骼肌、骨及关节. 这些病

变通常没有症状, 但是个别病例会出现疼痛, 疼
痛可能由血管瘤周围的平滑肌收缩导致或血管

内血栓形成及继发钙化导致. 组织学检查可以

发现血管腔内有血栓形成, 部分病例还可形成

机化血栓及静脉石[3]. 目前为止未发现有此病恶

性变的报道. 极少数病例可因严重的消化道出

血或神经系统损害而致死. 
目前还没有有效的系统治疗方法. 此病的
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■创新盘点
有关BRBNS的治
疗目前尚无有效
方法. 本文所采用
的内镜下黏膜下
层剥离术治疗本
病消化系血管病
变为目前国内外
首创.

图  1  直肠病变行ESD治疗. 图  2  ESD术后10 d复查.
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治疗主要针对并发症进行治疗, 皮肤病变通常

不会导致出血, 如果影响美观可行外科治疗. 消
化道病变破裂出血是本病的严重并发症, 少量

出血可进行保守治疗, 包括服用铁剂及输血. 在
儿科病例, 有应用类固醇激素、抗纤溶药物、

大剂量丙种球蛋白及干扰素进行治疗的报道. 
干扰素治疗有效, 其作用可能为治疗弥散性血

管内凝血[4,5]. 但到目前为止, 应用这些药物治疗

还没有令人满意的疗效. 消化道病变导致长期

慢性失血或大量出血时主要采取内镜下治疗, 
包括内镜下硬化或套扎治疗. 对于临床青少年

患者出现不明原因黑便或便血, 同时伴有皮肤

多发血管瘤者, 应常规进行胃肠镜的检查, 如在

内镜下发现息肉样蓝色静脉隆起, 可初步诊断

为此病, 根据局部病变情况决定内镜下治疗方

法, 选择内镜下套扎治疗, 硬化治疗或ESD治疗. 
通过本例患者超声胃镜检查发现, 胃肠道血管

病变多起源于黏膜下层, 病变向腔内膨出. 目前

国内外尚无应用ESD对局部病变进行切除的报

道. 本例患者应用EUS+ESD将局部病变完整切

除, 这在国内外文献中尚属首次.
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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 0.625   

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果11月26日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(核心板)》统计显示, 2009年《世界华人消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综

合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国科技论文统计

源期刊(中国科技核心期刊)的第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指标0.112, 他引率0.79, 引用刊数

473种, 扩散因子15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机

构分布数30, 基金论文比0.39, 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“中国科技论文

统计源期刊”(中国科技核心期刊). (编辑部主任: 李军亮 2010-11-28)

■同行评价
本文选题较好, 在
局部出血治疗上
有突破, 有较好的
临床参考和实用
价值.
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中国知识资源总库收录. 2009年《世界华人消

化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综
合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊

的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）的

第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指

标0.112, 他引率0.79, 引用刊数473种, 扩散因子

15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文

献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机构

分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01.
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, 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》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

《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
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 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.

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

1-2
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

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

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认
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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 d. 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. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

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

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d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寄回

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

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(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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2011年国内国际会议预告

2011-07-14/17
第五届地坛国际感染病会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@bjditan.org

2011-07-14/17
2011年临床肿瘤学新进展高级研讨会
会议地点: 杭州市
联系方式: 0571-82888888

2011-07-22/24
第四届全国脂肪肝病专题研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: 010-85867619

2011-07-25/29
2011年第四届全国糖尿病及其并发症营养治疗新进展学
习班
会议地点: 上海市
联系方式: tangyan8503@yahoo.cn

2011-07-29/30
肝脏疾病转化医学论坛(长春)暨第三届长春国际肝病高
峰论坛
会议地点: 长春市
联系方式: gbgflt@yahoo.cn

2011-08-04/07
第五届中国肿瘤内科大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-87788701

2011-08-05/07
第八届中国肝病学发展论坛
会议地点: 济南市
联系方式: 0531-87100518

2011-08-20/22
第十五次全国中西医结合儿科学术会议
会议地点: 兰州市
联系方式: zxyek@sina.com

2011-08-31/09-02
腹腔间室综合征的护理进展
会议地点: 延吉市
联系方式: qiyan68@126.com

2011-09
中华医学会超声医学分会第十一次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: http://www.nccsum.org/

2011-09-14/17
第六届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 兰州市
联系方式: office@cnsld.org

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451

2011-09-16/18
第七届全国消化系统中晚期恶性肿瘤学术年会
会议地点: 济南市
联系方式: xiaohuahuiyi@126.com

2011-10-13/16
2011年亚太地区国际肿瘤生物学和医学学术会议
会议地点: 上海市
联系方式: clinimmunchina@yahoo.com

2011-10-14/16
中华医学会第五次全国艾滋病、病毒性丙型肝炎暨全国
热带病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: www.nccsid.org

2011-10-21/23
中华医学会病理学分会第十七次学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: leighdai@cma.org.cn

2011-11-18/23
第十一届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2011全
国内镜/介入/放疗新技术国际论坛
会议地点: 北京市
联系方式: doctor302@163.com

2011-11-25/27
2011年全国消化道静脉曲张及其伴发消化疾病内镜诊治
研讨会
会议地点: 西安市
联系方式: 2011varices@sina.com

2011-12-08/11
第11次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: csgdabstract@126.com

2011-12-09/11
江苏省第四次胃肠外科学术会议
会议地点: 南京市
联系方式: jswcwk@yahoo.com.cn
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白爱平 副教授

南昌大学第一附属医院消化内科

陈洪 主任医师

东南大学附属中大医院消化科

陈贻胜 教授

福建省立医院消化内科

房林 副教授

同济大学附属上海市第十人民医院普外科

戈之铮 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

关玉盘 教授 

首都医科大学附属北京朝阳医院消化科

何松 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

何晓顺 教授

中山大学附属第一医院器官移植科

黄恒青 主任医师

福建省第二人民医院 消化内科

黄晓东 主任医师

武汉市中心医院消化内科

江学良 主任医师  

中国人民解放军济南军区总医院消化科

姜春萌 教授

大连医科大学附属第二医院消化科 

姜慧卿 教授   

河北医科大学第二医院消化科

李革 副教授 

延边大学附属医院普外1科

李晟磊 副主任医师 

郑州大学第一附属医院病理科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李瑜元 教授

广州市第一人民医院内科

梁力建 教授

中山大学附属第一医院肝胆外科

廖家智 副主任医师  

华中科技大学同济医学院附属同济医院消化内科

刘超 副教授  

中山大学孙逸仙纪念医院肝胆胰外科            

倪润洲 教授

南通大学附属医院消化内科

牛英才 副研究员

齐齐哈尔医学院医药科学研究所

欧希龙 副教授

东南大学中大医院消化科

沈琳 主任医师 

北京大学临床肿瘤医院消化内科 

孙殿兴 主任医师

白求恩国际和平医院肝病科 

王学美 研究员 

北京大学第一医院中西医结合研究室 

肖恩华 教授

中南大学湘雅二医院放射教研室 

薛东波 教授

哈尔滨医科大学附属第一医院微创胆道外科

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

张宗明 教授

清华大学第一附属医院消化医学中心

朱亮 副教授

大连医科大学生理教研室
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