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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD), including 
Crohn's disease and ulcerative colitis, represents 
a heterogenic group of chronic diseases with a 
high morbidity and poor prognosis. The etiology 
of IBD is still unknown, and the pathogenesis of 
IBD has not been fully clarified. Consequently, 
the clinical outcome of IBD is unsatisfying. 
Fortunately, a variety of new biological therapies 
have being developed in recent years. These 
therapies are shown to be helpful in inducing 
remission, preventing complications, improving 
l i fe quality of the patients, and reducing 
hospitalization rates and surgical rates. This 
article will review these new biological agents 
clinically used for IBD patients.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Biological 
therapy; Clinical application
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107-112

摘要
炎症性肠病是一种慢性炎症性疾病, 主要包括
克罗恩病和溃疡性结肠炎, 其发病原因不清
楚, 发病机制目前尚未完全阐明, 临床治疗效
果欠佳. 传统的治疗在于诱导病情缓解和维持
治疗, 近年来炎症性肠病的治疗方案在传统方
案的基础上, 增加了预防与疾病本身或治疗有
关的并发症、改善患者的生活质量、减少住
院率及外科手术率等目的. 随着生物制剂的不
断出现, 此目标正在逐步实现. 本文对近年来
新的生物制剂在炎症性肠病的临床应用进行
评述.   

关键词: 炎症性肠病; 生物治疗; 临床应用
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0  引言

一般认为炎症性肠病(i n f l a m m a t o r y b o w e l 
diseases, IBD)是遗传易感者在一定的环境因素

影响下肠黏膜免疫功能紊乱所造成的慢性肠道

炎症. 传统的治疗包括类皮质激素、氨基水杨

酸、免疫抑制剂等, 但临床治疗效果欠佳. 近年

来, 随着IBD发病机制的基础及临床研究不断深

入, 人们发现某些炎症细胞因子等因素可能在

IBD发病机制中发挥重要作用. 研究发现, 阻断

这些参与IBD发病的重要因素, 能明显抑制肠黏

膜免疫反应, 缓解IBD及实验性结肠炎的病情, 
有可能达到彻底治疗IBD的效果. 随着生物工程

技术的迅猛发展, 不断出现许多新型生物制剂

并应用于临床, 这些生物制剂显示出良好的IBD
临床治疗效果. 本文就IBD生物治疗方面的进展

作一述评. 

1  抗炎细胞因子抗体制剂

肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)是一

www.wjgnet.com
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■背景资料
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易感者在一定的
环境因素影响下
肠黏膜免疫功能
紊乱所造成的慢
性肠道炎症. 其治
疗目标是尽可能
长时间的维持临
床缓解, 维持胃肠
道的生理功能、

减少并发症、提
高生活质量、减
少住院率和外科
手 术 率 .  传 统 的
治疗包括类皮质
激素、氨基水杨
酸、免疫抑制剂
等, 但临床治疗效
果欠佳 .  近年来 , 
不断出现的新生
物制剂具有疗效
和安全性等方面
的优势, 为IBD临
床治疗提供了新
的药物和治疗方
案的选择.

■同行评议者
夏冰, 教授, 武汉
大学中南医院消
化内科



种能够诱导细胞繁殖和分化的促炎症细胞因

子, 与IBD发病关系非常密切[1], 并且IBD患者

病情与炎症肠黏膜中TNF的表达水平相关, 而
抑制TNF的表达能明显缓解IBD病情[2]. 目前用

于治疗IBD的抗TNF制剂主要有3种: 英夫利昔

(infliximab)、阿达木(adalimuma, D2E7)和聚乙

二醇化西他丽珠(certolizumab, CDP-870), 目前

尚未有关以上3种抗TNF药物疗效的对比研究报

告, 他们在治疗方面(尤其是在克罗恩病维持缓

解方面)都有疗效. 
1.1 infliximab infliximab是一种由基因工程生产

的人-鼠嵌合体IgG1单克隆抗体, 其分子含75%
人序列和25%鼠序列, 是被正式批准用于治疗

IBD的首个生物制剂. infliximab的作用机制是

与可溶性和跨膜的TNF相结合, 抑制表达TNF
细胞的功能, 并通过Fc段介导T细胞的补体结合

作用诱导细胞凋亡, 产生抗体依赖的细胞毒作

用[3]. infliximab的短期疗效已经被证实, 同时研

究也显示infliximab长期治疗克罗恩病时具有很

好的临床效果[4,5], 而且infliximab能有效地改善

临床症状、促进内镜下黏膜修复、愈合窦道、

改善患者生活质量、降低住院率及外科手术 
率[6,7]. 目前infliximab已被应用于治疗儿童克罗

恩病, 与其他常规药物相比, 具有效促进儿童患

者恢复体质量和生长, 改善儿童骨骼结构等优

点[8-10]. 此外, 一项关于活动性溃疡性结肠炎实

验研究表明, 对于中重度溃疡性结肠炎静脉内

给予infliximab后能有效诱导缓解、修复受损黏

膜组织、减少糖皮质激素的用量[11]以及降低外

科切除结肠手术的几率[12]. 根据美国FDA关于

infliximab的报告, infliximab的适应证包括: 难
治性的克罗恩病、激素依赖性的克罗恩病、急

性中重度的克罗恩病、慢性难治性的溃疡性结

肠炎、I B D并发其他系统性疾病(如强直性脊

柱炎、坏疽性脓皮病、慢性葡萄膜炎等)等[13]. 
不良反应主要包括: 产生抗infliximab抗体[14]、

输液反应[15]、药物性红斑狼疮[16]等. 禁忌证包

括: 已知道其有过敏的患者、IBD患者合并有

活动性感染(尤其是结核感染)[17]、神经脱髓鞘 
病[18]、Ⅲ/Ⅳ级充血性心衰[19]、淋巴瘤及其他恶

性肿瘤[20]等. 目前使用infliximab的治疗方案[21]: 
在治疗的第1、2、6周予5 mg/kg体质量静脉滴

注治疗以诱导缓解; 以后每隔8 wk予以相同计量

以维持缓解. 对于infliximab治疗有效而后又失

效的患者可将剂量增加1倍或缩短给药间隔时

间(一般为4-7 wk); 如果开始2个剂量治疗仍然无
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明显疗效的不应再给予infliximab治疗. 
1.2 adalimumab 与infliximab不同, adalimumab
是由基因工程制造的一种完全人源化的I g G1
类单克隆抗TNF抗体. 其作用机制和infliximab
相同, 与可溶性及膜表面的TNF结合, 并活化

补体和发挥抗体介导补体依赖性的细胞毒作

用. 有关adalimumab的临床研究报道很多, 包括

当其他抗TNF药物(如infliximab)失效或无效时

adalimumab作为替代药品的临床效果[22]、其剂

量大小与疗效和安全性[23,24]、以及给药时间等

方面的研究[25]. 目前已获得美国FDA批准应用

于临床, 其临床适应证包括: 克罗恩病以及克罗

恩病合并类风湿性关节炎、银屑病关节炎的治

疗. 禁忌证包括: 活动性感染(如肺结核感染)、
神经系统疾病、淋巴瘤等. 不良反应包括: 局部

注射部位的反应、重度感染、神经功能的损害

以及淋巴系统的影响(如淋巴瘤等)[23]. 其主要给

药方式为皮下注射, 40 mg每2 wk 1次. 
1.3 certolizumab certolizumab是一种完全人源化

的抗TNF单克隆小抗体Fab片段, 并且Fab片段与

聚乙烯乙二醇分子连接, 以延长其生物半衰期. 
与前2种作用机制不同, 虽然certolizumab也是结

合可溶性及跨膜性TNF, 但是他不能促使补体活

化, 不能引起抗体介导的细胞毒性活化效应, 以
及不能介导T细胞凋亡. 目前已获得美国FDA批

准应用于临床, 其临床适应证包括: 中至严重克

罗恩病患者. 不良反应包括: 注射部位的局部反

应、上呼吸道感染、泌尿系统感染以及关节疼

痛[26]. 其用药方式是皮下注射, 400 mg每4 wk给
药1次, 用药方便.

2  抗白细胞黏附分子制剂

2.1 natalizumab natalizumab(那他丽珠)是一种

基因工程制造的IgG4人-鼠嵌合性的抗整合素

α4单克隆抗体, 是在人IgG4抗体的基础上加入

鼠抗整合素α4的单克隆抗体的补体决定簇而形

成的[27]. natalizumab的作用机制是通过抑制、

阻断整合素α4信号来阻止炎症细胞从血液中迁

移到炎症部位, 并且该药物能选择性阻断迁移

的炎症细胞. 研究显示患者在服用natalizumab 1 
wk后, 其能够阻止淋巴细胞、单核细胞、嗜碱

性细胞等进入到炎症部位, 但不能阻止嗜中性

细胞的迁移[49]. 目前已获得美国FDA批准应用

于临床, 其临床适应证包括: 顽固性中重度的克

罗恩病. 主要的不良反应包括: 进行性多灶性白

质脑病、严重肝损害、呼吸道感染、关节痛、

www.wjgnet.com

■研发前沿
IBD主要包括克罗
恩病和溃疡性结
肠炎, 其发病机制
尚未阐明, 随着在
IBD免疫学和遗传
学发病机制的深
入研究和新型生
物制剂的出现, 让
IBD的生物治疗研
究成为热点.
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头痛、输液反应等[28,29]. 目前Ⅲ期临床研究natli-
zumab用药方式是静脉内注射, 300 mg每4 wk 1次.
2.2 vedolizumab vedolizumab(MLN-02, LDP-02)
是一种抗整合素α4β7的IgG1人-鼠嵌合性单克

隆抗体, 他是通过把鼠抗整合素α4β7的单克隆

抗体的补体决定簇区加到人IgG1抗体骨架中制

成的. vedolizumab通过阻断整合素α4β7来发挥

作用. 目前该药物临床前期研究适应证包括: 溃
疡性结肠炎和克罗恩病. 但少数患者使用该药

物后效果欠佳, 进一步的临床研究中发现这类

患者体内存在有抗vedolizumab的抗体[30].

3  Th1细胞极化抑制剂

3.1 ustekinumab ustekinumab是一种人源性抗

IL-12/IL-23 P40亚单位单克隆IgG1抗体. 现已

明确IL-12/IL-23等细胞因子与克罗恩病的发病

机制有关, IL-12由P40和P35 2个亚单位组成, 能
诱导幼稚的CD+4T细胞向Th1细胞分化及调节

IFN-γ表达. IL-23由P40和P19 2个亚单位组成, 
诱导幼稚的CD+4T细胞分化为Th17细胞及调节

IL-17A、IL-17F等细胞因子表达[31,32]. 其临床前

期研究适应证包括: 治疗中重度克罗恩病, 尤其

是之前曾经给予过infliximab治疗的患者. 不良

反应包括: 呼吸道感染、恶性肿瘤、心血管疾

病、注射部位的局部反应、头痛、关节痛等[33]. 
其给药方式有静脉内与皮下给药两种, 二者的

治疗效果无明显差异. 
3.2 fontolizumab fontolizumab是一种人源性

IgG1单克隆抗IFN-γ抗体, IFN-γ由Th1细胞分泌, 
他能增强Th1介导的免疫反应性, 同时抑制Th2
细胞的增殖. fontolizumab通过抗INF-γ来发挥作

用. 其临床前期研究适应证包括: 中重度克罗恩

病. 在临床研究中发现fontolizumab的治疗效果

与剂量有关[34]. 一般其耐受性较好, 较高剂量时

其不良反应包括: 恶心、畏寒、乏力、类感冒

症状等.

4  抗IL-6受体抗体制剂

tocilizumab是一种针对IL-6受体的人源性单克

隆抗体. IL-6受体主要在T细胞和巨噬细胞表达. 
tocilizumab的作用机制是阻断IL-6与其受体结

合来发挥作用. 其临床前期研究适应证为克罗

恩病. 但该药仍需要大量的实验来评估在治疗

IBD方面的疗效. 其不良反应主要是: 口腔炎、

鼻咽炎、胆固醇升高、肝功能损害等. 目前在

Ⅱ期临床研究中其给药方式为静脉内注射[35].

5  重组人细胞因子

重组人细胞因子主要有IL-10、IL-11等. 重组人

IL-10能诱导调节性T细胞的分化, 抑制肠黏膜免

疫反应. 重组人IL-11可通过抑制TNF-α、IL-1等
促炎性细胞因子的产生而抑制炎症反应, 同时他

还具有肠黏膜保护性. 二者临床前期研究适应证

包括: 克罗恩病和溃疡性结肠炎. 不良反应包括: 
头痛、发热、贫血、血小板减少、全身不适等. 
在临床研究中重组人IL-10给药方式是: 经肠道

局部给药、静脉内注射、皮下注射, 其中以肠道

局部给药为主, 5-8 µg/kg体质量[36]. 重组人IL-11
给药方式是: 皮下注射, 15 µg/kg体质量[37].

6  抗T细胞制剂

6 .1  人源性抗C D3单克隆抗体  v i s i l i z u m a b 
(HuM291)是一种无FcR片段的人源性抗CD3单
克隆抗体. 他针对CD3来发挥作用, 可选择性诱

导活化的T细胞凋亡. 在临床前期研究中其适应

证包括: 难治的溃疡性结肠炎和克罗恩病. 其不

良反应包括: 疲乏、恶心、呕吐、发热、寒战

和脱水以及一过性T细胞减少等. 给药方式是: 
静脉内注射10 µg/kg体质量[38]. 
6.2 T细胞活化抑制剂 Dh5D12是针对CD40配体

制剂的人源性单克隆抗体. CD40配体存在于活

化的T细胞表面, 该制剂通过阻断CD40配体来

抑制T细胞功能. 目前临床前期研究适应证包括: 
中重度克罗恩病[39]. 其不良反应包括: 头痛、关

节痛和肌肉疼痛等.

7  生长因子

7.1 粒细胞集落刺激因子(granu locyte macro-
phage-colony stimulating factor, GM-CSF) GM-
CSF是一种造血生长因子, 他通过刺激肠道内在

的自然免疫系统来治疗疾病. 目前临床前期研

究适应证包括: 中重度克罗恩病[40,41]. 其不良反

应包括: 注射部位的局部反应以及骨关节痛. 其
给药方式为皮下注射, 6 µg/kg体质量. 
7.2 表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF) 
EGF能促进细胞生长、增殖和分化, 是强效细

胞保护因子, 主要临床前期适应证包括: 轻中度

溃疡性结肠炎[42,43]. 其不良反应尚不清楚, 但有

研究表明表皮生长因子有促进结肠癌发病的倾 
向[44]. 其给药方式为局部灌肠给药.

8  小分子化合物制剂

小分子化合物制剂已广泛应用于治疗IBD. 如
活性细胞分裂蛋白激酶抑制剂(semapimod和

■相关报道
根据美国FDA关
于infliximab的报
道, infliximab的
适 应 证 包 括 :  难
治 性 的 克 罗 恩
病、激素依赖性
的克罗恩病、急
性中重度的克罗
恩病、慢性难治
性的溃疡性结肠
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输液反应、药物
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doramapimod)主要抑制TNF的产生, 在临床前

期研究中的适应证: 克罗恩病[45,46]. RDP58主要

抑制包括TNF在内的促炎性因子的产生, 其在

临床前期研究中的适应证: 溃疡性结肠炎[47]. 罗
格列酮以前是用于治疗糖尿病的药物, 其在临

床前期研究的适应证: 轻中度溃疡性结肠炎[48]. 
CCX282(Traficet-EN)主要抑制T细胞迁移到肠

内, 其用于临床研究中适应证为克罗恩病[49].

9  干细胞移植

干细胞是具有高度分化潜能的细胞, 可在不同

条件下分化为各种子代细胞. 移植后的干细胞

能参与炎症性肠黏膜修复过程, 代替肠黏膜受

损伤的细胞成分(如上皮细胞、内皮细胞以及肌

纤维细胞等), 此外干细胞还参与调节肠道内的

免疫反应. 干细胞移植分自体干细胞移植和异

体干细胞移植. 在临床前期实验中其适应证包

括: 难治性IBD, 尤其是克罗恩病[50,51]. 自体干细

胞移植可来源于自身, 故不存在干细胞来源风

险和排斥反应, 其不良反应主要是感染等. 而异

体干细胞移植的不良反应主要则包括: 排斥反

应以及感染等.

10  生物制剂的安全性

随着生物制剂在治疗IBD方面应用的日益广泛, 
其安全性的问题也越来越受到重视, 主要包括: 
机会性感染(尤其是肺结核感染)[52]、局部注射

反应[53]、抗药抗体的产生和淋巴瘤[54]的发生, 其
他特殊的危险性如使用natalizumab后可能诱发

多灶性白质脑病[28]以及在联合使用infliximab和
硝基咪唑硫嘌呤可诱发肝脾T细胞淋巴瘤[55]等. 
作为临床医生我们在使用这些药物治疗疾病的

时候, 同时也应该密切注意这些生物制剂安全

性并尽量避免其发生.

11  结论

IBD的治疗目标是尽可能长时间的维持临床缓

解, 维持胃肠道的生理功能、减少并发症、提

高生活质量、减少住院率和外科手术率. 目前

IBD传统治疗药物的疗效和安全性都存在着一

定的缺陷. 随着IBD在免疫学和遗传学发病机制

深入研究, 不断出现的新生物制剂具有疗效和

安全性等方面的优势, 为IBD临床治疗提供了新

的药物和治疗方案的选择. 同时, 这些新的生物

制剂存在一定的不良反应, 临床应用时需要根

据IBD患者病情选择最佳个体化治疗方案. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of QHF formula 
in combination with low-dose cisplatin (DDP) 
on tumor angiogenesis and growth in H22 
hepatocellular carcinoma in mice and observe 
their toxic reactions.

METHODS: Forty-eight BALB/c mice were in-
oculated with mouse hepatocellular carcinoma 
H22 cells in the right axillary skin to establish a 
mouse model of H22 hepatocellular carcinoma. 

The model mice were randomly divided into 
four groups: QHF group, DDP group, QHF 
plus DDP group and normal saline (NS) group. 
The inhibitory effects of these drugs on tumor 
growth were evaluated by calculating the re-
duced rate of tumor growth. The toxicity of 
these drugs was examined by observing the 
general condition of mice and the spleen index. 
The morphological changes of tumor cells were 
observed under an optical microscope. The mi-
crovessel density (MVD) in tumor tissue was 
evaluated by immunohistochemistry.

RESULTS: The tumor weight was significantly 
lower in the QHF group, DDP group, and QHF 
plus DDP group than in the NS group (0.63 g ± 
0.16 g, 0.45 g ± 0.23 g and 0.33 g ± 0.15 g vs 1.22 
g ± 0.22 g, respectively; all P < 0.01), while the 
tumor weight was significantly higher in the 
QHF group than in the QHF plus DDP group 
(P < 0.01). The reduced rates of tumor growth 
in the QHF group, DDP group and QHF plus 
DDP group were 47.45%, 63.11% and 72.95%, 
respectively. The MVD in tumor tissue was sig-
nificantly lower in the QHF group, DDP group, 
and QHF plus DDP group than in the NS group 
(11.00 ± 1.56, 10.33 ± 1.49 and 6.87 ± 0.97 vs 19.93 
± 1.02, respectively; all P < 0.01). Compared with 
the QHF group and DDP group, the MVD was 
significantly lower in the QHF plus DDP group 
(both P < 0.01). Furthermore, a lower incidence 
of toxic reactions and a better quality of survival 
were observed in the QHF plus DDP group than 
in the DDP group.

CONCLUSION: Both of QHF and small-dose 
DDP have anti-angiogenic effects in H22 hepato-
cellular carcinoma in mice. QHF in combination 
with small-dose DDP has synergistic anti-angio-
genic effects and can improve the quality of sur-
vival and reduce the incidence of toxic reactions 
in mice bearing H22 hepatocellular carcinoma.

Key Words: QHF; Cisplatin; Chemotherapy; Hepa-
tocellular carcinoma; Angiogenesis
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■背景资料
肝癌是临床常见
的恶性肿瘤之一, 
术后复发和转移
率 极 高 ,  目 前 尚
缺乏有效的治疗
药 物 .  而 血 管 生
成是肿瘤生长和
转移的形态学基
础 ,  他 不 仅 为 肿
瘤提供充足的营
养 ,  而 且 为 转 移
的肿瘤细胞提供
了 通 道 .  故 抑 制
血管生成的疗法
有望成为治疗肝
癌的重要方法.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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摘要
目的: 探讨QHF复方联合小剂量化疗药物顺
铂(DDP)对小鼠H22肝癌血管生成的影响, 观察
其抑瘤效果和不良反应.  

方法: 48只BALB/c小鼠右腋皮下注射小鼠H22

肝癌细胞建立荷瘤模型, 随机分设为QHF复方
组、小剂量DDP、联合用药组(QHF+DDP)及
生理盐水组(NS). 以抑瘤率为指标, 观察各药
物对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用; 以小鼠
的一般状况及脾指数为指标, 观察各药物对荷
瘤小鼠的不良反应; 光镜观察肿瘤组织形态; 
免疫组织化学方法检测各药物对小鼠肝癌组
织中的微血管密度(MVD). 

结果: QHF组、DDP组和联合用药组的瘤质
量均较NS对照组明显降低(0.63 g±0.16 g, 
0.45 g±0.23 g, 0.33 g±0.15 g vs  1.22 g±0.22 
g, 均P <0.01), 联合用药组较QHF组显著降低
(P <0.01). 抑瘤率分别为47.45%、63.11%和
72.95%. QHF组、DDP组和联合用药组小鼠
移植瘤组织内的MVD数量较NS对照组明显
降低(11.00±1.56, 10.33±1.49, 6.87±0.97 vs  
19.93±1.02, 均P <0.01); 联合用药组与各单药
组相比明显降低(均P <0.01). QHF与DDP联合
应用组的不良反应较单用DDP组轻, 生存质量
较好.

结论: QHF复方与小剂量DDP均具有抗肝癌血
管生成的作用; QHF复方与小剂量DDP联合应
用具有协同抗肝癌血管生成的作用, 同时QHF
复方具有提高生存质量和降低化疗药物不良
反应的作用.

关键词: QHF复方; 顺铂; 化学疗法; 肝癌; 血管生成
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是临

床常见的恶性肿瘤之一, 术后复发和转移率极

高, 目前尚缺乏有效的治疗药物. 肝癌作为一种

多血管肿瘤, 肿瘤新生血管在其发生、侵袭和

转移复发过程中发挥重要作用. 因此抑制血管
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形成在抗肝肿瘤的研究中意义重大. 目前, 已有

研究表明, 持续低剂量化疗给药, 可以靶向作用

于肿瘤微血管, 达到抑制肿瘤血管生成的作用, 
并具有不良反应小和不易产生耐药的优点[1], 而
在合用另一种抗血管生成药物时抑制肿瘤血管

生成的作用则更为明显[2]. QHF复方(华蟾素800 
mg/kg、人参皂甙Rg3 14 mg/kg、三七总皂甙5.5 
mg/kg、香菇多糖100 mg/kg)是我们根据肝癌

“瘀”、“毒”、“虚”的病机特点, 通过动

物实验, 采用均匀设计法筛选得到的组方. 研究

表明QHF复方具有良好的抗肝癌作用, 与化疗

药物合用具有显著的减毒、增效作用[3]. 据文献

报道[4-7], QHF复方中的人参皂甙Rg3、华蟾素及

香菇多糖均有抑制肿瘤血管生成的作用. 据此

我们推测QHF复方也可以通过抑制肿瘤血管生

成而发挥抗肿瘤作用. 顺铂为广谱抗癌药, 国内

外有许多用其对肿瘤小剂量节律化疗的报道[8,9], 
效果较好. 本文以H22荷瘤小鼠为动物模型, 观察

QHF复方联合小剂量顺铂对小鼠H22肝癌血管生

成的影响及抑瘤效果和不良反应, 初步探讨其

对肝癌的治疗价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c纯系小鼠, 清洁级, ♂, 周龄4-6 
wk, 体质量20 g±2 g, 共48只, 由湖北省实验动

物中心提供. 小鼠肝癌H22细胞由本校免疫教研

室保存, 以腹水型传代保种, 第3代用于实验. 注
射用顺铂(冻干型), 购自锦州九泰药业有限责

任公司. 华蟾素片, 购自安徽金蟾生化股份有

限公司. 参一胶囊(人参皂甙Rg3), 购自吉林亚

泰制药有限公司. 血塞通片(三七总皂苷), 购自

云南省玉溪市维和制药有限公司. 香菇多糖片, 
购自浙江金华埃森药业有限公司. 以上各药物

使用前均用灭菌生理盐水稀释至一定浓度. 兔
抗鼠CD34 mAb、即用型免疫组织化学试剂盒

(SABC试剂盒)及DAB显色剂均购自武汉博士

德生物工程有限公司. 电子分析天平(MP200A
型), 上海良平仪器厂生产. 光学显微镜, 日本

Olympus公司生产. 石蜡包埋机(EG1150型), 德
国Leica公司生产. 石蜡切片机: (ULTRACUT-R
型), 德国Leica公司生产. 多功能显微镜及测量

系统: (DM-R型), 德国Leica公司生产. 电热恒温

鼓风干燥箱(GZX-9070MBE型), 上海博迅实业

有限公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 肝癌H22细胞株BALB/c小鼠体内连

www.wjgnet.com

■研发前沿
当前, 特异性抗血
管生成药物与节
律性化疗药物联
合应用是肿瘤治
疗领域的一大热
点. 研究发现抗血
管联合应用可以
作用于血管生长
的不同环节、不
同阶段, 充分发挥
各自优势, 产生协
同效应, 并且两者
的不良反应都低.
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续传代3代后, 抽取接种7 d左右种鼠腹水, 呈乳

白色, D-Hanks液洗涤离心(800 r/min, 5 min)2
次, 调整细胞浓度至5.0×106个/mL, 台盼蓝拒染

法检测存活率≥95%, 将细胞悬液注射至健康

BALB/c小鼠右腋皮下, 每只0.2 mL, 建立实体瘤

模型. 全程严格无菌操作, 1 h内完成.
1.2.2 分组及给药: 小鼠造模后第3天, 随机分为

4组, 每组12只. NS组: 每只小鼠予生理盐水0.4 
mL灌胃, 同时予生理盐水0.2 mL腹腔注射; QHF
复方组予以下4种药物[华蟾素800 mg/kg, 人参

皂甙Rg3 14 mg/kg, 三七总皂甙5.5 mg/kg, 香菇

多糖100 mg/kg(配比1)]各0.1 mL总共0.4 mL灌
胃, 同时予0.2 mL生理盐水腹腔注射, 每日1次, 
连续给药10 d; 小剂量DDP组: 予生理盐水0.4 
mL灌胃, 同时予DDP 0.2 mL(剂量2 mg/kg)腹腔

注射; DDP+QHF组: 给予QHF 0.4 mL灌胃, 同时

予DDP 0.2 mL腹腔注射. 以上给药均为每日1次, 
连续10 d. 
1.2.3 一般状况观察: 给药期间每日密切观察小

鼠的外观毛色、精神状态、活动及饮食等情况. 
1.2.4 脾指数: 末次给药24 h后, 颈椎脱臼法处死

小鼠, 完整剥离脾组织, 电子天平上称质量, 按
下列公式计算脾指数: 脾指数 = 脾质量(mg)/小
鼠体质量(g). 
1.2.5 瘤质量及抑瘤率: 末次给药24 h后, 颈椎脱

臼法处死小鼠, 完整剥离肿瘤组织, 电子天平上

称质量, 按下列公式计算抑瘤率(inhibition rate, 
IR): 抑瘤率(IR) = [模型组瘤质量(g)-用药组瘤治

疗(g)]/模型组瘤质量(g)×100%. 
1.2.6 肿瘤大体标本及组织形态观察: 剥离荷瘤

小鼠肿瘤组织时, 肉眼观察肿瘤的体积、颜色

及质地, 同时观察其假膜是否完整、剥离时有

无出血等. 取各组小鼠肿瘤组织, 10%甲醛固定, 
常规脱水, 石蜡包埋, 切片. 行HE染色, 光镜下观

察肿瘤组织及细胞的形态学变化. 
1.2.7 肿瘤微血管密度(microvesse l dens i ty, 
MVD): 肿瘤组织经甲醛固定、石蜡包埋后切

片, 采用免疫组织化学染色(SABC法), 操作步骤

按试剂盒要求. 以PBS代替一抗作阴性对照, 已
知阳性切片作阳性对照. MVD的计数方法: 按
Weidner等[10]报道的方法, 首先在低倍视野下(×
40)扫视整张石蜡切片, 每张切片找出5个微血管

密集区, 然后在高倍视野下(×200)记数. 每张切

片共计数5个视野, 取其平均值为该例的MVD
值. 微血管的判断标准为: (1)与邻近的微血管、

肿瘤细胞及其他结缔组织成分不相连的、标记

清晰的内皮细胞及内皮细胞簇均可作为一个可

计数的微血管. (2)可能源于同一微血管的内皮

细胞, 如染色清晰且相互分离, 也可作为单独的

微血管计数. (3)血管腔及腔内红细胞的存在不

是确认微血管的必备条件. (4)对肿瘤区内的硬

化区、肿瘤细胞稀疏区及邻近良性组织区域内

的血管不进行计数. (5)对管腔直径>8个红细胞

或管壁有平滑肌存在的血管不进行计数.
统计学处理 采用SPSS10.0统计分析软件处

理实验结果. 计量资料的数据以mean±SD表示, 
计数资料的数据以百分率(%)表示. 计量资料采

用单因素方差分析; 计数资料采用卡方检验.

2  结果

2.1 荷瘤小鼠一般状况观察 实验过程中, 除QHF
组以外的各组小鼠均表现为皮毛无光泽, 竖毛

现象明显, 活动减少, 迟缓. 但QHF+DDP联合

用药组好于单纯DDP化疗组. DDP组小鼠不良

反应明显, 出现厌食、腹泻、精神萎靡、消瘦

及被毛脱落等症状, QHF+DDP组不良反应相

对较小. 给药结束时, 除NS组以外的各组小鼠

均有死亡, 所有死亡小鼠均为体质量明显下降

者. 可排除由于实验操作不当致死的可能, 小
鼠死亡是由于自身体质差所致. QHF组、DDP
组及QHF+DDP联合用药组分别有2只、1只和

2只小鼠死亡, 其死亡率分别为16.67%、8.33%
和16.67%. 各组小鼠死亡率差异无统计学意义

(P >0.05). 
2.2 荷瘤小鼠的脾指数 NS组、QHF组、DDP组
及QHF+DDP联合用药组的脾指数分别为(9.39
±3.68, 10.91±1.53, 4.40±0.99, 8.32±0.25). 除
DDP组的脾指数较NS组明显下降以外(P <0.05), 
QHF组和QHF+DDP联合用药组与NS组相比, 差
异无统计学意义(P >0.05). 用药组两两比较: 联
合用药组的脾指数较DDP组明显上升, 差异有

显著的统计学意义(P <0.01), 与QHF组相比, 差
异无统计学意义(P >0.05); DDP组较QHF组明显

下降, 差异有显著统计学意义(P <0.01). 
2.3 药物对小鼠肿瘤生长情况的影响 接种5 d内, 
小鼠外观无明显改变. 5 d后各组可触及右腋皮

下瘤块, NS对照组小鼠肿瘤生长迅速, 局部肿

胀, 压迫症状明显; 各用药组小鼠肿瘤生长相对

NS对照组较缓慢. 各组小鼠的瘤质量及抑瘤率

见表1. QHF组、DDP组及QHF+DDP联合用药

组的抑瘤率分别为47.54%、63.11%和72.95%. 
各用药组的瘤质量均明显低于NS组, 差异有显

■相关报道
Browder等报道低
剂量抗血管生成
化疗的抗肿瘤效
果可因合用一种
特异靶向内皮细
胞的药物而明显
提高. Zhang等报
道将持续低剂量
CTX和人参皂甙
R g 3 联合应用治
疗Lewis肺癌小鼠
和EMT-6乳腺癌
小鼠, 二者显示出
抗血管生成协同
作用, 并且治疗不
良反应小, 不易产
生耐药, 抑瘤效果
较单药组显著且
持久, 动物生存期
得到延长.
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著的统计学意义(均P <0.01). 用药组两两比较: 
联合用药组的瘤质量明显低于QHF组(P <0.01), 
但与DDP组相比, 差异无统计学意义(P >0.05); 
QHF组与DDP组的差异无统计学意义(P >0.05). 
2.4 皮下移植瘤血管生成情况 肉眼观察: NS对
照组肿瘤组织体积大、颜色红润、质脆, 瘤块

假膜不完整, 部分浸润生长至腿部肌肉, 剥离时

易出血; 各用药组肿瘤组织体积相对较小, 颜色

略苍白、质韧, 瘤块假膜完整, 剥离时基本无出

血. 光镜观察: NS对照组表现为肿瘤组织内小

片坏死, 肿瘤细胞生长旺盛, 细胞核异型性明显, 
间质血管丰富; 各用药组表现为肿瘤组织内坏

死区增大, 间质血管较稀少, 有明显的纤维化形

成(图1).
2.5 荷瘤小鼠肝癌组织中MVD的计数 QHF组、

D D P组及Q H F+D D P联合用药组的肿瘤组织

MVD数值分别为11.00±1.56、10.33±1.49及

6.87±0.97, 与NS对照组(19.93±1.02)比较均明

显降低, 差异有显著统计学意义(均P <0.01); 联
合用药组的MVD计数明显低于两单药组, 差异

有显著统计学意义(均P <0.01); QHF组与DDP组
的差异无统计学意义(P >0.05, 图2).

3  讨论

1971年Folkman等[11]首次提出, 肿瘤的生长和转

移依赖于血管生成, 为肿瘤的治疗开辟了新的

领域. 肝细胞癌为血供丰富的实体肿瘤, 其生物

学特性包括高度血管浸润及转移倾向, 导致该

疾病的预后不良. 肿瘤血管形成理论的建立, 为
研究肝细胞癌复发和转移的机制提供了新的理

论依据, 同时为治疗肝细胞癌, 防止肝细胞癌的

复发和转移找到了一种更为有效的治疗手段-抗
血管生成治疗[12,13]. 

MVD是目前较为公认的评价肿瘤组织血管

生成的较好指标[14]. 他能直接量化反映肿瘤血

管生成的程度, 是反映恶性肿瘤生物学行为的

重要参数, 与肿瘤的侵袭、转移及预后关系密

切. 研究认为CD34标记的微血管是真正的新生

肿瘤血管[15,16]. 大量研究表明, 恶性肿瘤组织的

MVD较良性肿瘤组织及正常黏膜组织高. 因此

许多学者认为MVD在反映肿瘤预后方面是一个

独立而且重要的因素, 高MVD往往提示易发生

转移和预后不良, 有效的抗血管生成剂可明显

降低肿瘤组织的MVD. 

■创新盘点
本 研 究 所 用 的
QHF复方是本项
目组前期所筛选
的一种疗效显著
的 抗 肝 癌 组 方 . 
本次实验发现其
具有一定的抗肝
癌血管生成的作
用, 而且与小剂量
DDP联合应用具
有协同抗肝癌血
管生成的作用.

表  1  各组小鼠的瘤质量及抑瘤率 (n  = 10, mean±SD)

     
分组 		          肿瘤质量(g)	         抑瘤率(%)

NS组		        1.22±0.22d	

QHF组		        0.63±0.16bd	           47.54

DDP组		        0.45±0.23b	           63.11

QHF+DDP组	       0.33±0.15b	           72.95

bP<0.01 vs  NS组; dP<0.01 vs  QHF+DDP组.

图  1  光镜观察皮下移植瘤血管生成情况(HE×400). A: NS组; B: QHF组; C: DDP组; D: QHF+DDP组.

A B

C D
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当前, 特异性抗血管生成药物与节律性化疗

药物联合应用是肿瘤治疗领域的一大热点[17,18], 
研究发现抗血管联合应用可以作用于血管生长

的不同环节、不同阶段, 充分发挥各自优势, 产
生协同效应, 并且两者的不良反应都低. 

D D P是一种细胞周期非特异性抗肿瘤药

物, 他通过与DNA链结合, 形成交叉连接, 抑制

DNA、RNA合成和细胞有丝分裂, 从而抑制肿

瘤生长. 该药已用于多种实体肿瘤的治疗, 是目

前较为有效的化疗药物之一. 本研究结果显示, 
DDP组肿瘤的MVD表达水平较NS对照组明显

下降, 表明低剂量DDP具有抗血管生成作用. 本
实验结果与谭光宏、侯继院等的报道一致[19,20]. 

QHF复方组肿瘤组织的MVD表达水平较

NS对照组明显下降, 差异有统计学意义. 表明

QHF复方具有抗血管生成作用, 抗血管生成可

能是QHF复方发挥抗肿瘤作用的机制之一. 
本研究发现, 将低剂量DDP与抗血管生成药

QHF复方联合干预移植性肝癌H22小鼠后, 肿瘤

组织中MVD数量不仅较NS对照组明显下降, 而
且较各自单独应用时下降更为明显, 差异有显

著统计学意义. 因此, 二者具有协同抗肿瘤血管

生成作用. 另外, 从荷瘤小鼠的一般状况及脾指

数结果来看, QHF复方与DDP联合应用组的一般

状况明显好于单用DDP组, 而且脾指数也较单

用DDP为高, 差异有统计学意义. 这表明QHF复

方能降低化疗药物的不良反应, 具有减毒作用.
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■同行评价
本研究就QHF复
方联合DDP抗肝
癌血管生成的作
用进行了观察, 其
结果对药物的进
一步开发打下了
较好的基础, 有一
定的可读性.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of cyclin-
dependent kinases on the invasion of human 
hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells 
in vitro and explore potential mechanisms 
involved.

METHODS: SMMC-7721 cells were divided 
into two groups: control group (untreated with 

roscovitine) and treatment group (treated with 
32 μmol/L of roscovitine for 24 hours). The ell 
cycle distribution of SMMC-7721 cells was de-
tected by flow cytometry. Cell invasion and mo-
tility were evaluated by Transwell chamber as-
say and wound healing assay, respectively. The 
mRNA expression of urokinase plasminogen 
activator (uPA) and matrix metalloproteinase 9 
(MMP-9) was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The percentage of SMMC-7721 
cells in G0/G1 phase was significantly higher 
in the treatment group than in the control 
group (72.19% ± 0.47% vs 59.22% ± 0.54%, P 
< 0.05). The number of cells passing through 
the Transwell membrane was significantly 
lower in the treatment group than in the con-
trol group (71.40 ± 5.59 vs 149.60 ± 16.36, P < 
0.05). Roscovitine treatment also significantly 
decreased cell motility (P < 0.05). RT-PCR 
analysis revealed that roscovitine treatment 
downregulated the expression of uPA mRNA 
expression but had no significant impact on 
MMP-9 mRNA expression.

CONCLUSION: Roscovitine treatment decreases 
the invasion and motility of SMMC-7721 cells 
possibly via a mechanism associated with chang-
ing cell cycle and downregulating uPA mRNA 
expression.
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摘要
目的: 探讨CDKs对体外培养的人肝癌细胞
SMMC-7721侵袭力的影响及其分子机制. 

方法: 将细胞分为A、B两组(A组用终浓度为0 

®

■背景资料
细胞周期依赖性
蛋白激酶(CDKs)
最早由Har twel l 
LH和Nurse P分别
在芽殖酵母和裂
殖酵母中发现, 并
因此获得2001年
诺贝尔生理学和
医学奖. 起初人们
的研究仅局限于
CDKs与肿瘤细胞
周期的关系, 随着
对CDKs的不断认
识, 人们发现他不
仅对细胞周期有
调控作用, 而且对
多种蛋白活性和
RNA的转录也有
影响.

■同行评议者
潘 兴 华 ,  副 主 任
医 师 ,  中 国 人 民
解放军成都军区
昆明总医院病理
实验科



www.wjgnet.com

120                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年1月18日      第18卷      第2期

μmol/L Roscovitine, B组用终浓度为32 μmol/L 
Roscovitine, 均培养24 h), 采用流式细胞术
检测经CDKs特异性抑制剂Roscovitine干预
后的人肝癌细胞SMMC-7721的细胞周期, 并
用Transwel l小室、划痕实验、PCR技术分
别检测处于不同细胞周期下的人肝癌细胞
侵袭能力、水平运动能力及u PA、M M P-9 
mRNA表达.

结果: 经终浓度为32 μmol/L的Roscovitine
干预24 h后的人肝癌细胞SMMC-7721处于
G0/G1期细胞比例迅速升高(72.19%±0.47% 
vs  59.22%±0.54%, P <0.05), 细胞侵袭能力下
降, 穿膜细胞数明显减(71.40±5.59 vs  149.60
±16.36, P <0.05); 细胞水平运动能力明显下降
(P <0.05); uPA mRNA的表达下降、但MMP-9 
mRNA的表达却无明显变化.

结论: Roscovitine干预使人肝癌细胞SMMC- 
7721侵袭能力和水平运动能力下降, 其机制可
能与肝癌细胞周期时相分布发生改变和uPA 
mRNA的表达下降有关.

