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Abstract
Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
are a group of stem cells capable of multilineage 
differentiation. Under given conditions, BMSCs 
can differentiate into a variety of cells, such as 
osteoblasts, chondrocytes, adipocytes, neuron-
like cells and hepatocytes. In recent years, nu-
merous studies have shown that BMSCs can not 
only inhibit and reduce liver fibrosis but also 
induce immunosuppression and immune toler-
ance. Therefore, transplantation of BMSCs can 
be used to treat end-stage liver disease.

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cell; 
Liver fibrosis; Cell transplantation

Xu J, Chen G. Advances in research of the reversal of liver 
fibrosis by transplantation of bone marrow mesenchymal 
stem cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 
2291-2295

摘要
骨髓间充质干细胞是一种来源于骨髓基质的
具有多向分化能力的干细胞, 在特定条件下, 

可以分化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、

神经元样细胞及肝细胞等. 近年研究表明, 骨
髓间充质干细胞能抑制和减轻肝纤维化, 并且
具有免疫抑制和诱导免疫耐受的作用. 因此, 
在细胞移植治疗终末期肝病方面具有广阔的
临床应用前景.  

关键词: 骨髓间充质干细胞; 肝纤维化; 细胞移植

徐静, 陈光. 骨髓间充质干细胞逆转肝纤维化的研究进展.  世界

华人消化杂志  2010; 18(22): 2291-2295
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0  引言

肝硬化在我国发病率很高, 是由各种慢性肝损

伤引起的, 其最主要的病理学特征是进行性肝

纤维化. 多年以来人们一直都认为肝纤维化及

肝硬化过程是不可逆的, 肝移植是治疗终末期

肝硬化的唯一方法[1], 但由于肝源紧张、操作

复杂、费用昂贵及移植后免疫排斥反应等, 使
得这一治疗方法很难得到推广[2,3]. 近年来, 研
究表明肝纤维化过程是可以逆转的[4-11], 且骨髓

间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem 
cells, BMSCs)移植在逆转肝纤维化方面的作用

已经得到证实, 有望为肝纤维化、肝硬化的治

疗带来新手段. 间充质干细胞(mesenchymal stem 
cells, MSCs)是一类具有自我更新能力和多向分

化潜能的干细胞, 由于骨髓来源的MSCs易于取

材, 未涉及伦理, 而广泛应用于肝纤维化逆转的

实验研究, 我们就BMSCs移植在肝纤维化逆转

中取得的相关进展作一综述.  

1  肝纤维化发生的细胞分子机制

肝纤维化以细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)的过量积聚为特征, 如Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ

型胶原、层粘连蛋白和弹性蛋白. 在纤维化的

肝脏中, ECM不仅产生的量增多, 而且构成也

发生改变, Ⅰ型胶原占据主导地位. 肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)是Ⅰ型胶原的主要来

源, 肝损伤时, 处于静止状态的HSC迅速活化, 

www.wjgnet.com
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转化为肌成纤维样细胞并表达细胞骨架蛋白

α-SMA及结合蛋白, 这些细胞具有很强的增生

能力, 并且能够产生大量Ⅰ型胶原[12]. 除了HSC
以外, 其他一些细胞也参与胶原的合成, 如门静

脉周围的以及骨髓源性的成纤维细胞和纤维细

胞[12,13]. 凋亡的肝细胞、肝内定居的Kupffer细
胞以及炎症细胞也促使肝纤维化的发生, 他们

通过释放活性氧簇及产生促纤维化细胞因子(如
TNF-α、成纤维细胞生长因子和TGF-β1等)促
使HSC的活化和Ⅰ型胶原的产生. 活化的HSC上
调黏附分子的表达和释放促炎症反应细胞因子

(如IL-6、IL-8、单核细胞趋化蛋白-1等), 进一

步促使炎症细胞在损伤肝脏的聚集. 另外, HSC
产生金属蛋白酶组织抑制剂(tissue inhibitor of 
metalloproteinases, TIMP), TIMP能抑制基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP), 而
MMP的作用是降解ECM, 因此活化的HSC大量

增殖, 使胶原和其他ECM的合成与降解失衡[14], 
从而导致胶原在肝脏的沉积, 胶原的进行性积

聚会引起肝脏结构和功能的紊乱, 并最终发展

成肝硬化. 
近年一些对肝纤维化动物模型的实验研究

表明, 肝纤维化可以被逆转[12,15]. 祛除引起肝损伤

的因素, 如病毒、酒精、缺血和药物等, 不仅能

抑制肝纤维化的发展, 而且能使其消退[16]. 总之, 
肝纤维化的消退与促纤维化及促炎症反应细胞

因子水平的下降和活化HSC的凋亡有关[17,18].

2  BMSCs的生物学特性

2.1 多向分化潜能 MSCs是来源于中胚层的一

类具有多向分化能力的干细胞, 大量体外实验

证明, 在不同诱导条件下, MSCs不仅可以向多

种中胚层来源的组织细胞分化, 如成骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞、心肌细胞等, 还可以向

外胚层和内胚层来源的神经元样细胞和肝细胞

样细胞分化[19]. Lange等[20]研究证明, MSCs在体

内外均可分化为肝实质细胞, 而MSCs所处微环

境对其分化为肝细胞起着重要作用. Sato等[21]将

人MSCs种植到慢性丙烯醇损伤的大鼠肝脏, 免
疫组织化学观察到在MSCs移植的受体鼠肝内

有人肝细胞特有的甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, 
AFP)、ALB、CK19、CK18及AGPR的表达, 逆
转录-聚合酶链反应发现有AFP和ALB的mRNA
表达, 表明人MSCs能在适当微环境下诱导分化

为肝细胞. 国内有学者[22]将人MSCs植入肝切除

大鼠体内, 发现大鼠术后肝组织内有人AFP及特
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异性序列Alu-sx的表达, 提示人MSCs在大鼠体

内不但已经向肝细胞分化, 并且发挥一定功能. 
2.2 低免疫原性 MSCs不仅具有多向分化潜能, 
还具有低免疫原性、免疫抑制及诱导免疫耐受

的作用. 有报道表明[23,24], MSCs表达组织相容性

复合物Ⅰ而缺乏组织相容性复合物Ⅱ, 免疫原

性较弱. Uccelli等[25]研究发现, BMSCs表面只表

达少量HLA-Ⅰ类抗原, 不表达HLA-Ⅱ类抗原, 
这种表达模式并不会随着细胞的分化成熟而明

显改变, 同时激活T淋巴细胞所必需的协同刺激

分子, 这些特性减少了BMSCs移植以后免疫排

斥反应和相关并发症的发生. 此外, BMSCs可以

通过旁分泌作用抑制B淋巴细胞和T淋巴细胞

的增殖, 激活T淋巴细胞的凋亡从而起到免疫抑

制作用[26,27]. Bartholomew等[28]给狒狒静脉注射

BMSCs, 发现这样可使异体移植的皮瓣存活期

明显延长, 证明BMSCs具有诱导免疫耐受作用. 
MSCs的多向分化潜能及免疫学特性, 再加上取

材方便, 易于分离、培养、纯化和扩增, 为其移

植治疗肝纤维化提供了很大可能性.

3  BMSCs在逆转肝纤维化中的研究

3.1 MSCs逆转肝纤维化的实验研究 骨髓组织中

至少存在造血干细胞及MSCs两种不同类型的

干细胞, 为证实哪种细胞在逆转肝纤维化方面

起作用, Yamamoto等[29]利用Live-8抗体将骨髓干

细胞分为Live-8阳性细胞及Live-8阴性细胞两个

亚群, 其中阳性细胞是造血干细胞, 而阴性细胞

是非造血干细胞, 因为Live-8抗体是一种单克隆

抗体, 他可以通过特定的细胞表面标志物来识

别骨髓造血干细胞. Sakaida等[30]研究表明, 将骨

髓干细胞植入CCl4诱导的肝纤维化小鼠体内, 发
现Live-8阴性亚群的骨髓干细胞能够增强表达

MMP, 使肝纤维化明显减轻, 而Live-8阳性细胞

在对肝纤维化不起任何作用. 另外, Terai等[31]通

过GFP/CCl4模型研究发现, Live-8阴性细胞能更

有效的植入纤维化的肝组织中并且向肝细胞分

化, 表明Live-8阴性亚群的骨髓干细胞(非造血

干细胞, 可能是MSCs)能够逆转肝纤维化. 
Fang等[32]研究发现, MSCs移植可以通过

减少炎症反应、胶原沉积和组织重塑来修复

损伤的心肝肺, 这表明, MSCs不仅能修复急性

损伤的组织, 而且具有减轻慢性纤维化的作用. 
Abdel Aziz等[33]将雄鼠MSCs注入到CCl4诱导的

肝纤维化雌鼠尾静脉中, 通过对雌鼠肝组织的

组织病理学特征、肝功指标[丙氨酸氨基转移
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酶(alanine aminotransferase, ALT)和血清白蛋白

(albumin, ALB)]、Ⅰ型胶原基因的表达以及羟

基脯氨酸含量的检测, 证实MSCs具有抑制肝纤

维化过程的作用. Oyagi等[34]将MSCs与肝细胞生

长因子(hepatocyte growth factor, HGF)一起培养

后, 植入CCl4诱导的肝损伤小鼠体内, 结果发现, 
小鼠的ALB恢复正常, 转氨酶活性及肝纤维化

明显受到抑制, 而将没和HGF一起培养的MSCs
植入肝损伤的小鼠体内, 不会出现上述结果. 该
实验发现, HGF可以诱导MSCs分化成肝细胞

样细胞, 并具有部分肝细胞的功能, 还可以增加

MSCs植入受体小鼠肝内的数量.
Terai等[35]报道, 9例肝硬化患者从周围静脉

输注自体骨髓细胞, 移植24 wk后, ALB、总蛋白

水平及Chlid-Pugh分级均明显改善(P<0.05), 且未

观察到任何不良反应. 近年, 国内有学者[36]利用

自体骨髓干细胞肝内移植治疗36例失代偿期肝

硬化患者, 结果发现, 移植术后2、3 mo, ALT、
TB和PT均较术前明显改善(P <0.05), 而ALB直

到术后3 mo才明显好转(P <0.05). 移植术后2 
mo, 腹水减轻的占70.8%(17/24), 乏力好转的占

83.9%(26/31), 食欲改善的占90.3% (28/31). 移植

术中和术后, 未见明显不良反应和并发症发生. 
可见自体BMSCs移植可以作为肝硬化肝纤维化

治疗的一种新方法.
3.2 MSCs逆转肝纤维化的机制 MSCs逆转肝

纤维化的具体机制尚不明确, 可能与以下几个

方面有关: (1)MSCs分化成肝细胞, 修复损伤

的肝组织: 在肝纤维化特别是肝硬化时, 有大

量肝细胞坏死, 因此补充正常功能的肝细胞可

以修复损伤的肝组织. 许多研究表明, MSCs在
体内外均可分化为肝细胞 [32,37-39]. (2)MSCs抑
制HSC的活化, 促使HSC的凋亡, 减少ECM的

生成: HSC是ECM的主要来源, 肝损伤时, HSC
的活化是肝硬化肝纤维化发生发展的中心环

节. Zhao等[40]研究发现, 在体外将MSCs与HSC
共培养能够增加G0期HSC数量, 减少S期HSC
数量. 由此推断, MSCs能抑制HSC的活化. Shi
等[41]研究发现, MSCs能诱导HSC凋亡, MSCs
诱导H S C凋亡的效应依赖于两者间的比值以

及M S C s分泌的各种可溶性细胞因子的表达 . 
MSCs诱导HSC凋亡是通过分泌各种细胞因子

(例如NGF、HGF等)激活JNK途径实现的. 另
外研究还发现通过抗体中和阻断MSCs分泌的

TGF-β1,可以增强MSCs促HSC凋亡的效应. 这
是因为TGF-β1能够促纤维化形成, 在刺激HSC

活化和增生中具有重要作用, 其抑制凋亡的效

应部分是由Fas配体表达减少介导的 [30], 他还

能抑制HGF的表达[42]. (3)MSCs分泌细胞因子

/生长因子: MSCs能够分泌多种细胞因子及生

长因子, 如HGF、NGF、TGF-β、ILs、TNF-α 

等[41,43-45]. Oyagi等[34]研究发现, MSCs和CCl4诱

导的损伤肝细胞一起培养时, 分泌的HGF明显

增多, 表明MSCs可能从损伤的肝细胞中接受某

些信号, 受信号调节分泌HGF. HGF不仅能诱导

MSCs分化成肝细胞, 还抑制TGF-β1产生, 阻止

肝细胞凋亡及肝脏纤维化[46-48]. 另有报道称, 活
化的HSC分泌的IL-6, 能够诱导MSCs分泌IL-10, 
表明MSCs在肝脏的微环境中能够对HSC做出

动态反应. 此外, MSCs还分泌TNF-α, 阻断MSCs
分泌IL-10, TNF-α还阻断了MSCs抑制HSC增生

和胶原合成[45]. (4)MSCs表达MMP, 降解ECM: 
MMP有较强的降解ECM作用[49], 研究表明骨髓

干细胞植入CCl4诱导的肝硬化小鼠体内, 可使

小鼠的肝功改善, 死亡率降低, 这与骨髓干细胞

增强表达MMPs, 特别是MMP-9, 降解胶原纤维, 
肝纤维化减轻有关[39]. (5)MSCs分化为肝卵原细

胞, 促进肝修复再生: 研究表明[50], 在肝严重受

损时, 肝细胞增殖受阻, 肝卵原细胞能增殖分化

为肝细胞, 是肝修复的主要手段. Oh等[51]通过

2-AAF/部分肝切除诱导的肝再生大鼠模型发现, 
部分肝卵原细胞来源于骨髓干细胞, 并且能够

分化成肝细胞.

4  结论

MSCs能够分化为肝细胞, 抑制和减轻肝纤维化, 
并且不发生同种异体移植排斥反应, 在治疗肝

硬化肝纤维化方面具有广阔的应用前景. 但是

直到目前为止, MSCs广泛应用于临床还有许多

问题亟待解决: MSCs体内数量少, 体外分离、

纯化及扩增方法还不够完善; MSCs特异性表面

标志分子不确定; MSCs逆转肝纤维化的分子机

制尚不清楚; MSCs移植后是否会产生无法控制

的细胞分化增殖, 是否具有致瘤性. 相信随着这

些难题的解决, MSCs移植有望成为治疗肝纤维

化的理想方法.  
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Abstract
AIM: To investigate the impact of intervention of 
nuclear factor-κB (NF-κB) activation with tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) monoclonal antibody 
(TNF-α mab) on the proliferation of human 
hepatocellular carcinoma (HCC) HepG2 cells.

METHODS: HepG2 cells were cultured in vitro 
and incubated with TNF-α mab. The changes in 
cell cycle and apoptosis were detected by flow 
cytometry (FCM) and annexin-V/PI double 
staining assay, respectively. The expression of 
NF-κB and TNF-α in human liver cancer, tumor-

adjacent liver tissue, and HepG2 cells were 
quantitatively analyzed by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The expression level of NF-κB in 
human HCC was higher than that in tumor-
adjacent liver tissue (P < 0.01). The percentage 
of apoptotic cells in HepG2 cells treated with 
TNF-α mab (5 mg/L) was higher than that in 
untreated HepG2 cells (21.45% ± 4.07% vs 5.63% 
± 0.93%, q = 10.07, P < 0.01). The percentage of 
cells in G0/G1 phase was significantly higher in 
HepG2 cells treated with TNF-α mab than in un-
treated HepG2 cells (q = 10.98, P < 0.01) though 
no significant difference was noted in the per-
centage of cells in S phase between the two 
groups of cells. The level of NF-κB in HepG2 
cells treated with TNF-α mab was lower than 
that in untreated HepG2 cells [59.00 ng/mg ± 1.02 
ng/mg nuclear protein (NP) vs 73.88 ng/mg ± 
7.41 ng/mg NP, q = 18.92, P < 0.01]. Increased 
NF-κB level is correlated with decreased TNF-α 
level in HepG2 cells treated with TNF-α mab (r 
= 0.89, P < 0.01). The inhibitory effect of TNF-α 
mab on TNF-α level is dose-dependent (P < 0.01).

CONCLUSION: Intervention of NF-κB activa-
tion by TNF-α mab inhibits the proliferation of 
HepG2 cells by inducing apoptosis and blocking 
the cells in G0/G1 phase.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Tumor 
necrosis factor-α; Nuclear factor-κB; Apoptosis; 
HepG2

Shao SJ, Yao DF, Shen JJ, Wu W, Yao NH. Intervention 
of NF-κB activation inhibits the growth of human 
hepatocellular carcinoma HepG2 cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 2296-2301

摘要
目的: 分析核转录因子-κB(NF-κB)表达及活
化干预对肝癌细胞HepG2增殖的影响. 

方法: 培养HepG2肝癌细胞并给予抗人肿瘤坏
死因子(TNF)-α单克隆抗体, 以流式细胞术和
Annexin V-FITC/PI双色标记法分别检测细胞

®

■背景资料
NF-κB活化与肝
癌发生发展有关, 
TNF-α的转录受
NF-κB调控, 且他
又以自分泌或旁
分泌方式作用于
细胞, 诱导细胞凋
亡同时也激活NF-
κB, 促使细胞建
立快速防御机制, 
发挥抗凋亡作用.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
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医院消化科



邵苏吉, 等. 肝癌组织NF-κB表达及活化干预对肝癌细胞增殖的影响					               2297

www.wjgnet.com

周期时相和细胞凋亡的变化; 以酶联免疫吸
附法(ELISA)定量分析肝癌组织及用药前后细
胞培养液中TNF-α和核蛋白NF-κB的变化. 

结果: 人肝癌的癌灶组织中NF-κB表达, 较癌
旁组织明显增强(P <0.01); HepG2细胞培养
给予抗TNF-α单克隆抗体(5 mg/L)后, 肝癌细
胞凋亡率明显高于对照(21.45%±4.07% vs  
5.63%±0.93%, q  = 10.07, P <0.01); G0/G1明显
高于对照(66.23%±1.29% vs  59.00%±1.02%, 
q  = 10.98, P<0.01), 而S期细胞比例无明显改变; 
用药后细胞株NF-κB水平明显低于对照(59.00 
ng/mg±1.02 ng/mg核蛋白 vs  73.88 ng/mg±
7.41 ng/mg核蛋白, q  = 18.92, P <0.01), 与培养
液中明显降低的TNF-α水平呈显著正相关(r  = 
0.89, P <0.01), 抑制效应呈浓度依赖性, 高浓度
时作用最明显(P <0.01).

结论: 以TNF-α抗体干预NF-κB信号通路活
化, 可使肝癌细胞凋亡增加, 细胞周期阻滞在
G0/G1期, 肝癌细胞增殖明显抑制.

关键词: 肝细胞癌; 肿瘤坏死因子-α; 核因子-κB; 

凋亡; HepG2细胞
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18(22): 2296-2301
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是在病

毒、化学致癌物等多种因素的影响下, 因癌基

因或癌相关基因激活、抗癌基因失活或胚胎期

某些酶基因重新复活等诸多因素引起的肝细胞

生长失控而致癌变, 期间经历了启动、促进、

演变的多阶段发病过程, 并与基因调控和表达

等密切相关[1-3]. 核转录因子-κB(nuclear factor-
κB, NF-κB)是具有多向性调节作用的转录因子, 
参与细胞增殖与凋亡的调节, 并且能直接影响

细胞周期或DNA复制. 激活的NF-κB在炎症相

关性HCC的发生发展中高表达, 在肝细胞慢性

炎症和癌变之间起桥梁作用[4-6]. 肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)是一种致炎

性细胞因子, 在慢性肝炎、HCC发生时TNF-α
表达明显升高, 炎症性介质TNF-α如何参与肝细

胞癌变, 其机制有待探讨[6-8]. 我们对人肝癌及癌

旁组织中的NF-κB进行定量分析, 并在体外培养

HepG2细胞株, 给予不同浓度抗TNF-α单克隆抗

体, 动态观察细胞凋亡和周期时相变化、NF-κB

和TNF-α变化, 以探讨经抗TNF-α干预NF-κB活
化通路对HepG2细胞增殖的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人HepG2肝癌细胞株, 由南京凯基生物

科技发展有限公司提供. LEAFTM Purified anti-
human TNF-α单克隆抗体(BioLegend, 美国)购自

达科为生物技术有限公司; RPMI 1640及胎牛血

清购于Hyclone公司; 0.25%胰蛋白酶溶液、青

霉素-链霉素溶液(100×)、L -谷氨酰胺溶液(100
×)、磷酸盐缓冲液、二甲基亚砜、Annexin-V-
FITC凋亡检测试剂盒、碘化丙啶、RNaseA及

Tr i ton X-100、细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提

试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自碧云

天生物技术有限公司; 人NF-κB ELISA试剂盒

(Cusabio, 美国)购自武汉华美生物技术有限公

司; 人TNF-α ELISA检测试剂盒(ADL, 美国)购
自上海生物工程技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 人肝癌组织与总RNA制备: 收集2009-03/ 
2009-12手术后新鲜肝癌组织标本, 按自身配

对原则, 留取癌和癌旁组织共30份, 每份约200 
mg, 经病理学检查均为原发性肝癌, 肝组织置

于-85 ℃冰箱保存备用. 取肝组织50 mg置于无

RNA酶匀浆器中, 加入TRIzo l RNA抽提试剂

(Gibco公司)1.0 mL匀浆, 氯仿, 异丙醇, 乙醇等制

备总RNA, 于60 ℃, 10 min. 在UV2201型紫外分

光光度计上测定A 260和A 280值, 比率为1.8-2.0.
1.2.2 肝匀浆制备和核蛋白提取: 在分析天平上

称取肝组织50 mg, 剪成非常细小的组织碎片

置于经高压灭菌的匀浆器中, 再按细胞核蛋白

与细胞质蛋白抽提试剂盒的使用说明进行操

作, 方法主要为: 加入适当量的组织匀浆液, 冰
浴中充分匀浆, 经离心后移去上清, 再加入含有

PMSF的细胞质蛋白抽提试剂A, 震荡和冰浴后

加入试剂B, 再次震荡, 冰浴, 离心后移去上清, 
此时加入含有PMSF的核蛋白提取试剂, 经反复

震荡冰浴共30 min后, 离心吸取上清(即核蛋白), 
置于-85 ℃冰箱保存备用. 以上抽提蛋白的所有

步骤均在冰上或4 ℃进行.
1.2.3 细胞培养及分组: HepG2肝癌细胞常规复

苏后, 以完全培养液(含100 mL/L胎牛血清、100 
kU/L青霉素、100 mg/L链霉素及1% L -谷氨酰

胺的RPMI 1640培养液, 简称完培)在37 ℃, 50 
mL/L CO2及100%湿度的条件下培养. 适时传代, 
取对数生长期的细胞进行实验. 将细胞分为单

■研发前沿
肿瘤坏死因子-α 
(TNF-α)是一种致
炎性细胞因子, 在
慢性肝炎、HCC
发生时TNF-α表达
明显升高, 炎症性
介质TNF-α如何参
与肝细胞癌变, 其
机制有待探讨.
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抗组和对照组, 每组设3个复孔. 抗人TNF-α单克

隆抗体, 稀释成5、0.5、0.05 mg/L 3个浓度, 对
照组不加任何药物. 48 h后收集细胞备用. 
1.2.4 细胞周期时相的变化: 取对数生长期细胞, 
调整细胞密度为105/mL, 以每孔2×105细胞接种

于6孔培养板, 常规培养24 h后弃去培养基, 加入

无血清的RPMI 1640培养24 h使细胞周期同步

化, 然后换用添加药物的完全培养基2 mL进行

培养. 48 h后以0.25%胰蛋白酶消化收集细胞, 离
心1 000 r/min×5 min, 弃上清液, PBS洗涤细胞

2次. 以预冷(-20 ℃)的700 mL/L乙醇2 mL固定

(4 ℃, 72 h). 离心1 000 r/min×5 min, 除去固定

液, PBS洗涤细胞2次. 在细胞沉淀中加入1 mL碘
化丙啶(propidium iodide, PI)混合染液(柠檬酸三

钠0.25 g, Triton X-100 0.75 g, PI 0.025 g, 核糖核

酸酶0.005 g, 双蒸水250 mL), 4 ℃避光放置30 h. 
过300目细胞筛网, 以488 nm波长为激发光上机

检测, Macguit软件分析细胞周期分布.
1.2.5 细胞凋亡检测: 取对数生长期细胞, 调整细

胞密度为105/mL, 以每孔5×104细胞接种于24孔
培养板, 常规培养24 h后弃去培养基, 换用添加

了药物的完培0.5 mL继续培养, 48 h后吸出各孔

培养液至离心管, PBS洗涤细胞2次, 以0.25%胰

蛋白酶消化收集细胞于对应的离心管内, 离心

1 000 r/min×5 min, 弃上清, PBS洗涤细胞2次, 
弃上清. 加入195 μL Annexin V-FITC结合液(1×)
轻轻重悬细胞, 再加入5 μL Annexin V-FITC, 轻
轻混匀, 室温(20 ℃-25 ℃)避光孵育10 min. 离心

1 000 r/min×5 min, 弃上清, 加入190 μL Annexin 
V-FITC结合液(1×)轻轻重悬细胞. 加入10 μL PI
染色液, 轻轻混匀, 冰浴避光放置. 使用流式细

胞仪进行检测分析.
1.2.6 细胞收集: 取对数生长期的细胞, 调整细胞

密度为105/mL, 以每孔2×105细胞接种于6孔培

养板, 常规培养24 h时后弃去培养基, 换用添加

了药物的完培2 mL进行培养. 48 h后吸出各孔内

的培养液, -80 ℃保存备用. 细胞以PBS清洗2次, 
用细胞刮子收集细胞于离心管内, 1 000 r/min×
5 min. 弃上清液, 留下细胞沉淀. 按照细胞核蛋

白与浆蛋白抽提试剂盒说明书提取细胞核蛋白, 
以BCA法测定核蛋白的浓度.
1 .2.7  N F-κ B定量分析 :  N F-κ B活性测定按

TransAM(Active Motif提供)的具体说明进行. 其
方法: 每孔加结合缓冲液30 μL和10 μL细胞核

蛋白提取液, 并加细胞裂解液(cell lysis buffer, 
CLB)20 μL. 阳性对照孔中加2.5 μg Jurkat核提取

物并稀释到20 μL CLB中, 空白孔中只加20 μL 
CLB液体. 标准孔中依次加20 μL重组蛋白质P50
或P65, 封板后置于震荡培养箱中室温孵育1 h. 
每孔以洗涤液200 μL洗3次. 然后加入100 μL稀
释的NF-κB抗体, 封板后置室温孵育1 h, 再以洗

涤液200 μL洗3次. 每孔加100 μL HRP结合的抗

体, 封板后置室温震荡1 h, 以洗涤液200 μL洗4
次. 每孔加100 μL显色剂, 室温置2-10 min, 每孔

加终止液100 μL, 测定A 450nm值, 根据标准曲线计

算出蛋白浓度.
1.2.8 TNF-α浓度测定: 取出浆蛋白提取液中总

浆蛋白浓度以BCA法测定, 临用前试剂A和B以
50∶1配制成适量BCA工作液. 取蛋白标准品10 
μL用9 g/L生理盐水稀释到100 μL. 将标准品按0, 
1, 2, 4, 8, 12, 16和20 μL加到96孔板的标准品孔

中, 除最后1孔外其余加标准品稀释液补足至20 
μL. 根据样品浓度的高低, 加适当体积样品到样

品孔中, 加标准品稀释液到20 μL, 各孔加入200 
μL BCA工作液, 37 ℃放置30 min, 在酶标分析仪

上578 nm处测定其A值, 按标准曲线计算蛋白浓

度. 肝组织匀浆及血清中TNF-α水平测定严格按

操作说明书进行.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 多个样

本均数间的比较先进行方差齐性检验, 方差相

等时采用t检验或者方差分析, 用Stata7.0统计软

件处理数据, 以P <0.05表示差别有统计学意义.

2  结果

2.1 人癌及癌旁组织中总RNA水平和NF-κB浓度

比较 肝癌组织中核酸代谢旺盛, 人HCC组织总

RNA表达水平(比浓度: 每毫克湿质量肝组织中

总RNA微克数)明显低于自身的癌周(non-HCC)
组织(P <0.01, 图1A), 因癌灶组织中存在更多的

坏死组织所致; 而癌周组织中NF-κB表达水平, 
以湿质量肝组织的比浓度计算, 癌组与癌旁组

NF-κB表达差异明显, 癌组NF-κB比浓度大约是

癌旁组的3倍(P <0.01, 图1B); 如以肝微克RNA计

算NF-κB比浓度, 癌组织NF-κB表达水平则十分

显著地高于癌周组织(P <0.01).
2.2 TNF-α单抗干预对HepG2周期的影响 经不

同浓度TNF-α单抗(0.05、0.5、5 mg/L)作用后, 
HepG2细胞周期时相发生了改变(表1, 图2). 单
抗组G0/G1期细胞比例明显高于对照组, 且呈现

剂量依赖性. 随着单抗浓度增加, G0/G1期比例升

高, 以5 mg/L时最高(P <0.01), 而S期比率无明显

改变(P >0.05). 经0.05、0.5和5 mg/L TNF-α单抗

■创新盘点
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作用后, 在DNA组方图(图2)可见明显的凋亡峰

出现, 且随TNF-α单抗浓度的增加, HepG2细胞

的凋亡比率也随之逐渐增高.
2.3 TNF-α单抗诱导HepG2细胞凋亡 TNF-α单抗

作用后, HepG2细胞凋亡率明显增加, 呈现剂量

依赖性(表2). 随着单抗浓度增加, 凋亡细胞比例

明显上升, 5 mg/L时达到最高(P <0.01), 但中、低

浓度组凋亡率未见统计学意义(P >0.05).
2.4 用药后NF-κB和TNF-α的定量分析 TNF-α单
抗作用后, HepG2细胞表达的NF-κB明显降低, 并
呈明显浓度依赖性(表3). 随着药物浓度增加, NF-
κB水平逐渐降低, 以5 mg/L时最低(P <0.01). 用
药组培养液中TNF-α浓度也明显低于对照组, 并
呈浓度依赖性. 随着药物浓度的增加, 培养液中

TNF-α量逐渐降低, 以5 mg/L时最低(表3). NF-κB
水平与TNF-α呈正相关(r  = 0.89, t  = 9.22, P<0.01).

3  讨论

NF-κB是一种能与免疫球蛋白κ轻链基因的增强

子κB序列特异性结合的蛋白质因子, 具有广泛

生物学活性[9,10]. NF-κB能调节许多细胞因子、

生长因子的转录, 参与细胞增殖与凋亡的调节, 
且能直接作用于细胞周期或DNA复制, 导致肿

瘤的发生发展. 除胚胎细胞外, 正常细胞中NF-
κB表达很少, 且在κB抑制因子(inhibitor κB, IκB)
作用下处于失活状态, 但在肿瘤细胞中NF-κB被
激活. HCC发生发展具有多病因、多中心和多

阶段的特征, 其病原学因素主要为HBV、HCV
感染. 我国HCC患者中90%伴HBV感染, HBV或

HCV的持续感染, 肝细胞长期慢性炎症导致肝

硬化, 最终发展为肝癌[11,12]. 肝癌组织中核酸代

谢旺盛, 肝炎病毒感染能刺激NF-κB表达并使其

DNA结合能力增强, 胞内NF-κB异常与HCC发
生发展密切相关.

正常肝细胞中NF-κB异二聚体在胞质内与

IκB结合, 当他受到细胞因子、有丝分裂原、病

毒等刺激剂激活后, IκB发生磷酸化并降解, NF-
κB核定位信号暴露并转入核内与靶基因的κB
基序结合, 增强其表达, NF-κB在细胞增殖和凋

亡中扮演重要的角色. 在诱癌过程中随着肝细

胞癌变的发生, NF-κB的水平越来越高, 在肝细

胞变性组, 其总体趋势已明显高于正常对照组, 
在肝细胞发生癌变时, 其活性达高峰[13,14], 提示

HCC是NF-κB高表达肿瘤, NF-κB可参与肝细胞

的癌变过程, 浓度的进行性增加可反映肝细胞

的早期癌变, 可见NF-κB在肝癌发生发展中的重

要作用[15,16].

表  1  不同浓度单抗对HepG2细胞周期的影响

     
浓度(mg/L) G0/G1比率(%)         q 值         S期比率(%)       q 值

对照组	 59.00±1.02	         31.11±4.16

0.05	 61.19±1.49         2.75     26.24±1.89     2.68  

0.5	 64.42±0.53b        7.66     26.25±3.17     2.68  

5	 66.23±1.29bd     10.98     25.03±2.95     3.35

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  低浓度组.

表  2  不同浓度单抗作用HepG2细胞凋亡率的变化

     
浓度(mg/L)       早期凋亡率(%)	             q 值	 P 值

对照组	          5.63±0.93	

0.05	          8.93±2.49	           2.10             >0.05       

0.5	        10.27±2.44	           2.96             >0.05    

5	        21.45±4.07b	         10.07             <0.01

bP<0.01 vs  其他组.

表  3  不同浓度单抗作用后细胞分泌TNF-α及NF-κB的变化

     
浓度(mg/L) TNF-α(ng/L)       q 值 NF-κB(mg/g核蛋白)  q 值

对照组	  20.57±7.97                 73.88±7.41

0.05	  15.42±3.22     2.03     41.81±4.08       8.76   

0.5	    7.58±1.08a    5.11     17.24±9.26a    15.47   

5	    1.30±1.53ab   7.58       4.60±1.87ab   18.92

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  低浓度组.

图  1   人肝癌与癌周组
织中总RNA及NF-κB浓
度变化. A: 总RNA; B: 

NF-κB. bP<0.01 vs  non-

HCC组.
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■应用要点
在小鼠肝癌模型
中采用TNF-α抗
体干预, 可以阻断
NF-κB活化, 促使
异型肝细胞发生
凋亡, 使肝细胞癌
变进程受到抑制, 
可见TNF-α抗体
能用于炎症相关
性肝癌的治疗.
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HBV和HCV的慢性持续感染与肝癌发生

关系极为密切, HBxAg主要通过ras-raf-map激
酶通路激活NF-κB, 而HCV核心蛋白可能通过

与TNF受体Ⅰ和LTβ受体结合后激活NF-κB, 抑
制携带肝炎病毒的肝细胞的凋亡 ,  促进其增 
生[17,18]. 肝炎病毒利用各种通路激活NF-κB, 促
使病毒复制, 细胞向恶性转变, 抑制癌细胞凋亡. 
病毒感染的癌组织中NF-κB表达均高于正常肝

组织, HBxAg阳性癌组织的胞质及胞核均有NF-
κB表达, 而HBxAg阴性癌组织中, NF-κB仅见胞

质; 若将PCDNA3-1-HBX转导至人HCC细胞株

HCC-9204时, NF-κB可在癌细胞的胞核中出现, 
说明HBxAg能激活NF-κB并使其转移至癌细胞

核[19,20]. 本研究中人肝癌组织及癌旁组织中均能

定量检测到NF-κB活性, 且癌组织明显高于癌旁

组织, 可见肝癌细胞NF-κB增强表达与癌细胞生

长密切相关.
TNF-α为非糖基化蛋白多肽, 主要是由巨

噬细胞产生, 具有多种生理活性. 活化的NF-κB
能抑制细胞的凋亡, 在肝脏发育过程中能保护

胚胎肝细胞免受TNF-α等介导的凋亡. NF-κB
活化与肝癌发生发展有关, TNF-α的转录受NF-
κB调控, 且他又以自分泌或旁分泌方式作用于

细胞, 诱导细胞凋亡同时也激活NF-κB, 促使细

胞建立快速防御机制, 发挥抗凋亡作用[21,22]. 给
予TNF-α单抗后, HepG2细胞培养液中可检出

TNF-α, 其水平明显低于对照组, 浓度越高, 中和

的效果越好; NF-κB水平在单抗组明显低于对照

组, TNF-α与NF-κB水平呈正相关. 提示TNF-α
单抗消耗培养液中TNF-α干预NF-κB活化, 抑制

NF-κB进入细胞核内发挥转录作用.
NF-κB是多种抗凋亡基因表达的主要激活

子, 而TNF-α所介导的NF-κB信号通路的活化是

肝癌细胞抵抗凋亡、耐药的原因之一[23-25]. 给予

TNF-α抗体, HepG2细胞凋亡明显增加, 并呈现

剂量依赖性, TNF-α单抗可间接促进肝癌细胞的

凋亡. 主要是通过抑制NF-κB活化, 影响TNF-α
和NF-κB间正反馈调节机制, 减弱其抗凋亡效应

而发挥作用. 恶性肿瘤发生发展与细胞周期的

紊乱密切相关. NF-κB能直接作用于细胞周期或

DNA复制, 通过促进cyclin D的表达促使细胞周

期从G0/G1期向S期转化, 使细胞增殖失控从而

参与肿瘤的发生发展. TNF-α抗体组G0/G1期比

率明显高于对照组, 而S期无明显改变. 说明单

抗抑制NF-κB活化, HepG2细胞分裂增殖受到抑

制, 细胞周期阻滞在G0/G1期, 表明TNF-α单抗干

预NF-κB活化可抑制癌细胞增殖. 本研究表明

TNF-α单抗能明显抑制NF-κB信号通路的活化, 
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图  2  不同浓度单抗作用后HepG2细胞周期的变化. A: 0 mg/L; B: 0.05 mg/L; C: 0.5 mg/L; D: 5 mg/L.

■同行评价
本 文 立 题 明 确 , 
方 法 较 为 先 进 , 
具有一定的理论
意义和潜在的临
床价值.
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诱导癌细胞凋亡, 使细胞周期阻滞在G0/G1期, 其
在肝癌的免疫治疗中具有良好的应用前景[26,27].
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Abstract
AIM: To investigate the role of mitochondria 
permeability transition (MPT) in liver regeneration.

METHODS: One hundred and f ive male 
Sprague-Dawley rats were randomly divided 
into three groups: partial hepatectomy (PH) 
group, cyclosporin A (CsA) group and sham-op-
erated (SH) group. Animals in the PH and CsA 
groups underwent 2/3 partial hepatectomy. An-
imals in the CsA group were administered CsA 
before the surgery. The animals in each group 
were further divided into seven sub-groups. 

Ultrastructural morphology of mitochondria in 
remnant liver after PH was determined by elec-
tron microscopy. The content of malondialde-
hyde (MDA) in liver tissue was also measured.

RESULTS: Remarkable changes were observed 
in the morphology and ultrastructure of the 
liver mitochondria at 24 h after PH, including 
conspicuous swelling, increased membrane 
permeability, reduced number of cristae, and 
matrix vacuolation. At 72 h, moderate mitochon-
drial swelling was observed, while, at other time 
points, mild mitochondrial swelling was seen. 
Mitochondrial permeability increased at 0, 3 and 
6 h in the CsA group, but decreased at 24 and 72 
h when compared with the PH group. Similar 
changes in endoplasmic reticulum were also 
noted. The content of MDA increased at 3 h after 
PH, peaked at 24 h, and then decreased and re-
turned to normal level at 120 h. The contents of 
MDA at all time points in the CsA group were 
significantly higher than those in the PH group.

CONCLUSION: The changes in mitochondrial 
ultrastructure and MDA level are closely as-
sociated with MPT during live regeneration in 
rats, especially prominent at 24 h after PH. The 
changes in mitochondrial ultrastructure and 
MDA level in liver tissue is possibly related to 
the initiation of liver regeneration after PH.

Key Words: Liver regeneration; Mitochondrial ul-
trastructure; Malondialdehyde

Zhou YH, Cao GY, Yuan B, Jiao BH, Miao MY. Changes 
in mitochondrial ultrastructure and malondialdehyde 
level in regenerating liver tissue in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 2302-2307

摘要
目的: 探讨肝再生过程中线粒体通透性转换
的作用. 

方法: 将SD大鼠105只随机分成3个实验组: 肝
再生(PH)组、环孢菌素A(CsA)处理组和对照
(SH)组, 每组取7个时间点; PH组和CsA组大鼠
经70%肝切除, CsA组用CsA进行灌胃. 用透射

®

■背景资料
线粒体是肝再生
过程的一个重要
调节点, 可能与肝
再生的启动和终
止有关, 研究肝再
生分子机制必将
对肝脏移植、创
伤、各种肝病及
肝肿瘤诊治起到
重要作用.

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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电镜观察线粒体超微结构的变化, 并检测肝组
织匀浆内丙二醛(MDA)的变化. 

结果: 透射电镜显示在PH后24 h时线粒体发
生重度肿胀, 线粒体明显增大变圆, 基质变淡, 
甚至完全空泡化, 嵴明显缩短甚至消失; 72 h
时中度肿胀, 6 h、120 h时轻度肿胀, 内质网也
有类似的变化; CsA组在0 h、3 h和6 h时轻度
肿胀, 24 h中度肿胀, 72 h和168 h时则明显收
缩. 肝组织中MDA在PH后3 h时轻度升高, 到
24 h时达到最高, 之后逐渐下降, 到120 h时恢
复正常. CsA组MDA的变化规律与PH组的基
本一致, 但在(0-120 h)的各个时间点自由基含
量明显高于PH组.

结论: 肝再生过程中, 线粒体的超微结构变化
和肝组织MDA的变化可能与线粒体通透性转
换有关, 尤其在24 h时变化最显著, 这种变化
与肝再生的启动密切相关.

关键词: 肝再生; 超微结构; 自由基

周运恒, 曹广亚, 袁斌, 焦炳华, 缪明永. 肝线粒体超微结构和自

由基在大鼠肝再生过程中的变化.  世界华人消化杂志  2010; 

18(22): 2302-2307
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0  引言

大鼠经70%肝切除后(partial hepatectomy, PH), 
其残余肝组织再生过程非常显著, 大约经过7 
-10 d就可以恢复到原来的体积和体质量. 研究

肝再生分子机制必将对肝脏移植、创伤、各种

肝病及肝肿瘤诊治具有重要意义. 但是目前对

肝再生的分子机制, 尤其是肝再生启动和终止

的机制仍不清楚. 而能量代谢的调控始终是肝

细胞再生过程中的重要环节, 线粒体作为细胞

生命活动中一个非常重要的细胞器, 他不仅为

细胞活动各个环节提供所需的能量, 而且直接

参与细胞内许多信号转导过程, 与细胞许多生

命活动有关[1,2]. 近年来关于肝再生与线粒体通

透性转换(mitochondrial permeability transition, 
MPT)的关系研究比较多, 发现在肝再生过程中

MPT有一些明显特征性的变化, 提示线粒体可

能是肝再生过程的一个重要调节点, 可能与肝

再生的启动和终止有关[3-5]. 我们通过离体实验

研究发现: 在大鼠肝再生早期(PH后0-24 h)和后

期(PH后120-168 h)都表现为肝线粒体先收缩后

肿胀, 也即通透性先下降后增高[6]. 但是线粒体

由于纯化技术和活性不稳定等原因, 在体和离

体的结构和功能可能会有所不同, 而且目前国

内外在此方面的研究比较少, 仅见Ferri等[7]关于

在肝再生早期线粒体超微结构在PH后24 h发生

肿胀的报道. 
M P T受许多因素影响 ,  其中活性氧族

(reactive oxygen species, ROS)是一个重要的诱

导因素, 线粒体消耗的氧约有2%-5%用于生成

ROS, 主要是是呼吸链复合物Ⅰ、Ⅲ漏出的电

子直接与氧反应生成的; 线粒体通透性转换孔

开放又可引起线粒体产生ROS[8,9]. 有研究发现

肝再生早期肝线粒体氧化磷酸化下降时, 肝线

粒体内自由基显著升高和GSH含量下降, 而当

肝线粒体氧化磷酸化恢复上升时, 自由基则逐

步下降, 两者呈现十分明显的消长关系[10]. 但是

整个肝再生过程的自由基变化与MPT的关系还

未见报道. 我们通过建立肝再生模型, 并用线粒

体通透性转换抑制剂环保菌素A(cyclosporin A, 
CsA)对肝再生过程进行在体的干预, 系统研究

肝再生过程中肝脏线粒体超微结构的变化, 自
由基代谢产物丙二醛(malondialdehyde, MDA)与
MPT之间的关系, 以期进一步探讨线粒体通透

性的改变与肝再生之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物分组SD大鼠, ♂, 8 wk左右, 体
质量200-250 g, 购于中国人民解放军第二军医大

学实验动物中心, 正常饮食, 室温24 ℃±2 ℃, 每
天光照12 h. 日立H-800型透射电镜, LKB超薄切

片机, Model 100A高精度天平(美国精密仪器公

司), 722-S分光光度计. 考马斯亮蓝试剂盒为上

海申能博彩生物科技有限公司, MDA检测试剂

盒为南京建成生物工程研究所, 环孢素软胶囊

(Novartis, 诺华制药, 德国), 橄榄油为意大利原装

进口, 多聚甲醛和EPON 812包埋剂为Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 105只大鼠随机分成3个实验组: 肝
再生(PH)组、CsA处理的肝再生(CsA)组和对照

(sham-operated, SH)组, 每组取7个时间点, 分别

是术后0、3、6、24、72、120和168 h, 每个时

间点取5只动物. CsA组在手术前4 d和手术后1 d
按照20 mg/(kg•d)的CsA进行灌胃, CsA用橄榄油

(5 g/L)溶解, 同时PH和SH组的所有大鼠按照相

同的剂量用安慰剂橄榄油灌胃[11]. 
1.2.2 造模: PH组和CsA组大鼠用乙醚麻醉后, 切
除肝左叶和中叶(约为全肝的70%)[12]; SH组动物

同样施行麻醉和开腹, 但不切肝. 
1.2.3 透射电镜: 各个时间点5只大鼠同时断头处

死, 迅速分离肝组织, 用锋利的刀片在每只大鼠

■研发前沿
近年来关于肝再
生与线粒体通透
性转换的关系研
究比较多, 目前对
肝再生的分子机
制, 尤其是肝再生
启动和终止的机
制仍不清楚.
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的肝右叶切取4块1 mm×1 mm×1 mm大小组

织, 用40 g/L多聚甲醛固定4 h, 1%锇酸固定2 h
时; 0.1 mol/L PBS漂洗 10 min; 丙酮梯度脱水: 
30、50、70、90%各1次, 每次10 min, 100%丙酮

脱水3次, 每次10 min; EPON 812包埋剂浸透、

包埋、聚合; LKB超薄切片机切片; 铀染色30 
min, 铅染色5-10 min; 日立 H-800透射电镜观察. 
1.2.4 10%肝匀浆的制备: 动物断头取肝, 称肝质

量, 加入10 mL/g分离介质(Buffer A: 250 mmol/L
甘露醇、75 m m o l/L蔗糖、0.1 m m o l/L K+-
EDTA、0.5 mmol/L K+-EGTA、10 mmol/L K+-
HEPES、pH7.2). 用Teflon芯的玻璃匀浆器匀浆, 
低速离心3 000 r/min, 15 min, 取上清用于测定肝

MDA含量, 整个分离过程严格控制在4 ℃中进行.
1.2.5 丙二醛(MDA)的测定: 用考马斯亮蓝试剂

盒测定蛋白浓度, 按照操作说明测定和计算各

时间点肝组织匀浆中MDA的含量. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件, 

组间比较用t 检验, 数据均以m e a n±S D表示. 
P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 电镜观察结果 在PH组内, 0、3和168 h时, 线
粒体基本正常, 外膜完整, 基质和嵴清楚, 粗面

和光滑内质网基本正常; 在6 h和120 h时, 线粒体

轻度肿胀, 基质较淡, 嵴缩短, 粗面内质网和光

滑内质网轻度扩张; 在24 h时, 线粒体质量度肿

胀, 体积增大变圆, 基质电子密度变低, 颜色很

淡甚至空泡化, 嵴明显缩短甚至消失溶解, 部分

出现嵴肿胀, 部分线粒体外膜膨胀鼓泡, 甚至破

裂, 内质网极度扩张; 在72 h时线粒体中度扩张, 
形态变圆基质变淡, 嵴明显缩短, 部分线粒体外

膜膨胀破裂, 内质网也有类似的变化(图1). 在SH
组内, SH后3 h和168 h, 线粒体基本正常, 外膜完

整, 基质和嵴清楚, 粗面和光滑内质网基本正常; 
SH后24 h线粒体轻微肿胀, 基质稍淡, 嵴部分轻

微缩短, 内质网中度扩张(图2). 在CsA组, 0、3和
6 h时线粒体轻度肿胀; 在24 h时线粒体中度肿

胀, 基质变淡, 部分甚至空泡化, 嵴明显缩短, 部
分出现嵴肿胀, 外膜局部破裂, 线粒体体积增大

变圆, 内质网中度扩张; 在72和168 h时线粒体明

■相关报道
Crumm等研究发
现在肝再生的早
期(0-48 h)线粒体
ATP酶活性显著
降低, 这可能提示
自由基的增多抑
制ATP酶活性, 从
而诱导肝再生的
启动.

