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 述评 EDITORIAL

Th17细胞及肠道内共生菌群在炎症性肠病中的作用

李睿东, 韩高雄, 陶凯雄

www.wjgnet.com

®

■背景资料
随着分子免疫学
的理论和研究的
不断发展, 免疫诊
断和治疗已经成
为炎症性肠病的
研 究 热 点 .  近 年
来许多研究表明
Th17细胞和肠道
共生菌群在炎症
性肠病的发生发
展中起着重要作
用, 但确切作用机
制以及两者之间
相互作用的关系
尚不十分清楚.
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is an autoim-
mune disease whose etiology and pathogenesis 
remain incompletely understood. Th17 cells can 
secrete cytokines interleukin-17A and interleu-
kin-17F, which play an important role in the 
pathogenesis of IBD. Some studies have proved 
that reduction of IL-17A and IL-17F can attenu-
ate intestinal mucosal inflammation. Addition-
ally, many studies reveal that the occurrence of 
IBD is correlated with commensal microbiota. 
Commensal microbiota can alter the number of 
Th17 cells in intestinal mucosa and cause ab-
normal intestinal mucosal immune responses. 
Elucidation of relationship between Th17 cells 
and commensal microbiota in intestinal mucosa 
is important for understanding the pathogenesis 
of IBD.

Key Words: Th17 cells; Inflammatory bowel dis-
ease; Commensal microbiota

Li RD, Han GX, Tao KX. Role of interaction between 
Th17 cells and commensal microbiota in the pathogenesis 
of inflammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2011; 19(28): 2907-2912

摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一种以慢性肠道炎症性疾病, 病因未明, 肠
道黏膜异常的免疫反应在发病中有着重要作
用. 最近发现一类辅助T淋巴细胞Th17细胞, 
能在肠黏膜中大量分泌IL-17A和IL-17F. 减少
肠道Th17细胞数量和其相关的细胞因子的表
达能够缓解肠道炎症反应, 预示Th17细胞在
IBD发病中起到一定作用. 肠道共生菌与IBD
的发病也有着密切关系, 肠道共生菌群的变化
可能导致Th17细胞的数量发生改变引起炎症, 
或者通过其他机制和途径诱发免疫紊乱, 从而
使得炎症得以发生. 本文就Th17细胞的分化
与其在IBD中的作用, 以及共生菌群和Th17细
胞之间的相互联系作一综述.

关键词: Th17细胞; 炎症性肠病; 共生菌群
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0  引言

克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠炎(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠炎和溃疡性结肠炎

(ulcerative colitis, UC)是两种慢性和反复发作性是两种慢性和反复发作性

的肠道炎症, 病因和发病机制尚未完全明确, 病因和发病机制尚未完全明确病因和发病机制尚未完全明确[1]. 
有证据表明造成CD和UC是遗传和环境多种因CD和UC是遗传和环境多种因和UC是遗传和环境多种因UC是遗传和环境多种因是遗传和环境多种因

素相互作用所致, 最终导致机体同自身正常共, 最终导致机体同自身正常共最终导致机体同自身正常共

生菌群作用产生过度的和难以控制的黏膜免疫

反应. 对IBD体内模型的研究显示, CD4. 对IBD体内模型的研究显示, CD4对IBD体内模型的研究显示, CD4IBD体内模型的研究显示, CD4体内模型的研究显示, CD4, CD4+ T细胞细胞

通过分泌IL-2、干扰素-IL-2、干扰素-、干扰素--γ(interferon-γ, IFN-γ)、、
肿瘤坏死因子--α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)
等多种细胞因子, 在肠道炎症起始和形成中起, 在肠道炎症起始和形成中起在肠道炎症起始和形成中起

到重要作用[2]. 目前将CD4目前将CD4CD4+辅助性T细胞(T helpT细胞(T help细胞(T help(T help 
cells, Th)按其功能特点和所分泌的细胞因子种按其功能特点和所分泌的细胞因子种

类来划分, 可分为4个亚型: Th1, Th2, Th17(IL-, 可分为4个亚型: Th1, Th2, Th17(IL-可分为4个亚型: Th1, Th2, Th17(IL-4个亚型: Th1, Th2, Th17(IL-个亚型: Th1, Th2, Th17(IL-: Th1, Th2, Th17(IL-
17-producing T cells), 调节性T细胞(regulatory调节性T细胞(regulatoryT细胞(regulatory细胞(regulatory(regulatory 

■同行评议者
吴军, 研究员, 中中
国人民解放军军军
事医学科学院生
物工程研究所; 陈
治水 ,  主任医师 , 
中国人民解放军解放军
第二一一医院中
医科
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■研发前沿
目前存在争议的
是菌体或细菌产
物与肠黏膜系统
作 用 ,  直 接 诱 发
了肠道炎症的产
生 ;  还 是 细 菌 出
现于肠道炎症改
变 之 后 ,  然 后 侵
入 病 变 组 织 ,  使
得 病 变 加 重 ,  仍
需进一步明确.

T cells, Treg). 在感染和不同微生物的作用下, T在感染和不同微生物的作用下, T, T
细胞表面受体(T cell receptor, TCR)同特定的体(T cell receptor, TCR)同特定的体同特定的体

内固有的免疫细胞分泌的细胞因子结合, 诱导T, 诱导T诱导TT
细胞分化为各个不同亚型[3]. Th1细胞产生IFN-细胞产生IFN-IFN-γ
和IL-12(interleukin, IL)等细胞因子, 抵抗胞内等细胞因子, 抵抗胞内, 抵抗胞内抵抗胞内

感染和肿瘤. Th1细胞的功能异常与IBD有关,. Th1细胞的功能异常与IBD有关,细胞的功能异常与IBD有关,IBD有关,有关,, 
Baumgart等等[4]发现, 抑制Th1细胞的激活, 对CD, 抑制Th1细胞的激活, 对CD抑制Th1细胞的激活, 对CDTh1细胞的激活, 对CD细胞的激活, 对CD, 对CD对CDCD
患者有一定的临床治疗效果. Th2细胞分泌IL-4. Th2细胞分泌IL-4细胞分泌IL-4IL-4
以及IL-5, IL-13等, 介导体液免疫应答. Treg细IL-5, IL-13等, 介导体液免疫应答. Treg细等, 介导体液免疫应答. Treg细, 介导体液免疫应答. Treg细介导体液免疫应答. Treg细. Treg细细
胞在机体免疫平衡中有重要的作用, 可维持免, 可维持免可维持免

疫耐受, 介导免疫的负性调节, 调节性T细胞最, 介导免疫的负性调节, 调节性T细胞最介导免疫的负性调节, 调节性T细胞最, 调节性T细胞最调节性T细胞最T细胞最细胞最

重要的分子标记是一种转录因子Foxp3Foxp3[5]. 最近最近

又发现了一类不同于Th1和Th2的细胞亚群, 其Th1和Th2的细胞亚群, 其和Th2的细胞亚群, 其Th2的细胞亚群, 其的细胞亚群, 其, 其其
与Th1和Th2细胞亚群表达的细胞因子不同, 即Th1和Th2细胞亚群表达的细胞因子不同, 即和Th2细胞亚群表达的细胞因子不同, 即Th2细胞亚群表达的细胞因子不同, 即细胞亚群表达的细胞因子不同, 即, 即即
Th17细胞细胞[6]. Th17细胞不仅在抵抗病原感染方面细胞不仅在抵抗病原感染方面

有作用, 而且对介导自身免疫疾病也有着重要, 而且对介导自身免疫疾病也有着重要而且对介导自身免疫疾病也有着重要

作用[7]. 

1  Th17细胞功能及其分化

1.1 Th17细胞的发现和其在小鼠中的分化细胞的发现和其在小鼠中的分化 Th17
细胞在实验性自身免疫性脑脊髓炎(experimen-(experimen-
tal autoimmune encephalomyelitis, EAE)模型模型

中首次被发现. 其标志性的特征就是可以产生. 其标志性的特征就是可以产生其标志性的特征就是可以产生

IL-17类细胞因子以及表达特异的转录因子孤类细胞因子以及表达特异的转录因子孤

独受体ROR-ROR-γt(retinoid-related orphan nuclear 
receptor, ROR)和ROR-和ROR-ROR-α[8]. IL-17家族包括6个成家族包括6个成6个成个成

员(IL-17A-IL-17F), 但Th17细胞只产生IL-17A(IL-17A-IL-17F), 但Th17细胞只产生IL-17A但Th17细胞只产生IL-17ATh17细胞只产生IL-17A细胞只产生IL-17AIL-17A
和IL-17F. 除此之外, Th17细胞还生成其他细胞IL-17F. 除此之外, Th17细胞还生成其他细胞除此之外, Th17细胞还生成其他细胞, Th17细胞还生成其他细胞细胞还生成其他细胞

因子, 如IL-6, IL-21, IL-22, IL-26和各种趋化因IL-6, IL-21, IL-22, IL-26和各种趋化因和各种趋化因

子(如chemokine ligand 20, CCL20)以及抗菌肽(如chemokine ligand 20, CCL20)以及抗菌肽如chemokine ligand 20, CCL20)以及抗菌肽chemokine ligand 20, CCL20)以及抗菌肽以及抗菌肽

(antibacterial peptide)[9-11]. IL-17促进炎症的形成,促进炎症的形成,, 
这在动物模型中得到证实. IL-17A可以促进中. IL-17A可以促进中可以促进中

性粒细胞迁移、扩增, 并加强其功能. 除此以外,, 并加强其功能. 除此以外,并加强其功能. 除此以外,. 除此以外,除此以外,, 
IL-17A还促进树突状细胞的成熟, 以及各种细还促进树突状细胞的成熟, 以及各种细, 以及各种细以及各种细

胞(例如成纤维细胞, 内皮细胞, 上皮细胞等)产(例如成纤维细胞, 内皮细胞, 上皮细胞等)产例如成纤维细胞, 内皮细胞, 上皮细胞等)产, 内皮细胞, 上皮细胞等)产内皮细胞, 上皮细胞等)产, 上皮细胞等)产上皮细胞等)产)产产
生促炎症介质, 促进炎症的发生, 促进炎症的发生促进炎症的发生[12]. 

在小鼠的体内外实验均已经证实, 当TGF-, 当TGF-当TGF-TGF-β
和IL-6共同存在时, 可以刺激初始CD4共同存在时, 可以刺激初始CD4, 可以刺激初始CD4可以刺激初始CD4CD4+ T细胞表细胞表

达IL-17A和IL-17F; 缺乏IL-6时, TGF-IL-17A和IL-17F; 缺乏IL-6时, TGF-和IL-17F; 缺乏IL-6时, TGF-IL-17F; 缺乏IL-6时, TGF-缺乏IL-6时, TGF-IL-6时, TGF-时, TGF-, TGF-β诱导小小

鼠初始CD4CD4+ T细胞分化为FoxP3细胞分化为FoxP3FoxP3+ T调节细胞, 机调节细胞, 机, 机机
体对自身免疫的反应性也有所降低[13]. 基因敲基因敲

除STAT6(signal transducers and activators of tran-STAT6(signal transducers and activators of tran-
scription 6, STAT6)和转录因子T-bet的小鼠不能和转录因子T-bet的小鼠不能T-bet的小鼠不能的小鼠不能

产生Th1和Th2细胞, 此时只需要单独的IL-6的Th1和Th2细胞, 此时只需要单独的IL-6的和Th2细胞, 此时只需要单独的IL-6的Th2细胞, 此时只需要单独的IL-6的细胞, 此时只需要单独的IL-6的, 此时只需要单独的IL-6的此时只需要单独的IL-6的IL-6的的
刺激就可促进Th17的分化, 也由此证明了IL-6为Th17的分化, 也由此证明了IL-6为的分化, 也由此证明了IL-6为, 也由此证明了IL-6为也由此证明了IL-6为IL-6为为
诱导Th17分化的始动因子Th17分化的始动因子分化的始动因子[14]. 而关于TGF-而关于TGF-TGF-β的作

用, 目前认为TGF-目前认为TGF-TGF-β抑制了Th1和Th2细胞亚群和Th2细胞亚群Th2细胞亚群细胞亚群

分化所需的转录因子的表达[15]. 故IL-6和TGF-故IL-6和TGF-IL-6和TGF-和TGF-TGF-β
两者协同作用, 诱导初始CD4诱导初始CD4CD4+ T细胞向Th17细细胞向Th17细Th17细细
胞分化, IL-6诱导初始CD4, IL-6诱导初始CD4诱导初始CD4CD4+ T细胞分化为Th17细细胞分化为Th17细Th17细细
胞, 而TGF-, 而TGF-而TGF-TGF-β的作用在于抑制了初始T细胞分化细胞分化

为Th1, Th2, 从中间接促进了初始CD4Th1, Th2, 从中间接促进了初始CD4从中间接促进了初始CD4CD4+ T细胞向细胞向

Th17细胞分化.细胞分化.. 
1.2 人Th17细胞的分化和特征人Th17细胞的分化和特征Th17细胞的分化和特征细胞的分化和特征 人类Th17细胞分人类Th17细胞分Th17细胞分细胞分

化同小鼠比较, 有所不同. 小鼠初始CD4, 有所不同. 小鼠初始CD4有所不同. 小鼠初始CD4. 小鼠初始CD4小鼠初始CD4CD4+ T细胞细胞

在IL-6和TGF-IL-6和TGF-和TGF-TGF-β作用下启动向Th17的分化, 启动的分化, 启动, 启动启动

后, 这种分化效应可被IL-23和IL-21加强和维持,, 这种分化效应可被IL-23和IL-21加强和维持,这种分化效应可被IL-23和IL-21加强和维持,IL-23和IL-21加强和维持,和IL-21加强和维持,IL-21加强和维持,加强和维持,, 
对人类Th17来说, IL-21和IL-23也有维持T细胞Th17来说, IL-21和IL-23也有维持T细胞来说, IL-21和IL-23也有维持T细胞, IL-21和IL-23也有维持T细胞和IL-23也有维持T细胞IL-23也有维持T细胞也有维持T细胞T细胞细胞

分化为Th17的功能. 不同在于, 对于人类Th17,Th17的功能. 不同在于, 对于人类Th17,的功能. 不同在于, 对于人类Th17,. 不同在于, 对于人类Th17,不同在于, 对于人类Th17,, 对于人类Th17,对于人类Th17,Th17, 
其分化起始是源于IL-1IL-1β和IL-6的共同刺激, 而的共同刺激, 而, 而而
非小鼠的IL-6和TGF-IL-6和TGF-和TGF-TGF-β[16]. 有学者认为初始CD4有学者认为初始CD4CD4+ 

T细胞分化为Th17过程中TGF-细胞分化为Th17过程中TGF-Th17过程中TGF-过程中TGF-TGF-β的刺激并不必并不必

需[17]. 但有趣的是, 另一些研究发现TGF-, 另一些研究发现TGF-另一些研究发现TGF-TGF-β在分

化环境中的存在为人类Th17分化所必需分化所必需[9-11]. 造造
成这一相反结论的原因有可能是培养CD4CD4+ T细胞细胞

的培养基的血清中可能本来就含有TGF-TGF-β, 从而从而

忽略了他的作用. 在此问题上, 还存在较大争议.. 在此问题上, 还存在较大争议.在此问题上, 还存在较大争议., 还存在较大争议.还存在较大争议..
人Th17细胞也可以产生IL-17A, 表达特异Th17细胞也可以产生IL-17A, 表达特异细胞也可以产生IL-17A, 表达特异IL-17A, 表达特异表达特异

转录因子ROR-ROR-γt, 趋化因子受体(chemokine re-趋化因子受体(chemokine re-(chemokine re-
ceptor, CCR)CCR6, CCR4[18]. 人的Th1和Th17细人的Th1和Th17细Th1和Th17细和Th17细Th17细细
胞似乎有着一定的同源性, 人的Th17细胞可以, 人的Th17细胞可以人的Th17细胞可以Th17细胞可以细胞可以

表达特异性转录因子ROR-ROR-γt和T-bet, 后者是Th1和T-bet, 后者是Th1T-bet, 后者是Th1后者是Th1Th1
细胞的特异性转录因子. Th17细胞表面表达IL-. Th17细胞表面表达IL-细胞表面表达IL-IL-
23R(IL-23 receptor)和IL-12R和IL-12RIL-12Rβ2受体, 在IL-12的受体, 在IL-12的, 在IL-12的在IL-12的IL-12的的
刺激下, Th17细胞中T-bet表达上调并且可以产, Th17细胞中T-bet表达上调并且可以产细胞中T-bet表达上调并且可以产T-bet表达上调并且可以产表达上调并且可以产

生IFN-IFN-γ. IFN-γ是Th1细胞的标志性的产物, 为何细胞的标志性的产物, 为何, 为何为何

Th17细胞却产生Th1细胞的产物, 是否Th17细细胞却产生Th1细胞的产物, 是否Th17细Th1细胞的产物, 是否Th17细细胞的产物, 是否Th17细, 是否Th17细是否Th17细Th17细细
胞是一个T细胞分化的终末状态? 有证据表明,T细胞分化的终末状态? 有证据表明,细胞分化的终末状态? 有证据表明,? 有证据表明,有证据表明,, 
IL-17+ T细胞在一定体内炎性环境下可以分化为细胞在一定体内炎性环境下可以分化为

Th1细胞细胞[19]. 常规认为, Th1和Th2细胞分化稳定,常规认为, Th1和Th2细胞分化稳定,, Th1和Th2细胞分化稳定,和Th2细胞分化稳定,Th2细胞分化稳定,细胞分化稳定,, 
但有研究发现, 在病毒感染引起IFN-, 在病毒感染引起IFN-在病毒感染引起IFN-IFN-γ产生的情

况下, Th2细胞可被诱导表达T-bet, 而T-bet恰恰细胞可被诱导表达T-bet, 而T-bet恰恰T-bet, 而T-bet恰恰而T-bet恰恰T-bet恰恰恰恰

是Th1分化必须的转录因子Th1分化必须的转录因子分化必须的转录因子[20]. 小鼠EAE模型中小鼠EAE模型中EAE模型中模型中

枢神经系统中, 许多产IL-17的细胞都在炎性发, 许多产IL-17的细胞都在炎性发许多产IL-17的细胞都在炎性发IL-17的细胞都在炎性发的细胞都在炎性发

生部位存在并且表达IFN-IFN-γ. 在对鼠类的自身免在对鼠类的自身免

疫性脑炎的实验中也发现Th17细胞可向Th1细Th17细胞可向Th1细细胞可向Th1细Th1细细
胞转化[21]. 因而, T细胞是否可以随环境的改变因而, T细胞是否可以随环境的改变, T细胞是否可以随环境的改变细胞是否可以随环境的改变

而改变, Th17细胞是否只是T细胞的一个中间分, Th17细胞是否只是T细胞的一个中间分细胞是否只是T细胞的一个中间分T细胞的一个中间分细胞的一个中间分

化状态? 仍需进一步的研究.? 仍需进一步的研究.仍需进一步的研究.. 
相比Th1和Th2细胞, Th17中CD161分子表Th1和Th2细胞, Th17中CD161分子表和Th2细胞, Th17中CD161分子表Th2细胞, Th17中CD161分子表细胞, Th17中CD161分子表, Th17中CD161分子表中CD161分子表CD161分子表分子表

达上调明显, 并且CD161与CCR6两者之间的, 并且CD161与CCR6两者之间的并且CD161与CCR6两者之间的CD161与CCR6两者之间的与CCR6两者之间的CCR6两者之间的两者之间的

表达有着密切的联系. 所有产IL-17A的CD4. 所有产IL-17A的CD4所有产IL-17A的CD4IL-17A的CD4的CD4CD4+ T
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■相关报道
国内外多项研究
报道, Th17细胞可
以产生IL-17类细
胞因子, 动物实验
证实这类细胞因
子可以促进肠道
炎症的发生和发
展. 在对人类的病
变部位检测也发
现, Th17细胞数量
和其分泌的细胞
因子的量也有所
增加. 同时也有研
究提示共生菌群
和炎症的发生发
展有密切关系, 但
尚不确切.

细胞其表面C D161均呈阳性C D161均呈阳性均呈阳性 [22]. 有实验证明,有实验证明,, 
CD161+CD4+ T和CD161和CD161CD161-CD4+ T两组初始细胞,两组初始细胞,, 
在IL-1IL-1β和IL-23存在的条件下刺激分化, 只有存在的条件下刺激分化, 只有, 只有只有

CD161+CD4+ T细胞能发展成为产IL-17A的CD4细胞能发展成为产IL-17A的CD4IL-17A的CD4的CD4CD4+ 

T细胞, 而CD4细胞, 而CD4, 而CD4而CD4CD4+CD161-的T细胞自始至终都不能T细胞自始至终都不能细胞自始至终都不能

诱导其产生IL-17AIL-17A[15]. 这预示这CD161可能是这预示这CD161可能是CD161可能是可能是

人Th17细胞的一个表面特异性标志. 但目前对Th17细胞的一个表面特异性标志. 但目前对细胞的一个表面特异性标志. 但目前对. 但目前对但目前对

CD161在Th17细胞中的功能仍然不清楚.在Th17细胞中的功能仍然不清楚.Th17细胞中的功能仍然不清楚.细胞中的功能仍然不清楚.. 
1.3 Th17细胞的其他产物细胞的其他产物 IL-23是Th17细胞分是Th17细胞分Th17细胞分细胞分

泌的细胞因子之一, 并且对Th17细胞本身的功, 并且对Th17细胞本身的功并且对Th17细胞本身的功Th17细胞本身的功细胞本身的功

能有重要影响. 研究发现IL-23可能与Th17细胞. 研究发现IL-23可能与Th17细胞研究发现IL-23可能与Th17细胞IL-23可能与Th17细胞可能与Th17细胞Th17细胞细胞

的调节和分化有关, 敲除小鼠IL-23的p19亚基, 敲除小鼠IL-23的p19亚基敲除小鼠IL-23的p19亚基IL-23的p19亚基的p19亚基p19亚基亚基

或者IL-23R受体可以导致自身免疫反应表现减IL-23R受体可以导致自身免疫反应表现减受体可以导致自身免疫反应表现减

轻, 同时小鼠易受到黏膜上病原的感染, 肠道黏, 同时小鼠易受到黏膜上病原的感染, 肠道黏同时小鼠易受到黏膜上病原的感染, 肠道黏, 肠道黏肠道黏

膜抵抗力降低, 并且表达IL-17的CD4, 并且表达IL-17的CD4并且表达IL-17的CD4IL-17的CD4的CD4CD4+ T细胞的细胞的

数量明显减少[23]. 因此IL-23在Th17细胞的分化因此IL-23在Th17细胞的分化IL-23在Th17细胞的分化在Th17细胞的分化Th17细胞的分化细胞的分化

功能中有一定作用. 但是, 初始CD4. 但是, 初始CD4但是, 初始CD4, 初始CD4初始CD4CD4+ T细胞在仅细胞在仅

受IL-23刺激的情况下并不能分化为Th17细胞,IL-23刺激的情况下并不能分化为Th17细胞,刺激的情况下并不能分化为Th17细胞,Th17细胞,细胞,, 
而是在IL-6和TGF-IL-6和TGF-和TGF-TGF-β存在的情况下才能分化为

Th17细胞细胞[24]. 此外, 小鼠中IL-23R必需在IL-6或此外, 小鼠中IL-23R必需在IL-6或, 小鼠中IL-23R必需在IL-6或小鼠中IL-23R必需在IL-6或IL-23R必需在IL-6或必需在IL-6或IL-6或或
IL-21刺激后才能表达在初始CD4刺激后才能表达在初始CD4CD4+ T细胞表面,细胞表面,, 
说明IL-23并不参与Th17细胞的早期分化, 其作IL-23并不参与Th17细胞的早期分化, 其作并不参与Th17细胞的早期分化, 其作Th17细胞的早期分化, 其作细胞的早期分化, 其作, 其作其作

用是在Th17起始分化之后, 维持Th17细胞的分Th17起始分化之后, 维持Th17细胞的分起始分化之后, 维持Th17细胞的分, 维持Th17细胞的分维持Th17细胞的分Th17细胞的分细胞的分

化和生存[25]. 
除IL-6、IL-23和TGF-IL-6、IL-23和TGF-、IL-23和TGF-IL-23和TGF-和TGF-TGF-β外, Th17细胞的分细胞的分

化还需要一系列的转录因子ROR-ROR-γt, ROR-α, 和和
干扰素调节因子4(interferon regulatory factor 4,4(interferon regulatory factor 4, 
IRF-4)[26]. Th17细胞产生大量的IL-21, 激活自身细胞产生大量的IL-21, 激活自身IL-21, 激活自身激活自身

STAT3, 促进转录因子ROR-促进转录因子ROR-ROR-γt的表达的表达[27]. IL-21还还
可以促进Th17细胞自身合成上调IL-23R受体,Th17细胞自身合成上调IL-23R受体,细胞自身合成上调IL-23R受体,IL-23R受体,受体,, 
使Th17细胞对IL-23产生应答Th17细胞对IL-23产生应答细胞对IL-23产生应答IL-23产生应答产生应答[28]. 以上研究提示以上研究提示

Th17细胞在其分化中存在正反馈的循环, 促进细胞在其分化中存在正反馈的循环, 促进, 促进促进

自身Th17细胞系的扩增.Th17细胞系的扩增.细胞系的扩增.. 
1.4 抑制Th17分化的因素抑制Th17分化的因素Th17分化的因素分化的因素 Th17分化抑制因子包分化抑制因子包

括IL-25, IL-27, T-bet以及IFN-IL-25, IL-27, T-bet以及IFN-以及IFN-IFN-β. Kleinschek等等[29]

发现敲除IL-25基因的小鼠相对未敲除组表现出IL-25基因的小鼠相对未敲除组表现出基因的小鼠相对未敲除组表现出

对EAE的高度易感性, 并且给予敲除组IL-25干EAE的高度易感性, 并且给予敲除组IL-25干的高度易感性, 并且给予敲除组IL-25干, 并且给予敲除组IL-25干并且给予敲除组IL-25干IL-25干干
预后可以诱导IL-13的升高, IL-13可以抑制激活IL-13的升高, IL-13可以抑制激活的升高, IL-13可以抑制激活, IL-13可以抑制激活可以抑制激活

的树突状细胞分泌IL-1IL-1β, IL-6, IL-23, 从而抑制从而抑制

了Th17细胞的分化. Batten等Th17细胞的分化. Batten等细胞的分化. Batten等. Batten等Batten等等[30]发现IL-27可以明IL-27可以明可以明

显抑制IL-6和TGF-IL-6和TGF-和TGF-TGF-β诱导T细胞分化为Th17细胞细胞分化为Th17细胞Th17细胞细胞

的. 当小鼠缺乏IL-27R. 当小鼠缺乏IL-27R当小鼠缺乏IL-27RIL-27Rα受体时, 炎症反应更为强炎症反应更为强

烈. T-bet是Th1细胞的重要转录因子, Gocke等. T-bet是Th1细胞的重要转录因子, Gocke等是Th1细胞的重要转录因子, Gocke等Th1细胞的重要转录因子, Gocke等细胞的重要转录因子, Gocke等, Gocke等Gocke等等[31]

发现T-bet可直接调节IL-23R的转录合成, T-betT-bet可直接调节IL-23R的转录合成, T-bet可直接调节IL-23R的转录合成, T-betIL-23R的转录合成, T-bet的转录合成, T-bet, T-bet
升高可以导致IL-23表达下调, 而IL-23在Th17IL-23表达下调, 而IL-23在Th17表达下调, 而IL-23在Th17, 而IL-23在Th17而IL-23在Th17IL-23在Th17在Th17Th17
细胞的维持分化方面有重要作用, 其受体的减, 其受体的减其受体的减

少可以使其分化受抑. IFN-. IFN-β-1α对Th17细胞也细胞也

有抑制作用, 其可以作用于树突状细胞, 通过使, 其可以作用于树突状细胞, 通过使其可以作用于树突状细胞, 通过使, 通过使通过使

STAT3磷酸化而介导IL-1磷酸化而介导IL-1IL-1β和IL-23在树突状细在树突状细

胞中合成减少, 同时通过磷酸化STAT1而使IL-, 同时通过磷酸化STAT1而使IL-同时通过磷酸化STAT1而使IL-STAT1而使IL-而使IL-IL-
27p28表达上调表达上调[32]. 而IL-27合成增多, 前面已经而IL-27合成增多, 前面已经IL-27合成增多, 前面已经合成增多, 前面已经, 前面已经前面已经

叙述, 可以抑制初始T细胞向Th17的分化., 可以抑制初始T细胞向Th17的分化.可以抑制初始T细胞向Th17的分化.T细胞向Th17的分化.细胞向Th17的分化.Th17的分化.的分化.. 

2  Th17细胞及IL-17的作用

传统观点认为, IBD的发生是由于Th1/Th2细, IBD的发生是由于Th1/Th2细的发生是由于Th1/Th2细Th1/Th2细细
胞失衡. CD是由Th1细胞产生TNF-. CD是由Th1细胞产生TNF-是由Th1细胞产生TNF-Th1细胞产生TNF-细胞产生TNF-TNF-α、IFN-γ和
IL-12细胞因子介导发生, UC是由Th2细胞介导细胞因子介导发生, UC是由Th2细胞介导, UC是由Th2细胞介导是由Th2细胞介导Th2细胞介导细胞介导

发生. 最近研究报道Th17细胞在慢性炎症性肠. 最近研究报道Th17细胞在慢性炎症性肠最近研究报道Th17细胞在慢性炎症性肠Th17细胞在慢性炎症性肠细胞在慢性炎症性肠

病中有重要作用. 对动物模型和IBD患者的研究. 对动物模型和IBD患者的研究对动物模型和IBD患者的研究IBD患者的研究患者的研究

中发现, Th17细胞数量及其分泌的细胞因子的, Th17细胞数量及其分泌的细胞因子的细胞数量及其分泌的细胞因子的

量, 相比正常肠黏膜, 明显增加, 相比正常肠黏膜, 明显增加相比正常肠黏膜, 明显增加, 明显增加明显增加[33,34], 提示Th17细提示Th17细Th17细细
胞对IBD的发生发展有重要作用.IBD的发生发展有重要作用.的发生发展有重要作用.. 

IL-17A是一种重要的炎性介质, 正常肠道黏是一种重要的炎性介质, 正常肠道黏, 正常肠道黏正常肠道黏

膜中可以检测到一定数量Il-17A的表达, 但是在Il-17A的表达, 但是在的表达, 但是在, 但是在但是在

IBD患者的肠道黏膜中IL-17A mRNA的表达水患者的肠道黏膜中IL-17A mRNA的表达水IL-17A mRNA的表达水的表达水

平相比正常要高出许多. IL-17受体(IL-17R)广泛. IL-17受体(IL-17R)广泛受体(IL-17R)广泛(IL-17R)广泛广泛

表达于多种细胞表面, IL-17A和IL-17F均可诱导, IL-17A和IL-17F均可诱导和IL-17F均可诱导IL-17F均可诱导均可诱导

多种细胞产生促炎因子和趋化因子, 如TNF-, 如TNF-如TNF-TNF-α, 
IL-1β, 趋化因子(CXCL8, CXCL1, CXCL10), 粒-趋化因子(CXCL8, CXCL1, CXCL10), 粒-(CXCL8, CXCL1, CXCL10), 粒-粒--
巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)粒细胞集落刺(GM-CSF)粒细胞集落刺粒细胞集落刺

激因子(G-CSF), IL-6和金属蛋白酶(metalloprote-(G-CSF), IL-6和金属蛋白酶(metalloprote-和金属蛋白酶(metalloprote-(metalloprote-
ases), 介导炎症的发生.介导炎症的发生.. 

对动物模型的研究发现, IL-17A和IL-17F在, IL-17A和IL-17F在和IL-17F在IL-17F在在
2, 4, 6-三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitro-benzenesul-三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitro-benzenesul-(2, 4, 6-trinitro-benzenesul-
fonic acid, TNBS)诱导的小鼠肠病模型中有高度诱导的小鼠肠病模型中有高度

的致病作用. 在TNBS诱导产生结肠炎的小鼠模. 在TNBS诱导产生结肠炎的小鼠模在TNBS诱导产生结肠炎的小鼠模TNBS诱导产生结肠炎的小鼠模诱导产生结肠炎的小鼠模

型中, IL-17R基因敲除的小鼠, 相比正常未敲除, IL-17R基因敲除的小鼠, 相比正常未敲除基因敲除的小鼠, 相比正常未敲除, 相比正常未敲除相比正常未敲除

的对照组, 肠道的炎症减轻, 肠道的炎症减轻肠道的炎症减轻[35]. 除此之外, 敲除除此之外, 敲除, 敲除敲除

IL-17F基因的小鼠可以免遭右旋葡聚糖硫酸钠基因的小鼠可以免遭右旋葡聚糖硫酸钠

(dextran sulfate sodium, DSS)诱导产生肠炎, 给诱导产生肠炎, 给, 给给
予IL-17F则加剧疾病的进展IL-17F则加剧疾病的进展则加剧疾病的进展[36]. 提示IL-17A和提示IL-17A和IL-17A和和

IL-17F在IBD中有促炎作用.在IBD中有促炎作用.IBD中有促炎作用.中有促炎作用.. 
但有研究发现, 出了促炎作用以外, IL-17, 出了促炎作用以外, IL-17出了促炎作用以外, IL-17, IL-17

可能还具有抑制炎症的效应. Awasthi等. Awasthi等等[37]发现,, 
IL-17A可以直接抑制Th1细胞从而抑制了肠道可以直接抑制Th1细胞从而抑制了肠道Th1细胞从而抑制了肠道细胞从而抑制了肠道

炎症的发生. Ogawa等. Ogawa等等[38]的研究也发现, 给予抗, 给予抗给予抗

IL-17A单克隆抗体反而加剧了DSS诱导的结肠单克隆抗体反而加剧了DSS诱导的结肠DSS诱导的结肠诱导的结肠

炎反应. 这两个实验从另一方面提示了IL-17A. 这两个实验从另一方面提示了IL-17A这两个实验从另一方面提示了IL-17AIL-17A
的作用并不只是促进炎症的发生, 可能具有抗, 可能具有抗可能具有抗

炎和促炎双重作用. 除介导炎症反应外, L-17A. 除介导炎症反应外, L-17A除介导炎症反应外, L-17A, L-17A
还可以提高肠道上皮防御功能和上调抗菌肽的

表达. 以上的结果说明, 对于IL-17类细胞因子,. 以上的结果说明, 对于IL-17类细胞因子,以上的结果说明, 对于IL-17类细胞因子,, 对于IL-17类细胞因子,对于IL-17类细胞因子,IL-17类细胞因子,类细胞因子,, 



www.wjgnet.com

2910               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年10月8日  第19卷  第28期

■创新盘点
本文着重介绍了
Th17细胞功能以
及同炎症性肠病
发生和发展的关
系, 并且介绍了肠
道中某些共生菌
对 T 细 胞 的 分 化
有着重要的影响, 
可 能 导 致 肠 道 T
细胞亚群的比例
失调而导致炎症
发生. 通过诱导肠
道共生菌群的变
化或许能成为一
种有前景的治疗
新途径.

其功能和效应并不仅仅局限于一个方面, 对其, 对其对其

生理功能和致病作用的研究, 可能将更有利于, 可能将更有利于可能将更有利于

我们理解IBD的发病机制.IBD的发病机制.的发病机制.. 
总的来说, IL-17A和IL-17F能使肠道产生持, IL-17A和IL-17F能使肠道产生持和IL-17F能使肠道产生持IL-17F能使肠道产生持能使肠道产生持

续性的炎症是由于其产生了一系列的促炎的细

胞因子和趋化因子. Th17细胞产生的细胞因子. Th17细胞产生的细胞因子细胞产生的细胞因子

IL-17A和IL-17F作用于肠道内皮细胞IL-17受体,和IL-17F作用于肠道内皮细胞IL-17受体,IL-17F作用于肠道内皮细胞IL-17受体,作用于肠道内皮细胞IL-17受体,IL-17受体,受体,, 
使其产生多种促炎效应介质, 引起肠道炎症的, 引起肠道炎症的引起肠道炎症的

发生. 但也有研究表明, 肠道内皮细胞不仅仅表. 但也有研究表明, 肠道内皮细胞不仅仅表但也有研究表明, 肠道内皮细胞不仅仅表, 肠道内皮细胞不仅仅表肠道内皮细胞不仅仅表

达IL-17受体, 还表达IL-22, IL-26等细胞因子受IL-17受体, 还表达IL-22, IL-26等细胞因子受受体, 还表达IL-22, IL-26等细胞因子受, 还表达IL-22, IL-26等细胞因子受还表达IL-22, IL-26等细胞因子受IL-22, IL-26等细胞因子受等细胞因子受

体[39], 其中有促炎因子受体, 也有抑制炎症因子其中有促炎因子受体, 也有抑制炎症因子, 也有抑制炎症因子也有抑制炎症因子

受体, 因而, 肠道炎症的发生并不是由于单一的, 因而, 肠道炎症的发生并不是由于单一的因而, 肠道炎症的发生并不是由于单一的, 肠道炎症的发生并不是由于单一的肠道炎症的发生并不是由于单一的

细胞因子而引起, 多种细胞因子之间的相互作, 多种细胞因子之间的相互作多种细胞因子之间的相互作

用的失衡, 导致了肠道免疫微环境失衡, 最后引, 导致了肠道免疫微环境失衡, 最后引导致了肠道免疫微环境失衡, 最后引, 最后引最后引

起了疾病的发生.. 

3  肠道共生菌群和Th17的联系

人体肠道中有大量的细菌, 包括正常菌群和一, 包括正常菌群和一包括正常菌群和一

些暂住菌群. 目前研究提示, 肠道炎症的发生,. 目前研究提示, 肠道炎症的发生,目前研究提示, 肠道炎症的发生,, 肠道炎症的发生,肠道炎症的发生,, 
同肠道内细菌和细菌产物有着密切的关系. 基. 基基
因多态性导致某些个体易受细菌及其产物的影

响而导致自身免疫的发生. 虽然目前的资料无. 虽然目前的资料无虽然目前的资料无

法证明某一种细菌的特异性感染而导致IBD的IBD的的

发生, 但有实验发现某些微生物的感染可以使, 但有实验发现某些微生物的感染可以使但有实验发现某些微生物的感染可以使

缓解期IBD复发. 提示肠道内微生物环境在IBDIBD复发. 提示肠道内微生物环境在IBD复发. 提示肠道内微生物环境在IBD. 提示肠道内微生物环境在IBD提示肠道内微生物环境在IBDIBD
的发生发展中起着一定的作用.. 

肠道中某些共生菌对T细胞的分化有着重T细胞的分化有着重细胞的分化有着重

要的影响, 可能导致肠道T细胞亚群比例失调, 可能导致肠道T细胞亚群比例失调可能导致肠道T细胞亚群比例失调T细胞亚群比例失调细胞亚群比例失调

而导致炎症的发生. 分节丝状杆菌(segmented. 分节丝状杆菌(segmented分节丝状杆菌(segmented(segmented 
filamentous bacterium, SFB)是肠道中一个共生是肠道中一个共生

菌, 定居于回肠末端并与肠上皮细胞紧密黏附., 定居于回肠末端并与肠上皮细胞紧密黏附.定居于回肠末端并与肠上皮细胞紧密黏附.. 
有研究发现, SFB存在时, 可使Th17细胞在相应, SFB存在时, 可使Th17细胞在相应存在时, 可使Th17细胞在相应, 可使Th17细胞在相应可使Th17细胞在相应Th17细胞在相应细胞在相应

部位的肠黏膜固有层的数量增多, 两者之间存, 两者之间存两者之间存

在对应关系. 实验证实, 无菌小鼠的肠道中缺乏. 实验证实, 无菌小鼠的肠道中缺乏实验证实, 无菌小鼠的肠道中缺乏, 无菌小鼠的肠道中缺乏无菌小鼠的肠道中缺乏

Th17细胞, 在定植了SFB之后, 有大量的Th17细胞, 在定植了SFB之后, 有大量的Th17, 在定植了SFB之后, 有大量的Th17在定植了SFB之后, 有大量的Th17SFB之后, 有大量的Th17之后, 有大量的Th17, 有大量的Th17有大量的Th17Th17
细胞出现 , 提高了小鼠对啮齿枸橼酸杆菌(C., 提高了小鼠对啮齿枸橼酸杆菌(C.提高了小鼠对啮齿枸橼酸杆菌(C.(C. 
rodentium)的抵抗力的抵抗力[40]. 也有报道表明, 在无菌也有报道表明, 在无菌, 在无菌在无菌

小鼠肠道内定植SFB之后, 导致了多种CD4SFB之后, 导致了多种CD4之后, 导致了多种CD4, 导致了多种CD4导致了多种CD4CD4+ T细细
胞的出现, 包括Th1, Th17和Treg, 包括Th1, Th17和Treg包括Th1, Th17和TregTh1, Th17和Treg和TregTreg[41]. 以上两个研以上两个研

究的差异可能是由于菌株的差异所造成. 于是,. 于是,于是,, 
Salzman等等[42]将人α-防御素通过基因工程使其防御素通过基因工程使其

在小鼠肠潘氏细胞(paneth cells)中表达, 结果发(paneth cells)中表达, 结果发中表达, 结果发, 结果发结果发

现肠道中SFB和Th17细胞在黏膜固有层中的数SFB和Th17细胞在黏膜固有层中的数和Th17细胞在黏膜固有层中的数Th17细胞在黏膜固有层中的数细胞在黏膜固有层中的数

量均有所减少, 但是对于Th1细胞却没有明显影, 但是对于Th1细胞却没有明显影但是对于Th1细胞却没有明显影Th1细胞却没有明显影细胞却没有明显影

响. 以上结果说明, SFB能加强肠黏膜的防御屏. 以上结果说明, SFB能加强肠黏膜的防御屏以上结果说明, SFB能加强肠黏膜的防御屏, SFB能加强肠黏膜的防御屏能加强肠黏膜的防御屏

障功能, 在调节效应T细胞分化中也有着一定的, 在调节效应T细胞分化中也有着一定的在调节效应T细胞分化中也有着一定的T细胞分化中也有着一定的细胞分化中也有着一定的

作用, 但是是否肠道共生菌群能诱导Th17形成, 但是是否肠道共生菌群能诱导Th17形成但是是否肠道共生菌群能诱导Th17形成Th17形成形成

从而引发炎症, 还不明确. 因而, 肠道细菌微环, 还不明确. 因而, 肠道细菌微环还不明确. 因而, 肠道细菌微环. 因而, 肠道细菌微环因而, 肠道细菌微环, 肠道细菌微环肠道细菌微环

境在对IBD的形成可具有一定作用, 但作用多大IBD的形成可具有一定作用, 但作用多大的形成可具有一定作用, 但作用多大, 但作用多大但作用多大

和具体机制仍不清楚. 目前存在争议的是菌体. 目前存在争议的是菌体目前存在争议的是菌体

或细菌产物与肠黏膜系统作用, 直接诱发了肠, 直接诱发了肠直接诱发了肠

道炎症的产生; 还是细菌出现于肠道炎症改变; 还是细菌出现于肠道炎症改变还是细菌出现于肠道炎症改变

之后, 然后侵入病变组织, 使得病变加重, 仍需, 然后侵入病变组织, 使得病变加重, 仍需然后侵入病变组织, 使得病变加重, 仍需, 使得病变加重, 仍需使得病变加重, 仍需, 仍需仍需

进一步明确.. 
正常情况下, 宿主对肠道内共生菌群耐受., 宿主对肠道内共生菌群耐受.宿主对肠道内共生菌群耐受.. 

IBD的发生, 与宿主免疫功能异常, 对肠道内正的发生, 与宿主免疫功能异常, 对肠道内正, 与宿主免疫功能异常, 对肠道内正与宿主免疫功能异常, 对肠道内正, 对肠道内正对肠道内正

常菌群失去免疫耐受有关系. 将处于活动期的. 将处于活动期的将处于活动期的

IBD患者肠黏膜固有层的单个核细胞(peripheral患者肠黏膜固有层的单个核细胞(peripheral(peripheral 
blood mononuclear cells, PBMCs)同自身细菌的同自身细菌的

裂解产物共育, 可诱导其产生大量细胞因子, 并, 可诱导其产生大量细胞因子, 并可诱导其产生大量细胞因子, 并, 并并
且诱导其增殖, 而正常人无此反应, 而正常人无此反应而正常人无此反应[43]. 提示IBD提示IBDIBD
中, 自身正常菌群的耐受被打破. 耐受被打破后,, 自身正常菌群的耐受被打破. 耐受被打破后,自身正常菌群的耐受被打破. 耐受被打破后,. 耐受被打破后,耐受被打破后,, 
是否诱导Th17细胞分化及功能的变化, 还未清Th17细胞分化及功能的变化, 还未清细胞分化及功能的变化, 还未清, 还未清还未清

楚. 目前的试验以及临床研究显示, 在遗传易感. 目前的试验以及临床研究显示, 在遗传易感目前的试验以及临床研究显示, 在遗传易感, 在遗传易感在遗传易感

性的基础上, 细菌诱发黏膜免疫缺陷, 自身耐受, 细菌诱发黏膜免疫缺陷, 自身耐受细菌诱发黏膜免疫缺陷, 自身耐受, 自身耐受自身耐受

紊乱, 导致了肠道炎症的发生., 导致了肠道炎症的发生.导致了肠道炎症的发生.. 

4  结论

目前的研究提示, 作为一个新发现的细胞亚群,, 作为一个新发现的细胞亚群,作为一个新发现的细胞亚群,, 
Th17细胞在自身免疫的发生和病原防御中都具细胞在自身免疫的发生和病原防御中都具

有重要作用. 但是对其作用规律, 其分泌的细胞. 但是对其作用规律, 其分泌的细胞但是对其作用规律, 其分泌的细胞, 其分泌的细胞其分泌的细胞

因子(IL-17A等)的效应机制, 与其他CD4(IL-17A等)的效应机制, 与其他CD4等)的效应机制, 与其他CD4)的效应机制, 与其他CD4的效应机制, 与其他CD4, 与其他CD4与其他CD4CD4+ T细胞细胞

亚群, 尤其是与Th1细胞亚群在炎症中的关系,, 尤其是与Th1细胞亚群在炎症中的关系,尤其是与Th1细胞亚群在炎症中的关系,Th1细胞亚群在炎症中的关系,细胞亚群在炎症中的关系,, 
仍未完全清楚. 有研究发现, 敲除T-bet及STAT-4. 有研究发现, 敲除T-bet及STAT-4有研究发现, 敲除T-bet及STAT-4, 敲除T-bet及STAT-4敲除T-bet及STAT-4T-bet及STAT-4及STAT-4STAT-4
的小鼠, Th1分化出现障碍, 此时Th17细胞大量, Th1分化出现障碍, 此时Th17细胞大量分化出现障碍, 此时Th17细胞大量, 此时Th17细胞大量此时Th17细胞大量Th17细胞大量细胞大量

表达, 但是这类小鼠却表现出对实验性EAE的抵, 但是这类小鼠却表现出对实验性EAE的抵但是这类小鼠却表现出对实验性EAE的抵EAE的抵的抵

抗[44,45], 因而提示在自身免疫中, Th17并不能够单因而提示在自身免疫中, Th17并不能够单, Th17并不能够单并不能够单

独致病, 其中还需要Th1的参与. 除IBD外, Th17细, 其中还需要Th1的参与. 除IBD外, Th17细其中还需要Th1的参与. 除IBD外, Th17细Th1的参与. 除IBD外, Th17细的参与. 除IBD外, Th17细. 除IBD外, Th17细除IBD外, Th17细IBD外, Th17细外, Th17细, Th17细细
胞还是多种自身免疫性疾病的效应细胞[46-50]. 提提
示可以通过诱导Th17免疫耐受来治疗IBD以及Th17免疫耐受来治疗IBD以及免疫耐受来治疗IBD以及IBD以及以及

其他自身免疫疾病.. 
肠道内共生细菌在IBD中作用以及同Th17IBD中作用以及同Th17中作用以及同Th17Th17

细胞是否存在关系? 从目前的实验研究结果来? 从目前的实验研究结果来从目前的实验研究结果来

看, IBD的发病, 既与正常共生菌群存在联系,, IBD的发病, 既与正常共生菌群存在联系,的发病, 既与正常共生菌群存在联系,, 既与正常共生菌群存在联系,既与正常共生菌群存在联系,, 
又同个体的遗传易感性有关. 目前大部分的关. 目前大部分的关目前大部分的关

于IBD和共生菌的研究都发现, 相比健康对照IBD和共生菌的研究都发现, 相比健康对照和共生菌的研究都发现, 相比健康对照, 相比健康对照相比健康对照

组, IBD组的肠道内菌群多数不正常. 并且肠道, IBD组的肠道内菌群多数不正常. 并且肠道组的肠道内菌群多数不正常. 并且肠道. 并且肠道并且肠道

内菌群的改变可以导致Th17淋巴细胞数量上的Th17淋巴细胞数量上的淋巴细胞数量上的

变化, 而目前Th17又被认为与IBD的发生有着, 而目前Th17又被认为与IBD的发生有着而目前Th17又被认为与IBD的发生有着Th17又被认为与IBD的发生有着又被认为与IBD的发生有着IBD的发生有着的发生有着

密切联系. 明确肠道菌群与Th17细胞的关系在. 明确肠道菌群与Th17细胞的关系在明确肠道菌群与Th17细胞的关系在Th17细胞的关系在细胞的关系在

IBD发病机制中的作用, 可能为治疗IBD提供一发病机制中的作用, 可能为治疗IBD提供一, 可能为治疗IBD提供一可能为治疗IBD提供一IBD提供一提供一

个新的思路..
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■同行评价
本文从肠黏膜生
物屏障、免疫屏
障和机械屏障等
方面, 对嗜酸乳杆
菌对感染人轮状
病毒乳鼠肠黏膜
的保护作用进行
了探讨, 为嗜酸乳
杆菌的进一步临
床应用奠定了�
础, 有一定的实际
意义.
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■背景资料
食管癌是我国特
别是河南省最常
见的肿瘤之一, 在
林州, 食管癌发生
率距全国首位, 虽
然手术和放化疗
可以挽救一些患
者的生命, 但转移
的高发却使食管
癌的治愈率不理
想, 了解其转移的
机制就至关重要, 
本文就此做了相
关研究. 
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of small interfer-
ing RNA (siRNA)-mediated blockade of CXCR4 
signaling on the expression of MMP-9 in human 
esophageal carcinoma cell line EC9706 and to 
provide an experimental foundation for further 
elucidating the role of CXCR4 in metastasis and 
invasion of esophageal carcinoma (ESCC). 

METHODS: Two siRNAs targeting the CXCR4 
gene and one fluorescence-labeled negative con-
trol siRNA were chemically synthesized and 
transfected into EC9706 cells, Non-transfected 
EC9706 cells were used as blank controls. The 
transfection efficiency was evaluated by fluo-

rescence microscopy. Both CXCR4 and MMP-9 
mRNA and protein levels were detected by semi-
quantitative RT-PCR and Western blot 48 h after 
transfection. Boyden chamber assay was used to 
evaluate the invasion capability of cells in vitro 
and MTT assay was used to evaluate cell growth.

RESULTS: The two siRNAs targeting the 
CXCR4 gene efficiently suppressed the expres-
sion of CXCR4 in EC9706 cells at both mRNA 
and protein levels compared to negative and 
blank controls (all P < 0.05). The expression 
of MMP-9 mRNA and protein in EC9706 cells 
transfected with the two siRNAs targeting the 
CXCR4 gene was also suppressed significantly 
compared to the two control groups (all P < 
0.05). Boyden chamber assay results showed that 
the number of cells that have passed through 
the membrane were decreased in EC-9706 cells 
transfected with two CXCR4-specific siRNAs 
compared to the two control groups (both P < 
0.05). Transfection of CXCR4-specific siRNAs 
greatly decreased the growth of EC9-706 cells 
compared to control cells (both P < 0.05).

CONCLUSION: CXCR4 may play a role in the 
metastasis and invasion of ESCC possibly by 
controlling the expression of MMP-9. CXCR4 
may be a potentially valuable therapeutic target 
for ESCC.

Key Words: Esophageal carcinoma; CXC chemokine 
receptor 4; Matrix metalloproteinase-9; Gene regu-
lation

Liu J, Wang F, Zhu LN, He W, Wang LX, Fan QX. SiRNA-
mediated silencing of the CXCR4 gene down-regulates 
MMP-9 expression in EC-9706 cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 2913-2918

摘要 
目的: 探讨在食管鳞癌EC-9706细胞中沉默
CXCR4基因对MMP-9基因表达的影响, 为阐
明CXCR4基因在食管鳞癌侵袭转移中的作用
提供实验依据. 
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王阁, 教授, 中国中国
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军医大学第三附
属学院 ;  葛海燕 ,  
教授, 同济大学附
属东方医院普通
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■研发前沿
本文研究把重点
放在CXCR4基因
上, 对此基因的研
究早期主要集中
于艾滋病, 近年来
发现他不仅在艾
滋病中具有研究
意义, 在癌症中特
别是在癌症的早
期侵袭转移中的
研究意义同样重
要, 因此本文就把
重点放在CXCR4
在癌症的早期侵
袭 转 移 中 的 作
用, 把他和与侵袭
转移相关的基因
MMP-9结合研究
是本文的一个重
点, 下一步作者希
望在裸鼠体内再
进一步研究. 

方法: 化学合成2条靶向CXCR4基因的siRNA1
和siRNA2, 同时设立荧光标记阴性对照和空
白对照. 脂质体法转染入EC-9706细胞, 荧光
显微镜下观察转染效率. 转染48 h后, 半定量
RT-PCR检测各组细胞CXCR4和MMP-9基因
mRNA表达的变化, Western blot检测各组细胞
CXCR4和MMP-9基因蛋白表达的变化, 侵袭
小室检测各组细胞穿膜细胞数的变化, MTT
检测各组细胞的A值. 

结果: 与阴性对照和空白对照相比, 转染CXCR4 
siRNA1和siRNA2组细胞CXCR4 mRNA和蛋
白的表达明显降低 ,  差异具有统计学意义
(P <0.05); 同时与阴性对照和空白对照相比, 
转染CXCR4 siRNA1和siRNA2组细胞MMP-9 
mRNA和蛋白的表达同样明显降低, 差异具
有统计学意义(P <0.05); 转染CXCR4 siRNA1
和s iRNA2组细胞穿膜细胞数与阴性对照和
空白对照相比明显下降 ,  差异具有统计学
意义(P <0.05); M T T结果显示转染C X C R4 
siRNA1和siRNA2组细胞增殖能力下降, 与阴
性对照和空白对照相比差异具有统计学意义
(P <0.05). 

结论: 在食管鳞癌EC9706中存在CXCR4基因
对MMP-9基因的调控作用, CXCR4基因有可
能通过调控MMP-9基因的表达参与食管鳞癌
细胞的浸润转移, CXCR4有可能成为食管鳞
癌基因治疗的有效靶点. 

关键词: 食管鳞癌; CXC趋化因子受体4; 基质金属

蛋白酶-9; 基因调控

刘剑, 王峰, 朱利楠, 何炜, 王留兴, 樊青霞. 沉默CXCR4基因对

食管鳞癌EC-9706细胞中MMP-9基因表达的影响.  世界华人

消化杂志  2011; 19(28): 2913-2918
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0  引言

食管鳞癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 由于, 由于由于

其早期的浸润转移, 预后不佳. 自Muller等, 预后不佳. 自Muller等预后不佳. 自Muller等. 自Muller等自Muller等Muller等等[1]首

次报道趋化因子受体与肿瘤浸润转移的关系

后, 越来越多的趋化因子受体在随后的研究中, 越来越多的趋化因子受体在随后的研究中越来越多的趋化因子受体在随后的研究中

被发现与肿瘤的发生、发展关系密切 . 其中.  其中其中

CXC趋化因子受体4(CXC chemokine receptor4,趋化因子受体4(CXC chemokine receptor4,4(CXC chemokine receptor4, 
CXCR4)及其配体基质细胞衍生因子-1(stromal及其配体基质细胞衍生因子-1(stromal-1(stromal 
cell derived factor 1, SDF-1)[2]组成的生物轴在至

少26中不同类型的肿瘤细胞包括食管鳞癌细胞26中不同类型的肿瘤细胞包括食管鳞癌细胞中不同类型的肿瘤细胞包括食管鳞癌细胞

中表达, 是表达最为广泛的趋化因子受体, 干, 是表达最为广泛的趋化因子受体, 干是表达最为广泛的趋化因子受体, 干, 干干
扰该生物轴的作用可以影响肿瘤细胞的浸润

转移[3]. 大量研究证明基质金属蛋白酶-9(matrix大量研究证明基质金属蛋白酶-9(matrix-9(matrix 
metalloproteinase-9, MMP-9)在食管鳞癌中高表在食管鳞癌中高表

达, 且与食管鳞癌早期的浸润转移密切相关, 且与食管鳞癌早期的浸润转移密切相关且与食管鳞癌早期的浸润转移密切相关[4,5]. 
本文通过RNAi技术干扰食管鳞癌细胞EC-9706RNAi技术干扰食管鳞癌细胞EC-9706技术干扰食管鳞癌细胞EC-9706EC-9706
中CXCR4基因的表达, 观察其对MMP-9基因表CXCR4基因的表达, 观察其对MMP-9基因表基因的表达, 观察其对MMP-9基因表, 观察其对MMP-9基因表观察其对MMP-9基因表MMP-9基因表基因表

达的影响, 同时研究其对食管鳞癌细胞EC-9706, 同时研究其对食管鳞癌细胞EC-9706同时研究其对食管鳞癌细胞EC-9706EC-9706
浸润转移和增殖能力的影响 , 为进一步阐明,  为进一步阐明为进一步阐明

CXCR4在食管鳞癌浸润转移中的作用机制提供在食管鳞癌浸润转移中的作用机制提供

理论依据, 为食管鳞癌的基因治疗提供有效靶点., 为食管鳞癌的基因治疗提供有效靶点.为食管鳞癌的基因治疗提供有效靶点.. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 食管鳞癌EC-9706细胞、NIH3T3细胞EC-9706细胞、NIH3T3细胞细胞、NIH3T3细胞NIH3T3细胞细胞

由郑州大学基础医学院保存提供; 胎牛血清购; 胎牛血清购胎牛血清购

自杭州四季青公司; 1640培养液购自Gibco公司;; 1640培养液购自Gibco公司;培养液购自Gibco公司;Gibco公司;公司;; 
脂质体转染试剂LipofectamineLipofectamineTM2000及RNA提及RNA提RNA提提

取试剂TRIzol均购自Invitrogen公司; CXCR4兔TRIzol均购自Invitrogen公司; CXCR4兔均购自Invitrogen公司; CXCR4兔Invitrogen公司; CXCR4兔公司; CXCR4兔; CXCR4兔兔
抗人多克隆抗体、MMP-9多克隆抗体、MMP-9多克隆抗体、多克隆抗体、β-actin
兔抗人多克隆抗体及辣根过氧化物酶标记羊抗

兔抗体均购自北京中杉金桥生物技术公司; RT-; RT-
P C R一步法试剂盒购自大连宝生物工程有限

公司; 胰蛋白酶、MTT均购自美国Sigma公司;胰蛋白酶、MTT均购自美国Sigma公司;MTT均购自美国Sigma公司;均购自美国Sigma公司;Sigma公司;公司;; 
Boyden chamber购自江苏海门麒麟医用仪器厂;购自江苏海门麒麟医用仪器厂;;  
Matrigel胶购自北京大学医学部细胞生物学实验胶购自北京大学医学部细胞生物学实验

室; 其他常规试剂均为进口分装或国产分析; 其他常规试剂均为进口分装或国产分析其他常规试剂均为进口分装或国产分析纯.. 
1.2 方法方法

1.2.1 siRNA靶序列的选择及合成:靶序列的选择及合成:: 根据Gene-根据Gene-Gene-
B a n k中C X C R 4基因的序列设计两对靶向中C X C R 4基因的序列设计两对靶向C X C R 4基因的序列设计两对靶向基因的序列设计两对靶向

CXCR4的s iRNA序列, 采用BLAST同源性检的s iRNA序列, 采用BLAST同源性检s iRNA序列, 采用BLAST同源性检序列, 采用BLAST同源性检, 采用BLAST同源性检采用BLAST同源性检BLAST同源性检同源性检

索确认与人类基因无明显同源性 . 分别为 :.  分别为 :分别为 :: 
s iRNA1序列为: 5'-GCGGCAGCAGGUAG-序列为: 5'-GCGGCAGCAGGUAG-: 5'-GCGGCAGCAGGUAG-
CAAAGdTdT-3'; s iRNA2序列为: 5'-CUG-序列为: 5'-CUG-: 5'-CUG-
GGCAGUUGAUGCCGUGdTdT-3'. 均由郑州创均由郑州创

生生物公司合成, PAGE纯化. 同时设计荧光标记, PAGE纯化. 同时设计荧光标记纯化. 同时设计荧光标记. 同时设计荧光标记同时设计荧光标记

的对照组siRNA(与人类基因无同源性).siRNA(与人类基因无同源性).与人类基因无同源性).). 
1.2.2 细胞培养与转染:细胞培养与转染:: 食管鳞癌E C-9706细E C-9706细细
胞在含有100 mL/L胎牛血清的1640培养基中,100 mL/L胎牛血清的1640培养基中,胎牛血清的1640培养基中,1640培养基中,培养基中,, 
37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2条件下培养, 细胞培养2 d即, 细胞培养2 d即细胞培养2 d即2 d即即
更换1次培养液. 转染前24 h, 将EC-9706细胞用. 转染前24 h, 将EC-9706细胞用转染前24 h, 将EC-9706细胞用24 h, 将EC-9706细胞用将EC-9706细胞用EC-9706细胞用细胞用

胰蛋白酶消化、传代至24孔培养板, 每孔2×1024孔培养板, 每孔2×10孔培养板, 每孔2×10, 每孔2×10每孔2×102×105

细胞, 使用不含抗生素1640培养基培养. 实验分, 使用不含抗生素1640培养基培养. 实验分使用不含抗生素1640培养基培养. 实验分1640培养基培养. 实验分培养基培养. 实验分. 实验分实验分

为4组: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-4组: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-组: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-: A组为空白对照组, B组为转染阴性siR-组为空白对照组, B组为转染阴性siR-, B组为转染阴性siR-组为转染阴性siR-siR-
NA组, C组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2组, C组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2, C组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2组为转染siRNA1组, D组为转染siRNA2siRNA1组, D组为转染siRNA2组, D组为转染siRNA2, D组为转染siRNA2组为转染siRNA2siRNA2
组; 每组设4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞; 每组设4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞每组设4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞4个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞个复孔, 实验重复3次. EC-9706细胞, 实验重复3次. EC-9706细胞实验重复3次. EC-9706细胞3次. EC-9706细胞次. EC-9706细胞. EC-9706细胞细胞

培养6 h后, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获6 h后, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获后, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获, 转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获转为全培液培养, 继续培养48 h, 收获, 继续培养48 h, 收获继续培养48 h, 收获48 h, 收获收获

细胞, 进行后续试验., 进行后续试验.进行后续试验.. 
1.2.3 半定量RT-PCR检测各组细胞CXCR4和半定量RT-PCR检测各组细胞CXCR4和RT-PCR检测各组细胞CXCR4和检测各组细胞CXCR4和CXCR4和和
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■创新盘点
虽然有相关文章
研究CXCR4在食
管癌发生、发展
侵袭转移中的作
用 ,  MMP-9在食
管癌侵袭转移中
的重要作用, 但本
文将二者联系起
来 ,  研 究 表 明 了
CXCR4通过�种
途径, 如�参与食
管癌发生、发展
侵袭转移. 