关键词: 细胞周期依赖性蛋白激酶; 细胞周期; 侵袭

力; uPA; 肝癌细胞
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0  引言

细胞周期依赖性蛋白激酶(cell cycle dependent 
kinases, CDKs)首先在酵母菌中发现, 他需与

细胞周期素(Cycl in)相结合形成复合物才有活

性. CDKs不但能作用于细胞周期G1-S-G2-M的

调控点影响细胞有丝分裂, 而且还能对RNA的

形成和许多因子的转录具有调控作用. 我们的

前期研究已证实[1], 利用适宜浓度的CDKs抑制

剂Roscovitine抑制CDKs的活性后, 增殖期肝癌

细胞的生长、增殖被抑制, 肝癌细胞周期时相

的分布被改变, 与凋亡相关的Bcl-2、caspase-3 
mRNA的表达也发生相应的改变. Roscovitine可
以通过抑制CDKs的活性调控Bcl-2和caspase-3 
mRNA的表达使肝癌细胞周期时相分布发生改

变. 国外Kar等[2]也报道, 用甲氧雌二醇(2-ME)
抑制CDC25后, 发现CDK1和CDK2的磷酸化减

弱, 肝癌细胞株(HepBB、HepG2、PLC/PRF5)
的周期分布被阻滞在G2/M期, 细胞的凋亡明显

增加; Ito等[3]也报道人肝癌中CDK1过表达与高

甲胎蛋白(AFP)、高增殖细胞核抗原(Ki267)、
低分化、不良预后等密切相关. 国内周奇等[4]

发现CyclinE与组织分化、癌栓形成及侵袭转

移有关, CyclinA与组织分化、肝门淋巴结/肝
外转移、癌灶数目及癌栓形成及侵袭转移均有

关. 处于不同周期的肿瘤细胞其分裂能力不同, 
那么改变肿瘤细胞的周期时相分布是否对肿瘤

细胞的侵袭能力也会有影响? 因此, 我们在前期

的研究基础上利用对肝癌细胞生长抑制最有效

的Roscovitine浓度(32 µmol/L)作用人肝癌细胞

SMMC-7721 24 h后, 观察在不同周期下人肝癌

细胞侵袭能力的变化, 并探讨其可能的作用机

制, 从而进一步认识影响肝癌细胞侵袭的相关因

素, 并为临床治疗肝癌提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞SMMC-7721细胞株购自中

国科学院细胞库. CDKs抑制剂Roscovitine购自

美国Sigma公司; MMP-9、uPA、β-actin引物均

由上海生物试剂公司合成; 引物系列号MMP-9:
Sense 5'-TGG GCT ACG TGA CCT ATG ACA 
T-3', Antisense 5'-GCC CAG CCC ACC TCC ACT 
CCT C-3'; uPA: Sense 5'-AGA ATT CAC CAC 
CAT CGA GA-3', Antisense 5'-ATC AGC TTC 
ACA ACA GTC AT-3', β-actin: Sense 5'-AGA 
GGG AAA TCG TGC GTG AC-3', Antisense 
5'-CGG ACT CAT CGT ACT CCT GCT-3'; 
Transwell小室购自Corning公司.
1.2 方法 
1.2.1 流式细胞仪检测SMMC-7721细胞周期时

相分布: 选取对数生长期细胞, 以0.25%胰酶消

化, 用含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液

将细胞分散成密度为5×104个/mL的单细胞悬

液, 将细胞接种于2个培养瓶中(培养瓶底部面积

为25 cm2), 每瓶4 mL; 培养24 h后换含有不同浓

度的Roscovitine(终浓度为0和32 μmol/L)的培养

液处理细胞, 继续培养24 h后, 分为A、B两组(终
浓度为0 μmol/L的设为A组, 终浓度为32 μmol/L
的设为B组), 以0.25% Trypsin消化, 收集细胞, 制
成单细胞悬液, 调整待测细胞浓度至106/mL; 取
1 mL细胞悬液, 4 ℃、1 000 r/min离心10 min, 弃
上清; 加入1 mL冷PBS, 轻轻吹打使细胞悬浮, 
4 ℃、1 000 r/min离心10 min, 弃上清; 重复悬

浮3次; 将细胞重悬于100 μL PBS中加入Triton 
X-100 250 μL, 混匀, 室温孵育10 min; 加入RNA
酶200 μL, 混匀, 室温孵育10 min; 加入碘化丙

■相关报道
von Breitenbuch等
通过给小鼠肝右
叶内注射CT-26结
肠癌细胞制成原
发肝转移模型, 5 
d后经门静脉注射
CT-26肿瘤细胞 , 
应用射频消融治
疗肝右叶肿瘤, 发
现射频消融治疗
鼠肝肿瘤7 d后残
余癌细胞存活率
增加, 增殖能力明
显提高.
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啶(PI)200 μL, 混匀, 4 ℃孵育10 min后立即上机

检测.
1.2.2 Transwell侵袭小室实验: 分别接种A、B
两组中的5.0×105个细胞于已行基底膜包被的

Transwell小室中, 小室内的培养基为无血清的

RPM1 1640, 体积1 000 µL, 然后于小室外即6孔
板的孔内加入2 500 µL含100 mL/L胎牛血清的

RPM1 1640培养基, 以提供细胞侵袭运动的趋化

因子, 培养24 h后自6孔板中取出Transwell小室, 
PBS轻轻冲洗3次, 用自备小棉签小心擦净小室

底部微孔滤膜上层的细胞, 然后将小室置于甲

醇固定液中放置10 min, 取出小室放于结晶紫中

染色5 min; 沿小室底部边缘剪下滤膜, 显微镜下

观察穿过Matrigel及微孔至滤膜反面的细胞, 于
200倍光学显微镜下计数5个视野的细胞, 取平

均值; 用SPSS10.0 for Windows统计软件分析两

组细胞间的差异, P <0.05(双侧检验)认为有统计

学意义. 
1.2.3 划痕实验: 细胞培养至孔底覆盖率达80%- 
90%后分为2组, 分别加入0 µmol/L的Roscovitine
液(A组)和终浓度为32 µmol/L的Roscovitine液(B
组)后, 置于CO2培养箱内培养, 24 h后两组均换

无血清培养基, 使细胞饥饿24 h, 待细胞贴壁率

达100%时, 用l mL无菌枪头在六孔板中长满的

单层细胞上迅速而轻轻地划1-2道痕, PBS冲洗

去掉脱落的细胞, 换无血清的培养基继续培养24 
h后; 在显微镜下观察划痕修复的过程, 取0、24 
h为时间点拍照记录, 并测量各时间点的相对痕

距, 比较不同组细胞水平运动能力的差异.
1.2.4 RT-PCR: 按试剂盒说明书进行操作进行

A、B两组细胞总RNA抽提, 将提取得到的RNA
于1%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的完整性, 分
光光度计检测RNA的浓度及纯度; 按试剂盒说

明书进行操作, 反应体系为25.0 μL, 在冰浴中

进行逆转录; 将逆转录产物按预变性为94 ℃下

5 min, 变性为94 ℃下30 s, 退火为温度为(uPA 
55 ℃, MMP-9 45 ℃)下30 s, 延伸为72 ℃下60 
s, 共30个循环, 最后72 ℃延伸5 min的反应条件

进行PCR反应, 最后取相应的PCR产物6.0 µL
及DNA Marker(DL600)6.0 µL加入1.5%琼脂糖

凝胶点样孔, 置电泳仪上进行水平电泳(恒压恒

流: 90 mV, 25 min), 通过Gene Genius全自动凝

胶成像系统读取目的电泳条带的斑点密度扫描

值, 以各组β-actin条带的扫描值来标化其相应组

uPA、MMP-9 mRNA表达量.
统计学处理 所有数据采用SPSS14.0统计软

件进行统计分析. 计量资料以mean±SD, 采用t
检验, 计数资料采用χ2检验, P <0.05表示差异有

显著性意义.

2  结果

2.1 抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721
细胞周期的变化 对照组A组中G0/G1期细胞占

59.22%±0.54%, S期占26.34%±0.20%, G2/M期

占14.44%±0.62%; B组中G0/G1期细胞占72.19%
±0.47%, S期占18.95%±0.24%, G2/M期占8.86%
±0.76%. 与对照组A组相比, B组G0/G1期细胞比

例增多, S期、G2/M期细胞比例减少(均P <0.05, 
表1).
2.2 抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721
侵袭能力的变化 A组每个小室穿膜细胞数为

(149.60±16.36)个, B组为(71.40±5.59)个, 与对

照组A组相比, B组细胞穿过Transwell膜细胞数

明显减少(P <0.05, 图1).
2.3 抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721水

平运动能力的变化 与对照组A组相比, 24 h后显

微镜下B组中的细胞水平运动距离明显降低, 缩
小的痕距也明显减小(均P <0.05, 图2, 表2).
2.4 抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721 
uPA和MMP-9 mRNA的表达 B组与对照组A组

相比, uPA mRNA的表达降低, A、B两组间的表

达结果有统计学意义(P <0.05), 但MMP-9 mRNA
表达却无明显的变化(P >0.05, 图3).

3  讨论

Roscovitine是嘌呤类CDKs抑制剂, 此化合物及

其衍生物对CDKs有特异性的抑制作用而对其

他蛋白激酶基本无作用, X射线晶体衍射测定结

果表明, Roscovitine是通过与ATP竞争ATP结合

位点起到抑制CDKs的作用[5]. 
CDK1可以与CyclinB和CyclinA形成具有

活性功能的复合物CyclinB-CDK1, CyclinA- 
CDK1. CyclinB1-CDK1可以磷酸化RNA聚合

酶Ⅱ和蛋白激酶影响有丝分裂. CyclinA-CDK1

表  1  抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721细胞周期
的变化 (%)

     
分组	        G0/G1                        S                      G2/M

A组	 59.22±0.54       26.34±0.20     14.44±0.62    

B组	 72.19±0.47a      18.95±0.24a      8.86±0.76a

aP<0.05 vs  A组同期细胞.

■创新盘点
不同周期时相下
的细胞生物学特
征应该是不相同
的, 本文通过实验
提出处于G0/G1期
的人肝癌细胞的
侵袭能力和水平
运动能力均比S、
G2/M期的细胞要
低, 并对CDKs的
功能得到进一步
认识.
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在DNA的精确复制中起到重要作用, 可以作用

DNA复制过程中的重要元件促进细胞向G2期转

化. CyclinE-CDK2可以激活pRb, 使pRb磷酸化, 
解除进入S期必需基因的转录因子的抑制, 使细

胞继续增殖. CyclinA-CDK2可以磷酸化蛋白水

解途径中的复合物Skp2和Cdc20, 影响细胞周 
期[6]. CDK4与CyclinD结合成CyclinD-CDK4复合

物, 他一方面可以整合外部刺激信号启动细胞

周期; 另一方面可以解除结合在CyclinE-CDK2

上面的P27H蛋白, 使得CyclinD-CDK2激活, 促
进细胞进入S期. CyclinD-CDK4可以调节肝细

胞的生长, 使得细胞有足够大的体积而通过限

制性调控点继续分化[7]. 多种CDK可以通过影响

RNA转录和相关蛋白作用细胞周期. 我们用32 
μmol/L的Roscovitine作用于人肝癌细胞后进行

细胞周期检测, 与对照组相比, G0/G1期细胞百

分比增加12.97%, S期减少7.39%, G2/M期减少

5.58%占8.86%, 采用t检验, P <0.05, 与报道相

符. CDKs活性受到抑制后, 细胞周期时相发生

相应的改变, 大量细胞被阻滞在G0/G1期, 进入S
期和G2/M期的细胞数减少, 细胞的增殖分化能

力下降.
肝细胞癌的转移可以分为肝内转移与远处

转移, 其转移包含一系列相互关联的事件, 是一

个“多步骤过程”[8], 首先要依靠多种蛋白水解

酶来降解细胞外基质和基底膜; 其次, 借助黏附

图   2   抑 制 C D K s
活性后人肝癌细胞
SMMC-7721水平运
动能力的变化. A, B: 

A组; C, D: B组; A, 

C: 0 h; B, D: 24 h.

A B

C D

BA

图  1  抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721侵袭能力的变化. A: A组; B: B组.

表  2  抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721水平运
动能力的变化 (mean±SD)

     
作用时间

		                                痕距

		           A组		             B组

0 h		  31.98±2.84	   30.06±2.66

24 h		  17.96±1.72	   26.48±0.93

■应用要点
本 研 究 提 示 , 
Roscovitine可能改
变肝癌细胞周期
时相分布发生和
下调uPA mRNA的
表达. 使人肝癌细
胞SMMC-7721侵
袭能力和水平运
动能力下降. 这有
利人们对肝癌细
胞侵袭相关因素
的认识, 为临床治
疗肝癌提供新的
思路.
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分子产生的外力, 借助自身的运动相关蛋白, 侵
入血管或者淋巴管内, 游向远处器官和组织; 最
后, 黏附分子协助肝癌细胞附壁并最终游出血

管. 肝癌细胞的侵袭主要指对细胞外基质和基

底膜的突破, 即为肝癌转移早期的第1步, 不但

与细胞外基质和基底膜的降解密切相关, 并且

细胞运动能力的大小也是影响侵袭能力的重要

因素. 我们用划痕实验检测水平运动能力, 发现

Roscovitine处理后组的细胞水平运动能力降低. 
CDK7与CyclinH组成复合物CyclinH-CDK7, 其
活性并不随细胞周期的变化而变化, 在静止期

细胞中也存在. 其作用可能与转录起始时RNA
多聚酶的磷酸化有关. 在RNA转录延长中, 转录

因子ⅡH(transcription factor ⅡH, TFⅡH)可以

影响RNA聚合酶Ⅱ的磷酸化. CDK7能成为TF
ⅡH的亚基, 从而调节RNA聚合酶Ⅱ, 调控多种

因子的转录延长[9-11]. 原发性肝细胞癌中核转录

因子-κB(nuclear transcription factor-κB, NF-κB)

表达比正常组织中要高, 且随肝癌的侵袭性增

强而表达增高, CDK7还可影响正性转录延长

因子b(positive transcription elongation factor b, 
p-TEFb)的活性而影响NF-κB的表达, 与肝癌的

转移有着密切的关系[12]. CDK9是调节转录的

细胞周期蛋白依赖性激酶, 与CyclinT结合形成

p-TEFB, p-TEFB通过磷酸化RNA聚合酶Ⅱ调控

转录的延伸. 我们利用Transwell小室检测两组细

胞的体外侵袭能力, 发现Roscovitine处理后组的

细胞穿膜数明显比未经Roscovitine处理组少. 根
据细胞周期检查结果我们得出, 处于G0/G1期的

人肝癌细胞的侵袭能力和水平运动能力均比处

于S、G2/M期的细胞要低. 进而提示我们, 增殖

能力越强的细胞其侵袭能力越强. 
肿瘤侵袭还与各种酶的分泌有关, 在这些环

节中, 细胞外基质和细胞基底膜的降解是肿瘤

侵袭过程中的关键所在. uPA在激活基质蛋白水

解酶及纤溶酶系统中起着关键作用. uPA是一种

特异性的丝氨酸蛋白水解酶, 可以激活纤溶酶

原形成有活性纤溶酶, 后者可催化一系列的蛋

白质降解, 其中包括纤维蛋白、纤黏蛋白、层

蛋白等, uPA还可直接或间接地激活金属蛋白酶

类[13]. 而现知胶原纤维等细胞外基质的降解主要

由肝内的基质金属蛋白酶来完成, 在其破坏中

其重要作用的是MMP-2和MMP-9, 因为MMP-2
和MMP-9不但可以酶解细胞间基质成分, 也是

降解细胞外基质型Ⅳ胶原的主要酶. 因此, 我
们同时检测Roscovitine处理后的人肝癌细胞的

uPA和MMP-9 mRNA的表达, 发现32 μmol/L的
Roscovitine处理后的人肝癌细胞uPA mRNA的

表达降低, 而MMP-9 mRNA的表达却没有变化. 
是处于不同细胞周期的人肝癌细胞影响uPA的

表达还是Roscovitine作用CDKs后在转录水平上

就已经影响了uPA的表达, 我们不得而知. 
细胞的周期不仅影响肿瘤的发生, 在肿瘤

的后续发展中也有重要作用, 抑制CDKs的活

性可以改变人肝癌细胞的周期分布, 使大量细

胞处于静止期, 人肝癌细胞的侵袭力和运动力

也会降低, 与侵袭相关的部分因子的表达也会

被下调. 在临床治疗过程中, 我们发现肝癌容

易复发, 如射频消融治疗肝癌会促进肿瘤的复

发及残癌的增殖[14], 射频消融治疗肝癌后, 复发

后的肿瘤再治疗后更容易复发, 再复发后的肿

瘤治疗后的复发可能性比原发肿瘤高3倍. von 
Breitenbuch等[15]通过给小鼠肝右叶内注射CT-26
结肠癌细胞制成原发肝转移模型, 5 d后经门静

图  3  抑制CDKs活性后人肝癌细胞SMMC-7721 uPA和
MMP-9 mRNA的表达. A: uPA; B: MMP-9; C: β-actin; 1: A

组; 2: B组.
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本研究探讨细胞
周期依赖性蛋白
激酶对体外培养
的人肝癌细胞侵
袭 力 的 影 响 ,  具
有一定创新性、

科学价值及参考
意义.
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脉注射CT-26肿瘤细胞, 应用射频消融治疗肝右

叶肿瘤, 发现射频消融治疗鼠肝肿瘤7 d后残余

癌细胞存活率增加, 增殖能力明显提高. 此外, 
我们发现肝癌经手术治疗后残留在体内的肝癌

细胞转移速度加快. 国内外较大系列的临床资

料[16,17]表明肝癌术后的3年复发率为40%-50%左

右, 5年复发率为60%-70%乃至更高. 肝癌术后

复发的来源一般认为有2个. 一是原发肿瘤产生

的肝内播散, 手术切除原发肿瘤后肝内播散病

灶继续生长为临床可发现的肿瘤; 另一种是肝

脏慢性病变基础上的肿瘤再发[18]. 此外, 复发是

否与改变了残癌细胞的周期而加剧了其侵袭能

力相关, 值得我们进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the preventive effects of 
Jianpi Jiedu Recipe against diethylnitrosamine-
induced hepatocarcinoma in rats and explore 
the involvement of miR-199a downregulation in 
this process.

METHODS: Male Wistar rats were randomly 

divided into three groups: normal control group 
(n = 25), model group (n = 40 ) and prevention 
group (n = 40). The normal control group was 
given normal saline [10 mL/(kg•d) ig] for 12 
weeks, the model group was given diethylnitro-
samine dissolved in drinking water (80 ppm) at 
a dose of 8 mg/(kg•d) for the same duration, 
and the prevention group was given both dieth-
ylnitrosamine at the same dose and Jianpi Jiedu 
Recipe [17.5 g/(kg•d), ig] for the same duration. 
Five rats in each group were executed at weeks 
4, 8, 12 and 16, respectively, and the remaining 
rats were killed at week 20. Meanwhile, the mor-
tality, incidence of ascites, and liver and spleen 
index were measured. Hematoxylin-eosin stain-
ing (HE) was used to examine hepatic pathologi-
cal changes. The expression of miR-199a mRNA 
was detected by real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: At week 20, the mortality rate and 
the incidence rate of ascites were 0% and 0% in 
the normal control group, 42.5% and 87.5% in the 
model group, and 17.5% and 44.4% in the pre-
vention group, respectively. The mortality rate 
and the incidence of ascites were significantly 
lower in the prevention group than in the model 
group (both P < 0.05). At week 16, the incidence 
of HCC was 100% in both the model group and 
prevention group and 0% in the normal control 
group, the incidence of grade III liver cancer was 
100% (5/5) in the model group, and the inci-
dences of grade I, II and III liver cancer were 40% 
(2/5), 40% (2/5 ) and 20% (1/5) in the prevention 
group, respectively. Compared with the model 
group, the liver and spleen index in the preven-
tion group were significantly reduced at all time 
points (all P < 0.01). Real-time RT-PCR results 
showed that the expression of miR-199a was 
significantly upregulated in the model group. 
However, miR-199a expression was significantly 
downregulated in the prevention group at all 
time points except at week 16 (all P < 0.01).

CONCLUSION: Jianpi Jiedu Recipe has good 
preventive effects against hepatocarcinoma in 
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■背景资料
原发性肝癌是发
病率较高的恶性
肿瘤, 缺乏理想的
早期诊断和治疗
手段, 许多患者一
旦发现往往就是
晚期, 给进一步治
疗带来很大的难
度, 造成许多患者
从确诊到死亡的
时间很短, 因而加
强肝癌的预防就
显得尤为重要, 其
中中医药预防肿
瘤的作用受到越
来越多人的重视.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科



rats perhaps partly by downregulating miR-199a 
expression.

Key Words: Jianpi Jiedu Recipe; Primary liver can-
cer; Diethylnitrosamine; Rat; Prevention; miRNA

Zhang B, Li Q, Yin PH, Zhao CG, Li XQ, Gao H, Sun 
J, Fan ZZ. Involvement of miR-199a downregulation 
in the preventive effects of Jianpi Jiedu Recipe against 
experimental hepatocarcinoma in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 125-131

摘要
目的: 探讨中药复方健脾解毒方对二乙基亚
硝胺(DEN)诱导的大鼠肝癌的预防作用及其
调控miR-199a的表达机制. 

方法: ♂Wistar大鼠, 随机分为正常组(n  = 25)、
模型组(n  = 40)及中药预防组(n  = 40). 除正常组
外, 其他组在1-12 wk饮用含DEN 80 mg/L的饮
水[mg/(kg•d)]以诱癌, 中药组同时给予含生药
1.75 g/mL的健脾解毒方灌胃(10 mL/kg), 正常
组给予10 mL/kg生理盐水灌胃, 每日1次, 共12 
wk. 于4、8、12、16 wk时相点, 各组随机取5
只大鼠处死取肝, 20 wk将剩余大鼠全部处死取
肝, 观察肝脏外观, 计算死亡率和腹水生成率, 
比较肝脾指数, 肝组织进行HE染色, 应用Real-
time PCR检测肝组织miR-199a的表达. 

结果: 在20 wk实验结束时, 正常大鼠无死亡, 
而模型大鼠死亡率为42.5%(17/40), 预防组死
亡率为17.5%(7/40), 16-20 wk时模型组腹水
发生率为87.5%(7/8), 预防组为44.4%(8/18), 
与模型组有差异性(P <0.05). 正常组没有肿
瘤形成, 模型组和预防组在16 wk后成瘤率
均为100%. 16 wk模型组肝癌Ⅲ级发生率为
100%(5/5), 而预防组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级肝癌发
生率分别为40%(2/5)、40%(2/5)及20%(1/5), 
两组比较有差异(P <0.05). 与模型组比较, 中
药预防组有显著降低肝脾指数的作用 (均
P <0.01). PCR结果显示, 模型组肝组织miR-
199a较正常组明显上调, 中药预防组除16 wk
外均有显著下调m i R-199a表达的作用(均
P <0.01).

结论: 健脾解毒方有预防DEN诱导大鼠肝癌
发生的作用, 其机制可能部分与下调miR-199a
的表达有关.

关键词: 健脾解毒方; 原发性肝癌; 二乙基亚硝胺; 

大鼠; 预防; 微RNA
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
我国发病率较高的恶性肿瘤, 许多患者早期发

病往往缺乏临床症状, 一旦发现常是晚期, 给
进一步治疗带来很大难度, 造成许多患者从确

诊到死亡的时间很短 [1-5],  因而加强肝癌的预

防就显得尤为重要, 其中中医药预防肿瘤的作

用受到越来越多人的重视. 健脾解毒方为我院

范忠泽教授的经验方, 既往研究发现该方具有

提高机体免疫、改善脏器功能及抗消化系肿

瘤等多种疗效[6-8], 但对其机制还不清楚. Micro 
RNAs(miRNAs)是小片段非编码RNA, 参与调

节基因表达 ,  发现其表达失调与肿瘤发病密

切相关, 具有癌基因或抑癌基因的特点, 是肿

瘤诊断和治疗的重要靶点, 其中m i R-199a与
恶性肿瘤的发病关系近年来引起许多学者的

高度重视 [9-11].  为此 ,  我们采用二乙基亚硝胺

(diethylnitrosamine, DEN)诱发大鼠肝癌模型, 动
态观察诱癌过程中肝组织miR-199a的表达规律, 
同时研究健脾解毒方对肝癌发病的预防作用及

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 0.95 g/mL二乙基亚硝胺, 纯度99.9%, 
美国Sigma公司产品. TRIzol RNA提取试剂, RT-
PCR试剂, Promega公司; 健脾解毒方由生黄芪、

白术、猪苓、八月札、石见穿、野葡萄藤、薏

苡仁等组成, 经水煎、浓缩及醇沉制成, 制成含

生药1.75 g/mL浓度的中药制剂, 高压灭菌, 4 ℃
存放备用, 由上海中医药大学附属普陀医院制

剂室制成. ♂Wistar大鼠105只, 清洁级, 体质

量100 g±10 g, 动物合格证号: SCXP(沪)2008- 
0016, 购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司, 
所有大鼠分笼饲养于上海中医药大学附属普陀

医院实验动物房.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 所有大鼠分笼饲养, 每笼5-6
只, 适应性饲养1 wk后, 全部大鼠分为正常组(n  
= 25)、模型组(n  = 40)及中药预防组(n  = 40): 模
型组和预防组饮用含DEN 80 mg/L的饮水, 维持

DEN摄入量8 mg/(kg·d)以诱癌, 并以普通灭菌水

补足不足水量, 连续12 wk后改为自由饮水; 中
药组在饮用DEN水的同时每日给予含生药1.75 
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■研发前沿
miRNAs的表达失
调与肿瘤发病密
切相关, 具有癌基
因或抑癌基因的
特点, 是肿瘤诊断
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点, 近年来, miR-
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的发病关系引起
许多学者的高度
重 视 ,  同 时 健 脾
解毒方预防肝癌
作用是否与调控
miR-199a有关, 这
些都是目前亟待
解决的课题.
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g/mL的中药汤剂灌胃(10 mL/kg), 每天1次, 正常

组给予生理盐水10 mL/kg灌胃, 每天1次, 连续12 
wk. 于4、8、12、16 wk, 各组随机取5只大鼠处

死取肝, 20 wk时剩余大鼠全部处死取肝, 大体观

察暴露肝脏, 记录肝脏的形态、颜色、质地, 记
录一般情况及表面癌结节数, 记录腹水形成情

况及计算肝脾指数.
1.2.2 大鼠肝脏超声波观察: 大鼠吸入含有2%异

氟烷的氧气麻醉, 腹部用脱毛霜去毛. 凝胶外涂

于小鼠脱毛的皮肤, 通过腹壁获取肝脏和邻近

结构的冠状面和矢状面图像. 超声成像应用Vero 
770TM Imagine System型超声仪, 15L8W宽频线

阵探头, 频率为8.0-13.0 MHz.  
1.2.3 肝组织病理学观察: 取肝脏标本, 40 g/L
多聚甲醛缓冲液固定24 h, 常规石蜡包埋, 切
片, HE染色, 光学显微镜下观察, 并对肿瘤采用

Edmondson分级法进行分级. 
1.2.4 Real-t ime PCR检测肝组织miR-199a的

表达水平: 提取各组组织总RNA, 进行PCR检

测m i R-199a的表达, 每个样品测3次. 检测步

骤: 样本各取1 μg总RNA作为逆转录模板, RT
引物为5'-CCCAGGCTGTCATATCGGTC-3', 
同时设计扩增用miR-199a上游引物: 5'-ACC
TCCCTGATTGGCTACGA-3', 下游引物: 5'- 
AGCCCTCTTTGATGCTGTCC-3'; 以U6为内参

对照, 上游引物: 5'-TAAAATCTATATACACGAC
GGCTTCG-3'; 下游引物: 5'-TACTGTGCGTTTA
AGCACTTCGC-3', 把加好样品的96孔板放在荧

光定量PCR仪中进行反应, 反应条件如下: 95 ℃ 
15 min后连续45个循环, 每个循环内95 ℃ 15 s、
55 ℃ 30 s、72 ℃ 34 s, 总反应体积20 μL, 反应

结束后分析PCR反应曲线, 得到Ct值. Real-time
分析采用2-ΔΔCt法进行, 该方法是目的基因与内参

基因的Ct值比较, 即ΔCt = Ct目的基因-Ct内参基因, 再将

实验组与对照组比较, 即ΔΔCt = ΔCt实验组-ΔCt对照组, 
相对表达量 = 2-ΔΔCt进行计算.

统计学处理 所有数据采用SPSS11.0软件统

计分析, 计量资料以mean±SD表示, 采用单因素

方差分析, 计数资料的统计采用卡方检验, 肿瘤

分级发生率比较采用两样本秩和检验, 两组间均

数比较采用t检验, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠一般情况及成瘤率 正常组大鼠生长状

态良好, 体质量增加显著, 皮毛光滑, 二便如常; 
模型组活动少, 精神萎靡, 胡须下垂, 喜睡少动, 
体质量增加减少, 皮毛欠光滑, 尿色黄, 有腹泻; 
中药预防组一般状态明显好于模型组. 在20 wk
实验结束时, 正常大鼠无死亡, 而模型大鼠死亡

率为42.5%(17/40), 预防组死亡率为17.5%(7/40), 
经解剖发现, 正常大鼠无腹水, 模型组和预防组

在16-20 wk时部分出现腹水, 去除病死部分, 经
16、20 wk解剖后统计, 模型组腹水发生率为

87.5%(7/8), 预防组为44.4%(8/18), 预防组与模

型组的死亡率和腹水发生率比较均有差异性(均
P <0.05). 正常组没有发现肿瘤形成, 模型组和预

防组大鼠早期肝脏表面变粗糙, 质地较柔软, 边
缘锐薄, 切面呈斑剥状, 诱癌至12 wk肝脏表面和

实质内出现大小不等的结节, 直径<1 cm, 质地变

硬, 16 wk后结节变硬, 个别直径>2.5 cm, 有结节

型、巨块型和弥漫型, 模型组和预防组在16 wk
后成瘤率为100%. 图1显示模型组和预防组在16 
wk时采用超声波均可探及肿瘤形成, 表现为圆

形或类圆形略高、等或低回声结节, 无包膜, 边
界清楚, 有较明显的声晕, 内部回声欠均匀, 当
肿瘤内部出现坏死时可呈低或无回声.
2.2 病理形态学观察   
2.2.1 肉眼观察: 正常组的大鼠肝脏表面光滑, 色
淡红, 边缘锐利, 质地软(图2A). 模型组和预防组

大鼠随着诱癌过程的进行, 经历肝炎、肝硬化

阶段而形成肝癌, 实验至16 wk后, 模型组大鼠肝

脏表面粗糙, 可见多个大小不一的灰白色癌结

节, 最大者1 cm×1.5 cm×0.5 cm, 切面呈结节状, 
可见出血和坏死, 癌周肝脏常伴结节或肝硬化

■相关报道
J i a n g 等 对 肝 硬
化患者的肝组织
miRNA情况开展
了研究, 发现肝硬
化发病与miRNA
的表达异常有关, 
而且是发生肝癌
的重要参考指标, 
他们还对人肝癌
标本进行了研究, 
发现miR-199a、
miR-21和miR-301
在肝癌中表达明
显, 与预后有关.

A B C

图  1  各组16 wk时超声检查. A: 正常组; B: 模型组; C: 预防组.
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改变; 预防组的肝脏表面癌结节较模型组有显

著改善(图2B, C).
2.2.2 病理组织学: 图3显示各组在16 wk时肝组

织HE染色情况, 其中正常组: 肝小叶结构正常, 
无界面性炎症及纤维化; 肝条索排列规整, 以中

央静脉为中心呈放射状排列, 肝细胞无变性、

坏死. 模型组: 肝细胞异型性增生明显, 大部分

增生肝细胞出现核异质变, 细胞核仁普遍增大, 
细胞成倍增大, 染色质粗糙, 出现癌变细胞, 同
时呈典型的柱状及腺管样癌巢结构, 且周围组

织肝细胞异型性明显, 伴癌细胞浸润, 并可见

不同程度的脂肪变性, 部分区域有出血、坏死

及静脉癌栓, 周围的肝组织内尚可见微小癌卫

星灶. 癌周组织细胞水肿、嗜酸性变、脂肪变

性, 并有肝细胞增生灶、增生结节及非典型增

生结节, 呈典型的肝硬化表现. 预防组: 虽然大

鼠肝脏可见癌结节, 但与模型组比较, 肝细胞变

性坏死减轻. 肿瘤分级结果研究表明, 16 wk时
模型组Ⅲ级发生率为100%(5/5), 而预防组Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ级发生率分别为40%(2/5)、40%(2/5)及
20%(1/5), 两组比较有显著差异(P <0.05).
2.3 肝脾指数 与模型组比较, 中药预防组4-20 
wk的肝脾指数均显著下降(表1, 2, 图4, 5).
2.4 肝组织miR-199a的表达 与正常组比较, 模型

组和预防组的miR-199a均有显著上调. 同时, 与
模型组比较, 预防组除16 wk外均出现miR-199a
的表达下调, 两组之间差异显著(P <0.01, 图6, 7, 
表3).

3  讨论

DEN是具有中毒性和致癌性双重效应的化学毒

剂, 可通过产生亲电子产物脱嘌呤作用连接到

A B C

图  2  各组16 wk时肝脏肉眼观察. A: 正常组; B: 模型组; C: 预防组.

A B C

图  3  各组大鼠16 wk时肝组织病理改变(HE×100). A: 正常组; B: 模型组; C: 预防组.

表  1  各组大鼠肝指数比较 (g/kg, mean±SD)

     
分组	                  4 wk		     8 wk		     12 wk		        16 wk		             20 wk

正常组              26.45±1.27b              27.02±1.06b              25.71±2.94b              26.21±3.05b                24.15±2.16b

模型组              30.58±1.36               42.25±1.22               51.82±1.83               80.82±3.35               122.84±5.83

预防组              25.04±1.83b              30.87±2.46b              39.68±4.00b              66.40±11.03b              96.17±6.62b

bP<0.01 vs  模型组; 4-16 wk每组5只; 20 wk的正常组、模型组、预防组分别为5、3、13只.

■创新盘点
本实验采用DEN
诱导大鼠肝癌模
型, 对造模过程中
肝组织miR-199a
的表达情况进行
动态研究, 有助于
阐明肝癌的发病
机制及中药预防
肝癌的效果.
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DNA双链上, 使DNA双链随机内收而导致DNA
编码错误引发机体损伤, 已经广泛用于原发性

肝癌的诱癌模型, 该模型经过中毒损伤-增生硬

化-癌变3个阶段, 病理类型和人类肝癌发生过程

相似[12,13]. 本研究发现, 正常组没有发现肿瘤形

成, 模型组和预防组大鼠早期肝脏表面变粗糙, 
质地较柔软, 边缘锐薄, 切面呈斑剥状, 诱癌至12 
wk肝脏表面和实质内出现大小不等的结节, 质
地变硬, 16 wk后结节变硬, 个别直径>2.5 cm, 有
结节型、巨块型和弥漫型, 模型组和预防组在16 
wk后成瘤率为100%, 是比较理想的肝癌动物研

究模型. 
中医中药防治肿瘤在我国有悠久的历史, 具

有独特的机制与效应, 在肝癌的预防中同样具

有重要的地位, 其中中药复方是根据中医理、

法、方、药的理论组方并经过实践确定下来的

表  2  各组大鼠脾指数比较 (g/kg, mean±SD)

     
分组	                  4 wk		     8 wk		      12 wk		        16 wk		             20 wk

正常组                2.55±0.14b                2.42±0.25b                2.52±0.15b                2.52±0.11b                  2.37±0.21b

模型组                4.47±0.30                 4.67±0.32                 4.36±0.55	  4.46±0.20                   5.25±0.46

预防组                3.39±0.30b                3.62±0.36b                3.31±0.05b	  3.72±0.46a                  4.23±0.53a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; 4-16 wk每组5只; 20 wk的正常组、模型组、预防组分别为5、3、13只.

表  3  各组大鼠肝组织miR-199a的表达 (mean±SD)

     
分组	                  4 wk		     8 wk		      12 wk		        16 wk		             20 wk

正常组                1.01±0.06b                 1.13±0.05b                0.96±0.09b                1.19±0.04b                1.11±0.03b

模型组                2.55±0.06                  4.27±0.10                 4.91±0.09                 4.16±0.32                 5.13±0.16

中药组                1.37±0.07b                 1.76±0.04b                4.22±0.25b                4.87±0.09b                3.81±0.12b

bP<0.01 vs  模型组; 4-16 wk每组5只; 20 wk的正常组、模型组、预防组分别为5、3、5只.
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图  4  各组肝指数动态比较.
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图  5  各组脾指数动态比较.
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图  7  各组肝组织miR-199a的表达. bP<0.01 vs  模型组. 

图  6  miR-199a扩增和
熔解曲线. A: 扩增曲线; 

B: 熔解曲线.
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■应用要点
本研究证实健脾
解 毒 方 有 预 防
DEN诱导大鼠肝
癌发生的作用, 其
机制可能部分与
下调miR-199a的
表达有关, 为中药
预防肿瘤的作用
提供理论依据.
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有效方剂, 是中医预防肿瘤的主要手段之一. 健
脾解毒方是根据中医学整体观念和辨证论治的

原则, 将清热解毒、祛瘀散结、健脾理气等有

机结合起来, 选用植物性中药组方, 由生黄芪、

白术、猪苓、八月札、石见穿、野葡萄藤、薏

苡仁等组成, 具有健脾理气、化湿解毒的作用, 
由著名中医肿瘤专家范忠泽教授组方, 他认为

肝癌的发生、发展与六淫外侵、七情失调、饮

食所伤及素体不足等多种因素有关, 出现痰、

瘀、毒等病理产物, 并可涉及肝、肾等多个脏

腑功能失调, 但脾胃的病变, 始终是一个关键

的因素, 肝癌的形成大多由于脾气不足, 运化

不能, 湿浊内蕴或肾气亏损, 气化失司, 湿浊内

聚. 湿浊蕴结体内, 日久郁而化热, 湿热蕴结下

注, 浸淫肠道导致肠道气血运行不畅, 湿热瘀滞

凝结而成肿块. 本研究对健脾解毒方预防肝癌

的效果进行研究, 结果发现, 预防组的死亡率为

17.5%, 16 wk后腹水发生率为44.4%, 而模型组

死亡率为42.5%, 腹水发生率为87.5%, 两组有

显著差异(均P <0.05), 同时, 预防组还有显著降

低肝脾指数的作用. 通过对肝组织病理的进一

步研究, 发现模型组16 wk时肝癌Ⅲ级发生率为

100%(5/5), 而预防组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级肝癌发生率

分别为40%(2/5)、40%(2/5)及20%(1/5), 两组比

较有显著差异(P <0.05). 上述研究表明, 健脾解

毒方对DEN诱导大鼠肝癌动物模型具有降低死

亡率、减少腹水形成及降低肝脾指数的作用, 
对肝癌发生和发展有较好的预防作用. 

miRNA是长度约为20 nt的非编码RNA, 本
身不编码蛋白. m i R N A过去被认为是机体的

多余基因, 但目前认为在细胞凋亡、增殖、分

化、血管生成及肿瘤形成等方面均具有重要

的调节作用, 参与人体大约30%的基因调节, 与
肿瘤、心血管疾病、肝病、免疫紊乱及代谢

紊乱等多种发病有关[14-18]. miRNA与HCC的关

系引起国内外很多学者的重视, 如J i等[19]研究

认为, miRNA是肝癌诊断和治疗研究的重要靶

点. Wong等[20]采用基因芯片对HCC组织miRNA
表达谱进行研究, 发现肝癌组织中miR-222、
miR-221和miR-31上调, miR-223、miR-126和
miR-122a下调. Varnholt等[21]对52例肝癌前和

HCC患者进行研究, 发现miR-122、miR-100
和miR-10a在肝癌中表达上调, miR-145表达下

降. Jiang等[22]对肝硬化患者的肝组织miRNA情

况也开展了研究, 发现肝硬化发病与miRNA的

表达异常有关, 而且是发生肝癌的重要参考指

标, 他们还对人肝癌标本进行了研究, 发现miR-
199a、miR-21和miR-301在肝癌中表达明显, 与
预后有关. 近年来, miR-199a与肿瘤的关系引起

了许多学者的高度重视, 如Yu等[23]对大鼠口腔

癌模型组织中miRNA表达情况进行研究, 发现

miR-199a在肿瘤组织中表达下调, 认为miR-199
与口腔癌发病密切有关, 可以作为病情判断的

重要参考指标. Garzon等[11]对急性髓细胞样白血

病血液样本进行研究, 发现miR-191和miR-199a 
的高表达与不良预后相关. 但综合国内外研究

情况, 有关DEN诱导大鼠肝癌模型miR-199a表
达规律方面的报道还较少, 为此, 本研究采用

DEN诱导大鼠肝癌模型, 对模型形成过程中肝

组织miR-199a的表达情况进行了初步研究, 结
果显示, 与正常组比较, 模型组肝组织miR-199a
的表达有显著上调, 而与模型组比较, 预防组除

16 wk外, 均有显著下调miR-199a表达的作用, 
两组之间差异显著(均P <0.01), 上述结果表明, 
miR-199a的表达上调与肝癌发生密切相关, 具
有癌基因的特点, 同时健脾解毒方有较好预防

DEN诱导大鼠肝癌发生的作用, 其机制可能部

分与下调miR-199a的表达有关, 对其机制仍需

做进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To investigate whether safe doses of 
nicardipine, an antagonist of ATP-binding 
cassette subfamily G member 2 (ABCG2), can 
reverse the resistance of human pancreatic 
carcinoma Patu8988 cell line to pemetrexed.

METHODS: The maximal safe dose of nicardip-
ine for pemetrexed-resistant Patu8988 strain and 
its parent strain was determined by methyl thia-
zoly tetrazolium (MTT) assay. The half maximal 
inhibitory concentrations (IC50) of pemetrexed 
alone and in combination with nicardipine for 
the growth of the two cell strains were mea-
sured also by MTT assay. The apoptosis rates of 

the two cell strains were examined using DAPI 
nuclear staining and  flow cytometry.

RESULTS: MTT analysis showed that the maxi-
mal safe dose of nicardipine for Patu8988 strains 
was 4.85 μmol/L (2.5 mg/L). Although there 
was no significant difference in the IC50 value 
in parental Patu8988 cell strain between peme-
trexed alone and pemetrexed in combination 
with safe doses of nicardipine, a significant dif-
ference was noted in the IC50 value in drug-resis-
tant Patu8988 strain (P < 0.05). Flow cytometry 
analysis showed that the apoptosis rate of drug-
resistant cells treated with pemetrexed in com-
bination with nicardipine was higher than that 
of cells treated with pemetrexed alone (32.27% ± 
2.8% vs 50.5% ± 4.2%, P < 0.05).

CONCLUSION: Nicardipine at safe doses can in-
crease the sensitivity of drug-resistant Patu8988 
cell strain to pemetrexed, but has no significant 
effect in parental Patu8988 strain.

Key Words: Pancreatic neoplasm; Pemetrexed; Re-
sistance; Nicardipine
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摘要
目的: 探讨ABCG2拮抗剂-尼卡地平在体外安
全剂量下能否逆转耐药, 为临床应用提供实验
基础. 

方法: 采用噻唑蓝法(MTT)测定尼卡地平对
Patu8988亲本和耐药细胞的安全使用浓度, 测
定单用培美曲塞和联合安全剂量的尼卡地平
分别对两株细胞的IC50变化; 分别采用DAPI核
染色和细胞流式分析在耐药细胞中单用培美
曲塞组和联合尼卡地平组凋亡差异. 

结果: MTT结果显示尼卡地平在浓度<4.85 
μmol/L(2.5 mg/L)时对细胞基本无不良反应. 
单用培美曲塞和联合安全剂量的尼卡地平对

®

■背景资料
多药耐药严重影
响胰腺癌的化疗
效果, 目前对胰腺
癌耐药机制的研
究是一大热点, 其
中ABC多药转运
蛋白家族正越来
越被重视, 该家族
成员主要作用之
一是载运各种化
疗药物排出细胞, 
肿瘤细胞高表达
该家族成员往往
预示着化疗药物
在该细胞内的浓
度不易积聚, 即不
易达到作用浓度
而导致耐药发生. 
二氢吡啶类钙离
子阻滞剂(尼卡地
平等)作用于底物
结合位点, 与化疗
药物起竞争性作
用, 这就为逆转耐
药提供了可能的
方法.

■同行评议者
唐文富, 副主任医
师, 四川大学华西
医院中西医结合
科
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Patu8988亲本株细胞IC50无明显差异, 而对耐
药株细胞IC50有差异(P <0.05). 流式细胞分析
在耐药细胞中联合尼卡地平组凋亡比例高于
单用培美曲塞组(32.27%±2.8% vs  50.5%±

4.2%, P <0.05).

结论:  安全剂量下尼卡地平能提高胰腺癌
Patu8988耐药细胞株对培美曲塞的敏感性, 而
对其亲本株无作用.