A B C

D E F

G H I

图   1   P H 组 的 线 粒 体 超 微 结 构 变 化 ( ×
15 000). A: 0 h; B: 3 h; C: 6 h; D-F: 24 h; G: 

72 h; H: 120 h; I: 168 h. a: 空泡化; b: 嵴肿胀.

a

b

a
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显收缩, 体积变小, 嵴清晰, 基质电子密度增加, 
粗面内质网扩张, 数量明显增加(图3).
2.2 大鼠肝再生过程中肝组织M D A含量的变

化 在PH组, MDA在早期3 h时开始升高, 到24 h
时达到峰值, 然后逐渐下降, 到120 h时恢复正

常; 在CsA组与PH组的变化规律基本一致, 但在

(3-72 h)阶段的各时间点, MDA含量则显著高于

PH组(P <0.01, 表1).

3  讨论

在本实验中, 我们发现肝再生过程中与对照组

相比, PH组在术后24和72 h时线粒体的超微结

构变化最明显, 发生重度肿胀, 72 h时发生中度

肿胀, 同时内质网也有类似的变化. 说明在PH后

24和72 h时线粒体的通透性增高, 这与Guerrieri 
等[13]的研究基本一致, 他们也认为在PH后24 h时
线粒体的通透性最大, 而且此时有一些线粒体

基质酶如苹果酸脱氢酶、天冬氨酸氨基转移酶

释放到胞液中. 我们通过离体实验研究发现线

粒体通透性在早期和后期都升高, 早期的这些

变化与我们在体实验的结果相一致, 但是后期

的变化规律与在体的变化情况明显不一致, 我

■创新盘点
本研究通过观察
整个肝再生过程
自由基和线粒体
超微结构的变化
来研究肝再生过
程中线粒体通透
性转换的作用.

A B C
图   2   S H 组 的 线 粒 体 超 微 结 构 变 化 ( ×
15 000). A: 3 h; B: 24 h; C: 168 h.

图  3  CsA组的线粒体超微结构变化(×
15 000). A: 0 h; B: 3 h; C: 6 h; D, E: 24 h; F, 

G: 72 h; H: 120 h; I: 168 h. b: 嵴肿胀.

A B C

D E F

G H I

b
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们在体实验发现在肝再生后期(PH后120、168 
h)线粒体和内质网的结构已经基本恢复正常, 与
SH组基本一致, 并没有发生肿胀. 而在离体情况

下线粒体的通透性变化可能是因为对Ca2+的敏

感性发生变化, 并不表现在结构上. 
而用CsA处理后的动物在肝再生早期(0、

3、6 h)时线粒体有轻度的肿胀, 同时发现0 h和
3 h时内质网明显肿胀, 表明内质网功能增强, 这
些变化可能与CsA对肝脏的毒性作用有关. 有学

者认为CsA在肝移植后作为免疫抑制剂时对肝

再生有一定的毒性作用[14]. 在24 h时线粒体和内

质网的肿胀程度比对应的PH组低, 在72 h和168 
h时线粒体发生明显收缩, 这可能与CsA对线粒

体通透性直接抑制作用有关. 
在肝再生过程中, 线粒体超微结构的特征性

变化, 尤其是在PH后24 h时, 线粒体发生重度肿

胀, 72 h时发生中度肿胀, 到后期恢复正常, 一方

面说明在肝再生过程中线粒体肿胀是可逆性的. 
另一方面, 线粒体肿胀可能与MPT直接相关. 这
种改变可能有利于线粒体内外的物质和离子交

换, 尤其是24 h时超微结构变化最明显, 这意味

着肝再生过程中线粒体超微结构的变化与肝再

生的发生和发展有一定的相关性. 
线粒体呼吸链是体内氧自由基的主要来源, 

同时线粒体膜中含有较丰富的多不饱和脂肪酸, 
易受氧自由基尤其是羟自由基的攻击, 发生脂

质过氧化反应, 使线粒体膜结构改变, 膜镶嵌的

一系列酶空间排列紊乱, 活性降低, 从而使膜通

透性改变. MDA是自由基的代谢产物, 其高低

可反应机体细胞自由基水平程度. 在本实验中, 
我们发现在PH后3 h时MDA轻度升高, 到24 h时
达到最高, 之后逐渐下降, 到120 h时恢复正常. 
Crumm等[15]研究发现在肝再生的早期(0-48 h)线
粒体ATP酶活性显著降低, 这可能提示自由基的

增多抑制ATP酶活性, 从而诱导肝再生的启动. 
CsA组在肝再生过程中(0-72 h)阶段自由基

显著升高, Kim等[16]研究发现CsA可以引起PH后

24 h肝组织自由基升高, 并认为CsA促进自由基

的升高可能是与CsA的免疫抑制剂的不良反应

有关. Rezzani等[17]研究发现CsA在肝移植术后, 
还会引起肝细胞中毒样的形态学改变以及细胞

内氧化作用和抗氧化作用的失衡. 
肝再生早期自由基升高确切机制不太清楚, 

可能与Ca2+升高或抗氧化系统的削弱等多方面

有关, MPT又与许多因素有关, 如Ca2+是线粒体

的一个重要诱导剂, 与线粒体膜通透性有着密

切的关系. 有研究报道肝再生过程PH后24 h肝
线粒体内Ca2+明显升高, Ca2+增加可以诱导ROS
的产生, 从而使线粒体膜通透性升高, 同时Ca2+

也可以通过线粒体通透性转运孔(permeability 
transition pore, PTP)转运, 从而来调节细胞和线

粒体的功能[18,19]. 
MDA在肝再生早期显著升高, 而且MDA在

时相上比MPT变化更早, 提示肝再生早期MPT
的变化可能是由自由基升高而引起的. 同时自

由基与MPT是互为因果关系, 两者的相互影响

可能在肝再生过程中起很重要的作用. 尤其是

在PH后24 h时MDA含量最高, 而此时线粒体的

超微结构变化最明显, 线粒体的肿胀可能与线

粒体功能代偿性增强有关, 而这种变化对肝再

生的发生有着积极的意义, 但是MPT变化的具

体机制和意义仍需要进一步研究.

4      参考文献
1	 Fausto N, Campbell JS, Riehle KJ. Liver regeneration. 

Hepatology 2006; 43: S45-S53
2	 Duchen MR. Roles of mitochondria in health and 

disease. Diabetes 2004; 53 Suppl 1: S96-S102 
3	 Hernández-Muñoz R, Sánchez-Sevilla L, Martínez-

Gómez A, Dent MA. Changes in mitochondrial 
adenine nucleotides and in permeability transition 
in two models of rat liver regeneration. Hepatology 
2003; 37: 842-851

4	 Zhong Z, Theruvath TP, Currin RT, Waldmeier PC, 
Lemasters JJ. NIM811, a mitochondrial permeability 
transition inhibitor, prevents mitochondrial 
depolarization in small-for-size rat liver grafts. Am J 
Transplant 2007; 7: 1103-1111  

5	 Theruvath TP, Snoddy MC, Zhong Z, Lemasters 
JJ. Mitochondrial permeability transition in liver 
ischemia and reperfusion: role of c-Jun N-terminal 

表  1  大鼠肝再生过程中肝组织MDA含量的变化[mmol/(g·prot), mean±SD, n  = 5]

     
分组	           0 h		    3 h	              6 h	     24 h	              72 h	    120 h	             168 h

PH组 0.86±0.07 1.20±0.08c 1.31±0.06d 1.98±0.19d 1.39±0.09d 0.95±0.05 0.92±0.04

CsA组 1.06±0.06bd 1.51±0.11bd 1.64±0.10bd 2.98±0.28bd 1.97±0.16bd 0.98±0.08 0.89±0.06

SH组 0.88±0.03 0.97±0.07 0.90±0.05 0.92±0.06 0.86±0.02 0.89±0.05 0.84±0.04

bP<0.01 vs  PH组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SH组.

■同行评价
本研究选题较好, 
内容新颖, 学术价
值较好.



www.wjgnet.com

周运恒, 等. 肝线粒体超微结构和自由基在大鼠肝再生过程中的变化					               2307

kinase 2. Transplantation 2008; 85: 1500-1504
6	 缪明永, 朱克军, 汪真诚, 刘军华, 蒋雷, 王学敏, 焦炳

华. 大鼠肝再生时线粒体通透性转换的变化. 第二军
医大学学报 2004; 25: 292-294

7	 Ferri D, Moro L, Mastrodonato M, Capuano F, 
Marra E, Liquori GE, Greco M. Ultrastructural zonal 
heterogeneity of hepatocytes and mitochondria 
within the hepatic acinus during liver regeneration 
after partial hepatectomy. Biol Cell 2005; 97: 277-288

8	 Armstrong JS, Yang H, Duan W, Whiteman M. 
Cytochrome bc(1) regulates the mitochondrial 
permeability transition by two distinct pathways. J 
Biol Chem 2004; 279: 50420-50428

9	 Kowaltowski AJ , Cast i lho RF, Verces i AE. 
Mitochondrial permeability transition and oxidative 
stress. FEBS Lett 2001; 495: 12-15 

10	 Yang S, Tan TM, Wee A, Leow CK. Mitochondrial 
respiratory function and antioxidant capacity 
in normal and cirrhotic livers following partial 
hepatectomy. Cell Mol Life Sci 2004; 61: 220-229

11	 Daoudaki M, Fouzas I, Stapf V, Ekmekcioglu C, Imvrios 
G, Andoniadis A, Demetriadou A, Thalhammer T. 
Cyclosporine a augments P-glycoprotein expression 
in the regenerating rat liver. Biol Pharm Bull 2003; 26: 
303-307

12	 Higgins GM, Anderson RM. Exper imenta l 
pathology of the liver: Restoration of the liver of the 
white rat following partial surgical removal. Arch 
Pathol 1931; 12: 186-202

13	 Guerrieri F, Pellecchia G, Lopriore B, Papa S, 
Esterina Liquori G, Ferri D, Moro L, Marra E, Greco 
M. Changes in ultrastructure and the occurrence 

of permeability transition in mitochondria during 
rat liver regeneration. Eur J Biochem 2002; 269: 
3304-3312

14	 Blanc P, Etienne H, Daujat M, Fabre I, Pichard L, 
Domergue J, Joyeux H, Fourtanier G, Maurel P. 
Antiproliferative effect of FK 506 and cyclosporine 
on adult human hepatocytes in culture. Transplant 
Proc 1991; 23: 2821-2824

15	 Crumm S, Cofan M, Juskeviciute E, Hoek JB. 
Adenine nucleotide changes in the remnant liver: 
An early signal for regeneration after partial 
hepatectomy. Hepatology 2008; 48: 898-908

16	 Kim YI, Kobayashi M, Egashira T, Kawano K, 
Morimoto A, Kai T, Shimada T. Augmentation of 
hepatocyte proliferation by immunosuppressant 
pretherapy is associated with up-regulation of 
malondialdehyde production. Res Exp Med (Berl) 
1993; 193: 337-345

17	 Rezzani R, Buffoli B, Rodella L, Stacchiotti A, Bianchi R. 
Protective role of melatonin in cyclosporine A-induced 
oxidative stress in rat liver. Int Immunopharmacol 2005; 
5: 1397-1405

18	 Kanno T, Sato EE, Muranaka S, Fujita H, Fujiwara 
T, Utsumi T, Inoue M, Utsumi K. Oxidative stress 
underlies the mechanism for Ca(2+)-induced 
permeability transition of mitochondria. Free Radic 
Res 2004; 38: 27-35

19	 Lemasters JJ, Theruvath TP, Zhong Z, Nieminen 
AL. Mitochondrial calcium and the permeability 
transition in cell death. Biochim Biophys Acta 2009; 
1787: 1395-1401

           编辑  曹丽鸥  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2010年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年8月8日; 18(22): 2308-2316
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

溃疡性结肠炎大鼠β2AR-β-arrestin2-NF-κB信号转导通
路及氧化苦参碱的干预作用

范 恒, 廖 奕, 陈小艳, 张丽娟, 刘星星, 钟 敏, 唐 庆

范恒, 廖奕, 陈小艳, 张丽娟, 刘星星, 钟敏, 唐庆, 华中科技
大学同济医学院附属协和医院中西医结合科 湖北省武汉市 
430022
范恒, 副教授, 副主任医师, 主要从事中西医结合消化系统疾病
的研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30772878
作者贡献分布: 此课题由范恒设计; 研究过程由廖奕、陈小艳、
张丽娟、刘星星、钟敏及唐庆操作完成; 数据分析由廖奕完成; 
论文写作由廖奕与范恒完成.
通讯作者: 范恒, 副教授, 副主任医师, 430022, 湖北省武汉市, 
华中科技大学同济医学院附属协和医院中西医结合科. 
fanheng009@yahoo.com.cn
电话: 027-85726395
收稿日期: 2010-04-16   修回日期: 2010-06-17
接受日期: 2010-06-22   在线出版日期: 2010-08-08

Oxymatrine attenuates 
ulcerative colitis by modulating 
the β2AR-β-arrestin2-NF-κB 
signaling pathway in rats 

Heng Fan, Yi Liao, Xiao-Yan Chen, Li-Juan Zhang, 
Xing-Xing Liu, Min Zhong, Qin Tang

Heng Fan, Yi Liao, Xiao-Yan Chen, Li-Juan Zhang, 
Xing-Xing Liu, Min Zhong, Qin Tang, Department of 
Integrated Chinese and Western Medicine, Union Hospital, 
Tongji Medical College of Huazhong University of Science 
and Technology, Wuhan 430022, Hubei Province, China
Supported by: National Natural Sciences Foundation of 
China, No. 30772878
Correspondence to: Associate Professor Heng Fan, De-
partment of Integrated Chinese and Western Medicine, 
Union Hospital, Tongji Medical College of Huazhong Uni-
versity of Science and Technology, Wuhan 430022, Hubei 
Province, China. fanheng009@yahoo.com.cn
Received: 2010-04-16    Revised: 2010-06-17 
Accepted: 2010-06-22    Published online: 2010-08-08

Abstract
AIM: To investigate whether the β2-adrenoceptor 
(β2AR)-β-arrestin2-NF-κB signaling pathway 
mediates the therapeutic effects of oxymatrine 
on ulcerative colitis in rats.

METHODS: Forty Sprague-Dawley rats were 
randomly and equally divided into four groups: 
normal control group, model group, mesala-
zine group and oxymatrine group. Experiment 
colitis was induced with TNBS in rats in each 
group except the normal control group. The 

rats in the oxymatrine group were intramus-
cularly injected with oxymatrine injection for 
15 d, while those in the mesalazine group were 
lavaged with 3 mL mesalazine solution for the 
same duration. The rats in the normal control 
group and model group were lavaged with 3 
mL water for 15 d. Diarrhea and bloody stools  
were carefully observed in experimental rats. 
Two rats in each group were randomly selected 
and executed on day 7 for observing colonic 
histological changes. On day 16, the remaining 
rats were executed after fasting 24 h to detect 
the expression of β2AR, β-arrestin2 and NF-κB 
p65 in colon tissue and splenic lymphocytes by 
immunohistochemistry and Western blotting, 
respectively.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the expression of NF-κB p65 was signifi-
cantly increased (both P < 0.01) and the expres-
sion of β2AR and β-arrestin2 was significantly 
decreased (both P < 0.01) in colonic mucosa 
and splenic lymphocytes in the model group. 
Compared with the model group, the expres-
sion of NF-κB p65 was significantly decreased 
(16.26 ± 5.51 and 18.34 ± 3.34 vs 61.90 ± 17.75, 
both P < 0.01) and the expression of β2AR and 
β-arrestin2 was significantly increased in co-
lonic mucosa in the mesalazine group and oxy-
matrine group (47.27 ± 12.40 and 61.75 ± 10.40 
vs 12.20 ± 2.70, both P < 0.01; 70.71 ± 12.84 and 
76.14 ± 8.77 vs 16.80 ± 7.17, both P < 0.01). Com-
pared with the model group, the expression of 
NF-κB p65 was significantly decreased (114.23 
± 11.56 and 145.62 ± 13.05 vs 249.70 ± 18.94, 
both P < 0.01) and the expression of β2AR 
and β-arrestin2 was significantly increased in 
splenic lymphocytes in the mesalazine group 
and oxymatrine group (1 006.50 ± 226.89 and 
1 102.11 ± 297.72 vs 594.97 ± 209.59, both P < 
0.01; 189.97 ± 21.12 and 162.04 ± 15.69 vs 111.77 
± 19.43, both P < 0.01).

CONCLUSION: The β2AR-β-arrestin2-NF-κB 
signaling pathway participates in the patho-
genesis of ulcerative colitis in rats. Oxyma-

®

■背景资料
溃疡性结肠炎是
一种以肠道免疫
功能紊乱为主的
慢性非特异性炎
症 性 肠 道 疾 病 . 
近20年来我国发
病率呈逐年增加. 
其发病机制是遗
传、环境和免疫
因素相互作用的
共 同 结 果 ,  免 疫
功能紊乱起关键
性 作 用 ,  是 在 遗
传和环境因素的
双 重 作 用 下 ,  机
体对肠道菌群产
生异常免疫反应, 
最终导致肠道慢
性 炎 症 的 发 生 . 
但其确切的发病
原因和机制还不
明 确 ,  治 疗 上 也
比 较 棘 手 ,  因 此
对本病的发病机
制和治疗上的研
究显得十分必要.

■同行评议者
孙学英, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一附属医院黑龙
江省肝脾外科中
心
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trine attenuates ulcerative colitis by regulat-
ing the β2AR-β-arrestin2-NF-κB signaling 
pathway.

Key Words: β2-adrenoceptor; β-arrestin2; Nuclear 
factor-κB; Signal transduction; TNBS-induced coli-
tis; Oxymatrine
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Tang Q. Oxymatrine attenuates ulcerative colitis by 
modulating the β2AR-β-arrestin2-NF-κB signaling 
pathway in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(22): 2308-2316

摘要
目 的 :  探 讨 溃 疡 性 结 肠 炎 大 鼠 β 2 A R - β -
arrestin2-NF-κB信号转导通路及氧化苦参碱
的干预作用. 

方法: SD♂大鼠40只随机分为正常对照组、

模型组、美沙拉嗪组和氧化苦参碱组4组, 每
组10只. 正常对照组未造模, 其余3组大鼠均采
用TNBS造模诱导实验性大鼠结肠炎. 其中氧
化苦参碱组大鼠予苦参素(氧化苦参碱)注射
液肌肉注射, 美沙拉嗪组大鼠予美沙拉嗪混悬
液灌胃, 模型组和正常组大鼠均以3 mL蒸馏
水灌胃. 注意观察实验大鼠腹泻、便血症状. 
第7天, 每组随机处死2只大鼠, 比较各组结肠
组织大体组织病理变化, 取病变明显的结肠组
织石蜡包埋切片并HE染色, 镜下观察各组结
肠病理组织学改变. 第16天禁食24 h后处死大
鼠, 用免疫组织化学技术和Western blot检测
实验大鼠结肠组织和脾脏淋巴细胞β2肾上腺
素受体(β2AR)、β-arrestin2和NF-κB p65表达
的变化. 

结果: 与正常对照组比较, 模型组大鼠结肠黏
膜组织及脾脏淋巴细胞NF-κB p65表达均显
著上升(均P <0.01), β2AR和β-arrestin2表达均
显著下降(均P <0.01). 与模型组比较, 美沙拉
嗪组和氧化苦参碱组大鼠结肠黏膜组织NF-
κB p65表达均显著下降(16.26±5.51, 18.34±
3.34 vs  61.90±17.75, 均P <0.01), β2AR表达均
显著上升(47.27±12.40, 61.75±10.40 vs  12.20
±2.70, 均P <0.01), β-arrestin2表达均显著上
升(70.71±12.84, 76.14±8.77 vs  16.80±7.17, 
均P <0.01). 与模型组比较, 美沙拉嗪组和氧
化苦参碱组大鼠脾脏淋巴细胞NF-κB p65表
达均显著下降(114.23±11.56, 145.62±13.05 
vs  249.70±18.94, 均P <0.01), β2AR表达均显
著上升(1006.50±226.89, 1102.11±297.72 vs  
594.97±209.59 均P <0.01), β-arrestin2表达均
显著上升(189.97±21.12, 162.04±15.69 vs  

111.77±19.43, 均P <0.01). 但美沙拉嗪组和氧
化苦参碱组之间比较β2AR、β-arrestin2、NF-
κB p65表达无显著差异.

结论: β2AR-β-arrestin2-NF-κB信号转导通路
参与溃疡性结肠炎的病理过程, 氧化苦参碱
可以通过调节β2AR-β-arrestin2-NF-κB信号转
导通路减轻溃疡性结肠炎.

关键词: β2肾上腺素受体; β-抑制蛋白2; 核转录因

子-κB; 信号转导; TNBS诱导的结肠炎; 氧化苦参碱

范恒, 廖奕, 陈小艳, 张丽娟, 刘星星, 钟敏, 唐庆. 溃疡性结肠炎
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是特发性的慢性肠道炎症 ,  包括溃疡性结肠

炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD). IBD的病因和发病机制涉及遗传、

环境和免疫等因素, 目前多数学者认为IBD的发

病是由某些环境因素触发的肠道黏膜免疫调节

功能的紊乱所致[1-3]. 促炎转录因子NF-κB的活

化在IBD肠黏膜免疫反应紊乱中起着重要的作

用, 在肠道炎症中的细胞信号转导过程中扮演

着重要的角色. 活化的NF-κB参与炎性细胞的活

化, 促进促炎细胞因子IL-1β、IL-6、IL-8和TNF
等的表达. 抑制NF-κB的活化和表达可以减轻

肠道炎症. 抑制NF-κB的活化和表达是治疗IBD
的重要策略, 糖皮质激素、柳氮磺胺吡啶、美

沙拉嗪和英夫利昔单抗都可以抑制NF-κB的活

性, 治疗IBD[4-6]. β-arrestin2广泛存在于各种组织

细胞中, 是参与调节G蛋白偶联受体(G protein-
coupled receptor, GPCR)相关细胞信号通路信

号转导的重要衔接蛋白. β-arrestin2生物功能多

样, 可以通过多种途径抑制NF-κB的活性[7]. β2
肾上腺素受体(β2-adrenoceptor, β2AR)参与交

感神经系统对免疫系统的调节, β2AR介导的信

号通路与NF-κB活化的信号通路之间存在交叉

对话(cross talk)[8]. 氧化苦参碱是从中药苦参中

提取的生物碱, 有激素样作用, 作为抗炎免疫调

节剂能有效的治疗炎症性肠病[9-11]. 我们通过建

立三硝基苯磺酸诱导的UC模型研究β-arrestin2
在UC的病理机制中的作用, 结果表明β2AR-β-
arrestin2-NF-κB信号转导通路参与UC的发病

机制. 氧化苦参碱通过调节β-arrestin2的表达和

■研发前沿
溃疡性结肠炎的
发病机制与免疫
异常有关, 具有免
疫调节作用的细
胞因子在UC的发
病过程中起重要
作用. 许多细胞因
子的产生可能与
NF-κB的信号转
导和转录激活因
子有关. NF-κB活
化可能是UC发生
发展的关键点.
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β2AR-β-arrestin2-NF-κB信号转导通路, 减轻UC, 
这是氧化苦参碱治疗UC的机制之一.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠40只, ♂, SPF级, 体质量250 g±
20 g, 由华中科技大学同济医学院实验动物中心

提供, 实验动物生产许可证SCKY(鄂)2004-0007, 
实验动物使用许可证SYXK(鄂)2004-0028; 三硝

基苯磺酸(Sigma公司); β2AR多克隆抗体(Bioss, 
公司, BS-0947R); β-arrestin2多克隆抗体(Bioss
公司, BS-1332R); NF-κB p65多克隆抗体(Santa 
Cruz公司, sc-8008); 迈新公司免疫组织化学试剂

盒(KIT-5020, 羊抗鼠/兔); 大鼠淋巴细胞分离液

(武汉博士德, CM0100); RIPA细胞/组织总蛋白

提取液(ProMab, Cat. No: SJ-200501); Bradford蛋
白浓度测定试剂盒(碧云天, Cat. No: P0006); 美
沙拉嗪(法国爱的发制药集团), 规格500 mg×10
袋/盒; 苦参素注射液(江苏鹏鹞药业有限公司), 
规格2 mL: 0.2 g, 主要成分为苦参素, 即氧化苦

参碱.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 健康♂SD大鼠40只随机分为正常对

照组、模型组、美沙拉嗪组、氧化苦参碱组, 
每组10只, 各组体质量比较无显著差异(P >0.05). 
1.2.2 造模: 依据Morris等[12]及Fan等[13,14]提出的

方法具体操作如下: SD大鼠禁食不禁水24 h后, 
用10%水合氯醛按每100 mg体质量0.3 mL, 腹腔

注射麻醉, 麻醉后将内径2 mm的橡胶导尿管由

肛门轻缓插入约8 cm后, 将0.6 mL的5% TNBS液
(溶于500 mL/L乙醇), 用注射器缓慢推入橡胶导

尿管, 推入TNBS液后将大鼠尾巴提起, 持续倒

置30 s, 防止药液流出. 造模结束后让动物平躺, 
待其自然清醒, 给予自由饮食. 
1.2.3 药物干预和处死: 氧化苦参碱组每只大鼠

用苦参素注射液按63 mg/(kg•d)肌肉注射[10], 每
天1次, 连续15 d. 美沙拉嗪组每只大鼠用美沙拉

嗪0.5 g/(kg•d)的蒸馏水溶液3 mL灌胃, 每天1次, 
连续15 d. 模型组、正常组: 每组每只大鼠均以

蒸馏水3 mL灌胃, 每天1次, 连续15 d. 注意观察

实验大鼠腹泻、便血症状. 第7天, 每组随机处

死2只大鼠, 比较各组结肠组织大体组织病理变

化, 取病变明显的结肠组织石蜡包埋切片并HE
染色, 镜下观察各组结肠病理组织学改变. 第16
天禁食24 h后将大鼠颈椎脱位处死. 实验过程中

正常对照组、模型组、美沙拉嗪组各有2只大

鼠在灌胃中死亡, 最后纳入统计为: 正常对照组

6只、模型组6只、美沙拉嗪组6只和氧化苦参

碱组8只. 
1.2.4 大鼠脾脏淋巴细胞分离和蛋白质提取: 将
处死的大鼠置于750 mL/L乙醇中浸泡3-5 min, 
在超净工作台无菌取出脾脏, 并在盛有无小牛

血清的RPMI 1640不完全培养液的培养皿中清

洗干净. 将脾脏置于放置在盛有无小牛血清的

RPMI 1640不完全培养液的培养皿上的200目
不锈钢金属网上, 用10 mL注射器针柄轻柔研磨

脾脏至留下白色纤维包膜组织, 收集网下的细

胞悬液, 与Hank's液1∶1混匀后, 小心加于2 mL
的大鼠淋巴细胞分离液的液面上, 置离心机中, 
2 000 r/min, 室温离心20 min, 收集界面上的细

胞, 放入含Hank's液5 mL的试管中, 充分混匀后, 
以2 000 r/min离心10 min, 吸去上清液, 沉淀再用

不含小牛血清的RPMI 1640不完全培养液颠倒

冲洗2次并重新悬浮为脾脏淋巴细胞悬液[15], 收
集分离的淋巴细胞悬液置于EP管中, 用RIPA细

胞/组织总蛋白提取液裂解细胞提取总蛋白. 在
收集的淋巴细胞悬液中加入1 mL RIPA后充分

吹打, 然后置冰上20 min, 再吹打20 min, 将匀浆

液吸出放到1.5 mL离心管中, 超声3次破碎细胞, 
每次3 s, 再9 000 r/min离心10 min, 用移液管将

富含蛋白质的上清液转移到样品管中, -70 ℃存

放备用. 
1 .2 .5  免疫组织化学分析大鼠结肠黏膜组织

β2AR、β-arrestin2、NF-κB p65表达: 处死大鼠

取出脾脏后, 剖腹暴露腹腔, 切取肛门至回盲

部的结肠, 取出结肠后沿纵轴切开, 并用生理

盐水冲洗干净, 观察大鼠结肠的大体病变情况, 
然后将大鼠结肠置于40 g/L多聚甲醛溶液中固

定, 石蜡包埋切片, 常规HE染色, 在显微镜下观

察评估大鼠结肠黏膜损伤程度. 采用免疫组织

化学法检测β2AR、β-arrestin2、NF-κB p65表
达, 按免疫组织化学试剂盒(KIT-5020)说明书进

行操作: 常规包埋, 切片, 厚度3 μm, 60 ℃-65 ℃
烤片4 h. 切片脱蜡和水化. 1×PBS缓冲液(0.01 
mol/L, pH7.2)洗涤切片3×5 min. 高压抗原修

复, 取出抗原修复盒, 待修复液自然冷却30 min, 
3%过氧化氢去离子水室温孵育10 min, 蒸馏水

冲洗. PBS浸洗3×5 min. 滴加正常山羊血清封

闭液, 室温孵育15 min, 甩去多余液体. 分别加

入稀释度为1∶200兔抗鼠β2AR多克隆抗体、 
1∶200兔抗鼠β-arrestin2多克隆抗体、1∶200
小鼠抗大鼠NF-κB p65多克隆抗体, 各50 μL, 置
于湿盒内, 4 ℃过夜, 防止切片干燥. 1×PBS洗

■相关报道
临床上本课题组
用复方苦参肠溶
胶囊(主要含氧化
苦参碱 ) 治疗 U C
取得良好的临床
效果.
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3次各5 min. 滴加复合生物素标记的二抗(HRP-
Polymer anti ms/rb IgG), 室温孵育20 min. DAB
显色, 在显微镜下控制显色程度, 蒸馏水终止显

色反应. 苏木素复染, 30-60 s. 脱水, 透明, 中性树

胶封片. 在显微镜下观察免疫组织化学结果, 并
用图像分析软件Image-Pro Plus 6.0进行图像分

析, 以黄色或棕黄色染色为阳性表达, 测定平均

吸光度值(mean density). 
1.2.6 Western blot检测脾脏淋巴细胞β2AR、

β-arrestin2、NF-κB p65蛋白表达: (1)测定蛋白

浓度: 用Bradford蛋白浓度测定试剂盒测定样

品蛋白浓度. (2)SDS-PAGE电泳: 在收集的蛋白

样品中加入5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液(体
积比为5∶1), 混匀, 100 ℃加热5 min, 按设计加

样顺序加入蛋白样品(考马斯亮蓝染色), 电压

200 V电泳, 待溴酚蓝线条迁移到分离胶底部

0.5 cm时关闭电源. (3)免疫印迹和转膜: 组装转

膜夹子, 在转移槽中注满4 ℃预冷的转移缓冲

液, 并将冰盒装入缓冲液槽, 恒流300 mA转移70 
min. 电转完毕后用5%的脱脂奶粉(PBS配制)封
闭, 4 ℃过夜. (4)免疫检测: 用PBST洗膜5 min×
3次, 按标记切下3 mm宽的膜条, 置于加样槽中, 
加入β2AR多克隆抗体(Rabbit β2AR antibody, 
稀释度1∶100)、β-arrestin2多克隆抗体(Rabbit 
β-arrestin 2 antibody, 稀释度1∶100)、NF-κB 
p65多克隆抗体(Mouse NF-κB p65 antibody, 稀
释度1∶200)各1 mL孵育, 4 ℃过夜. 弃去一抗, 
每个槽加2-3 mL PBST, 上摇床洗涤5-10 min, 换
液, 反复4次, 再分别加入β2AR和β-arrestin2的二

抗(稀释度1∶40 000)和NF-κB p65的二抗(稀释

度1∶80 000)各1 mL, 室温下孵育1 h. 弃去二抗, 
每槽加2-3 mL PBST, 上摇床洗涤5-10 min, 换液, 
反复4次. (5)化学发光: 将膜置于压片盒中, 滴加

发光液, 将X光片压于膜上5 min后取出, 在显

影液中显影1 min, 在定影液中定影5 min. 阳性

条带以Gel pro4.0版凝胶吸光度分析软件测其

IA值.
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计学分析. 实验数据以mean±SD表示, 组间比较

采用方差分析和多个样本均数间比较的SNK-q
检验, 以P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 实验大鼠结肠的大体和组织病理学改变 正
常对照组大鼠结肠黏膜纹理清晰, 无黏膜充血

水肿, 未见黏膜糜烂和溃疡. 模型组大鼠结肠肠

管明显变粗, 肠壁增厚, 由肛门至回盲部的肠管

长度变短, 纵行切开病变肠管可见由肛门约3 cm
以上至回盲部结肠黏膜可见多处片状充血、水

肿、糜烂、浅表或线状溃疡和瘢痕组织形成, 
并伴有局部结肠肠腔的扩张, 严重的出现肠壁

间渗出和粘连. 与模型组相比, 美沙拉嗪组和氧

化苦参碱组大鼠结肠黏膜组织病理改变明显减

轻, 充血、水肿、糜烂和溃疡面积明显缩小, 溃
疡较浅表, 肠壁增厚较模型组轻, 未见肠壁粘连. 
实验大鼠病变结肠组织切片后常规苏木精-伊红

(HE)染色, 镜下可见: 正常对照组: 大鼠结肠黏

膜结构完整, 黏膜腺体排列整齐清晰, 黏膜内血

管基质正常, 无充血水肿、溃疡形成和炎性细

胞浸润; 模型组: 大鼠结肠黏膜结构异常, 黏膜

腺体破坏, 排列不规则, 杯状细胞减少, 黏膜和

黏膜下固有层明显充血水肿, 可见黏膜局灶糜

烂和溃疡, 有的溃疡深及黏膜肌层, 在黏膜及黏

膜下固有层可见大量淋巴细胞、粒细胞和巨噬

细胞浸润. 美沙拉嗪组和氧化苦参碱组: 大鼠结

肠黏膜结构尚完整, 黏膜层和黏膜下固有层充

血、水肿较轻, 溃疡较浅表, 腺体增生活跃, 杯
状细胞增多, 炎性细胞浸润减少(图1). 
2.2 实验大鼠结肠黏膜组织β2AR、β-arrestin2、
NF-κB p65阳性表达 与正常对照组比较, 模型组

结肠黏膜组织NF-κB p65表达显著上升(P <0.01), 
β2AR和β-arrestin2表达均显著下降(P <0.01); 与
模型组比较, 美沙拉嗪组和氧化苦参碱组结肠

黏膜组织NF-κB p65表达均显著下降(P <0.01), 
β2AR和β-arrestin2表达均显著上升(P <0.01), 但
美沙拉嗪组和氧化苦参碱组之间比较β2AR、

β-arrestin2、NF-κB p65表达无显著差异(P >0.05,  
图2-4, 表1).
2.3 大鼠脾脏淋巴细胞β2AR、β-arrestin2、NF-
κB p65蛋白表达 与正常对照组比较, 模型组脾

脏淋巴细胞NF-κB p65蛋白表达水平显著上升

(P <0.01), β2AR和β-arrestin2蛋白表达水平显著

下降(P <0.01); 与模型组比较, 美沙拉嗪组和氧

化苦参碱组脾脏淋巴细胞NF-κB p65蛋白表达

水平均显著下降(P <0.01), β2AR和β-arrestin2蛋
白表达水平显著上升(P <0.01), 但美沙拉嗪组和

氧化苦参碱组之间比较β2AR、β-arrestin2、NF-
κB p65蛋白表达无显著差异(P >0.05, 图5, 表2). 

3  讨论

NF-κB是NF-κB/Rel家族成员, 通常以二聚体形

式存在, 分别通过其氨基端Rel同源结构域内的

■创新盘点
本 文 通 过 研 究
大 鼠 结 肠 和 脾
脏 中 β 2 A R 、

β-arrestin2、NF-
κB p65的表达来
阐明溃疡性结肠
炎的发病机制, 检
测指标和UC密切
相关, 为氧化苦参
碱治疗溃疡性结
肠炎提供了理论
依据和研究思路.
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DNA结合位点和抑制蛋白IκB结合位点与DNA
和IκB结合, 抑制蛋白IκB与NF-κB形成复合物并

掩盖NF-κB结构中的核定位信号序列, 使其保留

在细胞质中. NF-κB是重要的转录因子, 在上游

刺激信号的作用下IκB激酶(IκB kinase, IKK)使
IκB降解, 暴露NF-κB的核定位信号序列, NF-κB
进入细胞核内, 通过与细胞核内多种基因的增

强子和启动子序列结合促进特定基因的转录和

表达, 广泛参与免疫, 炎症, 细胞凋亡和增殖的

调节. NF-κB的活化促进多种促炎细胞因子的表

达和增强炎症细胞的募集, NF-κB是炎症反应中

的关键调节因子[16,17]. Toll样受体信号是介导NF-
κB活化的重要途径, TLR/NF-κB信号通路调节

机制的破坏可以导致肠道炎症的发生, TLR/NF-
κB信号通路参与IBD的发病机制. IBD患者的病

变结肠组织中NF-κB表达增高, NF-κB促进多种

促炎细胞因子的表达, NF-κB在IBD的病理机制

中扮演着重要的角色, 阻断NF-κB的活化是治疗

IBD的重要手段[6,18]. 
β-arrestin2通过多种机制抑制NF-κB的活 

化[7], β-arrest in2与IκBα和IKK的结合抑制了

CK2和IKK对IκBα的磷酸化, 稳定了抑制蛋白

IκBα, 继而减弱NF-κB p65的活化和核转位[8,19]. 
NF-κB的活化依赖TRAF6的泛素化和寡聚化, 
β-arrestin2与TRAF6结合阻止TRAF6的泛素化

和寡聚化, 抑制NF-κB的活化[20]. 我们的研究

表明三硝基苯磺酸诱导的实验性大鼠结肠炎

结肠黏膜组织和脾脏淋巴细胞β-arrestin2表达

与正常对照组大鼠相比明显降低(P <0.01), NF-
κB p65的表达与正常对照组大鼠相比明显上升

(P <0.01). 以上结果提示, β-arrestin2表达降低是

UC中NF-κB过度活化的重要原因, NF-κB的过

度活化是UC重要发病机制. 
β2AR受体信号通路通过β-a r res t in2调节

A B

C D

图  1  实验大鼠结肠病理(HE×100). A: 正常组; B: 模型组; C: 美沙拉嗪组; D: 氧化苦参碱组. 

表  1  大鼠结肠组织β2AR、β-arrestin2、NF-κB p65阳性表达

     
分组		      n 	                  β2AR		     β-arrestin2	          NF-κB p65

正常组		      6	          56.69±10.05	                 65.01±14.28	       15.10±6.40

模型组 		      6	          12.20±2.70b	                 16.80±7.17b	       61.90±17.75b

美沙拉嗪组	     6	          47.27±12.40d	                70.71±12.84d	       16.26±5.51d

氧化苦参碱组	     8	          61.75±10.40d	                76.14±8.77d	       18.34±3.34d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
本文研究发现氧
化苦参碱和美莎
拉嗪均可以有效
治疗溃疡性结肠
炎, 特别是中药提
取物氧化苦参碱
对该病有较好的
治疗作用, 值得进
一步研究和开发, 
有一定的临床应
用前景.
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A B

C D

图  2  实验大鼠结肠β2AR表达. A: 正常组; B: 模型组; C: 美沙拉嗪组; D: 氧化苦参碱组. 

A B

C D

图  3  实验大鼠结肠β-arrestin2表达. A: 正常组; B: 模型组; C: 美沙拉嗪组; D: 氧化苦参碱组. 

NF-κB的活化过程, β2AR受体信号降低CK2磷
酸化β-arrestin2和诱导β-arrestin2的特异性构象

改变, 加强β-arrestin2与IκBα的结合, 稳定IκBα, 
抑制NF-κB活化[8]. β2AR/β-arrestin2信号通路与

TLR4/NF-κB信号通路存在交叉对话和相互调

节. 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)激活的TLR
信号通路是活化NF-κB的重要信号通路[21], TLR/

NF-κB信号通路包括依赖衔接蛋白MyD88(髓
分化因子88)调节的早期时相通路和依赖衔接

蛋白TRAM(Toll receptor associated molecule)
和TRIF(Toll receptor associated activator of 
in ter feron)调节的晚期时相通路. 在LPS激活

的TLR4/NF-κB信号通路的晚期时相通过依赖

TRIF的方式下调β2AR和β-arrestin2的表达, 诱导

■同行评价
本课题新颖, 实验
设计比较严谨, 讨
论较充分, 有一定
的科学意义.
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晚期时相NF-κB的持续活化. 而β2AR/β-arrestin2
信号通路可以减弱TLR4/NF-κB信号通路早期

时相诱导的IκBα降解和NF-κB活化[22,23]. 我们的

研究表明β2AR/β-arrestin2信号转导通路通过调

节TLR4/NF-κB信号通路参与IBD中炎症和免

疫调节的过程, 在UC中β2AR和β-arrestin2的表

达明显下降, 而NF-κB p65的表达上升, β2AR和
β-arrestin2表达的下降减弱了β-arrestin2对NF-κB
活性的抑制作用, 说明β2AR-β-arrestin2-NF-κB信
号通转导通路参与UC的病理机制.

氧化苦参碱可以促进β2AR和β-arrestin2的
表达, 抑制NF-κB的过度活化, 通过调节β2AR-
β-arrest in2-NF-κB信号转导通路减轻UC的症

状和组织病理改变. NF-κB的活化促进多种促

炎细胞因子的表达, 抑制NF-κB的过度活化是

治疗IBD的重要手段[6,16,18]. β-arrestin2通过抑制

NF-κB的活化, 调节多种炎症相关基因的表达. 
氧化苦参碱是喹嗪烷类生物碱, 具有细胞毒性

作用和抗炎免疫调节功能, 氧化苦参碱可以抑

制NF-κB的活性和下调NF-κB的表达[24-26], 并通

过抑制NF-κB活性和降低促炎细胞因子的表达

A B

C D

图  4  实验大鼠结肠NF-κB p65表达. A: 正常组; B: 模型组; C: 美沙拉嗪组; D: 氧化苦参碱组. 

β2AR

β-arrestin2

NF-κB p65

GAPDH

图  5  实验大鼠脾脏淋巴细胞β2AR、β-arrestin2和NF-κB 
p65蛋白表达.

正常组       模型组  美沙拉嗪组 氧化苦参碱组

表  2  大鼠脾脏淋巴细胞β2AR、β-arrestin2、NF-κB p65蛋白表达

     
分组		      n 	                  β2AR		     β-arrestin2	          NF-κB p65

正常组		      6	        957.45±249.82	 302.31±27.88	       86.22±10.95

模型组 		      6	        594.97±209.59b	 111.77±19.43b	     249.70±18.94b

美沙拉嗪组	     6	     1 006.50±226.89d	 189.97±21.12d	     114.23±11.56d

氧化苦参碱组	     8	     1 102.11±297.72d	 162.04±15.69d	     145.62±13.05d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.
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减轻UC[9-11]. 临床上我们用复方苦参肠溶胶囊

(主要含氧化苦参碱)治疗UC取得良好的临床效 
果[27-30]. 动物实验中进一步研究发现氧化苦参碱

可以显著提高三硝基苯磺酸诱导的实验性大鼠

结肠炎模型结肠黏膜组织和脾脏淋巴细胞β2AR
和β-arrestin2的表达, 降低NF-κB p65的表达, 说
明氧化苦参碱可以促进β2AR和β-arrestin2表达, 
增强β-arrestin2对NF-κB活化的抑制作用, 通过

β2AR/β-arrestin2信号通路抑制NF-κB的活性, 
这可能是氧化苦参碱减轻UC的机制之一.

总之, UC中β2AR和β-arrestin2的表达下降, 
β-arrestin2对NF-κB活化的抑制减弱, NF-κB过
度活化和活性增强, 导致肠道炎症的发生和持

续. 在UC中β2AR/β-arrestin2信号通路通过与

TLR/NF-κB信号通路的交叉对话, 调节TLR活

化的NF-κB活性, β2AR-β-arrestin2-NF-κB信号

通路参与UC的病理过程. 氧化苦参碱促进UC中
β2AR和β-arrestin2的表达, 抑制NF-κB的活化, 
减轻UC的症状和组织病理改变. 本研究为氧化

苦参碱治疗UC提供了新的理论依据和思路, 氧
化苦参碱是否可以通过这一机制调节炎症相关

细胞因子的表达有待进一步的研究. 
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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Abstract
AIM: To investigate the role of the JAK/STAT3 
and ERK/MAPK s ignal ing pathways in 
Helicobacter pylori (H.pylori) cytotoxin-associated 
protein A (CagA)-induced gastrin up-regulation 
in gastric cancer cell lines AGS and SGC-7901 

by knocking down the JAK2 and ERK1 genes by 
RNA interference.

METHODS: AGS and SGC-7901 cells were trans-
fected with a CagA expression vector (trans-
fection group) or infected with CagA-positive 
H.pylori (infection group). Meanwhile, the JAK2 
and ERK1 genes were knocked down by RNA 
interference. At 48 h postinfection, the expres-
sion of CagA protein and gastrin mRNA was 
detected by Western blot and real-time fluores-
cence quantitative PCR, respectively.