MMP-9基因表达变化:基因表达变化:: 用TRIzol试剂提取细胞TRIzol试剂提取细胞试剂提取细胞

总RNA, 样品经琼脂糖凝胶电泳. 根据RT-PCRRNA, 样品经琼脂糖凝胶电泳. 根据RT-PCR样品经琼脂糖凝胶电泳. 根据RT-PCR. 根据RT-PCR根据RT-PCRRT-PCR
试剂盒说明书, 将CXCR4与, 将CXCR4与将CXCR4与CXCR4与与β-act in、MMP-9、MMP-9MMP-9
与β-ac t in分别进行同管扩增. CXCR4引物分别进行同管扩增. CXCR4引物. CXCR4引物引物为:: 
上游序列: TCTTCTTAACTGGCATTGTG, 下: TCTTCTTAACTGGCATTGTG, 下下
游序列: AGAGGTTGACTGTGTAGATG, 扩: AGAGGTTGACTGTGTAGATG, 扩扩
增片段长度为219 bp; MMP-9引物为: 上游序219 bp; MMP-9引物为: 上游序引物为: 上游序: 上游序上游序

列: GGATGGAGGTGATATGTGAA, 下游序列:: GGATGGAGGTGATATGTGAA, 下游序列:下游序列:: 
GCAGGCATAAGAGGAGTG, 扩增片段长度扩增片段长度

为: 121 bp;: 121 bp; β-actin引物为: 上游序列: GGCAG-引物为: 上游序列: GGCAG-: 上游序列: GGCAG-上游序列: GGCAG-: GGCAG-
CAGGATGAGATTC; 下游序列: GGAGTCTG-下游序列: GGAGTCTG-: GGAGTCTG-
TAGTCTTCACC, 扩增片段长度为: 391 bp. 引扩增片段长度为: 391 bp. 引: 391 bp. 引引
物由赛百胜生物有限公司设计合成. RT-PCR. RT-PCR
反应体系总体积为2525 μL, 加入0.5加入0.50.5 μL的总RNA,的总RNA,RNA, 
上、下游引物各0.50.5 μL. 50 ℃ 30 min进行逆转录进行逆转录

反应, 94 ℃ 2 min使RNase失活, 然后94 ℃变性, 94 ℃ 2 min使RNase失活, 然后94 ℃变性使RNase失活, 然后94 ℃变性RNase失活, 然后94 ℃变性失活, 然后94 ℃变性, 然后94 ℃变性然后94 ℃变性94 ℃变性变性

30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共进行32退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共进行3230 s, 72 ℃延伸1 min, 共进行32延伸1 min, 共进行321 min, 共进行32共进行3232
个循环, 最后72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5, 最后72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5最后72 ℃延伸10 min. 取PCR产物572 ℃延伸10 min. 取PCR产物5延伸10 min. 取PCR产物510 min. 取PCR产物5取PCR产物5PCR产物5产物55 μL
行1.2%琼脂糖凝胶电泳, 使用SYNGENE凝胶分1.2%琼脂糖凝胶电泳, 使用SYNGENE凝胶分琼脂糖凝胶电泳, 使用SYNGENE凝胶分, 使用SYNGENE凝胶分使用SYNGENE凝胶分SYNGENE凝胶分凝胶分

析系统软件扫描各条带灰度值, 分析CXCR4和, 分析CXCR4和分析CXCR4和CXCR4和和
MMP-9基因在各组细胞中的相对表达水平.基因在各组细胞中的相对表达水平.. 
1.2.4 We s t e r n b l o t检测各组细胞C X C R4和检测各组细胞C X C R4和C X C R4和和

MMP-9蛋白表达变化:蛋白表达变化:: 按照细胞蛋白提取试剂按照细胞蛋白提取试剂

盒说明书, 提取各组细胞总蛋白. 参考《分子克, 提取各组细胞总蛋白. 参考《分子克提取各组细胞总蛋白. 参考《分子克. 参考《分子克参考《分子克

隆操作指南》Western blot操作步骤, 取各组细Western blot操作步骤, 取各组细操作步骤, 取各组细, 取各组细取各组细

胞总蛋白各100100 μg, 分别与2×SDS缓冲液按1∶1分别与2×SDS缓冲液按1∶12×SDS缓冲液按1∶1缓冲液按1∶11∶1
混合, 95 ℃加热10 min, 与预染的蛋白质分子量, 95 ℃加热10 min, 与预染的蛋白质分子量加热10 min, 与预染的蛋白质分子量10 min, 与预染的蛋白质分子量与预染的蛋白质分子量

标准一起上样, 经12%SDS-PAGE分离, 电泳结, 经12%SDS-PAGE分离, 电泳结经12%SDS-PAGE分离, 电泳结12%SDS-PAGE分离, 电泳结分离, 电泳结, 电泳结电泳结

束后根据蛋白Marker指示的位置切下含有目的Marker指示的位置切下含有目的指示的位置切下含有目的

带的胶条, 电转到硝酸纤维素膜上, 用丽春红染, 电转到硝酸纤维素膜上, 用丽春红染电转到硝酸纤维素膜上, 用丽春红染, 用丽春红染用丽春红染

色, 确定蛋白是否转移成功. 同时每次实验均检, 确定蛋白是否转移成功. 同时每次实验均检确定蛋白是否转移成功. 同时每次实验均检. 同时每次实验均检同时每次实验均检

测β-actin(42 kDa)的表达, 以作为上样标准. 5%的表达, 以作为上样标准. 5%, 以作为上样标准. 5%以作为上样标准. 5%. 5%
的脱脂奶粉TBST溶液封闭, 4 ℃过夜, 加一抗TBST溶液封闭, 4 ℃过夜, 加一抗溶液封闭, 4 ℃过夜, 加一抗, 4 ℃过夜, 加一抗过夜, 加一抗, 加一抗加一抗

(CXCR4抗体按1∶400稀释; MMP-9抗体按1∶抗体按1∶400稀释; MMP-9抗体按1∶1∶400稀释; MMP-9抗体按1∶稀释; MMP-9抗体按1∶; MMP-9抗体按1∶抗体按1∶1∶
600稀释)室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×稀释)室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×)室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×室温孵育2 h, TBST溶液洗涤10 min×2 h, TBST溶液洗涤10 min×溶液洗涤10 min×10 min×
3次, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶次, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(1∶(1∶
5 000)室温下振摇2 h, TBST溶液洗涤10 min×3室温下振摇2 h, TBST溶液洗涤10 min×32 h, TBST溶液洗涤10 min×3溶液洗涤10 min×310 min×3
次, ECL化学发光剂于暗室中曝光和显影. 测定, ECL化学发光剂于暗室中曝光和显影. 测定化学发光剂于暗室中曝光和显影. 测定. 测定测定

蛋白条带的A值, 以表示蛋白的相对表达水平., 以表示蛋白的相对表达水平.以表示蛋白的相对表达水平.. 
1.2.5 Boyden小室检测体外侵袭力:小室检测体外侵袭力:: 参照Albin等参照Albin等Albin等[6]

的研究方法并予以改良, Matrigel胶用4 ℃无血并予以改良, Matrigel胶用4 ℃无血, Matrigel胶用4 ℃无血胶用4 ℃无血4 ℃无血无血

清1640稀释, 均匀铺盖于81640稀释, 均匀铺盖于8稀释, 均匀铺盖于8, 均匀铺盖于8均匀铺盖于88 μm的聚碳酸酯膜上,的聚碳酸酯膜上,, 
37 ℃放置30 min使其形成凝胶状, 紫外线照射放置30 min使其形成凝胶状, 紫外线照射30 min使其形成凝胶状, 紫外线照射使其形成凝胶状, 紫外线照射, 紫外线照射紫外线照射

30 min杀菌. 下室加200杀菌. 下室加200. 下室加200下室加200200 μL NIH3T3细胞无血清细胞无血清

培养24 h条件培养基作趋化因子, 加盖上述制备好24 h条件培养基作趋化因子, 加盖上述制备好条件培养基作趋化因子, 加盖上述制备好, 加盖上述制备好加盖上述制备好

的人工基质胶膜, 上室内滴加浓度为5×10, 上室内滴加浓度为5×10上室内滴加浓度为5×105×105个/mL/mL

的单细胞悬液500500 μL, 常规培养24 h, 取出小室,常规培养24 h, 取出小室,24 h, 取出小室,取出小室,, 
吸弃上室内的细胞悬液, 以棉签小心擦净滤膜, 以棉签小心擦净滤膜以棉签小心擦净滤膜

上室面的细胞和胶, 950 mL/L乙醇固定, 常规HE, 950 mL/L乙醇固定, 常规HE乙醇固定, 常规HE, 常规HE常规HEHE
染色后中性树胶固封于载玻片上. 用倒置显微. 用倒置显微用倒置显微

镜(×400)计数滤膜上5个视野的穿过孔径的细(×400)计数滤膜上5个视野的穿过孔径的细计数滤膜上5个视野的穿过孔径的细5个视野的穿过孔径的细个视野的穿过孔径的细

胞数, 取均数. 每株细胞设3个平行样本., 取均数. 每株细胞设3个平行样本.取均数. 每株细胞设3个平行样本.. 每株细胞设3个平行样本.每株细胞设3个平行样本.3个平行样本.个平行样本.. 
1.2.6 MTT法检测细胞增殖能力:法检测细胞增殖能力:: 分别收集处于

对数生长期的各组细胞, 于96孔培养板中接种, 于96孔培养板中接种于96孔培养板中接种96孔培养板中接种孔培养板中接种

200 μL细胞悬液(约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L细胞悬液(约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L(约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L约5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L5 000个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L个细胞/孔); 37℃, 50 mL/L/孔); 37℃, 50 mL/L孔); 37℃, 50 mL/L); 37 ℃, 50 mL/L 
CO2培养箱及饱和湿度条件下培养48 h,加入5 mg/L48 h, 加入5 mg/L加入5 mg/L5 mg/L
的MTT溶液20MTT溶液20溶液2020 μL, 继续培养4 h; 吸去上清后每继续培养4 h; 吸去上清后每4 h; 吸去上清后每吸去上清后每

孔加入200200 μL DMSO, 在96孔酶标仪上读取在96孔酶标仪上读取96孔酶标仪上读取孔酶标仪上读取A 570 nm

值. 每组实验至少重复3次, 每次做5个平行孔,. 每组实验至少重复3次, 每次做5个平行孔,每组实验至少重复3次, 每次做5个平行孔,3次, 每次做5个平行孔,次, 每次做5个平行孔,, 每次做5个平行孔,每次做5个平行孔,5个平行孔,个平行孔,, 
按照公式计算生长抑制率. 抑制率(%) = (1-实验. 抑制率(%) = (1-实验抑制率(%) = (1-实验(%) = (1-实验实验

组平均A值/对照组平均/对照组平均对照组平均A值)×100%.)×100%. 
统计学处理 所有数据采用SPSS11.5软件进所有数据采用SPSS11.5软件进SPSS11.5软件进软件进

行统计处理, 两组均数的比较采用, 两组均数的比较采用两组均数的比较采用t检验, 检验水, 检验水检验水

准取α = 0.05. 

2  结果

2.1 转染效率检测转染效率检测 转染带绿色荧光的阴性对照转染带绿色荧光的阴性对照

siRNA后48 h, 随机在荧光显微镜下选取5个视后48 h, 随机在荧光显微镜下选取5个视48 h, 随机在荧光显微镜下选取5个视随机在荧光显微镜下选取5个视5个视个视

野, 发现带绿色荧光的细胞占所有细胞的比例, 发现带绿色荧光的细胞占所有细胞的比例发现带绿色荧光的细胞占所有细胞的比例

为77.6%±2.33%(图1), 而空白对照组观察不到77.6%±2.33%(图1), 而空白对照组观察不到图1), 而空白对照组观察不到1), 而空白对照组观察不到而空白对照组观察不到

明显的绿色荧光细胞, 显示转染效率较高., 显示转染效率较高.显示转染效率较高.. 
2.2 CXCR4 siRNA对CXCR4 和MMP-9 mRNA表对CXCR4 和MMP-9 mRNA表CXCR4 和MMP-9 mRNA表和MMP-9 mRNA表MMP-9 mRNA表表

达的影响 半定量RT-PCR检测结果显示, siRNART-PCR检测结果显示, siRNA检测结果显示, siRNA, siRNA
转染EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.81±0.03)EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.81±0.03)细胞48 h后, 与空白组(0.81±0.03)48 h后, 与空白组(0.81±0.03)后, 与空白组(0.81±0.03), 与空白组(0.81±0.03)与空白组(0.81±0.03)(0.81±0.03)
和转染阴性对照siRNA组(0.76±0.02)相比, 转siRNA组(0.76±0.02)相比, 转组(0.76±0.02)相比, 转(0.76±0.02)相比, 转相比, 转, 转转
染CXCR4 siRNA1组(0.42±0.09)和转染CXCR4CXCR4 siRNA1组(0.42±0.09)和转染CXCR4组(0.42±0.09)和转染CXCR4(0.42±0.09)和转染CXCR4和转染CXCR4CXCR4 
siRNA2组(0.47±0.05)细胞CXCR4 mRNA的表组(0.47±0.05)细胞CXCR4 mRNA的表(0.47±0.05)细胞CXCR4 mRNA的表细胞CXCR4 mRNA的表CXCR4 mRNA的表的表

达明显下降(图2), 差异具有统计学意义((图2), 差异具有统计学意义(图2), 差异具有统计学意义(2), 差异具有统计学意义(差异具有统计学意义((P <0.05). 
转染CXCR4 siRNA1组和转染CXCR4 siRNA2CXCR4 siRNA1组和转染CXCR4 siRNA2组和转染CXCR4 siRNA2CXCR4 siRNA2
组细胞MMP-9 mRNA的表达同样明显下降, 分MMP-9 mRNA的表达同样明显下降, 分的表达同样明显下降, 分, 分分
别为(0.51±0.07)和(0.55±0.03)(图3), 与空白组(0.51±0.07)和(0.55±0.03)(图3), 与空白组和(0.55±0.03)(图3), 与空白组(0.55±0.03)(图3), 与空白组图3), 与空白组3), 与空白组与空白组

(0.87±0.04)和转染阴性对照s iRNA组(0.90±和转染阴性对照s iRNA组(0.90±s iRNA组(0.90±组(0.90±(0.90±
0.10)相比差异具有统计学意义(相比差异具有统计学意义((P <0.05). 
2.3 CXCR4 siRNA对CXCR4和MMP-9蛋白表对CXCR4和MMP-9蛋白表CXCR4和MMP-9蛋白表和MMP-9蛋白表MMP-9蛋白表蛋白表

达的影响 Western blot检测结果显示, siRNA转检测结果显示, siRNA转, siRNA转转

染EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和EC-9706细胞48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和细胞48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和48 h后, 与空白组(0.66±0.01)和后, 与空白组(0.66±0.01)和, 与空白组(0.66±0.01)和与空白组(0.66±0.01)和(0.66±0.01)和和
转染阴性对照siRNA组(0.61±0.07)相比, 转染siRNA组(0.61±0.07)相比, 转染组(0.61±0.07)相比, 转染(0.61±0.07)相比, 转染相比, 转染, 转染转染

CXCR4 siRNA1组(0.24±0.03)和转染CXCR4组(0.24±0.03)和转染CXCR4(0.24±0.03)和转染CXCR4和转染CXCR4CXCR4 
siRNA2(0.30±0.04)组细胞CXCR4蛋白的表达组细胞CXCR4蛋白的表达CXCR4蛋白的表达蛋白的表达

明显下降, 差异具有统计学意义(, 差异具有统计学意义(差异具有统计学意义((P <0.05). 转染转染

CXCR4 siRNA1组和转染CXCR4 siRNA2组细胞组和转染CXCR4 siRNA2组细胞CXCR4 siRNA2组细胞组细胞

MMP-9蛋白的表达同样明显下降, 分别为(0.33蛋白的表达同样明显下降, 分别为(0.33, 分别为(0.33分别为(0.33(0.33
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■应用要点
本研究表明在食
管鳞癌EC-9706细
胞中阻断CXCR4
基 因 可 以 下 调
M M P - 9 基 因 的
表 达 ,  初 步 证 实
了在EC-9706细
胞 中 C X C R 4 在
M M P - 9 的 转 录
调控中起重要作
用 ,  CXCR4可能
通过上调MMP-9
的表达在食管鳞
癌的侵袭转移中
发 挥 重 要 作 用 , 
CXCR4可作为食
管鳞癌基因治疗
的一个有效靶点. 

±0.10)和(0.37±0.05), 与空白组(0.69±0.09)和和(0.37±0.05), 与空白组(0.69±0.09)和(0.37±0.05), 与空白组(0.69±0.09)和与空白组(0.69±0.09)和(0.69±0.09)和和
转染阴性对照siRNA组(0.71±0.02)相比差异具siRNA组(0.71±0.02)相比差异具组(0.71±0.02)相比差异具(0.71±0.02)相比差异具相比差异具

有统计学意义((P <0.05, 图4).图4).4). 
2.4 CXCR4 siRNA对食管鳞癌细胞EC-9706侵对食管鳞癌细胞EC-9706侵EC-9706侵侵

袭能力的影响 侵袭小室结果显示, 转染CXCR4侵袭小室结果显示, 转染CXCR4, 转染CXCR4转染CXCR4CXCR4 
siRNA1和转染CXCR4 siRNA2组的EC-9706细和转染CXCR4 siRNA2组的EC-9706细CXCR4 siRNA2组的EC-9706细组的EC-9706细EC-9706细细
胞穿透Matrigal基底膜的细胞数分别为(58.30Matr igal基底膜的细胞数分别为(58.30基底膜的细胞数分别为(58.30(58.30
±13.44)和(62.80±11.20), 显著低于空白组和(62.80±11.20), 显著低于空白组(62.80±11.20), 显著低于空白组显著低于空白组

(89.00±14.93)和转染阴性对照siRNA组(84.60和转染阴性对照siRNA组(84.60siRNA组(84.60组(84.60(84.60
±16.41)的穿膜细胞数, 差异具有统计学意义的穿膜细胞数, 差异具有统计学意义, 差异具有统计学意义差异具有统计学意义

(P <0.05). 与空白组相比, 转染CXCR4 siRNA1和与空白组相比, 转染CXCR4 siRNA1和, 转染CXCR4 siRNA1和转染CXCR4 siRNA1和CXCR4 siRNA1和和
转染CXCR4 siRNA2组的EC-9706细胞侵袭抑CXCR4 siRNA2组的EC-9706细胞侵袭抑组的EC-9706细胞侵袭抑EC-9706细胞侵袭抑细胞侵袭抑

制率分别达到34.8%和30.3%, 说明两对CXCR434.8%和30.3%, 说明两对CXCR4和30.3%, 说明两对CXCR430.3%, 说明两对CXCR4说明两对CXCR4CXCR4 
siRNA均能显著抑制体外培养的EC-9706细胞的均能显著抑制体外培养的EC-9706细胞的EC-9706细胞的细胞的

侵袭转移能力.. 
2.5 CXCR4 siRNA对食管鳞癌细胞EC-9706增殖对食管鳞癌细胞EC-9706增殖EC-9706增殖增殖

能力的影响 转染CXCR4 siRNA1和转染CXCR4转染CXCR4 siRNA1和转染CXCR4CXCR4 siRNA1和转染CXCR4和转染CXCR4CXCR4 
siRNA2组的EC-9706在转染48 h后细胞的增殖组的EC-9706在转染48 h后细胞的增殖EC-9706在转染48 h后细胞的增殖在转染48 h后细胞的增殖48 h后细胞的增殖后细胞的增殖

能力与空白组合转染阴性对照siRNA组相比明siRNA组相比明组相比明

显降低, 分别为(转染CXCR4 siRNA1 0.480±, 分别为(转染CXCR4 siRNA1 0.480±分别为(转染CXCR4 siRNA1 0.480±(转染CXCR4 siRNA1 0.480±转染CXCR4 siRNA1 0.480±CXCR4 siRNA1 0.480±
0.013, 转染siRNA2 0.493±0.009, 空白组 0.580转染siRNA2 0.493±0.009, 空白组 0.580siRNA2 0.493±0.009, 空白组 0.580空白组 0.580 0.580
±0.017合转染阴性siRNA组0.573±0.008), 可合转染阴性siRNA组0.573±0.008), 可siRNA组0.573±0.008), 可组0.573±0.008), 可0.573±0.008), 可可
见细胞生长受到明显抑制((P <0.05), 表明CXCR4表明CXCR4CXCR4 
s i R N A可能同时具有抑制细胞增殖的能力 ,可能同时具有抑制细胞增殖的能力 ,,  
CXCR4基因在食管鳞癌细胞生长过程中同样起基因在食管鳞癌细胞生长过程中同样起

到重要作用.. 

3  讨论

趋化因子与趋化因子受体的相互作用能诱导靶

细胞趋化性的迁移及细胞骨架的重排, 增强靶, 增强靶增强靶

细胞与内皮细胞的黏附能力, 广泛参与细胞的, 广泛参与细胞的广泛参与细胞的

生长、发育、分化、凋亡等多种生理功能[7-9]. 
趋化因子在肿瘤的生物学行为中表现出双向的

调节作用. 一方面, 趋化因子能通过刺激肿瘤细. 一方面, 趋化因子能通过刺激肿瘤细一方面, 趋化因子能通过刺激肿瘤细, 趋化因子能通过刺激肿瘤细趋化因子能通过刺激肿瘤细

胞生长, 趋化肿瘤细胞以及促进血管生长和消, 趋化肿瘤细胞以及促进血管生长和消趋化肿瘤细胞以及促进血管生长和消

化细胞外基质的间接作用促进肿瘤的生长和转

移[10,11]; 另一方面则可以通过抑制血管生成、趋另一方面则可以通过抑制血管生成、趋

化免疫活性细胞来抵抗肿瘤的生长和转移[12,13]. 并并
且, 特定的肿瘤表现出特定的转移方式, 转移的, 特定的肿瘤表现出特定的转移方式, 转移的特定的肿瘤表现出特定的转移方式, 转移的, 转移的转移的

靶器官也不同[14]. 
趋化因子CXCL12与其特异性受体CXCR4CXCL12与其特异性受体CXCR4与其特异性受体CXCR4CXCR4

所构成的CXCL12-CXCR4生物学轴在多种肿CXCL12-CXCR4生物学轴在多种肿生物学轴在多种肿

瘤的播散和器官特异性转移中发挥着重要的

作用[15,16]. SDF-1是由骨髓基质细胞及其他相是由骨髓基质细胞及其他相

关的间皮细胞和上皮细胞分泌的一种趋化蛋

白, 系统命名为CXCL12(CXC chemokine ligand, 系统命名为CXCL12(CXC chemokine ligand系统命名为CXCL12(CXC chemokine ligandCXCL12(CXC chemokine ligand 
12). CXCR4是目前已知 SDF-1的唯一受体, 与是目前已知 SDF-1的唯一受体, 与 SDF-1的唯一受体, 与的唯一受体, 与, 与与
其具有高度亲和力[17-19]. 自2001年Muller报道了自2001年Muller报道了2001年Muller报道了年Muller报道了Muller报道了报道了

CXCR4及其配体共同决定了乳腺癌的转移模式及其配体共同决定了乳腺癌的转移模式

后[1], 研究不断表明CXCR4也在前列腺癌、B细研究不断表明CXCR4也在前列腺癌、B细CXCR4也在前列腺癌、B细也在前列腺癌、B细B细细
胞淋巴瘤、星形胶质瘤及慢性淋巴细胞白血病

的细胞系等多种肿瘤中表达, 因此CXCR4的作, 因此CXCR4的作因此CXCR4的作CXCR4的作的作

用可能并不限于乳腺癌[20-22]. 

图� �� � �  1  阴性 
对照siRNA转
染效率. 

图� �� ������ ���������������������������  2 CXC R4 siRNA转染后半定量RT-PCR检测各组CXCR4 
mRNA表达结果. 1: 空白对照组; 2: 转染阴性siRNA组; 3: 转

染siRNA1组; 4: 转染siRNA2组.

Marker        1         2         3          4

b-actin

CXCR4

图� �� ������ ���������������������������  3 CXC R4 siRNA转染后半定量RT-PCR检测各组MMP-9 
mRNA表达结果. 1: 空白对照组; 2: 转染阴性siRNA组; 3: 转

染siRNA1组; 4: 转染siRNA2组.

Marker        1         2         3          4

b-actin

MMP-9

图� �� ������ �������������������������� 4 CXC  R4 siRNA转染后半定量RT-PCR检测各组CXCR4
和MMP-9 蛋白表达结果. 1: 空白对照组; 2: 转染阴性siRNA

组; 3: 转染siRNA1组; 4: 转染siRNA2组.

1               2             3              4

b-actin

MMP-9

CXCR4
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食管鳞癌是人类最常见的消化系恶性肿瘤

之一, 其生物学特征为易复发和早期的侵袭转, 其生物学特征为易复发和早期的侵袭转其生物学特征为易复发和早期的侵袭转

移, 而大部分的复发是由于癌细胞的侵袭造成, 而大部分的复发是由于癌细胞的侵袭造成而大部分的复发是由于癌细胞的侵袭造成

的, 因此食管鳞癌预后差, 死亡率高. 因此控制, 因此食管鳞癌预后差, 死亡率高. 因此控制因此食管鳞癌预后差, 死亡率高. 因此控制, 死亡率高. 因此控制死亡率高. 因此控制. 因此控制因此控制

癌细胞的转移已成为食管鳞癌研究中最具意义

的课题. 近年来的研究表明在食管鳞癌中存在. 近年来的研究表明在食管鳞癌中存在近年来的研究表明在食管鳞癌中存在

CXCR4的高表达, 且CXCR4与食管鳞癌的浸润的高表达, 且CXCR4与食管鳞癌的浸润, 且CXCR4与食管鳞癌的浸润且CXCR4与食管鳞癌的浸润CXCR4与食管鳞癌的浸润与食管鳞癌的浸润

转移关系密切[23,24]. 本实验设计合成两对针对本实验设计合成两对针对

CXCR4基因不同位点的siRNA序列转染入食管基因不同位点的siRNA序列转染入食管siRNA序列转染入食管序列转染入食管

鳞癌细胞EC-9706中, 侵袭小室实验结果显示,EC-9706中, 侵袭小室实验结果显示,中, 侵袭小室实验结果显示,, 侵袭小室实验结果显示,侵袭小室实验结果显示,, 
转染s iRNA组的EC9706细胞侵袭转移能力明s iRNA组的EC9706细胞侵袭转移能力明组的EC9706细胞侵袭转移能力明EC9706细胞侵袭转移能力明细胞侵袭转移能力明

显下降, 与空白组相比分别下降34.8%和30.3%,, 与空白组相比分别下降34.8%和30.3%,与空白组相比分别下降34.8%和30.3%,34.8%和30.3%,和30.3%,30.3%, 
差异具有统计学意义 . 说明在食管鳞癌细胞.  说明在食管鳞癌细胞说明在食管鳞癌细胞

EC-9706中抑制CXCR4基因的表达可有效抑制中抑制CXCR4基因的表达可有效抑制CXCR4基因的表达可有效抑制基因的表达可有效抑制

细胞的侵袭转移能力. MTT试验进一步表明在. MTT试验进一步表明在试验进一步表明在

EC-9706细胞中抑制CXCR4基因的表达同样可细胞中抑制CXCR4基因的表达同样可CXCR4基因的表达同样可基因的表达同样可

以抑制细胞的增殖. 说明CXCR4基因在食管鳞. 说明CXCR4基因在食管鳞说明CXCR4基因在食管鳞CXCR4基因在食管鳞基因在食管鳞

癌的发生、发展中发挥重要作用. 不过CXCR4. 不过CXCR4不过CXCR4CXCR4
如何参与食管鳞癌的浸润转移目前报道甚少[25]. 

肿瘤的浸润和转移是一个连续的多步骤

过程, 其中细胞基底膜的降解是肿瘤浸润、转, 其中细胞基底膜的降解是肿瘤浸润、转其中细胞基底膜的降解是肿瘤浸润、转

移过程中必不可缺的环节[26]. MMPs是肿瘤细是肿瘤细

胞分泌的最主要的降解基底膜的蛋白酶, 因此, 因此因此

MMPs的表达与肿瘤侵袭和转移也密切相关的表达与肿瘤侵袭和转移也密切相关[27]. 
MMP-9是MMPs家族中相对分子量最大的酶,是MMPs家族中相对分子量最大的酶,MMPs家族中相对分子量最大的酶,家族中相对分子量最大的酶,, 
他可以降解所有细胞外基质, 在肿瘤的侵袭、, 在肿瘤的侵袭、在肿瘤的侵袭、

转移过程中发挥重要作用. 在正常生理条件下,. 在正常生理条件下,在正常生理条件下,, 
MMP-9的表达受到严格的调控并保持平衡状态.的表达受到严格的调控并保持平衡状态.. 
但在恶性肿瘤中, MMP-9的表达增强, 降解细胞, MMP-9的表达增强, 降解细胞的表达增强, 降解细胞, 降解细胞降解细胞

外基质的能力增强, 引起浸润和转移, 另一方面, 引起浸润和转移, 另一方面引起浸润和转移, 另一方面, 另一方面另一方面

MMP-9还可通过参与肿瘤血管新生促进肿瘤的还可通过参与肿瘤血管新生促进肿瘤的

生长和扩散[28,29]. 
RNA干涉技术是生物进化过程中基因组水干涉技术是生物进化过程中基因组水

平上的免疫监控机制, 作为一种特异性基因沉, 作为一种特异性基因沉作为一种特异性基因沉

默技术, 越来越多地在某些疾病的发病机制和, 越来越多地在某些疾病的发病机制和越来越多地在某些疾病的发病机制和

治疗等研究中发挥着重要作用[30]. 本研究中设计本研究中设计

了2对针对CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-2对针对CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-对针对CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-CXCR4基因的siRNA片段, 半定量RT-基因的siRNA片段, 半定量RT-siRNA片段, 半定量RT-片段, 半定量RT-, 半定量RT-半定量RT-RT-
PCR和Western blot检测结果显示, 两对siRNA在和Western blot检测结果显示, 两对siRNA在Western blot检测结果显示, 两对siRNA在检测结果显示, 两对siRNA在, 两对siRNA在两对siRNA在siRNA在在

食管鳞癌EC-9706细胞中对CXCR4基因和蛋白EC-9706细胞中对CXCR4基因和蛋白细胞中对CXCR4基因和蛋白CXCR4基因和蛋白基因和蛋白

的表达均有不同程度的抑制作用, 与空白组和, 与空白组和与空白组和

转染阴性siRNA组的表达均有统计学意义. 本研siRNA组的表达均有统计学意义. 本研组的表达均有统计学意义. 本研. 本研本研

究同时检测了siRNA沉默CXCR4基因后, 食管siRNA沉默CXCR4基因后, 食管沉默CXCR4基因后, 食管CXCR4基因后, 食管基因后, 食管, 食管食管

鳞癌EC-9706细胞中MMP-9基因的表达变化, 结EC-9706细胞中MMP-9基因的表达变化, 结细胞中MMP-9基因的表达变化, 结MMP-9基因的表达变化, 结基因的表达变化, 结, 结结
果显示, 当CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9, 当CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9当CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9CXCR4基因的表达被抑制后, MMP-9基因的表达被抑制后, MMP-9, MMP-9
的表达无论从mRNA水平或蛋白水平都明显降mRNA水平或蛋白水平都明显降水平或蛋白水平都明显降

低, 与空白组和转染阴性s iRNA组的表达均有, 与空白组和转染阴性s iRNA组的表达均有与空白组和转染阴性s iRNA组的表达均有s iRNA组的表达均有组的表达均有

统计学意义, 说明MMP-9的上调机制有可能被, 说明MMP-9的上调机制有可能被说明MMP-9的上调机制有可能被MMP-9的上调机制有可能被的上调机制有可能被

阻断..
本研究表明在食管鳞癌EC-9706细胞中阻EC-9706细胞中阻细胞中阻

断CXCR4基因可以下调MMP-9基因的表达, 初CXCR4基因可以下调MMP-9基因的表达, 初基因可以下调MMP-9基因的表达, 初MMP-9基因的表达, 初基因的表达, 初, 初初
步证实了在EC-9706细胞中CXCR4在MMP-9的EC-9706细胞中CXCR4在MMP-9的细胞中CXCR4在MMP-9的CXCR4在MMP-9的在MMP-9的MMP-9的的
转录调控中起重要作用, CXCR4可能通过上调, CXCR4可能通过上调可能通过上调

MMP-9的表达在食管鳞癌的侵袭转移中发挥重的表达在食管鳞癌的侵袭转移中发挥重

要作用, CXCR4可作为食管鳞癌基因治疗的一, CXCR4可作为食管鳞癌基因治疗的一可作为食管鳞癌基因治疗的一

个有效靶点.. 
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ER-α36对胃癌SGC7901细胞在裸鼠体内生长的影响
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■背景资料
胃癌是我国最常
见的恶性肿瘤之
一 ,  总 体 预 后 不
好. 雌激素与雌激
素受体在胃癌的
发生与发展中的
机制研究虽有报
道, 但未取得突破
性的进展. ER-α36
是 新 发 现 的 雌
激 素 受 体α的 亚
型, 与经典的ER-
α(ER-α66)不同 , 
具有生长因子的
作用, 有研究发现
在雌激素受体阴
性的乳腺癌、结
肠癌等多种肿瘤
中发挥重要作用.
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Abstract
AIM: To observe the effect of ER-α36 on the 
growth of SGC-7901 cells in nude mice. 

METHODS: Utilizing lentivirus technology, we 
developed SGC7901 cell lines stably expressing 
ER-α36 siRNA vector (SGC7901-Low36) and 
ER-α36 expression vector (SGC7901-High36). 
Unmanipulated SGC7901 cells were used as con-
trols (SGC7901-Control). These cells were sub-
cutaneously injected into the nude mice to form 
SGC7901 transplantable tumors. The size and 
weight of the tumors were measured. Nuclear 
division was observed after HE staining, and the 
expression of Ki67 and E-cadherin was detected 
by immunohistochemistry.

RESULTS: Transplantable tumors formed in all 
nude mice. From day 16 to day 30, tumor size 
was highest in the SGC7901-High36 group, fol-
lowed by the SGC7901-Control group, and the 
SGC7901-Low36 group had the least tumor size. 
There were significant differences (all P < 0.05) 
in tumor size between any two groups. On day 
30, tumor weight was significantly higher in the 
SGC7901-High36 group than in the SGC7901-
Control and SGC7901-Low36 groups (2.58 g ± 
0.014 g vs 1.32 g ± 0.0245 g, 0.471 g ± 0.021 g; 
both P < 0.05). The number of nuclear division 
phases was significantly higher in the SGC7901-
High36 group than in the SGC7901-Control and 
SGC7901-Low36 groups (42.33 ± 6.33 vs 28.5 ± 
0.35, 12.5 ± 2.5; both P < 0.05). The expression of 
Ki67 was significantly higher in the SGC7901-
High36 group than in the SGC7901-Control and 
SGC7901-Low36 groups (86.35 ± 5.23 vs 65.44 ± 
4.56, 18.25 ± 2.56; both P < 0.05). The expression 
of E-cadherin in tumors in the SGC7901-High36 
group was hardly seen, significantly lower than 
that in the SGC7901-Control and SGC7901-
High36 groups.

CONCLUSION: ER-α36 may play an important 
role in gastric cancer cell growth and prolifera-
tion. ER-α36 may target tumor cells through 
adhesion molecules to promote tumor invasion 
and metastasis.
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SGC7901 cells
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摘要
目 的 :  观 察 E R -α 3 6 分 子 对 人 胃 癌 细 胞
SGC7901在裸鼠体内生长的影响.

方法: ���用慢病毒转染技术构建稳定高表达
和低表达ERα-36分子的重组人胃癌SGC7901
细胞株 .  实验分为空白对照组(S G C7901-
Control)、ER-α36低表达组(SGC7901-Low36)
和ER-α36高表达组(SGC7901-High36), 每组
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■研发前沿
胃癌与雌激素的
关 系 研 究 多 集
中 在 E R -α 6 6 和
ER-β ,  其结果不
一 ,  而 且 很 难 解
释流行病学显示
的男性胃癌比绝
经前女性胃癌发
病 率 高 的 现 象 . 
虽然胃癌不是传
统意义上的性激
素 依 赖 肿 瘤 ,  胃
癌中ER-α66(经
典 的 E R - α ) 的
表 达 率 很 低
(2-28%), 所以, 对
胃癌中雌激素的
作用及机制长期
没 有 受 到 重 视 . 
ER-α36不同于经
典的ER-α,  具有
刺激细胞生长和
增 殖 的 特 性 ,  与
生长因子受体等
能发生交叉对话, 
对其的深入研究
有助于进一步了
解雌激素在胃癌
发病中所扮演的
角色.

各3只雄性裸鼠. 将上述细胞(5×106个/mL)
接种裸鼠皮下, 建立裸鼠荷瘤模型, 连续观测
30 d. 采用瘤结节体积测量和称质量、瘤组织
HE染色及免疫组织化学法检测Ki67指数和
E-cadherin蛋白表达等方法, 鉴定各组细胞生
长的情况.

结果: 全组实验动物均出现移植瘤 .  第16
天开始, SGC7901-High36组裸鼠肿瘤的体
积>S G C7901-C o n t r o l组裸鼠肿瘤的体积
>SGC7901-Low36组裸鼠肿瘤的体积, 两两之
间有显著性差异(P <0.05). 第30天, SGC7901-
High36组肿瘤的质量(2.58 g±0.014 g), 明显
大于SGC7901-Control组(1.32 g±0.0245 g)和
SGC7901-Low36组(0.471 g±0.021 g), 两两之
间有显著性差异(P <0.05). SGC7901-High36组
肿瘤细胞的核分裂数(42.33±6.33), 明显高于
SGC7901-Control组(28.5±0.35)和SGC7901-
Low36组(12.5±2.5), 两两之间有显著性差
异(P <0.05). k i67阳性细胞计数, SGC7901-
High36组(86.35±5.23), 明显高于SGC7901-
Control组(65.44±4.56)和SGC7901-Low36组
(18.25±2.56), 两两之间有显著性差异(P <0.05). 
S G C7901-H i g h36组肿瘤细胞几乎不表达
E-cadherin蛋白, 明显低于SGC7901-Control组
和SGC7901-Low36组.

结论: ER-α36分子在胃癌细胞的生长与增殖
中具有重要作用, 并可能通过靶向肿瘤细胞的
粘附分子而促进肿瘤的侵袭与转移.

关键词: 雌激素受体-α36; 胃癌; SGC7901 
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0  引言

雌激素受体-α36(estrogen receptor-α36, ER-α36)
是新近发现的ER-α的同源异构体, 在乳腺癌等

的研究中, 已经发现其扮演重要的角色[1-3]. 长期

以来一直认为胃癌是非雌激素依赖的肿瘤, 但
胃癌男性多于女性且在绝经期后这种差别消失

的流行病学特点, 一直暗示我们雌激素可能发

挥重要作用. 我们前期的工作[4,5]发现, 人体胃癌

组织和胃癌细胞株中均有ER-α36 mRNA及蛋白

质的表达, 并且明显高于ER-α66(经典的ER-α). 
初步的研究发现, 在癌组织、癌旁组织及正常

组织中ER-α36的表达有差异, 并且与胃癌患者

的年龄、肿瘤的大小、组织学分级以及淋巴结

转移相关. 提示ER-α36与胃癌的发生和发展可

能存在一定的关联. 为证实上述的推测, 我们

采用慢病毒转染技术, 构建稳定高表达ER-α36
和低表达ER-α36的SGC7901人胃腺癌细胞株, 
并建立裸鼠移植瘤模型, 观察ER-α36基因高表

达及沉默后其移植瘤生长的情况, 进一步探讨

ER-α36在胃癌发病中的分子机制, 为深入研究

提供理论基础和实验数据, 并为胃癌的靶向治

疗提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 雄性BALB/c-nu裸鼠9只, 6-8周龄, 
20-25 g, 购自湖北省实验动物研究中心, SPF
环境下饲养. 本文所用实验动物及所有操作经

江汉大学医学院医学伦理学委员会批准, 实验

操作过程符合医学伦理学要求 .  稳定高表达

ER-α36和低表达ER-α36的胃癌SGC7901细胞株

由本实验室构建并鉴定. 胃癌细胞株SGC7901用
含100 mL/L小牛血清(Gibcol)的RPMI 1640培养

基(Gibcol), 置于37 ℃, 50 mL/L CO2的培养箱中

培养, 每2-3 d换1次液. 以含100 mL/L胎牛血清

的DMEM培养基培养. 兔抗人ER-α36多克隆抗

体由Zhaoyi Wang教授馈赠; Ki67小鼠抗人单克

隆抗体及E-cadherin小鼠抗人单克隆抗体及SP
试剂盒均购自福州迈新生物技术开发有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 SGC7901荷瘤鼠模型的建立及观测: 将裸

鼠随机分为3组, 每组3只. 收集处于对数生长期

的SGC7901(SGC7901-Control)、ER-α36低表达

(SGC7901-Low36)和ER-α36高表达(SGC7901-
High36)细胞, 台盼蓝检测细胞活力在90%以上, 
分别在每只裸鼠背部皮下接种细胞悬液1 mL(5
×106个/mL), 以皮下瘤体结节直径>0.5 cm为接>0.5 cm为接0.5 cm为接

种成瘤标准. 出现肿瘤结节前每2 d观察1次, 肿
瘤长出后每4 d测量1次, 按照公式计算肿瘤的近

似体积V(mm3)=a×b2/2, 根据体积的均数, 绘制

3组裸鼠的皮下移植瘤生长曲线. 接种30 d后, 按
照医学伦理学的要求处死动物, 剥离肿块并称

重. 同时观察有无肝、肺及脑转移. 常规40 g/L甲
醛固定, 石蜡包埋, 常规HE染色及镜下观察, 核
分裂象计数每个高倍视野的核分裂个数, 连续象计数每个高倍视野的核分裂个数, 连续计数每个高倍视野的核分裂个数, 连续

计数10个视野为准. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 严格按照免疫组织化

学SP试剂盒说明书进行操作, Ki-67阳性定位于

细胞核, E-cadherin阳性定位于细胞膜和细胞质. 
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■相关报道
王 陆 佰 与 D e n g与 D e n gD e n g
等曾采用半定量
RT-PCR及免疫印
迹方法在人胃腺
癌组织中肿块、
癌 旁 组 织 及 正
常组织中检测到
E R -α3 6的表达 , 
并在胃癌细胞株
中发现给予雌激
素的刺激可介导
生长信号的传导, 
并且发现ER-α36
的表达与胃癌的
生物学行为相关.

参照Couzin等[6,7]的细胞计数方法, 用高倍视野

(×400)计数100个肿瘤细胞, Ki-67阳性细胞率

(%) = 阳性细胞数/总细胞数×100%. E-cadherin
蛋白阳性以(-、+、++)分别表示阴性、阳性和

强阳性.
统计学处理 全部数据经SPSS12.0统计学软

件处理, Ki-67阳性细胞率用单因素方差分析及t
检验, E-cadherin蛋白表达用卡方检验, 以P <0.05
为有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组移植瘤的生长 3组裸鼠均在8 d开始出现

肉眼可见的瘤结节(图1), 至16 d时, 3组间的肿瘤

体积出现明显差异, SGC7901-High36组的肿瘤

体积明显大于SGC7901-Control组和SGC7901-
L o w36组(P <0.01, 表1), 至30 d时处死裸鼠,  
SGC7901-High36组的肿瘤质量为2.58 g±0.014, 
明显大于SGC7901-Control组(1.32 g±0.0245 g)
和SGC7901-Low36组(0.471 g±0.021 g), 差异具

有显著性(P <0.05, 图2). 
2.2 组织学变化特点 移植瘤细胞呈巢状、弥

漫分布, 间质稀少、血管丰富, 部分区域形成

腺管样结构, 瘤细胞核仁明显, 核分裂象多见.象多见.多见. 
S G C7901-H i g h36核分裂象为(42.33±6.33),象为(42.33±6.33),为(42.33±6.33), 
明显高于S G C7901-L o w36组(28.5±0.35)和
SGC7901-Control组(12.5±2.5), 差异具有统计

学意义(P <0.05, 图3). 肝脏、肺脏及脑组织: 组
织结构存在, 均未见癌细胞.
2.3 Ki67指数 SGC7901-High36组Ki67阳性细胞

数为(86.35±5.23), 明显高于SGC7901-Control
组(65.44±4.56)和SGC7901-Low36组(18.25± 
2.56), 差异具有统计学意义(P <0.05, 图4). 
2.4 E-cadher in蛋白的表达 SGC7901-High36
组肿瘤组织中几乎不表达E-cadherin蛋白(-)、
SGC7901-Control组E-cadherin蛋白的表达为(+)、
SGC7901-Low36组E-cadherin蛋白表达为(++)(图5).

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 虽然发病

A B C 图� �� ���������������  1 接种的第8天裸鼠肿瘤大体观.  A: 第8天

接种Control细胞组裸鼠在颈部出现Φ0.5 cm

肉眼可见的肿瘤; B: 第8天接种7901-High36

细胞组裸鼠在颈部出现Φ0.5 cm肉眼可见的

肿瘤; C: 第8天接种7901-Low细胞组裸鼠在左

侧腰部出现Φ0.5 cm肉眼可见的肿瘤.

图� �� �������������������  2  �������������������接种第30天三组裸鼠肿瘤标本大体观��. A: 第30天接种Control细胞组裸鼠肿瘤被剥除后大体观, 肿瘤呈现结节状, 包

膜完整(×1); B: 第30天接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤被剥除后大体观, 肿瘤呈现结节状, 包膜完整(×1); C: 第30天接种

7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤被剥除后大体观, 肿瘤呈现结节状, 包膜完整(×1).
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表� �� ����������  1  ����������裸鼠肿瘤生长曲线��. 3组裸鼠均从8天开始出现肿瘤, 

接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤生长最快, 其次是接种

Control细胞组裸鼠肿瘤, 接种7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤

生长最慢.
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■应用要点
本项研究在胃癌
细胞中ER-α36的
表达及信号传导
的研究基础之上, 
通过构建稳定表
达的ER-α36细胞
株深入进行体内
研究, 发现高表达
ER-α36的胃癌细
胞具有更为活跃
的增殖能力, 为进
一步证实胃癌细
胞中ER-α36的作
用提供了证据.

在逐年下降, 但是一经发现仍多为进展期, 5年
生存率低. 胃癌的流行病研究发现, 胃癌以男性

为主, 男女之比为2-3∶1, 这种性别上的差异, 随∶1, 这种性别上的差异, 随1, 这种性别上的差异, 随
着女性绝经期的到来而消失, 用雌激素治疗前

列腺癌的男性的胃癌发病率也降低. 用他莫昔

芬治疗的妇女其胃癌的发病增加, 去除了卵巢

的大鼠其胃癌的发病增加, 同时给予雌激素治

疗则可降低这种风险[8-11]. 这些研究结果证实, 胃
癌的发生与发展与雌激素以及雌激素介导的信

号传导之间存在着重要的联系. 尽管胃癌不是

传统意义上的性激素依赖肿瘤, 但是雌激素与

胃癌之间的关系并不能完全否定. 雌激素(尤其

是17β雌二醇, E2β)通过上调c-Myc和cyclin D1
的表达, 激活cyclin E-Cdk2的复合体, 促进细胞

周期的G1期向S期的转化, 介导细胞的增殖以

及肿瘤的形成. 雌激素在乳腺癌等雌激素依赖

的肿瘤中的研究已经很深入[12-15]. 由于胃癌中

ER-α66(经典的ER-α)的表达率很低(2%-28%), 
所以, 对胃癌中雌激素的作用及机制的研究长

期没有受到重视[16-20].
ER-α36是Wang等[1-3]新近发现的一种ER-α

亚型, 分子量约为3 5700 D a.与E R-α66相比, 

A B C D E F

图� ��� �������������  3 � �������������3组裸鼠肿瘤HE染色切片��. A: 接种Control细胞组裸鼠肿瘤HE切片(×100); B: 接种Control细胞组裸鼠肿瘤HE切片(×

400); C: 接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤HE切片(×100); D: 接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤HE切片(×400); E: 接种

7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤HE切片(×100); F: 接种7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤HE切片(×400).

D FECBA

图� �� ������������������������� 4 �  ������������������������3组裸鼠肿瘤Ki67的表达(免疫组织化学染色)��. A: 接种Control细胞组裸鼠肿瘤Ki67免疫组织化学染色(×100); B: 接种

Control细胞组裸鼠肿瘤Ki67免疫组织化学染色(×400); C: 接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤Ki67免疫组织化学染色(×100); 

D: 接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤Ki67免疫组织化学染色(×400); E: 接种7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤Ki67免疫组织化学

染色(×100); F: 接种7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤Ki67免疫组织化学染色(×400).

D FECBA

图� �� �������������������������� 5 �  �������������������������3组裸鼠肿瘤E-cad的表达(免疫组织化学染色)��. A: 接种Control细胞组裸鼠肿瘤E-cad免疫组织化学染色(×100); B: 接

种Control细胞组裸鼠肿瘤E-cad免疫组织化学染色(×400); C: 接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤E-cad免疫组织化学染色

(×100); D: 接种7901-High36细胞组裸鼠肿瘤E-cad免疫组织化学染色(×400); E: 接种7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤E-cad免

疫组织化学染色(×100); F: 接种7901-Low36细胞组裸鼠肿瘤E-cad免疫组织化学染色(×400).
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ER-α36缺少转录激活区AF1和AF2, 但其具有细

胞因子的作用, 位于细胞膜和细胞质, 介导快速

的雌激素信号转导, 产生多种生物学效应, 并与

肿瘤细胞的分化与增殖有密切关系[1-3,7]. 深入的

研究发现, ER-α36通过激活MAPK/ERK和PI3K/
AKT信号通路的机制刺激乳腺癌细胞的生长, 
尤其是在雌激素受体阴性的乳腺癌细胞中发挥

更为重要的作用.
E R-α36在胃癌中作用并不清楚 ,  也未见

报道 .  我们前期的体外研究发现 ,  给予17β雌
二醇作用胃癌细胞, 不仅产生应答, 并且细胞

增生的效应与ER-α36的表达相一致 [4,5], 上述

效应在慢病毒转染构建的稳定过表达和沉默

ER-α36的SGC7901细胞中进一步得到证实(数
据未显示). 为进一步印证我们的前期结果和理

论推测, 我们进行了体内实验, 将过表达和沉

默ER-α36的胃癌SGC7901细胞, 移植至裸鼠体

内, 观察ER-α36分子对肿瘤细胞生长的影响. 
我们推测, ER-α36可能通过激活MAPK/ERK
和P I3K/A K T信号通路促进胃癌细胞的增殖. 
结果发现: 高表达ER-α36的胃癌细胞具有更多

的细胞核分裂象、更高的细胞增殖指数(Ki67象、更高的细胞增殖指数(Ki67、更高的细胞增殖指数(Ki67
阳性细胞数), 提示当胃癌细胞过表达ER-α36
分子时, 则具有生长更为活跃、细胞增殖速率

更高的特点, 与ER-α阴性乳腺癌细胞中的研究

结果相一致[1].
E-cadherin是分布在上皮组织中的钙依赖

性跨膜蛋白, 与细胞间的黏附反应有关, 对维持

细胞极性、参与分化调节以及维持组织结构

形态和完整性起着重要作用. E-cadherin在肿瘤

细胞中的表达减少, 降低了肿瘤细胞相互间的

黏附, 使得肿瘤细胞容易脱离癌巢, 由此促进

肿瘤细胞的转移[21-27]. 我们的结果显示, 高表达

ER-α36的胃癌细胞几乎不表达E-cadherin蛋白, 
与对照的低表达ER-α36胃癌细胞明显不同, 提
示ER-α36分子对E-cadherin蛋白的表达有抑制

作用. 已有研究表明, 低表达E-cadherin蛋白的

胃癌病例具有高侵袭和高转移的特点[28-30], 但
雌激素受体与胃癌细胞E-cadherin蛋白的表达

之间相互关系的研究, 尚少有研究报告. 我们在

人体胃癌组织样本中发现高表达ER-α36的胃癌

更易发生淋巴结转移的结果[4,5], 支持ER-α36与
胃癌的侵袭转移相关的推论. 因此, 在ER-α36和
E-cadherin蛋白之间是否存在某种调控机制, 还
需要进一步研究证实. 此外, 在本实验中并未发

现裸鼠出现肺转移和肝转移病灶, 可能与移植

瘤的时间较短有关. 
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■背景资料
异常活跃的血管
发育是恶性肿瘤
生长的一个重要重要
条 件 .  V E G F 是
目前已知活性最
强、专属性最高
的血管生成因子
之一, 在肿瘤血管
生成中处于核心
地位. VEGF作用
的发挥依赖与血
管内皮细胞膜上
相应受体VEGFR-
1(Flt-1)和VEG-
FR-2(KDR)特异
性结合, 认为阻断
VEGF-KDR途径
可以明显抑制新
生血管生成. 
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Abstract 
AIM: To evaluate the anti-cancer activity of 
monoclonal antibody (mA) against vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) receptor II (KDR) 
in nude mice bearing human gastric cancer. 

METHODS: BALB/c nude mice were subcuta-
neously inoculated with human gastric cancer 
cells (SGC-7901) to develop a xenograft model 
of human gastric cancer. When tumor volume 

reached 100-300 mm3, all mice were randomly 
divided into three groups and intraperitoneally 
injected with KDR-mAb, 5-FU and physiological 
saline, respectively. Ten days after injection, all 
tumors were removed, measured, and weighted. 
The reduced rate of tumor growth was calcu-
lated. VEGF expression was quantified by real-
time polymerase chain reaction (PCR) and im-
munohistochemistry. 

RESULTS: KDR-mAb inhibited the growth 
of solid tumors compared to the two control 
groups (1889.94 mm3 ± 396.64 mm3 vs 9398.34 
mm3± 7413.96 mm3, 1.07 g± 0.58 g vs 1.68 g± 0.18 
g, both P < 0. 05), and the reduced rate of tumor 
growth was up to 36. 3%. VEGF expression was 
significantly inhibited in tumors in the KDR-
mAb treated group (P < 0. 05). 

CONCLUSION: KDR-mAb can inhibit the 
growth of solid tumors in a mouse xenograft 
model of gastric cancer and may be used for 
clinical treatment of human gastric cancer. 

Key Words: Vascular endothelial growth factor 
receptor II; Monoclonal antibody; Gastric cancer; 
Anti-cancer activity
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摘要
目的: 研究血管内皮细胞生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)受体Ⅱ单克隆
抗体(KDR-mAb)抑制荷人胃癌裸小鼠肿瘤生
长的作用. 

方法: 将人胃癌细胞(SGC-7901)通过背部皮下
接种裸小鼠制备荷人胃癌小鼠肿瘤模型. 待肿
瘤生长至直径100-300 mm3时将荷瘤小鼠随机
分为3组, 分别腹腔注射KDR-mAb、5-FU和
生理盐水进行治疗. 10 d后剥离瘤组织, 比较
3组肿瘤组织的体积和质量、计算抑瘤率; 通
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■研发前沿
胃癌的治疗目前
仍然是医学一大
难 题 ,  胃 癌 的 靶
向治疗是目前的
研 究 热 点 .  随 着
对胃癌发生、发
展和转移过程中
分子生物学机制
的研究, 从血管生
成角度解释并预
测胃癌的进展和
复 发 ,  并 尝 试 通
过抑制血管生成
进行治疗. VEGF/
VEGFR靶向治疗
已用于肺癌、结
肠癌、直肠癌等癌、直肠癌等、直肠癌等
的治疗, 胃癌的治
疗也正从实验室
走向临床.

过Real-time PCR法和免疫组织化学法分别定
量检测VEGF在各治疗组肿瘤组织中的表达. 

结果: KDR-mAb在体内能显著抑制实体瘤
的生长, 抑瘤率为36.3%, 肿瘤大小和肿瘤质
量与对照组比较差异显著(1889.94 m m3± 
396.64 mm3 vs  9398.34 mm3± 7413.96 mm3, 
1.07 g± 0.58 g vs  1.68 g± 0.18 g, 均P <0.05); 
K D R-m A b能显著抑制肿瘤组织中V E G F 
mRNA和VEGF蛋白的表达(P <0.05). 

结论: 作为VEGF受体抑制剂, KDR-mAb在荷
人胃癌细胞小鼠肿瘤模型中具有明显的体内
抗肿瘤活性, 对于人胃癌的临床治疗具有一定
的应用前景. 

关键词: 血管内皮细胞生长因子受体Ⅱ; 单克隆抗

体; 胃癌; 抗肿瘤活性
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0  引言

胃癌是常见的恶性肿瘤之一, 世界范围内胃癌, 世界范围内胃癌世界范围内胃癌

位居肿瘤死亡的第2位[1]. 在我国, 胃癌死亡率占在我国, 胃癌死亡率占, 胃癌死亡率占胃癌死亡率占

所有恶性肿瘤死亡的23%, 居各类癌症死亡的第23%, 居各类癌症死亡的第居各类癌症死亡的第

1位[2]. 血管内皮细胞生长因子(vascular endothe-血管内皮细胞生长因子(vascular endothe-(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)及其受体(Flt-1、KDR)及其受体(Flt-1、KDR)(Flt-1、KDR)、KDR)KDR)
的过度表达与肿瘤的生长、侵袭及转移密切

相关[3-5]. 其中KDR是促进血管内皮细胞有丝分其中KDR是促进血管内皮细胞有丝分KDR是促进血管内皮细胞有丝分是促进血管内皮细胞有丝分

裂、增殖、迁移、分化、微管形成等生命活动

的关键介导物, 阻断VEGF-KDR途径可以明显, 阻断VEGF-KDR途径可以明显阻断VEGF-KDR途径可以明显VEGF-KDR途径可以明显途径可以明显

抑制新生血管生成达到抑制肿瘤的目的[6]. KDR
胞外7个Ig-样结构域对配体和受体的作用不同,7个Ig-样结构域对配体和受体的作用不同,个Ig-样结构域对配体和受体的作用不同,Ig-样结构域对配体和受体的作用不同,样结构域对配体和受体的作用不同,, 
有研究报道[7-11], 针对胞外l-3区、5-7区和3区的针对胞外l-3区、5-7区和3区的l-3区、5-7区和3区的区、5-7区和3区的5-7区和3区的区和3区的3区的区的

相关片段的表达, 均抑制VEGF的活性. 本研究, 均抑制VEGF的活性. 本研究均抑制VEGF的活性. 本研究VEGF的活性. 本研究的活性. 本研究. 本研究本研究

通过研究KDR胞外3区的mAb在荷瘤小鼠模型KDR胞外3区的mAb在荷瘤小鼠模型胞外3区的mAb在荷瘤小鼠模型3区的mAb在荷瘤小鼠模型区的mAb在荷瘤小鼠模型mAb在荷瘤小鼠模型在荷瘤小鼠模型

体内的抗肿瘤活性, 探讨KDR在抗胃癌研究中, 探讨KDR在抗胃癌研究中探讨KDR在抗胃癌研究中KDR在抗胃癌研究中在抗胃癌研究中

的作用, 为胃癌的防治提供新的治疗思路., 为胃癌的防治提供新的治疗思路.为胃癌的防治提供新的治疗思路.. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 KDR-mAb由本实验室自行研制由本实验室自行研制 [12]; 
5-FU购自上海旭东海普药业有限公司. 胎牛血购自上海旭东海普药业有限公司. 胎牛血. 胎牛血胎牛血

清(FCS)购自Hyclone公司; 小牛血清(NCS)、(FCS)购自Hyclone公司; 小牛血清(NCS)、购自Hyclone公司; 小牛血清(NCS)、Hyclone公司; 小牛血清(NCS)、公司; 小牛血清(NCS)、; 小牛血清(NCS)、小牛血清(NCS)、(NCS)、、
PPMI 1640购自Gibco公司; 人胃腺癌细胞株购自Gibco公司; 人胃腺癌细胞株Gibco公司; 人胃腺癌细胞株公司; 人胃腺癌细胞株; 人胃腺癌细胞株人胃腺癌细胞株

(SGC-7901)由本室保存; 重组人VEGF165购自由本室保存; 重组人VEGF165购自; 重组人VEGF165购自重组人VEGF165购自VEGF165购自购自

R&D公司; 商品化KDR单克隆抗体Flk(A-3)购自公司; 商品化KDR单克隆抗体Flk(A-3)购自; 商品化KDR单克隆抗体Flk(A-3)购自商品化KDR单克隆抗体Flk(A-3)购自KDR单克隆抗体Flk(A-3)购自单克隆抗体Flk(A-3)购自Flk(A-3)购自购自

Santa Cruz生物公司; SYBR Green PCR Master生物公司; SYBR Green PCR Master; SYBR Green PCR Master 
Mix(2×)购自ABI公司; 第一链cDNA合成试剂购自ABI公司; 第一链cDNA合成试剂ABI公司; 第一链cDNA合成试剂公司; 第一链cDNA合成试剂; 第一链cDNA合成试剂第一链cDNA合成试剂cDNA合成试剂合成试剂

盒(AMV First Strand cDNA Synthesis Kit)购自(AMV First Strand cDNA Synthesis Kit)购自购自

BBI公司; 4-6周龄SPF级BALB/c-nu裸小鼠(18 g公司; 4-6周龄SPF级BALB/c-nu裸小鼠(18 g; 4-6周龄SPF级BALB/c-nu裸小鼠(18 g周龄SPF级BALB/c-nu裸小鼠(18 gSPF级BALB/c-nu裸小鼠(18 g级BALB/c-nu裸小鼠(18 gBALB/c-nu裸小鼠(18 g裸小鼠(18 g(18 g
±2 g)购自江苏省比较医学中心; 兔抗人VEGF购自江苏省比较医学中心; 兔抗人VEGF; 兔抗人VEGF兔抗人VEGFVEGF
多克隆抗体, DAB显色试剂盒, DAB显色试剂盒显色试剂盒购于武汉博士德

生物工程有限公司.. 
1.2 方法方法

1.2.1 K D R在S G C-7901细胞中的表达鉴定 :在S G C-7901细胞中的表达鉴定 :S G C-7901细胞中的表达鉴定 :细胞中的表达鉴定 :: 
(1)SGC-7901 KDR表达的诱导. 将长成单层的表达的诱导. 将长成单层的. 将长成单层的将长成单层的

SGC-7901细胞用2.5 g/L的胰酶消化后, 用含10%细胞用2.5 g/L的胰酶消化后, 用含10%2.5 g/L的胰酶消化后, 用含10%的胰酶消化后, 用含10%, 用含10%用含10%10%
小牛血清的PPMI 1640培养液调整至合适的浓PPMI 1640培养液调整至合适的浓培养液调整至合适的浓

度, 按1×10, 按1×10按1×101×105细胞/孔接种于加有盖玻片的6孔细/孔接种于加有盖玻片的6孔细孔接种于加有盖玻片的6孔细6孔细孔细

胞培养板, 于37 ℃、50 mL/L CO, 于37 ℃、50 mL/L CO于37 ℃、50 mL/L CO37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2温箱培养至

50%-60%, 按8 ng/孔加入重组人VEGF165诱导按8 ng/孔加入重组人VEGF165诱导8 ng/孔加入重组人VEGF165诱导孔加入重组人VEGF165诱导VEGF165诱导诱导

16 h; (2)细胞免疫组织化学. 按照文献方法细胞免疫组织化学. 按照文献方法. 按照文献方法按照文献方法[13]将

诱导后的SGC-7901细胞用950 mL/L乙醇固定SGC-7901细胞用950 mL/L乙醇固定细胞用950 mL/L乙醇固定950 mL/L乙醇固定乙醇固定

15 min, 室温吹干, PBS洗3次, 每次2 min, 用0.5%室温吹干, PBS洗3次, 每次2 min, 用0.5%, PBS洗3次, 每次2 min, 用0.5%洗3次, 每次2 min, 用0.5%3次, 每次2 min, 用0.5%次, 每次2 min, 用0.5%, 每次2 min, 用0.5%每次2 min, 用0.5%2 min, 用0.5%用0.5%0.5% 
Triton X-100和3% H和3% H3% H2O2处理后, 依次用1% BSA, 依次用1% BSA依次用1% BSA1% BSA
室温孵育20 min, 1∶200稀释的鼠抗人KDR-20 min, 1∶200稀释的鼠抗人KDR-∶200稀释的鼠抗人KDR-200稀释的鼠抗人KDR-稀释的鼠抗人KDR-KDR-
mAb, 37 ℃作用1 h, 和1∶200稀释的羊抗鼠作用1 h, 和1∶200稀释的羊抗鼠1 h, 和1∶200稀释的羊抗鼠和1∶200稀释的羊抗鼠1∶200稀释的羊抗鼠∶200稀释的羊抗鼠200稀释的羊抗鼠稀释的羊抗鼠

HRP-IgG, 37 ℃作用30 min. 用新鲜配制的DAB作用30 min. 用新鲜配制的DAB30 min. 用新鲜配制的DAB用新鲜配制的DABDAB
显色, 光镜下观察, 蒸馏水终止反应, 苏木精衬, 光镜下观察, 蒸馏水终止反应, 苏木精衬光镜下观察, 蒸馏水终止反应, 苏木精衬, 蒸馏水终止反应, 苏木精衬蒸馏水终止反应, 苏木精衬, 苏木精衬苏木精衬

染, 晾干后中性树胶封片. 同时设立不加一抗的, 晾干后中性树胶封片. 同时设立不加一抗的晾干后中性树胶封片. 同时设立不加一抗的. 同时设立不加一抗的同时设立不加一抗的

阴性对照.. 
1.2.2 mAb抑制荷瘤裸鼠胃癌生长:抑制荷瘤裸鼠胃癌生长:: (1)裸鼠饲养.裸鼠饲养.. 
将30只BALB/C-nu裸小鼠(雌雄各半)饲养于SPF30只BALB/C-nu裸小鼠(雌雄各半)饲养于SPF只BALB/C-nu裸小鼠(雌雄各半)饲养于SPFBALB/C-nu裸小鼠(雌雄各半)饲养于SPF裸小鼠(雌雄各半)饲养于SPF(雌雄各半)饲养于SPF雌雄各半)饲养于SPF)饲养于SPF饲养于SPFSPF
级小鼠负压隔离器中, 自由饮水和采食, 自由饮水和采食自由饮水和采食[14]; (2)动动
物造模. 取对数期SGC-7901细胞用0.25%的胰酶. 取对数期SGC-7901细胞用0.25%的胰酶取对数期SGC-7901细胞用0.25%的胰酶SGC-7901细胞用0.25%的胰酶细胞用0.25%的胰酶0.25%的胰酶的胰酶

消化制备细胞悬液, 调整细胞浓度为1×10, 调整细胞浓度为1×10调整细胞浓度为1×101×108/mL; 
用1 mL注射器在每只裸鼠背部皮下注射细胞悬1 mL注射器在每只裸鼠背部皮下注射细胞悬注射器在每只裸鼠背部皮下注射细胞悬

液0.1 mL注射后轻压5 s; 将小鼠重新放回笼中观0.1 mL注射后轻压5 s; 将小鼠重新放回笼中观注射后轻压5 s; 将小鼠重新放回笼中观5 s; 将小鼠重新放回笼中观将小鼠重新放回笼中观

察3-5 d, 以背部皮下出现米粒大小质硬的结节3-5 d, 以背部皮下出现米粒大小质硬的结节以背部皮下出现米粒大小质硬的结节

作为造模成功标准[15]; (3)肿瘤抑制实验. 选取造肿瘤抑制实验. 选取造. 选取造选取造

模成功的裸小鼠, 选取体积达到100-300 mm, 选取体积达到100-300 mm选取体积达到100-300 mm100-300 mm3的

裸小鼠进行实验, 随机分为阴性对照组(生理盐, 随机分为阴性对照组(生理盐随机分为阴性对照组(生理盐(生理盐生理盐

水, NS)、阳性对照组(5-FU)、KDR-mAb治疗组, NS)、阳性对照组(5-FU)、KDR-mAb治疗组、阳性对照组(5-FU)、KDR-mAb治疗组(5-FU)、KDR-mAb治疗组、KDR-mAb治疗组KDR-mAb治疗组治疗组

3组, 每组6只, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组组, 每组6只, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组, 每组6只, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组每组6只, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组6只, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组只, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组, 雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组雌雄各半, 治疗时间为10 d. NS组, 治疗时间为10 d. NS组治疗时间为10 d. NS组10 d. NS组组
每天腹腔注射生理盐水0.1 mL; 5-FU组每天腹腔0.1 mL; 5-FU组每天腹腔组每天腹腔

注射20 mg/kg 5-FU; mAb治疗组按120 mg/kg 5-FU; mAb治疗组按1治疗组按11 µg/只剂量只剂量

每天腹腔注射KDR mAb. 治疗10 d后, 处死小鼠,KDR mAb. 治疗10 d后, 处死小鼠,治疗10 d后, 处死小鼠,10 d后, 处死小鼠,后, 处死小鼠,, 处死小鼠,处死小鼠,, 
分离皮下瘤组织, 测量瘤组织的纵径(a)和横径, 测量瘤组织的纵径(a)和横径测量瘤组织的纵径(a)和横径(a)和横径和横径

(b), 根据公式计算体积, 肿瘤体积(tumor volume,根据公式计算体积, 肿瘤体积(tumor volume,, 肿瘤体积(tumor volume,肿瘤体积(tumor volume,(tumor volume, 
TV)的计算公式: TV = 1/2ab的计算公式: TV = 1/2ab: TV = 1/2ab2. 计算肿瘤抑制率,计算肿瘤抑制率,, 
肿瘤肿瘤抑制率(%) = (1-治疗组平均瘤质量G(%) = (1-治疗组平均瘤质量G-治疗组平均瘤质量GG1/
对照组平均瘤质量GG0)×100%[16]. (4)荧光定量荧光定量
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■相关报道
孔 桂 美 等 研 究
显示 ,  KDR胞外
3 区 的 m A b 具 有
很好的生物学活
性 ,  能 明 显 抑 制
血管生成和血管
内皮细胞的迁移. 
Gretschel等报道
胃癌VEGF的表达
率增高, 与癌组织
血管密度增高、
血管侵犯、淋巴
结转移、骨髓微
转移及其他远处
转移、肿瘤分期
有关; Lieto等显示
胃癌组织中VEGF
和VEGFR高表达. 
孔桂美等的研究
显示, KDR在胃癌
组织中呈异常的
阳性表达.