关键词: 胰腺癌; 培美曲塞; 耐药; 尼卡地平
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0  引言

胰腺癌发生多药耐药是导致胰腺癌化疗效果

差的一个重要原因, 而多药耐药发生的原因至

今是国内外学者研究的一个热点, 其中已被证

明A B C多药转运家族在其中发挥了巨大的作 
用[1], 而针对该家族中的某些基因采取拮抗剂治

疗的相关研究尚处于起步状态. 本实验室前期

通过体外5次大剂量冲击诱导法经过约5 mo成功

诱导出对培美曲塞耐药的胰腺癌Patu8988细胞

株[2](IC50 = 2.9倍), 通过Affymetrix基因芯片比对

分析发现2000余与耐药相关基因的变化, 经过

筛选发现ABC家族中ABCG2、ABCC2、MDR1
等基因均有不同程度的提高, 进一步采取RT-
PCR及Wersten blot检测发现耐药株中ABCG2的
表达提高最为明显, 是其亲本株的2.5倍. 本研究

旨在针对变化最明显的耐药基因ABCG2采取拮

抗剂进行逆转实验, 为临床应用提供实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌Patu8988株及其经培美曲塞

诱导产生的耐药细胞株细胞, 由东南大学医学

院中心实验室所保存提供 .  高糖D M E M培养

基、胎牛血清、胰酶等购于Gibco公司. 培美曲

塞为法国礼来公司(Lilly)产品(批号: A512938H). 
盐酸尼卡地平注射液(佩尔): 日本山之内制药

株式会社(批号: Y001Y01). MTT、DMSO: 美国

Sigma公司产品. Annexin V-FITC/PI凋亡检测试

剂盒及DAPI试剂盒: 南京凯基生物科技发展有

限公司. 美国伯乐公司BIO-RAD550酶联免疫检

测仪. 美国BD公司FACSCalibur流式细胞仪. 日
本Olympus公司MF51倒置荧光显微镜.

1.2 方法 
1.2.1 人胰腺癌细胞体外培养: 人胰腺癌细胞

Patu8988株及耐药细胞株培养于含100 mL/L
胎牛血清的高糖D M E M培养液 ,  常规培养于

37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱中, 细胞单层贴壁

生长, 至70%-80%融合时胰蛋白酶消化传代. 
1.2.2 MTT法测定尼卡地平对胰腺癌Patu8988亲

本株及耐药株细胞的不良反应: 将细胞按5×103

个/孔分别接种于96孔板, 设6副孔, 8 h后每孔分

别加入0-194 μmol/L(0-100 mg/L)的尼卡地平, 继
续培养48 h后, 每孔加入MTT溶液20 μL, 37 ℃
继续孵育4 h, 吸弃孔内培养上清液, 每孔加入

150 μL DMSO, 振荡10 min, 在BIO-RAD550酶
联免疫检测仪上测定各孔570 nm波长处吸光度

(A )值, 再用SPSS15.0统计软件包计算出IC50. 实
验重复3次. 公式: 抑制率 = 1-加药组A值/对照组

A值.
1.2.3 MTT法测定单用培美曲塞及联合安全剂量

的尼卡地平对胰腺癌Patu8988亲本株及耐药株

细胞IC50的变化: 方法同1.2.2. 8 h后每孔分别加

入0-5 000 μmol/L(0-3 000 mg/L)的培美曲塞, 联
合用药组另加入4.85 μmol/L(2.5 mg/L)的尼卡地

平(阴性对照孔除外). 实验重复3次. 
1.2.4 DAPI法观察耐药株细胞组别内凋亡细胞

形态并计数: 24孔板内每孔加入500 μL培养液, 
内含2×104个对培美曲塞耐药Patu8988株细胞, 
设4组, 每组3副孔. 8 h后待细胞贴壁后分别加入

总量20 μL的生理盐水、尼卡地平(终浓度4.85 
μmol/L)、培美曲塞(终浓度300 μmol/L)、培

美曲塞+尼卡地平(终浓度同前), 继续抚育生长

48 h; PBS洗涤后滴加DAPI, 室温下暗处10 min; 
PBS漂洗3 min×3次; 荧光显微镜下(×200倍)每
孔随机计3个视野细胞, 观察、成像; 统计每视

野凋亡细胞平均数(包括早、中、晚3期). 
1.2.5 流式细胞分析耐药株细胞各组凋亡细胞比

例: 对培美曲塞耐药Patu8988株细胞平均传代

至4个25 mL培养瓶, 每瓶含培养液2 mL, 细胞

数约1×105个. 8 h后分别加入80 μL生理盐水、

尼卡地平、培美曲塞、培美曲塞+尼卡地平(终
浓度同上). 48 h后用不含EDTA的胰酶消化离

心, 倒去上清液, 用500 μL Binding Buffer悬浮

细胞; 转入EP管内; 加入5 μL Annexin V-FITC及
Propidium Iodide, 室温避光反应10 min; 荧光显

微镜下检测. 实验重复3次.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS15.0统计软件进行数据分析, 配对资料采

■相关报道
Zhou等利用尼卡
地平等(1, 4-二氢
吡啶类钙离子阻
滞剂)与米托蒽醌
体外联合作用于
高表达ABCG2的
对米托蒽醌耐药
的乳腺癌MCF-7/
MX100细胞株和
非小细胞性肺癌
H460/MX20后发
现细胞内的米托
蒽醌积累是单用
米托蒽醌的4.5倍, 
之后小鼠实验也
得出相似的结果. 
姚进等分别通过
体内和体外2个实
验联合尼卡地平
和尼莫司汀作用
于高表达ABCG2 
耐药基因的神经
胶质瘤结果显示
联合用药提高了
对胶质瘤细胞的
杀伤、促进凋亡
和延长荷瘤鼠生
存期.
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用t检验, P <0.05表示有显著性差异.

2  结果

2.1 尼卡地平对腺癌细胞Patu8988株及耐药细胞

株的不良反应 尼卡地平在低浓度(<2.5 mg/L)对
此细胞无明显抑制作用, 随着浓度的增高对细

胞的不良反应渐提升(图1).
2.2 单加培美曲塞及联合尼卡地平对腺癌细胞

Pa tu8988株及耐药细胞株IC50的影响 胰腺癌

Patu8988株细胞在单加培美曲塞及联合尼卡地

平时IC50分别为72.96 mg/L±4.67 mg/L、72.36 
mg/L±5.42 mg/L(P >0.05); 而在对培美曲塞耐

药株细胞组分别为158.36 mg/L±34.29 mg/L、
77.72 mg/L±3.64 mg/L(P <0.05, 图2).  
2.3 DAPI法检测凋亡 耐药株细胞在对照组及单加

尼卡地平组中细胞核形态规则, 未见明显凋亡核

形态; 在单加培美曲塞组及联合尼卡地平组均可

见部分细胞核呈波纹状、染色质高度凝聚, 少数

细胞核裂解为碎块, 产生凋亡小体(图3). 计数凋亡

细胞平均数, 4组分别为0.89±0.60、1.00±0.71、
11.44±3.28、22.67±4.27, 联合尼卡地平可增加

耐药株细胞对培美曲塞的敏感性, 增加凋亡. 
2.4 流式细胞检测 耐药株细胞在对照组、单加

尼卡地平组、单加培美曲塞、联合尼卡地平组

中细胞凋亡比例分别为4.83%±2.14%、6.43%±

2.53%、32.27%±2.8%、50.5%±4.2%, 其中在对照

组、单加尼卡地平组凋亡比例无明显差异(P>0.05), 
单加培美曲塞、联合尼卡地平组中凋亡比例有差

异(P<0.05, 表1). 联合尼卡地平能部分逆转耐药细

胞株对培美曲塞的抵抗能力, 实验结果见图3, 4.

3  讨论

胰腺癌是人类最致命的恶性肿瘤之一, 预后极

差, 5年生存率约0.4%-5%. 手术能提高5年生存

率至20%左右, 然而只有10%-20%患者有手术机

会[3]. 化疗是胰腺癌术后重要的辅助治疗手段. 
培美曲塞(pemetrexed)是2004年美国食品与

药品管理局批准应用于临床一种多靶点抗叶酸

合成的药物, 基础研究显示, 培美曲塞能抑制胰

腺癌细胞的增殖, 与吉西他滨联合对抑制胰腺

癌细胞生长具协同作用[4]. Ⅱ期的临床研究表明, 
培美曲塞对晚期胰腺癌疗效突出, 且不良反应

小[5]. 用培美曲塞作为二线化疗药物, 能显著提

高患者的生存时间, 改善预后[6]. 
然而, 虽然新的化疗药物不断被开发出来, 

多药耐药(multidrug resistance, MDR)却始终是

引起化疗效果下降肿瘤治疗失败的首要原因. 
前期本实验室成功诱导出对培美曲塞耐药的胰

腺癌Patu8988细胞株[2], 通过Affymetrix基因芯

片初筛比对分析发现其中多药转运蛋白家族

(ATP binding cassette蛋白超家族, ABC蛋白超家

族)表达变化显著. 经过进一步的鉴定发现其中

ABCG2的提高最为明显. ABCG2介导多种物质

转运, 是多种化疗药物的转运媒介, 他的变化与

化疗效果密切相关[7-9]. 
目前临床上用来克服耐药的方法一般有2
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图  1  尼卡地平对腺癌细胞Patu8988株及耐药细胞株的抑
制作用.
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图  2  MTT测定培美曲塞单药及联合尼卡地平对腺癌细胞
Patu8988株及耐药细胞株的作用.

表  1  各组流式细胞凋亡比例

     
分组

		                   凋亡比例(%)                 
P 值

		         第1次     第2次    第3次

对照组		           2.4        5.7        6.4      

2.5 mg/L尼卡地平组	         3.7        8.7        6.9      
>0.05

180 mg/L培美曲塞组      30.0      31.4      35.4      

2.5 mg/L尼卡地平+	        50.7      46.2      54.6      
<0.05

180 mg/L培美曲塞组

■创新盘点
本研究从凋亡角
度应用MTT、凋
亡核染色及流式
细胞分析验证安
全剂量下的尼卡
地平能成功提高
胰腺癌Patu8988
耐药株细胞对培
美曲塞的敏感性.
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个: 一是选择患者敏感的药物、加大化疗药物

的剂量; 二是联合应用多药耐药逆转剂. 通常因

为条件限制, 医生很难通过体外实验选取最敏

感药物, 而采取经典或经验用药, 有时化疗效果

不理想可能需加大用药或联合几种化疗药物, 
这可能提高患者出现各种严重的并发症的几率, 
所以联合使用逆转剂已成为肿瘤耐药逆转研究

的发展趋势. 
尼卡地平是临床上常用、不良反应很小的

钙离子拮抗剂, 被运用于高血压的治疗, 研究

发现他对于ABCG2也有拮抗作用. Shukla等[10]

利用光亲和标记的方法发现尼卡地平作用于

ABCG2底物结合位点, 作为反应底物起竞争性

抑制其转运功能. 其逆转机制可能为阻断化疗

药物通过ABCG2转运蛋白泵出细胞, 提高细胞

内化疗药物浓度. Zhou等[11]利用尼卡地平等(1, 
4-二氢吡啶类钙离子阻滞剂)与米托蒽醌体外联

合作用于高表达ABCG2的对米托蒽醌耐药的乳

腺癌MCF-7/MX100细胞株和非小细胞性肺癌

H460/MX20后发现细胞内的米托蒽醌积累是单

图  4  流式细胞检测各组的凋
亡比例. A: 对照组; B: 单加2.5 

mg/L尼卡地平组; C: 单加180 

mg/L培美曲塞组; D: 联合加入

2.5 mg/L尼卡地平+180 mg/L

培美曲塞组.
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图  3  DAPI法观察耐药株细胞各组凋亡细胞形态. A: 对照组; B: 单加2.5 mg/L尼卡地平组; C: 单加180 mg/L培美曲塞组; D: 

联合加入2.5 mg/L尼卡地平+180 mg/L培美曲塞组.

■应用要点
本 研 究 发 现 尼
卡 地 平 能 提 高
Patu8988耐药细
胞株对培美曲塞
的敏感性, 可能为
临床应用提供了
实验基础.
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用米托蒽醌的4.5倍, 之后小鼠实验也得出相似

的结果. 姚进等[12]分别通过体内和体外两个实验

联合尼卡地平和尼莫司汀作用于高表达ABCG2
耐药基因的神经胶质瘤结果显示联合用药提高

了对胶质瘤细胞的杀伤、促进凋亡和延长荷瘤

鼠生存期. 
基于上述考虑: 尼卡地平可能是临床上潜

在的化疗耐药逆转剂. 本实验研究尼卡地平逆

转对培美曲塞耐药胰腺癌Patu8988株耐药的结

果证实其作用. 作为逆转剂, 药物应具有逆转作

用而本身又无细胞毒性作用. MTT实验结果显

示, 尼卡地平<4.85 μmol/L(2.5 mg/L)时对细胞基

本无毒性作用, 在这浓度下不能增强培美曲塞

对Patu8988亲本细胞株的杀伤作用, 但能明显增

强培美曲塞对高表达ABCG2的Patu8988耐药细

胞株的杀伤作用. DAPI染色实验及流式细胞学

结果显示, 联合用药组细胞凋亡比例明显高于

单药组(P <0.05). 这可能为临床联合应用耐药逆

转剂提供了一种实验基础. 
总之, 化疗药物与耐药逆转剂的联合应用, 

既可避免增加化疗药物剂量后造成的不良反应, 
又增强了耐药肿瘤细胞的敏感性, 他具有临床

应用广阔的前景.
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Abstract
AIM: To inves t iga te the corre la t ions o f 
eukaryotic initiation factor-5A2 (EIF-5A2) 
expression with vascular endothelial growth 
factor (VEGF) expression, microvessel density 
(MVD) and clinicopathological parameters in 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to determine the expression of EIF-5A2, VEGF 
and CD34 in 49 HCC tissues and 6 normal liver 

tissues. The MVD was calculated by counting 
CD34-labeled vessels. The correlations of EIF-
5A2 expression with VEGF expression, MVD 
and clinicopathological parameters in HCC were 
then analyzed.

RESULTS: The positive rates of EIF-5A2, VEGF 
and CD34 expression in 49 HCC tissues were 
87.7%, 89.7% and 100%, respectively. In contrast, 
EIF-5A2 and CD34 expression was not detected 
and VEGF was weakly detected in normal liver 
tissues. EIF-5A2 expression was positively corre-
lated with VEGF expression and MVD (r = 0.416 
and 0.321, respectively; both P < 0.05) in HCC. 
There were no significant differences in EIF-5A2 
expression, VEGF expression and MVD between 
HCC tissues containing a single tumor focus and 
multiple tumor foci. No differences were found 
in the expression of EIF-5A2 and VEGF among 
HCCs of different diameters though a signifi-
cant difference was noted in MVD. The levels of 
EIF-5A2 and VEGF expression and MVD were 
significantly higher in HCC patients with portal 
vein tumor thrombosis than in those without 
portal vein tumor thrombosis (all P < 0.05). Sig-
nificant differences were also noted in EIF-5A2 
and VEGF expression and MVD between HCC 
with an integral capsule and that without an in-
tegral capsule (all P < 0.05).

CONCLUSION: EIF-5A2 is highly expressed in 
HCC tissues. EIF-5A2 expression is positively 
correlated with VEGF expression and MVD in 
HCC. The overexpression of EIF-5A2 may play 
an important role in portal vein encroachment 
and metastasis of HCC.

Key Words: Eukaryotic initiation factor-5A2; Vascu-
lar endothelial growth factor; Microvessel density; 
Hepatocellular carcinoma; Immunohistochemistry

Lai XD, Chen XH, Xu HB, Liu YR, Ma NF. Correlations 
of EIF-5A2 protein expression with VEGF expression and 
microvessel density in hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 137-142

摘要
目的: 探讨真核翻译起始因子-5A2(eukaryotic 
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initiation factor 5A2, EIF-5A2)在肝癌内的表
达及其与VEGF表达、血管密度和临床病理
指标的关系. 

方法: 用免疫组织化学方法检测49例HCC组
织及6例正常肝组织中E I F-5A2、V E G F和
CD34的表达, 计数微血管密度(MVD), 并结合
临床病理特征进行比较分析. 

结果: 49例HCC组织中EIF-5A2、VEGF、
C D34阳性表达率分别为87.7%、89.7%及
100.0%, 正常肝组织EIF-5A2、CD34表达呈
阴性, VEGF表达为阴性或弱阳性. 肝癌组织
中EIF-5A2蛋白表达与VEGF表达及MVD间
均呈正相关(r  = 0.416, 0.321, 均P <0.05); 不同
肿瘤灶数量的HCC组织EIF-5A2、VEGF蛋
白表达及MVD差别无显著性, 不同直径HCC
的EIF-5A2、VEGF蛋白表达差别亦无显著
性, 而不同直径的HCC的MVD差别有显著性
(P <0.05). 有癌栓形成组与无癌栓组相比EIF-
5A2、VEGF蛋白表达及MVD差别均有显著
性(均P <0.05). 肿瘤包膜完整组与无胞膜/包膜
不完整组两组间EIF-5A2 、VEGF蛋白表达及
MVD差别均有显著性(均P <0.05).

结论: 肝癌组织中有较高的EIF-5A2阳性表达;  
EIF-5A2表达与VEGF表达及MVD呈正相关, 
与HCC组织血管侵犯和转移倾向有关.

关键词: 真核翻译起始因子-5A2; 血管内皮生长因

子; 微血管密度; 肝细胞癌; 免疫组织化学
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0  引言

真核翻译起始因子-5A2(eukaryotic initiation 
factor-5A2, EIF-5A2)是在人卵巢癌UACC-1598
细胞内发现的新癌基因[1], 为真核生物翻译起始

因子-5A(eukaryotic initiation factor 5A, EIF-5A)
家族中的一员, 其表达产物与EIF-5A有82%同源

性. EIF-5A蛋白在生物合成后, 其分子上的赖氨

酸即被N'-赖氨酸合酶(deoxyhypusine synthase, 
DHPS)催化修饰形成8-羧基2, 7, 10-三氨基癸酸

(hypusine), 进而使EIF-5A活化以维持细胞的正

常增殖, 抑制DHPS活性将延缓正常细胞或各种

肿瘤细胞的细胞周期[2,3]. EIF-5A mRNA及蛋白

广泛表达于人体正常组织或肿瘤细胞, 而同样

受DHPS作用的EIF-5A2仅在正常睾丸和脑细
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胞中有弱表达, 但某些肿瘤细胞内如卵巢癌和

结肠癌等, EIF-5A2却有很强的表达, 且与临床

分期密切相关[4,5], 提示EIF-5A2极可能为一个

转移相关基因. 原发性肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)是一种强的血管依赖性肿瘤, 
具有生长快、转移早和高死亡率的特点, 血管

生成是其恶性化的第一步, 因此以血管生成信

号传导通路为靶向的抗血管治疗是颇具潜力

的、抗H C C浸润、转移和术后复发的治疗方 
法[6], 但在血管生成过程中, 许多信号分子调控

机制目前还不清楚. 有研究报道抑制EIF-5A2的
激活因子DHPS将影响血管内皮细胞的增殖及

血管发生, 提示EIF-5A2表达可能与血管生成有

关[7]. 本研究采用免疫组织化学的方法检测肝癌

组织内EIF-5A2、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)等表达并计数

HCC的微血管密度(microvascular density, MVD), 
旨在探讨EIF-5A2表达与VEGF表达、MVD及

HCC主要临床病理特征的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取广州附属肿瘤医院病理科2008
年HCC切除标本49例, 男43例, 女6例, 年龄28- 
74(平均48.6)岁. 所有标本病理诊断均为HCC, 
肝癌病理分级按Edmondson方法分级Ⅰ-Ⅱ级38
例, Ⅲ级11例. 49例肝癌标本中, 肿瘤直径<5 cm
有17例, 肿瘤直径>5 cm者32例, 36例有门脉血

管转移. 另取6例正常肝移植供体活检肝组织切

片作正常对照. 鼠抗人EIF-5A2单克隆抗体由香

港大学临床肿瘤学系关新元教授惠赠, 兔抗人

VEGF多克隆抗体、鼠抗人CD34单克隆抗体及

兔/鼠两步法检测试剂盒(UltraVision Detection 
System, HRP/DAB)均为NeoMarkers产品.
1.2 方法 
1.2.1 切片制备: 所有标本组织均经过常规100 
g/L的甲醛溶液固定, 石蜡包埋. 载玻片经泡酸、

高温灭菌、多聚赖氨酸涂片处理. 连续切片, 片
厚4 μm, 分别行HE染色作复诊、组织病理学分

级以及EIF-5A2、VEGF及CD34免疫组织化学

染色. 
1.2.2 EIF-5A2和VEGF结果判定标准: 采用双盲

评分法. 在排除非特异性染色的前提下, 以黄

色、棕黄色、棕褐色为阳性, 计分方法A: 按切

片中细胞染色的深浅评分, 0分-无着色; 1分-细
胞染色呈浅黄色; 2分-细胞染色呈棕黄色; 3分-
细胞染色呈棕褐色. B: 按切片中的阳性细胞比
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例评分, 每例随机观察5个视野, 每个视野100个
细胞, 计数500个细胞中染色阳性的细胞数, 0分-
显色细胞数≤5%; 1分-显色细胞数占5%-25%; 2
分-显色细胞数占25%-50%;  3分-显色细胞数占

50%-75%; 4分-75%以上的细胞显色. 每例标本

染色积分 = A×B, 若乘积≤1为阴性, >1为阳性. 
1.2.3 CD34结果及MVD判定标准: 根据Weid-
ner[8]计数方法, 每一染成棕黄色的、可与周围

肿瘤细胞或组织区分开来的内皮细胞或内皮细

胞簇, 均作为1个单一的微血管. 管腔面积大于

8个红细胞直径或带有较厚肌层的微血管均不

计数. 肿瘤内细胞稀少区域的微血管不进行计

数. 结果判定在双盲法下进行. 于低倍镜(×40和
×100)下选取5个微血管最多的视野即热点区

(Hotspot), 再于高倍(×400)视野下计数微血管

的数目, 求得5个视野的均值作为MVD. 硬化、

炎症及坏死区的微血管不计入计数结果. 若管

腔大且长的特殊类型血管, 采用Taniganwa等报

道的改良法计算[9], 即每40 μm长度的此类血管

计数为一个MVD值.
统计学处理 所有数据均经统计软件SPSS 

12.0进行统计分析, EIF-5A2表达与VEGF的表达

及MVD相关性采用单因素Spearman相关分析, 
EIF-5A2、VEGF表达和MVD与肝癌临床病理

因素的分析采用t检验. 以α = 0.05作为检验水准. 
EIF-5A2、VEGF表达分值、MVD值以mean±

SD表示.

2  结果

2.1 EIF-5A2、VEGF、CD34在肝癌组织中的

表达及相互间的关系 49例肝癌组织中EIF-5A2
表达阳性43例(87.7%, 表1), 阳性表达呈浅黄色

或棕黄色, 定位于肝癌细胞胞质, 癌体周边细胞

EIF-5A2的表达明显强于癌体中央细胞(图1A, 
D), 并可见其浸润穿越周围的结缔组织, 呈侵袭

性生长; VEGF阳性表达44例(89.7%, 表1), 阳性

表达呈棕黄色或棕褐色, 定位于细胞质(图1B, 
E), 与EIF-5A2表达有相同趋势; 49例组肝癌组

织均有CD34表达(100%, 表1), 阳性表达呈棕褐

色, 定位于肿瘤区内皮细胞胞质, 可见散在CD34
阳性内皮细胞或内皮细胞簇, 部分微血管有管

腔, 形态不规则, 低分化肝癌组织内的微血管密

度大于分化程度高的肝癌组织(图1C, F). 正常对

照肝组织EIF-5A2呈阴性表达, VEGF呈阴性或

弱阳性表达. Spearman相关分析显示EIF-5A2与

■相关报道
有研究对多种腺
癌的原发灶、转
移灶差异表达基
因 进 行 比 较 ,  发
现有17种差异表
达基因与转移有
关 ,  其 中 包 括 在
EIF-5A及EIF-5A2
的赖氨酸修饰中
起 关 键 作 用 的
DHPS.
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图  1  相邻肝癌组织切片示EIF-5A2、VEGF表达及MVD(×200). A: EIF-5A2蛋白高表达; B: VEGF蛋白高表达; C: 高MVD; D: 

EIF-5A2蛋白低表达; E: VEGF蛋白低表达; F: 低MVD; A-C: 为同1例标本相邻切片; D-E: 另1例标本相邻切片.

表  1  EIF-5A2、VEGF、CD34在肝癌及正常肝组织中的表达

     
组织类型	              n

                              阳性率(%)

		          EIF-5A2          VEGF            CD34

肝癌组织	          49             87.7            89.7          100.0

正常肝组织         6               0.0              0.0              0.0
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VEGF、EIF-5A2与MVD及VEGF与MVD间均存

在正相关(表2).
2.2 EIF-5A2、VEGF蛋白表达、MVD与临床病

理特征的关系 不同肿瘤数量的HCC组织EIF-
5A2、V E G F蛋白表达及M V D差别无显著性

(P >0.05), 不同直径HCC的EIF-5A2、VEGF蛋白

表达差别无显著性(P >0.05), 而不同直径HCC的
MVD差别有显著性(P <0.05). 有癌栓形成组与无

癌栓组相比EIF-5A2、VEGF蛋白表达及MVD
差别均有显著性(P <0.05). 49例HCC中, 肿瘤包

膜完整组与无胞膜/包膜不完整组两组间EIF-
5A2、VEGF蛋白表达及MVD差别均有显著性

(P <0.05). 根据Edmonds病理分级, 49例HCC中, 
Ⅰ-Ⅱ级与Ⅲ级两组间EIF-5A2、VEGF蛋白表

达及MVD差别均无显著性(P >0.05). AFP值≤50 
μg/L与>50 μg/L两组间EIF-5A2、VEGF蛋白表

达及MVD差别均无显著性(P >0.05, 表3).

3  讨论

本研究结果显示人正常肝组织无EIF-5A2表达, 
而HCC组织中有EIF-5A2表达, 癌周缘EIF-5A2
表达明显强于癌体中央, 提示肿瘤侵袭的前沿

细胞中EIF-5A2合成较多. 统计学分析结果显

示门脉癌栓形成、包膜不完整的HCC组织EIF-
5A2表达明显高于无门脉癌栓形成及有包膜的

HCC组织, 表明EIF-5A2表达与HCC的发展及转

移有关. 
血管生成在肿瘤生长及转移过程中起关键

作用, 其提供丰富的营养, 为肿瘤的浸润及转

移创造条件. 肿瘤细胞释放的促血管生成因子

可作用于内皮细胞, 促进新血管的生成, 其中

VEGF是目前公认的直接参与新血管生成的因

子, 能刺激血管内皮细胞增殖、降解血管外基

质, 导致内皮细胞分裂、迁移, 形成大量新生血

管, 满足肿瘤不断生长的需要[10]. HCC是富血管

肿瘤, 其特点为易侵犯门脉系统、早期发生播

散和转移[11,12]. 鉴于EIF-5A2在HCC中的表达特

点, 本研究进一步探讨了HCC中血管生成因子

VEGF表达及MVD与EIF-5A2表达的关系. 大量

研究证实VEGF与HCC生长、转移和新生血管

形成关系密切[13,14]. 正常情况下, VEGF广泛分布

于人体许多组织中以维持正常血管密度和营养

物质的供应, 但其表达水平低, 普通方法难以测

出, 与之相比多数恶性肿瘤存在VEGF高表达[15], 
这与本实验观察到的VEGF在HCC组织及正常

肝组织中的表达情况一致. 本实验中HCC组织

VEGF表达定位及强度趋势与EIF-5A2非常接近, 
多数EIF-5A2高表达的HCC组织尤其是肿瘤周

边的EIF-5A2高表达细胞其VEGF也同样高表达, 
而EIF-5A2阴性或弱表达组织其VEGF表达也弱, 
二者之间呈正相关, 提示EIF-5A2可能与VEGF
调控有关. 

MVD是反映恶性肿瘤侵袭和转移等生物学

行为的一个重要指标[9,10], 通常以抗CD34抗体标

记肝癌新生血微血管内皮细胞来计算MVD[16]. 
许多研究显示肝癌组织中的MVD与肿瘤的转

移及复发相关[9]. 本研究采用CD34免疫组织化

学染色计数肝癌的MVD, 结果显示高分化及低

分化的HCC组织中MVD差异显著, 即分化越差, 
MVD计数越高, 说明HCC微血管生成与其本身

生物学特征有关. 统计学分析结果显示MVD计

数与EIF-5A2表达程度正相关, 即EIF-5A2高表

达的瘤组织MVD计数高, 提示EIF-5A2表达与

微血管形成密切相关. EIF是细胞蛋白合成过程

中的一个上游调控因子, 细胞快速增长及分裂

的启动有赖于蛋白合成酶系统活性的上调. 细
胞内大量生长相关基因的mRNA表达受严格的

翻译后调控, 任何翻译因子表达水平的微小变

化都会打破平衡, 使各种蛋白表达量发生改变

而引起细胞生物学行为的变化[17]. 作为EIF-5A
家族成员, EIF-5A2蛋白表达上调可能会引起其

他肿瘤相关因子如VEGF的表达增强, 继而产

生相应的细胞生物学改变如癌细胞无限增殖、

血管形成等. 此外本研究显示MVD计数与HCC
包膜完整性及癌栓的生成有关, 此结果与以往

的研究报道一致, 进一步说明EIF-5A2、VEGF
及MVD之间的关系密切. 目前阻断肿瘤血管形

成已成为临床肿瘤治疗研究的热点, 如何选择

有效的治疗靶点阻断肿瘤新生血管形成是亟待

解决的问题. 本研究结果显示EIF-5A2作为蛋

■创新盘点
本研究用免疫组
织化学方法观察
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表  2  EIF-5A2、VEGF及CD34(MVD)的单因素相关分析

     
	              EIF-5A2	         VEGF	                 MVD

EIF-5A2

    r值	                1.000               0.416               0.321

    P值	                -                   <0.05               <0.05

VEGF

    r值	                0.416               1.000               0.385

    P值	              <0.05                 -                   <0.05

MVD

    r值	                0.321               0.385               1.000

    P值	              <0.05               <0.05                 -
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白EIF, 在肝癌有特异性表达, 且与VEGF表达及

MVD密切相关, 有望成为阻断HCC血管形成的

有效靶点.
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■应用要点
本研究证实, EIF-
5A2表达与VEGF
表达及MVD呈正
相关, 与HCC组织
血管侵犯和转移
倾向有关. 为更深
入研究EIF-5A2的
作用机制, 寻找新
的肿瘤预后诊断
标记、设计有效
的肿瘤治疗靶点
提供理论依据.

表  3  EIF-5A2、 VEGF表达及MVD与HCC临床病理特征的关系

     
病理参数		    n 	           EIF-5A2表达	             VEGF表达	                      MVD

肿瘤数量

    单个		    27	         7.66±1.30	           8.15±1.16	              52.04±3.54

    多个		    22	         7.32±2.45	           7.96±1.05	              54.25±4.12

肿瘤大小(cm)

    ≤5		    17	         7.25±2.12	           7.89±1.05	              46.56±4.22

    >5 		    32	         6.94±1.22	           7.94±1.66	              53.18±3.24a

癌栓

    有		    36	         7.24±1.25a	           8.45±0.84a	              56.45±3.81a

    无		    13	         6.15±2.01	           7.50±1.20	              48.50±3.63

包膜

    有		    35	         6.82±1.64	           7.48±1.45	              49.64±3.87

    无/不完整	   14	         7.79±1.85a	           8.39±1.13a	              59.50±4.06a  

病理分级

    Ⅰ-Ⅱ 		    38	         7.55±1.60	           7.85±1.26	              52.26±2.89

    Ⅲ-Ⅳ		    11	         7.84±1.94	           8.02±0.95	              54.67±3.36

AFP (µg/L)

    ≤50		    14	         7.28±2.10	           8.05±0.85	              51.67±3.46

    >50		    35	         7.45±1.78	           8.23±1.85	              52.14±4.22

t检验, aP<0.05.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of platelet-
derived endothelial cell growth factor (PD-
ECGF) in human pancreatic carcinoma and 
evaluate its clinical significance.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of PD-ECGF in 36 paraffin-
embedded pancreatic carcinoma specimens, 21 
tumor-adjacent normal tissue specimens, and 
60 cancerous specimens derived from other tis-
sues (stomach, colon, esophagus, liver, lung 
and breast; 10 specimens each). The expression 
of PD-ECGF in different tissues was compared. 

The correlation between PD-ECGF expression 
and clinical parameters in pancreatic carcinoma 
was analyzed.

RESULTS: The positive rate of PD-ECGF in 
pancreatic carcinoma was higher than that in 
tumor-adjacent normal tissue (88.9% vs 28.6%, P 
< 0.01). The positive rates of PD-ECGF in cancer-
ous colon, liver, breast, esophagus, stomach and 
lung tissues were 60%, 70%, 80%, 90%, 90% and 
80%, respectively. The positive rate of PD-ECGF 
in pancreatic carcinoma at stage II-IV was higher 
than that at stage I (100% vs 75%, P < 0.05).

CONCLUSION: PD-ECGF is an organ-unspecific 
tumor-associated protein that may be associated 
with the progression of pancreatic carcinoma.

Key Words: PD-ECGF; Pancreatic carcinoma; Mark-
er for pancreatic carcinoma

Tang GH, Ni RZ, Xiao MB, Jiang F, Chen JH, Huang H. 
Clinical significance of PD-ECGF expression in human 
pancreatic carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(2): 143-148

摘要
目的: 观察血小板衍化内皮细胞生长因子
(PD-ECGF)在胰腺癌组织中的表达, 探讨其
临床意义.

方法: 利用Elivison免疫组织化学法检测36例
手术切除的胰腺癌及21例癌旁正常胰腺组织, 
以及胃癌、食管癌、肝癌、结肠癌、肺癌及
乳腺癌组织各10例中PD-ECGF的表达. 分析
PD-ECGF与胰腺癌大小、分化程度及淋巴结
转移的相关性. 

结果: PD-ECGF在胰腺癌组织中的表达阳性
率显著高于在癌旁正常胰腺组织(88.9% v s  
28.6%, P <0.01). PD-ECGF在结肠癌、肝癌、

乳腺癌、食管癌、胃癌及肺癌组织中的表
达阳性率为60%、70%、80%、90%、90%
及80%. Ⅱ-Ⅳ期胰腺癌组织中PD-ECGF的表
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■背景资料
胰腺癌是一种发
病隐匿, 恶性度极
高的消化系肿瘤, 
早 期 诊 断 困 难 . 
CEA和CA19-9等
传统血清标志物
由于特异性和敏
感性较低, 其临床
使用价值也有限. 
因此, 找到新的肿
瘤标志物以提高
其特异性和敏感
性极为重要.
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达阳性率显著高于Ⅰ期胰腺癌组织(100% vs  
75%, P <0.05).

结论: PD-ECGF为一种非特异性的肿瘤相关
因子, 其可能与胰腺癌的病程进展有关.

关键词: 血小板衍化内皮细胞生长因子; 胰腺癌; 胰

腺癌标志物
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0  引言

胰腺癌是一种发病隐匿, 恶性度极高的消化系

肿瘤. 其预后极差, 中位生存时间为3-5 mo, 超
过12 mo仅占10%, 5年生存率不足5%[1]. 胰腺癌

的治疗以手术治疗为主. 但胰腺癌早期诊断困

难, 85%的患者出现症状时已发生淋巴结或远

处转移, 失去了根治性切除的机会. 因此, 提高

胰腺癌的早期诊断率, 对提高其手术切除率, 延
长患者生存时间, 降低复发率具有重要意义. 然
而, CT和B-US等影像手段对早期胰腺肿瘤的确

诊仍有一定困难, 而CEA和CA19-9等传统血清

标志物由于特异性和敏感性较低, 其临床使用

价值也有限. 因此, 找到新的肿瘤标志物以提高

其特异性和敏感性极为重要. 最近, 我们利用蛋

白质组技术对胰腺癌组织及癌旁正常胰腺组织

中差异表达蛋白质进行了研究, 采用双向电泳

分离蛋白质, 快速银染, 以MALDI-TOF MS加
以鉴定, 在胰腺癌组织中筛选得到12个上调蛋 
白[2]. 本文以其中在胰腺癌组织中上调明显的

PD-ECGF蛋白作为研究对象, 利用免疫组织化

学方法进一步研究他们在胰腺癌组织与正常胰

腺组织中的表达差异, 并与其他常见恶性肿瘤

(胃癌、食管癌、肝癌、结肠癌、肺癌和乳腺

癌)相对照, 探讨PD-ECGF在胰腺癌组织中表达

的特异性及与临床病理参数之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-2007年南通大学附属医院住院手

术的胰腺癌患者36例, 男18例, 女18例, 男∶女 = 
1∶1, 年龄38-78(平均61.72±8.32)岁. 其中胰腺

导管腺癌30例, 黏液腺癌3例, 肉瘤样癌1例, 腺
泡细胞癌1例, 腺鳞癌1例. 分化程度: 高分化2例, 
中分化23例, 低分化及未分化11例. 胰腺周围淋
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巴结转移8例, 未转移28例. 肿瘤部位: 胰头20例, 
胰体尾16例; 肿瘤大小: ≤3 cm 12例, >3 cm 24
例. TNM分期:Ⅰ期16例, Ⅱ期7例, Ⅲ期1例, Ⅳ期

12例. 胃癌、食管癌、肝癌、结肠癌、肺癌和

乳腺癌各10例. 所有病例均经手术及病理确诊, 
均有完整的手术记录及病理诊断资料. 所有标

本均经10%甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋, 制作

4 μm病理切片. 由两位高年资病理医生阅片确

定诊断. 鼠抗人PD-ECGF单克隆抗体购自美国

Santa Cruz Biotechnology, Inc.; 免疫组织化学染

色试剂盒PV9000购自北京中杉金桥公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检查过程: 采用Elivison二步

法检测PD-ECGF在胰腺癌及癌旁组织、胃癌、

食管癌、肝癌、结肠癌、肺癌、乳腺癌组织中

的表达. 所有的标本用甲醛溶液固定, 石蜡包埋. 
每份标本切成4 μm的薄片, 常规技术脱蜡, 水化, 
PBS液洗涤. 将切片放置在0.01 mmol/L柠檬酸

组织抗原修复液(pH6.0)中, 中档微波处理10 min
进行抗原修复, 取出自然冷却至室温. PBS冲洗

3次, 每次5 min, 3% H2O2阻断内源性过氧化物

酶10 min, 再次用PBS冲洗3次, 每次5 min. 除去

PBS液, 每张切片加1滴1∶50稀释PD-ECGF鼠抗

人单克隆抗体, 在室温条件下孵育1 h. PBS冲洗

3次, 每次5 min. 除去PBS, 每张切片滴加PV9000
试剂1, 室温下孵育20 min. PBS冲洗3次, 每次2 
min. 除去PBS液, 每张切片滴加PV9000试剂2, 
室温下孵育30 min, PBS冲洗3次, 每次2 min. 除
去PBS液, DAB显色, 水洗, 复染, 封固, 镜检. 阴
性对照采用PBS替代第一抗体. 
1.2.2 免疫组织化学检查结果的判断标准: PD-
ECGF表达主要位于细胞质及细胞核内. 以出现

淡黄色至棕褐色颗粒且染色强度高于背景非特

异性着色者为阳性细胞. 光镜下半定量结果判

断参照许良忠的方法[3], 综合考虑染色强度和

阳性细胞数. 染色强度分数标准: 棕褐色3分; 棕
黄色2分; 淡黄色1分; 无着色0分. 同样物镜下计

数阳性细胞数: 一个视野内着色细胞>75% 4分; 
51%-75% 3分; 11%-50% 2分; ≤10% 1分; 阴性0
分. 两项得分相乘: 0-3分为阴性表达“-”; 满3
分为“+”; 4分为“++”; 5分以上为“+++”. 
“+～+++”为阳性表达.

统计学处理 用Stata10.0统计软件进行四格

表χ2检验及确切概率法检验, 结果P <0.05认为有

显著性差异.
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■相关报道
陈哲京等研究了
20例胰腺癌病例, 
有14例PD-ECGF
表达阳性, 其PD-
ECGF表达阳性率
(70%)明显高于慢
性胰腺炎和正常
胰腺组织; 胰腺癌
PD-ECGF阳性组
的MVD明显高于
阴性组. 另外, 通
过血管面积的比
较发现PD-ECGF
阳性组总血管面
积(TVA)也明显高
于阴性组.
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2  结果

2.1 PD-ECGF在胰腺癌、癌旁正常胰腺组织

以及其他恶性肿瘤中的表达  36例胰腺癌中

有32例PD-ECGF表达呈阳性, 表达阳性率为

88.9%(32/36), 表达强阳性率为36.1%(13/36). 
PD-ECGF表达主要位于细胞质及细胞核, 随表

达强度不同被染色为淡黄、棕黄至棕褐色, 小
片状或弥漫性分布 .  在癌旁正常胰腺组织中 , 
PD-ECGF的表达阳性率是28.6%(6/21), 且均为

弱阳性表达(图1A). 高分化腺癌中PD-ECGF表
达强度较低, 染色较淡(图1B). 低分化腺癌中PD-
ECGF表达呈弥漫分布、染色强阳性(图1C). 胰
腺癌组织PD-ECGF的表达阳性率和表达强度均

高于癌旁正常胰腺组织, 两者之间有显著统计

学差异(P <0.05). PD-ECGF在胃癌、食管癌、

肝癌、结肠癌、肺癌、乳腺癌中的表达阳性

率分别为90%(9/10)、90%(9/10)、70%(7/10)、
60%(6/10)80%(8/10)、80%(8/10). PD-ECGF在
胰腺癌中的表达阳性率与在胃癌、食管癌、肝

癌、结肠癌、肺癌、乳腺癌中的表达阳性率相

比较无显著统计学差异(P >0.05, 表1, 图1).

2.2 胰腺癌组织中PD-ECGF的表达与临床病理

学参数的关系 胰腺癌组织中PD-ECGF的表达情

况与患者的性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤分化

程度、有无淋巴转移、肿瘤直径等临床病理参

数之间没有明显的相关性(P >0.05). Ⅰ期胰腺癌

中PD-ECGF的表达阳性率为75%, Ⅱ-Ⅳ期胰腺

癌中PD-ECGF的表达阳性率为100%. Ⅱ-Ⅳ期胰

腺癌中PD-ECGF的表达阳性率高于Ⅰ期胰腺癌

中PD-ECGF的表达阳性率, 两者之间有明显统

计学差异(P <0.05, 表2).

3  讨论

新生血管形成在肿瘤尤其是实体瘤的发生、发

展与转移中起重要作用. 在肿瘤侵袭前期, 肿瘤

细胞的生长主要依靠扩散取得营养; 当肿瘤直

径超过一定程度时, 必须依靠所诱发的血管生

成来维持其继续生长. 血管生成可使肿瘤获得

足够的营养物质, 是促成上述转变的关键环节, 
如果没有血管生成, 原发肿瘤的生长不会超过

1-2 mm3[4]. 目前已发现很多影响血管生成的因

子, 如酸性成纤维细胞生长因子、碱性成纤维

■创新盘点
本文以在胰腺癌
组织中上调明显
的PD-ECGF蛋白
作为研究对象, 利
用免疫组织化学
方法进一步研究
他们在胰腺癌组
织与正常胰腺组
织中的表达差异, 
并与其他常见恶
性肿瘤(胃癌、食
管癌、肝癌、结
肠癌、肺癌和乳
腺癌)相对照 ,  探
讨了PD-ECGF在
胰腺癌组织中表
达的特异性及与
临床病理参数之
间的关系.

表  1  PD-ECGF在胰腺癌、癌旁正常胰腺组织以及其他恶性肿瘤中的表达

     
分组	              n	            阳性表达 n (%)

			                   表达强度 n (%)

				                      -                            +		         ++	  	     +++

胰腺癌	           36               32(88.9)                 4(11.1)                 8(22.2)                 11(30.6)                 13(36.1)

癌旁组织	           21                 6(28.6)b              15(71.4)                 6(28.6)                   0(0.0)                     0(0.0)

胃癌	           10                 9(90.0)                 1(10.0)                 1(10.0)                   6(60.0)                   2(20.0)

食管癌	           10                 9(90.0)                 1(10.0)                 4(40.0)                   4(40.0)                   1(10.0)

肝癌	           10                 7(70.0)                 3(30.0)                 5(50.0)                   1(10.0)                   1(10.0)

结肠癌	           10                 6(60.0)                 4(40.0)                 4(40.0)                   1(10.0)                   1(10.0)

肺癌	           10                 8(80.0)                 2(20.0)                 5(50.0)                   2(20.0)                   1(10.0)

乳腺癌	           10                 8(80.0)                 2(20.0)                 2(20.0)                   1(10.0)                   5(50.0)

bP<0.01 vs  胰腺癌.