RESULTS: CagA protein was highly expressed 
in cells either transfected with the CagA ex-
pression vector or infected with H.pylori. Com-
pared with control cells, gastrin mRNA levels 
increased 26.58 times (AGS) and 5.59 times 
(SGC-7901) in the transfection group and 1.88 
times (AGS) and 8.59 times (SGC-7901) in the 
infection group, respectively. After JAK2 and 
ERK1 knockdown, gastrin mRNA levels signifi-
cantly decreased in the two groups (P < 0.05). In 
the transfection group, the reduced rates of gas-
trin mRNA expression were 81.50% (AGS) and 
99.00% (SGC-7901) after JAK2 knockdown and 
75.55% (AGS) and 97.00% (SCG-7901) after ERK1 
knockdown. In the infection group, the reduced 
rates of gastrin mRNA expression were 55.30% 
(AGS) and 90.00% (SGC-7901) after JAK2 knock-
down and 38.30% (AGS) and 92.00% (SCG-7901) 
after ERK1 knockdown. These data suggest that 
the blockage of the ERK/MAPK and JAK/STAT 
signaling pathways can inhibit CagA-induced 
gastrin up-regulation.

CONCLUSION: CagA up-regulates the expres-
sion of the gastrin gene. The blockage of the 
JAK/STAT3 and ERK/MAPK signaling path-
way by RNA interference can inhibit CagA–me-
diated gastrin up-regulation.

Key Words: Signaling pathway; RNA interference; 
Cytotoxin-associated protein A; Gastrin

Xie Y,  Zhou J J ,  Zhao Y,  Wang S,  Chen X.  RNA 
interference-mediated knockdown of JAK2 and ERK1 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H.pylori )慢性感
染是导致胃癌的
重 要 危 险 因 素 , 
CagA是H.pylori
主要的毒力因子, 
可能是胃癌发生
的始动因素. 胃泌
素(gastrin, GAS)
由GAS分泌细胞
(G细胞)产生, 具
有刺激胃酸分泌
和对胃肠黏膜的
营 养 作 用 ,  同 时
GAS也是一种促
生长因子, 可刺激
胃肠道黏膜增殖, 
促进胃癌的发生. 
前期研究成果中
认为胃癌细胞自
分泌的GAS(产生
自分泌环)是胃癌
发生发展的重要
因素 .  CagA蛋白
是否调控GAS基
因表达以及通过
何种信号通路发
挥作用尚不清楚.

■同行评议者
高国全, 教授, 中
山大学中山医学
院生化系



inhibits Helicobacter pylori CagA-induced gastrin up-
regulation in gastric cancer cell lines AGS and SGC-7901. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 2317-2321

摘要
目的: 探讨JAK/STAT3和MAPK/ERK两条信
号转导通路在分析和推断CagA调控胃泌素基
因表达机制中的作用. 

方法:  将含c a g A 基因的表达质粒和幽门螺
杆菌(C a g A阳性)株分别转染和感染胃癌细
胞AGS和SGC-7901, 同时用siRNA阻断jak2
及e rk1 基因的表达, 48 h后通过RT-PCR、

Western blot检测细胞中有无CagA蛋白表达, 
实时荧光定量PCR检测胃泌素的变化. 

结果: 转染组和感染组中均检测到C a g A蛋
白的表达 ,  与对照相比胃泌素m R N A在转
染组分别增加了26.58倍(A G S细胞)和5.59
倍(S G C-7901), 在感染组分别增加1.88倍
(AGS细胞)和8.59倍(SGC-7901), 表达量显
著增高; s iRNA干扰JAK2和ERK1后胃泌素
mRNA表达量降低, 在转染组JAK2干扰抑制
率分别为81.50%(AGS)和99.00%(SGC-7901), 
E R K 1 干扰抑制率分别 7 5 . 5 5 % ( A G S ) 和
97.00%(SCG-7901). 在感染组JAK2干扰抑制
率分别为55.30%(AGS)和90.00%(SGC-7901), 
E R K 1 干扰抑制率分别 3 8 . 3 0 % ( A G S ) 和
92.00%(SGC-7901). 结果显示ERK/MAPK和
JAK/STAT通路阻断, 抑制了CagA调控的胃泌
素mRNA表达.

结论: CagA上调胃泌素基因的表达, s iRNA
干扰阻断JAK/STAT和ERK/MAPK这两个信
号通路, 可以抑制CagA对胃泌素mRNA表达
的调控.

关键词: 信号通路; RNA干扰; 幽门螺杆菌毒素相关

蛋白; 胃泌素

谢渊, 周建奖, 赵艳, 汪苏, 陈娴. JAK2、ERK1干扰对幽门螺杆

菌毒素相关蛋白CagA调控胃泌素基因表达的影响.  世界华人消

化杂志  2010; 18(22): 2317-2321
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )是一

种可长期定植于人类胃黏膜的革兰氏阴性螺旋

形微需氧菌, 在全世界范围内感染率超过50%[1], 
流行病学和动物实验证实H.pylori慢性感染是

导致胃癌的重要危险因素[2], 其中H.pylori分泌

的细胞毒素相关基因A蛋白(cytotoxin-associated 
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gene A, CagA)与胃癌的发生密切相关[3]. 磷酸化

CagA能结合并激活含有SH2结构域的酪氨酸磷

酸酶SHP-2, 主要介导JAK-STAT及ERK/MAPK
激酶等信号通路, 在诱导细胞成活、增生及分

化中起重要作用[4]. 胃泌素是一种多肽激素, 由
胃泌素分泌细胞(G细胞)产生, 主要具有刺激胃

酸分泌和对胃肠黏膜的营养作用. 有学者研究

认为, 胃癌细胞能自分泌胃泌素, 作为生长因子

与癌细胞上胃泌素受体结合, 形成自分泌环, 在
胃癌的发生中起重要作用[5]. Wang等[6]研究发现

胃泌素水平和血清CagA阳性率在大多数胃癌患

者中明显增加, 高胃泌素血症与H.pylori感染在

胃癌的发生、发展过程中有协同作用, 但两者的

相互关系如何, CagA蛋白能否调控胃泌素基因

的表达, 以及通过什么途径对胃泌素基因表达进

行调控并未阐明. 本研究通过小干扰RNA阻断

JAK2和ERK1的表达, 探讨JAK/STAT3和MAPK/
ERK两条信号转导通路在分析和推断CagA调控

胃泌素基因表达机制中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞AGS、SGC-7901(中科院

上海细胞库), H.pylori标准菌株NCTC1163(中
国幽门螺杆菌菌株管理与保藏中心馈赠), 真核

表达质粒(含CagA基因)pcDNA3.1Zeo(-)/cagA7
由本室构建. 改良型RPMI 1640(HyClone公
司), 胎牛血清(四季青公司); L ipofec tam i ne 
2000(Invitrogen公司), JAK2和ERK1特异小干

扰RNA(上海吉玛公司), 兔多抗CagA、HRP标
记二抗(Santa Cruz公司), HRP-GAPDH(康成公

司), Real time RT-PCR所用试剂及探针(Applied 
Biosystems); β-actin Taqman探针(基康公司); 普
通化学试剂(Sigma公司). PVDF膜、ECL-Plus发
光试剂、高效显影胶片(Amersham公司). 7300
型荧光定量PCR仪(Applied Biosystems公司), 双
垂直电泳槽DYCZ-24D(北京六一仪器厂).
1.2 方法 
1.2.1 转染组: AGS、SGC-7901细胞用改良型

RPMI 1640培养基(100 mL/L胎牛血清、青霉

素100 kU/L, 链霉素100 kU/L), 50 mL/L CO2、

37 ℃恒温培养. 用0.25%胰酶消化对数生长期

的细胞, 计数并按每孔4×105个细胞接种于6
孔培养板 ,  置37 ℃培养箱培养至细胞生长达

到90%-95%的融合率后进行细胞共转染. 实验

组分为: 空白对照组(细胞未作任何处理)、空

载转染组[pcDNA3.1 Zeo(-)/空载体]、CagA转

染组[pcDNA3.1 Zeo(-)/cagA7]、JAK2干扰组

www.wjgnet.com
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前研究的热点. 
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[pcDNA3.1 Zeo(-)/cagA7+ JAK2 siRNA]和ERK1
干扰组[pcDNA3.1 Zeo(-)/cagA7+ERK1 siRNA]. 
质粒: siRNA: LipofectamineTM 2000为1∶1∶3, 
将培养板放入37 ℃、50 mL/L CO2培养箱, 6 h后
更换成含100 mL/L胎牛血清培养基, 继续培养

48 h后收集细胞. 
1.2.2 感染组: A G S、S G C-7901细胞培养及

s iRNA转染同转染组. 实验分组: 空白对照组

(细胞未作任何处理)、CagA感染组(H.pylor i
感染)、JAK2干扰组(H.pylori +JAK2 siRNA)和
ERK1干扰组(H.pylori +ERK1 siRNA). H.pylori标
准株NCTC11637接种于哥伦比亚血琼脂板, 50 
mL/L O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2、37 ℃
培养3 d后, 悬于PBS中, 用麦式比浊法调细菌浓

度达15×108个/mL. 细胞用siRNA转染42 h后按

细菌与细胞的比例100∶1感染细胞, 6 h后收集

细胞. 
1.2.3 RT-PCR检测转染组CagA表达: 根据文献设

计CagA引物. 上游引物: 5'-AAT ACA CCA ACG 
CCT CCA AG-3'; 下游引物: 5'-TTG TTG CCG 
CTT TTG CTC TC-3'. PCR产物以1.5%琼脂糖凝

胶电泳, 约397 bp条带即为目的DNA.
1.2.4 细胞总蛋白提取及Western blot检测转染

组及感染组CagA蛋白: 细胞经PBS洗涤后用细

胞裂解液(含PMSF和复合蛋白酶抑制剂)裂解, 
定量后分装, -20 ℃保存备用; Western blot检测

CagA蛋白表达. 
1.2.5 细胞总RNA提取及RT-Real time PCR检

测胃泌素表达水平: 采用T R I z o l一步法提取

细胞总RNA, 逆转录合成cDNA, 运用TaqMan 
Universal PCR Master Mix试剂盒在7300型实时

荧光定量PCR仪上检测Gastrin和β-actin基因表

达. 以 SDS1.4软件进行荧光收集和分析ΔΔCt值

及RQ(relative quantity)值, RQ = 2-ΔΔCt. 分析实验

结果时以β-actin为内对照, 计算Gastrin扩增水

平, 然后将其与对照组的结果进行比较并计算

Gastrin的相对表达水平. 采用SPSS11.5统计软件

进行方差分析, 组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 RT-PCR检测转染组CagA表达 通过检测发

现在所设立的5个组内, 均可见到CagA表达, 但
明显的转染了pcDNA3.1ZEO(-)/CagA7的组中, 
cagA高表达(图1). 
2.2 Western blot检测转染组及感染组CagA蛋白

表达 pcDNA3.1Zeo(-)/cagA7和小干扰RNA转

染后, 在AGS和SGC-7901细胞中均检测到CagA
蛋白表达, 说明pcDNA3.1Zeo(-)/cagA7转染成

功; H.pylori感染SGC-7901和AGS细胞后Western 
blot检测CagA蛋白, 结果显示有CagA蛋白存在, 
说明发生了CagA蛋白转位(图2).
2.3 转染组Real-t ime PCR检测胃泌素基因表

达 在AGS和SGC-7901细胞中pcDNA3.1Zeo(-)/ 
CagA7转染组胃泌素mRNA表达水平较空白对

照组均显著增高(P <0.05), 分别增加了26.58倍
和5.59倍, 表明CagA蛋白能上调胃泌素基因的

表达. 在JAK2和ERK1干扰后这种上调作用被

抑制, 胃泌素基因的表达量显著降低(P <0.05), 
J A K2干扰组抑制率分别为81 .5%(A G S)和
99%(S G C-7901),  E R K1干扰组抑制率分别

75.55%(AGS)和97%(SCG-7901)(表1, 图3).
2.4 感染组Real-time PCR检测胃泌素基因表达 
H.pylori感染和RNAi转染AGS细胞, 其胃泌素

mRNA表达水平较空白对照组略有增高, 为1.88
倍, 经JAK2和ERK1干扰后这种上调作用被抑

制, 抑制率为分别为55.3%和38.3%. 在SGC-7901

■相关报道
本课题组前期已
研 究 用 p c D N A 
3.1ZEO(-)/CagA7
瞬 时 转 染 和
H.pylori 感染AGS
细胞和SGC-7901
细 胞 ;  然 后 用 化
学 阻 断 剂 阻 断
J A K / S TAT 3 和
ERK/MAPK两条
细胞内信号转导
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图  1  AGS细胞(A)和SGC-7901细胞(B)转染真核表达质粒后CagA及β-actin电泳结果. 1: 空白对照; 2: 空载转染组; 3-5: 

pcDNA3.1ZEO(-)/cagA7转染组.
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B 图  2  转染组与感
染组CagA蛋白、
GAPDH内对照检测
结果. A: AGS细胞; 

B: SCG-7901细胞.
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细胞胃泌素mRNA表达水平较空白对照组显著

增高(P <0.05), 增加了约8.59倍, JAK2和ERK1
干扰后这种上调作用被抑制, 胃泌素基因的表

达量显著降低(P <0.05), 抑制率为分别为90%和

92%(表2, 图4).

3  讨论

胃癌的形成是一个多因素、多步骤的复杂的过

程, H.pylori感染、宿主遗传因素和环境因素起

共同作用, 而H.pylori感染可能为先导, 从慢性

活动性胃炎、慢性萎缩性胃炎、肠上皮化生和

■创新盘点
本 研 究 首 次 将
H.pylori 的毒力蛋
白CagA与胃癌细
胞自分泌胃泌素
假说联系起来, 设
想CagA蛋白可能
通过JAK/STAT3
和ERK/MAPK两
条细胞内信号转
导通路调控胃泌
素基因的表达.

表  2  CagA+H.pylori 感染和RNAi干扰对AGS、SGC-7901细胞胃泌素基因mRNA表达水平的影响 (n  = 6)

     
分组

			             Ct of gastrin 			      Ct of β-actin		          2-ΔΔCt

		                  AGS	          SCG-7901	 　        AGS                    SCG-7901               AGS     SCG-7901

空白对照组	       21.05±1.15	      30.86±1.03	   14.74±1.08	  21.89±5.26	 1.00	 1.00

CagA+H.pylori组 	       21.37±0.18	      29.59±0.63	   15.97±2.54	  23.72±1.53	 1.88a	 8.59a

CagA+H.pylori+	       25.71±5.06	      26.11±2.89	   19.16±4.05	  16.89±3.83	 0.84	 0.84

siRNA/JAK2组

CagA+H.pylori+	       25.27±5.25	      25.12±2.90	   19.17±5.88	  15.64±1.74	 1.16	 0.70

siRNA/ERK1组

aP<0.05 vs  对照组; 2-ΔΔCt: 胃泌素的相对表达水平.

图  3  pcDNA3.1ZEO(-)/cagA7
和siRNA转染AGS(A)和SGC-
7901(B)细胞后胃泌素mRNA表
达水平. 1: 空白对照; 2: 空载转

染组; 3: CagA转染组; 4: JAK2

干扰组; 5: ERK1干扰组.
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图  4  H.pylori 感染
和siRNA转染AGS(A)
和SGC-7901(B)细胞
后 胃 泌 素 m R N A 表
达水平. 1 :  空白对

照; 2: H.pylori 感染

组; 3: JAK2干扰组; 4: 

ERK1干扰组.
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表  1  CagA转染和RNAi对AGS和SGC-7901细胞胃泌素基因mRNA表达水平的影响 (n  = 6)

     
分组

			             Ct of gastrin 			      Ct of β-actin		          2-ΔΔCt

		                  AGS	          SCG-7901	 　        AGS                    SCG-7901               AGS     SCG-7901

空白对照组	        33.77±7.52           28.10±1.32           21.94±2.02          22.28±0.49            1.00        1.00

pcDNA3.1	        29.21±1.62           27.70±3.77           21.92±0.46          18.92±6.10          23.22        0.13

+empty vecter组

pcDNA3.1/CagA组	        28.38±1.50           23.19±2.99           21.28±1.24          19.96±1.97          26.58a       5.59a

pcDNA3.1/CagA+	        30.82±3.06           29.07±5.02           21.30±1.55          19.33±5.32            4.94        0.07

siRNA/JAK2组

pcDNA3.1/CagA+	        31.91±2.17           25.96±5.18           22.79±1.30          17.53±4.18            6.51        0.16

siRNA/ERK1组

aP<0.05 vs  对照组; 2-ΔΔCt: 胃泌素的相对表达水平.
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不典型性增生最终发展成胃癌的癌变模式已被

国内外大多数学者承认, 但H.pylori感染导致胃

癌发生的确切机制尚不清楚. H.pylori具有多种

毒力因子, 其中CagA是主要的毒力因子, 可能

是胃癌发生的始动因素. CagA表达于60%-70%
的H.pylori菌株中, 西方国家的研究结果认为, 
CagA阳性H.pylori为毒力菌株, 与消化性溃疡、

萎缩性胃炎、胃癌发生密切相关 .  研究证实

CagA通过Ⅳ型分泌系统进入宿主细胞后, 其C
端的酪氨酸位点发生了酪氨酸磷酸化, 磷酸化

的CagA可以特异地与SHP-2结合并激活其磷酸

酶的活性, 这种相互作用激活了多个信号级联

反应[7]. Bronte-Tinkew等[8]已证实H.pylori  CagA
蛋白在体内外能激活STAT3信号通路, 转录因子

STAT是JAK直接底物, 他可将细胞因子信号从

受体JAK直接传到核内, 调节特定基因表达, 促
进胃癌的发生. Mimuro等[9]证明H.pylori分泌的

CagA转位到胃上皮细胞与接头蛋白Grb2相互作

用, 激活ERK/MAPK信号通路, 从而促进了细胞

分散和增生, 这是胃癌发生中的重要进程之一. 
故而我们推测JAK/STAT3和ERK/MAPK两条

细胞内信号转导通路在CagA影响H.pylori与胃

黏膜细胞相互作用, 诱导胃癌发生发展过程中

起到了非常重要的作用. Ferrand等[10]研究发现, 
在高表达前胃泌素和甘氨酸胃泌素转基因大

鼠, 其结肠上皮发生瘤变时可测到明显上调的

STAT3, 表明STAT3信号转导途径可能参与了胃

泌素诱导结肠上皮细胞癌变过程. Konturek等[11]

研究发现胃癌患者中CagA的血清阳性率及胃泌

素水平显著增高, 多因素分析发现仅有CagA蛋白

及胃泌素浓度可能在胃癌的形成中起重要作用.
为探讨CagA与胃泌素在诱导胃癌发生发

展之间的可能关系, 我们建立了CagA基因转染

人胃癌细胞和CagA+H.pylori感染人胃癌细胞两

个平行的实验组, 然后用Real time PCR检测胃

泌素基因表达, 结果发现无论是在转染组或感

染组胃泌素基因的表达水平较对照均显著上调

(P <0.05), 表明H.pylori的CagA蛋白确实具有调

控胃泌素基因表达的作用. 通过RNAi靶向关键

信号蛋白JAK2和ERK1阻断JAK/STAT3和ERK/
MAPK两条细胞内信号转导通路后检测胃泌素

基因表达, 发现CagA对胃泌素基因表达的上调

作用均在一定程度上被抑制, 提示JAK/STAT3
和ERK/MAPK两条细胞内信号转导通路参与

了CagA对胃泌素的调控. 本研究与课题组采用

化学阻断剂阻断JAK/STAT3和ERK/MAPK两

条细胞内信号转导通路获得相似性结果[12], 故
而我们推测H.pylori  CagA阳性菌株感染后, 在
CagA蛋白的协同作用下, 使胃泌素基因表达增

强, 胃泌素作为生长因子, 与细胞表面的CCK-B
受体结合, 形成自分泌环, 促进胃溃疡乃至胃癌

的形成. JAK/STAT和ERK/MAPK这两个信号通

路参与CagA蛋白对胃泌素基因表达的调控, 通
过siRNA干扰阻断这两个信号通路可有效抑制

CagA上调胃泌素mRNA的表达, 实验研究结果

可为探讨H.pylori感染导致胃癌发生发展的机制

及治疗提供新的理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of CXC 
chemokine receptor 4 (CXCR4) and matrix 
metalloproteinase (MMP-2) and to analyze their 
relationship with lymph node metastasis in 
esophageal squamous cell carcinoma.

METHODS: The expression of CXCR4 and 
MMP-2 in 85 esophageal squamous cell car-
cinoma specimens and 20 normal esophageal 
tissue specimens was assessed by immunohisto-
chemistry. The relationship between CXCR4 and 
MMP-2 expression and lymph node metastasis 
was then analyzed.

RESULTS: The positive rates of CXCR4 and 
MMP-2 expression in cancer tissue were signifi-
cantly higher than those in normal esophageal 

tissue (76.5% vs 25% and 70.6% vs 20%, both P 
< 0.05). The positive rates of CXCR4 and MMP2 
were higher in esophageal squamous cell carci-
noma patients with lymph node metastasis than 
in those without lymph node metastasis (90% vs 
57.1% and 92% vs 40%, both P < 0.05). There is a 
positive correlation between CXCR4 and MMP-2 
expression in esophageal squamous cell carci-
noma (r = 0.439).

CONCLUSION: CXCR4 and MMP-2 are up-reg-
ulated in esophageal squamous cell carcinoma. 
Up-regulated expression of CXCR4 and MMP-2 
may be associated with lymph node metastasis 
in esophageal squamous cell carcinoma.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
CXC chemokine receptor 4; Matrix metalloprotein-
ase; Metastasis

Du YB, Fan QX. Relationship between CXCR4 and MMP-2 
expression and lymph node metastasis in esophageal 
squamous cell carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(22): 2322-2326

摘要
目的: 探讨C X C类趋化因子受体4 ( C X C 
chemokine receptor 4, CXCR4)与基质金属蛋
白酶-2(matrix metalloproteinase, MMP-2)在食
管癌中的表达及其与淋巴结转移的关系. 

方法: 用免疫组织化学法检测食管癌85例, 正
常食管黏膜组织20例中CXCR4、MMP-2的表
达以及与淋巴结转移的关系, 同时分析食管鳞
癌中CXCR4与MMP-2的相关性. 

结果: 食管鳞癌组织85例中C X C R4阳性率
76.5%, 正常食管黏膜20例中阳性率25%, 差异
有显著性意义(P <0.05). 淋巴结转移组的癌组
织CXCR4阳性率90%, 未有淋巴结转移组的
癌组织CXCR4阳性率57.1%, 差异有统计学意
义(P <0.05). 食管鳞癌组织85例中MMP-2阳性
率70.6%, 正常食管黏膜20例中阳性率25%, 差
异有显著性意义(P <0.05). 淋巴结转移组的癌

®

■背景资料
食管癌在我国是
一种发病率较高, 
生存率较低的肿
瘤 .  食 管 癌 的 发
生、发展涉及多
个基因、分子水
平的异常, 食管癌
变是由多个基因
参与, 多种因素共
同作用的结果.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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组织MMP-2阳性率92%, 未有淋巴结转移组的
癌组织MMP-2阳性率40%, 差异有统计学意义
(P <0.05). CXCR4和MMP-2蛋白在食管鳞癌中
的表达具有相关性(r  = 0.439). 

结论: CXCR4和MMP-2在食管癌中的表达明
显升高, 与食管癌患者的淋巴结转移密切相
关. CXCR4和MMP-2蛋白在食管鳞癌中的表
达具有相关性. 

关键词: 食管癌; CXC类趋化因子受体4; 基质金属

蛋白酶; 转移
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0  引言

食管癌在我国是一种发病率较高 ,  生存率较

低的肿瘤 .  食管癌的淋巴结转移以及肿瘤局

部外侵使手术不能完全切除是食管肿瘤治疗

失败的重要原因 .  食管癌的发生、发展涉及

多个基因、分子水平的异常 ,  食管癌变是由

多个基因参与, 多种因素共同作用的结果. 近
年来, CXC类趋化因子受体4(CXC chemokine 
receptor 4, CXCR4)与基质金属蛋白酶-2(matrix 
metalloproteinase, MMP-2)在食管癌发生发展、

浸润、远处转移中的作用受到广泛的关注. 肿
瘤转移的机制尚不明确, 他是一个复杂的、非

随机的多步骤过程 ,  涉及肿瘤细胞迁移、黏

附、侵袭、生长、新血管生成、特异性转移器

官的归巢和逃避免疫几个关键步骤. 有些恶性

肿瘤可以倾向性特异性的转移到某些远处的器

官组织中, CXCR4的特异性的高表达可能是其

中一个重要步骤. MMP-2降解细胞外基质, 介导

了肿瘤的侵袭和转移. 为了解CXCR4及MMP-2
在食管癌淋巴结转移中的作用, 我们用免疫组

织化学的方法检测CXCR4及MMP-2在食管癌组

织中的表达, 并观察CXCR4和MMP-2的表达与

食管癌淋巴结转移的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-10/12在安阳市人民医院胸

外科行根治性开胸手术的85例胸段食管鳞形细

胞癌病例, 所有病例术前均无化疗、放疗及免

疫治疗史. 标本离体后0.5 h内迅速取材, 每例标

本均在无坏死癌灶及远离病灶的正常食管黏膜

处取材, 经中性缓冲甲醛液固定, 石蜡包埋连续

切片, 免疫组织化学染色, 光镜筛选. 全部病例

病理组织学证实85例食管癌均为鳞状细胞癌. 
食管癌TNM分期参照美国癌症联合委员会标

准. 组织判断标准如下, 正常食管黏膜: 食管癌

手术切除标本中, 距癌灶边缘3 cm以上, 常规病

理切片证实为正常的食管黏膜; 食管鳞状细胞

癌组织: 食管癌手术切除标本中, 取无坏死的癌

组织, 经常规病理切片证实为食管鳞状细胞癌. 
85例病例中, 男55例, 女30例; 年龄35-82(中位年

龄58)岁; 患者均为首次发病, 术前均未接受放

化疗, 同时取20例正常食管黏膜组织做对照检

查. 病理组织学证实85例食管癌均为鳞状细胞

癌, 其中Ⅰ+Ⅱ期共30例, Ⅲ+Ⅳ期共55例; 淋巴

结转移50例, 淋巴结未转移35例. CXCR4一抗, 
MMP-2一抗购自北京中杉金桥生物技术有限公

司, SP试剂盒购自上海生工生物工程技术服务

有限公司.
1.2 方法 采用SP法. 将石蜡标本以5 μm厚切片, 
烤干, 于二甲苯液中脱蜡, 梯度酒精脱水, 3%的

H2O2溶液室温下孵育15 min, PBS冲洗3次, 柠檬

酸盐抗原修复液以微波炉法进行抗原修复, PBS
冲洗3次, 5 min/次. 正常血清封闭20 min, 与一抗

37 ℃孵育2 h, 稀释度为1∶100, PBS冲洗3次, 5 
min/次. 最后用新鲜配置的DAB溶液显色, 自来

水冲洗, 苏木素复染, 盐酸乙醇分化, 然后梯度

脱水, 中性胶封片(PBS液代替一抗作为阴性对

照). CXCR4和MMP-2染色结果评估参考文献报

道[1,2]及预试验结果采用综合评分法, 根据染色

强度及着色面积进行判断. 细胞染色强度分为4
级: 无着色为0级计0分, 浅黄色为1级计1分, 棕
黄色为2级计2分, 棕褐色为3级计3分. 在400倍
光镜下随机观察5个不同的视野, 根据阳性细胞

占总细胞数的百分率分为5个等级: <5%为0级; 
5%-25%为1级; 26%-50%为2级; 51%-75%为3级; 
>75%为4级, 分别取相应分值0、1、2、3、4分. 
用细胞数得分和强度得分的乘积作为判断表达

结果, 若积分≤1为阴性, >1为阳性. 所有病理切

片由两位不了解患者病情及研究内容的病理科

医生共同判断. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件, 

两样本率的比较采用四格表资料的χ2检验; 多样

本率的比较采用行列表资料的χ2检验; 计量资料

采用t检验及方差分析; 相关性检验用Spearman
相关分析. 以P <0.05为差异有显著性意义的检验

标准.

■相关报道
Kato等通过检测
79例侵袭性乳腺
导 管 癌 组 织 中
CXCR4的表达发
现 ,  CXCR4表达
阳性与患者淋巴
结 转 移 相 关 .  一
项 关 于 结 直 肠
癌 的 研 究 表 明 , 
CXCR4高表达与
肿瘤的复发、肝
脏转移相关, 并且
相应患者生存率
也较低.
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2  结果

2.1 食管鳞癌和正常组织中CXCR4和MMP-2蛋

白的表达 CXCR4阳性染色表现为细胞质内呈棕

黄色颗粒, 85例食管鳞癌组织中CXCR4阳性表

达率为76.5%. MMP-2阳性染色表现为细胞质内

呈棕黄色颗粒, 85例食管鳞癌组织中MMP-2阳
性表达率为70.6%(图1, 表1).
2.2 食管鳞癌癌组织中CXCR4与MMP-2蛋白表

达与食管鳞癌临床生物学行为的关系 CXCR4
与MMP-2在有淋巴结转移组阳性表达率(90%, 
92%)明显高于无淋巴结转移组(57.1%, 40%), 
各组间差异有显著性(χ2 = 12.353, 26.815; 均
P<0.05). 随着食管癌临床分期的增加, CXCR4与
MMP-2的阳性率表达率有所升高, 统计学结果显

示CXCR4与MMP-2阳性表达率在Ⅰ+Ⅱ(53.3%, 
50%)与Ⅲ+Ⅳ(89.1%, 81.8%)组间差异有显著性

(χ2 = 13.794, 9.466; 均P<0.05, 表2).
2.3 CXCR4蛋白的表达与MMP-2蛋白表达的相

关性分析 在CXCR4蛋白表达阳性的65病例中, 
其MMP-2蛋白表达阳性的占54例, 而在CXCR4
蛋白表达阴性的20病例中, 其MMP-2蛋白表达

阴性的占14例, CXCR4及MMP-2蛋白在食管

鳞癌癌组织中的表达呈正相关关系(r  = 0.439, 

P <0.05, 表3). 

3  讨论

趋化因子是一类具有化学趋化作用的细胞因子, 
根据其N端前两个半胱氨酸(Cys)的数目及排列

方式不同可分为CC、CXC、C和CX3C4个家族, 
相应的受体分别为CCR、CXCR、CR和CX3CR. 
CXCR4是趋化性细胞因子基质衍生因子SDF-1
的专属受体[3]. 最初CXCR4引起人们的关注是

由于其在HIV感染中的重要作用[4]. 但是最近的

研究发现其在众多肿瘤呈高表达, 据报道至少

有23种肿瘤细胞表达CXCR4[5,6], 而且CXCR4与
CXCL12结合后可以引起细胞的迁移. Kato等[7]

通过检测79例侵袭性乳腺导管癌组织中CXCR4
的表达发现, CXCR4表达阳性与患者淋巴结转

移相关. 一项关于结直肠癌的研究表明, CXCR4
高表达与肿瘤的复发、肝脏转移相关, 并且相

应患者生存率也较低[8]. 另外, 在卵巢癌、黑素

瘤、前列腺癌、神经母细胞瘤等其他肿瘤的研

究中也得到了相似的结果[9], 但是关于CXCR4
在食管鳞癌中的表达及与肿瘤生物特性的研究

较少, 而且其研究结果有许多矛盾之处, 到目前

为止, 关于趋化因子与肿瘤的恶性程度的关系

还没有定论. 我们将收集到的85例食管鳞癌标

表  1  食管鳞癌组织和正常组织中CXCR4与MMP-2蛋白的表达

     
组织	             n

		      CXCR4 n (%)	               
参数值

	                  MMP-2 n (%)	           
参数值

			   +	        -		    	               +	   	       -	

癌组织	         85	         65(76.5)	 20(23.5)	          χ2 = 19.301	        60(70.6)	 25(29.4)	       χ2 = 11.424

正常组织	         20	           5(25.0)	 15(75.0)	          P  = 0.000	          6(30.0)	 14(70.0)	       P  = 0.001

表  2  食管鳞癌癌组织中CXCR4与MMP-2蛋白表达与临床病理学参数之间的关系

     
组织	             n

		      CXCR4 n (%)	               
参数值

	                  MMP-2 n (%)	           
参数值

			   +	        -		    	               +	   	       -	

性别						    

    男	          55	          40(72.7)	 15(27.3)	          χ2 = 1.214	         38(69.1)	 17(30.9)	      χ2 = 1.168

    女	          30	          25(83.3)	   5(16.7)	          P  = 0.271	         22(73.3)	   8(26.7)	      P  = 0.682

年龄(岁)	  					   

    ≤60	          45	          36(80.0)	   9(20.0)	          χ2 = 0.662	         35(77.8)	 10(22.2)	      χ2 = 2.381

    >60	          40	          29(72.5)	 11(27.5)	          P  = 0.416	         25(62.5)	 15(37.5)	      P  = 1.123

TNM分期						   

    Ⅰ+Ⅱ	          30	          16(53.3)	 14(46.7)	          χ2 = 13.794	         15(50.0)	 15(50.0)	      χ2 = 9.466

    Ⅲ+Ⅳ	          55	          49(89.1)	   6(10.9)	          P  = 0.0002	         45(81.8)	 10(18.2)	      P  = 0.002

淋巴结						    

    转移组	         50	          45(90.0)	   5(10.0)	          χ2 = 12.353	         46(92.0)	   4(8.0)	      χ2 = 26.815

    未转移组       35	          20(57.1)	 15(42.9)	          P  = 0.0004	         14(40.0)	 21(60.0)	      P  = 0.000

■应用要点
本 试 验 结 果 表
明 ,  食 管 癌 组 织
中CXCR4的表达
与MMP-2的表达
呈明显的正相关
(r  = 0.439), 说明
CXCR4可能通过
上调食管癌组织
中MMP-2的表达, 
共同参与食管癌
的发展过程.
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本进行免疫组织化学染色分析, 比较了正常食

管黏膜与癌组织CXCR4的表达程度, 结果显示

癌组织中CXCR4表达程度明显高于正常食管黏

膜(P <0.05). 这个结果与其他恶性肿瘤的结果一

致, 表明CXCR4在食管癌中也存在高表达现象. 
在食管癌淋巴结阳性组CXCR4的表达率明显高

于淋巴结阴性组(P <0.05), 这提示CXCR4的高

表达与食管癌淋巴结转移密切相关. 在TNM分

期中, Ⅲ+Ⅳ组CXCR4表达率明显高于Ⅰ+Ⅱ组

(P <0.05), 提示CXCR4表达促进了食管癌的侵袭

和转移. 经统计学检验, CXCR4的表达与食管癌

患者的性别和年龄不相关. 
MMP是降解细胞外基质的最重要的一组

蛋白酶, MMP-2是其中的一种, 参与了消化系肿

瘤的发生、发展及侵袭和转移的过程. MMP-2
可降解细胞外基质和血管基膜的主要成分Ⅳ型

胶原, 使肿瘤细胞易于脱离癌细胞巢, 进出血

管从而促进肿瘤的侵袭、转移. Parsons等[10]对

胃肠道恶性肿瘤组织中MMP-2表达的研究发

现, MMP-2的表达与淋巴结的转移和肿瘤的分

期呈正相关. 我们将收集到的85例食管鳞癌标

本进行免疫组织化学染色分析, 比较了正常食

管黏膜与癌组织MMP-2的表达程度, 结果显示

癌组织中MMP-2表达程度明显高于正常食管

黏膜(P <0.05). 这个结果与其他恶性肿瘤的结果

一致, 表明MMP-2在食管癌中也存在高表达现

象. 在食管癌淋巴结阳性组MMP-2的表达率明

显高于淋巴结阴性组(P <0.05), 这提示MMP-2的
高表达与食管癌淋巴结转移密切相关. 在TNM
分期中, Ⅲ+Ⅳ组MMP-2表达率明显高于Ⅰ+Ⅱ
组(P <0.05), 提示MMP-2表达促进了食管癌的

侵袭和转移. 经统计学检验, MMP-2的表达与食

管癌患者的性别和年龄不相关. 本次试验说明

MMP-2的高表达可能与食管癌的进展有关, 是
食管癌具有较强侵袭, 转移潜能和患者预后差

的重要标志. 
在恶性肿瘤中, 趋化因子及其受体结合可

诱导蛋白水解酶的释放, 通过对细胞外基质和

基膜的降解, 增强瘤细胞的侵袭能力. 有报道

CXCR4活化后肿瘤细胞分泌更多的MMP、一

氧化氮和血管生成因子(如VEGF)[11,12]. 本试验结

果表明, 食管癌组织中CXCR4的表达与MMP-2
的表达呈明显的正相关(r  = 0.439), 说明CXCR4

表  3  CXCR4与MMP-2在食管鳞癌中的蛋白表达的相关性分析

     
CXCR4蛋白(个)

       MMP-2蛋白(个)           
r 值	 P 值

	                 +               -

+	              54            11           0.439         <0.05

-	                6            14

图  1  CXCR4, MMP-2在正常食管组织和食管鳞癌组织中的表达(SP法). A: CXCR4在正常食管组织呈阴性表达(×100); B: 

CXCR4在食管鳞癌组织呈阳性表达(×100); C: MMP-2在正常食管组织呈阴性表达(×400); D: MMP-2在食管鳞癌组织呈

阳性表达(×400).

A B

C D

■同行评价
本研究设计基本
合理, 方法选择适
当, 结果可信, 但
创新性一般.
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可能通过上调食管癌组织中MMP-2的表达, 共
同参与食管癌的发展过程, 但其相关性及详细

作用机制还需进一步研究.
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Abstract
AIM: To detect the expression of thioredoxin-1 
(TRX-1) and signal transducer and activator 
of transcription 3 (STAT-3) and to analyze 
their relation to clinicopathological features in 
primary malignant tumors of the small intestine.

METHODS: The expression of TRX-1 and 
STAT-3 in primary malignant tumors of the 
small intestine and matched tumor-adjacent nor-
mal tissue was detected by immunohistochemis-
try. The relationship between TRX-1 and STAT-3 
expression and clinicopathological features in 

primary malignant tumors of the small intestine 
was then analyzed.

RESULTS: Overexpression of TRX-1 and STAT-3 
was detected in primary malignant tumors of the 
small intestine. The positive rates of TRX-1 and 
STAT-3 expression were significantly higher in 
tumor tissue than in tumor-adjacent normal tis-
sue (both P < 0.01). The intensity of TRX-1 and 
STAT-3 expression was significantly higher in 
moderately and poorly differentiated tumor tis-
sue than in well differentiated tumor tissue (P < 
0.05 or 0.01). Increased expression of TRX-1 and 
STAT-3 is significantly correlated with lymph 
node metastasis and TNM stage (P < 0.05 or 
0.01). There is a positive correlation between the 
expression of TRX-1 and STAT-3 in malignant 
tumors of the small intestine (r = 0.881, P < 0.01).

CONCLUSION: TRX-1 and STAT-3 are overex-
pressed in primary malignant tumors of the small 
intestine, indicating that high expression of TRX-1 
and STAT-3 may be involved in the genesis, de-
velopment and progression of the disease.

Key Words: Small intestine; Malignant tumor; 
Thioredoxin-1; Signal transducer and activator of 
transcription 3; Expression

Niu GJ, Chen ZL, Li XR, Tang CH. Significance of TRX-1 
and STAT-3 expression in primary malignant tumors of 
the small intestine. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(22): 2327-2332

摘要
目的: 检测原发性小肠恶性肿瘤中硫氧还蛋白
-1(TRX-1)和转录活化因子-3(STAT-3)的表达
和临床病理特征, 并探讨二者之间的相关性.

方法: 用免疫组织化学法分别检测原发性小
肠恶性肿瘤58例和癌旁正常小肠黏膜20例中
TRX-1和STAT-3的表达. 用半定量方法对免疫组
织化学染色做评分, 结合临床和病理数据进行
分析.

结果: TRX-1和STAT-3在原发性小肠恶性肿瘤
中过度表达. 他们较癌旁正常组织的表达显
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■背景资料
TRX-1和STAT-3
是癌蛋白家族的
新 成 员 ,  在 肿 瘤
组织中异常高表
达并与肿瘤的浸
润、转移和预后
密切相关. 但二者
在原发性小肠恶
性肿瘤中的表达
和病理关系尚未
见报道.

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科



著增高. 二者表达与正常组织有统计学的差
异, 且与病理分化不同有关(P <0.05或0.01). 他
们在中低分化肿瘤比高分化者表达增强; 也
同淋巴结转移和TNM分级密切相关(P <0.05或
0.01). TRX-1和STAT-3在原发性小肠恶性肿瘤
中的表达呈正相关(r  = 0.881, P <0.01).

结论: Trx-1和STAT-3在原发性小肠恶性肿瘤
组织中的过度表达并与其发生发展有关, 二者
单独或共同相互作用, 可能参与了小肠恶性肿
瘤恶化的调控.

关键词: 小肠; 恶性肿瘤; 硫氧还蛋白-1; 转录活化

因子-3; 表达
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0  引言

小肠原发性恶性肿瘤是消化系少见肿瘤, 对其

发生发展机制研究甚少, 多基因突变, 多阶段演

进参与了其进展[1]. 硫氧还蛋白-1(thioredoxin-1, 
TRX-1)作为组织细胞氧化应激的重要的小分

子蛋白 ,  其过度激活导致细胞的异常增殖和

凋亡障碍, 促进正常细胞发生恶性转化, 与许

多肿瘤性疾病有密切关系 [2].  转录活化因子

-3(signal transducer and activator of transcription 3, 
STAT-3)是信号转导和转录激活因子家族(STAT)
的重要成员, 是许多致癌途径的焦点. 他通过对

关键蛋白的调节失控促进癌肿进展[3]. 二者已成

为许多恶性肿瘤研究的热点. 研究显示TRX-1
在许多肿瘤中高表达, 但不是在所有肿瘤中都

如此[2], 在小肠恶性肿瘤和演变中的表达和作用

尚不清楚. Arnér等[2]和牛桂军等[4,5]报道TRX-1
和STAT-3分别参与了多种炎症性疾病和肿瘤性

疾病, 国外已有二者单独在结直肠癌方面的研

究报道[6,7]. 在肠道恶性肿瘤的研究中, 国内仅见

STAT-3在大肠癌的研究, 但缺乏二者在小肠恶

性肿瘤方面研究的报道. 我们用免疫组织化学

法检测原发性小肠恶性肿瘤中TRX-1和STAT-3
的表达, 分析他们与临床病理特征的关系, 并探

讨二者之间的相关性, 为深入进行小肠恶性肿

瘤的研究提供有力依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集广西壮族自治区南溪山医院、柳

州市人民医院、桂林市181医院和桂林市第五
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人民医院外科2004-01/2009-10手术切除, 病理

证实的原发性小肠恶性肿瘤58例(术前均未行放

疗或化疗), 其中腺癌36例. 男34例, 女24例; 年龄

19-83(中位年龄55)岁, <50岁17例, ≥50岁41例; 
恶性肿瘤位置分布: 十二指肠恶性肿瘤28例, 空
肠14例, 回肠16例; 肿瘤大小<5 cm 26例, ≥5 cm 
32例. 按组织学分化程度分为: 高分化23例, 中
分化10例, 低分化25例(其中间叶来源恶性肿瘤

只分分化较好和差, 分别划入分化较好和分化

较差组). 腺癌36例, 其中高分化腺癌12例, 中分

化腺癌10例, 低分化腺癌14例. 临床和病理上证

实有淋巴结转移23例, 无淋巴结转移35例. 腺癌

按AJCC的TNM分期[8]: Ⅰ期: 癌肿未穿出肌层, 
无淋巴结转移; Ⅱ期: 癌肿已穿出深肌层, 侵入

浆膜层、浆膜外或直肠周围组织, 但无淋巴结

转移; Ⅲ期: 癌肿已发生淋巴结转移(包括早期大

肠癌伴淋巴结转移的病例); Ⅳ期: 癌肿已发生

远隔器官的转移(肝、肺等). 间叶来源按TGM分

期[9]: 分化较好和差两期, 前者归入Ⅰ-Ⅱ期, 后
者归入Ⅲ-Ⅳ期. 小肠恶性淋巴瘤(本组6例均为

B淋巴细胞性非霍奇金淋巴瘤)按Musshoff[10,11]

胃肠道淋巴瘤改良分期法分四期. 全部病例中

Ⅰ、Ⅱ期26例, Ⅲ、Ⅳ期32例. 另外, 切取距肿

瘤边缘大于10 cm的远癌正常肠黏膜组织作为对

照. 免疫组织化学所用试剂Thioredoxin 1一抗: 
单克隆抗体, 浓缩型. STAT3一抗: 小鼠抗STAT3
单克隆抗体, 浓缩型, 美国NeoMarkers公司产

品 .  即用型第二代免疫组织化学广谱试剂盒

SuperPicTure(Mouse/Rabbit KIT, Zymed分装, 编
号: 87-8963)购自天津津脉生物技术公司. DAB
显色试剂盒(DAB-0031)等购自福州迈新生物技

术公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 采用Super PicTure法
(一步法). 免疫组织化学所用试剂Thioredoxin 1 
一抗工作浓度为1∶200. STAT3一抗工作浓度为

1∶100.
1.2.2 对照设置: 分别以一抗试剂说明书建议的

人乳腺癌组织的石蜡切片为阳性对照片; 阴性

对照片所用组织同阳性对照片, 在染色过程中

用PBS代替一抗, 其余步骤同上述.
1.2.3 结果判断及半定量分析: 参考相关文献[12]
采用下述方法对免疫组织化学染色结果进行半

定量分析, 结果判定: 以细胞质或细胞核中出现

黄色颗粒为阳性. 采用单盲法观片, 每张切片均

随机观察5个高倍视野(×400), 每个视野中200

www.wjgnet.com

■研发前沿
小肠原发性恶性
肿 瘤 少 见 ,  对 其
发生发展的机制
所 知 甚 少 ,  其 在
基因调控和分子
生物学水平上的
作 用 机 制 ,  有 待
进 一 步 研 究 .  寻
找一条正确的途
径预测小肠恶性
肿瘤的发生发展
并控制其浸润与
转 移 ,  已 经 成 为
亟待解决的问题.
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个细胞被记数, 计算平均阳性率, 阳性细胞数≥

10%为(+). 在每张切片的上、下、左、右、中

各选取一个400倍视野, 分别观察每个视野中阳

性细胞的染色强度以及该强度细胞占视野中所

有肠细胞的百分率, 记录各视野得分, 计算各切

片综合得分. 判断标准和综合得分的计算步骤

如下: 首先根据阳性细胞染色强度分为3级: Ⅰ
级(1分): 弱阳性, 细胞着色为浅黄色; Ⅱ级(2分): 
中度阳性, 细胞着色为棕黄色; Ⅲ级(3分): 强阳

性, 细胞着色为棕褐色. 其次, 观察每个视野中

阳性细胞占该视野总细胞的百分率, 以>5%作为

阳性判断标准并分级: Ⅰ级(1分): 6%-25%;  Ⅱ
级(2分): 26%-50%; Ⅲ级(3分): 51%-75%; Ⅳ级(4
分): >75%. 一个视野的免疫组织化学染色综合

得分等于该视野中的各种染色强度得分与该强

度阳性细胞的百分率得分的乘积之和; 该切片

的免疫组织化学染色得分等于5个视野的免疫

组织化学染色综合得分的平均分. 免疫组织化

学评分, 得分<3为阴性, ≥3为阳性[13]. 所有切片

由病理研究人员单盲独立阅片、计分后取均值.
统计学处理 试验资料以Excel建立数据库

文件, 用SPSS15.0统计软件对资料进行统计分

析: 率的比较采用χ2检验; 免疫组织化学评分用

mean±SD表示, 两组均数比较用t检验, 多组均

数比较采用方差分析, 多样本均数的两两比较

用LSD检验; TRX-1和STAT-3免疫组织化学评分

的相关性采用Spearman等级相关分析, TRX-1和
STAT-3阳性表达结果, 用计数资料列联表的相

关分析, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 TRX-1和STAT-3在正常小肠黏膜和小肠恶性

肿瘤中的表达 TRX-1和STAT-3在正常对照肠黏

膜可有弱表达, 主要位于绒毛黏膜腔表面的上

皮细胞, 均定位于细胞质和胞核. TRX-1在小肠

恶性肿瘤的阳性率为70.7%, 正常小肠黏膜组织

阳性率30.0%, 两组差异有统计学意义(P <0.01, 
表1, 图1A, B); STAT-3在小肠恶性肿瘤的阳性率

为65.5%, 正常小肠黏膜组织阳性率25.0%, 两组

差异有统计学意义(P <0.01, 表1, 图1C, D).
2.2 TRX-1和STAT-3在小肠恶性肿瘤中的表达

与临床病理参数的关系 TRX-1和STAT-3在小

肠恶性肿瘤高、中、低分化组织间差异有统

计学意义(P <0.05或0.01), 组织分化程度越低, 
TRX-1和STAT-3的表达越强; 同样的, 在上皮来

源的小肠腺癌组织中也有上述特征(表2, 图1B, 
1D). 其表达在有淋巴结转移的表达较强, 反之

弱(均P <0.05); TNM分期越高, 表达越强, 反之弱

(P <0.05或0.01). 而他们的表达与患者性别、年

龄、肿瘤大小、部位均无关(P >0.05, 表2).
2.3 TRX-1和STAT-3在小肠恶性肿瘤中的表达

的相关性分析 在小肠癌中TRX-1和STAT-3免疫

组织化学评分经过Spearman等级相关分析, 两
者具有高度相关性(r  = 0.950, P <0.01). TRX-1
和STAT-3的阳性表达结果呈正的相关关系(r  = 
0.881, P <0.01, 表3).