PCR检测肿瘤组织中VEGF的表达. 肿瘤组织标检测肿瘤组织中VEGF的表达. 肿瘤组织标VEGF的表达. 肿瘤组织标的表达. 肿瘤组织标. 肿瘤组织标肿瘤组织标

本采集后迅速放至液氮中冷冻, 然后转入-80 ℃, 然后转入-80 ℃然后转入-80 ℃-80 ℃
保存备用[17]. 使用TRIZOL试剂提取肿瘤组织总使用TRIZOL试剂提取肿瘤组织总TRIZOL试剂提取肿瘤组织总试剂提取肿瘤组织总

RNA, 然后检测吸光度(然后检测吸光度((A )值, 所提取的RNA纯值, 所提取的RNA纯, 所提取的RNA纯所提取的RNA纯RNA纯纯

度A 260/A 280均在1.8以上. 按照逆转录试剂盒说明1.8以上. 按照逆转录试剂盒说明以上. 按照逆转录试剂盒说明. 按照逆转录试剂盒说明按照逆转录试剂盒说明

书, 将总RNA逆转录成cDNA, 以GAPDH为内参, 将总RNA逆转录成cDNA, 以GAPDH为内参将总RNA逆转录成cDNA, 以GAPDH为内参RNA逆转录成cDNA, 以GAPDH为内参逆转录成cDNA, 以GAPDH为内参cDNA, 以GAPDH为内参以GAPDH为内参GAPDH为内参为内参

照进行Real-time PCR. 引物的设计与合成: 参照Real-time PCR. 引物的设计与合成: 参照引物的设计与合成: 参照: 参照参照

GenBank中的基因序列, 使用Primer Premier 5.0中的基因序列, 使用Primer Premier 5.0, 使用Primer Premier 5.0使用Primer Premier 5.0Primer Premier 5.0
进行设计. GAPDH引物序列: GAPDH上游引物. GAPDH引物序列: GAPDH上游引物引物序列: GAPDH上游引物: GAPDH上游引物上游引物

F: 5'-GTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3'; 下下
游引物R: 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3',R: 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3', 
扩增片段为136 bp; VEGF引物序列: VEGF上136 bp; VEGF引物序列: VEGF上引物序列: VEGF上: VEGF上上
游引物F: 5'-CCCACTGAGGAGTCCAACAT-3',F: 5'-CCCACTGAGGAGTCCAACAT-3', 
VEGF下游引物R: 5'-ACAGGGATTTTCTT-下游引物R: 5'-ACAGGGATTTTCTT-R: 5'-ACAGGGATTTTCTT-
GTCTTGC-3', 扩增片段为144 bp. 上述引物均扩增片段为144 bp. 上述引物均144 bp. 上述引物均上述引物均

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成;; 
PCR反应: 反应体系为20反应: 反应体系为20: 反应体系为20反应体系为2020 µL, SYBR Green PCR 
Master Mix(2×) 10 µL, 10 µmol/L上下游引物各上下游引物各

1 µL, 双蒸水7双蒸水77 µL, cDNA 1 µL. 反应条件: 95 ℃反应条件: 95 ℃: 95 ℃
变性10 min, 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 共40个循10 min, 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 共40个循共40个循40个循个循

环, 扩增完毕后, 进行溶解曲线分析, 扩增完毕后, 进行溶解曲线分析扩增完毕后, 进行溶解曲线分析, 进行溶解曲线分析进行溶解曲线分析[18], 每个标每个标

本均作复管; (3)PCR产物定量的校正和判定分; (3)PCR产物定量的校正和判定分产物定量的校正和判定分

析: 采用GAPDH作为内参照. VEGF mRNA和: 采用GAPDH作为内参照. VEGF mRNA和采用GAPDH作为内参照. VEGF mRNA和GAPDH作为内参照. VEGF mRNA和作为内参照. VEGF mRNA和. VEGF mRNA和和

GAPDH mRNA根据标准曲线得出mRNA的分根据标准曲线得出mRNA的分mRNA的分的分

子拷贝数. 用GAPDH的拷贝数作为校正基数, 即. 用GAPDH的拷贝数作为校正基数, 即用GAPDH的拷贝数作为校正基数, 即GAPDH的拷贝数作为校正基数, 即的拷贝数作为校正基数, 即, 即即
目的基因mRNA精确含量 = 目的基因Ct值/内参mRNA精确含量 = 目的基因Ct值/内参精确含量 = 目的基因Ct值/内参= 目的基因Ct值/内参目的基因Ct值/内参Ct值/内参值/内参/内参内参

照GAPDH Ct值, 以此比值作统计处理; (4)免疫GAPDH Ct值, 以此比值作统计处理; (4)免疫值, 以此比值作统计处理; (4)免疫, 以此比值作统计处理; (4)免疫以此比值作统计处理; (4)免疫; (4)免疫免疫

组织化学检测肿瘤组织中VEGF的表达. 取部分VEGF的表达. 取部分的表达. 取部分. 取部分取部分

瘤组织和其他脏器用40 g/L甲醛溶液固定24 h,40 g/L甲醛溶液固定24 h,甲醛溶液固定24 h,24 h, 
蒸馏水浸泡2 h, 常规梯度乙醇脱水、二甲苯透2 h, 常规梯度乙醇脱水、二甲苯透常规梯度乙醇脱水、二甲苯透

明、石蜡包埋, 切片, 厚4, 切片, 厚4切片, 厚4, 厚4厚44 μm, 贴于多聚赖氨酸贴于多聚赖氨酸

处理的载玻片上, 4 ℃保存备用, 4 ℃保存备用保存备用[19]. 按照文献方按照文献方

法[20]进行免疫组织化学, DAB显色, 光镜下观察, DAB显色, 光镜下观察显色, 光镜下观察, 光镜下观察光镜下观察

胞质或胞核有棕色颗粒者为阳性细胞. 阴性对. 阴性对阴性对

照不加一抗, 用0.01 mol/L PBS代替, 随机挑选4, 用0.01 mol/L PBS代替, 随机挑选4用0.01 mol/L PBS代替, 随机挑选40.01 mol/L PBS代替, 随机挑选4代替, 随机挑选4, 随机挑选4随机挑选44
个视野, 计算表达VEGF阳性细胞数., 计算表达VEGF阳性细胞数.计算表达VEGF阳性细胞数.VEGF阳性细胞数.阳性细胞数.. 

统计学处理 实验数据均以mean±SD表示,mean±SD表示,表示,, 
应用SPSS13.0进行统计分析, 组内差异比较采SPSS13.0进行统计分析, 组内差异比较采进行统计分析, 组内差异比较采, 组内差异比较采组内差异比较采

用单因素方差分析(One-way ANOVA), 比较各(One-way ANOVA), 比较各比较各

组间的差别有无显著性意义, 以, 以以P <0.05为有显为有显

著性差异. 

2  结果

2.1 VEGF诱导SGC-7901细胞的细胞免疫组织化诱导SGC-7901细胞的细胞免疫组织化SGC-7901细胞的细胞免疫组织化细胞的细胞免疫组织化

学结果 阴性对照组细胞无明显染色, KDR-mAb, KDR-mAb
和Flk(A-3)处理细胞组, 几乎所有细胞胞浆和Flk(A-3)处理细胞组, 几乎所有细胞胞浆和处理细胞组, 几乎所有细胞胞浆和, 几乎所有细胞胞浆和几乎所有细胞胞浆和

胞膜上都有深黄色颗粒, 说明SGC-7901细胞经, 说明SGC-7901细胞经说明SGC-7901细胞经SGC-7901细胞经细胞经

VEGF诱导后, 能大量表达KDR(图1).诱导后, 能大量表达KDR(图1)., 能大量表达KDR(图1).能大量表达KDR(图1).KDR(图1).图1).1). 
2.2 荷瘤小鼠KDR mAb治疗结果荷瘤小鼠KDR mAb治疗结果KDR mAb治疗结果治疗结果 治疗期间, 阴治疗期间, 阴, 阴阴
性对照组, 小鼠精神状态较好, 小鼠肿瘤较大;, 小鼠精神状态较好, 小鼠肿瘤较大;小鼠精神状态较好, 小鼠肿瘤较大;, 小鼠肿瘤较大;小鼠肿瘤较大;; 
KDR mAb治疗组小鼠在治疗期间, 精神状态较治疗组小鼠在治疗期间, 精神状态较, 精神状态较精神状态较

好, 肿瘤形成较小(图2). 治疗前各组小鼠体质, 肿瘤形成较小(图2). 治疗前各组小鼠体质肿瘤形成较小(图2). 治疗前各组小鼠体质(图2). 治疗前各组小鼠体质图2). 治疗前各组小鼠体质2). 治疗前各组小鼠体质治疗前各组小鼠体质

量差异比较差异不显著(表1), 治疗后体质量与(表1), 治疗后体质量与表1), 治疗后体质量与1), 治疗后体质量与治疗后体质量与

对照组相比差异不显著(表1), 但肿瘤体积与对(表1), 但肿瘤体积与对表1), 但肿瘤体积与对1), 但肿瘤体积与对但肿瘤体积与对

照组相比差异显著((P <0.05, 表2), 肿瘤质量与对表2), 肿瘤质量与对2), 肿瘤质量与对肿瘤质量与对

照组相比差异显著((P <0.05, 表2), 肿瘤抑制率为表2), 肿瘤抑制率为2), 肿瘤抑制率为肿瘤抑制率为

36.3%; 5-FU治疗组小鼠, 肿瘤形成较小(图2), 肿治疗组小鼠, 肿瘤形成较小(图2), 肿, 肿瘤形成较小(图2), 肿肿瘤形成较小(图2), 肿(图2), 肿图2), 肿2), 肿肿
瘤抑制率为49.4%, 但由于化疗药对普通细胞也49.4%, 但由于化疗药对普通细胞也但由于化疗药对普通细胞也

有一定的杀伤性, 小鼠在治疗期间, 精神状态比, 小鼠在治疗期间, 精神状态比小鼠在治疗期间, 精神状态比, 精神状态比精神状态比

较萎靡, 吃食饮水量明显下降, 体质量不见明显, 吃食饮水量明显下降, 体质量不见明显吃食饮水量明显下降, 体质量不见明显, 体质量不见明显体质量不见明显

增长, 治疗后5-FU组与对照组体质量相比较差, 治疗后5-FU组与对照组体质量相比较差治疗后5-FU组与对照组体质量相比较差5-FU组与对照组体质量相比较差组与对照组体质量相比较差

异显著((P <0.05, 表1); 小鼠处死后剥离的肿瘤体表1); 小鼠处死后剥离的肿瘤体1); 小鼠处死后剥离的肿瘤体小鼠处死后剥离的肿瘤体

积差异显著((P <0.05, 表2), 肿瘤质量5-FU组与表2), 肿瘤质量5-FU组与2), 肿瘤质量5-FU组与肿瘤质量5-FU组与5-FU组与组与

对照组相比差异显著((P <0.05, 表2). 各组裸鼠肝表2). 各组裸鼠肝2). 各组裸鼠肝各组裸鼠肝

图� �� ����������������������������  1 胃腺癌细胞(SGC-79 01)胞浆和胞膜上表达KDR. A: 阴

性对照组; B: KDR单抗作用组; C: 阳性抗体Flk(A-3)组.

B
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■创新盘点
KDR在胃癌的发
生、发展过程中
发挥了重要的作重要的作要的作
用, 本研究显示以
KDR为靶点设计
抗肿瘤药物-KDR
单抗, 能很好地抑
制荷人胃癌裸鼠
肿瘤的生长, 且具具
有不良反应小的小的的
特点; 进一步研究
显示, KDR单抗能
很好地抑制胃癌
细胞和血管内皮
细胞分泌VEGF. 

脏、肺脏、胸腹腔均未见转移病灶.. 
2.3 治疗后肿瘤组织VEGF mRNA表达治疗后肿瘤组织VEGF mRNA表达VEGF mRNA表达表达 KDR-KDR-
mAb治疗组和5-FU治疗组VEGF mRNA表达治疗组和5-FU治疗组VEGF mRNA表达5-FU治疗组VEGF mRNA表达治疗组VEGF mRNA表达VEGF mRNA表达表达

明显低于阴性对照组(0.2383±0.052, 0.7717±(0.2383±0.052, 0.7717±
0.011 vs  0.9083±0.071, P <0.01或0.05).或0.05).0.05).). 
2.4 治疗后肿瘤组织VEGF表达治疗后肿瘤组织VEGF表达VEGF表达表达 治疗后荷瘤小

鼠的肿瘤组织经免疫组织化学检测, 发现阴性, 发现阴性发现阴性

对照组VEGF表达阳性细胞较多, 达到(220.00VEGF表达阳性细胞较多, 达到(220.00表达阳性细胞较多, 达到(220.00, 达到(220.00达到(220.00(220.00
±22.39)个; 5-FU治疗组VEGF表达阳性细胞数个; 5-FU治疗组VEGF表达阳性细胞数; 5-FU治疗组VEGF表达阳性细胞数治疗组VEGF表达阳性细胞数VEGF表达阳性细胞数表达阳性细胞数

为(51.25±6.70)个, 与阴性对照组相比差异显著(51.25±6.70)个, 与阴性对照组相比差异显著个, 与阴性对照组相比差异显著, 与阴性对照组相比差异显著与阴性对照组相比差异显著

(P <0.05), KDR mAb治疗组VEGF表达阳性细胞治疗组VEGF表达阳性细胞VEGF表达阳性细胞表达阳性细胞

数为(22.00±4.97)个, 与阴性对照组相比差异显(22.00±4.97)个, 与阴性对照组相比差异显个, 与阴性对照组相比差异显, 与阴性对照组相比差异显与阴性对照组相比差异显

著((P <0.05, 图3).图3).3). 

3  讨论

实体瘤形成过程中VEGF不仅是肿瘤血管内皮VEGF不仅是肿瘤血管内皮不仅是肿瘤血管内皮

细胞生长因子[21], 同时又可以作为自分泌或者同时又可以作为自分泌或者

旁分泌的肿瘤细胞生长调节因子, 调控着表达, 调控着表达调控着表达

K D R受体的肿瘤细胞的生长、迁移受体的肿瘤细胞的生长、迁移 [22]]. S h en
等[10]报道VEGF的受体KDR和Flt-1不仅在内皮VEGF的受体KDR和Flt-1不仅在内皮的受体KDR和Flt-1不仅在内皮KDR和Flt-1不仅在内皮和Flt-1不仅在内皮Flt-1不仅在内皮不仅在内皮

细胞上表达, 还在非内皮细胞如胎盘滋养细胞,, 还在非内皮细胞如胎盘滋养细胞,还在非内皮细胞如胎盘滋养细胞,, 
巨噬细胞以及恶性肿瘤细胞系中表达. KDR胞. KDR胞胞

外7个Ig-样结构域对配体和受体的作用不同, 有7个Ig-样结构域对配体和受体的作用不同, 有个Ig-样结构域对配体和受体的作用不同, 有Ig-样结构域对配体和受体的作用不同, 有样结构域对配体和受体的作用不同, 有, 有有
研究报道[7-11], 针对胞外1-3区、5-7区和3区的相针对胞外1-3区、5-7区和3区的相1-3区、5-7区和3区的相区、5-7区和3区的相5-7区和3区的相区和3区的相3区的相区的相

关片段的表达, 均抑制VEGF的活性. 目前以KDR, 均抑制VEGF的活性. 目前以KDR均抑制VEGF的活性. 目前以KDRVEGF的活性. 目前以KDR的活性. 目前以KDR. 目前以KDR目前以KDRKDR
和VEGF为靶点的抑制剂有抗VEGF抗体VEGF为靶点的抑制剂有抗VEGF抗体为靶点的抑制剂有抗VEGF抗体VEGF抗体抗体[23]、可

溶性VEGF的受体VEGF的受体的受体[24]、抗KDR的抗体KDR的抗体的抗体[25]和小分

子KDR抑制剂KDR抑制剂抑制剂[26]. 除了抗VEGF的抗体于2004年除了抗VEGF的抗体于2004年VEGF的抗体于2004年的抗体于2004年2004年年
在美国上市以外, 其他的抑制剂均处于临床试, 其他的抑制剂均处于临床试其他的抑制剂均处于临床试

验或临床前的阶段. 以KDR为靶点进行抗体或. 以KDR为靶点进行抗体或以KDR为靶点进行抗体或KDR为靶点进行抗体或为靶点进行抗体或

可溶性受体片段的表达也有报道[27-29]. 
KDR mAb是由本室自行研制是由本室自行研制[12], 具有与天具有与天

然KDR结合的生物学活性, 抑制人脐静脉内皮KDR结合的生物学活性, 抑制人脐静脉内皮结合的生物学活性, 抑制人脐静脉内皮, 抑制人脐静脉内皮抑制人脐静脉内皮

细胞迁移和体外小管形成活性. 同时课题组前. 同时课题组前同时课题组前

期研究发现胃癌患者癌组织中高表达KDR. 本KDR. 本本
研究在前期研究的工作基础上, 通过KDR mAb, 通过KDR mAb通过KDR mAbKDR mAb

表  1  荷瘤小鼠治疗前后质量比较 (n  = 6)

     
分组 治疗前质量(g)  P值    治疗后(g)   P 值

阴性对照组 18.61±0.52 22.07±2.55

5-FU 18.45±0.39 0.771 18.48±2.92a 0.024

KDR mAb 18.93±1.55 0.581 22.92±1.79 0.559

aP<0.05 vs  阴性对照组.

表  2  治疗后肿瘤体积、肿瘤质量 (n  = 6)

     分组 肿瘤平均体积(mm3)   P值 肿瘤平均质量(g)  P值

阴性对照组 9 398.34±7 413.96 1.68±0.18

5-FU 1 820.32±423.21a 0.039 0.85±0.26a 0.006

KDR mAb 1 889.94±396.64a 0.050 1.07±0.58a 0.037

aP<0.05 vs  阴性对照组.

图� ��������� �������������  2  荷瘤小鼠治疗后外观以及剥离瘤组织大小. A, D: 5-FU治疗组; B, E: 阴性对照组; C, F: KDR mAb治疗组; A-C: 外观; 

D-F: 剥离组织.
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治疗荷人胃癌裸小鼠研究发现, KDR mAb能显, KDR mAb能显能显

著抑制荷瘤小鼠肿瘤的生长, 同时能显著抑制, 同时能显著抑制同时能显著抑制

肿瘤组织中VEGF的表达; 同时在研究过程中VEGF的表达; 同时在研究过程中的表达; 同时在研究过程中; 同时在研究过程中同时在研究过程中

发现KDR mAb治疗期间小鼠精神状态良好, 饮KDR mAb治疗期间小鼠精神状态良好, 饮治疗期间小鼠精神状态良好, 饮, 饮饮
食、饮水量正常, 与对照组无差异; 而5-FU治疗, 与对照组无差异; 而5-FU治疗与对照组无差异; 而5-FU治疗; 而5-FU治疗而5-FU治疗5-FU治疗治疗

组随着治疗时间的延长, 小鼠精神萎靡, 饮食量, 小鼠精神萎靡, 饮食量小鼠精神萎靡, 饮食量, 饮食量饮食量

和饮水量减少. 治疗期间, KDR mAb治疗组小. 治疗期间, KDR mAb治疗组小治疗期间, KDR mAb治疗组小, KDR mAb治疗组小治疗组小

鼠体质量无明显变化, 与对照组相比, 差异不显, 与对照组相比, 差异不显与对照组相比, 差异不显, 差异不显差异不显

著, 但剥离的肿瘤体积和肿瘤质量与对照组差, 但剥离的肿瘤体积和肿瘤质量与对照组差但剥离的肿瘤体积和肿瘤质量与对照组差

异显著, 肿瘤抑制率达到36.3%; 5-FU治疗组小, 肿瘤抑制率达到36.3%; 5-FU治疗组小肿瘤抑制率达到36.3%; 5-FU治疗组小36.3%; 5-FU治疗组小治疗组小

鼠治疗期间体质量明显减轻, 与对照组相比差, 与对照组相比差与对照组相比差

异显著, 剥离的肿瘤体积和质量与对照组相比, 剥离的肿瘤体积和质量与对照组相比剥离的肿瘤体积和质量与对照组相比

差异显著, 肿瘤抑制率达到了49.4%. 从以上数, 肿瘤抑制率达到了49.4%. 从以上数肿瘤抑制率达到了49.4%. 从以上数49.4%. 从以上数从以上数

据可以看出, 5-FU治疗组肿瘤抑制率明显比KDR, 5-FU治疗组肿瘤抑制率明显比KDR治疗组肿瘤抑制率明显比KDRKDR 
mAb治疗组小鼠高, 但是5-FU治疗组随着时间的治疗组小鼠高, 但是5-FU治疗组随着时间的, 但是5-FU治疗组随着时间的但是5-FU治疗组随着时间的5-FU治疗组随着时间的治疗组随着时间的

推移小鼠精神萎靡, 体质量减轻, 这是因为化疗, 体质量减轻, 这是因为化疗体质量减轻, 这是因为化疗, 这是因为化疗这是因为化疗

药在杀死肿瘤细胞的对正常细胞有一定的不良

反应, 对机体的毒性较大, 这与孙宁等, 对机体的毒性较大, 这与孙宁等对机体的毒性较大, 这与孙宁等, 这与孙宁等这与孙宁等[19]和王承

党等[30]报道一致. 本研究过程中KDR mAb治疗. 本研究过程中KDR mAb治疗本研究过程中KDR mAb治疗KDR mAb治疗治疗

组小鼠精神状态始终保持良好, 可能因为KDR, 可能因为KDR可能因为KDRKDR 
mAb是一种生物制剂, 只针对表达KDR的肿瘤是一种生物制剂, 只针对表达KDR的肿瘤, 只针对表达KDR的肿瘤只针对表达KDR的肿瘤KDR的肿瘤的肿瘤

细胞和表达KDR的血管内皮细胞, 具有靶向性KDR的血管内皮细胞, 具有靶向性的血管内皮细胞, 具有靶向性, 具有靶向性具有靶向性

和特异性, 而对机体的其他正常细胞没有任何, 而对机体的其他正常细胞没有任何而对机体的其他正常细胞没有任何

作用, 所以在整个治疗过程中, 小鼠的精神状态, 所以在整个治疗过程中, 小鼠的精神状态所以在整个治疗过程中, 小鼠的精神状态, 小鼠的精神状态小鼠的精神状态

和体质量与对照组相比没有异常. 这些研究结. 这些研究结这些研究结

果都证明该单克隆抗体具有一定的实用性, 可, 可可
为进一步开发抗肿瘤血管生成药物提供基础.. 

志谢�: 感谢扬州大学兽医学院病理教研室吴力

力老师和高巍老师在实验过程中给予的帮助.. 
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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

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达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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■背景资料
胰腺癌是常见的
恶 性 肿 瘤 ,  由 于
其早期发生微转
移及其临床症状
出现较晚而令其
治 疗 效 果 不 佳 ;  
JDP2, 作为AP-1
类的抑制因子之
一, 在多种恶性肿
瘤中表达降低, 极
可能成为胰腺癌
研究的新方向.  
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Abstract
AIM: To determine the correlation between over-
expression of Jun dimerization protein 2 (JDP2) 
and epithelial-mesenchymal transition (EMT) in 
human pancreatic cancer cell line Panc-1.  

METHODS: Panc-1 cells were divided into three 
groups: negative control group, JDP2-transfected 
group, and empty vector-transfected group. The 
JDP2-transfected group and empty vector-trans-

fected group were transiently transfected with 
PCEFL-HA-JDP2 vector and pCEFL vector, re-
spectively. Untreated Panc-1 cells were used as 
normal controls. Forty-eight hours after transfec-
tion, cells were treated with TGF-β1 (10 ng/mL). 
Cell morphological alternations were examined 
by phase-contrast microscopy. The expression 
of mesenchymal marker vimentin and epithelial 
marker E-cadherin was detected by RT-PCR and 
Western blot. Cell migration was determined by 
Transwell motility assay.

RESULTS: TGF-β1-induced EMT was inhibited in 
the JDP2-transfected group. Compare to the nega-
tive control group, cells in the JDP2-transfected 
group showed no fibroblastic morphology and 
no significant changes in the levels of E-cadherin 
and vimentin and in migration ability (48.0 ± 5.3 vs 
52.0 ± 7.2). However, cells in the vector-transfected 
group showed loss of cell-cell contacts, fibroblastic 
morphology, decreased expression of E-cadherin 
(mRNA: P < 0.01; protein: P < 0.05), increased 
expression of vimentin  (P < 0.01) and migration 
ability (48.0 ± 5.3 vs 81.0 ± 10.7, P < 0.01) when 
compared to the negative control group.

CONCLUSION: JDP2 can inhibit TGF-β1-
induced EMT in Panc-1 cells and may be a mo-
lecular target for pancreatic carcinoma therapy. 

Key Words: Epithelial -mesenchymal transition; Jun 
dimerization protein 2; Pancreatic cancer; Trans-
forming growth factor-β1

Xu YH, Liu Z, Guo KJ, Du RX, Wang CY. JDP2 suppresses 
transforming growth factor-β1-induced epithelial-
mesenchymal transition in human pancreatic cancer cell 
line Panc-1. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 
2931-2936

摘要

目的: 研究JDP2与TGF-β1诱导的人胰腺癌细
胞系Panc-1上皮向间质转化之间的关系.

方法: 实验分为空白对照组、JDP2转染组、

空质粒转染组3组, 并分别用P、P-J-T、P-V-T

■同行评议者
谭晓冬 ,  副教授 , 
中国医科大学盛
京医院胰腺甲状
腺外科 ;  刘海林 ,刘海林 , 
主任医师, 上海交
通大学医学院附
属第九人民医院
消化科
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■研发前沿
关于恶性肿瘤侵
袭、转移机制的
研究目前已经成
为研究肿瘤发生
与 发 展 的 热 点 , 
JDP2,  作为一种
抑 癌 因 子 ,  通 过
调控其表达极有
可能成为抑制胰
腺癌发生、转移
的新的分子靶向
治疗. 

缩写代表. 用pCEFL-HA-JDP2质粒和pCEFL
空质粒瞬时转染人胰腺癌细胞系Panc-1, 48 h
之后应用TGF-β1分别刺激JDP2转染和空质
粒转染组细胞48 h. 以正常的Panc-1细胞为
空白对照组, 仅加等量的P S B. 倒置显微镜
下观察各组细胞的形态学变化的差异; 应用
RT-PCR及Western blot的方法检测E-cadherin
及vimentin的蛋白及mRNA表达变化; 应用
Transwell侵袭实验观察各组细胞的迁移能力.

结果: P-J-T组能够明显抑制由TGF-β1诱导
产生的EMT. 与P组相比, P-J-T组大部分细胞
没有明确的形态学上的变化, E-cadher in及
vimentin蛋白及mRNA表达变化不明显, 迁移
能力亦无明确差异(48.0±5.3 vs  52.0±7.2), 未
成功诱导EMT; 而P-V-T组Panc-1细胞大多数
变成长梭形, 细胞间紧密连接丢失, E-cadherin
表达明显降低(mRNA表达: P <0.01; 蛋白表达: 
P <0.05), vimentin蛋白及mRNA表达明显升
高(P <0.01), 侵袭至小室下室的细胞明显增加
(48.0±5.3 vs  81.0±10.7, P <0.01), 出现非常显
著的上皮向间质转化特征.

结论: JDP2具有明显抑制EMT的作用, JDP2转
染后的胰腺癌细胞系可以明显抑制由TGF-β1
诱导的EMT, 这使得JDP2有可能成为新的胰
腺癌的靶向治疗因子.

关键词: Jun二聚化蛋白2; 胰腺癌; 上皮向间质转

化; 转化生长因子-β1
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0  引言

胰腺癌, 是侵袭、转移能力最强的消化系常见系常见常见

恶性肿瘤之一. 其较早便出现微转移, 大多数患

者早期无显著临床症状, 故而一般就诊较晚, 5
年生存率不足5%[1]. Jun二聚化蛋白2(Jun dimer-
ization protein 2, JDP2), 是以转录活化因子蛋白

1(activator protein-1, AP-1)成员之一的c-Jun的结

合蛋白分离出来的[2]. 其由163个氨基酸组成, 并
含有一个碱性亮氨酸拉链(basic leucine zipper, 
bZIP)结构. 目前已经有越来越多的证据表明, 
JDP2是一种广泛的AP-1抑制蛋白[2,3]. 尽管JDP2
在肿瘤的发生、发展过程中的作用有少量报道, 
但是其确切作用机制尚不清楚, 其与胰腺癌的

关系的研究则更是空白. 我们实验小组在之前

的研究中发现与癌旁相比, JDP2的蛋白表达含

量在胰腺癌组织中明显下降[4]. 上皮向间质转化

(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)已经

在多种恶性肿瘤中得到证明[5-7]. 其典型的特征

是细胞极性的消失、细胞和细胞之间黏附能力

的丧失、侵袭能力的增强、上皮标志物表达降

低以及间质标志物表达的升高. 目前, 关于胰腺

癌中JDP2与EMT的关系未见报道. 本研究通过

转染pCEFL-HA-JDP2质粒来观察过表达JDP2对
胰腺癌EMT形成的影响, 并检测EMT相关因子

的表达变化, 以求探讨JDP2在胰腺癌EMT的诱

导过程中所发挥的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株P a n c-1购自上海中

科院细胞库, 培养于含100 m L/L胎牛血清的

DMEM培养基中, 置于37 ℃, 50 mL/L CO2培养

箱中, 每2 d换液1次, 每3-4 d传代1次. DMEM培

养基和胎牛血清均购自Gibco公司; lipofectamine 
2 000购自Invitrogen公司; RNAiso plus及逆转

录试剂PrimeScript® RT reagent Kit均购自日本

TAKARA公司; TGF-β1购自Repro tech公司; 
Transwell侵袭小室购自Corning公司; Matrigel胶
购自B.D.公司; JDP2、E-cadherin、vimentin、
GAPDH引物由南京金斯瑞公司合成; 兔抗羊

E-cadherin、vimentin单克隆抗体购自Santa Cruz
公司, ECL化学发光液购自碧云天公司. 
1.2 方法

1.2.1 转染与EMT构建: 表达JDP2质粒pCEFL-
HA-JDP2由以色列Ami Aroheim教授馈赠. 当细

胞在6孔板上培养达到70%-80%融合时, 用lipo-
fectamine 2 000将pCEFL-HA-JDP2或pCEFL空质

粒按照说明书瞬时转染至Panc-1细胞中, 转染48 h
后, 继续用含有TGF-β1(10 μg/L)的DMEM培养

基培养48 h, 倒置相差显微镜观察细胞形态变化. 
成功的转染由RT-PCR验证. 
1.2.2 RT-PCR检测vimentin、E-cadherin、JDP2
的表达: 细胞总RNA的提取: 收集各实验组细

胞, 按照TAKARA公司RNAiso plus试剂盒提取

RNA, 电泳鉴定RNA质量, A 260测浓度. 引物序

列: JDP2: sense primer: (5'-AGA CCC AGA TTG 
AGG AGC TG-3'), antisense primer: (5'-AGT 
GGG TTG CCT TCT GAC CTC-3') 124bp; E-cad: 
sense primer: (5'-TCC CAT CAG CTG CCC AGA  
AA-3'), antisense primer: (5'-TGA CTC CTG TGT 
TCC TGT TA-3') 500bp; Vimentin: sense primer: 
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■相关报道
Heinrich等发现 , 
在他们检测的53
例取自7种不同类
型恶性肿瘤的标
本中, JDP2的表达
水平在35.8%的癌
组织标本呈不同
程度下降, 而只有
在5.8%的样品显
示相反的结果.

(5'-CCA GTG CGT GAA ATG GAA G-3'), anti-
sense primer: (5'-TCA AGG TCA TCG TGA TGC 
TG-3')366bp; GAPDH: sense primer: (5'-TGA  
AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG G-3'), anti-
sense primer: (5'-CAT GTG GGC CAT GAG GTC 
CAC CAC-3')982bp. PCR扩增条件: 94 ℃变性30 s, 
57 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 35个循环. 2%琼

脂糖凝胶电泳, 结果采用quantity one 成像分析

软件分析. 实验重复3次. 
1.2.3 Western blot检测E-cadherin、Vimentin表

达: 严格按照RIPA蛋白裂解液试剂盒说明书进

行各组蛋白的提取, 将蛋白与5×蛋白上样缓冲

液以4∶1混合后煮沸变性5 min, 置于10%SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白 ,  分离的蛋白

转移至PVDF膜上之后, 用5%脱脂奶粉配置的

TBST室温封闭2 h, 加入E-cadherin(1∶800)、
vimentin(1∶1 000)、GAPDH(1∶1 500)一抗后

4 ℃封闭过夜, 辣根过氧化物酶标记的二抗室温

2 h, TBST洗膜, 5 min×4次, 化学发光法(electro-
chemiluminescence, ECL)显色. 实验重复3次. 
1.2.4 Transwell小室侵袭实验: Transwell小室上室

铺50 μL(1 g/L)Matrigel生物胶, 下室中加入含100 
mL/L胎牛血清的DMEM培养基600 μL. 所有实验

细胞均调整密度为2×105个/孔, 种于小室上室. 
放于培养箱中培养24 h. 之后用4%多聚甲醛固定, 
0.1%结晶紫染色, 200倍显微镜下计数, 任意选取

5个视野, 以其平均细胞数为侵袭至膜上的细胞

数, 每组重复3次实验, 求取平均数为结果. 
统计学处理 所有计量资料均采用mean±

SD表示. 采用SPSS13.0软件对结果进行分析, 应
用t检验统计分析; P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 P组、P-J-T组、P-V-T组细胞的总RNA提取 
细胞总的RNA提取经琼脂糖凝胶电泳鉴定. 

2.2 各组细胞形态学变化 P-J-T组与P组相比, 
TGF-β1刺激48 h后细胞形态学变化不明显(图1 
B); P-V-T组与P组相比, TGF-β1刺激48 h后细胞大

多数变成长梭形, 细胞间紧密连接丢失(图1C). 
2.3 各组细胞EMT相关标志物及侵袭能力的检

测 E-cadherin、vimentin表达及细胞侵袭能力变

化与P组相比, P-J-T组E-cadherin的蛋白及mRNA
表达略有下调, P-V-T组表达则下调明显(图2A, 
B); 而P-J-T组vimentin的蛋白表达则略有升高, 
P-V-T组表达升高明显(图2A, B). 成功的JDP2转
染由RT-PCR验证(图2C). 同时transwell侵袭实验

证明细胞侵袭能力在P-V-T组显著升高(图3). 

3  讨论

JDP2, 作为一种广泛的AP-1抑制蛋白, 可以和自

身以及c-Jun, JunB, JunD或ATF-2形成二聚体, 并
抑制Jun, c-Fos和ATF-2等的转录活性[3]. JDP2是
通过回收HDAC3(histone deacetylase 3)到原癌

基因c-jun的调控领域的方式来抑制其表达[8]; 还
可以直接抑制HAT(histone acetyltransferase)的
活性[9]; 并作为DNA结合蛋白, JDP2具有nucleo-
some assembly功能[9]; Heinrich等[10]发现, 在他们

检测的53例取自七种不同类型恶性肿瘤的标本

中, JDP2的表达水平在35.8%的癌组织标本呈不

同程度下降, 而只有在5.8%的样品显示相反的

结果. 癌基因k-Ras的突变是胰腺癌发生早期关

键事件之一, 大约有30%的早期胰腺癌及几乎

100%进展期胰腺癌伴有此基因的突变[11-13]. 被
激活的k-Ras可以通过包括MEKK/SEK/JNK/AP-
1(ATF-2/Jun)途径在内的多种传导途径来诱导细

胞的转化[11-13]. c-Jun在胰腺癌中的表达增高, 证
明Ras/AP-1传导途径有可能参与胰腺癌的发生. 
JDP2因为可以和自身以及c-Jun, JunB, JunD或

ATF-2形成二聚体, 并抑制c-Jun, c-Fos和ATF-2
等的转录活性, 这提示J D P2很可能通过抑制

A B C

图� �� ���������������������������������� ����������������������� �������  1  ���������������������������������� ����������������������� �������P组、P-J-T组、P-V-T组细胞形态学的差异(光镜×200). P-J-T组与P组相比细胞与细胞间略有分散, 部分细胞变成梭
形; P-V-T组细胞形态变化异常明显, 绝大部分细胞变成梭形, 形成典型的EMT.� A: P组; B: P-J-T组; C: P-V-T���组��. 
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AP-1来阻断Ras信号传导途径. 而作为AP-1的重

要成员之一的ATF-2, 则可以同C-Jun、CREB形
成二聚体[14,15], 在黑色素瘤细胞中, ATF-2的表达

与患者的预后密切相关[16]. 王成等[17]证明ATF-2
在结直肠癌组织中的表达明显高于癌旁组织. 
在乳腺癌中AT F-2稳定表达则与肿瘤细胞对

DNA的损伤耐受有关[18]. ATF-2对脑的正常发育

非常关键, 因为敲除ATF-2的小鼠大脑发育异常, 
同时造成内耳、小脑及脑室的结构缺陷[19]. 在
人结直肠癌细胞系中加入托芬那酸(Tolfenamic 
acid, TA)刺激后, 磷酸化的ATF-2表达升高, 同时

伴有ATF3的表达水平的升高, 而且ATF-2的表达

升高是通过P38 MAPK、JNK、ERK通路的激

活来实现的[20]. 由上所述, JDP2极可能通过诸如

ERK、JNK等通路来抑制如ATF-2或/和c-Jun的
表达来调控胰腺癌的EMT, 但是其与胰腺癌的

关系, 特别是与胰腺癌的侵袭、转移能力之间

的联系, 以及其与胰腺癌EMT之间的关系至今

还是空白. 
EMT近年来受到越来越多的关注. EMT的

证实包括上皮表达标志如E-cadherin表达的下

调, 间质表达标志如N-cadherin、vimentin、snail
等表达的上调; 同时还有形态学的改变如: 细胞

失去极性, 丢失细胞间紧密连接和黏附连接并且

C
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图� �� ����������������������������������  3  ����������������������������������P组、P-J-T组、P-V-T组细胞transwell侵袭实验对比. A-C: 各组细胞光镜下图片(结晶紫染色, ×200); A: P组; B: 

P-J-T组; C:P-V-T组. D: 各组细胞侵袭数直方图; aP  < 0.01 vs P, P-J-T.

■创新盘点
本研究主要探讨
过 表 达 J D P 2 的
胰腺癌细胞系对
TGF-β1诱导的上
皮向间质转化的
抑制作用, 为进一
步研究胰腺癌的
治疗提供了新的
方向.
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PJ  P-J-T P-V-T P

124 bp

图� �� �������������������������������������������  2  �������������������������������������������PP组、P-J-T组、P-V-T组E-cadherin及vimentin的表达变化.� A: Western blot检测E-cadherin及vimentin蛋白表达变化; 

B: RT-PCR检测E-cadherin及vimentin的mRNA表达变化; C: RT-PCR验证P-J-T是否成功, 其中P-J为单纯JDP2转染 48 h

细胞, P-J-T为JDP2转染后加TGF-β1诱导48 h细胞. aP<0.05, bP<0.01 vs  P-V-T组.
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可以观察到细胞获得了更强的浸润、转移的能

力. 经典的诱导EMT的因子为TGF-β, 另外还有

EGF、肝细胞生长因子(HGF)等. 目前已经在多

种癌症中证实[21-24]. TGF-β与其受体结合后, 激活

细胞内Smad信号通路, 通过抑制E-cadherin的表

达来诱导EMT发生[25,26]. 在人的角质细胞中, 由
TGF-β诱导产生的EMT需要Ras基因的激活[27]. 
而在人胰腺癌中, Collagen I通过激活JNK1而使

得胰腺癌的N-cadherin表达上调从而增加其侵

袭能力的[28]. 在胰腺癌中, 单独转染带有SNAIL
的质粒便可产生EMT[29], 韩磊等[30]则发现, Ge-
nistein具有明显的抑制EMT的作用. 

我们在本实验中, 首先应用p C E F L-H A-
JDP2质粒成功转染入人胰腺癌细胞系Panc-1. 
P-J-T组细胞与P-V-T组细胞在TGF-β1刺激48 h
后, 与P组相比, P-J-T组E-cadherin及vimentin
变化不大, 侵袭能力也未见明确增加; 相反的, 
P-V-T组则构建出经典的EMT模型, 侵袭能力也

显著提高. 这说明, JDP2可抑制由TGF-β1产生的

EMT, 提示我们在今后的抗肿瘤研究中可以将

JDP2作为靶点, 探明其在胰腺癌治疗中的潜在

应用价值. 
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本刊讯 本刊正文标题层次为 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
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Rb/E2F1调控途径在新疆哈萨克族食管鳞癌发生中的作用

马莉莉, 李 卉, 王洪江, 陈 艳, 郭 琼, 尹 娜, 李惠武
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■背景资料
食管癌是世界常
见十大恶性肿瘤
之一, 其发病率随
着年龄的增高而
升高, 5年生存率
在10%. 全世界食
管癌一半以上发
生在中国, 主要为
鳞癌. 食管癌发病
机制尚不明确, 除
环境因素和饮食
因素外, 高发区相
同环境背景下, 不
同家族患食管癌
的人数有很大差
异, 表明遗传因素
在食管癌发病中
的作用不可忽视. 
新疆是我国食管
癌高发区之一, 尤
以哈萨克族发病
率最高.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Rb and 
E2F1 in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC) and to analyze their clinicopathological 
significance. 

METHODS: Forty-eight ESCC specimens were 
taken from Xinjiang Kazaks patients and used in 
the study. Matched normal esophageal mucosal 
tissues were used as controls. The expression 
of Rb and E2F1 was detected by RT-PCR. The 
correlation of Rb and E2F1 expression with the 
development and progression of ESCC was then 
analyzed.

RESULTS: The positive rate of Rb expression 
was higher in ESCC than in normal esophageal 
mucosal tissue (64.6% vs 43.8%, P < 0.05). E2F1 
expression in ESCC showed no significant dif-
ference with that in normal esophageal mucosal 
tissue (70.8% vs 75%, P > 0.05). Rb and E2F1 ex-
pression showed no significant correlation with 
tumor differentiation and stage (both P > 0.05). 
Rb expression was positively correlated with 
that of E2F1 in ESCC (r = 0.867, P < 0.05).

CONCLUSION: High expression of Rb may be 
involved in the development and progression of 
ESCC.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Rb; E2F1; RT-PCR

Ma LL, Li H, Wang HJ, Chen Y, Guo Q, Yin N, Li 
HW. Clinicopathological significance of Rb and E2F1 
expression in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 2937-2941

摘要
目的: 探讨Rb基因与转录因子E2F1在新疆哈
萨克族食管鳞癌中的表达及临床意义. 

方法: 应用RT-PCR法对48例新疆哈萨克族食
管鳞癌组织及其配对的癌旁正常组织进行Rb
和E2F1表达检测, 分析Rb/E2F1通路与新疆哈
萨克族食管鳞癌发生发展之间的关系. 

结果: 新疆哈萨克族食管鳞癌组织中R b的
阳性表达高于癌旁正常组织(64.6%, 43.8%)
差异有统计学意义(P <0.05); 转录因子E2F1
的阳性表达率与癌旁正常组织阳性表达率
(70.8%, 75%)差异无统计学意义(P >0.05). 
R b、E2F1的表达与组织学分级及临床分
期无关(P >0.05). R b阳性表达强度与E2F1
的阳性表达强度之间呈正相关(r  = 0.867, 
P <0.05). 

结论: Rb的高表达伴随新疆哈萨克族食管鳞
癌的发生, E2F1可能作用于食管癌发生的早
期阶段, 二者在新疆哈萨克族食管鳞癌的发生
发展中起拮抗作用. 

■同行评议者
� 晟 磊 ,  副 主 任
医 师 ,  郑 州 大 学
第一附属医院病
理科、河南省肿、河南省肿河南省肿
瘤病理重点实验
室、郑州大学医
学院病理教研室 
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■相关报道
Robbins等的实验
研究表明 ,  c - fos
基因的表达能使
静止期细胞进入
细 胞 周 期 ,  野 生
型Rb基因的蛋白
产物能够抑制这
种位于细胞核内
的c-fos癌基因的
表达.

关键词: 食管鳞癌, Rb, E2F1, 逆转录聚合酶链式
反应

马莉莉, 李卉, 王洪江, 陈艳, 郭琼, 尹娜, 李惠武. Rb/E2F1调控
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0  引言

食管癌是世界常见十大恶性肿瘤之一, 其发病

率随着年龄的增高而升高, 5年生存率在10%. 全10%. 全. 全
世界食管癌一半以上发生在中国, 主要为鳞癌. 
食管癌发病机制尚不明确, 除环境因素[1]和饮食

因素[2]外, 高发区相同环境背景下, 不同家族患

食管癌的人数有很大差异, 表明遗传因素在食

管癌发病中的作用不可忽视[3]. 新疆是我国食管

癌高发区之一, 尤以哈萨克族发病率最高. 其调

整死亡率是68.88/10万, 高出其他民族调整死亡68.88/10万, 高出其他民族调整死亡万, 高出其他民族调整死亡

率(5.13/10万)的10倍之多(5.13/10万)的10倍之多万)的10倍之多)的10倍之多的10倍之多10倍之多倍之多[4]. 在恶性肿瘤的发生

中, 细胞周期调控紊乱起着重要的作用. E2F1是E2F1是是
细胞周期调控机制中Rb/E2F通路最重要的转录Rb/E2F通路最重要的转录通路最重要的转录

活化因子, 主要调节细胞周期由GG1 期向S期过渡,S期过渡,期过渡, 
是细胞增殖和发育必需环节. 因此, 本实验采用 
RT-PCR方法检测Rb和E2F1在新疆哈萨克族食方法检测Rb和E2F1在新疆哈萨克族食Rb和E2F1在新疆哈萨克族食和E2F1在新疆哈萨克族食E2F1在新疆哈萨克族食在新疆哈萨克族食

管鳞癌组织及相应癌旁正常组织中的表达, 并
分析其与临床病理特征的关系, 为研究Rb/E2F1Rb/E2F1
途径的细胞周期调控在新疆哈萨克族食管鳞癌

发生、发展中的作用提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 收集新疆医科大学附属肿瘤医院经手

术证实的新疆哈萨克族食管鳞癌及配对癌旁正

常食组织48例. 标本组织学分级: 组织分化高中48例. 标本组织学分级: 组织分化高中例. 标本组织学分级: 组织分化高中

分化39例, 低分化9例; TNM分期T1+T2共11例,39例, 低分化9例; TNM分期T1+T2共11例,例, 低分化9例; TNM分期T1+T2共11例,9例; TNM分期T1+T2共11例,例; TNM分期T1+T2共11例,TNM分期T1+T2共11例,分期T1+T2共11例,T1+T2共11例,共11例,11例,例, 
T3+T4共37例; 临床分期Ⅰ-Ⅱ期19例, Ⅲ-Ⅳ期29共37例; 临床分期Ⅰ-Ⅱ期19例, Ⅲ-Ⅳ期2937例; 临床分期Ⅰ-Ⅱ期19例, Ⅲ-Ⅳ期29例; 临床分期Ⅰ-Ⅱ期19例, Ⅲ-Ⅳ期29Ⅰ-Ⅱ期19例, Ⅲ-Ⅳ期29期19例, Ⅲ-Ⅳ期2919例, Ⅲ-Ⅳ期29例, Ⅲ-Ⅳ期29Ⅲ-Ⅳ期29期2929
例; 有淋巴结转移31例, 无淋巴结转移17例. RT-31例, 无淋巴结转移17例. RT-例, 无淋巴结转移17例. RT-17例. RT-例. RT-RT-
PCR扩增基因及内参照GAPDH均由上海生物扩增基因及内参照GAPDH均由上海生物GAPDH均由上海生物均由上海生物

工程有限公司合成, RNA提取试剂TRIzol购自RNA提取试剂TRIzol购自提取试剂TRIzol购自TRIzol购自RIzol购自zol购自购自

Invitrogen公司, 逆转录试剂盒购自Promega公司,公司, 逆转录试剂盒购自Promega公司,Promega公司,公司, 
PCR即用试剂盒购自上海生物工程有限公司.即用试剂盒购自上海生物工程有限公司. 
1.2 方法方法  
1.2.1 RT-PCR法:法: 严格按照RNA提取方法及逆转RNA提取方法及逆转提取方法及逆转

录试剂盒进行组织RNA提取和逆转录CDNA合RNA提取和逆转录CDNA合提取和逆转录CDNA合CDNA合合

成. 将食管鳞癌组织与癌旁正常食管黏膜组织在

无菌的研钵中液氮研磨, 每100 mg组织加入1 mL100 mg组织加入1 mL组织加入1 mL1 mL mLmLL 
TRIzol, 混匀, 其他步骤参照说明书操作. 提取RIzol, 混匀, 其他步骤参照说明书操作. 提取zol, 混匀, 其他步骤参照说明书操作. 提取, 混匀, 其他步骤参照说明书操作. 提取

的总RNA用Smart spec3000型紫外分光光度计RNA用Smart spec3000型紫外分光光度计用Smart spec3000型紫外分光光度计Smart spec3000型紫外分光光度计型紫外分光光度计

测定浓度和纯度, 在紫外透射仪上显示有28S、28S、、
18S(部分可见到5S)两条rRNA. 说明提取的RNA部分可见到5S)两条rRNA. 说明提取的RNA5S)两条rRNA. 说明提取的RNA两条rRNA. 说明提取的RNArRNA. 说明提取的RNA. 说明提取的RNARNA
完整. 取11 μg总RNA量用于反转录合成cDNA.总RNA量用于反转录合成cDNA.RNA量用于反转录合成cDNA.量用于反转录合成cDNA.cDNA.. 
cDNA合成细胞总RNA 2合成细胞总RNA 2RNA 2 μL, 50 IU/50 IU/ IU/IU/μL RNA酶 RNA酶酶

抑制剂(RNasin) 0.5(RNasin) 0.5 0.50.5 μL, 5×逆转录反应缓冲液5×逆转录反应缓冲液逆转录反应缓冲液

3 μL, 10 mmol/L, 脱氧核糖核苷酸(dNTP)1.510 mmol/L, 脱氧核糖核苷酸(dNTP)1.5 脱氧核糖核苷酸(dNTP)1.5(dNTP)1.5 μL, 
50 mg/L随机引物1 mg/L随机引物1mg/L随机引物1/L随机引物1L随机引物1随机引物11 μL. 逆转录酶15 U, 25 mmol/L.15 U, 25 mmol/L. U, 25 mmol/L.U, 25 mmol/L., 25 mmol/L.25 mmol/L.. 
硫酸镁(MgCl(MgCl2)0.5 μL, 42 ℃反应90 min, 95 ℃42 ℃反应90 min, 95 ℃反应90 min, 95 ℃90 min, 95 ℃ min, 95 ℃95 ℃ 
5 min终止反应. 以上述逆转录cDNA为模板, 加 min终止反应. 以上述逆转录cDNA为模板, 加
入引物, 扩增基因片断, 反应总体系20 μL. 基因

扩增引物序列及参数如下(表1, 2). 
1.2.2 结果判断标准:结果判断标准: PCR反应结束后, 扩增产物

经2%琼脂糖电泳(80 V, 50 min)后, 紫外成像并

在凝胶仪进行扫描定量, 以相关基因与内对照

GAPDH的比值代表 mRNA表达水平. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件包处理,SPSS17.0统计软件包处理,统计软件包处理, 

采用χ2检验和Pearson相关性分析, 检验水准Pearson相关性分析, 检验水准相关性分析, 检验水准α = 
0.05,, P <0.05为差异有统计学意义.为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 Rb、E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌组织和、E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌组织和E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌组织和在新疆哈萨克族食管鳞癌组织和

癌旁正常组织中的表达 将实验结果进行统计分

下发现(表3), Rb、E2F1在食管鳞癌组织中表达Rb、E2F1在食管鳞癌组织中表达、E2F1在食管鳞癌组织中表达E2F1在食管鳞癌组织中表达在食管鳞癌组织中表达

的阳性率为64.6%和70.8%, 在正常食管黏膜组64.6%和70.8%, 在正常食管黏膜组和70.8%, 在正常食管黏膜组70.8%, 在正常食管黏膜组, 在正常食管黏膜组

织中表达的阳性率为43.8%、75%. Rb在食管鳞43.8%、75%. Rb在食管鳞、75%. Rb在食管鳞75%. Rb在食管鳞. Rb在食管鳞Rb在食管鳞在食管鳞

癌组织中的阳性率高于正常黏膜组织, 其差异

有统计学意义(P  = 0.028,, P <0.05), E2F1在食), E2F1在食E2F1在食在食

管鳞癌和正常黏膜组织中的表达无统计学意

义(P = 0.819,, P >0.05, 表3). Rb与E2F1 mRNA电, 表3). Rb与E2F1 mRNA电3). Rb与E2F1 mRNA电). Rb与E2F1 mRNA电Rb与E2F1 mRNA电与E2F1 mRNA电E2F1 mRNA电电

泳图(图1, 2).1, 2)., 2).2).. 
2.2 Rb、E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中、E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中

的表达与临床病理特征的关系 经统计学分析,经统计学分析, 
Rb、E2F1的表达在新疆哈萨克族食管鳞癌组织、E2F1的表达在新疆哈萨克族食管鳞癌组织E2F1的表达在新疆哈萨克族食管鳞癌组织的表达在新疆哈萨克族食管鳞癌组织

不同分化程度、TMN分期、临床分期、有无淋TMN分期、临床分期、有无淋分期、临床分期、有无淋

巴结转移之间差异均无显著性(P >0.05, 表4)., 表4).4).).
2.3 新疆哈萨克族食管鳞癌中Rb与E2F1表达之新疆哈萨克族食管鳞癌中Rb与E2F1表达之Rb与E2F1表达之与E2F1表达之E2F1表达之表达之

间的关系 食管鳞癌中Rb阳性31例, 阴性17例,食管鳞癌中Rb阳性31例, 阴性17例,Rb阳性31例, 阴性17例,阳性31例, 阴性17例,31例, 阴性17例,例, 阴性17例,17例,例, 
E2F1阳性34例, 阴性14例. 经Spearman等级相关阳性34例, 阴性14例. 经Spearman等级相关34例, 阴性14例. 经Spearman等级相关例, 阴性14例. 经Spearman等级相关14例. 经Spearman等级相关例. 经Spearman等级相关Spearman等级相关等级相关

检验显示, Rb与E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌Rb与E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌与E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌E2F1在新疆哈萨克族食管鳞癌在新疆哈萨克族食管鳞癌

呈正相关(r  = 0.867,, P  = 0.000,, P <0.05).). 

3  讨论

各种研究表明, 肿瘤的共同特征是细胞失控性

生长, 多步骤多基因的发生, 导致细胞周期机制

的紊乱[5]. 人们越来越清楚地认识到, 肿瘤是一

类细胞周期疾病. Rb基因位于人13号染色体q14,Rb基因位于人13号染色体q14,基因位于人13号染色体q14,13号染色体q14,号染色体q14,q14,, 
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其产物在细胞周期的控制中起关键作用, 他对

肿瘤的抑制作用与转录因子E2F1有关. E2F1是E2F1有关. E2F1是有关. E2F1是E2F1是是
E2Fs转录因子家族的成员之一, 具有激活转录转录因子家族的成员之一, 具有激活转录

和促进细胞凋亡的作用[6]. Rb/E2F1通路是细胞Rb/E2F1通路是细胞通路是细胞

周期中的重要环节, 主要调节细胞越过细胞周

期限制点, 由GG1期向S期过渡, 是细胞增殖和发S期过渡, 是细胞增殖和发期过渡, 是细胞增殖和发

育的必需环节. 
Robbins等等[6]的实验研究表明, c-fos基因的

表达能使静止期细胞进入细胞周期, 野生型RbRb

基因的蛋白产物能够抑制这种位于细胞核内的

c-fos癌基因的表达. Cobrinik等Cobrinik等等[7]研究发现, 在
G0期, cdc2含量很低, 而在G1到S期转变过程中, 
cdc2的表达量明显升高. 低磷酸化时Rb的作用

是抑制原癌基因c-myc和c-fos等的转录, 阻遏细

胞的生长; 高磷酸化时Rb的作用是促进细胞周

期. 磷酸化为Rb基因调节细胞生长分化的主要

形式. 本实验中, Rb基因的阳性表达率随组织

分化程度增高变化不大(66.7%, 64.1%), T1+T2
期与T3+T4相当(63.6%, 64.9%). 其表达阳性率

在临床分期中变化较明显, Ⅲ-Ⅳ期中表达高于

Ⅰ-Ⅱ期(72.4%, 52.6%), 在有淋巴结转移组织

中表达阳性率高于无淋巴结转移组织(67.7%, 
58.8%), 其之间差异均无显著性(P>0.05). Rb基
因在食管鳞癌组织中的阳性率高于正常食管黏

膜组织(64.6%, 43.8%), 且其表达有显著性差异

(P<0.05). 之前, 在对同一批标本c-myc、Survivin
等基因的表达检测发现, c-myc、Survivin在新

疆哈萨克族食管鳞癌癌组织中高表达且有统

计学意义[8,9]. 这些结果提示在新疆哈萨克族食

管鳞癌发生过程中, Rb的高表达也许与上述原

癌基因过表达导致肿瘤发生的过程有关, 由于

c-fos、cdc2和c-myc的高表达可以引发Rb基因

的高表达, 但其确切的机制尚待进一步实验研

究证实. 
越来越多的观点 [10]认为E2F1在细胞中扮E2F1在细胞中扮在细胞中扮

演着“阴”和“阳”的双重作用. 有研究表明,“阴”和“阳”的双重作用. 有研究表明,阴”和“阳”的双重作用. 有研究表明,”和“阳”的双重作用. 有研究表明,和“阳”的双重作用. 有研究表明,“阳”的双重作用. 有研究表明,阳”的双重作用. 有研究表明,”的双重作用. 有研究表明,的双重作用. 有研究表明, 
敲除E2F1基因的小鼠生殖系统、淋巴管、肺E2F1基因的小鼠生殖系统、淋巴管、肺基因的小鼠生殖系统、淋巴管、肺

脏等多个器官可发生肿瘤[11]; 另有报道, 在培养

的组织细胞和转基因小鼠中过表达E2F1可诱E2F1可诱可诱

表  3  Rb、E2F1在食管黏膜组织中的表达 (n  = 48)

     
组织

   Rb E2F1

 +   -   P值  +  -   P值

食管鳞癌组织 31 17 34 14

正常食管黏膜 21 29 <0.05 36 12 >0.05

表  1  基因扩增引物序列

     
基因名                                        引物序列 扩增产物(bp)

Rb 上游引物: 5'-AACCCTCCTAAACCACTG-3'       490

下游引物: 5'-GGGCCATTCTTACTATCC-3'

E2F1 上游引物: 5'-CCCAACTCCCTCTACCCTT-3'       217

下游引物: 5'-CTCCCATCTCATATCCATCCTG-3'

GAPDH 上游引物: 5'-CGCGGGCTCTCCAGAACATCAT-3'       298 

下游引物: 5'-CCAGCCCCAGCGTCAAAGGTG-3'

表  2  扩增反应条件

     
基因名                                  反应条件

Rb 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 30 s, 56 ℃ 30 s, 72 ℃ 

30 s, 35个循环; 72 ℃ 7 min
E2F1 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 72 ℃ 

30 s, 35个循环; 72 ℃ 7 min
GAPDH 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 30 s, 59 ℃ 30 s, 72 ℃ 

30 s, 35个循环; 72 ℃ 7 min

图� �����  ������������ ����������  1  Rb mRNA(490 bp)琼脂糖凝胶电泳图. M: DNA Mark-

er; 1、3、5、7: 癌组织; 2、4、6、8: 癌旁组织.

M    1    2    3    4    5    6    7    8

500 bp 490 bp
Rb

图� �������  ��������� �������������  2  E2F1 mRNA(217 bp)琼脂糖凝胶电泳图. M: DNA 

Marker; 1、3、5、7: 癌组织; 2、4、6、8: 癌旁组织.

M    1    2    3    4    5    6    7    8

300 bp

217 bp
E2F1

200 bp

■创新盘点
本实验采用  RT-
PCR方法检测Rb
和E2F1在新疆哈
萨克族食管鳞癌
组织及相应癌旁
正常组织中的表
达 ,  并 分 析 其 与
临床病理特征的
关系, 为研究Rb/
E2F1途径的细胞
周期调控在新疆
哈萨克族食管鳞
癌发生、发展中
的作用提供依据. 
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导凋亡[12]. 也有研究显示, E2F1 的异常表达能够E2F1 的异常表达能够的异常表达能够

促使细胞过度增殖和恶向转化[13]. 
在食管癌的发生中 ,  部分伴有H P V感染 .H P V感染 .感染 . 