A B C

图  1  PD-ECGF在胰腺癌及癌旁正常胰腺组织的表达(×400). A: 癌旁正常胰腺组织; B: 高分化胰腺癌; C: 低分化胰腺癌.
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细胞生长因子、血管内皮细胞生长因子、血管

生成素和PD-ECGF等. 其中, PD-ECGF是血管生

成研究领域相对新的一个血管生长因子, 其在

实体瘤[5]中表达增高, 且可催化5-FU及其前体物

质, 参与抗肿瘤反应[6]. 因此, 与肿瘤的血管生成

及化疗[7-10]密切相关. 
PD-ECGF基因定位于22号染色体的q13带. 

PD-ECGF是由两个的同源二聚体组成的阴离子

蛋白质, 他可使胸苷去磷酸化为胸腺嘧啶和2-
脱氧核糖-1-磷酸. 胸苷酶解产物胸腺嘧啶和2-
脱氧核糖-1-磷酸有促进血管生成的作用[11]. PD-
ECGF可能通过降低抑制内皮细胞的胸苷水平

促进血管生成. 1994年, Haraguchi等[12]发现2-脱
氧核糖-1-磷酸去磷酸化后的产物2-脱氧-D-核
糖同样具有血管生成和趋化细胞活性. 体内PD-
ECGF大量来源于血小板提示PD-ECGF对维持

血管的稳定、促进内皮细胞的修复起重要作

用. 有研究发现PD-ECGF在人类肿瘤组织中水

平升高, 如卵巢癌[13,14]、胃癌[15,16]、乳腺癌[5]、

肺癌[17]、宫颈癌[18,19]、肾癌[9,20]、肝癌[21]、大肠

癌[22]、子宫内膜癌[23]、膀胱癌[24,25]等, 故认为

PD-ECGF可能在癌性增生过程中起着重要作用. 

PD-ECGF与胃癌[26]、结肠癌[27]中微血管密度

(microvessel density, MVD)密切相关, 说明其是

肿瘤血管形成和维持的重要因子之一. 
陈哲京等[28]研究了20例胰腺癌病例, 有14

例PD-ECGF表达阳性, 其PD-ECGF表达阳性率

(70%)明显高于慢性胰腺炎和正常胰腺组织; 胰
腺癌PD-ECGF阳性组的MVD明显高于阴性组. 
另外, 通过血管面积的比较发现PD-ECGF阳性

组总血管面积(total vessel area, TVA)也明显高于

阴性组, 说明胰腺癌的PD-ECGF表达影响肿瘤

MVD和TVA, 与血管生成密切相关. 本研究发现

胰腺癌组织PD-ECGF的阳性表达率和表达强度

均高于癌旁正常胰腺组织, 这和陈哲京等的研

究结果一致. Ⅰ期胰腺癌中PD-ECGF的阳性表

达率为75%, Ⅱ期-Ⅳ期胰腺癌中PD-ECGF的阳

性表达率为100%. Ⅱ期-Ⅳ期胰腺癌中PD-ECGF
的阳性表达率高于Ⅰ期胰腺癌中PD-ECGF的阳

性表达率. 提示PD-ECGF表达水平与胰腺癌的

发展及分期可能有关. 
PD-ECGF在胃癌、食管癌、肝癌、结肠

癌、肺癌、乳腺癌中的阳性表达率均大于60%, 
与其在胰腺癌组织中的阳性表达率无明显统计

■应用要点
本 文 提 示 ,  P D -
E C G F 为 一 种 非
特异性的肿瘤相
关因子, 其可能与
胰腺癌的病程进
展有关. 这可能为
PD-ECGF是否可
作为胰腺癌的早
期诊断标志物提
供新的依据.

表  2  胰腺癌中PD-ECGF的表达与临床病理参数的关系

     
临床病理参数	   n            阳性表达 n (%)

                PD-ECGF的表达强度	      
P 值

				                -             +            ++         +++

性别                                                                                        

    男		  18	  16(88.8)	            2            4            4            8            1.000

    女		  18	  16(88.8)	            2            4            7            5

年龄(岁)

    <60		  12	  11(91.6)	            1            4            2            5            1.000

    ≥60		  24	  21(87.5)	            3            4            9            8

肿瘤部位

    胰头		  20	  19(95.0)	            1            6            4            9            0.303

    胰体尾		 16	  13(81.3)	            3            2            7            4

分化程度

    高+中		  25	  23(92.0)	            2            6            9            8            0.570

    低		  11	    9(81.8)	            2            2            2            5

淋巴转移

    有		    8	    8(100.0)	           0            2            4            2            0.555

    无		  28	  24(85.7)	            4            6            7          11

肿瘤直径(cm)

    ≤3		  12	  12(100.0)	           0            1            5            6            0.278

    >3		  24	  20(83.3)	            4            7            6            7

TNM分期

    Ⅰ期		  16	  12(75.0)	            4            3            3            6            0.031

    Ⅱ期+Ⅲ期+Ⅳ期	 20	  20(100.0)	           0            5            8            7
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学差异. 这显示PD-ECGF为一种非特异性的肿

瘤相关因子, 而非胰腺癌特异性表达的蛋白.
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                                                    				      数值      学科排名       离均差率	 数值       学科排名     离均差率

1170	 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY		        7	 41	 -0.99 	 0.043 	 41            -0.92 

G275	 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY	 5432	   1	   3.71 	 0.792 	   6              0.52 

G803	 肝脏					       586	 25	 -0.49 	 0.594 	 11              0.14 

G938	 国际呼吸杂志				      645	 22	 -0.44 	 0.294 	 34            -0.43 

G415	 国际内分泌代谢杂志				      663	 20	 -0.43 	 0.379 	 28            -0.27 

G501	 临床肝胆病杂志				      582	 27	 -0.50 	 0.441 	 22            -0.15 

G658	 临床荟萃					     1709	   8	   0.48 	 0.356 	 32            -0.32 

G257	 临床内科杂志				      875	 16	 -0.24 	 0.412 	 24            -0.21 

G855	 临床消化病杂志				      314	 32	 -0.73 	 0.294 	 34            -0.43 

G261	 临床心血管病杂志				      836	 17	 -0.28 	 0.371 	 29            -0.29 

G293	 临床血液学杂志				      408	 31	 -0.65 	 0.329 	 33            -0.37 

G491	 岭南心血管病杂志				      161	 39	 -0.86 	 0.158 	 40            -0.70 

G662	 内科急危重症杂志				      308	 34	 -0.73 	 0.279 	 36            -0.46

G523	 内科理论与实践				        34	 40	 -0.97 	 0.171 	 39            -0.67 

G746	 实用肝脏病杂志				      312	 33	 -0.73 	 0.562 	 14              0.08 

G190	 世界华人消化杂志				    2480	   6	    1.15 	 0.547 	 17	 0.05 

G800	 胃肠病学					       619	 23	 -0.46 	 0.621 	 10              0.19 

G326	 胃肠病学和肝病学杂志				     580	 28	 -0.50 	 0.415 	 23            -0.20 

G083	 心肺血管病杂志				      246	 37	 -0.79 	 0.361 	 31            -0.31 

G419	 心血管病学进展				      585	 26	 -0.49 	 0.410 	 25            -0.21 

G260	 心脏杂志					       553	 29	 -0.52 	 0.406 	 26            -0.22 

G610	 胰腺病学					       268	 35	 -0.77 	 0.366 	 30            -0.30 

G234	 中国动脉硬化杂志				      934	 15	 -0.19 	 0.557 	 16	 0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2309	   7	   1.00 	 0.487 	 20            -0.06 

G211	 中国糖尿病杂志				    1567	 11	   0.36 	 0.570 	 13	 0.10

G380	 中国心血管杂志				      256	 36	 -0.78 	 0.225 	 37            -0.57 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     657	 21	 -0.43 	 0.562 	 14	 0.08 

G633	 中国血液净化				      680	 19	 -0.41 	 0.546 	 18	 0.05 

G119	 中国循环杂志				      694	 18	 -0.40 	 0.406 	 26            -0.22 

G231	 中华肝脏病杂志				    3283	   4	   1.84 	 1.119 	   2	 1.15 

G235	 中华高血压杂志				    1168	 14	   0.01 	 0.730 	   8	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     166	 38	 -0.86 	 0.207 	 38            -0.60 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     588	 24	 -0.49 	 0.442 	 21            -0.15 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1612	 10	   0.40 	 0.897 	   5	 0.73 

G156	 中华内科杂志				    3484	   3	   2.02 	 0.788 	   7	 0.52 

G161	 中华肾脏病杂志				    1643	   9	   0.42 	 1.068 	   3	 1.05 

G285	 中华消化内镜杂志				    1314	 13	   0.14 	 0.578 	 12	 0.11 

G168	 中华消化杂志				    2571	   5	   1.23 	 1.025 	   4	 0.97 

G892	 中华心率失常学杂志				      494	 30	 -0.57 	 0.657 	   9	 0.26 

G170	 中华心血管病杂志				    4186	   2	   2.63 	 1.375 	   1	 1.64 

G172	 中华血液学杂志				    1501	 12	   0.30 	 0.489 	 19            -0.06 

	 平均值					     1154			   0.520 		

以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.
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Abstract
Liver fibrosis is a wound healing reaction in re-
sponse to a variety of chronic liver insults and is 
characterized by excessive extracellular matrix 
deposition within the liver. The term "adipo-
cytokines" represents a group of polypeptide 
molecules produced primarily by adipose tissue. 
Accumulating evidence demonstrates that adi-
pocytokines play a pivotal role in the pathogene-
sis of chronic liver diseases, such as nonalcoholic 
fatty liver disease. In this article, we will sum-
marize the recent findings concerning the role of 
adipocytokines, such as leptin, adiponectin and 
resistin, in liver fibrogenesis. 

Key Words: Leptin; Adiponectin; Resistin; Liver fi-
brosis; Hepatic stellate cell
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摘要
肝纤维化是肝脏对各种慢性损伤的一种反应, 

以肝脏细胞外基质异常过度沉积为特征. 脂肪
细胞因子主要指由脂肪组织分泌的一类多肽
分子, 其在慢性肝病如非酒精性脂肪性肝病的
发病过程中具有重要作用. 本文就瘦素、脂联
素和抵抗素在肝纤维化中的作用作一综述.  

关键词: 瘦素; 脂联素; 抵抗素; 肝纤维化; 肝星状
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0  引言

肝纤维化作为慢性肝病的重要阶段, 以过多的

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)沉积为特

征, 其病因包括: 肝炎病毒感染、乙醇、药物、

免疫、肥胖等. 与腹型肥胖和胰岛素抵抗关系

密切的非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)[1,2]现已成为一种常见的慢

性肝病, 他包括单纯性脂肪变性(simple steatosis, 
S S)、非酒精性脂肪性肝炎 (n o n a l c o h o l i c 
steatohepatitis, NASH)和肝硬化. 其中, NASH以

脂肪变性、炎症和纤维化为特征[3]. NAFLD作为

代谢综合征在肝脏的表现, 研究表明NAFLD患

者的肝脏炎症和纤维化程度与腹部脂肪组织含

量密切相关[4]. 不仅如此, 代谢综合征还会增加

慢性乙型肝炎患者发生肝硬化的风险[5]. 越来越

多的研究表明脂肪组织不仅参与能量代谢, 而
且具有活跃的内分泌功能, 能分泌多种脂肪细

胞因子, 对外周器官如肝脏产生重要影响[6]. 本
文就瘦素(leptin)、脂联素(adiponectin)和抵抗素

(resistin)在肝纤维化中的作用进行综述.

1  脂肪组织的内分泌功能

脂肪组织有白色脂肪组织(white adipose tissue, 
WAT)和褐色脂肪组织(brown adipose tissue, 
BAT)之分. BAT主要见于新生儿. WAT由脂肪细

胞、前脂肪细胞、巨噬细胞、内皮细胞和白细

胞等组成. 在成人, WAT主要有三大功能: (1)贮

www.wjgnet.com

®

■背景资料
N A F L D 包 括 单
纯 性 脂 肪 变 性
(SS)、非酒精性
脂肪肝炎(NASH)
和肝硬化, 其发病
机制复杂. 其中脂
肪细胞因子在其
发病过程中具有
重要作用. 研究脂
肪细胞因子在肝
纤维化中的作用
机制将为NAFLD
的诊断和治疗提
供新的方向. 
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存能量; (2)水解甘油三酯, 提供游离脂肪酸, 为
组织提供能量; (3)分泌细胞因子, 如瘦素、脂

联素、内脂素、apelin、vaspin、hepcidine、
chemerin、omentin等, 统称为脂肪细胞因子

(adipocytokines)[6,7]. 有些脂肪细胞因子主要由脂

肪细胞分泌, 有些则由基质细胞成分如巨噬细

胞、成纤维细胞和单核细胞等产生[7]. 这些细胞

因子通过自分泌、旁分泌、内分泌等形式, 发
挥广泛的生物学效应, 如能量平衡、前脂肪细

胞的分化、胰岛素敏感性、炎症和纤维化等[6,8]. 
不同部位如血管周围和心脏周围等的脂肪组织

可能在不同的疾病中发挥着各自的调节作用, 
而腹部脂肪组织的分泌产物可通过门静脉直接

到达肝脏, 在肝脏疾病中发挥重要作用[7].

2  脂肪细胞因子与肝纤维化

2.1 瘦素与肝纤维化 瘦素是由Zhang等[9]在1994
年利用定位克隆(positional cloning)技术发现的

一种肽类激素, 由肥胖基因(ob)编码. 人ob基因

位于7号染色体的长臂(7q31.3), 由3个外显子和

2个内含子构成. 瘦素是一种分泌蛋白, 由167个
氨基酸组成, 相对分子质量为16 kDa. 瘦素必须

与相应受体(ob-R)结合才能发挥作用. 目前发现

ob-R有a、b、c、d、e和f 6种亚型[10], 其中ob-Rb
为长型受体, 也是功能性受体, 通过激活JAK2/
STAT3通路介导瘦素的大多数生物学效应; ob-
Re是可溶性受体, 与循环中的瘦素形成复合物, 
通过调节游离与结合的瘦素比例可改变其生物

学活性[11]; 其余为短型受体. 早期的研究发现, 
瘦素通过作用于中枢神经系统对食欲和脂肪含

量起重要的调节作用. 
动物实验发现, 瘦素具有促肝纤维化效应. 

Ikejima等[12]发现, 在四氯化碳(CCl4)和硫代乙酰

胺(thioacetamide, TAA)诱导的C57BL/6 ♂小鼠

急、慢性肝损伤模型中, 注射外源性瘦素能进

一步增强肝脏转化生长因子(transforming growth 
factor, TGF)-β1和Ⅰ型前胶原的表达. Honda等[13]

应用先天缺乏瘦素的ob基因敲除(ob/ob)小鼠为

动物模型, 发现TAA几乎不能诱导其肝纤维化

的发生以及Ⅰ型前胶原的表达. Leclercq等[14]研

究也发现, 经高脂饲料喂养或进行CCl4诱导肝损

伤, ob/ob小鼠并没有出现肝纤维化, 也未检测到

Ⅰ型胶原表达上调; 但给小鼠补充外源性瘦素使

其恢复至生理水平后, ob/ob小鼠则发生了肝纤

维化. 在瘦素受体敲除(fa/fa)Zucker大鼠模型中, 
TAA也几乎不能诱导肝纤维化的发生[15]. Zucker
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大鼠经胆管结扎术(bile duct ligation, BDL)后, 同
样未引起肝纤维化[16]. 在TAA诱导的小鼠肝纤维

化模型中, 瘦素拮抗剂竞争性抑制瘦素的作用

后, 肝纤维化程度得到明显改善[17]. 这表明无论

是代谢性、肝后性还是中毒性慢性肝损伤, 瘦
素都是肝纤维化发生的重要因素. 另外, 给予胆

碱-蛋氨酸缺乏(methionine and choline deficient, 
MCD)饲料喂养后, 瘦素受体敲除(db/db)小鼠则

能发生与野生型相当或更明显的肝纤维化 [18]. 
此型小鼠只表达瘦素短型受体, 提示短型受体

也能充分介导瘦素的促纤维化效应. 
鉴于肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)

作为肝纤维化时细胞外基质的主要来源细胞, 
许多学者进行了大量研究以探讨瘦素发挥促纤

维化效应的细胞及分子机制. 目前, 一种观点认

为瘦素直接作用于HSC并激活下游信号途径导

致ECM沉积; 另一种观点则认为, 由于枯否细胞

(kupffer cell, KC)及窦内皮细胞(sinusoidal endo-
thelial cell, SEC)存在功能性瘦素受体, 瘦素刺激

这些细胞释放促纤维化因子如TGF-β1, 后者再

激活HSC[19]. Saxena等[20]发现, 正常大鼠HSC及
其细胞株(T6)均表达ob-Rb, 此功能性受体在静

息的HSC呈低表达, 而在活化后表达增强. 在外

源性瘦素刺激下, HSC的Ⅰ前胶原基因表达及

STAT3磷酸化增加. 在人肝星状细胞株LX-2中, 
Cao等[21-23]先后发现瘦素能诱导其表达TIMP-1
和I型胶原, 并抑制MMP-1的表达; 瘦素还能调

节CTGF的表达[24]. Elinav等[17]也发现原代大鼠

HSC表达ob-Rb, 瘦素可直接诱导HSC表达Ⅰ

型胶原和α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA). 这些研究均提示瘦素对HSC存在

直接效应. 然而, Ikejima等[15]却发现HSC表达的

是非功能性ob-Ra, 并不是ob-Rb, 瘦素不能促进

HSC的STAT3磷酸化与I型前胶原基因表达. 他
们发现KC及SEC存在功能性ob-Rb, 瘦素刺激其

高表达TGF-β1, 后者诱导HSC表达促纤维化因

子. Ding等[16]报道, 激活的HSC可分泌大量的瘦

素. 因此, 推测瘦素可能通过与周围细胞的相互

作用发挥其效应, HSC可能是肝内瘦素的细胞

来源之一, 而不是瘦素作用的直接效应细胞. 最
近的研究的确表明, 体外培养的原代HSC不能

直接被瘦素激活, 而是由KC介导实现的. Wang
等[19]将体外培养的大鼠HSC与瘦素孵育后, 发现

除了能引起HSC增殖和Ⅰ型胶原表达外, HSC的
α-SMA表达并不上调, 但是用瘦素刺激KC后的

条件培养基培养HSC, 就能显著上调Ⅰ型胶原、

www.wjgnet.com
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TIMP-1、TGF-β1、CTGF以及α-SMA的表达. 
然而, 用瘦素处理的SEC条件培养基却不能上调

这些促纤维化因子的表达, 也不能激活HSC. 另
外, 瘦素能直接作用于KC, 上调CTGF的表达[19]. 
瘦素也能促进HSC表达去甲肾上腺素, 并激活血

管紧张素系统导致肝纤维化[25]. 目前, 瘦素的促

纤维化作用机制仍未完全阐明, 已有的实验结

果也存在诸多差异, 尚有待进一步的研究以探

讨多个细胞之间的相互作用. 
瘦素还具有促炎症效应. 通过NF-κB介导上

调单核细胞趋化蛋白(monocyte chemotactic pro-
tein, MCP)-1, 后者可进一步使单核细胞和活化

的T淋巴细胞聚集, 增强肝脏损伤的炎症反应[26]. 
瘦素也能促进血管生成, 他可刺激HSC表达血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)[26]. 

许多临床研究探讨了血清瘦素水平与肝纤

维化、肝硬化的相关性. Bolukbas等[27]检测了乙

型肝炎和丙型肝炎后肝硬化与正常对照组的血

清瘦素水平, 发现肝硬化者其水平明显升高. 另
外酒精性肝硬化患者血清瘦素水平也升高 [28]. 
然而, 有关NAFLD患者血清瘦素水平的报道结

果却不尽一致. Uygun等[29]报道, 与1级NASH患

者相比, 2级和3级患者有更高的血清瘦素水平. 
Chitturi等[30]也在NASH患者中检测到高水平的

血清瘦素, 但他们发现瘦素水平与肝脏脂肪变

性直接相关, 而不是肝脏炎症和纤维化严重程

度的独立预测因子. 也有研究发现NASH患者与

单纯脂肪肝患者血清瘦素水平没有区别[31]. 这些

研究结果的差异, 提示血清瘦素水平尚不能作

为肝纤维化的血清学指标. 
2.2 脂联素与肝纤维化 脂联素是由apM1基因编

码的蛋白质, 含244个氨基酸残基, 该基因定位

于3q27. 此蛋白质主要由脂肪细胞分泌, 有低分

子质量(low molecular weight, LMW)、中分子质

量(medium molecular weight, MMW)和高分子质

量(high molecular weight, HMW)多聚体3种形式

存在[32]. 脂联素主要有AdipoR1和AdipoR2两种

受体. AdipoR1广泛分布于多种组织和器官, 主
要表达于骨骼肌, AdipoR2主要存在于肝脏. 另
外, T-钙黏蛋白(T-cadherin)也是脂联素受体[33]. 
脂联素与其受体结合后, 发挥多种重要的生物

学作用, 参与血脂血糖代谢、炎症等病理生理

过程, 增强胰岛素敏感性以及抗高血糖和抗动

脉粥样硬化等[34]. 
已有的研究表明 ,  脂联素具有保护肝脏

和抗肝纤维化作用. 在动物模型中, 无论是酒

精性肝病小鼠还是NAFLD小鼠, 血清中的脂

联素水平均明显下降 [35].  补充外源性脂联素

后, 肝脏肿大和脂肪变性明显改善, 肝脏炎症

缓解, 血清ALT水平下降. 这些效应是脂联素

通过诱导脂肪酸氧化、抑制脂肪酸合成、降

低肝脏T N F-α表达以及拮抗T N F-α的效应实

现的[35]. Kamada等[36]发现, 与野生型小鼠相比, 
脂联素基因敲除小鼠在C C l4诱导下出现更明

显的肝纤维化, TGF-β1和CTGF表达增强. 如
果在C C l4处理前或处理过程中注射腺病毒载

体, 过表达脂联素则能预防或减轻野生型小鼠

肝纤维化的发生. 在MCD饲料喂养的C57BL/6
小鼠N A S H模型中 ,  通过腺病毒载体抑制肝

脏AdipoR2的表达水平后, 肝脏脂肪变性、炎

症和纤维化加重 ;  而过表达肝脏A d i p o R2水
平后, 上述病理改变得到明显缓解[37]. 提示脂

联素和肝脏A d i p o R2信号途径在N A S H的发

生过程中发挥重要的保护作用 .  细胞实验发 
现 [16,38], HSC表达脂联素受体, 脂联素通过这

些受体发挥抗纤维化效应 .  脂联素抑制血小

板源生长因子(platelet derived growth factor, 
PDGF)-BB引起的HSC增殖和迁移; 通过抑制

Smad2核转位, 减弱TGF-β1引起的促纤维化基

因的表达[36]. Ding等[16]发现, 静息的HSC大量分

泌脂联素, 而活化后其分泌受到明显抑制; 激活

的HSC经质粒转染后, 脂联素能显著减弱HSC
的增殖和α-SMA的表达. 

临床数据表明, 在慢性肝病的不同阶段, 血
清脂联素水平出现相应的变化. Aygun等[39]发现, 
在伴有肝脏酶学升高的NAFLD患者中, 血清脂

联素水平降低; 随着NASH患者肝脏炎症程度的

加重其血清水平进一步降低. Musso等[40]也检测

到NASH患者的血清脂联素水平较正常人群明

显降低. 然而, Sohara等[41]检测了38例(酒精性1
例、乙型肝炎3例、丙型肝炎31例和不明原因3
例)肝硬化患者的血清脂联素水平后, 发现肝硬

化者较正常人群明显升高, 升高的程度随着肝

硬化(Child-Pugh分级)的加重而增加. Hui等[42]发

现, 与慢性乙型肝炎后肝纤维化者相比, 出现肝

硬化的患者有更高的血清脂联素水平, 而且血

清脂联素水平与纤维化程度呈正相关. 他们还

发现肝硬化者血清中MMW脂联素水平选择性

升高. 鉴于不同分子质量脂联素对不同的受体

亲和力不同, 下游信号通路也存在差别, 推测肝

硬化可能与HMW和MMW脂联素比例失衡有
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关[42]. Sohara等[41]认为肝硬化者血清脂联素水平

的升高是脂肪细胞生成和肝脏代谢失衡引起的. 
Tacke等[43]也检测到慢性肝病患者血清脂联素升

高, 结合BDL小鼠模型血清脂联素水平升高, 证
实经胆道排泄是脂联素清除的途径之一. 推测

肝硬化者胆汁分泌障碍可能是导致血清脂联素

水平升高的原因之一. 林家煜等[44]认为肝硬化者

存在脂联素抵抗, 这可能也是导致其血清水平

升高的原因. 
也有学者检测了脂联素及其受体在肝脏的

表达情况. Kaser等[45]发现无论是mRNA水平还

是蛋白水平, 与SS患者相比, NASH患者的肝脏

脂联素和AdipoR2表达均降低. NASH患者Adi-
poR2的mRNA表达水平与肝纤维化程度呈负

相关. 他们还发现脂联素主要分布于内皮细胞, 
AdipoR2主要位于肝细胞, 提示脂联素可能通过

旁分泌途径参与NASH的发病过程. Ma等[46]也

发现NASH患者的肝脏脂联素表达水平较SS患
者下降; 脂联素与肝脏炎症和纤维化程度呈负

相关. 然而, Hui等[42]在肝纤维化和肝硬化患者的

肝脏组织中均未检测到脂联素mRNA的表达, 但
用免疫组织化学方法发现在肝硬化者中脂联素

蛋白表达比肝纤维化者增强. 他们认为这是肝

脏从循环中摄取脂联素的结果. 
2.3 抵抗素与肝纤维化 抵抗素是2001年由Step-
pan等[47]发现的一种脂肪细胞因子. 人抵抗素基

因定位于19p13.3, 其蛋白质由108个氨基酸组

成, 相对分子质量为12.5 kDa. 此因子主要由脂

肪细胞分泌, 具有对抗胰岛素作用, 影响葡萄糖

代谢和脂代谢[48]. Szalowska等[49]发现无论是在

mRNA水平还是蛋白水平, 抵抗素在肝脏的表达

均高于脂肪组织. 提示抵抗素的表达也并不仅

限于脂肪组织. 
在动物模型中, 无论是ob/ob小鼠、db/db小

鼠还是高脂饲料喂养的肥胖小鼠模型中, 血清

抵抗素水平都升高[47]. 胰岛素增敏剂罗格列酮可

降低肥胖小鼠的抵抗素水平[47]. 
NAFLD患者血清抵抗素水平升高, 抵抗素

浓度直接与NASH的炎症程度呈正相关[50]. 与健

康人群相比, 肝硬化者的血清抵抗素水平明显

升高[51], 并且随着肝硬化程度加重(Child-Pugh
分级)而逐渐增加[52]. Tiftikci等[53]报道, 慢性丙型

肝炎患者的血清抵抗素水平较正常者明显升高, 
但随着肝纤维化程度的加重, 其血清水平却逐

渐降低, 二者呈负相关.
在正常人肝脏组织, 抵抗素呈低表达, 而

在慢性丙型肝炎和酒精性肝炎患者表达增强; 
NASH患者的肝脏抵抗素表达增强没有前两者

明显[54]. 在酒精性肝炎患者, 肝脏抵抗素的表达

水平与肝脏炎症和纤维化程度相关. 抵抗素可

直接作用于HSC发挥促炎症效应, 通过激活核因

子NF-κB增强MCP-1和IL-8的表达[54]. 目前, 有
关抵抗素与慢性肝病的报道有限, 尚需要更多

的研究以探讨抵抗素在肝纤维化中的作用.

3  结论

大量的基础研究和临床试验均发现脂肪细胞因

子与慢性肝病如NAFLD关系密切. 肝纤维化作

为慢性肝病的重要阶段, 如果致病因素持续存

在则可导致终末期肝病. 随着研究的不断深入, 
越来越多的脂肪细胞因子被发现参与肝纤维化

的发生, 但其作用机制尚需要进一步阐明. 有效

的干预和调节脂肪细胞因子的表达模式及其信

号通路, 可能为慢性肝病的治疗提供新的途径. 
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2008 年版《中文核心期刊要目总览》 
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的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

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

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

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
Glypican-3 (GPC3) is a membrane heparin sulfate 
proteoglycan that is expressed abundantly in 
the fetal liver, inactive in the normal adult liver 
and frequently reactivated in hepatocellular 
carcinoma (HCC). Serum soluble GPC3 is a 
new diagnostic and prognostic biomarker for 
HCC. GPC3 is also a potential target for targeted 
therapy of HCC. The expression of GPC3 is 
upregulated at the early stage of HCC, which 
is associated with sulfatase-2, zinc-fingers and 
homeoboxes 2 (ZHX2) and alpha-fetoprotein 
regulator 2 (AFR2). GPC3 overexpression can 
activate integrin, insulin-like growth factor and 
Wnt signaling to promote HCC development.

Key Words: Glypican-3; Hepatocellular carcinoma; 
Diagnosis; Targeted therapy; Molecular mechanism

Luo FB, Zhang KH. Advances in the relationship between 
glypican-3 and primary hepatic carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 155-159

摘要
Glypican-3(GPC3)为膜性硫酸乙酰肝素多糖
蛋白, 在胎儿肝脏表达丰富, 在成人肝脏不表
达, 于肝癌发生时常常再激活. 血清中可溶性
GPC3可作为生物标志物用于肝癌诊断和预后
评估. GPC3还有望作为肝癌靶向治疗的新靶
点. 在肝细胞癌早期GPC3表达就开始上调, 硫
酸脂酶-2、锌指和同源框2和甲胎蛋白调节素
2等可能与GPC3表达上调有关, 上调后激活整
合素、胰岛素样生长因子和Wnt信号通路等
促进肝癌细胞生长. 

关键词: Glypican-3; 肝细胞癌; 诊断; 靶向治疗; 分

子机制
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0  引言

磷脂酰肌醇蛋白多糖-3(glypican-3, GPC3)为
Glypican家族的一员, 相对分子质量约66 kDa, 
其基本结构包含核心蛋白、硫酸乙酰肝素

(heparan sulfate, HS)链和糖基化磷脂酰肌醇(gly
cosylphosphatidylinositol, GPI)[1]. GPC3在核心蛋

白下游富含半胱氨酸结构区的下端, 即第358位
精氨酸和359位丝氨酸处可以被酶切割而分成2
段, 使N-端约含40 kDa的GPC3蛋白成为可溶性

蛋白片段而分泌入血. GPC3在胚胎及胎儿期组

织器官的形成和发育阶段扮演着重要角色, 主
要起负性调控作用, 防止组织器官生长过大并

在整体上调节身体大小[2]. 成人GPC3异常表达

与多种肿瘤的发生发展关系密切, 在乳腺癌和

卵巢癌中为表达缺失, 在肾癌、肺鳞癌、甲状

腺癌、梅克尔细胞癌、胃癌、大肠癌等呈过表

达. 在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
早期, GPC3即呈高表达, 并认为对HCC具有早期

诊断价值. 本文重点就GPC3在HCC的发生发展

及其临床意义的研究进展作一综述. 

1  GPC3在肝细胞癌中表达特点及诊断价值

在胚胎和胎儿期, GPC3的表达有明显的器官组

www.wjgnet.com
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■背景资料
硫酸乙酰肝素多
糖 蛋 白 包 括 多
配 体 蛋 白 聚 糖
(syndecans)、磷
脂酰肌醇蛋白多
糖(glypicans)、
基底膜蛋白多糖
(perlecan)、集聚
蛋白(agrin)等. 脊
椎动物的Glypican
家 族 包 括 6 个 成
员 ,  他 们 的 基 本
结 构 相 似 .  人 类
Glypican-3基因于
1996年发现, 因其
与肝癌关系密切, 
应用前景良好, 成
为研究热点.

■同行评议者
刘成海 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属曙光医院(东
部)肝病研究所



织特异性和分化时相特异性. 肝实质细胞在整

个胎儿期均有明显表达, 而出生后到成人阶段, 
除在胎盘、乳腺、间皮、卵巢、肺及肾组织有

弱表达外, 其他正常组织无明显表达[3]. 1997年
Hsu等[4]首先报道GPC3 mRNA在HCC组织中高

表达, 随后越来越多的研究者证实, 在HCC组织

中, 不管是GPC3 mRNA还是蛋白均呈过表达, 
并在HCC的早期即已发生[5,6]. 
1.1 肝癌组织的GPC3表达 GPC3在肝癌组织与

良性肝病组织的表达差异明显. Llovet等[7]报道, 
在丙型肝炎后肝硬化背景的早期肝癌组织中(<2 
cm的肝癌结节)GPC3表达率100%, 其他良性肝

病和正常肝组织中表达率为0. 缪辉来等[6]研究

显示: 肝癌组织GPC3阳性表达率为81.5%, 而癌

旁及远肝癌组织无表达. Wang等[8]用基于组织芯

片的免疫组织化学染色检测肝癌组织GPC3, 发
现有肝硬化背景的肝癌组织阳性率达90%, 而正

常肝脏背景下的肝癌组织阳性率为64%, 肝脏

高级别腺瘤和早期肝癌组织阳性率为48%, 良
性结节或低级别腺瘤组织阳性率仅3%, 可以很

好地把肝脏良性结节或肝脏腺瘤和肝癌区分开

来, 据此认为GPC3是早期肝癌诊断标志物, 这与

Wang等[9]的结论一致. Di Tommaso等[10]研究显

示, GPC3对早期肝癌诊断的敏感性是69%, 特异

性是91%. 
原发性肝癌主要为HCC, 少部分为胆管细

胞癌, GPC3可以很好的区分2类肝癌. Shirakawa
等 [11]比较了H C C和I C C(肝内胆管癌)组织中

GPC3表达情况, 发现HCC表达率78.3%, 而ICC
无表达. 

不过, Abdul-Al等[12]认为GPC3用于肝癌诊

断时应谨慎: 虽然轻度丙型肝炎标本GPC3表达

均为阴性, 但83.6%的慢性重度丙型肝炎活组织

标本可检测到GPC3表达. 
1.2 肝癌患者血清中GPC3的水平 Capurro等[13]

检测了肝癌患者的血清GPC3, 53%(18/34)的肝

癌患者升高, 低于肝癌组织阳性率(72%), 20例
肝硬化患者中只有1例升高, 正常对照和肝炎均

为阴性. Nakatsura等[14]研究显示, 肝癌患者血

清GPC3蛋白的阳性率为40.0%(16/40), 肝硬化

患者、慢性肝炎和健康对照均为阴性(0/13、
0/34、0/60). 周伟等[15]检测血清GPC3的含量, 以
30 μg/L为诊断界值时, 诊断肝癌的敏感性和特

异性分别为40%和93%, 明显低于HCC组织的

免疫组织化学法检测结果, 也不如传统的AFP
检测. 缪辉来等 [6]的研究也得到类似结果, 血
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清GPC3蛋白检测的敏感性为55.8%(肝癌组织

81.5%), 特异性为100%. Beale等[16]研究认为, 血
清GPC3检测不能监测酒精性和非酒精性脂肪肝

患者是否发展为肝癌患者. 血清GPC3阳性率不

及组织学检测高, 因此建立比现有方法更敏感

的血清GPC3检测新技术以提高其诊断价值可能

是目前需要解决的问题之一. 
1.3 血清AFP阴性肝癌的GPC3表达 在AFP阴
性肝癌中, GPC3也有较高的表达率. Ding等[17]

检测了41例A F P阴性的肝癌组织及其癌旁组

织的GPC3 mRNA, 癌组织表达率为73.17%, 
癌旁组织中只有9.76%, 且为弱表达; 大肝癌

(>5 cm)的表达率为79.31%, 小肝癌(≤5 cm)的
表达率为41.67%; 低分化癌(Ⅲ-Ⅳ级)的表达

率为76.47%, 高分化癌(Ⅰ-Ⅱ级)的表达率为

42.86%; 免疫组织化学显示GPC3主要在肝癌

细胞中表达, 正常肝细胞、胆管细胞、血管内

皮细胞、Ito细胞及成纤维细胞均呈阴性. 值得

注意的是, 血清中GPC3与AFP水平之间没有明

显相关性[13,18], 可以在一定程度上弥补AFP的
不足. 
1.4 GPC3的表达与肝癌患者的预后 GPC3的表

达状况与肝癌患者的预后相关. Shirakawa等[19]

将107例肝癌患者的手术切除标本行免疫组织

化学染色分为GPC3阳性组和阴性组, 随访5年, 
发现GPC3阳性组死亡率明显高于阴性组(87.7% 
vs  54.5%); 在接受手术切除治疗的80例患者中, 
GPC3阴性患者5年内没有1例死亡(0/16); 多因素

分析显示, GPC3的表达情况是肝癌独立的预后

相关因素. 有关GPC3与肝癌预后的关系研究报

道较少, 两者之间的关系有待更多的资料证实.

2  GPC3促HCC生长的机制

2.1 HCC GPC3表达上调的机制 GPC3在正常

情况下起负性调控生长作用. GPC3基因突变

和功能丧失时 ,  导致过度生长和畸变综合征

(simpson-golabi-behmel syndrome, SGBS)[20], 
表现为肝脏和其他器官过度生长 ,  并增加患

某些肿瘤的机率, 如HCC、Wilms瘤等[21]. L iu 
等[22]研究显示, 切除肝脏2 d后GPC3表达上调, 
第5天达到高峰;  正常肝细胞当G P C3蛋白和

mRNA表达达到高峰时, 细胞分裂增殖开始下

降, 阻断GPC3表达则促进肝细胞生长. 但肝癌

细胞与正常肝细胞不同, GPC3表达不呈现负性

调控作用. GPC3表达上调的机制复杂. Lai等[23]

研究发现, 敲除了硫酸酯酶2(sulfatase-2)基因的

www.wjgnet.com

■研发前沿
GPC3在肝癌组织
中的表达具有良
好的敏感性和特
异性, 他在肝癌诊
断、治疗及预后
评估中的价值是
目前应用研究的
重点, 而他在肝癌
发生发展中分子
机制是目前的基
础研究的前沿.
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Huh细胞系其GPC3表达明显下降, 并在裸鼠体

内实验得到同样的结果, 而上调硫酸酯酶2的表

达, GPC3的表达也增强, 故认为硫酸酯酶2可上

调GPC3表达. Morford等[24]通过动物实验发现, 
转录抑制因子锌指和同源框2(zinc-fingers and 
homeoboxes 2, Zhx2)能抑制成年鼠肝脏GPC3的
表达, 而在HCC中Zhx2基因通常呈表达沉默状

态[25], 可能正是由于失去了Zhx2的抑制作用使

得GPC3出现过度表达. 另外, CC l4损伤肝脏可

激活GPC3表达, 并受甲胎蛋白调节素2(alpha-
fetoprotein regulator 2, Afr2)调控[24]. 
2.2  G P C3促进肝癌生长的信号通路  K w a c k 
等[26]发现GPC3可抑制成纤维细胞生长因子2介
导的肝癌细胞增殖, 同时降低肝癌细胞与Ⅰ型

胶原、纤维连接蛋白之间的黏附力, 增强细胞

的迁移和侵袭能力. Kittaka等[27]证实GPC3蛋白

是激活整合素(integrin)信号通路的关键蛋白之

一, 通过此信号通路可促进肝癌细胞的增殖和

增强其侵袭力. 但王冰等[28]将携带GPC3基因的

重组真核表达载体(pEGFP-N2-GPC3)转染人肝

癌细胞系SK-Hep-1后, 发现细胞的增殖力和黏

附力明显下降, 而侵袭力则增强, 认为GPC3能
抑制肝癌细胞的增殖和黏附, 促进其转移, 这
与Capurro等[29]的研究不完全一致, 可能与选用

的肝癌细胞系不同有关. Cheng等[30]研究显示, 
转染GPC3基因的NIH3T3细胞系GPC3蛋白过

表达, 细胞呈失控制性生长, 将低表达GPC3的
PLC-PRF-5肝癌细胞系转为高表达, 其生长速度

明显增快, 而敲除了GPC3基因的HuH-7细胞系

生长受抑, 并发现GPC3 N-末端富含脯氨酸的结

构域可特异性地结合胰岛素样生长因子(insulin-
like growth factor, IGF)受体, 激活IGF信号通路, 
从而促进肝癌细胞生长. Capurro等[29]发现GPC3
核心蛋白能与Wnts(如Wnt3a)形成复合物, 表达

GPC3的肝癌细胞对Wnt3a的结合能力更强, 提
示GPC3能增强肝癌细胞对Wnt的反应性. 另外

发现GPC3能抑制肝癌细胞β-catenin的降解, 导
致细胞质β-catenin大量堆积. 以上提示GPC3通
过激活Wnt信号通路而促进肝癌细胞生长. 

近期有研究者发现GPC3与刺猬分子信号

通路(Hh)关系密切. 已知Hh通路在胚胎发育期

对胚胎生长和形体控制起着十分重要的作用, 
与细胞生长、分化及肿瘤的成长密切相关; 在
胚胎发育成熟后, Hh通路对肠道干细胞的增殖

亦有重要的调节作用. 持续的Hh信号通路激活

可诱发组织器官过生长, 并可诱发内胚性肿瘤. 

Capurro等[31]研究发现, 无GPC3表达的裸鼠胚胎

中, Hh信号通路是增强的, 在正常胚胎鼠的纤维

原细胞中, GPC3通过高亲和地结合Hh蛋白而竞

争性地抑制其与相应受体结合, 并促进刺猬蛋

白内吞和降解, 从而负性调控Hh信号通路, 且认

为SGBS患者至少部分原因归于Hh信号通路的

过度激活[32]. 但GPC3促HCC生长机制是否与Hh
信号通路有关尚无文献报道.

3  GPC3对HCC靶向治疗价值

作为HCC表达上调的基因之一, GPC3为拓展

HCC治疗手段提供了新的思路. Komor i等[33]

发现GPC3144-152(FVGEFFTDV)肽片段可在

HLA-A2.1转基因鼠中诱导相应的反应性细胞

毒T细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL), 却不产

生自身免疫反应, 接种此CTL细胞可抑制肝癌

细胞在小鼠体内生长. Ishiguro等[34]在裸鼠的肝

癌实验中发现, 抗GPC3抗体GC33能明显降低表

达GPC3的肝癌鼠血清GPC3和AFP水平, 对表达

GPC3的肝癌细胞和移植于鼠体内的Hun-7人肝

癌细胞具有杀伤作用, 其机制是抗体依赖的细

胞毒作用(antibody-dependent cell-mediated cy-
totoxicity, ADCC)和/或补体依赖的细胞毒作用

(complement-dependent cytotoxicity, CDC)[35], 并
与局部的巨噬细胞关系密切[36]. 有关GPC3在肝

癌靶向治疗中的价值有待更进一步的研究. 