3  讨论

原发性小肠恶性肿瘤临床少见, 病理类型却呈

明显多样性, 对其发病机制了解甚为有限, 有必

要进行深入研究. 肿瘤的发生发展是多基因参

与的复杂过程, 包括癌基因的异常激活和基因

调控异常, 小肠恶性肿瘤的演变进展也不例外.  
TRX-1是小分子氧化还原蛋白家族的一个

重要成员, 位于细胞质和细胞核中, 包含108个
氨基酸残基. 他具有抗氧化特性, 还能促进细胞

生长、抑制凋亡并调节许多基本的炎症过程. 
许多癌细胞有高水平表达, 他抑制凋亡、刺激

细胞增殖和血管发生, 增加转录因子活性, 诱导

血管生成和远处转移. 肿瘤中TRX-1水平的升高

与肿瘤过度增长及降低患者生存率有关. TRX-1
表达水平与细胞增殖呈显著正相关, 与凋亡呈

■相关报道
TRX-1和STAT-3
分别参与了多种
炎症性疾病和肿
瘤性疾病的发生, 
国外已有二者之
一单因素在结直
肠癌方面的研究
报道. 在肠道恶性
肿瘤的研究中, 国
内仅见STAT-3在
大肠癌的研究, 但
缺乏二者在小肠
恶性肿瘤方面研
究的报道.

表  1  正常小肠黏膜、小肠恶性肿瘤中TRX-1、STAT-3的表达 (mean±SD)

     
组织类型		    n

		                   TRX-1			            STAT-3   

			             阳性n (%)           免疫组织化学评分         阳性n (%)           免疫组织化学评分

正常		  20	           6(30.0)	       1.27±1.01	       5(25.0)	   1.29±1.16  

恶性肿瘤		  58	         41(70.7)	       4.27±2.13	     38(65.5)	   3.72±1.95 

χ2或t值1			           10.282	       5.804		       9.870		   5.198

P值			           <0.0001	     <0.001		     <0.0001	 <0.001

1阳性率用χ2检验, 免疫组织化学评分用t检验.
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显著负相关[14-16]. TRX-1增加肿瘤细胞生长, 其
机制可能涉及到其增强氧化还原敏感转录因子, 
如NF-κB、P53、AP-1. TRX-1抑制凋亡可能由

对前凋亡蛋白如ASK-1和肿瘤抑制子蛋白PTEN
的抑制所致[2,6].

本研究显示, TRX-1主要定位于细胞质和部

■创新盘点
本文首次在原发
性 小 肠 恶 性 肿
瘤 组 织 中 研 究
TRX-1和STAT-3
的表达及其与临
床病理的关系和
意义.

表  2  小肠恶性肿瘤患者TRX-1、STAT-3表达与临床病理特征的关系 (mean±SD)

     
临床参数	                 n

		                   TRX-1			            STAT-3   

			             阳性n (%)          免疫组织化学评分          阳性n (%)            免疫组织化学评分

性别

    男 34 25(73.5) 4.32±2.23 22(64.7)   3.81±2.07  

    女 24 16(66.7) 4.25±2.01 16(66.7)   3.58±1.79  

    χ2或t值2   0.320 0.245   0.024   0.437

    P值   0.572 0.807   0.877   0.804

年龄(岁)

    ≥50 41 30(73.2) 4.58±2.24 27(65.9)   3.87±2.16  

    <50 17 11(64.7) 3.57±1.64 11(64.7)   3.29±1.26  

    χ2或t值2   0.416 1.754   0.007   1.316

    P值   0.519 0.085   0.933   0.194

肿瘤大小(cm)

  ≥5 32 23(71.2) 4.23±2.09 22(68.8)   3.70±1.90  

  <5 26 18(69.2) 4.34±2.20 16(61.5)   3.76±2.04  

    χ2或t值2   0.048 0.159   0.330   0.074

    P值   0.826 0.874   0.566   0.941

肿瘤部位

     十二指肠 28 22(78.6) 4.74±2.36 20(71.4)   4.24±2.16  

     空肠 14 11(78.6) 4.24±1.76   9(64.3)   3.41±1.41 

     回肠 16   8(50.0) 3.45±1.79   9(56.3)   3.08±1.81

    χ2或F值2   4.565 1.942   1.051   2.112

    P值   0.102 0.153   0.591   0.131

总分化程度

    高分化 23 12(52.2) 2.84±0.93 10(43.5)   2.48±0.78  

    中分化 10   8(80.0) 4.44±1.28   8(80.0)   3.84±1.04   

    低分化 25 21(84.1) 5.51±2.39 20(80.0)   4.80±2.30

    χ2或F值2   6.362 13.790   8.194 11.643

    P值   0.042 <0.001   0.017 <0.001

上皮来源  

    高分化 12   6(50.0) 2.87±0.88   5(41.7)   2.47±0.84   

    中分化 10   8(80.0) 4.44±1.29   8(80.0) 84.00±1.04     

    低分化 14 13(92.9) 6.91±1.91 13(92.86)   6.11±2.05

    χ2或F值2   6.514 25.265   8.858 20.090

    P值   0.038 <0.001   0.012 <0.001

总淋巴结转移 

    阴性 35 19(54.3) 3.79±1.99 17(48.6)   3.41±1.85  

    阳性 23 19(82.6) 4.99±2.17 19(82.6)   4.63±1.96  

    χ2或t值2   4.928 2.173   8.194   2.130

    P值   0.0263 0.034   0.017   0.036

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ 26 13(50.0) 3.33±1.88 11(42.3)   2.97±1.70   

    Ⅲ、Ⅳ 32 28(87.5) 5.03±2.03 27(84.4)   4.33±1.94   

    χ2或t值2   9.736 3.260  11.236   2.790

    P值   0.002 0.002    0.0101   0.007

2阳性率用χ2检验, 免疫组织化学评分用t检验或F检验.
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分胞核, 在许多原发性小肠恶性肿瘤标本中, 较
癌旁正常组织表达增强; 我们证实了该癌蛋白

在小肠恶性肿瘤中表达上调. TRX-1在小肠恶性

肿瘤高、中、低分化组织间差异有统计学意义, 
组织分化程度越低, 二者表达越强; 与癌组织分

化程度密切相关, 其在各种程度分化中的表达

趋势同Raffel等[6]在结直肠癌中的报道一致, 即
TRX-1高表达大都集中在低中分化和恶性程度

高的组织中, 且随恶性程度增高和分化下降而

增高. 有淋巴结转移强, 反之弱; TNM分期越高, 
表达越强, 这都提示TRX-1高表达与小肠恶性肿

瘤的发生发展和恶性进展有密切关系.
STAT是一类DNA结合蛋白, 由750-850个

氨基酸组成. STAT-3是该家族的重要成员, 是胞

质的转录因子, 也是细胞因子和生长因子信号

途径的介导子. STAT-3广泛表达于不同类型的

细胞和组织中, STAT-3参与细胞生长、分化、

增生、恶性转化及凋亡抑制等生理功能的调 
控[5,17,18]. STAT-3是个与生长和肿瘤转化调控密切

关联的关键信号分子. 其活化已在许多来源的肿

瘤细胞株和大量人类的恶性肿瘤中观察到.
本研究也显示STAT-3在原发性小肠恶性肿

瘤中, 其表达水平高于癌旁正常组织, 并与组织

分化程度相关, 分化越低表达越高. 提示其在肿

瘤进展中的促进作用. 我们发现STAT-3定位于

细胞质和胞核, 在小肠恶性肿瘤的阳性表达率

明显高于正常小肠黏膜组织阳性表达率. Kusaba
等[7]检测了108例人结直肠腺癌组织中p-STAT3
的表达, 结果显示57.4%的组织高表达, 其表达

与肿瘤分化、淋巴结转移、Dukes分期及术后

的预后有关, 提示p-STAT3蛋白的高表达与结直

肠腺癌的进展及预后密切相关, 同我们在小肠

恶性肿瘤中的试验结论基本一致. STAT-3通过

诱导靶基因Survivin、Bcl-xL的表达, 促使肿瘤

细胞增殖和淋巴结转移. 在癌肿中STAT-3活化

或过表达, 而肿瘤抑制蛋白STAT-1表达下调, 他
们是基因重要调节器, 二者的失衡显著影响肠

组织的内环境稳态, 从而导致肿瘤发生[19].
研究表明TRX-1和STAT-3二者均可在癌细

胞中增加缺氧诱导因子(hypoxia-inducible factor 
1, HIF-1)蛋白表达; 二者的过表达导致增加血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)合成并提高肿瘤血管生成[20,21]; 并
且二者都可与p38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinases, MAPKs)信号传导产生

关联, 进而影响肿瘤的进展[22]. TRX-1也可通过

■应用要点
TRX-1和STAT-3
在原发性小肠恶
性肿瘤的发生发
展中起重要作用,  
本研究有助于对
原发性小肠恶性
肿瘤生长、浸润
和转移机制等发
病机制的阐明, 并
为肿瘤的诊治提
供更充分的理论
依据. 联合检测可
望作为判断该病
恶性程度和预后
的指标.

表  3  小肠恶性肿瘤中TRX-1、STAT-3表达的相关性分析

     
TRX-1

	        STAT-3               
合计          r 值             P 值

	  +	  - 

阳性	 34	   7	 41        0.881       <0.001

阴性	   4	 13	 17

合计	 38	 20	 58

A B

C D

图  1  小肠组织免疫组织化学(DAB×200). A, B: TRX-1; C, D: STAT-3; A, C: 正常对照组; B, D: 小肠腺癌组.
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影响肿瘤细胞中活性氧簇的含量, 而与STAT-3
发生关联, 促进肿瘤的增殖和抗凋亡[23]. 我们联

合检测TRX-1和STAT-3, 二者表达强度随着小

肠恶性肿瘤组织分化程度降低而逐渐增强; 有
淋巴结转移强, 反之弱, 说明小肠恶性肿瘤的发

生、发展与二者有关. 但他们的表达与患者性

别、年龄、肿瘤大小、部位均无关. TRX-1和
STAT-3的表达呈正相关, 说明TRX-1和STAT-3作
为公认的癌蛋白, 与结直肠癌等癌肿组织表达

上调一样, 在小肠恶性肿瘤中表达也增强, 也说

明他们的表达程度影响肿瘤的恶性程度, 可在

一定程度上预示小肠恶性肿瘤的预后. 同黄东

胜等[24]对二者在肝细胞肝癌中的研究相似. 
总之, TRX-1和STAT-3在小肠恶性肿瘤组织

中的过度表达并与其发生发展有关, 二者单独

或共同相互作用, 可能参与了小肠恶性肿瘤恶

化的调控. 鉴于原发性小肠恶性肿瘤少见, 且病

理类型的多样性, 二者在小肠间质等非上皮来

源的其他恶性肿瘤的恶变过程中的作用还需进

一步扩大样本深入研究. 我们仅从组织学角度

研究二者在不同分化程度小肠恶性肿瘤的表达

和有关病理参数的关系, 以及二者的相关性. 二
者在小肠恶性肿瘤演变进展中深层次调控机制

和作用有待在基因水平及分子生物学角度做进

一步更深入研究.
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■同行评价
本文探讨了原发
性小肠恶性肿瘤
中TRX-1和STAT-3
的表达情况和临
床病理特征, 结果
和讨论部分比较
客观, 有一定潜在
的应用价值.
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD), including ul-
cerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD), is 
a chronic inflammatory disorder of the gastroin-
testinal tract. The initiation and development of 
IBD involve environmental and genetic factors, 
such as microorganisms. Complicated patho-
genesis, diverse risk factors and atypical clinical 
features lead to a difficult diagnosis of IBD. The 
emergence of proteomics has given new impetus 
to IBD research. In this article, we will review 
the application of proteomics to the diagnosis of 
IBD and prediction of IBD-associated tumors.
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克

罗恩病(Crohn's disease, CD), 是胃肠道慢性炎
症性疾病. 环境、遗传、微生物、细胞和分子
因素的共同作用介导了IBD的发生和发展. 由
于IBD的病因复杂, 危险因素涉及多个方面, 
临床表现极不典型, 因此造成对该病的诊断存
在很大难度. 蛋白质组学的出现, 使炎症性肠
病的研究有了进一步的发展. 本文就蛋白质组
学在炎症性肠病的诊断及相关肿瘤预测方面
的研究进行综述.
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
在西方发达国家极为常见, 北美和欧洲发病率

高达1/1 000. 随着我国经济水平的高速发展, 国
人发病率亦呈上升趋势, 流行病学调查显示上

海等沿海地区发病率已接近国外平均水平. 该
疾病现正成为我国消化系统常见疾病和慢性腹

泻的主要病因, 加之其病程迁延、活动期症状

严重、治疗棘手, 已引起临床学者的高度重视. 
IBD是胃肠道慢性炎症性疾病. 环境、遗传、

微生物、细胞和分子等因素的共同作用介导了

IBD的发生和发展[1,2]. 目前IBD的诊断是基于临

床表现、内镜、组织学和放射学检查的结果, 
尚无诊断的金标准[3]. 基因组学已被广泛应用, 
本研究小组[4]已采用高通量基因芯片技术, 从全

基因组角度比较UC患者与健康人群外周血单个

核细胞差异表达基因, 通过生物信息学分析, 进
一步采用半定量RT-PCR验证了3个明显差异表

达基因, 支持基因芯片检测结果. 然而基因在转

录前及转录调控过程中经过不同的剪接可能翻

译成不同的蛋白质, 此外, 蛋白质在合成之后又

可能经过包括磷酸化、糖基化、硫基化、酰基

化等不同的翻译后修饰过程, 导致基因的转录

水平和蛋白质翻译水平的巨大差异. 因此, 仅从

基因转录水平这一个角度不足以对蛋白质的种
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类和数量加以描述和预测, 更不足以对主要由

蛋白质演绎的复杂生命活动加以描述和预测. 
随着规模庞大的基因组测序的完成, 人们逐渐

认识到仅仅拥有完整的基因组序列并不能解释

复杂的生命现象, 由于基因组到蛋白质组间并

不存在固定的线性关系, 因此对疾病的蛋白质

组学研究有着不可替代的意义和独特优势[5,6]. 
并且蛋白质组研究是对基因组研究的重要补

充, 他是对生物体在蛋白质水平定量、动态、

整体性的研究. 蛋白质组学是一门对某一生物

或细胞在特定生理或病理状态下表达的所有蛋

白质的特征、数量和功能进行系统性研究的科

学[7]. 蛋白质组学在医学方面的应用主要包括

以下几个方面: 通过寻找差异表达蛋白质以发

现疾病相关的蛋白质; 寻找用于诊断的疾病相

关的标志物; 研究疾病的发病机制等. 蛋白质组

学的核心技术为双向凝胶电泳(two-dimensional 
gel electrophoresis, 2-DE)和质谱分析, 研究标本

可分为: 培养的细胞、生理或病理状态下的组

织、各种体液等. 目前血清蛋白质组学研究已

经在前列腺癌、膀胱癌、乳腺癌和卵巢癌等疾

病中发现了可能的诊断标志物[8]. 但目前对IBD
的血清蛋白质组学研究鲜有提及.

1  蛋白质组学核心技术及其优点

1.1 2-DE 2-DE是蛋白质组学研究的核心技术

之一, 是目前唯一可将数千种蛋白质同时分离

的方法. 他利用了各种蛋白质等电点和相对分

子质量的不同来分离复杂蛋白质组分, 具有较

高的分辨率和灵敏度, 目前已成为复杂蛋白质

组分检测和分析的最好的生化技术. 2-DE联合

质谱技术被国际公认是目前蛋白质组研究技

术的标准方法. 2-DE具有以下优点: (1)分辨能

力强; (2)信息量多, 从2-DE图谱上可以初步得

到细胞或组织内蛋白质的分布范围、表达蛋

白质的个数等; (3)固定pH梯度胶条, IPG胶条

机械性能好、重现性好、易处理; (4)可用计算

机分析处理, 并且能与质谱等分析鉴定方法相

匹配.
1.2 荧光双向差异凝胶电泳 荧光双向差异凝胶

电泳(fluorescence two-dimensional differential gel 
electrophoresis, F-2D-DIGE)是在传统2-DE基础

上发展起来的定量分析凝胶蛋白质点的新方法. 
其特点是可将3种待比较的蛋白样品用不同的

荧光染料分别标记后在同一块凝胶上行双向电

泳, 通过激发不同荧光染料所得到的荧光强度
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从而达到蛋白质差异比较的目的. 此方法的优

点是可以在同一块凝胶上比较不同来源或不同

处理样本的蛋白质表达谱, 能在较宽的动态范

围内精确地对感兴趣的蛋白质进行定量. 他避

免了不同凝胶之间的差异对结果分析带来的困

难, 保证了实验条件的一致性, 有利于差异表达

点的筛选. F-2D-DIGE与传统的2-DE最大的差别

在于前者采用了荧光试剂来标记蛋白质并通过

荧光成像以获取电泳图像.
1.3 表面增强激光解析电离飞行时间质谱 蛋白

质谱技术是蛋白质组学研究的核心技术, 是蛋

白质组学研究的重要依托, 具有高灵敏性和高

精确性, 可以分析极微量、低丰度的蛋白质, 为
检测细胞、组织、体液蛋白质的变化提供了技

术手段. 表面增强激光解析电离飞行时间质谱

(surface-enhanced laser desorption ionization time 
of flight mass spectrometry, SELDI-TOF-MS)法由

Ciphergen公司推出, 将蛋白质芯片技术与质谱

联用, 分析过程不会破坏蛋白质, 整合蛋白质样

品处理、生化反应及检测分析过程于一体, 实
现了新型、高效、快速、高通量的检测. 与传

统测定技术相比具有以下优势: (1)待测样本来

源广泛, 可直接检测不经处理的尿液、血液、

脑脊液、关节腔滑液、支气管洗出液、细胞

裂解液和各种分泌液等, 获得样品中目标蛋白

的相对分子质量; (2)在同一系统中集分离、纯

化、鉴定、检测和数据分析为一体, 高通量、

操作自动化、快捷方便; (3)样品需要量少, 检测

速度快, 适合临床诊断及大规模筛查; (4)灵敏度

高, 适合低丰度相对分子质量小蛋白质的发现, 
并能检测疏水蛋白质; (5)对样品中的盐和其他

杂质有较高的兼容性[9]. 因此, SELDI-TOF-MS技
术的出现使应用少量临床样本即可检测到与疾

病发展密切相关的低丰度蛋白成为可能, 也使

蛋白质组学诊断模式发展成为一种有价值的诊

断标准.

2  IBD相关的生物标志物

2.1 血小板因子4 血小板因子4(platelet factor 4, 
PF4)属于CXCL趋化因子家族的成员, 并且主

要由巨核细胞产生, 储存在血小板α颗粒中并

在损伤激活时被释放[10-12]. Danese等[13]之前就

报道了IBD患者比健康对照组表现出较高的血

小板活性状态, 并且提出血小板功能不良可能

是IBD的病理生理的一部分. 有研究指出, IBD
活动期患者血液中的血小板升高, 可能与IBD
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活动时机体释放多种与刺激血小板形成有关的

IL-3、IL-6、血小板生成素有关, 这些细胞因子

能增加血小板生成速率[14]. 到目前为止, 很少有

报道应用蛋白质组学方法研究体液(血清/血浆

或者尿液)中IBD的生物标志物[15]. Meuwis等[16]

将120例血清样本分为4组(30例克罗恩病, 30例
溃疡性结肠炎, 30例非炎症性肠病和30名健康

对照), 应用SELDI-TOF-MS比较血清蛋白发现

PF4在IBD患者和炎性对照的患者血清中分布

不同, 这可能反映了血小板的功能障碍. 除此之

外, 通过ELISA法评估了PF4在我们样本血清中

的水平, 并且与活动性疾病的PF4的SELDI分布

是相关的. 但是, 基于ELISA试验的PF4的分布

不能为从SELDI谱中获得的IBD患者提供良好

的分离. 其他人也用ELISA技术研究了PF4的分 
布[17,18]. 有趣的是, PF4存在很多不同的形式并且

由成熟形式的蛋白酶解加工产生[19-21]. Meuwis 
等[16]检测到的PF4的主要形式准确在7 771 Da. 
与ELISA不同, SELDI-TOF-MS技术能够鉴别

PF4变异体, 能够有效地从炎性消化系疾病中鉴

别出活动性的IBD. 因此, 经过纯化和鉴定, PF4
这个重要的生物标志物对IBD的诊断及病理生

理学机制有着重要的作用. 用类似的方法, 对20
例对英夫利昔单抗有反应或者无反应的克罗恩

病(Crohn's disease, CD)患者的血清进行初步的

研究[22]. 在两项研究中, PF4被鉴定为潜在的生

物标志物. 在SELDI峰的强度水平处, 确认PF4
的水平与对英夫利昔单抗无反应者呈负相关. 
然而, 这些相关性并没有通过ELISA法证实, 并
且PF4没有表现出与其他疾病标志物(sCD40L, 
IL-6, CRP)或临床指标有任何相关性.
2.2 结合珠蛋白 结合珠蛋白(haptoglobin, Hp)又
称触珠蛋白, 是血清α2球蛋白组分中相对分子

质量为85 000 Da的一种酸性糖蛋白, 广泛存在

于人类和许多哺乳动物的血清及其他体液中, 
主要在肝脏合成, 其降解也在肝脏. 其主要功能

是通过与游离血红蛋白(hemoglobin, Hb)结合形

成Hp-Hb复合物, 由于其分子较大, 不能从肾脏

排出, 这样可以阻止Hb从肾小球滤过, 避免游离

Hb对肾小管的损害. 此外, Hp作为一种急性期时

相反应蛋白, 在参与宿主抗感染、损伤组织的

修复以及内环境稳定的过程中起着重要作用. 当
机体处在应激状态时, 血液中的Hp明显增多, 如
心肌梗塞、肿瘤、炎症、创伤、感染等病理状态

时. 除以上的功能外, Hp尚有抗氧化活性、抑制前

列腺素合成、抑制细菌、促进血管生成及重要的

免疫作用[23].
Hp是一个有2α和2β亚单位的多亚基蛋白复

合体. Hpα存在两种单体型Hpα1和Hpα2, 表现

型为Hp1-1, Hp1-2, Hp2-2. Hp是由他的亚单位的

重新分配所独立量化的, 被用于炎症或溶血的

一般标志物, 并且随类型和疾病的演变波动. 早
期的研究报道, 活动性IBD的Hp水平一般会增

高, 与CD活性指数相关(Crohn's disease activity 
index, CDAI)[24]. 而且, 还有报道用抗TNF成功治

疗CD后Hp的水平呈整体下降[25]. Meuwis[16]等在

缓解期的患者[他们中的一些经过抗肿瘤坏死

因子(tumor necrosis factor, TNF)治疗]与活动期

的患者相比, 观察到了Hpα2在血清中的低水平. 
Hpα2可能被认为是IBD新的特异性生物标志

物, 且与疾病的临床活动性相关. 传统的炎性标

志物, 如C-反应蛋白(C-reactive protein, CRP)并
不完全与IBD临床和内镜活动性相关, 这一新的

生物标志物可能对描述疾病的活动性有一定的

补充作用. Kang等[26]应用2-DE比较4例CD患者

和8例健康人的血清蛋白质样本, 通过质谱鉴定

Hp在CD患者的血清中表达上调, 说明Hp可能在

CD的免疫失衡中有着重要的作用.
2.3 波形蛋白(vimentin) vimentin是一种中间丝

波形蛋白, 大量表达于间充质细胞中, 在细胞结

构的稳定方面起到重要的作用, 同时v imentin
还与细胞的黏附、迁移、细胞信号传导、细

胞生长凋亡及炎症反应有密切联系. 有研究发

现, 用第85位天冬氨酸断裂的波形蛋白肽段转

染细胞后, 干扰了正常波形蛋白的组装, 出现

细胞变圆、细胞质收缩等凋亡特有的表现, 说
明波形蛋白的裂解产物能促进凋亡 [27]. Ya n g 
等 [28]用TNF-2α刺激滑膜成纤维细胞后, 发现

半胱氨酸蛋白酶4(c a s p a s e 4)被激活并降解

vimentin, 破坏vimentin与P53蛋白形成的复合物, 
从而诱发细胞凋亡. 已经报道了几个vimentin被
caspase剪切降解的位点. Byun等[27]报道vimentin
被caspase-3/-7在Asp85(DSVD85-F)剪切, 或者在

Asp259(IDVD259-V)位点被caspase-6剪切. 赵芯

梅等[29]选取12例活动期溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)患者及12例正常肠黏膜为研究对象, 
提取组织蛋白做2-D电泳、银染、胶图分析找

差异点, 质谱鉴定蛋白质, 最后Western blot验证

差异点. 结果共鉴定出蛋白质30个(上调16个, 
下调14个), 成功选取其中的v imentin, 并得到

Western blot方法的验证. 综上所述, 在UC患者的

肠黏膜中存在vimentin被caspase水解片段的高

■相关报道
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表达, 而且Western blot验证了我们在差异蛋白

组学中的这一发现. 可见vimentin的降解片段与

UC的发生发展存在重要的关系, 可能参与UC的
发病机制, 并为临床治疗提供新的治疗靶点.
2.4 人中性粒细胞防御素组分 防御素是最大的

自然抗生素的肽家族之一. 其表现对革兰氏阳

性菌和革兰氏阴性菌、分枝杆菌、真菌和一些

包裹病毒一定的抗菌活性. 人中性粒细胞防御

素组分(human neutrophil peptides 1-3, HNP1-3)
是α防御素家族的一部分, 并且是先天免疫的

成分. HNP1-3是由中性粒细胞的前体细胞合成, 
并且在炎症状态下由成熟的循环中性粒细胞释 
放[30,31]. 在活动性UC或CD患者的回肠和结肠上

皮细胞可以观察到HNP1-3的表达[32]. Kanmura
等[33]应用蛋白质组学方法证实了在活动性UC
中的HNP1-3的平均血浆浓度显著高于缓解期

UC、感染性结肠炎及健康对照组, 并且倾向于

结肠癌患者. 除此之外, 对皮质类固醇有反应的

UC患者的HNP1-3的血浆浓度在治疗后下降, 然
而无反应者HNP1-3的血浆浓度无变化. 由此可

见, HNP1-3是一个可能对诊断活动性UC和预测

治疗结果有用的新型的生物标志物.
有报道HNP1-3的水平在结肠癌患者的肿

瘤组织和血清中升高[34]. 也报道了由ELISA法决

定的血浆HNP1-3浓度与健康对照相比, 在结肠

癌Duke's分级的C级和D级升高, 在A级和B级不

升高[35]. 然而Kanmura等[33]研究显示了在结肠癌

患者Duke's A级的HNP1-3的浓度高于非活动性

UC和健康对照. 虽然结肠癌患者Duke's A级的

HNP1-3的浓度在此研究中与之前的研究中几乎

相似[35], 但在健康对照中的HNP1-3的浓度在两

项研究中均不同. 另外Albrethsen等[35]提到, 通过

SELDI蛋白芯片检测到除了Duke's C级和D级, A
级和B级的结肠癌组织中的HNP1-3表达高于正

常组织. 这就有争议了, 在肿瘤中升高的HNP1-3
是局限在肿瘤细胞还是中性粒细胞. 有一种可

能, 血浆HNP1-3的浓度在A级升高并且HNP1-3
浓度作为结肠癌晚期患者评估的一个潜在的标

志物[34,35]. 由此看来, HNP1-3可能不能鉴别活动

性UC和结肠癌, 但其可能作为UC患者发生结肠

癌的一个辅助信号, 对IBD的鉴别诊断是一个有

用的标志物.

3  IBD相关肿瘤标志物

3.1 S100P蛋白 S100蛋白是1965年Heizmann 
等[36]首先在牛脑组织中发现的一组相对分子质

量小的蛋白, 因其能够100%溶解于中性饱和硫

酸铵溶液而得名. S100蛋白是一个多基因钙结

合家族包含了20种已知的成员[37]. 他们有广泛

的细胞内和细胞外功能, 包括蛋白磷酸化和酶

活性的调节、钙平衡、细胞骨架成分的构成和

转录因子的调节[37]. 一些S100蛋白位于线粒体

膜并且一些S100蛋白通过诱导线粒体潜能的快

速下降而在细胞凋亡中起着重要的作用[38,39]. 而
S100P蛋白是S100家族的一个新成员, 最初从胎

盘(placenta)中分离出来, 故命名为“Sl00P”[40]. 
当前研究证明其与多种肿瘤的发生发展显著相

关. S100P常常在一些上皮肿瘤类型包括胰腺[41]和

结肠中过表达. 最近的研究提示S100P在分散的结

肠癌有着重要的作用, 其通过刺激细胞生长、迁

移和影响一些促炎分子的信号传导通路[42]. S100P
的上调在胰腺癌的发展中是一早期分子事件, 并
且在前期损伤和侵袭性癌中处于高表达水平[43,44].

UC有发展为结肠癌的高危险性. 结肠镜检

查对UC患者来说是相当昂贵的而且耗时, 并且

是一项侵袭性的操作. 因此, 检测到异型性的生

物标志物可以帮助那些有发展为癌症危险性的

UC患者. Brentnall等[45]检测到S100P在UC相关

的高度异型活检组织和结肠癌、UC进展者的

非异型黏膜中过度表达. 而且免疫组织化学分

析已经证实, S100P蛋白在UC进展的非异型结

肠组织中的表达显著高于UC非进展的结肠黏

膜, 进一步证明S100P可能成为一个潜在的生物

标志物, 预测UC发展为结肠癌. 除了S100P表达

异常之外, 有3个S100蛋白在UC进展中表达增加

(S100A6, S100A11和S100H), 两个其他的S100
蛋白显著地低表达, 这对于预测UC肿瘤形成有

着重要的价值.
3.2 transgelin蛋白 transgelin又称SM-22alpha, 是
一种主要在脊椎动物平滑肌中表达的保守蛋 
白[46,47]. 彭佳远等[48]研究发现transgelin蛋白在从

正常组织至腺瘤再发展至腺癌的过程中, 其表

达量逐渐下降, 而腺癌与肝转移之间的表达无

显著差异, 由此提示transgelin蛋白可能是结直肠

黏膜恶变的一种重要标志物. 李里等[49]研究发现 
transgelin蛋白在结直肠癌的发生与进展过程中

表达逐渐降低, 这种表达减弱与肿瘤的分化程

度及预后有关; 在结直肠癌患者中血清transge-
lin水平上升, 尤其以Duke B、C和D期更为明显. 
此研究结果提示, transgelin蛋白可能成为一种新

的临床肿瘤标志物. 研究发现, UC小鼠自发结肠

肿瘤中transgelin蛋白的表达量较正常黏膜明显

■同行评价
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下降[50], 提示transgelin蛋白可能是UC相关结肠

癌的一个候选标志物.
3.3 热休克蛋白 热休克蛋白(heat shock protein, 
HSP)是一组高度保守的蛋白质, 在细胞生长、

发育、分化、基因转录、蛋白质合成、折叠、

分解、细胞骨架功能等方面发挥重要生理作用. 
无论生理或病理状态, HSP都是保护肠黏膜细胞

所必需的. 在UC病变部位及其正常黏膜的活检

标本中发现结肠炎病变黏膜HSP减少, 可能是因

为损伤条件下肠黏膜上皮的细胞生理功能削弱, 
使HSP产生减少. 并由于HSP减少而使损伤加重, 
可见HSP发挥保护功能有一定的生理条件 [51]. 
Araki等[52]通过2-DE和质谱评估UC相关的癌与

分散的结肠癌细胞之间的不同蛋白的表达发现, 
HSP47是UC相关的癌细胞中高表达的蛋白之一, 
并且免疫组织化学证实了在UC相关的癌中的表

达显著高于分散的结肠癌, 其表达随肿瘤性病

变的进展而增加. 总之, HSP47的过度表达是UC
相关的癌的一个独特的特征, 需要进一步研究

说明他的临床意义.

4  结论

尽管蛋白质组学技术对于我们进一步研究IBD
提供了强有力的支持, 但我们还应看到蛋白质

组技术的不足 .  用于蛋白分离的2-D E对于极

酸、极碱以及低丰度的蛋白分离效果差, 且无

法实现高通量、自动化的操作极大地限制了我

们对蛋白质组的研究. SELDI-TOF-MS技术只能

给出蛋白的相对分子质量, 对目标蛋白的鉴定

还需一系列后续工作. 而且由于使用激光解析

电离飞行时间质谱分离全蛋白, 目标蛋白多集

中于10 000 Da以内. 然而蛋白质组学技术毕竟

使我们对IBD的研究更深入了一步, 为研究疾病

的发生、发展过程提供了一个全新的思路, 通
过对IBD相关的生物标志物及IBD相关的肿瘤标

志物的研究, 有可能为IBD的诊断及治疗提供新

的靶向因子, 以达到早期诊断、早期治疗的目

的, 对临床工作有指导性的意义.
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Abstract
Toll-like receptors (TLRs) are cell-surface mol-
ecules that play an important role in the host 
immune response. More and more evidence in-
dicates that TLRs can recognize special pattern 
molecules to activate certain signal transduction 
pathways and result in the release of numerous 
inflammatory mediators and active substances 
to induce digestive system injury, such as He-
licobacter pylori infection-induced gastric mu-
cosal injury, alcohol-induced gastritis, alcohol-
induced liver injury, acute hemorrhagic necro-
tizing pancreatitis, hepatic ischemia-reperfusion 
injury (I/RI), and dextran sodium sulfate (DSS)-
induced colitis. Here, we review the advances in 
understanding the relationship between TLRs 
and digestive system injury and explore the 
clinical value of TLRs in the diagnosis and treat-

ment of digestive system diseases.
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摘要
Toll样受体(Toll-like receptors, TLRs)是近几
年来发现的在宿主体内发挥重要免疫应答作
用的细胞表面受体分子, 越来越多的证据表
明TLRs可通过识别特定的模式分子, 激活特
定的信号转导通路, 释放多种炎性介质和活
性物质, 在消化系统脏器损伤中起着至关重
要的作用, 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori )导致的胃黏膜损伤、酒精性胃炎、

酒精性肝损伤、急性出血坏死性胰腺炎、肝
缺血-再灌注损伤(ischemia/reperfusion injury, 
I/RI)、右旋硫酸钠(dextran sodium sulfate, 
DSS)诱导的结肠炎. 本文对TLRs与消化系统
脏器损伤的关系进行综述, 初步探讨TLRs在
消化系统疾病防治上的临床价值.
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0  引言

To l l受体是在研究果蝇胚胎腹背侧体轴形成

过程中发现的一种跨膜受体蛋白, 为模式识别

受体, 在哺乳动物中Tol l受体称为Tol l样受体

(Toll-like receptors, TLRs). 目前已发现TLRs家
族共有13个成员, 其中对TLR2, TLR4的研究最

多. 当机体受到病原微生物的侵袭时, TLR2主
要识别革兰阳性菌的肽聚糖[1]、磷脂酸、脂蛋

白等, 而T L R4主要识别革兰阴性菌的脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)[1,2], 以上这些高度保

www.wjgnet.com

®

■背景资料
当消化系统受到
病 理 性 损 伤 时 , 
机体免疫系统可
产生一系列反应
以保护机体免受
进 一 步 损 伤 ,  而
TLRs作为免疫系
统中重要的膜受
体, 可通过识别特
定的模式分子和
激活特定的信号
转导通路, 发挥其
固有免疫应答的
作用.

■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



守的分子结构常为一类或一群特定的病原微生

物(及其产物)所共有, 称为病原相关分子模式

(pathogen-associated molecular pattern molecules, 
PAMPs). 2002年, Matzinger[3]提出“危险模型

(danger model)”, 认为当机体收到危险信号

时, 固有免疫反应更关注于来自周围组织的危

险, 而非识别外来抗原, 为应对潜在危险, 细胞

会释放内源性配体, 启动宿主免疫反应. 因此, 
常将损伤或濒死细胞释放的正常细胞成分或

组织损伤后蛋白酶反应并释放的细胞外基质

成分称为损伤相关分子模式(damage-associated 
molecular pattern molecules, DAMPs)[4]. 越来越

多的证据支持TLRs作为免疫系统中的重要膜受

体, 可启动一系列与DAMPs有关的免疫反应[5-7]. 
Barsness等[8]也指出TLR4更倾向于是一种感受

危险信号的受体, 而不是单纯的模式识别受体. 
到目前为止发现他的内源性配体主要有高迁

移率族蛋白1(high mobility group box 1 protein, 
HMGB1)[9]、热休克蛋白60(heat shock protein 
60, H S P60)[10]、纤维蛋白原 [11]、血管紧张素 
Ⅱ [12]、透明质酸 [13]等, TLR2的内源性配体主

要有HMGB1[9], HSP60[10]、淀粉体[14]、透明质 
酸[15]、抗磷脂抗体[16]等. 因此, 即使机体未受外

源微生物的威胁, 亦可因为受到非病原微生物

损伤而通过TLRs启动系统的炎症反应. TLRs
的信号转导通路主要有 :  依赖髓样分化因子

(myeloid differentiation factor, MyD88)的途径

和不依赖MyD88的途径. MyD88由含有死亡域

的N端、中间区段、含有Toll/IL-1R同源结构域

(TIR域)的C端组成, 是一种胞内转接蛋白分子, 
当TLR4的TIR域活化后, MyD88可与TLR4作用, 
激活下游的NF-κB, MAPK, IκB, IRF5信号通路, 
从而表达炎性细胞因子[17]; TRIF(TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-β)是一重要的

TIR域受体蛋白, 介导不依赖MyD88的信号通

路, 一方面他通过C端的RHIM(Rip homotypic 
interaction motif)与RIP1(receptor-interacting 
protein 1)结合, 进一步激活NF-κB和MAPK信

号通路; 另一方面, 他还可通过T R A F3(T N F 
receptor-associated factor 3)激活IRF3信号通路, 
从而诱导Ⅰ型干扰素等的转录 [17].  研究发现: 
TLR4, TLR2可在健康大鼠的消化系黏膜上结构

性表达, 其中TLR4主要在胃和远端结肠上表达, 
TLR2主要在近端结肠上表达, 而MyD88在整个

消化系统表达一致[18]. 正常情况下, 消化系统的

保护机制和损伤机制处于一种动态平衡状态, 
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不会引起机体病理反应. 一旦打破这种平衡, 消
化系统各脏器就可能出现病理性损伤, 表现出

临床症状, 有时可进一步发展成癌症. 其中, 免
疫系统为保护脏器抵御不同的损伤, 可释放多

种细胞因子和化学因子, 而T L R s又能通过信

号转导通路释放大量的炎性因子, 因此消化系

统损伤必定与T L R s存在关联. 我们就近年来

有关T L R s及消化系统损伤的相关研究, 作如

下综述. 

1  TLRs参与H.pylori 导致的胃黏膜损伤

H.pylori感染可导致胃黏膜受损, 他与胃、十二

指肠溃疡病、胃底部腺癌、胃淋巴细胞增生性

疾病如淋巴瘤等疾病密切相关. H.pylori可引起

机体发生特异性的体液免疫及细胞免疫, 这与

他的毒力因子有关. 细胞空泡毒素(vacuolating 
cytotoxin, VacA)是H.pylori十分重要的致病因

子, 是细菌毒性的重要标志之一, 他通过干扰

细胞内离子转运蛋白即空泡型ATP酶的功能而

起作用, 此外, 还可作用于Na+-K+-ATP酶, 抑制

该酶的活性造成细胞水肿. 细胞毒素相关蛋白

(cytotoxin-associated protein A, CagA)常与VacA
同时出现, 他具有高度的免疫原性, 能引起强烈

的免疫反应, 且与毒性增加有关. H.pylori还能产

生一种在发病机制中起作用的尿素酶, 他能将

尿素分解为CO2和NH3, NH3可以中和胃内的盐

酸, 可使H.pylori置身于强酸环境中而不致遭到

破坏, 从而使H.pylori能在胃内定居. HSP可以激

活细胞免疫反应, 刺激γδT细胞, 从而损伤胃组

织, 产生交叉免疫反应, 引起炎性损伤, 参与尿

素酶的合成和转运及分子的稳定. H.pylori的黏

附素、LPS、分泌的趋化因子以及其他类似于

氧化酶、过氧化氢酶等的因子均可引起H.pylori
感染所致的临床症状. 

人类胃上皮细胞 A G S 可结构性表达

TLR4[19], 而H.pylor i感染可诱导TLR4的基因

转录[20]. 蛋白免疫印迹结果显示当H.pylor i与
胃癌MKN 45胃黏膜上皮细胞一起孵育6 h后, 
Ⅰ型H.pylori可增加糖基化TLR4水平, 而Ⅱ型

H.pylori却没有这种作用, 这说明CagA可上调

TLR4的表达进而促进胃癌的发生[19]. H.pylori致
病的一个先决条件是在胃内长期定植. 为了研

究TLRs可否作为H.pylori的一种黏合机制, 研究

者们采用扫描电子显微镜、流式细胞仪细菌测

定技术发现, 与转染了TLR2及未转染TLR4的
CHO细胞株相比, 转染TLR4的CHO细胞株的黏
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■研发前沿
在消化系统损伤
中 ,  TLRs可识别
损伤相关分子模
式以发挥固有免
疫应答作用, 但目
前研究多着重于
TLR4、TLR2, 对
其他成员的研究
相对较少, 且所报
道的损伤相关分
子模式的种类也
较局限.
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附作用显著增强, 可见H.pylori可利用TLR4作为

一种受体以黏附到宿主细胞表面[19]. Uno等[21]在

正常小鼠胃黏膜细胞GSM 06上观察到: TLR2
可协同TLR4增加H.pylori感染后iNOS和NO的

表达, H.pylori  LPS可上调TLR2的表达并激活其

下游NF-κB信号转导通路, 而给予TLR4 siRNA
干扰后, TLR2表达下降, NF-κB信号转导通路的

活化被抑制, 提示在GSM 06细胞上, TLR2的诱

导可能来自TLR4与H.pylori  LPS的交互作用. 同
时, TLRs基因的多态性与H.pylori感染导致的临

床疾病亦有关联. 研究发现, TLR4 Asp299Gly和
Thr399ILeu的基因多态性是H.pylori感染者胃癌

和癌前病变的易感因素[22], 而TLR4+3725G/C的
基因多态性是日本H.pylori感染者易发生萎缩性

胃炎的高危因素[23].
在胃黏膜受损前后, T L R s的分布亦可出

现变化. 有研究人员报道在无H.pylori感染时, 
T L R4主要在胃体表达, 而感染后则在胃窦、

胃体高度表达[24]. 通过荧光共聚焦显微镜发现

TLR4在H.pylori感染前后均分布于胃上皮的顶

端和基底外侧, 而TLR5, TLR9在感染前分布与

TLR4相似, 但在感染后只出现于基底外侧, 可见

TLR5, TLR9的亚细胞分布并非是静止的, 而是

一个似乎由H.pylori感染所调节的动态过程[25]. 
这提示了TLRs在宿主对H.pylori感染的固有免

疫中可能发挥着“哨兵”的作用.

2  TLR4对酒精诱导的胃黏膜损伤起保护作用

酒精对胃黏膜的损伤包括急性及慢性两方面, 
前者主要表现为急性糜烂性胃炎甚至溃疡, 与
非甾体类抗炎药协同作用对胃黏膜的损伤更

为显著 ,  后者主要表现为胃肠黏膜糜烂伴有

上皮代偿性增生 ,  时间较长可出现肠上皮化

生、上皮不典型增生, 甚至癌变. 急性酗酒所

致的急性糜烂性胃炎是临床上常见的上消化

系出血原因之一, 了解酒精对胃黏膜的损伤具

有重要意义. Zhang等[26]利用普通近交系小鼠

C57BL/6J、TLR4野生型小鼠C3H/HeOuJ、
TLR4突变型小鼠C3H/HeJ进行酒精灌胃以建

立酒精导致的胃黏膜损伤模型, 4 h后将小鼠

处死发现TLR4信号被激活, C3H/HeJ小鼠胃

黏膜损伤程度重于C3H/H e O u J小鼠, 同时环

氧酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)、前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)、巨噬细胞、巨

噬细胞炎性蛋白-2(macrophage-inflammatory 
protein-2, MIP-2)的表达仅在C3H/HeOuJ小鼠胃

黏膜上增加, 并由此推断出TLR4通过诱导表达

COX-2和产生PGE2对酒精诱导的胃黏膜损伤

起保护作用.