Shen等等[14]用HPV18 E6/E7体外感染人胚食管上HPV18 E6/E7体外感染人胚食管上体外感染人胚食管上

皮, 发现可使细胞永生化, 并在促癌化合物TPATPA
的协同作用下细胞发生了恶性转变. 这一研究

结果为HPV与食管癌的病因和发病学的关系提HPV与食管癌的病因和发病学的关系提与食管癌的病因和发病学的关系提

供了直接证据. Whyte等Whyte等等[15]认为Rb基因蛋白产物Rb基因蛋白产物基因蛋白产物

可能是一个细胞对环境抑制信息作出反应的环

节, Rb基因蛋白产物丧失, 使细胞对外界的抑制Rb基因蛋白产物丧失, 使细胞对外界的抑制基因蛋白产物丧失, 使细胞对外界的抑制

信息失去反应能力, 造成细胞无限制的生长和

增殖, 引起肿瘤形成. 在GG1期活性形式的Rb未磷Rb未磷未磷

酸化蛋白由于一些病毒癌基因产物的结合而转

为失去活性的复合物形式, 导致细胞进入S期.S期.期. 
E7蛋白是H P V的主要转化蛋白, 具有R b蛋白是H P V的主要转化蛋白, 具有R bH P V的主要转化蛋白, 具有R b的主要转化蛋白, 具有R bR b

蛋白的结合位点. 正常情况下, 非磷酸化pRb与pRb与与
E2F1特异结合形成pRb-E2F1复合物, 抑制E2F1特异结合形成pRb-E2F1复合物, 抑制E2F1pRb-E2F1复合物, 抑制E2F1复合物, 抑制E2F1E2F1
对靶基因的转录, 抑制细胞增殖. 这种高亲和性

使pRb-E2F1复合物解离, E2F1被游离, 从而发pRb-E2F1复合物解离, E2F1被游离, 从而发复合物解离, E2F1被游离, 从而发E2F1被游离, 从而发被游离, 从而发

挥其转录因子的作用, 转录由GG1期进入S期所S期所期所

需的基因, 导致细胞的生长调控特性丧失. 除
了结合Rb, E7蛋白还与某些蛋白如p107、p130Rb, E7蛋白还与某些蛋白如p107、p130, E7蛋白还与某些蛋白如p107、p130E7蛋白还与某些蛋白如p107、p130蛋白还与某些蛋白如p107、p130p107、p130、p130p130
和一些激酶p33 CDKp33 CDK2 等结合, 激活E2F1. 本实E2F1. 本实. 本实

验中 ,  E2F1在食管鳞癌高中分化组织中高E2F1在食管鳞癌高中分化组织中高在食管鳞癌高中分化组织中高表

达(76.9%), 在中低分化组织中低表达(44.4%).76.9%), 在中低分化组织中低表达(44.4%).), 在中低分化组织中低表达(44.4%).44.4%).). 
在T3+T4期组织中高于T1+T2期组织(75.7,%,T3+T4期组织中高于T1+T2期组织(75.7,%,期组织中高于T1+T2期组织(75.7,%,T1+T2期组织(75.7,%,期组织(75.7,%,75.7,%,, 
54.5%), 临床分期Ⅲ-Ⅳ期中表达高于Ⅰ-Ⅱ期), 临床分期Ⅲ-Ⅳ期中表达高于Ⅰ-Ⅱ期Ⅲ-Ⅳ期中表达高于Ⅰ-Ⅱ期期中表达高于Ⅰ-Ⅱ期Ⅰ-Ⅱ期期

(75.9%, 63.2%), 在有淋巴结转移组织和无淋巴75.9%, 63.2%), 在有淋巴结转移组织和无淋巴, 63.2%), 在有淋巴结转移组织和无淋巴63.2%), 在有淋巴结转移组织和无淋巴), 在有淋巴结转移组织和无淋巴

结转移组织中阳性表达率相当(71%, 70.6%),71%, 70.6%),, 70.6%),70.6%),), 
但其之间差异均无显著性(P >0.05), 表明由于), 表明由于

HPVE7蛋白产物与Rb未磷酸化产物结合而使蛋白产物与Rb未磷酸化产物结合而使Rb未磷酸化产物结合而使未磷酸化产物结合而使

E2F1游离, 细胞进入增殖状态, 引起肿瘤发生,游离, 细胞进入增殖状态, 引起肿瘤发生, 
Rb基因作为抑癌基因抑制肿瘤的发生, 造成过基因作为抑癌基因抑制肿瘤的发生, 造成过

表达. 而E2F1的高表达很可能是食管鳞癌发生E2F1的高表达很可能是食管鳞癌发生的高表达很可能是食管鳞癌发生

的早期事件, 也许与HPV的感染存在关系, 需要HPV的感染存在关系, 需要的感染存在关系, 需要

进一步实验确定. 
总之, Rb在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中Rb在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中在新疆哈萨克族食管鳞癌组织中

高表达, 且与E2F1的表达呈正相关, Rb和E2F1主E2F1的表达呈正相关, Rb和E2F1主的表达呈正相关, Rb和E2F1主Rb和E2F1主和E2F1主E2F1主主
导的Rb/E2F1调控途径与原癌基因诱发的新疆Rb/E2F1调控途径与原癌基因诱发的新疆调控途径与原癌基因诱发的新疆

哈萨克族食管鳞癌的发生发展过程起拮抗作用, 
其表达也许与食管癌中c-fos、cdc2、c-myc和
Survivin基因的表达及HPV感染有关, 这为进一基因的表达及HPV感染有关, 这为进一HPV感染有关, 这为进一感染有关, 这为进一

步研究新疆哈萨克族食管癌发生机制提供了实

验依据. 
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急性胰腺炎是胰
腺组织水肿、出
血甚至坏死的炎
症反应,目前缺乏
特异性的治疗方
法 .  而 骨 髓 来 源
的间充质干细胞
作为一种具有多
向分化潜能、修
复及抗炎作用的
细 胞 ,  已 证 明 有
治疗急性胰腺炎
的潜能.
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Abstract
Acute pancreatitis is an inflammatory disease 
with dropsical, hemorrhagic or even necrotic 
conditions of the pancreas caused by several 
factors. It has significant morbidity and mortal-
ity, but no specific therapy is available so far. 
Bone marrow-derived mesenchymal stem cells 
(BMSCs) have multiple differentiation poten-
tial. They can not only differentiate to form en-
doderm and ectoblast cells, but also participate 
in tissue regeneration, repair and anti-inflam-
mation. Recent studies have demonstrated that 
BMSCs have potential therapeutical effect in 
acute pancreatitis. BMSCs can migrate to injury 
tissue, multiply, be transformed to pancreatic 
stem cells and then participate in the process of 
regeneration. They also renovate vascular en-
dothelium to improve blood circulation, adjust 
and control the cytokines to decrease inflam-
mation, and regulate immunization. Here we 
review the recent advances in understanding 
the role of BMSCs in the treatment of acute 
pancreatitis.

Key Words: Bone marrow; Mesenchymal stem cells; 
Acute pancreatitis; Therapy

Lai W, Deng MM. Potential therapeutic effect of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells in acute 
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摘要

急性胰腺炎是多种病因导致的胰腺水肿、出
血, 甚至坏死的炎症性疾病, 有较高的发病
率及死亡率, 目前仍缺乏特异性的治疗方法. 
而骨髓来源的间充质干细胞(marrow-derived 
mesenchymal stem cells, BMSCs)作为一种具
有多向分化潜能的细胞, 可跨越中胚层向内、

外胚层的其他组织细胞转化, 并具有再生、修
复及抗炎的作用. 目前的研究已证明, BMSCs
有治疗急性胰腺炎的潜能. 主要通过向损伤部
位迁移并增殖, 转化为胰腺干细胞, 参与组织
再生; 修复血管内皮, 改善血流; 调控炎症相
关的细胞因子, 减轻炎症反应以及免疫调节功
能来发挥其治疗作用, 为临床上急性胰腺炎的
治疗提供了新的思路. 

关键词: 骨髓来源; 间充质干细胞; 急性胰腺炎; 治疗
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是由多种病因

导致的胰腺组织水肿、出血甚至坏死的炎症反

应. 可按严重程度分为轻型(mild acute pancreati-
tis, MAP)和重型(severe acute pancreatitis, SAP). 
其发病机制尚不完全清楚, 目前公认的是腺泡

细胞分泌的酶原物质被激活, 导致胰腺组织的

自身消化[1-4]. 急性胰腺炎作为胰腺常见的炎性

组织环境, 因为其显著的发病率和死亡率, 成为

临床工作中未解决的难题[1,5]. 酒精和胆结石(包
括微结石)是AP最常见的发病原因[1,5,6], 其他少

见的原因包括: 药物、毒素、感染、外伤、组

■同行评议者
单云峰, 副主任医
师, 温州医学院附
属第一医院肝胆
外科
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■研发前沿
目前关于骨髓间
充质干细胞对急
性胰腺炎病程的
干预作用成为研
究 的 热 点 ,  包 括
其迁移、转化、
修复、调控炎症
反应以及免疫调
节 功 能 .  骨 髓 间
充质干细胞的分
离、培养及其特
征的研究是仍需
努力的方向.

织缺血、解剖变异、代谢异常(高钙血症及高脂

血症)、自身免疫性疾病等等. 时至今日, 仍然

没有治疗AP的特效方法. 目前的治疗主要局限

于一般的支持治疗, 如液体疗法及营养支持、

抗炎治疗以及通过ERCP治疗胆石性胰腺炎[5,7,8]. 
因此, 开发一种能有效减少AP发病率及死亡率

的方法迫在眉睫. 
1987年Friedenstein等[9]发现在塑料培养皿

中培养的贴壁的骨髓单个细胞在一定条件下可

分化为多种类型的细胞, 而且经过20-30个培养

周期仍能保持其多向分化潜能. 由于骨髓中的

这种多能细胞能够分化为多种中胚层来源的间

质细胞, 故称之为间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells, MSCs). 目前研究已证明, MSCs在体

内体外均表现出较强的可塑性, 能分化出3个胚

层来源的多种组织细胞[10-12]. 近来研究表明, 骨
髓来源的间充质干细胞(bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells, BMSCs)在许多以炎症

为基础病变的疾病的治疗中, 都发挥了潜在的

再生、修复及抗炎作用[13-15]. Cui等[16]及滕春燕

等[17]通过移植或回输BMSCs治疗SAP模型或胰

腺损伤模型, 结果均显示血清淀粉酶水平明显

低于对照组, 病理检查结果显示治疗组胰腺损

伤程度亦轻于对照组, 提示BMSCs有助于减轻

AP的病情. 
BMSCs因取材方便, 骨髓穿刺即可获得, 创

伤小, 无伦理道德影响, 属于前体干细胞, 免疫

原性小, 方便体外扩增及分离, 成为近来研究的

热点. 本文主要讨论BMSCs在急性胰腺炎中起

到的修复胰腺损伤、抑制炎症反应及免疫调节

功能方面的作用. 

1  BMSCs向损伤部位的迁移与增殖

BMSCs发挥治疗作用的关键是到达损伤的部位. 
已有研究表明, 骨髓间充质干细胞可随血液循

环到达全身其他器官组织[16,18,19], 参与生理更新

和病理损伤修复. 更有叶海清等[20]、陆奕等[21]、

王建祥等[22]及Jung等[23]的实验显示, 相比于其他

组织, 被标记BMSCs多出现在被损伤的胰腺组

织中. 在Jung[23]的实验中还发现, 重度胰腺炎的

胰腺组织中比中度胰腺炎发现更多的BMSCs聚
集. 此结果与早前Prockop[24]的研究一致, 即组织

损伤可以促进骨髓干细胞的迁入, 可能因为损

伤部位产生的细胞因子可引导干细胞到达该部

位, 类似于白细胞的趋化移动. 赵航等[25]的实验

证明, 急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pan-

creatitis, ANP)大鼠在12 h内骨髓BMSCs的克隆

形成率显著高于对照组, 证明ANP时BMSCs的
增殖能力增强. 

2  BMSCs在病损部位转化为胰腺干细胞, 并修复

血管内皮

胰腺组织有自我修复的能力, 提示胰腺中可能存

在具有分裂及分化功能的细胞. Bonner-weir等[26]

切除大鼠90％胰腺后, 残存的胰腺组织明显增

殖, 形成新的胰岛和胰腺外分泌组织, 提示胰腺

存在能分化成具有特异功能的细胞. I sh iwata
等[27]在L-精氨酸诱导的胰腺炎的胰腺组织内检

测到nestin阳性细胞, 而一般认为nestin、c-Kit、
CK19和vimentin可能是胰腺成体干细胞的表面

标志物[28,29], 故提示胰腺成体干细胞参与了胰腺

的再生. 但是生理条件下, 胰腺干细胞数目少, 
再生和分化能力差, 分离纯化较困难, 限制了其

应用. 
BMSCs有转化为胰腺干细胞参与受损胰腺

组织修复的能力. Ianus等[30]通过将带有GFP基
因的骨髓移植给雌鼠后发现, 骨髓可以掺入胰

腺中, 并且分化为有功能的内分泌细胞, 而且排

除该分化是由细胞融合引起, 提示骨髓有可能

是胰腺干细胞的另一个居所[31]. 在江学良等[32,33]

的2个实验中, BMSCs移植组均出现了CK19荧
光染色阳性的细胞. CK19是胰腺干细胞的分子

标志物之一, 有研究发现, CK19阳性细胞能转分

化为具有内分泌功能和外分泌功能的细胞, 故
CK19在胰腺导管上皮细胞中有明显的表达, 在
胰岛细胞中CK19表达很少, 在腺泡细胞中CK19
无表达[34]. 这表明BMSCs在病损的胰腺组织停

留下来, 完成了“本地化”, 成为胰腺干细胞, 
参与胰腺组织的修复. 在坏死性胰腺炎大鼠的

肠组织中也出现荧光标记阳性的细胞, 说明BM-
SCs是机体多种组织干细胞的共同前体细胞, 从
而证明了骨髓是干细胞库之一. 

已有研究结果表明, 间充质干细胞在适当

的条件下可向包括内皮祖细胞在内的多细胞分

化[35-40], 而内皮祖细胞可促进血管新生, 改善血

流[41,42]. 在陈强等[43]的实验中, 将体外培养后, 用
EGFP标记的BMSCs注射至动物胰腺损伤区与

完好区交界处, 24 h后冰冻切片, 共聚焦显微镜

观察, 组织片中未见荧光标记, 仅在片中出现一

环状荧光图像, 经专家鉴定为小循环系统管腔

组织. 由此可见间充质干细胞首先到达受损组

织的循环系统血管内皮, 使小循环修复, 改善血
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■相关报道
Jung等的研究将
重点放在骨髓间
充质干细胞对炎
症因子的调控及
免疫调节方面, 提
示骨髓间充质干
细胞能显著减少
促炎因子TNF-α, 
IL-1β, IL-6的表达, 
增加抗炎因子IL-4
或IL-10的产生, 并
能产生调节性T细
胞, 并抑制T细胞
增殖, 减少组织中
T细胞的渗入. 这
是目前研究中比
较新颖的内容.

运情况, 从而使受损组织得到供血供氧, 达到修

复损伤的目的. 

3  BMSCs对炎症反应的调控

在急性胰腺炎的病理学过程中, 炎症反应发挥

了极其重要的作用. 在AP的发病过程中释放的

促炎因子及抗炎因子的活动介导着疾病的临

床表现[44], 故患者血浆中的许多种细胞因子的

活动受到越来越多的关注. 主要的促炎因子有

TNF-α、IL-1β和IL-6[45-47]. Ishibashi等[48]的实验

说明发生SAP时TNF-α及IL-6的水平增加. Ma-
samune等[49]曾报道抗促炎因子TNF-α、IL-1β及
IL-6治疗对AP动物模型有保护作用. 与促炎因

子相反, IL-4及IL-10是阻碍炎症发生的抗炎因

子[50-52], 尽管此结论存在争议. 
Zhang等[53]及Guo等[54]的报道提示, 人类齿

龈来源的MSCs能使结肠炎及心肌梗塞患者体

内的TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-γ及IL-17水平

衰减; Lee SH等[55]在应用BMSCs移植治疗博来

霉素引起的肺损伤时, 发现BMSCs能下调肺组

织中促炎因子的水平. 另外, 研究证明BMSCs能
够分泌高水平的IL-1受体拮抗剂[56], 而IL-1受体

拮抗剂能直接阻断IL-1α的作用及抑制活化的

巨噬细胞产生TNF-α、IL-1、IL-6等细胞因子. 
在抗炎因子方面, 有报道称[57]BMSCs能够分泌

IL-10; Semedo等[58]报道, MSCs可增强肾损伤患

者血浆中IL-4及IL-10的水平; 李德泉等[59]的实

验中, BMSCs治疗组较胰腺炎组各时间点的血

清淀粉酶及TNF-α和IL-6明显降低, IL-10无明

显下降. 在Jung KH等[23]的实验中, 对AP大鼠移

植BMSCs能显著减少TNF-α, IL-1β, IL-6的表达, 
增加抗炎因子IL-4或IL-10的产生. 间充质干细

胞合成分泌抗炎因子可能与细胞内NF-κB活性

改变, 促进相关基因表达有关. Kang等[60]在研究

NF-κB与胚胎干细胞的关系时发现, 干细胞未分

化时干细胞内NF-κB的表达和活性都相当低, 而
当干细胞分化时NF-κB的表达和活性明显增加,加,,
但这一机制的具体细节目前仍然不清楚. 此外, 
MSCs还可以抑制NK细胞增殖, 减低其细胞毒性

作用, 减少其细胞因子产生. 

4  BMSCs的免疫调节功能

MSCs具有免疫调节作用, 这也是供体MSCs在受

体中可以存活的原因之一[61], 他可以抑制过度活

跃的免疫细胞的活性[62]. 有研究表明, MSCs能够

产生抑制炎症相关性疾病的调节性T细胞[63-66], 且

近来研究的焦点集中在MSCs调控许多炎症介质

的能力上, 这些炎症介质可通过转录因子3+调节

性T细胞来抑制免疫反应[64,67], 并且转录因子3+调

节性T细胞也可以诱导嗜中性粒细胞及CD4+T细
胞的凋亡[68,69](也有研究报道MSCs可以抑制中性

粒细胞的凋亡[70]). 因此, 我们推测BMSCs是否有

可能诱导转录因子3+调节性T细胞的表达及T细
胞的凋亡, Jung等[23]的实验揭示了BMSCs能够引

起调节性T细胞的产生, 并通过凋亡来抑制T细
胞增殖, 从而减少胰腺组织中T细胞的渗入, 从某

种程度上证实了我们的推测. 详细的机制还需要

将来进一步的探讨. 

5  结论

BMSCs在干预AP的病程中发挥着重要作用. 他
参与了胰腺干细胞的转化, 血管内皮组织的修

复, 炎症相关的细胞因子的调控, 以及免疫调节

等过程, 充分显示了治疗急性胰腺炎的潜能. 未
来研究的重点应集中在BMSCs标准化的分离、点应集中在BMSCs标准化的分离、应集中在BMSCs标准化的分离、

培养方法及其特征的研究上, 还包括AP发生过

程中的内源性机制以及细胞的活化等方面. BM-
SCs是未来治疗AP极有吸引力的崭新途径, 在应

用于临床前还需要深入地进行评估和实践. 
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■同行评价
本文总结了近年
来骨髓间充质干
细胞治疗急性胰
腺炎研究, 显示了
其将来的治疗潜
能 ,  选题新颖 ,条
理清楚, 有较好的
学术价值. 
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■背景资料
小肠肿瘤较其他
胃肠道肿瘤发病
率低, 原发性小肠
淋巴瘤是最常见
的小肠肿瘤, 在原
发性胃肠道淋巴
瘤中仅次于胃淋
巴瘤 ,  位居第二 . 
随着肿瘤发病率
的上升, 以及诊疗
技术的提高, 小肠
淋巴瘤的发病率
及检出率都大大
提高.
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Abstract
Primary small intestinal lymphoma (PSIL) is an 
extra-nodal lymphoma whose clinical and histo-
logical presentations are usually heterogeneous 
depending on the site of the lesion. Proper stag-
ing criteria are important for clinicopathologi-
cal diagnosis. Although there is no consensus 
regarding the role of surgery and chemotherapy 
in the treatment of PSIL, surgery followed by 
chemotherapy and radiotherapy is still the main 
treatment. This review summarizes the clinico-
pathological features, diagnosis, therapy and 
prognosis of PSIL.

Key Words: Small intestinal tumors; Lymphoma; 
Diagnosis; Therapy 
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摘要 
原发性小肠淋巴瘤(primary small intestinal 

lymphoma, PSIL)是一种结外淋巴瘤,其临床表
现缺乏特异性, 其组织分型、病理形态与结内
淋巴瘤有所不同, 临床易误诊漏诊, 病理诊断
较困难, 明确其分类、分期标准有助于提高临
床及病理诊断水平. 其治疗与结内淋巴瘤及其
他胃肠道肿瘤不同, 目前采取以手术为主以放
化疗为辅的综合治疗. 本文对该病的临床病理
特点、分型、诊治及预后进行综述.

关键词: 小肠肿瘤; 淋巴瘤; 诊断; 治疗 
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0  引言

原发性小肠淋巴瘤即指发生于淋巴结外的肠道

原发性恶性淋巴瘤, 来源于肠壁黏膜下淋巴组, 来源于肠壁黏膜下淋巴组来源于肠壁黏膜下淋巴组

织. 近年来由于结外淋巴瘤的发生率呈上升趋. 近年来由于结外淋巴瘤的发生率呈上升趋近年来由于结外淋巴瘤的发生率呈上升趋

势, 胃肠道淋巴瘤发病率也相应增加, 相关因素, 胃肠道淋巴瘤发病率也相应增加, 相关因素胃肠道淋巴瘤发病率也相应增加, 相关因素, 相关因素相关因素

有病毒感染[1], 如乙型肝炎病毒(hepatitis B vi-如乙型肝炎病毒(hepatitis B vi-(hepatitis B vi-
rus, HBV)、EB病毒、幽门螺杆菌(、EB病毒、幽门螺杆菌(EB病毒、幽门螺杆菌(病毒、幽门螺杆菌((Helicobacter 
pylori , H.pylori )[2,3]、人类免疫缺陷病毒(human(human 
immunodeficiency virus, HIV)[4,5]; 免疫性疾病如免疫性疾病如

Hasmoto's甲状腺炎甲状腺炎[6]; 免疫功能缺陷或异常, 如免疫功能缺陷或异常, 如, 如如
获得性免疫缺陷综合征(acquired immune defi-(acquired immune defi-
ciency syndrome, AIDS), 免疫抑制剂大量使用、免疫抑制剂大量使用、

放化疗后等[7]; 其他, 如炎症性肠病、腹泻病其他, 如炎症性肠病、腹泻病, 如炎症性肠病、腹泻病如炎症性肠病、腹泻病[8]对

其发病率均有影响. 目前随着影像技术和分子生. 目前随着影像技术和分子生目前随着影像技术和分子生

物学检查技术的发展与提高, 小肠淋巴瘤的诊断, 小肠淋巴瘤的诊断小肠淋巴瘤的诊断

和治疗受到人们广泛关注. 本文就小肠淋巴瘤的. 本文就小肠淋巴瘤的本文就小肠淋巴瘤的

临床病理特点及分期、诊治及预后进行综述. 

1  临床表现与分期

PSIL占原发性胃肠道淋巴瘤的20-30%, 可发生于

任何年龄, 以成年人多见, 男性多于女性, 好发于

回肠[9](60%-65%), 其次是空肠(20%-25%), 十二

指肠(6%-8%), 其他(8%-9%)[10,11]. 其临床表现缺

乏特异性, 常以腹痛为主要表现, 可伴有腹部不

适、腹胀、腹部包块、出血、肠穿孔[12,13]、恶

■背景资料
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■研发前沿
原发性小肠淋巴
瘤的诊断、治疗
方法尚无统一标
准. 找到小肠淋巴
瘤独有的特点从
而指导制定合理
的分期分类, 从分
子生物、细胞免
疫等方面寻求针
对此病的特异性
检查方法及治疗
手段是当前研究
的热点及方向.

心、呕吐、腹泻、黑便等其他表现, 也可伴有

发热、消瘦、食欲下降等全身症状, 同结内淋

巴瘤[14]. 有时因淋巴瘤的肿块引起肠套叠诱发

急性腹痛[15-17], 若发生在回盲部极易与阑尾炎混

淆, 常需急诊手术后明确诊断, 故临床上遇到无

明显原因的腹痛、消化道出血、腹部包块和肠

梗阻时, 应警惕小肠淋巴瘤的可能, 避免误诊或

延迟诊断[18].
临床分期对PGIL的治疗方式选择和预后评

估有重要意义. 胃肠道淋巴瘤常需考虑肿瘤浸

润深度、淋巴结转移、周围脏器受累等因素, 
故被普遍应用的结内淋巴瘤. Ann Arbor分期标

准不太适合PSIL. 然而目前国际上对胃肠道淋

巴瘤的临床分期也不一致. 2003年提出巴黎分

期(paris staging system)[19](表1), 他使用了肿瘤分

期通用的TNM方法, 其容易理解且更适用于临

床, 有利于对该病的治疗及预后分析.

2  诊断

2.1 临床病理诊断临床病理诊断 PSIL临床表现无特异性, 临临床表现无特异性, 临, 临临
床诊断较困难, 必须通过各种实验室检查及影, 必须通过各种实验室检查及影必须通过各种实验室检查及影

像学检查确定病变累及的部位及范围, 即所累, 即所累即所累

及的淋巴结及结外器官, 以协助诊断及临床分, 以协助诊断及临床分以协助诊断及临床分

期.诊断满足淋巴瘤Dawson标准.诊断满足淋巴瘤Dawson标准诊断满足淋巴瘤Dawson标准Dawson标准标准[20]: (1)无病理性无病理性

浅表淋巴结肿大; (2)胸片无纵隔淋巴结肿大; (3); (2)胸片无纵隔淋巴结肿大; (3)胸片无纵隔淋巴结肿大; (3); (3)
末梢血中无幼稚细胞或异常细胞; (4)肿瘤位于; (4)肿瘤位于肿瘤位于

小肠或经淋巴管侵犯附近的淋巴结; (5)肝、脾; (5)肝、脾肝、脾

未受侵犯..
病理诊断手段包括显微镜下观察经传统

HE染色后的细胞形态特征, 免疫组织化学标记染色后的细胞形态特征, 免疫组织化学标记, 免疫组织化学标记免疫组织化学标记

CD3e、CD79a等指标进行免疫分型, 通过聚合、CD79a等指标进行免疫分型, 通过聚合CD79a等指标进行免疫分型, 通过聚合等指标进行免疫分型, 通过聚合, 通过聚合通过聚合

酶链反应(PCR)测试B/T细胞的克隆形成能力(PCR)测试B/T细胞的克隆形成能力测试B/T细胞的克隆形成能力B/T细胞的克隆形成能力细胞的克隆形成能力[21].
PSIL区别于其他胃肠道疾病, 尤其是炎症性肠区别于其他胃肠道疾病, 尤其是炎症性肠, 尤其是炎症性肠尤其是炎症性肠

病的组织学特点是淋巴细胞浸润, 上皮细胞趋, 上皮细胞趋上皮细胞趋

性(癌巢或斑块), 细胞核大小不均等(癌巢或斑块), 细胞核大小不均等癌巢或斑块), 细胞核大小不均等), 细胞核大小不均等细胞核大小不均等[22]. PSIL组组
织学类型较其他胃肠道淋巴瘤多, 90% PSIL是, 90% PSIL是是
B细胞来源, 最常见的是弥漫大B细胞淋巴瘤细胞来源, 最常见的是弥漫大B细胞淋巴瘤, 最常见的是弥漫大B细胞淋巴瘤最常见的是弥漫大B细胞淋巴瘤B细胞淋巴瘤细胞淋巴瘤[23], 
极少部分是T细胞淋巴瘤或霍奇金淋巴瘤. PSILT细胞淋巴瘤或霍奇金淋巴瘤. PSIL细胞淋巴瘤或霍奇金淋巴瘤. PSIL. PSIL
的病理诊断即确定是否是淋巴瘤以及其组织学

类型[24]. 不同组织学亚型的淋巴瘤其临床病理 不同组织学亚型的淋巴瘤其临床病理不同组织学亚型的淋巴瘤其临床病理

特点各不相同, MCL常见于50岁以上成人, 好发, MCL常见于50岁以上成人, 好发常见于50岁以上成人, 好发50岁以上成人, 好发岁以上成人, 好发, 好发好发

部位为回肠末段及空肠, 呈多个息肉样改变, 故, 呈多个息肉样改变, 故呈多个息肉样改变, 故, 故故
又称多发性淋巴瘤性息肉病[25,26]. IPSID常见于常见于

大龄儿童或青年, 好发于近段小肠, 患者常有腹, 好发于近段小肠, 患者常有腹好发于近段小肠, 患者常有腹, 患者常有腹患者常有腹

泻、腹痛表现[27]. Burkitt lymphoma常见于儿童,常见于儿童,, 
与EBV或HIV相关EBV或HIV相关或HIV相关HIV相关相关[28,29]. 小肠T细胞来源淋巴瘤小肠T细胞来源淋巴瘤T细胞来源淋巴瘤细胞来源淋巴瘤

以肠病相关T细胞淋巴瘤为主, 易于Crohn's病混T细胞淋巴瘤为主, 易于Crohn's病混细胞淋巴瘤为主, 易于Crohn's病混, 易于Crohn's病混易于Crohn's病混Crohn's病混病混

淆[30]. 滤泡性淋巴瘤常见于十二指肠滤泡性淋巴瘤常见于十二指肠[31-33].  
2.2 实验室诊断实验室诊断

2.2.1 消化道钡餐:消化道钡餐:: 消化道钡餐检查是消化道病消化道钡餐检查是消化道病

变常规的检查手段, 大部分PSIL病例通过影像, 大部分PSIL病例通过影像大部分PSIL病例通过影像PSIL病例通过影像病例通过影像

检查包括气钡双重对比灌肠造影及CT扫描. 影CT扫描. 影扫描. 影. 影影
像学表现可为肠壁局部或全周性增厚、结节或

肿物, 邻近肠袢紊乱, 也可有表面溃疡, 溃疡样, 邻近肠袢紊乱, 也可有表面溃疡, 溃疡样邻近肠袢紊乱, 也可有表面溃疡, 溃疡样, 也可有表面溃疡, 溃疡样也可有表面溃疡, 溃疡样, 溃疡样溃疡样

不规则形态, 坏死性肿块, 局段性肠管的狭窄和, 坏死性肿块, 局段性肠管的狭窄和坏死性肿块, 局段性肠管的狭窄和, 局段性肠管的狭窄和局段性肠管的狭窄和

僵硬, 其不足是不能定性诊断, 也不能提供是否, 其不足是不能定性诊断, 也不能提供是否其不足是不能定性诊断, 也不能提供是否, 也不能提供是否也不能提供是否

伴有淋巴结及其他器官累及等方面的信息[34].
2.2.2 内镜及超声:内镜及超声:: 内镜检查在消化系统疾病中内镜检查在消化系统疾病中

表  1  PGIL巴黎分期 (Paris staging system)分期 (2003年)

     
分期                                          结果 分期                                结果

Tx 淋巴瘤范围不能确定 Nx 淋巴结侵犯不能确定

T0 无淋巴瘤证据 N0 无淋巴结侵犯证据

T1 淋巴瘤局限在黏膜/黏膜下层 N1 侵犯局部淋巴结

T1m 淋巴瘤局限在黏膜 N2 侵犯腹腔内淋巴结, 远处与局部淋巴结

T1sm 淋巴瘤局限在黏膜下层 N3 播散到腹腔外淋巴结

T2 淋巴瘤侵犯肌层或浆膜下层

T3 淋巴瘤穿透浆膜, 但没有侵及邻近脏器 

T4 淋巴瘤侵及邻近脏器

Mx 远处播散淋巴瘤不能确定 x 侵犯骨髓不能确定

M0 无结外播散证据 0 无骨髓侵犯证据

M1 不连续的胃肠道不同部位的病变 1 病变侵及骨髓

M2 不连续的其他组织和脏器的病变

TNMB 临床分期: 肿瘤状态, 淋巴结, 转移, 骨髓

pTNMB 组织病理学分期: 肿瘤状态, 淋巴结, 转移, 骨髓

pN 组织学检查通常包括6个或更多淋巴结
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■创新盘点
对小肠淋巴瘤的
诊治方案可以结
合分子细胞免疫
生 物 学 ,  更 科 学
的 应 用 于 临 床 , 
提 高 检 出 率 ,  促
进其预后.

占有非常重要的地位, 十二指肠起始段肿瘤可, 十二指肠起始段肿瘤可十二指肠起始段肿瘤可

以通过胃镜发现, 末端回肠可凭借结肠镜作逆, 末端回肠可凭借结肠镜作逆末端回肠可凭借结肠镜作逆

行检查, 胶囊内镜是目前筛选小肠疾病的有效, 胶囊内镜是目前筛选小肠疾病的有效胶囊内镜是目前筛选小肠疾病的有效

无创手段, 对于小肠炎症, 血管病变, 隆起性病, 对于小肠炎症, 血管病变, 隆起性病对于小肠炎症, 血管病变, 隆起性病, 血管病变, 隆起性病血管病变, 隆起性病, 隆起性病隆起性病

变及息肉均可经胶囊内镜发现, 为小肠疾病进, 为小肠疾病进为小肠疾病进

一步诊治提供依据[35-37]. 其阳性率明显高于消其阳性率明显高于消

化道钡餐造影. 其弊端在所获图片资料不能将. 其弊端在所获图片资料不能将其弊端在所获图片资料不能将

PSIL与其他小肠疾病鉴别与其他小肠疾病鉴别[38], 且不能取活检, 对且不能取活检, 对, 对对
肠腔狭窄者有发生梗阻的危险. 新近在临床上. 新近在临床上新近在临床上

应用的小肠镜[39]可对全小肠进行全面的观察, 同, 同同
时直视下进行活检, 为小肠病变的术前诊断能, 为小肠病变的术前诊断能为小肠病变的术前诊断能

提供组织学诊断. 肿瘤一般生长于小肠黏膜下,. 肿瘤一般生长于小肠黏膜下,肿瘤一般生长于小肠黏膜下,, 
活检组织要包括黏膜下层组织, 否则易漏诊, 必, 否则易漏诊, 必否则易漏诊, 必, 必必
要时需进行多次活检. 超声检查对于PSIL敏感. 超声检查对于PSIL敏感超声检查对于PSIL敏感PSIL敏感敏感

性差, 其主要用于检查淋巴结及其他器官有无, 其主要用于检查淋巴结及其他器官有无其主要用于检查淋巴结及其他器官有无

转移..
2.2.3 多排螺旋CT及PET/CT:多排螺旋CT及PET/CT:CT及PET/CT:及PET/CT:PET/CT: 多排螺旋CT也有多排螺旋CT也有CT也有也有

助于PSIL的诊断. 其CT征象为肠壁增厚, 肠腔PSIL的诊断. 其CT征象为肠壁增厚, 肠腔的诊断. 其CT征象为肠壁增厚, 肠腔. 其CT征象为肠壁增厚, 肠腔其CT征象为肠壁增厚, 肠腔CT征象为肠壁增厚, 肠腔征象为肠壁增厚, 肠腔, 肠腔肠腔

内息肉样肿块, 肠管扩张, 肠套叠等, 增强扫描, 肠管扩张, 肠套叠等, 增强扫描肠管扩张, 肠套叠等, 增强扫描, 肠套叠等, 增强扫描肠套叠等, 增强扫描, 增强扫描增强扫描

病灶呈轻至中度强化. 再利用虚拟内镜软件对. 再利用虚拟内镜软件对再利用虚拟内镜软件对

多排螺旋CT图像进行后期处理, 即多排螺旋CTCT图像进行后期处理, 即多排螺旋CT图像进行后期处理, 即多排螺旋CT, 即多排螺旋CT即多排螺旋CTCT
仿真内镜(multi-detector CT virtual endoscopy(multi-detector CT virtual endoscopy 
MDCT-VE), 有文献对MDCT-VE诊断小肠肿瘤有文献对MDCT-VE诊断小肠肿瘤MDCT-VE诊断小肠肿瘤诊断小肠肿瘤

进行分析, 其敏感性达90.9%、特异性98.9%、, 其敏感性达90.9%、特异性98.9%、其敏感性达90.9%、特异性98.9%、90.9%、特异性98.9%、、特异性98.9%、98.9%、、

准确率96.8%96.8%[40].
将CT高的解剖学分辨率和PET获取的分子CT高的解剖学分辨率和PET获取的分子高的解剖学分辨率和PET获取的分子PET获取的分子获取的分子

水平的功能与代谢信息相结合的18F-DG PET/-DG PET/DG PET/
CT[41]大大提高了肿瘤的检测率, 被称为“世纪, 被称为“世纪被称为“世纪

分子”的18F-DG是一种天然的葡萄糖类似物, 是-DG是一种天然的葡萄糖类似物, 是DG是一种天然的葡萄糖类似物, 是是一种天然的葡萄糖类似物, 是, 是是
目前应用最为广泛的肿瘤显像剂, 主要反映肿, 主要反映肿主要反映肿

瘤的能量代谢, 其摄取强度与肿瘤的恶性程度, 其摄取强度与肿瘤的恶性程度其摄取强度与肿瘤的恶性程度

和预后相关, 由于淋巴肿瘤组织的代谢增强, 葡, 由于淋巴肿瘤组织的代谢增强, 葡由于淋巴肿瘤组织的代谢增强, 葡, 葡葡
萄糖酵解增强, 淋巴瘤细胞摄取大量的, 淋巴瘤细胞摄取大量的淋巴瘤细胞摄取大量的18F-FDG, 
18F-FDG在磷酸己糖激酶作用下形成FDG-6-磷在磷酸己糖激酶作用下形成FDG-6-磷FDG-6-磷磷
酸长时间停留在淋巴瘤细胞内, 显示放射性浓, 显示放射性浓显示放射性浓

聚. 同属无创性检查,. 同属无创性检查,同属无创性检查,, 18F-FDG PET/CT在结外淋在结外淋

巴瘤的诊断、分期评价中较CT更敏感CT更敏感更敏感[42], 能早期能早期

发现淋巴瘤病灶, 敏感性和特异性较高, 有助于, 敏感性和特异性较高, 有助于敏感性和特异性较高, 有助于, 有助于有助于

临床准确诊断、拟定治疗方案和判断预后[43,44]. 
但PET/CT常受淋巴瘤的分化程度、炎性组织及PET/CT常受淋巴瘤的分化程度、炎性组织及常受淋巴瘤的分化程度、炎性组织及

肉芽组织的影响, 存在一定比率的假阳性和假, 存在一定比率的假阳性和假存在一定比率的假阳性和假

阴性, 尚需寻找一种新的显像剂对其进行甄别, 尚需寻找一种新的显像剂对其进行甄别尚需寻找一种新的显像剂对其进行甄别

和其他影像学手段进行鉴别诊断.. 
近年来, 也有利用微创腹腔镜检查直接取, 也有利用微创腹腔镜检查直接取也有利用微创腹腔镜检查直接取

可疑病灶行病检, 对PSIL的术前评估、术中探, 对PSIL的术前评估、术中探对PSIL的术前评估、术中探PSIL的术前评估、术中探的术前评估、术中探

查、快速病检均有较大帮助. 总之, PSIL暂无特. 总之, PSIL暂无特总之, PSIL暂无特, PSIL暂无特暂无特

异性诊断方法, 早期诊断较困难, 确诊必须依赖, 早期诊断较困难, 确诊必须依赖早期诊断较困难, 确诊必须依赖, 确诊必须依赖确诊必须依赖

于内镜下或术后病理活检. CT、PET/CT、超声. CT、PET/CT、超声、PET/CT、超声PET/CT、超声、超声

与内镜检查主要用作非侵袭性方法, 对PSIL分, 对PSIL分对PSIL分PSIL分分
期和患者的随访有重要[45].

3  治疗

P S I L的治疗目前尚无统一的最佳方案 , 其临,  其临其临

床表现分期的不同, 治疗方法和临床效果也有, 治疗方法和临床效果也有治疗方法和临床效果也有

不同, PSIL的治疗方式包括单纯外科手术、化, PSIL的治疗方式包括单纯外科手术、化的治疗方式包括单纯外科手术、化

疗、放射治疗及生物治疗以及综合治疗. 其中. 其中其中

外科手术结合化疗是最主要的治疗方式[46,47]. 手手
术可以明确肿瘤的侵犯范围及病理分类, 有助, 有助有助

于下一步治疗的选择, 并且切除肿瘤能减轻放, 并且切除肿瘤能减轻放并且切除肿瘤能减轻放

疗、化疗的负荷. 但也有学者认为手术和放疗. 但也有学者认为手术和放疗但也有学者认为手术和放疗

加化疗(保守治疗) 疗效无差异, 保守治疗能更好(保守治疗) 疗效无差异, 保守治疗能更好保守治疗) 疗效无差异, 保守治疗能更好) 疗效无差异, 保守治疗能更好疗效无差异, 保守治疗能更好, 保守治疗能更好保守治疗能更好

地保存小肠的功能. 加拿大玛格丽特女王医院. 加拿大玛格丽特女王医院加拿大玛格丽特女王医院

的资料表明, 在近10年内应用放、化疗结合使, 在近10年内应用放、化疗结合使在近10年内应用放、化疗结合使10年内应用放、化疗结合使年内应用放、化疗结合使

胃肠淋巴瘤的10年生存率较单一手术或放疗的10年生存率较单一手术或放疗的年生存率较单一手术或放疗的

88.0%, 延长到99.5%延长到99.5%99.5%[48].
3.1 手术治疗手术治疗 小肠淋巴瘤局部手术可切除肿瘤

原发灶及部分可能有转移的淋巴结, 可解除梗, 可解除梗 可解除梗

阻, 疗穿孔、出血等严重并发症, 甚至为病理分, 疗穿孔、出血等严重并发症, 甚至为病理分 疗穿孔、出血等严重并发症, 甚至为病理分, 甚至为病理分甚至为病理分

型及临床分期提供直接依据, 同时起到诊断和, 同时起到诊断和同时起到诊断和

治疗作用[49,50]. 早期的B细胞来源的PSIL(stage早期的B细胞来源的PSIL(stageB细胞来源的PSIL(stage细胞来源的PSIL(stagePSIL(stage 
IE)只需行单纯病变肠段切除术. 据区域性小肠只需行单纯病变肠段切除术. 据区域性小肠. 据区域性小肠 据区域性小肠

淋巴瘤的部位选择不同的手术方式: 十二指肠: 十二指肠十二指肠

三、四段淋巴瘤可行肠切除术; 若十二指肠近; 若十二指肠近若十二指肠近

端或累及乳头或已侵犯胰腺的淋巴瘤, 可行胰, 可行胰可行胰

十二指肠切除术; 回肠淋巴瘤需行右半结肠切; 回肠淋巴瘤需行右半结肠切回肠淋巴瘤需行右半结肠切

除术[51]. 对有梗阻和穿孔的病变局限的肠段可行对有梗阻和穿孔的病变局限的肠段可行

手术切除, 并结合全腹的放化疗. 有明显淋巴结, 并结合全腹的放化疗. 有明显淋巴结并结合全腹的放化疗. 有明显淋巴结. 有明显淋巴结有明显淋巴结

肿大且术前已有其他脏器转移者需行广泛淋巴结

清扫术, 减少淋巴瘤的负荷, 有利于局部病灶的控, 减少淋巴瘤的负荷, 有利于局部病灶的控减少淋巴瘤的负荷, 有利于局部病灶的控, 有利于局部病灶的控有利于局部病灶的控

制, 减少在辅助治疗过程中, 未切除肿瘤引起的出, 减少在辅助治疗过程中, 未切除肿瘤引起的出减少在辅助治疗过程中, 未切除肿瘤引起的出, 未切除肿瘤引起的出未切除肿瘤引起的出

血与穿孔, 进而导致病情的进一步恶化, 进而导致病情的进一步恶化进而导致病情的进一步恶化[52]. 原发性原发性

小肠淋巴瘤以弥漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)B细胞淋巴瘤(DLBCL)细胞淋巴瘤(DLBCL)(DLBCL)
最为多见, 高恶度淋巴瘤在小肠占较大比例, 分, 高恶度淋巴瘤在小肠占较大比例, 分高恶度淋巴瘤在小肠占较大比例, 分, 分分
期和治疗方案与胃淋巴瘤相同, 但肠道晚期病, 但肠道晚期病但肠道晚期病

例较多, 手术切除率较低. 单纯依靠手术治疗难, 手术切除率较低. 单纯依靠手术治疗难手术切除率较低. 单纯依靠手术治疗难. 单纯依靠手术治疗难单纯依靠手术治疗难

以达到临床根治效果, 因而辅助治疗成为PSIL, 因而辅助治疗成为PSIL因而辅助治疗成为PSILPSIL
治疗的重要组成部分[53].
3.2 放疗与化疗放疗与化疗 在手术风险大, 手术不能改善预, 手术不能改善预手术不能改善预

后者或手术不能完全切除或有区域淋巴结转移

情况下, 考虑行单纯放、化疗或辅助放化疗, 可, 考虑行单纯放、化疗或辅助放化疗, 可考虑行单纯放、化疗或辅助放化疗, 可, 可可
明显延长患者的生存期. 一些文献报道放疗对. 一些文献报道放疗对一些文献报道放疗对

局部发生的小肠淋巴瘤有较好治疗效果[54], 尤其尤其
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■应用要点
此文对临床少见
疾病原发性小肠
淋巴瘤临床病理
特点、诊断、治
疗及预后进行了
综述, 但着重于临
床, 强调诊断及治
疗, 具有较强的临
床指导意义.

是发生于十二指肠[55], 但放疗对小肠的DLBCL但放疗对小肠的DLBCLDLBCL
作用效果并不佳[56], 可能与其多灶性及弥漫性有可能与其多灶性及弥漫性有

关. 恶性淋巴瘤对化疗均敏感, 单纯化疗B淋巴. 恶性淋巴瘤对化疗均敏感, 单纯化疗B淋巴恶性淋巴瘤对化疗均敏感, 单纯化疗B淋巴, 单纯化疗B淋巴单纯化疗B淋巴B淋巴淋巴

细胞来源较T淋巴细胞来源的小肠淋巴瘤效果T淋巴细胞来源的小肠淋巴瘤效果淋巴细胞来源的小肠淋巴瘤效果

好[57,58], 可消灭残留组织肿瘤细胞, 并提高治疗可消灭残留组织肿瘤细胞, 并提高治疗, 并提高治疗并提高治疗

效果. 据文献报道, 手术加化疗治疗原发性胃肠. 据文献报道, 手术加化疗治疗原发性胃肠据文献报道, 手术加化疗治疗原发性胃肠, 手术加化疗治疗原发性胃肠手术加化疗治疗原发性胃肠

道淋巴瘤(PGML), 5年生存率可达73%, 治疗胃(PGML), 5年生存率可达73%, 治疗胃年生存率可达73%, 治疗胃73%, 治疗胃治疗胃

黏膜相关淋巴组织淋巴瘤5年生存率可达90%.5年生存率可达90%.年生存率可达90%.90%. 
Koh等等[59]报道胃MALT45例, 手术加化疗或抗MALT45例, 手术加化疗或抗例, 手术加化疗或抗, 手术加化疗或抗手术加化疗或抗

HP治疗加化疗, 5年、10年生存率分别为52%、治疗加化疗, 5年、10年生存率分别为52%、, 5年、10年生存率分别为52%、年、10年生存率分别为52%、10年生存率分别为52%、年生存率分别为52%、52%、、

45%.小肠淋巴瘤16例外科手术或加化疗, 5、小肠淋巴瘤16例外科手术或加化疗, 5、16例外科手术或加化疗, 5、例外科手术或加化疗, 5、, 5、、
10年生存率均为60%. Samel等年生存率均为60%. Samel等60%. Samel等等[60]报道66例肠道66例肠道例肠道

大细胞性淋巴瘤, 单纯手术占16%, 综合治疗占, 单纯手术占16%, 综合治疗占单纯手术占16%, 综合治疗占16%, 综合治疗占综合治疗占

84%, 5年生存率为58%, 10年生存率为48%, 综年生存率为58%, 10年生存率为48%, 综58%, 10年生存率为48%, 综年生存率为48%, 综48%, 综综
合治疗组CR率、中位无瘤生存期优于手术治CR率、中位无瘤生存期优于手术治率、中位无瘤生存期优于手术治

疗, 但生存率差异无显著意义., 但生存率差异无显著意义.但生存率差异无显著意义..
有些学者主张对于早期无症状的FL(stageFL(stage 

IE)采用期待疗法, 对于有症状或者晚期的FL则采用期待疗法, 对于有症状或者晚期的FL则, 对于有症状或者晚期的FL则对于有症状或者晚期的FL则FL则则
采取手术加化疗或手术加放疗, 化疗一般采用, 化疗一般采用化疗一般采用

CHOP方案. MCL化疗后只能短时间的缓解, 其方案. MCL化疗后只能短时间的缓解, 其. MCL化疗后只能短时间的缓解, 其化疗后只能短时间的缓解, 其, 其其
对化疗反应和预后极差. 其治疗因患者能否行. 其治疗因患者能否行其治疗因患者能否行

干细胞移植而异. 对于能接受移植的患者, 在移. 对于能接受移植的患者, 在移对于能接受移植的患者, 在移, 在移在移

植前一般采用R-CHOP或R-Hyper CVAD方案治R-CHOP或R-Hyper CVAD方案治或R-Hyper CVAD方案治R-Hyper CVAD方案治方案治

疗, 反之则单独使用Rituximab或者核苷酸类似, 反之则单独使用Rituximab或者核苷酸类似反之则单独使用Rituximab或者核苷酸类似Rituximab或者核苷酸类似或者核苷酸类似

物联合Rituximab治疗. 早期IPSID利用抗生素如Rituximab治疗. 早期IPSID利用抗生素如治疗. 早期IPSID利用抗生素如. 早期IPSID利用抗生素如早期IPSID利用抗生素如IPSID利用抗生素如利用抗生素如

四环素联合甲硝唑、氨苄西林, 6-12 mo可缓解., 6-12 mo可缓解. mo可缓解.. 
中晚期IPSID则需要用蒽环类化疗药联用抗生IPSID则需要用蒽环类化疗药联用抗生则需要用蒽环类化疗药联用抗生

素治疗[61]. 有报道66%的EATL术后辅助化疗或有报道66%的EATL术后辅助化疗或66%的EATL术后辅助化疗或的EATL术后辅助化疗或EATL术后辅助化疗或术后辅助化疗或

行自体干细胞移植术可达到持续完全缓解[62].
应注意的是放、化疗容易引起急性反应, 如, 如如

肠出血、肠穿孔、血管炎、肠炎等[63]. 对长期放对长期放

化疗的患者有晚期效应的不良反应, 最常见的, 最常见的最常见的

就是继发恶性肿瘤, 心脑血管疾病, 对于这类患, 心脑血管疾病, 对于这类患心脑血管疾病, 对于这类患, 对于这类患对于这类患

者应密切随访以及早发现并及时干预治疗.. 
3.3 生物治疗生物治疗 PSIL大多是B细胞非霍奇金淋巴PSIL大多是B细胞非霍奇金淋巴大多是B细胞非霍奇金淋巴B细胞非霍奇金淋巴细胞非霍奇金淋巴

瘤, 90%以上B细胞非霍奇金淋巴瘤表达CD20, 90%以上B细胞非霍奇金淋巴瘤表达CD20以上B细胞非霍奇金淋巴瘤表达CD20B细胞非霍奇金淋巴瘤表达CD20细胞非霍奇金淋巴瘤表达CD20CD20
抗原, PSIL生物治疗临床常用美罗华(利妥昔, PSIL生物治疗临床常用美罗华(利妥昔生物治疗临床常用美罗华(利妥昔(利妥昔利妥昔

单抗, Rituximab), 其定向作用于B细胞表面的, Rituximab), 其定向作用于B细胞表面的其定向作用于B细胞表面的B细胞表面的细胞表面的

CD20抗原. 美罗华联合化疗治疗B细胞型非霍抗原. 美罗华联合化疗治疗B细胞型非霍. 美罗华联合化疗治疗B细胞型非霍美罗华联合化疗治疗B细胞型非霍B细胞型非霍细胞型非霍

奇金淋巴瘤疗效显著, 使临床缓解率及中位生, 使临床缓解率及中位生使临床缓解率及中位生

存率都明显提高, 患者耐受良好, 是当前临床治, 患者耐受良好, 是当前临床治患者耐受良好, 是当前临床治, 是当前临床治是当前临床治

疗CD20阳性的B细胞性NHL的首选方案CD20阳性的B细胞性NHL的首选方案阳性的B细胞性NHL的首选方案B细胞性NHL的首选方案细胞性NHL的首选方案NHL的首选方案的首选方案[64]. 但但
其作用效果及对预后的影响仍受争议[65]. 随着人随着人

们对单克隆抗体在胃肠道淋巴瘤发病过程中作

用的认识, 逐渐研发了第二、三代抗CD20抗体, 逐渐研发了第二、三代抗CD20抗体逐渐研发了第二、三代抗CD20抗体CD20抗体抗体

(ofatumumab, veltuzumab,ocrelizumab), 抗CD22抗CD22CD22

抗体Epratuzumab, 抗CD30抗体SGN-30, 抗CD40Epratuzumab, 抗CD30抗体SGN-30, 抗CD40抗CD30抗体SGN-30, 抗CD40CD30抗体SGN-30, 抗CD40抗体SGN-30, 抗CD40SGN-30, 抗CD40抗CD40CD40
抗体SGN-40, 抗血管内皮生长因子(VEGF)抗体SGN-40, 抗血管内皮生长因子(VEGF)抗体抗血管内皮生长因子(VEGF)抗体(VEGF)抗体抗体

becacizumab[66], 抗CD52抗体阿仑珠单抗(alem-抗CD52抗体阿仑珠单抗(alem-CD52抗体阿仑珠单抗(alem-抗体阿仑珠单抗(alem-(alem-
tuzumab)治疗T细胞型原发性小肠非霍奇金淋巴治疗T细胞型原发性小肠非霍奇金淋巴T细胞型原发性小肠非霍奇金淋巴细胞型原发性小肠非霍奇金淋巴

瘤也取得一定的疗效[67].
3.4 其他其他 其他治疗方案如造血干细胞移植、免其他治疗方案如造血干细胞移植、免

疫增强剂、PET/CT、生物标记、中医中药等治PET/CT、生物标记、中医中药等治、生物标记、中医中药等治

疗均有报道[68].由于大量免疫抑制剂的运用等多由于大量免疫抑制剂的运用等多

种因素影响, PSIL发病率有升高的趋势, 所以小, PSIL发病率有升高的趋势, 所以小发病率有升高的趋势, 所以小, 所以小所以小

肠淋巴瘤的诊断及治疗还需进一步探究和改进..

4  结论

影响PISL预后因素有: 肿瘤浸润范围, 临床分PISL预后因素有: 肿瘤浸润范围, 临床分预后因素有: 肿瘤浸润范围, 临床分: 肿瘤浸润范围, 临床分肿瘤浸润范围, 临床分, 临床分临床分

期, 组织学类型, 免疫表型, 有无并发症及严重, 组织学类型, 免疫表型, 有无并发症及严重组织学类型, 免疫表型, 有无并发症及严重, 免疫表型, 有无并发症及严重免疫表型, 有无并发症及严重, 有无并发症及严重有无并发症及严重

程度[69,70]. 目前国际预后指数(IPI)对几乎所有的目前国际预后指数(IPI)对几乎所有的(IPI)对几乎所有的对几乎所有的

非霍奇金淋巴瘤有重要参考价值. 近年来, 小肠. 近年来, 小肠近年来, 小肠, 小肠小肠

疾病的辅助检查方法的不断改进及新的检查方

法的出现, PSIL更容易被早期诊断, 继而积极采, PSIL更容易被早期诊断, 继而积极采更容易被早期诊断, 继而积极采, 继而积极采继而积极采

取有效的治疗手段, 大大促进了PSIL的预后的, 大大促进了PSIL的预后的大大促进了PSIL的预后的PSIL的预后的的预后的

改善. 随着对恶性淋巴瘤的分子生物学、分子. 随着对恶性淋巴瘤的分子生物学、分子随着对恶性淋巴瘤的分子生物学、分子

免疫学研究如分子免疫表型研究、单克隆抗体

靶向治疗等都取得了一定进展, 这对恶性淋巴, 这对恶性淋巴这对恶性淋巴

瘤的诊断、治疗方法的改进都起了一定的促进

作用, 但仍有不少问题需要深入研究., 但仍有不少问题需要深入研究.但仍有不少问题需要深入研究..
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践, 对临床诊治有
指导意义. 



www.wjgnet.com

2952               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年10月8日  第19卷  第28期

intestinal tumors: diagnostic accuracy of enhanced 
multi-detector CT virtual endoscopy. Abdom Imag-
ing 2011 Jul 7. [Epub ahead of print]

41	 Ilica AT, Kocacelebi K, Savas R, Ayan A. Imaging of 
extranodal lymphoma with PET/CT. Clin Nucl Med 
2011; 36: e127-e138

42	 Evans WC, Gilmore D, English J. The role of PET 
and PET/CT in managing the care of lymphoma 
patients. J Nucl Med Technol 2011; 39: 190-194 

43	 Abouzied MM, Crawford ES, Nabi HA. 18F-FDG 
imaging: pitfalls and artifacts. J Nucl Med Technol 
2005; 33: 145-155; quiz 162-163 

44	 Anis M, Irshad A. Imaging of abdominal lympho-
ma. Radiol Clin North Am 2008; 46: 265-85, viii-ix 

45	 Anzidei M, Napoli A, Zini C, Kirchin MA, Catalano 
C, Passariello R. Malignant tumours of the small 
intestine: a review of histopathology, multidetector 
CT and MRI aspects. Br J Radiol 2011; 84: 677-690 

46	 Feng L, Zhang G, Hu Z, Zou Y, Chen F, Zhang G, 
Tang L. Diagnosis and treatment of 81 patients 
with primary gastrointestinal lymphoma. Zhongnan 
Daxue Xuebao Yixueban 2009; 34: 582-588

47	 Turan M, Karadayi K, Duman M, Ozer H, Arici S, 
Yildirir C, Koçak O, Sen M. Small bowel tumors in 
emergency surgery. Ulus Travma Acil Cerrahi Derg 
2010; 16: 327-333

48	 Gospodarowicz MK, Pintilie M, Tsang R, Patterson 
B, Bezjak A, Wells W. Primary gastric lymphoma: 
brief overview of the recent Princess Margaret Hos-
pital experience. Recent Results Cancer Res 2000; 156: 
108-115

49	 Varga Z, Bálint A, Vitályos T. [Surgical interven-
tions for small bowel tumors at our department in 
the last 3 years]. Magy Seb 2011; 64: 18-21

50	 Coco C, Rizzo G, Manno A, Mattana C, Verbo A. 
Surgical treatment of small bowel neoplasms. Eur 
Rev Med Pharmacol Sci 2010; 14: 327-333

51	 Chow AG, Purkayastha S, Zacharakis E, Paraskeva 
P. Single-incision laparoscopic surgery for right 
hemicolectomy. Arch Surg 2011; 146: 183-186 

52	 Kako S, Oshima K, Sato M, Terasako K, Okuda S, 
Nakasone H, Yamazaki R, Tanaka Y, Tanihara A, 
Kawamura Y, Kiyosaki H, Higuchi T, Nishida J, 
Konishi F, Kanda Y. Clinical outcome in patients 
with small-intestinal non-Hodgkin lymphoma. Leuk 
Lymphoma 2009; 50: 1618-1624

53	 Lai YL, Lin JK, Liang WY, Huang YC, Chang SC. 
Surgical resection combined with chemotherapy 
can help achieve better outcomes in patients with 
primary colonic lymphoma. J Surg Oncol 2011; 104: 
265-268 

54	 Franco P, Filippi AR, Ciammella P, Botticella A, 
Namysl-Kaletka A, De Crescenzo A, Tarella C, 
Ricardi U. Primary duodenal follicular lymphoma: 
6-years complete remission after combined radio-
immunotherapy. Acta Gastroenterol Belg 2011; 74: 
337-342

55	 Dickson BC, Serra S, Chetty R. Primary gastrointes-
tinal tract lymphoma: diagnosis and management 
of common neoplasms. Expert Rev Anticancer Ther 
2006; 6: 1609-1628

56	 Aleman BM, Haas RL, van der Maazen RW. Role of 
radiotherapy in the treatment of lymphomas of the 

gastrointestinal tract. Best Pract Res Clin Gastroen-
terol 2010; 24: 27-34 

57	 Ruskoné-Fourmestraux A, Dragosics B, Morgner A, 
Wotherspoon A, De Jong D. Paris staging system 
for primary gastrointestinal lymphomas. Gut 2003; 
52: 912-913

58	 Raderer M, Troch M, Kiesewetter B, Püspök A, Jae-
ger U, Hoffmann M, Chott A. Second line chemo-
therapy in patients with enteropathy-associated T 
cell lymphoma: a retrospective single center analy-
sis. Ann Hematol 2011 Apr 26. [Epub ahead of print]

59	 Koh PK, Horsman JM, Radstone CR, Hancock H, 
Goepel JR, Hancock BW. Localised extranodal non-
Hodgkin's lymphoma of the gastrointestinal tract: 
Sheffield Lymphoma Group experience (1989-1998). 
Int J Oncol 2001; 18: 743-748

60	 Zucca E, Conconi A, Pedrinis E, Cortelazzo S, Motta 
T, Gospodarowicz MK, Patterson BJ, Ferreri AJ, 
Ponzoni M, Devizzi L, Giardini R, Pinotti G, Capella 
C, Zinzani PL, Pileri S, López-Guillermo A, Campo 
E, Ambrosetti A, Baldini L, Cavalli F. Nongastric 
marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associ-
ated lymphoid tissue. Blood 2003; 101: 2489-2495 

61	 Yaguchi T, Imaeda H, Kizaki M, Hosoe N, Suzuki 
H, Ogata H, Iwao Y, Kameyama K, Ikeda Y, Hibi T. 
Partial regression of duodenal lesions of intestinal 
follicular lymphoma after antibiotic treatment. Dig 
Endosc 2010; 22: 316-318 

62	 Bishton MJ, Haynes AP. Combination chemothera-
py followed by autologous stem cell transplant for 
enteropathy-associated T cell lymphoma. Br J Hae-
matol 2007; 136: 111-113

63	 Ng AK, Mauch PM. Late effects of Hodgkin's dis-
ease and its treatment. Cancer J ; 15: 164-168

64	 Hennessy BT, Hanrahan EO, Daly PA. Non-Hodg-
kin lymphoma: an update. Lancet Oncol 2004; 5: 
341-353

65	 Abès R, Gélizé E, Fridman WH, Teillaud JL. Long-
lasting antitumor protection by anti-CD20 antibody 
through cellular immune response. Blood 2010; 116: 
926-934

66	 Elstrom RL, Martin P, Leonard JP. New biologic 
agents and immunologic strategies. Hematol Oncol 
Clin North Am 2008; 22: 1037-1049, 1037-1049

67	 Müller AM, Rawluk J, Thierry V, Brink I, Engel-
hardt M. [Innovative antibody-therapies for malig-
nant lymphomas]. Dtsch Med Wochenschr 2005; 130: 
2783-2788

68	 Rathore B, Kadin ME. Hodgkin's lymphoma thera-
py: past, present, and future. Expert Opin Pharmaco-
ther 2010; 11: 2891-2906

69	 Cao J, Zuo Y, Lv F, Chen Z, Li J. Primary small in-
testinal malignant tumors: survival analysis of 48 
postoperative patients. J Clin Gastroenterol 2008; 42: 
167-173

70	 Kim SJ, Choi CW, Mun YC, Oh SY, Kang HJ, Lee 
SI, Won JH, Kim MK, Kwon JH, Kim JS, Kwak JY, 
Kwon JM, Hwang IG, Kim HJ, Lee JH, Oh S, Park 
KW, Suh C, Kim WS. Multicenter retrospective 
analysis of 581 patients with primary intestinal non-
hodgkin lymphoma from the Consortium for Im-
proving Survival of Lymphoma (CISL). BMC Cancer 
2011; 11: 321 

编辑�� ����� ���� �����  ����� ���� �����曹丽鸥�� ���� �����  ���� �����电编�� �����  �����何基才��  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年10月8日; 19(28): 2953-2957
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究��快报 RAPID COMMUNICATION

反义锁核酸与拉米夫定在HepG2.2.15细胞中抗HBV作用
的比较

朱晓莹, 王燕菲

®

■背景资料
近 期 , 锁 核 酸期 , 锁 核 酸锁 核 酸
(LNA)作为一种
新型的寡核酸衍
生 物 ,  其 结 构 中
β-D-呋喃核糖的
2'-O, 4'-C位通过
缩水作用形成刚
性的核苷酸衍生
物. LNA具有强的
抗核酸酶水解能
力, 与DNA/RNA
强大的杂交亲和
力、反义活性、
水溶性好及体内
无毒性等优点. 因
此具有广阔的应
用研究前景.