4  结论

GPC3属膜性硫酸乙酰肝素多糖蛋白, 在胚胎

及胎儿期负性调控组织器官的发育, 出生后异

常表达与肿瘤的发生发展关系密切. 在HCC组

织中GPC3呈高表达状态, 且肝癌早期即可检

出, 在AFP阴性肝癌也有一定的表达率, 故认

为GPC3可用于早期肝癌的诊断. 血清GPC3的
阳性率不及肝癌组织免疫组织化学染色高, 也
低于AFP的阳性率, 因此建立和完善检测新方

法是推进GPC3临床诊断应用的关键. 研究也

初步显示GPC3可作为肝癌生物治疗的新靶标, 
在肝癌的预后判断中也有一定的价值. 肝细胞

癌GPC3表达上调的机制尚不完全清楚, 可能

与硫酸脂酶-2、Zhx2和Afr2等有关, 上调后可

能通过激活整合素、胰岛素样生长因子和Wnt
信号通路等促进肝癌细胞生长. 总之, 深入研

究GPC3促进HCC发生发展的分子机制, 探讨

GPC3在HCC诊断、治疗和预后判断中的价值

具有重要意义. 

■创新盘点
本文综述了GPC3
与肝癌在应用研
究和基础研究方
面的最新进展, 前
者包括GPC3与肝
癌的诊断、靶向
治疗和预后评估, 
后者涉及GPC3在
肝细胞癌中表达
上调的分子机制
及促肝癌生长的
相关信号通路.
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD), consisting of 
Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC), 
poses a great threat to human health. It results 
from an inappropriate immune response, in 
genetically susceptible individuals, to microbial 
antigens of commensal microorganisms. This 
paper reviews abnormal glucose, lipid and 
protein metabolism in patients with CD and 
highlights the application of metabonomics in 
biomarker revelation for CD.

Key Words: Crohn's disease; Glucose metabolism; 
Lipid metabolism; Protein metabolism

Wu T, Ji G. Abnormal glucose, lipid and protein 
metabolism in patients with Crohn's disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 160-168

摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel diseases, IBD)
包括克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性
结肠炎(ulcerative colitis, UC), 其威胁着人类
的健康. 他起因不适当的免疫应答、遗传易感
个体及共生的微生物抗原, 并可被特定的环境
因素所诱发. 本文主要综述了CD的糖、脂类
及蛋白质代谢异常及代谢组学平台在揭示CD
生物学标志和发病机制中的意义.

关键词: 克罗恩病; 糖代谢; 脂类代谢; 蛋白质代谢
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel diseases, IBD)包
括克罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠

炎(ulcerative colitis, UC), 他起因于不适当的免疫

应答、遗传易感个体、共生的微生物抗原, 并可

被特定的环境因素所诱发. 该病主要作用在胃肠

道, 基本影响着全身的器官功能. 欧洲从1945年
开始CD发病率明显增高, 并在20世纪80年代报

道了CD的高发病率、UC的低发病率[1]. 1990年
后CD的发病率从1988-1990年的5.2/10万上升至

1997-1999的6.4/10万. 然而, 亚洲、东欧、南美

洲在1990年以前发病率较低, 但近十年发病率

明显增高[2-5]. Baumgart认为IBD的炎症发生机制

是树突状细胞被TNF-α、IFN-γ、IL-12/18诱导

的T细胞所激活和极化[6]. IL-12、IFN-γ的产生过

多导致了鼠类IBD炎症和人类CD肠道炎症的发

生; 此外在鼠类模型中发现抗炎症因子TGF-β的
分泌不足与之有关, 并表明模型中炎症的发生

与失衡相关, 这种失衡是出现正面免疫原性或

®

■背景资料
炎症性肠病(IBD)
包 括 克 罗 恩 病
(CD)和溃疡性结
肠炎(UC), 他起因
于不适当的免疫
应答、遗传易感
个体、共生的微
生物抗原, 并可被
特定的环境因素
所诱发.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
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者炎症的应答、否定的耐受源或者抗炎的黏膜

免疫应答[7]. 另外肠道微生物异常的应答反应是

导致IBD的关键因素[8]. 而且, 肠道微生物群在疾

病发展过程中显示出关键的作用. 正常生理条

件下复杂的微生物定位于黏膜表面以保证必要

的功能, 但在易感个体中亦可能导致IBD. 猜测

IBD的慢性炎症在某些情况下是对异常黏附的

侵袭性微生物的正常免疫应答, 或者是对正常

共生性微生物的过分免疫应答是十分合理的[9]. 
Malin等[10]显示增强的大分子物质的吸收与CD
的临床活性相关, 黏膜屏障功能的损害是CD的

第2个现象. Asakura等[11]认为IBD发生机制的4
个步骤是: 第1步是肠道微生物与肠道内皮细胞

通过受体相互作用; 第2步是巨噬细胞、树突状

细胞、黏膜淋巴细胞相互作用; 第3步是淋巴细

胞和血管内皮细胞相互作用; 第4步是淋巴细胞

与产生前炎症细胞因子或自由基或黏膜损伤与

修复的粒细胞相互作用. 尽管关于IBD发病机制

研究愈来愈多, 但目前为止潜在的生物学变化

仍然未能完全阐明. CD是一种慢性复发性疾病, 
尤其是活动期伴随着代谢的紊乱. 本文主要综

述了CD的糖、脂类和蛋白质代谢异常及代谢

组学平台在揭示CD生物学标志和发病机制中

的意义.

1  糖代谢异常

Capristo等[12]通过对静止期UC和CD患者各10例
的BMI、脂肪量、基础代谢率和胰岛素敏感性

的观察发现: CD患者的BMI、脂肪量、呼吸商

值比UC和正常对照组低; 周围组织的糖摄入在

两组中没有差别; 各组间糖储存和氧化没有区

别. 因此IBD患者在静止期与正常人有相似的

全身糖摄入和氧化, 可能缘于无脂肪物质的储

藏和低血及组织细胞因子的浓度. Das等[13]提出

应用糖和钾及胰岛素可能对IBD的治疗有效的

假说, 原因是胰岛素具有抑制TNF-α和超氧阴

离子的产生作用, 加强NO的合成, 并通过刺激

NO抑制细胞间黏附因子(intercellular adhesion 
molecule-1, ICAM-1)的表达, 这些提示胰岛素可

以作为一个抗炎分子. 
Belmiro等[14]对炎症和非炎症CD患者的肠

黏膜中葡糖氨基聚糖类(glycosaminoglycans, 
GAGs)进行了生物化学和免疫组织化学分析, 结
果发现在炎症CD患者结肠组织中发现的GAGs
合成增加, 并推测其可能是恢复肠黏膜完整性

的潜在机制之一. 并有学者认为在活动期IBD中

炎症介质的浓度增高, 可能与IR相关; 且广泛用

于IBD治疗的糖皮质激素类也很显然与IR相关.

2  脂类代谢异常

慢性炎症、肠吸收受损、肠切除术对CD的脂

类代谢均有一定的影响. CD活动期伴随着食物

摄入的减少、水、矿物质和代谢紊乱. 在许多

急性疾病存在脂类代谢紊乱, 且低胆固醇血症

是其消极的预后指标. 引起CD患者血清胆固醇

浓度降低的原因较多, 许多研究报道同时存在

胆固醇合成和吸收的影响, 一般采用合成的标

志物(胆固醇水平)和吸收的标志物(血清非胆固

醇脂类: 角鲨烯、7-烯胆烷醇、谷甾醇、菜籽甾

醇)进行定量分析. 近十年来临床研究发现在脂

类代谢和全身性炎症中具有相关性. 
2.1 胆固醇异常改变 Mingrone等[15]研究表明增

加的脂质过氧化可以解释CD患者中脂肪储备物

的减少, 提示足够的脂肪饮食对CD的营养治疗

可能有效. Hrabovský等检测了24例活动期CD患

者(CDAI>150)自住院后第3、14、28天的总胆

固醇、LDL、HDL、TG的水平, 同时检测了角

鲨烯、7-烯胆烷醇、谷甾醇、菜籽甾醇的浓度, 
采用100例志愿者血液标本进行对照, 结果发现: 
所有基本的脂类代谢的参数水平都下降; 7-烯胆

烷醇水平明显降低、角鲨烯明显升高; 菜籽甾

醇水平明显降低, 但降低的血清谷甾醇水平无

统计学差异[16,17]. 表明活动期CD患者出现明显

的脂质紊乱; 同时出现明显的低胆固醇血症, 并
伴随着胆固醇合成和吸收过程的变化. 
2.2 脂肪酸异常改变 脂肪酸作为转录的激活

者、并构成炎症介质的前体 ,  在肠细胞中表

现出营养和保护效应. C D患者脂肪酸代谢参

与了免疫反应和炎症的过程 ,  脂肪酸的改变

与疾病的临床过程相关 .  已有研究表明活动

期IBD患者出现血清多不饱和脂肪酸(p lasma 
polyunsaturated fatty acid pattern, PUFA)的异常, 
包括n3的升高和n6的降低. 

Esteve-Comas等[18]用GC方法测定了73例
活动期IBD患者血清脂肪酸的类型, 并以107例
正常人作为对照; 并同时研究了不同的血清脂

肪酸类型对IBD活动期的影响. 结果发现, UC
和CD患者血清脂肪酸类型相似; UC和CD患者

中C18:3 n3、C22:6 n3(docosahexaenonic acid, 
DHA)明显高于正常人, 而C20:3 n6则低于正常

人; 在更严重的疾病中, 血清PUFA的浓度包括

去饱和指数出现明显的逐步降低, 甚至在有些

■研发前沿
尽管关于IBD发病
机制研究愈来愈
多, 但目前为止潜
在的生物学变化
仍然未能完全阐
明. 而代谢组学的
发展为CD的发病
机制和治疗研究
提供了新的思路.
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炎症疾病的患者中血清n3脂肪酸类(C18:3 n3、
C22:6 n3)从不低于正常人. 这些结果提示, 活动

期IBD患者中PUFA的合成增加可能与消耗增多

是共同存在的; PUFA参与组织类花生酸类的合

成、细胞膜的功能, 包括免疫活性细胞, 与疾病

的发生机制相关. 结果也同样质疑了用n3 PUFA
治疗IBD的机制. 为验证在IBD的初期PUFA的代

谢是否出现缺乏, Esteve-Comas等[19]研究了3组
患者, 24例未行结肠切除术的静止期UC患者, 15
例行结肠切除术的UC患者, 27例CD患者, 用半

毛细管气液相色谱法(semi-capillary column gas-
liquid chromatography)分析测定了3组患者血清

中的脂肪酸. 结果发现静止期UC和CD患者的

C22:6 n3的浓度和百分比、不饱和指数明显高

于行结肠切除术的UC患者; 未行结肠切除术的

静止期UC, 行结肠切除术的UC患者的C22:6 n3
的浓度和百分比、不饱和指数较CD患者持续

升高. 这些结果提示, 非活动期IBD中PUFA的合

成可能是n3复合物增高的原因; 而活动期更加

显而易见的原因是营养不良、激素类物质的应

用和炎症的发生; 且非手术和行手术的UC患者

均出现值的升高, 提示IBD中存在PUFA代谢的

异常. Bühner等[20]采用GC方法检测了CD患者活

检回肠和结肠黏膜组织标本中脂肪酸的表型分

布, 并以内镜肉眼下正常的结肠作为对照. 在发

生炎症的回肠和结肠黏膜中脂肪酸分布较对照

组主要是C18:2 n6和C18:3 n3的明显下降, 并伴

随PUFA的增加, 以及整个脂肪酸不饱和指数的

增加; 在发生炎症的结肠和肉眼正常的结肠组

织中均出现饱和脂肪酸(C18:0)的增加和单不饱

和脂肪酸(monounsaturated fatty acids, C18:1 n9)
的降低. 这些结果表明CD患者中PUFA的分布改

变是小肠和大肠黏膜炎症的特征; CD患者的结

肠脂肪酸代谢是渐渐改变的, 主要表现出饱和

和单不饱和脂肪酸的变化. Schmidt等[21]研究了

IBD患者中AA代谢情况和细胞内钙离子浓度, 
结果发现白三烯B4(leukotriene B4, LTB4)和细

胞内钙浓度的升高促成了IBD的病理生理学发

展. Shoda等[22]研究了n3 PUFAs对三硝基苯磺酸

(trinitro-benzene sulfonic acid, TNB)诱导的CD大

鼠模型的治疗效果. 结果显示加入紫苏油(perilla 
oil, POE)的脂肪饮食可以减少结肠损伤, 且与抑

制血清LTB4相关; 表明α-亚麻酸(alpha-linolenic 
ac id, α-LA; POE为其中一种)在实验性CD中

控制肠道炎症优于C20:5 n3(eicosapentaenoic 
acid, EPA)和C22:6 n3. Inui等[23]采用TNB灌胃

造模大鼠IBD, 并分别给予等热量的葡萄糖溶

液(glucose solution, FF)、大豆油(soybean oil 
emulsion, SOE)和POE. 结果发现血清总胆固醇

和磷脂浓度降低POE<FF, SOE组; 与FF, SOE组
比较, P O E组结肠磷脂类中的A A明显降低、

EPA的水平明显升高; 结肠的厚度、损伤计分和

LTB4水平POE组最低. 这些结果表明α-亚麻酸

通过改变结肠磷脂类中脂肪酸的组成来抑制结

肠中LTB4的合成, 且POE在改善结肠的炎症方

面是有效的. Pereira等[24]研究发现不饱和磷脂酰

胆碱在活动期CD患者血清中明显增加, 但疾病

为静止期时为正常水平. 这与活动期CD黏膜磷

脂类包括不饱和脂肪酸的增加是相一致的, 促
使了AA合成并渗入血清内. Kuroki等[25]用GC方
法测定了20例CD患者的不同的血清脂肪酸, 并
以18例正常人作为对照; 这些患者在6 mo内未

服用任何营养剂且没有肠切除术病史; 其中8例
病变部位在小肠, 3例病变部位在大肠, 9例病变

部位在大肠和小肠. 结果发现, C20:4 n6、C20:5 
n3、C22:0、C22:6 n3、总n3 PUFA、总PUFA的

血清浓度和百分比明显低于正常组; 必需脂肪

酸(C18:2 n6, C18:3 n3)和C20:3 n9两组差别没有

统计学意义; 与CDAI相关的9个脂肪酸中, C20:5 
n3和总n3 PUFA显示出明显的负相关. 结果显示

CD必需脂肪酸缺乏症较少见, n3 PUFA可能与

疾病的发展相关. 
Geerling等[26]比较了CD患者与正常对照组

的血清脂类和脂肪组织中脂肪摄入和脂肪酸

组成的定性和定量分析. 结果发现CD患者与对

照组脂肪摄入的定性与定量没有差别; 血清脂

类或脂肪组织中亚油酸和α-亚麻酸的比例没

有差别; 总n3 PUFA的比例降低, 其中C22:5 n3
明显增高, C22:6 n3、AA明显降低; 在CD久病

患者中比新诊断CD患者脂肪酸的分布异常更

加明显. Geerling等[27]进行了1项随机双盲安慰

剂对照研究, C D患者分为安慰剂、抗氧化剂

(antioxidants, AO)、AO/n3脂肪酸3组, 治疗3 mo. 
结果发现给予AO后血清硒、VitC、VitE、SOD
活性、抗氧化状态明显改善; 与对照组比较, 血
清中β胡萝卜素、硒、VitC、谷胱甘肽过氧化

酶(glutathione peroxidase, GPx)在给药前明显

较低; 然而给予AO后这些指标与对照组无明显

差异(除了GPx). 表明AO/n3脂肪酸组明显降低

AA的比例, 增加血清脂类和脂肪组织中C20:5 
n3、C22:6 n3的比例; 抗氧化剂的给予能明显

改善CD患者的抗氧化状态; AO/n3脂肪酸明显

■相关报道
Marchesi等采用
1H NMR高分辨率
核磁共振波谱法
和多变量模式识
别技术 ,  对CD和
UC患者粪便进行
代谢组学观察. 结
果提示 I B D患者
出现肠道菌群的
变化和吸收障碍; 
CD的炎症反应较
UC更加广泛 ,  且
涉 及 整 个 肠 道 ; 
CD患者中甘油的
共振态具有显著
的特征, 但是正常
组和UC组则显示
出低的强度.
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改变类花生酸的比例以降低炎症反应的发生. 
Alzoghaibi等[28]研究发现AA代谢产物介导了CD
患者肠道平滑肌细胞(human intestinal smooth 
muscle, HISM)中IL-8对LA的应答. 环加氧酶途

径和脂氧合酶途径均参与其中; LA并不通过激

活NF-κB来增加IL-8, 但只有在NF-κB激活的情

况下LA才增加IL-8. 表明AA代谢产物通过增

强NF-κB依赖的IL-8的转录来增加了IL-8的产

生. Trebble等[29]采用GC方法对52例CD患者的

PBMC和血清磷脂类物质进行分析, 并用ELISA
方法检测PBMC中的PGE2和IFN-γ的表达情况. 
结果发现, CD患者PBMC中n3 PUFA增高、AA
降低; PGE2、IFN-γ低于正常组. Heimerl等[30]采

用基因序列分析、实时RT-PCR方法等研究了调

控IBD患者脂肪酸吸收和内源性脂肪酸合成的

基因表达情况. 结果提示UC患者脂肪酸合酶表

达的降低至少部分是由于在促炎细胞因子的存

在下肝X受体(liver X receptor, LXR)表达和功能

的丧失所致; 脂肪酸代谢基因表达的改变可以

促进UC的病理生理学的发展. 
以上的研究表明CD患者中脂肪酸表型的异

常不是必需氨基酸吸收不良的结果, 而是代谢

异常的结果. 这些结果对于理解CD的病理生理

学改变来说非常重要, 且表明在治疗CD时可以

适当补充脂肪酸.

3  蛋白质代谢异常

3.1 C反应蛋白(C-reactive protein, CRP) 评价CD
的活动性对于临床治疗来说十分重要, CRP是炎

症和组织损伤的敏感的标志物. 
Vucelić等[31]对61例UC和30例CD患者研究

发现活动期患者血清CRP浓度明显增高. López 
Morante等[32]研究了22例UC和18例CD患者, 在
评价疾病的活动度方面, CD患者CRP水平较UC
患者更加敏感(98.6% vs  71.4%)和特异(95% vs  
84.6%); CD患者CRP水平明显高于UC患者(57.7 
mg/dL±55.7 mg/dL vs  16.3 mg/dL±18.8 mg/dL), 
尤其是重症感染患者(104.8 mg/dL±54.3 mg/dL 
vs  29.0 mg/dL±24.2 mg/dL). 表明CRP在评价

CD活动性方面具有一定意义, 尤其是对于静止

期或者低活动度CD. Chamouard等[33]研究了150
例活动期和静止期CD患者的CRP和CD活动指

数(van hees index, VHI). 结果发现49%的CD患

者CRP>20 mg/L, CRP与VHI明显相关. Yang等[34]

对85例CD患者的CRP水平研究发现, CRP水平

与ESR相关, 但与CDAI、内镜活动度、病理改

变、低白蛋白血症和贫血无相关性; 活动期CD
的CRP明显升高, 尤其是重症和结肠病变CD患

者; 当药物有效控制CD的活动性时CRP明显下

降, 且CRP水平与NF-κBp65平行变化. Filik等[35]

研究了115例CD患者的CDAI、CRP和黏膜损伤

程度间的关系. 内镜下疾病的活动度与CRP的增

高相关; CRP在评价CD活动度时比CDAI更加灵

敏; 但认为CDAI和CRP不是疾病活动度的可靠

指标. 
Thalmaier等[36]采用限制性片段长度多态性

方法(restriction fragment length polymorphism, 
RFLP)对241例CD患者研究发现CRP+1059G/C
的等位基因C与CD患者减少的血清CRP水平、

增加的回肠末端病变相关. Karoui等[37]研究了

103例CD患者(77例患者处于活动期)的CRP水
平, 结果发现CRP蛋白水平与CD疾病活动度是

相关的, 他在提示疾病处于中度或者重度方面

具有一定意义. Franchimont等[38]则认为处于活

动期且低血清CRP水平的CD患者病变部位主要

是在回肠. Denis等[39]选择CDAI>150且CRP正常

范围的CD患者作为研究对象, 结果发现这些患

者仅见轻微的肠黏膜损害. Koelewijn等[40]研究

发现CD复发患者CRP水平随着疾病的临床过程

发展而增加. 
3.2 热休克蛋白(heat shock protein, HSP) HSP由
一些应激因素所诱导, 是自身免疫失调的潜在

抗原. Stahl等[41]采用Western blot结合激光密度

分析定量法研究了IBD患者HSP90的表达, 并采

用免疫组织化学方法检测HSP90的定位. 结果

显示: IBD患者肠黏膜HSP90表达明显高于正常

组, 在IBD患者正常与发生炎症的黏膜间没有差

别; 免疫组织化学发现在上皮细胞、单核细胞、

巨细胞、神经细胞和小血管内皮细胞可检测到

HSP90的表达, 但与正常组比较染色的强度并没

有明显差别. 这些提示, 在IBD患者中HSP90的潜

在保护性和免疫功能不太可能存在.
而相关研究则认为HSP70对IBD患者肠道

炎症反应具有保护作用. Klausz等[42]研究了133
例CD患者, 并以75例正常人作为对照. 结果发现

HSP70-2的等位基因A与CD相关, 提示基因型评

价的临床价值; CD患者防御机制的遗传学诊断

与HSP70-2的基因多态性相关, 而与CD14或者

IL-10基因无相关性. Debler等[43]为验证HSP70-2 
PstI基因多态性在白种人CD患者中的作用, 纳
入61例CD患者进行研究, 并以61例正常人作为

对照. 结果发现伴随HSP70-2 PstI基因多态性的

■创新盘点
CD是一种慢性复
发性疾病, 尤其是
活动期伴随着代
谢 的 紊 乱 .  该 文
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白种人CD患者出现更为严重的CD, 如穿孔、脓

肿、瘘管形成、肿瘤等, 尤其是纯合型BB增加

了手术的危险性. Nam等[44]亦发现HSP70-2的单

核苷酸基因多态性与CD的严重临床表现相关, 
尤其是BB基因型患者. Zouiten-Mekki等[45]采用

RFLP分析了突尼斯148例CD患者和81例正常人

的HSP70-2 PstI的基因型. 发现该类人群中CD和

HSP70-2基因型无相关性; PstI等位基因A与疾病

的表型并不相关. 
3.3 胶原 肠道狭窄的病因学中细胞外基质成

分尤其是胶原的沉积占了重要的作用. Matthes 
等[46]用原位杂交方法, 研究了IBD患者中胶原的

代谢. 结果发现, CD和UC患者组织中胶原转录

物较正常对照组明显增高, 提示胶原的重新合

成增加; 但是CD和UC两者中胶原酶mRNA转录

物的表达有明显的区别, 在CD中没有发现胶原

酶Ⅰ、Ⅳ表达的区别; 相反, 在UC中胶原酶较正

常组和CD患者活组织中都有明显的增加. 
3.4 游离蛋白S 多病灶性肠梗塞大部分是由于小

血管的血栓形成, 可能是CD的发病机制之一. 游
离蛋白S的缺乏可能促进了血栓的形成. Aadland
等[47]研究了54例CD患者的血清游离蛋白S, 其中

31例患者(57.4%)低于正常值; 而C4b结合蛋白和

蛋白C与正常组相似; 游离蛋白S并不与疾病的

活动性、手术或者并发症、肠外表现、治疗相

关. 提示蛋白S/蛋白C/血栓调节系统在CD患者

中受损, 而且在CD及其血栓并发症的发展中起

重要作用. 
3.5 α2巨球蛋白(α2-macroglobulin, AMG) Becker
等[48]研究发现AMG在正常人粪便中只是痕量出

现; 而IBD患者中大量增加, 他反应了IBD的活动

度. 表明其可以作为IBD活动度的生物标志, 并
对诊断和治疗有潜在的意义和价值. 
3.6 胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor, 
IGF-I)及其结合蛋白5(IGF binding protein-5, 
IGFBP-5) Zimmermann等[49]研究发现IGF-I及其

IGFBP-5在实验性CD的炎症和纤维化肠中高表

达; 体外平滑肌细胞和成纤维细胞中IGF-I诱导

细胞增殖和胶原合成增加. 并收集了行肠切除

术的CD患者的肠组织, 分别用核糖核酸酶保护

测定法(RNase protection assay)和Northern blot法
定量分析了IGF-I和 IGFBP-5 mRNAs的表达, 原
位杂交方法定位测定mRNA的表达, Western blot
检测蛋白的表达. 结果发现: IGF-I和IGFBP-5 
mRNAs的表达在炎症/纤维化的肠中高于正常

肠组织; IGF-I mRNA表达在黏膜固有层的多细

胞类型, 黏膜下层和肌层的成纤维细胞样细胞

中; IGFBP-5 mRNA在平滑肌细胞的黏膜肌层, 
和整个肠道的成纤维细胞样细胞中高表达; 组
织中IGFBP-5的表达与Ⅰ型胶原相关. 这些结果

与IGF-I作用于平滑肌细胞和成纤维细胞/肌成

纤维细胞以促进胶原的合成和细胞的增殖相一

致, 其作用可被IGFBP-5所调节. 
3.7 IL-18结合蛋白(IL-18 binding protein, IL-
18BP) 肠道内皮细胞和吞噬细胞是黏膜下层IL-
18BP的主要来源, 而且其产生也发现与其他类

型的内皮细胞和吞噬细胞相关. Corbaz等[50]从活

动期CD患者活组织中发现IL-18BP转录产物和

蛋白明显增加, 并伴随着IL-18的上调; 同时分析

了游离或结合IL-18的IL-18BP4种亚型的表达情

况, 发现未结合IL-18BP亚型a和c、无活性的亚

型d在活动期和对照组中表达然而亚型b并未检

测到; 同时检测到IL-18/IL-18BP复合物; 有趣的

是, 尽管其大部分结合, 即使在IL-18BP亚型a和
c存在下, 仍然在活动期CD患者活组织中检测到

游离的IL-18. 这些结果表明在活动期CD患者肠

组织中存在适当的中和亚型, 并显示出IL-18/IL-
18BP生物学特性的复杂性. 
3.8 胰腺炎相关蛋白(pan-creati t is-associated 
protein, PAP) PAP是胰腺弹力蛋白, 同时也表达

在回肠但不表达于结肠中. 小肠炎症患者中PAP
血清浓度的增加主要是因为未正确治疗乳糜泻. 
Desjeux等[51]为测定PAP是否是活动期CD患者

定位于回肠的血清标志物, 进行了1项多中心前

瞻性研究, 将124例CD患者分为4组, 分别为: (1)
静止期回结肠病变(38例); (2)活动期回结肠病变

(45例); (3)静止期病变部位仅在回肠(18例); (4)
活动期结肠病变患者(28例). 另外选取54例正常

人作为对照. 分别对CDAI、CRP、病变部位、

血清PAP水平进行检测. 结果发现血清PAP水平

的增高(>50 µg/L)明显与疾病的活动度和定位于

回肠相关. 
3.9 单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemoatt-
ractant protein 1, MCP-1) MCP-1被认为在单核细

胞募集反应和IBD炎症中起重要作用. Herfarth
等[52]采用ELISA方法对31例CD患者活检标本

匀浆中MCP-1浓度进行检测, 并分析内镜下炎

症积分; 采用RFLP方法检测了179例CD患者的

MCP-1基因分型, 并以正常人作为对照. 结果发

现组织中MCP-1浓度与炎症积分相关; 与对照组

相比不同MCP-1等位基因的基因频率并无差别; 
G/A、G/G基因型在迟发型CD患者中明显减少, 

■应用要点
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且这两种基因型很少出现肠瘘. 表明CD患者肠

道炎症程度与组织中MCP-1水平相关, 且不同的

MCP-1基因分型表现出不同的疾病状态. 
3.10 促分裂原活化蛋白激酶(mitogen activated 
protein kinase, MAPK) CD患者出现持续的成纤

维细胞的激活, 且导致了黏附分子表达的增加. 
MAPK是在炎症中控制ICAM-1表达的关键的信

号通路. 为研究MAPK在CD患者中调控ICAM-1
的作用, Beddy等[53]采用从CD患者活检组织中

提取的成纤维细胞作为研究对象, 并以结肠癌

患者的正常结肠作为对照; 分别采用细胞计数

和Western blot方法检测细胞表面和整个细胞中

ICAM-1的表达情况; 细胞被TNF-α和IL-1β所激

活, 并分别用对Jun氨基末端激酶(Jun N-terminal 
kinase, JNK)、P38、P42/44激酶的抑制剂进行

预处理. 结果发现从CD患者活检组织中提取的

成纤维细胞中ICAM-1的表达明显增加; TNF-α
和IL-1β通过JNK通路上调ICAM-1的表达. 炎症

通路中特定的抑制可能为CD的治疗提供新的

靶点.
3.11 骨桥蛋白(osteopontin, OPN) Agnholt等[54]研

究发现血清OPN水平, 与CD炎症相关; 体外CD
患者T细胞培养显示OPN激活的IL-10的产生少

于正常对照组, 表明IL-10缺乏促进了CD患者的

免疫调节失调, 尤其在OPN激活后. 
3.12 谷氨酰胺(glutamine, Gln)和精氨酸(arginine, 
Arg) Gln和Arg是具有调节免疫活性的必需氨

基酸. 为评价两者是单独或者结合起来影响细

胞因子的释放, Lecleire等[55]对10例活动期CD患

者的结肠镜活检肠组织进行研究, 用Arg(0.1、2 
mmol/L)和Gln(0.6、10 mmol/L)的两种剂量(生
理和药理)共同孵育18 h. ELISA方法检测细胞因

子(IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, IL-1β, IFN-γ)
的浓度; 奈基乙二胶方法检测NO的产生; 免疫

印迹法检测NF-κBp65亚单位、TNF-α的抑制剂

和MAPK的表达. 研究结果表明合并应用药理剂

量的Arg、Gln可以降低活动期结肠CD患者活组

织中NF-κB和MAPK途径中的TNF-α及主要前

炎症细胞因子的释放. 但这些结果仍然需要前

瞻性的研究去评价肠内合并补给Arg、Gln是否

对活动期CD有效. 
3.13 钙黏蛋白(E-c a d h e r i n, C D H1) C D H1
在维持肠黏膜屏障的完整性中起关键的作

用 ,  C D患者中他的细胞定位被破坏 .  M u i s e 
等[56]为验证CDH1基因多态性是否与CD相关, 采
用源于HapMap和CD的20 Tag SNPs的候选基因

■名词解释
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L C - M S 、 C E -
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方法检测, 并用HapMap、MDCK-1、Caco2细胞

验证其功能. 结果发现, CDH1基因多态性与CD
相关, CD患者肠上皮细胞中钙黏蛋白聚集增加, 
且培养细胞中钙黏蛋白的表达导致了细胞内不

正常的聚集, 钙黏蛋白和β-catenin(连环蛋白)血
清膜定位受损. 这便解释了CD患者中通透性增

加. 因此, 研究CDH1的基因多态性对于深入理

解CD的发病机制是非常重要的. 
3.14 脂联素 CD的一个特征是肠系膜脂肪组织

过度增生. 脂细胞和特定的蛋白在C D的发病

机制中起了一定的作用. Yamamoto等[57]采用

ELISA和实时定量PCR方法进行检测22例CD患

者肠系膜脂细胞的脂联素的表达, 并以行肠切

除术后的结肠癌患者作为对照. 结果发现在过

度增生的脂肪组织中的脂细胞产生和分泌脂联

素, 脂联素可能与调节CD的肠道炎症相关. 
3.15 钙网蛋白和乳铁蛋白 Sipponen等[58]对77例
CD患者研究发现, 在内镜表现的基础上评价CD
的活动度较CDAI、CRP更为敏感的替代标志物

是粪便中的钙网蛋白和乳铁蛋白. 
3.16 蛋白丢失性肠病 蛋白丢失性肠病是CD少

见但较严重的并发症, 主要发生在营养大量丢

失或者肝肾功能衰竭时, 主要的特征是低白蛋

白血症. 明显的肠渗漏可能由于黏膜损伤增加

的淋巴管压力所引起, 可通过检测粪便中不同

放射标记的大分子物质的排除或者α1抗胰蛋白

酶剂的清除率来判断蛋白的情况[59].

4  代谢组学与CD

代谢组学, 是新兴出现的组学方法学, 主要研究

小分子代谢物; 是通过对易获得的人类体液如

尿液、血液、唾液进行定量和无创伤性的分

析. 目前代谢组学主要采用MS、GC-MS、LC-
MS、CE-MS、NMR等进行代谢物的分析. 

Marchesi等[60]采用1H NMR高分辨率核磁

共振波谱法和多变量模式识别技术, 对CD和UC
患者粪便进行代谢组学观察. 结果发现, 两组患

者粪便中丁酸、乙酸、甲胺、三甲胺(trimeth-
ylamine, TMA)较正常人水平降低, 提示肠道菌

群的变化; 而且大量的氨基酸在两组患者粪便

中出现, 提示由IBD或者蛋白丢失性肠病引起了

吸收障碍; CD患者粪便中代谢物的差别明显高

于正常组, 提示CD的炎症反应较UC更加广泛, 
并且涉及整个肠道; CD患者中甘油的共振态具

有显著的特征, 但是正常组和UC组则显示出低

的强度. Murdoch等[61]采用代谢组学的方法研究
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显示, 肠内微生物群调整了哺乳动物尿液代谢

的指纹图谱; 并收集IL-10-/-小鼠4、6、8、12、
16、20周龄的尿液, 采用核磁共振分析其代谢

产物、主成分和最小判别分析法分析, 结果显

示8周龄IL-10-/-小鼠, 一些代谢产物包括TMA和

岩藻糖明显的改变, 并伴随着严重的组织损伤. 
Martin等[62]研究显示IL-10-/-小鼠8 wk后出现慢

性炎症, 并伴随盲肠和空肠形态学改变, 黏膜层

和黏膜下层的炎性细胞浸润. 血清图谱提示能

量代谢的失衡、脂蛋白和糖基化蛋白的代谢受

损; 小鼠VLDL水平的降低、LDL和PUFA的升

高, 与IBD的病因学是相关的; 而且高水平的乳

酸、丙酮酸、柠檬酸盐和低血糖提示脂肪酸氧

化和糖酵解增强, 然而游离脂肪酸的高水平反映

出肌肉萎缩、蛋白质类的破坏和氨基酸的互换

产生能量.

5  结论

目前为止, CD的发病机制仍未完全阐明. 虽然许

多研究已经促进对该病的发病机制和治疗的理

解, 但是没有特效的治疗药物. 深入对CD代谢

异常的研究可以促进对CD发病机制的认识. 且
早期的诊断十分重要, 可以避免治疗的延迟. 代
谢组学可为胃肠疾病提供新的无创伤性的诊断, 
进一步阐明CD的发病机制, 并将为CD的治疗提

供新的途径. 
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Abstract
AIM: To observe the effects of Shugan Granule 
on hepatic stellate cell (HSC) proliferation and 
collagen production.

METHODS: Cultured HSC-T6 cells were di-
vided into three groups: blank control group, 
normal control group and Shugan Granule inter-
vention group. The blank control group and nor-
mal control group were cultured in serum-free 
RPMI 1640 medium, while the Shugan Granule 
intervention group was cultured in serum-free 
RPMI 1640 medium containing different con-
centrations of Shugan Granule (0.56, 0.28, 0.14, 
0.07, 0.035, 0.018 and 0.009 g/L, respectively). 

Cell proliferation was measured by methyl thia-
zolyl tetrazolium (MTT) colorimetric assay. The 
contents of type I, III and IV collagen were de-
tected by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA).

RESULTS: After 48 hours of incubation, Shugan 
Granule at concentrations of 0.56, 0.28, 0.14, 0.07, 
0.035, 0.018 and 0.009 g/L reduced the rates of 
cell growth by 48.59%, 38.24%, 28.12%, 21.55%, 
8.47%, 7.26% and 0.33%, respectively, showing 
concentration-dependent inhibitory effects. The 
reduced rate of cell growth was more signifi-
cant in the Shugan Granule intervention group 
than in the normal control group. The contents 
of type I, III and IV collagen in culture super-
natants were significantly lower in the Shugan 
Granule intervention group than in the normal 
control group (5.437 µg/L ± 0.043 µg/L vs 13.817 
µg/L ± 0.787 µg/L, 3.26 µg/L ± 0.217 µg/L vs 
8.629 µg/L ± 0.178 µg/L, and 2.187 µg/L ± 0.245 
µg/L vs 5.29 µg/L ± 0.315 µg/L, respectively; all 
P < 0.01).

CONCLUSION: Shugan Granule can inhibit 
HSC proliferation and collagen production. This 
may explain why Shugan Granule can prevent 
liver fibrosis.

Key Words: Shugan Granule; Hepatic stellatae cell; 
Liver fibrosis

Li Z, Qi H, Li CP. Shugan Granule inhibits hepatic stellate 
cell proliferation and collagen production. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 169-172

摘要
目的: 观察舒肝颗粒对肝星状细胞(hepa t i c 
stellate cell, HSC)增殖及胶原分泌的影响.

方法: 体外培养HSC-T6. 设空白对照组、正
常对照组和舒肝颗粒干预组, 其中, 舒肝颗粒
干预组设7个浓度梯度, 前两者加入无血清的
RPMI 1640细胞培养液, 后者加入含舒肝颗粒
的无血清RPMI 1640细胞培养液, 药物终浓
度分别为0.56、0.28、0.14、0.07、0.035、
0.018和0.009 g/L. 采用MTT法检测细胞增殖, 
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■背景资料
HSC的活化增殖
是肝纤维化形成
的中心环节, ECM
过量产生和沉积
是形成肝纤维化, 
并最终导致肝硬
化、肝功能衰竭
的主要原因.

■同行评议者
徐列明, 教授, 上
海中医药大学附
属 曙 光 医 院 ( 东
部)肝二科



ELISA法检测Ⅰ、Ⅲ及Ⅳ型胶原含量. 

结果: 经48 h, 舒肝颗粒干预组HSC抑制率分
别为48.59%、38.24%、28.12%、21.15%、

8.47%、7.26%和0.33%, 明显高于正常对照
组, 且呈剂量效应关系. 舒肝颗粒干预组细胞
上清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原含量较正常对照
组明显降低(5.437 µg/L±0.043 µg/L、3.26 
µg/L±0.217 µg/L、2.187 µg/L±0.245 µg/L vs  
13.817 µg/L±0.787 µg/L、8.629 µg/L±0.178 
µg/L、5.29 µg/L±0.315 µg/L, 均P <0.01).

结论: 舒肝颗粒可通过抑制HSC增殖和胶原蛋
白的分泌, 减少胶原纤维在肝脏内的沉积, 这
可能是其抗肝纤维化的作用机制之一.

关键词: 舒肝颗粒; 肝星状细胞; 肝纤维化

李志, 漆红, 李昌平. 舒肝颗粒对大鼠肝星状细胞增殖及胶原分

泌的影响.  世界华人消化杂志  2010; 18(2): 169-172
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0  引言

舒肝颗粒具有补虚逐瘀, 清热解毒, 软坚散结的

功效, 对酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)
尤其是酒精性肝纤维化具有良好效果, 已为动

物实验和临床试验所证实[1]. 为进一步阐明其

抗肝纤维化的作用机制, 本研究将观察其对体

外培养的大鼠肝星状细胞(hepatic stellatae cell, 
HSC)增殖及胶原分泌的影响, 为临床治疗提供

新的实验依据, 同时也为下一步制剂开发奠定

坚实的理论基础.

1  材料和方法

1.1  材料  H S C-T6购自上海中医药大学肝病

研究所 ,  其表型为活化的H S C .  特级胎牛血

清购自北京元亨圣马生物技术研究所 ,  批号: 
05110816. RPMI 1640培养基购自Gibco公司, 批
号: 1272921. 噻唑蓝(MTT)购自Sigma公司, 批
号: W2128. ELISA试剂盒胶原Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ购自

Sigma公司, 批号: 0602015. 舒肝颗粒由泸州医

学院附属医院药物研究所提供, 处方为: 黄芪、

丹参、党参、白术、三棱、莪术、川芎、鳖

甲、茵陈、虎杖、甘草, 每包10 g.
1.2 方法 
1.2.1 药物处理: 参照杨玲等方法[2,3], 由于直接加

药法和含药血清法所得结果一致, 故采用无血

清RPMI 1640细胞培养液溶解舒肝颗粒, 37 ℃
恒温水浴箱中加热30 min, 离心观察颗粒完全溶
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解, 调节pH值和渗透压, 制成144 g/L提取液, 经
0.45 µm滤器过滤除菌后, 4 ℃贮存备用.
1.2.2 HSC-T6的培养与传代: 采用含100 kU/L青
霉素、100 kU/L链霉素、100 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640培养液, 在37 ℃、50 mL/L CO2及饱

和湿度条件下培养, 隔天换液, 待细胞将近长满

培养瓶底时, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化, 按1∶3传
代. 所有实验均取对数生长期细胞.
1.2.3 MTT法观察舒肝颗粒对HSC增殖的影响: 
采用96孔板, 每孔植入1×104个细胞, 设空白对

照组、正常对照组和舒肝颗粒干预组, 其中, 舒
肝颗粒干预组设7个浓度梯度, 并分别设4个复

孔. 24 h后吸出培养液, 正常对照组和空白对照

组每孔各加入200 µL无血清的RPMI 1640细胞

培养液, 舒肝颗粒干预组根据预实验确定的药

物浓度每孔各加入200 µL含舒肝颗粒的无血清

的RPMI 1640细胞培养液, 药物终浓度分别为

0.56、0.28、0.14、0.07、0.035、0.018和0.009 
g/L. 48 h后吸出培养液, 各孔加入200 µL浓度为

0.05%的MTT, 37 ℃孵育4 h, 去上清液, 各孔加

入200 µL二甲基亚砜(DMSO), 震荡10 min, 混匀

以溶解被还原的MTT结晶, 在酶标仪上检测波

长为490 nm吸光度值(A 490nm), 计算不同浓度药

物作用下细胞的抑制率. 存活率 = (药物组A值

/对照组A值)×100%, 抑制率 = [1-(药物组A值

/对照组A值)]×100%. 选择48 h HSC抑制率小于

10%的任意浓度作为以下实验所用药物浓度(该
浓度药物对HSC-T6细胞生长无明显影响).
1.2.4 ELISA法检测细胞上清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型

胶原含量: HSC-T6细胞均匀接种到8个100 mL培
养瓶中, 放置在37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度

条件下培养箱中进行培养, 同时设正常对照组

和舒肝颗粒干预组. 待细胞将近长满培养瓶底

时, 吸出培养液, 正常对照组换用无血清的RPMI 
1640细胞培养液, 舒肝颗粒干预组换用含舒肝

颗粒的无血清的RPMI 1640细胞培养液. 继续培

养48 h后收集上清液, ELISA法检测Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ

型胶原含量, 分别按试剂盒使用说明书处理.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行数

据的分析处理, 实验数据用mean±SD表示, 两组

均数的比较采用t检验.

2  结果

2.1 舒肝颗粒对HSC-T6细胞增殖的影响 舒肝颗

粒干预组HSC的抑制率48 h时明显高于正常对

照组, 且呈明显的剂量效应关系(表1).

www.wjgnet.com

■研发前沿
舒肝颗粒采用现
代工艺精制而成, 
具有补虚逐瘀, 清
热解毒, 软坚散结
的功效, 对酒精性
肝病尤其是酒精
性肝纤维化具有
良好效果, 但其抗
肝纤维化的作用
机制有待进一步
研究.