3  TLR4促进酒精性肝病的发生

饮酒后乙醇有90%-95%在肝内代谢, 因此可对

肝产生很大的损伤, 且损伤程度与乙醇剂量、

接触时间呈正相关[27]. 乙醇可导致胞质内毒素

水平增高[27], 而内毒素通过与CD14的相互作用

引起肝损伤, 但是CD14并不含有跨膜序列, 不能

直接诱导细胞内信号转导通路导致细胞产生毒

性反应, 因此必定存在一个跨膜受体蛋白能介

导这一过程, 研究人员发现TLR4即可参与这个

过程[27-30], 且这一过程并不依赖于MyD88[29]. 通
过激光扫描共焦显微镜观察到在给予酒精的实

验组中, TLR4阳性细胞数明显多于对照组, 且8 
wk的免疫荧光强度>4 wk, RT-PCR结果也显示

TLR4 mRNA水平高于对照组[28]. Gustot等[30]发

现给予小鼠TLR4的配体LPS后, 酒精性肝损伤

模型小鼠肝脏上TNF-α mRNA的表达显著强于

对照组小鼠肝脏上TNF-α mRNA的表达, 提示

酒精可增加肝脏对细菌产物所致炎症的敏感性. 
由细胞色素P450和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 
NADP)复合物所释放的氧自由基促进酒精对肝

的损伤, 但是研究发现在TLR4基因缺陷型小鼠

体上, 细胞色素P450和NADP复合物的表达和激

活显著减少, 但在MyD88缺陷型小鼠体上却未

有这种情况出现[29]. 在TLR4基因缺陷型小鼠体

上, 酒精导致的肝损害可显著减弱, TNF-α表达

也未见增加[28]. 以上研究结果说明TLR4可促进

酒精性肝病的发生, 但并没有通过MyD88信号

通路发挥作用. 

4  TLRs参与急性出血坏死性胰腺炎导致的肝损伤

急性出血坏死性胰腺炎常继发感染、腹膜炎、

休克等多种并发症, 病情险恶, 死亡率高. 引起

胰腺炎的病因常有胆道疾病、过量饮酒、十二

指肠液反流、创伤因素、胰腺血循环障碍、药

物因素等. 此病常可导致多器官功能障碍综合

征, 对肝脏的损害常表现为肝功能障碍, 甚至导

致肝功能衰竭[31]. Zhang等[31]利用大鼠进行实验, 
发现急性出血坏死性胰腺炎可导致肝内谷丙转

氨酶、谷草转氨酶浓度显著增高, 可见肝功能

严重受损. 在抑制TLR2/4 mRNA表达后, NO浓

度增加, TNF-α浓度降低, 同时肝组织损伤程度

■相关报道
TLRs通过识别病
原相关分子模式
对消化系疾病产
生免疫调节作用, 
并经科学研究证
实TLRs及其信号
转导通路在胃黏
膜损伤、肝脏损
伤、肠道损伤等
消化系统损伤中
发挥重要作用.
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明显降低. 可见TLR2/4 mRNA的表达在急性出

血坏死性胰腺炎导致肝损伤的发病、发展中起

重要作用.

5  TLR4参与肝脏缺血-再灌注损伤

由于肝脏的血液供应丰富, 对缺血敏感, 耐受缺

血能力差, 肝移植术后不可避免会产生缺血-再
灌注损伤(ischemia/reperfusion injury, I/RI). 肝
脏I/RI后由于活性氧生成增多、诱导型一氧化

碳合酶增加、炎性细胞因子释放、细胞黏附分

子表达增加, 引起Kupffer细胞激活、肝窦上皮

细胞凋亡及中性粒细胞汇聚[32]. Kupffer细胞可

表达TLR4、MD-2 mRNA和蛋白, 肝移植后由

于肝脏发生I/RI, 他们的表达显著增加[33]. 用敲

除TLR4基因(TLR4-/-)的小鼠制备模型, 结果发

现来自TLR4-/-供体小鼠的肝脏不管是被移植入

野生型小鼠还是TLR4-/-小鼠, I/RI都得到了极

大改善, 且伴随以下指标的变化: (1)肝内IFN-γ
诱导蛋白10(interferon-gamma-inducible protein 
10, CXCL 10)、细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule, ICAM-1)表达降低、局部中

性粒细胞和CD4+ T细胞浸润减弱; (2)TNF-α, 
IFN-γ, IL-1β, IL-2等Th1细胞因子减少, 而IL-4, 
IL-10等Th2细胞因子表达显著增加; (3)肝内细

胞凋亡减少, caspase-3活性降低, 抗氧化剂HO-1
上调[34]. TLR4不仅能通过内毒素LPS参与肝脏

I/RI, Zhai等[35]发现TLR4还能通过他的内源性配

体热敏感蛋白分子使巨噬细胞活性增高, 释放

TNF-α. 以上研究均说明TLR4参与肝脏I/RI[33-38], 
且TLR4-/-还与许多介导I/RI的通路有关: (1)抑
制凋亡细胞活性、增加抗氧化蛋白表达、降低

活性氧浓度[34]; (2)抑制线粒体后凋亡、影响凋

亡复合体的形成[39]; (3)可能通过p38有丝分裂原

活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, 
M A P K) [40]或信号转导因子和转录激活因子

6(signal transducer and activator of transcription 6, 
STAT6)[41]增强抗炎/抗凋亡通路; (4)可能通过减

弱NF-κB[42]或IRF3[43]信号通路抑制各种炎性细

胞因子的释放.

6  TLR4可促进坏死性小肠结肠炎病情的恶化

坏死性小肠结肠炎是新生儿死于消化系疾病的

重要原因[44], 以肠出血、坏死、穿孔为主要临

床特征, 临床进展急骤, 可迅速发展成全身性败

血症、多器官功能衰竭, 甚至死亡, 在美国病死

率高达15%[45]. 当发生坏死性小肠结肠炎时, 肠

黏膜TLR4表达可增加, 进一步给予低氧刺激后, 
TLR4 mRNA和蛋白表达增加, 坏死性小肠结肠

炎病情恶化[46]. 此外研究发现给予小鼠窒息处

理后, TLR4野生小鼠肠腔中细菌的毒性作用明

显增强[47], 坏死性小肠结肠炎病情的恶化程度

在TLR4野生小鼠显著强于TLR4突变小鼠[47,48]. 
细胞黏附蛋白FAK在调节细胞凋亡、迁移、增

殖方面起着重要作用[48], 他与MyD88之间存在

交互作用[49], Leaphart等[46]发现在坏死性小肠结

肠炎的恶化过程中, TLR4可促进FAK的磷酸化, 
导致细胞凋亡增加, 细胞增殖和迁移能力降低, 
从而诱导细胞损伤, 破坏肠道的修复机制. 以上

研究结果说明TLR4可促进坏死性小肠结肠炎病

情的恶化.

7  TLRs参与DSS诱导的结肠炎

肠道内细菌多种多样, 不仅存在致病菌, 还有许

多在正常情况下维持肠道功能的共生微生物, 
因此肠道免疫系统常面临着双重压力, 既要保

护宿主抵抗致病菌感染, 还要维持机体对共生

微生物的正常反应. DSS可诱导小肠上皮细胞

凋亡, 抑制细胞分化, 引起上皮损伤、急慢性炎

细胞渗透, 导致结肠炎[50,51]. 在DSS诱导的急性

结肠炎小鼠模型上, TLR4-/-, MyD88-/-小鼠的急

性炎细胞浸润情况比对照组小鼠轻, 但是肠道

出血出现早且情况更严重, 肠系膜淋巴结也易

聚积革兰阴性菌[50]. 由单核细胞、巨噬细胞表

达的MIP-2能发挥趋化作用[52,53], 使中性粒细胞

聚集至小肠黏膜. 在TLR4-/-, MyD88-/-小鼠黏膜

固有层上可见MIP-2表达减少, 中性粒细胞聚

集程度减弱, 说明TLRs信号可对MIP-2进行调 
节[50,52]. 以上实验结果提示了TLR4通过MyD88
信号通路对急性肠损伤起着重要作用. 脊椎蛋

白2(Mindin)作为细胞外基质蛋白, 是一种模式

识别受体, 可通过整合素和致病微生物启动固

有免疫反应[54]. Guleng等[55]发现在DSS诱导的结

肠炎中, Mindin mRNA表达增加, NF-κB信号转

导通路激活, 而其中起介导作用的为TLR9, 这提

示了TLRs不仅自身可发挥固有免疫反应作用, 
还能间接地帮助其他具有固有免疫反应功能的

物质协同促进结肠炎的发生发展.

8  结论

TLRs及其信号转导通路在胃黏膜损伤、肝脏

损伤、肠道损伤等消化系损伤中发挥重要的

作用. 但目前对此方面的研究多着重于TLR4, 

■创新盘点
本文综合众多学
者 的 研 究 结 果 , 
更全面地阐述在
消 化 系 损 伤 中 ,  
TLRs可识别损伤
相关分子模式以
发挥固有免疫应
答作用, 以进一步
说明TLRs在消化
系统疾病中的多
方面作用.
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TLR2. 随着对TLRs进一步的认识, 其他TLRs
也将成为这一研究的热点 .  并且 ,  通过影响

TLRs信号通路对消化系损伤进行治疗也将成

为现实. 
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2008 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
     	                                           			                   总被引频次 		                  影响因子                   

                                                    				      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 
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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.

代码	                          期刊名称
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Abstract
During the process of cancer metastasis, some 
cancer cells, termed circulating tumor cells 
(CTCs), are liberated from primary tumor tissue. 
New techniques have been developed to isolate 
and characterize these cells. The early detection 
of CTCs represents not only a powerful diagnos-
tic tool for cancer but also an important predic-
tive and prognostic marker for evaluation of dis-
ease progression and treatment response. In this 
article, we discuss the clinical utility of CTCs 
detection in breast, prostate, and colon cancer, 
and explore the future directions in this field.

Key Words: Circulating tumor cell; Breast cancer; 

Prostate cancer; Colorectal cancer

Yu F, Zhang Y, Shi LH, Yin ZF. Detection of circulating 
tumor cells: recent progress in clinical applications. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 2346-2349

摘要
循环肿瘤细胞是存在于外周血中的少量恶性
细胞, 起源于原发肿瘤或转移灶. 新技术的发
展使分离和鉴定循环肿瘤细胞成为可能. 循环
肿瘤细胞检测已被认为是一个可靠的预后指
标. 在治疗过程中随时预测疾病的进展和患者
的存活时间. 而系列监测结果能够更早地为医
生提供更多的信息, 从而能够制定更明确的治
疗方案. 本文综述了循环肿瘤细胞检测在乳腺
癌、前列腺癌和结直肠癌中的临床应用, 希望
帮助读者了解循环肿瘤细胞检测的适应证、

临床意义和存在的问题. 

关键词: 循环肿瘤细胞; 乳腺癌; 前列腺癌; 结直肠癌

余锋, 张妤, 施乐华, 殷正丰. 循环肿瘤细胞检测的临床应用.  世

界华人消化杂志  2010; 18(22): 2346-2349
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0  引言

目前认为 ,  肿瘤微转移灶起源于侵入循环中

的肿瘤细胞. 因此, 循环肿瘤细胞(circulat ing 
tumor cells, CTCs)可能是肿瘤远处转移的一种

标志. 近年来, 随着敏感分子技术的发展, 使得

分离、计数外周血CTCs成为可能. 在疾病早期

阶段, CTCs可能有助于良、恶性肿瘤的鉴别, 转
移风险的预测和判断. 在疾病进展期, CTCs或
许可以提供重要的预后信息, 以及帮助医生监

测治疗效果. 而且, CTCs可能反映肿瘤特征, 能
够指导治疗方案的制定, 并且可以作为靶向治

疗的靶标. 现有的CTCs分离、检测技术方法较

多, 各有利弊. 富集方法通常是基于CTCs的物

理性质(密度和大小)或免疫磁性, 包括梯度离心

法、过滤法、免疫磁性分选法. 检测方法包括

免疫学技术、基于RT-PCR技术、酶联免疫斑

点(ELISPOT)技术和CTCs芯片技术[1]. 其中免疫

®

■背景资料
肿瘤转移是一个
多阶段、多步骤
的复杂过程. 存在
于原发瘤和转移
瘤之外的肿瘤细
胞统称为游离肿
瘤细胞(ITCs). 其
中进入血流的又
称循环肿瘤细胞
(CTCs). 近年来, 
随着敏感分子技
术的发展, 使得分
离、计数外周血
C T C s成为可能 . 
目前CTCs的临床
意义在乳腺癌、

结直肠癌、前列
腺癌等多种肿瘤
中逐渐得到肯定.

■同行评议者
秦建民 ,  副教授 , 
上海中医药大学
附属普陀医院肝
胆外科
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磁性分选法是目前最常用的CTCs富集方法. 而
美国Veridex公司研发的专有技术CellSearchTM 
System已成为一个标准实验方案. 该系统的方法

学主要步骤包括: 上皮细胞黏附因子(epithelial 
cells adhesion molecule, EpCAM)抗体磁珠用于

捕获CTCs, 细胞内角蛋白荧光抗体(CK-PE)识别

上皮细胞、白细胞荧光抗体(CD45-APC)识别白

细胞以及DAPI荧光核染料用于生成细胞图像. 
符合肿瘤细胞学形态特征并且CK-PE+、DAPI+
和CD45-的细胞被定义为CTCs. 该检测可自动

分选从上皮性肿瘤脱落后进入血液中的肿瘤细

胞[2,3]. 只需要7.5 mL血液样本, 即可从400多亿血

细胞中检测到一个CTCs. 2004年, CellSearchTM 
S y s t e m已被美国食品药物管理署(F o o d a n d 
Drug Administration, FDA)批准进入临床, 应用

于预测转移性乳腺癌(metastatic breast cancer, 
MBC)、前列腺癌和结直肠癌的无进展生存时

间(progression-free survival, PFS)和总存活时间

(overall survival, OS). 本文就有关临床应用情况

进行综述, 希望帮助读者了解CTCs检测的适应

征和临床意义, 以及有待解决的问题. 

1  乳腺癌

Cristofanilli等[4]的研究涉及177名转移性MBC患
者, 在一种新的化疗方案开始前和完成后检测

外周血CTCs. 随访结果显示, 治疗前CTCs数为5
个/7.5 mL(以下相同)的阈值可用来预测患者的

存活时间. CTCs≥5个比<5个具有更短的平均无

进展生存时间(2.7 mo vs  7.0 mo, P <0.001), 前者

的总生存时间比后者也显著缩短(10.1 mo vs  18 
mo, P <0.001). 而且, 接受治疗后4 wk内CTCs数
下降, 与较长的无进展生存时间和总生存时间

相关[5], 因此也可预测生存时间. 多变量分析考

虑了许多预后因子, 如激素受体状态等, 结果表

明治疗前CTCs数量是预测无进展生存时间和总

生存时间最有力的因子. Dawood等[6]在一项大

型回顾性研究中证实了CTCs对于MBC患者预

后的重要意义. 研究发现, 38.4%患者CTCs≥5较
CTCs<5患者的中位总生存时间短(15 mo vs  28.3 
mo, P <0.0001). 这一相关性不依赖于激素水平、

人类表皮生长因子受体-2型(human epidermal 
growth factor receptor 2, HER-2/neu)基因表达水

平和转移灶位置. Budd等[7]比较了CTCs计数和

影像学检查对疾病进展和总生存时间的预测作

用. 138例已确诊的MBC患者在接受首次治疗

前、治疗后4 wk和10 wk分别检测CTCs. 在所

有影像学诊断为早期MBC患者中, CTCs≥5患

者的生存时间与CTCs<5患者有显著差异(15.3 
mo vs  26.9 mo, P  = 0.038). 而影像学诊断为进

展期但CTCs数较少的患者比CTCs数量多的患

者也有更长的生存时间(19.9 mo vs  6.4 mo, P  = 
0.0039). 因此, CTCs检测可以提供影像学检查以

外的诊断信息. 
虽然现有的数据支持CTCs作为MBC的一个

预后因子, 并且FDA已批准CellSearchTM System
用于预测MBC患者生存时间, 但基于CTCs检
测结果制定的治疗方案是否能改善疗效尚不明

确. 目前美国国家癌症研究中心西南协作组正

在针对这一问题进行临床试验研究(Southwest 
Oncology Group, SWOG 0500), 计划招募500例已

接受一次化疗的MBC患者进行CTCs检测. 将其

中CTCs计数持续偏高(CTCs>5)的患者随机分为

继续原有方案治疗组和改换其他方案治疗组, 观
察CTCs对不同治疗方案的反应. 有关研究结果

将最终决定CTCs能否用于指导MBC治疗方案的

制定. 因为美国临床肿瘤协会2007年关于MBC
肿瘤标志物指南中指出, CTCs检测不能用于诊

断MBC或更改治疗方案[8].

2  前列腺癌

Shaffer等[9]发现超过65%转移性前列腺癌患者

CTCs≥5, CTCs≥5患者的中位生存时间<1年; 
而CTCs<5患者的中位生存时间则>4年. Olmos
等 [10]研究了191例去势治疗失败的前列腺癌

(castration-resistant prostate cancer, CRPC)患者

治疗前和治疗后CTCs数与总生存时间的关系. 
较高的CTCs数与高碱性磷酸酶、低血红蛋白、

高前列腺特异性抗原(prostate specific antigen, 
PSA)、骨转移等相关. CTCs≥5患者的总生存

时间为19.5 mo, 而CTCs<5患者的总生存时间则

>30 mo(P  = 0.012). 另外, CTCs≥5患者在接受2
轮化疗后, CTCs数下降>30%的患者具有较长的

总生存时间. de Bono等[11]报道了相似的结果, 研
究涉及231例PSA≥5 μg/L的CRPC患者, 在开始

化疗之前检测CTCs. 之后每个月检测1次, 根据

CTCs数目将患者分为良好组(CTCs<5)和不良组

(CTCs≥5). 不良组总生存时间明显短于良好组

(11.5 mo vs  21.7 mo, P  = 0.0001). 治疗后CTCs计
数改善的患者比没有改善(仍然位于不良组)的
患者具有较长的总生存时间(21.3 mo vs  6.8 mo, 
P  = 0.0001). 而且, 治疗期间CTCs计数的变化比

治疗后不同时间点PSA变化更有预测价值. 因
此认为CTCs是CRPC的一个预后因子, 而且在

评估疗效方面可能比PSA更加敏感. Davis等[12]

■研发前沿
现 有 的 C T C s 分
离 、 检 测 技 术
方 法 较 多 ,  美
国 Ve r i d e x 公 司
研 发 的 专 有 技
术Cel lSea rch TM 
System可自动分
选从上皮性肿瘤
上脱落后进入血
液 中 的 肿 瘤 细
胞, 该技术已通过
FDA批准应用于
预测转移性乳腺
癌、前列腺癌和
结直肠癌的无进
展生存时间和总
存 活 时 间 .  虽 然
如 此 ,  但 是 基 于
CTCs检测结果而
制定的治疗方案
是否能改善疗效
尚不明确.

■相关报道
CTCs可能是原发
肿瘤基因和表型
特征的最好的代
表 .  分 离、鉴 定
外周血中的CTCs
可能适合潜在的
各种类型的肿瘤. 
而且 ,  CTCs可能
将用于干预治疗
决 策 的 制 定 ,  并
且可以作为分子
靶向应用的靶标.
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检测了97例行根治性CRPC切除术患者术前及

术后外周血, 并且同期检测了25例PSA增高但

前列腺活检没有发现肿瘤的患者外周血(作为

对照组), 比较了局限性CRPC患者CTCs与肿瘤

体积、病理分级、Gleason评分之间的关系. 检
测结果表明, 21%肿瘤患者和20%对照组患者检

测到CTCs, CTCs数量与肿瘤体积、病理分级、

Gleason评分之间没有相关性. 
相对MBC而言, CRPC有着多种可供使用

的生物学标志物. 由于PSA已被用来评价CRPC
的发生阶段, 以及跟踪肿瘤转移过程, 并作为

限制性局部治疗后肿瘤复发的指标, 临床上联

合CTCs评估CRPC预后则面临着更高的要求. 
Scher等[13]比较了CTCs计数变化和血清PSA含量

变化在CRPC一线治疗后疗效监测方面的价值, 
发现治疗后4、8、12 wk CTCs计数变化与生存

时间之间关系密切, 而与PSA含量变化之间则无

明显相关性.

3  结直肠癌

Cohen等[14]在一项初步研究中应用免疫磁珠分

选方法从转移性结直肠癌(metastatic colorectal 
cancer, MCRC)患者外周血中分离出CTCs, 发
现治疗期间CTCs数量变化可能预示着临床预

后. 在此基础上应用CellSearchTM System进行

了一项包括430例患者的前瞻性研究[15,16]. 根据

检测结果, 患者被分为不良组(CTCs≥3)和良

好组(CTCs<3). 与良好组相比, 不良组患者有

着较短的无进展生存时间(4.5 mo vs  7.9 mo, P  
= 0.0002)和总生存时间 (9.4 mo vs  18.5 mo, P  = 
0.0001). 治疗期间从不良组转变到良好组的患

者比持续位于不良组的患者有着相对较长的生

存期. 因此认为, 在治疗前和治疗期间CTCs计数

是MCRC患者无进展生存时间和总生存时间的

独立预测因子. 之后还根据年龄、肿瘤临床分

期、治疗方法、是否存在肝转移、不同的治疗

方案(奥沙利铂、伊替立康、贝伐单抗)等, 将上

述患者进一步分组. 在所有的次级分组中, 不良

组都有着相对较差的预后[16]. Koopman等[17]在

另一项前瞻性临床试验中, 将467例MCRC患者

随机分成卡倍他滨治疗组、奥沙利铂治疗组、

贝伐单抗联合西妥昔单抗和贝伐单抗不联合西

妥昔单抗治疗组. CTCs分析结果与Cohen等[14]

研究结果非常相似. 在开始时, 29%患者CTCs≥
3, 治疗期间这一比例下降. CTCs≥3患者组较

CTCs<3患者组具有明显不同的无进展生存时

间(8.2 mo vs  10.5 mo, P  = 0.0005)和总生存时间

(13.7 mo vs  22.2 mo, P  = 0.0001). 各随访时间点

亦有着相同趋势. 治疗期间任何时间点CTCs计
数对于无疾病进展时间和总生存时间的预测价

值都好于其他因素, 如病灶位置、乳酸脱氢酶

水平和治疗方案等. MCRC患者CTCs计数的预

测价值明显支持将CTCs作为一项判断预后的独

立指标. 
MCRC患者CTCs计数已能够提供预测信息. 

早期CRC患者CTCs检测的临床应用则处于研究

阶段. 如果希望基于CTCs水平来制定治疗方案, 
则需要进行前瞻性临床研究评价CTCs变化与疗

效的关系. 一旦确定CTCs计数能够指导选择出

“低风险”患者, 则可以让这些患者安全地中

断化疗(如停止使用奥沙利铂), 减轻不必要的毒

性反应, 并且进一步为他们提供更有效的个体

化治疗方案.

4  结论

CellSearchTM System是目前FDA批准进行临床应

用的唯一一个CTCs检测方案. 作为一个半自动

化检测技术, 可以减少人为因素造成的误差, 不
同实验室的检测结果具有很高的相关性[18]. 而
且, 样本采集后立即检测和放置72 h后检测, 其
结果之间没有明显差别[19]. 检验可随时进行, 结
果不受肿瘤细胞间断释放的影响, 便于对患者

进行实时监测. 对于MBC、CRPC和结肠癌而

言, CTCs检测已被认为是一种可靠的预后指标. 
在治疗过程中随时预测疾病的进展和患者的存

活时间. 而系列监测结果能够更早地为医生提

供更多的信息, 从而能够制定更明确的治疗方

案. 57% CRPC、37% MBC、30%结肠癌患者

样本都可以检出≥2个CTCs. 而健康志愿者和

非恶性肿瘤患者样本几乎没有这种现象[18]. 基
于CellSearchTM System的大多数临床试验采用

的阈值均是每7.5 mL血中3-5个CTCs. 在进展期

CRPC患者中, 如果CTCs>4则具有很高的预测价

值[20]. 尽管如此, 如何选择阈值目前尚存在争议. 
因此, 仍然需要多中心、大规模的临床研究确

定阈值和验证临床意义. 在疗效监测方面, 转移

性CRPC患者的生存时间与CTCs计数变化之间

关系密切, 而与PSA含量变化之间则无明显相关

性. 对于转移性MBC患者, 影像学诊断为相同病

程进展的患者, CTCs检测结果不同, 预后亦不相

同, CTCs检测可以提供影像学检查以外的诊断

信息. 对那些影像学诊断无法明确的疾病进展

情况(如无法明确的MBC或CRPC骨转移), 该检

测可能具有重大意义. 总而言之, CTCs的临床应

■应用要点
目前分离CTCs的
标准方法是依赖
于肿瘤细胞表面
上皮性抗原的磁
性激活细胞分选
技术, 该检测可随
时进行, 分选从上
皮性肿瘤上脱落
后进入血液中的
肿瘤细胞. 检测结
果已应用于预测
转移性乳腺癌、

前列腺癌和结直
肠癌的无进展生
存时间和总存活
时间.
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用仍处于起步阶段, 今后需要通过大规模多中

心的临床研究确定更多类型肿瘤的应用范围、

适应征和临床意义等. 进一步的研究还需明确

现有方法的敏感性. 也许更先进的技术, 如CTCs
芯片, 将进一步提高CTCs检测的敏感性和疾病

的检出率[21]. 另外, 对分离的CTCs进行针对性基

因分析可能有助于指导个体化治疗.
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■同行评价
本文对循环肿瘤
细胞检测在乳腺
癌、前列腺癌和
结直肠癌中的临
床应用作一简要
论述, 探讨循环肿
瘤细胞检测的适
应证、临床意义
和存在的问题, 具
有一定的学术参
考价值.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年8月8日; 18(22): 2350-2354
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

中药微球介入治疗肿瘤的研究进展

陈红宇, 王 炎, 李 琦

陈红宇, 王炎, 李琦, 上海中医药大学附属普陀医院肿瘤科 
实验中心 上海市 200062
上海市重点学科(第三期)基金资助项目, No. S30302
上海市卫生局青年基金资助项目, No. 2009Y91
作者贡献分布: 文献检索、文章撰写由陈红宇完成; 选题、指
导、审校由王炎与李琦完成.
通讯作者: 李琦, 副教授, 副主任医师, 硕士生导师, 200062, 上
海兰溪路164号, 上海中医药大学附属普陀医院肿瘤科, 实验中
心. lzwf@hotmail.com
电话: 021-62572723-4308
收稿日期: 2010-04-20   修回日期: 2010-07-01
接受日期: 2010-07-05   在线出版日期: 2010-08-08

Advances in research of 
microspheres containing 
Chinese medicine for 
interventional cancer therapy 

Hong-Yu Chen, Yan Wang, Qi Li

Hong-Yu Chen, Yan Wang, Qi Li, Department of On-
cology, Experimental Center, Putuo Hospital Affiliated 
to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, 
Shanghai 200062, China
Supported by: the Shanghai 3th Leading Academic Disci-
pline Project, No. S30302; and the Youth Foundation of the 
Shanghai Municipal Health Bureau, No. 2009Y91
Correspondence to: Associate Professor Qi Li, Depart-
ment of Oncology, Experimental Center, Putuo Hospital 
Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese 
Medicine, 164 Lanxi Road, Shanghai 200062, 
China. lzwf@hotmail.com
Received: 2010-04-20    Revised: 2010-07-01 
Accepted: 2010-07-05    Published online: 2010-08-08

Abstract
Drug-loaded microspheres represent a newly 
developed particulate drug delivery system that 
possesses the characteristics of controlled release 
and targeting delivery. The use of microsphere 
agents in Chinese medicine can make up for the 
deficiency of traditional preparations, improve 
bioavailability, and decrease use dosage and 
non-target toxicity, so it have controlled release 
and targeting characteristics. Therefore, the re-
search on microsphere agents has become a hot 
topic in the development of new delivery sys-
tem for Chinese medicine. In this paper, we will 
review the biological characteristics of micro-
sphere agents and discuss the recent advances 
and problems encountered in the research of 
microsphere agents.

Key Words: Microsphere; Chinese medicine; Can-
cer; Intervention
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摘要
药物微球是近年来利用微球化技术发展的药
物新剂型, 将微球制剂应用于中药可以弥补传
统剂型的缺陷, 提高生物利用度, 降低药物使
用剂量和非靶部位的毒性, 使其具有缓释和靶
向特性, 因此中药微球已成为中药新剂型给药
系统研究的热点. 我们就中药微球的生物学特
性、研究现状及存在的问题综述如下.

关键词: 微球; 中药; 肿瘤; 介入
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0  引言

药物微球是近年来发展的一种药物新剂型, 是
利用如淀粉、壳聚糖、聚乳酸、明胶等高分子

聚合物材料作为载体, 将固体或液体药物包裹

固化而形成的微小球状实体的固体骨架物, 其
直径大小不一, 一般在1-300 μm, 甚至更大, 属
于基质型骨架微粒[1]. 微球制剂作为一种新型给

药技术, 既能通过调节和控制药物的释放速度

实现长效的目的, 又能保护药物不受体内酶的

影响而降解, 掩盖药物的不良口味, 减少给药次

数和药物刺激, 降低毒性和不良反应, 提高疗效. 
此外, 微球还与某些细胞组织有特殊亲和性, 能
被器官组织的网状内皮系统所内吞或被细胞融

合, 集中于靶区逐步扩散释出药物或被溶酶体

中的酶降解而释出药物, 从而起到靶向治疗的

作用. 我国在微球制剂领域的研究开始于20世
纪70年代, 随着微球制剂制备技术日臻成熟, 中
药微球靶向抗肿瘤药物不断涌现, 从而为肿瘤

的介入治疗提供了新的方法和手段.

®

■背景资料
对不能手术切除
的 肿 瘤 患 者 ,  介
入治疗是一种最
为有效的非手术
疗 法 .  中 药 微 球
由于其低毒、缓
释、靶向、栓塞
的特性而广泛应
用于各种肿瘤的
介 入 治 疗 中 ,  对
其进行探讨有助
于为肿瘤的介入
治疗提供新的思
路和方法.

■同行评议者
曹鹏 ,  副研究员 , 
江苏省中医药研
究院细胞与分子
生物学实验室
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1  中药微球的生物学特性

1.1 缓释性 微球中药物的释放可以通过骨架溶

蚀[如聚乳酸(polylactic acid, PLA)和乳酸/羟基

乙酸共聚物(poly lactic-co-glycolic acid, PLGA)
的降解]、表面溶蚀(如聚邻酯和聚酐类聚合物

的降解 [2])、整体崩解、水汽膨胀、解离扩散

及解吸附等方法[3], 使微球中包裹的药物释放

速度变慢, 成为长效制剂, 可减少给药次数, 消
减药物峰谷现象. 中药通过各种物理化学方法

进行修饰装备成药物-载体复合物微球 ,  取得

了很好的缓释效果. 刘丹岩等[4]以PLA为载体

材料, 制备了苦参碱聚乳酸微球, 体外释放曲

线可见其初期有药物突释现象, 随后微球中的

药物呈持续缓慢释放, 在玻璃体腔内随时间延

长表现为逐渐降解的过程, 具有明显的缓释效

果, 有望成为一种理想的防治增生性玻璃体视

网膜病变的给药系统. 朱陵君等[5]以自行合成

的单甲氧基聚乙二醇-聚己内酯为原料, 制备负

载汉防己甲素的高分子纳米微球, 体外释放实

验显示汉防己甲素载药纳米微球具有一定的缓

释特征, 具有良好的应用前景和价值. 符旭东 
等[6]以PLGA为载体, 制备了石杉碱甲缓释微球, 
并从药动学和药效学两个方面评价其在大鼠体

内的缓释效果, 结果表明石杉碱甲缓释微球在

体内外均具有良好的缓释效果.
1.2 靶向性 微球靶向给药系统是依据机体不同

的组织部位的生理学特性对不同大小微粒的不

同阻留性而建立的, 通过生物体内的物理和生

理作用能使这些混悬微粒选择性的聚集于肝、

脾、肺、淋巴等部位, 释放药物而发挥疗效[7]. 
中药靶向微球制剂主要包括被动靶向制剂和磁

靶向制剂. (1)被动靶向微球制剂是利用载体的

组成、粒径、电荷等特征, 通过生物体内各组

织细胞的内吞、融合、吸附和材料交换、毛细

血管截留或利用病变组织毛细血管的高通透性

等方式将药物传递至不同靶组织区域, 从而发

挥靶向给药作用的制剂, 又称自然靶向制剂[8]. 
程国华等[9]以PLA为载体材料制备出粒径在7-15 
μm的汉防己甲素微球, 分别对小鼠尾静脉注射

汉防己甲素聚乳酸微球和汉防己甲素注射剂, 
结果显示应用汉防己甲素聚乳酸微球后汉防己

甲素在小鼠各组织中浓度明显高于普通溶液制

剂, 且药物选择性浓集于肺部, 具有明显的肺靶

向性. (2)磁靶向微球的基本原理为: 磁性载药微

球作为药物载体, 被注射到体内, 在外部施加一

定场强的磁场, 通过磁性药物微球的流动性能

和磁场的诱导性能, 逐渐将磁性药物载体移向

病变区, 然后药物以受控方式(酶的活性或者生

理条件的改变, 例如pH值、渗透压和温度改变

等)缓慢定位释放, 集中在靶区发挥作用[10]. 张仲

海等[11]用人血清白蛋白包埋的方法制备了秋水

仙碱磁微球, 通过外磁场引导定位, 对裸鼠乳腺

癌移植瘤进行实验治疗, 结果表明秋水仙碱磁

微球对于定位治疗乳腺癌有较好疗效且毒性显

著降低.
1.3 栓塞性 药物微球通过动脉插管注入肿瘤供

血动脉后, 对肿瘤毛细血管网的栓塞较为完全, 
直径大于12 μm的微球被一级毛细血管网所截

获, 直径更小的微球能到达毛细血管末梢阻断

至毛细血管前动脉水平, 所以与常规栓塞剂相

比更不易形成侧枝循环, 癌组织坏死更彻底, 在
发挥栓塞作用的同时, 微球中的药物可集中在

肿瘤区释药, 故既可产生栓塞效应, 又可作为抗

癌药物的携带者, 使肿瘤区的药物长时间的维

持在较高浓度水平[12,13]. 李欣等[14]制备了5-FU白

芨微球并用其对兔VX2移植性肝癌模型进行栓

塞化疗研究, 结果显示5-FU白芨微球具有良好

的血管栓塞作用, 使用方便、安全, 是一种理想

的末梢性栓塞剂. 施华平等[15]采用莪术油和丝

裂霉素两种药物制备出的复方莪术油微球, 观
察其肝动脉栓塞対大鼠移植性肝癌的治疗作用, 
结果显示复方莪术油微球组灌注后肝肿瘤体积

明显减小, 对肿瘤生长率的抑制更明显, 肿瘤组

织坏死程度高于其他组. 李琦等[16]采用乳化-化
学交联法制备出去甲斑蝥素-海藻/聚酸酐微球

(N-MS), 平均粒径为69.6 μm左右, 去甲斑蝥素

的含量为4.3%, 动物实验结果表明N-MS介入栓

塞治疗后肿瘤组织坏死明显、生长受到抑制、

动物生存期延长.

2  肿瘤介入治疗中常用的中药微球

介入治疗是近年来新兴治疗方法, 包括血管内

介入和非血管介入治疗, 血管内介入治疗常用

Seldinger技术: 局麻下经股动脉穿刺, 在X线电

视监控下, 将导管选择性插入肿瘤供血动脉注

入抗癌药物、栓塞剂. 一方面又提高了局部药

物浓度, 另一方面通过栓塞使肿瘤缺血缺氧坏

死. 与内科外科的传统治疗相比, 他具有疗效确

切和微创的特点[17,18]. 对于目前治疗难度大的恶

性肿瘤, 介入治疗(局部动脉灌注、化疗栓塞)可
明显地提高肿瘤局部药物浓度, 同时减少药物

对身体和其他器官的不良反应. 药物微球由于

■研发前沿
自20世纪60、70
年代微球化技术
得到广泛应用以
来, 各种中药及相
关单体的微球制
剂成为肿瘤介入
治疗领域研究的
热点.
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其缓释、靶向、栓塞的特性而广泛应用于子宫

平滑肌瘤、神经系统肿瘤、骨肿瘤等的介入治

疗中[19-21], 显示出了优越的栓塞性能和良好的临

床疗效. 中药微球除具有以上的优点外, 尚有低

毒的优势, 可减轻常规化疗药的骨髓抑制、肝

肾功能损害及免疫抑制等不良反应. 因此, 近年

来将中药微球应用于肿瘤的介入治疗成为介入

治疗领域中的热点.
2.1 中药单体化合物的微球制剂 中药单体化合

物的化学结构和物理化学性质明确, 其制备工

艺和载体材料选择等方面与化学药比较接近, 
可以建立有效的质量监控指标和方法, 进行深

入的药理学研究, 因而近年来对该类中药微球

制剂的研究比较活跃和深入, 涌现出大量具有

缓释或靶向作用的中药单体化合物微球制剂. 
紫杉醇是从红豆杉科红豆杉属植物的树干和树

皮中提取的一种具有独特结构的二萜类成分, 
其骨架被命名为紫杉烷, 具有良好的抗癌活性, 
能够促进微管聚合并稳定微管, 抑制细胞的有

丝分裂从而达到抗肿瘤作用. 谢明等[22]以PLGA
为载体制备出紫杉醇缓释微球, 并评估紫杉醇

微球瘤内直接注射对裸鼠Hep-2移植瘤的疗效, 
结果显示与紫杉醇瘤内注射组相比, 紫杉醇微球

瘤内注射治疗各组的抑瘤率高、肿瘤体积和重

量均明显减小. 鲍滨等[23]以可生物降解材料聚己

内酯(polycaprolactone, PCL)为原料制备出载紫

杉醇亚微球, 观察其治疗实验小鼠乳腺癌的效

果, 肿瘤局部注射紫杉醇亚微球2 wk后观察抑瘤

率, 结果显示紫杉醇亚微球中剂量组和高剂量

组对小鼠乳腺癌的抑瘤率高于紫素阳性对照组. 
黄惠风等[24]观察不同浓度磁性纳米紫杉醇微球

在不同时间段对人胃癌细胞生长和凋亡的影响, 
结果显示磁性纳米紫杉醇微球可诱导人胃癌细

胞凋亡且具有控释效应, 可延长药物对胃癌细

胞的有效作用时间, 同时载药纳米微球没有改

变紫杉醇成分的生物学活性. 李琦等[25]采用改

良的复乳-液中干燥法制备出蜂毒素-聚乳酸/羟
乙酸微球, 经肝动脉灌注蜂毒素-聚乳酸/羟基乙

酸微球治疗大鼠肝癌, 比较治疗后各组大鼠的

肿瘤生长情况、肿瘤坏死程度和生存时间, 结
果微球组肿瘤坏死更广泛、更彻底, 抗肿瘤效

果明显优于单纯的蜂毒素和空白微球. 徐阿祥 
等 [26]选择18例无法手术及晚期的膀胱癌患者, 
采用髂内动脉插管技术, 把喜树碱微球通过导

管栓入膀胱肿瘤的供血动脉, 栓塞治疗后17例
患者肿瘤出现不同程度坏死, 瘤体缩小, 血尿症

状全部消失, 未见明显不良反应, 1例无效. 范健 
等[27]用乳化聚合法制备了华蟾酥精明胶微球, 使
其选择性地栓塞肝窦前动脉, 结果示药物微球

组未见明显过敏反应和不良反应, 肝功能无明

显损害, 外周血白细胞增加明显, 由于其强烈的

致血管炎作用, 可致被栓塞血管产生血管炎和

继发性栓塞, 加强栓塞效果.
2.2 单味中药提取物的微球制剂 随着中药的提

取、分离和精制技术不断完善, 许多单味中药

已经可以获得组成和药效都比较明确的有效成

分提取物, 这使得运用微球化技术研制该类中

药的微球制剂成为可能. 尽管目前此类制剂不

多, 但却具有很好的发展前景. 莪术油为抗癌中

药莪术经蒸馏得到的挥发油, 不仅具有抗癌活

性, 还具有抗病毒、改善微循环等作用, 是一种

低毒性抗癌药物. 邓嵘等[28]将莪术油制成符合

肝动脉栓塞要求的莪术油明胶微球, 其球径在

40-160 μm的微球占97.16%, 体外释药12 h累积

释放达80%, 释药规律符合一级动力学模型, 肝
动脉栓塞荷瘤大鼠后, 结果表明平均生存率显

著延长, 肿瘤体积显著减小. 吴万垠等[29]利用大

鼠移植性肝癌模型肝动脉灌注莪术油微球, 实
验高低剂量组与对照组比较大鼠肿瘤生长抑制

率均受到显著抑制, 肿瘤坏死以重度为主, 生存

时间亦明显延长. 徐凯等[30]将41例肝癌患者分为

治疗组和对照组, 治疗组予莪术油微球和华蟾

素、艾迪注射液等经肝动脉灌注; 对照组给予

化学治疗药物和碘化油等灌注, 结果两组治疗

前后的白细胞下降、血小板下降、血红蛋白下

降和恶心呕吐等不良反应, 治疗组的发生率均

低于对照组, 其中白细胞下降、恶心呕吐差异

有显著性.
2.3 中药复方的微球制剂 目前, 中药复方的微球

制剂的数量还比较少, 对其研究也不够深入, 现
阶段主要选择药味较少、作用显著、质量可控

的中药复方开展微球制剂的研究. 刘晓华等[31]

采用对消化系肿瘤治疗效果较好的中药复方(主
药为丹参、长不老、龙葵等药)化瘀散结药物浸

膏与5-FU复合, 制成粒度、含药量、含磁量一

定的磁性微球制剂, 他可在体外磁场的定向引

导下, 浓集并滞留在靶区癌组织上, 定位释放药

物, 从而提高了疗效, 降低了不良反应, 临床治疗

54例食管和胃肿瘤, 总有效率87.05%. 郑谊等[32]

将主药为川乌、草乌、莪术、白花蛇舌草、麦

冬、沙参、虎杖、生地等组成的抗癌中药复方, 
提取浓缩精制成25-100 μm的栓塞微球, 用于家

■创新盘点
本文从中药微球
的生物学特性及
肿瘤介入治疗中
常用的中药微球
制剂两个方面, 对
中药微球在肿瘤
介入治疗中的应
用进行了概述, 并
提出了目前存在
的问题及发展趋
势, 为中药微球在
肿瘤介入治疗中
的广泛应用提供
了理论依据.



www.wjgnet.com

陈红宇, 等. 中药微球介入治疗肿瘤的研究进展							                 2353

兔肺、肝动脉插管给药, 栓塞后24 d, 均见肝动

脉及较大分支管径重新缩小变细, 末梢分支无

明显显影, 肝血管未见明显的侧枝循环形成, 与
环磷酰胺等其他3组对照, 实验表明具有明显的

肿瘤抑制和杀伤作用, 并可通过机械栓塞肿瘤末

梢血管, 阻断、破坏供血而抗肿瘤. 陈自谦等[33]

根据药典提供的数味具有抗癌和促凝作用的中

草药, 将主要成分为三七、莪术、壳聚糖、白

芨胶、雷公藤等原药或成品药组成的抗癌中药

复方, 制成粒径约200-300 μm的栓塞剂, 并应用

其进行猪肝动脉栓塞, 结果显示该栓塞剂栓塞

部位主要是末梢小动脉, 栓塞牢靠, 维持时间可

达5 wk, 不易形成侧枝循环; 经光镜和电镜观察

其对正常肝组织损失轻微, 仅出现栓塞部位的

肝细胞水变性和胞质灶性坏死.

3  结论

中药微球制剂具有缓释、靶向、减少药物刺激, 
降低不良反应, 提高疗效等优点, 使其在肿瘤治

疗领域中具有很大的发展前途. 但大多都还处

在基础研究阶段, 研究方向主要停留在制剂工

艺和动物体内靶向分布, 临床研究较少. 同时, 
中药微粒制剂在制备工艺及质量控制等方面存

在许多问题. 如控制微球粒度、药物的突释等

问题尚未得到有效解决. 目前的中药微球制剂大

多数是中药单体药物, 中药复方因其药效成分非

常复杂, 发挥疗效的机制也不甚明确, 因而在载

体材料选择、处方设计、质量监控指标和方法

的建立等方面都面临较大的困难. 因此, 中药微

球制剂的研究应当在中医药理论的指导下, 突
出中医药特色, 充分利用现代先进的药剂学技

术、方法和手段, 开发中药复方微球制剂, 重视

载体材料等相关辅料的研究和开发, 制定出一

系列中药微球制备工艺的相关标准和适合中药

微球制剂的质量监控指标和质量评价方法, 推
动我国中药微球制剂的发展, 使中药微球制剂

成为安全、有效、稳定、可控的现代中药制剂

而应用于临床肿瘤的治疗, 从而发挥中药的优

势, 使祖国传统医药在医疗服务中发挥更大的

作用.
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effect of 
acupuncture at He-Sea point and Front-Mu point 
of the stomach meridian on gastric stress ulcer 
(SU) in rats and to explore potential mechanisms 
involved.

METHODS: Thirty-five Wistar rats were ran-
domly divided into five groups: blank control 

group, model group, He-Sea point (Zusanli) 
group, Front-Mu point (Zhongwan) group, and 
He-Sea and Front-Mu point (He-Mu) group. 
Gastric SU was induced in rats by water immer-
sion and restraint. Proteomic alterations in the 
stomach of rats were analyzed by nano-two-
dimensional liquid chromatography (nano-2D-
LC).

RESULTS: Five chromatographic peaks at a re-
tention time between 27 and 32 min were noted 
on the chromatograms in the model group and 
acupuncture treatment groups. The retention 
time of these five peaks was basically identical. 
The peak area was largest in the model group, 
followed by the Front-Mu point group, He-Sea 
point group and He-Mu group.

CONCLUSION: Acupuncture at He-Sea point 
and Front-Mu point exerts a therapeutic effect 
on SU possibly by altering the expression of 
some proteins.

Key Words: Gastric stress ulcer; Matching acupoint; 
Nano-2D-LC; Spectrum peak
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摘要
目的: 揭示合募配穴法治疗胃溃疡特异性效
应和协同机制. 

方法: 大鼠35只随机分为空白对照组、应激
性胃溃疡模型组、募穴组(中脘穴)、下合穴
组(足三里组)和合募配穴组(中脘穴配足三里
穴组), 利用水浸加捆绑法复制应激性胃溃疡
模型大鼠, 借助纳升级二维液相色谱(Nano-
2D-LC)技术研究大鼠胃经下合穴及募穴针刺
后胃组织差异蛋白表达谱峰. 

结果: 在保留时间27和32 min时, 模型组、募
穴组、下合穴组和合募配穴组比空白对照组
多出色谱峰5个, 并且色谱峰5个的峰面积依次

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃溃疡是全球性
多 发 病 、 常 见
病, 也是世界范围
内严重影响人类
健康的常见病之
一. 针灸疗法因其
简便、高效、安
全、无不良反应
等特点, 被广泛用
于治疗胃溃疡及
溃疡复发.

■同行评议者
王富春, 教授, 长春
中医药大学针灸
推拿学院; 沈克平, 
主任医师, 上海中
医药大学附属龙
华医院肿瘤科



对应缩小.

结论: 针刺对应激性胃溃疡的治疗机制可能
与5种多肽含量的减小有关.