朱晓莹, 右江民族医学院生物化学与分子生物学教研室 广
西壮族自治区百色市 533000
王燕菲, 广州医学院生物化学与分子生物学教研室 广东省
广州市 510182
广州市科技攻关计划基金资助项目, No. 2002Z3-E4081
作者贡献分布��: 实验由王燕菲与朱晓莹设计; 实验过程由朱晓莹
完成; 实验所需经费由王燕菲提供; 数据分析由朱晓莹完成; 论
文写作由朱晓莹完成, 王燕菲提出修改意见. 
通讯作者��: 王燕菲, 教授, 510182, 广东省广州市东风西路195
号, 广州医学院生物化学与分子生物学教研室. 
yanfeiw@hotmai.com
电话: 020-81340212
收稿日期: 2011-07-29   修回日期: 2011-09-15
接受日期: 2011-10-02   在线出版日期: 2011-10-08

Inhibitory effect of locked 
nucleic acid antisense 
oligonucleotides versus 
lamivudine on HBV replication 
in HepG2.2.15 cells

Xiao-Ying Zhu, Yan-Fei Wang

Xiao-Ying Zhu, Department of Biochemistry and Molecu-
lar Biology, Youjiang Medical University for Nationalities, 
Baise 533000, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China 
Yan-Fei Wang, Department of Biochemistry and Molecular 
Biology, Guangzhou Medical College, Guangzhou 510182, 
Guangdong Province, China
Supported by: the Key Science and Technology Founda-
tion of Guangzhou Municipality, No. 2002Z3-E4081
Correspondence to: Yan-Fei Wang, Professor, Depart-
ment of Biochemistry and Molecular Biology, Guangzhou 
Medical College, 195 Dongfeng Western Road, Guangzhou 
510182, Guangdong Province, China. yanfeiw@hotmai.com
Received: 2011-07-29    Revised: 2011-09-15 
Accepted: 2011-10-02    Published online: 2011-10-08

Abstract  
AIM: To compare the inhibitory effect of locked 
nucleic acid antisense oligonucleotides (anti-
sense-LNA) and lamivudine on HBV replication 
in HepG2.2.15 cells.  

METHODS: Antisense-LNA was introduced into 
HepG2.2.15 cells by cationic liposome-mediated 
transfection. Supernatants were collected 2, 4, 
6, 8, 10 days after medication. The concentra-
tions of HBsAg and HBeAg in cell supernatants 
were tested by ELISA. HBV DNA levels in cell 

supernatants were determined by FQ-PCR. Cell 
toxicity of antisense-LNA and lamivudine was 
detected by MTT assay.

RESULTS: Lamivudine only inhibited viral 
DNA synthesis. Antisense-LNA effectively in-
hibited the expression of HBsAg and HBeAg and 
the replication of HBV DNA (67.69%, 59.71%, 
62.96%, P < 0.05) in a time-dependent manner. 
Both antisense-LNA and lamivudine showed no 
obvious cell toxicity.

CONCLUSION: The anti-HBV effect of anti-
sense-LNA is more effective than that of lamivu-
dine in HepG2.2.15 cells.

Key Words: Hepatitis B virus; Antisense LNA; Lami-
vudine; HepG2.2.15 cells; Antiviral activity
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摘要

目 的 :  应 用 反 义 锁 核 酸 与 拉 米 夫 定 作 用
H e p G2.2.15细胞 ,  对他们抗乙型肝炎病毒
(hepatitis B virus, HBV)效果进行比较.

方法: 设计针对HBV翻译起始区S基因mRNA
的反义寡核苷酸, 并进行锁核酸修饰, 以阳离
子脂质体介导反义锁核酸转染HepG2.2.15细
胞; 拉米夫定组直接作用HepG2.2.15细胞; 分
别于用药后第2、4、6、8、10天收集细胞培
养上清液. 用ELISA法和FQ-PCR法检测收集
上清液HBsAg、HBeAg和HBV DNA的含量. 
MTT法分别检测反义锁核酸与拉米夫定对细
胞存活率的影响.

结果: 拉米夫定对HBV DNA具有明显抑制作
用, 最高可达46.52%, 但对HBsAg、HBeAg
影响较小; 反义锁核酸对HBsAg、HBeAg及
HBV DNA均有较强抑制作用, 对HBsAg、
H B eA g和H B V D N A的最高抑制率分别达
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■研发前沿
由于锁核酸优越
的性能和安全性, 
他被广泛用于基
因研究的各个领
域及疾病的诊断
和 治 疗 研 究 中 , 
目前研究的热点
是三螺旋构象寡
核苷酸技术. 

67.69%、59.71%和62.96%(P <0.05), 且抑制随
时间呈增高趋势. 反义锁核酸与拉米夫定对细
胞代谢均无明显影响.

结论: 反义锁核酸抗HBV作用机制与拉米夫
定不同, 反义锁核酸抗HBV作用明显优于拉
米夫定.

关键词: 乙型肝炎病毒; 反义锁核酸; 拉米夫定; 
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0  引言

反义寡核苷酸(antisense oligodeoxy Nucleotide, 
ASODN)是近年来研究较广泛的一种基因治疗

手段, 他通过碱基互补作用, 特意地结合靶基因

形成杂交分子, 从而阻断靶基因的表达[1,2]. 未经

任何修饰的ASODN在机体内稳定性较差, 易被

核酸酶降解而不能发挥治疗作用. 锁核酸(locked 
nucleic acid, LNA)是一种带环状结构的核苷酸

衍生物, 他与ASODN相比具有良好的热稳定

性、较强的分子杂交能力和抗核酸酶降解能

力 [3-5], 作为一种新型的ASODN具有广阔的应

用前景. 乙型病毒性肝炎是我国常见的传染性

疾病, 严重危害着人们的健康. 乙肝治疗目前尚

无特效药物[6-8], 拉米夫定(lamivudine, 3TC)是公

认的能够抑制HBV复制的药物[9,10]. 我们前期研

究结果表明, 针对HBV DNA S基因设计的反义

LNA在体外具有良好的抗HBV基因复制与表

达的能力[11,12]. 为了更好地理解和应用反义LNA
的抗HBV作用, 本研究将从HBsAg、HBeAg及
HBV DNA等方面对反义LNA与3TC的抗HBV作

用进行比较.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2.2.15细胞由本室保存. 常规培

养于含200 µg/mL G418、10%胎牛血清的高糖

型DMEM中, 37 ℃、50 mL/L CO COCO2条件下, 6-7 d
常规传代一次. 高糖型DMEM培养基购自Gibco
公司; G418购自Merck公司; 胎牛血清购自Hy-
Clone公司; HBsAg、HBeAg检测试剂盒购自丽

珠生物技术有限公司产品; 乙肝病毒核酸扩增

荧光定量试剂盒购自科华生物工程股份有限公

司; 阳离子脂质体(LipofectamineTM2000)、Opti-

MEN(脂质体溶媒)购自InvitrogenTM公司; 四甲基

偶氮唑蓝(MTT)购自Amersco公司; 反义LNA由

美国GENELINK公司合成; 3TC购自葛兰素史克

制药(苏州)有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 反义LNA片段合成与修饰: 以Genebank 
U95551 HBV全基因作为靶序列,设计针对HBV 
S基翻译起始区(155-165 nt)的11-聚反义寡脱氧

核苷酸片段: GtTcTccAtGt(大写字母代表碱基经

过LNA修饰).
1.2.2 反义LNA-阳离子脂质体转染混合物的制

备: 经过预实验得出反义LNA∶阳离子脂质体

最佳剂量比例为3 μg∶5 μL/mL. 取适量DMEM
稀释反义LNA, 室温静置5 min; 取适量Opti-
MEM稀释的阳离子脂质体溶液, 室温静置5 min; 
将上述两种液体混合, 室温静置20 min形成稳定

的反义LNA-阳离子脂质体混合物.
1.2.3 HepG2.2.15细胞的转染、给药与细胞上清

液收集: 取指数生长期细胞,常规消化调整细胞

密度为1.0×105个/mL, 接种96孔板, 每孔100 μL, 
实验设3个组(即反义LNA组、3TC组和不加药

的空白对照组), 每组设6个复孔, 当细胞贴壁并

融合度约达60%时, 分别给药. 反义LNA组, 将
反义LNA-阳离子脂质体混合物加入实验孔中, 
每孔100 μL, 转染细胞, 6 h后向实验孔加含20%
胎牛血清的DMEM 50 μL继续培养至48 h; 收集

细胞培养上清, 重复转染4次, 连续10 d. 3TC组, 
3TC浓度参照文献最佳剂量, 在常规培养基中加

入3TC(终浓度为5 μg/mL)[9], 每2 d收集细胞培养

上清并重新给药一次, 连续10 d. 收集各组细胞

上清液于-20 ℃保存, 统一检测.
1.2.4 上清液HBsAg、HBeAg含量的测定: 采用

ELISA法, 严格按试剂盒说明书操作, 重复测3
次, 取均值. HBsAg、HBeAg浓度用S/N表示, 抑
制率用公式计算: 抑制率(%) = [1-(S/N实验组)/(S/N

实验组]×100%.
1.2.5 上清液HBV DNA含量的测定: 采用FQ-
PCR法检测, 严格按照试剂盒说明书操作. 扩增

条件: 50 ℃ 2 min, 94 ℃预变性2 min, 94 ℃变性

10 s, 60 ℃退火30 s, 60 ℃延伸30 s, 共40个循环. 
由计算机软件自动分析所收集的荧光信号并计

算出HBV DNA平均拷贝数. 
1.2.6 反义LNA与3TC对细胞的毒性检测: 采用

MTT法检测反义LNA、3TC对细胞代谢活性的

影响.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用
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SPSS13.0软件处理, 各组间均数比较采用双因素

方差分析结果, P <0.05为差异具有显著意义.

2  结果

2.1 反义LNA和3TC对HepG2.2.15细胞表达HB-
sAg、HBeAg的影响 反义LNA、3TC加入2 d后, 
细胞分泌的HBsAg、HBeAg均受抑制. 其中3TC
对HBsAg、HBeAg抑制作用较弱, 而反义LNA
的抑制作用较强; 并随时间增加呈递增趋势(表
1, 2, 图1, 2).
2.2 反义LNA和3TC对HepG2.2.15细胞HBV 
DNA复制的影响 反义LNA和3TC均能抑制细胞

HBV DNA的复制, 并随时间增加呈递增趋势(表
3, 图3), 反义LNA抗HBV DNA作用优于3TC, 其
抑制率最高达65.76%.
2.3 反义LNA和3TC对HepG2.2.15细胞活性的影

响 用药2 d, 经MTT法测得反义LNA、3TC组OD
值如下: 0.987±0.132、1.124±0.045, 与空白对

照(1.216±0.042)比较(P >0.05), 在实验剂量下反

义LNA与3TC对HepG2.2.15细胞的生长无明显

抑制作用.

3  讨论

HepG2.2.15细胞是由头尾相接的ayw型HBV双

拷贝基因组转染人肝癌细胞株HepG2细胞而建

立的, 该细胞株能长期稳定地向培养上清液中

分泌病毒蛋白HBsAg、HBeAg、完整的病毒颗

粒及大量的病毒复制中间体[13]. 他模拟肝细胞被

HBV感染, 病毒基因组整合入肝细胞的状态, 因
此以他作为研究对象, 接近于疾病的治疗过程.

HBV属嗜肝DNA 病毒科, 基因组由结构紧

凑的3.2 kb的双链DNA 组成, 具有逆转录病毒的

特性. S基因是HBV基因组中4个开发读码框架

之一, S基因编码的蛋白是构成HBV外壳蛋白及

HBsAg的主要组成部分, 参与HBV Dane颗粒的

装配、成熟. 成熟的Dane颗粒能向细胞外分泌, 
再感染其他正常肝细胞[14]. 而HBsAg组成的亚病

毒颗粒在机体内含量远超过Dane颗粒, 大量的

表  1  反义LNA和3TC对培养上清HBsAg含量的影响 (n  = 6, mean±SD)

     
分组           2 d           4 d           6 d          8 d        10 d 

空白对照 0.751±0.058 0.889±0.057 1.025±0.092 1.395±0.101 1.526±0.088

3TC 0.585±0.011b 0.723±0.035b 0.785±0.028b 0.994±0.040b 1.055±0.039b

反义LNA 0.422±0.021bd 0.445±0.057bd 0.464±0.019bd 0.479±0.045bd 0.493±0.019bd

bP<0.01 vs  空白对照组; dP＜0.01, F = 97.765 vs  3TC组.

表  2  反义LNA和3TC对培养上清HBeAg含量的影响 (n  = 6, mean±SD)

     
   分组            2 d           4 d           6 d           8 d         10 d

空白对照 0.618±0.061 0.778±0.017 0.941±0.081 1.194±0.086 1.251±0.077

3TC 0.534±0.041b 0.637±0.035b 0.731±0.033b 0.903±0.048b 0.952±0.039b

反义LNA 0.333±0.035bd 0.358±0.25bd 0.405±0.022bd 0.479±0.038bd 0.504±0.016bd

bP＜0.01 vs  空白对照组; dP＜0.01, F = 138.497 vs  3TC组.
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■创新盘点
锁核酸 (LNA)具
有 强 的 抗 核 酸
酶 水 解 能 力 ,  与
DNA/RNA强大的
杂交亲和力、反
义活性、水溶性
好及体内无毒性
等优点. 因此具有
广阔的应用研究
前景. 本研究在前
期工作的基础上, 
比较反义LNA与
拉米夫定的抗乙
肝病毒的活性, 为
反义LNA抗乙肝
病毒提供可行性
�告, 为下一步研
究奠定基础. 
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■应用要点
反义LNA以良好
的抗乙肝病毒的
活 性 ,  低 不 良 反
应, 显示出广阔的
应用前景, 可以考
虑将反义锁核酸
作为拉米夫定的
辅助治疗, 将更有
�于清除机体内
的乙肝病毒.

HBsAg持续表达将造成机体炎性浸润、免疫损浸润、免疫损润、免疫损

伤、在肝癌的发生起重要作用[15-18].
研究结果表明, 针对HBV翻译起始区S基

因的反义LNA能有效的抗HBV基因的表达, 对
HBsAg、HBeAg和HBV DNA的抑制率最高分

别达67.69%、59.71%和62.96%(P <0.05); 且抑

制随时间呈增高趋势. 说明反义LNA能有效的

进入HepG2.2.15细胞, 特异识别并结合HBV S基
因及其mRNA, 并封闭HBV S基因的表达, 清除

mRNA; 从转录、翻译环节抑制病毒的复制, 破
坏病毒的生活结构, 阻断了HBsAg的翻译, 进而

影响HBsAg、HBeAg翻译及Dane颗粒的装配、

成熟. 而HBsAg、HBeAg的低表达将有利于机

体免疫调整, 提高肝细胞的存活, 减少肝硬化等

慢性肝病的发生[19]. 此外, 反义LNA对HBV DNA
的抑制, 原因可能与LNA良好的抗核酸酶降解

能力能使他在细胞内稳定存在, 并通过他良好

的脂溶性能透过细胞核, 发挥超强的分子杂交

能力结合到HBV S基因上有关.
相比反义LNA, 3TC抗HBV的作用机制主

要是阻止病毒逆转录酶的复制作用, 从而减少

HBV DNA复制, 使Dane颗粒的装配受抑制, 但
对HBV病毒表达HBsAg、HBeAg影响较小. 研
究结果表明3TC对HBsAg、HBeAg和HBV DNA
的抑制率最高分别达30.86%、24.37%和46.5%, 
抑制作用低于反义LNA. 反义LNA抗HBV作用

更全面, 明显优于3TC. 此外, 与3TC抗HBV作用

相比, 反义LNA有以下优势: 1. 反义LNA具有特

异性和高效性; 2. HBV基因组S基因保守序列限

制了病毒变异株的形成, 不易耐药; 3. 反义LNA
抗HBV不依赖于病毒复制, 将更有利于清除病

毒. 基于以上优势, 可以考虑将来将反义锁核酸

作为拉米夫定的辅助治疗, 将更有利于清除机

体内的乙肝病毒.
反义LNA以良好的抗乙肝病毒的活性, 低

毒副作用, 显示出广阔的应用前景, 这为根除

HBV感染带来了新希望, 同时也为其他疾病的

基因治疗带来新的前景. 但如何更有效的将反

义LNA传递到细胞内, 反义LNA在机体内的生

物分布及安全性还需进一步研究.
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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
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羽扇豆醇对胰腺癌细胞株SW1990及γδT细胞生长的影响
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■背景资料
近年来研究发现
γδT细胞以MHC
非限制方式杀伤
肿瘤细胞在免疫
监视中具有重要
作用, γδT细胞识
别谱广泛, 对肿瘤
细胞的识别不需
要抗原提呈细胞
加 工 处 理 . 因 此 , 
γδT细胞已成为肿已成为肿肿
瘤患者过继免疫
治疗的一个新的
候选效应细胞. 国
外研究表明, 羽扇
豆醇抗胰腺癌的
作用, 但是对γδT
细胞作用尚无报
道. 因此, 本课题
组研究羽扇豆醇
对γδT细胞生长的
影响及杀伤胰腺
癌细胞株SW1990
作用的影响.
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Abstract  
AIM: To explore the effect of lupeol on the grow-
th of human pancreatic cancer SW1990 cells and 
γδT cells. 

METHODS: Peripheral blood γδT cells, expanded 
in vitro, were used in our study. After SW1990 
and γδT cells were incubated with different con-
centrations of lupeol for different durations (24, 
48 and 72 h), cell growth was determined by 
MTT assay. A blank control and a solvent con-
trol were run simultaneously.

RESULTS: The Lupeol at doses of 0.4-200 μg/mL, 
there are significant differences of growth hu-
man pancreatic cancer cell line SW1990 cells be-

tween the groups of 24, 48, 72 h and blank con-
trol group, the solvent control group (P < 0.05), 
however, no difference had been observed in 
each groups of three separated times. Harvested 
7 d, γδT cells had expanded to 80.2% from 3.61%. 
in the groups of 24, 48 and 72 h, the effects 
turned to be advantageous and then depressed 
as the dose was increasing. there are no differ-
ences between the groups of 24 h and blank con-
trol group, the solvent control group. there are 
significant differences between the groups of 48, 
72 h and blank control group, the solvent control 
group (P < 0.05). 

CONCLUSION: Lupeol suppressed the growth 
of SW1990 cells, but produced a facilitative ef-
fect first and then inhibitory effect on the growth 
of γδT cells.

Key Words: Lupeol; SW1990 cells; γδT cells

Luo GQ, Zhu BX, Chen FX, Liu JQ, Huang F, Lv XT. 
Effect of lupeol on the growth of human pancreatic cancer 
SW1990 cells and γδT cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2011; 19(28): 2958-2962

摘要
目的: 探讨羽扇豆醇对人胰腺癌细胞SW1990
及γδT细胞生长的影响.

方法: 采用本实验室体外扩增人外周血γδT细
胞, 用四甲�偶氮唑蓝(MTT)法检测不同浓度
的羽扇豆醇在不同时间段对人γδT细胞和人
胰腺癌细胞SW1990生长的影响. 本实验分3
组: 空白对照组、溶剂对照组和实验组, 时间
段分24、48、72 h组.

结果: 羽扇豆醇浓度在0.4-200 μg/mL时羽扇
豆醇对人胰腺癌细胞SW1990在24、48、72 h
各组与空白对照组和溶剂对照组相比差异有
统计学意义(P <0.05). 而24、48、72 h3组比较
差异无统计学意义. γδT细胞培养7 d从扩增前
的3.61%增加到80.2%, 羽扇豆醇对γδT细胞在
24、48、72 h随浓度的增加先增值后抑制作
用. 24 h与空白对照组和溶剂对照组比较差异
无统计学意义. 48、72 h各组与空白对照组和

■同行评议者
刘超, 副教授, 中
山 大 学 孙 逸 仙
纪 念 医 院 肝 胆
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教 授 ,  山 东 省 立
医 院 肝 胆 外 科
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■研发前沿
γδT细胞以MHC
非限制性方式杀
伤肿瘤细胞, 现已
报告用扩增的自
身γδT细胞对人胃
癌、淋巴瘤和晚
期肾癌进行了治
疗, 初步结果是安
全有效地 .  因此 , 
如�在体内外大
量快速扩增, 重点
是增强γδT细胞杀
伤活性, 深入探讨
其作用机制是目
前致力于研究的
问题.

溶剂对照组相比差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 羽扇豆醇对人胰腺癌细胞SW1990有抑
制作用, 对γδT细胞随着浓度增加有先促进后
抑制作用. 

关键词: 羽扇豆醇; 胰腺癌细胞SW1990; γδT细胞
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0  引言

胰腺癌是恶性程度极高的消化系肿瘤, 大约80%, 大约80%大约80%80%
胰腺癌在确诊时已经失去手术机会[1], 这部分患这部分患

者只能采取包括化疗、放疗、生物治疗、支持

治疗等各种综合治疗手段来延长患者的生存时

间, 近年来肿瘤的生物治疗成为研究的热点. 羽, 近年来肿瘤的生物治疗成为研究的热点. 羽近年来肿瘤的生物治疗成为研究的热点. 羽. 羽羽
扇豆醇是一种三砧类化合物, 在多种水果, 蔬菜, 在多种水果, 蔬菜在多种水果, 蔬菜, 蔬菜蔬菜

以及某些植物中能提取, 如芒果、藕节、夹竹, 如芒果、藕节、夹竹如芒果、藕节、夹竹

桃、马齿觅、榕树皮中可以提取. 随着对羽扇. 随着对羽扇随着对羽扇

豆醇生物活性研究的深入, 其在医药领域获得, 其在医药领域获得其在医药领域获得

了广泛的重视[2]2]]. 近年来羽扇豆醇抗肿瘤作用被近年来羽扇豆醇抗肿瘤作用被

国外学者重视并用于研究, 国内研究甚少. 本文, 国内研究甚少. 本文国内研究甚少. 本文. 本文本文

重点研究羽扇豆醇对人胰腺癌细胞SW1990和SW1990和和
人γδT细胞的生长的影响, 探讨其抗胰腺癌作用.细胞的生长的影响, 探讨其抗胰腺癌作用., 探讨其抗胰腺癌作用.探讨其抗胰腺癌作用..

1  材料和方法

1.1  材料材料  人胰腺癌癌细胞株S W1990(中国S W1990(中国中国

科学院上海细胞所 , 本室传代 ) ; 羽扇豆醇,  本室传代 ) ; 羽扇豆醇本室传代 ) ; 羽扇豆醇) ;  羽扇豆醇羽扇豆醇

(lupeol)(Sigma公司); RPMI 1640培养基、小牛公司); RPMI 1640培养基、小牛); RPMI 1640培养基、小牛培养基、小牛

血清、胰蛋白酶(G i b c o公司); 四甲基偶唑蓝(G i b c o公司); 四甲基偶唑蓝公司); 四甲基偶唑蓝); 四甲基偶唑蓝四甲基偶唑蓝

(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)(Sigma公司); 抗人、二甲基亚砜(DMSO)(Sigma公司); 抗人(DMSO)(Sigma公司); 抗人公司); 抗人); 抗人抗人

TCR-γδ-FITC购自杭州联科生物(immunotech,购自杭州联科生物(immunotech,(immunotech, 
France); 恒温CO恒温COCO2培养箱公司、倒置显微镜(德(德德
国Wilovert公司); 超净工作台、低温离心机 (北Wilovert公司); 超净工作台、低温离心机 (北公司); 超净工作台、低温离心机 (北); 超净工作台、低温离心机 (北超净工作台、低温离心机 (北 (北北
京希亚克技术有限公司).).
1.2 方法方法

1.2.1 羽扇豆醇原液配制:羽扇豆醇原液配制:: 羽扇豆醇纯度≥95%
购于Sigma公司. 用温无水乙醇和二甲基亚砜Sigma公司. 用温无水乙醇和二甲基亚砜公司. 用温无水乙醇和二甲基亚砜. 用温无水乙醇和二甲基亚砜用温无水乙醇和二甲基亚砜

(DMSO)按1∶1比例混匀, 配制原液浓度为10 g/L,按1∶1比例混匀, 配制原液浓度为10 g/L,1∶1比例混匀, 配制原液浓度为10 g/L,比例混匀, 配制原液浓度为10 g/L,, 配制原液浓度为10 g/L,配制原液浓度为10 g/L,10 g/L, 
放入-20 ℃冰箱储存, 以备使用.-20 ℃冰箱储存, 以备使用.冰箱储存, 以备使用., 以备使用.以备使用.. 
1.2.2 γδT细胞的培养、鉴定和纯度检测:细胞的培养、鉴定和纯度检测:: 按本实按本实

验室[3]建立的方法进行, 将培养第5天的DC用终浓, 将培养第5天的DC用终浓将培养第5天的DC用终浓5天的DC用终浓天的DC用终浓DC用终浓用终浓

度为1010 μmol/L的唑来膦酸预处理48 h后收集DCs,的唑来膦酸预处理48 h后收集DCs,48 h后收集DCs, h后收集DCs,DCs,
生理盐水洗涤1次,用含IL-2 400 U/mL1次,用含IL-2 400 U/mL次,用含IL-2 400 U/mL,用含IL-2 400 U/mL用含IL-2 400 U/mLIL-2 400 U/mL、10%小牛10%小牛小牛

血清的RPMI 1640培养基将DCs配成1RPMI 1640培养基将DCs配成1培养基将DCs配成1DCs配成1配成11×103/mL

的细胞悬液, 与用相同培养基配成1×10, 与用相同培养基配成1×10与用相同培养基配成1×101×104/mL的的
自身PBMC等体积混合(细胞比例为1∶10), 于PBMC等体积混合(细胞比例为1∶10), 于等体积混合(细胞比例为1∶10), 于(细胞比例为1∶10), 于细胞比例为1∶10), 于1∶10), 于于
37 ℃, 50 mL/L CO2细胞培养箱中培养,每2 d半,每2 d半每2 d半2 d半 d半
量换培养基 1次 , 同时调整细胞密度至 1×1次 , 同时调整细胞密度至 1×次 , 同时调整细胞密度至 1×,  同时调整细胞密度至 1×同时调整细胞密度至 1×1×
105/m L. 收集不同培养时间的收集不同培养时间的γδT细胞进行相细胞进行相

关功能检测.. 
1.2.3 人胰腺癌细胞株SW1990的培养:人胰腺癌细胞株SW1990的培养:SW1990的培养:的培养:: 将复苏后将复苏后

的细胞配成2×102×105/mL的细胞悬液, 置于细胞培的细胞悬液, 置于细胞培, 置于细胞培置于细胞培

养瓶中, 在37 ℃, 50 mL/L CO, 在37 ℃, 50 mL/L CO在37 ℃, 50 mL/L CO37 ℃, 50 mL/L CO2条件下培养, 2-3 d, 2-3 d
更换细胞培养液, 细胞达80%瓶底时, 以0.02%, 细胞达80%瓶底时, 以0.02%细胞达80%瓶底时, 以0.02%80%瓶底时, 以0.02%瓶底时, 以0.02%, 以0.02%以0.02%0.02% 
EDTA消化脱壁. 收集细胞, 800 r/min离心3 min,消化脱壁. 收集细胞, 800 r/min离心3 min,. 收集细胞, 800 r/min离心3 min,收集细胞, 800 r/min离心3 min,, 800 r/min离心3 min,离心3 min,3 min, 
弃去上清备用..
1.2.4 羽扇豆醇对人胰腺癌细胞SW1990和人羽扇豆醇对人胰腺癌细胞SW1990和人γδT
细胞生长的影响: 将收集的对数生长期胰腺癌

细胞SW1990配成3×104/mL的细胞悬液, 接种于

96孔板中, 0.2 mL/孔, 加入羽扇豆醇(浓度分别

为200、100、50、25、12.5、6.25、3.2、1.6、
0.8、0.4 mg/L). 人γδT细胞配成1×105/mL的细

胞悬液, 接种于96孔板中, 0.2 mL/孔, 加入羽扇

豆醇(浓度分别为400、200、100、50、25、
12.5、6.25、3.2、1.6、0.8 mg/L). 同时设空白和. 同时设空白和同时设空白和

溶剂(每孔加入与溶解羽扇豆醇的等量溶剂)对
照组, 每组设5个复孔. 继续孵育24、48、72 h后
每孔加人MTT(5 g/L)液20 μL,37 ℃孵育4 h后弃

上清, 每孔加入DMSO 150 μL,轻轻震荡10 min
使甲瓒充分溶解, 在540 nm波长酶标仪上测定

各孔吸光度值(A ). 每试验重复3次. 求其平均值. 
细胞生长抑制率IR(%) = (对照A )-(实验A值)/(对
照A )×100%, 增殖率 = 实验A值-对照A值/对照

A值×100%.
统计学处理 采用SPSS16.0软件, 进行统计采用SPSS16.0软件, 进行统计SPSS16.0软件, 进行统计软件, 进行统计, 进行统计进行统计

学处理, 计量资料使用mean±SD表示, 采用单, 计量资料使用mean±SD表示, 采用单计量资料使用mean±SD表示, 采用单mean±SD表示, 采用单表示, 采用单, 采用单采用单

因素方差分析(One-way ANOVA), 两两比较使(One-way ANOVA), 两两比较使两两比较使

用S-N-K法或者Duncan法, 检验水准S-N-K法或者Duncan法, 检验水准法或者Duncan法, 检验水准Duncan法, 检验水准法, 检验水准, 检验水准检验水准α = 0.05, 
P <0.05为差异有统计学意义.为差异有统计学意义..

2  结果

2.1 γδT培养形态学及纯度培养形态学及纯度 人外周血单个核细

胞(PBMC)在(PBMC)在在γδT细胞培养基中培养24 h即可见细胞培养基中培养24 h即可见24 h即可见即可见

贴壁生长, 48 h后集落开始变大, 培养7 d可见大, 48 h后集落开始变大, 培养7 d可见大后集落开始变大, 培养7 d可见大, 培养7 d可见大培养7 d可见大7 d可见大可见大

的集落和单个贴壁生长细胞, 单个细胞可见细, 单个细胞可见细单个细胞可见细

胞呈条梭状, 也有少量浮悬生长细胞. 收集培养, 也有少量浮悬生长细胞. 收集培养也有少量浮悬生长细胞. 收集培养. 收集培养收集培养

7 d时的细胞进行流式细胞术检测并分析结果.时的细胞进行流式细胞术检测并分析结果.. 
PBMC未培养前未培养前γδT细胞数为3.61%, 培养7 d的细胞数为3.61%, 培养7 d的3.61%, 培养7 d的培养7 d的7 d的的
γδT细胞数为80.2%(图1).细胞数为80.2%(图1).80.2%(图1).图1).1).
2 . 2  不 同 浓 度 的 羽 扇 豆 醇 对 人 胰 腺 癌 细 胞不 同 浓 度 的 羽 扇 豆 醇 对 人 胰 腺 癌 细 胞
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■相关报道
陈复兴等研究发
现 体 外 培 养 的
γ δT 细 胞 对 多 种
消化系肿瘤人胃系肿瘤人胃肿瘤人胃
癌、胰腺癌、肝
癌细胞株均有较
强 的 杀 伤 作 用 . 
且 γ δT 细 胞 杀 伤
肿瘤主要通过颗
粒酶、穿孔素、
Fas/FasL途径起
作用. Corvaisier
等发现发现γδT细胞对
自身肿瘤细胞和
异体肿瘤细胞均
有杀伤活性, 而对
自身正常细胞无
杀伤作用, 这种杀
伤是MHC非依赖
性的, 并与γδTCR
刺激物的产生和
ICAM-1表达密切
相关.

SW1990不同时间段生长的影响不同时间段生长的影响 羽扇豆醇浓度羽扇豆醇浓度

在0.4-200 mg/L时能够显著抑制SW1990细胞0.4-200 mg/L时能够显著抑制SW1990细胞时能够显著抑制SW1990细胞SW1990细胞细胞

的生长, 且随着浓度的增加抑制率呈上升趋势,, 且随着浓度的增加抑制率呈上升趋势,且随着浓度的增加抑制率呈上升趋势,, 
24、48、72 h 3个时间段羽扇豆醇对SW1990细、48、72 h 3个时间段羽扇豆醇对SW1990细48、72 h 3个时间段羽扇豆醇对SW1990细、72 h 3个时间段羽扇豆醇对SW1990细72 h 3个时间段羽扇豆醇对SW1990细3个时间段羽扇豆醇对SW1990细SW1990细细
胞的抑制率无明显统计学差异(图(图图2). 24、48、、48、48、、

72 h各组的各组的A值与空白对照组和溶剂对照组相比

较均具有统计学意义((P <0.05).空白对照与溶剂空白对照与溶剂

对照组比较无统计学意义(表1).(表1).表1).1).
2.3 不同浓度的羽扇豆醇对人不同浓度的羽扇豆醇对人γδT细胞不同时间细胞不同时间

段生长的影响 羽扇豆醇对人羽扇豆醇对人γδT细胞24、48、细胞24、48、24、48、、48、48、、
72 h浓度从0.8-12.5 mg/L时对人浓度从0.8-12.5 mg/L时对人0.8-12.5 mg/L时对人时对人γδT细胞的生长细胞的生长

呈促进作用, 随着浓度的升高增值率升高; 在浓, 随着浓度的升高增值率升高; 在浓随着浓度的升高增值率升高; 在浓; 在浓在浓

度12.5-100 mg/L时对促进人12.5-100 mg/L时对促进人时对促进人γδT细胞的生长现象细胞的生长现象

逐渐减弱. 羽扇豆醇浓度在100-400 mg/L时对人. 羽扇豆醇浓度在100-400 mg/L时对人羽扇豆醇浓度在100-400 mg/L时对人100-400 mg/L时对人时对人

γδT细胞生长起抑制作用. 图示48、72 h浓度为细胞生长起抑制作用. 图示48、72 h浓度为. 图示48、72 h浓度为图示48、72 h浓度为48、72 h浓度为、72 h浓度为72 h浓度为浓度为

12.5 mg/L时其增值率最高(图3). 羽扇豆醇对人时其增值率最高(图3). 羽扇豆醇对人(图3). 羽扇豆醇对人图3). 羽扇豆醇对人3). 羽扇豆醇对人羽扇豆醇对人

γδT细胞MTT测得细胞MTT测得MTT测得测得A值分析, 24 h与空白对照组, 24 h与空白对照组与空白对照组

比较无统计学意义, 48、72 h与空白对照组比较, 48、72 h与空白对照组比较、72 h与空白对照组比较72 h与空白对照组比较与空白对照组比较

有统计学意义((P <0.05), 48与72 h比较无统计学与72 h比较无统计学72 h比较无统计学比较无统计学

意义, 空白对照组与溶剂对照组比较无统计学, 空白对照组与溶剂对照组比较无统计学空白对照组与溶剂对照组比较无统计学

意义(表2).(表2).表2).2).

表  1  不同浓度羽扇豆醇作用24、48、72h后对SW1990细胞生长的影 (mean±SD)

     
羽扇豆醇浓度(μg/L)

 SW1990细胞A 值

         24 h           48 h           72 h

空白对照组 0.1627±0.0025 0.1353±0.006 0.1425±0.0049

溶剂对照组 0.1653±0.032 0.1360±0.041 0.1419±0.003

0.4 0.1450±0.003a 0.1283±0.002a 0.1230±0.0015a

0.8 0.1440±0.005a 0.1273±0.0015a 0.1180±0.0045a

1.6 0.1433±0.0051a 0.1263±0.0025a 0.1200±0.002a

3.125 0.1427±0.0025a 0.1260±0.003a 0.1193±0.0025a

6.25 0.1363±0.002a 0.1250±0.001a 0.1163±0.025a

12.5 0.1357±0.003a 0.1230±0.002a 0.1160±0.001a

25 0.1230±0.001a 0.1230±0.0036a 0.1140±0.004a

50 0.1110±0.001a 0.1160±0.003a 0.1117±0.002a

100 0.1057±0.006a 0.1067±0.0035a 0.1100±0.001a

200 0.0827±0.0116a 0.0880±0.005a 0.0837±0.032a

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图� �� ��������  1 PBMC培养前 后γδT细胞百分数. A: ����� ��� ����培养前�� ��� ����; B: ����培养后�.
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■应用要点
本文研究发现羽
扇豆醇在体外能
够 促 进 γ δT 细 胞
的 增 殖 ,  有 益 于
羽扇豆醇应用于
肿瘤的过继免疫
治 疗 ,  并 提 供 了
临床治疗肿瘤的
用药依据.

3  讨论

羽扇豆醇是一种三砧类天然植物提取物, 既往研, 既往研既往研

究表明, 羽扇豆醇在抗炎止痛、抗氧化等方面有, 羽扇豆醇在抗炎止痛、抗氧化等方面有羽扇豆醇在抗炎止痛、抗氧化等方面有

很好的药理作用, 而且毒性很低, 具有良好的临, 而且毒性很低, 具有良好的临而且毒性很低, 具有良好的临, 具有良好的临具有良好的临

床应用潜力, 受到国内外学者的广泛关注, 受到国内外学者的广泛关注受到国内外学者的广泛关注[2]. 近几近几

年其抗肿瘤作用受到重视, 有研究表明羽扇豆, 有研究表明羽扇豆有研究表明羽扇豆

醇对黑色素瘤、前列腺癌、皮肤癌、肝癌都有

抗癌作用[4]. 对于羽扇豆醇抗胰腺癌的作用, 国对于羽扇豆醇抗胰腺癌的作用, 国, 国国
内外报道较少. 本研究用四甲基偶氮唑蓝(MTT). 本研究用四甲基偶氮唑蓝(MTT)本研究用四甲基偶氮唑蓝(MTT)(MTT)
法检测不同浓度的羽扇豆醇在不同时间段对人

胰腺癌细胞SW1990生长的影响, 实验表明羽扇SW1990生长的影响, 实验表明羽扇生长的影响, 实验表明羽扇, 实验表明羽扇实验表明羽扇

豆醇浓度在0.4-200 mg/L时能够显著抑制胰腺0.4-200 mg/L时能够显著抑制胰腺时能够显著抑制胰腺

癌细胞SW1990的生长, 且随着浓度的增加抑制SW1990的生长, 且随着浓度的增加抑制的生长, 且随着浓度的增加抑制, 且随着浓度的增加抑制且随着浓度的增加抑制

率呈上升趋势, 24、48、72 h各组的, 24、48、72 h各组的、48、72 h各组的48、72 h各组的、72 h各组的72 h各组的各组的A值与空白

对照组和溶剂对照组相比较均具有统计学意义

(P <0.05). 本实验提示羽扇豆醇对人胰腺癌细胞本实验提示羽扇豆醇对人胰腺癌细胞

SW1990有抑制作用, 其机制可能与羽扇豆醇下有抑制作用, 其机制可能与羽扇豆醇下, 其机制可能与羽扇豆醇下其机制可能与羽扇豆醇下

调cFLIP的表达、增加caspase-8蛋白的活性、cFLIP的表达、增加caspase-8蛋白的活性、的表达、增加caspase-8蛋白的活性、caspase-8蛋白的活性、蛋白的活性、 

增强TRAIL对胰腺癌细胞的促凋亡作用有关TRAIL对胰腺癌细胞的促凋亡作用有关对胰腺癌细胞的促凋亡作用有关[5]5]].
人 γ δ T细胞在 P B M C淋巴细胞中仅占细胞在 P B M C淋巴细胞中仅占P B M C淋巴细胞中仅占淋巴细胞中仅占

0.5%-5.0%, 大多为CD4大多为CD4CD4-CD8-. γδT细胞主要分布细胞主要分布

于皮肤、小肠、食管、肺、生殖器官及皮下组

织. 外周血中的. 外周血中的外周血中的γδT细胞约占人体总细胞约占人体总γδT细胞的细胞的

90%以上, 他识别磷酸化抗原和一些应激分子以以上, 他识别磷酸化抗原和一些应激分子以, 他识别磷酸化抗原和一些应激分子以他识别磷酸化抗原和一些应激分子以

及激蛋白的同源分子, 他识别抗原分子不受MHC, 他识别抗原分子不受MHC他识别抗原分子不受MHCMHC
分子限制, 在固有免疫中发挥重要作用, 在固有免疫中发挥重要作用在固有免疫中发挥重要作用[6,7]. 近年近年

来γδT细胞是免疫学的一个研究热点, 国内外学细胞是免疫学的一个研究热点, 国内外学, 国内外学国内外学

者对其分化和功能进行了广泛深入的研究[8,9]. 对对
其功能研究多集中在抗感染和抗肿瘤等方面[10,11], 
γδT细胞的抗肿瘤功能与细胞表达的穿孔素、颗细胞的抗肿瘤功能与细胞表达的穿孔素、颗

粒酶B和NKG2D受体及B和NKG2D受体及和NKG2D受体及NKG2D受体及受体及γδT细胞分泌的细胞因子细胞分泌的细胞因子

有关. 在诱导机体固有免疫应答和在肿瘤细胞的. 在诱导机体固有免疫应答和在肿瘤细胞的在诱导机体固有免疫应答和在肿瘤细胞的

预治方面具有重要的作用[12]. Kobayashi等等[13]用自

身γδT细胞治疗7例晚期肾癌, 结果证明治疗是安细胞治疗7例晚期肾癌, 结果证明治疗是安7例晚期肾癌, 结果证明治疗是安例晚期肾癌, 结果证明治疗是安, 结果证明治疗是安结果证明治疗是安

全的, 治疗后能明显增加血中, 治疗后能明显增加血中治疗后能明显增加血中γδT细胞数量和诱细胞数量和诱

发抗肿瘤反应.. γδT细胞识别谱广泛, 对肿瘤细胞细胞识别谱广泛, 对肿瘤细胞, 对肿瘤细胞对肿瘤细胞

的识别不需要抗原提呈细胞加工处理, 没有MHC, 没有MHC没有MHCMHC
限制性. 因此,. 因此,因此,, γδT细胞已成为肿瘤患者过继免疫细胞已成为肿瘤患者过继免疫

治疗的一个新的候选效应细胞. 研究已证实, 在. 研究已证实, 在研究已证实, 在, 在在
直肠癌、肾癌、肝癌和乳腺癌等实体瘤的肿瘤

浸润淋巴细胞(TIL)中存在有(TIL)中存在有中存在有γδT细胞并具有抗肿细胞并具有抗肿

瘤作用[14,15]. Bani等等[16]研究发现羽扇豆醇对T细胞T细胞细胞

生长有抑制作用, Balb/c小鼠每日口服羽扇豆醇, Balb/c小鼠每日口服羽扇豆醇小鼠每日口服羽扇豆醇

12.5-200 mg/kg, 可抑制CD4可抑制CD4CD4+和CD8CD8+细胞数量. 随. 随随
着研究的不断深入, 发现培养的外周血, 发现培养的外周血发现培养的外周血γδT细胞细胞

在体外同样具有较强的广谱抗肿瘤作用[17-19], 羽羽
扇豆醇对γδT细胞的作用国内外未有研究. 本实细胞的作用国内外未有研究. 本实. 本实本实

表  2  不同浓度羽扇豆醇作用24、48、72 h后对人γδT细胞生长的影响 (mean±SD)

     
羽扇豆醇浓度(μg/L)

 γδT细胞A 值

         24 h           48 h           72 h

空白对照组 0.0850±0.0210 0.0753±0.0095 0.0867±0.0068

溶剂对照组 0.0880±0.0450 0.0761±0.0122 0.0834±0.0356

0.4 0.1033±0.0069 0.1003±0.0101 0.1480±0.0170a

0.8 0.1047±0.0015 0.1140±0.0140a 0.1440±0.0400a

1.6 0.0960±0.0144 0.1200±0.0070a 0.1580±0.0300a

3.125 0.1033±0.0196 0.1360±0.0220a 0.1760±0.0800a

6.25 0.0993±0.0286 0.1370±0.0240a 0.1640±0.0300a

12.5 0.0770±0.0200 0.1117±0.0225 0.1760±0.0800a

25 0.0730±0.0050 0.1013±0.0127 0.1690±0.0200a

50 0.0667±0.0176 0.0863±0.0015 0.1093±0.0104

100 0.0640±0.0199 0.0740±0.0195 0.0700±0.0098

200 0.0673±0.1069 0.0730±0.0173 0.0690±0.0020

aP<0.05 vs  空白对照组.

图� ������������   3  不同浓度������的�����羽扇豆醇对γδT细胞生长的影响.
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验采用体外扩增人外周血γδT细胞, 探讨不同浓细胞, 探讨不同浓, 探讨不同浓探讨不同浓

度的羽扇豆醇在不同时间段对人γδT细胞的影细胞的影

响, 发现羽扇豆醇在24、48、72 h浓度从0.8-12.5, 发现羽扇豆醇在24、48、72 h浓度从0.8-12.5发现羽扇豆醇在24、48、72 h浓度从0.8-12.524、48、72 h浓度从0.8-12.5、48、72 h浓度从0.8-12.548、72 h浓度从0.8-12.5、72 h浓度从0.8-12.572 h浓度从0.8-12.5浓度从0.8-12.50.8-12.5 
mg/L时对时对γδT细胞的生长呈促进作用, 随着浓度细胞的生长呈促进作用, 随着浓度, 随着浓度随着浓度

的升高增值率升高; 在浓度12.5-100 mg/L时对促; 在浓度12.5-100 mg/L时对促在浓度12.5-100 mg/L时对促12.5-100 mg/L时对促时对促

进γδT细胞的生长现象逐渐减弱. 所以羽扇豆醇细胞的生长现象逐渐减弱. 所以羽扇豆醇. 所以羽扇豆醇所以羽扇豆醇

对γδT细胞的增殖作用有浓度和时间的关系.本实细胞的增殖作用有浓度和时间的关系.本实.本实本实

验结果显示羽扇豆醇对γδT细胞的最佳增殖作用细胞的最佳增殖作用

在72 h 12.5 mg/L时. 关于羽扇豆醇是否增强72 h 12.5 mg/L时. 关于羽扇豆醇是否增强 h 12.5 mg/L时. 关于羽扇豆醇是否增强12.5 mg/L时. 关于羽扇豆醇是否增强时. 关于羽扇豆醇是否增强. 关于羽扇豆醇是否增强关于羽扇豆醇是否增强γδT
细胞的杀伤活性, 及其对, 及其对及其对γδT细胞的信号通路的细胞的信号通路的

机制将在今后的研究中深入探讨..
本研究表明羽扇豆醇有促进人γδT细胞体细胞体

外增殖的作用, 羽扇豆醇具有抗胰腺癌的作用., 羽扇豆醇具有抗胰腺癌的作用.羽扇豆醇具有抗胰腺癌的作用.. 
通过本研究现象, 我们推测可在体外培养胰腺, 我们推测可在体外培养胰腺我们推测可在体外培养胰腺

癌患者γδT细胞时选择适当浓度羽扇豆醇和培细胞时选择适当浓度羽扇豆醇和培

养一定时间以增加免疫细胞数量和功能, 再回, 再回再回

输给胰腺癌患者, 可提高肿瘤生物治疗的效果., 可提高肿瘤生物治疗的效果.可提高肿瘤生物治疗的效果.. 
本研究为羽扇豆醇在胰腺癌患者生物免疫治疗

中的应用提供了一定的理论依据, 羽扇豆醇治, 羽扇豆醇治羽扇豆醇治

疗胰腺癌的确切机制及体内实验结果仍需进一

步研究..
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

黏膜下层早期胃癌淋巴结转移290例

张 勇, 彭 正, 卫 勃, 陈 凛
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■背景资料
早期胃癌是指局
限在黏膜层与黏
膜下层的胃癌, 不
论肿瘤大小及有
无淋巴结转移. 随
着对早期胃癌淋
巴结转移规律的
认识和技术的进
步, 早期胃癌微创
治疗逐渐得到认
可与推广.目前对
胃黏膜内癌行微
创治疗已写入胃
癌治疗指南, 而黏
膜下癌是否适合
行微创治疗尚存
争议. 
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Abstract 
AIM: To analyze the predictive risk factors for 
lymph node metastasis in early gastric cancer 
with submucosal invasion. 

METHODS: The clinical data for 290 patients 
surgically treated for early gastric cancer with 
submucosal invasion between 1996 and 2010 
were reviewed retrospectively. The clinico-
pathological variables predicting lymph node 
metastasis were evaluated.

RESULTS: Lymph node metastasis was ob-
served in 21.4% of patients included. Univariate 
analysis showed that tumor size, histologic type, 
depth of invasion and presence of vascular or 
lymphatic invasion were positively correlated 
with lymph node metastasis. Multivariate analy-
ses revealed that tumor size (≥2 cm), histologic 
type and vascular or lymphatic involvement 

were independently related to lymph node me-
tastasis. Histologic type was the strongest pre-
dictive factor for lymph node metastasis in early 
gastric cancer with submucosal invasion.

CONCLUSION: Tumor size, histologic type and 
presence of vascular or lymphatic invasion are in-
dependent risk factors for lymph node metastasis 
in early gastric cancer with submucosal invasion. 
Minimally invasive treatment, such as endoscopic 
mucosal resection, may be possible in differenti-
ated submucosal cancer of small size (<2 cm).

Key Words: Early gastric carcinoma; Submucosal 
invasion; Lymph node metastasis 

Zhang Y, Peng Z, Wei B, Chen L. Predictive factors 
associated with lymph node metastasis in early gastric 
cancer with submucosal invasion: an analysis of 290 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 2970-2973

摘要

目的: 研究黏膜下层早期胃癌淋巴结转移的
预测因素.

方法: 回顾性分析解放军总医院1996-2010年
手术治疗的290例黏膜下层早期胃癌中与淋巴
结转移相关的临床病理资料.

结果: 黏膜下层早期胃癌淋巴结转移率为
21.4%. 单因素分析表明影响黏膜下层早期胃
癌淋巴结转移的因素主要有肿瘤大小、组织
学类型、浸润深度和脉管浸润.多因素分析显
示肿瘤大小、组织学类型和脉管浸润与黏膜
下层早期胃癌淋巴结转移独立相关.

结论: 黏膜下层早期胃癌淋巴结转移与肿瘤
大小、组织学类型和脉管浸润因素有关. 内镜
治疗等微创治疗可考虑应用于肿瘤<2 cm同时
为分化型的黏膜下层早期胃癌中.

关键词: 早期胃癌; 黏膜下; 淋巴结转移
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■研发前沿
确定黏膜下层癌
淋巴结转移的高
危 人 群 ,  制 定 个
体化的微创治疗
是早期胃癌治疗
当前面临的问题.            

0  引言

早期胃癌是指局限在黏膜层与黏膜下层的胃

癌, 不论肿瘤大小及有无淋巴结转移, 侵及胃黏

膜下层的早期胃癌称为黏膜下层(submucosal, 
SM)癌. 早期胃癌内镜下手术及缩小手术逐渐

得到许多学者认可与推广[1]. 目前对胃黏膜内

癌行微创几近共识, 而SM癌是否适合行内镜手

术或缩小手术尚存争议. 本文回顾性分析我院

1996-01/2010-12经外科手术证实的290例SM癌

的临床病理资料, 探讨各临床病理因素与其淋

巴结转移的关系, 为SM癌的治疗策略提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 1996-2010年解放军总医院手术切除的

胃癌共4 816例中, 其中病理确诊为早期胃癌719
例, 其中累及黏膜下层的共290例. 其中男性230
例, 女性60例; 年龄26-86岁. 
1.2 方法 分析其临床病理资料, 包括患者年龄、

性别、肿瘤组织学类型、大体类型、大小、部

位、侵犯深度、脉管内癌栓等. 大体类型分为

隆起型(包括Ⅰ型、Ⅱa型及以Ⅰ型、Ⅱa型为主

的混合型)、平坦型(包括Ⅱb型及以Ⅱb型为主

的混合型)、凹陷型(包括Ⅱc型、Ⅲ型及以Ⅱc
型、Ⅲ型为主的混合型). 肿瘤大小以肿瘤最大

径计, 多发肿瘤以最大癌灶计. 肿瘤部位分为近

1/3、中1/3、远1/3. 根据浸润黏膜下层的深度平

均分为3层: SM1、SM2、SM3. 肿瘤淋巴结病理

分期按国际抗癌联盟(UICC)2010年第7版TNM
分期进行. 

统计学方法 应用SPSS17.0软件进行统计

学分析. 先做单因素分析, 计数资料采用χ2检验, 
分析对淋巴结转移有影响的指标, 再选择单因

素中分析中有统计学意义的指标作自变量, 以
淋巴结转移为因变量, 采用非条件多因素逐步

Logistic回归分析, 分析各临床病理因素对黏膜

下层胃癌淋巴结转移的影响, 以P <0.05有统计学

意义, P <0.01有显著性统计学意义.

2  结果

2.1 各临床病理因素与黏膜下层癌淋巴结转移

相关性的单因素分析 290例黏膜下层早期胃癌

中, 62(21.4%)例有淋巴结转移. 单因素分析显示

与淋巴结转移相关的临床病理因素包括肿瘤大

小、组织学分型、浸润深度、脉管侵犯(表1). 
2.2 各临床病理因素与淋巴结分期的关系 单因

素分析与黏膜下层早期胃癌淋巴结转移相关的

4个临床病理因素与肿瘤淋巴结分期呈线性相

关(表2).
2.3 各临床病理因素与黏膜下层癌淋巴结转移

相关性的多因素分析 对单因素分析P <0.05的临

床病理因素进行logistic回归分析. 结果显示, 肿
瘤大小、组织学类型及脉管侵犯是黏膜下层早

期胃癌淋巴结转移的独立性危险因素(表3). 

3  讨论

我国胃癌患者虽然以进展期病例为主, 但随着

我国医疗卫生水平的提高和人们健康意识的不

断提高, 国内早期胃癌的手术率也不断提高[2]. 
随之而来的对早期胃癌合理治疗的要求及选择

是临床医生面临的重大问题.
早期胃癌5年生存率可达90%, 而淋巴结

转移是最重要的预后因素[3-6]. 无淋巴结转移的

■相关报道
An的研究表明肿
瘤大小及脉管侵
犯是SM癌淋巴结
转移独立的风险
因 素 ,  缩 小 手 术
可应用于高度选
择性的患者. 

表  1  290例黏膜下层早期胃癌的淋巴结转移危险因素
的单因素分析

     

  n
   淋巴结阳性

        n (%)
     χ2值    P值

年龄(岁) 0.3546 0.5515

<65 180 41(22.7) 

≥65 110 21(19.1)

性别 0.0565 0.8121

男 230 48(20.9) 

女   60 14(23.3)

部位 5.8326 0.0541

近1/3   58   6(10.3) 

中1/3   50 12(24.0)

远1/3 182 44(24.2) 

肿瘤大小(cm) 9.6195 0.0221

<1   17   2(11.8)

1-2   83 10(12.0) 

2-4 142 34(23.9)

≥4   48 16(33.3)

大体类型 3.6809 0.1587

隆起型   45   8(17.8) 

平坦型   37   4(10.8)

凹陷型 208 50(24.0) 

组织学类型 15.7644 0.0001

分化型 107   9(8.4) 

未分化型 183 53(29.0)

浸润深度 17.2087 0.0002

SM1   88   9(10.2)

SM2   80 13(16.1) 

SM3 122 40(32.8)

脉管浸润 23.4642 0.0000

无 255 43(16.9)

有   35 19(54.3) 
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■创新盘点
本文在大宗病例在大宗病例
的�础上进一步
分析黏膜下层淋
巴结转移的相关
因素.

■应用要点
本文回顾分析了
2 9 0 例 黏 膜 下 层
早期胃癌中与淋
巴结转移相关的
临 床 病 理 资 料 , 
为内镜治疗、腹
腔镜治疗等微创
方法治疗黏膜下
层早期胃癌提供
了理论依据.

表  2  黏膜下层早期胃癌与淋巴结分期相关的临床病理因素 n (%)

     
       N0  N1 N2 N3     χ2值   P值

肿瘤大小(cm) 30 25 7 17.4553 0.0420

<1   15(88.2) 1(5.9) 1(5.9) 0(0)

1-2   73(88.0) 7(8.4) 2(2.4) 1(1.2) 

2-4 108(76.1) 18(12.7) 12(8.4) 4(2.8)

≥4   32(66.7) 4(8.3) 10(20.8) 2(4.2)

组织学类型 18.0539 0.0004

分化型   98(91.6) 6(5.6) 3(2.8) 0(0)  

未分化型 130(71.1) 24(13.1) 22(12.0) 7(3.8)

浸润深度 22.5374 0.0010

SM1   79(89.8) 7(8.0) 2(2.2) 0(0)

SM2   67(83.8) 8(10.0) 4(5.0) 1(1.2) 

SM3   82(67.2) 15(12.3) 19(15.6) 6(4.9)

脉管浸润 23.5328 0.0000

无 212(83.1) 21(8.2) 18(7.1) 4(1.6)

有   16(45.7) 9(25.7) 7(20.0) 3(8.6) 

表  3  290例黏膜下层早期胃癌的淋巴结转移危险因素
的多因素分析

     
观察指标 相对危险度(95%CI) P 值

肿瘤大小(cm)

<1

1-2 1.423(0.331-6.122) 0.635

2-4 1.969(0.895-4.331) 0.029

≥4 3.320(1.280-8.612) 0.014

组织学类型

分化型

未分化型 3.970(1.820-8.660) 0.001

浸润深度

SM1

SM2 1.239(0.884-2.107) 0.083

SM3 1.145(0.724-1.973) 0.075

脉管浸润

无

有 0.216(0.098-0.478) 0.000

EGC术后5年存活率为94.2%, 有淋巴结转移者

术后5年存活率为87.3%[7]. 胃的黏膜内癌淋巴

结转移率较低, 其预后较黏膜下癌明显好. 因此, 
大多数黏膜内癌患者可以行内镜下治疗或缩小

的胃癌根治术, 但黏膜下癌是否适合行内镜手

术或缩小手术尚存争议.
已有许多研究评估黏膜下层胃癌的淋巴结

转移风险, 从而制定黏膜下层胃癌合适的治疗

方案. An等[8]研究表明肿瘤大小、组织学类型、

Lauren分型、肿瘤浸润深度、脉管侵犯、周围

神经侵犯与黏膜下层胃癌淋巴结转移相关; 而

肿瘤大小及脉管侵犯是淋巴结转移独立的风险

因素. 本组病例单因素分析显示肿瘤大小、组

织学类型、肿瘤浸润深度、脉管侵犯等临床病

理因素与黏膜下层胃癌淋巴结转移相关; 同时

与淋巴结分期呈线性相关; 多因素分析显示肿

瘤大小、组织学类型及脉管侵犯为黏膜下层胃

癌淋巴结转移的独立性危险因素.
对SM癌的治疗, 尽管EMR或ESD可以完全切

除肿瘤病灶, 但由于其较高的淋巴结转移率, 目前

D2根治术仍然作为SM癌的标准治疗方案[9,10]. 但
SM1癌中无淋巴结转移的病例约占90%以上, 所
以依据肿瘤的病理生物学行为筛选无淋巴结转

移的SM1癌病例予以微创治疗, 而不影响预后. 
一般认为直径<1.5 cm的SM1癌通常不发生淋

巴结转移, 经内镜切除后不需进一步手术[11,12]. 
SM2、SM3癌的淋巴结转移率达20%以上, 因此

其内镜治疗根治率明显下降, 可行腹腔镜胃癌

根治术, 与传统胃癌手术相比, 在手术时间并发

症的发生率及生存率等方面均无明显差别, 而
手术失血量、住院时间、术后镇痛时间均有减

少[13-15]. 
本组研究提示与SM癌淋巴结转移独立性危

险因素包括肿瘤大小、组织学类型及脉管侵犯. 
但患者术前检查并不能检测到脉管侵犯, 因此, 
我们认为在决定SM癌治疗方法时应充分考虑肿

瘤大小、组织学类型这两个危险因素, 评估SM
癌淋巴结转移风险, 选择合适的治疗方法.对于

肿瘤直径≥2 cm或未分化型的SM癌病例, 宜行

标准的D2手术. 对不具备两个危险因素的SM癌, 



www.wjgnet.com

张勇, 等. 黏膜下层早期胃癌淋巴结转移290例								                 2973

■同行评价
与本文类似研究
较 多 ,  创 新 性 一
般, 但本文设计合
理 ,  纳 入 病 例 较
多, 有一定的临床
价值.

行经内镜手术等微创手术.
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嗜酸乳杆菌对感染人轮状病毒乳鼠肠黏膜的保护作用

高 源, 张 振, 王宝香, 鲍连生, 彭罕鸣

®

■背景资料
嗜 酸 乳 杆 菌
(L.acidophilus )等
益生菌是肠道内
的 正 常 菌 群 ,  可
以维护肠道正常
的 结 构 及 功 能 , 
具有免疫调节、
抗 感 染 等 作 用 . 
L.acidophilus 是近
几年用于小儿轮
状病毒 (HRV)腹
泻治疗的新型益
生 菌 制 剂 ,  但 目
前报道的治疗效
果 不 太 一 致 ,  且
L.acidophilus 的使
用剂量和使用方
法也不明确.
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Abstract
AIM: To investigate the possible protective ef-
fect of Lactobacillus acidophilus (L.acidophilus) on 
intestinal mucosa of neonatal mice infected with 
a human rotavirus (HRV). 

METHODS: Sixty 4-day-old Kunming mice 
were randomly and equally divided into con-
trol group, HRV-infected group, L.acidophilus-
pretreated group (treated before HRV infection) 
and L.acidophilus-treated group (treated after 
HRV infection). The symptoms in these mice 

were observed each day for 8 d. On day 8, nine 
mice of each group were sacrificed by cervical 
dislocation. Caecum samples were taken for 
bacterial isolation and culture to count bacterial 
colonies. Secretory IgA (sIgA) from the intesti-
nal mucosa and serum interferon-γ (IFN-γ) and 
tumor necrosis factors-α (TNF-α) were detected 
by ELISA. The thickness of intestinal mucosa, 
height of villus and depth of crypt were mea-
sured using Image-Pro Plus 5.1 software.

RESULTS: The mice in the normal control group 
did not suffer from diarrhea, whereas the HRV-
infected group showed altered intestinal flora, 
decreased level of intestinal sIgA, increased 
serum IFN-γ and TNF-α levels, and damaged 
intestinal mucosal barrier. Compared to the 
HRV-infected group, mice of the L.acidophilus-
pretreated and -treated groups showed some 
amelioration in intestinal flora, intestinal sIgA, 
serum IFN-γ and TNF-α, and intestinal mucosal 
barrier. More obvious protective effect on intes-
tinal mucosa was observed in the pretreatment 
group than in the treatment group. 

CONCLUSION: L.acidophilus possesses protec-
tive effect on intestinal mucosa of HRV-infected 
neonatal mice. Pretreatment with L.acidophilus 
has better protective effect than L.acidophilus 
treatment.

Key Words: Human rotavirus; L.acidophilus ; Neo-
natal mice; Intestinal mucosa

Gao Y, Zhang Z, Wang BX, Bao LS, Peng HM. Protective 
effect of Lactobacillus acidophilus on intestinal mucosa of 
neonatal mice infected with a human rotavirus.  Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2012; 19(28): 2963-2969

摘要 
目的: 观察嗜酸乳杆菌(L.acidophilus )对感染
人轮状病毒(human rotavirus, HRV)乳鼠肠黏
膜的保护作用.

方法: 将60只昆明种乳鼠随母鼠按窝随机均
分为4组, 给4日龄的乳鼠灌服HRV作为感染
组, 灌服HRV的前和后灌服L.acidophilus作为

■同行评议者
邢建峰 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院
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■研发前沿
L.acidophilus 已
被用于HRV腹泻
的 治 疗 ,  并 被 部
分研究证实有一
定 的 效 果 ,  但 其
具体的作用机制
仍不清楚.

预防组和治疗组, 正常对照组灌服同剂量的
MEM Eagle细胞培养液. 在实验的第8天下午
杀死每组9只乳鼠, 取乳鼠盲肠内容物分离培
养后, 进行菌群分析; ELISA法检测肠黏膜分
泌性免疫球蛋白(SIgA)、血清干扰素-r(IFN-γ)
和肿瘤坏死因子-α(TNF-α); HE法染色乳鼠小
肠黏膜切片, 利用Image-Pro Plus 5.1图像软件
分析各组乳鼠小肠黏膜厚度、绒毛高度和隐
窝深度.

结果: 与正常对照组比较, HRV感染组乳鼠出
现了肠道菌群失调、肠黏膜SIgA下降、血清
IFN-γ和TNF-α上升、肠黏膜机械屏障受损, 
预防组和治疗组乳鼠肠道菌群失调、肠黏膜
免疫力下降和肠黏膜机械屏障受损的情况均
得到了改善.预防组与治疗组相比, 前者对乳
鼠肠黏膜受损的保护作用效果更好.

结论: L.acidophilus对感染HRV乳鼠肠黏膜有
一定的保护作用, 感染前灌服L.acidophilus的
保护效果好于感染后灌服.