李志, 等. 舒肝颗粒对大鼠肝星状细胞增殖及胶原分泌的影响						                  171

www.wjgnet.com

2.2 镜下细胞生长状况的同步观察 0.28-0.56 g/L
浓度时, 可见细胞轻度破坏, 细胞生长缓慢, 但
胞膜完整, 胞质、胞核颜色有所加深, 胞质减少, 
胞核缩小, 透亮度下降, 细胞形态欠佳, 多数聚

集成岛状, 亦有散在细胞贴壁生长, 培养液基本

清澈. 0.07-0.14 g/L浓度时, 细胞较上损伤较轻, 
多数细胞生长较好, 细胞形态基本正常, 细胞连

接成片状, 密度较正常略低. 0.009-0.035 g/L浓度

时, 细胞无明显破坏, 生长致密, 形态正常.
2.3 细胞上清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原含量 选择

对HSC-T6细胞生长无明显影响的浓度(细胞抑

制率小于10%)0.018 g/L作为实验用药浓度. 与
正常对照组相比, 舒肝颗粒干预组48 h时细胞上

清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原含量明显降低(P <0.01, 
表2).

3  讨论

肝纤维化是各种原因引起的慢性肝损伤所共

有的病理改变, HSC的活化增殖是肝纤维化形

成的中心环节, 细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)过量产生和沉积是形成肝纤维化, 最终导

致肝硬化、肝功能衰竭的主要原因. 因此, 可从

抑制HSC活化增殖、促进HSC凋亡、抑制胶原

合成分泌、促进胶原降解进行抗肝纤维化治疗.
舒肝颗粒的研制主要针对ALD尤其是酒精

性肝纤维化的防治, 其组方思路为: 结合传统中

医中药理论和乙醇及其代谢产物乙醛等物质对

肝脏的影响, 我们认为ALD及其酒精性肝纤维

化属于中医的胁痛、积聚、肝癖等范畴, 病因

为酒, 而酒为醇酿之品, 易生湿热, 久则成毒, 损
伤血络, 因此病机为湿、热、毒、瘀互结入络, 
邪毒较甚, 肝木横逆克脾土, 久则伤肾, 气血亏

损. 依据上述理论我们采用补虚逐瘀, 清热解毒, 
软坚散结方法, 并结合现代中药药理学, 选用黄

芪补脾益气, 丹参活血化瘀, 共为君药; 党参, 白
术补中益气, 燥湿健脾, 三棱、莪术, 川芎破血

逐瘀、理气止痛, 助丹参活血化瘀为臣; 鳖甲滋

阴潜阳、软坚散结, 茵陈、虎杖清热利湿解毒, 
又能活血, 共为佐使. 全方采用现代工艺精制而

成. 其中主药丹参及其提取物具有一系列重要

的药理作用如抗炎、抗氧化、抑制HSC活化增

殖、诱导HSC凋亡等作用[4-9]; 黄芪可抑制大鼠

HSC增殖及Ⅰ型、Ⅲ型、Ⅳ型胶原的分泌, 能抑

制肌成纤维细胞的生长和增殖, 尤其对核分裂

有明显抑制作用, 促进已形成的肝纤维化组织

重新吸收, 减轻肝内胶原纤维的沉积, 有效地促

进受损的免疫功能复常[10]. 全方经动物实验和

临床研究发现其对ALD尤其是酒精性肝纤维化

确有很好疗效[1]. 本研究从细胞分子水平证实其

能抑制HSC的增殖, 且抑制程度与药物剂量呈一

定依赖关系; 能抑制胶原蛋白的分泌, 可能与直

接抑制HSC活化增殖从而间接减少胶原合成和

表  1  不同浓度舒肝颗粒对大鼠HSC增殖的影响 (mean±SD)

     
分组	                 孔数          剂量(g/L)           抑制率(%)        存活率(%)                      A 值

正常对照组	 4               -	            -	               100.00               0.668±0.005

舒肝颗粒组(g/L)

    0.009		  4               0.009                 0.30               99.70               0.666±0.003

    0.018		  4               0.018                 7.19               92.81               0.620±0.007

    0.035		  4               0.035                 8.53               91.47               0.611±0.004

    0.07		  4               0.070               21.11               78.89               0.527±0.005

    0.14		  4               0.140               28.14               71.86               0.480±0.009

    0.28		  4               0.280               38.17               61.83               0.413±0.005

    0.56		  4               0.560               48.65               51.35               0.343±0.006

表  2  舒肝颗粒对大鼠HSC胶原分泌的影响 (n  = 4, mean±SD, µg/L)

     
分组	 	               Ⅰ型胶原                           Ⅲ型胶原                              Ⅳ型胶原

正常对照组	        13.817±0.787                  8.629±0.178                   5.290±0.315

舒肝颗粒组	          5.437±0.043                  3.260±0.217                   2.187±0.245

t值		         21.269	               38.333	                       15.533

P值		           0.000		  0.000		          0.000

■应用要点
本研究显示, 舒肝
颗粒可抑制HSC
的增殖以及胶原
Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ的分
泌, 进一步提示其
具有抗肝纤维化
的作用, 为本方的
临床应用奠定了
良好基础.
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直接抑制HSC合成胶原两种机制有关, 进一步提

示其具有抗肝纤维化作用, 与我们的动物实验

和临床研究结果一致. 但肝纤维化形成是一个

多因素的复杂的过程, 舒肝颗粒作为多成分、

多环节、多途径、多靶点的中药, 除上述作用

外, 可能还有促进HSC凋亡和胶原降解、调节相

关细胞活性因子、调控细胞内信号传导等作用, 
因此尚需进一步深入研究.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)

■同行评价
本文探讨了舒肝
颗粒对大鼠HSC
增殖及胶原分泌
的影响, 有一定的
可读性.
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Abstract
AIM: To identify microRNAs differentially 
expressed in human colon cancer stem cells to 
provide a basis for further study of the role of 
microRNAs in the differentiation of colon cancer 
stem cells.

METHODS: MicroRNA microarray was used to 
detect the differential expression of microRNAs 
between human colon cancer stem cells and dif-
ferentiated colon cancer cells. Real-time quan-
titative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) was performed to verify the 
differential expression of candidate microRNAs 

obtained from microarray experiment. Bioin-
formatic software tools were used to predict the 
target genes of identified microRNAs.

RESULTS: Compared with differentiated colon 
cancer cells, 35 microRNAs (hsa-miR-192, hsa-
miR-29b, hsa-miR-215, hsa-miR-194, hsa-miR-
33a, hsa-miR-32, etc.) were upregulated more 
than 1.5-fold, and 11 microRNAs (hsa-miR-93, 
hsa-miR-1231, hsa-miRPlus-F1080, hsa-miR-
524-3p, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-561, etc.) were 
downregulated in colon cancer stem cells. The 
results of real-time quantitative RT-PCR were 
consistent with those of microRNA microar-
ray. The common mRNA targets of obviously 
upregulated microRNAs were AFF2, MTF1, 
RUNDC2C and ZFHX4, while those of obvious-
ly downregulated microRNAs were ONECUT2, 
SH3TC2, PTPRT, RNABP10, NR3C1, RGSL1, 
RNASEL and TANC2. 

CONCLUSION: Some microRNAs are differen-
tially expressed and may play important roles 
during the differentiation of colon cancer stem 
cells towards colon cancer cells.

Key Words: MicroRNA; Stem cell; Colon cancer; Ex-
pression profile

Zou J, Yu XF, Yu Y, Zhang Y, Shi DM, Dong J, Li TQ, Liu 
XJ. Expression profile of microRNAs in human colon 
cancer stem cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(2): 173-178

摘要
目的: 探讨微小RNA(microRNA, miRNA)在
人结肠癌干细胞中的表达 ,  为进一步研究
miRNA调控结肠癌干细胞向结肠癌细胞分化
的分子机制奠定基础. 

方法: 应用miRNA表达谱芯片检测人结肠癌
干细胞和已分化结肠癌细胞中miRNA的表达
谱. 利用实时定量PCR技术检测两种细胞中
差异表达的miRNA, 验证miRNA芯片结果的
可靠性. 应用软件对筛选出的显著差异表达
miRNA的靶基因进行预测. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
肿瘤中存在一类
数目极少的干细
胞样细胞群, 具有
无限增殖的能力
和多向分化的潜
能, 是肿瘤发生发
展、侵袭转移和
复发耐药的根本
动力, 称之为肿瘤
干细胞(CSC). 微
小RNA(miRNA)
是一类非编码的
小分子RNA, 他与
靶mRNA的3'非翻
译区互补配对, 从
而抑制蛋白质合
成或诱导mRNA
降 解 .  研 究 发 现
miRNA对肿瘤干
细胞的增殖和分
化起重要的调控
作用.

■同行评议者
曹秀峰, 教授, 南
京医科大学附属
南京第一医院肿
瘤中心 ;  刘宝瑞 , 
教授, 南京大学医
学院附属鼓楼医
院肿瘤中心



结果: 与已分化结肠癌细胞相比, 人结肠癌干
细胞中表达上调超过1.5倍的miRNA有35个, 
为: hsa-miR-192, hsa-miR-29b, hsa-miR-215, 
hsa-miR-194, hsa-miR-33a, hsa-miR-32等; 表
达下调超过1.5倍的miRNA有11个, 为: hsa-
miR-93, hsa-miR-1231, hsa-miR-524-3p, hsa-
miR-886-3p等. PCR技术验证, 与miRNA芯
片结果相符合. 表达显著上调m i R N A的共
同靶mRNA有: AFF2、MTF1、RUNDC2C
和ZFHX4. 表达显著下调miRNA的共同靶
mRNA有: ONECUT2、SH3TC2、PTPRT、
RNABP10、NR3C1、RGSL1、RNASEL和 
TANC2.

结论: 筛选出的差异表达miRNA可能参与结
肠癌的发病, 为该病诊治提供了新的思路. 其
共同靶基因可能具有重要的调控结肠癌干细
胞生长和分化的作用.

关键词: 微小RNA; 结肠癌; 干细胞; 表达谱
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0  引言

肿瘤干细胞(cancer stem cell, CSC)是在造血干

细胞(hematopoietic stem cell, HSC)、白血病干

细胞(leukemic stem cell, LSC)概念的基础上总

结延伸出来的, 这一概念试图从一个全新的角

度诠释癌细胞的起源、癌组织的异质性、部

分癌细胞的永生性和转移能力差异等肿瘤生

物学行为, 一经提出立即引起广大科研工作者

的浓厚兴趣[1-5]. 微小RNA(microRNA, miRNA)
是一种包含19-25个碱基的单链非编码小分子

RNA, 由具有发夹结构的70-90个碱基大小的单

链RNA前体经过酶切加工后生成. miRNA参与

生命过程中一系列的重要进程, 包括发育、造

血、器官形成、凋亡、细胞增殖, 甚至肿瘤发

生[6-8]. 近年, 有研究显示miRNA参与肿瘤干细

胞的自我更新、多能性维持、分化和分裂增殖

等过程的调控[9,10]. 本研究采用miRNA表达谱

芯片技术对前期分离的人结肠癌干细胞, 以及

已分化的结肠癌细胞中miRNA表达谱进行检

测, 以发现可能参与调控结肠癌干细胞定向分

化为结肠癌细胞的相关miRNA, 为阐明结肠癌

干细胞向结肠癌细胞分化的miRNA调控机制

奠定基础. 
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1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株(SW1116)购自中国科

学院上海生科院细胞资源中心. 人结肠癌干细

胞株(SW1116csc)为本课题组前期应用无血清

的肿瘤干细胞培养基, 从SW1116细胞株中分离

出, 并对其进行了纯化和鉴定. SW1116csc细胞

置于含各种生长因子的无血清DMEM/F12(1∶1, 
Invitrogen-Gibco)培养基中培养; SW1116细胞培

养于含100 mL/L胎牛血清的DMEM/F12(1∶1)培
养基中. 两种细胞在含50 mL/L CO2、950 mL/L空
气的CO2孵箱中, 在37 ℃、95%湿度条件下培养.
1.2 方法 
1.2.1 细胞总RNA的抽提及质量检测: SW1116细
胞按每毫升1×104个细胞、每瓶5 mL接种于25 
cm2培养瓶, 48 h后采用TRIzol试剂(Invitrogen)按
操作说明书抽取总RNA. SW1116csc细胞每瓶1
×105个, 悬浮培养96 h后, 离心收集细胞抽取总

RNA. 每瓶细胞加入1 mL TRIzol, 吸取细胞裂解

液转入Eppendoff管, 加入200 µL氯仿, 混匀后置

室温5 min. 4 ℃, 12 000 g离心15 min. 吸取上层

水相至新Eppendoff管, 加入0.5 mL异丙醇, 混匀, 
4 ℃, 12 000 g离心10 min使RNA沉淀, 倾去上清

液, 750 mL/L乙醇洗涤, 空气中干燥15 min. 加入

50 µL无RNA酶的去离子水, 重新溶解RNA, 紫
外/可见分光光度计(Ultraspec 2000型, Pharmacia 
Biotech)测定RNA浓度. 甲醛变性凝胶电泳检测

RNA纯度. RNA产物置-70 ℃冰箱保存.
1 .2 .2  m i R N A芯片检测结肠癌干细胞表达

谱: 应用丹麦Exiqon公司生产的miRNA芯片

miRCURYTM LNA Array(v13.0)进行检测, 每
张m i R N A芯片中包含有至少1 700个特异性

探针、435个Exiqon特有的miRPlusTM探针(提
供miRBase数据库外的新miRNA信息)、对照

探针以及无探针的空白对照, 可以检测Sanger 
miRBase 13.0数据库中人、小鼠、大鼠全部

miRNA(其中人约847条, 小鼠约609条, 大鼠约

351条). 每个探针在芯片内重复4次, 即每张芯

片对同一样本重复检测4次. 分别取5 µg上述2
种细胞样本的总RNA, 采用miRCURYTM Hy3TM/
Hy5TM Power labeling kit(Exiqon)标记H荧光, 
RNeasy Mini Kit(Qiagen)浓缩标记样品, 然后

应用miRCURYTM Array microarray kit(Exiqon)
和Hybridization Chamber Ⅱ(Ambion)进行芯片

杂交. 具体步骤按各试剂说明书进行. 杂交后

芯片用Axon GenePix 4000B microarray scanner 
(Molecular Devices)进行图像扫描, 所得数据使

www.wjgnet.com

■研发前沿
大量研究发现, 在
多种人类肿瘤都
存在miRNA的表
达异常现象, 后者
起着癌基因或抑
癌基因的作用. 但
是 ,  对于miRNA
在肿瘤干细胞中
的表达以及其在
增殖和定向分化
中的调控机制亟
待研究.
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用Genepix Pro V6.0软件(Molecular Devices)分
析, 通过原始值减去背景值来做修正, 并用中值

做标准化, 分别计算出两种样本中miRNA的标

准值及比值. 
1.2.3 荧光实时定量P C R检测目的m i R N A表

达量: 取100 ng总RNA, 应用miRNA Isolation 
Kit(Ambion)分离小于100 nt的小分子RNA, 然
后应用SuperScript Ⅲ Reverse Trandcriptase 
Kit(Invitrogen)逆转录合成cDNA, 再进行定量

PCR检测. 引物序列见表1, PCR条件: 95 ℃ 15 s, 
60 ℃ 30 s, 72 ℃ 3 s, 共40个循环. 采用U6 RNA
作为内标, 进行归一化. 样品目的基因的相对表

达率(relative expression, RE)采用ΔΔCT方法计

算, RE = 2ΔΔCT(CT表示反应荧光强度显著大

于背景值时的循环数, ΔCT sample = CT sample-
CT U6sample, ΔCT control = CT control-CT U6 
control, ΔΔCT = ΔCT sample-ΔCT control). 
1.2.4 差异表达miRNA的生物信息学分析: 对
于显著差异表达的miRNA, 应用miRanda、
mirBase、TargetScan和PicTar软件联合进行生物

信息学分析. 搜索明显差异表达miRNA预测的

作用靶基因, 对共同的靶基因进行综合预测, 选
取至少3种软件的共同结果.

2  结果

2.1 RNA的质量检测 提取RNA的A 260/A 280值为

1.8-2.0, 从甲醛变性琼脂糖凝胶电泳结果来看, 

其18S和28S条带都很清晰, 亮度比约为2∶1, 说
明总RNA纯度基本达到实验要求且无明显降解

(图1). 
2.2 miRNA芯片检测结果 杂交后的miRNA芯片

(图2)经扫描、软件分析及标准化处理后, 结果

显示与已分化结肠癌细胞相比, 结肠癌干细胞

中表达上调超过1.5倍的miRNA有35个, 分别为:  
hsa-miR-192、hsa-miR-29b、hsa-miR-215、hsa-
miR-194、hsa-miR-33a、hsa-miR-32等; 表达下

调超过1.5倍的miRNA有11个: hsa-miR-93、hsa-
miR-1231、hsa-miRPlus-F1080、hsa-miR-524-
3p、hsa-miR-886-3p、hsa-miR-561等(表2). 
2.3 实时定量PCR检测目的miRNA表达量 取上

述miRNA芯片检测的2种细胞总RNA为模板, 实
时定量PCR检测在芯片结果中显著差异表达的

miRNA(图3). 提示定量PCR与miRNA芯片结果

■相关报道
目 前 已 发 现 的
m i R N A 表 达 异
常 现 象 有 :  弥 漫
性 大 B 细 胞 淋 巴
瘤中miR-155表
达 上 调 、 胰 腺
癌中miR-221表
达 上 调 、 肺 癌
中的 let-7表达下
调 、 结 肠 直 肠
癌中的miR-143
和miR-145表达
下 调 、 慢 性 淋
巴 细 胞 白 血 病
中的miR-15a和
miR-16-1表达下
调 等 .  在 某 些 肿
瘤干细胞中也已
证实存在特异性
miRNA的表达.

表  1  实时定量RT-PCR引物序列

     
引物				                                         5'→3'

hsa-miR-93-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTACCT 

hsa-miR-93-F		  ACACTCCAGCTGGGCAAAGTGCTGTTCGTGC

hsa-miR-1231-RT		 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGCAGCT 

hsa-miR-1231-F		  ACACTCCAGCTGGGGTGTCTGGGCGGAC

hsa-miR-32-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGCAAC 

hsa-miR-32-F		  ACACTCCAGCTGGGTATTGCACATTACTAA

hsa-miR-33a-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTGCAAT 

hsa-miR-33a-F		  ACACTCCAGCTGGGGTGCATTGTAGTTGC

hsa-miR-194-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCCACA 

hsa-miR-194-F		  ACACTCCAGCTGGGTGTAACAGCAACTCCA

hsa-miR-215-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGTCTGT

hsa-miR-215-F		  ACACTCCAGCTGGGATGACCTATGAATTG

hsa-miR-29b-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACACT 

hsa-miR-29b-F		  ACACTCCAGCTGGGTAGCACCATTTGAAATC

hsa-miR-192-RT		  CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGGCTGT 

hsa-miR-192-F		  ACACTCCAGCTGGGCTGACCTATGAATTG

URP			   TGGTGTCGTGGAGTCG

U6			   F-CTCGCTTCGGCAGCACA	 R-AACGCTTCACGAATTTGCGT

图  1  两种细胞中总RNA凝
胶电泳图. 1: SW1116csc细

胞; 2: SW1116细胞.

1             2

28S
18S
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基本一致, 表明miRNA芯片的结果具有可靠性. 
2 .4  生物信息学分析结果  表达显著上调的

miRNA(hsa-miR-192, hsa-miR-29b, hsa-miR-215, 
hsa-miR-194, hsa-miR-33a, hsa-miR-32)共同靶

mRNA有: AFF2、MTF1、RUNDC2C和ZFHX4. 
表达显著下调的m i R N A(h s a-m i R-93 ,  h s a-
miR-1231, hsa-miR-524-3p, hsa-miR-886-3p)共
同靶mRNA有: ONECUT2、SH3TC2、PTPRT、
RNABP10、NR3C1、RGSL1、RNASEL和
TANC2.

3  讨论

miRNA作为一类成熟状态下只有22 nt左右的

非编码单链小R N A, 广泛存在于从线虫、植

物、动物到人类的多种生物中, 其在个体生长

发育、细胞增殖凋亡、炎症和肿瘤等多种生理

病理过程中起着十分重要的作用, 受到广泛关

注. 从Du等[11]在线虫中发现第1个miRNA(lin-4)
开始, 截止2009-09, 已经在115个物种中发现

miRNA共约10 883个, 其中人类约800个(数据来

源于MiRBase Sequence Database 14, http://www.
mirbase.org/), 据估计这些miRNA具有调控人类

至少30%基因的潜能[12]. 
大量研究发现 ,  在多种人类肿瘤都存在

miRNA的表达异常现象. 如: 弥漫性大B细胞淋

巴瘤中miR-155表达上调[13]、胰腺癌中miR-221
表达上调[14]、肺癌中的let-7表达下调[15,16]、结

表  2  结肠癌干细胞中差异表达的miRNA

     
miRNA

		                SW1116csc   SW1116    表达改

	                                 信号强度  信号强度  变倍数

hsa-miR-93		  0.46 	 8.13        0.06 

hsa-miR-1231		  0.02 	 0.08        0.22 

hsa-miRPlus-F1080	 0.01 	 0.05        0.23 

hsa-miR-524-3p		  0.05 	 0.16        0.34 

hsa-miR-886-3p		  3.34 	 8.37        0.40 

hsa-miR-561		  0.02 	 0.04        0.45 

hsa-miR-497		  0.01 	 0.03        0.51 

hsa-miR-23a	                11.92       22.51        0.53 

hsa-miR-886-5p		  2.89 	 5.18        0.56 

hsa-miRPlus-A1087	 0.47 	 0.79        0.59 

hsa-miRPlus-E1170             30.71       49.93        0.61 

hsa-miRPlus-E1102	 0.42 	 0.28        1.50 

hsa-miR-138-2		  0.39 	 0.26        1.50 

hsa-miR-31		  0.45 	 0.30        1.52 

hsa-miR-17		  2.50 	 1.64        1.52 

hsa-miR-374a		  5.40 	 3.55        1.52 

hsa-miR-424		  3.38 	 2.21        1.53 

hsa-miRPlus-F1181	 0.64 	 0.42        1.53 

hsa-miRPlus-E1238	 0.28 	 0.18        1.54 

hsa-miR-542-3p		  0.38 	 0.24        1.56 

hsa-miR-582-3p		  0.27 	 0.17        1.57 

hsa-miR-584		  0.28 	 0.17        1.61 

hsa-miR-522		  0.29 	 0.18        1.64 

hsa-miR-590-5p		  0.41 	 0.25        1.67 

hsa-miR-487b		  2.88 	 1.72        1.68 

hsa-miR-29c		  1.53 	 0.89        1.72 

hsa-miR-96		  2.39 	 1.34        1.78 

hsa-miR-193a-3p	                22.24       12.50        1.78 

hsa-miR-20a		  0.74 	 0.41        1.79 

hsa-miR-301a		  2.28 	 1.27        1.80 

hsa-miRPlus-E1106	 0.56 	 0.31        1.82 

hsa-miR-30e		  1.21 	 0.65        1.86 

hsa-miR-874		  0.20 	 0.10        1.99 

hsa-miR-19a	                17.38 	 8.71        2.00 

hsa-miR-519a		  1.73 	 0.77        2.24 

hsa-miRPlus-A1065	 0.30 	 0.13        2.32 

hsa-miR-521		  0.94 	 0.40        2.36 

hsa-miR-876-5p		  0.23 	 0.10        2.37 

hsa-miR-493		  0.28 	 0.11        2.53 

hsa-miR-101		  4.92 	 1.28        3.85 

hsa-miR-32		  1.89 	 0.35        5.48 

hsa-miR-33a		  3.97 	 0.64        6.16 

hsa-miR-194		  0.79 	 0.11        7.11 

hsa-miR-215		  0.97 	 0.11        9.09 

hsa-miR-29b		  3.00 	 0.33        9.20 

hsa-miR-192		  1.47 	 0.14      10.67

图  2  荧光标记的miRNA芯片杂交图.
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图  3  实时定量PCR与miRNA芯片结果. 1: hsa-miR-93; 

2: hsa-miR-1231; 3: hsa-miR-32; 4: hsa-miR-33a; 5: 

hsa-miR-194; 6: hsa-miR-215; 7: hsa-miR-29b; 8: hsa-

miR-192.

■创新盘点
本研究通过对前
期分离的人结肠
癌干细胞miRNA
表 达 谱 进 行 检
测, 发现了多条表
达改变的特异性
miRNA, 为阐明结
肠癌干细胞向结
肠癌细胞定向分
化的miRNA调控
机制奠定了基础.
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肠直肠癌中的miR-143和miR-145表达下调[17]、

慢性淋巴细胞白血病中的miR-15a[18]和miR-16-1
表达下调[19]等, 提示miRNA在肿瘤的发生发展

中可能发挥类似癌基因或抑癌基因的作用. 在
正常情况下, 成熟的m i R N A通过调控靶基因

m R N A的翻译或其稳定性来参与正常细胞稳

态的维持, 故而miRNA的异常表达可能导致其

相应靶基因转录后水平的表达异常. 目前, 对
miRNA在肿瘤发生发展中的具体作用机制还不

是太清楚, 认为其主要作用机制为: miRNA通过

RNA诱导的沉默复合物(RNA-induced silencing 
complex, RISC)与靶基因mRNA的3'端UTR区互

补结合[20], 当两者能完全互补配对结合时, 导致

靶基因mRNA的降解, 这种现象在植物中多见; 
在动物中则多数是通过两者的不完全互补结合, 
抑制靶基因mRNA的翻译, 进而影响靶基因蛋白

的表达. 
近年来, 有学者研究发现在胚胎干细胞(ES

细胞)分化过程中, 一些miRNA是未分化ES细
胞所特有的, 并随着细胞分化而逐渐下调, 提
示miRNA可能在维持ES细胞全能性和自我更

新能力中起重要作用, 而这类miRNA也可作为

ES细胞的分子标志[21,22]. 此外, 在造血细胞、脂

肪、神经、肌肉和心肌细胞分化过程中也发现

miRNA的参与并发挥着关键作用[23-27]. 如发现肌

肉特异性miR-206是调控肌细胞和心肌细胞发

育的关键分子[23,24]; 在造血干细胞分化过程中; 
沿不同谱系发育受不同的miRNA调控, miR-146
调控淋巴系前体向T细胞、NK细胞和B细胞分

化, miR-155/24a/17则调控髓系前体向粒细胞、

巨噬细胞和红细胞发育[25]. 但是, 对于miRNA在

肿瘤干细胞中的表达情况, 目前研究比较少. 本
研究采用miRNA表达谱芯片技术筛选人结肠癌

干细胞分化相关miRNA, 通过检测发现表达改

变的miRNA有46个, 其中: 表达上调的miRNA 
35个; 表达下调11个. 这些miRNA有可能对结

肠癌干细胞的分化起重要的调控作用 .  通过

miRanda、mirBase、TargetScan和PicTar软件检

索, 发现了表达显著改变miRNA的共同作用的

靶基因. 结肠癌干细胞向结肠癌细胞的定向分

化, 有可能通过这些基因起作用, 其作用机制需

要更进一步的实验来阐明. 
总之, 本研究通过对前期分离的人结肠癌

干细胞miRNA表达谱进行检测, 发现了多条表

达改变的特异性miRNA, 并进行了初步验证, 为
阐明结肠癌干细胞向结肠癌细胞定向分化的

miRNA调控机制奠定了基础.
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Abstract
AIM: To analyze the endoscopic and pathological 
characteristics of common gastric polyps in aged 
people and evaluate the efficacy of endoscopic 
therapy in elderly patients with common gastric 
polyps.

METHODS: A total of 2 571 aged people who 
underwent gastroscopy at our hospital from July 
1, 2006 to July 1, 2009 were retrospectively ana-
lyzed. Common gastric polyps were observed 
gastroscopically. The majority of common gas-
tric polyps were removed gastroscopically, and 
the specimens were subjected to pathological 
examination. Twenty-seven patients were fol-
lowed up for 6 to 30 months.

RESULTS: One hundred and twenty patients 
(4.77%) were discovered to have common gas-
tric polyps, of which 59.71% were aged between 
60 and 69 years old; 52.50 % had Yamata type II 
disease; 57.50% had gastric polyps with a diam-
eter ≤ 0.5 cm; 68.33% (82) had single polyp, and 

31.67% (38) had multiple polyps; 21.67% (26) 
had single polyp present in the antrum, 18.33% 
(22) in the fundus, and 17.50% (21)  in the gastric 
body. Pathological examination was performed 
in 115 patients. Inflammatory/hyperplastic, 
fundic-gland, and adenomatous polyps were 
found in 63.33%, 25.00% and 7.50% of these pa-
tients, respectively. One hundred and eighteen 
patients underwent endoscopic therapy. During 
the follow-up period in 27 patients, 7 patients 
developed recurrent gastric polyps, of which 5 
had multiple polyps, and 6 had inflammatory/
hyperplastic polyps.

CONCLUSION: The endoscopic detection rate 
of gastric polyps in aged people is fairly high. 
Inflammatory/hyperplastic and fundic-gland 
polyps are the most common types of gastric 
polyps in aged people. Single gastric polyp, 
mainly found in the gastric antrum and fundus, 
is more common than multiple ones. Multiple 
polyps appear to have a higher recurrent rate 
than single polyp.

Key Words: Aged people; Gastric polyp; Endos-
copy; Pathology; Therapy
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摘要
目的: 分析老年人胃息肉的内镜、病理特点
及进行内镜疗效观察. 

方法: 对2006-07-01/2009-07-01在我院做胃镜
检查的老年人2 517例进行回顾性分析, 对所
发现的常见类型胃息肉进行内镜下观察, 大部
分予以内镜下切除, 标本送病理检查. 对其中
27例进行随访观察, 随访时间为6-30 mo. 

结果: 发现常见类型胃息肉患者120例, 检出
率为4.77%. 59.17%的胃息肉患者年龄60-69
岁, 52.50%为山田Ⅱ型, 57.50%为≤0.5 cm. 单
发息肉82例(68.33%), 多发息肉38例(31.67%); 
单发息肉较多见于胃窦部26例(21.67%), 其

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃息肉是临床上
的一种常见病, 有
一定的恶变倾向, 
与息肉大小、数
目、病理类型、

息肉外形等有关. 
一般认为, 腺瘤性
息肉带有更多与
胃癌相同的生物
学性质, 可能容易
癌变, 但许多研究
也发现炎性增生
性息肉有癌变倾
向, 而认为胃底腺
息肉可能与泵抑
制剂的使用有关.

■同行评议者
冯 志 杰 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第二医院消化内
科



次为胃底部22例 (18 .33%)及胃体部21例
(17.50%). 对115例进行病理检查, 其中炎性增
生性息肉、胃底腺息肉、腺瘤性息肉分别占
63.33%、25.00%、7.50%. 118例给予内镜下
治疗. 27例有随访资料, 7例复发, 其中5例为多
发息肉, 6例为炎性增生性息肉.

结论: 老年人有较高的胃息肉检出率, 病理上
炎性增生性息肉及胃底腺息肉较常见. 胃息肉
单发多见, 多位于胃窦、胃底、胃体部, 多发
息肉治疗后可能容易复发.

关键词: 老年人; 胃息肉; 内镜; 病理; 治疗
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0  引言

胃息肉是临床上的一种常见病 ,  其症状不明

显、病因不明确、早期诊断不易. 胃癌是常见

的恶性肿瘤之一, 胃息肉有恶变的倾向[1], 老年

人更是恶性肿瘤的高发人群. 我院2006-07-01/ 
2009-07-01接受胃镜检查的老年患者2 517例, 发
现胃息肉者120例. 我们在内镜下观察胃息肉的

大小、形态, 做病理分析, 对绝大部分息肉进行

了内镜下治疗, 并对其中27例进行了随访观察. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-07-01/2009-07-01在我院做胃镜的

老年患者2 517例, 120例经内镜诊断为胃息肉, 
其中炎性增生性息肉、胃底腺息肉、腺瘤性息

肉. 其中男59例(49.17%), 女61例(50.83%); 年龄

最大者83岁, 平均68.04岁±6.35岁.
1.2 方法 
1.2.1 内镜下观察: 由内镜医师对受检者的食

管、胃底、胃体、胃窦和十二指肠进行全方位

观察, 观察胃息肉的大小、形态、个数、部位

等. 用日本山田分类法进行形态分类[2]. 
1.2.2 病理检查: 绝大部分息肉均在基底部活检

或直接活检摘除并行病理检查, 多发息肉患者

取有代表性的数个息肉做病理检查. 病理标本

送空军总医院病理科常规石蜡切片检查, 病理

分型按文献分类[3], 由有经验的病理科医生进行

分类, 并记录每一类型息肉组织本身是否伴有

肠化生、萎缩及不典型增生. 
1.2.3 内镜下治疗: 根据胃息肉的大小及其蒂的

形态, 采取不同的治疗方法: <0.5 cm者行内镜
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下钳除, >0.5 cm扁平无蒂者以高频电灼除, >0.5 
cm有蒂者以高频电圈套摘除, 手术后负压吸引, 
观察无出血异常情况后退出胃镜. 术后给予禁

食1 d, 流质饮食3 d, 抑酸补液等治疗, 所有患者

均未发生出血、穿孔等并发症. 
1.2.4 随访观察: 嘱所有胃息肉患者6-12 mo复
查胃镜, 但仅27例患者有随访资料, 随访时间为

6-30 mo.

2  结果

2.1 一般情况  胃息肉患者120例 ,  检出率为

4.77%, 胃息肉患者年龄分布见表1, 59.16%的胃

息肉患者年龄为60-69岁, 炎性增生性及胃底腺

息肉以60-69岁多见, 但腺瘤性息肉在70-79岁人

群中多见(表1). 
2.2 胃息肉的形态及其病理分类 52.50%为山田

Ⅱ型, 炎性增生性及胃底腺息肉以山田Ⅱ型多

见, 腺瘤性息肉以山田Ⅰ型多见(表2). 
2.3 胃息肉的大小及其病理分类 57.50%的息肉

≤0.5 cm, 炎性增生性及胃底腺息肉以≤0.5 cm
者多见, 腺瘤性息肉以1.1-2.0 cm者多见, >2.0 
cm者3例, 均为炎性增生性息肉(表3). 
2.4 胃息肉的病理分类及好发部位 对115例进

行病理检查 ,  其中炎性增生性息肉、胃底腺

息肉、腺瘤性息肉分别占63.33%、25.0%、

7.50%, 其分别的好发部位见表4, 其中炎性增生

性息肉好发于胃体及胃窦部, 腺瘤性息肉好发

于胃窦, 胃底腺息肉好发于胃体、胃底. 14例伴

肠上皮化生, 2例为腺瘤性息肉伴发, 12例为炎性

增生息肉伴发. 1例伴不典型增生, 为腺瘤性息肉

伴发. 1例伴萎缩改变, 为炎性增生性息肉.
2.5 胃息肉的个数 单发息肉82例(68.33%), 多发

息肉38例(31.67%), 最多为17个息肉. 
2.6 胃息肉的治疗及随访 共118例给予内镜下治

疗, 其中活检钳除50例, 高频电灼34例, 高频电

流圈套摘除34例. 27例有随访资料, 7例复发, 其
中2例为单发息肉复发, 5例为多发息肉治疗后

复发, 病理类型1例为胃底腺息肉, 6例为炎性增

生性息肉, 复发后继续内镜下治疗. 

3  讨论

在胃镜下胃息肉分别呈丘形、半球形、球形、

卵圆形或手指状突起, 表面光滑, 也有糜烂出血

者, 颜色与周围黏膜相同, 也可有充血发红或颜

色略淡者, 无蒂者多见. 本研究中老年人胃息肉

的检出率为4.77%, 与国内文献报道相似[4,5], 发

www.wjgnet.com

■相关报道
有研究认为胃底
腺息肉发病可能
与泵抑制剂的使
用有关, 并且随泵
抑制剂的停止使
用而消退 ,  所以 , 
推测其发病原因
与胃酸分泌的抑
制有关.
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病率无性别差异, 60-69岁为高发年龄. 好发部位

为胃体、胃窦及胃底部, ≤0.5 cm者多见, 形态

上以山田Ⅱ型多见, 常见病理类型依次为炎性

增生性息肉、胃底腺息肉、腺瘤性息肉.  
胃息肉依据组织病理学特征分为炎性增生

性息肉、腺瘤性息肉、胃底腺息肉、炎性纤

维性息肉、错构瘤性息肉等, 以炎性增生性息

肉、腺瘤性息肉、胃底腺息肉多见[6]. 本研究未

计入较少见类型的息肉. 病理分型中发现炎性

增生性息肉多见, 其次为胃底腺息肉, 腺瘤性息

肉最少. 
炎性增生性息肉外观呈半球型、球形或椭

圆形, 有蒂或无蒂, 表面光滑或略分叶, 顶端黏

膜有时糜烂或成浅溃疡. 显微镜下, 其腺体隐窝

变长、扭曲或囊性扩张, 腺体稍有增多及排列

紊乱. 增生腺体上皮细胞呈单层, 整齐排列于细

胞的基底部, 不具异型性, 核分裂少见, 间质较

多, 内有少量慢性炎细胞浸润. 本研究发现老年

人炎性增生性息肉最多见, 占63.33%, 好发年龄

为60-69岁, 形态以山田Ⅱ型多见, 其次为Ⅰ型, 

■应用要点
本文发现老年人
有较高的胃息肉
检出率, 病理上炎
性增生性息肉及
胃底腺息肉较常
见. 同时, 提示多
发息肉患者易形
成胃息肉, 需加强
随访观察.

表  1  老年人胃息肉年龄分布及病理类型 n (%)

     
年龄(岁)	         炎性增生性              腺瘤性	 胃底腺	           未做病理	       合计

60-69              45(37.50)              3(2.50)              19(15.83)              4(3.33)            71(59.16)

70-79              27(22.50)              5(4.17)              11(9.17)                1(0.83)            44(36.67)

80-83                4(3.33)                1(0.83)                0(0.00)                0(0.00)              5(4.17)

合计                76(63.33)               9(7.50)              30(25.00)              5(4.17)          120(100.00)

表  2  老年人胃息肉的形态及病理类型 n (%)

     
形态                炎性增生性               腺瘤性                胃底腺                 未做病理	        合计

Ⅰ型               29(24.17)               5(4.17)               4(3.33)                 1(0.83)               39(32.50)

Ⅱ型               38(31.67)               2(1.67)             21(17.50)               2(1.67)               63(52.50)

Ⅲ型                 7(5.83)                 2(1.67)               5(4.17)                 1(0.83)               15(12.50)

Ⅳ型                 2(1.67)                 0(0.00)               0(0.00)                 1(0.83)                 3(2.50)

合计               76(63.33)               9(7.50)             30(25.00)               5(4.17)             120(100.0)

表  3  老年人胃息肉的大小及病理类型 n (%)

     
大小(cm)         炎性增生性               腺瘤性                  胃底腺              未做病理	       合计

≤0.5              41(34.17)               3(2.50)               22(18.33)            3(2.50)              69(57.50)

0.6-1.0          26(21.67)               2(1.67)                 8(6.67)              2(1.67)              38(31.67)

1.1-2.0            6(5.00)                 4(3.33)                 0(0.00)              0(0.00)              10(8.33)

>2.0                 3(2.50)                 0(0.00)                 0(0.00)              0(0.00)                3(2.50)

合计               76(63.33)               9(7.50)               30(25.00)            5(4.17)            120(100.00)

表  4  老年人胃息肉病理类型及部位分布 n (%)

     
	     炎性增生性	   腺瘤性	               胃底腺	    未做病理	      合计

贲门              11(9.17)                1(0.83)                1(0.83)              1(0.83)                14(13.78)

胃底              13(10.83)              1(0.83)              12(10.00)            2(1.67)                28(23.33)

胃体              25(20.83)              0(0.00)              10(8.33)              2(1.67)                37(30.83)

胃角                0(1.28)                0(0.26)                0(0.00)              0(0.00)                  0(0.00)

胃窦              24(20.00)              7(5.83)                1(0.83)              0(0.00)                32(26.67)

多部位            3(2.50)                0(0.00)                6(5.00)              0(0.00)                  9(7.50)

合计              76(63.33)              9(7.50)              30(25.00)            5(4.17)               120(100.00)
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多≤0.5 cm, 但>2 cm的3例胃息肉均为炎性增生

性, 多见于胃体及胃窦部. 炎性增生性息肉常见

于伴胃黏膜炎症及萎缩的患者[7]. 一般认为, 炎
性息肉恶变率较低, 但许多研究也发现炎性增

生性息肉有癌变倾向[8,9]. 本研究发现14例伴肠

上皮化生的老年人胃息肉中, 炎性增生性占12
例, 1例伴萎缩者亦为炎性增生性息肉, 说明炎

性增生性息肉也应加强随访. 
胃底腺息肉是在西方国家中最常见的息肉

类型[10], 在胃镜下形态一般为光滑、无蒂、高度

<0.5 cm, 常见部位为泌酸腺黏膜, 可单发或多发. 
镜下, 多包含1个或多个囊状扩张的胃腺, 当扩

张程度较大时, 腺上皮细胞较难辨认. 本研究发

现老年人胃底腺息肉好发年龄为60-69岁, 形态

以山田Ⅱ型多见, 多≤0.5 cm, 多见于胃底及胃

体部. 近年来胃底腺息肉的发病率逐渐增高, 本
研究中老年人胃底腺息肉的比例为25.0%. 胃底

腺息肉发病原因目前尚不清楚, 有研究认为可

能与泵抑制剂的使用有关[11], 并且随泵抑制剂的

停止使用而消退[12], 所以, 推测其发病原因与胃

酸分泌的抑制有关[13,14]. 但是, 也有学者不认同

这种观点[15]. 有研究认为不典型增生与胃底腺息

肉有关[16], 但是, 本研究中未发现老年人胃底腺

息肉伴肠化及不典型增生. 
腺瘤性息肉表面常呈多叶状, 也可以是光

滑或有浅表糜烂. 显微镜下, 腺体增生密集, 间
质少, 腺上皮细胞增生旺盛, 排列拥挤. 细胞核

具有不同程度的异型性 ,  表现为核染色质增

多、浓染, 呈笔杆状单层或多层排列在腺体上

皮的基底部或上移, 但其上移高度一般不超过

胞质的2/3, 核分裂多见. 本研究发现老年人腺瘤

性息肉在70-79岁多见, 形态以山田Ⅰ为多, 多
在1.1-2.0 cm, 未发现>2 cm的息肉, 常见于胃窦

部. 据报道, 腺瘤性息肉的癌变率较高[17]. 张秀荣 
等[18]应用流式细胞术对57例正常胃黏膜、胃息

肉和胃癌组织进行细胞DNA定量分析, DNA非

整倍体检出率及细胞增殖指数, 炎性息肉和增

生性息肉组明显低于胃癌组, 而腺瘤性息肉组

与胃癌组近似. 提示炎性和增生性息肉属良性

增生性病变, 而腺瘤性息肉带有更多与胃癌相

同的生物学性质, 可能容易癌变. 本研究发现14
例伴肠上皮化生的老年人胃息肉中, 腺瘤性占1
例, 1例伴不典型增生者, 为腺瘤性息肉. 