关键词: 应激性胃溃疡; 合募配穴; 纳升级二维液相

色谱; 差异多肽谱峰
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0  引言

针灸疗法被广泛用于治疗胃溃疡及溃疡复发[1,2]. 
蛋白质组学技术已经被用于针灸防治胃溃疡的

机制研究[3]. 本文从合募配穴治疗胃溃疡的有效

性出发[4], 对应激性胃溃疡大鼠进行针刺治疗, 
利用纳升级二维液相色谱(nano-two-dimensional 
liquid chromatograph, nano-2D-LC)技术对针刺

治疗后的胃组织匀浆液进行蛋白质组研究, 以
揭示针灸防治胃溃疡的现代生物学机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠35只, ♂, 体质量200 
g±30 g, 由长春高新医学动物实验研究中心

提供, 实验动物合格证号: 0003845. 乙腈(ACN, 
G.R., Fisher Scientific Fair Lawn), 甲酸(FA, G.R., 
Fluka), 胰蛋白酶(Trypsin, Sigma, St. Louis, MO), 
牛血清白蛋白(BSA, A.R., Sigma), 苯甲基磺酰氟

(PMSF, A.R., Amresco), 醋酸铵(NH4AC, A.R., 北
京化工厂), 碳酸氢铵(NH4HCO3, A.R., 北京化工

厂). Agilent 1100纳升级的多维液相分析系统, 美
国Agilent公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将35只大鼠分为如下5组(n  = 7), 分
别是: 空白对照组; 应激性胃溃疡模型组; 募穴

(中脘)组; 下合穴(足三里)组; 合募配穴(中脘穴

配足三里穴)组. 
1.2.2 穴位选取和针刺治疗: “足三里”、“中

脘”的选取参照大鼠常用针灸穴位定位标准[5]. 
按照分组要求, 各组大鼠依照分组所取穴位, 合
募配穴组取“足三里穴”加“中脘穴”针刺, 
下合穴组取“足三里穴”针刺, 募穴组取“中

脘穴”针刺, 均采用平补平泻针法治疗, 每日1
次, 每次留针20 min, 连续施术2 d; 模型组每日

同样抓取, 不针刺; 空白对照组正常喂养, 不予

处理. 
1.2.3 模型复制: 依据文献进行模型复制[6,7], 将所
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有实验大鼠造模前禁食不禁水24 h, 将模型组, 
募穴组, 下合穴组, 合募配穴组大鼠四肢捆绑固

定于木板上, 将木板直立浸于23 ℃±1 ℃的恒

温水槽中, 液面保持在大鼠胸骨剑突水平; 空白

对照组大鼠不予处理; 模型组, 募穴组, 下合穴

组, 合募配穴组大鼠同时浸泡; 5组大鼠于24 h后
颈椎脱臼法处死. 
1.2.4 鼠胃组织蛋白提取: 将35只大鼠用颈椎脱

臼法处死后, 迅速剪取溃疡部胃组织, 用冰的生

理盐水冲洗3次以除去体液及血液中一些可能

的污染物. 用滤纸吸净多余水分, 将鼠胃组织切

成约3 mm3小块, 接着称质量, 以1∶8(g∶mL)的
比例加入提取液(含1 mmol/L PMSF的水溶液)
后用玻璃匀浆器对胃组织进行匀浆. 匀浆液在

冰浴中混悬20 min, 然后在4 ℃条件下以13 000 
r/min离心10 min. 收集上清液, 贮存在-80 ℃冰

箱留待下一步使用. 
1.2.5 鼠胃组织匀浆液总蛋白含量测定: 采取

Bradfo rd法[8], 以牛血清白蛋白作标准品, 用
SmartSpec3000分光光度计进行定量. 
1.2.6 酶解反应: 取10 μL样品, 用100 mmol/L 
NH4HCO3水溶液调节其pH值至7.5-8后, 煮沸5 
min, 加入15% ACN, 冷至室温, 将胰蛋白酶加入

该溶液中, 使样品与胰蛋白酶的质量比为40∶1. 
该样品液在37 ℃水浴条件下过夜后, 滴入FA使

pH值至3-4以终止酶解反应. 
1.2.7 蛋白质酶解物的nano-2D-LC分离: 第一

维强阳离子交换(Strong Cation-Exchange, SCX)
色谱柱采用Agilent ZORBAX Bio-SCX Series
Ⅱ(50 mm×0.8 mm, 3 μm), 上样液与纳升级

分析型反相液相色谱流动相A相同, 即流动相

A: H2O-ACN-FA(体积比为95∶5∶0.1)溶液. 洗
脱液为0.5 mol/L的NH4Ac, 洗脱15 min, 流速: 
10 μL/min. 富集柱: C18柱为Agilent ZORBAX 
300SB(50×0.3 mm, 5 μm). 样品的预浓缩和除

盐时所用的溶液与纳升级液相色谱流动相A
相同. 第二维纳升级分析型RPLC柱: C18柱为

Agilent ZORBAX SB(150×0.5 mm, 5 μm). 所用

流动相A为H2O-ACN-FA(体积比为95∶5∶0.1)
溶液; B液为H2O-ACN-FA(体积比为5∶95∶0.1)
溶液, 线性梯度洗脱程序: 0-15 min, 上样除盐; 
15-25 min, 0%B-50%B; 25-35 min, 50% B-99% 
B; 35-45 min, 99% B-0% B, 流速4 μL/min, 多波

长检测器(Multiwavelength Detector, MWD), 检
测波长214 nm. 鼠胃组织蛋白提取液的酶解样

品由在线的nano-2D-LC系统完成分离. 第一维
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■研发前沿
以整体的观念和
角 度 ,  从 基 因、

蛋白质和代谢物
入 手 ,  构 建 针 灸
组穴治疗胃溃疡
效应研究的技术
平 台 和 方 法 ,  为
腧穴效应研究、

脏腑病证治疗和
中医药现代化提
供新的技术和理
论体系.

■创新盘点
本实验利用nano-
2D-LC技术, 筛选
并分离合募配穴
法防治应激性胃
溃疡大鼠胃组织
中的特定效应蛋
白, 揭示合募配穴
法防止胃溃疡的
作用机制. 此法改
变了以往单个蛋
白的静态研究, 从
蛋白质组的整体
变化研究胃溃疡
针灸效应的物质
基础, 阐明针灸疗
效的现代生物学
机制.
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是基于静电作用的离子交换色谱分离, 第二维

是基于疏水作用的反相液相色谱分离. 

2  结果

第一维采用SCX柱, 通过0.25 mol/L的NH4Ac溶液

置换, 由富集柱除盐吸附组分后反冲入反相液相

色谱柱线形洗脱, 最后进入多波长检测器分析.
5组酶解液所有成分的色谱峰在40 min内出

完, 比较5组色谱图(图1). 图1是5组样品重叠比

较的色谱图. 观察空白对照组、模型组和各治

疗组色谱图, 在保留时间27-32 min时, 模型组和

各治疗组比空白对照组多出5个色谱峰, 即模型

组、下合穴组、募穴组及合募配穴组具有保留

时间基本一致的5个多肽峰, 详细数据见表1, 各
峰在4组间的保留时间差小于0.5 min, 峰1、2、
3、4、5的保留时间在4组间均无显著差异(均
P >0.05), 故确定为共有多肽峰. 在空白对照组中

未见这5个共有峰, 提示共有峰属于大鼠病理状

态下产生的5种特异性多肽.
比较4组间5个色谱峰峰面积大小(图1), 可见

模型组与治疗组相比, 5个共有峰的各个峰面积

对应减小, 详细数据见表2. 共有峰1、2、3、4、
5的峰面积积分在模型组、募穴组、下合穴组和

合募配穴组中呈现逐渐减小趋势, 组间峰面积积

分比较均有非常显著性差异(均P <0.01), 并且合

募配穴组峰面积积分最小, 最接近正常状态.

3  讨论

中医针灸疗法在治疗胃溃疡中具有很好的疗效, 

特别是选取中脘、足三里等穴配伍治疗胃溃疡

等疾病效果显著[9]. 研究表明: 针刺足三里、中

脘穴可有效改善胃肠运动失调, 其调整作用可

使胃分泌功能协调, 使胃窦部位运动趋于正常, 
胃节律恢复正常, 胃排空不受阻碍; 还能使处于

病理状态下的胃电振幅恢复正常[10]. 针刺胃经穴

对胃的运动、分泌以及胃黏膜损伤修复皆有明

显的调节作用[11], 研究发现针刺治疗胃溃疡的机

制可能与针刺参与胃黏膜细胞分裂和增殖的信

号转导机制有关[12]. 但目前针刺防治胃溃疡机制

研究大都局限于以胃或胃局部改变为对象, 或
以单一的指标改变进行观察, 研究结果难以体

现中医“胃腑”的整体功能变化规律, 更难反

映“胃腑”与其他脏腑的密切联系和相互作用. 
由于针灸效应的整体性, 仅从单个蛋白的静态

研究难以全面反映针灸效应的整体变化, 因此

改变以往单个蛋白的静态研究而从蛋白质组的

整体变化研究针灸的效应将是针灸学研究的一

表  1  4组样品共有色谱峰保留时间比较 (min, mean±SD)

     
	              模型组		  募穴组	                  下合穴组		   合募配穴组	          平均

峰1	       27.286±0.68	          27.189±0.79	             27.045±0.54	 26.894±0.47	 27.1035±0.62

峰2	       28.023±0.88	          27.947±0.53	             27.909±0.38	 27.811±0.65	 27.9225±0.61

峰3	       28.980±0.89	          28.850±0.92	             28.700±0.71	 28.606±0.76	 28.7840±0.82

峰4	       30.934±0.31	          30.859±0.24	             30.814±0.41	 30.749±0.28	 30.8390±0.31

峰5	       31.546±0.87	          31.386±0.77	             31.338±0.62	 31.262±0.70	 31.3830±0.74

表  2  4组样品共有色谱峰峰面积比较 (mAu, mean±SD)

     
分组 	                共有峰峰1面积           共有峰峰2面积            共有峰峰3面积          共有峰峰4面积         共有峰峰5面积

模型组 1 711.8±2.89d 18 734.1±5.87d 12 339.8±4.28d 4 464.9±8.95d 4 163.4±1.56d

募穴组    868.2±6.23bd   7 322.9±4.64bd   5 929.0±6.75bd 2 543.3±6.31bd 2 361.3±2.35bd

下合穴组    786.9±5.21bdf   3 604.7±7.21bdf   3 656.3±5.37bdf 1 608.3±7.39bdf 1 554.9±2.61bdf

合募配穴组    549.6±4.68b   1 565.7±6.88b   1 080.0±6.26b    694.5±6.27b    701.3±1.43b

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  合募配穴组; fP<0.01 vs  募穴组.
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图  1  5组鼠胃组织酶解多肽的SCX-RPLC二维分离图(重叠). 
A: 空白对照组; B: 模型组; C: 募穴组; D: 下合穴组; E: 合募

配穴组. 1-5为B、C、D、E组的共有色谱峰.

■应用要点
现代科技手段与
针灸研究的基础
工作相融合将成
为针灸效应研究
新的发展方向, 必
将为腧穴效应研
究、脏腑病证治
疗和中医药现代
化提供新的技术
和理论体系, 也将
为解决当代中医
药学的重大疑难
问题提供可寻求
的新途径.
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个突破口. 蛋白质组首先由澳大利亚Macquarie
大学的Williams和Wilkins于1994年提出, 指的是

“一个细胞或组织所表达的全部蛋白质”[13]. 蛋
白质组学(Proteomics)即以蛋白质组为研究对象, 
从蛋白质组的水平进一步认识生命活动的机制

和疾病发生的分子机制, 是对生物体在蛋白质

水平定量、动态、整体性的研究. 蛋白质组所

体现的时空性与整体性, 与中医精髓的整体观

念亦十分贴近[14]; 同时, 蛋白质组学通过采用高

分辨率的蛋白质分离手段, 结合高效率的蛋白质

鉴定技术, 全景式地研究在各种特定情况下的蛋

白质谱[15], 这一主要特点为中医针灸的整体调节

效应研究提供了有利的理论指导与技术支撑.
本实验结果显示, 空白对照组与模型组和

治疗组色谱图, 在保留时间27-32 min时, 模型

组、下合穴组、募穴组及合募配穴组具有5个
多肽峰保留时间基本一致, 各峰在4组间的保留

时间差小于0.5 min, 峰1、2、3、4、5的保留时

间在4组间均无显著差异(均P >0.05), 故确定为

共有多肽峰. 在空白对照组中未见这5个共有峰, 
提示共有峰属于大鼠病理状态下产生的5种特

异性多肽. 
比较4组间5个色谱峰峰面积积分, 共有峰

1、2、3、4、5的峰面积积分在模型组、募穴

组、下合穴组和合募配穴组中呈现逐渐减小趋

势, 组间峰面积积分比较有非常显著性差异(均
P <0.01), 并且合募配穴组峰面积积分最小, 最接

近正常状态. 通过比较发现, 针刺后5种特异性

多肽峰的峰面积积分都明显减小, 并且针刺足

三里穴比针刺中脘穴的减小程度大, 合募配穴

组比单纯针刺中脘或足三里穴对其峰面积积分

减小的程度更大, 表明针刺能够减小这5种多肽

的含量, 并且针刺中脘穴、足三里穴及中脘穴

配足三里穴对5种多肽含量减小的程度依次增

大, 合募配穴比单纯选用下合穴或募穴对5种特

异性多肽的作用强, 提示针刺对应激性胃溃疡

的治疗机制可能与这5种多肽含量的减小有关, 
合募配穴比单用下合穴或募穴对应激性胃溃疡

的治疗作用更强, 即合募配穴的疗效优于单纯

针刺中脘穴或足三里穴, 同时单纯针刺足三里

穴的疗效优于单纯针刺中脘穴[16], 这与胃溃疡

等胃腑疾病的临床表现和针灸治疗胃腑疾病的

实践相一致.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
China-made acetic octreotide in the treatment of 
bleeding from esophageal varices by comparing 
with imported octreotide (Sandostatin).

METHODS: A computer-based search of the Co-
chrane library, Medline, PubMed, China Journal 
Full-text Database and CBM database, in combi-
nation with a manual search of relevant journals, 
was performed to identify relevant randomized 
controlled trials that evaluated the use of acetic 
octreotide in the treatment of bleeding from 
esophageal varices, regardless of language. A 

meta-analysis was conducted using the method 
for Cochrane systematic review.

RESULTS: Five trials involving 557 patients, in-
cluding 285 treated with China-made acetic oc-
treotide and 272 treated with Sandostatin, were 
included in the systematic review. No significant 
differences were found in the efficacy (OR = 
1.14; 95%CI: 0.64-2.05; P = 0.62) and safety (RR = 
1.61; 95%CI: 0.57-4.50; P = 0.93) between the two 
groups. There were also no significant differenc-
es in the frequency and amount of hematemesis 
and black stools between the two groups.

CONCLUSION: China-made acetic octreotide 
is effective and safe in the treatment of bleed-
ing from esophageal varices in comparison with 
Sandostatin.

Key Words: Acetic octreotide; Sandostatin; Bleed-
ing from esophageal varices; Efficacy; Safety; Sys-
tematic review; Meta-analysis

Yang Z, Li XJ, Guo JH, Chen JM, Rong C, Zhang X. 
Efficacy and safety of China-made acetic octreotide in 
the treatment of bleeding from esophageal varices: a 
systematic review. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(22): 2365-2369

摘要
目的: 评价国产醋酸奥曲肽注射液治疗肝硬
化门静脉高压食管胃底静脉曲张急性出血的
疗效和安全性. 

方法: 计算机检索Cochrane图书馆临床对照试
验, Medline、PubMed及中国期刊全文数据库, 
中国生物医学文献数据库等中外文数据库. 并
辅以文献追溯、手工检索等方法收集查阅文
献. 凡评价国产醋酸奥曲肽注射液治疗肝硬
化门静脉高压食管胃底静脉曲张急性出血的
随机对照试验, 无论语种、是否采用盲法均纳
入, 应用国际Cochrane协作网系统评价方法对
其疗效和安全性进行Meta分析. 

结果: 共纳试验5个包括患者557例. 试验组

www.wjgnet.com
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■背景资料
食管胃底静脉曲
张破裂出血是肝
硬化最严重的并
发症和死亡原因. 
目前药物治疗是
首选方法, 而生长
抑素及类似物是
药中首选. 奥曲肽
( 善宁 ) 作为生长
抑素类似物目前
在临床广泛运用
并取得不错的疗
效 ,  不良反应少 . 
但善宁作为进口
药物价格昂贵, 近
年来国产醋酸奥
曲肽研发并逐渐
用于临床, 其疗效
和安全性与善宁
可比. 因此, 国产
醋酸奥曲肽治疗
食管胃底静脉曲
张破裂出血可能
是安全有效的.

■同行评议者
董蕾, 教授, 西安
交通大学第二附
属医院消化内科



285例, 对照组272例. 国产醋酸奥曲肽注射
液组与善宁组比较, 2组在疗效和安全性方
面的差异无统计学意义, 疗效合并OR  = 1.14, 
95%CI: 0.64-2.05, P  = 0.62; 不良反应的相对
危险度RR = 1.61, 95%CI: 0.57-4.50, P  = 0.93; 
对呕血和黑便病例的疗效Meta分析差异也无
统计学意义.

结论: 国产醋酸奥曲肽注射液治疗食管胃底
静脉曲张急性出血疗效与善宁相当, 是安全有
效的.

关键词: 醋酸奥曲肽; 善宁; 食管胃底静脉曲张破裂

出血; 疗效; 安全性; 系统评价; Meta分析
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0  引言

食管胃底静脉曲张破裂出血是肝硬化等所致门

静脉高压症的最严重的并发症之一, 病情危重, 
预后差, 死亡率高. 有研究[1]表明醋酸奥曲肽能

明显降低肝硬化门脉高压患者的门脉血流量, 
门脉压力和食管静脉曲张压力. 临床已广泛用

于治疗食管胃底静脉曲张破裂出血. 醋酸奥曲

肽(善宁)由瑞士Novartis上市, 引进我国销售, 临
床反映良好, 并有增加使用量的势头, 但价格较

昂贵. 近年来, 由我国生产的国产醋酸奥曲肽生

产销售, 且价格相对较低廉. 但其疗效和安全性

还有待考证. 故本文就国产醋酸奥曲肽与善宁

比较, 治疗食管胃底静脉曲张破裂出血的疗效

和安全性作系统评价. 

1  材料和方法

1.1 材料 以英文关键词“variceal bleeding”, 
“Esophageal and Gastric Varices”, “octreotide 
a c e t a t e”等检索式在M e d l i n e或P u b M e d数
据库(1978-2010年)、F M J S(E M C C)数据库

(1978-2010年)中检索; 以“食管胃底静脉曲

张”, “奥曲肽”, “醋酸奥曲肽”等检索式在

中国生物医学文献数据库(CBMDisc, 1978-2010
年)、维普中文科技期刊全文数据库(1989-2010
年)、中国期刊全文数据库(1979-2010)检索. 并
检索近3年来国内外有关食管胃底静脉曲张破

裂出血的学术会议及论文集. 并严格按纳入和

排除标准筛选.
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1.2 方法 
1.2.1 纳入标准: (1)凡评价醋酸奥曲肽治疗食管

胃底静脉曲张破裂出血的临床随机对照试验, 
无论语种; (2)试验组采用国产醋酸奥曲肽, 对照

组采用进口醋酸奥曲肽(善宁); (3)有明确的诊断

标准并确诊, 有明确的疗效指标; (4)评价指标中

有疗效或有效率的比较的文献. 
1.2.2 排除标准: (1)只有摘要无全文的文献资料

以及数据不完整无法利用的文献; (2)无对照组

或未采用善宁做对照的文献以及综述性的文献; 
(3)重复发表的文献, 雷同文献. 
1.2.3 评价标准: 所有文献的纳入由两名研究者

独立进行, 存在意见分歧时, 由第三名研究者参

与决定纳入与否. 纳入研究的方法学质量评价

采用Cochrane协作网推荐的方法[2]进行, 文献质

量评价包括以下内容: 随机分配方法; 分配方案

的隐藏; 盲法; 是否描述了失访、退出的发生; 
是否进行了意向性分析(intention to treat, ITT). 
并采用Jadad评分标准(0-5分), 由两名研究者独

立评分. 高于3分者为高质量试验.
统计学处理 采用Cochrane协作网提供的

Revman 4.2.8软件进行系统评价, 计数资料采用

比值比(OR )及其95%CI表示, 或相对危险度(RR)
及其95%CI表示. 判断各研究间的异质性, 当组

内各研究间有统计学异质性(P≥0.1, I2≤50%)
和临床同质性时, 采用固定效应模型, 若存在统

计学异质性(P <0.1, I2>50%)时, 分析异质性来源, 
确定是否能采用随机效应模型. 计算国产醋酸

奥曲肽治疗食管胃底静脉曲张破裂出血的治疗

的疗效, 以及不良反应的发生率等. 为保证结果

的稳定性行敏感性分析. 以漏斗图检测潜在的

发表偏倚.

2  结果

2.1 检索结果及研究方法学质量 初检文献93篇, 
经过阅读摘要和全文, 排除重复文献, 按纳入和

排除标准, 最后纳入5个试验[3-7], 均为国内研究, 
无符合标准的英文文献. 共557例患者, 试验组

285例, 对照组272例. 5篇均多采用多中心、随

机、阳性药物平行对照试验, Jadad评分4篇[3,5-7]3
分, 1篇[4]2分, 文献质量较高. 其中3篇[3-5]采用双

盲, 2篇[6,7]采用单盲. 均描述了退出及脱落的病

例数, 2篇[5,6]做ITT分析, 1篇[7]FAS数据分析, 研
究的基本情况及方法学质量见表1.
2.2 Meta分析结果

2.2.1 疗效比较: 为研究国产醋酸奥曲肽的治疗

www.wjgnet.com

■相关报道
最新研究表明, 对
食管胃底静脉曲
张破裂出血患者
采用血管活性药
物治疗是最安全
有效的无论是否
及时采用内镜疗
法, 并且两者联合
使用不良反应明
显较硬化疗法少.
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效果, 做Meta分析, 将所有文献报道的有效率采

用计数资料二分法研究. 将临床治愈(或显效)
与有效(或好转)合并1项, 无效为1项. 采用Rev-
man4.2.8软件分析得到森林图(表2), 5篇文献

的Meta分析的结果显示各试验间无异质性(P  = 
0.62), 采用固定效应模型. 合并OR值为1.14, 其
95%CI: 0.64-2.05, 菱形横跨无效线, 差异无统计

学意义. 说明国产醋酸奥曲肽与进口善宁治疗

食管胃底静脉曲张破裂出血疗效相当.
2.2.2 不良反应: 5篇文献的meta分析的结果(表3)
显示各试验间无异质性P  = 0.93, 采用固定效应

模型. 合并RR值为1.61, 其95%CI: 0.57-4.50, 菱
形横跨无效线, 差异无统计学意义. 表明国产醋

酸奥曲肽与进口善宁安全性相近. 另外, 5篇文

献均提及无严重不良反应. 杨迅[4]试验组国产奥

曲肽组出现2例受试者死亡, 但与研究药物的关

系无关. 金鑫鑫[7]试验组2例患者出现发热的不

良事件(计算在不良反应之内), 但经抗炎治疗后

均得到彻底控制, 考虑与试验药物无关.
2.2.3 呕血例数疗效: 纳入2篇[3,4]试验的Meta分析

的结果如表2, 用药后对发生呕血的病例数起到

作用效果的比较分别为治疗1 d、治疗2 d、停药

24 h三个阶段. 从Meta分析的值可以看出三个阶

段的疗效差异均无统计学意义, 说明两组疗效

相当, 呕血例数减少率相当. 另外, 奥曲肽协作

组三个阶段的呕血, 试验组和对照组组比较差

异也无统计学意义. 
2.2.4 黑便例数疗效: 纳入2篇[3,4]试验的Meta分析

的结果如表4, 用药后对发生黑便的病例数起到

作用效果的比较也同样为分别为治疗1 d、治疗

2 d、停药24 h三个阶段. 从Meta分析的值可以

看出, 第1阶段即治疗1 d时, 差异有统计学意义

(Z  = 2.34, P  = 0.02, OR  = 0.66, 95%CI: 1.17-5.80), 
说明治疗1 d时, 试验组对黑便的疗效优于对照

组. 但治疗2 d﹑停药24 h的疗效差异均无统计学

意义, 说明两组疗效相当, 黑便例数减少率相近. 
2.2.5 发表偏移: 漏斗图肉眼观察无明显不对称

(图1), 说明发表性偏倚不大.

3  讨论

食管胃底静脉曲张破裂出血是肝硬化最严重的

并发症和死亡原因. 目前药物治疗是首选方法, 
奥曲肽是人工合成的生长抑素八肽衍生物, 乙

表  1  纳入文献的基本情况及方法学质量

     
作者

	     基线   随机      
分组	   治疗措施                 疗效      不良反应

       盲法         
分配

          实验退出及 Jade

                      情况   方法					                       隐藏                         随访(脱落数) 评分

朱长清等[3] 可比 随机 试验组 A 50 μg/h连续ip 48 h 68/70 1/70 双盲 充分 正确描述 3

对照组 B 用法如上 61/66 1/66

崔巍等[5] 可比 随机 试验组 A 50 μg/h连续ip 48 h 21/22 2/22 双盲 充分 未提及 2

对照组 B 用法如上 17/18 1/18

奥曲肽协

作组[6]

可比 随机 试验组 A50 μg/h连续ip 48 h 60/61 1/61 双盲 充分 正确描述, 

并作ITT分析

3

对照组 B 用法如上 60/60 1/60

杨迅等[4] 可比 随机 试验组 A 0.1 mg iv 5 min; 50 

μg/h, 持续ip, 次/12 h, 24 

h内有效, 再连续用4 d

47/68 3/68 单盲 充分 正确描述, 

并作ITT分析

3

对照组 B 用法如上 41/63 2/63

金鑫鑫等[7] 可比 随机 试验组 A首剂0.1 mg+5%葡萄

糖20 mL iv, 随后以0.025 

mg/h连续ip 72 h

60/64 2/64 单盲 充分 正确描述并

作FAS分析

3

对照组 B 用法如上 63/65 0/65

A: 国产醋酸奥曲肽; B: 善宁.

图  1  纳入文献漏斗图.
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■创新盘点
本研究在全世界
范围内收集5个国
产醋酸奥曲肽治
疗食管胃底静脉
曲张破裂出血的
临床随机对照试
验, 并进行系统评
价, 为国产醋酸奥
曲肽治疗食管胃
底静脉曲张破裂
出血的疗效和安
全性及临床应用
提供了依据.
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酸奥曲肽为其主要活性成分, 有类似生长抑素

的药理作用, 半衰期长, 作用比较持久. 他也是

生长抑素的类似物与生长抑素有相似的药理活

性, 可抑制胃肠蠕动, 减少内脏血流量和降低门

静脉压. Huang等[8]发现生长抑素类似物及其衍

生物除了直接作用于内脏血管平滑肌使之收缩

外, 还通过增强内皮素-1和抑制血管活性肠肽、

P物质等发挥其收缩血管和降低门脉压力的作

用. 奥曲肽作为血管活性药物可以降低门静脉

压力[9]. 最新研究表明[10], 对食管胃底静脉曲张

破裂出血患者采用血管活性药物治疗是最安全

有效的, 无论是否及时采用内镜疗法, 并且两者

表  4  呕血例数和黑便例数疗效Meta分析比较结果

     
分组

			        呕血例数疗效Meta分析			       黑便例数疗效Meta分析

		    治疗1 d	                治疗2 d	         停药24 h	       治疗1 d	 治疗2 d	           停药24 h

合并统计检验	 Z = 0.59               Z  = 0.69               Z  = 0.52               Z  = 2.34               Z  = 0.47             Z  = 0.70

		  P  = 0.56               P  = 0.49               P  = 0.60               P  = 0.02               P  = 0.64             P  = 0.47

合并OR值	              1.27	           0.51	         0.66	   	    2.60 	                 1.17	          1.28

95%CI	               0.57-2.86            0.07-3.52              0.14-3.19           1.17-5.80             0.61-2.26         0.64-2.56

表  2  疗效分析

     
Study		           Treatment	     Control		              OR (fixed)	        Weight	    OR (fixed)

or sub-category	              n /N	       n /N		                95%CI	            (%)	                         95%CI

奥曲肽协作组	           60/61	     60/60				              6.97            0.33 [0.01, 8.35]

朱长清		            68/70	     61/66				              8.47            2.79 [0.52, 14.89]

金鑫鑫		            60/64	     63/65				            18.45            0.48 [0.08, 2.70]

杨迅		            47/68	     41/63				            62.09            1.20 [0.58, 2.49]

崔巍		            21/22	     17/18				              4.01            1.24 [0.07, 21.24]

Total (95%CI)	              285	        272				          100.00            1.14 [0.64, 2.05]

Total events: 256 (Treatment), 242(Control)

Test for heterogeneity: c2 = 2.65, df = 4 (P  = 0.62), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.45 (P  = 0.65)

					               0.1  0.2    0.5  1      2      5     10

					        Favours treatment     Favours control

表  3  不良反应发生率比较

     
Study		           Treatment	     Control		             RR(fixed)	          Weight	    RR(fixed)

or sub-category	              n /N	       n /N		                95%CI	             (%)	                        95%CI

奥曲肽协作组	             1/61	       1/60				             17.66         0.98 [0.06, 15.37]

朱长清		              1/70	       1/66				             18.03         0.94 [0.06, 14.77]

金鑫鑫		              2/64	       0/65				               8.69         5.08 [0.25, 103.72]

杨迅		              3/68	       2/63				             36.36         1.39 [0.24, 8.05]

崔巍		              2/22	       1/18				             19.26         1.64 [0.16, 16.62]

Total (95%CI)	              285	        272				           100.00         1.61 [0.57, 4.50]

Total events: 9 (Treatment), 5(Control)

Test for heterogeneity: c2 = 0.85, df = 4 (P  = 0.93), I2 = 0%

Test for overall effect: Z  = 0.90 (P  = 0.37)

					               0.1  0.2    0.5  1      2      5     10

					        Favours treatment     Favours control

■应用要点
本研究提示, 国产
醋酸奥曲肽治疗
食管胃底静脉曲
张破裂出血是安
全有效的, 今后开
展的临床研究应
充分考虑到现有
研究的局限性, 扩
大样本量, 尽量减
少偏倚, 必要时结
合经济学评价, 为
临床应用提供更
多的证据. 
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联合使用不良反应明显较硬化疗法少. 另外大

量的临床随机对照试验中, 静脉注射奥曲肽与

硬化疗法有相同的疗效, 能减少出血量, 预防再

出血, 不良反应较少[11-13]. 另外, 研究发现奥曲肽

联合内镜治疗治疗急性静脉曲张破裂出血可提

高疗效[14,15]. 
本系统评价中, 5篇试验实验组和对照组的

临床显效率和有效率无统计学差异(P >0.05), 其
中2篇[5,6]做了ITT数据分析和PP数据分析比较, 
1篇[7]作FAS数据和PP数据分析比较, 结果都相

似. 试验组和对照组的总有效率分别为89.82%, 
88.97%. Meta分析结果表明国产醋酸奥曲肽与

进口善宁治疗食管胃底静脉曲张破裂出血疗效

相当. 在安全性方面, 各组都没有严重的与实

验药物有关不良反应, 主要为腹胀, 恶心, 呕吐. 
Meta分析无显著差异, 国产奥曲肽治疗食管胃

底静脉曲张破裂出血安全有效. 在对发生呕血

和黑便病例数的分析中, 尽管只纳入了2篇[3,4]文

献进行分析, 但另外2篇[5,7]文献也分别从发生呕

血黑便的量和病例数进行了分析. 结果表明, 治
疗过程中, 试验组和对照组对呕血或黑便的治

疗起效可能略有差异. 最终的疗效是无差异的. 
综上分析, 可知国产醋酸奥曲肽治疗食管胃底

静脉曲张破裂出血是安全有效的, 与进口善宁

作用相当. 
本次系统评价研究严格按照文献的纳入和

排除标准收集文献, 漏斗图显示发表偏倚不大. 
本次分析所纳入文献有4篇[3,5-7]为高质量研究, 
Jadad评分高于3分; 有4篇[3,5-7]为多中心研究, 具
体描述退出脱落病例数; 3篇[5-7]作ITT分析与PP
分析比较; 都采用盲法. 虽然纳入文献的方法学

质量普遍较高, 但总病例数较少, 影响分析结果. 
需更多高质量大样本的临床研究. 

总之, 从现有资料和Meta分析结果来看, 国
产醋酸奥曲肽注射液治疗食管胃底静脉曲张急

性出血疗效与善宁相当, 是安全有效的. 善宁作

为生长抑素类似物在治疗食管胃底静脉曲张急

性出血的药物中价格最贵[16], 而国产醋酸奥曲肽

价格相对低廉, 经济适用, 为临床应用提供参考. 
但尚需更多高质量大样本的临床研究提供更加

充分的证据.

4      参考文献
1	 D'Amico G, De Franchis R. Upper digestive 

bleeding in cirrhosis. Post-therapeutic outcome and 

prognostic indicators. Hepatology 2003; 38: 599-612
2	 Higgins JPT, Green S, editors. Cochrane Han 

dbookfor Systematic Reviews of Interventions 
4.2 [updated March 2005]. Section 8.7.2. In: The 
Cochrane Library, Issue 2. Chichester: Wiley, 2005 

3	 朱长清, 董胜翔, 茅益民, 曾民德, 蒋义斌, 许建明, 田
德安, 刘吉勇, 徐三平, 孙樱, 罗和生, 王炳元. 奥曲
肽治疗肝硬化门静脉高压食管胃底静脉曲张急性出
血的多中心对照研究. 世界华人消化杂志 2009; 17: 
2570-2573

4	 杨迅, 李红梅, 于中麟, 张澍田. 奥曲肽注射液治疗食
管胃底静脉曲张破裂出血的有效性和安全性. 首都医
科大学学报 2006; 27: 457-459  

5	 崔巍, 王炳元. 国产奥曲肽治疗肝硬化食管胃底静
脉曲张出血的疗效研究. 中国误诊学杂志 2008; 8 : 
1048-1049

6	 奥曲肽协作组. 国产与进口奥曲肽治疗肝硬化食管胃
底静脉曲张出血的多中心随机双盲临床研究. 中华消
化杂志 2005; 25: 492-493

7	 金鑫鑫, 朱人敏, 刘炯, 田德安, 黄焕军, 孙士其, 张振
玉, 韩真, 章顺国. 国产注射用醋酸奥曲肽治疗食管胃
底静脉曲张破裂出血的多中心随机对照临床研究. 胃
肠病学 2006; 11: 538-541

8	 Huang HC, Lee FY, Chan CC, Chang FY, Wang SS, 
Lin HC, Hou MC, Chen CT, Tai CC, Lai IN, Lee SD. 
Effects of somatostatin and octreotide on portal-
systemic collaterals in portal hypertensive rats. J 
Hepatol 2002; 36: 163-168

9	 Dell'Era A, de Franchis R, Iannuzzi F. Acute 
variceal bleeding: pharmacological treatment and 
primary/secondary prophylaxis. Best Pract Res Clin 
Gastroenterol 2008; 22: 279-294 

10	 D'Amico G, Pagliaro L, Pietrosi G, Tarantino I. 
Emergency sclerotherapy versus vasoactive drugs 
for bleeding oesophageal varices in cirrhotic patients. 
Cochrane Database Syst Rev 2010; 3: CD002233

11	 Bildozola M, Kravetz D, Argonz J, Romero G, 
Suarez A, Jmelnitzky A, Fainberg M, Fassio E, 
Berreta J, Romero G, Landeira G, Martinez H, Bosco 
A, Guevara M, Valero J, Chopita N, Berenstein G, 
Terg R. Efficacy of octreotide and sclerotherapy 
in the treatment of acute variceal bleeding in 
cirrhotic patients. A prospective, multicentric, and 
randomized clinical trial. Scand J Gastroenterol 2000; 
35: 419-425

12	 Jenkins SA, Shields R, Davies M, Elias E, Turnbull 
AJ, Bassendine MF, James OF, Iredale JP, Vyas SK, 
Arthur MJ, Kingsnorth AN, Sutton R. A multicentre 
randomised trial comparing octreotide and injection 
sclerotherapy in the management and outcome of 
acute variceal haemorrhage. Gut 1997; 41: 526-533

13	 Sivri B, Oksuzoglu G, Bayraktar Y, Kayhan B. 
A prospective randomized trial from Turkey 
comparing octreotide versus injection sclerotherapy 
in acute variceal bleeding. Hepatogastroenterology 
2000; 47: 168-173

14	 Ferguson JW, Tripathi D, Hayes PC. Review article: 
the management of acute variceal bleeding. Aliment 
Pharmacol Ther 2003; 18: 253-262

15	 Döhler KD, Walker S, Mentz P, Forssmann K, 
Staritz M. [Vasoconstrictive Therapies for Bleeding 
Esophageal Varices and their Mechanisms of 
Action] Z Gastroenterol 2003; 41: 1001-1016

16	 Connolly M, Bhatt A, Wechowski J, Colle I. An 
economic evaluation of vasoactive agents used 
to treat acute bleeding oesophageal varices in 
Belgium. Acta Gastroenterol Belg 2008; 71: 230-236

           编辑  曹丽鸥  电编  何基才  

■同行评价
文章设计严谨, 科
学 合 理 ,  内 容 实
用, 结论明确.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年8月8日; 18(22): 2359-2364
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

早期肠内免疫营养对烫伤大鼠Peyer's结Th1/Th2细胞因
子的影响

邓志云, 郭光华, 杨 毅, 赵晓雷, 崔 泉

邓志云, 杨毅, 赵晓雷, 崔泉, 广东省边防武警总队医院一外
科 广东省深圳市 518029
郭光华, 南昌大学第一附属医院烧伤中心 江西省南昌市 
330006
江西省自然科学基金资助项目, No. 0340078
作者贡献分布: 此课题由邓志云与郭光华设计; 研究过程由邓志
云与郭光华完成; 数据分析由邓志云完成; 本论文写作由邓志云
完成.
通讯作者: 邓志云, 主治医师, 博士, 518029, 广东省深圳市, 广
东省边防武警总队医院一外科. dennis8710@163.com
电话: 0791-8692537
收稿日期: 2010-05-09   修回日期: 2010-06-08
接受日期: 2010-06-22   在线出版日期: 2010-08-08

Effect of early enteral 
immunonutrition on the 
secretion of TH1/TH2 
cytokines in Peyer’s patches of 
scalded rats 

Zhi-Yun Deng, Guang-Hua Guo, Yi Yang, 
Xiao-Lei Zhao, Quan Cui

Zhi-Yun Deng, Yi Yang, Xiao-Lei Zhao, Quan Cui, De-
partment of General Surgery, Guangdong Frontier Defense 
Corps Hospital of Armed Police Forces, Shenzhen 518029, 
Guangdong Province, China 
Guang-Hua Guo, Burn Center, the First Affiliated Hospital 
of Nanchang University, Nanchang 330006, Jiangxi Prov-
ince, China
Supported by: the Natural Science Foundation of Jiangxi 
Province, No. 0340078
Correspondence to: Zhi-Yun Deng, Department of Gen-
eral Surgery, Guangdong Frontier Defense Corps Hospital 
of Armed Police Forces, Shenzhen 518029, Guangdong 
Province, China. dennis8710@163.com
Received: 2010-05-09    Revised: 2010-06-08 
Accepted: 2010-06-22    Published online: 2010-08-08

Abstract
AIM: To investigate the changes in the secretion of 
TH1/TH2 cytokines in Peyer’s patches of scalded 
rats after enteral nutrition supplementation.

METHODS: Sixty-four Sprague-Dawley rats 
were divided into EN group (n = 32) and EIN 
group (n = 32). Rats were subjected to a 30% 
TBSA III degree scald injury. The EN group was 
given standard enteral nutrition (Nutrison Multi 
Fibre), while the EIN group was given enteral 
immunonutrition. Peyer’s patches were excised 

to isolate lymphocytes to determine the changes 
in the secretion of TH1/TH2 cytokines.

RESULTS: On day 1 after scalding, the concen-
trations of IL-2 and IFN-γ released from Peyer’
s patch lymphocytes were significantly higher 
in the two experimental groups compared with 
pre-scald values (19.7 ± 7.3 vs 92.6 ±21.3 and 
97.6 ± 25.4; 63.7 ± 27.3 vs 279.4 ± 89.7 and 292.7 ± 
97.4; all P < 0.01). On day 10, the concentrations 
of IL-2 and IFN-γ released from Peyer’s patch 
lymphocytes were significantly lower in the EIN 
group than in the EN group (41.6 ± 16.5 vs 55.9 ± 
14.4; 71.6 ± 26.9 vs 104.3 ± 31.7; both P < 0.01 or 
0.05). The concentrations of IL-4 and IL-10 were 
significantly higher in the EIN group than in the 
EN group on days 4, 7 and 10. 

CONCLUSION: The expression of Th1 cytokines 
is up-regulated in Peyer’s patches of scalded 
rats. Enteral immunonutrition supplementation 
can promote the expression of Th2 cytokines, 
help correct TH2/TH1 imbalance, and improve 
mucosal barrier function.
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摘要
目的: 观察伤大鼠烫伤后不同时间Peyer's淋巴
细胞Th1细胞因子IL-2、IFN-γ及Th2细胞因子
IL-4、IL-10产生的变化. 

方法: 选取健康SD大鼠随机分为标准肠内营
养(EN)组和免疫营养(E IN)组, 制成烫伤动
物模型(30%TBSA Ⅲ度烫伤模型), 伤后早期
分别给予标准肠内营养制剂(能全力)和肠内
免疫营养制剂, 于伤后1、4、7、10 d取回肠
Peyer's结, 分离并体外培养Peyer's结淋巴细胞
24 h, 检测Th1/Th2细胞因子分泌的变化.
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■背景资料
在烧 ( 创 ) 伤后肠
黏膜的缺血缺氧
性损害、炎性介
质和细胞因子的
瀑式释放、高代
谢引起营养代谢
底物的缺乏等应
激性变化可造成
肠黏膜免疫屏障
的 破 坏 ,  细 菌 和
内 毒 素 移 位 ,  继
而启动多器官功
能 障 碍 综 合 征
(MODS).

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上
海交通大学附属
第六人民医院外
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结果: 烧伤后1 d时两组IL-2、IFN-γ的表达明
显上升(19.7±7.3 vs  92.6±21.3、97.6±25.4; 
63.7±27.3 vs  279.4±89.7、292.7±97.4; 均
P <0.01), EIN组两者分别在10 d及4、7、10 d
时明显低于EN组(41.6±16.5 vs  55.9±14.4; 
96.7±31.2 vs  182.6±52.9, 73.9±26.5 vs  129.9
±48.9, 71.6±26.9 vs  104.3±31.7; P <0.01或
0.05); EIN组在4、7、10 d时IL-4、IL-10表达
高于EN组(169.3±57.7 vs  94.9±28.6, 157.6±
74.3 vs  65.2±32.4). 提示EIN能促进Peyer's结
淋巴细胞Th2细胞因子IL-4、IL-10的表达.

结论: 烫伤能引起Peyer's结内细胞细胞因子
IL-2、IFN-γ的表达明显上升, 肠内免疫营养
支持通过促进Th2细胞因子的分泌纠正局部
Th2向Th1漂移的免疫偏差, 改善局部的体液
免疫, 有利于肠道免疫屏障的恢复和强化.
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0  引言

黏膜免疫系统的主要功能是对黏膜表面吸入

或食入的大量种类繁杂的抗原进行准确识别

和作出迅速正确的反应 ,  对有害抗原或病原

体产生高效的体液和细胞免疫 ,  进行有效的

免疫排斥或排除(immune exclusion or immune 
elimination)[1-3]. 在烧(创)伤后肠黏膜的缺血缺

氧性损害、炎性介质和细胞因子的瀑式释放、

高代谢引起营养代谢底物的缺乏等应激性变化

可造成肠黏膜免疫屏障的破坏, 细菌和内毒素

移位, 继而启动多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS)[4]. 我们于严

重烫伤后早期对大鼠实行不同内容的肠内营养

补给, 观察其对Peyer's结淋巴细胞Th1细胞因子

IL-2、IFN-γ及Th2细胞因子IL-4、IL-10产生的

变化的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康SD大鼠72只, 体质量220-250 
g, 雌雄兼用, 由南昌大学医学院医学实验动物

科学部提供(动物合格证: 医动字021-9602). 雌
雄分笼, 适应性喂养1 wk, 自由摄水饮食. 主要试

剂: 大鼠IL-2、IL-4、IFN-γ、IL-10 ELISA检测
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试剂盒购于深圳晶美生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠烫伤模型的制作: SD大鼠随机分为2
组, 即肠内营养(EN)组和免疫营养(EIN)组, 2组
所有大鼠均制成烫伤模型, 每组32只. 另取8只
作为伤前对照, 制成假烫模型, 所得数据作为伤

前参考值. 大鼠烫伤前禁食12 h, 10 g/L戊巴比妥

钠(40 mg/kg)腹腔麻醉, 电推去毛, 称其质量后采

用南昌大学第一附属医院实验中心自制蒸汽烫

伤控制器, 设定压力为0.03 mPa, 温度108 ℃, 持
续8 s, 造成总体表面积(TBSA)为30%的Ⅲ度烫

伤. 伤后立即腹腔注射平衡液50 mL/kg抗休克. 
将大鼠放入限制笼内饲养, 实验过程中室温保

持在25 ℃左右, 相对湿度约40%左右, 创面外用

碘伏消毒, 实验室每天紫外线消毒. 于伤后1, 4, 
7和10 d检测观察指标, 在每个时间点每组大鼠

均为8只. 
1.2.2 营养液的配制与供给: 两组给予同等热量

的肠内营养物. EN组给予整蛋白型肠内营养剂

能全力(418.2 焦/100 mL); EIN组肠内免疫营养制

剂由南昌大学第一附属医院营养室配制(522.75 
焦/100 mL), 每100 mL添加谷氨酰胺1.30 g、精

氨酸0.89 g, ω6∶ω3脂肪酸比例为3.45∶1; 两组

在层流台上将各种营养成分混匀后分装, 4 ℃保

存, 用时复温到37 ℃. 伤后4 h开始灌喂营养液, 
按每天731.5 kJ/kg的标准供给[5], 每天计划量分

3-5次喂完, 不限饮水. 2组治疗疗程均为10 d.
1.2.3 指标检测: (1)Peyer's结细胞的分离: Peyer's
结细胞的分离按Janu等[6]的方法进行, 具体操作

步骤如下: 取大鼠回肠, 盐水冲洗肠腔, 眼科剪

分离Peyer's结置于无菌培养皿中, 注射器针头

撕碎, 50 kU/LⅠ型胶原酶的RPMI 1640 15 mL
中37 ℃持续振荡并孵育60 min, 在胶原酶消化

后, 细胞悬液通过200目过滤器过滤收集过滤液, 
Percoll梯度离心, 0.4% 台盼鉴定活细胞数目并

计数细胞总数, 过滤液1 500 r/min离心10 min, 去
上清, RPMI 1640洗涤2次. (2)Peyer's结细胞的体

外培养: 取洗涤两次的Peyer's结淋巴细胞, 悬浮于

含有抗生素(青霉素100 kU/L, 链霉素100 kU/L)、
100 mL/L FBS和植物凝血素(PHA 200 μg/L)的
RPMI 1640中, 调节细胞浓度至2×106/mL, CO2

孵育箱37 ℃孵育24 h, 离心取上清液酶联免疫

吸附测定试剂盒测定细胞因子IL-2、IFN-γ、

IL-4、IL-10的浓度. 
统计学处理 所有数据均用SPSS10.0统计软

件进行分析, 用mean±SD进行统计描述, 同种处

www.wjgnet.com

■相关报道
Bosque等发现肠
道 内 毒 素 增 加
能 引 起 G A LT 中
IFN-γ等细胞因子
的过度释放, 选择
性下调细胞顶膜
Na+运载体的表达
和 活 化 ,  松 解 上
皮间紧密连接复
合体使肠黏膜通
透 性 升 高 .  大 量
的IFN-γ产生可诱
导吞噬细胞释放
前 炎 症 因 子 ,  如
IL-1、TNF-α等, 
这些细胞因子募
集白细胞和单核
细胞进入黏膜固
有层. 活化的白细
胞和单核细胞在
局部的浸润并释
放炎症介质, 进一
步放大了炎症并
导致组织损伤.
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理不同时间组间比较及同一时间内不同处理组

间比较均采用单因素方差分析. 统计结果以P值

表示, P <0.05为差异有显著性意义, P <0.01为差

异极显著.