关键词: 轮状病毒; 嗜酸乳杆菌; 乳鼠; 肠黏膜
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0  引言

人轮状病毒(human rotavirus, HRV)是婴幼儿非(human rotavirus, HRV)是婴幼儿非是婴幼儿非

细菌性腹泻的主要病毒性病原. 国内部分地区. 国内部分地区国内部分地区

近期统计: 天津市住院腹泻患儿中HRV阳性检: 天津市住院腹泻患儿中HRV阳性检天津市住院腹泻患儿中HRV阳性检HRV阳性检阳性检

出率为37.53%37.53%[1]; 重庆儿童医院就诊的非细菌重庆儿童医院就诊的非细菌

性急性腹泻婴幼儿大便轮状病毒检测阳性率为

50.69%, 高峰月份在11-12月, 分别为63.27%和高峰月份在11-12月, 分别为63.27%和11-12月, 分别为63.27%和月, 分别为63.27%和, 分别为63.27%和分别为63.27%和63.27%和和

62.16%[2]; 张昕等张昕等[3]统计我国5岁及以下儿童占5岁及以下儿童占岁及以下儿童占

人群其他感染性腹泻病例总数的50.98%, 病原50.98%, 病原病原

学诊断90.65%为病毒性, 病毒性感染性腹泻以90.65%为病毒性, 病毒性感染性腹泻以为病毒性, 病毒性感染性腹泻以, 病毒性感染性腹泻以病毒性感染性腹泻以

HRV(92.75%)感染为主. 虽然婴幼儿HRV感染感染为主. 虽然婴幼儿HRV感染. 虽然婴幼儿HRV感染虽然婴幼儿HRV感染HRV感染感染

率很高, 但至今尚无理想的HRV感染预防疫苗, 但至今尚无理想的HRV感染预防疫苗但至今尚无理想的HRV感染预防疫苗HRV感染预防疫苗感染预防疫苗

和特效治疗药物. 益生菌可通过激发机体免疫. 益生菌可通过激发机体免疫 益生菌可通过激发机体免疫

系统中的树突状细胞, 增强宿主的免疫防御功, 增强宿主的免疫防御功增强宿主的免疫防御功

能, 并可高效定植于肠黏膜上皮细胞, 从而抑制, 并可高效定植于肠黏膜上皮细胞, 从而抑制并可高效定植于肠黏膜上皮细胞, 从而抑制, 从而抑制从而抑制

多种病原体在肠道上皮细胞上的定植, 益生菌, 益生菌益生菌

也可产生一些小分子蛋白质P40和P70等, 这类P40和P70等, 这类和P70等, 这类P70等, 这类等, 这类, 这类这类

蛋白质能减轻过HH2O2对肠道上皮细胞的氧化

伤害[4-7]. 虽然目前有一些应用益生菌治疗多种虽然目前有一些应用益生菌治疗多种

腹泻的研究报道, 但我们仍然没有完全了解益, 但我们仍然没有完全了解益但我们仍然没有完全了解益

生菌复杂的作用机制, 通过对益生菌的深入研, 通过对益生菌的深入研通过对益生菌的深入研

究, 能使其更好地为我们服务. 我们先前探讨, 能使其更好地为我们服务. 我们先前探讨能使其更好地为我们服务. 我们先前探讨. 我们先前探讨我们先前探讨

过L.acidophilus对乳鼠感染HRV的预防和治疗HRV的预防和治疗的预防和治疗

作用[8], 但未深入研究但未深入研究L.acidophilus对感染HRVHRV
乳鼠肠黏膜的保护作用. 本文我们进一步探讨. 本文我们进一步探讨本文我们进一步探讨

L.ac idophi lus对感染HRV乳鼠肠黏膜生物屏HRV乳鼠肠黏膜生物屏乳鼠肠黏膜生物屏

障、免疫屏障和机械屏障的保护作用, 结果报, 结果报结果报

告如下..

1  材料和方法

1.1 材料材料 HRV Wa毒株, 由中国预防医学科学院HRV Wa毒株, 由中国预防医学科学院毒株, 由中国预防医学科学院, 由中国预防医学科学院 由中国预防医学科学院

病毒研究所提供, 用于病毒增殖和测定的细胞, 用于病毒增殖和测定的细胞用于病毒增殖和测定的细胞

为MA104细胞(非洲绿猴胎肾细胞传代细胞系).MA104细胞(非洲绿猴胎肾细胞传代细胞系).细胞(非洲绿猴胎肾细胞传代细胞系).(非洲绿猴胎肾细胞传代细胞系).非洲绿猴胎肾细胞传代细胞系).). 
MA104细胞在MEM Eagle培养液中生长和传代,细胞在MEM Eagle培养液中生长和传代,MEM Eagle培养液中生长和传代,培养液中生长和传代,, 
采用空斑形成法滴定病毒的感染滴度, 待病毒, 待病毒待病毒

滴度达到10107空斑形成单位(plaque forming unit,(plaque forming unit, 
pfu)时行动物实验. 嗜酸乳杆菌:时行动物实验. 嗜酸乳杆菌:. 嗜酸乳杆菌:嗜酸乳杆菌:: L.acidophilus  
1.1878购自中国科学院微生物研究所菌种库, 实购自中国科学院微生物研究所菌种库, 实, 实实
验时配成10108 cfu/mL的菌液, 经口灌服. 实验动的菌液, 经口灌服. 实验动, 经口灌服. 实验动经口灌服. 实验动. 实验动实验动

物: 购自武汉大学动物实验中心, SPF级昆明种: 购自武汉大学动物实验中心, SPF级昆明种购自武汉大学动物实验中心, SPF级昆明种, SPF级昆明种级昆明种

乳鼠60只, 孕晚期购回, 乳鼠自然娩出, 实验选60只, 孕晚期购回, 乳鼠自然娩出, 实验选只, 孕晚期购回, 乳鼠自然娩出, 实验选, 孕晚期购回, 乳鼠自然娩出, 实验选孕晚期购回, 乳鼠自然娩出, 实验选, 乳鼠自然娩出, 实验选乳鼠自然娩出, 实验选, 实验选实验选

择雌雄各半的小鼠, 体质量2.20 g±0.94 g, 小, 体质量2.20 g±0.94 g, 小体质量2.20 g±0.94 g, 小2.20 g±0.94 g, 小小
鼠饲养于有空气过滤膜的鼠笼内. 动物使用许. 动物使用许动物使用许

可证: SYXK(鄂)2008-0013. 实验前成年鼠大便: SYXK(鄂)2008-0013. 实验前成年鼠大便鄂)2008-0013. 实验前成年鼠大便)2008-0013. 实验前成年鼠大便实验前成年鼠大便

HRV抗原均为阴性. 肠球菌培养基(EC)、肠杆菌抗原均为阴性. 肠球菌培养基(EC)、肠杆菌. 肠球菌培养基(EC)、肠杆菌肠球菌培养基(EC)、肠杆菌(EC)、肠杆菌、肠杆菌

培养基(EMB)、双歧杆菌培养基(TPY)、乳酸杆(EMB)、双歧杆菌培养基(TPY)、乳酸杆、双歧杆菌培养基(TPY)、乳酸杆(TPY)、乳酸杆、乳酸杆

菌培养基(LBS)均购自青岛海博技术有限公司;(LBS)均购自青岛海博技术有限公司;均购自青岛海博技术有限公司;; 
SIgA试剂购自Sigma公司; IFN-试剂购自Sigma公司; IFN-Sigma公司; IFN-公司; IFN-; IFN-γ、TNF-TNF-α试剂购

自上海森雄科技实业有限公司; Ringer缓冲液购; Ringer缓冲液购缓冲液购

自OXOID公司.OXOID公司.公司.. 
1.2方法方法

1.2.1 实验分组及实验分组及L.acidophilus干预方法:: 实验选实验选

用60只乳鼠(雌雄各30只), 随母鼠按窝均分为460只乳鼠(雌雄各30只), 随母鼠按窝均分为4只乳鼠(雌雄各30只), 随母鼠按窝均分为4(雌雄各30只), 随母鼠按窝均分为4雌雄各30只), 随母鼠按窝均分为430只), 随母鼠按窝均分为4只), 随母鼠按窝均分为4), 随母鼠按窝均分为4随母鼠按窝均分为44
组: 正常对照组、HRV感染组、: 正常对照组、HRV感染组、正常对照组、HRV感染组、HRV感染组、感染组、L.acidophilus预
防组、L.acidophilus治疗组, 每组15只. HRV感, 每组15只. HRV感每组15只. HRV感15只. HRV感只. HRV感. HRV感感

染组按照参考文献[9,10]的方法建立乳鼠感染HRVHRV
模型, 即乳鼠出生的第4天上午用改良的1 mL注, 即乳鼠出生的第4天上午用改良的1 mL注即乳鼠出生的第4天上午用改良的1 mL注4天上午用改良的1 mL注天上午用改良的1 mL注1 mL注注
射器经口灌服(自然吸吮法)50(自然吸吮法)50自然吸吮法)50)50 μL HRV液(3×液(3×(3×
106 pfu/mL); L.acidophilus预防组出生后第1天1天天
起, 每天灌服50, 每天灌服50每天灌服5050 μL L.acidophilus (108 cfu/mL), 连连
续3 d, 第4天灌服503 d, 第4天灌服50第4天灌服504天灌服50天灌服5050 μL HRV液(3×10液(3×10(3×106 pfu/mL); 
L.acidophilus治疗组第4天灌服504天灌服50天灌服5050 μL HRV液(3液(3(3
×106 pfu/mL), 1 h后, 灌服50后, 灌服50, 灌服50灌服5050 μL L.acidophilus , 
次日起每天灌服5050 μL L.acidophilus , 连续4 d.连续4 d.4 d. 
正常对照组出生后第4天灌服504天灌服50天灌服5050 μL细胞培养液.细胞培养液.. 
1.2.2 临床观察及乳鼠大便HRV抗原检测:临床观察及乳鼠大便HRV抗原检测:HRV抗原检测:抗原检测:: 从第从第
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4天开始, 每天2次(早晚各1次), 观察乳鼠的腹天开始, 每天2次(早晚各1次), 观察乳鼠的腹, 每天2次(早晚各1次), 观察乳鼠的腹每天2次(早晚各1次), 观察乳鼠的腹2次(早晚各1次), 观察乳鼠的腹次(早晚各1次), 观察乳鼠的腹(早晚各1次), 观察乳鼠的腹早晚各1次), 观察乳鼠的腹), 观察乳鼠的腹观察乳鼠的腹

泻情况, 计数乳鼠死亡数量. 按试剂说明书用, 计数乳鼠死亡数量. 按试剂说明书用计数乳鼠死亡数量. 按试剂说明书用. 按试剂说明书用按试剂说明书用

ELISA方法检测乳鼠大便HRV抗原. 腹泻的判断方法检测乳鼠大便HRV抗原. 腹泻的判断HRV抗原. 腹泻的判断抗原. 腹泻的判断. 腹泻的判断腹泻的判断

分为6级: 1级为无大便; 2级为黄色成型便; 3级6级: 1级为无大便; 2级为黄色成型便; 3级级: 1级为无大便; 2级为黄色成型便; 3级: 1级为无大便; 2级为黄色成型便; 3级级为无大便; 2级为黄色成型便; 3级; 2级为黄色成型便; 3级级为黄色成型便; 3级; 3级级
为黄色糊状便; 4级为黄色水样黏液便; 5级为黄; 4级为黄色水样黏液便; 5级为黄级为黄色水样黏液便; 5级为黄; 5级为黄级为黄

色蛋汤样便; 6级为完全黄色水样便. 3级(黄色糊; 6级为完全黄色水样便. 3级(黄色糊级为完全黄色水样便. 3级(黄色糊. 3级(黄色糊级(黄色糊(黄色糊黄色糊

状便)及以上的才判断为腹泻, 3、4、5级腹泻为)及以上的才判断为腹泻, 3、4、5级腹泻为及以上的才判断为腹泻, 3、4、5级腹泻为, 3、4、5级腹泻为、4、5级腹泻为4、5级腹泻为、5级腹泻为5级腹泻为级腹泻为

轻型, 6级为重型., 6级为重型.级为重型.. 
1.2.3 乳鼠盲肠内容物菌群分析:乳鼠盲肠内容物菌群分析:: 实验过程的第

8天下午, 断头处死每组9只乳鼠, 取盲肠内新鲜天下午, 断头处死每组9只乳鼠, 取盲肠内新鲜, 断头处死每组9只乳鼠, 取盲肠内新鲜断头处死每组9只乳鼠, 取盲肠内新鲜9只乳鼠, 取盲肠内新鲜只乳鼠, 取盲肠内新鲜, 取盲肠内新鲜取盲肠内新鲜

粪便0.1 g置于9 mL含半胱氨酸的Ringer稀释液0.1 g置于9 mL含半胱氨酸的Ringer稀释液置于9 mL含半胱氨酸的Ringer稀释液9 mL含半胱氨酸的Ringer稀释液含半胱氨酸的Ringer稀释液Ringer稀释液稀释液

内, 搅拌混匀, 并制成浓度为10, 搅拌混匀, 并制成浓度为10搅拌混匀, 并制成浓度为10, 并制成浓度为10并制成浓度为1010-2、1010-4、1010-6、

10-8 g/mL的4种混悬液, 各取0.1 mL分别接种于的4种混悬液, 各取0.1 mL分别接种于4种混悬液, 各取0.1 mL分别接种于种混悬液, 各取0.1 mL分别接种于, 各取0.1 mL分别接种于各取0.1 mL分别接种于0.1 mL分别接种于分别接种于

肠杆菌选择性培养基(EMB)、肠球菌选择性培(EMB)、肠球菌选择性培、肠球菌选择性培

养基(EC)、乳酸杆菌选择性培养基(LBS)、双(EC)、乳酸杆菌选择性培养基(LBS)、双、乳酸杆菌选择性培养基(LBS)、双(LBS)、双、双

岐杆菌选择性培养基(TPY)中, 每个稀释度接种(TPY)中, 每个稀释度接种中, 每个稀释度接种, 每个稀释度接种每个稀释度接种

3个平板. 接种后, EMB、EC置于37 ℃需氧培养个平板. 接种后, EMB、EC置于37 ℃需氧培养. 接种后, EMB、EC置于37 ℃需氧培养接种后, EMB、EC置于37 ℃需氧培养, EMB、EC置于37 ℃需氧培养、EC置于37 ℃需氧培养EC置于37 ℃需氧培养置于37 ℃需氧培养37 ℃需氧培养

18-24 h, LBS、TPY置于37 ℃厌氧培养48-72 h,、TPY置于37 ℃厌氧培养48-72 h,TPY置于37 ℃厌氧培养48-72 h,置于37 ℃厌氧培养48-72 h,37 ℃厌氧培养48-72 h, 
培养后以菌落形态、Gram染色镜检、生化反应Gram染色镜检、生化反应染色镜检、生化反应

等鉴定菌落并计数每个平板上目的菌的菌落个

数, 计算每克粪便的菌落形成单位(colony form-, 计算每克粪便的菌落形成单位(colony form-计算每克粪便的菌落形成单位(colony form-(colony form-
ing unit, cfu), cfu = 菌落数×10菌落数×1010n×10(n为相应的为相应的

稀释度, 10为换算系数), 结果用相应的对数值, 10为换算系数), 结果用相应的对数值为换算系数), 结果用相应的对数值), 结果用相应的对数值结果用相应的对数值

表示.. 
1.2.4 乳鼠肠黏膜SIgA测定:乳鼠肠黏膜SIgA测定:SIgA测定:测定:: 取乳鼠幽门下5 cm5 cm
至回盲部约10 cm小肠段, 平铺于滤纸上, 纵行剪10 cm小肠段, 平铺于滤纸上, 纵行剪小肠段, 平铺于滤纸上, 纵行剪, 平铺于滤纸上, 纵行剪平铺于滤纸上, 纵行剪, 纵行剪纵行剪

开, 无菌PBS反复冲洗肠腔表面后, 用载玻片轻, 无菌PBS反复冲洗肠腔表面后, 用载玻片轻无菌PBS反复冲洗肠腔表面后, 用载玻片轻PBS反复冲洗肠腔表面后, 用载玻片轻反复冲洗肠腔表面后, 用载玻片轻, 用载玻片轻用载玻片轻

刮黏膜表面黏液, 收集于1.5 mL无菌Eppondoff, 收集于1.5 mL无菌Eppondoff收集于1.5 mL无菌Eppondoff1.5 mL无菌Eppondoff无菌EppondoffEppondoff
管内, -70 ℃保存待测. 等所有标本采集完毕, 取, -70 ℃保存待测. 等所有标本采集完毕, 取等所有标本采集完毕, 取, 取取
出复溶, 取上清液及标准品, 按试剂盒操作, 用, 取上清液及标准品, 按试剂盒操作, 用取上清液及标准品, 按试剂盒操作, 用, 按试剂盒操作, 用按试剂盒操作, 用, 用用
ELISA方法检测SIgA.方法检测SIgA.SIgA. 
1.2.5 乳鼠血清IFN-乳鼠血清IFN-IFN-γ和TNF-TNF-α检测:: 断头处死乳断头处死乳

鼠后取血2-3 mL, 4 ℃, 2 500 r/min离心10 min,2-3 mL, 4 ℃, 2 500 r/min离心10 min,离心10 min,10 min, 
吸取血清. 按试剂盒操作, 用ELISA方法检测. 按试剂盒操作, 用ELISA方法检测按试剂盒操作, 用ELISA方法检测, 用ELISA方法检测用ELISA方法检测ELISA方法检测方法检测

IFN-γ和TNF-TNF-α的吸光度值, 制作标准曲线并计, 制作标准曲线并计制作标准曲线并计

算出IFN-IFN-γ和TNF-TNF-α的含量.. 

1.2.6 乳鼠小肠黏膜厚度、绒毛高度和隐窝深度乳鼠小肠黏膜厚度、绒毛高度和隐窝深度

测量:: 取每组9只乳鼠小肠段2 cm, 10%甲醛固取每组9只乳鼠小肠段2 cm, 10%甲醛固9只乳鼠小肠段2 cm, 10%甲醛固只乳鼠小肠段2 cm, 10%甲醛固2 cm, 10%甲醛固甲醛固

定制成石蜡切片, 每只2张, 共18张, HE染色, 用, 每只2张, 共18张, HE染色, 用每只2张, 共18张, HE染色, 用2张, 共18张, HE染色, 用张, 共18张, HE染色, 用, 共18张, HE染色, 用共18张, HE染色, 用18张, HE染色, 用张, HE染色, 用, HE染色, 用染色, 用, 用用
Image-Pro Plus 5.1图像软件测量所有乳鼠小肠图像软件测量所有乳鼠小肠

的黏膜厚度、绒毛高度和隐窝深度, 并计算绒, 并计算绒并计算绒

毛高度与隐窝深度的比值(绒毛高度/隐窝深度).(绒毛高度/隐窝深度).绒毛高度/隐窝深度)./隐窝深度).隐窝深度).). 
统计学处理 各组数据以mean±SD表示, 采各组数据以mean±SD表示, 采mean±SD表示, 采表示, 采, 采采

用SPSS13.0统计软件对数据进行SPSS13.0统计软件对数据进行统计软件对数据进行t检验和方差分

析,, P <0.05为差异有统计学意义.为差异有统计学意义.. 

2  结果

2.1 临床观察及乳鼠大便HRV抗原检测结果临床观察及乳鼠大便HRV抗原检测结果HRV抗原检测结果抗原检测结果 正
常对照组乳鼠全过程未见腹泻, 精神良好, 活动, 精神良好, 活动精神良好, 活动, 活动活动

正常, 皮肤无皱褶, 无死亡, 死亡率为0%. HRV, 皮肤无皱褶, 无死亡, 死亡率为0%. HRV皮肤无皱褶, 无死亡, 死亡率为0%. HRV, 无死亡, 死亡率为0%. HRV无死亡, 死亡率为0%. HRV, 死亡率为0%. HRV死亡率为0%. HRV0%. HRV
感染组乳鼠在第4-8天出现明显腹胀, 精神倦怠,4-8天出现明显腹胀, 精神倦怠,天出现明显腹胀, 精神倦怠,, 精神倦怠,精神倦怠,, 
活动减少, 第4-8天排出淡黄色稀水样便, 腹泻, 第4-8天排出淡黄色稀水样便, 腹泻第4-8天排出淡黄色稀水样便, 腹泻4-8天排出淡黄色稀水样便, 腹泻天排出淡黄色稀水样便, 腹泻, 腹泻腹泻

率达100%, 其中轻型腹泻4只, 重型腹泻11只, 至100%, 其中轻型腹泻4只, 重型腹泻11只, 至其中轻型腹泻4只, 重型腹泻11只, 至4只, 重型腹泻11只, 至只, 重型腹泻11只, 至, 重型腹泻11只, 至重型腹泻11只, 至11只, 至只, 至, 至至
第8天死亡6只, 死亡率为40.0%.8天死亡6只, 死亡率为40.0%.天死亡6只, 死亡率为40.0%.6只, 死亡率为40.0%.只, 死亡率为40.0%., 死亡率为40.0%.死亡率为40.0%.40.0%. L.acidophilus预
防组乳鼠的腹泻数仅2只, 且都为轻型腹泻, 乳2只, 且都为轻型腹泻, 乳只, 且都为轻型腹泻, 乳, 且都为轻型腹泻, 乳且都为轻型腹泻, 乳, 乳乳
鼠精神状态与感染组相比明显好转, 至第8天, 至第8天至第8天8天天
死亡率为0%.0%. L.acidophilus治疗组乳鼠有4只腹4只腹只腹

泻, 精神状态与感染组相比也有好转, 至第8天, 精神状态与感染组相比也有好转, 至第8天精神状态与感染组相比也有好转, 至第8天, 至第8天至第8天8天天
死亡率为13.33%. 与HRV感染组相比较, 预防组13.33%. 与HRV感染组相比较, 预防组与HRV感染组相比较, 预防组HRV感染组相比较, 预防组感染组相比较, 预防组, 预防组预防组

和治疗组腹泻持续天数及HRV阳性天数明显缩HRV阳性天数明显缩阳性天数明显缩

短((P <0.01). 预防组和治疗组之间腹泻持续时间预防组和治疗组之间腹泻持续时间

及HRV阳性时间没有统计学差异. 总体而言预HRV阳性时间没有统计学差异. 总体而言预阳性时间没有统计学差异. 总体而言预. 总体而言预总体而言预

防组的临床表现好于治疗组(数据剔除死亡乳(数据剔除死亡乳数据剔除死亡乳

鼠)(表1).)(表1).表1).1).  
2.2 乳鼠盲肠内容物菌群分析乳鼠盲肠内容物菌群分析 除HRV感染组肠除HRV感染组肠HRV感染组肠感染组肠

杆菌减少外(与对照组比较(与对照组比较与对照组比较P <0.05), 其他3组肠其他3组肠

杆菌差异无统计学意义; 4组肠球菌差异也无统; 4组肠球菌差异也无统4组肠球菌差异也无统

计学意义; HRV感染组乳酸杆菌和双歧杆菌数; HRV感染组乳酸杆菌和双歧杆菌数感染组乳酸杆菌和双歧杆菌数

量明显低于其他3组((P <0.01); 治疗组乳酸杆菌治疗组乳酸杆菌

和双歧杆菌数量与正常对照组相比, 差异无统, 差异无统差异无统

计学意义; 预防组的双歧杆菌数量与正常对照; 预防组的双歧杆菌数量与正常对照预防组的双歧杆菌数量与正常对照

组相比, 差异无统计学意义, 但乳酸杆菌数量差, 差异无统计学意义, 但乳酸杆菌数量差差异无统计学意义, 但乳酸杆菌数量差, 但乳酸杆菌数量差但乳酸杆菌数量差

表  1  乳鼠腹泻、死亡数及大便HRV抗原阳性天数 (mean±SD, n  = 15)

     
分组 腹泻鼠(n ) 死亡鼠(n )

                     时间(d)

腹泻 HRV抗原阳性

正常对照组       0      0 0.00 0.00

HRV感染组     15      6 4.20± 0.37 3.88±0.54

L.acidophilus预防组       2      0 1.74± 0.38b 1.15±0.26b

L.acidophilus治疗组       4      2 2.17± 0.32b 1.32±0.38b

bP<0.01 vs  感染组.
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异有统计学意义((P <0.05); 与治疗组相比, 预与治疗组相比, 预, 预预防

组乳酸杆菌((P <0.05)恢复得更快(表2).恢复得更快(表2).(表2).表2).2). 
2.3 乳鼠肠黏膜SIgA测定乳鼠肠黏膜SIgA测定SIgA测定测定 HRV感染组与正常组感染组与正常组

比较, SIgA明显下降(, SIgA明显下降(明显下降((P <0.01), IFN-γ和TNF-TNF-α
都有不同程度的上升 ; 预防组和治疗组乳鼠;  预防组和治疗组乳鼠预防组和治疗组乳鼠

肠黏膜S I g A、血清I F N-S I g A、血清I F N-、血清I F N-I F N-γ及T N F-T N F-α都恢复到

了正常水平, 而且预防组肠黏膜S I g A、血清, 而且预防组肠黏膜S I g A、血清而且预防组肠黏膜S I g A、血清S I g A、血清、血清

IFN-γ明显高于正常对照组((P <0.01); 预防组与预防组与

治疗组相比肠黏膜SIgA、血清IFN-SIgA、血清IFN-、血清IFN-IFN-γ升高明显

(P <0.05), 表明预防组对HRV的免疫应答效果表明预防组对HRV的免疫应答效果HRV的免疫应答效果的免疫应答效果

更好(表3).(表3).表3).3). 
2.4 乳鼠小肠黏膜厚度、绒毛高度和隐窝深度乳鼠小肠黏膜厚度、绒毛高度和隐窝深度

测量 4组乳鼠肠黏膜厚度基本无差异, 绒毛高度, 绒毛高度绒毛高度

差别也不大, 但隐窝深度有差别, HRV感染组低, 但隐窝深度有差别, HRV感染组低但隐窝深度有差别, HRV感染组低, HRV感染组低感染组低

于其他3组((P <0.05); 绒毛高度/隐窝深度也有明绒毛高度/隐窝深度也有明/隐窝深度也有明隐窝深度也有明

显差别, HRV感染组与其他3组相比, 差异有统, HRV感染组与其他3组相比, 差异有统感染组与其他3组相比, 差异有统, 差异有统差异有统

计学意义((P <0.01). 表明表明L.acidophilus能够帮助

感染HRV乳鼠肠黏膜隐窝深度及绒毛高度/隐窝HRV乳鼠肠黏膜隐窝深度及绒毛高度/隐窝乳鼠肠黏膜隐窝深度及绒毛高度/隐窝/隐窝隐窝

深度恢复到正常水平(表4).(表4).表4).4). 

3  讨论

HRV感染组15只乳鼠在感染HRV的第2天全部感染组15只乳鼠在感染HRV的第2天全部15只乳鼠在感染HRV的第2天全部只乳鼠在感染HRV的第2天全部HRV的第2天全部的第2天全部2天全部天全部

出现腹泻症状, 大便HRV病毒抗原检测全为阳, 大便HRV病毒抗原检测全为阳大便HRV病毒抗原检测全为阳HRV病毒抗原检测全为阳病毒抗原检测全为阳

性, 检测感染组中的6只乳鼠小肠HRV结构蛋白, 检测感染组中的6只乳鼠小肠HRV结构蛋白检测感染组中的6只乳鼠小肠HRV结构蛋白6只乳鼠小肠HRV结构蛋白只乳鼠小肠HRV结构蛋白HRV结构蛋白结构蛋白

VP7基因全为阳性, 病理切片显示乳鼠小肠黏膜基因全为阳性, 病理切片显示乳鼠小肠黏膜, 病理切片显示乳鼠小肠黏膜病理切片显示乳鼠小肠黏膜

上皮细胞出现广泛的空泡样变性, 感染HRV乳, 感染HRV乳感染HRV乳HRV乳乳

鼠全都出现了肠黏膜受损的情况[8]. 这表明我们这表明我们

建立的HRV感染乳鼠模型是成功的.HRV感染乳鼠模型是成功的.感染乳鼠模型是成功的.. 
肠黏膜屏障主要由3部分组成: 正常微生物: 正常微生物正常微生物

形成的生物屏障、免疫球蛋白(SIgA为主)和免(SIgA为主)和免为主)和免)和免和免

疫因子(IFN-(IFN-γ、TNF-TNF-α等)形成的免疫屏障以及)形成的免疫屏障以及形成的免疫屏障以及

完整的肠黏膜结构形成的机械屏障[11-13]. 在营养在营养

不良、创伤、严重感染等情况下, 肠黏膜屏障, 肠黏膜屏障肠黏膜屏障

可能会被破坏, 继而会导致肠道菌群失调、病, 继而会导致肠道菌群失调、病继而会导致肠道菌群失调、病

原体黏附和入侵、内毒素入血等一系列严重症

状, 甚至可发展为全身性炎反应综合征(systemic, 甚至可发展为全身性炎反应综合征(systemic甚至可发展为全身性炎反应综合征(systemic(systemic 

表  2  乳鼠盲肠内容物活菌计数结果 (lgcfu/g, mean±SD, n  = 9)

     
分组     肠杆菌     肠球菌   双歧杆菌 乳酸杆菌

正常对照组 4.26±0.62 5.13±0.38 6.19±0.51 6.12±0.58

HRV感染组 3.32±0.38a 4.65±0.63 4.28±0.47b 4.22±0.66b

L.acidophilus预防组 4.04±0.48 4.92±0.27 5.76±0.44d 7.25±0.56ade

L.acidophilus治疗组 3.78±0.45 4.77±0.34 5.41±0.67d 5.96±0.74d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  感染组; eP<0.05 vs  治疗组.

表  3  乳鼠肠黏膜SIgA及血清IFN-γ、TNF-α测定结果(mean±SD, n  = 9)

     
分组 SIgA(μmol/L) IFN-γ(pg/mL) TNF-α(pg/mL)

正常对照组 1.08±0.46 27.16±3.87 75.31±10.28

HRV感染组 0.62±0.18b 37.54±5.66b 90.45±16.13a

L.acidophilus预防组 2.27±0.62bde 45.21±4.21bde 73.36±8.67c

L.acidophilus治疗组 1.68±0.71ad 39.36±6.12b 81.06±9.14c

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  感染组; eP<0.05 vs  治疗组.

表  4  各组乳鼠小肠黏膜厚度、绒毛高度和隐窝深度IPP5.1测量结果 (mean±SD, n  = 9)

     
分组 黏膜厚度(μm) 绒毛高度(μm) 隐窝深度(μm) 绒毛高度/隐窝深度

正常对照组   332±32.4   308±24.2     35±2.4       8.8±0.62

HRV感染组   324±28.1   294±36.5     43±3.6a       6.8±0.83b

L.acidophilus预防组   338±40.3   312±40.2     36±4.2c       8.7±0.46d

L.acidophilus治疗组   326±33.5   302±38.4     35±3.3c       8.6±0.71d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  感染组.
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inflammatory response syndrome, SIRS)和多器官

功能衰竭综合征(multiple organs deficiency syn-(multiple organs deficiency syn-
drome, MODS)[14]. 因此, 在某些疾病可能导致肠因此, 在某些疾病可能导致肠, 在某些疾病可能导致肠在某些疾病可能导致肠

黏膜屏障破坏的早期, 采取有效措施保护肠黏, 采取有效措施保护肠黏采取有效措施保护肠黏

膜屏障功能, 有助于控制病情, 有助于控制病情有助于控制病情[15]. 
生物屏障由定植于肠黏膜表面的常驻菌群

形成. 正常情况下, 肠黏膜表面生长着大量的厌. 正常情况下, 肠黏膜表面生长着大量的厌正常情况下, 肠黏膜表面生长着大量的厌, 肠黏膜表面生长着大量的厌肠黏膜表面生长着大量的厌

氧菌(乳酸杆菌、双歧杆菌等), 他们可通过黏附(乳酸杆菌、双歧杆菌等), 他们可通过黏附乳酸杆菌、双歧杆菌等), 他们可通过黏附), 他们可通过黏附他们可通过黏附

作用与肠上皮细胞紧密结合, 有序定植于肠上, 有序定植于肠上有序定植于肠上

皮表面, 形成菌膜. 这种菌膜一方面起占位性保, 形成菌膜. 这种菌膜一方面起占位性保形成菌膜. 这种菌膜一方面起占位性保. 这种菌膜一方面起占位性保这种菌膜一方面起占位性保

护作用, 另一方面可产生H, 另一方面可产生H另一方面可产生HH2O2等物质, 抑制病原, 抑制病原抑制病原

菌黏附和生长繁殖. 此外, 乳酸杆菌还可促进受. 此外, 乳酸杆菌还可促进受此外, 乳酸杆菌还可促进受, 乳酸杆菌还可促进受乳酸杆菌还可促进受

损肠黏膜修复, 防止致病菌在肠上皮细胞间易, 防止致病菌在肠上皮细胞间易防止致病菌在肠上皮细胞间易

位, 产生短链脂肪酸、乳酸等营养成分, 产生短链脂肪酸、乳酸等营养成分产生短链脂肪酸、乳酸等营养成分[16-19]. 本本
实验中的乳鼠感染HRV后, 肠黏膜中的乳酸杆HRV后, 肠黏膜中的乳酸杆后, 肠黏膜中的乳酸杆, 肠黏膜中的乳酸杆肠黏膜中的乳酸杆

菌、双歧杆菌显著减少, 需氧菌相对增多, 导致, 需氧菌相对增多, 导致需氧菌相对增多, 导致, 导致导致

菌群紊乱, 肠黏膜生物屏障受损., 肠黏膜生物屏障受损.肠黏膜生物屏障受损.. L.acidophilus
是乳酸杆菌中比较重要的一大类, 他们定植于, 他们定植于他们定植于

肠道内, 可阻止致病菌或病毒对黏膜细胞的侵, 可阻止致病菌或病毒对黏膜细胞的侵可阻止致病菌或病毒对黏膜细胞的侵

入, 促进肠道内正常菌群的生长繁殖, 对引起, 促进肠道内正常菌群的生长繁殖, 对引起促进肠道内正常菌群的生长繁殖, 对引起, 对引起对引起

急慢性腹泻的多种致病菌和病毒均有抑制作

用[20,21]. 本实验结果显示, 感染HRV乳鼠灌服本实验结果显示, 感染HRV乳鼠灌服, 感染HRV乳鼠灌服感染HRV乳鼠灌服HRV乳鼠灌服乳鼠灌服

L.acidophilus后, 肠道菌群完全恢复正常, 提示, 肠道菌群完全恢复正常, 提示肠道菌群完全恢复正常, 提示, 提示提示

L.acidophilus不仅能补充乳酸杆菌数量, 还能刺, 还能刺还能刺

激双歧杆菌等其他益生菌增殖, 同时抑制需氧, 同时抑制需氧同时抑制需氧

菌(肠杆菌、肠球菌等)的生长, 使肠道菌群失衡(肠杆菌、肠球菌等)的生长, 使肠道菌群失衡肠杆菌、肠球菌等)的生长, 使肠道菌群失衡)的生长, 使肠道菌群失衡的生长, 使肠道菌群失衡, 使肠道菌群失衡使肠道菌群失衡

得到改善. 我们得实验还显示, 在HRV感染前灌. 我们得实验还显示, 在HRV感染前灌我们得实验还显示, 在HRV感染前灌, 在HRV感染前灌在HRV感染前灌HRV感染前灌感染前灌

服L.acidophilus比感染后灌服更有利于保持肠道

常驻菌群的稳定, 提示, 提示提示L.acidophilus在乳鼠肠道

感染HRV前灌服的效果好于感染后治疗.HRV前灌服的效果好于感染后治疗.前灌服的效果好于感染后治疗.. 
肠黏膜免疫屏障是由多种免疫成分组成

的. 肠黏膜SIgA是黏膜表面主要的体液免疫成. 肠黏膜SIgA是黏膜表面主要的体液免疫成肠黏膜SIgA是黏膜表面主要的体液免疫成SIgA是黏膜表面主要的体液免疫成是黏膜表面主要的体液免疫成

分, 是防御病原体在黏膜黏附和定植的重要防, 是防御病原体在黏膜黏附和定植的重要防是防御病原体在黏膜黏附和定植的重要防

线. SIgA可抑制细菌或病毒黏附在肠上皮表面,. SIgA可抑制细菌或病毒黏附在肠上皮表面,可抑制细菌或病毒黏附在肠上皮表面,, 
抑制病毒的装配和在细胞间的释放, 对减少病, 对减少病对减少病

毒在黏膜上的复制起着重要的作用[22,23]. 本实本实

验显示, 乳鼠感染HRV后, SIgA分泌减少, 在灌, 乳鼠感染HRV后, SIgA分泌减少, 在灌乳鼠感染HRV后, SIgA分泌减少, 在灌HRV后, SIgA分泌减少, 在灌后, SIgA分泌减少, 在灌, SIgA分泌减少, 在灌分泌减少, 在灌, 在灌在灌

服L.acidophilus后, 肠黏膜SIgA分泌显著增加,, 肠黏膜SIgA分泌显著增加,肠黏膜SIgA分泌显著增加,SIgA分泌显著增加,分泌显著增加,, 
提示L.acidophilus是刺激感染HRV乳鼠肠黏膜HRV乳鼠肠黏膜乳鼠肠黏膜

SIgA分泌增加的有效诱因. 另有研究显示, 正常分泌增加的有效诱因. 另有研究显示, 正常. 另有研究显示, 正常另有研究显示, 正常, 正常正常

菌群与肠道黏膜间具有高度适应性, 能促使肠, 能促使肠能促使肠

道黏膜分泌IgA, 其分泌量是整个人体免疫系统IgA, 其分泌量是整个人体免疫系统其分泌量是整个人体免疫系统

分泌量的417倍417倍倍[24]. 本实验显示,本实验显示,, L.acidophilus在
乳鼠肠道感染HRV前定植更能有效刺激肠黏膜HRV前定植更能有效刺激肠黏膜前定植更能有效刺激肠黏膜

SIgA的分泌.的分泌.. 
IFN-γ主要由活化Th1细胞和NK细胞产生,Th1细胞和NK细胞产生,细胞和NK细胞产生,NK细胞产生,细胞产生,, 

是机体抗H RV病毒感染中最重要的细胞因子H RV病毒感染中最重要的细胞因子病毒感染中最重要的细胞因子

之一, 是一种多功能的免疫活性物质, 具有抗病, 是一种多功能的免疫活性物质, 具有抗病是一种多功能的免疫活性物质, 具有抗病, 具有抗病具有抗病

毒、抗肿瘤、免疫调节等作用. IFN-. IFN-γ能增强细

胞毒性T细胞和NK细胞杀伤靶细胞的能力, 增T细胞和NK细胞杀伤靶细胞的能力, 增细胞和NK细胞杀伤靶细胞的能力, 增NK细胞杀伤靶细胞的能力, 增细胞杀伤靶细胞的能力, 增, 增增
强巨噬细胞的杀伤能力, 并促进单核巨噬细胞, 并促进单核巨噬细胞并促进单核巨噬细胞

的抗病毒功能. HRV感染小鼠小肠上皮黏膜细. HRV感染小鼠小肠上皮黏膜细感染小鼠小肠上皮黏膜细

胞后, 可刺激 CTL和Th1细胞产生IFN-, 可刺激 CTL和Th1细胞产生IFN-可刺激 CTL和Th1细胞产生IFN- CTL和Th1细胞产生IFN-和Th1细胞产生IFN-Th1细胞产生IFN-细胞产生IFN-IFN-γ等细胞

因子[25,26]. 石海矾等石海矾等[27]研究发现, HRV感染乳鼠, HRV感染乳鼠感染乳鼠

小肠黏膜IFN-IFN-γ表达细胞数及灰度值均显著高于

正常组, 表明HRV感染乳鼠小肠黏膜IFN-, 表明HRV感染乳鼠小肠黏膜IFN-表明HRV感染乳鼠小肠黏膜IFN-HRV感染乳鼠小肠黏膜IFN-感染乳鼠小肠黏膜IFN-IFN-γ表达

细胞数增多. 本实验显示, 感染组与正常对照组. 本实验显示, 感染组与正常对照组本实验显示, 感染组与正常对照组, 感染组与正常对照组感染组与正常对照组

相比血清IFN-IFN-γ明显增加, 提示细胞免疫已被激, 提示细胞免疫已被激提示细胞免疫已被激

活. 与感染组相比, 预防组和治疗组血清IFN-. 与感染组相比, 预防组和治疗组血清IFN-与感染组相比, 预防组和治疗组血清IFN-, 预防组和治疗组血清IFN-预防组和治疗组血清IFN-IFN-γ又
有明显升高, 提示, 提示提示L.acidophilus可通过提高IFN-IFN-γ
水平来调节感染HRV乳鼠的细胞免疫功能. 预HRV乳鼠的细胞免疫功能. 预乳鼠的细胞免疫功能. 预. 预预
防组与治疗组相比, IFN-, IFN-γ水平又有明显升高, 提, 提提
示预防组免疫因子提升得更快.. 

TNF-α主要由激活的单核巨噬细胞产生, 在, 在在
机体受到损伤性时, 可很快产生并在短时间内, 可很快产生并在短时间内可很快产生并在短时间内

达到高峰. TNF-. TNF-α可促使中性粒细胞聚集, 被激, 被激被激

活后可释放大量的活性氧代谢产物(reactivated(reactivated 
oxygen species, ROS)、弹性蛋白酶(elastase,、弹性蛋白酶(elastase,(elastase, 
ET)、杀菌性通透性增加蛋白酶(bactericidal per-、杀菌性通透性增加蛋白酶(bactericidal per-(bactericidal per-
meability increasing protein, BPIP)、防御素等,、防御素等,, 
对血管内皮细胞和肠黏膜上皮细胞造成损伤.. 
TNF-α还可刺激诱导型一氧化氮合成酶(iNOS),(iNOS), 
使其活性增加,生成大量的一氧化氮(NO), 并通,生成大量的一氧化氮(NO), 并通生成大量的一氧化氮(NO), 并通(NO), 并通并通

过其毒性代谢产物过氧亚硝基阴离子损伤肠黏

膜[28]; TNF-α还能通过交感-肾上腺髓质系统使-肾上腺髓质系统使肾上腺髓质系统使

儿茶酚胺分泌增加, 儿茶酚胺可促进多种血管, 儿茶酚胺可促进多种血管儿茶酚胺可促进多种血管

活性物质释放, 如白三烯(LT)、前列腺素(PG)、, 如白三烯(LT)、前列腺素(PG)、如白三烯(LT)、前列腺素(PG)、(LT)、前列腺素(PG)、、前列腺素(PG)、(PG)、、
血栓素A2(TXA2)、PAF等, 加剧微循环障碍, 加A2(TXA2)、PAF等, 加剧微循环障碍, 加、PAF等, 加剧微循环障碍, 加PAF等, 加剧微循环障碍, 加等, 加剧微循环障碍, 加, 加剧微循环障碍, 加加剧微循环障碍, 加, 加加
重肠黏膜屏障损伤; TNF-; TNF-α还能引起发热、食欲

减退等, 间接引起肠黏膜屏障损伤. 总之, TNF-, 间接引起肠黏膜屏障损伤. 总之, TNF-间接引起肠黏膜屏障损伤. 总之, TNF-. 总之, TNF-总之, TNF-, TNF-α
在应激状态下, 可激活一系列的炎症因子, 并, 可激活一系列的炎症因子, 并可激活一系列的炎症因子, 并, 并并
不断相互作用循环促进, 形成“瀑布样”反应,, 形成“瀑布样”反应,形成“瀑布样”反应,, 
在引起一系列炎症病理变化的同时引起肠黏

膜屏障的损伤[29,30]. 另有研究证实HRV肠炎时,另有研究证实HRV肠炎时,HRV肠炎时,肠炎时,,
肠黏膜的病理损伤与TNF-TNF-α的高表达有关[31,32]. 
本实验显示, 感染HRV乳鼠血清TNF-, 感染HRV乳鼠血清TNF-感染HRV乳鼠血清TNF-HRV乳鼠血清TNF-乳鼠血清TNF-TNF-α水平升

高, 肠黏膜出现了病理损伤, 经, 肠黏膜出现了病理损伤, 经肠黏膜出现了病理损伤, 经, 经经L.acidophilus治
疗后, TNF-, TNF-α水平降低, 肠黏膜炎症减轻, 提示, 肠黏膜炎症减轻, 提示肠黏膜炎症减轻, 提示, 提示提示

L.acidophilus可通过下调TNF-TNF-α水平来减轻感染

HRV乳鼠肠黏膜的损伤.乳鼠肠黏膜的损伤.. 
用光镜观察肠黏膜厚度、绒毛高度和隐窝

深度, 可直接从结构上反映肠黏膜的机械屏障, 可直接从结构上反映肠黏膜的机械屏障可直接从结构上反映肠黏膜的机械屏障

■应用要点
L.acidophilus 对
感 染 H R V 乳 鼠
有预防和治疗作
用 ,  而 且 在 乳 鼠
感染HRV前灌服
10 8 cfu/mL浓度
L.acidophilus 的效
果比感染后灌服
好. L.acidophilus
对感染HRV乳鼠
的预防和治疗作
用与其能够保护
小鼠肠黏膜免受
损伤有关.
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情况. 本实验显示, HRV感染组与正常对照相. 本实验显示, HRV感染组与正常对照相本实验显示, HRV感染组与正常对照相, HRV感染组与正常对照相感染组与正常对照相

比, 黏膜厚度和绒毛高度变化不大, 但隐窝深, 黏膜厚度和绒毛高度变化不大, 但隐窝深黏膜厚度和绒毛高度变化不大, 但隐窝深, 但隐窝深但隐窝深

度加大, 绒毛高度/窝深度显著减低. 从形态上, 绒毛高度/窝深度显著减低. 从形态上绒毛高度/窝深度显著减低. 从形态上/窝深度显著减低. 从形态上窝深度显著减低. 从形态上. 从形态上从形态上

可见感染H RV乳鼠肠上皮细胞出现广泛的空H RV乳鼠肠上皮细胞出现广泛的空乳鼠肠上皮细胞出现广泛的空

泡样变性[8], 但测量绒毛高度并无太大变化, 分但测量绒毛高度并无太大变化, 分, 分分
析其原因可能有二: 感染HRV乳鼠肠绒毛有水: 感染HRV乳鼠肠绒毛有水感染HRV乳鼠肠绒毛有水HRV乳鼠肠绒毛有水乳鼠肠绒毛有水

肿、萎缩发生, 但脱落并不明显; 与测量时间, 但脱落并不明显; 与测量时间但脱落并不明显; 与测量时间; 与测量时间与测量时间

有关. 陈军华等. 陈军华等陈军华等[33]研究认为, 乳鼠感染HRV后第, 乳鼠感染HRV后第乳鼠感染HRV后第HRV后第后第

1-2天绒毛高度与正常对照组比较差异有统计天绒毛高度与正常对照组比较差异有统计

学意义, 第3天后差异就不明显了; 乳鼠感染后, 第3天后差异就不明显了; 乳鼠感染后第3天后差异就不明显了; 乳鼠感染后3天后差异就不明显了; 乳鼠感染后天后差异就不明显了; 乳鼠感染后; 乳鼠感染后乳鼠感染后

第2、3、4天正常对照组与感染组肠隐窝深度2、3、4天正常对照组与感染组肠隐窝深度、3、4天正常对照组与感染组肠隐窝深度3、4天正常对照组与感染组肠隐窝深度、4天正常对照组与感染组肠隐窝深度4天正常对照组与感染组肠隐窝深度天正常对照组与感染组肠隐窝深度

差异有显著性. 我们在乳鼠感染HRV后第4天检. 我们在乳鼠感染HRV后第4天检我们在乳鼠感染HRV后第4天检HRV后第4天检后第4天检4天检天检

测, 发现隐窝深度加大、绒毛高度/隐窝深度显, 发现隐窝深度加大、绒毛高度/隐窝深度显发现隐窝深度加大、绒毛高度/隐窝深度显/隐窝深度显隐窝深度显

著减低, 这与陈军华等的研究基本一致. 在灌服, 这与陈军华等的研究基本一致. 在灌服这与陈军华等的研究基本一致. 在灌服. 在灌服在灌服

L.acidophilus后, 感染HRV乳鼠的小肠隐窝深度, 感染HRV乳鼠的小肠隐窝深度感染HRV乳鼠的小肠隐窝深度HRV乳鼠的小肠隐窝深度乳鼠的小肠隐窝深度

及绒毛高度/隐窝深度都恢复到了正常水平, 提/隐窝深度都恢复到了正常水平, 提隐窝深度都恢复到了正常水平, 提, 提提
示L.acidophilus对感染HRV乳鼠肠黏膜机械屏HRV乳鼠肠黏膜机械屏乳鼠肠黏膜机械屏

障有保护作用.. 
总之,, L.acidophilus对感染HRV乳鼠肠黏膜HRV乳鼠肠黏膜乳鼠肠黏膜

的生物屏障、免疫屏障和机械屏障均有一定的

保护作用, 感染前灌服, 感染前灌服感染前灌服L.acidophilus的保护效果

好于感染后灌服, 但, 但但L.acidophilus对感染HRV乳HRV乳乳

鼠肠黏膜菌群调节的机制、免疫调节的通路等

尚有待进一步研究. 
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Survivin是细胞凋
亡抑制蛋白家族
的新成员, 具有抑
制细胞凋亡的作
用, 在肿瘤进展中
起着关键的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of nuclear 
PTEN and survivin in gastric cancer and to eval-
uate their clinicopathological significance. 

METHODS: The expression of nuclear PTEN 
and survivin was measured in 116 cases of gas-
tric cancer and 35 cases of normal gastric mu-
cosa tissue on tissue array sections by EnVision 
immunohistochemical method. The relationship 
of their expression with lymph node metastasis 
and Lauren’s classification, as well as the cor-
relation between nuclear PTEN and survivin 
expression were evaluated. 

RESULTS: The positive rates of nuclear PTEN 
and survivin in normal gastric mucosa were 
higher than those in gastric cancer (100% vs 
57.1%; 100% vs 44.0%). The expression of nuclear 

PTEN and Survivin was significantly correlated 
with lymph node metastasis in gastric cancer 
(P < 0.05). Nuclear PTEN was significantly related 
to Lauren’s classification and differentiation (both 
P < 0.05). The expression of nuclear PTEN had a 
significant correlation with that of survivin (r = 
0.088, P = 0.001).

CONCLUSION: Nuclear PTEN and survivin are 
lowly expressed in gastric cancer. Nuclear PTEN 
and survivin may be good predictors of metasta-
sis and prognosis of gastric cancer. 

Key Words: Gastric cancer; Phosphatase and tensin 
homolog deleted on chromosome ten; Survivin; 
Tissue microarray

Wang XR, Li XN, Bai GH, Guo YD. Significance of 
expression of nuclear PTEN and survivin in gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 
2974-2978

摘要
目的: 探讨核PTEN和Survivin蛋白在胃癌组织
芯片中的表达、临床病理学特征及其意义. 

方法: 在116例胃癌35例正常胃黏膜组织芯
片上, 应用免疫组织化学EnVision法检测核
PTEN和Survivin表达水平, 分析核PTEN和 
Survivin在胃癌的表达与患者淋巴结转移状
态、Lauren's分型等的关系及其相互关系. 

结果: 核PTEN和Surv iv in在正常胃黏膜组
织中表达率为100%, 核P T E N在胃癌组织
中的阳性表达率为51.7%(60/116): Survivin
的阳性表达率为44.0%(51/116), 核P T E N
和S u r v i v i n与患者淋巴结转移状态相关
(P <0.05), 同时 ,  核P T E N还和肿瘤分化程
度、L a u r e n 's分型密切相关 (P <0.05) .  核
P T E N和S u r v i v i n二者之间呈正相关(r  = 
0.088, P  = 0.001). 

结论: 胃癌组织中存在核PTEN和Survivin低表
达: 同时检测胃癌组织中的核PTEN和Survivin的
表达对判断肿瘤的恶性程度和估计预后有一定
意义.

■同行评议者
高国全, 教授, 中
山大学中山医学
院 生 化 系 ;  周 素
芳, 教授, 广西医
科大学科技处
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■研发前沿
作为近期发现的
凋亡抑制蛋白之
一 , 人 们 逐 渐 认
识到其在胃癌的
发生、发展、诊
断、判断预后、
复发和治疗等均
有重要价值. 有些
学者认为PTEN和
Survivin有可能有
�因协同作用的
可能, 认为正常细
胞转化为癌细胞
和浸润、转移是
复杂的多阶段的
过程, 至少有2个
或2个以上功能不
同的异常激活的
�因各自发挥作
用, 并在空间和时
间上相互配合, 协
同促进了细胞的
癌变.

关键词: 胃癌; 第10号染色体同源缺失性磷酸酶-

张力蛋白基因; Survivin; 组织芯片

王晓茹, 李小宁, 白光辉, 郭云娣. 核PTEN和Survivin蛋白在胃
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2974-2978
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0  引言

第10号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋白基10号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋白基号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋白基-张力蛋白基张力蛋白基

因(phosphatase and tensin homolog deleted on(phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome ten, PTEN)是一重要的抑癌基因, 广是一重要的抑癌基因, 广, 广广
泛表达于人类正常组织中, 同时具有脂质磷酸, 同时具有脂质磷酸同时具有脂质磷酸

酶活性和蛋白磷酸酶活性: 参与调节细胞的生: 参与调节细胞的生参与调节细胞的生

长、增殖、迁移与凋亡过程[1-3]. Survivin[4]是近

年新发现的一个凋亡抑制因子. 本组研究采用. 本组研究采用本组研究采用

免疫组织化学方法在已构建好的组织芯片中检

测正常胃黏膜组织(癌旁7 cm以上)及手术切除(癌旁7 cm以上)及手术切除癌旁7 cm以上)及手术切除7 cm以上)及手术切除以上)及手术切除)及手术切除及手术切除

的胃癌组织中核PTEN和Survivin的表达, 探讨核PTEN和Survivin的表达, 探讨核和Survivin的表达, 探讨核Survivin的表达, 探讨核的表达, 探讨核, 探讨核探讨核

PTEN和Survivin在胃癌中的表达及其相互关系.和Survivin在胃癌中的表达及其相互关系.Survivin在胃癌中的表达及其相互关系.在胃癌中的表达及其相互关系.. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 收集胃癌组织118例, 为苏州市立医院收集胃癌组织118例, 为苏州市立医院118例, 为苏州市立医院例, 为苏州市立医院, 为苏州市立医院为苏州市立医院

2006-2009年的存档蜡块, 均为住院患者, 有详细年的存档蜡块, 均为住院患者, 有详细, 均为住院患者, 有详细均为住院患者, 有详细, 有详细有详细

的临床资料, 年龄32-84(中位年龄64.1)岁. 其中2, 年龄32-84(中位年龄64.1)岁. 其中2年龄32-84(中位年龄64.1)岁. 其中232-84(中位年龄64.1)岁. 其中2中位年龄64.1)岁. 其中264.1)岁. 其中2岁. 其中2. 其中2其中22
例在制作组织芯片后肿瘤组织过少, 予以剔除., 予以剔除.予以剔除.. 
本实验可用标本共116例. 其中有淋巴结转移者116例. 其中有淋巴结转移者例. 其中有淋巴结转移者. 其中有淋巴结转移者其中有淋巴结转移者

88例, 未见淋巴结转移者28例. 患者术前均未行例, 未见淋巴结转移者28例. 患者术前均未行, 未见淋巴结转移者28例. 患者术前均未行未见淋巴结转移者28例. 患者术前均未行28例. 患者术前均未行例. 患者术前均未行. 患者术前均未行患者术前均未行

新辅助放、化疗及内分泌治疗.. 
1.2 方法方法

1.2.1 组织芯片的构建:组织芯片的构建:: 组织标本经40 g/L甲醛溶40 g/L甲醛溶甲醛溶

液固定, 常规石蜡包埋制片, HE染色后, 在显微, 常规石蜡包埋制片, HE染色后, 在显微常规石蜡包埋制片, HE染色后, 在显微, HE染色后, 在显微染色后, 在显微, 在显微在显微

镜下定位、对应找出蜡块上相应无坏死的肿瘤

组织并做标记. 自制(专利号: 200920350099.2)8. 自制(专利号: 200920350099.2)8自制(专利号: 200920350099.2)8(专利号: 200920350099.2)8专利号: 200920350099.2)8: 200920350099.2)8
×16组织芯片蜡块(64例×2点), 即组织阵为每组织芯片蜡块(64例×2点), 即组织阵为每(64例×2点), 即组织阵为每例×2点), 即组织阵为每×2点), 即组织阵为每点), 即组织阵为每), 即组织阵为每即组织阵为每

例组织块取2个组织芯, 其直径为1.6 mm, (有定2个组织芯, 其直径为1.6 mm, (有定个组织芯, 其直径为1.6 mm, (有定, 其直径为1.6 mm, (有定其直径为1.6 mm, (有定1.6 mm, (有定有定

位用的空位), 正常胃黏膜35例每例取2点制成1), 正常胃黏膜35例每例取2点制成1正常胃黏膜35例每例取2点制成135例每例取2点制成1例每例取2点制成12点制成1点制成11
个独立芯片, 共制备组织芯片3个., 共制备组织芯片3个.共制备组织芯片3个.3个.个.. 
1 . 2 . 2  标本处理 :标本处理 ::  兔抗人P T E N (产品编号 :P T E N (产品编号 :产品编号 :: 
RAB-0110)、Survivin(产品编号: RAB-0536)多、Survivin(产品编号: RAB-0536)多Survivin(产品编号: RAB-0536)多产品编号: RAB-0536)多: RAB-0536)多多
克隆抗体及二抗均购自福州迈新公司. 常规石. 常规石常规石

蜡包埋, 4, 4 μm厚连续切片. 采用Envision免疫组厚连续切片. 采用Envision免疫组. 采用Envision免疫组采用Envision免疫组Envision免疫组免疫组

织化学法, 实验中以PBS液代替一抗作为阴性对, 实验中以PBS液代替一抗作为阴性对实验中以PBS液代替一抗作为阴性对PBS液代替一抗作为阴性对液代替一抗作为阴性对

照: 以试剂公司提供的阳性对照片作为阳性对照.: 以试剂公司提供的阳性对照片作为阳性对照.以试剂公司提供的阳性对照片作为阳性对照.. 
1.2.3 结果判定:结果判定:: 核PTEN阳性表达于肿瘤细胞核PTEN阳性表达于肿瘤细胞PTEN阳性表达于肿瘤细胞阳性表达于肿瘤细胞

核(有5例细胞核及细胞质均表达), Survivin阳性(有5例细胞核及细胞质均表达), Survivin阳性有5例细胞核及细胞质均表达), Survivin阳性5例细胞核及细胞质均表达), Survivin阳性例细胞核及细胞质均表达), Survivin阳性), Survivin阳性阳性

表达于肿瘤细胞质或细胞核, 呈现棕黄色颗粒, 呈现棕黄色颗粒呈现棕黄色颗粒

为阳性信号. 结果判定方法按照Fromovitz. 结果判定方法按照Fromovitz结果判定方法按照FromovitzFromovitz[5]方

法: 表达强度由染色深度(A)及阳性细胞百分比: 表达强度由染色深度(A)及阳性细胞百分比表达强度由染色深度(A)及阳性细胞百分比(A)及阳性细胞百分比及阳性细胞百分比

(B)共同评分. A: 阳性细胞染色深度按无着色、共同评分. A: 阳性细胞染色深度按无着色、. A: 阳性细胞染色深度按无着色、阳性细胞染色深度按无着色、

淡黄色、棕黄色、棕褐色分别计0、1、2、3分;0、1、2、3分;、1、2、3分;1、2、3分;、2、3分;2、3分;、3分;3分;分;; 
B: 阳性细胞所占百分比按: 阳性细胞数阳性细胞所占百分比按: 阳性细胞数: 阳性细胞数阳性细胞数≤5%、、

5%-25%、25%-50%、50%-75%、>75%分别计、25%-50%、50%-75%、>75%分别计25%-50%、50%-75%、>75%分别计、50%-75%、>75%分别计50%-75%、>75%分别计、>75%分别计>75%分别计分别计

0、1、2、3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.、1、2、3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.1、2、3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.、2、3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.2、3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.、3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.3、4分. A+B即为免疫组织化学评分.、4分. A+B即为免疫组织化学评分.4分. A+B即为免疫组织化学评分.分. A+B即为免疫组织化学评分.. A+B即为免疫组织化学评分.即为免疫组织化学评分.. 
评分≥4者为阳性, <4者为阴性.者为阳性, <4者为阴性., <4者为阴性.者为阴性.. 

统计学处理 核PTEN 和Survivin表达与临床核PTEN 和Survivin表达与临床PTEN 和Survivin表达与临床和Survivin表达与临床Survivin表达与临床表达与临床

病理特征之间的相关性(包括: 分化程度、淋巴(包括: 分化程度、淋巴包括: 分化程度、淋巴: 分化程度、淋巴分化程度、淋巴

结转移、肿瘤浸润深度等)采用)采用采用χ2检验, 核PTEN, 核PTEN核PTENPTEN 
和Survivin之间的相关关系采用Spearman相关性Survivin之间的相关关系采用Spearman相关性之间的相关关系采用Spearman相关性Spearman相关性相关性

分析, 所用统计软件为SPSS13.0., 所用统计软件为SPSS13.0.所用统计软件为SPSS13.0.SPSS13.0. P≤0.05被认为被认为

差异有显著性.. 

2  结果

2.1 核PTEN和Survivin在正常胃黏膜组织及胃PTEN和Survivin在正常胃黏膜组织及胃和Survivin在正常胃黏膜组织及胃Survivin在正常胃黏膜组织及胃在正常胃黏膜组织及胃

癌组织中的表达 核PTEN和Survivin在35例正常核PTEN和Survivin在35例正常PTEN和Survivin在35例正常和Survivin在35例正常Survivin在35例正常在35例正常35例正常例正常

胃黏膜均呈强阳性表达100%(35/35). 核PTEN100%(35/35). 核PTEN核PTENPTEN
和Survivin在116例胃癌中的阳性表达率分别为Survivin在116例胃癌中的阳性表达率分别为在116例胃癌中的阳性表达率分别为116例胃癌中的阳性表达率分别为例胃癌中的阳性表达率分别为

51.7%(60/116)、44.0%(51/116)(图1).、44.0%(51/116)(图1).44.0%(51/116)(图1).图1).1). 
2.2 核PTEN和Survivin的表达与胃癌组织临床核PTEN和Survivin的表达与胃癌组织临床PTEN和Survivin的表达与胃癌组织临床和Survivin的表达与胃癌组织临床Survivin的表达与胃癌组织临床的表达与胃癌组织临床

病理特征的关系 在116例胃癌中, 核PTEN的表在116例胃癌中, 核PTEN的表116例胃癌中, 核PTEN的表例胃癌中, 核PTEN的表, 核PTEN的表核PTEN的表PTEN的表的表

达与患者性别、肿瘤浸润深度无关, 但与淋巴, 但与淋巴但与淋巴

结转移、Lauren's分型、肿瘤分化程度、年龄相Lauren's分型、肿瘤分化程度、年龄相分型、肿瘤分化程度、年龄相

关; Survivin的表达与患者年龄、性别、浸润深; Survivin的表达与患者年龄、性别、浸润深的表达与患者年龄、性别、浸润深

度、分化程度、Lauren's分型无关, 但与淋巴结Lauren's分型无关, 但与淋巴结分型无关, 但与淋巴结, 但与淋巴结但与淋巴结

转移相关(表1).(表1).表1).1). 
2.3 胃癌组织中核PTEN和Survivin相关性分析胃癌组织中核PTEN和Survivin相关性分析PTEN和Survivin相关性分析和Survivin相关性分析Survivin相关性分析相关性分析  
核PTEN和Survivin二者均阳性者为35例、均阴PTEN和Survivin二者均阳性者为35例、均阴和Survivin二者均阳性者为35例、均阴Survivin二者均阳性者为35例、均阴二者均阳性者为35例、均阴35例、均阴例、均阴

性者40例, 核PTEN阳性 Survivin阴性者25例, 核40例, 核PTEN阳性 Survivin阴性者25例, 核例, 核PTEN阳性 Survivin阴性者25例, 核, 核PTEN阳性 Survivin阴性者25例, 核核PTEN阳性 Survivin阴性者25例, 核PTEN阳性 Survivin阴性者25例, 核阳性 Survivin阴性者25例, 核 Survivin阴性者25例, 核阴性者25例, 核25例, 核例, 核, 核核
PTEN阴性Survivin阳性者16例. Spearman等级相阴性Survivin阳性者16例. Spearman等级相Survivin阳性者16例. Spearman等级相阳性者16例. Spearman等级相16例. Spearman等级相例. Spearman等级相. Spearman等级相等级相

关分析结果显示, 核PTEN和Survivin在胃中的表, 核PTEN和Survivin在胃中的表核PTEN和Survivin在胃中的表PTEN和Survivin在胃中的表和Survivin在胃中的表Survivin在胃中的表在胃中的表

达呈正相关((r  = 0.088, P  = 0.001). 

3  讨论

胃癌是一种常见的恶性肿瘤, 目前认为, 胃癌的, 目前认为, 胃癌的目前认为, 胃癌的, 胃癌的胃癌的

发生、发展是一个多阶段、多步骤、有序的过

程, 是多因素的综合结果, 而抑癌基因的失活和, 是多因素的综合结果, 而抑癌基因的失活和是多因素的综合结果, 而抑癌基因的失活和, 而抑癌基因的失活和而抑癌基因的失活和

癌基因的活化可能在其中发挥了重要的作用.. 
PTEN基因是一种由多功能磷酸酶编码的具有基因是一种由多功能磷酸酶编码的具有

酪氨酸、磷酸丝氨酸/苏氨酸双功能的特异性磷/苏氨酸双功能的特异性磷苏氨酸双功能的特异性磷

酸酶活性的抑癌基因[1-3], 于1997年先后被Steck于1997年先后被Steck1997年先后被Steck年先后被SteckSteck
等3个国际科研小组发现并命名.3个国际科研小组发现并命名.个国际科研小组发现并命名.. 