癌变与息肉大小、息肉数目、病理类型、

息肉外形等有关, 息肉存在时间长者, 且多发性, 
>2 cm, 特别是进行性增大, 形态异常, 广基底腺

瘤性异型上皮, 黏膜色泽改变, 附近黏膜与息肉

黏膜界线不清等, 恶变的可能性大[2]. Ginsberg 
等[19]的研究发现所有的胃上皮息肉均有恶变潜

能, 因此对胃息肉的患者, 无论息肉大小及性质

如何, 均应及时处理, 并尽可能随访观察, 这样

有利于防止胃癌的形成. 本研究中共118例给予

内镜下治疗, 无1例出现出血或穿孔等并发症. 
说明, 内镜下治疗胃息肉安全有效, 是治疗胃息

肉的首选方法. 另外, 考虑到炎性增生性息肉与

胃黏膜炎症及萎缩有关, 建议同时治疗炎症与

萎缩. 而胃底腺息肉患者应询问是否有长期应

用抑制胃酸药物的病史. 
本研究中27例患者有随访资料, 7例复发, 

其中2例为单发息肉复发, 5例为多发息肉治疗

后复发, 说明多发息肉患者易形成胃息肉, 需加

强随访观察.
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic value of 
dynamic contrast-enhanced multi-slice spiral 
computed tomography (MSCT) for hi lar 
cholangiocarcinoma.

METHODS: The clinical data and MDCT imag-
ing data of 15 patients with pathologically con-
firmed hilar cholangiocarcinoma were retrospec-
tively analyzed. All patients underwent plain 
and four-phase dynamic contrast-enhanced 
MSCT.

RESULTS: According to MSCT findings, 15 
cases of hilar cholangiocarcinoma were divided 
into three types: mass-forming, nodular and 
ductal infiltrating. All cases showed isodensity 
or hypodensity on plain CT. The imaging char-
acteristics of seven cases of mass-forming hilar 
cholangiocarcinoma included peripheral uneven 
enhancement on arterial phase and marked 

enhancement on late arterial phase and portal 
venous phase. The imaging characteristics of 
five cases of nodular hilar cholangiocarcinoma 
included hilar nodule less than 2 cm, peripheral 
ring-like enhancement on arterial phase, marked 
delayed enhancement on portal venous phase 
and gradual filling of the central area. The imag-
ing characteristics of three cases of ductal infil-
trating hilar cholangiocarcinoma included ir-
regular thickening of the bile duct wall by more 
than 2 mm, and marked ring-like enhancement 
on arterial and portal venous phase. Two cases 
of ductal infiltrating hilar cholangiocarcinoma 
showed delayed enhancement.

CONCLUSION: Dynamic contrast-enhanced 
MSCT is an important diagnostic tool for hilar 
cholangiocarcinoma.

Key Words: Cholangiocarcinoma; Hepatic hilum; 
Tomography; X-ray computed tomography

Zhang TZ, Yang WK. Diagnosis of dynamic contrast-
enhanced MSCT for hilar cholangiocarcinoma: an analysis 
of 15 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 
184-188

摘要
目的: 评价MSCT多期动态增强扫描对肝门胆
管癌的诊断价值. 

方法: 回顾性分析15例经病理确诊的肝门区
胆管癌的临床资料及MSCT图像特征, 所有病
例均行平扫及四期动态增强扫描(即早动脉
期、晚动脉期、门脉期及延迟期). 

结果: 15例肝门胆管癌按CT表现形式分为肿
块型、结节型及管壁浸润型, 所有病灶均表现
为等密度或略低密度. 7例肿块型动脉期肿块
边缘呈轻度不均匀强化, 晚动脉期、门静脉期
及延迟期病灶进一步强化; 5例结节型多表现
为肝门部<2 cm的结节, 动脉期主要为边缘环
状强化, 门静脉期及延迟期持续明显强化, 且
向中心部充填; 3例管壁浸润型表现为肝门部
胆管壁局限性不规则增厚>2 mm, 增厚的胆管
壁四期扫描均呈明显环状强化, 其中2例表现
为延迟强化.

®

■背景资料
肝门胆管癌又称
Klatskin瘤, 主要
起源于左右肝管
及其汇合处的胆
管上皮, 占肝外胆
管癌的58%-75%, 
95%以上为腺癌, 
早期诊断较困难, 
患者就诊时已为
晚期, 是影像学诊
断的难点之一. 

■同行评议者
胡 红 杰 ,  主 任 医
师, 浙江大学医学
院附属邵逸夫医
院放射科
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结论: MSCT四期动态增强扫描对于肝门区胆
管细胞癌具有较高的诊断价值.

关键词: 胆管癌; 肝门; 体层摄影术; X线计算机
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0  引言

肝门胆管癌又称Klatskin瘤, 是指原发于左肝

管、右肝管、左右肝管分叉部和肝总管上段的

癌. 占肝外胆管癌的58%-75%. 肿瘤早期多沿胆

管壁生长, 生长部位隐蔽, 早期诊断较困难. 患
者就诊时已为晚期, 是影像学诊断的难点之一[1]. 
本文回顾性分析了15例经手术病理证实的肝门

胆管癌病例, 旨在探讨肝门胆管癌MSCT四期动

态增强扫描的特征及薄层重建的诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-05/10我院收治的经病理确诊的肝

门区胆管细胞癌15例, 其中男8例, 女7例, 年龄

42-78(平均年龄63.5)岁. 临床表现为不同程度的

黄疸, 右上腹胀痛, 纳差, 恶心, 呕吐, 体质量减

轻等症状. 实验室检查: 血清总胆红素和直接胆

红素升高者13例, CA19-9升高者11例, 2例CEA
阳性, 1例AFP升高. 8例行ERCP检查, 其中7例活

检组织发现癌细胞, 另1例未发现癌细胞, 后经

手术病理证实; 手术切除7例, 手术探查加姑息

治疗4例, 经皮支架植入加放疗4例. 病理: 高分

化腺癌4例, 中分化腺癌5例, 低分化腺癌3例, 乳
头状腺癌2例, 结节硬化型腺癌1例.
1.2 方法 
1.2.1 检查: 采用SOMATOM sensation16排螺旋

CT机扫描. CT检查前6-8 h禁食, 扫描前30 min喝
水800-1 000 mL, 部分病例检查前10 min肌内注

射654-220 mg; 扫描范围自肝顶至胰腺下缘先行

平扫, 而后行四期增强扫描, 即早动脉期(采用人

工触发, 触发阈值150 Hu, 延迟15 s左右), 晚动

脉期(延迟25-30 s), 门脉期(延迟55-60 s), 延迟期

(13例延迟5-15 min, 2例延迟20 min). 采用高压注

射器经肘前静脉注射非离子型对比剂欧乃派克

(350 mgI/mL)90 mL, 注射流率3.5 mL/s; 扫描参

数: 120 kV, 250 mAs, 准直宽度16 mm×1.5 mm. 
1.2.2 图像分析: 对扫描数据进行图像重建和后

处理, 轴位像重建层厚2 mm, 并行多平面重建

(MPR)及曲面重建(CPR), 全方位显示病灶及其

与周围组织的关系, 以期提高诊断的准确性和

全面性. 由两位经验丰富的放射科诊断医师对

图像进行分析会诊, 并取得一致诊断意见. 分
析内容包括胆管梗阻的部位和原因, 病变的大

小、形态、密度、范围及强化特点, 肝内外胆

管扩张的程度和形态特征, 是否伴有肝叶萎缩, 
有无肝内转移, 肝门区血管有无受侵, 有无肝门

部和腹膜后淋巴结转移. 对比分析不同延迟时

间扫描显示病变能力差别.

2  结果

2.1 直接征象 15例肝门区胆管癌中, 肿块型占多

数(7/15)(图1), 均位于左右肝管汇合区; 其次为结

节型(5/15)(图2), 位于左肝管者3例, 位于右肝管

及左右肝管汇合处各1例, 管壁浸润型3例(图3), 
其中1例侵犯胆囊. 与正常肝实质相比, 各型肝

门区胆管癌CT表现如下.
2.1.1 肿块型: 7例, 主要表现为肝门部肿块, 大小

2.8-6.5(平均3.7) cm. 病变平扫呈等或略低密度, 
边界欠清, 边缘不规则, 增强扫描动脉期和门脉

期呈轻度或中度不均匀强化, 周边部强化较显

著, 延迟期多明显强化(5/7), 边界变清, 呈相对高

密度(图1), 2例常规四期扫描均呈中度不均匀强

化, 中心区密度略低, 强化密度变化不明显, 与
正常肝实质相比呈相对略低密度. 
2.1.2 结节型: 5例, 表现为肝门部胆管走行区结

节, 大小为1.1-1.9(平均1.6) cm. 平扫多呈类圆

形、椭圆形等密度(3/5)或略低密度影, 向腔内突

出, 密度较均匀, 边缘光整或欠光整, 增强扫描

动脉期及门脉期呈轻度到中度强化, 多数周边

强化较明显, 类似环状强化(3/5), 另外1例均匀强

化, 1例不均匀强化. 
2.1.3 管壁浸润型: 3例, 表现为胆管局限性不规

则增厚, 管腔变窄, 四期增强扫描呈中度到明显

强化, 可见“圆环征”, 其中1例呈渐进性强化, 
延迟期密度较前两期略增高, CT值增加约8-10 
Hu. 
2.2 间接征象

2.2.1 肝内外胆管扩张: 15例肝门区胆管癌均可

见梗阻部位以上胆管不同程度的肝内胆管扩

张, 呈软藤状、枯枝状、蟹足状或不规则形, 扩
张胆管在梗阻处突然中断, 多为中度(管径10-15 
mm)(6/12)或重度扩张(管径>15 mm)(4/12). 
2.2.2 肝叶萎缩: 15例肝门区胆管癌中3例肝左叶

萎缩, 其中肿块型2例, 结节型1例, 萎缩肝叶内

仍可见扩张胆管影. 

■相关报道
多数学者认为肝
门胆管癌为乏血
供, 而包绕腺腔密
集的纤维基质储
留对比剂的时间
要比肿瘤实质长, 
故CT增强时 ,  早
期往往呈现低密
度或等密度, 而在
延迟图像上呈现
高密度或相对高
密度, 此即胆管癌
延迟强化的病理
基础.
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2.3 伴随征象 肝门区胆管癌可伴有肝门区或腹

膜后淋巴结转移, 肝内转移, 门脉癌栓, 肝内胆

管结石, 胆囊萎缩, 2例伴有肝硬化, 其中1例伴

肝左叶多发原发性肝癌.
2.4 CT诊断符合率 15例肝门区胆管癌中, 13例
肝门区胆管癌CT诊断与病理结果相符, 误诊2例
1例为腹膜后多发淋巴结肿大, CT诊断考虑为

转移, 但术后病理为反应性淋巴结肿大, 未见癌

细胞; 另外1例原发灶误诊为肝细胞肝癌伴肝门

部淋巴结转移、左右肝管受压及肝内胆管扩张, 
但术后病理结果显示肝门区肿块为胆管细胞癌.

3  讨论

肝门胆管癌主要起源于左右肝管及其汇合处的

胆管上皮, 约占肝外胆管癌的58%-75%, 95%以

上为腺癌, 本组15例均为腺癌. 癌组织在管壁内

呈浸润性生长, 侵及邻近胆管, 常导致纤维组织

增生, 使受累胆管壁增厚和管腔狭窄. 肝门部胆

管癌的临床分型常用Bismuth-Corlette分型: Ⅰ型

肿瘤位于肝总管分叉处, 左右肝管之间相通; Ⅱ
型肿瘤占据左右肝管汇合部, 两者之间无通道; 
Ⅲ型肿瘤侵犯一侧肝管, 累及右肝管者为Ⅲa型, 
累及左肝管者为Ⅲb型; Ⅳ型肿瘤左右肝管均受

累. 临床上根据癌肿对肝动脉和门静脉的侵犯, 
可将胆管癌的病程分为4期. Ⅰ期: 肿瘤限于胆

管, 无门静脉及肝动脉侵犯; Ⅱ期: 肿瘤累及单

侧的门静脉及肝动脉; Ⅲa期: 肿瘤累及一侧肝

动脉及门静脉的分叉部; Ⅲb期: 肿瘤累及一侧

图  1  肝门区肿块型胆管癌. A: 早动脉期肝门区可见略低密度肿块影, 边界不清, 肝内胆管扩张; B: 晚动脉期肝门区肿块边

缘不均匀轻度强化; C: 门脉期肝门区肿块进一步强化并向中心延伸; D: 延迟4 min肝门区肿块进一步强化, 趋于均匀, 较正

常肝实质高.

A B C D

A B C D

图  2  肝门区结节型胆管癌. A: 动脉期左肝管末端可见一类椭圆形强化结节影, 大小约1.4 cm×1.0 cm, 肝左叶胆管扩张; B: 

门脉期结节影进一步强化, 与肝实质相近; C: 延迟3 min结节影强化程度进一步增高, 高于肝实质; D: MPR图像显示左肝管

末端占位, 两端胆管扩张.

A B C D

图  3  肝门区管壁浸润型胆管癌. A: 平扫显示肝内胆管明显扩张, 肝门区未见明显占位征象; B: 晚动脉期扩张肝总管管壁明

显增厚, 环形中度强化, 呈“圆环征”; C: 延迟6 min肝总管增厚管壁强化均匀, 与周围血管密度相近; D: MPR图像显示肝总

管管壁增厚, 远段阻塞, 左右肝管及其分支明显扩张.

■应用要点
本 研 究 提 示 , 
M S C T 四期动态
增强扫描明显提
高了肝门区胆管
癌诊断及定位的
准确率, 降低了小
病灶的漏诊及误
诊率, 具有较高的
临床价值.
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门静脉及肝固有动脉; Ⅳ期: 肿瘤累及肝固有动

脉及门静脉的分叉部; 准确的临床分型及分期

对于治疗方案的选择至关重要. 肝门区胆管癌

临床上主要表现为高位进行性梗阻性黄疸. 典
型的肝门胆管癌肿瘤小, 生长缓慢, 局部浸润生

长, 恶性度高, 如果不经治疗, 出现症状后生存

期约3 mo[2]. 因此早期诊断, 可明显提高外科手

术切除率, 或早期行内支架引流, 缓解患者症状, 
延长生存期. 

由于肝门部解剖结构复杂, 毗邻的血管较

多, 胆管走行不规则、变异多, 且肝门胆管癌病

灶常较小, 又受部分容积效应的影响, 常规CT尽
管采用动态扫描技术, 对肿块本身的显示率仍

然较低, 为40%-70%[1]. MSCT由于其探测器的多

层排列, 时间及空间分辨率明显提高, 可常规行

多期、薄层容积扫描, 另外MSCT强大的后处理

功能可以多平面、全方位观察病变, 弥补了常

规螺旋CT的不足, 图像质量明细提高, 对于肝门

胆管癌, 特别是病灶较小(<2 cm)的肝门胆管癌, 
在发现病灶和周围结构显示方面有明显优势. 
本组5例<2 cm的结节型及3例管壁浸润型肝门

胆管癌, 轴位图像及MPR重建图像均能清楚显

示结节及胆管壁不规则增厚, 同时能清楚地观

察到各期扫描病灶的强化特点及周围血管的侵

犯情况, 明显提高了诊断的准确率, 降低了小病

灶的漏诊率. 
MSCT多期扫描明显提高肝门区胆管癌诊

断准确率. 以往单排螺旋CT扫描速度较慢, 增强

扫描期相相对单一, 对于强化特征不典型的病

灶, 与肝门区其他病变如肝门部肝癌鉴别困难, 
常规多期增强扫描更能全面观察病灶的强化特

征, 整体了解病灶的强化曲线, 明显提高了诊断

准确性. 本组15例肝门区胆管癌均行常规四期

增强扫描, 加扫晚动脉期能够进一步明确病灶

的强化特点, 有利于肝门区胆管癌与肝门区肝

细胞肝癌的鉴别. 本组15例肝门区胆管癌仅有

一例肿块型肝门胆管癌误诊为原发性肝细胞肝

癌, 原因为病灶体积较大, 血供丰富, 5 min未见

明显延迟强化, 将扩张肝内胆管诊断为左右肝

管受肿瘤压迫所致. 
多平面重建(MPR)技术明显提高肝门区胆

管癌的定位准确率. MPR技术可以病灶为中心

进行冠状位、矢状位以及任意平面的图像重建, 
清晰显示病变的大小、形态以及与周围组织的

关系, 特别是对于解剖结构复杂的肝门区占位, 
多平面重建可清晰显示病变的位置及范围, 周

围有无侵犯血管及淋巴结转移, 为进行准确的

临床分型及分期提供可靠依据, 有助于术前对

肿块的可切除性进行评估以及术中更彻底地清

除病灶. 此外, MPR像与薄层轴位图像相结合更

有利于发现较小的病变. 有学者认为[3], MSCT对
于胆管癌病灶的定位准确率明显提高; 邻近组

织器官的侵犯及远处转移的符合率亦有所提高, 
但仍较术中所见有所差距, 其原因考虑: (1)腹部

脏器多而密集, 肿块浸润周围脂肪间隙或腹膜

肠系膜结构使脏器间分界欠清, 而误诊为脏器

受侵; (2)肿块形态多欠规则, 肿大的淋巴结与肿

块邻近或融合及较小的转移淋巴结CT较难显

示; (3)有单个较大淋巴结误为转移, 病检为反应

性增生. 
CT多期增强扫描延迟强化是胆管癌最重要

的CT征象. 多数学者认为肝门胆管癌多为乏血

供, 而包绕腺腔密集的纤维基质储留对比剂的

时间要比肿瘤实质长, 故CT增强时, 早期往往呈

现低密度或等密度, 而在延迟图像上呈现高密

度或相对高密度, 此即胆管癌延迟强化的病理

基础[4]. 本组15例中, 9例早动脉期呈轻中度强化, 
以周边不均匀强化为主, 晚动脉期15例病灶均

有不同程度强化. 病灶较小的结节型和管壁浸

润型肝门区胆管癌动脉期强化更明显, 常为明

显环状和结节状强化, 本组8例中6例(75%)呈环

状强化, 1例呈结节样强化, 这可能是因为较小

的肿瘤纤维基质和坏死成分较少、血供相对丰

富. 另外, 胆管壁局限性不规则增厚>2 mm伴不

均匀强化, 也是诊断肝门胆管癌的可靠依据, 尤
其当无肿块或结节时, 可结合其他征象作出诊

断. 而且本组12例肿块型和结节型肝门胆管癌

中, 有9例显示肿块或结节的上下方胆管壁不规

则增厚伴不均匀强化, 此征象亦符合胆管癌可

沿着胆管壁浸润性生长的病理特征. 其他CT表
现有肝内胆管明显扩张, 扩张的左右肝管在肝

门处截断或呈鼠尾状, 门静脉及肝动脉的受侵

及肝叶萎缩等.  
肝门区的肿块型胆管癌应和邻近肝门的肝

内胆管细胞癌、肝细胞肝癌以及肝门区转移性

的肿大淋巴结相鉴别. 肝内胆管细胞癌一般体

积较大, 边界不清, 中心区易出现坏死性低密度

区, 强化表现多样, 可呈结节状或周边强化, 常
累及一叶肝内胆管扩张, MPR可以清晰显示病

灶位置及侵犯范围, 有利于病变的准确定位. 肝
细胞肝癌多期增强多表现为典型的“速升速

降”密度曲线, 且原发性肝癌门静脉癌栓常见, 

■同行评价
本 文 探 讨 了
M S C T多期增强
扫描对肝门区胆
管细胞癌的诊断
价 值 ,  属 病 例 总
结, 有一定的参考
意义, 缺点是病例
偏少.
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而肝门区胆管癌只会侵犯门静脉, 导致管腔变

细狭窄, 不会出现门静脉癌栓, 另外结合肝硬化

背景及AFP检查, 不难鉴别; 肝门转移性淋巴结

多来自胃肠道、胆囊、胰腺等肿瘤, 压迫肝总

管或胆管分叉部引起高位梗阻, 增强时淋巴结

强化不明显或无强化[5], 部分可呈轻中度环形强

化, 其造成的胆管扩张程度一般较胆管癌轻, 无
胆管壁不规则增厚及腔内肿块形成, 且常可在

肝内或腹腔其他部位发现原发病灶. 
管壁浸润型胆管癌应和一些良性病变引起

的胆管狭窄相鉴别, 尤其是硬化性胆管炎. 胆管

癌浸润引起的管壁增厚多为不对称性或偏心性, 
亦可出现环状增厚, 胆管狭窄多呈鼠尾状或突

然截断; 而炎症造成的管壁增厚一般较均匀, 且
范围一般较广泛, 肝内外胆管节段性不连续的

扩张和狭窄, 无侵犯及转移表现. 有学者认为[6,7]

肝门区胆管管壁厚度超过5 mm, 胆总管壁厚度

超过1.5 mm, 应高度怀疑胆总管癌的可能性, 若
低于此限度, 则应考虑炎性增厚. 

结节型胆管癌应和胆管结石相鉴别, 后者一

般密度较高, 但少数可呈等密度或略低密度, 增
强扫描时由于容积效应的影响可能会造成病灶

强化的假象而误诊为胆管癌. 反之, 对于一些强

化不明显的胆管癌可能会误诊为结石, 此时应

结合超声检查. 
总之, MSCT四期动态增强扫描明显提高了

肝门区胆管癌诊断及定位的准确率, 降低了小

病灶的漏诊及误诊率, 具有较高的临床价值.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of 
magnesium isoglycyrrhizinate on liver function 
in patients after liver resection.

METHODS: Sixty-four patients undergoing 
liver resection were randomly divided into 
experimental group and control group. The 
experimental group was given magnesium iso-
glycyrrhizinate 150 mg at the beginning of the 
operation and postoperatively for 7 days, while 
the control group was not given the drug. The 
fasting ALT, AST, TBIL, DBIL, GGT and ALP 
levels were determined before operation and on 
days 1, 3 and 7 after operation.

RESULTS: Postoperative ALT and AST (except 

on day 3) levels in the experimental group were 
significantly lower than those in the control 
group (P < 0.05 or 0.01). On day 7 after opera-
tion, serum ALT levels returned to normal in 
20 patients (64.5%) in the experimental group. 
Adverse reactions such as pseudohyperaldo-
steronism did not occur during the treatment 
course. 

CONCLUSION: Magnesium isoglycyrrhizinate 
can inhibit the rapid increase in the levels of 
liver enzymes, particularly serum transaminase, 
and reduce complications in patients after hepa-
tectomy, and is therefore suitable for periopera-
tive use in these patients.

Key Words: Magnesium isoglycyrrhizinate; Liver re-
section; Liver function
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2010; 18(2): 189-194

摘要
目的: 探讨异甘草酸镁对肝切除术后肝功能
的保护作用. 

方法: 肝切除病例64例, 随机分为试验组和对
照组, 试验组手术开始时给予异甘草酸镁150 
mg, 术后连续用药7 d, 对照组为空白对照. 分
别于术前和术后1、3、7 d测定空腹外周静脉
血清ALT、AST、TBIL、DBIL、GGT、ALP
的含量. 

结果: 试验组术后ALT、AST(除了第3天)明显
低于对照组(P <0.05或0.01), 至术后第7天时, 
试验组有20例患者的血清ALT水平降至正常
(64.5%), 试验过程中未出现假性醛固酮症等
不良反应.

结论: 异甘草酸镁可降低肝切除术后肝酶尤
其是血清转氨酶的急剧增高, 减少并发症的发
生, 适合在肝脏围手术期使用.

关键词: 异甘草酸镁; 肝切除; 肝功能
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■背景资料
异甘草酸镁为多
功能的肝细胞保
护 剂 ,  可 用 于 多
种原因所致的肝
功 能 异 常 ,  目 前
已广泛应用于对
慢性病毒性肝炎
和药物性肝损伤
的 治 疗 ,  但 对 肝
胆手术所致肝细
胞损伤的治疗保
护作用尚无临床
研究资料.

■同行评议者
刘凤斌, 教授, 广
州中医药大学第
一附属医院消化
内科
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0  引言

异甘草酸镁是从天然植物甘草中提取的甘草酸

经过碱催化异构化后成盐精制而得[1], 为单一的

18α-异构体甘草酸, 具有较强的抗炎、保护肝细

胞膜及改善肝功能的作用. 异甘草酸镁为多功

能的肝细胞保护剂, 可用于多种原因所致的肝

功能异常, 目前已被广泛应用于对慢性病毒性

肝炎和药物性肝损伤的治疗, 但对肝胆手术所

致肝细胞损伤的治疗保护作用尚无临床研究资

料. 本研究探讨异甘草酸镁对临床肝切除患者

是否具有改善肝功能的作用. 

1  材料和方法

1 .1  材料  2007-10 /2008-03我科施行的肝切

除术患者64例, 男34例, 女30例, 平均年龄为

51.8(28-68)岁. 其中原发性肝癌35例, 胆石病24
例, 肝血管瘤3例, 肝局灶性结节性增生1例, 肝
囊肿1例. 术前肝功能评估均为Child-Pugh A级, 
且术前血清ALT≤2倍正常值; 术前无急性肝炎, 
无心、肺、肾功能不全及其他全身系统疾病; 
术中最低收缩压≥60 mmHg. 按随机数字表将

病例分为试验组和对照组.
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 试验组手术开始(切皮)时即给予异甘

草酸镁注射液150 mg加入到10%葡萄糖注射液

250 mL中静脉滴注(糖尿病患者按相应比例给予

胰岛素). 术后每日静脉给予异甘草酸镁注射液

150 mg, 连续用药7 d. 对照组为空白对照, 仅给予

三磷酸腺苷二钠-氯化镁注射液(苷美)和钾镁液

治疗. 当血清白蛋白低于35 g/L时, 可适当补充外

源性白蛋白. 出现手术并发症时给予相应处理. 
1.2.2 测定指标和方法: 分别于术前和术后1、
3、7 d测定空腹外周静脉血清A LT、A S T、
T B I L、D B I L、G G T、A L P的含量. 血样统

一由本院生化室检测 ,  使用仪器为美国雅培

AEROSET型全自动生化分析仪.
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件进行数

据分析, 计量资料结果用mean±SD表示, 方法采

用t检验或协方差分析; 计数资料采用卡方检验, 
结果以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 患者一般临床资料 本研究64例患者, 按照随
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机数字表分为试验组31例和对照组33例, 分别

比较两组患者在年龄、性别、身高、体质量、

肝硬化等方面的一般资料, 均无统计学差异, 两
组具有可比性(表1).
2.2 肝切除术后两组肝功能指标的变化 应用异

甘草酸镁治疗组(试验组)与空白对照组术后血

清ALT、AST、TBIL、DBIL、GGT、ALP均有

不同程度的升高, 但对照组ALT、AST升高更为

明显, 两组相比较, 术后第1、3、7天ALT及术后

第1、7天AST试验组均明显低于对照组, 有统

计学意义(均P <0.05); 两组术后TBIL、DBIL、
GGT、ALP比较, 均无显著差异(P >0.05, 表2).
2.3 术中相关因素对试验组和对照组术后血清

转氨酶的影响 分别将对照组和试验组分为肝门

阻断组与未阻断组, 肝脏转位组与未转位组. 在
对照组中, 阻断组与未阻断组术后血清转氨酶

均升高, 但阻断组术后第1、3、7天ALT、AST
均明显高于未阻断组, 有统计学意义; 在试验组

中, 阻断组与未阻断组术后血清转氨酶亦均升

高, 阻断组术后第1天ALT及术后第1、3、7天
AST均明显高于未阻断组, 有统计学意义(表3); 
在对照组中, 转位组与未转位组术后血清转氨

酶均升高, 转位组术后第1天ALT及术后第1、3
天AST均明显高于未转位组, 有统计学意义; 在
试验组中, 转位组与未转位组术后血清转氨酶

亦均升高, 但两组比较, 术后ALT、AST均无显

著差别(表4). 肝断面面积与术后第1天AST有相

关性, 与术后第1、3、7天ALT及术后第3、7天
AST均没有相关性(表5).
2.4 两组术后恢复 两组术后第7天血清ALT降至

正常范围者: 治疗组64.5%, 对照组36.4%, 二者

差异显著(P  = 0.024, 表6). 两组术后并发症发生

率无显著差异P >0.05(两组中胸腔积液和切口感

染各出现1例). 两组患者的并发症均经积极治疗

而治愈, 无手术死亡. 原发性肝癌行肝切除患者

术后平均住院天数治疗组为9.8 d, 对照组为10.6 
d, 二者比较无统计学意义. 在整个试验过程中

治疗组未出现甘草酸制剂常见的假性醛固酮症

的不良反应(如血压升高、电解质改变等).

3  讨论

人体内转氨酶有20多种, 临床上应用最多的为

ALT和AST, 许多脏器和组织都含有这两种转氨

酶, 两者分布的次序大致是肝→肾→心→肌肉

和心→肝→肌肉→肾, 只要有1%的肝细胞破坏, 
其所释放的转氨酶即足以使血清中转氨酶水平

www.wjgnet.com

■研发前沿
异甘草酸镁目前
已被广泛应用于
临床, 但应用领域
仍主要局限在慢
性病毒性肝炎和
药物性肝损伤患
者的治疗, 外科领
域应用尚少, 究其
原因是缺乏大样
本的临床研究报
告, 其保肝降酶的
机制仍有待进一
步的深入研究.
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升高1倍; 在肝内, 转氨酶主要含于肝细胞内, 胞
内/外酶活性为5 000∶1, 肝细胞变性坏死时, 肝
内酶释放入血, 引起血清中转氨酶活力升高. 因
此血清转氨酶测定被认为是反映肝细胞损害的

标准试验, 血清转氨酶是反映肝功能损害的最

敏感指标, 可用于评估肝细胞损害的严重程度. 
因原发性肝癌、肝内胆管结石等行肝部分切除

的患者术后常出现一定程度的肝功能损害, 尤
其伴有肝硬化时, 肝功能损害更为明显, 在临床

上表现为术后血清转氨酶的一过性升高[2]. 肝
切除术中肝门阻断和肝脏转位等可造成肝脏的

缺血和再灌注损伤[3], 导致炎性细胞大量激活, 
细胞因子和炎性介质释放以及氧自由基的产 
生[4], 并诱发不同程度的全身炎症反应(systemic 
inflammatory response, SIR)[5], 从而出现肝细胞

膜的损伤, 长时间或反复间歇阻断者尤甚, 易形

成手术后长时间的肝炎状态[6]. 同时肝硬化患者

体内因胃肠道黏膜淤血、水肿, 肠道细菌过度

生长繁殖和肠壁通透性增加, 肠壁局部免疫防

疫功能下降, 使肠腔内细菌发生移位经过肠系

膜淋巴结进入循环系统, 产生菌血症和内毒素

血症[7], 同时肝切除和肝门阻断时也会产生内

毒素血症, 引起肝细胞的明显损伤, 导致术后肝

功能损害. 此外, 肝切除术后ALT、AST 较手术

前的急剧增高还与手术创伤应激、麻醉药物应

用、肝切缘组织坏死及术中血液动力学不稳定

及术中失血、输血等因素有密切的关系. 因此, 
如何在术中保护肝脏功能, 防止手术并发症, 促
进患者尽早康复, 是肝脏手术围手术期的重要

内容. 
我们的研究显示, 在对照组中, 阻断组与未

阻断组、转位组与未转位组术后血清转氨酶均

升高, 但阻断组和转位组术后血清转氨酶均明

显高于未阻断组; 在试验组中, 阻断组术后血清

转氨酶亦明显高于未阻断组, 而转位组与未转

位组比较, 术后ALT、AST均无显著差别, 可能

与异甘草酸镁的保肝降酶作用有关系. 肝断面

面积与术后第1天AST有正相关性, 与术后第1、
3、7天ALT及术后第3、7天AST均没有相关性. 
结果提示, 肝门阻断和肝脏转位会造成肝切除

术后血清转氨酶的明显升高, 导致肝切除患者

术后出现一过性的肝功能损害, 是影响肝切除

术后转氨酶升高的主要因素. 
甘草酸制剂是目前临床上应用比较广泛的

表  1  对照组与试验组一般资料

     
指标			         对照组	       试验组	  t 值或χ2值		   P 值

年龄(岁)			     50.9±8.6	   52.8±9.4	 t  = -0.842	 0.403

性别				  

    男			     19		    15		  χ2 = 0.542	 0.462

    女			     14		    16		

身高(cm)			   166.9±6.8	 164.8±8.8	 t  = 1.063		  0.292

体质量(kg)		    68.0±10.5	   62.9±11.5	 t  = 1.837		  0.071

肝硬化			 

    有			     17		    14		  χ2 = 0.258	 0.611

    无			     16		    17		

肝门阻断			 

    肝门未阻断组		    19		    21		  χ2 = 0.822	 0.663

    肝门阻断<20 min		     6		      5		

    肝门阻断>20 min		     8		      5		

肝脏转位			 

    有			     16		    13		  χ2 = 0.277	 0.599

    无			     17		    18		

肝断面面积(cm2)		    43.1±22.8	   52.0±31.3	 t  = -1.318	 0.192

出血量(mL)		  900.0±787.0	 832.3±708.7	 t  = 0.361		  0.719

手术时间(min)		  167.1±57.1	 174.1±69.0	 t  = -0.448	 0.656

手术方式			 

    半肝切除组		    10		     9		

    联合肝段切除组		    14		   15		  χ2 = 0.275	 0.872

    肝段或局部切除组	     9		     7		

■创新盘点
本文从外科领域
研究异甘草酸镁
的保肝作用, 开保
肝治疗之先河, 为
临床外科医师治
疗肝切除术后肝
损害提供了新选
择和新思路.
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一类降酶保肝药物, 甘草酸由一分子甘草次酸

(属药理活性分子)和两分子葡萄糖醛酸组成, 以
18α和18β两种立体异构体的形式存在, 他通过

作用于激素受体, 影响离子通道(抑制钙离子内

流), 激活或抑制酶的活性, 调节物质代谢和胆碱

能神经的兴奋性, 具有肾上腺素皮质激素样作

用, 且还有明显的抗炎、减轻免疫病理反应作

用[8]. 国内外多项研究表明, 甘草酸制剂具有较

强的抗病毒, 保护肝细胞, 降低血清ALT、AST
和血清胆红素水平的作用[9], 被广泛应用于多种

疾病的治疗, 尤其是肝脏疾病. 近年来的研究显

示, 他还具有明显的抗纤维化[10]、抗生物氧化

和抗细胞凋亡[11]等功效. 异甘草酸镁是近年来研

发的第4代甘草酸制剂, 是甘草酸经过碱催化异

构化后成盐精制而得, 其为单一的18α-异构体

甘草酸, 较甘草酸制剂的第3代产品甘草酸二铵

(18α和18β的混合制剂)具有亲脂性好、肝脏靶

向性高和不良反应少等优点, 具有更强的保肝

抗炎、免疫抑制、利胆退黄、解毒、抗生物氧

化等生物功效, 能稳定肝细胞膜, 清除体内氧自

由基, 抑制肝炎病毒的复制, 减轻肝细胞的炎症

和坏死, 促进肝细胞的再生和修复, 并能疏通肝

内毛细胆管, 促进胆汁分泌排泄, 增加胆汁流速, 
促进黄疸消退及转氨酶下降. 药效学试验证明, 
异甘草酸镁对D -氨基半乳糖引起大鼠急性肝损

伤具有防治作用, 能阻止动物血清转氨酶升高, 
减轻肝细胞变性、坏死及炎症细胞浸润; 对CCl4

引起大鼠慢性肝损伤和Gal/FCA诱发小鼠慢性

免疫性肝损害具有治疗效果, 能降低血清转氨

酶及血清NO水平, 减轻肝组织炎症活动度及纤

维化程度, 减轻肝组织损害. 已完成的针对异甘

草酸镁的Ⅱ期、Ⅲ期临床试验证实, 异甘草酸

表  2  两组术后肝功能指标的比较 (mean±SD)

     
肝功能指标        术后时间(d)	          试验组(n  = 31)	                对照组(n  = 33)	       F 值	                P 值

ALT(U/L)		  1	         206.0±143.0                 384.0±239.0               10.514               0.002

		  3	         140.0±107.0                 250.0±196.0                 5.310               0.025

		  7	           51.0±25.0                     93.0±55.0                 12.009               0.001

AST(U/L)		  1	         192.0±139.0                 306.0±189.0                 5.265               0.025

		  3	           72.0±59.0                     97.0±80.0                   0.764               0.386

		  7	           25.0±9.0                       35.0±17.0                   5.435               0.023

TBIL(μmol/L)	 1	           23.2±12.1                     23.0±10.1                   0.146               0.704

		  3	           20.8±12.6                     20.4±9.3                     0.084               0.773

		  7	           15.0±6.7                       14.9±6.8                     0.323               0.572

DBIL(μmol/L)	 1	             9.1±5.1                         9.0±5.2                     0.796               0.376

		  3	             9.4±5.1                         8.8±4.9                     0.783               0.380

		  7	             7.2±3.5                         7.5±3.8                     0.002               0.966

GGT(U/L)		  1	           68.7±133.3                   62.7±58.0                   0.033               0.856

		  3	           54.4±80.1                     58.8±40.7                   0.066               0.798

		  7	           98.0±99.2                   105.1±62.3                   0.230               0.633

ALP(U/L)		  1	           94.9±98.0                     81.5±47.1                   0.719               0.400

		  3	           91.9±57.5                     82.3±36.3                   0.980               0.326

		  7	         106.1±61.5                   102.2±48.8                   0.063               0.803

表  3  两组阻断与未阻断术后血清转氨酶水平 (mean±SD)

     
转氨酶

   
术后	                                      对照组				                      试验组

(U/L)      时间(d)     阻断组(n  = 14)  未阻断组(n  = 19)      t 值              P 值      阻断组(n  = 10)  未阻断组(n  = 21)    t 值              P 值

ALT	 1             532±240          275±174        3.570        0.001        312±168         155±97        2.757        0.017

	 3             365±214          165±132        3.097        0.006        205±138         109±75        2.050        0.064

	 7             125±62              69±34          3.062        0.006          68±22             42±23        2.950        0.006

AST	 1             454±181          196±99          4.834        0.000        310±171         136±74        3.085        0.011

	 3             151±87              57±43          3.678        0.002        106±83             56±36        1.805        0.099

	 7               45±20              27±11          2.941        0.008          32±6               21±7          4.024        0.000

■应用要点
本 研 究 提 示 ,  异
甘草酸镁可明显
降低肝切除术后
肝酶尤其是血清
转氨酶的急剧增
高 ,  对 恢 复 术 后
肝脏功能、促进
患者康复、减少
并发症的发生具
有 积 极 的 意 义 , 
适合在肝脏围手
术期使用.
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镁具有更强的抗炎、抗生物氧化、解毒、保护

肝细胞膜及改善肝功能作用, 适用于伴有血清

ALT升高的慢性肝病, 目前已被广泛应用于对慢

性病毒性肝炎和药物性肝损伤的治疗[12-15], 并取

得了很好的疗效. 
本研究显示 ,  应用异甘草酸镁治疗组(试

验组)与空白对照组术后ALT、AST、TBIL、
DBIL、GGT、ALP均有不同程度的升高, 但对

照组ALT、AST升高更为明显, 试验组术后ALT
及AST均明显低于对照组; 至术后第7天时, 试验

组大多数患者的血清ALT水平降至正常(64.5%); 
在整个试验过程中试验组未出现甘草酸制剂常

见的假性醛固酮症的不良反应(如血压升高和电

解质改变等), 未见肝切除术后并发症的增加, 提
示异甘草酸镁能明显降低肝切除术后患者的血

清转氨酶水平, 减轻手术对肝细胞的损害, 有较

好的改善肝功能的作用, 且具有很高的临床应

用安全性. 本研究试验组与对照组术后TBIL、
DBIL、GGT、ALP比较, 均无显著差异, 考虑与

所研究样本例数较少有关, 未能体现出异甘草

酸镁利胆退黄的生物功效. 
总之, 异甘草酸镁可缩短肝切除术后肝脏

长时间的肝炎状态, 降低肝切除术后肝酶尤其

是血清转氨酶的急剧增高, 对恢复术后肝脏功

能、促进患者康复、减少并发症的发生具有积

极的意义, 较适合在肝脏围手术期使用.
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表  4  两组转位与未转位术后血清转氨酶水平 (mean±SD)

     
转氨酶

     
术后	                                      对照组				                      试验组

(U/L)       时间(d)    转位组(n  = 16)  未转位组(n  = 17)       t 值             P 值      转位组(n  = 13)  未转位组(n  = 18)    t 值               P 值

ALT	  1            496±229          278±201        2.916        0.007       260±160        166±119        1.897        0.068

	  3            309±186          194±194        1.732	 0.093       159±93          126±117        0.851        0.402

	  7              96±50              91±61          0.244	 0.808         53±21            49±29          0.475        0.638
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表  5  肝断面面积与术后血清转氨酶的关系

     
转氨酶

   
术后           对照组(n  = 33)	 试验组(n  = 31)

(U/L)      时间(d)        r 值             P 值	 r 值	 P 值

ALT	 1          0.174        0.333        0.039        0.834

	 3          0.017        0.924      -0.085        0.651

	 7        -0.127        0.482      -0.201        0.287

AST	 1          0.279        0.115        0.039        0.836

	 3          0.175        0.331      -0.211        0.254

	 7        -0.018        0.923      -0.137        0.471

表  6  两组术后第7天血清ALT恢复情况

     
ALT(U/L)	   试验组(n )     对照组(n )           χ2值               P 值

<60	        20	           12              5.067          0.024

≥60	        11	           21

■同行评价
异甘草酸镁是具
有较强的抗炎、

保护肝细胞膜及
改善肝功能的作
用, 本文探讨其对
肝切除术后患者
的疗效, 证明了其
护肝作用, 具有一
定的实用价值.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胰腺双部位实性假乳头肿瘤1例

程东峰, 沈柏用, 韩宝三, 祝哲诚, 邓侠兴, 彭承宏

程东峰, 沈柏用, 韩宝三, 祝哲诚, 邓侠兴, 彭承宏, 上海交通
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Abstract
AIM: To analyze the pathological characteristics 
and origin of bifocal solid pseudopapillary 
tumor (SPT) of the pancreas.

METHODS: The clinical data of a patient with 
bifocal SPT of the pancreas, who underwent 
pancreatoduodenectomy and distal pancreatec-
tomy with splenectomy at our hospital, were 
retrospectively analyzed. The expression of mul-
tiple differentiation markers was detected by 
immunohistochemistry to evaluate the origin of 
the tumor.

RESULTS: The postoperative course was un-
eventful. The postoperative blood glucose levels 

ranged from 5.5 to 8.9 mmol/L. The patient re-
stored food intake five days after operation. No 
postoperative complications occurred. Patholog-
ical examination showed different combination 
ratios of solid and cystic components between 
the tumors arising from both foci. However, 
the morphology of neoplastic cells was similar 
between them. Both of them were diagnosed as 
SPT of the pancreas. The SPT cells were highly 
positive for some differentiation markers such as 
vimentin (VIM), S100, alpha-1 antitrypsin (AAT), 
cyclin D1, PR, and nestin proteins.

CONCLUSION: Bifocal SPT of the pancreas 
shows heterogeneous differentiation. SPT may be 
originated from pancreatic embryonic stem cells 
and results from immature differentiation of plu-
ripotential stem cells during pancreas genesis.
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摘要
目的: 总结1例胰腺双部位实性假乳头肿瘤
(SPT)的临床病理特点, 探讨其可能起源. 

方法: 手术行标准胰十二指肠切除术和胰体
尾及脾切除术, 分析该病例SPT的临床病理特
点, 并行多个抗体的免疫组织化学检查. 

结果: 患者术后血糖5.5-8.9 mmol/L, 第5天开
始恢复饮食, 未发生胰漏、胆漏及腹腔感染
等并发症. 大体形态的囊实性比例不尽相同, 
但镜下肿瘤细胞形态学一致, 均确诊为SPT, 
对各个免疫表型的表达具有异质性 ,  其中
VIM、S100、AAT、CyclinD1、PR及Nestin
均呈阳性.