2  结果

2.1 伤后情况 各组大鼠伤后烫伤部位即为创面

发白, 呈皮革状; 12 h后出现发黑现象. 各时间点

烫伤组大鼠处死前活动减少, 精神较差, 毛发松

散; 假烫组的所有大鼠全身与脱毛部位基本情

况如常, 未见明显改变. 
2.2 Peyer's结淋巴细胞体外培养Th1/Th2细胞因

子浓度的变化

2.2.1 IL-2表达的变化: 烧伤后各时间点2组与伤

前比较均明显升高, 尤其在伤后第1天为明显, 
差异有极为显著的意义(P <0.01); EIN组10 d时与

EN组比较明显降低(P <0.05, 表1).
2.2.2 IFN-γ表达的变化: 烧伤后1 d、4 d 2组
IFN-γ的表达与伤前比较明显升高, 差异有显著

的意义(P <0.01或0.05); EIN组在7 d、10 d时与

伤前比较差异无显著性意义(均P >0.05). 在4 d、

7 d、10 d时EIN组IFN-γ浓度与EN组比较明显降

低(P <0.01或0.05, 表2).
2.2.3 IL-4表达的变化: 伤后EIN组IL-4表达明显

上升, 在各时间点与伤前比较差异均有显著的

意义(P <0.01或0.05); 在4 d时EN组与伤前比较

明显升高, 差异有显著的统计学意义(P <0.05), 
其余时间点两组与伤前比较差异无统计学意义

(均P >0.05); 在伤后各时间点与EN组比较, EIN组

IL-4浓度显著高于前2组(P<0.01或0.05, 表3).
2.2.4 IL-10表达的变化: IL-10在烧伤后1 d时两

组明显升高, 与伤前比较差异有统计学意义(均
P <0.01), EN组逐步下降, 但EN组4 d内均高于伤

前; EIN组在实验观察时间内均明显高于伤前(均
P <0.01), 组间比较EIN组在4 d、7 d和10 d时间 
IL-10的表达均高于EN组(均P <0.01, 表4).

3  讨论

Peyer's结是肠相关淋巴组织(gu t-as soc ia ted 
lymphoid tissue, GALT)的主要成员之一, Peyer's
结T淋巴细胞主要为CD4+的T淋巴辅助细胞(Th)
和CD8+的细胞毒性T淋巴细胞(Tc), 两者来自

表  1  Peyer's结淋巴细胞体外培养IL-2浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		           4		           7		         10

EN组	    19.7±7.3	 92.6±21.3d	 74.6±17.8d	 58.7±18.5d	 55.9±14.4d

EIN组			   97.6±25.4d	 81.7±21.3d	 51.6±17.7d	 41.6±16.5ad

aP<0.05 vs  EN组; dP<0.01 vs  伤前.

表  2  Peyer's结淋巴细胞体外培养IFN-γ浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		           4		           7		         10

EN组	    63.7±27.3	 279.4±89.7b	 182.6±52.9b	 129.9±48.9b         104.3±31.7b

EIN组			   292.7±97.4b	   96.7±31.2ac	   73.9±26.5d	 71.6±26.9d

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05, dP<0.01 vs  EN组.

表  3  Peyer's结淋巴细胞体外培养IL-4浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		           4		           7		         10

EN组	    92.3±31.7	 117.6±37.4	 165.9±54.2a	 103.4±37.6	 94.9±28.6

EIN组			   196.2±56.4bc	 289.1±74.1bc	 251.3±69.3bd         169.3±7.7ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05, dP<0.01 vs  EN组.

■应用要点
本实验结果证实
了烫伤明显地损
害了Peyer's的免
疫功能, 导致体液
免疫损害, 通过促
进Th2细胞因子的
分泌而改善局部
的体液免疫, 有利
于肠道免疫屏障
的恢复.
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于同一前体Th0细胞. 根据其分泌的细胞因子

不同将辅助T淋巴细胞分为Th1和Th2, Th1产生

IL-2、IFN-γ等, Th1细胞促进细胞介导的免疫

反应, 占优势的Th1效应导致T淋巴细胞的活化; 
Th2细胞因子包括IL-4、IL-5、IL-6等, 参与了诱

导部位B淋巴细胞增殖、分化, 占优势的Th2效
应导致B淋巴细胞的活化和抗体产生的上调[7-9]. 
已经证实SIgA的合成与抗原呈递、淋巴细胞归

巢迁移(trafficking)与周围环境中的细胞因子有

很大关系[10,11]. 为了了解细胞因子在肠道免疫

中的作用以及不同营养素给予后的变化, 我们

对从Peyer's结中分离纯化的淋巴细胞体外培养, 
用植物血凝素(phytohemagglutinin phyto lectin, 
PHA)刺激细胞因子的分泌, 选择IL-2、IFN-γ
作为Thl细胞的标志性因子, 而IL-4、IL-10作为

Th2细胞的标志性因子并对其进行分析. 
在烧伤后EIN组IL-4、IL-10的水平分别多

个时间点明显高于EN组; Kudsk等[12]报道补充

Glu的TPN能促进肠内IL-4、IL-10的产生, 其
最终效应是保持肠道I g A的水平. 静止期B淋

巴细胞在Peyer's结内进行同种型转换(isotype 
switch), 形成膜表面抗体IgA+的B淋巴细胞, 是
形成IgA型浆细胞的关键之一, 以前的体外研

究发现TGF-β在此过程中起重要的作用, 既促

使前B淋巴细胞基因表达重排, Cα基因替代CH
基因, 从而使B淋巴细胞转型为IgA型B淋巴细

胞. 近来的研究证实IL-4的作用远高于TGF-β. 
在体内实验中[13]证实IL-4是调控B淋巴细胞在

Peyer's结内分化的主要因子, IL-4-/-小鼠失去合

成IgA的功能, 因此IL-4对于IgA的合成十分重

要. IL-4还可激活静止期B淋巴细胞, 促使未成

熟的B淋巴细胞进行型转换进而形成抗原特异

性的IgA+ B淋巴细胞, 这些受刺激的淋巴细胞

离开淋巴结, 流经淋巴管和肠系膜淋巴结, 进入

体循环, 最后回归肠固有层和其他黏膜效应部

位; 此时B淋巴细胞在T淋巴细胞, 主要是CD4+ 
T淋巴细胞的作用下, 进行最终的分化. Genton
等[14]发现IL-4的表达与MAdCAM-1的表达相

关. Boyaka等[15]研究了各种TH2型细胞因子在

黏膜免疫中的作用, 发现IL-4、IL-10可协同诱

导SIgA+ B淋巴细胞分化成为IgA+浆细胞, 在给

予外源性IL-4后, IgA+浆细胞增加. IL-10在维

护肠道内环境稳定方面起关键作用[16,17], Ruiz 
等[18]发现IL-10基因敲除的动物不能抑制肠球菌

定殖引起肠道的促炎症反应. 在我们以前的研

究中已证实免疫营养支持可以改善烫伤后肠道

免疫功能[19-21], 结合本实验结果我们推测提高

IL-4、IL-10的表达, 促进Peyer's结B淋巴细胞的

成熟与循环可能是免疫营养改善肠道免疫功能

的主要机制. 
在实验中我们发现伤后早期T淋巴细胞

IL-2、IFN-γ的产生明显上升, 远高于Th2因子升

高的幅度. 一方面这有助于增强巨噬细胞和吞

噬细胞的吞噬能力和抗原递呈, 但局部Th1因子

过度的释放对肠道免疫也有不利的一面. Pérez-
Bosque等[22]发现肠道内毒素增加能引起GALT
中IFN-γ等细胞因子的过度释放, 选择性下调细

胞顶膜Na+运载体的表达和活化, 松解上皮间紧

密连接复合体使肠黏膜通透性升高[23,24]. 大量的

IFN-γ产生可诱导吞噬细胞释放前炎症因子, 如
IL-1、TNF-α等, 这些细胞因子募集白细胞和单

核细胞进入黏膜固有层. 活化的白细胞和单核

细胞在局部的浸润并释放炎症介质, 进一步放

大了炎症并导致组织损伤[25]. 
在以前的研究中发现IFN-γ能促进Th2细胞

分化为Th1细胞, 影响Th1/Th2比率[26]; 在本实验

中烧伤后Peyer's结细胞分泌IFN-γ明显上升, 这
也证实在烧伤后肠道存在Th2向Th1漂移的免疫

偏差. 在正常的生理情况下, Th1、Th2两类细胞

处于相互抑制、相互转化的平衡状态, 一旦平

衡被打破, 机体就会处于Th1优势或Th2优势的

漂移状态, 从而出现各种病理反应[27]. McClave 
等 [28]报道缺乏G l u的肠内营养可以促进肠道

黏膜或免疫细胞释放前炎症因子, 如TNF-α、
IFN-γ等; 这些细胞因子会加重全身炎症反应, 使
这种恶性循环进一步抑制肠道免疫监视作用, 

表  4  Peyer's结淋巴细胞体外培养IL-10浓度的变化 (mean±SD, ng/L, n  = 8)

     
分组	       伤前值

				    伤后时间(d)

			             1		            4		             7		         10

EN组	    53.7±37.3	 146.4±79.7b	   84.6±32.9a	   81.6±43.9            65.2±32.4

EIN组			   171.7±83.4b	 219.3±71.3bd	 161.9±86.5bd        157.6±74.3bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; dP<0.01 vs  EN组.

■同行评价
本文总体上设计
合理, 有一定的新
颖性和科学性.
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并促进细菌移位. Zhang等[29]报道饮食增加ω-3
脂肪酸能调节Th1/Th2, 通过抑制Th1因子的表

达而增强Th2效应. Matsuda等[30]发现手术前给予

免疫营养能纠正患者的Th1/Th2平衡, 纠正Th2
占优势的飘移现象, 从而改善机体的免疫状况. 
两组实验动物中, EIN组在10 d时IL-2、IFN-γ低
于EN组, 而TH2因子IL-4、IL-10明显升高, 这说

明我们的免疫营养制剂可能是通过减少这些前

炎症因子的释放, 更好地纠正烧伤后Th2向Th1的
漂移, 协调细胞免疫和体液免疫之间的平衡.

总之, 本实验结果证实了烫伤明显地损害

了Peyer's的免疫功能, 导致体液免疫损害, 从而

使机体对外来抗原的反应与清除作用减弱, 处
于易感状态. 相对于普通肠内营养制剂, 肠内免

疫营养支持能快速有效地促进, 纠正局部Th2向
Th1漂移的免疫偏差, 通过促进Th2细胞因子的

分泌而改善局部的体液免疫, 有利于肠道免疫

屏障的恢复.
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Abstract
AIM: To evaluate the short- and medium-term 
survival prognosis of cirrhotic patients by means 
of MELD (model for end-stage liver disease) 
scoring in combination with detection of plasma 
D-dimer and endotoxin levels.

METHODS: A total of 139 hospitalized patients 
with decompensated cirrhosis was retrospective-
ly analyzed. These patients were divided into 
survival and death group according to follow-up 
data at 6, 12 and 18 mo. MELD scores and Child-
Turcotte-Pugh (CTP) scores were calculated in 
each patient by detecting relevant parameters. 
Plasma endotoxin and D-dimer concentrations 
were measured. MELD score in combination 
with plasma D-dimer and endotoxin concentra-

tions were used to evaluate the survival diagno-
sis of patients with decompensated cirrhosis.

RESULTS: Nineteen, forty-two and seventy-
eight patients died at 6-, 12- and 18-mo follow-
up, respectively. MELD score and plasma D-di-
mer and endotoxin concentrations were of statis-
tical significance between the survival group and 
death group (all P < 0.05). ROC curve analysis 
showed that MELD score and plasma endotoxin 
and plasma D-dimer levels were of great value 
in predicting the survival prognosis of patients 
with decompensated cirrhosis. The best critical 
value of MELD score to predict death in patients 
with decompensated cirrhosis is 28. The risk of 
death would rise if MELD score increased. The 
best critical value of plasma D-dimer level to 
predict death in patients with decompensated 
cirrhosis is 1.2 mg/L. The best threshold value 
of plasma endotoxin to predict death in patients 
with decompensated cirrhosis is 11 ng/L. The 
risk of death would rise if plasma D-dimer and 
endotoxin concentrations rised.

CONCLUSION: MELD score in combination 
with plasma endotoxin and D-dimer concentra-
tions is of great value for evaluation of the sur-
vival prognosis of patients with decompensated 
cirrhosis.

Key Words: Liver cirrhosis; Endotoxin; D-dimer; 
Model for end-stage liver disease
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2010; 18(22): 2370-2374

摘要
目的: 探讨M E L D评分联合血浆内毒素、

D-Dimer浓度对肝硬化失代偿期患者预后的
判断价值. 

方法: 回顾性分析失代偿期肝硬化住院患者
139例, 分别根据随访6 mo、12 mo及18 mo的

®

■背景资料
内毒素血症是肝
硬化失代偿期患
者出现感染的重
要标志, D-Dimer
是 患 者 纤 溶 亢
进 的 标 志 ,  肝 硬
化 失 代 偿 期 患
者MELD评分与
血 浆 内 毒 素 、

D-Dimer的相关性
如何, 各指标单独
或联合预测肝硬
化失代偿期患者
预后的价值如何, 
这些方面尚没有
系统的研究, 深入
研究MELD评分
与血浆内毒素、

D-Dimer对肝硬化
患者预后的判断
价值具有较好的
临床意义.

■同行评议者
李 涛 ,  副 主 任 医
师, 北京大学人民
医院肝胆外科
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生存、死亡情况分组, 通过测定相关指标计算
存活组与死亡组患者MELD分值, 测定血浆内
毒素、D-Dimer浓度, 探求MELD分值联合血
浆内毒素、D-Dimer浓度与肝硬化失代偿期
患者预后相关性. 

结果: 随访6 mo, 患者19例死亡; 随访12 mo, 
患者42例死亡; 随访18 mo, 患者78例死亡, 存
活组与死亡组患者M E L D分值、内毒素、

血浆D-Dimer浓度之间的差异有统计学意义
(均P <0.05). ROC判定MELD评分、血浆内毒
素、血浆D-Dimer浓度对预测失代偿期肝硬
化患者的死亡有很大应用价值. MELD分值预
测失代偿期肝硬化患者死亡的最佳临界值为
28, MELD分值增高可增加患者死亡风险; 血
浆D-Dimer预测失代偿期肝硬化患者死亡的
最佳临界值为1.2 mg/L, 血浆内毒素预测患者
死亡的最佳临界值为11 ng/L, 血浆D-Dimer和
内毒素浓度增高可增加患者死亡风险.

结论: MELD分值联合血浆内毒素、D-Dimer
浓度对肝硬化失代偿期患者预后有较高的判
断价值.

关键词: 肝硬化; 内毒素; D-二聚体; 终末期肝病

模型
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对肝硬化失代偿期患者预后的判断.  世界华人消化杂志  2010; 

18(22): 2370-2374
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0  引言

肝硬化失代偿期是并发症较多、且互为因果的

恶性循环状态, 对肝硬化失代偿期患者的预防

性治疗措施是非常必要的. 本研究拟通过检测

目前通用的评估模型-终末期肝病模型(model 
for end-stage liver disease, MELD)分级所需指标

进行评分, 并动态监测血浆内毒素、D-Dimer浓
度变化, 以探讨MELD分值联合血浆内毒素、

D-Dimer浓度对肝硬化失代偿期患者预后的判

断价值, 协助临床医师对高危的肝硬化失代偿

期患者及时采取有针对性的预防或治疗措施, 
最大限度延长肝衰竭患者生命.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析及回访2008-01/2009-12江
苏省常州市第三人民医院诊断为肝硬化失代偿

期住院患者139例, 其中男78例, 女61例, 年龄

42-88(平均年龄68±14.3)岁; 期间死亡患者78

例, 男53例, 女25例, 平均年龄69岁±12.8岁; 存
活患者61例, 男25例, 女36例, 平均年龄66岁±

15.2岁. 所有患者入院后治疗前测定血浆内毒

素、D-Dimer浓度1次, 如有出血在出血时和血

流动力学稳定后的第3、8、15天分别测定血浆

内毒素、D-Dimer浓度. 全部肝硬化失代偿期患

者入院后进行止血、抑酸、降门脉压力、支持

和抗感染的相关治疗.
1 . 2  方法  采用全自动血凝分析仪测定血浆

D-Dimer、纤维蛋白原(fibrinogen, Fib)、凝血酶

原时间(prothrombin time, PT)、部分凝血活酶时

间(activated partial thromboplastin time, APTT), 
试剂盒采用美国贝克曼库尔特公司的原装试剂; 
采用日立全自动生化仪测定肝肾功能; 上海伊

华临床医学科技公司提供的鲎试剂盒(Ⅱ)定量

检测内毒素, 检测方法按说明书进行. 全部患者

根据血清胆红素水平、血清肌醉水平和PT国际

标准化比值(INR)计算MELD分值: MELD = 3.8
×Ln(总胆红素mg/dL)+11.2 Ln(INR)+9.6 Ln(肌
酐mg/dL)＋6.4×病因(胆汁淤积或酒精为0; 其他

为1).
统计学处理 应用SPSS15.0统计软件包对

MELD分值、血浆内毒素和D-Dimer浓度进行统

计学分析, 检验水准设为0.05. 计量资料采用mean
±SD表示, 组间均数比较采用单因素方差分析.

2  结果

2.1 随访6 m o生存组和死亡组研究指标组间

比较 随访6 mo, 死亡组患者MELD评分、CTP
分值、血浆D-D i m e r和内毒素浓度较生存组

患者显著升高, 组间各指标差异有统计学意义

(P <0.05, 表1).
2.2 随访12 mo生存组和死亡组研究指标组间

比较 随访12 mo, 死亡组患者MELD评分、CTP
分值、血浆D-D i m e r和内毒素浓度较生存组

患者显著升高, 组间各指标差异有统计学意义

(P <0.05, 表2).
2.3 随访18 mo生存组和死亡组研究指标组间

比较 随访18 mo, 死亡组患者MELD评分、CTP
分值、血浆D-Dimer和内毒素浓度较生存组患

者仍显著升高, 组间各指标差异有统计学意义

(P <0.05, 表3).
2.4 不同方法的评估价值 用Child-Pugh评分、

M E L D评分、M E L D评分联合血浆内毒素、

D-Dimer浓度判断预后的评估价值. Child-Pugh
评分预测6、12、18 mo死亡危险的敏感性分别

■研发前沿
Child-Pugh(CTP)
分级在判断终末
期肝病病情方面
越来越显示出局
限 性 .  如 何 定 量
地来分析肝硬化
失代偿期患者的
预后是临床工作
中 的 难 点 和 重
点 .  M E L D 评 分
联血浆内毒素、

D-Dimer是肝脏储
备功能和感染、

纤溶的综合反映, 
可能提供更确切
的定量生存预测
依据, 可以为临床
对肝硬化失代偿
期患者的发病过
程有新的认识, 并
更好地为临床治
疗提供指导．
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是78%、57.8%、54.5%, 特异性分别是86.4%、

91.3%、94.5%; MELD评分预测6、12、18 mo
死亡危险的敏感性有所上升, 分别是100%、

62 .3%、59 .2%,  特异性则下降为83 .2%、

86.5%、89.6%; 联合检测法预测6、12、18 mo
死亡危险敏感性与MELD评分法相仿, 特异性

分别是100.0%、76.1%、75.2%, 而特异性较

MELD法升高, 与CTP评分相仿, 分别是88.7%、

91.9%、95.4%(表4).
2.5 ROC曲线对研究指标预测价值的判断 在所

有139例失代偿期肝硬化患者中, 死亡患者与生

存患者间的MELD评分间差异有统计学意义. 
ROC曲线确定出血患者MELD分值预测死亡的

最佳临界值为28, ROC曲线确定血浆D-Dimer预
测死亡的最佳临界值为血浆D-Dimer浓度≥1.2 
mg/L, 血浆内毒素预测死亡的最佳临界值为血

浆D-Dimer浓度≥11 ng/L.
2.5.1 ROC曲线对血浆D-Dimer预测价值的判断: 
ROC曲线下面积(area under curve, AUC)为0.802, 
面积的标准误为0.091, 首次血浆D-Dimer用于

判断死亡有统计学意义(P  = 0.003), 首次血浆

D-Dimer越大, 死亡的可能性越大, 面积的95%可

信区间(0.586, 0.958). 综合考虑敏感性、特异性. 
最佳临界值选为1.2 mg/L时, 敏感性0.752、特异

性0.852(图1).
2.5.2 ROC曲线对血浆内毒素预测价值的判断: 
ROC曲线下面积为0.875, 标准误为0.042, 血浆

内毒素用于判断死亡有统计学意义(P  = 0.007), 
血浆内毒素浓度越高, 死亡的可能性越大, 面
积的95%可信区间(0.823, 0.961). 综合考虑敏感

性、特异性. 最佳临界值选为时11 ng/L, 敏感性

0.821、特异性0.883(图2).
2.5.3 ROC曲线对MELD分值预测价值的判断: 
ROC曲线下面积为0.901, 面积的标准误为0.058, 
MELD用于判断死亡有统计学意义(P  = 0.002), 
MELD越大, 死亡的可能性越大, 面积的95%可信

区间(0.782, 1.008), 不包括0.5, 最佳临界值选为28

■创新盘点
本研究对MELD
评 分 所 需 指 标
进 行 测 定 ,  计 算
MELD分值, 并监
测血浆内毒素、

D-Dimer浓度变
化, 采用更确切的
定量生存预测依
据指导临床工作.

表  1  生存组和死亡组患者随访6 mo研究指标比较

     
分组	            n 	                 MELD		    CTP	         D-Dimer(mg/L)	           内毒素(ng/L)

生存组	       120	         16.27±7.21	            8.72±2.31	          0.83±0.15	           8.65±2.42

死亡组	         19	         43.76±11.25a	          13.19±3.47a	          1.86±1.12a	         15.45±6.33a

aP<0.05 vs  生存组.

表  2  生存组和死亡组患者随访12 mo研究指标比较

     
分组	          n 	                 MELD		    CTP	         D-Dimer(mg/L)	           内毒素(ng/L)

生存组            97	         14.86±8.16	            6.87±1.98	          0.76±0.11	           7.24±4.15

死亡组            42	         38.59±10.63a	          12.46±2.58a	          1.78±1.35a	         13.86±5.17a

aP<0.05 vs  生存组.

表  3  生存组和死亡组患者随访18 mo研究指标比较

     
分组	          n 	                 MELD		    CTP	         D-Dimer(mg/L)	           内毒素(ng/L)

生存组            61	         12.98±8.16	            6.42±2.16	          0.72±0.23	           6.84±3.68

死亡组            78	         35.81±12.57a	          10.28±2.36a	          1.69±1.51a	         12.89±6.04a

aP<0.05 vs  生存组.

表  4  不同方法预测死亡危险的敏感性、特异性 (%)

     
		               病死危险

	         6 mo	                 12 mo	         18 mo

                敏感性 特异性   敏感性 特异性   敏感性  特异性 

CTP	   78      86.4      57.8      91.3      54.5      94.5

MELD	 100      83.2      62.3      86.5      59.2      89.6

联合法	 100      88.7      76.1      91.9      72.5      95.4

CTP分值为10; MELD分值为28; 血浆D-Dimer为1.2 mg/L, 内

毒素11 ng/L.
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时, 敏感性0.823, 特异性0.922, OR = 18.021, 95%
可信区间(3.012, 98.622), 不包含1, 与1有显著性

差异, 表明MELD>28是死亡的危险因素(图3).

3  讨论

正确判断失代偿期肝硬化患者预后, 预测进行

人工肝和/或肝移植的疗效是正确选择治疗方

法、最大限度延长患者生命的前提. 传统的CTP
评分体系具有经典、简单、实用的优点, 但是

在应用过程中CTP分级评分范围太窄, 区分力

低. 2001年Kamath等[1]提出了新的评价体系, 即
MELD, 他的建立基于接受经颈静脉肝内门体静

脉分流术的美国肝硬化患者资料基础上的, 采
用客观的实验室检查指标替代了CTP评分中腹

水、肝性脑病等主观性指标, 避免了不同判定

者的主观误差[2]. 多数学者认为, 与CTP评分系

统比较, MELD在评价肝硬化患者肝脏储备功能

方面以及预测肝硬化和接受手术后的患者预后

方面能提供更多信息[3,4]. 研究证实, MELD评分

对重型肝炎、酒精性肝炎及再次接受肝移植等

患者的预后有非常显著的预测能力[5-7]; 对肝硬

化患者食管静脉曲张破裂出血也有较好的预测

和评估价值[8,9]; 对非酒精性肝硬化和原发性肝

癌患者的预后的判断也有一定价值[10,11].
感染和胃肠道出血是失代偿期肝硬化患者

的常见临床症状, 是导致患者死亡的主要原因. 
肝硬化出血的原因极为复杂, 除凝血因子、抗

凝血因子的合成减少、脾功能亢进外, 肝硬化

患者的继发性纤溶亢进占重要地位. 另外, 肝硬

化患者常伴发内毒素血症, 而内毒素是引起肝

脏损害的物质基础[12]. 长期或反复的内毒素升

高在门脉高压、加重肝病的发展等方面起着重

要作用[13,14].
慢性肝衰竭患者容易出现肝病肠源性内毒

素血症, 在本研究中, 对139例肝硬化失代偿期

随访6、12和18 mo后发现, 和生存患者相比较, 
死亡患者血浆内毒素显著增高, 各时间段差异

均有统计学意义(P <0.05), 考虑内毒素血症水平

与肝功能分级的严重程度有相关性. ROC曲线

对内毒素血症的预测价值的分析发现, ROC曲

线下面积为0.875, 标准误为0.042, 血浆内毒素

用于判断死亡有统计学意义(P  = 0.007), 血浆内

毒素浓度越高, 死亡的可能性越大; 综合考虑敏

感性、特异性, 其最佳临界值选为11 ng/L时, 敏
感性0.821、特异性0.883.

血浆D-D i m e r作为体内高凝状态和纤溶

亢进的标志物具有临床特异性和便捷性, 已取

代组织型纤溶酶原激活剂(t issu plasminogen 
activator, t-PA)作为纤溶亢进的首选指标. 在本

研究中, 本研究对肝硬化失代偿期存活、死亡

■应用要点
肝硬化失代偿期
患 者 往 往 与 感
染、凝血功能、

肝性脑病、肝肾
综合征有密切关
系 ,  病 理 生 理 过
程相互影响、相
互促进. MELD分
值、血浆内毒素
和D-Dimer浓度系
列定量指标有助
于临床医师采取
有效治疗措施.

图  1  ROC曲线对血浆D-Dimer预测价值的判断.
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图  2  ROC曲线对血浆内毒素预测价值的判断.
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图  3  ROC曲线对MELD分值预测价值的判断. 
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患者进行了血浆D-Dimer测定. 我们发现在最终

死亡的出血患者早期血浆D-Dimer浓度变化很

大, 表明纤溶亢进在急性出血患者的病程里扮

演了重要角色. 纤溶亢进指标的测定, 能够帮助

评价此后再出血的危险性. 通过ROC曲线分析, 
首次血浆D-Dimer浓度越大, 死亡的可能性越大, 
出血患者首次血浆D-Dimer浓度高于1.2 mg/L是
死亡的危险因素. 可以认为, 肝硬化失代偿期伴

有食管静脉曲张出血患者的首次血浆D-Dimer
浓度可直接对患者的再出血和死亡产生影响, 
这对临床医师早期判断患者的病情和预后有重

要意义. 在患者急性出血期, 很难迅速改善肝功

能, 但感染和纤溶亢进可以被有效治疗. 本研究

的结果表明, 除了应用内镜下硬化剂治疗及血

管活性药物之外, 抗纤溶药物治疗肝硬化失代

偿期伴有食管静脉曲张出血患者可能有较大的

实际应用价值, 这种可能性可通过进一步大范

围的临床观察来评估.
MELD评分以血清胆红素等常用的生化变

量为依据, 不仅考虑了肝功能状况而且兼顾了肾

功能和病因的不同, 具有可动态观察及客观性强

等特点, 避免了分级中的主观因素, 短期评估效

率优于评分, 能较好地预测终末期肝病死亡发生

的危险度[15]. 多数学者认为, 与CTP评分系统比

较, MELD在预测肝硬化和接受手术后的患者预

后方面能提供更多信息, 由于对终末期肝病患

者病情判断的准确性较高, 从而逐渐被应用于

其他领域, 进一步拓展了其应用范围[16,17]. 我国

学者对此模型也进行了验证, 多数认为此模型

能比较准确地预测肝硬化或重型肝炎患者的预

后. 张桂珍[18]将MELD评分系统应用于晚期肝硬

化患者上消化系出血术后短期生存率预后的判

断, 结果提示评分值越高, 晚期肝硬化患者上消

化系出血术后生存率越低, AUC越大, 诊断的准

确性越高. 当一个判断指标的AUC>0.8时, 可以

认为他是一个非常好的判断标准[19]. 我们利用

ROC曲线判定预测肝硬化失代偿期患者死亡的

AUC为0.901, 最佳临界值为28, 对临床肝硬化失

代偿期患者的应用有较大指导意义.
本研究的结果证实了MELD评分系统的价

值和准确性, 通过随访发现, 对存活者和6、12
和18 mo死亡的患者, MELD评分具有良好的判

断力. 此外MELD评分联合血浆D-Dimer、内毒

素与单独MELD评分相比, 能更好地预测6、12
和18 mo的死亡率. MELD评分系统可以作为判

别肝硬化病情恶化的辅助指标, 此外应注意的

是, 血浆D-Dimer、内毒素升高意味着临床病情

复杂和死亡危险性增高的信号.
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Abstract
AIM: To compare the prognostic value of model 
for end-stage liver disease (MELD) and Child-
Turcotte-Pugh (CTP) grading in patients with 
cirrhosis.

METHODS: A total of 1 790 patients with cirrho-
sis treated at our hospital were analyzed. These 
patients were allocated into two groups: sur-
vival group and death group. The MELD score 
and CTP classification were determined for each 
patient. The accuracy of MELD scoring and CTP 
grading in predicting the prognosis of patients 
with cirrhosis was assessed by comparing the 
area under the receiver operating characteristic 
curve (ROC). The predictive power of MELD 
scoring and CTP classification was evaluated us-
ing the cut-off approach.

RESULTS: MELD and CPT scores were sig-
nificantly higher in the death group than in the 
survival group (both P < 0.001). The mortality 
of patients with cirrhosis increased with the in-
crease in their MELD and CTP scores. The area 
under the ROC (AUC) of MELD was signifi-
cantly higher than that of CPT (0.881 vs 0.824, 
P < 0.01). Survival analysis showed that both 

MELD scoring and CTP grading could clearly 
discriminate patients who survived or died (both 
P < 0.001). MELD values showed significant cor-
relation with CTP scores (r = 0.705, P < 0.001).

CONCLUSION: Both MELD scoring and CTP 
grading can accurately predict the prognosis of 
patients with cirrhosis. MELD scoring is more 
efficient than CTP grading in predicting the 
prognosis of patients with cirrhosis.

Key Words: Model for end-stage liver disease; Cir-
rhosis; Child-Turcotte-Pugh grading; Prognosis
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Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 2375-2378

摘要
目的: 探讨终末期肝病模型(model for end-
stage liver disease, MELD)对肝硬化住院患
者预后的预测价值, 并与CTP(Child-Turcotte-
Pugh)评分比较. 

方法: 分析1790例肝硬化住院患者的临床资
料, 将患者分为存活组和死亡组. 分析两组患
者MELD分值、CTP评分分级, 并运用ROC曲
线及曲线下面积评价两种评分系统预测肝硬
化患者预后的能力. 

结果: 肝硬化患者死亡组MELD分值和CTP评
分均显著高于生存组(均P <0.001), 肝硬化病
死率随MELD分值和CTP评分的增加而升高. 
生存分析表明, MELD分值与CTP评分均可有
效分辨可能生存及死亡的患者(均P <0.001), 
MELD分值评估住院患者预后的ROC曲线下
的面积显著高于CTP评分(P<0.01). MELD分值
与CTP评分呈显著正相关(r  = 0.705, P<0.001).

结论: MELD分值及CTP评分均可预测肝硬化
患者的预后, MELD分值评估效率优于CTP评
分分级.

关键词: 终末期肝病模型; 肝硬化; CTP分级; 预后
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■背景资料
肝硬化是一种严
重危害人民健康
的常见病、多发
病. 如何准确地评
估和预测肝硬化
患者的病情严重
程 度 及 预 后 ,  确
定合适的治疗方
案是十分重要的. 
2001年Kamath等
提出了新的评价
方法, 即终末期肝
病模型(MELD), 
因 其 简 便 、 客
观、较为准确而
逐渐得到大家重
视和应用.
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0  引言

肝硬化是我国常见的, 一种严重危害人民健康

和生命的慢性疾病, 病死率较高[1]. 如何准确评

估和预测肝硬化患者的病情严重程度及预后, 
对确定合适的治疗方案十分重要. 目前大多数

学者采用CTP评分系统评估肝硬化患者肝功能

储备、手术风险及预后[2], 但存在着许多不足之

处[3]. 2001年Kamath等提出了新的评价方法, 即
终末期肝病模型(model for end-stage live disease, 
MELD)[4], 因其简便、客观、较为准确而受到

广泛的关注. 本文应用MELD评分回顾性分析了

1 790例肝硬化患者的生存状况, 并与CTP分级

作比较, 以评估他们在预测肝硬化住院患者预

后中的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为2002-09/2009-12延边大学

附属医院院收治的按1990年全国肝硬化专题学

术会制订的标准[5], 经临床及辅助检查综合诊断

的具有完整资料的肝硬化患者1 790例(男1 138
例, 女652例, 平均56.18岁±11.61岁), 其中存活

1 345例, 死亡445例.
1.2 方法 计算每例肝硬化患者的MELD分值及

CTP评分. 根据公式MELD分值 = 3.8×ln[胆红素

(mg/dL)]+11.2×ln(INR)+9.6×ln[肌酐(mg/dL)]+6.4
×(病因: 胆汁性或酒精性为0; 其他为1)[4]. 根据

MELD分值不同, 可分为MELD≤9、10-19、
20-29、≥30分4组. 根据CTP评分不同, 可分为

A(5-6分)、B(7-9分)、C(10-15分)三级[6].
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件包对数

据进行分析. 计量资料使用t检验; 计数资料使用

χ2检验, 多组间两两比较采用χ2分割法; MELD
分值与CTP评分的相关性用Spearman等级相关

检验. 分别以不同的MELD分值和CTP评分作为

判断死亡与否的临界值, 利用诊断试验的四格

表分析法求得相应的敏感性和特异性, 以敏感

性为纵坐标、(1-特异度)为横坐标, 绘制接受者

工作特征(receiver operating characteristic, ROC)
曲线, 应用ROC曲线下面积(under the ROC, 
AUC)来衡量两种评分系统判别预后的能力. 根
据Youden指数(灵敏度+特异度-1)的最大值确

定肝硬化患者生存与否的最佳临界值(截断点). 
P <0.05认为差异有统计学意义.
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2  结果

2.1 MELD分值和CTP评分与预后的关系

2.1.1 MELD分值与预后的关系: 肝硬化死亡

组MELD分值为22.25±9.91, 而肝硬化存活组

为9.57±5.07, 两组比较差异有统计学意义(t  = 
35.06, P <0.001). MELD≤9分组肝硬化病死率

为5.26%(42/799), 10-19分组为21.68%(147/678), 
20-29分组为75.12%(163/217), ≥30分组为

96.88%(93/96), 4组之间比较差异有统计学意

义(χ2 = 727.96, 均P <0.001, 表1). 肝硬化病死率

MELD≤9分组显著低于10-19分组(χ2 = 88.67, 
P <0.001), 20-29分组(χ2 = 517.09, P <0.001)和≥

30分组(χ2 = 561.64, P <0.001); MELD 10-19分组

显著低于20-29分组(χ2 = 207.31, P <0.001)和≥

30分组(χ2 = 222.26, P <0.001); MELD 20-29分组

显著低于≥30分组(χ2 = 21.16, P <0.001); 各分组

之间两两比较差异均有统计学意义. 
2.1.2 CTP评分与预后的关系: 肝硬化死亡组

C T P分值为11.36±2.09, 而肝硬化存活组为

8.48±2.16, 两组比较差异有统计学意义(t  = 
24.49, P <0.001). 肝功能A级组肝硬化病死率为

1.78%(5/281例), B级组为11.95%(84/703例), C级
组为44.17%(356/806例), 3级之间比较差异有统

计学意义(χ2 = 303.74, 均P <0.001, 表1). 肝硬化

病死率肝功能A级组显著低于肝功能B 级组(χ2 
= 25.24, P <0.001)和C级组(χ2 = 168.79, P <0.001),
肝功能B级组显著低于肝功能C级(χ2 = 188.71, 
P <0.001); 各分级之间两两比较差异均有统计学

意义. 
2.1.3 MELD分值与CTP评分的相关性: 采用非参

数相关分析, 计算Searmansh相关系数. MELD与

CTP评分的相关系数为0.705(t  = 42.03, P <0.001). 
2.2 ROC曲线分析

2.2.1 MELD分值和CTP评分预测肝硬化患者预

后的AUC: MELD和CTP在评估肝硬化患者预

后的ROC曲线的AUC分别为0.878(SE: 0.010, 
95%CI: 0.858-0.899)和0.822(SE: 0.011, 95%CI: 
0.801-0.844), 两者均有较大的曲线下面积, 表明

其分辨度好, 能较好地区分可能死亡和可能存

活的患者; 两者AUC比较差异有统计学意义(U  
= 3.77, P <0.01), MELD分值的分辨度优于CTP评
分(图1, 表2). 
2.2.2 利用R O C曲线截断点判断肝硬化患者

生存与死亡的危险性 :  R O C曲线分析表明 , 
MELD及CTP计分对预后判断的截断值(最佳

临界值)分别为15和11(图1, 表2). MELD<15组

www.wjgnet.com

■研发前沿
MELD模型能较
准确地预测肝硬
化患者的病情和
预 后 ,  但 该 模 型
并没有包含所有
对预后有影响的
因素, MELD分值
评估效率是否优
于CTP评分, 能否
取代CTP评分尚
需大规模的临床
研究.

■相关报道
2001年Kamath等
提出, 有关MELD
分值与CTP分级
对评估肝硬化患
者预后的准确性
比较, 国内外均有
报道. 部分结果认
为MELD分值在
预测晚期肝病病
情方面优于CTP
分级, 也有研究认
为两者在预测肝
硬化预后方面的
价值相当. 
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病死率为7.82%(96/1 227), MELD≥15组病死

率为61.99%(349/563), 两组比较差异有统计

学意义(χ2 = 606.13, P <0.001). CTP<11组病死

率为12.11%(150/1 239), CTP≥11组病死率为

53.54%(295/551), 两组比较差异有统计学意义(χ2 
= 350.49, P<0.001).

3  讨论

多年来沿用的CTP分级标准被认为是评估肝硬

化患者肝功能储备, 手术风险及预后的良好指

标. 但其中包含肝性脑病及腹水两项主观指标, 
且血浆白蛋白定量极易受人为因素改变, 因此

其客观、准确性受到了一定的影响[7]. 
MELD评分系统是Kamath等[4]采用了血清

肌酐、总胆红素、INR及肝病原发病因作为参

数, 通过数学公式计算得分. 比传统CTP分级, 
MELD分值不仅考虑了肝功能状况, 而且兼顾了

肾功能和不同的病因, 避免了CTP分级评分中的

主观因素[8]. 该评分系统具有简便可行、重复性

好、客观性强等特点, 可较准确地反映终末期

肝病患者病情严重程度[9], 能较好地预测肝硬化

患者死亡危险度. 2002年美国器官分配网络开

始应用MELD评分系统决定供肝的分配[10]. 有关

MELD分值与CTP分级对评估肝硬化患者预后

的准确性比较, 国内外均有报道. 部分结果认为

MELD分值在预测肝硬化患者预后方面价值优

于CTP分级[9,11,12], 也有研究认为两者在预测肝硬

化患者预后方面的价值相当[13-15]. 
本研究采用MELD评分, 对1 790例肝硬化

患者进行回顾性研究, 并与CTP分级相比较. 结
果发现肝硬化死亡组MELD分值和CTP评分显

著高于生存组(P <0.001), 肝硬化病死率随MELD
分值、CTP分级的增高而逐渐升高, 且各分组

之均有显著性差异. 提示MELD分值和CTP分
级与肝硬化预后有关, 且MELD分值、CTP分
级越高患者病死的危险性越大. 相关分析表明, 
MELD分值与CTP评分显著正相关, 相关系数为

0.705(P <0.001). 
ROC分析表明, MELD分值和CTP评分均有

较大的AUC, 表明此两评分系统分辨率均较好, 
评估肝硬化患者预后的准确性较高. ROC分析

显示MELD分值ROC曲线的AUC明显高于CTP
评分, 提示MELD分值较CTP评分更能反映病情

的危急程度, 预测肝硬化患者预后的准确性优

于CTP评分.   
本研究利用ROC曲线截断点对肝硬化住院

患者进行生存分析, 结果表明MELD分值和CTP
评分最佳临界值上下患者病死率均有非常显著

性差异(均P <0.001), 因此通过确定ROC曲线截断

表  1  MELD分值及CTP分级与病死率的关系

     
项目

			                 MELD分值				          肝功能CTP分级

	             ≤9	  10-19	         20-29               ≥30	         A级	                 B级	       C级

n 799 678 217 96 281 703 806

死亡数   42 147 163 93     5   84 356

病死率(%)     5.26   21.68   75.12 96.88     1.78   11.95   44.17

图  1  ROC曲线分析.
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表  2  MELD及CTP评价肝硬化患者预后的ROC分析

     
评价系统	      灵敏度(%)       特异度(%)      最佳临界值           AUC	   SE	            95%CI	          U

MELD 77.3 85.7 14.9 0.878b 0.010 0.858-0.899           37.80

CTP 66.3 81.0 10.5 0.822 0.011 0.801-0.844           29.27

bP<0.01 vs  CTP组AUC.

■创新盘点
本 文 通 过 分 析
1 790例肝硬化住
院患者的临床资
料, 并运用ROC曲
线及曲线下面积
(AUC)比较MELD
分值和CTP评分
分级预测肝硬化
患者预后的能力, 
对临床工作有一
定的指导作用.
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点方法可将肝硬化患者确定高、低危组群, 对临

床上选择适当的治疗方案有一定的指导作用.
总之, MELD分值和CTP评分分级均可以预

测肝硬化患者病情的严重程度和预后, MELD分

值评估效率优于CTP评分, 值得临床应用. 尽管

如此, 我们认为因MELD分值和CTP分级各有优

缺点, MELD分值目前尚不能完全替代CTP分级, 
但两者可以互为补充配合使用, 并在临床实际

应用中不断地补充和完善.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of CXCL8 
and CXCR1 in colonic mucosa of patients with 
colon cancer and to analyze their relationship 
with the metastasis of colon cancer.

METHODS: A total of 106 patients with colon 
cancer were included in this study. Immunohis-
tochemistry was used to detect the expression of 
CXCL8 and CXCR1 in colon cancer specimens 
taken from these patients. The correlation of 
CXCL8 and CXCR1 expression with clinico-
pathological data for these patients, including 
age, sex, tumor size, lymph node metastasis and 
Duke stage, were analyzed.

RESULTS: The positive rates of CXCL8 and 
CXCR1 expression were 71.7% (86/106) and 
67.0% (78/106) in colon cancer, respectively. 
A significant correlation was noted between 
CXCL8/CXCR1 expression and tumor size, 
lymph node metastasis, and Duke stages (all P < 
0.05) though no correlation was found between 
CXCL8/CXCR1 expression and age, sex and 
pathological differentiation.

CONCLUSION: CXCL8/CXCR1 may be in-
volved in the progression and metastasis of colon 
cancer and therefore can be used as new diagnos-
tic markers for colon cancer and novel targets for 
therapeutic intervention of the disease.

Key Words: Cytokine; CXCL8; CXCR1; Colon can-
cer; Tumor microenvironment; Metastasis

Miao HJ, Qi XG. Role of CXCL8/CXCR1 in the metastasis 
of human colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(22): 2379-2383

摘要
目的: 探讨肿瘤微环境中趋化因子CXCL8及
其受体CXCR1在结肠癌组织的表达及其临床
应用价值. 

方法: 选取上海交通大学附属第六人民医院
结肠癌患者106例, 记录患者年龄、性别、病
理分化程度、肿瘤大小、浸润深度、Duke分
期等, 采用免疫组织化学SP法检测CXCL8及
其受体CXCR1在结肠癌及其癌旁组织中表达
情况, 并分析其表达与临床特征的关系. 

结果: 结肠癌组织中CXCL8染色阳性86例, 占
71.7%, CXCR1染色阳性78例, 占67.0%, 而
癌旁正常结肠黏膜组织中CXCL8及其受体
CXCR1染色阳性率分别为19.8%, 16.0%, 两组
相比差异具有统计学意义(P <0.05); 进一步分
析其表达与临床应用价值. 结果显示, 结肠癌
组织中CXCL8/CXCR1表达与性别、年龄、

肿瘤分化程度均无明显相关性, 而与结肠癌肿
瘤大小、浸润深度、淋巴转移、Duke分期均
呈显著正相关(r  = 0.271, P  = 0.005).

结论: 趋化因子CXCL8/CXCR1生物轴可能在
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■背景资料
肿瘤微环境为当
前肿瘤学研究的
新兴研究领域之
一, 而肿瘤微环境
中细胞因子在肿
瘤的发生、发展
中起着至关重要
的作用, 本研究正
是基于此出发点, 
研究细胞因子等
在结肠癌发病机
制中的作用, 具有
重要的临床潜在
应用价值.