抑癌基因在肿瘤发生过程中持续丧失功能

是导致细胞恶变的重要事件之一. 基因突变、. 基因突变、基因突变、
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例 胃 癌 P T E N
和 S u r v i v i n 的
阳 性 率 分 别 为
52.5%(62/118)和
76.2%(98/118) , 
PTEN和Survivin
呈 正 相 关 ( P  = 
0.04). 

过度甲基化等构成了核PTEN表达下调的分子PTEN表达下调的分子表达下调的分子

基础. 研究发现. 研究发现研究发现[6], 无论是从mRNA还是从蛋白无论是从mRNA还是从蛋白mRNA还是从蛋白还是从蛋白

水平上, 胃癌组织中核PTEN基因都有较高的阴, 胃癌组织中核PTEN基因都有较高的阴胃癌组织中核PTEN基因都有较高的阴PTEN基因都有较高的阴基因都有较高的阴

性表达率. 正常胃黏膜上皮核PTEN蛋白表达阳. 正常胃黏膜上皮核PTEN蛋白表达阳正常胃黏膜上皮核PTEN蛋白表达阳PTEN蛋白表达阳蛋白表达阳

性率100%(与本组实验结果相一致): 胃癌组织100%(与本组实验结果相一致): 胃癌组织与本组实验结果相一致): 胃癌组织): 胃癌组织胃癌组织

核PTEN蛋白阳性率66%PTEN蛋白阳性率66%蛋白阳性率66%66%[7], 本组实验中核PTEN本组实验中核PTENPTEN
阳性表达率为51.7%, 与文献报道相接近, 同时,51.7%, 与文献报道相接近, 同时,与文献报道相接近, 同时,, 同时,同时,, 
本实验核PTEN蛋白的表达与胃癌的组织分化PTEN蛋白的表达与胃癌的组织分化蛋白的表达与胃癌的组织分化

程度呈正相关((P  = 0.033), 组织分化程度高、恶= 0.033), 组织分化程度高、恶 0.033), 组织分化程度高、恶组织分化程度高、恶

性程度低者, 表达率高, 且多为强阳性表达, 而, 表达率高, 且多为强阳性表达, 而表达率高, 且多为强阳性表达, 而, 且多为强阳性表达, 而且多为强阳性表达, 而, 而而
核PTEN蛋白失表达或弱阳性表达则多见于组PTEN蛋白失表达或弱阳性表达则多见于组蛋白失表达或弱阳性表达则多见于组

织分化程度低、恶性程度高者. 除与胃癌组织. 除与胃癌组织除与胃癌组织

分化程度有关外, 核PTEN蛋白表达还与淋巴结, 核PTEN蛋白表达还与淋巴结核PTEN蛋白表达还与淋巴结PTEN蛋白表达还与淋巴结蛋白表达还与淋巴结

转移((P  = 0.005)、Lauren's分型(、Lauren's分型(Lauren's分型(分型((P  = 0.043)明显相明显相

关, 核PTEN 蛋白表达水平越低, 患者预后越差., 核PTEN 蛋白表达水平越低, 患者预后越差.核PTEN 蛋白表达水平越低, 患者预后越差.PTEN 蛋白表达水平越低, 患者预后越差.蛋白表达水平越低, 患者预后越差., 患者预后越差.患者预后越差.. 
这些结果均与Zheng等Zheng等等[7]的研究结果相一致. 另. 另另
外, 本组实验核PTEN的失表达多见于年龄小于, 本组实验核PTEN的失表达多见于年龄小于本组实验核PTEN的失表达多见于年龄小于PTEN的失表达多见于年龄小于的失表达多见于年龄小于

60岁患者, 可能这些人群更易于基因突变或细岁患者, 可能这些人群更易于基因突变或细, 可能这些人群更易于基因突变或细可能这些人群更易于基因突变或细

胞凋亡失衡有关.. 
Wang等等[8]的一项研究也发现, 60例进展期, 60例进展期例进展期

胃癌中有17例(28.3%)存在核PTEN基因的突变,17例(28.3%)存在核PTEN基因的突变,例(28.3%)存在核PTEN基因的突变,(28.3%)存在核PTEN基因的突变,存在核PTEN基因的突变,PTEN基因的突变,基因的突变,, 
包括8例错义突变、5例沉默突变、2例无义突8例错义突变、5例沉默突变、2例无义突例错义突变、5例沉默突变、2例无义突5例沉默突变、2例无义突例沉默突变、2例无义突2例无义突例无义突

变、1例碱基缺失和1例内含子拼接供体位点突1例碱基缺失和1例内含子拼接供体位点突例碱基缺失和1例内含子拼接供体位点突1例内含子拼接供体位点突例内含子拼接供体位点突

变, 认为PTEN基因突变在进展期胃癌的发生中, 认为PTEN基因突变在进展期胃癌的发生中认为PTEN基因突变在进展期胃癌的发生中PTEN基因突变在进展期胃癌的发生中基因突变在进展期胃癌的发生中

可能起重要作用. 本组实验中, 患者均为进展. 本组实验中, 患者均为进展本组实验中, 患者均为进展, 患者均为进展患者均为进展

期胃癌, 我们认为, 核PTEN的失表达是胃癌发, 我们认为, 核PTEN的失表达是胃癌发我们认为, 核PTEN的失表达是胃癌发, 核PTEN的失表达是胃癌发核PTEN的失表达是胃癌发PTEN的失表达是胃癌发的失表达是胃癌发

生、发展的晚期事件.. 
核PTEN具有参与调节细胞凋亡过程的功PTEN具有参与调节细胞凋亡过程的功具有参与调节细胞凋亡过程的功

能[1-3], 凋亡失衡与肿瘤的发生密切相关, 作为凋凋亡失衡与肿瘤的发生密切相关, 作为凋, 作为凋作为凋

亡抑制因子之一的Survivin 与肿瘤的关系正在Survivin 与肿瘤的关系正在与肿瘤的关系正在

被逐渐认识, 他在人类许多肿瘤中都有表达, 他在人类许多肿瘤中都有表达他在人类许多肿瘤中都有表达[9]. 
Survivin在胃癌中的表达已有一些学者做了检在胃癌中的表达已有一些学者做了检

测. Kania等. Kania等等[10]检测了55例胃癌患者的胃镜活检55例胃癌患者的胃镜活检例胃癌患者的胃镜活检

癌组织标本及癌旁组织标本, Survivin mRNA及, Survivin mRNA及及

蛋白在癌组织及癌旁组织中均有显著表达. 但. 但但
亦有一些研究显示Survivin在胃癌组织中的表Survivin在胃癌组织中的表在胃癌组织中的表

达率仅为15.4%、34.5%不等15.4%、34.5%不等、34.5%不等34.5%不等不等[9]. 文献中Survivin文献中SurvivinSurvivin
的表达与临床病理特征及预后之间的关系各项

研究不尽相同. 如Ikeguchi等. 如Ikeguchi等如Ikeguchi等Ikeguchi等等[11]的研究显示: Sur-: Sur-
vivin的表达与淋巴结转移有关, 有淋巴结转移的表达与淋巴结转移有关, 有淋巴结转移, 有淋巴结转移有淋巴结转移

的患者其Survivin阳性率及表达水平均显著高于Survivin阳性率及表达水平均显著高于阳性率及表达水平均显著高于

淋巴结阴性的患者: 而Kazuhito等: 而Kazuhito等而Kazuhito等Kazuhito等等[9]认为SurvivinSurvivin
低水平表达者高于高表达者. 本组实验中, Sur-. 本组实验中, Sur-本组实验中, Sur-, Sur-
vivin在癌旁正常胃黏膜组织中表达率为100%,在癌旁正常胃黏膜组织中表达率为100%,100%, 
而胃癌(进展期)组织中的表达率为44%, 且其失(进展期)组织中的表达率为44%, 且其失进展期)组织中的表达率为44%, 且其失)组织中的表达率为44%, 且其失组织中的表达率为44%, 且其失44%, 且其失且其失

表达者更易于淋巴结转移((P  = 0.040). 与本实验与本实验

的另一指标PTEN的蛋白表达水平与淋巴结转PTEN的蛋白表达水平与淋巴结转的蛋白表达水平与淋巴结转

移的关系相同, 提示有可能在胃癌淋巴结转移, 提示有可能在胃癌淋巴结转移提示有可能在胃癌淋巴结转移

上核PTEN和Survivin有协同作用, 也正符合了核PTEN和Survivin有协同作用, 也正符合了核和Survivin有协同作用, 也正符合了核Survivin有协同作用, 也正符合了核有协同作用, 也正符合了核, 也正符合了核也正符合了核

PTEN和Survivin相关关系的统计结果: 核PTEN和Survivin相关关系的统计结果: 核PTENSurvivin相关关系的统计结果: 核PTEN相关关系的统计结果: 核PTEN: 核PTEN核PTENPTEN

图� �� �����������������������������������������  1 核PTEN 和Survivin在正常胃黏膜组织及胃癌组织中的表达(HE×400). A: 正常胃黏膜组织核PTEN染色, 细胞核阳性; B:

正常胃黏膜组织Survivin染色, 细胞核/细胞质阳性; C: 胃癌组织核PTEN染色, 细胞核阳性; D: 胃癌组织Survivin染色, 细胞核

/细胞质阳性.

BA

DC
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与Survivin呈现正相关(Survivin呈现正相关(呈现正相关((r  = 0.088, P  = 0.001), 与与
Hwang等等[12,13]的研究相同: 核PTEN: 核PTEN核PTENPTEN[14]可能通过

调控胰岛素样生长因子而抑制细胞生长,而核,而核而核

PTEN/胰岛素样生长因子共同通过PI3K/Akt信胰岛素样生长因子共同通过PI3K/Akt信PI3K/Akt信信
号转导通路起作用. 核PTEN低表达可能通过调. 核PTEN低表达可能通过调核PTEN低表达可能通过调PTEN低表达可能通过调低表达可能通过调

节PI3K/Akt途径使Survivin表达下调, 使抑制血PI3K/Akt途径使Survivin表达下调, 使抑制血途径使Survivin表达下调, 使抑制血Survivin表达下调, 使抑制血表达下调, 使抑制血, 使抑制血使抑制血

管内皮细胞和肿瘤细胞的凋亡紊乱, 从而促进, 从而促进从而促进

肿瘤细胞的增殖和血管生成促进肿瘤生长、侵

袭和转移[15]. 同时检测胃癌组织中的核PTEN和同时检测胃癌组织中的核PTEN和PTEN和和

Survivin的表达对判断肿瘤的恶性程度和估计预的表达对判断肿瘤的恶性程度和估计预

后有一定意义.. 
目前, 将抑癌基因作为靶分子是肿瘤基因治, 将抑癌基因作为靶分子是肿瘤基因治将抑癌基因作为靶分子是肿瘤基因治

疗的基本策略之一, 在肿瘤中增加核PTEN/Sur-, 在肿瘤中增加核PTEN/Sur-在肿瘤中增加核PTEN/Sur-PTEN/Sur-
vivin的表达有可能可以抑制其生长或者提高化的表达有可能可以抑制其生长或者提高化

疗敏感性[16], 但其机制还有待于进一步的研究.但其机制还有待于进一步的研究.. 
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■背景资料
近年来, 肝脓肿的
发病原因、致病
菌、感染途径等
临床表现以及并
发症的发生率、
诊断、治疗较前
发生极大的变化. 
今作回顾性分析, 
进一步加深对肝
脓肿的诊疗认识.
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Abstract 
AIM: To summarize our experience of diagnosis 
and treatment of liver abscess. 

METHODS: The clinical data for 183 patients with 
liver abscess treated at our hospital from January 
2001 to June 2011 were analyzed retrospectively. 

RESULTS: Of 183 patients, 152 had single ab-
scess, 31 had multiple abscesses; 107 had dia-
betes mellitus; 5 had septic shock. The maximal 
abscess cavity was 139 mm × 115 mm and the 
smallest was 17 mm × 16 mm. One hundred and 
seventy-eight cases were treated with conserva-
tive intenal medicine and all were cured. Two 
cases were referred for surgery and three cases 
were discharged themselves. One hundred and 
seven cases underwent BUS-guided percutane-
ous needle aspiration, and the number of needle 
aspirations ranged from 1 to 7 times.  

CONCLUSION: Liver abscess is closely related 

to diabetes. BUS-guided percutaneous needle as-
piration is easy to operate, has good effect, and 
therefore represents the first choice of treatment 
for liver abscess. 

Key Words: Liver abscess; Diagnosis; Treatment; 
Diabetes; Puncture

Zhang HF, Chen HQ, Ding XL, Zhou GX. Liver abscess: 
an analysis of 183 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2011; 19(28): 2979-2982

摘要 
目的: 总结肝脓肿的诊断和治疗经验, 提高诊
疗水平. 

方法: 回顾性分析本院2001-01/2011-06收治的
183例肝脓肿诊断和治疗的临床资料. 

结果: 男112例, 女61例, 年龄最小18岁, 最大83
岁. 左肝脓肿65例, 右肝脓肿110例, 混合型脓肿
8例. 单腔脓肿152例, 2个以上脓腔31例. 脓腔最
大139 mm×115 mm, 最小17 mm×16 mm; 合
并糖尿病、空腹血糖受损、糖耐量低减107
例, 感染性休克5例. 好转治愈178例, 2例转外
科手术治疗, 3例自动出院; B超引导下穿刺抽
脓107例, 穿刺次数1-7次. 

结论: 肝脓肿与糖尿病密切相关; 病原菌以肺
炎克雷伯菌多见; B超引导下肝脓肿穿刺操作
简便, 效果好, 可作为肝脓肿局部治疗的首选
治疗方法. 

关键词: 肝脓肿; 诊断; 治疗; 糖尿病; 穿刺

张海峰, 陈海琴, 丁晓凌, 周国雄. 肝脓肿临床分析183例.  世界

华人消化杂志  2011; 19(28): 2979-2982

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2979.asp

0  引言

随着医疗技术的发展, 肝脓肿的诊断和治疗水, 肝脓肿的诊断和治疗水肝脓肿的诊断和治疗水

平已有较大提高, 并发症和病死率明显减低, 绝, 并发症和病死率明显减低, 绝并发症和病死率明显减低, 绝, 绝绝
大多数患者通过相应的治疗即可达到痊愈. 近. 近近
年来, 其发病原因、致病菌、感染途径等临床, 其发病原因、致病菌、感染途径等临床其发病原因、致病菌、感染途径等临床

■同行评议者
周伟平, 教授, 上
海东方肝胆外科
医院肝外三科
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■相关报道
随着影像学的发
展和治疗手段的
进步, 肝脓肿的诊
断和治疗效果有
了显著的提高, 并
发症和病死率明
显减低. 国外有相
关 报 道 ,  病 死 率
已由原来的70%
下降到近年来的
0%-15%, 因此及
时诊断和正确治
疗十分重要. 

表现以及诊断、治疗较前发生极大的变化. 现. 现现
将我院自2001-01以来收治的183例肝脓肿患者2001-01以来收治的183例肝脓肿患者以来收治的183例肝脓肿患者183例肝脓肿患者例肝脓肿患者

诊断、治疗进行回顾性分析, 进一步加深对肝, 进一步加深对肝进一步加深对肝

脓肿的诊疗认识.. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 收集2001-01/2011-06我院住院患者中收集2001-01/2011-06我院住院患者中2001-01/2011-06我院住院患者中我院住院患者中

的肝脓肿资料183例, 均经临床及影像学诊断肝183例, 均经临床及影像学诊断肝例, 均经临床及影像学诊断肝, 均经临床及影像学诊断肝均经临床及影像学诊断肝

脓肿.. 
1.2 方法方法 综合临床表现、并发症、影像学检综合临床表现、并发症、影像学检

查、病原学检查、实验室检查情况及治疗情况.. 
疗效观察时间自入院至出院. 判断标准: (1)痊. 判断标准: (1)痊判断标准: (1)痊: (1)痊痊
愈: 症状、体征消失, 脓肿完全吸收; (2)好转: 症: 症状、体征消失, 脓肿完全吸收; (2)好转: 症症状、体征消失, 脓肿完全吸收; (2)好转: 症, 脓肿完全吸收; (2)好转: 症脓肿完全吸收; (2)好转: 症; (2)好转: 症好转: 症: 症症
状、体征消失, 影像学提示脓肿呈吸收期改变;, 影像学提示脓肿呈吸收期改变;影像学提示脓肿呈吸收期改变;; 
(3)无效: 症状、体征无好转, 脓肿大小无变化或无效: 症状、体征无好转, 脓肿大小无变化或: 症状、体征无好转, 脓肿大小无变化或症状、体征无好转, 脓肿大小无变化或, 脓肿大小无变化或脓肿大小无变化或

加重. 其中痊愈、好转为有效治疗.. 其中痊愈、好转为有效治疗.其中痊愈、好转为有效治疗.. 

2  结果

2.1 一般资料一般资料 本组183例细菌性肝脓肿患者, 年183例细菌性肝脓肿患者, 年例细菌性肝脓肿患者, 年, 年年
龄18-83岁, 中位年龄62.61岁. 男112例, 女61例.18-83岁, 中位年龄62.61岁. 男112例, 女61例.岁, 中位年龄62.61岁. 男112例, 女61例., 中位年龄62.61岁. 男112例, 女61例.中位年龄62.61岁. 男112例, 女61例.62.61岁. 男112例, 女61例.岁. 男112例, 女61例.. 男112例, 女61例.男112例, 女61例.112例, 女61例.例, 女61例., 女61例.女61例.61例.例.. 
从发病至确诊1-60 d, 平均10.2 d. 临床表现以畏1-60 d, 平均10.2 d. 临床表现以畏平均10.2 d. 临床表现以畏10.2 d. 临床表现以畏临床表现以畏

寒、发热为主要症状128例(69.9%), 右上腹痛45128例(69.9%), 右上腹痛45例(69.9%), 右上腹痛45(69.9%), 右上腹痛45右上腹痛4545
例(24.6%), 腹胀、纳差10例(5.5%). 135例中存(24.6%), 腹胀、纳差10例(5.5%). 135例中存腹胀、纳差10例(5.5%). 135例中存10例(5.5%). 135例中存例(5.5%). 135例中存(5.5%). 135例中存例中存

在合并症, 糖尿病是肝脓肿最多见的合并症107, 糖尿病是肝脓肿最多见的合并症107糖尿病是肝脓肿最多见的合并症107107
例, 其中69例入院时即有糖尿病史, 20例入院后, 其中69例入院时即有糖尿病史, 20例入院后其中69例入院时即有糖尿病史, 20例入院后69例入院时即有糖尿病史, 20例入院后例入院时即有糖尿病史, 20例入院后, 20例入院后例入院后

确诊糖尿病, 空腹血糖受损、糖耐量低减18例 ;, 空腹血糖受损、糖耐量低减18例 ;空腹血糖受损、糖耐量低减18例 ;18例 ;例 ; ; 
其次肝、胆系疾病有25例、合并高血压45例、25例、合并高血压45例、例、合并高血压45例、45例、例、

冠心病26例、慢性支气管炎16例.26例、慢性支气管炎16例.例、慢性支气管炎16例.16例.例.. 
2.2 影像学资料影像学资料 B超+CT和(或)MRI确诊71例, 单超+CT和(或)MRI确诊71例, 单+CT和(或)MRI确诊71例, 单和(或)MRI确诊71例, 单(或)MRI确诊71例, 单或)MRI确诊71例, 单)MRI确诊71例, 单确诊71例, 单71例, 单例, 单, 单单
独B超确诊102例, 10例患B超+CT和(或)MRI检B超确诊102例, 10例患B超+CT和(或)MRI检超确诊102例, 10例患B超+CT和(或)MRI检102例, 10例患B超+CT和(或)MRI检例, 10例患B超+CT和(或)MRI检, 10例患B超+CT和(或)MRI检例患B超+CT和(或)MRI检B超+CT和(或)MRI检超+CT和(或)MRI检+CT和(或)MRI检和(或)MRI检(或)MRI检或)MRI检)MRI检检
查未能明确后经B超引导下肝穿刺确诊. 单腔脓B超引导下肝穿刺确诊. 单腔脓超引导下肝穿刺确诊. 单腔脓. 单腔脓单腔脓

肿152例, 2个以上脓腔31例; 脓腔最大139 mm×152例, 2个以上脓腔31例; 脓腔最大139 mm×例, 2个以上脓腔31例; 脓腔最大139 mm×, 2个以上脓腔31例; 脓腔最大139 mm×个以上脓腔31例; 脓腔最大139 mm×31例; 脓腔最大139 mm×例; 脓腔最大139 mm×; 脓腔最大139 mm×脓腔最大139 mm×139 mm×

115 mm, 最小17 mm×16 mm; 左肝脓肿38例(左最小17 mm×16 mm; 左肝脓肿38例(左17 mm×16 mm; 左肝脓肿38例(左左肝脓肿38例(左38例(左例(左(左左
内叶23例、左外叶15例), 右肝脓肿137例(右前23例、左外叶15例), 右肝脓肿137例(右前例、左外叶15例), 右肝脓肿137例(右前15例), 右肝脓肿137例(右前例), 右肝脓肿137例(右前), 右肝脓肿137例(右前右肝脓肿137例(右前137例(右前例(右前(右前右前

叶58例、右后叶79例), 混合型脓肿8例.58例、右后叶79例), 混合型脓肿8例.例、右后叶79例), 混合型脓肿8例.79例), 混合型脓肿8例.例), 混合型脓肿8例.), 混合型脓肿8例.混合型脓肿8例.8例.例.. 
2.3 实验室检查实验室检查 145例外周血白细胞升高(>10×例外周血白细胞升高(>10×(>10×
109/L); 谷丙转氨酶、谷草转氨酶升高56例; 黄谷丙转氨酶、谷草转氨酶升高56例; 黄56例; 黄例; 黄; 黄黄
疸指数升高21例; 血糖异常107例, 最高随机血21例; 血糖异常107例, 最高随机血例; 血糖异常107例, 最高随机血; 血糖异常107例, 最高随机血血糖异常107例, 最高随机血107例, 最高随机血例, 最高随机血, 最高随机血最高随机血

糖为25.8 mmol/L.25.8 mmol/L. 
2.4 病原学检测及药敏实验结果病原学检测及药敏实验结果 183例患者中例患者中

77例行血液细菌培养, 其中12例病原学结果阳例行血液细菌培养, 其中12例病原学结果阳, 其中12例病原学结果阳其中12例病原学结果阳12例病原学结果阳例病原学结果阳

性, 阳性率15.58%, 其中8例为肺炎克雷伯杆菌,, 阳性率15.58%, 其中8例为肺炎克雷伯杆菌,阳性率15.58%, 其中8例为肺炎克雷伯杆菌,15.58%, 其中8例为肺炎克雷伯杆菌,其中8例为肺炎克雷伯杆菌,8例为肺炎克雷伯杆菌,例为肺炎克雷伯杆菌,, 
3例为大肠埃希氏菌, 1例为星座链球菌. 穿刺脓例为大肠埃希氏菌, 1例为星座链球菌. 穿刺脓, 1例为星座链球菌. 穿刺脓例为星座链球菌. 穿刺脓. 穿刺脓穿刺脓

液培养74例, 阳性36例, 阳性率48.6%, 其中30例74例, 阳性36例, 阳性率48.6%, 其中30例例, 阳性36例, 阳性率48.6%, 其中30例, 阳性36例, 阳性率48.6%, 其中30例阳性36例, 阳性率48.6%, 其中30例36例, 阳性率48.6%, 其中30例例, 阳性率48.6%, 其中30例, 阳性率48.6%, 其中30例阳性率48.6%, 其中30例48.6%, 其中30例其中30例30例例
为肺炎克雷伯杆菌, 6例为大肠埃希氏菌. 所检, 6例为大肠埃希氏菌. 所检例为大肠埃希氏菌. 所检. 所检所检

肺炎克雷杆菌, 对阿莫西林、替卡西林、哌拉, 对阿莫西林、替卡西林、哌拉对阿莫西林、替卡西林、哌拉

西林、头孢噻吩、头孢呋辛耐药, 对其余抗生, 对其余抗生对其余抗生

素如头孢吡肟、亚胺培南、环丙沙星、阿米卡

星、加酶抑制剂抗生素等均敏感. 检出的大肠. 检出的大肠检出的大肠

埃希氏菌耐药性较强, 对阿莫西林、替卡西林、, 对阿莫西林、替卡西林、对阿莫西林、替卡西林、

哌拉西林、头孢噻吩、头孢呋辛、头孢西丁、

氨曲南、环丙沙星多种抗生素耐药, 其中1例仅, 其中1例仅其中1例仅1例仅例仅

对亚胺培南敏感, 余皆耐药. 1例星座链球菌对红, 余皆耐药. 1例星座链球菌对红余皆耐药. 1例星座链球菌对红. 1例星座链球菌对红例星座链球菌对红

霉素耐药, 对青霉素、左氧氟沙星等敏感., 对青霉素、左氧氟沙星等敏感.对青霉素、左氧氟沙星等敏感.. 
2.5 治疗措施治疗措施 单纯抗生素治疗76例, 抗生素+B超单纯抗生素治疗76例, 抗生素+B超76例, 抗生素+B超例, 抗生素+B超, 抗生素+B超抗生素+B超+B超超
引导下经皮肝脓肿穿刺抽脓107例. 抗生素治疗107例. 抗生素治疗例. 抗生素治疗. 抗生素治疗抗生素治疗

多为青霉素类、头孢类、喹诺酮类、硝基咪唑

类、硫霉素类等选择联用, 一般经验性选用三, 一般经验性选用三一般经验性选用三

代头孢+硝基咪唑类或喹诺酮类, 血培养或脓液+硝基咪唑类或喹诺酮类, 血培养或脓液硝基咪唑类或喹诺酮类, 血培养或脓液, 血培养或脓液血培养或脓液

培养阳性根据药物敏感试验用药. 合并糖尿病. 合并糖尿病合并糖尿病

的患者有效控制血糖, 包括控制饮食、给予短, 包括控制饮食、给予短包括控制饮食、给予短

效胰岛素、精蛋白锌胰岛素或门冬胰岛素; 加; 加加
强营养支持, 补充优质蛋白、多种维生素及维, 补充优质蛋白、多种维生素及维补充优质蛋白、多种维生素及维

持电解质平衡; 脓腔局部治疗, 以B超引导下穿; 脓腔局部治疗, 以B超引导下穿脓腔局部治疗, 以B超引导下穿, 以B超引导下穿以B超引导下穿B超引导下穿超引导下穿

刺抽脓+冲洗为主, 冲洗液为甲硝唑或奥硝唑++冲洗为主, 冲洗液为甲硝唑或奥硝唑+冲洗为主, 冲洗液为甲硝唑或奥硝唑+, 冲洗液为甲硝唑或奥硝唑+冲洗液为甲硝唑或奥硝唑++
生理盐水, 平均1-3次, 最多7次., 平均1-3次, 最多7次.平均1-3次, 最多7次.1-3次, 最多7次.次, 最多7次., 最多7次.最多7次.7次.次.. 
2.6 预后预后 好转治愈178例, 2例转外科手术治疗, 3178例, 2例转外科手术治疗, 3例, 2例转外科手术治疗, 3, 2例转外科手术治疗, 3例转外科手术治疗, 3, 3
例自动出院(1例自动出院后随访死亡, 2例因费(1例自动出院后随访死亡, 2例因费例自动出院后随访死亡, 2例因费, 2例因费例因费

用自动出院后当地治疗好转). B超引导下穿刺抽). B超引导下穿刺抽超引导下穿刺抽

脓107例, 穿刺次数1-7次, 平均1-3次. 平均住院天107例, 穿刺次数1-7次, 平均1-3次. 平均住院天例, 穿刺次数1-7次, 平均1-3次. 平均住院天, 穿刺次数1-7次, 平均1-3次. 平均住院天穿刺次数1-7次, 平均1-3次. 平均住院天1-7次, 平均1-3次. 平均住院天次, 平均1-3次. 平均住院天, 平均1-3次. 平均住院天平均1-3次. 平均住院天1-3次. 平均住院天次. 平均住院天. 平均住院天平均住院天

数20.12 d, 最长46 d; 平均住院治疗费用21 902元.20.12 d, 最长46 d; 平均住院治疗费用21 902元.最长46 d; 平均住院治疗费用21 902元.46 d; 平均住院治疗费用21 902元.平均住院治疗费用21 902元.21 902元.元.. 

3  讨论

肝脓肿发病率较消化系出血、消化系肿瘤、胰

腺炎等相比明显偏低, 目前临床上肝脓肿以细, 目前临床上肝脓肿以细目前临床上肝脓肿以细

菌性肝脓肿多见, 而阿米巴性肝脓肿以及其他, 而阿米巴性肝脓肿以及其他而阿米巴性肝脓肿以及其他

特殊的感染发病率越来越低. 细菌性肝脓肿是. 细菌性肝脓肿是细菌性肝脓肿是

由于细菌经各种途径进入肝脏, 在肝实质内滞, 在肝实质内滞在肝实质内滞

留引起局部和全身炎症反应和肝实质病灶坏死

液化形成脓腔[1-5]. 毕文俊等毕文俊等[2]报道其临床表现多

见为畏寒、发热、右上腹痛、腹胀、纳差等消

化系症状, 其中以畏寒发热最为多见, 我们的统, 其中以畏寒发热最为多见, 我们的统其中以畏寒发热最为多见, 我们的统, 我们的统我们的统

计发现183例中以畏寒、发热为主要症状128例183例中以畏寒、发热为主要症状128例例中以畏寒、发热为主要症状128例128例例
(69.9%), 与此十分符合, 故临床上对不明原因的与此十分符合, 故临床上对不明原因的, 故临床上对不明原因的故临床上对不明原因的

发热患者需警惕此病.. 
随着现代影像学的发展, 肝脓肿的诊断已不, 肝脓肿的诊断已不肝脓肿的诊断已不

是难题, 朱文静等, 朱文静等朱文静等[3-8]认为超声检查对肝脓肿病

灶定位、定性诊断准确, 是对肝脓肿患者诊治, 是对肝脓肿患者诊治是对肝脓肿患者诊治

首选的影像学方法; 不能明确诊断的不典型肝; 不能明确诊断的不典型肝不能明确诊断的不典型肝

脓肿病灶可结合CT和MRI进行诊断, 对于少部CT和MRI进行诊断, 对于少部和MRI进行诊断, 对于少部MRI进行诊断, 对于少部进行诊断, 对于少部, 对于少部对于少部

分高度怀疑的患者可行超声引导下经皮肝穿刺

获得确诊. 我们的资料显示: B超+CT和(或)MRI. 我们的资料显示: B超+CT和(或)MRI我们的资料显示: B超+CT和(或)MRI: B超+CT和(或)MRI超+CT和(或)MRI+CT和(或)MRI和(或)MRI(或)MRI或)MRI)MRI
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■应用要点
对 肝 脓 肿 的 及
时 、 准 确 诊 断 , 
合理使用抗菌药
物、减少细菌耐
药的产生, 并对合
适的病例采用微
创治疗、减轻患
者痛苦, 促进其早
日康复.

确诊71例, 单独B超确诊102例, 10例经B超引导71例, 单独B超确诊102例, 10例经B超引导例, 单独B超确诊102例, 10例经B超引导, 单独B超确诊102例, 10例经B超引导单独B超确诊102例, 10例经B超引导B超确诊102例, 10例经B超引导超确诊102例, 10例经B超引导102例, 10例经B超引导例, 10例经B超引导, 10例经B超引导例经B超引导B超引导超引导

下肝穿刺确诊, 其中左肝脓肿38例, 右肝脓肿, 其中左肝脓肿38例, 右肝脓肿其中左肝脓肿38例, 右肝脓肿38例, 右肝脓肿例, 右肝脓肿, 右肝脓肿右肝脓肿

137例. 均提示目前的影像学检查完全可以做出例. 均提示目前的影像学检查完全可以做出. 均提示目前的影像学检查完全可以做出均提示目前的影像学检查完全可以做出

明确的诊断, 对积极的治疗带来了极大的帮助., 对积极的治疗带来了极大的帮助.对积极的治疗带来了极大的帮助.. 
既往肝脓肿多继发于腹腔感染、胆道疾病

等, 但近年由于医疗条件的极大改善以及抗生, 但近年由于医疗条件的极大改善以及抗生但近年由于医疗条件的极大改善以及抗生

素广泛应用, 上述疾病引起的肝脓肿明显减少,, 上述疾病引起的肝脓肿明显减少,上述疾病引起的肝脓肿明显减少,, 
而糖尿病并发肝脓肿的发生率有明显上升趋势.. 
糖尿病患者由于蛋白质合成能力减弱, 分解代, 分解代分解代

谢加速, 氮负平衡, 细胞免疫和体液免疫功能下, 氮负平衡, 细胞免疫和体液免疫功能下氮负平衡, 细胞免疫和体液免疫功能下, 细胞免疫和体液免疫功能下细胞免疫和体液免疫功能下

降; 长期高血糖可抑制白细胞趋化和吞噬能力;; 长期高血糖可抑制白细胞趋化和吞噬能力;长期高血糖可抑制白细胞趋化和吞噬能力;; 
单核巨噬细胞及调理素活性下降, 抗体生成减, 抗体生成减抗体生成减

少, 且高血糖状态有利于细菌的生长繁殖, 细菌, 且高血糖状态有利于细菌的生长繁殖, 细菌且高血糖状态有利于细菌的生长繁殖, 细菌, 细菌细菌

易经血液循环或胆道进入肝脏引起肝脓肿. 目前. 目前目前

糖尿病患者已成为细菌性肝脓肿的高发人群[9,10]. 
我们的研究发现183例患者中, 69例既往有明确183例患者中, 69例既往有明确例患者中, 69例既往有明确, 69例既往有明确例既往有明确

的糖尿病史, 20例入院后确诊糖尿病, 另外空腹, 20例入院后确诊糖尿病, 另外空腹例入院后确诊糖尿病, 另外空腹, 另外空腹另外空腹

血糖受损、糖耐量低减18例, 均提示糖尿病与18例, 均提示糖尿病与例, 均提示糖尿病与, 均提示糖尿病与均提示糖尿病与

肝脓肿密切相关, 高血糖是肝脓肿的重要发病, 高血糖是肝脓肿的重要发病高血糖是肝脓肿的重要发病

因素. 因此, 我们临床上对于糖尿病患者出现反. 因此, 我们临床上对于糖尿病患者出现反因此, 我们临床上对于糖尿病患者出现反, 我们临床上对于糖尿病患者出现反我们临床上对于糖尿病患者出现反

复的畏寒发热、右上腹痛等消化系症状时, 应, 应应
尽快予以影像学检查排除肝脓肿的存在; 对于; 对于对于

既往无糖尿病病史的肝脓肿患者入院后的应加

强血糖监测, 以便及早发现高血糖并采取相应, 以便及早发现高血糖并采取相应以便及早发现高血糖并采取相应

的治疗, 以免延误病情, 影响感染的控制., 以免延误病情, 影响感染的控制.以免延误病情, 影响感染的控制., 影响感染的控制.影响感染的控制.. 
近年研究发现, 肺炎克雷伯菌已经取代了大, 肺炎克雷伯菌已经取代了大肺炎克雷伯菌已经取代了大

肠埃希菌成为肝脓肿的致病菌中的第一位, 是, 是是
细菌性肝脓肿最常见的致病菌[11-15]. 本研究显本研究显

示, 血液细菌培养病原学结果阳性8例为肺炎克, 血液细菌培养病原学结果阳性8例为肺炎克血液细菌培养病原学结果阳性8例为肺炎克8例为肺炎克例为肺炎克

雷伯杆菌, 3例为大肠埃希氏菌, 1例为星座链球, 3例为大肠埃希氏菌, 1例为星座链球例为大肠埃希氏菌, 1例为星座链球, 1例为星座链球例为星座链球

菌3; 脓液培养阳性30例为肺炎克雷伯杆菌, 6例3; 脓液培养阳性30例为肺炎克雷伯杆菌, 6例脓液培养阳性30例为肺炎克雷伯杆菌, 6例30例为肺炎克雷伯杆菌, 6例例为肺炎克雷伯杆菌, 6例, 6例例
为大肠埃希氏菌. 提示肺炎克雷伯杆菌已成为. 提示肺炎克雷伯杆菌已成为提示肺炎克雷伯杆菌已成为

肝脓肿优势菌, 而过去被认为是肝脓肿常见致, 而过去被认为是肝脓肿常见致而过去被认为是肝脓肿常见致

病菌的大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、变形杆

菌等明显减少. 但所检肺炎克雷杆菌对抗生素. 但所检肺炎克雷杆菌对抗生素但所检肺炎克雷杆菌对抗生素

敏感性较好, 除对阿莫西林、替卡西林、哌拉, 除对阿莫西林、替卡西林、哌拉除对阿莫西林、替卡西林、哌拉

西林、头孢噻吩低档抗生素耐药外, 对三、四, 对三、四对三、四

代头孢和喹诺酮类敏感性好. 但所检出的大肠. 但所检出的大肠但所检出的大肠

埃希氏菌耐药性较强, 对多种抗生素耐药, 其中, 对多种抗生素耐药, 其中对多种抗生素耐药, 其中, 其中其中

1例仅对亚胺培南敏感, 提示目前由于抗生素的例仅对亚胺培南敏感, 提示目前由于抗生素的, 提示目前由于抗生素的提示目前由于抗生素的

不适当使用、使用过多导致大肠埃希氏菌的耐

药性较严重. 万建华等. 万建华等万建华等[16]认为临床上常用的绝

大多数β-内酰胺类抗菌药物可以有效抑制、杀内酰胺类抗菌药物可以有效抑制、杀

灭大多数肝脓肿的致病菌(>90%), 比如头孢三(>90%), 比如头孢三比如头孢三

代、四代、碳青霉烯类或选用含β-内酰按酶抑内酰按酶抑

制剂的复合制剂, 可以有效控制感染, 稳定病情, 可以有效控制感染, 稳定病情可以有效控制感染, 稳定病情, 稳定病情稳定病情, 

但当细菌培养结果出来, 尤其是病情好转、稳, 尤其是病情好转、稳尤其是病情好转、稳

定后应及时调整抗菌药物, 尽可能选择窄谱的, 尽可能选择窄谱的尽可能选择窄谱的

抗菌药物, 以减轻抗生素的选择压力, 以便能较, 以减轻抗生素的选择压力, 以便能较以减轻抗生素的选择压力, 以便能较, 以便能较以便能较

长时间的使用, 尽量减少细菌耐药的产生., 尽量减少细菌耐药的产生.尽量减少细菌耐药的产生.. 
肝脓肿的治疗方法有单纯抗生素治疗、抗

生素+肝脓肿穿刺治疗、手术治疗. 随着介入超+肝脓肿穿刺治疗、手术治疗. 随着介入超肝脓肿穿刺治疗、手术治疗. 随着介入超. 随着介入超随着介入超

声技术的快速发展, B超引导下经皮肝脓肿穿刺, B超引导下经皮肝脓肿穿刺超引导下经皮肝脓肿穿刺

抽脓成为肝脓肿主要的保守治疗手段, 大部分患, 大部分患大部分患

者避免了脓肿手术切开引流以及置管引流所带

来的不便. 蒋辉等认为. 蒋辉等认为蒋辉等认为[9,10]: 超声介入治疗具有危超声介入治疗具有危

险性低、损伤小、患者耐受性好、操作简单等

优点, 而且经皮肝脓肿穿刺抽脓可迅速减轻患者, 而且经皮肝脓肿穿刺抽脓可迅速减轻患者而且经皮肝脓肿穿刺抽脓可迅速减轻患者

的毒血症状和缩小脓腔, 所取脓液可以送细菌培, 所取脓液可以送细菌培所取脓液可以送细菌培

养、指导用药, 对于疑难病例还可进一步确诊., 对于疑难病例还可进一步确诊.对于疑难病例还可进一步确诊.. 
本组107的患者采用此法治疗, 最少1次, 最多7107的患者采用此法治疗, 最少1次, 最多7的患者采用此法治疗, 最少1次, 最多7, 最少1次, 最多7最少1次, 最多71次, 最多7次, 最多7, 最多7最多77
次, 效果良好, 未发生不良事故, 有效促进了脓肿, 效果良好, 未发生不良事故, 有效促进了脓肿效果良好, 未发生不良事故, 有效促进了脓肿, 未发生不良事故, 有效促进了脓肿未发生不良事故, 有效促进了脓肿, 有效促进了脓肿有效促进了脓肿

的吸收, 缩短病程、减少治疗费用. 其中只有74, 缩短病程、减少治疗费用. 其中只有74缩短病程、减少治疗费用. 其中只有74. 其中只有74其中只有7474
例患者穿刺脓液送细菌学培养, 这与早期条件受, 这与早期条件受这与早期条件受

限以及医生的意识不到位有关, 建议所穿刺的脓, 建议所穿刺的脓建议所穿刺的脓

液尽量送检, 力求明确致病菌, 以便根据药敏结, 力求明确致病菌, 以便根据药敏结力求明确致病菌, 以便根据药敏结, 以便根据药敏结以便根据药敏结

果合理使用抗生素. 穿刺冲洗液多为甲硝唑或奥. 穿刺冲洗液多为甲硝唑或奥穿刺冲洗液多为甲硝唑或奥

硝唑, 随着肺炎克雷杆菌所致的肝脓肿的增多,, 随着肺炎克雷杆菌所致的肝脓肿的增多,随着肺炎克雷杆菌所致的肝脓肿的增多,, 
可考虑选用庆大霉素16万单位加入生理盐水冲16万单位加入生理盐水冲万单位加入生理盐水冲

洗脓腔, 可达有效、减少费用的目的., 可达有效、减少费用的目的.可达有效、减少费用的目的.. 
总之, 我们认为目前单纯抗生素治疗仍是肝, 我们认为目前单纯抗生素治疗仍是肝我们认为目前单纯抗生素治疗仍是肝

脓肿的一线治疗方案, 也是治疗肝脓肿的基本, 也是治疗肝脓肿的基本也是治疗肝脓肿的基本

方法; 肝脓肿与糖尿病密切相关, 高血糖是肝脓; 肝脓肿与糖尿病密切相关, 高血糖是肝脓肝脓肿与糖尿病密切相关, 高血糖是肝脓, 高血糖是肝脓高血糖是肝脓

肿发病的高危因素; 肝脓肿病原菌以肺炎克雷; 肝脓肿病原菌以肺炎克雷肝脓肿病原菌以肺炎克雷

伯菌多见; B超引导下肝脓肿穿刺操作简便, 效; B超引导下肝脓肿穿刺操作简便, 效超引导下肝脓肿穿刺操作简便, 效, 效效
果好, 应作为肝脓肿局部治疗的首选., 应作为肝脓肿局部治疗的首选.应作为肝脓肿局部治疗的首选.. 
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WJG 成功通过评审被 PMC 收录

本刊讯 PubMed Central(PMC)是由美国国家医学图书馆(NLM)下属国家生物技术信息中心(NCBI)创立的开放

存取(Open Access)的生物医学和生命科学全文数据库. 此数据库只收录采取国际同行评审制度评议的期刊, 并

对收录期刊有较高的科学、编辑及数据文件质量要求.

截至目前, 我国只有两本期刊被PMC收录.《浙江大学学报B》(英文版)(Journal of Zhejiang University 
Science B )是我国第一本通过PMC评审并于2006-03-15被收录的期刊.《世界胃肠病学杂志》(英文版)(World 
Journal of Gastroenterology , WJG )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://

www.pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive (WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-03-26)

■应用要点
本文从临床常见
病出发, 用大量样
本来说明肝脓肿
的易发因素, 诊断
和治疗, 并在治疗
中强调了微创治
疗肝脓肿的观点, 
值得临床借鉴.
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《世界华人消化杂志》出版流程

本刊讯 《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, 每月8、18、28号按时出版. 具体出版流程介绍如下: 

第一步 作者提交稿件: 作者在线提交稿件(http://www.baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx), 提交稿件中出现问题

可以发送E-mail至submission@wjgnet.com咨询, 编务将在1个工作日内回复. 

第二步 审稿: 送审编辑对所有来稿进行课题查新, 并进行学术不端检测, 对不能通过预审的稿件直接退稿, 通

过预审的稿件送交同行评议专家进行评议. 编辑部主任每周一组织定稿会, 评估审稿人意见, 对评审意见较高, 

文章达到本刊发表要求的稿件送交总编辑签发拟接受, 对不能达到本刊发表要求的稿件退稿. 

第三步 编辑、修改稿件: 科学编辑严格根据编辑规范要求编辑文章, 包括全文格式、题目、摘要、图表科学

性和参考文献; 同时给出退修意见送作者修改. 作者修改稿件中遇到问题可以发送E-mail至责任科学编辑, 责

任科学编辑在1个工作日内回复. 为保证文章审稿意见公平公正, 本刊对每一篇文章均增加该篇文章的同行评

议者和同行评论, 同时配有背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用要点和名词解释, 供非专业人士

阅读了解该领域的最新科研成果. 

第四步 录用稿件: 作者将稿件修回后, 编辑部主任组织第2次定稿会, 评估作者修回稿件质量. 对修改不合格的

稿件通知作者重修或退稿, 对修改合格的稿件送总编辑终审, 合格后发正式录用通知. 稿件正式录用后, 编务通

知作者缴纳出版费, 出版费缴纳后编辑部安排生产, 并挂号将缴费发票寄出. 

第五步 排版制作: 电子编辑对稿件基本情况进行核对, 核对无误后, 进行稿件排版及校对、图片制作及参考文

献核对. 彩色图片保证放大400%依然清晰; 中文参考文献查找全文, 核对作者、题目、期刊名、卷期及页码, 
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■背景资料
甲状腺功能亢进
(甲亢)合并严重肝
功能损害常病情
重, 合并症及并发
症多 ,  病死率高 , 
常规治疗效果差. 
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Abstract 
AIM: To evaluate the clinical effect of artificial 
liver combined with 131I therapy versus conven-
tional medical treatment in patients with hyper-
thyroidism and severe liver injury.

METHODS: The clinical data for 40 patients 
with hyperthyroidism and severe liver injury 
who were treated at our hospital over the past 6 
years were retrospectively analyzed to compare 
the efficacy of artificial liver combined with 131I 
therapy versus conventional medical treatment.

RESULTS: Twenty-five patients underwent 
artificial liver treatment, and of them 20 had a 
response and 5 had disease progression. The 

response rate was 80%. Fifteen patients received 
conventional medical treatment, and of them 6 
had a response and 59 had disease progression, 
with a response rate of only 40%. Artificial liver 
treatment significantly improved liver function 
and thyroid function, shortened PT time and in-
creased the cure rate.

CONCLUSION: Artificial liver combined with 
131I therapy can significantly improve prognosis 
and reduce mortality in patients with hyperthy-
roidism and severe liver injury.

Key Words: Artificial liver; 131I therapy; Hyperthy-
roidism; Severe hepatitis

Yang LX, Li XP, Zhang LL. Clinical effect of artificial liver 
combined with 131I therapy versus conventional medical 
treatment in patients with hyperthyroidism and severe 
liver injury: an analysis of 40 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要 
目的: 对人工肝结合131I治疗与内科常规治疗
甲状腺功能亢进(甲亢)合并重症肝损害患者
的临床疗效进行比较.

方法: 对近6年来我院40例甲亢合并重症肝损
害患者的临床表现、实验室检查、治疗方式
及预后进行回顾性分析, 比较采用人工肝[方
式有分子吸附再循环系统(molecular adsorbent 
recirculating system, MARS)、血浆置换]结合
131I与内科常规治疗的疗效和预后. 

结果: 人工肝组有25例患者, 20例好转, 5例病
情恶化, 内科常规治疗组共15例患者, 6例好
转, 9例恶化, 人工肝组好转率(80%)明显高于
内科常规治疗组(40%), 人工肝治疗能显著改
善患者肝功能、甲状腺功能指标, 缩短凝血酶
原时间, 提高治愈率.

结论: 甲亢合并重症肝损害病情复杂, 治疗棘
手, 根据病情需要行人工肝治疗, 在肝功能改
善后行131I能明显改善预后, 提高生存率, 降低

■同行评议者
郑 素 军 , 副 主 任素 军 , 副 主 任军 ,  副 主 任
医 师 ,  首 都 医 科
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安医院
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■创新盘点
本文采用人工肝
结合131I治疗甲状
腺合并重症肝功
能损害患者, 探讨
其对患者疗效、
肝功能、凝血功
能、甲状腺功能
和治愈率的影响, 
并与常规内科治
疗进行比较.

病死率. 

关键词: 肝; 人工; 131I治疗; 甲状腺功能亢进; 重型

肝炎
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0  引言

甲状腺功能亢进症(甲亢)是由甲状腺激素分泌

过多所引起的一中常见的内分泌疾病, 以弥漫性

毒性甲状腺肿(Graves病)最多见. 甲状腺激素和Graves病)最多见. 甲状腺激素和病)最多见. 甲状腺激素和

肝脏有密切的关系, 甲亢本身可并发多种肝脏损

害, 抗甲状腺药物有时可加重肝损害[1], 而我国是

病毒性肝炎高发国家, 甲亢性肝病、甲亢合并

病毒性肝炎、甲亢合并药物性肝炎等导致的严

重肝损害在我国并不少见[2], 仍是临床上治疗颇

为棘手的一类疾病, 我科自2005-03/2011-03共收2005-03/2011-03共收-03/2011-03共收2011-03共收1-03共收

治甲亢合并严重肝损害40例, 现将其临床特点40例, 现将其临床特点例, 现将其临床特点

及治疗情况总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 材料 40例均为我院住院患者, 男26例, 女14例均为我院住院患者, 男26例, 女1426例, 女14例, 女1414
例, 年龄(16-65)岁, 平均36岁, 住院周期2-80(平16-65)岁, 平均36岁, 住院周期2-80(平-65)岁, 平均36岁, 住院周期2-80(平65)岁, 平均36岁, 住院周期2-80(平)岁, 平均36岁, 住院周期2-80(平36岁, 住院周期2-80(平岁, 住院周期2-80(平2-80(平(平
均31) d. 甲亢合并病毒性肝炎25例, 其中急性肝31) d. 甲亢合并病毒性肝炎25例, 其中急性肝 d. 甲亢合并病毒性肝炎25例, 其中急性肝25例, 其中急性肝例, 其中急性肝

炎7例, 慢性肝炎8例, 重型肝炎10例, 病原方面:7例, 慢性肝炎8例, 重型肝炎10例, 病原方面:例, 慢性肝炎8例, 重型肝炎10例, 病原方面:8例, 重型肝炎10例, 病原方面:例, 重型肝炎10例, 病原方面:10例, 病原方面:例, 病原方面: 
甲型肝炎1例, 丙型肝炎1例, 戊型肝炎5例, 乙型1例, 丙型肝炎1例, 戊型肝炎5例, 乙型例, 丙型肝炎1例, 戊型肝炎5例, 乙型1例, 戊型肝炎5例, 乙型例, 戊型肝炎5例, 乙型5例, 乙型例, 乙型

肝炎16例, 乙丙丁型肝炎、乙戊型肝炎重叠感16例, 乙丙丁型肝炎、乙戊型肝炎重叠感例, 乙丙丁型肝炎、乙戊型肝炎重叠感

染各1例; 甲亢性肝病5例; 药物性肝损害合并甲1例; 甲亢性肝病5例; 药物性肝损害合并甲例; 甲亢性肝病5例; 药物性肝损害合并甲5例; 药物性肝损害合并甲例; 药物性肝损害合并甲

亢10例, 其中3名患者分别服用治疗疥疮、白癜10例, 其中3名患者分别服用治疗疥疮、白癜例, 其中3名患者分别服用治疗疥疮、白癜3名患者分别服用治疗疥疮、白癜名患者分别服用治疗疥疮、白癜

风、骨折的中草药(成分不明)导致严重肝损害, 
服用丙基硫氧嘧啶2 wk-1 mo后出现肝损害的52 wk-1 mo后出现肝损害的5 wk-1 mo后出现肝损害的5-1 mo后出现肝损害的5 mo后出现肝损害的55
例, 服用甲巯咪唑(商品名他巴唑、赛治)2 wk-1 mo2 wk-1 mo wk-1 mo-1 mo mo
后出现肝损害的2例. 40例患者根据不同治疗方2例. 40例患者根据不同治疗方例. 40例患者根据不同治疗方40例患者根据不同治疗方例患者根据不同治疗方

案分为人工肝治疗组及内科治疗组. 
1.2 方法

1.2.1 甲状腺机能情况:甲状腺机能情况: 甲亢诊断均按临床表现

及实验室资料确诊, 40例患者中24例有甲亢病40例患者中24例有甲亢病例患者中24例有甲亢病24例有甲亢病例有甲亢病

史, 病程0.5-15年, 这些病例均有应用过抗甲状0.5-15年, 这些病例均有应用过抗甲状年, 这些病例均有应用过抗甲状

腺药物甲巯咪唑或丙基硫氧嘧啶, 疗程长短不

一(2 mo-6年), 仅个别患者完成正规疗程, 大多2 mo-6年), 仅个别患者完成正规疗程, 大多 mo-6年), 仅个别患者完成正规疗程, 大多-6年), 仅个别患者完成正规疗程, 大多年), 仅个别患者完成正规疗程, 大多

数患者在症状改善后自行停药, 且未定期检测

肝功能. 16例患者在入院前(1-6 mo)已有明显甲16例患者在入院前(1-6 mo)已有明显甲例患者在入院前(1-6 mo)已有明显甲1-6 mo)已有明显甲 mo)已有明显甲

亢症状, 但未就诊, 入院后确诊. 
1.2.2 肝功能损害情况:肝功能损害情况: 所有患者均有明显肝功

能损害, 入院时血清丙氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)41-1140 U/L, 总胆红素ALT)41-1140 U/L, 总胆红素)41-1140 U/L, 总胆红素41-1140 U/L, 总胆红素 U/L, 总胆红素U/L, 总胆红素, 总胆红素

(total bilirubin, TBIL)116.4-810.5BIL)116.4-810.5)116.4-810.5116.4-810.5 μmol/L, 白蛋, 白蛋

白(a lbumin, ALB)23-42.7 g/L, 凝血酶原时间ALB)23-42.7 g/L, 凝血酶原时间)23-42.7 g/L, 凝血酶原时间23-42.7 g/L, 凝血酶原时间 g/L, 凝血酶原时间g/L, 凝血酶原时间, 凝血酶原时间

(prothrombin time, PT)11.3-55.9 s.PT)11.3-55.9 s.)11.3-55.9 s.11.3-55.9 s.-55.9 s.55.9 s. s. 
1.2.3 治疗方法:治疗方法: 患者入院后停用一切肝损害药

物, 卧床休息, 并予以高营养食品及多种维生素, 
维持水电解质平衡, 给予常规护肝、退黄疸、

促进肝细胞再生等药物治疗, 予心得安控制心

率, 甲亢灵胶囊减轻甲亢症状, 并补充白蛋白、

新鲜冰冻血浆、抗感染等综合治疗, 有核苷类

似物抗病毒治疗指针即给予相应抗病毒治疗. 
人工肝治疗组: 在内科综合治疗的基础上有2525
例接受了分子吸附再循环系统(molecular adsor-molecular adsor-
bent recirculating system, MARS)或血浆置换支)或血浆置换支

持疗法, 平均1.4次/例, 治疗后在患者临床症状1.4次/例, 治疗后在患者临床症状次/例, 治疗后在患者临床症状/例, 治疗后在患者临床症状例, 治疗后在患者临床症状

改善、肝功能有所恢复时, 16例患者加用16例患者加用例患者加用131I同同
位素治疗甲亢. 内科治疗组: 15例患者采取与人15例患者采取与人例患者采取与人

工肝治疗组相同的综合治疗措施, 其中8例患者8例患者例患者

行131I同位素治疗甲亢. 本研究疗效判断标准为同位素治疗甲亢. 本研究疗效判断标准为

出院时甲亢及肝功能指标恢复正常为治愈; 甲
亢及肝功能等指标均有好转, 或甲亢治愈而肝

功能指标好转或甲亢好转而肝功能指标正常均

为好转, 病情加重放弃治疗为无效, 住院患者抢

救无效为死亡. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包处理,SPSS13.0统计软件包处理,统计软件包处理, 

配对t检验分别比较人工肝治疗组和内科常规组

入院及出院时肝功能、PT、甲状腺功能指标改PT、甲状腺功能指标改、甲状腺功能指标改

善情况, χ2检验比较两组的治愈好转率(%).%).). 

2  结果

2.1人工肝治疗组与内科常规治疗组治愈好转率人工肝治疗组与内科常规治疗组治愈好转率

比较 人工肝组25例, 15例治愈, 5例好转, 3例分25例, 15例治愈, 5例好转, 3例分例, 15例治愈, 5例好转, 3例分15例治愈, 5例好转, 3例分例治愈, 5例好转, 3例分5例好转, 3例分例好转, 3例分3例分例分

别因肝性脑病、肝肾综合征、呼吸衰竭放弃治

疗, 2例死亡. 内科治疗组15例, 6例好转, 7例因2例死亡. 内科治疗组15例, 6例好转, 7例因例死亡. 内科治疗组15例, 6例好转, 7例因15例, 6例好转, 7例因例, 6例好转, 7例因6例好转, 7例因例好转, 7例因7例因例因

病情反复放弃治疗, 2例因并发肠穿孔死亡. 人2例因并发肠穿孔死亡. 人例因并发肠穿孔死亡. 人
工肝组治愈好转率(80.0%)明显高于内科治疗组80.0%)明显高于内科治疗组)明显高于内科治疗组

表  1  人工肝组与内科常规组治疗甲亢合并重症肝损害
治愈率比较

     
分组 好转 恶化   合计 好转率(%)

人工肝治疗组  20    5  25    80.0

内科常规治疗组    6    9  15    40.0

合计  26  14  40    65.0

采用χ2检验计算, χ2 = 6.593, P  = 0.01<0.05.
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■应用要点
本研究表明人工
肝治疗较内科常
规治疗可改善患
者肝功能、凝血
功, 降低甲状腺毒
素水平、改善患
者甲亢症状, 提高
生存治愈率. 

(40.0%)(表1).40.0%)(表1).)(表1).1).. 
2.2 人工肝支持治疗与内科常规治疗比较人工肝支持治疗与内科常规治疗比较 人工

肝支持治疗与内科常规治疗相比, 可显著的降

低患者ALT、AST、TB、DB水平, 缩短PT时间,ALT、AST、TB、DB水平, 缩短PT时间,、AST、TB、DB水平, 缩短PT时间,AST、TB、DB水平, 缩短PT时间,、TB、DB水平, 缩短PT时间,TB、DB水平, 缩短PT时间,、DB水平, 缩短PT时间,DB水平, 缩短PT时间,水平, 缩短PT时间,PT时间,时间, 
明显改善肝功能、凝血功能(表2).2).. 
2.3 人工肝支持治疗与内科常规治疗比较 人工肝支持治疗与内科常规治疗比较 人工

肝支持治疗较内科常规治疗可有效降低血液中

FT3、FT4水平, 提高sTSH水平, 有助于改善患、FT4水平, 提高sTSH水平, 有助于改善患FT4水平, 提高sTSH水平, 有助于改善患水平, 提高sTSH水平, 有助于改善患sTSH水平, 有助于改善患水平, 有助于改善患

者甲亢症状(表3).3).. 

3  讨论

肝脏在甲状腺激素代谢方面有重要作用, 也是

甲状腺激素作用的靶器官之一. 甲亢与肝脏损

害互相影响, 甲状腺激素升高, 可引起大量代谢

产物及有毒物质堆积, 加重肝脏负担, 机体耗

氧增多, 导致肝脏相对缺血缺氧和肝脏营养不

良, 同时分解代谢亢进, 蛋白质缺乏, 导致体内

负氮平衡, 加重肝损害, 严重肝功能损害时, 由
于肝细胞大量坏死, 甲状腺激素的代谢和灭活

受到严重影响[3]. 而临床上常用的抗甲状腺药物

(ATD)对肝脏都有不同程度的损害, ATD疗程长,ATD)对肝脏都有不同程度的损害, ATD疗程长,)对肝脏都有不同程度的损害, ATD疗程长,ATD疗程长,疗程长, 

作用较慢, 复发率较高, 易发生药物性肝损害[4,5], 
且多数患者未按正规疗程服药, 就诊时肝功能

损害已经很严重了. 而我国又是病毒性肝炎高

发国家, 急性、慢性、重型肝炎本身可导致严

重肝功能损害. 病毒性肝炎、甲亢、药物等因

素共同影响, 导致治疗极为棘手. 临床上应注意

鉴别是甲亢并发病毒性肝炎, 还是甲亢性肝病, 
或是抗甲亢药物性肝损害[2]. 正确的诊断对指导

治疗和估计预后非常重要. 我们的体会是急性

戊型、甲型肝炎预后较好, 而慢性乙型肝炎重

度、重型患者预后较差, 可能与急性期患者肝

脏基础好有关. 
女性甲亢的发病率明显高于男性, 但本组4040

例甲亢并重症肝损害患者中男26例, 占65%, 女26例, 占65%, 女例, 占65%, 女65%, 女, 女
14例, 占35%, 男性发病率明显高于女性, 且1例例, 占35%, 男性发病率明显高于女性, 且1例35%, 男性发病率明显高于女性, 且1例, 男性发病率明显高于女性, 且1例1例例
急性甲型肝炎、5例急性戊型性均为男性患者,5例急性戊型性均为男性患者,例急性戊型性均为男性患者, 
谢仕斌等[6]推测男性发病率高于女性与男、女

感染病毒性肝炎的机会不同及男性由于社会交

往较多, 感染急性甲、戊型肝炎机会较多有关. 
目前甲亢治疗的方法主要有: (1)抗甲亢药1)抗甲亢药)抗甲亢药

物治疗; (2)手术治疗; (3)2)手术治疗; (3))手术治疗; (3)3))131I治疗治疗[7]. 而对于合并

表  2  治疗前(入院时)和治疗后(出院时)肝功能指标比较 (mean±SD)

     
分组          n      ALT(U/L)      AST(U/L)      TB(TBIL)     DB(DBIL)      PT(s)

正常参考值 <40  <40 <20  <7 10-13

人工肝 治疗前   25  112.5±22.5  115.6±21.1 505.3±84.3 332.1±71.2 23.8±8.7

治疗组 治疗后   25    72.1±14.9    78.0±16.3 313.1±81.5 195.6±54.6 16.4±7.6

P值          0.006      0.011     0.001     0.001 0.033

内科常规 治疗前   15  122.5±25.7  114.4±18.1 478.3±96.4 298.1±85.2 23.5±7.9

治疗组 治疗后   15  110.1±27.9  120.1±17.3 501.3±10.6 304.6±78.7 24.7±8.1 

P值          0.184      0.320     0.460    0.310 0.240

ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; TB: 总胆红素; DB: 结合胆红素; PT: 凝血酶原间; 人工肝组治疗前后比较: 均P<0.05; 内科常规

治疗前后比较, 均P>0.05, 两组比较差异有统计学意义.

表  3  治疗前后(入院及出院时)甲状腺功能指标比较 (mean±SD)

     
分组   n     FT3(ng/L)   FT4(μg/L)   sTSH(mIU/L)

正常参考值   2.00-40.40 0.93-1.70 0.270-4.200

人工肝 治疗前 25 16.15±10.01 7.41±2.82 0.025±0.023

治疗组 治疗后 25 12.26±8.07 5.05±2.19 0.138±0.208    

t值   4.02b 3.98b 3.46c

内科常规 治疗前 15 16.75±8.28 8.48±3.54 0.043±0.028

治疗组 治疗后 15 17.62±7.01 8.22±4.72 0.063±0.038

t值   1.35 1.25 0.97

FT3: 游离甲状腺原氨酸; FT4: 游离甲状腺素; sTSH: 促甲状腺激素释放激素; 人工肝组治疗前后比较: bP<0.01, cP<0.05; 内科常规

组治疗前后比较, 均P>0.05, 两组比较差异有统计学意义.
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■同行评价
本文对甲亢合并文对甲亢合并
严重肝功能损害
进行了人工肝(方
式有MARS、血
浆置换)结合131I治
疗以及内科常规
治疗临床疗效比
较, 有一定临床实
践指导意义.