结论: SPT可能起源于胰腺干细胞及与其发育
密切相关的胚胎神经嵴的神经前体细胞, 由干
细胞发育过程中分化不成熟所致.
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■背景资料
胰腺实性假乳头
肿 瘤 ( S P T ) 是 一
种少见的潜在低
度恶性的胰腺肿
瘤 ,  仅 占 全 部 胰
腺外分泌肿瘤的
0.2%-2.7%, 其生
长缓慢, 多呈外生
性、膨胀性生长, 
可延伸至后腹膜
形成巨大肿瘤, 易
被误诊为“后腹
膜恶性肿瘤”, 且
有明显的性别趋
势, 好发于青春期
女性.
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0  引言

胰腺实性假乳头肿瘤(sol id pseudopapi l lary 
tumor of pancreas, SPT)是一种少见的潜在低

度恶性的胰腺肿瘤[1], 仅占全部胰腺外分泌肿

瘤的0.2%-2.7%[2,3], 易被误诊误治[4], 随着近年

来人们对该病有了更为清晰的认识和准确的诊

断, 国内外文献报道较以前明显增多[5], 但尚未

见同1病例胰腺双部位实性假乳头肿瘤的报道, 
本文就1例罕见的胰腺双部位实性假乳头肿瘤

的临床病例病理特点进行总结, 并探讨其可能

起源.

1  材料和方法

1.1 材料 因体检发现胰腺占位4 mo入院, 患者, 
女, 无腹痛、腹胀、发热及皮肤巩膜黄染, 近期

无明显体质量减轻. B超显示胰头钩突部内见一

不均质混合性回声团块, 大小约57 mm×36 mm
×55 mm, 形态呈不规则形, 边界不清, 内部回声

分布不均, 可见一环状强回声, 胰腺尾部见一巨

大混合性回声团块, 大小约99 mm×80 mm×76 
mm, 形态呈不规则形, 边界不清, 内部回声分布

不均, 其内可见片状高回声及极低回声; 肝右叶

边缘见一稍高回声, 大小约11 mm×7 mm, 形态

呈类圆形, 边界尚清, 内部回声不均匀, 未见血

流信号. CT(001226600)示胰头钩突部、胰体尾

圆形肿块, 8 cm×8 cm, 内见环形钙化, 分隔及结

节, 增强后强化不明显, 肿块推压脾血管及左肾

静脉; 肝右叶包膜下见小片状低密度灶, 增强后

周边环形强化, 门脉期呈相对低密度. 入院诊断, 
胰腺多发性混合性肿块: 胰腺实性假乳头肿瘤

可能; 肝右叶结节性病灶. 
2009-02-19行胰十二指肠切除+胰尾及脾脏

切除术, 行“屋顶式切口”, 术中见胰头4 cm×5 
cm肿块, 胰尾7 cm×8 cm囊性占位, 与周围有粘

连. 以ENDOGIA断胰体行胰尾肿块及脾切除术, 
胰头钩突部肿瘤行标准胰十二指肠切除术; 右
肝肿块局部切除. 标本送冰冻提示胰腺实性假

乳头肿瘤, 右肝海绵状血管瘤.
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1.2 方法 手术行标准胰十二指肠切除术和胰体

尾及脾切除术, 分析该病例SPT的临床病理特

点, 将不同组织来源的抗体(如代表神经细胞及

神经内分泌细胞来源的抗体NSE和SYN; 代表

神经干细胞来源的抗体Nestin和VIM; 代表神经

软组织来源的抗体; 代表间叶组织细胞来源的

抗体VIM和AAT; 代表上皮细胞来源的抗体CK7
等)对本例SPT进行免疫组织化学染色, 二抗用

生物素化猪抗多兔免疫球蛋白(或生物素化兔抗

单鼠免疫球蛋白)二抗, 实验过程中均通过“煮

沸”进行抗原修复, 均设阴性对照组(即用PBS
代替相应的一抗)和相应的阳性对照组, ABC法
进行免疫组织化学实验.

2  结果

患者术后恢复顺利, 监测血糖5.5-8.9 mmol/L, 术
后抗菌素使用3 d, 术后第3天体温即低于37.5 ℃, 
术后第5天血白细胞及中性粒细胞均恢复正常, 
术后5 d开始恢复饮食, 术后8 d拔除引流管, 术后

2 wk痊愈出院, 术后未发生胰漏、胆漏和腹腔感

染等并发症. 
本例胰腺双部位肿瘤大体形态的囊实性比

例不尽相同, 但镜下肿瘤细胞形态学还是一致

的, 石蜡病理报告“胰头、胰尾”均确诊为SPT. 
对各个免疫表型的表达具有异质性, 其中VIM、

S100、AAT、CyclinD1、PR及Nestin均呈阳性, 
余NSE、SYN、CHG、ER及CK7均阴性(图1), 
“肝脏肿块”为海绵状血管瘤.

3  讨论

SPT为一种独特的无功能性胰腺肿瘤实体, 于
1959年首次报道[6], 曾有多个临床病理学名称[7], 
1996年WHO将SPT重新分类为生物学行为未定

或交界性恶性潜能的肿瘤[8]. SPT有明显的性别

趋势, 好发于青春期女性, 本例患者年仅24岁, 
SPT无特异性的临床症状及体征, 如同本患者, 
通常是在体检或放射线检查时偶然发现的[9], 同
时在胰头和胰体尾出现双部位的肿瘤更属罕见, 
未见类似报道.  

S P T生长缓慢 ,  多呈外生性、膨胀性生 
长[5,10], 可延伸至后腹膜形成巨大肿瘤, 易被误诊

为“后腹膜恶性肿瘤”. SPT常为孤立性囊实性

肿物, 本例则为罕见的胰头及胰尾同时出现的

双部位肿块, 两部位的大体表现不尽相同, 胰头

部位的肿块大体表现为以实性区为主的囊实性

混合结构, 瘤体中心可见出血、坏死, 边界较清

www.wjgnet.com

■相关报道
Martin等报道SPT
对放、化疗罕有
敏感者, 手术切除
是治疗该病的有
效方法, SPT手术
切除率高, 外科治
疗效果也明显好
于胰腺癌, 很少发
生肝脏转移, 即使
有肝脏转移者术
后仍能生存4年、

11年之久, 其病程
进展非常缓慢.
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楚; 而胰体尾的肿块表现为以囊性区为主的囊

实性混合结构, 局部囊壁有钙化, 有完整的包膜. 
两部位肿瘤的病理特点却是一致的, 包括无腺

体结构的实质性细胞和丰富血管构成的假乳头

结构和区域退行性变性、坏死, 可见到多个细

胞围绕纤维血管根部形成的假菊花团结构. 
SPT对放、化疗罕有敏感者, 手术切除是治

疗该病的有效方法, SPT手术切除率高, 外科治

疗效果也明显好于胰腺癌, 很少发生肝脏转移, 
即使有肝脏转移者术后仍能生存4年、11年之

久, 其病程进展非常缓慢[5,11]. 
SPT单部位肿块的手术方式有局部肿块切

除术、胰腺节段切除术和肿瘤扩大切除术[12,13]. 
而本患者是胰头和胰体尾双部位的肿瘤, 手术

方式为标准胰十二指肠切除、胰体尾及脾切除

术, 仅留胰体中段约6 cm的胰腺组织, 依次行胰

肠、胆肠和胃肠吻合, 保留部分胰腺实质组织

能够保证胰腺的内外分泌功能的维持. 
本患者的胰头和胰体尾双部位S P T的免

疫组化表达是一样的, 对VIM、S100、AAT、
Cycl inD1和Nest in均为高表达阳性, 对NSE, 
SYN, CHG, ER和CK7均不表达. 

Vim(波形蛋白)是神经干细胞的标志蛋白, 
神经早期发生时需要Vim[14], 也是胰岛干细胞的

一个分子标志. 神经巢蛋白nestin是一种细胞骨

架蛋白, 主要在未分化、具有增殖能力的细胞中

表达, nestin阳性细胞具有很强的增殖能力[15], 在
细胞分化结束时表达下降[16], 在胰腺发育过程

中, nestin只在围绕胰腺上皮的间充质表达, 并
不在上皮组织中表达且自然过程中nest in阳性

细胞不发育为内分泌细胞[17,18], 上述Vim和nestin
在胰腺发育过程中的表达特点, 提示本例SPT
中所存在Vim和nestin的高表达可能源于间叶组

织中胰腺干细胞, 具有很强的增值分化功能, 这
也符合本例SPT中CyclinD1的高表达情况, 因为

CyclinD1的高表达多反映肿瘤的高增值能力[19]. 
本例SPT对S100神经蛋白也呈阳性高表达, 

S100蛋白广泛表达于神经外胚叶、中胚层、外

胚层来源的正常组织细胞中[20], 因此SPT也有可

能来源于神经巢或胚胎神经嵴细胞, 有作者研

究也支持此观点[21]. CK7等是上皮细胞性来源的

标志物, 是导管内皮的特异性标志物, 本例SPT
中表达为阴性. 

可见, 本例胰腺双部位肿瘤大体形态的囊实

性比例不尽相同, 但镜下肿瘤细胞形态学还是

一致的, 可以确诊为胰腺实性假乳头肿瘤, 对各

个免疫表型的表达具有异质性, 体现了此肿瘤

的多形性分化特征, 说明了该肿瘤细胞不同于

胰腺的任何一种细胞, 极可能起源于胰腺多潜

能胚胎干细胞及与其发育密切相关的胚胎神经

嵴的神经前体细胞. 在生理情况下, 胰腺干细胞

保持相对静止, 胰腺干细胞若受某种病理机制

图  1  SPT肿瘤细胞VIM、S100、Nestin及CyclinD1的表达(IHC). A: VIM(×40); B: S100(×100); C: CyclinD1(×40); D: Nestin(×40).

A B

C D

Pancreas

SPT

Pancreas

SPT

■创新盘点
本文就1例罕见的
胰腺双部位实性
假乳头肿瘤的临
床病例病理特点
进行总结, 并探讨
其可能起源, 可增
加医务人员对该
病的临床认识.
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变化, 也有可能向其他异常细胞(如SPT细胞等)
演变, 出现异常分化或分化不全, 进而形成SPT.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical value of different 
methods for diagnosis of peritoneal diseases.

METHODS: A total of 42 patients with peritone-
al diseases were included in the study. Measure-
ment of serum tumor markers and computed 
tomography (CT) were performed in all patients, 
peritoneocentesis in 40 patients, positron emis-
sion tomography (PET)/CT in 9 patients, and 
ultrasound-guided percutaneous peritoneal 
biopsy in 13 patients. The sensitivity, specificity 
and accuracy of each method and the causes of 
peritoneal diseases were analyzed.

RESULTS: The sensitivity of measurement of 
serum tumor markers (CEA, CA153, CA19-9, 
CA242 and CA125) in the diagnosis of metastatic 
peritoneal tumors was 14.8%, 18.5%, 29.6%, 
22.2% and 100%, and the specificity was 80.0%, 
93.3%, 93.3%, 93.3% and 0%, respectively. The 
sensitivity and specificity of exfoliative cytologic 

examination in the diagnosis of carcinous ascites 
were 36% and 100%, respectively. The sensitivity 
and specificity of ascites adenosine deaminase 
(ADA) in the diagnosis of tuberculous ascites 
were 92.3% and 92.5%, respectively. The accura-
cy of CT, PET/CE and percutaneous peritoneal 
biopsy was 19%, 78% and 85%, respectively.

CONCLUSION: Serum tumor marker measure-
ment, exfoliative cytologic examination and 
ascites ADA can help differentiate between car-
cinous and inflammatory peritoneal diseases. 
The accuracy of PET/CT and percutaneous peri-
toneal biopsy is higher than that of CT.

Key Words: Peritoneal disease; Diagnosis; Tomog-
raphy; Peritoneal biopsy

Yue HY, Liu WT, Deng BR, Chang YX, Fang WL. 
Diagnosis of patients with peritoneal diseases: an analysis 
of 42 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(2): 
199-203

摘要
目的: 对42例腹膜病变患者临床资料进行分
析, 以提高该类疾病的诊断水平. 

方法: 42例腹膜病变患者, 男22例, 女20例, 年
龄17-89岁, 平均54岁. 对所有患者进行CT与
血清肿瘤标志物检查、40例行腹穿术、9例行
PET/CT检查、13例行超声引导下经皮腹膜活
检术. 分析腹膜病变的病因和各诊断方法的灵
敏性、特异性和准确性. 

结果: 血清CEA、CA153、CA19-9、CA242 
和CA125对腹膜恶性肿瘤诊断的灵敏性分别
为14.8%、18.5%、29.6%、22.2%及100%, 特
异性分别为80.0%、93.3%、93.3%、93.3%及
0%. 腹水脱落细胞对腹膜恶性病变诊断的灵
敏性为36%, 特异性为100%; 腹水ADA对腹膜
结核性病变诊断的灵敏性为92.3%, 特异性为
92.5%. 8例CT检查结果支持最后诊断, 准确率
为19%; 7例PET/CT检查结果支持最后诊断, 
准确率为78%; 11例腹膜活检术结果支持最后
诊断, 准确率为85%.

结论: 肿瘤标志物、腹水脱落细胞和ADA检

www.wjgnet.com
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■背景资料
腹膜疾病是一类
病因复杂的疾病, 
包括腹膜原发或
是转移肿瘤, 也包
括累及腹膜的各
种 炎 性 病 变 ,  该
病起病隐匿, 早期
表现为腹痛、腹
胀、发热、恶心
呕吐等症状, 但均
缺乏特异性, 关于
该类疾病的诊断
和鉴别诊断亦缺
乏一套比较全面
的指导方案.

■同行评议者
袁友红 ,  副教授 , 
湖南省人民医院
科研部



查对腹膜炎性与肿瘤性病变的鉴别有一定的
辅助意义. PET/CT和腹膜活检对腹膜病变诊
断的准确性明显高于CT.
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0  引言

累及腹膜的病变一般起病隐匿且病因复杂, 是
一种疑难病症, 临床常以腹胀、腹痛为首发症

状且不典型, 影像学检查亦缺乏特异性, 很多情

况下仅凭一种或几种简单的常规检查方法难以

确诊. 本文对近7年来就诊于我院消化科的42例
怀疑腹膜病变患者的临床检查资料进行整理和

分析, 以提高其诊疗水平. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-03/2009-02天津医科大学总医院

消化内科住院患者42例, 男22例, 女20例, 年龄

17-89(平均年龄54)岁, 病史数十天至数月不等, 
主要表现为腹胀、腹痛, 伴发热者17例, 最后确

诊为原发性腹膜癌者8例、恶性肿瘤腹膜转移

者14例、结核性腹膜炎者13例、腹膜恶性间皮

瘤5例、腹膜其他炎性病变者2例.
1.2 方法 42例患者行血清肿瘤标志物(CEA、

CA153、CA19-9、CA242及CA125)检查、40例
行腹水脱落细胞检查及腺苷脱氨酶(ADA)测定, 
42患者均行CT检查, 9例行PET/CT检查, 13例行

超声引导下经皮腹膜活检术. 分别对各项检查

的敏感性, 特异性和准确性进行分析.

2  结果

2.1 患者一般临床资料 42例患者确诊为原发性

腹膜癌8例, 其中男2例, 女6例, 平均首发年龄

为60岁, 主要症状包含腹痛者6例, 腹胀7例, 发
热、恶心呕吐者各2例; 恶性肿瘤腹膜转移患者

14例, 其中男9例, 女5例, 平均首发年龄为61岁, 
主要症状包含腹痛者10例, 腹胀12例, 发热5例, 
恶性呕吐4例; 结核性腹膜炎患者13例, 其中男6
例, 女7例, 平均首发年龄为45岁, 主要症状包含

腹痛者12例, 腹胀10例, 发热7例, 恶性呕吐者3
例; 腹膜间皮瘤患者5例, 男4例, 女1例, 主要症

状为腹痛者5例, 腹胀4例, 发热1例. 1例HIV感染

腹膜炎患者, 男, 45岁, 主要表现为腹胀、发热
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和恶心呕吐, 1例为克罗恩病并有多次开腹手术

史致腹膜炎患者, 女, 39岁, 主要表现为腹痛、

发热和恶性呕吐等症状(表1).
2.2 血清肿瘤标志物检查 42例患者中CEA异常

增高者7例(16.7%), CA153异常增高6例(14.2%),  
CA19-9异常增高9例(21.4%), CA242异常增高7
例(16.7%), CA125异常增高42例(100%)(表2). 各
肿瘤标志物对腹膜恶性肿瘤诊断的灵敏性分别

为14.8%、18.5%、29.6%、22.2%和100%, 特异

性分别为80.0%、93.3%、93.3%、93.3%和0%.
2.3 腹水检查 40例患者中9例(22.5%)腹水中可

见肿瘤细胞(表3), 14例(35.0%)ADA值支持结核

性, 包括12例结核性腹膜炎患者, 2例腹膜其他

炎性病变, 检查结果及分布见表4. 腹水脱落细

胞检查细胞对癌性腹水诊断的灵敏性为36%, 特
异性为100%. 腹水ADA对结核性腹膜炎诊断的

灵敏性为92.3%, 特异性为92.5%.
2.4 器械检查 42例患者CT均显示不同程度的腹

膜病变, 8例患者的检查结果符合最后诊断: 恶
性肿瘤腹膜转移者7例, CT均有腹膜增厚、多发

结节和肿块及原发灶的异常现象, 2例为胰腺癌

转移, 2例腹膜后恶性肿瘤转移, 2例卵巢癌转移, 
1例结肠癌转移; 结核性腹膜炎患者1例, CT显示

腹膜弥漫性粟粒样结节, 另外34例患者CT显示

腹膜及周围脏器病变不典型, 无法确诊, 其诊断

的准确性为19%. 9例行PET/CT检查者中,  8例显

示腹膜代谢增高, 其中6例提示恶性病变(5例支

持最后诊断, 1例经病理确诊为结核性腹膜炎)、
2例提示炎性病变(最后确诊为结核性腹膜炎), 1
例未显示腹膜示踪剂异常浓集, 最后结合CT及
肠镜检查确诊为结肠癌腹膜转移, 其准确性为 
77.8%(6/8). 13例患者中腹膜活检发现乳头状腺

癌3例, 小神经内分泌癌1例, 腺癌1例, 恶性间皮

瘤3例(上皮细胞型2例, 混合细胞型1例), 见典型

干酪样肉芽肿3例, 确诊为结核, 2例未检到异常

组织, 最后行外科手术确诊为原发性腹膜癌, 该
项检查的准确性为84.6%(表5). CT、PET/CT和
腹膜活检术对腹膜病变的诊断的准确性差异有

统计学意(χ2 = 23.687, P <0.05). PET/CT和腹膜

活检对腹膜病变诊断的准确性明显高于CT.
2.5 确诊情况 8例原发性腹膜癌患者中4例PET/
CT检查结果支持腹膜原发恶性肿瘤, 转入外科

行手术明确诊断; 2例经活检病理结合CT检查确

诊, 1例活检病理结合PET/CT结果确诊, 1例未行

PET/CT和腹膜活检直接转入外科行开腹手术明

确诊断. 14例恶性肿瘤腹膜转移患者7例经CT检
查找到原发灶及腹膜结节样病变从而确诊, 2例

www.wjgnet.com

■研发前沿
经皮腹膜穿刺活
检术是诊断不明
原因腹水的一种
准确性较高的方
法, PET/CT越来
越多的应用在腹
膜肿瘤的诊断及
鉴别诊断中, 目前
CT、PET/CT和腹
膜活检术在不明
原因腹膜病变诊
断中的价值尚不
明确.
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结合腹膜活检确诊, 4例经外科手术确诊, 1例经

结肠镜检查取活检确诊为结肠癌腹膜转移. 13
例结核性腹膜炎患者1例经CT检查表现为播散

性结核典型的粟粒样结节病变, 从而明确诊断, 
2例行PET/CT检查支持炎性病变, 结合实验室检

查及临床表现确诊, 3例经腹膜活检确诊, 7例患

者结合临床发热盗汗及肿瘤标志物无异常, 腹
水ADA高的特点高度怀疑结核性腹膜炎, 最后

经诊断性治疗确诊. 5例腹膜恶性间皮瘤患者3
例经腹膜活检确诊, 2例行外科手术确诊. 2例患

者为腹膜炎性增厚, 1例为艾滋病患者, 血HIV阳

性; 1例为克罗恩病患者, 有腹痛、肠梗阻症状

及多次开腹手术史.

3  讨论

腹膜病变大体分炎性和肿瘤性两大类, 炎性以

结核性腹膜炎多见, 肿瘤性主要见于腹膜原发

肿瘤及转移瘤. 42例腹膜病变患者最后确诊为

原发性腹膜癌者8例, 约占腹膜病变的19%, 恶性

肿瘤腹膜转移患者14例, 约33%, 结核性腹膜炎

患者13例, 约31%, 间皮瘤患者5例, 约12%, 腹膜

其他炎性病变患者2例, 约5%. 该类疾病平均发

病年龄为54(17-89)岁, 肿瘤性腹膜病变患者发

病年龄较大. 原发性腹膜癌以女性多见, (男女比

例为1∶3)腹膜转移癌和间皮瘤以男性多见(男
女比例分别为9∶5、4∶1). 临床表现无特异性, 
发病隐匿, 发现时即为晚期. 腹痛、腹胀常为首

发症状, 表现呈多样化, 部分患者出现大量顽固

性腹水, 少数患者可表现为发热, 恶心、呕吐等. 
李新辉等报道良恶性腹水患者血清CEA、

CA19-9和CA242水平差异有统计学意义, 其敏

感性分别为73.6%、87.5%和36.1%, 特异性分别

为88.9%、79.6%和98.1%[1]. 与本文统计结果有

差异, 可能与肿瘤原发器官不同有关, 也与肿瘤

标志物上限值不同有关. 本文显示CA125对腹膜

病变的敏感性达100%, 但是特异性较低, 文献报

道CA125对于腹膜炎性与肿瘤性病变的鉴别没

有价值, 但可以作为评价治疗效果的1项检测指

标[2]. 血清肿瘤标志物的检查对恶性肿瘤原发灶

■相关报道
杨冬等报道腹水
脱落细胞在恶性
肿瘤患者中的检
出率为57.8%. 邓
咏 梅 等 报 道 以
ADA>40 U/L为
界, 诊断结核性腹
膜炎的灵敏性为
87.5%, 特异性为
98%.

表  1  腹膜病变患者性别、首发年龄及主要症状 n (%)

     
	         男            女    平均年龄(岁)      腹痛                 腹胀                  发热             恶心呕吐

腹膜癌	         2            6            60            6(75.0)            7(87.5)            2(25.0)            2(25.0)

转移癌	         9            5            61          10(71.4)          12(85.7)            5(35.7)            4(28.6)

结核性	         6            7            45          12(92.3)          10(76.9)            7(53.8)            3(23.1)

间皮瘤	         4            1            53            5(100.0)          4(80.0)            1(20.0)            0(0.0)

其他	         1            1            42            1(50.0)            1(50.0)            2(100.0)          2(100.0)

表  2  血清肿瘤标志物的表达 n (%)

     
	            n 	               CEA                 CA153              CA19-9              CA242                 CA125

肿瘤性	         27             4(14.8)             5(18.5)             8(29.6)            6(22.2)            27(100.0)

炎性	         15             3(20.0)             1(6.7)               1(6.7)              1(6.7)              15(100.0)

总数	         42             7(16.7)             6(14.2)             9(21.4)            7(16.7)            42(100.0)

表  3  肿瘤性和炎性腹膜病变中腹水脱落细胞检查 (n)

     
	 可见肿瘤细胞	 未见肿瘤细胞	 总计

肿瘤性	           9		           16		    25

炎性	           0		           15		    15

总计	           9		           31		    40

表  4  肿瘤性和炎性腹膜病变中腹水ADA检查 (n )

     
	           ADA>40                 ADA<40                 总计

肿瘤性	                0	          25		    25

炎性	              14	            1		    15

总计	              14	          26		    40

表  5  CT、PET/CT和腹膜活检术对腹膜病变检查与最后
诊断情况  n (%)

     
	              符合                不符/不明确	 总计

CT	          8(19.0)	      34(81.0)	   42

PET/CT	          7(77.8)	        2(22.2)	     9

活检	        11(84.6)	        2(15.4)	   13
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的明确也有一定的辅助意义, 如本文中2例胰腺

癌患者CA19-9、CEA均明显升高, 但该指标灵

敏性及特异性不高, 其他腹膜病变CA19-9也会

有不同程度的增高, 如本文中2例原发性腹膜癌

患者及1例结核性腹膜炎患者CA19-9同样增高. 
由于本文样本量较小, 肿瘤标志物及其数值对

于腹膜恶性病变的诊断、鉴别诊断及预后的意

义有待于今后进一步研究. 杨冬等报道腹水脱

落细胞在恶性肿瘤患者中的检出率为57.8%[3]. 
该项检查的阳性率与材料送检是否及时、取样

方法, 染色质量和检查者的经验等因素相关[4]. 
腹水ADA检测对炎性肿瘤性腹膜病变亦有鉴别

诊断意义, 邓咏梅等报道以ADA>40 U/L为界, 
诊断结核性腹膜炎的灵敏性为87.5%, 特异性为

98%[5], 与本文结果接近. 
CT、PET/CT和腹膜活检术可以提高腹膜

病变的确诊率. 郑晓林等将CT所示腹膜病变分

为以下5种表现: 磨玻璃样改变、线装或条带状

增厚、粗乱条索与结节、软组织肿块、饼状增

厚, 结合病理结果, 以磨玻璃样与粗乱条索、结

节改变在鉴别诊断上有意义, 前者主要见于炎

症, 后者主要见于肿瘤[6]. 结核性腹膜炎CT最常

见表现的是腹膜均匀增厚, 而结节样和不规则

增厚多提示恶性肿瘤[7]. 但结核性腹膜炎同时也

合并其他形式的腹膜增厚, 如结节样不规则增

厚[5,8], 主要是因为纤维瘢痕与肉芽组织增生粘

连所致, 结核性腹膜炎CT表现具有的多样性与

肿瘤难以鉴别. 腹膜转移癌中肿瘤多原发于卵

巢、胃、胰和结肠, 远处转移见于乳腺、肺等

器官, 相应的CT征象可助于原发灶的诊断. 对
于原发灶较小而不明显者则难以确诊, 多处病

灶并存者难以确定原发灶. 文献[9]报道CT检查

对腹膜转移瘤诊断的敏感性为27.3%, 准确性

为47.5%, 而本文敏感性为50%(7/14), 准确性为

50%, 敏感性的差异与所选病例类型及数量不

同有关. 腹膜间皮瘤CT表现为腹膜条索样病变

增厚, 无特异性, 难以与腹膜转移性肿瘤、结核

腹膜炎、后腹膜肿瘤、胰腺肿瘤及肝硬化腹水

相鉴别, 临床误诊率极高[10]. PET/CT成像原理是

从病变的葡萄糖代谢水平增高反应病变的存在, 
有报道说其对寻找微小病变部位、原发灶及转

移灶较CT有一定的优越性, 可以较早发现腹膜

转移瘤[11], 但病灶很小代谢相对较低同样容易

漏诊, 这在活检或是剖腹探查中可以证实[12]. 本
文中1例结肠癌患者行CT检查示腹膜增厚密度

弥漫性增高, 而PET/CT检查未发现腹膜异常改

变, 只提示结肠炎性病变, 最后在结肠镜下取病

例活检证实为结肠肿瘤. 另外PET/CT对于炎性

和肿瘤性病变的区分存在一定的局限性, 本文

中有1例结核性腹膜炎患者PET/CT诊断为恶性

肿瘤, 是因为结核肉芽肿性病变中参与炎症反

应的细胞代活跃高于正常组织所致[13]. 腹膜活

检对确定病理类型、诊断疾病有一定的意义, 
腹膜活检法简单、方便, 活检速度快, 能够在短

时间内完成诊断, 损伤小, 痛苦小, 并发症少, 取
材成功率高. 黄家淼等人报道经皮穿刺腹膜活

检对不明原因腹水明确诊断率达73.1%[14], 较CT
检查有一定的优越性. 从病理结果看, 腹膜转移

癌多为分化程度不同的腺癌或小神经内分泌癌; 
原发性腹膜癌与卵巢浆液性乳头状腺癌相似, 
以浆液型为主, 分化程度不限, 大多数含有砂粒

体; 结核性腹膜炎可见典型的结核结节或淋巴

细胞浸润和干酪样肉芽肿; 恶性间皮瘤分为3型: 
上皮细胞型、梭形细胞型和混合细胞型, 以上

皮细胞型多见, 行免疫组织化学可进一步明确

诊断. 恶性肿瘤细胞存在多形性的特点, 应在超

声引导下多点取活检, 否则可能出现漏诊或是

误诊. 原发性腹膜癌临床缺乏特异性, 病理类型

及镜下特点类似卵巢上皮癌, 误诊率高, 多数误

诊为卵巢恶性肿瘤转移及消化系统肿瘤合并腹

水, 凭单一的检查方法难以确诊, 需要多种影像

学资料或是外科手术等以明确[15]. 
总之, 对于原因不明的腹膜病变患者, 行肿

瘤标志物及腹水脱落细胞、ADA等检查, 初步

鉴别病变性质, CT检查可以明确某些具有典型

特征的肿瘤或是炎性病变, 考虑恶性腹膜转移

癌但原发灶不明确或是怀疑腹膜原发恶性肿瘤

的患者可进一步行PET/CT检查或是腹膜活检

术. 本文病例分析结果示PET/CT和腹膜活检术

诊断准确性高于CT, 多种检查方法结合可以提

高对该类疾病的确诊率.
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Abstract
A c a s e o f g a s t r i c u l c e r a s s o c i a t e d w i t h 
cytomegalovirus (CMV) infection in a non-
immunosuppressed host was retrospectively 
analyzed and the relevant l i terature was 
reviewed. Of all etiological factors for peptic 
ulcers, CMV infection is often neglected. In 
patients presenting with epigastric pain, nausea, 
vomiting, fever and elevated lymphocyte count, 
CMV infection should be considered.

Key Words: Cytomegalovirus; Gastric ulcer; Non-
immunosuppression
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摘要
本文回顾性分析巨细胞病毒感染导致非免疫
抑制宿主胃溃疡患者1例, 并复习相关文献. 在
引起的消化性溃疡的致病因素中, CMV是容
易被忽视的一个因素. 临床医师在发现患者存
在上腹痛、恶心呕吐同时伴有发热, 血常规提
示淋巴细胞升高时, 在行内镜或上消化道造
影, 同时应该进一步筛查CMV感染.

关键词: 巨细胞病毒; 胃溃疡; 非免疫抑制
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0  引言

巨细胞病毒(cytomegalovirus, CMV)是一种在

全世界人群广泛传播的病毒[1]. CMV感染对由

于肿瘤放化疗、器官移植及因人类免疫缺陷

病毒感染而出现继发免疫功能缺陷的患者, 是
一种严重的感染性疾病, 也是目前医学界对于

该病毒主要的关注点. 一般认为CMV在大部分

人群均有感染CMV, 但在非免疫抑制宿主(non-
immunocompromised host)中较少引起临床疾 
病[2]. 其中一些患者出现了严重后果, 在这些严

重病例中, 以消化系症状为临床表现的比例最

高[3]. 而在非免疫抑制宿主上发现与CMV感染有

关的胃溃疡病例也早有报道[4]. 

1  病例报告

女, 31岁, 主因“间断上腹部疼痛伴发热18 d, 加
重伴呕吐10 d”入院. 发病前曾有很大的工作压

力, 后出现上腹部绞痛, 伴发热, 最高38 ℃, 无
恶心呕吐、反酸烧心、黄疸、腹泻及黑便, 疼
痛与进食无联系. 于我院急诊查: 血常规: WBC 
6.2×109/L, RBC 4.0×1012/L, PLT 250×109/L, 
HGB 110 g/L, 中性粒细胞比例40%, 淋巴细胞比

例52.1%, 予抗感染及补液治疗, 并服“舒威” 
胶囊, 热退、疼痛有所改善. 上述症状反复发

作, 多次查血常规均提示淋巴细胞比例显著升

高, 最高达62.0%, 患者上述症状逐步加重, 发展

为进食后10 min出现恶心呕吐. 复查血常规: 仍
提示淋巴细胞比例升高53%, ALT 114 U/L, 肝炎

分型: 表面抗体及核心抗体阳性, 甲、丙、戊型

肝炎相关指标均为阴性, HIV抗体阴性, 胸片未

见异常, 立位腹平片: 腹部肠管内见积气; 腹部B
超: 胆囊小, 余未见异常. 患者既往体健, 无HIV
感染病史, 无使用免疫抑制剂. 入院后检查回报: 
胃镜: 可见胃窦大面积溃疡, 于溃疡边缘取组织

送病理检查(胃组织活检病理回报: 胃窦部胃黏

®

■背景资料
一般认为CMV感
染导致严重疾病
的患者多具有免
疫抑制状态, 而本
文报道病例中的
患者不具有免疫
抑制的条件, 仍出
现较严重的消化
系溃疡. 故应重视
在正常人群中由
CMV引起消化系
统疾病的流行病
学调查.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科



王志斌, 等. 巨细胞病毒感染导致非免疫抑制宿主胃溃疡1例						                  205

www.wjgnet.com

膜组织呈慢性炎症, 局部淋巴滤泡形成, 可见大

片炎性坏死组织及出血, 部分腺体稀疏), 幽门螺

杆菌阳性(++); 外周血白细胞分类 中性粒细胞

45%, 淋巴细胞比例42%, 未见异性淋巴细胞; 抗
结核抗体阴性; CMV IgM、IgG抗体阳性; 免疫

球蛋白: IgE、IgG正常, IgA 4.32 g/L, 补体C3、
C4正常. 考虑患者胃溃疡伴幽门螺杆菌感染, 予
三联疗法杀灭幽门螺杆菌治疗(奥美拉唑肠溶片

20 mg po  Bid、阿莫西林/克拉维酸钾片914 mg 
po  Bid、克拉霉素片0.5 g po  Bid). 治疗2 wk后复

查胃镜, 镜下见胃窦部大面积溃疡呈缩小趋势, 
部分溃疡面呈愈合期表现. 经上述治疗后, 患者

腹痛、恶心呕吐均改善, 无再次发热, 予出院. 
出院1 mo后复查胃镜可见呈瘢痕期的溃疡, 仍
存在黏膜水肿表现, 复查CMV IgG阳性, IgM阴

性. 最终诊断CMV感染, 胃溃疡.

2  讨论

虽然CMV感染的自然人群广泛, 但发展为疾病主

要见于免疫功能受损人群, 如接受肿瘤放化疗、器

官移植的患者以及获得性免疫缺陷综合征患者. 在
这些人群中出现因CMV导致消化系炎症及溃疡的

病例, 国外文献很早就有报道[5,6]. 但在国内文献中

非免疫抑制患者感染CMV的报道病例相对较少. 
目前临床最常用的诊断活动性CMV感染的

方法是CMV pp65抗原检测和CMV IgM特异性

抗体检测. pp65是CMV产生的特异性低基质磷

蛋白, 利用单克隆免疫荧光抗体检测方法可在外

周血多形核细胞核内检出, 但其检测易出现假阴

性结果. 而特异性抗体的产生则有赖于机体特异

性体液免疫反应, 若存在免疫功能紊乱也可出

现假阴性结果[7]. 国内研究显示CMV pp65抗原

检测略优于IgM特异性抗体检测[8]. 在局部病变

病理染色切片或体液细胞染色涂片中观察到病

毒包涵体(inclusion body)也可作为CMV诊断依 
据[9]. 随着分子生物学的发展, 以聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)的手段, 在活检

组织中检测出CMV特征性的DNA片段, 成为了

较以上措施更加敏感的手段[10], 但目前PCR检查

存在假阳性率高, 费用昂贵及需具备一定规模条

件的实验室等缺点, 不适合大规模推广. 
在治疗方面, 文献显示CMV相关的消化系炎

症或溃疡, 存在自愈性, 部分病例仅给予针对胃

炎或溃疡的一般性治疗, 即可在一定的疗程内痊

愈[11]. 在抗病毒药物治疗上, 没有明确的权威的研

究说明抗病毒药物在治疗非免疫抑制宿主感染

CMV上有潜在的收益, 但文献中许多医生仍选择

了使用阿昔洛韦及更昔洛韦等抗病毒药物[3]. 

本文讨论的患者疲劳似乎是唯一诱因, 而
类比免疫抑制宿主, 很容易使我们猜测免疫力

下降是CMV感染发病的内在因素. 王焕玲等的

研究显示, 在无论是免疫抑制宿主还是非免疫

抑制宿主中, 发生CMV病后, B细胞、NK细胞数

量均有下降[8], 提示即使是非免疫抑制的CMV病

患者可能存在着体液免疫功能和机体固有细胞

免疫反应的缺陷. 
据此病例及复习既往文献, 我们发现当患

者出现诸如上腹痛、恶心、呕吐、发热等临床

症状时, 只有少数门诊医生可能在第1次接诊时

就有针对性的对CMV进行检查, 而对于临床上

非免疫抑制宿主的CMV感染又存在自愈性, 且
可能存在诸如服用非甾体类抗炎药、饮酒等其

他诱因, 那么我们对CMV的忽视就不难理解了. 
CMV能否作为能明确引起诸如急性胃黏膜病变

或消化性溃疡的一个病原学指标, 我想这仍需

要作大量的临床观察及普查工作要做.
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报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

中国知识资源总库收录. 2008年度《世界华人

消化杂志》总被引频次为2480, 位居内科学类

41种期刊的第6位; 影响因子为0.547, 位居内科

医学类41种期刊的第17位. 《世界华人消化杂

志》即年指标0.059, 他引率0.79, 地区分布数29, 
基金论文比0.340, 国际论文比0.00, 学科影响指

标0.59, 综合评价总分49.5, 位居内科学类41种
期刊的第8位.   
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 2010年1月18日; 18(2): 206-210
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

《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, 
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

《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

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(国家科技
部, 2009年)和中
文核心期刊要目
总览(北京大学图
书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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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 : 
010-85381892, 传
真: 010-85381893, 
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.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. 黑白图请附黑白照片, 并考入

磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不

要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 
cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条粘贴在正文内, 
不能使用浆糊粘贴.
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

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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角加方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需

在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上

角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文

献格式如下: 
1 Jung EM, Clevert DA, Schreyer AG, Schmitt 

S,  Rennert  J ,  Kubale R,  Feuerbach S, 
Jung F. Evaluation of quantitative contrast 
harmonic imaging to assess malignancy of 
liver tumors: A prospective controlled two-
center study. World J Gastroenterol  2007; 13: 
6356-6364 [PMID:  18081224; DOI: 10.3748/
wjg.13.6356]

2 马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863

3 Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4 尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 
第1版 .  上海 :  上海科学技术文献出版社 , 
1995: 382-385

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  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处理费

及发表费, 文章发表后可获得1本样刊及10套单

行本(稿酬).

5  修回稿须知
5.1 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.
5.2 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内将修改后的稿件及光盘寄

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.
5.3 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: 010-8538-1892
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》

将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、

作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2010-03-05/09
第六届全国肝病学科新进展高级研修班
会议地点: 海口市
联系方式: jixiacao@yahoo.com.cn

2010-03-20
2010年北京第四届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: zhshfbwkzz@yahoo.com.cn

2010-03-25/28
第二十届亚太肝病学会年会
会议地点: 北京市
联系方式: info@apasl2010beijing.org

2010-04-02/05
第九届全国儿科放射学术大会
会议地点: 南京市
联系方式: gausli@yahoo.com.cn

2010-04-09/12
第二十六届国际放射学大会
会议地点: 上海市
联系方式: icr2010@cma.org.cn

2010-04-14/18
第四十五届欧洲肝脏研究协会会议(EASL)
会议地点: 奥地利, 维也纳
联系方式: http://www2.kenes.com/liver-congress/pages/
home.aspx

2010-04-16/17
2010消化疾病诊断与鉴别诊断临床思维医师论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmdabm@yahoo.com.cn

2010-05-01/05
美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国, 新奥尔良
联系方式: http://www.ddw.org/wmspage.cfm?parm1=679

2010-05-13/16
第四届MDCA肿瘤分子靶向及个体化医疗高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: 010-58430577

2010-05-13/15
第五届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 南京市
联系方式: office@cnsld.org

www.wjgnet.com

®

2010-05-21/23
第六届中国肿瘤学术大会暨第九届海峡两岸肿瘤学术
会议
会议地点: 上海市
联系方式: cco@cco2010.org.cn

2010-05-28/31
2010中国普外科焦点问题学术论坛
会议地点: 兰州市
联系方式: 2010fis@gmail.com

2010-06-04/06
2010国际腹部创伤暨第十届全国脾脏外科学术研讨会
会议地点: 合肥市
联系方式: qiaohaiquan2008@yahoo.com.cn

2010-06-17/21
2010年全国肝脏疾病临床学术大会暨欧洲肝病学会日
会议地点: 厦门市
联系方式: zhgz@vip.163.com

2010-08-18/21
第二十一届世界癌症大会
会议地点: 深圳市
联系方式: bgs@caca.sina.net

2010-08-19/22
第二十二次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 苏州市
联系方式: szzyy88@163.com

2010-09-08/12
第九届全国介入放射学学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: csir2010@163.com

2010-09-09/11
中华医学会第十一次全国感染病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: infectioncma@163.com

2010-09-10/12
第四届国际肝病学会年会
会议地点: 加拿大, 蒙特利尔
联系方式: info@ilca-online.org

2010-10-23/27
第十八届欧盟胃肠病周
会议地点: 西班牙, 巴塞罗那
联系方式: http://uegw10.uegf.org/

2010年国内国际会议预告
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曹秀峰 教授

南京医科大学附属南京第一医院肿瘤中心

陈洪 副教授

东南大学附属中大医院消化科

戴朝六 教授

中国医科大学第二临床学院(盛京医院)肝胆外科

丁惠国 主任医师

首都医科大学附属北京佑安医院肝病消化科

杜祥 教授

复旦大学附属肿瘤医院病理科

范学工 教授 

中南大学湘雅医院感染病科

冯志杰 主任医师

河北医科大学第二医院消化内科

洪天配 教授

北京大学第三医院内分泌科

胡红杰 主任医师 

浙江大学医学院附属邵逸夫医院放射科

江米足 教授

浙江大学医学院附属儿童医院儿科

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

刘宝瑞 教授

南京大学医学院附属鼓楼医院肿瘤中心

刘成海 研究员

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病研究所

刘凤斌 教授  

广州中医药大学第一附属医院消化内科

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

                                                                 • 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！

刘平 教授   

南京医科大学第一附属医院肿瘤科

刘占举 教授  

同济大学附属第十人民医院胃肠内科

龙学颖 副主任医师  

中南大学湘雅医院放射科

潘兴华 副主任医师  

中国人民解放军成都军区昆明总医院病理实验科

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            

宋振顺 教授

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

谭学瑞 教授

汕大医学院第一附属医院院长室

唐文富 副主任医师

四川大学华西医院中西医结合科

王炳元 教授 

中国医科大学附属第一医院消化内科 

王志刚 副主任医师

上海市第六人民医院普外科 

夏冰 教授 

武汉大学中南医院消化内科

徐列明 教授

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝二科 

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

袁友红 副教授

湖南省人民医院科研部

张俊 副教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院外科

www.wjgnet.com
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