■同行评议者
杨柏霖, 副主任医
师, 南京中医药大
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结肠癌侵袭、转移中起一定作用, 进一步为结
肠癌免疫治疗提供了新的理论依据.

关键词: 趋化因子; CXCL8; CXCR1; 结肠癌; 肿瘤

微环境; 侵袭转移
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0  引言

结肠癌是消化系常见恶性肿瘤, 占胃肠道肿瘤

的第3位. 近年来虽然其化疗、靶向、手术等治

疗方法不断改进, 但患者总体预后并无明显改

善, 总体5年生存率仍不足50%, 大约40%的患者

在5年内出现腹腔复发和肝转移, 而且其发病率

逐年上升[1], 寻找更为有效的干预方法及探究预

测转移机制是解决问题的关键所在. 同其他肿

瘤一样, 结肠癌是一个复杂的混合体, 除癌细胞

外还有炎症细胞、免疫细胞、内皮细胞、成纤

维细胞、外皮细胞等, 这些基质细胞构成了肿

瘤细胞的微环境, 通过分子信号通路为肿瘤提

供生长所需的物质. 最近大量研究表明, 肿瘤微

环境中的多种间质细胞对肿瘤细胞的生长和转

移具有多方面的影响, 而在此过程中趋化因子

及其受体则发挥着至关重要的作用. 而一旦发

生转移, 大多预后不良[2]. 因此, 深入探索肿瘤侵

袭和转移的关键分子生物学特征和分子调节靶

点, 建立行之有效的肿瘤转移分子干预方法和

应用技术, 是当前肿瘤研究中亟待阐明和解决

的重大基础和临床问题. 本研究采用结肠癌及

其癌旁组织标本, 研究CXCL8/CXCR1生物轴的

表达情况及其与结肠癌转移的关系, 探讨反映

结肠癌发生、发展和转移的敏感指标, 为结肠

癌的早期诊断及治疗、病程监控提供一定的客

观依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取上海交通大学附属第六人民医院

2008-01/2009-12经手术切除的结肠癌标本106
例, 男54例, 女52例, 平均年龄56(27-85)岁. 根据

WHO标准, 病理组织学分级: 高分化20例, 中分

化57例, 低分化29例. 45例有淋巴结转移, 61例无

淋巴结转移. CXCL8抗体(sc-57269, Santa Curz,  
1∶50); CXCR1抗体(MAB330, R&D Systems Inc, 
1∶200); 免疫组织化学试剂盒购自福州迈新生

物技术开发有限公司.
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1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学法: 采用SP法, 检测结肠癌及

其癌旁组织中CXCL8、CXCR1表达, 具体操作

步骤严格按照试剂盒说明书进行. 
1.2.2 结果判定: 根据染色程度和染色细胞百分

比进行评分. 染色程度: 基本不着色为0级,  着色

呈淡黄色为1级, 着色呈黄色为2级, 着色呈棕褐

色为3级. 染色阳性细胞百分比: 着色阳性细胞

占计数细胞百分比≤5%为0级, 6%-25%为1级, 
26%-50%为2级, ≥51%为3级. 将胞质染色程度

分级与染色细胞百分比分级相乘, 乘积≥4者为

表达阳性, 0-3为表达阴性.
统计学处理 采用SPSS11.0软件包, 其中率

的比较采用χ2检验, 相关分析采用Spearman等级

相关检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2 .1  结肠癌及癌旁组织中C X C L8及其受体

CXCR1的表达 CXCL8在结肠癌组织中明显高

表达, 其对应癌旁组织中表达较低, 进一步统

计分析显示, 结肠癌及其癌旁组织中表达阳性

率分别为71.7%、28.3%, 且差异具有统计学意

义(χ2 = 57.49, P  = 0.000); CXCR1在结肠癌及其

癌旁组织中表达阳性率分别为67.0%、33.0%, 
统计分析显示具有显著性差异(χ2 = 56.65, P  = 
0.000, 表1); CXCL8及其受体CXCR1在结肠癌及

其癌旁的表达见图1. 
2.2 CXCL8及其受体CXCR1表达与临床、病

理参数的意义 结肠癌组织中CXCL8及其受体

CXCR1表达与性别、年龄、肿瘤分化程度均无

明显相关性, 而随着结肠癌进展, 如肿瘤大小、

浸润深度、淋巴转移、Duke分期等, 其阳性表

达率亦逐渐提高, 统计分析显示差异具有统计

学意义(P <0.05), 提示CXCL8及其受体CXCR1与
结肠癌转移密切相关(表2, 3). 
2.3 结肠癌组织中CXCL8及其受体CXCR1表达

的相关性分析 为进一步分析CXCL8及其受体

CXCR1表达相关性, 对两者进行Pearson相关性分

析, 统计显示呈正相关(r  = 0.271, P  = 0.005, 表4).

3  讨论

趋化因子的主要作用是趋化细胞的迁移, 细胞

沿着趋化因子浓度增加的信号向趋化因子源处

的迁徙. 早期研究主要集中其在抗炎症等反应

中的作用, 最近研究发现, 趋化因子作为肿瘤微

环境中关键信号分子, 在肿瘤的侵袭及转移等

www.wjgnet.com

■相关报道
Yoshimura等首先
发现的一种强有
力的中性粒细胞
趋化因子和活化
因子CXCL8,  以
往 研 究 发 现 ,  其
主要生物作用为
趋化并激活中性
粒细胞, 促进中性
粒细胞的溶酶体
活性和吞噬作用. 
最 近 研 究 显 示 , 
CXCL8除具有免
疫调节作用外, 还
能够影响肿瘤的
微环境调节和调
节肿瘤血管形成.
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方面起重要作用. 而肿瘤侵袭、转移不仅是临

床手术治疗中的难点, 而且往往是导致患者死

亡的主要原因. 肿瘤微环境中趋化因子CXCL8/
CXCR1是否参与结肠癌发生、发展, 是本研究

探讨的问题之一. 
CXCL8是1986年Yoshimura等[3]首先发现

的一种强有力的中性粒细胞趋化因子和活化因

子, 以往研究发现, 其主要生物作用为趋化并激

活中性粒细胞, 促进中性粒细胞的溶酶体活性

和吞噬作用[4]. 最近研究显示[5], CXCL8除具有

免疫调节作用外, 还能够影响肿瘤的微环境调

节和调节肿瘤血管形成. 本研究采用结肠癌及

其癌旁组织对照研究, 结果显示, 与对应的癌旁

组织相比, CXCL8在结肠癌中表达阳性率明显

较高, 且进一步研究发现, 虽然CXCL8表达水

平与结肠癌患者的年龄、性别及病理分级等无

关(P >0.05), 但CXCL8表达水平与肿瘤大小、浸

润深度、淋巴转移及TNM分期等密切相关(均
P <0.05), 提示CXCL8能促进结肠癌细胞的增殖

和转移; L i等[6]分析比较不同侵袭潜能的结肠

癌细胞株, 结果表明, CXCL8及其受体CXCR1
表达与结肠癌细胞株侵袭能力呈正相关, 亦提

示CXCL8/CXCR1参与了结肠癌增殖、转移等

恶性转化过程. Dol l等[7]在细胞水平研究证实, 
CXCL8在结肠癌细胞中高表达与转移、侵袭能

力的关系, 该研究同时指出, 其导致结肠癌转移

机制可能与上调EGFR有关. 以上研究均提示, 
CXCL8在结肠癌中高表达, 且其表达水平与结

肠癌转移等生物学特性密切相关, 与我们在组

织水平的研究结果一致; 另外在其他肿瘤, 比如: 
卵巢肿瘤[8]、前列腺癌[9]、胃癌[10]等的研究中均

发现肿瘤组织的血管形成与CXCL8表达的升高

有关, 亦提示CXCL8的表达与肿瘤细胞侵袭、

转移能力密切相关. 
以上结果显示, CXCL8在结肠癌的增殖和

转移起重要作用, 那么其具体机制如何? 为此, 
本研究进一步深入探讨CXCL8在结肠癌转移中

的下游靶点, 研究结果发现, 作为CXCL8重要受

表  1  结肠癌及其癌旁组织中CXCL8/CXCR1的表达

     
			      CXCL8表达			        CXCR1表达

	           阳性(n )          阴性(n )        χ2值            P 值         阳性(n )        阴性(n )         χ2值          P 值

结肠癌组织          76	                30           212         0.000	 71	   35	   212	 0.000

结肠癌旁组织       21                85			   17	   89

A B

C D

图  1  CXCL8及其受体CXCR1在结肠癌及其癌旁组织中的表达(×200). A: CXCL8结肠癌旁; B: CXCL8结肠癌; C: CXCR1结

肠癌旁; D: CXCR1结肠癌.

■应用要点
本 研 究 结 果 与
先 前 的 研 究 结
果 基 本 一 致 ,  即
CXCL8/CXCR1
生物轴与结肠癌
肿瘤大小、浸润
深 度 、 淋 巴 转
移 、 D u k e 分 期
等均呈显著正相
关, 提示CXCL8/
CXCR1生物轴在
结肠癌转移中起
着至关重要的作
用. 检测他们的表
达情况, 有助于临
床分期诊断及治
疗方案的选择.
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体之一的CXCR1亦在结肠癌中明显高表达, 且
CXCR1表达水平与肿瘤大小、浸润深度、TNM
分期等呈正相关. 其可能机制为, CXCL8参与了

对循环肿瘤细胞的选择过程[11], CXCL8的外分

泌特征导致瘤细胞CXCR1的表达升高, 在循环

瘤细胞转变为转移性瘤细胞、转移性瘤细胞的

定位和增殖有重要作用, 进而参与结肠癌的发

生、发展. Bates等[12]亦研究发现, 在结肠癌上

皮-间质转化和转移过程中, 化学趋化因子受体

CXCRl, 而不是CXCR-2伴随增加, 同时该研究

通过抗体抑制试验证实, CXCL8和CXCR1在结

肠癌细胞化学趋化和转移中起重要作用, 同样

提示, CXCL8及其受体CXCR1在结肠癌转移中

的潜在作用, 与我们在组织中研究结果一致. 以
上结果提示, CXCL8/CXCR1生物轴可能在结肠

癌转移中起关键作用, 有望成为结肠癌的治疗

新的靶点. 
总之, 本试验中研究CXCL8/CXCR1生物

轴与结肠癌转移关系, 不仅有助于发现肿瘤微

环境、炎症与结肠癌发生的新关联 ,  而且为

CXCL8/CXCR1在结肠癌治疗作为重要靶点提

供新的理论依据, 为结肠癌免疫治疗等开辟了

新的途径, 寻找治疗结肠癌更有效的治疗方法. 
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)
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Abstract
AIM: To investigate the routes for specimen 
extraction during scarless laparoscopic radical 
rectal cancer surgery.

METHODS: A total of 11 patients with rectal 
cancer undergoing scarless laparoscopic radi-
cal rectal cancer resection were included in the 
study. During the surgery, specimens were 
extracted through three different routes. The 
operation time, hospital stay, and the incidence 
rates of anastomotic fistula and other complica-
tions were recorded.

RESULTS: The surgery was successful in all the 
11 patients. The operation time ranged from 180 to 
300 min, and the hospital stay from 4 to 10 d. No 
abdominal incision, abdominal infection, anasto-
motic leakage and other complications occurred.

CONCLUSION: Scarless laparoscopic radical 
rectal cancer surgery is effective and safe in the 

management of patients with rectal cancer.

Key Words: Laparoscopy; Rectal cancer surgery; 
Scarless abdominal surgery

Wang C, Wang Q, Cao XY, Sun DH. Three routes for 
specimen extraction during scarless laparoscopic radical 
rectal cancer surgery. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(22): 2384-2386

摘要
目的: 探讨腹腔镜直肠癌根治术后腹壁无瘢
痕标本取出的可行性.

方法: 直肠癌患者11例行腹腔镜直肠癌根治术
后经不同途径取出标本, 总结手术时间, 住院
时间以及吻合口瘘等并发症的发生. 

结果: 患者11例均顺利完成手术, 手术时间
180-300 min, 住院日期4-10 d, 无腹壁辅助切
口、腹腔感染、吻合口瘘及各种并发症发生.

结论: 腹壁无瘢痕的腹腔镜直肠癌根治术具
备安全性及可行性.

关键词: 腹腔镜; 直肠癌根治术; 腹壁无瘢痕

王超, 王权, 曹雪源, 孙东辉. 腹壁无瘢痕腹腔镜直肠癌根治术的3
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0  引言

随着微创技术的发展, 腹腔镜下结直肠癌手术

的应用已在世界范围内广泛开展, 其手术的简

单、安全、可行、切除的根治性及近远期疗效

已得到了证实. 其技术可行, 优点得到越来越多

的临床医生及患者的接受, 腹腔镜直肠癌根治

术的优势地位已逐步确立, 有望成为直肠癌手

术的金标准[1]. 我们于2008-09/2009-04对11例直

肠癌患者经应用腹腔镜技术完成及标本取出途

径进行改良, 疗效令人满意, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组直肠癌患者共11例, 男4例, 女7例, 

®

■背景资料
随着微创技术的
发展, 腹腔镜下结
直肠癌手术的应
用已在世界范围
内 广 泛 开 展 ,  其
手术的简单、安
全、可行、切除
的根治性及近远
期疗效已得到了
证实.

■同行评议者
戴冬秋, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科
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年龄43-56(平均46.7)岁, 肿瘤位于直肠距齿线上

5 cm以上6例, 以下5例. 病理类型: 直肠高分化腺

癌0例, 中分化腺癌9例, 低分化腺癌2例.
1.2 方法 经阴道取出2例: 先行腹腔镜直肠癌根

治术, 远端直肠腹腔镜下闭合切断, 近端直肠断

端留置腹腔. 再由妇科行子宫切除, 并经阴道将

子宫和近端直肠拖出, 体外切除肿瘤, 将吻合器

钉砧置入近段直肠, 行荷包缝合, 经阴道送回腹

腔, 行镜下吻合, 同时缝合阴道断端. 经肛门取

出5例: 腹腔镜下完成TME游离, 确定肿瘤上下

切缘, 切断相应系膜, 切线以丝线结扎闭合肠管, 
经肛门置入肛管, 1∶5 000洗必泰反复冲洗远

端直肠, 助手牵拉直肠, 超声刀首先切断远端肠

管, 边切割肠管, 边以2-0 proline缝线贯穿肠壁全

层行荷包缝合, 近端肠管直接切断后荷包缝合, 
扩肛置入塑料标本袋, 切除直肠装入袋中, 以环

钳经肛门拖出标本, 置入相应大小吻合器, 进入

腹腔后松脱钉砧, 置入近端肠管, 收紧荷包线, 
完成端端吻合. 经括约肌间取出4例: 首先经腹

行全直肠系膜切除术(total mesorectal excision, 
TME), 游离至肛提肌, 会阴组消毒, 肛周四方向

缝合牵引线, 充分暴露肛门, 肛门黏膜皮肤汇合

处开始以电刀切割一圈, 暴露内外括约肌间沟, 
循此间隙向上以电刀锐性分离, 切除肛管及直

肠下端内括约肌, 穿过肛提肌, 进入腹腔, 经此

拖出肠管, 切断肠管, 直视下将直肠全层与肛周

皮肤间断缝合, 术后3 mo控便能力恢复正常.

2  结果

11例手术均成功完成, 无1例中转开腹. 无术中直

肠破裂, 无吻合口出血、吻合口漏、吻合口狭

窄, 无手术相关死亡发生.

3  讨论

目前, 腹腔镜微创手术范围已扩大到外科的各

个领域[2]. 结直肠恶性肿瘤应用腹腔镜手术切除, 
已被世界范围认可及广泛应用, 与传统手术相

比取得了明显优势[3]. 
随着微创技术的发展 ,  腹壁无瘢痕手术

(scarless surgery)成为人们追求的新的目标[4]. 
其基本思路是经自然腔道手术(natural orifice 
transluminal endoscopic surgery, NOTES), 即经自

然腔道(胃、结直肠或阴道)取出标本组织, 从而

达到腹壁无瘢痕、术后疼痛更轻、切口愈合更

快、更加微创、更加美观的效果[5]. 由于NOTES
手术对技术及设备要求较高, 容易产生腹腔内

感染、穿刺孔瘘等难题[6], 并要求术者对腹部解

剖及微创技术的使用有较高的应变能力[7], 故目

前在国内尚处于起步阶段. 也有学者将经脐入

路腔镜手术(transumbilical endoscopic surgery, 
TUES)作为前NOTES时代的一种替代技术, 利
用专用的脐孔穿刺器扩大脐孔, 可同时置入镜

头及多把操作器械, 也有报道利用橡胶手套的

密封作用自制穿刺器, 但此种方法多需要特殊

器械, 且腹内操作增加难度[8], 目前报道仅局限

于阑尾切除, 胆囊切除, 回盲部良性疾病切除等

简单手术[9], 熟练掌握尚需较长学习曲线. 本文

介绍的3种途径取出标本的方法存在以下优点: 
(1)完全基于传统腹腔镜辅助直肠癌根治术的

技术基础, 没有增加任何手术难度, 无需任何特

殊器械; (2)放弃了传统腹腔镜辅助直肠癌根治

术后腹壁的辅助切口, 术后腹壁最大的切口仅

是右下腹的1 cm的戳卡, 将切口疼痛减少到最 
小[10]; (3)低位直肠癌在腹腔镜下完成TME游离

非常容易, 但往往在闭合远端肠管时会遇到困

难, 因为器械进入盆腔的角度问题, 经常需要多

把闭合器在不同层面下完成切割闭合[11], 造成近

端切缘不在一个平面, 切缘的安全距离减小, 增
加术后吻合口复发几率[12], 远端闭合端易形成

“dog ear”, 增加吻合口瘘的风险, 而且增加器

械使用费用[13]. 
本文介绍的方法是在腹腔内直视下完成肠

管的切割, 容易掌握切缘的距离和角度, proline
缝线结实且光滑, 易于抽紧荷包, 吻合非常安全. 
对于超低位直肠癌的经括约肌切除, 即保留了

肛门, 又能最大限度地切除肿瘤, 减少了直肠癌

术后局部复发的风险, 相对于传统经腹应用凯

图的极限切除, 更安全, 更简单. 
使用上述方法有一些注意事项: (1)中低位

直肠癌肿瘤过大, 或患者肥胖, 系膜肥厚短缩会

增加经肛门拖出的困难[14]; (2)在完成游离, 准备

切断肠管之前, 远近段肠管丝线结扎, 暂时闭合

肠管, 远端肠管经肛门反复冲洗, 可以减少术中

污染及肿瘤细胞盆腔脱落种植的机会; (3)标本

在腹腔内置入塑料袋中, 可减少拖出过程中的

污染机会, 同时增加润滑, 易于取出; (4)超低位

直肠癌经括约肌切除须严格掌握适应证, 术前

直肠二期增强CT或内镜超声下准确判断肿瘤

的浸润深度, 侵及周围脏器, 或侵及肛提肌的不

可勉强保肛, 术中环周切缘可疑阳性需行快速

病理, 发现肿瘤侵及周围脏器改行腹会阴联合

直肠癌根治手术, 术后切缘阳性需补救治疗; (5)

■相关报道
随着微创技术的
发 展 ,  腹 壁 无 瘢
痕手术成为人们
追 求 的 新 目 标 . 
其基本思路是经
自 然 腔 道 手 术
(NOTES), 即经自
然腔道(胃、结直
肠或阴道)取出标
本组织, 从而达到
腹壁无瘢痕、术
后疼痛更轻、切
口愈合更快、更
加微创、更加美
观的效果.
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经阴道取出标本适于同时切除子宫患者, 对于

老年绝经妇女, 可经阴道后穹窿切开, 取出标本. 
在尚不具备NOTES手术的条件下, 不需要完全

拘泥于NOTES技术及方式, 而应该在腹腔镜手

术中, 灵活实施个体化方案[15], 尽可能减少创伤, 
降低费用, 相信随着技术的发展及设备的进一

步完善, NOTES手术和各种基于NOTES理念的

微创外科手术将有着广阔的应用前景[3].
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

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

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

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

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

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文选题新颖, 实
用性较好, 有一定
的临床参考价值.
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Abstract
AIM: To detect the expression of stanniocalcin 
1 mRNA (STC1) in peripheral blood of patients 
with gastrointestinal cancer and to analyze its 
relationship with tumor micrometastasis.

METHODS: RT-PCR was performed to detect 
the expression of STC1 mRNA in peripheral 
blood samples obtained from 40 patients with 
gastrointestinal cancer, 10 patients with gastro-
intestinal inflammatory disease and 10 healthy 
blood donors, and in tumor tissue and tumor-
adjacent normal intestinal tissue samples taken 
from 2 patients with gastric cancer and 6 pa-
tients with colorectal cancer.

RESULTS: The positive rate of STC1 mRNA 
expression was 60% (24/40) in peripheral blood 

from patients with gastrointestinal cancer, 100% 
(6/6) in tumor tissue and 16.7% (1/6) in tumor-
adjacent normal intestinal tissue from patients 
with gastric cancer or colorectal cancer. STC1 
mRNA expression was undetectable in periph-
eral blood from patients with gastrointestinal 
inflammatory disease or healthy blood donors.

CONCLUSION: Detection of STC1 mRNA ex-
pression in peripheral blood can be used to pre-
dict early micrometastasis and therefore repre-
sents an objective indicator for evaluation of tu-
mor metastasis and recurrence and therapeutic 
efficacy in patients with gastrointestinal cancer.

Key Words: Stanniocalcin 1; Gastrointestinal can-
cer; Micrometastasis
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摘要
目的: 探讨胃肠道恶性肿瘤患者外周血人类
斯钙素基因表达及其与肿瘤微转移的关系.  

方法: 采用RT-PCR方法检测胃肠道恶性肿瘤
患者40例, 消化系炎症性疾病患者10例和正常
健康捐赠者10例的外周血, 以及患者6例(胃癌
2例、大肠癌4例), 同时于术中取肿瘤组织及
正常肠道组织的hSTC-1 mRNA. 

结果: 在胃肠道恶性肿瘤患者40例中, 外周血
hSTC-1 mRNA的表达的阳性率为60%(24/40
例), 肿瘤组织6例均为阳性, 癌旁正常组织仅1
例为阳性, 其余健康成人10例及消化系炎症性
疾病患者10例均为阴性. 

结论:  在胃肠道肿瘤患者的外周血中检测
hSTC-1 mRNA的表达是判定肿瘤早期微转移
的一种较好的方法, 他可以作为肿瘤转移和复
发以及疗效观察的客观指标之一.

关键词: 人类斯钙素-1; 胃肠道肿瘤; 肿瘤微转移

张海蓉, 郝卫刚, 段丽平. 胃肠道肿瘤患者外周血人类斯钙
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■背景资料
斯钙素(STC-1)是
一种存在于硬骨
鱼, 继而在人和哺
乳动物中发现的
糖蛋白激素, 他主
要的生理作用是
抑制Ca 2+的吸收
和促进磷酸盐的
重吸收. 近年来发
现hSTC-l mRNA
在多种肿瘤组织
内普遍高表达, 越
来越多的研究表
明STC的表达在
人类肿瘤的发生
发展过程中起着
重要的作用.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
湖南长沙中南大
学湘雅三医院消
化内科
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0  引言

斯钙素(stanniocalcin, STC)是一种首先在硬骨

鱼类中发现, 并已被充分阐明的糖蛋白激素. 近
年来在人和哺乳动物中发现也存在类似的蛋白. 
STC1以旁分泌和自分泌的方式参与机体的多种

生理功能, 他不但可以通过肾脏和肠道系统来

调节钙和磷酸盐的代谢, 而且在促进脑神经元

的终末分化[1], 防止因大脑局部缺血造成脑神经

元损害[2], 调节免疫细胞功能[3], 以及影响骨骼和

肌肉的结构和功能[1]等方面也有重要作用. 近年

来越来越多的研究表明STC的表达在人类肿瘤

的发生发展过程中起着十分重要的作用, 但有

关STC1与消化系肿瘤发生的报道较少. 本研究

对2009-02/2009-04昆明医学院第一附属医院肿

瘤治疗中心和胃肠外科住院的恶性肿瘤患者40
例, 采用RT-PCR检测不同病理分期的患者的外

周血和部分组织中STC1 mRNA表达的水平, 研
究STC1在临床患者中的检测能否提高胃肠道肿

瘤的诊断率, 并研究其与消化系恶性肿瘤微转

移的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-02/2009-04昆明医学院第一

附属医院肿瘤治疗中心和胃肠外科经病理科确

诊的胃癌、大肠癌住院患者40例, 其中胃癌10
例, 大肠癌30例, 年龄36-82(平均59.6)岁, 取术前

外周血, 6例患者(胃癌2例、大肠癌4例)同时于

术中取肿瘤组织及正常肠道组织, 以及10例胃

肠道炎症疾病和10例正常健康捐赠者的外周血, 
并收集相关临床资料. 本试验将患者性别、年

龄、细胞分化、浸润程度、临床分期、有无淋

巴结转移和远处转移进行分类列表探讨基因表

达规律. 根据年龄分为≥60岁、<60岁2组; 根据

性别分为男性、女性2组; 根据病理肿瘤分化程

度分为高-中分化和低分化2组, 以及根据淋巴结

及远处转移的有无对两组进行讨论. TRIzol为美

国Invitrogen公司产品, cDNA第一链合成试剂盒

由北京天根生物技术公司提供, PCR扩增试剂为

美国Promega公司产品, PCR仪为德国Eppendorf
公司产品, 琼脂糖凝胶电泳及Doc-1000型凝胶

成像设备为美国Bio-rad生产. 引物合成由北京

三博志远生物科技有限公司完成.
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1.2 方法 
1.2.1 样本处理与RNA的提取: 抽取患者外周静

脉血3 mL, 采集后血样本于4 ℃下保存时间不超

过2 h, 以3 500 r/min, 离心10 min, 将上层血浆吸

出, 加入与吸出血浆相等体积的灭菌生理盐水, 
混匀. 将6 mL淋巴细胞分离液加入灭菌的10 mL
离心管中. 将血细胞悬液缓慢加入淋巴细胞分

离液液面上, 以1 500 r/min, 离心20 min, 收集界

面上的白细胞层, 放入灭菌的1.5 mL离心管中, 
以10 000 r/min, 离心5 min, 吸掉上清. 加入1 mL 
TRIzol反复抽吸混匀保存于-80 ℃超低温冰箱. 
在胃肠道肿瘤患者手术切除肿瘤组织离体后马

上取材, 采用一次性无菌手套及高压消毒处理

过的手术切片, 切除癌组织及正常组织各100 
mg, 两种组织切除过程中, 分别采用各自的手术

刀片, 先取远癌切端正常组织(术后病理证实切

缘无癌细胞者, 所取组织入选), 再取癌组织, 切
除癌组织时注意尽量不要接触癌组织. 所取组

织即刻放入-80 ℃超低温冰箱保存. 组织解冻后, 
取一小块组织, 约100 mg放于研钵中, 加入1 mL 
TRIzol, 迅速研磨, 尽量将组织磨碎, 室温静置5 
min后, 在低温高速离心机中10 000 r/min, 离心

10 min, 吸取上清液转移至新的离心管中. 以上

血液及组织提取物均加入0.2 mL氯仿, 充分振

荡. 12 000 r/min离心10 min. 将上层清液转入一

新的1.5 mL离心管, 加入等体积异丙醇, 轻柔颠

倒混匀十几次, 室温放置20 min. 12 000 r/min离
心10 min. 弃上清. 沉淀用1 mL冰的无水乙醇洗

1次, 12 000 r/min离心5 min. 弃上清. 室温干燥, 
用灭菌的DEPC水50 μL溶解沉淀. 取3 μL RNA, 
1.5%琼脂糖凝胶进行电泳, 在紫外投射灯上观

察以鉴定提取的总RNA的完整性. 总RNA完整, 
进行下续试验. 
1.2.2 逆转录: 在冰浴的无核酸酶的离心管中加

入如下反应混合物: RNA: 10 μL, Oligo(dT)15: 
2 μL, dNTP: 2 μL, 70 ℃加热5 min, 冰上骤冷2 
min, 简短离心收集反应液后加入以下组分: 5×
First-Strand Buffer: 4 μL, MDTT: 1 μL, RNasin: 
0.5 μL, TIANScript M-MLV(200 U): 1 μL, 42 ℃
加热50 min, 95 ℃加热5 min终止反应, 以RNase-
free ddH2O将反应体系稀释总体积至50 μL. 
1.2.3 RT-PCR: 扩增体系: cDNA: 1 μL, 上下

引物(10 μm)各2 μL, 10×反应缓冲液: 2 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L): 2 μL, Taq DNA聚合酶0.5 
μL, 加灭菌去离子双蒸水15 μL至总体积25 μL. 
hSTC-1引物、内参照β-actin序列见表1. 循环参

www.wjgnet.com

■研发前沿
本 研 究 采 用 RT-
PCR方法检测胃
癌、大肠癌患者
外周血中hSTC-l 
mRNA水平及相
应 肿 瘤 组 织 中
hSTCl的表达状况, 
同时分析hSTC-l 
mRNA表达水平与
临床病理特征的
关系. 明确胃肠道
肿瘤患者外周血
中hSTC-1 mRNA
的表达及其诊断
价值, 以鉴定其是
否为胃癌及肠癌
的肿瘤标志物.
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数如下: β-actin: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性

30 s, 58 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 28个循环, 
72 ℃延伸10 min. hSTC-1: 94 ℃预变性5 min, 
94℃变性30 s, 62 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 
28个循环, 72 ℃延伸10 min. 
1.2.4 RT-PCR产物鉴定: 扩增产物加样于1.5%琼

脂糖凝胶进行电泳, 紫外光凝胶成像系统扫描. 
以肉眼明确判定139 bp处有亮带为阳性标准. 

统计学处理 采用SPSS软件分析各组数据, 
以P <0.05为显著性差异.

2  结果

2.1 提取的总RNA完整 可见18S和28S两条主带, 
28S∶18S = 2∶1, 提取的总RNA完整, 没有降解

(图1).
2.2 胃肠道恶性肿瘤外周血hSTC-1 mRNA的

表达 在40例胃肠道恶性肿瘤患者中, hSTC-1 
mRNA的表达的阳性率为60%(24/40例), 6例
肿瘤组织均为阳性, 癌旁正常组织仅1例为阳

性, 其余10例健康成人及10例消化系炎症性疾

病患者均为阴性(图2). 胃肠道恶性肿瘤外周血

hSTC-1 mRNA表达与临床病理资料之间的相关

性分析见表2.

3  讨论

1995年Wanger等 [4]首先发现在人类组织中存

在STC, 随后Chang等[5]克隆出人类编码STC的
cDNA, 并在1998年通过原位分子杂交和双色荧

光原位分子杂交技术发现hSTC-1基因定位于染

色体的8p11.2-p21带上, 且由4个外显子组成. 目
前认为hSTC-1主要存在于肾、十二指肠、脑、

子宫、前列腺、卵巢等组织中, 以旁分泌和自

分泌方式分泌, 在外周血循环中不存在, De Niu
等[6]推测可能是血液中存在特殊的清除机制, 使
得在人体外周血循环中没有发现hSTC-1的存

在. 随着对hSTC-1研究的不断深入, 越来越多的

研究表明hSTC-1的表达与人类癌症的发展过程

相关, 有学者认为hSTC-1调节Ca2+/Pi浓度可能

是肿瘤细胞增殖[7]、侵袭和转移必要的传导信

号, 有诱导肿瘤细胞适应低氧环境以维持能量

代谢的稳定[8,9], 调节内皮细胞功能, 促进新生血

管的成熟[10]等作用. hSTC-1 mRNA在多种肿瘤

组织内普遍的高表达, 且在非血液系统源性肿

瘤人群的骨髓和外周血中不表达, 使得hSTC-1 
mRNA可能成为一个新的肿瘤标志物[11]. 

非血液系统的恶性肿瘤在发展过程中, 具有

转移潜能的肿瘤细胞在术前或术时已脱离原发

灶, 以非常少的数量播散并存活于淋巴结、骨

髓、血液或远处器官中, 常无任何临床表现, 普
通检测手段亦不能发现, 称为肿瘤微转移. 肿瘤

细胞在外周血中的微转移是肿瘤复发和转移的

重要起始步骤. 近年来随着分子生物学技术的

发展, 用RT-PCR方法检测肿瘤特异性mRNA的

表达已被证明是检查外周血、骨髓、淋巴结中

循环细胞的敏感方法, PCR方法可以在107单核细

胞中检测出1-10个肿瘤细胞, 这已被证明是检查

外周血、骨髓、淋巴结中循环细胞的敏感方法.

■相关报道
肿瘤患者外周血
中hSTC-1 mRNA
的表达对诊断恶
性肿瘤性疾病具
有较高的敏感性
和特异性, hSTC-1 
mRNA可能成为
一个新的肿瘤标
志物, 与肿瘤微转
移有关.

表  1  RT-PCR引物信息

     
名称				          引物序列			   长度(bp)

hSTC-1		  上游	 5'-CACACCCACGAGCTGACTTC-3'		     139

		  下游	 5'-TCTCCCTGGTTATGCACTCTCA-3'	

β-actin		  上游	 5'-CCCTGGACTTCGAGCAAGAGAT-3'		     530                

	 	 下游	 5'-GTTTTCTGCGCAAGTTAGG-3'	

M        1         2        3        4

28S

18S

图  1  RNA琼脂糖变性凝胶电泳. M: DNA Marker; 1-4: 外

周血总RNA.

图  2  外周血hSTC-1 mRNA的表达. 1-3: 消化道肿瘤患者

(-); 4-7: 消化道肿瘤患者(+); 8: 消化系炎症性疾病患者(-); 

9: 健康成人(+).

1     2    3     4     5     6    7    8    9
hSTC-1

b-actin

139 bp

530 bp
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目前, 病理学检查仍然是确诊肿瘤最重要

的方法, 而临床中常用的一些血清学方法如蛋

白质类、糖脂类和酶类肿瘤标志物的检测不同

程度地存在敏感性和/或特异性不足的问题, 并
且这些血清学的检测方法对肿瘤有无转移无法

做出判断, 临床上通常以临床表现和影像学检

查作为诊断肿瘤有无转移的依据, 这与肿瘤的

微转移必然存在一定的时间差, 其间包括肿瘤

细胞进入血液循环、局部种植、生长等过程, 
早期发现肿瘤微转移将为指导临床治疗、监测

疗效、判断肿瘤预后提供重要参考资料. 因此, 
探索一种早期检查肿瘤微转移的方法具有一定

的临床意义. 
本研究收集40例消化系恶性肿瘤患者术前

以及10例消化系炎症性疾病患者和10例正常健

康捐赠者的外周血, 其中6例患者同时于术中取

肿瘤组织及正常肠道组织, 采用RT-PCR方法检

测hSTC-1 mRNA的表达. 结果6例肿瘤组织均为

阳性, 癌旁正常组织仅1例为阳性, 考虑在肿瘤

的发生过程中代谢的改变要先于组织学的变化, 
其余10例健康成人及10例消化系炎症性疾病患

者均为阴性. 
在胃肠道肿瘤患者中, hSTC-1 mRNA的表

达的阳性率为60%(24/40例), 与所收集的消化

系炎症性疾病和健康成人的表达有显著的差异

(均P <0.01), 在一定程度上说明肿瘤患者外周血

中hSTC-1 mRNA的表达对诊断恶性肿瘤性疾病

具有较高的敏感性和特异性. 进一步结合患者

的临床资料发现, hSTC-1 mRNA的表达在年龄

≥60岁、低分化、浸润较深、有转移的胃癌和

大肠癌患者中年龄<60岁、中高分化、浸润较

浅、无转移的患者, 两组之间并没有显著的差

异. 这与国内外相关报道不相一致[12], 考虑与样

本量、病理组织取材范围、对肿瘤有无转移的

判定所选择的影像学检查的敏感性有差异所致. 
但综合胃癌和肠癌患者外周血hSTC-1 mRNA
的表达发现, 在年龄≥60岁、有淋巴结转移和

TNM分期Ⅲ-Ⅳ期的胃癌肠癌患者中高于在年

龄<60岁、无淋巴结转移和TNM分期0-Ⅱ期的

患者, 两组间有统计学差异(均P <0.05). 在胃肠

道肿瘤患者的外周血中检测hSTC-1 mRNA的表

达以判定肿瘤早期的微转移不失为一种较好的

■应用要点
在 肿 瘤 患 者 的
外 周 血 中 检 测
hSTC-1 mRNA的
表达以判定肿瘤
早期的微转移为
一种较好的方法, 
可能成为肿瘤转
移和复发以及疗
效观察的客观指
标之一.

表  2  外周血hSTC-1 mRNA表达与临床病理资料之间的相关性

     
临床资料

			      胃癌			      大肠癌			            合计

		         n 	           阳性n (%)	          n 	                    阳性n (%)	               n 	                     阳性n (%)

性别

    男   6 2(33.3) 17 11(64.7) 23 13(56.5)

    女   4 3(75.0) 13   8(61.5) 17 11(64.7)

年龄(岁)

    ≥60   5 4(80.0) 21 15(71.4) 26 19(73.1)a

    <60   5 1(20.0)   9   4(44.4) 14   5(35.7)

分化程度

    中高   2 0(0.00) 22 14(58.3) 24 14(58.3)

    低   8 5(62.5)   8   5(62.5) 16 10(62.5)

浸润深度

    T1-T2   3 1(33.3)   6   3(50.0)   9   4(44.4)

    T3-T4   7 4(57.1) 24 16(66.7) 31 20(64.5)

淋巴结转移

    有   5 3(60.0) 14 11(78.6) 19 14(73.7)a

    无   5 2(40.0) 16   8(50.0) 21 10(47.6)

远处转移      

    有   1 0(0.00)   7   5(71.4)   8   5(62.5)

    无   9 5(55.6) 23 14(60.9) 32 19(59.3)

TNM分期

    0-Ⅱ   5 2(40.0) 16   8(50.0) 21 10(47.6)a

    Ⅲ-Ⅳ   5 3(60.0) 14 11(78.6) 19 14(73.7)

合计 10 5(50.0) 30 19(63.3) 40 24(60.0)

aP<0.05 vs  年龄<60, 淋巴结无转移, TNM分期Ⅲ-Ⅳ.
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方法, 他可以作为肿瘤转移和复发以及疗效观

察的客观指标之一.
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《2009 年版中国科技期刊引证报告》( 核心版 ) 发布
《世界华人消化杂志》2008 年影响因子 0.547   

本刊讯 中国科学技术信息研究所发布2008年《世界华人消化杂志》的总被引频次为2 480, 位居1 868种中

国科技论文统计源期刊的第100位, 41种内科学类期刊的第6位. 2008年《世界华人消化杂志》的影响因子为

0.547, 41种内科学类期刊的第17位. 大家最为关注的是《2009年版中国科技期刊引证报告》(核心版)中新增一

个综合评价指标, 即综合评价总分, 该指标根据科学计量学原理, 系统性地综合考虑被评价期刊的各影响力指

标(总被引频次、影响因子、他引率、基金论文比、引文率等)在其所在学科中的相对位置, 并按照一定的权

重系数将这些指标进行综合集成, 对期刊进行综合评价. 《世界华人消化杂志》总分为49.5, 在41种内科学类

期刊中排名第8位, 在1 868种中国科技期刊排名第341位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文内容新颖, 设
计科学, 对胃癌的
早期发现治疗具
有一定的意义.
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Abstract
A lipoma is a benign tumor of adipose tissue 
and usually arises in adipose-rich regions. Li-
poma occurring in the deep muscular layer of 
the colon is a very rare clinical entity. Here, we 
report a case of deep muscular lipoma of the 
transverse colon. As bloody stool was the main 
symptom in this patient, he was misdiagnosed 
with malignant stromal tumor. A definite diag-
nosis was made by postoperative pathological 
examination.

Key Words: Transverse colon; Lipoma; Misdiagno-
sis; Stromal tumor
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摘要
脂肪瘤是一种来源于脂肪组织的良性肿瘤, 常

发于脂肪聚集的部位, 而发生于结肠深肌层的
脂肪瘤临床上实属罕见, 本例患者降结肠发生
脂肪瘤, 以便血为主诉就诊, 临床上极易将其
误诊为结肠癌或结肠恶性间质瘤, 临床上确诊
的方法为术后病理诊断. 

关键词: 横结肠; 脂肪瘤; 误诊; 间质瘤
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0  引言

脂肪瘤是一种来源于脂肪组织的良性肿瘤, 常
发于脂肪聚集的部位, 而发生于结肠深肌层的

脂肪瘤临床上实属罕见, 本例患者降结肠深肌

层发生脂肪瘤, 以便血为主诉就诊, 临床上极易

将其误诊为结肠癌或结肠恶性间质瘤, 确诊的

方法为术后病理诊断, 本病的治疗方法可根据

肿瘤的分型、直径、生长特点等情况来决定. 
现报道如下.

1  病例报告

男性, 73岁, 因“反复大便带血4年余入院”. 体
格检查无阳性体征. CT检查: 横结肠近脾曲肠壁

增厚, 结肠癌可能(图1). 纤维结肠镜: 横结肠近

脾曲处约4.0 cm×6.0 cm大小球形结节状隆起, 
表面黏膜光滑、充血, 病理: 均为黏膜组织, 考
虑为间质瘤, 建议行穿刺病理检查(图2). 遂在云

南省肿瘤医院行根治性左半结肠切除术, 术后

病理: 横结肠深层脂肪瘤(图3). 术后恢复好, 定
期随诊.

2  讨论

脂肪瘤是一种来源于脂肪组织的良性肿瘤, 常发

于脂肪聚集的部位, 如腹膜后、皮下组织等[1]. 结
直肠脂肪瘤是大肠良性肿瘤中仅次于腺瘤的良

性肿瘤, 据国外Notaro及Zamboni等报道, 其发病

率低于5%[2]. 临床上结直肠脂肪瘤较为少见. 多
数患者均以慢性的腹痛、便血、腹泻等症状来
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就诊. 结肠脂肪瘤从病理检查方面来分, 可分为

黏膜下型、浆膜下型、肌间型、混合型4型, 以
黏膜下型为多见[3]. 查阅近30年的相关文献, 均
为黏膜及浆膜下型, 对其治疗均在纤维内镜下

无法切除后行结肠肠段切除术, 通过术后病理

检查明确诊断. 本例患者根据肠镜及CT等检查

确定为混合型, 肿瘤位于结肠深肌层, 位置较深, 
实属罕见. 随着对胃肠间质瘤认识的加深, 该病

仅依靠影像学及内镜检查极易误诊为结肠间质

瘤等疾病, 术前很难明确诊断. 该病的诊断只有

通过术后病理检查才能确定, 而对于其治疗方

法, 有学者提出, 因脂肪瘤导电性的特点, 带蒂

的脂肪瘤不宜在电镜下切除[4]. 我们认为该病的

治疗可根据肿瘤的分型、直径、生长特点等情

况来决定其治疗方法, 对于电镜下治疗困难的

患者, 我们认为可借助超声内镜穿刺病理检查

协助诊断, 并建议术中行快速病理检查, 明确诊

断后选择手术方式, 尽量减小手术创伤. 

3      参考文献
1	 张芳. 结肠粘膜下脂肪瘤1例. 青岛医药卫生 2002; 34: 51
2	 赵士彭, 赵发, 郭伶俐, 张峰波. 结肠巨大血管脂肪瘤

误诊结肠癌一例报告. 天津医药 1998; 26: 729
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图  1  CT示横结肠脾曲肠壁明显增厚.
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图  2  纤维结肠镜检查. A: 取材前; B: 取材后.

图  3  横结肠深层脂肪瘤病理检查. A: 低倍镜(×10); B: 高

倍镜(×40).
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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 
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《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(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 : 
010-85381901, 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 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.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投

稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件处理费及发表费, 文章发表后可

获得1本样刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
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传真: 010-8538-1893
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2010年国内国际会议预告

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

2010-09-01
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.csgd.org.cn/2010/

2010-09-01
第二次肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 太原市 
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

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

2010-09-15/17
临床实验室生物安全管理研讨会
会议地点: 长春市
电子邮箱: jianchengxu@yeah.net 

2010-09-16/19
第十三届全国临床肿瘤学大会暨2010年CSCO学术年会
会议地点: 北京市
联系方式: http://reg.csco.org.cn/reg2010/

2010-09-21/25
肝脏疾病病理基础及治疗进展
会议地点: 西安市 
联系方式: 029-85323924

2010-10-12/16
无创性肝纤维化诊断及常见肝病新进展学习班
会议地点: 南京市
联系方式: 025-80864021

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/

2010-10-28/30 
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市 
yjliu@cma.org.cn

2010-11-12/15
内镜黏膜下剥离术(ESD)及其并发症防治学习班
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: liubingrong@medmail.com.cn

2010-11-17/20
中华医学会糖尿病学分会第十四次全国学术会议
会议地点: 苏州市 
联系方式: fredfeng@cma.org.cn

2010-11-17/21
消化及消化内镜前沿理论和技术学习班
会议地点: 南京市
联系方式: 025-80004616

2010-11-18/21
第十四届全国胆道外科学术会议暨2010中国国际肝胆外
科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: ncbs_cifhbs@126.com

2010-12-02/06
第九届广东省消化内镜学术年会
会议地点: 广州市 
联系方式: 020-61641541

2010-12-03/06
肿瘤多学科综合诊治新概念学术研讨会
会议地点: 三亚市
电子邮箱: wetogether@126.com

2010-12-26/30
肝胆疾病-肝功能衰竭治疗新理念
会议地点: 南京市
联系方式: 025-83106666-66866
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蔡开琳 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

陈洪 副教授

东南大学附属中大医院消化科

陈贻胜 教授

福建省立医院消化内科

杜雅菊 主任医师

哈尔滨医科大学附属第二医院消化内科

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

傅春彬 主任医师

吉化集团公司总医院消化内科

高英堂 研究员

天津市第三中心医院 天津市肝胆疾病研究所分子细胞室

戈之铮 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

管冬元 副教授

上海中医药大学基础医学院实验中医学教研室

郝建宇 教授

首都医科大学附属北京朝阳医院消化内科

黄恒青 主任医师

福建省第二人民医院消化内科

李刚 教授  

北京大学医学部生物化学与分子生物学系

李晟磊 副主任医师 

郑州大学第一附属医院病理科、河南省肿瘤病理重点实验室

李瑜元 教授   

广州市第一人民医院内科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李瑗 教授  

广西肿瘤研究所

刘绍能 主任医师  

中国中医科学院广安门医院消化科

龙学颖 副主任医师

中南大学湘雅医院放射科

沈柏用 副教授  

上海交通大学医学院附属瑞金医院肝胆胰外科中心

孙诚谊 教授  

贵阳医学院附属医院院长办            

孙殿兴 主任医师

白求恩国际和平医院肝病科

唐文富 副教授

四川大学华西医院中西医结合科

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

王正康 教授 

北京中日友好医院普外科 

肖恩华 教授

中南大学湘雅二医院放射教研室 

徐庆 教授 

桂林医学院药理教研室

姚希贤 教授

河北医科大学附属第二医院消化内科 

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

于颖彦 教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院器官移植中心病理室

张进祥 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院急诊外科

www.wjgnet.com
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