严重肝功能损害的患者药物治疗和手术治疗都

可能进一步加重肝功能损害, 不易采用. 131I治疗治疗

甲亢疗效确切, 且严重肝功能损害合并甲亢不

是131I治疗的禁忌证[8,9], 但治疗须十分谨慎, 因但治疗须十分谨慎, 因
131I治疗后至2 wk甲状腺滤泡破坏而释放大量的2 wk甲状腺滤泡破坏而释放大量的 wk甲状腺滤泡破坏而释放大量的

甲状腺激素, 可引起甲亢症状一过性加重, 进而

加重肝功能损害, 或致甲亢危象等并发症, 严重

者危及生命[10]. 在甲亢合并严重肝功能损害时, 
若患者有高黄疸、PT时间明显延长, 则应用PT时间明显延长, 则应用时间明显延长, 则应用131I
治疗风险较大. 人工肝支持系统是一种肝脏体

外替代疗法, 近年来该疗法迅速发展, 治疗重型

肝炎疗效显著[11]. 人工肝支持治疗可减少和净

化血液中的毒性物质, 补充白蛋白、凝血因子

起到辅助性肝支持作用, 减轻肝功能损害, 同时

可清除甲亢的致病因子及降低血液中过高的甲

状腺激素水平, 纠正高代谢, 利于患者度过危险

期, 为进一步治疗提供条件[12]. 在甲亢症状得到

及时控制, 在病情相对稳定时再结合131I治疗有助治疗有助

于改善临床症状和促进肝功能恢复正常[13]. 本组

资料显示人工肝治疗可显著降低ALT、AST、ALT、AST、、AST、AST、、
TB、DB、FT3、FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血、DB、FT3、FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血DB、FT3、FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血、FT3、FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血FT3、FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血、FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血FT4水平, 提高sTSH, 缩短凝血水平, 提高sTSH, 缩短凝血sTSH, 缩短凝血, 缩短凝血

酶原时间, 较内科常规组比较有显著差异, 且1616
例患者在行人工肝治疗后及时行131I控制甲亢,控制甲亢, 
最终均痊愈出院, 提示131I结合人工肝支持系统结合人工肝支持系统

治疗甲亢合并严重肝功能损害疗效肯定, 可有

效降低病死率, 提高治愈率, 为患者提供了一条

新的治疗途径, 值得推广. 
甲亢并发严重肝功能损害患者, 病因复杂,, 病因复杂,病因复杂,, 

病情变化快, 肝性脑病、肝肾综合征、感染、, 肝性脑病、肝肾综合征、感染、肝性脑病、肝肾综合征、感染、

心房纤颤、肠穿孔等并发症较多, 病情危重, 病, 病情危重, 病病情危重, 病, 病病
死率较高, 应强调多学科的通力合作, 传染科(肝, 应强调多学科的通力合作, 传染科(肝应强调多学科的通力合作, 传染科(肝, 传染科(肝传染科(肝(肝肝

病科)、内分泌科、心内科、核医学科、人工肝)、内分泌科、心内科、核医学科、人工肝、内分泌科、心内科、核医学科、人工肝

中心等相关科室应密切协作, 制定出适合患者, 制定出适合患者制定出适合患者

的最佳治疗方案, 根据病情变化及时调整治疗,, 根据病情变化及时调整治疗,根据病情变化及时调整治疗,, 
选择适合个体的优化治疗方案.. 
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CCT亚基γ在人肝细胞癌组织中的表达及意义
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■背景资料
肝癌是一种常见
的 恶 性 肿 瘤 ,  严
重危害着人类健
康. 肝癌的发生和
发展是一个多因
素、多步骤、多
基因作用的复杂
过程, 找出肝癌中
具有异常表达的
基因或蛋白并对
其进行研究, 对肝
癌的诊断与治疗
具有重要的意义. 
研究表明分子伴
侣蛋白可能参与
了肝癌的发生发
展过程.

谭晓虹, 广西医科大学附属肿瘤医院化疗三科 广西壮族自
治区南宁市 530021
曹骥, 欧超, 广西医科大学附属肿瘤医院实验研究部 广西壮
族自治区南宁市 530021
汪多平, 广西医科大学附属肿瘤医院头颈外科 广西南宁市 
530021
广西科技厅自然科学基金资助项目, No. 桂科回0991017
作者贡献分布: 此课题由谭晓虹、曹骥及欧超设计; 研究过程由
谭晓虹、欧超及汪多平操作完成; 数据分析和论文写作由谭晓
虹与欧超完成.  
通讯作者: 曹骥, 副研究员, 530021, 广西壮族自治区南宁市, 广
西医科大学附属肿瘤医院实验研究部. caojicn@yahoo.com.cn
电话: 0771-5330855
收稿日期: 2011-08-08   修回日期: 2011-10-02
接受日期: 2011-10-06   在线出版日期: 2011-10-08

Significance of expression 
of CCT subunit γ in human 
hepatocellular carcinoma

Xiao-Hong Tan, Ji Cao, Chao Ou, Duo-Ping Wang 

Xiao-Hong Tan, the Third Department of Chemotherapy, Can-
cer Hospital Affiliated to Guangxi Medical University, Nan-
ning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China
Ji Cao, Chao Ou, Experimental Research Department, Can-
cer Hospital Affiliated to Guangxi Medical University, Nan-
ning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China
Duo-Ping Wang, Department of Head and Neck Surgery, 
Cancer Hospital Affiliated to Guangxi Medical University, 
Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China
Supported by: the Natural Science Foundation of Guangxi, 
Gui Ke Hui No.0991017
Correspondence to: Ji Cao, Associate Professor, Experi-
mental Research Department, Cancer Hospital Affiliated 
to Guangxi Medical University, Nanning 530021, Guangxi 
Zhuang Autonomous Region, China. caojicn@yahoo.com.cn
Received: 2011-08-08    Revised: 2011-10-02 
Accepted: 2011-10-06    Published online: 2011-10-08

Abstract
AIM: To evaluate the significance of expression 
of CCT subunit γ in human hepatocellular carci-
noma (HCC). 

METHODS: The expression of CCT subunit γ 
was detected by immunohistochemistry in 35 
cases of HCC and tumor adjacent tissue and 12 
cases of normal liver tissue. 

RESULTS: The positive rate of CCT subunit γ 
expression in HCC was significantly higher than 

those in tumor adjacent and normal liver tissues 
(88.57% vs 62.86%, 41.67%, both P < 0.05). The 
expression of CCT subunit γ was not correlated 
with age, hepatitis B surface antigen, portal 
venous tumor emboli, AFP level, tumor size or 
clinical stage (all P > 0.05), but was negatively 
correlated with tumor differentiation (P < 0.05). 

CONCLUSION: CCT subunit γ is overexpressed 
in HCC, and CCT overexpression may be related 
with HCC carcinogenesis. 

Key Words: CCT subunit γ; Hepatocellular carci-
noma; Immunohistochemistry

Tan XH, Cao J, Ou C, Wang DP. Significance of expression 
of CCT subunit γ in human hepatocellular carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 2987-2990

摘要
目的: 探讨CCT亚基γ在人肝细胞癌组织中的
表达和意义.  

方法: 用免疫组织化学一步法检测35例肝癌及
癌旁组织、12例正常肝组织中的CCT亚基γ表达.

结果: CCT亚基γ在肝癌组织的阳性表达率为
88.57%(31/35), 在癌旁组织中的阳性表达率为
62.86%(22/35), 在正常肝组织中的阳性表达率
为41.67%(5/12). CCT亚基γ在肝癌组织中的表
达明显高于癌旁组织和正常肝组织, 具有显
著性差异(P<0.05). CCT亚基γ的表达与肝癌患
者年龄、乙肝表面抗原、有无门静脉癌栓、

A F P水平、肿瘤直径及临床分期均不相关
(P>0.05), 但CCT亚基γ的过度表达与肝癌患者
肿瘤细胞分化程度相关(P <0.05) , 肿瘤细胞分
化程度越低, CCT亚基γ的表达越高.

结论: CCT亚基γ在人肝细胞癌组织中表达增
高可能与肝细胞的癌变有关. 

关键词: CCT亚基γ; 肝细胞癌; 免疫组织化学

谭晓虹, 曹骥, 欧超, 汪多平. CCT亚基γ在人肝细胞癌组织中的

表达及意义.  世界华人消化杂志  2011; 19(28): 2987-2990
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■研发前沿
研究发现肝癌、
胃癌、结直肠癌
等肿瘤组织中出
现分子伴侣蛋白
的异常表达, 但具
体机制尚不明了.

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一(hepatocellular carcinoma, HCC)是一是一

种常见的恶性肿瘤, 严重危害着人类健康. 2002, 严重危害着人类健康. 2002严重危害着人类健康. 2002. 2002
年世界卫生组织发表的全球肿瘤统计分析报告

表明, 全世界新患肝癌人数约为626 000, 死亡, 全世界新患肝癌人数约为626 000, 死亡全世界新患肝癌人数约为626 000, 死亡626 000, 死亡死亡

人数约为598 000; 新患肝癌病例中的55%发生598 000; 新患肝癌病例中的55%发生新患肝癌病例中的55%发生55%发生发生

在中国[1]. 肝癌的发生和发展是一个多因素、多肝癌的发生和发展是一个多因素、多

步骤、多基因作用的复杂过程, 分子伴侣蛋白, 分子伴侣蛋白分子伴侣蛋白

可能参与了肝癌的发生发展过程[2,3]. 伴侣蛋白伴侣蛋白

携带t复合多肽1(the chaperonin containing tail-t复合多肽1(the chaperonin containing tail-复合多肽1(the chaperonin containing tail-1(the chaperonin containing tail-
less complex polypeptide 1, CCT), 是存在于真是存在于真

核细胞胞质中重要的分子伴侣[4], 主要功能是能主要功能是能

够特异地帮助细胞内新生的肌动蛋白、微管蛋

白、周期蛋白E等折叠E等折叠等折叠[5,6]. 哺乳动物CCT由7-9哺乳动物CCT由7-9CCT由7-9由7-97-9
种不同的亚基组成, 而且每个亚基的作用互不, 而且每个亚基的作用互不而且每个亚基的作用互不

相同[7]. 目前国内外关于CCT亚基目前国内外关于CCT亚基CCT亚基亚基γ和肝细胞癌

的研究报道很少, 本实验通过免疫组化检测人, 本实验通过免疫组化检测人本实验通过免疫组化检测人

HCC、癌旁组织和正常肝组织中CCT亚基、癌旁组织和正常肝组织中CCT亚基CCT亚基亚基γ的

表达, 初步探讨CCT亚基, 初步探讨CCT亚基初步探讨CCT亚基CCT亚基亚基γ在HCC发生和发展过HCC发生和发展过发生和发展过

程中的作用..  

1  材料和方法

1 .1  材料材料  收集广西医科大学附属肿瘤医院

2006-2010年初治, 经手术切除, 有完整临床背年初治, 经手术切除, 有完整临床背, 经手术切除, 有完整临床背经手术切除, 有完整临床背, 有完整临床背有完整临床背

景资料的肝细胞癌及癌旁组织石蜡标本各3535
例. 男33例, 女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,. 男33例, 女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,男33例, 女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,33例, 女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,例, 女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,, 女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,女2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,2例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,例, 年龄24-60(平均年龄47)岁,, 年龄24-60(平均年龄47)岁,年龄24-60(平均年龄47)岁,24-60(平均年龄47)岁,-60(平均年龄47)岁,60(平均年龄47)岁,(平均年龄47)岁,47)岁,岁,, 
术后均经病理证实为肝细胞性肝癌. 12例正常. 12例正常例正常

肝组织作为对照. 兔抗CCT3(CCT亚基. 兔抗CCT3(CCT亚基兔抗CCT3(CCT亚基CCT3(CCT亚基亚基γ)多克多克

隆抗体购自美国Proteintech Group, Inc, 鼠抗Proteintech Group, Inc, 鼠抗鼠抗

兔I g G购自天津津脉基因测绘技术有限公司 ,I g G购自天津津脉基因测绘技术有限公司 ,购自天津津脉基因测绘技术有限公司 ,, 
DAB显色试剂盒购自福州迈新公司, 磷酸盐缓显色试剂盒购自福州迈新公司, 磷酸盐缓, 磷酸盐缓磷酸盐缓

冲液(0.01 mol/L, pH7.5)、柠檬酸盐抗原修复(0.01 mol/L, pH7.5)、柠檬酸盐抗原修复、柠檬酸盐抗原修复

液(0.01 mol/L, pH6.0)为国产分析纯试剂, 用双(0.01 mol/L, pH6.0)为国产分析纯试剂, 用双为国产分析纯试剂, 用双, 用双用双

蒸水配置..  
1.2 方法方法 常规制片, 按免疫组织化学一步法进常规制片, 按免疫组织化学一步法进, 按免疫组织化学一步法进按免疫组织化学一步法进

行染色, 用已知标准片作为阳性对照, 以磷酸缓, 用已知标准片作为阳性对照, 以磷酸缓用已知标准片作为阳性对照, 以磷酸缓, 以磷酸缓以磷酸缓

冲液代替一抗作阴性对照. 由两名经验丰富的. 由两名经验丰富的由两名经验丰富的

病理科医师对结果进行判断定. 随机采集10个. 随机采集10个随机采集10个10个个
具有代表性的视野进行计数, 取平均数值. 结果, 取平均数值. 结果取平均数值. 结果. 结果结果

判断标准: 细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞,: 细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞,细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞,, 
(-) 为无阳性细胞, 弱阳性(+)为阳性细胞数为无阳性细胞, 弱阳性(+)为阳性细胞数, 弱阳性(+)为阳性细胞数弱阳性(+)为阳性细胞数(+)为阳性细胞数为阳性细胞数≤

25%, 中等阳性(++)为阳性细胞数25%-50%, 强%, 中等阳性(++)为阳性细胞数25%-50%, 强, 中等阳性(++)为阳性细胞数25%-50%, 强中等阳性(++)为阳性细胞数25%-50%, 强(++)为阳性细胞数25%-50%, 强为阳性细胞数25%-50%, 强25%-50%, 强%-50%, 强-50%, 强%, 强, 强强
阳性(+++)为阳性细胞数(+++)为阳性细胞数为阳性细胞数≥50%.%.. 

统计学处理 实验结果采用SPSS16.0统计软实验结果采用SPSS16.0统计软SPSS16.0统计软统计软

件进行统计分析, 计数资料的差异性分析使用, 计数资料的差异性分析使用计数资料的差异性分析使用χ2

检验,, P <0.05为差异具有统计学意义.为差异具有统计学意义..  

2  结果

2.1 CCT亚基亚基γ在肝癌组织、癌旁组织、正常

肝组织中的表达 CCT亚基亚基γ阳性表达定位于细

胞质(图1). 肝癌组织中CCT亚基(图1). 肝癌组织中CCT亚基图1). 肝癌组织中CCT亚基1). 肝癌组织中CCT亚基肝癌组织中CCT亚基CCT亚基亚基γ阳性细胞呈

弥漫性或小巢状分布, C C T亚基, C C T亚基亚基γ阳性表达率

(88.57%)明显高于癌旁组织(62.86%)及正常肝明显高于癌旁组织(62.86%)及正常肝(62.86%)及正常肝及正常肝

组织(41.67%)(表1).(41.67%)(表1).表1).1).
2.2 CCT亚基亚基γ与肝癌临床病理特征的关系 CCT
亚基γ的过度表达与肝癌患者年龄、乙肝表面抗

原、有无门静脉癌栓、AFP水平、肿瘤直径及AFP水平、肿瘤直径及水平、肿瘤直径及

临床分期均不相关((P >0.05), 但CCT亚基但CCT亚基CCT亚基亚基γ的过度

表达与肿瘤细胞分化程度相关((P <0.05), 即肿瘤即肿瘤

细胞分化越低, CCT亚基, CCT亚基亚基γ的过度表达率就越高

(表2).表2).2).

3  讨论

分子伴侣素或称分子伴侣蛋白(chaperonin)是一(chaperonin)是一是一

类能特异地结合和释放底物蛋白的蛋白分子,, 
他们帮助底物蛋白实现正确折叠、寡聚体组

装、向特定细胞器转运或变换活化/去活化构象/去活化构象去活化构象

等. 分子伴侣素是进化上最为保守的蛋白之一,. 分子伴侣素是进化上最为保守的蛋白之一,分子伴侣素是进化上最为保守的蛋白之一,, 
从结构上可以分为两类, 一类见于原核细胞和, 一类见于原核细胞和一类见于原核细胞和

真核细胞器, 以GroEL和HSP60为代表; 另一类, 以GroEL和HSP60为代表; 另一类以GroEL和HSP60为代表; 另一类GroEL和HSP60为代表; 另一类和HSP60为代表; 另一类HSP60为代表; 另一类为代表; 另一类; 另一类另一类

见于古细菌和真核细胞, 以thermosome和CCT为, 以thermosome和CCT为以thermosome和CCT为thermosome和CCT为和CCT为CCT为为
代表. CCT是一种广泛存在于真核细胞胞质中的. CCT是一种广泛存在于真核细胞胞质中的是一种广泛存在于真核细胞胞质中的

异型杂合寡聚蛋白, 由8个亚基CCT, 由8个亚基CCT由8个亚基CCT8个亚基CCT个亚基CCTCCT α, β, γ, δ, ε, 
ζ, η和θ组成, 在肌动蛋白、微管蛋白的组装和, 在肌动蛋白、微管蛋白的组装和在肌动蛋白、微管蛋白的组装和

折叠中发挥重要的作用[8-10].  
目前国内外对分子伴侣蛋白与肿瘤关系的

研究陆续均有报道, 陈志芬等, 陈志芬等陈志芬等[11]报道HSP60在胃HSP60在胃在胃

腺癌中的阳性率和过表达率均明显高于胃癌前

病变, 因此认为HSP60可能与胃腺癌的发生、, 因此认为HSP60可能与胃腺癌的发生、因此认为HSP60可能与胃腺癌的发生、HSP60可能与胃腺癌的发生、可能与胃腺癌的发生、

发展有关. Coghlin等. Coghlin等等[12]采用比较蛋白组学检测

到CCT亚基CCT亚基亚基β和亚基ε在结直肠癌中过表达, 并, 并并
且CCT亚基CCT亚基亚基β的表达与病人的预后有关. 王廷峰. 王廷峰王廷峰

等[13]报道CCT6A在结直肠癌组织中高表达, 与CCT6A在结直肠癌组织中高表达, 与在结直肠癌组织中高表达, 与, 与与
肿瘤浸润深度和肿瘤大小有关, 认为CCT6A可, 认为CCT6A可认为CCT6A可CCT6A可可

作为诊断结直肠癌的潜在标志物. 王葵等. 王葵等王葵等[14]用

cDNA芯片研究人原发性肝癌伴和不伴门静脉芯片研究人原发性肝癌伴和不伴门静脉

癌栓形成的基因表达差异, 结果发现CCT亚基, 结果发现CCT亚基结果发现CCT亚基CCT亚基亚基γ

基因表达共同上调. Yokota等. Yokota等等[15]通过免疫组化检

测发现肝细胞癌和结肠癌组织高表达CCT亚基CCT亚基亚基

β, 并与癌旁组织表达存在显著性差异.并与癌旁组织表达存在显著性差异..  
本实验发现肝癌组织中CCT亚基CCT亚基亚基γ表达明显

高于癌旁组织及正常肝组织, 并呈现正常肝组, 并呈现正常肝组并呈现正常肝组

织、癌旁组织、肝癌组织表达逐渐增高的趋势,, 
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■相关报道
王 葵 等 用 c D N A 
芯片研究人原发
性肝癌伴和不伴
门静脉癌栓形成
的基因表达差异, 
结果发现CCT亚
基γ基因表达共同
上调.

表  2  CCT亚基γ与肝癌临床病理特征的关系 n (%)

     
临床特征   n (++)-(+++)表达 (-)-(+)表达   P值

年龄(岁) 0.689

≤47 22      17(77.3)    5(22.7) 

＞47 13      11(84.6)    2(15.4) 

HBsAg  0.381

阳性 25      21(84.0)    4(16.0) 

阴性 10        7(70.0)    3(30.0) 

分化程度 0.008

高分化   3        1(33.3)    2(66.7) 

中分化 21      16(76.2)    5(23.8) 

低分化 11      11(100.0)    0(0.0) 

门静脉癌栓 0.383

有 13        9(69.2)    4(30.8) 

无 22      19(86.4)    3(13.6) 

AFP水平(μg/L) 0.415

＜400 19      14(73.7)    5(26.3) 

≥400 16      14(87.5)    2(12.5) 

肿瘤直径 0.381

＜5cm 10        7(70.0)    3(30.0) 

≥5cm 25      21(84.0)    4(16.0) 

临床分期 0.415

Ⅰ-Ⅱ 16      14(87.5)    2(12.5) 

Ⅲ-Ⅳ 19      14(73.7)    5(26.3)

这提示CCT亚基CCT亚基亚基γ有可能参与了肝细胞癌的发生

发展. CCT亚基. CCT亚基亚基γ的过度表达与肝癌细胞分化程

度相关, 细胞分化越低, CCT亚基, 细胞分化越低, CCT亚基细胞分化越低, CCT亚基, CCT亚基亚基γ的过度表达率

就越高. 推测CCT亚基. 推测CCT亚基推测CCT亚基CCT亚基亚基γ有可能通过影响细胞肌

动蛋白、微管蛋白的组装和折叠, 导致微管蛋, 导致微管蛋导致微管蛋

白和微丝蛋白失去正常构象而参与细胞的恶性

转化[16].  
本研究通过免疫组织化学检测发现肝癌组

织中CCT亚基CCT亚基亚基γ表达增高并与肿瘤细胞分化程度

呈负相关, 初步表明CCT亚基, 初步表明CCT亚基初步表明CCT亚基CCT亚基亚基γ可能参与肝癌的

分子发病机制, 但具体机制尚待深入研究., 但具体机制尚待深入研究.但具体机制尚待深入研究..  
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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)
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

巨大型先天性胆管扩张症手术治疗20例

李忠廉, 张西波, 尚海涛, 张鸿涛, 鲍建亨, 郑 帅

®

■背景资料
先天性胆管扩张
症又名先天性胆
总管囊肿, 病变可
以发生在肝内、
肝外胆道的任何
部位, 好发于胆总
管. 根据其部位、
形态、数目等有
多种类型. 其治疗
方法主要包括外
引流术、囊肿与
肠道间内引流术
以及胆管扩张部
切除胆道重建术
等, 根据其类型不
同, 须采取不同的
手术方式 .  因此 , 
根据不同分型探
讨其手术治疗方
式意义重大.
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Abstract
AIM: To discuss our experience of surgical treat-
ment of giant congenital bile duct dilatation. 

METHODS: The clinical data for 20 patients 
with giant congenital bile duct dilatation who 
underwent cyst excision at our hospital from 
June 2001 to August 2010 were retrospectively 
analyzed.

RESULTS: According to the Todani classifica-
tion, 19 patients had type 1 disease and 1 had 
type IV disease. After surgery, bile leakage oc-
curred in two cases, pancreatic leakage in two 
cases, and wound infection in two cases. Ninety 
patients were followed up (follow-up rate, 95%) 
for 3 mo to 8 years. The average follow-up du-
ration was 53.6 mo. During follow-up, mild 
cholangitis occurred in three cases, anastomotic 

stenosis in two cases, and no malignant transfor-
mation was found.

CONCLUSION: Cyst resection and biliary-enter-
ic Roux-en-Y anastomosis is the preferred radi-
cal surgery for congenital bile duct dilatation.

Key Words: Congenital biliary dilatation; Giant; Surgery 

Li ZL, Zhang XB, Shang HT, Zhang HT, Bao JH, Zheng S. 
Surgical treatment of giant congenital bile duct dilatation: 
an analysis of 20 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(28): 2991-2994

摘要

目的: 探讨巨大型先天性胆管扩张症手术治
疗的经验体会.

方法: 回顾分析2001-06/2010-08我科收治的巨
大型先天性胆管扩张症20例手术治疗资料. 按
Todani分类法分型:Ⅰ型19例, Ⅳ型1例. 所有
病例均行囊肿切除.

结果: 术后胆汁漏2例, 胰漏2例, 经非手术治
疗治愈, 切口感染2例. 20例中获随访19例, 随
访率为95%, 随访3-96 mo, 平均随访53.6 mo, 3
例表现轻度胆管炎, 2例吻合口狭窄, 余下疗效
皆为优, 未发现恶变者.

结论: 囊肿切除、胆肠Roux-en-Y吻合术是根
治先天性胆管扩张症首选手术方法. 对于巨
大型先天性胆管扩张症在选择手术时, 术前行
PTCD治疗以改善肝功能和凝血异常.

关键词: 先天性胆管扩张症; 巨大型; 手术治疗

李忠廉, 张西波, 尚海涛, 张鸿涛, 鲍建亨, 郑帅. 巨大型先天性

胆管扩张症手术治疗20例.  世界华人消化杂志  2011; 19(28): 

2991-2994
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0  引言

先天性胆管扩张症(congenital biliary dilatation, 
CBD)又称胆管扩张症或先天性胆总管囊肿, 可

■同行评议者
黎乐群, 教授, 广
西医科大学第一
附属医院肝胆外
科; 许戈良, 教授, 
安徽省立医院肝
胆外科
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■研发前沿
先天性胆管扩张
症一经确诊应尽
早 手 术 ,  否 则 可
因反复发作胆管
炎 导 致 肝 硬 化 , 
癌变或囊肿破裂
等 严 重 并 发 症 . 
单纯囊肿-胃肠道
吻 合 术 ,  虽 能 暂
时解除梗阻和缓
解 症 状 ,  但 由 于
囊 肿 的 存 留 ,  胰
液、肠液的反流, 
可导致感染、结
石、吻合口狭窄
和癌变等严重后
果.

以发生在肝内、外胆管的任何部分, 是胆道畸

形中最常见的一种类型. 本文回顾分析我科收

治的20例巨大型先天性胆管扩张症手术治疗的

临床资料. 

1  材料和方法

1. 1 材料 2001-06/2010-08我科共收治巨大型

先天性胆管扩张症20例, 女12例, 男8例. 年龄

17-52岁, 平均年龄28.9岁. 临床表现为右上腹

疼痛14例(70%), 腹部包块15例(75%), 间歇性黄

疸9例(45%), 同时具有腹痛、黄疸和腹部包块

8例(40%). 兼有反复发作胆管炎8例(40%), 慢性

胆囊炎、胆囊结石11例(55%), 胆总管结石6例
(30%), 1例合并妊娠. 均无癌变发生. 
1. 2 方法

1. 2. 1 影像学检查及分型: 全组18例行B超检查, 
确诊14例(77.8%); 行CT检查14例, 确诊13例(92. 
9%); 行MRCP检查9例, 均得以确诊. 根据直接影

像学检查及术中观察, 按Todani分类法分型[1]: Ⅰ
型19例, Ⅳ型1例. 囊肿最大直径: 8-19 cm, 平均

13.7 cm. 本文巨大型先天性胆管扩张症指囊肿

最大直径≥8 cm. 
1. 2. 2 术前准备: 本组病例术前均予以对症治

疗, 合并黄疸、肝功能异常者给予经皮肝穿刺

胆道引流(percutaneous transhepatic cholangial 
drainage, PTCD), 待囊肿缩小、肝功能改善后行

手术治疗; 合并胆囊炎者给予抗生素治疗; 合并

凝血异常给予补充脂溶性维生素和适量含凝血

因子药物; 合并贫血和低蛋白血症给予纠正贫

血和低蛋白血症; 合并水、电解质紊乱者给予

维持水电解质平衡. 
1. 2. 3 手术方式: 本组17例行囊肿切除、胆肠

Roux-en-Y吻合术. 患者取仰卧位, 采用右上腹

经腹直肌切口. 进入腹腔即可见圆球状扩大的

胆管, 完全游离囊肿壁, 切除囊肿后同时切除胆

囊, 使囊肿残端呈漏斗状, 切除范围上界至左右

肝管交界处下方1.0-1.5 cm, 下界达狭窄部总胰

管上方, 远端残存囊壁的黏膜用无水乙醇烧灼. 
在十二指肠悬韧带下15 cm处切断空肠及其系

膜. 将空肠远侧端自横结肠后上提, 与肝总管接

近, 并与之行端侧吻合. 吻合口大小在1.5 cm以

上, 再将空肠近侧端与远侧空肠袢做端侧吻合. 
两个吻合口相距30-40 cm, 缝闭横结肠系膜及空

肠系膜孔隙. 2例行囊肿前壁和侧壁切除、后壁

黏膜剔除, 胆管空肠Roux-en-Y吻合术. 1例一期剔除, 胆管空肠Roux-en-Y吻合术. 1例一期

切除囊肿前壁, 在囊肿远、近端各放置引流管

体外引流胆汁和反流胰液, 二期行囊肿切除、

胆肠Roux-en-Y吻合术[2,3]. 

2  结果

急诊手术1例, 择期手术19例, 囊肿切除、胆肠

Roux-en-Y吻合术17例; 部分囊肿壁切除、黏膜

剔除、胆肠Roux-en-Y吻合术2例, 即Lilly法. 1例
因腹部外伤囊肿破裂、胰腺损伤, 急诊行囊肿

外引流术, 限期行囊肿切除、胆肠Roux-en-Y吻

合术, 先后二期完成手术. 术后胆汁漏2例, 胰漏

2例, 经非手术治疗治愈, 切口感染2例. 20例中

获随访19例, 随访率为95%, 随访3-96 mo, 平均

随访53.6 mo, 3例表现轻度胆管炎, 2例吻合口狭

窄, 余下疗效皆为优, 未发现恶变者. 

3  讨论

先天性胆管扩张症的病因及发病机制至今尚不

明确, 一般认为与以下因素有关: (1)胰胆管合流

异常学说[4]: 胆总管和胰管在十二指肠壁外汇合

并且超出Oddi's括约肌的控制范围被定义为胰

胆管合流异常(anomalous pancreaticobiliary junc-
tion, APBJ), 正是由于这一特殊的解剖特征使得

共同通道超出Oddi's括约肌的控制和调节胰液

和胆汁范围, 从而导致分泌压较高的胰液逆流

到分泌压较低的胆管内, 逆流胰液中的胰蛋白

酶被激活, 致使胆总管黏膜损伤, 长期炎症使管

壁变薄弱, 局部膨出, 从而形成囊肿. Tashiro等[5]在

对所有日本文献中CBD回顾性研究后发现, 虽
然存在胰胆管合流异常的患者并不一定会发生

先天性胆管扩张, 但是100%的CBD患者都存在

胰胆管合流异常; (2)胆道发育异常学说: 胚胎早

期胆管发生过程中胆管上皮增殖速度不一, 空
泡化不均匀, 造成远段狭窄, 由于胆管内压力升

高, 近段胆管管壁薄弱, 发展成CBD; (3)胆总管

远端神经、肌肉发育不良学说[6]: 胆总管囊状扩

张, 囊肿壁缺乏神经节细胞, 认为神经节细胞缺

乏是胆管囊性扩张的病因. 
本病分型方法较多, 目前尚无统一标准, To-

dani分型[1]在临床上应用较多, 共分5型: Ⅰ型为

囊状扩张; Ⅱ型为憩室样扩张; Ⅲ型为胆总管末

端囊肿; Ⅳ型为肝内外胆管多发囊肿; V型为肝

内胆管囊状扩张(Caroli病). 以Ⅰ型发病率最高[7], 
占85%-90%, 本组此型占95%. 

先天性胆管扩张症的典型临床表现是腹

痛、黄疸和腹部包块, 但同时具备这3个典型

特征的病例很少. 本组因选取病例特殊, 同时

■相关报道
近年主张具有根
治意义的切除胆
管扩张部位以及
胆道重建的方法, 
从而达到去除病
灶, 使胰胆分流的
目的. 可采用生理
性胆道重建术, 将
空肠间置于胆管
与十二指肠之间, 
或加用防返流瓣, 
或采用胆管空肠
Roux-en-Y式吻合
术、胆管十二指
肠吻合术等, 均能
取得良好效果. 主
要的是吻合口必
须够大, 以保证胆
汁充分引流.
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具备这3个典型特征的占40%. 目前临床上主要

依据B超、CT、磁共振胰胆管成像(magnet ic 
resonance cholangio-pancreatography, MRCP)等
检查诊断. B超是首选的辅助检查方法, 但是不

能清楚显示胆管、胰胆共同管及胰管的细微结

构. CT对诊断胆道系统疾病的准确率大大提高, 
其不受组织器官发育程度、周围脏器重叠和肠

腔气体的干扰, 但二维成像不能完整显示胰胆

管系统, 难以明确左、右肝管, 胆囊管与扩张胆

管的解剖关系. MRCP能够显示胰胆管系统, 能
准确的显示由于畸形而致的狭窄、扩张及充盈

缺损的程度, 可以作为确诊检查及术前指导手

术方案的依据. 随着设备的提高和技术的进步, 
MRCP有望成为术前诊断评估胆总管囊肿的首

选方法[8]. 本组18例行B超检查, 准确率77.8%. 14
例行CT扫描, 准确率92.9%. 9例行MRCP检查, 
准确率100%. 经皮肝穿刺胆管造影(percutaneous 
transhepatic cholangiography, PTC)和经内镜逆

行胰胆管造影(encoscopic retrograde cholangio-
pancreatography, ERCP)可直接显示胆胰管系统, 
明确分型. 尤其是ERCP, 在诊断胰胆合流异常方

面有价值, 但是二者均为有创性检查, 因而也增

加了患者胆管出血、胆道感染及胆漏等并发症

发生的危险性. 因此, 这两种检查方法的应用范

围已经受到了很大的限制. 
胆管囊性扩张症, 其远端出口绝对或相对

性狭窄, 往往伴有胰胆管汇合异常, 胰液返流入

胆道, 导致黏膜损伤、炎症, 加上胆汁滞留, 是
胆道感染、结石形成和囊壁癌变的病理基础[8], 
只有切除囊肿、胰胆分流, 才能中止本病的病

理过程. 因此, 先天性胆管扩张症根治性手术的

治疗原则是切除病灶, 阻断胰液反流, 通畅胆汁

引流[9]. 
治疗本病常用的手术方法有囊肿外引流术, 

囊肿局部切除和囊肿内引流术, 囊肿切除、胆

道重建术3种: (1)囊肿外引流术. 他是一种操作

简单, 创伤小的急救手术. 适用于囊肿破裂、严

重感染、重度营养不良、全身极度衰竭、及伴

肝功能严重损害或全身情况差的不能耐受根治

术的急危重患者. 先行一期囊肿外引流手术, 待
病情恢复(3 mo左右)后再行囊肿切除、胆道重

建术. 本组有1例患者因腹部外伤囊肿破裂、胰

腺损伤, 先行外引流术, 3 mo后行囊肿切除、胆

肠Roux-en-Y吻合术; (2)囊肿局部切除和囊肿内

引流术. 由于术后难以获得通畅引流, 肠液、胰

液返流问题不能解决, 易并发胆道感染、结石

形成、肝硬化、吻合口狭窄和闭合等. 由于术

后囊壁仍存在, 癌变率也较其他术式高他术式高术式高[10], 并且

能加速囊肿发生癌变, 现已不再应用; (3)囊肿切

除、胆道重建术. 是目前应用较多的术式, 常用

的胆道重建术有胆肠Roux-en-Y吻合术、肝总

管十二指肠吻合术及肝总管空肠间置吻合术3
种. 囊肿切除、胆肠Roux-en-Y吻合术切除了囊

肿, 去除了潜在的炎性病灶, 避免了术后逆行感

染和癌变可能, 且操作简单、防反流效果好、

术后并发症少等优点, 已成为公认的治疗胆管

囊肿的首选术式[11-13]. 本组最终有18例采用此种

手术方式, 取得良好效果. 
我们的体会是: (1)巨大型先天性胆管扩张

症囊壁都很薄同时合并肝功能和凝血机制异

常, 直接手术切除难度较大且术后并发症较多, 
对于合并黄疸、肝功能异常、有明显压迫症状

者如术前给予PTCD治疗待囊肿缩小和肝功能

改善后再行手术切除则可一次达到根治性切除

目的. 本组有11例术前行PTCD引流, 待囊肿缩

小、肝功能改善后手术切除囊肿取得良好效果; 
(2)囊肿壁上纤维组织增生, 毛细血管网丰富, 在
剥离囊肿壁上纤维组织时应彻底止血, 以免术

后严重渗血; (3)对于部分巨大型胆管囊肿, 由于

术前反复感染, 囊肿与周围组织及重要大血管

紧密粘连, 如强行分离, 则可能因出血导致严重

后果, 完全切除较为困难, 其前外侧游离部分可

全层切除, 其余囊壁尤其后壁宜在内膜与纤维

层之间剥离, 保留外纤维层, 对于剥离不全的予

以无水酒精处理破坏其残存内膜, 然后再对胆

道进行重建. 本组有2例采用此法切除; (4)术中

注意探查胆总管远端及左右肝管内有无结石或

蛋白栓, 如发现应取出或用生理盐水彻底冲洗

干净, 以免术后反复发生胰腺炎; (5)在切除囊肿

远端时应注意其出口和胰管开口. 囊肿出口一

般以狭窄多见, 应保留0.5 cm长的囊壁, 破坏其

黏膜后关闭出口; (6)结扎囊肿下端和总胆管之

间的纤维条索时, 应仔细分离避免误伤胰管; (7)
囊肿近端以在切净囊肿的基础上行大口吻合为

原则, 残留“喇叭口”状近端囊肿壁来扩大吻

合口的方法会导致术后吻合口部狭窄或吻合口

近端狭窄, 应该放弃采用此法[14]. 扩大肝门部肝

管, 注意解除肝门部狭窄, 必要时行胆道整形, 
作胆肠Roux-en-Y吻合, 可用可吸收缝线连续缝

合; (8)对于IV型胆管扩张症, 肝外胆管囊肿手术

切除是治疗标准, 但对肝内囊肿的处理仍存在

争议. 有学者认为应该连同部分肝组织一并切

■创新盘点
对于巨大型先天
性胆管扩张症在
选择手术时, 术前
行PTCD治疗以改
善肝功能和凝血
异常; 囊肿远端在
保证胰液引流通
畅, 不损伤胰管开
口的基础上, 尽量
切净囊肿内膜, 防
止术后发生胰漏.

■应用要点
囊肿切除、胆肠
Roux-en-Y吻合术
是根治先天性胆
管扩张症首选手
术方法. 对于巨大
型先天性胆管扩
张症在选择手术
时, 术前行PTCD
治疗以改善肝功
能和凝血异常; 处
理囊壁外纤维组
织时应彻底结扎
止血; 切除囊肿时
不可强行切除后
壁; 囊肿近端以尽
量切净囊肿行大
口吻合为原则; 囊
肿远端尽量切净
囊肿内膜, 防止术
后发生胰漏. 根据
不同类型采取合
理的手术方法, 可
以减少术后并发
症的发生.
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除肝内囊肿, 有些学者则认为肝内囊肿应不予

以处理[15]. 本组1例单纯行肝外胆管囊肿切除、

胆肠Roux-en-Y吻合, 术后效果良好. 
囊肿切除、胆肠Roux-en-Y吻合术是根治先

天性胆管扩张症首选手术方法. 对于巨大型先

天性胆管扩张症在选择手术时, 术前行PTCD治

疗以改善肝功能和凝血异常; 处理囊壁外纤维

组织时应彻底结扎止血, 避免术后严重的渗血; 
切除囊肿时不可强行切除后壁, 防止损伤大血

管和周围组织; 囊肿切除时, 囊肿近端以尽量切

净囊肿行大口吻合为原则, 防止术后吻合口狭

窄; 囊肿远端在保证胰液引流通畅, 不损伤胰管

开口的基础上, 尽量切净囊肿内膜, 防止术后发

生胰漏. 
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■名词解释
Caroli病: Caroli于
1958年首先描述
肝内末梢胆管的
多发性囊状扩张
病例, 因此先天性
肝内胆管扩张症
又称Caroli病, 属
于先天性肝脏囊
性纤维性病变, 认
为系常染色体隐
性遗传, 以男性为
多, 主要见于儿童
和青年.

■同行评价
本文探讨了该病
的手术方法、术
中注意事项和围
手术期的治疗观
察 要 点 ,  目 的 明
确, 表述清晰, 具
有一定的临床实
用价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of various treatment 
methods for chronic radiation enteritis with con-
current intestinal obstruction.   

METHODS: The clinical data for 21 patients 
with chronic radiation enteritis and intestinal 
obstruction was retrospectively analyzed.

RESULTS: Five of seven patients who received 
conservative treatment experienced relapse, and 
the cure rate was only 28.6%. Fourteen patients 
who underwent surgical treatment (of them 
ten patients underwent intestinal resection and 
anastomosis) had satisfactory outcome, and the 
cure rate was as high as 90.0%. One patient de-
veloped intestinal fistula, and re-operation con-
firmed that it was caused by residual radiation 
enteritis.

CONCLUSION: Surgical treatment is the best 

way for treatment of chronic radiation enteritis 
with intestinal obstruction. All intestinal lesions 
should be surgically removed to avoid intestinal 
fistula.

Key Words: Chronic radiation enteritis; Intestinal 
obstruction; Surgical management

Zhou CY, Zhou ZL, Ma JH, Lv P. Management of chronic 
radiation enteritis with intestinal obstruction. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(28): 2995-2998

摘要

目的: 探讨慢性放射性肠炎并发肠梗阻的治
疗方法及疗效.

方法: 回顾分析21例慢性放射性肠炎并发肠
梗阻的临床资料, 对其进行总结.

结果: 7例保守治疗的病例中有5例复发, 治
愈率仅(28.6%, 2/7), 保守治疗效果不佳. 14
例手术患者总体疗效满意. 10例行肠切除吻
合术的患者, 治愈率达(90.0%, 9/10),可见手
术治疗为慢性放射性肠炎并发肠梗阻的最
佳方法. 1例出现吻合口瘘的患者, 再次手术
证实为第1次手术切除肠管过少, 残留病变
肠管所致.

结论: 慢性放射性肠炎并发肠梗阻的最佳治
疗方法为手术治疗, 手术方式应尽量行肠切
除一期吻合术, 手术时应尽量切除全部病变
肠管, 避免出现吻合口瘘. 同时肠造口术或旁
路手术也是必要术式, 应根据具体情况选择.
 
关键词: 慢性放射性肠炎; 肠梗阻; 外科手术

周创业, 周振理, 马军宏, 吕鹏. 慢性放射性肠炎并发肠梗阻的治

疗.  世界华人消化杂志  2011; 19(28): 2995-2998

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2995.asp

0  引言

放射性肠炎(radiation enteritis, RE)是腹腔、盆

腔或腹膜后恶性肿瘤经放射治疗后引起的肠

道并发症, 可发生于肠道任何节段, 发生率为

■背景资料
近年来, 随着放疗
技术的广泛开展
及放化疗的联合
应用, 放疗已成为
恶性肿瘤综合治
疗的一个重要部
分, 并发症发生率
也有增加趋势. 慢
性放射性肠炎的
治疗方案仍存有
争议.
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5%-17%[1]. 近年来, 随着放疗技术的广泛开展

及放化疗的联合应用[2], 放疗已成为恶性肿瘤

综合治疗的一个重要部分, 并发症发生率也有

增加趋势[3]. 慢性放射性肠炎的治疗方案仍存

有争议[4]. 慢性放射性肠炎在此基础上会出现严

重的并发症, 其中最常见的并发症为肠梗阻. 现
将我院2004年-2010年收治的21例慢性放射性肠

炎并发肠梗阻患者总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 慢性放射性肠炎并发肠梗阻患者21例, 
男性6例, 女性15例, 男女之比2∶5; 年龄(40-77)
岁, 平均(47.3±11.7)岁. 原发病: 直肠癌9例, 宫颈

癌6例, 膀胱癌2例, 卵巢癌3例, 子宫内膜癌1例. 所
有患者术后均接受放射治疗, 开始放疗至发生慢

性放射性肠炎并发肠梗阻的时间为9-132 mo, 平
均(10.6±21.9) mo. 所有行手术治疗的病例, 术
后病理诊断均为慢性放射性肠炎. 所有患者均

在放疗后曾间断出现腹部绞痛、伴腹泻, 大便

不成形症状. 21例患者中完全性肠梗阻8例, 不
完全性肠梗阻14例, 其中17患者均反复出现间

歇性腹胀, 腹部隐痛, 时有排气排便不畅; 4例患

者为首次发生肠梗阻, 入院前突发腹部胀痛, 停
止排气排便, 伴恶心、呕吐; 4例伴有黏液脓血

便. 检查: 所有患者均行CT和X线检查提示: 部
分肠壁增厚、僵硬, 肠管狭窄, 近端肠管不同程

度扩张, 伴有气液平面. 其中13例患者置入肠梗

阻导管深部减压, 6例患者症状仍不能缓解, 经
肠梗阻导管消化道造影: 自肠梗阻导管注入造

影剂, 显示腹盆腔小肠肠管扩张, 多发气液平, 
盆腔小肠造影剂通过受阻, 中下腹局部小肠管

腔狭窄, 并略成角, 位置较固定. 
1.2 方法

1.2.1 保守治疗 有7例患者行保守治疗后缓解. 
具体方案包括禁食、胃肠减压、补液、营养支

持、抑制消化液分泌、中药复方大承气汤灌肠

等基础治疗. 5例在胃肠减压效果不佳后X引导

下经鼻置入300 cm长的肠梗阻导管至梗阻上端, 
持续负压引流使肠腔减压, 改善肠蠕动功能, 导
管前端的充水球囊随肠蠕动带动导管不断向小

肠远端移行, 直达回肠末端. 置管后5-8(3.2±5.5) d, 
腹痛腹胀症状缓解, 气液平消失, 肛门开始排气

排便, 开始带管流质进食. 
1.2.2 手术治疗及手术方法 14例患者术前均给

予补液, 静脉营养支持治疗, 纠正水电解质及

酸碱失衡, 调整营养状态. 其中4例急症经鼻置

入肠梗阻导管, 术后肠梗阻导管引流量当日约

2 500-4 500 mL. 以后每日约1 000-2 000 mL, 给
予肠道充分减压、复方大承气汤经肠梗阻导管

注入、洗肠等综合治疗后曾有少量稀便, 无排

气, 但肠梗阻仍未解除. 其余10例均给予胃肠减

压、石蜡油、中药胃管注入、肥皂水灌肠及穴

位封闭等中西医结合非手术治疗, 其中2例在

48-72 h梗阻症状加重, 遂置入经鼻型肠梗阻导

管后稍缓解. 经非手术治疗后, 14例患者肠梗阻

仍未解除, 均行手术治疗. 10例行肠切除一期吻

合术, 2例行回肠升结肠侧侧捷径吻合术, 2例行

病变肠段切除, 近端结肠造口术, 其中1例6-12 mo
后行二期肠造口回纳术,恢复肠道连续性, 1例行

永久性造瘘术. 

2  结果

术后病理显示: 部分肠管粘连、融合; 镜下示肠粘连、融合; 镜下示肠连、融合; 镜下示肠

系膜小血管内皮增生, 管腔狭窄; 肠黏膜糜烂、

黏膜、黏膜下水肿; 浆膜增厚, 纤维组织增生, 
淤血及出血. 

7例保守治疗的患者6例获得随访2-3年, 其
中5例又间断出现肠梗阻复发, 3例最终行手术

治疗. 
行肠切除一期吻合术的患者有1(10%, 1/10)

例出现吻合口瘘, 再次手术切除病变小肠范围

超过20 cm, 后治愈. 术后病理显示二次手术的

肠管仍存在放射性病理改变, 考虑为第一次手

术切除范围过小所致. 14例手术的患者中11 例
(78.5%, 11/14)术后获随访2-3年, 有1例死于肿瘤

复发转移. 其余均存活至今, 无并发症出现,肠功

能改善良好, 效果满意, 1例造瘘口排便通畅. 

3  讨论

放射性肠炎是盆腔、腹腔、腹膜后肿瘤经放射

治疗引起的肠道并发症之一. 一般发生于放疗

结束后12-24 mo,也可能在数十年后出现[5],为一

个进行性的病理过程,并且和放射剂量有关,当
剂量达65 Gy时, 发生率高达50％ , 而这些剂量

与常见肿瘤的治疗剂量十分接近[6]. 其70%-90%
发生在直肠, 25%-30%发生小肠. 其发生率国外

文献报道为5%-15%, 国内为2.7%-20.1%[7]. 放射

性肠炎分为急性和慢性. 急性放射性肠炎多发

生在放射治疗后数周,一般能自行愈合,如症状

持续3 mo以上,则为慢性放射性肠炎[8]. 从病理

生理学角度, 放射性肠炎可分为三个阶段[9]: (1)
急性放射性肠炎主要影响黏膜层. 多发生于放

■相关报道
Shiraishi等的回顾
性研究发现, 肠切
除手术的远期生
存状况明显比短
路手术好. 但切除
的范围应尽量大, 
这样可以保证吻
合口两端肠管无
明显放射性损伤, 
避免出现肠瘘.
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疗辐射期或辐射期后; (2)亚急性期则主要表现

在黏膜下层. 起始于照射后2-12 mo; (3)慢性放

射性肠炎则影响肠壁全层. 隐匿期可达数月至

数年. 本研究中手术病例术后病理显示应为慢

性放射性肠炎合并肠梗阻. 由于进行性血管炎

导致小肠终末小动脉和小动脉闭塞, 小静脉因

管腔被泡沫细胞和纤维斑阻塞而发生闭锁. 弹
性纤维和蛋白原性血栓将更小的脉管阻塞, 这
些病理变化最终导致肠管缺血, 使小肠黏膜萎

缩变薄, 黏膜下层致密纤维化, 浆膜纤维化增厚, 
小肠多处无规则粘连和萎缩狭窄.粘连和萎缩狭窄.连和萎缩狭窄. 

慢性放射性肠炎患者最终有1/3将会发生

各种外科并发症. 依次主要有: 肠梗阻, 肠瘘, 肠
穿孔, 肠出血[10]. 慢性放射性肠炎患者中约有

三分之一的患者在病程中将因为放射性肠炎的

外科并发症而需要手术治疗[11], 肠梗阻是慢性

放射性肠炎的主要手术指征. 慢性放射性肠炎

合并肠梗阻的治疗方法包括保守治疗和手术治

疗. 对于慢性放射性肠炎引起的不全性肠梗阻

的患者可以考虑保守治疗, 经鼻肠减压管由于

减压范围广、效果好, 在肠梗阻保守治疗中具

有较好的应用价值[12]. 本组研究中, 有7例慢性

放射性肠炎早期合并肠梗阻的患者, 经胃肠减

压及X线下置入肠梗阻导管后梗阻均解除, 保
守治疗后缓解. 但随访有5例出现复发, 3例最终

手术治疗, 可见保守治疗并非慢性放射性肠炎

合并肠梗阻的有效治疗方法. 当肠梗阻反复发

作时, 首先要考虑外科手术治疗, 目的主要是解

除梗阻, 恢复肠道的功能. 常用的术式包括病变

肠切除一期吻合术及保留病变肠管的转流手术

(旁路吻合术或肠造口术). 肠切除一期吻合术用

于病变单一而局限的肠腔内狭窄引起的肠梗阻, 
其优点是术后症状比较少, 但吻合口瘘发生率

较高. 1999 Meissner[13]复习了41篇相关文献后

认为, 如果条件允许, 切除病变肠管是最理想的

手术方案, 其主要缺点是吻合口瘘的发生率达

17%, 相关病死率达14%. 旁路手术多用于肠黏黏

膜严重不易松解或姑息性处理受损肠段, 行小严重不易松解或姑息性处理受损肠段, 行小

肠间或小肠-结肠侧侧吻合, 其优点是发生肠瘘

机会较少, 且不会干扰黏膜的肠襻, 但因手术为黏膜的肠襻, 但因手术为的肠襻, 但因手术为

没有去除病变肠管. 因此存在病损肠管出血、

穿孔、梗阻、感染及盲袢菌群易位的危险. 本
研究中2例行回肠升结肠侧侧捷径吻合术, 患者

吻合口均未发生破裂. 肠管侧侧吻合对肠管的

血供破坏更小, 这很可能是2例患者术后未发生

吻合口破裂的原因之一. 肠造口术对患者创伤

小, 还可以避免吻合口瘘, 但由于不符合肠道生

理学要求, 术后患者生活质量较差. 近年来随着

围手术期营养支持的发展、手术技巧改进、吻

合器的应用和术后监护水平的提高. 放射性肠

炎术后发生吻合口瘘的发病率明显降低. Ono-
dra等[14]研究了39例放射性肠炎并发肠梗阻的患

者, 其中有32例患者行肠切除吻合术, 无l例出

现吻合口瘘. 
放射性肠炎并发肠梗阻的手术方式应根据

患者的病变情况及营养状况确定. 患者营养状

况较好, 肠管黏膜不严重时, 可以首选肠切除一黏膜不严重时, 可以首选肠切除一不严重时, 可以首选肠切除一

期吻合术. Shiraishi[15]等的回顾性研究发现, 肠切

除手术的远期生存状况明显比短路手术好. 但
切除的范围应尽量大, 这样可以保证吻合口两

端肠管无明显放射性损伤, 避免出现肠瘘. 本研

究中1例出现肠瘘的患者, 分析原因可能因为术

中切除肠管过短, 吻合口处仍存在放射性病理

改变, 二次手术病理也证实了这种假设. 患者营

养状况较差, 无法耐受较大的手术, 肠管与周围

组织黏膜致密时, 可选择肠造口术或旁路手术.黏膜致密时, 可选择肠造口术或旁路手术.致密时, 可选择肠造口术或旁路手术. 
由于肠管的放射性损伤是慢性发展的过程, 简
单肠黏膜松解后病变肠管并未解除, 因此肠黏黏膜松解后病变肠管并未解除, 因此肠黏松解后病变肠管并未解除, 因此肠黏黏

膜松解术一般不做为常规术式.松解术一般不做为常规术式. 
对于慢性放射性肠炎所致肠梗阻, 需考虑

一下问题: (1)患者通常为肿瘤患者, 术前检查应

详尽细致, 必须辨明肠梗阻是否为肿瘤复发、

转移所致; (2)术前应常规放置肠梗阻导管行梗

阻近端肠道减压, 纠正患者长时间梗阻造成的

大量液体丢失, 氮的负平衡和内环境紊乱, 促使

扩张的肠管回缩至正常生理状态; 减轻肠壁水

肿; (3)慢性放射性肠炎是个渐进加重的过程, 手
术时机宜选择肠管病变稳定之后, 否则, 即使术

后短期效果良好, 远期仍可能再发肠梗阻; (4)放
射导致的闭塞性血管内膜炎和间质纤维化使肠

管易受损伤, 愈合能力差, 微小的损伤即可致瘘, 
且难愈合. 所以手术应切除全部病变肠管, 避免

导致吻合口瘘; (5)术前及围手术的营养支持至

关重要. 不仅可以改善患者的营养状况和免疫

功能, 增强患者对手术的耐受力, 减少术后并发

症的发生, 同时可减少消化液分泌, 缓解腹痛、

腹泻等临床症状. 另外谷氨酰胺是肠黏膜细胞

的特异性营养物质, 可以起到肠黏膜的再生及

维护肠屏障的的作用, 从而最大程度减少肠瘘

的发生率[6]. 
总之, 慢性放射性肠炎并发肠梗阻, 在首次

出现肠梗阻时可选择保守治疗, 在保守治疗无

■应用要点
慢性放射性肠炎
并发肠梗阻, 在首
次出现肠梗阻时
可选择保守治疗, 
在保守治疗无效
的情况下应积极
采取手术治疗, 手
术方式应尽量行
肠切除一期吻合
术, 在保证不出现
短肠综合征的前
提下, 必要时可预
防性的扩大切除
范围, 避免吻合部
位残留病变肠管
出现吻合口瘘.
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效的情况下应积极采取手术治疗, 手术方式应

尽量行肠切除一期吻合术, 在保证不出现短肠

综合征的前提下, 必要时可预防性的扩大切除

范围, 避免吻合部位残留病变肠管出现吻合口

瘘. 另外肠造口术或旁路手术也是必要术式, 应
根据具体情况选择. 
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■背景资料
肝脏未分化胚胎
性肉瘤最常见于
儿童, 成人极其罕
见 ,  临 床 表 现 多
无特异性, 儿童患
者多以可触及腹
部包块而就诊可
伴有或不伴有腹
痛[2], 有一些患者
是以一些不典型
的胃肠道症状或
体征, 比如体重减
轻, 恶心或食欲减
退, 呕吐, 黄疸, 腹
泻以及发热等而
就诊, 多无明显特
异性.
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Abstract
Undifferentiated embryonal sarcoma of the liver 
(UESL) is a rare disease that is easily misdiag-
nosed. Advances in diagnostic imaging and 
hepatic surgical technique have increased the 
detection rate of this disease. Here we report a 
case of UESL in adult and review the relevant 
literature focusing on the diagnosis and treat-
ment of this rare disease.

Key Words: Undifferentiated embryonal sarcoma; 
Liver; Adult
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摘要

成人肝脏未分化胚胎性肉瘤, 临床极其罕见, 容
易误诊. 随着影像诊断及肝脏外科的迅速发展, 
对其发现可能会有所增加, 作者就经治的1例此
病并复习文献加以讨论, 以提高对本病的诊治. 

关键词: 未分化胚胎性肉瘤; 肝脏; 成人
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0  引言

肝脏未分化胚胎性肉瘤(undifferentiated embryonal 
sarcoma of liver, UESL)是1978年由Stocher和Ishak
首先报道并命名, 又名肝脏间叶性恶性肿瘤, 之
前有学者称之为恶性间叶瘤(malignant mesen-
chymoma of liver)或纤维粘液肉瘤(fibromyxoid 
sarcoma). 本病是一种少见的肝脏恶性肿瘤, 好发

于6-10岁儿童, 成人极其罕见, 性别无明显差异[1]. 

1  病例报告

男 ,  5 9岁 ,  因“体检发现肝脏占位8  d”于

2011-06-28入我院治疗. 无腹痛、寒战、高热

等不适, 大小便正常, 体重无明显减轻. 既往

“乙肝病史10余年”余无特殊. 查体: 皮肤巩

膜无黄染, 可见肝掌, 颈部及前胸可见数枚蜘

蛛痣, 腹平坦, 无压痛及反跳痛, 肝脾肋缘下未

触及, 胆囊触诊(-), murphy征(-), 余无特殊. 实
验室检查: ALT, AST轻度升高, 乙肝小三阳, 
CEA、CA199、AFP均正常. B超提示: 肝左外

叶囊性占位性病变, 内可见血流, 结合病史考虑

HCC可能性大. CT提示: 肝左外叶囊实性占位

性病变, 大小约7 cm×5 cm, 增强实性病变及

分隔明显强化, 内容物未见强化, 静脉期强化减

弱. 腹膜后未见肿大淋巴结. 考虑HCC可能性

较大. 见图2.临床诊断: 左肝占位性病变(肝囊

肿? 肝细胞癌?)
患者于2011-07-01在全麻下行肝左外叶

(Ⅱ、Ⅲ段)切除术, 术中见肝左外叶大小约8 cm
×6 cm实质性肿块, 质硬, 边界尚清, 包膜较完

整. 切面呈鱼肉状. 术后病检提示: (肝左外叶肿

物)间叶组织源性恶性肿瘤, 具体分型: 符合未分

化肉瘤. CK(-)、Vim(+)、HepPar-1(-)、CK8(-)、
CK18(-)、CK19(-)、CD34(-)、Actin(-)、Syn(-),
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■应用要点
采用手术切除加
化疗的综合治疗, 
可使肝脏未分化
胚胎性肉瘤患者5
年生存率提高到
15%.

见图1. 肝切缘无肿瘤残留. 术后给予抗炎、护

肝、抗肿瘤等对症治疗, 术后12 d出院. 

2  讨论

UESL最常见于儿童, 成人极其罕见, 临床表现

多无特异性, 儿童患者多以可触及腹部包块而

就诊可伴有或不伴有腹痛[2], 有一些患者是以一

些不典型的胃肠道症状或体征, 比如体质量减

轻, 恶心或食欲减退, 呕吐, 黄疸, 腹泻以及发热

等而就诊[3], 多无明显特异性. 通过对文献复习

我们可以得知, UESL与肝炎和肝硬化无关, 并且

肝功能及肿瘤标志物如AFP, CEA, CA19-9大多志物如AFP, CEA, CA19-9大多物如AFP, CEA, CA19-9大多

数情况下是正常的, 影像学提示肿瘤多位于右

叶, 且多为单发, 直径为10-30 cm. 多呈囊性或囊

实混合性不均质低密度包块, CT增强扫描强化

方式多样[4], 但UESL总体上仍被认为是少血供

肿瘤. 肿块多呈圆形或类圆形, 边界较清, 多数

文献报道病灶边缘可见较完整的包膜存在. 
肉眼观, UESL多为一巨大, 实性的, 边界较

清的肿块, 切面呈灰白或暗红色, 多伴有出血、

坏死及囊性变. 镜下显示肿瘤细胞呈束状、编

制状或弥漫分布, 可见细胞稀疏区与致密区交

替排列. 核分裂像多见, 并可出现多核巨细胞, 
间质为丰富的粘液样基质, 内含薄壁血管. 最具

特征性的是瘤细胞胞质内或细胞外基质中可见

PAS阳性的嗜酸性球形小体. 免疫组化提示Vim
和Ⅰ型胶原呈阳性反应, 而上皮性、肌原性、

组织细胞原性、神经组织原性标志抗体呈阴性

反应. 
本病的术前诊断非常困难, 确诊需依靠病理

学检查. 如不能确定可行免疫组织化学和电镜检

查. 多需与以下几种肝脏肿瘤相鉴别: 恶性纤维

组织细胞瘤, 肉瘤样肝细胞肝癌, 肝脏血管肉瘤, 
本例患者由于合并乙肝, 术前极其容易误诊为肝

细胞性肝癌, 在良性囊性占位中, 最易与UESL混
淆的是肝间叶性错构瘤、肝包虫病和肝囊肿. 

由于本病恶性程度极高, 生长迅速, 常发生

远处转移, 尤以肺转移最为常见. 手术切除是最

有效的治疗方法, 因本病多不伴有肝硬化且多

为单发, 有包膜, 故即使肿瘤已占据三叶, 只要

肝功能正常, 均应手术探查, 肿瘤过大不应作为

手术禁忌证证[5]. 对术后复发及无法切除的肿瘤只

要肝功能正常可先行介入治疗及放疗, 使肿瘤

缩小后再手术切除. 大部分未治疗的患者生存

时间不足1年[7]. 采用手术切除加化疗的综合治

疗, 可使UESL患者5年生存率提高到15%[6]. Bi-
sogno等报道一组病例, 其中12例儿童肝未分化

肉瘤患者经综合治疗后, 生存期达2.4-20年[7]. 由
此可以看出, 手术切除是首选, 手术结合术后综

合治疗是提高患者生存时间及生存率的关键. 

图� �� �������������������  1  �������������������UESL组织HE染色及Vim的表达��. A: 20×10 HE; B: 20×10免疫组织化学 Vim.

A B

图� �� ������������������  2 肝未分化胚胎源性肉瘤CT三期扫描.  A: 平扫期; B: 动脉期; C: 静脉期.

A B C
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文的文献复习
较 完 整 ,  对 临 床
医师有一定的参
考价值.



www.wjgnet.com

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、特色化和品和品品
牌化方向迈进.方向迈进.迈进.
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2011年国内国际会议预告

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

2011-08-26/27
第四届福瑞肝纤维化论坛
会议地点: 上海市
联系方式: bstract@cosoman.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

2011-09-24
2011中国消化病学大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-09-25/26
2011北京消化内镜节
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-10-07/09
第八届亚太肝病学会主题会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@apaslstc.org

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

2011-10-22/26
第19届欧洲肠胃病学联合组织(UEG)会议周
会议地点: 斯德哥尔摩
联系方式: uegw2011@cpo-hanser.de

2011-10-28/11-02
2011美国胃肠病学会年度科学会议
会议地点: 华盛顿
联系方式: annualmeeting@acg.gi.org

2011-11-04/08
第62届美国肝病研究学会(AASLD)年会
会议地点: 旧金山
联系方式: medical_conference@263.net 

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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江米足 教授

浙江大学医学院附属儿童医院儿科

冯志杰 主任医师

河北医科大学第二医院消化内科

张必翔 主任医师

华中科技大学同济医学院附属同济医院肝脏外科

吕宾 教授

浙江中医学院附属医院消化�科

汪思应 教授 

安徽医科大学实验动物中心

李淑德 主任医师

中国人民解放军第二军医大学长海医院消化内科

樊红 教授

东南大学医学院发育与疾病相关基因教育部重点实验室

杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院消化内科

刘连新 教授

哈尔滨医科大学第一临床医学院普通外科三病房

刘改芳 主任医师

河北医科大学第三医院消化内科

刘海林 主任医师  

上海交通大学医学院附属第九人民医院消化科

高润平 教授

吉林大学第一医院肝病科  

黄颖秋 教授 

本溪钢铁有限责任公司总医院消化内科

倪润洲 教授 

南通大学附属医院消化内科

王姬兰 教授 

齐重庆医科大学基础医学院病理教研室

                                                                 • 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

葛海燕 教授

同济大学附属东方医院普通外科

何晓顺 教授

中山大学附属第一医院器官移植科

牛英才 副研究员  

齐齐哈尔医学院医药科学研究所            

李康 副教授

广东药学院药科学院药物分析教研室

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

宣世英 教授

山东省青岛市市立医院肝病内科

殷正丰 教授 

中国人民解放军���������������第二军医大学东方肝胆外科医院 

沈琳 主任医师

北京大学临床肿瘤医院消化内科

邱伟华 副主任医师 

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科 

齐清会 教授

北京协和医院肝外科 

王德盛 副教授

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

李军祥 教授

北京中医药大学附属东方医院消化内科

袁红霞 教授

天津中医药大学消化科

姜相君 主任医师

青岛市市立医院消化科
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